
(57)【要約】

本発明は、頭頸部扁平上皮癌および膀胱癌を予防または

処置するための方法であって、(a)(b)に付着した、癌細

胞上のタンパク質に結合するリガンド；(b)癌細胞に対

して細胞毒性である毒素を含む免疫毒素を用いる方法に

関する。特定の態様において、本発明は、シュードモナ

ス外毒素Aの切断型に融合するヒト化MOC31由来一本鎖抗

体断片を含む組換え免疫毒素である、VB4-845を用いる

頭頸部扁平上皮癌もしくは膀胱癌の予防または処置に向

けられている。また、本発明により、癌の予防または処

置のための低減された用量の化学療法剤の使用を含む併

用療法方法も含まれる。また、本発明により、癌の予防

または処置のための、癌腫への組換え免疫毒素の直接的

投与のための製剤および方法も含まれる。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 以 下 を 含 む 、 頭 頸 部 扁 平 上 皮 癌 ま た は 膀 胱 癌 を 処 置 ま た は 予 防 す る た め の 薬 物 の 製 造 の
た め の 有 効 量 の 免 疫 毒 素 の 使 用 ：
(a)(b)に 付 着 し た 、 癌 細 胞 上 の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る リ ガ ン ド ；
(b)癌 細 胞 に 対 し て 細 胞 毒 性 で あ る 毒 素 。
【 請 求 項 ２ 】
　 リ ガ ン ド が 癌 細 胞 上 の Ep-CAMに 結 合 す る 、 請 求 項 1記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ 】
　 リ ガ ン ド が 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 で あ る 、 請 求 項 1ま た は 2記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ 】
　 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 が 、 マ ウ ス 、 ヒ ト も し く は キ メ ラ の 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 で あ る 、 請
求 項 3記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ５ 】
　 リ ガ ン ド が ヒ ト 化 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 で あ る 、 請 求 項 1～ 4の い ず れ か 一 項 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ６ 】
　 ヒ ト 化 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 が 、 ヒ ト Ep-CAMの 細 胞 外 ド メ イ ン に 結 合 し 、 か つ MOC-31抗 体
由 来 の 相 補 性 決 定 領 域 (CDR)配 列 を 含 む 、 請 求 項 5記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ７ 】
　 CDR配 列 が SEQ ID NO:4～ 9に 示 さ れ て い る 、 請 求 項 6記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ８ 】
　 抗 体 断 片 が Fab、 Fab'、 (Fab') 2 、 scFvま た は dsFv断 片 で あ る 、 請 求 項 3～ 7の い ず れ か 一
項 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ９ 】
　 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 が 4D5MOC-A由 来 で あ る 、 請 求 項 5記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 が 4D5MOC-B由 来 で あ る 、 請 求 項 5記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 抗 体 断 片 が scFv断 片 で あ る 、 請 求 項 7～ 10の い ず れ か 一 項 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 抗 体 断 片 が SEQ ID NO:3に 示 さ れ た 配 列 ま た は そ の 変 異 体 を 有 す る 、 請 求 項 3～ 11の い ず
れ か 一 項 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 抗 体 ま た は 断 片 が 2.0x10 - 8 未 満 の 解 離 定 数 (K D )で ヒ ト Ep-CAMに 結 合 す る 、 請 求 項 3～ 11
の い ず れ か 一 項 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 免 疫 毒 素 が VB4-845ま た は そ の 変 異 体 で あ る 、 請 求 項 1～ 13の い ず れ か 一 項 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 免 疫 毒 素 が VB4-845で あ る 、 請 求 項 1～ 13の い ず れ か 一 項 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 免 疫 毒 素 が SEQ ID NO:2に 示 さ れ た 配 列 を 有 す る 、 請 求 項 15記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 頭 頸 部 扁 平 上 皮 癌 ま た は 膀 胱 癌 の 同 時 の 、 別 々 の も し く は 逐 次 の 処 置 ま た は 予 防 の た め
の 薬 物 の 製 造 の た め の 1つ ま た は 複 数 の さ ら な る 癌 治 療 法 の 使 用 を 追 加 的 に 含 む 、 請 求 項 1
～ 16の い ず れ か 一 項 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 薬 物 が 癌 部 位 に 直 接 的 に 投 与 さ れ る 、 請 求 項 1～ 17の い ず れ か 一 項 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 直 接 的 投 与 が 腫 瘍 内 、 膀 胱 内 ま た は 腫 瘍 周 囲 で あ る 、 請 求 項 18記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
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　 薬 物 が 約 10 μ g～ 約 3000 μ g免 疫 毒 素 /腫 瘍 /日 の 用 量 で 投 与 さ れ る 、 請 求 項 1～ 19の い
ず れ か 一 項 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 薬 物 が HNSCCの 処 置 の た め に 約 20 μ g～ 約 1240 μ g免 疫 毒 素 /腫 瘍 /日 の 用 量 で 投 与 さ れ
る 、 請 求 項 1～ 19の い ず れ か 一 項 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 薬 物 が 1～ 7日 間 、 一 日 量 か ら な る サ イ ク ル と し て 投 与 さ れ る 、 請 求 項 20ま た は 21記 載 の
使 用 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 薬 物 が 1～ 6サ イ ク ル 投 与 さ れ る 、 請 求 項 22記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 薬 物 が 、 膀 胱 癌 の 処 置 の た め に 約 100 μ g～ 約 2000 μ g免 疫 毒 素 /週 の 用 量 で 投 与 さ れ る
、 請 求 項 1～ 19の い ず れ か 一 項 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 薬 物 が 1週 間 に つ き 1用 量 か ら な る サ イ ク ル と し て 投 与 さ れ る 、 請 求 項 24記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 薬 物 が 1～ 6サ イ ク ル 投 与 さ れ る 、 請 求 項 25記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 毒 素 が リ ボ ソ ー ム 不 活 化 ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 1～ 26の い ず れ か 一 項 記 載 の 使 用
。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 毒 素 が ゲ ロ ニ ン （ gelonin） 、 ブ ー ゲ ニ ン （ bouganin） 、 サ ポ リ ン （ saporin） 、 リ シ ン
、 リ シ ン A鎖 、 ブ リ オ ジ ン （ bryodin） 、 ジ フ テ リ ア お よ び レ ス ト リ ク ト シ ン （ restrictoc
in） か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 27記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 毒 素 が シ ュ ー ド モ ナ ス 外 毒 素 Aま た は そ の 変 異 体 で あ る 、 請 求 項 27記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 (a)(b)に 付 着 し た 、 癌 細 胞 上 の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 分 子 ； (b)癌 細 胞 に 対 し て 細 胞 毒
性 で あ る 毒 素 、 お よ び 癌 を 処 置 す る た め の そ の 使 用 説 明 書 を 含 み 、 免 疫 毒 素 の 有 効 量 を 含
む 、 頭 頸 部 扁 平 上 皮 癌 ま た は 膀 胱 癌 を 処 置 ま た は 予 防 す る た め の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 リ ガ ン ド が 癌 細 胞 上 の Ep-CAMに 結 合 す る 、 請 求 項 30記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 リ ガ ン ド が 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 で あ る 、 請 求 項 30ま た は 31記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 が マ ウ ス 、 ヒ ト ま た は キ メ ラ の も の で あ る 、 請 求 項 32記 載 の キ ッ ト
。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 リ ガ ン ド が ヒ ト 化 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 で あ る 、 請 求 項 30～ 33の い ず れ か 一 項 記 載 の キ ッ
ト 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 ヒ ト 化 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 が 、 ヒ ト Ep-CAMの 細 胞 外 ド メ イ ン に 結 合 し 、 か つ MOC-31抗 体
由 来 の 相 補 性 決 定 領 域 (CDR)配 列 を 含 む 、 請 求 項 34記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 CDR配 列 が SEQ ID NO:4～ 9に 示 さ れ て い る 、 請 求 項 35記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 抗 体 断 片 が Fab、 Fab'、 (Fab') 2 、 scFvま た は dsFv断 片 で あ る 、 請 求 項 32～ 36の い ず れ か
一 項 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 が 4D5MOC-A由 来 で あ る 、 請 求 項 34記 載 の キ ッ ト 。
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【 請 求 項 ３ ９ 】
　 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 が 4D5MOC-B由 来 で あ る 、 請 求 項 34記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 抗 体 断 片 が scFv断 片 で あ る 、 請 求 項 37～ 39の い ず れ か 一 項 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 抗 体 断 片 が SEQ ID NO:3に 示 さ れ た 配 列 ま た は そ の 変 異 体 を 有 す る 、 請 求 項 32～ 40の い
ず れ か 一 項 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 抗 体 ま た は 断 片 が 2.0x10 - 8 未 満 の 解 離 定 数 (K D )で ヒ ト Ep-CAMに 結 合 す る 、 請 求 項 31～ 41
の い ず れ か 一 項 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 免 疫 毒 素 が VB4-845ま た は そ の 変 異 体 で あ る 、 請 求 項 31～ 41の い ず れ か 一 項 記 載 の キ ッ
ト 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 免 疫 毒 素 が VB4-845で あ る 、 請 求 項 31～ 41の い ず れ か 一 項 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 癌 細 胞 上 の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る リ ガ ン ド お よ び 癌 を 診 断 す る た め の そ の 使 用 説 明 書 を
含 む 、 頭 頸 部 扁 平 上 皮 癌 ま た は 膀 胱 癌 を 診 断 す る た め の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 リ ガ ン ド が 癌 細 胞 上 の Ep-CAMに 結 合 す る 、 請 求 項 45記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 リ ガ ン ド が 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 で あ る 、 請 求 項 45ま た は 46記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 が マ ウ ス 、 ヒ ト ま た は キ メ ラ の も の で あ る 、 請 求 項 47記 載 の キ ッ ト
。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 リ ガ ン ド が ヒ ト 化 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 で あ る 、 請 求 項 45～ 48の い ず れ か 一 項 記 載 の キ ッ
ト 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 ヒ ト 化 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 が 、 ヒ ト Ep-CAMの 細 胞 外 ド メ イ ン に 結 合 し 、 か つ MOC-31抗 体
由 来 の 相 補 性 決 定 領 域 (CDR)配 列 を 含 む 、 請 求 項 49記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 抗 体 断 片 が Fab、 Fab'、 (Fab') 2 、 scFvま た は dsFv断 片 で あ る 、 請 求 項 47～ 50の い ず れ か
一 項 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 が 4D5MOC-A由 来 で あ る 、 請 求 項 51記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 が 4D5MOC-B由 来 で あ る 、 請 求 項 51記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 抗 体 断 片 が scFv断 片 で あ る 、 請 求 項 50～ 53の い ず れ か 一 項 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 抗 体 断 片 が SEQ ID NO:3に 示 さ れ た 配 列 ま た は そ の 変 異 体 を 有 す る 、 請 求 項 47～ 54の い
ず れ か 一 項 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 抗 体 ま た は 断 片 が 2.0x10 - 8 未 満 の 解 離 定 数 (K D )で ヒ ト Ep-CAMに 結 合 す る 、 請 求 項 46～ 55
の い ず れ か 一 項 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 頭 頸 部 扁 平 上 皮 癌 ま た は 膀 胱 癌 を 処 置 ま た は 予 防 す る た め の 方 法 ：
(1)患 者 由 来 の 腫 瘍 試 料 を 、 頭 頸 部 扁 平 上 皮 癌 ま た は 膀 胱 癌 に 関 連 す る の で は な い か と 疑
わ れ る タ ン パ ク 質 の 発 現 に つ い て 試 験 す る 段 階 ； お よ び
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(2)そ の タ ン パ ク 質 が 対 照 と 比 較 し て 腫 瘍 試 料 に お い て よ り 高 い レ ベ ル で 発 現 さ れ て い る
場 合 、 以 下 を 含 む 免 疫 毒 素 の 有 効 量 を 患 者 へ 投 与 す る 段 階 ：
(a)(b)に 付 着 し た 、 癌 細 胞 上 の そ の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る リ ガ ン ド ；
(b)癌 細 胞 に 対 し て 細 胞 毒 性 で あ る 毒 素 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 癌 を 有 す る ま た は 癌 を 有 す る リ ス ク が あ る 患 者 に 、 癌 細 胞 の 表 面 上 に 選 択 的
に 発 現 さ れ た 抗 原 に 結 合 す る 免 疫 毒 素 を 投 与 す る こ と に よ る 癌 の 予 防 ま た は 処 置 の た め の
方 法 に 向 け ら れ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】

　 最 近 、 免 疫 療 法 が 、 癌 と 闘 う 潜 在 的 に 有 効 な 新 し い ア プ ロ ー チ と し て 浮 上 し て き た 。 腫
瘍 関 連 抗 原 (「 TAA」 )に 対 し て 方 向 づ け ら れ た 、 マ ウ ス お よ び ヒ ト 化 /キ メ ラ 抗 体 、 な ら び
に そ れ ら の そ れ ぞ れ の 抗 体 断 片 が 、 特 定 の ヒ ト 癌 の 診 断 お よ び 治 療 の た め に 用 い ら れ た 5 -

1 3 。 こ れ ら の 抗 体 の 非 結 合 型 、 毒 素 結 合 型 お よ び 放 射 性 標 識 型 が 、 そ の よ う な 治 療 に 用 い
ら れ た 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 免 疫 療 法 の た め の 対 象 と な る 1つ の 腫 瘍 関 連 抗 原 は 、 Ep-CAM(上 皮 細 胞 接 着 分 子 ( ithel
ial ell dhesion olecule)に つ い て 、 17-1A、 KSA、 EGP-2、 お よ び GA733-2と し て も 公
知 で あ る )で あ る 。 Ep-CAMは 、 肺 、 乳 房 、 卵 巣 、 結 腸 直 腸 の 癌 、 お よ び 頭 頸 部 の 扁 平 上 皮
細 胞 癌 を 含 む 、 多 く の 固 形 腫 瘍 に お い て 高 く 発 現 さ れ て い る 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 で あ る が 、
た い て い の 正 常 な 上 皮 組 織 に お い て は 弱 く 発 現 さ れ て い る 。 癌 形 成 に お け る Ep-CAMの 役 割
は は っ き り し な い ま ま で あ る ； し か し な が ら 、 そ れ の 発 現 は 、 細 胞 増 殖 の 速 度 に 相 関 し て
い る 。 Ep-CAM特 異 的 抗 体 は 、 小 細 胞 肺 癌 お よ び 非 小 細 胞 肺 癌 を 有 す る 患 者 に お い て 、 原 発
腫 瘍 お よ び 転 移 を 画 像 化 な ら び に 検 出 す る た め に 用 い ら れ た 。 抗 Ep-CAMモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 の 中 で 、 エ ド レ コ ロ マ ブ と し て も 知 ら れ た マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 PANOREX(
登 録 商 標 )は 、 ド イ ツ で 大 腸 癌 の 治 療 用 に 認 可 さ れ 、 米 国 で 臨 床 試 験 中 で あ る 1 4 - 1 5 。 し か
し な が ら 、 注 目 す べ き こ と に は 、 PANOREX(登 録 商 標 )処 置 は 、 腹 部 の 痙 攣 、 吐 き 気 、 一 過
性 下 痢 お よ び 皮 膚 膨 疹 を 含 む 望 ま し く な い 副 作 用 を 伴 っ た 3 9 - 4 1 , 5 7 。 他 の Ep-CAM標 的 化 抗
体 で の 臨 床 試 験 は 、 よ り 成 功 率 が 低 か っ た ； 抗 体 BIS-1は 、 末 梢 血 管 収 縮 、 呼 吸 困 難 お よ
び 発 熱 を 伴 い 、 抗 体 3622W94は 、 急 性 壊 死 性 膵 炎 を 伴 っ た 3 6 - 3 8 。 効 果 的 な 、 低 毒 性 の 抗 Ep
-CAM抗 体 に つ い て の 研 究 は 続 い て い る ： 抗 体 依 存 性 細 胞 障 害 (「 ADCC」 )に よ っ て 作 用 す る
と 言 わ れ て い る 、 完 全 ヒ ト 化 抗 Ep-CAM抗 体 、 MT201、 が 報 告 さ れ た 5 8 。 マ ウ ス モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 MOC31に 由 来 す る 、 ヒ ト 化 の 、 安 定 化 さ れ た 、 一 本 鎖 抗 Ep-CAM抗 体 、 4D5MOC-Bが
開 発 さ れ 、 2000年 4月 10日 に 出 願 さ れ 、 2000年 10月 19日 に 公 開 さ れ た 、 国 際 特 許 出 願 番 号 P
CT/EP00/03176、 公 開 番 号 WO 00/61635、 お よ び Willuda et al. 5 9 に 記 載 さ れ て い る 。 こ れ
ら の 刊 行 物 は 、 頭 頸 部 扁 平 上 皮 細 胞 癌 (HNSCC)ま た は 膀 胱 癌 の 処 置 に お け る ヒ ト 化 抗 体 の
使 用 を 開 示 し て い な い 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 上 記 の よ う に 、 Ep-CAMの 発 現 の 増 加 を 伴 う 癌 の 1つ は 、 頭 頸 部 の 扁 平 上 皮 細 胞 癌 (「 HNSC
C」 )で あ る 。 Ep-CAM発 現 は 、 ヒ ト に お い て 、 頭 頸 部 の 扁 平 上 皮 細 胞 癌 の 進 行 と 相 関 し て い
る 。 HNSCCは 、 現 在 、 世 界 中 で 6番 目 に 最 も 頻 度 の 高 い 癌 で あ る 。 HNSCCは 、 重 大 な 病 的 状
態 、 特 に 発 話 お よ び 嚥 下 機 能 に 関 し て 、 を 引 き 起 こ す 疾 患 で あ る 。 手 術 、 放 射 線 療 法 、 化
学 療 法 ま た は こ れ ら の 組 み 合 わ せ が 、 一 般 的 に 、 処 置 法 の 選 択 肢 と し て 利 用 で き る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 HNSCCに 苦 し ん で い る 患 者 を 治 す た め の あ ら ゆ る 試 み に も か か わ ら ず 、 再 発 が 、 依 然 と
し て 、 頭 頸 部 癌 治 療 後 の 失 敗 (患 者 の 40%～ 50%に お い て )の 最 も 多 い 原 因 で あ る 。 サ ル ベ ー
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ジ 療 法 は 、 一 次 治 療 に 関 し て 同 じ 処 置 法 の 選 択 肢 か ら な る 。 し か し な が ら 、 症 状 緩 和 を 目
的 と し た 手 術 は 、 し ば し ば 、 困 難 で あ り 、 美 観 を 損 な う 。 さ ら に 、 放 射 線 療 法 は 、 ま れ に
し か 実 行 で き な い ま た は 有 益 で は な く 、 化 学 療 法 は 、 HNSCC患 者 に お い て 生 存 率 を 実 質 的
に は 向 上 さ せ な い 。 こ れ ら の 患 者 に つ い て の 予 後 は 、 再 発 後 の 平 均 生 存 期 間 が た っ た お よ
そ 6ヶ 月 で あ る よ う に 、 依 然 と し て 悪 い ま ま で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 HNSCC患 者 に つ い て の 悪 い 予 後 、 生 活 の 質 へ の 疾 患 の 影 響 、 お よ び 制 限 さ れ た 処 置 法 の
選 択 肢 の た め に 、 新 し い 腫 瘍 特 異 的 治 療 、 特 に HNSCCに 向 け ら れ た 、 の 開 発 に お け る 相 当
な 関 心 お よ び や む に や ま れ ぬ 必 要 性 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 膀 胱 癌 は 、 結 果 と し て 毎 年 推 定 260,000人 の 新 患 者 を 生 じ る 、 世 界 中 で 7番 目 に 最 も 頻 度
の 高 い 癌 で あ る 。 ヨ ー ロ ッ パ に お い て 、 こ の 疾 患 は 、 毎 年 約 50,000人 の 死 因 で あ る 。 膀 胱
組 織 に お け る 癌 は 、 移 行 上 皮 癌 と し て 、 移 行 上 皮 、 膀 胱 を 裏 打 ち す る 組 織 の 表 面 層 、 内 に
ほ と ん ど 全 体 的 に 生 じ る 。 最 初 の 診 断 に お い て 、 膀 胱 癌 を 有 す る 患 者 の 70～ 90%は 、 非 浸
潤 性 で 、 乳 頭 状 (指 状 突 起 )腫 瘍 を 示 す 、 表 面 の 尿 路 上 皮 層 に お け る 癌 を 含 む 表 在 性 疾 患 を
有 す る 。 現 在 の 処 置 は 、 化 学 療 法 の 膀 胱 内 送 達 、 お よ び 結 核 菌 で の 全 身 感 染 の さ ら な る リ
ス ク を 含 む カ ル メ ッ ト -ゲ ラ ン 桿 菌 (BCG)ワ ク チ ン で の 免 疫 療 法 を 含 む 。 こ の 積 極 的 な 処 置
計 画 に も か か わ ら ず 、 こ れ ら の 表 在 性 乳 頭 状 腫 瘍 の 70%は 、 長 期 の 臨 床 経 過 に 渡 っ て 再 発
し 、 重 大 な 病 的 状 態 を 引 き 起 こ す ； 約 4～ 8%が 浸 潤 癌 へ 進 行 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 こ の 医 学 的 必 要 性 に 応 じ て 、 新 し い 、 腫 瘍 特 異 的 な 治 療 法 の 開 発 に か な り の 必 要 性 が あ
る 。 一 つ の 新 規 な ア プ ロ ー チ は 、 免 疫 毒 素 ： 毒 素 と 結 合 し た 抗 体 、 を 用 い る 標 的 療 法 で あ
る 。 抗 体 は 、 腫 瘍 細 胞 に 特 異 的 に 結 合 し て 、 毒 素 を 効 率 的 腫 瘍 細 胞 殺 害 の た め に 送 達 す る
。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ９ 】

　 本 発 明 は 、 頭 頸 部 扁 平 上 皮 細 胞 癌 お よ び 膀 胱 癌 を 、 そ の よ う な 処 置 を 必 要 と す る 患 者 に
、 癌 細 胞 の 表 面 上 の タ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 結 合 す る (か つ 、 そ れ ゆ え に 、 「 標 的 に さ れ る
」 )組 換 え 免 疫 毒 素 の 有 効 量 を 投 与 す る こ と に よ り 処 置 す る た め の 新 規 な 方 法 に 関 す る 。
望 ま し い 場 合 に は 、 免 疫 毒 素 は 、 1つ も し く は 複 数 の 他 の 抗 癌 剤 と 共 投 与 、 同 時 投 与 、 お
よ び /も し く は 逐 次 的 投 与 さ れ 得 、 な ら び に /ま た は 放 射 線 も し く は 手 術 と 組 み 合 わ せ ら れ
得 る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 は ま た 、 発 生 ま た は 再 発 が 疑 わ れ る 部 位 へ 免 疫 毒 素 の 有 効 量 を 直 接 的 に 投 与 す る
段 階 を 含 む 、 癌 を 予 防 す る 、 癌 の 再 発 を 予 防 す る 、 ま た は 癌 の 再 発 率 を 低 減 さ せ る た め の
方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 は ま た 、 癌 に つ い て の 手 術 前 、 手 術 中 お よ び /ま た は 手 術 後 、 免 疫 毒 素 の 有 効 量
を 手 術 部 位 へ 直 接 的 に 投 与 す る 段 階 を 含 む 、 術 後 合 併 症 の リ ス ク を 低 減 さ せ る た め の 方 法
に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 は ま た 、 免 疫 毒 素 の 有 効 量 を 投 与 す る 段 階 を 含 む 、 別 の 癌 療 法 に 対 し て 腫 瘍 ま た
は 癌 の 感 受 性 を 増 加 さ せ る た め の 方 法 に 関 す る 。 他 の 癌 療 法 は 、 免 疫 毒 素 の 投 与 の 前 、 投
与 と 同 時 、 お よ び /ま た は 投 与 後 に 、 投 与 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の 治 療 方 法 に 用 い ら れ る 免 疫 毒 素 は 、 (a)(b)に 付 着 し た 、 癌 細 胞 上 の タ ン パ ク 質
に 結 合 す る リ ガ ン ド ； (b)癌 細 胞 に 対 し て 細 胞 毒 性 で あ る 毒 素 、 を 含 む 。 癌 細 胞 結 合 部 分 (
a)は 、 例 え ば 、 化 学 的 連 結 ま た は 遺 伝 子 的 連 結 に よ り 毒 素 部 分 (b)に 連 結 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
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　 特 定 の 、 非 限 定 的 態 様 に お い て 、 リ ガ ン ド は Ep-CAMを 結 合 す る 。 特 定 の 非 限 定 的 態 様 に
お い て 、 リ ガ ン ド は 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の 他 の 特 徴 お よ び 利 点 は 、 以 下 の 詳 細 な 説 明 か ら 明 ら か に な る と 思 わ れ る 。 し か
し な が ら 、 詳 細 な 説 明 お よ び 特 定 の 実 施 例 は 、 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 を 示 し て い る と は い
え 、 本 発 明 の 真 意 お よ び 範 囲 内 の 様 々 な 変 化 お よ び 改 変 が こ の 詳 細 な 説 明 か ら 当 業 者 に 明
ら か に な る と 思 わ れ る た め 、 例 証 と し て の み 与 え ら れ る こ と は 、 理 解 さ れ る べ き で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】

　 本 明 細 書 に 用 い ら れ る 場 合 、 用 語 「 動 物 」 は 、 ヒ ト を 含 む 、 動 物 界 の す べ て の メ ン バ ー
を 含 む 。 動 物 は 、 好 ま し く は 、 HNSCCま た は 膀 胱 癌 を 有 す る ヒ ト で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 明 細 書 に 用 い ら れ る 場 合 、 句 「 癌 療 法 」 と は 、 限 定 す る わ け で は な い が 、 化 学 剤 、 他
の 免 疫 治 療 用 物 質 、 癌 ワ ク チ ン 、 抗 血 管 形 成 性 化 合 物 、 特 定 の サ イ ト カ イ ン 、 特 定 の ホ ル
モ ン 、 遺 伝 子 治 療 、 放 射 線 療 法 、 手 術 お よ び 食 事 療 法 を 含 む 、 癌 を 処 置 も し く は 予 防 す る
の に 有 効 で あ る 化 合 物 ま た は 処 置 を 指 す 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 明 細 書 に 用 い ら れ る 場 合 、 句 「 有 効 量 」 と は 、 投 薬 量 に お い て 、 所 望 の 結 果 を 達 成 す
る の に 必 要 な 期 間 に お け る 、 有 効 な 量 を 意 味 す る 。 免 疫 毒 素 の 有 効 量 は 、 動 物 の 疾 患 状 態
、 年 齢 、 性 別 、 体 重 の よ う な 因 子 に 従 っ て 変 わ り 得 る 。 投 与 計 画 は 、 最 適 な 治 療 反 応 を 与
え る よ う に 調 整 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 い く つ か の 分 割 量 が 毎 日 投 与 さ れ 得 る か 、 ま た は 用 量
は 治 療 状 況 の 緊 急 性 に よ り 示 さ れ る 場 合 、 比 例 し て 低 減 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 明 細 書 に 用 い ら れ る 場 合 、 句 「 ヒ ト 化 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 」 と は 、 抗 体 ま た は 断 片 が
ヒ ト フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 を 含 む こ と を 意 味 す る 。 非 ヒ ト 種 由 来 の 抗 体 の ヒ ト 化 は 、 文 献 に
十 分 記 載 さ れ て い る 。 例 え ば 、 EP-B1 0 239400お よ び Carter & Merchant 1997 (Curr Opi
n Biotechnol 8, 449-454, 1997)を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 明 細 書 に 用 い ら れ る 場 合 、 句 「 免 疫 毒 素 は 癌 部 位 へ 直 接 的 に 投 与 さ れ る 」 と は 、 限 定
さ れ る わ け で は な い が 、 直 接 的 に 腫 瘍 ま た は 腫 瘍 周 囲 へ の 免 疫 毒 素 の 単 回 ま た は 複 数 回 の
注 入 、 腫 瘍 ま た は 腫 瘍 周 囲 へ の 連 続 的 ま た は 不 連 続 的 灌 流 、 腫 瘍 ま た は 腫 瘍 周 囲 へ の 貯 蔵
器 の 導 入 、 腫 瘍 ま た は 腫 瘍 周 囲 へ の 徐 放 性 装 置 の 導 入 、 腫 瘍 ま た は 腫 瘍 周 囲 へ の 徐 放 性 製
剤 の 導 入 、 腫 瘍 上 へ の 直 接 的 適 用 、 腫 瘍 の 領 域 を 実 質 的 に 直 接 養 う 動 脈 へ の 直 接 的 注 入 、
腫 瘍 の 領 域 へ 実 質 的 に 排 出 す る リ ン パ 管 へ の 直 接 的 注 入 、 実 質 的 に 被 包 化 さ れ た 腔 (例 え
ば 、 胸 腔 )ま た は 内 腔 (例 え ば 、 膀 胱 内 )に お け る 直 接 的 ま た は 実 質 的 に 直 接 的 導 入 を 含 む
、 直 接 的 ま た は 実 質 的 に 直 接 的 導 入 を 指 す 。 「 腫 瘍 周 囲 の 」 と は 、 限 定 さ れ る わ け で は な
い が 、 触 知 可 能 な 腫 瘍 境 界 の よ う な 腫 瘍 境 界 線 と し て み な さ れ る も の か ら 約 10 cm以 内 、
好 ま し く は 5 cm以 内 、 よ り 好 ま し く は 1 cm以 内 の 領 域 を 説 明 す る 用 語 で あ る 。 発 生 の 予 防
ま た は 再 発 の 予 防 に 関 し て の 「 直 接 的 投 与 」 と は 、 癌 の 発 生 ま た は 再 発 の リ ス ク が あ る 部
位 へ の 直 接 的 な 投 与 と し て 定 義 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 明 細 書 に 用 い ら れ る 場 合 、 句 「 癌 細 胞 上 の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る リ ガ ン ド 」 は 、 癌 細
胞 上 の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る こ と に よ り 免 疫 毒 素 を 癌 細 胞 を 選 択 的 に 標 的 と し 得 る 任 意 の
分 子 を 含 む 。 癌 細 胞 上 の 標 的 と さ れ た タ ン パ ク 質 は 、 好 ま し く は 、 正 常 細 胞 と 比 較 し て 癌
細 胞 に お い て よ り 高 い レ ベ ル で 発 現 さ れ る 腫 瘍 関 連 抗 原 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 明 細 書 に 用 い ら れ る 場 合 、 用 語 「 MOC-31抗 体 」 と は 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ る
マ ウ ス 抗 Ep-CAMま た は 抗 EGP-2抗 体 を 意 味 し 、 BioGenex、 カ タ ロ グ 番 号 MU316-UC、 Zymed L
aboratories Inc.、 カ タ ロ グ 番 号 18-0270、 ま た は United States Biological、 カ タ ロ グ
番 号 M4165の よ う な 市 販 用 供 給 源 か ら 入 手 で き る 。
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【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 明 細 書 に 用 い ら れ る 場 合 、 用 語 「 4D5MOC-A」 と は 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら
れ て い る WO 00/61635に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 scFv 4D5の 人 工 的 ヒ ト コ ン セ ン サ ス フ レ
ー ム ワ ー ク 上 へ 移 植 さ れ た ヒ ト 化 scFv MOC31抗 体 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 明 細 書 に 用 い ら れ る 場 合 、 用 語 「 4D5MOC-B」 と は 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら
れ て い る WO 00/61635に 記 載 さ れ て い る よ う に 調 製 さ れ た 4D5MOC-Aの 安 定 し た 変 異 体 を 意
味 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 明 細 書 に 用 い ら れ る 場 合 、 用 語 「 VB4-845」 と は 、 （ b)ア ミ ノ 酸 252～ 608位 か ら な る
シ ュ ー ド モ ナ ス 外 毒 素 Aの 切 断 型 、 に 融 合 し て い る （ a)scFvヒ ト 化 抗 体 4D5MOC-B、 を 含 む
免 疫 毒 素 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 明 細 書 に 用 い ら れ る 場 合 、 句 「 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 」 と は 、 一 般 的 な 臨 床 的 使 用 お よ
び /も し く は 、 United States Pharmacopoeiaに 記 載 さ れ て い る 、 連 邦 政 府 も し く は 州 政 府
の 規 制 当 局 に よ る 認 可 、 ま た は 当 業 者 に よ る 一 般 的 な 容 認 を 指 す 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 明 細 書 に 用 い ら れ る 場 合 、 抗 体 結 合 に つ い て の 「 生 理 的 状 態 」 と は 、 イ ン ビ ボ で Ep-C
AM結 合 性 ポ リ ペ プ チ ド が Ep-CAM分 子 に 遭 遇 す る 状 態 を 反 映 す る が 、 必 ず し も 正 確 に 再 現 す
る と は 限 ら な い 。 生 理 的 状 態 下 で の 結 合 は 、 イ ン ビ ボ で の 結 合 が 起 こ る で あ ろ う こ と を 合
理 的 に 予 測 す る は ず の も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 明 細 書 に 用 い ら れ る 場 合 、 句 「 癌 を 予 防 す る こ と 」 と は 、 癌 発 生 の 予 防 を 指 す 。 場 合
に よ っ て は 、 予 防 的 処 置 は 、 癌 を 発 生 す る 患 者 の リ ス ク を 減 少 さ せ る 、 ま た は 前 癌 状 態 (
例 え ば 、 大 腸 ポ リ ー プ )か ら 実 際 の 悪 性 腫 瘍 へ の 進 行 を 抑 制 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 明 細 書 に 用 い ら れ る 場 合 、 句 「 低 減 さ れ た 用 量 」 と は 、 通 常 投 与 さ れ る 用 量 お よ び /
ま た は 推 奨 さ れ る 用 量 よ り 少 な い 用 量 を 指 す 。 癌 治 療 用 物 質 の 通 常 投 与 さ れ る 用 量 は 、 例
え ば 、 Physician's Desk Referenceの 最 新 版 の よ う な 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 の 基 準 物 質
に 見 出 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 明 細 書 に 用 い ら れ る 場 合 、 句 「 癌 を 処 置 す る こ と 」 と は 、 癌 細 胞 複 製 の 抑 制 、 癌 拡 散
(転 移 )の 抑 制 、 腫 瘍 増 殖 の 抑 制 、 癌 細 胞 数 も し く は 腫 瘍 増 殖 の 低 下 、 癌 の 悪 性 度 の 減 少 (
例 え ば 、 分 化 の 増 加 )、 ま た は 癌 関 連 症 状 の 改 善 を 指 す 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 明 細 書 に 用 い ら れ る 場 合 、 用 語 「 変 異 体 」 と は 、 免 疫 毒 素 、 抗 体 も し く は 抗 体 断 片 、
毒 素 (例 え ば 、 シ ュ ー ド モ ナ ス 毒 素 )も し く は 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 癌 治 療 用 物 質 の 、 任 意
の 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 誘 導 体 、 類 似 体 ま た は 断 片 を 指 す 。 変 異 体 は ま た 、 多 量 体 の 1つ ま
た は 複 数 の 成 分 、 個 々 の 成 分 を 含 む 多 量 体 、 個 々 の 成 分 の 倍 数 を 含 む 多 量 体 (例 え ば 、 参
照 分 子 の 多 量 体 )、 化 学 分 解 生 成 物 、 お よ び 生 物 分 解 生 成 物 を 含 む 。 特 定 の 、 非 限 定 的 態
様 に お い て 、 免 疫 毒 素 は 、 参 照 免 疫 毒 素 の Ep-CAM結 合 性 部 分 お よ び /ま た は 毒 素 部 分 に お
け る 変 化 に よ る 参 照 免 疫 毒 素 に 対 す る 「 変 異 体 」 で あ り 得 る 。 例 え ば 、 変 異 体 免 疫 毒 素 は
、 抗 体 部 分 お よ び /ま た は 毒 素 部 分 の 多 量 体 を 含 み 得 る 。 分 子 の 毒 素 部 分 の 変 異 体 は 、 参
照 毒 素 の 調 製 物 の 毒 性 を 測 定 す る た め に 用 い ら れ る 標 準 ア ッ セ イ に お い て 、 少 な く と も 10
パ ー セ ン ト お よ び 好 ま し く は 少 な く と も 30パ ー セ ン ト の 毒 性 を 保 持 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 参 照 免 疫 毒 素 の Ep-CAM結 合 性 部 分 の 変 異 を 有 す る 変 異 体 免 疫 毒 素 は 、 生 理 的 状 態 下 で 、
少 な く と も 10パ ー セ ン ト お よ び 好 ま し く は 少 な く と も 30パ ー セ ン ト だ け 、 抗 Ep-CAM参 照 抗
体 の 結 合 と 競 合 す る (下 記 を 参 照 さ れ た い )。 10パ ー セ ン ト だ け の 競 合 と は 、 飽 和 濃 度 の 抗
Ep-CAM参 照 抗 体 が Ep-CAMに 結 合 す る ア ッ セ イ に お い て 、 等 価 濃 度 の 試 験 さ れ る 変 異 体 抗 Ep
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-CAM免 疫 毒 素 と 平 衡 に 達 す る 時 、 こ れ ら の 結 合 し た 参 照 抗 体 の 10パ ー セ ン ト が 置 き 換 え ら
れ て い る こ と を 意 味 す る 。 非 限 定 的 例 と し て 、 抗 体 間 の 競 合 、 ま た は 抗 体 と 免 疫 毒 素 の 間
の 競 合 は 、 (1)標 識 抗 Ep-CAM参 照 抗 体 を 細 胞 表 面 上 の Ep-CAMに 、 ま た は Ep-CAMコ ー テ ィ ン
グ さ れ た 固 体 基 質 に 、 事 実 上 、 す べ て の Ep-CAM部 位 が 抗 体 に よ り 結 合 さ れ る よ う に 、 結 合
さ せ る 段 階 ； (2)こ れ ら の 抗 体 -抗 原 複 合 体 を 非 標 識 試 験 抗 Ep-CAM抗 体 ま た は 非 標 識 試 験 免
疫 毒 素 と 接 触 さ せ る 段 階 ； お よ び (3)Ep-CAM結 合 性 部 位 か ら 置 き 換 え ら れ た 標 識 抗 体 の 量
を 測 定 す る 段 階 で あ っ て 、 遊 離 さ れ た 標 識 抗 体 の 量 が 生 じ た 競 合 の 量 を 示 し て い る 、 段 階
に よ り 、 測 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】

　 本 発 明 者 ら は 、 シ ュ ー ド モ ナ ス 外 毒 素 Aに 連 結 さ れ た 、 ヒ ト Ep-CAMの 細 胞 外 ド メ イ ン に
結 合 す る ヒ ト 化 抗 体 断 片 を 含 む 免 疫 毒 素 が 、 頭 頸 部 扁 平 上 皮 細 胞 癌 (HNSCC)お よ び 膀 胱 癌
の 両 方 の 処 置 に お い て 有 効 で あ る こ と を 示 し た 。 特 に 、 本 発 明 者 ら は 、 細 胞 結 合 ド メ イ ン
を 欠 く シ ュ ー ド モ ナ ス 外 毒 素 A(ETA)の 切 断 型 に 融 合 さ れ た 、 Ep-CAMに 対 す る 一 本 鎖 Fv組 換
え 安 定 化 ヒ ト 化 抗 体 断 片 を 含 む 免 疫 毒 素 が HNSCCお よ び 膀 胱 癌 の 細 胞 の 両 方 に 対 し て 細 胞
毒 性 で あ る こ と を 示 し た 。 こ の 免 疫 毒 素 は 、 癌 細 胞 上 に 発 現 さ れ た Ep-CAMに 結 合 す る 。 い
っ た ん 結 合 さ れ れ ば 、 免 疫 毒 素 は 内 部 に 取 り 込 ま れ 、 シ ュ ー ド モ ナ ス 外 毒 素 Aは タ ン パ ク
質 合 成 を 遮 断 し 、 そ の 時 点 で 細 胞 死 へ と 導 く 。 重 要 な こ と に は 、 た い て い の 正 常 な 粘 膜 細
胞 お よ び 線 維 芽 細 胞 は Ep-CAMを 広 範 に は 発 現 さ せ ず 、 そ れ ゆ え に 免 疫 毒 素 を 内 部 に 取 り 込
む こ と が で き な い た め 、 そ れ ら は 外 毒 素 の 殺 害 効 果 か ら 保 護 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 従 っ て 、 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 以 下 の も の を 含 む 免 疫 毒 素 の 有 効 量 を そ の よ
う な 処 置 を 必 要 と す る 動 物 に 投 与 す る 段 階 を 含 む 、 頭 頸 部 扁 平 上 皮 細 胞 癌 を 処 置 ま た は 予
防 す る た め の 方 法 を 提 供 す る ：
(a)(b)に 付 着 し た 、 癌 細 胞 上 の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る リ ガ ン ド ；
(b)癌 細 胞 に 対 し て 細 胞 毒 性 で あ る 毒 素 。
本 発 明 は ま た 、 以 下 の も の を 含 む 免 疫 毒 素 の 有 効 量 の 使 用 を 提 供 す る ：
(a)(b)に 付 着 し た 、 癌 細 胞 上 の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る リ ガ ン ド ；
(b)頭 頸 部 扁 平 上 皮 細 胞 癌 を 処 置 ま た は 予 防 す る た め の 癌 細 胞 に 対 し て 細 胞 毒 性 で あ る 毒
素 。
本 発 明 は さ ら に 、 以 下 の も の を 含 む 免 疫 毒 素 の 有 効 量 の 使 用 を 提 供 す る ：
(a)(b)に 付 着 し た 、 癌 細 胞 上 の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る リ ガ ン ド ；
(b)頭 頸 部 扁 平 上 皮 細 胞 癌 を 処 置 ま た は 予 防 す る た め の 薬 物 の 製 造 に お け る 癌 細 胞 に 対 し
て 細 胞 毒 性 で あ る 毒 素 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 以 下 の も の を 含 む 免 疫 毒 素 の 有 効 量 を そ の よ う な
処 置 を 必 要 と す る 動 物 に 投 与 す る 段 階 を 含 む 、 膀 胱 癌 を 処 置 ま た は 予 防 す る た め の 方 法 を
提 供 す る ：
(a)(b)に 付 着 し た 、 癌 細 胞 上 の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る リ ガ ン ド ；
(b)癌 細 胞 に 対 し て 細 胞 毒 性 で あ る 毒 素 。
本 発 明 は ま た 、 以 下 の も の を 含 む 免 疫 毒 素 の 有 効 量 の 使 用 を 提 供 す る ：
(a)(b)に 付 着 し た 、 癌 細 胞 上 の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る リ ガ ン ド ；
(b)膀 胱 癌 を 処 置 ま た は 予 防 す る た め の 癌 細 胞 に 対 し て 細 胞 毒 性 で あ る 毒 素 。
本 発 明 は さ ら に 、 以 下 の も の を 含 む 免 疫 毒 素 の 有 効 量 の 使 用 を 提 供 す る ：
(a)(b)に 付 着 し た 、 癌 細 胞 上 の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る リ ガ ン ド ；
(b)膀 胱 癌 を 処 置 ま た は 予 防 す る た め の 薬 物 の 製 造 に お け る 癌 細 胞 に 対 し て 細 胞 毒 性 で あ
る 毒 素 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 癌 細 胞 上 の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る リ ガ ン ド は 、 免 疫 毒 素 を 癌 細 胞 に 対 し て 選 択 的 に 標 的
と す る こ と が で き る 任 意 の 分 子 で あ り 得 る 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 リ ガ ン ド は 腫 瘍 関 連 抗
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原 に 結 合 す る 。 HNSCC細 胞 上 に 発 現 さ れ る タ ン パ ク 質 の 例 は 、 IL-4受 容 体 、 EGF受 容 体 、 HE
R21 neu表 面 タ ン パ ク 質 お よ び Ep-CAMを 含 む 。 膀 胱 癌 細 胞 上 に 発 現 さ れ る タ ン パ ク 質 の 例
は 、 EGF受 容 体 、 gp54お よ び Ep-CAMを 含 む 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 リ ガ ン ド は Ep-CAMに 結
合 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 リ ガ ン ド は 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 で あ る 。 用 い ら れ 得 る 抗 体 断 片
は 、 組 換 え 体 供 給 源 由 来 の 、 お よ び /ま た は ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に お い て 産 生 さ れ た
、 Fab、 Fab'、 F(ab') 2 、 scFvな ら び に dsFvを 含 む 。 抗 体 ま た は 断 片 は 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、
ウ サ ギ 、 ハ ム ス タ ー お よ び ヒ ト を 含 む 任 意 の 種 由 来 で あ り 得 る 。 キ メ ラ 抗 体 誘 導 体 、 す な
わ ち 、 非 ヒ ト 動 物 可 変 領 域 お よ び ヒ ト 定 常 領 域 を 結 合 す る 抗 体 分 子 も ま た 、 本 発 明 の 範 囲
内 で 企 図 さ れ る 。 キ メ ラ 抗 体 分 子 は 、 例 え ば 、 ヒ ト 定 常 領 域 を 有 す る 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト ま
た は 他 の 種 の 抗 体 由 来 の 抗 原 結 合 ド メ イ ン を 含 む ヒ ト 化 抗 体 を 含 み 得 る 。 従 来 の 方 法 が 、
キ メ ラ 抗 体 を 作 製 す る た め に 用 い ら れ 得 る 。 (例 え ば 、 Morrison et al., Proc. Natl. Ac
ad. Sci. U.S.A. 81, 6851 (1985); Takeda et al., Nature 314, 452 (1985), Cabilly 
et al., 米 国 特 許 第 4,816,567号 ; Boss et al., 米 国 特 許 第 4,816,397号 ; Tanaguchi et 
al., 欧 州 特 許 公 開 EP171496; 欧 州 特 許 公 開 0173494, 英 国 特 許 GB 2177096Bを 参 照 さ れ た
い )。 ヒ ト 化 抗 体 の 調 製 は 、 EP-B 10 239400に 記 載 さ れ て い る 。 ヒ ト 化 抗 体 は ま た 、 商 業
的 に 生 産 さ れ 得 る (Scotgen Limited, 2 Holly Road, Twickenham, Middlesex, Great Bri
tain)。 キ メ ラ 抗 体 は 、 対 応 す る 非 キ メ ラ 抗 体 よ り ヒ ト 対 象 に お い て 免 疫 原 性 が 低 い こ と
が 予 想 さ れ る 。 ヒ ト 化 抗 体 は 、 例 え ば 、 WO 00/61635に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 さ ら に 安
定 化 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 HNSCCも し く は 膀 胱 癌 上 の タ ン パ ク 質 に 反 応 性 の 、 特 異 的 な 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 は ま た
、 細 菌 で 発 現 さ れ る 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 ま た は そ れ ら の 部 分 を コ ー ド す る 発 現 ラ イ ブ
ラ リ ー を 、 そ の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 か ら 産 生 さ れ た ペ プ チ ド で ス ク リ ー ニ ン
グ す る こ と に よ り 作 製 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 完 全 Fab断 片 、 VH領 域 お よ び FV領 域 は 、 フ ァ ー
ジ 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い て 細 菌 で 発 現 さ れ 得 る (例 え ば 、 Ward et al., Nature 341, 54
4-546 (1989); Huse et al., Science 246, 1275-1281 (1989);お よ び McCafferty et al.
, Nature 348, 552-554 (1990)参 照 さ れ た い )。 ま た は 、 例 え ば 、 SCID-huマ ウ ス 、 Genpha
rmに よ り 開 発 さ れ た モ デ ル は 、 抗 体 ま た は そ れ ら の 断 片 を 産 生 す る た め に 用 い ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 免 疫 毒 素 の リ ガ ン ド 部 分 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 由 来 で あ り 得 る 、 す な わ ち 、 免 疫 グ ロ ブ リ
ン (ま た は 抗 体 )で あ る 出 発 分 子 ま で た ど る こ と が で き る 。 例 え ば 、 リ ガ ン ド は 、 当 技 術 分
野 に お い て 公 知 の 標 準 的 技 術 を 用 い て 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 足 場 の 改 変 に よ り 作 製 さ れ 得 る 。
も う 一 つ の 非 限 定 的 例 に お い て 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン ド メ イ ン (例 え ば 、 重 鎖 お よ び /ま た は 軽
鎖 )は 、 非 免 疫 グ ロ ブ リ ン 足 場 に 連 結 さ れ 得 る 。 さ ら に 、 リ ガ ン ド は 、 限 定 さ れ る わ け で
は な い が 、 化 学 反 応 ま た は 遺 伝 的 設 計 に よ り 開 発 さ れ 得 る 。 従 っ て 、 非 限 定 的 例 に お い て
、 免 疫 毒 素 は 、 (1)HNSCCも し く は 膀 胱 癌 細 胞 に 特 異 的 に 結 合 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 由 来 ポ リ
ペ プ チ ド (例 え ば 、 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 選 択 さ れ る 抗 体 )ま た は そ の 変 異 体 、 お よ び (2)
毒 素 ま た は そ の 変 異 体 、 を 含 み 得 る 。 そ の よ う な 免 疫 グ ロ ブ リ ン ポ リ ペ プ チ ド リ ガ ン ド は
、 標 的 腫 瘍 関 連 分 子 へ の そ れ ら の 結 合 特 性 に 影 響 を 及 ぼ す よ う に 、 ま た は 、 例 え ば 、 物 理
的 特 性 を 改 善 す る よ う に 、 再 設 計 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 免 疫 毒 素 の リ ガ ン ド 部 分 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 基 づ く 必 要 は な い 。 従 っ て 、 免 疫 毒 素 は
、 (1)HNSCCも し く は 膀 胱 癌 細 胞 に 特 異 的 に 結 合 す る 、 非 免 疫 グ ロ ブ リ ン ポ リ ペ プ チ ド (例
え ば 、 Affibody(登 録 商 標 ))ま た は そ の 変 異 体 、 お よ び (2)毒 素 ま た は そ の 変 異 体 、 を 含 み
得 る 。 そ の よ う な 非 免 疫 グ ロ ブ リ ン ポ リ ペ プ チ ド リ ガ ン ド は 、 標 的 腫 瘍 関 連 分 子 に 結 合 す
る よ う に 設 計 さ れ 得 る 。 さ ら に 、 非 免 疫 グ ロ ブ リ ン ポ リ ペ プ チ ド リ ガ ン ド は 、 所 望 の 親 和
性 ま た は 結 合 活 性 へ と 操 作 さ れ 得 、 か つ 極 度 の pH範 囲 お よ び 比 較 的 高 い 温 度 を 含 む 様 々 な
物 理 的 状 態 に 耐 え る よ う に 設 計 さ れ 得 る 。
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【 ０ ０ ４ １ 】
　 実 際 に 、 薬 学 的 組 成 物 の 使 用 に つ い て 、 生 理 的 状 態 (例 え ば 、 ペ プ チ ダ ー ゼ の 存 在 下 に
お い て 37℃ )に お い て 比 較 的 長 い 半 減 期 を 有 す る 非 免 疫 グ ロ ブ リ ン ポ リ ペ プ チ ド の 設 計 は
有 利 で あ り 得 る 。 さ ら に 、 そ の よ う な 分 子 ま た は そ れ ら の 変 異 体 は 、 高 い 溶 解 性 、 小 さ な
サ イ ズ 、 適 切 な 折 り 畳 み を 示 し 得 り 、 容 易 に 入 手 で き る 低 コ ス ト の 細 菌 系 に お い て 発 現 さ
れ 、 従 っ て 商 業 的 に 妥 当 な 量 で 生 産 さ れ 得 る 。 非 免 疫 グ ロ ブ リ ン ポ リ ペ プ チ ド を 設 計 す る
能 力 は 、 当 業 者 の 範 囲 内 で あ る 。 例 え ば 、 所 望 の 結 合 パ ー ト ナ ー を 設 計 、 生 産 お よ び 選 択
す る よ う に 一 般 的 に 適 応 で き る 技 術 に つ い て は 、 米 国 特 許 第 5,831,012号 お よ び 第 6,534,6
28号 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 エ ピ ト ー プ 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の 例 は 、 限 定 さ れ る わ け で は な い が 、 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン II
I型 ド メ イ ン を 含 む リ ガ ン ド を 含 む (例 え ば 、 国 際 公 開 番 号 WO 01/64942、 WO 00/34784、 WO
 02/32925を 参 照 さ れ た い )。 プ ロ テ イ ン Aに 基 づ く 親 和 性 ラ イ ブ ラ リ ー も ま た 、 エ ピ ト ー
プ 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を 同 定 す る た め に 用 い ら れ (例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,831,012号 お よ び 第
6,534,628号 を 参 照 さ れ た い )、 そ の よ う な ラ イ ブ ラ リ ー は 、 本 発 明 に よ り HNSCCま た は 膀
胱 癌 細 胞 に 選 択 的 に 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド を 選 択 す る の に 有 用 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 結 合 分 子 の 他 の 型 は 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ り 、 限 定 さ れ る わ け で は な い が 、 反 復
タ ン パ ク 質 ド メ イ ン の 組 み 立 て に 基 づ い た 結 合 分 子 を 含 む (例 え ば 、 Forrer et al., 2003
, "A novel strategy to design binding molecules harnessing the modular nature of
 repeat proteins." FEBS Lett. 539:2-6; Kohl et al., 2003, "Designed to be stable
: crystal structure of a consensus ankyrin repeat protein." Proc Natl. Acad Sci 
USA. 100:1700-1705を 参 照 さ れ た い )。 ラ ン ダ ム に 組 み 立 て ら れ た 反 復 ド メ イ ン の ラ イ ブ
ラ リ ー は 、 本 発 明 に よ り HNSCCま た は 膀 胱 癌 細 胞 に 選 択 的 に 結 合 す る リ ガ ン ド を 選 択 す る
の に 有 用 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 い く つ か の 非 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 基 づ い た エ ピ ト ー プ 結 合 ポ リ ペ プ チ ド 、 な ら び に そ の よ
う な ポ リ ペ プ チ ド を 作 製 お よ び 使 用 す る た め の 方 法 は 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ る (例
え ば 、
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(プ レ ク ス ト リ ン 相 同 (PH)ド メ イ ン 由 来 の 構 造 的 鋳 型 の フ レ ー ム ワ ー ク に お け る ペ プ チ ド
配 列 の ラ イ ブ ラ リ ー の 作 製 に 関 す る )を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 に 従 っ て 処 置 さ れ 得 る 癌 は 、 限 定 さ れ る わ け で は な い が 、 発 症 し た 細 胞 が 、 細 胞
表 面 に お い て 標 的 と さ れ 得 る タ ン パ ク 質 の 発 現 の 増 加 を 示 す と い う 条 件 で 、 HNSCCま た は
膀 胱 癌 の 任 意 の 型 を 含 む 。 腫 瘍 ま た は 腫 瘍 細 胞 は 、 例 え ば 、 腫 瘍 組 織 ま た は 細 胞 の 試 料 を
得 て 、 免 疫 毒 素 の リ ガ ン ド 部 分 に 結 合 す る 試 料 の 能 力 を 測 定 す る こ と に よ り 、 本 発 明 の 処
置 方 法 に 対 す る そ れ ら の 感 受 性 を 決 定 す る た め に 評 価 さ れ 得 る 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 癌
細 胞 上 の タ ン パ ク 質 は Ep-CAMで あ る 。 Ep-CAMの 細 胞 表 面 発 現 は 、 前 癌 性 ま た は 癌 性 組 織 に
お い て 細 胞 表 面 Ep-CAMの 定 常 状 態 レ ベ ル を 増 加 さ せ る 作 用 因 子 に よ り 誘 導 ま た は 上 昇 さ れ
得 る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 HNSCCま た は 膀 胱 癌 が 免 疫 毒 素 に お け る リ ガ ン ド に よ り 結 合 さ れ る
タ ン パ ク 質 の レ ベ ル を 発 現 さ せ る か ど う か を 決 定 す る た め に 、 本 発 明 の 治 療 方 法 の 前 に 用
い ら れ 得 る 診 断 方 法 お よ び キ ッ ト を 含 む 。 そ れ ゆ え に 、 さ ら な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は
、 以 下 の 段 階 を 含 む 、 頭 頸 部 扁 平 上 皮 細 胞 癌 も し く は 膀 胱 癌 を 処 置 ま た は 予 防 す る た め の
方 法 を 含 む ：
(1)患 者 由 来 の 組 織 試 料 を 、 頭 頸 部 扁 平 上 皮 細 胞 癌 ま た は 膀 胱 癌 に 関 連 し て い る の で は な
い か と 疑 わ れ る タ ン パ ク 質 の 発 現 に つ い て 試 験 す る 段 階 ； お よ び
(2)そ の タ ン パ ク 質 が 対 照 と 比 較 し て 腫 瘍 試 料 に お い て よ り 高 い レ ベ ル で 発 現 さ れ て い る
場 合 に は 、 以 下 を 含 む 免 疫 毒 素 の 有 効 量 を 患 者 へ 投 与 す る 段 階 ：
(a)(b)に 付 着 し た 、 癌 細 胞 上 の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る リ ガ ン ド ；
(b)癌 細 胞 に 対 し て 細 胞 毒 性 で あ る 毒 素 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 癌 細 胞 上 の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る リ ガ ン ド 、 お よ び 癌 を 診 断 す る た め
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の そ の 使 用 に つ い て の 使 用 説 明 書 を 含 む 、 頭 頸 部 扁 平 上 皮 細 胞 癌 ま た は 膀 胱 癌 を 診 断 す る
た め の キ ッ ト を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 好 ま し い 非 限 定 的 態 様 に お い て 、 癌 は 、 免 疫 毒 素 の 直 接 的 投 与 に よ る 処 置 を 受 け 入 れ ら
れ る 。 例 え ば 、 標 的 腫 瘤 は 、 皮 膚 の 表 面 の 近 く で あ り 得 る 。 も う 一 つ の 例 に お い て 、 患 部
組 織 は 、 嚢 胞 に 包 ま れ 得 る か 、 ま た は 、 限 定 さ れ る わ け で は な い が 、 管 腔 (例 え ば 、 膀 胱 )
を 含 む 実 質 的 に 封 入 さ れ た 腔 に 見 出 さ れ る 。 (直 接 的 投 与 に 関 す る さ ら な る 詳 細 は 開 示 の
後 半 に 提 供 さ れ る 。 )
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 癌 は 、 免 疫 毒 素 の 静 脈 内 投 与 に よ る 処 置 を 受 け 入 れ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 は ま た 、 手 術 、 お よ び 特 定 の 非 限 定 的 態 様 に お い て 、 癌 を 処 置 す る た め の 手 術 の
前 、 手 術 中 ま た は 手 術 後 に 免 疫 毒 素 の 有 効 量 を 投 与 す る 段 階 を 含 む 、 術 後 合 併 症 の リ ス ク
を 低 減 さ せ る た め の 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 は ま た 、 HNSCCも し く は 膀 胱 癌 の 、 発 生 を 予 防 す る 、 再 発 を 予 防 す る も し く は 遅
ら せ る 、 ま た は 再 発 率 を 低 下 さ せ る た め の 方 法 で あ っ て 、 そ れ を 必 要 と す る 患 者 に 免 疫 毒
素 の 有 効 量 を 直 接 的 に 投 与 す る 段 階 を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の 免 疫 毒 素 を 投 与 す る 段 階 を 含 む 、 腫 瘍 ま た は 癌 を 1つ ま た は 複
数 の 他 の 癌 療 法 に 対 し て 感 受 性 を 増 加 さ せ る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 非 限 定 的 態 様 に お い
て 、 他 の 癌 療 法 は 、 別 の Ep-CAM標 的 化 免 疫 毒 素 を 含 む 。 も う 一 つ の 非 限 定 的 態 様 に お い て
、 他 の 癌 療 法 は 放 射 線 療 法 を 含 む 。 他 の 癌 療 法 は 、 免 疫 毒 素 の 投 与 の 前 、 投 与 と 同 時 、 お
よ び /ま た は 投 与 後 に 、 投 与 さ れ 得 る 。 同 時 に 投 与 さ れ る 場 合 、 免 疫 毒 素 お よ び 他 の 癌 療
法 は 、 単 一 製 剤 に お い て ま た は 別 々 の 製 剤 に お い て 投 与 さ れ 得 、 か つ 別 々 の 場 合 に は 、 投
与 の 異 な る 様 式 に よ っ て も よ い 。 従 っ て 、 1つ ま た は 複 数 の 免 疫 毒 素 、 お よ び 1つ ま た は 複
数 の 他 の 癌 療 法 の 組 み 合 わ せ は 、 腫 瘍 ま た は 癌 と 闘 う よ う に 相 乗 的 に 作 用 し 得 る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 の 免 疫 毒 素 が 、 1つ ま た は 複 数 の 他 の 治 療 剤 に 加 え て 投 与 さ れ る 場 合 、 こ れ ら の
他 の 癌 治 療 用 物 質 は 、 限 定 さ れ る わ け で は な い が 、 以 下 を 含 み 得 る ： 2,2',2''ト リ ク ロ ロ
ト リ エ チ ル ア ミ ン 、 6-ア ザ ウ リ ジ ン 、 6-ジ ア ゾ -5-オ キ ソ -L-ノ ル ロ イ シ ン 、 6-メ ル カ プ ト
プ リ ン 、 ア セ グ ラ ロ ン 、 ア ク ラ シ ノ マ イ シ ン サ 、 ア ク チ ノ マ イ シ ン 、 ア ル ト レ タ ミ ン 、 ア
ミ ノ グ ル テ チ ミ ド 、 ア ム サ ク リ ン 、 ア ナ ス ト ロ ゾ ー ル 、 ア ン シ タ ビ ン 、 ア ン ジ オ ゲ ニ ン ア
ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ア ン ト ラ マ イ シ ン 、 ア ザ シ チ ジ ン 、 ア ザ セ リ ン 、 ア ジ リ
ジ ン 、 バ チ マ ス タ ル 、 bcl-2ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ベ ン ゾ デ パ 、 ビ カ ル タ ミ
ド 、 ビ サ ン ト レ ン 、 ブ レ オ マ イ シ ン 、 ブ セ レ リ ン 、 ブ ス ル フ ァ ン 、 カ ク チ ノ マ イ シ ン 、 カ
ル ス テ ロ ン 、 カ ル ボ プ ラ チ ン 、 カ ル ボ ク オ ン 、 カ ル モ フ ー ル 、 カ ル ム ス チ ン 、 カ ル ビ シ ン
、 カ ル ジ ノ フ ィ リ ン 、 ク ロ ラ ム ブ シ ル 、 ク ロ ラ フ ァ ジ ン 、 酢 酸 ク ロ ル マ ジ ノ ン 、 ク ロ ロ ゾ
ト シ ン 、 ク ロ モ マ イ シ ン 、 シ ス プ ラ チ ン 、 ク ラ ド リ ビ ン 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 シ タ ラ ビ
ン 、 ダ カ ル バ ジ ン 、 ダ ク チ ノ マ イ シ ン 、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン 、 デ フ ォ ス フ ァ ミ ド 、 デ メ コ ル シ
ン 、 デ ノ プ テ リ ン 、 ジ ア ジ ク オ ン 、 ド セ タ キ セ ル 、 ド キ シ フ ル リ ジ ン 、 ド キ ソ ル ビ シ ン 、
ド ロ ロ キ シ フ ェ ン 、 ド ロ モ ス タ ノ ロ ン 、 エ ダ ト レ キ セ ー ト 、 エ フ ロ ミ チ ン 、 酢 酸 エ リ プ チ
ニ ウ ム 、 エ ミ テ フ ー ル 、 エ ノ シ タ ブ ン 、 エ ピ ル ビ シ ン 、 エ ピ チ オ ス タ ノ ー ル 、 エ ス ト ラ ム
ス チ ン 、 エ ト グ ル シ ド 、 エ ト ポ シ ド 、 フ ァ ド ロ ゾ ー ル 、 フ ェ ン レ チ ニ ド 、 フ ロ ク ス ウ リ ジ
ン 、 フ ル ダ ラ ビ ン 、 フ ル オ ロ ウ ラ シ ル 、 フ ル タ ミ ド 、 ホ リ ニ ン 酸 、 ホ ル メ ス タ ン 、 ホ ス フ
ェ ス ト ロ ー ル 、 フ ォ テ ム ス チ ン 、 硝 酸 ガ リ ウ ム 、 ゲ ム シ タ ビ ン 、 ゴ セ レ リ ン 、 ヘ キ セ ス ト
ロ ー ル 、 ヒ ド ロ キ シ ウ レ ア 、 イ ダ ル ビ シ ン 、 イ ホ ス フ ァ ミ ド 、 イ ン プ ロ ス ル フ ァ ン 、 イ ン
タ ー フ ェ ロ ン -α 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン -β 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン -γ 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -2、 L
-ア ス パ ラ ギ ナ ー ゼ 、 レ ン チ ナ ン 、 レ ト ロ ゾ ー ル 、 ロ イ プ ロ リ ド 、 ロ ム ス チ ン 、 ロ ニ ダ ミ
ン 、 マ ン ノ ム ス チ ン 、 メ ク ロ レ タ ミ ン 、 塩 酸 メ ク ロ レ タ ミ ン オ キ シ ド 、 メ ド ロ シ キ プ ロ ゲ
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ス テ ロ ン 、 酢 酸 メ ゲ ス ト ロ ー ル 、 メ レ ン ゲ ス ト ロ ー ル 、 メ ル フ ァ ラ ン 、 メ ノ ガ リ ル 、 メ ピ
チ オ ス タ ン 、 メ ト ト レ キ セ ー ト 、 メ ツ レ デ パ 、 ミ ボ プ ラ チ ン 、 ミ ル テ フ ォ シ ン 、 ミ ト ブ ロ
ニ ト ー ル 、 ミ ト グ ア ゾ ン 、 ミ ト ラ ク ト ー ル 、 ミ ト マ イ シ ン 、 ミ ト タ ン 、 ミ ト キ サ ン ト ロ ン
、 モ ピ ダ モ ー ル 、 ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸 、 ニ ル タ ミ ド 、 ニ ム ス チ ン 、 ニ ト ラ シ ン 、 ノ ガ ラ マ イ
シ ン 、 ノ ベ ム ビ チ ン 、 オ リ ボ マ イ シ ン 、 オ キ サ リ プ ラ チ ン 、 パ ク リ タ キ セ ル 、 ペ ン ト ス タ
チ ン 、 ペ プ ロ マ イ シ ン 、 ペ ル フ ォ ス フ ァ ミ ド 、 フ ェ ナ メ ッ ト 、 フ ェ ネ ス テ リ ン 、 ピ ポ ブ ロ
マ ン 、 ピ ポ ス ル フ ァ ン 、 ピ ラ ル ビ シ ン 、 ピ リ ト レ キ シ ム 、 プ リ カ マ イ シ ン 、 ポ ド フ ィ リ ニ
ッ ク 酸 2-エ チ ル -ヒ ド ラ ジ ド 、 リ ン 酸 ポ リ エ ス ト ラ ジ オ ー ル 、 ポ ル フ ィ マ ー ナ ト リ ウ ム 、
ポ ル フ ィ ロ マ イ シ ン 、 プ レ ド ニ ム ス チ ン 、 プ ロ カ バ ジ ン 、 プ ロ パ ゲ ル マ ニ ウ ム 、 PSK、 プ
テ ロ プ テ リ ン 、 ピ ュ ー ロ マ イ シ ン 、 ラ ニ ム ス チ ン 、 ラ ゾ キ サ ン 、 ロ キ ニ メ ッ ク ス 、 シ ゾ フ
ィ カ ン 、 ソ ブ ゾ キ サ ン 、 ス ピ ロ ゲ ル マ ニ ウ ム 、 ス ト レ プ ト ニ グ リ ン 、 ス ト レ プ ト ゾ シ ン 、
タ モ キ シ フ ェ ン 、 テ ガ フ ル 、 テ モ ゾ ロ ミ ド 、 テ ニ ポ シ ド 、 テ ヌ ア ゾ ン 酸 、 テ ス ト ラ ク ト ン
、 チ ア ミ プ リ ン 、 チ オ グ ア ニ ン 、 ト ム デ ッ ク ス 、 ト ポ テ カ ン 、 ト レ ミ フ ェ ン 、 ト リ ア ジ ク
オ ン 、 ト リ エ チ レ ン メ ラ ミ ン 、 ト リ エ チ レ ン ホ ス ホ ラ ミ ド 、 ト リ エ チ レ ン チ オ ホ ス ホ ラ ミ
ド 、 ト リ ロ ス タ ン 、 ト リ メ ト レ キ セ ー ト 、 ト リ プ ト レ リ ン 、 ト ロ フ ォ ス フ ァ ミ ド 、 ト ロ ン
テ カ ン 、 ツ ベ ル シ ジ ン 、 ウ ベ ニ メ ッ ク ス 、 ウ ラ シ ル マ ス タ ー ド 、 ウ レ デ パ 、 ウ レ タ ン 、 ビ
ン ブ ラ ス チ ン 、 ビ ン ク リ ス チ ン 、 ジ ノ ス タ チ ン 、 お よ び ゾ ル ビ シ ン 、 シ ト シ ン ア ラ ビ ノ シ
ド 、 ゲ ム ツ ツ マ ブ 、 チ オ エ パ 、 シ ク ロ ト ス フ ァ ミ ド 、 代 謝 拮 抗 物 質 (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 、 フ ル
ダ ラ ビ ン 、 ゲ ム シ タ ビ ン 、 ダ カ ル バ ジ ン 、 テ モ ゾ ア ミ ド )、 ヘ キ サ メ チ ル メ ラ ミ ン 、 LYSOD
REN、 ヌ ク レ オ シ ド 類 似 体 、 植 物 ア ル カ ロ イ ド (例 え ば 、 タ キ ソ ー ル 、 パ ク リ タ キ セ ル 、 カ
ン プ ト セ シ ン 、 ト ポ テ カ ン 、 イ リ ノ テ カ ン (CAMPTOSAR, CPT-11)、 ビ ン ク リ ス チ ン 、 ビ ン
ブ ラ ス チ ン の よ う な ビ ン カ ア ル カ ロ イ ド )、 ポ ド フ ィ ロ ト キ シ ン 、 エ ピ ポ ド フ ィ ロ ト キ シ
ン 、 VP-16(エ ト ポ シ ド )、 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
、 ア ン ト ラ サ イ ク リ ン (例 え ば 、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン )、 ド キ ソ ル ビ シ ン リ ポ ソ ー マ ル 、 ジ ヒ ド
ロ キ シ ア ン ト ラ シ ン ジ オ ン 、 ミ ト ラ マ イ シ ン 、 ア ク チ ノ マ イ シ ン D、 ア ル デ ス ロ イ キ ン 、
ア ル タ ミ ン 、 ビ ア オ マ イ シ ン 、 カ ペ シ タ ビ ン 、 カ ル ボ プ ラ チ ン 、 ク ロ ラ ブ シ ン 、 シ ク ラ ラ
ビ ン 、 ダ ク リ ノ マ イ シ ン 、 フ ロ ク ス ウ リ ジ ン 、 酢 酸 ラ ウ プ ロ リ ド 、 レ バ ミ ゾ ー ル 、 ロ ム ス
リ ン 、 メ ル カ プ ト プ リ ノ 、 メ ス ナ 、 ミ ト ラ ン ク 、 ペ ガ ス ペ ル ガ セ 、 ペ ン ト ス ラ チ ン 、 ピ カ
マ イ シ ン 、 リ ウ キ シ ル マ ブ 、 キ ャ ン パ ス -1、 ス ト ラ プ ロ ゾ シ ン 、 ト レ チ ノ イ ン 、 VEGFア ン
チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ビ ン デ シ ン 、 お よ び ビ ノ レ ル ビ ン 。 1つ ま た は 複 数 の 癌 治
療 用 物 質 を 含 む 組 成 物 (例 え ば 、 FLAG、 CHOP)も ま た 、 本 発 明 に よ り 企 図 さ れ る 。 FLAGは 、
フ ル ダ ラ ビ ン 、 シ ト シ ン ア ラ ビ ノ シ ド (Ara-C)お よ び G-CSFを 含 む 。 CHOPは 、 シ ク ロ ホ ス フ
ァ ミ ド 、 ビ ン ク リ ス チ ン 、 ド キ ソ ル ビ シ ン お よ び プ レ ド ニ ゾ ン を 含 む 。 当 技 術 分 野 に お い
て 公 知 の 癌 治 療 用 物 質 の 完 全 リ ス ト に つ い て は 、 例 え ば 、 The Merck Indexお よ び the Phy
sician's Desk Referenceの 最 新 版 を 参 照 さ れ た い 。 同 様 に 、 本 発 明 の 免 疫 毒 素 は 、 放 射
線 療 法 ま た は 他 の 公 知 の 癌 治 療 様 式 と 組 み 合 わ せ て 用 い ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 併 用 療 法 の た め の 薬 学 的 組 成 物 は ま た 、 限 定 さ れ る わ け で は な い が 、 抗 生 物 質 (例 え ば
、 ダ ク チ ノ マ イ シ ン 、 ブ レ オ マ イ シ ン 、 ミ ト ラ マ イ シ ン 、 ア ン ト ラ マ イ シ ン )、 ア ル パ ラ
ギ ナ ー ゼ 、 バ シ ラ ス お よ び ゲ ラ ン 、 ジ フ テ リ ア 毒 素 、 プ ロ カ イ ン 、 テ ト ラ カ イ ン 、 リ ポ カ
イ ン 、 プ ロ プ ラ ノ ロ ー ル 、 抗 有 糸 分 裂 剤 、 ア ブ リ ン 、 リ シ ン A、 シ ュ ー ド モ ナ ス 外 毒 素 、
神 経 成 長 因 子 、 血 小 板 由 来 成 長 因 子 、 組 織 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー 、 抗 ヒ ス タ ミ
ン 剤 、 制 嘔 吐 剤 な ど を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 実 際 に 、 そ の よ う な 処 置 を 必 要 と す る 患 者 へ の 免 疫 毒 素 の 有 効 量 の 直 接 的 投 与 は 、 結 果
と し て 、 臨 床 的 に 有 意 な 効 力 を 有 す る 別 の 癌 治 療 用 物 質 の 用 量 の 低 減 を 生 じ る 場 合 が あ る
。 他 の 癌 治 療 用 物 質 の 低 減 さ れ た 用 量 の そ の よ う な 効 力 は 、 免 疫 毒 素 を 伴 う 投 与 な し に 、
観 察 さ れ な い 場 合 が あ る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 1つ ま た は 複 数 の 他 の 癌 治 療 用 物 質 の 低 減
さ れ た 用 量 を 投 与 す る 段 階 を 含 む 、 腫 瘍 ま た は 癌 を 処 置 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。
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【 ０ ０ ５ ６ 】
　 さ ら に 、 そ の よ う な 処 置 を 必 要 と す る 患 者 へ の 免 疫 毒 素 を 含 む 併 用 療 法 は 、 標 準 的 な 処
置 計 画 の サ イ ク ル の 期 間 ま た は 数 と 比 較 し た 場 合 、 相 対 的 に 短 い 処 置 回 数 を 可 能 に し 得 る
。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 比 較 的 短 い 期 間 に お い て お よ び /ま た は よ り 少 な い 処 置 サ イ ク ル で
、 1つ ま た は 複 数 の 他 の 癌 療 法 を 施 す 段 階 を 含 む 、 腫 瘍 ま た は 癌 を 処 置 す る た め の 方 法 を
提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 こ の よ う に 、 本 発 明 に よ り 、 免 疫 毒 素 お よ び 別 の 癌 療 法 を 含 む 併 用 療 法 は 、 全 体 的 な 癌
処 置 の 毒 性 (す な わ ち 、 副 作 用 )を 低 減 さ せ 得 る 。 例 え ば 、 単 独 療 法 ま た は 別 の 併 用 療 法 と
比 較 し た 場 合 の 低 減 し た 毒 性 は 、 免 疫 毒 素 お よ び /も し く は 他 の 癌 治 療 用 物 質 の 低 減 さ れ
た 用 量 を 送 達 す る 場 合 、 な ら び に /ま た は サ イ ク ル の 期 間 (す な わ ち 、 単 回 投 与 の 期 間 ま た
は 一 連 の そ の よ う な 投 与 の 期 間 )を 低 減 さ せ る 場 合 、 な ら び に /ま た は サ イ ク ル の 数 を 低 減
さ せ る 場 合 、 観 察 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 HNSCCを 患 っ て い る 患 者 の 臨 床 状 態 を 処 置 お よ び /ま
た は 改 善 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 (i)HNSCC腫 瘍 サ イ ズ 、 増 殖 速 度
、 浸 潤 性 、 悪 性 度 、 お よ び /も し く は 再 発 の リ ス ク を 減 少 さ せ る 、 (ii)処 置 後 の 無 病 期 間
を 長 く す る 、 な ら び に /ま た は (iii)HNSCCを 有 す る 患 者 に お い て 呼 吸 、 嚥 下 お よ び /も し く
は 発 話 の 機 能 を 改 善 さ せ る た め の 方 法 で あ っ て 、 患 者 に 免 疫 毒 素 の 有 効 量 を 投 与 す る 段 階
を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。 臨 床 的 改 善 は 、 例 え ば 、 被 験 者 の よ り 少 な い 困 難 で 呼 吸 す る 能 力
、 被 験 者 の 液 体 に 対 し て 固 体 を 嚥 下 す る 能 力 、 障 害 の 程 度 、 発 話 の 質 ま た は 量 、 お よ び 臨
床 分 野 に 公 知 の 他 の 指 標 を 評 価 す る こ と に よ り 、 主 観 的 に ま た は 客 観 的 に 測 定 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 も う 一 つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 膀 胱 の 表 在 性 移 行 上 皮 癌 を 患 っ て い る 患
者 の 臨 床 状 態 を 処 置 お よ び /ま た は 改 善 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 (
i)膀 胱 癌 腫 瘍 サ イ ズ 、 増 殖 速 度 、 浸 潤 性 、 悪 性 度 、 お よ び /も し く は 再 発 の リ ス ク を 減 少
さ せ る 、 (ii)他 の 処 置 後 の 無 病 期 間 を 長 く す る 、 な ら び に /ま た は (iii)膀 胱 の 移 行 上 皮 癌
を 有 す る 患 者 に お い て 疾 患 を 治 す た め の 方 法 で あ っ て 、 患 者 に 免 疫 毒 素 の 有 効 量 を 投 与 す
る 段 階 を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。 臨 床 的 改 善 は 、 例 え ば 、 臨 床 分 野 に 公 知 の 様 式 で の 、 細 胞
学 的 評 価 、 細 胞 検 査 ま た は 生 検 に よ り 測 定 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 先 に 述 べ た よ う に 、 本 発 明 の 免 疫 毒 素 は 、 以 下 の も の を 含 む ：
(a)(b)に 付 着 し た 、 癌 細 胞 上 の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る リ ガ ン ド ；
(b)癌 細 胞 に 対 し て 細 胞 毒 性 で あ る 毒 素 。
リ ガ ン ド は 、 リ ガ ン ド が 毒 素 と 結 合 ま た は 連 結 さ れ 得 る 任 意 の 手 段 に よ り 、 標 的 に 「 付 着
し 」 得 る 。 例 え ば 、 リ ガ ン ド は 、 化 学 的 ま た は 組 換 え 的 手 段 に よ り 毒 素 に 付 着 し 得 る 。 融
合 体 ま た は 結 合 体 を 調 製 す る た め の 化 学 的 手 段 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ り 、 免 疫
毒 素 を 調 製 す る た め に 用 い ら れ 得 る 。 リ ガ ン ド お よ び 毒 素 を 結 合 さ せ る た め に 用 い ら れ る
方 法 は 、 リ ガ ン ド の 癌 細 胞 上 の 標 的 分 子 に 結 合 す る 能 力 に 干 渉 す る こ と な く 、 リ ガ ン ド を
毒 素 と 連 結 す る こ と が で き な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 リ ガ ン ド お よ び 毒 素 は 、 両 方 と も タ ン パ ク 質 で あ り 、 当 技 術 分 野
に お い て 周 知 の 技 術 を 用 い て 結 合 さ れ 得 る 。 2つ の タ ン パ ク 質 を 結 合 さ せ る こ と が で き る
利 用 可 能 な 数 百 個 の 架 橋 剤 が あ る (例 え ば 、 "Chemistry of Protein Conjugation and Cro
sslinking". 1991, Shans Wong, CRC Press, Ann Arborを 参 照 さ れ た い )。 架 橋 剤 は 、 一
般 的 に 、 リ ガ ン ド も し く は 毒 素 上 で 利 用 可 能 か 、 ま た は 挿 入 さ れ る 反 応 性 官 能 基 に 基 づ い
て 選 択 さ れ る 。 さ ら に 、 反 応 基 が な い 場 合 に は 、 光 活 性 化 可 能 な 架 橋 剤 が 用 い ら れ 得 る 。
場 合 に よ っ て は 、 リ ガ ン ド と 毒 素 の 間 に ス ペ ー サ ー を 含 む こ と が 望 ま し い 場 合 も あ る 。 当
技 術 分 野 に お い て 公 知 の 架 橋 剤 は 、 ホ モ 二 官 能 性 剤 ： グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 、 ジ メ チ ル ア ジ
ピ ミ デ ー ト お よ び ビ ス (ジ ア ゾ ベ ン ジ ジ ン )な ら び に ヘ テ ロ 二 官 能 性 剤 ： mマ レ イ ミ ド ベ ン
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ゾ イ ル -N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ニ ミ ド お よ び ス ル フ ォ -mマ レ イ ミ ド ベ ン ゾ イ ル -N-ヒ ド ロ キ シ
ス ク シ ニ ミ ド を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 リ ガ ン ド タ ン パ ク 質 -毒 素 タ ン パ ク 質 融 合 体 は ま た 、 組 換 え DNA技 術 を 用 い て 調 製 さ れ 得
る 。 そ の よ う な 場 合 、 リ ガ ン ド を コ ー ド す る DNA配 列 は 、 毒 素 を コ ー ド す る DNA配 列 に 融 合
さ れ 、 結 果 と し て キ メ ラ DNA分 子 を 生 じ る 。 キ メ ラ DNA配 列 は 、 リ ガ ン ド -毒 素 融 合 タ ン パ
ク 質 を 発 現 さ せ る 宿 主 細 胞 へ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ る 。 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 細 胞 培 養
物 か ら 取 り 出 さ れ 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 技 術 を 用 い て 精 製 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 好 ま し く は 、 リ ガ ン ド は Ep-CAMに 結 合 す る 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 免 疫 毒 素 は 以 下 を 含
む ：
(a)(b)に 付 着 し た 、 癌 細 胞 上 の Ep-CAMに 結 合 す る 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 ；
(b)癌 細 胞 に 対 し て 細 胞 毒 性 で あ る 毒 素 (こ の 免 疫 毒 素 は 、 本 明 細 書 で は 、 時 々 、 「 Ep-CAM
標 的 化 免 疫 毒 素 」 と 呼 ば れ る ） 。
特 定 の 態 様 に お い て 、 免 疫 毒 素 は 以 下 を 含 む ：
(a)(b)に 付 着 し た 、 ヒ ト Ep-CAMの 細 胞 外 ド メ イ ン に 結 合 し 、 か つ MOC-31抗 体 由 来 の 相 補 性
決 定 領 域 (CDR)配 列 を 含 む ヒ ト 化 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 ；
(b)癌 細 胞 に 対 し て 細 胞 毒 性 で あ る 毒 素 。
4D5MOC-B抗 体 由 来 の CDR配 列 は 、 SEQ ID NO:4～ 9に 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 に よ る 適 切 な Ep-CAM標 的 化 免 疫 毒 素 は 、 限 定 さ れ る わ け で は な い が 、 VB4-845お
よ び そ の 変 異 体 、 MOC31可 変 領 域 ま た は そ れ ら の 変 異 体 を 含 む 他 の 免 疫 毒 素 、 加 え て 、 Ep-
CAMを 選 択 的 に 結 合 す る 他 の 一 本 鎖 も し く は 二 本 鎖 免 疫 グ ロ ブ リ ン ま た は そ れ ら の 変 異 体
を 含 む 免 疫 毒 素 、 を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 Ep-CAM結 合 性 部 分 は 、 完 全 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 を 含 む 。 も う 一
つ の 態 様 に お い て 、 Ep-CAM結 合 性 部 分 は 、 Fab、 Fab'、 scFv、 単 一 ド メ イ ン 抗 体 断 片 、 ま
た は ジ ス ル フ ィ ド 安 定 化 Fv断 片 の 二 量 体 で あ る 。 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 Ep-CAM結 合 性
部 分 は 、 可 変 重 鎖 、 可 変 軽 鎖 、 Fab、 Fab'、 scFv、 単 一 ド メ イ ン 抗 体 断 片 、 ま た は ジ ス ル
フ ィ ド 安 定 化 Fv断 片 を 含 む 。 Ep-CAM結 合 性 分 子 の 部 分 は 、 1つ ま た は 複 数 の 種 由 来 で あ り
得 、 よ り 好 ま し く は ヒ ト 種 由 来 の 部 分 を 含 み 、 お よ び 最 も 好 ま し く は 、 完 全 に ヒ ト で あ る
か ま た は ヒ ト 化 さ れ て い る 。 精 製 を 容 易 に す る よ う に 設 計 さ れ た 、 ま た は 毒 素 へ の 結 合 の
た め の 領 域 も ま た 、 Ep-CAM結 合 性 部 分 に 、 含 ま れ 得 る か ま た は 付 加 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 特 定 の 、 非 限 定 的 態 様 に お い て 、 免 疫 毒 素 は 、 SEQ ID NO:2に 示 さ れ て い る VB4-845を 含
む 。 他 の 非 限 定 的 態 様 に お い て 、 免 疫 毒 素 は 、 VB4-845の 変 異 体 を 含 む 。 VB4-845変 異 体 は
、 同 じ Ep-CAMエ ピ ト ー プ か 、 ま た は VB4-845に よ り 結 合 さ れ る 実 質 的 に 類 似 し た Ep-CAMエ
ピ ト ー プ に 結 合 し 、 変 異 体 は 、 生 理 的 状 態 下 で 、 少 な く と も 10%、 15%、 20%、 25%、 30%、 3
5%、 40%、 45%、 50%、 55%、 60%、 65%、 70%、 75%、 80%、 85%、 90%ま た は 95%、 Ep-CAMへ の VB
4-845の 結 合 を 競 合 的 に 阻 害 し 得 る 。 VB4-845変 異 体 は 、 VB4-845と 同 じ シ ュ ー ド モ ナ ス 外
毒 素 A断 片 を 含 み 得 る か 、 ま た は 同 じ 外 毒 素 の 異 な る 部 分 も し く は 異 な る 毒 素 を 含 み 得 る
。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 も う 一 つ の 非 限 定 的 態 様 に お い て 、 免 疫 毒 素 は 、 MOC31の 可 変 領 域 ま た は そ の 変 異 体 を
含 む Ep-CAM結 合 性 部 分 を 含 む 。 さ ら に も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 免 疫 毒 素 は 、 4D5MOCBま
た は そ の 変 異 体 を 含 む Ep-CAM結 合 性 部 分 を 含 む 。 Ep-CAMへ の こ れ ら の 免 疫 毒 素 の い ず れ の
結 合 も 、 生 理 的 状 態 下 で 、 参 照 MOC31ま た は 4D5MOCB抗 体 と の 競 合 に よ り 、 少 な く と も 10%
、 15%、 20%、 25%、 30%、 35%、 40%、 45%、 50%、 55%、 60%、 65%、 70%、 75%、 80%、 85%、 90%
ま た は 95%低 減 さ れ 得 る 。 VB4-845の 親 和 力 は 、 生 細 胞 上 で の 間 接 的 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー
を 用 い て 、 K D =1.6x10

- 8 で あ る 。 ラ イ ン ウ ィ ー バ ー -バ ー ク 解 析 (date Notebook: 0935, pa
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ge 50)は 、 Benedict et al (1997) J. Immunol. Methods, 201:223-231の 方 法 を 用 い て 行
わ れ た 。 Willuda et al (Cancer Research 59, 5758-5767, 1999)に 記 載 さ れ て い る よ う
に 、 MOC31Bの 親 和 力 は 、 方 法 に 記 載 さ れ て い る RIAお よ び Biacoreを 用 い て 測 定 さ れ た 、 K D
=3.9x10 - 9 で あ る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 2.0x10 - 8 未 満 の 解 離 定 数 (K D )を 有 す る 免 疫 毒 素 を
含 む 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 ま た は 、 免 疫 毒 素 は 、 前 節 で 考 察 さ れ た も の 以 外 の 、 た だ し 、 Ep-CAMに 選 択 的 に 結 合 す
る 、 Ep-CAM結 合 性 部 分 を 含 む 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 そ の Ep-CAM結 合 性 部 分 の 結 合 親 和
力 は 、 標 準 的 実 験 技 術 に よ り 測 定 さ れ る 場 合 、 VB4-845、 PANOREX(登 録 商 標 )、 ま た は MT-2
01の 結 合 親 和 力 の 、 少 な く と も 4桁 、 好 ま し く は 少 な く と も 3桁 、 よ り 好 ま し く は 2桁 未 満
で あ る 。 非 限 定 的 態 様 に お い て 、 Ep-CAM結 合 性 部 分 は 、 限 定 さ れ る わ け で は な い が 、 PANO
REX(登 録 商 標 )ま た は MT201の よ う な 公 知 の 抗 Ep-CAM抗 体 の Ep-CAMへ の 結 合 を 、 生 理 的 状 態
下 で 、 少 な く と も 0.1%、 1%、 10%、 15%、 20%、 25%、 30%、 35%、 40%、 45%、 50%、 55%、 60%
、 65%、 70%、 75%、 80%、 85%、 90%ま た は 95%競 合 的 に 妨 害 し 得 る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 当 業 者 は 、 特 異 性 決 定 残 基 が 同 定 さ れ 得 る こ と を 認 識 し て い る も の と 思 わ れ る 。 用 語 「
特 異 性 決 定 残 基 」 と は 、 「 SDR」 と し て も 公 知 で あ る が 、 抗 体 の パ ラ ト ー プ の 部 分 を 形 成
す る 残 基 、 特 に CDR残 基 を 指 し 、 任 意 の 他 の 突 然 変 異 と は 無 関 係 に 、 ア ラ ニ ン に よ る そ の
個 々 の 置 換 が 、 エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体 の 親 和 力 を 、 少 な く と も 10分 の 1、 好 ま し く は 少
な く と も 100分 の 1、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 1000分 の 1に 減 少 さ せ る 。 親 和 性 に お け る
こ の 損 失 が 、 エ ピ ト ー プ を 結 合 す る 抗 体 の 能 力 に お け る そ の 残 基 の 重 要 性 を 強 調 す る 。 例
え ば 、 Tamura et al., 2000, "Structural correlates of an anticarcinoma antibody: 
identification of specificity-determining residues (SDRs) and development of a m
inimally immunogenic antibody variant by retention of SDRs only," J. Immunol. 16
4(3):1432-1441を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 単 一 ま た は 複 数 の 突 然 変 異 の 結 合 活 性 へ の 、 特 に 結 合 親 和 力 へ の 効 果 は 、 特 定 の 一 連 の
ア ミ ノ 酸 の 結 合 相 互 作 用 に お け る 重 要 性 (例 え ば 、 軽 鎖 ま た は 重 鎖 CDR2の 結 合 へ の 寄 与 )を
判 定 す る た め に 、 同 時 に 評 価 さ れ 得 る 。 ア ミ ノ 酸 突 然 変 異 の 効 果 は ま た 、 個 々 に 判 定 さ れ
る 場 合 、 単 一 の ア ミ ノ 酸 の 寄 与 を 判 定 す る た め に 引 き 続 い て 評 価 さ れ 得 る 。 そ の よ う な 評
価 は 、 例 え ば 、 イ ン ビ ト ロ の 飽 和 ス キ ャ ニ ン グ (例 え ば 、 米 国 特 許 第 6,180,341号 ; Hilton
 et al., 1996, "Saturation mutagenesis of the WSXWS motif of the erythropoietin 
receptor," J Biol. Chem. 271:4699-4708を 参 照 さ れ た い )、 お よ び 部 位 特 異 的 突 然 変 異
誘 発 (例 え ば 、 Cunningham and Wells, 1989, "High-resolution epitope mapping of hGH
-receptor interactions by alanine-scanning mutagenesis," Science 244:1081-1085; 
Bass et al., 1991, "A systematic mutational analysis of hormone-binding determin
ants in the human growth hormone receptor," Proc Natl Acad Sci. USA 88:4498-4502
を 参 照 さ れ た い )に よ り 行 わ れ 得 る 。 ア ラ ニ ン ス キ ャ ニ ン グ 突 然 変 異 誘 発 技 術 に お い て 、
単 一 ア ラ ニ ン 突 然 変 異 が 分 子 に お け る 複 数 の 残 基 に 導 入 さ れ 、 結 果 と し て 生 じ る 突 然 変 異
体 分 子 が 、 分 子 の 活 性 に と っ て 重 大 な 意 味 を 有 す る ア ミ ノ 酸 残 基 を 同 定 す る た め に 生 物 活
性 に つ い て 試 験 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 リ ガ ン ド -受 容 体 ま た は 他 の 生 物 学 的 相 互 作 用 の 部 位 は ま た 、 例 え ば 、 推 定 上 の 接 触 部
位 ア ミ ノ 酸 の 突 然 変 異 と 組 み 合 わ せ て の 、 核 磁 気 共 鳴 、 結 晶 学 、 電 子 回 折 、 ま た は 光 親 和
性 標 識 に よ り 測 定 さ れ る よ う な 構 造 の 物 理 学 的 分 析 に よ り 同 定 さ れ 得 る (例 え ば 、 de Vos 
et al., 1992, "Human growth hormone and extracellular domain of its receptor: cr
ystal structure of the complex," Science 255:306-312; Smith et al., 1992, "Human
 interleukin 4. The solution structure of a four-helix bundle protein," J Mol. B
iol. 224:899-904; Wlodaver et al., 1992, "Crystal structure of human recombinant
 interleukin-4 at 2.25 A resolution," FEBS Lett. 309:59-64を 参 照 さ れ た い )。 さ ら
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に 、 特 定 の 個 々 の ア ミ ノ 酸 ま た は 一 連 の ア ミ ノ 酸 の 重 要 性 は 、 関 連 し た ポ リ ペ プ チ ド ま た
は 類 似 の 結 合 部 位 の ア ミ ノ 酸 配 列 と の 比 較 に よ り 評 価 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 さ ら に 、 当 業 者 は 、 結 合 活 性 の 増 加 が よ り 低 い 結 合 親 和 性 を 補 償 し 得 る こ と を 認 識 し て
い る も の と 思 わ れ る 。 Ep-CAMに 対 す る 免 疫 毒 素 の 結 合 活 性 は 、 複 数 の 結 合 部 位 を 有 す る Ep
-CAMの 、 Ep-CAM結 合 性 部 分 の 結 合 の 強 さ の 測 度 で あ る 。 Ep-CAMと Ep-CAM結 合 性 部 分 の 間 の
機 能 性 結 合 強 度 は 、 す べ て の 親 和 性 結 合 の 合 計 強 度 を 表 し 、 従 っ て 、 個 々 の 成 分 が 比 較 的
低 い 親 和 力 で 結 合 す る 場 合 も あ る が 、 そ の よ う な 成 分 の 多 量 体 は 、 強 力 な 生 物 学 的 作 用 を
示 し 得 る 。 実 際 、 Ep-CAM結 合 性 部 位 と Ep-CAMエ ピ ト ー プ の 間 の 複 数 の 相 互 作 用 は 、 相 加 的
な 生 物 学 的 作 用 よ り ず っ と 高 く 示 し 得 る 、 す な わ ち 、 多 価 性 の 利 点 は 、 平 衡 定 数 に 関 し て
多 数 桁 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 一 つ の 非 限 定 的 態 様 に お い て 、 Ep-CAM結 合 性 部 分 は 、 4D5MOCBの 結 合 部 分 と 実 質 的 に 類
似 し た 構 造 を 有 す る 。 実 質 的 に 類 似 し た 構 造 は 、 Ep-CAM分 子 へ の 免 疫 毒 素 の Ep-CAM結 合 性
部 分 の 結 合 点 を 反 映 す る エ ピ ト ー プ マ ッ プ を 参 照 す る こ と に よ り 特 徴 づ け ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 同 様 に 、 様 々 な 毒 素 が 、 本 発 明 に よ る Ep-CAM標 的 化 免 疫 毒 素 を 設 計 す る た め に 用 い ら れ
得 る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 毒 素 は 、 限 定 さ れ る わ け で は な い が 、 ゲ ロ ニ ン 、 ブ ー ゲ ニ
ン 、 サ ポ リ ン 、 リ シ ン A鎖 、 ブ リ オ ジ ン 、 ジ フ テ リ ア 毒 素 、 レ ス ト リ ク ト シ ン お よ び そ れ
ら の 変 異 体 を 含 む 、 リ ボ ソ ー ム 不 活 化 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。 タ ン パ ク 質 が リ
ボ ソ ー ム 不 活 化 タ ン パ ク 質 で あ る 場 合 、 免 疫 毒 素 は 、 癌 細 胞 へ の 結 合 に お い て 、 毒 素 が そ
の 細 胞 に 対 し て 細 胞 毒 性 で あ る た め に 、 内 部 に 取 り 込 ま れ な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 特 定 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 毒 素 部 分 は 、 シ ュ ー ド モ ナ ス 外 毒 素 A(「 ETA」 )ま た は そ
の 変 異 体 の 少 な く と も 毒 性 部 分 を 含 む 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 細 胞 毒 性 部 分 は 、 単 独 で 投
与 さ れ る 場 合 、 実 質 的 に 細 胞 に 結 合 す る こ と が で き な い ETA変 異 体 を 含 む 。 さ ら な る 特 定
の 態 様 に お い て 、 細 胞 毒 性 部 分 は ETA 2 5 2 - 6 0 8 を 含 む 。 細 胞 毒 性 部 分 は 、 当 技 術 分 野 に お い
て 公 知 の シ ュ ー ド モ ナ ス 外 毒 素 も し く は そ れ ら の 変 異 体 の 1つ ま た は 複 数 を 含 む (例 え ば 、
Kreitman, 1995, "Targeting pseudomonas exotoxin to hematologic malignancies," Se
minars in Cancer Biology 6:297-306; Pastan, 2003, "Immunotoxins cotaining pseudo
monas exotoxin A: a short history," Cancer Immunol. Immunother. 52:338-341を 参 照
さ れ た い )。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 シ ュ ー ド モ ナ ス 外 毒 素 の い く つ か の 変 異 体 、 加 え て シ ュ ー ド モ ナ ス 外 毒 素 変 異 体 を 含 む
構 築 物 を 作 製 お よ び 使 用 す る 方 法 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ る (例 え ば 、 米 国 特 許
出 願 第 US2003054012号 ; 米 国 特 許 第 6531133号 ; 米 国 特 許 第 6426075号 ; 米 国 特 許 第 642351
3号 ; 米 国 特 許 第 6074644号 ; 米 国 特 許 第 5980895号 ; 米 国 特 許 第 5912322号 ; 米 国 特 許 第 58
54044号 ; 米 国 特 許 第 5821238号 ; 米 国 特 許 第 5705163号 ; 米 国 特 許 第 5705156号 ; 米 国 特 許
第 5621078号 ; 米 国 特 許 第 5602095号 ; 米 国 特 許 第 5512658号 ; 米 国 特 許 第 5458878号 ; 米 国
特 許 第 5082927号 ; 米 国 特 許 第 4933288号 ; 米 国 特 許 第 4892827号 ; 米 国 特 許 第 4677070号 ; 
米 国 特 許 第 4545985号 ; 国 際 公 開 公 報 第 WO98/20135号 , 第 WO93/25690号 ; 第 WO91/18100号 ;
 第 WO91/18099号 ; 第 WO91/09949号 ; お よ び 第 WO88/02401号 ;
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を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 他 の 非 限 定 的 態 様 に お い て 、 毒 素 は 、 DNAを 乱 す よ う に 働 く 作 用 物 質 を 含 む 。 従 っ て 、
毒 素 は 、 限 定 さ れ る わ け で は な い が 、 エ ン ジ イ ン (例 え ば 、 カ リ ケ ア ミ シ ン お よ び エ ス ペ
ラ ミ シ ン )お よ び 非 エ ン ジ イ ン 低 分 子 剤 (例 え ば 、 ブ レ オ マ イ シ ン 、 メ チ ジ ウ ム プ ロ ピ ル -E
DTA-Fe(II))を 含 み 得 る 。 本 発 明 に よ り 有 用 な 他 の 毒 素 は 、 限 定 さ れ る わ け で は な い が 、
ダ ウ ノ ル ビ シ ン 、 ド キ ソ ル ビ シ ン 、 ジ ス タ マ イ シ ン A、 シ ス プ ラ チ ン 、 ミ ト マ イ シ ン C、 エ
ク テ イ ナ シ ジ ン 、 ズ オ カ ル マ イ シ ン /CC-1065お よ び ブ レ オ マ イ シ ン /ペ プ レ オ マ イ シ ン を
含 む 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 他 の 非 限 定 的 態 様 に お い て 、 毒 素 は 、 チ ュ ー ブ リ ン を 乱 す よ う に 働 く 作 用 物 質 を 含 む 。
そ の よ う な 毒 素 は 、 限 定 さ れ る わ け で は な い が 、 リ ゾ キ シ ン /マ イ タ ン シ ン 、 パ ク リ タ キ
セ ル 、 ビ ン ク リ ス チ ン お よ び ビ ン ブ ラ ス チ ン 、 コ ル チ シ ン 、 オ ー リ ス タ チ ン 　 ド ラ ス タ チ
ン 10 MMAE、 な ら び に ペ ロ ル シ ド Aを 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 他 の 非 限 定 的 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 免 疫 毒 素 の 毒 素 部 分 は 、 限 定 さ れ る わ け で は な い
が 、 Asaley NSC 167780、 AZQ NSC 182986、 BCNU NSC 409962、 Busulfan NSC 750、 カ ル ボ
キ シ フ タ ラ ト プ ラ チ ナ  NSC 271674、 CBDCA NSC 241240、 CCNU NSC 79037、 CHIP NSC 2569
27、 ク ロ ラ ム ブ シ ル  NSC 3088、 ク ロ ロ ゾ ト シ ン  NSC 178248、 シ ス -プ ラ チ ナ  NSC 119875
、 ク ロ メ ゾ ン  NSC 338947、 シ ア ノ モ ル ホ リ ノ ド キ ソ ル ビ シ ン  NSC 357704、 シ ク ロ ジ ソ ン
 NSC 348948、 ジ ア ン ヒ ド ロ ガ ラ ク チ ト ー ル  NSC 132313、 フ ル オ ロ ド パ ン  NSC 73754、 ヘ
プ ス ル フ ァ ム  NSC 329680、 ヒ カ ン ト ン  NSC 142982、 メ ル フ ァ ラ ン  NSC 8806、 メ チ ル CCN
U NSC 95441、 ミ ト マ イ シ ン C NSC 26980、 ミ ト ゾ ラ ミ ド  NSC 353451、 ナ イ ト ロ ジ ェ ン マ
ス タ ー ド  NSC 762、 PCNU NSC 95466、 ピ ペ ラ ジ ン  NSC 344007、 ピ ペ ラ ジ ネ ジ オ ン  NSC 13
5758、 ピ ポ ブ ロ マ ン  NSC 25154、 ポ ル フ ィ ロ マ イ シ ン NSC 56410、 ス ピ ロ ヒ ダ ン ト イ ン マ
ス タ ー ド  NSC 172112、 テ ロ キ シ ロ ン  NSC 296934、 テ ト ラ プ ラ チ ン  NSC 363812、 チ オ -テ
パ  NSC 6396、 ト リ エ チ レ ン メ ラ ミ ン  NSC 9706、 ウ ラ シ ル ナ イ ト ロ ジ ェ ン マ ス タ ー ド  NSC
 34462、 お よ び Yoshi-864 NSC 102627を 含 む 、 ア ル キ ル 化 剤 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 他 の 非 限 定 的 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 免 疫 毒 素 の 毒 素 部 分 は 、 限 定 さ れ る わ け で は な い
が 、 ア ロ コ ル チ シ ン  NSC 406042、 ハ リ コ ン ド リ ン B NSC 609395、 コ ル チ シ ン  NSC 757、
コ ル チ シ ン 誘 導 体  NSC 33410、 ド ラ ス タ チ ン 10　 NSC 376128(NG - オ ー リ ス タ チ ン 由 来 )
、 マ イ タ ン シ ン  NSC 153858、 リ ゾ キ シ ン  NSC 332598、 タ キ ソ ー ル  NSC 125973、 タ キ ソ
ー ル 誘 導 体  NSC 608832、 チ オ コ ル チ シ ン  NSC 361792、 ト リ チ ル シ ス テ イ ン  NSC 83265、
硫 酸 ビ ン ブ ラ ス チ ン  NSC 49842、 お よ び 硫 酸 ビ ン ク リ ス チ ン  NSC 67574を 含 む 、 抗 有 糸 分
裂 剤 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 他 の 非 限 定 的 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 免 疫 毒 素 の 毒 素 部 分 は 、 限 定 さ れ る わ け で は な い
が 、 カ ン プ ト セ シ ン  NSC 94600、 カ ン プ ト セ シ ン Na塩  NSC 100880、 ア ミ ノ カ ン プ ト セ シ
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ン  NSC 603071、 カ ン プ ト セ シ ン 誘 導 体  NSC 95382、 カ ン プ ト セ シ ン 誘 導 体  NSC 107124、
カ ン プ ト セ シ ン 誘 導 体  NSC 643833、 カ ン プ ト セ シ ン 誘 導 体  NSC 629971、 カ ン プ ト セ シ ン
誘 導 体  NSC 295500、 カ ン プ ト セ シ ン 誘 導 体  NSC 249910、 カ ン プ ト セ シ ン 誘 導 体  NSC 606
985、 カ ン プ ト セ シ ン 誘 導 体  NSC 374028、 カ ン プ ト セ シ ン 誘 導 体  NSC 176323、 カ ン プ ト
セ シ ン 誘 導 体  NSC 295501、 カ ン プ ト セ シ ン 誘 導 体  NSC 606172、 カ ン プ ト セ シ ン 誘 導 体  N
SC 606173、 カ ン プ ト セ シ ン 誘 導 体  NSC 610458、 カ ン プ ト セ シ ン 誘 導 体  NSC 618939、 カ
ン プ ト セ シ ン 誘 導 体  NSC 610457、 カ ン プ ト セ シ ン 誘 導 体  NSC 610459、 カ ン プ ト セ シ ン 誘
導 体  NSC 606499、 カ ン プ ト セ シ ン 誘 導 体  NSC 610456、 カ ン プ ト セ シ ン 誘 導 体  NSC 36483
0、 カ ン プ ト セ シ ン 誘 導 体  NSC 606497、 お よ び モ ル ホ リ ノ ド キ ソ ル ビ シ ン  NSC 354646を
含 む 、 ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ I阻 害 剤 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 他 の 非 限 定 的 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 免 疫 毒 素 の 毒 素 部 分 は 、 限 定 さ れ る わ け で は な い
が 、 ド キ ソ ル ビ シ ン  NSC 123127、 ア モ ナ フ ィ ド  NSC 308847、 m-AMSA NSC 249992、 ア ン
ト ラ ピ ラ ゾ ー ル 誘 導 体  NSC 355644、 ピ ラ ゾ ロ ア ク リ ジ ン  NSC 366140、 ビ サ ン ト レ ン HCL 
NSC 337766、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン  NSC 82151、 デ オ キ シ ド キ ソ ル ビ シ ン  NSC 267469、 ミ ト キ
サ ン ト ロ ン  NSC 301739、 メ ノ ガ リ ル  NSC 269148、 N,N-ジ ベ ン ジ ル ダ ウ ノ マ イ シ ン  NSC 2
68242、 オ キ サ ン ト ラ ゾ ー ル  NSC 349174、 ル ビ ダ ゾ ン  NSC 164011、 VM-26 NSC 122819、
お よ び VP-16 NSC 141540を 含 む 、 ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ II阻 害 剤 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 他 の 非 限 定 的 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 免 疫 毒 素 の 毒 素 部 分 は 、 限 定 さ れ る わ け で は な い
が 、 L-ア ラ ノ シ ン  NSC 153353、 5-ア ザ シ チ ジ ン  NSC 102816、 5-フ ル オ ロ ウ ラ シ ル  NSC 1
9893、 ア シ ビ シ ン  NSC 163501、 ア ミ ノ プ テ リ ン 誘 導 体  NSC 132483、 ア ミ ノ プ テ リ ン 誘 導
体  NSC 184692、 ア ミ ノ プ テ リ ン 誘 導 体  NSC 134033、 ア ン チ フ ォ ル  NSC 633713、 ア ン チ
フ ォ ル  NSC 623017、 ベ ー カ ー の 可 溶 性 ア ン チ フ ォ ル  NSC 139105、 ジ ク ロ ラ リ ル ロ ー ソ ン
 NSC 126771、 ブ レ ク イ ナ ー ル  NSC 368390、 フ ト ラ フ ル (プ ロ ド ラ ッ グ ) NSC 148958、 5,6
-ジ ヒ ド ロ -5-ア ザ シ チ ジ ン  NSC 264880、 メ ト ト レ キ セ ー ト  NSC 740、 メ ト ト レ キ セ ー ト
誘 導 体  NSC 174121、 N-(ホ ス ホ ノ ア セ チ ル )-L-ア ス パ ル テ ー ト (PALA) NSC 224131、 ピ ラ
ゾ フ リ ン  NSC 143095、 ト リ メ ト レ キ セ ー ト  NSC 352122、 3-HP NSC 95678、 2'-デ オ キ シ -
5-フ ル オ ロ ウ リ ジ ン  NSC 27640、 5-HP NSC 107392、 α -TGDR NSC 71851、 ア フ ィ ジ コ リ ン
グ リ シ ネ ー ト  NSC 303812、 ア ラ -C NSC 63878、 5-ア ザ -2'-デ オ キ シ シ チ ジ ン  NSC 127716
、 β -TGDR NSC 71261、 シ ク ロ シ チ ジ ン  NSC 145668、 グ ア ナ ゾ ー ル  NSC 1895、 ヒ ド ロ キ
シ ウ レ ア  NSC 32065、 イ ノ シ ン グ リ コ ジ ア ル デ ヒ ド  NSC 118994、 マ ク ベ シ ン II NSC 3305
00、 ピ ラ ゾ ロ イ ミ ダ ゾ ー ル  NSC 51143、 チ オ グ ア ニ ン  NSC 752、 お よ び チ オ プ リ ン  NSC 7
55を 含 む 、 RNAま た は DNA代 謝 拮 抗 剤 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 さ ら に 、 細 胞 毒 素 は 、 免 疫 毒 素 の 関 連 以 外 の 結 合 を 減 少 さ せ る も し く は 抑 制 す る よ う に
、 ま た は 毒 性 の 特 異 的 型 を 低 減 さ せ る よ う に 、 改 変 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 細 胞 毒 素 は 、 肝 臓
毒 性 が 低 減 さ れ る よ う に 、 等 電 点 を 約 7.0へ 調 整 す る よ う に 改 変 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 本 発 明 の 免 疫 毒 素 を 用 い る 癌 処 置 の 臨 床 的 結 果 は 、 医 者 の よ う な 当 業 者 に よ り 容 易 に 識
別 で き る 。 例 え ば 、 癌 の 臨 床 的 マ ー カ ー を 測 定 す る 標 準 的 医 学 検 査 は 、 処 置 の 効 力 の 有 能
な 指 標 で あ り 得 る 。 そ の よ う な 検 査 は 、 限 定 さ れ る わ け で は な い が 、 理 学 的 検 査 、 性 能 尺
度 、 疾 患 マ ー カ ー 、 12-誘 導 ECG、 腫 瘍 測 定 、 組 織 生 検 、 細 胞 検 査 、 細 胞 診 、 腫 瘍 計 算 の 最
長 直 径 、 X線 写 真 術 、 腫 瘍 の デ ジ タ ル 画 像 、 バ イ タ ル サ イ ン 、 体 重 、 有 害 事 象 の 記 録 、 感
染 性 発 症 の 評 価 、 併 用 薬 の 評 価 、 痛 み の 評 価 、 血 液 ま た は 血 清 化 学 検 査 、 尿 検 査 、 CTス キ
ャ ン 、 お よ び 薬 物 動 態 学 的 分 析 を 含 み 得 る 。 さ ら に 、 免 疫 毒 素 お よ び 別 の 癌 療 法 を 含 む 併
用 療 法 の 相 乗 効 果 は 、 単 独 療 法 を 受 け た 患 者 と の 比 較 研 究 に よ り 測 定 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 特 に HNSCCの 場 合 、 呼 吸 、 嚥 下 、 発 話 、 お よ び 特 定 の 生 活 の 質 の 測 定 に お け る 改 善 は 、
容 易 に 確 か め ら れ る 。 さ ら に 、 HNSCCの 寛 解 は 、 当 業 者 に よ り 認 め ら れ た 基 準 を 用 い て 評
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価 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 Therasse et al., 2000, "New guidelines to evaluate the respo
nse to treatment in solid tumors.　 European Organization for Research and Treatm
ent of Cancer, National Cancer Institute of the United States, National Cancer I
nstitute of Canada," J Natl Cancer Inst. Feb 2;92(3)205-16を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 サ イ ク ル 中 に 投 与 さ れ る べ き 免 疫 毒 素 の 有 効 量 は 、 投 与 の 様 式 に よ り 変 わ る 。 直 接 的 投
与 (例 え ば 、 腫 瘍 内 注 入 )は 、 免 疫 毒 素 の 全 身 性 静 脈 内 投 与 と 比 較 し て 、 免 疫 毒 素 の ず っ と
少 な い 総 身 体 用 量 を 必 要 と す る 。 局 所 的 投 与 が 結 果 と し て 、 よ り 低 い 身 体 用 量 、 お よ び そ
れ ら の 状 況 を 生 じ 得 、 結 果 と し て 生 じ る 免 疫 毒 素 の 低 い 循 環 血 漿 レ ベ ル が 期 待 か つ 所 望 さ
れ る こ と は 、 当 業 者 に と っ て 明 ら か で あ る と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 さ ら に 、 特 定 の 免 疫 毒 素 構 築 物 の 有 効 量 は 、 癌 の 型 、 HNSCCの 場 合 に お け る 腫 瘍 の サ イ
ズ 、 癌 の 病 期 、 患 者 に 対 す る 免 疫 毒 素 の 毒 性 、 癌 細 胞 を 標 的 と す る 特 異 性 、 加 え て 、 患 者
の 年 齢 、 体 重 お よ び 健 康 状 態 を 含 む 、 追 加 的 な 因 子 に 依 存 し 得 る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 免 疫 毒 素 の 直 接 的 投 与 に よ る 有 効 量 は 、 約 10～ 3000、 20～ 900、 3
0～ 800、 40～ 700、 50～ 600、 60～ 500、 70～ 400、 80～ 300、 90～ 200、 ま た は 100～ 150マ イ
ク ロ グ ラ ム /腫 瘍 /日 の 範 囲 で あ り 得 る 。 他 の 態 様 に お い て 、 用 量 は 、 約 10～ 20、 21～ 40、
41～ 80、 81～ 100、 101～ 130、 131～ 150、 151～ 200、 201～ 280、 281～ 350、 351～ 500、 501
～ 1000、 1001～ 2000、 ま た は 2001～ 3000マ イ ク ロ グ ラ ム /腫 瘍 /日 の 範 囲 の 範 囲 で あ り 得 る
。 特 定 の 態 様 に お い て 、 用 量 は 、 少 な く と も 約 20、 40、 80、 130、 200、 280、 400、 500、 7
50、 1000、 2000ま た は 3000マ イ ク ロ グ ラ ム /腫 瘍 /日 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 免 疫 毒 素 の 有 効 量 は 、 約 100～ 5000、 200～ 4000、 300～ 3000
、 400～ 2000、 500～ 1000、 600～ 900ま た は 700～ 1500マ イ ク ロ グ ラ ム /腫 瘍 /月 の 範 囲 で あ
り 得 る 。 他 の 態 様 に お い て 、 用 量 は 、 約 100～ 199、 200～ 399、 400～ 649、 650～ 999、 1000
～ 1799、 1800～ 2499、 2500～ 3499、 3500～ 4999、 5000～ 7499、 7500～ 10000、 10001～ 2000
0マ イ ク ロ グ ラ ム /腫 瘍 /月 の 範 囲 で あ り 得 る 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 用 量 は 、 少 な く と も
約 100、 200、 400、 650、 1000、 1400、 2000、 2500、 3000、 3500、 4000、 4500、 5000、 7500
、 10000、 ま た は 20000マ イ ク ロ グ ラ ム /腫 瘍 /月 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 免 疫 毒 素 の 有 効 量 は 、 結 果 と し て 、 免 疫 毒 素 の 少 な く と も 約
5、 10、 20、 30、 40、 50、 60、 75、 100、 125、 150、 100、 200、 300、 400、 ま た は 500マ イ
ク ロ グ ラ ム /cm 3 の 腫 瘍 内 濃 度 を 生 じ る 。 他 の 態 様 に お い て 、 結 果 と し て 生 じ る 免 疫 毒 素 の
腫 瘍 内 濃 度 は 、 約 5～ 500、 10～ 400、 15～ 300、 20～ 200、 25～ 100、 30～ 90、 35～ 80、 40～
70、 45～ 60、 ま た は 50～ 55マ イ ク ロ グ ラ ム /cm 3 で あ る 。 他 の 態 様 に お い て 、 結 果 と し て 生
じ る 免 疫 毒 素 の 腫 瘍 内 濃 度 は 、 約 10～ 15、 16～ 20、 21～ 25、 26～ 30、 31～ 35、 36～ 40、 41
～ 45、 46～ 50、 51～ 55、 56～ 60、 61～ 65、 66～ 70、 71～ 75、 76～ 80、 81～ 85、 86～ 90、 91
～ 95、 96～ 100、 ま た は 100～ 200マ イ ク ロ グ ラ ム /cm 3 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 免 疫 毒 素 の 有 効 量 は 、 結 果 と し て 、 約 0.1、 1、 2.5、 5、 7.5
、 10、 15、 20、 30、 40、 ま た は 50マ イ ク ロ グ ラ ム /リ ッ ト ル 未 満 の 血 漿 濃 度 を 生 じ る 。 他
の 態 様 に お い て 、 結 果 と し て 生 じ る 免 疫 毒 素 の 循 環 濃 度 は 、 約 0.1～ 50、 1～ 40、 2.5～ 30
、 5～ 20、 ま た は 7.5～ 10マ イ ク ロ グ ラ ム /リ ッ ト ル で あ る 。 他 の 態 様 に お い て 、 結 果 と し
て 生 じ る 免 疫 毒 素 の 循 環 濃 度 は 、 約 0.1～ 1、 1.1～ 2.4、 2.5～ 5、 5.1～ 7.4、 7.5～ 10、 11
～ 15、 16～ 20、 21～ 30、 31～ 40、 ま た は 41～ 50マ イ ク ロ グ ラ ム /リ ッ ト ル で あ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 特 定 の 非 限 定 的 態 様 に お い て 、 免 疫 毒 素 の 有 効 量 は 、 約 100マ イ ク ロ グ ラ ム /腫 瘍 /月 と 3
000マ イ ク ロ グ ラ ム /腫 瘍 /月 の 間 、 例 え ば 、 約 100、 200、 300、 400、 750ま た は 1000マ イ ク
ロ グ ラ ム /腫 瘍 /月 で あ り 、 患 者 は 、 1日 あ た り 単 一 用 量 を 投 与 さ れ る 。 単 一 用 量 は 、 約 1、
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2、 3、 4、 5ま た は 6ヶ 月 間 連 続 で 、 ほ ぼ 毎 月 、 投 与 さ れ る 。 こ の サ イ ク ル 後 、 次 の サ イ ク
ル は 、 約 1、 2、 4、 6ま た は 12ヶ 月 後 に 開 始 し 得 る 。 処 置 計 画 は 1、 2、 3、 4、 5ま た は 6サ イ
ク ル を 含 み 、 各 サ イ ク ル は 、 約 1、 2、 4、 6ま た は 12ヶ 月 間 の 間 隔 を あ け ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 特 定 の 非 限 定 的 態 様 に お い て 、 免 疫 毒 素 の 有 効 量 は 、 約 20マ イ ク ロ グ ラ ム /腫 瘍 /日 と 12
40マ イ ク ロ グ ラ ム /腫 瘍 /日 の 間 、 例 え ば 、 約 20、 40、 80、 130、 200も し く は 280マ イ ク ロ
グ ラ ム /腫 瘍 /日 、 ま た は 約 100、 200、 330、 500、 700、 930、 1240マ イ ク ロ グ ラ ム /腫 瘍 /日
で あ り 、 患 者 は 、 1日 あ た り 単 一 用 量 を 投 与 さ れ る 。 単 一 用 量 は 、 約 1、 2、 3、 4、 5、 6ま
た は 7日 間 連 続 で 、 ほ ぼ 毎 日 (1日 ま た は 複 数 日 間 が 任 意 で 飛 ば さ れ 得 る )、 投 与 さ れ る 。 こ
の サ イ ク ル 後 、 次 の サ イ ク ル は 、 約 1、 2、 3、 4、 5ま た は 6週 間 後 に 開 始 し 得 る 。 処 置 計 画
は 1、 2、 3、 4、 5ま た は 6サ イ ク ル を 含 み 、 各 サ イ ク ル は 、 約 1、 2、 3、 4、 5ま た は 6週 間 離
し て 間 隔 を あ け ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 注 入 容 量 は 好 ま し く は 、 腫 瘍 の 型 お よ び /ま た は 位 置 に 適 切 で あ る 、 少 な く と も 有 効 量
で あ る 。 単 一 用 量 に お け る 最 大 注 入 容 量 は 、 腫 瘍 容 積 の 約 25%と 75%の 間 、 例 え ば 、 推 定 さ
れ る 標 的 腫 瘍 容 積 の 約 4分 の 1、 3分 の 1、 ま た は 4分 の 3で あ り 得 る 。 特 定 の 非 限 定 的 態 様 に
お い て 、 単 一 用 量 に お け る 最 大 注 入 容 量 は 、 腫 瘍 容 積 の 約 30%で あ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 免 疫 毒 素 は 、 安 全 性 試 験 で 確 立 さ れ た 最 大 耐 量 と 等 価 ま た は
よ り 低 い 、 サ イ ク ル あ た り の 総 量 で 腫 瘍 内 に 投 与 さ れ る が 、 用 量 は 、 腫 瘍 容 積 に 関 し て 標
準 化 さ れ る 。 例 え ば 、 被 験 者 は 、 1マ イ ク ロ グ ラ ム /cm 3 腫 瘍 と 500マ イ ク ロ グ ラ ム /cm 3 腫 瘍
の 間 、 ま た は 約 14ピ コ モ ル /cm 3 腫 瘍 組 織 と 7ナ ノ モ ル /cm 3 腫 瘍 組 織 の 間 に 達 す る の に 十 分
な 用 量 を 受 け る 。 用 量 は 、 腫 瘍 容 積 の 約 20～ 50%を 超 え な い 容 量 で 投 与 さ れ る 。 免 疫 毒 素
は 、 適 し た 塩 溶 液 に 希 釈 さ れ る 。 例 え ば 、 3 cm 3 の 推 定 容 積 の 腫 瘍 、 14ピ コ モ ル の 標 的 用
量 (1マ イ ク ロ グ ラ ム /cm 3 )、 お よ び 腫 瘍 の 約 1/3の 最 大 注 入 相 対 容 量 に つ い て 、 免 疫 毒 素 の
3マ イ ク ロ グ ラ ム が 希 釈 剤 約 1 mlで 希 釈 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 も う 一 つ の 特 定 の 態 様 に お い て 、 免 疫 毒 素 の 有 効 量 は 、 約 20マ イ ク ロ グ ラ ム /腫 瘍 /日 と
300マ イ ク ロ グ ラ ム /腫 瘍 /日 の 間 、 例 え ば 、 約 20、 40、 80、 130、 200ま た は 280マ イ ク ロ グ
ラ ム /腫 瘍 /日 、 で あ り 、 患 者 は 、 1日 あ た り 単 一 用 量 を 投 与 さ れ る 。 単 一 用 量 に お け る 最
大 注 入 容 量 は 、 腫 瘍 容 積 の 約 25%と 75%の 間 、 例 え ば 、 推 定 さ れ る 標 的 腫 瘍 容 積 の 約 4分 の 1
、 3分 の 1ま た は 4分 の 3、 で あ り 得 る 。 単 一 用 量 は 、 約 5、 7、 9、 11、 13、 15、 17、 19、 21
、 23、 25、 27、 29ま た は 31日 間 連 続 で 、 1日 お き に 投 与 さ れ る 。 こ の サ イ ク ル 後 、 次 の サ
イ ク ル は 、 約 1、 2、 3、 4、 5、 6、 7、 8、 9、 10、 11ま た は 12週 間 後 に 開 始 し 得 る 。 処 置 計
画 は 1、 2、 3、 4、 5ま た は 6サ イ ク ル を 含 み 、 各 サ イ ク ル は 、 約 1、 2、 3、 4、 5、 6、 7、 8、
9、 10、 11ま た は 12週 間 の 間 隔 を あ け ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 一 つ の 特 定 の 非 限 定 的 態 様 に お い て 、 VB4-845は 、 約 280マ イ ク ロ グ ラ ム /腫 瘍 /日 の 用 量
で 投 与 さ れ 、 患 者 は 、 1日 あ た り 単 一 用 量 を 投 与 さ れ る 。 単 一 用 量 に お け る 最 大 注 入 容 量
は 、 推 定 さ れ た 標 的 腫 瘍 容 積 の 約 3分 の 1で あ る 。 単 一 用 量 は 、 約 5日 間 連 続 し て 毎 日 、 投
与 さ れ る 。 こ の サ イ ク ル 後 、 次 の サ イ ク ル は 、 約 1ヶ 月 後 、 好 ま し く は 第 一 サ イ ク ル の 第
一 日 目 か ら 1ヶ 月 後 に 、 開 始 し 得 る 。 処 置 計 画 は 、 3サ イ ク ル を 含 み 、 各 サ イ ク ル は 、 処 置
無 し の 1週 間 の 間 隔 を あ け ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 も う 一 つ の 特 定 の 非 限 定 的 態 様 に お い て 、 VB4-845は 、 約 280マ イ ク ロ グ ラ ム /腫 瘍 /日 の
用 量 で 投 与 さ れ 、 患 者 は 、 1日 あ た り 単 一 用 量 を 投 与 さ れ る 。 単 一 用 量 に お け る 最 大 注 入
容 量 は 、 推 定 さ れ た 標 的 腫 瘍 容 積 の 約 3分 の 1で あ る 。 単 一 用 量 は 、 約 1週 間 、 一 日 お き に
投 与 さ れ る 。 こ の サ イ ク ル 後 、 次 の サ イ ク ル は 、 約 1週 間 後 に 開 始 し 得 る 。 処 置 計 画 は 、 3
サ イ ク ル を 含 み 、 各 サ イ ク ル は 、 約 1週 間 の 間 隔 を あ け ら れ 得 る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
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　 さ ら に も う 一 つ の 特 定 の 態 様 に お い て 、 VB4-845は 、 約 280マ イ ク ロ グ ラ ム /腫 瘍 /日 の 用
量 で 投 与 さ れ 、 患 者 は 、 1日 あ た り 単 一 用 量 を 投 与 さ れ る 。 単 一 用 量 に お け る 最 大 注 入 容
量 は 、 推 定 さ れ た 標 的 腫 瘍 容 積 の 約 3分 の 1で あ る 。 単 一 用 量 は 、 約 3週 間 、 一 日 お き に 投
与 さ れ る 。 こ の サ イ ク ル 後 、 次 の サ イ ク ル は 、 約 1週 間 後 に 開 始 し 得 る 。 処 置 計 画 は 、 3サ
イ ク ル を 含 み 、 各 サ イ ク ル は 、 約 1週 間 の 間 隔 を あ け ら れ 得 る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 膀 胱 の よ う な 腔 へ の 投 与 に つ い て 、 免 疫 毒 素 の 有 効 量 は 、 1週 間 あ た り 50 mlに お い て 約
100マ イ ク ロ グ ラ ム と 2000マ イ ク ロ グ ラ ム の 間 (約 29ナ ノ モ ル ～ 580ナ ノ モ ル の 濃 度 と 等 価 )
、 例 え ば 、 1週 間 あ た り 50 mlに お い て 約 100、 200、 335、 500、 700、 930、 1240マ イ ク ロ グ
ラ ム で あ り 、 患 者 は 1週 間 あ た り 単 一 用 量 を 投 与 さ れ 、 腫 瘍 組 織 は 、 少 な く と も 約 30分 間
、 免 疫 毒 素 に 暴 露 さ れ る 。 例 え ば 、 溶 液 は 、 約 30分 間 ～ 約 3時 間 、 腔 へ と 保 持 さ れ る 。 特
定 の 非 限 定 的 態 様 に お い て 、 腫 瘍 組 織 は 、 約 1時 間 、 ま た は よ り 好 ま し く は 約 2時 間 、 免 疫
毒 素 に 暴 露 さ れ る 。 こ の サ イ ク ル 後 、 次 の サ イ ク ル は 、 前 回 の 投 与 か ら 約 1、 2、 4、 6ま た
は 12週 間 後 、 開 始 し 得 る 。 処 置 計 画 は 1、 2、 3、 4、 5ま た は 6サ イ ク ル を 含 み 、 各 サ イ ク ル
は 、 約 1、 2、 4、 6ま た は 12ヶ 月 間 の 間 隔 を あ け ら れ 得 る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 実 質 的 に 標 準 よ り 小 さ い か も し く は 大 き い 嚢 胞 ま た は 膀 胱 の よ う な 、 よ り 小 さ い か ま た
は よ り 大 き い 腔 に つ い て 、 容 量 は 、 腔 を 拡 大 し す ぎ る こ と な し に 組 織 の 適 切 な 曝 露 を 保 証
す る よ う に 調 整 さ れ 得 る 。 容 量 が 調 整 さ れ る 必 要 が あ る 場 合 、 免 疫 毒 素 の 有 効 量 は 、 分 子
あ た り 1つ の 結 合 部 位 を 有 す る 毒 素 に つ い て の 濃 度 に お い て 約 20ナ ノ モ ル と 600ナ ノ モ ル の
間 で あ る べ き で あ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 免 疫 毒 素 に つ い て の 投 与 量 は ま た 、 癌 細 胞 上 の タ ン パ ク 質 に 対 す る 結 合 部 位 の モ ル 濃 度
と し て 表 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 免 疫 毒 素 VB4-845は 、 約 69.7 kDaの 分 子 量 お よ び Ep-CAMに 対
す る 1つ の 結 合 部 位 を 有 す る 。 二 価 型 式 、 Fab、 Fab'ま た は (Fab') 2 断 片 の よ う な 他 の 免 疫
毒 素 型 式 が ポ リ ペ プ チ ド 鎖 に お け る ア ミ ノ 酸 の 数 に よ っ て 異 な る 分 子 量 を も ち 得 る こ と は
公 知 で あ る 。 類 似 し た 型 式 に つ い て 、 糖 部 分 ま た は ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル の よ う な 追 加
の 群 を ポ リ ペ プ チ ド へ 付 着 さ せ る こ と に よ り 分 子 量 を 変 え 得 る こ と も 公 知 で あ る 。 異 な る
毒 素 ま た は 異 な る 毒 素 の 変 異 体 の 使 用 は ま た 、 結 果 と し て 、 実 施 例 に 用 い ら れ た VB4-845
と は 異 な る 分 子 量 を 有 す る 免 疫 毒 素 を 生 じ 得 る 。 さ ら に 、 結 果 と し て よ り 長 い ま た は よ り
短 い 断 片 を 生 じ る ポ リ ペ プ チ ド 鎖 へ の 変 化 も ま た な さ れ 得 、 お よ び な お 、 癌 細 胞 上 の 選 択
さ れ た タ ン パ ク 質 へ の 免 疫 毒 素 の 結 合 を 失 う こ と な く な さ れ 得 る 。 そ れ ら す べ て の 変 異 は
、 本 出 願 に お い て 企 図 さ れ る 。 結 果 と し て 、 癌 細 胞 上 の タ ン パ ク 質 に 対 す る 結 合 部 位 の モ
ル 数 に よ っ て 免 疫 毒 素 の 投 与 量 を 表 す こ と は 有 用 で あ り 得 る 。 実 施 例 お よ び 様 々 な 態 様 に
お い て 、 投 与 量 は 、 マ イ ク ロ グ ラ ム で 表 さ れ 、 VB4-845の 分 子 量 に 基 づ い て い る 。 以 下 の
式 は 、 マ イ ク ロ グ ラ ム を 結 合 部 位 の モ ル 等 価 へ 変 換 す る た め の 簡 単 な 方 法 を 提 供 す る ；
(1x10 - 6  g/1モ ル 免 疫 毒 素 あ た り の gの 数 ) x 免 疫 毒 素 分 子 あ た り の 結 合 部 位 の 数  = 与 え
ら れ た ITの マ イ ク ロ グ ラ ム (1x10 - 6  g)か ら 結 合 部 位 の モ ル へ 変 え る た め の 換 算 係 数 。
分 子 あ た り 唯 一 の 結 合 部 位 を 有 す る 免 疫 毒 素 で あ る 、 VB4-845に つ い て 、 換 算 は 以 下 の 通
り に な さ れ る ：
マ イ ク ロ グ ラ ム の 数  x 14.3x10 - 1 2 モ ル /マ イ ク ロ グ ラ ム  = モ ル 数 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 例 え ば 、 3000マ イ ク ロ グ ラ ム が 所 定 の 日 に 腫 瘍 に 注 入 さ れ る こ と に な っ て い る 場 合 、 30
00マ イ ク ロ グ ラ ム  x 14.3x10 - 1 2 モ ル /マ イ ク ロ グ ラ ム  ＝  42.9x10 - 9 モ ル 結 合 部 位 (ま た は
42.9ナ ノ モ ル ま た は 42,900ピ コ モ ル )。 用 量 が 、 希 釈 剤 に お け る か ま た は 腫 瘍 組 織 容 積 に
よ る 濃 度 に よ っ て 表 さ れ る 場 合 、 免 疫 毒 素 の 重 量 を モ ル へ 変 換 し 、 次 い で こ の モ ル 数 を 希
釈 剤 の 容 量 で 割 り 、 結 果 が モ ル 濃 度 に よ っ て 表 さ れ 得 る か 、 ま た は 腫 瘍 組 織 の 容 積 で 割 り
、 結 果 が 組 織 の 1 cm 3 (も し く は 他 の 容 積 単 位 )あ た り の モ ル と し て 表 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 例 え ば 、 1240マ イ ク ロ グ ラ ム が 、 50 mlの 容 量 に お い て 膀 胱 へ 投 与 さ れ る こ と に な っ て
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い る 場 合 ： 1240マ イ ク ロ グ ラ ム  x 14.3x10 - 1 2 モ ル /マ イ ク ロ グ ラ ム  ＝  約 18x10 - 1 2 モ ル 結
合 部 位 、 お よ び 18x10 - 1 2 モ ル /50 ml(ま た は 0.05リ ッ ト ル ) = 約 355x10 - 9  M(ま た は 355ナ
ノ モ ル )。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 サ イ ク ル 中 に 免 疫 毒 素 と 共 に 投 与 さ れ る 別 の 癌 治 療 用 物 質 の 有 効 量 も ま た 、 投 与 の 様 式
に よ っ て 変 わ る 。 1つ ま た は 複 数 の 癌 治 療 用 物 質 は 、 腫 瘍 内 に 、 ま た は 他 の 投 与 様 式 に よ
り 、 送 達 さ れ 得 る 。 典 型 的 に は 、 化 学 療 法 剤 は 、 全 身 性 に 投 与 さ れ る 。 標 準 的 投 与 量 お よ
び 処 置 計 画 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ る (例 え ば 、 the Merck Indexお よ び the Phys
ician's Desk Referenceの 最 新 版 を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 例 え ば 、 一 つ の 態 様 に お い て 、 追 加 の 癌 治 療 用 物 質 は 、 約 200～ 4000 mg/m 2 /サ イ ク ル の
範 囲 で あ る 用 量 で の ダ カ ル バ ジ ン を 含 む 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 用 量 は 、 700～ 1000 mg
/m 2 /サ イ ク ル の 範 囲 で あ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 追 加 の 癌 治 療 用 物 質 は 、 約 25～ 50 mg/m 2 /サ イ ク ル の 範 囲 で
あ る 用 量 で の フ ル ダ ラ ビ ン を 含 む 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 追 加 の 癌 治 療 用 物 質 は 、 約 200～ 2000 mg/m 2 /サ イ ク ル の 範 囲
で あ る 用 量 で の シ ト シ ン ア ラ ビ ノ シ ド (Ara-C)を 含 む 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 追 加 の 癌 治 療 用 物 質 は 、 約 1.5～ 7.5 mg/kg/サ イ ク ル の 範 囲
で あ る 用 量 で の ド セ タ キ セ ル を 含 む 。
【 ０ １ １ １ 】
　 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 追 加 の 癌 治 療 用 物 質 は 、 約 5～ 15 mg/kg/サ イ ク ル の 範 囲 で あ
る 用 量 で の パ ク リ タ キ セ ル を 含 む 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 さ ら に も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 追 加 の 癌 治 療 用 物 質 は 、 約 5～ 20 mg/kg/サ イ ク ル の 範
囲 で あ る 用 量 で の シ ス プ ラ チ ン を 含 む 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 さ ら に も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 追 加 の 癌 治 療 用 物 質 は 、 約 5～ 20 mg/kg/サ イ ク ル の 範
囲 で あ る 用 量 で の フ ル オ ロ ウ ラ シ ル を 含 む 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 さ ら に も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 追 加 の 癌 治 療 用 物 質 は 、 約 2～ 8 mg/kg/サ イ ク ル の 範
囲 で あ る 用 量 で の ド キ ソ ル ビ シ ン を 含 む 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 さ ら に も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 追 加 の 癌 治 療 用 物 質 は 、 約 40～ 160 mg/kg/サ イ ク ル の
範 囲 で あ る 用 量 で の エ ピ ポ ド フ ィ ロ ト キ シ ン を 含 む 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 さ ら に も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 追 加 の 癌 治 療 用 物 質 は 、 約 50～ 200 mg/kg/サ イ ク ル の
範 囲 で あ る 用 量 で の シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド を 含 む 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 さ ら に も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 追 加 の 癌 治 療 用 物 質 は 、 約 50～ 75、 75～ 100、 100～ 12
5、 ま た は 125～ 150 mg/m 2 /サ イ ク ル の 範 囲 で あ る 用 量 で の イ リ ノ テ カ ン を 含 む 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 さ ら に も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 追 加 の 癌 治 療 用 物 質 は 、 約 3.7～ 5.4、 5.5～ 7.4、 7.5
～ 11、 ま た は 11～ 18.5 mg/m 2 /サ イ ク ル の 範 囲 で あ る 用 量 で の ビ ン ブ ラ ス チ ン を 含 む 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 さ ら に も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 追 加 の 癌 治 療 用 物 質 は 、 約 0.7～ 1.4ま た は 1.5～ 2 mg/
m 2 /サ イ ク ル の 範 囲 で あ る 用 量 で の ビ ン ク リ ス チ ン を 含 む 。
【 ０ １ ２ ０ 】
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　 さ ら に も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 追 加 の 癌 治 療 用 物 質 は 、 約 3.3～ 5、 5～ 10、 10～ 100、
ま た は 100～ 1000 mg/m 2 /サ イ ク ル の 範 囲 で あ る 用 量 で の メ ト ト レ キ セ ー ト を 含 む 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 免 疫 毒 素 と の 併 用 療 法 は 、 追 加 の 癌 治 療 用 物 質 の 投 与 に 対 し て 癌 ま た は 腫 瘍 の 感 受 性 を
増 加 さ せ 得 る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 低 減 さ れ た 用 量 の 癌 治 療 用 物 質 の 前 に 、 引 き 続 い て 、
も し く は 同 時 に 、 免 疫 毒 素 の 有 効 量 を 投 与 す る 段 階 を 含 む 、 癌 を 予 防 す る 、 処 置 す る 、 お
よ び /ま た は 癌 の 再 発 を 予 防 す る た め の 併 用 療 法 を 企 図 す る 。 例 え ば 、 免 疫 毒 素 で の 最 初
の 処 置 は 、 癌 治 療 用 物 質 の 用 量 で の 引 き 続 く 抗 原 投 与 に 対 す る 癌 ま た は 腫 瘍 の 感 受 性 を 増
加 さ せ 得 る 。 こ の 用 量 は 、 癌 治 療 用 物 質 が 単 独 ま た は 免 疫 毒 素 の 非 存 在 下 に お い て 投 与 さ
れ る 場 合 の 標 準 投 与 量 の 低 い 範 囲 に 、 近 い か ま た は よ り 下 で あ る 。 同 時 に 投 与 さ れ る 場 合
、 免 疫 毒 素 は 、 癌 治 療 用 物 質 と は 別 々 に 、 お よ び 任 意 で 、 異 な る 投 与 様 式 に よ っ て 、 投 与
さ れ 得 る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 従 っ て 、 一 つ の 態 様 に お い て 、 追 加 の 癌 治 療 用 物 質 は 、 約 5～ 10、 11～ 20、 21～ 40、 ま
た は 41～ 75 mg/m 2 /サ イ ク ル の 範 囲 で あ る 用 量 で の シ ス プ ラ チ ン 、 例 え ば 、 PLATINOLま た
は PLATINOL-AQ(Bristol Myers)を 含 む 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 追 加 の 癌 治 療 用 物 質 は 、 約 2～ 3、 4～ 8、 9～ 16、 17～ 35ま た
は 36～ 75 mg/m 2 /サ イ ク ル の 範 囲 で あ る 用 量 で の カ ル ボ プ ラ チ ン 、 例 え ば 、 PARAPLATIN(Br
istol Myers)を 含 む 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 追 加 の 癌 治 療 用 物 質 は 、 約 0.25～ 0.5、 0.6～ 0.9、 1～ 2、 3～
5、 6～ 10、 11～ 20、 ま た は 21～ 40 mg/kg/サ イ ク ル の 範 囲 で あ る 用 量 で の シ ク ロ ホ ス フ ァ
ミ ド 、 例 え ば 、 CYTOXAN(Bristol Myers Squibb)を 含 む 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 追 加 の 癌 治 療 用 物 質 は 、 約 0.5～ 1、 2～ 4、 5～ 10、 11～ 25、 2
6～ 50ま た は 51～ 100 mg/m 2 /サ イ ク ル の 範 囲 で あ る 用 量 で の シ タ ラ ビ ン 、 例 え ば 、 CYTOSAR
-U(Pharmacia & Upjohn)を 含 む 。 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 追 加 の 癌 治 療 用 物 質 は 、 約 5
～ 50 mg/m 2 /サ イ ク ル の 範 囲 で あ る 用 量 で の シ タ ラ ビ ン リ ポ ソ ー ム 、 例 え ば 、 DEPOCYT(Chi
ron Corp.)を 含 む 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 追 加 の 癌 治 療 用 物 質 は 、 約 15～ 250 mg/m 2 /サ イ ク ル の 範 囲 で
あ る か 、 ま た は 約 0.2～ 2 mg/kg/サ イ ク ル の 範 囲 で あ る 用 量 で の ダ カ ル バ ジ ン 、 例 え ば 、 D
TICま た は DTICDOME(Bayer Corp.)を 含 む 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 追 加 の 癌 治 療 用 物 質 は 、 約 0.1～ 0.2、 0.3～ 0.4、 0.5～ 0.8、
ま た は 0.9～ 1.5 mg/m 2 /サ イ ク ル の 範 囲 で あ る 用 量 で の ト ポ テ カ ン 、 例 え ば 、 HYCAMTIN(Sm
ithKline Beecham)を 含 む 。 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 追 加 の 癌 治 療 用 物 質 は 、 約 5～ 9、 1
0～ 25、 ま た は 26～ 50 mg/m 2 /サ イ ク ル の 範 囲 で あ る 用 量 で の イ リ ノ テ カ ン 、 例 え ば 、 CAMP
TOSAR(Pharmacia & Upjohn)を 含 む 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 追 加 の 癌 治 療 用 物 質 は 、 約 2.5～ 5、 6～ 10、 11～ 15、 ま た は 1
6～ 25 mg/m 2 /サ イ ク ル の 範 囲 で あ る 用 量 で の フ ル ダ ラ ビ ン 、 例 え ば 、 FLUDARA(Berlex Lab
oratories)を 含 む 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 追 加 の 癌 治 療 用 物 質 は 、 約 200～ 2000 mg/m 2 /サ イ ク ル 、 300
～ 1000 mg/m 2 /サ イ ク ル 、 400～ 800 mg/m 2 /サ イ ク ル 、 ま た は 500～ 700 mg/m 2 /サ イ ク ル の
範 囲 で あ る 用 量 で の シ ト シ ン ア ラ ビ ノ シ ド (Ara-C)を 含 む 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 追 加 の 癌 治 療 用 物 質 は 、 約 6～ 10、 11～ 30ま た は 31～ 60 mg/m
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2 /サ イ ク ル の 範 囲 で あ る 用 量 で の ド セ タ キ セ ル 、 例 え ば 、 TAXOTERE(Rhone Poulenc Rorer
)を 含 む 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 追 加 の 癌 治 療 用 物 質 は 、 約 10～ 20、 21～ 40、 41～ 70、 ま た は
71～ 135 mg/kg/サ イ ク ル の 範 囲 で あ る 用 量 で の パ ク リ タ キ セ ル 、 例 え ば 、 TAXOL(Bristol 
Myers Squibb)を 含 む 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 追 加 の 癌 治 療 用 物 質 は 、 約 0.5～ 5 mg/kg/サ イ ク ル 、 1～ 4 mg
/kg/サ イ ク ル 、 ま た は 2～ 3 mg/kg/サ イ ク ル の 範 囲 で あ る 用 量 で の フ ル オ ロ ウ ラ シ ル を 含
む 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 追 加 の 癌 治 療 用 物 質 は 、 約 2～ 4、 5～ 8、 9～ 15、 16～ 30、 ま
た は 31～ 60 mg/kg/サ イ ク ル の 範 囲 で あ る 用 量 で の ド キ ソ ル ビ シ ン 、 例 え ば 、 ADRIAMYCIN(
Pharmacia & Upjohn)、 DOXIL(Alza)、 RUBEX(Bristol Myers Squibb)を 含 む 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 追 加 の 癌 治 療 用 物 質 は 、 約 3.5～ 7、 8～ 15、 16～ 25、 ま た は 2
6～ 50 mg/m 2 /サ イ ク ル の 範 囲 で あ る 用 量 で の エ ト ポ シ ド 、 例 え ば 、 VEPESID(Pharmacia & 
Upjohn)を 含 む 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 追 加 の 癌 治 療 用 物 質 は 、 約 0.3～ 0.5、 0.6～ 0.9、 1～ 2、 ま た
は 3～ 3.6 mg/m 2 /サ イ ク ル の 範 囲 で あ る 用 量 で の ビ ン ブ ラ ス チ ン 、 例 え ば 、 VELBAN(Eli Li
lly)を 含 む 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 追 加 の 癌 治 療 用 物 質 は 、 約 0.1、 0.2、 0.3、 0.4、 0.5、 0.6ま
た は 0.7 mg/m 2 /サ イ ク ル の 範 囲 で あ る 用 量 で の ビ ン ク リ ス チ ン 、 例 え ば 、 ONCOVIN(Eli Li
lly)を 含 む 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 追 加 の 癌 治 療 用 物 質 は 、 約 0.2～ 0.9、 1～ 5、 6～ 10、 ま た は 1
1～ 20 mg/m 2 /サ イ ク ル の 範 囲 で あ る 用 量 で の メ ト ト レ キ セ ー ト を 含 む 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 免 疫 毒 素 は 、 限 定 さ れ る わ け で は な い が 、 リ ツ キ サ ン 、 リ ツ
キ シ マ ブ 、 キ ャ ン パ ス -1、 ゲ ム ツ ツ マ ブ お よ び ト ラ ス ツ ツ マ ブ を 含 む 、 少 な く と も 1つ の
他 の 免 疫 治 療 用 物 質 と 組 み 合 わ せ て 投 与 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 免 疫 毒 素 は 、 限 定 さ れ る わ け で は な い が 、 ア ン ジ オ ス タ チ ン
、 サ リ ド マ イ ド 、 ク リ ン グ ル 5、 エ ン ド ス タ チ ン 、 セ ル ピ ン (セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 )
、 ア ン チ ト ロ ン ビ ン 、 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン の 29 kDa N末 端 お よ び 40 kDa C末 端 の タ ン パ ク 分
解 性 断 片 、 プ ロ ラ ク チ ン の 16 kDa タ ン パ ク 分 解 性 断 片 、 血 小 板 因 子 -4の 7.8 kDa タ ン パ
ク 分 解 性 断 片 、 血 小 板 因 子 -4の 断 片 に 対 応 す る 13ア ミ ノ 酸 ペ プ チ ド (Maione et al., 1990
, Cancer Res. 51:2077-2083)、 コ ラ ー ゲ ン Iの 断 片 に 対 応 す る 14-ア ミ ノ 酸 ペ プ チ ド (Tolm
a et al., 1993, J. Cell Biol. 122:497-511)、 ト ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン Iの 断 片 に 対 応 す る 1
9ア ミ ノ 酸 ペ プ チ ド (Tolsma et al., 1993, J. Cell Biol. 122:497-511)、 SPARCの 断 片 に
対 応 す る 20-ア ミ ノ 酸 ペ プ チ ド (Sage et al., 1995, J. Cell. Biochem. 57:1329-1334)、
お よ び 薬 学 的 に 許 容 さ れ る そ れ ら の 塩 を 含 む 、 そ れ ら の 変 異 体 を 含 む 1つ ま た は 複 数 の 抗
血 管 形 成 剤 と 組 み 合 わ せ て 投 与 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 免 疫 毒 素 は 、 放 射 線 療 法 と 組 み 合 わ せ て 投 与 さ れ る 。 治 療 は
ま た 、 手 術 お よ び /ま た は 化 学 療 法 を 含 み 得 る 。 例 え ば 、 免 疫 毒 素 は 、 放 射 線 療 法 な ら び
に シ ス プ ラ チ ン (Platinol)、 フ ル オ ロ ウ ラ シ ル (5-FU、 Adrucil)、 カ ル ボ プ ラ チ ン (Parapl
atin)、 お よ び /ま た は パ ク リ タ キ セ ル (Taxol)と 組 み 合 わ せ て 投 与 さ れ 得 る 。 免 疫 毒 素 で
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の 処 置 は 、 よ り 低 い 線 量 の 放 射 線 の 使 用 お よ び /ま た は よ り 頻 度 の 少 な い 放 射 線 処 置 を 可
能 に し 、 例 え ば 、 結 果 と し て 望 ま し く な い 体 重 減 少 ま た は 脱 水 症 を 生 じ る 可 能 性 の あ る 嚥
下 機 能 を 妨 げ る 重 度 の 咽 喉 炎 の 発 生 を 低 減 さ せ 得 る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 免 疫 毒 素 は 、 限 定 さ れ る わ け で は な い が 、 リ ン フ ォ カ イ ン 、
腫 瘍 壊 死 因 子 、 腫 瘍 壊 死 因 子 様 サ イ ト カ イ ン 、 リ ン フ ォ ト キ シ ン 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 マ
ク ロ フ ァ ー ジ 炎 症 タ ン パ ク 、 顆 粒 球 単 球 コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン (限 定 さ れ
る わ け で は な い が 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -1、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -2、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -6、 イ
ン タ ー ロ イ キ ン -12、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -15、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -18を 含 む )、 お よ び 薬 学 的
に 許 容 さ れ る そ れ ら の 塩 を 含 む 、 そ れ ら の 変 異 体 を 含 む 1つ ま た は 複 数 の サ イ ト カ イ ン と
組 み 合 わ せ て 投 与 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 さ ら に も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 免 疫 毒 素 は 、 限 定 さ れ る わ け で は な い が 、 自 己 細 胞 ま
た は 組 織 、 非 自 己 細 胞 ま た は 組 織 、 癌 胎 児 性 抗 原 、 α -フ ェ ト プ ロ テ イ ン 、 ヒ ト 絨 毛 性 ゴ
ナ ド ト ロ ピ ン 、 BCG生 ワ ク チ ン 、 メ ラ ニ ン 細 胞 系 統 タ ン パ ク 質 、 お よ び 突 然 変 異 し た 腫 瘍
特 異 性 抗 原 を 含 む 癌 ワ ク チ ン と 組 み 合 わ せ て 投 与 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 さ ら に も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 免 疫 毒 素 は 、 ホ ル モ ン 療 法 と 合 わ せ て 投 与 さ れ る 。 ホ
ル モ ン 治 療 用 物 質 は 、 限 定 さ れ る わ け で は な い が 、 ホ ル モ ン の ア ゴ ニ ス ト 、 ホ ル モ ン の ア
ン タ ゴ ニ ス ト (例 え ば 、 フ ル タ ミ ド 、 タ モ キ シ フ ェ ン 、 酢 酸 ロ イ プ ロ リ ド (LUPRON))、 お よ
び ス テ ロ イ ド (例 え ば 、 デ キ サ メ タ ゾ ン 、 レ チ ノ イ ド 、 ベ タ メ タ ゾ ン 、 コ ル チ ゾ ー ル 、 コ
ル チ ゾ ン 、 プ レ ド ニ ゾ ン 、 デ ヒ ド ロ テ ス ト ス テ ロ ン 、 グ ル コ コ ル チ コ イ ド 、 ミ ネ ラ ロ コ ル
チ コ イ ド 、 エ ス ト ロ ゲ ン 、 テ ス ト ス テ ロ ン 、 プ ロ ゲ ス チ ン )を 含 む 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 さ ら に も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 免 疫 毒 素 は 、 癌 を 処 置 ま た は 予 防 す る 遺 伝 子 治 療 プ ロ
グ ラ ム と 合 わ せ て 投 与 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 さ ら に も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 Ep-CAM標 的 化 免 疫 毒 素 は 、 対 象 と な る 腫 瘍 細 胞 に お い
て Ep-CAMの 発 現 を 増 加 さ せ る 1つ ま た は 複 数 の 作 用 物 質 と 組 み 合 わ せ て 投 与 さ れ る 。 Ep-CA
M発 現 は 好 ま し く は 、 よ り 多 数 の Ep-CAM分 子 が 腫 瘍 細 胞 表 面 上 に 発 現 さ れ る よ う に 増 加 す
る 。 例 え ば 、 作 用 物 質 は 、 Ep-CAM抗 原 エ ン ド サ イ ト ー シ ス の 正 常 な サ イ ク ル を 阻 害 し 得 る
。 そ の よ う な 併 用 療 法 は 、 単 独 ま た は 他 の 癌 治 療 用 物 質 も し く は 放 射 線 療 法 と 共 に Ep-CAM
標 的 化 免 疫 毒 素 の 臨 床 的 効 力 を 向 上 さ せ 得 る 。 特 定 の 非 限 定 的 態 様 に お い て 、 腫 瘍 細 胞 に
お い て Ep-CAM発 現 を 増 加 さ せ る 作 用 物 質 は 、 酒 石 酸 ビ ノ レ ル ビ ン (Navelbine)お よ び /ま た
は パ ク リ タ ッ ク ス (Taxol)で あ る 。 例 え ば 、 Thurmond et al., 2003, "Adenocarcinoma ce
lls exposed in vitro to Navelbine or Taxol increase Ep-CAM expression through a 
novel mechanism." Cancer Immunol Immunother. Jul;52(7):429-37を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 併 用 療 法 は 、 こ の よ う に 、 投 与 さ れ る 免 疫 毒 素 お よ び /ま た は 追 加 の 癌 療 法 に 対 す る 癌
ま た は 腫 瘍 の 感 受 性 を 増 加 さ せ 得 る 。 こ の 様 式 に お い て 、 よ り 短 い 処 置 サ イ ク ル が そ れ に
よ り 毒 性 事 象 を 低 減 さ せ て い る 可 能 性 が あ る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 癌 を 処 置 ま た は 予 防 す
る た め の 方 法 で あ っ て 、 そ れ を 必 要 と す る 患 者 に 、 短 い 処 置 サ イ ク ル の た め に 、 免 疫 毒 素
お よ び 少 な く と も 1つ の 他 の 癌 治 療 用 物 質 の 有 効 量 を 投 与 す る 段 階 を 含 む 方 法 を 提 供 す る
。 サ イ ク ル 期 間 は 、 約 1～ 30、 2～ 27、 3～ 15、 4～ 12、 5～ 9、 ま た は 6～ 8日 間 の 範 囲 で あ り
得 る 。 サ イ ク ル 期 間 は 、 使 用 さ れ て い る 特 定 の 癌 治 療 用 物 質 に よ っ て 変 わ り 得 る 。 本 発 明
は ま た 、 連 続 的 も し く は 不 連 続 的 投 与 、 ま た は い く つ か の 部 分 投 与 へ 分 割 さ れ た 一 日 量 を
企 図 す る 。 特 定 の 癌 治 療 用 物 質 に つ い て の 適 切 な サ イ ク ル 期 間 は 、 当 業 者 に よ っ て 認 識 さ
れ て い る も の と 思 わ れ 、 本 発 明 は 、 各 癌 療 法 に つ い て の 最 適 な 処 置 ス ケ ジ ュ ー ル の 継 続 的
な 評 価 を 企 図 す る 。 当 業 者 の た め の 特 定 の ガ イ ド ラ イ ン は 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ る
。 例 え ば 、 Therasse et al., 2000, "New guidelines to evaluate the response to tre

10

20

30

40

50

(30) JP 2006-526576 A 2006.11.24



atment in solid tumors.　 European Organization for Research and Treatment of Can
cer, National Cancer Institute of the United States, National Cancer Institute o
f Canada," J Natl Cancer Inst. Feb 2;92(3):205-16を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 ま た は 、 よ り 長 い 処 置 サ イ ク ル が 望 ま し い 場 合 も あ る 。 従 っ て 、 サ イ ク ル 期 間 は 、 約 10
～ 56、 12～ 48、 14～ 28、 16～ 24、 ま た は 18～ 20日 間 の 範 囲 で あ り 得 る 。 サ イ ク ル 期 間 は 、
使 用 さ れ て い る 特 定 の 癌 療 法 に よ っ て 変 わ り 得 る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 本 発 明 は 、 単 一 の 癌 療 法 ま た は 一 連 の 癌 療 法 が 投 与 さ れ る 、 少 な く と も 1つ の サ イ ク ル
、 好 ま し く は 複 数 の サ イ ク ル を 企 図 す る 。 サ イ ク ル の 適 切 な 総 数 お よ び サ イ ク ル 間 の 間 隔
は 、 当 業 者 に 認 識 さ れ て い る も の と 思 わ れ る 。 サ イ ク ル 数 は 、 1、 2、 3、 4、 5、 6、 7、 8、
9、 10、 11、 12、 13、 14、 15、 16、 17、 18、 19、 20ま た は 21日 間 で あ り 得 る 。 サ イ ク ル 間
の 間 隔 は 、 1、 2、 3、 4、 5、 6、 7、 8、 9、 10、 11、 12、 13、 14、 15、 16、 17、 18、 19、 20
ま た は 21日 間 で あ り 得 る 。 本 発 明 は 、 各 免 疫 毒 素 お よ び 追 加 の 癌 療 法 に つ い て の 最 適 な 処
置 ス ケ ジ ュ ー ル の 継 続 的 な 評 価 を 企 図 す る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 本 発 明 の 一 つ の 非 限 定 的 態 様 に お い て 、 免 疫 毒 素 は 、 よ り 短 い 期 間 、 高 用 量 (例 え ば 、
結 果 と し て 約 100、 200、 300、 400、 500ま た は 1000マ イ ク ロ グ ラ ム /cm 3 よ り 高 く な る 用 量 )
で 直 接 的 に 投 与 さ れ る 。 従 っ て 、 一 つ の 非 限 定 的 な 特 定 の 態 様 に お い て 、 免 疫 毒 素 は 、 2
週 間 、 週 に 1回 、 結 果 と し て 少 な く と も 約 200、 300、 400ま た は 500マ イ ク ロ グ ラ ム /cm 3 の
免 疫 毒 素 の 腫 瘍 内 濃 度 を 生 じ る 用 量 で 腫 瘍 内 に 投 与 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 本 発 明 に よ る 免 疫 毒 素 は 、 薬 学 的 組 成 物 ま た は 薬 物 に 含 ま れ 得 る 。 直 接 的 投 与 に 適 合 し
た 薬 学 的 組 成 物 は 、 限 定 さ れ る わ け で は な い が 、 酸 化 防 止 剤 、 緩 衝 剤 、 静 菌 剤 、 お よ び 組
成 物 を 、 対 象 と す る レ シ ピ エ ン ト の 血 液 と 実 質 的 に 等 張 に す る 溶 質 を さ ら に 含 み 得 る 、 凍
結 乾 燥 さ れ た 粉 末 ま た は 水 性 も し く は 非 水 性 の 滅 菌 し た 注 射 可 能 溶 液 も し く は 懸 濁 液 を 含
む 。 そ の よ う な 組 成 物 に 存 在 し 得 る 他 の 成 分 は 、 例 え ば 、 水 、 ア ル コ ー ル 、 ポ リ オ ー ル 、
グ リ セ リ ン 、 お よ び 植 物 油 を 含 む 。 即 時 的 注 射 溶 液 お よ び 懸 濁 液 は 、 滅 菌 し た 粉 末 、 顆 粒
お よ び 錠 剤 か ら 調 製 さ れ 得 る 。 免 疫 毒 素 は 、 限 定 さ れ る わ け で は な い が 、 患 者 へ の 投 与 の
前 に 滅 菌 し た 水 ま た は 食 塩 水 で 元 に 戻 さ れ る 凍 結 乾 燥 さ れ た 粉 末 と し て 供 給 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 は 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 を 含 み 得 る 。 適 し た 薬 学 的 に 許 容 さ
れ る 担 体 は 、 薬 学 的 組 成 物 の 生 物 活 性 の 実 効 性 に 干 渉 し な い 、 本 質 的 に 化 学 的 不 活 性 か つ
無 毒 性 の 組 成 物 を 含 む 。 適 し た 薬 学 的 担 体 の 例 は 、 限 定 さ れ る わ け で は な い が 、 水 、 食 塩
水 、 グ リ セ ロ ー ル 溶 液 、 エ タ ノ ー ル 、 塩 化 N-(1(2,3-ジ オ レ イ ル オ キ シ )プ ロ ピ ル )N,N,N-
ト リ メ チ ル ア ン モ ニ ウ ム (DOTMA)、 ジ オ レ イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン お よ び リ
ポ ソ ー ム を 含 む 。 そ の よ う な 組 成 物 は 、 患 者 へ の 直 接 的 投 与 の た め の 形 状 を 供 給 す る た め
に 、 成 分 の 治 療 的 有 効 量 を 担 体 の 適 切 な 量 と 共 に 含 む べ き で あ る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 薬 学 的 組 成 物 は 、 免 疫 毒 素 お よ び 1つ ま た は 複 数 の 追 加 の 癌
治 療 用 物 質 を 、 任 意 で 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 中 に 含 む 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 組 成 物 は 、 限 定 さ れ る わ け で は な い が 、 塩 酸 、 リ ン 酸 、 酢 酸 、 蓚 酸 、 酒 石 酸 な ど に 由 来
す る も の の よ う な 遊 離 ア ミ ノ 基 で 形 成 さ れ た も の 、 お よ び ナ ト リ ウ ム 、 カ リ ウ ム 、 ア ン モ
ニ ウ ム 、 カ ル シ ウ ム 、 水 酸 化 第 二 鉄 、 イ ソ プ ロ ピ ル ア ミ ン 、 ト リ エ チ ル ア ミ ン 、 2-エ チ ル
ア ミ ノ エ タ ノ ー ル 、 ヒ ス チ ジ ン 、 プ ロ カ イ ン な ど に 由 来 す る も の の よ う な 遊 離 カ ル ボ キ シ
ル 基 で 形 成 さ れ た も の を 含 む 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 塩 の 形 で あ り 得 る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 本 発 明 の 様 々 な 態 様 に お い て 、 薬 学 的 組 成 物 は 、 例 え ば 、 手 術 中 の 局 所 的 注 入 、 局 所 適
用 (例 え ば 、 手 術 後 の 創 傷 被 覆 材 と 共 に )、 注 射 、 カ テ ー テ ル 法 、 坐 剤 法 、 ま た は イ ン プ ラ
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ン ト 法 に よ り 、 腫 瘍 の 領 域 へ 直 接 的 に 投 与 さ れ る 。 イ ン プ ラ ン ト は 、 シ ラ ス テ ィ ッ ク 膜 の
よ う な 膜 ま た は 繊 維 を 含 む 、 有 孔 の 、 無 孔 の ま た は ゼ ラ チ ン 状 の 材 料 か ら な り 得 る 。 坐 剤
は 、 一 般 的 に 、 0.5%重 ～ 10%重 の 範 囲 で 活 性 成 分 を 含 む 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 放 出 制 御 シ ス テ ム が 標 的 腫 瘍 に 近 接 し て 配 置 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 マ
イ ク ロ ポ ン プ は 、 腫 瘍 の 領 域 へ 直 接 的 に 制 御 さ れ た 用 量 を 送 達 し 、 そ れ に よ り 、 薬 学 的 組
成 物 の タ イ ミ ン グ お よ び 濃 度 を 緻 密 に 制 御 し 得 る (例 え ば 、 Goodson, 1984, Medical Appl
ications of Controlled Release, vol. 2, pp. 115-138を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 本 発 明 は ま た 、 免 疫 毒 素 の 有 効 量 を 、 任 意 で 、 1つ ま た は 複 数 の 他 の 癌 治 療 用 物 質 と 組
み 合 わ せ て 、 HNSCCま た は 膀 胱 癌 を 処 置 す る た め の そ の 使 用 に つ い て の 使 用 説 明 書 と 共 に
含 む キ ッ ト を 提 供 す る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 本 発 明 の 一 つ の 局 面 に 従 っ て 、 免 疫 毒 素 お よ び /ま た は 他 の 癌 治 療 用 物 質 は 、 直 接 的 投
与 に よ り 患 者 へ 送 達 さ れ る 。 従 っ て 、 免 疫 毒 素 お よ び /ま た は 他 の 癌 治 療 用 物 質 は 、 限 定
さ れ る わ け で は な い が 、 腫 瘍 へ の 1回 も し く は 複 数 回 の 直 接 的 注 入 に よ り 、 腫 瘍 へ の 連 続
的 も し く は 不 連 続 的 灌 流 に よ り 、 免 疫 毒 素 の 貯 蔵 器 の 導 入 に よ り 、 腫 瘍 へ の 徐 放 性 装 置 の
導 入 に よ り 、 腫 瘍 へ の 徐 放 性 製 剤 の 導 入 に よ り 、 お よ び /ま た は 腫 瘍 上 へ の 直 接 的 適 用 に
よ り 、 投 与 さ れ 得 る 。 「 腫 瘍 へ 」 の 投 与 様 式 に よ っ て 、 腫 瘍 の 領 域 へ 、 ま た は 腫 瘍 の 領 域
へ 実 質 的 に 直 接 流 入 す る 血 管 も し く は リ ン パ 管 へ の 、 免 疫 毒 素 お よ び /ま た は 他 の 癌 治 療
用 物 質 の 導 入 も ま た 企 図 さ れ る 。 そ れ ぞ れ の 場 合 、 薬 学 的 組 成 物 は 、 少 な く と も 終 点 に 達
す る の に 十 分 な 量 で 投 与 さ れ 、 必 要 な 場 合 に は 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ た 担 体 を 含 む 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 免 疫 毒 素 は 腫 瘍 内 に 投 与 さ れ 得 る が 、 そ れ に 対 し て 任 意 の 他 の 癌 治 療 用 物 質 も 他 の 投 与
様 式 に よ り (例 え ば 、 静 脈 内 に )、 患 者 へ 送 達 さ れ 得 る こ と が 企 図 さ れ る 。 さ ら に 、 複 数 の
癌 治 療 用 物 質 が 患 者 へ 送 達 さ れ る こ と が 意 図 さ れ る 場 合 、 免 疫 毒 素 、 お よ び 他 の 癌 治 療 用
物 質 の う ち の 1つ ま た は 複 数 は 、 腫 瘍 内 に 送 達 さ れ 得 る が 、 そ れ に 対 し て 他 の 治 療 用 物 質
は 、 他 の 投 与 様 式 に よ り (例 え ば 、 静 脈 内 お よ び 経 口 で )送 達 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 特 定 の 非 限 定 的 態 様 に お い て 、 免 疫 毒 素 お よ び /ま た は 他 の 癌 治 療 用 物 質 は 、 例 え ば 図 1
に 示 さ れ た テ ン プ レ ー ト に 従 う 、 腫 瘍 内 注 入 に よ り 投 与 さ れ 得 る (Khuri et al., 2000, "
A controlled trial of intratumoral ONYX-015, a selectively-replicating adenoviru
s, in combination with cisplatin and 5-fluorouracil in patients with recurrent h
ead and neck cancer," Nature Med. 6:879-885を 参 照 さ れ た い )。 免 疫 毒 素 お よ び /ま た
は 他 の 癌 治 療 用 物 質 は 、 緩 衝 水 溶 液 、 例 え ば 、 リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 (「 PBS」 )を 含 ん で 懸 濁
さ れ 得 る 。 免 疫 毒 素 を 含 む 懸 濁 液 の 容 量 は 、 注 入 さ れ る べ き 腫 瘤 の 推 定 容 積 の 約 5、 15、 2
5、 35、 45、 55、 65、 75、 85、 ま た は 95%未 満 で あ り 得 る 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 免 疫 毒 素
を 含 む 懸 濁 液 の 容 量 は 、 標 的 腫 瘤 の 推 定 容 積 の 約 30、 40ま た は 50%未 満 で あ る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 免 疫 毒 素 お よ び /ま た は 他 の 癌 治 療 用 物 質 の そ れ ぞ れ の 投 与 に つ い て 、 皮 膚 ま た は 口 腔
粘 膜 の 少 な く と も 1回 の 穿 刺 は 、 推 定 さ れ る 腫 瘍 中 心 か ら 腫 瘍 周 囲 ま で の 距 離 の 約 10、 20
、 30、 40、 50、 60、 70、 80、 90ま た は 100%の 部 位 に な さ れ る 。 直 接 的 注 入 に よ る 免 疫 毒 素
の 投 与 は 、 結 果 と し て 、 腫 瘤 の 中 心 か ら 放 射 状 に 広 が る 1つ ま た は 複 数 の 針 跡 を 生 じ 得 る
。 特 定 の 非 限 定 的 態 様 に お い て 、 針 跡 は 、 実 質 的 に 図 1に 描 か れ て い る よ う に 配 向 さ れ 得
る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 膀 胱 癌 に つ い て 、 免 疫 毒 素 は 、 実 施 例 15に 記 載 さ れ て い る よ う に カ テ ー テ ル に よ り 導 入
さ れ 得 る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 本 発 明 の 非 限 定 的 態 様 に お い て 、 医 学 的 画 像 技 術 は 、 腫 瘍 へ 直 接 的 な 免 疫 毒 素 の 投 与 を
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先 導 す る た め に 用 い ら れ る 。 こ れ は 、 特 に 、 頭 頸 部 の 何 か の 腫 瘍 に 、 お よ び ア ク セ ス す る
の が 困 難 で あ る 他 の 型 の 腫 瘍 に 有 用 で あ る 。 こ れ ら の 場 合 、 投 与 道 具 (針 、 カ テ ー テ ル 、
徐 放 性 装 置 な ど )の 画 像 ガ イ ダ ン ス は 、 血 管 、 神 経 路 な ど の よ う な 重 要 な 解 剖 学 的 構 造 へ
の 損 傷 ま た は 投 与 を 防 ぐ た め に 、 お よ び 免 疫 毒 素 が 3次 元 腫 瘍 中 に 十 分 に 分 布 す る こ と を
保 証 す る た め に 用 い ら れ る 。 医 学 的 画 像 ガ イ ダ ン ス 技 術 は 、 医 学 分 野 で 周 知 で あ り 、 超 音
波 、 CTス キ ャ ン 、 X線 お よ び PETス キ ャ ン ガ イ ダ ン ス を 含 む 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 本 発 明 は 、 以 下 の 例 示 的 教 示 に よ り 、 よ り 理 解 さ れ る も の と 思 わ れ る 。 本 明 細 書 に 示 さ
れ た 実 施 例 は 、 本 発 明 を 限 定 す る こ と を 意 図 し な い 。
【 ０ １ ６ ４ 】

　 VB4-845は 、 シ ュ ー ド モ ナ ス 外 毒 素 Aの 切 断 型 (ETA 252-608)に 融 合 さ れ る 一 本 鎖 Fv組 換
え ヒ ト 抗 体 断 片 か ら な る 免 疫 毒 素 で あ る 。 抗 体 断 片 は 、 Ep-CAMに 特 異 的 に 結 合 す る ヒ ト 化
MOC31一 本 鎖 抗 体 断 片 、 4D5MOCB、 由 来 で あ る 1 6 - 1 8 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 外 毒 素 Aは 、 緑 膿 菌 (Pseudomonas aeruginosa)の 病 原 性 株 に よ り 放 出 さ れ る 毒 性 タ ン パ
ク 質 の 一 つ で あ る 1 9 。 そ れ は 、 66,000ダ ル ト ン の 分 子 量 を 有 す る プ ロ 酵 素 と し て 分 泌 さ れ
る 2 0 。 外 毒 素 Aは 、 感 受 性 の あ る 哺 乳 動 物 細 胞 へ 転 位 置 さ れ 、 分 子 の 共 有 結 合 性 変 化 が そ
れ を 酵 素 的 活 性 に す る 。 シ ュ ー ド モ ナ ス 外 毒 素 Aは 、 ジ フ タ ミ ド と 呼 ば れ る 、 伸 長 因 子 -2
の 翻 訳 後 修 飾 さ れ た ヒ ス チ ジ ン 残 基 を ア デ ノ シ ン 二 リ ン 酸 リ ボ シ ル 化 す る こ と に よ り 、 細
胞 に お け る タ ン パ ク 質 合 成 を 不 可 逆 性 に 遮 断 し 、 ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る 4 。 こ の 構 築 に
用 い ら れ る ETAの 切 断 型 は 、 細 胞 死 を 誘 導 す る た め の ド メ イ ン を ま だ 含 む が 、 細 胞 結 合 ド
メ イ ン を 欠 損 し 、 そ れ に よ り 、 ETA部 分 が 、 免 疫 毒 素 の 抗 体 部 分 に よ る タ ー ゲ テ ィ ン グ な
し に 細 胞 に 入 る の を 防 ぐ 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 ETAの 切 断 型 (ETA 2 5 2 - 6 0 8 )を コ ー ド す る 遺 伝 子 配 列 、 お よ び Ep-CAM結 合 性 4D5MOCB scFv
配 列 は 、 VB4-845を 構 築 す る た め に 用 い ら れ た 。 分 子 は 、 図 2に 描 か れ て い る よ う に 、 精 製
の た め に N末 端 お よ び C末 端 の 両 方 の His 5 テ ー ル を 含 む 。 VB4-845の DNAお よ び ア ミ ノ 酸 配 列
は 、 図 3A～ Dな ら び に SEQ ID NO:1お よ び 2に 描 か れ て い る 。 Ep-CAM結 合 性 部 分 は 、 SEQ ID 
NO:3に 示 さ れ て い る 。 CDR配 列 は 、 SEQ ID NO:4～ 9に 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 結 果 と し て 生 じ る タ ン パ ク 質 は 、 Ep-CAMに 対 す る 親 4D5MOCBの 特 異 性 を 保 持 す る 。 そ の
タ ン パ ク 質 の た め の 発 現 ベ ク タ ー 、 pING3302(Xoma Ireland Ltdか ら の プ ラ ス ミ ド pING330
2は 発 現 ベ ク タ ー の 構 築 の た め に 用 い ら れ た )は 、 E104大 腸 菌 (E. coli)宿 主 株 に よ り 保 有
か つ 発 現 さ れ る 。 タ ン パ ク 質 は 長 さ が 648個 の ア ミ ノ 酸 で あ り 、 69.7キ ロ ダ ル ト ン (kDa)の
推 定 の 分 子 量 を 有 す る 。 SDS-PAGE(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 )分 析 に お い て 、 VB4-845は 、 約 70 kDaの 単 一 の タ ン パ ク 質 バ ン ド と し て 観 察 さ れ る 。
タ ン パ ク 質 は 、 約 5.9の 等 電 点 (pI)を 有 し 、 透 明 な 溶 液 を 形 成 す る 水 溶 性 で あ る 。 VB4-845
の 調 製 に 関 す る さ ら な る 詳 細 は 、 下 記 の 実 施 例 9に 提 供 さ れ て い る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 VB4-845は 、 イ ン ビ ト ロ で 、 タ ン パ ク 質 合 成 を 特 異 的 に 阻 害 し 、 Ep-CAM陽 性 癌 細 胞 の 生
存 度 を 低 下 さ せ る こ と が 示 さ れ た 。 マ ウ ス へ の 全 身 性 投 与 に 関 し て 下 の 実 施 例 5に 実 証 さ
れ て い る よ う に 、 VB4-845は 、 肺 癌 、 大 腸 癌 ま た は 扁 平 上 皮 癌 由 来 の 腫 瘍 異 種 移 植 片 の 増
殖 を 抑 制 し 、 か つ 退 行 を 誘 導 し た 。 VB4-845は 、 親 の 一 本 鎖 断 片 (scFv)と 類 似 し た 器 官 分
布 を 示 し 、 5.4の 腫 瘍 ： 血 液 の 比 率 で 、 Ep-CAM陽 性 腫 瘍 異 種 移 植 片 へ 優 先 的 に 局 在 化 し た
。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 実 施 例 6に 実 証 さ れ て い る よ う に 、 マ ウ ス に お け る 腫 瘍 周 囲 モ デ ル は 、 VB4-845処 置 さ れ
た 動 物 に お い て 腫 瘍 増 殖 の 有 意 な 抑 制 を 示 し た 。 実 際 、 こ の モ デ ル に お い て 、 処 置 の 開 始
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実 施 例
実 施 例 1. VB4-845免 疫 毒 素



時 点 に お い て よ り 小 さ い 腫 瘍 容 積 (90 mm 3 )を 有 す る 2匹 の マ ウ ス は 、 完 全 な 腫 瘍 退 行 を 示
し 、 実 験 期 間 中 、 腫 瘍 無 し の ま ま で あ っ た (下 記 参 照 )。 す べ て の 効 力 研 究 に お い て 、 マ ウ
ス は 処 置 に 十 分 耐 え 、 薬 物 関 連 の 死 亡 、 お よ び 毒 性 を 示 唆 す る 有 意 な 臨 床 的 観 察 は な か っ
た 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 固 形 腫 瘍 の 標 的 化 治 療 と し て の VB4-845の 直 接 的 投 与 を 支 持 し て
い る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 ヒ ト に お け る VB4-845の サ イ ク ル あ た り の 用 量 範 囲 は 、 4マ イ ク ロ グ ラ ム /キ ロ グ ラ ム 、
す な わ ち 、 効 力 研 究 で 、 静 脈 内 お よ び 腫 瘍 周 囲 の モ デ ル の 両 方 に お い て 、 マ ウ ス に 与 え ら
れ た 用 量 の 113分 の 1、 で あ り 得 る (表 7の 脚 注 1参 照 )。 ヒ ト に お け る 1ヶ 月 間 の 曝 露 量 は 、 5
日 間 の コ ー ス に 渡 っ て 微 少 用 量 と し て 投 与 さ れ う り 、 全 腫 瘍 領 域 中 で 1週 間 に つ き 1用 量 の
累 積 的 効 果 と な る 。
【 ０ １ ７ １ 】

　 VB4-845は 、 新 生 薬 物 と し て 研 究 さ れ 、 腫 瘍 細 胞 系 に 結 合 す る こ と 、 お よ び い く つ か の
モ デ ル 系 に お い て 腫 瘍 増 殖 を 防 ぐ こ と に お い て 有 効 で あ る こ と が 見 出 さ れ た 。 VB4-845は
、 20 mM リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 500 mM NaCl、 pH 7.2に 1 mg/mlで 調 合 さ れ 、 22-ゲ ー ジ 針 で
腫 瘍 内 経 路 に よ り 投 与 さ れ 得 る 。 そ れ を 、 1 mlの ホ ウ 珪 酸 ガ ラ ス の バ イ ア ル に 、 灰 色 の ブ
チ ル ゴ ム 栓 お よ び ア ル ミ ニ ウ ム の オ ー バ ー シ ー ル で 閉 じ て 、 パ ッ ケ ー ジ す る 。 2つ の 充 填
サ イ ズ が 現 在 利 用 で き る ： 0.1 mLお よ び 0.2 mL(そ れ ぞ れ 、 0.1 mgお よ び 0.2 mgの VB4-845
)。 薬 物 は 、 -70℃ で 保 存 さ れ る 。 最 終 製 品 は 残 し て お か ず 、 単 回 使 用 の み で あ る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 製 品 サ ン プ ル は 、 書 面 の 認 可 さ れ た 標 準 的 操 作 手 順 に 従 っ て 、 ラ ベ ル を 貼 ら れ 、 保 存 さ
れ 、 輸 送 さ れ る 。 製 品 は 、 冷 凍 条 件 下 で (例 え ば 、 ド ラ イ ア イ ス 上 で )輸 送 さ れ 、 例 え ば 、
研 究 現 場 に お い て 、 温 度 に つ い て 定 期 的 に モ ニ タ ー さ れ る 、 制 限 付 き で 利 用 で き る 管 理 さ
れ た -70℃ フ リ ー ザ ー 内 に 維 持 さ れ 得 る 。 製 品 は 、 使 用 の 時 ま で こ の 状 態 で 維 持 さ れ 得 る
。
【 ０ １ ７ ３ 】

　 -70℃ で 保 存 さ れ た 場 合 の 製 品 の 貯 蔵 寿 命 は 、 少 な く と も 6ヶ 月 で あ る 。 生 理 的 状 態 (例
え ば 、 PBS中 で 37℃ 、 4時 間 の 製 剤 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン )に お い て 、 免 疫 毒 素 分 子 の 大 部
分 (少 な く と も 91%)は 、 な お 、 適 正 な 分 子 量 (約 70 kDa)の 単 量 体 と し て 溶 出 さ れ る 。 VB4-8
45の 量 は 、 時 間 と 共 に ゆ っ く り 減 少 し 、 最 初 の タ ン パ ク 質 の 約 47%も 、 37℃ で の 20時 間 後
に 単 量 体 型 で 存 在 し て い る 。 同 様 の 結 果 は 、 ヒ ト 血 清 に お け る 9 9 m Tc標 識 さ れ た VB4-845の
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に お い て 得 ら れ 、 イ ン ビ ボ 適 用 と し て の 免 疫 毒 素 の 適 合 性 を さ ら に 確
証 す る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 短 期 安 定 性 研 究 は 、 臨 床 的 現 場 に お け る 日 常 的 操 作 下 で 調 査 の 製 品 の 固 有 安 定 性 を 評 価
す る た め に 行 わ れ た 。 VB4-845は 、 室 温 お よ び 2～ 8℃ で 、 そ れ の 標 準 的 製 剤 に お い て 評 価
さ れ た 。 さ ら に 、 VB4-845は 、 800 mM 尿 素 を 含 む お よ び 含 ま な い リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 の 注 入
緩 衝 液 に 調 製 さ れ 、 室 温 で 6時 間 ま で 試 験 さ れ た 。 短 期 安 定 性 研 究 は ま た 、 VB4-845へ の 繰
り 返 さ れ る 凍 結 -解 凍 サ イ ク ル の 影 響 を 評 価 し た 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 VB4-845は 、 す べ て の 短 期 安 定 性 研 究 に 渡 っ て 、 そ れ の 生 物 活 性 を 保 持 す る こ と が 見 出
さ れ た 。 VB4-845を 、 投 与 の 日 に -70℃ フ リ ー ザ ー か ら 引 き 出 し 、 室 温 で 解 凍 さ せ 得 る 。 VB
4-845は 、 -70℃ 保 存 状 態 か ら の そ れ の 取 り 出 し か ら 4～ 6時 間 す る と 、 注 入 緩 衝 液 へ 調 製 さ
れ 得 る 。 い っ た ん 、 製 品 が リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 の 注 入 緩 衝 液 へ 調 合 さ れ た な ら ば 、 製 品 は 、
調 製 の 6時 間 以 内 に 患 者 へ 注 入 さ れ 得 る 。 製 品 が 適 切 な タ イ ム コ ー ス 内 に 用 い ら れ る こ と
が で き な い 場 合 に は 、 投 与 用 の 在 庫 か ら 新 し い バ イ ア ル を 入 手 す る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 VB4-845は 、 室 温 で 少 な く と も 20時 間 、 お よ び 冷 蔵 さ れ た 状 態 (例 え ば 、 2～ 8℃ )に し て
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実 施 例 2. 剤 形 よ び 組 成 物

実 施 例 3. VB4-845の 安 定 性



お く 場 合 に は 、 少 な く と も 24時 間 、 そ れ の 最 初 の パ ッ ケ ー ジ ン グ に お い て 安 定 し て い る 。
製 品 が 用 い ら れ な い 場 合 に は 、 特 に 、 最 初 の 容 器 /密 封 方 式 が 損 な わ れ な い ま ま で あ る な
ら ば 、 後 で の 使 用 の た め に 再 凍 結 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 ヒ ト 血 漿 、 血 清 お よ び 尿 を 含 む 体 液 に お け る 短 期 安 定 性 研 究 は 、 VB4-845が 少 な く と も 1
6時 間 、 そ れ の 結 合 性 質 お よ び 細 胞 毒 性 を 保 持 す る こ と を 実 証 し た 。
【 ０ １ ７ ８ 】

　 研 究 は 、 腫 瘍 細 胞 培 養 物 お よ び 動 物 に お け る イ ン ビ ボ 有 効 性 モ デ ル へ の VB4-845の イ ン
ビ ト ロ 細 胞 毒 性 を 測 定 す る た め に 行 わ れ た 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 Ep-CAM陽 性 腫 瘍 細 胞 の 増 殖 を 特 異 的 に 抑 制 す る VB4-845の 能 力 を 測 定 す る た め に 、 MTT(3
-[4,5-ジ メ チ ル チ ア ゾ ー ル -2-イ ル ]-2,5-ジ フ ェ ニ ル テ ト ラ ゾ リ ウ ム ブ ロ ミ ド )ア ッ セ イ が
行 わ れ た 5 3 。 MTTア ッ セ イ は 、 肝 細 胞 に お い て の み 含 ま れ る 酵 素 に よ る テ ト ラ ゾ リ ウ ム 塩
の ホ ル マ ザ ン へ の 還 元 を モ ニ タ ー す る こ と に よ り 、 細 胞 の 生 存 度 を 測 定 す る 。 様 々 な 濃 度
の VB4-845が 細 胞 培 養 物 へ 加 え ら れ 、 細 胞 増 殖 が 72時 間 に 渡 っ て モ ニ タ ー さ れ た 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 VB4-845は 、 Ep-CAM陽 性 細 胞 系 (例 え ば 、 HT29-結 腸 直 腸 癌 、 MCF7-乳 腺 癌 、 CAL27-扁 平 上
皮 癌 、 SW2-小 細 胞 肺 癌 )に 対 し て 特 異 的 な 細 胞 毒 性 で あ り 、 Ep-CAM陰 性 細 胞 系 RL(例 え ば 、
非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 )お よ び COLO320(結 腸 直 腸 癌 )の 増 殖 に 影 響 を 及 ぼ さ な い 。 SW2、 CAL27
お よ び MCF7細 胞 は 、 VB4-845の 細 胞 毒 性 効 果 に 対 し て 同 じ 程 度 で 感 受 性 が あ る こ と が 見 出
さ れ 、 そ れ ら の 増 殖 は 、 た っ た 0.005 pMの IC 5 0 で 抑 制 さ れ た 。 HT29細 胞 は 、 最 も 感 受 性 が
低 い こ と が 見 出 さ れ た (0.2 pMの IC 5 0 )。
【 ０ １ ８ １ 】
　 シ ュ ー ド モ ナ ス 外 毒 素 は 、 伸 長 因 子 2の ADP-リ ボ シ ル 化 に よ り 哺 乳 動 物 細 胞 に お い て タ
ン パ ク 質 合 成 を 不 可 逆 性 に 阻 害 す る 2 1 - 2 2 。 VB4-845の 細 胞 毒 性 活 性 が Ep-CAM陽 性 腫 瘍 細 胞
系 に お い て タ ン パ ク 質 合 成 を 阻 害 す る そ れ の 能 力 と 相 関 す る こ と を 実 証 す る た め に 、 放 射
性 標 識 さ れ た 代 謝 産 物 、 [ 3 H]ロ イ シ ン 、 の Ep-CAM陽 性 SW2細 胞 へ の 取 り 込 み を モ ニ タ ー し
た 5 3 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 SW2細 胞 の VB4-845で の 合 計 30時 間 の 処 置 に お い て 、 タ ン パ ク 質 合 成 が 0.01 pMの IC 5 0 で
阻 害 さ れ た 。 こ の 効 果 は 、 細 胞 毒 性 ア ッ セ イ に お い て 以 前 に 測 定 さ れ た も の と 類 似 し た 用
量 反 応 関 係 を 示 し た 。 Ep-CAM陰 性 対 照 細 胞 系 、 RL、 に お け る タ ン パ ク 質 合 成 は 影 響 を 及 ぼ
さ れ な か っ た 。
【 ０ １ ８ ３ 】

　 大 き な 確 立 さ れ た Ep-CAM陽 性 SW2（ 小 細 胞 肺 癌 ） 、 HT29（ 結 腸 直 腸 癌 ） ま た は CAL27（ HN
SCC） 腫 瘍 異 種 移 植 片 を 有 す る マ ウ ス を 、 2つ の 異 な る 投 与 計 画 ： 5 μ gが 3週 間 隔 日 に 与 え
ら れ る (45 μ g合 計 )； ま た は 10 μ gが 1週 間 隔 日 に 与 え ら れ る (30 μ g合 計 )、 の う ち の 1つ
を 用 い て VB4-845で 静 脈 内 (i.v.)に 処 置 し た 。 Ep-CAM陰 性 COLO320腫 瘍 異 種 移 植 片 を 有 す る
マ ウ ス を 対 照 と し て 用 い た 。 腫 瘍 サ イ ズ を 、 研 究 の コ ー ス (処 置 の 開 始 後 33～ 51日 間 )に 渡
っ て モ ニ タ ー し た 5 3 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 結 果 は 、 表 4に 要 約 さ れ て い る 。 マ ウ ス は 処 置 に 十 分 耐 え 、 薬 物 関 連 の 死 亡 、 お よ び 毒
性 を 示 唆 す る 有 意 な 臨 床 的 観 察 は な か っ た 。 図 4に 示 さ れ て い る よ う に 、 す べ て の Ep-CAM
陽 性 腫 瘍 の 増 殖 の 有 意 な 抑 制 は 、 ど ち ら の 投 与 計 画 で マ ウ ス を 処 置 し て も 達 成 さ れ た 。 SW
2異 種 移 植 片 を 有 す る マ ウ ス の 処 置 は 、 結 果 と し て 、 最 初 の サ イ ズ の 最 高 20%ま で の 腫 瘍 容
積 の 縮 小 、 お よ び モ ニ タ ー さ れ た 期 間 の 終 わ り に お い て 最 終 的 な 2.6倍 サ イ ズ 増 加 へ の 増
殖 の わ ず か な 再 開 を 生 じ た 。 同 様 の 効 果 は 、 CAL27腫 瘍 の 処 置 に お い て 達 成 さ れ 、 最 初 の
容 積 の 最 高 60%ま で 縮 小 し た 。 処 置 の 開 始 後 50日 目 、 中 央 値 腫 瘍 容 積 は 、 最 初 の サ イ ズ の 1
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実 施 例 4. イ ン ビ ト ロ 薬 理 学

実 施 例 5. VB4-845の 全 身 投 与 の イ ン ビ ボ 研 究



.4倍 を 超 え な か っ た 。 5 μ g投 与 計 画 で 処 置 さ れ た 7匹 の マ ウ ス の う ち の 2匹 は 、 完 全 な 腫
瘍 退 行 を 示 し 、 腫 瘍 な し の ま ま で あ っ た 。 CAL27お よ び SW2の ど ち ら も 、 2つ の 処 置 計 画 に
対 す る そ れ ら の 腫 瘍 反 応 に お い て 有 意 な 差 を 示 さ な か っ た 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 HT29腫 瘍 に つ い て 、 強 い 増 殖 抑 制 (最 初 の 容 積 の 0.7倍 )が 5 μ g投 与 計 画 で 達 成 さ れ た 。
CAL27腫 瘍 に つ い て す で に 観 察 さ れ た よ う に 、 7匹 の う ち の 3匹 は 、 そ れ ら の HT29腫 瘍 の 完
全 な 退 行 を 示 し た 。 10 μ g計 画 の 効 力 は 、 比 較 上 、 よ り 低 く く 、 こ れ ら の 腫 瘍 に つ い て 長
期 処 置 が よ り 効 果 的 で あ る こ と を 示 し た 。 VB4-845の 抗 腫 瘍 効 果 は 、 Ep-CAM陰 性 COLO320対
照 腫 瘍 を 有 す る マ ウ ス に お い て 見 ら れ な か っ た 。
【 ０ １ ８ ６ 】

　 胸 腺 欠 損 マ ウ ス に 、 10 7 個 の CAL27 HNSCC扁 平 上 皮 癌 細 胞 を 側 方 の 横 腹 へ 皮 下 に (s.c.)注
射 し た 5 4 。 腫 瘍 が 確 立 し た 4週 間 後 、 マ ウ ス を 、 そ れ ぞ れ 150 mm 3 の 平 均 腫 瘍 容 積 を 有 す る
2つ の 群 へ 無 作 為 に 分 け た 。 8匹 の マ ウ ス を 、 3週 間 隔 日 (月 曜 日 /水 曜 日 /金 曜 日 )に 与 え ら
れ る 5 μ gの 用 量 で (総 量 45 μ g)の VB4-845の 腫 瘍 周 囲 の 注 入 に よ り 処 置 し た 。 注 入 ご と に
、 免 疫 毒 素 の 5 μ gが 2～ 3個 の 注 入 箇 所 へ 分 布 し た 。 対 照 マ ウ ス (n=5)は 未 処 置 の ま ま で あ
っ た 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 表 5に 要 約 さ れ て い る よ う に 、 腫 瘍 増 殖 の 有 意 な 抑 制 は 、 処 置 さ れ た 動 物 に 観 察 さ れ た (
図 5)。 処 置 の 開 始 時 点 に お い て よ り 小 さ な 腫 瘍 容 積 (90 mm 3 )を 有 す る 2匹 の マ ウ ス は 、 完
全 な 腫 瘍 退 行 を 示 し 、 実 験 期 間 中 、 腫 瘍 な し の ま ま で あ っ た 。 免 疫 毒 素 処 置 の 間 お よ び 後
に お い て 、 毒 性 は 観 察 さ れ な か っ た 。
【 ０ １ ８ ８ 】

　 一 般 的 に 、 文 献 は 、 scFvが 、 動 物 モ デ ル に お い て 、 循 環 か ら 迅 速 に 除 去 さ れ 、 初 期 時 点
で 高 い 腫 瘍 対 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 比 (腫 瘤 に お け る 特 異 的 な 保 持 )を 与 え る こ と を 示 し て い る
2 3 - 2 5 。 平 均 の T 1 / 2 は 、 2～ 4時 間 で あ る が 2 6 - 2 7 、 分 子 の 構 成 2 8 お よ び 投 与 経 路 に 依 存 し て
よ り 長 く あ り 得 る (>8時 間 )。 最 高 の 取 り 込 み は 、 分 子 に 依 存 す る が 、 全 身 注 入 後 、 腎 臓 お
よ び 肝 臓 に 起 こ る 傾 向 が あ る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 VB4-845の 体 内 分 布 は 、 対 側 性 横 腹 に 確 立 さ れ た Ep-CAM陽 性 SW2お よ び Ep-CAM陰 性 COLO32
0の 異 種 移 植 片 を 有 す る マ ウ ス に お い て 評 価 さ れ た 5 3 。 SW2腫 瘍 に 検 出 さ れ た 放 射 性 標 識 VB
4-845の 最 大 用 量 は 、 4時 間 後 の 2.93%ID/gで あ り 、 そ の 後 、 24時 間 後 お よ び 48時 間 後 、 そ
れ ぞ れ 、 1.95%ID/gお よ び 1.13%ID/gへ 徐 々 に 減 少 し た 。 対 照 的 に 、 COLO320対 照 腫 瘍 に お
け る VB4-845は 、 30分 後 、 1.65%ID/gの 最 大 用 量 で 局 在 し 、 そ の 後 、 4時 間 後 、 1.06%ID/gま
で 急 速 に 減 少 し 、 48時 間 後 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド レ ベ ル だ け を 示 し た 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 VB4-845は 、 親 の scFvよ り 遅 い 血 液 ク リ ア ラ ン ス を 示 し た 。 24時 間 後 、 血 液 中 の VB4-845
の 総 量 は 、 0.42%ID/gで あ り 、 親 scFv(0.28%ID/g)よ り 1.5倍 大 き か っ た 。 さ ら に 、 SW2腫 瘍
に お け る 免 疫 毒 素 の 局 在 化 も ま た 、 親 scFvと 比 較 し て 遅 れ 、 VB4-845の 分 布 に よ り 、 48時
間 後 、 5.38の 腫 瘍 ： 血 液 比 率 が 明 ら か に さ れ 、 24時 間 後 の scFvで 得 ら れ る 比 率 に 匹 敵 し た
。 各 時 点 に お い て 、 VB4-845は 、 COLO320対 照 腫 瘍 と 比 較 し て Ep-CAM陽 性 SW2腫 瘍 に お い て
優 先 的 に 集 積 し 、 SW2： COLO320比 率 は 1.28と 2.95の 間 を 変 動 し た 。 こ れ は 、 VB4-845が 、
特 異 的 な 抗 体 -抗 原 相 互 作 用 お よ び 細 胞 取 り 込 み に よ り Ep-CAM陽 性 腫 瘍 に 保 持 さ れ た こ と
を 示 し て い る 。 COLO320対 照 細 胞 に お け る 辺 縁 の 集 積 は 、 腫 瘍 に お い て し ば し ば 見 出 さ れ
る 血 管 透 過 性 に お け る 増 加 に よ る 可 能 性 が あ る 。 こ れ ら の 動 物 に お け る 正 常 組 織 の 分 析 に
よ り 、 VB4-845が ま た 、 腎 臓 、 脾 臓 、 肝 臓 に お い て 、 お よ び よ り 低 い 程 度 に 、 骨 に お い て
、 局 在 す る こ と が 明 ら か に さ れ た 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 マ ウ ス に お け る 薬 物 動 態 学 的 お よ び 有 効 性 モ デ ル の 実 施 中 に な さ れ た 臨 床 的 観 察 は 、 そ
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の 製 品 が 、 毒 性 を 示 す 何 の 臨 床 的 徴 候 も な く 、 耐 容 性 が 良 か っ た こ と を 示 し て い る 。 す べ
て の 動 物 が 研 究 の コ ー ス の 全 期 間 に 渡 っ て 生 き 、 薬 物 関 連 の 死 亡 は な か っ た 。
【 ０ １ ９ ２ 】

　 非 GLP研 究 が 、 薬 物 動 態 学 的 研 究 中 に 放 射 性 標 識 VB4-845の 局 在 化 の 最 高 レ ベ ル を 有 す る
こ と が 見 ら れ た 3つ の 組 織 、 肝 臓 、 脾 臓 お よ び 骨 に お け る 、 VB4-845の 段 階 的 に 増 加 す る 用
量 の 可 能 性 の あ る 毒 性 を 評 価 す る た め に 行 わ れ た 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 結 果 は 表 6に 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 VB4-845は 、 前 の 有 効 性 モ デ ル に 用 い ら れ た 胸 腺 欠 損 マ ウ ス よ り 野 生 型 ETA媒 介 性 肝 臓 損
傷 に 対 し て 感 受 性 が 高 い 、 免 疫 適 格 性 C57BL/6マ ウ ス へ 投 与 さ れ た 。 VB4-845を 、 5 μ g(25
0 μ g/kg)ま た は 10 μ g(500 μ g/kg)の い ず れ か で 一 日 お き に 3回 の 投 与 と し て 、 ま た は 20
 μ g(1000 μ g/kg)で 一 日 お き に 2回 の 投 与 と し て 、 静 脈 内 で マ ウ ス に 投 与 し た 。 最 後 の 投
与 か ら 24時 間 後 、 血 漿 ト ラ ン ス ア ミ ナ ー ゼ の 活 性 を 測 定 し 、 PBSで (従 っ て 、 0 μ g/kg VB4
-845)処 置 さ れ た マ ウ ス と 比 較 し た 。 5 μ gお よ び 10 μ gの 投 与 計 画 の 完 了 か ら 24時 間 後 、
マ ウ ス の 血 漿 に お い て 、 ALT/ASTレ ベ ル の 上 昇 は 観 察 さ れ な か っ た (図 6)。 ト ラ ン ス ア ミ ナ
ー ゼ 活 性 の 上 昇 は 、 20 μ g用 量 の 投 与 に お い て 観 察 さ れ た だ け で あ っ た 。 投 与 時 点 後 24時
間 目 に お い て 、 動 物 を 屠 殺 し 、 肝 臓 お よ び 脾 臓 由 来 の 組 織 検 体 を ヘ マ ト キ シ リ ン /エ オ シ
ン に よ り 染 色 し 、 光 学 顕 微 鏡 観 察 法 に よ り 分 析 し た 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 見 ら れ た ト ラ ン ス ア ミ ナ ー ゼ 活 性 と 一 致 し て 、 壊 死 肝 細 胞 を 有 す る ほ ん の わ ず か の 部 位
だ け が 20 μ g(1000 μ g/kg)免 疫 毒 素 投 与 計 画 、 総 曝 露 量 40 μ g(2000 μ g)で の 処 置 に お
い て 見 出 さ れ た (図 7)。 組 織 病 理 学 的 変 化 ま た は 骨 髄 抑 制 の 徴 候 は 、 脾 臓 お よ び 全 血 試 料
の 細 胞 成 分 に お い て 、 い ず れ の 用 量 に お い て も 観 察 さ れ な か っ た 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 ヒ ト に お け る VB4-845の 低 い 開 始 用 量 は 、 5日 間 、 日 ご と に 腫 瘍 の 異 な る 区 画 へ の 微 少 用
量 投 与 に よ り 毎 日 与 え ら れ る 20 μ g(70 kg成 人 に つ い て 0.29 μ g/kg)で あ り う り 、 100 μ
g/腫 瘍 (70 kg成 人 に つ い て 1.43 μ g/kg)の 単 一 サ イ ク ル の 累 積 的 曝 露 量 と な る 。 よ り 高 い
用 量 は 、 1400 μ g/腫 瘍 (70 kg成 人 に つ い て 20 μ g/kg)の 単 一 サ イ ク ル の 累 積 的 曝 露 量 と
し て 同 じ 様 式 で 与 え ら れ る 280 μ g(70 kg成 人 に つ い て 4.0 μ g/kg)で あ り 得 る 。 体 重 ベ ー
ス で は 、 開 始 用 量 は 、 上 記 の マ ウ ス 研 究 に 用 い ら れ た 静 脈 内 投 与 に よ る 1ヶ 月 間 の 曝 露 量
よ り 約 1585分 の 1、 高 い 方 の 用 量 は 、 113分 の 1で あ る (表 7)。 こ の 安 全 域 に 基 づ い て 、 そ の
よ う な 用 量 範 囲 は 、 結 果 と し て 毒 性 を 示 す 臨 床 的 観 察 を 生 じ な か っ た マ ウ ス に お い て 繰 り
返 し し て 用 い ら れ た 用 量 に 関 し て 安 全 で あ る と み な さ れ 、 開 始 用 量 は 、 マ ウ ス に お い て ト
ラ ン ス ア ミ ナ ー ゼ レ ベ ル の 上 昇 ま た は 組 織 病 理 学 的 変 化 を 示 さ な か っ た VB4-845へ の 1ヶ 月
間 の 曝 露 量 の 1056分 の 1で あ る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 齧 歯 類 に お け る 一 本 鎖 Fvは 、 循 環 か ら 迅 速 に 除 去 さ れ 、 初 期 時 点 で 高 い 腫 瘍 対 バ ッ ク グ
ラ ウ ン ド 比 (腫 瘤 に お け る 特 異 的 な 保 持 )を 与 え 2 3 - 2 5 、 T 1 / 2 は 平 均 し て 2～ 4時 間 で あ る が
、 こ の 時 間 は よ り 長 く あ り 得 る 2 6 - 2 7 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 動 物 に お い て 得 ら れ た 結 果 と 同 様 に 、 1 2 3 I-標 識 抗 CEA scFvは 、 ヒ ト 患 者 に お い て 、 比
較 的 短 い 半 減 期 、 例 え ば 、 0.42(t 1 / 2 )時 間 お よ び 5(t 1 / 2 )時 間 、 を 示 し た 2 9 。 腫 瘍 対 血 液
比 は 、 時 間 と 共 に 増 加 し た (IgG抗 CEA抗 体 全 体 に つ い て の 1～ 1.5： 1と 比 較 し て 、 24時 間 に
お い て 5.6： 1)。 投 与 さ れ た 放 射 能 の 約 15～ 41%は 、 最 初 の 24時 間 内 に 尿 に 排 泄 さ れ 、 腎 臓
が 排 泄 の 主 要 な 器 官 で あ る こ と を 示 唆 し た 。 活 性 は 、 1時 間 後 、 肝 臓 に 見 ら れ 、 そ の 活 性
は 、 そ の 後 21時 間 に 渡 っ て 急 速 に 減 少 し 、 そ し て 、 抗 体 の 肝 臓 異 化 作 用 後 の 放 射 性 ヌ ク レ
オ チ ド の 胆 汁 中 排 泄 と 一 致 し て 、 胆 嚢 で 観 察 さ れ た 2 9 。 第 二 の 研 究 は 、 そ れ ぞ れ 、 0.32(t

1 / 2 )お よ び 10.59(t 1 / 2 )の 類 似 し た 半 減 期 を 示 し た 3 0 。 scFv-ETA免 疫 毒 素 で あ る 、 LMB-2に
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つ い て の 平 均 半 減 期 は 、 173～ 494分 間 を 変 動 し た (単 一 指 数 関 数 的 減 衰 )； し か し な が ら 、
こ れ は 、 一 部 分 に は 、 末 梢 血 お よ び 脾 臓 に お け る 病 気 の 負 荷 量 に 関 連 し て い た 3 1 - 3 2 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 ヒ ト に 投 与 さ れ た VB4-845の PK研 究 が 評 価 さ れ う り 、 そ の よ う な 研 究 は 、 血 漿 に お い て
、 結 合 し て い な い 毒 素 レ ベ ル だ け で な く 、 毒 素 (シ ュ ー ド モ ナ ス 外 毒 素 A)に 対 す る 抗 体 と
共 に 抗 VB4-845抗 体 (中 和 抗 体 )の そ れ ら も ま た 含 ま れ 得 る 。 遊 離 循 環 毒 素 の PKは 、 あ ら ゆ
る 患 者 に お い て 、 好 ま し く は 、 処 置 の 第 一 サ イ ク ル お よ び 経 過 観 察 に お い て 、 評 価 さ れ 得
る 。 中 和 抗 体 お よ び 抗 毒 素 抗 体 は 、 処 置 の 第 一 サ イ ク ル お よ び 経 過 観 察 内 で 評 価 さ れ 得 る
。 ピ ー ク 循 環 濃 度 に 達 す る の に 必 要 と さ れ る 時 間 (T m a x )は 、 例 え ば 、 腫 瘍 内 の 投 与 経 路 の
た め に 、 遅 れ 得 る 。 さ ら に 、 ピ ー ク 循 環 濃 度 (C m a x )は 低 下 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 リ ン パ 腫 関 連 抗 原 に 対 し て 方 向 づ け ら れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (「 MAb」 )が 、 開 発 さ れ
、 多 数 の ヒ ト 癌 の 診 断 お よ び 治 療 に つ い て 臨 床 的 に 調 べ ら れ た 。 MAbま た は 抗 体 断 片 の ヒ
ト へ の 投 与 に 関 す る 毒 性 が 報 告 さ れ た 、 と は い っ て も 主 と し て 注 入 関 連 で は あ る が 。 そ の
よ う な 毒 性 事 象 は 、 発 熱 、 寒 気 、 嘔 気 お よ び 頭 痛 1 4 、 蕁 麻 疹 、 過 敏 症 、 無 菌 性 髄 膜 炎 、 溶
血 、 白 血 球 減 少 症 、 血 小 板 減 少 症 、 な ら び に 血 管 漏 出 症 候 群 を 含 み 得 る 3 3 - 3 5 。 場 合 に よ
っ て は 、 こ れ ら の 反 応 は 、 た い て い の 臨 床 試 験 が マ ウ ス の 、 ま た は マ ウ ス /ヒ ト キ メ ラ の
抗 体 を 用 い た た め 、 一 部 分 は 、 外 来 タ ン パ ク 質 に 対 す る 患 者 の 免 疫 応 答 に 起 因 し 得 る 3 3 - 3

4 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 対 照 的 に 、 VB4-845は 、 ヒ ト 化 タ ン パ ク 質 で あ る 。 さ ら に 、 好 ま し い 投 与 経 路 に お い て
、 VB4-845の 腫 瘍 内 ま た は 腫 瘍 周 囲 の 適 用 は 、 結 果 と し て 、 他 の 癌 免 疫 療 法 に つ い て 以 前
に 観 察 さ れ た の と 同 じ く ら い の 数 の 毒 性 事 象 ま た は 類 似 し た 程 度 の 毒 性 を 生 じ 得 る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】

　 VB4-845(4D5MOCB-ETAと も 呼 ば れ る )発 現 ベ ク タ ー の 構 築 。 ETAの 切 断 型 (ETA252-608)を
コ ー ド す る 配 列 を 、 プ ラ ス ミ ド pSW200か ら PCRに よ り 増 幅 し 6 0 、 pIG6に 基 づ い た 6 1 4D5MOCB
 scFv発 現 ベ ク タ ー に 存 在 す る Ep-CAM結 合 性 4D5MOCB scFv配 列 の 下 流 の 1164 bp EcoRI-Hin
dIII断 片 と し て ク ロ ー ニ ン グ し た 6 2 。 プ ラ イ マ ー
　
　
　
　
　
　
　
　
は scFvと 毒 素 の 間 に EcoRI制 限 酵 素 切 断 部 位 、 な ら び に C末 端 ヘ キ サ ヒ ス チ ジ ン タ グ 、 続 い
て 、 小 胞 体 (ER)保 持 シ グ ナ ル KDEL、 終 止 コ ド ン お よ び HindIII制 限 酵 素 切 断 部 位 を 導 入 し
た 。 純 度 を 向 上 さ せ か つ IMAC中 に 産 生 す る た め に 、 第 二 の ヘ キ サ ヒ ス チ ジ ン タ グ を 、 周 辺
質 シ グ ナ ル 配 列 と 4D5MOCBコ ー ド 領 域 の 間 の N末 端 に 付 加 し た 。 こ の た め に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド

10

20

30

40

(38) JP 2006-526576 A 2006.11.24

実 施 例 9. VB4-845の 調 製



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
の 2つ の 対 を 80℃ ま で 加 熱 し 、 徐 々 に 室 温 ま で 冷 却 す る こ と に よ り ア ニ ー ル す る よ う に さ
せ 、 そ の 後 、 pIG6-4D5MOCBETAH6KDELの XbaI部 位 と EcoRV部 位 の 間 に 連 結 し た 。 配 列 は 実 験
で 確 認 さ れ た 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 VB4-845の 周 辺 質 発 現 に つ い て 、 ベ ク タ ー pIG6が 用 い ら れ 、 そ れ は 、 SB536、 周 辺 質 プ ロ
テ ア ー ゼ HhoAお よ び HhoB.63を 欠 く 大 腸 菌 (E. coli)株 、 に お い て lacプ ロ モ ー タ ー 制 御 下
に そ の 遺 伝 子 を 置 く 。 ア ン ピ シ リ ン (100 mg/ml)含 有 5 ml 2YT培 地 に 、 VB4-845発 現 プ ラ ス
ミ ド を 含 む 単 一 細 菌 コ ロ ニ ー を 接 種 し 、 25℃ で 一 晩 、 増 殖 さ せ た 。 細 菌 を 、 0.5%グ ル コ ー
ス お よ び ア ン ピ シ リ ン (100 mg/ml)を 追 加 し た 2YT培 地 の 1リ ッ ト ル に 、 0.1と 0.2の 間 の A55
0 nmに 達 す る よ う に 希 釈 し 、 3リ ッ ト ル の バ ッ フ ル 付 き 振 盪 フ ラ ス コ へ 移 し た 。 培 養 物 を
さ ら に 25℃ で 0.5の A550 nmま で 増 殖 さ せ 、 最 終 濃 度 の 1 mM イ ソ プ ロ ピ ル -b-D-チ オ ガ ラ ク
ト ピ ラ ノ シ ド (IPTG、 Sigma)を 添 加 す る こ と に よ り 4時 間 、 免 疫 毒 素 産 生 を 誘 導 し た 。 6の
最 終 A550 nmを 有 す る 細 菌 培 養 物 由 来 の 収 集 さ れ た ペ レ ッ ト を -80℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 精 製 に つ い て 、 1リ ッ ト ル 培 養 物 か ら 得 ら れ た ペ レ ッ ト を 、 50 mM ト リ ス -HCl(pH 7.5)
、 300 mM NaCl、 2 mM MgSO 4 を 含 み か つ EDTAを 含 ま な い プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 カ ク テ ル (Roch
e Diagnostics, Mannheim, Germany)お よ び DNア ー ゼ Iを 追 加 し た 25 ml 溶 解 緩 衝 液 に 再 懸
濁 し た 。 細 菌 懸 濁 液 を 、 French Pressure Cellプ レ ス に お け る 2サ イ ク ル で 溶 解 さ せ 、 SS-
34ロ ー タ ー に お い て 48,000 gで 、 4℃ で 30分 間 、 遠 心 分 離 し 、 続 い て 濾 過 滅 菌 し た (0.22 m
m)。 透 明 懸 濁 液 に 存 在 す る 免 疫 毒 素 を 、 Pluckthun et al. 6 4 に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 直
列 形 に 結 合 さ れ た Ni2+-イ ミ ノ 二 酢 酸 (IDA)カ ラ ム お よ び HQ/M-陰 イ オ ン 交 換 カ ラ ム を 有 す
る BIOCAD-System(Perseptive BioSystems)を 用 い る ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 し た 。
溶 解 物 を 添 加 す る 前 に 、 Ni2+-IDAカ ラ ム を 20 mM ト リ ス (pH 7.5)、 300 mM NaClで 平 衡 化
さ せ た 。 添 加 後 、 カ ラ ム を 、 す べ て 20 mM ト リ ス (pH 7.5)で 緩 衝 化 し た 異 な る 塩 溶 液 で 、
300 mM、 510 mMお よ び 90 mM NaClの 順 に 3回 、 洗 浄 し た 。 引 き 続 い て 、 カ ラ ム を 、 20 mM 
ト リ ス (pH 7.5)、 10 mM イ ミ ダ ゾ ー ル 、 90 mM NaClで 洗 浄 し て か ら 、 結 合 し た 免 疫 毒 素 を
200 mM イ ミ ダ ゾ ー ル を 含 む 同 じ 溶 液 (pH 7.5)で 溶 出 し た 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 溶 出 物 を HQ/M-陰 イ オ ン 交 換 カ ラ ム 上 へ 直 接 的 に 添 加 し 、 結 合 し た 免 疫 毒 素 を 、 20 mM 
ト リ ス (pH 7.5)で 緩 衝 化 し た 、 90～ 1000 mM NaClの 塩 勾 配 で 溶 出 し た 。 4D5MOCB-ETAを 含
む 画 分 を 収 集 し 、 2000 gお よ び 4℃ で の 遠 心 分 離 に よ り 10 kDa カ ッ ト オ フ フ ィ ル タ ー (Ult
rafree-MC低 タ ン パ ク 質 結 合 、 Millipore)を 用 い て 濃 縮 し た 。 精 製 さ れ た VB4-845（ 4D5MOC
B-ETA） の 質 は 、 10%SDS-ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 、 お よ び 製 造 会 社 の 推 奨 に よ り 1:5000に
希 釈 さ れ た 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ (HRP)結 合 型 抗 テ ト ラ ヒ ス チ ジ ン 抗 体 (QIAGEN, Hi
lden, Germany)を 用 い る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 分 析 さ れ た 。
【 ０ ２ ０ ６ 】

　 精 製 さ れ た VB4-845（ 4D5MOCB-ETA） の 10マ イ ク ロ グ ラ ム を 、 0.005%Tween20を 含 む 50 ml
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 PBS pH 7.4に 希 釈 し 、 引 き 続 い て 、 37℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 試 料 を 、 Superose-12 P
C3.2/30カ ラ ム を 有 す る Smart system(Pharmacia, Uppsala)を 用 い る ゲ ル 濾 過 に よ り 異 な
る 時 点 (0 h、 2 h、 4 h、 8 h、 10 hお よ び 20 h後 )に お い て 分 析 し た 。 カ ラ ム を 、 3つ の タ
ン パ ク 質 基 準 ： ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ (Mr 150,000)、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (Mr 66,0
00)お よ び 炭 酸 脱 水 酵 素 (Mr 29,000)、 で 同 じ 緩 衝 液 に お い て 較 正 し た 。 同 じ 分 析 設 定 を 用
い て 、 ヒ ト 血 清 に お け る 37℃ で の 20 hの イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 の 99mTc標 識 免 疫 毒 素 の 熱
的 安 定 性 を 評 価 し た 。 免 疫 毒 素 単 量 体 の 量 は 、 溶 出 さ れ た 画 分 の g-シ ン チ レ ー シ ョ ン 計 数
に よ り 測 定 さ れ た 。
【 ０ ２ ０ ７ 】

　 VB4-845（ 4D5MOCB-ETA） を 、 タ ン パ ク 質 配 列 に 存 在 す る ヘ キ サ ヒ ス チ ジ ン タ グ へ の 99mT
c-ト リ カ ル ボ ニ ル 三 水 和 物 の 安 定 的 な 部 位 特 異 的 配 位 に よ り 放 射 性 標 識 し た 6 5 。 こ の 自 然
反 応 は 、 30 mlの 免 疫 毒 素 溶 液 （ 1 mg/ml） を 3分 の 1の 容 量 の 1 M 2-[N-モ ル ホ リ ノ ]エ タ ン
ス ル ホ ン 酸 (MES)pH 6.8お よ び 3分 の 1の 容 量 の 新 し く 合 成 さ れ た 99m Tc-ト リ カ ル ボ ニ ル 化
合 物 と 混 合 す る こ と に よ り 引 き 起 こ さ れ た 。 混 合 物 を 、 37℃ で 1時 間 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し
、 製 造 会 社 の 推 奨 に よ り 0.005%Tween20を 含 む PBSで 平 衡 化 し た Biospin-6カ ラ ム (BioRad, 
Hercules, CA)を 通 じ て 脱 塩 す る こ と に よ り 反 応 を 停 止 さ せ た 。 免 疫 反 応 性 免 疫 毒 素 の パ
ー セ ン テ ー ジ は 、 Lindmo et al.に よ り 記 載 さ れ て い る よ う に 評 価 さ れ た 6 6 。 99mTc標 識 免
疫 毒 素 の 結 合 親 和 性 は 、 本 質 的 に は scFv 4D5MOCBに つ い て 記 載 さ れ て い る よ う に 、 ラ ジ オ
イ ム ノ ア ッ セ イ (RIA)に お い て SW2細 胞 上 で 測 定 さ れ た 。
【 ０ ２ ０ ８ 】

　 VB4-845の 製 造 は 、 研 究 実 験 室 に お い て 、 回 転 式 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 振 盪 機 を 用 い て 2L 振
盪 フ ラ ス コ で 実 施 さ れ る 。 回 転 式 振 盪 機 は 、 温 度 が 摂 氏 1度 内 に 制 御 さ れ 得 る 環 境 制 御 室
内 に 存 在 す る 。 種 培 地 、 生 産 培 地 の 接 種 お よ び す べ て の 無 菌 操 作 は 、 HEPA濾 過 お よ び 100
の 空 気 分 級 を 有 す る 生 物 学 的 安 全 キ ャ ビ ネ ッ ト II/B型 下 で 行 わ れ る 。 細 胞 分 離 、 濃 縮 お よ
び ダ イ ア フ ィ ル ト レ ー シ ョ ン は 研 究 実 験 室 で 行 わ れ る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 VB4-845は 、 VB4-845 E104宿 主 細 胞 大 腸 菌 Master Cell Bank(MCB)か ら 産 生 さ れ る (Xoma 
Ireland Ltdか ら の プ ラ ス ミ ド pING3302が 発 現 ベ ク タ ー の 構 築 の た め に 用 い ら れ た )。 臨 床
的 グ レ ー ド の VB4-845の 製 造 の た め の 細 胞 (発 酵 )増 殖 の 最 初 の ス ケ ー ル ア ッ プ は 、 フ ラ ス
コ あ た り 1Lの 可 動 範 囲 を 有 す る 、 26 x 2L振 盪 フ ラ ス コ の レ ベ ル ま で で あ り 、 総 容 量 は 26L
で あ る 。 VB4-845大 腸 菌 MCBは 、 細 胞 増 殖 の た め の 主 要 な 炭 素 源 と し て グ リ セ ロ ー ル を 含 む
複 合 窒 素 培 地 で 増 殖 す る 。 発 酵 手 順 は 下 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ２ １ ０ 】

　 26L振 盪 フ ラ ス コ 工 程 の た め に 、 VB4-845大 腸 菌 MCBの 1つ の 500 mL培 養 物 を プ レ 種 菌 と し
て 調 製 す る 。 各 培 養 に つ い て 、 MCBの バ イ ア ル を -18℃ 貯 蔵 タ ン ク か ら 引 き 出 し 、 室 温 で 解
凍 さ せ て お く 。 バ イ ア ル を 70%エ タ ノ ー ル で 外 部 を 拭 き 、 生 物 学 的 安 全 キ ャ ビ ネ ッ ト に お
い て 空 気 乾 燥 さ せ て お く 。 MCBの 細 胞 懸 濁 液 (1.5 ml)を 、 500 mLの 滅 菌 し た 種 培 地 (改 変 2Y
T培 地 お よ び 25 mg/L テ ト ラ サ イ ク リ ン )を 含 む 2Lの エ ル レ ン マ イ ヤ ー フ ラ ス コ に 加 え る 。
フ ラ ス コ を 、 200 rpmに 設 定 さ れ た 回 転 式 振 盪 機 へ 移 し 、 3.0± 0.2ま た は そ れ 以 上 の 光 学
濃 度 に 達 す る (10.5± 1 hr、 増 殖 の 対 数 期 の 中 間 部 )ま で 、 25± 1℃ で 増 殖 さ せ る 。 種 菌 は
、 そ の 後 、 26個 の 生 産 振 盪 フ ラ ス コ に 接 種 す る た め の 種 培 養 物 と し て 用 い ら れ る 。
【 ０ ２ １ １ 】

　 発 酵 は 、 そ れ ぞ れ 1Lの 生 産 培 地 を 含 む 2L-バ ッ フ ル 無 し フ ラ ス コ で 行 わ れ る 。 臨 床 的 グ
レ ー ド の VB4-845の た め の 典 型 的 な 生 産 工 程 は 、 フ ラ ス コ あ た り 1Lの 生 産 培 地 (改 変 Terrif
ic Broth, TB)を 含 む 26 x 2Lフ ラ ス コ で あ っ た 。 発 酵 培 地 に 、 上 記 培 養 物 由 来 の 1%種 菌 を
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実 施 例 10. VB4-845製 造 過 程
VB4-845大 腸 菌 発 酵

種 菌 調 製

26 x 2L振 盪 フ ラ ス コ に お け る 発 酵



接 種 し 、 接 種 さ れ た 最 後 の 振 盪 フ ラ ス コ に お い て 1.2の 最 適 な 光 学 濃 度 に 達 す る ま で (約 6
～ 7時 間 )25± 1℃ で 振 盪 機 上 で (200 rpm)イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 惹 起 で の 典 型 的 な OD600範
囲 は 、 1.2～ 1.5で あ る 。 VB4-845発 現 は 、 0.1%L-ア ラ ビ ノ ー ス の 添 加 に よ り 誘 導 さ れ る 。
細 胞 は 、 誘 導 か ら 約 6時 間 後 、 収 集 さ れ る 。
【 ０ ２ １ ２ 】

　 収 集 時 に お い て 、 す べ て の 振 盪 フ ラ ス コ は 、 接 種 の 順 に 振 盪 機 室 か ら 取 り 出 さ れ 、 最 初
に 接 種 さ れ た フ ラ ス コ が 最 初 に 取 り 出 さ れ る 。 1番 目 の 振 盪 フ ラ ス コ の 内 容 物 は 、 生 物 学
的 フ ー ド 下 で 2番 目 の 振 盪 フ ラ ス コ へ 添 加 さ れ る 。 す べ て の 後 の 振 盪 フ ラ ス コ は 同 様 に 取
り 出 さ れ る 。 プ ー ル さ れ た 振 盪 フ ラ ス コ は 、 2～ 8℃ で の 冷 蔵 状 態 に 置 か れ る 。 VB4-845 E1
04大 腸 菌 細 胞 は 、 Sorvallお よ び Beckman遠 心 機 に お け る 2～ 8℃ で 15分 間 の 6,800 g力 で の
遠 心 分 離 に よ り 、 上 記 発 酵 培 養 物 か ら 6個 1組 と し て 取 り 出 さ れ る 。 細 胞 は 捨 て ら れ る が 、
細 胞 を 含 ま な い 培 養 液 は 、 さ ら な る 処 理 の た め に 保 持 さ れ る 。 濃 縮 さ れ た 細 胞 懸 濁 液 は 、
確 立 さ れ た 方 法 に よ り 収 集 、 不 活 性 化 さ れ て 、 捨 て ら れ る 。 そ の 結 果 生 じ た 上 清 は 、 プ ー
ル さ れ 、 5 ml 試 料 が 生 産 物 定 量 の た め に 取 っ て お か れ る 。 遠 心 機 、 ロ ー タ ー お よ び 遠 心
ボ ト ル は 、 発 酵 培 養 液 を 処 理 す る 前 に 入 念 に 洗 浄 さ れ る 。
【 ０ ２ １ ３ 】

　 収 集 さ れ た 培 養 上 清 の 濃 縮 お よ び ダ イ ア フ ィ ル ト レ ー シ ョ ン は 、 10 kD NMW(見 か け の 分
子 量 )の 分 子 カ ッ ト オ フ お よ び 3平 方 フ ィ ー ト の 表 面 積 を 有 す る Sartorius膜 (Hydrosart)を
有 す る 十 字 流 Pelliconシ ス テ ム を 用 い る こ と に よ り 行 わ れ る 。 Pellicon濾 過 シ ス テ ム は 、
使 用 の 前 に 入 念 に 洗 浄 さ れ る 。 濃 縮 は 、 4 L/minの 送 り 速 度 お よ び 500 mL/minの 浸 透 速 度
で 行 わ れ る 。 5 ml 試 料 は 、 最 終 濃 度 段 階 で 採 取 さ れ る 。 ダ イ ア フ ィ ル ト レ ー シ ョ ン は 、 0
.02 M リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH 7.2± 0.2に 対 し て 行 わ れ る 。 <10 mSの 所 望 の 伝 導 度 を 達 成
す る た め に 5つ の 体 積 変 化 が 必 要 と さ れ る 。 ダ イ ア フ ィ ル ト レ ー シ ョ ン 化 さ れ た 濃 縮 生 産
物 は 、 Sorvall遠 心 機 に お い て 、 2～ 8℃ の 設 定 温 度 で 約 30分 間 、 6,800 g力 で 透 明 に さ せ る
。 対 象 と な る 生 産 物 を 含 む 透 明 溶 液 は 、 0.22 μ mの デ ッ ド エ ン ド フ ィ ル タ ー を 用 い る 精 製
の 前 に 濾 過 さ れ る 。 清 澄 段 階 は 、 ダ イ ア フ ィ ル ト レ ー シ ョ ン 後 、 遠 心 分 離 、 0.2 μ mフ ィ
ル タ ー の 通 過 、 ト リ ト ン X-100の 添 加 、 伝 導 度 の 調 整 、 pHの 調 整 を 含 み 、 そ の 後 、 精 製 に
従 う 。
【 ０ ２ １ ４ 】

　 VB4-845の 精 製 は 、 Viventia Biotechの パ イ ロ ッ ト プ ラ ン ト 、 HEPA濾 過 お よ び 10,000の
空 気 分 級 を 有 す る 制 御 環 境 を 有 す る cGMP管 理 区 域 、 に お い て 行 わ れ る 。 VB4-845タ ン パ ク
質 は 、 金 属 ア フ ィ ニ テ ィ ー キ レ ー ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 単 離 さ れ 、 陰 イ オ ン 交 換 ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 溶 出 に よ り さ ら に 精 製 さ れ る 。 精 製 過 程 は 、 図 9に お け る 流 れ 図 に 要 約
さ れ て お り 、 か つ 下 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ２ １ ５ 】

　 金 属 ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム は 、 約 17± 1 mLの カ ラ ム 体 積 を 有 す る XK26/20ガ ラ ス カ ラ ム
に キ レ ー ト セ フ ァ ロ ー ス HP樹 脂 を 充 填 す る こ と に よ り 調 製 さ れ る 。 充 填 は 、 3バ ー ル の 逆
圧 で 行 わ れ る 。 作 業 直 線 流 速 度 (LFR)は 90 cm/hで あ る 。 5カ ラ ム 体 積 (CV)の 注 射 用 蒸 留 水 (
WFI)を 、 キ レ ー ト セ フ ァ ロ ー ス カ ラ ム に 通 過 さ せ る 。 キ レ ー ト セ フ ァ ロ ー ス カ ラ ム を 金 属
イ オ ン で 荷 電 す る た め に 、 5 CVの 0.1 M 塩 化 ニ ッ ケ ル 溶 液 を カ ラ ム に 通 過 さ せ る 。 結 合 し
て い な い 塩 化 ニ ッ ケ ル の 残 り を 、 5 CVの WFIで 洗 い 流 す 。 そ の 後 、 カ ラ ム を 、 150 mM 塩 化
ナ ト リ ウ ム お よ び 0.1%ト リ ト ン X-100を 含 む 20 mM リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH 7.2± 0.1緩 衝 液
(キ レ ー ト セ フ ァ ロ ー ス 平 衡 緩 衝 液 )の 10 CVと 平 衡 化 さ せ る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 VB4-845を 含 む 濃 縮 化 /ダ イ ア フ ィ ル ト レ ー シ ョ ン 化 溶 液 の 伝 導 度 は 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム で
15± 1 mSへ 調 整 さ れ 、 pHは 、 1 M 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム (NaOH)で 7.2± 0.1に 調 整 さ れ る 。 VB4-
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845含 有 溶 液 を 、 90 cm/Hrま た は 8 ml/minの LFRで キ レ ー ト セ フ ァ ロ ー ス HPカ ラ ム へ 添 加 す
る 。 そ の 後 、 カ ラ ム を 、 洗 浄 緩 衝 液 、 20 mM イ ミ ダ ゾ ー ル お よ び 0.1%ト リ ト ン X-100を 含
む 、 20 mM リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 150 mM 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 pH 7.2± 0.1緩 衝 液 (洗 浄 緩 衝 液 )
の 20 CVで 洗 浄 す る 。 VB4-845は 、 500 mM イ ミ ダ ゾ ー ル を 含 む 、 20 mM リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム
、 150 mM 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 pH 7.2± 0.1緩 衝 液 (キ レ ー ト セ フ ァ ロ ー ス 溶 出 緩 衝 液 )の 6 CV
で カ ラ ム か ら 溶 出 さ れ る 。 生 産 物 は 、 溶 出 ピ ー ク の 始 ま り か ら 開 始 す る 3 CV画 分 に お い て
収 集 さ れ る 。
【 ０ ２ １ ７ 】

　 Q-セ フ ァ ロ ー ス HP樹 脂 は 、 5.0± 0.5 mLの 最 終 カ ラ ム 体 積 で XK16/20ガ ラ ス カ ラ ム に 充 填
さ れ る 。 作 業 直 線 流 速 度 は 、 156 cm/hで あ る 。 カ ラ ム を 10 CVの WFIで 洗 浄 し 、 そ の 後 、 20
 mM リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム に お け る 1 M 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 pH 7.2± 0.1緩 衝 液 の 5 CVで 洗 浄 し
、 20 mM リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 90 mM 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 pH 7.2± 0.1緩 衝 液 (2-セ フ ァ ロ ー ス
平 衡 緩 衝 液 )の 10 CVと 平 衡 化 さ せ る 。 キ レ ー ト セ フ ァ ロ ー ス カ ラ ム か ら の 溶 出 は 、 10± 1 
mSの 伝 導 度 が 達 成 さ れ る ま で 、 20 mM リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH 7.2± 0.1緩 衝 液 で 希 釈 さ れ
る 。 部 分 的 に 精 製 さ れ た VB4-845は 、 外 毒 素 レ ベ ル お よ び DNAを さ ら に 低 下 さ せ る た め に 5.
2 ml/minの 流 速 で Q-セ フ ァ ロ ー ス カ ラ ム 上 へ 添 加 さ れ る 。 い っ た ん 生 産 物 が 結 合 し た な ら
ば 、 陰 イ オ ン 交 換 カ ラ ム を 、 15 CVの Q-セ フ ァ ロ ー ス 平 衡 緩 衝 液 で 洗 浄 す る 。 夾 雑 物 は 、
流 入 段 階 お よ び 洗 浄 段 階 に 見 出 さ れ る 。 生 産 物 は 、 20 mM リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 500 mM 塩
化 ナ ト リ ウ ム 、 pH 7.2± 0.1緩 衝 液 で 、 3 mL 画 分 と し て 溶 出 さ れ る 。
【 ０ ２ １ ８ 】

　 Ep-CAM陽 性 細 胞 系 CAL-27(0.9x10 6 個 )を 、 ビ オ チ ン 化 VB4-845 scFvの 非 飽 和 量 (0.5～ 1.0
 μ g)と 、 氷 冷 PBS-5%FCSに お い て 4℃ で 10分 間 、 プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 そ の 後 、 試 験
抗 体 (競 合 物 質 )を 氷 冷 PBS-5%FCSに 希 釈 し 、 ビ オ チ ン 化 VB4-845 scFvの 結 合 を 完 全 に 阻 害
す る 能 力 が あ る 非 ビ オ チ ン 化 VB4-845 scFvの 量 と 等 モ ル の 量 で 混 合 物 に 添 加 す る 。 4℃ で 1
時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 細 胞 を 氷 冷 PBS-5%FCSで 洗 浄 し 、 洗 浄 緩 衝 液 で 希 釈 さ れ た C
yク ロ ム 結 合 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン (Pharmingen、 1:120)の 存 在 下 で 4℃ で さ ら に 30分 間 、 イ
ン キ ュ ベ ー ト す る 。 細 胞 を 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 の 終 わ り に 、 洗 浄 し 、 フ ロ ー サ イ ト
メ ト リ ー に よ り 分 析 す る 。 陰 性 対 照 と し て 、 CAL-27腫 瘍 細 胞 を 、 VB4-845 scFvの 代 わ り に
、 4B5 scFv、 GD2特 異 的 抗 体 14G2aと 反 応 す る が 、 CAL-27と は 反 応 し な い 抗 イ デ ィ オ タ イ プ
特 異 的 scFv、 と イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 ま た は 、 CAL-27に 結 合 す る 非 競 合 物 質 (抗 HER-2/neu
)を 4B5 scFvの 代 わ り に 添 加 す る 。 ど ち ら の 場 合 も 、 ビ オ チ ン 化 VB4-845 scFv単 独 に つ い
て 測 定 さ れ た も の か ら 、 蛍 光 中 央 値 に お け る 無 し ～ 極 微 の 変 化 が 検 出 さ れ る 。 各 抗 体 に つ
い て 、 パ ー セ ン ト 阻 害 は 、 以 下 の 方 程 式 に 従 っ て 計 算 さ れ る ：
PI = [(F M a x  - F B g d ) - (F T  - F B g d )/(F M a x  - F B g d )] x 100
PI = パ ー セ ン ト 阻 害 ； F M a x  = ビ オ チ ン 化 VB4-845 scFvに つ い て の 最 大 蛍 光 中 央 値 ； F T  =
 試 験 抗 体 の 存 在 下 に お け る ビ オ チ ン 化 VB4-845 scFvの 蛍 光 中 央 値 ； F B g d  = バ ッ ク グ ラ ウ
ン ド 蛍 光 中 央 値 、 ビ オ チ ン 化 VB4-845 scFv単 独 と 、 陰 性 対 照 抗 体 の ど ち ら か の 存 在 下 に お
け る ビ オ チ ン 化 VB4-845 scFvの 間 の 蛍 光 中 央 値 に お け る 差 。 ま た 、 Willuda et al., 1998
, "High thermal stability is essential for tumor targeting of antibody fragments
: engineering of a humanized anti-epithelial glycoprotein-2 (epithelian cell adh
esion molecule) single-chain Fv fragment," Cancer Res. 59:5758-5767も 参 照 さ れ た
い 。
【 ０ ２ １ ９ 】

　 主 と し て 、 最 大 耐 量 を 決 定 す る こ と お よ び 異 な る 投 与 プ ロ ト コ ー ル を 評 価 す る こ と に ね
ら い を 定 め ら れ た HNSCCに お け る 2つ の 臨 床 試 験 に お い て 、 進 行 し た HNSCCで あ る 被 験 者 は
、 異 な る 投 与 プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て VB4-845の 腫 瘍 内 注 入 を 受 け る 。 開 始 用 量 (5日 間 に つ
い て 20マ イ ク ロ グ ラ ム /腫 瘍 /日 )は 、 3週 間 の マ ウ ス 研 究 に お い て 見 ら れ た 最 高 の 単 一 用 量

10

20

30

40

50

(42) JP 2006-526576 A 2006.11.24

Q-セ フ ァ ロ ー ス 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー

実 施 例 11. VB4-845競 合 ア ッ セ イ

実 施 例 12. HNSCC臨 床 試 験



静 脈 内 曝 露 の 120分 の 1未 満 (体 表 面 積 に 基 づ い て )、 お よ び 3週 間 の マ ウ ス 研 究 に お い て の
最 高 の 5日 間 静 脈 内 曝 露 の 17分 の 1未 満 (体 表 面 積 に 基 づ い て )を 示 し て い る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 第 一 試 験 (非 盲 検 で 、 単 一 治 療 群 の 、 安 全 性 お よ び 耐 容 性 研 究 )は 進 行 中 で あ り 、 少 な く
と も 13被 験 者 の 処 置 を 完 了 ま た は 開 始 し て い る 。 130マ イ ク ロ グ ラ ム /腫 瘍 /日 ま で の 5日 間
の 2サ イ ク ル (用 量 レ ベ ル 4； 1サ イ ク ル に つ き 腫 瘍 あ た り 650マ イ ク ロ グ ラ ム 、 腫 瘍 あ た り 1
300マ イ ク ロ グ ラ ム の 総 曝 露 量 )が 、 こ れ ら の 被 験 者 の 大 部 分 に お い て 完 了 し た 。 こ の 試 験
に お い て 、 薬 物 は 、 腫 瘍 の 部 位 に 、 ま た は 頭 頸 部 の 領 域 に お け る 二 次 増 殖 (転 移 )の 一 つ へ
、 直 接 的 に 注 入 さ れ る 。 最 大 の ま た は 最 も ア ク セ ス し や す い 病 変 が 注 入 の た め に 選 択 さ れ
る (指 標 ま た は 標 的 病 変 )。 試 験 は 、 2サ イ ク ル の 用 量 段 階 的 増 加 ス キ ー ム を 含 む 。 各 サ イ
ク ル は 、 4週 間 ま た は 28日 間 の 期 間 か ら な る 。 最 初 の サ イ ク ル の 連 続 し た 5日 間 に お い て 、
被 験 者 は 、 20マ イ ク ロ グ ラ ム /腫 瘍 /日 の 開 始 用 量 で 5日 間 連 続 し て 、 薬 物 の 腫 瘍 内 注 入 を
毎 日 受 け る 、 従 っ て 、 1サ イ ク ル に つ き 腫 瘍 あ た り 100マ イ ク ロ グ ラ ム を 供 給 す る (用 量 レ
ベ ル 1)。 5日 の 期 間 の 後 に 、 薬 物 が 投 与 さ れ な い 23日 間 の 休 息 期 間 が 続 く 。 し か し な が ら
、 被 験 者 は 、 臨 床 検 査 な ら び に 血 液 お よ び 尿 試 料 の 検 査 を 含 む 経 過 観 察 を 毎 週 、 受 け る 。
第 二 の 28日 間 サ イ ク ル が 、 そ の 後 、 最 終 評 価 の 前 に 繰 り 返 さ れ る 。 最 小 限 1人 で 3人 ま で の
被 験 者 が 、 各 用 量 レ ベ ル に お い て 投 与 さ れ る 。 6つ の 用 量 レ ベ ル は 、 100、 200、 400、 650
、 1000お よ び 1400マ イ ク ロ グ ラ ム /腫 瘍 /サ イ ク ル (ま た は 5日 間 連 続 し て 、 20、 40、 80、 13
0、 200お よ び 280マ イ ク ロ グ ラ ム /腫 瘍 /日 )で あ る 。 投 与 の 朝 、 各 バ イ ア ル を 900 μ Lま で
の リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 (PBS)で 希 釈 し 、 VB4-845の 必 要 と さ れ る 量 を 注 射 器 へ 吸 い 込 む 。 希 釈
率 は 、 注 入 さ れ る べ き 腫 瘤 の 推 定 容 積 の 約 30%を 超 え ず に 注 入 さ れ る 容 量 に 達 す る よ う に
調 整 さ れ る 。 5日 の 期 間 お よ び そ れ ら の 最 後 の 投 与 後 の 24時 間 に お い て 、 被 験 者 は 、 集 中
治 療 室 に お い て 処 置 さ れ る 。 毎 日 、 尿 お よ び 血 液 試 料 が 、 肝 臓 お よ び 腎 臓 機 能 を モ ニ タ ー
し 、 か つ 血 液 中 の 薬 物 濃 度 を 測 定 す る た め に 採 取 さ れ る 。 各 投 与 事 象 に お い て 、 皮 膚 ま た
は 口 腔 粘 膜 の 単 一 穿 刺 は 、 そ の 穿 刺 が 前 の 穿 刺 と は 異 な る 部 位 に あ る こ と を 確 保 し て 、 腫
瘍 中 心 か ら 外 へ 腫 瘍 周 囲 ま で の 距 離 の 約 80%の 部 位 に な さ れ る 。 穿 刺 部 位 か ら 放 射 状 に 外
へ 広 が る 6個 ～ 8個 の 針 跡 が 作 製 さ れ 、 等 量 の 溶 液 が 各 区 域 へ 注 入 さ れ る 。 適 切 な 鎮 痛 薬 が
処 置 期 間 中 に 投 与 さ れ る 。 コ ル チ コ ス テ ロ イ ド の 局 所 的 ま た は 全 身 的 使 用 は 、 グ レ ー ド 3
ま た は 4の 症 候 的 皮 膚 ま た は 粘 膜 毒 性 に 限 定 さ れ る 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 第 二 試 験 に お い て 、 薬 物 は ま た 、 腫 瘍 の 部 位 に 、 ま た は 頭 頸 部 の 領 域 に お け る 二 次 増 殖
(転 移 )の 一 つ へ 、 直 接 的 に 注 入 さ れ る 。 被 験 者 が 1つ よ り 多 い 病 変 を 有 す る 場 合 に は 、 任
意 の 最 大 寸 法 に お い て 5 cmに 近 づ く 最 も ア ク セ ス し や す い 病 変 が 注 入 さ れ る 。 小 さ な 病 変
の み が 入 手 で き る 場 合 に は 、 複 数 の 病 変 が 、 合 わ せ て 5 cmの 最 大 寸 法 と し て 処 置 さ れ 得 る
。 被 験 者 は 、 4週 間 連 続 し て 、 週 に 1回 、 投 与 さ れ る 。 こ の 4週 間 の 期 間 の 後 に 、 被 験 者 の
状 態 が モ ニ タ ー さ れ る 4週 間 の 休 息 期 間 が 続 く 。 VB4-845の 最 初 の 用 量 レ ベ ル は 、 100 μ g/
腫 瘍 /週 で あ り 、 残 り の 用 量 レ ベ ル は 、 200、 330、 500、 700、 930、 お よ び 1240マ イ ク ロ グ
ラ ム /腫 瘍 /週 で あ る 。 投 与 の 朝 、 バ イ ア ル を 800 μ Lま で の PBSで 希 釈 し 、 そ の 後 、 VB4-84
5の 必 要 と さ れ る 量 を 注 射 器 へ 吸 い 込 む 。 注 入 さ れ る 最 終 容 量 は 、 注 入 さ れ る べ き 腫 瘤 の
推 定 容 積 の 約 30%を 超 え な い よ う に リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 (PBS)の 懸 濁 容 量 を 用 い て 調 整 さ れ る
。 薬 物 は 、 各 投 与 日 に お け る 腫 瘍 の 全 容 積 を 含 む こ と を 試 み る よ う に 投 与 さ れ る べ き で あ
る 。 投 与 す る た め に 、 1 ccの ル ア ー 注 射 器 に 取 り 付 け ら れ て い る 小 さ な (25～ 27ゲ ー ジ )針
が 、 約 45度 の 角 度 で 腫 瘍 の 基 部 へ 差 し 込 ま れ る 。 腫 瘍 の サ イ ズ お よ び 位 置 に 依 存 し て 、 注
射 は 、 単 一 の 穿 刺 部 位 か ら 腫 瘍 の 中 を 生 産 物 の 跡 を つ け る こ と に よ り 、 ま た は 約 0.5～ 1.0
 cm離 れ た 平 行 列 に お い て 1 cmき ざ み で の 複 数 の 部 位 か ら 腫 瘍 に 注 射 し て 、 腫 瘍 中 に 分 配
す る こ と に よ り な さ れ 得 る 。 腫 瘍 反 応 は 、 ベ ー ス ラ イ ン 通 院 時 に お け る 処 置 前 、 な ら び に
各 次 の 投 与 時 点 に お け る 投 与 前 、 4週 間 目 に お い て 、 お よ び 研 究 の 終 わ り に 、 評 価 さ れ る
。 可 能 で あ る と こ ろ に お い て は 、 CTス キ ャ ン は 、 ス ク リ ー ニ ン グ 時 点 、 4週 間 目 お よ び 8週
間 目 (ま た は 最 後 の 通 院 時 )に お い て 行 わ れ る 。 完 全 寛 解 ま た は 部 分 反 応 が 観 察 さ れ る 場 合
に は 、 CTス キ ャ ン が 、 そ の 結 果 を 確 認 す る た め に 4週 間 後 に 行 わ れ る 。 他 の 評 価 は 、 臨 床
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的 観 察 お よ び 触 診 に よ る 腫 瘍 の 直 接 的 測 定 に よ る 。 完 全 寛 解 (CR)は 、 注 入 さ れ た 腫 瘍 の 完
全 な 消 失 を 示 す (4週 間 目 に お い て 確 認 さ れ る )； 部 分 反 応 (PR)は 、 処 置 さ れ た 腫 瘍 の 最 大
直 径 に お い て 少 な く と も 30%の 低 減 (4週 間 目 に お い て 確 認 さ れ る )を 示 す ； 安 定 し た 疾 患 は
、 30%未 満 の 処 置 さ れ た 腫 瘍 の 退 行 ま た は 20%未 満 の 進 行 に よ り 示 さ れ る 、 お よ び 腫 瘍 進 行
(TP)は 、 CR、 PRま た は SDが 以 前 に 実 証 さ れ て い な い 所 に お い て 、 処 置 さ れ た 腫 瘍 の 最 大 直
径 に お け る 20%の 増 加 に よ り 示 さ れ る 。 痛 み は 、 処 置 前 、 な ら び に 各 投 与 の 前 、 な ら び に 4
週 間 目 お よ び 8週 間 目 (ま た は 最 後 の 通 院 時 )に 、 ア ナ ロ グ 痛 み 尺 度 を 用 い て 評 価 さ れ る 。
標 的 腫 瘍 の ラ ン ダ ム な 細 針 吸 引 に よ る 生 検 が 、 細 胞 レ ベ ル に お け る VB4-845の 効 果 を 探 査
す る た め に 採 取 さ れ る 。 全 身 的 お よ び 局 所 的 毒 性 は 、 標 準 手 順 を 用 い て 評 価 さ れ 、 有 害 事
象 、 実 験 室 的 毒 性 お よ び 被 験 者 の 痛 み の 状 況 に つ い て の 継 続 評 価 は 、 処 置 全 体 を 通 じ て 存
在 す る 。
【 ０ ２ ２ ２ 】

概 要
　 VB4-845[抗 Ep-CAM scFvお よ び 細 胞 結 合 ド メ イ ン を 欠 損 す る シ ュ ー ド モ ナ ス 外 毒 素 A(ETA
252-608)]は 、 こ の 可 能 性 の あ る 臨 床 的 適 応 に お い て Ep-CAM発 現 の 程 度 お よ び 幅 の 広 さ を
測 定 す る た め に 14個 の 膀 胱 癌 細 胞 系 を 含 む ヒ ト 腫 瘍 細 胞 系 の パ ネ ル に 対 し て 細 胞 表 面 反 応
性 に つ い て フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 評 価 さ れ た 。 VB4-845は 、 14個 の 膀 胱 癌 細 胞 系 の
う ち の 10個 に 対 し て 強 い 反 応 性 を 、 他 の 1個 に 対 し て 弱 い 反 応 性 を 示 し た 。 VB4-845は 、 11
個 の VB4-845陽 性 膀 胱 癌 細 胞 系 へ の 強 い 細 胞 毒 性 を 示 し た ； IC50値 は 、 72時 間 曝 露 に つ い
て 0.001～ 320 pMを 変 動 し た 。 対 照 的 に 、 3個 の VB4-845陰 性 細 胞 系 に 対 し て 、 細 胞 毒 性 は
検 出 さ れ な か っ た 。 4個 の 膀 胱 癌 細 胞 系 (T-24、 SW-870、 UM-UC-10お よ び 1A6)は 、 VB4-845
処 置 に 対 し て 最 も 高 い 感 受 性 が あ る こ と が 実 証 さ れ た 。 曝 露 時 間 が 2時 間 に 制 限 さ れ た 、
細 胞 系 の サ ブ セ ッ ト に お け る も う 一 つ の 実 験 に お い て 、 VB4-845は 、 扁 平 上 皮 膀 胱 癌 細 胞
系 、 SCaBER、 お よ び 移 行 性 膀 胱 癌 細 胞 系 、 5637、 に 対 し て 有 効 な 細 胞 毒 性 (>93%)を 発 揮 し
た 。 対 照 的 に 、 対 照 免 疫 毒 素 、 4B5-PE、 へ の 5637の 2時 間 曝 露 に つ い て 、 非 特 異 的 細 胞 毒
性 は 、 500 pMに お い て 極 微 (<10%)で あ る こ と が 示 さ れ 、 用 量 を 100倍 (50000 pM)に 増 加 さ
せ た 後 で さ え も 同 じ レ ベ ル の ま ま で あ っ た 。 要 約 す れ ば 、 VB4-845の 膀 胱 癌 細 胞 系 へ の 強
力 な イ ン ビ ト ロ 抗 腫 瘍 活 性 は 、 VB4-845が 、 膀 胱 癌 に 対 す る 抗 癌 治 療 の 前 臨 床 的 お よ び 臨
床 的 開 発 の た め の 実 用 性 を 有 す る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
実 験 設 計
　 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 腫 瘍 細 胞 系 に 対 す る VB4-845の 反 応 性 を 試 験 す る こ と お よ
び 細 胞 毒 性 に つ い て の 実 験 設 計 は 、 実 施 例 3、 4に 記 載 さ れ て い る 。 精 製 さ れ た scFv-ETA融
合 タ ン パ ク 質 、 VB4-845(ロ ッ ト 番 号 02203、 1 mg/mL)お よ び 陰 性 対 照 4B5scfv-ETA(ロ ッ ト
番 号 032403、 1.5 mg/mL)を 記 載 さ れ て い る よ う に 作 製 し 、 -80℃ で ア リ コ ー ト に し て 保 存
し た 。 研 究 に 用 い ら れ た 腫 瘍 細 胞 系 の パ ネ ル お よ び そ れ ら の 特 徴 は 、 表 9に あ る 。 す べ て
の 腫 瘍 細 胞 は 、 ATCCま た は ECACCプ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 、 10～ 20%FCSお よ び 適 切 な サ プ リ
メ ン ト を 含 む 培 地 に お い て 増 殖 さ せ た 。 腫 瘍 細 胞 は 、 培 養 物 が 、 90%よ り 大 き い 生 存 度 を
有 す る 50～ 70%の 集 密 性 で あ る 時 に 収 集 さ れ た 。 細 胞 系 CAL-27は 、 高 レ ベ ル の Ep-CAM抗 原
を 発 現 さ せ 、 陽 性 対 照 と し て 用 い ら れ 、 一 方 、 Ep-CAM低 発 現 細 胞 系 COLO 320が 陰 性 対 照 と
し て 用 い ら れ た 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ る 腫 瘍 細 胞 系 に 対 す る VB4-845の 反 応 性 の 試 験
　 精 製 さ れ た VB4-845は 、 腫 瘍 細 胞 系 の パ ネ ル に 対 し て 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 細
胞 表 面 反 応 性 を 測 定 す る よ う に 試 験 さ れ た 。 簡 単 に は 、 腫 瘍 細 胞 (0.9x10 6 個 /300μ L)を 、
10 μ g/mLで の 精 製 さ れ た VB4-845ま た は 陰 性 対 照 と し て の 4B5 scFvと 、 氷 上 で 2時 間 、 イ
ン キ ュ ベ ー ト し た 。 抗 EGFRマ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (Oncogene Research、 カ タ ロ グ 番 号
OP15、 1 μ g/mLで の )を 陽 性 対 照 と し て 用 い た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 細 胞 を PBS-5%FBS
で 洗 浄 し 、 VB4-845に 対 す る 抗 HIS-Tag抗 体 (Amersham Pharmaciaカ タ ロ グ 番 号 27-4710-01
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実 施 例 13. 膀 胱 癌 細 胞 系 に 対 す る VB4-845の 生 物 活 性



、 1:800に 希 釈 )ま た は 抗 EGFRに 対 す る ビ オ チ ン 結 合 抗 マ ウ ス IgG(Pierceカ タ ロ グ 番 号 3117
4、 1:200に 希 釈 )の い ず れ か と 、 氷 上 で 1時 間 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 細 胞 を PBS-5%FBSで
洗 浄 し 、 引 き 続 い て 、 FITC結 合 ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG(The binding Siteカ タ ロ グ 番 号 AF271、
抗 HIS処 理 細 胞 に 対 し て 1:100に 希 釈 )ま た は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -Cy-ク ロ ム (Pharmingenカ
タ ロ グ 番 号 13038A、 1:120に 希 釈 )の い ず れ か と 、 氷 上 で 30分 間 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 最
後 に 、 細 胞 を 洗 浄 し 、 0.6 μ g/mLで ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム (Molecular Probesカ タ ロ グ 番 号 P
-1304)を 含 む 緩 衝 液 0.5 mLに 再 懸 濁 し た 。 腫 瘍 細 胞 結 合 は 、 FACSCaliburを 用 い て 測 定 さ
れ た 。 抗 体 は 、 抗 体 処 置 さ れ た 腫 瘍 細 胞 が 、 陰 性 対 照 に 対 し て >30%の 陽 性 細 胞 (対 照 の 1.3
倍 )を 結 果 と し て 生 じ て い る 蛍 光 に お け る 正 の シ フ ト を 示 す 場 合 に は 、 陽 性 と み な さ れ た
。
【 ０ ２ ２ ５ 】
細 胞 増 殖 ア ッ セ イ に よ る VB4-845媒 介 性 細 胞 毒 性 の 評 価
　 VB4-845細 胞 毒 性 は 、 MTSア ッ セ イ に よ り 細 胞 増 殖 の 抑 制 を 測 定 す る こ と に よ り 測 定 さ れ
た 。 簡 単 に は 、 96穴 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を 、 10%FCSを 含 む 培 地 に 5000細 胞 /50μ L/
ウ ェ ル で 腫 瘍 細 胞 を 接 種 す る こ と に よ り 調 製 し た 。 プ レ ー ト を 、 5% CO2の 存 在 下 に お い て
37℃ で 3時 間 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 VB4-845の 10倍 段 階 希 釈 を こ の 時 点 で 作 製 し 、 様 々 な
量 の VB4-845(0.00005～ 500 pM)を 50 μ L容 量 で 各 ウ ェ ル へ 添 加 し 、 最 終 容 量 を 100 μ Lに
し た 。 陰 性 対 照 と し て 、 4B5 scFv-ETAを 同 じ 濃 度 で 用 い た 。 対 照 細 胞 お よ び 対 照 (空 の )ウ
ェ ル は 、 4連 で 培 地 の み の 100 μ Lと イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 。 プ レ ー ト は 、 5% CO2の 存 在 下
に お い て 37℃ で 72時 間 、 イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 。 各 ア ッ セ イ は 、 結 果 に お け る 再 現 性 お よ
び 一 貫 性 を 実 証 す る た め に 2回 、 繰 り 返 さ れ た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 MTSア ッ セ イ は 、
細 胞 生 存 度 を 測 定 す る た め に 行 わ れ た 。 簡 単 に は 、 75 μ Lの メ ソ 硫 酸 フ ェ ナ ジ ン 、 PMS(PB
S中 に 0.92 mg/mL)、 を 1.5 mLの テ ト ラ ゾ リ ウ ム 化 合 物 、 MTS(Promega、 カ タ ロ グ 番 号 G111A
お よ び G109C、 PBS中 に 2 mg/mL)、 に 添 加 し 、 PMS/MTS混 合 物 の 20 μ Lを 各 ウ ェ ル へ 添 加 し
た 。 プ レ ー ト は 、 5% CO2の 存 在 下 に お い て 37℃ で 2時 間 、 イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 。 引 き 続
い て 、 プ レ ー ト を 、 ELISAプ レ ー ト リ ー ダ ー を 用 い て 490 nmで 読 み 取 っ た 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
VB4-845媒 介 性 細 胞 毒 性 に 必 要 と さ れ る 最 小 限 免 疫 毒 素 曝 露 時 間 の 測 定
　 IC50(培 地 の み で 処 置 さ れ た 細 胞 と 比 較 し て 細 胞 の 50パ ー セ ン ト を 殺 す VB4-845濃 度 )は
、 VB4-845を 各 膀 胱 癌 細 胞 系 に 72時 間 、 曝 す こ と に よ り 測 定 さ れ た 。 殺 害 に 対 す る 様 々 な
感 受 性 の 5つ の 感 受 性 の あ る 細 胞 系 (SW-780、 UC-MC-10、 1A6、 UC-MC-14お よ び 5637)が 、 IC
50に 近 い 固 定 さ れ た 濃 度 を 用 い て 50%腫 瘍 細 胞 の 殺 害 に 必 要 と さ れ る 最 小 限 曝 露 時 間 を 確
立 す る た め に 選 択 さ れ た 。 腫 瘍 細 胞 を 、 固 定 さ れ た 濃 度 (0.01、 0.6ま た は 6 pM)で の VB4-8
45に 、 2、 4、 24、 48お よ び 72時 間 、 曝 し た 。 72時 間 を 除 い て 、 各 時 点 に お い て 、 VB4-845
を 含 む 培 地 を 、 免 疫 毒 素 (VB4-845)曝 露 時 間 を 最 小 限 に す る た め に 新 鮮 な 培 地 と 交 換 し た
。 MTSア ッ セ イ は 、 対 照 (培 地 の み で の 細 胞 )と 比 較 し て 細 胞 毒 性 (50%腫 瘍 細 胞 殺 害 )を 測 定
す る た め に 72時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 行 わ れ た 。 感 受 性 が よ り 低 い 扁 平 上 皮 癌 細 胞
系 (ScaBER)お よ び 感 受 性 の あ る 膀 胱 移 行 性 癌 細 胞 系 (5637)お よ び 2つ の 他 の 膀 胱 癌 細 胞 系 (
UM-UC-10お よ び UM-UC-14)へ の VB4-845の 効 果 を さ ら に 評 価 す る た め に 、 細 胞 を 、 固 定 さ れ
た 濃 度 か ま た は 様 々 な 用 量 の い ず れ か の VB4-845に 2時 間 、 曝 し た 。 2時 間 の イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン 後 、 細 胞 を VB4-845を 除 去 す る た め に 洗 浄 し 、 新 鮮 な 培 地 と イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 MTS
ア ッ セ イ を 72時 間 後 に 行 っ た 。 さ ら に 、 VB4-845の 特 異 的 細 胞 毒 性 効 果 を 確 立 す る た め に
、 5637細 胞 を 、 様 々 な 用 量 (500、 5000、 50000 pM)の VB4-845お よ び 陰 性 対 照 免 疫 毒 素 、 4B
5-PE、 に 曝 し 、 よ り 高 い 濃 度 で の 殺 害 の 効 果 を 測 定 し た 。 各 時 点 、 2、 6、 12、 24お よ び 48
時 間 目 、 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 細 胞 を 、 VB4-845を 除 去 す る た め に 培 地 で 洗 浄 し 、 新
鮮 な 培 地 と イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 MTSア ッ セ イ を 、 細 胞 毒 性 を 測 定 す る た め に 72時 間 後 に 行
っ た 。 用 量 範 囲 は 、 最 初 の IC50結 果 に 基 づ い て 、 そ の 最 小 用 量 の VB4-845を 用 い て こ の 細
胞 系 の 最 大 の 殺 害 を 与 え る と い う 見 込 み で 、 選 択 さ れ た 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
結 果
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VB4-845腫 瘍 細 胞 反 応 性
　 VB4-845の 細 胞 表 面 反 応 性 は 、 膀 胱 腫 瘍 細 胞 系 の パ ネ ル に 対 し て 評 価 さ れ た 。 VB4-845は
、 14個 の 膀 胱 癌 細 胞 系 の う ち の 11個 に 対 し て 陽 性 反 応 性 を 示 し た 。 デ ー タ は 表 10に 要 約 さ
れ て い る 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
イ ン ビ ト ロ で の 膀 胱 癌 細 胞 系 に 対 す る VB4-845の 細 胞 毒 性 効 果
　 腫 瘍 細 胞 を 、 0.00005～ 500 pMの 範 囲 で あ る 濃 度 で 72時 間 、 VB4-845と イ ン キ ュ ベ ー ト し
、 細 胞 増 殖 の 抑 制 を MTSア ッ セ イ に よ り 評 価 し た 。 結 果 は 表 10に 要 約 さ れ て い る 。 VB4-845
は 、 3つ の EGP-2陰 性 細 胞 系 (J-82、 UM-UC-3、 お よ び UM-UC-13)に お け る 細 胞 増 殖 の 抑 制 を
示 さ な か っ た が 、 Ep-CAM抗 原 の 非 常 に 高 い 発 現 を 有 す る 4つ の 細 胞 系 (T-24、 SW-780、 UM-U
C-10お よ び 1A6)に お い て 強 い 抑 制 (0.001～ 0.033 pMの IC50)を 、 他 の 細 胞 系 に お い て 中 間
の 抑 制 を 示 し た 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
イ ン ビ ト ロ で 膀 胱 癌 細 胞 系 に 対 し て VB4-845媒 介 性 細 胞 毒 性 に 達 す る の に 必 要 と さ れ る 最
小 限 曝 露 時 間
　 標 準 的 細 胞 増 殖 ア ッ セ イ に お い て 、 膀 胱 癌 細 胞 を VB4-845に 72時 間 、 曝 し 、 そ の 後 に 、
細 胞 増 殖 の 抑 制 を 評 価 し た 。 膀 胱 癌 に つ い て 、 膀 胱 内 治 療 の 滞 留 時 間 は 、 2時 間 よ り 長 い
こ と は め っ た に な い 。 そ れ ゆ え に 、 細 胞 増 殖 ア ッ セ イ は 、 IC50(0.01ま た は 0.6 pM)で の ま
た は 近 く の 固 定 さ れ た 濃 度 に お け る VB4-845へ の 曝 露 に お い て 、 50%腫 瘍 細 胞 を 殺 す た め に
必 要 と さ れ る 最 小 限 曝 露 時 間 を 測 定 す る た め に 行 わ れ た 。 第 一 の 実 験 に お い て 、 2つ の VB4
-845感 受 性 膀 胱 癌 細 胞 系 (SW-780お よ び 1A6)を 、 0.01 pM濃 度 で の VB4-845に 、 2、 4、 6、 24
、 48ま た は 72時 間 、 曝 し た 。 VB4-845は 、 短 い 曝 露 時 間 後 で さ え も 、 SW-780お よ び 1A6膀 胱
癌 細 胞 系 に 強 い 細 胞 毒 性 を 示 し た 。 感 受 性 が よ り 高 い 膀 胱 癌 細 胞 系 SW-780(IC50 0.002 pM
を 有 す る )に つ い て 、 50%腫 瘍 細 胞 は 、 3時 間 の 曝 露 後 に 殺 さ れ た が 、 感 受 性 が よ り 低 い 細
胞 系 、 1A6(IC50 0.033 pM)、 に つ い て は 、 同 じ こ と は 、 37時 間 の 曝 露 後 に 達 成 さ れ た 。 同
様 の デ ー タ の セ ッ ト は 、 0.6 pM濃 度 で の VB4-845へ の 3つ の 異 な る 膀 胱 癌 細 胞 系 の 曝 露 後 の
第 二 の 実 験 に お い て 得 ら れ た 。 結 果 は 、 UM-UC-10、 5637ま た は UM-UC-14細 胞 の 50%が 、 そ
れ ぞ れ 、 4時 間 、 16時 間 お よ び 20時 間 後 に 殺 さ れ た こ と を 示 し た 。 こ れ ら の 3つ の 系 の 感 受
性 の 順 位 は 、 そ れ ら の IC50に 関 す る の と 同 じ で あ っ た 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 別 の 実 験 に お い て 、 よ り 高 い 濃 度 (6.0 pM)で の VB4-845へ の 2時 間 の 曝 露 に お い て 、 UM-U
C-10、 5637お よ び UM-UC-14細 胞 の 96%、 89%お よ び 93%が そ れ ぞ れ 、 殺 さ れ た 。 さ ら な る 評
価 に お い て 、 様 々 な 用 量 の VB4-845に 2時 間 、 感 受 性 が よ り 低 い 細 胞 系 (SCaBER)お よ び 感 受
性 の あ る 細 胞 系 (5637)を 曝 し た 後 、 SCaBER細 胞 の >93%殺 害 を 有 す る 強 い 細 胞 毒 性 効 果 は 、
3900 pM用 量 で 達 成 さ れ た が 、 同 じ 程 度 の 細 胞 毒 性 は 、 5637細 胞 に つ い て ず っ と 少 な い 用
量 (<498 pM)で 達 成 さ れ た 。 こ の よ う に 、 最 大 細 胞 毒 性 効 果 を 達 成 す る た め に 必 要 と さ れ
る VB4-845の 最 小 限 用 量 は 、 細 胞 系 の 感 受 性 に 依 存 す る こ と が 確 認 さ れ た 。 さ ら に 、 別 の
実 験 に お い て 、 500 pM濃 度 で 2時 間 の VB4-845へ の 5637の 曝 露 は 、 細 胞 の 有 効 な 殺 害 (>93%)
を 示 し 、 最 小 の 非 特 異 的 細 胞 毒 性 (<10%)が 対 照 免 疫 毒 素 (4B5-PE)に よ り 示 さ れ た 。 実 際 、
2時 間 の 曝 露 に つ い て 、 4B5-PE濃 度 を 100倍 に 増 加 さ せ た 後 で さ え も 、 非 特 異 的 殺 害 は 最 小
レ ベ ル に 留 め ら れ た 。
【 ０ ２ ３ １ 】

　 外 科 的 お よ び 検 視 ヒ ト 膀 胱 組 織 検 体 を 得 て 、 VB4-845を 用 い る Ep-CAM結 合 に つ い て 試 験
し た 。 検 体 を ホ ル マ リ ン 固 定 し 、 パ ラ フ ィ ン 包 埋 し た 。 方 法 確 証 は 、 こ の ア ッ セ イ に つ い
て の 固 定 さ れ た 検 体 の 妥 当 性 を 確 認 す る た め に 、 お よ び (非 特 異 的 染 色 を 最 小 限 に し て )用
い ら れ る べ き 最 適 な 抗 体 (VB4-845)濃 度 を 決 定 す る た め に 、 新 鮮 凍 結 試 料 お よ び 固 定 さ れ
た 試 料 の 両 方 に お い て 行 わ れ た 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 グ レ ー ド IIIお よ び ス テ ー ジ IIま た は IIIの 17個 の 膀 胱 移 行 上 皮 癌 、 な ら び に 12個 の 正 常
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な 膀 胱 対 照 試 料 を 、 4マ イ ク ロ グ ラ ム /ml(～ 57 nM)で の 抗 体 VB4-845で 染 色 し た 。 ス ラ イ ド
調 製 お よ び ブ ロ ッ キ ン グ は 、 周 知 の 免 疫 組 織 化 学 的 手 順 に 従 っ て な さ れ た 。 組 織 に 結 合 し
た VB4-845の 検 出 は 、 ウ サ ギ 抗 シ ュ ー ド モ ナ ス 外 毒 素 抗 体 (Sigma P2318)、 続 い て 、 ビ オ チ
ン 化 抗 ウ サ ギ 二 次 抗 体 (Vector抗 ウ サ ギ BA-1000)、 お よ び 基 質 と し て Vector redを 用 い る V
ector ABC-AP検 出 系 を 用 い て 行 わ れ た 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 癌 腫 は 、 正 常 な 移 行 上 皮 と 比 較 し て 染 色 の 増 加 を 示 し 、 陽 性 の 場 合 に お い て 観 察 さ れ た
最 も 強 い 染 色 は 、 膜 関 連 で あ っ た 。 癌 腫 内 で は 、 染 色 は 、 強 度 に お い て は 変 動 し 、 分 布 に
お い て は ま だ ら で あ っ た 。 ま た 、 ま あ ま あ の 程 度 の 分 化 (す な わ ち 、 移 行 性 ま た は 円 形 状
分 化 )を 示 す 領 域 内 に 、 よ り 少 な い 分 化 ま た は 高 程 度 の 核 退 生 お よ び 多 形 性 を 示 す 同 じ 腫
瘍 内 の 領 域 と 比 較 し て 、 染 色 の 増 加 が あ っ た 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 染 色 さ れ た 17個 の 移 行 性 癌 の う ち 、 8個 の 試 料 は 、 弱 か ら 中 位 の 膜 染 色 の 領 域 を 示 し (0
～ 4の 染 色 強 度 尺 度 に お い て 2～ 3(試 料 2、 6、 8、 11、 13、 15お よ び 16))、 1個 は 、 弱 い 染 色
の 領 域 を 示 し (試 料 9)、 残 り の 試 料 は 、 膜 染 色 に つ い て 陰 性 で あ っ た 。 染 色 は 、 腫 瘍 内 で
変 動 し 、 試 料 内 の 分 化 の 程 度 に 関 連 し て い る よ う に 思 わ れ た 。 12個 の 正 常 な 膀 胱 試 料 内 で
、 2個 の 試 料 が 、 弱 く か つ 低 頻 度 の 膜 染 色 を 示 し た (試 料 2お よ び 11)。 陰 性 対 照 免 疫 毒 素 (
関 連 性 の な い 抗 原 に 対 す る 抗 体 由 来 の scFv-PE)に つ い て は 染 色 は 見 ら れ な か っ た 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 細 胞 質 お よ び 、 よ り ま れ に 、 核 の 染 色 が 、 い く つ か の 正 常 お よ び 癌 検 体 に 見 ら れ た 。 確
証 研 究 に お い て 、 よ り 高 い 濃 度 の VB4-845が 、 結 果 と し て 、 癌 細 胞 の よ り 高 い パ ー セ ン テ
ー ジ に お け る よ り 強 い 膜 染 色 の ほ か に 、 よ り 「 赤 い 」 ま た は 細 胞 質 染 色 を 生 じ た 。 臨 床 的
設 定 に お い て (イ ン ビ ボ で )、 細 胞 質 お よ び 核 は そ の 生 産 物 に 曝 さ れ な い た め 、 よ り 高 い 濃
度 の VB4-845が 、 よ り 少 な い 数 の 受 容 体 を 有 す る 細 胞 へ の 結 合 を 増 加 さ せ る た め に 用 い ら
れ 得 る と 思 わ れ る 。
【 ０ ２ ３ ６ 】

　 VB4-845の 最 大 耐 量 を 評 価 す る た め の 臨 床 試 験 に お い て 、 膀 胱 の BCG抵 抗 性 移 行 上 皮 癌 (T
CC)を 有 す る 被 験 者 、 薬 物 は 、 膀 胱 内 に 投 与 さ れ る 。 処 置 サ イ ク ル は 、 治 療 の 6週 間 お よ び
経 過 観 察 の 4～ 6週 間 を 含 む 。 VB4-845の 適 切 な 用 量 が 、 6週 間 連 続 し て 1週 間 に つ き 1回 、 膀
胱 (腫 瘍 )へ 直 接 的 に カ テ ー テ ル 法 に よ り 投 与 さ れ る 。 VB4-845の 7つ の 用 量 レ ベ ル は 、 6日
の 投 与 日 の そ れ ぞ れ に お い て 50 ml中 の 100、 200、 335、 500、 700、 930お よ び 1240マ イ ク
ロ グ ラ ム で あ る 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 薬 物 投 与 の 直 前 に は 、 膀 胱 は 空 に さ れ な け れ ば な ら ず 、 そ の 後 、 カ テ ー テ ル が 挿 入 さ れ
る 。 男 性 被 験 者 に つ い て 、 Urojetを 有 す る 16 French Coudeカ テ ー テ ル が 用 い ら れ 、 女 性
被 験 者 に つ い て は 、 滅 菌 し た 潤 滑 剤 を 含 む 14 French赤 色 ゴ ム カ テ ー テ ル が 用 い ら れ る 。
再 構 築 さ れ た VB4-845溶 液 は 、 50 mlの 生 理 食 塩 水 に 希 釈 さ れ 、 カ テ ー テ ル 法 に よ り 空 の 膀
胱 へ 滴 下 注 入 さ れ 、 カ テ ー テ ル を し か る べ き 所 に ク ラ ン プ で 固 定 し て 、 2時 間 、 膀 胱 に 保
持 さ れ る 。 2時 間 の 終 わ り に 、 膀 胱 は 、 カ テ ー テ ル を ク ラ ン プ か ら は ず す こ と に よ り 空 に
さ れ る 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 安 全 性 、 す な わ ち 、 各 用 量 レ ベ ル に お け る 実 験 室 お よ び 有 害 事 象 (AE)は 、 用 量 の 段 階 的
増 加 の 前 の 3週 間 の 処 置 の 後 に 評 価 さ れ る 。 被 験 者 は 、 6週 間 の 期 間 、 ま た は 薬 物 に 関 連 し
た 用 量 規 定 毒 性 (DLT)が あ る ま で 、 決 定 さ れ た 用 量 レ ベ ル で 毎 週 の 治 療 を 続 け る 。 経 過 観
察 の 通 院 は 、 薬 物 投 与 の 最 終 週 後 4～ 6週 間 以 内 に 行 わ れ る 。 DLTを 経 験 す る が 、 治 療 に 対
す る 恩 恵 の 臨 床 上 の 証 拠 を 示 す 被 験 者 は 、 い っ た ん す べ て の 毒 性 が 消 散 し た な ら ば 、 次 の
最 も 低 い 用 量 レ ベ ル で 処 置 の さ ら な る サ イ ク ル を 受 け る 。 し か し な が ら 、 低 減 し た 用 量 に
お い て 第 二 の DLTを 経 験 す る 被 験 者 に つ い て は 処 置 を 終 わ ら せ る 。 腫 瘍 の 反 応 は 細 胞 学 、
細 胞 検 査 お よ び 生 検 に よ り 評 価 さ れ る 。
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【 ０ ２ ３ ９ 】
　 本 発 明 は 、 現 在 、 好 ま し い 実 施 例 で あ る と 考 え ら れ る も の に 関 し て 記 載 さ れ た が 、 本 発
明 が 開 示 さ れ た 実 施 例 に 限 定 さ れ な い こ と は 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 そ れ と は 反 対 に 、 本
発 明 は 、 添 付 さ れ た 特 許 請 求 の 範 囲 の 真 意 お よ び 範 囲 内 に 含 ま れ る 様 々 な 改 変 お よ び 等 価
な ア レ ン ジ を 網 羅 す る こ と が 意 図 さ れ る 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 す べ て の 刊 行 物 、 特 許 お よ び 特 許 出 願 は 、 あ た か も 各 個 々 の 刊 行 物 、 特 許 ま た は 特 許 出
願 が 完 全 に 参 照 に よ り 組 み 入 れ ら れ て い る こ と を 具 体 的 か つ 個 別 に 示 さ れ て い る か の よ う
な 同 じ 程 度 に 、 完 全 に 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る 。
【 ０ ２ ４ １ 】
　 （ 表 １ ） サ ン プ ル VB4-845製 品 規 格
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 （ 表 ２ ） イ ン ビ ボ の 腫 瘍 細 胞 に 対 す る VB4-845の 効 果 の 要 約
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【 ０ ２ ４ ３ 】
　 （ 表 ３ ） イ ン ビ ト ロ で の 腫 瘍 細 胞 に お け る タ ン パ ク 質 合 成 に 対 す る VB4-845の 効 果 の 要
約
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 （ 表 ４ ） マ ウ ス 癌 の 異 種 移 植 片 モ デ ル に お け る 固 形 癌 へ の VB4-845の 効 果 の 要 約
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【 ０ ２ ４ ５ 】
　 （ 表 ５ ） CAL27へ の VB4-845の 腫 瘍 周 囲 注 入 の 効 果 の 要 約
マ ウ ス 癌 の 異 種 移 植 片 モ デ ル に お け る 扁 平 上 皮 癌 腫 瘍
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【 ０ ２ ４ ６ 】
　 （ 表 ６ ） 免 疫 適 格 性 マ ウ ス の 肝 臓 、 脾 臓 お よ び 骨 へ の VB4-845の 段 階 的 増 加 の 反 復 投 与
の 効 果 の 要 約
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【 ０ ２ ４ ７ 】
　 （ 表 ７ ） マ ウ ス 研 究 に 用 い ら れ た 用 量 と 、 ヒ ト に お け る VB4-845の 低 い 用 量 案 お よ び 高
い 方 の 用 量 案 と の 関 係
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1 　 0.29 μ g/kgお よ び 4 μ g/kgが 、 ヒ ト 投 与 に つ い て の 、 そ れ ぞ れ 、 低 い 単 一 用 量 案 お よ
び 高 い 方 の 単 一 用 量 案 で あ る (す な わ ち 、 20 μ gお よ び 280 μ gが 70 kgの 個 体 に 投 与 さ れ
る )。
2 　 1.4 μ g/kgお よ び 20 μ g/kgが 、 ヒ ト 投 与 に つ い て の 、 そ れ ぞ れ 、 低 い 1ヶ 月 間 用 量 案
お よ び 高 い 方 の 1ヶ 月 間 用 量 案 で あ る (す な わ ち 、 20 μ gお よ び 280 μ gが 、 3週 間 の 洗 い 出
し 期 間 を も っ て 、 5日 間 連 続 し て 毎 日 、 70 kgの 個 体 に 投 与 さ れ る )。
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3 　 4.3 μ g/kgお よ び 60 μ g/kgが 、 ヒ ト 投 与 に つ い て の 、 そ れ ぞ れ 、 低 い 総 用 量 案 お よ び
高 い 方 の 総 用 量 案 で あ る (す な わ ち 、 20 μ gお よ び 280 μ gが 、 3サ イ ク ル と し て 、 3週 間 の
洗 い 出 し 期 間 を も っ て 、 5日 間 連 続 し て 毎 日 、 70 kgの 個 体 に 投 与 さ れ る )。
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 （ 表 ８ ）
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ４ ９ 】
　 （ 表 ９ ） 膀 胱 癌 細 胞 系 の 特 徴
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参 照 ： 1: 親 細 胞 系 、 5637の ク ロ ー ン 、 Immunobiol. 172:175-184 (1986), Urol. Res. 21
:27-32 (1993); 2: Int. J. Cancer 11:765-773 (1973), J. Uro 149:1626-1632 (1993);
 3: Cancer Res. 44:3997-4005 (1984); 4: J. Natl. Cancer Inst. 58:881-890 (1977);
 5: J. Urol. 161:692-698 (1999); 6: Int. J. Cancer 17:707-714 (1976); 7: J. Natl
. Cancer Inst. 58:881-890 (1977); 8: Br. J. Cancer 35:142151 (1977); 9: Br. J. C
ancer 38:64-76 (1978); 10: J. Urol. 146:227-231 (1991); 11: AntiCancer Inc.、 細
胞 系 。
TCC： 移 行 上 皮 癌 。 SqCC： 扁 平 上 皮 癌 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
　 （ 表 １ ０ ） VB4-845の 腫 瘍 細 胞 表 面 反 応 性
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1 　 対 照 よ り 上 の 蛍 光 中 央 値 に お け る 倍 数 増 加 。 値 は 、 平 均 ± SEMと し て 表 さ れ て い る 。 与
え ら れ た 適 応 に つ い て の 抗 体 の 反 応 性 は 、 そ の 適 応 に お け る 各 細 胞 系 に つ い て 計 算 さ れ た
蛍 光 中 央 値 に お け る 増 加 の 平 均 倍 数 の 平 均 を と る こ と に よ り 決 定 さ れ た 。
2 　 <30%(1.3倍 増 加 )の 蛍 光 に お け る 正 シ フ ト を 示 し た 細 胞 系 は 陰 性 と み な さ れ た 。
【 ０ ２ ５ １ 】
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【 ０ ２ ５ ２ 】
略 語
ADME： 投 与 、 分 布 、 代 謝 お よ び 排 泄
ADP： ア デ ノ シ ン リ ン 酸
ALT： ア ラ ニ ン ア ミ ノ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (SGPT)
AST： ア ス パ ラ ギ ン 酸 ア ミ ノ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (SGOT)
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BCA： ビ シ ン コ ニ ン 酸 法
C m a x ： 最 大 濃 度
DNA： デ オ キ シ リ ボ 核 酸
Ep-CAM： 上 皮 細 胞 接 着 分 子
ETA： シ ュ ー ド モ ナ ス 外 毒 素 A
EU： 内 毒 素 単 位
FACS： 蛍 光 活 性 化 セ ル ソ ー タ ー 法
GLP： 医 薬 品 安 全 性 試 験 実 施 基 準
HNSCC： 頭 頸 部 の 扁 平 上 皮 癌
IC 5 0 ： 50%抑 制 濃 度
i.t.： 腫 瘍 内
i.v.： 静 脈 内
kDa： キ ロ ダ ル ト ン
LAL： リ ム ル ス ア メ ー バ 状 細 胞 分 解 産 物
MAbs： モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
mg： ミ リ グ ラ ム
mL： ミ リ リ ッ ト ル
mM： ミ リ モ ル
MTD： 最 大 耐 量
MTT： 3-[4,5-ジ メ チ ル チ ア ゾ ー ル -2-イ ル ]-2,5-ジ フ ェ ニ ル テ ト ラ ゾ リ ウ ム ブ ロ ミ ド
NaCl： 塩 化 ナ ト リ ウ ム
ng： ナ ノ グ ラ ム
PBS： リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水
pI： 等 電 点
PK： 薬 物 動 態
pM： ピ コ モ ル
p.t.： 腫 瘍 周 囲
s.c.： 皮 下
scFv： 一 本 鎖 抗 体 断 片
SCLC： 小 細 胞 肺 癌
SD： 標 準 偏 差
SDS PAGE： 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
t 1 / 2 ： 半 減 期
μ g： マ イ ク ロ グ ラ ム
VLS： 血 管 漏 出 症 候 群
WHO： 世 界 保 健 機 関
wt： 野 生 型
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 本 発 明 は 、 上 記 の 特 定 の 態 様 に よ り 範 囲 に お い て 限 定 さ れ る も の で は な い 。 上 で 具 体 的
に 列 挙 さ れ て い る も の に 加 え て 、 本 発 明 の 多 く の 改 変 が 、 本 開 示 に 照 ら せ ば 、 当 業 者 に と
っ て 明 ら か で あ る と 思 わ れ る 。 こ れ ら の 改 変 は 、 添 付 さ れ た 特 許 請 求 の 範 囲 の 範 囲 内 に 入
る こ と が 意 図 さ れ る 。 上 で 引 用 さ れ た す べ て の 刊 行 物 お よ び 特 許 は 、 完 全 に 参 照 に よ り 本
明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ５ ４ 】
　 本 発 明 は 、 今 、 以 下 に お け る 図 面 に 関 し て 、 記 載 さ れ る ：
【 図 １ 】 腫 瘤 へ の 免 疫 毒 素 お よ び /ま た は 他 の 癌 治 療 用 物 質 の 腫 瘍 内 投 与 に つ い て の テ ン
プ レ ー ト を 示 す 概 略 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 (A)VB4-845の マ ッ プ 。 マ ッ プ は 、 4D5MOCB scFvお よ び ETA 2 5 2 - 6 0 8 部 分 、 加 え て 、
ヒ ス チ ジ ン タ グ 、 PelBシ グ ナ ル 、 リ ン カ ー 領 域 、 V L お よ び V H 領 域 、 ETA領 域 II、 Ibお よ び I
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II、 な ら び に ER保 持 シ グ ナ ル を 含 む 様 々 な ド メ イ ン を 連 結 し た 免 疫 毒 素 の 構 成 を 描 く 。 (B
)4D5MOCB-ETAの 予 測 3次 元 モ デ ル 。 scFv(VLお よ び VH)、 ETA252-608(ド メ イ ン II、 Ibお よ び
III)、 連 結 ペ プ チ ド 、 お よ び 両 方 の ヒ ス チ ジ ン タ グ の 構 造 が 示 さ れ て い る 。
【 図 ３ 】 図 3A～ Dな ら び に SEQ ID NO:1お よ び 2は 、 VB4-845の DNAお よ び ア ミ ノ 酸 配 列 を 示
す 。 ヌ ク レ オ チ ド お よ び ポ リ ペ プ チ ド 配 列 は 、 以 下 の も の を 含 む ド メ イ ン へ 分 け ら れ 得 る
： 周 辺 質 発 現 の た め の シ グ ナ ル 配 列 、 ヒ ス チ ジ ン タ グ 、 CDR1、 2お よ び 3ド メ イ ン 、 VLド メ
イ ン 、 VHド メ イ ン 、 リ ン カ ー 、 ETAド メ イ ン II、 Ib、 III、 な ら び に ER保 持 シ グ ナ ル KDEL。
【 図 ４ 】 ヒ ト 腫 瘍 異 種 移 植 片 へ の VB4-845の 抗 腫 瘍 効 果 5 3 。 Ep-CAM陽 性 腫 瘍 異 種 移 植 片 (HT
29、 SW2、 CAL27)ま た は 陰 性 対 照 (COLO320(○ ))を 有 す る 胸 腺 欠 損 マ ウ ス は 、 5 μ g(9用 量 (
■ ))ま た は 10 μ g(3用 量 (▲ ))で の VB4-845で 隔 日 に 静 脈 内 に 処 置 さ れ た 。 腫 瘍 サ イ ズ は 、
160 mm 3 の 最 初 の 腫 瘍 サ イ ズ 中 央 値 に 対 し て 与 え ら れ て い る 。
【 図 ５ 】 CAL27腫 瘍 異 種 移 植 片 を 有 す る 胸 腺 欠 損 マ ウ ス の 腫 瘍 周 囲 処 置 。 Ep-CAM陽 性 CAL27
腫 瘍 異 種 移 植 片 を 有 す る 胸 腺 欠 損 マ ウ ス は 、 5 μ g(9用 量 )で の VB4-845で 隔 日 (月 曜 日 /水
曜 日 /金 曜 日 )に 腫 瘍 周 囲 に 処 置 さ れ た 。 腫 瘍 サ イ ズ は 、 最 初 の 腫 瘍 サ イ ズ 中 央 値 に 対 し て
与 え ら れ て い る 。
【 図 ６ 】 VB4-845(4D5MOCB-ETA)で の 処 置 に お け る 肝 臓 機 能 。 比 較 の た め 、 Schumann et al
. 5 5 - 5 6 に 記 載 さ れ て い る よ う な 野 生 型 ETA(85 μ g/kg)の 単 一 致 死 量 で 処 置 さ れ た マ ウ ス の
ト ラ ン ス ア ミ ナ ー ゼ 活 性 も 示 さ れ て い る 。 デ ー タ は 平 均 ± SD(n=3)と し て 表 さ れ て い る 。
【 図 ７ 】 VB4-845に よ り 引 き 起 こ さ れ た 肝 臓 お よ び 脾 臓 に お け る 組 織 病 理 学 的 結 果 。 円 は
、 20 μ g用 量 群 に お け る 壊 死 肝 細 胞 の 領 域 を 示 し て い る 。
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【 図 ２ Ｂ 】 【 図 ３ Ａ 】

【 図 ３ Ｂ 】 【 図 ３ Ｃ 】
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【 図 ３ Ｄ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】
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【 配 列 表 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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胱癌，VB4-845是一种重组免疫毒素，其包含融合的人源化MOC31衍生的单链抗体片段。截短形式的假单胞菌外毒素A.本发明还包
括联合治疗方法，包括使用减少剂量的化学治疗剂，用于预防或治疗癌症。本发明还包括用于将重组免疫毒素直接给予癌症，用于
预防或治疗癌症的制剂和方法。
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