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(57)【要約】
本開示は、ヒト造血器がんの診断、予後判定、および処
置に有効な方法および組成物に関する。特に、本開示は
、他の細胞、例えば正常な幹細胞と比較した場合に、骨
髄起源の造血器腫瘍細胞において差次的に発現される免
疫グロブリン（Ig）および/またはToll様受容体スーパ
ーファミリーのメンバーをコードする腫瘍関連遺伝子を
提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　CD84、リンパ球抗原86（Ly86）、CD180（RP105）、A型肝炎ウイルス細胞受容体2（HAVC
R2）、白血球免疫グロブリン様受容体, TMドメインを有するサブファミリーA, メンバー
（leukocyte immunoglobulin-like receptor, subfamily A with TM domain, member）1
（LILRA1）、白血球免疫グロブリン様受容体, TMドメインを有するサブファミリーA, メ
ンバー2（LILRA2）、神経成長調節因子1（NEGR1）、およびToll様受容体（TLR2）からな
る群より選択される免疫グロブリン（Ig）スーパーファミリーまたはToll様受容体スーパ
ーファミリーのタンパク質に特異的に結合する、抗体。
【請求項２】
　CD84、リンパ球抗原86（Ly86）、およびCD180（RP105）からなる群より選択される遺伝
子の発現産物に特異的に結合する、請求項1記載の抗体。
【請求項３】
　ヒト化モノクロナール抗体である、請求項2記載の抗体。
【請求項４】
　骨髄起源の造血器腫瘍細胞（HTC）に特異的に結合する、請求項3記載の抗体。
【請求項５】
　前記結合によって、HTCの増殖が阻害される、および/またはHTCの破壊が媒介される、
請求項4記載の抗体。
【請求項６】
　請求項2～5のいずれか一項記載の抗体を含む薬学的組成物。
【請求項７】
　放射性同位体または放射性核種をさらに含む、請求項6記載の薬学的組成物。
【請求項８】
　生物活性化合物をさらに含む、請求項6記載の薬学的組成物。
【請求項９】
　生物活性化合物が細胞傷害性物質である、請求項8記載の薬学的組成物。
【請求項１０】
　少なくとも二つの異なる発現産物に特異的に結合する少なくとも二つの抗体を含む、請
求項6記載の薬学的組成物。
【請求項１１】
　請求項2～5のいずれか一項記載の抗体を含む組成物とHTCとを接触させる段階を含む、
骨髄起源のHTCの破壊を媒介する方法。
【請求項１２】
　前記接触によって、HTCの増殖が阻害される、請求項11記載の方法。
【請求項１３】
　CD84、リンパ球抗原86（Ly86）、CD180（RP105）、A型肝炎ウイルス細胞受容体2（HAVC
R2）、白血球免疫グロブリン様受容体, TMドメインを有するサブファミリーA, メンバー1
（LILRA1）、白血球免疫グロブリン様受容体, TMドメインを有するサブファミリーA, メ
ンバー2（LILRA2）、神経成長調節因子1（NEGR1）、およびToll様受容体（TLR2）からな
る群より選択される、HTCと関連するIgスーパーファミリーまたはTLRスーパーファミリー
の少なくとも一つのメンバーの過剰発現を特徴とする骨髄性血液学的増殖性疾患の患者を
処置する方法であって、前記患者が、請求項2～5のいずれか一項記載の抗体を含む組成物
の投与を受ける、方法。
【請求項１４】
　前記投与によって、患者におけるHTCが除去される、請求項13記載の方法。
【請求項１５】
　血液学的増殖性疾患がAMLである、請求項13記載の方法。
【請求項１６】
　患者から試験試料を得る段階、ならびに
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　前記試験試料中の、CD84、リンパ球抗原86（Ly86）、CD180（RP105）、A型肝炎ウイル
ス細胞受容体2（HAVCR2）、白血球免疫グロブリン様受容体, TMドメインを有するサブフ
ァミリーA, メンバー1（LILRA1）、白血球免疫グロブリン様受容体, TMドメインを有する
サブファミリーA, メンバー2（LILRA2）、神経成長調節因子1（NEGR1）、およびToll様受
容体（TLR2）からなる群より選択される、HTCと関連するIgスーパーファミリーまたはTLR
スーパーファミリーのメンバーに対応する発現産物のレベルを検出する段階
を含む、患者における骨髄性血液学的増殖性疾患を診断する方法であって、
　対照と比較した前記試料中の前記発現産物のレベルによって、血液学的増殖性疾患が示
される、方法。
【請求項１７】
　発現産物がmRNAである、請求項16記載の方法。
【請求項１８】
　少なくとも二つの異なる発現産物のレベルが検出される、請求項16記載の方法。
【請求項１９】
　前記検出にマイクロアレイが使用される、請求項16記載の方法。
【請求項２０】
　診断される骨髄性血液学的増殖性疾患がAMLである、請求項16記載の方法。
【請求項２１】
　処置中の二つまたはそれ以上の時間点で患者から試験試料を得る段階、および
　前記試験試料のそれぞれにおける、CD84、リンパ球抗原86（Ly86）、CD180（RP105）、
A型肝炎ウイルス細胞受容体2（HAVCR2）、白血球免疫グロブリン様受容体, TMドメインを
有するサブファミリーA, メンバー1（LILRA1）、白血球免疫グロブリン様受容体, TMドメ
インを有するサブファミリーA, メンバー2（LILRA2）、神経成長調節因子1（NEGR1）、お
よびToll様受容体（TLR2）からなる群より選択される、HTCと関連するIgスーパーファミ
リーまたはTLRスーパーファミリーのメンバーに対応する発現産物のレベルを検出する段
階
を含む、患者における骨髄性血液学的増殖性疾患を処置する効力をモニタリングする方法
であって、
　前記発現産物のレベルの経時的な低下によって、処置に対する正の応答が示される、方
法。
【請求項２２】
　発現産物がmRNAである、請求項21記載の方法。
【請求項２３】
　時間点の二つまたはそれ以上において、少なくとも二つの異なる発現産物のレベルが検
出される、請求項21記載の方法。
【請求項２４】
　前記検出にマイクロアレイが使用される、請求項21記載の方法。
【請求項２５】
　モニタリングされる骨髄性血液学的増殖性疾患がAMLである、請求項21記載の方法。
【請求項２６】
　小分子アゴニストまたはアンタゴニストを含む組成物とHTCとを接触させる段階を含む
、骨髄起源のHTCの破壊を媒介する方法。
【請求項２７】
　CD84、リンパ球抗原86（Ly86）、CD180（RP105）、A型肝炎ウイルス細胞受容体2（HAVC
R2）、白血球免疫グロブリン様受容体, TMドメインを有するサブファミリーA, メンバー1
（LILRA1）、白血球免疫グロブリン様受容体, TMドメインを有するサブファミリーA, メ
ンバー2（LILRA2）、神経成長調節因子1（NEGR1）、およびToll様受容体（TLR2）からな
る群より選択される、HTCと関連するIgスーパーファミリーまたはTLRスーパーファミリー
の少なくとも一つのメンバーの過剰発現を特徴とする血液学的増殖性疾患の患者を処置す
る方法であって、前記患者が、小分子アゴニストまたはアンタゴニストを含む組成物の投
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与を受ける、方法。
【請求項２８】
　血液学的増殖性疾患がAMLである、請求項27記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は、35USC§119に基づき、参照により全体として本明細書に組み入れられる米国
特許出願第61/039,701号（2008年3月26日出願）の優先権の恩典を主張する。
【０００２】
1. 技術分野
　本開示は一般に、がん幹細胞マーカーを特異的に標的とすることができる作用物質なら
びに特に診断および治療処置においてその作用物質を使用する方法に関する。特に、本開
示は、細胞外に発現し、本明細書に開示される抗体および他の作用物質によって標的とさ
れる新規ながん幹細胞標的としての、免疫グロブリン（Ig）スーパーファミリーまたはTo
ll様受容体（TLR）スーパーファミリーに属するタンパク質を提供する。
【背景技術】
【０００３】
2. 背景
　造血系の細胞は、一連の発現プログラムを経て進行して最終的に骨髄系統またはリンパ
系統の最終分化細胞を形成する、多能性前駆細胞、すなわち造血幹細胞（HSC）から生じ
る。造血の初期段階で、HSCは、二つの区別可能な複分化性（oligopotent）かつ発現的に
制限された前駆細胞タイプ、すなわちリンパ系共通前駆細胞（CLP）および骨髄系共通前
駆細胞（CMP）へと分化の方向が決定される（commit）と考えられている。Tリンパ球、B
リンパ球、ナチュラルキラー（NK）細胞およびリンパ系樹状細胞は、CLPに由来する対応
する前駆細胞から発現するが、赤血球系細胞、巨核球、顆粒球、マクロファージおよび骨
髄系樹状細胞は、CMPに由来する対応する前駆細胞から発現する。各分化段階における細
胞集団は、細胞マーカーの固有セットのプログラム発現に基づいて、造血経路中の他の細
胞集団から区別可能である。
【０００４】
　HSCは、自己複製（self renewal）、すなわち、親細胞と同じ特性を有する少なくとも
一つの娘細胞を生じさせる細胞分裂が可能であるが、リンパ系統または骨髄系統へと分化
の方向が決定された前駆細胞は、自己複製する能力を失う。すなわち、分化の方向が決定
された前駆細胞の細胞有糸分裂は、親細胞と同じ増殖および分化能力を有する細胞を生成
するのではなく、分化した子孫に至る。この自己複製能力の損失は、前駆細胞を免疫無防
備状態の動物に移植したのち、HSCが宿主動物の寿命にわたって造血を完全に再生し、維
持することができること（すなわち長期再形成）に比較して、分化の方向が決定された前
駆細胞が限られた期間しか造血を維持できないこと（すなわち短期再形成）において認め
られる。
【０００５】
　しかし、造血系の特定の疾病状態において、細胞調整経路の調節不全が、自己複製する
能力を取得する前駆細胞を生じさせることがあることが認められた。例えば、急性骨髄性
(myeloid)白血病（AML、急性骨髄性(myelogenous)白血病とも呼ばれる）は、一部には異
常な造血細胞による骨髄の浸潤を特徴とする骨髄増殖性疾患である。事実、がんの幹細胞
性が初めてAMLにおいて証明された（Lapidot et al., 1994 Nature 17:645-8（非特許文
献1））。AMLは、形態学的特徴および細胞化学的染色性に基づいて異なるサブタイプに分
類され、AMLの大部分のタイプにおける自己複製特性は、HSCと合致する細胞マーカー表現
型を有する白血球に起因するが（Bonnet, D. and Dick, J. E., Nat. Med. 3(7):730-737
 (1997)（非特許文献2））、AML M3サブタイプと関連する染色体異常は、骨髄系統のより
分化した細胞に特徴的な細胞マーカー表現型を有する細胞集団（CD34-、CD38+）で認めら
れ、M3におけるHSC集団は転座を有しない（Turhan, A.G. et al., Blood 79:2154-2161 (
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1995)（非特許文献3））。
【０００６】
　分化の方向が決定された前駆細胞集団における自己複製特性の獲得はまた、9番染色体
と22番染色体との間t（9;22）で均衡した転座であるフィラデルフィア染色体と一般に関
連する疾病である慢性骨髄性(myeloid)白血病（CML、慢性骨髄性(myelogenous)白血病ま
たは慢性顆粒球性白血病とも呼ばれる）においても示唆されている。転座は、bcr遺伝子
とc-abl遺伝子との融合を生じさせ、その結果、チロシンキナーゼ活性が増大したキメラ
タンパク質BCR-ABLを発現させる。CML中のHSC集団は典型的には、染色体異常を含むが、B
CR-ABL融合タンパク質は、HSCではなく、主に骨髄単球系統の、分化の方向が決定された
細胞の中で発現しており、これは、HSCではなく、骨髄系統中の、分化の方向が決定され
た細胞が白血病細胞の供給源でありうることを示す。分化の方向が決定された骨髄細胞が
CMLにおける白血病クローンの供給源であるというさらなる証拠は、トランスジェニック
動物におけるBCR-ABLの制御された発現の研究から来るものである。骨髄系前駆細胞の中
で特異的に活性を示して、分化の方向が決定された細胞の中ではBCR-ABLの発現を強要し
、HSCの中ではそれを強要しないプロモータの使用が、これらのトランスジェニック動物
モデルにおいてCMLの疾病特性を生じさせる（Jaiswal, S. et al., Proc. Natl. Acad. S
ci. USA 100:10002-10007 (2003)（非特許文献4））。
【０００７】
　AMLおよびCMLのような骨髄増殖性疾患は典型的には、細胞発生異常と関連するが、細胞
発生欠陥のみが増殖性の原因とはいえない。場合によっては、正常な細胞において染色体
異常が認められ、それは、疾病状態の完全な出現には、HSCまたは分化の方向が決定され
た骨髄細胞中でさらなる突然変異の蓄積が必要であることを示唆する。CMLにおいてさえ
、疾患は多相経過を示し、慢性相から始まり、それが、3～5年後および10年までに、AML
に類似した促進または芽細胞相に至る。慢性相（5％未満の芽球または前骨髄球）から芽
細胞相（末梢血または骨髄中＞30％芽球）までに移行するために要する期間は、慢性相を
より攻撃的な芽細胞相に転換する原因である突然変異を蓄積するために必要な時間を反映
しうる。しかし、大部分、白血病細胞は、正常な前駆細胞中で検出可能な細胞マーカー表
現型を保持すると思われる。
【０００８】
　増殖性疾患の処置は通常、細胞傷害性または細胞増殖抑制性化学療法剤に対する増殖細
胞の感受性に依存する。例えば、二官能アルキル化剤であるブスルファンおよびリボヌク
レオシド二リン酸の阻害剤であるヒドロキシ尿素は、DNA合成および安定性に影響して、
分裂細胞に対して毒性を生じさせる。類似した活性の他の治療剤は、シトシンアラビノシ
ド（シタラビン）およびダウノルビシンを含む。しかし、これらの作用物質の効果は非差
別的であり、その結果、正常な分裂細胞に対する毒性による重大な副作用を有する。
【０００９】
　血液学的悪性疾患の患者に使用される別の処置は、レシピエントの造血細胞を放射線お
よび/または化学療法（例えばシクロホスファミド）によって除去し、健康な造血幹細胞
の移植によって造血系を再構成する骨髄移植（BMT）である。典型的には、移植は、家族
（HLA同一）または血清学的に適合した善意あるドナー（MUD）からのHLAの適合した同種
異系骨髄細胞を使用する。レシピエントの約＜50％が、正確にマッチする組織適合性を有
するドナーを見つける。十分にマッチしない市販ドナーを用いる移植は、移植関連の罹患
率および死亡率を高める。この治療法は、適当なドナーの利用可能性への依存のせいで、
また、処置が、急性または後期段階の患者と比較して疾病の慢性または早期段階の患者の
場合により良好な結果を示すため、用途が限られている。
【００１０】
　がんの抗体治療は、抗原発現腫瘍細胞を標的とするために、抗原に対する抗体または抗
体フラグメントの使用を含む。抗体治療は、特定の抗原を発現する細胞を標的とするため
、正常な細胞との交差反応性の危険性があり、それが有害な結果を招くおそれがある。腫
瘍特異的抗原を見いだすことに多大な努力が払われている。腫瘍特異的抗原は、ほぼ排他
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的に腫瘍上に見いだされる、または腫瘍細胞中で、対応する正常な細胞よりも高いレベル
で発現する。したがって、腫瘍特異的抗原は、がんまたは抗原を発現する他の疾病関連細
胞の抗体標的化のための標的を提供し、また、例えば増大した発現レベルを識別すること
により、診断のためのマーカーを提供する。免疫療法においては、そのような腫瘍特異的
抗原に対して特異的な抗体は、細胞傷害性化合物とコンジュゲートされてもよく、または
単独で免疫療法に使用されてもよい。
【００１１】
　AMLのような造血器がんに対する処置選択肢としての免疫療法は、腫瘍特異的であり、
多様な患者の間で共有される腫瘍関連抗原の欠如によって限られる。骨髄系統中での白血
病細胞と正常な細胞集団との間の共通の特性を活用することによる、白血病細胞の発生源
を利用した他の治療剤を見いだすことが望ましい。この手法は、骨髄性白血病のための従
来の療法を補うことができる、または白血病細胞の幹細胞画分を直接標的とするための代
替処置として使用することができる処置を提供すると考えられる。この手法はまた、さら
なる診断戦略および予後判定戦略、ならびに治療法の効力をモニタリングするための戦略
を提供する。
【００１２】
　一般に、治療処置は、造血器がんの特定のタイプに特化された場合、より効果的である
。処置法の効力を経時的に予測し、判定することもまた、臨床管理の点で価値がある。し
たがって、AMLのような骨髄性白血病疾患のより効率的かつ正確な診断および予後判定で
使用することができる腫瘍特異的マーカーを見いだすことが望ましい。
【００１３】
　タンパク質の免疫グロブリン（Ig）スーパーファミリーのメンバーは、細胞の認識、結
合または接着に関与する細胞表面および可溶性タンパク質である。メンバーは、免疫系の
細胞表面抗原受容体、共受容体、共刺激分子、リンパ球への抗原提示に関与する分子、細
胞接着分子、一部のサイトカイン受容体および細胞内筋タンパク質を含む。
【００１４】
　タンパク質のToll様受容体（TLR）スーパーファミリーに属するタンパク質は一般に、
様々な微生物成分を認識し、それらと結合するパターン認識受容体である。病原体関連分
子パターン（PAMP）へのTLRの結合は、反応性酸素および窒素中間体の生成、炎症誘発性
サイトカインネットワークの開始ならびに免疫系の共刺激分子のアップレギュレーション
を誘発する。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【００１５】
【非特許文献１】Lapidot et al., 1994 Nature 17:645-8
【非特許文献２】Bonnet, D. and Dick, J. E., Nat. Med. 3(7):730-737 (1997)
【非特許文献３】Turhan, A.G. et al., Blood 79:2154-2161 (1995)
【非特許文献４】Jaiswal, S. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 100:10002-10007 (
2003)
【発明の概要】
【００１６】
3. 概要
　本発明は、骨髄起源のヒト造血器がんの診断および処置に有効な方法および組成物を提
供する。本明細書に記載されるように、免疫グロブリン（Ig）スーパーファミリーまたは
Toll様受容体（TLR）スーパーファミリーの以下のマーカー、すなわち、CD84、リンパ球
抗原86（Ly86）、CD180（RP105）、A型肝炎ウイルス細胞受容体2（HAVCR2）、白血球免疫
グロブリン様受容体, TMドメインを有するサブファミリーA, メンバー（leukocyte immun
oglobulin-like receptor, subfamily A with TM domain, member）1（LILRA1）、白血球
免疫グロブリン様受容体, TMドメインを有するサブファミリーA, メンバー2（LILRA2）、
神経成長調節因子1（NEGR1）、およびToll様受容体（TLR2）が、骨髄起源の造血器腫瘍細
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胞（HTC）と関連することがわかった。
【００１７】
　好ましい態様において、IgスーパーファミリーまたはTLRスーパーファミリーの開示さ
れたメンバーは、正常なHSCと比較した場合に、骨髄起源のHTCにおいて差次的に発現する
。いくつかの態様において、IgスーパーファミリーまたはTLRスーパーファミリーの開示
されたメンバーは、少なくとも約2倍、差次的に発現する。他の態様において、Igスーパ
ーファミリーまたはTLRスーパーファミリーのメンバーは、少なくとも約3倍、差次的に発
現する。他の態様において、IgスーパーファミリーまたはTLRスーパーファミリーのメン
バーは、少なくとも約5倍、差次的に発現する、等々である。本開示は、治療および診断
用途における使用が見いだされる、これらのマーカーに特異的に向けられた作用物質を提
供する。
【００１８】
　IgスーパーファミリーまたはTLRスーパーファミリーの以下のメンバー、すなわち、CD8
4、CD180（RP105）、A型肝炎ウイルス細胞受容体2（HAVCR2）、白血球免疫グロブリン様
受容体, TMドメインを有するサブファミリーA, メンバー1（LILRA1）、白血球免疫グロブ
リン様受容体, TMドメインを有するサブファミリーA, メンバー2（LILRA2）、神経成長調
節因子1（NEGR1）、およびToll様受容体（TLR2）は、骨髄HTCの表面で過剰発現する。こ
れらのマーカーに特異的に向けられた作用物質は、表面に発現したマーカーへの結合によ
って、骨髄起源のHTCに特異的に結合することができる。
【００１９】
　以下の細胞外発現マーカー、すなわちリンパ球抗原86（Ly86）は、他の膜タンパク質へ
の結合によって、骨髄HTCの表面で過剰発現し、見いだされる。開示された骨髄HTCマーカ
ー（例えば、本明細書に開示されるIgスーパーファミリーまたはTLRスーパーファミリー
のメンバー）を特異的に標的として、その発現に干渉するかまたは発現産物に結合する組
成物が本明細書に提供され、ならびに同組成物を、そのようなマーカーを特徴とする血液
学的増殖性疾患の診断、予後判定および処置に使用する方法が本明細書に提供される。組
成物は、骨髄HTCと関連する細胞外発現抗原の一つまたは複数に特異的に結合し、それら
の増殖を阻害する、および/またはそれらの破壊を媒介することができる抗体を含む。本
発明はさらに、一つまたは複数のそのような抗体を産生する不死細胞株を提供する。
【００２０】
　一つの局面において、本発明は、骨髄起源のHTCと関連する、CD84、リンパ球抗原86（L
y86）、CD180（RP105）、A型肝炎ウイルス細胞受容体2（HAVCR2）、白血球免疫グロブリ
ン様受容体, TMドメインを有するサブファミリーA, メンバー1（LILRA1）、白血球免疫グ
ロブリン様受容体, TMドメインを有するサブファミリーA, メンバー2（LILRA2）、神経成
長調節因子1（NEGR1）、およびToll様受容体（TLR2）の一つまたは複数に特異的に結合す
る抗体を提供する。いくつかの態様において、抗体は、モノクロナール抗体、例えば、ハ
イブリドーマ細胞株から産生される抗体である。好ましい態様において、モノクロナール
抗体は、非限定的に慢性骨髄性白血病（CML）芽細胞、急性骨髄性白血病（AML）芽細胞を
含む、骨髄起源の造血器腫瘍細胞、ならびにKG-1a、プファイファー、MOLT-3、GA-10、Ra
mosおよびジャーカット細胞株からの細胞に特異的に結合する。別の態様において、モノ
クロナール抗体はAML芽細胞に特異的に結合する。
【００２１】
　好ましい態様において、本発明は、骨髄HTCと関連するIgスーパーファミリーまたはTLR
スーパーファミリーの開示されたメンバーの一つまたは複数に特異的に結合し、それによ
り、それらの増殖を阻害する、および/またはそれらの破壊を媒介するが、正常な造血幹
細胞の破壊を媒介しない抗体を提供する。好ましい態様において、抗体はモノクロナール
抗体である。いくつかの態様において、抗体はIgGアイソタイプまたはヒト化抗体である
。一つの態様において、ヒト化抗体は、ヒト免疫グロブリン遺伝子を含むトランスジェニ
ック動物からの抗体である。
【００２２】
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　別の態様において、本発明は、骨髄起源のHTCと関連するIgスーパーファミリーまたはT
LRスーパーファミリーの開示されたメンバーの一つまたは複数に特異的に結合する少なく
とも一つの抗体を有する抗体複合体を提供する。好ましい態様において、抗体複合体は、
IgスーパーファミリーまたはTLRスーパーファミリーの開示されたメンバーの一つに結合
するモノクロナール抗体を含む多量体を含む。
【００２３】
　代替態様において、本発明の抗体は、検出可能な部分、放射性化合物（例えば放射性同
位体または放射性核種）または生物活性化合物（例えば薬物または小分子）を含む。いく
つかの態様において、生物活性化合物は細胞傷害性物質である。
【００２４】
　別の態様において、本発明は、本明細書に開示されるIgスーパーファミリーまたはTLR
スーパーファミリーポリペプチドのメンバーの一つまたは複数に好ましくは特異的に結合
する小分子を提供する。好ましい態様において、小分子は、本明細書に開示されるIgスー
パーファミリーまたはTLRスーパーファミリーのメンバーに対応するポリペプチドのアゴ
ニストまたはアンタゴニストであるとして当技術分野で公知である有機小分子を含む有機
小分子である。本明細書に開示される他のHTCマーカーに対応するポリペプチドに結合す
ることが知られた小分子はまた、対象の治療、予後判定および/または診断用途における
使用が見いだされうる。
【００２５】
　場合によっては、小分子は、成長阻害剤または細胞傷害性物質、例えばマイタンシノイ
ドまたはカリチアマイシンン等を含む毒素、抗生物質、放射性同位体、核酸分解（nucleo
lytic）酵素などとコンジュゲートされる。本発明の治療法における使用が見いだされる
小分子は、好ましくは、それらが結合する細胞の死を誘発する。診断目的の場合、小分子
は、検出可能に標識されうる、および/または固体支持体に付着されうる。
【００２６】
　IgスーパーファミリーまたはTLRスーパーファミリーの開示されたメンバーに対する対
象作用物質および抗体は顕著な治療および診断有用性を有し、さらなる局面においては、
開示されるIgスーパーファミリーまたはTLRスーパーファミリーメンバーの一つまたは複
数の存在を特徴とする血液学的増殖性疾患、例えば急性骨髄性(myelogenous)白血病、急
性骨髄単球性白血病、慢性骨髄性白血病および急性骨髄性(myeloid)白血病を診断し、処
置する際に使用するための、対象作用物質および抗体を使用した薬学的組成物、方法およ
びキットが提供される。
【００２７】
　一つの局面において、本開示は、抗体を使用してIgスーパーファミリーまたはTLRスー
パーファミリーの開示されたメンバーの一つまたは複数を標的とする方法を提供する。本
教示において、抗体は、骨髄起源のHTCが関与する疾患、例えば慢性骨髄性白血病（CML）
および急性骨髄性白血病（AML）のような骨髄増殖性疾患を処置する際に免疫療法アプロ
ーチのための基礎を提供する。
【００２８】
　一つの態様において、本発明は、IgスーパーファミリーまたはTLRスーパーファミリー
の開示されたメンバーの一つまたは複数に対する抗体または他の作用物質を含む組成物と
HTCとを接触させることにより、骨髄起源のHTCの増殖を阻害する方法を提供する。別の態
様において、本発明は、IgスーパーファミリーまたはTLRスーパーファミリーの開示され
たメンバーの一つまたは複数に対する抗体または他の作用物質を含む組成物とHTCとを接
触させることにより、骨髄起源のHTCの破壊を媒介する方法を提供する。一つの態様にお
いて、抗体は、IgスーパーファミリーまたはTLRスーパーファミリーの開示されたメンバ
ー上のエピトープまたはその部分に特異的に結合するモノクロナール抗体である。別の態
様において、組成物は抗体複合体を含む。
【００２９】
　別の態様において、それを必要とする対象においてIgスーパーファミリーまたはTLRス
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ーパーファミリーの開示されたメンバーの一つまたは複数を過剰発現するHTCを除去する
方法が提供され、前記対象は、本明細書に記載される抗体または抗体複合体を含む組成物
の投与を受ける。さらに別の態様において、本発明は、IgスーパーファミリーまたはTLR
スーパーファミリーの開示されたメンバーの一つまたは複数のHTCにおける過剰発現を特
徴とする骨髄性血液学的増殖性疾患の患者を処置する方法が提供され、前記患者は、本明
細書に記載される抗体もしくは抗体複合体または他の作用物質を含む組成物の投与を受け
る。
【００３０】
　いくつかの態様において、本発明の方法は、骨髄増殖性疾患、例えば慢性骨髄性白血病
（CML）および/または急性骨髄性白血病（AML）を含む、骨髄起源の血液学的増殖性疾患
を処置するのに適している。
【００３１】
　別の局面において、本発明は、骨髄起源の血液学的増殖性疾患の診断方法を提供し、こ
こで、IgスーパーファミリーまたはTLRスーパーファミリーの開示されたメンバーの一つ
または複数に対応する発現産物のレベルが、検出される。一つの態様において、発現産物
は、RNAのような転写産物である。RNAのレベルを検出する方法は、特定のハイブリダイゼ
ーションプローブまたはそのようなプローブのアレイを使用することを含む。別の態様に
おいて、発現産物は、本明細書に開示されるHTCと関連するIgスーパーファミリーまたはT
LRスーパーファミリーの一つまたは複数などの翻訳産物である。抗原のレベルを検出する
方法は、本開示の抗体を使用することを含む。RNAまたは抗原レベルは、対照レベル、例
えば正常なHSCの試料から得られたレベルと比較することができる。
【００３２】
　別の態様において、本発明は、骨髄起源の血液学的増殖性疾患を処置する効力を予測す
るための予後判定方法を提供し、ここで、IgスーパーファミリーまたはTLRスーパーファ
ミリーの開示されたメンバーの一つまたは複数に対応する発現産物のレベルが検出され、
かつ発現産物レベルと処置結果の相関関係が示される。一つの態様において、発現産物は
RNAであり、より低い発現レベルは、より好ましい結果と相関している。
【００３３】
　さらに別の態様において、本発明は、骨髄起源の血液学的増殖性疾患を処置する効力を
モニタリングする方法を提供し、ここで、IgスーパーファミリーまたはTLRスーパーファ
ミリーの開示されたメンバーの一つまたは複数に対応する発現産物のレベルが様々な時間
点で検出され、かつレベルの変化と処置結果の相関関係が示される。一つの態様において
、発現産物はRNAであり、レベルの低下によって、処置に対する正の応答が示される。
【００３４】
　いくつかの態様において、本発明の方法は、骨髄増殖性疾患などの骨髄起源の血液学的
増殖性疾患の診断、予後判定およびモニタリングに適している。本発明は、慢性骨髄性白
血病（CML）および/または急性骨髄性白血病（AML）の診断、予後判定およびモニタリン
グの方法を提供する。特に好ましい態様において、血液学的増殖性疾患はAMLであり、RNA
または抗原のレベルは、AML HTCを含む試験試料を使用して検出され、これは、正常なHSC
の対照試料から得られた対照レベルと比較される。
【図面の簡単な説明】
【００３５】
【図１】AMLに罹患していない3個体の動員末梢血（MPB）ドナーから採取された三つの試
料からのLin-CD34+CD90+CD45RA-CD38-およびLin-CD34+CD90+CD45RA-CD38+細胞を二重選別
した結果を示す。
【図２】AMLと診断されている3個体の患者の末梢血から採取された三つの試料からのLin-
CD34+CD90+CD45RA-CD38-およびLin-CD34+CD90+CD45RA-CD38+細胞を二重選別した結果を示
す。
【図３Ａ】末梢血細胞を、Ly86に対して特異的な抗体とともにインキュベートした代表的
な結果を示す。試料は、AMLと診断されている個体またはAMLに罹患していない動員末梢血
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（MPB）ドナー個体から採取したものである。
【図３Ｂ】末梢血細胞を、CD84に対して特異的な抗体とともにインキュベートした代表的
な結果を示す。試料は、AMLと診断されている個体またはAMLに罹患していない動員末梢血
（MPB）ドナー個体から採取したものである。
【図３Ｃ】末梢血細胞を、CD180に対して特異的な抗体とともにインキュベートした代表
的な結果を示す。試料は、AMLと診断されている個体またはAMLに罹患していない動員末梢
血（MPB）ドナー個体から採取したものである。
【発明を実施するための形態】
【００３６】
5. 態様の詳細な説明
5.1 定義
　以下の説明に関して、本明細書で使用される技術用語および科学用語は、特に断りない
限り、当業者によって一般に理解される意味を有する。したがって、以下の用語は、以下
の意味を有するものと解釈される。
【００３７】
　「がん幹細胞（CSC）マーカー」または「がん幹細胞（CSC）標的」および「造血器腫瘍
細胞（HTC）マーカー」または「造血器腫瘍細胞（HTC）標的」という用語は、例えば増大
した発現および/または生物学的活性によって、HTCと関連することが見いだされている遺
伝子およびその発現産物、例えばmRNAおよびポリペプチドをいう。例えば、本明細書に開
示されるCD180マーカーの場合、CD180遺伝子から転写されたCD180 mRNAは、正常なHSCを
含む試料と比較して、AML HTCを含む試料中でより高レベルで見いだされる。所与のマー
カーと関連付けられたHTCは、本明細書中、「マーカー＋HTC」と呼ばれる。
【００３８】
　「骨髄起源のHTC」とは、特に、単球、マクロファージ、好中球、好塩基球、好酸球、
赤血球、巨核球/血小板、樹状細胞などを含む骨髄（非リンパ系）系統の細胞に由来する
がん幹細胞をいう。骨髄起源のHTCは、骨髄系統へと分化の方向が決定された前駆細胞が
自己複製特性を再び獲得すると考えられる骨髄性白血病、例えばAMLおよびCMLで見られる
HTCである。様々なタイプの白血病は、例えば、その起源を、悪性表現型を生じさせる突
然変異の組み合わせを取得しているHSCまたは分化の方向が決定された骨髄系前駆細胞の
小さな集団に有すると考えられる。「骨髄起源のHTC」および「骨髄HTC」または「骨髄性
HTC」は、本明細書中、交換可能に使用される。
【００３９】
　「造血幹細胞」または「HSC」とは、一般に、B細胞、T細胞、NK細胞、リンパ系樹状細
胞、骨髄系樹状細胞、顆粒球、マクロファージ、巨核球および赤血球系細胞を含む造血系
のすべての細胞タイプに最終的に分化することができるクローン原性自己複製性多能性細
胞をいう。造血系の他の細胞と同じく、HSCは典型的には、細胞マーカーの特徴的なセッ
トの存在によって識別される。
【００４０】
　「マーカー表現型決定（phenotyping）」とは、その表現型（例えば分化状態および/ま
たは細胞タイプ）を決定するための細胞上のマーカーまたは抗原の識別をいう。これは、
細胞上に存在する抗原を認識する抗体を使用する免疫表現型決定によって実施することが
できる。抗体は、モノクロナールであってもまたはポリクロナールであってもよいが、一
般には、他の細胞マーカーとで最小限の交差反応性しか有しないように選択される。特定
の細胞分化または細胞表面マーカーは、その細胞が由来する動物種に特有であるが、他の
細胞マーカーは種と種の間で共通であるということが理解されなければならない。種と種
の間で等しい細胞タイプを画定するこれらのマーカーは、構造（例えばアミノ酸配列）に
おける種間の差があるとしても、同じマーカー識別を与えられる。細胞マーカーは、特定
の状況においては細胞分化（CD）マーカーとも呼ばれる細胞表面分子および遺伝子発現マ
ーカーを含む。遺伝子発現マーカーは、細胞タイプまたは分化状態を示す、発現した遺伝
子のセットである。一部に、遺伝子発現プロファイルは、非細胞表面分子を含むこともあ
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るが細胞表面マーカーを反映すると考えられる。
【００４１】
　系統マーカーとは、特定の発生系統の細胞の免疫表現型決定のために使用することがで
きる細胞表面抗原である。例えば、CD2、CD3、CD4、CD5、CD8、NK1.1、B220、TER-119、G
r-1を含む「Lin」抗原のセットは、成熟マウス血液細胞を識別するために使用することが
できる。これらのマーカー抗原を発現しない、または非常に低レベルで発現する細胞は、
系統マーカー陰性（Lin-）といわれる。これらの系統マーカーに対するモノクロナール抗
体カクテルを使用すると、これらの抗原を発現する細胞をソース組織（例えば骨髄、臍帯
血、動員末梢血、胎児肝臓など）から取り出すことができる。この陰性選択手順は、原始
造血幹細胞またはこれらのマーカーを（まだ）発現していない非常に早期の前駆細胞また
は前駆体細胞（例えばKTLS細胞を参照）に関して濃縮された細胞集団を生じさせる。これ
らの細胞は系統陰性細胞（略してLin-細胞）と呼ばれる。造血幹細胞に関して濃縮された
系統陰性細胞のいくつかの亜集団が識別されている。これらは、Lin-CD34+細胞（Krause 
et al, 1994）、Lin-Sca-1+c-Kit+Thy1low細胞（Fleming et al, 1993）およびヒトCD34+

CD38-細胞集団を含む。
【００４２】
　「作用物質」とは、開示されたHTCマーカーの一つまたは複数に特異的に向けられ、血
液学的増殖性疾患においてHTCマーカーの生物学的活性を阻害、妨害および/または抑制す
る、ならびに/またはHTCの破壊を媒介するように働くことができる任意の分子をいう。作
用物質は、HTCマーカー遺伝子および/または発現産物と特異的に相互作用する任意の分子
、例えば、HTCマーカーに対応する抗原に特異的に結合してHTC増殖を阻害する、および/
またはそれらの破壊を媒介する抗体；HTCマーカーの発現に干渉するアンチセンス分子；
または例えばHTCマーカーとそのリガンドとの相互作用を立体的に阻害してがん幹細胞シ
グナル伝達経路の活性化を妨害すること等によって、HTCマーカーにより媒介される生物
学的活性に干渉する分子を含む。分子は、当技術分野で公知の分子、例えば、本明細書に
開示されるHTCマーカーの一つまたは複数に向けられた小分子アゴニストまたはアンタゴ
ニストでありうる。本明細書に開示されるHTCマーカーに対応する抗原に特異的に結合す
る抗体は「マーカー特異的抗体」と呼ばれる。
【００４３】
　「小分子」、「小分子化合物」または「有機小分子」とは、通常は約2000ダルトン未満
、または約1500、約750、約500、約250、または約200ダルトン未満の分子量を有するサイ
ズの分子を指し、そのような分子は、本明細書に開示されるHTCマーカーに対応するポリ
ペプチドに結合する（好ましくは特異的に結合する）ことができることが当技術分野で公
知である。
【００４４】
　標的分子への小分子化合物の結合に関して、特定の産物と「特異的に相互作用する」ま
たは特定の産物に「特異的に結合する」または特定の産物に「向けられる」または「対す
る」という語句は、計測しうる程度に非特異的相互作用とは異なる結合をいう。特異的結
合は、例えば、当技術分野で公知の方法によって、例えば標的、例えば過剰量の非標識標
的に類似する対照分子を用いた競合アッセイ法を使用して計測することができる。標的に
特異的に結合する小分子化合物は、標的に対して少なくとも約10-4M、または少なくとも
約10-5M、または少なくとも約10-6M、または少なくとも約10-7M、または少なくとも約10-
8M、または少なくとも約10-9M、または少なくとも約10-10M、または少なくとも約10-11M
、または少なくとも約10-12Mまたはそれ以上のKdを有することができる。一つの態様にお
いて、「特異的結合」という用語は、小分子化合物が、任意の他のポリペプチドまたは高
分子に実質的に結合することなく、その特定の標的に結合する結合をいう。
【００４５】
　「抗体」とは、対応する抗原に特異的に結合し、免疫グロブリンの共通の一般構造を有
するタンパク質を含む組成物をいう。「抗体」という用語は、具体的には、所望の生物学
的活性を示す限り、ポリクロナール抗体、モノクロナール抗体、二量体、多量体、多重特
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異性抗体（例えば二重特異性抗体）および抗体フラグメントを包含する。抗体は、マウス
抗体、ヒト抗体、ヒト化抗体、キメラ抗体または他の種に由来する抗体でありうる。通常
、抗体は、ジスルフィド結合によって相互接続された少なくとも二つの重鎖および二つの
軽鎖を含み、これらが合わさって、抗原と相互作用する結合ドメインを形成する。各重鎖
は、重鎖可変領域（VH）および重鎖定常領域（CH）で構成されている。重鎖定常領域は、
三つのドメインCH1、CH2およびCH3で構成され、μ、δ、γ、αまたはεアイソタイプで
ありうる。同様に、軽鎖は、軽鎖可変領域（VL）および軽鎖定常領域（CL）で構成されて
いる。軽鎖定常領域は、κまたはλアイソタイプでありうる一つのドメインCLで構成され
ている。VHおよびVL領域はさらに、相補性決定領域（CDR）と呼ばれる超可変性領域に細
分割することができ、これらの領域の間には、フレームワーク領域（FR）と呼ばれる、よ
り保存された領域が存在している。各VHおよびVLは、アミノ末端からカルボキシ末端まで
以下の順序で配列した三つのCDRおよび四つのFR、すなわちFR1、CDR1、FR2、CDR2、FR3、
CDR3、FR4で構成されている。重鎖および軽鎖の可変領域は、抗原と相互作用する結合ド
メインを含む。抗体の定常領域は、免疫系の様々な細胞（例えばエフェクター細胞）およ
び古典的補体系の第一成分（Clq）を含む宿主組織または因子への免疫グロブリンの結合
を媒介することができる。重鎖定常領域は、特に細胞受容体、例えばFc受容体（例えばFc
γRI、FcγRII、FcγRIIIなど）を介して、宿主組織または宿主因子への免疫グロブリン
の結合を媒介する。本明細書で使用される抗体はまた、抗原に結合する能力を保持する免
疫グロブリンの抗原結合部分をも含む。これらは、例として、VL、CLおよびVHCH抗体ドメ
インの一価フラグメントであるF(ab)、およびジスルフィド架橋によってヒンジ領域で結
合された二つのFabフラグメントを含む二価フラグメントであるF(ab)2フラグメントを含
む。抗体という用語はまた、組換え単鎖Fvフラグメント（scFv）および二重特異性分子、
例えばダイアボディ、トリアボディおよびテトラボディをもいう（例えば米国特許第5,84
4,094号を参照）。
【００４６】
　抗体は、抗体複合体を含む多くの形態で製造し、使用することができる。本明細書で使
用される「抗体複合体」という用語は、一つまたは複数の抗体と別の抗体または抗体フラ
グメントとの複合体、または二つまたはそれ以上の抗体フラグメントの複合体を意味する
ために使用される。抗体複合体は、開示されたHTCマーカーに対する抗体の多量体形態、
例えば、ホモコンジュゲートおよびヘテロコンジュゲートならびに本明細書に記載される
架橋抗体を含む。
【００４７】
　「抗原」は、広く解釈されるべきであり、抗体に特異的に結合することができる任意の
分子、組成物または粒子をいう。抗原は、抗体と相互作用する一つまたは複数のエピトー
プを有するが、その抗体の産生を必ずしも誘発するわけではない。
【００４８】
　用語「架橋」およびその語法的等価物は、二つまたはそれ以上の抗体が結合して抗体複
合体を形成することをいい、多量体化と呼ぶこともできる。架橋または多量体化は、二つ
またはそれ以上の同じ抗体の結合（例えばホモ二量体化）および二つまたはそれ以上の異
なる抗体の結合（例えばヘテロ二量体化）を含む。当業者はまた、架橋または多量体化が
、抗体ホモコンジュゲートおよび抗体ヘテロコンジュゲートの形成とも呼ばれることを理
解すると考えられる。そのようなコンジュゲートは、同じクローン起源の二つまたはそれ
以上のモノクロナール抗体の結合（ホモコンジュゲート）または異なるクローン起源の二
つまたはそれ以上の抗体の結合（ヘテロコンジュゲートまたは二重特異性とも呼ばれる）
を含みうる。抗体は、非共有結合的な結合または共有結合によって架橋させることができ
る。架橋に適した数多くの技術が当業者によって理解されよう。非共有結合的な結合は、
一次抗体種に対して特異的である二次抗体の使用によって達成することができる。例えば
、マウスモノクロナール抗体を架橋させるためには、ヤギ抗マウス（GAM）二次抗体を使
用することができる。共有結合は、化学架橋剤の使用によって達成することができる。
【００４９】
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　「エピトープ」とは、抗体への特異的結合が可能である決定基をいう。エピトープは、
一般に分子の表面に存在し、抗体との相互作用に利用可能である化学的特徴である。典型
的な化学的特徴は、三次元構造特性ならびに電荷、親水性および親油性を含む化学的性質
を有するアミノ酸および糖部分である。立体配座的エピトープは、分子の空間要素の変化
ののち、基礎にある化学構造のいかなる変化もなしに、抗体との反応性の損失によって非
立体配座的エピトープから区別される。
【００５０】
　「ヒト化抗体」とは、非ヒト免疫グロブリンに由来する最小配列を含む免疫グロブリン
分子をいう。ヒト化抗体は、レシピエントの相補性決定領域（CDR）からの残基が、所望
の特異性、親和性および能力を有する非ヒト種（ドナー抗体）、例えばマウス、ラットま
たはウサギのCDRからの残基によって置換されているヒト免疫グロブリン（レシピエント
抗体）を含む。場合によっては、ヒト免疫グロブリンのFvフレームワーク残基が、対応す
る非ヒト残基によって置換されている。ヒト化抗体はまた、レシピエント抗体中または移
入されたCDRもしくはフレームワーク配列中のいずれにも見られない残基を含むこともで
きる。一般に、ヒト化抗体は、少なくとも一つ、典型的には二つの可変ドメインの実質的
にすべてを含み、ここで、CDR領域のすべてまたは実質的にすべてが非ヒト免疫グロブリ
ンのCDR領域に対応し、フレームワーク（FR）領域のすべてまたは実質的にすべてがヒト
免疫グロブリンコンセンサス配列のフレームワーク領域である。ヒト化抗体はまた、免疫
グロブリン定常領域（Fc）、一般にはヒト免疫グロブリンの定常領域の少なくとも一部分
を含む免疫グロブリンを包含する（Jones et al., Nature 321:522-525 (1986)、Reichma
nn et al, Nature 332:323-329 (1988)）。
【００５１】
　「免疫原」とは、免疫応答の生成を刺激する物質、化合物または組成物をいう。
【００５２】
　「免疫グロブリン座」という用語は、免疫グロブリンペプチドを発現するためにB細胞
またはB細胞前駆体によって使用されうる情報を含む遺伝子エレメントまたは結合された
遺伝子エレメントのセットをいう。このペプチドは、重鎖ペプチド、軽鎖ペプチドまたは
重鎖ペプチドと軽鎖ペプチドとの融合物でありうる。再配列されていない座の場合、遺伝
子エレメントは、B細胞前駆体によってアセンブルされて、免疫グロブリンペプチドをコ
ードする遺伝子を形成する。再配列された座の場合、免疫グロブリンペプチドをコードす
る遺伝子は座内に含まれる。
【００５３】
　「アイソタイプ」とは、その重鎖定常領域によって画定される抗体クラスをいう。重鎖
は一般に、γ、μ、α、δ、εとして分類され、IgG、IgM、IgA、IgDおよびIgEと呼ばれ
る。各アイソタイプ内の変種はサブタイプに分類される。例えば、IgGのサブタイプはIgG

1、IgG2、IgG3およびIgG4に分けられ、IgAはIgA1およびIgA2に分けられる。IgYアイソタ
イプは鳥類に特異的である。
【００５４】
　「モノクロナール抗体」または「モノクロナール抗体組成物」とは、単一の分子組成物
の抗体分子の調製物をいう。モノクロナール抗体組成物は、特定のエピトープに対して単
一の結合特異性および親和性を示す。
【００５５】
　「ヒトモノクロナール抗体」という用語は、ヒト生殖系列免疫グロブリン配列に由来す
る可変および/または定常領域（存在するならば）を有する単一の結合特異性を示す抗体
をいう。一つの態様において、ヒトモノクロナール抗体は、不死化細胞に融合されたヒト
重鎖および軽鎖導入遺伝子を含むゲノムを有するトランスジェニック非ヒト動物、例えば
トランスジェニックマウスから得られるB細胞を含むハイブリドーマによって産生される
。
【００５６】
　「単鎖Fv」または「scFv」とは、抗体のVHおよびVL領域を含み、これらのドメインが単
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一ポリペプチド鎖中に存在する抗体をいう。一般に、scFvはさらに、scFvが抗原結合に所
望の構造を形成することを可能にするポリペプチドリンカーをVHおよびVLドメインの間に
含む。
【００５７】
　「特異的に免疫反応性の」または「特異的に結合する」抗体とは、不均一抗原集団中の
抗原の存在を決定づける抗体の結合反応をいう。抗体は、特定の抗原に「向けられた」ま
たは「対する」ものとして記載されうる。指定されたイムノアッセイ条件下、抗体は、バ
ックグラウンドよりも少なくとも2倍、典型的には10～1000倍またはそれ以上、抗原に結
合する。「特異的に免疫反応性の」または「特異的に結合する抗体」とはまた、表面に結
合した抗原を有する細胞を標的とする、または可溶性抗原そのものを標的とするのに有用
であるような十分な親和性をもって抗原に結合することができる抗体をいう。そのような
態様において、非特異的結合の程度は、バックグラウンドの、またはバックグラウンド以
下の結合の量であり、典型的には、例えば蛍光活性化細胞選別（FACS）分析または放射性
免疫沈降（RIA）によって測定した場合で約10％未満、好ましくは約5％未満、より好まし
くは約1％未満である。
【００５８】
　「組換え抗体」とは、組換え技術によって調製および発現され、作製または単離された
すべての抗体をいう。これは、免疫グロブリン座に関してトランスジェニックである動物
から得られた抗体、組換え発現ベクターから発現された抗体、または任意の免疫グロブリ
ン遺伝子配列を他の核酸配列にスプライシングすることによって作製され、調製され、か
つ発現された抗体を含む。
【００５９】
　例えば造血器腫瘍細胞（HTC）と「関連する」免疫グロブリン（Ig）スーパーファミリ
ーまたはToll様受容体（TLR）スーパーファミリーのメンバーにおけるような「関連する
」という語句は、HTCマーカー遺伝子（例えば、免疫グロブリン（Ig）スーパーファミリ
ーまたはToll様受容体（TLR）スーパーファミリーの開示されたメンバーの遺伝子）が、H
TC中、他の哺乳動物細胞、例えば正常なHSCに対して、差次的に発現する場合をいう。す
なわち、遺伝子に対応するRNAなどの転写産物および/またはポリペプチドのような翻訳産
物が、HTCを含む一つまたは複数の試料中、他の哺乳動物細胞、例えば正常なHSCを含む一
つまたは複数の試料と比較して差次のあるレベルで見いだされている。
【００６０】
　本明細書で使用される「発現」または「発現する」とは、遺伝子によって指示される転
写および翻訳プロセスの両方をいう。すなわち、この用語は、核酸配列（遺伝子）中にコ
ードされた遺伝子情報を遺伝子の転写によってRNA（例えばmRNA、rRNA、tRNA、snRNAなど
）に転換する、および/または遺伝子情報をmRNAの翻訳によってタンパク質に転換するプ
ロセスをいう。同様に、本明細書で使用される「発現産物」とは、遺伝子の転写または翻
訳産物をいい、例えば、RNA（mRNA、tRNA、rRNA、snRNAなど）およびポリペプチド（細胞
内、細胞外または表面発現タンパク質）を含む。
【００６１】
　本明細書で使用される「差次的な発現」、「差次的に発現された」、「差次のあるレベ
ル」などは、他の哺乳動物細胞、例えば特に正常なHSCと比較した場合の、HTC中のマーカ
ーに対応する発現産物のレベルの差をいう。差は、HTC中の発現産物の発現レベルの、HSC
中の同じ発現産物の発現レベルに対する商から得られる、発現比またはシグナル比として
表すことができる。「差次的な発現」は一般に、少なくとも約2倍、少なくとも約3倍、少
なくとも約5倍、少なくとも約7倍、少なくとも約10倍または少なくとも約15倍の発現レベ
ルの差をいう。特に好ましい態様において、発現レベルの差は、少なくとも約20倍、少な
くとも約30倍、少なくとも約40倍または少なくとも約50倍である。さらに好ましい態様に
おいて、発現レベルの差は、少なくとも約70倍、少なくとも約100倍、少なくとも約200倍
またはほぼ300倍、400倍もしくは500倍である。
【００６２】
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　「細胞外に発現された」とは、発現産物が、細胞の形質膜の完全に外側に存在するのか
（分泌された可溶性産物の場合のように）、膜（または表面）に発現している産物の場合
のように部分的に細胞の外側に存在するのかにかかわらず、細胞の外にある場合をいう。
膜結合タンパク質は、タンパク質の少なくとも一部分が細胞の外側の抗体にとってアクセ
ス可能である限り、細胞膜内にあっても周辺にあってもよい。膜結合という用語は、膜結
合受容体への結合によって表面膜と会合する受容体結合産物のみならず、膜発現産物も含
む。
【００６３】
　「対象」または「患者」は、交換可能に使用され、特に記す場合を除き、哺乳動物、例
えばヒトおよび非ヒト霊長類ならびにウサギ、ラット、マウス、ヤギ、ブタおよび他の哺
乳動物種をいう。
【００６４】
　「血液学的増殖性疾患」または「造血増殖性疾患」とは、骨髄および/またはリンパ系
統の一つまたは複数の造血細胞のクローン性増殖を特徴とする状態をいう。「骨髄系統の
血液学的増殖性疾患」とは、リンパ系統ではなく主に骨髄系統の一つまたは複数の造血細
胞のクローン性増殖を特徴とする状態をいう。本明細書において、「骨髄起源の」という
語句は、形容詞「骨髄の」または「骨髄性の」と交換可能に使用される。骨髄性造血増殖
性疾患は、例えば、（a）造血異常性（dysmyelopoietic）疾患、（b）急性骨髄増殖性白
血病（acute myeloproliferative leukemia）および（c）慢性骨髄増殖性疾患の一般的な
クラスを含む。当技術分野で公知であるように、一般的なクラスの各々は異なるサブタイ
プにさらに分類される。
【００６５】
5.2 ハイブリドーマおよびモノクロナール抗体
　本開示の教示は、免疫グロブリン（Ig）スーパーファミリーまたはToll様受容体（TLR
）スーパーファミリーの以下のメンバー、すなわち、CD84、リンパ球抗原86（Ly86）、CD
180（RP105）、A型肝炎ウイルス細胞受容体2（HAVCR2）、白血球免疫グロブリン様受容体
, TMドメインを有するサブファミリーA, メンバー1（LILRA1）、白血球免疫グロブリン様
受容体, TMドメインを有するサブファミリーA, メンバー2（LILRA2）、神経成長調節因子
1（NEGR1）、およびToll様受容体（TLR2）の一つまたは複数に特異的に結合するモノクロ
ナール抗体およびハイブリドーマ細胞株を提供する。
【００６６】
　IgスーパーファミリーまたはTLRスーパーファミリーの以下のメンバー、すなわち、CD8
4、CD180（RP105）、A型肝炎ウイルス細胞受容体2（HAVCR2）、白血球免疫グロブリン様
受容体, TMドメインを有するサブファミリーA, メンバー1（LILRA1）、白血球免疫グロブ
リン様受容体, TMドメインを有するサブファミリーA, メンバー2（LILRA2）、神経成長調
節因子1（NEGR1）、およびToll様受容体（TLR2）は、骨髄起源のHTCの表面で過剰発現し
ている。本発明は、好ましくはヒト化モノクロナール抗体である、抗CD84抗体、抗CD180
抗体、抗HAVCR2抗体、抗LILRA1抗体、抗LILRA2抗体、抗NEGR1抗体および抗TLR2抗体を提
供する。
【００６７】
　CD84は、Ig SLAMスーパーファミリーの膜貫通タンパク質である。一般に成熟B細胞、単
球、胸腺細胞、樹状細胞、および血小板、主にCD4+CD45RA+を含むT細胞のサブセット、な
らびにCD34+細胞のサブセット上に見られる七つの代替スプライス形態が知られている。
ポリペプチドは通常、細胞接着および同種親和性相互作用に関与し、リンパ球からのIFN-
γ分泌を高め、血小板産生を誘発するように働く。CD84を介するシグナル伝達はホモタイ
プ相互作用を介して起こり、リン酸化ならびにSAPおよびEAT-2の動員を伴い、それが、IF
N-γ産生およびT細胞活性化につながりうる。CD84はまた、Hly9-β、Ly9B、SLAMF5および
DKFZp781E2378としても知られている。正常に起こるスプライス形態が造血細胞上で広く
発現するが、HTC（例えばAML患者からのHTC）は、より制限的に発現される異なるスプラ
イスバージョンを発現しうる。
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【００６８】
　本発明は、CD84抗原、例えば骨髄起源のHTCの表面に露呈したCD84抗原に特異的に結合
することができる抗CD84抗体、好ましくはモノクロナール抗体を提供する。好ましい態様
において、抗CD84モノクロナール抗体は、健康なCSC試料中において発現されたものより
も、骨髄性HTCによって発現されたCD84スプライス形態（本明細書中、以下、CD84のAML発
現アイソフォームと呼ぶ）を特異的に標的とする。以下さらに詳細に説明するように、抗
CD84抗体は、好ましくは、そのような骨髄性HTCに結合して、それにより、その増殖を阻
害する、および/またはその破壊を媒介する。当業者はさらに、当技術分野で公知の抗体
は、本発明で開示される方法における使用が見いだされうることを理解する。例えば、Ab
cam、AbD Serotec、ABR-Affinity BioReagents、Biolegend、BDBiosciences、eBioscienc
e、GeneTex、Lifespan Biosciences、R&D Systems、Raybiotech、およびSanta Cruz Anti
bodiesから市販されている一つまたは複数の抗CD84抗体もまた、本明細書で教示される診
断および/または治療用途における使用が見いだされうる。
【００６９】
　LY64、LY78、MGC126233、MGC126234およびRP105としても知られるCD180は、分泌される
Ly86と物理的に会合するTLRファミリーのタイプI膜貫通分子である（以下に説明する）。
CD180は通常、B細胞、単球/マクロファージおよび樹状細胞の細胞表面に部分的に発現し
、その細胞質ドメインは、タイプI IL-1受容体とでホモロジーを共有する。CD180は一般
に、シグナル伝達分子として機能して、B細胞成長および死滅の調節において重要な役割
を演じる。より具体的には、CD180/Ly86複合体は、TLR4とともに機能してB細胞認識およ
びLPSシグナル伝達を媒介する。例えば、MHR73-11は、B細胞を活性化して、細胞サイズの
増大、共刺激分子CD80の発現およびDNA合成を生じさせる。さらには、CD180の連結はB細
胞を照射誘発およびデキサメタゾン誘発アポトーシスから保護する。CD180はまた、全身
性エリテマトーデス（SLE）において潜在的に役割を演じると考えられている。
【００７０】
　本発明は、骨髄起源のHTCの表面に露呈したCD180抗原、例えばCD180ポリペプチドに特
異的に結合することができる抗CD180抗体、好ましくはモノクロナール抗体を提供する。
以下さらに詳細に説明するように、抗CD180抗体は、好ましくは、そのような骨髄性HTCに
結合して、それにより、その増殖を阻害する、および/またはその破壊を媒介する。当業
者はさらに、当技術分野で公知の抗体は、本発明で開示される方法における使用が見いだ
されうることを理解する。例えば、Abcam、AbD Serotec、AnaSpec、Atlas Antibodies、B
iolegend、BDBiosciences、Cell Sciences、eBioscience、GeneTex、Lifespan Bioscienc
es、Raybiotech、およびProSciから市販されている一つまたは複数の抗CD180抗体もまた
、本明細書で教示される診断および/または治療用途における使用が見いだされうる。
【００７１】
　TIM3、KIM-3、TIMD3およびFLJ14428としても知られるHAVCR2は、マクロファージ活性化
を調節し、マウスにおいて実験的自己免疫性脳脊髄炎の重篤度を高めるTヘルパー細胞タ
イプ1特異的細胞表面タンパク質である。本発明は、骨髄起源のHTCの表面に露呈したHAVC
R2抗原、例えばHAVCR2ポリペプチドに特異的に結合することができる抗HAVCR2抗体、好ま
しくはモノクロナール抗体を提供する。以下さらに詳細に説明するように、抗HAVCR2抗体
は、好ましくは、そのような骨髄性HTCに結合して、それにより、その増殖を阻害する、
および/またはその破壊を媒介する。当業者はさらに、当技術分野で公知の抗体は、本発
明で開示される方法における使用が見いだされうることを理解する。例えば、IMGENIX、N
ovus Biologicals、Lifespan Biosciences、およびAtlas Antibodiesから市販されている
一つまたは複数の抗HAVCR2抗体もまた、本明細書で教示される診断および/または治療用
途における使用が見いだされうる。
【００７２】
　LILRA1は、CD125、CDw125、HSIL5R3およびMGC26560としても知られている。本発明は、
骨髄起源のHTCの表面に露呈したLILRA1抗原、例えばLILRA1ポリペプチドに特異的に結合
することができる抗LILRA1抗体、好ましくはモノクロナール抗体を提供する。以下さらに
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詳細に説明するように、抗LILRA1抗体は、好ましくは、そのような骨髄性HTCに結合して
、それにより、その増殖を阻害する、および/またはその破壊を媒介する。当業者はさら
に、当技術分野で公知の抗体は、本発明で開示される方法における使用が見いだされうる
ことを理解する。例えば、LifeSpan BioSciencesから市販されている一つまたは複数の抗
LILRA1抗体もまた、本明細書で教示される診断および/または治療用途における使用が見
いだされうる。
【００７３】
　ILT1、LIR7、CD85HおよびLIR-7としても知られるLILRA2は、主として単球およびB細胞
上に発現し、より低いレベルで樹状細胞およびナチュラルキラー（NK）細胞上にも発現す
る。サブファミリーAの、すべてではないにしても多くの白血球免疫グロブリン様受容体
は、免疫受容体チロシンベースの抑制モチーフ（ITIM）を欠き、刺激カスケードを開始さ
せることがある。
【００７４】
　本発明は、骨髄起源のHTCの表面に露呈したLILRA2抗原、例えばLILRA2ポリペプチドに
特異的に結合することができる抗LILRA2抗体、好ましくはモノクロナール抗体を提供する
。以下さらに詳細に説明するように、抗LILRA2抗体は、好ましくは、そのような骨髄性HT
Cに結合して、それにより、その増殖を阻害する、および/またはその破壊を媒介する。当
業者はさらに、当技術分野で公知の抗体は、本発明で開示される方法における使用が見い
だされうることを理解する。例えば、eBioscienceおよびNovus Biologicalsから市販され
ている一つまたは複数の抗LILRA2抗体もまた、本明細書で教示される診断および/または
治療用途における使用が見いだされうる。
【００７５】
　NEGR1は、Ntra、KILON、IGLON4、DMML2433およびMGC46680としても知られている。本発
明は、骨髄起源のHTCの表面に露呈したNEGR1抗原、例えばNEGR1ポリペプチドに特異的に
結合することができる抗NEGR1抗体、好ましくはモノクロナール抗体を提供する。以下さ
らに詳細に説明するように、抗CD180抗体は、好ましくは、そのような骨髄性HTCに結合し
て、それにより、その増殖を阻害する、および/またはその破壊を媒介する。当業者はさ
らに、当技術分野で公知の抗体は、本発明で開示される方法における使用が見いだされう
ることを理解する。例えば、AbNovaおよびNovus Biologicalsから市販されている一つま
たは複数の抗NEGR1抗体もまた、本明細書で教示される診断および/または治療用途におけ
る使用が見いだされうる。
【００７６】
　TIL4およびCD282としても知られるTLR2は、Toll様受容体（TLR）ファミリーのメンバー
である。それは末梢血白血球中で非常に多く発現し、グラム陽性バクテリアおよび酵母に
対する宿主応答をNF-κBによって媒介する。本発明は、骨髄起源のHTCの表面に露呈したT
LR2抗原、例えばTLR2ポリペプチドに特異的に結合することができる抗TLR2抗体、好まし
くはモノクロナール抗体を提供する。以下さらに詳細に説明するように、抗TLR2抗体は、
好ましくは、そのような骨髄性HTCに結合して、それにより、その増殖を阻害する、およ
び/またはその破壊を媒介する。当業者はさらに、当技術分野で公知の抗体は、本発明で
開示される方法における使用が見いだされうることを理解する。例えば、AbCam、Abnova
、ABR-Affinity Bioreagents/Thermo Scientific BioLegend、LifeSpan BioSciences、お
よびNovus Biologicalsから市販されている一つまたは複数の抗TLR2抗体もまた、本明細
書で教示される診断および/または治療用途における使用が見いだされうる。TLR2アゴニ
ストは多くの微生物分子（リポグリカン、リポ多糖、リポタイコ酸、ペプチドグリカン、
ザイモサン）および合成リポタンパク質を含む。
【００７７】
　LY86、DJ80N2.1、MD-1、MD1およびMMD-1としても知られるLy86は、B細胞および単球に
よって高度に発現される分泌産物である。分泌されたLy86は、CD180（上記）およびTLR4
とで複合体を形成して、それにより、膜結合状態になる。そのような結合は一般にLPSシ
グナル伝達を媒介する。
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【００７８】
　本発明は、CD180（およびTLR4）への結合によって骨髄性HTCの表面に存在するLy86抗原
、例えばLy86ポリペプチドに特異的に結合することができる抗Ly86抗体、好ましくはモノ
クロナール抗体を提供する。以下さらに詳細に説明するように、抗Ly86抗体は、好ましく
は、そのような骨髄性HTCに結合して、それにより、その増殖を阻害する、および/または
その破壊を媒介する。当業者はさらに、当技術分野で公知の抗体は、本発明で開示される
方法における使用が見いだされうることを理解する。例えば、Abcam、Abgent、Abnova Co
rporation、ABR-Affinity BioReagents、GeneTex、Lifespan Biosciences、Novus Biolog
icalsおよびR&D Systemsから市販されている一つまたは複数の抗Ly86抗体もまた、本明細
書で教示される診断および/または治療用途における使用が見いだされうる。
【００７９】
　本開示のモノクロナール抗体は、標的抗原への特異的結合によって骨髄性HTCに特異的
に結合する。好ましい態様において、モノクロナール抗体（またはその誘導体）は、造血
系の骨髄起源の細胞、例えば顆粒球/マクロファージ前駆細胞（GMP）、KG-1a、K-562、ジ
ャーカット（Jurkat）、CML芽細胞およびAML芽細胞と特異的に免疫反応性である。例えば
、いくつかのそのような態様において、本明細書で開示されるIgスーパーファミリーまた
はTLRスーパーファミリーのメンバーに起因するHTCへの特異的結合は、骨髄起源の造血器
腫瘍細胞の破壊を媒介する。
【００８０】
　抗体は、当業者によって容易に製造されうる。ハイブリドーマによってモノクロナール
抗体を作製する一般的な方法が今や当技術分野で周知である。例えば、M. Schreier et a
l., Hybridoma Techniques（Cold Spring Harbor Laboratory）、Hammerling et al., Mo
noclonal Antibodies and T-Cell Hybridomas（Elsevier Biomedical Press）を参照。上
記のように、本開示は、モノクロナール抗体またはその誘導体を製造する方法を提供する
。いくつかの態様において、これらの方法は、抗体が産生される適当な条件下で、ハイブ
リドーマ細胞を培養すること、および細胞および/または細胞培地から抗体および/または
その誘導体を得ることを含む。本発明のモノクロナール抗体を作製する具体例は以下の実
施例でも提供される。
【００８１】
　抗体は、当業者に公知の方法によって精製することができる。精製法は、とりわけ、選
択的沈降、液体クロマトグラフィー、HPLC、電気泳動、クロマトフォーカシングおよび様
々な親和技術を含む。選択的沈降は、硫酸アンモニウム、エタノール（コーン沈降）、ポ
リエチレングリコールまたは当技術分野で利用可能な他のものを使用することができる。
液体クロマトグラフィー媒体は、とりわけ、イオン交換媒体DEAE、ポリアスパルテート）
、ヒドロキシルアパタイト、サイズ排除（架橋アガロース、アクリルアミド、デキストラ
ンなどに基づくもの）、疎水性マトリックス（例えばブルーセファロース）を含む。親和
技術は典型的には、免疫グロブリンFcドメインと相互作用するタンパク質に依存する。黄
色ブドウ球菌からのプロテインAを使用して、ヒトγ1、γ2またはγ4重鎖に基づく抗体を
精製することができる（Lindmark et al., J. Immunol. Meth. 62:1-13 (1983)）。Cおよ
びG連鎖球菌からのプロテインGは、すべてのマウスアイソタイプおよびヒトγ3に有用で
ある（Guss et al., EMBO J. 5:15671575 (1986)）。κ軽鎖相互作用を介して免疫グロブ
リン（Ig）に結合するペプトストレプトコッカス・マグヌス（Peptostreptococcus magnu
s）細胞壁タンパク質であるプロテインL（BD Bioscience/ClonTech. Palo Alto, CA）は
、IgサブクラスIgM、IgA、IgD、IgG、IgEおよびIgYの親和精製に有用である。これらのタ
ンパク質の組換え形態もまた市販されている。抗体が金属結合残基、例えばヒスチジンタ
グを含むように構成されたファージディスプレイ抗体を含むならば、金属親和クロマトグ
ラフィーを使用することもできる。十分な量の特異性細胞集団が利用可能であるならば、
細胞によって抗原親和マトリックスを製造して、抗体を精製するための親和方法を提供す
ることができる。
【００８２】
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　本発明は、本明細書に記載される抗体ならびに対応する抗体フラグメントおよび抗原結
合部分を提供する。本明細書で使用される本発明の抗体の「抗体フラグメント」または「
抗原結合部分」（または単に「抗体部分」）という用語は、抗原に特異的に結合する能力
を有する抗体の一つまたは複数のフラグメントをいう。抗体の抗原結合機能は、完全長抗
体のフラグメントによって実施することができることが証明されている。抗体の用語「抗
体フラグメント」または「抗原結合部分」に包含される結合フラグメントの例は、（i）V

L、VH、CLおよびCH1ドメインからなる一価フラグメントであるFabフラグメント、（ii）
ジスルフィドブリッジによってヒンジ領域で結合された二つのFabフラグメントを含む二
価フラグメントであるF(ab')2フラグメント、（iii）VHおよびCH1ドメインからなるFdフ
ラグメント、（iv）抗体の単一アームのVLおよびVHドメインからなるFvフラグメント、（
v）VHドメインからなるdAbフラグメント（Ward et al., (1989) Nature 341:544-546）、
および（vi）単離された相補性決定領域（CDR）および（vii）二重特異性単鎖Fv二量体（
PCT/US92/09965）を含む。さらには、Fvフラグメントの二つのドメインVLおよびVHは別々
の遺伝子によってコードされるが、組換え法により、VLおよびVH領域が対合して一価分子
を形成する単一のタンパク質鎖（単鎖Fv（scFv）として公知。例えば、Bird et al. (198
8) Science 242:423-426およびHuston et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5
879-5883を参照）としてそれらを作ることを可能にする合成リンカーによってそれらを連
結することもできる。そのような単鎖抗体もまた、抗体の用語「抗原結合部分」に包含さ
れるものと解釈される。これらの抗体フラグメントは、当業者に公知の従来技術を使用し
て得られ、フラグメントは、無傷の抗体の場合と同じように有用性に関してスクリーニン
グされる。抗体フラグメントは修飾されていてもよい。例えば、分子は、VHおよびVLドメ
インを連結するジスルフィドブリッジの組み込みによって安定化させることができる（Re
iter et al., 1996, Nature Biotech. 14:1239-1245）。
【００８３】
　本開示はさらに、本明細書に開示される抗体のフラグメントを提供する。免疫グロブリ
ン分子はフラグメントに開裂させることができる。分子の抗原結合領域は、F(ab')2また
はFabフラグメントに分割することができる。F(ab')2フラグメントは二価であり、Fc領域
が望ましくない、または必要とされる特徴ではない場合に有用である。Fabフラグメント
は一価であり、抗体がその抗原に対して非常に高い結合活性を有する場合に有用である。
抗体からFc領域を除去することは、Fc領域とFc受容体担持細胞との間の非特異的結合を低
下させる。FabまたはF(ab)2フラグメントを生成するためには、抗体を酵素で消化する。
免疫グロブリン分子のヒンジ領域を開裂させるプロテアーゼが、F(ab)ドメインを結合す
るジスルフィド結合を保存して、開裂後それらが一緒にとどまるようにする。この目的に
適したプロテアーゼはペプシンである。F(ab)フラグメントを製造するためには、開裂が
、重鎖どうしを連結するジスルフィド結合を含むヒンジ領域の上方で起こるが、重鎖と軽
鎖とを連結するジスルフィド結合を無傷に残すようなプロテアーゼを選択する。F(ab)フ
ラグメントを製造するのに適したプロテアーゼはパパインである。フラグメントは、上記
方法によって精製されるが、無傷のFc領域を要する親和技術は例外である（例えばプロテ
インA親和クロマトグラフィー）。
【００８４】
　抗体フラグメントは、抗体の制限されたタンパク質分解によって製造することができ、
タンパク質分解抗体フラグメントと呼ばれる。これらは、非限定的に、F(ab')2フラグメ
ント、Fab'フラグメント、Fab'-SHフラグメントおよびFabフラグメントを含む。「F(ab')

2フラグメント」は、タンパク質分解酵素、例えばペプシンまたはフィシンへの抗体の限
定的暴露によって抗体から放出される。F(ab')2フラグメントは二つの「アーム」を含み
、各アームが、共通の抗体に対し、特異的に結合する可変領域を含む。二つのFab'分子は
、重鎖のヒンジ領域における鎖間ジスルフィド結合によって連結される。Fab'分子は、同
じ（二価）または異なる（二重特異性）エピトープに向けられうる。「Fab'フラグメント
」は、ヒンジ領域を介してFabおよび重鎖のさらなる部分を含む単一の抗結合ドメインを
含む。「Fab'-SHフラグメント」は典型的には、F(ab')2フラグメントから生成され、F(ab
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')2フラグメント中のH鎖の間のジスルフィド結合によって一緒に保持されている。非限定
的な例としてβ-メルカプトエチルアミンのような弱い還元剤による処理がジスルフィド
結合を切断し、一つのF(ab')2フラグメントから二つのFab'フラグメントが放出される。F
ab'-SHフラグメントは一価であり、単一特異性である。「Fabフラグメント」（すなわち
、抗原結合ドメインを含み、ジスルフィド結合によって架橋された軽鎖と重鎖の一部とを
含む抗体フラグメント）は、無傷の抗体のパパイン消化によって生成される。好都合な方
法は、酵素を容易に除去することができ、消化を停止させることができるよう、樹脂上に
固定化されたパパインを使用することである。Fabフラグメントは、F(ab')2フラグメント
中に存在するH鎖の間のジスルフィド結合を有しない。
【００８５】
　「単鎖抗体」は、抗体フラグメントの1タイプである。単鎖抗体という用語は、多くの
場合、「scFv」または「sFv」と略される。これらの抗体フラグメントは、分子遺伝子学
および組換えDNA技術を使用して製造される。単鎖抗体は、相互作用して抗原結合部位を
形成するVHおよびVLドメインを含むポリペプチド鎖からなる。VHおよびVLドメインは通常
、10～25のアミノ酸残基のペプチドによって結合されている。
【００８６】
　「単鎖抗体」という用語はさらに、非限定的に、二つの単鎖抗体（それぞれが異なるエ
ピトープに向けられうる）がジスルフィド結合によって結合されているジスルフィド結合
Fv（dsFv）、異なる特異性の二つの別々のscFvがペプチドリンカーと接続している二重特
異性sFv、ダイアボディ（第一のsFvのVHドメインが第二のsFvのVLドメインとアセンブル
し、第一のsFvのVLドメインが第二のsFvのVHドメインとアセンブルする場合に形成される
二量体化sFv。ダイアボディの二つの抗原結合領域は、同じかまたは異なるエピトープに
向けられうる）およびトリアボディ（ダイアボディと同様の方法で形成されるが、三つの
抗原結合ドメインが一つの複合体中に作製されている三量体化sFv。三つの抗原結合ドメ
インは、同じかまたは異なるエピトープに向けられうる）を含む。
【００８７】
　「相補性決定領域ペプチド」または「CDRペプチド」は、抗体フラグメントの別の形態
である。CDRペプチド（「最小認識単位」としても知られる）は、単一の相補性決定領域
（CDR）に対応するペプチドであり、対象の抗体のCDRをコードする遺伝子を構成すること
によって調製することができる。そのような遺伝子は、例えば、ポリメラーゼ連鎖反応を
使用して、抗体産生細胞のRNAから可変領域を合成することによって調製される。例えば
、Larrick et al., Methods: A Companion to Methods in Enzymology 2:106, 1991を参
照。
【００８８】
　「システイン修飾抗体」において、システインアミノ酸は、遺伝子操作によって抗体の
表面上で挿入または置換され、例えばジスルフィドブリッジを介して抗体を別の分子とコ
ンジュゲートするために使用される。抗体のためのシステイン置換または挿入が記載され
ている（米国特許第5,219,996号を参照）。抗体の部位特異的コンジュゲーションで使用
するためにCys残基をIgG抗体の定常領域に導入する方法がStimmel et al.（J. Biol. Che
m 275:330445-30450, 2000）によって記載されている。
【００８９】
　本開示はさらに、ヒト化および非ヒト化抗体を提供する。非ヒト（例えばマウス）抗体
のヒト化形態は、非ヒト免疫グロブリンに由来する最小配列を含むキメラ抗体である。一
般に、ヒト化抗体は、ヒト抗体中に見られる配列と交換された可変ドメインフレームワー
クを取得した非ヒト抗体である。ヒト化抗体は、レシピエントの超可変領域からの残基が
、所望の特異性、親和性および能力を有する非ヒト種（ドナー抗体）、例えばマウス、ラ
ット、ウサギまたは非ヒト霊長類の超可変領域からの残基によって置換されているヒト免
疫グロブリン（レシピエント抗体）でありうる。場合によっては、ヒト免疫グロブリンの
フレームワーク領域（FR）残基が、対応する非ヒト残基によって置換されている。さらに
は、ヒト化抗体は、レシピエント抗体中またはドナー抗体中に見られない残基を含むこと
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もできる。これらの修飾は、抗体性能をさらに向上させるために実施される。一般に、ヒ
ト化抗体は、超可変ループのすべてまたは実質的にすべてが非ヒト免疫グロブリンの超可
変ループに対応し、FRのすべてまたは実質的にすべてがヒト免疫グロブリン配列のFRであ
る、少なくとも一つ、典型的には二つの可変ドメインの実質的にすべてを含む。ヒト化抗
体はまた、場合によっては、免疫グロブリン定常領域（Fc）、一般的にはヒト免疫グロブ
リンの定常領域の少なくとも一部分を含む。
【００９０】
　一般に、ヒト化抗体において、CDRを除く抗体全体は、ヒト起源のポリヌクレオチドに
よってコードされるか、そのCDR内を除き、そのような抗体と同一である。そのいくらか
または全部が非ヒト生物に由来する核酸によってコードされるCDRが、ヒト抗体可変領域
のβシートフレームワーク中に移植されると、移植されたCDRによって特異性が決まる抗
体が作製される。そのような抗体の作製は、例えば、WO92/11018、Jones, 1986, Nature 
321:522-525、Verhoeyen et al., 1988, Science 239:1534-1536に記載されている。ヒト
化抗体はまた、遺伝子操作された免疫系を有するマウスを使用して産生することもできる
。Roque et al., 2004, Biotechnol. Prog. 20:639-654。
【００９１】
　本開示はさらに、ヒト化および非ヒト化抗体を提供する。非ヒト（例えばマウス）抗体
のヒト化形態は、非ヒト免疫グロブリンに由来する最小配列を含むキメラ抗体である。一
般に、ヒト化抗体は、レシピエントの超可変領域からの残基が、所望の特異性、親和性お
よび能力を有する非ヒト種（ドナー抗体）、例えばマウス、ラット、ウサギまたは非ヒト
霊長類の超可変領域からの残基によって置換されているヒト免疫グロブリン（レシピエン
ト抗体）である。場合によっては、ヒト免疫グロブリンのフレームワーク領域（FR）残基
が、対応する非ヒト残基によって置換されている。さらには、ヒト化抗体は、レシピエン
ト抗体中またはドナー抗体中に見られない残基を含むこともできる。これらの修飾は、抗
体性能をさらに向上させるために実施される。一般に、ヒト化抗体は、超可変ループのす
べてまたは実質的にすべてが非ヒト免疫グロブリンの超可変ループに対応し、FRのすべて
または実質的にすべてがヒト免疫グロブリン配列のFRである、少なくとも一つ、通常は二
つの可変ドメインの実質的にすべてを含む。ヒト化抗体はまた、場合によっては、免疫グ
ロブリン定常領域（Fc）、典型的にはヒト免疫グロブリンの定常領域の少なくとも一部分
を含む。
【００９２】
　例えば、がんを処置する際の抗体の有効性を高めるために、エフェクター機能に関して
本発明の抗体を修飾することが好ましいこともある。例えば、システイン残基をFc領域に
導入して、それにより、この領域における鎖間ジスルフィド結合形成を可能にすることが
できる。そのようにして生成されるホモ二量体抗体は、改善された内在化能力および/ま
たは増大した補体媒介細胞死滅および抗体依存細胞傷害活性（ADCC）を有することができ
る。Caron et al., J. Exp Med., 176:1191-1195 (1992)およびShopes, J. Immunol., 14
8:2918-2922 (1992)を参照。増強された抗腫瘍活性を有するホモ二量体抗体はまた、Wolf
f et al. Cancer Research, 53:2560-2565 (1993)に記載されているように、ヘテロ二官
能性架橋剤を使用して調製することもできる。または、抗体は、二つのFc領域を有し、そ
れにより、増強された補体溶解およびADCC能力を有するように操作することもできる。St
evenson et al., Anti-Cancer Drug Design, 3:219-230 (1989)を参照。
【００９３】
　好ましい態様において、本明細書に記載される抗体は、造血系の骨髄系統中の前駆細胞
集団から生じたHTCの細胞表面上に存在するIgスーパーファミリーまたはTLRスーパーファ
ミリーの開示されたメンバーの一つまたは複数に対応する抗原に特異的に結合する。骨髄
系統における分化が、とりわけ、巨核球、赤血球、マクロファージ、好塩基球、好酸球、
好中球、および骨髄系樹状細胞を含む最終分化細胞の形成をもたらす。これらの細胞は、
一連の前駆細胞集団を経て、連続的に制限される分化能力を示しながら分化する造血幹細
胞（HSC）に由来する。HSCおよび前駆細胞集団は、差別的特性の中でも特に、特異的な細
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胞サブセットに分化する能力および細胞集団に対して特異的である細胞マーカーの特定の
セットの存在に基づいて互いに識別可能である。いくつかの態様において、本開示のモノ
クロナール抗体は、マーカー＋HTCである骨髄系統の前駆細胞に対するものである。いく
つかの態様において、本開示のモノクロナール抗体は、マーカー＋HTCである、分化の方
向が決定された骨髄系前駆細胞に向けられている。
【００９４】
5.2.1 修飾抗体
　別の局面において、本発明は、本明細書に開示されるHTCマーカーに対応する抗原に特
異的に結合する抗体から誘導される修飾抗体を提供する。修飾抗体はまた、本明細書に開
示される組換え抗体を含む。
【００９５】
　数多くのタイプの修飾または組換え抗体が当業者によって理解されよう。適当なタイプ
の修飾または組換え抗体は、非限定的に、本明細書に記載されるような、操作されたマウ
スモノクロナール抗体（例えばマウスモノクロナール抗体、キメラモノクロナール抗体、
ヒト化モノクロナール抗体）、ドメイン抗体（例えばFab、Fv、VH、scFVおよびdsFvフラ
グメント）、多価または多重特異性抗体（例えばダイアボディ、ミニボディ、ミニ抗体、
（scFV）2、トリボディおよびテトラボディ）および抗体コンジュゲートを含む。
【００９６】
　一つの局面において、本発明はドメイン抗体を含む。「ドメイン抗体」は、ヒト抗体の
重鎖（VH）または軽鎖（LH）の可変領域に対応する抗体の機能性結合ドメインである。ド
メイン抗体は、約13kDaの分子量、すなわち完全な抗体の1/10未満のサイズを有すること
ができる。ドメイン抗体は、バクテリア、酵母および哺乳動物細胞システムを含む多様な
宿主中に良好に発現する。加えて、ドメイン抗体は、安定性が高く、凍結乾燥および熱変
性のような過酷な条件に供された後でも活性を保持する。例えば、米国特許第6,291,158
号、第6,582,915号、第6,593,081号、第6,172,197号、米国特許出願公開公報第2004/0110
941号、欧州特許第0368684号、米国特許第6,696,245号、WO04/058821、WO04/003019およ
びWO03/002609を参照。一つの態様において、本発明のドメイン抗体は単一ドメインであ
る。単一ドメイン抗体は、例えば、参照により全体として本明細書に組み入れられる米国
特許第6,248,516号に記載されているように調製することができる。いくつかの態様にお
いて、本発明は、本明細書に開示されるIgスーパーファミリーまたはTLRスーパーファミ
リーのメンバーの一つに対応する抗原に特異的に結合する抗体から誘導されるドメイン抗
体を提供する。
【００９７】
　別の局面において、本発明は多重特異性抗体を含む。多重特異性抗体は、二重特異性、
三重特異性などの抗体を含む。二重特異性抗体は、組換え手段により、例えばロイシンジ
ッパー部分（すなわち、ヘテロ二量体を優先的に形成するFosおよびJunタンパク質からの
もの。Kostelny et al., 1992, J. Immnol. 148:1547）または米国特許第5,582,996号に
記載されているような他のロック・キー相互作用ドメイン構造を使用することによって生
成することができる。さらなる有用な技術は、米国特許第5,959,083号および米国特許第5
,807,706号に記載されているものを含む。一つの態様において、本発明は、本明細書に開
示されるIgスーパーファミリーまたはTLRスーパーファミリーのメンバーに対応する抗原
に特異的に結合する抗体を含む多重特異性抗体を提供する。別の態様において、多重特異
性抗体は二重特異性である。
【００９８】
　二重特異性抗体は「ダイアボディ」と呼ばれることもある。これは、二つ（またはそれ
以上）の異なる抗原に結合する抗体である。同じく当技術分野で公知であるものは、トリ
アボディ（ダイアボディと同様の方法で形成されるが、単一複合体中に三つの抗原結合ド
メインが作製されている三量体化sFv。三つの抗原結合ドメインは、同じかまたは異なる
エピトープに向けられうる）またはテトラボディ（単一複合体中に四つの抗原結合ドメイ
ンが作製されており、その四つの抗原結合ドメインは、同じかまたは異なるエピトープに
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向けられうる）などである。ダイアボディ、トリアボディ、およびテトラボディは、当技
術分野で公知の多様な方法で製造することができ（Holliger and Winter, 1993, Current
 Opinion Biotechnol. 4:446-449）、例えば、化学的に、またはハイブリッドハイブリド
ーマから調製することができる。加えて、そのような抗体およびそのフラグメントは、遺
伝子融合から構築することもできる（それぞれが参照により全体として本明細書に組み入
れられるTomlinson et. al., 2000, Methods Enzymol. 326:461-479、WO94/13804、Holli
ger et al., 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 90:6444-6448）。一つの態様におい
て、ダイアボディ、トリアボディまたはテトラボディは、本明細書に開示されるIgスーパ
ーファミリーまたはTLRスーパーファミリーのメンバーに対応する抗原に特異的に結合す
る抗体から誘導される。好ましい態様において、ダイアボディ、トリアボディまたはテト
ラボディは、本明細書に開示されるIgスーパーファミリーまたはTLRスーパーファミリー
の異なるメンバーにそれぞれが対応する異なる抗原に特異的に結合する二つまたはそれ以
上のモノクロナール抗体から誘導される。
【００９９】
　別の態様において、本発明は、本明細書に開示されるIgスーパーファミリーまたはTLR
スーパーファミリーのメンバーに対応する抗原に特異的に結合する抗体から誘導される、
CH3ドメインに連結されたscFvを含む最小化抗体様タンパク質であるミニボディを提供す
る。ミニボディは、当技術分野で記載されているようにして製造することができる（Hu e
t al., 1996, Cancer Res. 56:3055-3061）。
【０１００】
　別の態様において、本発明は、結合ドメインが、本明細書に開示されるIgスーパーファ
ミリーまたはTLRスーパーファミリーのメンバーに対応する抗原に特異的に結合する、結
合ドメイン-免疫グロブリン融合タンパク質を提供する。融合タンパク質は、免疫グロブ
リンヒンジ領域ポリペプチドに融合したマーカー特異的結合ドメインポリペプチドを含み
得、これは、免疫グロブリン重鎖CH3定常領域ポリペプチドに融合した免疫グロブリン重
鎖CH2定常領域ポリペプチドと融合している。本発明の下、マーカー特異的抗体融合タン
パク質は、当業者によって理解される方法によって製造することができる（それぞれが参
照により全体として本明細書に組み入れられる米国特許出願公開公報第20050238646号、
第20050202534号、第20050202028号、第2005020023号、第2005020212号、第200501866216
号、第20050180970号および第20050175614号を参照）。
【０１０１】
　別の態様において、本発明は、マーカー特異的抗体から誘導される重鎖タンパク質（VH
H）を提供する。天然の重鎖抗体（例えば、軽鎖を有しないラクダ抗体）を利用して、天
然重鎖抗体の構造および機能的性質を典型的に保持する抗体由来治療タンパク質が開発さ
れている。これらは、当技術分野においてはNanobodies（登録商標）として公知である。
本発明の下、マーカー特異的重鎖抗体から誘導される重鎖タンパク質（VHH）は、当業者
によって理解される方法によって製造することができる（それぞれが参照により全体とし
て本明細書に組み入れられる米国特許出願公開公報第20060246477号、第20060211088号、
20060149041号、第20060115470号および第20050214857号を参照）。
【０１０２】
　一つの局面において、本発明は、ヒト抗体である修飾抗体を提供する。一つの態様にお
いて、本明細書に記載されるマーカー特異的抗体は完全にヒト抗体である。「完全にヒト
抗体」または「完全ヒト抗体」とは、ヒト染色体に由来する抗体の遺伝子配列のみを有す
るヒト抗体をいう。抗ヒトマーカー特異的完全ヒト抗体は、ヒト抗体の重鎖および軽鎖の
遺伝子を含むヒト染色体フラグメントを有するヒト抗体産生マウスを使用する方法（Tomi
zuka, K. et al., Nature Genetics, 16, p.133-143, 1997、Kuroiwa, Y. et al., Nuc. 
Acids Res., 26, p.3447-3448, 1998、Yoshida, H. et al., Animal Cell Technology: B
asic and Applied Aspects vol. 10, p.69-73 (Kitagawa, Y., Matuda, T. and Iijima, 
S. eds.), Kluwer Academic Publishers, 1999、Tomizuka, K. et al., Proc. Natl. Aca
d. Sci. USA, 97, 722-727, 2000を参照）によって得てもよく、またはヒト抗体ライブラ
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リから選択されるファージディスプレイに由来するヒト抗体を得る方法（Wormstone, I. 
M. et al., Investigative Ophthalmology & Visual Science. 43(7), p.2301-8, 2002、
Carmen, S. et al., Briefings in Functional Genomics and Proteomics, 1 (2), p.189
-203, 2002、Siriwardena, D. et al., Ophthalmology, 109(3), p.427-431, 2002を参照
）によって得てもよい。
【０１０３】
　一つの局面において、本発明は、「合成抗体」とも呼ばれる、抗体類似物であるマーカ
ー特異的抗体を提供する。例えば、多様な最近の研究は、代替タンパク質足場または移植
されたCDRを有する人工足場を使用している。そのような足場は、非限定的に、結合タン
パク質の三次元構造を安定化させるために導入される突然変異および例えば生体適合性ポ
リマーからなる完全合成足場を含む。例えば、Korndorfer et al., 2003, Proteins: Str
ucture, Function, and Bioinformatics, Volume 53, Issue 1 :121-129. Roque et al.,
 2004, Biotechnol. Prog. 20:639-654を参照。加えて、ペプチド抗体模倣物（「PAM」）
およびフィブロネクチン成分を足場として使用する抗体模倣物に基づく加工物を使用する
ことができる。
【０１０４】
5.2.2 架橋抗体
　一つの局面において、本発明は、互いに結合して抗体複合体を形成する、本明細書に記
載される抗体の二つまたはそれ以上を含む架橋抗体を提供する。架橋抗体は、抗体多量体
、ホモコンジュゲートおよびヘテロコンジュゲートとも呼ばれる。当技術分野において、
シグナル伝達活性を有しないことが以前に認められた抗体の多量体化が、強力なシグナル
伝達活性を有する多量体化抗体を生じさせることができることが認められている。これは
、抗腫瘍剤の分野で特に顕著である。例えば、抗CD19、抗CD20、抗CD21、抗CD22および抗
Her-2モノクロナール抗体のIgG-IgGホモ二量体化が、そのようなホモ二量体に対して、強
力な抗腫瘍能力を付与するということが報告されている（参照により全体として本明細書
に組み入れられるGhetie, M. et al. (1997) Proc. Natl. Acad. Sci, USA, Vol. 94, pp
-7509-7514）。加えて、Rituximab（登録商標）のような、抗腫瘍活性を有することが知
られるモノクロナール抗体のホモ二量体化は、抗腫瘍剤としての有効性の増大につながり
うる（参照により全体として本明細書に組み入れられるGhetie, M. (2001) Blood, Vo. 9
7;5:1392-1398）。
【０１０５】
　いくつかの態様において、本明細書に提供される抗体複合体は、本明細書に開示される
IgスーパーファミリーまたはTLRスーパーファミリーのメンバーの一つまたは複数に対応
する抗原の一つまたは複数に対する抗体の多量体形態を含む。例えば、本発明の抗体複合
体は、単量体免疫グロブリン分子の抗体二量体、三量体またはより高次の多量体の形態を
とることができる。抗体の架橋は、当技術分野で公知の様々な方法によって実施すること
ができる。例えば、抗体の架橋は、抗体の自然な凝集、化学的または組換え結合技術また
は当技術分野で公知の他の方法によって達成することができる。例えば、精製された抗体
調製物は、抗体ホモ二量体および他のより高次の抗体多量体を含むタンパク質凝集物を自
発的に形成することができる。一つの態様において、本発明は、本明細書に開示されるHT
Cマーカーに対応する抗原に特異的に結合するホモ二量体化抗体を提供する。
【０１０６】
　抗体は、当技術分野で公知の結合技術によって架橋させる、または二量体化することが
できる（例えば上記Ghetie et al. (1997)、上記Ghetie et al. (2001)を参照）。非共有
結合的な結合方法を使用することもできる。特定の態様において、抗体の架橋は、二次架
橋用抗体の使用によって達成することができる。架橋用抗体は、対象の抗体の動物とは異
なる動物に由来することができる。例えば、ヤギ抗マウス抗体（Fab特異性）をマウスモ
ノクロナール抗体に加えてヘテロ二量体を形成することができる。この二価架橋用抗体は
、ホモ二量体を形成する対象の二つの抗体のFabまたはFc領域を認識する。
【０１０７】
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　本発明の一つの態様において、本明細書に開示されるIgスーパーファミリーまたはTLR
スーパーファミリーのメンバーに対応する抗原に特異的に結合する抗体は、ヤギ抗マウス
抗体（GAM）を使用して架橋させる。別の態様において、GAM架橋剤は、本明細書に開示さ
れるIgスーパーファミリーまたはTLRスーパーファミリーの同じかまたは異なるメンバー
に対応する同じかまたは二つの異なる抗原にそれぞれが特異的に結合する二つの抗体のFa
bまたはFc領域を認識する。
【０１０８】
　また、共有結合的または化学的な抗体結合方法を使用することができる。化学的架橋剤
は、ホモまたはヘテロ二官能性であり得、かつホモ二量体を形成する二つの抗体と共有結
合する。架橋剤、例えば周知のホモ-またはヘテロ-二官能性リンカーが当技術分野で周知
である（すべて参照により全体として本明細書に組み入れられる2006 Pierce Chemical C
ompany Crosslinking Reagents Technical Handbook、Hermanson, G.T., Bioconjugate T
echniques, Academic Press, San Diego, CA (1996)、Aslam M. and Dent AH., Bioconju
gation: protein coupling techniques for the biomedical sciences, Houndsmills, En
gland: Macmillan Publishers (1999)、Pierce: Applications Handbook & Catalog, Per
bio Science, Ermbodegem, Belgium (2003-2004)、Haughland, R.P., Handbook of Fluor
escent Probes and Research Chemicals Eugene, 9th Ed., Molecular Probes, OR (2003
)および米国特許第5,747,641号を参照）。当業者は、架橋を含む修飾に関して、抗体のア
ミノ酸上の様々な官能基の適性を理解すると考えられる。抗体架橋に使用される化学架橋
剤の適当な例は、非限定的に、SMCC［スクシンイミジル4-(マレイミドメチル)シクロヘキ
サン-1-カルボキシレート］、SATA［N-スクシンイミジルS-アセチルチオ-アセテート］、
N-ヒドロキシスクシンイミドのコハク酸半エステル、スルホ-N-ヒドロキシ-スクシンイミ
ド、ヒドロキシベンゾトリアゾールおよびp-ニトロフェノール、ジシクロヘキシルカルボ
ジイミド（DCC）、1-(3-ジメチルアミノプロピル)-3-エチルカルボジイミド（ECD）およ
び1-(3-ジメチルアミノプロピル)-3-エチルカルボジイミドメチヨージド（EDCI）（例え
ば、参照により完全に本明細書に組み入れられる米国特許第4,526,714号を参照）を含む
。他の結合試薬は、グルタチオン、3-(ジエトキシホスホリルオキシ)-1,2,3-ベンゾトリ
アジン-4(3H)-オン（DEPBT）、オニウム塩系カップリング試薬、ポリオキシエチレン系ヘ
テロ二官能性架橋試薬および他の試薬（Haitao, et al., Organ Lett 1:91-94 (1999)、A
lbericio et al., J Organic Chemistry 63:9678-9683 (1998)、Arpicco et al., Biocon
jugate Chem. 8:327-337 (1997)、Frisch et al., Bioconjugate Chem. 7:180-186 (1996
)、Deguchi et al., Bioconjugate Chem. 10:32-37 (1998)、Beyer et al., J. Med. Che
m. 41:2701-2708 (1998)、Drouillat et al., J. Pharm. Sci. 87:25-30 (1998)、Trimbl
e et al., Bioconjugate Chem. 8:416-423 (1997)）を含む。
【０１０９】
　抗体ホモ二量体の形成のための例示的なプロトコルが、参照により全体として本明細書
に組み入れられる米国特許公開公報20060062786および前記Ghetie et al., (1997)に記載
されている。好ましい態様において、使用される化学架橋剤はSMCCまたはSATA架橋剤であ
る。
【０１１０】
　加えて、本発明の抗体-抗体コンジュゲートは、当技術分野で公知の技術、例えばヘテ
ロ二官能性架橋試薬GMBS（マレイミドブチリルオキシスクシンイミド）およびSPDP（N-ス
クシンイミジル3-(2-ピリジルジチオ)プロピオネート）の使用により、互いに共有結合さ
せることができる（例えば、それぞれが参照により全体として本明細書に組み入れられる
Hardy, "Purification And Coupling Of Fluorescent Proteins For Use In Flow Cytome
try", Handbook Of Experimental Immunology, Volume 1, Immunochemistry, Weir et al
. (eds.), pp. 31.4-31.12 4th Ed., (1986)およびLedbetterらの米国特許第6,010,902号
を参照）。
【０１１１】
　加えて、抗体は、参照により全体として本明細書に組み入れられる米国特許公開公報20
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060216284、米国特許第6,368,596号に記載されているように、チオエーテル架橋を介して
結合させることもできる。当業者によって理解されるように、抗体は、Fab領域で架橋さ
せることができる。いくつかの態様において、抗体機能に影響を及ぼすおそれがあるため
、化学架橋剤は抗体の抗原結合領域と相互作用しないことが望ましい。
【０１１２】
5.2.3　コンジュゲート抗体
　本明細書に開示される抗体は、例として、非限定的に、他のタンパク質、核酸、炭水化
物、ステロイドおよび脂質を含む無機または有機化合物とコンジュゲートされうる（例え
ば、Green, et al., Cancer Treatment Reviews, 26:269-286 (2000)を参照。化合物は生
物活性であってもよい。生物活性とは、化合物に暴露されない細胞と比較して、細胞に対
して生理学的効果を及ぼす化合物をいう。生理学的効果は、例として、非限定的に、DNA
複製および修復、組換え、転写、翻訳、分泌、膜ターンオーバ、細胞接着、シグナル伝達
、細胞死などを含む生物学的プロセスの変化である。生物活性化合物は薬学的化合物を含
む。
【０１１３】
　一つの局面において、抗体は、検出可能な化合物を担持するようにコンジュゲートまた
は修飾される。抗体を検出可能な酵素、蛍光色素またはリガンドとコンジュゲートするこ
とは、標的抗原の視覚化または定量化のためのシグナルを提供する。抗体を様々な酵素で
標識すると、基質に作用して有色または化学発光産物を生成することによって標的を視覚
化し、シグナルを増幅する高特異性プローブを提供することができる。セイヨウワサビペ
ルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、グルコースオキシダーゼおよびβ-ガラクト
シダーゼが、この目的に一般に使用される酵素である。蛍光色素、例えばフルオレセイン
イソチオシアネート、テトラメチルローダミンイソチオシアネート（TRITC）、フィコエ
リスリンおよびCy5が視覚化および検出のための有色試薬を提供する。適当な蛍光化合物
は、Haughland, R. P,, Handbook of Fluorescent Probes and Research Chemicals Euge
ne, 9th Ed., Molecular Probes, OR (2003)に記載されている。
【０１１４】
　別の局面において、コンジュゲート化合物は、キレートリガンドまたは大環状有機キレ
ート化合物、特に、細胞内イオン濃度を画像化するために使用されるか、または医学的画
像診断目的で造影剤として使用される金属キレート化合物である。キレートリガンドは、
一つより多いドナー原子とともに同じ中心金属イオンに結合することができるリガンドで
ある。キレート剤またはそれらの錯体は、MRI造影剤、放射性薬剤用途および発光プロー
ブとして用途を見いだしている。細胞内イオン濃度を評価するために有用なキレート化合
物のコンジュゲートは、電位感受性染料および非電位感受性染料でありうる。細胞内イオ
ンレベルを計測するための例示的な染料分子は、例として、非限定的に、Quin-2、Fluo-3
、Fura-Red、Calcium Green、Calcium Orange 550 580、Calcium Crimson、Rhod-2 550 5
75、SPQ、SPA、MQAE、Fura-2、Mag-Fura-2、Mag-Fura-5、Di-4-ANEPPS、Di-8-ANEPPS、BC
ECF、SNAFL-1、SBFIおよびSBFIを含む。
【０１１５】
　別の態様において、リガンドは、常磁性、超常磁性または強磁性金属に結合するキレー
トリガンドである。これらは、医学的画像診断のための造影剤として、また放射性金属を
選択された細胞に送達する場合に有用である。金属キレートリガンドは、例として、非限
定的に、ジエチレントリアミン五酢酸（DTPA）、ジエチレントリアミン五酢酸ビス(メチ
ルアミド)、大環状テトラアミン、1,4,7,10-テトラアザシクロドデカン-N,N',N'',N'''-
四酢酸（DOTA）およびポルフィリンを含む（例えば、The Chemistry of Contrast Agents
 in Medical Magnetic Resonance Imaging, Merbach A.E. and Toth E., Ed., Wiley lnt
erscience (2001)を参照）。磁気共鳴画像診断によってキレート形態で検出可能である常
磁性金属イオンは、例えば、鉄（III）、ガドリニウム（III）、マンガン（IIおよびIII
）、クロム（III）、銅（II）、ジスプロシウム（III）、テルビウム（III）、ホルミウ
ム（III）、エルビウム（III）およびユーロピウム（III）を含む。磁気共鳴画像診断造
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影剤として特に有用な常磁性金属イオンは、鉄（III）およびガドリニウム（III）金属錯
体を含む。他の常磁性、超常磁性または強磁性が当業者には周知である。
【０１１６】
　別の態様において、金属キレートは放射性金属を含む。放射性金属は、体の特定部位へ
の少量の放射線の送達に基づく診断のため、または治療として使用することができる。標
的金属放射性薬剤、例えば磁気画像診断に使用されるものは、放射性金属イオンを金属キ
レートリガンドに結合させ、キレート錯体を細胞に送達することによって構築される。例
示的な放射性金属キレート化合物はDTPAである（例えば米国特許第6,010,679を参照）。
【０１１７】
　さらなる局面において、コンジュゲート化合物は、特にペプチドに対する抗体の使用を
通じて、検出の目的に使用されるペプチドタグである。様々なタグポリペプチドおよびそ
れらそれぞれの抗体が当技術分野で周知である。例は、ポリヒスチジン（poly-his）また
はポリヒスチジン-グリシン（poly-his-gly）タグ、flu HAタグポリペプチドおよびその
抗体12CA5（Field et al., Mol. Cell. Biol. 8:2159-2165 (1988)）、c-mycタグならび
にそれに対する8F9、3C7、6E10、G4、B7および9E10抗体（Evan et al., Mol. Cell. Biol
. 5:3610-3616 (1985)）および単純ヘルペスウイルス糖タンパク質D（gD）タグおよびそ
の抗体（Paborsky et al., Protein Engineering 3:547-553 (1990)）を含む。他のタグ
ポリペプチドは、Flagペプチド（Hopp et al., BioTechnology 6:1204-1210 (1988)）、K
T3エピトープペプチド（Martin et al., Science 255:192-194 (1992)）、チューブリン
エピトープペプチド（Skinner et al., J. Biol. Chem. 266:15163-15166 (1991)）およ
びT7遺伝子10タンパク質ペプチドタグ（Lutz-Freyermuth et al., Proc. Natl. Acad. Sc
i. USA 87:6393-6397 (1990)）を含む。
【０１１８】
　別の態様において、コンジュゲート化合物は、細胞に導入されたとき細胞死を生じさせ
る、または細胞生存を危うくする毒素を含みうる。適当な毒素はカンピロバクター毒素CD
Tである（Lara-Tejero, M., Science 290:354-57 (2000)）。ヌクレアーゼに対するホモ
ロジーを有するCdtBサブユニットの発現が、細胞周期停止および最終的には細胞死を生じ
させる。別の例示的な毒素がジフテリア毒素（および類似したシュードモナス内毒素）で
あり、これは、細胞中のef-2（伸長因子2）分子をADPリボシル化し、翻訳を阻止すること
によって機能する。ジフテリア毒素Aサブユニットの侵入は、毒素フラグメントを含む細
胞における細胞死を誘発する。他の有用な毒素は、コレラ毒素および百日咳毒素（触媒サ
ブユニットAがGタンパク質調節アデニレートシクラーゼをADPリボシル化する）、哺乳動
物におけるアポトーシス誘発因子であるモンシロチョウのピエリシン（pierisin）（Wata
nabe, M., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96:10608-13 (1999)）、リボソーム不活性化毒
素（例えば、リシンA鎖、Gluck, A. et al., J. Mol. Biol. 226:411-24 (1992)）および
ニグリン（nigrin）（Munoz, R. et al., Cancer Lett. 167: 163-69 (2001)）を含む。
【０１１９】
　本明細書の組成物によって送達されるのに適した生物活性化合物は、とりわけ、化学療
法化合物、例として、非限定的に、ビンブラスチン、ブレオマイシン、タキソール、シス
プラチン、アドリアマイシンおよびマイトマイシンを含む。本目的に適した例示的な化学
療法剤は、DNA合成および安定性に対して作用する化合物である。例えば、アントラサイ
クリンクラスの化合物の抗悪性腫瘍剤は、DNA中で鎖の切断を生じさせることによって作
用し、がんに対する標準療法として使用される。このクラスの例示的な抗悪性腫瘍剤は、
ダウノルビシンおよびドキソルビシンである。抗体を含むタンパク質へのこれらの化合物
のカップリングが、Langer, M. et al., J. Med. Chem. 44(9):1341-1348 (2001)およびK
ing, H. D. et al., Bioconjug. Chem. 10:279-288 (1999)）に記載されている。抗悪性
腫瘍剤を抗体に付着または連結させることにより、化合物は、高い程度の特異性で骨髄起
源のHTCに送達され、標的細胞の死滅を促進する。
【０１２０】
　他のクラスの抗腫瘍剤はエンジインファミリーの抗生物質であり、その代表的メンバー



(28) JP 2011-515497 A 2011.5.19

10

20

30

40

50

は、カリチアマイシン、ネオカルチノスタチン、エスペラミンシン（esperaminsin）、ダ
イネミシン（dynemicin）、ケダルシジン（kedarcidin）およびマデュロペプチン（madur
opeptin）を含む（例えば、Smith, A. L. and Nicolaou, K.C., J. Med. Chem. 39:2103-
2117 (1996)を参照）。ドキソルビシンおよびダウノルビシンと同様に、これらの作用物
質の抗腫瘍活性は、細胞DNA中で鎖の切断を生じさせるそれらの能力にある。抗体とのコ
ンジュゲートは、これらの分子を、抗体によって認識される抗原を発現する腫瘍細胞中に
送達するために使用され、非コンジュゲート化合物と比較して、望まれない毒性を下げな
がらも強力な抗腫瘍活性を有することが証明されている（Hinman, L. M. et al., Cancer
 Res. 53:3336-3342 (1993)）。エネジイン化合物を本明細書に記載される組成物とコン
ジュゲートすることにより、骨髄起源のHTCを標的とする別の方法が提供される。
【０１２１】
　放射性化合物は、シグナル（例えばトレーサ）として有用である、または、標的とされ
る細胞への送達によって治療効果を提供するために使用され（例えば、放射性薬学的組成
物の形態で）、以下に記載される方法によって抗体に付着させることができる。有用な放
射性核種は、例として、非限定的に、3H、14C、32P、35S、51Cr、57Co、59Fe、67Ga、82R
b、89Sr、99Tc、111In、123I、125I、129I、131Iおよび186Reを含む。
【０１２２】
　抗体への化合物のコンジュゲーションは当業者には周知であり、典型的には、抗体およ
び化合物上に存在する、または抗体および化合物上に導入される官能基を利用する。官能
基は、とりわけ、ヒドロキシル、アミノ、チオ、イミノおよびカルボキシ部分を含む。官
能基間の反応は、カップリング試薬および架橋剤によって支援することができる。架橋剤
およびリンカーならびに対応するコンジュゲーション法は、すべて参照により本明細書に
組み入れられるHermanson, G. T., Bioconjugate Techniques, Academic Press, San Die
go, CA (1996)、Aslam M. and Dent AH., Bioconjugation: protein coupling technique
s for the biomedical sciences, Houndsmills, England: Macmillan Publishers (1999)
、Pierce: Applications Handbook & Catalog, Perbio Science, Ermbodegem, Belgium (
2003-2004)、Haughland, R. P., Handbook of Fluorescent Probes and Research Chemic
als Eugene, 9th Ed., Molecular Probes, OR (2003)および米国特許第5,747,641号に記
載されている。例示的なカップリング試薬または結合試薬は、例として、非限定的に、N-
ヒドロキシスクシンイミドのコハク酸半エステル、スルホ-N-ヒドロキシスクシンイミド
、ヒドロキシベンゾトリアゾールおよびp-ニトロフェノール、ジシクロヘキシルカルボジ
イミド（DCC）、1-(3-ジメチルアミノプロピル)-3-エチルカルボジイミド（ECD）および1
-(3-ジメチルアミノプロピル)-3-エチルカルボジイミドメチヨージド（EDCI）（例えば、
参照により本明細書に組み入れられる米国特許第4,526,714号を参照）を含む。他の結合
試薬は、グルタチオン、3-(ジエトキシホスホリルオキシ)-1,2,3-ベンゾトリアジン-4(3H
)-オン（DEPBT）、オニウム塩系カップリング試薬、ポリオキシエチレン系ヘテロ二官能
性架橋試薬、ならびに有機薬物およびペプチドおよび他のリガンドへの抗体のカップリン
グを促進する他の試薬（Haitao, et al., Organ Lett 1:91-94 (1999)、Albericio et al
., J Organic Chemistry 63:9678-9683 (1998)、Arpicco et al., Bioconjugate Chem. 8
:327-337 (1997)、Frisch et al., Bioconjugate Chem. 7:180-186 (1996)、Deguchi et 
al., Bioconjugate Chem. 10:32-37 (1998)、Beyer et al., J. Med. Chem. 41:2701-270
8 (1998)、Drouillat et al., J. Pharm. Sci. 87:25-30 (1998)、Trimble et al., Bioc
onjugate Chem. 8:416-423 (1997)）を含む。
【０１２３】
　また、治療化合物を抗体とコンジュゲートするための技術が、すべて参照により本明細
書に組み入れられるArnon et al., "Monoclonal Antibodies for Immunotargeting of Dr
ugs in Cancers Therapy," in Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Reisfeld e
t al., ed., pp243-256, Alan R. Liss, Inc. (1985)、Thorpe, et al. "The Preparatio
n and Cytotoxic Properties of Antibody Toxin Conjugates," Immunol. Rev. 62:119-5
8 (1982)およびPietersz, G.A., "The linkage of cytotoxic drugs to monoclonal anti
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bodies for the treatment of cancer," Bioconjugate Chemistry 1(2):89-95 (1990)に
記載されている。
【０１２４】
6. アンチセンス分子および小分子化合物
　本発明の別の局面は、本明細書に開示されるIgスーパーファミリーまたはTLRスーパー
ファミリーのメンバーに対応するmRNA（センス）またはDNA（アンチセンス）標的配列に
結合することができる一本鎖核酸配列（RNAまたはDNAのいずれか）を含むアンチセンスお
よびセンス分子に関する。本発明のアンチセンスまたはセンスオリゴヌクレオチドは、Ig
スーパーファミリーまたはTLRスーパーファミリーのメンバーに対応する遺伝子のDNAのコ
ード領域のフラグメントを含む。そのようなフラグメントは一般に、少なくとも約14のヌ
クレオチド、好ましくは約14～約30のヌクレオチドを含む。アンチセンスまたはセンスRN
AまたはDNA分子は一般に、少なくとも約5ヌクレオチドの長さ、または少なくとも約15、
少なくとも約30、少なくとも約50、少なくとも約100、少なくとも約150、少なくとも約20
0、少なくとも約300、少なくとも約400、少なくとも約500、少なくとも約700、少なくと
も約800または少なくとも約1000ヌクレオチドの長さである。所与のタンパク質をコード
するcDNA配列に基づいてアンチセンスまたはセンスオリゴヌクレオチドを誘導できること
は、例えば、Stein and Cohen (Cancer Res. 48:2659, 1988) およびvan der Krol et al
. (BioTechniques 6:958, 1988)に記載されている。
【０１２５】
　アンチセンスまたはセンスオリゴヌクレオチドを標的核酸配列に結合した結果、二重鎖
の分解の増強、転写または翻訳の早期終了を含むいくつかの手段または他の手段の一つに
よって標的配列の転写または翻訳を阻止する二重鎖が形成される。そのような方法は本発
明によって包含される。したがって、アンチセンスオリゴヌクレオチドは、Igスーパーフ
ァミリーまたはTLRスーパーファミリーのメンバーに対応するタンパク質の発現を阻止す
るために使用することができ、これらのマーカータンパク質は、哺乳動物における骨髄性
白血病の誘導および/または持続において役割を演じる可能性があるものである。
【０１２６】
　アンチセンス結合に好ましい遺伝子内部位は、遺伝子のオープンリーディングフレーム
（ORF）の翻訳開始（initiation）/開始（start）コドン（5'-AUG/5'-ATG）または終止（
termination）/停止（stop）コドン（5'-UAA、5'-UAGおよび5-UGA/5'-TAA、5'-TAGおよび
5'-TGA) を組み込む領域を含む。これらの領域は、翻訳開始または終止コドンからいずれ
かの方向（すなわち5'または3'）に約25～約50の連続するヌクレオチドを包含するmRNAま
たは遺伝子の部分をいう。アンチセンス結合のための他の好ましい領域は、以下を含む：
イントロン；エキソン；イントロン-エキソン接合部；翻訳開始コドンと翻訳終止コドン
との間の領域であるオープンリーディングフレーム（ORF）または「コード領域」；5'-5'
三リン酸結合を介してmRNAのもっとも5'寄りの残基に連結されたN7メチル化グアノシン残
基を含み、5'キャップ構造そのものおよびキャップに隣接する最初50のヌクレオチドを含
む、mRNAの5'キャップ；5'非翻訳領域（5'UTR）、すなわち翻訳開始コドンから5'方向の
、したがって、mRNAの5'キャップ部位と翻訳開始コドンとの間のヌクレオチドまたは遺伝
子上の対応するヌクレオチドを含むmRNAの部分；ならびに3'非翻訳領域（3'UTR）、すな
わち翻訳終止コドンから3'方向の、したがって、mRNAの翻訳終止コドンと3'末端との間の
ヌクレオチドまたは遺伝子上の対応するヌクレオチドを含むmRNAの部分。
【０１２７】
　アンチセンスまたはセンスオリゴヌクレオチドはさらに、修飾された糖-ホスホジエス
テル主鎖（または、WO91/06629に記載されているような他の糖結合）を有し、そのような
糖結合が内在性ヌクレアーゼに対して耐性であるオリゴヌクレオチドを含む。耐性の糖結
合を有するそのようなオリゴヌクレオチドは、インビボで安定である（すなわち、酵素的
分解に耐えることができる）が、標的ヌクレオチド配列に結合するための配列特異性を保
持する。修飾された主鎖を有するオリゴヌクレオチドは、主鎖中にリン原子を保持するも
のおよび主鎖中にリン原子を有しないものを含む。他の態様において、ヌクレオチド単位
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中の糖およびヌクレオチド間結合、すなわち主鎖は異なる基によって置換されている。さ
らなる修飾は、2'-ヒドロキシル基が糖環の3'または4'炭素原子に結合して二環式糖部分
を形成しているロックされた核酸（LNA）を含む。センスまたはアンチセンスオリゴヌク
レオチド分子はまた、核酸塩基（塩基）修飾または置換を含むこともできる。
【０１２８】
　本発明にしたがって使用されるアンチセンスおよびセンス化合物は、周知の固相合成技
術によって好都合かつ慣例的に製造することができる。そのような合成のための装備は、
例えばApplied Biosystems（Foster City, Calif.）を含むいくつかの販売者によって販
売されている。当技術分野で公知のそのような合成のための任意の他の手段を追加的また
は代替的に使用することができる。修飾オリゴヌクレオチドを調製するための類似した技
術を使用することが周知である。本発明の化合物はまた、取り込み、分散および/または
吸収を支援するために、化合物の他の分子、分子構造または混合物、例えばリポソーム、
受容体標的分子、経口、直腸、局所または他の製剤と混合、封入、コンジュゲーション、
または他の方法で会合させることができる。
【０１２９】
　アンチセンスまたはセンスオリゴヌクレオチドは、任意の遺伝子移入法、例えばCaPO4-
媒介DNAトランスフェクション、エレクトロポレーションにより、または遺伝子移入ベク
ター、例えばエプスタイン・バーウイルスを使用することにより、標的核酸配列を含む細
胞に導入することができる。好ましい手順においては、アンチセンスまたはセンスオリゴ
ヌクレオチドを適当なレトロウイルスベクターに挿入する。標的核酸配列を含む細胞をイ
ンビボまたはエクスビボのいずれかで組換えレトロウイルスベクターと接触させる。適当
なレトロウイルスベクターとしては、非限定的に、マウスレトロウイルスM-MuLVに由来す
るもの、N2（M-MuLVに由来するレトロウイルス）またはDCT5A、DCT5BおよびDCT5Cと呼ば
れる二重コピー（double copy）ベクター（WO90/13641を参照）が含まれる。
【０１３０】
　センスまたはアンチセンスオリゴヌクレオチドはまた、WO91/04753に記載されているよ
うに、リガンド結合分子とのコンジュゲートの形成により、標的ヌクレオチド配列を含む
細胞に導入することができる。適当なリガンド結合分子には、非限定的に、細胞表面受容
体、成長因子、他のサイトカインまたは細胞表面受容体に結合する他のリガンドが含まれ
る。好ましくは、リガンド結合分子のコンジュゲーションは、リガンド結合分子の、その
対応する分子または受容体に結合する能力、またはセンスもしくはアンチセンスオリゴヌ
クレオチドまたはそのコンジュゲートバージョンが細胞に進入するのを阻止する能力に実
質的に干渉しない。または、センスまたはアンチセンスオリゴヌクレオチドは、WO90/104
48に記載されているように、オリゴヌクレオチド-脂質複合体の形成により、標的核酸配
列を含む細胞に導入することができる。センスまたはアンチセンスオリゴヌクレオチド-
脂質複合体は、好ましくは、細胞内で内在性リパーゼによって解離する。
【０１３１】
　別の態様において、本発明は、本明細書に開示されるIgスーパーファミリーまたはTLR
スーパーファミリーの一つまたは複数のメンバーに好ましくは特異的に結合する小分子を
提供する。好ましい態様において、小分子は、本明細書に開示されるIgスーパーファミリ
ーまたはTLRスーパーファミリーのメンバーに対応するポリペプチドのアゴニストまたは
アンタゴニストであるとして当技術分野で公知である有機小分子を含む有機小分子である
。
【０１３２】
　いくつかの態様において、小分子は、成長抑制剤または細胞傷害性物質、例えば毒素と
コンジュゲートされている。そのような毒素は、例えば、マイタンシノイドまたはカリチ
アマイシン、抗生物質、放射性同位体、核酸分解酵素などを含む。本発明の治療法におけ
る使用が見いだされる小分子は、好ましくは、それが結合する細胞の死滅を誘導する。先
に詳述したように、骨髄起源のHTCへの結合は、本明細書に開示される、表面に発現され
たマーカーへの結合によって、または、それ自体は骨髄性HTC上のその受容体に結合して
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いる、表面に発現されたマーカーへの結合によって、起こりうる。
【０１３３】
7. 薬学的組成物
　本明細書における教示に記載される抗体および/またはアンチセンス分子および/または
小分子アゴニストもしくはアンタゴニストを含む薬学的組成物の調製においては、当業者
には明らかであるように、多様な媒体および賦形剤ならびに投与経路を使用することがで
きる。代表的な製剤化技術が、とりわけ、参照により全体として本明細書に組み入れられ
るRemington: The Science and Practice of Pharmacy, 19th Ed., Mack Publishing Co.
, Easton, PA (1995)およびHandbook of Pharmaceutical Excipients, 3rd Ed, Kibbe, A
. H. ed., Washington DC, American Pharmaceutical Association (2000)に教示されて
いる。
【０１３４】
　薬学的組成物は一般に、薬学的に許容される担体および薬理学的に有効な量の抗体また
は抗体の混合物またはその適当な塩を含む。治療薬としての、前駆細胞集団に対して特異
的なモノクロナール抗体の混合物の使用が数多くの利点を有する。異常に増殖する細胞は
、突然変異を起こす傾向を有し、したがって、単一タイプのモノクロナール抗体によって
認識される抗原を失うおそれがある。そのうえ、標的細胞中の単一標的抗原の抗原密度が
、免疫系による細胞の破壊に必要なシグナルの誘発が不十分になるような低さであるおそ
れもある。本開示は、異なるモノクロナール抗体の混合物によって標的とされうる、骨髄
起源のHTCと関連する免疫グロブリン（Ig）スーパーファミリーまたはToll様受容体（TLR
）スーパーファミリーの多数のメンバーを提供することにより、これらの問題に対処する
。
【０１３５】
　公知の小分子アゴニストまたはアンタゴニストの場合、薬学的組成物は、分子の既知の
特徴に基づいて同様に調製することができる。
【０１３６】
　薬学的組成物は、散剤、顆粒剤、液剤、懸濁剤、エアロゾル剤、固形剤、丸剤、錠剤、
カプセル剤、ゲル剤、局所クリーム剤、坐剤、経皮パッチ剤または当技術分野で公知の他
の剤形として製剤化することができる。
【０１３７】
　本明細書に記載される目的に関して、抗体の薬学的に許容される塩は、有機および無機
の酸および/または塩基を含む、任意の当技術分野で認められた薬学的に許容される塩を
含むと解釈される。塩の例は、ナトリウム、カリウム、リチウム、アンモニウム、カルシ
ウムならびに第一級、第二級および第三級アミン、低級炭化水素、例えばメチル、エチル
およびプロピルのエステルを含む。他の塩は、有機酸、例えば酢酸、プロピオン酸、ピル
ビン酸、マレイン酸、コハク酸、酒石酸、クエン酸、安息香酸、ケイ皮酸、サリチル酸な
どを含む。
【０１３８】
　本明細書に使用される「薬学的に許容される担体」は、薬学的組成物を製剤化する技術
の当業者に公知の標準的な薬学的に許容される担体を含む。したがって、そのものが薬学
的に許容される塩として、またはコンジュゲートとして存在するような抗体は、薬学的に
許容される希釈剤、例えば生理食塩水、リン酸緩衝生理食塩水（PBS）、水性エタノール
またはグルコース、マンニトール、デキストラン、プロピレングリコール、油（例えば植
物油、動物油、合成油など）、微結晶性セルロース、カルボキシメチルセルロース、ヒド
ロキシプロピルメチルセルロース、ステアリン酸マグネシウム、リン酸カルシウム、ゼラ
チン、ポリソルベート80などの溶液中の製剤として、または適当な賦形剤中の固体製剤と
して調製することができる。
【０１３９】
　薬学的組成物は、多くの場合、一つまたは複数の緩衝剤（例えば中性緩衝生理食塩水ま
たはリン酸緩衝生理食塩水）、炭水化物（例えばグルコース、マンノース、スクロースま
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たはデキストラン）、マンニトール、タンパク質、ポリペプチドまたはアミノ酸、例えば
グリシン、酸化防止剤（例えばアスコルビン酸、メタ重亜硫酸ナトリウム、ブチル化ヒド
ロキシトルエン、ブチル化ヒドロキシアニソールなど）、静菌剤、キレート剤、例えばED
TAまたはグルタチオン、アジュバント（例えば水酸化アルミニウム）、製剤をレシピエン
トの血液とで等張性、低張性または弱高張性にする溶質、懸濁剤、増粘剤および/または
保存剤をさらに含む。または、本発明の組成物は、凍結乾燥物として製剤化することもで
きる。
【０１４０】
　当業者に公知の適当な担体を本発明の組成物に使用することができるが、担体のタイプ
は通常、投与形態に依存して異なると考えられる。抗体組成物は、適切な投与方法、例え
ば経口、経鼻、粘膜、静脈内、腹腔内、皮内、皮下および筋肉内投与に合わせて製剤化す
ることができる。
【０１４１】
　非経口投与の場合、組成物は、無菌液、例えば無菌パイロジェンフリー水、油、生理食
塩水、グリセロール、ポリエチレングリコールまたはエタノールでありうる薬学的担体と
の、生理学的に許容される希釈剤中の物質の溶液または懸濁液の注射可能な剤形として投
与することができる。さらには、補助物質、例えば湿潤剤または乳化剤、界面活性剤、pH
緩衝物質などが組成物中に存在することができる。薬学的組成物の他の成分は、石油、動
物、植物または合成起源の成分、例えばラッカセイ油、ダイズ油、トウモロコシ油、綿実
油、オレイン酸エチルおよびミリスチン酸イソプロピルの非水溶液である。抗体は、有効
成分の徐放を可能にするような方法で製剤化されうるデポー剤注射または埋め込み製剤の
形態で投与することができる。例示的な組成物は、50mM L-ヒスチジン、150mM NaClから
なり、HClでpH6.0に調整された水性緩衝剤中に製剤化された抗体を5mg/ml含む。
【０１４２】
　典型的に、組成物は、注射液として、溶液または懸濁液のいずれかとして、適当な溶媒
、例えば、非限定的に、注射前に無菌パイロジェンフリー水、生理食塩水、緩衝溶液、デ
キストロース溶液などで再構成される固体または粉末形態として調製される。製剤はまた
、以下さらに説明するように、リポソームまたはマイクロ粒子、例えばポリラクチド、ポ
リグリコリドまたはコポリマー中に乳化または封入されうる（例えば、Langer, Science 
249:1527 (1990)およびHanes, Advanced Drug Delivery Rev. 28:97-119 (1997)を参照）
。
【０１４３】
　さらには、組成物はまた、送達のために、また、エクスビボまたはインビボでの寿命を
延ばすために、リポソームの内腔に導入または封入することもできる。当技術分野で公知
であるように、リポソームは、様々なタイプ、すなわち多重ラメラ小胞（MLV）、安定複
ラメラ小胞（SPLV）、小単ラメラ小胞（SUV）または大単ラメラ小胞（LUV）に分類するこ
とができる。リポソームは、ホスファチジルエーテルおよびエステルを含む、合成であっ
ても天然であってもよい様々な脂質化合物、例えばホスファチジルセリン、ホスファチジ
ルコリン、ホスファチジルエタノールアミン、ホスファチジルイノシトール、ジミリスト
イルホスファチジルコリン、ステロイド、例えばコレステロール、セレブロシド、スフィ
ンゴミエリン、グリセロ脂質および他の脂質から調製することができる（例えば米国特許
第5,833,948号を参照）。
【０１４４】
　カチオン性脂質もまた、リポソームを形成するのに適している。一般に、カチオン性脂
質は、正味の正電荷を有し、親油性部分、例えばステロールまたはアシルもしくはジアシ
ル側基を有する。好ましくは、先端基は正に帯電している。一般的なカチオン性脂質は、
1,2-ジオレイルオキシ-3-(トリメチルアミノ)プロパン、N-[1-(2,3-ジテトラデシクロキ
シ)プロピル]-N,N-ジメチル-N-N-ヒドロキシエチルアンモニウムブロミド、N-[1-(2,3-ジ
オレイルオキシ)プロピル]-N,N-ジメチル-N-ヒドロキシエチルアンモニウムブロミド、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クロリド、3-[N-(N
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',N'-ジメチルアミノエタン)カルバモイル]コレステロールおよびジメチルジオクタデシ
ルアンモニウムを含む。
【０１４５】
　リポソームはまた、参照により本明細書に組み入れられる米国特許第5,013,556号およ
び第5,395,619号によって提供されるような、インビボでの循環寿命を延ばすために親水
性ポリマーによって誘導体化された小胞を含む（Kono, K. et al., J. Controlled Relea
se 68: 225-35 (2000)、Zalipsky, S. et al., Bioconjug. Chem. 6:705-708 (1995)も参
照）。リポソームのコーティングまたは誘導体化のための親水性ポリマーは、ポリエチレ
ングリコール、ポリビニルピロリドン、ポリビニルメチルエーテル、ポリアスパルトアミ
ド（polyaspartamide）、ヒドロキシメチルセルロース、ヒドロキシエチルセルロースな
どを含む。
【０１４６】
　リポソームは、当技術分野で周知の方法によって調製される（例えば、Szoka, F. et a
l., Ann. Rev. Biophys. Bioeng. 9:467-508 (1980)を参照）。一つの典型的な方法は、
脂質成分を有機溶媒中で混合したのち、溶媒を蒸発させて脂質膜を形成する脂質膜水和技
術である。好ましくは対象抗体を含む水性緩衝溶液中の膜の水和がエマルションを生じさ
せ、そのエマルションを音波処理または押し出ししてサイズおよび多分散度を低下させる
。他の方法は、逆相蒸発（例えば、Pidgeon, C. et al., Biochemistry 26:17-29 (1987)
、Duzgunes, N. et al., Biochim. Biophys. Acta. 732:289-99 (1983)を参照）、リン脂
質混合物の凍結融解処理およびエーテル温浸法を含む。
【０１４７】
　別の態様において、担体は、生分解性または非生分解性でありうるマイクロ粒子、マイ
クロカプセル、微小球およびナノ粒子の形態にある（例えば、参照により本明細書に組み
入れられる"Microencapsulates: Methods and Industrial Applications," in Drugs and
 Pharmaceutical Sciences, Benita, S. ed, Vol 73, Marcel Dekker Inc., New York (1
996)を参照）。本明細書に使用される、マイクロ粒子、微小球、マイクロカプセルおよび
ナノ粒子とは、送達される物質を含む、典型的には固体である粒子をいう。物質は、粒子
のコア内部にあるか、粒子のポリマーネットワークに付着している。一般に、マイクロ粒
子（またはマイクロカプセルもしくは微小球）とナノ粒子との違いはサイズの違いである
。本明細書で使用されるように、マイクロ粒子は、約1～約>1000ミクロンの粒度範囲を有
する。ナノ粒子は、約10～約1000nmの粒度範囲を有する。
【０１４８】
　マイクロ粒子を製造するためには多様な材料が有用である。非生分解性マイクロカプセ
ルおよびマイクロ粒子は、非限定的に、ポリスルホン、ポリ(アクリロニトリル-コ-ビニ
ルクロリド）、エチレン-ビニルアセテート、ヒドロキシエチルメタクリレート-メチルメ
タクリレートコポリマーでできているものを含む。これらは、封入された組成物がカプセ
ルから拡散する埋め込み目的に有用である。別の局面において、マイクロカプセルおよび
マイクロ粒子は、生分解性ポリマー、好ましくは低い毒性を示し、免疫系によって十分に
寛容されるものに基づく。これらは、フィブリン、カゼイン、血清アルブミン、コラーゲ
ン、ゼラチン、レシチン、キトサン、アルジネート、またはポリアミノ酸、例えばポリリ
ジンから作られたタンパク質ベースのマイクロカプセルおよびマイクロ粒子を含む。封入
のための生分解性合成ポリマーには、ポリラクチド（PLA）、ポリグリコリド（PGA）、ポ
リ(ラクチド-コ-グリコリド)（PLGA）、ポリ(カプロラクトン)、ポリジオキサノントリメ
チレンカーボネート、ポリヒドロキシアルコネート（例えば、ポリ(β-ヒドロキシブチレ
ート)、ポリ(γ-エチルグルタメート)、ポリ(DTHイミノカルボニル(ビスフェノールAイミ
ノカーボネート)、ポリ(オルトエステル)およびポリシアノアクリレートのようなポリマ
ーが含まれうる。溶媒除去法（例えば米国特許第4,389,330号を参照）、乳化および蒸発
（Maysinger, D. et al., Exp. Neuro. 141: 47-56 (1996)、Jeffrey, H. et al., Pharm
. Res. 10:362-68 (1993)）、噴霧乾燥および押し出し法を含む、対象組成物を含むマイ
クロ粒子を製造するための様々な方法が当技術分野で周知である。
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【０１４９】
　別のタイプの担体が、一般に静脈内投与に適しているナノ粒子である。サブミクロンお
よびナノ粒子は一般に、当技術分野で公知であるように、両親媒性ジブロック、トリブロ
ックまたはマルチブロックコポリマーから製造される。ナノ粒子を形成するのに有用なポ
リマーは、非限定的に、ポリ(乳酸)（PLA、Zambaux et al., J. Control Release 60:179
-188 (1999)を参照）、ポリ(ラクチド-コ-グリコリド)、ポリ(ラクチド-コ-グリコリド)
とポリカプロラクトンとのブレンド、ジブロックポリマーポリ(l-ロイシン-ブロック-l-
グルタメート)、ジブロックおよびトリブロックポリ(乳酸)（PLA）およびポリ(エチレン
オキシド)（PEO）（De Jaeghere, F. et al., Pharm. Dev. Technol. 5:473-83 (2000)）
、アクリレート、アリールアミド、ポリスチレンなどを含む。マイクロ粒子に関して記載
したように、ナノ粒子は、非生分解性または生分解性でありうる。ナノ粒子はまた、ポリ
(アルキルシアノアクリレート)、例えばポリ(ブチルシアノアクリレート)から作ることも
でき、その場合、治療組成物はナノ粒子上に吸収され、界面活性剤（例えばポリソルベー
ト80）でコートされる。ナノ粒子を製造する方法は、マイクロ粒子を製造する方法に似て
おり、とりわけ、連続水相中の乳化重合、乳化・蒸発、溶媒置換および乳化・拡散技術（
例えば、参照により本明細書に組み入れられるKreuter, J. Nano-particle Preparation 
and Applications, in Microcapsules and Nanoparticles in Medicine and Pharmacy, p
g. 125-148, (M. Donbrow, ed.) CRC Press, Boca Rotan, FL (1991)を参照）を含む。
【０１５０】
　本明細書に記載される薬学的組成物は、単位用量またはマルチ用量容器、例えばシール
されたアンプルまたはバイアルに入れて提示されうる。そのような容器は通常、使用する
まで製剤の無菌性および安定性を保存するような方法でシールされる。一般に、製剤は、
上記のように、油性または水性媒体中の懸濁液、溶液またはエマルションとして貯蔵され
てもよい。または、薬学的組成物は、使用の直前に無菌液体担体を添加するだけの凍結乾
燥状態で貯蔵されてもよい。
【０１５１】
8. 抗体および他の作用物質の使用
8.1 抗体および小分子の治療上の使用
　抗体および抗体フラグメントを使用してがん細胞を免疫標的化する方法が当技術分野で
周知である。米国特許第6,306,393号は、B細胞悪性疾患の免疫治療における抗CD22抗体の
使用を記載し、米国特許第6,329,503号は、蛇行性（serpentine）膜貫通抗原を発現する
細胞の免疫標的化を記載している。本明細書に記載される抗体（場合によっては細胞傷害
性物質とコンジュゲートされた、ヒト化もしくはヒトモノクロナール抗体またはそのフラ
グメントもしくは他の修飾物を含む）は、抗体が、がん細胞またはその分泌発現産物に結
合し、細胞および腫瘍の破壊を媒介する、および/または細胞または腫瘍の成長を阻害す
るように患者に導入することができる。本開示を限定することを意図せずに、そのような
抗体が治療効果を発揮する機序は、補体媒介細胞溶解、抗体依存細胞傷害活性（ADCC）、
腫瘍抗原の生理機能を変調すること、結合またはシグナル伝達経路を阻害すること、腫瘍
細胞分化または増殖を変調すること、腫瘍血管形成因子プロファイルを変化させること、
免疫刺激性または腫瘍抑制性サイトカインおよび成長因子の分泌を変調させること、細胞
接着を変調させること、および/またはアポトーシスを誘発することを含みうる。抗体は
また、上記で詳細に説明したように、毒性または他の治療剤、例えば放射性リガンドまた
はサイトゾル毒素とコンジュゲートされてもよく、毒性または治療剤を腫瘍細胞に直接送
達するために治療的に使用されてもよい。
【０１５２】
　好ましい態様において、組成物は、造血系の骨髄細胞が関与する状態または疾病の処置
に用途を有する。本開示はさらに、抗体を使用して骨髄性白血病幹細胞を標的とする方法
を提供する。例えば、開示は、抗体を使用して、骨髄系統の細胞が関与する疾病を処置す
る方法を提供する。様々な疾病は、分化の方向が決定された前駆細胞集団に起源を有する
か、骨髄経路を介した罹患細胞の分化により前駆細胞と結びついている。
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【０１５３】
　本明細書における「処置」とは、治療的もしく予防的な処置または疾病、疾患もしくは
望ましくない状態のための抑制手段をいう。処置は、疾病の重篤度を下げる、疾病進行を
止める、または疾病を解消するための、症候の発現の前および/または疾病の臨床的出現
もしくは他の出現の後での、適切な形態における対象抗体の投与を包含する。疾病の予防
は、好ましくは疾病に対する増大した感受性を有する対象において、疾患または疾病の症
候の発現を先延ばしする、または遅らせることを含む。
【０１５４】
　本明細書に記載される抗体は、骨髄系統の細胞が関与する増殖性疾患である、一般には
造血器悪性疾患とも呼ばれる骨髄増殖性疾患の処置に特に適用可能である。悪性疾患とい
う用語は、異常な細胞の一つまたは複数のクローンの成長および増殖をいう。白血病とは
一般に、異常な細胞が骨髄および末梢血中に存在する状態を指す。骨髄性白血病（myeloi
d leukemiaまたはmyelogenous leukemia）とも呼ばれる骨髄増殖性疾患は、三つの大まか
な状態群、すなわち造血異常性疾患、急性骨髄増殖性白血病、および慢性骨髄増殖性疾患
に分類される。
【０１５５】
　骨髄異形成症候群（Myelodysplastic Syndrome）（MDS）は、骨髄が、前白血病プロセ
スを示唆する定性的および定量的変化を示すが、必ずしも急性白血病に行き着かない慢性
的経過を有する、密接に関連した血液形成障害の群を含む。前白血病、難治性貧血、難治
性造血異常性貧血、くすぶり型白血病または亜急性白血病、造血異常性症候群（dysmyelo
poietic syndrome）（DMPS）、および脊髄形成異常症（myelodysplasia）をはじめとする
多様な用語がMDSを指すために使用されている。これらの状態はすべて、血液細胞数の減
少、および成熟障害（造血異常（dysmyelopoiesis））を有する細胞髄（cellular marrow
）を特徴とする。DMPSは、増強された顆粒球成熟プロセスを反映する、巨芽球様細胞（me
gablastoid）の存在、巨核球形成異常、および異常な芽細胞の数の増加を特徴とする。DM
PS患者は、急性骨髄性白血病に見られるものに類似した染色体異常を示し、罹患者の特定
の割合においては急性骨髄性白血病にまで進行する（Kardon, N. et al., Cancer 50(12)
:2834-2838 (1982)）。
【０１５６】
　急性非リンパ球性白血病、急性骨髄球性白血病、急性骨髄芽球性白血病および急性顆粒
球性白血病としても知られる急性骨髄増殖性白血病（acute myeloproliferative leukemi
a）（AML）は、成熟の非分化段階または部分的分化段階で阻止され、そのため、骨髄、赤
血球および/または巨核球細胞系に分化することができない異常な造血前駆細胞の存在を
特徴とする。異常な細胞は、正常な前駆細胞の骨髄への分化を阻止して、その結果、血小
板減少症、貧血、および顆粒球減少症を生じさせる。AMLの診断は、骨髄中の有核細胞の
少なくとも30％が芽球である場合に下される。急性骨髄性白血病はさらに、増殖細胞の形
態および細胞化学的染色性に基づいて、サブタイプM1～M7に分割される。
【０１５７】
　慢性骨髄増殖性疾患は、成熟および未熟な顆粒球、赤血球および血小板の数の増大を特
徴とする状態の集合である。慢性骨髄増殖性疾患は、この群の中で他の形態に移行するこ
とがあり、急性骨髄性白血病に行き着く傾向を有する。この群の具体的な疾病は、真性赤
血球増加症、慢性骨髄性白血病、突発性骨髄性白血病（agnogenic myeloid leukemia）、
本態性血小板血症および慢性好中球性白血病を含む。
【０１５８】
　治療調製物は、抗体の機能性に依存して、毒素または細胞傷害性分子のような治療化合
物とコンジュゲートした非修飾マーカー特異的抗体を使用することができる。一般に、非
修飾抗体が使用される場合、抗体は典型的には、機能性Fc領域を有する。本明細書におけ
る「機能性Fc領域」とは、Fcの生物学的機能、例えばFc受容体、特にFcγR（例えばFcγR
I、FcγRIIおよびFcγRIII）への結合を果たすための最小配列を意味する。理論によって
束縛されることなく、Fc領域は、Fc受容体免疫エフェクター細胞に結合し、細胞媒介細胞
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傷害性、エンドサイトーシス、ファゴサイトーシス、炎症性サイトカインの放出、補体媒
介細胞傷害性および抗原提示を変調させることにより、抗腫瘍モノクロナール抗体の有効
性に影響すると考えられる。これに関して、ポリクロナール抗体またはモノクロナール抗
体の混合物は、単一のモノクロナール抗体が使用される場合に比べ、異なるエピトープ（
単一の抗原の、またはIgスーパーファミリーまたはTLRスーパーファミリーの異なるメン
バーに対応する異なる抗原の）に結合し、それにより、より高密度のFcを細胞表面上に有
するため、有利である。当然、標的細胞を除去する有効性を高めるために、または非修飾
抗体が治療的に有効ではない場合に、毒素または細胞傷害性物質とコンジュゲートされた
抗体を使用することもできる。このように、抗体は、それ自体が治療分子として有用であ
るだけでなく、骨髄細胞への治療分子の標的送達においても用途を見いだす。
【０１５９】
　または、抗体が抗原および/または細胞機能に対して直接的な影響を及ぼす場合、Fc受
容体機能性の増強はそれほど重要ではない場合がある。例えば、これは、マーカー特異的
抗体の結合が抗原とその対応するリガンドとの相互作用を立体的に阻害する場合に当ては
まりうる。
【０１６０】
　抗体組成物は、単独で使用してもよく、または骨髄性白血病のための従来の処置の効力
を増すために、または抗体によって標的とされない異常な細胞を標的とするために、他の
治療剤と併用してもよい。化学療法的処置を受けたことがない患者においては、抗体療法
を化学療法、放射線療法または外科的治療法と組み合わせることは好ましいことでありう
るが、一つまたは複数の化学療法を受けたことがある患者の場合には、抗体療法による処
置が必要となりうる。さらには、抗体療法は、特に化学療法剤の毒性を十分に耐容しない
患者において、併用される化学療法の用量の減少を可能にすることができる。さらには、
化学療法剤に対して耐性の腫瘍を有するがん患者の抗体処置は、併用されるこれらの作用
物質に対する感受性および応答性を誘発する可能性がある。
【０１６１】
　一つの局面において、抗体は、治療用細胞傷害性物質、例えば、非限定的に、ブスルフ
ァン、チオグアニン、イダルビシン、シトシンアラビノシド、6-メルカプトプリン、ドキ
ソルビシン、ダウノルビシン、エトポシド、およびヒドロキシ尿素とともに使用される。
抗体治療の補助剤として有用な他の作用物質は、疾病状態に見られる異常な細胞分子に特
異的に向けられた化合物である。これらの作用物質は疾病特異的でありうる。例えば、BC
R-ABL活性から生じる慢性骨髄性白血病を処置する場合、有用な化合物の一つのクラスは
、ablキナーゼ活性の阻害剤、例えばイマチニブ、bcr-ablキナーゼの阻害剤およびbcrに
対するアンチセンスオリゴヌクレオチド（例えばオブリメルセン）である。他の作用物質
は、とりわけ、インターフェロンα、ヒト化抗CD52、デアセチラーゼ阻害剤FR901228（デ
プシペプチド）などを含む。
【０１６２】
　別の局面において、治療目的のために同位体が抗体および/またはフラグメントに結合
される。「同位体」とは、同じ数の陽子、ひいては同じ元素を有するが、中性子の数が異
なる原子を指す（例えば1Hに対して2HまたはD）。「同位体」は、「安定な同位体」、例
えば非放射性異性体ならびに「放射性異性体」、例えば時間とともに崩壊する異性体およ
び放射性核種を含む。一つの態様において、放射線免疫療法で有用である抗体および/ま
たはフラグメントは放射性同位体で標識される。適当な放射性同位体は、非限定的に、α
放射体、β放射体およびオージェ電子放射体（Behrt, T. et al., (2000). Eur. J. Nucl
ear Med. vol. 27 (7):753-765、Vallabhajosula, S. et al., J. Nucl. Med. (2005) Ap
r; 46(4):634-41）を含む。そのような放射性同位体は、非限定的に、[65]亜鉛、[140]ネ
オジム、[177]ルテチウム、[179]ルテチウム、[176m]ルテチウム、[67]ガリウム、[159]
ガリウム、[161]テルビウム、[153]サマリウム、[169]エルビウム、[175]イッテルビウム
、[161]ホルミウム、[166]ホルミウム、[167]ツリウム、[142]プラセオジム、[143]プラ
セオジム、[145]プラセオジム、[149]プロメチウム、[150]ユーロピウム、[165]ジスプロ
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シウム、[111]インジウム、[131]ヨウ素、[125]ヨウ素、[123]ヨウ素、[88]イットリウム
および[90]イットリウムを含む。適当な放射性核種は、非限定的に、67Cu、90Y、125I、1

31I、186Re、188Re、211At、212Biを含む。抗体のこのような使用および他の使用は、本
明細書に提供される開示を考慮すると、当業者には自明である。
【０１６３】
　公知の小分子アゴニストまたはアンタゴニストはまた、上記骨髄性血液学的増殖性疾患
の一つまたは複数の処置法における使用が見いだされうる。一般に、方法は、治療有効量
の小分子（または小分子の混合物）の投与を含む。免疫療法に関して上記で詳述したのと
同様に、治療組成物は、非修飾小分子を使用することができ、または、場合によっては、
小分子は、毒素または細胞傷害性分子または成長抑制剤とコンジュゲートされている。例
えば、小分子は、マイタンシノイドまたはカリチアマイシン、抗生物質、放射性同位体、
核酸分解酵素などとコンジュゲートされていてもよい。
【０１６４】
　骨髄起源のHTCへの小分子の結合が、好ましくは細胞死を誘発する。細胞死は、コンジ
ュゲートされた細胞傷害性分子によって、または小分子そのものの結合によって誘発され
る生理学的応答によって媒介されうる。
【０１６５】
8.1.1 投与および投与量
　治療効果を達成するために必要な組成物の量は、特定の目的のための従来の手順にした
がって経験的に決定される。一般に、治療目的のために組成物をエクスビボまたはインビ
ボで投与する場合、組成物は、薬理学的に有効な量で投与される。「薬理学的に有効な量
」または「薬理学的に有効な用量」とは、特に疾患または疾病状態を処置または再処置す
る場合に、その疾患または疾病の一つまたは複数の症候または発現を軽減または解消する
ことを含め、所望の生理学的効果を生じさせるのに十分な量または所望の結果を達成する
ことができる量を指す。一例として、骨髄増殖性疾患を患う患者への抗体の投与によって
、基礎にある疾病が根絶または寛解される場合だけでなく、疾病に関連する症候の重篤度
または期間の減少がある場合にも、治療上の利点がもたらされる。治療上の利点にはまた
、改善が実現されるかどうかにかかわらず、基礎にある疾病または疾患の進行を停止また
は減速させることが含まれる。
【０１６６】
　対象に投与される量は、投与される作用物質、投与の目的、例えば予防または治療、対
象の状態、投与の方法、投与回数、投与の間隔などに依存して異なる。これらは当業者が
経験的に決定することができ、治療応答の程度に基づいて調節することができる。適切な
用量を決定する際に考慮すべき要因は、非限定的に、対象のサイズおよび体重、対象の年
齢および性別、症候の重篤度、疾病の段階、作用物質の送達方法、作用物質の半減期、作
用物質の効力およびどのような他の療法が適用されていたか、または適用されるかを含む
。考慮すべき疾病の段階は、疾病が急性であるか慢性であるか、再発または緩解段階およ
び疾病の進行性を含む。治療有効量を得るための投与量および投与回数の決定は、本明細
書に提供される開示を考慮すると、十分に当業者の技能の範囲内である。
【０１６７】
　本開示の任意の組成物に関して、治療有効用量は、当技術分野で周知の方法によって容
易に決定される。例えば、初期有効用量は、細胞培養または他のインビトロアッセイ法か
ら推定することができる。例えば、Sliwkowsky, M. X. et al., Semin. Oncol. 26(suppl
. 12) 60-70 (1999)は、抗体依存細胞傷害活性のインビトロ計測を記載している。そして
、用量を動物モデルで処方して、細胞培養アッセイ法によって決定されるIC50の濃度を含
む循環濃度または組織濃度を生成することができる。白血病に適した動物モデルを以下の
実施例で詳細に説明する。
【０１６８】
　加えて、毒性および治療効力は一般に、細胞培養アッセイ法および/または実験動物に
より、通常はLD50（試験集団の50％にとっての致死量）およびED50（試験集団の50％にお
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ける治療有効性）を測定することによって決定される。毒性と治療有効性との用量比が治
療指数である。好ましいものは、個々で、または組み合わせて、より高い治療指数を示す
組成物である。特に、本明細書に提供される詳細な開示を与えられると、有効量の決定は
十分に当業者の技能の範囲内である。また、標準的な参照研究、例えばFingl and Woodbu
ry, General Principles In: The Pharmaceutical Basis of Therapeutics pp. 1-46 (19
75)およびその中で引用されている参考文献中にもガイドラインが見られる。
【０１６９】
　初期寛容化（tolerizing）用量を達成するためには、抗体がヒトおよび非ヒト霊長類に
おいて免疫原性である可能性が考慮される。免疫応答は、生物的に有意であり得、例えば
キメラまたはヒト化抗体の場合のように抗体が部分的または主にヒト免疫グロブリン配列
で構成されている場合でさえ、抗体の治療効力を損なうおそれがある。特定の態様の範囲
内で、治療抗体に対するある程度の免疫学的寛容が確立されるような高い抗体初期用量が
投与される。寛容化用量は、マーカー特異的抗体の反復投与に対する抗体応答の誘発を防
止または低下させるのに十分である。寛容化用量の好ましい範囲は10mg/kg体重～50mg/kg
体重（両端の値を含む）である。寛容化用量のより好ましい範囲は20～40mg/kg（両端の
値を含む）である。寛容化用量のさらに好ましい範囲は20～25mg/kg（両端の値を含む）
である。
【０１７０】
　これらの治療法の範囲内で、抗体の治療有効用量は、好ましくは0.1～10mg/kg体重（両
端の値を含む）の範囲で投与される。より好ましい第二の治療有効用量は0.2～5mg/kg体
重（両端の値を含む）の範囲である。さらに好ましい治療有効用量は0.5～2mg/kg（両端
の値を含む）の範囲である。代替態様において、後続の治療用量は、寛容化用量と同じ処
方であっても異なる処方であってもよく、および/または寛容化用量と同じ経路によって
投与されても異なる経路によって投与されてもよい。
【０１７１】
　本発明に関して、投与方法は、処置される状態、対象抗体または他の作用物質の形態お
よび薬学的組成に依存して選択される。抗体組成物または小分子組成物の投与は、非限定
的に、連続的、皮下的、静脈内的、経口的、局所的、経皮的、腹腔内的、筋肉内的、およ
び膀胱内的を含む多様な方法で実施することができる。例えば、経口、筋肉内または皮下
投与の場合には、マイクロ粒子、微小球およびマイクロカプセル剤形が有用である。さら
に、静脈内投与にはリポソームおよびナノ粒子が適している。薬学的組成物の投与は、単
一経路によって実施してもよく、またはいくつかの経路によって並行的に実施してもよい
。例えば、腹腔内投与に静脈内投与を併用することができる。好ましくは、治療用量は、
静脈内的、腹腔内的、筋肉内的、または皮下的に投与される。いくつかの態様において、
小分子組成物は経口投与されうる。
【０１７２】
　組成物は、一回または数回で投与することができる。いくつかの態様において、組成物
は、とりわけ処置される症候および処方医の判断に依存して、一日に一回、一日に数回ま
たは一日に多数回投与することができる。
【０１７３】
　組成物の投与はまた、当業者には周知である徐放または長期間送達法によって達成する
こともできる。本明細書に使用される「徐放」または「長期間放出」とは、送達システム
が、薬学的治療量の対象作用物質を、一日を超える、好ましくは一週を超える、もっとも
好ましくは少なくとも約30日～約60日の、またはより長い期間をかけて投与することをい
う。長期間放出システムは、抗体を含む埋め込み可能な固体またはゲル、例えば上記生分
解性ポリマー（Brown, D. M. et al., Anticancer Drugs 7:507-513 (1996)）、蠕動ポン
プおよびフルオロカーボン推進ポンプを含むポンプ、浸透圧およびミニ浸透圧ポンプなど
を含みうる。
【０１７４】
　本発明の方法は、マーカー特異的モノクロナール抗体および異なるmAbの組み合わせの
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投与を考慮している。上述したように、二つまたはそれ以上のモノクロナール抗体が、単
一の抗体と比べて、改善された効果を提供することができる。例えば、モノクロナール抗
体と、異なる抗原、例えばIgスーパーファミリーまたはTLRスーパーファミリーのメンバ
ーに対応する抗原に結合する別の抗体との組み合わせが、単一の抗体と比べて、改善され
た効果を提供することができる。そのようなmAb「カクテル」は、異なるエフェクター機
序を利用した、または直接的に細胞傷害性のmAbを、免疫エフェクター機能性に依存するm
Abと組み合わせたmAbを含む限り、特定の利点を有することができる。組み合わされた特
異的mAbは相乗的治療効果を発揮することができる。本発明のいくつかの方法はまた、一
つまたは複数の公知の小分子アゴニストまたはアンタゴニストを、単独で、または本明細
書に記載される一つまたは複数のmAbと組み合わせて投与することを考慮している。特異
的mAbと組み合わされた小分子は相乗的治療効果を発揮することができる。
【０１７５】
8.2 抗体および他の作用物質の診断上の使用
　本発明はさらに、場合によっては適当な標識とコンジュゲートした、または他の方法で
会合した本発明の組成物を使用して、抗原の存在を識別する方法を提供する。このような
方法は、試験試料を、本発明のマーカー特異的抗体の一つまたは複数とともにインキュベ
ートすること、および試験試料内の成分に結合する抗体をアッセイすることを含む。抗体
を試験試料とともにインキュベートするための条件は異なりうる。インキュベーション条
件は、使用されるフォーマット、使用される検出法およびアッセイ法に使用される抗体に
依存する。当業者は、一般的に利用可能な免疫学的アッセイフォーマットのいずれかを容
易に適応させて、本発明の抗体を使用することができることを理解するであろう（Chard,
 T., An Introduction to Radioimmunoassay and Related Techniques, Elsevier Scienc
e Publishers, Amsterdam, The Netherlands (1986)、Bullock, G. R. et al., Techniqu
es in Immunocytochemistry, Academic Press, Orlando, Fla. Vol. 1 (1982), Vol. 2 (
1983), Vol. 3 (1985)、Tijssen, P., Practice and Theory of immunoassays: Laborato
ry Techniques in Biochemistry and Molecular Biology, Elsevier Science Publishers
, Amsterdam, The Netherlands (1985)を参照。
【０１７６】
　アッセイされる試料は、発現産物（例えば、RNA転写物または細胞外タンパク質）を含
む任意の試料でありうる。「試験試料」とは一般に、骨髄起源の血液学的増殖性疾患に罹
患している、または罹患していることが疑われる患者から得られる、またはその患者に由
来する試料をいう。本発明の試験試料は、細胞、細胞のタンパク質もしくは膜抽出物、ま
たは生物学的流体を含む。試料は、脳、血液、血清、血漿、リンパ液、骨髄、血漿、リン
パ、尿、組織、粘液、痰、唾液または他の細胞試料を含みうる。使用される試験試料は、
アッセイフォーマット、検出法の性質および使用される細胞または抽出物およびアッセイ
される試料に基づいて異なる。細胞のタンパク質抽出物または膜抽出物を調製する方法は
当技術分野で周知であり、使用されるシステムとで適合性である試料を得るために、容易
に適合させることができる。
【０１７７】
　好ましい態様において、試験試料は、末梢血、特に動員末梢血（MPB）から得られる。
はじめに対象から得られた試料は一般に幹細胞に関して濃縮される。造血幹細胞は、上述
のように、例えばCD34+、CD38-、ならびにLin-および/またはCD90+を含む特定の表面マー
カーの存在または非存在によって識別することができる。
【０１７８】
　本発明は、IgスーパーファミリーまたはTLRスーパーファミリーの開示されたメンバー
の一つまたは複数の発現産物のレベルが検出される、骨髄起源の血液学的増殖性疾患の診
断法を提供する。「検出」およびその語法的変化形は、本明細書に開示されるIgスーパー
ファミリーまたはTLRスーパーファミリーのメンバーの一つまたは複数に対応する発現産
物のレベルまたは量の値を評価、計測、読み取りまたは他の方法で決定することをいう。
発現産物は、指定されたIgまたはTLRスーパーファミリーメンバーをコードする遺伝子の
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転写および/または翻訳を介してそれから導かれる場合に、その指定されたメンバーに「
対応」する。発現レベルとは、本明細書に記載されるような、発現産物の発現量をいう。
発現レベルの値は「シグナル」とも呼ばれる。発現レベルの値は、絶対値または相対値、
例えば対照レベルとの比較で提供される値でありうる。発現レベルの値は、未処理の値、
すなわち、場合によっては再スケーリング、フィルタリングおよび/または正規化される
値でありうる。使用される手法は、例えば、発現産物（例えばRNAまたはポリペプチド）
の性質ならびに産物に固有の特性およびデータの使用目的に依存する。
【０１７９】
　例えば、一つの態様において、発現産物は転写産物、例えばRNAである。RNAは、例えば
mRNA、rRNA、tRNA、snRNAなどを含み、遺伝子から転写される任意の核酸分子をも含む。
計測される核酸分子レベルは、遺伝子から直接導出してもよく、または、対応する調節遺
伝子または調節配列エレメントから導出してもよい。さらには、例えばスプライスバリア
ントおよび多形アレルを含む、遺伝子および遺伝子発現産物のバリアントを検出すること
もできる。
【０１８０】
　RNA転写物のレベルを検出する方法は、例えば、特定のハイブリダイゼーションプロー
ブまたはそのようなプローブのアレイを使用することを含む。好ましい態様において、プ
ローブは、転写されたRNA配列の全部または一部分にハイブリダイズすることができるポ
リヌクレオチド配列を含む。
【０１８１】
　ハイブリダイゼーションを許容するストリンジェンシー条件は高度ないし中程度ないし
低度でありうる。本明細書で使用される中程度のストリンジェンシー条件とは、例えばSa
mbrook et al. Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2 ed. Vol. 1, pp. 1.101-10
4, Cold Spring Harbor Laboratory Press, (1989)によって定義されているような、当業
者に公知の条件をいう。中程度のストリンジェンシー条件は、5×SSC、0.5％SDS、1.0mM 
EDTA（pH8.0）のニトロセルロースフィルターのための予洗溶液、50％ホルムアミド、6×
SSC、42℃（または他の同様のハイブリダイゼーション溶液、例えば50％ホルムアミド中4
2℃のスターク溶液）のハイブリダイゼーション条件、および約60℃、0.5×SSC、0.1％SD
Sの洗浄条件の使用を含む。高ストリンジェンシー条件は通常、例えば、上記のようなハ
イブリダイゼーション条件を、68℃、0.2×SSC、0.1％SDSでの洗浄とともに含む。当業者
は、必要に応じて、プローブの長さのような要因にしたがって温度および洗浄溶液塩濃度
を調節することができることを理解する。ハイブリダイゼーションプローブは、任意の長
さであり得、通常、少なくとも約5のヌクレオチド、少なくとも約10、少なくとも約15、
少なくとも約20または少なくとも約30のヌクレオチドからなる。より長い長さが、より低
いストリンジェンシー条件に適する。
【０１８２】
　プローブは、天然塩基（すなわちA、G、U、CまたはT）または修飾塩基（7-デアザグア
ノシン、イノシンなど）を含みうる。加えて、プローブ中の塩基は、結合がハイブリダイ
ゼーションに干渉しない限り、ホスホジエステル結合以外の結合によって連結されうる。
したがって、プローブは、ホスホジエステル結合ではなくペプチド結合によって構成塩基
が連結されているペプチド核酸でありうる。
【０１８３】
　いくつかの態様において、一つより多いハイブリダイゼーションプローブ、例えば、本
明細書に開示されるIgスーパーファミリーまたはTLRスーパーファミリーのメンバーの数
までの、その数を含む、およびその数を超える二つ、三つ、四つ、五つ、10またはそれ以
上のプローブが使用される。いくつかの態様において、異なるプローブが、異なるRNA産
物、例えば本明細書に開示されるIgスーパーファミリーまたはTLRスーパーファミリーの
二つまたはそれ以上の異なるメンバーに対応するRNA産物に向けられる。例えば、Igスー
パーファミリーまたはTLRスーパーファミリーのメンバーの二つ、三つ、四つ、五つまた
はそれ以上の発現レベルを検出するためのプローブを使用することができる。
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【０１８４】
　好ましい態様において、プローブは、例えばアレイ上の、異なる既知の場所に固定化さ
れる。アレイとは、複数の異なる核酸配列（プローブ）が付着している面を有する固体支
持体をいう。アレイは、合成的または生合成的に調製することができ、多様なフォーマッ
ト、例えば樹脂ビーズ、シリカチップまたは他の固体支持体に繋がれた化合物のライブラ
リおよび核酸を基質上にスポッティングすることによって調製された核酸のライブラリの
フォーマットをとることができる。固体支持体は、硬質または半硬質の表面を有する任意
の材料または材料の群でありうる。一般に、固体支持体の少なくとも一つの表面は実質的
に平坦であるが、場合によっては、アレイは、穴、隆起領域、ピン、刻まれた溝などを含
む。平坦なアレイ面が好ましいが、アレイは、事実上いかなる形状の面の上にも作製する
ことができ、または多数の面の上にでさえ作製することができる。固体支持体は、ビーズ
、樹脂、繊維、例えば光ファイバー、ゲル、微小球または他の幾何学的構造の形態をとる
ことができる。参照により全体として本明細書に組み入れられる米国特許第5,770,358号
、第5,789,162号、第5,708,153号、第6,040,193号および第5,800,992号を参照。
【０１８５】
　そのようなアレイは、一般に、「マイクロアレイ」または口語的には「チップ」と呼ば
れ、当技術分野において、例えば、参照により全体として本明細書に組み入れられる米国
特許第5,143,854号、第5,445,934号、第5,744,305号、第5,677,195号、第6,040,193号、
第5,424,186号およびFodor et al., Science, 251:767-777 (1991)に記載されている。こ
れらのアレイは一般に、機械的合成法、またはフォトリソグラフィー法と固相合成法との
組み合わせを含みうる光指向合成法（light directed synthesis method）を使用して製
造することができる。機械的合成法を使用してこれらのアレイを合成するための技術は、
例えば、参照により全体として本明細書に組み入れられる米国特許第5,384,261号に記載
されている。例えばAffymetrixヒトU133 Plus 2.0アレイを含む市販のプローブおよびア
レイを使用することができる。
【０１８６】
　好ましい態様において、発現産物はmRNAであり、mRNAレベルは、試料を適当なマイクロ
アレイと接触させ、マイクロアレイ上のプローブへの試料中の核酸のハイブリダイゼーシ
ョンの程度を決定することによって得られる。
【０１８７】
　例えば、mRNAレベルは、GeneChip（商標）プローブアレイまたはマイクロアレイ（Affy
metrix, Inc.）から得ることができ（すべて参照により全体として本明細書に組み入れら
れる米国特許第5,631,734号、第5,874,219号、第5,861,242号、第5,858,659号、第5,856,
174号、第5,843,655号、第5,837,832号、第5,834,758号、第5,770,722号、第5,770,456号
、第5,733,729号、第5,556,752号）、発現レベルは、ソフトウェア（例えばAffymetrix G
ENECHIP（商標）ソフトウェア）によって計算することができる。簡潔にいうと、特定の
ストリンジェンシー条件に供されている試料からの核酸（例えばmRNA）がチップ上のプロ
ーブにハイブリダイズする。アレイへのハイブリダイゼーションの前に、分析される核酸
（例えばHTCマーカーに対応するmRNA）を単離し、増幅し、検出可能な標識（例えば32Pま
たは蛍光標識）で標識する。ひとたびハイブリダイゼーションが起こると、ハイブリダイ
ゼーションのパターンを検出することができるスキャナにアレイを挿入する。目下、プロ
ーブアレイに結合している標識された基から放出される光としてハイブリダイゼーション
データを収集する。HTCマーカーに対応するmRNAと完璧にマッチしたプローブは、ミスマ
ッチを有するプローブよりも強いシグナルを生成する。アレイ上の各プローブの配列およ
び位置は既知であるため、相補性により、プローブにあてはまった核酸のアイデンティテ
ィを決定する。マイクロアレイをスキャンして、マイクロアレイ上の各位置におけるハイ
ブリダイゼーションの量を計測することにより、標識されたmRNA/DNAマイクロアレイのハ
イブリダイゼーションからの定量化を実施することができる。これは、例えば、Affymetr
ixスキャナ（Affymetrix, Santa Clara, Calif.）を用いて実施することができる。マイ
クロアレイは、RNAレベルを検出する唯一の方法である。当技術分野で公知である、また
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は将来開発される他の方法を本発明とともに使用することができる。
【０１８８】
　別の態様において、発現産物は翻訳産物、例えば本明細書に開示されるIgスーパーファ
ミリーまたはTLRスーパーファミリータンパク質の一つまたは複数である。Igスーパーフ
ァミリーまたはTLRスーパーファミリータンパク質は、任意のポリペプチド、または例え
ばペプチド、糖タンパク質、リポタンパク質および核酸-タンパク質複合体を含むその誘
導体を含む。
【０１８９】
　タンパク質検出および定量化のための技術は当技術分野で公知である。例えば、当技術
分野で慣例的である方法を使用してタンパク質またはポリペプチドに対して特異的な抗体
を得ることができ、そのような抗体の、タンパク質またはポリペプチド発現産物への特異
的結合を検出し、計測することができる。タンパク質のレベルを検出する方法は、好まし
くは、上述したような本開示の抗体を使用することを含む。いくつかの態様においては、
免疫グロブリン（Ig）スーパーファミリーまたはToll様受容体（TLR）スーパーファミリ
ーの開示されたメンバーに対応するポリペプチドに結合することが知られた小分子を、同
様に、検出可能に標識する、および/または固体支持体に付着させることができる。
【０１９０】
　いくつかの態様においては、一つより多い抗体、例えば二つまたはそれ以上のmAbが使
用される。いくつかの態様においては、異なるmAbが、本明細書に開示されるIgスーパー
ファミリーまたはTLRスーパーファミリーの二つまたはそれ以上の異なるメンバーから発
現するタンパク質性産物に向けられる。例えば、本明細書に開示されるIgスーパーファミ
リーまたはTLRスーパーファミリーのメンバーの二つ、三つ、四つ、五つまたはそれ以上
の発現レベルを検出するための抗体を使用することができる。いくつかの態様においては
、個体からの所与の試料または多数の試料において、RNAおよびタンパク質の両方のレベ
ルが検出される。
【０１９１】
　RNAまたは抗原レベルを、対照レベル、例えば正常なHSCを使用して得られるレベルと比
較することができる。一つまたは複数の正常なHSCを含む対照試料は、例えば、血液学的
増殖性疾患、例えば骨髄起源の血液学的増殖性疾患に罹患していない個体から得ることが
できる。好ましくは、対照試料は、試験試料を得るために使用される方法と同様の方法で
、例えば、同じ臓器、流体または流体から得られ（試験試料に関して上記で詳述したよう
に）、対応する細胞タイプを濃縮するために選別される。同様に、RNAまたは抗原のレベ
ルは、好ましくは、試験値を得るために使用される方法と同様の方法で、対照試料中で評
価される。試験レベルと対照レベルとの直接比較を可能にするための方法は当技術分野で
公知であり、そのような比較の具体例を以下、実施例1で詳述する。いくつかの態様にお
いて、対照レベルは、以前に得られたデータによって、例えば以前のアッセイで検出され
た対照試料から、公表されているデータから、および/またはアクセス可能なデータベー
スから提供される。
【０１９２】
　診断は、所与の発現産物の試験試料中のレベルと対照試料中のレベルとの相関に基づく
。例えば、以下の実施例1で詳述するように、本明細書に開示されるIgスーパーファミリ
ーまたはTLRスーパーファミリーのメンバーのmRNAレベルは、正常なHSC試料と比較して、
AML HTC試料中でより高い。好ましくは、発現レベルの差は、少なくとも約2倍、少なくと
も約3倍、少なくとも約5倍、少なくとも約7倍、少なくとも約10倍または少なくとも約15
倍である。特に好ましい態様において、発現レベルの差は、少なくとも約20倍、少なくと
も約30倍、少なくとも約40倍または少なくとも約50倍である。さらに好ましい態様におい
て、発現レベルの差は、少なくとも約70倍、少なくとも約100倍、少なくとも約200倍また
はほぼ300倍、400倍もしくは500倍である。例えば、AML HTC中のCD84 mRNAレベルは、正
常なHSC中のレベルの15倍を超える（表1を参照）。したがって、本開示によって提供され
る情報は、単独で、または他の試験結果とともに、試料の分類および骨髄起源の血液学的
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増殖性疾患、例えばAMLの診断を支援する。
【０１９３】
　いくつかの態様において、一つより多い試験試料および/または一つより多い対照試料
が得られる、および/または検出される。例えば、以下の実施例1に説明するように、三つ
の正常な試料はすべて各HTCマーカーの低い発現レベルを示したが、三つのAML試料のうち
少なくとも二つは高い発現レベルを示した。または、AML試料は、正常なHSCと比較して、
サイトカイン受容体を少なくとも約5倍まで過剰発現した。診断は、一つより多い試験試
料および/または一つより多い対照試料の間の発現レベルの差を考慮することができる。
いくつかの態様において、所与の試料を使用して反復アッセイが実施される。
【０１９４】
　いくつかの態様において、一つより多いHTCマーカーの発現を検出することができる。
本明細書に開示されるIgスーパーファミリーまたはTLRスーパーファミリーのメンバーを
同時に検出することができる。例えば、いくつかの態様において、本明細書に開示される
IgスーパーファミリーまたはTLRスーパーファミリーのメンバーの二つ、三つ、四つ、五
つまたはそれ以上が検出される。多数の遺伝子の検出は、試料のより正確な評価を提供す
ることができる。発現産物レベルと所与の疾病、例えばAMLとの間の相関は、多様な方法
を使用して決定することができる。試料を分類する方法は、例えば、その教示が参照によ
り全体として本明細書に組み入れられる、2000年4月6日にGolubらによって出願された米
国特許出願第09/544,627号に記載されている。
【０１９５】
　本発明はまた、骨髄起源の血液学的増殖性疾患を処置する効力を予測するための予後判
定法を提供し、ここで、IgスーパーファミリーまたはTLRスーパーファミリーの開示され
たメンバーの一つまたは複数の発現産物のレベルが検出され、かつ発現産物レベルと処置
結果の相関関係が示される。本明細書に使用される「処置結果」とは、疾病に対する処置
の効力、すなわち、特定の処置に対する疾病の応答をいう。発現産物のレベルを使用して
、所与の疾患が特定の処置に良好に応答する可能性を検出する、または多数の処置選択肢
のどれがより好ましいのかを決定することができる。いくつかの態様において、処置は、
本明細書に開示される処置、例えば、本明細書に記載される抗体の治療的使用の一つまた
は複数である。いくつかの態様において、処置は、他の点では当技術分野で公知である、
または使用されている、または使用される予定である処置またはそのような処置と本明細
書に開示される処置の一つまたは複数との組み合わせである。
【０１９６】
　例えば、診断法の場合に提供されるような、試験試料および対照試料、幹細胞選別、Ig
スーパーファミリーまたはTLRスーパーファミリーの一つまたは複数のメンバーの使用、R
NAおよび/または抗原レベルの検出、データの相関などに関する上記開示が、本明細書に
開示される予後判定法にも当てはまる。
【０１９７】
　好ましい態様において、発現産物はRNAであり、試験試料中のRNAレベルが対照レベルと
比較される。特に好ましい態様において、発現産物はmRNAであり、mRNAレベルは、試料を
適当なマイクロアレイと接触させ、マイクロアレイ上のプローブへの試料中の核酸のハイ
ブリダイゼーションの程度を決定することによって得られる。
【０１９８】
　特に好ましい態様において、発現産物はmRNAであり、より低いmRNAレベルは、より好ま
しい処置結果と相関している。例えば、対照レベルよりも約10倍高いCD84発現レベルは、
CD84発現レベルが約30倍高い場合よりも好ましい結果を示す。いくつかの態様において、
IgスーパーファミリーまたはTLRスーパーファミリーの一つより多いメンバーの発現レベ
ルが検出され、多数のマーカーのより低い発現レベルは、より好ましい処置結果をさらに
示す。
【０１９９】
　本発明はまた、骨髄起源の血液学的増殖性疾患を処置する効力をモニタリングする方法
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を提供し、ここで、IgスーパーファミリーまたはTLRスーパーファミリーの開示されたメ
ンバーの一つまたは複数の発現産物のレベルは、様々な時間点で検出され、かつ処置結果
との相関関係が示される。様々な時間点は、例えば、診断の時点、処置を開始する前の時
点、処置期間中の間隔をおいた時点および処置終了後の時点を含みうる。時間間隔は、処
置の開始後、数時間、一日、二日、三日または四日、一週、二週、三週、四週、五週また
は六週、一ヶ月、二ヶ月、三ヶ月、四ヶ月、五ヶ月または六ヶ月、一年または数年を含み
うる。いくつかの態様において、処置は、本明細書に開示される処置、例えば、本明細書
に記載される抗体の治療的使用の一つまたは複数である。いくつかの態様において、処置
は、他の点では当技術分野で公知である、または使用されている、または使用される予定
である処置またはそのような処置と本明細書に開示される処置の一つまたは複数との組み
合わせである。
【０２００】
　例えば、診断法の場合に提供されるような、試験試料および対照試料、幹細胞選別、Ig
スーパーファミリーまたはTLRスーパーファミリーの一つまたは複数のメンバーの使用、R
NAおよび/またはタンパク質レベルの検出、データの相関などに関する上記開示が、本明
細書に開示されるモニタリング法にも当てはまる。
【０２０１】
　好ましい態様において、発現産物はRNAであり、試験試料中のRNAレベルが対照レベルと
比較される。特に好ましい態様において、発現産物はmRNAであり、mRNAレベルは、試料を
適当なマイクロアレイと接触させ、マイクロアレイ上のプローブへの試料中の核酸のハイ
ブリダイゼーションの程度を決定することによって得られる。
【０２０２】
　処置の効力をモニタリングすることは、例えば、疾病の臨床管理を容易にする際に、例
えば、処置過程を続けるのか、他の処置選択肢に進むのかの決定を下さなければならない
場合に有用である。骨髄性白血病が処置に対して正の応答をしているかどうかは、様々な
時間点で、例えば特定の処置の適用の前後にとられた試験試料中の所与の発現産物のレベ
ルの変化に基づいて決定することができる。
【０２０３】
　骨髄起源のHTCと相関するレベルから正常なHSCと相関するレベルへの発現産物レベルの
シフトが有効な治療法の証拠である。いくつかの態様において、本明細書に開示されるIg
スーパーファミリーまたはTLRスーパーファミリーのメンバーの一つまたは複数に対応す
る発現産物レベルの低下は、処置に対する正の応答を示す。低下は、正常なHSC試料中に
見られるレベルに向かう傾向を示す。例えば、以下の実施例1に詳述するように、本明細
書に開示されるIgスーパーファミリーまたはTLRスーパーファミリーのメンバーそれぞれ
に関して、AML HTC中の発現産物レベルは正常なHSC中の発現産物レベルよりも高い。例え
ば処置開始後に得られた試験試料中の、開示されたHTCマーカーの一つまたは複数の発現
レベルの低下は、正の応答を示すと考えられる。
【０２０４】
　好ましい態様において、一つまたは複数のHTCマーカーの発現レベルは、処置経過中、
少なくとも約5分の1、少なくとも約7分の1、少なくとも約10分の1または少なくとも約15
分の1に低下する。特に好ましい態様において、一つまたは複数のHTCマーカーの発現レベ
ルは、処置経過中、少なくとも約20分の1、少なくとも約30分の1、少なくとも約40分の1
または少なくとも約50分の1に低下する。さらに好ましい態様において、一つまたは複数
のHTCマーカーの発現レベルは、処置経過中、少なくとも約70分の1、少なくとも約100分
の1、少なくとも約200分の1、またはほぼ約300分の1、約400分の1もしくは約500分の1に
低下する。例えば、AML HTC中のCD84 mRNAレベルは、正常なHSC中のレベルの15倍である
（表1を参照）。正常なHSC中のCFD mRNAレベルの10倍または2倍までの低下が有効な治療
法の証拠である。
【０２０５】
　いくつかの態様において、本発明の方法は、骨髄起源の血液学的増殖性疾患、例えば骨
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髄増殖性疾患の診断、予後判定および/またはモニタリングに適している。本発明はまた
、慢性骨髄性白血病（CML）および/または急性骨髄性白血病（AML）である骨髄増殖性疾
患の診断、予後判定およびモニタリングの方法を提供する。特定に好ましい態様において
、骨髄性血液学的増殖性疾患はAMLであり、AML HTCを含む試験試料を使用してRNAまたは
抗原のレベルが検出され、これは、正常なHSCの対照試料から得られた対照レベルと比較
される。
【０２０６】
9. キット
　本発明の別の局面にしたがって、本発明の方法を実施するために必要な試薬の一つまた
は複数を含むキットが提供される。具体的には、いくつかの態様は、（a）本発明のマー
カー特異的抗体または複合体の一つ、例えば本明細書に開示されるIgスーパーファミリー
またはTLRスーパーファミリーのメンバーの一つに対応する第一の抗原に特異的に結合す
る第一のモノクロナール抗体を含む第一の容器、および（b）洗浄試薬、抗体の存在を検
出することができる試薬、および/または本発明の別のマーカー特異的抗体もしくは複合
体、例えば本明細書に開示されるIgスーパーファミリーまたはTLRスーパーファミリーの
異なるメンバーに対応する第二の抗原に特異的に結合する第二のモノクロナール抗体の一
つまたは複数を含む一つまたは複数の他の容器を含む、一つまたは複数の容器を有するコ
ンパートメントキットを提供する。いくつかの態様において、キットは、例えば本明細書
に開示されるIgスーパーファミリーまたはTLRスーパーファミリーの第三、第四、第五な
どのメンバーに対応する抗原に対する第三、第四、第五などの抗体を含むさらなる容器を
含む。いくつかの態様において、さらなる容器は、本明細書に教示される予後判定、診断
および/または治療法における使用が見いだされる一つまたは複数の公知の小分子アゴニ
ストまたはアンタゴニストを含む。
【０２０７】
　キットは典型的には、ガラスまたはプラスチックのような多様な材料から形成されうる
容器を含み、例えば、ボトル、バイアル、シリンジおよび試験管を含みうる。コンパート
メントキットは、試薬が別々の容器に収容されている任意のキットを含む。このような容
器は、小さなガラス容器、プラスチック容器またはプラスチックもしくは紙のストリップ
を含む。このような容器は、試料および試薬が交差汚染されず、各容器の作用物質または
溶液を一つのコンパートメントから別のコンパートメントへと定量的に加えることができ
るような、一つのコンパートメントから別のコンパートメントへの試薬の効率的な移送を
可能にする。当業者は、本発明の開示された抗体が、当技術分野で周知である確立された
キットフォーマットの一つに容易に組み込まれうることを容易に理解すると考えられる。
【０２０８】
　本明細書に提供されるものは、本明細書に記載される組成物を含むキットである。いく
つかの態様において、キットは、本明細書に開示されるハイブリドーマ、複合体、抗体お
よび/または抗体の混合物を含む。いくつかの態様において、治療用途のためのキット、
例えば、薬学的製剤、例えば本明細書に記載される薬学的組成物の一つまたは複数を収容
するキットが提供される。いくつかの態様において、キットは、骨髄細胞タイプを検出す
るための試薬として、他の抗体、HSCに対する他のモノクロナール抗体、本明細書に記載
される他の作用物質、分化の方向が決定された前駆細胞、ポリクロナール抗体または抗体
の混合物を含む、少なくとも一つのさらなる試薬を含む。抗体および試薬と反応性である
HSC、CMP、GMPおよび/またはMEPの凍結または固定形態がさらなるキット内容物を形成す
る。
【０２０９】
　いくつかの態様において、キットは、試験試料を検出する際に使用するための診断キッ
トである。キットは、アッセイされる抗原と反応しない対照抗体を、本明細書に開示され
るIgスーパーファミリーまたはTLRスーパーファミリーのメンバーに対応する抗原に特異
的に結合するマーカー特異的抗体またはその抗原結合フラグメントとともに含みうる。さ
らには、そのようなキットは、抗原への該抗体の結合を検出するための手段を含みうる（
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例えば、抗体は、フローサイトメトリーによって検出することができる、フルオレセイン
またはローダミンのような蛍光化合物とコンジュゲートされていてもよい）。
【０２１０】
　好ましい態様において、診断キットは、HTCマーカー（例えば、本明細書に開示されるI
gスーパーファミリーまたはTLRスーパーファミリーのメンバー）に対応する抗原に特異的
に結合する実質的に単離された抗体と、抗原-抗体結合を検出するための手段とを含む。
いくつかの態様において、抗体は固体支持体に付着している。いくつかの態様において、
抗体はモノクロナール抗体である。キットの検出手段は、第二の標識されたモノクロナー
ル抗体を含みうる。代替的または追加的に、検出手段は、標識された競合性抗原を含みう
る。
【０２１１】
　一つの診断的構成において、試験試料を、本明細書に開示されるIgスーパーファミリー
またはTLRスーパーファミリーのメンバーの一つ（または複数）に対応する表面結合抗原
を有する固相試薬と反応させる。洗浄して非結合成分を除去したのち、試薬を、レポータ
ー標識された抗ヒト抗体と反応させて、固体支持体に結合した抗抗原抗体の量を決定する
ことができる。そのような方法は周知であり、当技術分野で広く記載されている。レポー
ター標識は、例えば、当技術分野で標準的であるように、固相を適当な蛍光測定基質、発
光基質、または熱量測定基質とともにインキュベートすることによって検出される酵素で
ありうる。
【０２１２】
　上記のような結合した抗原および/または抗体を担持する固体表面は、タンパク質材料
を固体支持材料に付着させるための公知の技術によって調製することができる。適当な固
体支持材料は、例えば、非限定的に、ポリマービーズ、ディップスティック、96穴プレー
トまたはフィルター材料を含む。いくつかの態様において、開示されたHTCマーカーに対
応するポリペプチドに結合することが知られた小分子を、その化学構造に基づき、当技術
分野で公知の方法によって固体支持体に付着させることができる。
【０２１３】
　典型的には、文字ラベルがキットに添付され、それは、キットの内容物の一つまたは複
数を使用するための取扱い説明または他の情報を提供する、電子的またはコンピュータ読
み取り可能な形態（例えばディスク、光学ディスクまたはテープ）でありうる任意の記載
または記録された資料を含む。いくつかの態様において、ラベルは、内容物が、選択の疾
患、例えば骨髄起源の血液学的増殖性疾患を診断または処置するために、本明細書に記載
される方法の一つまたは複数にしたがって使用されることを示す。いくつかの態様におい
ては、AMLが、キットの内容物を使用して診断および/または処置される疾患を代表する。
いくつかの態様においては、CMLが、キットの内容物を使用して診断および/または処置さ
れる疾患を代表する。
【実施例】
【０２１４】
10. 実施例
10.1 実施例1：HTCと関連する免疫グロブリン（Ig）スーパーファミリーまたはToll様受
容体（TLR）スーパーファミリーのメンバーの識別
　マイクロアレイを使用して、多様な遺伝子に関して正常なHSC中のRNA転写物レベルとAM
L CSC中のRNA転写物レベルとを比較することにより、HTCマーカーを識別した。具体的に
は、AML Lin-CD34+CD38-細胞を含む試験試料に関してデータを得た。その際、三つのAML
試料を末梢血から採取し、Lin-CD34+CD38-およびLin-CD34+CD38+細胞を二重選別した。選
別戦略は、90％超がCD90-の細胞をもたらした。選別戦略は、98％を超える純度をもたら
した。
【０２１５】
　次いで、直接比較を可能にするため、正常なHSCを含む対照試料からデータを得た。3個
体のドナーそれぞれの動員末梢血（MPB）から試料を採取し、Lin-CD34+CD90+CD45RA-CD38



(47) JP 2011-515497 A 2011.5.19

10

20

30

40

-およびLin-CD34+CD90+CD45RA-CD38+細胞を二重選別した。選別戦略は、99％を超える純
度をもたらした。
【０２１６】
　両方の選別戦略に関して、系統（Lin）カクテルは、CD2、CD3、CD11b、CD15、CD19、CD
41およびCD235aに対する抗体を含むものであった。対照試料およびAML試料の例示的なド
ットプロットをそれぞれ図1および2に示す。
【０２１７】
　次いで、全RNAを抽出し、RNAを逆転写し、インビトロで転写して、最終的に、転写物か
ら蛍光色素標識cRNAを最終的に得た。Affymetrix全ヒトゲノムU133 Plus 2.0アレイを使
用して、転写物レベルを検出した。簡潔にいうと、遺伝子アレイをハイブリダイズさせ、
読み出した。MS Excelを使用して、シグナル強度、プローブセットID番号および各プロー
ブセットの非存在/存在スコアを表にした。
【０２１８】
　次いで、MS Excelおよびフィッシャーt検定を使用して、AML試料および対照試料（Lin-

CD34+CD90+CD45RA-CD38-正常HSC）中のRNA転写産物レベルに対応するシグナル値を直接比
較した。
【０２１９】
　次いで、以下の基準に基づいてHTCマーカー遺伝子を選択した：（1）試験試料と対照試
料コホートとの間のシグナル強度の差の有意性p＜0.05、（2）三つの正常なHSC試料すべ
てにおいて発現しない（Affymetrixソフトウェアによって「非存在」とスコア付けされた
）遺伝子、（3）三つのAML試料中の少なくとも二つで発現する（Affymetrixソフトウェア
によって「存在」とスコア付けされた）遺伝子、または（4）AML/HSCシグナル比≧5、お
よび（5）発現が、細胞外である、Igドメインをコードする、および/またはToll様受容体
シグナル伝達に関与すると知られた、遺伝子。
【０２２０】
　以下の表1および2は、正常なHSC試料の三つすべてと比較した場合に、CD38-またはCD38
+AML CSC試料の三つのうち少なくとも二つにおいて差次的に発現された八つの遺伝子に関
する比較をそれぞれ示す。「陽性試料」とは、Affymetrixソフトウェアによって「存在す
る」とスコア付けされた陽性試料をいう。
【０２２１】
【表１】

【０２２２】
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【表２】

【０２２３】
　Galらによって公表されたデータ（参照により全体として本明細書に組み入れられる"Ge
ne expression profiles of AML derived stem cells; similarity to hematopoietic st
em cells." Leukemia 2006, 20:2147-2154）と本明細書に記載される対照試料との比較は
、がん幹細胞標的としてのLy86/MD1、CD84、LILRA1およびCD180の使用を確証する（参照
により本明細書に組み入れられる米国特許出願第61/039,701号を参照）。
【０２２４】
　図3A～3Cに示すように、CD84を検出するためのAbnova（Walnut, CA）からのクローン1H
3抗体、CD84を検出するためのBioLegend（San Diego, CA）からのクローンCD84.1.21、ま
たはCD180を検出するためのBioLegendからのクローンMHR73-11を使用したフローサイトメ
トリー分析により、AML CSCによるLy86、CD84、およびCD180の発現が検出可能である。対
照的に、正常なHSCによるこれらのマーカーの発現はフローサイトメトリー分析によって
は検出不可能である（図3）。
【０２２５】
10.2 実施例2：モノクロナール抗体の産生およびインビトロ効力
10.2.1 HTCと関連する免疫グロブリン（Ig）スーパーファミリーまたはToll様受容体（TL
R）スーパーファミリーのメンバーに特異的に結合するモノクロナール抗体の調製
　モノクロナール抗体を産生する技術は当技術分野で公知であり、例えば、Goding, Mono
clonal Antibodies: Principles and Practice, pp. 59-103 (Academic Press, 1986)に
記載されている。使用することができる免疫原は、CD84、リンパ球抗原86（Ly86）、CD18
0（RP105）、HAVCR2、LILRA1、LILRA2、NEGR1、またはTLR2に対応する精製ポリペプチド
、ならびにそれらを含む融合タンパク質を含む。または、CD84、Ly86、CD180、HAVCR2、L
ILRA1、LILRA2、NEGR1、またはTLR2の組換えAML発現アイソフォームを細胞表面に発現す
る細胞を使用することもできる。免疫源の選択は、過度の実験を行うことなく当業者が実
施することができる。
【０２２６】
　マウス、例えばBalb/cを、選択された免疫源で免疫化する。免疫源は、完全フロイント
アジュバント中に乳化し、1～100マイクログラムの量を皮下または腹腔内注射する。また
は、免疫源は、MPL-TDMアジュバント（Ribi Immunochemical Research, Hamilton, Mont.
）中に乳化し、マウスの後肢足蹠に注射する。次いで、10～12日後、選択されたアジュバ
ント中に乳化したさらなる免疫原によって免疫化マウスを追加免疫する。その後、数週間
、マウスをさらなる免疫化注射によって追加免疫することもできる。血清試料は、HTCマ
ーカーポリペプチドに対する抗体を検出するためのELISAアッセイ法における試験のため
に、眼窩後方採血によってマウスから定期的に得ることができる。
【０２２７】
　適当な抗体力価を検出したのち、抗体に関して「陽性」のマウスに対し、HTCマーカー
に対応する免疫源の最後の静脈内注射を施すことができる。3～4日後、マウスを屠殺し、
脾臓細胞を収集する。次いで、脾臓細胞を、選択されたマウス骨髄腫細胞株、例えばATCC
から入手可能なP3X63AgU.1、No. CRL 1597に融合する（35％ポリエチレングリコールを使
用）。融合によってハイブリドーマ細胞を産生した後、その細胞を、HAT（ヒポキサンチ
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ン、アミノプテリンおよびチミジン）培地を含む96穴組織培養プレートで平板培養して、
非融合細胞、骨髄腫ハイブリッドおよび脾臓細胞ハイブリッドの増殖を阻害することがで
きる。
【０２２８】
　そして、ハイブリドーマ細胞を、HTCマーカーに対応する免疫源に対する反応性に関し
てELISAでスクリーニングすることができる。HTCマーカーポリペプチドに対する所望のモ
ノクロナール抗体を分泌する「陽性」ハイブリドーマ細胞の決定は当業者の技能の範囲内
である。
【０２２９】
　陽性のハイブリドーマ細胞を同系Balb/cマウスに腹腔内注射して、HTCマーカーに対応
するポリペプチドに対するモノクロナール抗体を含む腹水を生成することができる。また
は、ハイブリドーマ細胞を組織培養フラスコまたはローラーボトル中で増殖させることも
できる。腹水中に産生されたモノクロナール抗体の精製は、当技術分野で公知であるよう
に、硫酸アンモニウム塩析を使用したのち、ゲル排除クロマトグラフィーによって達成す
ることができる。または、同じく当技術分野で公知であるように、プロテインAまたはプ
ロテインGへの抗体の結合に基づく親和クロマトグラフィーを使用することもできる。
【０２３０】
10.2.2 骨髄性白血病に対するモノクロナール抗体のインビボ効力
　ヒトがんのインビボモデルが、候補治療作用物質の前臨床効力を決定するのに有用であ
る。モノクロナール抗体の場合、適切な動物モデルにおける研究が、生理学的条件下、イ
ンビボでの標的細胞溶解および腫瘍根絶を評価するのに役立つ。いくつかのグループが、
CML慢性相（CP）、促進相（AP）および/または芽細胞相（BP）ならびにAML細胞のSCIDお
よびNOD/SCIDマウスへの生着を記載している。一般に、ヒトCML細胞の生着を示すキメラ
動物の生成は、NOD/SCIDマウスにおいてより一貫している（Dazzi, F et al, Blood 92:1
390-1396 (1998)、Wang, J. C. Y. et al, Blood 91:2406-2414 (1998)、Dick, J et al 
Blood 87:1539-1548 (1996)、Bonnet, D et al, Blood 106:4086-4092 (2005)を参照）。
HSCではなくCMLおよび/または正常なGMPに対するモノクロナール抗体のインビボ効力は、
NOD/SCIDヒトCMLモデルを使用して判定することができる。
【０２３１】
　異種移植動物は、Dazziらによって記載されているように生成することができる。簡潔
にいうと、NOD/SCIDマウスを自所で繁殖させる、または供給業者（Jackson Laboratories
）から購入し、病原体のない条件下に収容する。細胞の注射の前に、マウスに照射を加え
る（250cGy、X線光源）。末梢血、動員末梢血または骨髄から得られた、CMLまたはAML患
者からの凍結保存細胞をフローサイトメトリーによって分析して、試料中のCD34+細胞の
割合を決定する。CD34+細胞1～10×106個を含む試料を、1mLの全量で、前処置済みの（co
nditioned）マウスに静脈内注射する。または、移植の前にCD34+細胞をFACSによって試料
から選別することもできる。マウスのサブセットを週ごとに屠殺し、骨髄および脾臓をヒ
トCD34+細胞に関して分析する。
【０２３２】
　抗体効力研究における使用のために、生着潜在能力を有する患者試料を選択する。効力
研究の場合、CML/AML細胞を移植し、試験モノクロナール抗体または対照抗体を予定どお
り注射する。代替スケジュールは、週1～3回、週1～3回で1～4週間、または週1～2回で1
～4ヶ月間の注射を含む。注射は、尾静脈からの静脈注射、腹腔内注射、皮下注射または
筋肉内注射でありうる。処置スケジュールの完了後、マウスを屠殺し、分析のために組織
を回収する。処置終了時に骨髄および脾臓中で検出可能なヒト表現型CMLがん幹細胞、CD3
4+マーカー+HTCの存在に関して末梢血、脾臓および骨髄をFACS分析によって評価すること
ができる。フィラデルフィア（Ph）染色体をPCRによってアッセイして、細胞がCMLである
のか正常であるのかを判定することができる。
【０２３３】
　一例として、CML試料（MISIRB 31104 750)）をマウス11匹に1匹あたり5×106個で移植
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することができる。マウスを250rad TBI（X線光源、Faxitron CP160）および抗アシアロG
M1で前処置することができる。抗アシアロGM1は、0、5および11日目に腹腔内注射する。
移植後4週で、各グループの半数のマウスに対し、本明細書に記載されるマーカー特異的m
Abまたは対照抗体のクローンの腹腔内または静脈内注射を、1用量あたり250～1000mgで、
週2回で4週にわたり与え始める。さらに、マウス40匹のグループにも上記のようにCML（M
ISIRB 31104 750）を移植する。抗体投与は移植時に開始する。マウスに対し、1用量あた
り0.5～1mgの抗体を週2回で8週にわたり腹腔内投与する。または、以前に生着を受けたマ
ウスから単離したCML細胞を連続的に移植する。これらの二次レシピエントのいくつかは
、移植時に、1用量あたり0.5～1mgの抗体を週2回で8週にわたり腹腔内投与されることに
より、マーカー特異的mAbクローンで処理される。マーカー特異的mAbクローンによる上記
処理ののち、腫瘍負荷、CD34の発現および特異的HTCマーカー遺伝子の発現に関してマウ
スをフローサイトメトリーによって分析する。実験の最後まで生存しているすべてのマウ
スに関して骨髄および脾臓中のヒト細胞の数および頻度を決定する。ヒト細胞（マーカー
＋）を、FACSにより、連続移植のマウスの両グループから選別して、機能性がん幹細胞ポ
テンシャルを有する細胞が存在するかどうかを判定する。
【０２３４】
　CML細胞の二次移植の場合、CD34+マーカー+細胞を移植用の何匹かのマウスの骨髄およ
び脾臓から選別することができる。二次移植組織のNOD/SCID分析は、骨髄のCD34コンパー
トメントの移植から8または10週後に実施することができる。
【０２３５】
マーカー特異的モノクロナール抗体クローンが、一次ヒトAML芽球クリーゼ細胞を移植さ
れたマウスにおける腫瘍負荷を解消または軽減することができるかどうかの判定
　マウス25匹に、1匹あたり10×106個のCD34+マーカー+細胞を注射してAML細胞を移植す
ることができる。細胞は、尾静脈または眼窩の後側面中に静脈内注射する。マウスを250r
ad TBI（X線光源、Faxitron CP160）および抗アシアロGM1で前処置する。抗アシアロGM1
は、0、5および11日目に腹腔内注射する。移植後4週で、マウスを二つのグループ、すな
わち治療グループおよび対照グループに無作為に分ける。治療を受けるグループにはマー
カー特異的mAbクローンを腹腔内注射する。抗体は、週2回で4週にわたり腹腔内注射によ
って投与する。抗体濃度は注射1回あたり1mgである（合計1匹あたり週2mg）。量は、使用
される抗体ロットに依存して異なる。マウスIgGを対照物として使用し、モノクロナール
抗体と同じ希釈剤中で調製し、同じ濃度および量で注射する。マーカー特異的抗体クロー
ンの最後の注射から2～3日後にマウスを屠殺する。骨髄および脾臓を単離し、計数する。
CD34および特異的HTCマーカー遺伝子の発現に関して組織をFACSによって分析する。実験
の最後まで生存しているすべてのマウスに関して骨髄および脾臓中のヒト細胞の数および
頻度を決定する。ヒト細胞を、FACSにより、連続移植のマウスの両グループから選別して
、抗体処置後に機能性がん幹細胞ポテンシャルを有する細胞が存在するかどうかを判定す
る。または、マウスは、AML細胞移植時に抗体処置を受け始める。これらのマウスには、
週2回で8週にわたり抗体0.5mgを注射する。分析は上記のように進める。
【０２３６】
　加えて、マーカー特異的mAbクローンの効力を、対応する抗原を発現するヒト細胞株を
使用した白血病インビボモデルにおける効力に関して試験することができる。免疫無防備
状態の動物に対し、マーカー特異的mAbクローンによって認識されるヒト白血病細胞株を
接種する。多数の細胞株を使用してクローンの効力を試験する。使用される細胞株は、イ
ンビボでの原始表現型を、マーカー特異的mAbクローンによって認識されるエピトープの
持続的発現とともに維持するべきである。そのような細胞株を識別し、適切に使用する。
各細胞株は、異なる投与経路、静脈内、皮下または腹腔内注射を用いて特性決定する。注
射部位における腫瘍生着ならびにその後の骨髄および脾臓への侵入に関してNOD/SCIDマウ
スを試験する。マウスを、腫瘍接種の時点から、または注射による腫瘍生着後、細胞投与
から1～4週後から、マーカー特異的mAbクローンで処理する。抗体を、週2回で4週にわた
り腹腔内注射によって投与する。マウスIgGを、対象物として、マーカー特異的mAbクロー
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、動物を週ごとに計量し、毒性および死亡の臨床症候に関して観察する。週2回、注射部
位における結節の形成に関して動物を観察し、触診する。検出される結節を二次元で計測
し、所見を記録する。実験の最後に注射部位を露出させ、腫瘍を除去し、計測し、計量す
る。加えて、FACSによる表現型決定のために、骨髄、脾臓および腫瘍塊の試料を摘出しな
ければならない。フローサイトメトリーによる分析に備えてこれらの組織を分離し、調製
する。ヒトHTCマーカーおよびマーカー特異的mAbクローンの一つまたは複数の発現に関し
て組織をスクリーニングする。
【０２３７】
　上記インビボモデルを使用すると、本発明のモノクロナール抗体組成物による処置が、
腫瘍サイズを減らす、一つまたは複数の症候を寛解する、および/または治療グループの
マウスの生存を延ばすのに有効であることを証明することができる。
【０２３８】
　本発明の具体的な態様の前記記載は、例示および説明のために提示したものである。網
羅的であること、または本発明を開示されたとおりの形態に限定することを意図したもの
ではなく、明らかに、上記教示を考慮して、多くの改変および変形が可能である。態様は
、本発明の原理およびその実用化をわかりやすく説明して、それにより、他の当業者が本
発明をおよび考えられる具体的な用途に適するような様々な改変を加えられた様々な態様
をうまく利用することを可能にするために選択され、記載されたものである。本発明の範
囲は、請求の範囲およびその均等物によって定義されるものである。
【０２３９】
　本明細書に引用されるすべての特許、特許出願、刊行物および参考文献は、個々の刊行
物または特許出願それぞれが参照によって組み入れられることが具体的かつ個別に示され
る場合と同じ程度に参照により明示的に本明細書に組み入れられる。

【図１】

【図２】

【図３Ａ】
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