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(57)【要約】
　本発明は、患者における増殖性疾患の予後および／ま
たは診断の分野に関する。より詳細には、本発明は、ヒ
トｃＭｅｔ受容体へ特異的に結合する能力を有する新規
な抗体、ならびにこれらの抗体をコードするアミノ酸お
よび核酸配列に関する。本発明は、さらに、ｃＭｅｔの
発現に関連する病理学的過剰増殖性発癌性障害の検出お
よび診断のための前記抗体の使用、ならびに対応する方
法を含む。特定の実施形態では、このような障害は、正
常時と比較して増加したｃＭｅｔポリペプチドの発現に
関連する発癌性障害、またはｃＭｅｔの過剰発現と関係
するその他のいずれかの病態である。最後に、本発明は
、特定の癌の予後または診断のためのそのような抗体を
少なくとも含む、製品、および／または組成物、または
キットを含む。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　腫瘍上にて、ｉ）ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態へ特異的に結合し、
　ｉ）　ｃＭｅｔの（１もしくは複数の）非活性化および／またはリガンド依存性活性化
形態へは結合しないこと；ならびに、所望により所望により、
　ｉｉ）　リガンドＨＧＦのｃＭｅｔへの結合をブロックしないこと；ならびに、所望に
より、
　ｉｉｉ）　アミノ酸残基１から９５０までのｃＭｅｔの細胞外領域と相互作用を起こす
こと、
を特徴とする、結合タンパク質、またはその機能性断片、もしくは誘導体。
【請求項２】
　ａ）
　　‐　ＩＭＧＴに従って定義される以下の３つのＣＤＲ、それぞれ、配列番号１の配列
を有するＣＤＲ‐Ｌ１、配列番号２の配列を有するＣＤＲ‐Ｌ２、および配列番号３の配
列を有するＣＤＲ‐Ｌ３、を含む軽鎖；ならびに、
　　‐　ＩＭＧＴに従って定義される以下の３つのＣＤＲ、それぞれ、配列番号４の配列
を有するＣＤＲ‐Ｈ１、配列番号５の配列を有するＣＤＲ‐Ｈ２、および配列番号６の配
列を有するＣＤＲ‐Ｈ３、を含む重鎖、
　を有する抗体、またはその機能性断片、もしくは誘導体、ならびに、
　ｂ）
　　‐　ＩＭＧＴに従って定義される以下の３つのＣＤＲ、それぞれ、配列番号９の配列
を有するＣＤＲ‐Ｌ１、配列番号１０の配列を有するＣＤＲ‐Ｌ２、および配列番号１１
の配列を有するＣＤＲ‐Ｌ３、を含む軽鎖；ならびに、
　　‐　ＩＭＧＴに従って定義される以下の３つのＣＤＲ、それぞれ、配列番号１２の配
列を有するＣＤＲ‐Ｈ１、配列番号１３の配列を有するＣＤＲ‐Ｈ２、および配列番号１
４の配列を有するＣＤＲ‐Ｈ３、を含む重鎖、
　を有する抗体、またはその機能性断片、もしくは誘導体、
　からなる群より選択される、単離された抗体、またはその機能性断片、もしくは誘導体
からなることを特徴とする、請求項１に記載の結合タンパク質、またはその機能性断片、
もしくは誘導体。
【請求項３】
　ａ）　配列番号７のアミノ酸配列を有する配列の軽鎖可変ドメイン、および配列番号８
のアミノ酸配列を有する配列の重鎖可変ドメインを含む抗体、またはその機能性断片、も
しくは誘導体；ならびに、
　ｂ）　配列番号１５のアミノ酸配列を有する配列の軽鎖可変ドメイン、および配列番号
１６のアミノ酸配列を有する配列の重鎖可変ドメインを含む抗体、またはその機能性断片
、もしくは誘導体、
　からなる群より選択されることを特徴とする、請求項２に記載の抗体、またはその機能
性断片、もしくは誘導体。
【請求項４】
　請求項２または３に記載の抗体を分泌する能力を有するマウスハイブリドーマであって
、前記マウスハイブリドーマは、２００９年１１月１８日に、パリのパスツール研究所、
ＣＮＣＭにＩ‐４２４７の番号で寄託されたハイブリドーマ、および２００９年１１月１
８日に、パリのパスツール研究所、ＣＮＣＭにＩ‐４２４６の番号で寄託されたハイブリ
ドーマから選択される、マウスハイブリドーマ。
【請求項５】
　腫瘍上にて、ｉ）ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態へ特異的に結合するが、ｉｉ
）ｃＭｅｔの（１もしくは複数の）非活性化および／またはリガンド依存性活性化形態へ
は結合しない、ハイブリドーマＩ‐４２４７、もしくはＩ‐４２４６、またはこれらのサ
ブクローンから得られるモノクローナル抗体。
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【請求項６】
　単離された核酸であって、それは、以下の核酸：
　ａ）　請求項１に記載の結合タンパク質をコードする核酸、ＤＮＡ、またはＲＮＡ；
　ｂ）　請求項２、３、および５のいずれか一項に記載の抗体をコードする核酸、ＤＮＡ
、またはＲＮＡ；
　ｃ）　配列番号２７から３２、または３５から４０の配列を含むＤＮＡ配列を有する核
酸；
　ｄ）　配列番号３３、３４、４１、または４２の配列を含むＤＮＡ配列を有する核酸；
　ｅ）　ｃ）またはｄ）に定める前記核酸の対応するＲＮＡ核酸；ならびに、
　ｆ）　ａ）、ｂ）、ｃ）、およびｄ）に定める前記核酸の相補核酸、
　から選択されることを特徴とする、単離された核酸。
【請求項７】
　ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態の識別のための、請求項１に記載の結合タンパ
ク質、または請求項２、３、および５のいずれか一項に記載のモノクローナル抗体、また
はそれらの機能性断片もしくは誘導体の使用。
【請求項８】
　サンプル中にて、ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態と、ｃＭｅｔの非活性化もし
くはリガンド依存性活性化形態を含むｃＭｅｔのその他の形態とを区別するための方法で
あって、該方法は：
　ａ）　前記サンプルを、請求項１に記載の結合タンパク質、または請求項２、３、およ
び５のいずれか一項に記載の抗体、またはそれらの機能性断片もしくは誘導体と接触させ
る工程、ならびに、
　ｂ）　前記結合タンパク質もしくは抗体の前記サンプルとの結合を検出する工程、
　を含む、方法。
【請求項９】
　ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態に関連する発癌性障害を生体外にて診断するた
めの、または前記ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態に関連する発癌性障害の発症に
ついての予後を免疫標識によって判定するための、請求項１に記載の結合タンパク質、ま
たは請求項２、３、および５のいずれか一項に記載の抗体；またはそれらの機能性断片も
しくは誘導体の使用。
【請求項１０】
　対象中にて、ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態を発現する腫瘍の存在および／ま
たは位置を、免疫標識によって検出する方法であって、ここで、前記方法は：
　ａ）　前記対象からのサンプルを、請求項１に記載の結合タンパク質、または請求項２
、３、および５のいずれか一項に記載の抗体、またはそれらの機能性断片もしくは誘導体
と接触させる工程、ならびに、
　ｂ）　前記結合タンパク質もしくは抗体の前記サンプルとの結合を検出する工程、
　を含む、方法。
【請求項１１】
　対象からのｃＭｅｔ発現腫瘍中のｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態の発現レベル
を免疫標識によって測定する方法であって、ここで、前記方法は：
　ａ）　前記対象からのサンプルを、請求項１に記載の結合タンパク質、または請求項２
、３、および５のいずれか一項に記載の抗体、またはそれらの機能性断片もしくは誘導体
と接触させる工程、ならびに、
　ｂ）　前記サンプル中にて、ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態へ結合する結合タ
ンパク質もしくは抗体のレベルを定量する工程、
　を含む、方法。
【請求項１２】
　前記ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態の発現レベルが、免疫組織化学分析（ＩＨ
Ｃ）によって測定される、請求項１１に記載の方法。
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【請求項１３】
　対象において、ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態を発現する腫瘍を免疫標識によ
って診断するための、またはｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態を発現する腫瘍の発
症についての予後を免疫標識によって判定するための方法であって、前記方法は：
　ａ）　請求項１１に記載の前記ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態の発現レベルを
測定する工程、ならびに、
　ｂ）　工程ａ）の前記発現レベルを、正常組織からのｃＭｅｔのリガンド非依存性活性
化形態のレファレンス発現レベルと比較する工程、
　を含む、方法。
【請求項１４】
　対象における腫瘍のｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態の状態を免疫標識によって
判定する方法であって、ここで、前記方法は：
　ａ）　請求項１１に記載のｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態の発現レベルを測定
する工程、
　ｂ）　ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態の発現レベルについて、前記腫瘍のスコ
ア付けを行う工程、ならびに、
　ｃ）前記スコアをコントロールサンプルから得られたものと比較する工程、
　を含む、方法。
【請求項１５】
　抗‐ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態結合タンパク質もしくは抗体、またはその
断片もしくは誘導体による治療に対して、発癌性障害が感受性を有するかどうかを判定す
る方法であって、ここで、前記方法は：
　ａ）　請求項１１に記載の対象における腫瘍の前記ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化
形態の状態を免疫標識によって判定する工程、ならびに、
　ｂ）前記状態が、ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態（＋）である場合、前記発癌
性障害は、抗‐ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態結合タンパク質もしくは抗体、ま
たはその断片もしくは誘導体による治療に対して感受性を有すると判定する工程、
　を含む、方法。
【請求項１６】
　請求項１に記載の結合タンパク質、または請求項２、３、および５のいずれか一項に記
載の抗体、またはそれらの機能性断片もしくは誘導体を少なくとも含み、前記結合タンパ
ク質または抗体は標識されている、キット。
【請求項１７】
　対象におけるｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態を発現する腫瘍の存在および／ま
たは位置を免疫標識によって検出するための請求項１６に記載のキットであって、前記キ
ットは、さらに、前記標識された結合タンパク質または抗体とｃＭｅｔのリガンド非依存
性活性化形態との結合の度合いを検出するのに有用である試薬を含む、請求項１６に記載
のキット。
【請求項１８】
　ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態への結合について、請求項１に記載の結合タン
パク質、または請求項２、３、および５のいずれか一項に記載の抗体と交差競合する（cr
oss-compete）ことを特徴とする、抗体を含む結合タンパク質、またはその機能性断片も
しくは誘導体。
【請求項１９】
　請求項１に記載の結合タンパク質、または請求項２、３、および５のいずれか一項に記
載の抗体、またはそれらの機能性断片もしくは誘導体の、ｃＭｅｔのリガンド非依存性活
性化形態へ特異的に結合することができる、抗体を含む結合タンパク質の識別のための使
用。
【請求項２０】
　ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態に対する結合パートナーを識別する方法であっ
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て、
　ａ）　前記ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態を、請求項１に記載の結合タンパク
質、または請求項２、３、および５のいずれか一項に記載の抗体、またはそれらの機能性
断片もしくは誘導体と接触させる工程；
　ｂ）　ａ）の複合体を、化合物ライブラリと接触させる工程、
　ｃ）　ａ）の複合体を分解する化合物を識別する工程、
　を含むことを特徴とする、方法。
【請求項２１】
　ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態を精製するための方法であって、それは、以下
の工程：
　ａ）　請求項１に記載の結合タンパク質、または請求項２、３、および５のいずれか一
項に記載の抗体、またはそれらの機能性断片もしくは誘導体を、サンプルと共に、前記結
合タンパク質または抗体と前記ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態との特異的結合を
可能とする条件下にてインキュベートする工程；ならびに、
　ｂ）　前記サンプルから前記結合タンパク質または抗体を分離し、精製された前記ｃＭ
ｅｔのリガンド非依存性活性化形態を得る工程、
　を含むことを特徴とする、方法。
【請求項２２】
　請求項１に記載の結合タンパク質、または請求項２、３、および５のいずれか一項に記
載の抗体、またはそれらの機能性断片もしくは誘導体とｃＭｅｔのリガンド非依存性活性
化形態との結合によって形成される複合体。
【請求項２３】
　生物活性化合物を、ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態を発現する細胞へ特異的に
標的化することを意図する媒体としての、請求項１に記載の結合タンパク質、または請求
項２、３、および５のいずれか一項に記載の抗体、またはそれらの機能性断片もしくは誘
導体の使用。
【請求項２４】
　ｉ）ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態へ特異的に結合するが、ｉｉ）ｃＭｅｔの
（１もしくは複数の）非活性化および／またはリガンド依存性活性化形態へは結合しない
抗体、またはその機能性断片もしくは誘導体を作製するための方法であって、前記方法は
、それが：
　ａ）　ｃＭｅｔタンパク質またはその断片を発現するトランスフェクトされた、または
腫瘍細胞株により、動物を免疫化する工程；
　ｂ）　抗体産生細胞を前記動物から取り出す工程；
　ｃ）　前記抗体産生細胞を骨髄腫細胞と融合して、ハイブリドーマ細胞を得る工程；
　ｄ）　スクリーニングアッセイを行って、ｉ）ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態
へ特異的に結合するが、ｉｉ）ｃＭｅｔの（１もしくは複数の）非活性化および／または
リガンド依存性活性化形態へは結合しない抗体を産生するハイブリドーマ細胞を選別する
工程；
　ｅ）　前記選別されたハイブリドーマを、前記抗体を産生する細胞培養液中にて培養す
る工程；ならびに、
　ｆ）　前記細胞培養液から前記抗体を取り出す工程、
　を含むことを特徴とする、方法。
【請求項２５】
　工程ｄ）の前記スクリーニングアッセイが、ＩＨＣスクリーニングアッセイから成り、
前記ＩＨＣスクリーニングアッセイは、好ましくは：
　ａ）　異なる形態のｃＭｅｔを発現する腫瘍から組織セクションを採取する工程、ｂ）
　請求項２４の工程ｃ）に記載のハイブリドーマ細胞を用いて、工程ａ）の前記異なる組
織セクションに対して同時にＩＨＣ染色を施す工程、
　ｃ）　前記ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態を発現する組織セクション上では特
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異的な反応性を有し、その他の組織セクション上では反応性を有さないハイブリドーマ細
胞を選別する工程、
　を含むことを特徴とする、請求項２４に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、患者における増殖性疾患の予後および／または診断の分野に関する。より詳
細には、本発明は、ヒトｃＭｅｔ受容体へ特異的に結合する能力を有する新規な抗体、な
らびにこれらの抗体をコードするアミノ酸および核酸配列に関する。本発明は、さらに、
ｃＭｅｔの発現に関連する病理学的過剰増殖性発癌性障害の検出および診断のための前記
抗体の使用、ならびに対応する方法を含む。特定の実施形態では、このような障害は、正
常時と比較して増加したｃＭｅｔポリペプチドの発現に関連する発癌性障害、またはｃＭ
ｅｔの過剰発現と関係するその他のいずれかの病態である。最後に、本発明は、特定の癌
の予後または診断のためのそのような抗体を少なくとも含む、製品、および／または組成
物、またはキットを含む。
【背景技術】
【０００２】
　トラスツズマブ、セツキシマブ、ベバシズマブ、イマチニブ、およびゲフィチニブ阻害
剤などの受容体チロシンキナーゼ（ＲＴＫ）を標的とする剤により、選択された癌の治療
のためにこの種類のタンパク質を標的とすることの重要性が示されてきた。
【０００３】
　ｃＭｅｔは、ＲＯＮおよびＳＥＡも含むＲＴＫのサブファミリーのプロトタイプメンバ
ーである。ｃＭｅｔ　ＲＴＫファミリーは、その他のＲＴＫファミリーと構造的に異なり
、散乱係数（ＳＦ）とも称される肝細胞増殖因子（ＨＧＦ）に対する公知の唯一の高親和
性受容体である［非特許文献１；非特許文献２］。ｃＭｅｔおよびＨＧＦは、様々な組織
中にて広く発現され、それらの発現は通常、それぞれ、上皮および間葉系由来の細胞に限
定される［非特許文献３；非特許文献４］。これらはいずれも、正常な哺乳類の発達に必
要とされ、細胞遊走、形態形成分化、および三次元細管構造の組織化、ならびに成長およ
び血管新生において特に重要であることが示されている［非特許文献５；非特許文献６；
非特許文献７］。ｃＭｅｔおよびＨＧＦの制御された調節は、哺乳類の発達、組織の維持
、および修復において重要であることが示されている一方［非特許文献８；非特許文献９
］、それらの調節不全は、癌の進行と関係付けられている。
【０００４】
　ｃＭｅｔの不適切な活性化によって進められる異常シグナル伝達は、ヒトの癌において
最もよく見られる変化の１つであり、腫瘍形成および転移において極めて重要な役割を担
っている［非特許文献１０；非特許文献１１］。
【０００５】
　ｃＭｅｔの不適切な活性化は、ｃＭｅｔの過剰発現を含むリガンド依存性および非依存
性のメカニズムにより、および／またはパラ分泌もしくは自己分泌活性化により、または
機能獲得型変異（gain in function mutation）を介して発生し得る［非特許文献１２］
。しかし、ＡＴＰおよびチロシン含有ペプチド基質に対するキナーゼの結合親和性および
結合動態を調節するためには、リガンドの存在下または非存在下におけるｃＭｅｔ受容体
のオリゴマー化が必要である［非特許文献１３］。活性化されたｃＭｅｔは、シグナル伝
達エフェクターを、細胞質ドメインに位置するそのマルチドッキング部位に動員し、その
結果、Ｒａｓ‐ＭＡＰＫ、ＰＩ３Ｋ、Ｓｒｃ、およびＳｔａｔ３を含む複数の重要なシグ
ナル伝達経路が活性化される［非特許文献１４］。これらの経路は、腫瘍細胞の増殖、浸
潤、および血管新生、ならびにアポトーシスの回避に不可欠である［非特許文献１５；非
特許文献１６］。加えて、他のＲＴＫと比較したｃＭｅｔのシグナル伝達の独特の一面は
、接着斑複合体、およびα６β４インテグリン［非特許文献１７］、プレキシンＢ１、ま
たはセマフォリン［非特許文献１８；非特許文献１９；非特許文献２０］などの非キナー
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ゼ結合パートナーとのその報告された相互作用であり、このことにより、この受容体によ
る細胞機能の調節の複雑性がさらに増加し得る。最後に、最近のデータは、ｃＭｅｔが、
ゲフィチニブまたはエルロチニブに対する腫瘍の耐性に関与している可能性を示しており
、このことは、ＥＧＦＲおよびｃＭｅｔの両方を標的とする化合物の組み合わせが非常に
重要である可能性を示唆している［非特許文献２１］。
【０００６】
　ここ数年の間に、癌細胞株におけるｃＭｅｔシグナル伝達を弱化するための多くの様々
な戦略が開発されてきた。このような戦略には、ｉ）ｃＭｅｔまたはＨＧＦ／ＳＦに対す
る中和抗体［非特許文献２２；非特許文献２３］またはＨＧＦ／ＳＦアンタゴニストＮＫ
４の使用によるｃＭｅｔへのリガンド結合の阻害［非特許文献２４］、ｉｉ）キナーゼ活
性を遮断するｃＭｅｔに対する低分子ＡＴＰ結合部位阻害剤［非特許文献２５］、ｉｉｉ
）マルチドッキング部位へのアクセスに干渉する組換えＳＨ２ドメインポリペプチド、お
よび受容体もしくはリガンド発現を低下させるＲＮＡｉまたはリボザイム、が含まれる。
これらの手法のほとんどは、ｃＭｅｔの選択的な阻害を示して、腫瘍の阻害という結果が
得られており、このことは、ｃＭｅｔが癌の治療的介入において重要であり得ることを示
している。
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【発明の概要】
【０００８】
　本発明は、発癌性障害、特にｃＭｅｔの発現を特徴とする障害、またはｃＭｅｔの異常
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発現によって媒介される障害の検出および／またはモニタリングのための診断または予後
バイオマーカーとして用いることができる少なくとも１つの試薬を提供することを目的と
する。
【０００９】
　本明細書では、この基準を満たす新規な抗体について記載する。
【００１０】
　本発明のその他の特徴および利点は、以下の詳細な記述および例から明らかとなるであ
ろう。
【発明を実施するための形態】
【００１１】
　第一の態様では、本発明の主題は、ｃＭｅｔタンパク質（ｃＭｅｔ）、好ましくはヒト
ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態へ高い親和性で特異的に結合し、従って、ｃＭｅ
ｔのリガンド非依存性活性化形態の発現によって媒介される病理学的過剰増殖性発癌性障
害を診断するための方法に有用であり得る結合タンパク質、またはその機能性断片もしく
は誘導体である
【００１２】
　リガンド非依存性活性化は、ｉ）ｃＭｅｔの過剰発現の場合にＨＧＦの非存在下にて発
生する受容体の二量体化（通常はｃＭｅｔ遺伝子の増幅と繋がっている）、またはｉｉ）
ｃＭｅｔの細胞内ドメイン内での活性化突然変異、またはｉｉｉ）これらの両方へと続く
、ｃＭｅｔの構成的リン酸化に関連する。
【００１３】
　第一の態様では、本発明は、腫瘍上にて、ｉ）ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態
へ特異的に結合するが、ｉｉ）ｃＭｅｔの（１もしくは複数の）非活性化および／または
リガンド依存性活性化形態へは結合しない、結合タンパク質、またはその機能性断片もし
くは誘導体に関する。
【００１４】
　「結合タンパク質」の表現は、別のタンパク質または分子との特異的なまたは全般的な
親和性を有するいずれかのペプチド鎖のことであると理解される必要がある。タンパク質
が接触され、結合が可能である場合は、複合体を形成する。本発明の結合タンパク質は、
限定されないが、好ましくは、抗体、抗体の断片もしくは誘導体、タンパク質、またはペ
プチドであってよい。
【００１５】
　「（１もしくは複数の）機能性断片および／または（１もしくは複数の）誘導体」の表
現は、本明細書にて後に詳細に定義される。
【００１６】
　「腫瘍上にて」の表現は、本発明に従う結合タンパク質の報告された特性が、生体内の
腫瘍環境下にて存在し、生体外の例だけではないということであると理解される必要があ
る。より詳細には、以下の実施例から明らかであるように、それらは、天然の環境に可能
な限り近い環境を表すエキソビボ実験、または市販の組織マイクロアレイ（ＴＭＡ）によ
るヒト腫瘍の分析によって実証された。
【００１７】
　本発明は、天然の形態のタンパク質に関するものではないこと、すなわち、それらは、
その天然環境には存在せず、天然源からの精製による単離もしくは取得、またはそれ以外
では遺伝子組換えによる、もしくは化学合成による取得が可能であり、従ってそれらは、
続いてさらに記載されるように、非天然アミノ酸を含有し得ることは、本明細書にて理解
される必要がある。
【００１８】
　本発明の実施形態によると、前述のように、リガンド肝細胞増殖因子（ＨＧＦ）のｃＭ
ｅｔへの結合を遮断しない、結合タンパク質、またはその機能性断片もしくは誘導体が開
示される。
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【００１９】
　より詳細には、本発明の結合タンパク質、またはその機能性断片もしくは誘導体は、ア
ミノ酸残基１から９５０のｃＭｅｔの細胞外領域と相互作用する。
【００２０】
　第一の実施形態によると、本発明は、少なくとも配列番号１、２、３、４、５、６、１
７、１８、１９、２０、もしくは２１を含む配列のＣＤＲの中から選択される少なくとも
１つのＣＤＲ、または、その配列が、最適アライメント後に、配列番号１、２、３、４、
５、６、１７、１８、１９、２０、もしくは２１の配列と少なくとも８０％、好ましくは
８５％、９０％、９５％、および９８％の同一性を有する少なくとも１つのＣＤＲを含む
、結合タンパク質、またはその機能性断片もしくは誘導体に関する。
【００２１】
　第二の実施形態によると、本発明は、少なくとも配列番号９、１０、１１、１２、１３
、１４、２２、２３、２４、２５、もしくは２６を含む配列のＣＤＲの中から選択される
少なくとも１つのＣＤＲ、または、その配列が、最適アライメント後に、配列番号９、１
０、１１、１２、１３、１４、２２、２３、２４、２５、もしくは２６の配列と少なくと
も８０％、好ましくは８５％、９０％、９５％、および９８％の同一性を有する少なくと
も１つのＣＤＲを含む、結合タンパク質、またはその機能性断片もしくは誘導体に関する
。
【００２２】
　抗体の「機能性断片」とは、特に、断片Ｆｖ、ｓｃＦｖ（ｓｃ＝単鎖（simple chain）
）、Ｆａｂ、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆａｂ’、ｓｃＦｖ‐Ｆｃもしくは二重特異性抗体、また
はその半減期が延長されたいずれかの断片などの抗体断片を意味する。そのような機能性
断片は、本明細書にて後に詳細に記述される。
【００２３】
　抗体の「誘導化合物」または「誘導体」とは、特に、ペプチド骨格、およびその認識さ
れる能力を保存するための元の抗体のＣＤＲの少なくとも１つからなる結合タンパク質を
意味する。当業者に公知であるそのような誘導化合物は、本明細書にて後により詳細に記
述される。
【００２４】
　第一の実施形態において、本発明の結合タンパク質、またはその機能性断片もしくは誘
導体は、配列番号１～６の配列からなる群より選択される少なくとも１つのＣＤＲを含む
抗原結合ドメインを含む。
【００２５】
　別の実施形態において、本発明の結合タンパク質、またはその機能性断片もしくは誘導
体は、配列番号９～１４の配列からなる群より選択される少なくとも１つのＣＤＲを含む
抗原結合ドメインを含む。
【００２６】
　さらに、本発明の好ましい実施形態では、前記結合タンパク質、またはその機能性断片
もしくは誘導体は、単離された抗体からなる。
【００２７】
　より好ましくは、本発明は、遺伝子組換えまたは化学合成によって得られた、本発明に
従う抗体、その誘導化合物、またはその機能性断片を含む。
【００２８】
　好ましい実施形態によると、本発明に従う抗体、またはその誘導化合物もしくは機能性
断片は、それがモノクローナル抗体からなることを特徴とする。
【００２９】
　「モノクローナル抗体」とは、ほぼ均質である抗体集団に由来する抗体を意味するもの
として理解される。より詳細には、集団の個々の抗体は、最小限の割合で見出され得る数
個の天然の突然変異の可能性を除いて同一である。言い換えると、モノクローナル抗体は
、単一の細胞クローン（例えば、ハイブリドーマ、均質な抗体をコードするＤＮＡ分子で
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トランスフェクトされた真核宿主細胞、均質な抗体をコードするＤＮＡ分子でトランスフ
ェクトされた原核宿主細胞など）の成長に由来する均質な抗体から成り、一般的には、唯
一つのクラスおよびサブクラスの重鎖、ならびに唯一つのタイプの軽鎖を特徴とする。モ
ノクローナル抗体は、高い特異性を有し、単一の抗原に対して指向される。加えて、種々
の決定因子またはエピトープに対して指向される種々の抗体を通常は含むポリクローナル
抗体の製剤とは対照的に、モノクローナル抗体の各々は、抗原の単一エピトープに対して
指向される。
【００３０】
　本発明は、天然の形態の抗体に関するものではないこと、すなわち、それらは、その天
然環境から入手されるものではなく、天然源からの精製によって単離もしくは取得される
か、または遺伝子組換えによって、もしくは化学合成によって取得され、従ってそれらは
、以下に記載されるように、非天然アミノ酸を有し得ることは、本明細書にて理解される
必要がある。
【００３１】
　より詳細には、本発明の抗体、またはその機能性断片もしくは誘導体の１つは、それが
、配列番号１、２、３、１７、１８の配列のＣＤＲの少なくとも１つ、または、最適アラ
イメント後に、配列番号１、２、３、１７、１８の配列と少なくとも８０％、好ましくは
８５％、９０％、９５％、および９８％の同一性を有する少なくとも１つの配列を含む軽
鎖を有することを特徴とする。
【００３２】
　さらにより好ましくは、本発明の抗体、またはその機能性断片もしくは誘導体の１つは
、それが、それぞれＣＤＲ‐Ｌ１、ＣＤＲ‐Ｌ２、およびＣＤＲ‐Ｌ３である以下の３つ
のＣＤＲを含む軽鎖を有することを特徴とし、ここで：
　－　ＣＤＲ‐Ｌ１は、配列番号１もしくは１７の配列、または最適アライメント後に、
配列番号１もしくは１７の配列と少なくとも８０％の同一性を有する配列を含み；
　－　ＣＤＲ‐Ｌ２は、配列番号２もしくは１８の配列、または最適アライメント後に、
配列番号２もしくは１８の配列と少なくとも８０％の同一性を有する配列を含み；ならび
に、
　－　ＣＤＲ‐Ｌ３は、配列番号３の配列、または最適アライメント後に、配列番号３の
配列と少なくとも８０％の同一性を有する配列を含む。
【００３３】
　本発明は、従って、抗体、またはその機能性断片もしくは誘導体について記載するもの
であり、これらは、腫瘍上にて、ｉ）ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態へ特異的に
結合するが、ｉｉ）ｃＭｅｔの（１もしくは複数の）非活性化および／またはリガンド依
存性活性化形態へは結合せず、前記抗体は、それが、それぞれＣＤＲ‐Ｌ１、ＣＤＲ‐Ｌ
２、およびＣＤＲ‐Ｌ３である、ＩＭＧＴに従って定義される以下の３つのＣＤＲを含む
軽鎖を有することを特徴とし、ここで、ＣＤＲ‐Ｌ１は、配列番号１の配列を含み、ＣＤ
Ｒ‐Ｌ２は、配列番号２の配列を含み、ＣＤＲ‐Ｌ３は、配列番号３の配列を含む。
【００３４】
　別の特定の実施形態によると、本発明の抗体、またはその機能性断片もしくは誘導体の
１つは、それが、それぞれＣＤＲ‐Ｌ１、ＣＤＲ‐Ｌ２、およびＣＤＲ‐Ｌ３である、Ｋ
ａｂａｔに従って定義される以下の３つのＣＤＲを含む軽鎖を有することを特徴とし、こ
こで、ＣＤＲ‐Ｌ１は、配列番号１７の配列を含み、ＣＤＲ‐Ｌ２は、配列番号１８の配
列を含み、ＣＤＲ‐Ｌ３は、配列番号３の配列を含む。
【００３５】
　別の実施形態によると、本発明の抗体、またはその機能性断片もしくは誘導体の１つは
、それが、配列番号４、５、６、１９、２０、もしくは２１の配列のＣＤＲの少なくとも
１つ、または、最適アライメント後に、配列番号４、５、６、１９、２０、もしくは２１
の配列と少なくとも８０％、好ましくは８５％、９０％、９５％、および９８％の同一性
を有する少なくとも１つの配列を含む重鎖を有することを特徴とする。
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【００３６】
　好ましい形では、本発明の抗体、またはその機能性断片もしくは誘導体の１つは、それ
が、それぞれＣＤＲ‐Ｈ１、ＣＤＲ‐Ｈ２、およびＣＤＲ‐Ｈ３である以下の３つのＣＤ
Ｒを含む重鎖を有することを特徴とし、ここで：
　－　ＣＤＲ‐Ｈ１は、配列番号４もしくは１９の配列、または最適アライメント後に、
配列番号４もしくは１９の配列と少なくとも８０％、好ましくは８５％、９０％、９５％
、および９８％の同一性を有する配列を含み；
　－　ＣＤＲ‐Ｈ２は、配列番号５もしくは２０の配列、または最適アライメント後に、
配列番号５もしくは２０の配列と少なくとも８０％、好ましくは８５％、９０％、９５％
、および９８％の同一性を有する配列を含み；ならびに、
　－　ＣＤＲ‐Ｈ３は、配列番号６もしくは２１の配列、または最適アライメント後に、
配列番号６もしくは２１の配列と少なくとも８０％、好ましくは８５％、９０％、９５％
、および９８％の同一性を有する配列を含む。
【００３７】
　本発明は、従って、抗体、またはその機能性断片もしくは誘導体について記載するもの
であり、これらは、腫瘍上にて、ｉ）ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態へ特異的に
結合するが、ｉｉ）ｃＭｅｔの（１もしくは複数の）非活性化および／またはリガンド依
存性活性化形態へは結合せず、前記抗体は、それが、それぞれＣＤＲ‐Ｈ１、ＣＤＲ‐Ｈ
２、およびＣＤＲ‐Ｈ３である、ＩＭＧＴに従って定義される以下の３つのＣＤＲを含む
重鎖を有することを特徴とし、ここで、ＣＤＲ‐Ｈ１は、配列番号４の配列を含み、ＣＤ
Ｒ‐Ｈ２は、配列番号５の配列を含み、ＣＤＲ‐Ｈ３は、配列番号６の配列を含む。
【００３８】
　別の特定の実施形態によると、本発明の抗体、またはその機能性断片もしくは誘導体の
１つは、それが、それぞれＣＤＲ‐Ｈ１、ＣＤＲ‐Ｈ２、およびＣＤＲ‐Ｈ３である、Ｋ
ａｂａｔに従って定義される以下の３つのＣＤＲを含む重鎖を有することを特徴とし、こ
こで、ＣＤＲ‐Ｈ１は、配列番号１９の配列を含み、ＣＤＲ‐Ｈ２は、配列番号２０の配
列を含み、ＣＤＲ‐Ｈ３は、配列番号２１の配列を含む。
【００３９】
　より詳細には、本発明の抗体、またはその機能性断片もしくは誘導体の１つは、それが
、配列番号９、１０、１１、２２、２３の配列のＣＤＲの少なくとも１つ、または、最適
アライメント後に、配列番号９、１０、１１、２２、２３の配列と少なくとも８０％、好
ましくは８５％、９０％、９５％、および９８％の同一性を有する少なくとも１つの配列
を含む軽鎖を有することを特徴とする。
【００４０】
　さらにより好ましくは、本発明の抗体、またはその機能性断片もしくは誘導体の１つは
、それが、それぞれＣＤＲ‐Ｌ１、ＣＤＲ‐Ｌ２、およびＣＤＲ‐Ｌ３である以下の３つ
のＣＤＲを含む軽鎖を有することを特徴とし、ここで：
　－　ＣＤＲ‐Ｌ１は、配列番号９もしくは２２の配列、または最適アライメント後に、
配列番号９もしくは２２の配列と少なくとも８０％、好ましくは８５％、９０％、９５％
、および９８％の同一性を有する配列を含み；
　－　ＣＤＲ‐Ｌ２は、配列番号１０もしくは２３の配列、または最適アライメント後に
、配列番号１０もしくは２３の配列と少なくとも８０％、好ましくは８５％、９０％、９
５％、および９８％の同一性を有する配列を含み；ならびに、
　－　ＣＤＲ‐Ｌ３は、配列番号１１の配列、または最適アライメント後に、配列番号１
１の配列と少なくとも８０％、好ましくは８５％、９０％、９５％、および９８％の同一
性を有する配列を含む。
【００４１】
　本発明は、従って、抗体、またはその機能性断片もしくは誘導体について記載するもの
であり、これらは、腫瘍上にて、ｉ）ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態へ特異的に
結合するが、ｉｉ）ｃＭｅｔの（１もしくは複数の）非活性化および／またはリガンド依
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存性活性化形態へは結合せず、前記抗体は、それが、それぞれＣＤＲ‐Ｌ１、ＣＤＲ‐Ｌ
２、およびＣＤＲ‐Ｌ３である、ＩＭＧＴに従って定義される以下の３つのＣＤＲを含む
軽鎖を有することを特徴とし、ここで、ＣＤＲ‐Ｌ１は、配列番号９の配列を含み、ＣＤ
Ｒ‐Ｌ２は、配列番号１０の配列を含み、ＣＤＲ‐Ｌ３は、配列番号１１の配列を含む。
【００４２】
　別の特定の実施形態によると、本発明の抗体、またはその機能性断片もしくは誘導体の
１つは、それが、それぞれＣＤＲ‐Ｌ１、ＣＤＲ‐Ｌ２、およびＣＤＲ‐Ｌ３である、Ｋ
ａｂａｔに従って定義される以下の３つのＣＤＲを含む軽鎖を有することを特徴とし、こ
こで、ＣＤＲ‐Ｌ１は、配列番号２２の配列を含み、ＣＤＲ‐Ｌ２は、配列番号２３の配
列を含み、ＣＤＲ‐Ｌ３は、配列番号１１の配列を含む。
【００４３】
　別の実施形態によると、本発明の抗体、またはその機能性断片もしくは誘導体の１つは
、それが、配列番号１２、１３、１４、２４、２５、２６の配列のＣＤＲの少なくとも１
つ、または、最適アライメント後に、配列番号１２、１３、１４、２４、２５、２６の配
列と少なくとも８０％、好ましくは８５％、９０％、９５％、および９８％の同一性を有
する少なくとも１つの配列を含む重鎖を有することを特徴とする。
【００４４】
　好ましい形では、本発明の抗体、またはその機能性断片もしくは誘導体の１つは、それ
が、それぞれＣＤＲ‐Ｈ１、ＣＤＲ‐Ｈ２、およびＣＤＲ‐Ｈ３である以下の３つのＣＤ
Ｒを含む重鎖を有することを特徴とし、ここで：
　－　ＣＤＲ‐Ｈ１は、配列番号１２もしくは２４の配列、または最適アライメント後に
、配列番号１２もしくは２４の配列と少なくとも８０％、好ましくは８５％、９０％、９
５％、および９８％の同一性を有する配列を含み；
　－　ＣＤＲ‐Ｈ２は、配列番号１３もしくは２５の配列、または最適アライメント後に
、配列番号１３もしくは２５の配列と少なくとも８０％、好ましくは８５％、９０％、９
５％、および９８％の同一性を有する配列を含み；ならびに、
　－　ＣＤＲ‐Ｈ３は、配列番号１４もしくは２６の配列、または最適アライメント後に
、配列番号１４もしくは２６の配列と少なくとも８０％、好ましくは８５％、９０％、９
５％、および９８％の同一性を有する配列を含む。
【００４５】
　本発明は、従って、抗体、またはその機能性断片もしくは誘導体について記載するもの
であり、これらは、腫瘍上にて、ｉ）ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態へ特異的に
結合するが、ｉｉ）ｃＭｅｔの（１もしくは複数の）非活性化および／またはリガンド依
存性活性化形態へは結合せず、前記抗体は、それが、それぞれＣＤＲ‐Ｈ１、ＣＤＲ‐Ｈ
２、およびＣＤＲ‐Ｈ３である、ＩＭＧＴに従って定義される以下の３つのＣＤＲを含む
重鎖を有することを特徴とし、ここで、ＣＤＲ‐Ｈ１は、配列番号１２の配列を含み、Ｃ
ＤＲ‐Ｈ２は、配列番号１３の配列を含み、ＣＤＲ‐Ｈ３は、配列番号１４の配列を含む
。
【００４６】
　別の特定の実施形態によると、本発明の抗体、またはその機能性断片もしくは誘導体の
１つは、それが、それぞれＣＤＲ‐Ｈ１、ＣＤＲ‐Ｈ２、およびＣＤＲ‐Ｈ３である、Ｋ
ａｂａｔに従って定義される以下の３つのＣＤＲを含む重鎖を有することを特徴とし、こ
こで、ＣＤＲ‐Ｈ１は、配列番号２４の配列を含み、ＣＤＲ‐Ｈ２は、配列番号２５の配
列を含み、ＣＤＲ‐Ｈ３は、配列番号２６の配列を含む。
【００４７】
　本明細書において、「ポリペプチド」、「ポリペプチド配列」、「ペプチド」、および
「抗体化合物またはそれらの配列へ結合したタンパク質」の用語は、交換可能である。
【００４８】
　本発明は、天然の形態の抗体に関するものではないこと、すなわち、それらは、その天
然環境から入手されるものではなく、天然源からの精製によって単離もしくは取得される
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か、または遺伝子組換えによって、もしくは化学合成によって取得され、従ってそれらは
、以下に記載されるように、非天然アミノ酸を有し得ることは、本明細書にて理解される
必要がある。
【００４９】
　第一の実施形態において、相補性決定領域またはＣＤＲとは、Kabat et al.によって定
義されるように（Kabat et al., Sequences of proteins of immunological interest, 5
th Ed., U.S. Department of Health and Human Services, NIH, 1991, and later editi
ons）、免疫グロブリンの重鎖および軽鎖の高頻度可変領域を意味する。３つの重鎖ＣＤ
Ｒおよび３つの軽鎖ＣＤＲが存在する。本明細書にて、「ＣＤＲ」および「複数のＣＤＲ
」の用語は、場合に応じて、抗体の、それが認識する抗原またはエピトープに対する結合
親和性を担うアミノ酸残基の大部分を含有する領域の１つ以上、またはさらにはそのすべ
てを示すために用いられる。
【００５０】
　第二の実施形態において、ＣＤＲ領域または（１もしくは複数の）ＣＤＲは、ＩＭＧＴ
によって定義されるように、免疫グロブリンの重鎖および軽鎖の高頻度可変領域を示すこ
とを意図している。
【００５１】
　ＩＭＧＴの独特なナンバリングは、抗原受容体、鎖型、または種が何であれ、可変ドメ
インを比較するために定義されたものである［Lefranc M.-P., Immunology Today 18, 50
9 (1997) / Lefranc M.-P., The Immunologist, 7, 132-136 (1999) / Lefranc, M.-P., 
Pommie, C, Ruiz, M., Giudicelli, V., Foulquier, E., Truong, L., Thouvenin-Contet
, V. and Lefranc, Dev. Comp. Immunol, 27, 55-77 (2003)］。ＩＭＧＴの独特なナンバ
リングにおいて、保存アミノ酸は、同じ位置を有し、例えば、システイン２３（１ｓｔ‐
ＣＹＳ）、トリプトファン４１（ＣＯＮＳＥＲＶＥＤ‐ＴＲＰ）、疎水性アミノ酸８９、
システイン１０４（２ｎｄ‐ＣＹＳ）、フェニルアラニンまたはトリプトファン１１８（
Ｊ‐ＰＨＥまたはＪ‐ＴＲＰ）である。ＩＭＧＴの独特なナンバリングは、フレームワー
ク領域（ＦＲ１‐ＩＭＧＴ：位置１から２６、ＦＲ２‐ＩＭＧＴ：３９から５５、ＦＲ３
‐ＩＭＧＴ：６６から１０４、およびＦＲ４‐ＩＭＧＴ：１１８から１２８）および相補
性決定領域：ＣＤＲ１‐ＩＭＧＴ：２７から３８、ＣＤＲ２‐ＩＭＧＴ：５６から６５、
およびＣＤＲ３‐ＩＭＧＴ：１０５から１１７、の標準化された範囲決定（standardized
 delimitation）を提供する。ギャップは非占有位置を表すことから、ＣＤＲ‐ＩＭＧＴ
長（角括弧中にドットで区切られた形で示され、例えば［８．８．１３］）は、非常に重
要な情報となる。ＩＭＧＴの独特なナンバリングは、ＩＭＧＴ　Ｃｏｌｌｉｅｒｓ　ｄｅ
　Ｐｅｒｌｅｓと称される２Ｄグラフィック画像［Ruiz, M. and Lefranc, M.-P., Immun
ogenetics, 53, 857-883 (2002) / Kaas, Q. and Lefranc, M.-P., Current Bioinformat
ics, 2, 21-30 (2007)］、およびＩＭＧＴ／３Ｄ構造‐ＤＢにおける３Ｄ構造［Kaas, Q.
, Ruiz, M. and Lefranc, M.-P., T cell receptor and MHC structural data. Nucl. Ac
ids. Res., 32, D208-D210 (2004)］に用いられる。
【００５２】
　３つの重鎖ＣＤＲおよび３つの軽鎖ＣＤＲが存在する。本明細書にて、ＣＤＲまたは複
数のＣＤＲの用語は、場合に応じて、抗体の、それが認識する抗原またはエピトープに対
する親和性による結合を担うアミノ酸残基の大部分を含有するこれらの領域の１つ、また
はいくつか、またはさらにはそのすべてを示すために用いられる。
【００５３】
　より明確にするために、以下の記載において、より詳細には表２ａ、２ｂ、および３に
おいて、ＣＤＲは、ＩＭＧＴナンバリングおよびＫａｂａｔナンバリングによって定義さ
れることは理解される必要がある。
【００５４】
　本発明の意味において、核酸またはアミノ酸の２つの配列間の「同一性パーセント」と
は、最適アライメント後に得られる、比較されるべき２つの配列間で同一であるヌクレオ
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であり、２つの配列間の違いは、それらの長さに沿ってランダムに分布されている。２つ
の核酸またはアミノ酸配列の比較は、従来、それらの最適アライメントを行った後に配列
を比較することで行われるものであり、前記比較は、セグメントによって、または「アラ
イメントウィンドゥ（alignment window）」を用いることによって実施することができる
。比較のための配列の最適アライメントは、手作業による比較に加えて、Smith and Wate
rman (1981)［Ad. App. Math. 2:482］の局地的相同性アルゴリズム（local homology al
gorithm）により、Neddleman and Wunsch (1970)［J. Mol. Biol. 48:443］の局地的相同
性アルゴリズムにより、Pearson and Lipman (1988)［Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2
444］の類似性探索法（similarity search method）により、またはこれらのアルゴリズ
ムを用いるコンピュータソフトウェアにより（Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　
Ｓｏｆｔｗａｒｅ　ＰａｃｋａｇｅのＧＡＰ、ＢＥＳＴＦＩＴ、ＦＡＳＴＡ、およびＴＦ
ＡＳＴＡ、Genetics Computer Group,575 Science Dr., Madison, WI、または比較ソフト
ウェア　ＢＬＡＳＴ　ＮＲまたはＢＬＡＳＴ　Ｐによる）行ってよい。
【００５５】
　２つの核酸またはアミノ酸配列間の同一性パーセントは、最適アライメントを行った２
つの配列を比較することによって決定され、ここで、比較される核酸またはアミノ酸配列
は、２つの配列間の最適アライメントのためのレファレンス配列と比較して、付加または
欠失を有していてよい。同一性パーセントの算出は、２つの配列間にてアミノ酸ヌクレオ
チドまたは残基が同一である位置の数を判定し、この同一位置の数をアライメントウィン
ドゥ中の位置の総数で除し、得られた結果に１００を掛けて２つの配列間の同一性パーセ
ントを得ることによって行われる。
【００５６】
　例えば、http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/bl2.htmlのウェブサイトから入手可能で
あるＢＬＡＳＴプログラム、「ＢＬＡＳＴ　２　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ」（Tatusova et al
., "Blast 2 sequences - a new tool for comparing protein and nucleotide sequence
s", FEMS Microbiol, 1999, Lett. 174:247-250）を、初期パラメータ（特に以下のパラ
メータ、「ｏｐｅｎ　ｇａｐ　ｐｅｎａｌｔｙ」：５、および「ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ　ｇ
ａｐ　ｐｅｎａｌｔｙ」：２；選択されるマトリックスは、例えば、プログラムによって
提案されるマトリックスである「ＢＬＯＳＵＭ　６２」）によって用いてよく；比較され
る２つの配列間の同一性パーセントは、このプログラムによって直接算出される。
【００５７】
　レファレンスアミノ酸配列に対して少なくとも８０％、好ましくは８５％、９０％、９
５％、および９８％の同一性を示すアミノ酸配列について、好ましい例としては、レファ
レンス配列、いくつかの修飾、特には少なくとも１つのアミノ酸の欠失、付加、もしくは
置換、切断、または伸長を含むものが挙げられる。１つ以上の連続する、または連続しな
いアミノ酸の置換の場合、置換は、置換されるアミノ酸が「同等の」アミノ酸によって置
き換えられることが好ましい。本明細書において、「同等のアミノ酸」の表現は、構造ア
ミノ酸の１つと置換されるが、それによって対応する抗体および以下で定める具体例の生
物活性を恐らくは改変しないと思われるいずれのアミノ酸をも示すことを意図している。
【００５８】
　同等のアミノ酸は、それによって置換されるアミノ酸との構造的相同性、または恐らく
は生成されると思われる種々の抗体間の生物活性の比較試験の結果のいずれかに基づいて
決定することができる。
【００５９】
　限定されない例として、対応する修飾抗体の生物活性の大きな改変をもたらすことなく
恐らくは実施されると思われる、考え得る置換をまとめたものが以下の表１であり；逆の
置換は、同一条件下では当然可能である。
【００６０】
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【表１】

【００６１】
　当業者であれば、現行技術において、６つのＣＤＲの間で最も大きい可変性（長さおよ
び組成）は、３つの重鎖ＣＤＲで見られ、より詳細には、この重鎖のＣＤＲ‐Ｈ３である
ことが公知である。
【００６２】
　具体的な実施形態では、本発明は、マウス抗体、またはその誘導化合物もしくは機能性
断片に関する。
【００６３】
　本発明の別の実施形態は、抗体、またはその機能性断片もしくは誘導体の１つを開示し
、それは、ＩＭＧＴに従う以下の３つのＣＤＲ：
　－　配列番号１の配列、または最適アライメント後に、配列番号１の配列と少なくとも
８０％、好ましくは８５％、９０％、９５％、および９８％の同一性を有する配列のＣＤ
Ｒ‐Ｌ１；
　－　配列番号２の配列、または最適アライメント後に、配列番号２の配列と少なくとも
８０％、好ましくは８５％、９０％、９５％、および９８％の同一性を有する配列のＣＤ
Ｒ‐Ｌ２；および、
　－　配列番号３の配列、または最適アライメント後に、配列番号３の配列と少なくとも
８０％、好ましくは８５％、９０％、９５％、および９８％の同一性を有する配列のＣＤ
Ｒ‐Ｌ３、
　を含む軽鎖、ならびに、
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　ＩＭＧＴに従う以下の３つのＣＤＲ：
　－　配列番号４の配列、または最適アライメント後に、配列番号４の配列と少なくとも
８０％、好ましくは８５％、９０％、９５％、および９８％の同一性を有する配列のＣＤ
Ｒ‐Ｈ１；
　－　配列番号５の配列、または最適アライメント後に、配列番号５の配列と少なくとも
８０％、好ましくは８５％、９０％、９５％、および９８％の同一性を有する配列のＣＤ
Ｒ‐Ｈ２；および、
　－　配列番号６の配列、または最適アライメント後に、配列番号６の配列と少なくとも
８０％、好ましくは８５％、９０％、９５％、および９８％の同一性を有する配列のＣＤ
Ｒ‐Ｈ３、
　を含む重鎖、
　を有する。
【００６４】
　好ましい実施形態では、腫瘍上にて、ｉ）ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態へ特
異的に結合するが、ｉｉ）ｃＭｅｔの（１もしくは複数の）非活性化および／またはリガ
ンド依存性活性化形態へは結合しない本発明の抗体、またはその機能性断片もしくは誘導
体は、ａ）それぞれＣＤＲ‐Ｌ１、ＣＤＲ‐Ｌ２、およびＣＤＲ‐Ｌ３である、ＩＭＧＴ
に従って定義される以下の３つのＣＤＲを含む軽鎖であって、ここで、ＣＤＲ‐Ｌ１は、
配列番号１の配列を含み、ＣＤＲ‐Ｌ２は、配列番号２の配列を含み、ＣＤＲ‐Ｌ３は、
配列番号３の配列を含む、軽鎖、ならびにｂ）それぞれＣＤＲ‐Ｈ１、ＣＤＲ‐Ｈ２、お
よびＣＤＲ‐Ｈ３である、ＩＭＧＴに従って定義される以下の３つのＣＤＲを含む重鎖で
あって、ここで、ＣＤＲ‐Ｈ１は、配列番号４の配列を含み、ＣＤＲ‐Ｈ２は、配列番号
５の配列を含み、ＣＤＲ‐Ｈ３は、配列番号６の配列を含む、重鎖、を有する。
【００６５】
　本発明のさらに別の実施形態は、抗体、またはその機能性断片もしくは誘導体の１つを
開示し、それは、ＩＭＧＴに従う以下の３つのＣＤＲ：
　－　配列番号９の配列、または最適アライメント後に、配列番号９の配列と少なくとも
８０％、好ましくは８５％、９０％、９５％、および９８％の同一性を有する配列のＣＤ
Ｒ‐Ｌ１；
　－　配列番号１０の配列、または最適アライメント後に、配列番号１０の配列と少なく
とも８０％、好ましくは８５％、９０％、９５％、および９８％の同一性を有する配列の
ＣＤＲ‐Ｌ２；および、
　－　配列番号１１の配列、または最適アライメント後に、配列番号１１の配列と少なく
とも８０％、好ましくは８５％、９０％、９５％、および９８％の同一性を有する配列の
ＣＤＲ‐Ｌ３、
　を含む軽鎖、ならびに、
　ＩＭＧＴに従う以下の３つのＣＤＲ：
　－　配列番号１２の配列、または最適アライメント後に、配列番号１２の配列と少なく
とも８０％、好ましくは８５％、９０％、９５％、および９８％の同一性を有する配列の
ＣＤＲ‐Ｈ１；
　－　配列番号１３の配列、または最適アライメント後に、配列番号１３の配列と少なく
とも８０％、好ましくは８５％、９０％、９５％、および９８％の同一性を有する配列の
ＣＤＲ‐Ｈ２；および、
　－　配列番号１４の配列、または最適アライメント後に、配列番号１４の配列と少なく
とも８０％、好ましくは８５％、９０％、９５％、および９８％の同一性を有する配列の
ＣＤＲ‐Ｈ３、
　を含む重鎖、
　を有する。
【００６６】
　好ましい実施形態では、腫瘍上にて、ｉ）ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態へ特
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異的に結合するが、ｉｉ）ｃＭｅｔの（１もしくは複数の）非活性化および／またはリガ
ンド依存性活性化形態へは結合しない本発明の抗体、またはその機能性断片もしくは誘導
体は、ａ）それぞれＣＤＲ‐Ｌ１、ＣＤＲ‐Ｌ２、およびＣＤＲ‐Ｌ３である、ＩＭＧＴ
に従って定義される以下の３つのＣＤＲを含む軽鎖であって、ここで、ＣＤＲ‐Ｌ１は、
配列番号９の配列を含み、ＣＤＲ‐Ｌ２は、配列番号１０の配列を含み、ＣＤＲ‐Ｌ３は
、配列番号１１の配列を含む、軽鎖、ならびにｂ）それぞれＣＤＲ‐Ｈ１、ＣＤＲ‐Ｈ２
、およびＣＤＲ‐Ｈ３である、ＩＭＧＴに従って定義される以下の３つのＣＤＲを含む重
鎖であって、ここで、ＣＤＲ‐Ｈ１は、配列番号１２の配列を含み、ＣＤＲ‐Ｈ２は、配
列番号１３の配列を含み、ＣＤＲ‐Ｈ３は、配列番号１４の配列を含む、重鎖、を有する
。
【００６７】
　本発明のさらに別の実施形態は、抗体、またはその機能性断片もしくは誘導体の１つを
開示し、それは、Ｋａｂａｔに従う以下の３つのＣＤＲ：
　－　配列番号１７の配列、または最適アライメント後に、配列番号１７の配列と少なく
とも８０％、好ましくは８５％、９０％、９５％、および９８％の同一性を有する配列の
ＣＤＲ‐Ｌ１；
　－　配列番号１８の配列、または最適アライメント後に、配列番号１８の配列と少なく
とも８０％、好ましくは８５％、９０％、９５％、および９８％の同一性を有する配列の
ＣＤＲ‐Ｌ２；および、
　－　配列番号３の配列、または最適アライメント後に、配列番号３の配列と少なくとも
８０％、好ましくは８５％、９０％、９５％、および９８％の同一性を有する配列のＣＤ
Ｒ‐Ｌ３、
　を含む軽鎖、ならびに、
　Ｋａｂａｔに従う以下の３つのＣＤＲ：
　－　配列番号１９の配列、または最適アライメント後に、配列番号１９の配列と少なく
とも８０％、好ましくは８５％、９０％、９５％、および９８％の同一性を有する配列の
ＣＤＲ‐Ｈ１；
　－　配列番号２０の配列、または最適アライメント後に、配列番号２０の配列と少なく
とも８０％、好ましくは８５％、９０％、９５％、および９８％の同一性を有する配列の
ＣＤＲ‐Ｈ２；および、
　－　配列番号２１の配列、または最適アライメント後に、配列番号２１の配列と少なく
とも８０％の同一性を有する配列のＣＤＲ‐Ｈ３、
　を含む重鎖、
　を有する。
【００６８】
　本発明のさらに別の実施形態は、抗体、またはその機能性断片もしくは誘導体の１つを
開示し、それは、Ｋａｂａｔに従う以下の３つのＣＤＲ：
　－　配列番号２２の配列、または最適アライメント後に、配列番号２２の配列と少なく
とも８０％、好ましくは８５％、９０％、９５％、および９８％の同一性を有する配列の
ＣＤＲ‐Ｌ１；
　－　配列番号２３の配列、または最適アライメント後に、配列番号２３の配列と少なく
とも８０％の同一性を有する配列のＣＤＲ‐Ｌ２；および、
　－　配列番号１１の配列、または最適アライメント後に、配列番号１１の配列と少なく
とも８０％、好ましくは８５％、９０％、９５％、および９８％の同一性を有する配列の
ＣＤＲ‐Ｌ３、
　を含む軽鎖、ならびに、
　Ｋａｂａｔに従う以下の３つのＣＤＲ：
　－　配列番号２４の配列、または最適アライメント後に、配列番号２４の配列と少なく
とも８０％、好ましくは８５％、９０％、９５％、および９８％の同一性を有する配列の
ＣＤＲ‐Ｈ１；
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　－　配列番号２５の配列、または最適アライメント後に、配列番号２５の配列と少なく
とも８０％、好ましくは８５％、９０％、９５％、および９８％の同一性を有する配列の
ＣＤＲ‐Ｈ２；および、
　－　配列番号２６の配列、または最適アライメント後に、配列番号２６の配列と少なく
とも８０％、好ましくは８５％、９０％、９５％、および９８％の同一性を有する配列の
ＣＤＲ‐Ｈ３、
　を含む重鎖、
　を有する。
【００６９】
　さらに別の実施形態によると、本発明の抗体、またはその機能性断片もしくは誘導体は
、それが、配列番号７のアミノ酸配列、または、最適アライメント後に、配列番号７の配
列と少なくとも８０％、好ましくは８５％、９０％、９５％、および９８％の同一性を有
する配列を含む配列の軽鎖可変ドメイン；ならびに／または、配列番号８のアミノ酸配列
、または、最適アライメント後に、配列番号８の配列と少なくとも８０％、好ましくは８
５％、９０％、９５％、および９８％の同一性を有する配列を含む配列の重鎖可変ドメイ
ン、を有することを特徴とする。
【００７０】
　本発明は、従って、抗体、またはその機能性断片もしくは誘導体について記載するもの
であり、これらは、腫瘍上にて、ｉ）ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態へ特異的に
結合するが、ｉｉ）ｃＭｅｔの（１もしくは複数の）非活性化および／またはリガンド依
存性活性化形態へは結合せず、前記抗体は、配列番号７のアミノ酸配列を含む配列の軽鎖
可変ドメイン、および配列番号８のアミノ酸配列を含む配列の重鎖可変ドメインを有する
。
【００７１】
　さらに別の実施形態によると、本発明の抗体、またはその機能性断片もしくは誘導体は
、それが、配列番号１５のアミノ酸配列、または、最適アライメント後に、配列番号１５
の配列と少なくとも８０％、好ましくは８５％、９０％、９５％、および９８％の同一性
を有する配列を含む配列の軽鎖可変ドメイン；ならびに／または、配列番号１６のアミノ
酸配列、または、最適アライメント後に、配列番号１６の配列と少なくとも８０％、好ま
しくは８５％、９０％、９５％、および９８％の同一性を有する配列を含む配列の重鎖可
変ドメイン、を有することを特徴とする。
【００７２】
　本発明は、従って、抗体、またはその機能性断片もしくは誘導体について記載するもの
であり、これらは、腫瘍上にて、ｉ）ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態へ特異的に
結合するが、ｉｉ）ｃＭｅｔの（１もしくは複数の）非活性化および／またはリガンド依
存性活性化形態へは結合せず、前記抗体は、配列番号１５のアミノ酸配列を含む配列の軽
鎖可変ドメイン、および配列番号１６のアミノ酸配列を含む配列の重鎖可変ドメインを有
する。
【００７３】
　上記から分かるように、本発明はまた、本発明で述べるように抗体から誘導されるいず
れの化合物にも関する。
【００７４】
　より詳細には、本発明の抗体、または誘導化合物もしくは機能性断片は、前記誘導化合
物が、元の抗体のパラトープ認識特性のすべてもしくは一部が保存されるような形で少な
くとも１つのＣＤＲがその上にグラフトされたペプチド骨格を含む結合タンパク質からな
ることを特徴とする。
【００７５】
　本発明で述べるＣＤＲ配列の中の１つ以上の配列はまた、様々な免疫グロブリンタンパ
ク質の骨格上に存在していてもよい。この場合、タンパク質配列は、グラフトしたＣＤＲ
のフォールディングが起こりやすいペプチド骨格を再現することを可能とし、それによっ
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て、そのパラトープ抗原認識特性をそれらが保存することが可能となる。
【００７６】
　一般的に、当業者にとって、元の抗体に由来するＣＤＲの少なくとも１つをグラフトす
るタンパク質骨格の種類を決定する方法は公知である。より詳細には、そのような骨格に
選択されるには、以下の基準（Skerra A., J. Mol. Recogn., 2000, 13:167-187）：
　－　系統発生的保存が良好であること；
　－　三次元構造が既知であること（例えば、結晶学、ＮＭＲ分光、または当業者に公知
であるその他のいずれかの技術による）；
　－　サイズが小さいこと；
　－　転写後修飾がほとんど、もしくはまったくないこと；および／または、
　－　作製、発現、および精製が容易であること、
　の最も多くを満たす必要があることが公知である。
【００７７】
　そのようなタンパク質骨格の由来は、フィブロネクチン、好ましくはフィブロネクチン
ＩＩＩ型ドメイン１０、リポカリン、アンチカリン（Skerra A., J. Biotechnol, 2001, 
74(4):257-75）、スタフィロコッカスアウレウス（Staphylococcus aureus）のプロテイ
ンＡのドメインＢに由来するプロテインＺ、チオレドキシンＡ、または「アンキリンリピ
ート」（Kohl et al., PNAS, 2003, vol. 100, No.4, 1700-1705）、「アルマジロリピー
ト」、「ロイシンリッチリピート」、および「テトラトリコペプチドリピート」などの反
復モチーフを有するタンパク質、の中から選択される構造であってよいが、これらに限定
されない。
【００７８】
　例えば、サソリ、昆虫、植物、軟体動物などからのトキシンなどのトキシン、および神
経型ＮＯ合成酵素のタンパク質阻害剤（ＰＩＮ）に由来する骨格も言及されるべきである
。
【００７９】
　そのようなハイブリッド構造の限定されない例としては、ＰＩＮのループの１つにおけ
る抗ＣＤ４抗体、すなわち１３Ｂ８．２のＣＤＲ‐Ｈ１（重鎖）の挿入であり、このよう
にして得られた新しい結合タンパク質は、元の抗体と同じ結合特性を保存する。（Bes et
 al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 2006, 343(1), 334-344）。単なる説明として
、抗リゾチームＶＨＨ抗体のＣＤＲ‐Ｈ３（重鎖）の、ネオカルチノスタチンのループの
１つへのグラフト（Nicaise et al., Protein Science, 2004, 13(7):1882-1891）にも言
及するができる。
【００８０】
　最後に、上述のように、このようなペプチド骨格は、元の抗体に由来する１から６個の
ＣＤＲを含んでいてよい。必要条件ではないが、好ましくは、当業者であれば、少なくと
も１つのＣＤＲを重鎖から選択し、後者は、主として抗体の特異性を担っていることが公
知である。１つ以上の該当するＣＤＲの選択は、当業者にとって明らかであり、そして当
業者は、適切な公知技術を選択するであろう（Bes et al., FEBS letters 508, 2001, 67
-74）。
【００８１】
　本発明は、従って、抗体、またはその誘導化合物もしくは機能性断片に関し、これらは
、そのペプチド骨格が、ａ）系統発生的に良好に保存されている、ｂ）強固な構造である
、ｃ）公知の３Ｄ分子組織を有する、ｄ）サイズが小さい、ならびに／またはｅ）安定性
特性を改変することなく欠失および／もしくは挿入による修飾が可能である領域を含むタ
ンパク質の中から選択されることを特徴とする。
【００８２】
　好ましい実施形態によると、本発明の抗体、またはその誘導化合物もしくは機能性断片
は、前記ペプチド骨格が、ｉ）フィブロネクチン、好ましくはフィブロネクチンＩＩＩ型
ドメイン１０、リポカリン、アンチカリン、スタフィロコッカスアウレウスのプロテイン
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ＡのドメインＢに由来するプロテインＺ、チオレドキシンＡ、もしくは「アンキリンリピ
ート」（Kohl et al., PNAS, 2003, vol. 100, No.4, 1700-1705）、「アルマジロリピー
ト」、「ロイシンリッチリピート」、および「テトラトリコペプチドリピート」などの反
復モチーフを有するタンパク質に由来する骨格、またはｉｉｉ）神経型ＮＯ合成酵素のタ
ンパク質阻害剤（ＰＩＮ）の中から選択されることを特徴とする。
【００８３】
　本発明の別の態様は、上述の抗体の機能性断片に関する。
【００８４】
　より詳細には、本発明は、抗体、またはその誘導化合物もしくは機能性断片を対象とし
、それらは、前記機能性断片が、断片Ｆｖ、Ｆａｂ、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆａｂ’、ｓｃＦ
ｖ、ｓｃＦｖ‐Ｆｃ、および二重特異性抗体、またはペグ化断片などのその半減期が延長
されたいずれかの断片の中から選択されることを特徴とする。
【００８５】
　本発明に従う抗体のそのような機能性断片は、例えば、断片Ｆｖ、ｓｃＦｖ（ｓｃ＝単
鎖）、Ｆａｂ、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆａｂ’、ｓｃＦｖ‐Ｆｃ、もしくは二重特異性抗体、
またはポリエチレングリコールなどのポリアルキレングリコールの付加（ペグ化）（ペグ
化断片は、Ｆｖ‐ＰＥＧ、ｓｃＦｖ‐ＰＥＧ、Ｆａｂ‐ＰＥＧ、Ｆ（ａｂ’）２‐ＰＥＧ
、およびＦａｂ’‐ＰＥＧと称される）などの化学的修飾によって、またはリポソーム、
ミクロスフィア、もしくはＰＬＧＡ中への組み込みによってその半減期が延長されたいず
れかの断片から成り、前記断片は、特に、それが由来する抗体の活性を、部分的であって
も、一般的な形で作用させる能力を有する本発明の特徴的なＣＤＲのうちの少なくとも１
つを有する。
【００８６】
　好ましくは、前記機能性断片は、それらが由来する抗体の可変重鎖もしくは軽鎖の部分
配列を含むか、または含有し、前記部分配列は、それが由来する抗体と同じ結合特異性、
および、好ましくはそれが由来する抗体の少なくとも１／１００に等しく、より好ましく
は少なくとも１／１０である十分な親和性を維持するのに十分である。
【００８７】
　そのような機能性断片は、それが由来する抗体の配列の少なくとも５個のアミノ酸、好
ましくは６、７、８、１０、１５、２５、５０、または１００個の連続するアミノ酸を含
有する。
【００８８】
　好ましくは、これらの機能性断片は、Ｆｖ、ｓｃＦｖ、Ｆａｂ、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆａ
ｂ’、ｓｃＦｖ‐Ｆｃ、または二重特異性抗体の種類であり、これらは、一般的に、それ
らが由来する抗体と同じ結合特異性を有している。本発明によると、本発明の抗体の断片
は、上述の抗体から、ペプシンもしくはパパインを含む酵素消化などの方法により、およ
び／または化学還元によるジスルフィド架橋の開裂により得ることができる。抗体断片は
また、これも当業者に公知である遺伝子組み換え技術によって、または、例えば、アプラ
イドバイオシステムズ（Applied BioSystems）などが販売するものなどの自動ペプチド合
成装置によるペプチド合成によっても得ることができる。
【００８９】
　より明確にするために、以下の表２ａは、ＩＭＧＴに従う本発明の抗体に対応する種々
のアミノ酸配列をまとめたものであり、一方表２ｂは、Ｋａｂａｔに従う本発明の抗体に
対応する種々のアミノ酸配列をまとめたものである。
【００９０】
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【００９１】



(22) JP 2013-539355 A 2013.10.24

10

20

30

40

50

【表２ｂ】

【００９２】
　別の態様によると、本発明は、本発明に従うモノクローナル抗体を分泌する能力を有す
るマウスハイブリドーマ、特に、２００９年１１月１８日に、フランス、パリのパスツー
ル研究所、ＣＮＣＭにＩ‐４２４７の番号で寄託されたマウス由来のハイブリドーマに関
する。前記ハイブリドーマは、Ｂａｌｂ／Ｃ免疫化マウス脾細胞および骨髄腫Ｓｐ　２／
Ｏ‐Ａｇ　１４株の細胞を融合することによって得られた。
【００９３】
　本明細書にて２２７Ｄ３と称されるモノクローナル抗体、またはその誘導化合物もしく
は機能性断片は、前記抗体が、２００９年１１月１８日にＣＮＣＭにＩ‐４２４７の番号
で寄託されたハイブリドーマによって分泌されることを特徴とするものであり、本発明の
一部を形成することは明らかである。
【００９４】
　従って、本発明はまた、腫瘍上にてｉ）ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態へ特異
的に結合するが、ｉｉ）ｃＭｅｔの（１もしくは複数の）非活性化および／またはリガン
ド依存性活性化形態へは結合しない、ハイブリドーマＩ‐４２４７、またはそのサブクロ
ーンから得られるモノクローナル抗体も包含する。
【００９５】
　別の態様によると、本発明は、本発明に従うモノクローナル抗体を分泌する能力を有す
るマウスハイブリドーマ、特に、２００９年１１月１８日に、フランス、パリのパスツー
ル研究所、ＣＮＣＭにＩ‐４２４６の番号で寄託されたマウス由来のハイブリドーマに関
する。前記ハイブリドーマは、Ｂａｌｂ／Ｃ免疫化マウス脾細胞および骨髄腫Ｓｐ　２／
Ｏ‐Ａｇ　１４株の細胞を融合することによって得られた。
【００９６】
　本明細書にて２０５Ａ５と称されるモノクローナル抗体、またはその誘導化合物もしく
は機能性断片は、前記抗体が、２００９年１１月１８日にＣＮＣＭにＩ‐４２４６の番号
で寄託されたハイブリドーマによって分泌されることを特徴とするものであり、本発明の
一部を形成することは明らかである。
【００９７】
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　従って、本発明はまた、腫瘍上にてｉ）ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態へ特異
的に結合するが、ｉｉ）ｃＭｅｔの（１もしくは複数の）非活性化および／またはリガン
ド依存性活性化形態へは結合しない、ハイブリドーマＩ‐４２４６、またはそのサブクロ
ーンから得られるモノクローナル抗体も包含する。
【００９８】
　別の実施形態では、本発明は、以下の核酸：
　ａ）　上述の結合タンパク質をコードする核酸、ＤＮＡ、またはＲＮＡ；
　ｂ）　上述の抗体をコードする核酸、ＤＮＡ、またはＲＮＡ；
　ｃ）　配列番号２７から３２、または３５から４０の配列を含むＤＮＡ配列を有する核
酸；
　ｄ）　配列番号３３、３４、４１、または４２の配列を含むＤＮＡ配列を有する核酸；
　ｅ）　ｃ）またはｄ）に定める核酸の対応するＲＮＡ核酸；ならびに、
　ｆ）　ａ）、ｂ）、ｃ）、およびｄ）に定める核酸の相補核酸、
　から選択されることを特徴とする単離された核酸を取り扱う。
【００９９】
　以下の表３は、本発明の抗体に関する種々のヌクレオチド配列をまとめたものである。
ここでは、ＣＤＲはすべてＩＭＧＴに従って定義される（Ｋａｂａｔに従うＣＤＲの定義
は、表３に示されていないが、当業者にとって、表２ｂの配列を考慮してのそれらの定義
は明らかである）。
【０１００】
【表３】

【０１０１】
　本明細書で交換可能に用いられる「核酸」、「核配列（nucleic sequence）」、「核酸
配列」、「ポリヌクレオチド」、「オリゴヌクレオチド」、「ポリヌクレオチド配列」、
および「ヌクレオチド配列」の用語は、修飾または未修飾であり、核酸の断片または領域
を定め、非天然ヌクレオチド含有または非含有であり、二本鎖ＤＮＡ、一本鎖ＤＮＡ、ま
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たは前記ＤＮＡの転写産物である、ヌクレオチドの正確な配列を意味する。
【０１０２】
　また、本発明が、その天然の染色体環境中の、すなわち天然状態のヌクレオチド配列に
関するものではないことも、本明細書に含まれるべきである。本発明の配列は、単離およ
び／または精製されたものであり、すなわち、それらは、例えば複製によって直接または
間接的にサンプリングされたものであり、その環境は、少なくとも部分的に改変されてい
る。例えば宿主細胞により、遺伝子組換えによって得られた、または化学合成によって得
られた単離された核酸も、本明細書にて言及されるべきである。
【０１０３】
　「最適アライメント後に、好ましい配列との少なくとも８０％、好ましくは８５％、９
０％、９５％、および９８％の同一性パーセントを示す核配列」とは、レファレンス核配
列に対して、特に、欠失、切断、伸長、キメラ融合、および／または置換など、特には点
状（punctual）である、いくつかの修飾を示す核配列を意味する。好ましくは、これらは
、レファレンス配列と同じアミノ酸配列をコードする配列であり、これは、遺伝子コード
の変性に関連し、または、レファレンス配列と、好ましくは、特には下記で定めるような
、高ストリンジェント条件下にて、恐らくは特異的にハイブリダイズすると思われる相補
配列である。
【０１０４】
　高ストリンジェント条件下でのハイブリダイゼーションとは、温度およびイオン強度に
関連する条件が、２つの相補ＤＮＡ断片間のハイブリダイゼーションの維持を可能とする
ように選択されることを意味する。単なる説明として、上述のポリヌクレオチド断片を定
める目的のハイブリダイゼーション工程の高ストリンジェント条件は、以下のように有利
である。
【０１０５】
　ＤＮＡ‐ＤＮＡまたはＤＮＡ‐ＲＮＡハイブリダイゼーションは、２つの工程で実施さ
れる：（１）５Ｘ　ＳＳＣ（１Ｘ　ＳＳＣは、０．１５Ｍ　ＮａＣｌ＋０．０１５Ｍ　ク
エン酸ナトリウムの溶液に対応する）、５０％　ホルムアルデヒド、７％　ドデシル硫酸
ナトリウム（ＳＤＳ）、１０Ｘ　デンハルト液、５％　硫酸デキストラン、および１％　
サケ精子ＤＮＡを含有するリン酸バッファー（２０ｍＭ、ｐＨ７．５）中、３時間、４２
℃でのプレハイブリダイゼーション；（２）プローブ長に応じた温度（すなわち、＞１０
０ヌクレオチドの長さのプローブの場合は４２℃）での２０時間の一次ハイブリダイゼー
ション、およびそれに続く、２Ｘ　ＳＳＣ＋２％　ＳＤＳ中での２０℃、２０分間の洗浄
を２回、０．１Ｘ　ＳＳＣ＋０．１％　ＳＤＳ中での２０℃、２０分間の洗浄を１回。最
後の洗浄は、＞１００ヌクレオチドの長さのプローブの場合、０．１Ｘ　ＳＳＣ＋０．１
％　ＳＤＳ中、６０℃にて３０分間行われる。当業者であれば、定められたサイズのポリ
ヌクレオチドのための上述の高ストリンジェント条件を、Sambrook, et al.（Molecular 
cloning: a laboratory manual, Cold Spring Harbor Laboratory; 3rd edition, 2001）
に記載の手順に従って、より長い、または短いオリゴヌクレオチドに適合させることがで
きる。
【０１０６】
　本発明はまた、本発明で述べる核酸を含むベクターにも関する。
【０１０７】
　本発明は、特に、そのようなヌクレオチド配列を含むクローニングおよび／または発現
ベクターを対象とする。
【０１０８】
　本発明のベクターは、好ましくは、任意の宿主細胞中にて、ヌクレオチド配列の発現お
よび／または分泌を可能とする要素を含む。従って、ベクターは、プロモーター、翻訳開
始および停止シグナル、さらには適切な転写調節領域を含んでいる必要がある。それは、
宿主細胞中にて安定な形での維持が可能である必要があり、所望により、翻訳されたタン
パク質の分泌を指定する特定のシグナルを有していてよい。このような様々な要素は、当
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業者により、用いられる宿主細胞に応じて選択および最適化が行われる。この目的のため
に、ヌクレオチド配列は、選択されたホスト内の自己複製ベクター中に挿入してよく、ま
たは選択されたホストの一体化されたベクターであってもよい。
【０１０９】
　そのようなベクターは、当業者によって通常用いられる方法によって作製され、得られ
たクローンは、リポフェクション、エレクトロポレーション、ヒートショック、または化
学的方法などの標準的な方法によって適切なホストへ導入することができる。
【０１１０】
　ベクターは、例えば、プラスミドまたはウィルス由来のベクターである。これらは、本
発明のヌクレオチド配列をクローン化または発現する目的で、宿主細胞を形質転換するた
めに用いられる。
【０１１１】
　本発明はまた、本発明で述べるベクターによって形質転換されたか、またはこれを有す
る宿主細胞も含む。
【０１１２】
　宿主細胞は、例えば細菌細胞などの原核または真核系の中から選択してよいが、酵母細
胞または動物細胞、特に哺乳類細胞であってもよい。昆虫または植物細胞を用いてもよい
。
【０１１３】
　本発明はまた、本発明に従う形質転換された細胞を有する、ヒト以外の動物にも関する
。
【０１１４】
　本発明の別の態様は、本発明に従う、ｃＭｅｔタンパク質のリガンド非依存性活性化形
態へ特異的に結合する能力を有する抗体、またはその機能性断片の１つを作製するための
方法に関し、それは、前記方法が、以下の工程：
　ａ）　本発明に従う宿主細胞の、培地中における、宿主細胞に適する培養条件での培養
；および、
　ｂ）　このようにして産生された前記抗体またはその機能性断片の１つの、培地からの
、または前記培養された細胞からの回収、
　を含むことを特徴とする。
【０１１５】
　本発明に従う形質転換された細胞は、本発明に従う組換えポリペプチドを作製するため
の方法において有用である。組換え形態の本発明に従うポリペプチドを作製するための方
法は、前記方法が、本発明に従うベクターおよび／またはベクターによって形質転換され
た細胞を用いることを特徴とし、これも本発明に含まれる。好ましくは、本発明に従うベ
クターによって形質転換された細胞は、前述のポリペプチドの発現、および前記組換えペ
プチドの回収を可能とする条件下にて培養される。
【０１１６】
　既に述べたように、宿主細胞は、原核または真核系の中から選択してよい。特に、その
ような原核または真核系における分泌を促進する本発明のヌクレオチド配列を識別するこ
とが可能である。そのような配列を持つ本発明に従うベクターは、従って、有利には、分
泌される組換えタンパク質の作製のために用いることができる。実際、対象となるこれら
の組換えタンパク質の精製は、これらが、宿主細胞の内部ではなく、細胞培地の上清中に
存在するという事実によって促進される。
【０１１７】
　本発明のポリペプチドはまた、化学合成によっても作製することができる。１つのその
ような作製方法もまた、本発明の目的である。当業者であれば、固相技術（特に、Stewar
d et al., 1984, Solid phase peptides synthesis, Pierce Chem. Company, Rockford, 
111, 2nd ed.、を参照）もしくは部分固相技術、断片の縮合による、または溶液中での従
来の合成による、などの化学合成のための方法が公知である。化学合成によって得られ、
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対応する非天然アミノ酸を含有することができるポリペプチドもまた、本発明に含まれる
。本発明の方法によって恐らくは得られると思われる抗体、またはその誘導化合物もしく
は機能性断片もまた、本発明に含まれる。
【０１１８】
　本発明はまた、ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態の識別のための、本発明に従う
結合タンパク質もしくはモノクローナル抗体、またはそれらの機能性断片もしくは誘導体
の使用も含む。
【０１１９】
　別の実施形態では、本発明は、サンプル中において、ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性
化形態と、ｃＭｅｔの非活性化もしくはリガンド依存性活性化形態を含むｃＭｅｔのその
他の形態とを区別するための方法にも関し、その方法は：
　ａ）　前記サンプルを、本発明に従う結合もしくは抗体、またはそれらの機能性断片も
しくは誘導体と接触させる工程、ならびに、
　ｂ）　前記結合タンパク質もしくは抗体のサンプルとの結合を検出する工程、
　を含む。
【０１２０】
　本発明の結合タンパク質の、およびより詳細には抗体の、バイオマーカーとしての使用
も開示される。この方法は、骨肉腫、肺癌、乳癌、子宮内膜癌、神経膠芽腫、結腸癌、胃
癌、腎癌、肝細胞癌、またはｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態の発現と関連するそ
の他のいずれかの癌によって例示されるがこれらに限定されないｃＭｅｔのリガンド非依
存性活性化形態の発現と関連する種々の過剰増殖性発癌性障害の検出または診断のために
用いることができる。当業者であれば認識されるように、特定の障害と関連する結合タン
パク質および／または抗体発現のレベルは、基礎病状の性質および／または重篤度に応じ
て様々となる。
【０１２１】
　別の態様では、本発明は、患者において、ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態の発
現と関連する過剰増殖性発癌性障害の、特に上記で挙げたような前記過剰増殖性発癌性障
害の検出、または診断、またはステージングを行うための生体内法に関し、前記方法は：
　ａ）　好ましくは標識された、本発明の結合タンパク質および／または抗体を、それを
必要とする患者へ投与する工程；ならびに、
　ｂ）　前記結合タンパク質または抗体の、患者体内にて、好ましくは腫瘍細胞または腫
瘍の存在が疑われるかまたは既知である患者の器官によって発現されたｃＭｅｔのリガン
ド非依存性活性化形態との結合を、好ましくはイメージングによって検出する工程（特に
、ステージングのために）、
　を含む。
【０１２２】
　本発明の結合タンパク質および／または抗体の、当業者に公知の従来法のいずれによる
投与によっても（例：局所、非経口、筋肉内など）、サンプル中の異形成細胞を検出する
、ならびにｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態の発現と関連するかまたはそれによっ
て媒介される過剰増殖性障害の治療を受けている患者の治療レジメンの医師によるモニタ
リングを可能とする、極めて有用な方法が提供される。
【０１２３】
　別の実施形態では、本発明は、ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態の発現と関連す
る発癌性障害の生体イメージングのための医薬組成物に関し、その組成物は、標識され、
生体内にてｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態と結合する上記の結合タンパク質およ
び／もしくは抗体、またはその断片；ならびに薬理学的に許容されるキャリア、を含む。
【０１２４】
　本発明の結合タンパク質および抗体、またはその機能性断片もしくは誘導体は、様々な
医療または研究目的で用いられ、ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態の発現と関連す
る様々な病態の検出、診断、およびステージングを含む。
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【０１２５】
　ステージの判定は、予後における価値を有する可能性があり、最適な治療法を設計する
ための基準を提供する。Simpson et al., J. Clin. Oncology 18:2059 (2000)。一般的に
、例えば乳癌の病理学的ステージングは、臨床ステージングよりも好ましく、それは、前
者がより正確な予後を与えるからである。しかし、臨床ステージングは、病理学的評価の
ための組織を得る侵襲的手順にそれが依存しないことから、病理学的ステージングと同等
に正確である場合は、こちらが好ましい。
【０１２６】
　適切な標識、またはその他の適切な検出可能生体分子もしくは化学物質と共に用いられ
る場合、本発明の結合タンパク質および／または抗体は、生体外および生体内診断ならび
に予後の用途に特に有用である。
【０１２７】
　免疫アッセイに用いるための標識は、一般的に当業者に公知であり、酵素、放射性同位
体、ならびに蛍光、発光、および発色性物質が挙げられ、コロイド状金またはラテックス
ビーズなどの着色粒子が含まれる。適切な免疫アッセイとしては、酵素結合免疫吸着アッ
セイ（ＥＬＩＳＡ）が挙げられる。様々な種類の標識、ならびに標識を本発明の結合タン
パク質および／または抗体に結合させる方法は、以下に示すものなど、当業者に公知であ
る。
【０１２８】
　本明細書で用いられる場合、「ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態の発現と関連す
る発癌性障害」の用語は、その障害に罹患している対象におけるｃＭｅｔのリガンド非依
存性活性化形態の高いレベルまたは異常に低いレベルでの存在（異常）が、その障害の病
態生理を担っていることか、もしくはその障害の悪化に寄与する因子であることが示され
ているか、またはそうであることが疑われる疾患およびその他の障害を含むことを意図し
ている。別の選択肢として、そのような障害は、その障害に罹患している対象における影
響を受けている細胞または組織内でのｃＭｅｔのチロシン自己リン酸化の増加をもたらす
細胞表面上でのｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態のレベルの上昇を、例えばその証
拠とすることができる。ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態のレベルの上昇は、例え
ば、本発明の抗体２０５Ａ５または２２７Ｄ３を用いて検出することができる。さらに、
それは、比較的自律的な成長を示し、それによって、細胞増殖の制御が大きく喪失された
ことを特徴とする異常な成長表現型を示す細胞を意味する。別の選択肢として、細胞は、
ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態を正常なレベルで発現し得るが、異常増殖によっ
て特徴付けられる。
【０１２９】
　特定の実施形態では、ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態と関連する「増加した発
現」とは、コントロールと比較して発現の統計的に有意である増加（ＲＮＡ発現またはタ
ンパク質発現によって測定される）を示すタンパク質または遺伝子発現レベルを意味する
。
【０１３０】
　より詳細には、既述のように本発明に従う結合タンパク質もしくは抗体、またはその機
能性断片もしくは誘導体の、ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態の発現と関連する発
癌性障害の生体外での診断、またはｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態の発現と関連
する発癌性障害の発症についての予後の生体外での判定での使用が考慮される。
【０１３１】
　本発明に従う別の広い態様は、対象において、病理学的過剰増殖性発癌性障害、または
ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態の発現と関連する病理学的状態に対する感受性を
診断する方法に関し、その方法は、サンプル中におけるｃＭｅｔのリガンド非依存性活性
化形態を有する細胞の存在または非存在の判定、および前記ｃＭｅｔのリガンド非依存性
活性化形態を有する細胞の存在または非存在に基づく病理学的状態または病理学的状態に
対する感受性を診断することを含む。本発明の結合タンパク質または抗体の診断での用途
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は、一次腫瘍、癌、および転移を含む。結合タンパク質または抗体は、免疫複合体または
標識結合タンパク質／抗体の形態で存在してよく、それによって、検出可能および／また
は定量可能なシグナルが得られる。
【０１３２】
　より詳細には、本発明に従う好ましい主題は、対象中におけるｃＭｅｔのリガンド非依
存性活性化形態を発現する腫瘍の存在および／または位置を生体外で検出する方法であり
、ここで、前記方法は、ａ）対象からのサンプルを、本発明に従う結合タンパク質もしく
は抗体、またはその機能性断片もしくは誘導体と接触させる工程、およびｂ）前記結合タ
ンパク質または抗体のサンプルとの結合を検出する工程を含む。本主題の別の態様は、臨
床試験中におけるｃＭｅｔ標的治療法に対する応答としての、より詳細には、ｃＭｅｔの
リガンド非依存性活性化形態の下方調節および　または分解が、試験された化合物の作用
機構の成分の１つである場合の、ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態の発現の追跡で
ある。
【０１３３】
　当業者には明らかであるように、本発明の結合タンパク質または抗体の結合の検出は、
種々のアッセイによって明らかにすることができる。アッセイを実施するためのいずれの
手段も本発明との適合性を有するが、例として、ＦＡＣＳ、ＥＬＩＳＡ、またはＩＨＣに
言及することができる。
【０１３４】
　本明細書で用いられる場合、「サンプル」の用語は、新生物細胞を含有するかまたは含
有することが疑われる結腸、胃、直腸、胸部、卵巣、前立腺、腎臓、肺、血液、脳、また
はその他の器官もしくは組織からの細胞などの新生物細胞を含有するか、または含有する
可能性があるいずれの生体液、細胞、組織、器官、またはその一部をも意味することを意
図している。この用語は、個体中に存在するサンプル、ならびに個体から得られたか、ま
たはそれに由来するサンプルを含む。例えば、サンプルは、生検によって得られた検体の
組織学的セクション、または組織培養に配置されたか、もしくはそれに適合された細胞で
あってよい。サンプルはさらに、細胞内画分もしくは抽出物、または未精製もしくは実質
的に純粋である核酸分子もしくはタンパク質製剤であってよい。
【０１３５】
　臨床サンプルは、対象から得られ、例えば、ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態の
発現レベルを測定または検出する診断またはモニタリング試験などの本発明の手順に有用
である、様々な種類のサンプルを包含することを意図している。この定義は、外科的除去
によって得られた固体組織サンプル、病理学的検体、保存サンプル、または生検検体、そ
れに由来する組織培養物もしくは細胞、およびその後代、ならびにこれらのサンプル源の
いずれかから作製されたセクションもしくはスメアを包含する。限定されない例は、胸部
組織、リンパ節、結腸、膵臓、前立腺などから得られたサンプルである。この定義はまた
、生物由来の液体サンプルも包含し、そこに懸濁された細胞もしくは細胞断片、または液
体媒体およびその溶質を意味し得る。
【０１３６】
　本発明に従う別の態様は、対象からのｃＭｅｔ発現腫瘍における、ｃＭｅｔのリガンド
非依存性活性化形態の発現レベルを生体外で測定する方法に関し、ここで、前記方法は、
ａ）対象からのサンプルを、本発明に従う結合タンパク質もしくは抗体、またはその機能
性断片もしくは誘導体と接触させる工程、およびｂ）前記サンプル中のｃＭｅｔのリガン
ド非依存性活性化形態へ結合する結合タンパク質または抗体のレベルを定量する工程を含
む。
【０１３７】
　当業者であれば明らかなように、ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態へ結合する結
合タンパク質または抗体のレベルは、様々なアッセイによるなど、数多くの方法で定量す
ることができる。アッセイを実施するためのいずれの手段も本発明との適合性を有するが
、好ましい方法は、ＥＬＩＳＡ法に従う免疫酵素方法、免疫蛍光、免疫組織化学分析、も
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しくは放射免疫アッセイ（ＲＩＡ）法、または同等の方法が利用される。
【０１３８】
　本発明の方法の好ましい実施形態では、ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態の発現
レベルは、免疫組織化学分析（ＩＨＣ）によって測定される。
【０１３９】
　好ましくは、生体サンプルは、血清などの生体液、全血、細胞、組織サンプル、または
ヒト器官の生検などによって形成される。サンプルは、例えば、ｃＭｅｔのリガンド非依
存性活性化形態の発現に関連する病理学的過剰増殖性発癌性障害の存在についての分析を
都合良く行うことができる生検組織を含んでよい。
【０１４０】
　試験サンプル中に存在するｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態の量が測定されると
、その結果は、ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態の発現に関連する過剰増殖性発癌
性障害を持たないか、またはそれを呈さない個体から得られた以外は試験サンプルと類似
の方法で得られたコントロールサンプルの結果と比較することができる。試験サンプル中
のｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態のレベルが著しく上昇している場合、それが由
来する対象が前記障害を有するか、または発症するであろう可能性が高まっていると結論
付けることができる。
【０１４１】
　本発明は、より詳細には、ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態を発現する腫瘍の生
体外での診断、またはｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態を発現する腫瘍の対象内で
の発症に関する予後の生体外での判定を行う方法に関し、ここで、前記方法は、ａ）上述
のように、ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態の発現レベルを測定する工程、および
ｂ）正常組織またはｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態を発現しない組織からの、ｃ
Ｍｅｔのリガンド非依存性活性化形態のレファレンス発現レベルと、工程ａ）の発現レベ
ルを比較する工程、を含む。
【０１４２】
　本出願で用いられる場合、疾患の「診断」とは、例えば、ｃＭｅｔのリガンド非依存性
活性化形態の発現に関連するかもしくはそれによって媒介される病理学的過剰増殖性発癌
性障害の存在を診断または検出すること、疾患の進行をモニタリングすること、およびｃ
Ｍｅｔのリガンド非依存性活性化形態の発現に関連する障害を示す細胞もしくはサンプル
を識別または検出すること、を含むことを意図している。
【０１４３】
　本出願で用いられる場合、「予後」とは、疾患からの回復の可能性、または疾患の考え
得る発症もしくは結果の予測を意味する。例えば、対象からのサンプルが、本発明の結合
タンパク質または抗体による染色に対して陽性である場合、その対象についての「予後」
は、サンプルがｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態の染色に対して陰性であった場合
よりも良好である。以降でより詳細に述べるように、サンプルは、ｃＭｅｔのリガンド非
依存性活性化形態の発現レベルについて、適切なスケールでスコア付けしてよい。
【０１４４】
　しかし、本発明の別の態様は、ｃＭｅｔの分解を誘発する治療化合物について、その作
用機構の１つとして、ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態の発現をモニタリングする
ことにも関する。この場合、細胞膜上でのｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態の発現
を追跡することは、臨床試験および「個別化」治療の過程での治療の効果を評価するため
の非常に重要なツールであり得る。
【０１４５】
　ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態の発現レベルは、有利には、「レファレンスレ
ベル」または「レファレンス発現レベル」とも称されるコントロール細胞またはサンプル
中のレベルに対して、比較または測定される。「レファレンスレベル」、「レファレンス
発現レベル」、「コントロールレベル」、および「コントロール」は、本明細書にて交換
可能に用いられる。概略的に述べると、「コントロールレベル」とは、通常は疾患や癌が
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存在しない同等のコントロール細胞において測定された別個のベースラインレベルを意味
する。それは、同じ個体からであってよく、または、正常であるか、または疾患もしくは
試験サンプルが採取されたものと同じ疾患を呈さない別の個体からであってもよい。本発
明の文脈において、「レファレンスレベル」の用語は、患者の癌細胞含有サンプルにおけ
るｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態の発現の試験レベルの評価に用いられる、ｃＭ
ｅｔのリガンド非依存性活性化形態の発現の「コントロールレベル」を意味する。例えば
、患者の生体サンプル中におけるｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態のレベルが、ｃ
Ｍｅｔのリガンド非依存性活性化形態のレファレンスレベルよりも高い場合、細胞は、ｃ
Ｍｅｔのリガンド非依存性活性化形態の高レベルの発現または過剰発現を有すると考えら
れる。レファレンスレベルは、いくつかの方法によって決定することができる。従って、
発現レベルは、ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態を有する細胞を定めるか、または
別の選択肢として、ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態を発現する細胞の数に依存し
ないｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態の発現レベルを定めることができる。従って
、各患者に対するレファレンスレベルは、ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態のレフ
ァレンス比によって規定することができ、ここで、レファレンス比は、本明細書で述べる
レファレンスレベルを決定するための方法のいずれによって決定してもよい。
【０１４６】
　例えば、コントロールは、所定の値であってよく、これは、様々な形を取り得る。それ
は、メジアンまたは平均などの単一のカットオフ値であってよい。「レファレンスレベル
」は、全ての患者の個々に同等に適用可能である単一の数値であってよく、またはレファ
レンスレベルは、患者の特定のサブ集団に応じて様々であってもよい。従って、例えば、
同じ癌に対して、年齢のより高い男性は、若い男性とは異なるレファレンスレベルを有す
る可能性があり、また同じ癌に対して、女性は、男性とは異なるレファレンスレベルを有
する可能性がある。別の選択肢として、「レファレンスレベル」は、試験されるべき新生
物細胞の組織と同じ組織からの非発癌性癌細胞中におけるｃＭｅｔのリガンド非依存性活
性化形態の発現レベルを測定することによって決定してもよい。また、「レファレンスレ
ベル」は、患者の新生物細胞中におけるｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態の、同じ
患者内の非腫瘍細胞中におけるｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態のレベルに対する
特定の比であってもよい。「レファレンスレベル」はまた、腫瘍細胞を模擬するように操
作してよく、またはレファレンスレベルを正確に決定する発現レベルが得られるその他の
いずれの方法によって操作してもよい生体外培養細胞のｃＭｅｔのリガンド非依存性活性
化形態のレベルであってもよい。他方、「レファレンスレベル」は、ｃＭｅｔのリガンド
非依存性活性化形態のレベルが上昇していない群およびｃＭｅｔのリガンド非依存性活性
化形態のレベルが上昇している群におけるなど、比較される群に基づいて確立してもよい
。比較される群の別の例は、特定の疾患、病状、または症状を有する群および疾患を有さ
ない群である。所定の値は、例えば、試験される集団が、低リスク群、中リスク群、およ
び高リスク群などの群に等分（または非等分）されるか、または四分位もしくは五分位に
分割されて、最も低い四分位もしくは五分位が、最もリスクが低いもしくはｃＭｅｔのリ
ガンド非依存性活性化形態の量が最も高い個体となり、最も高い四分位もしくは五分位が
、最もリスクが高いもしくはｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態の量が最も低い個体
となるように、決められていてよい。
【０１４７】
　レファレンスレベルはまた、同じ癌を有する患者の集団におけるｃＭｅｔのリガンド非
依存性活性化形態のレベルの比較によって決定してもよい。これは、例えば、患者の全コ
ホートがグラフ表示されるヒストグラム分析によって達成することができ、ここで、第一
の軸は、ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態のレベルを表し、第二の軸は、その腫瘍
細胞があるレベルにてｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態を発現するコホートの患者
数を表す。患者の２つ以上の別々の群を、同一または類似レベルのｃＭｅｔのリガンド非
依存性活性化形態を有するコホートのサブセット集団の識別によって決定することができ
る。次に、これらの別々の群を最もよく区別するレベルに基づいて、レファレンスレベル
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を決定することができる。レファレンスレベルはまた、２つ以上のマーカーのレベルを表
してもよく、そのうちの１つは、ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態である。２つ以
上のマーカーは、例えば、各マーカーのレベルに対する値の比によって表されてよい。
【０１４８】
　同様に、明らかに健康である集団は、ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態の発現に
関連する病状を有することが既知である集団が有するものとは異なる「正常」範囲を有す
る。従って、選択される所定の値は、個体が属する分類を考慮に入れてよい。適切な範囲
および分類は、当業者であれば、通常の範囲を超えない実験によって選択することができ
る。「高められた」、「増加した」とは、選択されたコントロールと比較して高いことを
意味する。通常、コントロールは、適切な年齢階層における明らかに健康である正常個体
に基づいている。
【０１４９】
　本発明に従うコントロールは、所定の値に加えて、実験物質と並行して試験された物質
のサンプルであってよいことも理解されるであろう。例としては、同じ対象から同時に得
られた組織または細胞が挙げられ、例えば、単一の生検の一部、または対象からの単一の
細胞サンプルの一部である。
【０１５０】
　ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態が媒介する疾患を有する患者の臨床診断または
モニタリングにおいて、ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態を発現する細胞の検出、
または正常対象もしくは非癌性組織からの対応する生体サンプル中のレベルと比較したｃ
Ｍｅｔのリガンド非依存性活性化形態のレベルの増加は、一般的に、患者が、ｃＭｅｔの
リガンド非依存性活性化形態が媒介する障害を有するか、またはそれを呈することが疑わ
れることを示唆するものである。
【０１５１】
　上記に従って、本発明は、癌への罹患しやすさを予測するための方法を提供し、その方
法は、組織サンプル中におけるｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態の発現レベルの検
出を含み、その存在は、癌へ罹患しやすさを示唆するものであり、ここで、ｃＭｅｔのリ
ガンド非依存性活性化形態の発現度合いは、罹患しやすさの度合いと相関している。従っ
て、具体的な実施形態では、例えば前立腺組織、骨肉腫組織、肺組織、膵臓組織、結腸組
織、胸部組織、神経膠芽腫組織、卵巣組織、またはｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形
態を細胞が発現することが疑われるその他のいずれかの組織におけるｃＭｅｔのリガンド
非依存性活性化形態の発現が検査され、サンプル中におけるｃＭｅｔのリガンド非依存性
活性化形態の存在が、癌への罹患しやすさ、または組織特異的腫瘍の発生もしくは存在を
示唆する。
【０１５２】
　腫瘍の悪性度を評価するための方法も提供される。１つの実施形態では、個体における
悪性腫瘍の進行を経時で観察するための方法は、腫瘍サンプル中の細胞によって発現され
るｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態のレベルを測定すること、そのようにして測定
されたレベルを、異なる時点にて同じ個体から採取された同等の組織サンプル中にて発現
されたｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態のレベルと比較することを含み、ここで、
腫瘍サンプル中の経時でのｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態の発現度合いは、癌の
進行に関する情報を提供する。
【０１５３】
　さらに別の実施形態では、本出願は、対象のための適切な治療プロトコルを決定するた
めの方法を提供する。具体的には、本発明の結合タンパク質または抗体は、個体における
悪性腫瘍の寛解過程のモニタリングに非常に有用であり、特に、対象が、ｃＭｅｔのリガ
ンド非依存性活性化形態への結合について本発明の結合タンパク質または抗体と競合しな
いｃＭｅｔ結合タンパク質または抗体による治療を受けている状況において有用である。
本発明に従うｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態の存在、または非存在、またはその
レベルの変化は、対象が、ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態に関連する癌の再発、
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または進行、または持続を有する可能性が高いことを示唆するものであり得る。従って、
ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態を発現する細胞数の増加、または種々の組織もし
くは細胞中に存在するｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態の濃度の変化を測定するこ
とにより、ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態に関連する悪性腫瘍の寛解を目的とす
る特定の治療レジメンが効果的かどうかを判定することが可能である。
【０１５４】
　本発明の別の主題は、ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態の発現に関連する発癌性
障害の生体イメージング法である。例えば、そのような方法は、発癌性障害の症状を呈し
ている患者に用いることができる。患者が、例えば、ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化
形態の増加した発現レベルを有する場合、その患者は、癌性障害に罹患している可能性が
高い。また、この方法は、ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態が媒介する癌を有する
と既に診断されている患者における、進行および／または治療に対する応答のモニタリン
グにも有用であり得る。上記の目的に従って、本発明は、好ましくは標識された、特には
放射標識された、本発明に従う結合タンパク質もしくは抗体、またはその機能性断片もし
くは誘導体を含む生体イメージング試薬、およびその医療イメージングでの使用を提供す
る。従って、本発明に従う一般的な方法は、標識されている上述の結合タンパク質または
抗体などのイメージング試薬のイメージング効果量、および薬理学的に効果的であるキャ
リアを患者へ投与し、次に、その剤を、それがサンプル中に存在するｃＭｅｔのリガンド
非依存性活性化形態へ結合した後に検出することによって作用する。特定の実施形態では
、この方法は、標的化部分および活性部分を含むイメージング剤のイメージング効果量を
投与することによって作用する。イメージング剤は、ヒトなどの哺乳類における診断用途
に効果的な量で投与され、そのイメージング剤の位置および蓄積が次に検出される。イメ
ージング剤の位置および蓄積は、放射性核種イメージング、放射線シンチグラフィー、核
磁気共鳴イメージング、コンピュータ断層撮影、ポジトロン放出断層撮影、コンピュータ
体軸断層撮影、Ｘ線もしくは磁気共鳴イメージング法、蛍光検出、および化学発光検出に
よって検出してよい。
【０１５５】
　標的化抗腫瘍治療法の開発に関して、免疫組織学的技術による診断は、受容体発現レベ
ルに関する情報をｉｎ　ｓｉｔｕで提供し、従って、そのような治療に必要である受容体
の発現レベルに従う治療に感受性を有する患者の選択が可能となる。
【０１５６】
　モノクローナル抗体を用いた免疫治療法の場合、その治療に対する応答は、ヒト化抗Ｈ
ｅｒ２モノクローナル抗体トラスツズマブの出現によって乳癌におけるＨｅｒ２の過剰発
現の判定が現在の主たる臨床上の重要事項となっているトラスツズマブによる治療のよう
に、標的とされる受容体の発現レベルに依存する。Ｈｅｒ２の過剰発現の判定は、トラス
ツズマブによる治療にとって不可欠であり、それは、その作用が、Ｈｅｒ２を過剰発現す
る癌細胞を特異的に標的とすることによるものであるからである。Ｈｅｒ２の精密な試験
は、非過剰発現腫瘍を有する患者へ、高価であり潜在的に毒性であるトラスツズマブ治療
を行わないこと、およびトラスツズマブからの恩恵を受ける可能性のあるすべての患者が
適切な治療を受けること、を確実にすることを目的として行われる。
【０１５７】
　Ｈｅｒ２を過剰発現した患者の選択に関してトラスツズマブによって教示された事項に
より、モノクローナル抗体による治療法を用いた場合に受容体の発現レベルを測定するこ
と、および、治療モノクローナル抗体と同時に、患者選択のために用いることができるモ
ノクローナル抗体を開発することの有益性が示された。
【０１５８】
　従って、本発明は、対象の腫瘍のｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態の状態を生体
外で判定する方法に関し、ここで、前記方法は、ａ）上述のように、ｃＭｅｔのリガンド
非依存性活性化形態の発現レベルを測定する工程、ｂ）ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性
化形態の発現レベルについて、前記腫瘍のスコア付けを行う工程、およびｃ）前記スコア
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をコントロールサンプルから得られたものと比較する工程、を含む。
【０１５９】
　本発明の意味の範囲内において、「ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態の状態」は
、蛍光ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション（ＦＩＳＨ）、発色ｉｎ　ｓｉｔｕハイブ
リダイゼーション（ＣＩＳＨ）、遺伝子チップ、または当業者に公知のその他の方法など
のいずれの方法によっても測定されるｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態遺伝子の発
現レベルの測定に基づいて、腫瘍を、ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態陽性［ｃＭ
ｅｔのリガンド非依存性活性化形態（＋）］またはｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形
態陰性［ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態（－）］のクラスへ分類することに関す
る。
【０１６０】
　好ましい実施形態では、診断用の抗体は、組織サンプルが、ホルマリン固定およびパラ
フィン封入された状態で、標的とする受容体と結合可能である必要がある。
【０１６１】
　より詳細には、ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態の発現レベルは、免疫組織化学
分析（ＩＨＣ）によって測定される。
【０１６２】
　例として、サンプルは、ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態の発現レベルについて
、結合タンパク質または抗体の染色レベルに応じた０～３＋のスケールでスコア付けされ
てよく、ここで、０は陰性であり、１＋～３＋は、強度が増加していく４つの半定量的段
階にて陽性染色を表す。スコア１＋～３＋は、各陽性スコアが、スコア０（陰性）と比較
した場合に、再発および致死的疾患に対するリスクの著しい低減と関連し得ることから、
良好として記録することができるが、陽性スコアの中でも、強度が増加する従って、さら
なるリスクの低減が提供され得る。ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態の予後値の推
定には、従来のいずれのハザード解析法を用いてもよい。代表的な解析法としては、コッ
クス回帰解析が挙げられ、これは、打ち切り例の存在する生存または時間事象データをモ
デル化するためのセミパラメトリック法である（Hosmer and Lemeshow, 1999; Cox, 1972
）。生命表またはカプラン‐マイヤーを例とするその他の生存解析とは対照的に、コック
スでは、予測変数（共変量）をモデルに組み込むことが可能である。コックスを例とする
従来の解析法を用いることにより、一次腫瘍中のｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態
の発現状態と、再発疾患の発症までの期間（無病生存期間もしくは転移疾患までの期間）
または疾患による死亡までの期間（全生存期間）との相関に関する仮定の検定が可能であ
り得る。コックス回帰解析は、コックス比例ハザード解析とも称される。この方法は、患
者生存期間についての腫瘍マーカーの予後値を検定するための標準的なものである。多変
量解析モードに用いられる場合、独立した予後値を有する個々の共変量、すなわち最も有
用であるマーカーの識別が可能となるように、いくつかの共変量の影響が並行して検定さ
れる。腫瘍の「ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態の状態」陽性または陰性の用語［
ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態（＋）またはｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化
形態（－）とも称される］は、それぞれ、スコア０またはスコア１＋～３＋を意味する。
【０１６３】
　サンプルは、癌の診断またはモニタリングの過程で「スコア付け」されてよい。その最
も簡単な形態として、スコア付けは、免疫組織化学分析によるサンプルの目視検査によっ
て判定される、分類的な陰性または陽性であってよい。より定量的なスコア付けは、染色
の強度およびサンプリングされた染色（「陽性」）細胞の割合という２つのパラメータの
判定を含む。これらの２つのパラメータに基づいて、陽性染色のレベルの増加を反映する
数値が付与されてよい。Allred et al.（Allred, Harvey et al. 1998）は、これを達成
する１つの方法について記載しており、それは、両パラメータに０（陰性）から３＋まで
のスケールでスコア付けを行い、個々のパラメータのこのスコアをまとめて全体スコアと
することを含んでいた。この結果、０、２、３、４、５、６、７、または８のスコアが可
能であるスケールが得られる（Payne et al. Predictive markers in breast cancer - t



(34) JP 2013-539355 A 2013.10.24

10

20

30

40

50

he present. Histopathology 2008, 52, 82-90）（Allredのスケールでは、１というスコ
アがあり得ないことに留意されたい）。もう少し単純なスコア付けの方法では、核染色の
強度と染色された核を示す細胞の割合とが合わせられて、１つにまとめた０から３＋まで
のスケールとされる。いずれのスコア付け法も、細胞核中における活性化Ｓｔａｔ５の染
色の強度および割合のスコア付けに適用することができる。本明細書で用いられる腫瘍の
「ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態の状態」陽性または陰性の用語は、それぞれ、
単純化されたスケール上のスコア０または１＋～３＋に対応するｃＭｅｔのリガンド非依
存性活性化形態の発現レベルを意味する。
【０１６４】
　一般的に、本発明に従う試験またはアッセイの結果は、様々なフォーマットのいずれに
よって示されてもよい。結果は、定性的な形で示されてよい。例えば、試験レポートは、
特定のポリペプチドが検出されたかどうかのみを、恐らくは検出限界の表示と共に示して
よい。結果は、半定量的な形で示されてもよい。例えば、様々な範囲が定められてよく、
それらの範囲に、ある度合いの定量的な情報を提供するスコア（例：１＋から３＋）が付
与されてよい。そのようなスコアは、例えば、ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態が
検出される細胞数、シグナル強度（ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態の発現または
ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態を有する細胞のレベルを示し得る）などの様々な
因子を反映するものであってよい。結果は、定量的な形で示されてもよく、例えば、ポリ
ペプチド（ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態）が検出される細胞のパーセントとし
て、タンパク質濃度として、などである。当業者であれば理解されるように、試験によっ
て提供される結果の種類は、試験の技術的限界、およびポリペプチドの検出に関連する生
物学的重要性に応じて様々である。例えば、特定のポリペプチドの場合、単に定性的であ
る結果（例：ポリペプチドが特定の検出レベルにて検出されるかどうか）が、重要な情報
を提供する。他の場合では、より定量的な結果（例：試験されるサンプル中のポリペプチ
ドの発現のレベル対正常レベルの比）が必要である。
【０１６５】
　より好ましい実施形態では、ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態発現レベルのスコ
ア付けは、反応生成物の強度および陽性細胞のパーセントの評価に基づいて、０から３＋

までに段階付けされる。より明確にするために、以下の表４にこれらのパラメータをまと
める。浸潤腫瘍の完全な周囲膜反応性（complete circumferential membranous reactivi
ty）のみが考慮されるべきであり、多くの場合、「金網（chicken wire）」に似た外観を
示す。現行のガイドライン下では、ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態についてボー
ダーライン（２＋以上のスコア）としてスコア付けされたサンプルは、ｃＭｅｔのリガン
ド非依存性活性化形態（＋）としてＩＨＣが考慮される必要があり、さらなる評価を受け
ることが必要とされる。限定されない例として、コントロールが期待される通りでない場
合、サンプルのほとんどにアーチファクトが含まれる場合、およびサンプルが正常な乳管
（内部コントロール）の強い膜陽性を有して抗原性の過剰な賦活化が示唆される場合、Ｉ
ＨＣ分析は却下されるべきであり、ＦＩＳＨまたはその他のいずれかの方法によって反復
または試験されるべきである。
【０１６６】
【表４】
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【０１６７】
　本発明に従う方法のより好ましい実施形態では、前記スコア付けは、染色の強度および
陽性細胞のパーセントである２つのパラメータに基づく適切なスケールを用いることを含
む。
【０１６８】
　好ましい実施形態では、本発明に従う方法は、適切なスケールが０から３＋のスケール
であることを示し、ここで、腫瘍細胞に膜反応性がないものがスコア０であり、腫瘍細胞
の１０％超で強い完全な反応性があるものがスコア３＋である。
【０１６９】
　より詳細には、上述のように、前記適切なスケールは、０から３のスケールであり、こ
こで、腫瘍細胞に膜反応性がないものがスコア０であり；腫瘍細胞の１０％超で、僅かに
感知される膜反応性があるものがスコア１＋であり；腫瘍細胞の１０％超で、弱から中程
度の完全な膜反応性があるものがスコア２＋であり；腫瘍細胞の１０％超で、強い完全な
反応性があるものがスコア３＋である。
【０１７０】
　本発明の特定の態様では、腫瘍は、スコア２＋のｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形
態（＋）である。
【０１７１】
　本発明の特定の態様では、腫瘍は、スコア３＋のｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形
態（＋）である。
【０１７２】
　本発明の別の特定の態様では、腫瘍は、スコア２＋または３＋のｃＭｅｔのリガンド非
依存性活性化形態（＋）である。
【０１７３】
　本発明によると、抗‐ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態結合タンパク質もしくは
抗体、またはその断片もしくは誘導体による治療に対して、発癌性障害が感受性を有する
かどうかを判定する方法も記述され、ここで、前記方法は、（ａ）上述のように、対象の
腫瘍のｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態の状態を生体外で判定する工程、および（
ｂ）その状態が、ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態（＋）の場合、その発癌性障害
は、抗‐ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態結合タンパク質もしくは抗体、またはそ
の断片もしくは誘導体による治療に対して感受性を有すると判定する工程を含む。
【０１７４】
　本発明の別の態様では、そのような診断または予後方法に有用であるキットが考慮され
、前記キットは、本発明の結合タンパク質および／または抗体を含む。
【０１７５】
　便宜上、所定量の試薬の組み合わせが、診断アッセイを実施するための説明書と共にパ
ッケージされたもの、例えばキットも、本発明の範囲内である。キットは、例えばＥＬＩ
ＳＡまたはウェスタンブロットによる生体外でのｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態
の検出および定量のための結合タンパク質または抗体を含む。本発明の結合タンパク質ま
たは抗体は、例えばＥＬＩＳＡまたはウェスタンブロットによる生体外でのｃＭｅｔのリ
ガンド非依存性活性化形態の検出および定量のためのキットとして提供してよい。結合タ
ンパク質または抗体が酵素で標識される場合、キットは、酵素に必要である基質および補
助因子を含む（例：検出可能な発色団またはフルオロフォアを提供する基質前駆体）。加
えて、安定剤、バッファー（例：ブロックバッファーまたは溶解バッファー）などのその
他の添加剤を含んでいてもよい。そのようなキットは、バイアル、チューブなどの１つ以
上の容器を受けるように区分けされた受け器（receptacle）を含んでよく、そのような容
器は、本発明の別々の要素を保持する。例えば、１つの容器は、不溶性または部分的に可
溶性であるキャリアへ結合した第一の結合タンパク質または抗体を含んでよい。第二の容
器は、可溶性の、検出可能標識された第二の結合タンパク質または抗体を、凍結乾燥され
た形態または溶解した状態で含んでよい。受け器はまた、検出可能標識された第三の結合
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タンパク質または抗体を、凍結乾燥された形態または溶解した状態で保持する第三の容器
も含んでよい。この種のキットは、本発明のサンドウィッチアッセイに用いることができ
る。ラベルまたはパッケージインサートにより、組成物に関する記述、ならびに意図され
る生体外または診断用途のための取り扱い説明が提供されてよい。
【０１７６】
　種々の試薬の相対量は、アッセイの感度を実質的に最適化する試薬の溶液濃度を提供す
るために、広く様々であってよい。特に、試薬は、溶解によって適切な濃度を有する試薬
溶液を提供する、賦形剤を含有する、通常は凍結乾燥されたものであるドライパウダーと
して提供されてよい。
【０１７７】
　本発明のなおさらなる態様では、本明細書で述べる結合タンパク質、抗体、またはその
結合断片は、前述の抗原を有する細胞の診断または識別のための例えばキットにパッケー
ジされ、用いられ得るように、検出可能部分によって標識された状態で提供される。その
ような標識の限定されない例としては、フルオレセインイソチオシアネートなどのフルオ
ロフォア；発色団、放射性核種、または酵素が挙げられる。そのような標識された抗体ま
たは結合断片は、抗原の組織学的位置特定、ＥＬＩＳＡ、細胞選別、ならびに例えばｃＭ
ｅｔのリガンド非依存性活性化形態およびこの抗原を有する細胞を検出または定量するた
めのその他の免疫学的技術に用いることができる。
【０１７８】
　また、アポトーシスアッセイ、細胞からのｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態の精
製または免疫沈降のためのポジティブコントロールとして有用であるキットも提供される
。ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態の単離および精製のためには、キットは、本明
細書で述べる抗体またはその抗原結合断片を、ビーズ（例：セファロースビーズ）へカッ
プリングした状態で含有していてよい。キットは、例えばＥＬＩＳＡまたはウェスタンブ
ロットにより、生体外でｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態を検出および定量するた
めの結合タンパク質または抗体を含有して提供してよい。製品がそうであるように、キッ
トは、容器、およびその容器上に、または容器に付随して、ラベルまたはパッケージイン
サートを含む。容器は、本発明の抗‐ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態結合タンパ
ク質もしくは抗体、またはその結合断片を少なくとも１つ含む組成物を保持する。例えば
、希釈剤およびバッファー、コントロール抗体を含有する追加の容器が含まれていてよい
。ラベルまたはパッケージインサートにより、組成物に関する記述、ならびに意図される
生体外または診断用途のための取り扱い説明が提供されてよい。
【０１７９】
　より詳細には、本発明は、当業者に公知のいずれかの方法による、腫瘍におけるｃＭｅ
ｔのリガンド非依存性活性化形態の状態を判定するためのキットに関する。好ましい実施
形態では、実施例にて記載されるように、本発明は、腫瘍におけるｃＭｅｔのリガンド非
依存性活性化形態の状態をＩＨＣ法によって判定するためのキットに関する。
【０１８０】
　特定の実施形態では、本発明は、上述のような結合タンパク質もしくは抗体、またはそ
の機能性断片もしくは誘導体を少なくとも含み、前記結合タンパク質または抗体は標識さ
れているキットからなる。
【０１８１】
　例えば上述した標識の使用など、当業者によっていずれの標識法が用いられてもよいこ
とは理解される必要がある。
【０１８２】
　好ましい実施形態では、対象中におけるｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態を発現
する腫瘍の存在および／または位置を生体外で検出するのに有用である本発明に従うキッ
トは、さらに、前記標識結合タンパク質または抗体とｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化
形態との間の結合度合いの検出に有用である試薬を含む。
【０１８３】
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　別の好ましい実施形態では、ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態を発現する腫瘍中
におけるｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態の発現レベルを生体外で測定するのに有
用である本発明のキットは、さらに、前記標識結合タンパク質または抗体とｃＭｅｔのリ
ガンド非依存性活性化形態との間の結合レベルを定量するのに有用である試薬を含む。
【０１８４】
　さらに別の実施形態では、腫瘍におけるｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態の状態
を生体外で判定するのに有用である本発明に従うキットは、さらに：
　ａ）前記標識結合タンパク質または抗体とｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態との
間の結合度合いを検出するのに有用である試薬；ならびに、
　ｂ）ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態の発現レベルのスコア付けに有用であるポ
ジティブおよびネガティブコントロールサンプル、
　を含む。
【０１８５】
　腫瘍におけるｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態の状態を生体外で判定するための
前記キットは、さらに：
　ｉ）　マウス抗体に特異的である第二の標識ポリクローナル抗体：
　ｉｉ）　前記第二の標識抗体と、ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態に対するマウ
ス抗体との間の結合度合いを検出するのに有用である試薬；ならびに、
　ｉｉｉ）　ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態の発現レベルのスコア付けに有用で
あるポジティブおよびネガティブコントロールサンプル、
　を含んでよい。
【０１８６】
　本発明はまた、ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態への結合について、本発明に従
う結合タンパク質と交差競合する（cross-compete）、抗体を含む結合タンパク質、また
はその機能性断片もしくは誘導体も含む。
【０１８７】
　本発明はまた、ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態への結合について、本発明に従
う抗体と交差競合する（cross-compete）、抗体を含む結合タンパク質、またはその機能
性断片もしくは誘導体も含む。
【０１８８】
　別の実施形態では、本発明はまた、ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態へ特異的に
結合することができる、抗体を含む結合タンパク質を識別するための、本発明に従う結合
タンパク質もしくは抗体、またはその機能性断片もしくは誘導体の使用にも関する。
【０１８９】
　より詳細には、好ましい実施形態では、ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態に対す
る結合パートナーを識別する方法が記載され、これは：
　ａ）　ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態を、本発明に従う結合タンパク質もしく
は抗体、またはその機能性断片もしくは誘導体と接触させる工程；
　ｂ）　ａ）の複合体を、化合物ライブラリと接触させる工程、
　ｃ）　ａ）の複合体を分解する化合物を識別する工程、
　を含む。
【０１９０】
　本発明はまた、ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態を精製するための方法も含み、
ここで、前記方法は、以下の工程：
　ａ）　本発明に従う結合タンパク質もしくは抗体、またはその機能性断片もしくは誘導
体を、サンプルと共に、前記結合タンパク質または抗体とｃＭｅｔのリガンド非依存性活
性化形態との特異的結合を可能とする条件下にてインキュベートする工程；ならびに、
　ｂ）　サンプルから結合タンパク質または抗体を分離し、精製されたｃＭｅｔのリガン
ド非依存性活性化形態を得る工程、
　を含む。
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【０１９１】
　別の特定の態様では、本発明は、本発明に従う結合タンパク質、またはその機能性断片
もしくは誘導体とｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態との結合によって形成される複
合体を含む。
【０１９２】
　同様に、本発明はまた、本発明に従う抗体、またはその機能性断片もしくは誘導体とｃ
Ｍｅｔのリガンド非依存性活性化形態との結合によって形成される複合体も含む。
【０１９３】
　別の実施形態では、本発明は、ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態を発現する細胞
へ生物活性化合物を特異的に標的化することを意図する媒体としての、本発明に従う結合
タンパク質もしくは抗体、またはその機能性断片もしくは誘導体の使用を取り扱う。より
詳細には、前記生物活性化合物は、化学療法薬、放射性同位体、またはトキシンからなる
群より選択される。
【０１９４】
　さらに別の実施形態では、本発明は、ｉ）ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態へ特
異的に結合するが、ｉｉ）ｃＭｅｔの（１もしくは複数の）非活性化および／またはリガ
ンド依存性活性化形態へは結合しない抗体、またはその機能性断片もしくは誘導体を作製
するための方法から成り、前記方法は、それが：
　ａ）　ｃＭｅｔタンパク質またはその断片を発現するトランスフェクトされた、または
腫瘍細胞株により、動物を免疫化する工程；
　ｂ）　抗体産生細胞を動物から取り出す工程；
　ｃ）　前記抗体産生細胞を骨髄腫細胞と融合して、ハイブリドーマ細胞を得る工程；
　ｄ）　スクリーニングアッセイを行って、ｉ）ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態
へ特異的に結合するが、ｉｉ）ｃＭｅｔの（１もしくは複数の）非活性化および／または
リガンド依存性活性化形態へは結合しない抗体を産生するハイブリドーマ細胞を選別する
工程；
　ｅ）　選別されたハイブリドーマを、抗体を産生する細胞培養液中にて培養する工程；
ならびに、
　ｆ）　細胞培養液から抗体を取り出す工程、
　を含むことを特徴とする。
【０１９５】
　より好ましい実施形態では、上述の工程ｄ）のスクリーニングアッセイは、ＩＨＣスク
リーニングアッセイからなる。
【０１９６】
　別のより好ましい実施形態では、前記ＩＨＣスクリーニングアッセイは：
　ａ）　異なる形態のｃＭｅｔを発現する腫瘍から組織セクションを採取する工程、
　ｂ）　上述のｉ）ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態へ特異的に結合するが、ｉｉ
）ｃＭｅｔの（１もしくは複数の）非活性化および／またはリガンド依存性活性化形態へ
は結合しない抗体、またはその機能性断片もしくは誘導体を作製するための方法の工程ｃ
）のハイブリドーマ細胞を用いて、工程ａ）の異なる組織セクションを同時にＩＨＣ染色
する工程、
　ｃ）　ｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態を発現する組織セクション上では特異的
な反応性を有するが、その他の組織セクション上では反応性を有さないハイブリドーマ細
胞を選別する工程、
　を含む。
【０１９７】
　本発明のその他の特徴および利点は、実施例およびその説明を以下に示す図による続け
ての記載にて明らかとなる。
【図面の簡単な説明】
【０１９８】
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【図１Ａ－Ｂ】ｍ２０５Ａ５（Ａ）またはｍ２２７Ｄ３（ｂ）　ＭａｂによるｃＭｅｔ認
識のＦＡＣＳ。
【図２】固定化二量体ｃＭｅｔタンパク質に対するｍ２０５Ａ５およびｍ２２７Ｄ３　Ｍ
ａｂの滴定曲線。
【図３Ａ－３Ｃ】パラフィン封入腫瘍（ＭＣＦ７、Ｕ８７ＭＧ、およびＨｓ７４６Ｔ）に
おけるｍ２２７Ｄ３およびｍ２０５Ａ５の認識のＩＨＣパターン。
【図４Ａ－４Ｃ】パラフィン封入腫瘍（ＭＣＦ７、Ｕ８７ＭＧ、Ｈｓ７４６Ｔ、ＭＫＮ４
５、およびＥＢＣ‐１）におけるｍ２２７Ｄ３および市販の抗ｃＭｅｔ抗体３Ｄ４の認識
のＩＨＣパネル。
【図５】ＥＬＩＳＡによる、ｍ２０５Ａ５またはｍ２２７Ｄ３　ＭａｂのＨＧＦ競合アッ
セイ。
【図６】Ｈｓ７４６Ｔ異種移植モデルにおけるｍ２２４Ｇ１１の抗腫瘍活性。
【図７】ウェスタンブロット分析による、コントロールマウスおよびｍ２２４Ｇ１１処理
マウスのＨｓ７４６Ｔ腫瘍に対するｃＭｅｔ発現のエキソビボ分析。
【図８Ａ－８Ｂ】ｍ２０５Ａ５を用いたＩＨＣによる、コントロールマウスおよびｍ２２
４Ｇ１１処理マウスのＨｓ７４６Ｔ腫瘍に対するｃＭｅｔ発現のエキソビボ分析。
【図９】様々なレベルのｃＭｅｔを発現する肝臓腫瘍組織からのパラフィン封入セクショ
ンのＩＨＣ染色。
【実施例】
【０１９９】
実施例１：診断目的で使用され得るｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態に対する抗体
の作製
　抗ｃＭｅｔ抗体の作製のために、８週齢のＢＡＬＢ／ｃマウスに対して、その細胞膜上
でｃＭｅｔを発現するＣＨＯトランスフェクション細胞株によって３から５回皮下に免疫
化を施すか（２０×１０６細胞／投与／マウス）、またはｃＭｅｔ細胞外ドメイン融合タ
ンパク質（１０～１５μｇ／投与／マウス）（Ｒ＆Ｄシステムズ、カタログ＃３５８ＭＴ
）、もしくはこの組換えタンパク質の断片を、最初の免疫化では完全フロイントアジュバ
ントと、以降については不完全フロイントアジュバントと混合して２から３回免疫化を施
した。細胞融合の３日前に、組換えタンパク質または断片により、ｉ．ｐ．またはｉ．ｖ
．にてマウスに追加免疫を施した。次に、マウスの脾臓を回収し、ＳＰ２／０‐Ａｇ１４
骨髄腫細胞（ＡＴＣＣ）へ融合し、ＨＡＴ選別に掛けた。一般的に、モノクローナル抗体
またはその機能性断片を作製する場合、特にマウス由来のものについては、マニュアル"A
ntibody"（Harlow and Lane, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor L
aboratory, Cold Spring Harbor NY, pp. 726, 1988）に特に記載されている技術、また
はKohler and Milstein（Nature, 256:495-497, 1975）によって記載されるハイブリドー
マの作製技術を参照することが可能である。
【０２００】
　得られたハイブリドーマはまず、二量体ｃＭｅｔ‐Ｆｃ組換えタンパク質について、Ｅ
ＬＩＳＡによりスクリーニングした。簡単に述べると、組換えヒトｃＭｅｔタンパク質を
、Ｉｍｍｕｌｏｎ　ＩＩ　９６ウェルプレートへ４℃にて一晩コーティングし、０．５％
　ゼラチン溶液による１時間のブロッキング工程の後、純粋ハイブリドーマ上清を、３７
℃にてさらに１時間添加した。次に、このプレートを洗浄し、ヤギ抗マウス（ジャクソン
（Jackson））特異的ＩｇＧ　ＨＲＰを３７℃にて１時間添加した。ＴＭＢ基質溶液を用
いて反応を進めた。次に、中から高レベルのｃＭｅｔを発現するＡ４５９細胞株について
のＦＡＣＳ分析による第二のスクリーニングを行い、産生された抗体が、腫瘍細胞上にて
天然の受容体も認識することができることを確実にした。その目的のために、２×１０５

の細胞を、ｍ２０５Ａ５、ｍ２２７Ｄ３、またはｍ１０Ｄ９（ＩｇＧ１アイソタイプコン
トロールＭａｂ）のいずれかの１０μｇ／ｍＬと共に、４℃にて２０分間インキュベート
した。１％　ＢＳＡおよび０．０１％　ＮａＮ３を添加したリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢ
Ｓ）による３回の洗浄後、細胞を、二次抗体ヤギ抗マウスＡｌｅｘａ４８８（１／５００
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で希釈）と共に、４℃にて２０分間インキュベートした。１％　ＢＳＡおよび０．１％　
ＮａＮ３を添加したＰＢＳによるさらなる３回の洗浄後、細胞をＦＡＣＳ（Ｆａｃｓｃａ
ｌｉｂｕｒ、ベクトン‐ディキンソン（Becton-Dickinson））で分析した。少なくとも５
０００の細胞を評価して、蛍光強度の平均値を算出した。
【０２０１】
【表５】

【０２０２】
　本アッセイでの陽性ハイブリドーマを増幅し、クローン化し、アイソタイプを決定し、
増殖させた。次に、新しいハイブリドーマ上清を回収し、そのＩｇＧ含有量を測定した。
相補性サイトメトリー分析（complementary cytometry analysis）を５種類のヒト腫瘍細
胞株（Ａ４５９、ＢＸＰＣ３、ＭＣＦ７、Ｕ８７ＭＧ、およびＨｅｐＧ２）の１群に対し
て実施した。これらの細胞株はすべてＡＴＣＣから提供された。得られたデータを図１に
示し、ＭＦＩ値を表５に示す。
【０２０３】
　相補性実験を、精製した２０５Ａ５または２２７Ｄ３の抗体に対して行った。第一の抗
体滴定を、二量体ｃＭｅｔ‐Ｆｃタンパク質に対して行った。滴定曲線を図２に示す。
【０２０４】
　２０５Ａ５および２２７Ｄ３の抗体は、上述の２つの基準、（ｉ）ＥＬＩＳＡ試験での
ｃＭｅｔの認識、（ｉｉ）ヒト腫瘍細胞株の表面で発現された天然ｃＭｅｔでの結合、を
満足しており、これらをさらなるアッセイのために選択した。
【０２０５】
　Ｍａｂを、ｃＭｅｔを発現する腫瘍異種移植からのパラフィン封入セクションでの最終
ｃＭｅｔ認識試験のために選別した。その評価のために、ＭＣＦ７、Ｕ８７‐ＭＧ、およ
びＨｓ７４６Ｔ（種々のレベルのｃＭｅｔを発現することが公知である腫瘍）異種移植か
らの腫瘍セクションを脱パラフィンし、再水和し、９８℃に予備加熱した沸騰浴中のＴａ
ｒｇｅｔ　Ｒｅｔｒｉｅｖａｌ　Ｂｕｆｆｅｒ　１Ｘ（Ｄａｋｏ　Ｓ１６９９）に投入し
て、９８℃にて３０分間の熱誘発エピトープ賦活化を行い、次にさらに３０分間Ｔａｒｇ
ｅｔ　Ｒｅｔｒｉｅｖａｌ　Ｂｕｆｆｅｒ中に保持した。トリス緩衝生理食塩水‐０．０
５％　ｔｗｅｅｎ　２０（ＴＢＳ‐Ｔ）（Ｄａｋｏ　Ｓ３００６）による３回の洗浄後、
ペルオキシダーゼブロッキング試薬（Ｄａｋｏ　Ｋ４００７）を用いて、内在性ペルオキ
シダーゼ活性のブロッキングを５分間行った。セクションをＴＢＳ‐Ｔで洗浄し、ブロッ
キング試薬（ＵｌｔｒａＶ　ｂｌｏｃｋ‐ＴＡ‐１２５ＵＢ‐Ｌａｂ　Ｖｉｓｉｏｎ）と
共に５分間インキュベートし、その後、試験すべきｃＭｅｔマウスモノクローナル抗体（
５μｇ／ｍＬ）を添加した。マウスＩｇＧ１／カッパ（５μｇ／ｍＬ、Ｘ０９３１、Ｄａ
ｋｏ）をネガティブコントロールとして用いた。次に、セクションを室温にて２時間イン
キュベートし、ＴＢＳ‐Ｔで洗浄し、Ｅｎｖｉｓｉｏｎ　Ｄｕａｌ　Ｌｉｎｋ　Ｐｅｒｏ
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ｘｙｄａｓｅ　Ｓｙｓｔｅｍ（Ｄａｋｏ　Ｋ４０６１）と共にインキュベートした。ジア
ミノベンジジン（ＤＡＢ）ペルオキシダーゼ基質を用いて、褐色の反応生成物を生成させ
た。
【０２０６】
　図３に示す結果から、予想された通り、ＩｇＧ１アイソタイプコントロールでは染色は
観察されなかったこと（図３　パネルＡ）、ならびに２２７Ｄ３（図３　パネルＢ）およ
び２０５Ａ（図３　パネルＣ）はいずれも、Ｈｓ７４６Ｔ異種移植腫瘍上でのみｃＭｅｔ
を認識することができ、一方、３種類の腫瘍はすべて異なるレベルのｃＭｅｔを発現した
こと、が示された。これらの最初の結果から、２０５Ａ５および２２７Ｄ３の抗体はいず
れも、増幅された腫瘍細胞上でのみ発現されるｃＭｅｔの特定の形態を認識することが示
唆される。
【０２０７】
　これらのＭａｂの認識パターンを確認するために、異種移植を受けたマウスからの１群
の腫瘍を、２０５Ａ５、２２７Ｄ３、またはｃＭｅｔを認識すると記載されているインビ
トロジェン（Invitrogen）から市販されている抗体である３Ｄ４を用いて、ｃＭｅｔの発
現についてＩＨＣで試験した。図４のパネルＣに示すように、３Ｄ４は、すべて種類の腫
瘍においてｃＭｅｔを認識した。２２７Ｄ３（パネルＡ）または２０５Ａ５（データ示さ
ず）を用いると、強い膜染色は、ｃＭｅｔの構成的に活性化された形態を有する（ｃＭｅ
ｔの増幅の結果としてのｃＭｅｔの過剰発現に起因する）３種類の腫瘍：Ｈｓ７４６Ｔ、
ＭＫＮ４５、およびＥＢＣ‐１、でのみ観察された。予想された通り、ｍＩｇＧ１アイソ
タイプコントロールでは染色は観察されなかった（図４　パネルＢ）。
【０２０８】
実施例２：２０５Ａ５または２２７Ｄ３抗体の存在下で実施したＨＧＦ競合実験
　診断用Ｍａｂのさらなる特性決定のために、ＨＧＦ競合アッセイを実施した。試験すべ
きＭａｂが存在するか、または存在しない、ｃＭｅｔタンパク質を含む第一の反応混合物
を、別々の飽和（ＰＢＳ　１Ｘ中０．５％のゼラチン）プレート上にて調製した。マウス
抗体（レファレンスおよび調べるべきＭａｂ）の１：２の段階希釈を行った（４０μｇ／
ｍＬから開始し、１２のカラムにわたる）。次に、ＥＬＩＳＡ希釈剤（ＰＢＳ　１Ｘ中の
０．１％　ゼラチン、０．０５％　Ｔｗｅｅｎ２０）のみを含むネガティブコントロール
ライン以外に、０．８μｇ／ｍＬのｒｈ　ｃＭｅｔ‐Ｆｃタンパク質を添加した（ＲＤシ
ステムズ、ｒｅｆ．　３５８‐ＭＴ／ＣＦ）。ホモジナイズ後、競合サンプルを、ＰＢＳ
中の０．３μｇ／ｍＬ　ｒｈ　ＨＧＦ溶液（ＲＤシステムズ、ｒｅｆ．　２９４‐ＨＧＮ
／ＣＦ）でコーティングしたＨＧＦ‐コーティングプレート上にローディングした。イン
キュベーションおよび数回の洗浄の後、ヤギ抗ヒトＩｇＧ‐ＨＲＰ（ジャクソン、ｒｅｆ
．　１０９‐０３５‐０９８）を用いて、結合したタンパク質を検出する。結合後、ＴＭ
Ｂ基質をプレートに添加した。Ｈ２ＳＯ４の酸溶液を添加して反応を停止し、得られた光
学濃度を、マイクロプレートリーダー装置を用いて、４５０ｎｍにて読み取った。
【０２０９】
　実験は、２０５Ａ５および２２７Ｄ３により、ｃＭｅｔ‐Ｆｃ組換えタンパク質の存在
下、または非存在下にて行った（図５参照）。この実験から、２０５Ａ５および２２７Ｄ
３　Ｍａｂが、その固定化リガンド受容体上で結合するｃＭｅｔと競合しないことが示さ
れた。
【０２１０】
実施例３：抗体の特異性
　Ｈｓ７４６Ｔ腫瘍を有するマウスのｍ２２４Ｇ１１処理により、腫瘍成長の著しい低下
が誘発された（図６）。この実験からの腫瘍を分析すると、抗腫瘍活性の結果として、コ
ントロールマウス（データ示さず）に対してｍ２２４Ｇ１１処理マウスでのＫｉ６７発現
の低下、およびウェスタンブロット分析によって示されるｃＭｅｔ発現の劇的な下方調節
が見られた（図７）。ＷＢ分析を実施するために、腫瘍を取り出し、窒素中にて素早く瞬
間冷凍した。次に、それを溶解し、同じ量のタンパク質を免疫ブロットした。最後に、セ
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２５Ｈ２　Ｍａｂを用いてｃＭｅｔを出現させた。
【０２１１】
　同じ実験からの腫瘍を、２０５Ａ５を用いたＩＨＣによって分析すると、予想されたｃ
Ｍｅｔ発現の下方調節が処理マウスで観察され、一方、コントロール群の腫瘍細胞はすべ
てＭｅｔ陽性であった（図８）。
【０２１２】
　実際、図８Ａに示されるように、コントロールマウスからの腫瘍を、２０５Ａ５　Ｍａ
ｂを用いて染色した場合、３種類すべてのマウスの腫瘍細胞において、強い均質な膜染色
が観察された。ｍ２２４Ｇ１１処理マウスからの腫瘍を２０５Ａ５で染色した場合、膜染
色の劇的な低下が観察された（図８Ｂ）。ウェスタンブロット分析（図７）によるこれま
でに観察されたデータと一致するこれらのデータから、２０５Ａ５がｃＭｅｔを特異的に
認識することが示される。
【０２１３】
実施例４：ｍ２２４Ｇ１１　ＭａｂによるｃＭｅｔのリガンド非依存性活性化形態の発現
についての組織のスコア付け
　上述の、および図９にまとめたプロトコルを用いて、種々のレベルのｃＭｅｔのリガン
ド非依存性活性化形態を発現する一式のパラフィン封入ヒト腫瘍組織を、ｍ２０５Ａ５　
Ｍａｂで染色した。
【０２１４】
　図９に示す結果から、肝細胞癌において、ｍ２０５Ａ５は、様々なレベルのｃＭｅｔの
リガンド非依存性活性化形態を有するヒト腫瘍を区別することが可能であることが示され
た。この抗体を用いることで、腫瘍は：
　－　０：膜染色がないか、または観察された膜陽性細胞が１０％未満である陰性腫瘍、
　－　１＋：１０％超の腫瘍細胞にてほとんど感知されない染色、
　－　２＋：１０％超の腫瘍細胞にて中程度の完全膜染色、
　－　３＋：１０％超の腫瘍細胞にて強い完全膜染色、
　としてのスコア付けが可能である。
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【図１Ａ】
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