
(57)【要約】
　 HER2アンタゴニストによる成長阻害に対し耐性を有する腫瘍細胞の成長阻害感受性を回
復させる方法及び組成物。該方法は、 HER2アンタゴニストに対する成長阻害感受性を活性
化させるか、又は回復させるのに有効な量で PCDGFアンタゴニストを細胞に投与すること
を有する。本発明は、また、治療投薬計画、並びに HER2アンタゴニスト及び PCDGFアンタ
ゴニストを含む治療組成物も提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
HER2ア ン タ ゴ ニ ス ト に よ る 成 長 阻 害 に 対 し 耐 性 を 有 す る 細 胞 の 成 長 阻 害 へ の 感 受 性 を 活 性
化 さ せ る か 、 又 は 回 復 さ せ る 方 法 で あ っ て 、 PCDGFア ン タ ゴ ニ ス ト を 、 該 細 胞 の 成 長 阻 害
へ の 感 受 性 を 活 性 化 さ せ る か 、 又 は 回 復 さ せ る の に 有 効 な 量 で 該 細 胞 に 投 与 す る こ と を 含
む 、 該 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
前 記 細 胞 は HER2を 過 剰 発 現 す る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
HER2の ア ン タ ゴ ニ ス ト は 抗 HER2抗 体 、 ヘ レ グ リ ン 、 及 び HER2キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 か ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
PCDGFア ン タ ゴ ニ ス ト は 抗 体 も し く は 該 抗 体 の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト で あ る 請 求 項 １ 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
抗 体 は PCDGF中 和 抗 体 で あ る 請 求 項 ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
抗 体 は 、 配 列 番 号 ３ の ア ミ ノ 酸 配 列 で コ ー ド さ れ て い る タ ン パ ク 質 も し く は そ の 断 片 又 は
配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 配 列 で コ ー ド さ れ て い る タ ン パ ク 質 も し く は そ の 断 片 に 免 疫 特 異 的
に 結 合 す る 請 求 項 ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
抗 体 は 、
6B3ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 （ ATCC受 託 番 号 PTA-5262） 、
6B2ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 (ATCC受 託 番 号 PTA-5261)、
６ C12　 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 (ATCC受 託 番 号 PTA-5597)、
5B4ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 （ ATCC受 託 番 号 PTA-5260） 、
5G6ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 (ATCC 受 託 番 号 PTA-5595)、
4D1ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 (ATCC受 託 番 号 PTA-5593)、
3F8ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 (ATCC受 託 番 号 PTA-5591)、
3F5ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 (ATCC受 託 番 号  PTA-5259)、
3F4ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 (ATCC受 託 番 号 PTA-5590)、
3G2(ATCC 受 託 番 号 PTA-5592)、
4F10(ATCC受 託 番 号 )、
2A5ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 (ATCC受 託 番 号 PTA-5589)
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 か ら 生 産 さ れ る 請 求 項 ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
抗 体 は 免 疫 特 異 的 に PCDGF受 容 体 に 結 合 す る 請 求 項 ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
抗 体 は 、
6G8 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株  (ATCC受 託 番 号  PTA-5263)、
5A8 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株  (ATCC 受 託 番 号  PTA-5594)
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 か ら 生 産 さ れ る 請 求 項 ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
PCDGFア ン タ ゴ ニ ス ト は 核 酸 分 子 で あ る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
核 酸 分 子 は 、 配 列 番 号 １ の 核 酸 配 列 も し く は そ の 相 補 配 列 の 少 な く と も １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４
、 １ ６ 、 １ ８ 、 ２ ０ 、 ２ ２ 、 ２ ４ 、 ２ ６ 、 ２ ８ 、 ３ ０ 、 ３ ２ 、 ３ ４ 、 ３ ６ 、 ３ ８ 又 は ４ ０
の 隣 接 し た 核 酸 を 含 む 請 求 項 １ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
核 酸 分 子 は 、 配 列 番 号 ５ 、 ６ 、 ７ 、 ８ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 核 酸 配 列 も し く は 該 核 酸
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配 列 に 相 補 的 な 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
核 酸 分 子 は DNAで あ る 請 求 項 １ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
核 酸 分 子 は RNAで あ る 請 求 項 １ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
RNAは 二 本 鎖 で あ る 請 求 項 １ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
RNAは ア ン チ セ ン ス RNAも し く は siRNAで あ る 請 求 項 １ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
HER2ア ン タ ゴ ニ ス ト に よ る 成 長 阻 害 に 対 し て 耐 性 を 有 し 、 HER2過 剰 発 現 腫 瘍 を 有 す る 患 者
に お い て 、 HER2ア ン タ ゴ ニ ス ト へ の 成 長 阻 害 感 受 性 を 活 性 化 さ せ る か 、 又 は 回 復 さ せ る 方
法 で あ っ て 、 PCDFGア ン タ ゴ ニ ス ト を 、 患 者 の 成 長 阻 害 感 受 性 を 活 性 化 さ せ る か 、 又 は 回
復 さ せ る の に 有 効 な 量 で 患 者 に 投 与 す る こ と を 有 す る 、 該 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
腫 瘍 細 胞 の 成 長 を 阻 害 す る の に 有 効 な 量 の PCDGFア ン タ ゴ ニ ス ト と HER2ア ン タ ゴ ニ ス ト と
を 患 者 に 投 与 す る こ と を 有 す る 、 腫 瘍 細 胞 の 成 長 を 阻 害 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
前 記 ア ン タ ゴ ニ ス ト を 同 時 投 与 す る 請 求 項 １ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
前 記 ア ン タ ゴ ニ ス ト を 共 に 投 与 す る 請 求 項 １ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
前 記 ア ン タ ゴ ニ ス ト を 連 続 的 に 投 与 す る 請 求 項 １ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
腫 瘍 成 長 の 再 発 を 防 ぐ か 、 も し く は 遅 ら せ る の に 有 効 な 量 の PCDGFア ン タ ゴ ニ ス ト と HER2
ア ン タ ゴ ニ ス ト と を 投 与 す る こ と を 有 す る 、 腫 瘍 患 者 の 腫 瘍 再 発 を 防 ぐ か 、 も し く は 遅 ら
せ る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
前 記 ア ン タ ゴ ニ ス ト を 同 時 投 与 す る 請 求 項 ２ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
前 記 ア ン タ ゴ ニ ス ト を 共 に 投 与 す る 請 求 項 ２ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
前 記 ア ン タ ゴ ニ ス ト を 連 続 的 に 投 与 す る 請 求 項 ２ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
医 薬 と し て 有 効 な 量 の HER2ア ン タ ゴ ニ ス ト も し く は そ の 医 薬 と し て 許 容 さ れ る 塩 と 、 医 薬
と し て 有 効 な 量 の PCDGFア ン タ ゴ ニ ス ト も し く は そ の 医 薬 と し て 許 容 さ れ る 塩 と を 含 む 医
薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
更 に 医 薬 と し て 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む 請 求 項 ２ ６ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
HER2ア ン タ ゴ ニ ス ト が ハ ー セ プ チ ン （ 登 録 商 標 ） で あ る 請 求 項 ２ ６ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
PCDGFア ン タ ゴ ニ ス ト は 抗 体 も し く は そ の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト で あ る 請 求 項 ２ ６ 記 載 の
医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
抗 体 は PCDGF中 和 抗 体 で あ る 請 求 項 ２ ９ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ １ 】
抗 体 は 、 配 列 番 号 ３ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る E19Vも し く は そ の 断 片 又 は 配 列 番 号 ４ の ア ミ
ノ 酸 配 列 を 有 す る A14Rも し く は そ の 断 片 に 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 請 求 項 ３ ０ 記 載 の 医 薬 組
成 物 。
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【 請 求 項 ３ ２ 】
抗 体 は 、
6B3ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 （ ATCC受 託 番 号 PTA-5262） 、
6B2ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 (ATCC受 託 番 号 PTA-5261)、
６ C12　 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 (ATCC受 託 番 号 PTA-5597)、
5B4ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 （ ATCC受 託 番 号 PTA-5260） 、
5G6ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 (ATCC 受 託 番 号 PTA-5595)、
4D1ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 (ATCC受 託 番 号 PTA-5593)、
3F8ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 (ATCC受 託 番 号 PTA-5591)、
3F5ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 (ATCC受 託 番 号  PTA-5259)、
3F4ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 (ATCC受 託 番 号 PTA-5590)、
3G2(ATCC 受 託 番 号 PTA-5592)、
4F10(ATCC受 託 番 号 )、
2A5ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 (ATCC受 託 番 号 PTA-5589)
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 か ら 生 産 さ れ る 請 求 項 ２ ９ 記 載 の 医 薬 組
成 物 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
抗 体 は 免 疫 特 異 的 に PCDGF受 容 体 に 結 合 す る 請 求 項 ２ ９ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
抗 体 は 、
6G8 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株  (ATCC受 託 番 号  PTA-5263)、
5A8 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株  (ATCC 受 託 番 号  PTA-5594)
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 か ら 生 産 さ れ る 請 求 項 ３ ３ 記 載 の 医 薬 組
成 物 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
PCDGFア ン タ ゴ ニ ス ト は 核 酸 分 子 で あ る 請 求 項 ２ ６ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
核 酸 分 子 は 、 配 列 番 号 １ の 核 酸 配 列 の 少 な く と も １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ 、 １ ６ 、 １ ８ 、 ２ ０ 、
２ ２ 、 ２ ４ 、 ２ ６ 、 ２ ８ 、 ３ ０ 、 ３ ２ 、 ３ ４ 、 ３ ６ 、 ３ ８ 又 は ４ ０ の 隣 接 し た 核 酸 を 含 む
請 求 項 ３ ５ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
核 酸 分 子 は 、 配 列 番 号 ５ 、 ６ 、 ７ 、 ８ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 核 酸 配 列 も し く は 該 核 酸
配 列 に 相 補 的 な 配 列 を 有 す る 請 求 項 ３ ５ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
核 酸 分 子 は DNAで あ る 請 求 項 ３ ５ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
核 酸 分 子 は RNAで あ る 請 求 項 ３ ５ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
RNAは 二 本 鎖 で あ る 請 求 項 ３ ９ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ １ 】
RNAは ア ン チ セ ン ス RNAも し く は siRNAで あ る 請 求 項 ３ ９ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
(i)患 者 か ら 生 体 試 料 を 得 る こ と と 、
(ii) 該 生 体 試 料 中 の PCDGFを 検 出 す る こ と と 、
(iii)該 試 料 中 の PCDGF量 を 決 定 す る こ と と を 有 す る 、
HER2ア ン タ ゴ ニ ス ト に よ る 成 長 阻 害 へ の 腫 瘍 患 者 の 感 受 性 を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、
PCDGF量 が HER2ア ン タ ゴ ニ ス ト の 抗 腫 瘍 効 果 に 対 す る 耐 性 を 示 す 、 該 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
PCDGFを 、 タ ン パ ク 質 、 転 写 物 、 又 は 遺 伝 子 と し て 検 出 す る 請 求 項 ４ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
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PCDGFを 、 遺 伝 子 増 幅 を 測 定 す る こ と に よ っ て 検 出 す る 請 求 項 ４ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
生 体 試 料 は 、 細 胞 、 組 織 、 血 液 、 血 清 、 血 し ょ う 、 乳 頭 吸 引 液 、 乳 管 洗 浄 液 、 唾 液 、 尿 及
び 便 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 請 求 項 ４ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
生 体 試 料 中 の PCDGFを 、 PCDGFに 選 択 的 に 結 合 す る 化 合 物 を 用 い て 検 出 す る 請 求 項 ４ ２ 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
化 合 物 は PCDGFに 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 も し く は そ の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト で あ る 請
求 項 ４ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
抗 体 は PCDGF中 和 抗 体 で あ る 請 求 項 ４ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
抗 体 は 、 配 列 番 号 ３ の ア ミ ノ 酸 配 列 で コ ー ド さ れ て い る タ ン パ ク 質 も し く は そ の 断 片 又 は
配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 配 列 で コ ー ド さ れ て い る タ ン パ ク 質 も し く は そ の 断 片 に 免 疫 特 異 的
に 結 合 す る 請 求 項 ４ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
抗 体 は 、
6B3ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 （ ATCC受 託 番 号 PTA-5262） 、
6B2ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 (ATCC受 託 番 号 PTA-5261)、
６ C12　 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 (ATCC受 託 番 号 PTA-5597)、
5B4ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 （ ATCC受 託 番 号 PTA-5260） 、
5G6ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 (ATCC 受 託 番 号 PTA-5595)、
4D1ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 (ATCC受 託 番 号 PTA-5593)、
3F8ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 (ATCC受 託 番 号 PTA-5591)、
3F5ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 (ATCC受 託 番 号  PTA-5259)、
3F4ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 (ATCC受 託 番 号 PTA-5590)、
3G2(ATCC 受 託 番 号 PTA-5592)、
2A5ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 (ATCC受 託 番 号 PTA-5589)
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 か ら 生 産 さ れ る 請 求 項 ４ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
化 合 物 は 核 酸 分 子 で あ る 請 求 項 ４ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
核 酸 分 子 は 、 配 列 番 号 １ の 核 酸 配 列 も し く は そ の 相 補 配 列 の 少 な く と も １ ０ 、 １ ２ 、 １ ３
、 １ ６ 、 １ ８ 、 ２ ０ 、 ２ ２ 、 ２ ４ 、 ２ ６ 、 ２ ８ 、 ３ ０ 、 ３ ２ 、 ３ ４ 、 ３ ６ 、 ３ ８ 又 は ４ ０
の 隣 接 し た 核 酸 を 含 む 請 求 項 ５ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
核 酸 分 子 は 、 配 列 番 号 ５ 、 ６ 、 ７ 、 ８ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 核 酸 配 列 も し く は 該 核 酸
配 列 に 相 補 的 な 配 列 を 有 す る 請 求 項 ５ １ 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
（ 関 連 す る 出 願 の 相 互 参 照 ）
　 本 願 は 、 ２ ０ ０ ３ 年 ８ 月 １ 日 に 出 願 し た 米 国 特 許 仮 出 願 第 60/491,536号 と 、 ２ ０ ０ ４ 年
２ 月 ２ ７ 日 に 出 願 し た 米 国 特 許 仮 出 願 第 60/547,791号 の 利 益 を 主 張 す る も の で あ り 、 こ れ
ら の 内 容 を 本 明 細 書 に 参 照 に よ り 援 用 す る 。 米 国 特 許 第 6,720,159号 、 米 国 特 許 第 6,309,8
26号 、 米 国 特 許 出 願 公 開 第 2003/0099646号 、 米 国 特 許 出 願 公 開 第 2003/0215445号 、 米 国 特
許 出 願 公 開 第 2002/0025543号 の 内 容 を 本 明 細 書 に 参 照 に よ り 援 用 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 本 明 細 書 で は 、 い く つ か の 出 版 物 が 引 用 さ れ て い る 。 こ れ ら の 出 版 物 の す べ て の 引 用 は
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以 下 に 示 さ れ て い る 。 特 に 断 り の な い 限 り 、 こ れ ら の 出 版 物 の 内 容 を 本 明 細 書 に 参 照 に よ
り 援 用 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 お よ そ ２ ５ － ３ ０ ％ の 乳 が ん 患 者 に は 、 プ ロ ト オ ン コ プ ロ テ イ ン で あ り 細 胞 膜 表 面 受 容
体 で あ る c-erbB2（ ヒ ト 上 皮 成 長 因 子 受 容 体 ２ タ ン パ ク 質 ） が 過 剰 発 現 し て お り 、 c-erbB2
は HER2/neuと し て も 知 ら れ て い る 。 c-erbB2オ ン コ ジ ー ン の 過 剰 発 現 は 、 患 者 の 予 後 が 悪
い こ と や 生 存 率 が 減 少 す る こ と と 関 連 し て い る 。 HER-2/neuプ ロ ト オ ン コ ジ ー ン は ２ ０ －
３ ０ ％ の 転 移 性 の 乳 が ん で 過 剰 発 現 し て お り 、 こ の こ と は 乳 が ん で の 生 存 率 の 低 下 や 再 発
の 増 加 と 相 関 し て い る 。 HER-2/neuは 子 宮 内 膜 が ん 、 腎 臓 が ん 、 胃 が ん 、 前 立 腺 が ん を 含
め た 他 の が ん の タ イ プ で も 同 様 に 過 剰 発 現 し て い る 。 現 在 、 こ れ ら の 患 者 に 対 す る 治 療 の
最 も 一 般 的 な 形 態 は 、 ヒ ト 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る ト ラ ス ツ ズ マ ブ （ ハ ー セ プ チ ン （
登 録 商 標 ） と し て も 知 ら れ て い る ） の 使 用 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 ハ ー セ プ チ ン （ 登 録 商 標 ） は 、 細 胞 を 用 い た ア ッ セ イ に お い て c-erbB2の 細 胞 外 ド メ イ
ン に 高 い 親 和 性 （ Kd=5nM） で 選 択 的 に 結 合 す る 組 み 替 え DNA由 来 の ヒ ト 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 で あ る （ 非 特 許 文 献 １ 、 ２ 参 照 ） 。 ハ ー セ プ チ ン （ 登 録 商 標 ） は HER2に 結 合 す る IgG1
 kappa抗 体 で あ り 、 マ ウ ス 抗 体 (4D5)の 相 補 性 決 定 領 域 と 共 に ヒ ト の フ レ ー ム ワ ー ク 領 域
を 含 む 。 し か し な が ら 、 ハ ー セ プ チ ン （ 登 録 商 標 ） 又 は そ の 他 の c-erbB2/HER2に 対 す る 抗
体 で 治 療 し た 患 者 の う ち 、 わ ず か ２ ５ ％ し か こ の 治 療 に 対 し 反 応 を 示 さ な い 。 c-erbB2/HE
R2抗 体 に よ る 治 療 に 対 す る 耐 性 を 説 明 す る た め に 、 い く つ か の モ デ ル が 仮 定 さ れ て い る 。
HER2ア ン タ ゴ ニ ス ト に よ る 治 療 に 対 す る 感 受 性 を 回 復 さ せ る 組 成 物 と 方 法 が 必 要 と さ れ て
い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
【 非 特 許 文 献 １ 】 Science 1985;230:1132-9
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Cancer Res 1993;53:4960-70
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 は 、 自 己 分 泌 成 長 因 子 で あ る PC細 胞 由 来 成 長 因 子 (“ PCDGF” )が c-erbB2/HER2(“
HER2” )ア ン タ ゴ ニ ス ト の 抗 腫 瘍 効 果 に 対 す る 耐 性 を 与 え る と い う 発 見 に あ る 程 度 基 づ い
て い る 。 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 態 様 は 、 HER2ア ン タ ゴ ニ ス ト に 対 す る 成 長 阻 害 感 受 性 を 活
性 化 さ せ る か 、 又 は 回 復 さ せ る の に 有 効 な 量 の PCDGFア ン タ ゴ ニ ス ト を 投 与 す る こ と に よ
っ て 、 HER2ア ン タ ゴ ニ ス ト の 抗 腫 瘍 効 果 に 対 す る 耐 性 を 有 す る 腫 瘍 細 胞 の 成 長 阻 害 感 受 性
を 回 復 さ せ る 治 療 組 成 物 と 方 法 を 対 象 に す る 。 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 PCDGF
ア ン タ ゴ ニ ス ト を 用 い て 腫 瘍 成 長 の 再 発 を 防 ぐ 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 の 別 の 実 施 態 様 は
、 PCDGFア ン タ ゴ ニ ス ト と HER2ア ン タ ゴ ニ ス ト と を 腫 瘍 細 胞 の 成 長 を 阻 害 す る の に 有 効 な
量 で 投 与 す る こ と を 有 す る 、 腫 瘍 細 胞 の 成 長 を 阻 害 す る 治 療 組 成 物 と 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 は 、 HER2ア ン タ ゴ ニ ス ト と PCDGFア ン タ ゴ ニ ス ト と を 含 む 好 ま し い 組 成 物 も 提 供
す る 。 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 HER2ア ン タ ゴ ニ ス ト と 、 PCDGFア ン タ ゴ ニ ス ト
と 、 医 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 （ 例 え ば 水 、 食 塩 水 、 リ ン ガ ー 溶 液 、 デ キ ス ト ロ ー ス 溶 液 、 及
び ヒ ト 血 清 ） と を 含 む 医 薬 組 成 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 の 更 な る 実 施 態 様 で は 、 患 者 由 来 の 細 胞 を 含 む 生 体 試 料 を 得 る こ と と 、 生 体 試 料
中 の PCDGFを 検 出 す る こ と と 、 HER2ア ン タ ゴ ニ ス ト の 抗 腫 瘍 効 果 に 対 す る 耐 性 を 示 す 前 記
サ ン プ ル 中 の PCDGFの 量 を 決 定 す る こ と と を 有 す る 、 患 者 が 、 HER2ア ン タ ゴ ニ ス ト の 抗 腫
瘍 効 果 に 対 す る 耐 性 を 有 す る か ど う か 決 定 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
（ PC細 胞 由 来 増 殖 因 子 (PCDGF)と HER2）
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　 PCDGFは 88kDaの 自 己 分 泌 型 の 増 殖 因 子 で あ り 、 配 列 番 号 1の 塩 基 配 列 及 び 配 列 番 号 ２ の
推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を そ れ ぞ れ 有 し 、 当 研 究 室 で 特 徴 付 け ら れ 、 多 種 多 様 の ヒ ト 及 び 動 物 の
が ん 細 胞 （ 例 え ば 、 神 経 芽 細 胞 腫 、 グ リ ア 芽 腫 、 星 状 細 胞 腫 、 肉 腫 、 及 び 前 立 腺 、 血 液 、
脳 脊 髄 液 、 肝 臓 、 腎 臓 、 乳 房 、 頭 頸 部 、 咽 頭 、 甲 状 腺 、 膵 臓 、 胃 、 大 腸 、 結 腸 直 腸 、 子 宮
、 子 宮 頸 部 、 骨 、 骨 髄 、 精 巣 、 脳 、 神 経 組 織 、 卵 巣 、 皮 膚 、 肺 の が ん ） に お い て 過 剰 発 現
し て お り 、 そ れ ら の が ん 細 胞 の 腫 瘍 形 成 を 誘 導 し て い る こ と が 示 さ れ て い る 。 例 え ば 、 米
国 特 許 第 6,309,826号 参 照 さ れ た い 。 該 特 許 文 献 の 内 容 を 本 明 細 書 に 参 照 に よ り 援 用 す る
。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 PCDGFは 、 HER2ア ン タ ゴ ニ ス ト （ た と え ば 、 ハ ー セ プ チ ン （ 登 録 商 標 ） 、 HER2 キ ナ ー ゼ
阻 害 剤 。 下 記 参 照 ） の が ん 細 胞 へ の 抗 腫 瘍 効 果 に 対 す る 耐 性 を 与 え る 。 米 国 特 許 第 6,309,
826号 に 記 載 さ れ て い る 通 り 、 PCDGFの 過 剰 発 現 は 無 秩 序 な 細 胞 成 長 及 び 腫 瘍 形 成 の 増 加 を
も た ら す 。 PCDGFの 過 剰 発 現 の 度 合 い は 、 細 胞 の が ん 化 の 度 合 い と 相 関 し て い る 。 PCDGFを
過 剰 発 現 し て い る 細 胞 は 、 無 秩 序 な 細 胞 成 長 を 持 続 す る た め に 外 部 か ら の シ グ ナ ル を 必 要
と し な い 。 イ ン ス リ ン 及 び ／ 又 は エ ス ト ロ ゲ ン に 対 す る 応 答 性 が 喪 失 す る な ど 、 細 胞 成 長
の 制 御 が 失 わ れ る と 、 悪 性 度 が 増 大 し 、 過 度 の 無 秩 序 な 細 胞 成 長 が 引 き 起 こ さ れ る 。 そ れ
ゆ え 、 PCDGFの 腫 瘍 形 成 活 性 を 阻 害 す る 方 法 及 び 組 成 物 の 開 発 は 、 が ん 治 療 に お け る 重 大
な 関 心 事 で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の 特 定 の 実 施 態 様 で は 、 HER2ア ン タ ゴ ニ ス ト へ の 成 長 阻 害 感 受 性 を 活 性 化 さ せ る
か 、 又 は 回 復 さ せ る の に 有 効 な 量 の PCDGFア ン タ ゴ ニ ス ト を 、 HER2ア ン タ ゴ ニ ス ト に よ る
成 長 阻 害 に 対 す る 耐 性 を 有 す る が ん 患 者 に 投 与 す る こ と に よ っ て 、 該 患 者 に お け る 成 長 阻
害 感 受 性 を 活 性 化 さ せ る か 、 又 は 回 復 さ せ る 方 法 を 提 供 す る 。 別 の 特 定 の 実 施 態 様 に お い
て 、 本 発 明 は 、 PCDGFア ン タ ゴ ニ ス ト と HER2ア ン タ ゴ ニ ス ト と を 、 が ん 細 胞 の 成 長 を 阻 害
す る の に 有 効 な 量 で 投 与 す る こ と に よ っ て 、 が ん 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す る 方 法 を 提 供 す る 。
ま た 別 の 実 施 態 様 で は 、 予 防 に 有 効 な 量 の PCDGFア ン タ ゴ ニ ス ト を 投 与 す る こ と に よ っ て
、 腫 瘍 の 再 発 を 防 ぐ 方 法 を 提 供 す る 。 「 予 防 に 有 効 な 量 」 と い う 用 語 は 、 が ん の 成 長 の 再
発 を 防 ぐ か 、 又 は 遅 ら せ る こ と が 可 能 な PCDGFア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は HER2ア ン タ ゴ ニ ス ト の
量 を 指 す 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 「 HER2ア ン タ ゴ ニ ス ト 」 と い う 用 語 は 、 HER2又 は HER2の 腫 瘍 形 成 の 特 性 を 保 持 す る HER2
の い ず れ の 類 似 体 も し く は 誘 導 体 に 結 合 す る こ と が で き る か 、 あ る い は こ れ ら の 活 性 を 妨
げ る か 、 あ る い は 該 活 性 を 阻 害 す る こ と が で き る い ず れ の 分 子 （ 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 、 抗
体 、 ペ プ チ ド 、 低 分 子 、 核 酸 、 ア ン チ セ ン ス 、 又 は siRNA） を 指 す （ 例 え ば 、 特 に 限 定 さ
れ な い が 、 ハ ー セ プ チ ン （ 登 録 商 標 ） 、 HER2キ ナ ー ゼ 阻 害 物 質 ） 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 一 実 施 態 様 に お い て 、 HER2ア ン タ ゴ ニ ス ト に は 、 HER2に タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ す る こ と が で
き る か 、 又 は 選 択 的 に 結 合 す る こ と が で き 、 例 え ば 毒 素 も し く は 他 の 化 合 物 も し く は 分 子
を 送 達 し て 細 胞 を 殺 す か 、 又 は 細 胞 成 長 を 阻 害 す る こ と が で き る 分 子 が あ る 。 例 え ば 、 HE
R2抗 体 は 、 該 抗 体 が HER2と 結 合 し た 後 に が ん 細 胞 に 送 達 さ れ る 毒 素 又 は 化 学 療 法 薬 と 結 合
す る こ と が で き る 。 HER2ア ン タ ゴ ニ ス ト に は 、 HER2の 活 性 を 調 整 す る 分 子 の 生 物 活 性 を 調
節 す る 分 子 （ 例 え ば ペ プ チ ド 、 低 分 子 、 ア ン チ セ ン ス 分 子 、 siRNA） も あ る 。 HER2ア ン タ
ゴ ニ ス ト は 、 例 え ば ADCC（ 抗 体 依 存 的 な 細 胞 の 細 胞 毒 性 ） を 介 し て 、 免 疫 反 応 を 強 化 す る
抗 体 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 HER2ア ン タ ゴ ニ ス ト 療 法 は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 転 移 性 乳 が ん を 含 め た HER2を 過 剰 発 現
す る 腫 瘍 を 有 す る 患 者 の 治 療 に 有 用 で あ り 、 該 患 者 に は 、 そ の 腫 瘍 が HER2タ ン パ ク 質 を 過
剰 発 現 し て お り 、 か つ そ の 転 移 性 の 疾 病 に 対 し て １ 回 以 上 の 化 学 療 法 を 受 け て い る 患 者 が
含 ま れ る 。 特 に 、 ハ ー セ プ チ ン （ 登 録 商 標 ） は 、 腫 瘍 が HER2タ ン パ ク 質 を 過 剰 発 現 し お り
、 か つ 転 移 性 の 疾 病 に 対 し て 化 学 療 法 を 受 け て い な い 転 移 性 の 乳 が ん の 患 者 の 治 療 を 目 的
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と す る 、 パ ク リ タ キ セ ル と 組 み 合 わ せ た 治 療 に つ い て 認 可 さ れ て い る 。 し か し な が ら 、 ハ
ー セ プ チ ン （ 登 録 商 標 ） 又 は HER2に 対 す る そ の 他 の 抗 体 に よ る 治 療 を 受 け た 患 者 の う ち わ
ず か ２ ５ ～ ５ ０ ％ し か 、 そ の よ う な 治 療 に 対 し 反 応 を 示 さ な い 。 本 発 明 の 発 明 者 ら は 、 PC
DGFが HER2ア ン タ ゴ ニ ス ト の 抗 腫 瘍 効 果 に 対 す る 耐 性 を 与 え る こ と を 見 出 し た 。 パ ラ フ ィ
ン 包 埋 し た ヒ ト 乳 が ん 生 検 に お け る 免 疫 染 色 研 究 に よ っ て 、 c-erbB2ポ ジ テ ィ ブ の （ ＋ ３
） 浸 潤 性 の 乳 管 癌 の ４ ０ ％ で 、 PCDGFが 強 発 現 し て い る こ と が 示 さ れ た （ 図 ４ 参 照 ） 。
【 ０ ０ １ ５ 】
（ PCDGFア ン タ ゴ ニ ス ト ）
　 「 PCDGFア ン タ ゴ ニ ス ト 」 と い う 用 語 は 、 PCDGF又 は PCDGFの 特 性 を 保 持 す る PCDGFの い ず
れ の 類 似 体 も し く は 誘 導 体 に 選 択 的 に 結 合 す る こ と が で き る か 、 あ る い は 特 に 限 定 さ れ な
い が PCDGFに 曝 さ れ た 細 胞 に HER2ア ン タ ゴ ニ ス ト の 耐 性 を 与 え る 能 力 を 含 め た PCDGF又 は 当
該 PCDGFの い ず れ の 類 似 体 も し く は 誘 導 体 の 生 物 活 性 を 妨 げ る か 、 あ る い は 該 生 物 活 性 を
阻 害 す る こ と が で き る い ず れ の 分 子 （ 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 、 抗 体 、 ペ プ チ ド 、 低 分 子 、 核
酸 、 ア ン チ セ ン ス 、 又 は siRNA） を 指 す 。 一 実 地 態 様 に お い て 、 PCDGFア ン タ ゴ ニ ス ト に は
、 PCDGF受 容 体 に タ ー ゲ テ ィ ン グ す る こ と が で き る か 、 又 は 選 択 的 に 結 合 す る こ と が で き
、 例 え ば 毒 素 も し く は そ の 他 の 化 合 物 も し く は 分 子 を 送 達 し て 細 胞 を 殺 す か 、 又 は 細 胞 増
殖 を 阻 害 す る こ と が で き る PCDGF受 容 体 の 抗 体 又 は 低 分 子 の ア ン タ ゴ ニ ス ト が あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
（ 抗 体 ）
　 抗 PCDGF抗 体 な ど の PCDGFア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 PCDGFに 直 接 結 合 す る か 、 ま た は PCDGFが 標
的 細 胞 （ 例 え ば 乳 が ん 細 胞 ） へ 細 胞 増 殖 シ グ ナ ル を 伝 達 す る の を 抑 制 す る こ と に よ っ て 、
PCDGFの 生 物 活 性 （ 例 え ば 腫 瘍 形 成 活 性 ） を 妨 げ る 。 抗 PCDGF抗 体 は PCDGFの 活 性 部 位 も し
く は そ の 加 工 さ れ た 形 態 （ 例 え ば PCDGF受 容 体 結 合 部 位 ） に 結 合 し 、 PCDGFが そ の 受 容 体 に
結 合 す る の を 妨 げ て も よ い 。 別 の 方 法 と し て 、 抗 PCDGF抗 体 は PCDGF上 の 活 性 部 位 以 外 の 部
位 に 結 合 し 、 活 性 部 位 の 立 体 構 造 を 変 化 さ せ 、 そ れ に よ っ て PCDGFが そ の 受 容 体 に 結 合 出
来 な い よ う に し て も よ い 。 抗 PCDGF抗 体 に は PCDGF中 和 抗 体 が あ る 。 「 中 和 」 抗 体 は 、 動 物
及 び ヒ ト に お い て 、 細 胞 増 殖 を 活 性 化 さ せ る か 、 又 は 細 胞 の 生 存 率 を 増 加 さ せ る か 、 ア ポ
ト ー シ ス を 阻 害 す る か 、 又 は 腫 瘍 の 成 長 を 誘 導 す る PCDGFの 能 力 を 含 め た PCDGFの 通 常 の 生
物 活 性 を 阻 害 す る か 、 又 は ブ ロ ッ ク す る 能 力 を 有 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 一 実 施 態 様 に お い て 、 抗 PCDGF抗 体 も し く は そ の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト は ヒ ト PCDGFの E1
9V(配 列 番 号 3)と 定 義 さ れ て い る １ ９ ア ミ ノ 酸 の 領 域 に 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 。 別 の 実 施
態 様 に お い て は 、 抗 PCDGF抗 体 も し く は そ の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト は ヒ ト PCDGFの A14R(配
列 番 号 4)と 定 義 さ れ て い る １ ４ ア ミ ノ 酸 の 領 域 に 結 合 す る 。 本 発 明 の 他 の 好 ま し い 組 成 物
及 び 方 法 （ 例 え ば が ん 細 胞 の 成 長 を 阻 害 す る な ど ） に お い て 、 HER2ア ン タ ゴ ニ ス ト 治 療 お
よ び 細 胞 毒 を 用 い た 治 療 へ の 感 受 性 を 回 復 さ せ る の に 適 し た 抗 PCDGF抗 体 は 、 American Ty
pe Culture Collection (ATCC、 10801 University Blvd.， Manasas， VA 20110-2209)に 寄
託 さ れ て お り 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 か ら 製 造 し て も よ い 。 該 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 と し
て は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 6B3ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 （ ATCC受 託 番 号 PTA-5262） 、 6B2ハ
イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 (ATCC受 託 番 号 PTA-5261)、 ６ C12ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 (ATCC受 託 番 号
PTA-5597)、 5B4ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 （ ATCC受 託 番 号 PTA-5260） 、 5G6ハ イ ブ リ ド ー マ 細
胞 株 (ATCC 受 託 番 号 PTA-5595)、 4D1ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 (ATCC受 託 番 号 PTA-5593)、 3F8
ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 (ATCC受 託 番 号 PTA-5591)、 3F5ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 (ATCC受 託 番 号
 PTA-5259)、 3F4ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 (ATCC受 託 番 号 PTA-5590)、 3G2(ATCC 受 託 番 号 PTA-
5592)、 2A5ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 (ATCC受 託 番 号 PTA-5589)、  4F10(ATCC受 託 番 号

)（ 抗 E19Vモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 PCDGFア ン タ ゴ ニ ス ト に は 、 免 疫 特 異 的 に PCDGF受 容 体 に 結 合 し 、 PCDGFの PCDGF受 容 体 へ
の 結 合 を ブ ロ ッ ク す る 抗 体 も あ る 。 そ の よ う な 抗 PCDGF受 容 体 抗 体 と し て は 、 特 に 限 定 さ
れ な い が 、 6G8ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 (ATCC受 託 番 号 PTA-5263)及 び 5A8ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞

10

20

30

40

50

(8) JP 2007-517763 A 2007.7.5

　 　 　 　
　 　 　



株 (ATCC受 託 番 号 PTA-5594)を 含 め た ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 か ら 製 造 さ れ る 抗 体 が 挙 げ ら れ
る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 抗 体 と い う 用 語 は 、 PCDGFも し く は PCDGF受 容 体 も し く は HER2に 免
疫 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト を 指 す 。 換 言 す れ ば 、 免 疫 特 異 的
な 抗 体 は そ の 標 的 の 抗 原 に 特 異 的 で あ る （ 例 え ば 、 他 の 抗 原 に 非 特 異 的 に 結 合 し な い か 、
又 は 他 の 抗 原 と 結 び つ か な い ） 。 そ の よ う な 抗 体 は 、 他 の 抗 原 と 交 差 反 応 し な い の が 好 ま
し い 。 こ れ ら の 特 異 的 な 抗 体 に は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 ヒ ト 及 び 非 ヒ ト の ポ リ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 、 ヒ ト 及 び 非 ヒ ト の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ mAbs） 、 キ メ ラ 抗 体 、 抗 イ デ ィ オ タ イ プ
抗 体 (anti-IdAb)、 中 和 抗 体 、 非 中 和 抗 体 、 及 び ヒ ト 化 抗 体 、 並 び に そ れ ら の フ ラ グ メ ン
ト が あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 抗 原 で 免 疫 さ れ た 動 物 の 血 清 又 は ニ ワ ト リ の 卵 由 来 の 不 均 質 な
抗 体 分 子 の 集 団 で あ り 、 当 業 者 に 既 知 の い ず れ の 適 し た 方 法 に よ っ て も 得 る こ と が 出 来 る
。 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 と い う 用 語 は 、 い ず れ の 原 核 生 物 、 真 核 生 物 、 も し く は フ ァ ー
ジ の ク ロ ー ン も 含 め た 単 一 の ク ロ ー ン か ら 得 ら れ る 抗 体 を 指 し 、 そ れ が 生 産 さ れ る 方 法 を
指 す も の で は な い 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (mAbs)を 、 当 業 者 に 既 知 で あ る ハ イ ブ リ ド ー マ 、
組 み 変 え 体 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 法 の 使 用 、 も し く は こ れ ら を 組 み 合 わ せ た も の の 使 用
を 含 め た い ず れ の 適 し た 方 法 に よ っ て 得 て も よ い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 そ の よ う な 抗 体 は IgG、 IgM、 IgE、 IgA、 IgD及 び そ れ ら の い ず れ の サ ブ ク ラ ス も 含 め た
如 何 な る 免 疫 学 上 の ク ラ ス の も の で あ っ て も よ い 。 特 定 の エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 体 の フ
ラ グ メ ン ト と し て は 、 Fabフ ラ グ メ ン ト 及 び F(ab')2フ ラ グ メ ン ト が 挙 げ ら れ 、 該 フ ラ グ メ
ン ト は 、 無 傷 の 抗 体 の Fcフ ラ グ メ ン ト を 欠 き 、 循 環 か ら よ り 迅 速 に 消 失 し 、 無 傷 の 抗 体 よ
り 非 特 異 的 な 組 織 の 結 合 が 少 な い も の で あ っ て も よ い 。 そ の よ う な フ ラ グ メ ン ト は 、 典 型
的 に は 、 パ パ イ ン (Fabフ ラ グ メ ン ト を 生 成 す る )及 び ペ プ シ ン （ F(ab’ ) 2 フ ラ グ メ ン ト を
生 成 す る ） な ど の 酵 素 を 用 い て 、 タ ン パ ク 質 分 解 に よ る 切 断 に よ っ て 製 造 さ れ る 。 抗 体 も
し く は そ の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト は 、 抗 体 の 合 成 に 関 す る 技 術 分 野 に お い て 既 知 で あ る い
ず れ の 方 法 に よ っ て 、 特 に 化 学 合 成 に よ っ て 、 又 は 好 ま し く は 組 み 換 え 体 発 現 技 術 に よ っ
て 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 上 記 の い ず れ の 方 法 に よ っ て 本 発 明 の 抗 体 分 子 を 製 造 し た 後 、 該 抗 体 分 子 を 、 免 疫 グ ロ
ブ リ ン 分 子 の 精 製 に 関 す る 技 術 分 野 に お い て 既 知 で あ る い ず れ の 方 法 に よ っ て 、 例 え ば 、
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ 例 え ば 、 イ オ ン 交 換 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー 、 特 に プ ロ テ イ ン Aや プ ロ テ
イ ン Gで の 精 製 後 、 特 異 的 な 抗 原 に 対 す る ア フ ィ ニ テ ィ ー に よ っ て 、 ゲ ル ろ 過 ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー ） 、 遠 心 分 離 、 溶 解 度 の 差 、 ま た は そ の 他 の い ず れ の 標 準 の タ ン パ ク 質 精 製 技 術
に よ っ て 精 製 し て も よ い 。 さ ら に 、 本 発 明 の 抗 体 も し く は そ の フ ラ グ メ ン ト は 、 精 製 を 容
易 に し 、 更 な る 生 物 活 性 な ど を 与 え る こ と が 本 技 術 分 野 に お い て 既 知 で あ る 異 種 の ポ リ ペ
プ チ ド 配 列 と 融 合 し て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
（ 核 酸 干 渉 ）
　 別 の 特 定 の 実 施 態 様 で は 、 PCDGFア ン タ ゴ ニ ス ト は 核 酸 分 子 で あ り 、 該 核 酸 分 子 に は 、
特 に 限 定 さ れ な い が 、 ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 RNA干 渉 分 子 、 リ ボ ザ イ ム 、 ３ 重
へ リ ッ ク ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド な ど が 含 ま れ る 。 そ の よ う な 化 合 物 の 核 酸 配 列 は 、 mRNAの 転
写 開 始 に 連 結 し た PCDGF遺 伝 子 の DNA及 び ／ 又 は RNAの 核 酸 配 列 に 関 連 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 特 定 の 実 施 態 様 に お い て 、 核 酸 干 渉 に お い て PCDGFア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 用 い ら れ る 核
酸 分 子 は 、 ヒ ト PCDGF(配 列 番 号 １ )の 核 酸 配 列 の 、 少 な く と も １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ 、 １ ６ 、
１ ８ 、 ２ ０ 、 ２ ２ 、 ２ ４ 、 ２ ６ 、 ２ ８ 、 ３ ０ 、 ３ ２ 、 ３ ６ 、 ３ ８ 又 は ４ ０ の 隣 接 し た ヌ ク
レ オ チ ド を 含 む 。 そ の よ う な 干 渉 す る 核 酸 分 子 を 、 任 意 の 適 合 し た 配 列 に 対 し て タ ー ゲ テ
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ィ ン グ す る こ と が 出 来 る 。 一 実 施 態 様 に お い て 、 核 酸 分 子 は DNAで あ る 。 別 の 実 施 態 様 に
お い て 、 核 酸 分 子 は RNAで あ り 、 該 RNAは １ 本 鎖 も し く は ２ 本 鎖 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 ア ン チ セ ン ス の 技 術 は 、 遺 伝 子 特 異 的 な 干 渉 を 達 成 す る た め の プ ロ ト コ ー ル に お い て 最
も よ く 記 載 さ れ て い る ア プ ロ ー チ で あ る 。 ア ン チ セ ン ス 法 に お い て 、 所 定 の 遺 伝 子 の mRNA
に 相 補 的 な １ 本 鎖 の 核 酸 の 科 学 量 論 的 な 量 が 細 胞 内 に 導 入 さ れ る 。 米 国 特 許 第 6,506,559
号 を 参 照 さ れ た い 。 本 文 献 の 内 容 を 本 明 細 書 に 参 照 に よ り 援 用 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 一 実 施 態 様 に お い て 、 「 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 と い う 用 語 は 、 RNA配 列 の
み な ら ず 、 そ れ を コ ー ド す る DNA配 列 に も 対 応 し 、 該 DNA配 列 は 、 ア ン チ セ ン ス RNAが 特 異
的 で あ る 特 定 の mRNA分 子 と 充 分 な 相 補 性 を 有 し 、 そ の 結 果 、 mRNAの 翻 訳 が 阻 害 さ れ る よ う
な ア ン チ セ ン ス RNAと mRNAと の 間 の 分 子 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を も た ら す 。 そ の よ う
な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 生 体 内 の 条 件 で 起 こ り う る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 腫 瘍 細 胞 に お い て PCDGFの ア ン チ セ ン ス RNAも し く は DNAを 恒 常 的 に 発 現 さ せ る と 、 内 在
的 な PCDGF発 現 の 発 現 が 阻 害 さ れ 、 ア ン チ セ ン ス の RNAも し く は DNAを ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ
ン し た 細 胞 の 腫 瘍 形 成 能 が 阻 害 さ れ る （ 米 国 特 許 第 6,309,826号 参 照 ） 。 ア ン チ セ ン ス 分
子 は 、 該 ア ン チ セ ン ス 分 子 が PCDGF遺 伝 子 も し く は mRNAに ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き
、 か つ ス プ ラ イ シ ン グ 、 転 写 及 び ／ 又 は 翻 訳 の レ ベ ル で PCDGF遺 伝 子 の 発 現 を 阻 害 す る こ
と が で き る よ う に 、 PCDGF遺 伝 子 に 対 し て 十 分 な 相 補 性 （ 約 １ ８ － ３ ０ の ヌ ク レ オ チ ド の
長 さ ） を 有 し て い な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 PCDGFの ア ン チ セ ン ス 分 子 は 、 コ ー ド 配 列 、 ３ ’ も し く は ５ ’ の 非 翻 訳 領 域 、 又 は 他 の
イ ン ト ロ ン 配 列 を 含 め た 標 的 の 核 酸 分 子 の い く つ か の 部 分 の い ず れ か 、 あ る い は mRNAに ハ
イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 ア ン チ セ ン ス 分 子 を 、 ベ ク タ ー （ 例 え ば レ ト ロ ウ イ ル ス の ベ ク タ ー も し く は プ ラ ス ミ ド
） を 介 し た ト ラ ン ス フ ォ ー メ ー シ ョ ン も し く は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ っ て 細 胞 に 送 達
し て も よ く 、 該 ベ ク タ ー に は 、 ア ン チ セ ン ス RNAを 細 胞 内 で 発 現 さ せ る 適 切 な 調 節 配 列 に
連 結 し た ア ン チ セ ン ス RNAを コ ー ド し て い る DNAが 挿 入 さ れ て い る 。 こ れ ま で 、 ア ン チ セ ン
ス の 向 き に PDGFの cDNA断 片 を 含 有 す る 様 々 な ア ン チ セ ン ス 発 現 ベ ク タ ー の 安 定 し た ト ラ ン
ス フ ェ ク シ ョ ン が 行 わ れ て い る 。 リ ポ ソ ー ム を 用 い て ア ン チ セ ン ス 分 子 の 送 達 を 達 成 す る
こ と も で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 別 の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 生 体 内 で の 治 療 に 用 い
る 。 少 な く と も １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ 、 １ ６ 、 １ ８ 、 ２ ０ 、 ２ ２ 、 ２ ４ 、 ２ ６ 、 ２ ８ 、 ３ ０ 、
３ ２ 、 ３ ４ 、 ３ ６ 、 ３ ８ 又 は ４ ０ 塩 基 長 、 好 ま し く は 約 １ ５ ～ ３ ０ の 塩 基 長 の サ イ ズ を 有
し 、 か つ コ ー ド 配 列 、 ３ ’ も し く は ５ ’ 非 翻 訳 領 域 、 又 は 他 の イ ン ト ロ ン 配 列 を 含 む 標 的
の PCDGF cDNAの い く つ か の 部 分 の い ず れ か 、 あ る い は PCDGF の mRNAに ハ イ ブ リ ダ イ ズ 出 来
る 配 列 を 有 す る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 望 ま し い 。 標 的 配 列 は 、 最 も 強 力 な ア
ン チ セ ン ス 効 果 を 有 す る 配 列 か ら 選 択 さ れ る こ と が 望 ま し い 。 PCDGFの ア ン チ セ ン ス オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 安 定 で 、 ヌ ク レ ア ー ゼ に 対 し て 高 い 抵 抗 性 を 有 し 、 毒 性 を 生 じ な い 用
量 で 病 変 組 織 に 運 ぶ こ と を 可 能 に す る 適 切 な 薬 物 動 態 を 有 し 、 細 胞 膜 を 通 り 抜 け る 能 力 を
有 す る こ と が 望 ま し い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 特 定 の 実 施 態 様 に お い て は 、 RNA干 渉 (RNAi)分 子 を 用 い て 、 RNAiが 方 向 付 け ら れ て い る
核 酸 の 発 現 を 減 少 さ せ る か 、 も し く は 阻 害 す る 。 RNAiと は 、 ２ 本 鎖 RNA(dsRNA)も し く は 低
分 子 干 渉 RNA（ siRNA） を 用 い て 、 関 連 し た 核 酸 配 列 を 含 む 遺 伝 子 発 現 を 抑 制 す る こ と を 指
す 。 RNAiは 、 転 写 後 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ (又 は PTGS)と も 呼 ば れ る 。 細 胞 の 細 胞 質 中 で 通
常 見 ら れ る RNA分 子 は １ 本 鎖 mRNAの み で あ る の で 、 細 胞 は 、 dsRNAを 認 識 し 、 少 な く と も １
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０ 、 １ ２ 、 １ ４ 、 １ ６ 、 １ ８ 、 ２ ０ 、 ２ ２ 、 ２ ４ 、 ２ ６ 、 ２ ８ 、 ３ ０ 、 ３ ２ 、 ３ ４ 、 ３ ６
、 ３ ８ 又 は ４ ０ 塩 基 対 、 好 ま し く は 約 ２ １ － ２ ５ 塩 基 対 を 含 有 す る 断 片 （ 二 重 ら せ ん の 約
２ つ の タ ー ン か ら な り 、 低 分 子 干 渉 RNA又 は siRNAと 呼 ば れ る ） に 切 断 す る 酵 素 を 有 す る 。
断 片 の ア ン チ セ ン ス 鎖 は セ ン ス 鎖 と 充 分 に 分 か れ て お り 、 そ れ 故 に 内 在 性 の 細 胞 の mRNA分
子 に 相 補 的 な セ ン ス 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 こ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が mRNAを ２
本 鎖 領 域 で 切 断 す る 引 き 金 と な り 、 こ の よ う に し て mRNAの ポ リ ペ プ チ ド に 翻 訳 さ れ る 能 力
が 破 壊 さ れ る 。 し た が っ て 、 特 定 の 遺 伝 子 に 対 応 す る dsRNAを 導 入 す る と 、 特 定 の 組 織 で
、 及 び ／ 又 は 選 択 さ れ た 時 間 に 、 該 遺 伝 子 の 細 胞 自 身 の 発 現 が ノ ッ ク ア ウ ト さ れ る 。 こ の
よ う に し て 、 RNAiに よ っ て 、 配 列 特 異 的 に 標 的 の mRNAを 分 解 す る こ と に よ り 、 ユ ビ キ タ ス
な メ カ ニ ズ ム を 通 じ て 、 遺 伝 子 の 発 現 が 制 御 さ れ る 。 Mcmanus et al., 2002, Nat Rev Ge
net 3:737-747を 参 照 さ れ た い 。 哺 乳 類 細 胞 で は 、 RNA干 渉 （ RNAi） を 、 siRNAの ２ １ － ２
３ 個 の ヌ ク レ オ チ ド の ２ 重 鎖 に よ っ て 引 き 起 こ す こ と が で き る 。 例 え ば 、 Lee et al., 20
02, Nat Biotechnol 20:505-508、 Paul et al., 2002, Nat Biotechnol. 20: 505-508、 M
iyagishi et al., 2002, Nat Biotechnol. 20:497-500、 Paddison et al., 2002, Genes 
Dev. 16: 948-958を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 ２ 本 鎖 (ds)RNAは 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 哺 乳 類 、 特 に ヒ ト を 含 め た 多 く の 生 物 に お い
て 遺 伝 子 発 現 を 妨 げ る の に 用 い る こ と が 出 来 る 。 例 え ば 、 dsRNAを 、 所 定 の 核 酸 分 子 （ す
な わ ち PCDGF遺 伝 子 も し く は mRNA） の 機 能 の 阻 害 RNA又 は RNAiと し て 用 い て 、 本 発 明 の 核 酸
分 子 の ヌ ル 変 異 体 の も の と 同 様 の 表 現 型 を 製 造 す る こ と が 出 来 る （ Wianny & Zernicka-Go
etz, 2000, Nature Cell Biology 2: 70-75） 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 siRNAを 、 例 え ば 化 学 合 成 ま た は 生 体 外 で の 転 写 に よ っ て 作 製 す る 多 く の 方 法 が 開 発 さ
れ て い る 。 siRNAを 作 製 し た 後 、 細 胞 内 に 直 接 導 入 し て 、 RNA干 渉 を 仲 介 す る こ と が で き る
（ 例 え ば 、 Elbashir et al., 2001, Nature 411: 494-498、 Song, E, et al. RNA interf
erence targeting Fas protects mice from fulminant hepatitis. Nat Med. 2003; 9: 3
47-351、 Lewis, DL, et al. Efficient delivery of siRNA for inhibition of gene exp
ression in postnatal mice. Nat. Genet. 2002; 32: 107-108参 照 ） 。 別 の 方 法 と し て は
、 siRNAを リ ポ ソ ー ム に 包 ん で 、 細 胞 内 へ の 送 達 を 容 易 に す る こ と が 出 来 る （ 例 え ば 、 Sor
ensen, DR, et al. Gene silencing by systemic delivery of synthetic siRNAs in adu
lt mice. J Mol Biol. 2003; 327: 761-766参 照 ） 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 一 時 的 に 及 び 安 定 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 哺 乳 動 物 の 細 胞 内 で siRNAを 絶 え ず 発
現 さ せ る 多 く の 発 現 ベ ク タ ー が 開 発 さ れ て い る (例 え ば 、 Brummelkamp et al., 2002, Sci
ence 296: 550-553、 Sui et al., 2002, PNAS 99(6): 5515-5520、 Paul et al., 2002, N
ature Biotechnol. 20: 505-508参 照 )。 こ れ ら の ベ ク タ ー の い く つ か は 、 低 分 子 ヘ ア ピ ン
型 RNA(shRNA)を 発 現 す る よ う に 設 計 さ れ て お り 、 該 shRNAは 遺 伝 子 特 異 的 な サ イ レ ン シ ン
グ を 達 成 す る こ と が 可 能 な siRNA様 分 子 に 生 体 内 で 加 工 さ れ る 。 特 定 の 実 施 態 様 に お い て
は 、 shRNAは 、 プ ロ モ ー タ ー 、 好 ま し く は U6プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に あ る プ ラ ス ミ ド を 含
む （ 例 え ば 、 Paul, CP, et al. Effectve expression of small interfering RNA in hum
an cells. Nat. Biotechnol. 2002; 20: 505-508参 照 ） 。 別 の タ イ プ の siRNA発 現 ベ ク タ
ー は 、 別 個 の pol IIIプ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に あ る セ ン ス 及 び ア ン チ セ ン ス の siRNA鎖 を コ
ー ド す る （ 例 え ば 、 Miyagishi and Taira, 2002, Nature Biotechnol. 20: 497-500参 照
） 。 こ の ベ ク タ ー 由 来 の siRNA鎖 は 、 他 の ベ ク タ ー の shRNAと 同 様 に 、 3’ チ ミ ジ ン 終 止 シ
グ ナ ル を 有 す る 。 shRNA遺 伝 子 を 、 適 切 な ベ ク タ ー 系 、 例 え ば 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ
随 伴 ウ イ ル ス (AAV)も し く は レ ト ロ ウ イ ル ス を 介 し て 送 達 す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 Xia
, H, et al. siRNA-mediated gene silencing in vitro and in vivo. Nat Biotechnol. 
2002; 20: 1006-1010、 Barton, GM, et al. Retroviral delivery of small interfering
 RNA into primary cells. Proc. Natl. Acad. Sci. U S A 2002; 99: 14943-14945参 照
） 。 両 方 の タ イ プ の 発 現 ベ ク タ ー に よ る サ イ レ ン シ ン グ の 効 果 は 、 siRNAを 一 時 的 に ト ラ
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ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る こ と に よ っ て 誘 導 さ れ る も の に 匹 敵 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 RNAは 重 合 し た リ ボ ヌ ク レ オ チ ド の １ 本 も し く は 複 数 の 鎖 を 含 ん で い て も よ い 。 該 RNAは
、 リ ン 酸 － 糖 骨 格 も し く は ヌ ク レ オ シ ド へ の 修 飾 を 含 ん で い て も よ い 。 た と え ば 、 天 然 RN
Aの ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 を 、 少 な く と も １ つ の 窒 素 又 は 硫 黄 の ヘ テ ロ 原 子 を 含 む よ う に
修 飾 し て も よ い 。 RNA構 造 へ の 修 飾 を 調 整 し て 、 dsRNAに よ っ て 生 じ る い く つ か の 生 物 内 で
の 全 体 的 な パ ニ ッ ク 反 応 （ general panic response） を 回 避 し な が ら 、 特 異 的 な 遺 伝 子 阻
害 を 可 能 に し て も よ い 。 同 様 に 、 塩 基 を 、 ア デ ノ シ ン ・ デ ア ミ ナ ー ゼ の 活 性 を 阻 害 す る よ
う に 修 飾 し て も よ い 。 RNAを 、 酵 素 的 に 、 又 は 部 分 的 に も し く は 総 て 有 機 合 成 す る こ と に
よ っ て 製 造 し て も よ く 、 修 飾 さ れ た リ ボ ヌ ク レ オ チ ド の い ず れ も 、 生 体 外 で の 酵 素 的 合 成
も し く は 有 機 合 成 に よ っ て 導 入 す る こ と が 出 来 る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 ２ 本 鎖 構 造 を 、 単 独 の 自 己 相 補 的 な RNA鎖 も し く は ２ 本 の 相 補 的 な RNA鎖 に よ っ て 形 成 し
て も よ い 。 RNAの ２ 本 鎖 の 形 成 を 細 胞 の 内 側 も し く は 外 側 の い ず れ か で 開 始 し て も よ い 。 R
NAを 、 細 胞 当 た り 少 な く と も １ コ ピ ー を 送 達 す る こ と を 可 能 に す る 量 で 導 入 し て も よ い 。
２ 本 鎖 の 物 質 の 用 量 が よ り 多 い と （ 例 え ば 、 細 胞 当 た り 少 な く と も ５ 、 １ ０ 、 １ ０ ０ 、 ５
０ ０ も し く は １ ０ ０ ０ コ ピ ー ） 、 よ り 効 果 的 な 阻 害 が も た ら さ れ 、 ま た 用 量 が よ り 少 な い
と 、 特 定 の 用 途 に 有 用 で あ る 。 阻 害 は 、 RNAの 二 本 鎖 領 域 に 相 当 す る 核 酸 配 列 が 遺 伝 子 阻
害 を 目 的 と し て い る と い う 点 で 配 列 特 異 的 で あ る 。 RNA分 子 の 長 さ は 、 少 な く と も １ ０ 、
１ ２ 、 １ ５ 、 ２ ０ 、 ２ １ 、 ２ ２ 、 ２ ３ 、 ２ ４ 、 ２ ５ 、 ２ ６ 、 ２ ７ 、 ２ ８ 、 ２ ９ 又 は ３ ０ 個
の ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 標 的 遺 伝 子 の 一 部 分 と 同 一 の 核 酸 配 列 を 含 む RNAが 阻 害 に と っ て 望 ま し い 。 標 的 配 列 に
関 連 し た 挿 入 、 欠 失 及 び 点 変 異 を 有 す る RNAの 配 列 も 、 阻 害 に 有 効 で あ る こ と が 見 出 さ れ
て い る 。 し た が っ て 、 配 列 の 同 一 性 は 、 本 技 術 分 野 に お い て 既 知 で あ る 配 列 比 較 及 び ア ラ
イ ン メ ン ト ア ル ゴ リ ズ ム （ 例 え ば 、 Gribskov and Deveeux, Sequence Analysis primer, 
Stockton Press, 1991及 び 該 文 献 に 引 用 さ れ て い る 参 考 文 献 参 照 ） に よ っ て 、 及 び 核 酸 配
列 間 の 差 異 の 百 分 率 を 、 例 え ば 初 期 状 態 の パ ラ メ ー タ ー を 用 い た BESTFITソ フ ト ウ ェ ア プ
ロ グ ラ ム に お い て 実 行 さ れ て い る ス ミ ス － ウ ォ ー タ ー マ ン ア ル ゴ リ ズ ム で 計 算 す る こ と (
例 え ば 、 ウ ィ ス コ ン シ ン 大 学 遺 伝 子 コ ン ピ ュ ー タ 解 析 グ ル ー プ )に よ っ て 最 適 化 し て も よ
い 。 阻 害 RNAと 標 的 遺 伝 子 の 部 分 と の 間 に は 、 ９ ０ ％ 以 上 も し く は １ ０ ０ ％ に 近 い 配 列 の
同 一 性 が あ る こ と が 望 ま し い 。 他 方 で 、 RNAの ２ 本 鎖 領 域 を 、 標 的 遺 伝 子 の 転 写 産 物 の 一
部 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る （ 例 え ば 、 400mM NaCl, 40mM PIPES, pH 6.4, 1mM EDTA, 50℃
又 は 70℃ で 12-16時 間 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 そ の 後 洗 浄 す る ） 核 酸 配 列 と し て 機 能 的 に 定 義
し て も よ い 。 同 一 で あ る 核 酸 配 列 の 長 さ は 任 意 の 適 切 な 長 さ で よ く 、 少 な く と も １ ０ 、 ２
５ 、 ５ ０ 、 １ ０ ０ 、 ２ ０ ０ 、 ３ ０ ０ 又 は ４ ０ ０ 塩 基 で あ る の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 一 実 施 態 様 に お い て 、 siRNAは 、 そ れ ぞ れ 以 下 の よ う な 配 列 ： 203の ヌ ク レ オ チ ド の 位 置
か ら 始 ま る ヒ ト PCDGFヌ ク レ オ チ ド の 領 域 （ 図 １ A） を 標 的 と す る 5’ -AGGTTGATGCCCACTGCT
CTG-3’ (配 列 番 号 5)； PCDGFの 223の 位 置 か ら 始 ま る ヒ ト PCDGF配 列 を 標 的 と す る 5’ -GAGCA
GUGGGCAUCAACCUGG-3’ (配 列 番 号 6)； 342の ヌ ク レ オ チ ド か ら 始 ま る ヒ ト PCDGF配 列 を 標 的
と す る 5’ -AGATCAGGTAACAACTCCGTG-3’ (配 列 番 号 7)； 1569の ヌ ク レ オ チ ド か ら 始 ま る ヒ ト
PCDGF配 列 を 標 的 と す る 5’ -GGACACTTCTGCCATGATAAC-3’ (配 列 番 号 8)を 有 す る 一 本 鎖 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら 生 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 を 実 施 す る た め に 、 RNAと 標 的 遺 伝 子 と の 間 に １ ０ ０ ％ の 配 列 同 一 性 は 必 要 と さ
れ な い 。 従 っ て 、 RNA干 渉 は 、 遺 伝 子 の 変 異 、 系 統 の 多 型 、 又 は 進 化 上 の 多 様 性 に よ り 予
想 さ れ る 配 列 の バ リ エ ー シ ョ ン を 許 容 す る こ と が で き る と い う 利 点 を 有 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 RNAを 生 体 内 又 は 生 体 内 の い ず れ か に お い て 合 成 し て も よ い 。 細 胞 の 内 在 性 RNAポ リ メ ラ
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ー ゼ が 生 体 内 で の 転 写 を 仲 介 し て も よ く 、 ま た は ク ロ ー ン 化 さ れ た RNAポ リ メ ラ ー ゼ を 生
体 外 も し く は 生 体 内 で の 転 写 に 用 い る こ と が で き る 。 生 体 内 で 導 入 遺 伝 子 か ら 転 写 す る た
め に 、 又 は 発 現 コ ン ス ト ラ ク ト か ら 転 写 す る た め に 、 制 御 領 域 （ 例 え ば プ ロ モ ー タ ー 、 エ
ン ハ ン サ ー 、 サ イ レ ン サ ー 、 ス プ ラ イ ス ド ナ ー 、 ス プ ラ イ ス ア ク セ プ タ ー 、 ポ リ ア デ ニ ル
化 ） を 、 １ 本 も し く は 複 数 の RNA鎖 を 転 写 す る た め に 使 用 し て も よ い 。 器 官 、 組 織 、 細 胞
の 種 類 に お け る 特 異 的 な 転 写 、 環 境 条 件 （ 例 え ば 、 イ ン フ ェ ク シ ョ ン 、 ス ト レ ス 、 温 度 、
化 学 的 な イ ン デ ュ ー サ ー ） の 刺 激 、 及 び ／ 又 は 発 生 段 階 も し く は 年 齢 に お け る 工 学 的 な 転
写 に よ る 阻 害 を 標 的 と し て も よ い 。 RNA鎖 を ポ リ ア デ ニ ル 化 し て も よ い し 、 ポ リ ア デ ニ ル
化 し な く て も よ い 。 ま た 、 RNA鎖 は 細 胞 の 翻 訳 装 置 に よ っ て ポ リ ペ プ チ ド に 翻 訳 で き て も
よ い し 、 翻 訳 で き な く て も よ い 。 RNAを 、 手 動 の 又 は 自 動 化 さ れ た 反 応 に よ っ て 化 学 的 に
も し く は 酵 素 的 に 合 成 し て も よ い 。 RNAを 、 細 胞 の RNAポ リ メ ラ ー ゼ も し く は バ ク テ リ オ フ
ァ ー ジ の RNAポ リ メ ラ ー ゼ （ 例 え ば T3、 T7、 SP6） に よ っ て 合 成 し て も よ い 。 発 現 コ ン ス ト
ラ ク ト の 使 用 及 び 製 造 は 、 本 技 術 分 野 に お い て 既 知 で あ る （ 国 際 公 開 第 97/32016号 、 米 国
特 許 第 5,593,874号 、 米 国 特 許 第 5,698,425号 、 米 国 特 許 第 5,712,135号 、 米 国 特 許 第 5,789
,214号 、 米 国 特 許 第 5,804,693号 お よ び そ れ ら 文 献 に 引 用 さ れ て い る 参 考 文 献 を 参 照 ） 。
化 学 的 に 又 は 生 体 外 で の 酵 素 合 成 に よ っ て 合 成 し た 場 合 、 RNAを 細 胞 内 に 導 入 す る 前 に 精
製 し て も よ い 。 例 え ば 、 RNAを 、 溶 媒 も し く は 樹 脂 に よ る 抽 出 、 沈 殿 法 、 電 気 泳 動 、 ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー 、 又 は こ れ ら を 組 み 合 わ せ る こ と に よ っ て 、 混 合 物 か ら 精 製 す る こ と が 出
来 る 。 他 方 で 、 RNAを 、 サ ン プ ル の 処 理 に よ る 喪 失 を 避 け る た め に 、 全 く 精 製 を し な い か
、 も し く は 最 小 限 精 製 し て 使 用 し て も よ い 。 RNAを 、 貯 蔵 の た め に 乾 燥 し て も よ い し 、 水
溶 液 に 溶 解 し て も よ い 。 溶 液 は 、 2本 鎖 の ア ニ ー リ ン グ 及 び ／ 又 は 安 定 化 を 促 進 す る た め
に 、 バ ッ フ ァ ー 又 は 塩 を 含 ん で い て も よ い 。 RNAを 、 直 接 細 胞 に （ す な わ ち 細 胞 内 に ） 導
入 す る か 、 ま た は 空 洞 、 組 織 内 の 間 隙 に 、 対 象 の 循 環 内 に 細 胞 外 に 導 入 す
る か 、 又 は 経 口 で 導 入 す る か 、 又 は RNAを 含 有 す る 溶 液 内 に 細 胞 又 は 組 織 を 浸 す こ と に よ
っ て 導 入 し て も よ い 。 核 酸 を 導 入 す る 物 理 的 な 方 法 、 例 え ば 細 胞 に 直 接 注 入 す る 方 法 、 も
し く は 対 象 に 細 胞 外 に 注 入 す る 方 法 も 用 い て も よ い 。 血 管 も し く は 血 管 外 の 循 環 、 血 液 系
も し く は リ ン パ 系 、 及 び 脳 脊 髄 液 が RNAを 導 入 し て も よ い 部 位 で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 核 酸 を 導 入 す る 物 理 的 な 方 法 に は 、 RNAを 含 有 す る 溶 液 の 注 入 、 RNAで 覆 わ れ た 粒 子 を 用
い た ボ ン バ ー ド メ ン ト 、 RNAの 溶 液 内 に 細 胞 も し く は 組 織 を 浸 す こ と 、 又 は RNAの 存 在 下 で
の 細 胞 膜 の エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン が あ る 。 ウ イ ル ス 粒 子 内 に パ ッ ケ ー ジ さ れ る ウ イ ル ス
の コ ン ス ト ラ ク ト に よ っ て 、 細 胞 へ の 発 現 コ ン ス ト ラ ク ト の 効 率 的 な 導 入 と 発 現 コ ン ス ト
ラ ク ト に よ っ て コ ー ド さ れ て い る RNAの 転 写 の 両 方 が 達 成 さ れ る 。 脂 質 を 介 し た 担 体 輸 送
、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム な ど の 化 学 物 質 を 介 し た 輸 送 な ど の 、 本 技 術 分 野 に お い て 既 知 で あ る
、 細 胞 に 核 酸 を 導 入 す る 他 の 方 法 を 用 い て も よ い 。 こ の よ う に し て 、 RNAを 、 １ 種 又 は 複
数 の 以 下 の 活 動 を 行 う 成 分 と 共 に 導 入 し て も よ く 、 該 活 動 と し て は 、 細 胞 に よ る RNAの 取
り 込 み を 増 大 さ せ る こ と 、 二 本 鎖 の ア ニ ー リ ン グ を 促 進 す る こ と 、 ア ニ ー リ ン グ し た 鎖 を
安 定 化 さ せ る こ と 、 ま た は 標 的 遺 伝 子 の 阻 害 を 増 大 さ せ る こ と が あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
（ 低 分 子 ）
　 PCDGFを ア ン タ ゴ ナ イ ズ す る 物 質 に は 、 PCDGFの 発 現 も し く は そ の 生 物 活 性 を 阻 害 す る か
、 又 は PCDGFの 結 合 、 シ グ ナ リ ン グ も し く は 生 物 活 性 と 競 合 す る 低 分 子 （ 例 え ば 、 試 薬 、
転 写 因 子 、 他 の 因 子 も し く は ホ ル モ ン ） が 含 ま れ て い て も よ い 。 抗 体 、 ペ プ チ ド 、 又 は ア
ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の よ う な 他 の PCDGFア ン タ ゴ ニ ス ト と 比 較 し て 、 低 分 子 は P
CDGFア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 独 特 な 利 点 を 有 し て い る 可 能 性 が あ る 。 低 分 子 で あ る PCDGFア
ン タ ゴ ニ ス ト は 免 疫 原 性 が よ り 少 な く 、 よ り 安 定 で あ り 、 よ り 容 易 に 細 胞 膜 を 通 過 し 、 経
口 投 与 に 関 し て よ り 容 易 で 、 合 成 及 び 修 飾 に 関 し て よ り 容 易 で あ り 、 そ の 結 果 、 費 用 対 効
果 に 優 れ て い る 可 能 性 が あ る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 （ １ ） PCDGFの 翻
訳 後 修 飾 と そ の 分 泌 を 阻 害 す る 低 分 子 、 （ ２ ） PCDGFの 細 胞 表 面 受 容 体 へ の 結 合 に お い て P
CDGFと 競 合 す る こ と に よ っ て PCDGFの 活 性 を ブ ロ ッ ク す る 低 分 子 、 （ ３ ） PCDGFの シ グ ナ ル
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伝 達 経 路 （ 例 え ば PCDGFが 細 胞 表 面 上 の そ の 受 容 体 に 結 合 す る こ と に よ っ て 誘 導 さ れ る 生
化 学 的 相 互 作 用 ） を 阻 害 す る 低 分 子 、 又 は （ ４ ） PCDGF受 容 体 を 妨 げ る か 、 も し く は 阻 害
す る 低 分 子 を 提 供 す る 。 低 分 子 を 、 PCDGF上 の 特 定 の 活 性 部 位 、 PCDGFの 細 胞 表 面 受 容 体 、
も し く は そ の 他 の 分 子 と 結 合 さ せ る か 、 又 は 結 び 付 か せ る 目 的 で 合 成 し て も よ い 。 低 分 子
を 自 然 源 か ら 得 る こ と が で き 、 PCDGF、 PCDGF細 胞 表 面 受 容 体 、 又 は そ の 他 の 分 子 と 結 合 す
る か 、 か つ ／ 又 は そ れ ら を 阻 害 す る よ う に 修 飾 で き る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
（ 医 薬 組 成 物 及 び キ ッ ト ）
　 本 発 明 は ま た 、 １ 種 又 は 複 数 の HER2ア ン タ ゴ ニ ス ト と １ 種 又 は 複 数 の PCDGFア ン タ ゴ ニ
ス ト と を 含 む 医 薬 組 成 物 を 提 供 す る 。 HER2ア ン タ ゴ ニ ス ト 及 び PCDGFア ン タ ゴ ニ ス ト の 両
方 を 与 え ら れ た 患 者 は 、 PCDGFア ン タ ゴ ニ ス ト が HER治 療 に 対 す る 耐 性 を 有 す る 患 者 の HER2
ア ン タ ゴ ニ ス ト の 感 受 性 を 活 性 化 さ せ る か 、 又 は 回 復 さ せ る こ と が で き る と い う 点 で 、 各
ア ン タ ゴ ニ ス ト の 抗 腫 瘍 効 果 に よ り 恩 恵 を 受 け る 。 特 定 の 実 施 態 様 に お い て 、 HER2ア ン タ
ゴ ニ ス ト は ハ ー セ プ チ ン （ 登 録 商 標 ） で あ る 。 別 の 特 定 の 実 施 態 様 に お い て は 、 PCDGFア
ン タ ゴ ニ ス ト は 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト で あ る 。 ま た 別 の 特 定 の 実 施 態 様 に お
い て は 、 PCDGFア ン タ ゴ ニ ス ト は 核 酸 分 子 、 低 分 子 も し く は ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 本 発 明
の 医 薬 組 成 物 は 、 腫 瘍 細 胞 の 成 長 を 阻 害 す る の み な ら ず 、 対 象 に お け る 腫 瘍 の 再 発 を 防 ぐ
と い う 有 用 性 を 有 し 、 当 該 対 象 に 投 与 し て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 様 々 な 送 達 シ ス テ ム が 既 知 で あ り 、 該 送 達 シ ス テ ム を 使 用 し て 、 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 を
投 与 す る こ と が で き 、 該 送 達 シ ス テ ム と し て は 、 例 え ば リ ポ ソ ー ム で の カ プ セ ル 化 、 微 粒
子 、 マ イ ク ロ カ プ セ ル 、 変 異 体 ウ イ ル ス を 発 現 す る こ と が 可 能 な 組 み 換 え 細 胞 、 受 容 体 を
介 し た エ ン ド サ イ ト ー シ ス が あ る （ 例 え ば 、 Wu and Wu, 1987 J Biol. Chem., 262: 4429
 4432参 照 ） 。 導 入 の 方 法 に は 、 特 に 制 限 さ れ な い が 、 皮 内 、 筋 中 、 腹 膜 内 、 静 脈 内 、 皮
下 、 鼻 腔 内 、 硬 膜 外 及 び 経 口 の 経 路 が あ る 。 化 合 物 を 、 い か な る 好 都 合 な 経 路 に よ っ て 、
例 え ば 、 輸 液 も し く は 静 脈 内 ボ ー ラ ス に よ っ て 、 上 皮 も し く は 粘 膜 皮 膚 の 膜 （ lining） （
例 え ば 、 口 腔 粘 膜 、 直 腸 お よ び 腸 の 粘 膜 な ど ） を 介 し た 吸 収 に よ っ て 投 与 し て も よ く 、 そ
の 他 の 生 物 活 性 物 質 と と も に 投 与 し て も よ い 。 全 身 投 与 も し く は 局 所 投 与 が 可 能 で あ る 。
好 ま し い 実 施 態 様 に お い て は 、 患 部 組 織 へ 任 意 の 適 切 な 経 路 に よ っ て 本 発 明 の 医 薬 組 成 物
を 導 入 す る こ と が 望 ま し い 。 肺 へ の 投 与 も 、 例 え ば 、 吸 入 器 又 は ネ ブ ラ イ ザ ー と エ ア ロ ゾ
ル 化 剤 に よ る 製 剤 と を 用 い る こ と に よ っ て 、 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 特 定 の 実 施 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 を 、 治 療 が 必 要 な 部 分 へ 局 所 的 に 投 与
す る こ と が 望 ま し く 、 こ れ は 、 例 え ば 、 特 に 制 限 さ れ な い が 、 例 え ば 外 科 手 術 後 の 創 傷 被
覆 材 と 併 用 し た 手 術 中 の 局 所 注 入 、 局 所 使 用 に よ っ て 、 注 射 に よ っ て 、 カ テ ー テ ル を 使 用
し て 、 座 薬 を 使 用 し て 、 又 は シ ラ ス テ ィ ッ ク （ sialastic） 膜 な ど の 膜 も し く は 繊 維 を 含
め た 多 孔 性 、 非 多 孔 性 又 は ゲ ル 状 の 材 料 か ら な る イ ン プ ラ ン ト を 使 用 す る こ と に よ っ て 達
成 可 能 で あ る 。 一 実 施 態 様 で は 、 病 変 組 織 も し く は 以 前 病 変 組 織 だ っ た 部 分 に 直 接 注 射 す
る こ と に よ っ て 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 医 薬 組 成 物 を 、 小 胞 、 特 に リ ポ ソ ー ム の 状 態 で 送 達 す る こ と が
出 来 る （ 例 え ば 、 Langer,1990 Science 249: 1527-1533、 Treat et al., in Liposomes i
n the Therapy of Infectious Disease and Cancer, Lopez Berestein and Fidler(eds.)
, Liss, New York, pp. 353-365 (1989)、 Lopez-Beresteinの 同 書 の pp. 317-327;同 書 の
全 体 を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 　 さ ら に 別 の 実 施 態 様 で は 、 医 薬 組 成 物 を 徐 放 シ ス テ ム で 送 達 す る こ と が で き る 。 一 実
施 態 様 に お い て は 、 ポ ン プ を 使 用 し て も よ い （ 上 記 の Langer著 の も の 、 Sefton, 1987 CRC
 Crit. Ref. Biomed. Eng. 14: 201、 Buchwald et al., 1980 Surgery 88:507お よ び Saud
ek et al., 1989 N Engl. J.Med. 321:574参 照 ） 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 高 分 子 材 料 を 使 用
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で き る （ Medical Applications of Controlled Release, Langer and Wise(eds.), CRC P
res., Boca Raton, Florida(1974)、 Controllrd Drug Bioavailability, Drug Product D
esign and Performance, Smolen and Ball(eds.), Wiley, New York(1984)、 Ranger and 
Peppas, 1983 J. Macromol. Sci. Rev. Macromol. Chem. 23: 61; Levy et al., 1985 Sc
ience 228:190、 During et al., 1989 Ann. Neurol.25:351; Howard et al., 1989, J.Ne
urosurg. 71:105参 照 ） 。 ま た 別 の 実 施 態 様 に お い て は 、 徐 放 シ ス テ ム を 組 成 物 の 標 的 、
す な わ ち 胸 部 組 織 の 近 傍 に 設 置 す る こ と が で き 、 そ れ に よ っ て 、 全 身 へ の 用 量 の 一 部 し か
必 要 と さ れ な い (Goodson, in Medical Applications of Controlled release,上 記 , vol.
 2, pp. 115-138 (1984)参 照 )。 そ の 他 の 徐 放 シ ス テ ム に つ い て は 、 Langerの 総 説 に 記 載
さ れ て い る （ 1990, Science 249:1527-1533） 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 医 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 を 更 に 含 む 。 特 定 の 実 施 態 様 で は 、 「 医
薬 上 許 容 さ れ る 」 と い う 用 語 は 、 連 邦 政 府 も し く は 州 政 府 の 規 制 当 局 に よ っ て 承 認 さ れ て
い る か 、 又 は 動 物 及 び 特 に ヒ ト へ の 使 用 の た め に 米 国 薬 局 方 も し く は 他 の 一 般 に 認 め ら れ
て い る 薬 局 方 の リ ス ト に 記 載 さ れ て い る こ と を 意 味 す る 。 「 担 体 」 と い う 用 語 は 、 希 釈 剤
、 ア ジ ュ バ ン ト 、 賦 形 剤 、 又 は 医 薬 組 成 物 が 共 に 投 与 さ れ る 媒 体 を 指 す 。 そ の よ う な 医 薬
の 担 体 は 、 水 、 並 び に ピ ー ナ ッ ツ 油 、 大 豆 油 、 ミ ネ ラ ル オ イ ル 、 ご ま 油 及 び こ れ に 類 す る
も の な ど の 石 油 、 動 物 、 植 物 又 は 合 成 由 来 の も の を 含 め た 油 と い っ た 液 体 を 殺 菌 し た も の
で あ っ て も よ い 。 水 は 、 医 薬 組 成 物 を 静 脈 内 投 与 す る 場 合 に 好 ま し い 担 体 で あ る 。 食 塩 水
、 デ キ ス ト ロ ー ス 水 溶 液 、 グ リ セ ロ ー ル 溶 液 も 液 体 担 体 、 特 に 注 入 可 能 な 溶 液 と し て 用 い
る こ と が 出 来 る 。 適 し た 医 薬 の 賦 形 剤 に は 、 ス タ ー チ 、 グ ル コ ー ス 、 ラ ク ト ー ス 、 ス ク ロ
ー ス 、 ゼ ラ チ ン 、 麦 芽 、 米 、 小 麦 粉 、 チ ョ ー ク 、 シ リ カ ゲ ル 、 ス テ ア リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、
グ リ セ ロ ー ル モ ノ ス テ ア リ ン 酸 塩 、 滑 石 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 乾 燥 ス キ ム ミ ル ク 、 グ リ セ ロ
ー ル 、 プ ロ ピ レ ン 、 グ リ コ ー ル 、 水 、 エ タ ノ ー ル 及 び そ れ に 類 す る も の が 含 ま れ る 。 必 要
が あ れ ば 、 組 成 物 は 、 湿 潤 剤 、 乳 化 剤 、 も し く は pH緩 衝 剤 を 少 量 含 む こ と が で き る 。 こ れ
ら の 組 成 物 は 溶 液 、 懸 濁 液 、 エ マ ル ジ ョ ン 、 錠 剤 、 丸 薬 、 カ プ セ ル 、 粉 末 、 徐 放 性 製 剤 、
及 び そ れ ら に 類 す る も の の 形 を と る こ と が 出 来 る 。 組 成 物 を 、 ト リ グ リ セ リ ド な ど の 従 来
の 結 合 剤 及 び 担 体 を 用 い て 、 座 薬 と し て 製 剤 す る こ と が 出 来 る 。 経 口 製 剤 に は 、 製 薬 等 級
の マ ン ニ ト ー ル 、 ラ ク ト ー ス 、 ス タ ー チ 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 サ ッ カ リ ン ナ ト リ
ウ ム 、 セ ル ロ ー ス 、 炭 酸 マ グ ネ シ ウ ム な ど の 標 準 の 担 体 が 含 ま れ る 。 適 切 な 医 薬 担 体 の 例
が 、 E. W. Martinの 「 Remington's Pharmaceutical Sciences」 に 記 載 さ れ て い る 。 製 剤
は 投 与 の 様 式 に 適 合 さ せ る べ き で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 組 成 物 を 、 ヒ ト へ の 静 脈 内 投 与 に 適 合 さ せ た 医 薬 組 成 物 と
し て 通 常 の 手 法 に 従 っ て 製 剤 す る 。 静 脈 内 投 与 用 の 組 成 物 は 、 主 と し て 殺 菌 し た 等 張 の 緩
衝 水 溶 液 の 状 態 の 溶 液 で あ る 。 必 要 で あ れ ば 、 組 成 物 は 、 可 溶 化 剤 及 び 注 入 部 位 の 痛 み を
緩 和 す る リ グ ノ カ イ ン な ど の 局 部 麻 酔 薬 を 含 ん で も よ い 。 一 般 的 に 、 成 分 を 、 例 え ば 、 活
性 物 質 の 量 を 示 す ア ン プ ル 又 は 薬 包 な ど の 密 閉 容 器 内 に 入 れ た 乾 燥 し た 凍 結 乾 燥 粉 末 又 は
無 水 の 濃 縮 物 と し て 剤 型 単 位 で 別 々 に 供 給 す る か 、 又 は 共 に 混 合 す る 。 組 成 物 を 輸 液 に よ
っ て 投 与 す る 場 合 、 殺 菌 し た 製 薬 等 級 の 水 又 は 食 塩 水 が 入 っ た 輸 液 用 の 瓶 で 投 与 す る こ と
が で き る 。 組 成 物 を 注 射 に よ っ て 投 与 す る 場 合 、 投 与 前 に 成 分 を 混 合 し て も よ い よ う に 、
注 射 用 の 滅 菌 水 又 は 食 塩 水 の ア ン プ ル を 用 意 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 を 、 中 性 も し く は 塩 の 形 態 と し て 製 剤 す る こ と が で き る 。 医 薬 上 許
容 さ れ る 塩 に は 、 塩 酸 、 リ ン 酸 、 酢 酸 、 シ ュ ウ 酸 、 酒 石 酸 な ど か ら 得 ら れ る も の と い っ た
遊 離 の ア ミ ノ 基 に よ っ て 形 成 さ れ る 塩 、 及 び ナ ト リ ウ ム 、 カ リ ウ ム 、 ア ン モ ニ ウ ム 、 カ ル
シ ウ ム 、 水 酸 化 第 ２ 鉄 、 イ ソ プ ロ ピ ル ア ミ ン 、 ト リ エ チ ル ア ミ ン 、 ２ エ チ ル ア ミ ノ エ タ ノ
ー ル 、 ヒ ス チ ジ ン 、 プ ロ カ イ ン な ど か ら 得 ら れ る も の と い っ た 遊 離 の カ ル ボ キ シ ル 基 に よ
っ て 形 成 さ れ る 塩 が あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
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　 特 定 の 疾 患 又 は 状 態 の 治 療 に お い て 有 効 で あ る 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 の 量 は 、 そ の 疾 患 又
は 状 態 の 性 質 次 第 で あ り 、 標 準 的 な 臨 床 法 に よ っ て 決 定 で き る 。 そ れ に 加 え て 、 生 体 外 で
の 検 定 を 、 最 適 な 投 与 量 の 範 囲 を 特 定 す る の に 役 立 つ よ う に 任 意 選 択 的 に 用 い る こ と が で
き る 。 製 剤 に 使 用 す る 正 確 な 用 量 は 、 投 与 の 経 路 、 及 び 病 気 又 は 疾 患 の 重 大 性 に よ っ て も
左 右 さ れ 、 実 行 者 の 判 断 及 び 個 々 の 患 者 の 状 況 に 従 っ て 決 定 さ れ る べ き で あ る 。 し か し な
が ら 、 静 脈 内 投 与 に 適 し た 投 与 量 の 範 囲 は 、 一 般 的 に 体 重 １ kg当 た り 活 性 な 化 合 物 約 ２ ０
－ ５ ０ ０ μ ｇ で あ る 。 鼻 腔 内 投 与 に 適 し た 投 与 量 の 範 囲 は 一 般 的 に 体 重 １ キ ロ グ ラ ム 当 た
り 約 ０ ． ０ １ － １ ｍ ｇ で あ る 。 有 効 な 用 量 を 、 生 体 外 で の 又 は 動 物 モ デ ル の 実 験 の 系 か ら
得 ら れ た 用 量 反 応 曲 線 か ら 推 定 し て も よ い 。 座 薬 は 、 一 般 的 に 活 性 成 分 を ０ ． ５ － １ ０ 重
量 ％ 含 み 、 経 口 製 剤 は 好 ま し く は １ ０ － ９ ５ ％ の 活 性 成 分 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 の １ 種 又 は 複 数 種 類 の 成 分 を 充 填 し た 1種 又 は 複 数 種 類
の 容 器 を 含 む 医 薬 の パ ッ ク も し く は キ ッ ト も 提 供 す る 。 医 薬 品 も し く は 生 物 学 製 品 の 製 造
、 使 用 又 は 販 売 を 規 制 す る 政 府 機 関 に よ っ て 定 め ら れ る 文 書 に よ る 通 知 が そ の よ う な 容 器
と 任 意 選 択 的 に 関 連 し て お り 、 該 通 知 は ヒ ト へ の 投 与 を 目 的 と し た 製 造 、 使 用 又 は 販 売 の
政 府 機 関 に よ る 承 認 を 示 す 。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 キ ッ ト に は HER2ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は
そ の 医 薬 上 許 容 さ れ る 塩 と 、 PCDGFア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は そ の 医 薬 上 許 容 さ れ る 塩 と 共 に 、
医 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 が 含 ま れ て い る 。 特 定 の 実 施 態 様 に お い て 、 HER2ア ン タ ゴ ニ ス ト は
ハ ー セ プ チ ン （ 登 録 商 標 ） で あ る 。 別 の 特 定 の 実 施 態 様 に お い て 、 PCDGFア ン タ ゴ ニ ス ト
は 抗 体 、 核 酸 分 子 、 低 分 子 、 も し く は ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、
本 発 明 の 医 薬 の キ ッ ト は 、 剤 型 単 位 で 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 の １ 種 又 は 複 数 種 の 成 分 を 含 む
。 本 発 明 の 医 薬 キ ッ ト は 、 更 に ア ジ ュ バ ン ト 、 抗 ウ イ ル ス 薬 、 抗 生 剤 、 鎮 痛 薬 、 抗 炎 症 剤
、 も し く は 他 の 医 薬 上 許 容 さ れ る 賦 形 剤 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
（ 治 療 法 ）
　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 態 様 は 、 PCDGFア ン タ ゴ ニ ス ト を ヒ ト 患 者 に HER2ア ン タ ゴ ニ ス ト
へ の 患 者 の 成 長 阻 害 感 受 性 を 活 性 化 さ せ る か 、 又 は 回 復 さ せ る の に 有 効 な 量 で 投 与 す る こ
と に よ っ て 、 HER2ア ン タ ゴ ニ ス ト の 抗 腫 瘍 効 果 に 対 し 抵 抗 性 を 有 す る 腫 瘍 細 胞 の 成 長 阻 害
感 受 性 を 活 性 化 さ せ る か 、 又 は 回 復 さ せ る 方 法 を 対 象 と す る 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明
は 、 PCDGFア ン タ ゴ ニ ス ト と HER2ア ン タ ゴ ニ ス ト を 腫 瘍 細 胞 の 成 長 を 阻 害 す る の に 有 効 な
量 で 患 者 に 投 与 す る こ と に よ っ て 、 腫 瘍 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す る 方 法 を 提 供 す る 。 ま た 別 の
実 施 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 腫 瘍 成 長 の 再 発 を 予 防 す る か 、 も し く は 遅 ら せ る の に 有
効 な 量 で PCDGFア ン タ ゴ ニ ス ト と HER2ア ン タ ゴ ニ ス ト と を 患 者 に 投 与 す る こ と に よ っ て 、
腫 瘍 成 長 の 再 発 を 防 ぐ 方 法 を 提 供 す る 。 PCDGFア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 特 に 制 限 さ れ な い が 、
神 経 芽 細 胞 腫 、 グ リ ア 芽 腫 、 星 状 細 胞 腫 、 肉 腫 、 並 び に 前 立 腺 、 血 液 、 肝 臓 、 腎 臓 、 乳 房
、 頭 頸 部 、 咽 頭 、 甲 状 腺 、 す い 臓 、 胃 、 大 腸 、 結 腸 直 腸 、 子 宮 、 子 宮 頸 部 、 骨 、 骨 髄 、 精
巣 、 脳 、 神 経 組 織 、 卵 巣 、 皮 膚 、 肺 の が ん を 含 め た 、 い ず れ の 腫 瘍 も し く は が ん の タ イ プ
の 腫 瘍 形 成 及 び 成 長 を 抑 制 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 態 様 に お い て は 、 対 象 の 細 胞 （ 例 え ば 腫 瘍 細 胞 ） を 体 か ら 除 去 し 、 該 細
胞 に HER2ア ン タ ゴ ニ ス ト 及 び PCDGFア ン タ ゴ ニ ス ト を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン し 、 該 細 胞 を 腫 瘍 の あ る 場 所 に 注 入 す る 。 HER2ア ン タ ゴ ニ ス ト 及 び PCDG
Fア ン タ ゴ ニ ス ト を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 に よ っ て 、 腫 瘍 の 場 所 に HER2ア ン
タ ゴ ニ ス ト 及 び PCDGFア ン タ ゴ ニ ス ト を 局 在 さ せ る 。 対 象 の 細 胞 （ 例 え ば 腫 瘍 細 胞 ） に 、 H
ER2ア ン タ ゴ ニ ス ト 及 び ／ 又 は PCDGFア ン タ ゴ ニ ス ト を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む コ ン ス ト ラ ク
ト を 体 内 で （ 例 え ば 生 体 内 原 位 置 で ） 直 接 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る こ と も で き る 。 核 酸
の 発 現 に よ っ て 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 細 胞 内 で HER2ア ン タ ゴ ニ ス ト 及 び ／ 又 は PCDG
Fア ン タ ゴ ニ ス ト が 生 産 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 生 体 内 で 適 用 す る た め に 、 PCDGFア ン タ ゴ ニ ス ト 及 び HER2ア ン タ ゴ ニ ス ト を 対 象 に 様 々
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な 投 与 経 路 及 び 剤 型 （ 上 記 の 「 医 薬 組 成 物 及 び キ ッ ト 」 参 照 ） に よ っ て 提 供 す る こ と が で
き る 。 対 象 、 望 ま し く は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 乳 が ん も し く は そ の 他 の HER2及 び ／ 又 は
PCDGFの 発 現 量 増 加 と 関 連 し た 疾 患 を 含 め た が ん 状 態 に 置 か れ た ヒ ト の 対 象 を 、 連 続 的 に
も し く は 同 時 に HER2ア ン タ ゴ ニ ス ト と PCDGFア ン タ ゴ ニ ス ト に よ り 治 療 す る 。 一 実 施 態 様
で は 、 HER2ア ン タ ゴ ニ ス ト と PCDGFア ン タ ゴ ニ ス ト を 同 時 に 投 与 す る 。 特 定 の 実 施 態 様 で
は 、 HER2ア ン タ ゴ ニ ス ト と PCDGFア ン タ ゴ ニ ス ト を 共 に 投 与 す る 。 別 の 特 定 の 実 施 態 様 で
は 、 HER2ア ン タ ゴ ニ ス ト と PCDGFア ン タ ゴ ニ ス ト を 順 次 に 投 与 し 、 望 ま し く は PCDGFの レ ベ
ル を 確 認 し 、 上 昇 し て い る 場 合 に は 最 初 に PCDGFア ン タ ゴ ニ ス ト を 投 与 す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 PCDGFア ン タ ゴ ニ ス ト に よ る 治 療 は 、 HER2ア ン タ ゴ ニ ス ト に よ る 治 療 の 前 に 、 も し く は
そ れ に 続 い て 、 も し く は 共 に 行 う こ と が で き る 。 PCDGFア ン タ ゴ ニ ス ト に よ る 治 療 を 、 分
か ら 週 ま で の 範 囲 内 の 間 隔 で 、 HER2ア ン タ ゴ ニ ス ト に よ る 治 療 の 前 に 、 又 は 後 に 行 っ て も
よ い 。 別 の 実 施 態 様 に お い て は 、 HER2ア ン タ ゴ ニ ス ト と PCDGFア ン タ ゴ ニ ス ト を 、 そ れ ぞ
れ の 作 用 物 質 の 投 与 の 時 間 の 間 に 、 長 期 間 が 経 過 し な い よ う に す る 形 で 投 与 す る 。 例 え ば
そ れ ぞ れ の ア ン タ ゴ ニ ス ト を 患 者 に 、 も う 一 方 の ア ン タ ゴ ニ ス ト の 投 与 後 数 秒 以 内 、 数 分
以 内 、 も し く は 数 時 間 以 内 に 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 PCDGFア ン タ ゴ ニ ス ト に よ る 治 療 に よ っ て 、 c-erbB2の リ ン
酸 化 を 少 な く と も ５ ％ 、 １ ０ ％ 、 １ ５ ％ 、 ２ ０ ％ 、 ２ ５ ％ 、 も し く は そ れ 以 上 、 好 ま し く
は 少 な く と も ５ ０ ％ 減 少 さ せ る 。 さ ら に 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て は 、 PCDGFア ン タ ゴ ニ
ス ト に よ る 治 療 に よ っ て 、 細 胞 の HER2ア ン タ ゴ ニ ス ト の 感 受 性 を 、 少 な く と も ２ 倍 、 よ り
好 ま し く は 少 な く と も ３ 倍 上 昇 さ せ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 態 様 に お い て は 、 HER2ア ン タ ゴ ニ ス ト を PCDGFア ン タ ゴ ニ ス ト 及 び ／
又 は 化 学 療 法 （ 例 え ば 、 パ ク リ タ キ セ ル 、 シ ス プ ラ チ ン （ CDDP） 、 カ ル ボ プ ラ チ ン 、 プ ロ
カ ル バ ジ ン 、 メ ク ロ レ タ ミ ン 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 カ ン プ ト セ シ ン 、 イ フ ォ ス フ ァ ミ ド
、 メ ル フ ァ ラ ン 、 ク ロ ラ ム ブ シ ル 、 ブ サ ル フ ァ ン 、 ニ ト ロ ス リ ア 、 ダ ク チ ノ マ イ シ ン 、 ダ
ウ ノ ル ビ シ ン 、 ド キ ソ ル ビ シ ン 、 ブ レ オ マ イ シ ン 、 プ リ コ マ イ シ ン 、 マ イ ト マ イ シ ン 、 エ
ト プ シ ド （ VP16） ,タ モ キ シ フ ェ ン 、 ラ ロ キ シ フ ェ ン 、 ア ロ マ ダ ー セ 阻 害 剤 （ 例 え ば ア リ
ミ デ ッ ク ス （ 登 録 商 標 ） 又 は ア ナ ス ト ロ ゾ ー ル 、 フ ェ マ ー ラ （ 登 録 商 標 ） 、 レ ト ロ ゾ ー ル
） 、 エ ス ト ロ ゲ ン 反 応 抑 制 剤 （ 例 え ば フ ァ ス ロ デ ッ ク ス （ 登 録 商 標 ） ） 、 エ ス ト ロ ゲ ン 受
容 体 結 合 物 質 、 タ キ ソ ー ル 、 ゲ ム シ タ ビ エ ン 、 ナ ベ ル ビ ン 、 フ ァ ル ネ シ ル タ ン パ ク 質 ト ラ
ン ス フ ェ ラ ー ゼ 阻 害 剤 、 ト ラ ン ス プ ラ チ ナ ム 、 ５ － フ ル オ ロ ウ ラ シ ル 、 ビ ン ク リ ス チ ン 、
ビ ン ブ ラ ス チ ン 及 び メ ト ト レ キ サ ー ト 又 は 前 述 の 物 質 の い ず れ の 類 似 体 も し く は 誘 導 体 も
し く は 変 種 ） と 組 み 合 わ せ て 、 転 移 性 の 乳 が ん も し く は 様 々 な 組 織 の が ん （ 例 え ば 、 神 経
芽 細 胞 腫 、 グ リ ア 芽 腫 、 星 状 細 胞 腫 、 肉 腫 、 並 び に 前 立 腺 、 血 液 、 肝 臓 、 腎 臓 、 乳 房 、 頭
頸 部 、 咽 頭 、 甲 状 腺 、 膵 臓 、 胃 、 大 腸 、 結 腸 直 腸 、 子 宮 、 子 宮 頸 部 、 骨 、 骨 髄 、 精 巣 、 脳
、 神 経 組 織 、 卵 巣 、 皮 膚 、 肺 の が ん ） の 治 療 に 用 い る こ と が で き る 。 組 み 合 わ せ た 治 療 法
は 、 診 断 の 評 価 と 関 係 な く 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 形 態 で は 、 乳 が ん 患 者 （ 例 え ば 、 転 移 性 の 乳 が ん を 有 し 、 HER2を 過 剰
発 現 し て い る ） に 、 例 え ば ハ ー セ プ チ ン に よ る HER2ア ン タ ゴ ニ ス ト 治 療 を 与 え る 。 患 者 に
お い て は 、 あ る 程 度 の 腫 瘍 成 長 阻 害 が 示 さ れ 、 そ の 進 行 が 減 少 し て い る が 、 HER2ア ン タ ゴ
ニ ス ト に よ る 治 療 に 対 し て 耐 性 に な る 。 生 検 又 は 血 清 の 標 本 抽 出 を 行 い 、 そ れ に よ っ て 患
者 の PCDGFの レ ベ ル が 上 昇 し て い る こ と が 明 ら か に な る 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 患 者 の PCDGF
の レ ベ ル を HER2ア ン タ ゴ ニ ス ト に よ る 治 療 の 開 始 に 先 立 っ て 決 定 す る 。 次 に 、 患 者 を 、 PC
DGFア ン タ ゴ ニ ス ト の み 用 い て 、 も し く は PCDGFア ン タ ゴ ニ ス ト と HER2ア ン タ ゴ ニ ス ト と を
同 時 に 投 与 す る こ と に よ っ て 治 療 し て 、 HER2ア ン タ ゴ ニ ス ト に よ る 治 療 に 対 す る 感 受 性 を
活 性 化 さ せ る か 、 又 は 回 復 さ せ る 。 PCDGFア ン タ ゴ ニ ス ト に よ る 治 療 後 、 患 者 は 再 び HER2
ア ン タ ゴ ニ ス ト に よ る 治 療 に 反 応 す る よ う に な る 。 患 者 の PCDGFの レ ベ ル を HER2治 療 の 間
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中 、 定 期 的 に 、 例 え ば 週 単 位 又 は 月 単 位 で 監 視 し 、 も し 必 要 で あ れ ば 、 HER2に 対 す る 感 受
性 を 再 び 活 性 化 さ せ る か 、 又 は 回 復 さ せ る た め に PCDGFア ン タ ゴ ニ ス ト を 与 え る 。 別 の 方
法 と し て 、 患 者 は PCDGFア ン タ ゴ ニ ス ト と HER2ア ン タ ゴ ニ ス ト の 同 時 投 与 を 受 け 続 け る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 以 下 で 示 さ れ て い る 有 効 な 用 量 の 範 囲 は 、 本 発 明 を 限 定 す る 意 図 の も の で は な く 、 単 に
用 量 の 範 囲 を 例 示 す る に 過 ぎ な い 。 し か し な が ら 、 も っ と も 好 ま し い 用 量 は 、 個 々 の 対 象
に 合 わ せ て 調 整 さ れ 、 当 業 者 に よ っ て 理 解 さ れ 、 決 定 可 能 で あ る 。 そ れ ぞ れ の 治 療 に 必 要
な 総 用 量 を 、 複 数 回 投 与 に よ っ て 又 は 単 回 投 与 で 投 与 し て も よ い 。 一 実 施 態 様 に お い て 、
HER2抗 体 と PCDGF抗 体 の そ れ ぞ れ の 有 効 な 量 は 約 ０ ． ０ １ ｎ ｇ /ｍ ｌ ～ 約 ５ ０ ０ μ ｇ /ｍ ｌ
で あ り 、 好 ま し く は 約 １ ０ ｎ ｇ /ｍ ｌ か ら 約 １ ０ ０ μ ｇ /ｍ ｌ で あ る 。 別 の 実 施 態 様 で は 、
抗 体 の 有 効 な 量 が 通 常 体 重 １ ｋ ｇ あ た り 約 ０ ． ０ １ μ ｇ ～ 約 １ ０ ０ ｍ ｇ で あ り 、 好 ま し い
の は 体 重 １ ｋ ｇ あ た り 約 １ ０ μ ｇ か ら 約 ５ ０ ｍ ｇ で あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 ま た 別 の 実 施 態 様 で は 、 HER2ア ン タ ゴ ニ ス ト と PCDGFア ン タ ゴ ニ ス ト を 別 々 に 投 与 し て
も よ く 、 一 緒 に 、 そ れ ぞ れ の み で 、 又 は 別 の 治 療 薬 と 一 緒 に 投 与 し て も よ い 。 別 の 実 施 態
様 で は 、 投 与 さ れ る 各 ア ン タ ゴ ニ ス ト の 量 は 、 PCDGFア ン タ ゴ ニ ス ト と HER2ア ン タ ゴ ニ ス
ト を 患 者 に 治 療 上 有 効 な 量 （ す な わ ち 、 患 者 の 腫 瘍 の 重 量 を 削 減 す る か 、 か つ ／ も し く は
減 少 さ せ る 量 、 又 は い ず れ の HER2ア ン タ ゴ ニ ス ト の 抗 腫 瘍 効 果 に 対 す る 感 受 性 を 回 復 さ せ
る 量 ） 、 あ る い は 予 防 に 有 効 な 量 （ す な わ ち 、 腫 瘍 増 殖 の 再 発 を 防 ぐ か 、 も し く は 遅 ら せ
る 量 ） で 投 与 す る 限 り 、 体 重 １ kgあ た り 通 常 約 ０ ． １ ～ １ ０ ｍ ｇ /ｋ ｇ の 範 囲 内 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 好 ま し い 治 療 投 薬 計 画 に は 、 約 一 週 間 か ら 六 ヶ 月 の 間 を 含 め て 、 一 週 間 か ら 数 週 間 に 渡
っ て 、 有 効 な 量 の HER2ア ン タ ゴ ニ ス ト と PCDGFア ン タ ゴ ニ ス ト を 同 時 投 与 す る こ と が 含 ま
れ る 。 別 の 実 施 態 様 に お い て は 、 HER2ア ン タ ゴ ニ ス ト を 、 週 毎 に 、 静 脈 内 投 与 で （ i.v.）
最 初 の 用 量 は ４ ｍ ｇ /ｋ ｇ 、 そ の 後 は ２ ｍ ｇ /ｋ ｇ で 、 又 は 週 毎 に 、 最 初 の 用 量 は ８ ｍ ｇ /
ｋ ｇ 、 そ の 後 は ４ ｍ ｇ /ｋ ｇ  i.v.で 、 与 え る こ と が で き る 。 PCDGFア ン タ ゴ ニ ス ト に よ る
治 療 は 、 例 え ば 、 週 毎 に 、 静 脈 内 投 与 で （ i.v.） 最 初 の 用 量 は ４ ｍ ｇ /ｋ ｇ 、 そ の 後 は ２
ｍ ｇ /ｋ ｇ で 、 又 は 週 毎 に 、 最 初 の 用 量 は ８ ｍ ｇ /ｋ ｇ 、 そ の 後 は ４ ｍ ｇ /ｋ ｇ  i.v.で 、 行
う こ と が で き る 。 HER2ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 PCDGFア ン タ ゴ ニ ス ト 及 び ／ 又 は 化 学 療 法 薬 に よ
る 治 療 に 用 い る こ と が で き る が ん 治 療 の た め の 投 薬 計 画 の 更 な る 例 が 、 以 下 の 論 文 ： Hami
d, O., J Am Pharm Assoc, 2004 Jan-Feb44(1):52-8、 Kubo et al., Anticancer Res.200
3 Nov-Dec23(6a):4443-9、 Slamon et al., N Engl J Med. 2001 344:783-792、 Baselga e
t al., Cancer Res 1998;58:2825-2831、 Jones, et al., Ann Oncol. 2003 Dec;14(12):1
697-704に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 の プ ロ ト コ ー ル と 組 成 物 は 、 ヒ ト へ の 使 用 に 先 立 っ て 、 ま ず 生 体 外 で 、 そ れ か ら
生 体 内 で 望 ま し い 治 療 上 又 は 予 防 上 の 活 性 に つ い て 試 験 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 例 え ば 、 特 定 の 治 療 の プ ロ ト コ ー ル の 実 施 が 示 さ れ て い る か ど う か を 決 定 す る た め に 用
い る こ と が で き る 生 体 外 で の 検 定 に は 、 患 者 の 組 織 サ ン プ ル を 培 養 液 で 培 養 し 、 プ ロ ト コ
ー ル を 施 す か 、 ま た は そ の 他 の 方 法 で プ ロ ト コ ー ル を 実 施 し 、 当 該 プ ロ ト コ ー ル の 組 織 サ
ン プ ル へ の 影 響 を 観 察 す る 生 体 外 で の 細 胞 培 養 に よ る 検 定 が 含 ま れ る 。 抗 PCDGF抗 体 及 び
抗 PCDGF受 容 体 抗 体 （ ま と め て 「 PCDGFア ン タ ゴ ニ ス ト 抗 体 」 ） を 、 生 体 外 及 び 生 体 内 の 両
方 で 細 胞 に 与 え る こ と が で き る 。 生 体 外 で の 適 用 に お い て 、 PCDGFア ン タ ゴ ニ ス ト 抗 体 を
、 通 常 は 細 胞 の 培 地 の ml当 た り ０ ． ０ １ ｎ ｇ ～ 約 １ ０ ０ ｍ ｇ の 範 囲 の 濃 度 で 、 好 ま し く は
細 胞 の 培 地 の ml当 た り 約 １ ０ ｎ ｇ ～ 約 ５ ０ ｍ ｇ の 範 囲 の 濃 度 で 、 細 胞 の 培 地 に 加 え る こ と
が で き る 。 抗 体 を 、 単 独 で も し く は 同 様 の 疾 患 を 対 象 と す る 他 の 薬 剤 と 共 に 投 与 し て も よ
い 。
【 ０ ０ ６ ５ 】

10

20

30

40

50

(18) JP 2007-517763 A 2007.7.5



　 細 胞 に は 、 PCDGFア ン タ ゴ ニ ス ト の 抗 体 も し く は そ の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す
る DNAも し く は RNA、 又 は そ の よ う な DNAも し く は RNAの 配 列 を 含 む ベ ク タ ー を ト ラ ン ス フ ェ
ク シ ョ ン す る こ と も で き る 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 細 胞 を 誘 導 し て 、 PCDGFア ン タ ゴ
ニ ス ト 抗 体 又 は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を い ず れ の 適 し た 手 法 （ 例 え ば 誘 導 プ ロ モ ー タ ー 及 び 複
数 の プ ラ ス ミ ド の コ ピ ー ） に よ っ て も 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 一 実 施 態 様 に お い て は 、 腫 瘍 細 胞 の 成 長 が 減 少 す る こ と 、 も し く は 密 着 し て い る 細 胞 の
生 存 率 が 上 昇 す る こ と は 、 治 療 薬 が 患 者 の 状 態 を 治 療 す る の に 有 効 で あ る こ と を 示 し て い
る 。 他 方 、 治 療 薬 及 び 方 法 を 、 MCF-7細 胞 （ タ モ キ シ フ ェ ン 耐 性 ヒ ト 乳 が ん 細 胞 ） 及 び O4
細 胞 (PCDGFを 過 剰 発 現 し て い る タ モ キ シ フ ェ ン 耐 性 MCF-7細 胞 )な ど の 樹 立 さ れ て い る 細 胞
株 を 用 い て ス ク リ ー ニ ン グ し て も よ い 。 治 療 に 使 用 さ れ る 化 合 物 を 、 ヒ ト で 検 定 さ れ る 前
に 、 特 に 制 限 さ れ な い が 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 ニ ワ ト リ 、 ウ シ 、 サ ル 、 ウ サ ギ 、 ハ ム ス タ ー
な ど を 含 め た 適 切 な 動 物 モ デ ル 系 に お い て 検 定 す る こ と が で き る 。 広 く 用 い ら れ て い る 主
な 動 物 モ デ ル は 本 技 術 分 野 に お い て 既 知 で あ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ６ ７ 】
（ PCDGFは HER2ア ン タ ゴ ニ ス ト 治 療 の 抗 腫 瘍 効 果 に 対 す る 耐 性 を 与 え る ）
（ 方 法 と 材 料 ）
（ 安 定 し た 形 質 移 入 体 の 準 備 ）
　 c-erbB2過 剰 発 現 細 胞 の HER2ア ン タ ゴ ニ ス ト 耐 性 に お け る PCDGFの 役 割 を 調 べ る た め に 、
MCF-7乳 が ん 細 胞 に pcDNA3/erbB2発 現 ベ ク タ ー を リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法 で 安 定 的 に ト ラ ン ス
フ ェ ク シ ョ ン し た （ 図 ２ を 参 照 ） 。 c-erbB2を 過 剰 発 現 し て い る ク ロ ー ン (erbB2.c1)を 選
別 し 、 そ の 後 、 該 細 胞 を 用 い て pSecTag/PCDGF発 現 ベ ク タ ー を 安 定 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ
ョ ン し た 。 c-erbB2と PCDGFの 両 方 を 過 剰 発 現 し て い る ク ロ ー ン の 中 か ら D.c2ク ロ ー ン を 選
別 し 、 さ ら に 、 erbB2の み を 過 剰 発 現 し て い る 細 胞 と 比 較 し て 、 試 験 し た （ 図 ５ ， ６ ， ７
参 照 ） 。 ク ロ ー ン を ゼ オ シ ン 及 び ／ 又 は G418の 存 在 下 で 樹 立 し た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
（ 細 胞 増 殖 検 定 ）
　 細 胞 を ８ X１ ０ ４ 細 胞 ／ ウ ェ ル で 、 ５ ％ FBSを 含 む DMEF/F12に ま い た 。 ２ ４ 時 間 イ ン キ ュ
ベ ー ト し た 後 、 細 胞 を 洗 浄 し 、 様 々 な 処 理 と 共 に 新 し い PFMEMを 添 加 し た 。 最 初 の ２ ４ 時
間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 ３ 日 ご と に 、 血 球 計 算 板 を 用 い て 細 胞 の 数 を 数 え た （ 図 １ １
， １ ２ 参 照 ） 。 図 １ １ ， １ ２ に 示 す よ う に 、 PCDGFを 過 剰 発 現 す る と 、 HER2/neuを 過 剰 発
現 し て い る 細 胞 に HER2/neuア ン タ ゴ ニ ス ト に 対 す る 耐 性 が も た ら さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
（ チ ミ ジ ン 取 り 込 み 検 定 ）
　 細 胞 を 、 細 胞 ／ ウ ェ ル で 、 24ウ ェ ル プ レ ー ト 内 の ５ ％ ウ シ 胎 仔 血 清 （ FBS） を 含 む DMEF/
F12に ま き 、 ４ ８ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の 後 、 細 胞 を 洗 浄 し 、 新 し い PEMEM(１ ％ の
チ ャ コ ー ル 処 理 し た 血 清 を 有 す る も の 又 は 該 血 清 を 有 さ な い も の )を 様 々 な 処 理 と 共 に 添
加 し た 。 ４ ８ 時 間 後 、 １ μ Ciの 3 H-チ ミ ジ ン を 各 ウ ェ ル に 添 加 し 、 細 胞 を ２ ４ 時 間 イ ン キ
ュ ベ ー ト し た 。 細 胞 の 溶 解 物 を 用 意 し 、 3 H-チ ミ ジ ン の レ ベ ル を 液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ
ウ ン タ ー に よ っ て 測 定 し た （ 図 １ １ 参 照 ） 。 図 １ １ に 示 す よ う に 、 PCDGFを 過 剰 発 現 す る
と 、 HER2/neuを 過 剰 発 現 し て い る 細 胞 に HER2/neuア ン タ ゴ ニ ス ト に 対 す る 耐 性 が も た ら さ
れ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
（ erbB2の 活 性 化 ）
　 二 十 万 （ ２ X１ ０ ５ ） 個 の 細 胞 を ５ ％ FBSを 含 む DMEF/F12に ま き 、 ４ ８ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー
ト し た 。 細 胞 を 洗 浄 し 、 新 鮮 な PFMEM（ フ ェ ノ ー ル レ ッ ド 不 含 の MEM） を 添 加 し 、 さ ら に ２
４ 時 間 培 養 し た 。 、 そ の 後 、 様 々 な 化 合 物 を 最 大 １ ５ 分 間 細 胞 に 添 加 し た 。 細 胞 の 溶 解 物
を RIPAバ ッ フ ァ ー を 用 い て 調 製 し た 。 溶 解 物 を SDS-PAGEを 用 い て 分 離 し 、 PVDF膜 に 転 写 し
た 。 転 写 後 、 膜 を ブ ロ ッ キ ン グ し 、 ま ず 抗 リ ン 酸 化 erbB2抗 体 と イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 に
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標 識 し た ２ 次 抗 体 で 標 識 し た 。 陽 性 の バ ン ド を 増 感 化 学 発 光 染 色 (ECL)に よ っ て 検 出 し た
（ 図 ６ 、 ７ 、 ８ 参 照 ） 。 ヘ レ グ リ ン を 正 の コ ン ト ロ ー ル と し て 用 い た 。 こ れ ら の 結 果 は 、
PCDGFが 、 erbB2を 過 剰 発 現 し て い る 細 胞 に お い て erbB2の リ ン 酸 化 を 促 進 し て い る こ と を
示 し て お り 、 ま た PCDGFと erbB2が 共 通 の 単 一 の シ グ ナ ル 伝 達 経 路 を 持 つ こ と を 示 唆 し て い
る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
（ PCDGFの RT-PCR）
　 erbB2の 安 定 し た 形 質 移 入 体 に お け る PCDGFの 発 現 を 逆 転 写 (RT)-PCRに よ っ て 測 定 し た 。
簡 潔 に い う と 、 ２ X１ ０ ５ 個 の 細 胞 を 適 切 な 培 地 を 入 れ た ３ ５ ｍ ｍ デ ィ シ ュ に ま い た 。 ４
８ 時 間 後 、 製 造 者 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て Trizol（ 登 録 商 標 ） （ Invitrogen） を 用 い て 全
RNAを 抽 出 し た 。 逆 転 写 に は Superscript（ 登 録 商 標 ）  II(Invitrogen)を 用 い た 。 PCRを 、
［ ９ ４ ℃ 、 １ 分 ； ６ ２ ℃ 、 ４ ５ 秒 ； ７ ２ ℃ 、 ２ 分 ］ の サ イ ク ル を ２ ５ サ イ ク ル 行 い 、 こ の
後 、 最 後 の 伸 張 を ７ ２ ℃ で ７ 分 実 施 す る こ と に よ っ て 行 っ た 。 サ ン プ ル を 、 １ ％ の ア ガ ロ
ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に て 分 析 し た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
（ ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ る 分 析 ）
　 一 実 施 態 様 に お い て 、 １ ｍ ｌ あ た り １ ０ 万 個 （ １ X１ ０ ５ ） の 細 胞 を 適 切 な 培 地 に ま い
た 。 ４ ８ 時 間 後 、 細 胞 を 洗 浄 し 、 新 鮮 な PFMEMを 加 え た 。 ２ ４ 時 間 後 、 新 鮮 な PFMEMを 指 示
さ れ る 処 理 と 共 に 加 え た 。 細 胞 の 溶 解 物 を 、 細 胞 溶 解 緩 衝 液 （ 50mM Tris, pH7.4; 4mM ED
TA; 25mM KCl; 1mM NA3 VO 4 ; 10mM NaF; 1% Triton 100; 10μ g/ml ロ イ ペ プ チ ン ; 10μ g/
ml ペ プ ス タ チ ン ; 2μ g/ml ア プ ロ チ ニ ン ）  を 用 い て 回 収 し た 。 全 タ ン パ ク 溶 解 物 の ４ ０
μ gを PAGEの ゲ ル に ロ ー ド し 、 PVDF膜 に 転 写 し た 。 免 疫 沈 降 の た め に 、 細 胞 溶 解 物 に ２ μ
ｇ の 抗 PCDGF抗 体 を 加 え 、 ４ ℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ４ ０ μ lの プ ロ テ イ ン Aセ フ ァ
ロ ー ス を 加 え 、 ４ ℃ で ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 セ フ ァ ロ ー ス ビ ー ズ を 冷 PBSに よ っ て
洗 浄 し 、 タ ン パ ク 質 用 の サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー を 加 え た 。 膜 は PBS-T（ +5%の ミ ル ク ） を 用 い
て 室 温 で ２ 時 間 ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 膜 を 、 １ 次 抗 体 と ４ ℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た
。 PBS-Tに よ り ３ 回 （ ５ 分 間 ず つ ） 洗 浄 後 、 膜 を 、 対 応 す る ２ 次 抗 体 と 室 温 で ２ 時 間 イ ン
キ ュ ベ ー ト し た 。 膜 を ３ 回 （ １ ５ 分 ず つ ） 洗 浄 し た 。 タ ン パ ク 質 を 増 感 化 学 蛍 光 (EC)を 用
い て 検 出 し た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
（ ソ フ ト ア ガ ー に よ る 検 定 ）
　 ０ ． ３ ３ ％ の ア ガ ロ ー ス 中 の １ 万 個 （ １ X１ ０ ４ ） の 細 胞 を DMEM/F12(概 し て ５ ％ の 血 清
を 添 加 ； SKBR3細 胞 に 対 し て は １ ０ ％ の 血 清 を 用 い た )の ０ ． ６ ％ の ア ガ ロ ー ス 上 に 重 層 し
た 。 コ ロ ニ ー を ２ １ 日 間 培 養 し 、 次 に ０ ． ０ ０ ５ ％ の ク リ ス タ ル バ イ オ レ ッ ト で 染 色 し た
。 コ ロ ニ ー を 顕 微 鏡 を 用 い て 計 数 し た 。 図 １ ２ に 示 す よ う に 、 PCDGFの 過 剰 発 現 に よ っ て
、 erbB2を 過 剰 発 現 し て い る 細 胞 に HER2/neuア ン タ ゴ ニ ス ト に 対 す る 耐 性 が も た ら さ れ る
。
【 ０ ０ ７ ４ 】
（ 結 果 ）
　 添 付 し た 図 面 に 示 す よ う に 、 二 重 過 剰 発 現 ク ロ ー ン (D.c2)（ す な わ ち 、 PCDGFと erbB2の
両 方 を 過 剰 発 現 し て い る ク ロ ー ン ） は 、 そ れ ら の 生 体 外 で の 増 殖 能 力 に 関 し て HER2ア ン タ
ゴ ニ ス ト に 対 し て 耐 性 を 有 し て い た が （ 図 １ ０ ， １ ２ ） 、 erbB2.c1細 胞 は ハ ー セ プ チ ン （
登 録 商 標 ） 処 理 に 対 し て 感 受 性 で あ っ た （ 図 ９ ） 。 こ れ ら の ハ ー セ プ チ ン （ 登 録 商 標 ） 感
受 性 の erbB2.c1細 胞 も 、 PCDGFで 処 理 し た 時 に は 成 長 の 優 位 性 を 有 し て い た （ 図 ６ 、 ７ ）
。 二 重 発 現 す る D.c2細 胞 が erbB2.c1細 胞 よ り も ア ン チ エ ス ト ロ ゲ ン ICI 182,780に 対 し よ
り 強 い 抵 抗 性 を 有 し て い る こ と も 示 さ れ た （ デ ー タ は 示 し て い な い ） 。 我 々 の 知 見 に よ っ
て 、 PCDGFが c-erbB2を 過 剰 発 現 す る 腫 瘍 に ハ ー セ プ チ ン （ 登 録 商 標 ） に 対 す る 抵 抗 性 を 与
え る こ と が 明 ら か に さ れ た 。 し た が っ て 、 PCDGFの 働 き を 妨 害 す る こ と は 、 HER2ア ン タ ゴ
ニ ス ト 治 療 を 受 け て い る 患 者 に と っ て 有 益 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
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（ 均 等 物 ）
　 当 業 者 で あ れ ば 、 通 常 の 試 験 を 用 い る だ け で 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 本 発 明 の 特 定 の 実
施 態 様 に 均 等 な も の の 多 く を 理 解 し 、 解 明 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 均 等 物 は 、 特 許
請 求 の 範 囲 に 含 ま れ る 。 本 明 細 書 に お け る 参 考 文 献 の 引 用 又 は 記 載 は 、 そ の よ う な 参 考 文
献 が 本 発 明 に 対 す る 先 行 技 術 で あ る と 認 め た も の と し て 解 釈 す べ き で な い 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ７ ６ 】
【 図 １ Ａ 】 図 １ Aは ヒ ト PCDGFの 核 酸 配 列 (配 列 番 号 １ )を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ Ｂ 】 図 １ Ｂ は 、 ヒ ト PCDGFの 推 測 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 (配 列 番 号 ２ )を 示 す 図 で あ る
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 erbB2と ヒ ト PCDGFの 両 方 を 発 現 す る MCF-7細 胞 の 安 定 し た 形 質 移 入 体 (D.
c2)の 製 造 を 示 す 概 略 図 で あ り 、 コ ン ト ロ ー ル と し て 細 胞 に pcDNA3ベ ク タ ー の み を ト ラ ン
ス フ ェ ク シ ョ ン し た も の を 同 様 に 準 備 し た 。
【 図 ３ 】 図 ３ A及 び ３ Bは 、 ヒ ト PCDGFの E19Vと 定 義 し た １ ９ 個 の ア ミ ノ 酸 領 域 と A14Rと 定
義 し た １ ４ 個 の ア ミ ノ 酸 領 域 を そ れ ぞ れ 示 す 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 パ ラ フ ィ ン 包 理 し た ヒ ト 乳 が ん 生 検 の 病 理 研 究 に つ い て 要 約 し た 図 で あ
る 。 PCDGFと erbB2の 染 色 を 免 疫 染 色 に よ っ て 観 察 し た 。 erbB2も 過 剰 発 現 し て い る 細 胞 に
お い て PCDGFが 過 剰 発 現 す る と 、 細 胞 に HER-2ア ン タ ゴ ニ ス ト に 対 す る 耐 性 が も た ら さ れ る
。 最 初 の 列 （ 下 へ ） と 最 初 の 行 （ 横 へ ） は ErbB2と PCDGFの そ れ ぞ れ の 染 色 の 強 度 を 、 ３ を
強 度 の 最 も 高 い レ ベ ル と す る ０ か ら ３ の 段 階 で 示 す 。 列 ２ に は そ れ ぞ れ の グ ル ー プ に お い
て 試 験 さ れ た ケ ー ス の 数 が 示 さ れ て い る 。 行 ３ － ４ は ErbB2と PCDGFに お け る そ れ ぞ れ の 染
色 レ ベ ル に お け る ケ ー ス の 分 布 を 示 し て い る 。 例 え ば 、 ErbB2染 色 に つ い て レ ベ ル ２ の 強
度 を 示 す ６ ケ ー ス の う ち 、 ２ ケ ー ス が ０ の PCDGF染 色 強 度 を 有 し 、 ３ ケ ー ス が 、 １ の PCDGF
染 色 強 度 を 有 し 、 １ ケ ー ス が 、 ２ の PCDGF染 色 強 度 を 有 し 、 ３ の PCDGF染 色 強 度 を 有 す る も
の は な か っ た 。 erbB2を 過 剰 発 現 し て い る 腫 瘍 を 有 す る ２ ５ ％ の 患 者 に は 、 HER-2ア ン タ ゴ
ニ ス ト に よ る 治 療 に 感 受 性 が あ る こ と が 知 ら れ て い る 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 erbB2と PCDGFの 両 方 を 過 剰 発 現 し て い る D.c2細 胞 の な ら し 培 地 中 の PCDG
Fの バ ン ド を 抗 PCDGF抗 体 を 用 い て 検 出 す る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 の 結 果 を 示 す 図 で あ る
。 PCDGFの バ ン ド を 、 な ら し 培 地 の 免 疫 沈 降 （ IP） と イ ム ノ ブ ロ ッ ト （ IM） の 両 方 に よ っ
て 検 出 し た 。 ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル （ す な わ ち 、 erbB2の み 発 現 す る erbB2.c1ク ロ ー ン
） に お い て バ ン ド は 検 出 さ れ な か っ た 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 違 う 量 の PCDGF（ レ ー ン ２ ： ２ ０ ０ ｎ ｇ /ｍ ｌ 、 レ ー ン ３ ： ７ ５ ｎ ｇ /ｍ
ｌ 、 レ ー ン ４ ： ０ ｎ ｇ 　 対 照 ） で ７ 分 間 刺 激 し た erbB2.c1細 胞 内 の erbB2の リ ン 酸 化 を 示
す ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。 リ ン 酸 化 さ れ た erbB2を 抗 リ ン 酸 化 erb
B2抗 体 に よ っ て 検 出 し た 。 ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル （ レ ー ン １ ） と し て 、 細 胞 を １ ０ ｎ ｇ
の ヘ レ グ リ ン と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 図 ７ 】 図 ７ は 、 erbB2を 過 剰 発 現 し て い る こ と が 知 ら れ て い る 他 の 乳 が ん 細 胞 、 BT474（
当 図 に 示 し た ） と SKBR3（ 図 １ ３ 参 照 ） に お い て PCDGFが erbB2の リ ン 酸 化 を 活 性 化 さ せ る
こ と を 示 す ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。 PCDGFを 、 ２ ０ ０ ｎ ｇ /ｍ ｌ で
添 加 し 、 ヘ レ グ リ ン を １ ０ ｎ ｇ /ｍ ｌ で 加 え た 。
【 図 ８ 】 図 ８ は 、 BT474細 胞 に お け る erbB2の PCDGFに よ る 刺 激 の 用 量 反 応 を 示 す 図 で あ る
。 PCDGFを 、 ３ ０ ０ ｎ ｇ /ｍ ｌ 、 ２ ０ ０ ｎ ｇ /ｍ ｌ 、 ７ ５ ｎ ｇ /ｍ ｌ 、 ０ ｎ ｇ /ｍ ｌ （ 対 照 ）
で 細 胞 に 添 加 し 、 ７ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 リ ン 酸 化 さ れ た erbB2(P-erbB2)を 、 抗 リ ン 酸
化 erbB2抗 体 を 用 い る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ り 検 出 し た 。 １ ０ ｎ ｇ の ヘ レ グ リ ン β １ を
ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 用 い た 。
【 図 ９ 】 図 ９ は 、 単 独 で 又 は 組 み 合 わ せ て 使 用 し た ハ ー セ プ チ ン （ 登 録 商 標 ） 、 PCDGF、
ヘ レ グ リ ン に 対 し て の erbB2.c1細 胞 の 長 期 間 に 及 ぶ 成 長 曲 線 を 示 す 図 で あ る 。 ハ ー セ プ チ
ン （ 登 録 商 標 ） に よ っ て erbB2を 過 剰 発 現 し て い る 細 胞 の 増 殖 が 阻 害 さ れ る 。 ヘ レ グ リ ン
、 PCDGFに よ っ て 、 細 胞 が HER2/neuア ン タ ゴ ニ ス ト へ の 感 受 性 を 喪 失 す る 。
【 図 １ ０ 】 図 １ ０ は 、 ハ ー セ プ チ ン 及 び ０ ． ５ ％ の CSSを 用 い た 場 合 、 又 は 用 い な か っ た
場 合 の PCDGFと erbB2を 過 剰 発 現 し て い る 細 胞 の 成 長 曲 線 を 示 す 図 で あ る 。 erbB2を 過 剰 発
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現 し て い る 細 胞 に お い て PCDGFが 過 剰 発 現 し て い る 場 合 （ 例 え ば D.c2細 胞 ） 、 HER2/neuア
ン タ ゴ ニ ス ト は も は や 乳 が ん 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 し な い 。
【 図 １ １ 】 図 １ １ は 、 erbB2を 過 剰 発 現 し て い る 細 胞 に お い て PCDGFが 過 剰 発 現 す る と 、 HE
R2/neuア ン タ ゴ ニ ス ト の 抗 増 殖 活 性 に 対 す る 耐 性 が も た ら さ れ る こ と を 示 す 図 で あ る 。 細
胞 増 殖 の 指 標 で あ る チ ミ ジ ン の 取 り 込 み に よ っ て 示 さ れ て い る よ う に 、 HER2/neuア ン タ ゴ
ニ ス ト は erbB2と PCDGFの 両 方 を 発 現 し て い る 乳 が ん 細 胞 の 増 殖 は も は や 阻 害 し な い 。
【 図 １ ２ 】 図 １ ２ は 、 erbB2過 剰 発 現 細 胞 に お け る ソ フ ト ア ガ ー （ 腫 瘍 形 成 ） ア ッ セ イ に
お い て 乳 が ん 細 胞 の HER2/neuア ン タ ゴ ニ ス ト に よ る 阻 害 が PCDGFの 過 剰 発 現 に よ っ て 妨 げ
ら れ る こ と も 示 す ソ フ ト ア ガ ー の 検 定 の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。 こ れ ら の 結 果 は 、 PCDGFの
過 剰 発 現 に よ っ て 、 erbB2過 剰 発 現 細 胞 に HER2/neuア ン タ ゴ ニ ス ト の 耐 性 が も た ら さ れ る
こ と を 示 す 。 Ev.c1は 、 pcDNA3の み を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た MCF-7細 胞 で あ る 。 HR.c1
細 胞 は 、 ハ ー セ プ チ ン （ 登 録 商 標 ） 耐 性 細 胞 で あ る 。
【 図 １ ３ 】 図 １ ３ は 、 PCDGFを 過 剰 発 現 し て い る SKBR3細 胞 で の HER2/neuア ン タ ゴ ニ ス ト の
耐 性 を 示 す 図 で あ る 。 SKBR3細 胞 は 生 来 HER2を 過 剰 発 現 し て い る 乳 が ん 細 胞 で あ る 。 SKBR3
細 胞 に 、 pcDNA3の 空 ベ ク タ ー (EV)も し く は pcDNA3で の PCDGFの 発 現 ベ ク タ ー (P.c6)の い ず
れ か を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 後 者 の 場 合 PCDGFの 過 剰 発 現 に よ っ て 、 細 胞 に HER2/ne
uア ン タ ゴ ニ ス ト へ の 抵 抗 性 が も た ら さ れ た 。
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【 図 ２ 】 【 図 ３ 】

【 図 ４ 】 【 図 ５ 】
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【 図 ６ 】 【 図 ７ 】

【 図 ８ 】 【 図 ９ 】
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【 図 １ ０ 】 【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】 【 図 １ ３ 】
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摘要(译)

用于恢复对HER2拮抗剂对生长抑制具有抗性的肿瘤细胞的生长抑制敏感性的方法和组合物。该方法包括以有效刺激或恢复对
HER2拮抗剂的生长抑制敏感性的量向细胞施用PCDGF拮抗剂。本发明还提供了治疗方案，以及包含HER2拮抗剂和PCDGF拮抗
剂的治疗组合物。
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