
(57)【要約】
成長因子（ＰＣＤＧＦ）、抗 PCDGF受容体抗体、及びその断片、から誘導されたＰＣ細胞
の生物活性を阻害する抗腫瘍組成物及び方法、並びに、ＰＣＤＧＦ受容体抗体を製造する
方法。この方法は、当該細胞の表面と PCDGF受容体抗体との接触によってＰＣＤＧＦ受容
体を発現する腫瘍細胞の増殖を阻害することを含む。抗 PCDGF受容体抗体は、細胞の表面
へ結合し、その受容体への抗ＰＣＤＧＦ受容体抗体結合を妨害することが可能である。ま
た、提供されるものは、抗ＰＣＤＧＦ受容体抗体及び細胞傷害性分子 (例えば、トキシン
、オンコトキシン、マイトトキシン、イムノトキｓン、及びアンチセンスオリゴヌクレオ
チド )を含む組成物である。本発明は、また、腫瘍形成組織標本又は生物液におけるＰＣ
ＤＧＦのレベルを測定することによって腫瘍形成傾向を診断する方法も提供する。 10
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 PCDGF受 容 体 を 発 現 す る 細 胞 の 表 面 に 結 合 し 、 そ の PCDGF受 容 体 に 対 す る PCDGFの 結 合 を
妨 害 す る こ と が 可 能 な 抗 体 、 ま た は 抗 体 断 片 を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ 】
　 抗 PCDGF受 容 体 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 、 お よ び 細 胞 傷 害 性 分 子 を 含 む 組 成 物 で あ っ て 、 前
記 抗 PCDGF受 容 体 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 は 、 前 記 細 胞 傷 害 性 分 子 に 付 着 し て い る 、 ま た は 結
合 が 可 能 で あ る こ と を 特 徴 と す る 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ 】
　 PCDGFの 生 物 活 性 を 抑 制 す る 方 法 で あ っ て 、 抗 PCDGF受 容 体 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 を 、 PCDG
F受 容 体 を 発 現 す る 細 胞 と 接 触 さ せ る こ と を 含 み 、 そ れ に よ っ て 前 記 抗 体 ま た は 断 片 が PCD
GFの 生 物 活 性 を 抑 制 す る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 腫 瘍 細 胞 増 殖 を 抑 制 す る 方 法 で あ っ て 、 腫 瘍 形 成 細 胞 を 、 抗 PCDGF受 容 体 抗 体 ま た は 抗
体 断 片 と 接 触 さ せ る こ と を 含 み 、 そ れ に よ っ て 前 記 抗 体 ま た は 断 片 が 腫 瘍 細 胞 増 殖 を 抑 制
す る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 PCDGF受 容 体 を 発 現 す る 腫 瘍 形 成 細 胞 の 増 殖 を 抑 制 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 腫 瘍 形 成 細
胞 に 抗 PCDGF受 容 体 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 を 、 前 記 腫 瘍 形 成 細 胞 の 増 殖 を 少 な く と も 約 60%低
下 さ せ る の に 十 分 な 量 に お い て 接 触 さ せ る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 6G8（ ATCCア ク セ ス 番 号 PTA-5263） お よ び 5A8（ ATCCア ク セ ス 番 号 PTA-5594） か ら 成 る グ
ル ー プ か ら 選 ば れ る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 統 に よ っ て 生 産 さ れ る 、 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 PCDG
F受 容 体 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 。
【 請 求 項 ７ 】
　 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 を 製 造 す る 方 法 で あ っ て 、 6B3（ ATCCア ク セ ス 番
号 PTA-5262） 、 6B2（ ATCCア ク セ ス 番 号 PTA-5261） 、 6C12(ATCCア ク セ ス 番 号 PTA-5597)、 5
B4（ ATCCア ク セ ス 番 号 PTA-5260） 、 5G6（ ATCCア ク セ ス 番 号 PTA-5595） 、 4D1（ ATCCア ク セ
ス 番 号 PTA-5593） 、 3F8（ ATCCア ク セ ス 番 号 PTA-5591） 、 3F5（ ATCCア ク セ ス 番 号 PTA-5259
） 、 3F4（ ATCCア ク セ ス 番 号 PTA-5590） 、 3G2（ ATCCア ク セ ス 番 号 PTA-5592） 、 お よ び 2A5
（ ATCCア ク セ ス 番 号 PTA-5589） か ら 成 る グ ル ー プ か ら 選 ば れ る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 統 に
よ っ て 生 産 さ れ る モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 PCDGF抗 体 ま た は 抗 体 断 片 に よ っ て 動 物 を 免 疫 化 す る
こ と 、 前 記 免 疫 化 さ れ た 動 物 か ら 脾 臓 細 胞 を 単 離 す る こ と 、 前 記 脾 臓 細 胞 か ら ハ イ ブ リ ド
ー マ を 生 産 す る こ と 、 お よ び 、 前 記 ハ イ ブ リ ド ー マ を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 PCDGF受 容 体 を
発 現 す る 細 胞 の 表 面 に 結 合 し 、 そ の PCDGF受 容 体 に 対 す る PCDGFの 結 合 を 妨 害 す る こ と が 可
能 な 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 を 特 定 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 を 製 造 す る 方 法 で あ っ て 、 PCDGFに よ っ て 動 物 を
免 疫 化 す る こ と 、 前 記 免 疫 化 さ れ た 動 物 か ら 脾 臓 細 胞 を 単 離 す る こ と 、 前 記 脾 臓 細 胞 か ら
ハ イ ブ リ ド ー マ を 生 産 す る こ と 、 お よ び 、 前 記 ハ イ ブ リ ド ー マ を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 PCDG
F受 容 体 を 発 現 す る 細 胞 の 表 面 に 結 合 す る こ と が 可 能 な 、 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 ま た は 抗
体 断 片 を 特 定 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 抗 PCDGF受 容 体 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 を 製 造 す る 方 法 で あ っ て 、 PCDGF受 容 体 を 過 剰 発 現 す
る 細 胞 、 ま た は PCDGF受 容 体 を 過 剰 発 現 す る 細 胞 か ら 得 ら れ た 細 胞 断 片 に よ っ て 動 物 を 免
疫 化 す る こ と 、 前 記 免 疫 化 さ れ た 動 物 か ら 脾 臓 細 胞 を 単 離 す る こ と 、 前 記 脾 臓 細 胞 か ら ハ
イ ブ リ ド ー マ を 生 産 す る こ と 、 お よ び 、 前 記 ハ イ ブ リ ド ー マ を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 PCDGF
受 容 体 を 発 現 す る 細 胞 の 表 面 に 結 合 す る こ と が 可 能 な 、 抗 PCDGF受 容 体 抗 体 ま た は 抗 体 断
片 を 特 定 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】

10

20

30

40

50

(2) JP 2006-513171 A 2006.4.20



　 PCDGF受 容 体 を 有 す る 腫 瘍 形 成 細 胞 、 そ の 細 胞 の 表 面 お よ び PCDGF受 容 体 に 結 合 す る 抗 体
ま た は 抗 体 断 片 と を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 腫 瘍 形 成 傾 向 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、 腫 瘍 形 成 組 織 標 本 ま た は 生 物 液 に お け る PCDGF
受 容 体 の レ ベ ル を 測 定 す る こ と 、 対 応 す る 正 常 ま た は 末 梢 組 織 に お け る PCDGF受 容 体 の レ
ベ ル を 測 定 す る こ と 、 お よ び 、 前 記 腫 瘍 形 成 組 織 標 本 ま た は 生 物 液 に お け る PCDGF受 容 体
の 測 定 レ ベ ル が 、 対 応 す る 正 常 ま た は 末 梢 組 織 に お け る レ ベ ル と 比 較 し て 、 腫 瘍 形 成 傾 向
を 示 す に 十 分 な ほ ど の 量 よ り も 高 い か ど う か を 判 定 す る こ と に よ っ て 腫 瘍 形 成 傾 向 を 診 断
す る こ と を 含 む 方 法 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 出 願 は 、 2002年 11月 19日 出 願 仮 出 願 番 号 60/427,220に 対 す る 優 先 権 を 主 張 す る 。 な お
、 こ の 出 願 全 体 を 参 照 す る こ と に よ り 本 明 細 書 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 PC細 胞 由 来 成 長 因 子 （ ” PCDGF” ） は 、 正 常 細 胞 で は 極 め て 緊 密 に そ の 発 現 が 制 御 さ れ
る が 、 腫 瘍 形 成 細 胞 で は 過 剰 発 現 さ れ 、 発 現 が 制 御 さ れ な く な る 、 88-kDaの 糖 タ ン パ ク オ
ー ト ク ラ イ ン 成 長 因 子 で あ る 。 PCDGFの 抑 制 は 、 腫 瘍 形 成 細 胞 の 成 長 を 抑 制 す る 。 PCDGFは
、 68-kDaの タ ン パ ク コ ア と 20-kDaの 炭 水 化 物 成 分 か ら 構 成 さ れ る 。 PCDGFは 、 二 重 シ ス テ
イ ン に 富 む ポ リ ペ プ チ ド の 新 規 の フ ァ ミ リ ー で あ り 、 元 々 、 極 め て 腫 瘍 形 成 性 の 高 い 、 マ
ウ ス 奇 形 腫 細 胞 系 統 PCの 培 養 液 か ら 単 離 さ れ た も の で あ る 。 PCDGFは 、 肝 臓 、 腎 臓 、 乳 房
、 骨 、 骨 髄 、 睾 丸 、 脳 、 卵 巣 、 皮 膚 、 お よ び 肺 を 含 む 、 マ ウ ス お よ び ヒ ト の 腫 瘍 に お い て
過 剰 に 発 現 す る こ と が 明 ら か に さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ア ミ ノ 酸 お よ び ｃ DNA配 列 研 究 か ら 、 PCDGFは 、 エ ピ テ リ ン ／ グ ラ ヌ リ ン の 前 駆 物 質 で 、
最 初 に ラ ッ ト 腎 臓 ま た は ヒ ト 顆 粒 球 抽 出 物 か ら 、 6-kDaの 、 二 重 シ ス テ イ ン に 富 む ポ リ ペ
プ チ ド と し て 精 製 さ れ た 物 質 と 同 一 で あ る こ と が 示 さ れ た 。 グ ラ ヌ リ ン ／ エ ピ テ リ ン 前 駆
物 質 は 以 前 は 不 活 性 と 考 え ら れ て い た 。 特 許 文 献 1を 参 照 さ れ た い 。 し か し な が ら 、 Serre
ro等 は 、 PCDGFは 極 め て 活 性 の 高 い 、 各 種 腫 瘍 細 胞 タ イ プ と 関 連 す る 腫 瘍 形 成 タ ン パ ク で
あ る こ と を 証 明 し た 。 特 許 文 献 2を 参 照 さ れ た い 。 PCDGFの 過 剰 発 現 の 程 度 は 、 細 胞 の 腫 瘍
形 成 傾 向 と 正 の 相 関 を 持 つ 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 PCDGFは 、 線 維 芽 細 胞 、 PC細 胞 、 お よ び 哺 乳 類 上 皮 細 胞 を 含 む 各 種 細 胞 系 統 の 成 長 修 飾
因 子 で あ る 。 極 め て 腫 瘍 形 成 傾 向 の 高 い PC細 胞 と 、 親 の 1246細 胞 の PCDGF発 現 を 比 較 し た
と こ ろ 、 PCDGF発 現 は 、 非 腫 瘍 形 成 細 胞 で は 極 め て 低 く 、 腫 瘍 形 成 度 の 高 い 細 胞 で は 過 剰
に 発 現 す る こ と が 示 さ れ た 。 同 じ 結 果 が ヒ ト 乳 ガ ン で も 観 察 さ れ た 。 す な わ ち 、 PCDGF発
現 は 、 非 腫 瘍 形 成 の 乳 房 上 皮 細 胞 で は 極 め て 低 く 、 乳 ガ ン 細 胞 で は 増 加 し て い た 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 PCDGF拮 抗 剤 （ 例 え ば 、 抗 PCDGF抗 体 お よ び PCDGFア ン チ セ ン ス 核 酸 ） は 、 PCDGFの 活 性 お
よ び 腫 瘍 形 成 細 胞 の 成 長 を 抑 制 ま た は 妨 害 す る 。 非 特 許 文 献 1お よ び 2を 参 照 さ れ た い 。 奇
形 腫 由 来 細 胞 お よ び 乳 ガ ン 細 胞 の い ず れ に お い て も 、 そ れ ら の 細 胞 を 抗 PCDGF中 和 抗 体 で
処 置 す る こ と に よ っ て 、 ま た は 、 細 胞 を ア ン チ セ ン ス PCDGF cDNAで ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る
こ と に よ っ て 、 PCDGF活 性 は 抑 制 さ れ た 。 奇 形 腫 細 胞 ま た は 乳 ガ ン 細 胞 に お い て 細 胞 を PCD
GF拮 抗 剤 で 処 置 す る と 、 イ ン ビ ボ に お い て 細 胞 増 殖 と 腫 瘍 形 成 は 完 全 に 抑 制 さ れ た 。 上 記
文 献 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 抗 体 は 、 高 い 特 異 性 を も っ て 標 的 分 子 に 結 合 す る こ と が で き る 特 殊 な タ ン パ ク で あ る 。
元 々 、 動 物 免 疫 系 の 天 然 に 生 産 さ れ る タ ン パ ク 産 物 と し て 特 定 さ れ た も の で あ る が 、 抗 体
は 、 微 生 物 お よ び そ の 他 の 外 来 物 質 に 結 合 し て 、 そ れ ら の 微 生 物 や 物 質 の 体 外 へ の 排 除 を
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促 進 す る 、 免 疫 系 の 主 要 支 柱 の 一 つ で あ る 。 抗 体 は 、 別 に 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ Ig） と も 呼 ば
れ る が 、 一 般 に 、 2本 の 「 軽 」 鎖 と 2本 の 「 重 」 鎖 か ら 形 成 さ れ る 。 こ の 鎖 の カ ル ボ キ シ 末
端 は 、 抗 体 の 定 常 ま た は Fc領 域 を 形 成 し 、 一 方 、 ア ミ ノ 末 端 は 、 可 変 、 ま た は 抗 原 結 合 ド
メ イ ン を 形 成 す る 。 抗 体 に は 少 な く と も 5種 の 異 性 形 カ テ ゴ リ ー が 存 在 す る 。 す な わ ち 、 I
gG、 IgE、 IgA、 IgM、 お よ び IgDで あ る 。 各 Ig異 性 形 は 、 様 々 な エ フ ェ ク タ ー 細 胞 と 相 互 作
用 を 持 ち 、 様 々 な 生 物 学 的 活 性 を も た ら す 。 例 え ば 、 IgGは 外 来 抗 原 を マ ー ク し 、 白 血 球
（ 例 え ば 、 T細 胞 ） に よ る 排 除 を 促 進 す る 。 一 方 、 IgEは 、 マ ス ト 細 胞 の 表 面 に 局 在 す る が
、 特 定 の 抗 原 に 対 し て ア レ ル ギ ー 反 応 を 引 き 起 こ す 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 抗 体 を 生 成 す る 動 物 モ デ ル は 、 あ る 所 望 の 抗 原 に 向 け た 抗 体 を 大 量 に 生 産 す る の に 有 用
で あ る 。 し か し な が ら 、 「 外 来 の 」 抗 体 に 対 す る ヒ ト の 免 疫 反 応 は 、 動 物 で 開 発 さ れ た 抗
体 の 治 療 的 有 用 性 を 限 定 す る 。 「 ヒ ト 化 」 抗 体 は 、 動 物 抗 体 の 相 補 性 決 定 領 域 （ ” CDR”
） を 、 ヒ ト CDRで 置 換 し た も の で あ る が 、 こ れ は 、 「 外 来 の 」 抗 体 に 対 す る ヒ ト の 免 疫 反
応 を 大 き く 低 下 さ せ る 。 例 え ば 、 特 許 文 献 3を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 （ 「 抗 IdAb」 ） は 、 一 般 に 、 抗 体 の 抗 原 結 合 部 位 と 関 連 す る 特 有
の 決 定 基 を 認 識 す る 。 抗 IdAbは 、 ｍ Abの 供 給 源 と し て 同 一 種 お よ び 同 一 遺 伝 型 （ 例 え ば 、
同 系 マ ウ ス ） の 動 物 を 、 そ れ に 対 し て 抗 IdAbが 調 製 さ れ る ｍ Abに よ っ て 免 疫 化 す る こ と に
よ っ て 調 製 が 可 能 で あ る 。 こ の 免 疫 化 さ れ た 動 物 は 、 免 疫 化 抗 体 の イ デ ィ オ タ イ プ 決 定 基
に 対 し て 抗 体 （ 抗 IdAb） を 生 産 す る こ と に よ っ て 、 こ の 決 定 基 を 認 識 し 、 そ れ に 反 応 す る
。 こ の 抗 IdAbは ま た 、 免 疫 原 物 質 と し て 使 用 さ れ て 、 さ ら に 別 の 動 物 に 免 疫 反 応 を 引 き 起
こ し 、 所 謂 抗 抗 IdAbを 生 産 す る こ と も 可 能 で あ る 。 こ の 抗 抗 IdAbは 、 抗 IdAbを 誘 発 し た 元
の ｍ Abと エ ピ ト ー プ 的 に は 同 一 で あ る 。 従 っ て 、 ｍ Aｂ の イ デ ィ オ タ イ プ 決 定 基 に 向 け ら
れ た 抗 体 は 、 元 の ｍ Abに 対 し て 同 一 の 特 異 性 を 持 つ 抗 体 を 生 産 す る の に 使 用 す る こ と が 可
能 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 特 許 文 献 4は 、 哺 乳 類 上 皮 細 胞 系 統 C57MG、 1246と PC細 胞 系 統 、 ミ ン ク 肺 上 皮 細 胞 系 統 CC
L64を 含 め た 、 い く つ か の 細 胞 系 統 の 細 胞 表 面 に PCDGF受 容 体 が 存 在 す る こ と に 言 及 し て い
る 。 こ の 研 究 で は 、 標 識 PCDGFを PCDGF受 容 体 に 結 合 さ せ 、 細 胞 表 面 の そ の 受 容 体 に 結 合 し
た PCDGFの 存 在 を 検 出 す る こ と に よ っ て PCDGF受 容 体 を 検 出 し た 。 必 要 な も の は 、 PCDGF受
容 体 抗 体 と 、 細 胞 表 面 に 結 合 さ せ て 、 PCDGF受 容 体 の 活 性 と PCDGFの 腫 瘍 増 進 活 性 を 妨 害 す
る 方 法 で あ る 。
【 特 許 文 献 １ 】 米 国 特 許 第 5,416,192号
【 特 許 文 献 ２ 】 米 国 特 許 第 6,309,826号
【 特 許 文 献 ３ 】 英 国 出 願 GB2188538A
【 特 許 文 献 ４ 】 米 国 特 許 第 6,309,826号
【 非 特 許 文 献 １ 】 Zhang, H., and G. Serrero, 1998, PNAS 95, no. 24:14202
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Lu, R., and G. Serrero, 2000, PNAS 97 no. 8:3993
【 発 明 の 開 示 】
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 は 、 PCDGF受 容 体 を 発 現 す る 細 胞 の 表 面 に 結 合 し 、 PCDGFの PCDGF受 容 体 へ の 結 合
を 妨 害 す る こ と が 可 能 な 抗 腫 瘍 組 成 物 を 提 供 す る 。 我 々 は 、 PCDGF受 容 体 に 結 合 し 、 PCDGF
に よ っ て 誘 発 さ れ る 腫 瘍 細 胞 増 殖 を 含 む が 、 そ れ に 限 定 さ れ な い 、 PCDGFの 生 物 学 的 活 性
を 抑 制 す る 抗 体 を 発 見 し た 。 抗 PCDGF受 容 体 抗 体 お よ び ／ ま た は 抗 体 断 片 は 、 動 物 を 、 抗 P
CDGF抗 体 で 免 疫 化 す る こ と に よ っ て 製 造 す る こ と が 可 能 で あ る 。 得 ら れ た 抗 PCDGF受 容 器
抗 体 ま た は 抗 体 断 片 は 、 イ ン ビ ボ お よ び イ ン ビ ト ロ に お い て 腫 瘍 細 胞 の 増 殖 を 抑 え る の に
使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 PCDGF受 容 体 を 発 現 す る 細 胞 の 表 面 に 結 合 し 、 PCD
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GFの PCDGF受 容 体 へ の 結 合 を 妨 害 す る こ と が 可 能 な 抗 体 、 ま た は 抗 体 断 片 を 含 む 抗 腫 瘍 組
成 物 を 提 供 す る 。 本 発 明 の も う 一 つ の 実 施 態 様 は 、 細 胞 傷 害 性 分 子 に 付 着 さ れ る 抗 PCDGF
受 容 体 抗 体 で あ っ て 、 そ の 細 胞 傷 害 性 分 子 を 、 PCDGF受 容 体 を 発 現 す る 細 胞 に 輸 送 す る 抗
体 を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 。 こ の 抗 体 -細 胞 傷 害 性 分 子 組 成 物 は 、 PCDGF受 容 体 を 発 現 す る
細 胞 を 破 壊 す る の に 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 本 発 明 の さ ら に 別 の 実 施 態 様 で は 、 腫 瘍
形 成 細 胞 を 、 抗 PCDGF受 容 体 抗 体 の 有 効 量 と 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 腫 瘍 細 胞 増 殖 を 抑 制
す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の 、 そ の 他 の 実 施 態 様 お よ び 利 点 は 、 一 部 は 下 記 の 説 明 に 記 載 さ れ て お り 、 一 部
は 説 明 か ら 明 ら か と な り 、 あ る い は 、 本 発 明 を 実 施 す る こ と に よ っ て 学 び 取 る こ と も 可 能
で あ る 。 本 発 明 の 目 的 お よ び 利 点 は 、 特 に 付 属 の 特 許 請 求 項 に 指 摘 さ れ る 手 段 と 組 み 合 わ
せ に よ っ て 実 現 さ れ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　 PCDGFは 、 極 め て 腫 瘍 形 成 傾 向 の 高 い オ ー ト ク ラ イ ン 成 長 因 子 で あ り 、 広 範 な 腫 瘍 の 原
因 因 子 で あ る 。 米 国 特 許 第 6,309,826号 に 記 載 さ れ る よ う に － こ の 特 許 の 全 体 を 引 用 す る
こ と に よ り 本 明 細 書 に 含 め る － PCDGFの 過 剰 発 現 は 、 細 胞 成 長 を 制 御 不 能 と し 、 腫 瘍 形 成
を 増 大 さ せ る 。 PCDGFの 過 剰 発 現 の 程 度 は 細 胞 の 腫 瘍 形 成 傾 向 と 直 接 相 関 す る 。 PCDGFを 過
剰 発 現 す る 細 胞 は 無 制 御 の 細 胞 成 長 を 維 持 す る の に 外 来 の シ グ ナ ル を 必 要 と し な い 。 細 胞
成 長 の 調 節 欠 如 、 例 え ば 、 イ ン ス リ ン お よ び ／ ま た は エ ス ト ロ ゲ ン に 対 す る 反 応 性 の 喪 失
は 、 悪 性 の 増 大 お よ び 細 胞 成 長 の 過 度 の 調 整 不 備 を 招 く 。 従 っ て 、 PCDGFの 腫 瘍 形 成 活 性
を 妨 害 す る 方 法 お よ び 組 成 物 の 開 発 は 、 ガ ン の 治 療 に と っ て 重 大 な 関 心 事 で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 PCDGF拮 抗 剤 、 例 え ば 、 抗 PCDGF抗 体 は 、 PCDGFに 直 接 結 合 す る こ と に よ っ て 、 ま た 、 PCD
GFが 細 胞 成 長 シ グ ナ ル を 標 的 細 胞 （ 例 え ば 、 乳 ガ ン 細 胞 ） に 伝 達 す る の を 阻 止 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 害 す る 。 抗 PCDGF抗 体 は 、 PCDGF
の 活 性 部 位 （ 例 え ば 、 PCDGF受 容 体 結 合 部 位 ） に 結 合 し た り 、 PCDGFが そ の 受 容 体 に 結 合 す
る の を 阻 止 す る 。 別 に 、 抗 PCDGF抗 体 は 、 PCDGFの 、 活 性 部 位 以 外 の 部 位 に 結 合 し 、 活 性 部
位 の 立 体 配 置 を 変 え 、 そ う す る こ と に よ っ て PCDGFが そ の 受 容 体 に 結 合 で き な い よ う に す
る 。 抗 PCDGF抗 体 は PCDGF中 和 抗 体 を 含 む 。 「 中 和 」 抗 体 と は 、 PCDGFの 細 胞 増 殖 を 刺 激 す
る 能 力 、 生 存 率 を 増 す 能 力 、 ア ポ ト ー シ ス を 阻 止 す る 能 力 、 あ る い は 、 動 物 お よ び ヒ ト に
お い て 腫 瘍 成 長 を 誘 発 す る 能 力 を 含 め た 、 PCDGFの 正 常 な 生 物 活 性 を 抑 制 ま た は 阻 止 す る
能 力 を 持 つ 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 我 々 は 、 PCDGFの 生 物 活 性 を 妨 害 す る た め の も う 一 つ の 有 用 な 標 的 は 、 PCDGF受 容 体 で あ
る こ と を 見 出 し た 。 「 受 容 体 」 と い う 用 語 は 、 一 つ の リ ガ ン ド か ら 別 の リ ガ ン ド へ と シ グ
ナ ル を 伝 達 す る こ と が で き る タ ン パ ク を 指 す 。 一 般 に 、 受 容 体 は 、 細 胞 外 、 膜 貫 通 、 お よ
び 細 胞 内 の 各 ド メ イ ン を 持 つ 膜 貫 通 タ ン パ ク で あ る 。 例 え ば 、 成 長 因 子 の よ う な リ ガ ン ド
は 、 そ の 受 容 体 の 細 胞 外 ド メ イ ン に 結 合 す る こ と が 可 能 で 、 そ れ に よ っ て 受 容 体 は 立 体 配
置 を 変 化 さ せ る 。 立 体 配 置 を 変 更 さ れ た 細 胞 内 ド メ イ ン は 、 細 胞 内 分 子 と 結 合 す る こ と が
可 能 と な り 、 こ の 分 子 は シ グ ナ ル を 、 別 の 細 胞 位 置 に い る 別 の 分 子 （ 例 え ば 、 核 転 写 因 子
） に 伝 達 す る 。 受 容 体 の 生 物 活 性 を 妨 害 す る こ と は 、 細 胞 外 リ ガ ン ド か ら 細 胞 内 リ ガ ン ド
へ の シ グ ナ ル 連 鎖 を 断 つ こ と で あ る 。 別 に 、 受 容 体 を 標 的 と す る 分 子 は 、 あ る 特 定 の 受 容
体 を 発 現 す る 細 胞 を 不 活 性 化 ま た は 破 壊 す る よ う に 設 計 す る こ と が 可 能 で あ る （ 例 え ば 、
細 胞 傷 害 性 分 子 を 抗 受 容 体 抗 体 に 連 結 さ せ る ） 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 我 々 は 最 初 に 、 米 国 特 許 第 6,309,826号 に お い て 、 ミ ン ク 肺 上 皮 細 胞 系 統 CCL64を 用 い て
PCDGF受 容 体 の 存 在 を 証 明 し た 。 1 2 5 I-PCDGFの 結 合 に 関 す る ス カ ッ チ ャ ー ド 分 析 に よ っ て
、 2ク ラ ス の 細 胞 表 面 受 容 体 の 存 在 が 明 ら か に さ れ た 。 す な わ ち 、 Kdが 4.3± 1.5ｘ 10 - 1 1 M
で 560± 170部 位 ／ 細 胞 の 高 親 和 ク ラ ス 、 お よ び 、 Kdが 3.9± 1.9ｘ 10 - 9 Mで 17,000± 5900部
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位 ／ 細 胞 の 低 親 和 ク ラ ス で あ る 。 架 橋 実 験 お よ び オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー 分 析 か ら 、 分 子
量 190-195kDaを 持 つ 一 つ の 大 き な 架 橋 バ ン ド の 存 在 が 明 ら か に さ れ た 。 こ れ は 、 大 バ ン ド
に お い て 未 結 合 受 容 体 の 約 110kDaの 分 子 量 に 対 応 す る 。 我 々 は 、 PCDGF受 容 体 は 、 チ ロ シ
ン キ ナ ー ゼ フ ァ ミ リ ー の 受 容 体 で あ る こ と を 示 し た 。 PCDGFが 細 胞 表 面 に 結 合 す る と 、 PCD
GF受 容 体 は 、 チ ロ シ ン 残 基 の リ ン 酸 化 に よ っ て 活 性 化 さ れ 、 IRS-1, SHC、 お よ び Grb2を 含
め た い く つ か の シ グ ナ ル 分 子 の リ ン 酸 化 を 招 き 、 こ れ が MAPキ ナ ー ゼ ERK-2の 活 性 化 を も た
ら す 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 抗 体 と い う 用 語 は 、 ヒ ト お よ び 非 ヒ ト ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 、 ヒ ト お よ
び 非 ヒ ト モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 （ ｍ Ab） ,キ メ ラ 抗 体 、 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 （ 抗 IdAb） 、
中 和 抗 体 、 非 中 和 抗 体 、 お よ び 、 ヒ ト 化 抗 体 を 含 む が 、 た だ し そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 ポ
リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 は 、 抗 原 に よ っ て 免 疫 化 さ れ た 動 物 の 血 清 か ら 、 ま た は 、 ニ ワ ト リ 卵 か
ら 得 ら れ る ヘ テ ロ な 抗 体 分 子 か ら 成 る 集 団 で あ る 。 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 （ ” mAb” ） は 、
特 定 の 抗 原 に 対 す る 抗 体 か ら 成 る 実 質 的 に 均 一 な 集 団 で あ る 。 ｍ Abは 、 適 切 で あ れ ば ど の
よ う な 方 法 で 獲 得 さ れ た も の で あ っ て も よ い 。 そ の よ う な 抗 体 は 、 IgG、 IgM、 IgE、 IgA、
IgDを 含 め た 、 ど の 免 疫 学 的 ク ラ ス 、 お よ び サ ブ ク ラ ス の も の で あ っ て も よ い 。 PCDGF受 容
体 に 対 す る ヒ ト お よ び 非 ヒ ト 抗 体 を 生 産 す る ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 イ ン ビ ト ロ で 、 ま た は イ
ン ビ ボ で 培 養 し て よ い 。 大 量 の mAbの 生 産 の た め に は 、 イ ン ビ ボ が 現 在 の と こ ろ 好 ま し い
生 産 法 で あ る 。 簡 単 に 言 う と 、 個 別 の ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 得 ら れ た 細 胞 を 、 早 期 に 体 性 を
整 え さ せ た Balb/cマ ウ ス ま た は ヌ ー ド マ ウ ス の 腹 腔 内 に 注 入 す る と 、 所 望 の mAbを 高 濃 度
に 含 む 腹 水 液 を 生 産 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ｍ Abは 、 こ の よ う な 腹 水 液 か ら 、 ま た は 、 培
養 上 清 か ら 、 従 来 技 術 で 既 知 の 様 々 な ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 方 法 を 用 い て 精 製 す る こ と が 可
能 で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 ヒ ト PCDGF受 容 体 に 対 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 は 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 を 発
現 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 免 疫 化 す る こ と に よ っ て 調 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。
こ の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 か ら 得 ら れ た リ ン パ 球 に よ っ て 生 産 さ れ る ハ イ ブ リ ド ー マ は
、 マ ウ ス 免 疫 グ ロ ブ リ ン で は な く 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 生 産 す る 。 大 抵 の モ ノ ク ロ ナ ー
ル 抗 体 は 、 げ っ 歯 類 お よ び 他 の 非 ヒ ト 供 給 源 か ら 得 ら れ る の で あ る か ら 、 そ の 臨 床 効 果 は
、 ヒ ト に 投 与 さ れ た 場 合 の げ っ 歯 類 ｍ Abの 免 疫 原 性 、 エ フ ェ ク タ ー 召 集 機 能 の 貧 弱 性 、 お
よ び 、 血 清 か ら の 急 速 な 排 除 に よ っ て 比 較 的 限 定 さ れ た も の と な る 可 能 性 が あ る 。 こ れ ら
の 問 題 を 回 避 す る た め に 、 げ っ 歯 類 抗 体 の 抗 原 結 合 性 を 、 ヒ ト 化 と 呼 ば れ る 過 程 を 通 じ て
、 ヒ ト 抗 体 に 付 与 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ヒ ト 化 抗 体 は 、 ヒ ト 抗 体 の 枠 組 み に 移 植 し た 、
親 の げ っ 歯 類 ｍ Abの 少 な く と も 6個 の 相 補 性 決 定 領 域 （ CDR） の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。 ヒ ト
化 抗 体 に お け る 非 ヒ ト 配 列 含 有 量 を 低 レ ベ ル （ 約 5%） と す る こ と は 、 ヒ ト に お け る 免 疫 原
性 下 げ る 点 で も 、 血 清 半 減 期 を 延 長 す る 点 で も 効 果 的 で あ る こ と が 判 明 し て い る 。 モ ノ ク
ロ ナ ー ル 抗 体 の ヒ ト 化 の た め に 行 わ れ る 一 価 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ お よ び 組 み 合 わ せ ラ イ
ブ ラ リ ー 戦 略 は 従 来 技 術 で 既 知 で あ る 。 ヒ ト 化 抗 体 、 お よ び 前 述 の よ う に し て ト ラ ン ス ジ
ェ ニ ッ ク 動 物 を 通 じ て 生 成 さ れ る ヒ ト 抗 体 は 、 ガ ン を 含 め た 病 気 の 治 療 に 利 用 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 キ メ ラ 抗 体 は 、 異 な る 動 物 種 由 来 の 異 な る 部 分 を 有 す る 。 例 え ば 、 キ メ ラ 抗 体 は 、 げ っ
歯 類 ｍ Abの 可 変 領 域 、 お よ び 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 定 常 領 域 を 持 つ こ と が あ る 。 キ メ ラ
抗 体 と 、 そ の 生 産 法 も 従 来 技 術 に 熟 練 し た 当 業 者 に は 既 知 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 ハ イ ブ リ ド ー マ 上 清 を 、 従 来 技 術 で よ く 知 ら れ る ド ッ ト ブ ロ ッ ト お よ び 標 準 的 イ ム ノ ア
ッ セ イ （ ELAま た は ELISA） を 含 め た イ ム ノ ア ッ セ イ か ら 選 ば れ る 任 意 の 数 の ア ッ セ イ に よ
っ て 、 PCDGF受 容 体 に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 の 有 無 に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ し て も よ い 。 一
旦 上 清 が 興 味 の 抗 体 を 含 む こ と が 特 定 さ れ た な ら ば 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ っ て さ ら に
ス ク リ ー ニ ン グ し て そ の 抗 体 が 結 合 す る 抗 原 の サ イ ズ を 特 定 し て も よ い 。 従 来 技 術 に 通 常
に 熟 達 し て い る 当 業 者 で あ れ ば 、 本 明 細 書 の 教 示 を 示 さ れ れ ば 、 面 倒 な 実 験 を せ ず と も 、
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所 望 の ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 ま た は ｍ Abを 得 る よ う に ハ イ ブ リ ド ー マ を 調 製 し ス ク リ ー ニ ン
グ す る こ と が 可 能 で あ ろ う 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の あ る 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 動 物 を PCDGFで 免 疫 化 し 、 そ の 動 物 に 抗 ID PCDGF
抗 体 を 生 産 さ せ 、 こ の 免 疫 化 マ ウ ス の 脾 臓 細 胞 を 利 用 し て 抗 PCDGF受 容 体 抗 体 の ス ク リ ー
ニ ン グ を 可 能 と す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 統 を 生 産 す る こ と に よ っ て 、 抗 PCDGF受 容 体 抗
体 を 製 造 す る こ と が 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,144,010号 参 照 。 な お 、 本 特 許 の
全 体 を 参 照 す る こ と に よ り 本 明 細 書 に 含 め る 。 例 え ば 、 抗 PCDGF受 容 体 抗 体 は 、 (a)動 物 （
例 え ば 、 マ ウ ス 、 ウ サ ギ ） に PCDGFの 有 効 量 を 注 入 し 、 免 疫 反 応 を 惹 起 す る こ と ； (b)動 物
か ら 周 期 的 に 血 液 サ ン プ ル を 収 集 す る こ と ； (c)血 液 サ ン プ ル を ス ク リ ー ニ ン グ し て 、 動
物 が 、 PCDGFに 向 け た 抗 体 、 お よ び ／ ま た は 、 PCDGF受 容 体 に 対 す る 抗 体 を 製 造 し て い る か
ど う か を 判 定 す る こ と ； (d)動 物 が 抗 PCDGF抗 体 を 製 造 す る こ と を 止 め 、 抗 PCDGF受 容 体 抗
体 を 連 続 製 造 す る よ う に な っ た 後 に ハ イ ブ リ ド ー マ を 製 造 す る こ と （ 例 え ば 、 動 物 の 脾 臓
細 胞 を 骨 髄 腫 細 胞 と 融 合 す る ） ； (e)選 択 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 統 に よ っ て 生 産 さ
れ る 抗 PCDGF受 容 体 抗 体 を 精 製 す る こ と に よ っ て 製 造 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 最 初 は 、 動 物 は 、 抗 PCDGF抗 体 を 生 産 す る こ と に よ っ て 反 応 す る 。 抗 体 価 の 高 い 抗 PCDGF
 IgGの 出 現 後 約 15か ら 30日 後 に 、 動 物 は 、 抗 PCDGF抗 体 に 対 す る 抗 体 を 生 産 し 、 抗 PCDGF抗
体 の 生 産 を 停 止 、 ま た は 低 下 さ せ る 。 例 え ば 、 動 物 （ 例 え ば 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ ）
に 、 約 10か ら 約 100 μ gの 精 製 PCDGF（ 例 え ば 、 組 み 換 え PCDGF） を 注 入 す る こ と が 可 能 で
あ る 。 動 物 に は 、 約 30か ら 60日 の 経 過 の 際 に 約 3か ら 5回 PCDGFを 注 入 し て も よ い 。 抗 Id PC
DGFの 抗 体 価 は 、 血 液 サ ン プ ル （ 例 え ば 、 尾 部 出 血 ） を 、 高 レ ベ ル の PCDGF受 容 体 を 発 現 す
る 細 胞 （ 例 え ば 、 C57MG、 1246、 PC細 胞 、 CCL64） に 対 し て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ
て 監 視 す る こ と が 可 能 で あ る 。 高 抗 体 価 の 抗 PCDGF抗 体 が 形 成 さ れ て 約 15か ら 30日 後 に 、
抗 Id抗 体 が 動 物 に よ っ て 生 産 さ れ る 。 免 疫 化 さ れ た マ ウ ス の 脾 臓 細 胞 を 用 い て 、 抗 PCDGF
受 容 体 抗 体 を 分 泌 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 生 産 す る こ と が 可 能 で あ る 。 抗 PCDGF受 容 体 抗 体
は 、 プ ロ テ イ ン Aま た は プ ロ テ イ ン Gア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム に よ る 精 製
を 含 む が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ な い 、 い く つ か の 十 分 に 確 立 し た 方 法 に よ っ て ハ イ ブ リ ド ー
マ 細 胞 か ら 精 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 別 に 、 抗 PCDGF抗 体 を 用 い て 、 適 当 な 動 物 に ヒ ト お よ び 非 ヒ ト 抗 IdAbを 誘 発 す る こ と が
可 能 で あ る 。 動 物 を 抗 PCDGF抗 体 に よ っ て 免 疫 化 す る こ と が 可 能 で あ り 、 そ し て 動 物 は 抗 P
CDGF抗 体 に 対 す る 抗 体 を 生 産 す る こ と と な る 。 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 PCDGF受 容 体 抗 体 を 製
造 す る の に 使 用 が 可 能 な 抗 PCDGF抗 体 と し て は 、 6B3、 6B2, 6C12, 5B4, 5G6, 4D1, 3F8, 3
F5, 3F4、 3G2, お よ び 2A5が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら の PCDGF抗 体 を 生 産 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細
胞 系 統 は 、 ア メ リ カ 標 準 培 養 株 保 存 施 設 （ ATCC） 、 10801 University Blvd., Manassas, 
VA, VA20110-2209に 預 託 さ れ て お り 、 下 記 の 表 示 を 持 つ 。 す な わ ち 、 6B3ハ イ ブ リ ド ー マ
細 胞 系 統 （ ATCCア ク セ ス 番 号 PTA-5262） 、 6B2ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 統 （ ATCCア ク セ ス 番
号 PTA-5261） 、 6C12ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 統 （ ATCCア ク セ ス 番 号 PTA-5597） 、 5B4ハ イ ブ
リ ド ー マ 細 胞 系 統 （ ATCCア ク セ ス 番 号 PTA-5260） 、 5G6ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 統 (ATCCア ク
セ ス 番 号 PTA-5595)、 4D1ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 統 （ ATCCア ク セ ス 番 号 PTA-5593） 、 3F8ハ
イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 統 （ ATCCア ク セ ス 番 号 PTA-5591） 、 3F5ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 統 （ ATC
Cア ク セ ス 番 号 PTA-5259） ,3F4ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 （ ATCCア ク セ ス 番 号 PTA-5590） 、 3G2ハ
イ ブ リ ド ー マ 細 胞 （ ATCCア ク セ ス 番 号 PTA-5592） 、 お よ び 、 2A5ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 統
（ ATCCア ク セ ス 番 号 PTA-5589） で あ る 。 上 に 参 照 し た ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 統 は そ れ ぞ れ
、 そ の 細 胞 系 統 を DMEMプ ラ ス 10%FBSの 中 に 、 所 望 の 量 の 抗 PCDGF抗 体 が 細 胞 培 養 液 に 分 泌
さ れ る ま で 維 持 す る こ と に よ っ て 、 表 示 の 抗 PCDGF抗 体 を 発 現 す る よ う に 誘 導 す る こ と が
可 能 で あ る 。 抗 PCDGF抗 体 は 、 プ ロ テ イ ン Aま た は プ ロ テ イ ン Gア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー カ ラ ム に よ る 精 製 の よ う な 十 分 に 確 立 し た 方 法 に よ っ て ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 か ら
精 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。 こ の 抗 PCDGF抗 体 は 、 例 え ば 、 PCDGFの 存 在 を 検 出 す る 、 腫 瘍
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形 成 性 を 診 断 す る 、 お よ び ／ ま た は 、 米 国 特 許 第 6,309,826号 に 記 載 さ れ て い る よ う に 腫
瘍 細 胞 増 殖 を 抑 制 す る の に 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 PCDGF受 容 体 を 過 剰 に 発 現 す る 細 胞 は ま た 、 動 物 に お い て 、 ヒ ト お よ び 非 ヒ ト 抗 PCDGF抗
体 を 誘 発 す る た め の 抗 原 と し て 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 動 物 を 、 PCDGF受 容 体 を 過 剰
発 現 す る 全 体 細 胞 （ 例 え ば 、 C57MG、 1246、 PC細 胞 、 CCL64細 胞 ） 、 ま た は 細 胞 分 画 （ 例 え
ば 、 膜 ） で 免 疫 化 す る こ と が 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 百 万 か 千 万 個 の 細 胞 を 適 当 な 動 物 に 注
入 し て も よ い 。 抗 PCDGFの 抗 体 価 は 、 血 液 サ ン プ ル （ 例 え ば 、 尾 部 出 血 ） を 、 高 レ ベ ル の P
CDGF受 容 体 を 発 現 す る 細 胞 （ 例 え ば 、 C57MG、 1246、 PC細 胞 、 CCL64） に 対 し て ス ク リ ー ニ
ン グ す る こ と に よ っ て 監 視 す る こ と が 可 能 で あ る 。 免 疫 化 マ ウ ス の 脾 臓 細 胞 を 用 い て 、 抗
PCDGF受 容 体 抗 体 を 分 泌 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 生 産 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ハ イ ブ リ ド ー
マ の 培 養 上 清 を 、 酵 素 免 疫 測 定 法 （ ELISA） に よ っ て ガ ン 細 胞 に 対 し て ス ク リ ー ニ ン グ す
る こ と も 可 能 で あ る 。 抗 PCDGF受 容 体 抗 体 は 、 PCDGF受 容 体 を 過 剰 発 現 す る 細 胞 へ の 表 面 結
合 を 求 め て 精 製 PCDGFと 競 合 す る 。 選 択 さ れ た 抗 PCDGF受 容 体 抗 体 は 、 プ ロ テ イ ン Aま た は
プ ロ テ イ ン Gア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム に よ る 精 製 を 含 む が そ れ ら に 限 定
さ れ な い 、 い く つ か の 十 分 に 確 立 し た 方 法 に よ っ て ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 か ら 精 製 す る こ と
が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 抗 体 と い う 用 語 は ま た 、 無 処 置 の 分 子 と 同 様 、 抗 原 と 結 合 が 可 能 な そ の 断 片 、 例 え ば 、
Fabお よ び F(ab’ )2断 片 も 含 む こ と が 意 図 さ れ る 。 Fabお よ び F(ab’ )2断 片 は 、 無 処 置 の 元
の Fc断 片 を 欠 き 、 無 処 置 の 抗 体 よ り も 循 環 か ら 速 や か に 排 除 さ れ 、 組 織 結 合 の 特 異 性 は 低
い 。 こ の よ う な 断 片 は 、 通 常 、 パ パ イ ン （ Fab断 片 を 生 成 ） や ペ プ シ ン （ F(ab’ )2を 生 成
） の よ う な 酵 素 に よ る タ ン パ ク 分 解 切 断 に よ っ て 生 産 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の 一 つ の 実 施 態 様 は 、 PCDGF受 容 体 を 発 現 す る 細 胞 表 面 に 結 合 し 、 PCDGFの PCDGF
受 容 体 に 対 す る 結 合 を 妨 害 す る こ と が 可 能 な 抗 体 、 ま た は 抗 体 断 片 を 含 む 、 抗 腫 瘍 組 成 物
を 提 供 す る 。 こ の 抗 PCDGF受 容 体 抗 体 は 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 で あ っ て も よ い 。 抗 PCDGF受
容 体 抗 体 6G8、 4H1、 2C1、 5A8、 2F8お よ び 2B12は 、 マ ウ ス を PCDGFに よ っ て 免 疫 化 す る こ と
に よ っ て 製 造 さ れ る 抗 イ デ ィ タ イ プ 抗 体 の 例 で あ る 。 こ れ ら の 抗 PCDGF受 容 体 抗 体 を 生 産
す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 統 は 、 ア メ リ カ 標 準 培 養 株 保 存 施 設 （ ATCC） に 預 託 さ れ て お り
、 下 記 の 表 示 を 持 つ 、 す な わ ち 、 6G8（ ATCCア ク セ ス 番 号 PTA-5263） お よ び 5A8（ ATCCア ク
セ ス 番 号 PTA-5594） 。 上 に 参 照 し た ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 統 は 、 そ の 細 胞 系 統 を 、 DMEMプ
ラ ス 10%FBS中 に 、 所 望 の 量 の 抗 PCDGF受 容 体 抗 体 が 細 胞 か ら 細 胞 培 養 液 中 に 分 泌 さ れ る ま
で 維 持 す る こ と に よ っ て 誘 導 す る こ と が 可 能 で あ る 。 抗 PCDGF受 容 体 抗 体 は 、 プ ロ テ イ ン A
ま た は プ ロ テ イ ン Gカ ラ ム に よ る ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の よ う な － と い っ て
、 そ れ ら に 限 定 さ れ な い が － い く つ か の 十 分 に 確 立 し た 方 法 に よ っ て 細 胞 培 養 液 か ら 精 製
す る こ と が 可 能 で あ る 。 他 の 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 も 前 述 の よ う に し て 調 製 す る こ と が 可
能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 場 合 、 「 結 合 」 と い う 用 語 は 、 一 つ の 分 子 と も う 一 つ の 分 子 の 間 の 、
特 異 的 ま た は 非 特 異 的 相 互 作 用 を 指 す 。 「 結 合 」 の 例 と し て は 、 抗 体 の 抗 原 結 合 部 位 と 、
そ の 抗 原 の 抗 原 決 定 基 の 間 の 直 接 相 互 作 用 、 ま た は 、 分 子 同 士 の 非 特 異 的 会 合 （ 例 え ば 、
局 地 的 共 存 、 静 電 的 相 互 作 用 、 お よ び 相 相 互 作 用 ） が 挙 げ ら れ る が 、 た だ し そ れ ら に 限 定
さ れ な い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 「 接 触 」 と い う 用 語 は 、 細 胞 の 環 境 に 抗 PCDGF受 容 体 抗 体 を 供 給 し 、 そ の た め に 、 そ の
抗 PCDGF受 容 体 抗 体 が 、 そ の 表 面 に PCDGF受 容 体 を 持 つ 細 胞 に 対 し て 結 合 可 能 と な る 、 そ の
よ う な 供 給 を 指 す 。 例 え ば 、 抗 PCDGF受 容 体 抗 体 を 直 接 腫 瘍 に 注 入 し 、 そ の た め に 抗 体 が
腫 瘍 の 中 に 拡 散 す る 注 入 は 、 そ の 抗 PCDGF受 容 体 抗 体 が 細 胞 表 面 の 受 容 体 に 結 合 し た か 否
か に 関 わ ら ず 、 細 胞 に 抗 PCDGF受 容 器 抗 体 を 「 接 触 さ せ た 」 と 考 え ら れ る 。
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【 ０ ０ ２ ９ 】

　 抗 PCDGF受 容 体 抗 体 は 、 イ ン ビ ト ロ 、 イ ン ビ ボ い ず れ で も 細 胞 に 供 給 す る こ と が 可 能 で
あ る 。 イ ン ビ ト ロ 応 用 で は 、 抗 PCDGF受 容 体 抗 体 は 、 通 常 、 約 0.01 ngか ら 約 500 μ g/ml、
好 ま し く は 約 10 ngか ら 約 100 μ g/mlの 範 囲 の 濃 度 で 細 胞 培 養 液 に 添 加 す る こ と が 可 能 で
あ る 。 抗 体 は 、 単 独 で 、 ま た は 、 同 じ 病 気 に 向 け ら れ た 他 の 治 療 薬 と 共 に 投 与 さ れ て も よ
い 。 細 胞 は 、 抗 PCDGF受 容 体 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 を コ ー ド す る DNAま た は RNA、 あ る い は 、
そ の よ う な DNAま た は RNA配 列 を 含 む ベ ク タ ー で ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る こ と も 可 能 で あ る 。
ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 は 、 任 意 の 適 当 な 技 術 を 用 い て （ 例 え ば 、 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー 、 お
よ び 多 数 プ ラ ス ミ ド コ ピ ー ） 、 抗 PCDGF受 容 体 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 を 製 造 す る よ う に 誘 導
す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 抗 PCDGF受 容 体 抗 体 組 成 物 は ま た 、 体 外 法 を 用 い て 細 胞 に 投 与 す る こ と も 可 能 で あ る 。
腫 瘍 形 成 細 胞 ま た は 正 常 細 胞 を 被 験 体 （ 例 え ば 、 ヒ ト 、 イ ヌ 、 ウ シ 、 ヤ ギ 、 マ ウ ス 、 ラ ッ
ト 、 ウ サ ギ 、 ウ マ 、 ま た は ニ ワ ト リ ） か ら 取 り 出 し 、 培 養 す る こ と が 可 能 で あ る 。 こ の 細
胞 を 、 抗 PCDGF受 容 体 抗 体 を コ ー ド す る DNAま た は RNAで ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 抗 PCDGF受 容
体 抗 体 を 生 産 す る よ う に 誘 導 す る 。 次 に 、 こ の ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 を 、 PCDGF活 性 を 抑
制 し 、 腫 瘍 細 胞 増 殖 を 抑 え る た め に 、 被 験 体 に 再 導 入 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 イ ン ビ ボ 応 用 で は 、 抗 PCDGF受 容 体 抗 体 を 、 様 々 な 投 与 ル ー ト お よ び 剤 形 に て 被 験 体 に
供 給 す る こ と が 可 能 で あ る 。 PCDGF発 現 増 加 に 関 連 す る 疾 病 に 罹 患 し て い る 被 験 体 は 、 好
ま し く は ヒ ト の 被 験 者 は 、 抗 PCDGF受 容 体 抗 体 ま た は 断 片 に よ っ て 治 療 さ れ る 。 別 に 、 被
験 者 の 細 胞 は 、 抗 PCDGF受 容 体 抗 体 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は そ の 断 片 に よ
っ て ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ る 。 典 型 的 治 療 ス ケ ジ ュ ー ル は 、 抗 PCDGF受 容 体 抗 体 の 有 効 量
を 、 1ま た は 数 週 、 お よ び 、 約 1か ら 6ヶ 月 の 間 を 含 む 期 間 に 渡 っ て 投 与 す る こ と を 含 む 。
本 発 明 の 抗 体 は 、 そ の 意 図 し た 目 的 を 実 現 す る も の で あ れ ば 、 ど の よ う な 手 段 を 用 い て 投
与 し て も よ い 。 例 え ば 、 投 与 は 、 皮 下 、 静 脈 内 、 皮 内 、 筋 肉 内 、 腹 腔 内 、 お よ び 経 口 を 含
む が そ れ ら に 限 定 さ れ な い 、 各 種 ル ー ト を 通 じ て 行 わ れ て よ い 。 非 経 口 投 与 は 、 ボ ー ラ ス
投 与 で も 、 あ る い は 、 時 間 を か け た 低 速 の 輸 液 で も よ い 。 非 経 口 投 与 用 製 剤 と し て は 、 無
菌 の 水 性 、 ま た は 非 水 性 溶 液 、 懸 濁 液 、 お よ び 乳 剤 が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら の 製 剤 は 、 従 来
技 術 で 既 知 の 補 助 剤 ま た は 賦 形 剤 を 含 ん で も よ い 。 錠 剤 や カ プ セ ル の よ う な 製 薬 組 成 物 も
、 通 例 法 に 従 っ て 調 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。 用 量 は 、 受 容 者 （ レ シ ピ エ ン ト ） の 年 齢 、
性 別 、 お よ び 体 重 、 も し あ れ ば 同 時 治 療 の 種 類 、 投 薬 の 頻 度 、 お よ び 、 所 望 の 効 果 の 性 質
に 依 存 す る こ と が 理 解 さ れ る 。 後 述 す る 効 果 的 用 量 の 範 囲 は 、 本 発 明 を 限 定 す る こ と を 意
図 す る も の で は な く 、 単 に 例 示 の 用 量 範 囲 を 表 す も の で あ る に 過 ぎ な い 。 し か し な が ら 、
も っ と も 好 ま し い 用 量 は 、 理 解 さ れ る よ う に 、 個 々 の 被 験 体 に 合 わ せ て 調 節 さ れ る が 、 本
明 細 書 の 教 示 を 与 え ら れ れ ば 、 従 来 技 術 に 通 常 に 熟 達 し て い る 当 業 者 で あ れ ば 決 定 可 能 で
あ る 。 各 治 療 に 必 要 な 合 計 用 量 は 、 複 数 用 量 と し て 、 ま た は 、 単 一 用 量 と し て 投 与 が 可 能
で あ る 。 抗 体 の 有 効 用 量 は 、 通 常 、 約 0.01 ngか ら 約 500 μ g/ml、 好 ま し く は 約 10 ngか ら
約 100 μ g/mlで あ る 。 抗 体 は 、 単 独 で 、 ま た は 、 同 じ 病 気 に 向 け ら れ た 他 の 治 療 薬 と 共 に
投 与 さ れ て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 図 1お よ び 2に 示 す よ う に 、 抗 PCDGF受 容 体 抗 体 は 、 MCF-7乳 ガ ン 細 胞 の 表 面 に 結 合 す る 。
免 疫 染 色 ア ッ セ イ で は 、 6G8, 2F8, 5A8, 1E1, 2C1、 お よ び 3B3と 表 示 さ れ る 抗 PCDGF受 容
体 抗 体 を 、 96ウ ェ ル プ レ ー ト に お い て MCF-7細 胞 に 加 え 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ H
RP） に 連 結 さ れ た 二 次 抗 体 と イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 結 果 は 、 抗 PCDGF受 容 体 抗 体 は 、 MCF-7
細 胞 の 表 面 に 強 力 に 結 合 す る こ と を 示 し た （ 図 1） 。 図 2は 、 抗 PCDGF受 容 体 抗 体 が MCF-7細
胞 の 細 胞 表 面 を 染 め る と こ ろ を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 図 3に 示 す よ う に 、 抗 PCDGF受 容 体 抗 体 6G8, 4H1, 2C1, 5A8, 2F8、 お よ び 2B12は 、 ELISA
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（ 酵 素 免 疫 測 定 法 ） に お い て 精 製 PCDGFに 結 合 し な い 。 一 方 、 抗 PCDGF抗 体 6B3は PCDGFに 結
合 す る 。 従 っ て 、 抗 PCDGF受 容 体 抗 体 は PCDGFに は 結 合 し な い 。
【 ０ ０ ３ ４ 】

　 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 PCDGF受 容 体 抗 体 は 、 PCDGF誘 発 性 サ イ ク リ ン D1発 現 を 特 異 的
に 阻 止 す る 。 図 4に 示 す よ う に 、 PCDGFと エ ス ト ラ ジ オ ー ル は い ず れ も 、 MCF-7細 胞 に お い
て サ ク リ ン D1発 現 を 刺 激 す る 。 抗 PCDGF受 容 体 抗 体 6G8は 、 PCDGF誘 発 性 サ イ ク リ ン D1発 現
を 特 異 的 に 阻 止 す る が 、 エ ス ト ラ ジ オ ー ル 誘 発 性 サ イ ク リ ン D1発 現 は 阻 止 し な い 。 図 4の
レ ー ン ４ と 5を 比 較 さ れ た い 。 図 5は 、 抗 PCDGF受 容 体 抗 体 5B4が 、 MCF-7細 胞 に お い て 、 PCD
GF誘 発 性 サ イ ク リ ン D1発 現 を 特 異 的 に 阻 止 す る と こ ろ を 示 す 。 抗 PCDGF受 容 体 抗 体 は ま た
、 MAPKの PCDGF誘 発 性 リ ン 酸 化 を も 阻 止 す る 。 図 6に 示 す よ う に 、 抗 フ ォ ス フ ォ p44/p42抗
体 に よ る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 、 PCDGFは MAPKの リ ン 酸 化 を 誘 発 す る （ レ ー ン 2）
。 抗 PCDGF受 容 体 抗 体 （ 例 え ば 6G8） の 添 加 は 、 MAPKの PCDGF誘 発 性 リ ン 酸 化 を 阻 止 す る （
レ ー ン 4） 。 抗 PCDGF抗 体 単 独 で は 、 MAPKの リ ン 酸 化 を 誘 発 し な い 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 理 論 に 拘 束 さ れ る こ と を 望 む も の で は な い が 、 抗 PCDGF受 容 体 抗 体 は PCDGFに は 結 合 し な
い が （ 図 1お よ び 2） 、 細 胞 表 面 に 結 合 し て PCDGF誘 発 性 生 物 活 性 （ 例 え ば 、 サ イ ク リ ン D1
の 誘 発 お よ び MAPKの リ ン 酸 化 ） を 阻 止 す る の で あ る か ら 、 我 々 は 、 こ の 抗 PCDGF受 容 体 抗
体 は 、 PCDGF受 容 体 に 特 異 的 に 結 合 す る と 考 え る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 抗 PCDGF受 容 体 抗 体 は 、 腫 瘍 形 成 細 胞 に は 結 合 可 能 で あ る が 、 正 常 細 胞 に は 結 合 し な い
。 図 7に 示 す よ う に 、 抗 PCDGF受 容 体 抗 体 は 、 10マ イ ク ロ グ ラ ム ／ mlの 6G8抗 PCDGF受 容 体 抗
体 を 用 い た 免 疫 染 色 プ ロ ト コ ー ル に お い て 、 乳 ガ ン 組 織 に は 強 力 に 結 合 す る が （ パ ネ ル B
お よ び C） 、 正 常 組 織 に は 結 合 し な い （ パ ネ ル A） 。 従 っ て 、 抗 PCDGF受 容 体 抗 体 は 、 組 織
サ ン プ ル ま た は 生 検 に お け る PCDGF受 容 体 の レ ベ ル を 、 正 常 組 織 に お け る PCDGF受 容 体 の レ
ベ ル と 比 較 す る こ と に よ っ て 、 腫 瘍 形 成 性 を 診 断 す る の に も 使 用 す る こ と が で き る 。 PCDG
F受 容 体 の レ ベ ル の 上 昇 は 、 細 胞 が 腫 瘍 形 成 傾 向 を 持 つ こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 の あ る 好 ま し い 実 施 態 様 に よ れ ば 、 抗 PCDGF受 容 体 抗 体 は 、 腫 瘍 形 成 細 胞 の 増 殖
を 抑 え る の に 利 用 さ れ る 。 図 8に 示 す よ う に 、 抗 PCDGF受 容 体 抗 体 は 、 最 大 約 60%ま で ヒ ト
乳 ガ ン 細 胞 の 増 殖 を 抑 え る こ と が 判 明 し た （ 6G8） 。 抗 PCDGF受 容 体 抗 体 は 、 本 発 明 の 別 の
実 施 態 様 に 従 っ て 用 い ら れ 、 細 胞 を 、 抗 PCDGF受 容 体 抗 体 の 有 効 量 と 接 触 さ せ る こ と に よ
っ て 腫 瘍 形 成 細 胞 の 増 殖 を 抑 え た 。 抗 PCDGF受 容 体 抗 体 の 有 効 量 は 、 通 常 、 約 0.01 ngか ら
約 500 μ g/ml、 好 ま し く は 約 10 ngか ら 約 100 μ g/mlの 範 囲 で あ る 。 「 腫 瘍 形 成 細 胞 」 は
、 血 液 、 脳 脊 髄 液 、 血 清 、 血 漿 、 尿 、 乳 首 吸 引 標 本 、 肝 臓 、 腎 臓 、 乳 房 、 骨 、 骨 髄 、 睾 丸
、 脳 、 卵 巣 、 皮 膚 、 前 立 腺 、 結 腸 ／ 直 腸 、 胃 、 子 宮 頸 部 、 子 宮 内 膜 、 膵 臓 、 鼻 咽 頭 、 神 経
、 お よ び 肺 由 来 の 細 胞 を 含 む が 、 た だ し そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 の 教 示 を 特 定 の 問 題 ま た は 環 境 に 応 用 す る こ と は 、 本 明 細 書 に 含 ま れ る 教 示 に 照
ら せ ば 、 従 来 技 術 に 通 常 に 熟 練 し た 当 業 者 の 能 力 の 範 囲 内 に あ る こ と を 理 解 す べ き で あ る
。 本 発 明 は 、 下 記 の 非 限 定 的 実 施 例 に よ っ て さ ら に 十 分 に 例 示 さ れ る 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ３ ９ 】
ヒ ト 乳 ガ ン 細 胞 MCF-7細 胞 系 統 に お け る PCDGF受 容 体 抗 体 の 細 胞 表 面 染 色
　 1x10 5 個 ／ ウ ェ ル の MCF-7細 胞 を 96ウ ェ ル プ レ ー ト に 撒 き 、 5%CO 2 中 に て 37℃ で 一 晩 イ ン
キ ュ ベ ー ト し た 。 精 製 抗 id-PCDGFｍ Aｂ  6G8, 2F8, 1E1, 2C1、 お よ び 3B2を 、 DMEM, 5%FBS
に て 50 μ g/mlに 希 釈 し た 。 200 μ l/ウ ェ ル の 各 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 （ mAb） を 、 二 重 ウ ェ
ル に 加 え 、 室 温 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に 、 細 胞 を PBSに て 3回 洗 浄 し 、 1:2000希
釈 率 の 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ ” HRP” ） に 接 合 し た ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgGま た は IgM
（ 6G8に 対 し て の み ） と イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 さ ら に PBSに よ る 3回 の 洗 浄 後 、 TMBマ イ ク ロ
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ウ ェ ル 成 分 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 基 質 を 各 ウ ェ ル に 加 え た 。 プ レ ー ト は 、 620ナ ノ メ ー タ の 波
長 に 設 定 さ れ た プ レ ー ト リ ー ダ ー に て 読 み 取 っ た 。 抗 PCDGF受 容 体 抗 体 は MCF-7細 胞 表 面 を
染 め た （ 図 1） 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
抗 PCDGF受 容 体 抗 体 に よ る MCF-7細 胞 の 免 疫 染 色
　 固 定 MCF-7細 胞 を 3%BSA/PBSに て ブ ロ ッ ク し 、 10 μ g/mlの 抗 PCDGF受 容 体 抗 体 6G8と 、 3%B
SA/PBS中 で 25℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 3回 の 洗 浄 後 、 細 胞 を 、 HRP接 合 ヤ ギ 抗 マ ウ
ス IgMと 25℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 さ ら に 1回 の 洗 浄 後 、 細 胞 を HRP基 質 と イ ン キ ュ
ベ ー ト し た 。 MCF-7細 胞 は 6G8に よ っ て 特 異 的 に 染 め ら れ た （ 図 2） 。
【 ０ ０ ４ １ 】
PCDGF受 容 体 抗 体 は 、 乳 ガ ン 細 胞 は 染 め る が 、 正 常 組 織 は 染 め な い
　 正 常 乳 房 の 組 織 切 片 （ 左 下 パ ネ ル ） と 乳 ガ ン の 組 織 切 片 （ 右 上 と 右 下 パ ネ ル ） を 、 前 述
の 免 疫 組 織 化 学 的 技 術 を 用 い て 、 10 μ g/mlの 6G8 mAbに よ っ て 染 色 し た 。 ヒ ト の 正 常 乳 房
組 織 で は 目 立 っ た 染 色 は 観 察 さ れ な か っ た 。 一 方 、 抗 PCDGF受 容 体 抗 体 6G8は 、 図 7に 示 す
よ う に 、 ガ ン 組 織 を 特 異 的 に 染 色 し た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ４ ２ 】
PCDGFに 結 合 し な い PCDGF受 容 体 抗 体
　 精 製 PCDGFタ ン パ ク を PBSで 希 釈 し 、 100 ng／ ウ ェ ル お よ び 50 ng／ ウ ェ ル の 濃 度 で 96ウ
ェ ル ELISAプ レ ー ト に コ ー ト し た 。 こ の 処 置 さ れ た プ レ ー ト を 4℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し
た 。 PBSで 3回 洗 浄 し た 後 、 プ レ ー ト を 、 室 温 で 1時 間 5%脂 肪 無 添 加 ミ ル ク PBSで ブ ロ ッ ク し
た 。 PCDGF受 容 体 ｍ Abの 2 μ g/ml精 製 、 ま た は 1:10希 釈 の BioRx液 を 各 ウ ェ ル に 加 え 、 室 温
で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の プ レ ー ト を PBSで 3回 洗 浄 し 、 さ ら に 1時 間 、 HRP接 合 ヤ
ギ 抗 マ ウ ス IgG二 次 抗 体 と イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 PBSに よ る さ ら に 3回 の 洗 浄 後 、 TMBマ イ ク
ロ ウ ェ ル 1成 分 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 基 質 を 各 ウ ェ ル に 加 え た 。 プ レ ー ト は 、 620ナ ノ メ ー タ の
波 長 に 設 定 さ れ た プ レ ー ト リ ー ダ ー に て 読 み 取 っ た 。 図 3に 示 す よ う に 、 抗 PCDGF受 容 体 抗
体 は PCDGFに は 結 合 し な か っ た 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ０ ４ ３ 】
PCDGF受 容 体 抗 体 6G8は 、 ヒ ト 乳 ガ ン MCF-7細 胞 に お い て PCDGF誘 発 性 サ イ ク リ ン D1発 現 を 抑
制 す る
　 DME/F12培 養 液 プ ラ ス 5%FBSに お い て 、 2x10 5 個 ／ mlの MCF-7細 胞 を 6ウ ェ ル プ レ ー ト に 撒
き 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の 細 胞 培 養 液 を 、 5%木 炭 除 去 処 理 FBSを 添 加 し た フ ェ ノ ー
ル レ ッ ド 無 添 加 DMEM/F12に よ っ て 置 換 し 、 1 μ Mタ モ キ シ フ ェ ン で 48時 間 処 理 す る こ と に
よ り 同 期 化 し た 。 次 に 、 こ の 細 胞 培 養 液 を 、 血 清 無 添 加 、 フ ェ ノ ー ル レ ッ ド 無 添 加 の DME/
F12に よ っ て 置 換 し 、 10 - 9 Mエ ス ト ラ ジ オ ー ル (E2)、 200 ng/ml PCDGF、 ま た は 6G8 (50 μ g
/ml)単 独 、 ま た は E2ま た は PCDGFに て 5時 間 処 理 し た 。 処 理 後 、 細 胞 を 、 RIPAバ ッ フ ァ ー プ
ラ ス プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 に よ っ て 溶 解 し た 。 60 μ gの 全 体 細 胞 溶 解 物 を 10%SDS-PAGEゲ ル
で 展 開 し 、 タ ン パ ク を ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に 電 気 転 送 し た 。 サ イ ク リ ン D1発 現 の ブ ロ ッ ト
検 出 を 、 抗 サ イ ク リ ン D1/2ク ロ ー ン 5D4モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を 用 い て 実 行 し た （ 図 ４ ） 。
図 4に 示 さ れ る よ う に 、 PCDGFま た は E2は MCF-7細 胞 に お い て サ イ ク リ ン D1発 現 を 誘 発 し た
。 抗 PCDGF受 容 体 抗 体 単 独 で は 、 サ イ ク リ ン D1発 現 に 対 し て 目 立 っ た 作 用 を も た ら さ な い
。 し か し な が ら 、 6G8の 添 加 は 、 E2ま た は PCDGFい ず れ に よ っ て 誘 発 さ れ る サ イ ク リ ン D1発
現 も 抑 制 す る 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ０ ４ ４ 】
抗 PCDGF Mab 5B4の 、 サ イ ク リ ン D1発 現 に 及 ぼ す 作 用
　 DME/F12培 養 液 プ ラ ス 5%FBSに お い て 、 2x10 5 個 ／ mlの MCF-7細 胞 を 6ウ ェ ル プ レ ー ト に 撒
き 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の 細 胞 培 養 液 を 、 5%木 炭 除 去 処 理 FBSを 添 加 し た フ ェ ノ ー
ル レ ッ ド 無 添 加 DMEM/F12に よ っ て 置 換 し 、 1 μ Mタ モ キ シ フ ェ ン で 48時 間 処 理 す る こ と に
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よ り 同 期 化 し た 。 次 に 、 こ の 細 胞 培 養 液 を 、 血 清 無 添 加 、 フ ェ ノ ー ル レ ッ ド 無 添 加 の DME/
F12に よ っ て 置 換 し 、 200 ng/ml PCDGF、 ま た は 5B4 (100 μ g/ml)お よ び 5B4と PCDGFに て 5
時 間 処 理 し た 。 処 理 後 、 細 胞 を 、 RIPAバ ッ フ ァ ー プ ラ ス プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 に よ っ て 溶 解
し た 。 60 μ gの 全 体 細 胞 溶 解 物 を 10%SDS-PAGEゲ ル で 展 開 し 、 タ ン パ ク を ニ ト ロ セ ル ロ ー
ス 膜 に 電 気 転 送 し た 。 サ イ ク リ ン D1発 現 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 検 出 は 、 抗 サ イ ク リ ン D1/2
ク ロ ー ン 5D4モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を 用 い て 実 行 し た 。 抗 PCDGF抗 体 は 、 PCDGF誘 発 性 サ イ ク
リ ン D1発 現 を 阻 止 す る （ 図 5） 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ ０ ４ ５ 】
PCDGF受 容 体 抗 体 6G8の 、 MAPKの リ ン 酸 化 に 及 ぼ す 作 用
　 DME/F12培 養 液 プ ラ ス 5%FBSに お い て 、 2x10 5 個 ／ mlの MCF-7細 胞 を 6ウ ェ ル プ レ ー ト に 撒
き 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の 細 胞 培 養 液 を 、 5%木 炭 除 去 処 理 FBSを 添 加 し た フ ェ ノ ー
ル レ ッ ド 無 添 加 DMEM/F12に よ っ て 置 換 し 、 1日 培 養 し た 。 次 に 、 こ の 細 胞 培 養 液 を 、 血 清
無 添 加 、 フ ェ ノ ー ル レ ッ ド 無 添 加 の 培 養 液 に よ っ て 置 換 し さ ら に 1日 培 養 し た 。 PCDGF(200
 ng/ml)、 6G8（ 50 μ g/ml） 、 ま た は 6G8付 き PCDGFに よ っ て 10分 処 理 後 、 細 胞 を 、 RIPAバ
ッ フ ァ ー プ ラ ス プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 に よ っ て 溶 解 し た 。 60 μ gの 全 体 細 胞 溶 解 物 を 10%SDS
-PAGEゲ ル で 展 開 し 、 タ ン パ ク を ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に 電 気 転 送 し た 。 フ ォ ス フ ォ -MAPK発
現 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 検 出 は 、 抗 フ ォ ス フ ォ -p44/42MAPK(Thr202/Thr204)E10モ ノ ク ロ
ナ ー ル 抗 体 を 用 い て 実 行 し た （ 図 6） 。 コ ン ト ロ ー ル レ ー ン で は 、 フ ォ ス フ ォ リ ル 化 MAPK
は 検 出 さ れ な か っ た 。 PCDGFは 、 細 胞 に お け る 最 重 要 シ グ ナ ル タ ン パ ク で あ る MAPKの リ ン
酸 化 を 刺 激 し た 。 6G8抗 体 単 独 は 作 用 を 及 ぼ さ な か っ た 。 し か し な が ら 、 6G8の 添 加 は 、 PC
DGF誘 発 に よ る MAPKの リ ン 酸 化 を 阻 止 し た 。
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ ０ ４ ６ 】
PCDGF受 容 体 抗 体 の 、 ヒ ト 乳 ガ ン 細 胞 の 増 殖 に 及 ぼ す 作 用
　 DME/F12培 養 液 プ ラ ス 5%FBSに お い て 、 MCF-7細 胞 を 10 5 個 ／ ウ ェ ル で 24ウ ェ ル プ レ ー ト に
撒 い た 。 2日 後 、 こ の 培 養 液 を 、 5%木 炭 除 去 処 理 FBSを 添 加 し た フ ェ ノ ー ル レ ッ ド 無 添 加 DM
EM/F12に よ っ て 置 換 し た 。 さ ら に 24時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 こ の 培 養 液 を 、 血 清 無
添 加 、 フ ェ ノ ー ル レ ッ ド 無 添 加 の DME/F12培 養 液 に よ っ て 置 換 し た 。 200 ng/mlの PCDGF、
ま た は 50 μ g/mlの 6G8、 4H11、 ま た は 50 μ g/ml の 非 免 疫 IgGを 、 3重 に ウ ェ ル に 加 え た 。
24時 間 後 、 3 Hチ ミ ジ ン を 加 え 、 5時 間 の 標 識 処 理 後 、 細 胞 を 溶 解 し 、 放 射 活 性 を 、 液 体 シ
ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー に て カ ウ ン ト し た 。 図 8に 示 す よ う に 、 抗 PCDGF受 容 体 抗 体 は 、
MCF-7細 胞 の 増 殖 を 有 意 に 減 少 さ せ た 。
【 実 施 例 ７ 】
【 ０ ０ ４ ７ 】
PCDGFお よ び PCDGF抗 体 の 癌 細 胞 へ の 結 合
　 PCDGFま た は PCDGF受 容 体 抗 体 の い ず れ か に 結 合 す る 細 胞 の パ ー セ ン テ ー ジ を 定 量 す る た
め に 、 各 種 腫 瘍 細 胞 系 統 を テ ス ト し た 。 細 胞 は 、 2 mM EDTAと 0.5%ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン を
含 む PBSに 懸 濁 し 、 精 製 PCDGF、 ま た は PCDGF受 容 体 抗 体 6G8の い ず れ か と 、 室 温 で 1時 間 イ
ン キ ュ ベ ー ト し た 。 精 製 PCDGFは ビ オ チ ン で 標 識 し た 。 PCDGF受 容 体 抗 体 6G8は ビ オ チ ン で
標 識 し た 。 下 の 表 1に 示 す よ う に 、 PCDGF受 容 体 抗 体 6G8は 、 MCG-7（ 乳 ガ ン ） 、 O4EM（ 乳 ガ
ン ） 、 HL60（ ヒ ト 急 性 前 骨 髄 球 白 血 病 ） 、 ARP-1（ ヒ ト 多 発 性 骨 髄 腫 ） 、 お よ び RPMI9226
（ ヒ ト 多 発 性 骨 髄 腫 ） を 含 む 各 種 細 胞 系 統 に お い て 、 高 い パ ー セ ン テ ー ジ の 細 胞 に 顕 著 に
結 合 す る こ と が 可 能 で あ っ た 。 こ の 結 果 は 、 こ れ ら の 細 胞 表 面 に お け る PCDGF受 容 体 の 存
在 を 示 す 。 さ ら に 、 ビ オ チ ニ ル 化 6G8に 結 合 し た 同 じ 細 胞 が 、 ビ オ チ ニ ル 化 PCDGFに 結 合 す
る こ と が 可 能 で あ っ た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 GP88受 容 体 抗 体 6G8に よ る 細 胞 表 面 結 合 を 下 記 の よ う に 実 行 し た 。 腫 瘍 細 胞 を 、 2 mM ED
TA-0.5%BSA-PBS（ バ ッ フ ァ ー 1） に 、 5x10 6 個 ／ 500 μ lの 濃 度 （ 少 な く と も 200 μ lバ ッ フ
ァ ー 1に お い て 2x10 6 個 の 細 胞 ） で 懸 濁 さ せ た 。 6G8。 バ ッ フ ァ ー 1に 溶 解 し た 5-40 μ g/ml
の ビ オ チ ニ ル 化 6G8抗 体 を 、 こ の 細 胞 懸 濁 液 に 加 え 、 室 温 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 細
胞 を バ ッ フ ァ ー で 2度 洗 浄 し た 。 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -HRPを 、 バ ッ フ ァ ー 1に 対 し 1:5000の
希 釈 率 で 加 え 、 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 細 胞 を 1か ら 3回 バ ッ フ ァ ー 1で 洗 浄 し 、 基 質 （
DMPDA+4-CN） を 加 え た （ 5x10 6 個 ／ 500 μ l） 。 基 質 中 の 細 胞 を 室 温 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー
ト し 、 バ ッ フ ァ ー １ で 1回 洗 浄 し た 。 こ の 細 胞 懸 濁 液 を ス ラ イ ド に 滴 下 し 、 光 学 顕 微 鏡 に
て 検 査 し 、 6G8抗 体 に 結 合 す る 細 胞 の パ ー セ ン テ ー ジ を 求 め た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 PCDGFと の 細 胞 表 面 結 合 は 下 記 の よ う に 実 行 し た 。 腫 瘍 細 胞 を 、 PBS 0.5%BSA（ バ ッ フ ァ
ー 2） に 、 5x10 6 個 ／ 500 μ lの 濃 度 で 懸 濁 さ せ た 。 ビ オ チ ニ ル 化 PCDGF(2 μ g/1x10 7 個 /ml
の バ ッ フ ァ ー 2)を 加 え 、 得 ら れ た 混 合 液 を 室 温 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 細 胞 を バ ッ
フ ァ ー 2で 2度 洗 浄 し 、 そ の 後 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 、 バ ッ フ ァ ー 2に 対 し 1:5000で 希 釈 で
加 え （ 5x10 6 個 ／ 500 μ l） 、 室 温 で 30分 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 新 鮮 な 基 質 （ DMPDA+4-CN）
を 調 製 し た 。 細 胞 を 2回 バ ッ フ ァ ー 2で 洗 浄 し 、 基 質 に 加 え た （ 5x10 6 個 ／ 500 μ l） 。 細 胞
を 、 基 質 と 室 温 で 15分 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 細 胞 を 1回 バ ッ フ ァ ー 2で 洗 浄 し 、 バ ッ フ ァ ー
２ に 再 懸 濁 し た 。 得 ら れ た 細 胞 懸 濁 液 を ス ラ イ ド に 滴 下 し 、 光 学 顕 微 鏡 に て 検 査 し 、 PCDG
Fに 結 合 す る 細 胞 の パ ー セ ン テ ー ジ を 求 め た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ５ １ 】
【 図 １ 】 図 1は 、 抗 PCDGF受 容 体 抗 体 が 、 ヒ ト 乳 ガ ン 細 胞 MCF-7の 表 面 に 結 合 す る と こ ろ を
示 す 。 抗 体 6G8、 IgM抗 体 は 、 細 胞 表 面 に 対 す る も っ と も 強 力 な 結 合 を 示 し た （ レ ー ン 1お
よ び 2） 。
【 図 ２ 】 図 2は 、 抗 PCDGF受 容 体 抗 体 6G8に よ っ て 免 疫 染 色 さ れ た MCF-7細 胞 を 示 す 。
【 図 ３ 】 図 3は 、 ELISAア ッ セ イ に お い て 、 PCDGF受 容 体 抗 体 6G8, 4H11、 お よ び 5A8が 、 PCD
GFタ ン パ ク と 反 応 し な い こ と を 示 す （ レ ー ン 2、 3、 お よ び 6） 。
【 図 ４ 】 図 4は 、 抗 PCDGF受 容 体 抗 体 が 、 PCDGF誘 発 性 サ イ ク リ ン D1発 現 を 阻 止 す る こ と を
示 す 。
【 図 ５ 】 図 5は 、 抗 PCDGF受 容 体 抗 体 が 、 PCDGF誘 発 性 サ イ ク リ ン D1発 現 を 阻 止 す る こ と を
示 す 。
【 図 ６ 】 図 6は 、 抗 PCDGF受 容 体 抗 体 が PCDGF誘 発 性 の MAPKの リ ン 酸 化 を 阻 止 す る こ と を 示
す 。
【 図 ７ 】 図 7は 、 抗 PCDGF受 容 体 抗 体 6G8に よ る 、 乳 ガ ン お よ び 正 常 乳 房 組 織 の 免 疫 染 色 を
示 す 。 抗 PCDGF受 容 体 抗 体 は 6G8は 、 乳 ガ ン 組 織 を 強 力 に 染 色 す る が 、 正 常 組 織 を 顕 著 に は
染 色 し な い 。
【 図 ８ 】 図 8は 、 MCF-7細 胞 の 増 殖 に 対 す る 抗 PCDGF受 容 体 抗 体 の 抑 制 作 用 を 示 す 。 抗 PCDGF
受 容 体 抗 体 6G8と 4H11は 、 MCF-7細 胞 増 殖 を 最 大 約 60%（ カ ラ ム 2と 3） 抑 制 し た 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】 【 図 ８ 】
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