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(57)【要約】
　本発明は、ハイブリドーマ細胞株からの、抗非機能性Ｐ２Ｘ７受容体モノクローナル抗
体の産生に関する。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　非機能性Ｐ２Ｘ７受容体と免疫複合体を形成する能力を有する抗体を産生するハイブリ
ドーマにおいて、生細胞上で発現する非機能性Ｐ２Ｘ７受容体に対して約５×１０６Ｍ－

１未満の親和性を有する抗体を産生することを特徴とするハイブリドーマ。
【請求項２】
　親和性が約５×１０５Ｍ－１以下である、請求項１に記載のハイブリドーマ。
【請求項３】
　親和性が約５×１０４Ｍ－１以下である、請求項１に記載のハイブリドーマ。
【請求項４】
　アクセッション番号０６０８０１０１で欧州細胞培養コレクション（ＥＣＡＣＣ）に寄
託されているハイブリドーマＡＢ２５３。
【請求項５】
　請求項１～４のいずれか一項に記載のハイブリドーマにより産生される抗体。
【請求項６】
　ＢＰＭ０９である、請求項５に記載の抗体。
【請求項７】
　非機能性Ｐ２Ｘ７受容体には結合するが機能性Ｐ２Ｘ７には結合しない、請求項１～６
のいずれか一項に記載の抗体。
【請求項８】
　請求項１～７のいずれか一項に記載の抗体フラグメント。
【請求項９】
　非機能性Ｐ２Ｘ７、その単量体又はフラグメントに対する、請求項１～８のいずれか一
項に記載の抗体又はフラグメントの結合から形成される免疫複合体。
【請求項１０】
　非機能性Ｐ２Ｘ７受容体、その単量体又はフラグメントが、配列番号１～８のいずれか
１つに示されるアミノ酸配列を有する、請求項９に記載の免疫複合体。
【請求項１１】
　細胞、組織、又は細胞外体液が、非機能性Ｐ２Ｘ７受容体、その単量体又はフラグメン
トを含むかどうかを判定する方法であって、
　免疫複合体を形成する条件において、細胞、組織、又は細胞外体液を、請求項１～１０
のいずれか一項に記載の抗体又はフラグメントと接触させるステップと、
　免疫複合体が形成されているかどうかを検出するステップと、を含み、
　免疫複合体の検出により、細胞、組織、又は細胞外体液が、非機能性Ｐ２Ｘ７受容体、
その単量体又はフラグメントを含むことが判定される方法。
【発明の詳細な説明】
【発明の分野】
【０００１】
　本発明は、ハイブリドーマ細胞株からのモノクローナル抗体の産生に関する。
【発明の背景】
【０００２】
　プリン作動性（Ｐ２Ｘ）受容体は、ＡＴＰ依存性陽イオン選択性チャネルである。各受
容体は、３つのタンパク質サブユニット又は単量体からなる。現在のところ、Ｐ２Ｘ単量
体をコードする、７つの別々の遺伝子：Ｐ２Ｘ１、Ｐ２Ｘ２、Ｐ２Ｘ３、Ｐ２Ｘ４、Ｐ２
Ｘ５、Ｐ２Ｘ６、Ｐ２Ｘ７が同定されている。
【０００３】
　Ｐ２Ｘ７受容体は、それらの発現が、胸腺細胞、樹状細胞、リンパ球、マクロファージ
、及び単球など、プログラム細胞死を受ける潜在性を有する細胞に限定されることが分か
っているので、特に興味深い。正常なホメオスタシスでは、赤血球上などで、Ｐ２Ｘ７受
容体のある程度の発現が認められる。
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【０００４】
　興味深いことに、Ｐｒｏ２１０（配列番号１）においてシス異性があり、ＡＴＰ結合機
能を欠いた、１つ又は複数の単量体を含有するＰ２Ｘ７受容体が、前新生物細胞及び新生
物細胞など、プログラム細胞死を受ける能力を有さないことが分かっている細胞において
見出されている。該受容体のこのアイソフォームは、「非機能性」受容体と呼ばれている
。
【０００５】
　シス位においてＰｒｏ２１０を含むペプチドでの免疫化から産生される抗体は、非機能
性Ｐ２Ｘ７受容体に結合する。しかし、これらは、ＡＴＰに結合する能力を有するＰ２Ｘ
７受容体には結合しない。したがって、これらの抗体は、上皮細胞性腫瘍及び造血系癌の
多くの形態の選択的な検出、及びこれらの状態の一部の治療に有用である。
【０００６】
　国際公開第０２／０５７３０６Ａ１号パンフレット、及び同０３／０２０７６２Ａ１号
パンフレットは、共に、モノクローナル抗体の形態において、機能性Ｐ２Ｘ７受容体と非
機能性Ｐ２Ｘ７受容体とを区別するプローブについて論じている。
【０００７】
　現在のところ、非機能性Ｐ２Ｘ７受容体に対して有用な量の抗血清、及び特に各種の診
断的及び治療的適用において用いうる抗血清を産生するハイブリドーマを得るのは極めて
難しい。実際、本発明の一部をなすハイブリドーマ及び抗体を別にすれば、本出願人は、
非機能性Ｐ２Ｘ７受容体の発現と関連する癌及び他の状態を検出又は治療する適用におい
て確実に用いうる、他の任意の抗非機能性Ｐ２Ｘ７受容体に対するハイブリドーマ又はモ
ノクローナル抗体を知らない。
【発明の概要】
【０００８】
　一実施形態では、非機能性Ｐ２Ｘ７受容体と免疫複合体を形成する能力を有する抗体を
産生するハイブリドーマにおいて、生細胞上で発現する非機能性Ｐ２Ｘ７受容体に対して
約５×１０６Ｍ－１未満の親和性を有する抗体を産生することを特徴とするハイブリドー
マが提供される。
【０００９】
　別の実施形態では、上記ハイブリドーマにより産生される抗体が提供される。
【００１０】
　他の実施形態では、非機能性Ｐ２Ｘ７受容体と免疫複合体を形成する能力を有する、上
記モノクローナル抗体のフラグメントが提供される。
【００１１】
　他の実施形態では、非機能性Ｐ２Ｘ７受容体、その単量体若しくはフラグメント、又は
配列番号２に示す配列を有するペプチドに対する、上記抗体又はフラグメントの結合から
形成される免疫複合体が提供される。
【００１２】
　一部の実施形態では、細胞、組織、又は細胞外体液が、非機能性Ｐ２Ｘ７受容体、その
単量体又はフラグメントを含むかどうかを判定する方法であって、
　上記免疫複合体を形成する条件において、細胞、組織、又は細胞外体液を、上記抗体又
はフラグメントと接触させるステップと、
　免疫複合体が形成されているかどうかを検出するステップと、
を含み、免疫複合体の検出により、細胞、組織、又は細胞外体液が、非機能性Ｐ２Ｘ７受
容体、その単量体又はフラグメントを含むことが判定される方法が提供される。
【００１３】
　さらに別の実施形態では、細胞、組織、又は細胞外体液が、非機能性Ｐ２Ｘ７受容体、
その単量体又はフラグメントを含有するかどうかを判定するキット又は組成物であって、
　上記抗体又はフラグメントと、場合によって、
　該抗体若しくはフラグメント、又は非機能性Ｐ２Ｘ７受容体、その単量体若しくはフラ
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グメントに結合するさらなる抗体と、
　上記方法におけるキットの使用説明書と
を含むキット又は組成物が提供される。
【００１４】
　他の実施形態では、医薬として許容される担体、希釈剤、又は賦形剤を伴う、上記抗体
又はフラグメントを含む医薬組成物が提供される。
【００１５】
　関連の実施形態では、非ＡＴＰ結合型Ｐ２Ｘ７受容体、その単量体又はフラグメントの
発現を特徴とする疾患の治療法であって、上記抗体若しくはそのフラグメント、又は上記
ペプチドを上記治療を必要とする個体に提供するステップを含む治療法が提供される。
【図面の簡単な説明】
【００１６】
【図１】ヒト前立腺癌組織のＢＰＭ０９による免疫組織化学染色を示す図である。
【図２】（Ａ）ビオチン化ＢＰＭ０９に対するＢＰＭ０９の競合、及び（Ｂ）ビオチン化
ＢＰＭ０９に対するアイソタイプ対照の競合を示す図である。
【発明の詳細な説明】
【００１７】
　本発明の時点で利用できる非機能性Ｐ２Ｘ７受容体に対する抗Ｐ２Ｘ７抗血清は、すべ
てポリクローナル抗血清であった。本出願人自身の仕事を別として、抗非機能性Ｐ２Ｘ７
受容体モノクローナル抗体は作製されていない。
【００１８】
　本発明者らは、当技術分野で知られるモノクローナル抗体産生法を用いて、抗非機能性
Ｐ２Ｘ７受容体モノクローナル抗体を得ようと試みた。従来の技法によれば、本工程にお
ける重要なステップは、抗体作製の対象であるペプチド免疫原に対して、高親和性を有す
る上清を産生する抗体産生用ハイブリドーマをスクリーニングし、選択することであった
（Ｇｏｄｉｎｇ　Ｊａｍｅｓ　Ｗ．、「Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：
ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　ｐｒａｃｔｉｃｅ：ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　ａ
ｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ｉｎ　ｃ
ｅｌｌ　ｂｉｏｌｏｇｙ，ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ　ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ」
、第２版、１９８６年、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ社、Ｈａｒｃｏｕｒ　Ｂｒａｃｅ
　Ｊｏｖｎｏｖｉｃｈ，Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ社）。
【００１９】
　本発明をなす中で、本発明者らは、これらの技法が、マウスにおける増殖が乏しく、継
代培養、凍結、解凍、及び播種を含む細胞培養法に対して敏感なハイブリドーマをもたら
す傾向にあることを見出した。結果として、本発明者らは、従来のモノクローナル抗体産
生法により選択されるハイブリドーマから有用な量の抗体を産生することが、極めて難し
いことを見出した。
【００２０】
　さらに、本発明者らは、ペプチド免疫原に対する高親和性の結合に基づく抗体産生用に
選択されたハイブリドーマは、また、生細胞表面上で発現する非機能性Ｐ２Ｘ７受容体に
対しても高親和性を有する抗体を産生することを見出した。本発明者らは、今や、これら
の抗体が、これらを産生するハイブリドーマに高親和性で結合すると考える。
【００２１】
　さらにまた、本発明をなす中で、本発明者らは、生細胞上で発現する非機能性Ｐ２Ｘ７
受容体に低親和性で結合する抗体を分泌するハイブリドーマについてスクリーニングを行
い、マウス及び組織培養液中においてこれらのハイブリドーマ細胞が増殖する能力を判定
した。本発明者らは、驚くべきことに、該ハイブリドーマが、生細胞における受容体に高
親和性で結合する抗体を分泌するバイブリドーマよりも、増殖及び安定性についてはるか
に良好な潜在性を示すことを見出した。結果として、本発明者らは、非機能性Ｐ２Ｘ７受
容体に対する高量のモノクローナル抗体を産生することができた。
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【００２２】
　さらに、本発明者らは、驚くべきことに、生細胞上で発現する非機能性受容体に対して
低親和性を有する抗体が、ＦＡＣＳ法及びパラフィン組織切片において日常的にスクリー
ニングされる固定細胞など、死細胞若しくは壊死組織、又は固定細胞若しくは固定組織で
発現する非機能性受容体に対して高親和性を有することを見出した。したがって、本発明
者らは、ＦＡＣＳ法、組織学検査、及びＥＬＩＳＡ法、ＲＩＡ法などを含む他の各種の無
細胞の血清学的適用など、生細胞を伴わない広範な診断的適用において有用な、高量のモ
ノクローナル抗体を産生することができた。
【００２３】
　こうして、一実施形態では、非機能性Ｐ２Ｘ７受容体と免疫複合体を形成する能力を有
する抗体を産生するハイブリドーマであって、生細胞上で発現する非機能性Ｐ２Ｘ７受容
体に対して約５×１０６Ｍ－１未満、好ましくは、約５×１０５Ｍ－１未満、より好まし
くは、約５×１０４Ｍ－１以下、又は５×１０４Ｍ－１～５×１０５Ｍ－１の範囲の親和
性を有する抗体を産生することを特徴とするハイブリドーマが提供される。一実施形態に
おいて、ハイブリドーマは、生細胞上で発現する非機能性受容体に対して、本明細書で開
示される抗体ＢＰＭ０９の親和性とほぼ同じ親和性を有する抗体を産生することを特徴と
する。生細胞の例は、骨髄腫細胞又はハイブリドーマ細胞である。他の生細胞又は細胞株
は、前立腺ＰＣ３など、非機能性Ｐ２Ｘ７受容体を発現する生細胞又は細胞株を含む。
【００２４】
　本発明の本実施形態によるハイブリドーマの一例は、アクセッション番号０６０８０１
０１で欧州細胞培養コレクション（ＥＣＡＣＣ）に寄託されているハイブリドーマＡＢ２
５３である。本発明者らは、このハイブリドーマが、継代培養及び凍結／解凍後に増殖し
、非機能性Ｐ２Ｘ７受容体に対する抗血清を安定的に産生することを見出した。こうして
、一実施形態では、アクセッション番号０６０８０１０１で欧州細胞培養コレクション（
ＥＣＡＣＣ）に寄託されているハイブリドーマＡＢ２５３が提供される。ハイブリドーマ
ＡＢ２５３の試料は、２００６年８月１日に、欧州細胞培養コレクション（ＥＣＡＣＣ；
Ｐｏｒｔｏｎ　Ｄｏｗｎ，Ｓａｌｉｓｂｕｒｙ，Ｗｉｌｔｓｈｉｒｅ，ＳＰ４　ＯＪＧ，
Ｕｎｉｔｅｄ　Ｋｉｎｇｄｏｍ）に寄託された。
【００２５】
　別の実施形態では、上記ハイブリドーマにより産生される抗体が提供される。アクセッ
ション番号０６０８０１０１で欧州細胞培養コレクション（ＥＣＡＣＣ）に寄託されてい
るハイブリドーマＡＢ２５３により産生されるモノクローナル抗体ＢＰＭ０９は、本実施
形態によるモノクローナル抗体の例である。この抗体は、特に、腫瘍細胞に対するその優
れた免疫組織学的染色の点において、他の腫瘍選択性Ｐ２Ｘ７ポリ血清とは区別される。
標識されたＢＰＭ０９抗体は、他の抗Ｐ２Ｘ７腫瘍選択性ポリクローナル抗体と比較する
と、正常組織に対する染色が最小限でありながら、腫瘍組織には強力に結合する。
【００２６】
　さらなる実施形態において、本発明のハイブリドーマにより産生されるモノクローナル
抗体は、配列番号２に示す配列を有するペプチドに対して作製されるモノクローナル抗体
である。例として、さらに本明細書においてもまた記載される以下のモノクローナル抗体
：ＢＰＭ４１、ＢＰＭ０２、ＢＰＭ０３、ＢＰＭ０４、ＢＰＭ０５、ＢＰＭ０６、ＢＰＭ
０７、ＢＰＭ０８、ＢＰＭ１０がある。他の実施形態において、本発明のハイブリドーマ
により産生されるモノクローナル抗体は、非機能性Ｐ２Ｘ７受容体の細胞外ドメインの別
の部分又は他のドメインに由来するペプチドに対して作製されるモノクローナル抗体であ
る。
【００２７】
　当技術分野で知られる通り、「抗体」とは、免疫グロブリン分子である。５つのアイソ
タイプ：ＩｇＧ、ＩｇＡ、ＩｇＭ、ＩｇＤ、及びＩｇＥが知られる。すべての抗体（Ｉｇ
Ｍを除く）は、ジスルフィド結合により相互に連結される２本の重（Ｈ）鎖及び２本の軽
（Ｌ）鎖の形態における４本のポリペプチド鎖を含む。各重鎖は、重鎖可変領域（ＨＣＶ
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Ｒ又はＶＨ）及び重鎖定常領域を含む。重鎖定常領域は、３つのドメイン、ＣＨ１、ＣＨ

２、及びＣＨ３を含む。各軽鎖は、軽鎖可変領域（ＬＣＶＲ又はＶＬ）及び軽鎖定常領域
を含む。軽鎖定常領域は、１つのドメインＣＬを含む。ＶＨ及びＶＬ領域は、フレームワ
ーク領域（ＦＲ）と称するより保存性の高い領域とともに散在する、相補性決定領域（Ｃ
ＤＲ）と称する超可変性領域にさらに分割することができる。各ＶＨ及びＶＬは、アミノ
末端からカルボキシ末端へと以下の順序：ＦＲ１、ＣＤＲ１、ＦＲ２、ＣＤＲ２、　ＦＲ
３、ＣＤＲ３、ＦＲ４で配列される、３つのＣＤＲと４つのＦＲとからなる。ＩｇＭは、
上記構造を有するが、五量体である。一実施形態において、モノクローナル抗体は、Ｉｇ
Ｇ１アイソタイプである。
【００２８】
　本明細書で用いる「ドメイン」という用語は、タンパク質の残余部分から独立してその
三次構造を保持する、フォールディングされたタンパク質構造を意味する。一般に、ドメ
インは、タンパク質の別個の機能的特性の原因となり、多くの場合、該タンパク質及び／
又は該ドメインの残余部分の機能を失うことなく、他のタンパク質に付加、移動、又は移
入しうる。
【００２９】
　本明細書で用いる「可変ドメイン」という用語は、免疫グロブリン重鎖又は軽鎖の可変
ドメインに特徴的な配列を含み、抗原に特異的に結合する、フォールディングされたポリ
ペプチドドメインを意味する。
【００３０】
　本明細書で用いる「免疫グロブリン」という用語は、２枚のβシートと、通常は、保存
されたジスルフィド結合とを含有する、抗体分子に特徴的な免疫グロブリンのフォールデ
ィングを保持するポリペプチドファミリーを指す。免疫グロブリンスーパーファミリーの
メンバーは、免疫系（例えば、抗体、Ｔ細胞受容体分子など）における広範な役割、細胞
接着（例えば、ＩＣＡＭ分子）及び細胞間シグナル伝達（例えば、ＰＤＧＦ受容体などの
受容体分子）への関与を含む、ｉｎ　ｖｉｖｏにおける細胞内相互作用及び非細胞内相互
作用の多くの側面に関与する。
【００３１】
　他の実施形態では、非機能性Ｐ２Ｘ７受容体と免疫複合体を形成する能力を有する、上
記モノクローナル抗体のフラグメントが提供される。これらのフラグメントは、通常、モ
ノクローナル抗体の化学反応又は化学改変により形成される。一例は、全抗体のパパイン
消化により形成されるＦａｂフラグメントである。フラグメントは、通常、抗原に対して
、それらが派生する全抗体と同じ親和性を保持する。
【００３２】
　抗体又はフラグメントは、ビーズ、表面、又は組織培養容器などの固相上において提供
することができる。
【００３３】
　抗体又はフラグメントは、抗原に対する抗体又はフラグメントの結合の検出用標識と共
に提供することができる。
【００３４】
　抗体及びフラグメントは、医療画像用に標識しうる。こうした方法では、６７Ｃｕ、９
０Ｙ、１２５Ｉ、１３１Ｉ、１８６Ｒｅ、１８８Ｒｅ、２１１Ａｔ、２１２Ｂｉを含む放
射性同位元素などの標識剤又は造影剤の化学的付着、許容される担体による標識化抗体又
は断片の対象への投与、及び標的部位におけるｉｎ　ｖｉｖｏでの標識化抗体又はフラグ
メントの画像化を行う。放射性標識された抗体又はそのフラグメントは、本明細書に記載
の癌に対するｉｎ　ｖｉｖｏでの画像化において、特に有用でありうる。
【００３５】
　抗体は、当業者に知られる方法により精製することができる。精製法は、とりわけ、選
択的沈降法、液体クロマトグラフィー法、ＨＰＬＣ法、電気泳動法、等電点電気泳動法、
及び各種の親和性技法を含む。
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【００３６】
　実施形態によって、本明細書に開示の抗体は、また、抗体の多量体形態を含むこともあ
る。例えば、本発明の抗体は、抗体二量体、同三量体、又は単量体免疫グロブリン分子の
高次多量体の形態をとる場合がある。
【００３７】
　抗体の架橋は、当技術分野で知られる各種の方法を介して行うことができる。例えば、
抗体の架橋は、抗体の自然の凝集、化学的又は組み換えによる連結法、又は当技術分野で
知られる他の方法を介して達成しうる。例えば、精製された抗体製剤は、抗体のホモ二量
体、及び他の高次抗体多量体を含有するタンパク質凝集体を自発的に形成しうる。特定の
実施形態において、対象抗体に結合する二次抗体による抗体の架橋を用いて、ホモ二量体
を形成することができる。架橋剤抗体は、対象抗体と比較して、異なる動物に由来しうる
。例えば、ヤギ抗マウス抗体（Ｆａｂ特異抗体）をマウスモノクローナル抗体に付加して
、ホモ二量体を形成しうる。この二価の架橋剤抗体は、ホモ二量体を形成する２つの対象
抗体のＦａｂ領域又はＦｃ領域を認識する。
【００３８】
　代替的に、抗体のホモ二量体は、当技術分野で知られる化学的連結を介しても形成しう
る。化学的架橋は、ホモ官能性又はヘテロ二官能性であってよく、ホモ二量体を形成する
２つの抗体と共有結合する。実施形態によっては、抗体機能に影響を及ぼしうるので、化
学的架橋が、抗体の抗原結合領域と相互作用しないことが望ましいこともある。当業者に
より理解される通り、抗体は、Ｆａｂ領域において架橋されうる。
【００３９】
　他の実施形態では、非機能性Ｐ２Ｘ７受容体、その単量体若しくはフラグメント、又は
配列番号２に示したペプチドに対する、上記抗体又はフラグメントの結合から形成される
免疫複合体が提供される。
【００４０】
　別段に、抗体－抗原複合体、又は抗原決定基若しくはエピトープに対する抗体若しくは
そのフラグメントの抗原結合部位の結合から形成される複合体としても知られる免疫複合
体は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ又はｉｎ　ｖｉｖｏにおけるこの検出が、前新生物及び新生物を
含む疾患又は状態の存在、又は同疾患又は状態への素因を示すので、特に重要である。こ
れらの検出方法を以下に詳述する。
【００４１】
　免疫複合体に含まれる該Ｐ２Ｘ７受容体、その単量体又はフラグメントは、シス異性に
おけるＰｒｏ２１０を有しうる。
【００４２】
　免疫複合体に含まれる該Ｐ２Ｘ７受容体、その単量体又はフラグメントは、配列番号３
～８又はそのフラグメントのいずれか１つに示されるアミノ酸配列を有しうる。
【００４３】
　免疫複合体に含まれる該Ｐ２Ｘ７受容体、その単量体又はフラグメントは、抗体又は抗
体フラグメントの分子量を含まずに、約１５～８０ｋＤａの範囲にある分子量を有しうる
。総分子量は、該複合体が、全抗体から形成されているか、又はそのフラグメントから形
成されているかに依存する。
【００４４】
　免疫複合体に含まれる該Ｐ２Ｘ７受容体、その単量体又はフラグメントは、膜貫通ドメ
インを欠く場合がある。
【００４５】
　免疫複合体は、細胞表面膜上、細胞質中、核中、又は細胞外液中にある、Ｐ２Ｘ７受容
体、その単量体又はフラグメントに結合することにより形成されうる。細胞外液は、血液
、血漿、血清、リンパ液、尿、精液、唾液、痰、腹水、糞便、子宮及び膣の分泌液、胆汁
、羊水、脳脊髄液、並びに、器官及び組織洗浄液でありうる。
【００４６】
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　免疫複合体に含まれる抗体又は抗体フラグメントは、免疫複合体が形成されるときに固
相に付着するよう、ビーズ又はプレートなどの固相に付着させることができる。代替的に
、免疫複合体に含まれる該Ｐ２Ｘ７受容体、その単量体又はフラグメントは、固相に付着
させることができる。
【００４７】
　抗体は、免疫複合体の形成検出用に標識してよい。
【００４８】
　免疫複合体は、免疫複合体捕捉用の捕捉抗体など、抗体又はそのフラグメントをさらに
含みうる。さらなる抗体又はそのフラグメントが、抗Ｐ２Ｘ７受容体抗体に結合しうる。
また、さらなる抗体又はそのフラグメントも、受容体又はそのフラグメントに結合しうる
。
【００４９】
　さらなる抗体又はそのフラグメントを、上記相などの固相に結合させてよい。
【００５０】
　さらなる抗体は、免疫複合体形成の検出用に標識化してよい。標識の例には、フルオロ
フォア、染料、アイソトープなどがある。
【００５１】
　一部の実施形態では、細胞、組織、又は細胞外体液が、非機能性Ｐ２Ｘ７受容体、その
単量体又はフラグメントを含むかどうかを判定する方法であって、
　上記免疫複合体を形成する条件において、細胞、組織、又は細胞外体液を、上記抗体又
はフラグメントと接触させるステップと、
　免疫複合体が形成されているかどうかを検出するステップと、
を含み、免疫複合体の検出により、細胞、組織、又は細胞外体液は、非機能性Ｐ２Ｘ７受
容体、その単量体又はフラグメントを含むことが判定される方法が提供される。
【００５２】
　他の実施形態では、細胞、組織、又は細胞外体液が、Ｐ２Ｘ７受容体、その単量体又は
フラグメントを含有するかどうかを判定する手段の製造における、上記抗体又はそのフラ
グメントの使用が提供される。
【００５３】
　所与のタンパク質、又は宿主細胞、組織、又は細胞外体液中における所与のタンパク質
の発現レベルの存在は、任意の数のアッセイにより検出することができる。例は、イムノ
アッセイ法、クロマトグラフィー法、及び質量分析法を含む。
【００５４】
　イムノアッセイ、すなわち、免疫系のエレメントを含むアッセイが、特に好ましい。こ
れらのアッセイは、一般に、以下の１つに分類することができる：
（ｉ）精製された抗原を用いて、宿主血清中の抗体を検出するアッセイ。例えば、精製さ
れた抗原を、吸着、又は別の分子及び宿主血清を介して間接的に固相に結合させ、宿主血
清に続いて別の抗体を加え、宿主抗体の存在又は不在を検出する；
（ｉｉ）精製された抗原を用いて、Ｔリンパ球及びＢリンパ球などの免疫細胞を検出する
アッセイ。例えば、宿主から末梢白血球を精製し、精製された抗原と共に培養する。次い
で、免疫性を示す１つ又は複数の因子の存在又は不在が検出される。他の例は、精製され
た抗原に対する曝露後の細胞増殖（リンパ球増殖アッセイ又は同形質転換アッセイ）を測
定するアッセイ、及び精製された抗原に対する曝露後の細胞死（アポトーシスを含む）を
測定するアッセイを含む；
（ｉｉｉ）抗原に特異的な精製された抗体を用いて、宿主中の抗原を検出するアッセイ。
例えば、精製された抗体を固相に結合させ、次いで、宿主組織に続いて、抗原に特異的な
別の抗体を加え、抗原を検出する。ＥＬＩＳＡ法、ＲＩＡ法を含む、この手法の多くの例
が存在する；
（ｖｉ）精製された抗イディオタイプ抗体を用いて、宿主抗体を検出するアッセイ。例え
ば、抗イディオタイプ抗体を固相に吸着させ、宿主血清を添加し、抗Ｆｃ抗体を添加して
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、抗イディオタイプ抗体を結合させた任意の宿主抗体に結合させる。
【００５５】
　イムノアッセイは、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ又はｉｎ　ｖｉｖｏにおいて適用することができ
る。
【００５６】
　一実施形態において、疾患は、通常、上皮性悪性腫瘍、肉腫、リンパ種、又は白血病な
どの癌である。検出されうる上皮性悪性腫瘍には、前立腺癌、乳癌、皮膚癌、肺癌、子宮
頸癌、子宮癌、胃癌、食道癌、膀胱癌、及び結腸癌があるがこれらに限定されない。
【００５７】
　任意の体液を用いてこれらの任意の疾患を検出することができるが、特定の疾患を検出
するにはある体液が別の体液より適切な場合があり、例えば、前立腺癌を検出するには尿
がより適切な場合があり、リンパ腫などの血液癌の検出には血液がより適切な場合がある
。
【００５８】
　一部の実施形態において、癌は、前立腺癌、浸潤性乳癌、黒色腫、腸腺癌、漿液性卵巣
癌、子宮頸部扁平上皮癌、子宮内膜癌、小細胞肺癌、肝細胞癌、膀胱移行上皮癌、消化管
間質腫瘍、子宮内膜間質腫瘍、下垂体癌、中皮腫、ホジキンリンパ腫、及び甲状腺乳頭癌
からなる群から選択される。
【００５９】
　さらに別の実施形態では、細胞、組織、又は細胞外体液が、非機能性Ｐ２Ｘ７受容体、
その単量体又はフラグメントを含有するかどうかを判定するキット又は組成物であって、
　上記抗体又はフラグメントと、場合によって、
　該抗体若しくはフラグメント、又は非機能性Ｐ２Ｘ７受容体、その単量体若しくはフラ
グメントに結合するさらなる抗体と、
　上記方法におけるキットの使用説明書と
を含むキット又は組成物が提供される。
【００６０】
　本発明のアッセイを実施するのに必要な試薬を含有するキットが提供される。キットは
、各々が、（ａ）上記本発明の成分の１つを含む第１の容器、及び（ｂ）以下の１つ又は
複数：洗浄用試薬、抗体又はペプチドの存在を検出する能力を有する試薬を含む１つ又は
複数の他の容器などの１つ又は複数の容器を受容する１つ又は複数の区画を含みうる。
【００６１】
　容器は、試料及び試薬が交差汚染されず、各容器の試薬又は溶液を１つの区画から別の
区画へと定量的な形で添加することができるよう、１つの区画から別の区画へと効率的に
試薬を移すことを可能とする。
【００６２】
　キットは、通常、ガラス又はプラスチックなど各種の材料から形成してよく、例えば、
ボトル、バイアル、シリンジ、及び試験管を含みうる。キットには、通常、ラベルが付属
し、電子的又はコンピュータによる読み取りが可能な形態でありうる、任意の書き込み材
料又は記録材料（例えば、ディスク、光ディスク、又はテープ）を含み、キットの内容物
の使用説明書又は他の情報を提供する。ラベルは、製剤が、最適の障害を診断又は治療す
るのに用いられることを示す。
【００６３】
　当業者は、本発明に開示の抗体及びペプチドは、当技術分野でよく知られる、確立され
たキットフォーマットの１つに容易に組み込まれうることを容易に認識するであろう。
【００６４】
　他の実施形態では、医薬として許容される担体、希釈剤、又は賦形剤を伴う、上記抗体
又はフラグメントを含む医薬組成物が提供される。
【００６５】
　当業者に明らかである通り、本明細書の教示に記載の抗体又はペプチドを含む医薬組成
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物の調製では、各種の媒体及び賦形剤及び投与経路を用いてよい。代表的な調合技法は、
とりわけ、本明細書での参照によりその全体が組み込まれる、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ、「Ｔ
ｈｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｙ」、　第１
９版、Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ社、ペンシルベニア州イーストン、１９９５年、
及び「Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｅｘｃｉｐｉｅｎｔｓ
」、第３版、Ｋｉｂｂｅ，Ａ．Ｈ．編、ワシントンＤＣ、米国薬剤師会、２０００年にお
いて教示されている。
【００６６】
　医薬組成物は、一般に、医薬として許容される担体、及び医薬として有効量の抗体若し
くはペプチド、又は抗体の混合物若しくはペプチドの混合物、又はその適切な塩を含む。
【００６７】
　医薬組成物は、粉末剤、顆粒剤、溶液剤、懸濁液剤、エアゾール剤、固形剤、丸薬、錠
剤、カプセル剤、ゲル剤、外用クリーム剤、坐薬、経皮パッチ剤、及び当技術分野で知ら
れる他の製剤として調合してよい。
【００６８】
　本明細書に記載の目的に対し、抗体及びペプチドの医薬として許容される塩は、有機酸
及び／又は有機塩基並びに無機酸及び／又は無機塩基を含む、任意の技術分野により認知
された、医薬として許容される塩を含むことを意図する。塩の例は、ナトリウム、カリウ
ム、リチウム、アンモニウム、カルシウムのほか、第一アミン、第二アミン、及び第三ア
ミン、メチル、エチル、及びプロピルなどの低級炭水化物エステルを含む。他の塩は、酢
酸、プロピオン酸、ピルビン酸、マレイン酸、コハク酸、酒石酸、クエン酸、安息香酸、
桂皮酸、サリチル酸などの有機酸を含む。
【００６９】
　本明細書で用いる「医薬として許容される担体」は、医薬組成物の調合において、当業
者に知られる、医薬として許容される任意の標準的な担体を含む。したがって、医薬とし
て許容される塩、又は結合体として提示されるなどの抗体又はペプチドを、それ自体で、
医薬として許容される希釈剤、例えば、生理食塩液、リン酸緩衝食塩液（ＰＢＳ）、水溶
性エタノール、若しくは、グルコース溶液、マンニトール溶液、デキストラン溶液、プロ
ピレングリコール溶液、油（例えば、植物油、動物油、合成油など）、微晶質セルロース
、カルボキシメチルセルロース、ヒドロキシプロピルメチルセルロース、ステアリン酸マ
グネシウム、リン酸カルシウム、ゼラチン、ポリソルベート８０中の製剤として、又は適
切な賦形剤中の固体製剤として調製してよい。
【００７０】
　医薬組成物は、１つ又は複数の緩衝液（例えば、中性の緩衝生理食塩液若しくはリン酸
緩衝生理食塩液）、炭水化物（例えば、グルコース、スクロース、又はデキストラン）、
マンニトール、タンパク質、ポリペプチド、若しくは、グリシンなどのアミノ酸、抗酸化
剤（例えば、アスコルビン酸、メタ重亜硫酸ナトリウム、ブチル化ヒドロキシトルエン、
ブチル化ヒドロキシアニゾールなど）、静菌剤、ＥＤＴＡ若しくはグルタチオンなどのキ
レート化剤、アジュバント（例えば、水酸化アルミニウム）、製剤を受容者血液と等張性
、低張性、若しくは軽度に高張性とする溶質、懸濁剤、増粘剤、及び／又は防腐剤をさら
に含むことが多い。代替的に、本発明の組成物は、凍結乾燥物として調合してもよい。
【００７１】
　本発明の組成物には、当業者に知られる任意の適切な担体を用いてよいが、担体の種類
は、通常、投与モードに応じて変化する。抗体組成物及びペプチド組成物は、例えば、経
口投与、経鼻投与、経粘膜投与、静脈内投与、腹腔内投与、皮内投与、皮下投与、及び筋
肉内投与を含む任意の適切な投与法用に調合してよい。
【００７２】
　非経口投与の場合、組成物は、無菌の発熱物質非含有水、油、生理食塩液、グリセロー
ル、ポリエチレングリコール、又はエタノールなどの無菌液体でありうる医薬用担体を伴
う、生理的に許容される希釈剤による物質の溶液又は懸濁液の注射投与として投与するこ
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とができる。加えて、保湿剤又は乳剤、界面活性剤、ｐＨ緩衝物質などの補助物質も、組
成物中に存在しうる。
【００７３】
　医薬組成物の他の成分は、石油由来、動物由来、植物由来、又は合成由来の成分、例え
ば、落花生油、大豆油、トウモロコシ油、綿実油、オレイン酸エチル、及びミリスチン酸
イソプロピルの非水溶性溶液である。抗体及びペプチドは、有効成分の徐放を可能とする
形で調合しうる、デポ注射製剤又は植込み式製剤の形で投与することができる。例示的な
組成物は、ＨＣｌによりｐＨ６．０に調整した、５０ｍＭ　Ｌ－ヒスチジン、１５０ｍＭ
　ＮａＣｌからなる水性緩衝液中で調合した、５ｍｇ／ｍｌの抗体を含む。
【００７４】
　通常、組成物は、溶液又は懸濁液、注射前に、例示のためであり限定のためではなく、
無菌の発熱物質非含有水、生理食塩液、緩衝溶液、デキストロース溶液などを含む適切な
媒体による再構成に適する固体又は粉末の形態における注射剤として調製される。製剤は
、また、ポリラクチド、ポリグリコリド、又はコポリマーなどのリポソーム又は微粒子中
に乳化又は封入することができる。
【００７５】
　本明細書に記載の医薬組成物は、密封したアンプル又はバイアルなど、単位用量容器又
は複数回用量容器に入れて提供することができる。こうした容器は、通常、使用まで、製
剤の無菌性及び安定性を保存する形で密封される。上に示した通り、一般に、製剤は、油
性又は水性の媒体中における懸濁液、溶液、又は乳剤として保管してよい。
【００７６】
　代替的に、医薬組成物は、使用直前に無菌の液体担体の添加のみを必要とする、凍結乾
燥条件においても保管しうる。
【００７７】
　関連の実施形態では、非ＡＴＰ結合型Ｐ２Ｘ７受容体、その単量体又はフラグメントの
発現を特徴とする疾患の治療法であって、上記抗体若しくはそのフラグメント、又は上記
ペプチドを、前記治療を必要とする個体に提供するステップを含む治療法が提供される。
【００７８】
　抗体又は抗体フラグメントを用いる、癌細胞に対する免疫標的化法は、当技術分野でよ
く知られている。米国特許第６，３０６，３９３号は、Ｂ細胞悪性腫瘍の免疫療法におけ
る抗ＣＤ２２抗体の使用について記載し、米国特許第６，３２９，５０３号は、蛇行型膜
貫通抗原を発現する細胞に対する免疫標的化について記載する。本明細書に記載の抗体（
ヒト化抗体若しくはヒト化モノクローナル抗体、又はそのフラグメント若しくは、場合に
よって、細胞傷害剤と結合した他の改変体）は、抗体が癌細胞に結合し、細胞及び腫瘍の
破壊を媒介し、及び／又は細胞又は腫瘍の増殖を阻害するよう、患者に導入することがで
きる。
【００７９】
　本開示を限定するものではないが、こうした抗体が治療効果を及ぼす機構は、補体を介
する細胞溶解、抗体依存性細胞傷害（ＡＤＣＣ）、腫瘍抗原の生理的機能の調節、結合又
はシグナル伝達経路の阻害、腫瘍細胞分化の調節、腫瘍血管新生因子プロファイルの変更
、免疫刺激性又は腫瘍抑制性のサイトカイン及び増殖因子の分泌の調節、細胞接着の調節
、及び／又はアポトーシスの誘導を含みうる。
【００８０】
　抗体は、また、放射性リガンド又は細胞質毒素などの毒性作用物質又は治療作用物質と
も結合することができ、治療的に用いて、毒性作用物質又は治療作用物質を腫瘍細胞に直
接送達してもよい。
【００８１】
　本明細書における「治療」とは、疾患、障害、又は望ましくない状態に対する治療処置
若しくは予防処置、又は抑制手段を意味する。治療は、疾患症状の発現前、及び／又は疾
患の臨床的発現若しくは他の発現後における、適切な形態における対象抗体の投与により
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、疾患の重症度を軽減し、疾患の進行を停止し、又は疾患を除去することを包含する。疾
患の予防は、好ましくは、疾患に対する感受性が高い対象において、障害又は疾患の症状
の発現を遅延又は遅滞させるステップを含む。
【００８２】
　治療用製剤は、非改変抗体、又は抗体の機能性に応じて、毒素若しくは細胞傷害性分子
などの治療化合物と結合した抗体を用いうる。一般に、非改変抗体を用いる場合、これら
は、通常、機能的なＦｃ領域を有する。本明細書における「機能的なＦｃ領域」とは、Ｆ
ｃ受容体、特に、ＦｃｙＲ（例えば、Ｆｃ＆＃９４７；ＲＩ、ＦｃｙＲＩＩ、及びＦｃ＆
＃９４７；ＲＩＩＩ）に結合するなど、Ｆｃの生物学的機能に影響を及ぼす最小限の配列
を意味する。
【００８３】
　理論による限定なしに、Ｆｃ領域は、Ｆｃ受容体免疫エフェクター細胞に結合し、細胞
を介する細胞傷害性、エンドサイトーシス、食作用、炎症性サイトカインの放出、補体を
介する細胞傷害性、及び抗原提示を調節することにより、抗腫瘍モノクローナル抗体の有
効性に影響を及ぼしうると考えられる。この点で、ポリクローナル抗体、又はモノクロー
ナル抗体の混合物は、異なるエピトープに結合し、したがって、単一のモノクローナル抗
体を用いる場合と比較して、細胞表面においてより高密度のＦｃを有するので有利であろ
う。当然ながら、標的細胞を枯渇させることにおけるその有効性を増強するため、又は非
改変抗体が治療的に有効でない場合、毒素又は細胞傷害剤に結合した抗体を用いてよい。
【００８４】
　抗体組成物は、単独で、又は他の治療作用物質と組み合わせて用いて、従来の治療有効
性を増大させるか、又は抗体により標的化されない異常な細胞を標的化してよい。化学療
法による治療を受けていない患者においては、抗体療法を化学療法レジメン、放射線レジ
メン、又は手術レジメンと組み合わせることが好ましいことがあるが、１つ又は複数の化
学療法を受けたことのある患者には、抗体療法による治療の適応がありうる。加えて、抗
体療法はまた、特に化学療法剤の毒性をあまり良く忍容しない患者において、併用化学療
法の用量を低減させた使用も可能としうる。さらに、化学療法剤に対して抵抗性の腫瘍を
有する患者を抗体により治療すれば、組み合わせたこれらの作用物質に対する感受性及び
応答性が誘導されることがある。
【００８５】
　一態様において、抗体は、例示のためであり限定のためではなく、ブスルファン、チオ
グアニン、イダルビシン、シトシンアラビノシド、６－メルカプトプリン、ドキソルビシ
ン、ダウノルビシン、エトポシド、及びヒドロキシ尿素を含む治療用の細胞傷害剤と共に
、補助的に用いられる。抗体療法に対する補助剤として有用な他の作用物質は、疾患状態
において見出される異常な細胞内分子に対して特異的に方向づけられた化合物である。こ
れらの作用物質は、疾患特異的である。例えば、ＢＣＲ－ＡＢＬ活性から生じる慢性骨髄
性白血病を治療する場合、有用な化合物の１クラスは、ｂｃｒ－ａｂｌキナーゼ阻害剤で
あるイマチニブなど、ａｂｌキナーゼ活性の阻害剤、及びｂｃｒに対するアンチセンスオ
リゴヌクレオチド（例えば、オブリメルセン）である。他の作用物質は、とりわけ、イン
ターフェロン－アルファ、ヒト化抗ＣＤ５２抗体、デアセチラーゼ阻害剤ＦＲ９０１２２
８（デプシペプチド）などを含む。
【００８６】
　治療効果を達成するのに必要な組成物の量は、具体的な目的に対する従来の手順により
、経験的に決定される。一般に、治療的な目的でｅｘ　ｖｉｖｏ又はｉｎ　ｖｉｖｏにお
いて組成物を投与するには、薬理的な有効用量で組成物を投与する。「薬理的な有効量」
又は「薬理的な有効用量」とは、特に、障害又は疾患の１つ又は複数の症状又は発現を軽
減又は除去することを含む、障害状態又は疾患状態を治療又は再治療するのに、所望の結
果を達成する能力を有する、所望の生理的効果又は量をもたらすのに十分な量である。
【００８７】
　例示として、前立腺癌に罹患する患者に対する抗体の投与は、基礎疾患が除去又は改善
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される場合だけでなく、患者が、疾患と関連する症状の重症度の低下又は同持続の短縮を
報告する場合にも、治療的利益を提供する。治療的利益はまた、改善が実現されるかどう
かに関わらず、基礎疾患又は基礎障害の進行を停止又は遅延させることも含む。
【００８８】
　宿主に投与される量は、何が投与されるか、予防又は治療などの投与の目的、宿主の状
態、投与方法、投与回数、投与間隔などに応じて変化する。これらは、当業者が経験的に
決定することができ、治療応答の程度に応じて調整しうる。適切な用量を決定する際に考
慮すべき因子は、対象の身長及び体重、対象の年齢及び性別、症状の重症度、疾患の段階
、作用物質の送達法、作用物質の半減期、並びに作用物質の有効性を含むがこれらに限定
されない。考慮すべき疾患の段階は、疾患が急性であるか慢性であるか、再発段階である
か寛解段階であるか、及び疾患の進行性を含む。治療的な有効量に応じた用量及び投与時
期の決定は、十分に当技術分野内にある。
【００８９】
　本開示の任意の組成物について、治療的な有効用量は、当技術分野でよく知られた方法
により容易に決定される。例えば、初回の有効用量は、細胞培養又は他のｉｎ　ｖｉｔｒ
ｏアッセイから推定することができる。例えば、Ｓｌｉｗｋｏｗｓｋｙ，ＭＸら、　Ｓｅ
ｍｉｎ．Ｏｎｃｏｌ．、第２６巻、増刊第１２号、６０～７０頁、１９９９年は、抗体に
依存する細胞傷害性のｉｎ　ｖｉｔｒｏにおける測定について説明している。そこでは、
細胞培養アッセイにより決定されるＩＣ５０濃度を含め、循環濃度又は組織濃度をもたら
す用量が、動物モデルにおいて定められている。
【００９０】
　加えて、毒性及び治療的有効性が、一般に、細胞培養アッセイ及び／又は実験動物によ
り、通常は、ＬＤ５０（試験集団の５０％に対する致死用量）及びＥＤ５０（試験集団の
５０％における治療的な有効量）を決定することにより決定される。個々に又は組み合わ
せると高い治療指数を示す組成物が好ましい。有効量の決定は、特に、本明細書に提供さ
れた詳細な開示を踏まえると、十分に当技術分野内にある。標準的な参考文献、例えば、
Ｆｉｎｇｌ及びＷｏｏｄｂｕｒｙ、「Ｇｅｎｅｒａｌ　Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ」、「Ｔｈ
ｅ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｂａｓｉｓ　ｏｆ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ」、
１～４６頁、ｌ９７５年、及び同書中に引用される参考文献中にも指針が見出される。
【００９１】
　初回忍容化用量を達成するために、抗体が、ヒト及び非ヒト霊長動物において免疫原性
でありうる可能性が考慮される。免疫応答は、例えば、キメラ抗体又はヒト化抗体の場合
におけるように、抗体が、部分的又は主にヒト免疫グロブリン配列を含む場合でも、生物
学的に無視できないことがあり、抗体の治療的有効性を損なう場合がある。一部の実施形
態内では、治療用抗体に対する免疫学的忍容性の程度を確立するため、初回に高用量の抗
体を投与する。
【００９２】
　忍容化用量は、前駆細胞に関連する特異抗体の反復投与に対する抗体応答の誘導を防止
又は軽減するのに十分である。
【００９３】
　忍容化用量の好ましい範囲は、端値を含めて１０ｍｇ／体重ｋｇ～５０ｍｇ／体重ｋｇ
である。忍容化用量のより好ましい範囲は、端値を含めて２０～４０ｍｇ／ｋｇである。
忍容化用量のさらにより好ましい範囲は、端値を含めて２０～２５ｍｇ／ｋｇである。
【００９４】
　これらの治療レジメン内では、治療的な有効用量の抗体を、端値を含めて０．１～１０
ｍｇ／体重ｋｇの範囲内で投与することが好ましい。より好ましい第２の治療的な有効用
量は、端値を含めて０．２～５ｍｇ／体重ｋｇの範囲内にある。さらにより好ましい治療
的な有効用量は、端値を含めて０．５～２ｍｇ／ｋｇの範囲内にある。代替的な実施形態
内において、１回又は複数回の後続の治療用量は、忍容化用量と同じ若しくは異なる製剤
によるものでよく、及び／又は忍容化用量と同じ若しくは異なる経路により投与してよい
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。
【００９５】
　本発明の目的では、治療される状態、対象抗体の形態、及び医薬組成物に応じて投与法
を選択する。
【００９６】
　抗体組成物の投与は、持続投与、皮下投与、静脈内投与、経口投与、外用投与、経皮投
与、腹腔内投与、筋肉内投与、及び膀胱内投与を含むがこれらに限定されない各種の方法
により行うことができる。例えば、経口投与、筋肉内投与、又は皮下投与には、微粒子製
剤、マイクロスフェア製剤、及びマイクロカプセル化製剤が有用である。静脈内投与には
、リポソーム及びナノ粒子が、加えて適切である。医薬組成物の投与は、単独の経路又は
複数の経路による併用を介して投与してよい。例えば、腹腔内投与は、静脈内注射を伴い
うる。治療用量は、静脈内投与、腹腔内投与、筋肉内投与、又は皮下投与されることが好
ましい。
【００９７】
　組成物は、１回又は複数回投与してよい。実施形態によっては、とりわけ、治療される
適応及び処方する医師の判断に応じて、１日１回、１日２～３回若しくは数回、又は１日
多数回投与してよい。
【００９８】
　組成物の投与は、また、当技術分野でよく知られる、徐放又は長期送達の方法によって
も達成しうる。本明細書で用いる「徐放」又は「長期放出」とは、送達システムが、１日
を超えて、好ましくは、１週間を超えて、最も好ましくは、少なくとも約３０～６０日間
以上にわたり、対象化合物の医薬としての治療量を投与することを意味する。長期放出シ
ステムは、上記生体分解ポリマーなどの抗体を含有する植込み式の固体又はゲル、蠕動ポ
ンプ及びフルオロカーボンによる高圧ガス式ポンプ、浸透圧ポンプ及びミニ浸透圧ポンプ
などを含むポンプを含みうる。
【００９９】
　本発明の方法は、単独のモノクローナル抗体、及びこれらの抗体により認識される特定
の抗原を認識する任意の抗体のほか、異なるｍＡｂの組み合わせの投与も意図する。２つ
以上のモノクローナル抗体の方が、単独の抗体と比較して効果の改善を提供しうる。代替
的に、抗体を異なる抗原に結合する抗体と組み合わせた方が、単独の抗体と比較して効果
の改善を提供しうる。こうしたｍＡｂカクテルは、異なるエフェクター機構を利用し、細
胞傷害性のｍＡｂを、免疫エフェクターの機能性に依存するｍＡｂと直接に統合するｍＡ
ｂを含有する限りにおいて、何らかの利点を有しうる。
【０１００】
　別の実施形態において、本発明は、アクセッション番号０６０８０１０１で欧州細胞培
養コレクション（ＥＣＡＣＣ）に寄託されているハイブリドーマＡＢ２５３により産生さ
れる抗体ＢＰＭ０９とＰ２Ｘ７に対する結合を競合し合う、Ｐ２Ｘ７に結合する抗体を提
供する。
【０１０１】
　抗原に対する結合を、抗Ｐ２Ｘ７抗体ＢＰＭ０９と競合し合う抗体は、競合ＥＬＩＳＡ
イムノアッセイ法など、当業者に知られる通常の競合的結合アッセイを用いて容易に同定
しうる。
【０１０２】
　競合レベルは、少なくとも５０％、好ましくは、少なくとも６０％、より好ましくは、
少なくとも７０％であることが好ましい。競合レベルは、少なくとも８０％、好ましくは
、少なくとも９０％、好ましくは、少なくとも９５％であることがさらにより好ましい。
競合レベルは、実質的に１００％であることが最も好ましい。
【０１０３】
　「競合百分率」という用語は、競合的抗体の存在下で生じる結合の低下を指す。
【０１０４】
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　以下のプロトコールは、本発明を例示するための、非限定的な実施例として提供される
。
【０１０５】
実施例１
モノクローナル抗体の産生
　ハイブリドーマを産生するのに好ましい動物システムは、マウスシステムである。免疫
化プロトコール、及び融合用の免疫化された脾細胞の単離法は、当技術分野でよく知られ
ている。融合細胞パートナー（例えば、マウス骨髄腫細胞株ＳＰ２／０、ＮＳ０、ＮＳ１
、ラット骨髄腫細胞Ｙ３、ウサギ骨髄腫細胞２４０Ｅ１、ヒトＫ６Ｈ６細胞）、融合手順
、及びスクリーニング手順もまた、当技術分野でよく知られている（Ｇａｌｆｒｅら、１
９７７年；Ｇｅｆｔｅｒら、１９７７年；Ｇａｌｆｒｅら、１９７９年；ｄａｎｇｌら、
１９８２年；Ｓｐｉｅｋｅｒ－Ｐｏｌｅｔら、１９９５年）。
【０１０６】
（ｉ）ハイブリドーマの産生
　Ｂ細胞－骨髄腫細胞ハイブリドーマは、免疫化されたマウスに由来する脾細胞を用いて
、以下の通りに産生した。
【０１０７】
　免疫化：ＢＡＬＢ／ｃマウス（雌、初回注射時に８～１０週齢、オーストラリア、ノー
スライド、ＣＳＩＲＯ　ａｎｉｍａｌ　ｆａｃｉｌｉｔｙ製）を、ジフテリアトキソイド
に連結して（約１１：１の結合率）アジュバント中で乳化させたヒトＰ２Ｘ７の第２００
～２１６残基を含む結合体で免疫化した。初回免疫化は、Ｍｏｎｔａｎｉｄｅ－Ｑｕｉｌ
Ａ－ＤＥＡＥデキストラン、４×５０μｇ／ｍＬ中の結合体により実施した。後続の免疫
化は、１匹当たり２×５０μｇ／ｍＬの注射（筋肉内１回及び皮下１回）、２００μｇ／
ｍＬのＩｍｍｕｎＥａｓｙ（商標）アジュバント（Ｑｉａｇｅｎ社製）中の結合体により
、２～４週間間隔で実施した。少なくとも３回の免疫化サイクル後、無菌のリン酸緩衝食
塩液中に２０μｇの結合体を、マウスに静脈内注射した。
【０１０８】
　ハイブリドーマ産生：静脈内ブーストの４～５日後、脾臓を回収し、脾細胞懸濁液を調
製した。脾細胞は、無血清培地（２ｍＭ　Ｌ－グルタミン、１ｍＭピルビン酸ナトリウム
、５０ＩＵ／ｍＬペニシリン、及び５０μｇ／ｍＬストレプトマイシンを有するＲＰＭＩ
；Ｇｉｂｃｏ社製）中に５０％のポリエチレングリコール１５００（Ｒｏｃｈｅ社製、型
番７８３　６４１）中において５：１の比率で混合することにより、ＳＰ２／０Ａｇ１４
骨髄腫細胞と融合させた。３７℃で２分間にわたるインキュベーション後、細胞懸濁液を
無血清培地中で希釈し、遠心分離（７０×ｇで８分間）によりペレットにした。細胞は、
ＲＰＭＩ培地（上記の通りであり、１０％ウシ胎仔血清、ＨＡＴ（Ｇｉｂｃｏ社製）、及
び１００Ｕ／ｍＬ組み換えマウスＩＬ－６（Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ社製）を補充）中で培養
した。１２～１４日後、ウシ血清アルブミン（約１１：１の結合比）に連結した固相ヒト
Ｐ２Ｘ７の第２００～２１６残基を用いるＥＬＩＳＡ法により、細胞培養懸濁液を反応性
について調べた。陽性ウェルは、限界希釈でサブクローニングした。
　これらの陽性ウェルから、抗体ＡＢ２５３を産生するハイブリドーマを単離した。
【０１０９】
実施例２
　ＢＰＭ０９は、正常組織の染色が最小限でありながら、腫瘍組織を強力に染色する、優
れた免疫組織化学染色をもたらす点で、他の腫瘍選択的Ｐ２Ｘ７抗体とは区別される。
【０１１０】
ＡＢ２５３に対する免疫組織化学法のプロトコール／結果
組織切片の調製
１．腫瘍ブロックに由来する切片（３μｍ）を、３－アミノプロピルトリエトキシシラン
（ＡＥＳ）でコートした耐熱スライドガラス上に載せた。
２．脱蝋、内因性ペルオキシダーゼのブロック、及び熱で誘導するエピトープ賦活をスラ
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イドに対して同時に実施し（Ｂｉｏｃａｒｅ　Ｍｅｄｉｃａｌ社製Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ　
Ｄｅｃｌｏａｋｅｒ溶液）、Ｓｅｑｕｅｎｚａ装置によりスライドを染色した。
【０１１１】
ＡＢ２５３による組織切片の染色
３．トリス緩衝生理食塩液（Ｂｉｏｃａｒｅ　Ｍｅｄｉｃａｌ社製ＴＢＳ自動洗浄用緩衝
液）によるすすぎの後、６０分間にわたり８０ｐＭ　ＡＢ２５３と共に切片をインキュベ
ートした。ＴＢＳ中で２回すすいだ後に、抗マウスＩｇＧ試薬中における１５分間のイン
キュベーション後、ＴＢＳ中で１回のすすぎ、及びＨＲＰポリマー中での２５分間にわた
るインキュベーション、並びにＴＢＳ中での追加のすすぎ（２回）からなる、Ｍａｃｈ　
４　Ｕｎｉｖｅｒｓａｌポリマー（Ｂｉｏｃａｒｅ　Ｍｅｄｉｃａｌ社製）検出システム
を用いた。
４．十分な洗浄及びＤＡＢ（Ｄａｋｏ社製）染色の後、ヘマトキシリン（Ｌｉｌｌｉｅ　
の改変を伴うＭａｙｅｒによる、Ｄａｋｏ社製）により、ＢＰＭ０９で標識したスライド
を１分間にわたり対比染色し、十分にすすぎ、カバーを外した。
５．１０倍の対物レンズを有するＯｌｙｍｐｕｓ　ＢＸ４１型顕微鏡（Ｏｌｙｍｐｕｓ社
製）及びＱ　Ｉｍａｇｉｎｇ社製Ｍｉｃｒｏｐｕｂｌｉｓｈｅｒ　５メガピクセル顕微鏡
カメラを用いて、顕微鏡写真を得た。
【０１１２】
　図１は、ヒト前立腺癌組織に対するＢＰＭ０９の結合を示す。比較すると、正常組織に
対するＢＰＭ０９抗体の結合量が最小であり（データは示さない）、このことは、非特異
的抗体結合のみが起こったことを説明するものである。
【０１１３】
実施例３
抗Ｐ２Ｘ７による競合ＥＬＩＳＡ法
材料
　ＢＳＡ－Ｐ２Ｘ７の第２００～２１６残基ペプチド配列（リンカーとしてマレイミドカ
プロイルＮ－ヒドロキシスクシンイミド（ＭＣＳ）を有するウシ血清アルブミンに結合し
たＨ－ＧＨＮＹＴＴＲＮＩＬＰＧＬＮＩＴＣ－ＮＨ２）
　９６ウェルＥＬＩＳＡ用プレート
　ＢＳＡ（アルブミン、ウシ画分Ｖ、Ｓｉｇｍａ社製、型番Ａ－９６４７）
　Ｔｗｅｅｎ　２０（ポリオキシエチレン－２０－ソルビタンモノラウレート、Ａｍｒｅ
ｓｃｏ社製、型番０７７７－ＩＬ）
　ビオチン化ＢＰＭ０９（製造元の指示書に従い、２０倍モル過剰のＮＨＳ－ＬＣ－ビオ
チン（Ｐｉｅｒｃｅ社製、型番３　２１４３５）により、１ｍｇのプロテインＡで精製し
たＢＰＭ０９に対して、ビオチン化を実施した）
　二次結合体（西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）に結合したストレプトアビジン、
Ｚｙｍｅｄ社製、型番４３４３２３）
　Ｎａ２ＣＯ３、ＮａＨＣＯ３、Ｎａ２ＨＰＯ４、ＮａＨ２ＰＯ４、ＮａＣｌ、クエン酸
一水和物、クエン酸三ナトリウム二水和物、Ｈ２Ｏ２

　ＡＢＴＳ（２，２’－アジノ－ビス（３－エチルベンズ－チアゾリン－６－スルホン酸
）ジアンモニウム塩、Ｓｉｇｍａ社製、型番Ａ－１８８８）
　ＥＬＩＳＡ用プレートリーダー
【０１１４】
溶液
　炭酸塩コーティング緩衝液ｐＨ９．６
　　１．５９ｇ　Ｎａ２ＣＯ３及び２．９３ｇ　ＮａＨＣＯ３を、ｐＨ９．６への調整後
、蒸留Ｈ２Ｏにより１Ｌに調合した。
【０１１５】
　０．１Ｍ　ＰＢＳ　ｐＨ　７．２（ストック溶液）
　　６８．４ｍＬの１Ｍ　Ｎａ２ＨＰＯ４溶液、３１．６ｍＬの１Ｍ　ＮａＨ２ＰＯ４溶
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液、及び８８ｇのＮａＣｌを、ｐＨ７．２への調整後、蒸留Ｈ２Ｏにより１Ｌに調合した
。
【０１１６】
　０．０１Ｍ　ＰＢＳ　ｐＨ７．２（作業用濃度）
　　０．１Ｍ　ＰＢＳ溶液を、蒸留Ｈ２Ｏにより希釈した（１／１０）。
【０１１７】
　ブロッキング緩衝液
　　０．０１Ｍ　ＰＢＳ　ｐＨ　７．２に、１％（ｗ／ｖ）ＢＳＡを添加した。
【０１１８】
　抗体希釈液
　　０．０１Ｍ　ＰＢＳ　ｐＨ７．２に、１％（ｗ／ｖ）ＢＳＡ及び０．０５％（ｖ／ｖ
）Ｔｗｅｅｎ　２０を添加した。
【０１１９】
　洗浄用緩衝液
　　０．０１Ｍ　ＰＢＳ　ｐＨ　７．２に、０．０５％（ｖ／ｖ）Ｔｗｅｅｎ　２０を添
加した。
【０１２０】
　クエン酸緩衝液（５倍濃度）（ストック濃度）
　　ｐＨを４．４に調整後、２１ｇクエン酸一水和物及び１４．７ｇクエン酸三ナトリウ
ム二水和物を、蒸留Ｈ２Ｏにより１５０ｍＬに調合した。
【０１２１】
　基質溶液
　　２．４ｍＬクエン酸緩衝液（５倍濃度）、２４０μＬ　ＡＢＴＳ溶液［Ｈ２Ｏ中に２
５ｍｇ／ｍＬ（５０倍濃度）］、１２μＬ　Ｈ２０２であり、蒸留Ｈ２Ｏにより１２ｍＬ
に調合。
【０１２２】
手順
　１．炭酸塩コーティング緩衝液中でＢＳＡ－Ｐ２Ｘ７を３μｇ／ｍＬに希釈し、９６ウ
ェルプレートの各ウェルに１００μＬずつ添加し、加湿した容器中、４℃で一晩にわたり
インキュベートした。
　２．洗浄緩衝液（３倍濃度）、次いで、ＰＢＳ（３倍濃度）中でプレートを洗浄し、ペ
ーパータオル上で吸い取らせ、残存した緩衝液を除去した。
　３．加湿した容器中、室温で最低１時間にわたり、２００μＬのブロッキング緩衝液に
よりプレートをブロックした。
　４．ステップ３を反復して、プレートを洗浄した。
　５．新たな９６ウェルプレートにおいて、非ビオチン化ＢＰＭ０９、又は無関係の特異
性アイソタイプマッチ対照を、抗体希釈液中で段階的に希釈し、ビオチン化ＢＰＭ０９を
添加した（＊０．６３μｇ／ｍＬ、最終濃度）。
　＊ビオチン化ＢＰＭ０９の濃度（０．６３μｇ／ｍＬ）は、競合抗体なしに、本プロト
コールにより実施された予備的ＥＬＩＳＡ法において、最大の結合を与えるように決定し
た。
　６．三連のウェルに、抗体混合液（１００μＬ）を添加した。背景吸光度を決定するた
め、ペプチドコーティングなしのウェルを組み入れた。
　７．加湿容器内における室温で３０分間のインキュベーション後、ステップ３に従い、
プレートを再び洗浄した。
　８．抗体希釈液（１００μＬ）中のストレプトアビジン－ＨＲＰ（１：２０００）を各
ウェルに添加し、ゆっくりと混合させながら、加湿容器内において室温で１時間にわたり
インキュベートした。
　９．ステップ３によりプレートを洗浄し、新たに調製した基質溶液（１００μＬ）を各
ウェルに添加した。
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　１０．１５分間にわたり呈色反応を生じさせた後に、ＥＬＩＳＡ用プレートリーダーに
より、４０５ｎｍ（基準波長：６２０ｎｍ）におけるＯＤを測定した。
【０１２３】
　ＥＬＩＳＡ競合結合アッセイの結果を、図２に示す。図２（Ａ）は、非ビオチン化ＢＰ
Ｍ０９抗体の濃度が上昇するにつれて、Ｐ２Ｘ７受容体部位に対するビオチン化ＢＰＭ０
９の総結合が低下することを示す。逆に、図２（Ｂ）は、ビオチン化抗体の結合に対する
影響が観察されない免疫グロブリンのアイソタイプにマッチする対照を用いて実施した、
同じ競合結合アッセイを示す。これらのデータは、Ｐ２Ｘ７に対するＢＰＭ０９の結合特
異性を明確に示す。
【０１２４】
　本明細書において開示され定義された本発明が、本文又は図面で言及され、又はこれら
から明らかな、２つ以上の個々の特徴に対するすべての代替的な実施形態に拡張されるこ
とを理解されたい。これらの異なる組み合わせのすべてが、本発明の代替的な各態様を構
成する。
【０１２５】
　広く説明された本発明の精神又は範囲から逸脱しない限りにおいて、特定の実施形態で
示した本発明に対して、多数の変更及び／又は改変を行いうることが、当業者により理解
されるであろう。したがって、本実施形態は、あらゆる点において考慮すべきものであり
、限定的なものではない。

【図１】 【図２】
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