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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ＥＧＦＲ遺伝子の増幅を含む細胞上のＥＧＦＲに結合し得る単離された抗体またはその
活性フラグメントであって、当該細胞がＥＧＦＲ遺伝子の複数のコピーを含み、ＥＧＦＲ
レセプターｄｅ２－７を発現し、当該単離された抗体またはその活性フラグメントが
（ａ）ＥＧＦＲが増幅または過剰発現した場合にのみ細胞結合ヒト野生型ＥＧＦＲに結合
し、
（ｂ）アミノ酸配列ＬＥＥＫＫＧＮＹＶＶＴＤＨから成るｄｅ２－７ＥＧＦＲ接合部ペプ
チドを認識せず、
（ｃ）ＦＡＣＳ分析によって決定されるネイティブＵ８７ＭＧ星状細胞腫細胞株と反応せ
ず、
（ｄ）免疫組織化学によって決定される正常肝組織に結合せず、
（ｅ）ヒト野性型ＥＧＦＲの残基２７３－５０１の配列内のエピトープを認識する
ことを特徴とし、
　前記単離された抗体は重鎖及び軽鎖を含み、
　前記重鎖の可変部は、配列番号２の残基４４－５４、６８－８３および１１５－１２３
のアミノ酸配列を有するポリペプチド結合ドメインを含み、
　前記軽鎖の可変部は、配列番号４の残基４４－５４、７０－７６および１０９－１１７
のアミノ酸配列を有するポリペプチド結合ドメインを含む、
単離された抗体またはその活性フラグメント。
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【請求項２】
　ＥＧＦＲ遺伝子の増幅を含む腫瘍であって当該腫瘍の細胞がＥＧＦＲ遺伝子の複数のコ
ピーを含む腫瘍上のＥＧＦＲおよびＥＧＦＲレセプターの短縮型ｄｅ２－７を発現する腫
瘍上のＥＧＦＲに結合し得る抗体であって、当該抗体がアミノ酸配列ＬＥＥＫＫＧＮＹＶ
ＶＴＤＨから成るｄｅ２－７ＥＧＦＲ接合部ペプチドと結合せず、当該抗体が重鎖および
軽鎖を含み、
　前記重鎖可変領域配列が、アミノ酸配列ＧＹＳＩＴＳＤＦＡＷＮ、ＹＩＳＹＳＧＮＴＲ
ＹＮＰＳＬＫＳおよびＶＴＡＧＲＧＦＰＹに由来するポリペプチド結合ドメインＣＤＲア
ミノ酸配列を含み、前記軽鎖可変領域配列が、アミノ酸配列ＨＳＳＱＤＩＮＳＮＩＧ、Ｈ
ＧＴＮＬＤＤおよびＶＱＹＡＱＦＰＷＴに由来するポリペプチド結合ドメインＣＤＲアミ
ノ酸配列を含むことを特徴とする前記抗体。
【請求項３】
　ヒト野性型ＥＧＦＲの２８７－３０２残基の配列内のエピトープに結合する、請求項１
又は２に記載の単離された抗体またはその活性フラグメント。
【請求項４】
　ヒト化抗体もしくはキメラ抗体またはそれらの活性フラグメントである、請求項１乃至
３のいずれか１項に記載の単離された抗体またはその活性フラグメント。
【請求項５】
　前記結合ドメイン領域がヒト抗体フレームワーク内に存在する、請求項１乃至４のいず
れか１項に記載の単離された抗体またはその活性フラグメント。
【請求項６】
　前記ヒト抗体フレームワークがヒトＩｇＧ１抗体フレームワークである、請求項５に記
載の単離された抗体またはその活性フラグメント。
【請求項７】
　当該単離された抗体またはその活性フラグメントがキメラ抗体またはその活性フラグメ
ントであり、当該単離された抗体またはその活性フラグメントが重鎖および軽鎖を含み、
当該重鎖が配列番号２に示す抗体結合ドメインおよびヒトＩｇＧ１重鎖定常領域を含むこ
とを特徴とする、請求項５に記載の単離された抗体またはその活性フラグメント。
【請求項８】
　当該単離された抗体またはその活性フラグメントがキメラ抗体またはその活性フラグメ
ントであり、当該単離された抗体またはその活性フラグメントが重鎖および軽鎖を含み、
当該軽鎖が配列番号４に示す抗体結合ドメインおよびヒトκ軽鎖定常領域を含むことを特
徴とする、請求項５に記載の単離された抗体またはその活性フラグメント。
【請求項９】
　請求項１乃至８のいずれか１項に記載の単離された抗体またはその活性フラグメントで
あって、当該単離された抗体またはそのフラグメントが抗体Ｆ（ａｂ’）２、ｓｃＦｖフ
ラグメント、ｄｉａｂｏｄｙ（二価抗体）、ｔｒｉａｂｏｄｙ（三価抗体）またはｔｅｔ
ｒａｂｏｄｙ（四価抗体）の形態である単離された抗体またはその活性フラグメント。
【請求項１０】
　請求項１乃至８のいずれか１項に記載の単離された抗体またはその活性フラグメントで
あって、当該単離された抗体またはその活性フラグメントが免疫結合体であり治療または
診断目的を有する１以上の他の分子または薬剤と共有結合または連結されていることを特
徴とする、単離された抗体またはその活性フラグメント。
【請求項１１】
　請求項１０に記載の単離された抗体またはその活性フラグメントであって、前記他の分
子または薬剤が、他の抗体、抗体フラグメント、毒素、リガンド、放射性同位体および化
学療法剤から選択されることを特徴とする、単離された抗体またはその活性フラグメント
。
【請求項１２】
　請求項１乃至９のいずれか１項に記載の単離された抗体またはその活性フラグメントで
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あって、当該単離された抗体またはその活性フラグメントが検出可能標識または機能的標
識と結合していることを特徴とする単離された抗体またはその活性フラグメント。
【請求項１３】
　前記標識が共有結合した薬剤または放射性標識である、請求項１２に記載の単離された
抗体またはその活性フラグメント。
【請求項１４】
　前記放射性標識が３Ｈ、１４Ｃ、３２Ｐ、３５Ｓ、３６Ｃｌ、５１Ｃｒ、５７Ｃｏ、５

８Ｃｏ、５９Ｆｅ、９０Ｙ、１２１Ｉ、１２４Ｉ、１２５Ｉ、１３１Ｉ、１１１Ｉｎ、２

１１Ａｔ、１９８Ａｕ、６７Ｃｕ、２２５Ａｃ、２１３Ｂｉ、９９Ｔｃまたは１８６Ｒｅ
のいずれかである、請求項１３に記載の単離された抗体またはその活性フラグメント。
【請求項１５】
　ペグ化されている請求項１乃至８のいずれか１項に記載の単離された抗体またはその活
性フラグメント。
【請求項１６】
　ヒトまたは動物体の治療または診断方法に使用するための、請求項１乃至１５のいずれ
か１項に記載の単離された抗体またはその活性フラグメント。
【請求項１７】
　画像診断に使用する医薬の製造における請求項１乃至１５のいずれか１項に記載の単離
された抗体またはその活性フラグメントの使用。
【請求項１８】
　哺乳動物の癌の治療または診断に使用する医薬の製造における、請求項１乃至１５のい
ずれか１項に記載の単離された抗体またはその活性フラグメントの使用。
【請求項１９】
　癌が脳内に位置するかまたは脳に隣接して位置する、請求項１８に記載の単離された抗
体またはその活性フラグメントの使用。
【請求項２０】
　前記癌が、グリア芽細胞種、髄芽細胞腫、髄膜腫、腫瘍性星状細胞腫および腫瘍性動静
脈先天異常から選択される脳内在性癌である、請求項１９に記載の単離された抗体または
その活性フラグメントの使用。
【請求項２１】
　癌が神経腫瘍である、請求項１８に記載の単離された抗体またはその活性フラグメント
の使用。
【請求項２２】
　前記単離された抗体またはその活性フラグメントが全身投与されることを特徴とする、
請求項１８乃至２１のいずれか１項に記載の単離された抗体またはその活性フラグメント
の使用。
【請求項２３】
　前記治療が放射免疫治療を含むことを特徴とする、請求項１８乃至２２のいずれか１項
に記載の単離された抗体またはその活性フラグメントの使用。
【請求項２４】
　前記単離された抗体またはその活性フラグメントが最初に投与され、その後に化学療法
剤を含む組成物が投与されることを特徴とする、請求項１８乃至２２のいずれか１項に記
載の単離された抗体またはその活性フラグメントの使用。
【請求項２５】
　請求項１乃至１６のいずれか１項に記載の単離された抗体またはその活性フラグメント
をコードする配列を含む単離された核酸。
【請求項２６】
　単離された抗体またはその活性フラグメントが発現する条件下で請求項２５に記載の核
酸を発現させること、および当該単離された抗体またはその活性フラグメントを回収する
ことを含む、単離された抗体またはその活性フラグメントの調製方法。
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【請求項２７】
　ＥＧＦＲが増幅しているかまたは過剰発現している腫瘍またはＥＧＦＲが短縮型（ｔｒ
ｕｎｃａｔｅｄ）タンパク質の形態で発現している腫瘍の診断用キットであって、請求項
１乃至１６のいずれか１項に記載の単離された抗体またはその活性フラグメントを含み、
更に試薬および／または使用説明書を含んでいてもよい前記診断用キット。
【請求項２８】
　請求項１乃至１６のいずれか１項に記載の単離された抗体またはその活性フラグメント
を含み、更に医薬上許容されるベヒクル、キャリアまたは希釈剤を含んでいてもよい医薬
組成物。
【請求項２９】
　請求項２８の医薬組成物の医薬投与形態および化学療法剤、抗ＥＧＦＲ抗体、放射免疫
治療剤およびこれらの組合わせから選択される追加の抗癌剤を含む別個の医薬投与形態を
含む、ヒト患者の腫瘍治療のためのキット。
【請求項３０】
　前記化学治療剤がチロシンキナーゼインヒビター、リン酸カスケードインヒビター、翻
訳後修飾因子、細胞増殖インヒビターまたは分裂インヒビター、シグナル伝達インヒビタ
ーおよびこれらの組合わせからなる群より選択されることを特徴とする、請求項２９に記
載のキット。
【請求項３１】
　前記チロシンキナーゼインヒビターがＡＧ１４７８、ＺＤ１８３９、ＳＴＩ５７１、Ｏ
ＳＩ－７７４、ＳＵ－６６６８およびこれらの組合わせからなる群より選択させることを
特徴とする請求項３０に記載のキット。
【請求項３２】
　前記抗ＥＧＦＲ抗体が抗ＥＧＦＲ抗体５２８、２２５、ＳＣ－０３、ＤＨ８．３、Ｌ８
Ａ４、Ｙ１０、ＩＣＲ６２、ＡＢＸ－ＥＧＦおよびこれらの組合わせからなる群より選択
されることを特徴とする、請求項２９に記載のキット。
【請求項３３】
　増幅しているかもしくは過剰発現しているＥＧＦＲまたはｄｅ２－７ＥＧＦＲの存在を
検出する方法であって、当該ＥＧＦＲを
（ａ）増幅しているかもしくは過剰発現しているＥＧＦＲまたはｄｅ２－７ＥＧＦＲの存
在が推測される哺乳動物由来の生体サンプルを、請求項１乃至１６のいずれか１項に記載
の単離された抗体またはその活性フラグメントへの当該ＥＧＦＲの結合が生じる条件下で
当該単離された抗体またはその活性フラグメントと接触させること、および
（ｂ）当該生体サンプル由来のＥＧＦＲと当該単離された抗体またはその活性フラグメン
トとの間で結合が生じたか否かを検出することを含み、当該結合の検出がサンプル中にお
けるＥＧＦＲの存在を示すことを特徴とする前記方法。
【請求項３４】
　請求項３３の方法によってＥＧＦＲの存在を検出することを含む哺乳動物における癌の
検出を補助する方法であって、ＥＧＦＲの存在の検出が当該哺乳動物における腫瘍または
癌の存在を示すことを特徴とする前記方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（発明の分野）
　本発明は、増幅した上皮増殖因子レセプター（ＥＧＦＲ）およびそのＥＧＦＲのｄｅ２
－７ＥＧＦＲ短縮型に結合する、特異的結合メンバー、特に、抗体およびそれらのフラグ
メントに関する。特に、その特異的結合メンバー、特に抗体およびそれらのフラグメント
によって認識されるエピトープが、異常な翻訳後改変によって増強されているかまたは顕
性である。これらの特異的結合メンバーは、癌の診断および処置において有用である。本
発明の結合メンバーまたは、治療において、化学療法剤もしくは抗癌剤ならびに／または
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他の抗体もしくはそれらのフラグメントと併用して使用され得る。
【背景技術】
【０００２】
　（発明の背景）
　化学療法的手段による増殖性疾患、特に癌の処置は、しばしば、ヒトまたは動物の身体
の中の、標的増殖細胞と他の正常細胞との間の差異を探索することに依存する。例えば、
多くの化学薬剤は、迅速に複製するＤＮＡによって取り込まれ、その結果、ＤＮＡ複製お
よび細胞分裂のプロセスが破壊されるように設計される。別のアプローチは、発達したヒ
ト組織では正常に発現されない腫瘍細胞または、他の異常細胞の表面における抗原（例え
ば、腫瘍抗原または胚性抗原）を同定することである。このような抗原は、この抗原をブ
ロックまたは中和し得る抗体のような結合タンパク質を用いて標的化され得る。さらに、
これらの結合タンパク質（抗体およびそれらのフラグメントを含む）は、毒性因子または
直接的もしくは間接的に毒性因子を腫瘍部位で活性化し得る他の物質を送達し得る。
【０００３】
　ＥＧＦＲは、腫瘍標的化抗体療法について魅力的な標的である。なぜならば、ＥＧＦＲ
は、多くの型の上皮腫瘍において過剰発現されているからである（２７，２８）。さらに
、ＥＧＦＲの発現は、胃、結腸、膀胱、胸部、前立腺、子宮内膜、腎臓および脳を含む多
くの型の腫瘍（例えば、神経膠腫）の乏しい予後に関連する。結果的に、多くのＥＧＦＲ
抗体が、文献に報告されており、いくつかでは、臨床的評価を行っている（１８，１９，
２９）。頭頸部の癌、扁平上皮細胞肺癌、脳神経膠腫、および悪性星細胞腫を有する患者
においてＥＧＦＲ　ｍＡｂを使用した研究からの結果は、助長的であった。殆どのＥＧＦ
Ｒ抗体の抗腫瘍活性は、それらのリガンド結合をブロックする能力によって増強されてい
る（３０，３１）。このような抗体は、細胞増殖および抗体依存性免疫機能（例えば、補
体活性化）の両方の調節を介してこれらの効力を媒介し得る。しかし、これらの抗体の使
用は、ＥＧＦＲの高い内因性レベルを有する器官（例えば、肝臓および皮膚）における取
り込みに制限され得る（１８，１９）。
【０００４】
　ＥＧＦＲ遺伝子の増幅（すなわち、ＥＧＦＲ遺伝子の複数のコピー）を含む、有意な割
合の腫瘍はまた、ｄｅ２－７　ＥＧＦＲ、ΔＥＧＦＲ、またはΔ２－７（本明細書中で、
交換可能に使用される用語）（２）として知られているそのレセプター（１３）の短縮型
バージョンを同時に発現する。そのｄｅ２－７　ＥＧＦＲにおいて見出される再配置は、
エキソン２～７に及ぶ８０１ヌクレオチドを欠失しているインフレームの成熟ｍＲＮＡを
生じさせる（６～９）。対応するＥＧＦＲタンパク質は、細胞外ドメインの残基６～２７
３を含む２６７アミノ酸の欠失と融合連結部の新規グリシン残基とを有する（９）。この
欠失は、グリシン残基の挿入と一緒に、欠失の境界点において独特の連結ペプチドを生み
出す（９）。このｄｅ２－７　ＥＧＦＲ（２）は、神経膠腫、胸部、肺、卵巣、および前
立腺を含む多くの型の腫瘍において報告されている（１－４）。この短縮型のレセプター
はリガンドに結合しないが、このレセプターは、低い構成的活性を保持しており、そして
、ヌードマウスにおいて腫瘍異種移植片として増殖した神経膠腫細胞に対して顕著な増殖
利点を与え、そして、ＮＩＨ３Ｔ３細胞（１１）およびＭＣＦ－７細胞を形質転換し得る
。神経膠腫細胞においてｄｅ２－７　ＥＧＦＲにより使用されるこれらの細胞機構は、完
全には定義されていないが、アポトーシスの減少（１２）および増殖の僅かな増強（１２
）を含むことが報告されている。
【０００５】
　この短縮されたレポーターの発現が腫瘍細胞に限定されているので、この短縮されたレ
ポーターは、抗体療法のための高度に固有の標的を示している。したがって、多くの研究
機関は、ｄｅ２－７　ＥＧＦＲの特異的なペプチドに対して特異的な、ポリクローナル抗
体（１４）およびモノクローナル抗体（３，１５，１６）の両方の産生を報告している。
一連のマウスｍＡｂ（これらは、独特のｄｅ２－７ペプチドで免疫した後に単離される）
は、全て、短縮型レセプターに対して、選択性および特異性を示し、そして、ヌードマウ
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スで増殖したｄｅ２－７　ＥＧＦＲ陽性異種移植片を標的化した（３，２５，３２）。
【０００６】
　しかし、ｄｅ２－７　ＥＧＦＲ抗体の１つの潜在的欠点は、ＥＧＦＲ遺伝子の増幅を提
示する腫瘍の僅かに一部分のみがｄｅ２－７ＥＧＦＲ（５）をもまた発現する（５）とい
うことである。このｄｅ２－７　ＥＧＦＲを含む腫瘍の正確な割合は、完全には、確定さ
れていない。なぜなら、様々な技術（すなわち、ＰＣＲ　対　免疫組織化学的方法）およ
び種々の抗体の使用によって、その存在の頻度について報告される値に広い範囲が生じて
いるからである。公開されたデータは、約２５～３０％の神経膠腫が、ｄｅ２－７　ＥＧ
ＦＲを発現し、その発現は、未分化の星状細胞腫において最も低く、そして、神経膠芽腫
の多形態（ｍｕｌｔｉｆｏｒｍｅ）において最も高いことを示している（６，１３，１７
）。ｄｅ２－７　ＥＧＦＲを発現している神経膠腫における陽性細胞の割合は、３７～８
６％の範囲に及ぶと報告されている（１）。２７％の胸部癌腫および１７％の肺癌は、ｄ
ｅ２－７　ＥＧＦＲについて陽性であることが見出された（１，３，１３，１６）。した
がって、ｄｅ２－７　ＥＧＦＲ特異的抗体は、ＥＧＦＲ陽性腫瘍の一部のみにおいて有用
であることが期待される。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　したがって、ＥＧＦＲ抗体の活性に関する既存の証拠に助長されているものの、上記を
反映した適用性および効力の範囲に関して観察される限界は依然として残る。したがって
、広範な腫瘍への効力を実証する抗体および類似の因子を開発することが所望され、そし
て、これは本発明が指向する目的の達成に向かうものである。
【０００８】
　本明細書中での参考文献の引用は、これらの参考文献が本発明の先行技術であるという
承認として解釈されるべきではない。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　（発明の要旨）
　広範な局面において、本発明は、野生型ＥＧＦＲから全くアミノ酸配列の変更も置換も
示さず、そして、腫瘍形成性細胞、過増殖性細胞または異常細胞であることが見出され、
そして、正常細胞においても野生型細胞（本明細書中で使用される「野生型細胞」との用
語は、内因性ＥＧＦＲを発現するがｄｅ２－７　ＥＧＦＲは発現しない細胞を企図し、そ
してこの用語は、このＥＧＦＲ遺伝子を過剰発現する細胞を具体的に排除し；用語「野生
型」とは、異常細胞または腫瘍形成性細胞ではなく正常細胞において存在する、遺伝子型
もしくは表現型またはその他の特性をいう）においても検出可能ではないＥＧＦＲエピト
ープを認識する、単離された特異的な結合メンバー、特に、抗体またはそれらのフラグメ
ントを提供する。さらなる局面において、本発明は、腫瘍形成性細胞、過増殖性細胞、ま
たは異常細胞において見出されるが、正常細胞においても野生型細胞においても検出され
ないＥＧＦＲエピトープを認識する、特異的結合メンバー、特に、抗体またはそれらのフ
ラグメントを提供し、ここで、このエピトープは、異常な翻訳後改変または異常発現に際
して増強されるかまたは顕性となる。本明細書中で提供される特定の非限定的な例示にお
いて、このＥＧＦＲエピトープは増強されるかまたは顕性となるが、ここで、翻訳後改変
が野生型細胞におけるＥＧＦＲの正常発現にみられる程度まで完全ではなく十分でもない
。１つの局面において、ＥＧＦＲエピトープは、最初のもしくは単純な炭水化物改変また
は初期のグリコシル化、特に、高次のマンノース改変に際して増強されるかまたは顕性と
なり、そして、複雑な炭水化物改変の存在下では減少されるかまたは顕性とならない。
【００１０】
　この特異的結合メンバーは、抗体またはそれらのフラグメント（例えば、その免疫原性
フラグメント）であり得、このメンバーは、異常発現の非存在下でありかつ正常なＥＧＦ
Ｒ翻訳後改変の存在下では正常なＥＧＦＲエピトープまたは野生型ＥＧＦＲエピトープを
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含む正常細胞または野生型細胞に結合しないかまたはそれらを認識しない。より具体的に
は、本発明の特異的結合メンバーは、抗体またはそれらのフラグメントであり得、特に、
異常な翻訳後改変が存在下ではＥＧＦＲを過剰発現する（例えば、ＥＧＦＲが増幅されて
いる）かまたはｄｅ２－７　ＥＧＦＲを発現してる細胞において存在し、そして、特に、
正常な翻訳後改変が存在している場合には、通常の条件下でＥＧＦＲを発現する細胞にお
いて検出可能ではないＥＧＦＲエピトープを認識する。
【００１１】
　本発明者らは、異常発現されるＥＧＦＲを特異的に認識する、新規のモノクローナル抗
体（本明細書中において、ｍＡｂ　８０６として示される抗体によって例示される）を発
見した。特に、本発明の抗体は、腫瘍形成性細胞、過増殖性細胞、または異常細胞におい
て見いだされ、かつ正常細胞においても野生型細胞においても検出されないＥＧＦＲエピ
トープを認識し、ここで、そのエピトープは、異常な翻訳後改変に際して増強されるかま
たは顕性となる。本発明の抗体はさらに、本明細書中に記載される、抗体ｍＡｂ　１２４
および抗体ｍＡｂ１１３３によって例示される。本発明の新規の抗体はまた、増幅された
野生型ＥＧＦＲおよびｄｅ２－７ＥＧＦＲを認識し、なおそのｄｅ２－７ＥＧＦＲ変異の
独特の接合部（ｊｕｎｃｔｉｏｎａｌ）ペプチドとは異なるエピトープに結合する。本発
明の抗体は、特に異常翻訳後改変に際して異常発現されるＥＧＦＲを特異的に認識し、そ
の異常発現されるＥＧＦＲは増幅されたＥＧＦＲおよび変異ＥＧＦＲ（本明細書中で、ｄ
ｅ２－７変異によって例示される）を含む。さらに、ｍＡｂ８０６は、正常量のＥＧＦＲ
を発現している神経膠腫細胞株の細胞表面において発現されている場合に、ＥＧＦＲを認
識しないが、ｍＡｂ８０６は、ＥＬＩＳＡプレートの表面に固定されたＥＧＦＲの細胞外
ドメイン（ｓＥＧＦＲ）に結合し、このことは、高次構造の（ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ａｌ）エピトープの認識を示している。ｍＡｂ８０６は、Ａ４３１細胞の表面に結合し、
その細胞は、増幅されたＥＧＦＲ遺伝子を有しているが、ｄｅ２－７ＥＧＦＲを発現しな
い。重要なことは、ｍＡｂ８０６は、殆どの他の組織よりも高いレベルの内因性の野生型
（ｗｔ）ＥＧＦＲを発現するが、ＥＧＦＲを異常発現も増幅もしていない、肺および皮膚
のような正常組織に有意に結合しない。
【００１２】
　本発明の抗体は、染色によってかまたは異常なＥＧＦＲ発現（ＥＧＦＲ増幅および／ま
たはＥＧＦＲ変異を含み、特にｄｅ２－７　ＥＧＦＲである）が存在する腫瘍または細胞
を認識する他の手段によって、ＥＧＦＲ腫瘍または腫瘍形成性細胞の性質を特異的に分類
し得る。さらに、本発明の抗体は、ｍＡｂ８０６によって例示され、増幅されたＥＧＦＲ
を含む腫瘍およびｄｅ２－７　ＥＧＦＲ陽性異種移植片に対する顕著なインビボ抗腫瘍活
性を実証する。
【００１３】
　ｍＡｂ８０６がｄｅ２－７　ＥＧＦＲおよび増幅されたＥＧＦＲに結合するが正常な野
生型ＥＧＦＲには結合しないとううｍＡｂ８０６の独特の特異性によって、これまで知ら
れていたＥＧＦＲ抗体において見られ得た正常組織の取り込みに関連する問題なしに、多
くの腫瘍型、例えば、頭頚部の腫瘍、胸部腫瘍または前立腺腫瘍および神経膠腫を同定し
、特徴づけ、そして標的化するための診断的および治療的な使用が提供される。
【００１４】
　従って、本発明は、接合部ペプチドとは異なるエピトープにおけるｄｅ２－７ＥＧＦＲ
に結合するが、そのＥＧＦＲ遺伝子の増幅の非存在下にて正常細胞中のＥＧＦＲには結合
しない特異的結合タンパク質（例えば、抗体）を提供する。増幅とは、その細胞が複数の
ＥＧＦＲ遺伝子のコピーを含まないことを包含むことを意味する。
【００１５】
　好ましくは、ｍＡｂ８０６によって認識されるエピトープは、成熟正常ＥＧＦＲ配列ま
たは成熟野生型ＥＧＦＲ配列の残基２７３～５０１を含む領域の中に位置づけられる。し
たがって、ＥＧＦＲ配列の残基２７３～５０１を含む領域に位置づけられるエピトープに
おいてｄｅ２－７ＥＧＦＲに結合する、特異的結合タンパク質（例えば、抗体）がまた、
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提供される。このエピトープは、当業者に公知である任意の従来のエピトープマッピング
技術によって決定され得る。あるいは、残基２７３～５０１をコードするＤＮＡ配列は消
化され得、そしてその得られたフラグメントは適切な宿主において発現され得る。抗体結
合は、上述のように決定され得る。
【００１６】
　好ましい局面において、その抗体は、本発明者が同定しそして特徴付けた抗体（特に、
増幅されたＥＧＦＲおよびｄｅ２－７ＥＧＦＲにおいて見出される、異常発現ＥＧＦＲを
認識する抗体）の特徴を有する抗体である。特に好ましい局面において、この抗体は、ｍ
Ａｂ８０６またはその活性フラグメントである。さらに好ましい局面において、本発明の
抗体は、図１４（配列番号２）および図５（配列番号４）においてそれぞれ示されるよう
な、ＶＨアミノ酸配列およびＶＬアミノ酸配列を含む。
【００１７】
　別の局面において、本発明は、８０６抗体のＶＨ配列およびＶＬ配列を有する少なくと
も１０％の抗体が、ＥＬＩＳＡアッセイにおいてこのような抗体に競合することによって
、ｄｅ２－７　ＥＧＦＲに対する結合からブロックされる条件下で、８０６抗体と競合し
得る抗体を提供する。特に、抗イディオタイプ抗体が、本明細書中で企図され、そして、
例示される。抗イディオタイプ抗体である、ＬＭＨ－１１、ＬＭＨ－１２、およびＬＭＨ
－１３が本明細書中で提供される。
【００１８】
　成熟した正常な野生型ＥＧＦＲの残基２７３～５０１（成熟ｄｅ２－７　ＥＧＦＲの残
基６～２３４）を含むエピトープから本質的になる単離されたポリペプチドは、本発明の
別の局面を形成する。本発明のペプチドは、診断アッセイまたは診断キットにおいて、治
療的または予防的に（腫瘍ワクチンまたは抗癌ワクチンを含む）において特に有用である
。従って、本発明のペプチドの組成物としては、薬学的組成物および免疫学的組成物が挙
げられる。
【００１９】
　抗体の標的抗原への結合は、その重鎖および軽鎖の相補性決定領域（ＣＤＲ）を通して
媒介され、ＣＤＲ３の役割は特に重要である。従って、その重鎖または軽鎖のＣＤＲ３領
域、および好ましくは、ｍＡｂ８０６の軽鎖および重鎖の両方のＣＤＲ３領域に基づく特
異的結合メンバーは、インビボ治療法のために有用な特異的結合メンバーである。ｍＡｂ
８０６抗体のＣＤＲは、図１６および図１７において示されている。
【００２０】
　従って、特異的結合タンパク質（例えば、同定されたｍＡｂ８０６抗体のＣＤＲ、特に
、ＣＤＲ３領域に基づく抗体）は、それらのｄｅ２－７　ＥＧＦＲの状態にかかわらず、
増幅したＥＧＦＲを有する腫瘍を標的化するのに有用である。ｍＡｂ８０６は、正常な野
生型レセプターには有意には結合しないので、現在開発されているＥＧＦＲ抗体の制限で
ある。正常組織における有意な取り込みは存在しない（１８，１９）。
【００２１】
　添付の図面において、８０６ＶＨ遺伝子の核酸配列（配列番号１）およびその翻訳物（
配列番号２）は図１４において示される。この８０６抗体のＶＬ遺伝子は図１５にて核酸
配列（配列番号３）および推定アミノ酸配列（配列番号４）として示される。図１６およ
び図１７において、ｍＡｂ８０６のＶＨポリペプチド配列およびＶＬポリペプチド配列が
示され、そのＣＤＲを枠で囲む。
【００２２】
　さらなる局面において、本発明は、抗原に結合し得る単離された特異的結合メンバーを
提供し、ここで、この特異的結合メンバーは、配列番号２の残基９３～１０２として実質
的に示されるアミノ酸配列を含むポリペプチド結合ドメインを含む。本発明は、配列番号
２の残基２６～３５Ａおよび４９～６４として実質的に示されるポリペプチド結合ドメイ
ンの１つまたは両方（好ましくは、両方）をさらに含む上記の単離された特異的結合メン
バーをさらに提供する。このような実施形態の１つの例は、配列番号２において実質的に
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示される配列である。好ましい実施形態において結合ドメインはヒト抗体フレームワーク
によって保持される。
【００２３】
　別の局面において、本発明は、腫瘍抗原に結合し得る単離された特異的結合メンバーを
提供し、ここで、上記特異的結合メンバーは、そのアミノ酸配列番号４の中に実質的に見
出されるＣＤＲを含む軽鎖と一緒に、すくなくとも配列番号２のＣＤＲ３配列を含む重鎖
配列を含むポリペプチド結合ドメインを含む。このような実施形態の１つの例は、配列番
号４において実質的に見出される配列である。好ましい実施形態において、そのＣＤＲは
、ヒト抗体フレームによって保持されている。
【００２４】
　さらなる局面において、本発明は、上記で定義されたような、特異的結合メンバーをコ
ードする配列を含む単離された核酸、ならびに本発明の特異的結合メンバーを調製する方
法を提供し、この方法は、このような結合メンバーの発現を生じる条件下で、上記核酸を
発現する工程、およびこの結合メンバーを回収する工程を包含する。
【００２５】
　本発明のなおさらなる局面は、さらなる結合タンパク質を有するこのような結合タンパ
ク質（例えば、ＥＧＦＲに結合する結合タンパク質であって、好ましくは、ＥＧＦＲへの
リガンドの結合を阻害するタンパク質）の組成物である。このような組成物は、「ワンポ
ット」カクテル、キットなどであり得、好ましくは投与の容易性のために処方され得る。
【００２６】
　本発明に従う特異的結合メンバーは、ヒトまたは動物の身体の処置または診断の方法（
例えば、ヒトの患者における腫瘍を処置する方法であって、この患者に有効量の本発明の
特異的結合メンバーを投与する工程を包含する方法）において有用であり得る。
【００２７】
　本発明はまた、本発明の抗体をコードする、組換えＤＮＡ分子もしくはクローン化され
た遺伝子またはそれらの縮重改変体に関し；好ましくは、本発明は、図１４（配列番号１
）に示されるＤＮＡは配列を有するか、またはその配列に相補的である抗体ＶＨをコード
する核酸分子、特に、組換えＤＮＡ分子またはクローン化された遺伝子に関する。別の実
施形態において、本発明はまた、組換えＤＮＡ分子もしくはクローン化された遺伝子また
はそれらの縮重改変体に関し、好ましくは、図１５（配列番号３）において示されるヌク
レオチド配列を有しているかまたはそのＤＮＡ配列に相補的である抗体ＶＬをコードする
、核酸分子、特に、組換えＤＮＡ分子またはクローン化された遺伝子に関する。
【００２８】
　本発明はまた、本明細書で示される活性を有し、そして、上で示され、本明細書の図１
４および図１５において示され、そして配列番号２および４から選択される、アミノ酸配
列を提示する、ポリペプチドまたは抗体を含む。
【００２９】
　本発明のさらなる実施形態において、本明細書に提供された組換えＤＮＡ分子またはク
ローン化された遺伝子の全長ＤＮＡ配列は、適切な宿主に導入され得る発現制御配列に作
動可能に連結されて得る。従って、本発明は、本発明の抗体のＶＨおよび／またはＶＬあ
るいはそれらの部分、そしてより具体的には、上記で示され、配列番号１および配列番号
３において示される、ＶＨおよび／またはＶＬをコートするＤＮＡ配列を含む、そのクロ
ーン化した遺伝子または組換えＤＮＡ分子で形質転換される単細胞宿主に及ぶ。
【００３０】
　本発明は、本明細書において例示されるように、公知の組換え技術を含む、抗体および
その活性フラグメントの調製のためのいくつかの手段を必然的に企図し、従って、本発明
は、その範囲において、このような合成抗体またはキメラ抗体の調製物に及ぶことが意図
される。本明細書において開示される、ｃＤＮＡ配列およびアミノ酸配列の単離によって
、このような組換え技術による本発明の抗体の再現が容易に行われ、従って、本発明は、
組換えＤＮＡ技術による宿主系における発現のための、その開示されたＤＮＡ配列から調
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製される発現ベクターに及び、そしてそれにより得られる形質転換された宿主に及ぶ。
【００３１】
　本発明は、抗体に結合し得、それによってこの抗体の活性の調節、阻害、増強を行い得
る、薬物または他の実体（抗イディオタイプ抗体のような抗体を含む）を提供する。従っ
て、ｍＡｂ８０６に対する抗イディオタイプ抗体が本明細書中で提供され、そして、例示
される。このような抗イディオタイプ抗体は、抗体に特異的に結合する薬物（ｍＡｂ８０
６またはそのエピトープ）、またはその活性を高める薬物の開発において有用である。
【００３２】
　本発明の診断的用途は、腫瘍もしくは細胞サンプルを特徴付けるため、または腫瘍もし
くは癌についてスクリーニングをするためのアッセイ（インビトロおよびインビボの診断
アッセイを含む）における本発明の抗体の使用にまで及ぶ。
【００３３】
　免疫アッセイにおいて、制御された量の抗体などが調製され得、酵素、特異的結合パー
トナーおよび／または放射性元素で標識され得、次いで、細胞サンプルに導入され得る。
標識された物質またはその結合パートナーが、サンプル内の部位と反応する機会を有した
後で、生じた質量を公知技術によって試験しえ得る。この公知技術は、結合した標識の性
質に応じて変動し得る。
【００３４】
　本発明の特異的結合メンバーは、検出可能な標識または機能的な標識を有し得る。特定
の結合メンバーは、放射性標識（例えば、同位体３Ｈ、１４Ｃ、３２Ｐ、３５Ｓ、３６Ｃ
ｌ、５１Ｃｒ、５７Ｃｏ、５８Ｃｏ、５９Ｆｅ、９０Ｙ、１２１Ｉ、１２４Ｉ、１２５Ｉ
、１３１Ｉ、１１１Ｉｎ、２１１Ａｔ、１９８Ａｕ、６７Ｃｕ、２２５Ａｃ、２１３Ｂｉ
、９９Ｔｃ、および１８６Ｒｅ）を有し得る。放射性標識が使用される場合、公知の現在
利用可能な計数手順が、特定の結合メンバーを同定および定量するために使用され得る。
例えば、標識が酵素である場合、検出は、当該分野で公知の任意の現在使用されている比
色技術、分光測定技術、蛍光測定技術、電流測定技術、または気体測定技術により達成さ
れ得る。
【００３５】
　放射性標識された特定の結合メンバー（特に、抗体およびそのフラグメント）は、イン
ビトロでの診断技術およびインビボでの放射性画像化技術において有用である。本発明の
さらなる局面において、放射性標識された特定の結合メンバー（特に、抗体およびそのフ
ラグメント（特に、放射性免疫結合体））は、放射性免疫治療において（特に、癌治療の
ための放射性標識された抗体として）有用である。なおさらなる局面において、放射性標
識された特定の結合メンバー（特に、抗体およびそのフラグメント）は、放射性免疫誘導
性外科手順において有用である。この手順において、それらは、癌細胞、前癌細胞、腫瘍
細胞、および過剰増殖細胞の存在および／または位置を、このような細胞を除去する外科
手術の前、最中、または後に同定および示し得る。
【００３６】
　本発明の免疫結合体または抗体融合タンパク質（ここで、本発明の特定の結合メンバー
（特に、抗体およびそのフラグメント）は、他の分子または因子に結合体化または付着さ
れている）としてはさらに、化学的除去剤、毒素、免疫モジュレーター、サイトカイン、
細胞毒性剤、化学療法剤、または薬物に結合体化された結合メンバーが挙げられるがこれ
らに限定されない。
【００３７】
　本発明は、例えば、増幅されたＥＧＦＲまたはｄｅ２－７ＥＧＦＲの存在の程度の定量
的分析のための試験キットの形態で調製され得るアッセイ系を包含する。この系または試
験キットは、本明細書中に記載される放射性技術および／または酵素技術のうちの１つ（
抗体への標識の連結）により調製される標識成分、ならびに１つ以上のさらなる免疫化学
薬剤を含み得、これらのうちの少なくとも１つは、決定される遊離もしくは固定化された
成分またはそれらの結合パートナーである。
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【００３８】
　さらなる実施形態において、本発明は、結合メンバー、抗体、もしくはその活性フラグ
メントの活性、または同じ活性を有することが決定された薬剤または他の薬物に基づく特
定の治療方法に関する。第１の治療方法は、癌（頭頸部癌、乳癌、前立腺癌、および神経
膠腫が挙げられるがこれらに限定されない）の予防または処置に関する。
【００３９】
　特に、本発明の結合メンバーおよび抗体、ならびに特定の実施形態においては、８０６
抗体（その配列は、本明細書中で、配列番号２および４において示される）またはその活
性フラグメント、およびそれらに由来するキメラ（二機能性）抗体または合成抗体が、薬
学的組成物（治療が適切である（例えば、癌を処置するために）場合の投与のための、適
切なビヒクル、キャリア、または希釈剤を含む）中で調製され得る。このような薬学的組
成物はまた、ペグ化のような当該分野で公知の方法により、結合メンバー、抗体、または
フラグメントの半減期を調節する方法を含み得る。このような薬学的組成物はさらに、さ
らなる抗体または治療剤を含み得る。
【００４０】
　従って、本発明の組成物は、処置される状態に依存して、単独または他の処置、治療、
または薬剤と、同時にかまたは連続的に組み合わせて、投与され得る。さらに、本発明は
、本明細書中に記載される結合メンバー（特に、抗体またはそのフラグメント）、および
他の薬剤または治療（例えば、抗癌剤もしくは抗癌治療、抗ＥＧＦＲ剤もしくは抗体、ま
たは免疫モジュレーター）を含む組成物を企図し、それを包含する。より一般的に、これ
らの抗癌剤は、チロシンキナーゼインヒビターもしくはリン酸化カスケードインヒビター
、翻訳後モジュレーター、細胞増殖インヒビターもしくは細胞分裂インヒビター（例えば
、抗有糸分裂剤）、ＰＤＧＦＲインヒビター、またはシグナル伝達インヒビターであり得
る。他の処置または治療としては、適切な用量の鎮痛薬（例えば、非ステロイド性抗炎症
剤（例えば、アスピリン、パラセタモール、イブプロフェン、またはケトプロフェン）、
あるいは鎮痛剤（例えば、モルヒネまたは抗催吐剤））の投与を包含し得る。従って、こ
れらの薬剤は、抗ＥＧＦＲ特異的薬剤（例えば、ＡＧ１４７８）であり得るか、またはよ
り一般的な抗癌剤および抗新生物剤であり得、非限定的な例として、ドキソルビシン、カ
ルボプラチン、およびシスプラチンが挙げられる（がこれらに限定されない）。さらに、
この組成物は、免疫モジュレーター（例えば、インターロイキン、腫瘍壊死因子（ＴＮＦ
）、もしくは他の増殖因子、サイトカイン、またはホルモン（例えば、デキサメタゾン）
）と共に投与され得、これらは、癌細胞または腫瘍の免疫応答、および減少または排除を
刺激する。この組成物はまた、他の抗ＥＧＦＲ抗体（抗ＥＧＦＲ抗体５２８；２２５；Ｓ
Ｃ－０３；１０８（ＡＴＣＣ　ＨＢ９７６４）米国特許第６，２１７，８６６号；１４Ｅ
１（米国特許第５，９４２，６０２号）；ＤＨ８．３；Ｌ８Ａ４；Ｙ１０；ＨｕＭＡＸ－
ＥＧＦｒ（Ｇｅｎｍａｂ／Ｍｅｄａｒｅｘ）；ＩＣＲ６２；およびＡＢＸ－ＥＧＦ（Ａｂ
ｇｅｎｉｘ）と共に投与され得るか、またはこれらとの組み合わせを含み得る。
【００４１】
　本発明はまた、他の分子または薬剤に共有結合されているかそうでなければこれらに不
随する結合メンバー（抗体およびそのフラグメントを含む）を含み得る。これらの他の分
子または薬剤としては、別個の認識特性を有する分子（抗体または抗体フラグメントを含
む）、毒素、リガンド、および化学治療剤が挙げられるがこれらに限定されない。
　上記に加えて、本発明は、以下を提供する：
（項目１）
単離された特異的結合メンバーであって、該単離された特異的結合メンバーは、ＥＧＦＲ
エピトープを認識し、該ＥＧＦＲエピトープは、腫瘍形成性細胞、高増殖性細胞または異
常細胞中に見出され、かつ正常細胞中では検出され得ない、単離された特異的結合メンバ
ー。
（項目２）
　単離された特異的結合メンバーであって、該単離された特異的結合メンバーは、ＥＧＦ
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Ｒエピトープを認識し、ここで該ＥＧＦＲエピトープは、正常なＥＧＦＲからの任意のア
ミノ酸配列変化またはアミノ酸配列置換を示さず、そして該ＥＧＦＲエピトープは、腫瘍
形成性細胞、高増殖性細胞または異常細胞中に見出され、かつ正常細胞中では検出され得
ない、単離された特異的結合メンバー。
（項目３）
　単離された特異的結合メンバーであって、該単離された特異的結合メンバーは、ＥＧＦ
Ｒエピトープを認識し、ここで該ＥＧＦＲエピトープは、正常なＥＧＦＲの任意のアミノ
酸配列変化またはアミノ酸配列置換を示さず、そして該ＥＧＦＲエピトープは、腫瘍形成
性細胞、高増殖性細胞または異常細胞中に見出され、かつ正常細胞中では検出され得ず、
ここで、該エピトープは、ＥＧＦＲの残基２７３～５０１を含む領域内に位置する、単離
された特異的結合メンバー。
（項目４）
　単離された特異的結合メンバーであって、該単離された特異的結合メンバーは、ＥＧＦ
Ｒエピトープを認識し、該ＥＧＦＲエピトープは、腫瘍形成性細胞、高増殖性細胞または
異常細胞中に見出され、かつ正常細胞中では検出され得ず、ここで、該エピトープは、異
常な発現において増強されるかまたは明らかにされ、ここで、該特異的結合メンバーは、
接合部ペプチドと区別されるエピトープでｄｅ２－７　ＥＧＦＲと結合し得、そして該特
異的結合メンバーは、異常な発現の非存在下において正常細胞上でＥＧＦＲに結合せず、
そしてここで、該エピトープは、ＥＧＦＲの残基２７３～５０１を含む領域内に位置する
、単離された特異的結合メンバー。
（項目５）
　項目１～４のいずれか１項以上に記載の単離された特異的結合メンバーであって、該単
離された特異的結合メンバーが、完全なヒトのメンバー、ヒト化されたメンバーまたはキ
メラ化されたメンバーである、単離された特異的結合メンバー。
（項目６）
　単離された特異的結合メンバーであって、該単離された特異的結合メンバーは、ＥＧＦ
Ｒエピトープを認識し、該ＥＧＦＲエピトープは、正常なＥＧＦＲからの任意のアミノ酸
配列変化またはアミノ酸配列置換を示さず、そして該ＥＧＦＲエピトープは、腫瘍形成性
細胞、高増殖性細胞または異常細胞中に見出され、かつ正常細胞中では検出され得ず、こ
こで、該結合メンバーは、配列番号２または配列番号４のいずれか１つまたは両方に実質
的に記載されるとおりのポリペプチド配列を含む、単離された特異的結合メンバー。
（項目７）
　単離された特異的結合メンバーであって、該単離された特異的結合メンバーは、ＥＧＦ
Ｒエピトープを認識し、該ＥＧＦＲエピトープは、腫瘍形成性細胞、高増殖性細胞または
異常細胞中に見出され、かつ正常細胞中では検出され得ず、ここで、該エピトープは、異
常な発現において増強されるかまたは明らかにされ、ここで、該結合メンバーは、接合部
ペプチドと区別されるエピトープでｄｅ２－７　ＥＧＦＲを結合し得、かつ正常な野生型
遺伝子の増幅の非存在化において正常細胞上のＥＧＦＲに結合せず、そしてここで、該結
合メンバーは、配列番号２または配列番号４のいずれか１つまたは両方に実質的に記載さ
れるとおりのポリペプチド配列を含む、単離された特異的結合メンバー。
（項目８）
　前記ポリペプチド配列が、配列番号２に記載される、項目６または７に記載の単離され
た特異的結合メンバー。
（項目９）
　前記ポリペプチド配列が、配列番号４に記載される、項目６または７に記載の単離され
た特異的結合メンバー。
（項目１０）
　前記結合メンバーが、配列番号２の、残基２６～３５Ａ、４９～６４または９３～１０
２の任意の１つ以上に実質的に記載されるとおりのアミノ酸配列を含むポリペプチド結合
ドメインを含む、項目８に記載の特異的結合メンバー。
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（項目１１）
　前記ポリペプチド結合ドメインが、実質的に配列番号２の、残基２６～３５Ａに記載さ
れるとおりである、項目１０に記載の特異的結合メンバー。
（項目１２）
　前記ポリペプチド結合ドメインが、実質的に配列番号２の、残基４９～６４に記載され
るとおりである、項目１０に記載の特異的結合メンバー。
（項目１３）
　前記ポリペプチド結合ドメインが、実質的に配列番号２の、残基９３～１０２に記載さ
れるとおりである、項目１０に記載の特異的結合メンバー。
（項目１４）
　前記抗体が、配列番号４の、残基２４～３４、５０～５６または８９～９７の任意の１
つ以上に実質的に記載されるとおりのアミノ酸配列を含むポリペプチド結合ドメインを含
む、項目９に記載の特異的結合メンバー。
（項目１５）
　前記ポリペプチド結合ドメインが、実質的に配列番号４の、残基２４～３４に記載され
るとおりである、項目１４に記載の特異的結合メンバー。
（項目１６）
　前記ポリペプチド結合ドメインが、実質的に配列番号４の、残基５０～５６に記載され
るとおりである、項目１４に記載の特異的結合メンバー。
（項目１７）
　前記ポリペプチド結合ドメインが、実質的に配列番号４の、残基８９～９７に記載され
るとおりである、項目１４に記載の特異的結合メンバー。
（項目１８）
　前記単離された特異的結合メンバーが、抗体である、項目１～１７のいずれか１項に記
載の単離された特異的結合メンバー。
（項目１９）
　前記結合ドメインが、ヒト抗体フレームワークにを伴う、項目１～１７または１８のい
ずれか１項に記載の単離された特異的結合メンバーまたは抗体。
（項目２０）
　前記ヒト抗体フレームワークが、ヒトＩｇＧ１抗体フレームワークである、項目１９に
記載の単離された結合メンバーまたは抗体。
（項目２１）
　配列番号２および配列番号４のいずれか１つに記載されるポリペプチド配列を含む、項
目１８に記載の抗体。
（項目２２）
　配列番号２に記載されるポリペプチド配列を含む、項目２１に記載の抗体。
（項目２３）
　配列番号４に記載されるポリペプチド配列を含む、項目２１に記載の抗体。
（項目２４）
　抗体Ｆ（ａｂ’）２、ｓｃＦｖフラグメント、二価抗体、三価抗体または四価抗体の形
態である、項目１～２３のいずれか１項に記載の特異的結合メンバーまたは抗体。
（項目２５）
　前記特異的結合メンバーまたは抗体が、検出可能標識または機能性標識を伴う、項目１
～２４のいずれか１項に記載の特異的結合メンバーまたは抗体。
（項目２６）
　前記標識が、共有結合により薬物に結合される、項目２５に記載の特異的結合メンバー
または抗体。
（項目２７）
　前記標識が、放射性標識である、項目２５に記載の特異的結合メンバーまたは抗体。
（項目２８）
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　前記結合パートナーまたは抗体が、ペグ化される、項目１～２４のいずれか１項に記載
の特異的結合メンバーまたは抗体。
（項目２９）
　項目１～２４のいずれか１項に規定されるとおりの特異的結合メンバーまたは抗体をコ
ードする配列を含む、単離された核酸。
（項目３０）
　項目１～２４のいずれか１項に規定されるとおりの特異的結合メンバーまたは抗体を調
製する方法であって、該方法は、該結合メンバーまたは抗体の発現をもたらすような条件
下で、項目２９に記載の核酸を発現する工程、および該結合メンバーまたは抗体を回収す
る工程、を包含する、方法。
（項目３１）
　ヒトまたは動物の体を処置または診断する方法に使用するための、項目１～２８のいず
れか１項に記載の特異的結合メンバーまたは抗体。
（項目３２）
　腫瘍抗原に結合し得る特異的結合メンバーを調製する方法であって、該方法は以下の工
程：
　ａ）ＣＤＲ３コード領域を欠くＶＨドメインをコードする核酸の開始レパートリーを提
供する工程；
　ｂ）配列番号２の残基２６～３５Ａ、４９～６４または９３～１０２の任意の１つ以上
に実質的に記載されるとおりのアミノ酸配列をコードするドナー核酸が、欠落したＣＤＲ
３領域に挿入されるように、該レパートリーと、該ドナー核酸とを結合し、それによりＶ
Ｈドメインをコードする核酸の産物レパートリーを提供する工程；
　ｃ）該産物レパートリーの核酸を発現する工程；
　ｄ）試験動物において、＞１：１である腫瘍　対　血液の最大局在比および必要に応じ
て、＜１：１である非腫瘍保有器官　対　血液の局在比を持つ、特異的結合メンバーを選
択する工程：および
　ｅ）該結合メンバーまたは該結合メンバーをコードする核酸を回収する工程、
を包含する、方法。
（項目３３）
　ヒト患者において腫瘍の処置をする方法であって、該方法は、該患者に、項目１～２８
のいずれか１項に定義されるとおりの特異的結合メンバーまたは抗体の有効量を投与する
工程を包含する、方法。
（項目３４）
　腫瘍の診断のためのキットであって、該腫瘍においてＥＧＦＲは異常に発現されるかま
たはＥＧＦＲは、短くされたタンパク質の形態で発現され、該キットは、項目１～２８の
いずれか１項に記載される特異的結合メンバーまたは抗体を含み、必要に応じて、試薬お
よび／または使用のための説明書を備える、キット。
（項目３５）
　項目１～２８のいずれか１項に定義されるとおりの特異的結合メンバーまたは抗体、お
よび必要に応じて、薬学的に受容可能なビヒクル、キャリアまたは希釈剤を含む、薬学的
組成物。
（項目３６）
　ヒト患者における腫瘍の処置のためのキットであって、該キットは、項目３５に記載の
薬学的組成物の医薬投与形態、ならびに化学療法剤、抗ＥＧＦＲ抗体、放射免疫治療剤、
およびこれらの組み合わせからなる群から選択されるさらなる抗癌剤を含む別の医薬投与
形態を含む、キット。
（項目３７）
　前記化学療法剤が、チロシンキナーゼインヒビター、リン酸化カスケードインヒビター
、翻訳後モジュレーター、細胞増殖インヒビターまたは細胞分化インヒビター（例えば、
抗有糸分裂因子）、シグナル変換インヒビター、およびこれらの組み合わせからなる群か
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ら選択される、項目３６に記載のキット。
（項目３８）
　前記チロシンキナーゼインヒビターが、ＡＧ１４７８、ＺＤ１８３９、ＳＴＩ５７１、
ＯＳＩ－７７４、ＳＵ－６６６８、およびこれらの組み合わせからなる群から選択される
、項目３７に記載のキット。
（項目３９）
　前記抗ＥＧＦＲ抗体が、抗ＥＧＦＲ抗体５２８、２２５、ＳＣ－０３、ＤＲ８．３、Ｌ
８Ａ４、Ｙ１０、ＩＣＲ６２、ＡＢＸ－ＥＧＦ、およびこれらの組み合わせから選択され
る、項目３６に記載のキット。
（項目４０）
　項目１～２４のいずれか１項に記載の特異的抗体メンバーもしくは抗体をコードするＤ
ＮＡ配列またはその変性改変体、あるいはそのフラグメントを含む組換えＤＮＡ分子で形
質転換された単細胞宿主であって、該フラグメントは以下：
　（Ａ）図１３のＤＮＡ配列（配列番号１）；
　（Ｂ）図１５のＤＮＡ配列（配列番号３）；
　（Ｃ）図１３のＤＮＡ配列（配列番号１）および図１５のＤＮＡ配列（配列番号３）；
　（Ｄ）配列番号８に記載されるとおりの定常ＩｇＧ１配列を有する図１３のＤＮＡ配列
（配列番号１）および配列番号７に記載されるとおりの定常κ配列を有する図１５のＤＮ
Ａ配列（配列番号３）；
　（Ｅ）標準的なハイブリダイゼーション条件下で前出のＤＮＡ配列のうちのいずれかに
ハイブリダイズするＤＮＡ配列；および
　（Ｆ）前出のＤＮＡ配列のうちのいずれかによってコードされるアミノ酸配列の発現を
コードするＤＮＡ配列；
からなる群から選択され、ここで該ＤＮＡ配列は、発現制御配列に作動可能に連結される
、単細胞宿主。
（項目４１）
　前記単細胞宿主が、Ｅ．ｃｏｌｉ、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ、Ｂａｃｉｌｌｕｓ、Ｓｔ
ｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ、酵母、ＣＨＯ細胞、ＹＢ／２０細胞、ＮＳＯ細胞、ＳＰ２／０細
胞、Ｒ１．１細胞、Ｂ－Ｗ細胞、Ｌ－Ｍ細胞、ＣＯＳ１細胞、ＣＯＳ７細胞、ＢＳＣ１細
胞、ＢＳＣ４０細胞、およびＢＭＴ１０細胞、植物細胞、昆虫細胞、および組織培養物中
のヒト細胞からなる群から選択される、項目４０に記載の単細胞宿主。
（項目４２）
　増幅されたＥＧＦＲ、ｄｅ２－７ＥＧＦＲまたは高マンノースグリコシル化ＥＧＦＲの
存在を検出するための方法であって、該ＥＧＦＲは、以下の工程：
　Ａ．増幅されたＥＧＦＲ、ｄｅ２－７ＥＧＦＲまたは高マンノースグリコシル化ＥＧＦ
Ｒがその中に存在すると思われる哺乳動物由来の生物学的サンプルと、該ＥＧＦＲに特異
的に結合し得る抗体とを、該抗体への該ＥＧＦＲの結合が生じ得る条件下で接触させる工
程；および
　Ｂ．該サンプル由来の該ＥＧＦＲと、該抗体との間で、結合が生じたか否かを検出する
工程；
によって測定され、ここで、該結合の検出は、該サンプル中の該ＥＧＦＲの存在または可
性を示す、方法。
（項目４３）
　哺乳動物中の癌を検出するための方法であって、該方法は、項目４２に記載の方法に従
ってＥＧＦＲの存在または活性を検出する工程を包含し、ここで、該ＥＧＦＲの存在の検
出は、該哺乳動物中の腫瘍または癌の存在を示す、方法。
（項目４４）
　哺乳動物において癌を予防および／または処置する方法であって、該方法は、治療的に
有効な量の項目３５に記載の薬学的組成物または項目３６～３９のいずれか１項に記載の
キットを哺乳動物に投与する工程を包含する、方法。
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（項目４５）
　哺乳動物中で異常に発現されるＥＧＦＲを産生する脳内在性癌の処置のための方法であ
って、該方法は、治療的に有効な量の項目３５に記載の薬学的組成物または項目３６～３
９のいずれか１項に記載のキットを哺乳動物に投与する工程を包含する、方法。
（項目４６）
　前記脳内在性癌が、グリア芽細胞種、髄芽細胞腫、髄膜腫、腫瘍性星状細胞種および腫
瘍性動静脈先天異常から選択される、項目４５に記載の方法。
（項目４７）
　前記薬学的組成物または前記キットが、全身的に投与される、項目４５および４６に記
載の方法。
（項目４８）
　哺乳動物中の悪性神経腫瘍の処置のための方法であって、該方法は、治療的に有効な量
の項目３５に記載の薬学的組成物または項目３６～３９のいずれか１項に記載のキットを
哺乳動物に投与する工程を包含する、方法。
（項目４９）
　配列番号２に記載されるとおりのポリペプチド配列を有する可変重鎖およびヒトＩｇＧ
１定常領域を含む、抗体。
（項目５０）
　配列番号４に記載されるとおりのポリペプチド配列を有する可変軽鎖およびヒトκ定常
領域を含む、抗体。
（項目５１）
　配列番号２に記載されるとおりのポリペプチド配列を有する可変重鎖を含む、抗体。
（項目５２）
　配列番号４に記載されるようなポリペプチド配列を有する可変軽鎖を含む、抗体。
（項目５３）
　配列番号２の、残基２６～３５Ａ、４９～６４または９３～１０２の任意の１つ以上に
実質的に記載されるとおりのアミノ酸配列を含むポリペプチド結合ドメインを含む、抗体
。
（項目５４）
　配列番号４の、残基２４～３４、５０～５６または８９～９７の任意の１つ以上に実質
的に記載されるとおりのアミノ酸配列を含むポリペプチド結合ドメインを含む、抗体。
（項目５５）
　哺乳動物における癌の処置または予防のための、項目１～２８のいずれか１項に記載の
特異的結合メンバーまたは抗体の使用。
（項目５６）
　哺乳動物における癌の処置または予防のための、項目３５に記載の薬学的組成物または
項目３６～３９のいずれか１項に記載のキットの使用。
（項目５７）
　哺乳動物における癌の処置または予防のための医薬の調製のための、項目１～２８およ
び４９～５４のいずれか１項に記載の特異的結合メンバーまたは抗体の使用。
（項目５８）
　前記癌が、脳内に位置するかまたは脳に隣接して位置する、項目５５～５７のいずれか
１項に記載の使用。
（項目５９）
　哺乳動物における神経腫瘍の処置または予防のための医薬の調製のための、項目１～２
８および４９～５４のいずれか１項に記載の特異的結合メンバーまたは抗体の使用。
（項目６０）
　前記放射性標識が、３Ｈ、１４Ｃ、３２Ｐ、３５Ｓ、３６Ｃｌ、５１Ｃｒ、５７Ｃｏ、
５８Ｃｏ、５９Ｆｅ、９０Ｙ、１２１Ｉ、１２４Ｉ、１２５Ｉ、１３１Ｉ、１１１Ｉｎ、
２１１Ａｔ、１９８Ａｕ、６７Ｃｕ、２２５Ａｃ、２１３Ｂｉ、９９Ｔｃまたは１８６Ｒ
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ｅのうちのいずれか１つである、項目２５に記載の特異的結合メンバーまたは抗体。
（項目６１）
　項目１～２８のいずれか１項に記載の特異的結合メンバーまたは抗体が結合する、単離
された糖タンパク質、および癌ワクチンとして使用するための薬学的に受容可能なアジュ
バントの組成物。
（項目６２）
　哺乳動物において癌を検出するための方法であって、該方法は、項目２５または２６の
いずれかに記載の特異的結合メンバーまたは抗体を使用して、画像診断を行なう工程を包
含する、方法。
（項目６３）
　前記処置のための手順が、放射免疫療法を包含する、項目５５～５９のいずれか１項に
記載の使用。
（項目６４）
　項目２５、２６または６０に記載の特異的結合メンバーまたは抗体が最初に投与され、
その後、化学療法剤を含む組成物が投与される、項目５５～５９のいずれか１項に記載の
使用。
【発明を実施するための最良の形態】
【００４２】
　（詳細な説明）
　本発明に従って、当業者の範囲内にある従来の分子生物学、微生物学および組換えＤＮ
Ａ技術が使用され得る。このような技術は、文献中に十分に記載されている。例えば、Ｓ
ａｍｂｒｏｏｋら、「Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
　Ｍａｎｕａｌ」（１９８９）；「Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌ
ｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ」Ｖｏｌｕｍｅｓ　Ｉ－ＩＩＩ［Ａｕｓｕｂｅｌ，Ｒ．Ｍ
．編（１９９４）］；「Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｈａｎ
ｄｂｏｏｋ」Ｖｏｌｕｍｅｓ　Ｉ－ＩＩＩ［Ｊ．Ｅ．Ｃｅｌｉｓ編（１９９４））］；「
Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ」Ｖｏｌｕｍｅｓ　
Ｉ－ＩＩＩ［Ｃｏｌｉｇａｎ，Ｊ．Ｅ．編（１９９４）］；「Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔ
ｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ」（Ｍ．Ｊ．Ｇａｉｔ編１９８４）；「Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａ
ｃｉｄ　Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ」［Ｂ．Ｄ．ＨａｍｅｓおよびＳ．Ｊ．Ｈｉｇｇｉ
ｎｓ編（１９８５）］；「Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ　Ａｎｄ　Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏ
ｎ」［Ｂ．Ｄ．ＨａｍｅｓおよびＳ．Ｊ．Ｈｉｇｇｉｎｓ編（１９８４）］；「Ａｎｉｍ
ａｌ　Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅ」［Ｒ．Ｉ．Ｆｒｅｓｈｎｅｙ編（１９８６）］；「Ｉ
ｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ　Ｃｅｌｌｓ　Ａｎｄ　Ｅｎｚｙｍｅｓ」［ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ、
（１９８６）］；Ｂ．Ｐｅｒｂａｌ、「Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ｇｕｉｄｅ　Ｔｏ　Ｍ
ｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ」（１９８４）を参照のこと。
【００４３】
　従って、本明細書中に現れる場合、以下の用語は、以下に示される意味を有するべきで
ある。
【００４４】
　（Ａ．専門用語）
　用語「特異的結合メンバー」は、互いに結合特異性を有する分子対のメンバーを記述す
る。特異的結合対のメンバーは、天然由来であり得るか、または完全もしくは部分的に合
成的に生成され得る。分子対の一方のメンバーは、分子対の他方のメンバーの特定の空間
的構成および極性構成に特異的に結合し、従って、これらに相補的な、表面上のある領域
または空洞を有する。従って、対のメンバーは、互いに対して特異的に結合する特性を有
する。特異的結合対の型の例は、抗原－抗体、ビオチン－アビジン、ホルモン－ホルモン
レセプター、レセプター－リガンド、酵素－基質である。この適用は、抗原－抗体型の反
応に関する。
【００４５】
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　用語「異常発現」は、その種々の文法的形態で、組織中のタンパク質の上昇した発現ま
たは変更された発現または過剰発現のいずれか（例えば、増強された発現もしくは翻訳、
タンパク質のプロモーターもしくはレギュレーターの調節、タンパク質についての遺伝子
の増幅、または半減期もしくは安定性の増強を含む、任意の手段によって引き起こされる
タンパク質量の増加。その結果、過剰発現されていない状態とは対照的に、より多くのタ
ンパク質が存在するか、または任意の１つの時点において検出され得る）を、意味しかつ
含み得る。異常な発現は、任意のシナリオまたは変更を含みかつ意図し、ここで、細胞中
のタンパク質発現機構または翻訳後修飾機構は、タンパク質（ここでは、変更されたタン
パク質は、例えば、変異したタンパク質、あるいは配列の変更、欠失もしくは挿入または
変化した折り畳みに起因した改変体が発現される場合を含む）の増強された発現または量
もしくはレベルの増加に起因して、負荷をかけられるかさもなければ破壊される。
【００４６】
　用語「異常発現」は、その異常な量またはレベルの有効な原因にかかわらず、タンパク
質の異常な（通常増加した）量／レベルが存在する状態を包含するように、本明細書中で
特に選択されていることを理解することが重要である。従って、タンパク質の異常な量は
、遺伝子増幅（この場合、例えば、癌を有する被験体の頭部および頸部から採取した多く
の細胞／組織サンプルにおいてであるが、他のサンプルは、遺伝子増幅に寄与し得る異常
なタンパク質レベルを示す）の非存在下での、タンパク質の過剰発現から生じ得る。
【００４７】
　後者に関して、本発明を説明するために本明細書中に示される本発明者らの研究のいく
つかは、ＥＧＦＲの増幅から生じる異常なタンパク質レベルを示す特定のサンプルの分析
を含む。従って、このことは、増幅に対して言及がなされる実験的知見の本明細書中での
表示、およびＥＧＦＲの異常なレベルを記述する際の用語「増幅／増幅された」などの使
用を説明する。しかし、これは、本発明の結合メンバーの助けを借りることによる臨床的
調査が意図される環境または状況を規定する、タンパク質の異常な量またはレベルの観察
であり、そしてこの理由のために、本明細書は、用語「異常発現」が、ＥＧＦＲレベルの
対応する異常を生じる原因環境をより広く捉えるとみなす。
【００４８】
　従って、用語「過剰発現」および「増幅」は、その種々の文法的形態において、別個の
技術的意味を有することが理解されるが、これらは、本発明の文脈において、異常なＥＦ
ＧＦタンパク質レベルが存在する状態を示す限り、互いに等価であるとみなされるべきで
ある。結果として、用語「異常発現」は、本明細書中の目的のために、その範囲内に用語
「過剰発現」および「増幅」を包含すると考えられるように選択されており、その結果、
全ての用語が本明細書中で使用される場合に互いに等価とみなされ得る。
【００４９】
　用語「抗体」は、天然または部分的もしくは全体的に合成により生成された免疫グロブ
リンを記述する。この用語はまた、結合ドメイン（これは、抗体結合ドメインであるか、
または抗体結合ドメインに相同である）を有する任意のポリペプチドまたはタンパク質を
カバーする。ＣＤＲ移植された抗体もまた、この用語によって意図される。
【００５０】
　抗体は、多数の方法で改変され得るので、用語「抗体」は、必要な特異性を有する結合
ドメインを有する任意の特定の結合メンバーまたは物質をカバーするように解釈されるべ
きである。従って、この用語は、抗体フラグメント、抗体の誘導体、機能的等価物および
ホモログ（天然または全体的もしくは部分的に合成であるかにかかわらず、免疫グロブリ
ン結合ドメインを含む任意のポリペプチドを含む）をカバーする。従って、別のポリペプ
チドに融合した免疫グロブリン結合ドメインまたは等価物を含むキメラ分子が含まれる。
キメラ抗体のクローニングおよび発現は、ＥＰ－Ａ－０１２０６９４およびＥＰ－Ａ－０
１２５０２３ならびに米国特許第４，８１６，３９７号および同第４，８１６，５６７号
に記載される。
【００５１】
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　抗体全体のフラグメントが、抗原に結合する機能を遂行し得ることが示されている。結
合フラグメントの例は、以下である：（ｉ）ＶＬドメイン、ＶＨドメイン、ＣＬドメイン
およびＣＨ１ドメインからなるＦａｂフラグメント；（ｉｉ）ＶＨドメインおよびＣＨ１
ドメインからなるＦｄフラグメント；（ｉｉｉ）単鎖抗体のＶＬドメインおよびＶＨドメ
インからなるＦｖフラグメント；（ｉｖ）ＶＨドメインからなるｄＡｂフラグメント（Ｗ
ａｒｄ，Ｅ．Ｓ．ら、Ｎａｔｕｒｅ　３４１，５４４－５４６（１９８９））；（ｖ）単
離されたＣＤＲ領域；（ｖｉ）２つの連結されたＦａｂフラグメントを含む二価フラグメ
ントである、Ｆ（ａｂ）’２フラグメント；（ｖｉｉ）単鎖Ｆｖ分子（ｓｃＦｖ）、ここ
で、ＶＨドメインおよびＶＬドメインは、２つのドメインを結合させて抗原結合部位を形
成するペプチドリンカーによって連結される（Ｂｉｒｄら、Ｓｃｉｅｎｃｅ，２４２，４
２３－４２６，１９８８；Ｈｕｓｔｏｎら、ＰＮＡＳ　ＵＳＡ，８５，５８７９－５８８
３，１９８８）；（ｖｉｉｉ）多価抗体フラグメント（ｓｃＦｖのダイマー、トリマーお
よび／またはテトラマー（ＰｏｗｅｒおよびＨｕｄｓｏｎ，Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔ
ｈｏｄｓ　２４２：１９３－２０４　９（２０００）））；（ｉｘ）二重特異的単鎖Ｆｖ
ダイマー（ＰＣＴ／ＵＳ９２／０９９６５）；および（ｘ）遺伝子融合によって構築され
た多価または多重特異的フラグメントである「二価抗体（ｄｉａｂｏｄｙ）」（Ｗ０９４
／１３８０４；Ｐ．Ｈｏｌｌｉｇｅｒら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳ
Ａ　９０　６４４４－６４４８，（１９９３））。
【００５２】
　「抗体結合部位」は、抗原に特異的に結合する、軽鎖または重鎖および軽鎖の可変領域
および超可変領域から構成される抗体分子の構造的部分である。
【００５３】
　句「抗体分子」は、その種々の文法的形態において、本明細書中で使用する場合、イン
タクトな免疫グロブリン分子および免疫グロブリン分子の免疫学的に活性な部分の両方を
意図する。
【００５４】
　例示的な抗体分子は、インタクトな免疫グロブリン分子、実質的にインタクトな免疫グ
ロブリン分子、およびパラトープ（ｐａｒａｔｏｐｅ）を含む免疫グロブリン分子の部分
（Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ）’２およびＦ（ｖ）として当該分野で公知の部分を含み
、これらの部分は、本明細書中に記載される治療方法における使用のために好ましい）で
ある。
【００５５】
　抗体はまた、二重特異的であり得、ここで、抗体の１つの結合ドメインは、本発明の特
異的結合メンバーであり、そして他方の結合ドメインは、例えば、エフェクター機能など
を補充するための異なる特異性を有する。本発明の二重特異的抗体としては、抗体の１つ
の結合ドメインが本発明の特異的結合メンバー（そのフラグメントを含む）であり、そし
て他方の結合ドメインが別個の抗体またはそのフラグメント（別個の抗ＥＧＦＲ抗体（例
えば、抗体５２８（米国特許第４，９４３，５３３号）、キメラ２２５抗体およびヒト化
２２５抗体（米国特許第４，９４３，５３３号およびＷＯ／９６４０２１０）、抗ｄｅ２
－７抗体（例えば、ＤＨ８．３（Ｈｉｌｌｓ，Ｄ．ら、（１９９５）Ｉｎｔ．Ｊ．Ｃａｎ
ｃｅｒ　６３（４）：５３７－５４３））、抗体Ｌ８Ａ４および抗体Ｙ１０（Ｒｅｉｓｔ
，ＣＪら、（１９９５）Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．５５（１９）：４３７５－４３８２；Ｆ
ｏｕｌｏｎ　ＣＦら、（２０００）Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．６０（１６）：４４５３－４
４６０）、ＩＣＲ６２（Ｍｏｄｊｔａｈｅｄｉ　Ｈら、（１９９３）Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｐ
ｈｙｓ．Ｊａｎ－Ｊｕｎ；２２（１－３）：１２９－４６；Ｍｏｄｊｔａｈｅｄｉら、（
２００２）Ｐ．Ａ．Ａ．Ｃ．Ｒ．５５（１４）：３１４０－３１４８）、またはＷｉｋｓ
ｔｒａｎｄらの抗体（Ｗｉｋｓｔｒａｎｄ　Ｃ．ら（１９９５）Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．
５５（１４）：３１４０－３１４８））のフラグメントを含む）であるものが挙げられる
。他の結合ドメインは、特定の細胞型を認識または標的化する抗体（例えば、神経特異的
抗体またはグリア細胞特異的抗体）であり得る。本発明の二重特異的抗体において、本発
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明の抗体の１つの結合ドメインは、特定の細胞レセプターを認識し、そして／または特定
の様式で細胞を調節する他の結合ドメインまたは分子（例えば、免疫調節因子（例えば、
インターロイキン）、増殖調節因子またはサイトカイン（例えば、腫瘍壊死因子（ＴＮＦ
）および特に２００２年２月１３日出願のＵ．Ｓ．Ｓ．Ｎ．６０／３５５，８３８号（こ
れは、本明細書中でその全体が参考として援用される）において実証されたＴＮＦ二重特
異的様式）または毒素（例えば、リシン）あるいは抗有糸分裂剤もしくは抗有糸分裂因子
、またはアポトーシス剤もしくはアポトーシス因子）と組み合わされ得る。
【００５６】
　抗体分子のＦａｂ部分およびＦ（ａｂ’）２部分は、周知の方法によって、実質的にイ
ンタクトな抗体分子に対するパパインおよびペプシンのタンパク質分解反応によってそれ
ぞれ調製され得る。例えば、Ｔｈｅｏｆｉｌｏｐｏｌｏｕｓらに対する米国特許第４，３
４２，５６６号を参照のこと。Ｆａｂ’抗体分子部分もまた周知であり、そしてこれは、
Ｆ（ａｂ’）２部分から作成され、次いで例えばメルカプトエタノールによって２つの重
鎖部分を連結するジスルフィド結合が還元され、次いで、ヨードアセトアミドのような試
薬によって得られたタンパク質メルカプタンがアルキル化される。インタクトな抗体分子
を含む抗体が、本明細書中で好ましい。
【００５７】
　句「モノクローナル抗体」は、その種々の文法的形態において、特定の抗原と免疫反応
し得る、抗体結合（ｃｏｍｂｉｎｉｎｇ）部位の１つの種のみを有する抗体をいう。従っ
て、モノクローナル抗体は、代表的に、それが免疫反応する任意の抗原に対して、単一の
結合親和性を示す。モノクローナル抗体はまた、複数の抗体結合部位（各々が、異なる抗
原について免疫特異的である）を有する抗体分子（例えば、二重特異的（キメラ）モノク
ローナル抗体）を含み得る。
【００５８】
　用語「抗原結合ドメイン」は、抗原の一部または全てに特異的に結合し、かつこれらに
相補的な領域を含む抗体の一部を記述する。抗原が大きい場合、抗体は、抗原の特定の一
部のみ（この部分は、エピトープと称される）に結合し得る。抗原結合ドメインは、１以
上の抗体可変ドメインを含む。好ましくは、抗原結合ドメインは、抗体軽鎖可変領域（Ｖ
Ｌ）および抗体重鎖可変領域（ＶＨ）を含む。
【００５９】
　「翻訳後修飾」は、共有結合的修飾を含む修飾のいずれか１つまたは組み合わせを包含
し得、タンパク質は、翻訳完了後、およびリボソームから放出された後か、または同時翻
訳的に初期ポリペプチド上で、この修飾を受ける。翻訳後修飾としては、以下が挙げられ
るが、これらに限定されない：リン酸化、ミリスチル化、ユビキチン化、グリコシル化、
補酵素結合、メチル化およびアセチル化。翻訳後修飾は、タンパク質の活性、その細胞内
もしくは細胞外の目的地点、その安定性もしくは半減期、および／またはリガンド、レセ
プターもしくは他のタンパク質による認識を調節し得るかまたは影響を与え得る。翻訳後
修飾は、細胞オルガネラにおいて、核または細胞質において、あるいは細胞外で生じ得る
。
【００６０】
　用語「特異的」は、特異的結合対の１つのメンバーが、その特異的結合パートナー以外
の分子に対する有意な結合を示さない状況をいうために使用され得る。この用語はまた、
例えば、抗原結合ドメインが、多数の抗原によって保有される特定のエピトープに対して
特異的である場合に適用可能であり、この場合、抗原結合ドメインを保有する特異的結合
メンバーは、エピトープを保有する種々の抗原に結合し得る。
【００６１】
　用語「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｅ）」は、一般に、含む（ｉｎｃｌｕｄｅ）意味で使用さ
れ、すなわち、１以上の特徴または成分の存在を許容することをいう。
【００６２】
　用語「から実質的になる」は、より大きい産物に共有結合していない、規定された残基
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数の産物（特にペプチド配列）をいう。しかし、本発明のペプチドが上記のことをいう場
合、当業者は、ペプチドのＮ末端またはＣ末端への軽微な改変（例えば、保護基などを付
加するための末端の化学的改変（例えば、Ｃ末端のアミド化））が意図され得ることを理
解する。
【００６３】
　用語「単離された」とは、本発明の特異的結合メンバーまたはこのような結合メンバー
をコードする核酸が本発明に従って存在する状態をいう。メンバーおよび核酸は、これら
が天然に会合する物質（例えば、他のポリペプチドまたは核酸）、これらがその天然の環
境において見出される物質、またはこのような調製物がインビトロまたはインビボで実施
される組換えＤＮＡ技術による場合には、これらが調製される環境（例えば、細胞培養物
）において見出される物質を含まないかまたは実質的に含まない。メンバーおよび核酸は
、希釈剤またはアジュバントを用いて処方され得、そしてなお特定の目的のために単離さ
れ得る。例えば、これらメンバーは、通常、イムノアッセイにおける使用のためにマイク
ロタイタープレートをコーティングするために使用される場合、ゼラチンまたは他のキャ
リアと混合されるか、あるいは診断または処置において使用される場合、薬学的に受容可
能なキャリアまたは希釈剤と混合される。特異的結合メンバーは、天然にかまたは異種真
核生物細胞の系によってかのいずれかでグリコシル化されてもよいし、あるいは（例えば
、原核生物細胞における発現によって産生される場合）グリコシル化されなくてもよい。
【００６４】
　また、本明細書中で使用される場合、用語「グリコシル化」および「グリコシル化され
る（た）」は、オリゴ糖の添加によるタンパク質の翻訳後修飾（糖タンパク質と呼ばれる
）を含みかつ包含する。オリゴ糖は、糖タンパク質（特に、Ｎ連結糖タンパク質およびＯ
連結糖タンパク質が挙げられ得る）のグリコシル化部位にて添加される。Ｎ連結糖タンパ
ク質は、Ａｓｎ残基に加えられる。詳細には、このＡｓｎ残基は、配列Ｎ－Ｘ－Ｓ／Ｔ中
にあり、ここでＸは、ＰｒｏでもＡｓｐでもあり得ず、かつグリコシル化において見いだ
される最も一般的な残基である。Ｎ連結糖タンパク質の生合成において、高マンノース型
オリゴ糖（一般的には、ドリコール、Ｎ－アセチルグルコサミン、マンノースおよびグル
コースから構成される）が、最初に小胞体（ＥＲ）において見出される。次いで、この高
マンノース型糖タンパク質は、ＥＲからゴルジ（Ｇｏｌｇｉ）に輸送され、ここで、オリ
ゴ糖のさらなるプロセシングおよび修飾が生じる。Ｏ連結オリゴ糖が、Ｓｅｒ残基または
Ｔｈｒ残基のヒドロキシル基に加えられる。Ｏ連結オリゴ糖において、ＥＲ中のＮ－アセ
チルグルコサミニルトランスフェラーゼによって、Ｎ－アセチルグルコサミンが、Ｓｅｒ
残基またはＴｈｒ残基に最初に移動される。次いで、タンパク質がゴルジに移動し、ここ
で、さらなる改変および鎖伸長が生じる。Ｏ連結改変は、Ｓｅｒ部位またはＴｈｒ部位（
これらの部位はまた、異なる条件下にて、グリコシル化ではなくリン酸化され得る）にて
、ＯＧ１ｃＮＡｃ単糖単独の単純な添加とともに生じ得る。
【００６５】
　本明細書中で使用される場合、「ｐｇ」は、ピコグラムを意味し、「ｎｇ」は、ナノグ
ラムを意味し、「ｕｇ」または「μｇ」は、マイクログラムを意味し、「ｍｇ」は、ミリ
グラムを意味し、「ｕｌ」または「μｌ」は、マイクロリットルを意味し、「ｍｌ」は、
ミリリットルを意味し、そして「ｌ」は。リットルを意味する。
【００６６】
　用語「８０６抗体」、「ｍＡｂ８０６」、「ｃｈ８０６」および具体的に列挙されてい
ない任意の改変体は、本明細書中で相互交換可能に使用され得、本出願および特許請求の
範囲全体を通して使用される場合、単一のタンパク質または複数のタンパク質を含むタン
パク質性物質をいい、そして本明細書中に記載され、配列番号２および配列番号４で示さ
れるアミノ酸配列を有するタンパク質、ならびに配列番号７および配列番号８に組み込ま
れて、これらの配列の一部を形成するキメラ抗体ｃｈ８０６にわたり、そしてその活性プ
ロフィールが、本明細書中および特許請求の範囲に示される。従って、実質的に等価な活
性または変化された活性を表示するタンパク質が、同様に企図される。これらの改変は、
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例えば、部位特異的変異誘発によって得られる改変のように意図的であってもよいし、そ
の複合体または指定のサブユニットを産生する宿主の変異によって得られるように偶発的
であってもよい。また、用語「８０６抗体」、「ｍＡｂ８０６」および「ｃｈ８０６」は
、本明細書中で具体的に列挙されるその範囲内のタンパク質、ならびに全ての実質的に相
同なアナログおよび対立遺伝子改変体を含むことが意図される。
【００６７】
　本明細書中に記載されるアミノ酸残基は、「Ｌ」異性体形態であるのが好ましい。しか
し、免疫グロブリン結合の所望の官能化特性がポリペプチドによって維持される限り、「
Ｄ」異性体形態の残基が、任意のＬ－アミノ酸残基と置換され得る。ＮＨ２は、ポリペプ
チドのアミノ末端に存在する遊離アミノ基をいう。ＣＯＯＨは、ポリペプチドのカルボキ
シル末端に存在する遊離カルボキシ基をいう。標準的なポリペプチドの命名法に賛同して
（Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ，２４３：３５５２－５９（１９６９））、アミノ酸残基につ
いての略語が、以下の対応の表に示される：
【００６８】

【表１】

。
【００６９】
　全てのアミノ酸残基配列は、左から右への方向が、従来のアミノ末端からカルボキシル
末端への方向である構造式によって、本明細書中で表されることに留意すべきである。さ
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らに、アミノ酸残基配列の始まりまたは終わりにおけるダッシュは、１つ以上のアミノ酸
残基のさらなる配列に結合したペプチドを示すことに留意すべきである。上記表は、本明
細書中で代替的に現され得る３文字表記および１文字表記の対応を示す。
【００７０】
　「レプリコン」は、任意の遺伝学的エレメント（例えば、プラスミド、染色体、ウイル
ス）である、この遺伝学的エレメントは、インビボでのＤＮＡ複製（すなわち、それ自体
の制御下で複製し得る）の自律的単位としての役目を果たす。
【００７１】
　「ベクター」は、プラスミド、ファージまたはコスミドのようなレプリコンであり、結
合したセグメントの複製を生じるように、別のＤＮＡセグメントがこれに結合され得る。
【００７２】
　「ＤＮＡ分子」とは、そのいずれかの一本鎖形態におけるデオキシリボヌクレオチド（
アデニン、グアニン、チミン、またはシトシン）のポリマー形態、または二本鎖ヘリック
スをいう。この用語は、分子の一次構造および二次構造のみをいい、任意の特定の三次形
態に対して限定しない。従って、この用語は、とりわけ、直鎖ＤＮＡ分子（例えば、制限
フラグメント）、ウイルス、プラスミド、および染色体において見出される、二本鎖ＤＮ
Ａを含む。特定の二本鎖ＤＮＡ分子の構造を議論する際に、配列は、ＤＮＡの非転写鎖（
すなわち、ｍＲＮＡと相同な配列を有する鎖）に沿って５’方向から３’方向の配列のみ
を与える一般的な慣習に従って、本明細書中に記載され得る。
【００７３】
　「複製起点」とは、ＤＮＡ合成に関係するＤＮＡ配列をいう。
【００７４】
　ＤＮＡ「コード配列」は、適切な調節配列の制御下に置かれた場合、インビボにおいて
転写されてポリペプチドに翻訳される、二本鎖ＤＮＡ配列である。コード配列の境界は、
５’（アミノ）末端の開始コドンおよび３’（カルボキシル）末端の翻訳停止コドンによ
って、決定される。コード配列としては、以下が挙げられるがこれらに限定されない：原
核生物配列、真核生物ｍＲＮＡ由来のｃＤＮＡ、真核生物（例えば、哺乳動物）ＤＮＡ由
来のゲノムＤＮＡ配列、およびさらに合成ＤＮＡ配列。ポリアデニル化シグナル配列およ
び転写末端配列は、通常、コード配列に対して３’側に位置される。
【００７５】
　転写制御配列および翻訳制御配列は、宿主細胞中でコード配列の発現を与えるＤＮＡ調
節配列（例えば、プロモーター、エンハンサー、ポリアデニル化シグナル、ターミネータ
ーなど）である。
【００７６】
　「プロモーター配列」は、細胞内のＲＮＡポリメラーゼに結合し得、かつコード領域の
下流（３’方向）の転写を開始し得る、ＤＮＡ調節領域である。本発明を規定する目的で
、このプロモーター配列は、その転写開始部位によって、その３’末端で結合され、上記
バックグラウンドを検出可能なレベルで転写を開始するのに必要な最小数の塩基またはエ
レメントを含むように、上流（５’方向）に伸長する。プロモーター配列内で、転写開始
部位（簡便には、ヌクレアーゼＳ１を用いたマッピングによって規定される）、およびＲ
ＮＡポリメラーゼの結合を担うタンパク質結合ドメイン（コンセンサス配列）が見出され
る。真核生物プロモーターは、常にではなくしばしば、「ＴＡＴＡ」ボックスおよび「Ｃ
ＡＴ」ボックスを含む。原核生物プロモーターは、－１０および－３５のコンセンサス配
列に加えて、Ｓｈｉｎｅ－Ｄａｌｇａｒｎｏ配列を含む。
【００７７】
　「発現制御配列」は、別のＤＮＡ配列の転写および翻訳を制御および調節する、ＤＮＡ
配列である。コード配列は、ＲＮＡポリメラーゼがこのコード配列をｍＲＮＡに転写する
場合、細胞内の転写制御配列および翻訳制御配列の「制御下」であり、次いで、このコー
ド配列は、このコード配列によってコードされるタンパク質に翻訳される。
【００７８】
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　「シグナル配列」は、コード配列の前に含まれ得る。この配列は、シグナルペプチド（
ポリペプチドに対するＮ末端）をコードし、このシグナルペプチドは、宿主細胞と連絡し
て、ポリペプチドを細胞表面に指向させるかまたはポリペプチドを媒体に分泌させ、この
シグナルペプチドは、タンパク質が細胞から放出される前に、宿主細胞によって切断され
る（ｃｌｉｐｐｅｄ　ｏｆｆ）。シグナル配列は、原核生物および真核生物に対してネイ
ティブな種々のタンパク質に関連して見出され得る。
【００７９】
　用語「オリゴヌクレオチド」とは、本明細書中で使用される場合、本発明のプローブを
いい、２種以上のリボヌクレオチド、好ましくは、３種以上のリボヌクレオチドからなる
分子として定義される。その正確なサイズは、同様に最終的な機能およびこのオリゴヌク
レオチドの使用に依存した多くの因子に依存する。
【００８０】
　用語「プライマー」とは、本明細書中で使用される場合、精製された制限消化物におけ
るように天然に生じるかまたは合成的に生成される、オリゴヌクレオチドをいい、これは
、プライマー伸長産物（これは、核酸鎖に相補的である）の合成が誘導される条件下（す
なわち、ヌクレオチドおよび誘導因子（例えば、ＤＮＡポリメラーゼ）の存在下、ならび
に適切な温度およびｐＨ）に置かれた場合、合成の開始点として作用し得る。プライマー
は、一本鎖であっても二本鎖であってもよく、誘導因子の存在下で所望のプライマー伸長
産物の合成を初回刺激するのに十分に長くなければならない。プライマーの正確な長さは
、多くの因子（温度、プライマーの供給源および方法の使用）に依存する。例えば、診断
適用については、標的配列の複雑性に依存して、オリゴヌクレオチドプライマーは、代表
的には、１５～２５ヌクレオチドまたはそれ以上のヌクレオチドを含むが、このオリゴヌ
クレオチドプライマーは、ほとんどヌクレオチドを含み得ない。
【００８１】
　本明細書中のプライマーは、異なる鎖の特定の標的ＤＮＡ配列に「実質的に」相補的で
あるように選択される。これは、プライマーがそれらのそれぞれの鎖とハイブリダイズす
るのに十分相補的でなければならないことを意味する。従って、プライマー配列は、テン
プレートの正確な配列を示す必要がない。例えば、非相補的ヌクレオチドフラグメントが
、プライマーの５’末端に結合され得、このプライマー配列の残りは、その鎖に相補的で
ある。あるいは、非相補的な塩基またはより長い配列が、プライマー中に分散され得、但
し、そのプライマー配列は、その鎖の配列と十分な相補性を有し、この鎖とハイブリダイ
ズし、それによって、伸長産物の合成のためのテンプレートを形成する。
【００８２】
　本明細書中で使用される場合、用語「制限エンドヌクレアーゼ」および「制限酵素」と
は、細菌性酵素をいい、それらの各々は、二重鎖ＤＮＡを特定のヌクレオチド配列にて、
または特定のヌクレオチド配列近位で、切断する。
【００８３】
　細胞は、外来性ＤＮＡまたは非相同性ＤＮＡによって、このようなＤＮＡが細胞内に導
入された際に「形質転換される」。この形質転換ＤＮＡは、細胞のゲノムを構成する染色
体ＤＮＡに組み込まれても組み込まれなくてもよい（共有結合されても共有結合されなく
てもよい）。例えば、原核生物、酵母、および哺乳動物細胞において、この形質転換ＤＮ
Ａは、プラスミドのようなエピソームエレメントにより維持され得る。真核生物について
、安定に形質転換される細胞は、形質転換ＤＮＡが染色体内に組み込まれ、その結果、染
色体複製を介する娘細胞によって遺伝される細胞である。この安定性は、真核生物細胞が
、形質転換ＤＮＡを含有する娘細胞の集団からなる細胞株またはクローンを樹立する能力
によって証明される。「クローン」は、単細胞または有糸分裂による共通の祖先由来の細
胞集団である。「細胞株」は、多くの世代について、インビボで安定に増殖し得る初代細
胞のクローンである。
【００８４】
　ヌクレオチドの少なくとも約７５％（好ましくは、少なくとも約８０％、そして最も好
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ましくは、少なくとも約９０％または９５％）がＤＮＡ配列の規定された長さと一致する
場合、２つのＤＮＡ配列は、「実質的に相同」である。実質的に相同な配列は、配列デー
タバンクで利用可能な標準的なソフトウェアを使用してか、または例えば、特定の系につ
いて規定されるようなストリンジェントな条件下でのサザンハイブリダイゼーション実験
において、配列を比較することによって、同定され得る。規定される適切なハイブリダイ
ゼーション条件は、当業者の範囲内である。例えば、Ｍａｎｉａｔｉｓら、前出；ＤＮＡ
　Ｃｌｏｎｉｎｇ、第Ｉ巻および第ＩＩ巻、前出；Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｈｙｂｒ
ｉｄｉｚａｔｉｏｎ、前出。
【００８５】
　本発明の特定の結合メンバー（抗体）をコードするＤＮＡ配列（これは、例えば、配列
番号２または配列番号４と同じアミノ酸配列を有する抗体をコードするが；配列番号２ま
たは配列番号４に縮重される）もまた本発明の範囲内であることが、理解されるべきであ
る。「～に縮重する」とは、異なる３文字コドンを使用して特定のアミノ酸を特定化する
ことを意味する。以下のコドンを相互交換可能に使用して、各々の特定のアミノ酸をコー
ドし得ることは、当該分野で周知である：
【００８６】
【表２】

。
【００８７】
　上で特定化されたコドンはＲＮＡ配列についてのコドンであることが、理解されるべき
である。ＤＮＡについての対応するコドンは、Ｕの代わりにＴを有する。
【００８８】
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　変異は、配列番号２または配列番号４においてなされ得、この結果、特定のコドンが、
異なるアミノ酸をコードするコドンに変化される。このような変異は、一般的に、最小の
ヌクレオチド変化を可能にすることによって、なされ得る。この種類の置換変異は、非保
存的な様式でか（すなわち、特定のサイズまたは特徴を有するアミノ酸の分類に属するア
ミノ酸から別の分類に属するアミノ酸まで、コドンを変化させることによって）、または
保存的な様式で（すなわち、特定のサイズまたは特徴を有するアミノ酸の分類に属するア
ミノ酸から同じ分類に属するアミノ酸まで、コドンを変化させることによって）、得られ
るタンパク質中のアミノ酸を変化させるようになされ得る。このような保存的変化は、一
般に、得られるタンパク質の構造および機能の変化を引き起こさない。非保存的変化は、
得られるタンパク質の構造、活性または機能をより変化させるようである。本発明は、得
られるタンパク質の活性または結合特性を有意に変化させない保存的変化を含む配列を含
むように考慮されるべきである。
【００８９】
　以下は、アミノ酸の種々の分類の１つの例である：
　（非極性Ｒ基を有するアミノ酸）
　アラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン、プロリン、フェニルアラニン、トリプト
ファン、メチオニン。
【００９０】
　（非荷電の極性Ｒ基を有するアミノ酸）
　グリシン、セリン、トレオニン、システイン、チロシン、アスパラギン、グルタミン。
【００９１】
　（荷電した極性Ｒ基を有するアミノ酸（ｐＨ６．０にて負に帯電している））
　アスパラギン酸、グルタミン酸。
【００９２】
　（塩基性アミノ酸（ｐＨ６．０にて正に帯電している））
　リジン、アルギニン、ヒスチジン（ｐＨ６．０）。
【００９３】
　別の分類は、フェニル基を有するアミノ酸であり得る：
　フェニルアラニン、トリプトファン、チロシン。
【００９４】
　別の分類は、分子量（すなわち、Ｒ基のサイズ）に従い得る：
【００９５】
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【表３】

。
【００９６】
　以下の置換基が、特に好ましい：
－Ａｒｇに対するＬｙｓ（逆もまた同様）（その結果、正電荷が維持され得る）；
－Ａｓｐに対するＧｌｕ（逆もまた同様）（その結果、負電荷が維持され得る）；
－Ｔｈｒに対するＳｅｒ（その結果、遊離－ＯＨが維持され得る）；および、
－Ａｓｎに対するＧｌｎ（その結果、遊離ＮＨ２が維持され得る）。
【００９７】
　アミノ酸置換はまた、特定の好ましい性質を有するアミノ酸を置換するために導入され
得る。たとえば、Ｃｙｓは、別のＣｙｓとジスルヒド結合するための潜在的部位を導入さ
れ得る。Ｈｉｓは、特定の「触媒」部位として導入され得る（すなわち、Ｈｉｓは、酸ま
たは塩基として作用し得、そして生化学的な触媒において最も一般的なアミノ酸である）
。Ｐｒｏは、タンパク質構造のβ－ターンを誘導するその特定の平面構造に起因して、誘
導され得る。
【００９８】
　アミノ酸残基の少なくとも約７０％（好ましくは、少なくとも約８０％、そして最も好
ましくは少なくとも９０％または９５％）が、同一であるか、または保存的置換を表す場
合、２つのアミノ酸配列は、「実質的に相同」である。
【００９９】
　ＤＮＡ構築物の「非相同的」領域は、天然の大きな分子に関連して見出されない大きな
ＤＮＡ分子内で、ＤＮＡのセグメントと同一視することができる。従って、非相同的領域
が哺乳動物遺伝子をコードする場合、この遺伝子は、通常、供給源生物体のゲノムにおけ
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る哺乳動物のゲノムＤＮＡに隣接しないＤＮＡによって隣接される。非相同性コード配列
の別の例は、コード配列自身が天然に見出されない構築物である（例えば、ｃＤＮＡ、こ
こで、ゲノムのコード配列は、イントロンまたはネイティブな遺伝子と異なるコドンを有
する合成配列を含む）。対立遺伝子の変異または天然に生じる変異事象は、本明細書中に
定義されるようなＤＮＡの非相同性領域を生じさせない。
【０１００】
　句「薬学的に受容可能」は、生理学的に耐用性があり、そしてヒトに投与される場合、
代表的にアレルギーまたは同様の有害反応（例えば、胃の不調、めまい感など）を起こさ
ない分子実体および組成物をいう。
【０１０１】
　句「治療的有効量」は、本明細書中で使用され、予防するのに十分な量、および少なく
とも約３０％、好ましくは少なくとも５０％、好ましくは少なくとも７０％、好ましくは
少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０％まで、標的細胞の質量の増殖または進行
あるいは有糸分裂、癌細胞または腫瘍のグループ、もしくは病理の他の特性において臨床
的に有意な変化を好ましくは減少するのに十分な量を意味する。例えば、ＥＧＦＲ活性化
もしくはＥＧＦＲ活性の程度、またはＥＧＦＲ陽性細胞（特に抗体または反応性細胞もし
くは陽性細胞の結合メンバー）の量もしくは数は、減少され得る。
【０１０２】
　ＤＮＡ配列は、発現制御配列が、ＤＮＡ配列の転写および翻訳を制御し、そして調節す
る場合、発現制御配列に「作動可能に連結される」。用語「作動可能に連結される」は、
発現されるべきＤＮＡ配列の前の適切な開始シグナル（例えば、ＡＴＧ）を有すること、
そして発現制御配列およびＤＮＡ配列によってコードされた所望の産物の生産の制御下で
、ＤＮＡ配列の発現を可能にする正しいリーディングフレームを維持することを包含する
。組換えＤＮＡ分子中に挿入されることが所望される遺伝子が、適切な開始シグナルを含
んでいない場合、このような開始シグナルは、遺伝子の前部分に挿入され得る。
【０１０３】
　用語「標準的ハイブリダイゼーション条件」は、ハイブリダイゼーションおよび洗浄の
両方について５×ＳＳＣおよび６５℃に実質的に等価な塩および温度条件およびをいう。
しかし、当業者は、このような「標準的ハイブリダイゼーション条件」は、緩衝液中のナ
トリウムおよびマグネシウムの濃度、ヌクレオチド配列の長さおよび濃度（ミスマッチ％
、ホルムアミド％など）を含む特定の条件に依存することを理解する。「標準的ハイブリ
ダイゼーション条件」の決定において重要なことはまた、ハイブリダイズする２つの配列
が、ＲＮＡ－ＲＮＡ、ＤＮＡ－ＤＮＡまたはＲＮＡ－ＤＮＡであるか否かである。このよ
うな標準的ハイブリダイゼーション条件は、周知の式に従って当業者によって容易に決定
され、ここでハイブリダイゼーションは、代表的に、所望である場合、より高いストリン
ジェンシーの洗浄を用いて、予測されるかまたは測定されたＴｍよりも１０～２０℃下で
ある。
【０１０４】
　（Ｂ．詳細な開示）
　本発明は、腫瘍形成性細胞、過剰増殖性細胞または異常細胞において見出されるＥＧＦ
Ｒエピトープを認識する新規の特異的結合メンバー、特に、抗体またはそのフラグメント
（免疫原性フラグメントを含む）を提供し、このエピトープは、異常な翻訳後改変の際に
増大されるか、または顕性であり、正常細胞または野生型細胞において検出可能ではない
。特定ではあるが、非限定の実施形態において、この結合メンバー（例えば、抗体）は、
ＥＧＦＲエピトープを認識し、これは、単純な炭水化物改変または初期のグリコシル化の
際に増大されるか、または顕性であり、そして複雑な炭水化物改変またはグルコシル化の
存在において減少されるか、または顕性ではない。特異的結合メンバー（例えば、抗体ま
たはそのフラグメント）は、過剰発現が存在しない場合および正常なＥＧＦＲ翻訳後改変
が存在する場合において、正常ＥＧＦＲエピトープまたは野生型ＥＧＦＲエピトープを含
む正常細胞または野生型細胞に結合も認識もしない。
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【０１０５】
　本発明は、ＥＧＦＲエピトープを認識する特異的結合メンバー、特に、抗体またはその
フラグメントに関し、このＥＧＦＲエピトープは、増幅したＥＧＦＲまたはｄｅ２－７Ｅ
ＧＦＲを発現する細胞において存在し、正常ＥＧＦＲまたは野生型ＥＧＦＲを発現する細
胞において（特に、正常な翻訳後改変の存在において）検出可能ではない。
【０１０６】
　本発明の抗体のさらなる非限定的な観察または特徴は、初期のグリコシル化または単純
な炭水化物改変の特徴である、高マンノース基の存在におけるそれらのエピトープの認識
であることは、さらに記載され、そして本明細書中で実証される。従って、変更されたか
、または異常なグリコシル化は、この抗体エピトープの存在および／または認識を容易に
するか、あるいはこの抗体エピトープの一部を含む。
【０１０７】
　グリコシル化には、オリゴ糖の付加によるタンパク質（糖タンパク質と称される）の翻
訳後改変が挙げられ、そして包含する。オリゴ糖は、糖タンパク質（特に、Ｎ－連結オリ
ゴ糖およびＯ－連結オリゴ糖を含む）のグリコシル化部位に付加される。Ｎ－連結オリゴ
糖はＡｓｎ残基に付加され、特にＡｓｎ残基は、配列Ｎ－Ｘ－Ｓ／Ｔに存在し、ここで、
ＸはＰｒｏでもＡｓｐでもあり得ず、そして糖タンパク質において最も共通に見出される
。Ｎ－連結糖タンパク質の生合成において、高マンノース型オリゴ糖（一般的にドリコー
ル、Ｎ－アセチルグリコサミン、マンノースおよびグルコース含む）は、最初に小胞体（
ＥＲ）において形成される。次いで、高マンノース型糖タンパク質は、ＥＲからゴルジに
移送され、ここで、オリゴ糖のさらなるプロセシングおよび改変が通常生じる。Ｏ－連結
オリゴ糖は、Ｓｅｒ残基またはＴｈｒ残基のヒドロキシル基に添加される。Ｏ－連結オリ
ゴ糖において、Ｎ－アセチルグリコサミンは、最初にＥＲにおいてＮ－アセチルグリコサ
ミニルトランスフェラーゼによってＳｅｒ残基またはＴｈｒ残基に転移される。次いで、
このタンパク質は、ゴルジまで移動し、ここでさらなる改変および鎖の伸長が生じる。
【０１０８】
　本発明の特定の局面および上記のような場合において、本発明は、新規のモノクローナ
ル抗体（ｍＡｂ　８０６およびそのキメラのｃｈ８０６と命名された抗体によって本明細
書中で例示される）を発見し、これらは、増幅された野生型ＥＧＦＲおよびｄｅ２－７Ｅ
ＧＦＲを特異的に認識し、さらに、ｄｅ２－７ＥＧＦＲ変異の特有の接合部ペプチドとは
明らかに異なるエピトープに結合する。本発明の抗体は、特に、異常な翻訳後改変の際に
過剰発現したＥＧＦＲ（増幅したＥＧＦＲおよび変異体ＥＧＦＲ（ｄｅ２－７変異によっ
て本明細書中で例示される）を含む）を特異的に認識する。さらに、ｍＡｂ８０６は、神
経膠腫細胞の細胞表面において発現される正常な、野生型ＥＧＦＲを認識しないが、ＥＬ
ＩＳＡプレートの表面上に固定されたＥＧＦＲの細胞外ドメインに結合する。このことは
、ポリペプチドの局面を有する高次構造エピトープを示す。重要なことに、ｍＡｂ８０６
は、多くの他の正常組織において発現されるレベルより高いレベルの内在性ｗｔＥＧＦＲ
を発現するが、ＥＧＦＲは過剰発現も増幅もされない肝臓および皮膚のような正常な組織
には顕著に結合しない。従って、ｍＡｂ８０６は、新規であり、かつ有用な特異性（ｄｅ
２－７ＥＧＦＲおよび増幅されたＥＧＦＲを認識するが、正常な、野生型ＥＧＦＲも、ｄ
ｅ２－７ＥＧＦＲの特徴である特有の接合部ペプチドも認識しない）を実証する。
【０１０９】
　好ましい局面において、抗体は、本発明者が、増幅したＥＧＦＲおよびｄｅ２－７ＥＧ
ＦＲを特に認識することを同定および特徴付けた特徴を有する抗体である。特に好ましい
局面において、抗体は、ｍＡｂ　８０６であるか、またはその活性フラグメントである。
さらに好ましい局面において、本発明の抗体は、ＶＨアミノ酸配列およびＶＬアミノ酸配
列（それぞれ、図１４（配列番号２）および図１５（配列番号４）に示される）を含む。
【０１１０】
　好ましくは、特異的結合メンバーまたは抗体のエピトープは、成熟した正常ＥＧＦＲ配
列または野生型ＥＧＦＲ配列の残基２７３～５０１を含む領域内に局在される。従って、
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ＥＧＦＲ配列の残基２７３～５０１を含む領域内に局在するエピトープで、ｄｅ２－７Ｅ
ＧＦＲに結合する、特異的結合タンパク質（例えば、抗体）もまた、提供される。このエ
ピトープは、当業者に公知の、任意の慣用的なエピトープマッピング技術によって決定さ
れ得る。あるいは、残基２７３～５０１をコードするＤＮＡ配列は消化され得、そして得
られるフラグメントは適切な宿主において発現される。抗体結合は、上記のように決定さ
れ得る。
【０１１１】
　特に、このメンバーは成熟した正常ＥＧＦＲまたは野生型ＥＧＦＲの前記２７３～５０
１を含むエピトープに結合する。しかし、同様か、または実質的に類似する反応性パター
ンを示す他の抗体または、本発明の局面を形成する。これは、それぞれ、配列番号２およ
び配列番号４に示されるＶＨドメインおよびＶＬドメインを含む抗体と、このようなメン
バーを比較することによって決定され得る。比較は、代表的には、ウエスタンブロット（
結合メンバーは、細胞の核調製物から調製された二重ブロットに結合される）を用いてな
され、その結果、結合パターンを直接比較し得る。
【０１１２】
　別の局面において、本発明は、８０６抗体のＶＨ配列およびＶＬ配列を有する抗体の少
なくとも１０％が、ＥＬＩＳＡアッセイにおいてこのような抗体との競合によってｄｅ２
－７ＥＧＦＲへの結合をブロックする条件下で、８０６抗体と競合し得る抗体を提供する
。上記のように、抗イディオタイプ抗体は、本明細書中で意図され、図解される。
【０１１３】
　成熟した野生型ＥＧＦＲの残基２７３～５０１（成熟したｄｅ２－７ＥＧＦＲの残基６
～２３４）を含むエピトープから本質的に構成される、単離されたポリペプチドは、本発
明の別の局面を形成する。本発明のペプチドは、診断アッセイまたはキットにおいて特に
有用であり、そして治療的または予防的（抗腫瘍ワクチンまたは抗癌ワクチン）に有用で
ある。従って、本発明のペプチドの組成物は、薬学的組成物および免疫原性組成物を包含
する。
【０１１４】
　（診断用途および治療的用途）
　本発明の特異的結合メンバー（特に、抗体またはそのフラグメント）に特有な特異性（
それによって結合メンバーはＥＧＦＲエピトープ（腫瘍形成性細胞、過剰増殖性細胞また
は異常細胞において見出されるが、正常細胞または野生型細胞において検出可能ではない
）を認識し、ここで、このエピトープは異常な翻訳後改変の際に増大されるか、または顕
性であり、そしてこのメンバーはｄｅ２－７ＥＧＦＲおよび増幅したＥＧＦに結合するが
、ｗｔＥＧＦＲには結合しない）は、多くの腫瘍形成性細胞型および腫瘍型（例えば、頭
部および頸部、胸部、肺、膀胱または前立腺の腫瘍および神経膠腫）を同定、特徴づけ、
標的化および処置、減少または排除するための診断用途および治療用途を、以前から公知
であるＥＧＦＲ抗体に見られ得るような正常組織取込みに関連する問題を伴わずに、提供
する。従って、ＥＧＦＲを（例えば、変異体ＥＧＦＲまたは改変体ＥＧＦＲの増幅または
発現によって）過剰発現する細胞、特に、異常な翻訳後改変を示す細胞は、本発明の結合
メンバー（特に、抗体またはそのフラグメント）を利用して、認識、単離、特徴づけ、標
的化および処置または排除され得る。
【０１１５】
　従って、本発明の抗体は、ＥＧＦＲ過剰発現（特に増幅）および／またはＥＧＦＲ変異
（特にｄｅ２－７ＥＧＦＲ）が存在する、腫瘍または細胞を染色あるいは認識することに
よって、ＥＧＦＲ腫瘍細胞または腫瘍形成性細胞の性質を特異的に分類し得る。さらに、
本発明の抗体（ｍＡｂ８０６およびキメラ抗体ｃｈ８０６によって増幅されるような）は
、増幅されたＥＧＦＲを含む腫瘍細胞およびｄｅ２－７ＥＧＦＲ陽性異種移植片に対する
有意な抗腫瘍活性をインビボで実証する。
【０１１６】
　上に概説するように、本発明者らは、本発明の特異的結合メンバーが、正常細胞におい
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て発現する場合、正常な、野生型レセプターではなく、ＥＧＦＲ（ｄｅ２－７ＥＧＦＲお
よび増幅したＥＧＦＲ）の腫瘍関連形態を認識することを発見した。抗体の認識は、ＥＧ
ＦＲ遺伝子の過剰発現を示す細胞において発現したＥＧＦＲの異常な翻訳後改変（例えば
、特有のグリコシル化改変体、アセチル化改変体またはリン酸化改変体）に依存すると考
えられる。
【０１１７】
　下に記載するように、ｍＡｂ８０６およびｃｈ８０６は治療的研究において使用されて
いる。ｍＡｂ８０６およびｃｈ８０６は、ＥＧＦＲを過剰発現した（例えば、増幅された
）異種移植片およびヒトｄｅ２－７ＥＧＦＲを発現するヒト腫瘍の異種移植片の増殖を阻
害することおよびこのような腫瘍内の壊死を有意に誘導することが示される。
【０１１８】
　さらに、本発明の抗体は、予防モデルにおいて頭蓋内腫瘍の増殖を阻害する。このモデ
ルは、ヌードマウスへ、ｄｅ２－７ＥＧＦＲを発現する神経膠腫細胞を注射すること、次
いで、同日または１～３日以内のいずれかで、抗体を頭蓋内に注射すること（必要に応じ
て反復される用量で）を包含する。抗体の用量は、適切には約１０μｇである。抗体を注
射したマウスは、コントロールと比較され、そして処置したマウスの生存が有意に増加す
ることを見出した。
【０１１９】
　従って、本発明のさらなる局面において、腫瘍、癌性状態、前癌性状態および任意の過
剰増殖性細胞増殖に関連する状態または過剰増殖性細胞増殖から生じる状態の処置方法を
提供し、この方法は、本発明の特異的結合メンバーの投与を包含する。
【０１２０】
　本発明の抗体は、ヒト被験体および動物被験体における腫瘍（特に、上皮腫瘍）の診断
方法および処置方法において使用されるように設計される。これらの腫瘍は、任意の型の
一次固形腫瘍または二次固形腫瘍であり得、これらの腫瘍としては、神経膠腫、胸部、肺
、前立腺、頭部または頸部の腫瘍が挙げられるが、これらに限定されない。
【０１２１】
　（結合メンバーおよび抗体生成）
　ハイブリドーマによってモノクローナル抗体を作製するための一般的な方法論は周知で
ある。不死化の抗体生成細胞株はまた、融合以外の技術（例えば、オンコジーンＤＮＡを
用いるＢリンパ球の直接的な形質転換、またはエプスタイン－バーウイルスを用いるトラ
ンスフェクション）によっても作製され得る（例えば、Ｍ．Ｓｃｈｒｅｉｅｒら、「Ｈｙ
ｂｒｉｄｏｍａ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ」（１９８０）；Ｈａｍｍｅｒｌｉｎｇら「Ｍｏ
ｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　Ａｎｄ　Ｔ－ｃｅｌｌ　Ｈｙｂｒｉｄｏｍａ
ｓ」（１９８１）；Ｋｅｎｎｅｔｔら、「Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ
」（１９８０）を参照のこと；米国特許第４，３４１，７６１号；同第４，３９９，１２
１号；同第４，４２７，７８３号；同第４，４４４，８８７号；同第４，４５１，５７０
号；同第４，４６６，９１７号；同第４，４７２，５００号；同第４，４９１，６３２号
；同第４，４９３，８９０号もまた参照のこと）。
【０１２２】
　ＥＧＦＲに対して産生されたモノクローナル抗体のパネルは、種々の特性；すなわち、
アイソタイプ、エピトープ、親和性などについてスクリーニングされ得る。ＥＧＦＲまた
はそのサブユニットの活性を模倣するモノクローナル抗体が特に興味深い。このようなモ
ノクローナル抗体は、特異的結合活性アッセイにおいて容易に同定され得る。高親和性抗
体はまた、ネイティブまたは組換えの特異的結合メンバーの免疫親和性精製が可能である
場合、有用である。
【０１２３】
　ポリクローナル抗ＥＧＦＲ抗体を生成するための方法は当該分野で周知である。Ｎｅｓ
ｔｏｒらに対する米国特許第４，４９３，７９５号を参照のこと。モノクローナル抗体（
代表的に、有用な抗体分子のＦａｂおよび／またはＦ（ａｂ’）２部分を含む）は、以下
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に記載されるハイブリドーマ技術を用いて調製され得る：Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ－Ａ　Ｌ
ａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、ＨａｒｌｏｗおよびＬａｎｅ編、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒ
ｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ（１９８８）、これは
、参考として本明細書中で援用される。簡単に言うと、モノクローナル抗体組成物が生成
されるハイブリドーマを形成するために、骨髄腫細胞株または他の自己永続性細胞株が、
適切なＥＧＦＲで過剰に免疫された哺乳動物の脾臓から得られたリンパ球と融合される。
【０１２４】
　脾細胞は代表的に、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）６０００を用いて骨髄腫細胞と
融合される。融合されたハイブリットは、ＨＡＴに対するそれらの感受性によって選択さ
れる。本発明の実施において有用なモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマは、本
発明の抗体または結合メンバーと免疫応答する能力、および標的細胞における特定の腫瘍
形成または過剰増殖活性を阻害する能力によって同定される。
【０１２５】
　本発明の実施に有用なモノクローナル抗体は、適切な抗原特異性の抗体分子を分泌する
ハイブリドーマを含有する栄養培地を含むモノクローナルハイブリドーマ培養を開始する
ことによって産生され得る。この培養物は、ハイブリドーマが培地中に抗体分子を分泌す
るために十分な条件および時間で維持される。次いで、抗体含有培地が収集される。次い
で、抗体分子は、周知の技術によってさらに単離され得る。
【０１２６】
　これらの組成物の調製のために有用な培地は、当該分野で周知の培地および市販の培地
の両方であり、合成培養培地、近交マウスなどを含む。例示的な合成培地は、４．５ｇｍ
／ｌグルコース、２０ｍｍグルタミンおよび２０％胎仔血清を補充したダルベッコ最小必
須培地（ＤＭＥＭ；Ｄｕｌｂｅｃｃｏら、Ｖｉｒｏｌ．８：３９６（１９５９））である
。例示的な近交マウス系は、Ｂａｌｂ／ｃである。
【０１２７】
　モノクローナル抗ＥＧＦＲ抗体を生成する方法はまた、当該分野で周知である。Ｎｉｍ
ａｎら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８０：４９４９－４９５３　
（１９８３）を参照のこと。代表的に、ＥＧＦＲまたはペプチドアナログは、以前に記載
された抗ＥＧＦＲモノクローナル抗体を産生するための手順における免疫原として、単独
または免疫原性キャリアに結合体化するかのいずれかで使用される。ハイブリドーマは、
腫瘍形成性細胞、異常な細胞または過剰増殖性細胞に存在するＥＧＦＲと免疫応答する抗
体を産生する能力についてスクリーニングされる。他の抗ＥＧＦＲ抗体としては、Ｇｅｎ
ｍａｂ／ＭｅｄａｒｅｘからのＨｕＭＡＸ－ＥＧＦｒ抗体、１０８抗体（ＡＴＣＣ　ＨＢ
９７６４）（米国特許第６，２１７，８６６号）およびＳｃｈｅｒｉｎｇ　ＡＧからの抗
体１４Ｅ１（米国特許第５，９４２，６０２号）が挙げられるが、これらに限定されない
。
【０１２８】
　（組換え結合メンバー、キメラ、二重特異性およびフラグメント）
　一般的に、ＣＤＲ３領域（配列番号２および配列番号４のＣＤＲ３領域として実質的に
記載されるアミノ酸配列を含む）が、腫瘍抗原へのＣＤＲ３の結合を可能にする構造に含
まれる。配列番号４のＣＤＲ３の場合において、好ましくは、これは配列番号４のＶＬ領
域によって含まれる。
【０１２９】
　「実質的に記載される」とは、本発明のＣＤＲ３領域が、配列番号２および配列番号４
の特異的領域に対する同一性および高い相同性のいずれかであることを意味する。「高い
相同性」とは、いくつかの置換のみ、好ましくは１～８、好ましくは１～５、好ましくは
１～４、または１～３もしくは１～２の置換がＣＤＲにおいて作製され得ることが意図さ
れる。
【０１３０】
　本発明のＣＤＲ３を有する構造は、一般的に、抗体の重鎖配列または軽鎖配列あるいは
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その実質的な部分であり得、ここで、ＣＤＲ３は、再配置された免疫グロブリン遺伝子に
よってコードされる、天然に存在するＶＨおよびＶＬ抗体の可変ドメインのＣＤＲ３領域
に対応する位置に局在される。免疫グロブリン可変ドメインの構造および位置は、Ｋａｂ
ａｔ，Ｅ．Ａ．ら、Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏ
ｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ．第４版．ＵＳ　Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｈｅ
ａｌｔｈ　ａｎｄ　Ｈｕｍａｎ　Ｓｅｒｖｉｃｅｓ．１９８７およびそれらの最新のもの
、インターネット（ｈｔｔｐ：／／ｉｍｍｕｎｏ．ｂｍｅ．ｎｗｕ．ｅｄｕ）で現在利用
可能なものを参照することによって決定され得る。
【０１３１】
　好ましくは、配列番号２の残基９３～１０２に実質的に記載されるようなアミノ酸配列
は、ヒト重鎖可変ドメインまたはその実質的な部分においてＣＤＲ３として保持され、そ
して配列番号４の残基２４～３４、５０～５６および８９～９７に実質的に記載されるよ
うなアミノ酸配列は、それぞれ、ヒト軽鎖可変ドメインまたはその実質的な部分において
ＣＤＲ１～３として保持される。
【０１３２】
　可変ドメインは、任意の生殖細胞系列または再配置されたヒト可変ドメインから誘導さ
れ得るか、あるいは公知のヒト可変ドメインのコンセンサス配列に基づいて合成可変ドメ
インであり得る。本発明のＣＤＲ３由来配列（前述の段落に規定されるように）は、組換
えＤＮＡ技術を使用して、ＣＤＲ３領域を欠く可変ドメインのレパートリーに導入され得
る。
【０１３３】
　例えば、Ｍａｒｋｓら（Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，１９９２，１０：７７９－７
８３）は、抗体の可変ドメインのレパートリーを産生する方法を記載し、ここで、可変ド
メイン領域の５’末端に指向されるか、または近接されるコンセンサスプライマーは、ヒ
トＶＨ遺伝子の第３フレームワーク領域に対するコンセンサスプライマーとの結合に使用
され、ＣＤＲ３を欠くＶＨ可変ドメインのレパートリーを提供する。Ｍａｒｋｓらはさら
に、このレパートリーがどのように特定の抗体のＣＤＲ３と結合し得るのかを記載する。
類似の技術を使用して、本発明のＣＤＲ３由来配列は、ＣＤＲ３を欠くＶＨドメインまた
はＶＬドメインのレパートリーと混ぜ合わせられ得、そして混合された完全ＶＨドメイン
またはＶＬドメインは、本発明の特異的結合メンバーを提供するために、同系のＶＬドメ
インまたはＶＬドメインと結合され得る。次いで、レパートリーは、適切な宿主系（例え
ば、Ｗ０９２／０１０４７のファージディスプレイ系）において提示され得、その結果、
適切な特異的結合メンバーが選択され得る。レパートリーは、１０４個以上（例えば、１
０６～１０８または１０１０メンバー）の任意の個々のメンバーからなり得る。
【０１３４】
　類似の混合またはコンビナトリアル技術はまた、Ｓｔｅｍｍｅｒ（Ｎａｔｕｒｅ，１９
９４，３７０：３８９－３９１）によって開示され、Ｓｔｅｍｍｅｒは、β－ラクタマー
ゼ遺伝子に関連する技術を記載するが、このアプローチが抗体の産生のために使用され得
ることを観察する。
【０１３５】
　さらなる代替物は、全体の可変ドメイン内で変異を生じるために、例えば、ｍＡｂ８０
６のＶＨ遺伝子またはＶＬ遺伝子のランダム変異誘発を用いて、本発明のＣＤＲ３由来配
列を含む、新規のＶＨ領域またはＶＬ領域を生成することである。このような技術は、Ｇ
ｒａｍら（１９９２，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．，ＵＳＡ，８９：３５７
６－３５８０）によって記載される（Ｇｒａｍは、エラー頻発型ＰＣＲを使用した）。
【０１３６】
　使用され得る別の方法は、ＶＨ遺伝子またはＶＬ遺伝子のＣＤＲ領域に変異誘発を指向
させることである。このような技術は、Ｂａｒｂａｓら（１９９４，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ
．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．，ＵＳＡ，９１：３８０９－３８１３）およびＳｃｈｉｅｒら（１
９９６，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２６３：５５１－５６７）によって開示される。
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【０１３７】
　上記の技術の全ては、それ自体、当該分野で公知であり、そしてそれら自体で本発明の
一部を形成しない。当業者は、当該分野において慣用的な方法論を用いて、本発明の特異
的結合メンバーを提供するために、このような技術を使用することが可能である。
【０１３８】
　免疫グロブリン可変ドメインの実質的部分は、それらの介在性フレームワーク領域と共
に、少なくとも３つのＣＤＲ領域を含む。好ましくは、この部分はまた、第１および第４
フレームワーク領域の、または両方のいずれかの少なくとも約５０％、第１フレームワー
ク領域のＣ末端５０％および第４フレームワーク領域のＮ末端５０％を含む。可変ドメイ
ンの実質的部分のＮ末端またはＣ末端でのさらなる残基は、天然に存在する可変ドメイン
領域と通常会合しない残基である。例えば、組換えＤＮＡ技術によって作成された本発明
の特異的結合メンバーの構築は、導入されたリンカーによってコードされるＮ末端または
Ｃ末端の残基の導入を生じさせ得、クローニングまたは他の操作工程を容易にし得る。他
の操作工程としては、免疫グロブリン重鎖、他の可変ドメイン（例えば、二重抗体の産生
における）またはより詳細に下に考察されるようなタンパク質標識を含むさらなるタンパ
ク質配列に本発明の可変ドメインを結合するためのリンカーの導入が挙げられる。
【０１３９】
　本発明の好ましい局面において、配列番号２および配列番号４に実質的に記載される配
列に基づく１対の結合ドメインを含む特異的結合メンバーが好ましいが、これらの配列の
いずれかに基づく単一結合ドメインは本発明のさらなる局面を形成する。配列番号２に実
質的に記載される配列に基づく結合ドメインの場合において、このような結合ドメインは
、腫瘍抗原に対する標的薬剤として使用され得る。なぜなら、免疫グロブリンＶＨドメイ
ンが特異的様式で標的抗原に結合し得ることが公知であるからである。
【０１４０】
　単鎖抗体に特異的に結合するドメインのうちのいずれかの場合、これらのドメインは、
２つのドメインに特異的に結合するメンバーを形成し得る相補的ドメインについてスクリ
ーニングするために使用され得、このメンバーは、本明細書中に開示されるｍＡｂ８０６
抗体と同程度に良好であるかまたは等しいインビボ特性を有する。
【０１４１】
　このことは、米国特許第５，９６９，１０８号に開示されるような、いわゆる階層的二
重コンビナトリアルアプローチを使用するファージディスプレイスクリーニング法によっ
て、達成され得る。ここで、Ｈ鎖クローンまたはＬ鎖クローンのいずれかを含む個々のコ
ロニーが、他方の鎖（ＬまたはＨ）をコードするクローンの完全なライブラリーを感染す
るために使用され、そして得られる２つの鎖に特異的な結合メンバーが、この参考文献に
記載されるもののようなファージディスプレイ技術に従って選択される。この技術はまた
、Ｍａｒｋｓら（同書）にも開示されている。
【０１４２】
　本発明の特異的結合メンバーは、抗体定常領域またはその一部をさらに含み得る。例え
ば、配列番号４に基づく特異的結合メンバーは、そのＣ末端において、抗体の軽鎖定常ド
メイン（ヒトＣκ鎖またはヒトＣλ鎖が挙げられ、好ましくはＣλ鎖）に付着し得る。同
様に、配列番号２に基づく特異的結合メンバーは、そのＣ末端において、任意の抗体アイ
ソタイプ（例えば、ＩｇＧ、ＩｇＡ、ＩｇＥ、ＩｇＤおよびＩｇＭ）および任意のアイソ
タイプサブクラス（特に、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２ｂ、およびＩｇＧ４であり、ＩｇＧ１が好
ましい）由来の免疫グロブリン重鎖のすべてまたは一部に付着し得る。
【０１４３】
　２５年前のモノクローナル抗体（ｍＡｂ）技術の出現は、有用な研究試薬の莫大なレパ
ートリーを提供し、そして抗体を、癌治療、自己免疫障害、移植拒絶、抗ウイルス予防法
における認可された薬学的試薬、および抗血栓剤として使用する機会を生じた（Ｇｌｅｎ
ｎｉｅおよびＪｏｈｎｓｏｎ　２０００）。マウスｍＡｂをキメラｍＡｂ（マウスＶ領域
、ヒトＣ領域）に転換するための分子操作の適用、およびｍＡｂ相補性決定領域（ＣＤＲ
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）のみがマウスを起源とする場合のヒト化試薬は、ｍＡｂ治療の臨床的成功のために重要
であった。操作されたｍＡｂは、免疫原性が顕著に減少しているかまたは有さず、血清半
減期が増加しており、そしてｍＡｂのヒトＦｃ部分は、補体および細胞傷害性細胞の免疫
効果を漸増させる可能性を増加させる（Ｃｌａｒｋ　２０００）。生体分布、薬物速度論
および臨床的に投与されたｍＡｂに対する免疫応答の何らかの誘導についての調査は、薬
学的タンパク質と内因性タンパク質とを区別するための分析の開発を必要とする。
【０１４４】
　抗体、またはその任意のフラグメントはまた、任意の細胞毒素、細菌毒素または他の毒
素（例えば、シュードモナス体外毒素、リシン、またはジフテリア毒素）に結合体化され
得るか、または組換え的に融合され得る。使用される毒素の一部は、毒素全体、または毒
素の任意の特定のドメインであり得る。このような抗体－毒素分子は、異なる種類の癌の
標的化および治療のために、首尾よく使用されている。例えば、Ｐａｓｔａｎ，Ｂｉｏｃ
ｈｉｍ　Ｂｉｏｐｈｙｓ　Ａｃｔａ．１９９７　Ｏｃｔ　２４；１３３３（２）：Ｃ１－
６；Ｋｒｅｉｔｍａｎら，Ｎ　Ｅｎｇｌ　Ｊ　Ｍｅｄ．２００１　Ｊｕｌ　２６；３４５
（４）：２４１－７；Ｓｃｈｎｅｌｌら，Ｌｅｕｋｅｍｉａ．２０００　Ｊａｎ；１４（
１）：１２９－３５；Ｇｈｅｔｉｅら，Ｍｏｌ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．２００１　Ｊｕ
ｌ；１８（３）：２５１－６８を参照のこと。
【０１４５】
　二重特異的多量体および三重特異的多量体は、異なるｓｃＦｖ分子の会合によって形成
され得、そして腫瘍内へのＴ細胞漸増のための架橋剤（免疫療法）、ウイルス再標的化（
遺伝子療法）および赤血球凝集試薬（免疫診断）として、設計されている。例えば、Ｔｏ
ｄｏｒｏｖｓｋａら，Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ．２００１　Ｆｅｂ　１；２
４８（１－２）：４７－６６；Ｔｏｍｌｉｎｓｏｎら，Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｅｎｚｙｍｏｌ
．２０００；３２６：４６１－７９；ＭｃＣａｌｌら，Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．２００１　
Ｍａｙ　１５；１６６（１０）：６１１２－７を参照のこと。
【０１４６】
　完全ヒト抗体は、ヒト免疫グロブリンの重鎖および軽鎖の大部分を保有するトランスジ
ェニックマウスを免疫することによって、調製され得る。これらのマウス（このようなマ
ウスの例は、ＸｅｎｏｍｏｕｓｅＴＭ（Ａｂｇｅｎｉｘ，Ｉｎｃ．）（米国特許第６，０
７５，１８１号および同第６，１５０，５８４号）、ＨｕＭＡｂ－ＭｏｕｓｅＴＭ（Ｍｅ
ｄａｒｅｘ，Ｉｎｃ．／ＧｅｎＰｈａｒｍ）（米国特許第５５４５８０６号および同第５
５６９８２５号）、ＴｒａｎｓＣｈｒｏｍｏ　ＭｏｕｓｅＴＭ（Ｋｉｒｉｎ）およびＫＭ
　ＭｏｕｓｅＴＭ（Ｍｅｄａｒｅｘ／Ｋｉｒｉｎ）である）は、当該分野において周知で
ある。次いで、抗体は、例えば、標準的なハイブリドーマ技術またはファージディスプレ
イによって調製され得る。このようにして、これらの抗体は、完全ヒトアミノ酸配列のみ
を含む。
【０１４７】
　完全ヒト抗体はまた、ヒトライブラリーからファージディスプレイを使用して作製され
得る。ファージディスプレイは、当業者に周知の方法（例えば、Ｈｏｏｇｅｎｂｏｏｍら
およびＭａｒｋｓら（Ｈｏｏｇｅｎｂｏｏｍ　ＨＲおよびＷｉｎｔｅｒ　Ｇ．（１９９２
）Ｊ　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ．２２７（２）：３８１－８；Ｍａｒｋｓ　ＪＤら（１９９１）
Ｊ　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ．２２２（３）：５８１－９７；ならびにまた米国特許第５８８５
７９３号および同第５９６９１０８号））を使用して実施され得る。
【０１４８】
　（治療抗体および使用）
　本発明の特異的結合メンバーのインビボ特性（特に、腫瘍：血液比およびクリアランス
速度に関して）は、少なくともｍＡｂ８０６に匹敵する。ヒトまたは動物の被験体にこの
ような特異的結合メンバーを投与した後に、１：１より大きいピークの腫瘍対血液比を示
す。好ましくは、このような比において、特異的結合メンバーはまた、１：１より大きい
比、好ましくは２：１より大きい比、より好ましくは、５：１より大きい比の腫瘍対器官



(36) JP 5384912 B2 2014.1.8

10

20

30

40

50

比を有する。好ましくは、このような比において、特異的結合メンバーはまた、腫瘍の部
位から離れた器官において、１：１未満の器官対血液比を有する。これらの比は、投与さ
れた特異的結合メンバーの異化作用器官および分泌器官を除く。従って、ｓｃＦｖおよび
Ｆａｂの場合（添付の実施例に示されるように）、結合メンバーは、腎臓によって分泌さ
れ、そして腎臓に、他の器官より多く存在する。ＩｇＧ全体の場合、クリアランスは、少
なくとも部分的に、肝臓による。インタクトな抗体のピーク局在比は、通常、特異的結合
メンバーの投与の１０時間後と２００時間後との間に達成される。より具体的には、この
比は、無胸腺症ヌードマウスの一方の側腹部において皮下に形成される、約０．２～１．
０ｇの腫瘍異種移植片において測定され得る。
【０１４９】
　本発明の抗体は、検出可能な標識または機能的標識で標識され得る。検出可能な標識と
しては、同位体３Ｈ、１４Ｃ、３２Ｐ、３５Ｓ、３６Ｃｌ、５１Ｃｒ、５７Ｃｏ、５８Ｃ
ｏ、５９Ｆｅ、９０Ｙ、１２１Ｉ、１２４Ｉ、１２５Ｉ、１３１Ｉ、１１１Ｉｎ、２１１

Ａｔ、１９８Ａｕ、６７Ｃｕ、２２５Ａｃ、２ｌ３Ｂｉ、９９Ｔｃおよび１８６Ｒｅのよ
うな放射性同位元素標識が挙げられるが、これらに限定されず、抗体画像化の分野におい
て公知の従来の化学を使用して、本発明の抗体に付着され得る。標識としてはまた、蛍光
標識およびＭＲＩ－ＣＴ画像のために当該分野において従来使用される標識が挙げられる
。これらとしてはまた、ホースラディッシュペルオキシダーゼのような酵素標識が挙げら
れる。標識としてはさらに、ビオチンのような化学部分が挙げられ、これは、特定の同源
物質を検出可能な部分（例えば、標識アビジン）に結合することによって、検出され得る
。
【０１５０】
　機能的標識としては、腫瘍の部位に標的化されて腫瘍組織の破壊を引き起こすように設
計された物質が挙げられる。このような機能的標識としては、細胞傷害性薬物（例えば、
５－フルオロウラシルまたはリシン）および酵素（例えば、細菌性カルボキシペルオキシ
ダーゼまたはニトロレダクターゼ）が挙げられ、これらは、腫瘍の部位において、プロド
ラッグを活性薬物に転換し得る。
【０１５１】
　また、ポリクローナル抗体とモノクローナル抗体との両方を含む抗体、ならびに特異的
結合メンバー、抗体および／またはこれらのサブユニットの産生または活性を調節する薬
物は、特定の診断適用を有し得、そして例えば、癌、癌前の病変、過剰増殖性の細胞の増
殖に関連するかまたはその結果である状態などのような状態を検出および／または測定す
る目的で、利用され得る。例えば、特異的結合メンバー、抗体またはそのサブユニットを
使用して、公知の技術（例えば、融合したマウス脾臓リンパ球および骨髄腫細胞を利用す
るハイブリドーマ技術など）によって、種々の細胞培地中で、それら自体に対するポリク
ローナル抗体とモノクローナル抗体との両方を産生し得る。同様に、本発明の特異的結合
メンバーの活性を模倣または拮抗する低分子が、発見または合成され得、そして診断およ
び／または治療のプロトコルにおいて使用され得る。
【０１５２】
　放射性同位体標識された特異的結合メンバー（特に、抗体およびそのフラグメント）は
、インビトロ診断技術ならびにインビボでの放射線画像化技術および放射免疫治療におい
て有用である。インビボでの画像化の例において、本発明の特異的結合メンバーは、放射
性同位体よりむしろ、画像化薬剤（磁気共鳴画像増強剤が挙げられるが、これに限定され
ない）に結合体化され得、ここで、例えば、抗体分子が、多数の常磁性イオンを、キレー
ト基を介して負荷される。キレート基の例としては、ＥＤＴＡ、ポルフィリン、ポリアミ
ン、クラウンエーテル、およびポリオキシムが挙げられる。常磁性イオンの例としては、
ガドリニウム、鉄、マンガン、レニウム、ユーロピウム、ランタン、ホルミウム、および
テルビウム（ｆｅｒｂｉｕｍ）が挙げられる。本発明のさらなる局面において、放射性同
位体標識された特異的結合メンバー（特に、抗体およびそのフラグメント、特に、放射性
免疫結合体）は、放射免疫治療において、特に、癌治療のための放射性同位体標識された
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抗体として、有用である。なおさらなる局面において、放射性同位体標識された特異的結
合メンバー（特に、抗体およびそのフラグメント）は、放射免疫誘導手術技術において有
用であり、ここで、これらのメンバーは、癌細胞、癌前細胞、腫瘍細胞、および過剰増殖
細胞の存在および／または位置を、このような細胞を除去する手術の前、手術の間または
手術の後に、同定および指示し得る。
【０１５３】
　本発明の免疫結合体または抗体融合タンパク質（ここで、本発明の特異的結合メンバー
、特に、抗体およびそのフラグメントは、他の分子または薬剤に結合体化または付着され
ている）としては、さらに、化学解離剤、毒素、免疫調節因子、サイトカイン、細胞傷害
性因子、化学療法剤または薬物に結合体化された、結合メンバーが挙げられるが、これら
に限定されない。
【０１５４】
　放射免疫治療（ＲＡＩＴ）は、種々の抗体免疫結合体を使用して、臨床的効力および実
証効力を増強させた。１３１Ｉで標識されたヒト化抗癌胎児抗原（抗ＣＥＡ）抗体ｈＭＮ
－１４は、結腸直腸癌において評価され（Ｂｅｈｒ　ＴＭら（２００２）Ｃａｎｃｅｒ　
９４（補遺４）：１３７３－８１）、そして９０Ｙ標識を有するこの抗体は、髄質の甲状
腺癌腫において評価された（Ｓｔｅｉｎ　Ｒら（２００２）Ｃａｎｃｅｒ　９４（１）：
５１－６１）。モノクローナル抗体を使用する放射免疫治療もまた、非ホジキンリンパ腫
および膵臓癌について、評価および報告されている（Ｇｏｌｄｅｎｂｅｒｇ　ＤＭ（２０
０１）Ｃｒｉｔ　Ｒｅｖ　Ｏｎｃｏｌ　Ｈｅｍａｔｏｌ　３９（１－２）：１９５－２０
１；Ｇｏｌｄ　ＤＶら（２００１）Ｃｒｉｔ　Ｒｅｖ　Ｏｎｃｏｌ　Ｈｅｍａｔｏｌ　３
９（１－２）１４７－５４）。特定の抗体を用いる放射免疫治療の方法もまた、米国特許
第６，３０６，３９３号および同第６，３３１，１７５号に記載されている。放射免疫誘
導手術（ＲＩＧＳ）もまた、臨床実習に入り、そして効力および有用性が実証されている
（抗ＣＥＡ抗体および腫瘍関連抗原に対する抗体の使用を含む）（Ｋｉｍ　ＪＣら（２０
０２）Ｉｎｔ　Ｊ　Ｃａｎｃｅｒ　９７（４）：５４２－７；Ｓｃｈｎｅｅｂａｕｍ　Ｓ
ら（２００１）Ｗｏｒｌｄ　Ｊ　Ｓｕｒｇ　２５（１２）：１４９５－８；Ａｖｉｔａｌ
　Ｓら（２０００）Ｃａｎｃｅｒ　８９（８）：１６９２－８；ＭｃＩｎｔｏｓｈ　ＤＧ
ら（１９９７）Ｃａｎｃｅｒ　Ｂｉｏｔｈｅｒ　Ｒａｄｉｏｐｈａｒｍ　１２（４）：２
８７－９４）。
【０１５５】
　本発明の抗体は、処置を必要とする患者に、任意の適切な経路で、通常は、血流もしく
はＣＳＦへ、または腫瘍の部位への直接の注射によって、投与され得る。正確な用量は、
多数の要因（その抗体が診断用であるか処置用であるか、腫瘍の大きさおよび位置、抗体
の正確な性質（抗体全体であるか、フラグメントであるか、ダイアボディー（ｄｉａｂｏ
ｄｙ）であるかなど）、ならびにその抗体に付着した検出可能標識または機能的標識の性
質が挙げられる）に依存する。放射性核種が治療のために使用される場合、適切な最大の
単回用量は、約４５ｍＣｉ／ｍ２であり、最大で約２５０ｍＣｉ／ｍ２である。好ましい
投薬量は、１５～４０ｍＣｉの範囲であり、さらに好ましい投薬範囲は、２０～３０ｍＣ
ｉ、または１０から３０ｍＣｉである。このような治療は、骨髄置換または幹細胞置換を
必要とし得る。腫瘍の画像化または腫瘍の処置のいずれかのための、代表的な抗体の用量
は０．５～４０ｍｇ、好ましくは１～４ｍｇの、Ｆ（ａｂ’）２形態の抗体の範囲である
。裸の抗体は、１用量あたり２０～１０００ｍｇのタンパク質、または１用量あたり２０
～５００ｍｇのタンパク質または１用量あたり２０～１００ｍｇのタンパク質の用量で、
好ましく投与される。これは、成人患者の１回の処置についての用量であり、これは、小
児および幼児に対しては適切に調節され得、そしてまた、分子量に比例させて、他の抗体
形式について調整され得る。処置は、毎日、１週間に２回、隔週または隔月で、医師の計
らいで繰り返され得る。
【０１５６】
　これらの処方物は、第二の結合タンパク質（例えば、前出で記載されたＥＧＦＲ結合タ
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ンパク質）を含み得る。特に好ましい形態において、この第二の結合タンパク質は、前出
で議論された５２８または２２５のようなモノクローナル抗体である。
【０１５７】
　（薬学製組成物および治療組成物）
　本発明の特異的結合メンバーは、通常、薬学的組成物の形態で投与され、この組成物は
、この特異的結合メンバーに加えて、少なくとも１つの成分を含有し得る。
【０１５８】
　従って、本発明による薬学的組成物は、本発明による使用のために、活性成分に加えて
、薬学的に受容可能な賦形剤、キャリア、緩衝剤、安定剤、または当業者に周知の他の材
料を含有し得る。このような材料は、非毒性であるべきであり、そして活性成分の効力に
影響を与えないべきである。キャリアまたは他の材料の正確な性質は、投与経路（これは
、経口、または注射（例えば、静脈内）であり得る）に依存する。
【０１５９】
　経口投与のための薬学的組成物は、錠剤、カプセル剤、散剤または液体形態であり得る
。錠剤は、ゼラチンまたはアジュバントのような固体キャリアを含有し得る。液体の薬学
的組成物は、一般に、水、石油、動物性油または植物性油、鉱油あるいは合成油のような
、液体キャリアを含有する。生理食塩水、ブドウ糖または他の糖類の溶液、あるいはグリ
コール（例えば、エチレングリコール、プロピレングリコールまたはポリエチレングリコ
ール）が、含有され得る。
【０１６０】
　静脈内注射、または苦痛の部位での注射のためには、活性成分は、非経口的に受容可能
な水溶液（これは、発熱物質を含まず、そして適切なｐＨ、等張性および安定性を有する
）の形態である。当業者は、例えば、等張性ビヒクル（例えば、塩化ナトリウム注入剤、
リンガー注入剤、乳酸加リンガー注入剤）を使用して、適切な溶液を調製することが十分
に可能である。防腐剤、安定剤、緩衝剤、抗酸化剤、および／または他の添加剤が、必要
に応じて含有され得る。
【０１６１】
　組成物は、処置される状態に依存して、単独でかまたは他の処置、治療剤もしくは薬剤
と組み合わせて、同時にかまたは連続してかのいずれかで、投与され得る。さらに、本発
明は、本明細書中に記載される結合メンバー（特に、抗体またはそのフラグメント）、お
よび他の薬剤または治療剤（例えば、抗癌剤もしくは治療剤、ホルモン、抗ＥＧＦＲ抗原
もしくは抗体、または免疫調節因子）を含有する組成物を企図し、そして包含する。より
一般的には、これらの抗癌剤は、チロシンキナーゼインヒビターまたはリン酸化カスケー
ドインヒビター、翻訳後修飾因子、細胞増殖インヒビターまたは分裂インヒビター（例え
ば、抗有糸分裂薬）、あるいはシグナル伝達インヒビターであり得る。他の処置および治
療としては、適切な用量の疼痛軽減薬物（例えば、非ステロイド系抗炎症薬物（例えば、
アスピリン、パラセタモール、イブプロフェンもしくはケトプロフェン）またはモルヒネ
のようなアヘン剤）、あるいは制吐薬の投与が挙げられ得る。この組成物は、チロシンキ
ナーゼインヒビター（ＡＧ１４７８およびＺＤ１８３９、ＳＴＩ５７１、ＯＳＩ－７７４
、ＳＵ－６６６８が挙げられるが、これらに限定されない）、ドキソルビシン、テモゾロ
ミド、シスプラチン、カルボプラチン、ニトロソ尿素、プロカルバジン、ビンクリスチン
、ヒドロキシ尿素、５－フルオロウラシル、シトシンアラビノシド、シクロホスファミド
、エピポドフィロトキシン、カルムスチン、ロムスチン、および／または他の化学療法剤
と組み合わせて（連続的に（すなわち、前もしくは後に）または同時にのいずれか）、投
与され得る。従って、これらの薬剤は、抗ＥＦＧＲ特異的抗原、またはチロシンキナーゼ
インヒビター（例えば、ＡＧ１４７８、ＺＤ１８３９、ＳＴＩ５７１、ＯＳＩ－７７４、
またはＳＵ－６６６８）であり得るか、あるいはより一般的な抗癌剤および抗腫瘍剤（例
えば、ドキソルビシン、シスプラチン、テモゾロミド、ニトロソ尿素、プロカルバジン、
ビンクリスチン、ヒドロキシ尿素、５－フルオロウラシル、シトシンアラビノシド、シク
ロホスファミド、エピポドフィロトキシン、カルムスチン、またはロムスチン）であり得
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る。さらに、この組成物は、デキサメタゾンのようなホルモン、インターロイキン、腫瘍
壊死因子（ＴＮＦ）のような免疫調節因子、あるいは免疫応答および癌細胞もしくは腫瘍
の減少または排除を刺激する他の増殖因子またはサイトカインと共に投与され得る。ＴＮ
Ｆのような免疫調節因子は、二重特異的抗体の形態で、本発明のメンバーと一緒に組み合
わせられ、８０６ＥＧＦＲエピトープを認識し、そしてＴＮＦレセプターに結合し得る。
この組成物はまた、他の抗ＥＧＦＲ抗体とともに投与され得るか、またはこの抗体との組
み合わせを含有し得、この抗体としては、抗ＥＧＦＲ抗体５２８、２２５、ＳＣ－０３、
ＤＲ８．３、Ｌ８Ａ４、Ｙ１０、ＩＣＲ６２およびＡＢＸ－ＥＧＦが挙げられるが、これ
らに限定されない。
【０１６２】
　以前に、ドキソルビシンおよびシスプラチンのような薬剤の、抗ＥＧＦＲ抗体と組み合
わせての使用は、増強された抗腫瘍活性を生じた（Ｆａｎら，１９９３；Ｂａｓｅｌｇａ
ら，１９９３）。ドキソルビシンとｍＡｂ５２８との組合せは、樹立されたＡ４３１異種
移植片の完全な根絶をもたらし、一方でいずれかの薬剤単独を用いる処置は、インビボで
の増殖の阻害を一時的にのみ引き起こした（Ｂａｓｅｌｇａら、１９９３）。同様に、シ
スプラチンと、ｍＡｂ２８または２２５のいずれかとの組合せもまた、十分に樹立された
Ａ４３１異種移植片の根絶をもたらし、これは、いずれかの薬剤を用いる処置が使用され
た場合には、観察されなかった（Ｆａｎら、１９９３）。
【０１６３】
　（従来の放射線治療）
　さらに、本発明は、従来の放射線治療と組み合わせた結合メンバーの使用のための、治
療組成物を企図し、そして包含する。ＥＧＦレセプターを標的化する抗体を用いる処置は
、従来の放射線治療の効果を増強し得ることが示されている（Ｍｉｌａｓら，Ｃｌｉｎ　
Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．２０００　Ｆｅｂ：６（２）：７０１　８，Ｈｕａｎｇら，Ｃｌ
ｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．２０００　Ｊｕｎ：６（６）：２１６６　７４）。
【０１６４】
　本明細書中で実証されるように、本発明の結合メンバー（特に、抗体またはそのフラグ
メント、好ましくは、ｍＡｂ８０６、ｃｈ８０６またはそのフラグメント）と、抗癌治療
剤（特に、抗ＥＧＦＲ治療剤であり、他の抗ＥＧＦＲ抗体を含む）との組合せは、異種移
植された腫瘍に対する効果的な治療、および特に、相乗作用を示す。実施例において、Ａ
Ｇ１４７８とｍＡｂ８０６との組合せは、いずれかの薬剤単独での処置と比較して、有意
に増強されたＡ４３１異種移植腫瘍体積の減少を生じることが実証される。ＡＧ１４７８
（４－（３－クロロアニリノ）－６，７－ジメトキシキナゾリン）は、ＥＧＦレセプター
キナーゼの強力かつ選択的なインヒビターであり、そして特に、米国特許第５，４５７，
１０５号（その全体が本明細書中に参考として援用される）に記載されている（Ｌｉｕ，
Ｗ．ら（１９９９）Ｊ．Ｃｅｌｌ　Ｓｃｉ．１１２：２４０９；Ｅｇｕｃｈｉ，Ｓ．ら（
１９９８）Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７３：８８９０；Ｌｅｖｉｔｓｋｙ，Ａ．および
Ｇａｚｉｔ，Ａ．（１９９５）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２６７：１７８２もまた参照のこと）。
本明細書の実施例は、８０６抗体の、他の抗ＥＧＦＲ抗体（特に、５２８抗ＥＧＦＲ抗体
）との治療的相乗作用をさらに実証する。
【０１６５】
　本発明は、本発明の治療方法を実施する際に有用な治療組成物をさらに企図する。本発
明の治療組成物は、混合物中に、薬学的に受容可能な賦形剤（キャリア）、および活性成
分として、本明細書中に記載されるような１種以上の特異的結合メンバー、そのポリペプ
チドアナログまたはそのフラグメントを含有する。好ましい実施形態において、この組成
物は、本発明の結合メンバー／抗体の、標的細胞との特異的結合を調節し得る抗原を含有
する。
【０１６６】
　ポリペプチド、アナログまたは活性フラグメントを、活性成分として含有する治療組成
物の調製は、当該分野において十分に理解されている。代表的に、このような組成物は、
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注射可能物（ｉｎｊｅｃｔａｂｌｅ）（液体の溶液または懸濁液としてのいずれか）とし
て調製される。しかし、注射の前に液体中の溶液または懸濁液に適切な固体形態もまた、
調製され得る。この調製物はまた、乳化され得る。活性な治療剤成分は、しばしば、薬学
的に受容可能でありかつその活性成分と適合性の賦形剤と混合される。適切な賦形剤は、
例えば、水、生理食塩水、ブドウ糖、グリセロール、エタノールなど、およびこれらの組
合せである。さらに、所望であれば、この組成物は、活性成分の有効性を増強する少量の
補助物質（例えば、湿潤剤または乳化剤、ｐＨ緩衝剤）を含有し得る。
【０１６７】
　ポリペプチド、アナログまたは活性なフラグメントは、中和された、薬学的に受容可能
な塩の形態で、治療組成物に処方され得る。薬学的に受容可能な塩としては、酸付加塩（
ポリペプチドまたは抗体分子の遊離アミノ基と形成される）が挙げられ、そしてこれらは
、無機酸（例えば、塩酸またはリン酸など）または有機酸（例えば、酢酸、シュウ酸、酒
石酸、マンデル酸など）と形成される。遊離カルボキシル基から形成される塩もまた、無
機塩基（例えば、ナトリウム、カリウム、アンモニウム、カルシウム、または水酸化鉄な
ど）および有機塩基（例えば、イソプロピルアミン、トリメチルアミン、２－エチルアミ
ノエタノール、ヒスチジン、プロカインなど）から誘導され得る。
【０１６８】
　治療用のポリペプチド含有組成物、アナログ含有組成物または活性フラグメント含有組
成物は、例えば、単位用量の注入によって静脈内に慣用的に投与される。本発明の治療用
組成物に関して使用される場合、用語「単位用量」は、ヒトに対する単位投薬量として適
切な物理的に別個の単位をいい、各単位は、必要とされる希釈剤（すなわち、キャリア、
またはビヒクル）とともに、所望される治療効果を生じるように計算された、予め決めら
れた量の活性物質を含む。
【０１６９】
　この組成物は、投薬量処方物と適合可能な様式で、かつ治療有効量で投与される。投与
される量は、処置される被験体（活性成分を利用するための被験体の免疫系の能力、およ
び所望されるＥＦＧＲの結合能力の程度）に依存する。投与されるのに必要とされる活性
成分の正確な量は、医者の判断に依存し、各個体に特有である。しかし、適切な投薬量は
、１日に、個体の体重１ｋｇ当たり、約０．１ｍｇ～２０ｍｇ、好ましくは、約０．５ｍ
ｇ～約１０ｍｇ、そしてより好ましくは、１ｍｇ～数ｍｇの活性成分の範囲であり得、そ
して投与の経路に依存し得る。初回の投与およびブースターショットのための適切なレジ
メンもまた変動し得るが、初回の投与後に、続く注射または他の投与により１時間以上の
間隔を空けて投薬が繰り返されるのが典型的である。あるいは、血液中で１０ｎＭ～１０
μＭの濃度を維持するのに十分な連続する静脈注入が、企図される。
【０１７０】
　経口投与のための薬学的組成物は、錠剤形態、カプセル形態、粉末形態または液体形態
であり得る。錠剤は、固体キャリア（例えば、ゼラチンまたはアジュバンド）を含み得る
。液体の薬学的組成物は、一般に、液体キャリア（例えば、水、石油、動物油、植物油、
鉱油、または合成油）を含む。生理食塩水溶液、デキストロース溶液もしくは他のサッカ
ライド溶液、またはグリコール（例えば、エチレングリコール、プロピレングリコールま
たはポリエチレングリコール）が、含まれ得る。
【０１７１】
　静脈内注射、または痛みのある部位での注射のために、活性成分が、発熱物質を含まず
、かつ適切なｐＨ、等張性および安定性を有する、非経口的に受容可能な水溶液の形態で
ある。当業者は、例えば、等張性ビヒクル（例えば、塩化ナトリウム注射液、リンガー液
、乳酸加リンガー液）の使用に適切な溶液を十分に調製し得る。保存剤、安定剤、緩衝剤
、抗酸化剤および／または他の添加剤が、必要な場合に、含まれ得る。
【０１７２】
　（診断アッセイ）
　本発明はまた、種々の診断適用（本発明の特定の結合メンバーによって認識されるそれ
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らの能力を参照することにより、異常に発現したＥＧＦＲのような刺激物の存在を検出す
るための方法を含む）に関する。上記のように、このＥＧＦＲは、種々の公知の技術によ
って、抗体をそれ自体に産生するために使用され得、次いで、このような抗体は単離され
、推定標的細胞中における特定のＥＧＦＲ活性の存在についての試験において利用され得
る。
【０１７３】
　本発明の特定の結合メンバー（特に、抗体およびそのフラグメント）の診断適用として
は、当業者に周知かつ標準的であり、本明細書中の記載に基づく、インビボ適用およびイ
ンビトロ適用が挙げられる。（特に、ＥＧＦＲの異常な発現に関する）ＥＦＧＲ状態のイ
ンビトロ判定およびインビトロ評価のための、診断アッセイおよび診断キットは、癌、前
癌状態、過剰増殖細胞の増殖に関連する状態を有していることが既知であるか、もしくは
これらの状態を有していると疑われるものを含む患者のサンプルまたは腫瘍サンプル由来
のサンプルを判定、評価およびモニタリングするために利用され得る。ＥＧＦＲ判定の診
断および評価はまた、薬物の臨床実験についての患者の適合性、または本発明の特定の化
学療法剤もしくは特異的な結合メンバー（特に、抗体）（これらの組み合わせを含む）の
投与についての患者の適合性を、異なる薬剤または結合メンバーに対して決定するのに有
用である。このタイプの診断モニタリングおよび判定は、乳癌においてＨＥＲ２タンパク
質に対する抗体を既に実際に利用しており（Ｈｅｒｃｅｐ　Ｔｅｓｔ，Ｄａｋｏ　Ｃｏｒ
ｐｏｒａｔｉｏｎ）、ここで、このアッセイをまた使用して、Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎを利用
する抗体療法のために患者を評価する。インビトロ適用としては、腫瘍の画像化または個
体の癌の状態の評価（放射線画像化を含む）が挙げられる。
【０１７４】
　上記で示唆したように、本発明の診断方法は、ＥＦＧＲ／タンパク質に対する有効量の
アンタゴニスト（例えば、抗－ＥＦＧＲ抗体、好ましくは、親和性により精製されたポリ
クローナル抗体、そしてより好ましくは、ｍＡｂ）を含むアッセイ手段によって、細胞サ
ンプルまたは培地を試験する工程を包含する。さらに、本明細書中で使用される抗－ＥＦ
ＧＲ抗体分子が、Ｆａｂ部分、Ｆａｂ’部分、Ｆ（ａｂ’）２部分、もしくはＦ（ｖ）部
分、または抗体分子全体の形態であることが、好ましい。上記で議論されるように、この
方法から利益を受け得る患者としては、癌、前癌病変、ウイルス感染、過剰増殖細胞の増
殖もしくは他の同様の病理的障害に関連するかもしくはこれにより生じる病理、を患って
いる患者が挙げられる。ＥＦＧＲを単離して、抗ＥＦＧＲ抗体を誘導するための方法、な
らびに標的細胞の試験を補助する抗ＥＦＧＲ抗体の能力を決定および最適化するための方
法は、全て、当該分野で周知である。
【０１７５】
　好ましくは、本発明の診断方法において使用される抗ＥＦＧＲ抗体は、親和性により精
製されたポリクローナル抗体である。より好ましくは、この抗体は、モノクローナル抗体
（ｍＡｂ）である。さらに、本明細書中で使用される抗ＥＦＧＲ抗体分子は、Ｆａｂ部分
、Ｆａｂ’部分、Ｆ（ａｂ’）２部分、もしくはＦ（ｖ）部分、または抗体分子全体の形
態であり得る。
【０１７６】
　上記で詳細に議論されているように、ＥＧＦＲに対する抗体は、周知のハイブリドーマ
技術を含む標準的な方法によって産生および単離され得る。便宜のために、ＥＧＦＲに対
する抗体は、本明細書中で、Ａｂ１と呼ばれ、そして別の種において惹起される抗体をＡ
ｂ２と呼ぶ。
【０１７７】
　細胞中でのＥＧＦＲの存在は、このような決定に対して適切な、通常のインビトロ免疫
学的手順またはインビボ免疫学的手順によって確認され得る。多数の有用な手順が、公知
である。特に有用であるこのような３つの手順は、検出可能な標識で標識されたＥＧＦＲ
、検出可能なレベルで標識された抗体Ａｂ１、または検出可能な標識で標識された抗体Ａ
ｂ２のいずれかを利用する。この手順は、以下の式によって要約され得、ここでこのアス
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タリスクは、この粒子が標識されていることを示し、「Ｒ」は、ＥＧＦＲを表す：
Ａ．Ｒ＊＋Ａｂ１＝Ｒ＊Ａｂ１

Ｂ．Ｒ＋Ａｂ＊＝ＲＡｂ１
＊

Ｃ．Ｒ＋Ａｂ１＋Ａｂ２
＊＝ＲＡｂ１Ａｂ２

＊。
【０１７８】
　この手順およびそれらの適用は、当業者に全て熟知されており、従って、本発明の範囲
内で利用され得る。この「競合」手順（手順Ａ）は、米国特許第３，６５４，０９０号お
よび同第３，８５０，７５２号において記載されている。手順Ｃ（サンドイッチ手順）は
、米国特許ＲＥ３１，００６号および同第４，０１６，０４３号に記載されている。「二
重抗体」または「ＤＡＳＰ」手順のような、さらに別の手順が公知である。
【０１７９】
　上記の各場合において、ＥＧＦＲは、１種以上の抗体または結合パートナーとの複合体
を形成し、その複合体の１つのメンバーは、検出可能な標識で標識される。複合体が形成
されるという事実、および所望の場合、その量が、標識の検出に適用可能な公知の方法に
よって決定され得る。
【０１８０】
　Ａｂ２の特徴のある特性は、Ａｂ２がＡｂ１と反応することであるということが、上記
から理解される。これは、ある哺乳動物種において惹起されるＡｂ１が、抗体Ａｂ２を惹
起するために、抗原として別の種において使用されているからである。例えば、Ａｂ２は
、ヤギにおいて、抗原としてウサギの抗体を使用して惹起され得る。従って、Ａｂ２は、
ヤギにおいて惹起される抗ウサギ抗体である。この記載および特許請求の範囲の目的のた
めに、Ａｂ１は、一次抗体または抗ＥＧＦＲ抗体をいい、そしてＡｂ２は、二次抗体また
は抗Ａｂ１抗体をいう。
【０１８１】
　これらの研究のために最も一般的に使用される標識は、放射性元素、酵素、紫外線に曝
露した場合に蛍光を発する化学物質などである。多数の蛍光物質が公知であり、そして標
識として利用され得る。これらには、例えば、フルオレセイン、ローダミン、オーラミン
、Ｔｅｘａｓ　Ｒｅｄ、ＡＭＣＡブルーおよびＬｕｃｉｆｅｒイエローが挙げられる。特
定の検出物質は、ヤギにおいて調製される抗ウサギ抗体であり、そしてイソチオシアネー
トを介してフルオレセインと結合体化される。
【０１８２】
　ＥＧＦＲまたはその結合パートナー（例えば、本発明の特異的な結合メンバー）はまた
、放射性元素または酵素により標識され得る。この放射性標識は、現在利用可能な計数手
順のいずれかによって検出され得る。好ましい同位体は、３Ｈ、１４Ｃ、３２Ｐ、３５Ｓ
、３６Ｃｌ、５１Ｃｒ、５７Ｃｏ、５８Ｃｏ、５９Ｆｅ、９０Ｙ、１２１Ｉ、１２４Ｉ、
１２５Ｉ、１３１Ｉ、１１１Ｉｎ、２１１Ａｔ、１９８Ａｕ、６７Ｃｕ、２２５Ａｃ、２

１３Ｂｉ、２２５Ａｃ、２１３Ｂｉ、９９Ｔｃおよび１８６Ｒｅから選択され得る。
【０１８３】
　酵素標識は、同様に有用であり、そして現在利用されている，比色技術、分光測光技術
、蛍光分光測光技術、電流測定技術または気体定量技術によって検出され得る。この酵素
は、架橋分子（例えば、カルボジイミド、ジイソシアネート、グルタルアルデヒドなど）
との反応によって選択粒子に結合体化される。これらの手順において使用され得る多くの
酵素は、公知であり、そして利用され得る。ペルオキシダーゼ、β－グルクロニダーゼ、
β－Ｄ－グルコシダーゼ、β－Ｄ－ガラクトシダーゼ、ウレアーゼ、グルコースオキシダ
ーゼ＋ペルオキシダーゼ、およびアルカリホスファターゼが、好ましい。米国特許第３，
６５４，０９０号；同第３，８５０，７５２号；および同第４，０１６，０４３号には、
代替の標識物質および標識方法の開示が、例示の目的で言及されている。
【０１８４】
　本発明に従って有利に利用され得る特定のアッセイシステムは、レセプターアッセイと
して公知である。レセプターアッセイにおいて、特異的な結合メンバーのようなアッセイ
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される物質が、適切に標識され、次いで、特定の細胞試験コロニーに、一定量の標識され
た物質および標識されていない物質の両方とともに播種し、この後、結合研究を、標識さ
れた物質が細胞レセプターに結合する程度を決定するために行う。この方法において、物
質間の親和性の差を、確認し得る。
【０１８５】
　従って、精製した量の特異的な結合メンバーを、放射標識し得、例えば、このメンバー
に対する抗体または他のインヒビターと合わせ得、この後、結合研究を実施する。次いで
、一定の量の、標識された未結合の特異的結合メンバーおよび標識されていない未結合の
特異的結合メンバーを含む溶液を調製し、次いで、細胞サンプルを播種し、そしてその後
、インキュベートする。次いで、得られた細胞の単層を洗浄し、溶解し、次いで十分な時
間をかけてγ線計数器で計数し、５％未満の標準誤差を得た。次いで、これらのデータを
、Ｓｃａｔｃｈａｒｄ分析に供し、その後、物質の活性に関する観察および結果が得られ
得る。上記は、例示であるが、レセプターアッセイが実施され得、そして利用され得る様
式を例示し、この場合、アッセイされる材料の細胞結合能は、区別可能な特性として役立
ち得る。
【０１８６】
　本発明に従って有用であり、そして企図されるアッセイは、「シス／トランス」アッセ
イとして公知である。簡単には、このアッセイは、２種類の遺伝子構造を利用する、その
一方は、代表的に、適切な細胞株中にトランスフェクトされた場合に、目的の特定のレセ
プターを構成的に発現するプラスミドであり、そしてその２番目は、レセプター／リガン
ド複合体の制御下で、ルシフェラーゼのようなレポーターを発現するプラスミドである。
従って、例えば、特定のレセプターに対するリガンドとして化合物を評価することが所望
される場合、そのプラスミドの一方は、選択された細胞株中でレセプターの発現を生じる
構築物であるが、この２番目のプラスミドは、特定のレセプターに対する応答エレメント
が挿入されている、ルシフェラーゼ遺伝子に連結されたプロモーターを有する。試験にお
いて化合物が、レセプターに対するアゴニストである場合、このリガンドは、レセプター
との複合体を形成し、そして得られた複合体は、応答エレメントに結合し、そしてルシフ
ェラーゼ遺伝子の転写を開始する。次いで、得られた化学発光を、測光法により測定し、
そして用量応答曲線を得、そして公知のリガンドの用量応答曲線と比較する。上記のプロ
トコールは、米国特許第４，９８１，７８４号およびＰＣＴ国際公開番号ＷＯ８８／０３
１６８号（当業者がその目的について参照する）において詳細に記載されている。
【０１８７】
　本発明のさらなる実施形態において、医療専門家による使用に適した市販の試験キット
が、ＥＧＦＲの異常な発現（推定される標的細胞中における、増幅されたＥＧＦＲおよび
／またはＥＧＦＲの変異が挙げられるが、これらに限定されない）の存在または非存在を
決定するために調製され得る。上記で議論した試験技術に従って、このようなキットの一
つのクラスは、少なくとも標識されたＥＧＦＲまたはその結合パートナー（例えば、この
ＥＧＦＲに特異的な抗体）、および指示書を含み、当然、この指示書は、選択される方法
（例えば、「競合」、「サンドイッチ」、「ＤＡＳＰ」など）に依存する。このキットは
また、周辺的な試薬（例えば、緩衝液、安定剤など）も含むみ得る。
【０１８８】
　従って、試験キットは、ＥＧＦＲの存在、またはＥＧＦＲの異常な発現または翻訳後の
改変に関する細胞の能力を実証するために調製され得、このキットは、以下：
　（ａ）本発明の特異的な結合メンバーまたはそれに対する特異的な結合パートナーを、
検出可能なラベルに直接的または間接的に結合させることによって得られる、予め決めら
れた量の少なくとも１種の標識された免疫学的反応成分；
　（ｂ）他の試薬；および
　（ｃ）上記キットの使用のための指示書、
を含む。
【０１８９】
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　より具体的に、診断用試験キットは、以下：
　（ａ）一般に固相に結合して、イムノソルベントを形成するか、あるいは最終産物など
のような適切なタグ（または、それらの結合パートナー）に結合する、上記のような公知
の量の特異的な結合メンバー（または結合パートナー）
　（ｂ）必要な場合、他の試薬；および
　（ｃ）上記試験キットの使用のための指示書、
を含む。
【０１９０】
　さらなるバリエーションにおいて、この試験キットは、上述の目的のために調製および
使用され得、これは、予め決められたプロトコール（例えば、「競合」、「サンドイッチ
」、「二重抗体」など）に従って操作され、このキットは、以下：
　（ａ）特異的な結合メンバーを検出可能なラベルにカップリングすることによって得ら
れた、標識された成分；
　（ｂ）少なくとも１種の試薬が、リガンドまたは固定リガンドである、１種以上のさら
なる免疫化学的試薬；および
　（ｃ）ＥＦＧＲとＥＦＧＲに対する特異的な結合メンバーとＥＦＧＲに対する特異的な
結合パートナーとの間の免疫化学的反応の１つ以上の成分を検出および／または測定する
ためのプロトコールの実施のための指示書、
を含むキットであって、このリガンドは、以下：
　　（ｉ）標識された成分（ａ）と結合し得るリガンド；
　　（ｉｉ）標識された成分（ａ）の結合パートナーと結合し得るリガンド；
　　（ｉｉｉ）測定される、成分の少なくとも１種と結合し得るリガンド；および
　　（ｉｖ）測定される、少なくとも１種の成分の結合パートナーの少なくとも１種と結
合し得るリガンド、
からなる群から選択される。
【０１９１】
　上記に従って、ＥＦＧＲの活性、ＥＦＧＲの異常な発現もしくは翻訳後の改変、および
／または特異的な結合メンバーの活性もしくは結合を調節するのに有効な、潜在的な薬物
をスクリーニングするためのアッセイシステムが、調製され得る。このレセプターまたは
結合メンバーは、試験システムに導入され得、そしてこの推定薬物がまた、得られた細胞
培養物中に導入され得、そしてその後、この培養物を、推定薬物単独の添加か、または公
知の薬剤の追加量の効果のいずれかに起因する、細胞のＳ期活性におけるいかなる変化も
観察するために試験され得る。
【０１９２】
　（核酸）
　本発明は、本発明の特異的な結合メンバーをコードする、単離された核酸を提供する。
核酸は、ＤＮＡおよびＲＮＡを含有する。好ましい局面において、本発明は、上に定義さ
れるような本発明のポリペプチドをコードする核酸を提供し、これには、以下が挙げられ
る：配列番号２の残基９３～１０２または配列番号２の２６～３５Ａ、４９～６４および
９３～１０２として記載されるようなポリペプチド、配列番号４の残基２４～３４、５０
～５６および８９～９７として記載されるようなポリペプチド、ならびに配列番号２およ
び配列番号４のポリペプチド全体。
【０１９３】
　本発明はまた、上記のような少なくとも１種のポリヌクレオチドを含む、プラスミド、
ベクター、転写カセットまたは発現カセットの形態の構築物を提供する。
【０１９４】
　本発明はまた、上記のような１種以上の構築物を含む、組換え宿主細胞を提供する。そ
れ自体が提供される、任意の特異的な結合メンバーをコードする核酸は、特異的な結合メ
ンバーの産生方法を同様に、本発明の局面を形成し、この方法は、コードする核酸からの
発現を含む。発現は、適切な条件下で、核酸を含む組換え宿主細胞を培養することによっ
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て簡便に達成され得る。発現による産生後に、特異的結合メンバーは、任意の適切な技術
を使用して単離および／または精製され得、次いで適切に使用され得る。
【０１９５】
　本発明に従う、特異的結合メンバーならびにコードする核酸分子およびベクターを、例
えば、それらの天然の環境から、実質的に純粋な形態もしくは均質な形態で単離および／
または精製して提供し得、あるいは核酸の場合において、これらの特異的結合メンバーな
らびにコードする核酸分子およびベクターは、必要とされる機能を有するポリペプチドを
コードする配列以外の核酸または遺伝子起源を、含まないか、または実質的に含まないも
のであり得る。本発明に従う核酸は、ＤＮＡまたはＲＮＡを含み得、そして全体的または
部分的に合成され得る。
【０１９６】
　種々の異なる宿主細胞において、ポリペプチドのクローニングおよび発現系は、周知で
ある。適切な宿主細胞としては、細菌、哺乳動物細胞、酵母、およびバキュロウイルス系
が挙げられる。異種ポリペプチドの発現のために当該分野で利用可能な哺乳動物の細胞株
としては、チャイニーズハムスターの卵巣細胞、ＨｅＬａ細胞、乳児ハムスターの腎臓細
胞、ＮＳＯマウス黒色腫細胞および他に多くが挙げられる。一般に、好ましい細菌の宿主
は、Ｅ．ｃｏｌｉである。
【０１９７】
　原核生物細胞（例えば、Ｅ．ｃｏｌｉ）における抗体および抗体フラグメントの発現は
、当該分野で十分に確立されている。総説として、例えば、Ｐｌｕｅｃｋｔｈｕｍ，Ａ．
Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　９：５４５－５５１（１９９１）を参照のこと。培養物
中での真核生物細胞の発現はまた、特異的結合メンバーの産生に関する選択肢として当業
者に利用可能であり、最近の総説として、例えば、Ｒａｆｆ，Ｍ．Ｅ．（１９９３）Ｃｕ
ｒｒ．Ｏｐｉｎｉｏｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈ．４：５７３－５７６；Ｔｒｉｌｌ　Ｊ．Ｊ．ら
（１９９５）Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎｉｏｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈ　６：５５３－５６０を参照の
こと。
【０１９８】
　適切な調節配列を含む適切なベクターが、選択または構築され得、この調節配列として
は、適切な場合、プロモーター配列、末端配列、ポリアデニル化配列、エンハンサー配列
、マーカー遺伝子および他の配列が挙げられる。ベクターは、適切な場合、プラスミド、
ウイルス（例えば、ファージまたはファージミド）であり得る。さらに詳細に、例えば、
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ：第２
版、Ｓａｍｂｒｏｏｋら，１９８９，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏ
ｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓを参照のこと。核酸の操作（核酸構築物の調製、変異誘発、配
列決定、ＤＮＡの細胞中への導入および遺伝子の発現、ならびにタンパク質の分析）のた
めの多くの公知の技術およびプロトコールは、Ｓｈｏｒｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，第２版，Ａｕｓｕｂｅｌら編，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌ
ｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，１９９２に詳細に記載されている。ＳａｍｂｒｏｏｋらおよびＡｕ
ｓｂｅｌらの開示は、本明細書中で参考として援用されている。
【０１９９】
　従って、本発明のさらなる局面は、本明細書中に開示されるような核酸を含む宿主細胞
を提供する。なおさらなる局面は、このような核酸を宿主細胞に導入する工程を包含する
方法を提供する。この導入は、任意の利用可能な技術を利用し得る。適切な技術としては
、真核生物細胞に関して、リン酸カルシウムトランスフェクション、ＤＥＡＥ－Ｄｅｘｔ
ｒａｎ、エレクトロポレーション、リポソーム媒介トランスフェクション、およびレトロ
ウイルスまたは他のウイルス（例えば、ワクシニアウイルス）が挙げられ得、あるいは昆
虫細胞に関して、バキュロウイルスが挙げられ得る。細菌細胞に関して、適切な技術は、
塩化カルシウム形質転換、エレクトロボレーション、およびバクテリオファージを使用す
るトランスフェクションが挙げられ得る。
【０２００】
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　この導入の後に、例えば、遺伝子の発現のための条件下で宿主細胞を培養することによ
って、核酸から発現を引き起こすか、または核酸からの発現を可能にすることが続き得る
。
【０２０１】
　一つの実施形態において、本発明の核酸は、宿主細胞のゲノム（例えば、染色体）中に
組み込まれる。組込みは、標準的な技術に従って、ゲノムとの組換えを促進する配列を包
含することによって促進され得る。
【０２０２】
　本発明はまた、上記の特異的結合メンバーまたはポリペプチドを発現させるための発現
系において上述の構築物を使用する工程を包含する方法を提供する。
【０２０３】
　上述のように、本発明はまた、配列番号２および／または配列番号４に記載のアミノ酸
配列を有する、特異的結合メンバー、特に抗体またはそのフラグメントをコードする、組
換えＤＮＡ分子もしくはクローン化された遺伝子、またはその縮重改変体に関し；好まし
くは、この結合メンバーまたは抗体をコードする核酸分子、特に組換えＤＮＡ分子または
クローン化された遺伝子は、配列番号１および／もしくは配列番号３に提供されるヌクレ
オチド配列を有するかまたは配列番号１および／もしくは配列番号３に提供されるＤＮＡ
配列に相補的であるヌクレオチド配列を有する。
【０２０４】
　本発明の別の特徴は、本明細書中に開示されるＤＮＡ配列の発現である。当該分野で周
知のように、ＤＮＡ配列は、適切な発現ベクター中の発現制御配列にそれらを作動可能に
連結し、そしてその発現ベクターを使用して適切な単細胞宿主を形質転換することにより
発現され得る。
【０２０５】
　発現制御配列への、本発明のＤＮＡ配列のこのような作動可能な連結は、当然のことな
がら、既にそのＤＮＡ配列の一部でない場合は、そのＤＮＡ配列の上流の正しいリーディ
ングフレームに開始コドンＡＴＧを準備することを含む。
【０２０６】
　広範な種々の宿主／発現ベクターの組み合わせが、本発明のＤＮＡ配列を発現させる際
に使用され得る。例えば、有用な発現ベクターは、染色体ＤＮＡ配列、非染色体ＤＮＡ配
列および合成ＤＮＡ配列のセグメントから構成され得る。適切なベクターとしては、以下
が挙げられる：ＳＶ４０の誘導体および公知の細菌プラスミド（例えば、Ｅ．ｃｏｌｉプ
ラスミドｃｏｌ　Ｅｌ、ｐＣＲｌ、ｐＢＲ３２２、ｐＭＢ９およびそれらの誘導体、ＲＰ
４のようなプラスミド）；ファージＤＮＡ（例えば、ファージλの多数の誘導体（例えば
、ＮＭ９８９）および他のファージＤＮＡ（例えば、Ｍ１３））ならびに線状一本鎖ファ
ージＤＮＡ；２μプラスミドのような酵母プラスミドまたはその誘導体；真核生物細胞に
おいて有用なベクター（例えば、昆虫細胞または哺乳動物細胞において有用なベクター）
；プラスミドおよびファージＤＮＡの組み合わせに由来するベクター（例えば、ファージ
ＤＮＡまたは他の発現制御配列を使用するように改変されたプラスミド）；など。
【０２０７】
　任意の広範な種々の発現制御配列（その配列に作動可能に連結されたＤＮＡ配列の発現
を制御する配列）は、本発明のＤＮＡ配列を発現させるためにこれらのベクターにおいて
使用され得る。このような有用な発現制御配列としては、例えば、ＳＶ４０、ＣＭＶ、ワ
クシニア、ポリオーマまたはアデノウイルスの初期プロモーターもしくは後期プロモータ
ー、ｌａｃ系、ｔｒｐ系、ＴＡＣ系、ＴＲＣ系、ＬＴＲ系、ファージλの主要オペレータ
ー領域およびプロモーター領域、ｆｄコートタンパク質の制御領域、３－ホスホグリセレ
ートキナーゼもしくは他の解糖酵素のプロモーター、酸性ホスファターゼ（例えば、Ｐｈ
ｏ５）のプロモーター、酵母接合因子のプロモーター、ならびに原核生物細胞もしくは真
核生物細胞またはそれらのウイルスの遺伝子の発現を制御することが公知の他の配列、お
よびこれらの組合せが挙げられる。
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【０２０８】
　広範な種々の単細胞宿主細胞はまた、本発明のＤＮＡ配列を発現する際に有用である。
これらの宿主としては、以下が挙げられ得る：周知の真核生物宿主および原核生物宿主（
例えば、Ｅ．ｃｏｌｉ、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ、Ｂａｃｉｌｌｕｓ、Ｓｔｒｅｐｔｏｍ
ｙｃｅｓの株）、真菌（例えば、酵母）、ならびに動物細胞（例えば、ＣＨＯ細胞、ＹＢ
／２０細胞、ＮＳＯ細胞、ＳＰ２／０細胞、Ｒ１．１細胞、Ｂ－Ｗ細胞、およびＬ－Ｍ細
胞）、アフリカミドリザル腎臓細胞（例えば、ＣＯＳ　１、ＣＯＳ　７、ＢＳＣ１、ＢＳ
Ｃ４０、およびＢＭＴ１０）、昆虫細胞（例えば、Ｓｆ９）、ならびに組織培養物中のヒ
ト細胞および植物細胞。
【０２０９】
　全てのベクター、発現制御配列および宿主が、本発明のＤＮＡ配列を発現するように等
しく十分に機能するのではないことが理解される。また、全ての宿主が、同じ発現系で等
しく十分に機能するわけでもない。しかし、当業者は、本発明の範囲から逸脱することな
く、所望の発現を達成するために過度の実験をすることなく、適切なベクター、発現制御
配列、および宿主を選択することができる。例えば、ベクターを選択する際に、ベクター
が宿主において機能しなければならないので、その宿主を考慮しなければならない。ベク
ターのコピー数、そのコピー数を制御する能力、およびそのベクターによりコードされる
任意の他のタンパク質（例えば、抗生物質マーカー）の発現もまた考慮される。
【０２１０】
　発現制御配列を選択する際に、種々の因子が、通常考慮される。これらとしては、例え
ば、その系の相対的強度、その制御可能性、および、特に潜在的２次構造に関して、発現
される特定のＤＮＡ配列または遺伝子との適合性が挙げられる。適切な単細胞宿主は、以
下を考慮することにより選択される：例えば、選択されたベクターとのそれらの適合性、
それらの分泌特徴、タンパク質を正確に折り畳むそれらの能力、およびそれらの発酵要件
、ならびに発現されるＤＮＡ配列によりコードされる産物の宿主に対する毒性、および発
現産物の精製の容易さ。
【０２１１】
　これらおよび他の因子を考慮して、当業者は、発酵または大規模動物培養において本発
明のＤＮＡ配列を発現する、種々のベクター／発現制御配列／宿主の組合せを構築し得る
。
【０２１２】
　特異的結合メンバーのアナログが、本発明の範囲内において、タンパク質複合体／由来
するサブユニットのヌクレオチド配列から調製され得ることがさらに意図される。フラグ
メントのようなアナログは、例えば、特異的結合メンバー材料のペプシン消化により生成
され得る。ムテインのような他のアナログは、特異的結合メンバーのコード配列の標準的
な部位特異的変異誘発により生成され得る。プロモーターまたはインヒビターのどちらと
して機能しても、低分子のような「特異的結合メンバー活性」を示すアナログは、公知の
インビボアッセイおよび／またはインビトロアッセイにより同定され得る。
【０２１３】
　上述のように、特異的結合メンバーをコードするＤＮＡ配列は、クローニングよりも合
成により調製され得る。特異的結合メンバーアミノ酸配列についての適切なコドンを有す
るＤＮＡ配列が、設計され得る。一般的に、配列が発現に使用される場合、意図される宿
主について好ましいコドンを選択する。完全な配列は、標準的な方法により調製される重
複しているオリゴヌクレオチドから組み立てられ、そして完全なコード配列へと組み立て
られる。例えば、Ｅｄｇｅ，Ｎａｔｕｒｅ，２９２：７５６（１９８１）；Ｎａｍｂａｉ
ｒら，Ｓｃｉｅｎｃｅ，２２３：１２９９（１９８４）；Ｊａｙら，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈ
ｅｍ．，２５９：６３１１（１９８４）を参照のこと。
【０２１４】
　合成ＤＮＡ配列は、特異的結合メンバーのアナログまたは「ムテイン」を発現する遺伝
子の都合の良い構築を可能にする。あるいは、ムテインをコードするＤＮＡは、ネイティ
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ブ特異的結合メンバー遺伝子またはｃＤＮＡの部位特異的変異誘発により作製され得、そ
してムテインは、従来のポリペプチド合成を使用して直接作製され得る。
【０２１５】
　タンパク質への非天然アミノ酸の部位特異的組込みのための一般的な方法は、Ｃｈｒｉ
ｓｔｏｐｈｅｒ　Ｊ．Ｎｏｒｅｎ，Ｓｐｅｎｃｅｒ　Ｊ．Ａｎｔｈｏｎｙ－Ｃａｈｉｌｌ
，Ｍｉｃｈａｅｌ　Ｃ．Ｇｒｉｆｆｉｔｈ，Ｐｅｔｅｒ　Ｇ．Ｓｃｈｕｌｔｚ，Ｓｃｉｅ
ｎｃｅ，２４４：１８２－１８８（１９８９年４月）に記載されている。この方法は、非
天然アミノ酸を有するアナログを生成するために使用され得る。
【０２１６】
　本発明は、翻訳レベルにおいてＥＧＦＲの発現を妨害するために使用され得る、アンチ
センスオリゴヌクレオチドおよびリボザイムの調製に及ぶ。このアプローチは、アンチセ
ンス核酸を有する特異的ｍＲＮＡをマスクするかまたはそれをリボザイムで切断すること
のいずれかにより、そのｍＲＮＡの翻訳をブロックするために、アンチセンス核酸および
リボザイムを利用する。
【０２１７】
　アンチセンス核酸は、特定のｍＲＮＡ分子の少なくとも一部に対して相補的であるＤＮ
Ａ分子またはＲＮＡ分子である。（Ｗｅｉｎｔｒａｕｂ，１９９０；Ｍａｒｃｕｓ－Ｓｅ
ｋｕｒａ，１９８８を参照のこと。）細胞において、アンチセンス核酸は、そのｍＲＮＡ
にハイブリダイズし、二本鎖分子を形成する。この細胞は、この二本鎖形態のｍＲＮＡを
翻訳しない。従って、アンチセンス核酸は、ｍＲＮＡのタンパク質への発現を妨害する。
約１５個のヌクレオチドのオリゴマーおよびＡＵＧ開始コドンにハイブリダイズする分子
は、特に有効である。なぜなら、これらは、合成が容易であり、そしてこれらを産生細胞
中に導入する場合に、より大きな分子よりも引き起こす問題が少ないようであるからであ
る。アンチセンス法は、多くの遺伝子のインビトロでの発現を阻害するために使用されて
いる（Ｍａｒｃｕｓ－Ｓｅｋｕｒａ，１９８８；Ｈａｍｂｏｒら，１９８８）。
【０２１８】
　リボザイムは、ＤＮＡ制限エンドヌクレアーゼといくらか類似した様式で、他の一本鎖
ＲＮＡ分子を特異的に切断する能力を有するＲＮＡ分子である。リボザイムは、特定のｍ
ＲＮＡが、それ自身のイントロンを切除する能力を有するという知見から発見された。こ
れらのＲＮＡのヌクレオチド配列を改変することにより、研究者らは、ＲＮＡ分子中の特
定のヌクレオチド配列を認識して、かつそれを切断する分子を操作することができた（Ｃ
ｅｃｈ，１９８８）。これらは配列特異的であるので、特定の配列を有するｍＲＮＡのみ
が、不活化される。
【０２１９】
　研究者らは、２つの型のリボザイム、Ｔｅｔｒａｈｙｍｅｎａ型および「ハンマーヘッ
ド」型を同定した。（ＨａｓｓｅｌｈｏｆｆおよびＧｅｒｌａｃｈ，１９８８）。Ｔｅｔ
ｒａｈｙｍｅｎａ型リボザイムは、４塩基の配列を認識するが、一方「ハンマーヘッド」
型は、１１～１８の塩基の配列を認識する。認識配列が長いほど、排他的に標的ｍＲＮＡ
種において起こる可能性が高くなる。したがって、ハンマーヘッド型リボザイムは、特定
のｍＲＮＡ種を不活化するためにＴｅｔｒａｈｙｍｅｎａ型リボザイムより望ましく、そ
して１８個の塩基の認識配列は、より短い認識配列よりも望ましい。
【０２２０】
　従って、本明細書中に記載されるＤＮＡ配列を使用して、ＥＦＧＲおよびそのリガンド
のｍＲＮＡに対するアンチセンス分子、およびこのｍＲＮＡを切断するリボザイムを調製
し得る。
【０２２１】
　本発明は、本発明の例示として提供される以下の非限定的な実施例を参照することによ
りよりよく理解され得る。以下の実施例は、本発明の好ましい実施形態をより完全に例示
するために示されるが、いかなる場合も本発明の広い範囲を限定するとは解釈するべきで
はない。
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【実施例】
【０２２２】
（実施例１）
　（抗体の単離）
　材料
　（細胞株）
　免疫化および特異性分析のために、ネイティブか、あるいは正常、野生型または「ｗｔ
ＥＧＦＲ」遺伝子もしくはΔ２－７欠失変異を有するΔＥＧＦＲ遺伝子でトランスフェク
トされたいくつかの細胞株が使用された：マウス線維芽細胞株ＮＲ６、ＮＲ６ΔＥＧＦＲ

（ΔＥＧＦＲでトランスフェクトされた）およびＮＲ６ｗｔＥＧＦＲ（ｗｔＥＧＦＲでト
ランスフェクトされた）、ヒト神経膠芽細胞腫細胞株Ｕ８７ＭＧ（低レベルの内因性ｗｔ
ＥＧＦＲを発現する）、Ｕ８７ＭＧｗｔＥＧＦＲ（ｗｔＥＧＦＲでトランスフェクトされ
た）、Ｕ８７ＭＧΔＥＧＦＲ（ΔＥＧＦＲでトランスフェクトされた）、およびヒト扁平
上皮癌細胞株Ａ４３１（高レベルのｗｔＥＧＦＲを発現する）［３８］である。細胞株お
よびトランスフェクションは、以前に記載された（Ｎｉｓｈｉｋａｗａ　Ｒ．，ら（１９
９４）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．９１（１６）：７７２７－７７３１）。
【０２２３】
　Ｕ８７ＭＧ星状細胞腫細胞株（２０）（内因的に低レベルのｗｔＥＧＦＲを発現する）
を、ｄｅ２－７ＥＧＦＲを含有するレトロウイルスに感染させて、Ｕ８７ＭＧ．Δ２－７
細胞株を産生した（１０）。トランスフェクトされた細胞株Ｕ８７ＭＧ．ｗｔＥＧＦＲを
、Ｎａｇａｎｅら１９９６（Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．，５６：５０７９－５０８６）に記
載されるように生成した。Ｕ８７ＭＧ細胞は、約１×１０５個のＥＧＦＲを発現するが、
Ｕ８７ＭＧ．ｗｔＥＧＦＲ細胞は、約１×１０６個のＥＧＦＲを発現し、従って遺伝子増
幅で見られる状況を模倣する。
【０２２４】
　ヒト扁平上皮癌Ａ４３１細胞を、ＡＴＣＣ（Ｒｏｃｋｖｉｌｌｅ，ＭＤ）から入手した
。全ての細胞株を、１０％ＦＣＳ（ＣＳＬ，Ｍｅｌｂｏｕｒｎｅ，Ａｕｓｔｒａｌｉａ）
を補充した、ＧｌｕｔａＭＡＸＴＭ（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｍｅｌｂｏ
ｕｒｎｅ，Ａｕｓｔｒａｌｉａ）を含むＤＭＥＭ／Ｆ－１２中で培養した。
【０２２５】
　（試薬）
　ｄｅ２－７　ＥＧＦＲからのビオチン化した特有の接合部（ｊｕｎｃｔｉｏｎａｌ）ペ
プチド（ビオチン－ＬＥＥＫＫＧＮＹＶＶＴＤＨ（配列番号５）およびＬＥＥＫＫＧＮＹ
ＶＶＴＤＨ－ビオチン（配列番号６））を、標準的なＦｍｏｃ化学により合成し、純度（
＞９６％）を、逆相ＨＰＬＣおよび質量スペクトル分析（Ａｕｓｐｅｐ，Ｍｅｌｂｏｕｒ
ｎｅ，Ａｕｓｔｒａｌｉａ）により決定した。
【０２２６】
　（研究で使用される抗体）
　本発明者らの発見を他の試薬と比較するために、さらなるｍＡｂを、本発明者らの研究
に含めた。これらの試薬は、ｗｔＥＧＦＲに対するｍＡｂ５２８（Ｓａｔｏ，Ｊ．Ｄ．ら
（１９８３）Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．Ｍｅｄ．１（５）：５１１－５２９）、およびΔ２－７
　ＥＧＦＲ欠失変異の接合部配列にわたる合成ペプチドに対して生成されたＤＨ８．３で
ある。このＤＨ８．３抗体（ＩｇＧ１）は、以前に記載されており（Ｈｉｌｌｓら，１９
９５，Ｉｎｔ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ　６３（４）；５３７－５４３）、そしてｄｅ２－７　
ＥＧＦＲにおいて見出される特有の接合部ペプチドを用いてマウスを免疫化した後に得ら
れた（１６）。この５２８抗体（ｄｅ２－７および野生型ＥＧＦＲの両方を認識する）は
、以前に記載されており（２１）、そしてＡＴＣＣ　ＨＢ－８５０９から得られるハイブ
リドーマを使用して、Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　Ｆａｃｉｌｉｔｙ
（Ｌｕｄｗｉｇ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｆｏｒ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，Ｍｅ
ｌｂｏｕｒｎｅ）において生成された。ＳＣ－０３は、ＥＧＦＲのカルボキシ末端ペプチ
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ドに対して惹起され、アフィニティ精製されたウサギポリクローナル抗体である（Ｓａｎ
ｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｉｎｃ．）。
【０２２７】
　（モノクローナル抗体の作製）
　マウス線維芽細胞株ＮＲ６ΔＥＧＦＲを免疫原として使用した。マウスハイブリドーマ
を、アジュバント中に５×１０５～２×１０６個の細胞で、皮下に２～３週間の間隔で５
回ＢＡＬＢ／ｃマウスを免疫することにより作製した。完全フロイントアジュバントを、
第１の注射に使用した。その後、不完全フロイントアジュバント（Ｄｉｆｃｏ）を使用し
た。免疫したマウス由来の脾臓細胞を、マウス骨髄腫細胞株ＳＰ２／０と融合させた。新
しく作製したクローンの上清を、細胞株ＮＲ６、ＮＲ６ｗｔＥＧＦＲ、およびＮＲ６ΔＥ

ＧＦＲとの反応性について血球吸着アッセイでスクリーニングし、次いでヒト神経膠芽細
胞株Ｕ８７ＭＧ、Ｕ８７ＭＧｗｔＥＧＦＲ、およびＵ８７ＭＧΔＥＧＦＲを用いる血球吸
着アッセイにより分析した。選択されたハイブリドーマ上清を、続けてウエスタンブロッ
トにより試験し、そして免疫組織化学によりさらに分析した。予測された反応性パターン
を示す新しく生成されたｍＡｂを、精製した。
【０２２８】
　５つのハイブリドーマを樹立し、そして、３つのクローン１２４（ＩｇＧ２ａ）、８０
６（ＩｇＧ２ｂ）および１１３３（ＩｇＧ２ａ）を、血球凝集アッセイにおけるＮＲ６Δ

ＥＧＦＲの高い力価およびＮＲ６細胞およびＮＲ６ｗｔＥＧＦＲ細胞における低いバック
グランドに基づいて、さらなる特徴付けのために選択した。その後の血球凝集分析におい
て、これらの抗体は、ネイティブヒト神経膠芽細胞腫細胞株Ｕ８７ＭＧおよびＵ８７ＭＧ

ｗｔＥＧＦＲとに反応性を示さなかった（希釈していない上清で≦１０％）が、Ｕ８７Ｍ
ＧΔＥＧＦＲとは強い反応性であり；Ａ４３１とのより低い反応性が見られた。対照的に
、ＦＡＣＳ分析において、８０６は、ネイティブＵ８７ＭＧと非反応性であり、そしてＵ
８７ＭＧΔＥＧＦＲを強く染色し、そしてより低い程度でＵ８７ＭＧｗｔＥＧＦＲを染色
し、このことは、ΔＥＧＦＲおよびｗｔＥＧＦＲの両方への８０６の結合を示す（以下を
参照のこと）。
【０２２９】
　ウエスタンブロットアッセイにおいて、次いで、ｍＡｂ１２４、ｍＡｂ８０６およびｍ
Ａｂ１１３３を、ｗｔＥＧＦＲおよびΔＥＧＦＲとの反応性について分析した。界面活性
剤溶解物を、ＮＲ６ΔＥＧＦＲ、Ｕ８７ＭＧΔＥＧＦＲおよびＡ４３１から抽出した。３
つのｍＡｂ全てが、細胞溶解物との類似した反応性パターンを示し、ｗｔＥＧＦＲタンパ
ク質（１７０ｋＤａ）およびΔＥＧＦＲタンパク質（１４０ｋＤａ）の両方を染色した。
基準試薬として、ｗｔＥＧＦＲと反応性であることが既知（Ｗａｔｅｒｆｉｅｌｄ　Ｍ．
　Ｄ．　ら（１９８２）Ｊ．Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｃｈｅｍ．２０（２）：１４９－１６１）
のｍＡｂ　Ｒ．Ｉを、ウエスタンブロット分析において非反応性であることが既知のｍＡ
ｂ　５２８の代わりに使用した。Ｍａｂ　Ｒ．Ｉは、ｗｔＥＧＦＲおよびΔＥＧＦＲとの
反応性を示した。３つの新たに作製されたクローンの全てが、ΔＥＧＦＲとの反応性およ
びｗｔＥＧＦＲとのより少ない反応性を示した。ＤＨ８．３は、Ｕ８７ＭＧΔＥＧＦＲお
よびＮＲ６ΔＥＧＰＲの溶解物中で唯一ポジティブであった。
【０２３０】
　異種移植片腫瘍Ｕ８７ＭＧ、Ｕ８７ＭＧΔＥＧＦＲ、およびＡ４３１におけるクローン
１２４、８０６、および１１３３ならびにｍＡｂ　５２８およびｍＡｂ　ＤＨ８．３の免
疫組織化学的分析を表１に示す。全てのｍＡｂは、異種移植片Ｕ８７ＭＧΔＥＧＦＲの強
い染色を示した。ｍＡｂ　５２８のみが、ネイティブＵ８７ＭＧ異種移植片においける弱
い反応性を示した。Ａ４３１異種移植片において、ｍＡｂ　５２８は、強い均一な反応性
を示した。ＭＡｂ１２４、ＭＡｂ８０６、およびＭＡｂ１１３３は、Ａ４３１の扁平上皮
細胞癌の最も底部に位置する細胞との反応性が明らかとなり、そして上部細胞層または角
化成分とは反応しなかった。ＤＨ８．３は、Ａ４３１異種移植片においてネガティブであ
った。
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【０２３１】
　（表１）
　（抗体５２８、ＤＨ８．３および１２４、８０６および１１３３の免疫組織化学的分析
）
【０２３２】
【表４】

内因性マウス抗体の検出に起因する少量の間質染色
　（実施例２）
　（ＦＡＣＳによる細胞株への抗体の結合）
　ｍＡｂ８０６の特異性を決定するために、Ｕ８７ＭＧ細胞、Ｕ８７ＭＧ．Δ２－７細胞
およびＵ８７ＭＧ．ｗｔＥＧＦＲ細胞に対するその結合を、フロー活性化細胞ソーティン
グ（ｆｌｏｗ　ａｃｔｉｖａｔｅｄ　ｃｅｌｌ　ｓｏｒｔｉｎｇ）（ＦＡＣＳ）により分
析した。簡潔には、細胞を関連抗体（１０μｇ／ｍｌ）次いでフルオレセイン結合ヤギ抗
マウスＩｇＧ（１：１００希釈；Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ　Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＵＳＡ）
で標識した。ＦＡＣＳデータを、最少で５，０００事象を観測することによりＣｏｕｌｔ
ｅｒ　Ｅｐｉｃｓ　Ｅｌｉｔｅ　ＥＳＰで得、そしてＷｉｎｄｏｗｓ（登録商標）用ＥＸ
ＰＯ（バージョン２）を使用して分析した。非関連ＩｇＧ２ｂは、ｍＡｂ　８０６につい
てのアイソタイプコントロールとして含まれ、そして５２８抗体は、ｄｅ２－７ＥＧＦＲ
およびｗｔ　ＥＧＦＲの両方を認識するので含まれた。
【０２３３】
　５２８抗体のみが、親ＵＳ７ＭＧ細胞株を染色し得た（図１）。このことは、これらの
細胞がｗｔ　ＥＧＦＲを発現することを実証する以前の報告（Ｎｉｓｈｉｋａｗａら、１
９９４）と一致している。ＭＡｂ　８０６およびＤＨ８．３は、コントロール抗体と同様
の結合レベルを有しており、明らかにこれらがｗｔレセプターと結合できないことを実証
している（図１）。Ｕ８７ＭＧ．Δ２－７細胞およびＵ８７ＭＧ．ｗｔＥＧＦＲ細胞への
アイソタイプコントロール抗体の結合は、Ｕ８７ＭＧ細胞について観察された結合と同様
であった。
【０２３４】
　ＭＡｂ　８０６は、Ｕ８７ＭＧ．Δ２－７細胞およびＵ８７ＭＧ．ｗｔＥＧＦＲ細胞を
染色した。このことは、ｍＡｂ　８０６が、ｄｅ２－７　ＥＧＦＲおよび増幅されたＥＧ
ＦＲを特異的に認識することを示す（図１）。ＤＨ８．３抗体は、Ｕ８７ＭＧ．Δ２－７
細胞を染色した。このことは、ＤＨ８．３抗体が、ｄｅ２－７　ＥＧＦＲを特異的に認識
することを裏付けした（図１）。予測されるとおり、５２８抗体は、Ｕ８７ＭＧ．Δ２－
７細胞株およびＵ８７ＭＧ．ｗｔＥＧＦＲ細胞株の両方を染色した（図１）。予測される
とおり、５２８抗体は、これらの細胞において同時発現されるｄｅ２－７レセプターおよ
び野生型細胞の両方に結合するので、親細胞より高い強度でＵ８７ＭＧ．Δ２－７を染色
した（図１）。同様の結果を、ヒト赤血球（Ｏ型）でコーティングされたプロテインＡの
標的細胞への出現により表面結合ＩｇＧを検出するプロテインＡ混合血球吸着を使用して
得た。モノクローナル抗体８０６は、Ｕ８７ＭＧ．Δ２－７細胞と反応性であったが、Ｕ
８７ＭＧ発現野生型ＥＧＦ－Ｒとは有意な反応性を示さなかった（希釈していない上清で
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１０％未満）。
【０２３５】
　（実施例３）
　（アッセイにおける抗体の結合）
　ｍＡｂ　８０６およびＤＨ８．３抗体の特異性をさらに特徴付けるために、これらの結
合を、ＥＬＩＳＡにより調べた。２つの型のＥＬＩＳＡを、これらの抗体の特異性を決定
するために使用した。第１のアッセイにおいて、プレートをｓＥＧＦＲ（０．１Ｍ炭酸塩
緩衝液（ｐＨ　９．２）中１０μｇ／ｍｌ）で２時間コーティングし、次いでＰＢＳ中の
２％ヒト血清アルブミン（ＨＳＡ）でブロックした。ｓＥＧＦＲは、野生型ＥＧＦＲの組
換え細胞外ドメイン（アミノ酸１～６２１）であり、そして以前に記載されるように生成
した（２２）。抗体を、リン酸緩衝化生理食塩水（ＰＢＳ）中２％ＨＳＡ中の増加する濃
度において３連でウェルに加えた。結合した抗体を、基質としてＡＢＴＳ（Ｓｉｇｍａ，
Ｓｙｄｎｅｙ，Ａｕｓｔｒａｌｉａ）を使用して西洋ワサビペルオキシダーゼ結合ヒツジ
抗マウスＩｇＧ（Ｓｉｌｅｎｕｓ，Ｍｅｌｂｏｕｒｎｅ，Ａｕｓｔｒａｌｉａ）により検
出し、そして吸光度を４０５ｎｍで測定した。
【０２３６】
　ｍＡｂ　８０６および５２８抗体の両方が、固定化された野生型ｓＥＧＦＲに対する用
量依存性でかつ飽和した結合を示した（図２Ａ）。ｄｅ２－７　ＥＧＦＲ中に見出される
特有の接合部ペプチドが、ｓＥＧＦＲ内に含まれていないので、ｍＡｂ　８０６は、野生
型ＥＧＦＲ配列内に位置するエピトープに結合していなければならない。この５２８抗体
の結合は、ｍＡｂ　８０６について観察された結合より低かった。予測されたとおり、Ｄ
Ｈ８．３抗体は、１０μｇ／ｍｌまでの濃度でさえ野生型ｓＥＧＦＲに結合しなかった（
図２Ａ）。溶液中のｓＥＧＦＲは、用量依存性様式で、固定化されたｓＥＧＦＲへの５２
８抗体の結合を阻害したが、ｍＡｂ　８０６の結合を阻害することはできなかった（図２
Ｂ）。このことは、ｍＡｂ　８０６が、一旦ＥＬＩＳＡプレートに固定化された（コンホ
メーション変化を誘導し得るプロセス）野生型ＥＧＦＲのみに結合し得ることを示唆する
。同様の結果が、ＢＩＡｃｏｒｅを使用して観察され、これによりｍＡｂ　８０６は、固
定化されたｓＥＧＦＲを結合したが、固定化されたｍＡｂ　８０６は、溶液中のｓＥＧＦ
Ｒを結合することができなかった（データ示さず）。ＤＨ８．３抗体は、特有のｄｅ２－
７　ＥＧＦＲペプチドに対する用量依存性でかつ飽和可能な結合を示した（図２Ｃ）。
【０２３７】
　第２のアッセイでは、ビオチン化されたｄｅ２－７特異的ペプチド（ビオチン－ＬＥＥ
ＫＫＧＮＹＶＶＴＤＨ（配列番号５））を、ストレプトアビジン（Ｐｉｅｒｃｅ、Ｒｏｃ
ｋｆｏｒｄ、Ｉｌｌｉｎｏｉｓ）で予めコーティングされたＥＬＩＳＡプレートに結合さ
せた。抗体を、第１のアッセイにおけるのと同じようにして、結合させ、そして検出した
。ｍＡｂ　８０６も５２８抗体も、ＤＨ８．３の飽和結合を得るために使用された濃度よ
りも高い濃度においてさえ、ペプチドに結合しなかった。このことはさらに、ｍＡｂ　８
０６が、このペプチド内のエピトープ決定基を認識しないことを示している。
【０２３８】
　ｍＡｂ　８０６が、接合部ペプチドとは異なるエピトープを認識することをさらに実証
するために、さらなる実験を行った。Ｃ末端をビオチン化したｄｅ２－７ペプチド（ＬＥ
ＥＫＫＧＮＹＶＶＴＤＨ－ビオチン（配列番号６））を、ｄｅ２－７ペプチドに対して生
成されたｍＡｂ　８０６およびｍＡｂ　Ｌ８Ａ４と共に、研究において使用した（Ｒｅｉ
ｓｔ，ＣＪら（１９９５）Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．５５（１９）：４３７５－４３８２；
Ｆｏｕｌｏｎ　ＣＦら（２０００）Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．６０（１６）：４４５３－４
４６０）。
【０２３９】
　（ペプチド研究において使用された試薬）
　　接合部ペプチド：ＬＥＥＫＫＧＮＹＶＶＴＤＨ－ＯＨ（Ｂｉｏｓｏｕｒｃｅ，Ｃａｍ
ａｒｉｌｌｏ，ＣＡ）；
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　　ペプチドＣ：ＬＥＥＫＫＧＮＹＶＶＴＤＨ（Ｋ－Ｂｉｏｔ）－ＯＨ（Ｂｉｏｓｏｕｒ
ｃｅ，Ｃａｍａｒｉｌｌｏ，ＣＡ）；
　　ｓＥＧＦＲ：野生型ＥＧＦＲのＣＨＯ細胞由来組換え可溶性細胞外ドメイン（ａａ１
－６２１）（ＬＩＣＲ　Ｍｅｌｂｏｕｒｎｅ）；
　　ｍＡｂ　８０６：マウスモノクローナル抗体、ＩｇＧ２ｂ（ＬＩＣＲ　ＮＹＢ）；
　　ｍＡｂ　Ｌ８Ａ４：マウスモノクローナル抗体、ＩｇＧ１（Ｄｕｋｅ　Ｕｎｉｖｅｒ
ｓｉｔｙ）；
　　ＩｇＧ１アイソタイプコントロールｍＡｂ；
　　ＩｇＧ２ｂアイソタイプコントロールｍＡｂ。
【０２４０】
　ペプチドＣを、３５０ＲＵ（＋／－３０ＲＵ）の表面密度で、ストレプトアビジンマイ
クロセンサーチップ上に固定した。ｍＡｂの段階希釈物を、ペプチドとの反応性について
試験した。ビオチン化されていないペプチドを用いたブロッキング実験を行って、特異性
を評価した。
【０２４１】
　ｍＡｂ　Ｌ８Ａ４は、低い抗体濃度（６．２５ｎＭ）においてでさえ、ペプチドＣと強
い反応性を示した（図２Ｄ）。ｍＡｂ　８０６は、１００ｎＭの抗体濃度（試験された最
高濃度）まで、ペプチドＣと検出可能な特異的反応性を示さなかった（図２Ｄおよび２Ｅ
）。ｍＡｂ　Ｌ８Ａ４は、ペプチドＣと反応することが予期された。なぜなら、このペプ
チドは、ｍＡｂ　Ｌ８Ａ４の生成において免疫原として使用されたからである。接合部ペ
プチド（非ビオチン化、５０μｇ／ｍｌ）の添加により、ペプチドＣとｍＡｂ　Ｌ８Ａ４
の反応は完全にブロックされる。このことにより、接合部ペプチドのエピトープに対する
抗体の特異性が確認される。
【０２４２】
　第２セットのＢＩＡｃｏｒｅ実験では、ｓＥＧＦＲを、約４０００ＲＵの表面密度で、
ＣＭマイクロセンサーチップ上に固定した。ｍＡｂの段階希釈物を、ｓＥＧＦＲとの反応
性について試験した。
【０２４３】
　ｍＡｂ　８０６は、変性したｓＥＧＦＲと強く反応性であったが、ｍＡｂ　Ｌ８Ａ４は
、変性したｓＥＧＦＲと反応しなかった。変性したｓＥＧＦＲとｍＡｂ　８０６の反応性
は、抗体濃度が減少するにつれて減少する。ｍＡｂ　Ｌ８Ａ４は、ｓＥＧＦＲとは反応し
ないことが予期された。なぜなら、ｍＡｂ　Ｌ８Ａ４は、免疫原として接合部ペプチドを
使用することにより生成されたものであり、そしてｓＥＧＦＲは接合部ペプチドを含まな
いからである。
【０２４４】
　ドットブロット免疫染色実験もまた実施した。ペプチドの段階希釈物を、ＰＶＤＦメン
ブレンまたはニトロセルロースメンブレン上に０．５μｌでスポットした。メンブレンを
、ＰＢＳ中の２％ＢＳＡでブロックし、次いで、８０６抗体、Ｌ８Ａ４抗体、ＤＨ８．３
抗体およびコントロール抗体でプローブした。Ｌ８Ａ４抗体およびＤＨ８．３抗体は、メ
ンブレン上でペプチドに結合した（データは示さず）。Ｌ８Ａ４が明らかに結合を示した
濃度において、ｍＡｂ　８０６はペプチドを結合しなかった（データは示さず）。コント
ロール抗体もまた、ペプチド結合についてネガティブであった。
【０２４５】
　ｍＡｂ　８０６は、イムノブロッティング後の細胞溶解産物中で、ｗｔＥＧＦＲに結合
した（結果は示さず）。このことは、ｄｅ２－７ＥＧＦＲと反応したがｗｔＥＧＦＲとは
反応しなかった、ＤＨ８．３抗体で得られた結果とは異なる。従って、ｍＡｂ　８０６は
、レセプターが細胞表面上においてその天然の状態にある場合を除き、変性後のｗｔＥＧ
ＦＲを認識し得る。
【０２４６】
　（実施例４）
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　（スキャッチャード分析）
　Ｕ８７ＭＧ．Δ２－７細胞を使用するスキャッチャード分析を、免疫反応性についての
補正後に実施して、各抗体の相対的親和性を決定した。抗体を、１２５Ｉ（Ａｍｒａｄ、
Ｍｅｌｂｏｕｒｎｅ、Ａｕｓｔｒａｌｉａ）で、クロラミンＴ方法により標識化し、そし
て免疫反応性を、Ｌｉｎｄｍｏアッセイ（２３）により決定した。すべての結合アッセイ
を、１～２×１０６個の生存Ｕ８７ＭＧ．Δ２－７細胞またはＡ４３１細胞において、１
％ＨＳＡ／ＰＢＳ中で９０分間にわたり４℃で穏やかに回転させながら実施した。１０ｎ
ｇ／ｍｌの１２５Ｉ標識化抗体の一定の濃度セットを、適切な未標識抗体の漸増濃度の存
在下において使用した。非特異的結合は、１０，０００倍過剰の未標識抗体の存在下にお
いて決定された。インキュベーションの完了後、細胞を洗浄し、そしてＣＯＢＲＡ　ＩＩ
γ計数器（Ｐａｃｋａｒｄ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ　Ｃｏｍｐａｎｙ、Ｍｅｒｉｄｅｎ、
ＵＳＡ）を用いて、結合した１２５Ｉ標識化抗体について計数した。
【０２４７】
　ｍＡｂ　８０６およびＤＨ８．３抗体は両方とも、ヨウ素化された場合に高い免疫反応
性を保持しており、そして代表的には、ｍＡｂ　８０６については９０％より高く、そし
てＤＨ８．３抗体については４５～５０％高かった。ｍＡｂ　８０６は、ｄｅ２－７ＥＧ
ＦＲレセプターに対して、１．１×１０９Ｍ－１の親和性を有したが、ＤＨ８．３の親和
性は、１．０×１０８Ｍ－１でおよそ１／１０倍近く低かった。１２５Ｉで放射性標識さ
れたｍＡｂ　８０６も、１２５Ｉで放射性標識されたＤＨ８．３抗体も、親のＵ８７ＭＧ
細胞には結合しなかった。ｍＡｂ　８０６は、１細胞あたり平均で２．４×１０５個の結
合部位を認識し、ＤＨ８．３抗体は、平均で５．２×１０５個の部位に結合した。従って
、この抗体間でレセプター数に良好な一致が見られるだけでなく、同じ細胞株で異なるｄ
ｅ２－７ＥＧＦＲ特異的抗体により測定された場合に１細胞あたり２．５×１０５個のｄ
ｅ２－７レセプターを示した以前の報告（２５）とも良好な一致を示した。
【０２４８】
　（実施例５）
　（Ｕ８７ＭＧ．Δ２－７細胞による、抗体のインターナリゼーション）
　標的細胞への結合後に抗体をインターナリゼーションする速度は、その腫瘍標的化特性
および治療対象の両方に影響を及ぼす。従って、本発明者らは、ＦＡＣＳによって、Ｕ８
７ＭＧ．Δ２－７細胞への結合後のｍＡｂ　８０６およびＤＨ８．３抗体のインターナリ
ゼーションを試験した。Ｕ８７ＭＧ．Δ２－７細胞を、ＤＭＥＭ中で４℃にて１時間にわ
たり、ｍＡｂ　８０６またはＤＨ８．３抗体（１０μｇ／ｍｌ）のいずれかと共にインキ
ュベートした。洗浄後、細胞を、３７℃に予め暖めておいたＤＭＥＭに移し、そして３７
℃でのインキュベーション後の種々の時点で、アリコートを採取した。氷冷洗浄緩衝液（
１％ＨＳＡ／ＰＢＳ）中でアリコートを迅速に洗浄することによって、インターナリゼー
ションを停止させた。時間経過の終了時に、細胞を、上記のようにＦＡＣＳによって染色
した。インターナリゼーションのパーセンテージを、以下の式を使用して、０時間目に対
して種々の時点での表面抗体染色を比較することにより算出した：インターナライズされ
た抗体のパーセント＝（ｘ時間目の平均蛍光　バックグラウンド蛍光）／（０時間目の平
均蛍光－バックグラウンド蛍光）×１００。この方法は、以前（２４）に記載されたよう
なインターナリゼーションを測定するためのヨウ素化抗体（ｍＡｂ　８０６）を使用して
、１アッセイで確認された。異なる時点でのインターナリゼーション速度の差異を、スチ
ューデントｔ検定を使用して比較した。
【０２４９】
　両方の抗体は、ｍＡｂ　８０６については１０分間で、そしてＤＨ８．３については３
０分間で定常状態レベルに達する比較的急速なインターナリゼーションを示した（図３）
。ＤＨ８．３のインターナリゼーションは、速度（ｍＡｂ　８０６についての３６．８％
と比較して、１０分間でインターナライズされたＤＨ８．３は８０．５％、ｐ＜０．０１
）および６０分間でインターナライズされた総量（３０．４％に対して９３．５％、ｐ＜
０．００１）の両方に関して有意に高かった。ｍＡｂ　８０６は、実施された４回のアッ
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セイすべてにおいて、２０分間目と比較して３０分間目および６０分間目には、わずかに
低いレベルのインターナリゼーションを示した（図３）。この結果はまた、ヨウ素化され
たｍＡｂ　８０６に基づくインターナリゼーションアッセイを使用して確認された。
【０２５０】
　（実施例６）
　（抗体のインターナリゼーションの電子顕微鏡検査分析）
　抗体間でのインターナリゼーション速度における上記で着目された差異を考慮して、抗
体の細胞内輸送に関する詳細な分析を、電子顕微鏡検査を使用して実施した。
【０２５１】
　Ｕ８７ＭＧ．Δ２－７細胞を、ゼラチンコーティングされたチャンバースライド（Ｎｕ
ｎｃ、Ｎａｐｅｒｖｉｌｌｅ、ＩＬ）上で８０％コンフルエンスまで増殖させ、次いで、
氷冷ＤＭＥＭで洗浄した。次いで、細胞を、ＤＭＥＭ中で４５分間にわたり４℃で、ｍＡ
ｂ　８０６またはＤＨ８．３抗体と共にインキュベートした。洗浄後、細胞を、金結合体
化（２０ｎｍ粒子）抗マウスＩｇＧ（ＢＢＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ、Ｃａｒｄｉｆｆ
、ＵＫ）と共に、４℃にてさらに３０分間インキュベートした。さらなる洗浄後、予め暖
めておいたＤＭＥＭ／１０％ＦＣＳを細胞に添加し、これを、３７℃で１～６０分間の種
々の時間にわたりインキュベートした。抗体のインターナリゼーションを、氷冷培地によ
って停止させ、そして、ＰＢＳ／０．１％ＨＳＡ中の２．５％グルタルアルデヒドを用い
て細胞を固定し、次いで、２．５％四酸化オスミウム中で後固定（ｐｏｓｔ－ｆｉｘ）し
た。段階的な一連のアセトンを通して脱水した後、サンプルをＥｐｏｎ／Ａｒａｌｄｉｔ
ｅ樹脂中に包埋し、Ｒｅｉｃｈｅｒｔ　Ｕｌｔｒａｃｕｔ－Ｓミクロトーム（Ｌｅｉｃａ
）を用いて超薄切片として切り出し、そしてニッケルグリッド上に収集した。この切片を
、酢酸ウラニルおよびクエン酸鉛で染色し、その後、Ｐｈｉｌｉｐｓ　ＣＭ１２透過電子
顕微鏡において８０ｋＶで観察した。コーティングされた孔内に含まれた金粒子の統計分
析を、カイ２乗検定を用いて実施した。
【０２５２】
　ＤＨ８．３抗体は、コーティングされた孔を介して優勢にインターナライズされたが、
ｍＡｂ　８０６は、マクロピノサイトーシスによってインターナライズされるようであっ
た（図１９）。実際、ｍＡｂ　８０６と共にインキュベートされた細胞において形成され
た３２個のコーティングされた孔の詳細な分析によって、これらがいずれも抗体を含まな
いことが明らかにされた。対照的に、ＤＨ８．３と共にインキュベートされた細胞由来の
すべてのコーティングされた孔のうちの約２０％が、抗体についてポジティブであり、多
数のものは複数の金粒子を含んだ。コーティングされた孔に含まれた金粒子の総数に関す
る統計分析によって、この差異が高度に有意（ｐ＜０．０１）であることが見出された。
２０～３０分後、両方の抗体は、形態学的にリソソームに類似した構造体において観察さ
れ得る。これらの構造体内における細胞砕片の存在はまた、そのリソソームの性質と一致
した。
【０２５３】
　（実施例７）
　（腫瘍保有ヌードマウスにおける抗体の生体内分布）
　ｍＡｂ　８０６およびＤＨ８．３抗体の生体内分布を、一方の側にＵ８７ＭＧ異種移植
片を含みかつ他方の側にＵ８７ＭＧ．Δ２－７異種移植片を含むヌードマウスにおいて比
較した。比較的短い時間を、この研究のために選択した。なぜなら、以前の報告により、
ＤＨ８．３抗体は、４～２４時間の間に腫瘍標的化のピークレベルを示すことが実証され
ていたからである（１６）。
【０２５４】
　腫瘍異種移植片を、３×１０６個のＵ８７ＭＧ細胞、Ｕ８７ＭＧ．Δ２－７細胞または
Ａ４３１細胞のｓ．ｃ．注射によって、ヌードＢＡＬＢ／ｃマウスにおいて確立した。Ｕ
８７ＭＧ．Δ２－７異種移植片におけるｄｅ２－７ＥＧＦＲの発現は、生体内分布の全期
間を通じて安定なままであった。また、Ａ４３１細胞は、免疫組織化学によって決定され
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るように腫瘍異種移植片として増殖される場合に、ｍＡｂ　８０６とのその反応性を保持
していた（データは示さず）。Ｕ８７ＭＧ細胞またはＡ４３１細胞を一方の側で、Ｕ８７
ＭＧ．Δ２－７細胞を他方の側に注射する７～１０日前に注射した。この理由は、ｄｅ２
－７　ＥＧＦＲを発現する異種移植片について観察されたより早い増殖速度の為である。
抗体を放射性標識し、そして上記のようにして免疫反応性について評価し、そして腫瘍が
１００～２００ｍｇ重量になった時点で、眼窩後方（ｒｅｔｒｏ－ｏｒｂｉｔａｌ）経路
によりマウスに注射した。各マウスは、２種類の異なる抗体（１抗体あたり２μｇ）を受
けた：２μＣｉの１２５Ｉ標識化ｍＡｂ　８０６および２μＣｉの１３１Ｉ標識化ＤＨ８
．３または５２８。示されない限り、５匹のマウスの群を、感染後の種々の時点で屠殺し
、そして心臓穿刺によって採血した。腫瘍、肝臓、脾臓、腎臓および肺を、切開によって
得た。すべての組織の重さを測り、そして二重チャネル計数Ｗｉｎｄｏｗを使用して、１

２５Ｉおよび１３１Ｉ活性についてアッセイした。データは、注射された用量標準に対し
て比較することによって決定される％ＩＤ／ｇ腫瘍として各抗体について表されるか、ま
たは腫瘍　対　血液／肝臓比に変換された（すなわち、％ＩＤ／ｇ腫瘍を、％ＩＤ／ｇ血
液または肝臓で除算した）。群間の差異を、スチューデントｔ検定によって分析した。
【０２５５】
　％ＩＤ／ｇ腫瘍に関して、ｍＡｂ　８０６は、８時間で１８．６％ｍ／ｇの腫瘍のＵ８
７ＭＧ．Δ２－７異種移植片においてそのピークレベルに達した（図４Ａ）。これは、血
液を除くすべての他の組織よりもかなり高い。ＤＨ８．３もまた８時間でピーク腫瘍レベ
ルを示したが、そのレベルは、ｍＡｂ　８０６と比較して、統計的により低い（ｐ＜０．
００１）８．８％ｍ／ｇ腫瘍であった（図４Ｂ）。両方の抗体のレベルは、２４時間目お
よび４８時間目には緩やかに低下した。いずれの抗体も、Ｕ８７ＭＧ親異種移植片の特異
的標的化を示さなかった（図４Ａ、Ｂ）。腫瘍　対　血液／肝臓比に関して、ｍＡｂ　８
０６は、血液（１．３の比）および肝臓（６．１の比）の両方について、２４時間目に最
高の比を示した（図５Ａ、Ｂ）。ＤＨ８．３抗体は、血液中では８時間目に（０．３８の
比）、そして肝臓では２４時間目に（１．５の比）、その最高比率を有した（図５Ａ、Ｂ
）。これらは両方とも、ｍＡｂ　８０６について得られた値よりもかなり低かった。
【０２５６】
　上記のように、腫瘍内におけるｍＡｂ　８０６のレベルは８時間目にピークに達した。
このピークは、多くの腫瘍標的化抗体と比較して比較的早いが、これは、同様の用量の抗
体を使用する場合に感染後４～２４時間目にすべてピークを示した、ｄｅ２－７　ＥＧＦ
Ｒ特異的抗体を使用した他の研究と完全に一致する（１６、２５、３３）。実際、初期の
報告とは異なり、８時間目の時点は、抗体標的化が迅速にピークに達するという仮定のも
とに含まれていた。ｍＡｂ　８０６で観察された％ＩＤ／ｇ腫瘍は、標準的なヨウ素化技
術を使用した場合に他のｄｅ２－７　ＥＧＦＲ特異的抗体について報告されていたものと
類似していた（１６、２４、３２）。この早期ピークの理由はおそらく、２つの部分から
構成される。第１には、ｄｅ２－７　ＥＧＦＲを発現する腫瘍（トランスフェクトされた
Ｕ８７ＭＧ細胞を含む）は、腫瘍異種移植片として極めて迅速に増殖する。従って、これ
らの生体内分布研究において使用された比較的短い期間の間でさえ、腫瘍のサイズは、％
ＩＤ／ｇ腫瘍が、緩やかに増殖する腫瘍と比較して低減されるような程度（４日間にわた
って質量において５～１０倍増加）まで増加する。第２に、ｍＡｂ　８０６のインターナ
リゼーションは、ＤＨ８．３と比較して比較的緩徐であったが；それはなお、多くの他の
腫瘍抗体／抗原系と比較すると迅速である。インターナライズされた抗体は、迅速なタン
パク質分解を受け、その分解産物が細胞から排泄される（３４）。このインターナリゼー
ション、分解および排泄のプロセスは、細胞内に保持されるヨウ素化抗体の量を減少させ
る。結果として、インターナライズされる抗体は、そのインターナライズされない対応物
よりも低いレベルの標的化を示す。本明細書で報告された電子顕微鏡データは、インター
ナライズされたｍＡｂ　８０６が迅速にリソソームに輸送され、このリソソームにおいて
迅速な分解がおそらく生じることを実証する。この観察は、細胞からのヨウ素の迅速な排
泄と一致する。
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【０２５７】
　ｄｅ２－７　ＥＧＦＲにおいて見出された固有の接合部ペプチドに対する以前に記載さ
れたＬ８Ａ４モノクローナル抗体は、ｍＡｂ　８０６と同様の様式（３５）で挙動する。
ｄｅ２－７　ＥＧＦＲでトランスフェクトされたＵ８７ＭＧ細胞を使用すると、この抗体
は、類似のインターナリゼーション速度を有し（ｍＡｂ　８０６についての１時間で３０
％と比較して、１時間で３５％）、そしてｄｅ２－７　ＥＧＦＲでトランスフェクトされ
た３Ｔ３線維芽細胞を使用した場合に匹敵するインビボ標的化を示した（ｍＡｂ　８０６
についての８時間で１８％ＩＤ／ｇ腫瘍と比較して、２４時間で２４％ＩＤ／ｇ腫瘍のピ
ーク）（２５）。興味深いことに、腫瘍異種移植片におけるこの抗体のインビボ保持率は
、Ｎ－スクシンイミジル５－ヨード－３－ピリジンカルボキシレートで標識された場合に
増強された（２５）。この標識化された補欠分子族は、リソソームのｐＨでは正に荷電し
、そのため、増強された細胞保持率を有する（３３）。保持率の増強は、放射性免疫治療
用の抗体を考慮する場合に潜在的に有用であり、そしてこの方法を使用して、ヨウ素化さ
れたｍＡｂ　８０６またはそのフラグメントの保持率を改善し得る。
【０２５８】
　（実施例８）
　（増幅されたＥＧＦＲを含有する細胞へのｍＡｂ　８０６の結合）
　ｍＡｂ　８０６が、増幅されたレセプター遺伝子を含有する細胞において発現されるＥ
ＧＦＲを認識し得るか否かを試験するために、Ａ４３１細胞に対するその結合を分析した
。以前に記載されたように、Ａ４３１細胞は、ヒト扁平上皮癌細胞であり、そして高レベ
ルのｗｔＥＧＦＲを発現する。Ａ４３１細胞に対するｍＡｂ　８０６の弱いが再現性は高
い結合が、ＦＡＣＳ分析によって観察された（図６）。ＤＨ８．３抗体はＡ４３１細胞に
結合しなかった。このことは、ｍＡｂ　８０６の結合が、ｄｅ２－７ＥＧＦＲの低レベル
発現の結果ではなかったことを示す（図６）。予期されたように、抗ＥＧＦＲ５２８抗体
は、Ａ４３１細胞の強い染色を示した（図６）。この結果を考慮して、Ａ４３１に対する
ｍＡｂ　８０６の結合を、スキャッチャード分析によって特徴付けた。ヨウ素化されたｍ
Ａｂ　８０６の結合は比較的低かったが、スキャッチャードについて一貫したデータを得
ることが可能であった。このような実験の平均は、１細胞あたり２．４×１０５レセプタ
ーで、９．５×１０７Ｍ－１の親和性値を与えた。従って、このレセプターについての親
和性は、ｄｅ２－７ＥＧＦＲについての親和性よりもおよそ１／１０倍近く低かった。さ
らに、ｍＡｂ　８０６は、Ａ４３１細胞表面上に見出されるＥＧＦＲの小さな部分のみを
認識するようである。５２８抗体を使用して、本発明者らは、１細胞あたり約２×１０６

個のレセプターを測定した。これは、多くの他の研究（２６）と一致する。
【０２５９】
　ｍＡｂ　８０６による野生型ｓＥＧＦＲの認識は明らかに、エピトープを露出させるた
めのレセプターのいくらかの変性を必要とする。必要とされる変性の程度はごくわずかに
すぎない。なぜなら、プラスチック表面上への野生型ｓＥＧＦＲの吸着でさえ、ＥＬＩＳ
ＡアッセイにおいてｍＡｂ　８０６の頑強な結合を誘導したからである。ｍＡｂ　８０６
のみが、Ａ４３１細胞表面上で約１０％のＥＧＦＲに結合したので、このレセプターのサ
ブセットがｄｅ２－７ＥＧＦＲ短縮化によって誘導されるのと同様のコンフォメーション
変化を有し得ると推測することは興味を引く。実際、Ａ４３１細胞において遺伝子増幅に
より媒介されるＥＧＦＲの極めて高い発現は、いくつかのレセプターを不適切にプロセシ
ングさせ、これによりコンフォメーション変化を誘導し得る。興味深いことに、ｍＡｂ　
８０６によるＡ４３１細胞溶解産物の半定量的イムノブロッティングによって、ｍＡｂ　
８０６が、ＳＤＳ－ＰＡＧＥおよびウェスタントランスファー後に、大半のＡ４３１　Ｅ
ＧＦレセプターを認識し得ることが示された。この結果はさらに、ｍＡｂ　８０６が、コ
ンフォメーション変化を有する、Ａ４３１細胞表面上のレセプターサブセットに結合する
という議論を支持する。Ａ４３１細胞におけるこれらの観察は、ｍＡｂ　８０６が、ＥＧ
ＦＲ遺伝子の増幅物を含有するグリオームに結合することを示した免疫組織化学データと
一致する。ｍＡｂ　８０６の結合は、親のＵ８７ＭＧ細胞に対しては完全にネガティブで



(58) JP 5384912 B2 2014.1.8

10

20

30

40

50

あったので、この表現型は、増幅されたＥＧＦＲを含有する細胞に限定され得る（しかし
、Ｕ８７ＭＧ細胞表面における「変性」レセプターのレベルは、検出レベル未満であり得
る）ように思われた。しかし、ヨウ素化されたｍＡｂ　８０６は、１×１０７個までの細
胞を含むＵ８７ＭＧ細胞ペレットに結合しなかったので、この可能性は低いように思われ
た。
【０２６０】
　（実施例９）
　（ｍＡｂ　８０６によるＡ４３１細胞のインビボ標的化）
　第２の生体内分布研究を、ｍＡｂ　８０６を用いて実施することにより、ｍＡｂ　８０
６がＡ４３１腫瘍異種移植片を標的化し得るか否かを決定した。この研究を、より長い期
間にわたって行い、ｍＡｂ　８０６（これは、ポジティブコントロールとして、すべての
マウスに含まれた）によるＵ８７ＭＧ．Δ２－７異種移植片の標的化に関してより多くの
情報を得た。さらに、抗ＥＧＦＲ５２８抗体を、Ａ４３１異種移植片についてのポジティ
ブコントロールとして含ませた。なぜなら、以前の研究により、ヌードマウスにおいて増
殖したＡ４３１細胞に対するこの抗体の弱いが有意な標的化が示されていたからである（
２１）。
【０２６１】
　最初の４８時間の間、ｍＡｂ　８０６は、最初の実験において観察されたものとほぼ同
一の標的化特性を示した（図４Ａと比較した図７Ａ）。％ＩＤ／ｇ腫瘍に関して、Ｕ８７
ＭＧ．Δ２－７異種移植片におけるｍＡｂ　８０６のレベルは、２４時間後に緩やかに低
下したが、常に、正常組織において検出されるよりも高いレベルを維持していた。Ａ４３
１異種移植片における取り込みは比較的低かったが、最初の２４時間の間では、正常組織
（例えば、肝臓、脾臓、腎臓および肺）では観察されない％ＩＤ／ｇ腫瘍の小さな増加が
見られた（図７Ａ）。５２８抗体の取り込みは、％ＩＤ／ｇ腫瘍として表された場合に（
図７Ｂ）、両方の異種移植片において非常に低かった。これは、血液からのこの抗体の迅
速なクリアランスに一部起因する。腫瘍　対　血液比に関して、ｍＡｂ　８０６は、Ｕ８
７ＭＧ．Δ２－７異種移植片については７２時間目およびＡ４３１異種移植片については
１００時間目でピークとなった（図８Ａ、Ｂ）。ｍＡｂ　８０６についての腫瘍　対　血
液比は、Ａ４３１腫瘍に対して決して１．０を上回ることはなかったが、この比は、時間
経過全体を通して増加し（図８Ｂ）、そして低レベルの標的化を示す試験された他のすべ
ての組織（データは示さず）よりも高かった。
【０２６２】
　５２８抗体についての腫瘍　対　血液比は、ｍＡｂ　８０６と類似したプロフィールを
示したが、より高いレベルが、Ａ４３１異種移植片において見られた（図８Ａ、Ｂ）。ｍ
Ａｂ　８０６は、７２時間目に、Ｕ８７ＭＧ．Δ２－７異種移植片において７．６のピー
ク腫瘍　対　肝臓比を有した。このことは明らかに、正常組織と比較してこれらの腫瘍に
おける優先的な取り込みを示す（図８Ｃ）。ｍＡｂ　８０６についての他の腫瘍　対　器
官比は、肝臓において観察された比と類似していた（データは示さず）。Ａ４３１異種移
植片におけるｍＡｂ　８０６についてのピーク腫瘍　対　肝臓比は、１００時間目に２．
０であった。これもまた、正常組織と比較して腫瘍におけるわずかに優先的な取り込みを
示している（図８Ｄ）。
【０２６３】
　（実施例１０）
　（治療研究）
　ｍＡｂ８０６の効果を、疾患の２つの異種移植片モデル（予防モデルおよび確立された
腫瘍モデル）において評価した。
【０２６４】
　（異種移植片モデル）
　これまでの以前の報告（Ｎｉｓｈｉｋａｗａら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃ
ｉ．ＵＳＡ，９１（１６）；７７２７～７７３１）と一貫して、ｄｅ２－７ＥＧＦＲでト
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ランスフェクトされたＵ８７ＭＧ細胞は、親細胞およびｗｔＥＧＦＲでトランスフェクト
されたＵ８７ＭＧ細胞よりも迅速に増殖した。故に、同じマウスにおいて両方の細胞型が
増殖することは不可能であった。
【０２６５】
　１００ｍｌのＰＢＳ中の３×１０６個の腫瘍細胞を、４～６週齢の雌のヌードマウス（
Ａｎｉｍａｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｃｅｎｔｒｅ，Ｗｅｓｔｅｒｎ　Ａｕｓｔｒａｌｉａ
，Ａｕｓｔｒａｌｉａ）の両方の側腹部に皮下投与した。ｍＡｂ　８０６の治療効果を、
予防モデルおよび確立された腫瘍モデルの両方で研究した。予防モデルにおいて、それぞ
れ２つの異種移植片を有する５匹のマウスを、腫瘍細胞接種の前日に開始し、１ｍｇもし
くは０．１ｍｇのｍＡｂ　８０６、またはビヒクル（ＰＢＳ）のいずれかを用いて心膜内
処置した。この処置を、計６用量で、一週間あたり３回、２週間続けた。確立されたモデ
ルにおいて、腫瘍が平均量の６５±６．４２ｍｍ３（Ｕ８７ＭＧΔ２－７）、８４±９．
０７ｍｍ３（Ｕ８７ＭＧ）、７３±７．５ｍｍ３（Ｕ８７ＭＧ．ｗｔＥＧＦＲ）または２
０１±１９．０９ｍｍ３（Ａ４３１腫瘍）に到達した場合に、処置を開始した。腫瘍体積
（ｍｍ３）を、式（長さ×幅２）／２を用いて決定し、ここで長さは最長軸であり、そし
て幅は、長さに直角で測定された（Ｓｃｏｔｔら、２０００）。データを各処置群につい
ての平均腫瘍体積±Ｓ．Ｅ．として表した。統計学的分析を、スチューデントのｔ検定を
用いて所定の時間で実行した。異種移植片が約１．５ｃｍ３の体積に到達し、そして腫瘍
が組織学的試験のために摘出された場合に、動物を安楽死させた。この研究プロジェクト
を、Ａｎｉｍａｌ　Ｅｔｈｉｃｓ　Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ａｕｓｔｉｎお
よびＲｅｐａｔｒｉａｔｉｏｎ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｃｅｎｔｒｅによって立証した。
【０２６６】
　（腫瘍の異種移植片の組織学的試験）
　異種移植片を摘出し、そして二等分した。その半分を、パラフィン中に包埋する前に１
０％ホルマリン／ＰＢＳで固定した。次いで、４ミクロンの切片を切断し、そして通常の
組織学的試験のためにヘマトキシリンおよびエオシン（Ｈ＆Ｅ）を用いて染色した。もう
半分を、Ｔｉｓｓｕｅ　Ｔｅｋ（登録商標）ＯＣＴ化合物（Ｓａｋｕｒａ　Ｆｉｎｅｔｅ
ｋ、Ｔｏｒｒａｎｃｅ，ＣＡ）に包埋し、そして液体窒素で凍結させて－８０℃で保存し
た。薄い（５ミクロン）のクリオスタット切片を、切断し、そして氷浴アセトンで１０分
間固定化し、続いてさらに１０分間風乾させた。切片を、タンパク質ブロッキング剤（Ｌ
ｉｐｓｈａｗ　Ｉｍｍｕｎｏｎ，Ｐｉｔｔｓｂｕｒｇｈ　Ｕ．Ｓ．Ａ）で１０分間ブロッ
キングし、次いでビオチン化１次抗体（１ｍｇ／ｍｌ）を用いて室温（ＲＴ）で３０分間
インキュベートした。全ての抗体を、製造者の指示とおりに、ＥＣＬタンパク質ビオチン
化モジュール（Ａｍｅｒｓｈａｍ，Ｂａｕｌｋｈａｍ　Ｈｉｌｌｓ、Ａｕｓｔｒａｌｉａ
）を用いてビオチン化した。ＰＢＳでリンスした後、切片を、ストレプトアビジン西洋ワ
サビペルオキシダーゼ複合体と共にさらに３０分間インキュベートした（Ｓｉｌｅｎｕｓ
，Ｍｅｌｂｏｕｒｎｅ，Ａｕｓｔｒａｌｉａ）。ＰＢＳでの最終的な洗浄後、切片を過酸
化水素の存在下で、３－アミノ－９－エチルカルボゾール（ＡＥＣ）基質（０．１Ｍ酢酸
、０．１Ｍ酢酸ナトリウム、０．０２Ｍ　ＡＥＣ（Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ
．，Ｓｔ　Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ））に３０分間曝露した。切片を水でリンスし、そしてヘマ
トキシリンを用いて５分間対比染色し、そして標本にした。
【０２６７】
　（予防モデルにおけるｍＡｂ８０６の効果）
　ＭＡｂ８０６を、予防異種移植片モデルにおけるＵ８７ＭＧおよびＵ８７ＭＧΔ２－７
腫瘍に対する効果について試験した。抗体またはビヒクルを、腫瘍接種の前日に腹腔内投
与し、そして１週間当たり３回、２週間投与した。ＭＡｂ８０６は、親Ｕ８７ＭＧ異種移
植片の増殖に効果を有さず、これは、１回の注射あたり１ｍｇの容量でｗｔＥＧＦＲを発
現した（図９Ａ）。対照的に、ｍＡｂ　８０６は、用量依存性の様式でＵ８７ＭＧ．Δ２
－７異種移植片の増殖を有意に阻害した（図９Ｂ）。２０日目、コントロール動物を屠殺
した場合に、平均腫瘍体積は、コントロール群について、１６３７±１７８．９８ｍｍ３
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であり、０．１ｍｇの注射群（ｐ＜０．０００１）について５２６±９４．７４ｍｍ３そ
して１ｍｇの注射群（ｐ＜０．０００１）について１９７±４２．０６ｍｍ３より統計学
的に小さかった。処置群を、２４日目に屠殺し、この時点で腫瘍体積は、０．１ｍｇの処
置群について１２８７±２４３．０３ｍｍ３および１ｍｇの処置群について４９２±１０
０．８ｍｍ３であった。
【０２６８】
　（確立された異種移植片モデルにおけるｍＡｂ８０６の効果）
　予防異種移植片モデルにおけるｍＡｂ８０６の効果を与えて、次いで、確立された腫瘍
異種移植片の増殖を阻害するその能力を試験した。抗体処置は、腫瘍が、Ｕ８７ＭＧ．Δ
２－７異種移植片について６５±６．４２ｍｍ３および親のＵ８７ＭＧ異種移植片につい
て８４±９．０７ｍｍ３の平均腫瘍体積に到達した場合に開始することを除いて、予防モ
デルに記載されたとおりであった。前と同じように、ｍＡｂ　８０６は、注射あたり１ｍ
ｇの用量で親のＵ８７ＭＧ異種移植片の増殖に影響しなかった（図１０Ａ）。対照的に、
ｍＡｂ８０６は、用量依存性の様式においてＵ８７ＭＧ．Δ２－７異種移植片の増殖を有
意に阻害した（図１０Ｂ）。１７日目、１日前にコントロール動物を屠殺し、平均腫瘍体
積は、コントロール群について９３５±２１５．０４ｍｍ３、０．１ｍｇの注射群（ｐ＜
０．０１）について３８６±５７．５１ｍｍ３、そして１ｍｇの注射群（ｐ＜０．００２
）について２１７±５８．１７ｍｍ３であった。
【０２６９】
　ｍＡｂ８０６で観察される増殖阻害が、ｄｅ２－７　ＥＧＦＲの細胞発現を制限するか
否かを決定するために、Ｕ８７ＭＧ．ｗｔＥＧＦＲ腫瘍異種移植片に対するその効果を、
確立されたモデルで試験した。これらの細胞は、ｄｅ２－７　ＥＧＦＲ発現なしのＥＧＦ
Ｒ遺伝子の増幅を含む腫瘍のためのモデルとして働く。腫瘍が、７３±７．５ｍｍ３の平
均腫瘍体積に到達した場合に、ＭＡｂ８０６の処置を開始した。ビヒクルで処置したコン
トロール腫瘍と比較した場合、ＭＡｂ８０６は、確立されたＵ８７ＭＧ．ｗｔＥＧＦＲ異
種移植片の増殖を有意に阻害した（図１０Ｃ）。コントロール動物を屠殺した日において
、平均腫瘍体積は、コントロール群について９６０±２６８．９ｍｍ３、そして１ｍｇ注
射（ｐ＜０．０４）で処置した群について４６８±７８．３８ｍｍ３であった。
【０２７０】
　（確立された腫瘍の組織学的分析および免疫組織化学的分析）
　ｍＡｂ　８０６処置したＵ８７ＭＧ．Δ２－７およびコントロールＵ８７ＭＧ．Δ２－
７、ならびにＵ８７ＭＧ．ｗｔＥＧＦＲ異種移植片（それぞれ、２４日目と４２日目に収
集した）の間の潜在的な組織学的差異を評価するために、ホルマリンで固定し、パラフィ
ンで包埋した切片をＨ＆Ｅで染色した。ネクローシスの範囲は、ｍＡｂ　８０６で処置し
たＵ８７ＭＧ．Δ２－７（処置終了後３日目に収集した）、およびＵ８７ＭＧ．ｗｔＥＧ
ＦＲ異種移植片（処置終了後９日目に収集した）の両方由来の切片において見られた。こ
の結果は、多数の腫瘍異種移植片（ｎ＝４）において一貫して観察された。しかし、コン
トロールで処置した異種移植片由来の切片の分析は、ｍＡｂ８０６処置で見出されるネク
ローシスと同じ範囲を示さなかった。ｍＡｂ８０６またはＵ８７ＭＧ異種移植片処置した
コントロール由来の切片をまたＨ＆Ｅで染色し、そして２つの群の間に何の細胞生存性に
おける差異も無いことを明らかにし、さらに、ｍＡｂ８０６結合が、腫瘍の異種移植片内
の細胞生存性／ネクローシスの減少を誘導するという仮説を支持した。
【０２７１】
　Ｕ８７ＭＧ、Ｕ８７ＭＧ．Δ２－７およびＵ８７ＭＧ．ｗｔＥＧＦＲ異種移植片切片の
免疫組織化学的分析を実行して、ｍＡｂ８０６処置後のｄｅ２－７およびｗｔＥＧＦＲ発
現のレベルを決定した。切片を、上記のように２４日目と４２日目に収集し、そして５２
８抗体または８０６抗体で免疫染色した。予想どおり、５２８抗体は、処置された腫瘍と
コントロール腫瘍との間に明らかな強度の減少を伴なわずに全ての異種移植片切片が染色
された。Ｕ８７ＭＧ切片の染色は、ｍＡｂ８０６では検出不可能であったが、Ｕ８７ＭＧ
．Δ２－７およびＵ８７ＭＧ．ｗｔＥＧＦＲ異種移植片切片の陽性染色を観察した。コン
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トロールおよび処置されたＵ８７ＭＧ．Δ２－７、ならびにＵ８７ＭＧ．ｗｔＥＧＦＲ異
種移植片の間にｍＡｂ８０６染色強度の差異はなく、抗体処置は、ｄｅ２－７またはｗｔ
ＥＧＦＲ発現をダウンレギュレートしないことを示唆した。
【０２７２】
　（ｍＡｂ８０６を用いたＡ４３１異種移植片の処置）
　ｍＡｂ８０６の抗腫瘍効果がＵ８７ＭＧ細胞に制限されないことを実証するために、抗
体を、Ａ４３１異種移植片と共にマウスに投与した。これらの細胞は、増幅されたＥＧＦ
Ｒ遺伝子を含み、そして細胞あたり約２×１０６個のレセプターを発現する。上記のよう
に、ｍＡｂ８０６は、約１０％のこれらのＥＧＦＲおよび標的Ａ４３１異種移植片に結合
する。以前に記載された予防異種移植片モデルにおいて試験される場合、ＭＡｂ　８０６
は、Ａ４３１異種移植片の増殖を有意に阻害した（図１１Ａ）。１３日目、コントロール
動物を屠殺した場合に、平均腫瘍体積は、コントロール群について１３８５±１４７．５
４ｍｍ３、および１ｍｇの注射処置群（ｐ＜０．０００１）について２６０±６０．３３
ｍｍ３であった。
【０２７３】
　別の実験において、０．１ｍｇの用量のｍＡｂはまた、予防モデルにおけるＡ４３１異
種移植片の増殖を有意に阻害した。
【０２７４】
　予防Ａ４３１異種移植片モデルにおけるｍＡｂ８０６の効果を与え、確立された腫瘍異
種移植片の増殖を阻害するその能力を試験した。抗体処置は、腫瘍が、２０１±１９．０
９ｍｍ３の平均腫瘍体積に到達するまで開始しないことを除いて、予防モデルに記載され
るとおりであった。ｍＡｂ８０６は、確立された腫瘍異種移植片の増殖を優位に阻害した
（図１１Ｂ）。１３日目、コントロール動物を屠殺した場合に、平均腫瘍体積は、コント
ロール群について１１４２±１２０．０６ｍｍ３、および１ｍｇ注射群（ｐ＜０．０００
１）について４５１±６５．５８ｍｍ３であった。
【０２７５】
　要約すれば、本明細書中に記載されるｍＡｂ８０６を用いた治療研究は、Ｕ８７ＭＧ．
Δ２－７異種移植片増殖の用量依存性阻害を明らかに実証した。対照的に、親Ｕ８７ＭＧ
異種移植片の阻害は、これらが、インビボでｗｔＥＧＦＲを発現し続ける事実に関わらず
観察されなかった。ｍＡｂ８０６は、異種移植片の量を有意に減少するのみでなく、腫瘍
内の有意なネクローシスを誘導した。これは、神経膠腫異種移植片を発現するヒトｄｅ２
－７　ＥＧＦＲに対するインビボでの抗体の都合よい治療の使用を示す。
【０２７６】
　ＥＧＦＲの遺伝子増幅は、多数の異なる腫瘍において報告されており、そして約５０％
の神経膠腫において観察される（Ｖｏｌｄｂｅｒｇら、１９９７）。レセプター遺伝子増
幅によって媒介される実質的なＥＧＦＲ過剰発現は、細胞内シグナルおよび細胞増殖によ
って増加される増殖の利点を与え得る（Ｆｉｌｍｕｓら、１９８７）。ＥＧＦＲ遺伝子増
幅のプロセスを模倣する神経膠腫細胞を生成するために、Ｕ８７ＭＧ細胞を、ｗｔＥＧＦ
Ｒでトランスフェクトした。ｍＡｂ８０６での確立されたＵ８７ＭＧ．ｗｔＥＧＦＲ異種
移植片の処置は、有意な増殖阻害を生じた。従って、ｍＡｂ８０６はまた、ＥＧＦＲ遺伝
子の増幅を含む細胞に対するインビボでの抗腫瘍活性を媒介する。興味深いことに、Ｕ８
７ＭＧ．ｗｔＥＧＦＲ異種移植片のｍＡｂ　８０６阻害は、Ｕ８７ＭＧ．Δ２－７腫瘍で
観察されるよりも少ない効果を示す。これは、ｍＡｂ　８０６が、増幅されたＥＧＦＲに
対してより低い親和性を有し、そして細胞表面で発現される少い割合のレセプターのみに
結合するという事実を反映している。しかし、Ｕ８７ＭＧ．ｗｔＥＧＦＲ異種移植片容量
における少ない効果にも関わらず、ｍＡｂ　８０６処置が、これらの異種移植片内に大規
模なネクローシスをつくるということに、注意すべきである。この可能性を指摘するため
に、ｍＡｂ　８０６は、本発明者らが、Ａ４３１異種移植片に対するその効果を試験した
Ｕ８７ＭＧ由来細胞株の阻害のみを媒介する。これらの扁平上皮細胞癌由来の細胞株は、
有意なＥＧＦＲ遺伝子増幅を含み、これらはインビトロおよびインビボの両方で保持され
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る。ｍＡｂ８０６を用いたＡ４３１異種移植片の処置は、予防モデルおよび確立されたモ
デルの両方において、優位な増殖阻害を生じ、ｍＡｂ　８０６の抗腫瘍効果は、トランス
フェクトされたＵ８７ＭＧ細胞株に制限されないことを示す。
【０２７７】
　（実施例１１）
　（Ａ４３１異種移植片とｍＡｂ８０６およびＡＧ１４７８との併用治療処置）
　ＡＧ１４７８と組み合わせたｍＡｂ　８０６の抗腫瘍効果を、Ａ４３１異種移植片を伴
なうマウスにおいて試験した。ＡＧ１４７８（４－（３－クロロアニリノ）－６，７－ジ
メトキシキナゾリン）は、ＨＥＲ２－ｎｅｕおよび血小板由来の増殖因子レセプターキナ
ーゼに対する強力かつ選択的なＥＧＦＲキナーゼのインヒビターである（Ｃａｌｂｉｏｃ
ｈｅｍ、カタログ番号６５８５５２）。３つのコントロールが挙げられた：ビヒクルのみ
での処置、ビヒクル＋ｍＡｂ８０６のみでの処置、そしてビヒクル＋ＡＧ１４７８のみで
の処置。この結果は、図１２に例示される。０．１ｍｇのｍＡｂ８０６を、異種移植の１
日前、および異種移植の１日後、３日後、６日後、８日後、および１０日後に投与した。
４００μｇのＡＧ１４７８を、異種移植の０日後、２日後、４日後、７日後、９日後、お
よび１１日後に投与した。
【０２７８】
　単独で投与した場合、ＡＧ１４７８およびｍＡｂ８０６の両方が、有意な腫瘍体積の減
少を生じた。しかし、組み合わせることによって、腫瘍体積の減少が、大幅に増大した。
【０２７９】
　さらに、Ａ４３１細胞のＥＧＦＲへのｍＡｂ　８０６の結合を、ＡＧ１４７８の非存在
下および存在下で評価した。細胞を、無血清培地に一晩置き、次いでＡＧ１４７８で、３
７℃で１０分間処理し、ＰＢＳで２回洗浄し、次いで１％　Ｔｒｉｔｏｎに溶解させて、
溶解物を調製した。この溶解物を、本明細書中の実施例２０に記載されるとおりに調製し
た。次いで、溶解物を、ＥＬＩＳＡ（ＳｃｈｏｏｌｅｒおよびＷｉｌｅｙ，Ａｎａｌｙｔ
ｉｃａｌ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　２７７，１３５～１４２（２０００）によって記
載されるアッセイの改変バージョン）によって８０６の反応性について評価した。プレー
トを、ＰＢＳ／ＥＤＴＡ中の１０μｇ／ｍｌのｍＡｂ　８０６で、室温で一晩コーティン
グし、次いで２回洗浄した。次いで、プレートを、１０％の血清アルブミン／ＰＢＳを用
いて、３７℃で２時間ブロックし、そして２回洗浄した。１：２０の細胞溶解物を、１０
％血清アルブミン／ＰＢＳに３７℃で１時間添加し、次いで４回洗浄した。１０％血清ア
ルブミン／ＰＢＳ中の抗－ＥＧＦＲ（ＳＣ－０３（Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃ
ｈｎｏｌｏｇｙ　Ｉｎｃ．））を、室温で９０分間反応させ、プレートを４回洗浄し、そ
して１０％血清アルブミン／ＰＢＳ中の抗ウサギ－ＨＲＰ（無症候由来の場合１：２００
０）を室温で９０分間添加し、４回洗浄し、そしてＡＢＴＳを基質として用いて発色させ
た。ｍＡｂ８０６結合がＡＧ１４７８の量の増加の存在下で有意に増加することを見出し
た（図１３）。
【０２８０】
　（実施例１２）
　（ＥＧＦＲ状態について事前に分類されたヒト神経膠腫前駆型における免疫反応性）
　ＥＧＦＲ発現の高い発生率を与えて、神経膠腫における増幅および変異の詳細な免疫組
織化学的研究を、異種移植片以外の８０６個の腫瘍における特性を評価するために実行し
た。１６個の神経膠腫のパネルを、免疫組織化学によって分析した。１６個の神経膠腫の
パネルを、増幅された野生型ＥＧＦＲおよびｄｅ２－７ＥＧＦＲ発現の存在についてＲＴ
－ＰＣＲによって事前に分類した。これらの腫瘍のうち６個のみが、ｗｔＥＧＦＲ転写を
発現し、１０個は、ｗｔＥＧＦＲ遺伝子を増殖し、これらのうち５個は、野生型ＥＧＦＲ
転写のみを示し、そして５個は、野生型ＥＧＦＲとｄｅ２－７遺伝子転写の両方を示した
。免疫組織化学的分析を、組織学的スライドに塗布された新鮮な凍結組織の５ｍｍ切片を
用いて実行し、そして冷アセトンで１０分間固定した。結合した１次抗体を、ビオチン化
ホース抗マウス抗体に続くアビジン－ビオチン－複合体反応を用いて検出した。ジアミノ
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ベンジジンテトラヒドロクロリド（ＤＡＢ）を、色素原として使用した。組織における免
疫組織化学的反応の程度を、光学顕微鏡によって見積もり、そして以下のような２５％の
成分における免疫反応性細胞の数に従って、格付けした：
　病巣＝５％未満
　＋＝５～２５％
　＋＋＝２５～５０％
　＋＋＋＝５０～７５％
　＋＋＋＋＝７５％より上。
【０２８１】
　５２８抗体が、全ての腫瘍において強い反応性を示した一方で、ＤＨ８．３免疫染色を
、ｄｅ２－７ＥＧＦＲを発現する腫瘍に制限した（表２）。ＦＡＣＳおよびロゼッティン
グアッセイにおける事前の観察と一貫して、ｍＡｂ８０６は、非増幅ＥＧＦＲ遺伝子由来
のｗｔＥＧＦＲ転写物を発現する神経膠腫とは反応しなかった（表２）。ｍＡｂ８０６に
対する反応のパターンは、異種移植片研究において観察されたパターンと類似しており、
そしてこの抗体が、細胞表面で発言される場合、ｄｅ２－７ＥＧＦＲおよび増幅されたＥ
ＧＦＲを認識するが、ｗｔＥＧＦＲは認識しないことを再度示唆した。
【０２８２】
　（表２）
　（野生型ＥＧＦＲの存在について事前に分類された神経膠腫におけるＭＡｂ５２８、Ｄ
Ｈ８．３および８０６の免疫反応性、ならびに変異ｄｅ２－７およびその増幅状態につい
て）
【０２８３】
【表５】
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　（実施例１３）
　（正常組織におけるＥＧＦＲ免疫反応性）
　ｄｅ２－７　ＥＧＦＲが、正常組織において発現されるか否かを決定するために、ｍＡ
ｂ８０６およびＤＨ８．３についての免疫組織化学的研究を、２５個の組織において実行
した。ｄｅ２－７　ＥＧＦＲが正常組織に存在しないことを示唆する任意の試験された組
織において、ｍＡｂ８０６またはＤＨ８．３のいずれも強い免疫反応性を示さなかった（
表３）。上皮の表皮および粘性平滑細胞の基底細胞層に制限されたｍＡｂ８０６を用いた
扁桃におけるいくつかの生存可能な染色が存在する。胎盤において、栄養膜上皮の時折の
免疫染色を、観察した。興味深いことに、高い内因性レベルのｗｔＥＧＦＲを発現する２
つの組織（肝臓および皮膚）は、任意の有意なｍＡｂ８０６反応性を示し損なった。全て
の肝臓サンプルで反応性は観察されず、そして弱い不安定な病巣の反応性のみを、皮膚サ
ンプル中の基底のケラチノサイトおよび扁桃粘膜の平滑上皮細胞において時折（研究した
全てのサンプルの１０％未満）検出し、さらにこの抗体が、細胞の表面上で発現されるｗ
ｔＥＧＦＲに任意の有意な程度で結合しないことを実証した（表３）。全ての組織は、５
２８抗体で見られる普遍的な染色によって確証されたとおりｗｔＥＧＦＲについて陽性で
あった（表３）。
【０２８４】
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【表６】

　（実施例１４）
　（種々の腫瘍におけるＥＧＦＲ免疫反応性）
　他の腫瘍型におけるｄｅ２－７　ＥＧＦＲの程度を、１２個の異なる悪性疾患を用いて
試験した。５２８抗体は、黒色腫およびセミノーマを除く分析された多くの腫瘍において
しばしば相同性染色を示した。存在する場合、ＤＨ８．３免疫反応性を、時折の病巣の腫
瘍細胞に制限し、これらはこの検出系を用いて脳の外側の腫瘍におけるｄｅ２－７　ＥＧ
ＦＲ発現はほとんどないことを示した（表４）。血管の病巣の染色、およびいくつかの腫
瘍におけるＤＨ８．３抗体と結合性組織との可変性の拡散染色もまた、存在する（表４）
。この染色は、使用された抗体結合性に強く依存しており、そして非特異的なバックグラ
ウンド反応と考えられた。ｍＡｂ８０６は、６４％の頭部腫瘍および頸部腫瘍、ならびに
５０％の配癌において陽性染色を示した（表４）。３０％の場合において陽性である尿の
腫瘍を除く全ての部位でｍＡｂ８０６の反応性は、ほとんど存在しなかった。頭部癌およ
び頸部癌および肺癌は、ＤＨ８．３抗体について陰性であるため、これらの腫瘍において
ｍＡｂと共に見出される反応性は、ＥＧＦＲ遺伝子増幅と関連し得る。
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【０２８５】
【表７】

　（実施例１５）
　（ＥＧＦＲ状態に対して非選択のヒトグリア芽細胞腫における免疫反応性）
　ｍＡｂ８０６の独特の特異性を確認し、そして反応性を評価するために、これを、５２
８抗体およびＤＨ８．３抗体と、ＥＧＦＲ状態に対して予備選択されていない４６のグリ
ア芽細胞腫のパネルにおいて比較した。この５２８抗体は、２つ（Ｎｏ．２７およびＮｏ
．２９）を除く全てのサンプルにおいて強力にかつ同質にポジティブである（４４／４６
、９５．７％）。これら２つの場合はまた、ｍＡｂ８０６およびｍＡｂ　ＤＨ８．３に対
してもネガティブであった。ｍＡｂ８０６は、２７／４６（５８．７％）のケースにおい
てポジティブであり、そのうちの２２ケースは、５０％より多くの腫瘍において同質の免
疫反応性を示した。ＤＨ８．３抗体は、１５／４６（３２．６％）のグリア芽細胞腫にお
いてポジティブであり、そのうちの９つは同質の免疫反応性を示した。これらの非選択の
腫瘍の免疫組織化学染色を、表５に示す。
【０２８６】
　１つの場合（Ｎｏ．３５）を除く全ての場合において、ｍＡｂ８０６とＤＨ８．３との
間に一致性が存在した。
【０２８７】
　ＥＧＦＲ増幅の存在についての分子的分析を、４４ケースにおいて行った（表５）。こ
れらのうち、３０ケースは、以前に確立されたｍＡｂ８０６の免疫反応性の様式と同型を
示した（ｃｏ－ｔｙｐｅ）：例えば、１６のｍＡｂ８０６ネガティブなケースは、ＥＧＦ
Ｒ増幅を全く示さず、そして１４のＥＧＦＲが増幅したケースもまた、ｍＡｂ８０６免疫
ポジティブだった。しかし、８０６免疫反応性を示した１３のケースは、ＥＧＦＲ増幅に
ついてはネガティブであり、一方で１つのＥＧＦＲが増幅したケースは、ｍＡｂ８０６ネ
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分析は、以下に記載され、そしてＥＧＦＲ増幅についてネガティブであり、かつ８０６に
よって認識される、１３のケースの大部分についての説明を提供する。
【０２８８】
　引き続いて、ＲＴ－ＰＣＲによって欠失変異の分子的分析を、４１／４６のケースに対
して実施した（表５）。これらのうち、３４ケースは、欠失変異に特異的なＤＨ８．３と
同型を示した：１２ケースは、ＲＴ－ＰＣＲおよび免疫組織化学の両方においてポジティ
ブであり、そして２２ケースはネガティブ／ネガティブであった。３つのケース（＃２、
＃３４、＃４０）は、欠失変異についてＤＨ８．３ポジティブ／ＲＴ－ＰＣＲネガティブ
であり、そして３つのケース（＃１２、＃１８、＃３９）は、ＤＨ８．３ネガティブ／Ｒ
Ｔ－ＰＣＲポジティブであった。本発明者らの以前の特異性の分析に基づいて予想された
通り、ｍＡｂ８０６の免疫反応性が、１つのケース（＃３５）を除く全てのＤＨ８．３ポ
ジティブな組織において、観察された。
【０２８９】
　ケース＃３もまた、変異を示した（表５においてＡ２と記される）、これは、ｄｅ２－
７変異の配列を含むが、このことは、８０１塩基の消失している古典的なｄｅ２－７欠失
であるようではなかった（データは示さず）。このケースは、ＤＨ８．３反応性について
ネガティブであったが、８０６と反応性を示し、このことは、８０６がさらなる可能性の
ある独特のＥＧＦＲ変異を認識し得ることを示す。
【０２９０】
　（表５）
　（ｍＡｂ５２８、ｍＡｂ８０６およびｍＡｂ　ＤＨ８．３を用いた、４６の非選択のグ
リア芽細胞腫の免疫組織化学分析）
【０２９１】
【表８】
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＊Ｎ＝増幅していない、Ａ－増幅した
＋ＷＴ＝野生型、５’－ｍｕｔ
ｎｄ＝非実施
　８０６抗体の反応性は、１９／２７のケースまたは７０％を越えるケースにおいて、増
幅したＥＧＦＲまたはｄｅ２－７変異ＥＧＦＲと同型を示した。これらの８ケースのうち
の２ケースはまた、ＤＨ８．３反応性であったことに注目するべきである。
【０２９２】
　（実施例１６）
　（頭蓋内神経膠腫腫瘍の組織的処置および分析）
　抗ΔＥＧＦＲモノクローナル抗体ｍＡｂ８０６の効率を試験するために、本発明者らは
、頭蓋内ΔＥＧＦＲ過剰発現グリーマ異種移植片を有するヌードマウスを、ｍＡｂ８０６
、アイソタイブコントロールＩｇＧまたはＰＢＳの頭蓋内注入で処置した。
【０２９３】
　ヒト神経膠腫細胞株Ｕ８７ＭＧ、ＬＮ－Ｚ３０８およびＡ１２０７（Ｄｒ．Ｓ．Ａａｒ
ｏｎｓｏｎ，Ｍｏｕｎｔ　Ｓｉｎａｉ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒ
ｋ，ＮＹより供与）を、ΔＥＧＦＲウイルス、キナーゼ欠損ΔＥＧＦＲ（ＤＫ）ウイルス
、または野生型ＥＧＦＲ（ｗｔＥＧＦＲ）ウイルスで感染させた。同程度に高いレベルの
ＥＧＦＲを発現する集団を、蛍光活性化セルソーティングによって選択し、そしてそれぞ
れ、Ｕ８７ＭＧ．ΔＥＧＦＲ、Ｕ８７ＭＧ．ＤＫ、Ｕ８７ＭＧ．ｗｔＥＧＦＲ、ＬＮ－Ｚ
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３０８．ΔＥＧＦＲ、ＬＮ－Ｚ３０８．ＤＫ、ＬＮ－Ｚ３０８．ｗｔＥＧＦＲ、Ａ１２０
７．ΔＥＧＦＲ、Ａ１２０７．ＤＫおよびＡ１２０７．ｗｔＥＧＦＲと称する。各々をＧ
４１８（Ｕ８７ＭＧ細胞株、４００μｇ／ｍｌ；ＬＮ－Ｚ３０８細胞株およびＡ１２０７
細胞株、８００μｇ／ｍｌ）を含む培地中で維持した。
【０２９４】
　Ｕ８７ＭＧ．ΔＥＧＦＲ細胞をヌードマウスに頭蓋内移植し、そして同日に処置を開始
した。５μｌのＰＢＳ中の１０５個の細胞をヌードマウスの脳の右線条体中に移植した。
ｍＡｂ８０６、またはＩｇＧ２ｂアイソタイプコントロールを用いる全身処置を、移植後
０日～１４日に、１日おきに容量１００μｌ中ので１ｍｇのｍＡｂの腹腔内注入によって
行った。頭蓋内Ｕ８７ＭＧ．ΔＥＧＦＲ腫瘍の直接的な治療のために、１０μｇのｍＡｂ
８０６、またはＩｇＧ２ｂアイソタイブコントロールを、容量５μｌで、第１日に開始し
て５日間、１日おきに、腫瘍注入部位に注入した。
【０２９５】
　ＰＢＳまたはアイソタイブコントロールＩｇＧで処置した動物は、１３日の生存中央値
を有し、一方ではｍＡｂ８０６で処置したマウスは、２１日までの生存中央値の６１．５
％の増加を有した（Ｐ＜０．００１）。
【０２９６】
　腫瘍確立後、移植後３日のマウスの処置はまた、コントロール群と比較して、ｍＡｂ８
０６処置動物の生存中央値を４６．１％（１３日～１９日；ｐ＜０．０１）延長した。
【０２９７】
　これらのｍＡｂ８０６の抗腫瘍効果がＵ８７ＭＧ．ΔＥＧＦＲ異種移植片に対して延長
するかどうかを決定するために、同様の処置を、ＬＮ－Ｚ３０８．ΔＥＧＦＲおよびＡ１
２０７．ΔＥＧＦＲの他の神経膠腫細胞異種移植片を有する動物に施行した。ＬＮ－Ｚ３
０８．ΔＥＧＦＲ異種移植片を有するマウスのｍＡｂ８０６処置の生存中央値を、コント
ロールについての１９日から５８日に延長した（Ｐ＜０．００１）。注目すべきは、ｍＡ
ｂ８０６処置動物の８匹のうち４匹が、６０日を越えて生存したことである。Ａ１２０７
．ΔＥＧＦＲ異種移植片を有する動物の生存中央値をまた、コントロールについての２４
日から２９日に延長した（Ｐ＜０．０１）。
【０２９８】
　（ｍＡｂ８０６処置は、ΔＥＧＦＲ過剰発現脳腫瘍の増殖を阻害する）
　Ｕ８７ＭＧ．ΔＥＧＦＲ異種移植片およびＬＮ－Ｚ３０８．ΔＥＧＦＲ異種移植片を有
するマウスを、それぞれ９日および１５日に安楽死させた。腫瘍切片を組織病理学的に分
析して、そして腫瘍容量を決定した。動物の生存について観察された結果と一致して、ｍ
Ａｂ８０６処置は、Ｕ８７ＭＧ．ΔＥＧＦＲのおよそ９０％までの容量を有意に低減し（
Ｐ＜０．００１）、そしてＬＮ－Ｚ３０８．ΔＥＧＦＲは、コントロール群のものと比較
して、９５％より多くの異種移植片を低減した（Ｐ＜０．００１）。同様の結果を、Ａ１
２０７．ΔＥＧＦＲ腫瘍を有する動物について得た（６５％容量の低減、Ｐ＜０．０１）
。
【０２９９】
　（ｍＡｂ８０６での腫瘍内処置は、Ｕ８７ＭＧ．ΔＥＧＦＲ脳腫瘍を有するマウスの生
存を延長する）
　Ｕ８７ＭＧ．ΔＥＧＦＲ異種移植片の処置に対する、ｍＡｂ８０６の直接的腫瘍内注入
の有効性もまた、決定した。移植後１日に、ｍＡｂ８０６またはアイソタイプコントロー
ルＩｇＧの腫瘍内注入を動物に施した。コントロールの動物は、１５日間生存し、一方で
ｍＡｂ８０６処置したマウスは、１８日間生存し続けた（Ｐ＜０．０１）。ｍＡｂ８０６
の腫瘍内処置はいくらか有効であるが、複数回の頭蓋内注入の困難さ、および感染のリス
クの増大を伴う。従って、本発明者らは、さらなる研究のために全身処置に着目した。
【０３００】
　（ｍＡｂ８０６処置は、Ｕ８７ＭＧ．ｗｔＥＧＦＲ頭蓋内異種移植片を有するマウスの
生存を僅かに延ばすが、Ｕ８７ＭＧ頭蓋内異種移植片を有するマウスもＵ８７ＭＧ．ＤＫ
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頭蓋内異種移植片を有するマウスも、生存を延ばさない）
　ｍＡｂ８０６による増殖阻害がΔＥＧＦＲを発現する腫瘍に選択的であるかどうかを決
定するために、本発明者らはＵ８７ＭＧ、Ｕ８７ＭＧ．ＤＫ（キナーゼ欠損ΔＥＧＦＲ）
およびＵ８７ＭＧ．ｗｔＥＧＦＲの脳異種移植片を有する動物を処置した。ｍＡｂ８０６
処置は、低レベルの内在性の野生型ＥＧＦＲ（ｗｔＥＧＦＲ）を発現するＵ８７ＭＧ腫瘍
を移植されたマウスの生存も、低レベルの内在性ｗｔＥＧＦＲに加えて、キナーゼ欠損Δ
ＥＧＦＲを過剰発現するＵ８７ＭＧ．ＤＫ異種移植片を有する動物の生存も、延ばさなか
った。ｍＡｂ８０６処置は、ｗｔＥＧＦＲを過剰発現するＵ８７ＭＧ．ｗｔＥＧＦＲ腫瘍
を有するマウスの生存を僅かに延ばした（Ｐ＜０．０５、コントロール群に対して、生存
中央値２３日　対　２６日）。
【０３０１】
　（ｍＡｂ８０６の反応性は、インビボの抗腫瘍効果と相関がある）
　異なるレベルのＥＧＦＲまたは異なる型のＥＧＦＲを発現する腫瘍に対する、ｍＡｂ８
０６の異なる効果を理解するために、本発明者らは、ＦＡＣＳ分析によって種々の腫瘍細
胞とのｍＡｂ８０６の反応性を決定した。以前の報告と一致して、抗ＥＧＦＲモノクロー
ナル抗体５２８は、ΔＥＧＦＲおよびｗｔＥＧＦＲの両方を認識し、そしてＵ８７ＭＧ細
胞と比較して、Ｕ８７ＭＧ．ΔＥＧＦＲ細胞に対してより強い染色を実証した。対照的に
、抗体ＥＧＦＲ．１は、Ｕ８７ＭＧ．ΔＥＧＦＲ細胞がＵ８７ＭＧ細胞と同程度に弱い反
応性であったので、ｗｔＥＧＦＲと反応したが、ΔＥＧＦＲとは反応しなかった。このＥ
ＧＦＲ．１抗体は、Ｕ８７ＭＧ．ｗｔＥＧＦＲ細胞がｗｔＥＧＦＲを過剰発現していたの
で、Ｕ８７ＭＧ細胞よりもより強力にＵ８７ＭＧ．ｗｔＥＧＦＲと反応した。ｍＡｂ８０
６は、Ｕ８７ＭＧ．ΔＥＧＦＲ細胞およびＵ８７ＭＧ．ＤＫ細胞と強力に反応し、そして
Ｕ８７ＭＧ細胞とは反応しないが、Ｕ８７ＭＧ．ｗｔＥＧＦＲとは弱く反応した。このこ
とは、ｍＡｂ８０６が、過剰発現したｗｔＥＧＦＲに対して弱い交差活性を有するΔＥＧ
ＦＲに対して選択的であることを示す。Ｕ８７ＭＧ．ｗｔＥＧＦＲとの反応性のこのレベ
ルは、抗体処置によって媒介される生存延長に対して、量的および質的に類似であった。
【０３０２】
　本発明者らはさらに、免疫沈降によってｍＡｂ８０６の特異性を決定した。種々の細胞
株におけるＥＧＦＲを、抗体５２８、ＥＧＦＲ．１およびｍＡｂ８０６を用いて免疫沈降
した。次いで、電気泳動によって分離されたタンパク質をブロットを、抗ＥＧＦＲ抗体Ｃ
１３（これは、ｗｔＥＧＦＲならびにΔＥＧＦＲおよびＤＫを認識する）を用いて探索し
た。ＦＡＣＳ分析と一致して、抗体５２８はｗｔＥＧＦＲおよび変異レセプターを認識し
、一方で抗体ＥＧＦＲ．１は、ｗｔＥＧＦＲと反応したが、変異種とは反応しなかった。
さらに、Ｕ８７ＭＧ．ΔＥＧＦＲ細胞およびＵ８７ＭＧ．ＤＫ細胞における変異レセプタ
ーのレベルは、Ｕ８７ＭＧ．ｗｔＥＧＦＲ細胞におけるｗｔＥＧＦＲのレベルに合致した
。しかし、抗体ｍＡｂ８０６は、Ｕ８７ＭＧ．ΔＥＧＦＲ細胞およびＵ８７ＭＧ．ＤＫ細
胞から沈殿した大量の変異レセプターと比較して、Ｕ８７ＭＧ．ｗｔＥＧＦＲ細胞溶解物
からの少量のｗｔＥＧＦＲのみを沈殿可能であり、そしてＵ８７ＭＧ細胞からは検出可能
な量は沈殿出来なかった。まとめると、これらのデータは、ｍＡｂ８０６が、細胞表面に
過剰発現される場合にのみｗｔＥＧＦＲの小さな画分中にも存在する、ΔＥＧＦＲにおけ
るエピトープを認識することを示唆する。
【０３０３】
　（ｍＡｂ８０６処置は、Ｕ８７ＭＧ．ΔＥＧＦＲ脳腫瘍において、ΔＥＧＦＲの自己リ
ン酸化を低減し、そしてＢｃｌ．ＸＬの発現を下方制御する）
　本発明者らは、次に、ｍＡｂ８０６による増殖阻害の背景にある機構を調査した。構成
的に活性なキナーゼ活性およびΔＥＧＦＲのカルボキシル末端の自己リン酸化は、生物学
的機能に必須であるので、本発明者らは、処理された動物およびコントロール動物由来の
腫瘍において、ΔＥＧＦＲリン酸化状態を決定した。レセプターのレベルは、ｍＡｂ８０
６処置した異種移植片において僅かに減少するのみであったが、ｍＡｂ８０６処置は、Δ
ＥＧＦＲ自己リン酸化を劇的に低減することを見出した。本発明者らは以前に、レセプタ
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ーの自己リン酸化が、ΔＥＧＦＲ過剰発現腫瘍のアポトーシスを低減することに重要な役
割を有する抗アポトーシス遺伝子Ｂｃｌ－ＸＬを上方制御することを示した。従って、本
発明者らは、次に、Ｂｃｌ－ＸＬの発現に対するｍＡｂ８０６の効果を決定した。ｍＡｂ
８０６処置動物からのΔＥＧＦＲ腫瘍は、実際に、Ｂｃｌ－ＸＬの低下したレベルを示し
た。
【０３０４】
　（Ｕ８７ＭＧ．ΔＥＧＦＲ腫瘍において、ｍＡｂ８０６処置は、増殖および脈管新生を
低下し、そしてアポトーシスを増大させる）
　ｍＡｂ８０６処置によって生じるインビボ抑制およびレセプターシグナル伝達に対する
その生化学的効果を考えて、本発明者らは、コントロールまたは処置したマウス由来の腫
瘍の増殖速度を決定した。ｍＡｂ８０６処置した腫瘍のＫｉ－６７染色によって測定する
増殖指標は、コントロール腫瘍の指標よりも有意に低かった（Ｐ＜０．００１）。更に、
ＴＵＮＥＬ染色を介したアポトーシス指標の分析は、コントロール腫瘍と比較して、ｍＡ
ｂ８０６処置した腫瘍におけるアポトーシス細胞の数の有意な増加を実証した（Ｐ＜０．
００１）。腫瘍の血管新生の範囲をまた、ＣＤ３１に対する処置種およびコントロール種
由来の腫瘍の免疫染色によって分析した。腫瘍の血管新生を定量するために、微小血管の
領域（ＭＶＡ）を、コンピューター処理の画像解析を使用して測定した。ｍＡｂ８０６処
置した腫瘍は、コントロール腫瘍よりも３０％未満のＭＶＡを示した（Ｐ＜０．００１）
。レセプターと抗体との間の相互作用が炎症応答を導き得るかどうかを理解するために、
本発明者らは、マクロファージマーカーのＦ４／８０、およびＮＫ細胞マーカーのアシア
ロＧＭ１について腫瘍切片を染色した。マクロファージは、腫瘍マトリクス全体で認識さ
れ、そして特にｍＡｂ８０６処置したＵ８７ＭＧ．ΔＥＧＦＲ腫瘍の周囲の辺りに蓄積し
た。本発明者らは、腫瘍中および腫瘍周辺に浸潤した、僅かなＮＫ細胞、およびｍＡｂ８
０６処置とアイソタイプコントロール腫瘍との間に有意な差異のないことを観察した。
【０３０５】
　（実施例１７）
　（ｍＡｂ８０６およびｍＡｂ５２８を用いる併用治療）
　この研究が理解戴けてますか？この実施例は、他の前記の実施例とはいくらか異なる形
式である。
【０３０６】
　本明細書中に記載される実験は、本発明に従う抗体の効果を決定するために設計された
、インビボ研究を記載する。
【０３０７】
　メスのヌードマウス（４～６週齢）を実験動物として使用した。マウスは、各々の腹側
部において３×１０６個の腫瘍細胞の皮下（ｓｕｂｓｃｕｔａｎｅｏｕｓ）接種を受けた
。この動物は、Ｕ８７ＭＧ．Ｄ２－７、Ｕ８７ＭＧ．ＤＫ、またはＡ４３１細胞のいずれ
か（こららの全ては前出に記載されている）を受けた。治療は、腫瘍が十分な大きさに成
長した時に開始した。
【０３０８】
　次いでマウスは、（ｉ）リン酸緩衝化生理食塩水、（ｉｉ）ｍＡｂ８０６（１回の注入
当たり０．５ｍｇ）、（ｉｉｉ）ｍＡｂ５２８（１回の注入当たり０．５ｍｇ）または（
ｉｖ）両方のｍＡｂの併用、のうちの１つの注入を受けた。「（ｉｖ）」に関して、異な
る群のマウスが、各ｍＡｂの１回の注入当たり０．５ｍｇ、または各ｍＡｂの１回の注入
当たり０．２５ｍｇを受けた。
【０３０９】
　試験したマウスの第１群は、Ｕ８７ＭＧ．Ｄ２－７の注入を受けた群であった。この処
置プロトコルは、接種後９日に開始し、そして１週当たり３回を２週間続けた（すなわち
、これらの動物に、細胞の注入を受けた後、９日、１１日、１３日、１６日、１８日およ
び２０日に接種した）。処置プロトコルの開始時に、平均腫瘍直径は１１５ｍｍ３だった
。各群は、５０匹のマウスを含み、各々は２つの腫瘍を有した。
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　抗体（各々、１回の注入当たり０．５ｍｇ）の併用を受けたマウスの群内で、３つの完
全な退行があった。他の全ての群においては退行は全くなかった。図１８Ａは、結果を図
示する。
【０３１１】
　マウスの第２群においては、１回の注入当たり各抗体０．２５ｍｇを含む併用治療を除
き、注入された物質は同一である。この注入を、細胞接種後１０日、１２日、１４日、１
７日、１９日および２１日に、施した。治療の開始時点で、平均腫瘍サイズは１１４ｍｍ
３であった。結果を図１８Ｂに示す。
【０３１２】
　マウスの第３群は、Ｕ８７ＭＧ．ＤＫの接種を受けた。治療剤の注入を、細胞の接種後
１８日に開始し、そして２０日、２２日、２５日、２７日および２９日まで続けた。処置
開始時の平均腫瘍サイズは、１０７ｍｍ３だった。図１８Ｃは、結果の要約を示す。治療
剤の注入は、第１群における注入と同一だった。
【０３１３】
　最後に、マウスの第４群は、Ａ４３１細胞で接種されて、接種後８日、１０日、１２日
および１４日に、群Ｉおよび群ＩＩＩにおける注入と同じ注入を受けた。開始時点で、平
均腫瘍サイズは７１ｍｍ３だった。結果を図１８Ｄに示す。
【０３１４】
　これらの結果は、併用の抗体治療が腫瘍を低減させることにおいて相乗効果を示したこ
とを示す。図１８Ａを参照のこと。同様の効果は、図１８Ｂにより、より低い用量で見ら
れ、このことは、この効果が投薬レベルのみに起因するのではないことを示唆する。
【０３１５】
　併用治療は、Ｕ８７ＭＧ．ＤＫの増殖を阻害しなかった（図１８Ｃ）。このことは、抗
体の免疫機能が、図１８Ａおよび図１８Ｂにおいて見られる低下の原因ではないことを示
した。
【０３１６】
　図１８Ｄに示されるように、併用治療はまた、Ａ４３１腫瘍に対する相乗的な有効性を
提示し、４用量が６０％の完全な応答比率を導いたことが、注目される。これらのデータ
は、ｍＡｂ８０６によって認識されるＥＧＦＲ分子が、５２８によって阻害されるＥＧＦ
Ｒ分子とは機能的に異なることを示唆する。
【０３１７】
　（参考文献）
【０３１８】
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　（実施例１８）
　（ＤＥ２－７上皮細胞増殖因子レセプター（ＥＧＦＲ）に対して特異的な新規のモノク
ローナル抗体は、ＥＧＲＦ遺伝子増幅を含有する細胞において発現されるＥＧＦＲもまた
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認識する）
　以下の実験は、Ｊｏｈｎｓら（２００２）Ｉｎｔ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ，９８、および同
時継続中の出願番号第６０／３４２、２５８号（２００１年１２月２１日出願）（この両
方の開示の全体が、本明細書において、適切な場合、本明細書中の図に相互参照される参
考として援用される）において提示される。モノクローナル抗体ｍＡｂ８０６を研究して
、そしてＥＧＦレセプターに関する結合特性に関係する追加データを得た。これは本明細
書中の前の方に提示されるデータに追加して、そしてそれらの実証である。従って、以下
の提示は特許出願および対応する刊行物において記載される、概要および物質を示す。
【０３１９】
　モノクローナル抗体（ＭＡｂ８０６）は、潜在的に、腫瘍細胞の表面上に発現したＥＧ
ＦＲを標的化することに関連する困難さを打開する。ＭＡｂ８０６は、ｄｅ２－７ＥＧＦ
ＲでトランスフェクションされたＵ８７ＭＧ神経膠腫細胞（Ｕ８７ＭＧ．Δ２－７）に高
親和性（約１×１０９Ｍ－１）で結合したが、野生型ＥＧＦＲを発現する親細胞には結合
しなかった。この観察と一致して、ＭＡｂ８０６は細胞外ドメインを含む野生型ＥＧＦＲ
の可溶性バージョンに結合し得ない。対照的に、この細胞外ドメインのＥＬＩＳＡプレー
トへの固定化は、ＭＡｂ８０６の飽和かつ用量応答性の結合を導き、このことはＭＡｂ８
０６が特定の条件下で野生型ＥＧＦＲに結合し得ることを示唆する。ＭＡｂ８０６はまた
、ＥＧＦＲ遺伝子増幅に起因して多量のＥＧＦＲを発現するＡ４３１細胞の表面に結合し
た。興味深いことに、ＭＡｂ８０６は、Ａ４３１細胞により発現される総ＥＧＦＲ分子の
１０％のみを認識し、そして結合親和性はｄｅ２－７ＥＧＦＲについて決定された親和性
よりも低かった。ＭＡｂ８０６は、Ｕ８７ＭＧ．Δ２－７異種移植片を特異的に標的化し
、そしてＡ４３１異種移植片は、注入後８ｈに検出されるＵ８７ＭＧ．Δ２－７異種移植
片におけるピークレベルで、ヌードマウスにおいて増殖した。親のＵ８７ＭＧ異種移植片
の特異的な標的化は、観察されなかった。Ｕ８７ＭＧ．Δ２－７細胞への結合の後、ＭＡ
ｂ８０６をマクロビノサイトーシス（ｍａｃｒｏｐｉｎｏｃｙｔｏｓｉｓ）により直ちに
内部移行させて、続いてリポソームに輸送した（初期の標的化ピークに貢献する可能性の
あるプロセスが、異種移植片において観察された）。従って、ＭＡｂ８０６を使用して、
ＥＧＦＲ遺伝子増幅またはｄｅ２－７ＥＧＦＲを含む腫瘍細胞を標的化し得るが、これは
細胞表面に発現されない場合、野生型ＥＧＦＲには結合しない。
【０３２０】
　上記に論じられるように、ＭＡｂ８０６はｄｅ２－７ＥＧＦＲに特異的であるが、特有
の接合部ペプチドからは明確に識別可能なエピトープに結合する。興味深いことに、ＭＡ
ｂ８０６は神経膠腫細胞の細胞表面上に発現される野生型ＥＧＦＲを認識しなかったが、
これはＥＬＩＳＡプレート表面に固定された野生型ＥＧＦＲの細胞外ドメインに実際に結
合した。さらに、ＭＡｂ８０６は、ＥＧＦＲ遺伝子の増幅を有するが、ｄｅ２－７ＥＧＦ
Ｒを発現しない、Ａ４３１細胞の表面に結合した。従って、本発明者らの結果は、変異し
たレセプターを共発現する腫瘍が依然として好ましい標的化を示すが、ＭＡｂ８０６を使
用して、腫瘍のｄｅ２－７ＥＧＦＲの状態に関係なく、増幅されたＥＧＦＲを有する腫瘍
を特異的に標的化し得ることが、可能である。ＭＡｂ８０６は遺伝子増幅の非存在下にお
いて野生型レセプターに結合しないので、現在開発されているＥＧＦＲ抗体（１８、１９

）に関係する潜在的な問題である、正常組織における取り込みは存在しない。
【０３２１】
　（材料および方法）
　（ＭＡｂおよび細胞株）
　Ｕ８７ＭＧ星状細胞腫細胞株は、先に詳細に記載されている２０。この細胞株を、ｄｅ
２－７　ＥＧＦＲを含むレトロウイルスで感染し、Ｕ８７ＭＧ．Δ２－７細胞株を生成し
た。１０のヒト扁平上皮癌腫Ａ４３１細胞を、ＡＴＣＣ（Ｒｏｃｋｖｉｌｌｅ、ＭＤ）か
ら得た。これらの細胞株を、１０％ＦＣＳ（ＣＳＬ、Ｍｅｌｂｏｕｒｎｅ、Ａｕｓｔｒａ
ｌｉａ）で補填したＧｌｕｔａＭＡＸＴＭ（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、Ｍｅ
ｌｂｏｕｒｎｅ、Ａｕｓｔｒａｌｉａ）とともにＤＭＥＭ／Ｆ－１２中で培養した。任意
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の公知のＥＧＦＲ関連分子を発現しない、マウスｐｒｏ－Ｂ細胞株ＢａＦ／３を、上記の
ように、ｄｅ２－７　ＥＧＦＲでトランスフェクトした。ＤＨ８．３抗体（ＩｇＧ１）は
先に記載されており、そしてｄｅ２－７　ＥＧＦＲ中で見出される特有の接合部ペプチド
を用いたマウスの免疫化の後に得た１６。ＭＡｂ　８０６（ＩｇＧ２ｂ）は、ｄｅ２－７
　ＥＧＦＲでトランスフェクトしたＮＲ６マウス線維芽細胞を用いたマウスの免疫化の後
に産生された。それは、さらなる特徴付けのために選択され、血球凝集アッセイは、ＮＲ
６．ΔＥＧＦＲ細胞に対しで高い力価を、しかしＮＲ６．ｗｔＥＧＦＲ細胞に対しては低
バックグラウンドを示した。ｄｅ２－７および野生型ＥＧＦＲの両方を認識する５２８抗
体は、先に記載され２１、そしてＡＴＣＣから得たハイブリドーマを用い、Ｂｉｏｌｏｇ
ｉｃａｌ　Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　Ｆａｃｉｌｉｔｙ（Ｌｕｄｗｉｇ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔ
ｅ　ｆｏｒ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ、Ｍｅｌｂｏｕｒｎｅ）において生産され
た。ＥＧＦＲのＣＯＯＨ末端ドメインに対して惹起されたポリクローナル抗体ｓｃ－０３
は、Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ、ＣＡ
）から購入した。
【０３２２】
　（その他の試薬）
　野生型ＥＧＦＲの組換細胞外ドメイン（アミノ酸１－６２１）（ｓＥＧＦＲ）は、先に
記載２２のように生産された。ｄｅ２－７　ＥＧＦＲからのビオチン化された特有の接合
部ペプチド（ビオチン－ＬＥＥＫＫＧＮＹＶＶＴＤＨ）は、標準的なＦｍｏｃ化学により
合成し、そして純度（＞９６％）は、逆相ＨＰＬＣおよび質量スペクトル分析（Ａｕｓｐ
ｅｐ、Ｍｅｌｂｏｕｒｎｅ、Ａｕｓｔｒａｌｉａ）により決定した。
【０３２３】
　（ＦＡＣＳ分析）
　細胞を、関係する抗体（１０μｇ／ｍｌ）、次にフルオレセイン結合体化ヤギ抗マウス
ＩｇＧ（１：１００希釈；Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ）で標識し
た。ＦＡＣＳデータを、Ｃｏｕｌｔｅｒ　Ｅｐｉｃｓ　Ｅｌｉｔｅ　ＥＳＰ上で、最小５
，０００事象を観察することにより得、そしてＷｉｎｄｏｗｓ（登録商標）用のＥＸＰＯ
（ｖｅｒｓｉｏｎ　２）を用いて分析した。
【０３２４】
　（ＥＬＩＳＡアッセイ）
　２つのタイプのＥＬＩＳＡを用いて抗体の特異性を決定した。第１のアッセイでは、プ
レートをＳｅｇｆｒ（０．１Ｍ炭酸緩衝液ｐＨ９．２中で１０μｇ／ｍｌ）で２時間コー
トし、そして次にＰＢＳ中の２％ヒト血清アルブミン（ＨＳＡ）でブロックした。抗体を
、リン酸緩衝化生理食塩水（ＰＢＳ）中の２％ＨＳＡ中、漸増濃度で、ウェルに添加した
（３連で）。結合した抗体は、基質としてＡＢＴＳ（Ｓｉｇｍａ、Ｓｙｄｎｅｙ、Ａｕｓ
ｔｒａｌｉａ）を用い、西洋ワサビペルオキシダーゼ結合体化ヒツジ抗マウスＩｇＧ（Ｓ
ｉｌｅｎｕｓ、Ｍｅｌｂｏｕｒｎｅ、Ａｕｓｔｒａｌｉａ）により検出し、そして４０５
ｎｍで吸光度を測定した。第２のアッセイでは、ビオチン化ｄｅ２－７特異的ペプチドを
、ストレプトアビジン（Ｐｉｅｒｃｅ、Ｒｏｃｋ－ｆｏｒｄ、Ｉｌｌｉｎｏｉｓ）でプレ
コートしたＥＬＩＳＡプレートに結合させた。抗体は、第１のアッセイにおけるように結
合および検出した。
【０３２５】
　（Ｓｃａｔｃｈａｒｄ分析）
　抗体を、クロラミンＴ法により、１２５Ｉ（Ａｍｒａｄ、Ｍｅｌｂｏｕｒｎｅ、Ａｕｓ
ｔｒａｌｉａ）で標識し、そして免疫反応性をＬｉｎｄｍｏアッセイにより測定した２３

。すべての結合アッセイは、１％ＨＳＡ／ＰＢＳ中で、１～２×１０６生存Ｕ８７ＭＧ．
Δ２－７細胞またはＡ４３１細胞に対し、９０分間４℃で穏やかに回転して実施した。１
０ｎｇ／ｍｌの１２５Ｉ標識抗体の設定濃度を、漸増濃度の適切な非標識抗体の存在下で
用いた。非特異的結合は、非標識抗体の１０，０００倍過剰の存在下で測定した。１２５

Ｉ－放射標識ＭＡｂ　８０６またはＤＨ８．３抗体のいずれも親Ｕ８７ＭＧ細胞に結合し
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なかった。インキュベーションが終了した後、細胞を洗浄し、そしてＣＯＢＲＡ　ＩＩγ
カウンター（Ｐａｃｋａｒｄ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ　Ｃｏｍｐａｎｙ、Ｍｅｒｉｄｅｎ
、ＣＴ）を用い、結合した１２５Ｉ－標識抗体についてカウントした。Ｓｃａｔｃｈａｒ
ｄ分析は、免疫反応性の補正の後に行った。
【０３２６】
　（内在化アッセイ）
　Ｕ８７ＭＧ．Δ２－７細胞を、ＭＡｂ　８０６またはＤＨ８．３抗体のいずれか（１０
μｇ／ｍｌ）と１時間ＤＭＥＭ中４℃でインキュベートした。洗浄後、細胞を３７℃に予
め暖められたＤＭＥＭに移し、そして３７℃でのインキュベーションの後、種々の時点で
アリコートを採取した。内在化（インターナリゼーション）を、氷冷洗浄緩衝液（１％Ｈ
ＳＡ／ＰＢＳ）中でアリコートを直ちに洗浄することにより停止した。時間経過の終了時
、細胞を上記のようにＦＡＣＳによって染色した。内在化のパーセントは、以下の式を用
いてゼロ時間に対する種々の時点における表面抗体染色を比較することにより算出した：
内在化抗体のパーセント＝（時間ｘにおける平均蛍光－バックグラウンド蛍光）／（時間
０における平均蛍光－バックグラウンド蛍光）×１００。この方法は、先に記載のような
２４内在化を測定するためのヨウ素化抗体（ＭＡｂ　８０６）を用い、１アッセイで有効
にした。異なる時点での内在化率における差異は、Ｓｔｕｄｅｎｔのｔ検定を用いて比較
した。
【０３２７】
　（Ｕ８７ＭＧ．Δ２－７細胞の電子顕微鏡観察）
　Ｕ８７ＭＧ．Δ２－７細胞を、ゼラチンでコートしたチャンバースライド（Ｎｕｎｃ、
Ｎａｐｅｒｖｉｌｌｅ、ＩＬ）上で８０％集密まで増殖させ、そして次に氷冷ＤＭＥＭで
洗浄した。次いで、細胞をＭＡｂ　８０６またはＤＨ８．３抗体と、ＤＭＥＭ中４５分間
４℃でインキュベートした。洗浄後、細胞を、金結合体化（２０ｎｍ粒子）抗マウスＩｇ
Ｇ（ＢＢＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ、Ｃａｒｄｉｆｆ、ＵＫ）と４℃でさらに３０分間
インキュベートした。さらなる洗浄の後、予め暖めたＤＭＥＭ／１０％ＦＣＳを細胞に添
加し、これを、１～６０分の種々の時間の間３７℃でインキュベートした。抗体の内在化
は、氷冷培地により停止させ、そして細胞を、ＰＢＳ／０．１％ＨＳＡ中２．５％グルタ
ルアルデヒドで固定し、そして次に２．５％四酸化オスミウム中で後固定した。アセトン
の段階付けた系列により脱水した後、サンプルをＥｐｏｎ／Ａｒａｌｄｉｔｅ樹脂中に包
埋し、Ｒｅｉｃｈｅｒｔ　Ｕｌｔｒａｃｕｔ－Ｓミクロトーム（Ｌｅｉｃａ）を用いて超
薄片として切断し、そしてニッケルグリッド上に集めた。これら切片を、Ｐｈｉｌｉｐｓ
　ＣＭ１２透過電子顕微鏡上８０ｋＶで観察する前に、酢酸ウランおよびクエン酸鉛で染
色した。コートされたピット内に含まれる金粒子の統計分析は、χ２検定を用いて実施し
た。
【０３２８】
　（免疫沈降研究）
　細胞を、１６時間、１００μＣｉ／ｍｌのＴｒａｎ３５Ｓ－Ｌａｂｅｌ（ＩＣＮ　Ｂｉ
ｏｍｅｄｉｃａｌｓ、ＣＡ）と、５％透析ＦＣＳで補填したメチオニン／システインなし
のＤＭＥＭ中で標識した。ＰＢＳでの洗浄の後、細胞を、溶解緩衝液（１％Ｔｒｉｔｏｎ
　Ｘ－１００、３０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ、１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、５００μＭ　ＡＥＢＳＦ
、１５０ｎＭアプロチニン、１μＭ　Ｅ－６４プロテアーゼインヒビター、０．５ｍＭ　
ＥＤＴＡおよび１μＭロイペプチン、ｐＨ７．４）中に４℃で１時間置いた。溶解物を、
１２，０００ｇにおける１０分間の遠心分離により清澄化し、次いで、Ｐｒｏｔｅｉｎ　
Ａ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅの添加の前に、４℃で３０分間、５μｇの適切な抗体とインキュ
ベートした。免疫沈降物を、溶解緩衝液で３回洗浄し、ＳＤＳサンプル緩衝液と混合し、
４～２０％Ｔｒｉｓ／グリシンゲルを用いるゲル電気泳動により分離し、次にそれを乾燥
し、そしてＸ線フィルムに曝した。
【０３２９】
　（腫瘍をもつヌードマウスにおける生体分布）
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　腫瘍異種移植片を、３×１０６のＵ８７ＭＧ細胞、Ｕ８７ＭＧ．Δ２－７細胞またはＡ
４３１細胞の皮下注射によってヌードＢＡＬＢ／ｃマウス中に確立した。Ｕ８７ＭＧ．Δ
２－７異種移植片におけるｄｅ２－７ＥＧＦＲ発現は、種々の時点で免疫組織化学により
測定したとき、生体分布の期間を通じて安定なままである（データは示さず）。Ａ４３１
細胞はまた、腫瘍異種移植片として増殖するとき、免疫組織化学により決定されるように
、それらのＭＡｂ８０６反応性を保持していた。Ｕ８７ＭＧ細胞またはＡ４３１細胞は、
Ｕ８７ＭＧ．Δ２－７細胞を１つの側に注射する７～１０日前に、他方の側に注射した。
なぜなら、ｄｅ２－７ＥＧＦＲを発現する異種移植片についてより速い増殖速度が観察さ
れたからである。抗体を放射線標識し、そして上記のように免疫反応性を評価し、そして
腫瘍が１００～２００ｍｇ重量であったとき、後眼窩（ｒｅｔｒｏ－ｏｒｂｉｔａｌ）経
路によりマウス中に注射した。各マウスは、２つの異なる抗体（２μｇ／抗体）：２μＣ
ｉの１２５Ｉ－標識ＭＡｂ８０６および２μＣｉの１３１Ｉ－標識ＤＨ８．３または５２
８を受けた。示されなければ、５匹のマウスの群を、注射後の種々の時点で屠殺し、そし
て心臓穿刺により血液を得た。腫瘍、肝臓、脾臓、腎臓および肺を解剖により得た。すべ
ての組織を秤量し、そして２チャンネルの計数ウインドウを用いて１２５Ｉ活性および１

３１Ｉ活性についてアッセイした。各抗体についてのデータは、注射用量標準に対する比
較により決定されたグラム腫瘍あたりの注射用量のパーセント（％ＩＤ／ｇ腫瘍）で表さ
れるか、または血液／肝臓に対する腫瘍の比（すなわち、％ＩＤ／ｇ腫瘍÷％ＩＤ／ｇ血
液または肝臓）に変換された。群間の差異は、Ｓｔｕｄｅｎｔのｔ検定で分析した。放射
標識ＭＡｂ８０６注射の後、いくつかの腫瘍をホルマリン中に固定し、パラフィン中に包
埋し、５μｍ切片に切断し、そして次にＸ線フィルム（ＡＧＦＡ、Ｍｏｒｔｓｅｌ、Ｂｅ
ｌｇｉｕｍ）に曝し、オートラジオグラフィーにより抗体局在化を決定した。
【０３３０】
　（結果）
　（細胞株への抗体の結合）
　ＭＡｂ　８０６およびＤＨ８．３抗体の特異性を確認するために、Ｕ８７ＭＧ細胞およ
びＵ８７ＭＧ．Δ２－７細胞への結合をＦＡＣＳにより分析した。関連のないマウスＩｇ
Ｇ２ｂを、ＭＡｂ８０６のイソ型コントロールとして含め、そして５２８抗体を、これが
ｄｅ２－７および野生型ＥＧＦＲの両方を認識するので含めた。５２８抗体のみがＵ８７
ＭＧ細胞株を染色し得たことは（図１）、これら細胞が野生型ＥＧＦＲを発現することを
示す先の報告１０と一致する。ＭＡｂ８０６およびＤＨ８．３抗体の両方が関連のない抗
体と類似の結合レベルを有したことは、それらが野生型レセプターを結合し得ないことを
明確に示す（図１）。イソ型コントロール抗体のＵ８７ＭＧ．Δ２－７細胞への結合は、
Ｕ８７ＭＧ細胞について観察されたそれと同様であった。ＭＡｂ８０６およびＤＨ８．３
抗体が、Ｕ８７ＭＧ．Δ２－７細胞を免疫染色したことは、これらの抗体がｄｅ２－７Ｅ
ＧＦＲを特異的に認識することを示す（図１）。５２８抗体は、Ｕ８７ＭＧ．Δ２－７を
、親細胞より高い強度で染色した（図１）。なぜなら、この抗体が、これら細胞で同時発
現されるｄｅ２－７および野生型レセプターの両方を結合するからである。重要なことは
、ＭＡｂ８０６がまた、ＢａＦ／３．Δ２－７細胞株を結合したことであり、野生型ＥＧ
ＦＲの同時発現はＭＡｂ８０６反応性に必要ではないことを示す（図１に示される、しか
しデータは本明細書中に示さず）。
【０３３１】
　（ＥＬＩＳＡアッセイにおける抗体の結合）
　ＭＡｂ８０６およびＤＨ８．３抗体の特異性をさらに特徴付けるために、それらの結合
をＥＬＩＳＡにより調べた。ＭＡｂ８０６および５２８抗体の両方は、固定化された野生
型ｓＥＧＦＲに対し、用量依存性かつ飽和する結合曲線を示した（図２Ａ）。ｄｅ２－７
ＥＧＦＲ中で見出された上記特有の接合部ペプチドがｓＥＧＦＲ内に含まれていないとき
、ＭＡｂ８０６は、野生型ＥＧＦＲ配列内に位置するエピトープに結合されているはずで
ある。５２８抗体の結合は、ＭＡｂ８０６について観察された結合よりおそらく低かった
。なぜなら、それは、構造的決定基を認識するからである。予期されるように、ＤＨ８．
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３抗体は、１０μｇ／ｍｌまでの濃度でさえ野生型ｓＥＧＦＲを一様に結合しなかった（
図２Ａ）。溶液中のｓＥＧＦＲは、５２８抗体の固定化されたｓＥＧＦＲへの結合を用量
依存様式で阻害したけれども、それは、ＭＡｂ８０６の結合を阻害し得なかった（図２Ｂ
）。これは、ＭＡｂ８０６が、一旦ＥＬＩＳＡプレート上に固定化された（立体構造変化
を誘導し得るプロセス）野生型ＥＧＦＲのみを結合し得ることを示唆する。ＢＩＡコアを
用いて同様の結果が観察され、それによって、ＭＡｂ８０６は固定化ｓＥＧＦＲを結合し
たが、固定化されたＭＡｂ８０６は、溶液中のｓＥＧＦＲを結合し得なかった（データは
示さず）。９５℃における１０分間の加熱による変性の後、溶液中のｓＥＧＦＲは、ＭＡ
ｂ８０６の固定化されたｓＥＧＦＲへの結合を阻害し得（図２Ｃに示すが本明細書中にデ
ータは示さない）、ＭＡｂ８０６は、特定の条件下で、野生型ＥＧＦＲを結合し得ること
を確認した。興味深いことに、この変性したｓＥＧＦＲが、５２８抗体の結合を阻害し得
なかったことは（図２Ｃに示すが本明細書中にデータは示さない）、この抗体が立体構造
エピトープを認識することを示す。ＤＨ８．３抗体は、特有のｄｅ２－７ＥＧＦＲペプチ
ドに対し、用量依存性で、かつ飽和可能な結合を示した（図２Ｄ）。ＭＡｂ８０６または
５２８抗体のいずれも、ＤＨ８．３の飽和結合を得るために用いた濃度より高い濃度でさ
え、このペプチドに結合しなかったことは、ＭＡｂ８０６が、このペプチド内のエピトー
プ決定基を認識しないことをさらに示す。
【０３３２】
　（抗体のＳｃａｔｃｈａｒｄ分析）
　各抗体の相対的親和性を決定するために、Ｕ８７ＭＧ．Δ２－７細胞を用いてＳｃａｔ
ｃｈａｒｄ分析を実施した。ＭＡｂ８０６およびＤＨ８．３抗体の両方は、ヨウ素化され
たとき高い免疫反応性を保持し、そして代表的には、ＭＡｂ８０６については９０％より
大きく、そしてＤＨ８．３抗体については４５～５０％であった。ＭＡｂ８０６は、ｄｅ
２－７ＥＧＦＲレセプターに対して１．１×１０９Ｍ－１の親和性を有し、その一方、Ｄ
Ｈ８．３の親和性は、１．０×１０８Ｍ－１で数１０倍、より低かった。いずれのヨウ素
化抗体もＵ８７ＭＧ親細胞に結合しなかった。ＭＡｂ８０６は、平均して細胞あたり２．
４×１０５の結合部位を認識し、ＤＨ８．３抗体結合は平均して５．２×１０５部位であ
った。従って、抗体間でレセプター数が良好に一致していたのみならず、同じ細胞株上の
異なるｄｅ２－７ＥＧＦＲ特異的抗体により測定されたような、細胞あたり２．５×１０
５ｄｅ２－７レセプターを示す先の報告２５とも一致した。
【０３３３】
　（Ｕ８７ＭＧ．Δ２－７細胞による抗体の内在化）
　標的細胞への結合後の抗体内在化の割合は、その腫瘍標的化性質および治療オプション
の両方に影響する。その結果、本発明者らは、Ｕ８７ＭＧ．Δ２－７細胞への結合後のＭ
Ａｂ８０６およびＤＨ８．３抗体の内在化をＦＡＣＳにより調べた。両方の抗体は比較的
迅速な内在化を示し、ＭＡｂ８０６は１０分で、そしてＤＨ８．３は３０分で定常状態に
到達した（図３）。ＤＨ８．３の内在化は、割合（１０分で、ＭＡｂ８０６の３６．８％
と比較して内在化ＤＨ８．３の８０．５％、Ｐ＜０．０１）および６０分における内在化
総量（９３．５％対３０．４％、ｐ＜０．００１）の点の両方で有意により高かった。Ｍ
Ａｂ８０６は、実施した４つのアッセイのすべてにおいて、２０分に比較して３０分およ
び６０分におけるわずかにより低いレベルの内在化を示した（図３）。この結果はまた、
ヨウ素化ＭＡｂ８０６に基づく内在化アッセイを用いて確認された（データは示さず）。
【０３３４】
　（抗体内在化の電子顕微鏡分析）
　抗体間の内在化割合におけるこの差異が得られたので、抗体細胞内輸送の詳細な分析を
、電子顕微鏡を用いて実施した。ＤＨ８．３抗体は、コートされたピットを経由して優先
的に内在化したが（図１９Ａ）、ＭＡｂ８０６は、マクロピノサイトーシスにより内在化
するようであった（図１９Ｂ）。事実、ＭＡｂ８０６とインキュベートした細胞中で形成
された３２のコートされたピットの詳細な分析は、それらのいずれも抗体を含まなかった
ことを示した。対照的に、ＤＨ８．３とインキュベートした細胞からのすべてのコートさ
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れたピットの約２０％は、複数の金粒子を含む数でもって抗体陽性であった。コートされ
たピット内に含まれた金粒子の総数の統計的分析は、この差異が高度に有意であったこと
を見出した（ｐ＜０．０１）。２０～３０分後、両方の抗体は、形態学的にリソソームに
似ている構造中に観察することができた（図１９Ｃ）。これら構造内の細胞細片の存在は
また、それらのリソソーム性質と一致する。
【０３３５】
　（腫瘍保持ヌードマウスにおける抗体の生体分布）
　ＭＡｂ８０６およびＤＨ８．３抗体の生体分布を、１つの側にＵ８７ＭＧ異種移植片を
、そして他方の側にＵ８７ＭＧ．Δ２－７異種移植片を含むヌードマウス中で比較した。
比較的短時間の期間をこの研究のために選択した。なぜなら、先の報告１６は、ＤＨ８．
３抗体が４～２４時間の間で腫瘍標的化のピークレベルを示すことを証明していたからで
ある。％ＩＤ／ｇ腫瘍について、ＭＡｂ８０６は、Ｕ８７ＭＧ．Δ２－７異種移植片にお
いて、８時間で１８．６％ＩＤ／ｇ腫瘍のそのピークレベルに到達し（図４Ａ）、血液を
除く任意のその他の組織よりかなり高かった．ＤＨ８．３もまた、８時間でピーク腫瘍レ
ベルを示したが、そのレベルは、ＭＡｂ８０６と比較して統計的により低い（ｐ＜０．０
０１）８．８％ＩＤ／ｇ腫瘍であった（図４Ｂ）。両方の抗体のレベルは、２４時間およ
び４８時間でゆっくりと傾斜した。１２５Ｉで標識したＭＡｂ８０６単独での注射後８時
間で集めたＵ８７ＭＧ．Δ２－７異種移植片組織切片のオートラジオグラフィーは、生存
腫瘍への抗体の局在化を明らかに示す（図２０）。いずれの抗体もＵ８７ＭＧ親異種移植
片の特異的標的化は示さなかった（図４Ａ、４Ｂ）。血液／肝臓に対する腫瘍の比に関し
、ＭＡｂ８０６は、血液（１．３の比）および肝臓（６．１の比）の両方について、２４
時間で最高の比を示した（図５Ａ、５Ｂ）。ＤＨ８．３抗体は、血液において８時間で最
高の比（０．３８の比）そして肝臓において２４時間で最高の比（１．５の比）を有し（
図５Ａ、５Ｂ）、その両方は、ＭＡｂ８０６について得られた値よりかなり低い。
【０３３６】
　（増幅されたＥＧＦＲを含む細胞へのＭＡｂ８０６の結合）
　ＭＡｂ８０６が、増幅されたレセプター遺伝子を含む細胞中で発現されたＥＧＦＲを認
識し得るか否かを調べるために、Ａ４３１細胞に対するその結合を分析した。ＦＡＣＳ分
析により、低いが、高度に再現性のあるＡ４３１細胞へのＭＡｂ８０６の結合が観察され
た（図６）。ＤＨ８．３抗体がＡ４３１細胞を結合しなかったことは、ＭＡｂ８０６の結
合が低レベルｄｅ２－７ＥＧＦＲ発現の結果ではなかったことを示す（図６）。予期され
るように、抗ＥＧＦＲ５２８抗体は、Ａ４３１細胞の強い染色を示した（図６）。３つの
このような実験の平均は、細胞あたり２．４×１０５レセプターとの９．５×１０７Ｍ－

１の親和性の値を与えた。従って、このレセプターに対する親和性は、ｄｅ２－７ＥＧＦ
Ｒに対する親和性より数１０倍低かった。さらに、ＭＡｂ８０６は、Ａ４３１細胞の表面
上に見出されるＥＧＦＲの小部分のみを認識するようである。５２８抗体を用いて細胞あ
たり約２×１０６のレセプターが測定され、これは、多くの他の研究２６と一致する。こ
れらの結果が単にＡ４３１細胞株に限定されなかったことを確実にするために、ＭＡｂ８
０６反応性を、ＥＧＦＲ遺伝子の増幅を示す２つの他の細胞株中で調べた。ＨＮ５頭頸部
細胞株２７およびＭＤＡ－４６８胸部癌細胞株２８の両方は、ＥＧＦＲ遺伝子の複数コピ
ーを含むことが報告されている。これらの報告と一致して、５２８抗体は、両方の細胞株
の強い染色を示した（図２１）。Ａ４３１細胞株とのように、ＭＡｂ８０６は、両方の細
胞株を明らかに染色したが、５２８抗体で観察されたより低いレベルであった（図２１）
。従って、ＭＡｂ８０６結合は、単にＡ４３１細胞に限定されず、ＥＧＦＲ遺伝子の増幅
を含む細胞について一般的な観察であるようである。
【０３３７】
　（免疫沈降）
　ＭＡｂ８０６反応性を、３５Ｓ標識化細胞を用いる免疫沈降によりさらに特徴付けた。
ｓｃ－０３抗体（ＥＧＦＲのｃ末端ドメインに特異的な市販のポリクローナル抗体）は、
Ｕ８７ＭＧ．Δ２－７細胞からの３つのバンドを免疫沈降させた；２つのｄｅ２－７ＥＧ
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ＦＲバンドに対応するダブレットがこれらの細胞で観察され、そしてより大きい分子量バ
ンドはｗｔＥＧＦＲに対応する（図２２）。対照的に、ＭＡｂ８０６は、２つのｄｅ２－
７ＥＧＦＲバンドを免疫沈降したが、ｗｔＥＧＦＲは全くなかった。このｓｃ－０３抗体
は、Ａ４３１細胞からのｗｔＥＧＦＲに対応する１つのバンドを免疫沈降した（図２２）
。ＭＡｂ８０６もまた、Ａ４３１細胞からのｗｔＥＧＦＲに対応する１つのバンドを免疫
沈降した（図２２）が、ＦＡＣＳおよびＳｃａｔｃｈａｒｄデータと一致して、ＭＡｂ８
０６により免疫沈降されたＥＧＦＲの量は、細胞表面上に存在する総ＥＧＦＲより実質的
に少なかった。ＭＡｂ８０６およびｓｃ－０３は、同様の量のｄｅ２－７ＥＧＦＲを免疫
沈降したので、この結果は、ＭＡｂ８０６抗体が、レセプターを過剰発現する細胞におい
て、ＥＧＦＲの一部分のみを認識するという観念を支持している。関連のないＩｇＧ２ｂ
（ＭＡｂ８０６のイソ型コントロール）は、いずれの細胞株からのＥＧＦＲも免疫沈降し
なかった（図２２）。同一の条件を用いて、ＭＡｂ８０６は、親Ｕ８７ＭＧ細胞からのＥ
ＧＦＲを免疫沈降しなかった（データは示さず）。
【０３３８】
　（ＭＡｂ８０６によるＡ４３１細胞のインビボ標的化）
　第２の生体分布研究は、ＭＡｂ８０６を用いて実施し、それがＡ４３１腫瘍異種移植片
を標的にし得るか否かを決定した。この研究は、ＭＡｂ８０６によるＵ８７ＭＧ．Δ２－
７異種移植片の標的化に関するより多くの情報を得るためにより長い時間経過に亘り実施
し、これは、ポジティブコントロールとしてすべてのマウスに含められた。さらに、抗Ｅ
ＧＦＲ５２８抗体を、Ａ４３１異種移植片に対するポジティブコントロールとして含めた
。なぜなら、先の研究２１が、ヌードマウスで増殖したＡ４３１細胞への、低いが有意で
あるこの抗体の標的化を示していたからである。最初の４８時間の間、ＭＡｂ８０６は、
初期実験で観察されたのとほぼ同じ標的化性質を示した（図４Ａと比較される図７Ａ）。
％ＩＤ／ｇ腫瘍に関し、Ｕ８７ＭＧ．Δ２－７異種移植片中のＭＡｂ８０６のレベルは、
２４時間の後にゆっくりと傾いたが、正常組織中で検出されたレベルより常に高く維持さ
れた。Ａ４３１異種移植片中の取り込みは比較的低かったが、肝臓、脾臓、腎臓および肺
のような正常組織中で観察されなかった、最初の２４時間の間の％ＩＤ／ｇ腫瘍のわずか
な増加が存在した（図７Ａ）。％ＩＤ／ｇ腫瘍として表されたとき、５２８抗体の取り込
みは、両方の異種移植片において低かった（図７Ｂ）。１２５Ｉ標識ＭＡｂ８０６単独で
の注射の後２４時間で集められたＡ４３１異種移植片組織切片のオートラジオグラフィー
は、腫瘍周縁の周囲あり、かつ壊死の中央領域にない生存腫瘍への抗体の局在化を明瞭に
示す（図２３）。血液に対する腫瘍の比に関し、ＭＡｂ８０６は、Ｕ８７ＭＧ．Δ２－７
異種移植片について７２時間、そしてＡ４３１異種移植片について１００時間でピークと
なった（図８Ａ、８Ｂ）。ＭＡｂ８０６について、腫瘍：血液比は、Ａ４３１腫瘍に関し
て１．０を超えることは決してなかったが、時間経過の全体に亘って増加し（図８Ｂ）、
そして調べた他のすべての組織より高かったこと（データは示さず）は、標的化のレベル
が低いことを示す。５２８抗体についての血液に対する腫瘍の比は、Ａ４３１異種移植片
でより高いレベルが注記されたが、ＭＡｂ８０６に類似のプロフィールを示した（図８Ａ
、８Ｂ）。ＭＡｂ８０６が、Ｕ８７ＭＧ．Δ２－７異種移植片において、７２時間で７．
６の肝臓に対する腫瘍の比のピークを有したことは、正常組織に比較したこれら腫瘍にお
ける優先的取り込みを明らかに示す（図８Ｃ）。ＭＡｂ８０６についての器官に対する他
の腫瘍の比は、肝臓において観察された比と類似した（データは示さず）。Ａ４３１異種
移植片におけるＭＡｂ８０６の肝臓に対する腫瘍の比のピークが、約１（１ｏｄ）時間に
おいて２．０であったことは、正常組織と比較して腫瘍のわずかに優先的な取り込みを再
び示す（図８Ｄ）。
【０３３９】
　（討論）
　ｄｅ２－７ＥＧＦＲ中で見出された特有の接合部ペプチドに対して惹起された先に記載
のＬ８Ａ４モノクローナル抗体は、ＭＡｂ８０６に類似の様式で挙動する３８。ｄｅ２－
７ＥＧＦＲでトランスフェクトされたＵ８７ＭＧ細胞を用い、この抗体は、類似の内在化
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ｅ２－７ＥＧＦＲでトランスフェクトされた３Ｔ３線維芽細胞を用いるとき、匹敵するイ
ンビボ標的化を示した（ＭＡｂ８０６について８時間で１８％ＩＤ／ｇ腫瘍と比較して２
４時間で２４％ＩＤ／ｇ腫瘍のピーク）２５。
【０３４０】
　おそらく、現存のＥＧＦＲ抗体と比較して最も重要なＭＡｂ　８０６の利点は、ＭＡｂ
８０６が、細胞障害性因子に直接結合し得ることである。このアプローチは、現在のＥＧ
ＦＲ特異的抗体を用いて可能ではない。なぜなら、これらの抗体は、肝臓を標的化し、そ
して細胞障害性結合が、ほとんど確実に、重篤な毒性を引き起こすからである。抗体への
細胞障害性因子（例えば、薬物４１または放射線同位体４２）の結合は、効力を改善し、
そしてこれらの因子の全身的毒性を減少させる可能性を有する。腫瘍の殺傷を媒介する結
合抗体の能力は、それが内部移行される可能性に依存する。従って、Ｕ８７ＭＧ．Δ２－
７細胞におけるＭＡｂ　８０６を用いた場合に観察される迅速な内部移行は、ＭＡｂ　８
０６がこのタイプのアプローチの理想的な候補であることを示唆する。
【０３４１】
　ＭＡｂ　８０６は、特有の接合ペプチドと会合していないエピトープに対する第１のｄ
ｅ２－７　ＥＧＦＲ特異的抗体であるという点において、新規である。これは、ＤＨ８．
３（以前に記載されたｄｅ２－７　ＥＧＦＲ抗体）よりも優れた親和性および良好な腫瘍
標的化特性を有する。しかし、重要な特性は、ＥＧＦＲ遺伝子の増幅を示す腫瘍細胞の表
面上で発現されるＥＧＦＲ分子のサブセットを認識する能力である。このことは、ＭＡｂ
　８０６が、独特の臨床的特性（ｄｅ２－７および増幅されたＥＧＦＲの両方を標的化す
るが、野生型レセプターは標的化しない能力）を有し得ることを示唆する。正確に実証さ
れる場合、この抗体は、肝臓のような器官を標的化せず、従って、ＥＧＦＲ（これは、細
胞毒性因子の結合には使用され得ない）に対する現在の抗体よりも汎用性となる１８，１

９。最終的に、ＭＡｂ　８０６は、ｄｅ２－７　ＥＧＦＲにおいて見出される短縮により
誘導されるコンフォメーション変化を分析するための有用な試薬であり得る。
【０３４２】
　（参考文献）
【０３４３】
【表１０】
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　（実施例１９）
　（レセプターに対する新規なモノクローナル抗体である、モノクローナル抗体（ｍＡｂ
）８０６の全身投与による、変異上皮増殖因子レセプターを過剰発現する頭蓋内異種移植
神経芽腫の増殖抑制）
　この実施例は、ヌードマウスにおける頭蓋内異種移植神経芽腫の増殖に対するｍＡｂ　
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８０６の評価を示す。以下は、Ｍｉｓｈｉｍａら（２００１）　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅ
ａｒｃｈ，６１：　５３４９－５３５４に対応し、これに示されており、そしてこの刊行
物全体は、適切な場合、本明細書中の図面を相互参照と共に本明細書中で参考として援用
され、そしてこの一部をなす。Ｍｉｓｈｉｍａらのデータおよび知見は、以下に記載され
る。
【０３４４】
　ｍＡｂ　８０６での全身処置は、腫瘍の容量を有意に減少し、そしてＵ８７　ＭＧ．Δ
ＥＧＦＲ神経芽腫、ＬＮ－Ｚ３０８．ΔＥＧＦＲ神経芽腫またはＡ１２０７神経芽腫（こ
れらの各々は、高レベルのΔＥＧＦＲを発現する）の異種移植片を有するマウスの生存度
を増加した。逆に、ｍＡｂ　８０６処置は、親Ｕ８７　ＭＧ腫瘍（これは低レベルの内在
性野生型ＥＧＦＲを発現した）またはＵ８７　ＭＧ．ＤＫ腫瘍（これは、高レベルのキナ
ーゼ欠失ΔＥＧＦＲを発現した）を有するマウスに対して効果的ではなかった。野生型Ｅ
ＧＦＲ過剰発現Ｕ８７　ＭＧ神経芽腫（Ｕ８７　ＭＧ．ｗｔＥＧＦＲ）を異種移植された
マウスの生存度のわずかな増加は、このような細胞との弱い交差反応性と一致するｍＡｂ
　８０６によって、達成された。マウスにおけるＵ８７　ＭＧ．ΔＥＧＦＲ腫瘍の、ｍＡ
ｂ　８０６での処置は、腫瘍増殖および新脈管形成の両方の減少、ならびにアポトーシス
の増加を引き起こした。機構的には、インビボのｍＡｂ　８０６処置は、構成的に活性な
ΔＥＧＦＲのリン酸化の減少を生じ、そしてアポトーシスプロテクターであるＢｃｌ－Ｘ
Ｌの下方制御された発現を引き起こした。これらのデータは、ｍＡｂ　８０６処置が、Δ
ＥＧＦＲを発現する攻撃的な神経芽腫のための有用な生体治療剤であり得るという前臨床
的証拠を提供する。
【０３４５】
　本実施例は、新規のΔＥＧＦＲ特異的ｍＡｂであるｍＡｂ　８０６での全身処置が、構
成的に活性なΔＥＧＦＲのリン酸化の減少を引き起こし、それにより、ヌードマウスにお
いてこの変異レセプターを過剰発現する頭蓋内に移植された神経芽腫の増殖を抑制し、そ
してそれらの生存を延長することを実証する。腫瘍増殖の阻害は、増殖および新脈管形成
の減少、ならびに腫瘍細胞のアポトーシスの増加により媒介された。この抑制は、ΔＥＧ
ＦＲによる活発なシグナル伝達に影響を与えた。なぜなら、キナーゼ欠失ΔＥＧＦＲ（Ｄ
Ｋ）を過剰発現する細胞由来の頭蓋内異種移植片（これは、同様に、ｍＡｂ　８０６によ
り十分に認識される）は、同じ治療の後に有意には抑制されなかったからである。
【０３４６】
　（材料および方法）
　（細胞株）ヒト神経膠芽腫の一次移植は、培養物中の増殖されて再配置されたレセプタ
ーの発現を迅速に損失するので、現存の神経膠芽腫細胞株はこのような発現を示さない。
ヒト腫瘍において観察される発現レベルに匹敵する発現レベルの維持を強いるために、Ｕ
８７　ＭＧ細胞、ＬＮ－Ｚ３０８細胞およびＡ１２０７細胞（Ｄｒ．Ｓ．Ａａｒｏｎｓｏ
ｎ、Ｍｏｕｎｔ　Ｓｉｎａｉ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，ＮＹ
から寄贈）を、ΔＥＧＦＲウイルス、キナーゼ欠失ΔＥＧＦＲ（ＤＫ）ウイルス、または
ｗｔＥＧＦＲウイルス（これらはまた、以前に記載されたように（２１）、Ｇ４１８に対
する耐性を与えた）で感染した。類似のレベルの種々のＥＧＦＲ対立遺伝子を発現する集
団（これらの発現レベルは、２５遺伝子コピーの増幅レベルにほぼ対応し；ヒト神経膠芽
腫は、代表的に、短縮型レセプターの１０～５０遺伝子コピーの増幅レベルを有する）を
、以前に記載されたようにして（２１）、ＦＡＣＳによって選択し、そしてそれぞれ、Ｕ
８７　ＭＧ．ΔＥＧＦＲ、Ｕ８７　ＭＧ．ＤＫ、Ｕ８７　ＭＧ．ｗｔＥＧＦＲ、ＬＮ－Ｚ
３０８．ΔＥＧＦＲ、ＬＮ－Ｚ３０８．ＤＫ、ＬＮ－Ｚ３０８．ｗｔＥＧＦＲ、Ａ１２０
７．ΔＥＧＦＲ、Ａ１２０７．ＤＫ、およびＡ１２０７．ｗｔＥＧＦＲと命名した。各々
は、Ｇ４１８（Ｕ８７　ＭＧ細胞株、４００ｍｇ／ｍｌ；ＬＮ－Ｚ３０８細胞株およびＡ
１２０７細胞株、８００ｍｇ／ｍｌ）を含む培地中で維持した。ΔＥＧＦＲ特異的ｍＡｂ
であるｍＡｂｓ．ｍＡｂ　８０６（ＩｇＧ２ｂ，ｋ）を、ΔＥＧＦＲを発現するＮＲ６マ
ウス線維芽細胞でのマウスの免疫の後に、生成した。これを、いくつかのクローンから選
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択した。なぜなら、赤血球凝集アッセイにより、これが、ＮＲ６．ΔＥＧＦＲ細胞に対す
る高度な反応性、およびＮＲ６．ｗｔＥＧＦＲ細胞に対する低い反応性を有し、そしてＮ
Ｒ６．細胞に対しては反応性を有さなかったからである。
【０３４７】
　（免疫沈降およびウエスタンブロット分析）細胞を、溶解緩衝液（５０ｍＭ　ＨＥＰＥ
Ｓ（ｐＨ７．５）、１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、１０％グリセロール、１％　Ｔｒｉｔｏｎ、
Ｘ－１００、２ｍＭ　ＥＤＴＡ、０．１％　ＳＤＳ、０．５％　デオキシコール酸ナトリ
ウム、１０ｍＭ　ナトリウムＰＰｉ、１ｍＭ　フェニルメチルスルホニルフルオリド、２
ｍＭ　Ｎａ３ＶＯ４、５μｇ／ｍｌ　ロイペプチン、および５μｇ／ｍｌアプロチニンを
含む）を用いて溶解した。抗体を、細胞溶解物と共に、４℃で１時間インキュベートし、
その後、プロテインＡセファロースおよびプロテインＧセファロースを添加した。免疫沈
降物を、溶解緩衝液で２回、およびＨＮＴＧ緩衝液［５０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ（ｐＨ７．５
）、１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、０．１％　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、および１０％　グリ
セロール］で１回洗浄し、電気泳動し、そしてニトロセルロース膜に移した。ブロットを
、抗ＥＧＦＲ抗体であるＣ１３でプローブし、そしてタンパク質を、ＥＣＬ化学発光検出
システム（Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｐｈａｒｍａｃｉａ　Ｂｉｏｔｅｃｈ．）を使用して可視
化した。沈降のために使用したｍＡｂは、ｍＡｂ　８０６、抗ＥＧＦＲ　ｍＡｂクローン
５２８（Ｏｎｃｏｇｅｎｅ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｐｒｏｄｕｃｔｓ，Ｂｏｓｔｏｎ，ＭＡ
）、またはクローンＥＧＦＲ．１（Ｏｎｃｏｇｅｎｅ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｐｒｏｄｕｃ
ｔｓ）であった。免疫ブロットにおける野生型およびΔＥＧＦＲの両方の検出のために使
用したｍＡｂ、Ｃ１３は、Ｄｒ．Ｇ．Ｎ．Ｇｉｌｌ（Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｃａ
ｌｉｆｏｒｎｉａ，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ）から提供された。Ｂｃｌ－Ｘに対する抗
体（ウサギポリクローナル抗体；Ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ
，Ｌｅｘｉｎｇｔｏｎ，ＫＹ）およびホスホチロシン（４Ｇ１０、Ｕｐｓｔａｔｅ　Ｂｉ
ｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｌａｋｅ　Ｐｌａｃｉｄ，ＮＹ）を、以前に記載されたように
して（２６）、ウエスタンブロット分析のために使用した。
【０３４８】
　（フローサイトメトリー分析）細胞を、以前に記載されるようにして（２１）、関連の
抗体で標識し、次いで、フルオレセイン結合ヤギ抗マウスＩｇＧ（１：１００希釈；Ｂｅ
ｃｔｏｎ－Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ　ＰｈａｒＭｉｎｇｅｎ，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ）で
標識した染色した。細胞を、Ｃｅｌｌ　Ｑｕｅｓｔソフトウエア（Ｂｅｃｔｏｎ－Ｄｉｃ
ｋｉｎｓｏｎ　ＰｈａｒＭｉｎｇｅｎ）を使用するＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒで分析した。
一次抗体について、以下のｍＡｂを使用した：ｍＡｂ　８０６、抗ＥＧＦＲ　ｍＡｂクロ
ーン５２８、およびクローンＥＧＦＲ．ｌ。マウスＩｇＧ２ａまたはＩｇＧ２ｂを、アイ
ソタイプコントロールとして使用した。
【０３４９】
　（腫瘍治療）ＰＢＳ５μｌ中の、Ｕ８７　ＭＧ．ΔＥＧＦＲ細胞（１×１０５）または
５×１０５のＬＮ－Ｚ３０８．ΔＥＧＦＲ、Ａ１２０７．ΔＥＧＦＲ、Ｕ８７　ＭＧ、Ｕ
８７　ＭＧ．ＤＫおよびＵ８７　ＭＧ．ｗｔＥＧＦＲ細胞を、以前に記載されたようにし
て（２７）、ヌードマウスの脳の右線条体に移植した。ｍＡｂ　８０６、またはＩｇＧ２
ｂアイソタイプコントロールを用いる全身治療を、移植後０日目から１４日目まで一日お
きに、１００μｌの容量で、１μｇのｍＡｂを腹腔内注射することによって、達成した。
脳内Ｕ８７　ＭＧ．ΔＥＧＦＲ腫瘍の直接治療について、１０μｇのｍＡｂ　８０６、ま
たはＩｇＧ２ｂアイソタイプコントロールを、５μｌの容量で、１日目から始めて５日間
、一日おきに、腫瘍注入部位に注射した。
【０３５０】
　（免疫組織化学）腫瘍における新脈管形成を評価するために、これらを、塩化亜鉛を含
む溶液中に固定し、パラフィン包埋し、切片化し、そしてモノクローナルラット抗マウス
ＣＤ３１抗体（Ｂｅｃｔｏｎ－Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ　ＰｈａｒＭｉｎｇｅｎ；１：２００
）を用いて免疫染色した。腫瘍細胞増殖の評価を、Ｋｉ－６７免疫組織化学によって、ホ



(92) JP 5384912 B2 2014.1.8

10

20

30

40

50

ルマリンで固定してパラフィン包埋した腫瘍組織について実施した。パラフィン除去（ｄ
ｅｐａｒａｆｆｉｎｉｚａｔｉｏｎ）および再水和の後、この組織切片を、メタノール中
３％の過酸化水素と共にインキュベートして、内在性ペルオキシダーゼをクエンチした。
これらの切片を、ヤギ血清で３０分間ブロックし、そして一次抗体と共に、４℃で一晩イ
ンキュベートした。次いで、これらの切片を、ＰＢＳで洗浄し、そしてビオチン化した二
次抗体と共に３０分間インキュベートした。ＰＢＳで数回洗浄した後、生成物を、色素原
としてのジアミノベンジジンおよび対比染色としてのヘマトキシリンを含むストレプトア
ビジン西洋ワサビペルオキシダーゼを使用して可視化した。増殖の測定値として、Ｋｉ－
６７標的指数を、強力な（３４００）場における標識した核：全核の比として決定した。
約２０００個の核を、系統的ランダムサンプリングによって、各場合において計数した。
マクロファージおよびＮＫ細胞の染色について、緩衝化した４％のパラホルムアルデヒド
溶液で固定した凍結切片を、それぞれ、ビオチン化ｍＡｂ　Ｆ４／８０（Ｓｅｒｏｔｅｃ
，Ｒａｌｅｉｇｈ，ＮＣ）およびポリクローナルウサギ抗アシアロ（ａｎｔｉａｓｉａｌ
ｏ）ＧＭ１抗体（Ｄａｋｏ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ，Ｒｉｃｈｍｏｎｄ，ＶＡ）を使用して
、免疫染色した。新脈管形成を、コンピューター分析を使用して、血管面積として定量し
た。この目的のために、切片を、抗ＣＤ３１を使用して免疫染色し、そして対比染色を行
わずに、コンピューター画像分析システムを使用して分析した。ＭＶＡを、以前に記載さ
れるようにして（２７）、ＣＣＤカラーカメラを使用して、３２００倍の倍率でこれらの
切片のデジタル画像を取り込むことによって、決定した。次いで、Ｉｍａｇｅ　Ｐｒｏ　
Ｐｌｕｓバージョン４．０ソフトウエア（Ｍｅｄｉａ　Ｃｙｂｅｒｎｅｔｉｃｓ，Ｓｉｌ
ｖｅｒ　Ｓｐｒｉｎｇ，ＭＤ）を使用して、画像を分析し、そしてＭＶＡを、各切片にお
ける全染色量を測定することによって、決定した。各スライドについて、４つの領域を評
価した。この値を、各領域における全面積の割合として表した。結果を、少なくとも２人
の観察者による各々の実験において、確認した（Ｋ．Ｍ．，Ｈ－Ｊ．Ｓ．Ｈ．）。
【０３５１】
　（ＴＵＮＥＬアッセイ）腫瘍組織中のアポトーシス細胞を、以前に記載されるようにし
て（２７）、ＴＵＮＥＬ方法を使用することによって検出した。ＴＵＮＥＬ陽性細胞を、
Ｘ４００で計数した。そのアポトーシス指数を、各領域中のアポトーシス細胞数：全細胞
数の比として計算した。
【０３５２】
　（統計的分析）このデータを、インビボ生存アッセイ以外は、スチューデントｔ検定に
よって、有意性について分析し、これを、ウィルコクソン分析によって分析した。
【０３５３】
　（結果）
　（ｍＡｂ　８０６の全身処置は、ΔＥＧＦＲ過剰発現脳内神経芽腫瘍を有するマウスの
生存を延長する）
　抗ΔＥＧＦＲ　ｍＡｂであるｍＡｂ　８０６の効力を試験するために、本発明者らは、
脳内ΔＥＧＦＲ過剰発現神経芽腫異種移植片を有するヌードマウスを、ｍＡｂ　８０６、
アイソタイプコントロールのＩｇＧ、またはＰＢＳの腹腔内注射を用いて処置した。Ｕ８
７　ＭＧ．ΔＥＧＦＲ細胞を、ヌードマウスに脳内移植し、そして「材料および方法」に
おいて記載されるようにして、同日に処置を始めた。
【０３５４】
　ＰＢＳまたはアイソタイプコントロールのＩｇＧで処置された動物は、１３日の中央生
存期間を有し、一方、ｍＡｂ　８０６で処置されたマウスは、２１日まで、中央生存期間
の６１．５％の増加を有した（ｐ＜０．００１；図２４Ａ）。移植の３日後、腫瘍が確立
された後のマウスの処置もまた、コントロール群の中央生存期間と比較して、４６．１％
だけ（１３日から１９日目；Ｐ＜０．０１）ｍＡｂ　８０６処置動物の中央生存期間を延
長した（データは示さず）。ｍＡｂ　８０６のこれらの抗腫瘍効果がＵ８７　ＭＧ．ΔＥ
ＧＦＲ異種移植片を越えて延びるか否かを決定するために、本発明者らはまた、ＬＮ－Ｚ
３０８．ΔＥＧＦＲおよびＡ１２０７．ΔＥＧＦＲの他の神経芽腫細胞移植片を有する動
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物に対して同様の処置を行った。ＬＮ－Ｚ３０８．ΔＥＧＦＲ異種移植片を有するｍＡｂ
　８０６で処置したマウスの中央生存期間は、コントロールについての１９日間から５８
日間に延びた（Ｐ＜０．００１；図２４Ｂ）。驚くべきことに、ｍＡｂ　８０６で処置し
た８匹の動物のうち４匹が、６０日以上生存した（図２４Ｂ）。Ａ１２０７．ΔＥＧＦＲ
異種移植片を有する動物の中央生存期間はまた、コントロールについての２４日間から２
９日間にのびた（Ｐ＜０．０１；データは示さず）。
【０３５５】
　（ｍＡｂ　８０６処置は、ΔＥＧＦＲ過剰発現脳腫瘍増殖を阻害する）
　Ｕ８７　ＭＧ．ΔＥＧＦＲ異種移植片およびＬＮ－Ｚ３０８．ΔＥＧＦＲ異種移植片を
有するマウスを、それぞれ、９日目および１５日目に殺傷した。腫瘍部分を、組織病理学
的に分析し、そして腫瘍容量を、「材料および方法」において記載されるようにして決定
した。動物の生存期間について観察された結果と一致して、ｍＡｂ　８０６処置は、コン
トロール群の移植片の容量と比較して、Ｕ８７　ＭＧ．ΔＥＧＦＲ移植片の容量を９０％
有意に減少し（Ｐ＜０．００１；図２４Ｃ）、ＬＮ－Ｚ３０８．ΔＥＧＦＲ移植片の容量
を９５％有意に減少した（Ｐ＜０．００１；図２４Ｄ）。類似の結果を、Ａ１２０７．Δ
ＥＧＦＲ腫瘍を有する動物について観察した（６５％の容量減少；Ｐ＜０．０１；データ
は示さず）。
【０３５６】
　（ｍＡｂ　８０６での腫瘍内処置は、Ｕ８７　ＭＧ．ΔＥＧＦＲ脳腫瘍を有するマウス
の生存期間を延長する）
　本発明者らはまた、Ｕ８７　ＭＧ．ΔＥＧＦＲ異種移植片の処置のためのｍＡｂ　８０
６の直接腫瘍内注射の効力を決定した。「材料および方法」において記載されるようにし
て、動物に、ｍＡｂ　８０６またはアイソタイプコントロールのＩｇＧの腫瘍内注射を、
移植の１日後に実施した。コントロール動物は、１５日間生存し、一方、ｍＡｂ　８０６
で処置したマウスは、１８日間生存し続けた（Ｐ＜０．０１；図２４Ｅ）。ｍＡｂ　８０
６を用いる腫瘍内処置は、幾分か効果的であったが、これは複数回の頭蓋内注射および感
染の危険性の増加という問題を伴った。従って、本発明者らは、さらなる研究のための全
身処置に焦点をあてた。
【０３５７】
　（ｍＡｂ　８０６処置は、Ｕ８７　ＭＧ．ｗｔＥＧＦＲを有するマウスの生存期間をわ
ずかに延長するが、Ｕ８７　ＭＧ脳内異種移植片またはＵ８７　ＭＧ．ＤＫ脳内異種移植
片を有するマウスの生存期間は延長しない）
　ｍＡｂ　８０６による増殖阻害が、ΔＥＧＦＲを発現する腫瘍に対して選択的であるか
否かを決定するために、本発明者らは、Ｕ８７　ＭＧ脳異種移植片、Ｕ８７　ＭＧ．ＤＫ
（キナーゼ欠失ΔＥＧＦＲ）脳異種移植片またはＵ８７　ＭＧ．ｗｔＥＧＦＲ脳異種移植
片を有する動物を、処置した。ｍＡｂ　８０６処置は、Ｕ８７　ＭＧ腫瘍（これは低レベ
ルの内在性ｗｔＥＧＦＲを発現する（２２））を移植したマウスの生存期間（図２５Ａ）
も、Ｕ８７　ＭＧ．ＤＫ異種移植片（これは、低レベルの内因性ｗｔＥＧＦＲに加えて、
キナーゼ欠失ΔＥＧＦＲを過剰発現する）を有する動物の生存期間（図２５Ｂ）も延長し
なかった。ｍＡｂ　８０６処置は、Ｕ８７　ＭＧ．ｗｔＥＧＦＲ腫瘍（これは、ｗｔＥＧ
ＦＲを過剰発現する）を有するマウスの生存期間をわずかに増加した（Ｐ＜０．０５；中
央生存期間、２３日　対　２６日（コントロール群））（図２５Ｃ）。
【０３５８】
　（ｍＡｂ　８０６の反応性はインビボ抗腫瘍効果と相関する）
　種々のレベルのＥＧＦＲまたは異なるタイプのＥＧＦＲを発現する腫瘍に対するｍＡｂ
８０６の差次的効果を理解するために、本発明者らは、ＦＡＣＳ分析によって、種々の腫
瘍細胞とのｍＡｂ　８０６反応性を決定した。以前の報告（２１）と一致して、抗ＥＧＦ
Ｒ　ｍＡｂ　５２８は、ΔＥＧＦＲおよびｗｔＥＧＦＲの両方を認識し、そしてＵ８７　
ＭＧ細胞と比較して、Ｕ８７　ＭＧ．ΔＥＧＦＲ細胞のより強力な染色を示した（図２６
Ａ、５２８）。逆に、抗体ＥＧＦＲ．１は、ΔＥＧＦＲと反応しなかったが、ｗｔＥＧＦ
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Ｒと反応した（２１）。なぜなら、Ｕ８７　ＭＧ．ΔＥＧＦＲ細胞は、Ｕ８７　ＭＧ細胞
と同程度に弱い反応性であったからである（図２６Ａ、パネルＥＧＦＲ．１）。このＥＧ
ＦＲ．１抗体は、Ｕ８７　ＭＧ細胞とよりも、Ｕ８７　ＭＧ．ｗｔＥＧＦＲとより強く反
応した。なぜなら、Ｕ８７　ＭＧ．ｗｔＥＧＦＲ細胞は、ｗｔＥＧＦＲを過剰発現したか
らである（図２６Ａ、パネルＥＧＦＲ．１）。ｍＡｂ　８０６は、Ｕ８７　ＭＧ．ΔＥＧ
ＦＲおよびＵ８７　ＭＧ．ＤＫ細胞と激しく反応し、Ｕ８７　ＭＧ細胞とは反応しなかっ
たが、これはＵ８７　ＭＧ．ｗｔＥＧＦＲと弱く反応し、このことは、ｍＡｂ　８０６が
、過剰発現されたｗｔＥＧＦＲに対する弱い交差活性を有するΔＥＧＦＲについて選択的
であることを示した（図２６Ａ、パネルｍＡｂ　８０６）。このレベルのＵ８７　ＭＧ．
ｗｔＥＧＦＲとの反応性は、抗体処置により媒介される生存期間の延長と定量的かつ定性
的に類似していた（図２５Ｃ）。
【０３５９】
　本発明者らは、免疫沈降によって、ｍＡｂ　８０６の特異性をさらに決定した。種々の
細胞株におけるＥＧＦＲを、抗体５２８、ＥＧＦＲ．１およびｍＡｂ　８０６を用いて免
疫沈降した。次いで、電気泳動で分離したタンパク質のブロットを、抗ＥＧＦＲ抗体、ｗ
ｔＥＧＦＲを認識するＣ１３、ならびにΔＥＧＦＲおよびＤＫでプローブした（２２）。
ＦＡＣＳ分析と一致して、抗体５２８は、ｗｔＥＧＦＲおよび変異レセプターを認識し（
図２６Ｂ、パネルＩＰ：５２８）、一方、抗体ＥＧＦＲ．１は、ｗｔＥＧＦＲと反応した
が、変異腫とは反応しなかった（図２６Ｂ、パネルＩＰ：ＥＧＦＲ．１）。さらに、Ｕ８
７　ＭＧ．ΔＥＧＦＲ細胞およびＵ８７　ＭＧ．ＤＫ細胞中の変異レセプターのレベルは
、Ｕ８７　ＭＧ．ｗｔＥＧＦＲ細胞中のｗｔＥＧＦＲのレベルに匹敵する（図２６Ｂ、パ
ネルＩＰ：５２８）。
【０３６０】
　しかし、抗体ｍＡｂ　８０６は、Ｕ８７　ＭＧ．ΔＥＧＦＲ細胞およびＵ８７　ＭＧ．
ＤＫ細胞から沈殿されるより大量の変異レセプターおよびＵ８７　ＭＧ細胞から沈殿され
る検出不可能な量の変異レセプターと比較して、Ｕ８７　ＭＧ．ｗｔＥＧＦＲ細胞溶解物
由来の少量のｗｔＥＧＦＲのみを沈殿し得た（図２６Ｂ、パネルＩＰ：ｍＡｂ　８０６）
。まとめて、これらのデータは、ｍＡｂ　８０６が、ΔＥＧＦＲ（これもまた、細胞表面
上で過剰発現される場合にのみ、少量のｗｔＥＧＦＲ中に存在する）中のエピトープを認
識することを示唆する。
【０３６１】
　（ｍＡｂ　８０６処置は、ΔＥＧＦＲ自己リン酸化を減少し、そしてＵ８７　ＭＧ．Δ
ＥＧＦＲ脳腫瘍におけるＢｃｌ－ＸＬ発現を下方制御する）
　ｍＡｂ　８０６による増殖阻害の基礎となる機構を、次に研究した。ΔＥＧＦＲの構成
的に活性なキナーゼ活性およびΔＥＧＦＲのＣＯＯＨ末端の自己リン酸化は、生物学的機
能に必須であるので（２１、２２、２８、２９）、ΔＥＧＦＲのリン酸化状態を、処置動
物由来の腫瘍およびコントロール動物由来の腫瘍において決定した。図２７Ａに示される
ように、ｍＡｂ　８０６処置は、ΔＥＧＦＲ自己リン酸化を劇的に減少させたが、レセプ
ターレベルは、ｍＡｂ　８０６処置した異種移植片においてわずかしか減少しなかった。
本発明者らは、レセプターの自己リン酸化は、抗アポトーシス遺伝子であるＢｃｌ－ＸＬ

（これはΔＥＧＦＲ過剰発現腫瘍のアポトーシスの減少において重要な役割を果たす）の
上方制御を引き起こすことを以前に示している（２８、２９）。従って、Ｂｃｌ－ＸＬ発
現に対するｍＡｂ　８０６処置の効果を、次に決定した。ｍＡｂ　８０６で処置した動物
由来のΔＥＧＦＲ腫瘍は、減少したレベルのＢｃｌ－ＸＬを確かに示した（図２７Ａ）。
【０３６２】
　（ｍＡｂ　８０６処置は、Ｕ８７　ＭＧ．ΔＥＧＦＲ腫瘍における増殖および新脈管形
成を減少し、そしてこの腫瘍のアポトーシスを増加する）
　ｍＡｂ　８０６処置により引き起こされるインビボ抑制およびレセプターシグナル伝達
に対するその生物学的効果の観点から、本発明者らは、コントロールマウス由来の腫瘍ま
たは処置マウス由来の腫瘍の増殖速度を決定した。ｍＡｂ　８０６処置腫瘍のＫｉ－６７



(95) JP 5384912 B2 2014.1.8

10

20

30

40

50

染色により測定される増殖指数は、コントロール腫瘍の増殖指数よりも有意に低かった（
Ｐ＜０．００１；図２８）。さらに、ＴＵＮＥＬ染色によるアポトーシス指数の分析によ
り、コントロール腫瘍と比較した、ｍＡｂ　８０６処置した腫瘍におけるアポトーシス細
胞の数の有意な増加が実証された（Ｐ＜０．００１；図２８）。腫瘍の血管形成の程度を
また、ＣＤ３１についての処置検体およびコントロール検体由来の腫瘍の免疫染色によっ
て分析した。腫瘍の血管形成を定量するために、ＭＶＡを、コンピューター化画像分析を
使用して測定した。ｍＡｂ　８０６処置した腫瘍は、コントロール腫瘍よりも、ＭＶＡの
３０％の減少を示した（Ｐ＜０．００１；図２８）。レセプターと抗体との間の相互作用
が、炎症応答を引き起こし得るか否かを理解するために、本発明者らは、マクロファージ
マーカーのＦ４／８０、およびＮＫ細胞マーカーのアシアロＧＭ１について、腫瘍切片を
染色した。マクロファージを、腫瘍マトリクス全体にわたって特定し、そしてこれは、ｍ
Ａｂ　８０６処置したＵ８７　ＭＧ．ΔＥＧＦＲ腫瘍の周辺部の周りに特に堆積していた
（図２８）。本発明者らは、この腫瘍中およびこの周りに浸潤したわずかなＮＫ細胞を観
察したが、ｍＡｂ　８０６処置した腫瘍およびアイソタイプコントロール腫瘍との間の有
意な差違は観察されなかった（データは示さず）。
【０３６３】
　（考察）
　ΔＥＧＦＲは、神経膠腫の癌処置のために魅力的な、潜在的な治療標的であるようであ
る。ΔＥＧＦＲが、悪い予後に関連する（２５）のに対して、ΔＥＧＦＲの遺伝的阻害ま
たは薬学的阻害は、インビトロおよびインビボの両方において、ΔＥＧＦＲ過剰発現細胞
の増殖を効果的に抑制する（２９、３０）。この変異体ＥＧＦＲは細胞表面上で発現され
るので、これは、抗体ベースの治療のための潜在的な標的を示し、ここで、本発明者らは
、ヌードマウスにおける、異なる細胞のバックグラウンドのΔＥＧＦＲ過剰発現神経膠腫
の頭蓋内異種移植片の処置について、新規の抗ΔＥＧＦＲ　ｍＡｂ、ｍＡｂ　８０６の効
果を試験した。ｍＡｂ　８０６の全身投与は、腫瘍増殖を阻害し、動物の生存を延長した
。ｍＡｂ　８０６の効果は、各細胞株に対して明白であり、腫瘍のｐ５３の状態に依存し
なかった。なぜなら、Ｕ８７　ＭＧ．ΔＥＧＦＲおよびＡ１２０７．ΔＥＧＦＲは、野生
型ｐ５３を発現するのに対して、ＬＮ－Ｚ３０８．ΔＥＧＦＲは、ｐ５３ヌルであった。
【０３６４】
　ΔＥＧＦＲの腫瘍形成性の増大は、ＣＯＯＨ末端におけるその構成的に活性なキナーゼ
活性およびチロシン自己リン酸化を介して媒介される（２２、２８、２９）。ｍＡｂ　８
０６で処置した腫瘍におけるΔＥＧＦＲのリン酸化は、有意に減少し、増殖は減少し、そ
してアポトーシスは増加した。このことは、ｍＡｂ　８０６の抗腫瘍効果が、少なくとも
部分的に、レセプターの固有の機能の阻害に起因し得ることを示唆する。ΔＥＧＦＲシグ
ナル伝達は、抗アポトーシス遺伝子（Ｂｃｌ－ＸＬ）のアップレギュレーションを引き起
こし（２８）、そして、ｍＡｂ　８０６を用いた処置は、Ｂｃｌ－ＸＬ発現のダウンレギ
ュレーションを生じた。このことは、ｍＡｂ　８０６の抗腫瘍効果が、ΔＥＧＦＲシグナ
ル伝達の阻害を介して媒介されることをさらに示唆する。ｍＡｂ　８０６で処置した腫瘍
におけるΔＥＧＦＲのレベルはまた、わずかに減少した（図２７Ａ）が、変異体レセプタ
ーの脱リン酸の程度と一致した程度またはこの生物学的効果の大きさを説明するために十
分な程度までは減少しなかった。ｍＡｂ　８０６のこの抗腫瘍効果は、おそらく少なくと
も部分的には、ΔＥＧＦＲの固有のシグナル伝達機能の阻害から生じる。この主張はまた
、ＤＫ腫瘍に対する抗腫瘍効果の欠損によって指示され、このＤＫ腫瘍は、抗体へと結合
するが、キナーゼ欠損性である。
【０３６５】
　異なる抗ΔＥＧＦＲ抗体（ｍＡｂ　Ｙ１０）の腫瘍内注射は、マウスの脳におけるΔＥ
ＧＦＲ発現Ｂ１６黒色腫の増殖を、Ｆｃ／Ｆｃレセプター依存性機構を介して阻害した（
３１）。これに関連して、ｍＡｂ　Ｙ１０は、インビトロでマウスエフェクター細胞およ
びヒトエフェクター細胞の両方を用いて、抗体依存性マクロファージ細胞傷害性を媒介す
ることを示した（１７）。この抗体依存性マクロファージ細胞傷害性は、本発明者らのｍ
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Ａｂ　８０６で処置した腫瘍において見出されたマクロファージ浸潤に関してほとんど効
果を有さないが、ｍＡｂ　８０６の抗癌効果が、マクロファージ媒介性細胞傷害性によっ
て達成され得るかどうかに関する疑問が生じる。本発明者らは、このことがありそうにも
ないことであると考えている。なぜなら、マクロファージ浸潤はまた、Ｕ８７　ＭＧ．Ｄ
Ｋ（キナーゼ欠損性ΔＥＧＦＲ）腫瘍のｍＡｂ　８０６処置の際に生じ、この腫瘍におい
て、このｍＡｂ　８０６処置は、腫瘍増殖の調節において、効果がなかった。
【０３６６】
　ｍＡｂ　８０６は、過剰発現されたｗｔＥＧＦＲを用いた弱い交差反応性を有するΔＥ
ＧＦＲに対して選択的であるようである。インビトロでの特異性に一致して、ｍＡｂ　８
０６処置は、ΔＥＧＦＲ過剰発現腫瘍において非常に有効であったのに対して、このｍＡ
ｂ　８０６処置は、非常により低く頑強であるが、再現可能であり、ｗｔＥＧＦＲを過剰
発現する腫瘍の増殖阻害を示した。しかし、ｍＡｂ　８０６とその標的分子との間の単純
な相互作用は、腫瘍増殖を阻害するために不十分である。なぜなら、ｍＡｂ　８０６は、
キナーゼ欠損性ΔＥＧＦＲ（ＤＲ）レセプターおよびΔＥＧＦＲへと等しく良好に結合し
得るが、このｍＡｂ　８０６は、ＤＫ発現腫瘍増殖に影響を与える効果はない。ｍＡｂ　
８０６に、細胞に通常存在する低レベルのｗｔＥＧＦＲと相互作用する能力がないことは
、通常の組織と比較する場合、ΔＥＧＦＲを過剰発現した癌および、より少ない程度でｗ
ｔＥＧＦＲを過剰発現した癌に対する大きな治療範囲を示唆する。
【０３６７】
　ｍＡｂ　８０６処置は、頭蓋内異種移植片の抑制に効果的であったが、ΔＥＧＦＲ腫瘍
が最終的に増殖し、永続的な回復は達成されないということは留意されるべきである。こ
のことは、腫瘍の塊における不十分な抗体の分布から生じ得る。癌処置のために、他の治
療モーダリティー（例えば、毒素、アイソトープまたは薬物）と組合わせたｍＡｂは、多
くの場合において、抗体単独より効果的であることが示された（２，３，３２－３４）。
ｗｔＥＧＦＲ抗体と化学療法薬物（例えば、ドキソルビシンおよびシスプラチン）との組
合せはまた、抗腫瘍活性の強化を示した（３５，３６）。腫瘍増殖と脈管形成の発達とで
標的化される組合せ処置は、いずれかの処置単独よりも効果的に阻害された神経膠芽腫を
有する（２７）。このことは、化学療法薬物または脈管形成を調節する化合物とｍＡｂ　
８０６の組合せが、ｍＡｂ　８０６単独よりさらに効率的である可能性を上昇する。
【０３６８】
　（参考文献）
【０３６９】
【表１１】
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　（実施例２０）
　（モノクローナル抗体８０６は、ｄｅ２－７または増幅された上皮増殖因子レセプター
（ＥＧＦＲ）のいずれかを発現する腫瘍異種移植片の増殖を阻害するが、野生型ＥＧＦＲ
を発現する腫瘍異種移植片の増殖は阻害しない）
　以下の実施例は、Ｌｕｗｏｒら、（２００１）Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，６１
；５３５５－５３６１にもまた示される、本発明者らによる、知見を示す。この刊行物の
開示は、適切である場合、本明細書中の図を引用しながら、その全体が本明細書中に援用
され、そして、本明細書の一部をなす。
【０３７０】
　モノクローナル抗体（ｍＡｂ）８０６は、Δ２－７上皮増殖因子レセプター（ｄｅ２－
７ＥＧＦＲまたはＥＧＦＲｖＩＩＩ）に対して惹起され、ＥＧＦＲの短縮バージョンは、
神経膠腫に共通に発現された。意外にも、ｍＡｂ　８０６はまた、ＥＧＦＲの増殖を示す
細胞によって発現されるＥＧＦＲに結合するが、遺伝子増幅の非存在下で、野生型レセプ
ターを発現する細胞または正常組織によって発現されるＥＧＦＲには結合しない。ｍＡｂ
　８０６の独特の特異性は、現在のＥＧＦＲ抗体を超える利点を提供し、これら抗体全て
は、ヒトにおいて肝臓および皮膚への有意な結合を示す。従って、本発明者らは、ヌード
マウスにおいて増殖したヒト腫瘍異種移植片に対する、ｍＡｂ　８０６の抗腫瘍活性を試
験した。Ｕ８７　ＭＧ異種移植片（遺伝増幅の非存在下で約１０５のＥＧＦＲを内因的に
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発現する神経膠腫細胞株）は、ｍＡｂ　８０６によって阻害されなかった。対照的に、ｍ
Ａｂ　８０６は、予防的腫瘍モデルおよび確立された腫瘍モデルの両方を使用する用量依
存的様式で、ｄｅ２－７ＥＧＦＲでトランスフェクトされたＵ８７　ＭＧ異種移植片の増
殖を有意に阻害した。重要なことには、野生型ＥＧＦＲでトランスフェクトされたＵ８７
　ＭＧ細胞（これは、約１０６ＥＧＦＲ／細胞まで発現増加し、遺伝子増幅の状態を模倣
する）はまた、ヌードマウス中で異種移植片として増殖する場合、ｍＡｂ　８０６によっ
て阻害された。ｍＡｂ　８０６によって処置された異種移植片は全て、コントロール腫瘍
において存在しなかった大きな壊死領域を示した。この異種移植片の生存能力の減少によ
って、レセプターのダウンレギュレーションまたはクローンの選択によって媒介されなか
った。なぜなら、抗原発現のレベルは、コントロール群と処置された群との間で類似であ
ったからである。ｍＡｂ　８０６の抗腫瘍効果は、Ｕ８７　ＭＧ細胞に限定されなかった
。なぜなら、抗体は、新規かつ確立されたＡ４３１異種移植片（これは１０６ＥＧＦＲ／
細胞を超えて発現する細胞株）の増殖を阻害したからであった。この研究は、ｍＡｂ　８
０６が、有意な抗腫瘍活性を保持することを実証する。
【０３７１】
　ｄｅ２－７ＥＧＦＲ特異的ｍＡｂ　８０６は、短縮型ｄｅ２－７ＥＧＦＲを発現するＮ
Ｒ６マウス線維芽細胞でマウスを免疫した後に、産生された。ｍＡｂ　８０６は、ｄｅ２
－７ＥＧＦＲでトランスフェクトされたＵ８７　ＭＧ神経膠腫細胞株に結合するが、ｄｅ
２－７ＥＧＦＲでトランスフェクトされた親Ｕ８７　ＭＧ細胞株には結合しない。この親
Ｕ８７　ＭＧ細胞株は、遺伝子増幅を有さずにｗｔＥＧＦＲを発現する（３）。類似する
結果は、Ｕ８７　ＭＧ異種移植片を発現するｄｅ２－７ＥＧＦＲの特異的な標的化を示す
ｍＡｂ　８０６を用いて、インビボで観察されたが、親Ｕ８７　ＭＧ腫瘍では観察されな
かった（３）。興味深いことに、ｍＡｂ　８０６は、増幅されたＥＧＦＲ遺伝子を含むＡ
４３１細胞株の表面上のＥＧＦＲ部分集合（約１０％）を結合し得た。従って、ｄｅ２－
７ＥＧＦＲ短縮化によって生成された独特のペプチド結合を認識する他の全てのｄｅ２－
７ＥＧＦＲ特異的抗体とは違って、ｍＡｂ　８０６は、過剰発現されたｗｔＥＧＦＲでも
また見出されるエピトープに結合する。しかし、このエピトープが、好ましくはｄｅ２－
７ＥＧＦＲにおいて露出され、レセプターの小さな部分が、ｗｔＥＧＦＲ遺伝子増幅を含
む細胞において発現されることは明らかである。重要なことには、高レベルの内因性ｗｔ
ＥＧＦＲを発現する正常組織（例えば、肝臓および皮膚）は、有意なｍＡｂ　８０６の結
合を示さない。通常のレベルで発現される場合、ｄｅ２－７ＥＧＦＲおよび増幅されたｗ
ｔＥＧＦＲの両方に結合するが、ネイティブなｗｔＥＧＦＲには結合しないｍＡｂ　８０
６の独特の特徴に基づいて、本発明者らは、ヌードマウスで、異種移植片として増殖する
いくつかの腫瘍細胞株に対するｍＡｂ　８０６の有効性を試験することを決定した。
【０３７２】
　（材料および方法）
　（細胞株およびモノクローナル抗体）
　ヒト神経膠芽腫細胞株Ｕ８７　ＭＧ（これは、ｗｔＥＧＦＲを内因的に発現する）なら
びにトランスフェクトされた細胞株Ｕ８７　ＭＧ．Δ２－７およびＵ８７　ＭＧ．ｗｔＥ
ＧＦＲ（これらは、それぞれｄｅ２－７ＥＧＦＲおよび過剰発現されたｗｔＥＧＦＲを発
現する）は、以前に記載されている（１６、２３）。類表皮腫癌細胞株Ａ４３１は、以前
に記載されている（２４）。
【０３７３】
　全ての細胞株を、１０％　ＦＣＳ（ＣＳＬ，Ｍｅｌｂｏｕｒｎｅ，Ｖｉｃｔｏｒｉａ，
Ａｕｓｔｒａｌｉａ）、２ｍＭグルタミン（Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．，Ｓ
ｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）、およびペニシリン／ストレプトマイシン（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｉｎｃ．，Ｇｒａｎｄ　Ｉｓｌａｎｄ，ＮＹ）を含むＤＭＥＭ（ＤＭ
ＥＭ／Ｆ１２；Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｉｎｃ．，Ｇｒａｎｄ　Ｉｓｌａ
ｎｄ，ＮＹ）中に維持した。さらに、Ｕ８７　ＭＧ．Δ２－７およびＭＧ．ｗｔＥＧＦＲ
細胞株を、４００ｍｇ／ｍｌのジェネティシン（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，



(102) JP 5384912 B2 2014.1.8

10

20

30

40

50

Ｉｎｃ．，Ｍｅｌｂｏｕｒｎｅ，Ｖｉｃｔｏｒｉａ，Ａｕｓｔｒａｌｉａ）中に維持した
。細胞株を、加湿された５％ＣＯ２雰囲気中３７℃で増殖させた。このｍＡｂ　８０６（
ＩｇＧ２ｂ）を、ｄｅ２－７ＥＧＦＲを発現するＮＲ６マウス線維芽細胞を用いたマウス
の免疫後、産生した。ｍＡｂ　８０６を、ｄｅ２－７ＥＧＦＲを過剰発現する（１：２５
００の力価）、ＮＲ６細胞への結合を示したロゼットアッセイの後、選択した。ｍＡｂ５
２８（これは、ｄｅ２－７ＥＧＦＲおよびｗｔＥＧＦＲの両方を認識する）は、以前に記
載されており（１０）、Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔ
ｉｏｎ（Ｒｏｃｋｖｉｌｌｅ，ＭＤ）から得られたハイブリドーマを使用して、Ｂｉｏｌ
ｏｇｉｃａｌ　Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　Ｆａｃｉｌｉｔｙ（Ｌｕｄｗｉｇ　Ｉｎｓｔｉｔ
ｕｔｅ　ｆｏｒ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，Ｍｅｌｂｏｕｒｎｅ，Ｖｉｃｔｏｒ
ｉａ，　Ａｕｓｔｒａｌｉａ）において産生した。ＤＨ８．３　ｍＡｂ（これは、ｄｅ２
－７ＥＧＦＲに対して特異的である）は、Ｗｉｌｌｉａｍ　Ｇｕｌｌｉｃｋ教授（Ｕｎｉ
ｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｋｅｎｔ　ａｎｄ　Ｃａｎｔｅｒｂｕｒｙ，Ｋｅｎｔ，Ｕｎｉｔ
ｅｄ　Ｋｉｎｇｄｏｍ）によって親切に提供された（１９）。ＥＧＦＲのＯＯＨ－末端ド
メインへと指向されるポリクローナル抗体（ｓｃ－０３）を、Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂ
ｉｏ－ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｓ
ａｎｔａ　Ｃｒｕｚ，ＣＡ）から購入した。
【０３７４】
　（レセプター発現のＦＡＣＳ分析）
　培養された、親Ｕ８７　ＭＧ細胞株およびトランスフェクトされたＵ８７　ＭＧ細胞株
を、ｗｔＥＧＦＲおよびｄｅ２－７ＥＧＦＲ発現について、５２８抗体、８０６抗体、お
よびＤＨ８．３抗体を使用して、分析した。細胞（１　３　１０　６）を、１％　ＨＳＡ
を含有するＰＢＳ中、５ｍｇ／ｍｌの、適切な抗体またはアイソタイプ適合性ネガティブ
コントロールと共に、４℃で３０分間インキュベートした。ＰＢＳ／１％　ＨＳＡでの３
回の洗浄後、細胞を、ＦＩＴＣ結合ヤギ抗マウス抗体（１：１００希釈；Ｃａｌｂｉｏｃ
ｈｅｍ，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ）と共に、４℃でさらに３０分間インキュベートした
。続いての３回の洗浄後、細胞を、Ｅｐｉｃｓ　Ｅｌｉｔｅ　ＥＳＰ（Ｂｅｃｋｍａｎ　
Ｃｏｕｌｔｅｒ，Ｈｉａｌｅａｈ，ＦＬ）上で、２０，０００事象の最小値を観察するこ
とによって分析し、Ｗｉｎｄｏｗｓ（登録商標）用のＥＸＰＯ（バージョン２）を使用し
て分析した。
【０３７５】
　（スキャッチャード分析）
　ｍＡｂ　８０６を、クロラミンＴ法によって、１２５Ｉ（Ａｍｒａｄ，Ｍｅｌ－ｂｏｕ
ｒｎｅ，Ｖｉｃｔｏｒｉａ，Ａｕｓｔｒａｌｉａ）で標識した。全ての結合アッセイを、
１％　ＨＳＡ／ＰＢＳ中で、１～２×１０６の、生存するＵ８７　ＭＧ．Δ２－７または
Ａ４３１細胞に対して、穏やかに回転しながら、４℃で９０分間実施した。、１０ｎｇ／
ｍｌ　１２５Ｉ標識ｍＡｂ　８０６の設定濃度を、漸増濃度の非標識抗体の存在下で使用
した。非特異的な結合を、１０，０００倍過剰の非標識化抗体の存在下で決定した。イン
キュベーションの後、細胞を、洗浄し、結合した１２５Ｉ標識化ｍＡｂ　８０６について
、ＣＯＢＲＡ　ＩＩγカウンター（Ｐａｃｋａｒｄ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ　Ｃｏｍｐａ
ｎｙ，Ｍｅｒｉｄｅｎ，ＣＴ）を使用して計数した。スキャッチャード分析を、免疫反応
性について校正した後、実施した。
【０３７６】
　（免疫沈降研究）
　細胞を、５％の、透析されたＦＣＳを補充されたメチオニン／システインを含有しない
ＤＭＥＭ中、１００ｍＣｉ／ｍｌのＴｒａｎ　３５Ｓ－Ｌａｂｅｌ（ＩＣＮ　Ｂｉｏｍｅ
ｄｉｃａｌｓ，Ｉｒｖｉｎｅ，ＣＡ）を用いて１６時間標識した。ＰＢＳで洗浄した後、
細胞を、溶解緩衝液（１％　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、３０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ、１５０
ｍＭ　ＮａＣｌ、５００ｍＭ　４－（２－アミノエチル）ベンゼンスルホニルフロリド、
１５０ｎＭアプロチニン、１ｍＭ　Ｅ－６４プロテアーゼインヒビター、０．５ｍＭ　Ｅ
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ＤＴＡ、および１ｍＭ　ロイペプチン，ｐＨ７．４）中に、４℃で１時間配置した。溶解
物を、１２，０００３ｇで１０分間の遠心分離によって精製し、次いで、プロテインＡ－
セファロースの添加の前に、５ｍｇの適切な抗体と共に、４℃で３０分間インキュベート
した。免疫沈降物を、溶解緩衝液で３回洗浄し、ＳＤＳサンプル緩衝液と混合し、７．５
％ゲルを使用したゲル電気泳動によって分離し、次いで、それを乾燥させ、Ｘ線フィルム
中に露光した。
【０３７７】
　（異種移植片モデル）
　以前の報告と一致して（２３、２５）、ｄｅ２－７ＥＧＦＲでトランスフェクトされた
Ｕ８７　ＭＧ細胞は、ｗｔＥＧＦＲでトランスフェクトした、親細胞およびＵ８７　ＭＧ
細胞より、より迅速に成長した。１００ｍｌのＰＢＳ中の腫瘍細胞（３ｘ１０６）を、４
～６週齢の、雌性ヌードマウスの両脇腹へと、ｓ．ｃ．接種した（Ａｎｉｍａｌ　Ｒｅｓ
ｅａｒｃｈ　Ｃｅｎｔｅｒ，Ｗｅｓｔｅｒｎ　Ａｕｓｔｒａｌｉａ，Ｐｅｒｔｈ，Ａｕｓ
ｔｒａｌｉａ）。ｍＡｂ　８０６の治療効果を、予防腫瘍モデルおよび確立された腫瘍モ
デルの両方において調査した。予防モデルにおいて、２つの異種移植片を有する５匹のマ
ウスは、０．１ｍｇまたは１ｍｇのｍＡｂ　８０６またはビヒクル（ＰＢＳ）のいずれか
でｉ．ｐ．処置した（これを、腫瘍細胞接種の前の日に開始した）。処置を、１週間当た
り３回で２週間、計６用量について継続した。確立されたモデルについて、腫瘍は、６５
ｍｍ３（Ｕ８７　ＭＧ．Δ２－７）、８４ｍｍ３（Ｕ８７　ＭＧ）、７３ｍｍ３（Ｕ８７
　ＭＧ．ｗｔＥＧＦＲ）、または２０１ｍｍ３（Ａ４３１腫瘍）の平均体積に達した場合
処置を開始した。腫瘍体積（ｍｍ３）は、式（長さ３幅２）／２を使用して決定し、ここ
で、長さは、最長軸であり、幅は、この長さに直角をなす測定値であった（２６）。デー
タを、各処置群に対して平均腫瘍体積６ＳＥとして示した。この研究プロジェクトは、Ａ
ｎｉｍａｌ　Ｅｔｈｉｃｓ　Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ａｕｓｔｉｎ　ａｎｄ
　Ｒｅｐａｔｒｉａｔｉｏｎ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｃｅｎｔｒｅによって認可された。
【０３７８】
　（腫瘍異種移植片の組織学的試験）
　異種移植片を、示した時間に切除し、２等分した。半分を、パラフィン中に包埋する前
に、１０％ホルマリン／ＰＢＳ中で固定した。次いで、４ｍｍの切片を、切り出し、慣用
的な組織学的試験のためにＨ＆Ｅを用いて染色した。もう半分を、組織Ｔｅｋ　ＯＣＴ化
合物（Ｓａｋｕｒａ　Ｆｉｎｅｔｅｋ，Ｔｏｒｒａｎｃｅ，ＣＡ）中に包埋し、液体窒素
中で凍結させ、そして２８０℃で保存した。薄い（５－ｍｍ）凍結切片を、切り出し、１
０分間氷冷アセトン中で固定し、その後、さらに１０分間空気乾燥させた。切片を、タン
パク質ブロッキング試薬（Ｌｉｐｓｈａｗ　Ｉｍｍｕｎｏｎ，Ｐｉｔｔｓｂｕｒｇｈ，Ｐ
Ａ）中で１０分間ブロッキングし、次いで、ビオチン化一次抗体（１ｍｇ／ｍｌ）と共に
、室温で３０分間インキュベートした。全ての抗体を、製造業者の指示書のとおり、ＥＣ
Ｌタンパク質ビオチン化モジュール（Ａｍｅｒｓｈａｍ，Ｂａｕｌｋｈａｍ　Ｈｉｌｌｓ
，ＮＳＷ，Ａｕｓｔｒａｌｉａ）を使用して、ビオチン化した。ＰＢＳでリンスした後、
切片を、ストレプトアビジン西洋ワサビペルオキシダーゼ複合体と共に、さらに３０分間
インキュベートした（Ｓｉｌｅｎｕｓ，Ｍｅｌｂｏｕｒｎｅ，Ｖｉｃｔｏｒｉａ，Ａｕｓ
ｔｒａｌｉａ）。最終的なＰＢＳ洗浄の後、この切片を、過酸化水素存在下において、３
－アミノ－９－エチルカルバゾール基質［０．１Ｍ酢酸、０．１Ｍ酢酸ナトリウム、０．
０２Ｍ　３－アミノ－９－エチルカルバゾール（Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．
，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）］に３０分間曝露した。切片を、水でリンスし、ヘマトキシ
リンで５分間対比染色し、そしてマウントした。
【０３７９】
　（統計学的分析）
　インビボ腫瘍測定値（ｍｍ３）を、平均６ＳＥとして示す。所定の時点での処値群間の
差異を、スチューデントのｔ検定を使用して、統計的有意性について試験した。
【０３８０】
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　（結果）
　（細胞株への抗体の結合）
　ｍＡｂ　８０６の特異性を決定するために、このｍＡｂ　８０６の、Ｕ８７ＭＧ細胞、
Ｕ８７ＭＧ．Ｄ２－７細胞、およびＵ８７ＭＧ．ｗｔＥＧＦＲ細胞への結合を、ＦＡＣＳ
によって分析した。無関係のＩｇＧ２ｂ（ヒト抗原Ａ３３に指向したｍＡｂ　１００－３
１０）は、ｍＡｂ　８０６に対するアイソタイプコントロールとして含まれ、そして５２
８抗体は、それがｄｅ２－７ＥＧＦＲおよびｗｔＥＧＦＲの両方を認識するので、含まれ
る。５２８抗体のみが、親Ｕ８７　ＭＧ細胞株を染色することが可能であり（図２９）、
このことは、これらの細胞がｗｔＥＧＦＲを発現することを実証する以前の報告と一致し
た（１６）。ｍＡｂ　８０６が、コントロール抗体に類似する結合レベルを有し、このこ
とは、明らかに、ｗｔＥＧＦＲを結合することができないことを実証する（図２９）。Ｕ
８７ＭＧ．Ｄ２－７細胞株およびＵ８７ＭＧ．ｗｔＥＧＦＲ細胞株へのアイソタイプコン
トロール抗体の結合は、Ｕ８７ＭＧ細胞について観察される結合と類似した。ｍＡｂ　８
０６は、Ｕ８７ＭＧ．Ｄ２－７細胞およびＵ８７ＭＧ．ｗｔＥＧＦＲ細胞を染色し、この
ことは、ｍＡｂ　８０６がｄｅ２－７ＥＧＦＲおよび過剰発現されたＥＧＦＲの部分集団
を特異的に認識した（図２９）ことを示した。期待されるように、５２８抗体は、Ｕ８７
ＭＧ．Ｄ２－７細胞株およびＵ８７ＭＧ．ｗｔＥＧＦＲ細胞株の両方を染色した（図２９
）。Ｕ８７ＭＧ．ｗｔＥＧＦＲ細胞を染色する５２８抗体の強度は、ｍＡｂ　８０６抗体
よりはるかに高く、このことは、ｍＡｂ　８０６のみが、過剰発現されたＥＧＦＲの一部
を認識することを示唆した。Ｕ８７ＭＧ．ｗｔＥＧＦＲ細胞で観察されたｍＡｂ　８０６
の反応性は、Ａ４３１細胞（ｗｔＥＧＦＲ．３を過剰発現する別の細胞株）で観察される
反応性に類似する。
【０３８１】
　スキャッチャード分析を、Ｕ８７ＭＧ．Ｄ２－７細胞およびＡ４３１細胞を使用して実
施し、相対的親和性および各細胞株上のｍＡｂ　８０６に対する結合部位を決定した。ｍ
Ａｂ　８０６は、１．１×１０９Ｍ－１のｄｅ２－７ＥＧＦＲレセプターに対する親和性
を有し、平均（３つの別個の実験）２．４×１０５結合部位／細胞を認識した。対照的に
、Ａ４３１細胞上のｗｔＥＧＦＲに対するｍＡｂ　８０６の親和性は、ほんの９．５×１
０７Ｍ－１であった。興味深いことに、ｍＡｂ　８０６は、Ａ４３１細胞の表面上の２．
３×１０５結合部位を認識し、この数は、これらの細胞に見出されるＥＧＦＲの報告され
た数より、約１０倍低い。本発明者らのＡ４３１細胞の表面上のＥＧＦＲの数を確認する
ために、本発明者らは、１２５Ｉ－標識５２８抗体を使用して、スキャッチャード分析を
実施した。期待されるように、この抗体は、Ａ４３１細胞の表面上の約２×１０６部位へ
の結合した。従って、ｍＡｂ　８０６は、Ａ４３１細胞の表面上のＥＧＦＲレセプターの
一部を結合するだけのようである。重要なことには、１２５Ｉ－標識化ｍＡｂ　８０６は
、細胞の数が、１×１０７まで増加した場合でさえも、全く親Ｕ８７　Ｍｇ細胞へと結合
しなかった。
【０３８２】
　（免疫沈降）
　ｍＡｂ　８０６、ｓｃ－０３（ＥＧＦＲのＣＯＯＨ末端ドメインに対して特異的な市販
のポリクローナル抗体）およびＩｇＧ２ｂアイソタイプコントロールを使用した３５Ｓ標
識化の後、免疫沈降によって種々の細胞株における、ｍＡｂ　８０６の反応性をさらに特
徴付けた。ｓｃ－０３抗体は、Ｕ８７ＭＧ．Δ２－７細胞から３つのバンドを免疫沈降し
、２つのｄｅ２－７ＥＧＦＲのバンドに対応する二重のバンドがこれらの細胞において観
察され、そして高分子量のバンドは、ｗｔＥＧＦＲに対応した（図３０）。対照的に、ｍ
Ａｂ　８０６が、２つのｄｅ２－７ＥＧＦＲのバンドを免疫沈降したにも関わらず、ｗｔ
ＥＧＦＲは、完全に存在しなかった（図３０）。Ｕ８７ＭＧ．ｗｔＥＧＦＲ細胞およびＡ
４３１細胞において見られるパターンは、本質的に同一であった。ｓｃ－０３抗体は、両
方の細胞株からｗｔＥＧＦＲに対応する単一のバンドを免疫沈降した（図３０）。このｍ
Ａｂ　８０６はまた、Ｕ８７ＭＧ．ｗｔＥＧＦＲ細胞およびＡ４３１細胞の両方からｗｔ
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ＥＧＦＲに対応する単一のバンドを免疫沈降した（図３０）。ＦＡＣＳおよびスキャッチ
ャードデータと一致して、ｍＡｂ　８０６によって免疫沈降されるＥＧＦＲの量は、細胞
表面に存在する全ＥＧＦＲより実質的に少なかった。ｍＡｂ　８０６およびｓｃ－０３が
、類似する量のｄｅ２－７ＥＧＦＲを免疫沈降したと仮定すれば、この結果は、ｍＡｂ　
８０６抗体のみが、レセプターを過剰発現する細胞においてＥＧＦＲの一部を認識すると
いう概念を支持する。ｍＡｂ　８０６抗体と５２８抗体との間の比較は、同一の反応性の
パターンを示した（データは示さず）。無関係のＩｇＧ２ｂ（ｍＡｂ　８０６に対するア
イソタイプコントロール）は、細胞株のいずれからもＥＧＦＲを免疫沈降しなかった（図
３０）。同一の条件を使用して、ｍＡｂ　８０６は、親Ｕ８７　ＭＧ細胞からＥＧＦＲを
免疫沈降した（データは示さず）。
【０３８３】
　（予防モデルにおけるｍＡｂ　８０６の有効性）
　ｍＡｂ　８０６を、予防移植片モデルにおけるＵ８７　ＭＧ腫瘍およびＵ８７　ＭＧ．
Δ２－７腫瘍に対する有効性について試験した。抗体またはビヒクルを、腫瘍接種の１日
前にｉ．ｐ．投与し、１週間あたり３回で２週間、与えた（「材料および方法」を参照の
こと）。１ｍｇ／１回注射の用量で、ｍＡｂ　８０６は、ｗｔＥＧＦＲを発現する親Ｕ８
７　ＭＧ異種移植片の増殖に対して効果を有さなかった（図９Ａ）。対照的に、ｍＡｂ　
８０６は、Ｕ８７　ＭＧ．Δ２－７異種移植片の増殖を、用量依存性様式で有意に阻害し
た（図９Ｂ）。腫瘍接種の２０日後に、コントロール動物を屠殺した場合、平均的な腫瘍
体積は、コントロール群については１６００±１８０ｍｍ３であり、０．１ｍｇ／１回注
射群については５００±９５ｍｍ３（Ｐ＜０．０００１）、および１ｍｇ／１回注射群に
ついての２００±４２ｍｍ３（Ｐ＜０．０００１）より有意に小さかった。処置群を、２
４日目に屠殺し、屠殺した時点での平均の腫瘍体積は、０．１ｍｇ処置群については１３
００±２４０ｍｍ３であり、１ｍｇ群については５００±１００ｍｍ３（Ｐ＜０．００５
）であった。
【０３８４】
　（確立された異種移植片モデルにおけるｍＡｂ　８０６の有効性）
　予防異種移植片モデルにおけるｍＡｂ　８０６の有効性が与えられた場合、確立された
腫瘍異種移植片の増殖を阻害するｍＡｂ　８０６の能力を試験した。抗体処置を、腫瘍が
、Ｕ８７　ＭＧ．Δ２－７異種移植片について６５ｍｍ３の平均腫瘍体積（移植１０日後
）および親Ｕ８７　ＭＧ異種移植片について８４ｍｍ３の平均腫瘍体積（移植１９日後）
に到達した場合に、抗体処置が開始されることを除いて、予防モデルに記載されたとおり
であった。もう一度、ｍＡｂ　８０６は、１ｍｇ／１回注射の用量でさえも、親Ｕ８７　
ＭＧ異種移植片の増殖に対して効果を有さなかった（図１０Ａ）。対照的に、ｍＡｂ　８
０６は、用量依存性様式でＵ８７　ＭＧ．Δ２－７異種移植片の増殖を有意に阻害した（
図１０Ｂ）。１７日目において、コントロール動物を屠殺する１日前で、平均腫瘍体積は
、コントロール群については９００±２００ｍｍ３であり、０．１ｍｇ／１回注射群につ
いては４００±６０ｍｍ３（Ｐ＜０．０１）であり、そして１ｍｇ／１回注射群について
は２２０±６０ｍｍ３（Ｐ＜０．００２）であった。ＩｇＧ２ｂアイソタイプコントロー
ルを用いたＵ８７　ＭＧ．Δ２－７異種移植片の処置は、腫瘍の増殖に効果を有さなかっ
た（データは示さず）。
【０３８５】
　ｍＡｂ　８０６を用いて観察される増殖阻害が、ｄｅ２－７ＥＧＦＲを発現する細胞に
限定されるかどうかを試験するために、Ｕ８７ＭＧ．ｗｔＥＧＦＲ異種移植片に対するｍ
Ａｂ　８０６の効果をまた、確立されたモデルにおいて試験した。これらの細胞を、ｄｅ
２－７ＥＧＦＲを発現しないＥＧＦＲ遺伝子の増幅を含む腫瘍についてのモデルとして扱
った。ｍＡｂ　８０６処置を、腫瘍が、７３ｍｍ３の平均腫瘍体積に到達した（移植２２
日後）場合に開始した。ｍＡｂ　８０６は、ビヒクルで処置されたコントロール腫瘍と比
較された場合、確立されたＵ８７ＭＧ．ｗｔＥＧＦＲ異種移植片の増殖を有意に阻害した
（図１０Ｃ）。コントロール動物が屠殺された日において、平均腫瘍体積は、コントロー
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ル群については１０００±３００ｍｍ３であり、１ｍｇ／１回注射で処置した群について
は、５００±８０ｍｍ３（Ｐ＜０．０４）であった。
【０３８６】
　（樹立された腫瘍の組織学的分析および免疫組織化学的分析）　ｍＡｂ　８０６で処理
したＵ８７　ＭＧ．Δ２－７異種移植片およびｍＡｂ　８０６で処理したＵ８７　ＭＧ．
ｗｔ　ＥＧＦＲ異種移植片と、コントロールのＵ８７　ＭＧ．Δ２－７異種移植片および
Ｕ８７　ＭＧ．ｗｔ　ＥＧＦＲ異種移植片との間の可能な組織学的差異を評価するために
、ホルマリン固定しパラフィン包埋した切片を、Ｈ＆Ｅで染色した（図３１）。壊死領域
が、ｍＡｂ　８０６で処理したＵ８７　ＭＧ．Δ２－７由来の切片（ｍＡｂ　８０６で処
理したＵ８７　ＭＧ．Δ２－７異種移植片は、腫瘍接種の２４日後に収集し、ビヒクルで
処理した異種移植片は、１８日目に収集した）およびＵ８７　ＭＧ．ｗｔ　ＥＧＦＲ異種
移植片由来の切片（ｍＡｂ　８０６異種移植片は、腫瘍接種の４２日後に収集し、ビヒク
ルで処理した異種移植片は、３７日目に収集した）において観察された（図３１）。この
結果は、多数の腫瘍異種移植片（各細胞株についてｎ５　４）において一貫して観察され
た。しかし、ビヒクルで処理したＵ８７　ＭＧ．Δ２－７異種移植片由来の切片およびビ
ヒクルで処理したＵ８７　ＭＧ．ｗｔ　ＥＧＦＲ異種移植片由来の切片（ｎ　５　５）は
、ｍＡｂ　８０６処理後観察された同じ壊死領域を示さなかった（図３１）。ビヒクルで
処理した異種移植片およびｍＡｂ　８０６で処理した異種移植片を、同じ時間で取り出し
た。そしてこれらはまた、腫瘍壊死においてこれらの差異を示した（データは示さず）。
従って、観察される壊死の増加は、ｍＡｂ　８０６で処理された異種移植片について使用
された、より長い増殖期間によって引き起こされたのではない。さらに、ｍＡｂ　８０６
で処理したＵ８７　ＭＧ異種移植片由来の切片もまた、Ｈ＆Ｅで染色した。そしてこれら
は、いかなる壊死領域も示さなかった（データは示さず）。このことはさらに、ｍＡｂ　
８０６結合が、細胞生存度を減少させ、腫瘍異種移植片内で壊死の増加を生じるという仮
説を支持する。
【０３８７】
　Ｕ８７　ＭＧ異種移植片、Ｕ８７　ＭＧ．Δ２－７異種移植片、およびＵ８７　ＭＧ．
ｗｔ　ＥＧＦＲ異種移植片の切片の免疫組織化学分析が、ｍＡｂ８０６処理後のｄｅ２－
７発現レベルおよびｗｔ　ＥＧＦＲ発現レベルを測定するために実施した（図３２）。予
期された通り、５２８抗体は、すべての異種移植片切片を染色した。処理した腫瘍とコン
トロール腫瘍との間で、強度の明らかな減少はなかった（図３２）。Ｕ８７　ＭＧ切片の
染色は、ｍＡｂ　８０６を用いては検出不可能であったが、Ｕ８７　ＭＧ．Δ２－７異種
移植片切片およびＵ８７　ＭＧ．ｗｔ　ＥＧＦＲ異種移植片切片のポジティブ染色が、観
察された（図３２）。コントロールのＵ８７　ＭＧ．Δ２－７異種移植片およびＵ８７　
ＭＧ．ｗｔ　ＥＧＦＲ異種移植片と、処理したＵ８７　ＭＧ．Δ２－７異種移植片および
Ｕ８７　ＭＧ．ｗｔ　ＥＧＦＲ異種移植片との間で、ｍＡｂ　８０６染色強度の差異は存
在しなかった。このことは、抗体処理が、ｍＡｂ　８０６反応性を欠くクローン改変体の
選択をもたらさないことを示唆する。
【０３８８】
　（ｍＡｂ　８０６でのＡ４３１異種移植片の処理）　ｍＡｂ　８０６の抗腫瘍効果がＵ
８７　ＭＧ細胞に限定されないことを示すために、この抗体を、Ａ４３１異種移植片を含
むマウスに投与した。これらの細胞は、増幅されたＥＧＦＲ遺伝子を含み、そして約２×
１０６個のレセプター／細胞を発現する。本発明者らは、ｍＡｂ　８０６がこれらのＥＧ
ＦＲのうちの約１０％に結合し、そしてＡ４３１異種移植片を標的とすることを以前に示
した（３）。ｍＡｂ　８０６は、以前に記載された予防異種移植片モデルにて試験した場
合に、Ａ４３１異種移植片の増殖を有意に阻害した（図１１Ａ）。１３日目に、コントロ
ール動物を屠殺した場合、平均腫瘍体積は、ビヒクルで処理した群で１４００±１５０ｍ
ｍ３であり、１ｍｇ／注射処理群について２６０±６０ｍｍ３であった（Ｐ＜０．０００
１）。別個の実験において、用量０．１ｍｇのｍＡｂもまた、予防モデルにおいてＡ４３
１異種移植片の増殖を有意に（Ｐ＜０．０５）を阻害した（データは示さず）。
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【０３８９】
　上記予防的Ａ４３１異種移植片モデルにおけるｍＡｂ　８０６の効力を考慮して、樹立
された腫瘍異種移植片の増殖を阻害する能力を試験した。抗体処理は、上記の予防モデル
において記載した通りであったが、但し、腫瘍が平均腫瘍体積２００±２０ｍｍ３に達す
るまで抗体処理を開始しなかった。ｍＡｂ　８０６は、樹立したＡ４３１異種移植片の増
殖を有意に阻害した（図１１Ｂ）。１３日目（コントロール動物を屠殺した日である）に
、平均腫瘍体積は、コントロール群について１１００±１００ｍｍ３であり、１ｍｇ／注
射群については４５０±７０ｍｍ３であった（Ｐ＜０．０００１）。
【０３９０】
　本発明者らは、ｍＡｂ　８０６が、ｗｔ　ＥＧＦＲを過剰発現する、ｄｅ２－７　ＥＧ
ＦＲトランスフェクトＵ８７　ＭＧ異種移植片とＡ４３１異種移植片との両方を標的とす
ることを以前に示した（３）。ｍＡｂ　８０６は、約１０５個のＥＧＦＲを発現する（３
）親Ｕ８７　ＭＧ細胞を標的としなかった（１６）。ＦＡＣＳ、免疫組織化学および免疫
沈降により評価した場合、本発明者らは、ｍＡｂ　８０６がまた、＞１０６個のＥＧＦＲ
／細胞を発現するＵ８７　ＭＧ．ｗｔ　ＥＧＦＲ細胞を特異的に結合可能であることをこ
こに示す。従って、以前に観察されたＡ４３１細胞へのｍＡｂ　８０６の結合は、これら
の細胞のいくらか通常ではない特性の結果ではなく、むしろｗｔ　ＥＧＦＲの過剰発現と
関連するより一般的な現象であるようである。
【０３９１】
　（ａ）本発明者らは、１×１０５個のｗｔ　ＥＧＦＲ／細胞を発現する親Ｕ８７　ＭＧ
細胞株へのｍＡｂ　８０６の結合（１６）を、ＦＡＣＳ、免疫沈降、免疫組織化学によっ
ても、ヨウ素付加抗体を用いても、検出できなかった。実際、ヨウ素付加ｍＡｂ　８０６
は、１×１０７個の細胞を含むＵ８７　ＭＧ細胞ペレットに結合しなかった。これは、１
×１０６個のＡ４３１細胞を使用するスキャッチャードデータに基づくと、低レベル抗体
結合を検出するはずの条件である（すなわち、両方の場合で、レセプターの総数が類似し
ている）。
【０３９２】
　（ｂ）スキャッチャード分析は、ｍＡｂ　８０６が、Ａ４３１細胞の表面上の総ＥＧＦ
Ｒのうちの１０％にのみ結合したことを明らかに示した。ｍＡｂ　８０６が、低親和性で
このｗｔ　ＥＧＦＲと単に結合する場合、そのｍＡｂ　８０６は、そのレセプターのうち
のかなり高い割合と結合しているはずである。
【０３９３】
　（ｃ）Ａ４３１およびＵ８７　ＭＧの比較免疫沈降。ｍＡｂ　８０６およびｓｃ－０３
抗体を含むｗｔ　ＥＧＦＲ細胞株もまた、レセプターの部分集団のみが、ｍＡｂ　８０６
により認識されるという仮説を支持した。まとめると、これらの結果は、ｍＡｂ　８０６
が、ＥＧＦＲを過剰発現する細胞の表面上のＥＧＦＲ部分集団を認識するという知見を支
持する。本発明者らは、ｍＡｂ８０６が、グリコシル化またはキナーゼ活性と関連する変
化した生化学的特性を提示するかどうかを観察するために、ｍＡｂ　８０６によるＥＧＦ
Ｒ免疫沈降を現在分析中である。
【０３９４】
　本明細書中に記載されるｍＡｂ　８０６を用いる異種移植片研究は、Ｕ８７　ＭＧ．Ｄ
２－７異種移植片増殖の用量依存性阻害を示す。対照的に、親Ｕ８７　ＭＧ異種移植片が
インビボでｗｔ　ＥＧＦＲを発現し続けるという事実にも関わらず、親Ｕ８７　ＭＧ異種
移植片の阻害は、全く観察されなかった。ｍＡｂ　８０６は、異種移植片の体積を有意に
減少しただけでなく、このｍＡｂ　８０６はまた、その腫瘍内で有意な壊死を誘導した。
上記のように、他のｄｅ２－７ＥＧＦＲ特異的ｍＡｂが生成された（２０～２２）が、こ
れは、ヒトｄｅ２－７　ＥＧＦＲ発現神経膠腫異種移植片に対してインビボでそのような
抗体を首尾良く治療的に使用することを示す、最初の報告である。最近の報告は、ｄｅ２
－７　ＥＧＦＲ特異的Ｙ１０　ｍＡｂが、ヒトｄｅ２－７　ＥＧＦＲのマウスホモログで
トランスフェクトされたマウスＢ１６黒色腫細胞に対して、インビボで抗腫瘍活性を有し
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たことを示した（３３）。Ｙ１０は、補体もエフェクター細胞も存在しない場合に、ｄｅ
２－７　ＥＧＦＲを発現するＢ１６黒色腫細胞のインビトロ細胞溶解（＞９０％）を媒介
した。そのインビトロでの観察とは対照的に、インビボでのＹ１０抗体の効力は、免疫応
答性モデルにおいて異種移植片として増殖したＢ１６黒色腫細胞を使用した場合、Ｆｃ機
能を介して完全に媒介された。従って、細胞が腫瘍異種移植片として増殖された場合、イ
ンビトロで観察される直接の効果は、複製されないようである。
【０３９５】
　ＥＧＦＲの過剰発現が、多数の種々の腫瘍において報告されており、そしてこの過剰発
現は、ほとんどの神経膠腫において観察される（４、１４）。レセプター遺伝子増幅によ
り媒介されるその後のＥＧＦＲ過剰発現は、細胞内シグナル伝達および細胞増殖を増加す
ることによって増殖を有利にし得ることが提唱されている（３４）。このＵ８７　ＭＧ細
胞株を、ｗｔ　ＥＧＦＲでトランスフェクトして、ＥＧＦＲ遺伝子増幅プロセスを模倣す
る神経膠腫細胞を生成した。樹立されたＵ８７　ＭＧ．ｗｔ　ＥＧＦＲ異種移植片をｍＡ
ｂ　８０６で処理すると、有意な増殖阻害を生じた。従って、ｍＡｂ　８０６はまた、Ｅ
ＧＦＲを過剰発現する細胞に対するインビボでの抗腫瘍活性を媒介する。興味深いことに
、Ｕ８７　ＭＧ．ｗｔ　ＥＧＦＲ異種移植片のｍＡｂ　８０６による阻害は、Ｕ８７　Ｍ
Ｇ．Δ２－７腫瘍を用いて観察されるよりも顕著ではない。このことは、ｍＡｂ　８０６
が、過剰発現したｗｔ　ＥＧＦＲについてより低い親和性を有しており、そして細胞表面
上に発現される低比率のレセプターにのみ結合するという事実を、おそらく反映する（３
）。しかし、Ｕ８７　ＭＧ．ｗｔ　ＥＧＦＲ異種移植片の体積に対するこの小さな効果に
も関わらず、ｍＡｂ　８０６処理が、これらの異種移植片内で大きな壊死領域を生成した
ことが、注意されるべきである。ｍＡｂ　８０６が、Ｕ８７　ＭＧ由来細胞株の阻害のみ
を媒介するという可能性を排除するために、本発明者らは、Ａ４３１異種移植片に対する
ｍＡｂ　８０６の効力を試験した。この扁平上皮細胞癌腫由来細胞株は、有意なＥＧＦＲ
遺伝子増幅を含み、これは、インビトロおよびインビボの両方で保持される。ｍＡｂ　８
０６でＡ４３１異種移植片を処理すると、予防モデルおよび樹立されたモデルの両方にお
いて、有意な増殖阻害を生じた。このことは、ｍＡｂ　８０６の抗腫瘍効果が、トランス
フェクトされたＵ８７　ＭＧ細胞株に限定されないことを示す。
【０３９６】
　抗体処理によるＡ４３１異種移植片増殖の完全な防止が、以前に報告されている。ｗｔ
　ＥＧＦＲ　ｍＡｂである５２８、２２５、および４２５は、すべて、腫瘍接種日または
腫瘍接種１日後のいずれかに投与した場合に、Ａ４３１異種移植片の形成を防止した（９
、１０）。これらのｗｔ　ＥＧＦＲ抗体とｍＡｂ８０６との間のこの効力の差異の原因は
、既知ではないが、細胞増殖阻害の機構に関連し得る。ｗｔ　ＥＧＦＲ抗体は、ＥＧＦＲ
へのリガンド結合をブロックすることによって機能するが、これは、おそらく、ｍＡｂ　
８０６については事実ではない。なぜなら、ｗｔ　ＥＧＦＲ抗体は、Ａ４３１細胞の表面
上のＥＧＦＲ小部分集団にのみ結合するからである。リガンド非依存性ｄｅ２－７ＥＧＦ
Ｒを発現するＵ８７　ＭＧ細胞に対するｍＡｂ　８０６の有意な効力は、この抗体が、リ
ガンドブロックを含まない機構によりその抗腫瘍活性を媒介するという知見を支持する。
従って、本発明者らは、ｍＡｂ　８０６の抗腫瘍効果に寄与する非免疫学的機構および免
疫学的機構を現在調査中である。非免疫学的機構は、レセプターレベルの微妙な変化、シ
グナル伝達のブロック、または不適切なシグナル伝達の誘導を包含し得る。
【０３９７】
　以前、ｗｔ　ＥＧＦＲ抗体と組み合わせた薬剤（例えば、ドキソルビシンおよびシスプ
ラチン）が、抗腫瘍活性の増強を生じた（３５、３６）。ドキソルビシンとｍＡｂ　５２
８との組み合わせは、樹立したＡ４３１異種移植片の全体的な根絶を生じた一方、いずれ
かの薬剤単独での処理は、インビボでの一時的な増殖阻害しか生じなかった（３６）。同
様に、シスプラチンと、ｍＡｂ　５２８または２２５のいずれかとの組み合わせもまた、
十分に樹立されたＡ４３１異種移植片の根絶をもたらした。これは、いずれかの薬剤での
処理が使用された場合は観察されなかった（３５）。従って、ｍＡｂ　８０６と化学療法
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【０３９８】
　おそらく、現在のＥＧＦＲ抗体と比較したｍＡｂ　８０６の最も重要な利点であり得る
のは、ｍＡｂ　８０６に細胞傷害性因子を直接結合することが可能であることである。こ
のアプローチは、現在のＥＧＦＲ特異的抗体を用いて実現可能ではない。なぜなら、これ
らの抗体は、肝臓を標的とし、細胞傷害性結合体は、重篤な毒性をほとんど確実に誘導す
るからである。細胞傷害性薬剤（例えば、薬物（３７）または放射性同位体（３８））を
抗体に結合体化することは、これらの薬剤の効力を改善しそして全体的毒性を減少する可
能性を有する。この研究は、ｍＡｂ　８０６は、ｄｅ２－７　ＥＧＦＲポジティブ異種移
植片およびＥＧＦＲ過剰発現腫瘍に対する有意なインビボ抗腫瘍活性を有することを明ら
かに示す。ｍＡｂ　８０６の独特の特異性は、正常組織の取り込みと関連する限定を伴わ
ない、多数の腫瘍型（特に、頭部および頸部の腫瘍および神経膠腫）を標的とする際の免
疫治療能力を示唆する。
【０３９９】
　（参考文献）
【０４００】
【表１２】
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　（キメラ８０６抗体の構築、発現、および分析）
　キメラ抗体は、例えば、マウス、ラット、または他の種の重鎖および軽鎖の可変領域が
、ヒトの重鎖領域および軽鎖領域に結合されている、分子の分類である。キメラ抗体は、
組換え生成される。キメラ抗体の１つの利点は、キメラ抗体が、異種抗原性効果（非ヒト
抗体（例えば、マウス、ラット、または他の種）の固有の免疫原性）を減少し得ることで
ある。さらに、組換えにより調製されたキメラ抗体は、しばしば、特に高レベル発現ベク
ターを使用した場合に、大量に生成され得る。
【０４０１】
　高レベル生成のために、ほとんどの広範に使用される哺乳動物発現系は、デヒドロ葉酸
還元酵素欠損（「ｄｈｆｒ－」）チャイニーズハムスター卵巣細胞により与えられる遺伝
子増幅手順を使用する系である。この系は、当業者に周知である。この系は、ＤＨＦＲ酵
素（デヒドロ葉酸からテトラヒドロ葉酸への変換を触媒する）をコードするデヒドロ葉酸
還元酵素「ｄｈｆｒ」遺伝子に基づく。高生成を達成するために、ｄｈｆｒ－ＣＨＯ細胞
を、機能的ＤＨＦＲ遺伝子を所望のタンパク質をコードする遺伝子とともに含む発現ベク
ターで、トランスフェクトする。この場合、所望のタンパク質は、組換え抗体の重鎖およ
び／または軽鎖である。
【０４０２】
　競合的ＤＨＦＲインヒビターであるメトトレキサート（ＭＴＸ）の量を増加することに
よって、その組換え細胞は、ｄｈｆｒ遺伝子を増幅することによって耐性を生じる。標準
的な場合、使用される増幅単位は、ｄｈｆｒ遺伝子のサイズよりもかなり大きく、結果と
して、その抗体の重鎖が、同時に増幅される。
【０４０３】
　そのタンパク質（例えば、抗体鎖）の大スケール生成が望まれる場合、使用される細胞
の発現レベルおよび安定性の両方が、重要である。長期培養において、組換えＣＨＯ細胞
集団は、その集団は単一の親クローンに由来するけれども、増幅の間にその特異的抗体生
産性に関して均一性を失う。
【０４０４】
　二シストロン性発現ベクターを、このキメラ抗体の組換え発現において使用するために
調製した。これらの二シストロン性発現ベクターは、「内部リボソーム侵入部位」すなわ
ち「ＩＲＥＳ」を使用する。キメラ抗ＥＧＦＲの生成のためのこれらの構築物において、
免疫グロブリン鎖および選択マーカーのｃＤＮＡを、ＩＲＥＳを介して連結する。ＩＲＥ
Ｓは、細胞のトランス作用性因子の補助によって、そのｍＲＮＡ中の内部開始因子コドン
に小リボソームサブユニットを動員する、シス作用性エレメントである。ＩＲＥＳは、真
核生物細胞におけるポリシストロン性転写単位からの２つ以上のタンパク質の発現を容易
にする。選択マーカー遺伝子がｃａｐ依存性様式で翻訳されそして目的の遺伝子がＩＲＥ
Ｓ依存性様式で発現される、二シストロン性発現ベクターの使用が、種々の実験的方法に
適用されている。ＩＲＥＳエレメントは、細胞形質転換のためのベクター、トランスジェ
ニック動物の生成のためのベクター、組換えタンパク質生成のためのベクター、遺伝子治
療のためのベクター、遺伝子トラッピングのためのベクター、および遺伝子ターゲッティ
ングのためのベクター中に、首尾良く組み込まれている。
【０４０５】
　（キメラ抗体８０６（ｃｈ８０６）構築の要約）
　このキメラ８０６抗体を、標準的な分子生物学的技術を使用して、親マウスハイブリド
ーマから８０６抗体のＶＨおよびＶＬをクローニングすることによって生成した。その後
、このＶＨおよびＶＬを、ｐＲＥＮ哺乳動物発現ベクター中にクローニングした。このベ
クターの構成は、配列番号７および配列番号８に示される。そしてこのｐＲＥＮ哺乳動物
発現ベクターを、増幅および発現のためにＣＨＯ（ＤＨＦＲ－／－ｖｅ）細胞中にトラン
スフェクトした。簡単に述べると、トリプシン処理した後、４×１０６個のＣＨＯ細胞を
、標準的な条件下でエレクトロポレーションを使用して、ＬＣ発現ベクターおよびＨＣ発
現ベクター各々１０μｇで同時トランスフェクトした。室温で１０分間の休止期間の後、
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これらの細胞を、１５ｍｌの培地（１０％ウシ胎仔血清、添加物を含むヒポキサンチン／
チミジン補充物）に添加し、そして１５×１０ｃｍの細胞培養ペトリ皿に移した。その後
、この皿を、通常の条件下でインキュベーター中に２日間配置した。この時点で、ゲンタ
マイシンの添加、５ｎＭメトトレキサートの添加、ウシ胎仔血清を透析した胎仔血清で置
換すること、およびヒポキサンチン／チミジンの除去によって、その培地からＬＣおよび
ＨＣの両方で首尾良くトランスフェクトされたクローンについての選択が開始した。トラ
ンスフェクション後１７日目に、選択下で増殖する個々のクローンを選択し、そしてキメ
ラ８０６抗体の発現についてスクリーニングした。ＥＬＩＳＡを、スクリーニングに使用
した。ＥＬＩＳＡは、変性可溶性ＥＧＦレセプター（変性ＥＧＦＲは、８０６の結合を可
能にすることが既知である）でＥＬＩＳＡプレートをコーティングすることからなった。
このアッセイによって、個々のクローンによる生成レベルのスクリーニングが可能になり
、そしてまた、スクリーニングされる抗体の機能性についてのスクリーニングが可能にな
る。すべてのクローンが、機能性ｃｈ８０６を生成していることが示された。最良の生成
クローンを採取し、そして増幅のために増殖させた。生成されるｃｈ８０６のレベルを増
幅するために、最高の生成クローンを、より高濃度のメトトレキサート（１００ｎＭ対５
ｎＭ）下での再選択に供した。これは、上記の手順を使用して行った。
【０４０６】
　その後、１００ｎＭ　ＭＴＸで増殖するクローンを、Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｐｒｏｃ
ｔｉｏｎ　Ｆａｃｉｌｉｔｙ，Ｌｕｄｗｉｇ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ，Ｍｅｌｂｏｕｒｎｅ
，Ａｕｓｔｒａｌｉａに、生成レベルの測定、血清の分離、細胞バンク登録のために渡し
た。この細胞株は、回転ビンにおいて、約１０ｍｇ／リットルを安定して生成することが
示された。
【０４０７】
　ｐＲＥＮ　ｃｈ８０６　ＬＣ　ｎｅｏベクターの核酸配列が、配列番号７中に提供され
ている。ｐＲＥＮ　ｃｈ８０６　ＨＣ　ＤＨＦＲベクターの核酸配列が、配列番号８中に
提供されている。
【０４０８】
　図３３は、ＩＲＥＳを使用する、ベクターｐＲＥＮ－ＨＣおよびｐＲＥＮ－ＬＣを示す
。ｐＲＥＮ二シストロン性ベクター系は、２００２年２月１３日出願の同時係属中の米国
特許出願番号６０／３５５，８３８に記載され開示されている。この米国特許出願は、そ
の全体が参考として本明細書中に援用される。
【０４０９】
　ｃｈ８０６を、ＦＡＣＳ分析によって評価して、キメラ８０６が、マウス親抗体の結合
特異性と同じ結合特異性を示すことを示した。分析は、野生型細胞（Ｕ８７　ＭＧ親細胞
）、ＥＧＦレセプターを過剰発現する細胞（Ａ４３１細胞およびＵＡ８７　ｗｔ　ＥＧＦ
Ｒ細胞）、およびＵＡ８７Δ－７細胞を使用して実施した（データは示さず）。Ｍａｂ８
０６とｃｈ８０６とで類似する結合特異性を、ＥＧＦＲを過剰発現する細胞と、ｄｅ２－
７　ＥＧＦＲを発現する細胞を使用して得た。野生型細胞において、結合は観察されなか
った。スキャッチャード分析によって、Ｕ８７　ＭＧｄｅ２－７細胞を使用して、放射性
標識ｃｈ８０６についての結合親和性６．４×１０９Ｍ－１が示された（データは示さず
）。
【０４１０】
　ｃｈ８０６抗体の生体分布分析を、Ｕ８７　ＭＧ－ｄｅ２－７異種移植片腫瘍を保有す
るＢＡＬＢ／ｃヌードマウスにおいて実施し、そしてその結果を、図３４に示す。マウス
に、５μｇの放射性標識抗体を注射し、そしてそのマウスを、８時間、２４時間、４８時
間、および７４時間の時点あたり４匹のグループとして屠殺した。器官を収集し、秤量し
、そして放射能をγ計数管にて測定した。１２５Ｉ標識ｃｈ８０６は、１１１Ｉｎ標識ｃ
ｈ８０６と比較して減少した腫瘍標的化を示した。１１１Ｉｎ標識ｃｈ８０６は、高い腫
瘍取り込みを有し、７４時間にわたって蓄積する腫瘍保持を有する。７４時間目に、１１

１Ｉｎ標識抗体は、約３０％のＩＤ／ｇ組織を示し、そして腫瘍：血液比４．０を示す（
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図３５）。１１１Ｉｎ標識ｃｈ８０６は、肝臓、脾臓、および腎臓において、いくらかの
非特異的保持を示す。これは、この同位体の使用について共通しており、そして時間とと
もに減少する。このことは、この結合が、ｃｈ８０６に非特異的であり、１１１Ｉｎ結合
に起因することを支持する。
【０４１１】
　キメラ抗体ｃｈ８０６を、樹立された腫瘍モデルにおいて治療効力について評価した。
１００μｌのＰＢＳ中の３×１０６個のＵ８７　ＭＧ．Δ２－７細胞を、４～６週齢の雌
ヌードマウス（Ａｎｉｍａｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｃｅｎｔｅｒ，Ｗｅａｔｅｒｎ　Ａｕ
ｓｔｒａｌｉａ、Ａｕｓｔｒａｌｉａ）の両方の側腹部に皮下接種した。このｍＡｂ８０
６は、ポジティブコントロールとして含まれた。その結果を図３６に示す。腫瘍が平均体
積５０ｍｍ３に達したときに処置を開始した。処置は、示される日に合計５回注射するた
めに腹腔内投与される１ｍｇのｃｈ８０６またはｍＡｂ８０６からなった。腫瘍体積（ｍ
ｍ３）を、式（長さ×幅２）／２を使用して測定した。この式において、長さは、最長の
軸であり、幅は、その長さに対して直角の測定値である。データは、各処置群についての
平均腫瘍体積±標準誤差として表した。ｃｈ８０６およびｍＡｂ８０６は、Ｕ８７　ＭＧ
．Δ２－７異種移植片に対してほぼ同じ抗腫瘍活性を示した。
【０４１２】
　（ｃｈ８０６免疫エフェクターの機能の分析）
　（材料および方法）
　（抗体および細胞株）
　マウス抗－ｄｅ２－７　ＥＧＦＲモノクローナルｍＡｂ８０６、キメラ抗体ｃｈ８０６
（ＩｇＧ１）およびキメラ抗Ｇ２５０モノクローナル抗体ｃＧ２５０に一致したコントロ
ールアイソタイプを、Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　Ｆａｃｉｌｉｔｙ
，Ｌｕｄｗｉｇ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｆｏｒ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，Ｍｅ
ｌｂｏｕｒｎｅ，Ａｕｓｔｒａｌｉａにより調製した。補体依存性細胞傷害（ＣＤＣ）ア
ッセイおよび抗体依存性細胞媒介性細胞傷害（ＡＤＣＣ）アッセイの両方は、標的細胞と
してＵ８７ＭＧ．ｄｅ２－７およびＡ４３１細胞を利用した。以前に記載されたＵ８７Ｍ
Ｇ．ｄｅ２－７細胞株は、ｄｅ２－７ＥＧＦＲを含むレトロウイルスに感染したヒト星状
細胞腫細胞株である（Ｎｉｓｈｉｋａｗａ，Ｒ．ら（１９９４）Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａ
ｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ．９１：７７２７－３１）。ヒト扁平上皮癌Ａ４３１細胞を、Ａ
ｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ（Ｍａｎａｓｓａｓ
，ＶＡ）から購入した。全ての細胞株を、ＧｌｕｔａｍａｘＴＭ（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎ
ｏｌｏｇｉｅｓ，Ｍｅｌｂｏｕｒｎｅ，Ａｕｓｔｒａｌｉａ）を含み、１０％熱失活ＦＣ
Ｓ（ＣＳＬ，Ｍｅｌｂｏｕｒｎｅ，Ａｕｓｔｒａｌｉａ）、１００単位／ｍｌのペニシリ
ンおよび１００μｇ／ｍｌのストレプトマイシンを補充した、ＤＭＥＭ／Ｆ－１２中で培
養した。レトロウイルスによりトランスフェクトしたＵ８７ＭＧ．ｄｅ２－７細胞につい
ての選択を維持するために、４００μｇ／ｍｌのＧ４１８を培地に含ませた。
【０４１３】
　（ヒト末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）エフェクター細胞の調製）
　ＰＢＭＣを、健康なボランティアドナーの血液から単離した。ヘパリン処理した全血を
、Ｆｉｃｏｌｌ－Ｈｙｐａｑｕｅ（ＩＣＮ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ　Ｉｎｃ．，Ｏｈｉｏ
，ＵＳＡ）における密度遠心分離により分画した。ＰＢＭＣ画分を収集し、そして５％熱
失活ＦＣＳを含む、１００Ｕ／ｍｌのペニシリンおよび１００μｇ／ｍｌのストレプトマ
イシン、２ｍＭ　Ｌ－グルタミンを補充した、ＲＰＭＩ＋１６４０で３回洗浄した。
【０４１４】
　（標的細胞の調製）
　ＣＤＣアッセイおよびＡＤＣＣアッセイを、以前に開示されている方法（Ｎｅｌｓｏｎ
，Ｄ．Ｌ．ら（１９９１）：Ｊ．Ｅ．Ｃｏｌｉｇｎａｎ，Ａ．Ｍ．Ｋｒｕｉｓｂｅｅｋ，
Ｄ．Ｄ．Ｍａｒｇｕｌｉｅｓ，Ｅ．Ｍ．ＳｈｅｖａｃｈおよびＷ．Ｓｔｒｏｂｅｒ（編）
、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，７．２７．１頁
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、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ：Ｇｒｅｅｎｅ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｗｉｌｅｙ　Ｉｎｔｅｒｓ
ｃｉｅｎｃｅ）の改変により行った。簡単には、５×１０６個の標的Ｕ８７ＭＧ．ｄｅ２
－７およびＡ４３１細胞を、１×１０６個の細胞あたり５０μＣｉ５１Ｃｒ（Ｇｅｎｅｗ
ｏｒｋｓ，Ａｄｅｌａｉｄｅ，Ａｕｓｔｒａｌｉａ）で標識し、そして３７℃にて２時間
インキュベートした。次いで、細胞をＰＢＳ（０．０５Ｍ、ｐＨ７．４）で３回洗浄し、
そして培養培地を用いて４回目の洗浄を行った。標識細胞のアリコート（１×１０４細胞
／５０μｌ）を、９６ウェルマイクロタイタープレート（ＮＵＮＣ，Ｒｏｓｋｉｌｄｅ，
Ｄｅｎｍａｒｋ）の各ウェルに添加した。
【０４１５】
　（ＣＤＣアッセイ）
　５０μｌの標識した標的細胞に、５０μｌのｃｈ８０６またはアイソタイプコントロー
ル抗体ｃＧ２５０を、０．００３１５～１０μｇ／ｍｌの濃度範囲にわたって三連で添加
し、そして氷上で５分間インキュベートした。次いで、５μｌの新たに調製した健康なド
ナーの補体（血清）を添加して、１：３の最終希釈の血清を得た。マイクロタイタープレ
ートを３７℃にて４時間インキュベートした。遠心分離の後、上清中の放出された５１Ｃ
ｒを、計数した（Ｃｏｂｒａ　ＩＩ　ａｕｔｏｍａｔｅｄ　Ｇａｍｍａ　Ｃｏｕｎｔｅｒ
，Ｃａｎｂｅｒｒａ　Ｐａｃｋａｒｄ，Ｍｅｌｂｏｕｒｎｅ，Ａｕｓｔｒａｌｉａ）。特
異的溶解のパーセンテージを、実験的５１Ｃｒ放出、総放出（５０μｌの標的細胞＋１０
０μｌの１０％　Ｔｗｅｅｎ　２０）および自発的（５０μｌの標的細胞＋１００μｌの
培地）放出から計算した。
【０４１６】
　（ＡＤＣＣアッセイ）
　健康なドナーＰＢＭＣによりもたらされるＣｈ８０６－媒介ＡＤＣＣを、２つの４時間
の５１Ｃｒ放出アッセイにより測定した。第１のアッセイにおいて、標識した標的細胞を
、エフェクター細胞と共に、９６ウェル「Ｕ」底マイクロプレート（ＮＵＮＣ，Ｒｏｓｋ
ｉｌｄｅ，Ｄｅｎｍａｒｋ）中に、５０：１のエフェクター／標的（Ｅ：Ｔ）細胞比でプ
レートした。ＡＤＣＣ活性測定について、０．００３１５－１０μｇ／ｍｌ（最終濃度）
の試験抗体およびコントロール抗体を、各ウェルに三連で添加した。第２のＡＤＣＣアッ
セイにおいて、ｃｈ８０６のＡＤＣＣ活性を、エフェクター：標的細胞の割合の範囲にわ
たって、一定の１μｇ／ｍｌの試験抗体濃度で、親マウスｍＡｂ８０６と比較した。両方
のアッセイにおいて、マイクロタイタープレートを、３７℃にて４時間インキュベートし
、次いで、５０μｌの上清を各ウェルから収集し、そして放出された５１Ｃｒを、γ線計
数（Ｃｏｂｒａ　ＩＩ　ａｕｔｏｍａｔｅｄ　Ｇａｍｍａ　Ｃｏｕｎｔｅｒ，Ｃａｎｂｅ
ｒｒａ　Ｐａｃｋａｒｄ，Ｍｅｌｂｏｕｒｎｅ，Ａｕｓｔｒａｌｉａ）により決定した。
このアッセイに含まれるコントロールは、自発的な放出（培地単独）および総放出（１０
％Ｔｗｅｅｎ２０／ＰＢＳ）について収集される。同じサブクラスの抗体を有する適切な
コントロールを、並行して実行した。
【０４１７】
　細胞溶解（細胞傷害性）パーセントを、以下の式に従って計算した：
　細胞傷害性パーセント＝（サンプル計数－自発的放出）／（総放出－自発的放出）×１
００
　細胞傷害性パーセント（％）を、抗体の濃度（μｇ／ｍｌ）に対してプロットした。
【０４１８】
　（結果）
　ＣＤＣ分析の結果を、図３７に表す。最小のＣＤＣ活性を、１０μｇ／ｍｌまでのｃｈ
８０６の存在下で観察し、これは、アイソタイプコントロールｃＧ２５０で観察されたＣ
ＤＣに匹敵するＣＤＣを有する。
【０４１９】
　５０：１のＥ：Ｔ比での、標的Ｕ８７ＭＧ．ｄｅ２－７細胞およびＡ４３１細胞に対す
るｃｈ８０６媒介ＡＤＣＣを、図３８に示す。有効なｃｈ８０６特異的細胞傷害性を、標
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的Ｕ８７ＭＧ．ｄｅ２－７細胞に対して示したが、最小のＡＤＣＣが、Ａ４３１細胞に対
するｃｈ８０６により媒介された。達成された細胞傷害性のレベルは、２つの細胞集団に
おけるｃｈ８０６結合部位の数を反映する。標的Ｕ８７ＭＧ．ｄｅ２－７細胞は、ｃｈ８
０６により特異的に認識される約１×１０６個のｄｅ２－７ＥＧＦＲを発現し、一方、Ａ
４３１細胞で発現した１×１０６個の野生型ＥＧＦＲ分子の1つのサブセットのみが、ｃ
ｈ８０６により認識される（上記実施例を参照のこと）。
【０４２０】
　さらなるＡＤＣＣ分析を、標的Ｕ８７ＭＧ．ｄｅ２－７細胞に対して１μｇ／ｍｌのｃ
ｈ８０６により媒介されるＡＤＣＣを、１μｇ／ｍｌの親マウスｍＡｂ８０６によりもた
らされるＡＤＣＣと比較するために行った。結果を図３９に示す。ｍＡｂ８０６のキメラ
化は、２５：１および５０：１のＥ：Ｔ比でもたらされる３０％の細胞傷害性を超える、
親マウスｍＡｂにより達成されるＡＤＣＣの著しい改変をもたらす。
【０４２１】
　親マウスｍＡｂ８０６免疫エフェクター機能の欠如は、キメラ化において著しく改変さ
れた。ｃｈ８０６は、良好にＡＤＣＣを媒介するが、最小のＣＤＣ活性である。
【０４２２】
　（実施例２２）
　（キメラ抗体ｃｈ８０６に対する抗イディオタイプ抗体の作製）
　ｍＡｂ８０６またはｃｈ８０６の臨床的評価を補助するために、実験室アッセイは、抗
体の血清薬物動態学およびにマウス－ヒトキメラ抗体に応答する任意の免疫の量をモニタ
ーすることを必要とする。マウスモノクローナル抗イディオタイプ抗体（抗ｉｄ）を作製
し、そして患者血清サンプル中のｃｈ８０６を測定するためのＥＬＩＳＡ試薬としての適
合性について、およびヒト抗キメラ抗体免疫応答分析における陽性コントロールとしての
使用のために特徴付けした。これらの抗イディオタイプ抗体はまた、患者において自然な
抗ＥＧＦＲ抗体応答を生じさせる、治療用ワクチンまたは予防用ワクチンとして有用であ
り得る。
【０４２３】
　抗イディオタイプ抗体を作製するための方法は、当該分野で周知である（Ｂｈａｔｔａ
ｃｈａｒｙａ－Ｃｈａｔｔｅｒｊｅｅ，Ｃｈａｔｔｅｒｊｅｅら、２００１、Ｕｅｍｕｒ
ａら、１９９４、Ｓｔｅｆｆｅｎｓ，Ｂｏｅｒｍａｎら、１９９７、ＳａｆａおよびＦｏ
ｏｎ　２００１、ＢｒｏｗｎおよびＬｉｎｇ　１９８８）。
【０４２４】
　マウスモノクローナル抗イディオタイプ抗体（抗ｉｄ）を、簡潔に述べると、以下のよ
うに作製した。ｃｈ８０６で免疫したマウス由来の脾臓を、ＳＰ２／０－ＡＧ１４プラス
マ細胞腫細胞と融合し、そして抗体産生ハイブリドーマを、ｃｈ８０６に対する特異的な
結合および抗原に対する競合結合についてのＥＬＩＳＡを通じて選択した（図４０）。２
５個のハイブリドーマを、最初に選択し、そして、ｃｈ８０６、ｍＡｂ８０６に対する特
異的結合を実証し、そしてｃｈ８０６抗原結合活性またはｍＡｂ８０６抗原結合活性を中
和し得た、４つをＬＭＨ－１１分泌抗体、ＬＭＨ－１２分泌抗体、ＬＭＨ－１３分泌抗体
およびＬＭＨ－１４分泌抗体と命名した（図４１）。ｃｈ８０６／ｍＡｂ８０６イディオ
トープまたはＣＤＲ領域の認識を、精製したポリクローナルヒトＩｇＧとの交差反応を欠
くことにより実証した。
【０４２５】
　血清サンプル中のｃｈ８０６の決定を補助するための容易に利用な可能な組換え抗原ｄ
ｅ２－７　ＥＧＦＲの非存在下で、８０６の可変領域に同時に結合する新規の抗イディオ
タイプｃｈ８０６抗体の能力を、臨床サンプルにおいてｃｈ８０６を測定するための、高
感度の特異的なＥＬＩＳＡの開発において、開発した（図４２）。捕捉のためにＬＭＨ－
１２および検出のためにビオチン化－ＬＭＨ－１２を用いて、有効なＥＬＩＳＡは、３ｎ
ｇ／ｍｌの検出限界を用いて、血清中のｃｈ８０６（２μｇ／ｍｌ～１．６ｎｇ／ｍｌ）
を測定するための高度に再現性のある結合曲線を実証した。（ｎ＝１２；１～１００ｎｇ
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／ｍｌ、変動係数＜２５％；１００ｎｇ／ｍｌ～５μｇ／ｍｌ、変動係数＜１５％）。バ
ックグラウンド結合がないことは、試験された３つの健康な血清で明白であり、そして無
視出来る結合が、アイソタイプコントロールｈｕ３Ｓ１９３で観察された。ハイブリドー
マは、高いレベルの抗体ＬＭＨ－１２を産生し、そして大スケールの産生を、ｃｈ８０６
の測定、および臨床試験サンプルにおける任意の免疫応答の定量化を可能にするために計
画する（ＢｒｏｗｎおよびＬｉｎｇ１９８８）。
【０４２６】
　（結果）
　（マウス免疫およびハイブリドーマクローン選択）
　免疫前の血清サンプルおよび免疫後の血清サンプルの免疫反応性は、高力価のマウス抗
ｃｈ８０６および抗ｈｕＩｇＧ　ｍＡｂの開発を示した。ｃｈ８０６に結合するがｈｕＩ
ｇＧに結合しない抗体を産生する２５個のハイブリドーマを最初に選択した。これらのハ
イブリドーマのいくつかの結合特性を、図４２Ａおよび４２Ｂに示す。これらの抗ｃｈ８
０６ハイブリドーマのうち、高いアフィニティー結合を有する４つ（クローン３Ｅ３、５
Ｂ８、９Ｄ６および４Ｄ８）を、引き続いて、限界希釈による単一の細胞からのクローン
増殖を行い、そして、それぞれ、Ｌｕｄｗｉｇ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｆｏｒ　Ｃａｎｃ
ｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｍｅｌｂｏｕｒｎｅ　Ｈｙｂｒｉｄｏｍａ（ＬＭＨ）－１１、
－１２、－１３、および－１４と命名した（図４２）。
【０４２７】
　（選択した抗イディオタイプ抗体の結合活性およびブロッキング活性）
　２つのｃｈ８０６抗体に同時に結合する抗ｃｈ８０６抗体の能力は、血清ｃｈ８０６レ
ベルを決定するためのＥＬＩＳＡにおける試薬としてのそれらの用途について望ましい特
徴である。クローンのハイブリドーマである、ＬＭＨ－１１、ＬＭＨ－１２、ＬＭＨ－１
３、およびＬＭＨ－１４は、同時結合を実証した（データ示さず）。
【０４２８】
　クローン増殖後、ハイブリドーマ培養上清を、ｓＥＧＦＲ６２１とのｃｈ８０６または
ｍＡｂ８０６の抗原結合活性を中和する能力について、ＥＬＩＳＡにより試験した。結果
は、ｓＥＧＦＲでコートされたプレートに結合するｃｈ８０６およびマウスｍＡｂ８０６
の両方の溶液中でのブロッキングを有する、抗イディオタイプｍＡｂであるＬＭＨ－１１
、ＬＭＨ－１２、ＬＭＨ－１３、およびＬＭＨ－１４のアンタゴニスト活性を実証した（
ＬＭＨ－１１、ＬＭＨ－１２、ＬＭＨ－１３について図４１）。
【０４２９】
　ローラーボトル中での大スケール培養の後、確立したクローンハイブリドーマであるＬ
ＭＨ－１１、ＬＭＨ－１２、ＬＭＨ－１３、およびＬＭＨ－１４の結合特異性は、ＥＬＩ
ＳＡにより変化した。ＬＭＨ－１１～ＬＭＨ－１４の抗体を、マウスモノクローナル抗体
アイソタイプ決定キットにより、アイソタイプＩｇＧ１κとして同定した。
【０４３０】
　（臨床的血清サンプル中のｃｈ８０６：薬物動態学的ＥＬＩＳＡアッセイの開発）
　血清サンプル中のｃｈ８０６の決定を補助するために、８０６の可変領域に同時に結合
する抗イディオタイプｃｈ８０６抗体の能力を、臨床用サンプル中のｃｈ８０６について
の高感度かつ特異的ＥＬＩＳＡアッセイも開発において利用した。３つの精製したクロー
ンＬＨＭ－１１、ＬＨＭ－１２およびＬＨＭ－１３（それぞれ、図４９、Ｂ、およびＣ）
を、血清中のｃｈ８０６を捕捉し、そして結合したｃｈ８０６を検出する能力について比
較した。捕捉についてＬＭＨ－１２（１０μｇ／ｍｌ）および検出についてビオチン化Ｌ
ＭＨ－１２を用いて示された結果は、無視出来るバックグラウンド結合を有する、血清中
のｃｈ８０６に対する最も高い感受性（３ｎｇ／ｍｌ）を生じた。
【０４３１】
　捕捉および検出に、それぞれ、１μｇ／ｍｌの抗イディオタイプＬＭＨ－１２および１
μｇ／ｍｌのビオチン化ＬＭＨ－１２を用いる、最適な薬物動態学的ＥＬＩＳＡ条件を確
立することによって、方法の確認を行った。３つの別々のＥＬＩＳＡを、４連で行って、
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３人の健康なドナー由来のドナー血清中、またはアイソタイプコントロールｈｕ３Ｓ１９
３を有する１％ＢＳＡ／培地のｃｈ８０６を測定した。確認の結果を、図４３に表し、そ
してこの結果は、３ｎｇ／ｍｌの検出限界を有する血清においてｃｈ８０６（２μｇ／ｍ
ｌ～１．６ｎｇ／ｍｌ）を測定するための高度に再現性のある結合曲線を実証する。（ｎ
＝１２；１～１００ｎｇ／ｍｌ、変動係数＜２５％；１００ｎｇ／ｍｌ～５μｇ／ｍｌ、
変動係数＜１５％）。バックグラウンド結合がないことは、試験された３つの血清で明白
であり、そして無視出来る結合が、アイソタイプコントロールｈｕ３Ｓ１９３で観察され
た。
【０４３２】
　（参考文献）
　これらは、本当は、実施例１７の終りに組み込まれるべきであり、そして全ての実施例
の終りに加えられるべきである。
【０４３３】
【表１３】

　（実施例２３　糖質構造および抗体認識の評価）
　実験を、ｍＡｂ８０６抗体による、ＥＧＦＲ（増幅されたＥＧＦＲおよびｄｅ２－７Ｅ
ＧＦＲの両方）の結合および認識における糖質構造の役割をさらに評価するために行った
。
【０４３４】
　糖質構造が、ｍＡｂ８０６エピトープに直接関与するか否かを決定するために、ＣＨＯ
細胞において発現される組換えｓＥＧＦＲ発現を、ＰＮＧａｓｅＦを用いて処理して、Ｎ
連結グリコシル化を排除した。処置後、タンパク質を、ＳＤＳ－ＰＡＧＥで泳動し、膜に
転写し、そしてｍＡｂ８０６を用いて免疫ブロットした（図４４）。予想されるように、
脱グリコシル化ｓＥＧＦＲは、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ上でより速く泳動し、このことは、糖質
が首尾よく除去されたことを示した。ｍＡｂ８０６抗体は、脱グリコシル化物質を明白に
結合し、このことは、抗体エピトープは本質的にペプチドであり、そしてグリコシル化エ
ピトープではないことを実証した。
【０４３５】
　３５Ｓで代謝的に標識した細胞株から調製した溶解物を、ＥＧＦＲに対して指向された
異なる抗体を用いて免疫沈降させた（図４５）。予想されるように、５２８抗体は、Ｕ８
７ＭＧ．Δ２～７細胞由来の３つのバンドを免疫沈降させた（上のバンドは、野生型（ｗ
ｔ）ＥＧＦＲに対応し、２つの下のバンドは、ｄｅ２－７ＥＧＦＲに対応する）。これら
の２つのｄｅ２－７ＥＧＦＲバンドは以前に報告されており、そして異なるグリコシル化
を表すと考えられる（Ｃｈｕら（１９９７）Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｊ．Ｊｕｎ　１５；３２４
（Ｐｔ　３）：８８５－８６１）。対照的に、ｍＡｂ８０６は、２つのｄｅ２－７ＥＧＦ
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Ｒバンドのみを免疫沈降させ、ｗｔレセプターは、過剰な曝露の後でさえ完全に存在しな
かった（データ示さず）。興味深いことに、ｍＡｂ８０６は、より低いｄｅ２－７　ＥＧ
ＦＲバンドとの増加した相対的反応性を示したが、５２８抗体と比較した場合、上のバン
ドとの減少した反応性を示した。ＳＣ－０３抗体（ＥＧＦＲのＣ末端ドメインに対して指
向された市販のウサギポリクローナル抗体）は、５２８抗体で見られたように３つのＥＧ
ＦＲバンドを免疫沈降させたが、この抗体により免疫沈降されたレセプターの総量は、極
めて少なかった。ｍＡｂ８０６のコントロールとして無関係のＩｇＧ２ｂ抗体を用いる場
合、バンドは観察されなかった。
【０４３６】
　５２８抗体は、ｗｔレセプターに対応するＵ８７ＭＧ．ｗｔＥＧＦＲ細胞から単一のバ
ンドを免疫沈降させた（図４５）。ｍＡｂ８０６はまた、これらの細胞から単一のバンド
を免疫沈降させたが、このＥＧＦＲバンドは、５２８反応性レセプターよりも明らかによ
り速く移動した。このＳＣ－０３抗体は、Ｕ８７ＭＧ．ｗｔＥＧＦＲ細胞由来の両方のＥ
ＧＦＲ反応性バンドを免疫沈降させ、このことにより、さらに、ｍＡｂ８０６および５２
８は、これらの細胞からの全細胞溶解物中のＥＧＦＲの異なる形態を認識することを確認
した。
【０４３７】
　Ｕ８７ＭＧ．ｗｔＥＧＦＲ細胞で確認されたように、５２８抗体は、Ａ４３１細胞から
単一のＥＧＦＲバンドを免疫沈降させた（図４５）。この５２８反応性ＥＧＦＲバンドは
、これらの低パーセントゲル（６％）において非常にブロードであり、そして、このこと
は、恐らく、レセプターグリコシル化の多様性を反映している。単一のＥＧＦＲバンドは
また、ｍＡｂ８０６での免疫沈降の後にも見られた。このＥＧＦＲバンドは、５２８のブ
ロードな反応性バンドの全体よりも、かなり速くは移動しなかったが、これは、再現性の
ある様式でブロードな５２８バンドの先端に位置付けられた。Ｕ８７ＭＧ．Δ２－７細胞
溶解物とは異なり、Ａ４３１溶解物からｍＡｂ８０６により免疫沈降されるＥＧＦＲの総
量は、５２８抗体を用いるよりもかなり少なく、結果は、ｍＡｂ８０６のみがこれらの細
胞の表面上のＥＧＦＲの部分を認識することを示す、本発明者らのスキャッチャードデー
タと一致した（上記実施例４を参照のこと）。ＳＣ－０３での免疫沈降は、５２８抗体の
場合の単一のブロードなＥＧＦＲバンドを生じた。類似の結果を、ＨＮ５細胞を用いて得
た（データ示さず）。まとめると、このデータは、ｍＡｂ８０６は、ＥＧＦＲのより速い
移動種と優先的に反応し、これは、レセプターの差次的なグリコシル化形態を表すことを
示す。
【０４３８】
　ｍＡｂ８０６反応性をプロセスするどの段階のレセプターが、現れたかを決定するため
に、パルス／チェイス実験を実施した。Ａ４３１およびＵ８７ＭＧ．Δ２－７細胞を、３
５Ｓメチオニン／システインと５分間パルスし、次いで、ｍＡｂ８０６または５２８を用
いる免疫沈降の前の種々の時間で３７℃にてインキュベートした（図４６）。５２８抗体
を用いるＡ４３１細胞における免疫沈降パターンは、ＥＧＦＲに特異的な立体配座依存抗
体に特有であった。少量のレセプターを、各時点で増加する標識ＥＧＦＲの量を用いて、
０分（すなわち、５分のパルスの後）で免疫沈降させた。時間と共にレセプターの分子量
の同時増加もまた存在した。対照的に、ｍＡｂ８０６反応性ＥＧＦＲ物質は、０分に高レ
ベルで存在し、２０分にピークに達し、次いで、さらに各時点で減少した。従って、ｍＡ
ｂ８０６は、プロセスの初期段階で見出されるＥＧＦＲの形態を優先的に認識することが
明らかである。
【０４３９】
　パルスし標識したＵ８７ＭＧ．Δ２－７細胞において観察される抗体反応性は、さらに
複雑である。０分での５２８抗体を用いる免疫沈降は、少量のより低いｄｅ２－７ＥＧＦ
Ｒバンドを標識したことを示した（図４６）。時間と共に増加した５２８反応性ｄｅ２－
７ＥＧＦＲの下のバンドの量は、６０分でピークに達し、そして２時間および４時間でゆ
っくりと下降した。有意な量のｄｅ２－７ＥＧＦＲの標識したより上のバンドは、６０分
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まで検出されなかったが、この後、このレベルは、時間経過の終りまで増加し続けた。こ
のことは、上のｄｅ２－７ＥＧＦＲが、レセプターのより成熟した形態であることを明ら
かに示す。ｍＡｂ８０６の反応性はまた、経時的研究の間で変化したが、ｍＡｂ８０６は
、ｄｅ２－７ＥＧＦＲの下のバンドを優先的に沈降させた。実際に、標識の４時間後まで
、有意なレベルのｍＡｂ８０６の上のバンドは見られなかった。
【０４４０】
　上の実験は、ｍａｂ８０６が、未成熟のグリコシル化形態のｄｅ２－７およびｗｔＥＧ
ＦＲと優先的に反応することを示唆する。この可能性は、３５Ｓメチオニン／システイン
で一晩標識した異なる細胞株からＥＧＦＲを免疫沈降させ、次いで、得られた沈殿物を、
エンドグリコシダーゼＨ（Ｅｎｄｏ　Ｈ）消化に供することにより試験した。この酵素は
、タンパク質から、高マンノース型の糖質（すなわち、未成熟のグリコシル化）を優先的
に除去する一方で、複雑な糖質（すなわち、グリコシル化）をインタクトなまま残す。５
２８、ｍＡｂ８０６およびＳＣ－０３を用いる、標識されたＵ８７ＭＧ．Δ２－７細胞溶
解物の免疫沈降およびＥｎｄｏ　Ｈでの消化は、類似の結果を与えた（図４７）。予想さ
れるように、下のｄｅ２－７ＥＧＦＲバンドは、Ｅｎｄｏ　Ｈ消化に非常に感受性であり
、Ｅｎｄｏ　Ｈ消化の後のＳＤＳ－ＰＡＧＥにおいてより速く移動し、このバンドが、ｄ
ｅ２－７ＥＧＦＲの高マンノース形態を表すことを実証した。この上のｄｅ２－７ＥＧＦ
Ｒバンド上の糖質は、Ｅｎｄｏ　Ｈ消化に対して本質的に耐性であり、このことは、Ｅｎ
ｄｏ　Ｈ消化の後の移動における非常にわずかな差異のみを示し、大部分の糖質構造が、
複雑な型であることを示した。酵素消化の後の上のバンドの分子量の小さいが再現可能な
減少は、上のｄｅ２－７ＥＧＦＲバンドが、主に複雑な型をとるが、これはいくつかの高
マンノース構造を有することを示唆する。興味深いことに、これらの細胞はまた、５２８
免疫沈降の後に明らかに眼に見える、低い量の内因性のｗｔ　ＥＧＦＲを発現する。Ｅｎ
ｄｏ　Ｈ消化の後のｗｔレセプターの分子量における小さいが注目すべき減少もまた存在
し、このことは、高マンノース構造もまた含むことを示した。
【０４４１】
　Ｅｎｄｏ　Ｈ消化に対する免疫沈降したｗｔ　ＥＧＦＲの感受性は、Ｕ８７ＭＧ．ｗｔ
ＥＧＦＲ細胞およびＡ４３１細胞の両方に類似した（図４７）。５２８抗体により沈殿し
た材料の大部分は、Ｅｎｄｏ　Ｈ酵素に対して耐性であったが、少量の材料は、高マンノ
ース形態であった。再度、Ｅｎｄｏ　Ｈ消化の後にｗｔ　ＥＧＦＲの分子量の小さな減少
が存在し、このことは、いくつかの高マンノース構造を含むことを示唆した。ＳＣ－０３
抗体を用いた結果は、５２８抗体に類似していた。対照的にｍＡｂ８０６により沈降した
ＥＧＦＲの大部分は、Ｕ８７ＭＧ．ｗｔＥＧＦＲ細胞およびＡ４３１細胞の両方において
Ｅｎｄｏ　Ｈに感受性であり、このことにより、ｍＡｂ８０６が、ＥＧＦＲの高マンノー
ス形態を優先的に認識することを確認した。類似の結果を、ＨＮ－５細胞を用いて得た。
ここで、ｍＡｂ８０６により沈殿した物質の大部分は、Ｅｎｄｏ　Ｈ消化に感受性であっ
たが、ｍＡｂ５２８およびＳＣ－０３により沈降した物質の大部分は、Ｅｎｄｏ　Ｈ消化
に対して耐性であった（データ示さず）。
【０４４２】
　Ａ４３１細胞株の細胞表面ヨウ素化を、１２５Ｉを用いて行い、次いで、８０６抗体を
用いて免疫沈降させた。表面ヨウ素化のためのプロトコルは以下の通りである：細胞溶解
、免疫沈降、Ｅｎｄｏ　Ｈ消化、ＳＤＳ　ＰＡＧＥおよびオートラジオグラフィーは、本
明細書中で上に記載される通りである。標識のために、細胞を、１０％ＦＣＳを含む培地
中で増殖させ、ＥＤＴＡで剥離させ、ＰＢＳで２回洗浄し、次いで、４００μｌのＰＢＳ
に再懸濁した（約２～３×１０６細胞）。これに、１５μｌの１２５Ｉ（１００ｍＣｉ／
ｍｌストック）、１００μｌのウシラクトペルオキシダーゼ（１ｍｇ／ｍｌ）ストック、
１０μｌ　Ｈ２Ｏ２（０．１％ストック）を添加し、そしてこれを、５分間インキュベー
トした。次いで、さらに１０μｌのＨ２Ｏ２を、添加し、そしてインキュベーションをさ
らに３分間続けた。次いで、ＰＢＳで細胞を再度３回洗浄し、そして１％Ｔｒｉｔｏｎ中
に溶解した。ラクトペルオキシダーゼを用いるＡ４３１細胞株の細胞表面ヨウ素化、次い
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で８０６抗体を用いる免疫沈降は、上記の総細胞溶解物に類似して、Ａ４３１細胞の細胞
表面上に結合した８０６により認識されるＥＧＦＲの主要な形態は、Ｅｎｄｏ　Ｈ消化に
対して感受性であったことを示した（図４８）。このことにより、Ａ４３１細胞の細胞表
面上の８０６により結合されるＥＧＦＲの形態は、Ｅｎｄｏ　Ｈ感受性形態であり、これ
により高マンノース型であることを確認した。
【０４４３】
　本発明は、本発明の精神または本質的特徴から逸脱することなく、他の形態で具現化さ
れ得るか、または他の方法で実行され得る。従って、本開示は、全ての局面を例示するた
めのものであるとみなされるべきであり、そして添付の特許請求の範囲により示される本
発明の範囲を制限せず、そして等価な意味および範囲の中で起こる全ての変更は、本発明
に包含されることが意図される。
【０４４４】
　種々の参考文献を、本明細書を全体を通じて引用し、これらの各々は、その全体が本明
細書中で参考として援用される。
【０４４５】
　他の目的および利点は、以下の例示的な図面、および添付の特許請求の範囲に関する引
き続く詳細な説明を見れば、当業者に明らかとなる。
【図面の簡単な説明】
【０４４６】
【図１】図１は、神経膠腫細胞株のフローサイトメトリー分析の結果を示す。Ｕ８７ＭＧ
（薄灰色のヒストグラム）細胞およびＵ８７ＭＧ．Δ２－７（暗灰色のヒストグラム）細
胞を、示されるような無関係のＩｇＧ２ｂ抗体（白抜きのヒストグラム）、ＤＪ８．３（
ｄｅ２－７ＥＧＦＲに特異的）、ＭＡｂ８０６または５２８（野生型ＥＧＦＲおよびｄｅ
２－７ＥＧＦＲの両方に結合する）のいずれかで染色した。
【図２－１】図２Ａ～Ｃは、ＭＡｂ８０６、ＤＨ８．３、または５２８抗体のＥＬＩＳＡ
の結果を示す。（Ａ）ｓＥＧＦＲをコートしたＥＬＩＳＡプレートに対するＭＡｂ８０６
（黒三角）、ＤＨ８．３（黒丸）、または５２８（黒四角）抗体の増加した濃度の結合。
（Ｂ）溶液中でのｓＥＧＦＲの濃度を増加させることによるｓＥＧＦＲをコートしたＥＬ
ＩＳＡプレートに対するＭＡｂ８０６および５２８の結合の阻害。（Ｃ）ｄｅ２－７連結
ペプチドに対するＤＨ８．３の増加した濃度の結合は、固定化された野生型ｓＥＧＦＲに
対するｍＡｂ８０６および５２８抗体の結合曲線を示す。
【図２－２】図２Ｄおよび２Ｅは、Ｃ末端ビオチニル化ペプチドを用い、そして他の公知
の抗体（とりわけ、ｄｅ２－７ＥＧＦＲ変異体の連結ペプチドを認識するＬ８Ａ４抗体）
、およびコントロールと共に、本発明のモノクローナル抗体を含む、ＢＩＡｃｏｒｅ結合
研究の結果を図示する。
【図３】図３は、ＭＡｂ８０６およびＤＨ８．３抗体のインターナリゼーションを示す。
Ｕ８７ＭＧ．Δ２－７細胞を、ＭＡｂ８０６（黒三角）またはＤＨ８．３（黒丸）と共に
４℃にてプレインキュベートし、３７℃に移し、そしてインターナリゼーションを、ＦＡ
ＣＳにより決定した。データは、３つ（ＤＨ８．３）または４つ（ＭＡｂ８０６）の別々
の実験の各時点での平均インターナリゼーション±ＳＥを示す。
【図４】図４Ａおよび４Ｂは、Ｕ８７ＭＧおよびＵ８７ＭＧ．Δ２－７異種移植片を保有
するヌードマウスにおける放射標識された（ａ）１２５Ｉ－ＭＡｂ８０６および（ｂ）１

３１Ｉ－ＤＨ８．３の生物分布（％ＩＤ／ｇ腫瘍）を示す。各点は、１時間を除く５匹の
マウスの平均±ＳＥを示す（ｎ＝４）。
【図５】図５Ａおよび５Ｂは、Ｕ８７ＭＧ．Δ２－７異種移植片を保有するヌードマウス
における、（ａ）腫瘍：血液または（ｂ）腫瘍：肝臓の比として表される、放射標識され
た１２５Ｉ－ＭＡｂ８０６（白抜きのバー）および１３１Ｉ－ＤＨ８．３（黒塗りのバー
）の生物分布を示す。各バーは、ｎ＝４の場合の１時間を除く、５匹の平均±ＳＥを示す
。
【図６】図６は、ＥＧＦＲ遺伝子の増幅を含む細胞株のフローサイトメトリー分析を示す
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。Ａ４３１細胞を、ＭＡｂ８０６、ＤＨ８．３、または５２８（黒のヒストグラム）のい
ずれかで染色し、そして無関係のＩｇＧ２ｂ抗体（白抜きのヒストグラム）と比較した。
【図７】図７Ａおよび７Ｂは、Ｕ８７ＭＧ．Δ２－７およびＡ４３１異種移植片を保有す
るヌードマウスにおける放射標識された（ａ）１２５Ｉ－ＭＡｂ８０６および（ｂ）１３

１Ｉ－５２８の生物分布（％ＩＤ／ｇ腫瘍）を示す。
【図８】図８Ａ～Ｄは、（ａ、ｃ）Ｕ８７ＭＧΔ２－７および（ｂ、ｄ）Ａ４３１異種移
植片を保有するヌードマウスにおける、（ａ、ｂ）腫瘍：血液または（ｃ、ｄ）腫瘍：肝
臓の比として表される、放射標識された１２５Ｉ－ＭＡｂ８０６（白抜きのバー）および
１３１Ｉ－５２８（黒塗りのバー）および抗体の生物分布を示す。
【図９】図９は、予防的モデルにおける、Ａ）Ｕ８７ＭＧおよびＢ）Ｕ８７ＭＧ．Δ２－
７異種移植片の増殖率に対するｍＡｂ８０６の抗腫瘍効果を示す。３×１０６個のＵ８７
ＭＧまたはＵ８７ＭＧ．Δ２－７細胞を、第０日に、４～６週齢のＢＡＬＢ／ｃヌードマ
ウス（ｎ＝５）の両方側にｓ．ｃ．注入した。マウスに、１ｍｇのｍＡｂ８０６（黒丸）
；０．１ｍｇのｍＡｂ８０６（黒三角）；またはビヒクル（白丸）のいずれかを、腫瘍細
胞接種の１日前に開始してｉ．ｐ．注入した。注入を、矢印で示されるように、２週間に
わたって１週間に３回与えた。データを、平均腫瘍体積±ＳＥとして示す。
【図１０】図１０は、確立されたモデルにおける、Ａ）Ｕ８７ＭＧ、Ｂ）Ｕ８７ＭＧ．Δ
２－７およびＣ）Ｕ８７ＭＧ．ｗｔＥＧＦＲ異種移植片に対するｍＡｂ８０６の抗腫瘍効
果を示す。３×１０６個のＵ８７ＭＧ、Ｕ８７ＭＧ．Δ２－７またはＵ８７ＭＧ．ｗｔＥ
ＧＦＲ細胞を、４～６週齢のＢＡＬＢ／ｃヌードマウス（ｎ＝５）の両方側にｓ．ｃ．注
入した。マウスに、１ｍｇ用量のｍＡｂ８０６（黒丸）；０．１ｍｇ用量のｍＡｂ８０６
（黒三角）；またはビヒクル（白丸）のいずれかを、腫瘍が、平均腫瘍体積６５～８０ｍ
ｍ３に達した場合に開始して、ｉ．ｐ．注入した。注入を、矢印で示されるように、２週
間にわたって１週間に３回与えた。データを、平均腫瘍体積±ＳＥとして示す。
【図１１】図１１は、Ａ）予防的モデルおよびＢ）確立されたモデルにおけるＡ４３１異
種移植片に対するｍＡｂ８０６の抗腫瘍効果を示す。３×１０６個のＡ４３１細胞を、４
～６週齢のＢＡＬＢ／ｃヌードマウス（ｎ＝５）の両方側にｓ．ｃ．注入した。マウスに
、１ｍｇ用量のｍＡｂ８０６（黒丸）；またはビヒクル（白丸）のいずれかを、予防的モ
デルにおいて、腫瘍細胞接種の１日前または腫瘍が、平均腫瘍体積２００ｍｍ３に達した
場合に開始して、ｉ．ｐ．注入した。注入を、矢印で示されるように、２週間にわたって
１週間に３回与えた。データを、平均腫瘍体積±Ｓ．Ｅ．として示す。
【図１２】図１２は、予防的モデルにおけるＡ４３１異種移植片に対する、ＡＧ１４７８
処置と組み合わせたｍＡｂ８０６処置の抗腫瘍効果を示す。データを、平均腫瘍体積±Ｓ
．Ｅ．として示す。
【図１３】図１３は、増加した濃度のＡＧ１４７８（０．５ｕＭおよび５ｕＭ）の存在下
における、Ａ４３１細胞に対する抗体８０６の結合を示す。
【図１４】図１４は、８０６ＶＨ遺伝子の核酸配列およびそのアミノ酸翻訳物（それぞれ
、配列番号１および配列番号２）を示す。
【図１５】図１５は、８０６ＶＬ遺伝子の核酸配列およびそのアミノ酸翻訳物（それぞれ
、配列番号３および配列番号４）を示す。
【図１６】図１６は、Ｋａｂａｔに従って番号付けられたＶＨ配列を示す（ＣＤＲを囲ん
でいる）。ＶＨの重要な残基は、２４、３７、４８、６７、および７８である。
【図１７】図１７は、Ｋａｂａｔに従って番号付けられたＶＬ配列を示す（ＣＤＲを囲ん
でいる）。ＶＬの重要な残基は、３６、４６、５７、および７１である。
【図１８】図１８Ａ～Ｄは、組み合わせ抗体治療（特に、ｍＡｂ８０６および５２８抗体
）の治療効果を決定するために設計されたインビボ研究の結果を示す。マウスは、Ｕ８７
ＭＧ．Ｄ２－７（ＡおよびＢ）、Ｕ８７ＭＧ．ＤＫ（Ｃ）、またはＡ４３１（Ｄ）細胞の
接種を受けた。
【図１９】図１９Ａ～Ｄは、電子顕微鏡によるインターナリゼーションの分析を示す。Ｕ
８７ＭＧ．Δ２－７細胞を、ＭＡｂ８０６またはＤＨ８．３と共に、その後、金結合抗マ
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ウスＩｇＧと共に、４℃にてプレインキュベートし、３７℃に移し、そしてインターナリ
ゼーションを、種々の時点で、電子顕微鏡により試験した。（Ａ）５分後の、コーティン
グされたピット（矢印）に対するＤＨ８．３抗体の局在化；（Ｂ）２分後の、巨視的飲作
用（矢印）によるＭＡｂ８０６のインターナリゼーション；（Ｃ）２０分後の、リソソー
ム（矢印）へのＤＨ８．３の局在化；（Ｄ）３０分後の、リソソーム（矢印）へのＭＡｂ
８０６の局在化。全ての画像の元の倍率は、×３０，０００である。
【図２０】図２０は、１２５Ｉ－ＭＡｂ８０６の注入の８時間後に回収された、Ｕ８７Ｍ
Ｇ．Δ２－７異種移植片切片のオートラジオグラフィーを示す。
【図２１】図２１は、ＥＧＦＲ遺伝子の増幅を含む細胞株のフローサイトメトリー分析を
示す。ＨＮ５およびＭＤＡ－４６８細胞を、無関係のＩｇＧ２ｂ抗体（点線での白抜きの
ヒストグラム）、ＭＡｂ８０６（黒のヒストグラム）、または５２８（実線白抜きのヒス
トグラム）で染色した。ＤＨ８．３抗体は、両方の細胞株において完全に陰性であった（
データは示していない）。
【図２２】図２２は、細胞株からのＥＧＦＲの免疫沈降を示す。ＥＧＦＲを、ＭＡｂ８０
６、ｓｃ－０３抗体、またはＩｇＧ２ｂアイソタイプコントロールを用いて、３５Ｓ標識
Ｕ８７ＭＧ．Δ２－７またはＡ４３１細胞から免疫沈降させた。側面の矢印は、ｄｅ２－
７およびｗｔＥＧＦＲの位置を示す。同一のバンドパターンを、３つの独立した実験にお
いて獲得した。
【図２３】図２３は、１２５Ｉ－ＭＡｂ８０６の注入の２４時間後に回収されたＡ４３１
異種移植片切片のオートラジオグラフィーを示す。生存組織に対する局在化の領域を示す
（矢印）。
【図２４】図２４ＡおよびＢは、全身性ｍＡＢ８０６処置による、頭蓋内Ｕ８７ＭＧ．Δ
ＥＧＦＲ（Ａ）およびＬＮ－Ｚ３０８．ΔＥＧＦＲ（Ｂ）異種移植片を保有するヌードマ
ウスの延長された生存性を示す。Ｕ８７ＭＧ．ΔＥＧＦＲ細胞（１×１０５）またはＬＮ
－Ｚ３０８．ΔＥＧＦＲ細胞（５×１０５）を、ヌードマウスの脳に移植し、そしてこの
動物を、ｍＡｂ８０６、ＰＢＳ、またはアイソタイプＩｇＧのいずれかを用いて、移植後
０日～第１４日まで処置した。ＣおよびＤは、ｍＡｂ８０６処置による頭蓋内腫瘍の増殖
阻害を示す。ｍＡｂ８０６またはアイソタイプＩｇＧコントロールのいずれかで処置した
ヌードマウス（５匹／群）を、Ｕ８７ＭＧ．ΔＥＧＦＲ（Ｃ）については第９日に、そし
てＬＮ－Ｚ３０８．ΔＥＧＦＲ（Ｄ）については第１５日に安楽死させ、そしてそれらの
脳を回収し、固定し、そして切り出した。データを、コントロールの腫瘍体積を１００％
と考えて算出した。値は、平均±ＳＤ、＊＊＊、Ｐ＜０．００１；コントロール対ｍＡｂ
８０６である。矢頭、腫瘍組織。Ｅは、腫瘍内ｍＡｂ８０６処置による頭蓋内Ｕ８７ＭＧ
．ΔＥＧＦＲ異種移植片を保有するヌードマウスの延長された生存率を示す。Ｕ８７ＭＧ
．ΔＥＧＦＲ細胞を、上記のように移植した。５μｌの体積中の１０ｍｇのｍＡｂ８０６
またはアイソタイプＩｇＧコントロールを、第１日で開始して１日おきに５回腫瘍注入部
位に注入した。
【図２５】図２５は、ｍＡｂ８０６が、Ｕ８７ＭＧ．ｗｔＥＧＦＲ脳腫瘍を有するマウス
の生存性を延長させたが、Ｕ８７ＭＧ．ＤＫ．またはＵ８７ＭＧ脳腫瘍を有するマウスの
生存性は延長させなかったことを示す。Ｕ８７ＭＧ（Ａ）、Ｕ８７ＭＧ．ＤＫ（Ｂ）、ま
たはＵ８７ＭＧ．ｗｔＥＧＦＲ（Ｃ）細胞（５×１０５）を、ヌードマウス脳に移植し、
そしてこの動物を、移植後０日から第１４日までｍＡｂ８０６で処置し、続いて、治療の
中止後に観察した。
【図２６】図２６Ａは、Ｕ８７ＭＧ細胞株とのｍＡｂ８０６の反応性のＦＡＣＳ分析を示
す。Ｕ８７ＭＧ、Ｕ８７ＭＧ．ΔＥＧＦＲ、Ｕ８７ＭＧ．ＤＫ、およびＵ８７ＭＧ．ｗｔ
ＥＧＦＲ細胞を、抗ＥＧＦＲｍＡｂ５２８、ＥＧＦＲ．１、および抗ΔＥＧＦＲ抗体、ｍ
Ａｂ８０６で染色した。モノクローナルＥＧＦＲ．１抗体は、ｗｔＥＧＦＲを排他的に認
識し、そしてモノクローナル５２８抗体は、ｗｔＥＧＦＲおよびΔＥＧＦＲの両方と反応
した。ｍＡｂ８０６は、Ｕ８７ＭＧ．ΔＥＧＦＲおよびＵ８７ＭＧ．ＤＫと強力に反応し
、そしてＵ８７ＭＧ．ｗｔＥＧＦＲと弱く反応した。横軸上のバーは、一次抗体の非存在
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下での細胞の最大染色を示す。結果を、３つの独立した実験において再現した。Ｂは、Ｅ
ＧＦＲ形態のｍＡｂ８０６免疫沈降を示す。変異体およびｗｔＥＧＦＲを、（レーン１）
Ｕ８７ＭＧ、（レーン２）Ｕ８７ΔＥＧＦＲ、（レーン３）Ｕ８７ＭＧ．ＤＫ、および（
レーン４）Ｕ８７ＭＧ．ｗｔＥＧＦＲ細胞から、抗ＥＧＦＲ抗体、５２８、またはＥＧＦ
Ｒ．１、あるいは抗ΔＥＧＦＲ抗体、ｍＡｂ８０６を用いて免疫単離し、次いで、抗汎用
ＥＧＦＲ抗体Ｃ１３を用いてウェスタンブロットにより検出した。
【図２７】図２７は、ｍＡｂ８０６による全身処置が、Ｕ８７ＭＧ．ΔＥＧＦＲ脳腫瘍に
おけるΔＥＧＦＲのリン酸化およびＢｃｌ－ＸＬ発現を減少させることを示す。Ｕ８７Ｍ
Ｇ．ΔＥＧＦＲ腫瘍を、ｍＡｂ８０６処置の９日目に切り出し、液体窒素中で直ちに凍結
させ、そして腫瘍溶解物の調製前に－８０℃で保存した。Ａは、ΔＥＧＦＲの発現および
自己リン酸化の程度のウェスタンブロット分析を示す。３０μｇの腫瘍溶解物を、ＳＤＳ
－ポリアクリルアミドゲルに供し、ニトロセルロースメンブレンに移し、そして抗ホスホ
チロシンｍＡｂでプローブし、次いで、剥離しそして抗ＥＧＦＲ抗体Ｃ１３で再プローブ
した。Ｂは、Ａにおけるような同一の腫瘍溶解物を用いることによるＢｃｌ－ＸＬのウェ
スタンブロットを示す。メンブレンに、抗ヒトＢｃｌ－Ｘポリクローナル抗体をプローブ
した。レーン１および２、アイソタイプコントロールで処置したＵ８７ＭＧ．ΔＥＧＦＲ
脳腫瘍；レーン３および４、ｍＡｂ８０６で処置したＵ８７ＭＧ．ΔＥＧＦＲ脳腫瘍。
【図２８】図２８は、ＭＡｂ８０６処置が、Ｕ８７ＭＧ．ΔＥＧＦＲ腫瘍において、増殖
および血管形成の減少ならびにアポトーシスおよびマクロファージ蓄積の増加を誘導する
ことを示す。腫瘍切片を、Ｋｉ－６７について染色した。細胞増殖指数を、各グループの
４匹のマウス由来の頭蓋内腫瘍における、４つの無作為に選択された高倍率場（×４００
）からのＫｉ－６７ポジティブである総細胞のパーセンテージにより評価した。データは
、平均±ＳＥである。アポトーシス細胞を、ＴＵＮＥＬアッセイにより検出した。アポト
ーシス指数を、ＴＵＮＥＬポジティブ細胞：各グループの４匹のマウス由来の頭蓋内腫瘍
における、４つの無作為に選択された高倍率場（×４００）からの総細胞比により評価し
た。データは、平均±ＳＥである。腫瘍切片を、抗ＣＤ３１抗体で免疫染色した。ＭＶＡ
を、各グループの４匹のマウス由来の頭蓋内腫瘍からの４つの無作為に選択された場（×
２００）からのコンピューター画像分析により分析した。ｍＡｂ８０６処置したＵ８７Ｍ
Ｇ．ΔＥＧＦＲ腫瘍におけるマクロファージの腫瘍周辺浸潤。腫瘍切片を、抗Ｆ４／８０
抗体で染色した。
【図２９】図２９は、親およびトランスフェクトＵ８７ＭＧ神経膠腫細胞株のフローサイ
トメトリー分析を示す。細胞を、示されるように、無関係のＩｇＧ２ｂ抗体（白抜きのヒ
ストグラム）または５２８抗体またはｍＡｂ８０６（黒塗りのヒストグラム）のいずれか
で染色した。
【図３０】図３０は、細胞株からのＥＧＦＲの免疫沈降を示す。ＥＧＦＲを、３５Ｓ標識
Ｕ８７ＭＧ．ｗｔＥＧＦＲ、Ｕ８７ＭＧ．Δ２－７、およびＡ４３１細胞から、ｍＡｂ８
０６（８０６）、ｓｃ－０３抗体（ｃ末端）、またはＩｇＧ２ｂアイソタイプコントロー
ル（ｃｏｎ）で免疫沈降させた。矢印は、ｄｅ２－７およびｗｔＥＧＦＲの位置を示す。
【図３１】図３１は、Ｕ８７ＭＧ．Δ２－７およびＵ８７ＭＧ．ｗｔＥＧＦＲ異種移植片
の例示的なＨ＆Ｅ染色したパラフィン切片を示す。Ｕ８７ＭＧ．Δ２－７（腫瘍接種の２
４日後に収集した）およびＵ８７ＭＧ．ｗｔＥＧＦＲ（腫瘍接種の４２日後に収集した）
異種移植片を、上記図１０において記載されるように処置されたマウスから切り出し、そ
してＨ＆Ｅで染色した。ビヒクル処置したＵ８７ＭＧ．Δ２－７（腫瘍接種の１８日後に
収集した）およびＵ８７ＭＧ．ｗｔＥＧＦＲ（腫瘍接種の３７日後に収集した）異種移植
片は、非常に小さな領域の壊死を示したが（左パネル）、広範な壊死（矢印）を、ｍＡｂ
８０６で処置したＵ８７ＭＧ．Δ２－７およびＵ８７ＭＧ．ｗｔＥＧＦＲ異種移植片の両
方において観察した（右パネル）。
【図３２】図３２は、Ｕ８７ＭＧ、Ｕ８７ＭＧ．Δ２－７、およびＵ８７ＭＧ．ｗｔＥＧ
ＦＲ異種移植片由来の凍結切片におけるＥＧＦＲ発現の免疫組織化学分析を示す。切片を
、上記図３１に記載される時点で収集した。異種移植片切片を、５２８抗体（左パネル）
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およびｍＡｂ８０６（右パネル）で免疫染色した。ｗｔＥＧＦＲ、増幅ＥＧＦＲ，または
ｄｅ２－７ＥＧＦＲのいずれに対する免疫反応性の減少も、ｍＡｂ８０６で処置した異種
移植片において観察されなかった。インビトロでのデータと一致して、親Ｕ８７ＭＧ異種
移植片は、５２８抗体に対してポジティブであったが、ｍＡｂ８０６染色に対してはネガ
ティブであった。
【図３３】図３３は、作製された二シストロン性発現構築物の概略図を示す。キメラ抗体
鎖の転写物は、伸長因子－１プロモーターで開始し、そして強力な人工終結配列で終了す
る。ＩＲＥＳ配列を、軽鎖のコード領域とＮｅｏＲのコード領域との間、および重鎖のコ
ード領域とｄｈｆｒ遺伝子のコード領域との間に導入した。
【図３４】Ａ）１２５ＩまたはＢ）１１１Ｉｎのいずれかで放射性標識されたｃｈ８０６
の生体分布分析を、Ｕ８７ＭＧ－ｄｅ２－７異種移植片腫瘍を有するＢＡＬＢ／ｃヌード
マウスにおいて実施した。マウスに、５μｇの放射性標識抗体を注射し、各時点について
４匹のマウスの群において、８時間、２８時間、４８時間または７４時間のいずれかにお
いて屠殺した。器官を収集し、計量し、そしてγカウンターにて放射活性を測定した。
【図３５】図３５は、（Ａ）％ＩＤグラムの腫瘍組織および（Ｂ）血液に対する腫瘍の比
率を示す。インジウム－１１１抗体は、約３０％ＩＤ／グラムの組織および４．０の血液
に対する腫瘍の比率を示す。
【図３６】図３６は、確立された腫瘍モデルにおけるキメラ抗体ｃｈ８０６の治療的効力
を示す。１００μｌのＰＢＳ中の３×１０６のＵ８７ＭＧ．Δ２－７細胞を、４～６週齢
メスヌードマウスの両脇腹に皮下接種した。ｍＡｂ８０６を、ポジティブコントロールと
して含めた。腫瘍が５０ｍｍ３の平均容積に達した時に処置を開始し、この処置は、示さ
れた日における合計５回の注射について、腹腔内に投与された１ｍｇのｃｈ８０６または
ｍＡｂ８０６から構成された。データを、各処置群について平均腫瘍容積＋／－Ｓ．Ｅ．
で表示した。
【図３７】抗ＥＧＦＲキメラＩｇＧ１抗体ｃｈ８０６およびコントロールｃＧ２５０につ
いての、標的Ａ）Ｕ８７ＭＧ．ｄｅ２－７およびＢ）Ａ４３１細胞に対するＣＤＣ活性。
三連の決定の平均（バー；±ＳＤ）％細胞傷害性が示される。
【図３８】ｃｈ８０６およびアイソタイプコントロールｃＧ２５０（０～１０μｇ／ｍｌ
）によって媒介される、５０：１のエフェクター：標的細胞の比での標的Ａ）Ｕ８７ＭＧ
．ｄｅ２－７およびＢ）Ａ４３１細胞に対するＡＤＣＣ。結果を、三連の決定の平均（バ
ー；±ＳＤ）％細胞傷害性として示す。
【図３９】ある範囲のエフェクター：標的の比で、標的Ｕ８７ＭＧ．ｄｅ２－７細胞に対
する、１μｇ／ｍｌの親ｍＡｂ　８０６およびｃｈ８０６によって媒介されるＡＤＣＣ。
三連の決定の平均（バー；±ＳＤ）を示す。
【図４０】ｃｈ８０６に結合する抗体を産生するが、ｈｕＩｇＧに結合する抗体は産生し
ない２５個のハイブリドーマを、最初に選択した。高い親和性の結合を有するこれらの抗
ｃｈ８０６ハイブリドーマのうち４個（クローン３Ｅ３、５Ｂ８、９Ｄ６および４Ｄ８）
を、限界希釈によって単一の細胞からのクローン性増殖のために引き続き追跡し、そして
、それぞれ、Ｌｕｄｗｉｇ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｆｏｒ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒ
ｃｈ　Ｍｅｌｂｏｕｒｎｅ　Ｈｙｂｒｉｄｏｍａ　（ＬＭＨ）－１１、ＬＭＨ－１２、Ｌ
ＭＨ－１３およびＬＭＨ－１４と称した。さらに、ｈｕＩｇＧに特異的なｍＡｂを産生す
る２つのハイブリドーマもまたクローニングし、さらに特徴付けた：クローン２Ｃ１０（
ＬＭＨ－１５）および２Ｂ８（ＬＭＨ－１６）。
【図４１】クローン性増殖後に、ハイブリドーマ培養物上清を、ｓＥＧＦＲ６２１とｃｈ
８０６またはｍＡｂ８０６との抗原結合特異性を中和する能力について、ＥＬＩＳＡによ
って三連で試験した。平均（±ＳＤ）結果は、ｃｈ８０６およびマウスｍＡｂ８０６の両
方の溶液中にて、ｓＥＧＦＲでコーティングされたプレートへの結合をブロックする、抗
イディオタイプｍＡｂ　ＬＭＨ－１１、ＬＭＨ－１２、ＬＭＨ－１３およびＬＭＨ－１４
のアンタゴニスト活性を実証した（ＬＭＨ－１４は示さず）。
【図４２】マイクロタイタープレートを、１０μｇ／ｍｌの精製したＡ）ＬＭＨ－１１、
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Ｂ）ＬＭＨ－１２およびＣ）ＬＭＨ－１３でコーティングした。３つの精製したクローン
を、血清中または１％ＦＣＳ／培地中のｃｈ８０６またはｍＡｂ８０６を捕捉するその能
力について比較し、次いで、結合したｃｈ８０６またはｍＡｂ８０６を検出した。血清中
または１％ＦＣＳ／培地中のアイソタイプコントロール抗体ｈｕ３Ｓ１９３およびｍ３Ｓ
１９３を、二次結合体アビジン－ＨＲＰおよびＡＢＴＳ基質についてのコントロールに加
えて、含めた。結果は、検出のためにビオチン化ＬＭＨ－１２（１０μｇ／ｍｌ）を使用
した三連のサンプルの平均（±ＳＤ）として示され、そして捕捉および検出のために使用
したＬＭＨ－１２が、無視できるバックグラウンドの結合を伴って、血清中のｃｈ８０６
（３ｎｇ／ｍｌ）について最も高い感受性を有したことを示す。
【図４３】捕捉および検出のために、それぞれ、１μｇ／ｍｌの抗イディオタイプＬＭＨ
－１２および１μｇ／ｍｌのビオチン化ＬＭＨ－１２を使用する、最適な薬物動態ＥＬＩ
ＳＡ条件の検証。３回の別個のＥＬＩＳＡを、血清中（上向き黒三角）または１％ＢＳＡ
／培地（下向き黒三角）におけるアイソタイプコントロールｈｕ３Ｓ１９３と共に、３人
の健康なドナー由来のドナー血清（黒丸）、または１％ＢＳＡ／培地（黒四角）における
ｃｈ８０６を測定するために、四連で実施した。二次結合体化アビジン－ＨＲＰ（菱形）
についてのコントロールおよびＡＢＴＳ基質（六角形）単独もまた、各ＥＬＩＳＡと共に
含めた。平均（±ＳＤ）結果は、３ｎｇ／ｍｌの検出限界で、血清においてｃｈ８０６（
２μｇ／ｍｌ～１．６ｎｇ／ｍｌ）を測定するための、非常に再現性のある結合曲線を実
証する（ｎ＝１２；１～１００ｎｇ／ｍｌ、変動係数＜２５％；１００ｎｇ／ｍｌ～５μ
ｇ／ｍｌ、変動係数＜１５％）。バックグラウンドの結合は、試験した３つの血清のいず
れにおいても明白ではなく、そして無視できる結合が、アイソタイプコントロールｈｕ３
Ｓ１９３で観察された。
【図４４】図４４は、ｍＡｂ８０６でブロットされたＣＨＯ細胞において発現された組換
えｓＥＧＦＲのイムノブロットを示す。組換えｓＥＧＦＲを、Ｎ連結グリコシル化を除去
（脱グリコシル化）するためにＰＮＧａｓｅＦで処理したか、または処理しなかった（未
処理）。このタンパク質を、ＳＤＳ－ＰＡＧＥで泳動し、そしてメンブレンに移し、そし
てｍＡｂ８０６でイムノブロットした。
【図４５】図４５は、異なる抗体（ＳＣ－０３抗体、８０６抗体および５２８抗体）を用
いた、３５Ｓ標識した細胞株（Ｕ８７ＭＧ　Δ２－７、Ｕ８７ＭＧ－ｗｔＥＧＦＲおよび
Ａ４３１）からのＥＧＦＲの免疫沈降を示す。
【図４６】図４６は、３５Ｓメチオニン／システインでのパルス標識の後の異なる時点（
時間０～２４０分）での、異なる細胞（Ａ４３１およびＵ８７ＭＧΔ２－７）からのＥＧ
ＦＲの免疫沈降を示す。抗体５２８および８０６が、免疫沈降のために使用される。
【図４７】図４７は、高マンノース型炭水化物を除去するためのＥｎｄｏ　Ｈ消化の非存
在下（－）およびＥｎｄｏ　Ｈ消化の後（＋）での、種々の抗体（ＳＣ－０３、８０６お
よび５２８）を用いた種々の細胞株（Ｕ８７ＭＧΔ２－７、Ｕ８７ＭＧ－ｗｔＥＧＦＲお
よびＡ４３１）からのＥＧＦＲの免疫沈降を示す。
【図４８】図４８は、Ａ４３１およびＵ８７ＭＧΔ２－７細胞株の細胞表面ヨウ素化、そ
の後のＥｎｄｏ　Ｈ消化を伴うかまたは伴わない８０６抗体での免疫沈降を示し、ｍＡｂ
８０６が結合した、Ａ４３１細胞の細胞表面上のＥＧＦＲが、Ｅｎｄｏ　Ｈ感受性形態で
あることを確認する。
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