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(57)【要約】
本発明は、癌を治療するための方法を提供する。より詳細には、本発明は、抗Notch1抗体
の用量を投与する段階を含む、癌を治療するための方法を提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　Notch1結合物質の治療的有効量を対象に投与する段階を含む、対象における腺様嚢胞癌
を治療する方法。
【請求項２】
　Notch1結合物質の治療的有効量を対象に投与する段階を含む、腺様嚢胞癌を有する対象
の疼痛を減少させる方法。
【請求項３】
　疼痛が骨痛である、請求項2記載の方法。
【請求項４】
　腺様嚢胞癌の増殖を阻害する方法であって、該癌をNotch1結合物質の有効量と接触させ
る段階を含む、方法。
【請求項５】
　腺様嚢胞癌のサイズを縮小させる方法であって、該癌をNotch1結合物質の有効量と接触
させる段階を含む、方法。
【請求項６】
　腺様嚢胞癌のNotch1細胞内ドメイン（ICD）のレベルがNotch1 ICDの所定のレベルと比
較して上昇しているかまたは高い、請求項1～5のいずれか一項記載の方法。
【請求項７】
　腺様嚢胞癌がNotch1突然変異を含む、請求項1～6のいずれか一項記載の方法。
【請求項８】
　Notch1突然変異が、
　（a）ミスセンス突然変異、ナンセンス突然変異、またはフレームシフト突然変異であ
る、
　（b）HDドメイン内にある、
　（c）TADドメイン内にある、
　（d）PESTドメイン内にある、
　（e）活性化突然変異である、
　（f）Notch1シグナル伝達を増加させる、かつ／または
　（g）Notch1 ICDのレベルを上昇させる、
請求項7記載の方法。
【請求項９】
　（a）腺様嚢胞癌の（i）Notch1 ICDのレベルがNotch1 ICDの所定のレベルと比較して上
昇しているかもしくは高いか否か、または（ii）Notch1突然変異の有無、を判定する段階
、および
　（b）Notch1結合物質の治療的有効量を対象に投与する段階、
を含む、対象における腺様嚢胞癌を治療する方法。
【請求項１０】
　（a）対象から試料を入手する段階、
　（b）試料中のNotch1 ICDのレベルを決定する段階、および
　（c）試料のNotch1 ICDのレベルがNotch1 ICDの所定のレベルと比較して上昇している
かまたは高い場合に、対象をNotch1結合物質による治療のために選択する段階、
を含む、腺様嚢胞癌を有する対象をNotch1結合物質による治療のために選択する方法。
【請求項１１】
　（a）対象から試料を入手する段階、
　（b）試料がNotch1突然変異を有しているか判定する段階、および
　（c）試料がNotch1突然変異を有している場合に、対象をNotch1結合物質による治療の
ために選択する段階、
を含む、腺様嚢胞癌を有する対象をNotch1結合物質による治療のために選択する方法。
【請求項１２】
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　Notch1結合物質の治療的有効量を対象に投与する段階を含む、請求項10または請求項11
記載の方法。
【請求項１３】
　Notch1結合物質がヒトNotch1の細胞外ドメインと特異的に結合する抗体である、請求項
1～12のいずれか一項記載の方法。
【請求項１４】
　抗体がヒトNotch1の細胞外ドメインの非リガンド結合性膜基部領域（non-ligand bindi
ng membrane proximal region）と特異的に結合する、請求項13記載の方法。
【請求項１５】
　Notch1受容体の非リガンド結合性膜基部領域がSEQ ID NO：2を含む、請求項14記載の方
法。
【請求項１６】
　抗体が、

を含む重鎖CDR1、

を含む重鎖CDR2、および

を含む重鎖CDR3、ならびに

を含む軽鎖CDR1、

を含む軽鎖CDR2、および

を含む軽鎖CDR3、
を含む、請求項13～15のいずれか一項記載の方法。
【請求項１７】
　抗体が、
　（a）SEQ ID NO：8もしくはSEQ ID NO：26に対して少なくとも90％の配列同一性を有す
る重鎖可変領域、および／または
　（b）SEQ ID NO：14、SEQ ID NO：32もしくはSEQ ID NO：38に対して少なくとも90％の
配列同一性を有する軽鎖可変領域、
を含む、請求項13～16のいずれか一項記載の方法。
【請求項１８】
　抗体が、
　（a）SEQ ID NO：8の重鎖可変領域およびSEQ ID NO：14の軽鎖可変領域、
　（b）SEQ ID NO：26の重鎖可変領域およびSEQ ID NO：32の軽鎖可変領域、または
　（c）SEQ ID NO：26の重鎖可変領域およびSEQ ID NO：38の軽鎖可変領域、
を含む、請求項13～16のいずれか一項記載の方法。
【請求項１９】
　抗体が、
　（a）ATCC特許寄託指定番号PTA-9549として寄託されたプラスミドによってコードされ
る抗体と同じ重鎖可変領域および軽鎖可変領域を含む、
　（b）ATCC特許寄託指定番号PTA-9549として寄託されたプラスミドによってコードされ
る抗体である、
　（c）OMP-52M51-H4L3である、または
　（d）ATCC特許寄託指定番号PTA-9405として寄託されたハイブリドーマによって産生さ
れる抗体のヒト化バージョンである、
請求項13～16のいずれか一項記載の方法。
【請求項２０】
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　抗体が、IgG1抗体、IgG2抗体、モノクローナル抗体、組換え抗体、キメラ抗体、ヒト化
抗体、ヒト抗体、二重特異性抗体、または抗原結合部位を含む抗体断片である、請求項13
～19のいずれか一項記載の方法。
【請求項２１】
　腺様嚢胞癌が、再発性である、かつ／または原発部位から転移している、請求項1～20
のいずれか一項記載の方法。
【請求項２２】
　（i）対象の乳酸デヒドロゲナーゼ（LDH）レベルが所定のレベルもしくは正常レベルと
比較して高い、または
　（ii）腺様嚢胞癌のLDHレベルが所定のレベルもしくは正常レベルと比較して高い、
請求項1～20のいずれか一項記載の方法。
【請求項２３】
　少なくとも1つのさらなる治療薬を対象に投与する段階をさらに含む、請求項1～3、6～
9、または12～22のいずれか一項記載の方法。
【請求項２４】
　さらなる治療薬が化学療法薬である、請求項23記載の方法。
【請求項２５】
　さらなる治療薬がさらなる治療用抗体である、請求項23記載の方法。
【請求項２６】
　対象が放射線療法を受ける、請求項1～3、6～9、または12～25のいずれか一項記載の方
法。
【請求項２７】
　対象がNotch1結合物質による治療の前に放射線療法を受ける、請求項26記載の方法。
【請求項２８】
　Notch1突然変異が、PCRに基づくアッセイ、マイクロアレイ分析、または核酸シークエ
ンシングによって判定される、請求項9または11～27のいずれか一項記載の方法。
【請求項２９】
　Notch1 ICDのレベルが免疫組織化学アッセイによって決定される、請求項9、10、また
は12～27のいずれか一項記載の方法。
【請求項３０】
　試料が、新鮮な腫瘍試料、凍結した腫瘍試料、またはホルマリン固定してパラフィン包
埋した試料である、請求項10～29のいずれか一項記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
発明の分野
　本発明は、癌の治療の分野に関する。より詳細には、本発明は、抗Notch1抗体を投与す
る段階を含む、癌を治療するための方法を提供する。
【背景技術】
【０００２】
発明の背景
　癌は先進諸国における死亡の主因の1つであり、米国だけでも毎年、100万人以上が癌と
診断され、500,000人以上が死亡している。全体として、人々の3人に1人以上が人生の間
に何らかの型の癌を発症すると推定されている。
【０００３】
　腺癌は、腺（分泌）細胞から始まる癌の一種のことである。腺細胞はある種の内臓の内
層を構成する組織中に認められ、粘液、消化液または他の液体といった物質を産生して体
内に放出する。腺癌には、乳癌、膵癌、肺癌、前立腺癌および結腸癌が非限定的に含まれ
る。腺様嚢胞癌（ACCまたはAdCC）は、唾液腺に起こることの多い稀な型の腺癌であるが
、体内の他の場所に見られることもある。ACCは一般に、複数の局所再発および遠隔転移
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を伴う緩徐進行型の臨床経過を特徴とする。転移が最も多く見られる部位は肺であるが、
転移は骨、肝臓、腎臓および脳でも認められている。治療は通常、外科的切除および／ま
たは術後アジュバント放射線療法からなり、化学療法は通常、進行した局所性または転移
性疾患の治療のために残しておかれる。
【０００４】
　癌の治療は、次第に、全身作用性の細胞傷害性薬物の使用から、無秩序な細胞増殖およ
び生存を可能にし、かつそれらを支える機序に照準を合わせた、より標的指向性の高い治
療法を含めるように移行してきている。例えば、腫瘍が独立した血液供給を確立する過程
である腫瘍血管新生は、腫瘍の成長にとって決定的に重要な段階である。腫瘍血管新生を
標的とする取り組みは、抗VEGF抗体アバスチン（AVASTIN）などの新規癌治療薬の開発の
ための重要な戦略として浮上してきている。
【０００５】
　正常な状態では、シグナル伝達経路は細胞外シグナルを核と結び付け、細胞増殖、細胞
分化、細胞生存、および細胞死を直接的または間接的に制御する遺伝子の発現を導く。多
種多様な癌では、シグナル伝達経路が調節不全の状態にあり、腫瘍イニシエーションおよ
び／または腫瘍進行につながっている可能性がある。ヒトの発癌と関連付けられているシ
グナル伝達経路には、Notch経路、Ras-Raf-MEK-ERK経路すなわちMAPK経路、PI3K-AKT経路
、CDKN2A／CDK4経路、Bcl-2／TP53経路、およびWnt経路が非限定的に含まれる。
【０００６】
　Notchシグナル伝達経路は、普遍的に保存されているシグナル伝達系である。これは、
胚パターン形成および後胚期の組織維持を含む、発生期間中の細胞運命の決定に関与して
いる。加えて、Notchシグナル伝達は、造血幹細胞の維持における決定的な因子としても
同定されている。
【０００７】
　Notch経路は、血液性および固形の腫瘍および癌のいずれの発生病理とも関連付けられ
ている。細胞増殖、アポトーシス、接着および血管新生を含む、腫瘍発生と関連性のある
数多くの細胞機能および微小環境因子（microenvironmental cue）が、Notch経路シグナ
ル伝達によってモジュレートされることが示されている（Leong et al., 2006, Blood, 1
07:2223-2233（非特許文献1））。加えて、Notch受容体および／またはNotchリガンドは
、複数のヒト癌において、発癌の役割を果たす可能性があることも示されている（Leong 
et al., 2006, Blood, 107:2223-2233（非特許文献1）；Nickoloff et al., 2003, Oncog
ene, 22:6598-6608（非特許文献2））。このように、Notch経路は癌治療法の有望な標的
として特定されている。
【０００８】
　薬剤探索および薬剤開発が進展するのに伴い、特に癌の分野では、「1つの薬剤が皆に
適合する（one drug fits all）」アプローチから「個別化医療」戦略に移行しつつある
。個別化医療戦略には、予後マーカー、薬力学的マーカーおよび予測マーカーを含む癌バ
イオマーカーに基づく治療レジメンが含まれうる。一般に、予測バイオマーカーは、腫瘍
または癌が特定の治療薬に反応するかまたはそれに対する感受性を持つであろう見込みを
評価し、その薬剤の使用によって最も恩恵を受ける可能性が高いと考えられる患者の同定
および／または選択を可能にすると考えられる。
【０００９】
　このため、癌の治療のための現行の治療法の相対的無効性を克服しうる、新たな標的化
された治療戦略を設計することに対しての需要がある。その上、腫瘍／癌が特定の薬剤に
反応するか否かを予測および／または特定することができるアッセイを開発することに対
しても明らかな需要がある。この情報は、より優れた患者選択戦略を可能にするとともに
、より優れた治療有効性にもつながるはずである。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【００１０】
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【非特許文献１】Leong et al., 2006, Blood, 107:2223-2233
【非特許文献２】Nickoloff et al., 2003, Oncogene, 22:6598-6608
【発明の概要】
【００１１】
　本発明の1つの局面は、対象における腺癌を治療する方法であって、対象に対してNotch
1結合物質の治療的有効量を投与する段階を含む方法を提供する。対象における腺様嚢胞
癌を治療する方法であって、対象に対してNotch1結合物質の治療的有効量を投与する段階
を含む方法も提供される。加えて、腺癌または腺様嚢胞癌の増殖を阻害する方法であって
、癌をNotch1結合物質の有効量と接触させる段階を含む方法も提供される。腺様嚢胞癌の
サイズを縮小させる方法であって、癌をNotch1結合物質の有効量と接触させる段階を含む
方法が提供される。対象における腺様嚢胞癌のサイズを縮小させる方法であって、対象に
対してNotch1結合物質の治療的有効量を投与する段階を含む方法が提供される。
【００１２】
　本発明のもう1つの局面は、腺癌を有する対象における疼痛を減少させる方法であって
、対象に対してNotch1結合物質の治療的有効量を投与する段階を含む方法を提供する。腺
様嚢胞癌を有する対象における疼痛を減少させる方法であって、対象に対してNotch1結合
物質の治療的有効量を投与する段階を含む方法も提供される。
【００１３】
　本明細書に記載の本発明のいくつかの局面および態様において、腺様嚢胞癌は再発性で
ある。いくつかの態様において、腺様嚢胞癌は転移している。
【００１４】
　本明細書に記載の方法のいくつかの態様において、腺癌または腺様嚢胞癌は、高レベル
のNotch1細胞内ドメイン（ICD）を含む。いくつかの態様において、腺癌のNotch1 ICDの
レベルは、Notch1 ICDの所定のレベルと比較して上昇しているかまたは高い。いくつかの
態様において、腺様嚢胞癌は、Notch1 ICDの所定のレベルと比較して高いレベルのNotch1
 ICDを含む。いくつかの態様において、腺様嚢胞癌のNotch1 ICDのレベルは、Notch1 ICD
の所定のレベルと比較して上昇しているかまたは高い。したがって、本発明はまた、対象
における腺癌または腺様嚢胞癌を治療する方法であって、癌のNotch1 ICDのレベルがNotc
h1 ICDの所定のレベルと比較して上昇しているかまたは高いか否かを判定する段階、およ
び対象に対してNotch1結合物質の治療的有効量を投与する段階を含む方法を提供する。
【００１５】
　本明細書に記載の方法のいくつかの態様において、腺癌はNotch経路シグナル伝達に影
響を及ぼす突然変異を含む。いくつかの態様において、腺癌はNotch1突然変異を含む。い
くつかの態様において、腺様嚢胞癌はNotch経路シグナル伝達に影響を及ぼす突然変異を
含む。いくつかの態様において、腺様嚢胞癌はNotch1突然変異を含む。本発明はまた、対
象における腺癌または腺様嚢胞癌を治療する方法であって、癌がNotch1突然変異を含むか
否かを判定する段階、および対象に対してNotch1結合物質の治療的有効量を投与する段階
を含む方法も提供する。
【００１６】
　本明細書に記載の方法のいくつかの態様において、腺癌または腺様嚢胞癌はNotch1突然
変異を含み、ここでNotch1突然変異はミスセンス突然変異、ナンセンス突然変異、または
フレームシフト突然変異である。いくつかの態様において、Notch1突然変異はフレームシ
フト突然変異である。いくつかの態様において、Notch1突然変異はヘテロ二量体化（HD）
ドメイン内にある。いくつかの態様において、Notch1突然変異はトランス活性化ドメイン
（TAD）内にある。いくつかの態様において、Notch1突然変異はPESTドメイン内にある。
いくつかの態様において、Notch1突然変異は活性化突然変異である。いくつかの態様にお
いて、Notch1突然変異はNotch1シグナル伝達を増加させる。いくつかの態様において、No
tch1突然変異はNotch経路のシグナル伝達を増加させる。
【００１７】
　本明細書に記載の方法のいくつかの態様において、突然変異は、Notch1タンパク質のリ
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ガンド非依存的な分解および活性化を生じさせる。いくつかの態様において、突然変異は
C末端PESTドメインを除去して、Notch1 ICDを安定化する。いくつかの態様において、突
然変異はNotch1 ICDの増大または上昇を生じさせる。いくつかの態様において、突然変異
はNotch1遺伝子の中にある。いくつかの態様において、突然変異はNotch1遺伝子以外の遺
伝子の中にある。
【００１８】
　本発明のもう1つの局面は、Notch1結合物質（例えば、抗Notch1抗体）による治療のた
めに、腺癌または腺様嚢胞癌を有する対象を同定する方法または対象を選択する方法を提
供する。いくつかの態様において、抗Notch1抗体による治療のために、腺癌または腺様嚢
胞癌を有する対象を同定する方法または対象を選択する方法は、癌がNotch1突然変異を有
するか否かを判定する段階を含む。いくつかの態様において、本方法は、癌がNotch1突然
変異を有するか否かを判定する段階、および癌がNotch1突然変異を有する場合に対象を抗
Notch1抗体による治療のために選択する段階を含む。いくつかの態様において、抗Notch1
抗体による治療のために、腺癌または腺様嚢胞癌を有する対象を同定する方法または対象
を選択する方法は、癌のNotch1 ICDのレベルが高いかまたは上昇しているかを判定する段
階を含む。いくつかの態様において、本方法は、癌のNotch1 ICDのレベルが高いかまたは
上昇しているか否かを判定する段階、および癌のNotch1 ICDのレベルが高いかまたは上昇
している場合に対象を抗Notch1抗体による治療のために選択する段階を含む。いくつかの
態様において、本方法は、Notch1結合物質の治療的有効量を対象に投与する段階を含む。
【００１９】
　本明細書に記載の方法のいくつかの態様において、試料は対象から得られる。いくつか
の態様において、試料は、新鮮試料、凍結試料または、ホルマリン固定してパラフィン包
埋した（FFPE）試料である。
【００２０】
　本明細書に記載の方法のいくつかの態様において、Notch1突然変異は、PCRに基づくア
ッセイ、マイクロアレイ分析、または核酸シークエンシングによって判定される。いくつ
かの態様において、Notch1 ICDのレベルは免疫組織化学アッセイによって決定される。
【００２１】
　本発明のもう1つの局面は、腺様嚢胞癌の治療のためにNotch1結合物質（例えば、抗Not
ch1抗体）の投与を受けている対象をモニターする方法を提供する。いくつかの態様にお
いて、腺様嚢胞癌の治療のために抗Notch1抗体の投与を受けている対象をモニターする方
法は、治療を受けている対象由来の試料における乳酸デヒドロゲナーゼ（LDH）のレベル
を決定する段階、および試料におけるLDHのレベルをLDHの所定のレベルと比較する段階を
含む。いくつかの態様において、LDHの所定のレベルは、対象から治療の前に得られた試
料から決定される。
【００２２】
　本明細書に記載の本発明のいくつかの局面および態様において、Notch1結合物質は抗No
tch1抗体である。いくつかの態様において、抗Notch1抗体はヒトNotch1と特異的に結合す
る。いくつかの態様において、抗Notch1抗体はヒトNotch1の細胞外ドメインと特異的に結
合する。いくつかの態様において、抗Notch1抗体はヒトNotch1の細胞外ドメインの非リガ
ンド結合性膜基部領域（non-ligand binding membrane proximal region）と特異的に結
合する。いくつかの態様において、Notch1受容体の非リガンド結合性膜基部領域はSEQ ID
 NO：2を含む。いくつかの態様において、抗Notch1抗体はSEQ ID NO：2の内部で特異的に
結合する。
【００２３】
　本明細書に記載の方法のいくつかの態様において、抗Notch1抗体は、

を含む重鎖CDR1、

を含む重鎖CDR2、および
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を含む重鎖CDR3を含む。いくつかの態様において、抗Notch1抗体は、

を含む軽鎖CDR1、

を含む軽鎖CDR2、および

を含む軽鎖CDR3を含む。いくつかの態様において、抗Notch1抗体は、

を含む重鎖CDR1、

を含む重鎖CDR2、および

を含む重鎖CDR3、ならびに

を含む軽鎖CDR1、

を含む軽鎖CDR2、および

を含む軽鎖CDR3を含む。
【００２４】
　本明細書に記載の方法のいくつかの態様において、抗Notch1抗体は、（a）SEQ ID NO：
8もしくはSEQ ID NO：26に対して少なくとも90％の配列同一性を有する重鎖可変領域；お
よび／または（b）SEQ ID NO：14、SEQ ID NO：32もしくはSEQ ID NO：38に対して少なく
とも90％の配列同一性を有する軽鎖可変領域を含む。いくつかの態様において、抗Notch1
抗体は、（a）SEQ ID NO：8の重鎖可変領域およびSEQ ID NO：14の軽鎖可変領域、（b）S
EQ ID NO：26の重鎖可変領域およびSEQ ID NO：32の軽鎖可変領域、または（c）SEQ ID N
O：26の重鎖可変領域およびSEQ ID NO：38の軽鎖可変領域を含む。いくつかの態様におい
て、抗Notch1抗体は、SEQ ID NO：8の重鎖可変領域およびSEQ ID NO：14の軽鎖可変領域
を含む。いくつかの態様において、抗Notch1抗体はSEQ ID NO：26の重鎖可変領域およびS
EQ ID NO：32の軽鎖可変領域を含む。いくつかの態様において、抗Notch1抗体はSEQ ID N
O：26の重鎖可変領域およびSEQ ID NO：38の軽鎖可変領域を含む。いくつかの態様におい
て、抗Notch1抗体は、ATCC特許寄託指定番号PTA-9549として寄託されたプラスミドによっ
てコードされる抗体と同じ重鎖可変領域および軽鎖可変領域を含む。いくつかの態様にお
いて、抗Notch1抗体は、ATCC特許寄託指定番号PTA-9549として寄託されたプラスミドによ
ってコードされる抗体である。いくつかの態様において、抗Notch1抗体は、ATCC特許寄託
指定番号PTA-9405として寄託されたハイブリドーマによって産生される抗体と同じCDRを
含む抗体である。いくつかの態様において、抗Notch1抗体は、ATCC特許寄託指定番号PTA-
9405として寄託されたハイブリドーマによって産生される抗体のヒト化バージョンである
。いくつかの態様において、抗Notch1抗体はOMP-52M51である。いくつかの態様において
、抗Notch1抗体はOMP-52M51-H4L3である。
【００２５】
　本明細書に記載のNotch1結合物質（例えば、抗Notch1抗体）を含む組成物は、さらに、
本明細書に記載の方法における使用のために提供される。本明細書に記載のNotch1結合物
質（例えば、抗Notch1抗体）と薬学的に許容される媒体（または担体）とを含む薬学的組
成物が、さらに、本明細書に記載の方法における使用のために提供される。
【００２６】
　前述の局面のそれぞれのいくつかの態様、ならびに本明細書の他所に記載された他の局
面および態様において、本方法は、併用療法に適する少なくとも1つのさらなる治療薬を
投与する段階をさらに含む。いくつかの態様において、さらなる治療薬は化学療法薬であ
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る。いくつかの態様において、さらなる治療薬は抗体である。いくつかの態様において、
さらなる治療薬は、アルキル化剤、ニトロソ尿素、タキサン、ビンカアルカロイド、トポ
イソメラーゼ阻害薬、抗生物質、白金ベースの薬剤、プロテインキナーゼ阻害薬、または
血管新生阻害薬である。
【００２７】
　本発明の局面または態様が、マーカッシュグループまたは代替の他のグループに関して
記載される場合、本発明は、列記されたグループ全体を全体として範囲に含むだけでなく
、グループの各メンバーを個々に、またメイングループのすべての可能性のあるサブグル
ープも範囲に含むほか、グループのメンバーの1つまたは複数が存在しないメイングルー
プも範囲に含む。本発明はまた、特許請求される本発明におけるグループのメンバーのい
ずれか1つまたは複数の明確な除外も想定している。
【図面の簡単な説明】
【００２８】
【図１】抗Notch1抗体OMP-52M51による治療を受けた、腺様嚢胞癌を有する対象の乳酸デ
ヒドロゲナーゼアッセイの結果。
【図２】抗Notch1抗体OMP-52M51による治療の前および後の、腺様嚢胞癌を有する対象の
肝臓のCTスキャン。
【図３】Notch1シグナル伝達アッセイ。
【図４】Notch1 ICD免疫組織化学アッセイ。図4A．陽性対照腫瘍OMP-B40. 図4B．陰性対
照腫瘍OMP-C11. 図4C．ACC患者の腫瘍。
【発明を実施するための形態】
【００２９】
発明の詳細な説明
　本発明は、1つまたは複数のヒトNotch受容体、特にNotch1と結合する、抗体などのポリ
ペプチドを非限定的に含む新規作用物質を提供する。Notch1結合物質には、ヒトNotch1の
アンタゴニストが含まれる。Notch1結合物質には、ヒトNotch経路を阻害する作用物質が
含まれる。Notch1結合物質には、Notchシグナル伝達を阻害する作用物質が含まれる。関
連するポリペプチドおよびポリヌクレオチド、Notch1結合物質を含む組成物、ならびにNo
tch1結合物質を作製する方法も提供される。Notch1結合物質を用いる方法、例えば、腺様
嚢胞癌などの腺癌を治療する方法などもさらに提供される。Notch1結合物質による治療の
ための対象を同定および／または選択する方法も提供され、Notch1結合物質による治療を
受けている対象をモニターする方法も提供される。
【００３０】
　本発明は、ヒトNotch1の細胞外ドメインと特異的に結合するNotch1結合物質（例えば、
抗体）を提供する。いくつかの態様において、Notch1結合物質（例えば、抗体）は、ヒト
Notch1の細胞外ドメインの非リガンド結合性膜基部領域と特異的に結合する。リガンド結
合のために必要かつ十分であるNotch1のリガンド結合領域がEGF反復配列11および12とし
て同定されており、このことはNotch1受容体のこの領域がNotchシグナル伝達および腫瘍
形成に重要であることを示唆する（Rebay et al., 1991, Cell, 67:687；Lei et al., 20
03, Dev., 130:6411；Hambleton et al., 2004, Structure, 12:2173）。予想外のことに
、ヒトNotch受容体の細胞外ドメインのリガンド結合ドメインの外側と結合する抗体は、
インビボで腫瘍細胞増殖を阻害することが見いだされた（米国特許第7,919,092号および
国際公開公報第WO 2010／005567号を参照）。したがって、ヒトNotch受容体‐Notch1、No
tch2、Notch3およびNotch4‐のうち1つまたは複数の細胞外ドメインのリガンド結合ドメ
インの外側と結合する抗体は、有望な癌治療薬としての価値がある。
【００３１】
I．定義
　本発明の理解を容易にするために、いくつかの用語および語句を以下に定義する。
【００３２】
　「抗体」という用語は、免疫グロブリン分子の可変領域内の少なくとも1つの抗原認識
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部位または抗原結合部位を通じて、タンパク質、ポリペプチド、ペプチド、糖質、ポリヌ
クレオチド、脂質、または前記のものの組み合わせなどの標的を認識してそれと特異的に
結合する免疫グロブリン分子を意味する。本明細書で用いる場合、「抗体」という用語は
、無傷のポリクローナル抗体、無傷のモノクローナル抗体、抗体断片（Fab、Fab'、F(ab'
)2、およびFv断片など）、単鎖Fv（scFv）突然変異体、二重特異性抗体などの多重特異性
抗体、キメラ抗体、ヒト化抗体、ヒト抗体、抗体の抗原結合部位を含む融合タンパク質、
および抗原結合部位を含む他の任意の改変免疫グロブリン分子を、それらの抗体が所望の
生物活性を示す限り、範囲に含む。抗体は、それぞれα、δ、ε、γおよびμと称される
それらの重鎖定常ドメインの実体に基づく、免疫グロブリンの5つの主要なクラス：IgA、
IgD、IgE、IgG、およびIgM、またはそれらのサブクラス（アイソタイプ）（例えば、IgG1
、IgG2、IgG3、IgG4、IgA1、およびIgA2）の任意のものであってよい。異なるクラスの免
疫グロブリンは、異なる周知のサブユニット構造および三次元立体配置を有する。抗体は
裸（naked）であってもよく、または毒素および放射性同位体を非限定的に含む他の分子
とコンジュゲートされていてもよい。
【００３３】
　「抗体断片」という用語は、無傷の抗体の一部分のことを指し、本明細書で用いる場合
には、無傷の抗体の抗原決定可変領域または抗原結合部位のことを指す。本明細書で用い
る「抗体断片」は、抗原結合部位またはエピトープ結合部位を含む。抗体断片の例には、
Fab、Fab'、F(ab')2、およびFv断片、線状抗体、単鎖抗体、ならびに抗体断片から形成さ
れる多重特異性抗体が非限定的に含まれる。
【００３４】
　抗体の「可変領域」という用語は、単独であるかまたは組み合わされた、抗体軽鎖の可
変領域または抗体重鎖の可変領域のことを指す。重鎖および軽鎖の可変領域は一般に、4
つのフレームワーク領域が3つの相補性決定領域（CDR）（超可変領域としても知られる）
によって接続されたものからなる。各鎖におけるCDRは、フレームワーク領域によって互
いに近接して保持され、他の鎖からのCDRとともに抗体の抗原結合部位の形成に寄与する
。CDRを決定するための手法には少なくとも2つがある：（1）異種間の配列多様性に基づ
くアプローチ（すなわち、Kabat et al., 1991, Sequences of Proteins of Immunologic
al Interest, 5th Edition, National Institutes of Health, Bethesda MD)；および（2
）抗原-抗体複合体の結晶学的研究に基づくアプローチ（Al-Lazikani et al., 1997, J. 
Molec. Biol. 273:927-948）。加えて、これらの2つのアプローチの組み合わせも時折、C
DRを決定するために当技術分野において用いられる。
【００３５】
　「モノクローナル抗体」という用語は、単一の抗原決定基またはエピトープの極めて特
異的な認識および結合に関与する均一な抗体集団のことを指す。これは、種々の異なる抗
原決定基を対象とするさまざまな抗体の混合物を典型的に含むポリクローナル抗体とは対
照的である。「モノクローナル抗体」という用語は、無傷および完全長のモノクローナル
抗体に加えて、抗体断片（Fab、Fab'、F(ab')2、Fv断片など）、単鎖Fv（scFv）突然変異
体、抗体の一部分を含む融合タンパク質、および抗原結合部位を含む他の任意の改変免疫
グロブリン分子も範囲に含む。その上、「モノクローナル抗体」とは、ハイブリドーマ作
製、ファージ選択、組換え発現、およびトランスジェニック動物を非限定的に含む、いく
つかの技法の任意のもので作製されたそのような抗体のことも指す。
【００３６】
　「ヒト化抗体」という用語は、最小限の非ヒト（例えば、マウス）配列を含む、特異的
な免疫グロブリン鎖、キメラ免疫グロブリン、またはそれらの断片である、抗体のことを
指す。
【００３７】
　「ヒト抗体」という用語は、ヒトによって産生された抗体、または当技術分野において
公知の任意の手法を用いて作製された、ヒトによって産生される抗体に対応するアミノ酸
配列を有する抗体のことを意味する。ヒト抗体のこの定義には、無傷または完全長の抗体
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、およびそれらの断片が含まれる。
【００３８】
　「キメラ抗体」という用語は、免疫グロブリン分子のアミノ酸配列が2つまたはそれを
上回る種に由来する抗体のことを指す。典型的には、軽鎖および重鎖の両方の可変領域は
、所望の結合特異性、親和性、および／または能力を有する1つの哺乳動物種（例えば、
マウス、ラット、ウサギなど）に由来する抗体の可変領域に対応し、一方、定常領域は、
その種における免疫応答を誘発することを避けるために、別の種（通常はヒト）に由来す
る抗体における配列と相同である。
【００３９】
　「エピトープ」および「抗原決定基」という用語は、本明細書において互換的に用いら
れ、特定の抗体によって認識されて特異的な結合を受けることのできる抗原の部分のこと
を指す。抗原がポリペプチドである場合、エピトープは、連続したアミノ酸（しばしば「
線状エピトープ」と称される）、またはタンパク質の三次フォールディングによって並置
される非連続的アミノ酸（しばしば「立体配置エピトープ」と称される）のいずれによっ
ても形成されうる。連続したアミノ酸によって形成されるエピトープは、典型的にはタン
パク質が変性しても保たれるが、一方、三次フォールディングによって形成されるエピト
ープは、典型的にはタンパク質が変性すると失われる。エピトープは典型的には、特有の
空間立体配置にある少なくとも3個、より一般的には少なくとも5個または8～10個のアミ
ノ酸を含む。
【００４０】
　「特異的に結合する」または「特異的結合」という用語は、結合性物質または抗体が、
関連および非関連タンパク質を含む代替的な物質との場合よりも、より頻繁に、より急速
に、より長い持続時間にわたり、より高い親和性で、または上記のいくつかの組み合わせ
で、反応または結合することを意味する。ある態様において、「特異的に結合する」とは
、抗体がタンパク質と、約0.1mMもしくはそれ未満の、しかしより通常には約1μM未満のK

Dで結合することを意味する。ある態様において、「特異的に結合する」とは、抗体がタ
ンパク質と、ある時には少なくとも約0.1μMもしくはそれ未満の、そして別の時には少な
くとも約0.01μMもしくはそれ未満のKDで結合することを意味する。異なる種における相
同タンパク質間の配列同一性が理由で、特異的結合には、複数の種におけるNotch1（例え
ば、マウスNotch1およびヒトNotch1）を認識する抗体が含まれうる。第1の標的と特異的
に結合する抗体または結合モイエティーは第2の標的と特異的に結合してもよく、または
しなくてもよいことが理解されよう。このため、「特異的結合」は、排他的な結合、すな
わち単一の標的との結合を（含むことはできるものの）必ずしも必要としない。したがっ
て、抗体は、ある態様において、複数の標的と特異的に結合しうる。ある態様において、
複数の標的が抗体上の同一の抗原結合部位による結合を受けてもよい。例えば、抗体が、
場合によっては、それぞれが2種またはそれを上回るタンパク質上の同一のエピトープ（
例えば、ヒトNotch1およびヒトNotch3）と特異的に結合する、2つの同一な抗原結合部位
を含んでもよい。ある代替的な態様において、抗体が二重特異性であって、異なる特異性
を有する少なくとも2つの抗原結合部位を含んでもよい。非限定的な一例として、二重特
異性抗体は、Notch1タンパク質上のエピトープを認識する1つの抗原結合部位を含むこと
ができ、かつ、DLL4などの第2のタンパク質上の異なるエピトープを認識する第2の異なる
抗原結合部位をさらに含む。一般に、ただし必ずではないが、「結合」への言及は特異的
結合を意味する。
【００４１】
　「ポリペプチド」および「ペプチド」および「タンパク質」という用語は、本明細書に
おいて互換的に用いられ、任意の長さのアミノ酸重合体のことを指す。重合体は線状また
は分枝状であってよく、修飾アミノ酸を含んでもよく、非アミノ酸が介在してもよい。こ
れらの用語はまた、天然に、または介入によって；例えば、ジスルフィド結合形成、グリ
コシル化、脂質化、アセチル化、リン酸化、または他の任意の操作もしくは修飾、例えば
標識用構成要素とのコンジュゲーションなどによって修飾されたアミノ酸重合体も範囲に
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含む。また、例えば、1つまたは複数のアミノ酸類似体（例えば、非天然アミノ酸など）
、ならびに当技術分野において公知の他の修飾を含有するポリペプチドも、この定義に含
まれる。本発明のポリペプチドは抗体を基にしているため、ある態様において、ポリペプ
チドが単鎖または会合鎖（たとえば二量体または多量体）として存在しうることは理解さ
れよう。
【００４２】
　「ポリヌクレオチド」および「核酸」という用語は、本明細書において互換的に用いら
れ、任意の長さのヌクレオチド重合体のことを指し、DNAおよびRNAを含む。ヌクレオチド
は、デオキシリボヌクレオチド、リボヌクレオチド、修飾ヌクレオチドまたは塩基、およ
び／もしくはそれらの類似体、またはDNAポリメラーゼもしくはRNAポリメラーゼによって
重合体に組み込まれうる任意の基質であってよい。
【００４３】
　「高ストリンジェンシーの条件」は、（1）洗浄のために低イオン強度および高温を使
用する条件、例えば、50℃で、15mM塩化ナトリウム／1.5mMクエン酸ナトリウム／0.1％ド
デシル硫酸ナトリウム；（2）ハイブリダイゼーション中にホルムアミドなどの変性剤を
使用するもの、例えば、42℃で、50％（v／v）ホルムアミドを、0.1％ウシ血清アルブミ
ン／0.1％）Ficoll／0.1％ポリビニルピロリドン／50mMリン酸ナトリウム緩衝液、pH 6.5
とともに、5×SSC（0.75M NaCl、75mMクエン酸ナトリウム）中で；または（3）ハイブリ
ダイゼーション中に、42℃で、5×SSC中50％ホルムアミド、50mMリン酸ナトリウム（pH 6
.8）、0.1％ピロリン酸ナトリウム、5×デンハルト溶液、超音波処理済みサケ精子DNA（5
0μg／ml）、0.1％ SDS、および10％デキストラン硫酸を使用し、42℃で0.2×SSC中およ
び50％ホルムアミド中で洗浄し、その後にEDTAを含有する0.1×SSCからなる高ストリンジ
ェンシー洗浄を55℃で行うもの、によって特定することができる。
【００４４】
　2つまたはそれを上回る核酸またはポリペプチドの文脈における「同一の」または「一
致」度（percent "identity"）という用語は、配列同一性の要素としていかなる保存的ア
ミノ酸置換も考慮せずに、対応が最大になるように（必要であれば、ギャップを導入して
）比較およびアラインメントを行った場合に、同じであるか、または同じであるヌクレオ
チドまたはアミノ酸残基を指定のパーセンテージで有する、2つまたはそれを上回る配列
または部分配列のことを指す。一致度は、配列比較ソフトウェアもしくはアルゴリズムを
用いて、または目視検査によって測定することができる。アミノ酸配列またはヌクレオチ
ド配列のアラインメントを得るために用いうる、さまざまなアルゴリズムおよびソフトウ
ェアが、当技術分野において公知である。これらには、BLAST、ALIGN、Megalign、BestFi
t、およびそれらの変形物が非限定的に含まれる。いくつかの態様において、本発明の2つ
の核酸またはポリペプチドは実質的に同一であり、このことは、対応が最大になるように
比較およびアラインメントを行って、配列比較アルゴリズムを用いるかまたは目視検査に
よって測定した場合に、それらが、少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、
少なくとも85％、少なくとも90％、および、いくつかの態様においては、少なくとも95％
、96％、97％、98％、99％のヌクレオチド同一性またはアミノ酸残基同一性を有すること
を意味する。いくつかの態様において、同一性は、長さが少なくとも約10残基、少なくと
も約20残基、少なくとも約40～60残基、またはそれらの間の任意の整数値である配列の領
域にわたって存在する。いくつかの態様において、同一性は、60～80残基よりも長い領域
、例えば少なくとも約90～100残基にわたって存在し、いくつかの態様においては、配列
は、ヌクレオチド配列のコード領域というような、比較される配列の完全長にわたって実
質的に同一である。
【００４５】
　「保存的アミノ酸置換」とは、1つのアミノ酸残基が、類似の側鎖を有する別のアミノ
酸残基によって置き換えられることをいう。類似の側鎖を有するアミノ酸残基のファミリ
ーは当技術分野において定義されており、これには、塩基性側鎖（例えば、リジン、アル
ギニン、ヒスチジン）、酸性側鎖（例えば、アスパラギン酸、グルタミン酸）、非荷電極



(13) JP 2017-510626 A 2017.4.13

10

20

30

40

50

性側鎖（例えば、グリシン、アスパラギン、グルタミン、セリン、トレオニン、チロシン
、システイン）、非極性側鎖（例えば、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、メチオニン、トリプトファン）、β-分枝側鎖（例えば、ト
レオニン、バリン、イソロイシン）および芳香族側鎖（例えば、チロシン、フェニルアラ
ニン、トリプトファン、ヒスチジン）が含まれる。例えば、チロシンのフェニルアラニン
への置換は保存的置換と見なされる。好ましくは、本発明のポリペプチドおよび抗体の配
列における保存的置換は、そのアミノ酸配列を含むポリペプチドまたは抗体の、そのポリ
ペプチドまたは抗体が結合する抗原、すなわちNotchタンパク質との結合に影響を与えた
り無効にしたりしない。抗原結合を消失させないヌクレオチドおよびアミノ酸の保存的置
換を同定する方法は、当技術分野において周知である。
【００４６】
　本明細書で用いる「ベクター」という用語は、宿主細胞において関心対象の1つまたは
複数の遺伝子または配列を送達することができ、通常発現することができる構築物を意味
する。ベクターの例には、ウイルスベクター、裸のDNAまたはRNA発現ベクター、プラスミ
ド、コスミドまたはファージベクター、カチオン性縮合剤に付随しているDNAまたはRNA発
現ベクター、およびリポソーム内に封入されたDNAまたはRNA発現ベクターが非限定的に含
まれる。
【００４７】
　「単離された」ポリペプチド、抗体、ポリヌクレオチド、ベクター、細胞、または組成
物とは、天然には見られない形態にあるポリペプチド、抗体、ポリヌクレオチド、ベクタ
ー、細胞、または組成物のことである。単離されたポリペプチド、抗体、ポリヌクレオチ
ド、ベクター、細胞もしくは組成物には、それらがもはや天然に見られる形態ではない程
度まで精製されたものが含まれる。いくつかの態様において、単離されたポリペプチド、
抗体、ポリヌクレオチド、ベクター、細胞、または組成物は実質的に純粋である。
【００４８】
　本明細書で用いる場合、「実質的に純粋な」とは、純度が少なくとも50％（すなわち、
混入物を含まない）である材料のことを指す。いくつかの態様において、材料は、純度が
少なくとも90％、少なくとも95％、少なくとも98％、または少なくとも99％である。
【００４９】
　「腫瘍」および「新生物」という用語は、過度の細胞成長または増殖に起因する、良性
（非癌性）であるか、または前癌病変を含む悪性（癌性）であるかのいずれかである、あ
らゆる組織塊のことを指す。
【００５０】
　本明細書で用いる「転移」という用語は、癌が元の部位から身体の他の領域に波及また
は移行して、新たな場所に類似の癌病変が発生する過程のことを指す。「転移性」または
「転移しつつある」細胞とは、近傍細胞との付着接着を失い、疾患の原発部位から続発部
位へと（例えば、血流またはリンパを経由して）遊走する細胞のことである。
【００５１】
　「癌幹細胞」および「CSC」および「腫瘍幹細胞」および「腫瘍始原細胞」および「固
形腫瘍幹細胞」および「腫瘍形成性幹細胞」という用語は、本明細書において互換的に用
いられ、（1）高度の増殖能を有し；2）非対称細胞分裂を行って、増殖能力または発生能
力の低下した1つまたは複数の種類の分化した子孫を生じることができ；かつ（3）自己複
製または自己維持のために対称細胞分裂を行うことができる、腫瘍由来の細胞の集団のこ
とを指す。いくつかの態様において、これらの特性は「癌幹細胞」または「腫瘍始原細胞
」に対して、免疫低下宿主（例えば、マウス）に累代移植された時に、腫瘍を形成できな
い大部分の腫瘍細胞と比べ、腫瘍触知可能な腫瘍を形成する能力を付与する。癌幹細胞は
、無秩序な様式で自己複製と分化とを行い、突然変異が起こるにつれて経時的に変化しう
る異常な細胞型を伴う腫瘍を形成する。
【００５２】
　「癌細胞」または「腫瘍細胞」という用語、および文法的同等物は、腫瘍細胞集団の大
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部分を構成する非腫瘍形成性細胞、および腫瘍形成性幹細胞（癌幹細胞）の両方を含む、
腫瘍または前癌病変に由来する細胞の全集団のことを指す。本明細書で用いる場合、「腫
瘍細胞」という用語は、複製および分化する能力がない腫瘍細胞のみを指す場合には、そ
のような腫瘍細胞を癌幹細胞と区別するために「非腫瘍形成性」という用語で修飾される
。
【００５３】
　本明細書で用いられる「腫瘍形成性の」という用語は、自己複製（さらなる腫瘍形成性
癌幹細胞を生じる）および他のすべての腫瘍細胞を生じさせる増殖（分化した、それ故に
非腫瘍形成性である腫瘍細胞を生じる）の特性を含む、癌幹細胞の機能的特徴のことを指
す。
【００５４】
　本明細書で用いる「腫瘍形成能」という用語は、腫瘍由来の細胞のランダムな試料が、
免疫力低下宿主（例えば、マウス）への連続移植後に触知可能腫瘍を形成する能力のこと
を指す。この定義は、免疫力低下宿主（例えば、マウス）への連続移植後に触知可能腫瘍
を形成する、癌性幹細胞の濃縮および／または単離された集団も含む。
【００５５】
　「対象」という用語は、特定の治療のレシピエントとなる予定の、ヒト、非ヒト霊長動
物、イヌ科動物、ネコ科動物、齧歯動物などを非限定的に含む、任意の動物（例えば、哺
乳動物）のことを指す。「対象」および「患者」という用語は、本明細書において互換的
に用いられる。典型的には、本明細書で用いる「対象」および「患者」という用語はヒト
対象に言及している。
【００５６】
　「薬学的に許容される」という用語は、ヒトを含む動物における使用に関して、連邦政
府もしくは州政府の規制当局により認可されている（もしくは認可可能である）か、また
は米国薬局方もしくは他の一般に認められている薬局方に列記されている、生成物または
化合物のことを指す。
【００５７】
　「薬学的に許容される添加剤、担体または補助剤」または「許容される薬学的担体」と
いう用語は、本開示の少なくとも1つの作用物質と一緒に対象に投与することができ、か
つその作用物質の活性を損なわない、添加剤、担体または補助剤のことを指す。添加剤、
担体または補助剤は、治療効果を送達するのに十分な用量で作用物質とともに投与された
場合に無毒性であるべきである。薬学的に許容される添加剤、担体または補助剤は、当業
者によって、およびFDAによって、任意の製剤の不活性成分であると一般に判断されてい
る。
【００５８】
　「薬学的に許容される媒体」という語句は、本開示の活性物質の少なくとも1つととも
に投与される希釈剤、補助剤、添加剤または担体のことを指す。
【００５９】
　「治療的有効量」という用語は、対象または哺乳動物における疾患または障害を「治療
する」のに有効な、結合物質、抗体、ポリペプチド、ポリヌクレオチド、有機小分子また
は他の薬物の量のことを指す。癌の場合には、薬物（例えば、抗体）の治療的有効量は、
癌細胞数を減少させること；腫瘍サイズを縮小させること；例えば、軟部組織および骨の
中への癌の波及を含む、末梢臓器への癌細胞浸潤を阻害および／または停止させること；
腫瘍転移を阻害および／または停止させること；腫瘍増殖を阻害および／または停止させ
ること；癌に関連した症状の1つもしくは複数をある程度軽減すること；罹病率および死
亡率を低下させること；生活の質を向上させること；腫瘍の腫瘍形成性、腫瘍形成頻度、
もしくは腫瘍形成能を低下させること；腫瘍内の癌幹細胞の数もしくは頻度を減少させる
こと；腫瘍形成細胞を非腫瘍形成状態に分化させること；またはそのような効果の組み合
わせが可能である。薬物が既存の癌細胞の増殖を防止し、かつ／またはこれを死滅させる
限りにおいて、それは細胞分裂抑制性および／または細胞傷害性であると称することがで
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きる。
【００６０】
　「治療する」または「治療」または「治療すること」または「緩和する」または「緩和
すること」などの用語は、1）診断された病的状態または障害を治癒させる、緩徐化する
、その症状を和らげる、および／またはその進行を停止させる治療的手段、ならびに2）
標的とする病的状態または障害の発症を予防および／または緩徐化する予防処置的または
予防的手段の両方を指す。したがって、治療を必要とする者には、既に障害を有する者；
障害を有しやすい者；および障害を予防すべきである者が含まれる。ある態様において、
患者が以下のうち1つまたは複数を示すならば、対象は本発明の方法によって癌が首尾よ
く「治療されている」：癌細胞または腫瘍細胞の数の減少または完全な欠如；腫瘍サイズ
の縮小；例えば軟部組織および骨の中への癌の波及を含む、末梢臓器への癌細胞の浸潤の
阻害もしくは欠如；腫瘍転移の阻害もしくは欠如；腫瘍増殖の阻害もしくは欠如；特定の
癌に関連した1つもしくは複数の症状の緩和；罹病率および死亡率の低下；生活の質の向
上；腫瘍の腫瘍形成性、腫瘍形成頻度、もしくは腫瘍形成能の低下；腫瘍内の癌幹細胞の
数もしくは頻度の減少；腫瘍形成細胞の非腫瘍形成状態への分化；またはこれらの効果の
何らかの組み合わせ。
【００６１】
　本開示および特許請求の範囲において用いられる場合、「1つの（a）」「1つの（an）
」および「その（the）」という単数形は、文脈上明らかに別の指示がない限り、複数形
も含む。
【００６２】
　本明細書において態様が「含む」という言葉で記述されている場合は常に、「からなる
」および／または「から本質的になる」によって記述される他の類似の態様も提供される
ことは了解されよう。同じく、本明細書において態様が「から本質的になる」という言葉
で記述されている場合は常に、「からなる」によって記述される他の類似の態様も提供さ
れることも了解されよう。
【００６３】
　本明細書において「Aおよび／またはB」のような語句に用いられる「および／または」
という用語は、AおよびBも、AまたはBも、A（のみ）およびB（のみ）も含むものとする。
同様に、「A、B、および／またはC」のような語句に用いられる「および／または」とい
う用語は、以下の態様のそれぞれを範囲に含むものとする：A、B、およびC；A、B、また
はC；AまたはC；AまたはB；BまたはC；AおよびC；AおよびB；BおよびC；A（のみ）；B（
のみ）；ならびにC（のみ）。
【００６４】
II．使用方法および薬学的組成物
　本発明は、対象における癌を、本明細書に記載のNotch1結合物質を用いて治療するため
の方法を提供する。いくつかの態様において、対象における癌を治療する方法は、対象に
対してNotch1結合物質の治療的有効量を投与する段階を含む。いくつかの態様において、
癌を治療する方法は、対象に対してNotch1結合物質の治療的有効量を投与する段階を含む
、対象における腺癌を治療する段階を含む。いくつかの態様において、対象における腺癌
を治療する方法は、対象に対してNotch1結合物質の治療的有効量を投与する段階を含む。
いくつかの態様において、癌を治療する方法は、対象に対してNotch1結合物質の治療的有
効量を投与する段階を含む、対象における腺様嚢胞癌を治療する段階を含む。いくつかの
態様において、対象における腺様嚢胞癌を治療する方法は、対象に対してNotch1結合物質
の治療的有効量を投与する段階を含む。
【００６５】
　いくつかの態様において、対象における腺様嚢胞癌を治療する方法は、（a）腺様嚢胞
癌のNotch1 ICDのレベルがNotch1 ICDの所定のレベルと比較して上昇しているかまたは高
いか否かを判定する段階；および（b）Notch1結合物質の治療的有効量を対象に投与する
段階を含む。いくつかの態様において、対象における腺様嚢胞癌を治療する方法は、（a
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）対象から試料を入手する段階、（b）試料中のNotch1 ICDのレベルを決定する段階；お
よび（c）Notch1 ICDのレベルがNotch1 ICDの所定のレベルと比較して上昇しているかま
たは高い場合にNotch1結合物質の治療的有効量を対象に投与する段階を含む。いくつかの
態様において、対象における腺様嚢胞癌を治療する方法は、（a）腺様嚢胞癌がNotch1突
然変異を有するか否かを判定する段階、および（b）Notch1結合物質の治療的有効量を対
象に投与する段階を含む。
【００６６】
　いくつかの態様において、対象における腺様嚢胞癌を治療する方法は、（a）腺様嚢胞
癌のNotch1 ICDのレベルがNotch1 ICDの所定のレベルと比較して上昇しているかまたは高
いか否かを判定する段階；および（b）ヒトNotch1と特異的に結合する抗体の治療的有効
量を対象に投与する段階を含み、ここで抗体は

を含む重鎖CDR1、

を含む重鎖CDR2、および

を含む重鎖CDR3、ならびに

を含む軽鎖CDR1、

を含む軽鎖CDR2、および

を含む軽鎖CDR3を含む。いくつかの態様において、対象における腺様嚢胞癌を治療する方
法は、（a）腺様嚢胞癌がNotch1突然変異を有するか否かを判定する段階；および（b）ヒ
トNotch1と特異的に結合する抗体の治療的有効量を対象に投与する段階を含み、ここで抗
体は

を含む重鎖CDR1、

を含む重鎖CDR2、および

を含む重鎖CDR3、ならびに

を含む軽鎖CDR1、

を含む軽鎖CDR2、および

を含む軽鎖CDR3を含む。いくつかの態様において、対象における腺様嚢胞癌を治療する方
法は、ヒトNotch1と特異的に結合する抗体の治療的有効量を対象に投与する段階を含み、
ここで抗体は

を含む重鎖CDR1、

を含む重鎖CDR2、および
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を含む重鎖CDR3、ならびに

を含む軽鎖CDR1、

を含む軽鎖CDR2、および

を含む軽鎖CDR3を含み、対象は腺様嚢胞癌のNotch1 ICDのレベルがNotch1 ICDの所定のレ
ベルと比較して上昇しているかまたは高いことに基づいて選択される。いくつかの態様に
おいて、対象における腺様嚢胞癌を治療する方法は、ヒトNotch1と特異的に結合する抗体
の治療的有効量を対象に投与する段階を含み；ここで抗体は

を含む重鎖CDR1、

を含む重鎖CDR2、および

を含む重鎖CDR3、ならびに

を含む軽鎖CDR1、

を含む軽鎖CDR2、および

を含む軽鎖CDR3を含み、かつ、対象は、Notch1変異を有する腺様嚢胞癌に基づいて選択さ
れる。
【００６７】
　いくつかの態様において、腺癌の増殖を阻害する方法は、腺癌をNotch1結合物質の有効
量と接触させる段階を含む。いくつかの態様において、腺様嚢胞癌の増殖を阻害する方法
は、腺様嚢胞癌をNotch1結合物質の有効量と接触させる段階を含む。いくつかの態様にお
いて、対象における腺癌の増殖を阻害する方法は、Notch1結合物質の治療的有効量を対象
に投与する段階を含む。いくつかの態様において、対象における腺様嚢胞癌の増殖を阻害
する方法は、Notch1結合物質の治療的有効量を対象に投与する段階を含む。
【００６８】
　いくつかの態様において、腺様嚢胞癌のサイズを縮小させる方法は、癌をNotch1結合物
質の有効量と接触させる段階を含む。いくつかの態様において、対象における腺様嚢胞癌
のサイズを縮小させる方法は、Notch1結合物質の治療的有効量を対象に投与する段階を含
む。
【００６９】
　本明細書に記載の方法のいくつかの態様において、腺様嚢胞癌は再発性である。いくつ
かの態様において、腺様嚢胞癌は転移している。いくつかの態様において、腺様嚢胞癌は
肺、肝臓、骨、腎臓、および／または脳に転移している。いくつかの態様において、腺様
嚢胞癌はある特定の治療に対して不応性である。いくつかの態様において、腺様嚢胞癌は
化学療法不応性である。
【００７０】
　本明細書に記載の方法のいくつかの態様において、抗Notch1抗体OMP-52M51に対する腫
瘍（例えば、腺様嚢胞癌）の感受性は、Notch1 ICDの発現レベルによって予想される。No
tch1 ICDが高レベルであることと抗Notch1抗体OMP-52M51に対する腫瘍の反応性との相関



(18) JP 2017-510626 A 2017.4.13

10

20

30

40

50

を利用することで、癌を治療するための方法を改良することができる。Notch1 ICDのレベ
ルに基づいて腫瘍が治療に反応する可能性が高いと判定された癌患者を抗Notch1抗体OMP-
52M51による治療のために選択することにより、全体的な治療的価値が高まるはずである
。また、腫瘍が治療に反応しない可能性が高いと判定された癌患者をOMP-52M51療法のた
めに選択しないことによって、治療有効性も改善することができる。
【００７１】
　本明細書に記載の方法のいくつかの態様において、腺癌はNotch1 ICDのレベルが高い。
いくつかの態様において、腺様嚢胞癌はNotch1 ICDのレベルが高い。いくつかの態様にお
いて、腺癌のNotch1 ICDのレベルはNotch1 ICDの所定のレベルと比較して上昇しているか
または高い。いくつかの態様において、腺様嚢胞癌のNotch1 ICDのレベルは、Notch1 ICD
の所定のレベルと比較して上昇しているかまたは高い。
【００７２】
　本明細書に記載の方法のいくつかの態様において、腺癌はNotchシグナル伝達を生じさ
せる突然変異を含む。いくつかの態様において、腺様嚢胞癌はNotchシグナル伝達を生じ
させる突然変異を含む。いくつかの態様において、腺癌はNotch1突然変異を含む。いくつ
かの態様において、腺様嚢胞癌はNotch1突然変異を含む。いくつかの態様において、Notc
h1突然変異はNotch1のヘテロ二量体化（HD）ドメイン内にある。いくつかの態様において
、Notch1突然変異はNotch1のトランス活性化ドメイン（TAD）内にある。いくつかの態様
において、Notch1突然変異はNotch1のPESTドメイン内にある。いくつかの態様において、
Notch1突然変異はNotch1のアミノ酸1570～1736の内部にある。いくつかの態様において、
Notch1突然変異はNotch1のアミノ酸2090～2320の内部にある。いくつかの態様において、
Notch1突然変異はNotch1のアミノ酸2300～2555の内部にある。いくつかの態様において、
Notch1突然変異はSEQ ID NO：41のアミノ酸1570～1736の内部にある。いくつかの態様に
おいて、Notch1突然変異はSEQ ID NO：41のアミノ酸2090～2320の内部にある。いくつか
の態様において、Notch1突然変異はSEQ ID NO：41のアミノ酸2300～2555の内部にある。
いくつかの態様において、Notch1突然変異は活性化突然変異である。いくつかの態様にお
いて、Notch1突然変異はミスセンス突然変異である。いくつかの態様において、Notch1突
然変異はナンセンス突然変異である。いくつかの態様において、Notch1突然変異はフレー
ムシフト突然変異である。いくつかの態様において、Notch1突然変異はNotch経路シグナ
ル伝達を増加させる。いくつかの態様において、Notch1突然変異はNotch1シグナル伝達を
増加させる。
【００７３】
　いくつかの態様において、突然変異はNotch1タンパク質のリガンド非依存的な分解およ
び活性化を生じさせる。いくつかの態様において、突然変異はC末端PESTドメインを除去
して、Notch1 ICDを安定化する。いくつかの態様において、突然変異は腫瘍細胞における
Notch1 ICDレベルの増大または上昇を生じさせる。いくつかの態様において、突然変異は
Notch1遺伝子またはNotch1タンパク質の中にある。いくつかの態様において、突然変異は
Notch1以外の遺伝子またはタンパク質の中にあり、その場合にNotch1シグナル伝達が増加
する。いくつかの態様において、突然変異はFBXW7（これはNotchの負の調節因子である）
中にある。いくつかの態様において、突然変異はFBXW7中にある機能喪失型突然変異であ
る。
【００７４】
　いくつかの態様において、腺癌はp53中に突然変異を含む。いくつかの態様において、
腺様嚢胞癌はp53中に突然変異を含む。p53の配列は当技術分野において周知であり、UniP
rotKB No. P04637およびGenBank No. NP 000537.3で参照することができる。いくつかの
態様において、p53中の突然変異はDNA結合性コアドメイン（DBD）の内部にある。いくつ
かの態様において、p53中の突然変異はSEQ ID NO：40のアミノ酸102～292の内部にある。
いくつかの態様において、p53中の突然変異はp53の残基248にある。いくつかの態様にお
いて、p53中の突然変異はSEQ ID NO：40の残基248にある。いくつかの態様において、p53
の残基248にあるp53中の突然変異は、アルギニンからグルタミンへの置換である。いくつ



(19) JP 2017-510626 A 2017.4.13

10

20

30

40

50

かの態様において、p53中の突然変異はp53の残基282にある。いくつかの態様において、p
53中の突然変異はSEQ ID NO：40の残基282にある。いくつかの態様において、残基282に
あるp53中の突然変異は、アルギニンからトリプトファンへの置換である。
【００７５】
　いくつかの態様において、腺癌または腺様嚢胞癌の増殖を阻害する方法は、癌を抗Notc
h1抗体と接触させる段階を含む。いくつかの態様において、対象における腺癌または腺様
嚢胞癌を治療する方法は、対象に抗Notch1抗体の治療的有効量を投与する段階を含む。い
くつかの態様において、対象における腺様嚢胞癌を治療する方法は、（a）腺様嚢胞癌がN
otch1突然変異を含むか否かを判定する段階、および（b）対象に対してNotch1結合物質の
治療的有効量を投与する段階を含む。いくつかの態様において、対象における腺癌または
腺様嚢胞癌を治療する方法は、（a）癌のNotch1 ICDのレベルがNotch1 ICDの所定のレベ
ルと比較して上昇しているかまたは高いか否かを判定する段階、および（b）対象に対し
てNotch1結合物質の治療的有効量を投与する段階を含む。
【００７６】
　本明細書に記載の方法のある態様において、Notch1結合物質はヒトNotch1と特異的に結
合する抗体（抗Notch1抗体）である。いくつかの態様において、抗Notch1抗体は、

を含む重鎖CDR1、

を含む重鎖CDR2、および

を含む重鎖CDR3を含む。いくつかの態様において、抗Notch1抗体は、

を含む軽鎖CDR1、

を含む軽鎖CDR2、および

を含む軽鎖CDR3を含む。ある態様において、抗Notch1抗体は、

を含む重鎖CDR1、

を含む重鎖CDR2、および

を含む重鎖CDR3、ならびに

を含む軽鎖CDR1、

を含む軽鎖CDR2、および

を含む軽鎖CDR3を含む。ある態様において、抗Notch1抗体は、SEQ ID NO：8またはSEQ ID
 NO：26を含む重鎖可変領域を含む。ある態様において、抗Notch1抗体は、SEQ ID NO：14
、SEQ ID NO：32、またはSEQ ID NO：38を含む軽鎖可変領域をさらに含む。ある態様にお
いて、抗Notch1抗体は、SEQ ID NO：8を含む重鎖可変領域およびSEQ ID NO：14を含む軽
鎖可変領域を含む。ある態様において、抗Notch1抗体は、SEQ ID NO：26を含む重鎖可変
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領域およびSEQ ID NO：32を含む軽鎖可変領域を含む。ある態様において、抗Notch1抗体
は、SEQ ID NO：26を含む重鎖可変領域およびSEQ ID NO：38を含む軽鎖可変領域を含む。
いくつかの態様において、抗Notch1抗体はSEQ ID NO：23を含む。いくつかの態様におい
て、抗Notch1抗体は、SEQ ID NO：29またはSEQ ID NO：35をさらに含む。いくつかの態様
において、抗Notch1抗体はSEQ ID NO：23およびSEQ ID NO：29を含む。いくつかの態様に
おいて、抗Notch1抗体はSEQ ID NO：23およびSEQ ID NO：35を含む。ある態様において、
抗Notch1抗体は、寄託番号PTA-9549を有する、ATCCに寄託されたプラスミドによってコー
ドされる抗体と同じ重鎖アミノ酸配列および軽鎖アミノ酸配列を含む。ある態様において
、抗Notch1抗体は、ブダペスト条約の規定に基づいて2008年10月15日にAmerican Type Cu
lture Collection（ATCC）, 10801 University Boulevard，Manassas，VA，20110に寄託
された、ATCC寄託番号PTA-9549を有するプラスミドによってコードされる。ある態様にお
いて、抗Notch1抗体は、ブダペスト条約の規定に基づいて2008年8月7日にAmerican Type 
Culture Collection（ATCC）, 10801 University Boulevard，Manassas，VA，20110に寄
託された、ATCC寄託番号PTA-9405を有する、ATCCに寄託されたハイブリドーマによって産
生される抗体と同じCDR配列を含む。ある態様において、抗Notch1抗体は、寄託番号PTA-9
405を有する、ATCCに寄託されたハイブリドーマによって産生される抗体のヒト化バージ
ョンである。ある態様において、抗Notch1抗体はOMP-52M51である。ある態様において、
抗Notch1抗体はOMP-52M51のヒト化バージョンである。ある態様において、抗Notch1抗体
はOMP-52M51-H4L3である。
【００７７】
　本明細書に記載の方法のある態様において、抗Notch1抗体は、ヒトNotch1に対する特異
的結合をめぐって、寄託番号PTA-9549を有する、ATCCに寄託されたプラスミドによってコ
ードされるのと同じ重鎖可変領域および軽鎖可変領域と競合する。ある態様において、抗
Notch1抗体は、ヒトNotch1に対する特異的結合をめぐって、寄託番号PTA-9549を有する、
ATCCに寄託されたプラスミドによってコードされる抗体と競合する。ある態様において、
抗Notch1抗体は、ヒトNotch1に対する特異的結合をめぐって、寄託番号PTA-9405を有する
、ATCCに寄託されたハイブリドーマによって産生される抗体とと競合する。ある態様にお
いて、抗Notch1抗体は、ヒトNotch1に対する特異的結合をめぐって、OMP-52M51と競合す
る。ある態様において、抗Notch1抗体は、ヒトNotch1に対する特異的結合をめぐって、OM
P-52M51のヒト化バージョンと競合する。ある態様において、抗Notch1抗体は、ヒトNotch
1に対する特異的結合をめぐって、OMP-52M51-H4L3と競合する。
【００７８】
　もう1つの局面において、本発明は、Notch1結合物質による治療に反応する（「感受性
である」）かまたは反応しない（「抵抗性である」）可能性が高い腫瘍を、および／また
は腺癌もしくは腺様嚢胞癌を有する患者を同定するため、選択するため、および／または
層別化するための方法を提供する。加えて、Notch1結合物質による治療に反応する可能性
が高い、治療に反応すると予想される、および／または治療に反応すると同定された、腺
癌または腺様嚢胞癌を有する患者を治療するための方法も提供される。
【００７９】
　いくつかの態様においては、本明細書に記載のNotch1結合物質のそれぞれを非限定的に
含むNotch1結合物質（例えば、抗Notch1抗体）による治療のための、腺癌または腺様嚢胞
癌を有する対象を同定する方法または対象を選択する方法が提供される。いくつかの態様
において、腺様嚢胞癌を有する対象をNotch1結合物質による治療のために選択する方法は
、（a）腺様嚢胞癌におけるNotch1 ICDのレベルを決定する段階；および（b）腺様嚢胞癌
のNotch1 ICDのレベルがNotch ICDの所定のレベルと比較して上昇しているかまたは高い
場合に、対象をNotch1結合物質による治療のために選択する段階を含む。いくつかの態様
において、腺様嚢胞癌を有する対象をNotch1結合物質による治療のために選択する方法は
、（a）対象から試料を入手する段階、（b）試料中のNotch1 ICDのレベルを決定する段階
；および（c）試料のNotch1 ICDのレベルがNotch1 ICDの所定のレベルと比較して上昇し
ているかまたは高い場合に、対象をNotch1結合物質による治療のために選択する段階を含
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む。いくつかの態様において、Notch1結合物質による治療のために腺様嚢胞癌を有する対
象を選択する段階は、（a）腺様嚢胞癌がNotch1突然変異を有するか否かを判定する段階
、および（b）腺様嚢胞癌がNotch1突然変異を有する場合に、対象をNotch1結合物質によ
る治療のために選択する段階を含む。いくつかの態様において、Notch1結合物質による治
療のために腺様嚢胞癌を有する対象を選択する段階は、（a）対象から試料を入手する段
階；（b）試料がNotch1突然変異を有するか否かを判定する段階、および（c）試料がNotc
h1突然変異を有する場合に、対象をNotch1結合物質による治療のために選択する段階を含
む。いくつかの態様において、本方法は、本明細書に記載のNotch1結合物質の治療的有効
量を対象に投与する段階を含む。
【００８０】
　いくつかの態様において、腺様嚢胞癌を有する対象をヒトNotch1と特異的に結合する抗
体による治療のために選択する方法は、（a）腺様嚢胞癌におけるNotch1 ICDのレベルを
決定する段階；（b）腺様嚢胞癌のNotch1 ICDのレベルがNotch1 ICDの所定のレベルと比
較して上昇しているかまたは高い場合に、対象を抗体による治療のために選択する段階；
および（c）抗体の治療的有効量を対象に投与する段階を含み、ここで抗体は

を含む重鎖CDR1、

を含む重鎖CDR2、および

を含む重鎖CDR3、ならびに

を含む軽鎖CDR1、

を含む軽鎖CDR2、および

を含む軽鎖CDR3を含む。いくつかの態様において、腺様嚢胞癌を有する対象をヒトNotch1
と特異的に結合する抗体による治療のために選択する方法は、（a）腺様嚢胞癌がNotch1
突然変異を有するか否かを判定する段階；（b）腺様嚢胞癌がNotch1突然変異を有する場
合に、対象を抗体による治療のために選択する段階；および（c）抗体の治療的有効量を
対象に投与する段階を含み、ここで抗体は、抗体は

を含む重鎖CDR1、

を含む重鎖CDR2、および

を含む重鎖CDR3、ならびに

を含む軽鎖CDR1、

を含む軽鎖CDR2、および

を含む軽鎖CDR3を含む。
【００８１】
　本明細書に記載の方法のいくつかの態様において、Notch1 ICDの所定のレベルは、正常
組織試料におけるNotch1 ICDの量である。いくつかの態様において、所定のNotch1 ICDの
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レベルは、Notch1活性化突然変異を伴わない癌試料または腫瘍試料におけるNotch1 ICDの
量である。いくつかの態様において、所定のNotch1 ICDのレベルは、免疫組織化学アッセ
イにおけるH-スコアが1またはそれ未満である組織試料におけるNotch1 ICDの量である。
いくつかの態様において、所定のNotch1 ICDのレベルは、IHCアッセイにおいて陽性対照
および陰性対照を用いて決定されたH-スコアのカットオフレベルである。
【００８２】
　腫瘍または癌が特定の遺伝子の内部に突然変異を有するか否かを判定するための方法は
当業者に公知である。腫瘍または癌がNotch1突然変異を有するか否かを判定するための方
法は当業者に公知である。核酸レベルでの判定の場合、方法には、PCRに基づくアッセイ
、マイクロアレイ分析およびヌクレオチドシークエンシング（例えば、NextGenシークエ
ンシング、全ゲノムシークエンシング（WGS））が非限定的に含まれる。
【００８３】
　腫瘍試料におけるNotch1を検出するための方法は当業者に公知である。腫瘍試料内部の
Notch1 ICDを検出するための方法は、本明細書において提供される。
【００８４】
　本明細書に記載の方法のいくつかの態様において、試料は対象から得られる。いくつか
の態様において、試料は細胞溶解物へと処理される。いくつかの態様において、試料はDN
Aへと処理される。いくつかの態様において、試料はRNAへと処理される。
【００８５】
　本明細書に記載の方法のいくつかの態様において、試料には、腫瘍生検試料、コア生検
組織試料、細針吸引試料、毛包、または体液の試料、例えば血液、血漿、血清、リンパ、
腹水、嚢胞液または尿などといった、あらゆる臨床的に妥当な組織試料が非限定的に含ま
れる。いくつかの態様において、試料は、腺癌または腺様嚢胞癌を有する患者から採取さ
れる。いくつかの態様において、試料は原発性腫瘍である。いくつかの態様において、試
料は転移物である。試料は、ヒトから、または非ヒト哺乳動物、例えばマウス、ラット、
非ヒト霊長動物、イヌ科動物、ネコ科動物、反芻動物、ブタもしくはヒツジなどから採取
することができる。いくつかの態様において、試料は複数の時点で、例えば、治療前、治
療中、および／または治療後に、対象から採取される。いくつかの態様において、試料は
、例えば、原発性腫瘍からの試料、および離れた場所にある転移からの試料というように
、対象における異なる場所から採取される。
【００８６】
　本明細書に記載の方法のいくつかの態様において、試料は、パラフィン包埋し固定した
組織試料である。いくつかの態様において、試料はホルマリン固定してパラフィン包埋し
た（FFPE）組織試料である。いくつかの態様において、試料は新鮮な組織（例えば、腫瘍
）試料である。いくつかの態様において、試料は凍結した組織試料である。いくつかの態
様において、試料は新鮮な凍結（FF）組織（例えば、腫瘍）試料である。いくつかの態様
において、試料は液体から単離された細胞である。いくつかの態様において、試料は血中
循環腫瘍細胞（CTC）である。いくつかの態様において、試料は保管組織試料である。い
くつかの態様において、試料は、診断、治療、および／または転帰の経歴が判明している
保管組織試料である。いくつかの態様において、試料は組織のブロックである。いくつか
の態様において、試料は分散細胞である。いくつかの態様において、試料サイズは細胞約
1個～細胞約1×106個またはそれを上回る。いくつかの態様において、試料サイズは細胞
約10個～細胞約1×105個である。いくつかの態様において、試料サイズは細胞約10個～約
10,000細胞である。いくつかの態様において、試料サイズは細胞約10個～細胞約1,000個
である。いくつかの態様において、試料サイズは細胞約10個～細胞約100個である。いく
つかの態様において、試料サイズは細胞約1個～細胞約10個である。いくつかの態様にお
いて、試料サイズは単細胞である。
【００８７】
　いくつかの態様において、Notch1発現は、タンパク質発現を遺伝子発現と比較して評価
することによって分析される。タンパク質発現の分析のために一般的に用いられる方法に
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は、免疫組織化学（IHC）に基づく方法、抗体に基づく方法、および質量分析に基づく方
法が非限定的に含まれる。遺伝子産物（例えば、タンパク質）の発現を検出するのには、
抗体、一般にモノクローナル抗体を用いることができる。いくつかの態様において、抗体
は抗体自体の直接標識によって検出することができる。他の態様においては、標識されて
いない一次抗体を、標識された二次抗体とともに用いる。
【００８８】
　いくつかの態様において、Notch1発現は、多分析物プロファイル検査、酵素結合免疫吸
着アッセイ（ELISA）、放射線免疫アッセイ、ウエスタンブロットアッセイ、免疫蛍光ア
ッセイ、酵素免疫アッセイ、免疫沈降アッセイ、化学発光アッセイ、免疫組織化学（IHC
）アッセイ、ドットブロットアッセイ、スロットブロットアッセイ、タンパク質アレイ、
およびFACSを非限定的に含む、当業者に公知のアッセイによって決定される。いくつかの
態様において、Notch1 ICDのレベルはIHCアッセイによって決定される。
【００８９】
　本明細書に記載の方法のいくつかの態様において、Notch1 ICDのレベルは、Notch1 ICD
と特異的に結合する作用物質を用いて決定される。いくつかの態様において、Notch1 ICD
のレベルは、Notch1 ICDと特異的に結合するが完全長Notch1とは結合しない作用物質を用
いて決定される。Notch1 ICDに対する特異的結合を示すあらゆる分子実体を、試料におけ
るNotch1 ICDタンパク質のレベルを決定するために使用することができる。特異的結合物
質には、抗体、抗体模倣体、およびポリヌクレオチド（例えば、アプタマー）が非限定的
に含まれる。当業者は、要求される特異性の度合いは、Notch1 ICDを検出するために用い
られる特定のアッセイによって決まることを理解している。いくつかの態様において、No
tch1 ICDのレベルを検出および／または決定するために用いられる作用物質は抗Notch1 I
CD抗体である。いくつかの態様において、抗Notch1 ICD抗体は抗体D3B8（番号4147、Cell
 Signaling Technology）である。
【００９０】
　抗体がアッセイに用いられるいくつかの態様において、抗体は検出可能なように標識さ
れている。検出可能な物質の例には、さまざまな酵素、配合団、蛍光性材料、発光性材料
、生物発光性材料、および放射性材料が含まれる。適した酵素の例には、西洋ワサビペル
オキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、β-ガラクトシダーゼ、またはアセチルコリン
エステラーゼが含まれる；適した配合団複合体の例には、ストレプトアビジン／ビオチン
およびアビジン／ビオチンが含まれる；適した蛍光性材料の例には、ウンベリフェロン、
フルオレセイン、フルオレセインイソチオシアネート、ローダミン、ジクロロトリアジニ
ルアミンフルオレセイン、ダンシルクロリドまたはフィコエリトリンが含まれる；発光性
材料の例には、ルミノールが含まれる；生物発光性材料の例には、ルシフェラーゼ、ルシ
フェリン、およびエクオリンが含まれる；ならびに、適した放射性材料の例には125I、13

1I、35S、または3Hが含まれる。
【００９１】
　本明細書に記載の方法のいくつかの態様において、Notch1 ICDのレベルはIHCアッセイ
を用いて決定される。例えば、4μm厚のFFPE切片を腫瘍試料から切り出して、コーティン
グしたスライドグラス上にマウントする。組織を脱パラフィン処理して、抗原回収のため
にそれらをキシレン、100％エタノール、95％エタノール、70％エタノール、および蒸留
水中で連続してインキュベートすることによって再水和させる。スライドを回収用溶液の
中に入れ、抗原回収用のデクローカー（decloaker）中に入れる。内因性ペルオキシダー
ゼ活性を阻止するためにスライドを過酸化水素中でインキュベートし、PBS中で洗浄する
。非特異的なバックグラウンド染色を阻止するためにスライドをブロッカー中でインキュ
ベートする。スライドを抗Notch1 ICD抗体とともに適切な時間にわたってインキュベート
する。特異的結合を、ジアミノベンジジン（DAB）を含むキットを用いて検出する。切片
をヘマトキシリンで対比染色する。いくつかの態様においては、FFPE切片を、コーティン
グしたスライドグラス上にマウントした上で、自動システム、例えばVentana BenchMark 
ULTRA装置を用い、Ventana試薬を用いて染色する。いくつかの態様において、IHCアッセ
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イに用いられる抗体は抗Notch1 ICD抗体D3B8である。
【００９２】
　IHCスライドは自動装置を用いて分析してもよく、または顕微鏡によって手作業で評価
してもよい。各腫瘍の核の染色強度（0：発現なし、1：弱い発現、2：中程度の発現、3：
強い発現）を測定し、各染色レベルの核を計数して、各タイプのパーセンテージを算出す
る。これらのデータを総合して各組織切片に関する加重H-スコアとする：H-スコア＝［3
×（3+核の％）］＋［2×（2+核の％）］＋［1×（1+核の％）］。これらのパラメーター
を用いるて得られる最高スコアは、H-スコア＝300である。いくつかの態様において、H-
スコアが1またはそれ未満であれば陰性と見なされる。いくつかの態様において、IHCアッ
セイはカットオフ値を有する。いくつかの態様において、IHCアッセイは特異性に関する
カットオフ値を有する。いくつかの態様において、IHCアッセイは有効性に関するカット
オフ値を有する。いくつかの態様において、IHCアッセイは、陽性および陰性の腫瘍組織
のスクリーニングによって決定されたカットオフ値を有する。いくつかの態様において、
IHCアッセイは約25というカットオフ値を有する。いくつかの態様において、IHCアッセイ
は、約30、約40、約50、約60、約70、約80、約90、約100、または約110、または約120と
いうカットオフ値を有する。いくつかの態様において、カットオフ値を確立するためにIH
Cアッセイに用いられる抗体は、抗Notch1 ICD抗体D3B8である。
【００９３】
　もう1つの局面において、本発明は、腺癌を有する対象における疼痛を減少させる方法
であって、Notch1結合物質の治療的有効量を対象に投与する段階を含む方法を提供する。
いくつかの態様において、本発明は、腺様嚢胞癌を有する対象における疼痛を減少させる
方法であって、Notch1結合物質の治療的有効量を対象に投与する段階を含む方法も提供す
る。いくつかの態様において、疼痛は骨痛である。いくつかの態様において、Notch1結合
物質は本明細書に記載の抗Notch1抗体である。
【００９４】
　いくつかの態様において、腺癌または腺様嚢胞癌を治療する方法は、約0.25mg／kg、約
0.5mg／kg、約1.0mg／kg、約2.5mg／kg、約5mg／kg、約10mg／kg、約12.5mg／kg、約15mg
／kg、または約20mg／kgの抗Notch1抗体の用量の投与を含む。いくつかの態様において、
抗Notch1抗体は、週1回、2週間毎に1回、3週間毎に1回、または4週間毎に1回投与される
。いくつかの態様において、腺癌または腺様嚢胞癌を治療する方法は、約1mg／kgの4週間
毎に1回の投与を含む。いくつかの態様において、腺癌または腺様嚢胞癌を治療する方法
は、約2.5mg／kgの4週間毎に1回の投与を含む。いくつかの態様において、腺癌または腺
様嚢胞癌を治療する方法は、約5mg／kgの4週間毎に1回の投与を含む。いくつかの態様に
おいて、腺癌または腺様嚢胞癌を治療する方法は、約2.5mg／kgの3週間毎に1回の投与を
含む。いくつかの態様において、腺癌または腺様嚢胞癌を治療する方法は、約5mg／kgの3
週間毎に1回の投与を含む。
【００９５】
　当業者には公知であるように、いかなる治療薬の投与も、副作用および／または毒性を
もたらすことがある。場合によっては、副作用および／または毒性は、治療的有効用量で
の特定の作用物質の投与を不可能にするほどに重篤である。場合によっては、薬物療法を
中止しなければならず、他の作用物質を試すことになる。しかし、同じ治療クラスの多く
の作用物質は類似の副作用および／または毒性を示すことが多く、このことは、対象が治
療法を中止しなければならないか、または可能であったとしても、その治療薬に関連した
不快な副作用に悩まされることを意味する。
【００９６】
　治療薬による副作用には、蕁麻疹、皮疹、掻痒感、悪心、嘔吐、食欲減退、下痢、悪寒
、発熱、疲労、筋痛および筋肉痛、頭痛、低血圧、高血圧、低カリウム血症、血球数減少
、出血、ならびに心臓障害が非限定的に含まれる。
【００９７】
　したがって、本発明の1つの局面は、対象における腺癌または腺様嚢胞癌を治療する方
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法であって、間欠的投薬レジメンを用いて抗Notch1抗体を投与する段階を含む方法を対象
とする。本明細書で用いる場合、「間欠的投薬」とは、週1回を上回る間隔での投薬、例
えば、2週間毎に1回、3週間毎に1回、4週間毎に1回といった投薬を用いる投薬レジメンの
ことを指す。いくつかの態様において、対象における腺癌または腺様嚢胞癌を治療するた
めの方法は、対象に対して抗Notch1抗体の有効用量を間欠的投薬レジメンに従って投与す
る段階を含む。いくつかの態様において、対象における腺癌または腺様嚢胞癌を治療する
ための方法は、対象に対して抗Notch1抗体の有効用量を間欠的投薬レジメンに従って投与
する段階、および抗Notch1抗体の治療指数を高める段階を含む。いくつかの態様において
、間欠的投薬レジメンは、抗Notch1抗体の初回用量を対象に投与する段階、および抗Notc
h1抗体の追加用量を約2週間毎に1回投与する段階を含む。いくつかの態様において、間欠
的投薬レジメンは、抗Notch1抗体の初回用量を対象に投与する段階、および抗Notch1抗体
の追加用量を約3週間毎に1回投与する段階を含む。いくつかの態様において、間欠的投薬
レジメンは、抗Notch1抗体の初回用量を対象に投与する段階、および抗Notch1抗体の追加
用量を約4週間毎に1回投与する段階を含む。
【００９８】
　ある態様において、対象における腺様嚢胞癌を治療する方法は、対象に対して本明細書
に記載の抗Notch1抗体を約0.25、0.5、1.0または2.5mg／kgの用量で4週間毎に1回投与す
る段階を含む。ある態様において、対象における腺様嚢胞癌を治療する方法は、対象に対
して本明細書に記載の抗Notch1抗体を約2.5、5.0または10.0mg／kgの用量で3週間毎に1回
投与する段階を含む。ある態様において、対象における腺様嚢胞癌を治療する方法は、対
象に対して抗Notch1抗体を約2.5mg／kgの用量で3週間毎に1回投与する段階を含み、ここ
で抗Notch1抗体は、

を含む重鎖CDR1、

を含む重鎖CDR2、および

を含む重鎖CDR3、ならびに

を含む軽鎖CDR1、

を含む軽鎖CDR2、および

を含む軽鎖CDR3を含む。
【００９９】
　いくつかの態様において、投薬レジメンは特定の投与回数または「サイクル」に限定さ
れることがある。いくつかの態様において、抗Notch1抗体は、3、4、5、6、7、8サイクル
、またはそれを上回るサイクルにわたって投与される。例えば、抗Notch1抗体は3週間毎
に6サイクルにわたって投与される、抗Notch1抗体は4週間毎に6サイクルにわたって投与
される、抗Notch1抗体は3週間毎に4サイクルにわたって投与される、抗Notch1抗体は4週
間毎に4サイクルにわたって投与される、などである。投薬スケジュールは当業者（例え
ば、治療に当たる医師）による決定およびその後の変更が可能である。
【０１００】
　抗Notch1抗体の諸用量に関する送達方法の選択は、対象が抗Notch1抗体の体内への導入
に耐える能力に応じて行いうる。したがって、本明細書に記載の局面および／または態様
の任意のものにおいて、抗Notch1抗体の投与は静脈内注射によるものでよい。いくつかの
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態様において、投与は静脈内注入による。本明細書に記載の局面および／または態様の任
意のものにおいて、抗Notch1抗体の投与は非静脈内経路によるものでよい。
【０１０１】
　本発明はさらに、本明細書に記載のNotch1結合物質（例えば、抗Notch1抗体）を含む薬
学的組成物を提供する。ある態様において、薬学的組成物は、薬学的に許容される媒体を
さらに含む。いくつかの態様において、これらの薬学的組成物は、対象（例えば、ヒト対
象）における腫瘍増殖を阻害するのに、および／または癌を治療するのに利用される。
【０１０２】
　ある態様において、薬学的組成物または製剤は、本発明の精製された抗体または作用物
質を薬学的に許容される媒体（例えば、担体または添加剤）と混ぜ合わせることによって
、貯蔵および使用のために調製される。適した薬学的に許容される媒体には、無毒性緩衝
剤、例えば、リン酸、クエン酸、および他の有機酸など；塩、例えば塩化ナトリウムなど
；アスコルビン酸およびメチオニンを含む抗酸化剤；保存料、例えば、塩化オクタデシル
ジメチルベンジルアンモニウム、塩化ヘキサメトニウム、塩化ベンザルコニウム、塩化ベ
ンゼトニウム、フェノール、ブチルアルコールまたはベンジルアルコール、メチルパラベ
ンまたはプロピルパラベンなどのアルキルパラベン、カテコール、レゾルシノール、シク
ロヘキサノール、3-ペンタノール、およびm-クレゾールなど；低分子量ポリペプチド（例
えば、約10アミノ酸残基未満）；タンパク質、例えば、血清アルブミン、ゼラチン、また
は免疫グロブリンなど；親水性ポリマー、例えばポリビニルピロリドンなど；アミノ酸、
例えば、グリシン、グルタミン、アスパラギン、ヒスチジン、アルギニン、またはリジン
など；炭水化物、例えば、単糖類、二糖類、グルコース、マンノース、またはデキストリ
ンなど；キレート剤、例えばEDTAなど；糖、例えば、スクロース、マンニトール、トレハ
ロース、またはソルビトールなど；塩形成対イオン、例えばナトリウムなど；金属錯体、
例えばZn-タンパク質複合体など；ならびに非イオン性界面活性剤、例えば、TWEENまたは
ポリエチレングリコール (PEG) などが非限定的に含まれる（Remington: The Science an
d Practice of Pharmacy, 22st Edition, 2012, Pharmaceutical Press, London.）。
【０１０３】
　本発明の薬学的組成物または製剤は、局所療法または全身療法のためのいくつかの方法
で投与することができる。投与は、表皮パッチもしくは経皮パッチ、軟膏、ローション、
クリーム、ゲル、滴剤、座薬、噴霧剤、液剤および粉剤による局所投与；ネブライザーに
よるもの、気管内および鼻腔内を含む、粉剤もしくはエアロゾルの吸入もしくは吹送によ
る肺投与；経口投与；または静脈内（例えば、注射または注入）、動脈内、腫瘍内、皮下
、腹腔内、筋肉内（例えば、注射または注入）、もしくは頭蓋内（例えば、髄腔内または
脳室内）を含む非経口投与であってよい。
【０１０４】
　治療用製剤は単位剤形で存在してもよい。そのような製剤には、錠剤、丸剤、カプセル
剤、粉剤、顆粒剤、水もしくは非水媒体中にある溶液もしくは懸濁液、または座薬が含ま
れる。錠剤などの固体組成物において、主要な有効成分は薬学的担体と混合される。従来
の錠剤化成分には、コーンスターチ、ラクトース、スクロース、ソルビトール、タルク、
ステアリン酸、ステアリン酸マグネシウム、リン酸二カルシウム、またはゴム、および希
釈剤（例えば、水）が含まれる。これらを用いて、本発明の化合物またはその薬学的に許
容される無毒性塩の均一な混合物を含む固体予備製剤組成物を形成することができる。続
いて、固体予備製剤組成物を、上記のタイプの単位剤形に細分する。製剤または組成物の
錠剤、丸剤などは、コーティングされるかまたは別の方法で調合されて、長時間作用とい
う利点を与える剤形をもたらすことができる。例えば、錠剤または丸剤は、外側成分によ
って被覆された内側組成物を含みうる。さらに、崩壊に耐えるように働き、かつ内側成分
がインタクトのまま胃を通過するかまたはその放出が遅延されることを可能にする腸溶層
によって、2つの成分を分離することもできる。種々の材料をそのような腸溶層またはコ
ーティングのために用いることができ、そのような材料には、いくつかのポリマー酸、な
らびにポリマー酸とシェラック、セチルアルコールおよび酢酸セルロースなどの材料との
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混合物が含まれる。
【０１０５】
　本明細書に記載のNotch1結合物質をマイクロカプセル中に封入することもできる。その
ようなマイクロカプセルは、例えば、コアセルベーション手法または界面重合によって調
製され、これには例えば、"Remington, The Science and Practice of Pharmacy, 22st E
dition, 2012, Pharmaceutical Press, London."に記載されているように、ヒドロキシメ
チルセルロースまたはゼラチン-マイクロカプセルおよびポリ-(メチルメタクリレート)マ
イクロカプセルがそれぞれ、コロイド状薬物送達システム（例えば、リポソーム、アルブ
ミンミクロスフェア、マイクロエマルジョン、ナノ粒子およびナノカプセル）中に、また
はマクロエマルジョン中にあるものがある。
【０１０６】
　ある態様において、本発明のNotch1結合物質（例えば、抗体）はリポソームと複合体化
される。リポソームを作製する方法は、当業者に公知である。例えば、ある種のリポソー
ムは、ホスファチジルコリン、コレステロール、およびPEG誘導体化ホスファチジルエタ
ノールアミン (PEG-PE) を含む脂質組成物を用いた逆相蒸発によって生成させることがで
きる。リポソームを規定の孔径のフィルターを通して押し出して、所望の直径を有するリ
ポソームを得ることができる。
【０１０７】
　ある態様においては、徐放性調製物を作製することができる。徐放性調製物の適した例
には、Notch1結合物質（例えば、抗体）を含有する固体疎水性ポリマーの半透性マトリッ
クスが含まれ、そのマトリックスは、成形された物品（例えば、フィルムまたはマイクロ
カプセル）の形態にある。徐放性マトリックスの例には、ポリエステル、ポリ(2-ヒドロ
キシエチル-メタクリレート)またはポリ(ビニルアルコール)などのヒドロゲル、ポリラク
チド、L-グルタミン酸と7エチル-L-グルタメートとのコポリマー、非分解性エチレン-酢
酸ビニル、LUPRON DEPOT（商標）（乳酸-グリコール酸コポリマーおよび酢酸ロイプロリ
ドで構成される注射可能なミクロスフェア）などの分解性乳酸-グリコール酸コポリマー
、スクロース酢酸イソ酪酸エステル、およびポリD-(-)-3-ヒドロキシ酪酸が含まれる。
【０１０８】
　本発明のもう1つの局面において、本明細書に記載の方法は、少なくとも1種のさらなる
治療薬を投与する段階をさらに含む。さらなる治療薬は、抗Notch1抗体の投与の前に、そ
れと並行して、および／またはその後に投与することができる。抗Notch1抗体とさらなる
治療薬とを含む薬学的組成物も提供される。いくつかの態様において、少なくとも1種の
さらなる治療薬は、1種、2種、3種またはそれを上回るさらなる治療薬を含む。
【０１０９】
　少なくとも2種の治療薬による併用療法では、異なる作用機序によって働く作用物質を
用いることが多いが、それが必要とされるわけではない。異なる作用機序を有する作用物
質を用いる併用療法は、相加効果または相乗効果をもたらしうる。併用療法は単剤療法に
おいて用いられるよりも各作用物質の用量を低くすることを可能にし、それによって毒性
副作用を減少させることができる。併用療法は、耐性癌細胞が発生する可能性を減らしう
る。いくつかの態様において、併用療法は、主として非腫瘍形成性細胞に影響を及ぼす（
例えば、阻害するかまたは死滅させる）治療薬と、主として腫瘍形成性CSCに影響を及ぼ
す（例えば、阻害するかまたは死滅させる）治療薬とを含む。
【０１１０】
　抗Notch1抗体とさらなる治療薬との組み合わせが、任意の順序で、または並行して投与
されうることは理解されるであろう。いくつかの態様において、抗Notch1抗体は、第2の
治療薬による治療を以前に受けたことのある患者に投与される。他のある態様において、
抗Notch1抗体および第2の治療薬は、実質的に同時に、または並行して投与される。例え
ば、対象は、第2の治療薬による治療過程（例えば、化学療法）を受けると同時に、抗Not
ch1抗体の投与を受けてもよい。ある態様において、抗Notch1抗体は、第2の治療薬による
治療から1年以内に投与される。ある代替的な態様において、抗Notch1抗体は、第2の治療
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薬によるいずれかの治療から10カ月以内、8カ月以内、6カ月以内、4カ月以内、または2カ
月以内に投与される。他のある態様において、抗Notch1抗体は、第2の治療薬によるいず
れかの治療から4週間以内、3週間以内、2週間以内、または1週間以内に投与される。いく
つかの態様において、抗Notch1抗体は、第2の治療薬によるいずれかの治療から5日以内、
4日以内、3日以内、2日以内、または1日以内に投与される。さらに、2種の（またはそれ
を上回る）作用物質または治療を、数時間以内または数分以内に（すなわち、実質的に同
時に）対象に投与してもよいことも理解されるであろう。
【０１１１】
　有用な治療薬のクラスには、例えば、抗チューブリン剤、アウリスタチン、DNA副溝結
合剤、DNA複製阻害薬、アルキル化剤（例えば、白金錯体、例えばシスプラチン、モノ（
白金）、ビス（白金）および三核白金錯体、ならびにカルボプラチンなど）、アントラサ
イクリン、抗生物質、抗葉酸剤、代謝拮抗薬、化学療法増感剤、デュオカルマイシン、エ
トポシド、フッ化ピリミジン、イオノフォア、レキシトロプシン、ニトロソ尿素、プラチ
ノール、プリン代謝拮抗薬、ピューロマイシン、放射線増感剤、ステロイド、タキサン、
トポイソメラーゼ阻害薬、ビンカアルカロイドなどが含まれる。ある態様において、さら
なる治療薬は、アルキル化剤、代謝拮抗薬、有糸分裂阻害剤、トポイソメラーゼ阻害薬、
または血管新生阻害薬である。
【０１１２】
　抗Notch1抗体と組み合わせて投与しうる治療薬には、化学療法薬が含まれる。したがっ
て、いくつかの態様において、前記方法または治療は、本発明の抗Notch1抗体と、1種の
化学療法薬または複数の異なる化学療法薬の混合物との併用投与を伴う。抗Notch1抗体に
よる治療は、化学療法の投与の前に、それと並行して、またはその後に行うことができる
。併用投与には、単一の薬学的製剤の形での、もしくは別個の製剤を用いるかのいずれか
による同時投与、またはいずれの順序でもよいが一般に、活性作用物質のすべてがそれら
の生物活性を同時に発揮しうる期間内での連続投与が含まれうる。そのような化学療法薬
の調製および投薬スケジュールは、製造元の説明書に従って、または当業者によって経験
的に決定されるように用いることができる。そのような化学療法に関する調製および投薬
スケジュールは、The Chemotherapy Source Book, 4th Edition, 2008, M. C. Perry, Ed
itor, Lippincott, Williams & Wilkins, Philadelphia, PAにも記載されている。
【０１１３】
　本発明において有用な化学療法薬には、アルキル化剤、例えば、チオテパおよびシクロ
ホスファミド（シトキサン（CYTOXAN））など；アルキルスルホネート、例えば、ブスル
ファン、インプロスルファンおよびピポスルファンなど；アジリジン、例えば、ベンゾド
ーパ（benzodopa）、カルボコン、メツレドーパ（meturedopa）、およびウレドーパ（ure
dopa）など；アルトレタミン、トリエチレンメラミン、トリエチレンホスホラミド、トリ
エチレンチオホスホラミド、およびトリメチローロメラミン（trimethylolomelamime）を
含む、エチレンイミンおよびメチルアメラミン（methylamelamine）；ナイトロジェンマ
スタード、例えばクロラムブシル、クロルナファジン、クロロホスファミド（cholophosp
hamide）、エストラムスチン、イホスファミド、メクロレタミン、塩酸メクロレタミンオ
キシド、メルファラン、ノベムビシン（novembichin）、フェネステリン（phenesterine
）、プレドニムスチン、トロホスファミド、ウラシルマスタードなど；ニトロソ尿素、例
えば、カルムスチン、クロロゾトシン、ホテムスチン、ロムスチン、ニムスチン、ラニム
スチンなど；抗生物質、例えば、アクラシノマイシン、アクチノマイシン、アウスラマイ
シン（authramycin）、アザセリン、ブレオマイシン、カクチノマイシン、カリケアマイ
シン、カラビシン（carabicin）、カミノマイシン、カルジノフィリン、クロモマイシン
、ダクチノマイシン、ダウノルビシン、デトルビシン、6-ジアゾ-5-オキソ-L-ノルロイシ
ン、ドキソルビシン、エピルビシン、エソルビシン、イダルビシン、マルセロマイシン、
マイトマイシン、ミコフェノール酸、ノガラマイシン、オリボマイシン、ペプロマイシン
、ポトフィロマイシン（potfiromycin）、ピューロマイシン、クエラマイシン（quelamyc
in）、ロドルビシン（rodorubicin）、ストレプトニグリン、ストレプトゾシン、ツベル
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シジン、ウベニメクス、ジノスタチン、ゾルビシンなど；代謝拮抗薬、例えば、メトトレ
キサートおよび5-フルオロウラシル（5-FU）など；葉酸類似体、例えば、デノプテリン、
メトトレキサート、プテロプテリン、トリメトレキサートなど；プリン類似体、例えば、
フルダラビン、6-メルカプトプリン、チアミプリン（thiamiprine）、チオグアニンなど
；ピリミジン類似体、例えば、アンシタビン、アザシチジン、6-アザウリジン、カルモフ
ール、シトシンアラビノシド、ジデオキシウリジン、ドキシフルリジン、エノシタビン、
フロクスウリジン、5-FUなど；アンドロゲン、例えば、カルステロン、プロピオン酸ドロ
モスタノロン、エピチオスタノール、メピチオスタン、テストラクトンなど；抗副腎薬、
例えば、アミノグルテチミド、ミトタン、トリロスタンなど；葉酸補給剤、例えば、フォ
リン酸など；アセグラトン；アルドホスファミドグリコシド；アミノレブリン酸；アムサ
クリン；ベストラブシル；ビサントレン；エダトレキサート（edatraxate）；デフォファ
ミン（defofamine）；デメコルチン；ジアジクオン；エルフォルミチン（elformithine）
；酢酸エリプチニウム；エトグルシド；硝酸ガリウム；ヒドロキシ尿素；レンチナン；ロ
ニダミン；ミトグアゾン；ミトキサントロン；モピダモール；ニトラクリン；ペントスタ
チン；フェナメット；ピラルビシン；ポドフィリン酸；2-エチルヒドラジド；プロカルバ
ジン；PSK；ラゾキサン；シゾフィラン（sizofuran）；スピロゲルマニウム；テヌアゾン
酸；トリアジクオン；2,2',2"-トリクロロトリエチルアミン；ウレタン；ビンデシン；ダ
カルバジン；マンノムスチン；ミトブロニトール；ミトラクトール；ピポプロマン；ガシ
トシン（gacytosine）；アラビノシド（「Ara-C」）；タキソイド、例えば、パクリタキ
セル（タキソール（TAXOL））およびドセタキセル（タキソテール（TAXOTERE））；クロ
ランブシル；ゲムシタビン；6-チオグアニン；メルカプトプリン；白金類似体、例えば、
シスプラチンおよびカルボプラチンなど；ビンブラスチン；白金；エトポシド（VP-16）
；イホスファミド；マイトマイシンC；ミトキサントロン；ビンクリスチン；ビノレルビ
ン；ナベルビン；ノバントロン；テニポシド；ダウノマイシン；アミノプテリン；イバン
ドロン酸；CPT11；トポイソメラーゼ阻害薬RFS2000；ジフルオロメチルオルニチン（DMFO
）；レチノイン酸；エスペラミシン；カペシタビン（XELODA）；および上記のいずれかの
薬学的に許容される塩、酸または誘導体が非限定的に含まれる。化学療法薬にはまた、腫
瘍に対するホルモン作用を調節または阻害するように作用する抗ホルモン薬、例えば、タ
モキシフェン、ラロキシフェン、アロマターゼ阻害性4(5)-イミダゾール、4-ヒドロキシ
タモキシフェン、トリオキシフェン、ケオキシフェン、LY117018、オナプリストン、およ
びトレミフェン（フェアストン（FARESTON））を含む抗エストロゲン薬；ならびに抗アン
ドロゲン薬、例えば、フルタミド、ニルタミド、ビカルタミド、ロイプロリド、およびゴ
セレリンなど；ならびに前記のいずれかの薬学的に許容される塩、酸または誘導体も含ま
れる。
【０１１４】
　ある態様において、化学療法薬はトポイソメラーゼ阻害薬である。トポイソメラーゼ阻
害薬は、トポイソメラーゼ酵素（例えば、トポイソメラーゼIまたはII）の作用を妨害す
る化学療法薬である。トポイソメラーゼ阻害薬には、ドキソルビシンHCl、クエン酸ダウ
ノルビシン、ミトキサントロンHCl、アクチノマイシンD、エトポシド、トポテカンHCl、
テニポシド（VM-26）、およびイリノテカン、ならびにこれらのいずれかの薬学的に許容
される塩、酸、または誘導体が非限定的に含まれる。
【０１１５】
　ある態様において、化学療法薬は代謝拮抗薬である。代謝拮抗薬は、正常な生化学反応
に必要な代謝産物に類似しているものの、細胞の1つまたは複数の正常機能、例えば細胞
分裂を妨害するには十分な程度に異なる構造を有する化学物質である。代謝拮抗薬には、
ゲムシタビン、フルオロウラシル、カペシタビン、メトトレキサートナトリウム、ラリト
レキセド、ペメトレキセド、テガフール、シトシンアラビノシド、チオグアニン、5-アザ
シチジン、6-メルカプトプリン、アザチオプリン、6-チオグアニン、ペントスタチン、リ
ン酸フルダラビン、およびクラドリビン、ならびにこれらのいずれかの薬学的に許容され
る塩、酸、または誘導体が非限定的に含まれる。
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【０１１６】
　ある態様において、化学療法薬は、チューブリンと結合する作用物質を非限定的に含む
有糸分裂阻害薬である。いくつかの態様において、作用物質はタキサンである。ある態様
において、作用物質は、パクリタキセルもしくはドセタキセル、またはパクリタキセルも
しくはドセタキセルの薬学的に許容される塩、酸、もしくは誘導体である。ある態様にお
いて、作用物質は、パクリタキセル（タキソール（TAXOL））、ドセタキセル（タキソテ
ール（TAXOTERE））、アルブミン結合パクリタキセル（アブラキサン（ABRAXANE））、DH
A-パクリタキセル、またはPG-パクリタキセルである。ある代替的な態様において、有糸
分裂阻害薬には、ビンカアルカロイド、例えば、ビンクリスチン、ビンブラスチン、ビノ
レルビン、もしくはビンデシンなど、またはその薬学的に許容される塩、酸、もしくは誘
導体が含まれる。いくつかの態様において、有糸分裂阻害薬は、キネシンEg5の阻害薬、
またはAuroraAもしくはPlk1といった分裂期キナーゼの阻害薬である。
【０１１７】
　いくつかの態様において、さらなる治療薬は、小分子などの作用物質を含む。例えば、
治療は、本発明の抗Notch1抗体と、EGFR、ErbB2、HER2、および／またはVEGFを非限定的
に含む、さらなる腫瘍関連タンパク質に対する阻害薬として作用する小分子との併用投与
を伴うことができる。ある態様において、さらなる治療薬は、癌幹細胞経路を阻害する小
分子である。いくつかの態様において、さらなる治療薬はNotch経路の小分子阻害薬であ
る。いくつかの態様において、さらなる治療薬はWnt経路の小分子阻害薬である。いくつ
かの態様において、さらなる治療薬はBMP経路の小分子阻害薬である。いくつかの態様に
おいて、さらなる治療薬は、β-カテニンシグナル伝達を阻害する小分子である。
【０１１８】
　いくつかの態様において、さらなる治療薬は、抗体などの生体分子を含む。例えば、治
療は、本発明の抗Notch1抗体と、EGFR、ErbB2、HER2、および／またはVEGFと結合する抗
体を非限定的に含む、さらなる腫瘍関連タンパク質に対する他の抗体との併用投与を伴う
ことができる。ある態様において、さらなる治療薬は、抗癌幹細胞マーカー抗体である抗
体である。いくつかの態様において、さらなる治療薬は、Notch経路のさらなる構成要素
と結合する抗体である。いくつかの態様において、さらなる治療薬は、Wnt経路の構成要
素と結合する抗体である。ある態様において、さらなる治療薬は、癌幹細胞経路を阻害す
る抗体である。いくつかの態様において、さらなる治療薬はNotch経路の抗体阻害薬であ
る。いくつかの態様において、さらなる治療薬はWnt経路の抗体阻害薬である。いくつか
の態様において、さらなる治療薬はBMP経路の抗体阻害薬である。いくつかの態様におい
て、さらなる治療薬は、β-カテニンシグナル伝達を阻害する抗体である。ある態様にお
いて、さらなる治療薬は、血管新生の阻害薬またはモジュレーターである抗体（例えば、
抗VEGF抗体または抗VEGF受容体抗体）である。ある態様において、さらなる治療薬は、ベ
バシズマブ（アバスチン（AVASTIN））、トラスツズマブ（ハーセプチン（HERCEPTIN））
、パニツムマブ（ベクチビックス（VECTIBIX））、またはセツキシマブ（アービタックス
（ERBITUX））である。併用投与は、単一の薬学的製剤の形での、もしくは別個の製剤を
用いるかのいずれかによる同時投与、またはいずれの順序でもよいが一般に、活性作用物
質のすべてがそれらの生物活性を同時に発揮しうる期間内での連続投与が含まれうる。
【０１１９】
　本明細書に記載の抗Notch1抗体による治療は、1つもしくは複数のサイトカイン（例え
ば、リンホカイン、インターロイキン、腫瘍壊死因子、および／または増殖因子）といっ
た他の生体分子との併用治療も含むことができ、または、腫瘍、癌細胞の外科的除去、も
しくは治療に当たる医師によって必要と判断される他の任意の治療法を伴うこともできる
。
【０１２０】
　本明細書に記載の方法のある態様において、治療は、放射線療法と組み合わせた本発明
の抗Notch1抗体の投与を伴う。抗Notch1抗体による治療は、放射線療法の施行の前に、そ
れと同時に、またはその後に行うことができる。医療の当業者は、そのような放射線療法
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の施行スケジュールを決定することができる。
【０１２１】
　もう1つの局面において、本発明は、抗Notch1抗体による治療を受けている対象をモニ
ターする方法であって、治療を受けている対象由来の試料におけるバイオマーカーのレベ
ルを決定する段階、および試料におけるバイオマーカーのレベルを所定のバイオマーカー
のレベルと比較する段階を含む方法を提供する。いくつかの態様において、試料における
バイオマーカーのレベルが所定のバイオマーカーのレベルと比較して低いことにより、治
療の正の効果が指し示される。治療の正の効果には、腫瘍のサイズの縮小、腫瘍の数の減
少、転移の数の減少、疼痛の減少、腫瘍サイズの安定化、または腫瘍数の安定化などが非
限定的に含まれうる。多くの型の癌で乳酸デヒドロゲナーゼ（LDH）レベルが上昇してお
り、LDHレベルを測定することは治療のモニタリングに役立つ。したがって、いくつかの
態様において、対象は、所定のレベルまたは正常レベルと比較して高いLDHレベルを有す
る。いくつかの態様において、腺様嚢胞癌の治療のために抗Notch1抗体を投与される対象
をモニターする方法は、治療後の対象由来の試料における乳酸デヒドロゲナーゼ（LDH）
のレベルを決定する段階、および試料におけるLDHのレベルを治療前の対象由来のLDHの所
定のレベルと比較する段階を含む。いくつかの態様において、腺様嚢胞癌の治療のために
抗Notch1抗体を投与される対象をモニターする方法は、治療を受けている対象から試料を
入手する段階、試料におけるLDHのレベルを決定する段階、および試料におけるLDHのレベ
ルを治療前の対象由来のLDHの所定のレベルと比較する段階を含む。いくつかの態様にお
いて、腺様嚢胞癌の治療のために抗Notch1抗体を投与される対象をモニターする方法は、
治療を受けている対象から試料を入手する段階、試料におけるLDHのレベルを決定する段
階、および試料におけるLDHのレベルを治療前の対象由来のLDHの所定のレベルと比較する
段階を含み、そのLDHのレベルが低いことによって治療の正の効果が指し示される。いく
つかの態様において、試料は血液、血清、または血漿である。
【０１２２】
III．Notch1結合物質
　本発明は、ヒトNotch1と特異的に結合する作用物質、そのような結合物質を含む組成物
、および癌を治療するためにそのような結合物質を用いるための方法を提供する。ある態
様において、本発明は、Notch1と結合する作用物質、および腺癌を治療するために結合物
質を用いる方法を提供する。ある態様において、Notch1結合物質は腺癌の増殖を阻害する
。ある態様において、Notch1結合物質は、腺様嚢胞癌を治療するために用いられる。ある
態様において、Notch1結合物質は腺様嚢胞癌の増殖を阻害する。ある態様において、Notc
h1結合物質は、ヒトNotch1と特異的に結合する抗体である（抗Notch1抗体）。いくつかの
態様において、抗Notch1抗体は、ヒトNotch1の細胞外ドメインと特異的に結合する。いく
つかの態様において、抗Notch1抗体は、ヒトNotch1の細胞外ドメインの非リガンド結合性
膜基部領域と特異的に結合する。いくつかの態様において、抗Notch1抗体は、アミノ酸約
1427からアミノ酸約1732までを含むヒトNotch1の領域と結合する。いくつかの態様におい
て、抗Notch1抗体は、SEQ ID NO：2を含む領域と結合する。いくつかの態様において、抗
Notch1抗体は、SEQ ID NO：2の内部の領域と特異的に結合する。いくつかの態様において
、抗Notch1抗体は、SEQ ID NO：2を含む領域の内部のエピトープと特異的に結合する。
【０１２３】
　ある態様において、ヒトNotch1と特異的に結合する抗体は、抗体OMP-52M51のCDRのうち
1つ、2つ、3つ、4つ、5つ、および／または6つを含む（表1参照）。いくつかの態様にお
いて、抗体は、OMP-52M51のCDRのうち1つまたは複数、OMP-52M51のCDRのうち2つまたはよ
り多く、OMP-52M51のCDRのうち3つまたはより多く、OMP-52M51のCDRのうち4つまたはより
多く、OMP-52M51のCDRのうち5つまたはより多く、またはOMP-52M51のCDRのうち6つすべて
を含む。いくつかの態様において、抗体は、CDR当たり最大で4つ（すなわち、0個、1つ、
2つ、3つまたは4つ）のアミノ酸置換を有するCDRを含む。ある態様において、重鎖CDRは
重鎖可変領域内に含まれる。ある態様において、軽鎖CDRは軽鎖可変領域内に含まれる。
【０１２４】
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【表１】

【０１２５】
　ある態様において、ヒトNotch1と結合する抗体は、（a）

を含む重鎖CDR1、

を含む重鎖CDR2、および

を含む重鎖CDR3、ならびに／または（b）

を含む軽鎖CDR1、

を含む軽鎖CDR2、および

を含む軽鎖CDR3を含む。いくつかの態様において、ヒトNotch1と結合する抗体は、（a）

を含む重鎖CDR1、または1つ、2つ、3つもしくは4つのアミノ酸置換を含むそれらの変異体
；（b）

を含む重鎖CDR2、または1つ、2つ、3つもしくは4つのアミノ酸置換を含むそれらの変異体
；および（c）

を含む重鎖CDR3、または1つ、2つ、3つもしくは4つのアミノ酸置換を含むそれらの変異体
、を含む重鎖可変領域を含む。他の態様において、ヒトNotch1と結合する抗体は、（a）

を含む軽鎖CDR1、または1つ、2つ、3つもしくは4つのアミノ酸置換を含むそれらの変異体
；（b）

を含む軽鎖CDR2、または1つ、2つ、3つもしくは4つのアミノ酸置換を含むそれらの変異体
；および（c）
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を含む軽鎖CDR3、または1つ、2つ、3つもしくは4つのアミノ酸置換を含むそれらの変異体
、を含む軽鎖可変領域を含む（またはさらに含む）。いくつかの態様において、アミノ酸
置換は保存的アミノ酸置換である。
【０１２６】
　いくつかの態様において、ヒトNotch1と結合する抗体は、SEQ ID NO：8に対して少なく
とも約90％の配列同一性を有する重鎖可変領域、および／またはSEQ ID NO：14に対して
少なくとも約90％の配列同一性を有する軽鎖可変領域を含む。いくつかの態様において、
ヒトNotch1と結合する抗体は、SEQ ID NO：8に対して少なくとも約95％、少なくとも約97
％もしくは少なくとも約99％の配列同一性を有する重鎖可変領域、および／またはSEQ ID
 NO：14に対して少なくとも約95％、少なくとも約97％もしくは少なくとも約99％の配列
同一性を有する軽鎖可変領域を含む。いくつかの態様において、ヒトNotch1と結合する抗
体は、SEQ ID NO：8に対して少なくとも約95％の配列同一性を有する重鎖可変領域、およ
び／またはSEQ ID NO：14に対して少なくとも約95％の配列同一性を有する軽鎖可変領域
を含む。いくつかの態様において、ヒトNotch1と結合する抗体は、SEQ ID NO：8を含む重
鎖可変領域および／またはSEQ ID NO：14を含む軽鎖可変領域を含む。いくつかの態様に
おいて、ヒトNotch1と結合する抗体は、SEQ ID NO：8を含む重鎖可変領域およびSEQ ID N
O：14を含む軽鎖可変領域を含む。いくつかの態様において、抗体はモノクローナル抗体
または抗体断片である。
【０１２７】
　いくつかの態様において、ヒトNotch1と結合する抗体は、SEQ ID NO：26に対して少な
くとも約90％の配列同一性を有する重鎖可変領域、および／またはSEQ ID NO：32に対し
て少なくとも約90％の配列同一性を有する軽鎖可変領域を含む。いくつかの態様において
、ヒトNotch1と結合する抗体は、SEQ ID NO：26に対して少なくとも約95％、少なくとも
約97％もしくは少なくとも約99％の配列同一性を有する重鎖可変領域、および／またはSE
Q ID NO：32に対して少なくとも約95％、少なくとも約97％もしくは少なくとも約99％の
配列同一性を有する軽鎖可変領域を含む。いくつかの態様において、ヒトNotch1と結合す
る抗体は、SEQ ID NO：26に対して少なくとも約95％の配列同一性を有する重鎖可変領域
、および／またはSEQ ID NO：32に対して少なくとも約95％の配列同一性を有する軽鎖可
変領域を含む。いくつかの態様において、ヒトNotch1と結合する抗体は、SEQ ID NO：26
を含む重鎖可変領域および／またはSEQ ID NO：32を含む軽鎖可変領域を含む。いくつか
の態様において、ヒトNotch1と結合する抗体は、SEQ ID NO：26を含む重鎖可変領域およ
びSEQ ID NO：32を含む軽鎖可変領域を含む。いくつかの態様において、抗体はモノクロ
ーナル抗体または抗体断片である。
【０１２８】
　いくつかの態様において、ヒトNotch1と結合する抗体は、SEQ ID NO：26に対して少な
くとも約90％の配列同一性を有する重鎖可変領域、および／またはSEQ ID NO：38に対し
て少なくとも約90％の配列同一性を有する軽鎖可変領域を含む。いくつかの態様において
、ヒトNotch1と結合する抗体は、SEQ ID NO：26に対して少なくとも約95％、少なくとも
約97％もしくは少なくとも約99％の配列同一性を有する重鎖可変領域、および／またはSE
Q ID NO：38に対して少なくとも約95％、少なくとも約97％もしくは少なくとも約99％の
配列同一性を有する軽鎖可変領域を含む。いくつかの態様において、ヒトNotch1と結合す
る抗体は、SEQ ID NO：26に対して少なくとも約95％の配列同一性を有する重鎖可変領域
、および／またはSEQ ID NO：38に対して少なくとも約95％の配列同一性を有する軽鎖可
変領域を含む。いくつかの態様において、ヒトNotch1と結合する抗体は、SEQ ID NO：26
を含む重鎖可変領域および／またはSEQ ID NO：38を含む軽鎖可変領域を含む。いくつか
の態様において、ヒトNotch1と結合する抗体は、SEQ ID NO：26を含む重鎖可変領域およ
びSEQ ID NO：38を含む軽鎖可変領域を含む。いくつかの態様において、抗体はモノクロ
ーナル抗体または抗体断片である。
【０１２９】
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　いくつかの態様において、Notch1結合物質は、ブダペスト条約の規定に基づいて2008年
8月7日にAmerican Type Culture Collection（ATCC）, 10801 University Boulevard，Ma
nassas，VA，USAに寄託され、番号PTA-9405が割り当てられたハイブリドーマ細胞株によ
って産生される抗体、OMP-52M51（52M51とも称される）である。いくつかの態様において
、抗体はOMP-52M51のヒト化バージョンである。いくつかの態様において、抗体は、ブダ
ペスト条約の規定に基づいて2008年10月15日にATCC, 10801 University Boulevard，Mana
ssas，VA，USAに寄託され、番号PTA-9549が割り当てられたプラスミドによってコードさ
れる、OMP-52M51のヒト化バージョン、「OMP-52M51-H4L3」である。いくつかの態様にお
いて、抗体は、OMP-52M51のヒト化バージョン、「OMP-52M51-H4L4」である。いくつかの
態様において、本発明は、抗体OMP-52M51が結合するエピトープと同じエピトープと結合
する抗体を提供する。他の態様において、本発明は、前述の局面のそれぞれのいくつかの
態様、ならびに本明細書の他所に記載された他の局面および態様において、本方法は、ヒ
トNotch1の細胞外ドメインの非リガンド結合性膜基部領域に対する特異的結合をめぐって
、前述の態様および／または局面、ならびに本明細書の他所に記載された他の局面／態様
に記載された抗体のいずれかと競合する抗体を提供する。
【０１３０】
　本発明は、抗体および抗体の断片を非限定的に含む、種々のポリペプチドを提供する。
ある態様において、ポリペプチドは単離されている。いくつかの態様において、ポリペプ
チドは実質的に純粋である。
【０１３１】
　ある態様において、ポリ本発明のペプチドは、SEQ ID NO：4、SEQ ID NO：6、SEQ ID N
O：8、SEQ ID NO：10、SEQ ID NO：12、SEQ ID NO：14、SEQ ID NO：22、SEQ ID NO：23
、SEQ ID NO：25 SEQ ID NO：26、SEQ ID NO：28、SEQ ID NO：29、SEQ ID NO：31、SEQ 
ID NO：32、SEQ ID NO：34、SEQ ID NO：35、SEQ ID NO：37、またはSEQ ID NO：38の配
列を含む（シグナル／リーダー配列を伴うかまたは伴わない）、組換えポリペプチド、天
然ポリペプチド、または合成ポリペプチドであってよい。いくつかの態様において、ポリ
ペプチドは、SEQ ID NO：4、SEQ ID NO：10、SEQ ID NO：22、SEQ ID NO：23、SEQ ID NO
：28、SEQ ID NO：29、SEQ ID NO：34、および／またはSEQ ID NO：35にそれぞれ提供さ
れた（シグナル／リーダーシグナル配列を伴うかまたは伴わない）、重鎖および／または
軽鎖を含む。ある態様において、ポリペプチドは抗体である。ある態様において、ポリペ
プチドはヒトNotch1と特異的に結合する。ある態様において、ポリペプチドはヒトNotch1
の細胞外ドメインと特異的に結合する。ある態様において、ポリペプチドは、ヒトNotch1
の細胞外ドメインの非リガンド結合性膜基部領域と特異的に結合する。ある態様において
、ポリペプチドは、SEQ ID NO：8を含む重鎖可変領域配列およびSEQ ID NO：14を含む軽
鎖可変領域配列を含む。ある態様において、ポリペプチドは、SEQ ID NO：26を含む重鎖
可変領域配列およびSEQ ID NO：32を含む軽鎖可変領域配列を含む。ある態様において、
ポリペプチドは、SEQ ID NO：26を含む重鎖可変領域配列およびSEQ ID NO：38を含む軽鎖
可変領域配列を含む。ある態様において、ポリペプチドは抗体である。
【０１３２】
　本発明のポリペプチドは、SEQ ID NO：8のポリペプチド、ならびにSEQ ID NO：8に対し
て少なくとも90％の配列同一性、およびSEQ ID NO：8に対して少なくとも95％の配列同一
性を有するポリペプチドを含んでよく、さらに他の態様において、SEQ ID NO：8に対して
少なくとも96％、97％、98％または99％の配列同一性を有するポリペプチドを含んでよい
。本発明のポリペプチドは、SEQ ID NO：14のポリペプチド、ならびにSEQ ID NO：14に対
して少なくとも90％の配列同一性、およびSEQ ID NO：14に対して少なくとも95％の配列
同一性を有するポリペプチドを含んでよく、さらに他の態様において、SEQ ID NO：14に
対して少なくとも96％、97％、98％または99％の配列同一性を有するポリペプチドを含ん
でよい。
【０１３３】
　本発明のポリペプチドは、SEQ ID NO：26のポリペプチド、ならびにSEQ ID NO：26に対
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して少なくとも90％の配列同一性、およびSEQ ID NO：26に対して少なくとも95％の配列
同一性を有するポリペプチドを含んでよく、さらに他の態様において、SEQ ID NO：26に
対して少なくとも96％、97％、98％または99％の配列同一性を有するポリペプチドを含ん
でよい。本発明のポリペプチドは、SEQ ID NO：32のポリペプチド、ならびにSEQ ID NO：
32に対して少なくとも90％の配列同一性、およびSEQ ID NO：32に対して少なくとも95％
の配列同一性を有するポリペプチドを含んでよく、さらに他の態様において、SEQ ID NO
：32に対して少なくとも96％、97％、98％または99％の配列同一性を有するポリペプチド
を含んでよい。本発明のポリペプチドは、SEQ ID NO：38のポリペプチド、ならびにSEQ I
D NO：38に対して少なくとも90％の配列同一性、およびSEQ ID NO：38に対して少なくと
も95％の配列同一性を有するポリペプチドを含んでよく、さらに他の態様において、SEQ 
ID NO：38に対して少なくとも96％、97％、98％または99％の配列同一性を有するポリペ
プチドを含んでよい。
【０１３４】
　ある態様において、Notch1結合物質（例えば、抗体）はNotch1と結合して、Notch1活性
をモジュレートする。いくつかの態様において、Notch1結合物質はアンタゴニストであり
、Notch1活性をモジュレートする。
【０１３５】
　ある態様において、Notch1結合物質（例えば、抗体）はNotch1のアンタゴニストであり
、Notch1活性を阻害する。ある態様において、Notch1結合物質は、結合を受けたヒトNotc
h1の活性の少なくとも約10％、少なくとも約20％、少なくとも約30％、少なくとも約50％
、少なくとも約75％、少なくとも約90％、または約100％を阻害する。いくつかの態様に
おいて、Notch1結合物質は、突然変異したNotch1の活性を阻害する。いくつかの態様にお
いて、Notch1結合物質は、構成的に活性化されているNotch1の活性を阻害する。いくつか
の態様において、突然変異したNotch1は腺癌中にある。ある態様において、突然変異した
Notch1は腺様嚢胞癌中にある。
【０１３６】
　ある態様において、Notch1結合物質（例えば、抗体）は、Notchシグナル伝達を阻害す
る。Notchシグナル伝達を阻害するNotch1結合物質は、ある態様において、1つまたは複数
のNotchによるシグナル伝達を阻害してもよいが、すべてのNotchによるシグナル伝達を必
ずしも阻害する必要はないことが理解されよう。ある代替的な態様において、すべてのヒ
トNotchによるシグナル伝達が阻害されてもよい。ある態様においては、Notch1、Notch2
、Notch3およびNotch4からなる群より選択される1つまたは複数のNotchによるシグナル伝
達が阻害される。ある態様において、Notch1結合物質によるNotchシグナル伝達の阻害は
、Notch1シグナル伝達のレベルの少なくとも約10％、少なくとも約25％、少なくとも約50
％、少なくとも約75％、少なくとも約90％、または少なくとも約95％の低下である。
【０１３７】
　ある態様において、Notch1結合物質（例えば、抗体）は、Notch活性化を阻害する。Not
chシグナル活性化を阻害するNotch1結合物質は、ある態様において、1つまたは複数のNot
chの活性化を阻害してもよいが、すべてのNotchの活性化を必ずしも阻害する必要はない
ことが理解されよう。ある代替的な態様において、すべてのヒトNotchの活性化が阻害さ
れてもよい。ある態様においては、Notch1、Notch2、Notch3およびNotch4からなる群より
選択される1つまたは複数のNotchの活性化が阻害される。ある態様において、Notch1結合
物質によるNotch活性化の阻害は、Notch1活性化のレベルの少なくとも約10％、少なくと
も約25％、少なくとも約50％、少なくとも約75％、少なくとも約90％、または少なくとも
約95％の低下である。
【０１３８】
　Notch1結合物質（またはNotch1結合物質の候補）がNotch活性化を阻害するか否かを判
定するためのインビボおよびインビトロのアッセイは、当技術分野において公知である。
いくつかの態様において、ホタルルシフェラーゼレポーター遺伝子の上流にTCF結合ドメ
インの複数のコピーを含むTCF／Lucレポーターベクターを利用する細胞ベースのルシフェ
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ラーゼレポーターアッセイを、インビトロでNotchシグナル伝達レベルを測定するために
用いてもよい。他の態様において、ホタルルシフェラーゼレポーター遺伝子の上流にCBF
結合ドメインを含むCBF／Lucレポーターベクターを利用する細胞ベースのルシフェラーゼ
レポーターアッセイを用いてもよい。Notch1結合物質の存在下でNotchリガンドによって
誘導されるNotch活性化のレベルを、Notch1結合物質の非存在下でNotchリガンドによって
誘導されるNotch活性化のレベルと比較する。
【０１３９】
　ある態様において、Notch1結合物質（例えば、抗体）は、以下の効果のうち1つまたは
複数を有する：癌細胞の増殖を阻害する、癌細胞の成長を阻害する、癌細胞の転移を防止
するかまたは減少させる、腫瘍または癌における癌性幹細胞の頻度を低下させる、癌細胞
の細胞死（例えば、アポトーシスによる）を誘発する、癌細胞集団における癌性幹細胞の
頻度を低下させることによって癌細胞の腫瘍形成能を低下させる、腫瘍形成性細胞を非腫
瘍形成状態に分化させる、または患者の生存期間を延長する。
【０１４０】
　ある態様において、Notch1結合物質（例えば、抗体）は、癌細胞の増殖を阻害すること
ができる。ある態様において、Notch1結合物質は、インビトロでの癌細胞の増殖を阻害す
ることができる（例えば、インビトロで癌細胞を抗体と接触させる）。ある態様において
、Notch1結合物質は、インビボで癌増殖を阻害することができる（例えば、異種移植マウ
スモデルおよび／または癌を有するヒトにおいて）。
【０１４１】
　ある態様において、Notch1結合物質（例えば、抗体）は、腺癌の腫瘍形成能を低下させ
ることができる。ある態様において、Notch1結合物質（例えば、抗体）は、腺様嚢胞癌の
腫瘍形成能を低下させることができる。ある態様において、Notch1結合物質または抗体は
、マウス異種移植モデルなどの動物モデルにおいて癌性幹細胞を含む癌の腫瘍形成能を低
下させることができる。いくつかの態様において、Notch1結合物質は、癌における癌性幹
細胞の頻度を低下させることによって癌の腫瘍形成能を低下させることができる。ある態
様において、癌における癌性幹細胞の数または頻度は、少なくとも約2分の1、約3分の1、
約5分の1、約10分の1、約50分の1、約100分の1、または約1000分の1に低下する。ある態
様において、癌性幹細胞の頻度の低下は、動物モデルを用いる限界希釈アッセイ（LDA）
によって決定される。腫瘍における癌性幹細胞の数または頻度の低下を決定するための限
界希釈アッセイの使用に関する例および手引きは、例えば、国際公開公報第WO2008／0422
36号、ならびに米国特許出願公開第2008／0064049号および2008／0178305号に記載がある
。
【０１４２】
　ある態様において、Notch1結合物質または抗体は、抗体依存性細胞傷害作用（ADCC）を
介して、Notch1を発現する細胞の細胞死を媒介する。ADCCは、抗体のFc部分を認識するエ
フェクター細胞による細胞溶解を伴う。例えば、多くのリンパ球、単球、組織マクロファ
ージ、顆粒球および好酸球がFc受容体を有しており、細胞溶解を媒介することができる。
【０１４３】
　ある態様において、抗Notch1抗体は、ヒトNotch1と、約1μMもしくはそれ未満、約100n
Mもしくはそれ未満、約40nMもしくはそれ未満、約20nMもしくはそれ未満、約10nMもしく
はそれ未満、約1nMもしくはそれ未満、約0.5nMもしくはそれ未満、または約0.1nMもしく
はそれ未満の解離定数（KD）で結合する。ある態様において、抗Notch1抗体は、ヒトNotc
h1と、約1nMまたはそれ未満のKDで結合する。ある態様において、抗Notch1抗体は、ヒトN
otch1と、約0.8nMまたはそれ未満のKDで結合する。ある態様において、抗Notch1抗体は、
ヒトNotch1と、約0.6nMまたはそれ未満のKDで結合する。ある態様において、抗Notch1抗
体は、ヒトNotch1と、約0.5nMまたはそれ未満のKDで結合する。ある態様において、抗Not
ch1抗体は、ヒトNotch1と、約0.4nMまたはそれ未満のKDで結合する。ある態様において、
抗Notch1抗体は、ヒトNotch1と、約0.3nMまたはそれ未満のKDで結合する。いくつかの態
様において、KDは表面プラズモン共鳴によって測定される。いくつかの態様において、抗
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体のNotch1に対する解離定数は、Biacoreチップ上に固定化されたNotch1の細胞外ドメイ
ンを含むNotch融合タンパク質（例えば、Notch1 ECD-Fc融合タンパク質）を用いて決定さ
れる解離定数である。
【０１４４】
　ある態様において、抗Notch1抗体は、ヒトNotch1と、約1μMもしくはそれ未満、約100n
Mもしくはそれ未満、約40nMもしくはそれ未満、約20nMもしくはそれ未満、約10nMもしく
はそれ未満、または約1nMもしくはそれ未満の半値有効濃度（EC50）で結合する。ある態
様において、抗Notch1抗体は、ヒトNotch1と、約40nMもしくはそれ未満、約20nMもしくは
それ未満、約10nMもしくはそれ未満、または約1nMもしくはそれ未満のEC50で結合する。
【０１４５】
　いくつかの態様において、抗Notch1抗体は組換え抗体である。いくつかの態様において
、抗Notch1抗体はキメラ抗体である。ある態様において、抗Notch1抗体はIgG抗体である
。いくつかの態様において、抗Notch1抗体はIgG1抗体である。いくつかの態様において、
抗Notch1抗体はIgG2抗体である。ある態様において、抗Notch1抗体はモノクローナル抗体
である。ある態様において、抗Notch1抗体はヒト化抗体である。ある態様において、抗No
tch1抗体はヒト抗体である。ある態様において、抗Notch1抗体は、抗原結合部位を含む抗
体断片である。
【０１４６】
　いくつかの態様において、抗Notch1抗体はポリクローナル抗体である。ポリクローナル
抗体は、任意の公知の方法によって調製することができる。いくつかの態様において、ポ
リクローナル抗体は、関連抗原（例えば、精製ペプチド断片、完全長組換えタンパク質、
融合タンパク質など）の複数回の皮下注射または腹腔内注射により、動物（例えば、ウサ
ギ、ラット、マウス、ヤギ、ロバなど）に免疫処置を行うことによって調製される。抗原
を任意で、キーホールリンペットヘモシアニン（KLH）または血清アルブミンなどの担体
タンパク質とコンジュゲートさせてもよい。抗原（担体タンパク質を伴うかまたは伴わな
い）を滅菌食塩水中に希釈し、通常はアジュバント（例えば、完全フロイントアジュバン
トまたは不完全フロイントアジュバント）と組み合わせて安定な乳濁液を形成させる。十
分な期間の後に、免疫処置した動物の血液、腹水などからポリクローナル抗体を回収する
。ポリクローナル抗体は、アフィニティークロマトグラフィー、イオン交換クロマトグラ
フィー、ゲル電気泳動、および透析を非限定的に含む、当技術分野において標準的な方法
に従って、血清または腹水から精製することができる。
【０１４７】
　いくつかの態様において、抗Notch1抗体はモノクローナル抗体である。いくつかの態様
において、モノクローナル抗体は、当業者に公知のハイブリドーマ法を用いて調製される
。ハイブリドーマ法を用いる場合は、マウス、ハムスター、または他の適切な宿主動物に
対して上記のように免疫処置を行い、免疫抗原と特異的に結合すると考えられる抗体を産
生するようにリンパ球を誘発する。いくつかの態様においては、リンパ球にインビトロで
免疫処置を行う。いくつかの態様において、免疫抗原（例えば、Notchタンパク質）はヒ
トタンパク質またはその一部分である。いくつかの態様において、免疫抗原（例えば、No
tchタンパク質）はマウスタンパク質またはその一部分である。いくつかの態様において
、免疫抗原はヒトNotchタンパク質の細胞外ドメインである。いくつかの態様において、
免疫抗原はマウスNotchタンパク質の細胞外ドメインである。いくつかの態様において、
マウスはヒト抗原による免疫処置を受ける。いくつかの態様において、マウスはマウス抗
原による免疫処置を受ける。
【０１４８】
　免疫処置の後に、リンパ球を単離し、例えばポリエチレングリコールを用いて、適した
骨髄腫細胞株と融合させる。当技術分野において公知の特殊な培地を用いてハイブリドー
マ細胞を選別するが、融合していないリンパ球および骨髄腫細胞はこの選別過程を生き延
びることができない。標的抗原を対象とするモノクローナル抗体を産生するハイブリドー
マは、免疫沈降法、イムノブロット法、およびインビトロ結合アッセイ（例えば、フロー
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サイトメトリー、酵素結合免疫吸着アッセイ（ELISA）、またはラジオイムノアッセイ（R
IA））を非限定的に含む、種々の手法によって同定することができる。ハイブリドーマは
、インビトロの組織培養下で標準的な方法を用いて、またはインビボで宿主動物における
腹水として増やすことができる。モノクローナル抗体は、アフィニティークロマトグラフ
ィー、イオン交換クロマトグラフィー、ゲル電気泳動、および透析を非限定的に含む、当
技術分野において標準的な方法に従って、培養培地または腹水から精製することができる
。
【０１４９】
　いくつかの態様において、モノクローナル抗体は、当業者に公知の組換えDNA手法を用
いて作製することができる。いくつかの態様においては、モノクローナル抗体をコードす
るポリヌクレオチドを、成熟B細胞またはハイブリドーマ細胞から、例えば、抗体の重鎖
および軽鎖をコードする遺伝子を特異的に増幅するオリゴヌクレオチドプライマーを用い
るRT-PCRによって単離し、それらの配列を従来の手順を用いて決定する。重鎖および軽鎖
をコードする単離されたポリヌクレオチドを、通常であれば免疫グロブリンタンパク質を
産生しない宿主細胞、例えば、大腸菌（E. coli）細胞、サルCOS細胞、チャイニーズハム
スター卵巣（CHO）細胞、または骨髄腫細胞にトランスフェクトされた時にモノクローナ
ル抗体を産生する、適した発現ベクター中にクローニングする。ある態様において、組換
えモノクローナル抗体またはその断片は、所望の種の可変ドメイン領域またはCDRを発現
するファージディスプレイライブラリーから単離することができる。
【０１５０】
　モノクローナル抗体をコードするポリヌクレオチドを、例えば、代替的な抗体を作製す
るために組換えDNA技術を用いることによって、改変することができる。いくつかの態様
においては、例えばマウスモノクローナル抗体の軽鎖および重鎖の定常ドメインによって
、例えばヒト抗体のものを置換してキメラ抗体を作製すること、または非免疫グロブリン
ポリペプチドを置換して融合タンパク質を作製することができる。いくつかの態様におい
ては、モノクローナル抗体の所望の抗体断片を作製するために、定常領域を短縮または除
去する。いくつかの態様においては、可変領域の部位指定突然変異誘発または高密度突然
変異誘発を用いて、モノクローナル抗体の特異性、親和性、および／または他の生物学的
特性を最適化することができる。いくつかの態様において、いくつかの態様においては、
CDRの部位指定突然変異誘発を用いて、モノクローナル抗体の特異性、親和性、および／
または他の生物学的特性を最適化することができる。
【０１５１】
　いくつかの態様において、抗Notch1抗体はヒト化抗体である。典型的には、ヒト化抗体
は、CDR由来の残基が、当業者に公知の方法によって、所望の特異性、親和性、および／
または結合能を有する非ヒト種（例えば、マウス、ラット、ウサギ、ハムスター等）のCD
R由来の残基によって置き換えられたヒト免疫グロブリンである。いくつかの態様におい
て、ヒト免疫グロブリンのFvフレームワーク領域残基は、所望の特異性、親和性、および
／または結合能を有する非ヒト種由来の抗体における対応する残基によって置き換えられ
る。いくつかの態様において、ヒト化抗体は、抗体の特異性、親和性、および／または能
力を改良および最適化するために、Fvフレームワーク領域および／または置き換えられた
非ヒト残基のいずれかにおけるさらなる残基の置換によって、さらに改変されうる。一般
に、ヒト化抗体は、非ヒト免疫グロブリンに対応するCDRのすべてまたは実質的にすべて
を含む、少なくとも1つ、典型的には2つまたは3つの可変ドメイン領域のすべてまたは実
質的にすべてを含むが、一方、フレームワーク領域のすべてまたは実質的にすべては、ヒ
ト免疫グロブリン配列のものである。いくつかの態様において、ヒト化抗体はまた、免疫
グロブリンの定常領域またはドメイン（Fc）、典型的にはヒト免疫グロブリンのものの少
なくとも一部分も含みうる。ある態様において、そのようなヒト化抗体は治療的に用いら
れるが、これは、それらはヒト対象に投与された時に抗原性およびHAMA（ヒト抗マウス抗
体）反応が低下する可能性があるためである。当業者は、公知の手法に従って、免疫原性
の低下した機能的なヒト化抗体を得ることができるであろう。
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【０１５２】
　ある態様において、抗Notch1抗体はヒト抗体である。ヒト抗体は、当技術分野において
公知のさまざまな手法を用いて直接調製することができる。いくつかの態様において、ヒ
ト抗体は、インビトロで免疫処置を受けた不死化ヒトBリンパ球から、または免疫処置を
受けた個体から単離したリンパ球から作製することができる。いずれの場合にも、標的抗
原を対象とする抗体を産生する細胞を作製して単離することができる。
【０１５３】
　いくつかの態様において、ヒト抗体はファージライブラリーから選択することができ、
ここでこのファージライブラリーはヒト抗体を発現する。ファージディスプレイ技術を用
いることで、免疫処置を受けていないドナー由来の免疫グロブリン可変ドメイン遺伝子レ
パートリーから、ヒト抗体および抗体断片をインビトロで生成させることができる。抗体
ファージライブラリーの作製および使用のためのさまざまな手法が当技術分野において周
知である。
【０１５４】
　抗体がひとたび同定されれば、鎖シャッフリングおよび部位指定突然変異誘発を非限定
的に含む、当技術分野において公知の親和性成熟戦略を、高親和性ヒト抗体を作製するた
めに利用することができる。
【０１５５】
　いくつかの態様において、ヒト抗体は、ヒト免疫グロブリン遺伝子座を含むトランスジ
ェニックマウスにおいて作り出すことができる。免疫処置を受けると、これらのマウスは
内因性免疫グロブリン産生を伴わずにヒト抗体の全レパートリーを産生することができる
。
【０１５６】
　ある態様において、抗Notch1抗体は二重特異性抗体である。二重特異性抗体は、少なく
とも2種類の異なるエピトープを特異的に認識して、それと結合することができる。異な
るエピトープは同じ分子内にあってもよく、または異なる分子上にあってもよい。いくつ
かの態様において、抗体は、第1の抗原標的を発現する細胞に細胞防御機構を集中させる
ために、第1の抗原標的（例えば、Notch1）に加えて、白血球上のエフェクター分子（例
えば、CD2、CD3、CD28、もしくはB7）またはFc受容体（例えば、CD64、CD32、もしくはCD
16）といった第2の抗原標的も特異的に認識して結合することができる。いくつかの態様
において、これらの抗体を用いて、特定の標的抗原、例えばNotchタンパク質などを発現
する細胞に細胞傷害性物質を向かわせることができる。これらの抗体は、抗原結合アーム
と、細胞傷害性物質または放射性核種キレート剤、例えばEOTUBE、DPTA、DOTA、もしくは
TETAなどと結合するアームとを保有する。ある態様において、抗体は、血管新生に影響を
与えるために使用しうる。ある態様において、二重特異性抗体は、Notch1ならびにVEGFと
特異的に結合する。ある態様において、二重特異性抗体は、Notch1、ならびにNotchリガ
ンド（例えば、DLL4、Jagged1もしくはJagged2）、またはNotch2、Notch3、およびNotch4
からなる群より選択される少なくとも1つの他のNotch受容体と特異的に結合する。
【０１５７】
　二重特異性抗体を作り出すための技法は当業者に公知であり、例えば、Millstein et a
l., 1983, Nature, 305:537-539；Brennan et al., 1985, Science, 229:81；Suresh et 
al, 1986, Methods in Enzymol, 121:120；Traunecker et al., 1991, EMBO J., 10:3655
-3659；Shalaby et al., 1992, J. Exp. Med., 175:217-225；Kostelny et al., 1992, J
. Immunol., 148:1547-1553；Gruber et al., 1994, J. Immunol, 152:5368；米国特許第
5,731,168号、および米国特許出願公開第2011／0123532号を参照されたい。二重特異性抗
体は無傷の抗体であってもよく、または抗体断片であってもよい。三価以上の結合価を有
する抗体も想定している。例えば、三重特異性抗体を調製することができる（Tutt et al
., 1991, J. Immunol., 147:60）。したがって、ある態様において、Notch1に対する抗体
は多重特異性である。
【０１５８】
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　ある態様において、本明細書に記載の抗Notch1抗体は、単一特異性であってよい。例え
ば、ある態様において、抗体が含む1つまたは複数の抗原結合部位のそれぞれは、Notch1
上の相同なエピトープと結合することができる（または結合する）。
【０１５９】
　ある態様において、抗Notch1抗体は抗体断片である。抗体断片は無傷の抗体とは異なる
機能または能力を有してもよく；例えば、抗体断片の腫瘍浸透性が増大していてもよい。
無傷の抗体のタンパク質分解消化を非限定的に含む、抗体断片の生成のためのさまざまな
手法が公知である。いくつかの態様において、抗体断片には、抗体分子のペプシン消化に
よって産生されるF(ab')2断片が含まれる。いくつかの態様において、抗体断片には、F(a
b')2断片のジスルフィド架橋を還元することによって作製されるFab断片が含まれる。他
の態様において、抗体断片には、パパインおよび還元剤による抗体分子の処理によって作
製されるFab断片が含まれる。ある態様において、抗体断片は組換え法によって生産され
る。いくつかの態様において、抗体断片にはFvまたは単鎖Fv（scFv）断片が含まれる。Fa
b、FvおよびscFv抗体断片は大腸菌または他の宿主細胞内で発現させて、それらから分泌
させることができることから、これらの断片の大量生産が可能である。いくつかの態様に
おいて、抗体断片は、本明細書で考察したような抗体ファージライブラリから単離される
。例えば、Fab発現ライブラリの構築のための方法を用いて、Notch1、またはそれらの誘
導体、断片、類似体またはホモログに対する所望の特異性を有するモノクローナルFab断
片の迅速かつ効果的な同定を可能にすることができる。いくつかの態様において、抗体断
片は、線状の抗体断片である。ある態様において、抗体断片は単一特異性または二重特異
性である。ある態様において、抗Notch1抗体はscFvである。さまざまな手法を、Notch1に
対して特異的な単鎖抗体の生産のために用いることができる。
【０１６０】
　特に抗体断片の場合には、その血清中半減期を変更するため（例えば、延長または短縮
するため）に、抗体を改変することがさらに望ましいことがある。これは例えば、抗体断
片内の適切な領域の突然変異による、抗体断片へのサルベージ受容体結合エピトープの組
み入れによって、またはペプチドタグにエピトープを組み入れ、それを続いて抗体断片の
いずれかの端もしくは中央部に融合させること（例えば、DNA合成またはペプチド合成に
よる）によって達成することができる。
【０１６１】
　ヘテロ結合体抗体も本発明の範囲内にある。ヘテロ結合体抗体は、共有結合性に接続さ
れた2つの抗体で構成される。そのような抗体は、例えば、免疫細胞を不必要な細胞に標
的化する目的で提案されている（米国特許第4,676,980号）。また、ヘテロ結合体抗体を
、架橋剤を必要とする方法を含む、合成タンパク質化学における公知の方法を用いてイン
ビトロで調製しうることも想定している。例えば、ジスルフィド交換反応を用いて、また
はチオエステル結合を形成させることによって、イムノトキシンを構築することができる
。この目的のために適した試薬の例には、イミノチオレートおよびメチル-4-メルカプト
ブチリミデートが含まれる。
【０１６２】
　本発明においては、改変抗体、またはそれらの断片が、抗体とヒトNotch1との会合をも
たらすあらゆる種類の可変領域を含みうることが理解されるべきである。いくつかの態様
において、可変領域は、体液性応答を開始して所望の抗原に対する免疫グロブリンを生成
するように誘導しうる、あらゆる種類の哺乳動物を含むか、それに由来してよい可変領域
である。そのため、改変抗体の可変領域は、例えば、ヒト、マウス、非ヒト霊長動物（例
えば、カニクイザル、マカクザルなど）またはウサギ由来であってよい。いくつかの態様
において、改変された免疫グロブリンの可変領域および定常領域は両方ともヒトのもので
ある。他の態様において、適合性のある抗体（通常は、ヒトでない源に由来）の可変領域
を、分子の結合特性を改善するため、または分子の免疫原性を低下させるために操作する
こと、または特異的に適応させることができる。この点に関して、移入アミノ酸配列を含
めることにより、本発明において有用な可変領域をヒト化すること、または他の様式で変
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更することができる。
【０１６３】
　ある態様において、重鎖および軽鎖の両方の可変ドメインは、1つもしくは複数のCDRの
少なくとも部分的な置き換えによって、または必要な場合には、部分的なフレームワーク
領域の置き換えならびに配列改変および／または変更によって変更される。CDRは、フレ
ームワーク領域の由来となった抗体と同じクラス、またはさらには同じサブクラスに由来
してもよいが、CDRが、異なるクラスの抗体、多くは異なる種からの抗体に由来しうるこ
とも想定される。ある可変ドメインの抗原結合能を別の可変ドメインに移行させるために
、CDRのすべてをドナー可変領域由来のCDRのすべてによって置き換えることは必要でない
場合がある。より正確に言えば、抗原結合部位の活性を維持するのに必要な残基を移行さ
せることだけが必要な場合がある。
【０１６４】
　可変領域の変更にかかわらず、当業者は、本発明の改変抗体に、ネイティブ性定常領域
または変更されていない定常領域を含む免疫原性がほぼ同じ抗体と比較して腫瘍局在性の
増大、腫瘍浸透性の増大、血清中半減期の短縮または血清中半減期の延長といった所望の
生化学的特性が得られるように、定常領域ドメインのうち1つまたは複数の少なくとも一
部分が欠失しているか、または他の様式で変更されている抗体（例えば、完全長抗体また
はそれらの抗原結合性断片）が含まれると考えられることを理解するであろう。いくつか
の態様において、改変抗体の定常領域はヒト定常領域を含む。定常領域の改変には、1つ
または複数のドメインにおける1つまたは複数のアミノ酸の付加、欠失、または置換が含
まれる。本明細書に開示された改変抗体は、3つの重鎖定常ドメイン（CH1、CH2またはCH3
）の1つもしくは複数、および／または軽鎖定常ドメイン（CL）に対する変更または改変
を含みうる。いくつかの態様においては、1つまたは複数のドメインが、改変抗体の定常
領域から部分的または完全に欠失している。いくつかの態様においては、CH2ドメイン全
体が除去されている（ΔCH2構築物）。いくつかの態様において、取り除かれた定常領域
ドメインは、存在しない定常領域によって典型的には付与される分子柔軟性の一部を与え
る、短いアミノ酸スペーサー（例えば、10アミノ酸残基）によって置き換えられる。
【０１６５】
　ある態様において、改変抗体は、CH3ドメインが抗体のヒンジ領域と直接融合するよう
に操作される。他の態様においては、ペプチドスペーサーが、ヒンジ領域と改変されたCH
2および／またはCH3ドメインとの間に挿入される。例えば、CH2ドメインが欠失しており
、残りのCH3ドメイン（改変されているか、または改変されていない）が5～20アミノ酸の
スペーサーによってヒンジ領域と接続している構築物を発現させることができる。そのよ
うなスペーサーを付加することにより、確実に、定常ドメインの調節エレメントを障害物
のないアクセス可能な状態に保つこと、またはヒンジ領域を柔軟なままに保つことができ
る。しかし、アミノ酸スペーサーが、場合によっては、免疫原性であって、構築物に対す
る望まれない免疫応答を誘発することが判明する恐れがあることに留意すべきである。し
たがって、ある態様において、構築物に付加されるあらゆるスペーサーは、改変抗体の所
望の生化学的特質を維持するように、比較的非免疫原性であると考えられる。
【０１６６】
　いくつかの態様において、改変抗体は、定常ドメインの部分的欠失、または少数もしく
は単一のアミノ酸の置換のみを有しうる。例えば、CH2ドメインの選択された区域におけ
る単一のアミノ酸の突然変異だけで、Fc結合を大幅に低下させ、それによって腫瘍局在性
および／または腫瘍浸透性を増大させるのに十分な場合がある。同様に、調節しようとす
る特定のエフェクタ機能（例えば、補体C1q結合）を制御する1つまたは複数の定常領域ド
メインの部分を単に欠失させることが望ましい場合もある。定常領域のそのような部分的
欠失により、当該定常領域ドメインに関連する他の望ましい機能をそのままにしておく一
方で、抗体の選択された特性（血清中半減期）が改善される可能性がある。さらに、上に
示唆したように、開示された抗体の定常領域は、結果として得られる構築物のプロファイ
ルを向上させる、1つまたは複数のアミノ酸の突然変異または置換によって改変されても
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よい。この点に関して、改変抗体の構成および免疫原性プロファイルを実質的に維持する
一方で、保存された結合部位（例えば、Fc結合性）によってもたらされる活性を妨害する
ことが可能な場合がある。ある態様において、改変抗体は、エフェクター機能の低下もし
くは増大といった望ましい特徴を強化するように、またはさらに多くのサイトトキシンも
しくは糖質の結び付きをもたらすように、定常領域への1つまたは複数のアミノ酸の付加
を含む。
【０１６７】
　定常領域がいくつかのエフェクター機能を媒介することは、当技術分野において公知で
ある。例えば、補体のC1成分と（抗原と結合した）IgGまたはIgM抗体のFc領域との結合に
より、補体系が活性化される。補体の活性化は、細胞病原体のオプソニン化および溶解に
おいて重要である。補体活性化は炎症反応も刺激し、自己免疫性過敏症にも関与する場合
がある。加えて、抗体のFc領域は、Fc受容体（FcR）を発現する細胞と結合することもで
きる。IgG（γ受容体）、IgE（ε受容体）、IgA（α受容体）およびIgM（μ受容体）を含
む、種々のクラスの抗体に対して特異的な、いくつかのFc受容体がある。抗体と細胞表面
上のFc受容体との結合により、抗体でコーティングされた粒子の貪食および破壊、免疫複
合体の排除、抗体でコーティングされた標的細胞のキラー細胞による溶解、炎症メディエ
ーターの放出、胎盤通過および免疫グロブリン産生の制御を含む、いくつかの重要かつ多
様な生物学的応答が誘発される。
【０１６８】
　ある態様において、抗Notch1抗体はエフェクター機能の変更をもたらし、これが続いて
、投与された抗体の生物学的プロファイルに影響を与える。例えば、いくつかの態様にお
いて、定常領域ドメインの（点突然変異または他の手段を通じての）欠失または不活性化
は、流血中改変抗体（例えば、抗Notch1抗体）のFc受容体との結合を減少させ、それによ
って腫瘍局在性および／または浸透性を増大させることができる。他の態様において、定
常領域の改変は、抗体の血清中半減期を延長させるか、または短縮させる。いくつかの態
様において、定常領域は、腫瘍局在性および／または浸透性の強化が可能になるように、
ジスルフィド結合またはオリゴ糖モイエティーを除去するように改変される。
【０１６９】
　ある態様において、抗Notch1抗体は、1つまたは複数のエフェクター機能を有しない。
いくつかの態様において、抗体は、抗体依存性細胞傷害（ADCC）活性を有しない、かつ／
または補体依存性細胞傷害（CDC）活性を有しない。ある態様において、抗体は、Fc受容
体および／または補体因子と結合しない。ある態様において、抗体はエフェクター機能を
有しない。
【０１７０】
　本発明は、本明細書に記載されるキメラ抗体、ヒト化抗体、およびヒト抗体、またはそ
れらの抗体断片と実質的に相同である変種および同等物をさらに包含する。これらは、例
えば、保存的置換突然変異、すなわち、類似のアミノ酸による1つまたは複数のアミノ酸
の置換を含みうる。
【０１７１】
　本発明の抗Notch1抗体は、当技術分野において公知の任意の方法によって、特異的結合
に関してアッセイすることができる。用いうるイムノアッセイには、例えば、Biacore分
析、FACS分析、免疫蛍光、免疫細胞化学、ウエスタンブロット分析、ラジオイムノアッセ
イ、ELISA法、「サンドイッチ」イムノアッセイ、免疫沈降アッセイ、沈殿反応、ゲル拡
散沈降反応、免疫拡散アッセイ、凝集アッセイ、補体固定アッセイ、免疫放射線測定アッ
セイ、蛍光イムノアッセイ、およびプロテインAイムノアッセイなどの手法を用いる、競
合的アッセイ系および非競合的アッセイ系が非限定的に含まれる。そのようなアッセイは
日常的なものであり、当技術分野において周知である（例えば、Ausubel et al., Editor
s, 1994-present, Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Inc.
, New York, NYを参照）。
【０１７２】
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　例えば、抗Notch1抗体とヒトNotch1との特異的結合は、ELISAを用いて判定しうる。ELI
SAアッセイには、抗原を調製する段階、96ウェルマイクロタイタープレートのウェルを抗
原でコーティングする段階、酵素基質（例えば、西洋ワサビペルオキシダーゼまたはアル
カリホスファターゼ）などの検出可能な化合物とコンジュゲートさせた抗体をウェルに添
加する段階、一定時間にわたってインキュベートする段階、および結合性物質または抗体
の存在を検出する段階が含まれる。いくつかの態様において、抗体は検出可能な化合物と
コンジュゲートされず、その代わりに、抗体を認識する第2の結合抗体がウェルに添加さ
れる。いくつかの態様において、ウェルを抗原でコーティングする代わりに、抗体をウェ
ルにコーティングしてもよく、コーティングされたウェルに抗原を添加した後に、検出可
能な化合物をコンジュゲートさせた第2の抗体を添加する。当業者は、検出されるシグナ
ルを増強するために改変および／または最適化しうるパラメータ、ならびに用いうるELIS
Aの他の変形物に精通しているであろう（例えば、Ausubel et al., Editors, 1994-prese
nt, Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Inc., New York, N
Yを参照）。
【０１７３】
　もう1つの例では、ヒトNotch1に対する抗Notch1抗体の特異的結合を、FACSを用いて決
定しうる。FACSスクリーニングアッセイは、融合タンパク質として抗原を発現するcDNA構
築物を作製する段階、構築物を細胞にトランスフェクトする段階、抗原を細胞の表面上に
発現させる段階、抗Notch1抗体をトランスフェクトされた細胞と混合する段階、およびあ
る時間にわたってインキュベートする段階を含みうる。抗体による結合を受けた細胞は、
検出可能な化合物とコンジュゲートさせた二次抗体（例えば、PE結合抗Fc抗体）およびフ
ローサイトメーターを用いることによって同定しうる。当業者は、検出されるシグナルを
最適化するために改変しうるパラメーター、ならびにスクリーニング（例えば、遮断抗体
に関するスクリーニング）を強化しうるFACSの他の変法について精通しているであろう。
【０１７４】
　抗Notch1抗体の結合親和性および抗体-抗原相互作用の結合-解離速度（on-off rate）
は、競合結合アッセイによって決定することができる。いくつかの態様において、競合結
合アッセイは、漸増量の非標識抗原の存在下における、標識抗原（例えば、3Hまたは125I
）またはその断片もしくは変異体と関心対象の抗体とのインキュベーションと、それに続
く、標識抗原と結合した抗体の検出を含むラジオイムノアッセイである。抗原に対する抗
体の親和性および結合-解離速度は、データからスキャッチャードプロット分析によって
決定することができる。いくつかの態様においては、Biacore速度論的分析を用いて、抗
体、またはNotch1と結合する抗体の結合親和性および結合-解離速度を決定する。Biacore
速度論的分析は、Biacoreチップの表面上に固定化した抗原（例えば、Notchタンパク質）
に対する抗原の結合およびそれからの解離を分析する段階を含む。いくつかの態様におい
て、Biacore速度論的分析は、定性的エピトープ競合結合アッセイにおいて種々の抗体の
結合を決定するために用いられる。
【０１７５】
　したがって、本発明は、ヒトNotch1の細胞外ドメインと結合する抗体を作製するための
方法を提供する。いくつかの態様において、本発明は、ヒトNotch1の細胞外ドメインと結
合する抗体を作製するための方法を提供する。いくつかの態様において、本発明は、ヒト
Notch1の細胞外ドメインの非リガンド結合性膜基部領域と結合する抗体を作製するための
方法を提供する。いくつかの態様において、Notch1と結合する抗体を作製するための方法
は、ハイブリドーマ手法を用いる段階を含む。いくつかの態様において、本方法は、マウ
スNotch1またはヒトNotch1の細胞外ドメインを免疫抗原として用いる段階を含む。いくつ
かの態様において、Notch1と結合する抗体を作製する方法は、ヒトファージライブラリー
をスクリーニングする段階を含む。本発明はさらに、ヒトNotch1と結合する抗体を同定す
る方法を提供する。いくつかの態様において、抗体は、フローサイトメトリー（FACS）に
よる、Notch1に対する結合に関するスクリーニングによって同定される。いくつかの態様
において、抗体は、ヒトNotch1に対する結合に関してスクリーニングされる。いくつかの
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態様において、抗体は、マウスNotch1に対する結合に関してスクリーニングされる。いく
つかの態様において、抗体は、Notch活性化の阻害または遮断に関するスクリーニングに
よって同定される。
【０１７６】
　ある態様において、本明細書に記載の抗体は単離される。ある態様において、本明細書
に記載の抗体は実質的に純粋である。
【０１７７】
　抗Notch1抗体の非限定的な例は、例えば、米国特許第8,435,513号に記載されている。
【０１７８】
　本発明のいくつかの態様において、抗Notch1抗体はポリペプチドである。ポリペプチド
は、Notch1の細胞外ドメインと結合する組換えポリペプチド、天然ポリペプチド、または
合成ポリペプチドであってよい。当業者は、タンパク質の構造または機能に大きな影響を
与えずにポリペプチドのいくつかのアミノ酸配列を変化させうることを認識しているであ
ろう。したがって、本ポリペプチドには、ヒトNotch1タンパク質のエピトープに対して実
質的な結合活性を示す、ポリペプチドの変形物がさらに含まれる。いくつかの態様におい
て、ポリペプチドのアミノ酸配列の変形物には、欠失、挿入、逆位、反復、および／また
は型置換が含まれる。
【０１７９】
　ポリペプチドおよびそれらの変異体は、通常はそのポリペプチドの部分ではない、さら
なる化学的モイエティーを含有するようにさらに改変することができる。誘導体化された
モイエティーは、ポリペプチドの溶解性、生物学的半減期または吸収を向上させることが
できる。モイエティーはまた、ポリペプチドおよび変異体の何らかの望ましくない副作用
を軽減するか、または消失させることもできる。そのような化学的モイエティーに関する
概説は、Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 22nd Edition, 2012, Pha
rmaceutical Press, Londonに見いだすことができる。
【０１８０】
　本明細書に記載の単離されたポリペプチドは、当技術分野において公知の任意の適した
方法によって生産することができる。そのような方法は、直接的なタンパク質合成法から
、単離されたポリペプチド配列をコードするDNA配列を構築して、そのような配列を適し
た宿主において発現させることまでの範囲にわたる。いくつかの態様において、DNA配列
は、組換え技術を用いて、関心対象の野生型タンパク質をコードするDNA配列を単離また
は合成することによって構築される。任意で、配列に、その機能的変異体を得るために部
位特異的突然変異誘発によって突然変異を誘発させることもできる。
【０１８１】
　いくつかの態様において、関心対象のポリペプチドをコードするDNA配列は、オリゴヌ
クレオチド合成装置を用いる化学合成によって構築することができる。オリゴヌクレオチ
ドは、所望のポリペプチドのアミノ酸配列に基づき、組換え関心対象のポリペプチドが産
生されると考えられる宿主細胞において好まれるコドンを選択することによって設計する
ことができる。標準的な方法を適用して、関心対象のポリペプチドをコードするポリヌク
レオチド配列を合成することができる。例えば、完全なアミノ酸配列を用いて、逆翻訳さ
れた遺伝子を構築することができる。さらに、特定のポリペプチドをコードするヌクレオ
チド配列を含有するDNAオリゴマーを合成することもできる。例えば、所望のポリペプチ
ドの一部をコードするいくつかの小さなオリゴヌクレオチドを合成し、続いて連結させる
ことができる。個々のオリゴヌクレオチドは、典型的には相補的アセンブリのための5'お
よび／または3'突出部を含有する。
【０１８２】
　ひとたびアセンブリが行われれば（合成、部位指定突然変異誘発、または別の方法によ
って）、関心対象の特定のポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配列を発現ベクタ
ーに挿入し、所望の宿主におけるポリペプチドの発現のために適切な発現制御配列と機能
的に連結することができる。アセンブリの正しさは、ヌクレオチド配列決定、制限酵素マ
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ッピング、および／または適した宿主における生物活性ポリペプチドの発現によって確認
することができる。当技術分野において周知のように、宿主におけるトランスフェクトさ
れた遺伝子の高い発現レベルを得るためには、遺伝子を、選択された発現宿主において機
能する転写発現制御配列および翻訳発現制御配列と機能的に連結させなければならない。
【０１８３】
　ある態様においては、Notch1抗体またはその断片をコードするDNAの増幅および発現の
ために、組換え発現ベクターが用いられる。例えば、組換え発現ベクターは、抗Notch1抗
体またはその断片のポリペプチド鎖をコードする合成DNA断片またはcDNA由来DNA断片が、
哺乳動物遺伝子、微生物遺伝子、ウイルス遺伝子、または昆虫遺伝子に由来する適した転
写調節エレメントまたは翻訳調節エレメントと機能的に連結されたものを有する、複製可
能なDNA構築物であってよい。転写単位は一般に、（1）遺伝子発現において役割を果たす
1つまたは複数の調節エレメント、例えば、転写プロモーターおよび／またはエンハンサ
ー、（2）mRNAへと転写され、タンパク質へと翻訳される構造配列またはコード配列、な
らびに（3）適切な転写および翻訳の開始配列および終結配列、のアセンブリを含む。調
節エレメントには、転写を制御するためのオペレーター配列が含まれうる。複製起点によ
って通常付与される、宿主において複製する能力、および形質転換体の認識を容易にする
選択遺伝子も組み入れることができる。DNA領域は、それらが互いに機能的に関連してい
る場合に、「機能的に連結」されている。例えば、シグナルペプチド（分泌リーダー）の
DNAは、ポリペプチド分泌に関与する前駆体としてそれが発現されるならば、ポリペプチ
ドのDNAと機能的に連結されており；プロモーターは、コード配列の転写を制御するなら
ば、それと機能的に連結されており；またはリボソーム結合部位は、翻訳が可能となるよ
うに配置されているならば、コード配列と機能的に連結されている。酵母発現系における
使用を目的とする構造エレメントには、翻訳されたタンパク質の宿主細胞による細胞外分
泌を可能にするリーダー配列が含まれる。または、組換えタンパク質がリーダー配列も輸
送配列も伴わずに発現される場合には、それはN末端メチオニン残基を含みうる。この残
基は、任意で、最終産物を得るために、発現された組換えタンパク質から後に切り離され
てもよい。
【０１８４】
　発現ベクターおよび制御エレメントの選択は宿主の選択に応じて決まる。多種多様な発
現宿主／ベクターの組み合わせを利用することができる。真核生物宿主において有用な発
現ベクターには、例えば、SV40、ウシパピローマウイルス、アデノウイルスおよびサイト
メガロウイルスに由来する発現制御配列を含むベクターが含まれる。細菌宿主において有
用な発現ベクターには、公知の細菌プラスミド、例えばpCR1、pBR322、pMB9およびそれら
の誘導体などを含む大腸菌由来のプラスミド、ならびにより宿主範囲の広いプラスミド、
例えばM13など、ならびに他の繊維状一本鎖DNAファージが含まれる。
【０１８５】
　抗Notch1抗体（または抗原として用いるためのNotchタンパク質）の発現のために適し
た宿主細胞には、適切なプロモーターの制御下にある原核生物細胞、酵母細胞、昆虫細胞
、または高等真核細胞が含まれる。原核生物には、グラム陰性生物またはグラム陽性生物
、例えば、大腸菌または桿菌が含まれる。高等真核細胞には、下記のような哺乳動物由来
の樹立細胞株が含まれる。無細胞翻訳系を使用することもできる。
【０１８６】
　組換えタンパク質を発現させるために、さまざまな哺乳動物培養系または昆虫細胞培養
系が用いられる。哺乳動物細胞における組換えタンパク質の発現は、そのようなタンパク
質が一般に正しく折り畳まれ、適切に修飾され、かつ生物学的に機能することから好まれ
ることがある。適した哺乳動物宿主細胞株の例には、COS-7（サル腎臓由来）細胞株、L-9
29（マウス線維芽細胞由来）細胞株、C127（マウス乳腺腫瘍由来）細胞株、3T3（マウス
線維芽細胞由来）細胞株、CHO（チャイニーズハムスター卵巣由来）細胞株、HeLa（ヒト
子宮頸癌由来）細胞株、BHK（ハムスター腎臓線維芽細胞由来）細胞株、およびHEK-293（
ヒト胚性腎臓由来）細胞株、ならびにそれらの変種が含まれる。哺乳動物発現ベクターは
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、例えば、複製起点、発現させようとする遺伝子に連結される適したプロモーターおよび
エンハンサー、ならびに他の5'または3'隣接非転写配列、ならびに5'または3'非翻訳配列
、例えば、必要なリボソーム結合部位、ポリアデニル化部位、スプライスドナー部位およ
びスプライスアクセプター部位、ならびに転写終結配列といった非転写性エレメントを含
みうる。
【０１８７】
　昆虫細胞培養系（例えば、バキュロウイルス）における組み換えタンパク質の発現はま
た、正しく折りたたまれた生物学的に機能的なタンパク質を産生するための頑健な方法を
提供する。昆虫細胞における異種タンパク質の産生のためのバキュロウイルス系は、当業
者に周知である（例えば、Luckow and Summers, 1988, Bio/Technology, 6:47を参照）。
【０１８８】
　形質転換宿主によって産生されたタンパク質（例えば抗体）は、任意の適した方法に従
って精製することができる。そのような方法には、クロマトグラフィー（例えば、イオン
交換クロマトグラフィー、アフィニティークロマトグラフィー、およびサイジングカラム
クロマトグラフィー）、遠心分離、溶解性の差、またはタンパク質精製のための他の任意
の標準的な手法が含まれる。適切なアフィニティーカラムの通過による容易な精製を可能
にするために、ヘキサヒスチジン、マルトース結合ドメイン、インフルエンザコート配列
およびグルタチオン-S-トランスフェラーゼといったアフィニティータグをタンパク質に
結び付けることができる。単離されたタンパク質は、タンパク質分解、高速液体クロマト
グラフィー（HPLC）、核磁気共鳴（NMR）、およびX線結晶解析のような手法を用いて、物
理的に特徴付けることができる。
【０１８９】
　例えば、組換えタンパク質を培地中に分泌する系からの上清を、市販のタンパク質濃縮
フィルター、例えば、AmiconまたはMillipore Pellicon限外濾過ユニットを用いて、まず
濃縮することができる。濃縮段階の後に、濃縮物を適した精製マトリックスに適用するこ
とができる。いくつかの態様においては、陰イオン交換樹脂、例えば、ジエチルアミノエ
チル（DEAE）ペンダント基を有するマトリックスまたは基質を使用することができる。マ
トリックスは、アクリルアミド、アガロース、デキストラン、セルロース、またはタンパ
ク質精製に一般に使用される他の種類のものであってよい。いくつかの態様においては、
陽イオン交換の段階を使用することができる。適した陽イオン交換体には、スルホプロピ
ル基またはカルボキシメチル基を含むさまざまな不溶性マトリックスが含まれる。いくつ
かの態様においては、セラミックハイドロキシアパタイト（CHT）を非限定的に含むハイ
ドロキシアパタイト媒質が使用される。いくつかの態様においては、タンパク質をさらに
精製するために、疎水性RP-HPLC媒質（例えば、ペンダントメチル基または他の脂肪族基
を有するシリカゲル）を使用する1つまたは複数の逆相HPLC段階が使用される。前述の精
製段階のいくつかまたはすべてをさまざまな組み合わせで使用することにより、均質な組
換えタンパク質を得ることができる。
【０１９０】
　いくつかの態様において、細菌培養で産生された組換えタンパク質は、例えば、まず細
胞ペレットから抽出し、その後に1回または複数回の濃縮、塩析、水性イオン交換クロマ
トグラフィー、またはサイズ排除クロマトグラフィーの段階を行うことによって単離する
ことができる。ある態様において、最後の精製段階にはHPLCが使用される。組換えタンパ
ク質の発現に使用される微生物細胞は、凍結融解サイクル、超音波処理、機械的破壊、ま
たは細胞溶解剤の使用を含む、任意の従来の方法によって破壊することができる。
【０１９１】
　抗体および他のタンパク質の精製のための当技術分野において公知の方法には、例えば
、米国特許出願公開第2008／0312425号；第2008／0177048号；および第2009／0187005号
に記載されたものも含まれる。
【０１９２】
　タンパク質標的と高い親和性で結合する、抗体でないポリペプチドの同定および生産の
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ための種々の方法が、当技術分野において公知である。例えば、Skerra, 2007, Curr. Op
in. Biotechnol., 18:295-304；Hosse et al., 2006, Protein Science, 15:14-27；Gill
 et al., 2006, Curr. Opin. Biotechnol, 17:653-658；Nygren, 2008, FEBS J., 275:26
68-76；およびSkerra, 2008, FEBS J., 275:2677-83を参照。ある態様においては、ファ
ージディスプレイ技術を用いて、Notch1結合性ポリペプチドを生産および／または同定す
ることができる。ある態様において、Notch1結合性ポリペプチドは、プロテインA、プロ
テインG、リポカリン、フィブロネクチンドメイン、アンキリンコンセンサス反復ドメイ
ン、およびチオレドキシンからなる群より選択される種類のタンパク質スカフォールドを
含む。
【０１９３】
　ある態様において、抗Notch1抗体は、いくつかの結合形態（例えば、免疫結合体もしく
は放射性結合体）または非結合形態のいずれか1つとして用いることができる。ある態様
において、抗体は、CDCおよび／またはADCCを含む対象の天然の防御機構を利用して悪性
細胞または癌細胞を排除するために、非結合形態で用いられる。
【０１９４】
　ある態様において、抗Notch1抗体は細胞傷害性物質とコンジュゲートされる。いくつか
の態様において、細胞傷害性物質は、メトトレキサート、アドリアマイシン、ドキソルビ
シン、メルファラン、マイトマイシンC、クロラムブシル、ダウノルビシンまたは他のイ
ンターカレート剤を非限定的に含む化学療法薬である。いくつかの態様において、細胞傷
害性物質は、ジフテリアA鎖、ジフテリア毒素の非結合性活性断片、エキソトキシンA鎖、
リシンA鎖、アブリンA鎖、モデシンA鎖、α-サルシン、シナアブラギリ（Aleurites ford
ii）タンパク質、ジアンシンタンパク質、アメリカヤマゴボウ（Phytolaca americana）
タンパク質（PAPI、PAPII、およびPAP-S）、ニガウリ（Momordica charantia）インヒビ
ター、クルシン、クロチン、サボンソウ（Sapaonaria officinalis）インヒビター、ゲロ
ニン、レストリクトシン、フェノマイシン、エノマイシン、およびトリコテセンを非限定
的に含む、細菌、真菌、植物もしくは動物に由来する酵素活性を有する毒素、またはその
断片である。ある態様において、細胞傷害性物質は、放射線結合体または放射線結合抗体
を生成させるための放射性同位体である。放射性結合抗体の生成のためには、90Y、125I
、131I、123I、111In、131In、105Rh、153Sm、67Cu、67Ga、166Ho、177Lu、186Re、188Re
および212Biを非限定的に含む、種々の放射性核種を利用することができる。抗体と1つま
たは複数の小分子毒素、例えばカリケアマイシン、メイタンシノイド、トリコテン、およ
びCC1065、ならびにこれらの毒素の毒素活性を有する誘導体との結合体を用いることもで
きる。抗体と細胞傷害性物質との結合体は、N-スクシンイミジル-3-(2-ピリジルチオール
（pyridyidithiol）)プロピオネート（SPDP）、イミノチオラン（IT）、イミドエステル
の二官能基誘導体（ジメチルアジプイミダートHCLなど）、活性エステル（ジスクシンイ
ミジルスベラートなど）、アルデヒド（グルタルアルデヒドなど）、ビス-アジド化合物
（ビス(p-アジドベンゾイル)ヘキサンジアミンなど）、ビス-ジアゾニウム誘導体（ビス-
(p-ジアゾニウムベンゾイル)-エチレンジアミンなど）、ジイソシアネート（トルエン2,6
-ジイソシアネートなど）、およびビス活性フッ素化合物（1,5-ジフルオロ-2,4-ジニトロ
ベンゼンなど）といった、種々の二官能基性タンパク質カップリング剤を用いて作り出さ
れる。
【０１９５】
　ヘテロ結合体抗体も本発明の範囲内にある。ヘテロ結合体抗体は、共有結合性に接続さ
れた2つの抗体で構成される。そのような抗体は、例えば、免疫細胞を不必要な細胞に標
的化する目的で提案されている（米国特許第4,676,980号）。この抗体は、架橋剤を必要
とする方法を含む、合成タンパク質化学における公知の方法を用いて、インビトロで調製
しうると想定している。
【０１９６】
IV. ポリヌクレオチド
　ある態様において、本発明は、ヒトNotch1の細胞外ドメインと特異的に結合するポリペ
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プチド、またはそのようなポリペプチドの断片をコードするポリヌクレオチドを含むポリ
ヌクレオチドを範囲に含む。「あるポリペプチドをコードするポリヌクレオチド」という
用語は、ポリペプチドのコード配列だけを含むポリヌクレオチド、ならびにさらなるコー
ド配列および／または非コード配列を含むポリヌクレオチドを範囲に含む。例えば、本発
明は、ヒトNotch1に対する抗体をコードするか、またはそのような抗体の断片をコードす
る核酸配列を含むポリヌクレオチドを提供する。本発明のポリヌクレオチドは、RNAの形
態にあってもよく、DNAの形態にあってもよい。DNAにはcDNA、ゲノムDNA、および合成DNA
が含まれ、これらは二本鎖でも一本鎖でもよく、一本鎖である場合はコード鎖でも非コー
ド（アンチセンス）鎖でもよい。
【０１９７】
　ある態様において、ポリヌクレオチドは、SEQ ID NO：3、SEQ ID NO：5、SEQ ID NO：7
、SEQ ID NO：9、SEQ ID NO：11、SEQ ID NO：13、SEQ ID NO：21、SEQ ID NO：24、SEQ 
ID NO：27、SEQ ID NO：30、SEQ ID NO：33、およびSEQ ID NO：36からなる群より選択さ
れる配列を含むポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを含む。いくつかの態様にお
いて、ポリヌクレオチドは、SEQ ID NO：24およびSEQ ID NO：30からなる群より選択され
るポリヌクレオチド配列を含む。いくつかの態様において、プラスミドは、SEQ ID NO：2
4を含むポリヌクレオチドを含む。いくつかの態様において、プラスミドは、SEQ ID NO：
30を含むポリヌクレオチドを含む。
【０１９８】
　ある態様において、ポリヌクレオチドは、SEQ ID NO：3、SEQ ID NO：5、SEQ ID NO：7
、SEQ ID NO：9、SEQ ID NO：11、SEQ ID NO：13、SEQ ID NO：21、SEQ ID NO：24、SEQ 
ID NO：27、SEQ ID NO：30、SEQ ID NO：33、およびSEQ ID NO：36からなる群より選択さ
れる配列を含むポリヌクレオチドに対して少なくとも80％同一な、少なくとも85％同一な
、少なくとも90％同一な、少なくとも95％同一な、さらにいくつかの態様においては、少
なくとも96％、97％、98％または99％同一なヌクレオチド配列を有するポリヌクレオチド
を含む。また、SEQ ID NO：3、SEQ ID NO：5、SEQ ID NO：7、SEQ ID NO：9、SEQ ID NO
：11、SEQ ID NO：13、SEQ ID NO：21、SEQ ID NO：24、SEQ ID NO：27、SEQ ID NO：30
、SEQ ID NO：33、およびSEQ ID NO：36とハイブリダイズするポリヌクレオチドを含むポ
リヌクレオチドも提供される。また、SEQ ID NO：3、SEQ ID NO：5、SEQ ID NO：7、SEQ 
ID NO：9、SEQ ID NO：11、SEQ ID NO：13、SEQ ID NO：21、SEQ ID NO：24、SEQ ID NO
：27、SEQ ID NO：30、SEQ ID NO：33、およびSEQ ID NO：36の相補鎖とハイブリダイズ
するポリヌクレオチドを含むポリヌクレオチドも提供される。ある態様において、ハイブ
リダイゼーションは高ストリンジェンシーの条件下である。
【０１９９】
　本発明の結合物質は、1つまたは複数のポリヌクレオチドによってコードされうる。例
えば、いくつかの態様において、重鎖ポリペプチドは1つのポリヌクレオチドによってコ
ードされ、軽鎖ポリペプチドは第2のポリヌクレオチドによってコードされる。いくつか
の態様において、重鎖ポリペプチドおよび軽鎖ポリペプチドは1つのポリヌクレオチドに
よってコードされる。
【０２００】
　ある態様において、ポリヌクレオチドは、例えば、宿主細胞からのポリペプチドの発現
および分泌を補助するポリヌクレオチド（例えば、細胞からのポリペプチドの輸送を制御
するための分泌配列として機能するリーダー配列）と同じリーディングフレームで融合し
た、成熟ポリペプチドのコード配列を含む。リーダー配列を有するポリペプチドはプレタ
ンパク質であり、宿主細胞によって切断されて成熟型ポリペプチドを生じるリーダー配列
を有しうる。ポリヌクレオチドはまた、成熟タンパク質にさらなる5'アミノ酸残基が付加
されたプロタンパク質をコードすることもできる。プロ配列を有する成熟タンパク質はプ
ロタンパク質であり、不活性型のタンパク質である。プロ配列がひとたび切断されると、
活性のある成熟タンパク質が残る。
【０２０１】
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　ある態様において、ポリヌクレオチドは、例えば、コードされるポリペプチドの精製お
よび／または同定を可能にするマーカー配列と同じリーディングフレームで融合した、成
熟ポリペプチドのコード配列を含む。例えば、細菌宿主の場合、マーカー配列は、マーカ
ーと融合した成熟ポリペプチドを精製するための、pQE-9ベクターによって供給されるヘ
キサヒスチジンタグであってもよく、または哺乳動物宿主（例えば、COS-7細胞）が用い
られる場合、マーカー配列はインフルエンザ血球凝集素タンパク質に由来する血球凝集素
（HA）タグであってもよい。いくつかの態様において、マーカー配列はFLAGタグ、すなわ
ち配列

のペプチドであり、これを他のアフィニティータグとともに用いてもよい。
【０２０２】
　本発明はさらに、例えば、断片、類似体および／または誘導体をコードする、上記のポ
リヌクレオチドの変異体にも関する。
【０２０３】
　ある態様において、本発明は、本明細書に記載の抗体またはその断片を含むポリペプチ
ドをコードするポリヌクレオチドに対して少なくとも80％同一な、少なくとも85％同一な
、少なくとも90％同一な、少なくとも95％同一な、さらにいくつかの態様においては、少
なくとも96％、97％、98％または99％同一なヌクレオチド配列を有するポリヌクレオチド
を含む、単離されたポリヌクレオチドを提供する。
【０２０４】
　本明細書で用いる場合、参照ヌクレオチド配列と少なくとも、例えば、95％「同一な」
ヌクレオチド配列を有するポリヌクレオチドという語句は、参照ヌクレオチド配列の各10
0ヌクレオチド毎に最大5個までの点突然変異をポリヌクレオチド配列が含みうることを除
き、ポリヌクレオチドのヌクレオチド配列が参照配列と同一であることを意味するものと
する。換言すれば、参照ヌクレオチド配列と少なくとも95％同一なヌクレオチド配列を有
するポリヌクレオチドを得るには、参照配列のヌクレオチドの最大5％までが欠失するか
、もしくは別のヌクレオチドで置換されてもよく、または参照配列における全ヌクレオチ
ドの最大5％までのいくつかのヌクレオチドが参照配列中に挿入されてもよい。参照配列
のこれらの突然変異は、参照ヌクレオチド配列の5'もしくは3'末端の位置または末端位置
間の任意の場所に存在してもよく、参照配列の中のヌクレオチドの間に個々に、または参
照配列内の1つもしくは複数の連続した群として分散してもよい。
【０２０５】
　ポリヌクレオチド変異体は、コード領域、非コード領域、またはその両方に変化を含有
しうる。いくつかの態様において、ポリヌクレオチド変異体は、サイレントな置換、付加
、または欠失を生じるものの、コードされるポリペプチドの性質または活性を変えない変
化を含有する。いくつかの態様において、ポリヌクレオチド変異体は、遺伝暗号の縮重に
よる「サイレントな」置換を含有する。ポリヌクレオチド変異体は、さまざまな理由で、
例えば、特定の宿主に向けてコドン発現を最適化するように作製することができる（例え
ば、ヒトmRNAのコドンを、大腸菌などの細菌宿主に好まれるコドンに変える）。
【０２０６】
　ある態様において、ポリヌクレオチドは単離される。ある態様において、ポリヌクレオ
チドは実質的に純粋である。
【０２０７】
　本明細書に記載のポリヌクレオチドを含むベクターおよび細胞も提供される。いくつか
の態様において、発現ベクターはポリヌクレオチドを含む。いくつかの態様において、宿
主細胞は、ポリヌクレオチドを含む発現ベクターを含む。いくつかの態様において、宿主
細胞はポリヌクレオチドを含む。
【０２０８】
V．キット
　本発明は、本明細書に記載の抗体または他の作用物質を含み、かつ本明細書に記載の方
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法を行うために用いうるキットを提供する。いくつかの態様において、キットは、1つま
たは複数の容器内に抗Notch1抗体を含む。いくつかの態様において、キットは、すべての
対照、アッセイを行うための指示書、ならびに分析および結果の提示のための任意の必要
なソフトウェアを含む、検出アッセイ、例えばNotch1突然変異の検出を行うのに必要およ
び／または十分な成分のすべてを含む。いくつかの態様において、キットは、すべての対
照、アッセイを行うための指示書、ならびに分析および結果の提示のための任意の必要な
ソフトウェアを含む、検出アッセイ、例えば組織試料におけるNotch1 ICDの検出を行うの
に必要および／または十分な成分のすべてを含む。当業者は、本発明の開示された抗体ま
たは作用物質が、当技術分野において周知の確立されたキット形式の1つに容易に組み込
まれうることを容易に認識するであろう。
【０２０９】
　抗Notch1抗体のほかに、少なくとも1つのさらなる治療薬も含むキットがさらに提供さ
れる。ある態様において、さらなる治療薬は化学療法薬である。ある態様において、さら
なる治療薬は血管新生阻害薬である。ある態様において、さらなる治療薬はさらなる抗体
である。
【０２１０】
　本開示の態様を、癌の治療のための抗Notch1抗体の使用について説明している以下の非
限定的な実施例を参照することによって、さらに明確に定めることができる。本開示の範
囲から逸脱することなく、材料および方法の両方に対して多くの変更を加えうることは、
当業者には明白であろう。
【実施例】
【０２１１】
実施例1
第1a相試験
　再発性または不応性のある種の固形腫瘍を有する対象において、抗Notch1抗体OMP-52M5
1のオープンラベル第1a相用量漸増試験が進行中である。この試験は、用量漸増相および
拡張相を含む。試験エンドポイントには、安全性プロフィール、薬物動態（PK）、免疫原
性、薬力学（PD）、および予備的有効性の判定を含めた。
【０２１２】
　登録の前に、対象は試験への適格性を判定するためのスクリーニングを受ける。試験組
み入れの時点で、対象は全員、保管腫瘍組織を用いて、または保管腫瘍組織が得られてい
ない場合には新鮮なコア生検組織もしくは穿刺生検組織を用いて、Notch1経路活性化の存
在に関する評価を受ける。
【０２１３】
　試験の初期段階では、OMP-52M51の最大耐量を決定するための用量漸増を行う。薬物を
、0.25、0.5、1.0および2.5mg／kgの用量レベルで4週間毎に1回（Q4W）、ならびに2.5、5
および10mg／kgの用量レベルで3週間毎に1回（Q3W）、静脈内投与する。薬物に関連する
毒性が認められた場合には、薬物を、2.0、1.5および1.0mg／kgの用量レベルで3週間毎に
1回、静脈内投与する。個々の用量コホート内では用量漸増も用量減少も行わないことと
する。
【０２１４】
　0.25mg／kgの初期用量レベルで開始し、各コホートにおいて最低でも投薬コホート当た
り1人の対象が組み入れられるように加速漸増（accelerated titration）アプローチを採
用した上で、試験薬物に関連するグレード2の毒性も用量規定毒性（DLT）も観察されなけ
れば、次の（より高い）用量レベルへの用量漸増を許可する。追加の対象は、彼らが同定
されて第1の対象から2週間以内に最初の用量を投与されているという条件付きで、コホー
トに組み入れる。その後の各用量レベルに第1の対象を組み入れる前には、以前のコホー
ト内のすべての対象を、最低でも28日間（Q3W投薬スケジュールを用いる場合には21日間
）観察しなければならない。
【０２１５】
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　2人の対象が試験薬物に関連するグレード2もしくはそれを上回る毒性をきたすか、また
はDLTをきたした対象が1例でもいた場合には、加速漸増を中止して、最低でも3人の対象
をその現行の投薬コホートおよびその後の任意のコホートに組み入れる。DLTが観察され
た場合には、6人の対象全員を組み入れる前に第2のDLTが起こった場合を除き、少なくと
も6人の対象をその投薬コホートに組み入れる。それまでに試験していない用量による投
薬を、同じ日に2人の対象で開始しないようにする。しかし、24時間が経過した後であれ
ば、さらなる対象を組み入れてよい。2人の対象がDLTをきたした場合には、そのレベルで
はさらなる対象への投薬を行わないこととし、3人のさらなる対象を、その以前の用量コ
ホート（その用量レベルの処置を6人の対象がまだ受けていない場合）または中間的な用
量レベルのいずれかに加える。対象をDLTに関して、Q4W投薬の場合は第0～28日について
、Q3W投薬の場合は第0～21日について評価する。
【０２１６】
　2014年2月12日の時点でのこの試験の概要を表2Aに示す。2015年2月24日の時点でのこの
試験の概要を表2Bに示す。
【０２１７】
【表２Ａ】

【０２１８】
【表２Ｂ】

【０２１９】
　この試験の用量漸増相では、患者7人が高Notch1 ICD腫瘍を有し、19人が低Notch1 ICD
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腫瘍を有しており、患者7人については腫瘍材料がないためにNotch1 ICD腫瘍状態を判定
できなかった。
【０２２０】
　さらに、試験の用量拡張コホート相を開始して患者を組み入れている。このコホートに
は高Notch1 ICD腫瘍を有する患者のみを組み入れる。
【０２２１】
実施例2
腺様嚢胞癌を有する対象
　2.5mg／kg Q3Wコホートに組み入れられた対象の1人は、肝臓、肺および骨に転移を有す
る、再発性腺様嚢胞癌の28歳男性である。この対象の腫瘍は、Notch1遺伝子のエクソン34
に、翻訳の早期終結を伴うフレームシフト突然変異を引き起こすことが予想されているNo
tch1突然変異を有する。この突然変異の標準化された名称は、NM_017617.3(NOTCH1):c.73
98_7401del p.S2467fs*である。この突然変異はNotch1のPESTドメイン内にあり、活性化
突然変異であると考えられている。2013年3月から2013年12月までの間に、対象は事前に4
種の治療を受けていた。これらの治療はシスプラチン／アドリアマイシン／サイトキサン
、カルボプラチン／ビノレルビン、ISIS 481464およびセツキシマブであり、この対象で
はこれらの治療のそれぞれの後に疾患の進行が認められた。
【０２２２】
　多くの型の癌で乳酸デヒドロゲナーゼ（LDH）レベルが上昇しており、LDHレベルを測定
することは、それらが高値である場合に治療のモニタリングに役立つ。この対象のLDHレ
ベルは高値であったことから、このマーカーを用いてOMP-52M51による治療をモニターし
た。第0日には、対象のLDHレベルは1125IU／Lであった。OMP-52M51の初回投薬後の第7日
には対象のLDHレベルは500IU／Lに低下し、第14日にはDLHレベルは254IU／Lにさらに低下
した。第21日には対象のLDHレベルはほぼ475IU／Lに上昇したが、OMP-52M51の2回目の投
薬後にはLDHレベルは再び低下して第28日にはほぼ280IU／Lとなり、第35日にはさらに少
し低下した（図1参照）。
【０２２３】
　この対象には、骨転移によるかなりの量の疼痛があった。OMP-52M51による治療の前に
は、対象は60mg／日のオキシコンチンを服用していた。OMP-52M51の初回投薬後、第2日か
ら第20日までに対象には骨痛の顕著な減少が認められ、オキシコンチンの服用量を0～8mg
／日に減らすことができた。第21日に、対象は疼痛の増加をきたしたが、OMP-52M51の2回
目の投薬後には、対象は再び第23日および第28日の時点で疼痛の軽減を報告した。
【０２２４】
　OMP-52M51の2回の投薬後に対象の胸部、腹部および骨盤部のCTスキャンを入手し、およ
そ5週間前に行ったCTスキャンと比較した。肺内の小結節は安定した状態を保ち、新たな
転移性病変はないように思われた。肝臓のCTスキャンでは、いくつかの転移性肝臓腫瘤の
サイズの著しい縮小が示された（図2）。加えて、肝臓転移および硬化性骨転移の数の減
少も報告された。
【０２２５】
　したがって、抗Notch1抗体OMP-52M51による治療は、活性化Notch1突然変異を含む腺様
嚢胞癌に対して有効な影響を及ぼすように思われる。これらの初期結果は、対象の腫瘍が
、化学療法、アンチセンス療法、および細胞キナーゼを標的とするモノクローナル抗体を
含むいくつかの種類の治療に不応性であったという事実を考えると、驚くべきかつ予想外
のものであった。
【０２２６】
実施例3
Notch1シグナル伝達アッセイ
　実施例2に上述したように、Notch1突然変異、c.7398_7401del,p.S2467fsが、ACC患者の
腫瘍において同定された。Notch1シグナル伝達に対するこの突然変異の影響を明らかにす
るために、所望の4bp欠失を有するDNA断片（c.7398_7401del）を合成することによって、
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完全長突然変異体Notch1.S2467fsタンパク質を発現するプラスミドを構築した。対照には
、エンプティベクター、Notch1野生型（Notch1.WT）、EGF9ドメイン内に突然変異を有す
るNotch1（Notch1.F357delF）、および乳癌患者由来の異種移植腫瘍（OMP-B40）において
以前同定された活性化突然変異を有するNotch1（Notch1.G2427fs）を含めた。
【０２２７】
　ヒトPC3細胞に対して、被験プラスミド、およびNotchシグナル伝達に反応するホタルル
シフェラーゼレポーターベクター（8×CBF-ルシフェラーゼレポーター）をトランスフェ
クトした。細胞には、トランスフェクション効率に関する内部対照として、ウミシイタケ
（Renilla）ルシフェラーゼレポーター（Promega, Madison WI）もトランスフェクトした
。トランスフェクトされたPC3細胞を37Cで一晩インキュベートした。ルシフェラーゼ活性
はDual-Gloルシフェラーゼアッセイシステム（Promega, Madison WI）を用いて決定し、
ホタルルシフェラーゼ活性をウミシイタケルシフェラーゼ活性に対して正規化した。
【０２２８】
　Notch1タンパク質のそれぞれのルシフェラーゼ活性は、1.0に設定した野生型Notch1（N
OTCH1-WT）の活性に対する相対値とする。図3に示されているように、Notch1.S2467fsは
、リガンドの非存在下では野生型Notch1（NOTCH1.WT）の3.3倍の高さの活性を示した。こ
のデータは、Notch1のPESTドメイン内でのこのフレームシフト突然変異（Notch1.S2467fs
）が構成的に活性であることを指し示している。構成的活性化の度合いは、乳癌患者由来
の異種移植腫瘍（OMP-B40）において以前同定されたフレームシフト突然変異（Notch1.G2
427fs）で観察されたものと同程度であった。
【０２２９】
実施例4
IHCによって評価したNotch1 ICD発現
　Notch1 ICD免疫組織化学（IHC）アッセイを開発し、ウサギモノクローナル抗体D3B8（
番号4147、Cell signaling Technology, Danvers, MA）を用いて最適化した。この抗体は
、Notch1細胞内ドメイン（ICD）を、Gly1753とVal1754との間の切断によってこのポリペ
プチドが放出された場合にのみ検出する。この抗体は、完全長Notch1も、他の位置で切断
されたNotch1断片も認識しない。4μm厚のFFPE切片を切り出して、コーティングしたスラ
イドグラス上にマウントする。組織をVentana BenchMark ULTRA装置にてVentana試薬（Ve
ntana Medical Systems, Inc. Tucson AZ）を用いて染色した。切片をextended Cell Con
ditioning 1で処理した後に、抗体を9μg／ml含むユーザー指定の調製キットから投入し
た抗体とのインキュベーションを37℃で30分間行った。抗体は、ジアミノベンジジン（DA
B）を用いるultraViewおよび増幅キットならびにヘマトキシリンによる対比染色を用いて
検出した。
【０２３０】
　スライドはAperio装置（Leica Biosystems）を用いて分析した。各腫瘍の核の染色強度
（0：発現なし、1：弱い発現、2：中程度の発現、3：強い発現）を測定し、各染色レベル
の核を計数して、各タイプのパーセンテージを算出した。これらのデータを総合して各組
織切片に関する加重H-スコアとした：H-スコア＝［3×（3+核の％）］＋［2×（2+核の％
）］＋［1×（1+核の％）］。陽性対照および陰性対照には、Folio Biosciences（Columb
us OH）から購入したヒト組織切片、ならびにNotch1 ICDの発現レベルが判明しているOnc
oMed腫瘍バンク由来の患者由来異種移植（PDX）試料を含めた。
【０２３１】
　このIHCアッセイを用いて、実施例2で説明した患者由来の腫瘍試料を検討した。図4に
示されているように、この患者の腫瘍ではNotch1 ICDが高レベルであり、このことはこの
患者の腫瘍が活性化Notch1突然変異を有していたという観察所見に一致する。加えて、OM
P-52M51による治療を受け、最長10カ月にわたって疾患が安定していたもう1人の患者も、
高レベルのNotch1 ICDを発現する腫瘍を有することが示された。対照的に、OMP-52M51に
よる治療中に疾患が進行した1人の患者は、Notch1 ICDのレベルが低いかまたは検出不能
である腫瘍を有することが示された。これらの結果は、抗Notch1治療用抗体OMP-52M51に
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よる治療に反応する可能性が高い腫瘍および患者を同定するための、Notch1 ICD IHCに基
づく予測アッセイに対して、極めて強固な基盤を与えるものである。
【０２３２】
　本明細書に記載された実施例および態様が例示のみを目的とすること、ならびに、それ
らに鑑みてさまざまな修正または変更が当業者には想起されるであろうが、それらは本出
願の趣旨および範囲内に含まれることは理解されるであろう。
【０２３３】
　本明細書に引用された刊行物、特許、および特許出願はすべて、それぞれの個々の刊行
物、特許、または特許出願が参照により本明細書に組み入れられるように具体的かつ個別
的に示されるのと同じ程度に、目的を問わず、その全体が参照により本明細書に組み入れ
られる。
【０２３４】
　以下は、本出願において開示される配列である：
アミノ酸1427～1732をコードするヒトNotch1ポリヌクレオチド（SEQ ID NO：1）

ヒトNotch1アミノ酸1427～1732（SEQ ID NO：2）

マウス抗体52M51の配列
52M51重鎖ポリヌクレオチド配列（SEQ ID NO：3）
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52M51重鎖アミノ酸配列‐予想されるシグナル配列に下線を付している（SEQ ID NO：4）

52M51重鎖可変領域ポリヌクレオチド配列（SEQ ID NO：5）

52M51重鎖可変領域アミノ酸配列‐予想されるシグナル配列に下線を付している（SEQ ID 
NO：6）

予想されるシグナル配列を伴わない52M51重鎖可変領域ポリヌクレオチド配列（SEQ ID NO
：7）
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予想されるシグナル配列を伴わない52M51重鎖可変領域アミノ酸配列（SEQ ID NO：8）

52M51軽鎖ポリヌクレオチド配列（SEQ ID NO：9）

52M51軽鎖アミノ酸配列‐予想されるシグナル配列に下線を付している（SEQ ID NO：10）

52M51軽鎖可変領域ポリヌクレオチド配列（SEQ ID NO：11）

52M51軽鎖可変領域アミノ酸配列‐予想されるシグナル配列に下線を付している（SEQ ID 
NO：12）

予想されるシグナル配列を伴わない52M51軽鎖可変領域ポリヌクレオチド配列（SEQ ID NO
：13）

予想されるシグナル配列を伴わない52M51軽鎖可変領域アミノ酸配列（SEQ ID NO：14）

52M51重鎖CDR1（SEQ ID NO：15）

52M51重鎖CDR2（SEQ ID NO：16）

52M51重鎖CDR3（SEQ ID NO：17）
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52M51軽鎖CDR1（SEQ ID NO：18）

52M51軽鎖CDR2（SEQ ID NO：19）

52M51軽鎖CDR3（SEQ ID NO：20）

ヒト化52M51の配列
52M51-H4重鎖ポリヌクレオチド配列（SEQ ID NO：21）

52M51-H4重鎖アミノ酸配列‐予想されるシグナル配列には下線を付している（SEQ ID NO
：22）

予想されるシグナル配列を伴わない52M51-H4重鎖アミノ酸配列（SEQ ID NO：23）

52M51-H4重鎖可変領域ポリヌクレオチド配列（SEQ ID NO：24）
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52M51-H4重鎖可変領域アミノ酸配列‐予想されるシグナル配列には下線を付している（SE
Q ID NO：25）

予想されるシグナル配列を伴わない52M51-H4重鎖可変領域アミノ酸配列（SEQ ID NO：26
）

52M51-L3軽鎖ポリヌクレオチド配列（SEQ ID NO：27）

52M51-L3軽鎖アミノ酸配列‐予想されるシグナル配列には下線を付している（SEQ ID NO
：28）

予想されるシグナル配列を伴わない52M51-L3軽鎖アミノ酸配列（SEQ ID NO：29）

52M51-L3軽鎖可変領域ポリヌクレオチド配列（SEQ ID NO：30）

52M51-L3軽鎖可変領域アミノ酸配列‐予想されるシグナル配列には下線を付している（SE
Q ID NO：31）
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予想されるシグナル配列を伴わない52M51-L3軽鎖可変領域アミノ酸配列（SEQ ID NO：32
）

52M51-L4軽鎖ポリヌクレオチド配列（SEQ ID NO：33）

52M51-L4軽鎖アミノ酸配列‐予想されるシグナル配列には下線を付している（SEQ ID NO
：34）

予想されるシグナル配列を伴わない52M51-L4軽鎖アミノ酸配列（SEQ ID NO：35）

52M51-L4軽鎖可変領域ポリヌクレオチド配列（SEQ ID NO：36）

52M51-L4軽鎖可変領域アミノ酸配列‐予想されるシグナル配列には下線を付している（SE
Q ID NO：37）

予想されるシグナル配列を伴わない52M51-L4軽鎖可変領域アミノ酸配列（SEQ ID NO：38
）

FLAG-タグ（SEQ ID NO：39）

ヒトp53（SEQ ID NO：40）
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