
(57)【要約】
インスリン様増殖因子 -I受容体と特異的に結合しかつ阻害し、 IGF-I、 IGF-IIおよび血清
の腫瘍細胞の増殖および生存に対する効果に拮抗し、かつ作動薬活性を実質的に欠く抗体
、ヒト化抗体、再表面形成された抗体、抗体フラグメント、誘導体化抗体、および上記物
質の細胞傷害薬とのコンジュゲート。上記抗体およびそのフラグメントは増加した IGF-I
受容体を発現する腫瘍、例えば乳癌、大腸癌、肺癌、前立腺癌、卵巣癌、滑膜癌、骨肉腫
および膵癌の治療に利用することができるし、また上記の誘導体化した抗体は IGF-I受容
体の増強したレベルを発現する腫瘍の診断およびイメージングに利用することができる。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
イ ン ス リ ン 様 増 殖 因 子 -I受 容 体 （ IGF-IR） と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン
ト で あ っ て 、 上 記 受 容 体 の 拮 抗 薬 で あ り か つ 上 記 受 容 体 に 対 す る 作 動 薬 活 性 を 実 質 的 に 欠
く こ と を 特 徴 と す る 上 記 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ２ 】
再 表 面 形 成 さ れ て い る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ３ 】
ヒ ト で あ る か ま た は ヒ ト 化 さ れ て い る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ４ 】
イ ン ス リ ン 様 増 殖 因 子 -I受 容 体 と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト で あ っ て
、 血 清 、 イ ン ス リ ン 様 増 殖 因 子 -Iお よ び イ ン ス リ ン 様 増 殖 因 子 -IIか ら な る 群 か ら 選 択 さ
れ る 増 殖 刺 激 因 子 の 存 在 の も と で 癌 細 胞 の 増 殖 を 約 80％ よ り 大 き く 阻 害 す る こ と が で き る
上 記 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ５ 】
上 記 細 胞 が ヒ ト 癌 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ４ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ６ 】
少 な く と も １ つ の 相 補 性 決 定 領 域 を 含 み 、 上 記 相 補 性 決 定 領 域 が 配 列 番 号 １ ～ ６ ：
SYWMH　 　 　 　 　 　 　 　  (配 列 番 号 １ )、
EINPSNGRTNYNEKFKR　 　  (配 列 番 号 ２ )、
GRPDYYGSSKWYFDV　 　 　  (配 列 番 号 ３ )、
RSSQSIVHSNVNTYLE　 　 　 (配 列 番 号 ４ )、
KVSNRFS　 　 　 　 　 　 　  (配 列 番 号 ５ )、
FQGSHVPPT　 　 　 　 　 　  (配 列 番 号 ６ )か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る １ つ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有
す る 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ７ 】
少 な く と も １ つ の 重 鎖 お よ び 少 な く と も １ つ の 軽 鎖 を 含 み 、 上 記 重 鎖 が 配 列 番 号 １ ～ ３ ：
SYWMH　 　 　 　 　 　 　 　  (配 列 番 号 １ )、
EINPSNGRTNYNEKFKR　 　  (配 列 番 号 ２ )、
GRPDYYGSSKWYFDV　 　 　  (配 列 番 号 ３ )
に よ り そ れ ぞ れ 表 さ れ る ３ つ の 連 続 的 な 相 補 性 決 定 領 域 を 含 み 、 か つ
上 記 軽 鎖 が 配 列 番 号 ４ ～ ６ ：
RSSQSIVHSNVNTYLE　 　 　 (配 列 番 号 ４ )、
KVSNRFS　 　 　 　 　 　 　  (配 列 番 号 ５ )、
FQGSHVPPT　 　 　 　 　 　  (配 列 番 号 ６ )
に よ り そ れ ぞ れ 表 さ れ る ３ つ の 連 続 的 な 相 補 性 決 定 領 域 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 抗 体 ま た
は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ８ 】
上 記 重 鎖 が 配 列 番 号 ７ ：
QVQLQQSGAELVKPGASVKLSCKASGYTFTSYWMHWVKQRPGQGLEWIGEINPSNGRTNYNEKFKRKATLTVDKSSSTAY
MQLSSLTSEDSAVYYFARGRPDYYGSSKWYFDVWGAGTTVTVSS（ 配 列 番 号 ７ ）
に よ り 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 90％ 配 列 同 一 性 を 有 す る 、 請 求 項 ７ に 記 載 の 抗
体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ９ 】
上 記 重 鎖 が 配 列 番 号 ７ に よ り 表 さ れ る 上 記 ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 95％ 配 列 同 一 性 を 有
す る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 １ ０ 】
上 記 重 鎖 が 配 列 番 号 ７ に よ り 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 抗 体 ま た
は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 １ １ 】
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上 記 軽 鎖 が 配 列 番 号 ８ ：
DVLMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSIVHSNVNTYLEWYLQKPGQSPKLLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLRI
SRVEAEDLGIYYCFQGSHVPPTFGGGTKLEIKR（ 配 列 番 号 ８ ）
に よ り 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 90％ 配 列 同 一 性 を 有 す る 、 請 求 項 ７ に 記 載 の 抗
体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 １ ２ 】
上 記 軽 鎖 が 配 列 番 号 ８ に よ り 表 さ れ る 上 記 ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 95％ 配 列 同 一 性 を 有
す る 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 １ ３ 】
上 記 軽 鎖 が 配 列 番 号 ８ に よ り 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 抗 体 ま
た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 １ ４ 】
少 な く と も １ つ の 相 補 性 決 定 領 域 を 含 み 、 上 記 相 補 性 決 定 領 域 が 配 列 番 号 １ ～ ６ ：
SYWMH　 　 　 　 　 　 　 　  (配 列 番 号 １ )、
EINPSNGRTNYNEKFKR　 　  (配 列 番 号 ２ )、
GRPDYYGSSKWYFDV　 　 　  (配 列 番 号 ３ )、
RSSQSIVHSNVNTYLE　 　 　 (配 列 番 号 ４ )、
KVSNRFS　 　 　 　 　 　 　  (配 列 番 号 ５ )、
FQGSHVPPT　 　 　 　 　 　  (配 列 番 号 ６ )か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る １ つ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有
す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 １ ５ 】
少 な く と も １ つ の 重 鎖 お よ び 少 な く と も １ つ の 軽 鎖 を 含 み 、 上 記 重 鎖 が 配 列 番 号 １ ～ ３ ：
SYWMH　 　 　 　 　 　 　 　  (配 列 番 号 １ )、
EINPSNGRTNYNEKFKR　 　  (配 列 番 号 ２ )、
GRPDYYGSSKWYFDV　 　 　  (配 列 番 号 ３ )
に よ り そ れ ぞ れ 表 さ れ る ３ つ の 連 続 的 な 相 補 性 決 定 領 域 を 含 み 、 か つ
上 記 軽 鎖 が 配 列 番 号 ４ ～ ６ ：
RSSQSIVHSNVNTYLE　 　 　 (配 列 番 号 ４ )、
KVSNRFS　 　 　 　 　 　 　  (配 列 番 号 ５ )、
FQGSHVPPT　 　 　 　 　 　  (配 列 番 号 ６ )
に よ り そ れ ぞ れ 表 さ れ る ３ つ の 連 続 的 な 相 補 性 決 定 領 域 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項
１ に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 １ ６ 】
上 記 抗 体 が 配 列 番 号 ７ ：
QVQLQQSGAELVKPGASVKLSCKASGYTFTSYWMHWVKQRPGQGLEWIGEINPSNGRTNYNEKFKRKATLTVDKSSSTAY
MQLSSLTSEDSAVYYFARGRPDYYGSSKWYFDVWGAGTTVTVSS（ 配 列 番 号 ７ ）
に よ り 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 90％ 配 列 同 一 性 を 有 す る 重 鎖 を 含 む 、 請 求 項 １
に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 １ ７ 】
上 記 重 鎖 が 配 列 番 号 ７ に よ り 表 さ れ る 上 記 ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 95％ 配 列 同 一 性 を 有
す る 、 請 求 項 １ ６ に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 １ ８ 】
上 記 重 鎖 が 配 列 番 号 ７ に よ り 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 、 請 求 項 １ ６ に 記 載 の 抗 体 ま
た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 １ ９ 】
上 記 抗 体 が 配 列 番 号 ８ ：
DVLMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSIVHSNVNTYLEWYLQKPGQSPKLLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLRI
SRVEAEDLGIYYCFQGSHVPPTFGGGTKLEIKR（ 配 列 番 号 ８ ）
に よ り 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 90％ 配 列 同 一 性 を 有 す る 軽 鎖 を 含 む 、 請 求 項 １
に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
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【 請 求 項 ２ ０ 】
上 記 軽 鎖 が 配 列 番 号 ８ に よ り 表 さ れ る 上 記 ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 95％ 配 列 同 一 性 を 有
す る 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ２ １ 】
上 記 軽 鎖 が 配 列 番 号 ８ に よ り 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 抗 体 ま
た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
DVVMTQTPLSLPVSLGDPASISCRSSQSIVHSNVNTYLEWYLQKPGQSPRLLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGAGTDFTLRI
SRVEAEDLGIYYCFQGSHVPPTFGGGTKLEIKR（ 配 列 番 号 ９ ） ；
DVLMTQTPLSLPVSLGDPASISCRSSQSIVHSNVNTYLEWYLQKPGQSPKLLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGAGTDFTLRI
SRVEAEDLGIYYCFQGSHVPPTFGGGTKLEIKR（ 配 列 番 号 １ ０ ） ；
DVLMTQTPLSLPVSLGDPASISCRSSQSIVHSNVNTYLEWYLQKPGQSPRLLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGAGTDFTLRI
SRVEAEDLGIYYCFQGSHVPPTFGGGTKLEIKR（ 配 列 番 号 １ １ ） ； お よ び
DVVMTQTPLSLPVSLGDPASISCRSSQSIVHSNVNTYLEWYLQKPGQSPKLLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGAGTDFTLRI
SRVEAEDLGIYYCFQGSHVPPTFGGGTKLEIKR（ 配 列 番 号 １ ２ ）
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 配 列 を 有 す る 軽 鎖 可 変 域 を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 抗 体 ま た は
抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
配 列 番 号 13：
QVQLVQSGAEVVKPGASVKLSCKASGYTFTSYWMHWVKQRPGQGLEWIGEINPSNGRTNYNQKFQGKATLTVDKSSSTAY
MQLSSLTSEDSAVYYFARGRPDYYGSSKWYFDVWGQGTTVTVSS（ 配 列 番 号 １ ３ ）
に よ り 表 さ れ る 配 列 を 有 す る 重 鎖 可 変 域 を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ
メ ン ト 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
請 求 項 １ に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト お よ び 製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む 医 薬 組
成 物 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
細 胞 傷 害 薬 に 連 結 さ れ た 、 請 求 項 １ に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 含 む コ ン ジ ュ
ゲ ー ト 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
上 記 細 胞 傷 害 薬 が メ イ タ ン シ ノ イ ド 、 低 分 子 薬 剤 、 プ ロ ド ラ ッ グ 、 タ キ ソ イ ド 、 CC-1065
お よ び CC-1065類 似 体 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
請 求 項 ２ ６ に 記 載 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト お よ び 製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
上 記 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト が 標 識 さ れ て い る 、 請 求 項 ２ ４ ま た は 請 求 項 ２ ７ の 組 成
物 を 含 む 診 断 試 薬 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
上 記 標 識 が 放 射 標 識 、 蛍 光 体 、 発 色 体 、 イ メ ー ジ ン グ 剤 お よ び 金 属 イ オ ン か ら な る 群 か ら
選 択 さ れ る 、 請 求 項 ２ ８ の 診 断 試 薬 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
癌 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す る 方 法 で あ っ て 、 上 記 細 胞 を 請 求 項 １ に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ
グ メ ン ト と 接 触 さ せ る こ と を 含 む 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
癌 患 者 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 上 記 患 者 に 請 求 項 １ の 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト の 有
効 量 を 投 与 す る こ と を 含 む 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
さ ら に 上 記 患 者 に 治 療 薬 を 投 与 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 ３ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
上 記 治 療 薬 が 細 胞 傷 害 薬 で あ る 、 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ３ ４ 】
癌 患 者 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 上 記 患 者 に 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 有 効 量
を 投 与 す る こ と を 含 む 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
上 記 癌 が 乳 癌 、 大 腸 癌 、 卵 巣 癌 、 骨 肉 腫 、 子 宮 頸 癌 、 前 立 腺 癌 、 肺 癌 、 滑 膜 癌 お よ び 膵 癌
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 癌 で あ る 、 請 求 項 ３ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
癌 の 疑 い が あ る 被 験 者 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、 上 記 被 験 者 に 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の 診 断 試
薬 を 投 与 す る ス テ ッ プ ； お よ び 上 記 被 験 者 内 の 上 記 試 薬 の 分 布 を 検 出 す る ス テ ッ プ を 含 む
上 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
上 記 癌 が 乳 癌 、 大 腸 癌 、 卵 巣 癌 、 骨 肉 腫 、 子 宮 頸 癌 、 前 立 腺 癌 、 肺 癌 、 滑 膜 癌 お よ び 膵 癌
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 癌 で あ る 、 請 求 項 ３ ６ に 記 載 の 診 断 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
イ ン ス リ ン 様 増 殖 因 子 -I受 容 体 と 特 異 的 に 結 合 す る 改 良 さ れ た 抗 体 ま た は そ の 抗 体 フ ラ グ
メ ン ト で あ っ て 、
(a)配 列 番 号 １ ～ ８ ：
SYWMH　 　 　 　 　 　 　 　  (配 列 番 号 １ ),
EINPSNGRTNYNEKFKR　 　  (配 列 番 号 ２ ),
GRPDYYGSSKWYFDV　 　 　  (配 列 番 号 ３ ), 
RSSQSIVHSNVNTYLE　 　 　 (配 列 番 号 ４ ),
KVSNRFS　 　 　 　 　 　 　  (配 列 番 号 ５ ),
FQGSHVPPT　 　 　 　 　 　  (配 列 番 号 ６ ),
QVQLQQSGAELVKPGASVKLSCKASGYTFTSYWMHWVKQRPGQGLEWIGEINPSNGRTNYNEKFKRKATLTVDKSSSTAY
MQLSSLTSEDSAVYYFARGRPDYYGSSKWYFDVWGAGTTVTVSS　 (配 列 番 号 ７ ),
DVLMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSIVHSNVNTYLEWYLQKPGQSPKLLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLRI
SRVEAEDLGIYYCFQGSHVPPTFGGGTKLEIKR　 (配 列 番 号 ８ );
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の 配 列 を 含 む 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を コ
ー ド す る DNAを 提 供 す る ス テ ッ プ ；
(b)上 記 DNA中 に 少 な く と も １ つ の ヌ ク レ オ チ ド 突 然 変 異 、 欠 失 ま た は 挿 入 を 導 入 し て 、 上
記 DNAに よ り コ ー ド さ れ る 上 記 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト の ア ミ ノ 酸 配 列 を 変 え る ス テ
ッ プ ；
(c)上 記 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 発 現 す る ス テ ッ プ ；
(d)上 記 発 現 さ れ た 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 上 記 改 良 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ し て
そ れ に よ り 上 記 改 良 さ れ た 抗 体 ま た は そ の 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 調 製 す る ス テ ッ プ 、 に よ り
調 製 さ れ る 上 記 改 良 さ れ た 抗 体 ま た は そ の 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
上 記 改 良 が IGF-I受 容 体 と の 親 和 性 の 増 加 で あ る 、 請 求 項 ３ ８ に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体 フ
ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
上 記 少 な く と も １ つ の ヌ ク レ オ チ ド 突 然 変 異 、 欠 失 ま た は 挿 入 を 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が
媒 介 す る 位 置 指 定 突 然 変 異 誘 発 、 カ セ ッ ト 変 異 誘 発 、 誤 り が ち な PCR、 DNAシ ャ ッ フ リ ン グ
、 ま た は 大 腸 菌 （ E. coli） の 突 然 変 異 体 株 の 使 用 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 方 法 に よ り
行 う こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ３ ８ に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ４ １ 】
請 求 項 ６ 、 ７ 、 ８ ま た は １ １ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を コ ー
ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
請 求 項 ６ 、 ７ 、 ８ ま た は １ １ の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト の 軽 ま
た は 重 鎖 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
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【 請 求 項 ４ ３ 】
請 求 項 ４ １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
請 求 項 ４ ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
上 記 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 発 現 す る こ と が で き る 発 現 ベ ク タ ー で あ る 、 請 求 項 ４
３ に 記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
上 記 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 発 現 す る こ と が で き る 発 現 ベ ク タ ー で あ る 、 請 求 項 ４
４ に 記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
ATCC（ American Type Culture Collection） に 受 託 番 号 PTA-4457と し て 寄 託 さ れ て い る ハ
イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 統 に よ り 産 生 さ れ る マ ウ ス 抗 体 EM164、 ま た は イ ン ス リ ン 様 増 殖 因 子 -
I受 容 体 と 特 異 的 に 結 合 す る そ の エ ピ ト ー プ 結 合 フ ラ グ メ ン ト で あ っ て 、 上 記 受 容 体 の 拮
抗 薬 で あ り か つ 上 記 受 容 体 に 対 す る 作 動 薬 活 性 を 実 質 的 に 欠 く こ と を 特 徴 と す る 上 記 抗 体
ま た は フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
ATCC（ American Type Culture Collection） に 受 託 番 号 PTA-4457と し て 寄 託 さ れ て い る ハ
イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 統 に よ り 産 生 さ れ る EM164か ら 誘 導 さ れ た ヒ ト 化 ま た は 再 表 面 形 成 し
た 抗 体 、 ま た は イ ン ス リ ン 様 増 殖 因 子 -I受 容 体 と 特 異 的 に 結 合 す る そ の エ ピ ト ー プ 結 合 フ
ラ グ メ ン ト で あ っ て 、 上 記 受 容 体 の 拮 抗 薬 で あ り か つ 上 記 受 容 体 に 対 す る 作 動 薬 活 性 を 実
質 的 に 欠 く こ と を 特 徴 と す る 上 記 抗 体 ま た は フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
上 記 IGF-IRが ヒ ト IGF-IRで あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 抗 体 ま た は フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
ATCC（ American Type Culture Collection） に 受 託 番 号 PTA-4457と し て 寄 託 さ れ て い る ハ
イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 統 EM164。
【 請 求 項 ５ １ 】
細 胞 の ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る 方 法 で あ っ て 、 上 記 細 胞 を 請 求 項 １ に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗
体 フ ラ グ メ ン ト と 接 触 さ せ る こ と を 含 む 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
細 胞 の ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る 方 法 で あ っ て 、 上 記 細 胞 を 請 求 項 ４ ７ に 記 載 の 抗 体 ま た は
抗 体 フ ラ グ メ ン ト と 接 触 さ せ る こ と を 含 む 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
細 胞 の ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る 方 法 で あ っ て 、 上 記 細 胞 を 請 求 項 ４ ８ に 記 載 の 抗 体 ま た は
抗 体 フ ラ グ メ ン ト と 接 触 さ せ る こ と を 含 む 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
上 記 細 胞 が 癌 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ５ １ 、 ５ ２ ま た は ５ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト が 、
a)上 記 IGF-IRを 活 性 化 す る こ と な く IGF-IRの 細 胞 機 能 を 阻 害 す る 特 性 ；
b)血 清 の 存 在 の も と で 少 な く と も 80％ だ け 腫 瘍 細 胞 増 殖 を 阻 害 す る 特 性 ；
c)IGF-IRと 0.3x10 - 9 M以 下 の K D で 結 合 す る 特 性 ；
d)IGF-Iの IGF-IRと の 結 合 を 阻 害 す る 特 性 ;
e)IGF-Iが 媒 介 す る IGF-IRに よ る 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 を 阻 害 す る 特 性 ；
f)IGF-Iが 誘 導 す る IGF-IRリ ン 酸 化 を 阻 害 す る 特 性 ；
g)IGF-Iお よ び IGF-IIが 媒 介 す る 細 胞 増 殖 と 生 存 を 阻 害 す る 特 性 ；
h)ア フ リ カ ミ ド リ ザ ル IGF-IRと 結 合 す る が 、 マ ウ ス 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー ま た は ヤ ギ
IGF-IRと 結 合 し な い 特 性 ； お よ び
i)IRS-1、 Aktお よ び Erk1/2の 活 性 化 を 阻 害 す る 特 性
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か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の 特 性 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ に
記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
請 求 項 ５ ５ に 記 載 の 特 性 の 全 て を 有 す る 、 請 求 項 ５ ５ に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン
ト 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
上 記 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト が
a)免 疫 グ ロ ブ リ ン （ Ig） G1-4、 IgM、 IgA1-2、 IgDも し く は IgE分 子 で あ る か ま た は そ れ ら
か ら 誘 導 さ れ る か ； ま た は
b)1本 鎖 抗 体 、 1本 鎖 抗 体 フ ラ グ メ ン ト （ scFv） 、 Fabフ ラ グ メ ン ト 、 F(ab’ ) 2 フ ラ グ メ ン
ト 、 ま た は 少 な く と も ３ つ の CDRを 含 有 す る フ ラ グ メ ン ト で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 抗 体
ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
請 求 項 ４ ３ に 記 載 の ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
請 求 項 ４ ４ に 記 載 の ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
抗 IGF-IR抗 体 ま た は そ の 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 作 る 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 ５ ８ に 記 載 の 宿 主
細 胞 を 上 記 抗 IGF-IR抗 体 ま た は そ の 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 発 現 す る の に 好 適 な 条 件 の も と で
培 養 す る ス テ ッ プ 、 お よ び 上 記 抗 IGF-IR抗 体 ま た は そ の 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 回 収 す る ス テ
ッ プ を 含 む 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ６ １ 】
抗 IGF-IR抗 体 ま た は そ の 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 作 る 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 ５ ９ に 記 載 の 宿 主
細 胞 を 上 記 抗 IGF-IR抗 体 ま た は そ の 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 発 現 す る の に 好 適 な 条 件 の も と で
培 養 す る ス テ ッ プ 、 お よ び 上 記 抗 IGF-IR抗 体 ま た は そ の 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 回 収 す る ス テ
ッ プ を 含 む 上 記 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は ヒ ト イ ン ス リ ン 様 増 殖 因 子 -I受 容 体 （ IGF-I受 容 体 ） と 結 合 す る 抗 体 に 関 す る
。 さ ら に 特 定 す れ ば 、 本 発 明 は IGF-I受 容 体 の 細 胞 機 能 を 阻 害 す る 抗 IGF-I受 容 体 抗 体 に 関
す る 。 な お さ ら に 特 定 す れ ば 、 本 発 明 は IGF-I、 IGF-IIお よ び 血 清 の 腫 瘍 細 胞 の 増 殖 お よ
び 生 存 に 対 す る 効 果 に 拮 抗 し か つ そ れ 自 身 は 実 質 的 に 作 動 薬 活 性 を 欠 く 抗 IGF-I受 容 体 抗
体 に 関 す る 。 本 発 明 は ま た 、 上 記 抗 体 の フ ラ グ メ ン ト 、 上 記 抗 体 の ヒ ト 化 お よ び 再 表 面 形
成 バ ー ジ ョ ン 、 上 記 抗 体 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 、 抗 体 誘 導 体 、 な ら び に 上 記 の 診 断 、 研 究 お よ
び 治 療 応 用 に お け る 利 用 に も 関 す る 。 本 発 明 は さ ら に 、 上 記 抗 体 お よ び そ の フ ラ グ メ ン ト
か ら 作 製 さ れ る 改 良 さ れ た 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト に 関 す る 。 他 の 態 様 に お い て は 、
本 発 明 は 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び そ の ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド を 含 む ベ ク タ ー に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 イ ン ス リ ン 様 増 殖 因 子 -I受 容 体 （ IGF-I受 容 体 ） は 、 膜 貫 通 へ テ ロ テ ト ラ マ ー タ ン パ ク
質 で あ り 、 細 胞 外 の ２ つ の α 鎖 お よ び 膜 を ま た が る ２ つ の β 鎖 を ジ ス ル フ ィ ド 結 合 し た β
-α -α -β コ ン フ ィ ギ ュ レ ー シ ョ ン の 形 態 を 有 す る 。 リ ガ ン ド 、 す な わ ち イ ン ス リ ン 様 増
殖 因 子 -I（ IGF-I） お よ び イ ン ス リ ン 様 増 殖 因 子 -II（ IGF-II） が IGF-I受 容 体 の 細 胞 外 ド
メ イ ン と 結 合 す る と 、 細 胞 内 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ ド メ イ ン を 活 性 化 し て 受 容 体 の 自 己 リ ン 酸
化 お よ び 基 質 リ ン 酸 化 が 起 こ る 。 IGF-I受 容 体 は イ ン ス リ ン 受 容 体 と 相 同 性 が あ り 、 β 鎖
チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ ド メ イ ン に お い て 84％ の 高 い 配 列 類 似 性 を 有 し か つ α 鎖 細 胞 外 シ ス テ イ
ン リ ッ チ ド メ イ ン に お い て 48％ の 低 い 配 列 類 似 性 を 有 す る （ Ulrich, A.ら , 1986, EMBO, 
5,2503-2512； Fujita-Yamaguchi, Y.ら , 1986, J. Biol. Chem., 261, 16727-16731； LeR

10

20

30

40

50

(7) JP 2005-533493 A 2005.11.10



oith, D.ら , 1995, Endocrine Reviews, 16, 143-163） 。 IGF-I受 容 体 お よ び そ の リ ガ ン
ド （ IGF-Iお よ び IGF-II） は 多 数 の 生 理 学 的 プ ロ セ ス に 重 要 な 役 割 を 果 た し 、 そ の 役 割 は
胚 形 成 時 の 成 長 お よ び 発 生 、 成 体 に お け る 代 謝 、 細 胞 増 殖 お よ び 細 胞 分 化 を 含 む （ LeRoit
h, D., 2000, Endocrinology, 141,1287-1288； LeRoith, D., 1997, New England J. Med
., 336, 633-640） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 IGF-Iと IGF-IIは 両 方 と も 、 主 に IGF結 合 タ ン パ ク 質 と の 複 合 体 で 存 在 す る 血 中 の 内 分 泌
ホ ル モ ン と し て 、 お よ び 局 所 で 産 生 さ れ る パ ラ 分 泌 お よ び 自 己 分 泌 増 殖 因 子 と し て 機 能 す
る （ Humbel, R.E., 1990, Eur. J. Biochem., 190, 445-462； Cohick, W.S.お よ び Clemmo
ns, D.R., 1993, Annu. Rev. Physiol. 55, 131-153） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 IGF-I受 容 体 は 腫 瘍 細 胞 の 増 殖 、 形 質 転 換 お よ び 生 存 を 促 進 す る こ と が 示 唆 さ れ て い る
（ Baserga, R.ら , 1997, Biochem. Biophys. Acta, 1332, F105-F126； Blakesley, V.A.
ら , 1997, Journal of Endocrinology, 152, 339-344； Kaleko, M., Rutter, W.J.,お よ
び Miller, A.D. 1990, Mol. Cell. Biol., 10, 464-473） 。 す な わ ち 、 腫 瘍 型 の い く つ か
は IGF-I受 容 体 の 通 常 の レ ベ ル よ り 高 い レ ベ ル を 発 現 す る こ と が 公 知 で あ り 、 そ れ ら は 乳
癌 、 大 腸 癌 、 卵 巣 癌 、 滑 膜 肉 腫 、 膵 癌 を 含 む （ Khandwala, H.M.ら , 2000, Endocrine Rev
iews, 21, 215-244； Werner, H.お よ び LeRoith, D., 1996, Adv. Cancer Res., 68, 183-
223； Happerfield, L.C.ら , 1997, J. Pathol., 183, 412-417； Frier, S.ら , 1999, Gut
, 44, 704-708； van Dam, P.A.ら , 1994, J. Clin. Pathol., 47, 914-919； Xie, Y.ら , 
1999, Cancer Res., 59, 3588-3591； Bergmann, U.ら , 1995, Cancer Res., 55, 2007-20
11） 。 In vitroで IGF-Iお よ び IGF-IIは 、 複 数 の ヒ ト 腫 瘍 細 胞 系 統 、 例 え ば 肺 癌 、 乳 癌 、
大 腸 癌 、 骨 肉 腫 お よ び 子 宮 頸 癌 に 対 す る 強 力 な 分 裂 促 進 因 子 で あ る こ と が 示 さ れ て い る （
Ankrapp, D.P.お よ び Bevan, D.R., 1993, Cancer Res., 53, 3399-3404； Cullen, K.J., 
1990, Cancer Res., 50, 48-53； Hermanto, U.ら , 2000, Cell Growth & Differentiatio
n, 11, 655-664； Guo, Y. S.ら , 1995, J. Am. Coll. Surg., 181, 145-154； Kappel, C.
C.ら , 1994, Cance
r Res., 54, 2803-2807； Steller, M.A.ら , 1996, Cancer Res., 56, 1761-1765） 。 こ れ
ら の 腫 瘍 お よ び 腫 瘍 細 胞 系 統 の い く つ か は ま た 、 高 レ ベ ル の IGF-Iま た は IGF-IIを 発 現 し
て 、 自 己 分 泌 ま た パ ラ 分 泌 の 方 法 で そ れ ら 自 身 の 増 殖 を 刺 激 す る こ と が で き る （ Quinn, K
. A.ら , 1996, J. Biol. Chem., 271, 11477-11483） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 疫 学 研 究 は 、 IGF-Iの 血 漿 レ ベ ル の 増 加 （ お よ び IGF結 合 タ ン パ ク 質 -3の レ ベ ル の 低 下 ）
は 前 立 腺 癌 、 大 腸 癌 、 肺 癌 お よ び 乳 癌 の リ ス ク の 増 加 と 相 関 が あ る こ と を 示 し て い る （ Ch
an, J. M.ら , 1998, Science, 279, 563-566； Wolk, A.ら , 1998, J. Natl. Cancer Inst
., 90,911-915； Ma, J.ら , 1999, J. Natl. Cancer Inst., 91, 620-625； Yu, H.ら , 199
9, J. Natl. Cancer Inst., 91, 151-156； Hankinson, S.E.ら , 1998, Lancet, 351, 139
3-1396） 。 癌 予 防 と し て 、 血 漿 の IGF-Iレ ベ ル を 低 下 す る か ま た は IGF-I受 容 体 の 機 能 を 抑
制 す る 手 法 が 示 唆 さ れ て い る （ Wu, Y.ら , 2002, Cancer Res., 62, 1030-1035； Grimberg
, A.お よ び Cohen P., 2000, J. Cell. Physiol., 183, 1-9） 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 IGF-I受 容 体 は 、 腫 瘍 細 胞 を 増 殖 因 子 欠 乏 、 足 場 非 依 存 性 、 ま た は 細 胞 傷 害 薬 処 理 に よ
り 起 こ る ア ポ ト ー シ ス か ら 保 護 す る （ Navarro, M.お よ び Baserga, R., 2001, Endocrinol
ogy, 142, 1073-1081； Baserga, R.ら , 1997, Biochem. Biophys. Acta, 1332, F105-F12
6） 。 分 裂 促 進 、 ト ラ ン ス フ ォ ー メ ー シ ョ ン お よ び 抗 ア ポ ト ー シ ス 活 性 に と っ て 重 要 で あ
る IGF-I受 容 体 の ド メ イ ン は 、 突 然 変 異 分 析 に よ り 同 定 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 例 え ば 、 IGF-I受 容 体 の チ ロ シ ン 1251残 基 は 、 抗 ア ポ ト ー シ ス お よ び ト ラ ン ス フ ォ ー メ
ー シ ョ ン 活 性 に と っ て 極 め て 重 要 で あ る が 分 裂 促 進 活 性 に と っ て は 重 要 で な い こ と が 同 定
さ れ て い る （ O'Connor, R.ら , 1997, Mol. Cell. Biol., 17, 427-435； Miura, M.ら , 19
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95, J. Biol. Chem., 270, 22639-22644） 。 リ ガ ン ド に よ り 活 性 化 さ れ る IGF-I受 容 体 の
細 胞 内 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 は イ ン ス リ ン 受 容 体 基 質 （ IRS-1お よ び IRS-2） の チ ロ シ ン 残 基 の
リ ン 酸 化 に 関 わ り 、 こ れ が ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル -3-キ ナ ー ゼ （ PI3キ ナ ー ゼ ） を 膜
へ 補 給 す る 。 膜 結 合 し た PI3キ ナ ー ゼ の リ ン 脂 質 産 物 は セ リ ン /ト レ オ ニ ン キ ナ ー ゼ Aktを
活 性 化 し 、 そ の 基 質 で あ る プ ロ ア ポ ト ー シ ス タ ン パ ク 質 BADが リ ン 酸 化 さ れ て 不 活 性 状 態
と な る （ Datta, S. R., Brunet, A. and Greenberg, M. E., 1999, Genes & Development
, 13, 2905-2927； Kulik, G., Klippel, A.お よ び Weber, M. J., 1997, Mol. Cell. Biol
. 17, 1595-1606） 。 MCF-7ヒ ト 乳 癌 細 胞 の IGF-I受 容 体 の 分 裂 促 進 シ グ ナ ル 伝 達 は PI3キ ナ
ー ゼ を 必 要 と し 、 分 裂 促 進 因 子 活 性 化 タ ン パ ク 質 キ ナ ー ゼ に 依 存 し な い が 、 分 化 ラ ッ ト ク
ロ ム 親 和 細 胞 腫 PC12細 胞 の 生 存 シ グ ナ ル 伝 達 は 、 PI3キ ナ ー ゼ と 分 裂 促 進 因 子 活 性 化 タ ン
パ ク 質 キ ナ ー ゼ の 両 方 の 経 路 を 必 要 と す る （ Dufourny, B.ら , 1997, J. Biol. Chem., 27
2, 31163-31171； Parrizas, M., Saltiel, A. R. and LeRoith, D., 1997, J. Biol. Che
m., 272, 154-161） 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 ア ン チ セ ン ス 手 法 に よ る IGF-I受 容 体 レ ベ ル の 下 方 調 節 は 、 複 数 の 腫 瘍 細 胞 系 統 、 例 え
ば 黒 色 腫 、 肺 癌 、 卵 巣 癌 、 グ リ ア 芽 細 胞 腫 、 神 経 芽 細 胞 腫 お よ び 横 紋 筋 肉 腫 の in vivoお
よ び in vitro腫 瘍 形 成 能 を 低 下 す る こ と が 示 さ れ て い る （ Resnicoff, M.ら , 1994, Cance
r Res., 54, 4848-4850； Lee, C.-T.ら , 1996, Cancer Res., 56, 3038-3041； Muller, M
.ら , 1998, Int. J. Cancer, 77, 567-571； Trojan, J.ら , 1993, Science, 259, 94-97
； Liu, X.ら , 1998, Cancer Res., 58, 5432-5438； Shapiro, D. N.ら , 1994, J. Clin. 
Invest., 94, 1235-1242） 。 同 様 に 、 IGF-I受 容 体 の 優 性 ネ ガ テ ィ ブ 突 然 変 異 は 、 IGF-I受
容 体 を 過 剰 発 現 す る 形 質 転 換 Rat-1細 胞 の in vivo腫 瘍 形 成 能 、 お よ び in vitro増 殖 を 低 下
す る こ と が 報 じ ら れ て い る （ Prager, D.ら , 1994, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 91, 21
81-2185）
　 IGF-I受 容 体 mRNAに 対 す る ア ン チ セ ン ス を 発 現 す る 腫 瘍 細 胞 は 、 生 物 拡 散 室 内 の 動 物 に
注 射 す る と 大 量 の ア ポ ト ー シ ス を 起 こ す 。 こ の 観 察 に よ れ ば 、 腫 瘍 細 胞 は IGF-I受 容 体 の
阻 害 に よ り ア ポ ト ー シ ス に 対 す る 感 受 性 が 正 常 細 胞 よ り 高 く な る と い う 仮 説 に 基 づ い て 、
IGF-I受 容 体 は 魅 力 的 な 治 療 標 的 で あ る こ と を 示 す （ Resnicoff, M.ら , 1995, Cancer Res
., 55, 2463-2469； Baserga, R., 1995, Cancer Res., 55, 249-252） 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 腫 瘍 細 胞 中 の IGF-I受 容 体 の 機 能 を 阻 害 す る 他 の 手 法 と し て 、 IGF-I受 容 体 の 細 胞 外 ド メ
イ ン と 結 合 し て そ の 活 性 化 を 阻 害 す る 抗 IGF-I受 容 体 抗 体 が 利 用 さ れ て い る 。 IGF-I受 容 体
に 対 す る マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 開 発 す る い く つ か の 試 み が 報 じ ら れ て お り 、 そ れ ら
の 中 で ２ 種 の 阻 害 抗 体 （ IR3お よ び 1H7） は 入 手 可 能 が あ り 、 そ れ ら の 利 用 が 複 数 の IGF-I
受 容 体 研 究 に お い て 報 じ ら れ て い る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 部 分 精 製 し た イ ン ス リ ン 受 容 体 の 胎 盤 調 製 物 を 用 い て マ ウ ス を 免 疫 感 作 す る と 、 イ ン ス
リ ン 受 容 体 と 選 択 的 に 結 合 す る IR1、 お よ び IGF-I受 容 体 （ ソ マ ト メ ジ ン Ｃ 受 容 体 ） の 優 先
的 免 疫 沈 降 を 示 す が イ ン ス リ ン 受 容 体 の 弱 い 免 疫 沈 降 も 示 す ２ 種 の 抗 体 、 IR2と IR3が 得 ら
れ る の で 、 そ れ を 利 用 し て IR3抗 体 を 発 生 さ せ た （ Kull, F. C.ら , 1983, J. Biol. Chem.
, 258, 6561-6566） 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 精 製 し た IGF-I受 容 体 の 胎 盤 調 製 物 を 利 用 し て 1H7抗 体 を 発 生 さ せ た 。 該 胎 盤 調 製 物 を 用
い て マ ウ ス を 免 疫 感 作 す る と 、 3種 の 刺 激 性 抗 体 に 加 え て 阻 害 性 抗 体 1H7が 得 ら れ る （ Li, 
S.-L.ら , 1993, Biochem. Biophys. Res. Commun., 196, 92-98； Xiong, L.ら , 1992, Pr
oc. Natl. Acad. Sci. USA, 89, 5356-5360） 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 他 の 報 文 で は 、 IGF-I受 容 体 の 高 レ ベ ル を 発 現 す る ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 3T3細 胞 を 用
い て マ ウ ス を 免 疫 感 作 す る と 、 ヒ ト IGF-I受 容 体 に 特 異 的 な マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の
パ ネ ル が 得 ら れ る の で 、 こ の パ ネ ル を 結 合 競 合 に よ り お よ び IGF-Iの ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ
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れ た 3T3細 胞 と の 結 合 の 阻 害 ま た は 刺 激 に よ り ７ グ ル ー プ に 分 類 し た （ Soos, M. A.ら , 19
92, J. Biol. Chem., 267, 12955-12963） 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 こ の よ う に 、 IR3抗 体 は in vitroで 最 も 汎 用 さ れ る IGF-I受 容 体 研 究 用 の 阻 害 性 抗 体 で あ
る が 、 こ れ は IGF-I受 容 体 を 発 現 す る ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 3T3お よ び CHO細 胞 に 作 動 薬
活 性 を 示 す 欠 点 が 悩 み で あ る （ Kato, H.ら , 1993, J. Biol. Chem., 268, 2655-2661； St
eele-Perkins, G.お よ び Roth, R. A., 1990, Biochem. Biophys. Res. Commun., 171, 12
44-1251） 。 同 様 に 、 Soosら が 開 発 し た 抗 体 の パ ネ ル の 中 で 、 最 も 阻 害 性 抗 体 の 24-57お よ
び 24-60も ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 3T3細 胞 に 作 動 薬 活 性 を 示 し た （ Soos, M. A.ら , 1992,
 J. Biol. Chem., 267, 12955-12963） 。 IR3抗 体 は 、 IGF-Iの 無 傷 の 細 胞 に お け る お よ び
可 溶 化 後 の 発 現 さ れ た 受 容 体 と の 結 合 を 阻 害 す る （ し か し IGF-IIを 阻 害 し な い ） こ と が 報
じ ら れ る が 、 細 胞 の DNA合 成 を in vitroで 刺 激 す る IGF-Iと IGF-II両 方 の 能 力 を 阻 害 す る こ
と が 示 さ れ て い る （ Steele-Perkins, G.お よ び Roth, R.A., 1990, Biochem. Biophys. Re
s. Commun., 171, 1244-1251） 。 IR3抗 体 の 結 合 エ ピ ト ー プ は 、 キ メ ラ の イ ン ス リ ン IGF-I
受 容 体 構 築 物 か ら IGF-I受 容 体 の 223～ 274領 域 で あ る と 推 定 さ れ て い る （ Gustafson, T. A
.お よ び Rutter, W. J., 1990, J. Biol. Chem., 265, 18663-18667； Soos, M. A.ら , 199
2, J. Biol. Chem., 267, 12955-12963） 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 MCF-7ヒ ト 乳 癌 細 胞 系 統 は 、 IGF-Iお よ び IGF-IIの in vitro増 殖 応 答 を 実 証 す る た め に 利
用 さ れ る 典 型 的 な モ デ ル 細 胞 系 統 で あ る （ Dufourny, B.ら , 1997, J. Biol. Chem., 272,
 31163-31171） 。 MCF-7細 胞 に お い て 、 IR3抗 体 は 、 無 血 清 状 態 で 外 因 的 に 加 え ら れ た IGF-
Iお よ び IGF-IIの 刺 激 性 効 果 を 不 完 全 に ほ ぼ 80％ だ け 遮 断 す る 。 ま た 、 IR3抗 体 は 10％ 血 清
中 で MCF-7細 胞 の 増 殖 を 有 意 に 阻 害 し な い （ 25％ 未 満 ） （ Cullen, K. J.ら , 1990, Cancer
 Res., 50, 48-53） 。 MCF-7細 胞 の 血 清 刺 激 増 殖 の IR3抗 体 に よ る in vitroで の こ の 弱 い 阻
害 は 、 IR3抗 体 処 理 が ヌ ー ド マ ウ ス に お け る MCF-7異 種 移 植 片 の 増 殖 を 有 意 に 阻 害 し な か っ
た in vivo研 究 の 結 果 と 関 係 が あ り う る （ Arteaga, C. L.ら , 1989, J. Clin. Invest., 8
4, 1418-1423） 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 IR3お よ び 他 の 報 じ ら れ た 抗 体 の 弱 い 作 動 薬 活 性 、 な ら び に そ れ ら が よ り 生 理 学 的 な 血
清 刺 激 の 条 件 （ 無 血 清 条 件 で 外 因 的 に 加 え た IGF-Iま た は IGF-IIに よ る 刺 激 の 代 わ り に ）
の も と で MCF-7細 胞 な ど の 腫 瘍 細 胞 の 増 殖 を 有 意 に 阻 害 す る 能 力 が 無 い こ と の 故 に 、 腫 瘍
細 胞 の 血 清 刺 激 増 殖 を 有 意 に 阻 害 し し か し そ れ 自 身 に よ る 有 意 な 作 動 薬 活 性 を 示 さ な い 新
し い 抗 IGF-I受 容 体 抗 体 に 対 す る ニ ー ズ が あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ ６ 】
　 従 っ て 、 イ ン ス リ ン 様 増 殖 因 子 -I受 容 体 と 特 異 的 に 結 合 し 、 受 容 体 に 拮 抗 す る こ と に よ
り 受 容 体 の 細 胞 活 性 を 阻 害 し 、 そ し て ま た 受 容 体 に 対 す る 作 動 薬 活 性 を 実 質 的 に 欠 く 抗 体
、 抗 体 フ ラ グ メ ン ト お よ び 抗 体 誘 導 体 を 提 供 す る こ と が 本 発 明 の 目 的 で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 従 っ て 第 １ の 実 施 形 態 に お い て は 、 軽 お よ び 重 鎖 可 変 域 の 両 方 の ア ミ ノ 酸 配 列 、 軽 お よ
び 重 鎖 に 対 す る 遺 伝 子 の cDNA配 列 、 そ の CDR（ 相 補 性 決 定 領 域 ） の 同 定 、 そ の 表 面 ア ミ ノ
酸 の 同 定 、 な ら び に 組 換 え 型 に お い て そ れ を 発 現 す る 方 法 に 関 し て 、 本 明 細 書 で 全 て 特 徴
付 け ら れ て い る マ ウ ス 抗 体 EM164が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 第 ２ の 実 施 形 態 に お い て は 、 抗 体 EM164の 再 表 面 形 成 さ れ た ま た は ヒ ト 化 さ れ た バ ー ジ
ョ ン で あ っ て 、 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト の 表 面 に 曝 さ れ る 残 基 の 軽 お よ び 重 鎖 の 両 方
が 置 換 え ら れ て 公 知 の ヒ ト 抗 体 表 面 に さ ら に よ く 似 て い る 上 記 バ ー ジ ョ ン が 提 供 さ れ る 。
そ の よ う な ヒ ト 化 さ れ た 抗 体 は 、 マ ウ ス EM164と 比 較 し て 、 治 療 ま た は 診 断 薬 と し て の 有
用 性 が 一 層 増 加 し う る 。 抗 体 EM164の ヒ ト 化 さ れ た バ ー ジ ョ ン は ま た 、 軽 お よ び 重 鎖 可 変
域 両 方 の そ れ ぞ れ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 軽 お よ び 重 鎖 に 対 す る 遺 伝 子 の DNA配 列 、 そ の CDRの 同
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定 、 そ の 表 面 ア ミ ノ 酸 の 同 定 、 な ら び に 組 換 え 型 に お い て そ れ を 発 現 す る 方 法 の 開 示 に 関
し て 、 本 明 細 書 に お い て 全 て 特 徴 づ け ら れ て い る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 第 ３ の 実 施 形 態 に お い て は 、 増 殖 刺 激 因 子 、 例 え ば 血 清 、 イ ン ス リ ン 様 増 殖 因 子 -Iお よ
び イ ン ス リ ン 様 増 殖 因 子 -IIの 存 在 の も と で 、 癌 細 胞 の 増 殖 を ほ ぼ 80％ 以 上 阻 害 す る こ と
が で き る 抗 体 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 第 ４ の 実 施 形 態 に お い て は 、 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト で あ っ て 、
そ れ ぞ れ 配 列 番 号 １ ～ ３ ：
SYWMH　 　 　 　 　 　 　 　  (配 列 番 号 １ )、
EINPSNGRTNYNEKFKR　 　  (配 列 番 号 ２ )、
GRPDYYGSSKWYFDV　 　 　  (配 列 番 号 ３ )に よ り 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る CDRを 含 む 重
鎖 を 有 し か つ
そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ４ ～ ６ ：
RSSQSIVHSNVNTYLE　 　 　 (配 列 番 号 ４ )、
KVSNRFS　 　 　 　 　 　 　  (配 列 番 号 ５ )、
FQGSHVPPT　 　 　 　 　 　  (配 列 番 号 ６ )に よ り 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る CDRを 含 む 軽
鎖 を 有 す る 上 記 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 第 ５ の 実 施 形 態 に お い て は 、 配 列 番 号 ７ :
QVQLQQSGAELVKPGASVKLSCKASGYTFTSYWMHWVKQRPGQGLEWIGEINPSNGRTNYNEKFKRKATLTVDKSSSTAY
MQLSSLTSEDSAVYYFARGRPDYYGSSKWYFDVWGAGTTVTVSS（ 配 列 番 号 ７ ）
に よ り 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 90％ 配 列 同 一 性 を 共 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ
重 鎖 を 有 す る 抗 体 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 同 様 に 、 配 列 番 号 ８ ：
DVLMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSIVHSNVNTYLEWYLQKPGQSPKLLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLRI
SRVEAEDLGIYYCFQGSHVPPTFGGGTKLEIKR（ 配 列 番 号 ８ ）
に よ り 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 90％ 配 列 同 一 性 を 共 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ
軽 鎖 を 有 す る 抗 体 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 第 ６ の 実 施 形 態 に お い て は 、 配 列 番 号 ９ ～ 12：
DVVMTQTPLSLPVSLGDPASISCRSSQSIVHSNVNTYLEWYLQKPGQSPRLLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGAGTDFTLRI
SRVEAEDLGIYYCFQGSHVPPTFGGGTKLEIKR（ 配 列 番 号 ９ ） ；
DVLMTQTPLSLPVSLGDPASISCRSSQSIVHSNVNTYLEWYLQKPGQSPKLLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGAGTDFTLRI
SRVEAEDLGIYYCFQGSHVPPTFGGGTKLEIKR（ 配 列 番 号 10） ；
DVLMTQTPLSLPVSLGDPASISCRSSQSIVHSNVNTYLEWYLQKPGQSPRLLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGAGTDFTLRI
SRVEAEDLGIYYCFQGSHVPPTFGGGTKLEIKR（ 配 列 番 号 11） ； ま た は
DVVMTQTPLSLPVSLGDPASISCRSSQSIVHSNVNTYLEWYLQKPGQSPKLLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGAGTDFTLRI
SRVEAEDLGIYYCFQGSHVPPTFGGGTKLEIKR（ 配 列 番 号 12）
の う ち の １ つ に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ヒ ト 化 さ れ た ま た は 再 表 面 形 成 さ れ た 軽 鎖 可
変 域 を 有 す る 抗 体 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 同 様 に 、 配 列 番 号 13：
QVQLVQSGAEVVKPGASVKLSCKASGYTFTSYWMHWVKQRPGQGLEWIGEINPSNGRTNYNQKFQGKATLTVDKSSSTAY
MQLSSLTSEDSAVYYFARGRPDYYGSSKWYFDVWGQGTTVTVSS（ 配 列 番 号 13）
に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ヒ ト 化 さ れ た ま た は 再 表 面 形 成 さ れ た 重 鎖 可 変 域 を 有 す る
抗 体 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 第 ７ の 実 施 形 態 に お い て は 、 改 良 さ れ た 特 性 を 有 す る 本 発 明 の 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ
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ン ト が 提 供 さ れ る 。 例 え ば 、 改 良 さ れ た IGF-I受 容 体 に 対 す る 親 和 性 を 有 す る 抗 体 ま た は
抗 体 フ ラ グ メ ン ト が 本 発 明 の 抗 体 ま た は フ ラ グ メ ン ト の 親 和 性 成 熟 に よ り 調 製 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 上 記 抗 体 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト で あ っ て 、 直 接 に ま た は 切 断 可 能 も し く は
非 切 断 可 能 な リ ン カ ー を 経 由 し て 細 胞 傷 害 薬 が 本 発 明 の 抗 体 も し く は 抗 体 の エ ピ ト ー プ 結
合 フ ラ グ メ ン ト と 共 有 結 合 し て い る こ と を 特 徴 と す る 上 記 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 提 供 す る 。 好
ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 細 胞 傷 害 薬 は タ キ ソ ー ル 、 メ イ タ ン シ ノ イ ド 、 CC-1065ま た は C
C-1065類 似 体 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 研 究 ま た は 診 断 応 用 に 利 用 す る た め に さ ら に 標 識 さ れ て い る 抗 体 ま た
は そ の フ ラ グ メ ン ト を 提 供 す る 。 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 標 識 は 放 射 標 識 、 蛍 光 体 、
発 色 体 、 イ メ ー ジ ン グ 剤 ま た は 金 属 イ オ ン で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 上 記 抗 体 ま た は フ ラ グ メ ン ト を 癌 を 有 す る と 疑 わ れ る 被 験 者 に 投 与 し 、 そ し て 被 験 者 の
体 内 の 標 識 の 分 布 を 測 定 ま た は モ ニ タ ー す る 診 断 方 法 も 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 第 ８ の 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 は 癌 を 有 す る 被 験 者 の 治 療 方 法 で あ っ て 、 本 発 明 の
抗 体 、 抗 体 フ ラ グ メ ン ト ま た は 抗 体 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 単 独 で ま た は 他 の 細 胞 傷 害 ま た は 治
療 薬 と 組 合 わ せ て 投 与 す る こ と に よ る 上 記 治 療 方 法 を 提 供 す る 。 癌 は 、 １ 以 上 の 、 例 え ば
乳 癌 、 大 腸 癌 、 卵 巣 癌 、 骨 肉 腫 、 子 宮 頸 癌 、 前 立 腺 癌 、 肺 癌 、 滑 膜 癌 、 膵 癌 、 ま た は こ れ
か ら IGF-I受 容 体 レ ベ ル が 高 い こ と で 確 認 さ れ る 他 の 癌 で あ っ て も よ い 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 細 胞 表 面 上 の ヒ ト イ ン ス リ ン 様 増 殖 因 子 -I受 容 体 （ IGF-IR） と 結 合 す る
新 規 の 抗 体 を 発 見 し か つ そ れ を 改 良 し た 。 本 抗 体 お よ び フ ラ グ メ ン ト は 、 受 容 体 そ れ 自 身
を 活 性 化 す る 能 力 が な く し か も 受 容 体 の 細 胞 機 能 を 阻 害 す る と い う ユ ニ ー ク な 能 力 を 有 す
る 。 従 っ て 、 IGF-IRと 結 合 し て 阻 害 す る 従 来 公 知 の 抗 体 は IGF-IRリ ガ ン ド の 不 在 時 で も 受
容 体 を 活 性 化 す る の に 対 し て 、 本 発 明 の 抗 体 ま た は フ ラ グ メ ン ト は IGF-IRに 拮 抗 す る が 実
質 的 に 作 動 薬 活 性 を 欠 く 。 さ ら に 本 発 明 の 抗 体 と 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 血 清 の 存 在 の も と
で の ヒ ト 腫 瘍 細 胞 、 例 え ば MCF-7細 胞 の 増 殖 を 80％ 以 上 阻 害 し 、 こ の 値 は 従 来 公 知 の 抗 IGF
-IR抗 体 を 用 い て 得 ら れ る よ り 高 い 阻 害 度 で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 は 、 本 明 細 書 で EM164と 呼 び 、 軽 お よ び 重 鎖 の 両 方 の ア ミ ノ 酸 配 列 、 そ の CDRの 同
定 、 表 面 ア ミ ノ 酸 の 同 定 、 お よ び 組 換 え 型 に お け る そ の 発 現 に 関 し て 、 全 て 特 徴 付 け て い
る マ ウ ス 抗 IGF-IR抗 体 か ら 進 め る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 生 殖 系 列 配 列 の EM164配 列 と の ア ラ イ ン メ ン ト を 図 15に 示 す 。 そ の 比 較 に よ り EM164中 の
可 能 性 の あ る 体 細 胞 突 然 変 異 が 同 定 さ れ 、 そ れ ら は 軽 鎖 の CDR1お よ び 重 鎖 の CDR2に そ れ ぞ
れ １ つ づ つ 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 抗 体 EM164軽 お よ び 重 鎖 、 な ら び に ヒ ト 化 バ ー ジ ョ ン の １ 次 ア ミ ノ 酸 お よ び DNA配 列 を 本
明 細 書 に 開 示 す る 。 し か し 、 本 発 明 の 範 囲 は こ れ ら の 配 列 を 含 む 抗 体 と フ ラ グ メ ン ト に 限
定 さ れ る も の で は な い 。 そ れ ど こ ろ か 、 イ ン ス リ ン 様 増 殖 因 子 -I受 容 体 と 特 異 的 に 結 合 し
か つ 受 容 体 の 生 物 学 的 活 性 に 拮 抗 し 、 し か し 作 動 活 性 を 実 質 的 に 欠 く 全 て の 抗 体 と フ ラ グ
メ ン ト は 本 発 明 の 範 囲 に 包 含 さ れ る 。 従 っ て 、 抗 体 と 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 抗 体 EM164ま
た は ヒ ト 化 誘 導 体 と そ の 骨 格 、 CDR、 軽 鎖 お よ び 重 鎖 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 異 な っ て い て も よ
く 、 そ れ で も な お 本 発 明 の 範 囲 内 に 包 含 さ れ う る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 抗 体 EM164の CDRは モ デ リ ン グ に よ り 同 定 さ れ 、 そ の 分 子 構 造 は 予 測 さ れ て い る 。 再 び 、
CDRは エ ピ ト ー プ 認 識 に と っ て 重 要 で あ る も の の 、 そ れ は 本 発 明 の 抗 体 と フ ラ グ メ ン ト に
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と っ て 必 須 で は な い 。 す な わ ち 、 例 え ば 本 発 明 の 抗 体 の 親 和 性 成 熟 に よ り 作 ら れ る 、 改 良
さ れ た 特 性 を 有 す る 抗 体 と フ ラ グ メ ン ト が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 多 様 な 抗 体 と 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 、 な ら び に 抗 体 模 倣 物 を 、 特 定 の セ ッ ト の CDRと フ ラ ン
キ ン グ す る 可 変 お よ び 定 常 域 配 列 内 の 突 然 変 異 、 欠 失 お よ び ／ ま た は 挿 入 に よ り 作 る こ と
が で き る 。 こ の よ う に し て 、 例 え ば 、 所 与 の セ ッ ト の CDRに 対 し て 異 な る 重 鎖 の 置 換 に よ
り 異 な る ク ラ ス の Abを 得 る こ と が 可 能 で あ り 、 こ の 方 法 に よ り 、 例 え ば 、 IgG1～ 4、 IgM、
IgA1～ 2、 IgD、 IgE抗 体 型 お よ び イ ソ 型 を 作 る こ と が で き る 。 同 様 に 、 本 発 明 の 範 囲 に 含
ま れ る 人 工 抗 体 は 、 CDRの 所 与 の セ ッ ト を 完 全 な 合 成 フ レ ー ム ワ ー ク 内 に 埋 め 込 む こ と に
よ り 作 る こ と が で き る 。 本 明 細 書 に お い て 用 語 「 可 変 」 は 、 可 変 ド メ イ ン の あ る 特 定 部 分
で あ っ て 、 抗 体 間 で 配 列 が 異 な り か つ 各 特 定 抗 体 の そ の 抗 原 と の 結 合 お よ び 特 異 性 に 利 用
さ れ る 上 記 部 分 を 記 載 す る た め に 使 用 さ れ る 。 し か し 、 そ の 可 変 性 は 通 常 、 抗 体 の 可 変 ド
メ イ ン 全 体 に 等 し く 分 布 す る も の で は な い 。 可 変 性 は 典 型 的 に は 軽 鎖 お よ び 重 鎖 両 方 の 可
変 ド メ イ ン 中 の 相 補 性 決 定 領 域 （ CDR） ま た は 超 可 変 域 と 呼 ば れ る ３ セ グ メ ン ト に 濃 縮 さ
れ る 。 可 変 ド メ イ ン の よ り 高 度 に 保 存 さ れ た 部 分 は フ レ ー ム ワ ー ク （ FR） と 呼 ば れ る 。 重
お よ び 軽 鎖 の 可 変 ド メ イ ン は そ れ ぞ れ 、 主 に β シ ー ト コ ン フ ィ ギ ュ レ ー シ ョ ン で あ る ４ つ
の フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 を 含 み 、 そ れ ら の フ レ ー ム ワ ー ク は ３ つ の CDRに よ り 接 続 さ れ る 。
上 記 CDRは 、 接 続 す る （ 場 合 に よ っ て は β シ ー ト 構 造 の 部 分 と な る ） ル ー プ を 形 成 す る 。
そ れ ぞ れ の 鎖 の CDRは 、 FR領 域 に よ っ て 密 接 し た 近 位 に 一 緒 に 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 （ E. A. Kabatら  「 免 疫 学 的 に 重 要 な タ ン
パ ク 質 の 配 列 （ Sequences of Proteins of Immunological Interest） 」 , 第 ５ 版 , 1991,
 NIH） 。 定 常 ド メ イ ン は 抗 体 と 抗 原 の 結 合 に 直 接 関 わ ら な い が 、 様 々 な エ フ ェ ク タ ー 機 能
、 例 え ば 抗 体 の 抗 体 依 存 性 細 胞 毒 性 へ の 関 与 を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 ヒ ト 化 抗 体 、 ま た は 他 の 哺 乳 類 動 物 に よ る 非 拒 絶 に 適 合 さ せ た 抗 体 は 、 複 数 の 技 術 、 例
え ば 再 表 面 形 成 お よ び CDR移 植 術 を 用 い て 作 る こ と が で き る 。 再 表 面 形 成 技 術 に お い て は
、 分 子 モ デ ル 、 統 計 解 析 お よ び 突 然 変 異 誘 発 を 組 合 わ せ 、 可 変 域 の 非 CDR表 面 を 標 的 宿 主
の 既 知 抗 体 の 表 面 に 似 て い る よ う に 調 節 す る 。 抗 体 を 再 表 面 形 成 す る 計 画 と 方 法 、 お よ び
色 々 な 宿 主 内 の 抗 体 の 免 疫 原 性 を 低 下 さ せ る 他 の 方 法 は 、 米 国 特 許 第 5,639,641号 に 開 示
さ れ て い て 、 こ れ は 本 明 細 書 に そ の 全 て が 参 照 に よ り 組 み 入 れ ら れ る 。 CDR移 植 技 術 に お
い て は 、 マ ウ ス 重 お よ び 軽 鎖 CDRを 全 ヒ ト フ レ ー ム ワ ー ク 配 列 中 に 移 植 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 明 細 書 に 記 載 し た 抗 体 の 機 能 的 同 等 物 も 含 む 。 機 能 的 同 等 物 は こ れ ら
の 抗 体 と 比 較 し う る 結 合 特 性 を 有 し 、 例 え ば 、 キ メ ラ 、 ヒ ト 化 お よ び １ 本 鎖 抗 体 な ら び に
そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト を 含 む 。 こ の よ う な 機 能 的 同 等 物 を 作 る ほ う 方 法 は 、 PCT出 願 WO93/
21319、 欧 州 特 許 出 願 第 239,400号 ； PCT出 願 WO89/09622； 欧 州 特 許 出 願 第 338,745号 ； お よ
び 欧 州 特 許 出 願 第 332,424号 に 開 示 さ れ て い て 、 こ れ ら は そ れ ぞ れ の 全 て が 参 照 に よ り 組
み 入 れ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 機 能 的 同 等 物 は 、 本 発 明 の 抗 体 の 可 変 も し く は 超 可 変 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 と 実 質 的 に 同 じ
ア ミ ノ 酸 配 列 を も つ ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。 ア ミ ノ 酸 配 列 に 適 用 さ れ る 「 実 質 的 に 同 じ 」 は
、 本 明 細 書 に お い て は 、 Pearsonお よ び Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85, 2444-2
448 (1988)に よ る FASTAサ ー チ 法 に よ り 決 定 し て 、 他 の ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も ほ ぼ 90
％ 、 さ ら に 好 ま し く は 少 な く と も ほ ぼ 95％ 配 列 同 一 性 を も つ 配 列 と し て 定 義 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 キ メ ラ 抗 体 は 好 ま し く は 、 実 質 的 に ま た は 専 ら ヒ ト 抗 体 定 常 域 か ら 誘 導 さ れ た 定 常 域 お
よ び 実 質 的 に ま た は 専 ら ヒ ト 以 外 の 哺 乳 類 動 物 の 可 変 域 配 列 か ら 誘 導 さ れ た 可 変 域 を 有 す
る 。 抗 体 の ヒ ト 化 型 は 、 例 え ば マ ウ ス 抗 体 の 相 補 性 決 定 領 域 を ヒ ト フ レ ー ム ワ ー ク ド メ イ
ン 中 に 置 換 す る こ と に よ り 作 ら れ る （ 例 え ば PCT公 開 第 W092/22653号 を 参 照 ） 。 ヒ ト 化 抗
体 は 好 ま し く は 、 実 質 的 に ま た は 専 ら 対 応 す る ヒ ト 抗 体 領 域 か ら 誘 導 さ れ た 定 常 域 と 相 補
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性 決 定 領 域 （ CDR） 以 外 の 可 変 域 、 お よ び 実 質 的 に ま た は 専 ら ヒ ト 以 外 の 哺 乳 類 動 物 か ら
誘 導 さ れ た CDRを 有 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 機 能 性 同 等 物 は ま た 、 1本 鎖 抗 体 （ scFv） と し て も 知 ら れ る １ 本 鎖 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を
含 む 。 こ れ ら の フ ラ グ メ ン ト は 、 １ 以 上 の 相 互 接 続 リ ン カ ー を 用 い て ま た は 用 い な い で 、
少 な く と も １ つ の 抗 体 可 変 軽 鎖 配 列 （ VL） の フ ラ グ メ ン ト と 繋 留 さ れ た 少 な く と も １ つ の
抗 体 可 変 重 鎖 配 列 （ VH） の フ ラ グ メ ン ト を 含 有 す る 。 そ の よ う な リ ン カ ー は 、 短 い フ レ キ
シ ブ ル な ペ プ チ ド で あ っ て 、 （ VL） と （ VH） ド メ イ ン が 連 結 さ れ る と そ れ ら の 適 当 な ３ 次
元 フ ォ ー ル デ ィ ン グ が 起 こ り 、 1本 鎖 抗 体 フ ラ グ メ ン ト が 誘 導 さ れ た 元 の 全 抗 体 の 標 的 分
子 結 合 特 異 性 を 維 持 す る こ と を 確 保 す る よ う に 選 択 す る こ と が で き る 。 一 般 的 に （ VL） ま
た は （ VH） 配 列 の カ ル ボ キ シ 末 端 を 、 こ の よ う な ペ プ チ ド リ ン カ ー に よ り 相 補 的 （ VL） お
よ び （ VH） 配 列 の ア ミ ノ 酸 末 端 と 共 有 結 合 で 連 結 す る こ と が で き る 。 1本 鎖 抗 体 フ ラ グ メ
ン ト は 、 分 子 ク ロ ー ニ ン グ 、 抗 体 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー ま た は 類 似 の 技 術 に
よ り 作 製 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 は 、 真 核 生 物 細 胞 ま た は 細 菌 を 含 む 原 核
生 物 細 胞 の い ず れ で 産 生 さ せ て も よ い 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 1本 鎖 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 本 明 細 書 に 記 載 の 全 抗 体 の 可 変 ま た は 相 補 性 決 定 領 域 （ CDR
） の 少 な く と も １ つ を 有 す る が 、 こ れ ら の 抗 体 の 定 常 ド メ イ ン の い く ら か ま た は 全 て を 欠
い て い る 。 こ れ ら の 定 常 ド メ イ ン は 抗 原 結 合 に 必 要 で な い が 、 全 抗 体 構 造 の 主 要 部 を 構 成
す る 。 従 っ て 、 1本 鎖 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 定 常 ド メ イ ン の 一 部 ま た は 全 て を 含 有 す る 抗
体 の 利 用 に 関 連 す る い く つ か の 問 題 を 克 服 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 1本 鎖 抗 体 フ ラ グ
メ ン ト は 、 生 物 学 的 分 子 と 重 鎖 定 常 域 と の 間 の 望 ま し く な い 相 互 作 用 、 ま た は 他 の 欲 し な
い 生 物 学 的 活 性 を 持 た な い 傾 向 が あ る 。 さ ら に 、 1本 鎖 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 全 抗 体 よ り か
な り 小 さ く 従 っ て よ り 大 き い 毛 細 管 透 過 性 を 有 す る の で 、 1本 鎖 抗 体 フ ラ グ メ ン ト が 局 在
化 し て 標 的 抗 原 結 合 部 位 と よ り 効 率 的 に 結 合 す る こ と が 可 能 に な る 。 ま た 、 抗 体 フ ラ グ メ
ン ト は 真 核 生 物 細 胞 に お い て 比 較 的 大 規 模 に 生 産 す る こ と が で き る の で 、 そ の 生 産 が 容 易
に な る 。 さ ら に 、 1本 鎖 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 比 較 的 サ イ ズ が 小 さ い の で 、 全 抗 体 よ り レ シ
ピ エ ン ト の 免 疫 応 答 を 引 起 す 可 能 性 が 低 い 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 機 能 的 同 等 物 は さ ら に 、 全 抗 体 の そ れ と 同 じ か ま た は 比 較 し う る 結 合 特 性 を 有 す る 抗 体
の フ ラ グ メ ン ト を 含 む 。 そ の よ う な フ ラ グ メ ン ト は Fabフ ラ グ メ ン ト の １ つ も し く は 両 方
ま た は F(ab') 2 フ ラ グ メ ン ト を 含 有 し て も よ い 。 好 ま し く は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 全 抗 体 の
６ つ の 相 補 性 決 定 領 域 の 全 て を 含 有 す る が 、 全 て よ り 少 な い 数 、 例 え ば ３ つ 、 ４ つ ま た は
５ つ の か か る 領 域 を 含 有 す る フ ラ グ メ ン ト も ま た 機 能 的 で あ る 。 さ ら に 、 機 能 的 同 等 物 は
、 次 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ク ラ ス ： IgG、 IgM、 IgA、 IgDま た は IgE、 お よ び そ れ ら の サ ブ ク ラ
ス の い ず れ か １ つ で あ っ て も ま た は そ の メ ン バ ー の 組 合 わ せ で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 し た 抗 IGF-I受 容 体 抗 体 EM164お よ び そ の ヒ ト 化 変 異 体 に 対 す る ア ミ ノ 酸
お よ び 核 酸 配 列 の 知 識 を 利 用 し て 、 同 じ よ う に ヒ ト IGF-I受 容 体 と 結 合 し て IGF-I受 容 体 の
細 胞 機 能 を 阻 害 す る 他 の 抗 体 を 開 発 す る こ と が で き る 。 複 数 の 研 究 は 、 １ 以 上 の ア ミ ノ 酸
変 化 を 抗 体 の 配 列 の 様 々 な 位 置 へ 導 入 す る こ と の 抗 体 の 特 性 、 例 え ば 結 合 お よ び 発 現 の レ
ベ ル 、 に 与 え る 効 果 を １ 次 抗 体 配 列 の 知 識 に 基 づ い て 調 査 し て い る （ Yang, W. P.ら , 199
5, J. Mol. Biol., 254, 392-403； Rader, C.ら , 1998, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 9
5, 8910-8915； Vaughan, T. J.ら , 1998, Nature Biotechnology, 16, 535-539） 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 こ れ ら の 研 究 に お い て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 媒 介 の 位 置 指 定 突 然 変 異 誘 発 、 カ セ ッ ト 突
然 変 異 誘 発 、 誤 り が ち な （ error-prone） PCR、 DNAシ ャ ッ フ リ ン グ 、 ま た は 大 腸 菌 （ E. co
li） の 変 異 誘 発 株 な ど の 技 術 を 用 い て 、 CDR1、 CDR2、 CDR3、 ま た は フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 の
重 お よ び 軽 鎖 遺 伝 子 の 配 列 を 変 え る こ と に よ り 、 １ 次 抗 体 の 変 異 体 が 作 製 さ れ て い る （ Va
ughan, T. J.ら , 1998, Nature Biotechnology, 16, 535-539； Adey, N. B.ら , 1996, 第
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16章 , pp.277-291, in 「 ペ プ チ ド と タ ン パ ク 質 の フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ （ Phage Display
 of Peptides and Proteins） 」 , Kay, B.K.ら 編 , Academic Press） 。 １ 次 抗 体 の 配 列 を
変 え る こ れ ら の 方 法 は 、 ２ 次 抗 体 の 親 和 性 の 改 良 を も た ら し て い る （ Gram, H.ら , 1992, 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89, 3576-3580； Boder, E. T.ら , 2000, Proc. Natl. Aca
d. Sci. USA, 97, 10701-10705； Davies, J. and Riechmann, L., 1996, Immunotechnolg
y, 2, 169-179； Thompson, J.ら , 1996, J. Mol. Biol., 256, 77-88； Short, M. K.ら , 
2002, J. Biol. Chem., 277, 16365-16370； Furukawa, K.ら , 2001, J. Biol. Chem., 27
6, 27622-27628） 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 抗 体 の １ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 変 え る 類 似 の 定 方 向 （ directed） 手 法 に よ り 、 本 発 明 に
記 載 し た 抗 体 配 列 を 利 用 し て 改 良 さ れ た 機 能 を も つ 抗 IGF-I受 容 体 抗 体 を 開 発 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 細 胞 傷 害 薬 に 連 結 さ れ た 本 発 明 に 記 載 の 抗 体 、 フ ラ グ メ ン
ト 、 お よ び そ れ ら の 類 似 体 を 含 む 。 好 ま し い 細 胞 傷 害 薬 は メ イ タ ン シ ノ イ ド 、 タ キ サ ン お
よ び CC-1065の 類 似 体 で あ る 。 コ ン ジ ュ ゲ ー ト は in vitroの 方 法 に よ り 調 製 す る こ と が で
き る 。 細 胞 傷 害 薬 を 抗 体 と 連 結 す る 目 的 で 連 結 基 を 用 い る 。 適 当 な 連 結 基 は 当 技 術 分 野 で
は 周 知 で あ り 、 ジ ス ル フ ィ ド 基 、 チ オ エ ー テ ル 基 、 酸 に 不 安 定 な 基 、 感 光 性 基 、 ペ プ チ ダ
ー ゼ 易 分 解 性 基 お よ び エ ス テ ラ ー ゼ 易 分 解 性 基 を 含 む 。 好 ま し い 連 結 基 は ジ ス ル フ ィ ド 基
お よ び チ オ エ ー テ ル 基 で あ る 。 例 え ば 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 ジ ス ル フ ィ ド 交 換 反 応 を 用 い
て ま た は 抗 体 と 細 胞 傷 害 薬 の 間 に チ オ エ ー テ ル 基 を 形 成 す る こ と に よ り 構 築 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 メ イ タ ン シ ノ イ ド と メ イ タ ン シ ノ イ ド 類 似 体 が 好 ま し い 細 胞 傷 害 薬 と し て 挙 げ ら れ る 。
好 適 な メ イ タ ン シ ノ イ ド と メ イ タ ン シ ノ イ ド 類 似 体 の 例 は 、 米 国 特 許 第 4,424,219号 ； 第 4
,256,746号 ； 第 4,294,757号 ； 第 4,307,016号 ； 第 4,313,946号 ； 第 4,315,929号 ； 第 4,331,
598号 ； 第 4,361,650号 ； 第 4,362,663号 ； 第 4,364,866号 ； 第 4,450,254号 ； 第 4,322,348号
； 第 4,371,533号 ； 第 6,333,410号 ； 第 5,475,092号 ； 第 5,585,499号 ； お よ び 第 5,846,545
号 に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 タ キ サ ン も 好 ま し い 細 胞 傷 害 薬 で あ る 。 本 発 明 に 使 用 す る の に 好 適 な タ キ サ ン は 米 国 特
許 第 6,372,738号 お よ び 第 6,340,701号 に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 CC-1065と そ の 類 似 体 も 本 発 明 に 使 用 す る の に 好 ま し い 細 胞 傷 害 薬 で あ る 。 CC-1065と そ
の 類 似 体 は 米 国 特 許 第 6,372,738号 ； 第 6,340,701号 ； 第 5,846,545号 お よ び 第 5,585,499号
に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 こ の よ う な 細 胞 傷 害 性 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 調 製 す る た め の 魅 力 的 な 候 補 薬 は CC-1065で あ
り 、 こ れ は ス ト レ プ ト マ イ セ ス ・ ゼ レ ン シ ス （ Streptomyces zelensis） の 培 養 ブ ロ ス か
ら 単 離 さ れ た 強 力 な 抗 腫 瘍 抗 生 物 質 で あ る 。 CC-1065は 通 常 使 用 さ れ る 抗 癌 薬 、 例 え ば ド
キ ソ ル ビ シ ン 、 メ ト ト レ キ セ ー ト お よ び ビ ン ク リ ス チ ン よ り も in vitroで ほ ぼ 1000倍 以 上
強 力 で あ る （ B.K. Bhuyanら , Cancer Res., 42, 3532-3537 (1982)） 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 メ ト ト レ キ セ ー ト 、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン 、 ド キ ソ ル ビ シ ン 、 ビ ン ク リ ス チ ン 、 ビ ン ブ ラ ス チ
ン 、 メ ル フ ァ ラ ン 、 マ イ ト マ イ シ ン Ｃ 、 ク ロ ラ ム ブ シ ル 、 お よ び カ リ ケ ア マ イ シ ン な ど の
細 胞 傷 害 薬 も 本 発 明 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 調 製 す る の に 好 適 で あ り 、 薬 物 分 子 を 抗 体 分 子 と
仲 介 担 体 分 子 、 例 え ば 血 清 ア ル ブ ミ ン を 介 し て 連 結 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 診 断 上 の 応 用 に つ い て は 、 典 型 的 に は 本 発 明 の 抗 体 を 検 出 可 能 部 分 を 用 い て 標 識 し う る
。 検 出 可 能 部 分 は 、 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 直 接 的 に ま た は 間 接 的 に 作 製 し う る の で あ れ ば
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い ず れ の も の で も よ い 。 例 え ば 、 検 出 可 能 部 分 は 放 射 性 同 位 体 、 例 え ば 3 H、 1 4 C、 3 2 P、 3 5

S、 も し く は 1 3 1 I； 蛍 光 も し く は 化 学 発 光 化 合 物 、 例 え ば フ ル オ レ セ イ ン チ オ シ ア ネ ー ト
、 ロ ー ダ ミ ン 、 も し く は ル シ フ ェ リ ン ； ま た は 酵 素 、 例 え ば ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 β
-ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 も し く は 西 洋 わ さ び ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 抗 体 を 検 出 可 能 な 部 分 と コ ン ジ ュ ゲ ー ト す る た め に 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の い ず れ の 方 法
を 採 用 し て も よ く 、 Hunter,ら , Nature 144:945 (1962)； David,ら , Biochemistry 13:10
14 (1974)； Pain,ら , J. Immunol. Meth. 40:219 (1981)； お よ び Nygren, J. Histochem.
 and Cytochem. 30:407 (1982)に よ り 記 載 さ れ た 方 法 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は い ず れ の 公 知 の ア ッ セ イ 方 法 、 例 え ば 競 合 結 合 ア ッ セ イ 、 直 接 お よ び 間
接 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ お よ び 免 疫 沈 降 ア ッ セ イ に お い て も 使 用 す る こ と が で き る （ Zola
, 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ： 技 術 の マ ニ ュ ア ル （ Monoclonal Antibodies: A Manual of Tec
hniques） 」 , pp.147-158 (CRC Press, Inc., 1987)） 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は ま た 、 in vivoイ メ ー ジ ン グ に も 有 用 で あ り 、 こ こ で は 検 出 可 能 部 分 、
例 え ば 放 射 不 透 明 剤 ま た は 放 射 性 同 位 体 を 用 い て 標 識 し た 抗 体 を 、 被 験 者 に 好 ま し く は そ
の 血 流 中 に 投 与 し 、 そ し て 標 識 し た 抗 体 の 宿 主 中 の 位 置 を ア ッ セ イ す る 。 こ の イ メ ー ジ ン
グ 技 術 は 悪 性 腫 瘍 の 段 階 判 定 お よ び 治 療 に 有 用 で あ る 。 抗 体 を 、 核 磁 気 共 鳴 、 放 射 線 学 ま
た は 他 の 当 技 術 分 野 で 知 ら れ る 検 出 手 段 の い ず れ か に よ り 宿 主 中 で 検 出 可 能 で あ る い ず れ
の 部 分 を 用 い て 標 識 し て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は ま た 、 ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 剤 と し て も 有 用 で あ る 。 こ の プ ロ セ ス に お い て
は 、 抗 体 を 好 適 な 支 持 体 、 例 え ば セ フ ァ デ ッ ク ス （ Sephadex） 樹 脂 ま た は 濾 紙 上 に 当 技 術
分 野 で 周 知 の 方 法 を 用 い て 固 定 す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は ま た 、 そ れ ら の 細 胞 中 の IGF-I受 容 体 機 能 の 阻 害 に 基 づ く 生 物 学 的 研 究
の 試 薬 と し て も 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 治 療 上 の 応 用 に つ い て は 、 本 発 明 の 抗 体 ま た は コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 、 製 薬 上 許 容 さ れ る 剤
形 で 被 験 者 に 投 与 す る 。 そ れ ら を 、 ボ ー ラ ス と し て ま た は あ る 期 間 に わ た る 連 続 輸 液 に よ
り 静 脈 内 に 、 筋 肉 内 、 皮 下 、 関 節 内 、 滑 膜 内 、 く も 膜 下 腔 内 、 経 口 、 局 所 ま た は 吸 入 経 路
に よ り 投 与 す る こ と が で き る 。 抗 体 は ま た 、 腫 瘍 内 、 腫 瘍 周 囲 、 病 変 部 内 、 ま た は 病 変 部
周 囲 経 路 に よ り 投 与 し て 、 局 所 な ら び に 全 身 治 療 効 果 を 与 え て も よ い 。 好 適 な 製 薬 上 許 容
さ れ る 担 体 、 希 釈 剤 、 お よ び 賦 形 剤 は 当 業 者 に 周 知 で あ り か つ 当 業 者 が 臨 床 症 状 に 基 づ い
て 決 定 す る こ と が で き る 。 好 適 な 担 体 、 希 釈 剤 、 お よ び ／ ま た は 賦 形 剤 の 例 と し て は 、 (1
)約 1mg/ml～ 25mg/mlヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン を 含 有 す る ダ ル ベ ッ コ （ Dulbecco） リ ン 酸 緩 衝 化
生 理 食 塩 水 、 pH約 7.4、 (2)0.9％ 生 理 食 塩 水 （ 0.9％ w/v NaCl） 、 お よ び (3)5％ (w/v)デ キ
ス ロ ー ス が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 の 方 法 は in vitro、 in vivo、 ま た は ex vivoで 実 施 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 他 の 治 療 処 置 に お い て は 、 本 発 明 の 抗 体 、 抗 体 フ ラ グ メ ン ト ま た は コ ン ジ ュ ゲ ー ト を １
以 上 の さ ら な る 治 療 薬 と と も に 同 時 投 与 す る 。 好 適 な 治 療 薬 は 、 限 定 さ れ る も の で な い が
、 細 胞 傷 害 ま た は 細 胞 分 裂 停 止 薬 を 含 む 。 タ キ ソ ー ル は 、 細 胞 傷 害 薬 で も あ る 好 ま し い 治
療 薬 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 癌 治 療 薬 は 、 癌 細 胞 を 殺 滅 す る か ま た は そ の 増 殖 を 制 限 す る 一 方 、 宿 主 へ の 障 害 を 最 小
化 す る こ と を 求 め る 薬 剤 で あ る 。 従 っ て 、 そ の よ う な 薬 剤 は 、 癌 細 胞 の 健 康 な 宿 主 細 胞 と
の 特 性 の 相 違 （ 例 え ば 代 謝 、 血 管 新 生 ま た は 細 胞 表 面 抗 原 提 示 ） を 利 用 す る こ と が で き る
。 腫 瘍 形 態 学 の 相 違 は 可 能 性 の あ る 介 入 部 位 と な る ： 例 え ば 、 第 ２ の 治 療 薬 は 抗 体 、 例 え
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ば 固 形 腫 瘍 内 部 の 血 管 新 生 を 遅 延 さ せ て そ れ に よ り 増 殖 速 度 を 遅 く す る の に 有 用 で あ る 抗
VEGF抗 体 で あ っ て も よ い 。 他 の 治 療 薬 と し て は 、 限 定 さ れ る も の で な い が 、 補 助 薬 、 例 え
ば 塩 酸 グ ラ ニ セ ト ロ ン 、 男 性 ホ ル モ ン イ ン ヒ ビ タ ー 、 例 え ば 酢 酸 ロ イ プ ロ リ ド 、 抗 生 物 質
、 例 え ば ド キ ソ ル ビ シ ン 、 抗 女 性 ホ ル モ ン 剤 、 例 え ば タ モ キ シ フ ェ ン 、 代 謝 拮 抗 剤 、 例 え
ば イ ン タ ー フ ェ ロ ン α -2a、 細 胞 傷 害 薬 、 例 え ば タ キ ソ ー ル 、 酵 素 阻 害 剤 、 例 え ば rasフ ァ
ル ネ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 阻 害 剤 、 免 疫 調 節 物 質 、 例 え ば ア ル デ ス ロ イ キ ン 、 お よ び 窒
素 マ ス タ ー バ ッ チ 誘 導 体 、 例 え ば 塩 酸 メ ル フ ァ ラ ン な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 水 溶 液 剤 形 で 存 在 す る と き （ 凍 結 乾 燥 さ れ て い る の で な く ） 、 抗 体 は 典 型 的 に は 約 0.1m
g/ml～ 100mg/mlの 濃 度 で 製 剤 さ れ る が 、 こ の 範 囲 外 の 広 い 変 化 も 許 容 さ れ る 。 疾 患 の 治 療
に 適 当 な 抗 体 ま た は コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 投 与 量 は 、 先 に 規 定 し た 治 療 す る 疾 患 の 型 、 疾 患 の
重 篤 度 と 経 過 、 抗 体 を 予 防 用 に ま た は 治 療 用 に 投 与 す る か ど う か 、 先 の 治 療 の 経 過 、 患 者
の 臨 床 歴 と 抗 体 に 対 す る 応 答 、 お よ び 主 治 医 の 熟 慮 に 依 存 し う る 。 抗 体 を 、 好 適 な よ う に
、 患 者 に １ 回 で ま た は 一 連 の 治 療 全 体 に わ た っ て 投 与 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 疾 患 の 型 と 重 篤 度 に 依 存 し て 、 約 0.015～ 15mg抗 体 /kg患 者 体 重 が 、 例 え ば １ 回 以 上 の 分
離 投 与 に よ り ま た は 連 続 輸 液 に よ り 患 者 に 投 与 す る 最 初 の 候 補 投 与 量 で あ る 。 数 日 以 上 に
わ た る 反 復 投 与 に つ い て は 、 症 状 に 依 存 し て 、 所 望 の 病 状 抑 制 が 起 こ る ま で 治 療 を 繰 返 す
。 し か し 他 の 投 与 体 制 も 有 用 で あ り う る の で あ っ て 、 そ れ ら を 排 除 す る も の で は な い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 を こ れ か ら 次 の 実 施 例 を 参 照 し て 記 載 す る が 、 こ れ は 説 明 の た め だ け で あ っ て 、
本 発 明 を 限 定 す る こ と を 意 図 し な い 。
【 ０ ０ ６ ４ 】

　 こ の 最 初 の 実 施 例 に お い て は 、 本 発 明 の マ ウ ス 抗 体 の 完 全 な １ 次 ア ミ ノ 酸 構 造 お よ び cD
NA配 列 を 、 そ の 結 合 特 性 お よ び 組 換 え 型 に お け る そ の 発 現 方 法 と と も に 開 示 す る 。 従 っ て
、 本 発 明 の 抗 体 と そ の 調 製 法 の 全 て の か つ 完 全 な 開 示 が 提 供 さ れ 、 免 疫 学 分 野 の 業 者 で あ
れ ば 、 過 剰 な 実 験 を す る こ と な く 、 上 記 抗 体 を 調 製 す る こ と が で き よ う 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
Ａ ．
　 Y1251F突 然 変 異 を も つ ヒ ト IGF-I受 容 体 を 発 現 す る 細 胞 系 統 は 高 い 数 （ １ 細 胞 当 た り ～ 1
0 7 ） の IGF-I受 容 体 を 発 現 す る の で 、 こ の 細 胞 系 統 を 免 疫 感 作 に 用 い た 。 IGF-I受 容 体 の 細
胞 質 ド メ イ ン に お け る Y1251F突 然 変 異 は 、 ト ラ ン ス フ ォ ー メ ー シ ョ ン お よ び 抗 ア ポ ト ー シ
ス シ グ ナ ル 伝 達 の 損 失 を も た ら し た が 、 IGF-I結 合 お よ び IGF-I刺 激 に よ る 分 裂 促 進 シ グ ナ
ル 伝 達 に 影 響 を 与 え な か っ た （ O'Connor, R.ら , 1997, Mol. Cell. Biol., 17, 427-435
； Miura, M.ら , 1995, J. Biol. Chem., 270, 22639-22644） 。 突 然 変 異 は 他 の 点 で 抗 体
作 製 に 影 響 を 与 え な か っ た 、 何 故 な ら 、 こ の 実 施 例 の 抗 体 は 、 Y1251Fと 野 生 型 受 容 体 の 両
方 に 対 し て 同 等 で あ る IGF-I受 容 体 の 細 胞 外 ド メ イ ン と 結 合 す る か ら で あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 Y1251F突 然 変 異 を も つ ヒ ト IGF-I受 容 体 を 発 現 す る 細 胞 系 統 は IGF-I-受 容 体 -欠 損 マ ウ ス
の 3T3様 細 胞 か ら 、 Y1251F-突 然 変 異 ヒ ト IGF-I-受 容 体 遺 伝 子 と 一 緒 に ピ ュ ー ロ マ イ シ ン 耐
性 遺 伝 子 に よ る ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ り 作 製 し 、 そ し て ピ ュ ー ロ マ イ シ ン （ 2.5μ g/m
L） を 用 い て 、 お よ び 高 い IGF-I受 容 体 発 現 に つ い て FACSソ ー テ ィ ン グ に よ り 選 択 し た （ Mi
ura, M.ら , 1995, J. Biol. Chem., 270, 22639-22644） 。 高 レ ベ ル の IGF-I受 容 体 発 現 を
有 す る 細 胞 系 統 を さ ら に 、 ほ と ん ど の 細 胞 に と っ て 毒 性 が あ る 高 濃 度 、 例 え ば 25μ g/mLの
ピ ュ ー ロ マ イ シ ン を 用 い て 選 択 し た 。 生 存 コ ロ ニ ー を 拾 い 、 高 レ ベ ル の IGF-I受 容 体 発 現
を 提 示 す る も の を 選 択 し た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 ６ 月 齢 の CAF1/J雌 性 マ ウ ス を 、 第 ０ 日 に Y1251F突 然 変 異 し た ヒ ト IGF-I-受 容 体 を 過 剰 発
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実 施 例 １ ： マ ウ ス EM164抗 体

抗 IGF-I受 容 体 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ハ イ ブ リ ド ー マ の 作 製



現 す る 細 胞 （ 5x10 5 細 胞 、 0.2mL PBS中 に 懸 濁 ） を 用 い て 腹 腔 内 に 免 疫 感 作 し た 。 動 物 を 0.
2mL細 胞 懸 濁 液 を 用 い て 次 の よ う に 追 加 免 疫 し た ： 第 ２ 日 、 1x10 6 細 胞 ； 第 ５ 日 、 2x10 6 細
胞 ； 第 ７ 、 ９ 、 12、 お よ び 23日 、 1x10 7 細 胞 。 第 26日 に マ ウ ス を 犠 牲 に し て そ の 脾 臓 を 取
除 い た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 脾 臓 を ２ つ の 艶 消 し ガ ラ ス ス ラ イ ド 間 で 磨 砕 し て 単 一 細 胞 懸 濁 液 を 得 て 、 こ れ を ペ ニ シ
リ ン と ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 含 有 す る 無 血 清 RPMI培 地 （ SFM） を 用 い て 洗 浄 し た 。 脾 臓 細
胞 ペ レ ッ ト を 0.83％ (w/v)塩 化 ア ン モ ニ ウ ム 水 溶 液 10mL中 に 、 10分 間 氷 上 で 再 懸 濁 し 、 赤
血 球 を 溶 解 し 、 次 い で 無 血 清 培 地 （ SFM） を 用 い て 洗 浄 し た 。 脾 臓 細 胞 （ 1.2x10 8 ） を 非 分
泌 マ ウ ス 骨 髄 腫 細 胞 系 統 P3X63Ag8.653（ ATCC、 Rockville、 MD； Cat.#CRL1580） か ら の 骨
髄 腫 細 胞 （ 4x10 7 ） と と も に チ ュ ー ブ 中 に プ ー ル し 、 そ し て 無 血 清 RPMI-1640培 地 （ SFM）
を 用 い て 洗 浄 し た 。 上 清 を 除 去 し て 細 胞 ペ レ ッ ト を 残 り の 培 地 中 に 再 懸 濁 し た 。 チ ュ ー ブ
を 37℃ の 水 の 入 っ た ビ ー カ ー 内 に 置 い て 、 チ ュ ー ブ を 静 か に 振 り な が ら 、 1.5mLの ポ リ エ
チ レ ン グ リ コ ー ル 溶 液 （ 50％ (w/v)PEG、 平 均 分 子 量 1500を 含 有 す る 75mM HEPES、 pH 8） を
ゆ っ く り と 0.5mL/分 の 滴 下 速 度 で 加 え た 。 １ 分 間 待 っ た 後 に 、 10mLの SFMを 次 の よ う に 加
え た ： 最 初 の １ 分 間 に わ た り 1mL、 次 の １ 分 間 に わ た り ２ mL、 そ し て 第 ３ の １ 分 間 に わ た
り ７ mL。 次 い で さ ら に 10mLを ゆ っ く り と １ 分 間 に わ た り 加 え た 。 細 胞 を 遠 心 分 離 に よ り ペ
レ ッ ト 化 し 、 SFM中 で 洗 浄 し 、 5％ 胎 児 ウ シ 血 清 (FBS)、 ヒ ポ キ サ ン チ ン ／ ア ミ ノ プ テ リ ン
／ チ ミ ジ ン （ HAT） 、 ペ ニ シ リ ン 、 ス ト レ プ ト マ イ シ ン 、 お よ び 10％ ハ イ ブ リ ド ー マ ク ロ
ー ニ ン グ サ プ リ メ ン ト （ HCS） を 補 充 し た RPMI-1640増 殖 培 地 中 に 再 懸 濁 し た 。 細 胞 を 96ウ
エ ル 平 底 組 織 培 養 プ レ ー ト 中 に 、 １ ウ エ ル 当 た り 200μ L中 の 2x10 5 脾 臓 細 胞 の 割 合 で 播 い
た 。 ５ ～ ７ 日 後 に 、 １ ウ エ ル 当 た り 100μ Lを 取 除 い て 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン ／ チ ミ ジ ン （ HT）
お よ び 5％ FBSを 補 充 し た 増 殖 培 地 と 置 換 え た 。 免 疫 感 作 お よ び ハ イ ブ リ ド ー マ 産 生 に 用 い
た 一 般 条 件 は 、 J. Langoneお よ び H. Vunakis（ 編 , 「 酵 素 学 の 方 法 （ Methods in Enzymol
ogy） 」 , Vol. 121, 「 免 疫 化 学 技 術 、 第 Ｉ 部 （ Immunochemical Techniques, Part I） 」
； 1986； Academic Press, Florida） な ら び に E. Harlowお よ び D. Lane（ 「 抗 体 ： 研 究 室
マ ニ ュ ア ル （ Antibodies: A Laboratory Manual） 」 ; 1988; Cold Spring Harbor Labora
tory Press, New York） に 記 載 さ れ た 通 り で あ る 。 他 の 免 疫 感 作 お よ び ハ イ ブ リ ド ー マ 産
生 の 技 術 も 利 用 す る こ と が で き 、 当 業 者 は 周 知 し て い る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 ハ イ ブ リ ド ー マ ク ロ ー ン か ら 得 た 培 養 物 上 清 を 、 ELISAに よ り 、 精 製 ヒ ト IGF-I受 容 体 と
の 結 合 に つ い て 、 ELISAと FACSに よ り 、 ヒ ト IGF-I受 容 体 を 過 剰 発 現 す る 細 胞 と の 特 異 的 結
合 に つ い て お よ び ヒ ト イ ン ス リ ン 受 容 体 を 過 剰 発 現 す る 細 胞 と の 結 合 の 欠 如 に つ い て 、 以
下 に 記 載 の 通 り ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 ヒ ト IGF-I受 容 体 を 過 剰 発 現 す る 細 胞 に 対 す る 結 合
親 和 性 が ヒ ト イ ン ス リ ン 受 容 体 を 過 剰 発 現 す る 細 胞 に 対 す る 結 合 親 和 性 よ り 高 い ク ロ ー ン
を 拡 大 し て サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 サ ブ ク ロ ー ン の 培 養 上 清 を 上 記 結 合 ア ッ セ イ に よ っ て
さ ら に ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 こ の 方 法 で 、 サ ブ ク ロ ー ン 3F1-C8-D7（ EM164） を 選 択 し 、 重
お よ び 軽 鎖 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ し 、 そ し て 下 記 の 通 り 配 列 決 定 し た 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 ハ イ ブ リ ド ー マ ク ロ ー ン か ら 得 た 上 清 を IGF-I受 容 体 と の 結 合 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ
す る の に 用 い る た め 、 以 下 の 方 法 に よ り ヒ ト IGF-I受 容 体 を 単 離 し た 。 組 換 え IGF-Iを ビ オ
チ ン 化 試 薬 、 例 え ば ス ル ホ -NHS-LC-ビ オ チ ン 、 ス ル ホ -NHS-SS-ビ オ チ ン 、 ま た は NHS-PEO 4
-ビ オ チ ン を 用 い て 改 変 す る こ と に よ り 、 ビ オ チ ン 化 IGF-Iを 調 製 し た 。 ビ オ チ ン 化 IGF-I
を ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -ア ガ ロ ー ス ビ ー ズ 上 に 吸 収 さ せ 、 ヒ ト 野 生 型 ま た は Y1251F突 然 変
異 体 IGFRを 過 剰 発 現 し た 細 胞 か ら 得 た ラ イ セ ー ト と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ビ ー ズ を
２ ～ ４ M尿 素 お よ び 界 面 活 性 剤 、 例 え ば ト リ ト ン X-100ま た は オ ク チ ル -β -グ ル コ シ ド を 含
有 す る バ ッ フ ァ ー を 用 い て 洗 浄 し か つ 溶 出 し た 。 溶 出 し た IGF-I受 容 体 を PBSに 対 し て 透 析
し 、 SDS-PAGEに よ り 還 元 条 件 の も と で 純 度 を 分 析 し 、 そ の 結 果 は IGF-I受 容 体 の α お よ び
β 鎖 バ ン ド の 分 子 量 で あ る 約 135kDaお よ び 95kDaを そ れ ぞ れ 示 し た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
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　 ハ イ ブ リ ド ー マ 上 清 の 精 製 IGF-I受 容 体 と の 結 合 を 確 認 す る た め に 、 Immulon-4HB ELISA
プ レ ー ト （ Dynatech） を 、 pH 9.5の 50mM CHESバ ッ フ ァ ー 中 に 希 釈 し た （ 100μ L； 4℃ 、 一
夜 ） 精 製 ヒ ト IGF-I受 容 体 サ ン プ ル （ ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 し た サ ン プ ル の 尿 素 ／ オ ク チ ル -β
-グ ル コ シ ド 溶 出 液 か ら 透 析 に よ り 調 製 し た ） を 用 い て コ ー テ ィ ン グ し た 。 ウ エ ル を ブ ロ
ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー （ 10mg/mL BSAを 含 む 、 50mMト リ ス 、 150mM NaCl、 pH 7.5、 お よ び 0.1
％  tween-20を 含 有 す る TBS-Tバ ッ フ ァ ー ） 200μ Lを 用 い て ブ ロ ッ ク し 、 ハ イ ブ リ ド ー マ ク
ロ ー ン （ 100μ L； ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー に 希 釈 さ れ た ） か ら の 上 清 と と も に 約 １ ～ 12時
間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 TBS-Tバ ッ フ ァ ー を 用 い て 洗 浄 し 、 そ し て ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG-Fc抗 体 -
西 洋 わ さ び ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ HRP） コ ン ジ ュ ゲ ー ト （ 100μ L； 0.8μ g/mLを 含 む ブ ロ ッ キ
ン グ バ ッ フ ァ ー ； Jackson ImmunoResearch Laboratories） と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、
次 い で 洗 浄 し そ し て ABTS/H 2 O 2 基 質 （ 0.5mg/mL ABTS、 0.03％  H 2 O 2 を 含 む 0.1Mク エ ン 酸 バ
ッ フ ァ ー 、 pH 4.2） を 用 い て 405nmに て 検 出 し た 。 典 型 的 な 3F1ハ イ ブ リ ド ー マ  サ ブ ク ロ
ー ン か ら の 上 清 は 約 1.2吸 収 単 位 の シ グ ナ ル を ３ 分 以 内 の 発 現 で 生 じ 、 他 の ハ イ ブ リ ド ー
マ ク ロ ー ン か ら の 上 清 で 得 た 0.0と 対 照 的 で あ っ た 。 こ の ELISAに 対 す る 一 般 条 件 は 、 E. H
arlowお よ び D. Lane（ 「 抗 体 の 利 用 ： 研 究 室 マ ニ ュ ア ル （ Using Antibodies: A Laborato
ry Manual） 」 ； 1999, Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York） に 記 載 の 抗 体
結 合 お よ び 検 出 に 対 す る 標 準 ELISA条 件 と 類 似 し 、 こ の 標 準 条 件 を 利 用 す る こ と も で き る
。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 ハ イ ブ リ ド ー マ 上 清 の ヒ ト IGF-I受 容 体 と の 特 異 的 結 合 お よ び ヒ ト イ ン ス リ ン 受 容 体 と
の 非 結 合 に 対 す る ス ク リ ー ニ ン グ を 、 ELISAを 用 い て 、 ヒ ト Y1251F-IGF-I受 容 体 過 剰 発 現
細 胞 系 統 お よ び ヒ ト イ ン ス リ ン 受 容 体 過 剰 発 現 細 胞 系 統 に つ い て 実 施 し た 。 両 方 の 細 胞 系
統 を IGF-I受 容 体 欠 損 マ ウ ス の 3T3様 細 胞 か ら 作 製 し た 。 IGF-I受 容 体 過 剰 発 現 細 胞 お よ び
イ ン ス リ ン 受 容 体 過 剰 発 現 細 胞 を 別 々 に 組 織 培 養 フ ラ ス コ か ら 迅 速 ト リ プ シ ン ／ EDTA処 理
に よ り 収 穫 し 、 10％ FBSを 含 有 す る 増 殖 培 地 中 に 懸 濁 し 、 遠 心 分 離 に よ り ペ レ ッ ト 化 し 、
そ し て PBSを 用 い て 洗 浄 し た 。 洗 浄 し た 細 胞 （ 100μ L、 約 １ ～ ３ x10 6 細 胞 /mL） を 、 植 物 性
血 球 凝 集 素 （ PHA） （ 100μ L、 20μ g PHA/mL） を 用 い て コ ー テ ィ ン グ し た Immulon-2HBプ レ
ー ト の ウ エ ル に 加 え 、 遠 心 分 離 し て PHAコ ー テ ィ ン グ ウ エ ル に 10分 間 接 着 さ せ た 。 細 胞 が
接 着 し た ウ エ ル を 指 で は じ い て PBSを 除 去 し 、 次 い で 一 夜 37℃ で 乾 燥 し た 。 ウ エ ル を PBS中
の 5mg/mL BSA溶 液 を 用 い て １ 時 間 37℃ で ブ ロ ッ ク し 、 次 い で 静 か に PBSを 用 い て 洗 浄 し た
。 次 い で ハ イ ブ リ ド ー マ ク ロ ー ン （ 100μ L； ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー 中 に 希 釈 ） か ら の 上
清 の ア リ コ ー ト を IGF-I-受 容 体 過 剰 発 現 細 胞 を 含 有 す る ウ エ ル お よ び イ ン ス リ ン 受 容 体 過
剰 発 現 細 胞 を 含 有 す る ウ エ ル に 加 え 、 そ し て 常 温 で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ウ エ ル を
PBSを 用 い て 洗 浄 し 、 ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG-Fc抗 体 -西 洋 わ さ び ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ コ ン ジ ュ ゲ ー
ト （ 100μ L； ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー 中 に 0.8μ g/mLを 含 む ） と と も に １ 時 間 イ ン キ ュ ベ
ー ト し 、 次 い で 洗 浄 し 、 そ し て ABTS/H 2 O 2 基 質 を 用 い て 検 出 し た 。 典 型 的 な 3F1ハ イ ブ リ ド
ー マ サ ブ ク ロ ー ン か ら の 上 清 は IGF-I受 容 体 を 過 剰 発 現 す る 細 胞 と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す
る と 、 12分 以 内 の 発 現 で 0.88吸 収 単 位 の シ グ ナ ル を 生 じ 、 ヒ ト イ ン ス リ ン 受 容 体 を 過 剰 発
現 す る 細 胞 と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン で 得 た 0.22吸 収 単 位 の 値 と は 対 照 的 で あ っ た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 ハ イ ブ リ ド ー マ を Integra-CL350フ ラ ス コ （ Integra Biosciences, Maryland） 中 で 製 造
業 者 の 明 細 書 に 従 っ て 増 殖 し 、 精 製 EM164抗 体 を 得 た 。 ほ ぼ 0.5～ １ mg/mL抗 体 の 収 率 が 、
抗 体 標 準 を 用 い る ELISAお よ び SDS-PAGE／ ク ー マ シ ー ブ ル ー 染 色 に よ る 定 量 に 基 づ い て 、 I
ntegraフ ラ ス コ か ら 収 穫 し た 上 清 か ら 得 ら れ た 。 抗 体 を ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ に
よ り 、 プ ロ テ イ ン Ａ -ア ガ ロ ー ス ビ ー ズ カ ラ ム 上 に 標 準 精 製 条 件 の も と で 供 給 し て 精 製 し
、 3M NaClを 含 有 す る 100mMト リ ス バ ッ フ ァ ー 、 pH 8.9で 洗 浄 し 、 次 い で 150mM NaClを 含 有
す る 100 mM酢 酸 溶 液 に 溶 出 し た 。 抗 体 を 含 有 す る 溶 出 し た 画 分 を 冷 ２ M K 2 HPO 4 溶 液 に よ り
中 和 し て 、 PBS中 で 4℃ に て 透 析 し た 。 抗 体 の 濃 度 は 、 280nmで 測 定 す る こ と に よ り 決 定 し
た （ 吸 光 係 数 ＝ 1.4mg - 1 mLcm - 1 ） 。 精 製 抗 体 サ ン プ ル を 還 元 条 件 下 の SDS-PAGEお よ び ク ー
マ シ ー ブ ル ー 染 色 に よ り 分 析 し 、 そ の 結 果 は 、 そ れ ぞ れ 約 55kDaお よ び 25kDaで あ る 抗 体 の
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重 お よ び 軽 鎖 の バ ン ド だ け を 示 し た 。 精 製 抗 体 の イ ソ 型 は κ 軽 鎖 を も つ IgG 1 で あ っ た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】

　 精 製 EM164抗 体 の 特 異 的 結 合 を 、 蛍 光 活 性 化 細 胞 選 別 （ フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー ） （ FACS
） に よ り IGF-I受 容 体 を 過 剰 発 現 す る 細 胞 を 用 い て お よ び ヒ ト イ ン ス リ ン 受 容 体 を 過 剰 発
現 す る 細 胞 を 用 い て 実 証 し た （ 図 １ ） 。 100μ L冷 FACSバ ッ フ ァ ー （ 1mg/mL BSAを 含 む ダ ル
ベ ッ コ （ Dulbecco's） MEM培 地 ） 中 の EM164抗 体 （ 50-100nM） の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 、 IG
F-I受 容 体 を 過 剰 発 現 す る 細 胞 を 用 い て お よ び イ ン ス リ ン 受 容 体 を 過 剰 発 現 す る 細 胞 を 用
い て (2x10 5 細 胞 /mL)、 丸 底 96ウ エ ル プ レ ー ト 中 で １ 時 間 実 施 し た 。 細 胞 を 遠 心 分 離 に よ り
ペ レ ッ ト 化 し 、 冷 FACSバ ッ フ ァ ー を 用 い て 静 か に 指 で は じ く こ と に よ り 洗 浄 し 、 次 い で ヤ
ギ 抗 マ ウ ス IgG抗 体 -FITCコ ン ジ ュ ゲ ー ト （ 100μ L； 10μ g/mL FACSバ ッ フ ァ ー ） と と も に
氷 上 で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 細 胞 を ペ レ ッ ト 化 し 、 洗 浄 し 、 そ し て PBS中 の １ ％ ホ
ル ム ア ル デ ヒ ド 溶 液 120μ Lに 再 懸 濁 し た 。 プ レ ー ト を FACS Caliburリ ー ダ ー （ BD Bioscie
nces） を 用 い て 分 析 し た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 IGF-I受 容 体 を 過 剰 発 現 す る 細 胞 を EM164抗 体 と イ ン キ ュ ベ ー ト す る と 強 い 蛍 光 シ フ ト が
得 ら れ 、 イ ン ス リ ン 受 容 体 を 過 剰 発 現 す る 細 胞 を EM164抗 体 と イ ン キ ュ ベ ー ト し た と き に
得 た 非 有 意 な シ フ ト と は 対 照 的 で あ っ た （ 図 １ ） 。 こ の 結 果 は EM164抗 体 の IGF-I受 容 体 と
の 結 合 が 選 択 的 で あ っ て 、 イ ン ス リ ン 受 容 体 と は 結 合 し な い こ と を 示 し た 。 対 照 抗 体 で あ
る 、 抗 IGF-I受 容 体 抗 体 1H7（ Santa Cruz Biotechnology） お よ び 抗 イ ン ス リ ン 受 容 体 α 抗
体 （ BD Pharmingen Laboratories） は 、 そ れ ぞ れ IGF-I受 容 体 お よ び イ ン ス リ ン 受 容 体 を
過 剰 発 現 す る 細 胞 と イ ン キ ュ ベ ー ト す る と 蛍 光 シ フ ト を 生 じ た （ 図 １ ） 。 強 い 蛍 光 シ フ ト
は ま た 、 IGF-I受 容 体 を 発 現 す る EM164抗 体 お よ び ヒ ト 乳 癌 MCF-7細 胞 （ Dufourny, B.ら , 1
997, J. Biol. Chem., 272, 31163-31171） を 用 い る FACSア ッ セ イ に よ っ て も 観 察 さ れ 、
こ の 結 果 は EM164抗 体 が ヒ ト 腫 瘍 細 胞 の 表 面 上 の ヒ ト IGF-I受 容 体 と 結 合 す る こ と を 示 し た
。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 EM164抗 体 の ヒ ト IGF-I受 容 体 と の 結 合 に 対 す る 解 離 定 数 （ K d ） を 、 複 数 濃 度 に お け る 抗
体 の 結 合 の ELISA滴 定 に よ り 、 直 接 コ ー テ ィ ン グ し た IGF-I受 容 体 （ 上 記 の と お り 、 ビ オ チ
ン 化 IGF-Iを 用 い て ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 さ れ た ） ま た は 間 接 的 に 捕 獲 し た ビ オ チ ン 化 IGF-I受
容 体 に よ り 決 定 し た 。 ビ オ チ ン 化 IGF-I受 容 体 を 、 IGF-I受 容 体 を 過 剰 発 現 す る 細 胞 か ら PE
O-マ レ イ ミ ド -ビ オ チ ン 試 薬 （ Pierce、 Molecular Biosciences） を 用 い て 界 面 活 性 剤 可 溶
化 ラ イ セ ー ト の ビ オ チ ン 化 に よ り 調 製 し 、 こ れ を NHS-ア ガ ロ ー ス ビ ー ズ 上 に 固 定 し た 抗 IG
F-I受 容 体 β 鎖 抗 体 を 用 い て ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 し 、 NP-40界 面 活 性 剤 を 含 有 す る バ ッ フ ァ ー
中 の ２ ～ ４ M尿 素 溶 液 を 用 い て 溶 出 し 、 そ し て PBSに 透 析 し た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 EM164抗 体 の ビ オ チ ン 化 IGF-I受 容 体 と の 結 合 に 対 す る K d の 測 定 は 、 Immulon-2HBプ レ ー
ト を 、 炭 酸 バ ッ フ ァ ー （ 150mM炭 酸 ナ ト リ ウ ム 、 350mM炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム ） 中 の 1μ g/mL
ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 溶 液 100μ Lを 用 い て 4℃ で 一 夜 、 コ ー テ ィ ン グ し て 実 施 し た 。 ス ト レ
プ ト ア ビ ジ ン で コ ー テ ィ ン グ し た ウ エ ル を 、 ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー （ 10mg/mL BSAを 含
む TBS-Tバ ッ フ ァ ー ） 200μ Lを 用 い て ブ ロ ッ ク し 、 TBS-Tバ ッ フ ァ ー を 用 い て 洗 浄 し 、 そ し
て ビ オ チ ン 化 IGF-I受 容 体 （ 10～ 100ng） と と も に ４ 時 間 常 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 間 接
的 に 捕 獲 し た ビ オ チ ン 化 IGF-I受 容 体 を 含 有 す る ウ エ ル を 次 い で 洗 浄 し 、 そ し て EM164抗 体
と ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー 中 で 複 数 の 濃 度 （ 5.1x10 - 1 3 M～ 200nM） に お い て ２ 時 間 、 常 温
で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で 一 夜 4℃ に て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ウ エ ル を 次 に TBS-Tバ ッ フ
ァ ー を 用 い て 洗 浄 し 、 そ し て ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG H ＋ L 抗 体 -西 洋 わ さ び ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ コ ン
ジ ュ ゲ ー ト （ 100μ L； 0.5μ g/mLを 含 む ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー ） と イ ン キ ュ ベ ー ト し 、
次 い で 洗 浄 し 、 そ し て ABTS/H 2 O 2 基 質 を 用 い て 405nmに て 検 出 し た 。 K d 値 を １ つ の 部 位 と の
結 合 に 対 す る 非 線 形 回 帰 に よ り 計 算 し た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
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Ｂ ． EM164抗 体 の 結 合 特 性



　 同 様 な 結 合 滴 定 を 、 E. Harlowお よ び D. Lane（ 「 抗 体 の 利 用 ： 研 究 室 マ ニ ュ ア ル （ Usin
g Antibodies:　 A Laboratory Manual） 」 ； 1999, Cold Spring Harbor Laboratory Pres
s, New York） に 記 載 の よ う に 、 抗 体 の パ パ イ ン 消 化 に よ り 調 製 し た EM164抗 体 の Fabフ ラ
グ メ ン ト を 用 い て 実 施 し た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 EM164抗 体 の ビ オ チ ン 化 ヒ ト IGF-I受 容 体 と の 結 合 に 対 す る 結 合 滴 定 曲 線 か ら 、 0.1nMの K

d 値 を 得 た （ 図 ２ ） 。 EM164抗 体 の Fabフ ラ グ メ ン ト も ヒ ト IGF-I受 容 体 と 0.3nMの K d 値 で 非
常 に 強 く 結 合 し 、 こ の 結 果 は 、 EM164抗 体 の IGF-I受 容 体 に 対 す る モ ノ マ ー 結 合 も 非 常 に 強
い こ と を 示 し た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 EM164抗 体 に よ る IGF-I受 容 体 の 結 合 に 対 す る 解 離 定 数 の こ の 極 め て 低 い 値 は 一 部 は 非 常
に 遅 い k o f f 速 度 に よ る も の で あ っ て 、 こ れ は １ ～ ２ 日 の 長 い 洗 浄 後 に 観 察 さ れ る 固 定 さ れ
た IGF-I受 容 体 と 結 合 し た 抗 体 の 強 い 結 合 シ グ ナ ル に よ り 立 証 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 EM164抗 体 は IGF-I受 容 体 の 免 疫 沈 降 に 使 用 す る こ と が で き 、 こ れ は ヒ ト 乳 癌 MCF-7細 胞
の 界 面 活 性 剤 可 溶 化 ラ イ セ ー ト の プ ロ テ イ ン Ｇ -ア ガ ロ ー ス ビ ー ズ 上 に 固 定 さ れ た EM164抗
体 （ Pierce Chemical Company） と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ り 実 証 さ れ る 。 EM164抗 体 免
疫 沈 降 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 、 ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 IGF-I受 容 体 β 鎖 （ C-末 端 ） 抗
体 （ Santa Cruz Biotechnology） お よ び ヤ ギ 抗 ウ サ ギ IgG抗 体 西 洋 わ さ び ペ ル オ キ シ ダ ー
ゼ コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 用 い て 処 理 し 、 次 い で 洗 浄 し 、 そ し て 増 強 化 学 発 光 （ ECL） 検 出 に よ
り 検 出 し た 。 MCF-7細 胞 か ら の EM164免 疫 沈 降 物 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト は 、 IGF-I受 容 体 の
β 鎖 に 対 応 す る バ ン ド を 約 95kDaに 、 そ し て プ ロ IGF-I受 容 体 に 対 応 す る バ ン ド を 約 220kDa
に 表 し た 。 同 様 な 免 疫 沈 降 を EM164抗 体 の 結 合 の 種 特 異 性 を 調 べ る た め に 他 の 細 胞 型 に 対
し て 実 施 し た 。 EM164抗 体 は cos-7細 胞 （ ア フ リ カ ミ ド リ ザ ル ） か ら の IGF-I受 容 体 と も 結
合 し た が 、 3T3細 胞 （ マ ウ ス ） 、 CHO細 胞 （ チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー ） ま た は ヤ ギ 線 維 芽 細
胞 （ ヤ ギ ） の IGF-I受 容 体 と 結 合 し な か っ た 。 EM164抗 体 は MCF-7細 胞 か ら の ラ イ セ ー ト の
ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 中 の SDS変 性 ヒ ト IGF-I受 容 体 を 検 出 し な か っ た 。 こ の 結 果 は 、 EM164
抗 体 が 自 然 の 、 非 変 性 ヒ ト IGF-I受 容 体 の コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン の エ ピ ト ー プ と 結 合 す る こ
と を 示 し た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 EM164抗 体 の 結 合 ド メ イ ン を 、 16量 体 Ｃ 末 端 片 （ 残 基 704～ 719） と 融 合 し た L1お よ び L2
ド メ イ ン に フ ラ ン キ ン グ す る シ ス テ イ ン リ ッ チ ド メ イ ン （ 残 基 １ ～ 468） を 含 み か つ Ｃ 末
端 エ ピ ト ー プ タ グ で 終 わ る 末 端 切 断 α 鎖 構 築 物 を 用 い て さ ら に 特 徴 づ け た 。 残 基 469～ 703
を 欠 如 す る こ の よ り 小 さ い IGF-I受 容 体 は 、 IGF-Iと 結 合 す る が 、 未 変 性 の 全 長 IGF-I受 容
体 と 比 較 す る と 強 さ が 劣 る と 報 じ ら れ て い る （ Molina, L.ら , 2000, FEBS Letters, 467,
 226-230； Kristensen, C.ら , 1999, J. Biol. Chem., 274, 37251-37356） 。 そ こ で 、 残
基 704～ 719で あ る Ｃ 末 端 片 と 融 合 し た 残 基 １ ～ 468を 含 み 、 か つ Ｃ 末 端 mycエ ピ ト ー プ タ グ
が フ ラ ン キ ン グ す る 末 端 切 断 IGF-I受 容 体 α 鎖 構 築 物 を 調 製 し た 。 こ の 構 築 物 を 発 現 す る
安 定 な 細 胞 系 統 で あ っ て 、 か つ ま た こ の 構 築 物 を ヒ ト 胚 腎 293T細 胞 に お い て 一 過 的 に 発 現
す る 細 胞 系 統 を 構 築 し た 。 EM164抗 体 の こ の 末 端 切 断 IGF-I受 容 体 α 鎖 構 築 物 と の 強 い 結 合
が 観 察 さ れ た 。 試 験 し た ２ つ の 抗 体 の う ち 、 IR3（ Calbiochem） も こ の 末 端 切 断 α 鎖 と 結
合 し た が 、 1H7抗 体 （ Santa Cruz Biotechnology） は 結 合 せ ず 、 こ れ は EM164抗 体 の エ ピ ト
ー プ が 明 ら か に 1H7抗 体 の そ れ と は 別 で あ る こ と を 示 し た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】

　 IGF-Iの ヒ ト 乳 癌 MCF-7細 胞 と の 結 合 は EM164抗 体 に よ り 阻 害 さ れ た （ 図 ３ ） 。 MCF-7細 胞
を 5μ g/mL EM164抗 体 と と も に ま た は EM164抗 体 な し で ２ 時 間 、 無 血 清 培 地 に お い て イ ン キ
ュ ベ ー ト し 、 次 い で 50ng/mLビ オ チ ン 化 IGF-Iと と も に 20分 間 、 37℃ に て イ ン キ ュ ベ ー ト し
た 。 次 い で 細 胞 を ２ 回 、 無 血 清 培 地 を 用 い て 洗 浄 し て 非 結 合 ビ オ チ ン -IGF-Iを 除 去 し 、 次
い で 1％ NP-40お よ び プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 を 含 有 す る 50mM HEPES、 pH 7.4中 に 溶 解 し た 。 Im
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Ｃ ． EM164抗 体 に よ る 、 IGF-Iの MCF-7細 胞 と の 結 合 の 阻 害



mulon-2HB ELISAプ レ ー ト を マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 IGF-I受 容 体 β 鎖 抗 体 を 用 い て コ ー テ
ィ ン グ し 、 こ れ を 用 い て ラ イ セ ー ト か ら IGF-I受 容 体 お よ び 結 合 し た ビ オ チ ン -IGF-Iを 捕
獲 し た 。 コ ー テ ィ ン グ さ れ た 抗 体 の IGF-I受 容 体 β 鎖 細 胞 質 Ｃ 末 端 ド メ イ ン と の 結 合 は 、
ビ オ チ ン -IGF-Iの IGF-I受 容 体 細 胞 外 ド メ イ ン と の 結 合 を 妨 げ な か っ た 。 ウ エ ル を 洗 浄 し
、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -西 洋 わ さ び ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ コ ン ジ ュ ゲ ー ト と と も に イ ン キ ュ ベ
ー ト し 、 再 び 洗 浄 し 、 次 い で ABTS/H 2 O 2 基 質 を 用 い て 検 出 し た 。 ５ μ g/mL EM164抗 体 に よ
る MCF-7細 胞 に 対 す る IGF-I結 合 の 阻 害 は 本 質 的 に 定 量 的 で あ っ て 、 ビ オ チ ン -IGF-Iを 欠 く
対 照 を 用 い て 得 た ELISAバ ッ ク グ ラ ウ ン ド の そ れ と ほ と ん ど 同 等 で あ っ た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 EM164抗 体 に よ る IGF-Iの MCF-7細 胞 と の 結 合 の 阻 害 に 対 す る 上 記 ア ッ セ イ に 加 え て 、 次
の ア ッ セ イ は EM164抗 体 が MCF-7細 胞 に 結 合 し た IGF-Iと 極 め て 効 果 的 に 置 換 わ る こ と を 実
証 し 、 こ れ は 生 理 学 的 条 件 の も と で 拮 抗 性 抗 IGF-I受 容 体 抗 体 が 結 合 し た 内 因 生 理 学 的 リ
ガ ン ド （ 例 え ば 、 IGF-Iま た は IGF-II） と 置 換 わ る た め に 所 望 さ れ る こ と で あ る 。 こ の IGF
-I置 換 え ア ッ セ イ に お い て 、 12ウ エ ル プ レ ー ト 中 で 増 殖 し た MCF-7細 胞 を 血 清 飢 餓 さ せ 、
次 い で ビ オ チ ン 化 IGF-I（ 20～ 50ng/mL） と と も に 無 血 清 培 地 中 で 37℃ （ ま た は 4℃ ） に て
１ ～ ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 結 合 し た ビ オ チ ン 化 IGF-Iを も つ 細 胞 を 、 次 い で EM164抗
体 ま た は 対 照 抗 体 （ 10-100μ g/mL） を 用 い て 37℃ （ ま た は 4℃ ） で 30分 間 ～ ４ 時 間 処 理 し
た 。 次 い で 細 胞 を PBSを 用 い て 洗 浄 し 、 1％  NP-40を 含 有 す る 溶 解 バ ッ フ ァ ー 中 で 4℃ で 溶
解 し た 。 ELISAを 上 記 の 通 り 実 施 し 、 ラ イ セ ー ト か ら IGF-I受 容 体 を 捕 獲 し 、 次 い で 受 容 体
と 結 合 し た ビ オ チ ン 化 IGF-Iを ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -西 洋 わ さ び ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ コ ン ジ ュ
ゲ ー ト を 用 い て 検 出 し た 。 こ の ELISAは 、 EM164抗 体 が 細 胞 に 前 結 合 し た ビ オ チ ン 化 IGF-I
と 37℃ に て ほ ぼ 完 全 に （ 30分 間 以 内 に 90％ お よ び ４ 時 間 以 内 に ～ 100％ ） か つ 4℃ に て ２ 時
間 で 約 50％ だ け 置 換 わ り う る こ と を 実 証 し た 。 他 の 実 験 に お い て は 、 NCI-H838肺 癌 細 胞 を
ビ オ チ ン -IGF-Iと と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で 洗 浄 し 、 そ し て EM164抗 体 と と も に 4℃
に て ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 結 合 し た ビ オ チ ン -IGF-Iの 80％ 減 少 を 得 た 。 従 っ て EM16
4抗 体 は 、 癌 細 胞 か ら 前 結 合 し た IGF-Iを 追 い 出 す 点 で 極 め て 有 効 で あ り 、 こ れ は 結 合 し た
内 因 性 生 理 学 的 リ ガ ン ド を 追 い 出 す こ と に よ る IGF-I受 容 体 の 拮 抗 作 用 と し て 治 療 上 重 要
で あ り う る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 抗 IGF-I受 容 体 β 鎖 抗 体 （ Santa Cruz Biotechnology； sc-713） を 用 い る ウ ェ ス タ ン ブ
ロ ッ ト 分 析 に 基 づ く と 、 MCF-7細 胞 の EM164抗 体 と の 4℃ で ２ 時 間 （ ま た は 37℃ で 30分 間 ）
の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は IGF-I受 容 体 の 有 意 な 下 方 調 節 を 生 じ な か っ た が 、 EM164抗 体 と の
37℃ で ２ 時 間 の さ ら に 長 い イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は IGF-I受 容 体 の 25％ 下 方 調 節 を 生 じ た 。
従 っ て 、 こ れ ら の 短 時 間 実 験 に お け る 4℃ お よ び 37℃ に て の EM164抗 体 に よ る IGF-Iの 結 合
の 阻 害 お よ び 結 合 し た IGF-Iの 置 換 え は 、 EM164抗 体 の 結 合 に よ る 受 容 体 の 下 方 調 節 に よ っ
て 説 明 す る こ と が で き な い 。 IGF-Iの IGF-I受 容 体 と の 結 合 の 強 力 な 阻 害 お よ び EM164抗 体
に よ る 前 結 合 し た IGF-Iの 置 換 え の 機 構 は 、 結 合 部 位 の 共 有 を 介 し て ま た は 立 体 閉 塞 を 介
し て ま た は ア ロ 立 体 効 果 を 介 し て の 結 合 に 対 す る 競 合 で あ る と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】

　 乳 癌 MCF-7細 胞 お よ び 骨 肉 腫 SaOS-2細 胞 の EM164抗 体 に よ る 処 理 は 細 胞 内 IGF-I受 容 体 シ
グ ナ ル 伝 達 を ほ と ん ど 完 全 に 阻 害 し た 。 こ れ を IGF-I受 容 体 自 己 リ ン 酸 化 の 阻 害 に よ り お
よ び そ の 下 流 の エ フ ェ ク タ ー 、 例 え ば イ ン ス リ ン 受 容 体 基 質 -1（ IRS-1） 、 Aktお よ び Erk1
/2（ 図 ４ ～ ６ ） の リ ン 酸 化 の 阻 害 に よ り 示 す 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 図 ４ に お い て は 、 MCF-7細 胞 を 12ウ エ ル プ レ ー ト 中 で 通 常 培 地 で ３ 日 間 増 殖 し 、 次 い で 2
0μ g/mL EM164抗 体 （ ま た は 抗 B4対 照 抗 体 ） を 用 い て 無 血 清 培 地 で ３ 時 間 処 理 し 、 次 に 50n
g/mL IGF-Iを 用 い て 20分 間 37℃ で 刺 激 し た 。 次 い で 細 胞 を 、 プ ロ テ ア ー ゼ お よ び ホ ス フ ァ
タ ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー を 含 有 す る 氷 冷 溶 解 バ ッ フ ァ ー （ 50mM HEPESバ ッ フ ァ ー 、 pH 7.4、 1
％  NP-40、 1mMオ ル ト バ ナ ジ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 100mMフ ッ 化 ナ ト リ ウ ム 、 10mMピ ロ リ ン 酸 ナ
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Ｄ ． EM164抗 体 に よ る 、 IGF-I受 容 体 が 媒 介 す る 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 の 阻 害



ト リ ウ ム 、 2.5mM EDTA、 10μ Mロ イ ペ プ チ ン 、 5μ Mペ プ ス タ チ ン 、 1mM PMSF、 5mMベ ン ズ ア
ミ ジ ン 、 お よ び 5μ g/mLア プ ロ チ ニ ン ） 中 に 溶 解 し た 。 ELISAプ レ ー ト を 抗 IGF-I受 容 体 β
鎖 C末 端 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 TC123を 用 い て プ レ コ ー ト し 、 そ し て ラ イ セ ー ト サ ン プ ル と と
も に ５ 時 間 常 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 IGF-I受 容 体 を 捕 獲 し た 。 次 い で 捕 獲 し た IGF-I受 容
体 を 含 有 す る ウ エ ル を 洗 浄 し 、 ビ オ チ ン 化 抗 ホ ス ホ チ ロ シ ン 抗 体 （ PY20； 0.25μ g/mL； BD
 Transduction Laboratories） と と も に 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で 洗 浄 し 、 ス ト レ
プ ト ア ビ ジ ン -西 洋 わ さ び ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ コ ン ジ ュ ゲ ー ト （ 0.8μ g/mL） と と も に 30分 間
イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ウ エ ル を 洗 浄 し 、 ABTS/H 2 O 2 基 質 を 用 い て 検 出 し た 。 対 照 抗 B4抗 体
を 使 用 す る と 、 IGF-I受 容 体 の IGF-I刺 激 自 己 リ ン 酸 化 の 無 阻 害 を 示 し た 。 対 照 的 に 、 EM16
4抗 体 を 用 い て 処 理 す る と IGF-I受 容 体 の IGF-I刺 激 自 己 リ ン 酸 化 の 完 全 な 阻 害 を 得 た （ 図
４ ） 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 イ ン ス リ ン 受 容 体 基 質 -1（ IRS-1） の リ ン 酸 化 の 阻 害 を 実 証 す る た め 、 固 定 し た 抗 IRS-1
抗 体 を 使 っ て ラ イ セ ー ト か ら IRS-1を 捕 獲 す る ELISAを 用 い 、 次 い で ホ ス ホ リ ル 化 IRS-1と
結 合 す る ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル -3-キ ナ ー ゼ （ PI3キ ナ ー ゼ ） に 随 伴 す る p85サ ブ ユ
ニ ッ ト を 測 定 し た （ Jackson, J. G.ら , 1998, J. Biol. Chem., 273, 9994-10003） 。 図
５ に お い て 、 MCF-7細 胞 を ５ μ g/mL抗 体 （ EM164ま た は IR3） と と も に 無 血 清 培 地 に お い て
２ 時 間 処 理 し 、 次 い で 50ng/mL IGF-Iを 用 い て 10分 間 37℃ に て 刺 激 し た 。 抗 IRS-1抗 体 （ ウ
サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル ； Upstate Biotechnology） を 間 接 的 に ELISAプ レ ー ト 上 に コ ー テ ィ ン
グ し た ヤ ギ 抗 ウ サ ギ IgG抗 体 と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ り 捕 獲 し 、 次 い で こ れ を 利 用 し
て 細 胞 ラ イ セ ー ト か ら IRS-1を 4℃ の 一 夜 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ り 捕 獲 し た 。 次 い で ウ エ
ル を マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 p85-PI3キ ナ ー ゼ 抗 体 （ Upstate Biotechnology） と ４ 時 間 イ
ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 に 、 ヤ ギ 抗 マ ウ ス -IgG-抗 体 -HRPコ ン ジ ュ ゲ ー ト に よ り 30分 間 処 理 し
た 。 ウ エ ル を 次 い で 洗 浄 し 、 ABTS/H 2 O 2 基 質 を 用 い て 検 出 し た （ 図 ５ ） 。 図 ５ に 示 す よ う
に 、 EM164抗 体 に よ る IGF-I-刺 激 IRS-1リ ン 酸 化 の 阻 害 は IR3抗 体 よ り 効 果 的 で あ り 、 か つ E
M164抗 体 は IGF-Iの 不 在 の 細 胞 と イ ン キ ュ ベ ー ト し た と き 、 IRS-1リ ン 酸 化 に 対 す る 作 動 活
性 を 示 さ な か っ た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 他 の 下 流 エ フ ェ ク タ ー 、 例 え ば Aktお よ び Erk1/2の 活 性 化 も 、 SaOS-2細 胞 （ 図 ６ ） お よ
び MCF-7細 胞 に お い て EM164抗 体 に よ り 用 量 に 依 存 す る 様 式 で 阻 害 さ れ 、 こ れ は ラ イ セ ー ト
の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト お よ び リ ン 酸 化 特 異 的 抗 体 （ ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 -ホ ス ホ -Ser 4
7 3 Aktポ リ ク ロ ー ナ ル お よ び 抗 ホ ス ホ -ERK1/2抗 体 ； Cell Signaling Technology） を 用 い
て 示 し た 通 り で あ る 。 汎 ERK抗 体 は 全 て の レ ー ン で 等 し い タ ン パ ク 質 負 荷 を 示 し た （ 図 ６
） 。 EM164抗 体 に よ る SaOS-2細 胞 の 処 理 は 、 Erk1/2の EGF-刺 激 リ ン 酸 化 を 阻 害 せ ず 、 従 っ
て IGF-I受 容 体 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の EM164抗 体 に よ る 阻 害 の 特 異 性 を 実 証 し た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】

　 複 数 の ヒ ト 腫 瘍 細 胞 系 統 を 、 無 血 清 条 件 で IGF-Iに 対 す る そ れ ら の 増 殖 お よ び 生 存 応 答
に つ い て 試 験 し た 。 こ れ ら の 細 胞 系 統 を IGF-I、 IGF-II、 ま た は 血 清 の 存 在 の も と で EM164
抗 体 を 用 い て 処 理 し 、 そ れ ら の 増 殖 お よ び 生 存 応 答 を MTTア ッ セ イ を 用 い て ２ ～ ４ 日 後 に
測 定 し た 。 ほ ぼ 1500細 胞 を 96ウ エ ル プ レ ー ト で 通 常 培 地 に ま い て 、 翌 日 、 そ れ を 無 血 清 培
地 （ ト ラ ン ス フ ェ リ ン お よ び BSAを 補 充 し た 無 血 清 RPMI培 地 、 ま た は Dufourny, B.ら , 199
7, J. Biol. Chem., 272, 31163-31171が 規 定 し た フ ェ ノ ー ル レ ッ ド を 含 ま な い 培 地 の い
ず れ か ） と 置 換 え た 。 無 血 清 培 地 に お け る 増 殖 の １ 日 後 に 、 細 胞 を 約 75μ Lの 10μ g/mL抗
体 と と も に 30分 間 ～ ３ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で 25μ Lの IGF-I（ ま た は IGF-IIま た は
血 清 ） 溶 液 を 加 え て 、 10ng/mL IGF-I、 ま た は 20ng/mL IGF-II、 ま た は 0.04～ 10％ 血 清 の
最 終 濃 度 を 得 た 。 複 数 の 実 験 に お い て 、 細 胞 を 最 初 IGF-Iを 用 い て 15分 間 刺 激 し た 後 に EM1
64抗 体 を 加 え る か 、 ま た は IGF-Iと EM164抗 体 の 両 方 を 一 緒 に 加 え た 。 次 い で 細 胞 を さ ら に
２ ～ ３ 日 増 殖 さ せ た 。 次 い で MTT（ 3-(4,5)-ジ メ チ ル チ ア ゾ ー ル -2-イ ル )-2,5-ジ フ ェ ニ ル
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Ｅ ． EM164抗 体 に よ る 、 ヒ ト 腫 瘍 細 胞 の IGF-I-、 IGF-II-お よ び 血 清 -刺 激 増 殖 お よ び 生 存
の 阻 害



テ ト ラ ゾ リ ウ ム ブ ロ ミ ド ） の PBS中 の 5mg/mL溶 液 、 25μ Lを 加 え 、 細 胞 を イ ン キ ュ ベ ー タ ー
に 戻 し て ２ ～ ３ 時 間 置 い た 。 次 い で 培 地 を 除 去 し て 、 100μ L DMSOと 置 き 換 え 、 混 合 し 、
そ し て プ レ ー ト の 吸 収 を 545nmに て 測 定 し た 。 複 数 の ヒ ト 腫 瘍 細 胞 系 統 は IGF-Iま た は IGF-
IIま た は 血 清 を 加 え る と 増 殖 お よ び 生 存 の 応 答 を 示 し 、 そ の 応 答 は EM164抗 体 に よ り 有 意
に 阻 害 さ れ 、 抗 体 を IGF-Iの 前 に 加 え た か 、 ま た は IGF-Iを 抗 体 の 前 に 加 え た か 、 ま た は IG
F-Iと 抗 体 の 両 方 を 一 緒 に 加 え た か ど う か と は 無 関 係 で あ っ た （ 表 １ ） 。
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ １ 】
　 EM164抗 体 は 、 乳 癌 MCF-7細 胞 （ 図 ７ お よ び ８ ） の IGF-Iま た は 血 清 刺 激 増 殖 お よ び 生 存
を 強 く 阻 害 し た 。 別 の 実 験 に お い て 、 EM164抗 体 は MCF-7細 胞 の IGF-II刺 激 増 殖 お よ び 生 存
を 強 く 阻 害 し た 。 市 販 の 抗 体 、 例 え ば IR3抗 体 を 用 い る 先 の 報 告 は 、 図 ７ で IR3お よ び 1H7
抗 体 に 対 し て 確 認 し た よ う に 、 MCF-7細 胞 の 血 清 刺 激 増 殖 お よ び 生 存 に 弱 い 阻 害 だ け を 示
し た （ Cullen, K. J.ら , 1990, Cancer Res., 50, 48-53） 。 対 照 的 に 、 EM164抗 体 は MCF-
7細 胞 の 血 清 ま た は IGF刺 激 増 殖 の 強 力 な 阻 害 剤 で あ っ た 。 図 ８ に 示 し た よ う に 、 EM164抗
体 は 広 範 囲 の 血 清 濃 度 （ 0.04～ 10％ 血 清 ） に わ た っ て MCF-7細 胞 の 増 殖 お よ び 生 存 を 等 し

10

20

30

40

50

(24) JP 2005-533493 A 2005.11.10



く 有 効 に 阻 害 し た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 EM164抗 体 に よ る MCF-7細 胞 の 増 殖 阻 害 を 細 胞 数 の 計 測 に よ り 測 定 し た 。 す な わ ち 、 12ウ
エ ル プ レ ー ト に お い て 、 約 7500の 細 胞 を 、 10μ g/mL EM164抗 体 の 存 在 ま た は 不 在 の も と で
10％ FBSを 含 む RPMI培 地 中 に ま い た 。 増 殖 の ５ 日 後 に 、 無 処 理 の 対 照 サ ン プ ル の 細 胞 数 は 2
0.5 x 10 4 細 胞 で あ り 、 EM164抗 体 処 理 サ ン プ ル の わ ず か 1.7 x 10 4 細 胞 の 細 胞 数 と 対 照 的
で あ っ た 。 EM164抗 体 に よ る 処 理 は 、 MCF-7細 胞 の 増 殖 を ５ 日 間 に 約 12倍 だ け 阻 害 し た 。 EM
164抗 体 に よ る こ の 阻 害 は 、 報 じ ら れ た MCF-7細 胞 に 対 す る ６ 日 間 ア ッ セ イ で の IR3抗 体 を
用 い る 2.5倍 の 阻 害 （ Rohlik, Q. T.ら , 1987, Biochem. Biophys. Res. Commun., 149, 2
76-281） よ り 有 意 に 大 き か っ た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 非 小 細 胞 肺 癌 系 統 NCI-H838の IGF-Iお よ び 血 清 刺 激 増 殖 お よ び 生 存 も ま た 、 EM164抗 体 に
よ り 、 対 照 抗 B4抗 体 と 比 較 し て 強 く 阻 害 さ れ た （ 図 ９ ） 。 無 血 清 培 地 中 の EM164抗 体 に よ
る 処 理 は 、 NCI-H838と MCF-7細 胞 の 両 方 に 対 し て 、 無 処 理 サ ン プ ル よ り 小 さ い シ グ ナ ル を
産 生 し た が 、 そ れ は 恐 ら く 、 EM164抗 体 は こ れ ら の 細 胞 の 自 己 分 泌 お よ び パ ラ 分 泌 IGF-Iお
よ び IGF-II刺 激 も 阻 害 し た か ら で あ ろ う （ 図 ７ お よ び ９ ） 。 HT29大 腸 癌 細 胞 の コ ロ ニ ー サ
イ ズ も 、 EM164抗 体 に よ り 処 理 す る と 非 常 に 減 少 し た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 従 っ て EM164抗 体 は 、 腫 瘍 細 胞 、 例 え ば MCF-7細 胞 お よ び NCI-H838細 胞 の 血 清 刺 激 増 殖 を
80％ 以 上 阻 害 す る こ と で そ の 有 効 性 が 公 知 の 全 て の 抗 IGF-I受 容 体 抗 体 の な か で も ユ ニ ー
ク な 存 在 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 EM164抗 体 は 細 胞 周 期 の G0/G1期 に お け る 増 殖 停 止 を 引 起 し 、 IGF-Iの 分 裂 促 進 効 果 を 無
効 に し た 。 細 胞 周 期 分 析 に つ い て 、 MCF-7細 胞 を IGF-I（ 20ng/mL） を 用 い て EM164（ μ g/mL
） の 存 在 ま た は 不 在 の も と で １ 日 間 処 理 し 、 次 い で ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム 染 色 と フ ロ ー サ イ
ト メ ト リ ー に よ り 分 析 し た 。 図 25に 示 す よ う に 、 EM164不 在 の も と で IGF-I刺 激 に 応 答 す る
細 胞 の サ イ ク リ ン グ （ 細 胞 の 41％ が Ｓ 期 そ し て 50％ が G0/G1期 ） が 、 EM164処 理 細 胞 に お い
て は 抑 制 さ れ た （ 細 胞 わ ず か に 9％ が Ｓ 期 そ し て 77％ が G0/G1期 ） 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 細 胞 増 殖 の 阻 害 に 加 え 、 EM164抗 体 処 理 は 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス を も た ら し た 。 ア ポ ト ー
シ ス の 測 定 に つ い て は 、 EM164の 存 在 ま た は 不 在 の も と で １ 日 間 IGF-Iま た は 血 清 と と も に
イ ン キ ュ ベ ー ト し た NCI-H838肺 癌 細 胞 に お い て 、 カ ス パ ー ゼ に よ る サ イ ト ケ ラ チ ン CK18タ
ン パ ク 質 の 切 断 を 測 定 し た （ 図 26） 。 EM164の 不 在 の も と で 、 IGF-Iま た は 血 清 を 加 え る と
、 無 IGF-I対 照 と 比 較 し て カ ス パ ー ゼ 切 断 さ れ た CK18シ グ ナ ル が 低 下 し 、 IGF-Iお よ び 血 清
は カ ス パ ー ゼ の 活 性 を 阻 止 す る こ と を 示 し た 。 EM164を 用 い て 処 理 す る と IGF-Iお よ び 血 清
の 抗 ア ポ ト ー シ ス 効 果 を 抑 制 し 、 そ れ は EM164存 在 時 の 切 断 さ れ た CK18レ ベ ル が EM164不 在
時 の そ れ よ り 大 き い こ と に よ り 示 さ れ た （ 図 26） 。
【 ０ ０ ９ ７ 】

　 EM164抗 体 の タ キ ソ ー ル と の 併 用 投 与 は 、 非 小 細 胞 肺 癌 Calu6細 胞 の 増 殖 お よ び 生 存 に 対
し て タ キ ソ ー ル 単 独 よ り 有 意 に 阻 害 性 が あ っ た 。 同 様 に 、 EM164抗 体 の カ ン プ ト セ シ ン と
の 併 用 は 、 大 腸 癌 HT29細 胞 の 増 殖 お よ び 生 存 に 対 し て カ ン プ ト セ シ ン 単 独 よ り 有 意 に 阻 害
性 が あ っ た 。 EM164抗 体 単 独 で は 有 機 の 化 学 毒 性 薬 と 同 じ よ う な 毒 性 は 期 待 さ れ な い の で
、 EM164抗 体 の 主 に 細 胞 分 裂 停 止 効 果 と 化 学 毒 性 薬 の 細 胞 傷 害 効 果 の 間 の 相 乗 作 用 は 、 臨
床 環 境 に お け る 併 用 癌 治 療 法 に 非 常 に 効 果 的 で あ り う る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 EM164抗 体 の 抗 EGF受 容 体 抗 体 （ KS77） と の 併 用 効 果 は 、 複 数 の 腫 瘍 細 胞 系 統 、 例 え ば HT
-3細 胞 、 RD細 胞 、 MCF-7細 胞 、 お よ び A431細 胞 の 増 殖 お よ び 生 存 に 対 し て 、 EM164抗 体 ま た
は KS77抗 体 単 独 よ り 有 意 に 高 い 阻 害 性 が あ っ た 。 従 っ て 、 ２ 種 の 増 殖 因 子 受 容 体 、 例 え ば
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Ｆ ． 他 の 細 胞 毒 性 お よ び 細 胞 分 裂 停 止 作 用 薬 と 併 用 し た EM164抗 体 に よ る 、 ヒ ト 腫 瘍 細 胞
の 増 殖 お よ び 生 存 の 相 乗 的 阻 害



IGF-I受 容 体 お よ び EGF受 容 体 に 対 す る 中 和 化 抗 体 を 併 用 す る こ と の 相 乗 効 果 は ま た 、 臨 床
癌 治 療 に お い て 有 用 で あ り う る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 EM164抗 体 の 細 胞 傷 害 薬 と の コ ン ジ ュ ゲ ー ト は ま た 、 IGF-I受 容 体 を 過 剰 発 現 す る 腫 瘍 に
標 的 を 定 め た 細 胞 傷 害 薬 の 送 達 に お い て 貴 重 で あ る 。 EM164抗 体 の 放 射 標 識 ま た は 他 の 標
識 と の コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 IGF-I受 容 体 を 過 剰 発 現 す る 腫 瘍 の 治 療 お よ び イ メ ー ジ ン グ に
利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ０ 】

　 ヒ ト 非 小 細 胞 肺 癌 Calu-6異 種 移 植 片 を 免 疫 不 全 マ ウ ス 中 に 、 1x10 7  Calu-6細 胞 の 皮 下 注
射 に よ り 確 立 し た 。 図 10に 示 す よ う に 、 確 立 さ れ た 100mm 3  Calu-6異 種 移 植 片 を 含 有 す る
こ れ ら の マ ウ ス を 、 １ 処 理 グ ル ー プ 当 た り ５ 匹 の マ ウ ス を 用 い て 、 EM164抗 体 単 独 （ 0.8mg
/マ ウ ス の ６ 注 射 、 静 脈 内 、 毎 週 ２ 回 ） ま た は タ キ ソ ー ル 単 独 （ タ キ ソ ー ル の ５ 注 射 、 腹
腔 内 、 毎 週 ２ 回 ； 15mg/kg） 、 ま た は タ キ ソ ー ル と EM164抗 体 処 理 の 併 用 、 ま た は PBS単 独
（ 200μ L/マ ウ ス 、 ６ 注 射 、 毎 週 ２ 回 、 静 脈 ） に よ っ て 処 理 し た 。 腫 瘍 の 増 殖 は 、 EM164抗
体 処 理 に よ り 、 PBS対 照 と 比 較 し て 有 意 に 遅 く な っ た 。 EM164抗 体 は 、 マ ウ ス の 体 重 測 定 に
基 づ い て 毒 性 が 観 察 さ れ な か っ た 。 タ キ ソ ー ル 単 独 処 理 は 14日 ま で 有 効 で あ っ た が 、 そ の
後 腫 瘍 は 増 殖 を 回 復 し 始 め た 。 し か し タ キ ソ ー ル と EM164抗 体 の 併 用 に よ り 処 理 し た グ ル
ー プ で は 、 タ キ ソ ー ル 単 独 で 治 療 し た グ ル ー プ と 比 較 し て 腫 瘍 の 増 殖 が 有 意 に 遅 く な っ た
。
【 ０ １ ０ １ 】
　 ヒ ト 膵 癌 異 種 移 植 片 を 、 ５ 週 齢 雌 性 SCID/ICRマ ウ ス （ Taconic） に 10 7  BxPC-3細 胞 を 含
む PBSを 皮 下 注 射 す る こ と に よ り 確 立 し た （ 第 ０ 日 ） 。 80mm 3 の 確 立 さ れ た 腫 瘍 を 抱 く マ ウ
ス を 、 次 い で EM164単 独 （ 0.8mg/マ ウ ス の 13回 注 射 ； 側 方 尾 静 脈 の 静 脈 内 、 第 12、 16、 19
、 23、 26、 29、 36、 43、 50、 54、 58、 61お よ び 64日 に ） 、 ゲ ム シ タ ビ ン 単 独 （ 150mg/kg/
マ ウ ス の ２ 回 注 射 ； 腹 腔 内 、 第 12お よ び 19日 に ） 、 上 記 ス ケ ジ ュ ー ル に よ る ゲ ム シ タ ビ ン
と EM164の 併 用 、 PBS単 独 、 お よ び 対 照 抗 体 単 独 （ EM164と 同 じ ス ケ ジ ュ ー ル ） に よ っ て 、
５ 処 理 グ ル ー プ の そ れ ぞ れ に ５ 匹 の マ ウ ス を 用 い て 、 処 理 し た 。 図 27に 示 し た よ う に 、 EM
164単 独 、 ま た は ゲ ム シ タ ビ ン と の 併 用 に よ る 処 理 は 、 最 初 に 、 EM164処 理 グ ル ー プ 中 の ５
動 物 の ４ 動 物 お よ び 併 用 処 理 グ ル ー プ の 全 動 物 に 腫 瘍 異 種 移 植 片 の 全 退 行 が 生 じ た 。 １ 以
上 の 動 物 の 測 定 し う る 腫 瘍 再 増 殖 は 、 EM164グ ル ー プ に お い て 第 43日 に 、 そ し て 併 用 治 療
グ ル ー プ に お い て 第 68日 に 見 ら れ 、 対 照 処 理 グ ル ー プ と 比 較 し て 第 74日 に 有 意 に 小 さ い 平
均 腫 瘍 容 積 を 生 じ た だ け で あ っ た （ そ れ ぞ れ P＝ 0.029お よ び 0.002； ツ ー ・ テ イ ル ド Ｔ 検
定 （ two-tailed T-test） ； 図 27） 。 他 の 研 究 に お い て 、 EM164抗 体 処 理 （ 単 独 ま た は 抗 EG
F受 容 体 抗 体 と 併 用 ； 腹 腔 内 注 射 ） は 確 立 さ れ た マ ウ ス 中 の BxPC-3異 種 移 植 片 の 増 殖 を 阻
害 し た 。
【 ０ １ ０ ２ 】

　 EM164ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 か ら 得 た 全 RNAを 精 製 し た 。 逆 転 写 酵 素 反 応 を 、 ４ ～ ５ μ g全 R
NAお よ び オ リ ゴ dTも し く は 無 作 為 ヘ キ サ マ ー プ ラ イ マ ー の い ず れ か を 用 い て 実 施 し た 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 PCR反 応 を Coら （ J. Immunol., 148, 1149-1154 (1992)） が 記 載 し た RACE法 お よ び Wang
ら （ J. Immunol. Methods, 233, 167-177 (2000)） が 記 載 し た 変 性 プ ラ イ マ ー を 用 い て 実
施 し た 。 RACE PCR法 は 、 第 １ 鎖 cDNAの 3'末 端 に ポ リ Gテ ー リ ン グ を 加 え る 中 間 ス テ ッ プ を
必 要 と し た 。 RT反 応 物 を Qianeasy（ Qiagen） カ ラ ム を 用 い て 精 製 し 、 50μ l 1 X NEBバ ッ
フ ァ ー 4で 溶 出 し た 。 dGテ ー リ ン グ 反 応 は そ の 溶 出 物 に 、 0.25mM CoCl 2 、 1mM dGTP、 お よ
び 5単 位 の 末 端 ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ NEB） を 含 む 1 X NEBバ ッ フ ァ ー 4を 用 い て 実 施 し た 。
そ の 混 合 物 を 37℃ に て 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で 反 応 物 （ 10μ l） の 1/5を 直 接 PCR
反 応 に 加 え て テ ン プ レ ー ト DNAと し て 利 用 し た 。

10

20

30

40

50

(26) JP 2005-533493 A 2005.11.10

Ｇ ． 単 一 作 用 薬 と し て ま た は 抗 癌 薬 と 併 用 す る 場 合 、 免 疫 不 全 マ ウ ス の ヒ ト 癌 異 種 移 植 片
に お け る EM164処 理 の 効 果

Ｈ ． EM164抗 体 の 軽 お よ び 重 鎖 の ク ロ ー ニ ン グ と 配 列 決 定



【 ０ １ ０ ４ 】
　 RACEと 変 性 PCR反 応 は 、 プ ラ イ マ ー と テ ン プ レ ー ト の 相 違 を 除 く と 、 同 じ 反 応 で あ っ た
。 末 端 ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 反 応 物 を RACE PCRテ ン プ レ ー ト に 直 接 使 用 す る 一 方 、 RT反 応 混
合 物 を 変 性 PCR反 応 に 直 接 使 用 し た 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 RACEお よ び 変 性 PCR反 応 に お い て 、 同 じ 3'軽 鎖 プ ラ イ マ ー ：
HindKL - tatagagctcaagcttggatggtgggaagatggatacagttggtgc（ 配 列 番 号 14） 、
お よ び 3’ 重 鎖 プ ラ イ マ ー ：
Bgl2IgG1 - ggaagatctatagacagatgggggtgtcgttttggc（ 配 列 番 号 15）
を 使 用 し た 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 RACE PCRに お い て 、 軽 お よ び 重 鎖 の 両 方 に 対 し て 、 １ つ の ポ リ C5'プ ラ イ マ ー
： EcoPolyC - TATATCTAGAATTCCCCCCCCCCCCCCCCC（ 配 列 番 号 16）
を 用 い る 一 方 、 縮 重 5'末 端 PCRプ ラ イ マ ー は 、 軽 鎖 に 対 し て :
Sac1MK - GGGAGCTCGAYATTGTGMTSACMCARWCTMCA（ 配 列 番 号 17） 、
お よ び 重 鎖 に 対 し て ：
EcoR1MH1 - CTTCCGGAATTCSARGTNMAGCTGSAGSAGTC（ 配 列 番 号 18） と
EcoR1MH2 - CTTCCGGAATTCSARGTNMAGCTGSAGSAGTCWGG（ 配 列 番 号 19）
の 等 し い 混 合 物 で あ っ た 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 上 記 プ ラ イ マ ー 配 列 に お い て 、 混 合 塩 基 は 次 の と お り 定 義 し た ： H＝ A＋ T＋ C、 S＝ g＋ C
、 Y＝ C＋ T、 K＝ G＋ T、 M＝ A＋ C、 R＝ A＋ g、 W＝ A＋ T、 V＝ A＋ C＋ G。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 PCR反 応 を 、 次 の プ ロ グ ラ ム を 用 い て 実 施 し た ： １ )94℃ ３ 分 間 、 ２ )94℃ 15秒 間 、 ３ )45
℃ 1分 間 、 ４ )72℃ ２ 分 間 、 ５ )ス テ ッ プ ２ )に 戻 る サ イ ク リ ン グ 29回 、 お よ び ６ )72℃ 10分
間 の 最 終 伸 長 に よ る 完 了 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 PCR産 物 を 、 PCRプ ラ イ マ ー に よ り 作 製 し た 制 限 酵 素 切 断 部 位 を 利 用 し て pBluescript II
 SK+（ Stratagene） 中 に ク ロ ー ニ ン グ し た 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 複 数 の 個 々 の 軽 お よ び 重 鎖 ク ロ ー ン を 、 通 常 の 方 法 に よ り 配 列 決 定 し て 同 定 し 、 起 こ り
う る ポ リ メ ラ ー ゼ が 起 こ す 配 列 誤 差 を 回 避 し た （ 図 12お よ び 13） 。 Chotia正 準 分 類 定 義 を
用 い て 、 ３ つ の 軽 鎖 お よ び 重 鎖 CDRを 同 定 し た （ 図 12～ 14） 。
【 ０ １ １ １ 】
　 NCBI IgBlastデ ー タ ベ ー ス は 、 抗 IGF-I受 容 体 抗 体 軽 鎖 可 変 域 は マ ウ ス IgVk Cr1生 殖 系
列 遺 伝 子 由 来 で あ る 一 方 、 重 鎖 可 変 域 は 恐 ら く IgVh J558.c生 殖 系 列 遺 伝 子 由 来 で あ る こ
と を 示 し た （ 図 15） 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 マ ウ ス EM164抗 体 の タ ン パ ク 質 配 列 決 定 を 実 施 し て 図 12お よ び 13に 示 し た 配 列 を 確 か め
た 。 精 製 EM164抗 体 の 軽 お よ び 重 鎖 タ ン パ ク 質 を ゲ ル （ SDS-PAGE、 還 元 条 件 ） か ら PVDF膜
に 移 し 、 PVDF膜 か ら 切 除 し 、 タ ン パ ク 質 配 列 決 定 に よ り 分 析 し た 。 軽 鎖 の N末 端 配 列 を Edm
an配 列 決 定 に よ り DVLMTQTPLS（ 配 列 番 号 20） で あ る と 決 定 し 、 こ れ は EM164ハ イ ブ リ ド ー
マ か ら 得 た ク ロ ー ニ ン グ し た 軽 鎖 遺 伝 子 の N末 端 配 列 と 整 合 す る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 重 鎖 の N末 端 は Edmanタ ン パ ク 質 配 列 決 定 に 対 し て ブ ロ ッ ク さ れ て い る こ と が わ か っ た 。
質 量 1129.5（ M+H + 、 モ ノ ア イ ソ ト ー プ ） の 重 鎖 の ト リ プ シ ン 消 化 ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト を
PSD（ post-source decay） を 経 由 し て フ ラ グ メ ン ト 化 し 、 そ の 配 列 が GRPDYYGSSK（ 配 列 番
号 21） で あ る と 決 定 し た 。 質 量 2664.2（ M+H + 、 モ ノ ア イ ソ ト ー プ ） の 重 鎖 の 他 の ト リ プ シ
ン 消 化 ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト も PSD（ post-source decay） を 経 由 し て フ ラ グ メ ン ト 化 し 、
そ の 配 列 が SSSTAYMQLSSLTSEDSAVYYFAR（ 配 列 番 号 22） で あ る と 同 定 し た 。 こ れ ら の 配 列 の
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両 方 は 、 EM164ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 得 た ク ロ ー ニ ン グ し た 重 鎖 遺 伝 子 の CDR3お よ び フ レ ー
ム ワ ー ク ３ （ FR3） の 配 列 と 完 全 に 整 合 す る 。
【 ０ １ １ ４ 】

　 軽 お よ び 重 鎖 の 一 対 の 配 列 を 単 一 の 哺 乳 類 動 物 発 現 ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ニ ン グ し た （ 図
16） 。 ヒ ト 可 変 配 列 用 の PCRプ ラ イ マ ー に よ り 、 pBluescriptIIク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー 中 に
ヒ ト シ グ ナ ル 配 列 と の 結 合 を 可 能 に す る 制 限 酵 素 切 断 部 位 を 作 製 し て お く 一 方 、 可 変 配 列
を 哺 乳 類 動 物 発 現 プ ラ ス ミ ド 中 に 、 EcoRIと BsiWIま た は HindIIIと ApaI部 位 を 軽 鎖 ま た は
重 鎖 用 に そ れ ぞ れ 用 い て ク ロ ー ニ ン グ し た （ 図 16） 。 軽 鎖 可 変 配 列 を イ ン フ レ ー ム で ヒ ト
IgK定 常 域 に ク ロ ー ニ ン グ し 、 そ し て 重 鎖 可 変 配 列 を ヒ ト Igγ 1定 常 域 配 列 中 に ク ロ ー ニ ン
グ し た 。 最 終 発 現 プ ラ ス ミ ド に お い て 、 ヒ ト CMVプ ロ モ ー タ ー は 軽 お よ び 重 鎖 両 方 の cDNA
配 列 の 発 現 を 駆 動 し た 。 組 換 え マ ウ ス EM164抗 体 の 発 現 と 精 製 は 当 技 術 分 野 で 周 知 の 方 法
に よ っ て 進 め た 。
【 ０ １ １ ５ 】

　 治 療 ま た は 診 断 薬 と し て 適 当 な ヒ ト 化 バ ー ジ ョ ン を 提 供 す る た め の EM164抗 体 の 再 表 面
形 成 は 、 全 般 的 に 米 国 特 許 第 5,639,641号 に 開 示 さ れ た 原 理 と 方 法 に 従 い 、 次 の 通 り 進 め
た 。
【 ０ １ １ ６ 】

　 解 析 さ れ た 構 造 を も つ １ セ ッ ト の 抗 体 に 対 す る 可 変 域 残 基 の 溶 媒 ア ク セ シ ビ リ テ ィ を 用
い て マ ウ ス 抗 IGF-I受 容 体 抗 体 （ EM164） 可 変 域 の 表 面 残 基 を 予 測 し た 。 １ セ ッ ト の 127種
の ユ ニ ー ク な 抗 体 構 造 フ ァ イ ル （ 表 ２ ） に 対 す る ア ミ ノ 酸 溶 媒 ア ク セ シ ビ リ テ ィ を 、 MCソ
フ ト ウ エ ア パ ッ ケ ー ジ （ Pedersenら , 1994, J. Mol. Biol., 235, 959-973） を 用 い て 計
算 し た 。 127種 の 構 造 の セ ッ ト か ら 10種 の 最 も 類 似 し た 軽 鎖 お よ び 重 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列 を 配
列 ア ラ イ ン メ ン ト に よ り 決 定 し た 。 そ れ ぞ れ の 可 変 域 残 基 に 対 す る 平 均 溶 媒 ア ク セ シ ビ リ
テ ィ を 計 算 し 、 そ し て 30％ を 超 え る 平 均 ア ク セ シ ビ リ テ ィ を も つ 位 置 を 表 面 残 基 と み な し
た 。 25％ ～ 35％ の 平 均 ア ク セ シ ビ リ テ ィ を も つ 位 置 を さ ら に 、 ２ つ の 同 一 フ ラ ン キ ン グ 残
基 を も つ 構 造 だ け に 対 し て 個 々 の 残 基 ア ク セ シ ビ リ テ ィ を 計 算 す る こ と に よ り 試 験 し た 。
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Ｉ ． EM164抗 体 の 組 換 え 発 現

実 施 例 ２ ： EM164抗 体 の ヒ ト 化 バ ー ジ ョ ン

Ａ ． 表 面 予 測



【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ７ 】

　 マ ウ ス EM164の 分 子 モ デ ル を 、 Oxford Molecular社 ソ フ ト ウ エ ア パ ッ ケ ー ジ AbMを 用 い て
作 製 し た 。 抗 体 フ レ ー ム ワ ー ク は 、 最 も 類 似 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を も つ 抗 体 に 対 す る 構 造 フ
ァ イ ル か ら 、 す な わ ち 軽 鎖 に 対 し て 2jelか ら お よ び 重 鎖 に 対 し て 1nqbか ら 構 築 し た 。 非 正
準 CDRは 、 非 重 複 の 解 析 さ れ た 構 造 を 含 有 す る Ｃ -α 構 造 デ ー タ ベ ー ス を 検 索 す る こ と に よ
り 構 築 し た 。 CDRの ５ Å 以 内 に あ る 残 基 を 決 定 し た 。
【 ０ １ １ ８ 】

　 マ ウ ス EM164の 表 面 位 置 を 、 Kabatデ ー タ ベ ー ス に お け る ヒ ト 抗 体 配 列 の 対 応 す る 位 置 と
比 較 し た （ Johnson, G.お よ び Wu, T. T. (2001) Nucleic Acids Research, 29: 205-206
） 。 抗 体 デ ー タ ベ ー ス 管 理 ソ フ ト ウ エ ア SR（ Searle 1998） を 用 い て 、 天 然 の 重 お よ び 軽
鎖 ヒ ト 抗 体 対 か ら の 抗 体 表 面 残 基 を 抽 出 し て ア ラ イ ン メ ン ト を 実 施 し た 。 CDRの ５ Å 以 内
に あ る 位 置 を 特 に 配 慮 し 、 最 も 同 一 の 表 面 残 基 を も つ ヒ ト 抗 体 表 面 を 選 ん で 、 マ ウ ス 抗 IG
F-I受 容 体 抗 体 表 面 残 基 と 置 換 え た 。
【 ０ １ １ ９ 】

　 マ ウ ス EM164cDNAク ロ ー ン （ 上 記 ） 上 で PCR突 然 変 異 誘 発 を 実 施 し て 、 再 表 面 形 成 さ れ た
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Ｂ ． 分 子 モ デ ル

Ｃ ． ヒ ト Ab選 択

Ｄ ． PCR突 然 変 異 誘 発



ヒ ト EM164（ 本 明 細 書 で は huEM164と 呼 ぶ ） を 構 築 し た 。 プ ラ イ マ ー セ ッ ト は 、 全 て の 試 験
し た huEM164の バ ー ジ ョ ン に ８ 個 の ア ミ ノ 酸 変 化 が 要 求 さ れ る よ う に 設 計 し 、 そ し て さ ら
な る プ ラ イ マ ー は 、 代 わ り に ２ つ の ５ Å 残 基 変 化 を 作 る よ う に 設 計 し た （ 表 ３ ） 。 PCR反
応 を 、 次 の プ ロ グ ラ ム を 用 い て 実 施 し た ： １ )94℃ １ 分 間 、 ２ )94℃ 15秒 間 、 ３ )55℃ 1分 間
、 ４ )72℃ ２ 分 間 、 ５ )ス テ ッ プ ２ )に 戻 る サ イ ク リ ン グ 29回 、 ６ )72℃ 4分 間 の 最 終 伸 長 に
よ る 完 了 。 PCR産 物 を そ の 対 応 す る 制 限 酵 素 に よ っ て 消 化 し 、 そ れ ら を 上 記 の よ う に pBlue
scriptク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 ク ロ ー ン を 配 列 決 定 し て 所 望 の ア ミ
ノ 酸 変 化 を 確 認 し た 。
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

【 ０ １ ２ ０ 】

　 Pedersenら （ J. Mol. Biol., 235, 959-973, 1994） お よ び Roguskaら （ タ ン パ ク 質  Eng
., 9, 895-904, 1996） が 記 載 し た 抗 体 再 表 面 形 成 技 術 は 、 マ ウ ス 抗 体 可 変 配 列 の 表 面 残
基 を 予 想 す る こ と か ら 始 め る 。 表 面 残 基 は 、 そ の 全 表 面 積 の 少 な く と も 30％ が 水 分 子 に ア
ク セ ス 可 能 で あ る ア ミ ノ 酸 と し て 定 義 さ れ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 127種 の 抗 体 構 造 フ ァ イ ル の セ ッ ト 中 に 10種 の 最 も 相 同 的 な 抗 体 を 同 定 し た （ 図 17お よ
び 18） 。 そ れ ぞ れ の Kabat位 置 に 対 す る 溶 媒 ア ク セ シ ビ リ テ ィ を 、 こ れ ら の ア ラ イ ン メ ン
ト し た 配 列 に 対 し て 平 均 化 し 、 そ れ ぞ れ の 残 基 に 対 す る 相 対 的 ア ク セ シ ビ リ テ ィ の 分 布 を
図 19に 示 し た 。 軽 お よ び 重 鎖 は 両 方 と も 、 少 な く と も 30％ の 平 均 相 対 ア ク セ シ ビ リ テ ィ を
も つ 26残 基 を 有 し （ 図 19） ： こ れ ら の 残 基 は EM164に 対 し て 予 想 さ れ た 表 面 残 基 で あ っ た
。 複 数 の 残 基 は 25％ ～ 35％ の 平 均 ア ク セ シ ビ リ テ ィ を 有 し た の で 、 こ れ ら を 、 残 基 の ど ち
ら か １ つ の 側 に フ ラ ン キ ン グ す る ２ つ の 同 一 残 基 を も つ 抗 体 だ け を 平 均 化 す る こ と に よ り
、 さ ら に 試 験 し た （ 表 ４ お よ び ５ ） 。 こ の さ ら な る 分 析 の 後 、 以 上 同 定 し た 表 面 残 基 の 元
来 の セ ッ ト は 変 ら な い ま ま 残 っ た 。
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【 表 ４ 】
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【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ２ 】

　 AbMソ フ ト ウ エ ア パ ッ ケ ー ジ を 用 い て 作 製 し た 上 記 分 子 モ デ ル を 分 析 し て 、 ど の EM164表
面 残 基 が CDRの ５ Å 以 内 に あ る か を 確 認 し た 。 マ ウ ス EM164抗 体 を 再 表 面 形 成 す る た め に 、
CDR外 側 の 全 て の 表 面 残 基 を ヒ ト の 対 応 残 基 に 変 え な け れ ば な ら な い が 、 CDRの ５ Å 以 内 の
残 基 は 抗 原 特 異 性 に も 寄 与 し う る の で 、 特 別 な 注 意 を 払 っ て 処 理 し た 。 従 っ て 、 こ れ ら の
後 者 残 基 を 同 定 し て ヒ ト 化 プ ロ セ ス の 間 を 通 し て 注 意 深 く 配 慮 し な け れ ば な ら な い 。 再 表
面 形 成 に 用 い る CDR定 義 は 重 鎖 CDR2に 対 す る AbM定 義 と 残 る ５ つ の CDRに 対 す る Kabat定 義 を
組 合 わ せ る （ 図 14） 。 表 ６ は EM164モ デ ル の 軽 ま た は 重 鎖 配 列 両 方 の い ず れ か の CDR残 基 の
５ Å 以 内 に あ っ た 残 基 を 示 す 。
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Ｆ ． CDRの ５ Å 以 内 に あ る 残 基 を 決 定 す る た め の 分 子 モ デ ル



【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ３ 】

　 EM164を 再 表 面 形 成 す る た め の ヒ ト 抗 体 表 面 候 補 を 、 Kabat抗 体 配 列 デ ー タ ベ ー ス 内 で 、
規 定 し た 残 基 だ け の 抗 体 デ ー タ ベ ー ス に 対 す る 位 置 の サ ー チ ン グ を 提 供 す る SRソ フ ト ウ エ
ア を 利 用 し て 同 定 し た 。 自 然 対 合 を 保 存 す る た め に 、 軽 お よ び 重 鎖 両 方 の 表 面 残 基 を 一 緒
に 比 較 し た 。 Kabatデ ー タ ベ ー ス か ら の 最 も 相 同 的 な ヒ ト 表 面 を 配 列 同 一 性 の 格 付 け 順 に
整 列 し た 。 ト ッ プ ５ の 表 面 を 表 ７ に 与 え る 。 つ い で こ れ ら の 表 面 を 比 較 し て 、 CDRの ５ Å
以 内 で 必 要 と な る 変 更 が 最 小 で あ る の は ど れ か を 同 定 し た 。 白 血 病 Ｂ 細 胞 抗 体 、 CLL 1.69
は 最 少 数 の 表 面 残 基 変 化 （ 全 部 で 10） を 必 要 と し 、 そ の う ち ２ つ だ け が CDRの ５ Å 以 内 に
あ っ た 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 EM164の 全 長 可 変 域 配 列 も Kabatヒ ト 抗 体 デ ー タ ベ ー ス と ア ラ イ ン メ ン ト し て 、 再 び 、 CL
L 1.69を 最 も 類 似 し た ヒ ト 可 変 域 配 列 と し て 同 定 し た 。 総 合 し て 、 こ れ ら の 配 列 比 較 は ヒ
ト 白 血 病 Ｂ 細 胞 抗 体 CLL 1.69が EM164に 対 す る ヒ ト 表 面 と し て 好 ま し い 選 択 で あ る と 同 定
し た 。
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Ｇ ． 最 も 相 同 的 な ヒ ト 表 面 の 同 定



【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ５ 】

　 EM164（ 表 ７ ） の 表 面 残 基 変 化 を 上 記 の PCR突 然 変 異 誘 発 技 術 を 利 用 し て 作 っ た 。 CLL 1.
69に 対 す る 表 面 残 基 の う ち の ８ 残 基 は CDRの ５ Å 以 内 に な か っ た の で 、 こ れ ら の 残 基 は ヒ
ト 化 EM164の 全 て の バ ー ジ ョ ン に お い て マ ウ ス か ら ヒ ト に 変 更 し た （ 表 ８ お よ び 表 ９ ） 。 C
DRの ５ Å 以 内 に あ っ た ２ つ の 軽 鎖 表 面 残 基 （ Kabat位 置 3お よ び 45） は ヒ ト に 変 更 す る か ま
た は マ ウ ス に 保 持 し た 。 ま と め る と 、 こ れ ら の オ プ シ ョ ン に よ り 、 ４ 種 の EM164ヒ ト 化 バ
ー ジ ョ ン が 構 築 さ れ た （ 図 22お よ び 23） 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 ４ 種 の ヒ ト 化 バ ー ジ ョ ン の う ち 、 バ ー ジ ョ ン 1.0は 全 て の 10ヒ ト 表 面 残 基 を 有 す る 。 CDR
の 近 傍 の 変 化 を 最 も 保 存 す る バ ー ジ ョ ン は 、 CDRの ５ Å 以 内 に あ る マ ウ ス 表 面 の 両 方 を 保
持 し た バ ー ジ ョ ン  1.1で あ る 。 全 て の ４ 種 の ヒ ト 化 EM164抗 体 遺 伝 子 を 抗 体 発 現 プ ラ ス ミ
ド （ 図 16） 中 に ク ロ ー ニ ン グ し て 、 一 過 性 お よ び 安 定 し た ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に 用 い た
。
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Ｈ ． 　 ヒ ト 化 EM164遺 伝 子 の 構 築



【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ７ 】

　 ヒ ト 化 EM164抗 体 バ ー ジ ョ ン 1.0-1.3の 親 和 性 を マ ウ ス EM164抗 体 の 親 和 性 と 、 上 記 ビ オ
チ ン 化 全 長 ヒ ト IGF-I受 容 体 ま た は myc-エ ピ ト ー プ 標 識 末 端 切 断 IGF-I受 容 体 α 鎖 を 用 い る
競 合 ア ッ セ イ を 通 し て 比 較 し た 。 ヒ ト 化 EM164抗 体 サ ン プ ル を 、 ヒ ト 胚 性 腎 293T細 胞 に お
け る 適 当 な 発 現 ベ ク タ ー の 一 過 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ り 得 て 、 抗 体 濃 度 を 精 製 ヒ ト
化 抗 体 標 準 を 用 い る ELISAに よ り 決 定 し た 。 ELISA結 合 競 合 を 測 定 す る た め に 、 ヒ ト 化 抗 体
サ ン プ ル と 様 々 な 濃 度 の マ ウ ス EM164抗 体 の 混 合 物 を 、 間 接 的 に 捕 獲 し た ビ オ チ ン 化 全 長 I
GF-I受 容 体 ま た は mycエ ピ ト ー プ 標 識 末 端 切 断 IGF-I受 容 体 α 鎖 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し
た 。 平 衡 後 に 、 結 合 し た ヒ ト 化 抗 体 を ヤ ギ 抗 ヒ ト Fab'２ 抗 体 -西 洋 わ さ び ペ ル オ キ シ ダ ー
ゼ コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 用 い て 検 出 し た 。 （ [結 合 し た マ ウ ス Ab]/[結 合 し た ヒ ト 化 Ab]） 対 （ [
マ ウ ス Ab]/[ヒ ト 化 Ab]） の プ ロ ッ ト は 、 理 論 的 に （ K d ヒ ト 化 A b /K d マ ウ ス A b ） の 勾 配 を も
つ 直 線 を 生 じ る の で 、 こ れ を 用 い て ヒ ト 化 と マ ウ ス 抗 体 の 相 対 親 和 性 を 決 定 し た 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 競 合 ア ッ セ イ の 例 を 図 11に 示 す 。 Immulon-2HB ELISAプ レ ー ト を 、 １ ウ エ ル 当 た り 5μ g/
mLス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 含 む 炭 酸 バ ッ フ ァ ー 100μ Lを 用 い て 常 温 で ７ 時 間 コ ー テ ィ ン グ し
た 。 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を コ ー テ ィ ン グ し た ウ エ ル を ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー （ 10mg/mL 
BSAを 含 む TBS-Tバ ッ フ ァ ー ） 200μ Lを 用 い て １ 時 間 ブ ロ ッ ク し 、 TBS-Tバ ッ フ ァ ー を 用 い
て 洗 浄 し 、 そ し て ビ オ チ ン 化 IGF-I受 容 体 （ １ ウ エ ル 当 た り 5ng） を 用 い て 一 夜 4℃ に て イ
ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で 間 接 的 に 捕 獲 し た ビ オ チ ン 化 IGF-I受 容 体 を 含 有 す る ウ エ ル を
洗 浄 し 、 ヒ ト 化 EM164抗 体 （ 15.5ng） と マ ウ ス 抗 体 （ 0ng、 ま た は 16.35ng、 ま た は 32.7ng
、 ま た は 65.4ng、 ま た は 163.5ng)の 混 合 物 を 含 む ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー 100μ Lを 用 い て
２ 時 間 常 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で 一 夜 4℃ に て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で ウ エ ル
を TBS-Tバ ッ フ ァ ー を 用 い て 洗 浄 し 、 ヤ ギ 抗 ヒ ト Fab' 2 抗 体 -西 洋 わ さ び ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ
コ ン ジ ュ ゲ ー ト と と も に １ 時 間 （ 100μ L； 1μ g/mLを 含 む ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー ） イ ン
キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 後 洗 浄 し 、 そ し て ABTS/H 2 O 2 基 質 を 用 い て 405nmに て 検 出 し た 。
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Ｉ ． 全 長 IGF-I受 容 体 お よ び 末 端 切 断 IGF-I受 容 体 α 鎖 と の 結 合 に 対 す る 、 ヒ ト 化 EM164抗
体 バ ー ジ ョ ン の 親 和 性 と マ ウ ス EM164抗 体 の 親 和 性 と の 比 較



【 ０ １ ２ ９ 】
　 ([結 合 し た マ ウ ス Ab]/[結 合 し た ヒ ト 化 Ab])対 ([マ ウ ス Ab]/[ヒ ト 化 Ab])の プ ロ ッ ト は 、
0.52の 勾 配 （ ＝ K d ヒ ト 化 A b /K d マ ウ ス A b ） を も つ 直 線 （ r 2 ＝ 0.996） を 生 じ た 。 従 っ て 、 ヒ
ト 化 抗 体 バ ー ジ ョ ン 1.0は IGF-I受 容 体 と 、 マ ウ ス EM164抗 体 よ り 強 く 結 合 し た 。 勾 配 に 対
す る 約 0.5～ 0.8の 類 似 し た 値 を 、 ヒ ト 化 EM164抗 体 の バ ー ジ ョ ン 1.0、 1.1、 1.2お よ び 1.3
の マ ウ ス EM164抗 体 と の 全 長 IGF-I受 容 体 ま た は 末 端 切 断 IGF-I受 容 体 α 鎖 競 合 に 対 し て 得
た の で 、 こ れ は 、 EM164抗 体 の 全 て の ヒ ト 化 バ ー ジ ョ ン が 親 マ ウ ス EM164抗 体 の そ れ よ り 優
れ た 類 似 の 親 和 性 を 有 す る こ と を 示 し た 。 重 鎖 に 92F→ Cの 突 然 変 異 を も つ EM164抗 体 の キ
メ ラ バ ー ジ ョ ン は 、 マ ウ ス EM164抗 体 と の 類 似 の 結 合 競 合 に お い て 約 ３ の 勾 配 を 示 し 、 こ
れ は EM164の 92F→ Cの 突 然 変 異 は マ ウ ス EM164抗 体 が IGF-I受 容 体 と の 結 合 に 示 し た の よ り
３ 倍 低 い 親 和 性 を 有 す る こ と を 示 し た 。 ヒ ト 化 EM164 v1.0抗 体 は 、 マ ウ ス EM164抗 体 が 示
し た の と 類 似 の MCF-7細 胞 の IGF-I刺 激 増 殖 お よ び 生 存 の 阻 害 を 示 し た （ 図 24） 。 ヒ ト 化 EM
164 v1.0抗 体 に よ る MCF-7細 胞 の 血 清 刺 激 増 殖 お よ び 阻 害 は マ ウ ス EM164抗 体 に よ る 阻 害 と
類 似 し た 。
【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ０ 】

　 抗 IGF-I受 容 体 抗 体 EM164と そ の ヒ ト 化 変 異 体 の ア ミ ノ 酸 お よ び 核 酸 配 列 を 利 用 し て 、 改
良 さ れ た か つ ま た 本 発 明 の 範 囲 内 に あ る 他 の 抗 体 を 開 発 し た 。 そ の よ う な 改 良 さ れ た 特 性
と し て は 、 IGF-I受 容 体 に 対 す る 親 和 性 の 増 加 が 挙 げ ら れ る 。 複 数 の 研 究 は 、 １ 以 上 の ア
ミ ノ 酸 変 化 を 抗 体 の 配 列 の 様 々 な 位 置 に 導 入 す る こ と の そ の 特 性 、 例 え ば 結 合 お よ び 発 現
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Ｊ ． 本 明 細 書 に 記 載 の マ ウ ス お よ び ヒ ト 化 抗 体 配 列 か ら 出 発 し て 、 改 良 さ れ た 抗 IGF-I-受
容 体 抗 体 を 提 供 す る 方 法



レ ベ ル に 与 え る 効 果 を 、 一 次 抗 体 配 列 の 知 識 に 基 づ い て 、 調 査 し て い る （ Yang, W.P.ら , 
1995, J. Mol. Biol., 254, 392-403； Rader, C.ら , 1998, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
, 95, 8910-8915； Vaughan, T.J.ら , 1998, Nature Biotechnology, 16, 535-539） 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 こ れ ら の 研 究 に お い て は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 媒 介 位 置 指 定 突 然 変 異 誘 発 、 カ セ ッ ト 突
然 変 異 誘 発 、 誤 り が ち の （ error-prone） PCR、 DNAシ ャ ッ フ リ ン グ 、 ま た は 大 腸 菌 （ E. co
li） の 変 異 誘 発 株 な ど の 方 法 を 用 い て 、 CDR1、 CDR2、 CDR3、 ま た は フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 中
の 軽 お よ び 重 鎖 遺 伝 子 の 配 列 を 変 え る こ と に よ り 、 １ 次 抗 体 の 変 異 体 を 作 製 し て い る （ Va
ughan, T.J.ら , 1998, Nature Biotechnology, 16, 535-539； Adey, N.B.ら , 1996, 第 16
章 , pp.277-291, in 「 ペ プ チ ド と タ ン パ ク 質 の フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ （ Phage Display o
f Peptides and Proteins） 」 , Kay, B.K.ら 編 , Academic Press） 。 １ 次 抗 体 の 配 列 を 変
え る こ れ ら の 方 法 は 、 標 準 の ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 の 利 用 を 通 し て 、 そ の ２ 次 抗 体 の 親 和 性
の 改 良 を も た ら し て い る （ Gram, H.ら , 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89, 3576-3
580； Boder, E.T.ら , 2000, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 97, 10701-10705； Davies, J
.お よ び Riechmann, L., 1996, Immunotechnolgy, 2, 169-179； Thompson, J.ら , 1996, J
. Mol. Biol., 256, 77-88； Short, M.K.ら , 2002, J. Biol. Chem., 277, 16365-16370
； Furukawa, K.ら , 2001, J. Biol. Chem., 276, 27622-27628） 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 抗 体 の １ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 変 え る 類 似 の 定 方 向 手 法 （ directed strategy） に よ り
、 本 発 明 に 記 載 の 抗 体 配 列 を 用 い て 、 改 良 さ れ た 機 能 を も つ 抗 IGF-I受 容 体 抗 体 、 例 え ば
治 療 薬 の 結 合 に 利 用 す る 共 有 結 合 改 変 の た め の 好 都 合 な 結 合 点 に 遊 離 ア ミ ノ 基 ま た は チ オ
ー ル な ど の 好 適 な 基 を 有 す る 抗 体 を 開 発 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ３ 】

　 マ ウ ス 抗 IGF-I受 容 体 抗 体 を 、 ヒ ト 化 抗 体 を 発 現 す る た め に 利 用 し た プ ラ ス ミ ド （ 上 記
） と 類 似 の 哺 乳 類 動 物 発 現 プ ラ ス ミ ド か ら も 発 現 し た 。 軽 鎖 κ お よ び 重 鎖 γ -1配 列 を 含 む
マ ウ ス 定 常 域 を 有 す る 発 現 プ ラ ス ミ ド は 公 知 で あ る （ McLeanら , 2000, Mol Immunol., 37
, 837-845） 。 こ れ ら の プ ラ ス ミ ド を 、 い ず れ か の 抗 体 可 変 域 、 例 え ば マ ウ ス 抗 IGF-I受 容
体 抗 体 を 単 純 な 制 限 酵 素 消 化 と ク ロ ー ニ ン グ に よ り 受 容 す る よ う に 設 計 し た 。 発 現 プ ラ ス
ミ ド 中 に こ れ ら と 適 合 し う る 制 限 酵 素 切 断 部 位 を 創 出 す る た め に 、 抗 IGF-1受 容 体 抗 体 の
さ ら な る PCRが 通 常 必 要 で あ っ た 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 全 マ ウ ス 抗 IGF-I受 容 体 抗 体 を 発 現 す る 代 わ り の 手 法 は 、 キ メ ラ 抗 IGF-I受 容 体 抗 体 発 現
プ ラ ス ミ ド 中 の ヒ ト 定 常 域 を 置 換 え る こ と で あ っ た 。 キ メ ラ 発 現 プ ラ ス ミ ド （ 図 16） を 可
変 域 の た め の お よ び 軽 お よ び 重 鎖 定 常 域 の 両 方 の た め の カ セ ッ ト を 用 い て 構 築 し た 。 抗 体
可 変 配 列 を 制 限 酵 素 消 化 に よ り こ の 発 現 プ ラ ス ミ ド 中 に ク ロ ー ニ ン グ し た よ う に 、 別 々 の
制 限 酵 素 消 化 を 用 い て い ず れ か の 定 常 域 に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 抗 IGF-1抗 体 可 変 域 の ク ロ
ー ニ ン グ に つ い て 本 明 細 書 に 記 載 し た RNAの よ う に 、 κ 軽 鎖 お よ び γ -1重 鎖 cDNAを 、 例 え
ば マ ウ ス ハ イ ブ リ ド ー マ RNAか ら ク ロ ー ニ ン グ し た 。 同 様 に 、 好 適 な プ ラ イ マ ー を Kabatデ
ー タ ベ ー ス 中 の 利 用 し う る 配 列 か ら 設 計 し た （ 表 10を 参 照 ） 。 例 え ば 、 RT-PCRを 用 い て 定
常 域 配 列 を ク ロ ー ニ ン グ し そ し て こ れ ら の 断 片 を キ メ ラ 抗 IGF-I受 容 体 抗 体 発 現 プ ラ ス ミ
ド 中 に ク ロ ー ニ ン グ す る た め に 必 要 な 制 限 酵 素 切 断 部 位 を 創 出 し た 。 こ の プ ラ ス ミ ド を 用
い て 次 に 標 準 哺 乳 類 動 物 発 現 系 、 例 え ば CHO細 胞 系 統 に お い て 全 マ ウ ス 抗 IGF-I受 容 体 抗 体
を 発 現 し た 。
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Ｋ ． マ ウ ス 、 キ メ ラ お よ び 他 の 抗 IGF-I受 容 体 抗 体 の た め の 代 わ り の 発 現 系



【 表 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ５ 】

　 マ ウ ス EM164抗 体 を 作 る ハ イ ブ リ ド ー マ は ATCC（ American Type Culture Collection, P
O Box 1549, Manassas, VA　 20108） に 、 2002年 ６ 月 14日 ブ ダ ペ ス ト 条 約 の 条 項 の も と で
、 受 託 番 号 PTA-4457と し て 寄 託 し た 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 あ る 特 定 の 特 許 お よ び 印 刷 出 版 物 が 本 発 明 の 開 示 に 参 照 さ れ て い て 、 そ れ ら の 教 示 は 本
明 細 書 に そ れ ら の そ れ ぞ れ の 全 て が 参 照 に よ り そ れ ぞ れ 組 込 ま れ る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 本 発 明 は 詳 細 に か つ そ の 特 定 の 実 施 形 態 を 参 照 し て 記 載 さ れ て い る が 、 当 業 者 で あ れ ば
、 本 発 明 の 精 神 と 範 囲 か ら 逸 脱 す る こ と な く そ れ に 様 々 な 変 化 と 改 変 を な し う る こ と は 明
ら か で あ ろ う 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ３ ８ 】
【 図 １ 】 精 製 EM164抗 体 の 、 ヒ ト Y1251F-IGF-I受 容 体 ま た は ヒ ト イ ン ス リ ン 受 容 体 を 過 剰
発 現 す る 細 胞 と の 特 異 的 結 合 の 蛍 光 活 性 化 細 胞 選 別 （ フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー ） （ FACS） 分
析 を 示 す 。
【 図 ２ 】 EM164抗 体 の ビ オ チ ン 化 ヒ ト IGF-I受 容 体 と の 結 合 に 対 す る 結 合 滴 定 曲 線 を 示 す 。
【 図 ３ 】 EM164抗 体 に よ る 、 ビ オ チ ン 化 IGF-Iの ヒ ト 乳 癌 MCF-7細 胞 と の 結 合 の 阻 害 を 示 す
。
【 図 ４ 】 EM164抗 体 に よ る 、 MCF-7細 胞 に お け る IGF-I受 容 体 の IGF-I刺 激 自 己 リ ン 酸 化 の 阻
害 を 示 す 。
【 図 ５ 】 EM164抗 体 に よ る 、 MCF-7細 胞 に お け る IGF-I刺 激 IRS-1リ ン 酸 化 の 阻 害 を 示 す 。
【 図 ６ 】 EM164抗 体 に よ る 、 SaOS-2細 胞 に お け る IGF-I刺 激 シ グ ナ ル 伝 達 の 阻 害 を 示 す 。
【 図 ７ 】 MTTア ッ セ イ に よ り 評 価 し た 、 様 々 な 増 殖 条 件 下 で の MCF-7細 胞 の 増 殖 お よ び 生 存
に 与 え る EM164抗 体 の 効 果 を 示 す 。
【 図 ８ 】 様 々 な 血 清 濃 度 の も と で の 、 MCF-7細 胞 の 増 殖 と 生 存 に 与 え る EM164抗 体 の 効 果 を
示 す 。
【 図 ９ 】 EM164抗 体 に よ る 、 IGF-Iお よ び 血 清 に 刺 激 さ れ た NCI-H838細 胞 の 増 殖 と 生 存 の 阻
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寄 託 の 表 明



害 を 示 す 。
【 図 １ ０ 】 EM164抗 体 、 タ キ ソ ー ル 、 ま た は EM164抗 体 と タ キ ソ ー ル の 併 用 に よ る 処 理 が 、
マ ウ ス に お け る Calu-6肺 癌 異 種 移 植 片 の 増 殖 に 与 え る 効 果 を 示 す 。
【 図 １ １ 】 ヒ ト 化 EM164抗 体 （ v.1.0） お よ び マ ウ ス EM164抗 体 の 結 合 の 間 の 競 合 を 示 す 。
【 図 １ ２ 】 マ ウ ス 抗 IGF-I受 容 体 抗 体 EM164の 軽 鎖 リ ー ダ ー お よ び 可 変 域 の 、 cDNA（ 配 列 番
号 49） お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 50） を 示 す 。 矢 印 は フ レ ー ム ワ ー ク の 出 発 点 を 示 す
。 Kabatに よ る ３ 種 の CDR配 列 に 下 線 を 引 い た 。
【 図 １ ３ 】 マ ウ ス 抗 IGF-I受 容 体 抗 体 EM164の 重 鎖 リ ー ダ ー お よ び 可 変 域 の 、 cDNA（ 配 列 番
号 51） お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 52） を 示 す 。 矢 印 は フ レ ー ム ワ ー ク の 出 発 点 を 示 す
。 Kabatに よ る ３ 種 の CDR配 列 に 下 線 を 引 い た 。
【 図 １ ４ 】 Chothia正 準 ク ラ ス 定 義 （ Chothia canonical class definitions） か ら 確 認 し
た 抗 体 EM164の 軽 お よ び 重 鎖 CDRア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。 重 鎖 CDRに 対 す る AbMモ デ ル ソ フ ト ウ
エ ア 定 義 （ AbM modeling software definitions） も 示 す 。 軽 鎖 の CDR1は 配 列 番 号 ４ 、 CDR
2は 配 列 番 号 ５ 、 そ し て CDR3は 配 列 番 号 ６ で あ る 。 重 鎖 の CDR1は 配 列 番 号 １ 、 CDR2は 配 列
番 号 ２ 、 そ し て CDR3は 配 列 番 号 ３ で あ る 。 AbM重 鎖 の CDR1は 配 列 番 号 53、 CDR2は 配 列 番 号 5
4、 そ し て CDR3は 配 列 番 号 55で あ る 。
【 図 １ ５ 】 抗 IGF-I-受 容 体 抗 体 EM164の 軽 鎖 お よ び 重 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列 と Cr1（ 配 列 番 号 56）
お よ び J558.c（ 配 列 番 号 57） 遺 伝 子 の 生 殖 系 列 配 列 と の ア ラ イ ン メ ン ト を 示 す 。 ダ ッ シ ュ
（ -） は 配 列 同 一 性 を 示 す 。
【 図 １ ６ 】 組 換 え キ メ ラ お よ び ヒ ト 化 EM164抗 体 を 構 築 し か つ 発 現 す る た め に 利 用 し た プ
ラ ス ミ ド を 示 す 。 A)軽 鎖 ク ロ ー ニ ン グ プ ラ ス ミ ド 、 B)重 鎖 ク ロ ー ニ ン グ プ ラ ス ミ ド 、 C)哺
乳 類 動 物 抗 体 発 現 プ ラ ス ミ ド 。
【 図 １ ７ 】 EM164の 表 面 残 基 を 予 測 す る た め に 用 い た 構 造 フ ァ イ ル の セ ッ ト 中 の 抗 体 127種
か ら ス ク リ ー ニ ン グ し た 軽 鎖 の う ち の 最 も 相 同 的 な 10種 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。 em164 LC
（ 配 列 番 号 58） 、 2jel（ 配 列 番 号 59） 、 2pcp（ 配 列 番 号 60） 、 1nqb（ 配 列 番 号 61） 、 1kel
（ 配 列 番 号 62） 、 1hyx（ 配 列 番 号 63） 、 1igf（ 配 列 番 号 64） 、 1tet（ 配 列 番 号 65） 、 1clz
（ 配 列 番 号 66） 、 1bln（ 配 列 番 号 67） 、 1cly（ 配 列 番 号 68） 、 コ ン セ ン サ ス （ 配 列 番 号 69
） 。
【 図 １ ８ 】 EM164の 表 面 残 基 を 予 測 す る た め に 用 い た 構 造 フ ァ イ ル の セ ッ ト 中 の 抗 体 127種
か ら ス ク リ ー ニ ン グ し た 重 鎖 の う ち の 最 も 相 同 的 な 10種 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。 em164 HC
（ 配 列 番 号 70） 、 1nqb（ 配 列 番 号 71） 、 1ngp（ 配 列 番 号 72） 、 1fbi（ 配 列 番 号 73） 、 1afv
（ 配 列 番 号 74） 、 1yuh（ 配 列 番 号 75） 、 1plg（ 配 列 番 号 76） 、 1d5b（ 配 列 番 号 77） 、 1ae6
（ 配 列 番 号 78） 、 1axs（ 配 列 番 号 79） 、 3hfl（ 配 列 番 号 80） 、 コ ン セ ン サ ス （ 配 列 番 号 81
） 。
【 図 １ ９ 】 10種 の 最 も 相 同 的 な 構 造 か ら の (A)軽 鎖 お よ び (B)重 鎖 可 変 域 残 基 の そ れ ぞ れ に
対 す る 平 均 ア ク セ シ ビ リ テ ィ を 示 す 。 数 字 は Kabat抗 体 配 列 位 置 番 号 を 表 す 。
【 図 ２ ０ 】 マ ウ ス EM164（ muEM164） お よ び ヒ ト 化 EM164（ huEM164） 抗 体 に 対 す る 軽 鎖 可 変
域 ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。 muEM164（ 配 列 番 号 82） 、 huEM164 V1.0（ 配 列 番 号 83） 、 huEM164
 V1.1（ 配 列 番 号 84） 、 huEM164 V1.2（ 配 列 番 号 85） 、 huEM164 V1.3（ 配 列 番 号 86） 。
【 図 ２ １ 】 マ ウ ス （ muEM164、 配 列 番 号 87） お よ び ヒ ト 化 EM164抗 体 （ huEM164、 配 列 番 号 8
8） に 対 す る 重 鎖 可 変 域 ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
【 図 ２ ２ 】 huEM164 v1.0の 可 変 域 DNAお よ び ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 軽 鎖 （ DNA配 列 番 号 89、 ア ミ
ノ 酸 配 列 番 号 90） と 重 鎖 （ DNA配 列 番 号 91、 ア ミ ノ 酸 配 列 番 号 92） の 両 方 に 対 し て 示 す 。
【 図 ２ ３ Ａ 】 ヒ ト 化 EM164 v1.1（ DNA配 列 番 号 93； ア ミ ノ 酸 配 列 番 号 94） 、 v1.2（ DNA配 列
番 号 95； ア ミ ノ 酸 配 列 番 号 96） お よ び v1.3（ DNA配 列 番 号 97； ア ミ ノ 酸 配 列 番 号 98） の 軽
鎖 可 変 域 DNAお よ び ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
【 図 ２ ３ Ｂ 】 ヒ ト 化 EM164 v1.1（ DNA配 列 番 号 93； ア ミ ノ 酸 配 列 番 号 94） 、 v1.2（ DNA配 列
番 号 95； ア ミ ノ 酸 配 列 番 号 96） お よ び v1.3（ DNA配 列 番 号 97； ア ミ ノ 酸 配 列 番 号 98） の 軽
鎖 可 変 域 DNAお よ び ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す （ 図 ２ ３ Aの 続 き ） 。
【 図 ２ ４ 】 ヒ ト 化 EM164 v1.0抗 体 お よ び マ ウ ス EM164抗 体 に よ る 、 MCF-7細 胞 の IGF-I刺 激
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増 殖 お よ び 生 存 の 阻 害 を 示 す 。
【 図 ２ ５ 】 EM164が MCF-7細 胞 の IGF-I-刺 激 サ イ ク リ ン グ を 抑 制 す る こ と を 示 す 。
【 図 ２ ６ 】 EM164が IGF-Iお よ び 血 清 の 抗 ア ポ ト ー シ ス 効 果 を 抑 制 す る こ と を 示 す 。 EM164
を 用 い る 処 理 は ア ポ ト ー シ ス 細 胞 死 を も た ら し 、 そ れ が 切 断 さ れ た CK18タ ン パ ク 質 の レ ベ
ル 増 加 に よ り 実 証 さ れ る 。
【 図 ２ ７ 】 免 疫 不 全 マ ウ ス に お け る ヒ ト BxPC-3膵 癌 異 種 移 植 片 の 増 殖 に 対 す る 、 EM164抗
体 、 ゲ ミ シ タ ビ ン 、 ま た は EM164抗 体 と ゲ ミ シ タ ビ ン の 併 用 に よ る 処 理 の 効 果 を 示 す 。
【 配 列 表 】
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】

【 図 ９ 】
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【 図 １ ０ 】 【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】 【 図 １ ３ 】
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【 図 １ ４ 】 【 図 １ ５ 】

【 図 １ ６ 】 【 図 １ ７ 】
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【 図 １ ８ 】 【 図 １ ９ 】

【 図 ２ ０ 】

【 図 ２ １ 】

【 図 ２ ２ 】
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【 図 ２ ３ Ａ 】 【 図 ２ ３ Ｂ 】

【 図 ２ ４ 】 【 図 ２ ５ 】
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【 図 ２ ６ 】

【 図 ２ ７ 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 16年 10月 29日 (2004.10.29)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
イ ン ス リ ン 様 増 殖 因 子 -I受 容 体 （ IGF-IR） と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン
ト で あ っ て 、 上 記 受 容 体 の 拮 抗 薬 で あ り か つ 上 記 受 容 体 に 対 す る 作 動 薬 活 性 を 実 質 的 に 欠
く こ と を 特 徴 と す る 上 記 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ２ 】
再 表 面 形 成 さ れ て い る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ３ 】
ヒ ト で あ る か ま た は ヒ ト 化 さ れ て い る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ４ 】
イ ン ス リ ン 様 増 殖 因 子 -I受 容 体 と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ
メ ン ト で あ っ て 、 血 清 、 イ ン ス リ ン 様 増 殖 因 子 -Iお よ び イ ン ス リ ン 様 増 殖 因 子 -IIか ら な
る 群 か ら 選 択 さ れ る 増 殖 刺 激 因 子 の 存 在 の も と で 癌 細 胞 の 増 殖 を 約 80％ よ り 大 き く 阻 害 す
る こ と が で き る 上 記 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ５ 】
上 記 細 胞 が ヒ ト 癌 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ４ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ６ 】
少 な く と も １ つ の 相 補 性 決 定 領 域 を 含 み 、 上 記 相 補 性 決 定 領 域 が 配 列 番 号 １ ～ ６ ：
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SYWMH　 　 　 　 　 　 　 　  (配 列 番 号 １ )、
EINPSNGRTNYNEKFKR　 　  (配 列 番 号 ２ )、
GRPDYYGSSKWYFDV　 　 　  (配 列 番 号 ３ )、
RSSQSIVHSNVNTYLE　 　 　 (配 列 番 号 ４ )、
KVSNRFS　 　 　 　 　 　 　  (配 列 番 号 ５ )、
FQGSHVPPT　 　 　 　 　 　  (配 列 番 号 ６ )か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る １ つ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有
す る 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト

。
【 請 求 項 ７ 】
少 な く と も １ つ の 重 鎖 お よ び 少 な く と も １ つ の 軽 鎖 を 含 み 、 上 記 重 鎖 が 配 列
番 号 １ ～ ３ ：
SYWMH　 　 　 　 　 　 　 　  (配 列 番 号 １ )、
EINPSNGRTNYNEKFKR　 　  (配 列 番 号 ２ )、
GRPDYYGSSKWYFDV　 　 　  (配 列 番 号 ３ )
に よ り そ れ ぞ れ 表 さ れ る ３ つ の 連 続 的 な 相 補 性 決 定 領 域 を 含 み 、 か つ
上 記 軽 鎖 が 配 列 番 号 ４ ～ ６ ：
RSSQSIVHSNVNTYLE　 　 　 (配 列 番 号 ４ )、
KVSNRFS　 　 　 　 　 　 　  (配 列 番 号 ５ )、
FQGSHVPPT　 　 　 　 　 　  (配 列 番 号 ６ )
に よ り そ れ ぞ れ 表 さ れ る ３ つ の 連 続 的 な 相 補 性 決 定 領 域 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 抗 体 ま た
は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ８ 】
上 記 重 鎖 が 配 列 番 号 ７ ：
QVQLQQSGAELVKPGASVKLSCKASGYTFTSYWMHWVKQRPGQGLEWIGEINPSNGRTNYNEKFKRKATLTVDKSSSTAY
MQLSSLTSEDSAVYYFARGRPDYYGSSKWYFDVWGAGTTVTVSS（ 配 列 番 号 ７ ）
に よ り 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 90％ 配 列 同 一 性 を 有 す る 、 請 求 項 ７ に 記 載 の 抗
体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ９ 】
上 記 重 鎖 が 配 列 番 号 ７ に よ り 表 さ れ る 上 記 ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 95％ 配 列 同 一
性 を 有 す る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 １ ０ 】
上 記 重 鎖 が 配 列 番 号 ７ に よ り 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 抗
体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 １ １ 】
上 記 軽 鎖 が 配 列 番 号 ８ ：
DVLMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSIVHSNVNTYLEWYLQKPGQSPKLLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLRI
SRVEAEDLGIYYCFQGSHVPPTFGGGTKLEIKR（ 配 列 番 号 ８ ）
に よ り 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 90％ 配 列 同 一 性 を 有 す る 、 請 求 項 ７ に 記 載 の 抗
体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 １ ２ 】
上 記 軽 鎖 が 配 列 番 号 ８ に よ り 表 さ れ る 上 記 ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 95％ 配 列 同 一
性 を 有 す る 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 １ ３ 】
上 記 軽 鎖 が 配 列 番 号 ８ に よ り 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の
抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 １ ４ 】
少 な く と も １ つ の 相 補 性 決 定 領 域 を 含 み 、 上 記 相 補 性 決 定 領 域 が 配 列 番 号 １ ～ ６ ：
SYWMH　 　 　 　 　 　 　 　  (配 列 番 号 １ )、
EINPSNGRTNYNEKFKR　 　  (配 列 番 号 ２ )、
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GRPDYYGSSKWYFDV　 　 　  (配 列 番 号 ３ )、
RSSQSIVHSNVNTYLE　 　 　 (配 列 番 号 ４ )、
KVSNRFS　 　 　 　 　 　 　  (配 列 番 号 ５ )、
FQGSHVPPT　 　 　 　 　 　  (配 列 番 号 ６ )か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る １ つ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有
す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 １ ５ 】
少 な く と も １ つ の 重 鎖 お よ び 少 な く と も １ つ の 軽 鎖 を 含 み 、 上 記 重 鎖
が 配 列 番 号 １ ～ ３ ：
SYWMH　 　 　 　 　 　 　 　  (配 列 番 号 １ )、
EINPSNGRTNYNEKFKR　 　  (配 列 番 号 ２ )、
GRPDYYGSSKWYFDV　 　 　  (配 列 番 号 ３ )
に よ り そ れ ぞ れ 表 さ れ る ３ つ の 連 続 的 な 相 補 性 決 定 領 域 を 含 み 、 か つ
上 記 軽 鎖 が 配 列 番 号 ４ ～ ６ ：
RSSQSIVHSNVNTYLE　 　 　 (配 列 番 号 ４ )、
KVSNRFS　 　 　 　 　 　 　  (配 列 番 号 ５ )、
FQGSHVPPT　 　 　 　 　 　  (配 列 番 号 ６ )
に よ り そ れ ぞ れ 表 さ れ る ３ つ の 連 続 的 な 相 補 性 決 定 領 域 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項
１ に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 １ ６ 】
上 記 抗 体 が 配 列 番 号 ７ ：
QVQLQQSGAELVKPGASVKLSCKASGYTFTSYWMHWVKQRPGQGLEWIGEINPSNGRTNYNEKFKRKATLTVDKSSSTAY
MQLSSLTSEDSAVYYFARGRPDYYGSSKWYFDVWGAGTTVTVSS（ 配 列 番 号 ７ ）
に よ り 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 90％ 配 列 同 一 性 を 有 す る 重 鎖 を 含 む 、 請
求 項 １ に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 １ ７ 】
上 記 重 鎖 が 配 列 番 号 ７ に よ り 表 さ れ る 上 記 ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 95％ 配 列 同 一
性 を 有 す る 、 請 求 項 １ ６ に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 １ ８ 】
上 記 重 鎖 が 配 列 番 号 ７ に よ り 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 、 請 求 項 １ ６ に 記 載 の
抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 １ ９ 】
上 記 抗 体 が 配 列 番 号 ８ ：
DVLMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSIVHSNVNTYLEWYLQKPGQSPKLLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLRI
SRVEAEDLGIYYCFQGSHVPPTFGGGTKLEIKR（ 配 列 番 号 ８ ）
に よ り 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 90％ 配 列 同 一 性 を 有 す る 軽 鎖 を 含 む 、 請
求 項 １ に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
上 記 軽 鎖 が 配 列 番 号 ８ に よ り 表 さ れ る 上 記 ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 95％ 配 列 同 一
性 を 有 す る 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ２ １ 】
上 記 軽 鎖 が 配 列 番 号 ８ に よ り 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の
抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
DVVMTQTPLSLPVSLGDPASISCRSSQSIVHSNVNTYLEWYLQKPGQSPRLLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGAGTDFTLRI
SRVEAEDLGIYYCFQGSHVPPTFGGGTKLEIKR（ 配 列 番 号 ９ ） ；
DVLMTQTPLSLPVSLGDPASISCRSSQSIVHSNVNTYLEWYLQKPGQSPKLLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGAGTDFTLRI
SRVEAEDLGIYYCFQGSHVPPTFGGGTKLEIKR（ 配 列 番 号 １ ０ ） ；
DVLMTQTPLSLPVSLGDPASISCRSSQSIVHSNVNTYLEWYLQKPGQSPRLLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGAGTDFTLRI
SRVEAEDLGIYYCFQGSHVPPTFGGGTKLEIKR（ 配 列 番 号 １ １ ） ； お よ び
DVVMTQTPLSLPVSLGDPASISCRSSQSIVHSNVNTYLEWYLQKPGQSPKLLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGAGTDFTLRI
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SRVEAEDLGIYYCFQGSHVPPTFGGGTKLEIKR（ 配 列 番 号 １ ２ ）
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 配 列 を 有 す る 軽 鎖 可 変 域 を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 抗 体 ま た は
抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
配 列 番 号 13：
QVQLVQSGAEVVKPGASVKLSCKASGYTFTSYWMHWVKQRPGQGLEWIGEINPSNGRTNYNQKFQGKATLTVDKSSSTAY
MQLSSLTSEDSAVYYFARGRPDYYGSSKWYFDVWGQGTTVTVSS（ 配 列 番 号 １ ３ ）
に よ り 表 さ れ る 配 列 を 有 す る 重 鎖 可 変 域 を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ
メ ン ト 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
請 求 項 １ に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト お よ び 製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む 医 薬 組
成 物 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
細 胞 傷 害 薬 に 連 結 さ れ た 、 請 求 項 １ に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 含 む コ ン ジ ュ
ゲ ー ト 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
上 記 細 胞 傷 害 薬 が メ イ タ ン シ ノ イ ド 、 低 分 子 薬 剤 、 プ ロ ド ラ ッ グ 、 タ キ ソ イ ド 、 CC-1065
お よ び CC-1065類 似 体 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
請 求 項 ２ ６ に 記 載 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト お よ び 製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
上 記 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト が 標 識 さ れ て い る 、 請 求 項 ２ ４ ま た は 請 求 項 ２ ７ の 組 成
物 を 含 む 診 断 試 薬 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
上 記 標 識 が 放 射 標 識 、 蛍 光 体 、 発 色 体 、 イ メ ー ジ ン グ 剤 お よ び 金 属 イ オ ン か ら な る 群 か ら
選 択 さ れ る 、 請 求 項 ２ ８ の 診 断 試 薬 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
癌 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す る 方 法 で あ っ て 、 上 記 細 胞 を 請 求 項 １ に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ
グ メ ン ト と 接 触 さ せ る こ と を 含 む 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
癌 患 者 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 上 記 患 者 に 請 求 項 １ の 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト の 有
効 量 を 投 与 す る こ と を 含 む 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
さ ら に 上 記 患 者 に 治 療 薬 を 投 与 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 ３ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
上 記 治 療 薬 が 細 胞 傷 害 薬 で あ る 、 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
癌 患 者 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 上 記 患 者 に 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 有 効 量
を 投 与 す る こ と を 含 む 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
上 記 癌 が 乳 癌 、 大 腸 癌 、 卵 巣 癌 、 骨 肉 腫 、 子 宮 頸 癌 、 前 立 腺 癌 、 肺 癌 、 滑 膜 癌 お よ び 膵 癌
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 癌 で あ る 、 請 求 項 ３ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
癌 の 疑 い が あ る 被 験 者 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、 上 記 被 験 者 に 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の 診 断 試
薬 を 投 与 す る ス テ ッ プ ； お よ び 上 記 被 験 者 内 の 上 記 試 薬 の 分 布 を 検 出 す る ス テ ッ プ を 含 む
上 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
上 記 癌 が 乳 癌 、 大 腸 癌 、 卵 巣 癌 、 骨 肉 腫 、 子 宮 頸 癌 、 前 立 腺 癌 、 肺 癌 、 滑 膜 癌 お よ び 膵 癌
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 癌 で あ る 、 請 求 項 ３ ６ に 記 載 の 診 断 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
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イ ン ス リ ン 様 増 殖 因 子 -I受 容 体 と 特 異 的 に 結 合 す る 改 良 さ れ た 抗 体 ま た は
抗 体 フ ラ グ メ ン ト で あ っ て 、
(a)配 列 番 号 １ ～ ８ ：
SYWMH　 　 　 　 　 　 　 　  (配 列 番 号 １ ),
EINPSNGRTNYNEKFKR　 　  (配 列 番 号 ２ ),
GRPDYYGSSKWYFDV　 　 　  (配 列 番 号 ３ ), 
RSSQSIVHSNVNTYLE　 　 　 (配 列 番 号 ４ ),
KVSNRFS　 　 　 　 　 　 　  (配 列 番 号 ５ ),
FQGSHVPPT　 　 　 　 　 　  (配 列 番 号 ６ ),
QVQLQQSGAELVKPGASVKLSCKASGYTFTSYWMHWVKQRPGQGLEWIGEINPSNGRTNYNEKFKRKATLTVDKSSSTAY
MQLSSLTSEDSAVYYFARGRPDYYGSSKWYFDVWGAGTTVTVSS　 (配 列 番 号 ７ ),
DVLMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSIVHSNVNTYLEWYLQKPGQSPKLLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLRI
SRVEAEDLGIYYCFQGSHVPPTFGGGTKLEIKR　 (配 列 番 号 ８ );
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の 配 列 を 含 む 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を コ
ー ド す る DNAを 提 供 す る ス テ ッ プ ；
(b)上 記 DNA中 に 少 な く と も １ つ の ヌ ク レ オ チ ド 突 然 変 異 、 欠 失 ま た は 挿 入 を 導 入 し て 、 上
記 DNAに よ り コ ー ド さ れ る 上 記 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト の ア ミ ノ 酸 配 列 を 変 え る ス テ
ッ プ ；
(c)上 記 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 発 現 す る ス テ ッ プ ；
(d)上 記 発 現 さ れ た 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 上 記 改 良 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ し て
そ れ に よ り 上 記 改 良 さ れ た 抗 体 ま た は そ の 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 調 製 す る ス テ ッ プ 、 に よ り
調 製 さ れ る 上 記 改 良 さ れ た 抗 体 ま た は そ の 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
上 記 改 良 が IGF-I受 容 体 と の 親 和 性 の 増 加 で あ る 、 請 求 項 ３ ８ に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体 フ
ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
上 記 少 な く と も １ つ の ヌ ク レ オ チ ド 突 然 変 異 、 欠 失 ま た は 挿 入 を 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が
媒 介 す る 位 置 指 定 突 然 変 異 誘 発 、 カ セ ッ ト 変 異 誘 発 、 誤 り が ち な PCR、 DNAシ ャ ッ フ リ ン グ
、 ま た は 大 腸 菌 （ E. coli） の 突 然 変 異 体 株 の 使 用 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 方 法 に よ り
行 う こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ３ ８ に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ４ １ 】
請 求 項 ６ 、 ７ 、 ８ ま た は １ １ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を コ ー
ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
請 求 項 ６ 、 ７ 、 ８ ま た は １ １ の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト の 軽 ま
た は 重 鎖 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
請 求 項 ４ １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
請 求 項 ４ ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
上 記 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 発 現 す る こ と が で き る 発 現 ベ ク タ ー で あ る 、 請 求 項 ４
３ に 記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
上 記 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 発 現 す る こ と が で き る 発 現 ベ ク タ ー で あ る 、 請 求 項 ４
４ に 記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
ATCC（ American Type Culture Collection） に 受 託 番 号 PTA-4457と し て 寄 託 さ れ て い る ハ
イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 統 に よ り 産 生 さ れ る マ ウ ス 抗 体 EM164、 ま た は イ ン ス リ ン 様 増 殖 因 子 -
I受 容 体 と 特 異 的 に 結 合 す る そ の エ ピ ト ー プ 結 合 フ ラ グ メ ン ト で あ っ て 、 上 記 受 容 体
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の 拮 抗 薬 で あ り か つ 上 記 受 容 体 に 対 す る 作 動 薬 活 性 を 実 質 的 に 欠 く こ と を 特 徴 と す る 上 記
抗 体 ま た は フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
ATCC（ American Type Culture Collection） に 受 託 番 号 PTA-4457と し て 寄 託 さ れ て い る ハ
イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 統 に よ り 産 生 さ れ る EM164か ら 誘 導 さ れ た ヒ ト 化 ま た は 再 表 面 形 成 し
た 抗 体 、 ま た は イ ン ス リ ン 様 増 殖 因 子 -I受 容 体 と 特 異 的 に 結 合 す る そ の エ ピ ト ー プ 結 合

フ ラ グ メ ン ト で あ っ て 、 上 記 受 容 体 の 拮 抗 薬 で あ り か つ 上 記 受 容 体 に 対 す る 作 動 薬 活 性
を 実 質 的 に 欠 く こ と を 特 徴 と す る 上 記 抗 体 ま た は フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
上 記 IGF-IRが ヒ ト IGF-IRで あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 抗 体 ま た は フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
ATCC（ American Type Culture Collection） に 受 託 番 号 PTA-4457と し て 寄 託 さ れ て い る ハ
イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 統 EM164。
【 請 求 項 ５ １ 】
細 胞 の ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る 方 法 で あ っ て 、 上 記 細 胞 を 請 求 項 １ に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗
体 フ ラ グ メ ン ト と 接 触 さ せ る こ と を 含 む 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
細 胞 の ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る 方 法 で あ っ て 、 上 記 細 胞 を 請 求 項 ４ ７ に 記 載 の 抗 体 ま た は
抗 体 フ ラ グ メ ン ト と 接 触 さ せ る こ と を 含 む 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
細 胞 の ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る 方 法 で あ っ て 、 上 記 細 胞 を 請 求 項 ４ ８ に 記 載 の 抗 体 ま た は
抗 体 フ ラ グ メ ン ト と 接 触 さ せ る こ と を 含 む 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
上 記 細 胞 が 癌 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ５ １ 、 ５ ２ ま た は ５ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト が 、
a)上 記 IGF-IRを 活 性 化 す る こ と な く IGF-IRの 細 胞 機 能 を 阻 害 す る 特 性 ；
b)血 清 の 存 在 の も と で 少 な く と も 80％ だ け 腫 瘍 細 胞 増 殖 を 阻 害 す る 特 性 ；
c)IGF-IRと 0.3x10 - 9 M以 下 の K D で 結 合 す る 特 性 ；
d)IGF-Iの IGF-IRと の 結 合 を 阻 害 す る 特 性 ;
e)IGF-Iが 媒 介 す る IGF-IRに よ る 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 を 阻 害 す る 特 性 ；
f)IGF-Iが 誘 導 す る IGF-IRリ ン 酸 化 を 阻 害 す る 特 性 ；
g)IGF-Iお よ び IGF-IIが 媒 介 す る 細 胞 増 殖 と 生 存 を 阻 害 す る 特 性 ；
h)ア フ リ カ ミ ド リ ザ ル IGF-IRと 結 合 す る が 、 マ ウ ス 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー ま た は ヤ ギ
IGF-IRと 結 合 し な い 特 性 ； お よ び
i)IRS-1、 Aktお よ び Erk1/2の 活 性 化 を 阻 害 す る 特 性
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の 特 性 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ に
記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
請 求 項 ５ ５ に 記 載 の 特 性 の 全 て を 有 す る 、 請 求 項 ５ ５ に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン
ト 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
上 記 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト が
a)免 疫 グ ロ ブ リ ン （ Ig） G1-4、 IgM、 IgA1-2、 IgDも し く は IgE分 子 で あ る か ま た は そ れ ら
か ら 誘 導 さ れ る か ； ま た は
b)1本 鎖 抗 体 、 1本 鎖 抗 体 フ ラ グ メ ン ト （ scFv） 、 Fabフ ラ グ メ ン ト 、 F(ab’ ) 2 フ ラ グ メ ン
ト 、 ま た は 少 な く と も ３ つ の CDRを 含 有 す る フ ラ グ メ ン ト で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 抗 体
ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
請 求 項 ４ ３ に 記 載 の ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 。
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【 請 求 項 ５ ９ 】
請 求 項 ４ ４ に 記 載 の ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
抗 IGF-IR抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 作 る 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 ５ ８ に
記 載 の 宿 主 細 胞 を 上 記 抗 IGF-IR抗 体 ま た 体 フ ラ グ メ ン ト を 発 現 す る の に 好 適 な 条 件 の
も と で 培 養 す る ス テ ッ プ 、 お よ び 上 記 抗 IGF-IR抗 体 ま た 体 フ ラ グ メ ン ト を 回 収 す る ス
テ ッ プ を 含 む 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ６ １ 】
抗 IGF-IR抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 作 る 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 ５ ９ に
記 載 の 宿 主 細 胞 を 上 記 抗 IGF-IR抗 体 ま た 体 フ ラ グ メ ン ト を 発 現 す る の に 好 適 な 条 件 の
も と で 培 養 す る ス テ ッ プ 、 お よ び 上 記 抗 IGF-IR抗 体 ま た 体 フ ラ グ メ ン ト を 回 収 す る ス
テ ッ プ を 含 む 上 記 方 法 。
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摘要(译)

抗体，人源化抗体，表面重构抗体，抗体片段，衍生化抗体和这些分子与细胞毒性剂的结合物，其特异性结合并抑制胰岛素样生长
因子-I受体，拮抗IGF-I的作用，并且基本上不含对胰岛素样生长因子-I受体的激动剂活性。这些分子可以与细胞毒性剂结合，用于
治疗表达升高水平的IGF-I受体的肿瘤，例如乳腺癌，结肠癌，肺癌，卵巢癌，滑膜肉瘤和胰腺癌。还可以标记这些分子用于体外和
体内诊断用途，例如用于表达升高的IGF-I受体水平的肿瘤的诊断和成像。
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