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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　スフィンゴシン－１－ホスフェート（Ｓ１Ｐ）に関連し、癌、癌転移、腫瘍、異常血管
新生、及び加齢性黄斑変性症からなる群から選択される過剰増殖性疾患の治療用の医薬組
成物であって、抗Ｓ１Ｐモノクローナル抗体を治療有効量含む、前記医薬組成物。
【請求項２】
　前記抗Ｓ１Ｐモノクローナル抗体は、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．３０６Ｄ３２６．１＃２６とし
て寄託された細胞に由来する細胞によって産生されたものである、請求項１に記載の医薬
組成物。
【請求項３】
　前記医薬組成物が、ヒト、ウシ、イヌ、ウマ、ヒツジ及びブタからなる群から選択され
る哺乳動物の治療用の医薬組成物である、請求項１又は２に記載の医薬組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願
　本出願は、以下の特許関連文書をそれぞれその全てにおいて、優先権、利益を主張し、
全ての目的のために引用文献により組み込む：２００４年１０月２８日付けで出願された
米国特許仮出願第６０／６２３,１９７号：２０００年１２月２２日付けで出願された米
国特許仮出願第６０／２５７,９２６号：２００１年１２月２１日付けで出願された米国
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特許出願第１０／０２８,１５６号（現在、米国特許第６，８８１，５４６号）：及び、
２００４年４月７日付けで出願された米国特許出願第１０／８２０,５８２号（この出願
は一部継続出願である）。
【０００２】
　政府資金拠出
　本発明は、ＳＢＩＲ認可番号ＮＩＨ／ＮＣＩ　Ｒ４３　ＣＡｌ　１０２９８－０１及び
ＮＩＨ／ＮＣＩ　Ｒ４３　ＣＡｌ　１０２９８－０２により、少なくとも一部の資金が供
給された。その結果として、米国政府は、ここで特定の権利を有し得る。
【０００３】
　技術分野
　本発明は、一般的に過剰増殖性疾病及び疾患、特に癌及び過剰な新血管新生により特徴
付けられる他の病理の処置及び／又は予防の分野に関する。これらの有用な結果は、薬剤
、並びにスフィンゴ脂質及びその代謝物の産生及び／又は生物学的活性を妨げる薬剤を含
む組成物の使用により達成される。
【背景技術】
【０００４】
　１．イントロダクション
　以下の記載は、本発明を理解する際に有用であり得る情報を含む。それは任意のこのよ
うな情報が、ここで特許請求する発明に対する先行技術、又はそれに関連すること、或い
は具体的に又は暗黙に引用する任意の刊行物が先行技術であるという承認ではない。
【０００５】
　２．背景
　様々な組織及び器官の細胞が、異常なパターンの成長、増殖、移動、シグナル伝達、老
化、及び死を示す、多くの既知の過剰増殖性疾患が存在する。多くの処置がいくつかのこ
れらの処置に対処するために開発されてきたが、多くは未だ存在する技術で処置すること
ができず、他の場合において、処置が利用可能である場合では、それららはしばしば最適
未満であり、ほとんど治癒的でない。
【０００６】
　癌は、おそらく、ほとんどの広く認識されたクラスの過剰増殖性疾患を代表する。癌は
、壊滅的なクラスの疾病であり、それと共に、それらは心臓血管疾患に次いで２番目の致
死率を有する。多くの癌は、分子レベルにおいて完全には理解されていない。その結果、
癌は、米国政府及び製薬企業両方に対する、研究及び開発計画の主な焦点である。その結
果は、前例のないＲ＆Ｄの努力、及び癌との闘いにおいて助けとなる多くの価値ある治療
剤の製造であった。
【０００７】
　残念なことに、莫大な量の癌研究は、癌により引き起こされる顕著なダメージを克服す
るのに十分ではなかった。未だ、毎年診断される癌の新規のケースは百万を超え、アメリ
カ合衆国だけでも死亡は５０万を超える。これは、癌のための新規の治療を開発するため
に莫大な努力がなされても、この疾病に対抗する効果的な治療剤が未だ手に入らないとい
うことの劇的な証明である。
【０００８】
　癌は、第一に、これらのタイプの治療、手術、放射線、及び化学療法の１つ又は組み合
わせにより処置される。手術は、疾病組織のバルク（ｂｕｌｋ）除去を伴う。手術が、特
定部位、例えば胸、結腸及び皮膚に位置する腫瘍の除去において時々効果的であるが、他
の領域、例えば骨格に位置する腫瘍の処置、或いは播種性腫瘍状態の処置に用いることが
できない。放射線治療は、死を引き起こす電離放射線への生きた組織の曝露を伴い、曝露
した細胞を傷つける。放射線治療の副作用は、急性且つ一時的であり、他は不可逆的であ
り得る。化学療法は、細胞複製又は細胞代謝の崩壊を伴う。
【０００９】
　更なる侮辱は、現在の治療剤は通常、毒性及び深刻な副作用の形態において、患者にと
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って顕著な欠点を伴うことである。そこで、多くのグループは近年、癌との闘いに対抗す
るための新規のアプローチを見つけ始めた。これらの新規のいわゆる「革新的治療」とし
ては、遺伝子治療及び治療タンパク質、例えばモノクローナル抗体が挙げられる。
【００１０】
　癌の処置のために臨床において用いられた最初のモノクローナルは、１９９７年に売り
出されたリツキサン（リツキシマブ）であり、治療剤としての生体特異的モノクローナル
抗体の利用を実証した。これにより、驚くことではないが、癌に対して処方されている６
つを含む、１６の他のモノクローナル抗体が、臨床における使用のために承認された。こ
れらの製品の成功、並びに小分子と比較してモノクローナル抗体を開発する費用及び時間
の減少は、モノクローナル抗体を小分子の背後で二番目に大きい薬物候補のカテゴリーと
した。更に、小分子治療と比較して優れた特異性は、有効性及び毒性の両方の観点におい
て際立って有利であることが証明された。癌のみに関して、現在、新規の癌抗体治療の開
発に関与する５０以上の企業による、２７０以上の工業抗体Ｒ＆Ｄプロジェクトが存在す
る。結果として、モノクローナル抗体が、癌の処置における主なプレーヤーとなる体勢が
整い、それらは癌治療市場の増大したシェアを獲得することが推測される。
【００１１】
　腫瘍の成長及び生存を促進する細胞外メディエーターの同定は、癌の罹患率及び死亡率
を減少させるであろう治療的介入を開発する際に重要な段階である。以下で説明するよう
に、スフィンゴシン－１－リン酸（Ｓ１Ｐ）（スフィンゴ脂質シグナル伝達カスケードの
重要な要素）が、多面的な腫瘍形成成長因子であると考えられている。Ｓ１Ｐは、細胞増
殖、細胞生存、及び転移を刺激することにより、腫瘍成長を促進する。内皮細胞が腫瘍内
で新規の血管を形成する際に、Ｓ１Ｐは、内皮細胞の移動及び生存を援助することにより
、腫瘍成長を促進する。総合すると、Ｓ１Ｐは、癌の進行に寄与して、増殖、血管新生促
進、及び抗アポトーシスの一連のイベントを開始する。従って、インビボでのＳ１Ｐレベ
ルを調節、特に減少させる治療は、癌の処置において効果的であるだろう。
【発明の開示】
【００１２】
　３．定義
　本発明を詳細に説明する前に、本発明との関連において用いられるいくつかの用語を定
義する。これらの用語に加えて、他のものは、必要に応じて明細書中の他のところで定義
する。本明細書中で別段明確に定義しない限り、本明細書中で用いる当業界の用語は、そ
れらの当業界で認識されている意味を有する。
【００１３】
　「抗Ｓ１Ｐ分子」は、Ｓ１Ｐ活性、特に増殖する又は増殖することのできる細胞でのＳ
１Ｐ活性を妨げる任意の分子を指す。このような分子の代表例としては、抗Ｓ１Ｐ抗体、
Ｓ１Ｐと特異的に相互作用することができる抗Ｓ１Ｐ抗体のフラグメント、及び第一の結
合部分及び第二の結合部分を含んでなる薬剤（ここで、結合部分の１つはＳ１Ｐと特異的
に反応する）が挙げられる。
【００１４】
　「化学療法剤」という用語は、抗癌及び抗過剰増殖剤を意味する。簡単に言えば、「化
学療法剤」は、細胞及び組織を破壊することが意図された化学物質を指す。このような薬
剤としては、（１）ＤＮＡ損傷剤及びＤＮＡ合成を阻害する薬剤：アントラサイクリン（
ドキソルビシン、ドノルビシン（ｄｏｎｏｒｕｂｉｃｉｎ）、エピルビシン）、アルキル
化剤（シクロホスファミド、マイトマイシンＣ、ケミカルマスタード（ｃｈｅｍｉｃａｌ
　ｍｕｓｔａｒｄ））、白金誘導体（シスプラチン、カルボプラチン、シスジアンミンジ
クロロ白金）、テロメラーゼ及びトポイソメラーゼ阻害剤（カンプトサール）、(２）チ
ューブリン－脱重合剤：タキソイド（パクリタキセル、ドセタキセル、ＢＡＹ　５９－８
８６２）、(３）代謝拮抗剤：フッ化ピリミジン（５－ＦＵ、カペシタビン、５－ＤＦＵ
Ｒ、ゲムシタビン）、プロテオソーム阻害剤（ベルケード）、メトトレキサート、(４）
抗血管新生剤（アバスチン、サリドマイド）、血管破壊剤（フラボノイド/フラボン、Ｄ
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ＭＸＡＡ）、コンブレタスタチン誘導体（ＣＡ４ＤＰ、ＺＤ６１２６、ＡＶＥ８０６２Ａ
）、(５）生物製剤、例えば抗体（ハーセプチン、アバスチン、パノレクス（Ｐａｎｏｒ
ｅｘ）、リツキシン（Ｒｉｔｕｘｉｎ）、ゼバリン、ミトタルグ（Ｍｙｌｏｔａｒｇ）、
キャンパス、ベクザー、エルビツクス（Ｅｒｂｉｔｕｘ））、及び（６）内分泌療法：ア
ロマターゼ阻害剤（４－ヒドロアンドロステンジオン（ｈｙｄｒｏａｎｄｒｏｓｔｅｎｄ
ｉｏｎｅ）、エキセメスタン、アミノグルテヒミド（ａｍｉｎｏｇｌｕｔｅｈｉｍｉｄｅ
）、アナストルゾール（ａｎａｓｔｒｚｏｌｅ）、レトゾール（ｌｅｔｏｚｏｌｅ））、
抗エストロゲン（タモキシフェン、トレミフェン（Ｔｏｒｅｍｉｆｅｎｅ）、ラオキシフ
ェン（Ｒａｏｘｉｆｅｎｅ）、ファスロデックス）、ステロイド、例えばデキサメタゾン
、(７）免疫調節剤：サイトカイン、例えばＩＦＮ－ベータ及びＩＬ２）、インテグリン
に対する阻害剤、他の接着タンパク質及びマトリクスメタロプロテイナーゼ）、(８）ヒ
ストンデアセチラーゼ阻害剤、(９）シグナル伝達の阻害剤、例えばグリーベックのよう
なチロシンキナーゼの阻害剤、(１０）熱ショックタンパク質の阻害剤、(１１）レチノイ
ド、例えば全てのトランスレチノイン酸、及び（１２）成長因子受容体又は成長因子それ
自体の阻害剤が挙げられるが、これらに限定されない。
【００１５】
　化学療法剤の１つのクラスは、アルキル化剤である。「アルキル化剤」は、ＤＮＡを化
学的に変化させ、その機能を破壊する化学療法化合物を指す。いくつかのアルキル化剤は
ＤＮＡをアルキル化し、他のものは二重鎖ＤＮＡ分子の同一鎖、又は相補鎖上のヌクレオ
チド間の架橋の形成をもたらし、一方、更に他のものはＤＮＡ鎖間の塩基対ミスマッチを
もたらす。例示的なアルキル化剤としては、ベンダムスチン、ブスルファン、カルボプラ
チン、カルムスチン、シスプラチン、クロラムブシル、シクロホスファミド、ダカルバジ
ン、ヘキサメチルメラミン、イホスファミド、ロムスチン、メクロレタミン、メルファラ
ン、ミトタン、マイトマイシン、ピポブロマン、プロカルバジン、ストレプトゾシン、チ
オテパ、及びトリエチレンメラミンが挙げられる。別のクラスの化学療法剤は、代謝拮抗
剤である。「代謝拮抗剤」は、生体分子、例えばＤＮＡの合成に必要なもの（例えば、ヌ
クレオシド及びヌクレオチド）の合成を妨げる化学療法剤を指す。代謝拮抗剤の例として
は、カペシタビン、クロロデオキシアデノシン、シタラビン（及びその活性化形態、ａｒ
ａ－ＣＭＰ）、シトシンアラビノシド、ダカバジン（ｄａｃａｂａｚｉｎｅ）、フロクス
ウリジン、フルダラビン、５－フルオロウラシル、ゲムシタビン、ヒドロキシウレア、６
－メルカプトプリン、メトトレキサート、ペントスタチン、トリメトレキサート、及び６
－チオグアニンが挙げられる。「抗有糸分裂」化学療法剤は、典型的には微小管形成の崩
壊により、有糸分裂を妨げる化学療法剤を指す。抗有糸分裂化合物の例としては、ナベル
ビン、パクリタキセル、タキソテール、ビンブラスチン、ビンクリスチン、ビンデシン、
及びビノレルビンが挙げられる。「挿入剤」は、二重鎖ＤＮＡ分子中の隣接塩基対間に自
身を挿入し、ＤＮＡ構造を破壊し、ＤＮＡ複製、遺伝子転写、及び／又はＤＮＡ結合タン
パク質のＤＮＡへの結合を妨げる化学療法剤を指す。
【００１６】
　「併用治療」という用語は、示唆された治療効果を達成するための少なくとも２つの異
なる治療法の提供を伴う治療計画を指す。例えば、併用治療は、２つ以上の化学的に異な
る活性成分、例えば早く作用する化学療法剤と抗Ｓ１Ｐ抗体の投与を含み得る。或いは、
併用治療は、抗Ｓ１Ｐ分子（例えば、抗Ｓ１Ｐ抗体）及び／又は１つ以上の化学療法剤の
投与を、単独で、或いは放射線治療及び／又は手術の供給と共に含み得る。２つ以上の化
学的に異なる活性成分の投与との関連において、活性成分は同一の組成物の一部として、
又は異なる組成物として投与することができる。別の組成物として投与する場合、異なる
活性成分を含んでなる組成物は、同時又は異なる時間に、同一又は異なる経路により、同
一の又は異なる投与計画を用いて、全ては特定の状況が必要とするように、担当医による
決定によって、投与することができる。同様に、単独の又は化学療法剤との共同における
１つ以上の抗Ｓ１Ｐ分子種を、例えば放射線及び／又は手術と組み合わせる場合、薬物は
手術又は放射線処置の前又は後に供給することができる。
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【００１７】
　「過剰増殖性疾患」という用語は、制御されない増殖細胞、例えば器官及び組織の成長
で癌及び良性腫瘍を引き起こす制御されない成長（これに限定されない）と関連した疾病
及び疾患を指す。内皮細胞に関連した過剰増殖性疾患は、血管新生の疾病、例えば血管腫
、子宮内膜症、肥満、加齢性黄斑変性症及び様々な網膜症、並びにＥＣ及びアテローム性
動脈硬化の処置におけるステント挿入の結果として再狭窄を引き起こす平滑筋細胞の増殖
をもたらし得る。線維芽細胞に関連する過剰増殖性疾患（すなわち、線維形成）としては
、過剰な瘢痕の疾患（すなわち、線維症）、例えば加齢性黄斑変性症、心臓リモデリング
及び心筋梗塞に関連した障害、例えば手術又は損傷、ケロイド、及び線維腫及びステント
挿入の結果として一般的に発生する過剰な創傷治癒が挙げられるが、これらに限定されな
い。
【００１８】
　本発明との関連において、「液体組成物」は、製造業者から最終消費者（例えば、医師
又は看護師）に提供される際に充填された形態及び完成した形態において、固体とは反対
の液体又は溶液であるものを指す。本明細書中では、「固体」は、液体又は溶液でない組
成物を指す。例えば、固体としては、凍結乾燥、フリーズドライ、沈殿、及び類似の手順
により調製される、乾燥した組成物を指す。
【００１９】
　「単剤治療」は、単回投与であれ又は長期にわたる複数回投与として投与するのであれ
、１つの治療上効果的な化合物の供給をベースとした処置計画を指す。
【００２０】
　「新形成」は、異常且つ制御されない細胞成長を指す。「新生物」又は腫瘍は、細胞成
長の異常で、制御されなく、崩壊した増殖であり、一般的に癌と呼ばれる。新生物は、良
性又は悪性であり得る。新生物は、それが破壊的増殖性、浸潤性、及び転移の特性を有す
る場合は、悪性又は癌性である。浸潤性は、周囲の組織の浸潤又は破壊、典型的には、組
織の境界を規定する基底膜を突破し、それによりしばしば体内の循環系に入ることによる
新生物の局所的な広がりを指す。転移は、典型的には、リンパ管又は血管による腫瘍細胞
の伝播を指す。転移は、漿膜腔、又はくも膜下若しくは他の空間を通した直接的な拡張に
よる主要細胞の移動も指す。転移の過程を通して、体の他の領域への腫瘍細胞の移動は、
初期の出現の部位から離れた領域において新生物を確立する。
【００２１】
　本発明の「特許性のある」組成物、方法、機械、又は製品は、分析が実施される時に、
対象が全ての法定の特許性の要件を満たすことを意味する。例えば、新規性、非自明性な
どに関して、後の調査により、１つ以上の特許請求の範囲が新規性、非自明性などを否定
するであろう１つ以上の実施態様を包含することが明らかになった場合、定義により「特
許性のある」実施態様に限定した特許請求の範囲は、具体的に特許性のない実施態様を排
除する。また、本明細書に添付した特許請求の範囲は、最も広い妥当な範囲を提供し、並
びにそれらの妥当性を維持すると解釈される。更に、特許性に関する１つ以上の法定要件
が訂正され、或いは本願が出願又は発行される時から、添付した１つ以上の特許請求の範
囲の妥当性が問題とされる時まで、特許性に関する特定の法定要件を満たすかどうかを評
価するための基準が変化する場合には、特許請求の範囲は、（１）それらの妥当性を維持
し、（２）その状況下において最も広い妥当な解釈を提供するように解釈されるべきであ
る。
【００２２】
　「医薬として許容される塩」という用語は、本発明の薬剤及び化合物の生物学的有効性
及び特性を保持し、生物学的に又は非生物学的に所望されなくはない塩を指す。多くの場
合において、本発明の薬剤及び化合物は、荷電した基、例えば荷電アミノ基及び／又はカ
ルボキシル基又はそれらに類似した基の存在により、酸性塩及び／又は塩基性塩を形成す
ることができる。医薬として許容される酸付加塩は、無機酸及び有機酸から調製すること
ができ、一方医薬として許容される塩基付加塩は、無機塩基及び有機塩基から調製するこ
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とができる。医薬として許容される塩の概説に関しては、Ｂｅｒｇｅ，ｅｔ　ａｌ．（（
１９７７）Ｊ．Ｐｈａｒｍ．ＳｃＬ，ｖｏｌ．６６，１）を参照のこと。
【００２３】
　「多数」は、１超を意味する。
【００２４】
　「分離した」、「精製した」、「単離した」などの用語は、試料保持容器中に含まれた
試料の１つ以上の成分が、容器中に存在する１つ以上の他の試料成分から物理的に除去さ
れ、或いはその存在下で希釈される、又はされたことを意味する。分離又は精製段階で除
去又は希釈され得る試料成分はとしては、化学反応生成物、未反応化学物質、タンパク質
、炭水化物、脂質、及び非結合分子が挙げられる。
【００２５】
　「種」という用語は、本明細書において、様々な文脈（例えば化学療法剤の特定の種）
において用いられる。それぞれの文脈において、この用語は、特定の文脈において言及さ
れる種類の化学的に区別できない集団を指す。
【００２６】
　「具体的に関連した」、「具体的な関連」などは、２つの分子間の具体的なランダムで
ない相互作用を指す。この相互作用は、分子間の適切な化学的又は分子的相互作用を可能
にする、構造的、疎水性／親水性の、及び／又は静電気的な特徴に依存する。
【００２７】
　本明細書において、「安定」は、分子が所望の目的又は操作に対して保持されることが
できるほどに、十分に安定な２つの分子間の相互作用（例えば、ペプチド及びＴＬＲ分子
）を指す。例えば、ペプチドとＴＬＲ分子の間の「安定」な相互作用は、所望の効果を達
成するのに十分な間、ペプチドがＴＬＲ分子と結合し、それを保持するものを指す。
【００２８】
　「対象」又は「患者」は、本発明の分子によりもたらされ得る処置が必要な動物を指す
。本発明により処置することができる動物はとしては、脊椎動物が挙げられ、哺乳動物、
例えばウシ、イヌ、ウマ、ネコ、ヒツジ、ブタ、及び霊長類（例えば、ヒト及び人間以外
の霊長類）が特に好ましい例である。
【００２９】
　「治療有効量」（又は「有効量」）は、処置が必要な対象に投与する場合に、処置の効
果をもたらすのに十分な活性成分、例えば本発明の薬剤の量を指す。従って、治療有効量
の本発明の組成物を構成するものは、当業者により容易に決定され得る。癌治療との関連
において、「治療有効量」は、癌細胞の生存又は代謝に関連する１つ以上のパラメーター
において客観的に測定される変化を生み出すもの、例えば特定の癌に関連する１つ以上の
遺伝子の発現における増加又は減少、腫瘍組織量、癌細胞溶解、生物学的試料（例えば、
生検及び体液、例えば全血、血漿、血清、尿などのアリコート）中の１つ以上の癌細胞死
マーカーの検出、誘導アポトーシスの誘導又は他の細胞死経路などを指す。当然、治療有
効量は、処置する具体的な対象及び状態、対象の重量及び年齢、疾病状態の重度、選択し
た具体的な化合物、後の投与計画、投与のタイミング、投与の方法などに依存して変化す
るだろう。それらの全ては、当業者により容易に決定され得る。併用治療との関連におい
て、治療有効量の具体的な活性成分を構成するものが、単剤治療（すなわち、活性成分と
して唯一の化学構成要素を用いる治療計画）として投与される場合の治療有効量の活性成
分を構成するものとは異なり得ることが理解されるだろう。
【００３０】
　「処置」又は「処置すること」という用語は、疾病又は疾患の任意の処置を意味し、例
えば疾病又は疾患からの予防又は保護（すなわち、臨床症状が発現しないようにする）；
疾病又は疾患の阻害（すなわち、臨床症状の発現を阻害又は抑制する）；及び／又は疾病
又は疾患の緩和（すなわち、臨床症状の逆行をもたらす）である。理解されるように、最
終的な誘導性の事象は未知又は潜在的であり得るので、疾病又は疾患の「予防」と「抑制
」を区別することが常に可能というわけではない。従って、「予防（ｐｒｏｐｈｙｌａｘ
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ｉｓ）」という用語は、「予防」及び「抑制」の両方を包含するタイプの「処置」を構成
すると理解される。従って、「保護」という用語は、「予防」を含む。
【００３１】
　「治療計画」という用語は、化学療法剤、細胞毒性薬、放射線治療、手術、遺伝子治療
、ＤＮＡワクチン、ＤＮＡ治療、ｓｉＲＮＡ治療、抗血管新生治療、免疫療法、骨髄移植
、アプタマー（ａｐａｔａｍｅｒ）及び他の生物製剤、例えば抗体及び抗体変異体、おと
り受容体及び他のタンパク質をベースとした治療を用いた、疾病又は疾患の任意の処置を
意味する。
【００３２】
　Ｍｅｒｃｋ　Ｍａｎｕａｌ（第１４版、ｐ．１２０６）によると、癌は、「独特の特徴
（正常な制御の欠損）が、制御されない成長、分化の欠如、局部組織に浸潤し転移する能
力をもたらす、細胞悪性腫瘍」である。同様に、ＮＩＨの国立癌研究所（ｈｔｔｐ：／／
ｃａｎｃｅｒ．ｇｏｖ／を参照のこと）は、「異常細胞が制御されずに分裂する疾病に関
する用語。癌細胞は、周辺の組織に浸潤することができ、血流及びリンパ系から体の他の
部分へ広がることができる。」と、癌を定義する。癌細胞はまた、自然な細胞死を回避し
、血管新生としてとして知られている方法によりそれら自身の血液供給の形成を刺激する
。ＮＣＩは、血管新生を、「血管の形成。腫瘍血管新生は、周囲組織から固形腫瘍への血
管の成長である。これは、腫瘍による化学物質の放出により引き起こされる。」と、定義
する。炎症は、ＮＩＨにより、「紅化、膨張、疼痛、及び負傷又は疾病により影響を受け
る組織を保護することを意図した特定の領域における熱の感覚の応答」と定義される。
【００３３】
　発明の概要
　本発明の１つの側面は、過剰増殖性疾患を処置するための方法に関する。これらの方法
は、Ｓ１Ｐに関連する過剰増殖性疾患に罹患したことが知られている又はその疑いのある
哺乳動物（例えば、ウシ、イヌ、ウマ、ヒツジ、又はブタ、特にヒト）に、好ましくは医
薬として又は獣医学的に許容される担体（意図した適用が必要とし得る）中に、Ｓ１Ｐ活
性を妨げる薬剤を含んでなる治療有効量の組成物を投与することを含んでなる。Ｓ１Ｐに
関連する過剰増殖性疾患としては、新形成、内皮細胞の増殖に関連する疾患、及び線維形
成に関連する疾患が挙げられる。ほとんどの場合、新形成は癌であろう。内皮細胞の増殖
に関連した典型的な疾患は、血管新生依存性疾患、例えば固形腫瘍により引き起こされる
癌、血液腫瘍、及び加齢性黄斑変性症である。線維形成に関連する疾患としては、異常心
臓リモデリングに関連するもの、例えば心不全が挙げられる。
【００３４】
　好ましい実施態様において、Ｓ１Ｐ活性を妨げる薬剤は、Ｓ１Ｐと特異的に反応する抗
体である。他の実施態様において、薬剤は、第一の結合部分及び第二の結合部分を含んで
なり、第一の結合部分はＳ１Ｐと特異的に反応し、第二の結合部分はＳ１Ｐ以外の第二の
分子と特異的に反応する。いくつかの実施態様において、薬剤は、第一の結合部分及び第
二の結合部分を含んでなり、第一の結合部分は、スフィンゴ脂質又はスフィンゴ脂質代謝
物である第一の分子と特異的に反応し、第二の結合部分は、第一の分子とは異なる分子種
である第二の分子と特異的に反応する。代表例は、二重特異性抗体が挙げられる。第一の
部分が抗体であるものにおいて、結合部分は抗体であることもできる。好ましい実施態様
において、第一及び第二の部分はリンカー部分と結合し、１つの又は異なる化学的性質に
よる第一及び第二の結合部分の結合のための、２～１００、或いは１０００の価数を有し
得る。
【００３５】
　このような薬剤は、多数の第一の結合部分、多数の第二の結合部分、又は多数の第一の
結合部分と多数の第二の結合部分を含んでなることができる。第一の結合部分の第二の結
合部分に対する比率は、約１０００：１～約１：１０００の範囲であることができるが、
好ましくは、その比率は約１：１である。この比率は、好ましくは、価数に関して測定す
る。
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【００３６】
　本発明の組成物は、第一の薬剤及び第二の薬剤を含んでなることもできる。ここで、第
一の薬剤は、スフィンゴ脂質及びスフィンゴ脂質代謝物からなる群から選択される第一の
分子と特異的に反応する第一の結合部分を含んで成り、第二の薬剤は、第一の分子とは異
なる分子種である第二の分子と特異的に反応する第二の結合部分を含んでなる。第一及び
／又は第二の薬剤は、抗体であることができる。第一の薬剤の第二の薬剤に対する好まし
い比率は約１：１であるが、その比率は約１，０００：１～１：１，０００の範囲である
ことができる。
【００３７】
　好ましい実施態様において、Ｓ１Ｐ活性を妨げる薬剤を含んでなる組成物は、単剤治療
として投与し、他の好ましい実施態様においては、Ｓ１Ｐ活性を妨げる薬剤を含んでなる
組成物は、併用治療の一部として投与する。好ましい併用治療は、Ｓ１Ｐ活性を妨げる薬
剤を含んでなる組成物の投与に加えて、化学療法剤の投与、放射線治療、手術、及び任意
の前記のものの組み合わせからなる群から選択される第二の治療計画を与えることを含む
。
【００３８】
　本発明の別の側面は、本発明の組成物を含む、又は本発明の方法を実施するためのキッ
トに関する。
【００３９】
　本発明の別の目的は、第一の結合部分及び第二の結合部分を含んでなる薬剤に関する。
本明細書において、「結合部分」は、所望の標的分析物に特異的に結合する任意の分子で
ある。第一の結合部分は、スフィンゴ脂質及びスフィンゴ脂質代謝物からなる群から選択
される第一の分子と特異的に反応する。第二の結合部分は、第一の分子とは異なる分子種
である第二の分子と特異的に反応する。第一及び第二の結合部分の好ましい例としては、
抗体（例えば、ポリクローナル、モノクローナル、ヒト化抗体及びヒト化遺伝子組み換え
動物由来の抗体）、抗体フラグメント、一本鎖抗体、並びにＴ細胞受容体及び受容体フラ
グメントが挙げられる。
【００４０】
　いくつかの実施態様において、薬剤は、多数の第一の結合部分を含んでなる。別の場合
では、それは、多数の第二の結合部分を含んでなる。更に別の場合では、それは多数の第
一及び第二の結合部分を含んでなる。いくつかの実施態様において、第一の結合部分の第
二の結合部分に対する比率は、約１０００：１～約１：１０００である。好ましい第一の
結合部分の第二の結合部分に対する比率は、約１：１である。好ましくは、第一及び／又
は第二の結合部分が１つ以上の価数、すなわちそれらの意図した標的分子に結合するため
の部位を有し得るように、このような比率は価数に関して測定される。いくつかの実施態
様において、薬剤は二重特異性抗体、すなわち抗体の２つの抗原結合ドメインの１つが抗
原の１つのエピトープに結合し、一方抗体の他の抗原結合ドメインは異なるエピトープ種
に結合する抗体である。２つの抗原結合ドメインにより結合した異なるエピトープは、同
一の抗原、又は異なる抗原からであることができる。他の実施態様において、薬剤は、多
数の抗体フラグメント、一本鎖抗体、及び／又は少なくとも２つの異なる標的分析物に結
合するＴ細胞受容体及び／又は受容体フラグメントを含んでなる。
【００４１】
　本発明の薬剤は、第一及び第二の結合部分が、直接的に又はリンカー部分により結合し
たものを含む。或いは、第一及び第二の結合部分は、小胞、例えばリポソーム中への組み
込みにより結合することができる。それらはデンドリマーの使用により結合することもで
きる。このデンドリマーは、適切な化学的性質を利用する、所望の分子の付加のための多
数の反応部位、例えば第一及び／又は第二の結合部分を有する。
【００４２】
　関連する側面において、本発明は、薬剤及び担体を含んでなる組成物に関する。これら
の組成物は、任意の適切な容器中にパッケージすることができ、それらは更に、好ましく
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は使用のための指示を有するパッケージ内に組み込むことができる。
【００４３】
　本発明の別の側面は、第一の薬剤及び第二の薬剤を含んでなる組成物に関する。ここで
、第一の薬剤は、スフィンゴ脂質及びスフィンゴ脂質代謝物からなる群から選択される第
一の分子と特異的に反応する第一の結合部分を含んでなり、第二の薬剤は、第一の分子と
は異なる分子種である第二の分子と特異的に反応する第二の結合部分を含んでなる。
【００４４】
　本発明の更に別の側面は、過剰増殖性疾患、例えば癌を処置又は予防する方法に関する
。典型的には、これらの方法は、過剰増殖性疾患に罹患した対象に、有効量の本発明の各
薬剤（又は、多数の異なる薬剤種）及び細胞毒性薬を投与することに関連する。細胞毒性
薬としては、化学療法薬が挙げられる。
【００４５】
　関連する側面は、過剰増殖性疾患の処置又は予防のための治療計画の毒性を軽減する方
法に関する。このような方法は、過剰増殖性疾患に罹患する対象に、有効量の本発明の薬
剤（又は、多数の異なる薬剤種）を、過剰増殖性疾患を処置又は予防することを意図した
治療計画の投与の前、間、又は後に投与することを含んでなる。
【００４６】
　本発明の更に別の側面は、過剰増殖性疾患に罹患する対象に、本発明の薬剤（又は、多
数の異なる薬剤種）を、対象の生存の可能性を強化するための過剰増殖性疾患を処置又は
予防することを意図した治療計画の投与の前、間、又は後に投与することにより、過剰増
殖性疾患のために処置した対象の生存の可能性を強化する方法に関する。
【００４７】
　本発明の他の特徴及び利点は、以下の図面、詳細な説明、及び添付した特許請求の範囲
から明らかとなるだろう。
【００４８】
　本出願は、カラーで作成した少なくとも１つの図を含む。カラーの図面を含む本出願の
コピーは、必要な費用の要求及び支払いにより供給されるだろう。
【００４９】
　当業者が認識するように、以下の詳細な説明は、本発明の特定の好ましい実施態様を記
載し、従ってこれは単なる代表であり、本発明の現実の範囲を表していない。本発明を詳
細に説明する前に、本発明が説明する特定の側面及び実施態様は変わり得るので、それら
に限定されないことが理解される。本明細書中で用いられる専門用語は、説明する特定の
実施態様のみを目的としており、添付した特許請求の範囲により規定される本発明の範囲
を制限することを意図していないことも理解されるべきである。
【００５０】
　詳細な説明
　本発明は、抗Ｓ１Ｐ分子、特に抗Ｓ１Ｐ抗体が、Ｓ１Ｐ活性に関連する過剰増殖性疾病
の処置に用いることができるという驚くべき発見に基づく。更に、特許可能なクラスの抗
Ｓ１Ｐ分子、すなわち第一の結合部分及び第二の結合部分（それらの部分の１つがＳ１Ｐ
に結合する）を含んでなる薬剤についても説明する。
【００５１】
　１．イントロダクション
　Ａ．スフィンゴ脂質
　スフィンゴ脂質は、細胞シグナル伝達及び調節分子としても働く細胞膜の一次構造要素
である。図１は、生体活性脂質メディエーター、セラミド（ＣＥＲ）、スフィンゴシン（
ＳＰＨ）、及びスフィンゴシン－１－リン酸（Ｓ１Ｐ）を含む、スフィンゴ脂質シグナル
伝達カスケードを示す。これらのメディエーターは、全ての哺乳動物細胞の原形質膜に存
在するスフィンゴミエリンに由来する。
【００５２】
　スフィンゴミエリナーゼ（ｎＳＭａｓｅ）の中性型は、スフィンゴ脂質シグナル伝達経
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路の重要な初期の要素である（図１）。腫瘍壊死因子アルファ（ＴＮＦα）は、ｎＳＭａ
ｓｅ、ＣＥＲ産生、及び癌細胞株を含む多くの細胞タイプにおけるアポトーシスの周知の
アクチベーターであり、そしてｎＳＭａｓｅの活性化はＴＮＦα誘導アポトーシスに重要
であることが示され、それにより創薬の標的とされた。
【００５３】
　スフィンゴ脂質シグナル伝達分子（Ｓ１Ｐ）は、スフィンゴシンキナーゼ（ＳＰＨＫ）
の作用により、ＳＰＨから産生される。このキナーゼの２つのアイソフォーム（ＳＰＨＫ
１及びＳＰＨＫ２）が同定された。ＣＥＲ及びＳＰＨは一般的にアポトーシスに関連する
が、典型的にはＳ１Ｐは細胞増殖及び生存経路の活性化の細胞外メディエーターとして考
えられている。Ｓ１Ｐは、Ｓ１Ｐ／ＬＰＡ受容体ファミリーに属する、以前はＥｄｇ受容
体として知られていた一連のＧタンパク質共役受容体（ＧＰＣＲ）に対するリガンドとし
て作用することができる；しかしながら、Ｓ１Ｐの細胞内作用も示唆されてきた。更に、
ＣＥＲ／ＳＰＨレベルとＳ１Ｐの間のバランスが細胞が死の経路に送り込まれたのか或い
はＳ１Ｐによるアポトーシスから保護されたのかを判断するレオスタット（ｒｈｅｏｓｔ
ａｔ）メカニズムを提供する。
【００５４】
　レオスタットメカニズムの重要な調節酵素はＳＰＨＫであり、その役割は、死を促進す
るスフィンゴ脂質（ＣＥＲ／ＳＰＨ）の成長を促進するＳ１Ｐに変換することである。Ｓ
ＰＨＫを安定的に形質転換したＮＩＨ－３Ｔ３線維芽細胞は、Ｓ１Ｐ産生の増大に伴う細
胞増殖の促進を示し、ＳＰＨＫ過剰発現体（ｅｘｐｒｅｓｓｅｒ）は接触阻止を回避する
ことができる（一般的に形質転換細胞により示される特性）ことが示された。従って、Ｓ
１Ｐは、選択されたヒト癌細胞株の転移能を強化し得る。更に、ＳＰＨＫ形質転換体は、
ＮＯＤ／ＳＣＩＤマウスに皮下注入した場合に、腫瘍を作り出すことができる。ＳＰＨＫ
は多くの固形腫瘍、例えば胸、結腸、肺、卵巣、胃、子宮、腎臓、及び直腸の固形腫瘍中
で著しく過剰発現している。ＳＰＨＫの小分子阻害剤（Ｓ１Ｐレベルも低減する）を用い
た処理により、いくつかのヒト腫瘍由来の細胞株においてアポトーシスが誘導され得るこ
とが示されてきた。また、遺伝毒性薬及び他の抗腫瘍薬は、それらの作用メカニズムの一
部としてＳＰＨＫをダウンレギュレートする。同様に、ｓｉＲＮＡによるＳＰＨＫのダウ
ンレギュレーションは、アポトーシスに対するメラノーマ細胞の抵抗性を減少させること
ができ、一方、Ｂｃｌ－２発現の強化の保護効果は、ＳＰＨＫの発現の増大に起因すると
考えられてきた。更に、ＦＴＹ７０の抗腫瘍効果は、Ｓ１Ｐ受容体のダウンレギュレーシ
ョンに起因すると考えられており、これは受容体レベルにおけるＳ１Ｐ作用の妨害が、例
えばＳ１Ｐ受容体結合を妨げる抗体の使用により、抗腫瘍治療においても有益であり得る
ことを示唆してきた。まとめると、これらの知見は、Ｓ１Ｐが腫瘍細胞自身により産生さ
れ得る成長因子であり、Ｓ１Ｐの濃度の低下が成長因子の回収において見られるアポトー
シスを引き起こし得ることを実証する。
【００５５】
　Ｂ．癌治療のための有効な標的としてのＳ１Ｐ
　１つの癌治療ストラテジーは、単独で、或いは従来の抗癌処置、例えば化学療法剤、例
えばアントラサイクリンの投与と組み合わせて、生物学的に利用可能な細胞外の腫瘍プロ
モーター（Ｓ１Ｐ）のレベルを低減することである。この目的のために、Ｓ１Ｐに特異的
なモノクローナル抗体（ｍＡｂ）が開発された。これは、血清からＳ１Ｐを選択的に吸着
し、細胞外のＳ１Ｐを中和するための分子スポンジ（ｓｐｏｎｇｅ）として作用する。Ｓ
１Ｐは血管新生促進性であることが示されてきたので、この抗体の有効性に対する付加さ
れた利益は、成長する腫瘍の血液供給を飢えさせる抗体の能力に由来し得る。従って、別
のスフィンゴ脂質をベースとした抗腫瘍ストラテジーは、Ｓ１Ｐレベルを減少させるスト
ラテジーと合わせたＣＥＲ及びＳＰＨ産生の既知のアクチベーター（ドキソルビシン、ド
キソルビシン、放射線治療）を組み合わせることに関連する。
【００５６】
　スフィンゴ脂質代謝経路の重要な酵素、例えばＳＰＨＫを標的とするスフィンゴ脂質を
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ベースとした抗癌ストラテジーが提案されてきたが、Ｓ１Ｐそれ自体は強調されてこなか
った。その主な理由は、これ及び関連標的を攻撃することが困難であるからである。本明
細書で説明するように、生理学的範囲においてＳ１Ｐを認識し、分子結合によりＳ１Ｐを
中和する能力のあるＳ１Ｐに対して高度に特異的なモノクローナル抗体が生成された。こ
の抗体（及びその誘導体）の使用は、成長する腫瘍細胞から、重要な成長及び生存因子を
奪うだろう。更に、このような抗体をベースとした癌治療の使用は、従来の癌処置、例え
ば手術、放射線治療、及び／又は細胞毒性抗癌剤の投与と組み合わせて用いた場合にも効
果的であり得る。抗体をベースとした併用治療は、化学療法剤の毒性副作用を最小にしな
がら、細胞をアポトーシスに対して感作することにより化学療法剤の有効性を向上させる
ことができるが、抗体単独の投与も疾病の進行を遅延するのに有効であり得る。実際に、
ヒト癌のマウスモデル及び同種移植マウスモデルにおいて腫瘍成長を遅延させる抗Ｓ１Ｐ
ｍＡｂの能力は、ヒト及び動物腫瘍の両方の処置における抗Ｓ１Ｐ抗体アプローチの利用
を実証する。更に、いくつかのヒト癌のタイプ（例えば、卵巣、胸、肺、及びメラノーマ
）が異種移植モデルにおいて処置され得るという発見は、抗Ｓ１Ｐ抗体アプローチが１つ
の癌細胞又は組織タイプに限定されないことを実証する。
【００５７】
　Ｃ．スフィンゴ脂質及び血管新生
　血管新生は、存在する血管から新規の血管が形成される過程である。固形及び循環腫瘍
に関連する血管新生は、腫瘍形成の重要な要素であると考えられており、今日では腫瘍成
長が新血管新生（ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ）に依存するという見解は、科
学的に十分に受け入れられている。
【００５８】
　Ｓ１Ｐは、ヒト静脈内皮細胞（ＨＵＶＥＣ）のＤＮＡ合成及び走化運動性を刺激すると
同時に、早期の血管形成に必須の多細胞構造の分化を誘導する。Ｓ１Ｐは、骨髄由来の内
皮細胞前駆体の新血管新生部位への移動も促進し、Ｓ１Ｐ受容体を過剰発現する細胞は抗
血管新生剤（サリドマイド及びＮｅｏｖａｓｔａｔ）に対して抵抗性を有する。従って、
Ｓ１Ｐ、特にＳ１受容体は、血管新生及び新血管新生に必要である。最終的に、Ｓ１Ｐと
他の血管新生成長因子、他の血管新生促進成長因子、例えばＶＥＧＦ、ＥＧＦ、ＰＤＧＦ
、ｂＦＧＦ及びＩＬ－８の間では、クロストークが起こる。例えば、Ｓ１ＰはＥＧＦ及び
ＶＥＧＦ２受容体をトランス活性化し、ＶＥＧＦはＳ１Ｐ受容体の発現をアップレギュレ
ートする（Ｉｇａｒａｓｈｉ，Ｅｒｗｉｎ　ｅｔ　ａｌ．２００３）。
【００５９】
　理解されるように、血管新生の臨床的制御は、癌及び他の血管新生依存性疾病、例えば
加齢性黄斑変性症（ＡＭＤ）及び子宮内膜症の処置のための重要な要素である。腫瘍血管
新生に関連する血管内皮細胞が癌細胞のように容易に突然変異しないので、抗血管新生治
療も特に魅力的である；結果として、血管内皮細胞は、癌細胞よりも、長期治療に対して
抵抗性を得ることはあまりなく、それらは有用な治療標的となる。
【００６０】
　Ｓ１Ｐが腫瘍血管新生において重要であり得る潜在的に重要な血管新生促進成長因子で
あることを示唆する様々な証拠が存在する。例えば：抗Ｓ１Ｐ抗体は、Ｓ１Ｐにより誘導
した管形成、血管内皮細胞の移動、及びＨＵＶＥＣを用いた様々なインビトロ試験におけ
る細胞死からの保護を中和することができる；増加したレベルのＳ１Ｐを発現する乳腺癌
ＭＣＦ－７細胞の、ヌードマウスの乳房脂肪パッド（ｐａｄ）への注入が、コントロール
細胞を用いた場合より、大きく且つより多い血管新生依存性腫瘍の増大をもたらす；抗１
Ｐ抗体が、同所マウスメラノーマ同種移植モデルにおいて、腫瘍に関連する血管新生を劇
的に減少させることができる；Ｓ１Ｐがマウスに移植したマトリゲルプラグへの新規の毛
細血管成長を増大させ、この効果は抗Ｓ１Ｐ抗体の全身投与により中和され得る；抗Ｓ１
Ｐ抗体のインビボ投与は、マウスのマトリゲルプラグ試験において、血管新生成長因子に
より誘導した血管新生（例えば、ｂＦＧＦ及びＶＥＧＦにより）を完全に中和することが
できる；Ｓ１Ｐは、インビトロ及びインビボの腫瘍細胞からのｂＦＧＦ及びＶＥＧＦの放
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出を刺激し、この効果は抗Ｓ１Ｐ抗体により無効にされ得る；Ｓ１Ｐは、多くの異なるタ
イプの癌細胞、例えば多形性膠芽腫細胞のインビトロの運動性及び浸潤を促進する；及び
、抗Ｓ１Ｐ抗体は、ＡＭＤの動物モデルに関連する新血管新生を顕著に減少させる。
【００６１】
　血管新生依存性腫瘍におけるＳ１Ｐの重要性により、Ｓ１Ｐは癌処置の優れた標的とな
る。実際に、細胞外Ｓ１Ｐの抗体中和は、腫瘍成長のサポートに必要とされる栄養及び酸
素の同時不足による血管形成の阻害の結果として、哺乳動物、例えば人間における癌進行
の顕著な低下をもたらすことができる。従って、抗Ｓ１Ｐ抗体は、いくつかの作用メカニ
ズムを有する。例えば、（１）腫瘍細胞成長における直接的な効果；（２）血管内皮細胞
における間接的な抗血管新生効果；及び（３）他の血管新生成長因子の放出及び作用を妨
げる間接的な抗血管新生効果。従って、抗Ｓ１Ｐ抗体は、抗血管新生治療薬に加えて、抗
転移治療薬としても働く。それらは、ＡＭＤに関連する血管新生と共に生じる、Ｓ１Ｐ活
性に関連する他の過剰増殖性疾患、例えば異常な内皮細胞増殖の処置においても有用であ
るだろう。
【００６２】
　Ｄ．Ｓ１Ｐ線維形成及び瘢痕
　ｉ．　Ｓ１Ｐ、線維芽細胞及びリモデリング過程
　心臓線維芽細胞、特に筋線維芽細胞は、細胞死及び心筋梗塞（ＭＩ）の炎症に応答した
瘢痕形成における重要な細胞要素である。筋線維芽細胞のコラーゲン遺伝子発現は、リモ
デリングの特徴であり、瘢痕形成に必要である。その他の活性に加えて、Ｓ１Ｐは、血小
板を活性化し、血管新生を刺激し、そして平滑筋の機能を促進することに加えて、線維芽
細胞の移動及び増殖を活性化することにより、創傷治癒に対して著しく寄与する炎症メデ
ィエーターでもある。従って、損傷した筋線維芽細胞により局所的に産生されるであろう
Ｓ１Ｐは、特に心臓の筋線維芽細胞を活性化することにより、心臓リモデリング及び心不
全に関連する不適応な損傷治癒に部分的に関与し得る。
【００６３】
　Ｓ１Ｐに対して３つの一般的な応答が存在する：細胞死からの保護；増殖の刺激；及び
移動応答の促進。従って、Ｓ１Ｐの活性又は特定の疾患、細胞系との関与は、この目的の
ためのこの種の適応試験により評価することができる。線維芽細胞が、創傷治癒を促進す
る３つの全ての方法において、Ｓ１Ｐに応答するという証拠が存在する。例えば、以下の
実施例の部分におけるいくつかの実施例において、Ｓ１Ｐが、心臓筋線維芽細胞活性（増
殖、移動、及びコラーゲン遺伝子発現）を促進することによりリモデリングに寄与するこ
とを実証する証拠が存在する。
【００６４】
　ｉｉ．　Ｓ１Ｐと細胞死からの保護
　多くの細胞タイプの場合、線維芽細胞はＳ１Ｐの添加により直接的にアポトーシスから
保護され、アポトーシスはＳＰＨＫの阻害剤により強化され、そしてＳ１Ｐはシトクロム
Ｃの放出及びこれに伴うカスパーゼの活性化をブロックする。更に、ＳＰＨＫ１を形質転
換した線維芽細胞は、アポトーシスからの保護を示し、この効果は、ＳＰＨＫ１の原形質
膜への移行に依存し得る。ＳＰＨＫ１がＡｋｔをアップレギュレートし、それによりＢｃ
ｌ－２ファミリーのメンバーを制御し、アポトーシスから保護する。また、Ｓ１Ｐ3は、
マウス胚線維芽細胞（ＭＥＦ）におけるＡｋｔのリン酸化に必要である。また、ＳＰＨＫ
のアップレギュレーション及び結果として生じるＳ１Ｐレベルの増加は、心臓線維芽細胞
をアポトーシスから保護する。
【００６５】
　セラミド（Ｓ１Ｐの上流の代謝物）は、死誘導性のミトコンドリアのタンパク質の転写
の増大と同時にミトコンドリアの膜電位を減少させる。レオスタットメカニズムにより、
Ｓ１Ｐは逆の効果を有し、心臓筋線維芽細胞（すなわち、完全に分化した心臓の線維芽細
胞）をアポトーシスから保護することができる。実際に、Ｓ１Ｐは、保護メカニズムとし
て、自食作用さえも活性化することができる。これらの効果は、Ｓ１Ｐ抗体（又は、Ｓ１
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Ｐに結合し隔離するように作用する他の分子）を中和することにより無効にされ得る。
【００６６】
　ｉｉｉ．　Ｓ１Ｐは、線維芽細胞の増殖、分化を誘導し、コラーゲン遺伝子の発現を促
進する
　線維芽細胞が増大するＤＮＡ合成によりＳ１Ｐ処理に応答し、ＳＰＨＫ１を形質転換し
た線維芽細胞が細胞増殖の増大を示すことが実証されてきた。非心臓線維芽細胞における
効果と同様に、Ｓ１Ｐは心臓線維芽細胞増殖（及び、その後の分化）を刺激すると考えら
れている。この効果はリモデリングの間に生じ、Ｓ１Ｐの不適応な行為（この場合、瘢痕
形成）を説明する別のメカニズムであり、特にＳ１Ｐは多くの細胞タイプにおいて増殖を
刺激するので、培養心臓線維芽細胞におけるＳ１Ｐ依存性ＤＮＡ合成をもたらす（以下の
実施例１４を参照のこと）。
【００６７】
　線維芽細胞、例えば心臓筋線維芽細胞の顕著な特質は、コラーゲンを発現し瘢痕を形成
させる能力である。ＴＧＦβがコラーゲンの産生をアップレギュレートし、リモデリング
する心臓において線維化を促進することは周知である。ＴＧＦβは、特異的に心臓線維芽
細胞において、いくつかの繊維化促進タンパク質をアップレギュレートし、線維芽細胞を
筋線維芽細胞に変換し、炎症性タンパク質の発現を刺激することが示されてきた。興味深
いことに、ＴＧＦβは、ＳＰＨＫのｍＲＮＡ、タンパク質、及びＳ１Ｐレベルに関連した
活性を増大させ、ＴＧＦβによるＴＩＭＰ１のアップレギュレーションは、ＳＰＨＫ及び
ＴＩＭＰ１のためのｓｉＲＮＡによりブロックされる。ＴＩＭＰ１は、一般的に、線維芽
細胞から筋線維芽細胞に移行する細胞で発現する。また、ＴＧＦβで刺激された筋線維芽
細胞への移行は、ＦＡＫの構成的なリン酸化を必要とする。ＦＡＫはＳ１Ｐ1によるシグ
ナル伝達により制御される。従って、ＴＧＦβによるシグナル伝達は、Ｓ１Ｐと密接に関
連する。増殖性線維芽細胞が高いレベルのコラーゲンの発現を有さず、一方非増殖性線維
芽細胞が刺激されて筋線維芽細胞へと移行し、大量のアルファ平滑筋アクチン（αＳＭＡ
）を発現し得ることも証明されてきた。
【００６８】
　ｉｖ．　Ｓ１Ｐは線維芽細胞において移動を誘導する
　移動は、梗塞領域の心臓線維芽細胞の浸潤に必要である。Ｓ１Ｐは、他の細胞タイプに
おける移動の著しい刺激によってこの過程に関係しているようであり、それにより繊維化
に寄与し得る。繊維化の減少は瘢痕形成を減少させ、心臓組織との関連においては、心筋
梗塞（ＭＩ）後の心臓機能の改善を可能にする。しかし、ＭＩ期直後において、心臓破裂
を防止するために、いくらかの瘢痕形成が必要であることを認識することで、特に梗塞領
域の周囲、また梗塞領域自体において心臓破裂の危険性が低くなった後に瘢痕形成を制限
し始めることが望ましいだろう。
【００６９】
　Ｓ１Ｐがシグナル伝達系、特にＲｈｏを活性化し、その結果生じる遺伝子発現が細胞移
動における実質的な効果と一致することも実証されてきた。Ｓ１Ｐ1がマイトジェン及び
線維芽細胞の生存効果に必要であると同時に、Ｓ１Ｐ1の発現は細胞移動の促進に関連す
る。
【００７０】
　収縮アクチン／ミオシンフィラメントの会合は、Ｒｈｏ／Ｒａｃ／Ｃｄｃ４２系により
制御され、３つの全てのＲｈｏ ＧＴＰａｓｅの活性化は、細胞移動が生じるのに必要で
ある。移動を生じさせるためには、３つの全てのＲｈｏ ＧＴＰａｓｅが発現される必要
があるが、それらの発現の局在性は、それらの別々の活性の調整に対して変わるはずであ
る。例えば、Ｒａｃ及びＣｄｃ４２は、アクチン重合を通して、葉状仮足及び糸状足突起
の形成に関与する。重要なことに、Ｒｈｏ、Ｒａｃ及びＣｄｃ４２は、Ｓ１Ｐで刺激した
細胞移動に関与する。Ｓ１Ｐ2、Ｓ１Ｐ3及びＳ1Ｐ4は、Ｇ13への結合によりＲｈｏを活性
化する。従って、Ｓ１ＰによるこれらのＲｈｏ ＧＴＰａｓｅの活性化は、急性ＭＩによ
りできた創傷に応答した心臓線維芽細胞の移動に関与すると信じられている。
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【００７１】
　以下の実施例部分における実施例は、Ｓ１Ｐが線維芽細胞及び炎症細胞の表面のＳ１Ｐ
受容体の相補体（ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ）に結合できないようにして、炎症及び瘢痕を減
少させるために、特異的で感受性の高い抗Ｓ１Ｐ抗体が分子スポンジとして作用し、Ｓ１
Ｐを選択的に吸着し及び中和することができることの強力な証拠を提供する。従って、抗
ＴＮＦα抗体及び受容体デコイ（Ｅｍｂｒｅｌ、Ｒｅｍｉｃａｄｅ）がＴＮＦαを中和し
、或いはｍＡｂスポンジ（Ａｖａｓｔｉｎ）が血管新生促進成長因子、血管内皮成長因子
（ＶＥＧＦ）を中和するのと同じ方法で、効果的な細胞外濃度のＳ１Ｐは、そのような分
子スポンジにより低下するだろう。
【００７２】
　治療的利益のための結合スフィンゴ脂質
　本発明の方法及び組成物は、単剤治療又は併用治療に基づくものであっても、これらの
治療が、相対濃度、絶対濃度、又は利用可能な濃度の、一定の疾病又は疾患に関連するス
フィンゴ脂質を変えることができることを示すために、「スフィンゴ脂質をベースとした
」と言われる。疾病及び疾患に関連するスフィンゴ脂質、特に過剰増殖性疾患に関連する
スフィンゴ脂質の例としては、セラミド（ＣＥＲ）、スフィンゴシン－１－リン酸（Ｓ１
Ｐ）、及びスフィンゴシン（ＳＰＨ）が挙げられるが、これらに限定されない。
【００７３】
　患者における過剰増殖疾患に関連するスフィンゴ脂質の量を制御するための１つの方法
は、１つ以上のスフィンゴ脂質又はスフィンゴ脂質代謝物に結合する組成物を調製するこ
とによる。このような結合をもたらす抗体又は他の化合物は、例えば、組織及び細胞外液
、例えば血液中の1つ以上の遊離のスフィンゴ脂質種のレベルを減少させる治療「スポン
ジ」として用いることができる。「スポンジ」により、スフィンゴ脂質結合分子（すなわ
ち、抗スフィンゴ脂質分子）、特にＳ１Ｐ結合分子（すなわち、抗Ｓ１Ｐ分子）が、特異
的に標的スフィンゴ脂質と相互作用することが意味される。また（或いは）、スフィンゴ
脂質の細胞受容体に結合する抗体及び他の化合物は、スフィンゴ脂質の受容体への結合を
競合し及び／又は妨げるのに用いることができる。
【００７４】
　Ａ．　スフィンゴ脂質に結合する抗体
　本発明の１つの側面は、過剰増殖性疾患、特にＳ１Ｐに関連する過剰増殖性疾患に対す
る治療を提供するために、患者に供給することができるスフィンゴ脂質、特にＳ１Ｐに結
合する抗体に関する。このような方法は、非限定的な例により、（１）有効濃度の具体的
なスフィンゴ脂質又は代謝物（例えば、Ｓ１Ｐ）を調節することができ、（２）スフィン
ゴ脂質又はスフィンゴ脂質代謝物の細胞受容体への結合を立体的に阻害し、或いはそのよ
うな受容体への結合に利用可能なスフィンゴ脂質の濃度を低下させることができ；（３）
スフィンゴ脂質又はスフィンゴ脂質代謝物の酵素的変換を立体的に阻害することができ；
或いは（４）スフィンゴ脂質又はスフィンゴ脂質代謝物をインビボ又はエクスビボにおけ
る血液から除去することができる。好ましい実施態様においては、このような抗体は、併
用治療の一部として用いられ、一方、他の実施態様においては、それ（又は、１つ以上の
その抗原結合ドメイン）は、抗スフィンゴ脂質部分のものとは異なる分子種に結合或いは
特異的に相互作用する他の部分を含む薬剤に組み込まれる。
【００７５】
　「抗体」という用語は、免疫原性応答のインビトロ又はインビボにおける発生により得
られる免疫グロブリン分子を包含することが意図されており、ポリクローナル、単一特異
的、及びモノクローナル抗体、並びにＴ細胞受容体、及びそれらのフラグメント及び誘導
体を含む。「免疫原性応答」は、抗原の１つ以上のエピトープを対象にする抗体の産生を
もたらすものである。「エピトープ」は、分子中の単一の抗原決定基である。
【００７６】
　ポリクローナル抗体は、多くのエピトープを有する抗原（しばしば、タンパク質又はポ
リペプチド）に対する免疫原性応答において産生され、従って一般的に抗原内の異なるエ
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ピトープを対象とする異なる抗体の集団を含む。ポリクローナル抗体を産生するための方
法は、当業界で周知である（例えば、Ｃｏｏｐｅｒ　ｅｔ　ａｌ，Ｓｅｃｔｉｏｎ　ＩＩ
Ｉ　ｏｆ　Ｃｈａｐｔｅｒ　１１　ｉｎ：Ｓｈｏｒｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏ
ｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，２ｎｄ　Ｅｄ．，Ａｕｓｕｂｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，ｅ
ｄｓ．，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　ａｎｄ　Ｓｏｎｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９９２，ペー
ジ１１－３７から１１－４１を参照のこと）。
【００７７】
　単一特異的な抗体は、いくつかの単離したタンパク質（そのタンパク質が得られたもの
から単離）のエピトープに対応する短い（典型的には、５～２０アミノ酸）免疫原性ポリ
ペプチドに対する液性応答において産生される。多数の単一特異的抗体としては、少なく
とも１つ、好ましくはたった１つのエピトープを含むタンパク質の特異的部分、すなわち
アミノ酸配列を対象とする様々な異なる抗体が挙げられる。単一特異的抗体を産生するた
めの方法は、当業界で周知である（例えば、Ｉｄ．，ページ１１－４２から１１－４６を
参照のこと）。
【００７８】
　モノクローナル抗体は、抗原の単一の特異的な抗原のエピトープを認識する特異的抗体
である。モノクローナル抗体分子の集団において、各抗体分子は、集団において他と全く
一致している。モノクローナル抗体を単離するために、特定のモノクローナル抗体を発現
、提示、及び／又は分泌するクローン細胞株を同定する。このクローン細胞株は、所望の
モノクローナル抗体を産生するのに用いることができる。クローナル細胞株及びそれによ
り発現されるモノクローナル抗体を調整する方法は、当業界で知られている（例えば、Ｆ
ｕｌｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ，Ｓｅｃｔｉｏｎ　ＩＩ　ｏｆ　Ｃｈａｐｔｅｒ　ＩＩ　ｉｎ：
Ｓｈｏｒｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ，２ｎｄ
　Ｅｄ．，Ａｕｓｕｂｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，ｅｄｓ．，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　ａｎｄ　
Ｓｏｎｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９９２，ページ１１－２２から１１－１１－３６を参照
のこと）。
【００７９】
　Ｔ細胞受容体（ＴＣＲ）は、抗体に遺伝学的及び構造的に関連した異なるクラスのタン
パク質である。ＴＣＲタンパク質は、免疫グロブリンスーパーファミリーに属し、抗体の
分子構造に類似した分子構造を有する。抗体と同様に、ＴＣＲは特異的なリガンドを特異
的に認識（すなわち、特異的に結合）する。ＴＣＲの複合体はＴ細胞上に提示され、Ｔ細
胞の分化及び活性化に関連した分子イベントを引き起こす目的で特異的な抗原に結合する
。抗体と同様に、ＴＣＲは特定の抗原を認識する。しかし、リガンドを結合するＴＣＲタ
ンパク質の部分の正確な構造、及びその構造に関連するアミノ酸配列の相違により、タン
パク質をコードする遺伝子が再配列及び変異により多様化するメカニズムも異なる。
【００８０】
　抗体フラグメント及び誘導体は、抗体及びＴ細胞受容体から得られ、「親」抗体又はＴ
ＣＲにより認識されるリガンドを特異的に認識する能力を保持するタンパク質である。好
ましいフラグメントとしては、Ｆａｂフラグメント（すなわち、抗原結合ドメインを含み
、ジスルフィド結合により架橋された軽鎖及び重鎖の一部を含んでなる抗体フラグメント
）；Ｆａｂ’（ヒンジ領域によりＦａｂと追加の部分の重鎖を含んでなる単一の抗原結合
ドメインを含む抗体フラグメント）；Ｆ（ａｂ’）２（重鎖のヒンジ領域における鎖間ジ
スルフィド結合により結合した２つの分子；Ｆａｂ’分子は同一又は異なるエピトープを
対象とすることができる）；及び、二重特異性Ｆａｂ（ドメインに結合する２つの抗原を
有するＦａｂ分子、それらはそれぞれ異なるエピトープを対象とすることができる）を挙
げることができる。
【００８１】
　一本鎖抗体（ｓｃＦｖ）は、１０～２５のアミノ酸により互いに結合した抗体の一本の
軽鎖及び重鎖の可変抗原結合決定領域を含んでなる。米国特許番号５，２６０，２０３；
５，８６９，６２０；５，４５５，０３０；５，５１８，８８９；５，５３４，６２１；
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４，９４６，７７８；６，０２５，１６５；及び６，０２７，７２５。
【００８２】
　一本鎖抗体の複合体も本発明の範囲であり、ジスルフィド結合Ｆｖ、又はｄｓＦｖ（ジ
スルフィド結合により結合した抗体の一本の軽鎖及び重鎖の可変抗原結合決定領域）；二
重特異性ｓＦｖ（２つの抗原結合ドメインを有するｓｃＦｖ又はｄｓＦｖ、それらはそれ
ぞれ異なるエピトープを対象とすることができる）；二特異性抗体（第一のｓｃＦｖのＶ
Ｈドメインが第二のｓｃＦｖのＶＬドメインと会合し、第一のｓｃＦｖのＶＬドメインが
第二のｓｃＦｖのＶＨドメインと会合する際に形成される二量化ｓｃＦｖ；二特異性抗体
の２つの抗原結合領域は、同一の又は異なるエピトープを対象とすることができる）；及
び、三特異性抗体（二特異性抗体と類似の方法において形成される三量化ｓＦｖ、そこで
は３つの抗原結合ドメインは単一の複合体中に作られる；３つの抗原結合ドメインは、同
一の又は異なるエピトープを対象とすることができる）が挙げられるが、これらに限定さ
れない。
【００８３】
　「抗体」という用語は、遺伝子組み換え抗体及び／又は組み換えＤＮＡ技術により産生
された抗体及び「ヒト化」抗体も含む。ヒト化抗体は、アミノ酸配列、グリコシル化パタ
ーンなどに関して、ヒト以上となるように、遺伝子操作及び／又はインビトロでの処理に
より修飾し、抗体を投与することを意図している動物における抗体又は抗体フラグメント
の抗原性を減少させた。
【００８４】
　Ｂ．　好ましい抗Ｓ１Ｐモノクローナル抗体
　好ましい二重特異性モノクローナル抗Ｓ１Ｐ抗体（抗Ｓ１ＰｍＡｂ）が開発され、Ａ．
Ｔ．Ｃ．Ｃ及び指定アクセッション番号３０６Ｄ３２６．１＃２６により寄託された。こ
の抗体は、治療分子スポンジとして用いて、Ｓ１Ｐを選択的に吸着し、それによりＳ１Ｐ
活性に関連した過剰増殖性疾患を処置する目的で、効果的なインビボの細胞外Ｓ１Ｐ濃度
を低下させることができる。これは、腫瘍容積及び転移能の減少、並びに成長する腫瘍に
供給し得る新規の血管形成の同時遮断をもたらすことができる。この抗体（及び、同等の
活性を有する分子）は、Ｓ１Ｐにより影響を受ける他の過剰増殖性疾患、例えば加齢性黄
斑変性症、線維形成に関連する疾患、及び多くの癌において生じる望まれない内皮細胞増
殖を処置するのに用いることもできる。更に、アポトーシスから細胞を保護するＳ１Ｐの
能力は、薬剤、例えば抗体により無効にされ、それにより標準的なアポトーシス促進化学
療法剤の有効性を増大させる。
【００８５】
　３．　医薬組成物
　本発明の別の側面は、組成物、例えば医薬組成物及び／又は生物学的組成物（これらに
限定されない）まで引き込む。本発明によると、「組成物」は、少なくとも１つの担体、
好ましくは生理学的に許容される担体、及び１つ以上の本発明の治療剤を含んでなる混合
物を指す。「担体」という用語は、治療剤の細胞又は組織への取り込みを阻害又は妨げな
い化学化合物を規定する。担体は、典型的には、活性成分を適切な剤形（例えば、丸剤、
カプセル、ゲル、フィルム、錠剤、微粒子（例えば、ミクロスフェア）、溶液など）へと
製剤化又は配合することを可能にする不活性物質である。「生理学的に許容される担体」
は、化合物の生物活性及び特性を抑制（減少、阻害、又は妨害）しない生理学的条件下で
の使用に適した担体である。例えば、ジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）は、生物の細胞
又は組織への多くの有機化合物の取り込みを容易にする担体である。好ましくは、担体は
、生理学的に許容される担体、好ましくは医薬として又は獣医学的に許容される担体であ
り、その中に治療剤を置く。「医薬組成物」は、担体が医薬として許容される担体である
組成物を指し、一方、「獣医用組成物」は、担体が獣医学的に許容される担体であるもの
である。「医薬として許容される担体」又は「獣医学的に許容される担体」という用語は
、生物学的に又はその他の点で所望されなくはない任意の媒体又は物質を含む、すなわち
担体は、任意の所望されない生物学的効果を引き起こさずに、或いは生物の複合体又は任
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意の成分と有害な様式で相互作用せずに、治療剤、治療組成物又は治療化合物と共に生物
に投与することができる。医薬として許容される試薬の例は、Ｔｈｅ　Ｕｎｉｔｅｄ　Ｓ
ｔａｔｅｓ　Ｐｈａｒｍａｃｏｐｅｉａ，Ｔｈｅ　Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｆｏｒｍｕｌａｒ
ｙ，Ｕｎｉｔｅｄ　Ｓｔａｔｅｓ　Ｐｈａｒｍａｃｏｐｅｉａ，Ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎ，
Ｉｎｃ．，Ｒｏｃｋｖｉｌｌｅ，Ｍｄ．１９９０において提供され、それにより本明細書
の引用文献により本願に組み込まれる。
【００８６】
　本発明の組成物は、更に、他の化学成分、例えば希釈剤及び賦形剤を含んでなることが
できる。「希釈剤」は、溶媒、好ましくは水溶性溶媒に希釈した化学物質であり、それは
溶媒中での治療剤の溶解を容易にし、治療剤又は１つ以上の成分の生物活性形態を安定化
するのにも役立つ。緩衝化溶液中に溶解した塩を、当業界の希釈剤として用いる。例えば
、好ましい希釈剤は１つ以上の異なる塩を含む緩衝化溶液である。好ましい緩衝化溶液は
、リン酸緩衝生理食塩水（特に、医薬投与を意図した組成物と併せて）であり、それはヒ
トの血液の塩条件を模倣する。緩衝塩は低濃度の溶液のｐＨを制御することができるので
、緩衝化希釈剤は治療剤の生物活性をほとんど変化させない。
【００８７】
　「賦形剤」は、適切な特性、例えば適切な稠度を与え、又は薬剤を形成するために組成
物に添加することができる任意のおおよそ不活性な物質である。適切な賦形剤及び担体と
しては、特に、充填剤、例えば砂糖、例えばラクトース、スクロース、マンニトール、又
はソルビトールセルロース調製物、例えばトウモロコシデンプン、コムギデンプン、コメ
デンプン、アガー、ペクチン、キサンタンガム、グアーガム、ローカストビーンガム、ヒ
アルロン酸、カゼインジャガイモデンプン、ゼラチン、トラガカント・ゴム、メチルセル
ロース、ヒドロキシプロピルメチル－セルロース、ポリアクリル酸塩、ナトリウムカルボ
キシメチルセルロース、及び／又はポリビニルピロリドン（ＰＶＰ）が挙げられる。必要
であれば、崩壊剤、例えば架橋ポリビニルピロリドン、アガー、又はアルギン酸又はその
塩、例えばアルギン酸ナトリムも含むことができる。他の適切な賦形剤及び担体としては
、ヒドロゲル、ゲル化性（ｇｅｌｌａｂｌｅ）親水コロイド、及びキトサンが挙げられる
。
【００８８】
　本発明の組成物は、任意の適切な方法で製剤化することができる。治療剤は、担体中に
、均一（均質）又は不均一（不均質）に分散することができる。適切な製剤としては、乾
燥製剤及び液体製剤が挙げられる。乾燥製剤としては、フリーズドライ及び凍結乾燥粉末
が挙げられる。それらは、洞又は肺へのエアロゾルの供給、或いは投与前の適切な希釈剤
中での再構成が後に続く長期の保存に特に適している。他の好ましい乾燥製剤としては、
本発明の組成物を経口投与に適した錠剤又は丸剤形態に圧縮し、又は持続放出製剤に配合
したものが挙げられる。組成物が経口投与を意図しているが、治療剤が腸の上皮に供給さ
れる場合、製剤を保護し、そこに含まれる治療剤の早期放出を防ぐために、製剤を腸溶コ
ーティングで封入するのが好ましい。当業者が認識するように、本発明の組成物を、任意
の適切な剤形中に置くことができる。丸剤及び錠剤は、いくつかのこのような剤形の代表
である。組成物は、例えば圧縮、浸漬、パン（ｐａｎ）コーティング、スプレードライな
どにより、任意の適切なカプセル又は他のコーティング物質中に封入することもできる。
適切なカプセル、ゼラチン及びデンプンから作られたものを含む。同様に、このようなカ
プセルは、１つ以上の追加の物質、例えば必要であれば腸溶コーティングでコーティング
することができる。液体製剤としては、水性製剤、ゲル、及びエマルジョンが挙げられる
。
【００８９】
　滅菌溶液又は懸濁液である液体医薬組成物は、例えば筋肉内、髄腔内、硬膜外、腹腔内
又は皮下注射により用いることができる。滅菌溶液は、静脈内に投与することもできる。
活性成分は、滅菌水、生理食塩水、又は他の適切な滅菌注入媒体を用いて、投与時に溶解
又は懸濁することのできる滅菌固体組成物として調製することができる。担体は、必要で
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不活性な結合剤、懸濁化剤、潤滑剤、着香料（ｆｌａｖｏｒａｎｔ）、甘味料、保存料、
色素及びコーティングを含むことが意図されている。
【００９０】
　本発明の組成物を、特定の所望の生物学的結果（治療効果又は保護効果（例えば、予防
接種）を挙げることができる）を達成するために薬剤として投与する場合に、本発明の治
療剤を適切な医薬用担体と組み合わせることが必要であり得ることを、当業者は認識する
だろう。医薬用担体の選択及び治療剤又は保護剤としての治療剤の調製は、意図した使用
及び投与の様式に依存するだろう。適切な製剤及び治療剤の投与方法としては、経口、肺
、鼻、口腔、眼球（ｏｃｃｕｌａｒ）、皮膚、直腸、又は膣内供給のためのものが挙げら
れる。
【００９１】
　本発明の組成物を、特定の所望の生物学的結果（治療効果又は保護効果（例えば、予防
接種）を挙げることができる）を達成するために薬剤として投与する場合に、本発明の治
療剤を適切な医薬用担体と組み合わせることが必要であり得ることを、当業者は認識する
だろう。医薬用担体の選択及び治療剤又は保護剤としての治療剤の調製は、意図した使用
及び投与の様式に依存するだろう。適切な製剤及び治療剤の投与方法としては、経口、肺
、鼻、口腔、眼球（ｏｃｃｕｌａｒ）、皮膚、直腸、又は膣内供給のためのものが挙げら
れる。
【００９２】
　本発明の組成物を、特定の所望の生物学的結果（治療効果又は保護効果（例えば、予防
接種）を挙げることができる）を達成するために薬剤として投与する場合に、本発明の治
療剤を適切な医薬用担体と組み合わせることが必要であり得ることを、当業者は認識する
だろう。医薬用担体の選択及び治療剤又は保護剤としての治療剤の調製は、意図した使用
及び投与の様式に依存するだろう。適切な製剤及び治療剤の投与方法としては、経口、肺
、鼻、口腔、眼球（ｏｃｃｕｌａｒ）、皮膚、直腸、又は膣内供給のためのものが挙げら
れる。
【００９３】
　本発明の医薬組成物は、固体、液体、エマルジョン、分散、ミセル、リポソームなどの
形態で用いることができる。ここで、得られた組成物は、活性成分として、腸内又は非経
口適用に適した有機担体若しくは賦形剤又は無機担体若しくは賦形剤との混合において、
１つ以上の本発明の化合物を含む。活性成分は、例えば通常の無毒性の医薬として許容さ
れる担体と共に、錠剤、丸剤、カプセル、坐剤、溶液、エマルジョン、懸濁液、及び使用
に適した任意の他の形態用に、配合することができる。用いることができる担体としては
、固体、半固体、又は液体形態の、グルコース、ラクトース、マンノース、アラビアゴム
、ゼラチン、マンニトール、デンプン糊、三ケイ酸マグネシウム、タルク、コーンスター
チ、ケラチン、コロイドシリカ、ジャガイモデンプン、尿素、中鎖脂肪酸トリグリセリド
、デキストラン、及び調製物の製造における使用に適した他の担体が挙げられる。更に、
補助剤、安定剤、増粘剤及び着色剤及び香料を用いることができる。
【００９４】
　本発明の治療キットは、１つ以上の追加の要素、例えば本発明の組成物の貯蔵のための
バイアル又は他の容器、使用のための説明書、及び包装材料と共に、本発明の試薬を含ん
でなる。
【実施例】
【００９５】
　以下の実施例は、本発明の特定の側面を説明し、本発明を実施する際に当業者を助ける
ために提供される。これらの実施例は、いずれかの方法において本発明の範囲を制限する
ものであるとは決して考えられるべきではない。
【００９６】
　この実施例部分における実施例は、ヒト及び動物腫瘍の動物モデルにおける薬物動態及
び毒性学の研究からの好ましい結果を実証する。多数の腫瘍細胞株、例えばＨｅＬａ細胞
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（ヒト子宮頸部腺癌）、Ｕ－８７（ヒト脳グリア芽細胞腫）、Ｕ２６６（ヒト多発性骨髄
腫）、Ａ５４９（ヒト肺）、Ｕ９３７（ヒト組織球性（ｈｉｓｔｏｃｙｔｉｃ）リンパ腫
）、ＭＣＦ－７（ヒト乳腺腺癌）、ＳＫＯＶ３（ヒト卵巣癌）、ＯＶＣＡＲ３（ヒト卵巣
癌）、ＭＤＡ ＭＢ ２３１（ヒト乳癌）、ＭＤＡ ＭＢ ４６８（ヒト乳癌）、Ｈ９２９（
ヒト骨髄腫）、ＲＰＭＩ－８２２６（ヒト多発性骨髄腫）、Ｕ９３７（ヒトリンパ腫）、
ＳＫＢＲ－３（ヒト乳癌）、及びＨＴ－２９（ヒト結腸直腸腺癌）細胞（これらに限定さ
れない）のＳ１Ｐ応答性についても記載する。これらの腫瘍細胞株は、広範な組織学的サ
ブタイプ、遺伝子異常、並びにＳ１Ｐを産生し代謝する受容体及び酵素を示す。これは、
細胞増殖、運動性、浸潤、アポトーシス、及び選ばれたグループに関しては血管新生因子
の産生を含む。多くの腫瘍細胞株が、代表的な化学療法剤であるドキソルビシン及びパク
リタキセルにより誘導されるアポトーシスを逃れる能力においてもＳ１Ｐ応答性であるこ
とも実証される。
【００９７】
　Ｓ１Ｐで誘導したアポトーシスからの保護も、抗Ｓ１Ｐ剤、抗Ｓ１ＰｍＡｂの存在下で
無効にされ得る。転移癌の重要な特徴は、腫瘍細胞が接触阻害を逃れ、元の組織から移動
することができるということである。Ｓ１Ｐの転移能を阻害する抗Ｓ１ＰｍＡｂの能力の
ように、多数の腫瘍細胞株における細胞浸潤を誘導するＳ１Ｐの潜在的な能力も報告され
ている。限定された数の細胞タイプにおいて、Ｓ１Ｐは既に実質的な基礎レベルを超えて
細胞増殖を促進する。重要なことには、インビボでの異種移植試験は、抗Ｓ１ＰｍＡｂが
、様々なヒト癌細胞及び１つのマウスメラノーマ細胞株（Ｂ１６－Ｆ１０）が与えられた
マウスにおける腫瘍容積を減少させることも実証する。
【００９８】
　Ｓ１Ｐは、インビトロ及びインビボ両方におけるヒト臍帯静脈内皮細胞（ＨＵＶＥＣ）
の移動により、血管新生を促進することが示されてきた。以下に記載する試験は、Ｓ１Ｐ
が、インビトロ及びインビボでの毛細血管様細管の形成を刺激することを確認する。更に
、この工程は、抗Ｓ１ＰｍＡｂにより阻害され得る。例えば、インビボでのマトリゲルプ
ラグ試験は、抗Ｓ１ＰｍＡｂが抗血管新生であることを明らかにする。これは、ＨＵＶＥ
Ｃを用いてインビトロで確認された。従って、Ｓ１ＰがＨＵＶＥＣをドキソルビシン及び
パクリタキセル誘導アポトーシスから保護するだけでなく、ＨＵＶＥＣの移動及び血管形
成をも刺激することが示された。更に、Ｂ１６－Ｆ１０同種移植モデルを用いて、インビ
ボでの腫瘍血管新生を減少させる抗Ｓ１ＰｍＡｂの能力を実証する実施例が示される。全
てのこれらの効果は、抗Ｓ１ＰｍＡｂにより軽減される。
【００９９】
　腫瘍細胞それ自体により産生されるＳ１Ｐに加えて、血清は、この重要な腫瘍化因子の
豊富な源である。抗Ｓ１Ｐ剤、例えば抗Ｓ１ＰｍＡｂは、血清だけでなく固形腫瘍の近辺
にも存在するＳ１Ｐを中和することができる。
【０１００】
　実施例は、いくつかの腫瘍由来のヒト細胞株における腫瘍化成長因子としてのＳ１Ｐの
多面的な効果を説明するために示され、これは我々の抗Ｓ１ＰｍＡｂが様々な癌のタイプ
において首尾よく用いることができることを示唆する。更に、示すデータは、マウス由来
の腫瘍は抗Ｓ１ＰｍＡｂで処置することができることを実証し、抗体の獣医学的適用を示
唆する。
【０１０１】
　実施例１
　抗Ｓ１ＰｍＡｂは単独で腫瘍進行を軽減する
　抗Ｓ１Ｐモノクローナル抗体（ｍＡｂ）の抗腫瘍効果を、２つの同所乳癌モデル及び１
つの卵巣癌モデルにおいて評価した。標準的プロトコルを用いて、ヌード（Ｎｃｒ　Ｎｕ
／Ｎｕ）マウスの乳房脂肪パッドにＭＤＡ ＭＢ２３１ヒト腫瘍細胞を注入することによ
り、腫瘍を発達させた。１０日後、固形腫瘍が形成した時に（～１００ｍｍ3）、抗Ｓ１
ＰｍＡｂ又は賦形剤単独の腹腔内処置を開始した。抗Ｓ１ＰｍＡｂを、２５ｍｇ／ｋｇで
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、腹腔内（ｉ．ｐ．）に、一日おきに、生理食塩水中において投与した。試験期間におい
ては、一日おきに処置を行った。腫瘍容積も、一日おきに測定し記録した。腫瘍が、ＩＡ
ＣＵＣ基準により規定されるように、その最大の大きさ（約１．５ｃｍ3）に到達した時
に、試験を終わりにし、その動物を屠殺した。微小血管の変化の免疫組織化学的評価のた
めに、腫瘍を取り、測定し、そして処理した。
【０１０２】
　図３は、抗Ｓ１ＰｍＡｂの、長期間の腫瘍容積の減少における有効性を実証する。抗Ｓ
１ＰｍＡｂの腫瘍容積を減少させる能力は、腫瘍が約４００ｍｍ3に達した後にのみ明ら
かである。この時点では、コントロール動物からの腫瘍は成長し続け、一方抗Ｓ１Ｐで処
理した動物からの腫瘍は保護成長が止まる。試験の終わりでは、固体で処理した動物で腫
瘍容積が６０％（ＡＮＯＶＡによりｐ＜０．００１）減少する。コントロール処理動物か
らの腫瘍と比較して、抗Ｓ１ＰｍＡｂは、最終的な腫瘍重量を平均４０％まで顕著に減少
させる。
【０１０３】
　同等な同所乳房脂肪パッドモデル（図４）における、ＭＤＡ　ＭＢ　４６８ヒト乳癌細
胞を用いても、好ましいインビボでの有効性が得られた。このモデルにおいては、抗体処
理動物に関して、４０％の平均腫瘍容積の減少が観察された。抗Ｓ１ＰｍＡｂで処理した
動物の腫瘍の大きさの減少は、血管新生及び腫瘍形成因子（ＩＬ－８）の減少した血清レ
ベルと関連していた。従って、試験したいずれの異種移植モデルにおいても、抗Ｓ１Ｐ抗
体は腫瘍成長を顕著に阻害した。
【０１０４】
　実施例２
　抗Ｓ１ＰｍＡｂは、インビボで腫瘍血管新生を阻害する
　Ｓ１Ｐの血管新生促進効果を中和する抗Ｓ１ＰｍＡｂの能力を調べるために、インビボ
でのマトリゲルプラグ試験を用いた。この試験はマトリゲル（マウス腫瘍から得た基底膜
を含む腫瘍残留物の独自に開発した混合物）を用いた腫瘍血管新生のための十分確立され
た動物モデルである。マトリゲルを動物に皮下（ｓ．ｃ．）注入すると、それは「プラグ
」を形成する。血管新生因子を添加すると、プラグは血管内皮細胞により浸潤され、それ
は毛細血管様血管を形成する。マトリゲルは、単独で或いは血管促進化合物として、組み
換え成長因子（ｒＧＦ）、例えばＦＧＦ又はＶＥＧＦと混合して調製し、その後６週齢の
Ｃ５７Ｂｌ／６Ｎ雌性マウスの背中に皮下注入することができる。血管及び周辺組織から
の内因性Ｓ１Ｐは、更なる血管新生促進刺激と共にプラグを供給し得る。抗体のインビボ
での性能特性に基づいて（以下を参照のこと）、抗Ｓ１ＰｍＡｂによるマウスの処理は、
利用可能な血清及び組織のＳ１Ｐのレベルを減少させ、結果としてプラグに対して利用可
能な内因性Ｓ１Ｐの濃度を減少させる。これらの実験においては、最適に刺激したプラグ
（タンパク質成長因子と内因性Ｓ１Ｐを添加）における血管新生を減少させる抗体の能力
を試験した。ｈＧＦを含むマトリゲルを受けたマウスの１つのグループは、マトリゲル移
植の１日前から開始して４８時間ごとに、抗Ｓ１ＰｍＡｂの腹腔内（ｉ．ｐ．）注入も受
けた。各処理グループ（マトリゲル、マトリゲルとｈＧＦ、又はｍＡｂ処理と伴うマトリ
ゲルとｈＧＦ）は、最少６匹のマウスからなる。１０日後に、マウスをヘパリン処理し、
蛍光性レクチン、イソレクチンＢ４－ＦＩＴＣ（これは、血管内皮細胞により発現される
接着分子と結合する）を注入した。その後、プラグを切除した。プラグの外観検査により
、コントロール（マトリゲルのみ）プラグは無色であり、一方、ｈＧＦを含むプラグは赤
く、血のような外観により示されるように明らかに血管新生を受けていたことが明らかに
なった。ｈＧＦを含む抗Ｓ１ＰｍＡｂで処理した動物からのプラグは無色であり、これは
微小血管新生の阻害を示唆した。その後、プラグをＯＣＴ寒剤（ｆｒｅｅｚｉｎｇ　ｍｅ
ｄｉｕｍ）中に埋め込み、区分化した。図５に示すように、微小血管密度を、レクチン－
ＦＩＴＣで染色した血管により定性的に評価した。血管染色は、コントロール（未処理）
プラグにおいては散在的であり、一方、ｈＦＧＦを含むプラグは血管新生の有意な証拠を
実証した（パネルＣの中央の写真）。抗Ｓ１ＰｍＡｂにより処理したマウスからのプラグ



(21) JP 4982377 B2 2012.7.25

10

20

30

40

50

は、未処理マウス（ｍＡｂなし）からのｈＧｆプラグと比較して血管形成における顕著な
減少を実証した。染色された血管の定量化により、未処理動物と比較して、抗体で処理し
た動物からのプラグを含むｈＧＦの新血管新生における１１倍の減少が明らかにされた（
図５）。この評価は、内因性血清及び組織Ｓ１Ｐの微小血管新生を促進する能力、並びに
抗Ｓ１ＰｍＡｂのインビボでの内因性Ｓ１Ｐの血管新生促進効果を中和する能力を実証す
る。
【０１０５】
　これらの結果は、インビボでの抗Ｓ１ＰｍＡｂの抗血管新生効果、及び細胞毒性化学療
法剤の恩恵を受けずに腫瘍進行を軽減させる抗Ｓ１ＰｍＡｂの劇的な効果を実証する。特
定の論理に拘束されることを望むわけではないが、このデータは、抗Ｓ１ＰｍＡｂの抗腫
瘍形成効果が、腫瘍進行を通常促進するＳ１Ｐの血管新生効果の軽減に起因し得ることを
明らかにする。従って、１つ以上の他の細胞毒性薬と併用した抗Ｓ１Ｐ剤の付加的な効果
から、いくつかの効果的な癌処置がもたらされるだろう。併用処置の付加的な抗腫瘍効果
を実証するインビトロ及びインビボでの結果を以下に示す。
【０１０６】
　実施例３
　インビボでの薬物動態及び毒性学
　インビボでの試験を開始する前に、抗Ｓ１ＰｍＡｂの毒性学的及び薬物動態特性をマウ
スにおいて決定した。抗体の半減期を測定して、抗Ｓ１ＰｍＡｂの適当な血中濃度を保持
するのにどのようにして最適に動物に投与するかを決定した。２５ｍｇ／ｋｇの抗Ｓ１Ｐ
ｍＡｂをマウスの静脈内（ｉ．ｖ．）に投与し、指定した時点で出血させた。ビオチン標
識抗Ｓ１ＰｍＡｂを用いた競合的ＥＬＩＳＡを用いて、抗体のボーラス投与後２０分から
１２０時間の間のマウスの血液中に保持されている抗体の濃度を決定した。図６は、この
ｍＡｂの血清半減期が約２０～２５時間であることを実証する。静脈注入に加えて、腹腔
内（ｉ．ｐ．）注入により抗Ｓ１ＰｍＡｂをマウスにボーラス投与した。２０分後に、９
５％以上の抗体が血流中に現れた。総合すると、これらのデータは、マウスは腹腔内又は
静脈内のいずれかにより、抗Ｓ１ＰｍＡｂを効果的に投与されることができることを示す
。
【０１０７】
　Ｓ１Ｐの多面的な性質により、抗Ｓ１ＰｍＡｂを用いた処置の結果としての全身性のＳ
１Ｐの減少によりもたらされ得る生理学的機能への潜在的な副作用を調べた。尾静脈注入
により、連続して数日間、１、３、１０、３０又は５０ｍｇ／ｋｇの抗Ｓ１ＰｍＡｂ又は
賦形剤（ＰＢＳ）でマウスを処理した。抗体の長い半減期により、投与計画の模擬実験は
、動物が７日間にわたって２倍の量の抗体を蓄積したことを示した。最後の処理の２４時
間後に、マウスを屠殺し、体液を回収し、そして器官を得た。最も高用量においてでさえ
も、全ての化学的及びＣＢＣパネル分析は、正常な範囲内であった。更に、有資格の獣医
病理学者による組織病理学検査は、任意の処置グループにおいて、マウスの肝臓、腎臓、
心臓、肺、又は脾臓における損傷又は他の病理学的変化を明らかにしなかった。試験期間
を通して、全ての処理群のマウスは、似た量の食料及び水を消費し、コントロール群と比
べて違ったように活動しなかった。体重及び活動レベルも正常であった。従って、５０ｍ
ｇ／ｋｇを含む試験した全ての用量において、抗体は十分許容されるようである。
【０１０８】
　試験的な薬物動態及び毒性試験からの情報は、動物有効性試験において動物にどのよう
に投与するかに関する見識を提供する。３日おきに１０ｍｇ／ｋｇの抗Ｓ１ＰｍＡｂを投
与する模擬実験は、かなり長期間蓄積しないマウスにおける抗体の一定の存在を実証する
（図６）。
【０１０９】
　実施例４
　抗体の特徴
　抗体の１つの重要な性能特性は、その抗原に対する特異性である。すなわちそれはその
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意図した標的と特異的に反応する。図７は、ゴールドスタンダード（ｇｏｌｄ－ｓｔａｎ
ｄａｒｄ）Ｓ１Ｐ試料（Ａｖａｎｔｉ　Ｐｏｌａｒ　Ｌｉｐｉｄｓから得、ＨＰＬＣ及び
質量分析により確認した）、並びにいくつかの他のリゾ脂質（ｌｙｓｏｌｉｐｉｄ）コン
トロールに対して試験した、抗Ｓ１ＰｍＡｂを用いた競合的ＥＬＩＳＡを示す。重要なこ
とには、抗体は、スフィンゴ脂質（ＳＰＨ）（Ｓ１Ｐの直接的な代謝前駆体）に対して交
差反応を示さなかった。更に、抗Ｓ１ＰｍＡｂは、リゾリン酸（ｌｙｓｏｐｈｏｓｐｈａ
ｔｉｃ　ａｃｉｄ）（ＬＰＡ）又はスフィンゴシルホスホリルコリン（ＳＰＣ）を認識し
なかった。ＬＰＡ及びＳＰＣは双方ともＳ１Ｐに構造的に類似している。
【０１１０】
　優れた治療抗体の別の重要な性能特性は、それが生理学的範囲において標的（すなわち
、Ｓ１Ｐ）を認識することができることである。血清Ｓ１Ｐを測定するための工業標準的
ＨＰＬＣ技術を用いた試験は、正常な血清Ｓ１Ｐレベルが４００～７００ｐｍｏｌ／ｍＬ
の範囲内であり、一方、顕著な冠動脈疾患を有する患者がより高い血清Ｓ１Ｐレベル（９
００～２，５００ｐｍｏｌ／ｍＬの範囲内）を示すことを明らかにした。データは、卵巣
患者の腹水が、血清Ｓ１Ｐレベルに近い大量のＳ１Ｐを含むことを示す。図７は、これら
の実施例で用いた抗Ｓ１ＰｍＡｂの動的（ｄｙｎａｍｉｃ）範囲を実証し、この抗体が正
常及び臨床的に適切なＳ１Ｐ濃度のいずれにおいてもＳ１Ｐを認識することができること
を示す。結果的に、抗Ｓ１ＰｍＡｂが、感受性が高く且つ特異的（すなわち、それが意図
した標的と「特異的に反応」する）である動的範囲を有する。正常なボランティアからの
ヒト血清Ｓ１ＰｍＡｂの工業標準的ＨＰＬＣ測定と、抗Ｓ１ＰｍＡｂを用いたＥＬＩＳＡ
を基礎とした測定との間の比較は、２つの方法の間の優れた一致を示し、それによりＳ１
Ｐ測定のための正確なプラットフォーム（ｐｌａｔｆｏｒｍ）としてのＥＬＩＳＡの使用
の有効性を立証した。
【０１１１】
　抗体の更なる重要な特性は、インビボの環境におけるリガンドを認識する能力である。
従って、抗Ｓ１ＰｍＡｂのヒト及びマウス血清からのＳ１Ｐを選択的に吸着する能力を、
放射能分析及び質量分析法の両方を用いるインビトロアッセイにおいて試験した。このｍ
Ａｂは、ＰＢＳ及びマウスに添加した3Ｈ－Ｓ１Ｐを、それぞれ８８％及び７７％まで効
率的に吸着することができる。コントロール（ＰＢＳ）と比較した場合に、マウスの血清
中の同じようなレベルの3Ｈ－Ｓ１Ｐを吸着するｍＡｂの能力の相違は、内因性Ｓ１Ｐ（
これは、マウスの血清中で高い濃度で存在する）にも結合するｍＡｂに起因する可能性が
最も高い。これらのデータは、血清とインビボでの有効性実験において実施したインビト
ロでの細胞バイオアッセイと一致し、これはこのｍＡｂが血清中でＳ１Ｐを効果的に中和
することができることを実証する。
【０１１２】
　総合すると、これらの結果は、特異的且つ感受性の高いＳ１Ｐに対する生体特異的モノ
クローナル抗体の開発の成功を実証する。従って、このｍＡｂ、及びＳ１Ｐと特異的に反
応することができる他の薬剤は、血清からのＳ１Ｐを効率的且つ選択的に吸着する分子「
スポンジ」又は「シンク（ｓｉｎｋ）」として治療上用いることができ、それによりイン
ビボでの細胞外液中の有効濃度を減少させることができる。更に、抗Ｓ１ＰｍＡｂ（及び
類似の試薬）は、生物試料（例えば、組織試料（例えば、生検からの））又は体液（例え
ば、血液、腹水、血清、リンパ液、唾液、尿、脳脊髄液など）中のＳ１Ｐ（又は、他の標
的分析物）のレベルを検出（定量的に、半定量的に、又は定性的に）するための試験にお
いて検出試薬として用いることができる。バイオマーカーとしてのＳ１Ｐの評価は、組織
Ｓ１Ｐ受容体レベル及びＳＰＨＫのレベルのゲノムプロファイリングと併用して、腫瘍成
長に対するＳ１Ｐへの依存により患者を階層化することができる。このような試験は、患
者の血清、腹水、又は腫瘍生検物質のＳ１Ｐ含量を測定（好ましくは、ゲノム分析と組に
して）する「テラノスティック（ｔｈｅｒａｎｏｓｔｉｃ）」プラットフォームに応用し
、それにより、どの患者が、その後実現される治療における治療薬として考案される検出
試薬を用いる治療処置により利益を享受するかを予測することを可能にする。
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【０１１３】
　実施例５
　Ｓ１Ｐの血管新生促進特性（上記を参照のこと）に加えて、腫瘍成長を促進するＳ１Ｐ
の作用が、細胞増殖を直接的に促進し、アポトーシス促進化学療法剤から細胞を保護する
分子の能力に起因することが実証された。臨床的に適切なレベルの化学療法剤（パクリタ
キセル（タキソール）及びドキソルビシン（（アンドリアマイシン）Ａｎｄｒｉａｍｙｃ
ｉｎ））に曝露した際に、アポトーシスターミナルエフェクター（カスパーゼ３）のアッ
プレギュレーション及び活性化を妨げるＳ１Ｐの能力を、いくつかの腫瘍細胞株において
試験した。図８は、これらの化学療法剤によりもたらされるアポトーシスから、Ａ５４９
、ＨＴ－２９、Ｕ２６６ＢＬ、及びＨｅＬａ細胞を保護するＳ１Ｐの能力を実証する。図
８は、パクリタキセル及びドキソルビシンが、１０％の血清を含む培地における処理の４
８時間後にカスパーゼ３の活性化を５０～１０００％まで強く誘導したことを示す。Ｓ１
Ｐの生理学的レベルに類似した条件を促進することを目的として、１０％の血清に追加の
Ｓ１Ｐ（１００ｎＭ）を加え、その後細胞を細胞毒性剤で処理した。１０％の血清で処理
した細胞と比較して、追加の外因性Ｓ１Ｐを供給した細胞は、パクリタキセル及びドキソ
ルビシンで誘導したアポトーシスから保護された。これは、添加したスフィンゴ脂質の存
在下で見られるカスパーゼ活性の顕著な（ｐ＜０．００１）減少により実証された。重要
なことには、このｍＡｂは、化学療法剤の存在下におけるＳ１Ｐの保護効果を軽減するの
に効果的であった。添加したＳ１Ｐの不在下においても、パクリタキセル及びドキソルビ
シンで誘導したカスパーゼ活性は抗Ｓ１ＰｍＡｂにより強化され（それぞれ、２５％及び
５０～２００％の増加）、これは内因性Ｓ１Ｐの保護的抗アポトーシス効果が、血清中に
存在するＳ１Ｐの選択的な抗体吸着により排除されたことを示唆する。血清がかなりの内
因性Ｓ１Ｐを有することを考慮すると、添加したＳ１Ｐの不在下における抗体の有効性は
（３番目の組のバー（ｂａｒ））、血清中のＳ１Ｐの内因性レベルがドキソルビシン又は
パクリタキセルで誘導した細胞死に対する保護をもたらすのに十分であったことを示す。
【０１１４】
　抗Ｓ１ＰｍＡｂの特異性は、構造的に類似した生体活性脂質メディエーター及びモノク
ローナル抗体にマッチした非特異的なアイソタイプを用いたコントロール実験において実
証された。Ａ５４９、ＨＴ－２９及びＵ２６６ＢＬ細胞株を用いる実験において、ＬＰＡ
はカスパーゼの活性化を減少させなかった。更に、非特異的なモノクローナル抗体はＳ１
Ｐ応答を中和せず、これによりＳ１Ｐ効果の軽減における抗Ｓ１ＰｍＡｂの特異性を示さ
れた。
【０１１５】
　類似のデータは、Ｕ２６６ＢＬ、ＭＣＦ－７、及びＨＴ－２９細胞におけるＳ１Ｐの抗
アポトーシス効果を実証した。しかし、全ての腫瘍細胞株がＳ１Ｐに対して応答するわけ
ではない。例えば、マウスメラノーマＢ１６－Ｆ１０、ヒトリンパ腫Ｕ９３７、及びヒト
卵巣ＭＤＡ ＭＢ２７７４腫瘍細胞は、ドキソルビシン又はパクリタキセルで誘導した細
胞死からそれらの細胞タイプを保護する脂質メディエーターの能力を評価した場合に、Ｓ
１Ｐに応答しなかった。更に、抗Ｓ１ＰｍＡｂは、化学療法剤の潜在的殺能力を増大させ
ず、これによりＳ１Ｐがこれらの腫瘍細胞株において発揮する効果の喪失が実証された。
【０１１６】
　実施例６
　抗Ｓ１ＰｍＡｂは、腫瘍促進サイトカイニン及びＶＥＧＦの放出を阻害する
　動物モデルにおいて、インターロイキン６及び８の発現は、卵巣癌細胞の増大した腫瘍
形成、腹水形成、血管新生、及び浸潤性に関連する。卵巣癌患者においては、ＩＬ－６の
血清レベルは、いくつかの大きさで上昇する。総合すると、これらの研究は、ＩＬ－６が
重要なモジュレーターであるか、或いは少なくとも卵巣癌の進行の指標であることを示す
。これらの理由により、抗Ｓ１Ｐモノクローナル抗体が、卵巣癌の進行を軽減する抗体の
能力の指標としてのＩＬ－６産生を減少させることができるかを調べることを決定した。
これらの試験に関しては、１０μＭのＳ１Ｐが卵巣癌細胞からのＩＬ－６の放出を刺激す
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ることができることを実証した。Ｓ１Ｐで処理した又はしない卵巣癌ＯＶＣＡＲ３細胞の
培養上清を回収し、ＥＬＩＳＡを用いて細胞馴化培地へのＩＬ－６の放出を分析した。図
９が実証するように、Ｓ１Ｐは、未処理細胞と比較して、平均２７５％までＩＬ－６の発
現を増大させた。抗Ｓ１ＰｍＡｂで前処理した細胞に関しては、ＩＬ－６の発現は顕著に
減少した。このｍＡｂの量を増大させると（０．０１～１０μｇ／ｍＬ）、用量依存的な
ＩＬ－６の発現の喪失がもたらされた。いくつかの腫瘍細胞系統を用いて、２つの他の新
血管新生因子（ＩＬ－８及びＶＥＧＦ）を用いると、同様の顕著な結果が得られた。これ
らのデータは、成長因子の放出の妨害が、抗Ｓ１Ｐ剤の付加的な効果であることを示す。
【０１１７】
　実施例７
　抗Ｓ１ＰｍＡｂは、Ｓ１Ｐで刺激した癌細胞増殖の増大を減少させる
　図１０は、3Ｈ－チミジン取り込み試験により、選択されたヒト由来の腫瘍細胞株、例
えばＡ５４９、ＨＴ－２９、ＭＣＦ－７及びＨｅＬａ細胞の増殖を増大させるＳ１Ｐの能
力を実証する。これらの癌細胞株のそれぞれにおける未処理コントロール細胞と比較した
場合に、１００ｎＭのＳ１Ｐで処理した細胞においてＤＮＡ合成が顕著（ｐ＜０．０５）
に増大した。腫瘍由来の細胞は、通常高い基礎レベルの増殖を有するが、Ｓ１Ｐはほとん
どの腫瘍細胞株において増殖を増大させるようである。重要なことには、Ｓ１Ｐにより刺
激されたＤＮＡ合成の増大は、１μｇ／ｍｌの抗Ｓ１ＰｍＡｂの添加により軽減された。
クリスタル・バイオレット染色を用いて、ＯＶＣＡＲ３、ＭＤＡ、ＭＢ２７３、及びＭＤ
Ａ ＭＢ ４６８腫瘍細胞株により同様のデータが得られた。
【０１１８】
　実施例８
　抗Ｓ１ＰｍＡｂは、Ｓ１Ｐで刺激した腫瘍細胞の転移能の増大を減少させる
　転移癌の重要な特徴は、腫瘍細胞が移動し組織を浸潤する能力を獲得することである。
Ｓ１Ｐは、インビトロでの細胞浸潤試験を用いて、乳癌、多形性膠芽腫、及びメラノーマ
細胞における転移能を促進することが示された。抗Ｓ１Ｐモノクローナル抗体が、Ｓ１Ｐ
で介在される細胞移動を妨げることができるかを評価することを決定した。腫瘍細胞にお
けるＳ１Ｐの走化性効果を評価するために、化学浸潤（ｃｈｅｍｏｉｎｖａｓｉｏｎ）試
験において一般的に用いられるインビトロでのマトリゲル細胞浸潤試験を用いた。図１１
に示すように、ヒト血清中に見出されるレベルのＳ１Ｐによる処理は、マトリゲルマトリ
クスを通してＡ５４９、ＨＴ－２９及びＭＣＦ－７細胞の浸潤における増大を誘導した。
未処理コントロール細胞と比較して、１μＭのＳ１Ｐにより、細胞移動において６～９倍
の増大が得られた。モノクローナル抗Ｓ１Ｐ抗体の添加は、腫瘍細胞浸潤をコントロール
レベルまで減少させた。４つのコントロール実験は、これらの結果の特異性を実証した。
第一に、Ａ５４９細胞をＬＰＡと共にインキュベートすることにより、細胞移動への効果
はなく、これによりこの細胞株へのＳ１Ｐの特異的な効果が実証された。第二に、非特異
的マウスＩｇＧの添加は、Ｓ１Ｐで誘導した細胞移動を阻害しなかった。第三に、抗Ｓ１
ＰｍＡｂの濃度を１μｇ／ｍＬから０．００１μｇ／ｍＬへの滴定は、全てのＳ１Ｐを効
果的に中和する抗体の能力を減少させた。第四に、Ｂ１６－Ｆ１０細胞（以前にＳ１Ｐに
対して非応答であることを決定した；実施例５を参照のこと）は、Ｓ１Ｐとのインキュベ
ーションにより移動しなかった。
【０１１９】
　実施例９
　抗Ｓ１ＰｍＡｂが腫瘍血管新生を妨げることのインビトロにおける実証
　新血管新生の過程は、腫瘍の生存及び成長に不可欠である。新血管新生は、成長する腫
瘍の中又は隣接した内皮細胞の浸潤、血管形成、及び生存に依存する。この一連の実験は
、管形成、移動、及び化学療法剤に対抗した生存の観点から、新血管新生を刺激するＳ１
Ｐの腫瘍促進能力の評価について記載する。
【０１２０】
　Ｓ１Ｐは、マトリゲル及び他の類似の試験を用いて、ヒト臍帯静脈内皮細胞（ＨＵＶＥ
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Ｃ）の移動及びインビトロでの新たな血管形成を促進することが示された。ヒト臍帯から
単離したＨＵＶＥＣは、重要な成長因子と共に調製した場合、管状毛細血管様構造を形成
する。ＶＥＧＦ及びＦＧＦのような重要なタンパク質成長因子に対する抗体は、血管形成
及び腫瘍成長を中和するが、一方、スフィンゴ脂質成長因子に対する中和抗体の抗血管新
生効果は以前調べられていなかった。図１２Ａは、成長因子を減少させたマトリゲルに播
いたＨＵＶＥＣが、生理学的に適切な血清／血漿濃度のＳ１Ｐ（４００～７００ｐｍｏｌ
／ｍＬ）の存在下で、多数の毛細血管様構造を形成したことを実証する。ＨＵＶＥＣは、
Ｓ１Ｐの不在下で毛細血管様構造を形成しなかった。更に、Ｓ１Ｐに対するモノクローナ
ル抗体は、典型的な毛細血管様構造の形成を実質的に減少させた。
【０１２１】
　内皮細胞の腫瘍の部位に移動する能力は、血管新生の間の重要な過程でもある。上記の
マトリゲル化学浸潤試験においてＨＵＶＥＣ移動を刺激する生理学的濃度のＳ１Ｐの能力
を見出した。図１２Ｂは、未処理ＨＵＶＥＣよりも２～２．５倍ＨＵＶＥＣの移動を刺激
する、０．１～１μＭのＳ１Ｐの潜在的能力を実証する。重要なことには、移動のこの刺
激は、抗Ｓ１Ｐモノクローナル抗体の添加により完全に中和された。
【０１２２】
　また、血管新生を受け、成長する腫瘍細胞に供給する内皮細胞の能力は、化学療法剤に
より誘導される細胞死を回避する細胞の能力に依存する。図１２のパネルＣ及びＤは、カ
スパーゼ３の活性化により試験されるように、細胞死からＨＵＶＥＣを強く保護するＳ１
Ｐの能力を実証する。細胞を死から保護するＳ１Ｐの能力は、抗Ｓ１ＰｍＡｂとのインキ
ュベーションにより無効にされた。更に、上記の試験と同様に、抗Ｓ１ＰｍＡｂは、ドキ
ソルビシン及びパクリタキセルにより誘導されるカスパーゼ３の活性化を促進した。これ
らの実験は、２０％の血清の存在下で実施され、血清中の内因性Ｓ１Ｐの化学療法剤によ
り誘導される細胞死からＨＵＶＥＣを保護する能力を実証する。
【０１２３】
　これらの試験は、Ｓ１Ｐが、新たな血管成長に影響を与え、細胞毒性薬から血管内皮細
胞を保護することができる有力な血管新生促進成長因子であることを確認する。これらの
結果は、抗Ｓ１Ｐ剤が、いくつかの機構、例えば化学療法により誘導される内皮細胞の細
胞死を促進するものにより、抗血管新生効果を発揮することができることを実証する。更
に、このような薬剤は、標準的な化学療法剤と併用して、臨床において血管新生を軽減し
、癌の進行を遅らせることができる。要約すると、これらの結果は、Ｓ１Ｐが、腫瘍細胞
増殖、浸潤（すなわち、転移能）、新血管新生、及びアポトーシスからの保護に著しい効
果を有する多面的な腫瘍形成成長因子であることを実証する。更に、Ｓ１Ｐは、アポトー
シス化学療法に対してほとんどの細胞タイプを保護する。細胞増殖がＳ１Ｐにより顕著に
刺激されたとしても、他のパラメーターへのＳ１Ｐの効果は非常に劇的であり、試験した
ほとんどの細胞タイプに一様に適用可能である。Ｓ１Ｐの血管新生促進効果は劇的であり
、抗Ｓ１Ｐ剤、例えば本明細書中に記載する抗Ｓ１Ｐモノクローナル抗体は、全てのこれ
らの効果を妨げる。更に、この結果は、薬剤、例えば抗Ｓ１Ｐモノクローナル抗体が他の
血管新生促進成長因子の産生を妨げることを実証し、腫瘍進行を停止させる我々の抗Ｓ１
ＰｍＡｂのための付加的な治療機構を提供する。
【０１２４】
　腫瘍の微小血管新生を妨害し、腫瘍成長（容積及び重量）を阻害する抗Ｓ１Ｐ剤の有効
性が実証された。様々な固形及び循環腫瘍タイプから得たいくつかの細胞株のスクリーン
（ｓｃｒｅｅｎ）からの優良なデータは、抗Ｓ１Ｐ剤（例えば、抗体）が、多くの癌のタ
イプ、特に血管新生に依存するものの処置において有用であり得ることを示す。本明細書
中に記載する抗Ｓ１Ｐモノクローナル抗体などの薬剤の好ましいｉｎ ｖｉｖｏでの薬物
動態及び毒性プロファイルは、抗Ｓ１Ｐ剤がヒトにおいて薬物として使用可能（ｄｒｕｇ
ａｂｌｅ）であるようであることを更に実証する。
【０１２５】
　実施例１０
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　抗Ｓ１ＰｍＡｂはインビボでの同種モデルにおいて腫瘍血管新生を妨げる
　成長する腫瘍は、血管成長に依存する。著しい毒性を有さずにこの過程を阻害し得る薬
剤は、有力な新規の抗腫瘍治療剤として役立ち得る。抗ＶＥＧＦ抗体治療剤（アバスチン
）は結腸癌のための臨床的使用に対して最近承認されたが、アバスチンは肺癌及び乳癌の
臨床試験において効果的であるとは証明されなかった。従って、腫瘍血管新生を阻害する
更なるアプローチが未だ必要とされている。実施例９に示すように、１つのこのようなア
プローチは、Ｓ１Ｐの血管新生促進効果を妨げることである。抗Ｓ１ＰｍＡｂは、Ｓ１Ｐ
により誘導される内皮細胞の移動、毛細血管成長、及びインビトロでの細胞の生存を強く
阻害することが示された。抗Ｓ１ＰｍＡｂは、血管新生のインビボでのマウスのマトリゲ
ルプラグモデルにおいて、新たな血管形成を促進するＳ１Ｐの能力を中和することも示さ
れた。従って、２つのインビボでのマウスモデルにおいて腫瘍の微小血管形成を減少する
抗Ｓ１Ｐの有効性について調べた。Ｓ１Ｐが血管新生を促進又は強化することが示された
ので、抗Ｓ１ＰｍＡｂが新たな血管形成を抑制し、腫瘍成長を妨げることが予想された。
【０１２６】
　実施例５及び８に記載したインビトロでの試験に基づいて、マウスメラノーマ腫瘍由来
の細胞株Ｂ１６－Ｆ１０がＳ１Ｐの直接的な効果に対して非応答性であることが分かった
。Ｓ１Ｐは、他のほとんどの腫瘍細胞におけるように、これらの細胞において増殖、浸潤
、又は細胞死からの保護を誘導しなかった。従って、Ｂ１６－Ｆ１０腫瘍における抗Ｓ１
ＰｍＡｂの任意の抗腫瘍効果は、Ｓ１Ｐにより誘導された腫瘍成長の阻害からではなく、
Ｓ１Ｐにより促進された腫瘍に関連する血管新生の阻害から生じるであろうと仮定された
。従って、成長する腫瘍における新血管新生の阻害は、腫瘍進行を顕著に遅らせるだろう
。従って、マウスにおけるＢ１６－Ｆ１０細胞の同所異種移植片の配置後に、抗Ｓ１Ｐｍ
Ａｂのメラノーマ腫瘍成長を妨げる能力を調べるために試験を行った。
【０１２７】
　このモデルにおいて、マウスの右側面にＢ１６－Ｆ１０細胞を移植することにより、４
週齢の雌性Ｃ５７Ｂｌ／Ｊ６マウス（メラノーマ細胞を最初に単離した系統）において腫
瘍を発達させた。腫瘍は１００ｍｍ3の容積まで確立させた（キャリパー測定により決定
した）。腫瘍が所望の容積に達し始めたら、マウスを処理群（ｎ＝６～８）へとコンピュ
ーターによりランダム化した。７５～１５０ｍｍ3の腫瘍を有するマウスを、処置のため
に選択した。この容積範囲から外れた腫瘍を有する全ての動物は、この試験に含めなかっ
た。その後、選択したマウスに、抗Ｓ１ＰｍＡｂ（２５ｍｇ／ｋｇ）、アイソタイプ適合
非特異的ｍＡｂ（２５ｍｇ／ｋｇ；植物病原菌に対する）、又は生理食塩水を３日ごとに
腹腔内に注入した。全ての処理は、二重盲式であった。腫瘍容積を、２人で毎日独立に測
定し、平均化した。腫瘍容積が最大の大きさ（ＩＡＣＵＣ基準により約１．８ｃｍ3）に
達し始めたら、全ての動物を屠殺した。最終的な腫瘍容積及び重量を記録した。全てのデ
ータの分析後のみ、試験は非盲検であった。
【０１２８】
　図１３Ａは、生理食塩水又は非特異的ｍＡｂで処理した動物と比較して、抗Ｓ１ＰｍＡ
ｂで処理したマウスからの腫瘍の容積は、時間とともに６０％減少したことを実証する。
図１３Ｂは、腫瘍の新血管新生の減少により生じる腫瘍進行の阻害を確認する。腫瘍進行
の減少は、抗Ｓ１ＰｍＡｂの抗血管新生効果に直接的に関連していると考えられる。更に
、これらのマウスは免疫力が低下しておらず、これはスフィンゴ脂質の作用の妨害が正常
な動物における腫瘍の進行を減少させることができることを示唆している。更に、この試
験は、マウス由来の腫瘍が抗Ｓ１Ｐ抗体で処理することができることを実証し、この抗体
が特にコンパニオン・アニマル及び家畜における癌処置を目的とした獣医学的適用にも有
用であるだろうことを示唆する。
【０１２９】
　実施例１１
　化学療法剤との併用における抗Ｓ１ＰｍＡｂは腫瘍進行を減少させる
　実施例１が抗Ｓ１ＰｍＡｂを単独で投与した場合に、それが腫瘍細胞を減少させるのに



(27) JP 4982377 B2 2012.7.25

10

20

30

40

50

有効であることを実証する一方で、効果的なインビボ濃度のＳ１Ｐに結合し減少させる薬
剤を、１つ以上の化学療法剤と併用して、又は手術及び放射線治療などの処置の補助とし
て与えた場合に、ヒト癌の処置はより上手くいき、或いはより多くのタイプの癌の処置に
適用することができる。実際に、かなり大きい腫瘍を有するマウス（例えば、７００～８
００ｍｍ3；ＭＤＡ ＭＢ２３１乳癌細胞を移植することにより確立した）を、抗Ｓ１Ｐｍ
Ａｂ（一日おきに２５ｍｇ／ｋｇ）単独、又は２０ｍｇ／ｋｇのボーラス投与における一
回投与のタキソール（パクリタキセル）と併用して処理した場合に、この組み合わせは、
抗体処理マウスがほぼ更なる成長を示さない相乗効果を実証した。図１４を参照のこと。
更に、化学療法処置へのＳ１Ｐ結合剤の付加が、マウスの生存率を劇的に改善した。図１
４を参照のこと。
【０１３０】
　実施例１２
　単独で投与した抗Ｓ１ＰｍＡｂは、確立したヒト卵巣腫瘍を除去する
　実施例１及び１２は、抗Ｓ１ＰｍＡｂが単独又は細胞毒性薬と併用して投与された場合
に腫瘍の大きさを減少させるのに有効であることを実証し、一方、この実施例は適切なヒ
ト腫瘍タイプを用いて、確立した腫瘍の除去を実証する、すなわち治癒がもたらされ得る
ことを実証する。
【０１３１】
　図１５は、抗Ｓ１ＰｍＡｂが、ヌードマウスにおける確立した同所ＳＫＯＶ３ヒト卵巣
腫瘍を除去するのに有効であったことを実証する。このモデルにおいて、腫瘍は処理の開
始前の２週間で確立した。ＭＲＩ分析は、全ての生理食塩水コントロールマウスが腹腔全
体に大きな腫瘍を含み、これらのマウスが観察可能な量の腹水液体を蓄積することを明ら
かにした。反対に、３日ごとに２５ｍｇ／ｋｇの抗Ｓ１ＰｍＡｂを腹腔内で処理した５匹
の動物のうち３匹において、腫瘍又は腹水は、ＭＲＩ分析又は終了後の腹腔の解剖におい
て検出されなかった。抗Ｓ１ＰｍＡｂで処理した５匹の動物のうち２匹のみが検出可能な
腫瘍を有していた；有意に、これらの腫瘍は、生理食塩水で処理した動物の腫瘍より６８
％小さかった（２３００ｍｇに対して７５０ｍｇ）（*ｐ＜０．０５）。更に、抗Ｓ１Ｐ
ｍＡｂで処理し、腫瘍を有さない動物は、腹部の周りに大量の皮下脂肪を有しておらず、
抗体処理動物により示される正常な体重及び全体的な健康を確認した。
【０１３２】
　実施例１３
　血管新生及び加齢性黄斑変性症
　この実施例に記載された実験の目的は、抗Ｓ１ＰｍＡｂが腫瘍血管新生以外のモデルに
おける血管新生を減少させることができるかを決定することである。これらの試験のため
に、加齢性黄斑変性症（ＡＭＤ）の確立された動物モデルを用いた（すなわち、細隙灯を
使用したレーザー燃焼を用いたＢｒｕｃｈ膜の破裂による脈絡膜新血管新生（ＣＮＶ））
。
【０１３３】
　ＡＭＤの視力障害は、瘢痕（すわわち、線維症、線維形成）及び新血管新生の両方の結
果である。Ｓ１Ｐは血管新新生促進性であるので、前の実施例に記載した実験で用いた抗
Ｓ１ＰｍＡｂが、内皮細胞（ＥＣ）の生存、移動、及び増殖を減少させることにより血管
新生を阻害し；線維芽細胞の生存、移動、及び増殖を減少させることにより瘢痕形成を阻
害し；そして、Ｓ１Ｐと血管新生化合物、例えばＶＥＧＦ、ｂＦＧＦ、インターロイキン
、及びＡＭＤの間制御されない血管新生に寄与する成長因子との間のクロストークを阻害
するだろうと考えられた。従って、ＡＭＤにおけるＥＣのような細胞の制御されない増殖
は、過剰増殖性細胞疾患と考えることができる。
【０１３４】
　ここでは、処理は、抗Ｓ１ＰｍＡｂ又は非特異的アイソタイプ適合マウスｍＡｂのいず
れかの硝子体内（ＩＶＲ）注入からなる。ＩＶＲ注入は、０．５ｕｇの抗Ｓ１ＰｍＡｂを
２ｕＬ又は等体積の賦形剤に希釈したものからなる。ＩＶＲ注入は、レーザー燃焼の１日
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前から開始して７日ごとに投与し、試験の期間続けた。ＩＶＲ注入の直前に、ＩＰに供給
するケタミン／キシレンによりマウスを麻酔した。麻酔下で、しばしば動物の目を通常の
生理食塩水により湿らせた。３２ゲージの注射針を用いて、それぞれの動物の右目にゆっ
くりとＩＶＲ注入を行った。全てのＩＶＲ注入に対して、保湿ワセリン含有の標準的な抗
生物質により目を覆った。マウスの瞳孔を１０分間フェニレフリン／アトロピンで拡張さ
せ、その後レーザー燃焼を誘導する前に５分間ケタミン／キシレン（５：１）で麻酔した
。レーザー用のレンズとして働く透明な眼科用媒体と共に、カバースリップを目の表面上
（下側）に置いた。光を目の中に照らし、視神経及び神経網膜を見えるようにした。その
後細いレーザーを網膜の裏に焦点を合わせ、目の裏に垂直にセットした。３つの燃焼を、
血管の間（血管を避ける）の視神経からから離れて、１つの光ディスク（視神経の大きさ
）に置いた。レーザーの設定は以下の通りであった：１００ｍＳの期間、２５０ｍＷの強
度、及び５０ミクロンの直径。レーザー燃焼は神経網膜を移動し、ＲＰＥ層の色素に焦点
を合わせ、Ｂｒｕｃｈ膜の破裂を引き起こした。燃焼の直後、流体のポケットが燃焼の周
りに形成し、燃焼の場所に印を付けた。このポケットは、燃焼の熱から広がる流体から生
じた。このポケットは結果的に消滅したが、小さな燃焼スポットは依然として観察するこ
とができた。動物を、それらが麻酔から完全に回復するまで観察した。
【０１３５】
　Ｂｒｕｃｈ膜の破裂の２週間後に、動物を屠殺し、それらの目を集め、パラホルムアル
デヒドの中に一晩置いた。その後、目をＰＢＳ中で洗い、ＲＰＥ－脈絡膜－強膜複合体を
神経網膜から単離した。その後、この複合体（～２００ミクロンの厚さ）を、トリトンＸ
－１００と抗グルタミン（ｇｌｕｔａｎｉｎ）－ローダミン抗体を含むＰＢＳ中で一晩イ
ンキュベートした。その後、この複合体を評価のために洗い、平らにのせた。共焦点顕微
鏡によるＺ線イメージングを用いて、４ミクロンの断面を複合体の上から下まで撮影する
（～５０個のイメージ）。中心の瘢痕／血管新生領域（～複合体の中央）の輪郭を手動で
描き、イメージを蛍光のバックグラウンドレベルに対して独立に分析した。バックグラウ
ンドの蛍光を、各イメージの輪郭を描いた領域から引き、その後各領域の相対的な蛍光を
分析した。その後、全体の蛍光を計算した。各動物（３つの燃焼を伴う）は、１のｎであ
った。
【０１３６】
　図１６が示すように、アイソタイプ適合非特異的モノクローナル抗体のＩＶＲ注入と比
較して、抗Ｓ１ＰｍＡｂは、ＩＶＲ注入により投与した場合、ＣＮＶ損傷形成を有意（ｐ
＜０．０５）に減少させた（～５０％の減少）。
【０１３７】
　実施例１４
　線維形成
　線維芽細胞に関連する過剰増殖性疾患（すなわち、線維形成）としては、過剰な瘢痕の
疾患（すなわち、線維症）、例えば加齢性黄斑変性症（ＡＭＤ）、心臓リモデリング、及
び心筋梗塞に関連する不全症、手術又は損傷の結果として一般的に生じるような過剰創傷
治癒、ケロイド、及び線維腫が挙げられるが、これらに限定されない。この実施例１４は
、Ｓ１Ｐが、インビトロ及びインビボにおける線維芽細胞の増殖、移動、及びコラーゲン
遺伝子発現の有力なアクチベーターであり、抗Ｓ１ＰｍＡｂがＳ１Ｐにより介在される線
維芽細胞活性の効果を減少させるのに効果的であることを実証する。更に、この抗体は、
心臓モデルにおいて瘢痕形成を軽減することが示された。
【０１３８】
　培養した線維芽細胞を用いたインビトロでの研究は、Ｓ１Ｐの、線維芽細胞の増殖（図
１７）、移動（図１８）、及びコラーゲン遺伝子発現（図１９）を活性化する有力な能力
について実証する。これらの実験において、抗Ｓ１ＰｍＡｂは、Ｓ１Ｐにより介在される
効果を軽減し、線維芽細胞活性の減少をもたらした。
【０１３９】
　線維芽細胞により介在される瘢痕形成の有益な効果を実証するために、２週間のテイク
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ダウン（ｔａｋｅ ｄｏｗｎ）に続く開胸術の間にマウスに永続的な冠状動脈結紮を与え
ることにより、心不全のインビボモデルを作り出した（図２０）。これらの試験において
は、梗塞の４８時間後に抗Ｓ１ＰｍＡｂ（２５ｍｇ／ｋｇ）を腹腔内に投与し、その後試
験の終了まで３日ごとに投与した。梗塞の誘導後４８時間を選択したのは、いくらかの瘢
痕形成がこの期間に有益であり、Ｓ１Ｐの血管新生も梗塞直後に現れるが、その後必ずし
も必要とされないであろうと考えられたからであった。更に、一般的にリモデリング過程
から生じる著しい不適応な線維症により、過剰な瘢痕形成が４８時間後の期間に逆効果で
あるだろうと考えられた。図２１は、抗Ｓ１ＰｍＡｂで処理した梗塞マウスの生存率の増
大を示し、不適応な心臓線維症の軽減が改善された生存をもたらし得ることを実証する。
【０１４０】
　本明細書中で開示し特許請求する全ての組成物、品物、及び方法は、本開示の観点にお
いて過剰な実験をせずに作り実施することができる。本発明の組成物、品物、及び方法は
、好ましい実施態様の観点から記載されているが、本発明の精神及び範囲から逸脱するこ
となく組成物、品物、及び方法に変化を適用することができることは、当業者にとって明
らかであるだろう。当業者に明らかな全てのこのような変化及び同等物は、現在存在し又
は後に開発されるかに関わらず、添付した特許請求の範囲により規定される本発明の精神
及び範囲内であると考えられる。
【０１４１】
　明細書中で言及されている全ての特許、特許出願、及び刊行物は、本発明が関連する当
業者のレベルを示す。全ての特許、特許出願、及び刊行物は、全ての目的のために、そし
てそれぞれの刊行物が、任意の及び全ての目的のためにその全てが引用文献により組み込
まれることが具体的且つ個々に示されているのと同じ程度に、それらの全てが引用文献に
より本明細書中に組み込まれる。
【０１４２】
　本明細書で適切に例証的に記載された発明は、本明細書に具体的に開示されていない任
意の要素の不在下で実施することができる。従って、例えば、本明細書中のそれぞれの場
合において、「を含んでなる」、「から本質的になる」、及び「からなる」という用語は
いずれも、他の２つの用語のいずれかと置き換えることができる。用いた用語及び表現は
、限定ではなく説明の用語として用いられ、このような用語及び表現の使用において、示
し記載した特徴又はその部分の任意の同等物を排除する意図は存在せず、特許請求する本
発明の範囲内で様々な変更が可能であることが認識される。従って、本発明が好ましい実
施態様及び選択的な特徴により具体的に開示されたが、本明細書に開示した概念の変更及
び変化は当業者により行われることができ、このような変更及び変化は添付した特許請求
の範囲により規定した本発明の範囲内であると考えられることが理解されるべきである。
【図面の簡単な説明】
【０１４３】
【図１】図１は、スフィンゴミエリナーゼシグナル伝達カスケードの要素を示す説明図で
ある。
【図２】図２は、過剰増殖性疾患、例えば癌のためのスフィンゴ脂質をベースとした処置
に関するいくつかの介入点を示す図である。説明するように、ほとんどの介入点はタンパ
ク質標的、典型的にはスフィンゴ脂質シグナル伝達経路における酵素であり、その最も顕
著なものはＳＫである。抗Ｓ１Ｐ抗体により代表される、抗Ｓ１Ｐ分子スポンジアプロー
チは、Ｓ１Ｐを失活させることを可能にし、それによりその腫瘍形成促進（ｐｒｏ－ｔｕ
ｍｏｒｉｇｅｎｉｃ）作用を阻害する。抗体アプローチの利点は、低い毒性、長い半減期
、及びその標的に対する治療抗体の特異性である。
【図３】図３は、抗Ｓ１ＰｍＡｂがＭＤＡ　ＭＢ　２３１乳癌の進行を遅れさせることを
示すグラフである。コントロール及び抗Ｓ１ＰｍＡｂで処理した動物からの同所腫瘍の容
積を示す。差込は、最終腫瘍容積を表す（*ｐ＜０．０１）。
【図４】図４は、抗Ｓ１ＰｍＡｂがＭＤＡ ＭＢ４６８乳癌の進行を遅らせることを示す
グラフである。コントロール及び抗Ｓ１ＰｍＡｂで処理した動物からの同所腫瘍の容積を



(30) JP 4982377 B2 2012.7.25

10

20

30

40

50

示す。差込は、最終腫瘍容積を表す（*ｐ＜０．０１）。
【図５】図５は、Ｓ１Ｐ及び他の成長因子が、インビボにおいて移植されたマトリゲルプ
ラグの微小血管新生を刺激し、効果が抗Ｓ１ＰｍＡｂにより強く阻害され得ることを示唆
するデータを示す。パネルＡ：血管新生の指標としての、１０日後のマトリゲルプラグか
らの相対的蛍光の定量化。パネルＢ：細胞浸潤を決定するための、マトリゲルプラグ低温
切開片のＨ＆Ｅ染色。値は、コントロールと比べた増加の倍数として表す。パネルＣ：イ
ソレクチン－ＦＩＴＣで染色したマトリゲルプラグの低温切開片は、ｈＧＦを含むプラグ
の微小血管新生及び２５ｍｇ／ｋｇの抗Ｓ１ＰｍＡｂで処理したマウスからのｈＧＦを含
むプラグ中の血管の減少を実証する。有意性を決定するために、Ｔ－検定を用いた。コン
トロール対ｈＧＦ又はＳ１Ｐに関しては*ｐ＜０．０１；ｈＧＦ又はＳ１Ｐ対Ｓ１Ｐ又は
Ｓ１Ｐ＋ｍＡｂに関しては**ｐ＜０．０１。
【図６】図６は、マウスにおける特定の抗Ｓ１ＰｍＡｂの半減期が２６時間であることを
証明する２つのグラフ、Ａ及びＢを示す。パネルＡ。マウスを、２５ｍｇ／ｋｇの抗Ｓ１
ＰｍＡｂのボーラス投与で処理した。指定された時点での血清中のｍＡｂの濃度を、競合
的ＥＬＩＳＡを用いて測定した。２つの区画の計算を用いて、抗体の半減期を２６時間で
あると決定した。この実験は、各時点での複製マウスを用いて、３回繰り返した。パネル
Ｂ。８日間３日ごとに投与した、１０ｍｇ／ｋｇの抗Ｓ１ＰｍＡｂの投与の刺激。
【図７】図７は、抗Ｓ１ＰｍＡｂが特異的でＳ１Ｐに対して感受性が高く、構造的に類似
の生体活性脂質を認識しないことを実証する２つのグラフ、Ａ及びＢを示す。パネルＡは
、プレート上でＳ１Ｐに結合したｍＡｂに対して競合するＳ１Ｐ、ＳＨＰ、ＬＰＡ又はＳ
ＰＣを用いた競合的ＥＬＩＳＡの結果を示す。遊離Ｓ１Ｐのみが結合に関して競合するこ
とができ、これは抗Ｓ１ＰｍＡｂの特異性を実証する。パネルＢは、抗Ｓ１ＰｍＡｂの感
受性を実証する競合的ＥＬＩＳＡの結果を示す。抗Ｓ１ＰｍＡｂは、５ｎＭのＳ１Ｐの違
いを検出することができる。
【図８】図８は、処置計画に対して腫瘍容積の増加をプロットした３つの棒グラフを示す
。これらのデータは、Ｓ１Ｐが化学療法剤の存在下での死から多くの腫瘍細胞を特異的に
保護するが、この保護効果がこれらの実験で用いられる抗Ｓ１ＰｍＡｂにより無効にされ
得ることを示す。細胞を、５００ｎＭのパクリタキセル（Ｔａｘ）又は１μＭのドキソル
ビシン（Ｄｏｘ）及び＋／－１００ｎＭのＳ１Ｐ及び抗Ｓ１ＰｍＡｂ（１μｇ／ｍＬ）で
４８時間処理した。細胞死は、活性化カスパーゼ３の検出により試験した。全てのデータ
は、少なくとも３つの独立の実験の平均±ＳＥＭである。ｐ＜０．０１、ＮＴ対Ｄｏｘに
関しては*、Ｄｏｘ対Ｄｏｘ＋ｍＡｂに関しては**、Ｄｏｘ対Ｄｏｘ＋Ｓ１Ｐに関しては*

*、Ｄｏｘ＋Ｓ１Ｐ対Ｄｏｘ＋Ｓ１Ｐ＋ｍＡｂに関しては****。
【図９】図９は、ＯＶＣＡＲ３細胞からのＩＬ－６のＳ１Ｐ誘導発現が、抗Ｓ１ＰｍＡｂ
（０～１０μｇ／ｍＬ）及び＋／－１０μＭのＳ１Ｐにより軽減されることを示すヒスト
グラムを示す。Ｓ１Ｐは、ＩＬ－６の放出を誘導し、そのｍＡｂにより無効にされる。
【図１０】図１０は、Ｓ１Ｐが腫瘍細胞増殖を刺激することを実証するデータを示し、こ
の活性は抗Ｓ１Ｐモノクローナル抗体により抑えられ得る。細胞を、１００ｎＭのＳ１Ｐ
及び１ｕｇ／ｍＬの抗Ｓ１ＰｍＡｂの存在下又は不在下でインキュベートした。このグラ
フは、４８時間後の３［Ｈ］－チミジンの組み込みにより決定される、増加比率（コント
ロールを超えた）を示す。データセットは、３重で実施した３回の実験の平均±ＳＥＭで
ある。ステューデントＴ－検定は、ｐ＜０．００１を示す。ＮＴ対Ｓ１Ｐに関しては*、
Ｓ１Ｐ対Ｓ１ｐ＋ｍＡｂに関しては**。
【図１１】図１１は、Ｓ１Ｐがマトリゲルの腫瘍細胞浸潤を刺激するが、この活性は抗Ｓ
１Ｐモノクローナル抗体により軽減され得ることを実証するデータを示す。細胞を、１μ
ＭのＳ１Ｐを用いて、また抗Ｓ１ＰｍＡｂ（１μｇ／ｍｌ）を用いて又は用いずに、マト
リゲルチャンバー中で２０～２２時間処理した。マトリゲル膜に移動した細胞の数を、５
つの領域でカウントした。データは、３つの独立した実験の平均±ＳＥＭである。グルー
プ間のＴ－検定を用いた統計的有意性は、以下の通りである：ｐ＜０．０１、ＮＴ対Ｓ１
Ｐに関しては*、Ｓ１Ｐ対Ｓ１Ｐ＋ｍＡｂに関しては◆。
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【図１２】図１２は、Ｓ１ＰがＨＵＶＥＣ管形成の誘導、移動、及び死からの保護により
新血管新生を促進することを実証するデータを示し、この活性は抗Ｓ１ＰｍＡｂにより減
少され得る。パネルＡ：マトリゲル上に播かれ、管形成を評価するために６時間インキュ
ベートしたＨＵＶＥＣの代表的な顕微鏡写真。パネルＢ：ＨＵＶＥＣを、マトリゲル浸潤
チャンバー中において、６時間１μＭのＳ１Ｐ＋／－抗Ｓ１ＰｍＡｂ（１μｇ／ｍｌ）で
処理した。マトリゲル膜に移動した細胞の数を、５つの領域においてカウントした。パネ
ルＣ及びＤ：ＨＵＶＥＣを、５０ｎＭのパクリタキセル（Ｔａｘ）又は１μＭのドキソル
ビシン（Ｄｏｘ）及び＋／－Ｓ１Ｐ（１μＭ）及び抗Ｓ１ＰｍＡｂ（１μｇ／ｍＬ）を用
いて、２４時間処理した。細胞死を、活性化カスパーゼ３の検出により試験した。全ての
データセットは、３重で実施した３つの独立の実験の平均±ＳＥＭである。パネルＢ～Ｄ
に関しては、Ｔ－検定を用いた有意性は少なくともｐ＜０．０１であった。ＮＴ対Ｓ１Ｐ
又はＤｏｘ／Ｔａｘ対Ｄｏｘ／Ｔａｘ＋Ｓ１Ｐに関しては*、Ｓ１Ｐ対Ｓ１Ｐ＋ｍＡｂ又
はＤｏｘ／Ｔａｘ＋Ｓ１Ｐ対Ｄｏｘ／Ｔａｘ＋Ｓ１Ｐ＋ｍＡｂに関しては◆。
【図１３】図１３は、抗Ｓ１ＰｍＡｂが腫瘍血管新生を顕著に減少することを示す。マウ
スメラノーマ（Ｂ１６－Ｆ１０）腫瘍を、Ｃ５７ＢＬ／Ｊ６マウスで同所的に定着させた
。時間経過における平均腫瘍容積（Ａ）と最終的な腫瘍容積（Ｂ）を示す。処理は、抗Ｓ
１ＰｍＡｂ（ｎ＝８）、非特異的ｍＡｂ（ｎ＝７）、又は生理食塩水（ｎ＝６）からなる
。データは、平均＋／－ＳＥＭである。統計的有意性を、ＡＮＯＶＡにより決定した。パ
ネルＢは、切除した腫瘍のイソレクチン－Ｂ５染色に基づいた腫瘍血管新生の定量化を示
す。
【図１４】図１４は、抗Ｓ１ＰｍＡｂ単独（２５ｍｇ／ｋｇ　腹腔内　一日おき）又は２
０ｍｇ／ｋｇのタキソール（プラキシタキセル（ｐｌａｘｉｔａｘｅｌ））のボーラス投
与との組み合わせで処理したＭＤＡ ＭＢ ２３１細胞に関するデータを図示する。
【図１５】図１５は、ヒト卵巣ＳＬＯＶ３腫瘍に関する実験からのデータを提供する。腫
瘍は、抗Ｓ１ＰｍＡｂを用いた処理により減少した。パネルＡ：コントロール及び抗体で
処理したマウスの最終腫瘍重量。データは、５つの未処理コントロール及び５つのｍＡｂ
処理マウスの平均±ＳＥＭである。*ｐ＜０．０１。パネルＢ～Ｃ。代表的なコントロー
ル（Ｂ）及びｍＡｂで処理したマウス（Ｃ）の腹腔のＭＲＩイメージも提供する。コント
ロールマウスのイメージは、大きな腫瘍及び腹水を明らかにした。このｍＡｂで処理した
マウスは、腫瘍がなく、腹水も欠いていた。５つのｍＡｂで処理したマウスのうち３つに
おいて、そのようであった。
【図１６】図１６は、抗Ｓ１ＰｍＡｂ（スフィンゴマブ（ｓｐｈｉｎｇｏｍａｂ））又は
アイソタイプ適合マウスＩｇＧ1カッパマウス抗体のいずれかを硝子体内注入した後に、
レーザーで焼くことにより誘導したＣＮＶ損傷の容積を示す。
【図１７】図１７は、線維芽細胞増殖のＳ１Ｐにより介在された刺激を示す。原発性マウ
ス心臓線維芽細胞を、５μＭのＳ１Ｐで２４時間処理した。細胞の生存能力を、３Ｈ－チ
ミジンの組み込みを用いて測定し、増殖を評価した。差込は、Ｒｈｏ及び細胞増殖におけ
る他のシグナル伝達要素及び線維芽細胞のＳ１Ｐへの移動応答の推定の役割を示す。
【図１８】図１８は、Ｓ１Ｐが心臓線維芽細胞における移動を増大させ、その効果は抗Ｓ
１Ｐ抗体により無効にされ得ることを示す。５００ｎＭは、最も良好な移動応答を導き、
２倍超の移動の増大をもたらす。***ｐ＜．００１。
【図１９】図１９は、Ｓ１Ｐが単離した線維芽細胞においてコラーゲンの発現を誘導する
ことを示す。最上部のパネルは、コラーゲンプロモーターにより駆動するＧＦＰ発現の代
表的な写真である。グラフは、３つの別々の実験から定量した蛍光（ＦＵ＝平均蛍光単位
／ｍｇタンパク質）をプロットする。
【図２０】図２０は、抗Ｓ１ＰｍＡｂが、永続的梗塞を所与し、２週間後に屠殺したマウ
スの心臓における線維化を減少させ得ることをグラフにより示す。
【図２１】図２１は、永続的な心筋梗塞を受け、賦形剤コントロール（レッドライン）又
は２５ｍｇ／ｋｇのいずれかを用いて、３日おきに、腹腔内に処理したマウスのカプラン
・マイヤープロットを示す。
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