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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　治療用抗体に対して好ましく応答する傾向があるがん患者を同定するための非侵襲的方
法であって、
（ａ）少なくとも１つの所定の波長の励起光を前記患者の所定領域へと方向付けるステッ
プと、
（ｂ）蛍光標識された治療用抗体から放射される、（ａ）の所定の波長から識別可能な波
長を有する放射光を近赤外蛍光イメージング（ＮＩＲＦ）により検出し、検出した放射光
に基づき、前記治療用抗体に対して好ましく応答する傾向があるがん患者を同定するステ
ップと
を含み、
　前記がん患者が、蛍光標識された形態にある前記治療用抗体を、同定前に施された患者
であり；前記蛍光標識された治療用抗体が、がん患者の腫瘍細胞に結合し；かつ
　患者に由来する組織試料中の腫瘍細胞のサブセットをエクスビボにおいて検出するステ
ップをさらに含み、前記患者が、蛍光標識された治療用抗体を、前記組織試料の摘出前に
施された患者であり；前記蛍光標識された治療用抗体が、がん患者の腫瘍細胞に結合する
、方法。
【請求項２】
　前記患者が、がんを患うと診断された患者である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
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　前記患者の前記所定領域が、前記患者の少なくとも乳房、肝臓、腎臓、膀胱、肺、前立
腺、または膵臓を含む、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　前記がんが乳がんである、請求項１から３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５】
　前記蛍光標識が、量子ドット剤、蛍光染料、ｐＨ感受性蛍光染料、電圧感受性蛍光染料
、および蛍光標識されたマイクロスフェアからなる群から選択される、請求項１から４の
いずれか一項に記載の方法。
【請求項６】
　前記細胞のサブセットが、直接的または間接的免疫組織化学により検出される、請求項
１から５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　前記免疫組織化学が、以下のステップ：
（ａ）前記組織試料を、免疫組織化学に適する条件下で用意するステップ；
（ｂ）場合によって、前記組織試料を固定するステップ；
（ｃ）治療用抗体、およびこれにより、細胞のサブセットを、直接的または間接的に検出
するステップ
を特徴とする、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　がん患者が、異種移植片腫瘍モデルである、請求項１から７のいずれか一項に記載の方
法。
【請求項９】
　前記異種移植片腫瘍モデルが、腫瘍を含む、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　前記腫瘍が、ヒトに由来する、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　前記異種移植片腫瘍モデルが、マウス、ラット、モルモット、ハムスター、またはヒト
以外のサルである、請求項８から１０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１２】
　－　前記異種移植片腫瘍モデルにおいて、前記治療用抗体を、前記異種移植片腫瘍モデ
ル内のその標的に結合させた後で、近赤外蛍光イメージング（ＮＩＲＦ）により検出する
ステップと；
　－　前記治療的に有効な抗体を前記異種移植片腫瘍モデル内の前記標的に結合させた後
で、最も強い蛍光シグナルを示す異種移植片腫瘍モデルを選択するステップと
をさらに含む、請求項８から１１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１３】
　前記異種移植片腫瘍モデルが、蛍光標識された治療用抗体を、前記治療用抗体を検出す
る前に投与される、請求項８から１２のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１４】
　治療用抗体に対して好ましく応答する傾向があるがん患者を同定するためのキットであ
って、
（ａ）少なくとも１つの所定の波長の励起光を前記患者の所定領域へと方向付けるための
手段と、
（ｂ）蛍光標識された治療用抗体から放射される、（ａ）の所定の波長から識別可能な波
長を有する放射光を近赤外蛍光イメージング（ＮＩＲＦ）により検出するための手段であ
って、検出した放射光に基づき、前記治療用抗体に対して好ましく応答する傾向があるが
ん患者を同定するための手段と
を含み、
　前記がん患者が、蛍光標識された形態にある前記治療用抗体を、同定前に施された患者
であり；前記蛍光標識された治療用抗体が、がん患者の腫瘍細胞に結合し；かつ
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　エクスビボにおいて、蛍光標識された治療用抗体が患者からの組織試料中の腫瘍細胞の
サブセットに結合することを検出するための手段をさらに含み、前記患者が、蛍光標識さ
れた治療用抗体を、前記組織試料の摘出前に施された患者であるキット。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、治療用抗体に対して好ましく応答する傾向がある癌患者を同定する方法およ
び手段の他、治療用抗体についての前臨床試験に最も適格な異種移植片腫瘍モデルをイン
ビボにおいて選択する方法を提供する。これらの方法は、その単純さ、短い走査時間、お
よび危険のない放射のために優れたイメージング技術である、近赤外蛍光イメージングを
適用する。
【背景技術】
【０００２】
　動物モデルとは、工程中に実際のヒトに危害を及ぼす危険性を伴わずに疾患をよりよく
理解する目的で、ヒト疾患の研究および探索において用いられる、ヒト以外の生きた動物
である。選択される動物は通常、必要に応じて、ヒトの生理学的特質に類似する形で疾患
またはその処置に反応するように決定されたヒトとの分類学的同等性を満たす。ヒト疾患
のためには、動物モデルを用いることにより多くの薬物、処置、および治癒が開発されて
いる。
【０００３】
　癌のマウスモデルは、ヒト臨床試験を進めるために新たな抗癌薬の適格性を調べるのに
、長期間にわたり用いられている。最もよく用いられているモデルは、無胸腺（ヌード）
マウスまたは重度複合免疫不全（ＳＣＩＤ）マウスなどの免疫不全マウスにおいて皮下増
殖させたヒト腫瘍の異種移植片である（ＳａｕｓｖｉｌｌｅおよびＢｕｒｇｅｒ、Ｃａｎ
ｃｅｒ Ｒｅｓ．（２００６）、６６：３３５１～３３５４；Ｋｅｒｂｅｌ、Ｃａｎｃｅ
ｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ ＆ Ｔｈｅｒａｐｙ ２：４：増刊１（２００３）：Ｓ１３４～Ｓ１３
９；Ｔｒｏｉａｎｉら、Ｃｒｉｔ．Ｒｅｖ．Ｏｎｃｏｌ／Ｈｅｍａｔｏｌ（２００８）、
６５：２００～２１１）。
【０００４】
　新たな潜在的医薬についての試験は、その医薬についての、動物における前臨床試験を
要請する。とりわけ、医薬として試験する分子を選択したら、利用可能な適格性が最良の
動物モデルを有することが重要である。ヒト用の抗腫瘍薬を試験する場合は、利用可能な
最も適切な異種移植片腫瘍モデルを有することが要請される。実のところ、各特定のモデ
ルの関与性は、同じヒト腫瘍型において観察される組織学的特質、生理学的効果、生化学
的経路、および転移パターンをどれほど近似的に再現するのかに依存する。したがって、
最も適切な異種移植片モデルの作製および選択が最重要である。とりわけ、抗癌抗体を試
験する場合は、利用可能な最も適切な異種移植片モデルを有することが高度に所望される
。
【０００５】
　こうして、研究者らは、同系モデル、ヒト腫瘍異種移植片モデル、同所性モデル、転移
モデル、トランスジェニックモデル、および遺伝子ノックアウトモデルを含め、患者の臨
床試験にかける化合物および処置を選択するための多くのモデルを開発した。しかし、モ
デルの開発に多大な努力が投入されたが、モデルを、医薬、例えば、抗体を試験するのに
要請される必要に適合させるのに有効な戦略は利用可能となっていない。特に、多くのモ
デルが利用可能であるが、研究者らが、例えば、潜在的な、治療的に有効な抗体について
それらを試験するのに最も適切なモデル（異種移植片モデル）を選択することを可能とす
る基準は、利用可能となっていない。したがって、より良好な異種移植片モデルが利用可
能でありえたにもかかわらず、誤った（すなわち、不適合性の）異種移植片モデルを選択
することが生じうる。しかし、誤った異種移植片モデルは、抗体の標的を大量に発現させ
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ることが知られていたために選択された可能性もあり、インビトロの免疫組織化学により
決定される抗体－標的間相互作用の解析において良好な効能を示した可能性もある。した
がって、より適切なモデルが利用可能でありえたにもかかわらず、最も適切な異種移植片
モデルの選択を可能とする手段および方法が手中になかったために選択されなかったこと
になろう。
【発明の概要】
【０００６】
　よって、本発明の技術的問題は、上記の必要を満たすことである。
【０００７】
　本発明は、これらの必要に対処し、これにより、技術的問題に対する解決として、手段
、例えば、ツールおよびキットの他、治療的に有効な抗体についての前臨床試験に最も適
格な異種移植片腫瘍モデルをインビボにおいて選択するためにこれらの手段を適用する方
法および使用に関する実施形態を提供する。同様に、本発明は、治療用抗体に対して好ま
しく応答する傾向がある癌患者を同定する手段および方法も提供する。
【発明を実施するための形態】
【０００８】
　本明細書では、これらの実施形態が特徴付けられ、記載され、実施例では、これらが例
示され、特許請求の範囲では、これらが反映される。
【０００９】
　本明細書で用いられる単数形の「ある（ａ）」、「ある（ａｎ）」、および「その」は
、文脈により別段に明確に示されない限り、複数の言及を包含することに注意しなければ
ならない。したがって、例えば、「ある試薬」に対する言及は、このような異なる試薬の
うちの１または複数を包含し、「その方法」に対する言及は、当業者に知られている同等
なステップおよび方法であって、改変することもでき、本明細書で記載される方法と置換
することもできるステップおよび方法に対する言及を包含する。
【００１０】
　本開示で引用される全ての刊行物および特許は、参照によりそれらの全体において組み
込まれる。参照により組み込まれる文献が、本明細書と矛盾するか、または不整合である
程度において、本明細書は、任意のこのような文献に優先される。
【００１１】
　別段に示されない限り、一連の要素に前置される「少なくとも」という用語は、その一
連の要素の中のあらゆる要素を指すと理解すべきである。当業者は、本明細書で記載され
る本発明の特定の実施形態との多くの同等物を認識するか、または日常的な実験だけを用
いてこれらを確認することができるであろう。このような同等物は、本発明に包摂される
ことが意図される。
【００１２】
　後続する本明細書および特許請求の範囲の全体において、文脈が別段に要請しない限り
、「～を含む（ｃｏｍｐｒｉｓｅ）」という語、ならびに「～を含む（ｃｏｍｐｒｉｓｅ
ｓ）」および「～を含む（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」などの変化形は、言明された整数も
しくはステップまたは整数もしくはステップの群の包含を含意するが、他の任意の整数も
しくはステップまたは整数もしくはステップの群の除外は含意しないと理解される。本明
細書で用いられる場合の「～を含む」という用語は、「～を含有する」という用語、また
は、場合によって、本明細書で用いられる場合の「～を有する」という用語で置換するこ
とができる。
【００１３】
　本明細書で用いられる場合の「～からなる」は、特許請求の範囲内の要素に特定されな
い任意の要素、ステップ、または成分を除外する。本明細書で用いられる場合の「～から
本質的になる」は、特許請求の範囲の基礎的で新規な特徴に物質的に影響を及ぼさない材
料またはステップを除外しない。本明細書の各場合において、「～を含む」、「～から本
質的になる」、および「～からなる」という用語のうちのいずれかは、他の２つの用語の
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うちのいずれかで置き換えることができる。
【００１４】
　本明細書で用いられる列挙される複数の要素の間の「および／または」という接続詞用
語は、個別の選択肢および組み合わされた選択肢の両方を包摂するものとして理解される
。例えば、２つの要素を「および／または」で接続する場合、第１の選択肢は、第２の要
素を伴わない第１の要素の適用可能性を指す。第２の選択肢は、第１の要素を伴わない第
２の要素の適用可能性を指す。第３の選択肢は、第１の要素と第２の要素とを併せた適用
可能性を指す。これらの選択肢のうちの任意の１つは、その意味の範囲内に収まる、した
がって、本明細書で用いられる「および／または」という用語の要請を満たすと理解され
る。また、並列される複数の選択肢の適用可能性もその意味の範囲内に収まり、したがっ
て、本明細書で用いられる「および／または」という用語の要請を満たすと理解される。
【００１５】
　本明細書で記載される「好ましい実施形態」は、「本発明の好ましい実施形態」を意味
する。また、本明細書で記載される「多様な実施形態」および「別の実施形態」も、それ
ぞれ、「本発明の多様な実施形態」および「本発明の別の実施形態」を意味する。
【００１６】
　本明細書の本文全体では、いくつかの文書が引用される。本明細書で引用される文書（
全ての特許、特許出願、研究刊行物、製造元の規格書、指示書などを含めた）の各々は、
前出であれ、後出であれ、参照によりそれらの全体において本明細書に組み込まれる。本
明細書におけるいかなる内容も、本発明が、先行の発明によりこのような開示に先行する
権利が与えられていないことの容認として解釈すべきではない。
【００１７】
　治療的に有効な抗体についての前臨床試験に最も適格な異種移植片腫瘍モデルを選択す
ることを目的とする本出願の発明者らは、本明細書で記載される本発明の方法であって、
最も適格な異種移植片腫瘍モデルの選択を可能とする方法を開発した。
【００１８】
　したがって、本発明は、治療的に有効な抗体についての前臨床試験に最も適格な異種移
植片腫瘍モデルをインビボにおいて選択する非侵襲的方法であって、
（ａ）１または複数の異種移植片腫瘍モデルにおいて、蛍光標識された前記治療的に有効
な抗体を、前記異種移植片腫瘍モデル内のその標的に結合させた後で、近赤外蛍光イメー
ジング（ＮＩＲＦ）により検出するステップと；
（ｂ）前記治療的に有効な抗体を前記異種移植片腫瘍モデル内の前記標的に結合させた後
で、最も強い蛍光シグナルを示す異種移植片腫瘍モデルを選択するステップと
を含む方法を提供する。
【００１９】
　したがって、本発明の方法は、治療的に有効な抗体についての前臨床試験に最も適格な
（すなわち、適切な）異種移植片腫瘍モデルをインビボにおいて選択するものであり、本
質的にそうである。本発明の方法はまた、異種移植片腫瘍モデルを、治療的に有効な抗体
についての前臨床試験に最適化するものでもある。
【００２０】
　本発明の方法はまた、好ましくは、ヒト癌の組織学的に無傷な断片（細胞、腫瘍組織を
含めた）を含めた腫瘍が、ヒト患者から直接採取（外植）され、ヒト以外の哺乳動物（好
ましくは、マウスまたはラット）の対応する場所（ヒト以外の動物のそれぞれの器官を含
めた）へと植え込まれる点で、抗体ベースの療法をカスタマイズするのにも適用すること
ができる。したがって、治療的に有効な抗体を、抗体ベースの療法に最も有効であるのか
どうかについて試験することができる。したがって、このような同所性モデルは、ヒトに
おける腫瘍のインビボ状況を反映すると見なされる（さらなる詳細については、本明細書
の別の箇所を参照されたい）。しかし、本発明の方法は、異種移植片腫瘍モデルに限定さ
れるものではなく、また、治療用抗体に対して好ましく応答する傾向がある癌患者を同定
するのにも適用可能である。言い換えれば、本発明の方法はまた、本明細書の下記で詳細
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に記載される通り、患者を層別化する目的でも用いられる。加えて、標識抗体は、術中術
にも適用することができる。この近赤外誘導術は、腫瘍組織の同定において外科医師を支
援する。さらに、標識抗体は、内視鏡手順に基づく腫瘍組織の診断も支援しうる。
【００２１】
　したがって、本発明は、腫瘍が皮下で増殖する異種移植片腫瘍モデルまたは同所性異種
移植片腫瘍モデルなど、１または複数の異種移植片腫瘍モデルを作製し、その結果、本発
明の方法を実施することにより治療的に最も有効な抗体について試験するのに最も適格な
異種移植片腫瘍モデルを選択する点で、抗体ベースの療法の調整を可能とする。
【００２２】
　さらに、本発明の方法は、少なくとも２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１５、
２０、３０、４０、５０以上の異種移植片腫瘍モデルを含む潜在的な異種移植片腫瘍モデ
ルのパネルが、治療的に有効な抗体についての前臨床試験に適するかどうかについての試
験を可能とする。とりわけ、本明細書で記載される方法は、２、３、４、５、６、７、８
、９、１０、１５、２０、３０、４０、５０以上の異種移植片腫瘍モデルについての同時
的な試験を可能とする。
【００２３】
　本明細書で記載される方法および使用は、治療的に有効な抗体についての前臨床試験に
最も適格な異種移植片腫瘍モデルの、インビボにおけるリアルタイムの選択を可能とする
、すなわち、選択におけるインビトロステップ（免疫組織化学など）が要請されず、かつ
／または写真の現像など、データの作成および収集における遅延が生じない。したがって
、治療的に有効な抗体の効能のいかなる変化も、直接的に（オンラインで）視覚化するこ
とができる。
【００２４】
　したがって、本発明の方法の利点は、本発明の方法が、最も適格な異種移植片腫瘍モデ
ルの選択を可能とするように、潜在的な治療用抗体についての前臨床試験のための異種移
植片腫瘍モデルの効能を、インビボにおいてリアルタイムの条件下でイメージングするこ
とを可能とすることである。したがって、最も適格な異種移植片腫瘍モデルは、ヒトにお
いて存在するインビボの条件を反映すると見なされるので、本発明の方法は、治療的に有
効な抗体のその標的に対する効能についての、インビボにおけるシミュレーションを可能
とする。
【００２５】
　実のところ、本発明者らは、ＩＨＣなど、インビトロ試験において良好な結果を示し、
かつ／または治療的に有効な抗体の標的を発現させることが知られているために、治療的
に有効な抗体についての前臨床試験に最も適格であると見なされた異種移植片腫瘍モデル
が、例えば、治療的に有効な抗体がその標的に適正に結合せず、かつ／または免疫細胞を
十分に活性化しない点で、この抗体がこのモデルにおいて前臨床活性を示すことを可能と
しないことを見出した（図１－１～１－３および２－１～２－３を参照されたい）。
【００２６】
　本発明者らはまた、ＩＨＣなど、インビトロ試験において失望すべき結果、なおまたは
不満足な結果を示すために、治療的に有効な抗体についての前臨床試験に適格でないと見
なされた異種移植片腫瘍モデルが、治療的に有効な抗体についての、このモデルにおける
前臨床試験に適することも見出した（図３－１～３－４を参照されたい）。
【００２７】
　特に、本発明者らは、異種移植片腫瘍モデルの、治療的に有効な抗体についての前臨床
試験への適性を選択および／または検証するための標準的なインビトロ試験を適用するの
ではなく、近赤外蛍光（ＮＩＲＦ）イメージングを適用して、異種移植片腫瘍モデルの効
能をモニタリングし、付属の実施例で例示される前述の知見を得た。
【００２８】
　よって、本発明者らは、治療的に有効な抗体についての前臨床試験に最も適格な異種移
植片腫瘍モデルを選択するのにインビトロにおいて一般に適用される技法が信頼できるも
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のではないのに対し、最も適格な異種移植片腫瘍モデルを選択するためのインビボにおけ
るモニタリングはより信頼できることを結論付けた。これにより、本発明者らは、本発明
の方法を開発した。
【００２９】
　本発明の方法はまた、診断的に最も有効な抗体を（前臨床的）試験するための異種移植
片腫瘍モデルを選択するのにも適用可能である。したがって、診断的態様に関する限り、
本明細書で記載される全ての実施形態では、「治療的に」もしくは「治療的」という用語
またはこれらの他の任意の文法的形態が、「診断的に」もしくは「診断的」またはこれら
の任意の文法的形態も意味すると理解すべきである。例を目的として述べると、治療的に
有効な抗体は、その結果、診断的に有効な抗体である。
【００３０】
　腫瘍（または癌）の多様な異種移植片腫瘍モデルが利用可能であることが知られている
（Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｃａｎｃｅｒ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ（ＮＣＩ）のＭｏｕｓｅ Ｍｏｄ
ｅｌｓ ｏｆ Ｈｕｍａｎ Ｃａｎｃｅｒｓ Ｃｏｎｓｏｒｔｉｕｍ（ＭＭＨＣＣ）（ｈｔｔ
ｐ：／／ｅｍｉｃｅ．ｎｃｉ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｍｏｕｓｅ＿ｍｏｄｅｌｓ／）を参照さ
れたい）。例えば、抗体など、薬物の前臨床試験に用いうる、消化器癌モデル、造血系癌
モデル、肺癌モデル、乳腺癌モデル、神経系癌モデル、卵巣癌モデル、前立腺癌モデル、
または皮膚癌および黒色腫モデルなどの多様なマウスモデルが利用可能である。
【００３１】
　しかし、あらゆる異種移植片腫瘍モデルが、薬物、特に、抗体を試験するのに適するわ
けではない。これは、抗体を試験することが、抗体がその標的に結合すことができるかど
うか見ようと試験することを包含するためである。しかし、抗体のその標的への結合は、
本明細書の別の箇所で記載される通り、十分な数の標的分子が異種移植片腫瘍の細胞によ
り抗体へと供給されるような、その標的の十分な発現、そのグリコシル化状態などの標的
の状態、標的が脱落しうるのか覆い隠されうるのかなど、多様な因子に依存しうる。
【００３２】
　したがって、治療的に有効な抗体についての前臨床試験に最も適格な異種移植片腫瘍モ
デルを選択することが決定的である。したがって、本発明は、本明細書で記載されるＮＩ
ＲＦ法を適用することにより、治療的に有効な抗体についての前臨床試験に最も適格な異
種移植片腫瘍モデルをインビボにおいて選択する方法および手段を提供する。本明細書に
おいて言及される通り、治療的に有効な抗体を前臨床的に試験するための多くの異種移植
片腫瘍モデルが利用可能である。したがって、本発明の方法および手段に従い選択される
最も適格な異種移植片腫瘍モデルは、潜在的な異種移植片腫瘍モデルのパネルの中から選
択されることが好ましい。
【００３３】
　「潜在的な異種移植片腫瘍モデルのパネル」は、少なくとも１、２、３、４、５、６、
７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２
１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９、３０、３１、３２、３３、３４
、３５、４０、４５、５０、５５、６０、６５、７０、７５、８０、８５、９０、９５、
１００以上の異種移植片腫瘍モデルを包含しうる。
【００３４】
　本発明の方法は、非侵襲的である。本明細書で用いられる「非侵襲的」とは、本発明の
方法、使用、および／またはキット／デバイスが、前記対象の皮膚および／または粘膜の
損傷を創出せず、皮膚／粘膜の放射との接触を可能とし、これを伴い、また、放射による
皮膚／粘膜および全ての後続層の透過も可能とし、これも伴うことを意味する。したがっ
て、放射は、例えば、本発明の文脈において本明細書で記載される励起光、放射光など、
全ての種類の光を包含する。
【００３５】
　「インビボ」という用語は、治療的に有効な抗体についての前臨床試験に最も適格な異
種移植片腫瘍モデルを、リアルタイムの条件下で選択することを包含する。したがって、
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「インビボ」とは、ヒト以外の生きた哺乳動物（被験動物）においてイメージング技術ま
たは走査技術を用いて、治療的に有効な可能性がある抗体を位置特定および／または検出
することを指す。
【００３６】
　したがって、異種移植片腫瘍モデルにおける抗体の効能を、ヒト以外の生きた哺乳動物
（被験動物）においてモニタリングすることができる。よって、本発明の方法は、生物の
部分または死亡した生物において実行するものではない。したがって、異種移植片腫瘍モ
デルのインビボにおける選択は、ヒトにおいて生じる／存在するシナリオを反映すると見
なされ、これにより、対象における自然発生の条件を考慮に入れるものである。
【００３７】
　したがって、本発明の方法は、治療的に活性な抗体についての前臨床試験に最も適切で
ある、最も適格な異種移植片腫瘍モデルを選択することを可能とする。例えば、治療的に
有効な抗体の標的抗原は、異種移植片腫瘍モデルにおけるその発現レベルの点で発現が異
なる場合もあり、覆い隠される、通常とは異なる形でグリコシル化されるなどして、これ
により、異種移植片腫瘍モデル間で差違を創出する場合もある。しかし、本発明の方法は
、これらの潜在的な問題を克服し、これにより、抗体ベースの療法において適用されるこ
とが意図されることが好ましい、治療的に有効な抗体についての前臨床試験に最も適格な
異種移植片腫瘍モデルの選択を利用可能とする。
【００３８】
　本発明の実施形態では、本発明の方法により選択される最も適格な異種移植片腫瘍モデ
ルにおいてその前臨床活性について試験される抗体が、蛍光標識されている。
【００３９】
　治療的に活性な抗体は、治療的に活性でありうる抗体のパネルから選択しうることが好
ましい。治療的に有効な可能性がある抗体の「パネル」は、少なくとも１、２、３、４、
５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、
２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９、３０、３１、３２、３
３、３４、３５、４０、４５、５０、５５、６０、６５、７０、７５、８０、８５、９０
、９５、１００、１２０、１４０、１５０、１６０、１８０、２００、２２０、２４０、
２５０、２６０、２８０、３００、４００、５００、６００、７００、８００、９００、
または１０００の抗体を包含しうる。したがって、治療的に有効な可能性がある抗体のパ
ネルに含まれる抗体は蛍光標識されている、すなわち、前記パネルに含まれる抗体の各々
は蛍光標識されている。
【００４０】
　理論に拘束されることなく述べると、パネルに含まれる抗体は、同じ所望の標的に結合
するが、互いと異なることが想定される。例えば、パネルに含まれる抗体は、前記標的の
異なるエピトープに結合する場合もあり、前記標的に異なるアフィニティーで結合する場
合もある。
【００４１】
　好ましい実施形態では、治療的に有効な可能性がある抗体のパネルが、対象、好ましく
は、ヒトの療法において用いられることが意図される抗体を含む。
【００４２】
　本明細書で用いられる場合の対象には、哺乳動物対象および非哺乳動物対象が含まれ、
哺乳動物対象が好ましく、ヒトが、特に、好ましい。本発明の目的のための「哺乳動物」
は、ヒト、家畜動物および農場動物、ヒト以外の霊長動物、および乳房組織を有する他の
任意の動物を含め、哺乳動物として分類される任意の動物を指す。哺乳動物には、ヒト、
マウス、ラット、モルモット、ウサギなどの齧歯動物、イヌ、ネコ、ウマ、ラクダ、ブタ
、ウシ、ヤギ、チンパンジーなどが含まれるが、ヒトが好ましい。対象にはまた、ヒト患
者および獣医科患者も含まれる。
【００４３】
　本明細書ではまた、本発明の文脈で用いられる場合の「異種移植片腫瘍モデル」という



(9) JP 6100704 B2 2017.3.22

10

20

30

40

50

用語を、「異種移植片癌モデル」または「異種移植片モデル」とも称する。したがって、
これらの用語は同等に用いることができる。
【００４４】
　本明細書で用いられる場合の「異種移植片」とは、１つの種の対象に由来する組織また
は器官であって、別の種、属、または科の生物へと移植される（ｔｒａｎｓｐｌａｎｔｅ
ｄまたはｇｒａｆｔｅｄ）組織または器官である。本発明では、異種移植片が、好ましく
は、ヒト対象に由来し、ヒト以外の対象、好ましくは、ヒト以外の哺乳動物、好ましくは
、ラット、マウス、モルモット、ハムスターなど、齧歯動物（マウスが好ましい）である
か、またはチンパンジーもしくはマカクザルなど、ヒト以外の霊長動物へと移植される（
ｔｒａｎｓｐｌａｎｔｅｄまたはｇｒａｆｔｅｄ）。
【００４５】
　組織または器官は、本明細書で記載される悪性／癌性細胞を含む腫瘍に由来することが
好ましい。腫瘍は、ヒトに由来することが好ましい。腫瘍は、組織学的に無傷な断片を包
含することが好ましい。断片は、腫瘍細胞および／または腫瘍組織を包含する。
【００４６】
　本発明の方法の異種移植片腫瘍モデルは、ヒト以外の哺乳動物（本明細書では、場合に
よってまた、「被験動物」とも称する）である。ヒト以外の哺乳動物は、齧歯動物である
ことが好ましい。齧歯動物は、マウス、ラット、モルモット、またはハムスターであるこ
とがより好ましい。ヒト以外の哺乳動物はまた、ウサギ、イヌ、ネコ、ウマ、ラクダ、ブ
タ、ウシ、ヤギ、またはチンパンジーもしくはマカクザルなど、ヒト以外のサルでもあり
うる。
【００４７】
　被験動物とは、本発明の文脈では腫瘍である異種移植片が移植される（ｇｒａｆｔｅｄ
またはｔｒａｎｓｐｌａｎｔｅｄ）、ヒト以外のレシピエントの哺乳動物（本明細書では
場合によってまた「ヒト以外のレシピエントの哺乳動物」または「レシピエントの異種移
植片腫瘍モデル」とも称する）である。ヒト以外のレシピエントの哺乳動物は、異種移植
片を受容することが可能である。したがって、ヒト以外のレシピエントの哺乳動物は、免
疫障害であることが好ましく、かつ／または移植片拒絶免疫応答を開始し、これにより、
外来組織を自己として受容することが大抵は不可能であることが好ましい。免疫障害動物
の例には、重度複合免疫不全（ＳＣＩＤ）マウス、ＳＣＩＤ／ベージュマウス、ヌードマ
ウス、ＮＩＨ－ｎｕ－ｂｇ－ｘｉｄマウスなどが含まれる。
【００４８】
　被験動物に含まれる異種移植片腫瘍は、同じヒト腫瘍型において観察される腫瘍の組織
学的特質、生理学的効果、生化学的経路、および転移パターンを再現することが好ましい
。したがって、異種移植片腫瘍モデルは、腫瘍増殖、転移などについての研究を可能とす
る。
【００４９】
　「免疫障害」という用語は、移植された外来細胞または組織を、ヒト以外のレシピエン
トの哺乳動物による拒絶の可能性を最小限として増殖させるために、免疫系が部分的また
は完全に抑制された、ヒト以外のレシピエントの哺乳動物について記載するのに用いられ
る。特に、免疫障害という用語は、生物学的手段または化学的手段により部分的または完
全に免疫抑制されたヒト以外の哺乳動物について記載するのに用いられる。当技術分野で
は、化学的免疫抑制剤がよく知られており、とりわけ、シクロスポリンによる処置の反復
はよく知られている。免疫障害という用語はまた、部分的または完全に免疫不全であるヒ
ト以外の哺乳動物も包含する。これらのヒト以外の哺乳動物には、機能的なＴ細胞免疫、
および／またはＢ細胞免疫、および／またはＮＫ細胞免疫を有さない齧歯動物が含まれる
。このような齧歯動物のさらなる非限定的な例は、ヌードマウス、重度複合免疫不全（Ｓ
ＣＩＤ）マウス、ＳＣＩＤ／ベージュマウス、またはＮＩＨ－ｎｕ－ｂｇ－ｘｉｄマウス
である。例えば、Ｂａｌｂ／ｃヌードマウス、ＣＤ－Ｉ、Ｆｏｘ Ｃｈａｓｅ ＳＣＩＤ、
ＭＲＬ、ＮＩＨ－ＩＩＩ、ＮＯＤ－ＳＣＩＤ、Ｎｕ／Ｎｕ、Ｓｗｉｓｓヌードなど、およ
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びこれらのマウスと交雑して免疫障害バックグラウンドを有するマウスなど、自然発生の
場合もあり、誘導性の場合もある遺伝子欠損の結果として不全であるものを含め、さらに
他の免疫障害または免疫不全のマウス、齧歯動物、または他の動物も用いることができる
。マウスに加えてまた、免疫不全ラットまたは類似の齧歯動物も、本発明を実施するのに
使用することができる。
【００５０】
　したがって、ヒト異種移植片腫瘍モデルは、腫瘍、好ましくは、ヒト腫瘍の組織学的に
無傷な断片（細胞、組織などを含めた）を、ヒト以外の免疫不全哺乳動物（被験動物）、
好ましくは、マウス、ラット、ハムスター、モルモットなど、齧歯動物（マウスが好まし
い）へと移植する（ｇｒａｆｔｉｎｇまたはｔｒａｎｓｐｌａｎｔｉｎｇ）ことにより作
製する。また、好ましくはヒトに由来する初代腫瘍細胞または初代腫瘍細胞系を、ヒト以
外の免疫不全哺乳動物へと移植する。さらに、また、好ましくはヒトに由来する確立され
た腫瘍細胞系も、ヒト以外の免疫不全哺乳動物へと移植することができる。
【００５１】
　「移植（ｇｒａｆｔｉｎｇ）」とは、ヒト以外の哺乳動物における組織または細胞の、
対象（ドナー）、好ましくは、ヒト対象の１つの領域から、ヒト以外の哺乳動物（レシピ
エント）への接種、植込み、移植（ｔｒａｎｓｐｌａｎｔｉｎｇ）、または植替えを指す
。
【００５２】
　例えば、植込みは、注射により達成することができる。このような異種移植片は、単独
で導入することもでき、インビトロにおいて腫瘍細胞の増殖を増強することが示されてい
る細胞外マトリックス調製物である、Ｍａｔｒｉｇｅｌ（ＢＤ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ
）などの基底膜組成物と共に導入することもできる。移植は、皮内移植でありうる。「皮
内移植」とは、皮膚の表面における組織の植込みを指す。移植は、皮下移植でありうる。
「皮下移植」とは、レシピエントの異種移植片モデルの皮膚の下における、腫瘍細胞およ
び／または腫瘍組織の植込みを指す。移植部位は、レシピエントの皮膚組織または宿主の
皮膚組織で完全に包み込むことが好ましい。したがって、異種移植片は、ヒト以外のレシ
ピエントの哺乳動物、例えば、ヌードマウスの脇腹への皮下注射を介して植え込まれる。
移植はまた、同所性移植も包含する。「同所性移植」では、腫瘍組織および／または腫瘍
細胞を、元の器官の部位に植え込む。この器官特異的な部位はおそらく、増殖および発育
に最適の環境を腫瘍細胞に提供し、臨床状況を最も緊密に反映しうる。
【００５３】
　多様な皮下異種移植片腫瘍モデル：乳房（ＭＣＦ－７、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１、ＳＫ－
ＢＲ－３、ＢＴ４７４、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１、ＭＤＡ－ＭＢ－４３５、ＭＤＡ－ＭＢ－
４５３、ＭＤＡ－Ｂ－４６８、ＭＤＡ－ＭＢ－４６９、ＭＸ－１、Ｔ－４７Ｄ、ＺＲ－７
５－１）、前立腺（ＤＵ－１４５細胞、ＰＣ－３細胞、ＬＮＣａＰ細胞）、結腸直腸（Ｈ
Ｔ－２９細胞、ＨＣＴ－１１６細胞、ＤＬＤ－１細胞、ＳＷ６２０細胞、ＬｏＶｏ細胞、
Ｃｏｌｏ－２０５細胞、ＳＷ４８０細胞、Ｃｏｌｏ－３２０ＤＭ細胞、ＨＣＴ１１６細胞
、ＨＣＴ８細胞）、肺（Ａ５４９細胞、ＮＣＩ－Ｈ４６０細胞、ＳＫ－ＭＥＳ－１細胞、
ＮＣＩ－Ｈ２２６細胞、Ｃａｌｕ－３細胞、Ｃａｌｕ－６細胞、Ｈ２３細胞、ｈ２４９細
胞、Ｈ３４５細胞、Ｈ４６０細胞、Ｈ５２２細胞、Ｈ１２５細胞、Ｈ１２９９細胞、Ｈ１
７０３細胞、Ｈ１９７５細胞、Ｎ－５９２細胞、ＳＫ－ＭＥＳ－１細胞、ＷＩ－３８細胞
）、膠芽腫／脳（９Ｌ細胞、Ｃ６細胞、Ｄ５４細胞、ＤＢＴＲＧ細胞、ＳＦ－２９５細胞
、ＳＦ－５３９細胞、ＳＦ７６７細胞、ＳＮＢ－１９細胞、Ｕ８７ＭＧ細胞、Ｕ２５１細
胞、Ｕ－３７３ＭＧ細胞）、線維肉腫（ＨＴ－１０８０細胞）、膵臓（Ｍｉａ－Ｐａｃａ
－２細胞、Ｂｘ－ＰＣ－３細胞、Ｃａｐａｎ－１細胞、Ｃａｐａｎ－２細胞、Ｃａｐａｎ
－３細胞、ｐａ／ＩＩＩ細胞、Ｐａｎ０２細胞、Ｐａｎ０３細胞、Ｐａｎｃ－１細胞、Ｓ
ｕ．８６．８６細胞、ＡｓＰｃ－１細胞）、腎臓（７８６－Ｏ細胞、Ａ４９８細胞）、肝
臓（ＨｅｐＧ２細胞、ＳＫ－ＨＥＰ－１細胞、Ｈｅｐ３Ｂ細胞、ＰＬＣ／ＰＲＦ／５細胞
）、骨肉腫（１４３Ｂ細胞、ＳＪＳＡ－１細胞、Ｓａｏｓ－２細胞）、黒色腫（Ａ３７５
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細胞、ＳＫ－ＭＥＬ－５細胞、Ａ２０５８細胞）、鼻咽頭（ＣＮＥ２細胞）、胃（Ｇａｓ
ｔｒｉｃ）（ＭＧＣ８０３細胞、ＢＧＣ８２３細胞、ＮＣＩ－Ｎ８７細胞）、卵巣（Ｃ－
３３Ａ細胞、ＳＫ－ＯＶ－３細胞、ＯＶＣＡＲ－３細胞、ＯＶＣＡＲ－４細胞、ＯＶＣＡ
Ｒ－５細胞）、白血病（Ｋ５６２細胞、ＨＬ－６０細胞、ＭＶ－４－１１細胞）、リンパ
腫（Ｎａｍａｌｗａ細胞、Ｄａｕｄｉ細胞）、多発性骨髄腫（ＲＰＭＩ－８２２６細胞）
、ＡＬＬ（ＭＯＬＴ－４）、ＡＭＬ／ＣＭＬ（ＨＬ６０、ＫＧ１、ＯＰＭ－２、Ｐ３８８
、ＴＨＰ－１）、口腔癌（ＫＢ細胞）、膀胱（Ｔ２４細胞、５６３７細胞）、頭頸部（Ｈ
ＯＮＥ－Ｔ－１）、皮膚（Ａ３７５、Ａ４３１、ｂ１６、Ｌｏｘ ＩＭＶＩ、Ｍａｌｍｅ
－３ｍ、ＷＭ－１１５）、胃（Ｓｔｏｍａｃｈ）（Ｎ８７）、子宮（ＤＸ５）が利用可能
である（これらのモデルにおいて用いられる細胞系をカッコ内に示す）。
【００５４】
　多様な同所性の異種移植片腫瘍モデル：乳房（ＢＴ４７４細胞、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１
細胞、ＭＣＦ－７細胞、ＭＣＦ－７（ｈｅｒ２＋）細胞）、前立腺（ＬＮＣａＰ細胞、Ｄ
Ｕ－１４５細胞）、肺（Ａ５４９細胞、Ｈ１９７５細胞）、膠芽腫（Ｕ８７ＭＧ細胞、Ｌ
Ｎ－２２９細胞）、膵臓（ＭｉａＰａＣａ－２細胞、ＰＡＮＣ－１細胞）、腎臓（７８６
－Ｏ細胞）、肝臓（ＨｅｐＧ２細胞）が利用可能である。
【００５５】
　前述の異種移植片腫瘍モデルは、本明細書の別の箇所で記載される、異種移植片腫瘍モ
デルのパネルの非網羅的な例である。
【００５６】
　理論に拘束されることなく述べると、有用ではあるが、ヒト癌の異種移植片腫瘍モデル
は、実際の疾患をなおより緊密に再現するように改善しうるであろう。例えば、異種移植
片は、通常の腫瘍の構成の喪失を示す場合があり、初代腫瘍では明らかでなかった優性の
クローンからなることが多い。さらに異種移植片では、血管系およびリンパ系が十分に確
立されない場合があり、免疫応答の異常が見られる場合もある。
【００５７】
　したがって、異種移植片腫瘍モデルは、異種移植片腫瘍モデルのヒト化を達成すること
を目的とする遺伝子操作により操作することができる。例えば、Ｅμ－Ｂｃｌ２トランス
ジェニック動物またはＥμ－Ｍｙｃトランスジェニック動物における免疫グロブリン重鎖
エンハンサーなど、異所性のプロモーターエレメントおよびエンハンサーエレメントを用
いることにより、特定の組織内で癌遺伝子またはドミナントネガティブの腫瘍抑制遺伝子
などのトランス遺伝子を過剰発現させることができる。転写（Ｔｅｔ系）を制御するデオ
キシサイクリン、またはタンパク質の機能を制御するタモキシフェンなど、外因性リガン
ドを用いることを介してトランス遺伝子の機能を制御する能力により、組織における癌遺
伝子発現の一時的調節および「癌遺伝子の付加」の実証が可能となっている。例えば、Ｋ
－ｒａｓおよびＨ－ｒａｓのデオキシサイクリンによる調節により、これらの癌タンパク
質の、肺癌および黒色腫それぞれの誘導および維持における役割が実証されている。
【００５８】
　したがって、Ｋ－ＲＡＳ、Ｈ－ＲＡＳ、Ｎ－ＲＡＳ、ＥＧＦＲ、ＭＤＭ２、ＲｈｏＣ、
ＡＫＴ１、ＡＫＴ２、ｃ－ｍｙｃ、ｎ－ｍｙｃ、ｓｓ－カテニン、ＰＤＧＦ、Ｃ－ＭＥＴ
、ＰＩ３Ｋ－ＣＡ、ＣＤＫ４、サイクリンＢ１、サイクリンＤ１、エストロゲン受容体遺
伝子、プロゲステロン受容体遺伝子、Ｈｅｒ２、ＥｒｂＢ１、ＥｒｂＢ３、ＥｒｂＢ４、
ＴＧＦｘｘ、ＴＧＦ－ｓｓ、ｒａｓ－ＧＡＰ、Ｓｈｃ、Ｎｃｋ、Ｓｒｃ、Ｙｅｓ、Ｆｙｎ
、Ｗｎｔ、Ｂｅｌ２、ＰｙＶ ＭＴ、および／またはＳＶ４０ＬＴなどの癌遺伝子内に突
然変異を導入することにより、異種移植片腫瘍細胞を遺伝子操作することが想定される。
【００５９】
　代替的に、かつ／または加えて、Ｒｂ、Ｐ５３、ＩＮＫ４ａ、ＰＴＥＮ、ＬＡＴＳ、Ａ
ｐａｆｌ、カスパーゼ８、ＡＰＣ、ＤＰＣ４、ＫＬＦ６、ＧＳＴＰ１、ＥＬＡＣ２／ＨＰ
Ｃ２、またはＮＫＸ３－１、ＡＴＭ、ＣＨＫ２、ＡＴＲ、ＢＲＣＡ１、ＢＲＣＡ２、ＭＳ
Ｈ２、ＭＳＨ６、ＰＭＳ２、Ｋｕ７０、Ｋｕ８０、ＤＮＡ／ＰＫ、ＸＲＣＣ４、またはＭ
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ＬＨ１、ＮＦ１、ＮＦ２、ＡＰＣ、ＷＴ、Ｐａｔｃｈｅｄ、およびＦＨＩＴなどの腫瘍抑
制遺伝子内に突然変異を導入することにより、異種移植片腫瘍細胞を遺伝子操作すること
も想定される。
【００６０】
　このような技術はまた、ヒト家族性症候群において観察される、癌における腫瘍抑制遺
伝子の喪失などの、癌における腫瘍抑制遺伝子の喪失が、ヒト以外の哺乳動物、好ましく
は、齧歯動物、より好ましくは、マウスにおいて再現されることも可能とする。また、条
件付けモデルも想定される。これらの技術は、Ｃｒｅ－ＬｏｘおよびＦＬＰ－ＦＲＴなど
のリコンビナーゼを用いることにより、それらの内因性のプロモーターの制御下で、特定
の組織における遺伝子の欠失または発現を可能とする。この技術はまた、タモキシフェン
依存性のＣｒｅ－ＥＲＴを用いることにより、Ｃｒｅのリガンド依存性活性化と組み合わ
せて、一時的制御の増大を達成することもできる。前述の癌遺伝子のうちのいずれかを条
件付けで（過剰）発現させることもでき、かつ／または前述の腫瘍抑制遺伝子のうちのい
ずれかを条件付けで欠失させることもできる。
【００６１】
　したがって、非コード制御エレメント、免疫応答に関与する遺伝子、ならびに薬物代謝
およびタンパク質のグリコシル化を制御する遺伝子を含め、ヒトゲノムの遺伝子座を保有
するヒト以外の哺乳動物、好ましくは、齧歯動物、より好ましくは、マウスが操作されて
いる。これらの改変の全ては、ｍＲＮＡプロファイル、細胞バイオマーカーおよび血清バ
イオマーカー、腫瘍の代謝における変化および腫瘍の微小環境における関与性の変更が、
ヒトにおける腫瘍形成において生じる変化をより緊密にモデル化することを可能とするは
ずであり、したがって、はるかにより有効に臨床へと変換されるはずである。
【００６２】
　したがって、本明細書で言及される異種移植片腫瘍モデルは、好ましくは、ヒト化の程
度がより大きい異種移植片腫瘍モデルとなるように、前述の方法に従い遺伝子改変される
ことが想定される。異種移植片腫瘍モデルはまた、初代ヒト腫瘍細胞を、例えば、新鮮な
ヒト腫瘍断片として、ヒト以外の免疫不全哺乳動物、好ましくは、齧歯動物、より好まし
くは、マウスへと移植するかまたは植え込む形でも確立することができる。理論に拘束さ
れることなく述べると、細胞系ベースの従来の異種移植片腫瘍モデルと比較して、初代モ
デルは、患者の元の組織病理学的特質の他、遺伝子発現プロファイルもよりよく模倣する
ことが可能であり、したがって、癌表徴に優先順位を付け、臨床有効性を推定するための
予測値をよりよく提供しうる。以下は、Ｃｒｏｗｎ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ Ｉｎｃ．（ｗ
ｗｗ．ｃｒｏｗｎｂｉｏ．ｃｏｍ）から入手可能な、胃（ｇａｓｔｒｉｃ）癌モデル、結
腸直腸癌モデル、肝臓癌モデル、肺癌モデル、頭頸部癌モデル、および腎臓癌モデルを含
めた初代ヒト腫瘍モデルの非網羅的な例である。当然ながら、異種移植片腫瘍モデルはま
た、当技術分野で知られる手段および方法によっても確立することができ、本明細書で言
及される腫瘍を含めた任意の腫瘍から得られる任意の初代腫瘍細胞に基づきうる。
【００６３】
　しかし、治療的に有効な抗体が免疫系を介して作用しうる場合、例えば、ヌードマウス
またはＳＣＩＤマウスにおいて確立された腫瘍モデルは、実用的でないことがありえる。
実際、ヌードマウスおよびＳＣＩＤマウスによる異種移植片モデルでは、Ｔ細胞機能が欠
如するため、これらのモデルは、このような治療剤を試験するのに実用的ではない。した
がって、この場合は、齧歯動物、好ましくは、マウスの同系腫瘍モデルが、研究を促進す
るのに最も適切である。
【００６４】
　したがってまた、本発明の方法が、治療的に有効な抗体についての前臨床試験に最も適
格な同系腫瘍モデルをインビボにおいて選択するのに適用されることも想定される。本明
細書で記載される方法ステップおよび実施形態は、この態様にも同等に適用可能である。
例えば、同系腫瘍モデルは、マウスまたはラットの腫瘍細胞系を、対応する免疫コンピテ
ントのマウス株またはラット株へと接種することにより創出する。肺（ＬＬＣ細胞）、肝
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臓（Ｈ２２細胞）、腎臓（Ｒｅｎｃａ細胞）、または結腸（ＣＴ－２６細胞）の同系腫瘍
モデルが利用可能であり、本発明の方法において適用することが想定される。
【００６５】
　一般に、異種移植片腫瘍モデルおよび同系腫瘍モデルのいずれもが、腫瘍細胞増殖を評
価するための堅実で再現可能なツールを提供する他、患者集団が腫瘍の処置および超音波
による評価を容易に受けることも可能とする。転移性腫瘍の発生は、Ｘ線撮影、高解像度
超音波イメージング、および剖検を介してモニタリングすることができる。
【００６６】
　本発明の実施形態では、ヒト以外の哺乳動物が、異種移植片、好ましくは、ヒト異種移
植片を含み、前記異種移植片は、（ヒト）腫瘍（異種移植片（ヒト）腫瘍）である。した
がって、本発明の方法および使用で適用される異種移植片腫瘍モデルは、腫瘍を含む。腫
瘍は、異種移植片モデル種とは異なる種に由来する。好ましくは、異種移植片モデルが、
ヒト腫瘍を含む。
【００６７】
　したがって、好ましい実施形態では、腫瘍が、ヒトに由来する。「腫瘍」という用語は
、充実性腫瘍、対象から確立された、好ましくは、ヒト対象から確立された癌細胞系、ま
たは既に確立されて知られている細胞系、組織などを包含する。充実性腫瘍は、良性（癌
でない）の場合もあり、悪性（癌）の場合もある。
【００６８】
　本明細書で用いられる場合の「充実性腫瘍」という用語は、消化器癌、膵臓癌、膠芽腫
、子宮頸癌、卵巣癌、肝臓癌（ｌｉｖｅｒ ｃａｎｃｅｒ）、膀胱癌、肝細胞癌、乳癌、
結腸癌、直腸癌、結腸直腸癌、子宮内膜癌腫または子宮癌腫、唾液腺癌腫、腎臓（ｋｉｄ
ｎｅｙまたはｒｅｎａｌ）癌、前立腺癌、外陰癌、甲状腺癌、肝臓癌腫（ｈｅｐａｔｉｃ
 ｃａｒｃｉｎｏｍａ）、肛門癌腫、陰茎癌腫、精巣癌、食道癌、胆管の腫瘍の他、頭頸
部癌、好ましくは乳癌の群から選択される腫瘍を指す。
【００６９】
　本発明の目的では、充実性腫瘍のサイズが、少なくとも１ｍｍ、好ましくは、２ｍｍで
ある。このサイズでは、充実性腫瘍が増殖および存続するかどうかが、増殖因子の十分な
供給および毒性分子の除去の他、十分な酸素供給に依存する。固体組織では、酸素の毛細
血管からの放射状の拡散は、例えば、約１５０～２００μｍにわたるに過ぎず、このため
、腫瘍は、血管による酸素の供給に依存し、このため、血管新生を開始する。
【００７０】
　例えば、充実性腫瘍は、消化器癌、膵臓癌、膠芽腫、子宮頸癌、卵巣癌、肝臓癌（ｌｉ
ｖｅｒ ｃａｎｃｅｒ）、膀胱癌、肝細胞癌、乳癌、結腸癌、直腸癌、結腸直腸癌、子宮
内膜癌腫または子宮癌腫、唾液腺癌腫、腎臓（ｋｉｄｎｅｙまたはｒｅｎａｌ）癌、前立
腺癌、外陰癌、甲状腺癌、肝臓癌腫（ｈｅｐａｔｉｃ ｃａｒｃｉｎｏｍａ）、肛門癌腫
、陰茎癌腫、精巣癌、食道癌、胆管の腫瘍の他、頭頸部癌の群から選択される腫瘍を指す
。
【００７１】
　本明細書で用いられる場合の「癌」という用語は、腫瘍増殖を特徴とする医学的状態を
指す。「癌」とは、したがって、制御されていない細胞増殖を典型的に特徴とする対象に
おける生理学的状態である。
【００７２】
　腫瘍は、治療的に活性な抗体の（所望の）標的をそれらの表面において有する悪性／癌
性細胞を含むことが好ましい。
【００７３】
　哺乳動物細胞の表面における（所望の）標的は、分子または分子の複合体であることが
好ましい。
【００７４】
　細胞の「表面」は、細胞膜（また、原形質膜とも称する）を包含する。細胞膜とは、細



(14) JP 6100704 B2 2017.3.22

10

20

30

40

50

胞（好ましくは、哺乳動物細胞）の内側を、外側の環境から分離する生物学的膜である。
細胞膜は、全ての細胞を取り囲み、半浸透性であり、細胞内外への物質の移動を制御して
いる。細胞膜は、多種多様な生物学的分子、主に、脂質およびタンパク質を含有する。こ
れらのタンパク質は、本発明の意味における好ましい標的である膜貫通タンパク質、脂質
アンカリングタンパク質、および末梢タンパク質を包含する。
【００７５】
　「膜貫通タンパク質」は、膜を貫通し、内部分子と相互作用する親水性の細胞質ドメイ
ンと、膜貫通タンパク質を細胞膜内にアンカリングさせる疎水性の膜貫通ドメインと、外
部分子と相互作用する親水性の細胞外ドメインとを有する。「脂質アンカリングタンパク
質」は、単一または複数の脂質分子に共有結合的に結合しており、疎水性相互作用により
細胞膜へと挿入され、タンパク質をアンカリングさせる。「末梢タンパク質」は、内在性
膜タンパク質に接合するか、または脂質二重層の末梢領域と会合する。
【００７６】
　本発明の教示に従い、受容体分子など、細胞の外側へと伸展するタンパク質は、抗体に
標的とされうる抗原として典型的に利用可能である。これらのタンパク質は、好ましい。
したがって、標的は、細胞外部分を有するタンパク質であることが好ましい。
【００７７】
　したがって、「受容体分子」という用語は、代謝型受容体、Ｇタンパク質共役型受容体
、グアニリルシクラーゼ受容体、受容体チロシンキナーゼ、ムスカリン様アセチルコリン
受容体、アデノシン受容体、アドレナリン受容体、ＧＡＢＡ受容体、アンジオテンシン受
容体、カンナビノイド受容体、コレシストキニン受容体、ドパミン受容体、グルカゴン受
容体、代謝型グルタミン酸受容体、ヒスタミン受容体、嗅覚受容体、オピオイド受容体、
サイトカイン受容体、カルシウム感知受容体、ソマトスタチン受容体、セロトニン受容体
、セクレチン受容体、イオンチャネル型受容体、またはＦｃ受容体を含めたケモカイン受
容体など、リガンドに結合し、シグナルを典型的に伝達する、細胞膜上または細胞質内も
しくは細胞核内のタンパク質に関する。
【００７８】
　さらなる好ましい標的は、ＣＡ１５－３、ＣＡ１９－９、ＣＡ７２－４、ＣＦＡ、ＭＵ
Ｃ－１、ＭＡＧＥ、ｐ５３、ＥＴＡ、ＣＡ－１２５、ＣＥＡ、ＡＦＰ、ＰＳＡ、ＰＳＭＡ
、またはＯＥ８である。
【００７９】
　本発明の腫瘍細胞または腫瘍細胞系は、制御されていない細胞増殖を特徴とする哺乳動
物細胞である。本発明の腫瘍細胞または腫瘍細胞系は、全ての種類の細胞、例えば、器官
細胞、筋細胞、神経細胞、免疫系細胞（ＰＢＭＣ、Ｂ細胞、Ｔ細胞、ＮＫ細胞、マクロフ
ァージを含めたリンパ球）、好酸球、好中球、好塩基球を包含しうる。好ましい実施形態
では、前記哺乳動物細胞が悪性細胞である。
【００８０】
　「悪性」とは、漸進的に増悪する疾患、特に、腫瘍増殖または本明細書で記載される疾
患に寄与する細胞について記載する。この用語は、腫瘍増殖を含めた癌についての記載と
して最もよく知られている。悪性細胞は、それらの増殖に自己限定されず、隣接組織へと
侵襲することが可能であり、遠隔の組織へと拡大（転移）することが可能な場合がある。
本明細書で用いられる場合の悪性とは、癌性と同義である。
【００８１】
　「前臨床試験」は、臨床試験のための情報を集めるための、ヒト以外の（被験）哺乳動
物（被験動物）において治療的に有効な抗体についてのインビボ試験を包含する。この情
報には、薬理学データ、毒性学データ、前処方データ、処方データ、薬物動態データ、薬
力学データの収集および評価が含まれる。したがって、被験動物は、その標的への結合の
有効性、半減期、血清クリアランスなど、抗体の典型的なパラメータについてのデータを
もたらす。前臨床試験は、研究者が、ヒトにおける臨床試験のための抗体の安全な出発用
量を相対成長的に推定することを可能とする。前臨床試験はまた、潜在的な有害作用を決
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定することも可能とする。前臨床試験に基づき、第１相臨床試験の初期用量レベルを患者
体重当たりの医薬有効成分（ＡＰＩ）質量ベースで決定するのに用いられる、薬物につい
ての無影響量（ＮＯＥＬ）を確立する。
【００８２】
　前臨床試験は、治療的に有効な抗体の前臨床活性の決定を包含することが好ましい。前
臨床活性には、治療的に有効な抗体の抗腫瘍活性、抗転移活性、腫瘍増殖の阻害、および
／または転移の阻害についての試験が含まれ、好ましくは、腫瘍増殖の阻害についての試
験が含まれる。腫瘍増殖の阻害は、治療的に有効な抗体が投与されない異種移植片腫瘍モ
デルと比較して、治療的に有効な抗体が投与される異種移植片腫瘍モデルにおいて生じる
阻害％、例えば、１０、２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０、または１０
０％の腫瘍増殖の阻害（ＴＧＩ）で示される（図および実施例を参照されたい）。
【００８３】
　本明細書で用いられる場合の「検出すること」は、蛍光標識から、例えば、本明細書で
記載される抗体の蛍光標識から放射されるシグナルを検出するのに用いられる蛍光イメー
ジングおよび／または走査技術を含めた近赤外蛍光イメージングとの関連で、任意の技法
または工程を指す。「検出すること」は、異種移植片腫瘍モデルの身体（またはその部分
）の領域についての画像であって、蛍光シグナルが位置特定可能であると予測される画像
を創出することを包含する。例を目的として述べると、蛍光標識された抗体が異種移植片
腫瘍の悪性細胞の表面に結合することが予測される場合は、画像を、異種移植片腫瘍が位
置するその身体領域から創出する。検出することは、蛍光標識から、例えば、本明細書で
記載される抗体の蛍光標識から放射されるシグナルについての定量的解析および／または
定性的解析を包含する。
【００８４】
　本発明の方法において適用される蛍光標識された抗体を検出する場合に好ましい近赤外
蛍光イメージングは、電磁スペクトルの近赤外領域を用いる分光法である。好ましい実施
形態では、近赤外蛍光イメージングに、蛍光反射率イメージング（ＦＲＩ）または蛍光媒
介型断層撮影法（ＦＭＴ）が含まれる。
【００８５】
　「領域」には、異種移植片腫瘍モデルの身体の任意の部分、異種移植片腫瘍モデルの任
意の器官、および皮膚、筋肉、および骨を含めた、異種移植片腫瘍モデルの身体の表面が
含まれる。「器官」には、消化系（唾液腺、食道、胃、肝臓、胆嚢、膵臓、腸、直腸、お
よび肛門を含めた）；内分泌系（視床下部、下垂体（ｐｉｔｕｉｔａｒｙまたはｐｉｔｕ
ｉｔａｒｙ ｇｌａｎｄ）、松果腺（ｐｉｎｅａｌ ｂｏｄｙまたはｐｉｎｅａｌ ｇｌａ
ｎｄ）、甲状腺、副甲状腺、および副腎（ａｄｒｅｎａｌｓ、すなわち、ａｄｒｅｎａｌ
 ｇｌａｎｄｓ）などの内分泌腺を含めた）；外皮系（皮膚、毛髪、および爪を含めた）
；リンパ系（リンパ系、リンパ節、扁桃腺、咽頭扁桃腺、胸腺、および脾臓を含めた）；
筋肉系；神経系（脳、脊髄、末梢神経、および神経を含めた）；生殖系（卵巣、卵管、子
宮、膣、乳腺、精巣、輸精管、精嚢、前立腺、および陰茎を含めた）；呼吸器系（咽頭、
喉頭、気管、気管支、肺、および横隔膜を含めた）；骨格系（骨、軟骨、靭帯、および腱
を含めた）；および泌尿器系（体液平衡、電解質平衡、および尿の排出に関与する腎臓、
尿管、膀胱、および尿道を含めた）から選択される１または複数の器官が含まれる。
【００８６】
　また、画像を、本明細書で記載される領域および／または異種移植片腫瘍モデルのさら
なる領域から創出することも想定される。とりわけ、画像を、異種移植片腫瘍モデルの全
身から創出して、蛍光標識された抗体を位置特定することが対象でありうる。例えば、治
療的に最も有効な抗体の候補物質を、治療的に有効な可能性がある抗体のパネルの中から
選択する一助とするために、血中の抗体の結合および／または存在をモニタリングして、
例えば、抗体の結合特異性および／またはその分布、半減期などを決定することが対象で
ありうる。
【００８７】
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　「異種移植片腫瘍モデルのさらなる領域から」は、任意の種類の測定の対象となりうる
、異種移植片腫瘍モデルのさらなる規定されたまたは個別の部分または領域を意味する。
例えば、蛍光標識された抗体の器官における分布、および／または蓄積、および／または
分泌（分泌経路の決定）、および／または代謝（例えば、薬物の代謝物の生成）が検出お
よび／または評価され、これが、例えば、最も適格な異種移植片腫瘍モデルを、潜在的な
異種移植片腫瘍モデルのパネルの中から決定する一助となることが想定される。したがっ
て、「さらなる領域」は、例えば、異種移植片腫瘍モデルの器官の部分、器官、血管ネッ
トワーク、または神経細胞系を含む。次いで、創出された画像は、定性的および／または
定量的に解析することができる。本発明の方法の文脈では、（蛍光）シグナルの強さ（強
度）および／または量に基づき最も適格な異種移植片腫瘍モデルを選択するために、創出
された画像を解析して、蛍光標識された抗体からの（蛍光）シグナルを、前記異種移植片
腫瘍モデル内のその標的に結合させた後で決定する。
【００８８】
　とりわけ、治療的に有効な抗体を異種移植片腫瘍モデル内のその標的に結合させた後で
最も強い蛍光シグナルを示す異種移植片腫瘍モデルが、好ましくは、（潜在的な異種移植
片腫瘍モデルのパネルの中で）最も適格な異種移植片腫瘍モデルの候補モデルである（選
択ステップ）。より具体的に述べると、異種移植片腫瘍モデルの異種移植片腫瘍中でその
標的に結合させた後、抗体の蛍光シグナルの強さ／強度（すなわち、定量的な量）を決定
し、別の異種移植片腫瘍モデル内の同じ抗体の蛍光シグナルの強さと比較する（すなわち
、互いと比べて）。したがって、被験抗体のシグナルの強さを決定し、互いと比較し、こ
れにより、最も強いシグナルを決定することができる。場合によって、バックグラウンド
値（すなわち、蛍光標識された抗体から放射される蛍光シグナルの強さであって、蛍光標
識された抗体が異種移植片腫瘍モデルの身体の別の箇所に位置し、所望の標的に位置しな
い場合の蛍光シグナルの強さ）を各抗体の蛍光シグナルの強さから減じて（すなわち、各
蛍光シグナルを標準化して）から、最も強いシグナルを決定することができる。
【００８９】
　本明細書で言及される場合の「最も適格な異種移植片腫瘍モデルの候補モデル」という
用語は、異種移植片腫瘍モデルが、有望な異種移植片モデルであって、治療的に有効な抗
体についての前臨床試験に潜在的に有用な（すなわち、最も適格な）異種移植片モデルで
あることを意味する。このような候補モデルは、他の異種移植片腫瘍モデルと比較して、
治療的に有効な抗体についての前臨床試験のための、好ましくは改善された特性を示すと
見なされるかまたはこれを示す。前記候補モデルは、治療的に有効な抗体を異種移植片腫
瘍の表面においてその標的に結合させた後で最も強い蛍光シグナルをインビボにおいて示
すことに基づき、潜在的に適格な異種移植片腫瘍モデルのパネルの中から本発明の方法に
従い選択されることが好ましい。
【００９０】
　本明細書で用いられる場合の「最も適格な」という用語は、異種移植片腫瘍モデルが、
治療的に有効な抗体についての前臨床試験に潜在的に最も適格であることを意味する。「
潜在的に」とは、異種移植片腫瘍モデルが、治療的に有効な抗体についての前臨床試験の
ために高い価値を有する（すなわち、十分な適性を有する）可能性（ｌｉｋｅｌｉｈｏｏ
ｄまたはｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙ）のある異種移植片腫瘍モデルであることを意味する。
したがって、本発明の方法に従い選択されうる異種移植片腫瘍モデルの文脈で用いられる
場合の「潜在的な」という用語は、（ある異種移植片腫瘍モデルが最も適格であると見な
されているが）前記異種移植片腫瘍モデルが必ずしも最も適格でなくともよいことを意味
する。しかし、本発明の方法は、最も適格な異種移植片腫瘍モデルを、（潜在的に適格な
異種移植片腫瘍モデルのパネルの中から）選択する一助となる。
【００９１】
　したがって、「最も適格な」という用語は、本発明の方法および使用に従い選択される
異種移植片腫瘍モデルが、治療的に有効な抗体を異種移植片腫瘍モデル内のその標的に結
合させた後で、異種移植片腫瘍モデルのパネルの中の他の異種移植片腫瘍モデルと比較し
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て最も強い蛍光シグナルを示すことを意味することが好ましい。
【００９２】
　また、創出された画像についての定性的解析も想定されるが、本発明の方法は、治療的
に有効な抗体についての前臨床試験に最も適格な異種移植片腫瘍モデルを選択するもので
あり、これにより、最も適格な異種移植片腫瘍モデルを、最も強い蛍光シグナルに基づき
選択しうるので、定性的解析はそれほど好ましくない。実のところ、本発明者らは、治療
的に活性な抗体をその標的に結合させた後で最も強い蛍光シグナルを示す異種移植片腫瘍
が、このような最も適格な異種移植片腫瘍モデルであることを観察した。
【００９３】
　本明細書で用いられる通り、所望の標的と本発明に従い適用される抗体との相互作用と
の関連で用いられる場合の、その全ての文法的形態における「～に結合する」という用語
は、抗体のエピトープ結合ドメイン（すなわち、場合によって、フレームワーク領域に由
来する１または複数のアミノ酸と組み合わせた、可変軽鎖および可変重鎖のＣＤＲ（ドメ
イン抗体の場合は、軽鎖または重鎖のＣＤＲだけ））が、タンパク質一般との会合（すな
わち、非特異的結合）と比較して統計学的に有意な程度に、標的と会合（例えば、標的と
相互作用するかまたは標的と複合する）して抗体－抗原複合体になることを示す。「エピ
トープ結合ドメイン」という用語はまた、統計学的に有意な標的との会合または結合を有
するドメインを指すとも理解される。
【００９４】
　本発明の方法は、治療的に有効な抗体についての前臨床試験に最も適格な異種移植片腫
瘍モデルのインビボにおける選択の一助となることが好ましい。「一助となる」という用
語は、本発明に従う方法が（他の方法および／または変数、例えば、治療的に有効な抗体
についての前臨床試験に最も適格な異種移植片腫瘍モデルを選択する方法と共に）、悪性
／癌性細胞の表面における所望の標的に対して、治療的に有効な抗体についての前臨床試
験に最も適格な異種移植片腫瘍モデルを当業者が選択する一助となることを示すのに用い
られる。言い換えれば、前記他の方法は、最も適格な異種移植片腫瘍モデルの選択を確認
するのを助ける。前記他の方法の例は、免疫化学法、免疫組織化学法、組織学法、例えば
、組織染色の適用、またはｍＲＮＡ／ＰＣＲの適用である。
【００９５】
　とりわけ、組織染色のためには、対象、好ましくは、マウス、ラット、またはサルなど
の被験動物の腫瘍を外植し、切片を調製し、固定し、パラフィン中に包埋し、例えば、ヘ
マトキシリン－エオシン（ＨＥ）で染色する。このようにして染色された腫瘍切片は、エ
クスビボにおいて、例えば、Ｎｕａｎｃｅ（登録商標）システムによりイメージングする
ことができる。腫瘍の外植についての例として述べると、関連するガイドライン（ＧＶＳ
ｏｌａｓ、Ｆｅｌａｓａ、ＴｉｅｒｓｃｈＧ）に従い、被験動物を屠殺し、腫瘍を外植す
る。動物を屠殺した後で、例えば、メスを用いて、腫瘍を外植し、包埋用カセットへと移
すか、または免疫組織化学的適用にはイソペンタンを伴い、ｍＲＮＡ／ＰＣＲ適用にはイ
ソペンタンを伴わずに液体窒素中で瞬時凍結させる。
【００９６】
　固定についての例として述べると、外植された腫瘍を包埋用カセット内に包み込み、ホ
ルマリン中、好ましくは約２４時間にわたり、持続的な撹拌下でインキュベートする。そ
の後、ホルマリンを廃棄し、腫瘍を蒸留水で洗浄した後、腫瘍を脱水し、パラフィンを浸
透させる。全てのインキュベーションステップは、Ｔｉｓｓｕｅ Ｔｅｋ（登録商標）Ｖ
ＩＰ Ｖａｃｕｕｍ Ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ Ｐｒｏｃｅｓｓｏｒを用いて実行する。
パラフィンを浸透させた後、腫瘍は、Ｔｉｓｓｕｅ Ｔｅｋ（登録商標）Ｐａｒａｆｆｉ
ｎ Ｅｍｂｅｄｄｉｎｇ Ｓｔａｔｉｏｎにより、最後の組織学的ブロックまで液体パラフ
ィン中に包埋する。ミクロトームを用いて、これらのブロックから、厚さ２～８μｍの範
囲のパラフィン切片を得る。それらを切断し、スライドガラス上に取り上げ、３７℃で一
晩にわたり空気乾燥させた後、脱パラフィン化し、ＨＥ染色する。スライドは、Ｎｕａｎ
ｃｅシステムにより検討する。
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【００９７】
　免疫組織化学については、未標識の抗体を非経口注射、好ましくは、静脈内注射し、好
ましくは、抗体を注射した約２４時間後に腫瘍を外植し、例えば、液体窒素およびイソペ
ンタン中で瞬時凍結させ、切片化する。未標識の抗体は、未標識抗体のＩｇ亜型、例えば
、ヤギ抗マウスＩｇＧを指向する二次抗体を用いることにより同定する。
【００９８】
　免疫組織化学適用には、腫瘍は、イソペンタンおよび液体窒素中で切除した直後に瞬時
凍結させ、切片化するまで－２０℃で保持する。例えば、１０μｍの腫瘍低温切片を、Ｃ
ｒｙｏｓｔａｔ（２８００ Ｆｒｉｇｏｃｕｔ）により、－１８℃の最適切断温度で切断
し、アセトンで１分間にわたり固定し、空気乾燥させ、免疫組織化学適用に用いる。
【００９９】
　ｍＲＮＡ法に関して述べると、腫瘍を外植し、例えば、液体窒素（イソペンタンを伴わ
ない）中で瞬時凍結させる。腫瘍を溶解させ、ホモジナイズし、ＲＮＡを、当技術分野で
一般に知られている方法に従い調製する。その後、ｃＤＮＡを調製し、対象の遺伝子、例
えば、本発明の教示に従い抗体が選択される哺乳動物細胞の表面において標的をコードす
る遺伝子の発現について、定性的におよび／または定量的に解析する。定量的発現解析に
おけるローディング対照として、β－アクチンまたはＧＡＰＤＨなどの典型的なハウスキ
ーピング遺伝子を用いることができる。
【０１００】
　これらの他の方法は、当業者により考慮される構成要素であって、当業者が治療的に有
効な抗体についての前臨床試験に最も適格な異種移植片腫瘍モデルを選択することを助け
る、すなわち、その一助となる構成要素のうちの１つとなる。「治療的に有効な」もしく
は「治療的有効性」という用語、またはこの用語の他の任意の文法的形態は、抗体が対象
における疾患または障害「を処置する」能力を指す。
【０１０１】
　本発明の方法および使用に従い選択される異種移植片腫瘍モデルにおいて前臨床的に試
験される抗体の文脈で用いられる場合の「治療的に有効な」は、前記抗体（このような抗
体は、治療効果であって、例えば、当技術分野で知られている手段および方法により試験
しえた治療効果を及ぼすと見なされているが）が、例えば、対象、好ましくは、ヒトにお
いて、必ずしも治療的に有効でなくともよいことを包含する。したがって、この場合、治
療的に有効な抗体は何よりもまず、治療的に最も有効な抗体の候補物質である。しかし、
本発明で用いられる場合の「治療的に有効な」抗体は、それが本発明の方法および使用で
適用される前に、当技術分野で一般に適用されるインビトロ試験および／またはインビボ
試験において治療効果を示したと見なされることが好ましい。
【０１０２】
　「治療的に最も有効な抗体の候補物質」とは、有望な抗体であって、抗体ベースの療法
において有用でありうる抗体である。このような候補物質は、他の治療的に有効な可能性
がある抗体と比較して、好ましくは改善されたインビボにおける特性（結合、標的の認識
、アフィニティーなど）を示す。前記候補物質は、哺乳動物細胞の表面においてその標的
に結合させた後で最も強い蛍光シグナルをインビボにおいて示すことに基づき、治療的に
有効な可能性がある抗体のパネルの中から本発明の方法に従い選択されることが好ましい
。
【０１０３】
　癌の場合、治療有効量の抗体は、癌細胞の数を低減することが可能であり；腫瘍サイズ
を低減することが可能であり；癌細胞の末梢器官への浸潤を阻害する（すなわち、ある程
度遅らせる、好ましくは、停止させる）ことが可能であり；腫瘍の転移を阻害する（すな
わち、ある程度遅らせる、好ましくは、停止させる）ことが可能であり；腫瘍増殖をある
程度阻害することが可能であり；かつ／または癌と関連する症状のうちの１または複数を
ある程度軽減することが可能である。
【０１０４】



(19) JP 6100704 B2 2017.3.22

10

20

30

40

50

　抗体が及ぼしうる治療効果は、全ての確立された方法、および治療効果を示す手法によ
り検出することができる。例えば、治療効果は、後に免疫組織化学（ＩＨＣ）法または同
等な免疫学的技法を介して解析される、罹患した組織／器官の外科的切除または生検を介
して検出することが想定される。代替的にまた、治療法が既に有効であるのかどうかを診
断するために、患者の血清中の腫瘍マーカー（存在する場合）を検出することも想定され
る。加えて、または代替的にまた、それぞれの患者の全体的な外観（フィットネス、ウェ
ルビーイング、腫瘍が媒介する不調の減少など）を評価することも可能であり、これはま
た、治療効果が既に生じているのかどうかを当業者が評価する一助ともなる。当業者は、
治療効果を観察することを可能とする他の多数の方策について承知している。癌療法の場
合、治療的有効性は、例えば、疾患進行までの期間（ＴＴＰ）を評価すること、および／
または奏効率（ＲＲ）を決定することにより測定することができる。
【０１０５】
　本発明を実施するのに有用なイメージングシステムは典型的に、３つの基本的構成要素
：（１）励起光、（２）励起光と放射光とを分離または識別する手段（好ましくは、ソフ
トウェアおよび／またはハードウェアによる（１または複数の）フィルターであって、励
起光および／または検出システムへと適合させうるフィルター）、および（３）本発明の
少なくとも１つの蛍光標識から、および／または蛍光実体から、および／または蛍光解析
物から放射される光を受容するための検出システム（光学検出器）を包含する。光源（励
起手段）は場合によって、所定のフィルターまたは同調可能なフィルターを含みうること
が想定される。光源は、適当にフィルター処理された白色光、すなわち、広帯域供給源か
らの帯域通過光でありうる。例えば、１５０ワットのハロゲンランプからの光は、適当な
帯域通過フィルターを通過しうる。一部の実施形態では、光源がレーザーである。例えば
、Ｂｏａｓら、１９９４、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ ９１：４８
８７～４８９１；Ｎｔｚｉａｃｈｒｉｓｔｏｓら、２０００、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃ
ａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ ９７：２７６７～２７７２；Ａｌｅｘａｎｄｅｒ、１９９１、Ｊ
．Ｃｌｉｎ．Ｌａｓｅｒ Ｍｅｄ．Ｓｕｒｇ．９：４１６～４１８を参照されたい。イメ
ージングのための近赤外レーザーについての情報は、ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｉｍｄｓ．
ｃｏｍ、およびよく知られた他の多様な出典において見出すことができる。高域フィルタ
ーまたは帯域通過フィルター（例えば、７００ｎｍ）を用いて、光学放射（放射光）を励
起光から分離することができる。本発明では、任意の適当な光検出／画像記録構成要素（
光学検出器）、例えば、電荷結合素子（ＣＣＤ）システム、光ダイオード、光伝導性セル
、相補型金属酸化物半導体（ＣＭＯＳ）、または光増倍管を用いることができる。前記構
成要素は、本明細書の下記でより詳細に説明される。光検出／画像記録の選択は、用いら
れる集光構成要素／画像形成構成要素の種類を含めた因子に依存する。適当な構成要素を
選択し、それらを本発明のイメージングシステムへと組み立て、このシステムを作動させ
ることは、当技術分野の通常の技量の範囲内にある。
【０１０６】
　インビボイメージング法には、レーザーベースの三次元イメージングシステムであるＦ
ＭＴ技術（蛍光分子断層撮影法）が含まれ、これにより、小型の動物モデルにおける非侵
襲的で全身についての深部組織イメージングが提供され、蛍光供給源の３Ｄによる再構成
が作成され、かつ／または蛍光標識された抗体の、本明細書で記載されるその所望の標的
への結合により、蛍光標識された構造の蛍光濃度の測定が可能となる。ＦＭＴシステムは
、平面的な二次元イメージングモードにおいて、蛍光標識された抗体の実際の分布を決定
することを可能とし、かつ／またはＦＭＴシステムによる３Ｄイメージング研究は、対象
の身体における抗体分布の評価の改善を可能とする。したがって、蛍光シグナル強度の定
量化は、より現実的な手法で解析することができる。近赤外蛍光イメージングシステムの
例は、付属の実施例で記載されるＭＡＥＳＴＲＯシステムである。したがって、ＭＡＥＳ
ＴＲＯシステムは、本発明のキット、方法、および使用で適用しうる好ましいシステムで
ある。
【０１０７】
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　ＭＡＥＳＴＲＯシステムとは、インビボにおける非侵襲的な蛍光測定を可能とする、平
面的な蛍光反射イメージングシステムである。このマルチスペクトル解析では、一連の画
像が、特定の波長で捕捉される。捕捉される波長の範囲は、検体において存在する標識の
予測されるスペクトル放射の範囲にわたるべきである。結果は、「画像キューブ」と称す
る一連の画像となるが、「画像キューブ」とは、自己蛍光標識および特異的標識のいずれ
についても個別のスペクトルを規定するのに用いられる、この一連の画像内のデータであ
る。生物学的な対象となる標識の多くが、高価な狭小帯域フィルターを用いる分離が困難
または不可能となるほど酷似する放射スペクトルを有する。放射フィルターの大規模なコ
レクションが、単一のロングパス放射フィルターで置き換えられている。皮膚、毛皮、皮
脂腺の天然の自己蛍光に加えてまた、共生生物（真菌、ダニなど）および摂取された食物
（クロロフィル）に由来する異なる自己蛍光も認められる。マルチスペクトル解析は、所
望されるシグナルの放射スペクトルと自己蛍光の放射スペクトルとが知られている限りに
おいて、放射される蛍光の線形シグナル混合物の数学的分解（脱混合）を介して、これら
のシグナルの全てを、検体へと適用される特異的標識から分離することが可能である。
【０１０８】
　ＭＡＥＳＴＲＯシステムによる測定は、以下の通りになされる：照明モジュールは、白
色光を励起するキセノンランプ（Ｃｅｒｍａｘ）を装備する。下流に接続された励起フィ
ルター（実験者により選択される）を介して、光を、実験のために、所望の波長範囲へと
限界付け、光ファイバーを介してイメージングモジュールへと導く。ここで、制限された
光を、麻酔下の被験動物を照明する４つの光ファイバーへと分割する。ＭＡＥＳＴＲＯシ
ステムは、過剰曝露の危険性が生じないように、最適の曝露時間を自動的に選択する。活
性化した蛍光プローブにより放射される蛍光は、放射フィルター（表１を参照されたい）
により選択され、液晶（ＬＣ）を介して高感受性の冷却ＣＣＤカメラへと導かれる。液晶
は、カメラが特定の波長の写真を選択的に記録することを可能とする。波長の測定範囲は
、選択されたフィルターセット（青色、緑色、黄色、赤色、真紅、ＮＩＲ）に依存し、写
真は、１０ｎｍずつの階梯で記録される。各単一写真のスペクトル情報は、「画像キュー
ブ」と称する１つの「写真パッケージ」へと組み合わされる。
【０１０９】
　表１：Ｍａｅｓｔｒｏフィルターセット

【０１１０】
　ＭＡＥＳＴＲＯシステムによる解析は、以下の通りになされる：各記録は、４０９６の
異なるグレースケールで表示することが可能であり、したがって、放射強度の微小な差違
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も判別することが可能な１２ビットの白黒写真から構成される。これに対し、ヒトの眼が
識別しうるのは、３０～３５のグレースケールである。放射強度（グレースケール）につ
いてのこれらの値を波長範囲と対比してプロットし、結果として、各プローブの放射スペ
クトルおよび組織の自己蛍光が得られる。このソフトウェアは、三原色（赤色、緑色、青
色）を、イメージングキューブに用いられる波長範囲へと細分化し、これにより、白黒写
真をカラー画像へと変える。取得されたこれらのマルチスペクトル情報から、ＭＡＥＳＴ
ＲＯシステムは、注射されたプローブと任意の光源による自己蛍光とを差別化することが
可能である。ＭＡＥＳＴＲＯプログラムでは、純粋な各プローブの単一のスペクトルと、
注射を伴わない研究動物（Ｂａｌｂｃ／ヌードマウスまたはＳｃｉｄベージュマウス）を
イメージングすることにより取得されたスペクトル（マウスによる自己蛍光）とを含むス
ペクトルライブラリーを用いている。純粋なイメージングおよび自己蛍光の正確なスペク
トルを知ることにより、ＭＡＥＳＴＲＯシステムは、所望のスペクトルについての画像全
体にフィルターをかけ、スペクトルの各々に色を割り当てることが可能である。創成され
た画像（脱混合された合成画像）は、異なる色において現存するスペクトルを示す。プロ
ーブシグナルの強度分布を視覚化するためには、シグナルを擬似カラーで表示することが
できるが、弱い強度は青色であり、強い強度の領域は赤色である。この他、プローブのシ
グナル強度の検出限界を規定することができ、これにより、循環プローブおよび非特異的
結合のシグナルを低減することが可能となる。
【０１１１】
　ＭＡＥＳＴＲＯシステムによる比較および定量化は、以下の通りになされる：ＭＡＥＳ
ＴＲＯが画像のフルオロフォア領域を比較する能力は、療法中における腫瘍による蛍光シ
グナル強度の比較を容易にする。ＭＡＥＳＴＲＯプログラムは、腫瘍領域（比較される画
像）における異なるシグナル強度を比較するためのツールを提供する。全ての画像は、最
適の曝露時間で取り込まれるので、シグナルの強さに応じて異なる。信頼できる比較のた
めに、写真を１つの曝露時間に基準化する結果、シグナル強度の差違が表示される。測定
領域を手作業で描画および改変することにより、シグナル強度を強度値で定量化すること
ができる。測定領域を腫瘍の近傍で選択したら、これをクローニングして、比較される次
の画像へと移ることができる。各領域は、現行の設定（載物台の高さおよびビニング）に
基づき、ピクセルおよびｍｍ２単位で計算される。結果として、創出された測定領域内の
平均シグナル、全シグナル、最大シグナルおよび平均シグナル／曝露時間（１／ミリ秒）
についての情報がもたらされる。
【０１１２】
　本発明との関連で適用されうる別のイメージング法は、レーザーベースの三次元イメー
ジングシステムであるＦＭＴ法（蛍光分子断層撮影法）であり、これにより、小型の動物
モデルにおける非侵襲的で全身についての深部組織イメージングが提供され、蛍光供給源
の３Ｄによる再構成が作成され、かつ／または蛍光標識された解析物の測定が可能となる
。ＦＭＴ技術は、例えば、ＵＳ６，６１５，０６３において記載されている。
【０１１３】
　本発明の方法および使用を実施する場合は、蛍光標識された潜在的な治療用抗体を、異
種移植片腫瘍モデルへと、抗体、すなわち、蛍光標識された抗体からのシグナルを検出す
る前に投与することが好ましい。抗体を異種移植片腫瘍モデルへと非経口投与する、好ま
しくは、静脈内投与することが好ましい。
【０１１４】
　その全ての文法的形態における「～を投与すること」という用語は、治療的に有効な抗
体（好ましくは、医薬組成物の形態にある）の投与を意味する。治療的に有効な抗体のパ
ネルを投与する場合、前記パネルの抗体は、個別に投与するか、またはパネルとして、す
なわち、併せて投与するが、個別の投与が好ましい。併せて投与する場合、各抗体は、抗
体の各々を同定するための、本明細書で記載される異なる蛍光標識を含むことが好ましい
。
【０１１５】
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　「抗体」という用語は、標的に結合するモノクローナル抗体またはポリクローナル抗体
（ＨａｒｌｏｗおよびＬａｎｅ、「Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ、Ａ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ｍ
ａｎｕａｌ」、ＣＳＨ Ｐｒｅｓｓ、Ｃｏｌｄ Ｓｐｒｉｎｇ Ｈａｒｂｏｒ、ＵＳＡ、１
９８８を参照されたい）、またはその結合特異性を保持するかもしくは本質的に保持する
前記抗体の誘導体を指す。このような抗体の好ましい誘導体は、例えば、マウス可変領域
またはラット可変領域とヒト定常領域とを含むキメラ抗体である。抗体は、単離形態であ
りうる。本明細書で用いられる「機能的断片」という用語は、本明細書で特定される抗体
の断片であって、分離された軽鎖および重鎖、Ｆａｂ、Ｆａｂ／ｃ、Ｆｖ、Ｆａｂ’、Ｆ
（ａｂ’）２など、抗体の結合特異性を保持するかまたは本質的に保持する断片を指す。
「抗体」という用語はまた、単鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）または抗体融合タンパク質など、二官
能性（二重特異性）の抗体および抗体構築物も含む。当技術分野では、「ｓｃＦｖ断片」
（単鎖Ｆｖ断片）という用語が十分に理解されており、その小型のサイズおよびこのよう
な断片を組換え法により生成させる可能性のために好ましい。前記抗体または抗原結合部
分は、ヒト抗体またはヒト化抗体である。本発明に従う「ヒト化抗体」という用語は、ヒ
ト以外に由来する抗体であって、ＣＤＲ３など、可変領域内の少なくとも１つの相補性決
定領域（ＣＤＲ）、好ましくは、６つのＣＤＲ全てが、所望の特異性を有するヒトに由来
する抗体のＣＤＲにより置き換えられた抗体を意味する。場合によって、ヒト以外の抗体
の（１または複数の）定常領域が、ヒト抗体の（１または複数の）定常領域により置き換
えられている。ヒト化抗体を生成させる方法は、例えば、ＥＰ－Ａ１０２３９４００およ
びＷＯ９０／０７８６１において記載されている。抗体またはその機能的断片という用語
はまた、重鎖抗体およびその可変ドメイン（ＷＯ９４／０４６７８、ＷＯ９６／３４１０
３およびＷＯ９７／４９８０５、ＷＯ０４／０６２５５１、ＷＯ０４／０４１８６３、Ｗ
Ｏ０４／０４１８６５、ＷＯ０４／０４１８６２およびＷＯ０４／０４１８６７において
言及されている）の他、従来の４本鎖抗体分子の重鎖可変ドメイン（ＶＨ）または軽鎖可
変ドメイン（ＶＬ）に基づくかまたはこれらに由来するドメイン抗体または「ｄＡｂ」（
例えば、Ｗａｒｄら、１９８９、Ｎａｔｕｒｅ ３４１、５４４～５４６を参照されたい
）も包含する。
【０１１６】
　「単離抗体」とは、その天然環境の構成成分から同定および分離、および／または回収
された抗体である。その天然環境の夾雑構成成分は、抗体の診断的使用または治療的使用
に干渉し、酵素、ホルモン、および他のタンパク質性溶質または非タンパク質性溶質を包
含しうる物質である。抗体は、（１）ローリー法により決定される抗体の９５重量％超ま
で、最も好ましくは、９９重量％超まで、（２）スピニングカップ型のシークエネーター
を用いることにより、Ｎ末端のアミノ酸配列または内部のアミノ酸配列のうちの少なくと
も１５残基を得るのに十分な程度まで、または（３）還元条件下または非還元条件下でク
ーマシーブルー、または、好ましくは、銀染色を用いて、ＳＤＳ－ＰＡＧＥにより均一と
なるまで精製することが好ましい。単離抗体は、抗体の天然環境の少なくとも１つの構成
成分が存在しないので、組換え細胞内のインサイツにおける抗体を包含する。しかし、単
離抗体は通常、少なくとも１つの精製ステップにより調製する。
【０１１７】
　免疫グロブリンの５つのクラス：それぞれ、α、δ、ε、γ、およびμと称する重鎖を
有するＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ、およびＩｇＭが存在する。γクラスおよびαク
ラスは、ＣＨの配列および機能における比較的小さな差違に基づき、サブクラスへとさら
に分けられ、例えば、ヒトは、以下のサブクラス：ＩｇＧＩ、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、Ｉｇ
Ｇ４、ＩｇＡＩ、およびｌｇＡ２を発現させる。
【０１１８】
　「可変」という用語は、可変ドメインのある特定のセグメントの配列が抗体間で大幅に
異なるという事実を指す。Ｖドメインは、抗原の結合を媒介し、特定の抗体の、その特定
の抗原に対する特異性を規定する。しかし、可変性は、１～１０アミノ酸の範囲の可変ド
メインにわたり均等に配分されているわけではない。そうではなくて、Ｖ領域は、各々が
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９～１２アミノ酸の長さの、「超可変領域」と称する、より短く、可変性が極めて大きな
領域により隔てられた、１５～３０アミノ酸のフレームワーク領域（ＦＲ）と称する比較
的不変性の連なりからなる。天然の重鎖および軽鎖の可変ドメインの各々は、大部分がβ
シートの立体構成をとる４つのＦＲであって、βシート構造を接続するループを形成し、
場合によっては、βシート構造の部分を形成するループを形成する３つの超可変領域によ
り接続された４つのＦＲを含む。各鎖内の超可変領域は、ＦＲにより併せて近接して保持
され、かつ、他の鎖に由来する超可変領域と共に、抗体の抗原結合部位の形成に寄与して
いる（Ｋａｂａｔら、Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ Ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ Ｉｍｍｕｎｏｌ
ｏｇｉｃａｌ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ、５版、Ｐｕｂｌｉｃ Ｈｅａｌｔｈ Ｓｅｒｖｉｃｅ、
Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ ｏｆ Ｈｅａｌｔｈ、Ｂｅｔｈｅｓｄａ、ＭＤ
．（１９９１）を参照されたい）。定常ドメインは、抗体の抗原への結合に直接関与して
いないが、抗体の抗体依存性細胞性細胞傷害作用（ＡＤＣＣ）への関与など、多様なエフ
ェクター機能を呈示する。
【０１１９】
　本明細書で用いられる場合の「超可変領域」という用語は、抗原結合の一因となる抗体
のアミノ酸残基を指す。超可変領域は一般に、「相補性決定領域」もしくは「ＣＤＲ」に
由来するアミノ酸残基（例えば、ＶＬ内の残基２４～３４（ＬＩ）、５０～５６（Ｌ２）
、および８９～９７（Ｌ３）の近傍、ならびにＶＨ内の１～３５（ＨＩ）、５０～６５（
Ｈ２）、および９５～１０２（１１３）の近傍；Ｋａｂａｔら、Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏ
ｆ Ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ、５版、Ｐｕ
ｂｌｉｃ Ｈｅａｌｔｈ Ｓｅｒｖｉｃｅ、Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ ｏｆ
 Ｈｅａｌｔｈ、Ｂｅｔｈｅｓｄａ、ＭＤ．（１９９１））、および／または「超可変ル
ープ」に由来する残基（例えば、ＶＬ内の残基２６～３２（ＬＩ）、５０～５２（Ｌ２）
、および９１～９６（Ｕ）、ならびにＶＨ内の２６～３２（ＨＩ）、５３～５５（１－１
２）、および９６～１０１（Ｈ３）；ＣｈｏｔｈｉａおよびＬｅｓｋ、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉ
ｏｌ．１９６：９０１～９１７（１９８７））を含む。
【０１２０】
　本明細書で用いられる「モノクローナル抗体」という用語は、実質的に均一な抗体の集
団から得られる抗体、すなわち、少量で存在しうる自然発生の可能な突然変異を除いて同
一な集団を構成する個別の抗体を指す。モノクローナル抗体は、高度に特異的であり、単
一の抗原部位を指向する。さらに、異なる決定基（エピトープ）を指向する異なる抗体を
包含するポリクローナル抗体調製物とは対照的に、各モノクローナル抗体は、抗原上にお
ける単一の決定基を指向する。それらの特異性に加え、他の抗体を夾雑させることなく合
成しうる点でも、モノクローナル抗体は有利である。「モノクローナル」という修飾語が
、任意の特定の方法による抗体の生成を要請すると解釈すべきではない。本明細書におけ
るモノクローナル抗体は、重鎖および／または軽鎖の部分が、特定の種に由来する抗体、
または特定の抗体のクラスもしくはサブクラスに属する抗体の対応する配列と同一である
かまたは相同である一方、（１または複数の）鎖の残りの部分は、それらが所望の生物学
的活性を呈示する限りにおいて、別の種に由来する抗体、または別の抗体のクラスもしく
はサブクラスに属する抗体の他、このような抗体の断片の対応する配列と同一であるかま
たは相同な「キメラ」抗体を包含する（米国特許第４，８１６，５６７号；およびＭｏｒ
ｒｉｓｏｎら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ、８１：６８５１～６８
５５（１９８４）を参照されたい）。対象のキメラ抗体は、ヒト以外の霊長動物（例えば
、旧世界ザル、類人猿など）に由来する可変ドメインの抗原結合配列とヒト定常領域配列
とを含む「霊長動物化」抗体を包含する。
【０１２１】
　「無傷」抗体とは、抗原結合部位の他、ＣＬを含み、少なくとも、重鎖定常ドメインで
あるＣＨＩ、ＣＨ２、およびＣＨ３を含む抗体である。定常ドメインは、天然配列定常ド
メイン（例えば、ヒト天然配列定常ドメイン）の場合もあり、その変異体のアミノ酸配列
の場合もある。無傷抗体は、１または複数のエフェクター機能を有することが好ましい。
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【０１２２】
　「抗体断片」は、無傷抗体の部分、好ましくは、無傷抗体の抗原結合領域または可変領
域を含む。抗体断片の例には、Ｆａｂ断片、Ｆａｂ’断片、Ｆ（ａｂ’）２断片、および
Ｆｖ断片；ダイアボディ；直鎖状抗体（米国特許第５，６４１，８７０号、実施例２；Ｚ
ａｐａｔａら、Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｅｎｇ．８（１０）：１０５７～１０６２［１９９５］
を参照されたい）；単鎖抗体分子；および抗体断片から形成される多重特異性抗体が含ま
れる。抗体のパパイン消化は、「Ｆａｂ」断片と称する２つの同一な抗原結合断片と、容
易に結晶化する能力を反映する呼称である、残りの「Ｆｃ」断片とを生成させる。Ｆａｂ
断片は、Ｈ鎖の可変領域ドメイン（ＶＨ）、および１つの重鎖のうちの第１の定常ドメイ
ン（ＣＨ１）と共に、Ｌ鎖の全体からなる。各Ｆａｂ断片は、抗原の結合に関して一価で
ある、すなわち、単一の抗原結合部位を有する。抗体のペプシン処理は、ほぼ二価の抗原
結合活性を有する２つのジスルフィド連結されたＦａｂ断片に対応し、抗原を架橋するこ
とがなおも可能な単一の大型のＦ（ａｂ’）２断片をもたらす。Ｆａｂ’断片は、抗体の
ヒンジ領域に由来する１または複数のシステインを含め、ＣＨ１ドメインのカルボキシ末
端におけるさらなる少数の残基を有することにより、Ｆａｂ断片とは異なる。Ｆａｂ’－
ＳＨとは、本明細書では、定常ドメインの（１または複数の）システイン残基が、遊離の
チオール基を保有するＦａｂ’の呼称である。Ｆ（ａｂ’）２抗体断片は元来、それらの
間にヒンジのシステインを有する８つのＦａｂ’断片の対として生成した。また、抗体断
片の他の化学的共役も知られている。
【０１２３】
　Ｆｃ断片は、ジスルフィドにより併せて保持された両方のＨ鎖のカルボキシ末端部分を
含む。抗体のエフェクター機能は、Ｆｃ領域内の配列により決定され、この領域はまた、
ある特定の種類の細胞上において見出されるＦｃ受容体（ＦｃＲ）により認識される部分
でもある。
【０１２４】
　「Ｆｖ」とは、完全な抗原認識部位および抗原結合部位を含有する最小の抗体断片であ
る。この断片は、緊密な非共有結合的会合により、１つの重鎖可変領域ドメインと１つの
軽鎖可変領域ドメインとの二量体からなる。これらの２つのドメインのフォールディング
からは、アミノ酸残基を抗原の結合のために供与し、抗原の抗体に対する結合特異性を付
与する６つの超可変ループ（Ｈ鎖およびＬ鎖の各々に由来する３つずつのループ）が生じ
る。しかし、単一の可変ドメイン（または抗原に特異的な３つのＣＤＲだけを含むＦｖの
半分）もなお、結合部位全体より低いアフィニティーではあるが、抗原を認識し、これに
結合する能力を有する。「ｓＦｖ」または「ｓｃＦｖ」としても略記される「単鎖Ｆｖ」
は、単一のポリペプチド鎖へと接続されたＶＨ抗体ドメインおよびＶＬ抗体ドメインを含
む抗体断片である。
【０１２５】
　ｓＦｖポリペプチドは、ｓＦｖが抗原の結合に所望の構造を形成することを可能とする
、ＶＨドメインとＶＬドメインとの間のポリペプチドリンカーをさらに含むことが好まし
い。ｓＦｖの総説については、Ｐｌｕｃｋｔｈｕｎ、Ｔｈｅ Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ 
ｏｆ Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ、１１３巻、Ｒｏｓｅｎｂｕｒｇおよ
びＭｏｏｒｅ編、Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｅｒｌａｇ、Ｎｅｗ Ｙｏｒｋ、２６９～３１５
ページ（１９９４）；Ｂｏｒｒｅｂａｅｃｋ、１９９５、後出を参照されたい。
【０１２６】
　「ダイアボディ」という用語は、Ｖドメインの鎖内対合ではなく、鎖間対合が達成され
る結果として、二価断片、すなわち、２つの抗原結合部位を有する断片がもたらされるよ
うに、ＶＨドメインとＶＬドメインとの間の短いリンカー（約５～１０残基）と共に、ｓ
Ｆｖ断片を構築することにより調製される小型の抗体断片（前段を参照されたい）を指す
。二重特異性のダイアボディとは、２つの「交差」ｓＦｖ断片によるヘテロ二量体であっ
て、２つの抗体のＶＨドメインおよびＶＬドメインが、異なるポリペプチド鎖上に存在す
るヘテロ二量体である。ダイアボディは、例えば、ＥＰ４０４，０９７；ＷＯ９３／１１
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１６１；およびＨｏｌｌｉｎｇｅｒら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ
、９０：６４４４～６４４８（１９９３）においてより詳細に記載されている。
【０１２７】
　ヒト以外の（例えば、齧歯動物の）抗体の「ヒト化」形態は、ヒト以外の抗体に由来す
る最小限の配列を含有するキメラ抗体である。大半の場合、ヒト化抗体とは、レシピエン
トの超可変領域に由来する残基が、所望の抗体特異性、アフィニティー、および能力を有
する、マウス、ラット、ウサギ、またはヒト以外の霊長動物など、ヒト以外の種（ドナー
抗体）の超可変領域に由来する残基により置き換えられたヒト免疫グロブリン（レシピエ
ント抗体）である。場合によっては、ヒト免疫グロブリンのフレームワーク領域（ＦＲ）
残基が、対応するヒト以外の残基により置き換えられている。さらに、ヒト化抗体は、レ
シピエント抗体にもドナー抗体にも見出されない残基を含みうる。これらの改変を行って
、抗体の効能をさらに洗練させる。一般に、ヒト化抗体は、少なくとも１つ、典型的には
２つの可変ドメインであって、超可変ループのうちの全てまたは実質的に全てがヒト以外
の免疫グロブリンの超可変ループに対応し、ＦＲのうちの全てまたは実質的に全てがヒト
免疫グロブリン配列のＦＲである可変ドメインのうちの実質的に全てを含む。場合によっ
て、ヒト化抗体はまた、免疫グロブリン定常領域（Ｆｃ）の少なくとも一部、典型的に、
ヒト免疫グロブリンのＦｃの少なくとも一部も含む。さらなる詳細については、Ｊｏｎｅ
ｓら、Ｎａｔｕｒｅ ３２１：５２２～５２５（１９８６）；Ｒｉｅｃｈｍａｎｎら、Ｎ
ａｔｕｒｅ ３３２：３２３～３２９（１９８８）；およびＰｒｅｓｔａ、Ｃｕｒｒ．Ｏ
ｐ．Ｓｔｒｕｃｔ．Ｂｉｏｌ．２：５９３～５９６（１９９２）を参照されたい。
【０１２８】
　本発明の方法および使用で適用される抗体は、蛍光標識、好ましくは、近赤外蛍光イメ
ージングにより検出可能な蛍光標識で標識される。したがって、本発明の文脈で用いられ
る場合の「蛍光」という用語は、当技術分野で一般に知られているか、または本明細書で
記載される蛍光標識を包含し、また、好ましくは、近赤外蛍光標識も包含し、本発明の文
脈では、近赤外蛍光標識が好ましい。
【０１２９】
　本明細書で用いられる「蛍光標識」は、フルオロフォアを含む分子を特徴付ける。場合
によってまた蛍光色素とも称するフルオロフォアは、特定の波長のエネルギーを吸収し、
異なる波長のエネルギーを再放射する、分子内の官能基である。前記異なる波長は、前記
特定の（所定の）波長と比較すると、特定の（所定の）波長から識別可能な波長により再
放射され、例えば、より長い波長またはより短い波長により再放射されるが、後者の場合
には、強度が低下する。放射されるエネルギーの量および波長は、フルオロフォアおよび
フルオロフォアの化学的環境の両方に依存する。
【０１３０】
　標識抗体は、複数の蛍光標識または複数の近赤外蛍光標識、例えば、２、３、４、５、
６、７、８、９、または１０の蛍光標識または近赤外蛍光標識を含むことが想定される。
また、本発明の方法では、２、３、４、５、６、７、８、９、または１０の異なる蛍光標
識または近赤外蛍光標識された抗体を適用することも想定される。
【０１３１】
　したがって、本発明の文脈で用いられる蛍光実体は、ただ１種類の蛍光標識、または少
なくとも２つ、３つ、４つ、５つ、なおもしくはこれを超える異なる種類の蛍光標識の混
合を含むことが想定される。「ただ１種類」とは、蛍光標識が１つの同じフルオロフォア
を含有することを意味するのに対し、異なる種類とは、異なる蛍光標識が異なるフルオロ
フォアを含み、したがって、異なる吸収特徴および／または放射特徴を示すことを意味す
る。これらの「異なる」特徴は、例えば、ソフトウェアを一助とする評価を介して、後で
「脱混合する」ことができる。当業者には、複数の異なるフルオロフォアの放射を脱混合
する手段および方法がよく知られている。蛍光標識は、蛍光標識上の任意の適当な反応性
基およびスペーサー上または第２の実体上の適合性の官能基を用いて、蛍光解析物のスペ
ーサーまたは第２の実体へと共有結合的および／または非共有結合的に連結することがで
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きる。
【０１３２】
　本発明の文脈では、前記蛍光標識が、量子ドット剤、蛍光タンパク質、蛍光染料、ｐＨ
感受性蛍光染料、電圧感受性蛍光染料、および／または蛍光標識されたマイクロスフェア
を含む群から選択されることが好ましい。蛍光標識の例は、「量子ドット剤」または「量
子ドット」であるが、これはまたナノ結晶としても知られ、半導体として知られる特殊な
クラスの物質である（周期族でＩＩ－ＶＩ族、ＩＩＩ－Ｖ族、またはＩＶ－ＶＩ族の物質
から構成される結晶である）。別の例は、例えば、増強型または非増強型の緑色蛍光タン
パク質（ＧＦＰ）、ＣＦＰ、ＹＦＰ、ＢＦＰを包含する「蛍光タンパク質」である。さら
なる蛍光タンパク質は、Ｚｈａｎｇ、Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌ．２００
２、１２、９０６～１８ページまたはＧｉｅｐｍａｎｓ、Ｓｃｉｅｎｃｅ．２００６、３
１２、２１７～２４ページにおいて記載されている。
【０１３３】
　「蛍光染料」は、例えば、ＦＩＴＣのような、その全ての誘導体を含めたフルオレセイ
ン；テトラメチルローダミン（ＴＡＭＲＡ）およびそのイソチオシアン酸誘導体（ＴＲＩ
ＴＣ）、スルホローダミン１０１（およびそのスルホニルクロリド形態であるＴｅｘａｓ
 Ｒｅｄ）、Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ Ｒｅｄ、ならびにＡｌｅｘａ５４６、Ａｌｅｘａ５５５
、Ａｌｅｘａ６３３、ＤｙＬｉｇｈｔ５４９、およびＤｙＬｉｇｈｔ６３３などの新たな
フルオロフォアを包含するローダミンの他の誘導体など、その全ての誘導体を含めたロー
ダミン；Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ（蛍光染料のＡｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒファミリーは、Ｍｏ
ｌｅｃｕｌａｒ Ｐｒｏｂｅｓ製である）；蛍光染料のファミリーであるＤｙＬｉｇｈｔ 
Ｆｌｕｏｒは、Ｄｙｏｍｉｃｓ製であり、蛍光標識および染料のシリーズを表すＡＴＴＯ
 Ｄｙｅは、Ｓｉｅｇｅｎ所在のＡＴＴＯ－ＴＥＣ ＧｍｂＨ製である（ＷＯ／２００７／
０６７９７８、日本）；ＬａＪｏｌｌａ Ｂｌｕｅ（Ｄｉａｔｒｏｎ、Ｍｉａｍｉ、Ｆｌ
ａ．）；インドシアニングリーン（ＩＣＧ）およびその類似体（Ｌｉｃｈａら、１９９６
、ＳＰＩＥ ２９２７：１９２～１９８；Ｉｔｏら、米国特許第５，９６８，４７９号）
；インドトリカルボシアニン（ＩＴＣ；ＷＯ９８／４７５３８）、ならびにキレート化ラ
ンタニド化合物が含まれるがこれらに限定されない、全ての種類の蛍光標識を包含する。
蛍光ランタニド金属には、ユーロピウムおよびテルビウムが含まれる。
【０１３４】
　抗体は、ＮＩＲＦにより検出可能な蛍光標識で標識することが好ましい、すなわち、抗
体は、近赤外（ＮＩＲ）蛍光標識で標識することが好ましい。励起波長および放射波長が
近赤外スペクトル内にある、すなわち、６４０～１３００ｎｍ、好ましくは、６４０～１
２００ｎｍ、より好ましくは、６４０～９００ｎｍにあるＮＩＲ蛍光標識を用いる。この
部分の電磁スペクトルを用いることにより、組織の透過が最大化され、ヘモグロビン（＜
６５０ｎｍ）および水（＞１２００ｎｍ）など、生理学的に豊富な吸収物質による吸収が
最小化される。インビボにおける使用に理想的な近赤外蛍光色素は、以下を呈示する：
（１）スペクトル特徴の狭小さ、
（２）感度の高さ（量子収量）、
（３）生体適合性、
（４）吸収スペクトルおよび励起スペクトルの分離、ならびに
（５）光安定性。
【０１３５】
　多様な近赤外（ＮＩＲ）蛍光標識は市販されており、本発明に従う蛍光実体を調製する
のに用いることができる。例示的なＮＩＲＦ標識には、以下が含まれる：Ｃｙ５．５、Ｃ
ｙ５、およびＣｙ７（Ａｍｅｒｓｈａｍ、Ａｒｌｉｎｇｔｏｎ Ｈｔｓ．、ＩＬ）；ＩＲ
Ｄ４１およびＩＲＤ７００（ＬＩ－ＣＯＲ、Ｌｉｎｃｏｌｎ、ＮＥ）；ＮＩＲ－Ｉ（同仁
化学研究所、熊本、日本）；ＬａＪｏｌｌａ Ｂｌｕｅ（Ｄｉａｔｒｏｎ、Ｍｉａｍｉ、
ＦＬ）；インドシアニングリーン（ＩＣＧ）およびその類似体（Ｌｉｃｈａ、Ｋ．ら、Ｓ
ＰＩＥ－Ｔｈｅ Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｓｏｃｉｅｔｙ ｆｏｒ Ｏｐｔｉｃａｌ 
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Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ、１９９６；２９２７巻：１９２～１９８；ＵＳ５，９６８，４
７９）；インドトリカルボシアニン（ＩＴＣ；ＷＯ９８／４７５３８）；ならびにキレー
ト化ランタニド化合物、ならびにＳＦ６４、５－２９、５－３６、および５－４１（ＷＯ
２００６／０７２５８０による）。蛍光ランタニド金属には、ユーロピウムおよびテルビ
ウムが含まれる。ランタニドの蛍光特性は、Ｌａｃｋｏｗｉｃｚ，Ｊ．Ｒ．、Ｐｒｉｎｃ
ｉｐｌｅｓ ｏｆ Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ Ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ、２版、Ｋｌｕ
ｗｅｒ Ａｃａｄｅｍｉｃ、Ｎｅｗ Ｙｏｒｋ、（１９９９）において記載されている。
【０１３６】
　「蛍光マイクロスフェア」は、参照により本明細書に組み込まれるＷＯ／２００７／０
６７９７８において極めて詳細に記載されている。
【０１３７】
　本発明のさらなる実施形態では、蛍光実体のうちの少なくとも１つの蛍光標識が活性化
可能である。また、蛍光実体が活性化可能であることも想定される。
【０１３８】
　前出で言及した通り、蛍光染料により放射されるエネルギーの量および波長は、フルオ
ロフォアおよびフルオロフォアの化学的環境の両方に依存することが知られている。した
がって、蛍光染料は、ｐＨ感受性に反応する場合もあり、電圧感受性に反応する場合もあ
る、すなわち、蛍光染料は、化学的環境におけるこのような変化により活性化可能である
。活性化可能なさらなる蛍光標識については、例えば、それらの全てが参照により本明細
書に組み込まれるＵＳ２００６／０１４７３７８Ａ１、ＵＳ６５９２８４７、ＵＳ６，０
８３，４８６、ＷＯ／２００２／０５６６７０、またはＵＳ２００３／００４４３５３Ａ
１において極めて詳細に記載されている。
【０１３９】
　蛍光標識／実体の「活性化」とは、標識／実体の検出可能な特性、例えば、光学特性を
変更する、標識／実体に対する任意の変化を意味する。これには、特性、例えば、光学特
性における検出可能な差違、例えば、蛍光シグナルの振幅における変化（例えば、脱消光
および消光）、波長、蛍光の寿命、スペクトル特性、または極性における変化を結果とし
てもたらす、標識／実体の任意の修飾、変更、または結合（共有結合的または非共有結合
的）が含まれるがこれらに限定されない。光学特性には、例えば、電磁スペクトルの可視
領域、紫外領域、近赤外領域、および赤外領域における波長が含まれる。限定なしに述べ
ると、活性化は、酵素的切断、酵素的転換、リン酸化または脱リン酸化、結合に起因する
立体構成の変化、酵素が媒介するスプライシング、酵素が媒介するフルオロフォアの移動
、相補的なＤＮＡまたはＲＮＡのハイブリダイゼーション、解析物の、Ｎａ＋、Ｋ＋、Ｃ
ａ２＋、Ｃｌ－、または別の解析物などの解析物との会合などの結合、プローブ環境の疎
水性における変化、およびフルオロフォアの化学修飾を介しうる。光学特性の活性化は、
磁気緩和および生体発光など（であるがこれらに限定されない）、他の検出可能な特性に
おける変更を随伴する場合もあり、随伴しない場合もある。
【０１４０】
　蛍光標識は、フルオロフォアの化学反応性の誘導体を用いて達成される。一般的な反応
性基には、ＦＩＴＣおよびＴＲＩＴＣ（フルオレセインおよびローダミンの誘導体）など
のアミン反応性イソチオシアン酸誘導体、ＮＨＳ－フルオレセインなどのアミン反応性ス
クシンイミジルエステル、およびフルオレセイン－５－マレイミドなどのスルフヒドリル
反応性マレイミド活性化フルオルが含まれる。これらの反応性染料のうちのいずれかの、
別の分子との反応は、フルオロフォアと標識された分子との間で形成される安定な共有結
合的結合を結果としてもたらす。したがって、本発明の抗体は、前述の蛍光標識で標識す
ることができる。本発明により想定される他の適当な蛍光標識は、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏ
ｒ、Ｄｙｌｉｇｈｔ ｆｌｕｏｒ、およびＡＴＴＯ Ｄｙｅである。また、ＧＦＰ、ＹＦＰ
、またはＣＦＰなどの蛍光タンパク質も用いることができる。また、活性化可能な蛍光染
料であって、ｐＨの変化または電圧、温度により活性化される蛍光染料も、用いることが
想定される。また、標識抗体が、複数の蛍光標識または複数の近赤外蛍光標識、例えば、
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２、３、４、５、６、７、８、９、または１０の蛍光標識または近赤外蛍光標識を含むこ
とも想定される。また、本発明のキット、方法、および使用では、２、３、４、５、６、
７、８、９、または１０の異なる蛍光標識または近赤外蛍光標識された抗体を適用するこ
とも想定される。
【０１４１】
　代替法では、本発明の方法で適用される抗体を、間接的に標識することもできる。例え
ば、未標識の抗体を、蛍光標識を含む第２の抗体であって、未標識抗体を指向する（その
未標識抗体の定常領域への結合のために）第２の抗体により標識する。前記の代替法では
、第２の抗体のエピトープ結合ドメインがその標的に結合したら、前記第２の抗体の蛍光
標識が活性化される。
【０１４２】
　「活性化した」は、本明細書の前出で言及された活性化可能な蛍光標識の活性化を包含
する。「活性化した」はまた、「ＦＲＥＴベースの」効果も包含する。蛍光共鳴エネルギ
ー移動、共鳴エネルギー移動（ＲＥＴ）、または電子エネルギー移動（ＥＥＴ）としても
知られているフォスター共鳴エネルギー移動（ＦＲＥＴと略記される）は、２つのフルオ
ロフォア間のエネルギー移動について描出する機構である。ＦＲＥＴは、ドナーフルオロ
フォアとアクセプターフルオロフォアとの近接についての表徴を提供する。ドナーが規定
された周波数の入射放射により励起され、アクセプターがドナーと十分に近接している場
合、ドナーが通常蛍光として放射するエネルギーの一部がアクセプターへと移動する（大
半のドナーフルオロフォアについて典型的に、約５０オングストローム以内）。アクセプ
ターへと移動したエネルギーのうちの少なくとも一部が、アクセプターの蛍光周波数にお
ける放射として放射される。ＦＲＥＴは、参照により全ての目的で本明細書に組み込まれ
る「ＦＲＥＴ Ｉｍａｇｉｎｇ」（Ｊａｒｅｓ－Ｅｒｉｊｍａｎ，Ｅ．ＡおよびＪｏｖｉ
ｎ，Ｔ．Ｍ、Ｎａｔｕｒｅ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、２１（１１）、（２００３）
、１３８７～１３９５ページ）など、多様な出典においてもさらに記載されている。この
ようなＦＲＥＴ効果に基づくスクリーニングシステムは、よく知られており、例えば、そ
の全体において本明細書に包含される、ＷＯ２００６１０７８６４において記載されてい
る。
【０１４３】
　当技術分野では、ＮＩＲ蛍光標識を含めた蛍光標識を共役させる方法がよく知られてい
る。これらの標識の抗体へのコンジュゲーション法は、近年になって大幅に精緻化されて
おり、Ａｓｌａｍ，Ｍ．およびＤｅｎｔ，Ａ．、Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｉｏｎ（１９９
８）２１６～３６３、Ｌｏｎｄｏｎ、ならびにＴｉｊｓｓｅｎ，Ｐ．、「Ｐｒａｃｔｉｃ
ｅ ａｎｄ ｔｈｅｏｒｙ ｏｆ ｅｎｚｙｍｅ ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙｓ」（１９９０）
、Ｅｌｓｅｖｉｅｒ、Ａｍｓｔｅｒｄａｍ中の「Ｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌｅ ｃｏｎｊ
ｕｇａｔｉｏｎ」の章において優れた概説がなされている。適切な共役化学反応は、上記
で引用した文献（Ａｓｌａｍ、前出）から知られる。蛍光標識は、どの共役部分が存在す
るのかに応じて、水性溶媒中の抗体と直接に反応する場合もあり、有機溶媒中の抗体と直
接に反応する場合もある。共役部分とは、蛍光色素標識の抗体への化学的共役に用いられ
る反応性基または活性化基である。蛍光色素標識は、抗体へと直接接合される場合もあり
、スペーサーを介して抗体へと接続され、抗体とＮＩＲ蛍光標識とを含むＮＩＲ蛍光標識
コンジュゲートを形成する場合もある。用いられるスペーサーは、インビボにおける適当
に長時間にわたる持続（半減期）を本来的に有するように、選択またはデザインすること
ができる。
【０１４４】
　さらなる態様では、本発明は、治療的に有効な抗体についての前臨床試験に最も適格な
異種移植片腫瘍モデルをインビボにおいて選択する本発明の方法の使用に関する。
【０１４５】
　別の態様では、本発明は、治療的に有効な抗体についての前臨床試験に最も適格な異種
移植片腫瘍モデルをインビボにおいて選択する非侵襲的方法であり、
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（ａ）１または複数の異種移植片腫瘍モデルにおいて、蛍光標識された前記治療的に有効
な抗体を、前記異種移植片腫瘍モデル内のその標的に結合させた後で、近赤外蛍光イメー
ジング（ＮＩＲＦ）により検出するステップと；
（ｂ）前記治療的に有効な抗体を前記異種移植片腫瘍モデル内の前記標的に結合させた後
で、最も強い蛍光シグナルを示す異種移植片腫瘍モデルを選択するステップと
を含む方法における近赤外蛍光イメージング（ＮＩＲＦ）の使用に関する。
【０１４６】
　本発明の方法の文脈で記載される実施形態は、変更すべきことを変更して、本発明の使
用の文脈で適用可能である。
【０１４７】
　本発明ではまた、治療的に有効な抗体についての前臨床試験における使用のための、前
出の実施形態のうちのいずれかの方法により選択される異種移植片腫瘍モデルも企図され
る。
【０１４８】
　本発明の別の態様は、異種移植片腫瘍モデルをインビボにおいて選択するためのキット
であって、治療的に有効な抗体と、（本明細書で記載される）前記抗体を蛍光標識するた
めの手段と、１または複数の異種移植片腫瘍モデルとを含むキットである。
【０１４９】
　本発明の方法の文脈で記載される実施形態は、変更すべきことを変更して、本発明のキ
ットの文脈で適用可能である。
【０１５０】
　本発明のさらなる態様は、治療的に有効な抗体についての前臨床試験のためのキットで
あって、治療的に有効な抗体と、（本明細書で記載される）前記抗体を蛍光標識するため
の手段と、前出の実施形態のうちのいずれかの方法により選択される１または複数の異種
移植片腫瘍モデル、好ましくは、最も適格な異種移植片腫瘍モデルとを含むキットである
。代替的に、キットは、異種移植片腫瘍モデルではなく、異種移植片腫瘍モデルを作製す
るのに用いうる、１または複数のヒト腫瘍細胞系または初代ヒト腫瘍細胞もしくは細胞系
を含む場合もある。
【０１５１】
　本発明の方法の文脈で記載される実施形態は、変更すべきことを変更して、本発明のキ
ットの文脈で適用可能である。
【０１５２】
　つまり、治療的に有効な抗体についての前臨床試験に最も適格な異種移植片腫瘍モデル
の選択に関する本発明の態様は、以下の項目にまとめることができる。
（１）治療的に有効な抗体についての前臨床試験に最も適格な異種移植片腫瘍モデルをイ
ンビボにおいて選択する非侵襲的方法であって、
（ａ）１または複数の異種移植片腫瘍モデルにおいて、蛍光標識された前記治療的に有効
な抗体を、前記異種移植片腫瘍モデル内のその標的に結合させた後で、近赤外蛍光イメー
ジング（ＮＩＲＦ）により検出するステップと；
（ｂ）前記治療的に有効な抗体を前記異種移植片腫瘍モデル内の前記標的に結合させた後
で、最も強い蛍光シグナルを示す異種移植片腫瘍モデルを選択するステップと
を含む方法。
（２）前記異種移植片腫瘍モデルが、マウス、ラット、モルモット、ハムスター、または
ヒト以外のサルである、項目１の方法。
（３）前記異種移植片腫瘍モデルが、腫瘍を含む、前出の項目のうちのいずれかの方法。
（４）前記腫瘍が、ヒトに由来する、項目３の方法。
（５）前記腫瘍が、治療的に活性な抗体の標的をそれらの表面上に有する悪性／癌性細胞
を含む、項目３または４の方法。
（６）前記標的が、細胞外部分を有するタンパク質である、項目５の方法。
（７）近赤外蛍光イメージングが、蛍光反射率イメージング（ＦＲＩ）または蛍光媒介型
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断層撮影法（ＦＭＴ）を包含する、前出の項目のうちのいずれかの方法。
（８）前記異種移植片腫瘍モデルに、蛍光標識された治療的に有効な抗体を、前記抗体を
検出する前に投与する、前出の項目のうちのいずれかの方法。
（９）治療的に有効な抗体についての前臨床試験に最も適格な異種移植片腫瘍モデルをイ
ンビボにおいて選択する、前出の項目のうちのいずれかの方法。
（１０）治療的に有効な抗体についての前臨床試験に最も適格な異種移植片腫瘍モデルを
インビボにおいて選択する、前出の項目のうちのいずれかの方法の使用。
（１１）治療的に有効な抗体についての前臨床試験に最も適格な異種移植片腫瘍モデルを
インビボにおいて選択する非侵襲的方法であり、
（ａ）１または複数の異種移植片腫瘍モデルにおいて、蛍光標識された前記治療的に有効
な抗体を、前記異種移植片腫瘍モデル内のその標的に結合させた後で、近赤外蛍光イメー
ジング（ＮＩＲＦ）により検出するステップと；
（ｂ）前記治療的に有効な抗体を前記異種移植片腫瘍モデル内の前記標的に結合させた後
で、最も強い蛍光シグナルを示す異種移植片腫瘍モデルを選択するステップと
を含む方法における近赤外蛍光イメージング（ＮＩＲＦ）の使用。
（１２）治療的に有効な抗体についての前臨床試験における使用のための、前出の項目の
うちのいずれかの方法により選択される異種移植片腫瘍モデル。
（１３）異種移植片腫瘍モデルをインビボにおいて選択するためのキットであって、治療
的に有効な抗体と、前記抗体を蛍光標識するための手段と、１または複数の異種移植片腫
瘍モデルとを含むキット。
（１４）治療的に有効な抗体についての前臨床試験のためのキットであって、治療的に有
効な抗体と、前記抗体を蛍光標識するための手段と、前出の項目のうちのいずれかの方法
により選択される１または複数の異種移植片腫瘍モデルとを含むキット。
【０１５３】
　上記の知見はまた、以下で詳細に説明されるヒト患者の層別化にも適用可能である。
【０１５４】
　上記の異種移植片腫瘍モデルの文脈で記載される実施形態／定義は、別段に言明されな
い限り、変更すべきことを変更して、これより以後の実施形態へ適用される。
【０１５５】
　さらなる態様では、本発明は、治療用抗体に対して好ましく応答する傾向がある癌／腫
瘍患者を同定する非侵襲的方法であって、
（ａ）少なくとも１つの所定の波長の励起光を前記患者の所定領域へと方向付けるステッ
プと、
（ｂ）蛍光標識された治療用抗体から放射される、（ａ）の所定の波長から識別可能な波
長を有する放射光を受容し、これにより、前記抗体に対して好ましく応答する傾向がある
癌患者を同定するステップと
を含み、
前記癌／腫瘍患者が、蛍光標識された形態にある前記治療用抗体を、同定前に、ステップ
（ａ）の前に、またはステップ（ｂ）の前に施された患者である方法に関する。
【０１５６】
　前記治療用抗体は、前記患者に治療有効量で投与する、すなわち、前記患者は、前記標
識抗体を治療有効量で施されていることが好ましい。「治療有効量」または「治療的に活
性な」とは、そのために治療用抗体が投与される治療効果をもたらす治療用抗体の用量を
意味する。
【０１５７】
　癌の場合、治療有効量の薬物は、癌細胞の数を低減することが可能であり；腫瘍サイズ
を低減することが可能であり；癌細胞の末梢器官への浸潤を阻害する（すなわち、ある程
度遅らせる、好ましくは、停止させる）ことが可能であり；腫瘍の転移を阻害する（すな
わち、ある程度遅らせる、好ましくは、停止させる）ことが可能であり；腫瘍増殖をある
程度阻害することが可能であり；かつ／または障害と関連する症状のうちの１または複数
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をある程度軽減することが可能である。正確な用量は、処置の目的に依存し、既知の技法
を用いて当業者により確認可能である。当技術分野で知られており上記した通り、年齢、
体重、全身の健康状態、性別、食餌、薬物相互作用、および状態の重症度についての補正
が必要な場合があり、当業者により日常的な実験を用いて確認可能である。本発明のそれ
ぞれの方法または方法ステップの治療効果は、本明細書で記載される通りに検出可能であ
る。
【０１５８】
　上記のステップ（ａ）において用いられる励起光は、前記治療用抗体の標識を励起する
ことが理論的に可能なことが理解されるであろう。
【０１５９】
　本明細書で用いられる「非侵襲的」とは、本発明の方法、使用、および／またはキット
／デバイスが、前記対象の皮膚および／または粘膜の損傷を創出せず、皮膚／粘膜の放射
との接触を可能とし、これを伴い、また、放射による皮膚／粘膜および全ての後続層の透
過も可能とし、これも伴うことを意味する。したがって、放射は、例えば、本発明の文脈
において本明細書で記載される励起光、放射光など、全ての種類の光を包含する。
【０１６０】
　本発明の方法／使用／キットは、前記治療用抗体に対して好ましく応答する傾向がある
患者を同定するのに用いることができる。「治療用抗体に対して好ましく応答する傾向が
ある患者を同定する」という用語は、患者を層別化することを包含する。「～を層別化す
ること」という用語は、患者を、前記治療用抗体による抗腫瘍療法から利益を得る可能性
がある患者、またはその可能性がない患者へと分類することを指す。特に、患者を層別化
することは、本明細書で記載される教示に従い放射光を決定し、これにより、患者が前記
治療用抗体から利益を得る可能性があるのかどうかを判定することを伴う。癌／腫瘍細胞
が前記蛍光治療用抗体により標識された患者は、前記療法から利益を得る可能性があるの
に対し、腫瘍細胞が前記抗体により標識されていない患者は、利益を得る可能性がない。
この目的で、少なくとも１つの所定の波長の励起光を、前記腫瘍／癌細胞または腫瘍自体
を含む前記患者の所定領域へと方向付けることが想定される。言い換えれば、標識された
治療用抗体は、言及された腫瘍細胞に結合し、これにより、上記で言及した方法のステッ
プ（ｂ）ならびに本明細書で開示される対応する方法および使用において検出可能なシグ
ナルが結果としてもたらされる。その場合、標識された治療用抗体は、有益な効果を及ぼ
しうる、すなわち、患者が処置に対して好ましく応答する場合もあり、処置から利益を得
る場合もあることが明らかである。抗体が前記患者の腫瘍に結合しないと仮定すると、シ
グナル（放射光）が見られないか、または、それ自体、治療用抗体が有益な効果を及ぼし
うると考えられたにもかかわらず、実のところ、まさにその患者に対する最良の選択では
ないことを既に示す、関与性でないシグナル（放射光）だけしか見られない。上記の方法
（および本明細書で開示される対応する全ての方法）のステップ（ｂ）の中の放射ステッ
プから得られるシグナルが、関与性であるのか、関与性でないのかを判定することが可能
であるためには、得られたシグナルを、前記患者のさらなる所定領域であって、供給源ま
たは由来が問題の組織（実のところ、腫瘍自体、腫瘍または腫瘍細胞の部分）と同じであ
る健康な細胞または組織（例えば、いずれも乳房組織であるか、またはいずれも肺組織な
どである）を主に含有する点で特徴付けられる、さらなる所定領域におけるまさに同じ標
識抗体により得られたシグナルと比較することが想定される。この比較は、当業者が、陰
性と見なされる可能性がある蛍光の適当な閾値レベル（例えば、好ましくは同じ患者の、
健康な乳房組織が、何らかの不特定の蛍光であって、療法の奏効について予測的でない蛍
光を示す可能性がある）を規定する一助となるであろう。代替的にまた、得られたデータ
を、データベース内の基準データ、または異なる患者であるが健康な（腫瘍／癌に関して
「健康な」）患者について得られた基準データと比較することも想定される。前記患者が
、癌を患うと診断された患者であることが好ましい。
【０１６１】
　層別化法の文脈において本明細書で用いられる「腫瘍」という用語は、制御されていな
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い細胞増殖を典型的に特徴とする、哺乳動物における生理学的状態を指すか、またはこれ
について記載する。腫瘍の例には、癌腫、リンパ腫、芽細胞腫（髄芽細胞腫および網膜芽
細胞腫を含めた）、肉腫（脂肪肉腫および滑膜細胞肉腫を含めた）、神経内分泌腫瘍（カ
ルチノイド腫瘍、ガストリノーマ、および膵島細胞癌を含めた）、中皮腫、神経鞘腫（聴
神経腫を含めた）、髄膜腫、腺癌腫、および黒色腫が含まれるがこれらに限定されない。
また、消化器癌、膵臓癌、膠芽腫、子宮頸癌、卵巣癌、肝臓癌（ｌｉｖｅｒ ｃａｎｃｅ
ｒ）、膀胱癌、肝細胞癌、乳癌、結腸癌、直腸癌、結腸直腸癌、子宮内膜癌腫または子宮
癌腫、唾液腺癌腫、腎臓（ｋｉｄｎｅｙまたはｒｅｎａｌ）癌、前立腺癌、外陰癌、甲状
腺癌、肝臓癌腫（ｈｅｐａｔｉｃ ｃａｒｃｉｎｏｍａ）、肛門癌腫、陰茎癌腫、精巣癌
、食道癌、胆管の腫瘍の他、頭頸部癌、好ましくは乳癌の群から選択される充実性腫瘍も
含まれる。乳癌が好ましい。
【０１６２】
　また、本発明の治療用抗体を、１または複数のさらなる抗腫瘍剤と共に使用することも
想定される。「抗腫瘍剤」という用語は、抗新生物剤、抗血管新生剤、化学療法剤、およ
びペプチドによる癌療法剤から選択されうる療法を包含する。抗新生物剤は、抗生剤型薬
剤、アルキル化剤、代謝拮抗剤、ホルモン剤、免疫剤、インターフェロン型薬剤、キナー
ゼ阻害剤、およびこれらの組合せから選択することができる。このような医薬としての活
性化合物／薬剤は、従来の低分子の有機化学分子の場合もあり、タンパク質、抗体（これ
らの断片を含めた）、ペプチボディ、ＤＮＡ、ＲＮＡ、またはこのような高分子の断片な
ど、高分子の場合もある。
【０１６３】
　本明細書で用いられる「励起光」という用語は、励起光源を介して発生させる光につい
て記載するのに用いられる。励起光には、フルオロフォアに由来する蛍光を励起すること
が可能な光のスペクトル構成成分（すなわち、波長）が含まれるがこれらに限定されない
。蛍光を励起することが可能な励起光中のスペクトル構成成分には、単一の波長、単一帯
域の波長、複数の波長、または複数のスペクトル帯域の波長が含まれうる。蛍光を励起す
ることが可能な励起光中のスペクトル構成成分は、約４００～７００ナノメートル（ｎｍ
）の可視スペクトル領域内の１または複数の波長を包含しうる。しかし、蛍光を励起する
ことが可能な励起光中のスペクトル構成成分はまた、他のスペクトル領域内、例えば、約
７００～１０００ナノメートルの近赤外（ＮＩＲ）スペクトル領域内、または約１～４０
０ナノメートルの紫外（ＵＶ）スペクトル領域内の１または複数の波長も包含しうる。励
起光は、蛍光を励起しないスペクトル構成成分もさらに包含しうる。蛍光を励起すること
が可能な励起光のスペクトル構成成分は、それらが励起する蛍光より短い波長を有しうる
。しかし、他の配置では、励起光の一部のさらなるスペクトル構成成分が、それらが励起
する蛍光より長い波長を有しうる。好ましい実施形態では、励起光が、約６７１～７０５
ｎｍの範囲のスペクトル帯域（ＩＣＧ）を含む。励起光は、強度において連続性の場合も
あり、波において連続性の場合もあり、パルス光の場合もあり、調整される場合もあり（
例えば、周波数または振幅により）、これらの任意の適当な組合せの場合もある。
【０１６４】
　励起光は、蛍光標識と遭遇すると吸収される。蛍光は、蛍光標識が励起された後でその
基底状態へと戻るときに生じる。そこで、蛍光標識は、励起光とは検出可能な形で異なる
（識別可能な）特性、すなわち、スペクトル特性（例えば、波長がわずかに長いなど）を
有する光を放射する。吸収されたエネルギーの一部は、熱へと変換される。このエネルギ
ーの喪失により、より短い励起波長からより長い放射波長への波長のシフトが引き起こさ
れる。この過程は、ストークスシフトとして知られている。しかし、また、Ｘｕら、（１
９９６）、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．９３：１０７６３～１０７６８にお
いて記載される光学現象などの異なる光学現象を用いて蛍光を発生させることもできる。
本発明の文脈では、少なくとも１つの、すなわち、１つ、２つ、３つ、４つ、５つ、なお
またはこれを超える、所定であり、好ましくは、識別されるかまたは識別可能な（１また
は複数の）波長を含む励起光を、対象の所定領域（場合によってまた、「描出」領域とも
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称する）へと方向付けることが想定される。したがって、「描出領域」または「所定領域
」は、最大で（ａｔ ｍｏｓｔ（ｍａｘｉｍａｌ））対象の全身またはその身体の任意の
より小さな部分を包摂する。本発明の使用／方法／キットのさらなる好ましい実施形態で
は、前記患者の前記所定領域が、前記患者の少なくとも乳房、肝臓、腎臓、膀胱、肺、前
立腺、または膵臓を含む。
【０１６５】
　本発明の方法ではまた、前記少なくとも１つの所定の波長の励起光を、前記対象の描出
領域へともっぱら方向付けることも想定される。この点における「もっぱら」とは、前記
励起光を、最大で（ａｔ ｍｏｓｔ（ｍａｘｉｍａｌ））言及される描出領域へと方向付
けるが、対象の他のいかなる部分へも方向付けないことを意味する。
【０１６６】
　蛍光シグナルを生成させる他、前記シグナルを検出するために、所定領域および励起光
を規定することについては、その参照により本明細書に組み込まれるＷＯ２０１１／０１
２６４６（ＰＣＴ／ＥＰ２０１０／０６０９５７）において極めて詳細に説明されている
。
【０１６７】
　蛍光標識は、量子ドット剤、蛍光染料、ｐＨ感受性蛍光染料、電圧感受性蛍光染料、お
よび蛍光標識されたマイクロスフェアからなる群から選択されることが好ましい。
【０１６８】
　治療用抗体は、これらの組合せを含めた、アレムツズマブ、アポリズマブ、セツキシマ
ブ、エプラツズマブ、ガリキシマブ、ゲムツズマブ、イピリムマブ、ラベツズマブ、パニ
ツムマブ、リツキシマブ、トラスツズマブ、ニモツズマブ、マパツムマブ、マツズマブ、
ｒｈＭＡｂ ＩＣＲ６２、ｒｈＭＡｂ Ｂ－Ｌｙ１およびペルツズマブ、トラスツズマブ、
および／またはオムニターグからなる群から選択されることが好ましい。ステップ（ｂ）
では、（ａ）の所定の波長から識別可能な波長を有する前記光が、光学検出器により受容
されることが想定される。「光学検出器」という用語は、本明細書の別の箇所で規定され
ている。前記対象は、治療有効用量の前記治療用抗体を、同定前に施されていることが好
ましい。
【０１６９】
　上記の方法は、前記患者の腫瘍から受容された組織試料中の腫瘍細胞のサブセットをエ
クスビボにおいて検出するステップをさらに含み、前記患者は、蛍光標識された抗体を、
前記組織試料の摘出前に施された患者でありうる。
【０１７０】
　「腫瘍試料」（場合によってまた「組織試料」とも称する）は、対象に由来することが
好ましく、注射針生検、外科生検、骨髄生検などの生検を介して得ることができる。した
がって、腫瘍試料には、腫瘍、腫瘍の部分、腫瘍に由来する腫瘍細胞（腫瘍に由来する可
能性があり、細胞培養物中で増殖する腫瘍細胞系を含めた）が含まれるが、また、腫瘍細
胞系自体、ならびに対象に由来し、腫瘍形成性、なおもしくは癌性であることが疑われる
か、または腫瘍形成性細胞もしくは癌性細胞を含むことが疑われる細胞および／または組
織も含まれる。したがって、腫瘍試料にはまた、非腫瘍形成性細胞も含まれうることが想
定される。例えば、腫瘍細胞および／または（微小）転移巣は、健康な、すなわち、非腫
瘍形成性組織により取り囲まれていることが多い、すなわち、そうであれば、腫瘍細胞は
、健康な組織内に細胞のサブセットを形成しうるであろう。腫瘍試料は、これによれば、
健康な（非腫瘍形成性）細胞のサブセットと、腫瘍形成性細胞のサブセットとを含みうる
であろう。
【０１７１】
　前記細胞のサブセットは、直接的または間接的免疫組織化学（ＩＨＣ）により検出され
ることが好ましい。
【０１７２】
　さらなる実施形態では、本発明は、本明細書で規定される方法により、抗体に対して好
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ましく応答すると診断された患者の処置において用いられる前記抗体に関する。
【０１７３】
　図とは、以下を示す。
【図面の簡単な説明】
【０１７４】
【図１－１】Ｃａｌｕ３肺癌異種移植片における、ＩＧＦ１ＲについてのＩＨＣ染色を示
す図である。
【図１－２】Ｃａｌｕ３肺癌異種移植片における、抗ＩＧＦ１Ｒ－Ｃｙ５ ｍＡｂについ
てのインビボイメージングを示す図である。
【図１－３】Ｃａｌｕ３肺癌異種移植片における、抗ＩＧＦ１Ｒ ｍＡｂの治療的有効性
を示す図である。
【図２－１】Ａ５４９肺癌異種移植片における、ＩＧＦ１ＲについてのＩＨＣ染色を示す
図である。
【図２－２】Ａ５４９肺癌異種移植片における、抗ＩＧＦ１Ｒ－Ｃｙ５ ｍＡｂについて
のインビボイメージングを示す図である。
【図２－３】Ａ５４９肺癌異種移植片における、抗ＩＧＦ１Ｒ ｍＡｂの治療的有効性を
示す図である。
【図３－１】Ｃａｌｕ３肺癌異種移植片における、Ｈｅｒ２およびＨｅｒ３についてのＩ
ＨＣ染色を示す図である。
【図３－２】Ｃａｌｕ３肺癌異種移植片における、抗ＨＥＲ２－Ｃｙ５ ｍＡｂおよび抗
ＨＥＲ３－Ｃｙ５ ｍＡｂについてのインビボイメージングを示す図である。
【図３－３】Ｃａｌｕ３肺癌異種移植片における、抗ＨＥＲ２－Ｃｙ５ ｍＡｂおよび抗
ＨＥＲ３－Ｃｙ５ ｍＡｂについてのエクスビボイメージングを示す図である。
【図３－４】Ｃａｌｕ３肺癌異種移植片における、抗ＨＥＲ３ ｍＡｂおよび抗ＨＥＲ２ 
ｍＡｂの治療的有効性を示す図である。
【図４】図４－１は、Ｃａｌｕ３肺癌異種移植片における、抗ＨＥＲ２－Ｃｙ５ ｍＡｂ
および抗ＩＧＦ１Ｒ－Ｃｙ５ ｍＡｂについてのインビボイメージングを示す図である。
図４－２は、Ｃａｌｕ３肺癌異種移植片における、抗ＨＥＲ２－Ｃｙ５ ｍＡｂおよび抗
ＩＧＦ１Ｒ－Ｃｙ５ ｍＡｂについてのエクスビボイメージングを示す図である。
【実施例】
【０１７５】
　以下の実施例は、本発明を例示するものである。これらの実施例は、本発明の範囲を限
定するものと解釈すべきではない。実施例は、例示を目的として包含されるものであり、
本発明を限定するのは特許請求の範囲だけである。
【実施例１】
【０１７６】
　第１の例では、免疫組織化学（ＩＨＣ）の能力と、近赤外蛍光イメージング（ＮＩＲＦ
）の能力とを比較して、腫瘍と関連するＩＧＦ１受容体の、Ｃａｌｕ３肺癌異種移植片に
おける発現レベルを検証する。
【０１７７】
　古典的なＩＨＣによりＩＧＦ１受容体を検出するために、Ｃａｌｕ３腫瘍を動物から外
植し、ホルマリン中で２４時間にわたり固定する。その後、腫瘍組織を脱水し、パラフィ
ン中に包埋する。組織を切断し、スライドガラス上に取り上げ、３７℃で一晩にわたり空
気乾燥させた後、脱パラフィン化し、熱誘導型エピトープ回復（Ｄａｋｏ Ｔａｒｇｅｔ 
Ｒｅｔｒｉｅｖａｌ Ｓｏｌｕｔｉｏｎ）を行う。ＩＧＦ１受容体の染色には、Ｃａｌｂ
ｉｏｃｈｅｍ製のマウス抗ＩＧＦ１Ｒ ｍＡｂ（Ａｂ－４、Ｃｌ２４－３１）を用い、製
造元により指定される通りに実施する。その後、スライドをカバーガラスで覆い、明視野
顕微鏡法で視覚化する。陽性細胞の百分率および染色強度を、承認を経た病理学者に解析
させた結果、＋＋～＋＋＋の高い染色強度および９０％の陽性細胞がもたらされる。した
がって、ＩＧＦ１受容体のＩＨＣ検出は、Ｃａｌｕ３肺癌異種移植片における高い発現レ
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ベルを呈示する（図１－１）。
【０１７８】
　近赤外蛍光イメージングによりＩＧＦ１受容体を非侵襲的に検出するため、重度複合型
Ｃａｌｕ３腫瘍保有マウス５匹に、Ｃｙ５標識した抗ＩＧＦ１Ｒ ｍＡｂを注射する。５
０マイクログラムの標識ｍＡｂを単回で静脈内注射した４８時間後、腫瘍領域内の蛍光シ
グナルをイメージングする。全てのインビボ画像のシグナルを標準化し、擬似カラーへと
転換する。イメージングの結果は、腫瘍領域内のシグナル強度が極めて弱いことを示す。
イメージングの結果は、抗体のＩＧＦ１受容体への結合が生じていないか、極めて弱い結
合しか生じていないことを示す（図１－２）。
【０１７９】
　Ｃａｌｕ３内のＩＧＦ１Ｒについての、ＩＨＣによる実験的実証とＮＩＲＦイメージン
グによる実験的実証とは、異なる結果をもたらす。ＩＨＣは、高度に陽性の受容体発現を
示し、結果として、Ｃａｌｕ３が、抗ＩＧＦ１Ｒ ｍＡｂの抗腫瘍的有効性を試験するの
に適切な前臨床異種移植片モデルであるはずであることを示す。これと対比して、治療用
抗ＩＧＦ１Ｒ－Ｃｙ５ ｍＡｂについてのＮＩＲＦイメージングは、腫瘍領域内のシグナ
ルをほとんど示さず、したがって、Ｃａｌｕ３を前臨床研究用に優先しない。
【０１８０】
　これらの事前データを確認するため、抗ＩＧＦ１Ｒ治療用抗体を前臨床研究において試
験する。重度複合型Ｃａｌｕ３保有Ｂａｌｂ／ｃヌードマウスを、各群１０匹ずつのマウ
スを伴う４つの群に分ける。非処置媒体群（１）には、ヒスチジン緩衝液を週１回腹腔内
注射する。処置群（２～４）には、治療用抗ＩＧＦ１Ｒ抗体を、週１回０．６、６、およ
び１８ｍｇ／ｋｇで腹腔内注射する。全ての動物の腫瘍体積は、キャリパーで経時的に測
定する（図１－３）。
【０１８１】
　抗ＩＧＦ１Ｒモノクローナル抗体は、Ｃａｌｕ３肺癌異種移植片における抗腫瘍活性を
所有せず、したがって、ＮＩＲＦイメージングによる結果を確認する。ＩＨＣによる優先
は、誤った偽の結果をもたらす。
【実施例２】
【０１８２】
　次の例では、Ａ５４９肺癌異種移植片における、腫瘍と関連するＩＧＦ１受容体の発現
レベルを検証する免疫組織化学（ＩＨＣ）の能力と近赤外蛍光イメージング（ＮＩＲＦ）
の能力とを比較する。
【０１８３】
　古典的なＩＨＣによりＩＧＦ１受容体を検出するために、Ａ５４９腫瘍を動物から外植
し、ホルマリン中で２４時間にわたり固定する。その後、腫瘍組織を脱水し、パラフィン
中に包埋する。組織を切断し、スライドガラス上に取り上げ、３７℃で一晩にわたり空気
乾燥させた後、脱パラフィン化し、熱誘導型エピトープ回復（Ｄａｋｏ Ｔａｒｇｅｔ Ｒ
ｅｔｒｉｅｖａｌ Ｓｏｌｕｔｉｏｎ）を行う。ＩＧＦ１受容体の染色には、Ｃａｌｂｉ
ｏｃｈｅｍ製のマウス抗ＩＧＦ１Ｒ ｍＡｂ（Ａｂ－４、Ｃｌ２４－３１）を用い、製造
元により指定される通りに実施する。その後、スライドをカバーガラスで覆い、明視野顕
微鏡法で視覚化する。陽性細胞の百分率および染色強度を、承認を経た病理学者に解析さ
せた結果、＋＋～＋＋＋の高い染色強度および８０～９０％の陽性細胞がもたらされる。
したがって、ＩＧＦ１受容体のＩＨＣ検出は、Ａ５４９肺癌異種移植片における高い受容
体発現レベルを呈示する（図２－１）。
【０１８４】
　近赤外蛍光イメージングによりＩＧＦ１受容体を非侵襲的に検出するため、重度複合型
Ａ５４９腫瘍保有マウス４匹に、Ｃｙ５標識した抗ＩＧＦ１Ｒ ｍＡｂを注射する。５０
マイクログラムの標識ｍＡｂを単回で静脈内注射した４８時間後、腫瘍領域内の蛍光シグ
ナルをイメージングする。全てのインビボ画像のシグナルを標準化し、擬似カラーへと転
換する。イメージングの結果は、腫瘍領域内のシグナル強度が極めて弱いことを示す。イ
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メージングの結果は、抗体のＩＧＦ１受容体への結合が生じていないか、極めて弱い結合
しか生じていないことを示す（図２－２）。
【０１８５】
　Ａ５４９内のＩＧＦ１Ｒについての、ＩＨＣによる実験的実証とＮＩＲＦイメージング
による実験的実証とは、異なる結果をもたらす。ＩＨＣは、高度に陽性の受容体発現を示
し、結果として、Ａ５４９が、抗ＩＧＦ１Ｒ ｍＡｂの抗腫瘍的有効性を試験するのに適
切な前臨床異種移植片モデルであるはずであることを示す。これと対比して、治療用抗Ｉ
ＧＦ１Ｒ－Ｃｙ５ ｍＡｂについてのＮＩＲＦイメージングは、腫瘍領域内のシグナルを
ほとんど示さず、したがって、Ａ５４９を前臨床研究用に優先しない。
【０１８６】
　これらの事前データを確認するため、抗ＩＧＦ１Ｒ治療用抗体を前臨床研究において試
験する。重度複合型Ａ５４９保有Ｂａｌｂ／ｃヌードマウスを、各群１０匹ずつのマウス
を伴う２つの群に分ける。非処置媒体群（１）には、ヒスチジン緩衝液を週１回腹腔内注
射し、処置群（２）には、治療用抗ＩＧＦ１Ｒ抗体を、週１回６ｍｇ／ｋｇで腹腔内注射
する。全ての動物の腫瘍体積は、キャリパーで経時的に測定する（図２－３）。
【０１８７】
　抗ＩＧＦ１Ｒモノクローナル抗体は、Ａ５４９肺癌異種移植片における抗腫瘍活性を所
有せず、したがって、ＮＩＲＦイメージングによる結果を確認する。ＩＨＣによる優先は
、誤った偽の結果をもたらす。
【実施例３】
【０１８８】
　次の例では、Ｃａｌｕ３肺癌異種移植片における、腫瘍と関連するＨＥＲ２受容体およ
びＨＥＲ３受容体の発現レベルを検証する免疫組織化学（ＩＨＣ）の能力と近赤外蛍光イ
メージング（ＮＩＲＦ）の能力とを比較する。
【０１８９】
　古典的なＩＨＣによりＨＥＲ２およびＨＥＲ３を検出するために、Ｃａｌｕ３腫瘍を動
物から外植し、ホルマリン中で２４時間にわたり固定する。その後、腫瘍組織を脱水し、
パラフィン中に包埋する。組織を切断し、スライドガラス上に取り上げ、３７℃で一晩に
わたり空気乾燥させた後、脱パラフィン化し、熱誘導型エピトープ回復（Ｄａｋｏ Ｔａ
ｒｇｅｔ Ｒｅｔｒｉｅｖａｌ Ｓｏｌｕｔｉｏｎ）を行う。ＨＥＲ２受容体およびＨＥＲ
３受容体の染色には、Ｖｅｎｔａｎａ製のマウス抗Ｈｅｒ２ ｍＡｂ（４Ｂ５）およびＤ
ａｋｏ製のマウス抗ＨＥＲ３ ｍＡｂ（抗ＨＥＲ３）を用い、製造元により指定される通
りに実施する。その後、スライドをカバーガラスで覆い、明視野顕微鏡法で視覚化する。
陽性細胞の百分率および染色強度を、承認を経た病理学者に解析させる。その結果、ＨＥ
Ｒ２には、＋＋＋の極めて高い染色強度および＞９５％の陽性細胞がもたらされ、ＨＥＲ
３には、＋＋～＋＋＋の高い染色強度および９０％の陽性細胞がもたらされる。したがっ
て、ＨＥＲ２受容体およびＨＥＲ３受容体のＩＨＣ検出は、Ｃａｌｕ３肺癌異種移植片に
おける高い受容体発現レベルを呈示する（図３－１）。
【０１９０】
　近赤外蛍光イメージングによりＨＥＲ２受容体およびＨＥＲ３受容体を非侵襲的に検出
するため、重度複合型Ｃａｌｕ３腫瘍保有マウス３匹に、Ｃｙ５標識した抗ＨＥＲ２ ｍ
Ａｂ（トラスツズマブ）を注射し、重度複合型Ｃａｌｕ３腫瘍保有マウス３匹に、Ｃｙ５
標識した抗ＨＥＲ３ ｍＡｂ（ＷＯ２００８１００６２４（Ａ２、Ａ３）において記載さ
れるＡｂ＃６）を注射する。５０マイクログラムの標識ｍＡｂを単回で静脈内注射した４
８時間後、腫瘍領域内の蛍光シグナルをイメージングする。全てのインビボ画像のシグナ
ルを標準化し、擬似カラーへと転換し、マウスの明視野画像へと重ね合せる。イメージン
グの結果は、腫瘍領域内のシグナル強度が、抗ＨＥＲ３－Ｃｙ５ ｍＡｂについては極め
て弱いことを示し、抗ＨＥＲ２－Ｃｙ５ ｍＡｂについては極めて強いことを示す。イメ
ージングの結果は、抗ＨＥＲ３－Ｃｙ５ ｍＡｂのＨＥＲ３受容体への結合が生じていな
いか、極めて弱い結合しか生じていないことを示す。これに対し、抗ＨＥＲ２－Ｃｙ５ 
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ｍＡｂは、ＨＥＲ２受容体への強いアフィニティーおよび結合を呈示する（図３－２）。
【０１９１】
　インビボイメージングからの結果を、エクスビボにおける組織学的解析により確認する
。このために、全ての腫瘍を外植し、ホルマリン中で８時間にわたり固定する。その後、
腫瘍組織を脱水し、パラフィン中に包埋する。組織を切断し、スライドガラス上に取り上
げ、暗所において３７℃で一晩にわたり空気乾燥させる。脱パラフィン化の後、スライド
をＤＡＰＩで染色し、蛍光顕微鏡法で視覚化する（図３－３）。エクスビボイメージング
からの結果は、インビボにおけるデータと完全に相関する。マウス組織には、弱い抗ＨＥ
Ｒ３－Ｃｙ５シグナルしか位置せず、腫瘍細胞に結合する特異的抗体は目視できない（図
３－３ａ）。他方、Ｃａｌｕ３腫瘍細胞の近傍では、極めて強く、高度に特異的な抗ＨＥ
Ｒ２－Ｃｙ５シグナルが目視できる（図３－３ｂ）。
【０１９２】
　Ｃａｌｕ３内のＨＥＲ２およびＨＥＲ３についての、ＩＨＣによる実験的実証とＮＩＲ
Ｆイメージングによる実験的実証とは、異なる結果をもたらす。ＩＨＣは、両方の受容体
について高度に陽性の受容体発現を示し、結果として、Ｃａｌｕ３が、抗ＨＥＲ２ ｍＡ
ｂおよび抗ＨＥＲ３ ｍＡｂの抗腫瘍的有効性を試験するのに適切な前臨床異種移植片モ
デルであるはずであることを示す。これと対比して、治療用抗ＨＥＲ３－Ｃｙ５ ｍＡｂ
についてのＮＩＲＦイメージングは、腫瘍領域内で弱いシグナルを示すが、治療用抗ＨＥ
Ｒ２－Ｃｙ５ ｍＡｂについてのＮＩＲＦイメージングは、腫瘍領域内で極めて強いシグ
ナルを示し、したがって、Ｃａｌｕ３を、抗ＨＥＲ２ ｍＡｂのための前臨床モデルとし
て優先する。
【０１９３】
　これらの事前データを確認するため、抗ＨＥＲ２治療用抗体および抗ＨＥＲ３治療用抗
体を前臨床研究において試験する。重度複合型Ｃａｌｕ３保有ＳＨＯマウスを、各群８匹
ずつのマウスを伴う３つの群に分ける。非処置媒体群（１）には、ヒスチジン緩衝液を週
１回腹腔内注射する。第１の処置群（２）には、治療用抗ＨＥＲ２抗体を、週１回１０ｍ
ｇ／ｋｇで腹腔内注射する。第２の処置群（３）には、治療用抗ＨＥＲ３抗体を、週１回
１０ｍｇ／ｋｇで腹腔内注射する。全ての動物の腫瘍体積は、キャリパーで経時的に測定
する（図３－４）。
【０１９４】
　治療用抗Ｈｅｒ３ ｍＡｂは、Ｃａｌｕ３肺癌異種移植片において抗腫瘍活性を所有し
ないが、治療用抗Ｈｅｒ２ ｍＡｂは、Ｃａｌｕ３肺癌異種移植片において強い抗腫瘍活
性を示す。いずれの結果も、ＮＩＲＦイメージングと一致する。
【実施例４】
【０１９５】
　次の例では、Ｃａｌｕ３肺癌異種移植片における、腫瘍と関連するＨＥＲ２受容体およ
びＩＧＦ１受容体の発現レベルを検証する免疫組織化学（ＩＨＣ）の能力と近赤外蛍光イ
メージング（ＮＩＲＦ）の能力とを比較する。
【０１９６】
　この研究では、ヒト肺腺癌腫癌細胞系であるＣａｌｕ－３を用いた。腫瘍細胞（１００
マイクロリットルのＰＢＳ中に５．０×１０６個の細胞）を、ＢＡＬＢ／ｃヌードマウス
に皮下注射した。１５０～２００ｍｍ３の腫瘍体積で、Ｃｙ５蛍光標識された抗ＨＥＲ２
（トラスツズマブ）モノクローナル抗体および抗ＩＧＦ１Ｒ（ｃｌ１８）モノクローナル
抗体を静脈内注射し（２ｍｇ／ｋｇ）、Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｉｎｓｔ
ｒｕｍｅｎｔｓ製のイメージングシステムであるＭＡＥＳＴＲＯによりインビボイメージ
ングを行った。インビボイメージングの直後に、腫瘍を外植し、ホルマリン中で固定し、
パラフィン中に包埋した。スライドは、マルチスペクトル蛍光を介して、ＮＵＡＮＣＥ蛍
光顕微鏡（Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ）により解析
した。
【０１９７】
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　インビボイメージングが同等なシグナル（蛍光標識された抗体から発生する）を明示す
ることから、いずれの抗体も腫瘍細胞に結合することが示唆される（図４－１Ａおよび４
－１Ｂ）。抗体の腫瘍細胞への特異的結合が、有効性の前提条件である。外植された腫瘍
組織のマルチスペクトル蛍光解析による検討は、抗ＨＥＲ２モノクローナル抗体が、腫瘍
細胞に特異的に結合することを明示する（図４－２Ａ）。腫瘍細胞は、製造元の指示書に
従い、ＦＩＳＨ検出キットで染色した。この試験は、ＨＥＲ２遺伝子のどれほど多くのコ
ピーが腫瘍細胞内に存在するのかを示す。遺伝子のコピーが多いほど、その細胞は多くの
ＨＥＲ２受容体を有する（緑色のドット）。しかし、ＩＧＦ１受容体を標的とするｃｌ１
８モノクローナル抗体は、腫瘍細胞に結合せず、マウスの間質組織内に位置する（図４－
２Ｂ）。

【図１－３】 【図２－３】
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【図３－４】 【図１－１】

【図１－２】 【図２－１】
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【図２－２】 【図３－１】

【図３－２】 【図３－３】
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【図４】
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