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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　被験体が膵管腺ガン（ＰＤＡＣ）を有するリスクを評価するための方法であって、前記
被験体から得られた血液サンプル中のβｉｇ－ｈ３タンパク質レベルを測定する工程を含
み、該βｉｇ－ｈ３レベルが、前記被験体が膵管腺ガンを有するリスクと正に相関する、
方法。
【請求項２】
　前記βｉｇ－ｈ３レベルをコントロール基準値と比較する工程を含み、
－前記コントロール基準値と比較して高いβｉｇ－ｈ３レベルが、膵管腺ガンを有する高
いリスクを示し、
－前記コントロール基準値と比較して低いβｉｇ－ｈ３レベルが、膵管腺ガンを有する低
いリスクを示す、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　被験体における膵管腺ガンを処置するための治療の効果をモニタリングするための方法
であって、
－ｔ１において前記被験体から得られた第１の血液サンプル中のβｉｇ－ｈ３レベルを測
定する工程、及び
－ｔ２において前記被験体から得られた第２の血液サンプル中のβｉｇ－ｈ３レベルを測
定する工程
を含み、
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－ｔ１が治療前である場合、ｔ２は治療中又は治療後であり、及び
－ｔ１が治療中である場合、ｔ２はより後の治療中又は治療後であり、
第１のサンプル中のβｉｇ－ｈ３レベルと比較した第２のサンプル中のβｉｇ－ｈ３レベ
ルの減少が、処置被験体における膵管腺ガンに対する治療のポジティブな効果を示す、方
法。
【請求項４】
　膵管腺ガンを処置するための治療が、化学療法処置及び／又はβｉｇ－ｈ３アンタゴニ
ストからなる群より選択される、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　βｉｇ－ｈ３タンパク質を含む、膵管腺ガン（ＰＤＡＣ）の血液バイオマーカー。
【請求項６】
　ＰＤＡＣが早期のものであり、早期とは、膵臓新生物病変、膵臓内粘液性新生物、粘液
性嚢胞新生物、又はＰａｎＩＮ１、ＰａｎＩＮ２又はＰａｎＩＮ３ステージを生じた際で
ある、請求項５に記載の血液バイオマーカー。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
発明の分野：
　本発明は、膵管腺ガン（ＰＤＡＣ）を予防又は治療するための方法に関する。本発明は
また、膵管腺ガン（ＰＤＡＣ）の診断方法に関する。より具体的には、本発明は、膵臓ガ
ンを有する被験体のリスクを評価するための方法であって、前記被験体から得られた血液
サンプル中のβｉｇ－ｈ３タンパク質レベルを測定する工程を含み、該βｉｇ－ｈ３レベ
ルが、膵管腺ガンを有する前記被験体のリスクと正に相関する方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
発明の背景：
　膵管腺ガン（ＰＤＡＣ）は最も致命的なヒト悪性腫瘍であり、主な健康問題である。Ｐ
ＤＡＣは、フランスでは年間約１０，０００件及び全世界では２３０，０００件の死亡を
引き起こす(Jemal et al, 2003)。発生率／死亡率の比はほぼ１であるが、これは、ＰＤ
ＡＣを示す事実上全ての患者が疾患によって死亡することを示している。これは、処置が
比較的非効率的であり、疾患が進行状態で診断されたために、約６カ月間という短い平均
生存期間（全ての腫瘍で最も短い）に起因する。過去数十年間にわたる相当な研究努力に
もかかわらず、手術、放射線、化学療法又はこれらの組み合わせを含む従来の処置アプロ
ーチは、影響が非常に限定的であった。予後は悲惨であり、診断後１年間生存する患者は
わずか２０％である(Jemal et al, 2003)。この状況を考慮して、ＰＤＡＣ進行を遅らせ
て患者の平均余命及び生活の質を増加させる新たな処置の探索が最優先されている。
【０００３】
　全身療法に対する低い効率又は高い抵抗性の説明は、ＰＤＡＣ腫瘍が乏血管性であり間
質に非常に多く存在し（腫瘍量の１５～９０％に相当）、トランスフォーメーション細胞
への薬物送達の障壁が形成され得るというものである。
【０００４】
　ＰＤＡＣの特徴は、以下のとおりである：（ｉ）全ての患者が最終的に再発するので治
癒不可能（現在の処置選択肢に対する疾患の抵抗性を示す）。（ｉｉ）（まだ最適ではな
い）既存の処置に対する応答の点で非常に不均一な疾患。（ｉｉｉ）薬剤耐性が依然とし
て、疾患の長期自然経過及び反復処置に起因するＰＤＡＣの処置不成功及びその不可避的
運命の主な原因であり、関連する社会的及び健康的な問題を引き起こす。（ｉｖ）リスク
適応型個別処置を実行して、コストを最小化しながら臨床的利益を最大化するために緊急
に必要であるが、処置に対する応答を予測するロバストかつ特異的なマーカーが依然とし
て存在しない。
【０００５】
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　先行技術では、ＰＤＡＣ腫瘍全体の遺伝子プロファイリングが主に報告されている(Abd
ollahi et al, 2007; Abiatari et al, 2009; Buchholz et al, 2005a; Buchholz et al,
 2005b; Cavard et al, 2009; Crnogorac-Jurcevic et al, 2002; Gress et al, 1997; I
shikawa et al, 2005; Marcotte et al, 2012; Verma et al, 2012; Wang et al, 2013を
参照のこと)。しかしながら、これらの研究の低い再現性は、著者らがこの方面の探究を
継続する意欲を阻害していた。
【０００６】
　これらのアプローチの失敗の理由は、不適切なツール、不十分な品質のツール、サンプ
ルの低い品質に起因し得るか、又はＰＤＡＣ腫瘍は、変化する炎症及び壊死領域に関連す
る間質組織の１５～９０％を含有し得るので、それらは病状それ自体に固有のものでもあ
り得る。
【０００７】
　したがって、本発明者らが知る限り、膵管腺ガン（ＰＤＡＣ）を有する／発症する個々
の被験体のリスクを予測するための利用可能な診断バイオマーカーはない。特に、ＰＤＡ
Ｃを有する個体の早期腫瘍発生を診断するin vitro又はex vivo方法が依然として必要で
ある。
【０００８】
　侵襲的腫瘍内生検を容易に伴わずに、ＰＤＡＣを有する個体の診断を決定するために適
切な方法及び／又はキット及び／又は固体支持体も依然として必要である。
【０００９】
　したがって、ＰＤＡＣの新たな生物学的マーカーが必要である。特に、早期の疾患の信
頼性のある診断及びモニタリングを可能にするバイオマーカーが非常に望ましい。
【００１０】
　したがって、本発明の目的は、ｉ）疾患発症の早期に被験体がＰＤＡＣに罹患している
かを予測するための新たな信頼性のある方法、及びｉｉ）ＰＤＡＣを処置するための新た
な治療ターゲットを提供することによって、この必要性に対処することである。
【００１１】
　最近、本発明者らは、細胞外マトリックス及び細胞の両方に結合することができるβｉ
ｇ－ｈ３タンパク質（トランスフォーミング成長因子β誘導性タンパク質又はＴＧＦＢＩ
ｐ）（間質の分泌タンパク質）が、１型糖尿病において、膵島損傷Ｔ細胞傷害性攻撃に対
して膵島の寛容性及び完全性を維持する重要な役割を果たすことを示した(Patry et al.,
 2015)。
【００１２】
　ＴＧＦＢＩｐは、ヒト内皮細胞及び血小板によって発現される細胞外マトリックスタン
パク質であり、インテグリンαｖβ５との相互作用を介して敗血症を誘導する。Baeらは
、中和抗ＴＧＦＢＩｐ抗体が、ＴＧＦＢＩｐとインテグリンαｖβ５（ＴＧＦＢＩｐ同族
レセプターの１つ）との間の特異的相互作用を阻害したことを示した(Bae et al., 2014)
。彼らは、ＴＧＦＢＩｐ－中和抗体の使用に基づく処置が敗血症の有害効果を改善し得る
ことを実証した。さらに、いくつかのガン細胞株及び腫瘍生検、例えば結腸ガン細胞株及
び高悪性度進行性結腸腫瘍(Ma et al., 2008)並びにさらには膵臓組織(Turtoi et al., 2
011)において、ＴＧＦＢＩｐの発現の上昇が以前に記載された。この発現は（血清レベル
ではなく）腫瘍組織で検出され、それは、十分に進行した腫瘍（Ma et al 2008における
高悪性度進行性結腸ガン）における予後不良に関連していた。反対に、別の研究(Han et 
al. 2015)では、様々なガンを患っている患者においてＴＧＦＢＩｐの血清濃度が評価さ
れたが、膵臓ガンを患っている患者では、有意な関連性がこれまでは観察されなかった。
最後に、これらの研究ではいずれも、ＰＤＡＣにおけるＴＧＦＢＩｐの治療ターゲティン
グの、特にヒトにおける免疫学的ターゲットとしての可能性が調査されていなかった。
【発明の概要】
【００１３】
　本発明の第１の目的は、膵管腺ガンを有し又は発症する被験体のリスクを評価するため
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の方法であって、前記被験体から得られた血液サンプル中のβｉｇ－ｈ３タンパク質レベ
ルを測定する工程を含み、該βｉｇ－ｈ３レベルが、膵管腺ガンを有する前記被験体のリ
スクと正に相関する方法に関する。
【００１４】
　高いβｉｇ－ｈ３レベルは、膵管腺ガンを有し又は発症する高いリスクを予測する。
【００１５】
　低いβｉｇ－ｈ３レベルは、膵管腺ガンを有し／又は発症する低いリスクを予測する。
【００１６】
　本発明の第２の目的は、被験体における膵管腺ガンを処置するための治療の効果をモニ
タリングするための方法に関する。
【００１７】
　本発明の第３の目的はまた、膵管腺ガンに罹患している患者の予防又は治療において使
用するためのβｉｇ－ｈ３アンタゴニストに関する。
【発明を実施するための形態】
【００１８】
発明の詳細な説明
　本明細書では、本発明者らは、血清βｉｇ－ｈ３レベルとＰＤＡＣ患者からの生物学的
所見との間の相関関係を調査した。驚くべきことに、本発明者らは、１）マウス及びヒト
の両方の膵臓新生物における腫瘍間質では、ガン関連線維芽細胞（ＣＡＦ）によってβｉ
ｇ－ｈ３タンパク質が高度に産生されること；２）ＰＤＡＣ体質のマウスモデル及びＰＤ
ＡＣ患者における膵臓新生物病変の腫瘍形成では、βｉｇ－ｈ３が非常に早期（ＰａｎＩ
Ｎ１、ＰａｎＩＮ２及びＰａｎＩＮ３ステージ）に発現されること、３）膵臓新生物病変
を発症したマウスの血清では、βｉｇ－ｈ３が分泌され、検出され得ること、４）活性化
特性及び細胞傷害特性を減少させることによって、βｉｇ－ｈ３がＣＤ８＋Ｔ細胞に対し
て直接作用すること、５）ＣＤ８＋Ｔ細胞の表面において、βｉｇ－ｈ３がＣＤ６１と相
互作用すること、６）ＰＤＡＣマウスモデルにおける中和βｉｇ－ｈ３抗体の使用が、Ｃ
Ｄ８＋Ｔ細胞抗腫瘍応答を増強することによって、腫瘍成長を減少させたこと、並びに７
）in vivoにおけるβｉｇ－ｈ３中和効果のために、ＣＤ８＋Ｔ細胞が必須であることを
見出した。これらの結果は、βｉｇ－ｈ３が抗腫瘍ＣＤ８＋Ｔ細胞応答遮断に寄与するこ
とを示している。したがって、ＰＤＡＣにおける新規免疫学的チェックポイントターゲッ
トとして作用するβｉｇ－ｈ３の中和は、膵臓ガンにおける有益な抗腫瘍免疫の回復を可
能にする。
【００１９】
本発明の診断方法：
　本発明の第１の態様は、膵管腺ガン（ＰＤＡＣ）を有し又は発症する被験体のリスクを
評価するための方法であって、前記被験体から得られた血液サンプル中のβｉｇ－ｈ３タ
ンパク質レベルを測定する工程を含み、該βｉｇ－ｈ３レベルが、膵管腺ガンを有する前
記被験体のリスクと正に相関する方法からなる。
【００２０】
　高いβｉｇ－ｈ３レベルは、膵管腺ガンを有し又は発症する高いリスクを予測する。
【００２１】
　低いβｉｇ－ｈ３レベルは、膵管腺ガンを有し又は発症する低いリスクを予測する。
【００２２】
　実際、本発明者らは、驚くべきことに、ヒト内皮細胞又は様々な腫瘍細胞によって発現
される細胞外マトリックスタンパク質であることがこれまでに公知のβｉｇ－ｈ３が、血
液中に存在する循環タンパク質であることを実証した。
【００２３】
　一実施態様では、本発明の方法において使用すべき血液サンプルは、全血サンプル、血
清サンプル又は血漿サンプルである。好ましい実施態様では、血液サンプルは、血清サン
プルである。
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【００２４】
　特定の実施態様では、本発明の方法は、早期に、例えば膵臓新生物病変（ＩＰＭＮ（膵
臓内粘液性新生物）、ＭＣＮ（粘液性嚢胞新生物）、ＰａｎＩＮ１、ＰａｎＩＮ２及びＰ
ａｎＩＮ３ステージ）を生じた際に、膵臓ガン（ＰＤＡＣ）を有し又は発症する被験体の
リスクを評価するために適切である。
【００２５】
　本明細書で定義される場合、「トランスフォーミング成長因子β誘導性タンパク質」又
は「ＴＧＦＢＩｐ」又は「ＴＧＦＢｉ」としても公知の用語「βｉｇ－ｈ３」又は（βｉ
ｇ－ｈ３）は、ヒト内皮細胞及び血小板によって発現される細胞外マトリックスタンパク
質であり、ヒトではＴＧＦＢＩ遺伝子によってコードされる。この遺伝子は、Ｉ型、ＩＩ
型及びＩＶ型コラーゲンに結合するＲＧＤ含有タンパク質をコードする。ＲＧＤモチーフ
は、細胞接着をモデュレーションする多くの細胞外マトリックスタンパク質において見出
されており、いくつかのインテグリンのリガンド認識配列として機能する。このタンパク
質は、細胞－コラーゲン相互作用において役割を果たし、軟骨における軟骨内骨形成（en
dochondrial bone formation）に関与し得る。このタンパク質は、トランスフォーミング
成長因子－βによって誘導され、細胞接着を阻害するように作用する。遺伝子の突然変異
は、いくつかの形態の角膜ジストロフィーを引き起こす(Munier et al 1997)。野生型β
ｉｇ－ｈ３ヒトアミノ酸配列の一例は、配列番号：１（ＮＣＢＩ参照配列：ＮＰ＿０００
３４９）に提供されている。配列番号：１の野生型βｉｇ－ｈ３アミノ酸配列をコードす
るヌクレオチド配列の一例は、配列番号：２（ＮＣＢＩ参照配列：ＮＭ＿０００３５８）
に提供されている。
【００２６】
　上記で定義される方法の一実施態様では、βｉｇ－ｈ３と一緒に、１つ以上の生物学的
マーカーが定量される。
【００２７】
　本明細書で使用される場合、「生物学的マーカー」は、特定の遺伝子の発現により合成
される任意の検出可能な産物を包含し、したがって、遺伝子特異的ｍＲＮＡ、ｃＤＮＡ及
びタンパク質を含む。
【００２８】
　本明細書で特定される様々な生物学的マーカー名は、それらの相補的ＤＮＡ（ｃＤＮＡ
）及びゲノムＤＮＡ配列を含むそれらの完全なアミノ酸及び核酸配列にアクセスするため
に使用可能な国際的に認められている頭字語に対応する。例示的には、本明細書で特定さ
れる各生物学的マーカーの対応するアミノ酸及び核酸配列は、それらの頭字語名（これは
、本明細書ではＧｅｎＢａｎｋ又はＥＭＢＬ配列データベースの「遺伝子記号」とも称さ
れる）に基づいて検索され得る。本明細書に列挙される全ての遺伝子記号は、ＧｅｎＢａ
ｎｋ命名法に対応する。したがって、それらのＤＮＡ（ｃＤＮＡ及びｇＤＮＡ）配列及び
それらのアミノ酸配列は、ＧｅｎＢａｎｋデータベース、特に以下のウェブサイトアドレ
ス：“http://www.ncbi.nlm.nih.gov/”から当業者に十分に利用可能である。
【００２９】
　当然のことながら、本発明との関連では、限定されないが、このような配列の機能的ホ
モログ、パラログ又はオルソログを含む生物学的マーカーの変異体配列が用いられ得る。
【００３０】
　本明細書で使用される場合、用語「被験体」は、哺乳動物、例えば齧歯類、ネコ、イヌ
及び霊長類を示す。好ましくは、本発明の被験体は、ヒトである。
【００３１】
　用語「膵管腺ガン」は、典型的には無秩序な膵臓細胞成長を特徴とする哺乳動物におけ
る病態を指すか、又はそれを表す。より正確には、膵管腺ガン（ＰＤＡＣ）は、急速な進
行を特徴とする悪性腫瘍であって、外分泌区画を侵す悪性腫瘍である。ＰＤＡＣは豊富な
間質反応に関連し、これは腫瘍体積の最大９０％を占める。数年来、この巨大な間質の寄
与は、膵臓腫瘍の開始及び進行の新規な主因子及び寄与因子として登場した。



(6) JP 6903680 B2 2021.7.14

10

20

30

40

50

【００３２】
　βｉｇ－ｈ３レベルは、イムノアッセイ、例えば競合、直接反応、例えば免疫組織化学
又はサンドイッチ型アッセイを含む標準的な電気泳動及び免疫診断技術を使用することに
よって決定され得る。このようなアッセイとしては、限定されないが、ウエスタンブロッ
ト；凝集試験；酵素標識媒介性イムノアッセイ、例えばＥＬＩＳＡ；ビオチン／アビジン
型アッセイ；ラジオイムノアッセイ；免疫電気泳動；免疫沈降などが挙げられる。反応は
、一般に、標識、例えば蛍光、化学発光、放射性、酵素標識若しくは色素分子を明らかに
すること、又は抗原と抗体との間の複合体の形成若しくはそれと反応した抗体を検出する
ための他の方法を含む。
【００３３】
　例えば、βｉｇ－ｈ３レベルの決定は、いずれも当技術分野で周知の様々な技術及び方
法によって実施され得る：RIAキット(DiaSorin; IDS, Diasource) Elisaキット(Thermo F
isher, EHTGFBI, R&D DY2935, IDS (マニュアル) IDS (オープンアナライザーに適合) 免
疫化学発光自動化法(DiaSorin Liaison, Roche Elecsys family, IDS iSYS) (Janssen et
 al., 2012)。
【００３４】
　特定の実施態様では、本発明の方法は、血液サンプルを結合パートナーと接触させるこ
とを含む。
【００３５】
　本明細書で使用される場合、結合パートナーは、βｉｇ－ｈ３と選択的に相互作用する
ことができる分子を指す。
【００３６】
　結合パートナーは、一般に、ポリクローナル又はモノクローナル、好ましくはモノクロ
ーナルであり得る抗体であり得る。βｉｇ－ｈ３に対するポリクローナル抗体は、公知の
方法にしたがって、適切な抗原又はエピトープを例えばブタ、ウシ、ウマ、ウサギ、ヤギ
、ヒツジ及びマウスなどから選択される宿主動物に投与することによって生成され得る。
抗体産生を増強するために、当技術分野で公知の様々なアジュバントが使用され得る。本
発明の実施において有用な抗体はポリクローナルであり得るが、モノクローナル抗体が好
ましい。βｉｇ－ｈ３に対するモノクローナル抗体は、培養液中の連続細胞株による抗体
分子の産生を提供する任意の技術を使用して調製及び単離され得る。生産及び単離のため
の技術としては、限定されないが、Kohler et al. Nature. 1975; 256(5517):495-7に最
初に記載されたハイブリドーマ技術;ヒトＢ細胞ハイブリドーマ技術(Cote et al Proc Na
tl Acad Sci U S A. 1983;80(7):2026-30);及びＥＢＶハイブリドーマ技術(Cole et al.,
 1985, in “Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy,” Alan R. Liss, Inc. pp. 7
7-96)が挙げられる。あるいは、抗βｉｇ－ｈ３一本鎖抗体を生産するために、一本鎖抗
体の生産について記載されている技術（例えば、米国特許第４，９４６，７７８号を参照
のこと）が適合され得る。本発明の実施において有用な抗体としては、限定されないが、
Ｆ（ａｂ’）２フラグメント（これは、インタクトな抗体分子のペプシン消化によって生
成され得る）及びＦａｂフラグメント（これは、Ｆ（ａｂ’）２フラグメントのジスルフ
ィド架橋を還元することによって生成され得る）を含む抗βｉｇ－ｈ３も挙げられる。あ
るいは、βｉｇ－ｈ３に対する所望の特異性を有するフラグメントの迅速な同定を可能に
するために、Ｆａｂ及び／又はｓｃＦｖ発現ライブラリーが構築され得る。例えば、抗体
のファージディスプレイが使用され得る。このような方法では、適切なバクテリオファー
ジ、例えばＭ１３の表面において、一本鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）又はＦａｂフラグメントを発
現させる。簡潔に言えば、タンパク質で免疫化された適切な宿主、例えばマウスの脾臓細
胞を取り出す。タンパク質に対する所望の抗体を産生する細胞から、ＶＬ及びＶＨ鎖のコ
ード領域を得る。次いで、これらのコード領域をファージ配列の末端に融合する。ファー
ジを適切な担体、例えば細菌に挿入したら、ファージは抗体フラグメントを提示する。抗
体のファージディスプレイはまた、当業者に公知のコンビナトリアル方法によって提供さ
れ得る。次いで、ファージによって提示された抗体フラグメントをイムノアッセイの一環
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として使用し得る。
【００３７】
　別の実施態様では、結合パートナーは、アプタマーであり得る。アプタマーは、分子認
識の点で抗体の代替物となる分子のクラスである。アプタマーは、高い親和性及び特異性
で、実質的に任意のクラスのターゲット分子を認識する能力を有するオリゴヌクレオチド
又はオリゴペプチド配列である。このようなリガンドは、Tuerk et al. (1990) Science,
 249, 505-510に記載されているようにランダム配列ライブラリーの試験管内進化法を介
して単離され得る。ランダム配列ライブラリーは、ＤＮＡのコンビナトリアル化学合成に
よって得られ得る。このライブラリーでは、各メンバーは、ユニークな配列の最終的には
化学的に改変される線状オリゴマーである。このクラスの分子の可能な改変、使用及び利
点は、Jayasena 1999に概説されている。ペプチドアプタマーは、ツーハイブリッド法(Co
las et al. (1996) Nature, 380, 548-50)によってコンビナトリアルライブラリーから選
択されるプラットフォームタンパク質（例えば、E. coliチオレドキシンＡ）によって提
示されるコンフォメーション的に制限された抗体可変領域からなる。
【００３８】
　抗体又はアプタマーなどの本発明の結合パートナーは、検出可能な分子又は物質、例え
ば蛍光分子、放射性分子又は当技術分野で公知の任意の他の標識で標識され得る。一般に
（直接的又は間接的に）シグナルを提供する標識は、当技術分野で公知である。
【００３９】
　本明細書で使用される場合、結合パートナーに関して用語「標識された」は、検出可能
な物質、例えば放射性薬剤又はフルオロフォア（例えば、フルオレセインイソチオシアネ
ート（ＦＩＴＣ）又はフィコエリトリン（ＰＥ）又はインドシアニン（Ｃｙ５））を抗体
又はアプタマーにカップリング（すなわち、物理的に連結）することによる抗体又はアプ
タマーの直接的な標識、並びに検出可能な物質との反応性によるプローブ又は抗体の間接
的な標識を包含することを意図する。本発明の抗体又はアプタマーは、当技術分野で公知
の任意の方法によって放射性分子で標識され得る。例えば、放射性分子としては、限定さ
れないが、シンチグラフィー研究のための放射性原子、例えばＩ１２３、Ｉ１２４、Ｉｎ
１１１、Ｒｅ１８６、Ｒｅ１８８が挙げられる。
【００４０】
　上記アッセイは、一般に、固体支持体への結合パートナー（すなわち、抗体又はアプタ
マー）の結合を伴う。本発明の実施において使用され得る固体支持体としては、基板、例
えばニトロセルロース（例えば、膜又はマイクロタイターウェルの形態）；ポリ塩化ビニ
ル（例えば、シート又はマイクロタイターウェル）；ポリスチレンラテックス（例えば、
ビーズ又はマイクロタイタープレート）；ポリフッ化ビニリデン；ジアゾ化紙；ナイロン
膜；活性化ビーズ、磁気応答性ビーズなどが挙げられる。より具体的には、ＥＬＩＳＡ法
を使用することができ、βｉｇ－ｈ３に対する一連の抗体でマイクロタイタープレートの
ウェルをコーティングする。次いで、βｉｇ－ｈ３を含有するか又は含有すると疑われる
体液サンプルをコーティングウェルに追加する。結合パートナー－βｉｇ－ｈ３複合体の
形成を可能にするために十分なインキュベーション期間の後、プレートを洗浄して未結合
物質を除去し、標識二次結合分子を追加し得る。二次結合分子を任意の捕捉サンプルマー
カータンパク質と反応させ、プレートを洗浄し、当技術分野で周知の方法を使用して二次
結合分子の存在を検出する。
【００４１】
　結合パートナーとして、二次結合分子を標識し得る。
【００４２】
　当技術分野では、ラジオイムノアッセイ又はＥＬＩＳＡなどの異なるイムノアッセイが
記載されている。
【００４３】
　イムノアッセイベースの方法にかかわらず、βｉｇ－ｈ３レベルの測定はまた、タンパ
ク質の分離：タンパク質の分子量に基づく遠心分離；質量及び電荷に基づく電気泳動；疎
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水性に基づくＨＰＬＣ；サイズに基づくサイズ排除クロマトグラフィー；並びに使用され
る特定の固相に対するタンパク質の親和性に基づく固相親和性を含み得る。分離したら、
そのタンパク質の既知の「分離プロファイル」、例えば保持時間に基づいてβｉｇ－ｈ３
を同定し、標準的な技術を使用して測定し得る。あるいは、例えば、質量分析計によって
分離タンパク質を検出及び測定し得る。
【００４４】
　好ましい実施態様では、βｉｇ－ｈ３レベルを測定するための方法は、血液サンプルと
、βｉｇ－ｈ３に選択的に相互作用することができる結合パートナーとを接触させて、結
合パートナー－βｉｇ－ｈ３複合体の形成を可能にする工程を含む。
【００４５】
　より好ましい実施態様では、本発明の方法は、結合パートナー－βｉｇ－ｈ３複合体か
ら血液サンプルの未結合物質を分離する工程、結合パートナー－βｉｇ－ｈ３複合体と標
識二次結合分子とを接触させる工程、二次結合分子－βｉｇ－ｈ３複合体から血液サンプ
ルの未結合二次結合分子を分離する工程、及び二次結合分子－βｉｇ－ｈ３複合体の二次
結合分子のレベルを測定する工程をさらに含む。
【００４６】
　典型的には、高いβｉｇ－ｈ３レベル又は低いβｉｇ－ｈ３レベルは、コントロール基
準値との比較によるものである。
【００４７】
　前記基準コントロール値は、１つ以上の健常被験体から採取された血液サンプル中に存
在するβｉｇ－ｈ３のレベル、又はコントロール集団におけるβｉｇ－ｈ３分布に関して
決定され得る。
【００４８】
　一実施態様では、本発明の方法は、前記βｉｇ－ｈ３レベルをコントロール基準値と比
較する工程を含み、前記コントロール基準値と比較して高いβｉｇ－ｈ３レベルは、膵管
腺ガンを有する高いリスクを予測し、前記コントロール基準値と比較して低いβｉｇ－ｈ
３レベルは、膵管腺ガンを有する低いリスクを予測する。
【００４９】
　コントロール基準値は、様々なパラメータ、例えばβｉｇ－ｈ３レベルを測定するため
に使用される方法又は被験体の性別に依存し得る。
【００５０】
　典型的には、ヒトβｉｇ－ｈ３に対して生成されたポリクローナル抗体を用いた競合イ
ムノアッセイを使用して測定された血清サンプル中のβｉｇ－ｈ３レベルについて、５μ
g/ml超のβｉｇ－ｈ３レベルは、膵管腺ガンを有する高いリスクを予測し、５μg/ml未満
のβｉｇ－ｈ３レベルは、膵管腺ガンを有する低いリスクを予測する。
【００５１】
　コントロール基準値は、試験中の患者から以前に採取された血液サンプル中のβｉｇ－
ｈ３レベルを決定するのと同じ技術を使用することによって、当業者によって容易に決定
可能である。
【００５２】
　「コントロール基準値」は、「閾値」又は「カットオフ値」であり得る。典型的には、
「閾値」又は「カットオフ値」は、実験的、経験的又は理論的に決定され得る。当業者に
よって認識されるように、閾値はまた、既存の実験的及び／又は臨床的条件に基づいて任
意に選択され得る。試験の機能及びベネフィット／リスクバランス（偽陽性及び偽陰性の
臨床転帰）に応じて最適な選択性及び特異性を得るために、閾値を決定しなければならな
い。典型的には、最適な選択性及び特異性（及び閾値）は、実験データに基づいて受信者
動作特性（ＲＯＣ）曲線を使用して決定され得る。好ましくは、当業者であれば、（本発
明の方法にしたがって得られた）βｉｇ－ｈ３レベルを所定の閾値と比較し得る。本発明
の一実施態様では、閾値は、膵管腺ガン処置に対する応答者である１つ以上の被験体由来
の血液サンプルにおいて決定されたβｉｇ－ｈ３レベル（又は比若しくはスコア）から導
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かれる。本発明の一実施態様では、閾値はまた膵管腺ガンに罹患していない１つ以上の被
験体由来の血液サンプルにおいて決定されたβｉｇ－ｈ３レベル（又は比若しくはスコア
）から導かれ得る。さらに、これらの閾値の確立では、適切に保存された過去の被験体サ
ンプル中のβｉｇ－ｈ３レベル（又は比若しくはスコア）の遡及的測定が使用され得る。
【００５３】
　本発明との関連における「リスク」は、膵管腺ガン（ＰＤＡＣ）への転換のように、あ
る事象が特定期間に起こる確率に関し、被験体の「絶対」リスク又は「相対」リスクを意
味し得る。絶対リスクは、関連時間コホートの実際の測定後観測値に関して、又は関連期
間にわたって追跡された統計的に有効な歴史的コホートから作成された指標値に関して測
定され得る。相対リスクは、低リスクコホートの絶対リスク又は平均集団リスクのいずれ
かと比較した被験体の絶対リスクの比を指し、臨床的リスク因子の評価方法によって変動
し得る。オッズ比（所定の試験結果に関する陰性事象に対する陽性事象の割合）もまた、
無転換に対して一般に使用される（オッズは、式ｐ／（１－ｐ）（式中、ｐは事象の確率
であり、（１－ｐ）は事象なしの確率である）に従う）。本発明との関連で評価され得る
代替的な連続尺度としては、ＡＭＣまでの時間、及び／又は先天性末梢性ニューロパシー
疾患転換、及び治療ＡＭＣ、及び／又は先天性末梢性ニューロパシー疾患転換リスク減少
率が挙げられる。
【００５４】
　本発明との関連における「リスク評価」又は「リスクの評価」は、事象若しくは疾患状
態が起こり得る確率、オッズ若しくは可能性、事象の発生率又はある疾患から別のものへ
の（すなわち、正常状態からＰＤＡＣ状態への又はＰＤＡＣ発症リスクがあるものへの）
転換率の予測を行うことを包含する。リスク評価はまた、将来の臨床パラメータ、伝統的
実験室リスク因子の値、又はＰＤＡＣの他の指標を予測すること、例えば以前に測定され
た集団に関して絶対的又は相対的に末梢組織、血清又は他の流体における細胞集団を決定
することを含み得る。本発明の方法は、ＰＤＡＣへの転換リスクの連続的又はカテゴリー
的な測定を行って、ＰＤＡＣのリスクがあると定義される被験体のカテゴリーのリスクス
ペクトルを診断及び定義するために使用され得る。カテゴリー的な状況では、本発明は、
正常被験体コホートと、高いＰＡＤＣリスクがある他の被験体コホートとを区別するため
に使用され得る。他の実施態様では、本発明は、ＰＤＡＣを有する者と正常者との区別を
支援するために使用され得る。
【００５５】
　本発明はまた、特に早期のＰＤＡＣの血液バイオマーカーとしてのβｉｇ－ｈ３の使用
に関する。本発明によれば、ＰＤＡＣの早期は、例えば、膵臓新生物病変を生じるとき（
ＰａｎＩＮ１、ＰａｎＩＮ２及びＰａｎＩＮ３ステージ）を意味する。
【００５６】
抗膵臓ガン処置のモニタリング
　１つ以上の本発明の組織特異的生物学的マーカーの発現レベルに対する薬剤（例えば、
薬物化合物）の影響のモニタリングは、患者の処置膵管腺ガンの悪性効力を経時的にモニ
タリングするために適用され得る。例えば、βｉｇ－ｈ３発現に影響を及ぼす薬剤の有効
性は、抗ガン処置、特に化学療法処置を受けている被験体の処置中にモニタリングされ得
る。
【００５７】
　したがって、本発明の第２の目的はまた、被験体における膵管腺ガンを処置するための
治療の効果をモニタリングするための方法であって、
－ｔ１において前記被験体から得られた第１の血液サンプル中のβｉｇ－ｈ３レベルを測
定する工程、及び
－ｔ２において前記被験体から得られた第２の血液サンプル中のβｉｇ－ｈ３レベルを測
定する工程
を含み、
－ｔ１が治療前である場合、ｔ２は治療中又は治療後であり、及び
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－ｔ１が治療中である場合、ｔ２はより後の治療中又は治療後であり、
第１のサンプル中のβｉｇ－ｈ３レベルと比較した第２のサンプル中のβｉｇ－ｈ３レベ
ルの減少が、処置被験体における膵管腺ガンに対する治療のポジティブな効果を示す方法
に関する。
【００５８】
　別の実施態様では、本発明は、薬剤（例えば、アゴニスト、アンタゴニスト、ペプチド
模倣物、タンパク質、ペプチド、核酸、小分子又は他の薬物候補）による被験体の処置の
有効性をモニタリングするための方法であって、（ｉ）薬剤の投与前に、被験体から投与
前血液サンプルを得る工程；（ｉｉ）血中βｉｇ－ｈ３レベルを検出する工程；（ｉｉｉ
）被験体から１つ以上の投与後サンプルを得る工程；（ｉｖ）投与後サンプル中の血中β
ｉｇ－ｈ３レベルを検出する工程；（ｖ）投与前サンプル中のβｉｇ－ｈ３レベルを１つ
又は複数の投与後サンプル中の発現レベルと比較する工程；及び（ｖｉ）それに応じて被
験体への薬剤の投与を変化させる工程を含む方法を提供する。例えば、処置経過中の血中
βｉｇ－ｈ３レベルの増加は、投与量が有効ではなく投与量の増加が望まれることを示し
得るか、又は処置を変更する必要性を示す。逆に、血中βｉｇ－ｈ３の減少は、処置が効
率的であり投与量の変更が不要であることを示し得る。
【００５９】
　特定の実施態様では、膵管腺ガンを処置するための治療は、化学療法処置及び／又はβ
ｉｇ－ｈ３アンタゴニストからなる群より選択される。
【００６０】
　上記モニタリング方法を実施するために、担ガン患者からの生物学的サンプルの反復採
取が必要であるので、好ましい生物学的サンプルは、（ｉ）患者の膵管腺ガン組織に由来
する細胞、又は（ｉｉ）患者の膵管腺ガン組織に由来する細胞によって合成された特異的
マーカー発現産物（核酸及びタンパク質を含む）を含有しやすい血液サンプルである。
【００６１】
治療方法及び用途：
　本発明は、膵管腺ガンを予防又は治療するための方法及び組成物（例えば、医薬組成物
）を提供する。本発明はまた、膵管腺ガンを阻害又は予防するための方法及び組成物を提
供する。
【００６２】
　本発明との関連では、用語「治療又は予防」は、このような用語が適用される障害若し
くは症状又はこのような障害若しくは症状の１つ以上の症候を回復させ、緩和し、その進
行を阻害し、又は予防することを意味する。特に、障害の処置は、悪性細胞の数を減少さ
せることからなり得る。最も好ましくは、このような処置は、悪性細胞の完全な枯渇をも
たらす。
【００６３】
　好ましくは、処置すべき個体は、ガンに罹患しているか又は罹患している可能性がある
ヒト又は非ヒト哺乳動物（例えば、齧歯類（マウス、ラット）、ネコ、イヌ又は霊長類）
である。好ましくは、個体は、ヒトである。
【００６４】
　第１の態様によれば、本発明は、膵管腺ガンに罹患している患者の予防又は治療におい
て使用するためのβｉｇ－ｈ３アンタゴニストに関する。
【００６５】
　「βｉｇ－ｈ３アンタゴニスト」は、βｉｇ－ｈ３の活性を中和、遮断、阻害、抑制、
低減又は妨害することができる分子（天然又は合成）（例えば、βｉｇ－ｈ３とαＶβ３
インテグリンとの間の相互作用の低減又は遮断を含む）を指す。βｉｇ－ｈ３アンタゴニ
ストとしては、抗体及びその抗原結合フラグメント、タンパク質、ペプチド、糖タンパク
質、糖ペプチド、糖脂質、多糖、オリゴ糖、核酸、生物有機分子、ペプチド模倣物、薬理
学的作用物質及びそれらの代謝産物、転写及び翻訳コントロール配列などが挙げられる。
アンタゴニストとしては、タンパク質のアンタゴニスト変異体、タンパク質に対するｓｉ
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ＲＮＡ分子、タンパク質に対するアンチセンス分子、アプタマー及びタンパク質に対する
リボザイムも挙げられる。例えば、βｉｇ－ｈ３アンタゴニストは、βｉｇ－ｈ３に結合
してβｉｇ－ｈ３の生物学的活性（例えば、腫瘍細胞成長の誘導）を中和、遮断、阻害、
抑制、低減又は妨害する分子であり得る。より具体的には、本発明のβｉｇ－ｈ３アンタ
ゴニストは、抗βｉｇ－ｈ３抗体である。
【００６６】
　βｉｇ－ｈ３の「生物学的活性」は、腫瘍細胞成長の誘導及びＣＤ８＋Ｔ細胞活性化の
阻害（抗腫瘍応答の遮断）を意味する。
【００６７】
　化合物の能力がβｉｇ－ｈ３アンタゴニストであるかを決定するための試験は当業者に
周知である。好ましい実施態様では、アンタゴニストは、βｉｇ－ｈ３の生物学的活性を
阻害するために十分な様式で、βｉｇ－ｈ３に特異的に結合する。βｉｇ－ｈ３に対する
結合及びβｉｇ－ｈ３の生物学的活性の阻害は、当技術分野で周知の任意の競合アッセイ
によって決定され得る。例えば、アッセイは、βｉｇ－ｈ３アンタゴニストとして試験す
べき薬剤のβｉｇ－ｈ３結合能力を決定することからなり得る。結合能力は、Ｋｄ測定値
によって反映される。本明細書で使用される場合、用語「ＫＤ」は、解離定数（これは、
Ｋｄ対Ｋａの比（すなわち、Ｋｄ／Ｋａ）から得られ、モル濃度（Ｍ）として表される）
を指すことを意図する。結合生体分子のＫＤ値は、当技術分野で十分に確立された方法を
使用して決定され得る。特定の実施態様では、「βｉｇ－ｈ３に特異的に結合する」アン
タゴニストは、１μM以下、１００nM以下、１０nM以下又は３nM以下のＫＤで、ヒトβｉ
ｇ－ｈ３ポリペプチドに結合する阻害剤を指すことを意図する。次いで、競合アッセイは
、βｉｇ－ｈ３の生物学的活性を阻害する薬剤の能力を決定するように設定され得る。機
能的アッセイは、ａ）腫瘍細胞成長の誘導及び／又はｂ）ＣＤ８＋Ｔ細胞活性化の阻害を
阻害する能力を評価することが想定され得る（例えば、βｉｇ－ｈ３抗体を用いた実施例
並びに図２及び３を参照のこと）。
【００６８】
　当業者であれば、βｉｇ－ｈ３アンタゴニストがβｉｇ－ｈ３の生物学的活性を中和、
遮断、阻害、抑制、低減又は妨害するかを容易に決定し得る。最初に特性評価された遮断
性βｉｇ－ｈ３抗体と同じ方法で、βｉｇ－ｈ３アンタゴニストがβｉｇ－ｈ３に結合し
、及び／又は腫瘍細胞成長を阻害することができ、及び／又はＣＤ８＋Ｔ細胞活性化の阻
害を遮断するかをチェックするために、結合アッセイ及び／又は細胞増殖アッセイ及び／
又は又は阻害的ＣＤ８＋Ｔ細胞活性化アッセイは、各アンタゴニストを用いて実施され得
る。例えば、実施例セクション（図２）に記載されているように、ＣＤ８＋Ｔ細胞活性化
の阻害は、抗体抗ＣＤ６９及び抗ＣＤ４４（ＣＤ８＋Ｔ細胞）を用いて、活性化マーカー
を発現する細胞を検出することによって評価され得、細胞増殖アッセイは、ＣＦＳＥ増殖
アッセイによって測定され得る。
【００６９】
　したがって、βｉｇ－ｈ３アンタゴニストは、抗体、アプタマー及びポリペプチドから
なる群より選択されるβｉｇ－ｈ３に結合する分子であり得る。
【００７０】
　当業者であれば、βｉｇ－ｈ３アンタゴニストがβｉｇ－ｈ３の生物学的活性（（ｉ）
βｉｇ－ｈ３に対する結合及び／又は（ｉｉ）腫瘍細胞成長の誘導及び／又は（ｉｉｉ）
ＣＤ８＋Ｔ細胞活性化の阻害）を中和、遮断、阻害、抑制、低減又は妨害するかを容易に
決定し得る。
【００７１】
　したがって、特定の実施態様では、βｉｇ－ｈ３アンタゴニストはβｉｇ－ｈ３に直接
結合し、ＣＤ８＋Ｔ細胞活性化の阻害を阻害する（又はＣＤ８＋Ｔ細胞活性化を回復させ
る）。
【００７２】
　本発明はまた、ガンに罹患している患者の抗腫瘍ＣＤ８＋Ｔ細胞応答を活性化する方法
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において使用するためのβｉｇ－ｈ３アンタゴニストに関する。
【００７３】
　用語「ガン」及び「腫瘍」は、典型的には無秩序な細胞成長を特徴とする哺乳動物にお
ける病態を指すか、又はそれを表す。より正確には、本発明の使用では、疾患（すなわち
、βｉｇ－ｈ３を発現／分泌する腫瘍）は、ＣＤ８＋Ｔ細胞活性化の回復後に、βｉｇ－
ｈ３アンタゴニストに応答する可能性が高い。特に、ガンは、固形腫瘍又はリンパ腫／白
血病（造血細胞由来）に関連し得る。固形腫瘍形成に関連するガンの例としては、乳ガン
、子宮ガン／子宮頸ガン、食道ガン、膵臓ガン、結腸ガン、結腸直腸ガン、腎臓ガン、卵
巣ガン、前立腺ガン、頭頸部ガン、非小細胞肺ガン、胃ガン、間葉起源の腫瘍（すなわち
、線維肉腫及び横紋筋肉腫）、中枢神経系及び末梢神経系の腫瘍（すなわち、星状細胞腫
、神経芽細胞腫、神経膠腫、神経膠芽腫（glioblatoma）を含む）、甲状腺ガンが挙げら
れる。
【００７４】
　好ましくは、固形腫瘍は、膵臓ガン、食道扁平上皮ガン(Ozawa et al, 2014)、胃ガン
及び肝臓ガン(Han et al, 2015)、結腸ガン(Ma et al, 2008)、メラノーマ(Lauden et al
, 2014)からなる群より選択される。
【００７５】
　より好ましくは、膵臓ガンは、膵管腺ガンである。
【００７６】
　用語「抗腫瘍ＣＤ８＋Ｔ細胞応答」は、ガン細胞を溶解するＣＤ８＋Ｔ細胞の自然能力
を意味する(Robbins and Kawakami, 1996, Romero, 1996)。
【００７７】
・抗体
　別の実施態様では、βｉｇ－ｈ３アンタゴニストは、βｉｇ－ｈ３とαＶβ３インテグ
リンとの相互作用を遮断し得る抗体（この用語は、抗体フラグメント又は部分を含む）で
ある。
【００７８】
　好ましい実施態様では、βｉｇ－ｈ３に対する抗体がαＶβ３インテグリンに対するβ
ｉｇ－ｈ３の結合を損なうような方法（「中和抗体」）で、βｉｇ－ｈ３アンタゴニスト
は、βｉｇ－ｈ３に対する抗体からなり得る。
【００７９】
　よって、本発明では、βｉｇ－ｈ３の中和抗体は、（ｉ）βｉｇ－ｈ３に結合し、及び
／又は（ｉｉ）腫瘍細胞成長を阻害し、及び／又は（ｉｉｉ）ＣＤ８＋Ｔ細胞活性化の阻
害を遮断する能力について、上記のように選択される。
【００８０】
　本明細書に記載される抗体又はその部分の一実施態様では、抗体はモノクローナル抗体
である。本明細書に記載される抗体又はその部分の一実施態様では、抗体はポリクローナ
ル抗体である。本明細書に記載される抗体又はその部分の一実施態様では、抗体はヒト化
抗体である。本明細書に記載される抗体又はその部分の一実施態様では、抗体はキメラ抗
体である。本明細書に記載される抗体又はその部分の一実施態様では、抗体の部分は、抗
体の軽鎖を含む。本明細書に記載される抗体又はその部分の一実施態様では、抗体の部分
は、抗体の重鎖を含む。本明細書に記載される抗体又はその部分の一実施態様では、抗体
の部分は、抗体のＦａｂ部分を含む。本明細書に記載される抗体又はその部分の一実施態
様では、抗体の部分は、抗体のＦ（ａｂ’）２部分を含む。本明細書に記載される抗体又
はその部分の一実施態様では、抗体の部分は、抗体のＦｃ部分を含む。本明細書に記載さ
れる抗体又はその部分の一実施態様では、抗体の部分は、抗体のＦｖ部分を含む。本明細
書に記載される抗体又はその部分の一実施態様では、抗体の部分は、抗体の可変ドメイン
を含む。本明細書に記載される抗体又はその部分の一実施態様では、抗体の部分は、抗体
の１つ以上のＣＤＲドメインを含む。
【００８１】
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　本明細書で使用される場合、「抗体」は、天然に存在する抗体及び天然に存在しない抗
体の両方を含む。具体的には、「抗体」は、ポリクローナル抗体及びモノクローナル抗体
、並びにその一価フラグメント及び二価フラグメントを含む。さらに、「抗体」は、キメ
ラ抗体、完全合成抗体、一本鎖抗体及びそれらのフラグメントを含む。抗体は、ヒト抗体
又は非ヒト抗体であり得る。非ヒト抗体は、ヒトにおけるその免疫原性を減少させるため
のリコンビナント方法によってヒト化され得る。
【００８２】
　抗体は、従来の方法にしたがって調製される。モノクローナル抗体は、Kohler and Mil
stein (Nature, 256:495, 1975)の方法を使用して作製され得る。本発明において有用な
モノクローナル抗体を調製するために、抗原型βｉｇ－ｈ３でマウス又は他の適切な宿主
動物を適切な間隔で（例えば、週２回、週１回、月２回又は月１回）免疫する。屠殺の１
週間以内に、最終「追加免疫」の抗原を動物に投与し得る。免疫中に免疫学的アジュバン
トを使用することが望ましいことが多い。適切な免疫学的アジュバントとしては、フロイ
ント完全アジュバント、フロイント不完全アジュバント、ミョウバン、Ｒｉｂｉアジュバ
ント、Hunter’s Titermax、サポニンアジュバント、例えばＱＳ２１若しくはＱｕｉｌＡ
、又はＣｐＧ含有免疫刺激オリゴヌクレオチドが挙げられる。他の適切なアジュバントは
当技術分野で周知である。皮下、腹腔内、筋肉内、静脈内、鼻腔内又は他の経路によって
、動物を免疫し得る。複数の経路によって、複数の形態の抗原で所定の動物を免疫し得る
。
【００８３】
　簡潔に言えば、リコンビナントβｉｇ－ｈ３は、リコンビナント細胞株による発現によ
って提供され得る。リコンビナント型βｉｇ－ｈ３は、任意の前記方法を使用して提供さ
れ得る。免疫レジメンの後、動物の脾臓、リンパ節又は他の臓器からリンパ球を単離し、
次いでポリエチレングリコールなどの薬剤を使用して適切な骨髄腫細胞株と融合させてハ
イブリドーマを形成する。融合後、記載されているように(Coding, Monoclonal Antibodi
es: Principles and Practice: Production and Application of Monoclonal Antibodies
 in Cell Biology, Biochemistry and Immunology, 3rd edition, Academic Press, New 
York, 1996)、標準的な方法を使用して、融合パートナーではなくハイブリドーマが成長
可能な培地中に細胞を置く。ハイブリドーマの培養後、所望の特異性の（すなわち、抗原
に選択的に結合する）抗体の存在について、細胞上清を分析する。適切な分析技術として
は、ＥＬＩＳＡ、フローサイトメトリー、免疫沈降及びウエスタンブロッティングが挙げ
られる。他のスクリーニング技術は当技術分野で周知である。好ましい技術は、コンフォ
メーションがインタクトな抗原であって、ネイティブにフォールディングされた抗原に対
する抗体の結合を確認するもの、例えば非変性ＥＬＩＳＡ、フローサイトメトリー及び免
疫沈降である。
【００８４】
　重要なことに、当技術分野で周知であるように、抗体分子のごく一部（パラトープ）の
みが、そのエピトープに対する抗体の結合に関与する（一般的に、Clark, W. R. (1986) 
The Experimental Foundations of Modern Immunology Wiley & Sons, Inc., New York; 
Roitt, I. (1991) Essential Immunology, 7th Ed., Blackwell Scientific Publication
s, Oxfordを参照のこと）。Ｆｃ’領域及びＦｃ領域は、例えば、補体カスケードのエフ
ェクターであるが、抗原結合に関与しない。ｐＦｃ’領域が酵素的に切断された抗体、又
はｐＦｃ’領域なしで生産された抗体（Ｆ（ａｂ’）２フラグメントと称される）は、イ
ンタクトな抗体の抗原結合部位の両方を保持する。同様に、Ｆｃ領域が酵素的に切断され
た抗体、又はＦｃ領域なしで生産された抗体（Ｆａｂフラグメントと称される）は、イン
タクトな抗体分子の抗原結合部位の一方を保持する。さらに進めて、Ｆａｂフラグメント
は、共有結合した抗体軽鎖と、抗体重鎖の一部（Ｆｄと称される）とからなる。Ｆｄフラ
グメントは、抗体特異性の主な決定基であり（単一のＦｄフラグメントは、抗体特異性を
変化させずに、最大１０個の異なる軽鎖に結合され得る）、Ｆｄフラグメントは、単独で
エピトープ結合能を保持する。
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【００８５】
　当技術分野で周知であるように、抗体の抗原結合部分内には、抗原のエピトープと直接
的に相互作用する相補性決定領域（ＣＤＲ）と、パラトープの三次構造を維持するフレー
ムワーク領域（ＦＲ）とが存在する（一般的に、Clark, 1986; Roitt, 1991を参照のこと
）。ＩｇＧ免疫グロブリンの重鎖Ｆｄフラグメント及び軽鎖の両方において、３つの相補
性決定領域（ＣＤＲ１からＣＤＲＳ）によってそれぞれ分離された４つのフレームワーク
領域（ＦＲ１からＦＲ４）が存在する。ＣＤＲ、特にＣＤＲＳ領域、より具体的には重鎖
ＣＤＲＳは、抗体特異性に大きく関与する。
【００８６】
　元の抗体のエピトープ特異性を保持しながら、哺乳動物抗体の非ＣＤＲ領域を同種抗体
又は異種特異的抗体の類似領域で置換し得ることは、現在では当技術分野で十分に確立さ
れている。これは、非ヒトＣＤＲをヒトＦＲ及び／又はＦｃ／ｐＦｃ’領域に共有結合し
て機能的抗体を生産する「ヒト化」抗体の開発及び使用において最も明確に具現されてい
る。
【００８７】
　特定の実施態様では、本発明は、ヒト化型抗体を含む組成物及び方法を提供する。本明
細書で使用される場合、「ヒト化」は、ＣＤＲ領域外のアミノ酸の一部、大部分又は全部
がヒト免疫グロブリン分子由来の対応するアミノ酸で置換された抗体を表す。ヒト化の方
法としては、限定されないが、米国特許第４，８１６，５６７号、米国特許第５，２２５
，５３９号、米国特許第５，５８５，０８９号、米国特許第５，６９３，７６１号、米国
特許第５，６９３，７６２号及び米国特許第５，８５９，２０５号（これらは、参照によ
り本明細書に組み入れられる）に記載されているものが挙げられる。また、上記米国特許
第５，５８５，０８９及び米国特許第５，６９３，７６１並びに国際公開第９０／０７８
６１号では、ヒト化抗体の設計に使用され得る４つの可能な基準が提案されている。第１
案は、アクセプターの場合、ヒト化すべきドナー免疫グロブリンと通常は相同的な特定の
ヒト免疫グロブリン由来のフレームワークを使用すること、又は多くのヒト抗体由来のコ
ンセンサスフレームワークを使用することであった。第２案は、ヒト免疫グロブリンのフ
レームワーク中のアミノ酸が通常のものではなく、その位置のドナーアミノ酸がヒト配列
に典型的なのものである場合、アクセプターではなくドナーアミノ酸を選択し得ることで
あった。第３案は、ヒト化免疫グロブリン鎖中の３つのＣＤＲに直接隣接する位置におい
て、アクセプターアミノ酸ではなくドナーアミノ酸を選択し得ることであった。第４案は
、抗体の三次元モデルにおいて、アミノ酸がＣＤＲの３Ａ以内に側鎖原子を有すると予測
され、ＣＤＲと相互作用することができると予測されるフレームワーク位置にドナーアミ
ノ酸残基を使用することであった。上記方法は、当業者がヒト化抗体の作製に用い得るい
くつかの方法の単なる例示である。当業者であれば、他の抗体ヒト化方法を熟知している
であろう。
【００８８】
　ヒト化型抗体の一実施態様では、ＣＤＲ領域外のアミノ酸の一部、大部分又は全部がヒ
ト免疫グロブリン分子由来のアミノ酸で置換されているが、１つ以上のＣＤＲ領域内のア
ミノ酸の一部、大部分又は全部は不変である。アミノ酸のわずかな付加、欠失、挿入、置
換又は改変は、それらが、所定の抗原に対する抗体の結合能を抑制しない限り許容可能で
ある。適切なヒト免疫グロブリン分子としては、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ
４、ＩｇＡ及びＩｇＭ分子が挙げられる。「ヒト化」抗体は、元の抗体と類似の抗原特異
性を保持する。しかしながら、特定ヒト化の方法を使用して、抗体の結合の親和性及び／
又は特異性を、Wu et al., /. Mol. Biol. 294:151, 1999（その内容は、参照により本明
細書に組み入れられる）によって記載されている「指向性進化」方法を使用して増加させ
得る。
【００８９】
　また、ヒト免疫グロブリン重鎖及び軽鎖遺伝子座の大部分についてトランスジェニック
なマウスを免疫することによって、完全ヒトモノクローナル抗体を調製し得る。例えば、
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米国特許第５，５９１，６６９号、米国特許第５，５９８，３６９号、米国特許第５，５
４５，８０６号、米国特許第５，５４５，８０７号、米国特許第６，１５０，５８４号及
びそこで引用されている参考文献（その内容は、参照により本明細書に組み入れられる）
を参照のこと。これらの動物は、内因性（例えば、マウス）抗体の産生が機能的に欠失す
るように遺伝子的に改変されている。これらの動物を免疫すると目的の抗原に対する完全
ヒト抗体が産生されるように、ヒト生殖系列免疫グロブリン遺伝子座の全部又は一部を含
有するように前記動物をさらに改変する。これらのマウス（例えば、ＸｅｎｏＭｏｕｓｅ
（Abgenix）、ＨｕＭＡｂマウス（Medarex/GenPharm））の免疫後、標準的なハイブリド
ーマ技術にしたがって、モノクローナル抗体を調製し得る。これらのモノクローナル抗体
は、ヒト免疫グロブリンアミノ酸配列を有するので、ヒトに投与した場合にヒト抗マウス
抗体（ＫＡＭＡ）応答を誘発しない。
【００９０】
　ヒト抗体を生産するためのin vitro方法も存在する。これらとしては、ファージディス
プレイ技術（米国特許第５，５６５，３３２号及び米国特許第５，５７３，９０５号）及
びヒトＢ細胞のin vitro刺激（米国特許第５，２２９，２７５号及び米国特許第５，５６
７，６１０号）が挙げられる。これらの特許の内容は、参照により本明細書に組み入れら
れる。
【００９１】
　したがって、当業者には明らかであるように、本発明はまた、Ｆ（ａｂ’）２Ｆａｂ、
Ｆｖ及びＦｄフラグメント；Ｆｃ及び／又はＦＲ及び／又はＣＤＲ１及び／又はＣＤＲ２
及び／又は軽鎖ＣＤＲ３領域が、相同的なヒト配列又は非ヒト配列によって置換されてい
るキメラ抗体；ＦＲ及び／又はＣＤＲ１及び／又はＣＤＲ２及び／又は軽鎖ＣＤＲ３領域
が、相同的なヒト配列又は非ヒト配列によって置換されているキメラＦ（ａｂ’）２フラ
グメント抗体；ＦＲ及び／又はＣＤＲ１及び／又はＣＤＲ２及び／又は軽鎖ＣＤＲ３領域
が、相同的なヒト配列又は非ヒト配列によって置換されているキメラＦａｂフラグメント
抗体；並びに、ＦＲ及び／又はＣＤＲ１及び／又はＣＤＲ２領域が、相同的なヒト配列又
は非ヒト配列によって置換されているキメラＦｄフラグメント抗体を提供する。本発明は
また、いわゆる一本鎖抗体を含む。
【００９２】
　様々な抗体分子及びフラグメントは、限定されないが、ＩｇＡ、分泌ＩｇＡ、ＩｇＥ、
ＩｇＧ及びＩｇＭを含む一般的に公知の免疫グロブリンクラスのいずれかに由来し得る。
ＩｇＧサブクラスも当業者に周知であり、限定されないが、ヒトＩｇＧ１、ＩｇＧ２、Ｉ
ｇＧ３及びＩｇＧ４が挙げられる。
【００９３】
　別の実施態様では、本発明の抗体は、単一ドメイン抗体である。用語「単一ドメイン抗
体」（ｓｄＡｂ）又は「ＶＨＨ」は、軽鎖を本来的に欠くラクダ科哺乳動物に見られ得る
種類の抗体の単一重鎖可変ドメインを指す。このようなＶＨＨは、「nanobody（登録商標
）」とも称される。本発明によれば、ｓｄＡｂは、特にラマｓｄＡｂであり得る。
【００９４】
　中和抗βｉｇ－ｈ３抗体の例は、例えば、Bae JS et al Acta Physiol 2014, 212, 306
-315に開示されている。これらの抗体の抗原－結合配列（例えば、ＣＤＲ）を使用して、
本明細書に開示されるＰＤＡＣの処置のためのヒト化抗体を作製するために、当業者であ
れば、ルーチンな技術を使用し得る。
【００９５】
・アプタマー
　別の実施態様では、βｉｇ－ｈ３アンタゴニストは、βｉｇ－ｈ３に対するアプタマー
である。アプタマーは、分子認識の点で抗体の代替物となる分子のクラスである。アプタ
マーは、高い親和性及び特異性で、実質的に任意のクラスのターゲット分子を認識する能
力を有するオリゴヌクレオチド又はオリゴペプチド配列である。このようなリガンドは、
Tuerk C. and Gold L., 1990に記載されているようにランダム配列ライブラリーの試験管
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内進化法を介して単離され得る。ランダム配列ライブラリーは、ＤＮＡのコンビナトリア
ル化学合成によって得られ得る。このライブラリーでは、各メンバーは、ユニークな配列
の最終的には化学的に改変される線状オリゴマーである。このクラスの分子の可能な改変
、使用及び利点は、Jayasena S.D., 1999に概説されている。ペプチドアプタマーは、ツ
ーハイブリッド法(Colas et al., 1996)によってコンビナトリアルライブラリーから選択
されるプラットフォームタンパク質（例えば、E. coliチオレドキシンＡ）によって提示
されるコンフォメーション的に制限された抗体可変領域からなる。
【００９６】
　よって、本発明では、βｉｇ－ｈ３の中和アプタマーは、（ｉ）βｉｇ－ｈ３に結合し
、及び／又は（ｉｉ）腫瘍細胞成長を阻害し、及び／又は（ｉｉｉ）ＣＤ８＋Ｔ細胞活性
化の阻害を遮断する能力について、上記のように選択される。
【００９７】
・βｉｇ－ｈ３遺伝子発現の阻害剤
　さらに別の実施態様では、βｉｇ－ｈ３アンタゴニストは、βｉｇ－ｈ３遺伝子発現の
阻害剤である。「発現の阻害剤」は、遺伝子の発現を阻害する生物学的効果を有する天然
化合物又は合成化合物を指す。したがって、「βｉｇ－ｈ３遺伝子発現の阻害剤」は、β
ｉｇ－ｈ３遺伝子の発現を阻害する生物学的効果を有する天然化合物又は合成化合物を示
す。
【００９８】
　本発明の好ましい実施態様では、前記βｉｇ－ｈ３遺伝子発現の阻害剤は、ｓｉＲＮＡ
、アンチセンスオリゴヌクレオチド、ヌクレアーゼ又はリボザイムである。
【００９９】
　本発明において使用するためのβｉｇ－ｈ３遺伝子発現の阻害剤は、アンチセンスオリ
ゴヌクレオチド構築物をベースとするものであり得る。アンチセンスＲＮＡ分子及びアン
チセンスＤＮＡ分子を含むアンチセンスオリゴヌクレオチドは、βｉｇ－ｈ３　ｍＲＮＡ
に結合してタンパク質翻訳を防止するか、又はｍＲＮＡ分解を増加させることによって、
βｉｇ－ｈ３　ｍＲＮＡの翻訳を直接遮断し、それにより、細胞内のβｉｇ－ｈ３のレベ
ル及び活性を低下させるように作用する。例えば、少なくとも約１５塩基のアンチセンス
オリゴヌクレオチドであって、βｉｇ－ｈ３をコードするｍＲＮＡ転写配列のユニーク領
域に相補的なアンチセンスオリゴヌクレオチドを、例えば通常のホスホジエステル技術に
よって合成し、例えば静脈内注射又は静脈内注入によって投与し得る。その配列が公知の
遺伝子の遺伝子発現を特異的に阻害するためにアンチセンス技術を使用する方法は、当技
術分野で周知である（例えば、米国特許第６，５６６，１３５号；米国特許第６，５６６
，１３１号；米国特許第６，３６５，３５４号；米国特許第６，４１０，３２３号；米国
特許第６，１０７，０９１号；米国特許第６，０４６，３２１号；及び米国特許第５，９
８１，７３２号を参照のこと）。
【０１００】
　低分子干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）もまた、本発明において使用するためのβｉｇ－ｈ３
遺伝子発現阻害剤として機能し得る。βｉｇ－ｈ３遺伝子発現が特異的に阻害されるよう
に、低分子二本鎖ＲＮＡ（ｄｓＲＮＡ）又は低分子二本鎖ＲＮＡの生成を引き起こすベク
ター若しくは構築物を使用することによって、βｉｇ－ｈ３遺伝子発現を減少させ得る（
すなわち、ＲＮＡ干渉又はＲＮＡｉ）。その配列が公知の遺伝子について、適切なｄｓＲ
ＮＡ又はｄｓＲＮＡをコードするベクターを選択するための方法は、当技術分野で周知で
ある（例えば、Tuschi, T. et al. (1999); Elbashir, S. M. et al. (2001); Hannon, G
J. (2002); McManus, MT. et al. (2002); Brummelkamp, TR. et al. (2002)；米国特許
第６，５７３，０９９号及び米国特許第６，５０６，５５９号；並びに国際公開第０１／
３６６４６号、国際公開第９９／３２６１９号及び国際公開第０１／６８８３６号を参照
のこと）。
【０１０１】
　βｉｇ－ｈ３に対する前記ｓｉＲＮＡの例としては、限定されないが、Chaoyu Ma (200
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8) Genes & Development 22:308-321に記載されているものが挙げられる。
【０１０２】
　リボザイムもまた、本発明において使用するためのβｉｇ－ｈ３遺伝子発現阻害剤とし
て機能し得る。リボザイムは、ＲＮＡの特異的切断を触媒することができる酵素的ＲＮＡ
分子である。リボザイムの作用機構は、相補的ターゲットＲＮＡへのリボザイム分子の配
列特異的ハイブリダイゼーションと、それに続くエンドヌクレアーゼ切断を含む。それに
より、βｉｇ－ｈ３　ｍＲＮＡ配列のエンドヌクレアーゼ切断を特異的及び効率的に触媒
する人工ヘアピン又はハンマーヘッドモチーフリボザイム分子は、本発明の範囲内で有用
である。リボザイム切断部位（これらとしては、典型的には、以下の配列ＧＵＡ、ＧＵＵ
及びＧＵＣが挙げられる）についてターゲット分子をスキャンすることによって、任意の
ＲＮＡターゲット候補内の特異的リボザイム切断部位を最初に同定する。同定したら、切
断部位を含有するターゲット遺伝子の領域に対応する約１５～２０リボヌクレオチドの間
の短いＲＮＡ配列を、オリゴヌクレオチド配列を不適切にし得る予測構造的特徴（例えば
、二次構造）について評価し得る。また、例えば、リボヌクレアーゼ保護アッセイを使用
して、相補的オリゴヌクレオチドとのハイブリダイゼーションへのアクセシビリティを試
験することによって、候補ターゲットの適切性を評価し得る。
【０１０３】
　βｉｇ－ｈ３遺伝子発現阻害剤として有用なアンチセンスオリゴヌクレオチド、ｓｉＲ
ＮＡ及びリボザイムは、公知の方法によって調製され得る。これらとしては、例えば、固
相ホスホラミダイト（phosphoramadite）化学合成などによる化学合成技術が挙げられる
。あるいは、アンチセンスＲＮＡ分子は、ＲＮＡ分子をコードするＤＮＡ配列のin vitro
又はin vivo転写によって作製され得る。このようなＤＮＡ配列は、Ｔ７又はＳＰ６ポリ
メラーゼプロモーターなどの適切なＲＮＡポリメラーゼプロモーターが組み込まれた様々
なベクターに組み込まれ得る。細胞内安定性及び半減期を増加させる手段として、本発明
のオリゴヌクレオチドに対する様々な改変を導入し得る。可能な改変としては、限定され
ないが、リボヌクレオチド若しくはデオキシリボヌクレオチドのフランキング配列を分子
の５’及び／若しくは３’末端に付加すること、又はホスホジエステラーゼ結合ではなく
ホスホロチオエート若しくは２’－Ｏ－メチルをオリゴヌクレオチド骨格内で使用するこ
とが挙げられる。
【０１０４】
　本発明のアンチセンスオリゴヌクレオチド、ｓｉＲＮＡ及びリボザイムは、単独で又は
ベクターに結合してin vivo送達され得る。その最も広い意味において、「ベクター」は
、細胞（好ましくは、βｉｇ－ｈ３を発現する細胞）へのアンチセンスオリゴヌクレオチ
ド、ｓｉＲＮＡ又はリボザイム核酸の運搬を促進することができる任意のビヒクルである
。好ましくは、ベクターは、ベクターの非存在で起こり得る分解程度と比べて低減した分
解で、核酸を細胞に輸送する。一般的に、本発明に有用なベクターとしては、限定されな
いが、アンチセンスオリゴヌクレオチド、ｓｉＲＮＡ又はリボザイム核酸配列の挿入又は
組み込みによって操作されたプラスミド、ファージミド、ウイルス、ウイルス源又は細菌
源に由来する他のビヒクルが挙げられる。ウイルスベクターは好ましい種類のベクターで
あり、限定されないが、以下のウイルス：レトロウイルス、例えばモロニーマウス白血病
ウイルス、ハーベイマウス肉腫ウイルス、マウス乳ガンウイルス、及びラウス肉腫ウイル
ス；アデノウイルス、アデノ随伴ウイルス；ＳＶ４０型ウイルス；ポリオーマウイルス；
エプスタイン・バーウイルス；パピローマウイルス；ヘルペスウイルス；ワクシニアウイ
ルス；ポリオウイルス；及びＲＮＡウイルス、例えばレトロウイルスに由来する核酸配列
が挙げられる。命名されていないが当技術分野で公知の他のベクターも容易に用い得る。
【０１０５】
　好ましいウイルスベクターは、非必須遺伝子が目的の遺伝子で置換されている非細胞変
性真核生物ウイルスをベースとするものである。非細胞変性ウイルスとしてはレトロウイ
ルス（例えば、レンチウイルス）が挙げられ、その生活環は、ゲノムウイルスＲＮＡのＤ
ＮＡへの逆転写と、それに続くプロウイルスの宿主細胞ＤＮＡへの組み込みを含む。レト
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ロウイルスは、ヒト遺伝子療法試験に承認されている。最も有用なのは、複製欠損性（す
なわち、所望のタンパク質の合成を指令することはできるが、感染性粒子を製造すること
ができない）レトロウイルスである。このような遺伝子的に改変されたレトロウイルス発
現ベクターは、in vivoにおける高効率な遺伝子トランスダクションについて全般的な有
用性を有する。複製欠損性レトロウイルスを生産するための標準的なプロトコール（外因
性遺伝物質をプラスミドに組み込む工程、プラスミドでパッケージング細胞株をトランス
フェクションする工程、パッケージング細胞株によってリコンビナントレトロウイルスを
生産する工程、組織培養培地からウイルス粒子を回収する工程、及びウイルス粒子をター
ゲット細胞に感染させる工程を含む）は、KRIEGLER (A Laboratory Manual, “W.H. Free
man C.O., New York, 1990) and in MURRY (“Methods in Molecular Biology,” vol.7,
 Humana Press, Inc., Cliffton, N.J., 1991)に示されている。
【０１０６】
　特定の用途に好ましいウイルスは、遺伝子治療におけるヒトへの使用が既に承認されて
いる二本鎖ＤＮＡウイルスであるアデノウイルス及びアデノ随伴（ＡＡＶ）ウイルスであ
る。アデノ随伴ウイルスは、複製欠損性となるように操作することができ、広範囲の細胞
型及び種に感染することができる。それはさらに、熱安定性及び脂質溶媒安定性；造血細
胞を含む多様な系統の細胞における高いトランスダクション頻度；並びに、重複感染阻害
がないので複数回のトランスダクションが可能であるなどの利点を有する。報告によれば
、アデノ随伴ウイルスを部位特異的にヒト細胞ＤＮＡに組み込むことにより、挿入突然変
異誘発の可能性及びレトロウイルス感染に特徴的な挿入遺伝子の発現の変動性を最小限に
し得る。加えて、野生型アデノ随伴ウイルス感染は、選択圧の非存在下で１００継代回以
上にわたって組織培養液中で観察されており、これは、アデノ随伴ウイルスのゲノム組み
込みは、比較的安定した事象であることを意味する。アデノ随伴ウイルスはまた、染色体
外でも機能し得る。
【０１０７】
　他のベクターとしては、プラスミドベクターが挙げられる。プラスミドベクターは当技
術分野で広く記載されており、当業者に周知である。例えば、SANBROOK et al., “Molec
ular Cloning: A Laboratory Manual,” Second Edition, Cold Spring Harbor Laborato
ry Press, 1989を参照のこと。ここ数年間では、プラスミドベクターは、in vivoにおい
て抗原をコードする遺伝子を細胞に送達するためのＤＮＡワクチンとして使用されている
。それらは、ウイルスベクターの多くと同じ安全上の懸念がないので、特に有利である。
しかしながら、宿主細胞と適合性のプロモーターを有するこれらのプラスミドは、プラス
ミド内で作動可能にコードされた遺伝子からペプチドを発現し得る。いくつかの一般的に
使用されるプラスミドとしては、ｐＢＲ３２２、ｐＵＣ１８、ｐＵＣ１９、ｐＲＣ／ＣＭ
Ｖ、ＳＶ４０及びｐＢｌｕｅＳｃｒｉｐｔが挙げられる。他のプラスミドは当業者に周知
である。加えて、ＤＮＡの特定のフラグメントを除去及び付加する制限酵素及びライゲー
ション反応を使用して、プラスミドをカスタム設計し得る。プラスミドは、様々な非経口
経路、粘膜経路及び局所経路によって送達され得る。例えば、ＤＮＡプラスミドは、筋肉
内、皮内、皮下、又は他の経路によって注射され得る。それはまた、鼻腔内スプレー又は
点鼻液、直腸坐剤によって及び経口的に投与され得る。それはまた、遺伝子銃を使用して
表皮又は粘膜表面に投与され得る。プラスミドを水溶液に加えてもよいし、金粒子上に乾
燥してもよいし、又は別のＤＮＡ送達システム（限定されないが、リポソーム、デンドリ
マー、コクリエート及びマイクロカプセル化を含む）と併用してもよい。
【０１０８】
膵臓ガンを予防又は治療するための方法
　本発明はさらに、被験体における膵管腺ガンを予防又は治療する方法であって、治療有
効量のβｉｇ－ｈ３アンタゴニストを該被験体に投与することを含む方法を企図する。
【０１０９】
　一態様では、本発明は、被験体における膵臓腫瘍成長を阻害する方法であって、治療有
効量のβｉｇ－ｈ３アンタゴニストを被験体に投与することを含む方法を提供する。
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【０１１０】
　「治療有効量」のβｉｇ－ｈ３アンタゴニストは、膵管腺ガンを予防又は治療するため
に十分な量のアンタゴニストを意味する。しかしながら、本発明の化合物及び組成物の１
日総使用量は、健全な医学的判断の範囲内で主治医によって決定されると理解されよう。
任意の特定の被験体の具体的な治療有効用量レベルは、治療される障害及び障害の重症度
；用いられる特定の化合物の活性；用いられる特定の組成物、被験体の年齢、体重、一般
健康、性別、及び食事；投与時間、投与経路、及び用いられる特定の化合物の排泄速度；
治療期間；用いられる特定のポリペプチドと組み合わせて又は同時に使用される薬物；及
び医療分野で周知の同様の要因を含む様々な要因に依存するであろう。例えば、所望の治
療効果を達成するのに必要なレベルよりも低レベルで化合物の投与を開始して、所望の効
果が達成されるまで投与量を徐々に増加させることは、当業者の範囲内である。しかしな
がら、生成物の１日投与量は、０．０１～１，０００mg／成人／日の広範囲で変動し得る
。好ましくは、治療される被験体への投与量を対症的に調整するために、組成物は、有効
成分 ０．０１、０．０５、０．１、０．５、１．０、２．５、５．０、１０．０、１５
．０、２５．０、５０．０、１００、２５０、及び５００mgを含有する。医薬は、典型的
には、有効成分 約０．０１mg～約５００mg、好ましくは有効成分 １mg～約１００mgを含
有する。有効量の薬物は、通常、０．０００２mg/kg～約２０mg/kg体重／日、特に約０．
００１mg/kg～７mg/kg体重／日の投与量レベルで供給される。
【０１１１】
　本発明はまた、βｉｇ－ｈ３アンタゴニストを用いて、高い血中βｉｇ－ｈ３レベルを
有する被験体におけるＰＤＡＣを処置するための方法に関する。
【０１１２】
　本発明はまた、高い血中βｉｇ－ｈ３レベルを有する被験体におけるＰＤＡＣの処置に
おいて使用するためのβｉｇ－ｈ３アンタゴニストに関する。
【０１１３】
　上記方法及び使用は、前記被験体から得られた血液サンプル中のβｉｇ－ｈ３タンパク
質レベルを測定し、基準コントロール値と比較する工程を含む。
【０１１４】
　高いβｉｇ－ｈ３レベルは、膵管腺ガンを有し又は発症する高いリスクを予測し、βｉ
ｇ－ｈ３アンタゴニストを使用しなければならないことを意味する。
【０１１５】
　典型的には、被験体から体液サンプルを得、このサンプル中のβｉｇ－ｈ３レベルを測
定する。実際、統計分析により、βｉｇ－ｈ３レベルの減少は、高いβｉｇ－ｈ３レベル
を示す患者において特に有益であることが明らかになった。
【０１１６】
本発明の医薬組成物：
　治療用組成物を形成するために、上記βｉｇ－ｈ３アンタゴニストは、薬学的に許容し
得る賦形剤、及び場合により徐放性マトリックス、例えば生分解性ポリマーと組み合わさ
れ得る。
【０１１７】
　したがって、本発明は、本発明のβｉｇ－ｈ３アンタゴニストと、薬学的に許容し得る
担体とを含む医薬組成物に関する。
【０１１８】
　本発明はまた、膵管腺ガンの予防又は治療において使用するための医薬組成物であって
、本発明のβｉｇ－ｈ３アンタゴニストと、薬学的に許容し得る担体とを含む医薬組成物
を提供する。
【０１１９】
　「薬学的に」又は「薬学的に許容し得る」は、必要に応じて哺乳動物、特にヒトに投与
した場合に有害反応、アレルギー反応又は他の望ましくない反応を引き起こさない分子実
体及び組成物を指す。薬学的に許容し得る担体又は賦形剤は、無毒の固体、半固体又は液
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体の充填剤、希釈剤、封入剤又は任意の種類の製剤化助剤を指す。
【０１２０】
　治療用途では、組成物は、記載されているように、疾患の症候及びその合併症を治癒又
は少なくとも部分的に停止するために十分な量で、疾患を既に患っている患者に投与され
る。医薬組成物の適切な投与量は、いくつかの十分に確立されたプロトコールのいずれか
１つにしたがって容易に決定される。例えば、体重１キログラム当たりの生物活性剤の最
大許容用量を決定するために、（例えば、マウス又はラットの）動物研究が一般に使用さ
れる。一般に、試験される動物種の少なくとも１つは、哺乳動物である。例えば、動物研
究の結果から、ヒトなどの他の種において使用するための用量を推定し得る。有効量を構
成するものはまた、疾患又は症状の性質及び重症度、並びに患者の健康の一般的状態に依
存する。
【０１２１】
　治療的処置では、医薬組成物に含まれるアンタゴニストは、所望の応答が達成されるま
で、複数回投与量で又は単回用量として投与され得る。典型的には、処置はモニタリング
され、必要に応じて反復投与量が投与され得る。βｉｇ－ｈ３の不活性化が必要である場
合には常に、本発明の化合物は、確立された投与レジメンにしたがって投与され得る。
【０１２２】
　製品の１日投与量は、０．０１～１，０００mg/成人/日の広範囲で変動し得る。好まし
くは、処置すべき患者への投与量の症候性調整のために、組成物は、有効成分 ０．０１
、０．０５、０．１、０．５、１．０、２．５、５．０、１０．０、１５．０、２５．０
、５０．０、１００、２５０及び５００mgを含有する。医薬は、典型的には、有効成分 
約０．０１mg～約５００mg、好ましくは有効成分 約１mg～約１００mgを含有する。有効
量の薬物は、通常、０．０００２mg/kg～約２０mg/kg体重/日、特に約０．００１mg/kg～
１０mg/kg体重/日の投与量レベルで供給される。しかしながら、任意の特定の患者のため
の特定の用量レベル及び投与頻度は変動し得、用いられる特定の化合物の活性、その化合
物の代謝安定性及びその作用の長さ、年齢、体重、一般的健康、性別、食事、投与の様式
及び時間、排泄速度、薬物の組み合わせ、特定の症状の重症度、並びに治療を受けている
宿主を含む様々な要因に依存すると理解されよう。
【０１２３】
　経口、舌下、皮下、筋肉内、静脈内、経皮、局所又は直腸投与のための本発明の医薬組
成物では、活性成分は単独で、又は別の活性成分と組み合わせて、単位投与形態で、従来
の薬学的支持体との混合物として、動物及びヒトに投与され得る。適切な単位投与形態は
、錠剤、ゲルカプセル剤、散剤、顆粒剤及び経口用懸濁剤又は液剤などの経口経路剤形、
舌下及び口内投与形態、エアロゾル、インプラント、皮下、経皮、局所、腹腔内、筋肉内
、静脈内、真皮下、経皮、髄腔内及び鼻腔内投与形態並びに直腸投与形態を含む。
【０１２４】
　適切な単位投与形態としては、経口投与のための形態、例えば錠剤、ゼラチンカプセル
、粉末、経口摂取すべき顆粒及び溶液又は懸濁液、舌下及び口腔投与のための形態、エア
ロゾル、インプラント、皮下、筋肉内、静脈内、鼻腔内又は眼内投与のための形態並びに
直腸投与のための形態が挙げられる。
【０１２５】
　本発明の医薬組成物では、活性成分は、一般に、毎日投与の投与量単位当たり前記活性
成分 ０．５～１０００mg、好ましくは１～５００mg、より好ましくは２～２００mgを含
有する投与量単位として製剤化される。
【０１２６】
　錠剤の形態の固体組成物を調製する場合、ラウリル硫酸ナトリウムなどの湿潤剤を、場
合により微粉化された活性成分に追加し、次いで、これをシリカ、ゼラチン、デンプン、
ラクトース、ステアリン酸マグネシウム、タルク、アラビアゴムなどの薬学的ビヒクルと
混合する。錠剤は、スクロースで、様々なポリマー若しくは他の適切な物質でコーティン
グされ得るか、又はそれらは、長期的若しくは遅発的な活性を有するように、及び所定量
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の活性成分を連続的に放出するように処理され得る。
【０１２７】
　ゼラチンカプセルの形態の調製物は、活性成分を希釈剤、例えばグリコール又はグリセ
ロールエステルと混合し、得られた混合物を軟質ゼラチンカプセル又は硬質ゼラチンカプ
セルに注ぐことによって得られる。
【０１２８】
　シロップ又はエリキシル剤の形態の調製物は、甘味料（これは、好ましくはカロリーフ
リーである）、防腐剤としてメチル－パラベン及びプロピルパラベン、香味料及び適切な
着色料と一緒に、活性成分を含有し得る。
【０１２９】
　水分散性粉末又は顆粒は、分散剤又は湿潤剤又は懸濁剤、例えばポリビニルピロリドン
及びさらには甘味料又は味修正剤と混合された活性成分を含有し得る。
【０１３０】
　直腸投与は、直腸温度で融解する結合剤、例えばカカオバター又はポリエチレングリコ
ールを用いて調製された坐剤を使用して行われる。
【０１３１】
　非経口、鼻腔内又は眼内投与は、薬理学的に適合性の分散剤及び／又は湿潤剤、例えば
プロピレングリコール、ブチレングリコール又はポリエチレングリコールを含有する水性
懸濁液、等張性生理食塩水溶液又は滅菌注射溶液を使用して行われる。
【０１３２】
　したがって、共溶媒、例えばアルコール、例えばエタノール又はグリコール、例えばポ
リエチレングリコール若しくはプロピレングリコール及び親水性界面活性剤、例えばTwee
n. RTM. 80は、静脈内経路によって注射可能な水溶液を調製するために使用され得る。筋
肉内経路によって注射可能な油性溶液を調製するために、活性成分は、トリグリセリド又
はグリセロールエステルによって可溶化され得る。
【０１３３】
　経皮投与は、活性成分がアルコール溶液の形態である多層パッチ又はリザーバを使用し
て行われる。
【０１３４】
　吸入による投与は、例えば、トリクロロフルオロメタン、ジクロロテトラフルオロエタ
ン又は任意の他の生物学的に適合性の推進剤ガスと一緒にトリオレイン酸ソルビタン又は
オレイン酸を含有するエアロゾルを使用して行われる。
【０１３５】
　活性成分はまた、場合により１つ以上の担体又は添加剤と共に、マイクロカプセル又は
ミクロスフェアとして製剤化され得る。
【０１３６】
　慢性処置の場合に有用な持続放出形態では、インプラントが使用され得る。これらは、
油性懸濁液の形態で、又は等張性媒体中のミクロスフェアの懸濁液の形態で調製され得る
。
【０１３７】
　活性成分はまた、シクロデキストリン、例えばα、β若しくはγ－シクロデキストリン
、２－ヒドロキシプロピル－β－シクロデキストリン又はメチル－β－シクロデキストリ
ンとの複合体の形態で提示され得る。
【図面の簡単な説明】
【０１３８】
【図１Ａ】新生物病変における主なβｉｇ－ｈ３源はＣＡＦである。Ａ．導管細胞及びＣ
ＡＦのプロトコール単離。Ｂ．導管及びＣＡＦ単離区画におけるβｉｇ－ｈ３の相対的発
現（ハウスキーピング参照遺伝子としてＴＢＰを使用したＲＴ－ｑＰＣＲ）。Ｃ．ＴＧＦ
－β１で２４時間刺激したコントロールex vivo条件におけるＣＡＦによるβｉｇ－ｈ３
産生。＊＊Ｐ＜０．０１
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【図１Ｂ】新生物病変における主なβｉｇ－ｈ３源はＣＡＦである。Ａ．導管細胞及びＣ
ＡＦのプロトコール単離。Ｂ．導管及びＣＡＦ単離区画におけるβｉｇ－ｈ３の相対的発
現（ハウスキーピング参照遺伝子としてＴＢＰを使用したＲＴ－ｑＰＣＲ）。Ｃ．ＴＧＦ
－β１で２４時間刺激したコントロールex vivo条件におけるＣＡＦによるβｉｇ－ｈ３
産生。＊＊Ｐ＜０．０１
【図１Ｃ】新生物病変における主なβｉｇ－ｈ３源はＣＡＦである。Ａ．導管細胞及びＣ
ＡＦのプロトコール単離。Ｂ．導管及びＣＡＦ単離区画におけるβｉｇ－ｈ３の相対的発
現（ハウスキーピング参照遺伝子としてＴＢＰを使用したＲＴ－ｑＰＣＲ）。Ｃ．ＴＧＦ
－β１で２４時間刺激したコントロールex vivo条件におけるＣＡＦによるβｉｇ－ｈ３
産生。＊＊Ｐ＜０．０１
【図２Ａ】腫瘍微環境における可溶性βｉｇ－ｈ３産生は、特異的ＣＤ８＋Ｔ細胞応答を
モデュレーションすることができる。βｉｇ－ｈ３は、ＣＤ８＋Ｔ細胞活性化を直接的に
モデュレーションする。ｒβｉｇ－ｈ３でＯＴ１　Ｔ細胞を２４時間前処置し、次いで、
２つの異なる濃度（１０及び１ng/ml）のＯＶＡペプチドを追加することによってＡｇ特
異的に活性化した。前処置条件は、赤色で表されている。未処置条件は、灰色で表されて
いる。Ａ）９８時間のin vitro細胞培養後の分裂ＣＦＳＥｌｏｗＯＴ１細胞の定量、Ｂ）
９８時間のin vitro細胞培養後のＯＴ１細胞の総数の定量、Ｂ）９８時間のin vitro細胞
培養後の活性化ＣＤ６９＋ＯＴ１細胞の定量、Ｃ）９８時間のin vitro細胞培養後の活性
化ＣＤ４４＋ＯＴ１細胞の定量。Ｄ）９８時間のin vitro細胞培養後のＣＤ６９＋ＯＴ１
細胞の総数の定量、Ｅ）９８時間のin vitro細胞培養後のＣＡＦ細胞及び抗βｉｇ－ｈ３
中和Ａｂ又はコントロールＡｂ細胞の存在下／非存在下におけるＯＴ１の数の定量、Ｆ）
９８時間のin vitro細胞培養後のＣＡＦ上清及び抗βｉｇ－ｈ３中和Ａｂ又はコントロー
ルＡｂ細胞の存在下／非存在下におけるＯＴ１細胞の数の定量。Ｇ）腫瘍細胞株（ＫＣ）
と共に５日間培養した後のｐ４８；Ｋｒａｓマウスの流入領域リンパ節（ＤＬＮ）由来の
抗腫瘍ＣＤ８＋Ｔ細胞の定量。３回の独立した実験の代表。＊Ｐ＜０．０５。＊＊Ｐ＜０
．０１
【図２Ｂ】腫瘍微環境における可溶性βｉｇ－ｈ３産生は、特異的ＣＤ８＋Ｔ細胞応答を
モデュレーションすることができる。βｉｇ－ｈ３は、ＣＤ８＋Ｔ細胞活性化を直接的に
モデュレーションする。ｒβｉｇ－ｈ３でＯＴ１　Ｔ細胞を２４時間前処置し、次いで、
２つの異なる濃度（１０及び１ng/ml）のＯＶＡペプチドを追加することによってＡｇ特
異的に活性化した。前処置条件は、赤色で表されている。未処置条件は、灰色で表されて
いる。Ａ）９８時間のin vitro細胞培養後の分裂ＣＦＳＥｌｏｗＯＴ１細胞の定量、Ｂ）
９８時間のin vitro細胞培養後のＯＴ１細胞の総数の定量、Ｂ）９８時間のin vitro細胞
培養後の活性化ＣＤ６９＋ＯＴ１細胞の定量、Ｃ）９８時間のin vitro細胞培養後の活性
化ＣＤ４４＋ＯＴ１細胞の定量。Ｄ）９８時間のin vitro細胞培養後のＣＤ６９＋ＯＴ１
細胞の総数の定量、Ｅ）９８時間のin vitro細胞培養後のＣＡＦ細胞及び抗βｉｇ－ｈ３
中和Ａｂ又はコントロールＡｂ細胞の存在下／非存在下におけるＯＴ１の数の定量、Ｆ）
９８時間のin vitro細胞培養後のＣＡＦ上清及び抗βｉｇ－ｈ３中和Ａｂ又はコントロー
ルＡｂ細胞の存在下／非存在下におけるＯＴ１細胞の数の定量。Ｇ）腫瘍細胞株（ＫＣ）
と共に５日間培養した後のｐ４８；Ｋｒａｓマウスの流入領域リンパ節（ＤＬＮ）由来の
抗腫瘍ＣＤ８＋Ｔ細胞の定量。３回の独立した実験の代表。＊Ｐ＜０．０５。＊＊Ｐ＜０
．０１
【図２Ｃ】腫瘍微環境における可溶性βｉｇ－ｈ３産生は、特異的ＣＤ８＋Ｔ細胞応答を
モデュレーションすることができる。βｉｇ－ｈ３は、ＣＤ８＋Ｔ細胞活性化を直接的に
モデュレーションする。ｒβｉｇ－ｈ３でＯＴ１　Ｔ細胞を２４時間前処置し、次いで、
２つの異なる濃度（１０及び１ng/ml）のＯＶＡペプチドを追加することによってＡｇ特
異的に活性化した。前処置条件は、赤色で表されている。未処置条件は、灰色で表されて
いる。Ａ）９８時間のin vitro細胞培養後の分裂ＣＦＳＥｌｏｗＯＴ１細胞の定量、Ｂ）
９８時間のin vitro細胞培養後のＯＴ１細胞の総数の定量、Ｂ）９８時間のin vitro細胞
培養後の活性化ＣＤ６９＋ＯＴ１細胞の定量、Ｃ）９８時間のin vitro細胞培養後の活性
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化ＣＤ４４＋ＯＴ１細胞の定量。Ｄ）９８時間のin vitro細胞培養後のＣＤ６９＋ＯＴ１
細胞の総数の定量、Ｅ）９８時間のin vitro細胞培養後のＣＡＦ細胞及び抗βｉｇ－ｈ３
中和Ａｂ又はコントロールＡｂ細胞の存在下／非存在下におけるＯＴ１の数の定量、Ｆ）
９８時間のin vitro細胞培養後のＣＡＦ上清及び抗βｉｇ－ｈ３中和Ａｂ又はコントロー
ルＡｂ細胞の存在下／非存在下におけるＯＴ１細胞の数の定量。Ｇ）腫瘍細胞株（ＫＣ）
と共に５日間培養した後のｐ４８；Ｋｒａｓマウスの流入領域リンパ節（ＤＬＮ）由来の
抗腫瘍ＣＤ８＋Ｔ細胞の定量。３回の独立した実験の代表。＊Ｐ＜０．０５。＊＊Ｐ＜０
．０１
【図２Ｄ】腫瘍微環境における可溶性βｉｇ－ｈ３産生は、特異的ＣＤ８＋Ｔ細胞応答を
モデュレーションすることができる。βｉｇ－ｈ３は、ＣＤ８＋Ｔ細胞活性化を直接的に
モデュレーションする。ｒβｉｇ－ｈ３でＯＴ１　Ｔ細胞を２４時間前処置し、次いで、
２つの異なる濃度（１０及び１ng/ml）のＯＶＡペプチドを追加することによってＡｇ特
異的に活性化した。前処置条件は、赤色で表されている。未処置条件は、灰色で表されて
いる。Ａ）９８時間のin vitro細胞培養後の分裂ＣＦＳＥｌｏｗＯＴ１細胞の定量、Ｂ）
９８時間のin vitro細胞培養後のＯＴ１細胞の総数の定量、Ｂ）９８時間のin vitro細胞
培養後の活性化ＣＤ６９＋ＯＴ１細胞の定量、Ｃ）９８時間のin vitro細胞培養後の活性
化ＣＤ４４＋ＯＴ１細胞の定量。Ｄ）９８時間のin vitro細胞培養後のＣＤ６９＋ＯＴ１
細胞の総数の定量、Ｅ）９８時間のin vitro細胞培養後のＣＡＦ細胞及び抗βｉｇ－ｈ３
中和Ａｂ又はコントロールＡｂ細胞の存在下／非存在下におけるＯＴ１の数の定量、Ｆ）
９８時間のin vitro細胞培養後のＣＡＦ上清及び抗βｉｇ－ｈ３中和Ａｂ又はコントロー
ルＡｂ細胞の存在下／非存在下におけるＯＴ１細胞の数の定量。Ｇ）腫瘍細胞株（ＫＣ）
と共に５日間培養した後のｐ４８；Ｋｒａｓマウスの流入領域リンパ節（ＤＬＮ）由来の
抗腫瘍ＣＤ８＋Ｔ細胞の定量。３回の独立した実験の代表。＊Ｐ＜０．０５。＊＊Ｐ＜０
．０１
【図２Ｅ】腫瘍微環境における可溶性βｉｇ－ｈ３産生は、特異的ＣＤ８＋Ｔ細胞応答を
モデュレーションすることができる。βｉｇ－ｈ３は、ＣＤ８＋Ｔ細胞活性化を直接的に
モデュレーションする。ｒβｉｇ－ｈ３でＯＴ１　Ｔ細胞を２４時間前処置し、次いで、
２つの異なる濃度（１０及び１ng/ml）のＯＶＡペプチドを追加することによってＡｇ特
異的に活性化した。前処置条件は、赤色で表されている。未処置条件は、灰色で表されて
いる。Ａ）９８時間のin vitro細胞培養後の分裂ＣＦＳＥｌｏｗＯＴ１細胞の定量、Ｂ）
９８時間のin vitro細胞培養後のＯＴ１細胞の総数の定量、Ｂ）９８時間のin vitro細胞
培養後の活性化ＣＤ６９＋ＯＴ１細胞の定量、Ｃ）９８時間のin vitro細胞培養後の活性
化ＣＤ４４＋ＯＴ１細胞の定量。Ｄ）９８時間のin vitro細胞培養後のＣＤ６９＋ＯＴ１
細胞の総数の定量、Ｅ）９８時間のin vitro細胞培養後のＣＡＦ細胞及び抗βｉｇ－ｈ３
中和Ａｂ又はコントロールＡｂ細胞の存在下／非存在下におけるＯＴ１の数の定量、Ｆ）
９８時間のin vitro細胞培養後のＣＡＦ上清及び抗βｉｇ－ｈ３中和Ａｂ又はコントロー
ルＡｂ細胞の存在下／非存在下におけるＯＴ１細胞の数の定量。Ｇ）腫瘍細胞株（ＫＣ）
と共に５日間培養した後のｐ４８；Ｋｒａｓマウスの流入領域リンパ節（ＤＬＮ）由来の
抗腫瘍ＣＤ８＋Ｔ細胞の定量。３回の独立した実験の代表。＊Ｐ＜０．０５。＊＊Ｐ＜０
．０１
【図２Ｆ】腫瘍微環境における可溶性βｉｇ－ｈ３産生は、特異的ＣＤ８＋Ｔ細胞応答を
モデュレーションすることができる。βｉｇ－ｈ３は、ＣＤ８＋Ｔ細胞活性化を直接的に
モデュレーションする。ｒβｉｇ－ｈ３でＯＴ１　Ｔ細胞を２４時間前処置し、次いで、
２つの異なる濃度（１０及び１ng/ml）のＯＶＡペプチドを追加することによってＡｇ特
異的に活性化した。前処置条件は、赤色で表されている。未処置条件は、灰色で表されて
いる。Ａ）９８時間のin vitro細胞培養後の分裂ＣＦＳＥｌｏｗＯＴ１細胞の定量、Ｂ）
９８時間のin vitro細胞培養後のＯＴ１細胞の総数の定量、Ｂ）９８時間のin vitro細胞
培養後の活性化ＣＤ６９＋ＯＴ１細胞の定量、Ｃ）９８時間のin vitro細胞培養後の活性
化ＣＤ４４＋ＯＴ１細胞の定量。Ｄ）９８時間のin vitro細胞培養後のＣＤ６９＋ＯＴ１
細胞の総数の定量、Ｅ）９８時間のin vitro細胞培養後のＣＡＦ細胞及び抗βｉｇ－ｈ３
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中和Ａｂ又はコントロールＡｂ細胞の存在下／非存在下におけるＯＴ１の数の定量、Ｆ）
９８時間のin vitro細胞培養後のＣＡＦ上清及び抗βｉｇ－ｈ３中和Ａｂ又はコントロー
ルＡｂ細胞の存在下／非存在下におけるＯＴ１細胞の数の定量。Ｇ）腫瘍細胞株（ＫＣ）
と共に５日間培養した後のｐ４８；Ｋｒａｓマウスの流入領域リンパ節（ＤＬＮ）由来の
抗腫瘍ＣＤ８＋Ｔ細胞の定量。３回の独立した実験の代表。＊Ｐ＜０．０５。＊＊Ｐ＜０
．０１
【図２Ｇ】腫瘍微環境における可溶性βｉｇ－ｈ３産生は、特異的ＣＤ８＋Ｔ細胞応答を
モデュレーションすることができる。βｉｇ－ｈ３は、ＣＤ８＋Ｔ細胞活性化を直接的に
モデュレーションする。ｒβｉｇ－ｈ３でＯＴ１　Ｔ細胞を２４時間前処置し、次いで、
２つの異なる濃度（１０及び１ng/ml）のＯＶＡペプチドを追加することによってＡｇ特
異的に活性化した。前処置条件は、赤色で表されている。未処置条件は、灰色で表されて
いる。Ａ）９８時間のin vitro細胞培養後の分裂ＣＦＳＥｌｏｗＯＴ１細胞の定量、Ｂ）
９８時間のin vitro細胞培養後のＯＴ１細胞の総数の定量、Ｂ）９８時間のin vitro細胞
培養後の活性化ＣＤ６９＋ＯＴ１細胞の定量、Ｃ）９８時間のin vitro細胞培養後の活性
化ＣＤ４４＋ＯＴ１細胞の定量。Ｄ）９８時間のin vitro細胞培養後のＣＤ６９＋ＯＴ１
細胞の総数の定量、Ｅ）９８時間のin vitro細胞培養後のＣＡＦ細胞及び抗βｉｇ－ｈ３
中和Ａｂ又はコントロールＡｂ細胞の存在下／非存在下におけるＯＴ１の数の定量、Ｆ）
９８時間のin vitro細胞培養後のＣＡＦ上清及び抗βｉｇ－ｈ３中和Ａｂ又はコントロー
ルＡｂ細胞の存在下／非存在下におけるＯＴ１細胞の数の定量。Ｇ）腫瘍細胞株（ＫＣ）
と共に５日間培養した後のｐ４８；Ｋｒａｓマウスの流入領域リンパ節（ＤＬＮ）由来の
抗腫瘍ＣＤ８＋Ｔ細胞の定量。３回の独立した実験の代表。＊Ｐ＜０．０５。＊＊Ｐ＜０
．０１
【図３Ａ】βｉｇ－ｈ３枯渇は、in vivoでＴ細胞応答を増強する。膵臓内ＣＤ８＋Ｔ細
胞（Ａ）、ＥＰＣＡＭ（導管内腫瘍区画）（Ｂ）及びαＳＭＡ（ＣＡＦ区画）（Ｃ）の定
量。３回の独立した実験の代表。＊Ｐ＜０．０５。＊＊Ｐ＜０．０１
【図３Ｂ】βｉｇ－ｈ３枯渇は、in vivoでＴ細胞応答を増強する。膵臓内ＣＤ８＋Ｔ細
胞（Ａ）、ＥＰＣＡＭ（導管内腫瘍区画）（Ｂ）及びαＳＭＡ（ＣＡＦ区画）（Ｃ）の定
量。３回の独立した実験の代表。＊Ｐ＜０．０５。＊＊Ｐ＜０．０１
【図３Ｃ】βｉｇ－ｈ３枯渇は、in vivoでＴ細胞応答を増強する。膵臓内ＣＤ８＋Ｔ細
胞（Ａ）、ＥＰＣＡＭ（導管内腫瘍区画）（Ｂ）及びαＳＭＡ（ＣＡＦ区画）（Ｃ）の定
量。３回の独立した実験の代表。＊Ｐ＜０．０５。＊＊Ｐ＜０．０１
【図４Ａ】βｉｇ－ｈ３は、早期新生物発生のマーカーとして使用され得る　　Ａ．２カ
月齢のＷＴ及びＫＣマウスにおけるβｉｇ－ｈ３の量のＥＬＩＳＡ決定。Ｂ）健常志願者
 ２０人及びＰＤＡＣ患者 ２０人の血清中のβｉｇ－ｈ３の量のＥＬＩＳＡ決定。＊Ｐ＜
０．０５、＊＊＊＜０．００１。
【図４Ｂ】βｉｇ－ｈ３は、早期新生物発生のマーカーとして使用され得る　　Ａ．２カ
月齢のＷＴ及びＫＣマウスにおけるβｉｇ－ｈ３の量のＥＬＩＳＡ決定。Ｂ）健常志願者
 ２０人及びＰＤＡＣ患者 ２０人の血清中のβｉｇ－ｈ３の量のＥＬＩＳＡ決定。＊Ｐ＜
０．０５、＊＊＊＜０．００１。
【図５Ａ】βｉｇ－ｈ３は、Ｔ細胞の表面上のＣＤ６１を介してシグナル伝達する。（Ａ
）脾臓及び腫瘍におけるＣＤ８＋Ｔ細胞上のＣＤ６１発現の平均蛍光強度（ＭＦＩ）。（
Ｂ）βｉｇ－ｈ３で２４時間処置したＣＤ８＋Ｔ細胞又は未処置（０）のＣＤ８＋Ｔ細胞
におけるＣＤ６１発現のＭＦＩ。（Ｃ）マンダー法にしたがってZenソフトウェアを使用
して、ＣＤ６１とｐＬｃｋ　Ｙ５０５との共焦点共局在性を計算した。各分子について、
少なくとも２０個の画像を分析した。結果は、３回の独立した実験の代表である。＊＊＊
＊Ｐ＜０．０００１。
【図５Ｂ】βｉｇ－ｈ３は、Ｔ細胞の表面上のＣＤ６１を介してシグナル伝達する。（Ａ
）脾臓及び腫瘍におけるＣＤ８＋Ｔ細胞上のＣＤ６１発現の平均蛍光強度（ＭＦＩ）。（
Ｂ）βｉｇ－ｈ３で２４時間処置したＣＤ８＋Ｔ細胞又は未処置（０）のＣＤ８＋Ｔ細胞
におけるＣＤ６１発現のＭＦＩ。（Ｃ）マンダー法にしたがってZenソフトウェアを使用
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して、ＣＤ６１とｐＬｃｋ　Ｙ５０５との共焦点共局在性を計算した。各分子について、
少なくとも２０個の画像を分析した。結果は、３回の独立した実験の代表である。＊＊＊
＊Ｐ＜０．０００１。
【図５Ｃ】βｉｇ－ｈ３は、Ｔ細胞の表面上のＣＤ６１を介してシグナル伝達する。（Ａ
）脾臓及び腫瘍におけるＣＤ８＋Ｔ細胞上のＣＤ６１発現の平均蛍光強度（ＭＦＩ）。（
Ｂ）βｉｇ－ｈ３で２４時間処置したＣＤ８＋Ｔ細胞又は未処置（０）のＣＤ８＋Ｔ細胞
におけるＣＤ６１発現のＭＦＩ。（Ｃ）マンダー法にしたがってZenソフトウェアを使用
して、ＣＤ６１とｐＬｃｋ　Ｙ５０５との共焦点共局在性を計算した。各分子について、
少なくとも２０個の画像を分析した。結果は、３回の独立した実験の代表である。＊＊＊
＊Ｐ＜０．０００１。
【図６Ａ】ＣＤ８＋Ｔ細胞は、腫瘍成長に対するβｉｇ－ｈ３中和効果のために有益であ
る。（Ａ）実験設定。ＣＤ４５の割合（Ｂ）、ＣＤ４５＋細胞のうちのＣＤ８＋Ｔ細胞の
割合（Ｃ）、ＣＤ４５－細胞のうちのＥＰＣＡＭ－の割合（Ｄ）のＦＡＣＳ分析。（Ｅ）
実験設定。（Ｆ）ＣＤ４５－細胞のうちのＥＰＣＡＭ－の割合のＦＡＣＳ分析。結果は、
２回の独立した実験の代表である。＊Ｐ＜０．０５。
【図６Ｂ】ＣＤ８＋Ｔ細胞は、腫瘍成長に対するβｉｇ－ｈ３中和効果のために有益であ
る。（Ａ）実験設定。ＣＤ４５の割合（Ｂ）、ＣＤ４５＋細胞のうちのＣＤ８＋Ｔ細胞の
割合（Ｃ）、ＣＤ４５－細胞のうちのＥＰＣＡＭ－の割合（Ｄ）のＦＡＣＳ分析。（Ｅ）
実験設定。（Ｆ）ＣＤ４５－細胞のうちのＥＰＣＡＭ－の割合のＦＡＣＳ分析。結果は、
２回の独立した実験の代表である。＊Ｐ＜０．０５。
【図６Ｃ】ＣＤ８＋Ｔ細胞は、腫瘍成長に対するβｉｇ－ｈ３中和効果のために有益であ
る。（Ａ）実験設定。ＣＤ４５の割合（Ｂ）、ＣＤ４５＋細胞のうちのＣＤ８＋Ｔ細胞の
割合（Ｃ）、ＣＤ４５－細胞のうちのＥＰＣＡＭ－の割合（Ｄ）のＦＡＣＳ分析。（Ｅ）
実験設定。（Ｆ）ＣＤ４５－細胞のうちのＥＰＣＡＭ－の割合のＦＡＣＳ分析。結果は、
２回の独立した実験の代表である。＊Ｐ＜０．０５。
【図６Ｄ】ＣＤ８＋Ｔ細胞は、腫瘍成長に対するβｉｇ－ｈ３中和効果のために有益であ
る。（Ａ）実験設定。ＣＤ４５の割合（Ｂ）、ＣＤ４５＋細胞のうちのＣＤ８＋Ｔ細胞の
割合（Ｃ）、ＣＤ４５－細胞のうちのＥＰＣＡＭ－の割合（Ｄ）のＦＡＣＳ分析。（Ｅ）
実験設定。（Ｆ）ＣＤ４５－細胞のうちのＥＰＣＡＭ－の割合のＦＡＣＳ分析。結果は、
２回の独立した実験の代表である。＊Ｐ＜０．０５。
【図６Ｅ】ＣＤ８＋Ｔ細胞は、腫瘍成長に対するβｉｇ－ｈ３中和効果のために有益であ
る。（Ａ）実験設定。ＣＤ４５の割合（Ｂ）、ＣＤ４５＋細胞のうちのＣＤ８＋Ｔ細胞の
割合（Ｃ）、ＣＤ４５－細胞のうちのＥＰＣＡＭ－の割合（Ｄ）のＦＡＣＳ分析。（Ｅ）
実験設定。（Ｆ）ＣＤ４５－細胞のうちのＥＰＣＡＭ－の割合のＦＡＣＳ分析。結果は、
２回の独立した実験の代表である。＊Ｐ＜０．０５。
【図６Ｆ】ＣＤ８＋Ｔ細胞は、腫瘍成長に対するβｉｇ－ｈ３中和効果のために有益であ
る。（Ａ）実験設定。ＣＤ４５の割合（Ｂ）、ＣＤ４５＋細胞のうちのＣＤ８＋Ｔ細胞の
割合（Ｃ）、ＣＤ４５－細胞のうちのＥＰＣＡＭ－の割合（Ｄ）のＦＡＣＳ分析。（Ｅ）
実験設定。（Ｆ）ＣＤ４５－細胞のうちのＥＰＣＡＭ－の割合のＦＡＣＳ分析。結果は、
２回の独立した実験の代表である。＊Ｐ＜０．０５。
【図７Ａ】診断マーカー候補としての可溶性βｉｇ－ｈ３の存在について、血液バンクの
健常志願者 ４９人及びＰＤＡＣ患者 １０４人の血清のさらなるコホート。血清中のβｉ
ｇ－ｈ３の量のＥＬＩＳＡ決定。＊＊＊Ｐ＜０．００１。
【図７Ｂ】診断マーカー候補としての可溶性βｉｇ－ｈ３の存在について、血液バンクの
健常志願者 ４９人及びＰＤＡＣ患者 １０４人の血清のさらなるコホート。血清中のβｉ
ｇ－ｈ３の量のＥＬＩＳＡ決定。＊＊＊Ｐ＜０．００１。
【実施例】
【０１３９】
実施例１：
材料及び方法
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マウスモデル
　ｐ４８－Ｃｒｅ；ＫｒａｓＧ１２Ｄを交配し、特定病原体除去条件で飼育し、ＰＡＮＩ
Ｎの発症のモデルとして使用した。これらのマウスは、１．５カ月からＰＡＮＩＮ病変を
発症する。特異的免疫応答のレギュレーションにおけるβｉｇ－ｈ３分子の役割を決定す
るためにユニークなＯＴ１　Ｔ細胞レセプター（ＣＤ８＋Ｔ細胞）を発現するＯＴ１／Ｒ
ａｇ２　ＫＯトランスジェニックマウスを使用した。さらに、ＰＡＮＩＮ発症の早期にお
けるこの分子の影響を評価するために、βｉｇｈ３に対する中和抗体を使用した。
【０１４０】
　コラーゲン破壊によって、ｐ４８－Ｃｒｅ；ＫｒａｓＧ１２Ｄ又はＷＴ動物のマウス膵
臓を単離した。ＤＢＡ－レクチン－ＦＩＴＣ及びそれに続く抗ＦＩＴＣ磁気ビーズを使用
して導管を単離し、抗ＰＤＧＦＲα－ＰＥ及び抗ＰＥ磁気ビーズ並びにＭＡＣＳ　Ｍｉｌ
ｔｅｎｙｉ技術を使用することによってＣＡＦを単離した。あるいは、純度を増加させる
ために、本発明者らは、それらをＦＡＣＳ分類する。精製集団をレシピエントマウス（免
疫正常ＷＴ　Ｃ５７Ｂｌ６マウス）のマトリゲルに注射した。ｐ４８－Ｃｒｅ；Ｋｒａｓ
Ｇ１２Ｄにおいて、３００μg/kgの濃度の抗ＴＧＦＢＩｐ中和モノクローナル抗体(In-Sa
n Kim, Korea Institute of Science and Technology Seoul, Koreaによる提供)又はコン
トロールモノクローナル抗体(BioXCell, USA)の抗体腹腔内注射を４週間にわたって週１
回行った。あるいは、抗ＴＧＦＢＩｐ中和モノクローナル抗体又はコントロールＡｂを注
入したｐ４８－Ｃｒｅ；ＫｒａｓＧ１２Ｄ細胞株（Agbunag et al., 2006に以前に記載さ
れているようにｐ４８－Ｃｒｅ；ＫｒａｓＧ１２Ｄ２．５月齢マウスの膵臓から作製した
２つの異なる細胞株）を免疫正常ＷＴ　Ｃ５７Ｂｌ６マウスのマトリゲルに皮下注射した
。
【０１４１】
　抗ＣＤ８（ＣＤ８＋Ｔ細胞）、抗ＣＤ４（ＣＤ４＋Ｔ細胞）又は抗Ｇｒ１（単球／マク
ロファージ）（全てBioXCell, USA製）による抗体枯渇によって、皮下移植後の腫瘍形成
に対するＴ細胞集団の影響を評価し得る。
【０１４２】
生物資源：
　Bucarest, Romanian National Institute for Diabetes、Marseille Hopital La Timon
e及びLyon, Hopital Edouard Herriotから、ＰＡＮＩＮ、ＩＰＭＮ又はＰＤＡＣを有する
患者由来の膵臓スライドを収集した。免疫組織化学及び免疫蛍光では、パラフィン包埋膵
臓由来の６μm切片を染色した。全ての実験手順は、Romanian National Ethics Committe
e及びFrench National Ethics Committeeによって承認された。CRB (Centre de Ressourc
es Biologiques Centre Leon Berard, Lyon France) BB-0033-00050から、血清を回収し
た。
【０１４３】
細胞培養
　９６－Ｕ型ウェルプレート（細胞 ３０００００個／ウェル）中、６μg/mlの最終濃度
の中和抗βｉｇｈ３　Ａｂ又はコントロールＡｂ（BioXCell, USA）の存在下で、流入領
域リンパ節、膵臓（Agbunag et al., 2006に以前に記載されているコラゲナーゼ破壊によ
る）、脾臓から抽出した細胞を２４時間培養した。
【０１４４】
フローサイトメトリー分析
　細胞外染色では、ＣＤ８　Ｖ４５０ラット抗体(BD Bioscience)、マウスＣＤ４　Ｖ５
００ラット抗体(BD Bioscience)、マウスＣＤ４４　Ａ７００ラット抗体(BD Bioscience)
、ＣＤ６９　ＦＩＴＣ(ImmunoTools)で流入領域リンパ節細胞又は灌流膵臓を染色した。
細胞内染色では、Golgi plug (BD Pharmingen)の存在下、１０％ＦＣＳ(Biowest)、１０m
M ＨＥＰＥＳ、１００U/mlペニシリンＧ、１００μg/mlストレプトマイシン、２mM Ｌ－
グルタミン(Invitrogen)を補充したＲＰＭＩ１６４０培地(Invitrogen)中、ＰＭＡ及びイ
オノマイシン（１μg/ml）で流入領域リンパ節細胞を３７℃、５％ＣＯ２で４時間活性化
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した。活性化後、ＣＤ８　Ｖ４５０ラット抗体(BD Bioscience)、マウスＣＤ４　Ｖ５０
０ラット抗体(BD Bioscience)で細胞を染色し、Cytofix-Cytoperm (BD Pharmingen)を使
用して透過処理し、抗ＩＦＮγ(clone XMG1.2, BD Pharmingen)、抗グランザイムＢ(clon
e GB12, Invitrogen)でさらに染色し、BD Fortessa Flow Cytometer (BD Biosciences)を
用いてフローサイトメトリー分析を行い、BD FACS Divaソフトウェアv5.0.1 (BD)又はFlo
wJo (Tree Star, Inc.)のいずれかを用いて分析した。
【０１４５】
逆転写及びｑＰＣＲ
　製造業者にしたがってQiagenキットによって、ペレット化膵島からＲＮＡを抽出した。
NanodropでＲＮＡ濃度を測定した。等量の抽出ＲＮＡ（３００ng超）に対して、逆転写（
ＲＴ）を行った。ｃＤＮＡから、以下のプライマーＴＢＰフォワード５’－ＴＧＧＴＧＴ
ＧＣＡＣＡＧＧＡＧＣＣＡＡＧ－３’（配列番号：３）、ＴＢＰリバース５’－ＴＴＣＡ
ＣＡＴＣＡＣＡＧＣＴＣＣＣＣＡＣ－３’（配列番号：４）及びβｉｇ－ｈ３オールイン
ワンＴＭ　ｑＰＣＲ（ｃａｔ　ｎｏ　ＭＱＰ０２８３７９）プライマー（GeneCopoeia製
）と共に、Power SYBR（登録商標）Master Mix (Life technologies)を用いて、定量ポリ
メラーゼ連鎖反応（ｑＰＣＲ）を行った。
【０１４６】
免疫蛍光及び共焦点顕微鏡法
　パラフィンに含まれるマウス膵臓の５μm切片を有するスライドを脱パラフィン処理し
た。アンマスキング溶液(Vector H 3300)によって切片をアンマスキングし、次いで、抗
体希釈剤(Dako)で３０分間飽和させ抗体希釈剤で希釈した一次抗体と共に４℃で一晩イン
キュベーションした（βｉｇ－ｈ３ウサギ抗体（Sigma製）、αＳＭＡ（Genetex）、CK19
 CK19 Troma III（DSHB製））。培養細胞では、スライド上で細胞をサイトスピンし、０
．４％パラホルムアルデヒドで１０分間固定し、次いで、０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ－１０
０で１０分間透過処理した。ＰＢＳ　０．０５％Ｔｗｅｅｎで細胞を洗浄し、抗体希釈剤
(Dako)で１５分間ブロッキングした後、βｉｇ－ｈ３ウサギ抗体（Sigma製）、ＣＤ６１
（Ebioscience製）、ｐＥｒｋ（Cell Signalling製）によって４℃で一晩染色した。スラ
イドを種特異的抗Ｆａｂ’２－Ａｌｅｘａ　６４７及びＡｌｅｘａ　５５５(Molecular P
robes)と共にインキュベーションし、ＤＡＰＩを含むVectashield封入剤にマウントした
。各分子の局在性の代表的な画像が示されている。全ての共焦点分析を複数回反復し、各
分子について少なくとも２０個の画像を分析した。共局在性の定量に使用するための方法
は、以前に記載されている（１０）。Zenソフトウェア(Zeiss)を使用して、データをレン
ダリング及び分析した。
【０１４７】
統計分析
　図の凡例に詳述されているように、スチューデントｔ検定(GraphPad Prism)を用いて、
Ｐ値を計算した。＊Ｐ＜０．０５；＊＊Ｐ＜０．０１；＊＊＊Ｐ＜０．００１．＊＊＊＊
Ｐ＜０．０００１
【０１４８】
結果
βｉｇ－ｈ３は、膵臓新生物の腫瘍形成の早期に発現される。
　本発明者らは、Ｃ５７Ｂｌ６のＷＴ膵臓では、ランゲルハンス島において、βｉｇ－ｈ
３タンパク質が低レベルで発現されることを以前に示した(Patry et al., 2015)。外分泌
区画では、前記タンパク質の発現は検出されなかった。対照的に、１．５カ月から新生物
を発症するｐ４８Ｃｒｅ；ＫｒａｓＧ１２Ｄ（ＫＣ）マウス(Hingorani et al., 2003)で
は、本発明者らは、新生物病変周辺において前記タンパク質の有意な発現を見出した。新
生物発生の後期（すなわち、４．５及び７カ月）では、この発現は維持されていたが不均
一であった。さらに、本発明者らは、免疫蛍光染色によって、βｉｇ－ｈ３発現が、導管
マーカーサイトケラチン１９（ＣＫ１９）を発現する腫瘍性導管細胞（ＰＡＮＩＮ）周辺
に局在しており、ＰＡＮＩＮ発生の１．５カ月後直ぐに間質マーカーαＳＭＡと主に共局



(28) JP 6903680 B2 2021.7.14

10

20

30

40

50

在していたことを特定した。膵臓ガンを有する患者における発現タンパク質パターンの関
連性をチェックするために、本発明者らは、膵臓腺ガン（ＰＤＡＣ）に対して免疫組織化
学染色を実施した。ＰＤＡＣを有する患者 １５人を分析したところ、患者は全て、前記
タンパク質が、腫瘍性導管周辺の間質の細胞外区画において発現されるが、びまん性ガン
においても発現されることを示した。要するに、これらの結果は、マウスでは、βｉｇ－
ｈ３（ＴＧＦ－β／アクチビンスーパーファミリーターゲット）が新生物の早期に発現さ
れ、ヒトＰＤＡＣでは、この発現が同じ染色パターンで見られたことを初めて実証してい
る。
【０１４９】
βｉｇ－ｈ３は、膵臓新生物の微小環境区画に限定される。
　βｉｇ－ｈ３発現のパターンはαＳＭＡとの共局在性を示したので、本発明者らは次に
、どの細胞型が前記タンパク質を産生するかを調査した。したがって、本発明者らは、磁
気ビーズ分類によって、２．５カ月の膵臓から導管細胞及びガン関連線維芽細胞（ＣＡＦ
）を単離した（図１Ａ）（材料及び方法に記載）。ｍＲＮＡ抽出後、本発明者らは、βｉ
ｇ－ｈ３転写産物の定量ＲＴ－ＰＣＲを実施した。本発明者らは、βｉｇ－ｈ３タンパク
質の発現がＣＡＦ区画に限定されていたことを見出した（図１Ｂ）。（ＫＣマウスから単
離した）３つの異なるＣＡＦ細胞株を完全培地中で２４時間in vitro培養し、又はＴＧＦ
－β１（２０ng/ml）で刺激したので、本発明者らは、タンパク質のレベルでこれらのデ
ータを確認した。本発明者らは、ＣＡＦがex vivoでβｉｇ－ｈ３タンパク質を産生し、
ＴＧＦ－β処置によってこの産生がさらに増強されたことを見出した（図１Ｃ）。
【０１５０】
分泌βｉｇ－ｈ３は、ＣＤ８＋Ｔ細胞Ａｇ特異的応答を抑制する
　本発明者らは、βｉｇ－ｈ３が、不活性コンフォメーションのＬｃｋキナーゼを直接遮
断することによって、糖尿病誘発性Ｔ細胞を阻害して膵島β細胞を殺傷することができた
ことを以前に示した(Patry et al., 2015)。βｉｇ－ｈ３がＣＤ８＋Ｔ細胞Ａｇ特異的応
答をモデュレーションすることができたかを決定するために、本発明者らは、リコンビナ
ントβｉｇ－ｈ３でＯＴ１　ＣＤ８＋Ｔ細胞を処置し、（２つの異なる濃度の）特定のＯ
ＶＡ　ＳＩＩＮＦＥＫＬ同族ペプチドで細胞をさらに処置した。本発明者らは、活性化マ
ーカーＣＤ６９（図２Ｄ）及びＣＤ４４（図２Ｃ）を発現する総細胞数（図２Ｂ）及び分
裂ＯＴ１細胞数（図２Ａ）によって測定した場合、βｉｇ－ｈ３前処置がＡｇ特異的応答
を有意に減少させることができたことを実証する。本発明者らはさらに、ＣＤ８＋Ｔ細胞
とＣＡＦとの共培養実験において、βｉｇ－ｈ３に対する中和Ａｂを使用した。図２Ｅに
示されているように、中和Ａｂの追加は、ＣＡＦの免疫抑制を無効化することができなか
ったが、ＣＡＦ上清中の分泌タンパク質を遮断することができた（図２Ｆ）。さらに、本
発明者らは、放射線照射膵臓ＫＣ細胞株で刺激したＫＣマウスの流入領域リンパ由来のＴ
細胞を使用することによって、これらの結果を確認した（図２Ｇ）。要するに、これらの
結果は、βｉｇ－ｈ３が、in vitroで特異的抗腫瘍ＣＤ８＋Ｔ細胞応答をモデュレーショ
ンすることができたことを初めて示している。
【０１５１】
in vivoにおけるβｉｇ－ｈ３中和は、局所ＣＤ８＋Ｔ細胞応答を増強する
　in vivoにおける影響を試験するために、本発明者らは、２１日齢（離乳直後）から、
中和βｉｇ－ｈ３Ａｂ又はアイソタイプコントロール抗体でＫＣマウスを処置した。本発
明者らは、マウスを４週間にわたって週１回処置し、次いで、ＦＡＣＳ染色、免疫組織化
学及び免疫蛍光によって、膵臓における新生物を評価した。処置マウスは、同腹仔コント
ロールＡｂ処置マウスと比較して、ＣＫ１９染色の減少を示した。さらに、この応答は、
免疫蛍光及びＦＡＣＳ分析によって検出した場合、腫瘍性膵臓におけるＣＤ８＋Ｔ細胞数
の増加に関連していた（図３Ａ）。本発明者らは、ＦＡＣＳによって、ＥＰＣＡＭを発現
する導管腫瘍性区画が減少したことを確認した（図３Ｂ）。αＳＭＡ染色によって検出し
た場合のＣＡＦの数は減少しなかったが、これは、βｉｇ－ｈ３中和が、（機能を改変す
ることのみによって）ＣＡＦの数を減少させずに腫瘍性細胞を殺傷するＣＤ８＋抗腫瘍応
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答を増強することを示唆している。
【０１５２】
　局所膵臓抗腫瘍のみが腫瘍性細胞の排除を促すために十分であったかを試験するために
、本発明者らは、免疫正常Ｂ６マウスへのＫＣ細胞株の注射を実施した。抗ｂｉｇｈ３中
和Ａｂ又はコントロールＡｂで処置したＫＣ細胞株をＢ６（のマトリゲル中）に皮下注射
し、１０日後に屠殺した。βｉｇ－ｈ３中和Ａｂの使用は、腫瘍のサイズ及び重量の有意
な減少をもたらす。より重要なことに、ＦＡＣＳ染色によって検出されているように、こ
の結果は、ＥＰＣＡＭ染色及びＣＡＦ数の減少と相関していた（図３Ａ、３Ｂ）。さらに
、腫瘍それ自体は、（文献ではＣＤ４５－ＣＤ４４＋ＣＤ２４ｌｏｗとして定義されてい
る）より少ないガン開始細胞を示した。要するに、これらの結果は、βｉｇ－ｈ３中和が
、in vivoでＣＤ８抗腫瘍応答を増強することによって、腫瘍排除をもたらすことを初め
て示している。
【０１５３】
βｉｇ－ｈ３は、早期新生物発生のマーカーとして使用され得る
　βｉｇ－ｈ３発現は、膵臓新生物の早期に起こるので、本発明者らは、βｉｇ－ｈ３を
血清中で検出することができ、「予測マーカー」として使用することができると仮定した
。本発明者らはＥＬＩＳＡを使用して、ＷＴ又はＫＣマウス（WT of KC mice）の血清中
のβｉｇ－ｈ３の量を検出した。本発明者らは、検出がＥＬＩＳＡ試験の閾値未満であっ
たＷＴマウスと比較して、ＫＣマウスの血清中のｂｉｇｈ３の量の有意な増加を検出した
（６９．３２±３５．７０　Ｎ＝６）（図４Ａ）。
【０１５４】
　ヒトＰＤＡＣにおける概念の証明として、本発明者らは、診断マーカー候補としての可
溶性βｉｇ－ｈ３の存在について、血液バンクの健常志願者 ２０人及びＰＤＡＣ患者 ２
０人の血清を試験した。図４Ｂに示されているように、健常志願者とＰＤＡＣ患者との間
の有意差により、この分子は、バイオマーカーとしての潜在的関心を有することが示され
た。
【０１５５】
実施例２
βｉｇ－ｈ３は、Ｔ細胞表面上でＣＤ６１と相互作用する
　βｉｇ－ｈ３は、αｖβ３インテグリンに対する結合を介してシグナル伝達することが
報告されている(Tumbarello DA, et al. Mol Cancer 2012;11:36)。したがって、本発明
者らは、ＣＤ８＋Ｔ細胞の表面におけるβ３（ＣＤ６１）の発現を調べた。本発明者らは
、リンパ節及び腫瘍中に存在する両ＣＤ８＋Ｔ細胞がＣＤ６１を発現することを見出し、
ＣＤ６１の発現が、腫瘍ＣＤ８＋Ｔ細胞では、末梢ＣＤ８＋Ｔ細胞と比較して有意に高か
ったことをさらに認めた（図５Ａ）。本発明者らは次に、リコンビナントβｉｇ－ｈ３タ
ンパク質（ｒβｉｇ－ｈ３）によるＣＤ８＋Ｔ細胞の処置がＣＤ６１インターナリゼーシ
ョンをもたらしたので、βｉｇ－ｈ３が、ＣＤ６１を介してシグナル伝達することができ
たことを確認した（図５Ｂ）。糖尿において以前に報告されているように(Patry M, Diab
etes 2015;64:4212-9)、ｒβｉｇ－ｈ３によるＣＤ８＋Ｔ細胞の処置は、Ｙ５０５におけ
るＬｃｋのリン酸化及びＣＤ６１とのその共局在化をもたらした（図５Ｃ）。これらの結
果は、βｉｇ－ｈ３がＣＤ８＋Ｔ細胞の表面でＣＤ６１と相互作用して、Ｙ５０５におけ
るＬｃｋのリン酸化(Davis SJ,. Trends Immunol 2011;32:1-5)及びそれに続くＴＣＲシ
グナル伝達経路のこの初期キナーゼの遮断をもたらすことを示している。
【０１５６】
ＣＤ８＋Ｔ細胞は、in vivoにおけるβｉｇ－ｈ３中和効果のために必須である
　βｉｇ－ｈ３中和はＣＤ８＋Ｔ細胞の局所的な蓄積をもたらすので、本発明者らは、前
記プロセスへのＣＤ８＋Ｔ細胞の直接的な寄与を調査しようと考えた。この仮説を検証す
るために、本発明者らは、βｉｇ－ｈ３中和又はコントロールＡｂで処置したＫＣ細胞株
をＲａｇ２ＫＯマウスに注射した。ＫＣマウスの膵臓流入領域リンパ節から単離したＣＤ
８＋Ｔ細胞をマウスにさらに静脈内注射した（図６Ａ）。本発明者らは、βｉｇ－ｈ３中
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和Ａｂで処置したＫＣ細胞株を注射したマウスが同様のＣＤ４５＋細胞リクルートを示し
たが、それらは、コントロール条件処置動物と比較して増加したＣＤ８＋Ｔ細胞蓄積を示
したことを見出した（図６Ｂ及び６Ｃ）。また、ＣＤ８　Ｔ細胞数の増加に付随して、本
発明者らは、腫瘍性導管ＣＤ４５－／ＥＰＣＡＭ＋細胞の割合の減少を検出した（図６Ｄ
）。これらの結果は、βｉｇ－ｈ３の非存在下では、ＣＤ８＋Ｔ細胞の蓄積がＥＰＣＡＭ
＋細胞の割合の低下の原因であり得ることを示唆している。腫瘍におけるＥＰＣＡＭ＋集
団の観察された減少は、ＣＤ８＋Ｔ細胞枯渇によってレスキューされると予測されよう。
この仮説を検証するために、本発明者らは、βｉｇ－ｈ３中和又はコントロールＡｂで処
置したＫＣ由来細胞株の皮下埋め込みを実施し、続いて、腫瘍細胞注射後７日目及び８日
目における２回連続の静脈内注射によって、ＣＤ８＋Ｔ細胞を枯渇させた（図６Ｅ）。こ
れらの処置は、ＣＤ４＋Ｔ細胞又はＦ４／８０集団を変化させずに、ＣＤ８＋Ｔ細胞集団
の９０％超の枯渇をもたらした。対照的に、ＣＤ８細胞の中和は、βｉｇ－ｈ３中和又は
コントロール条件の両方において、同じ数のＥＰＣＡＭ＋細胞を確立させるために十分で
あった（図６Ｆ）。要するに、これらの結果は、ＣＤ８＋Ｔ細胞が、in vivoにおける腫
瘍成長に対するβｉｇ－ｈ３中和効果のために必須であることを示している。
【０１５７】
βｉｇ－ｈ３は、ＰＤＡＣのマーカーとして使用され得る
　ヒトＰＤＡＣにおける概念の証明として、本発明者らは、診断マーカー候補としての可
溶性βｉｇ－ｈ３の存在について、血液バンクの健常志願者 ４９人及びＰＤＡＣ患者 １
０４人の血清のさらなるコホートを試験した。図７に示されているように、健常志願者と
ＰＤＡＣ患者との間の有意差により、この分子は、バイオマーカーとしての潜在的関心を
有することが示された。
【０１５８】
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参考文献：
　本出願を通して、本発明が関係する技術水準が様々な参考文献に記載されている。これ
らの参考文献の開示は、参照により本開示に組み入れられる。
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