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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　腫瘍を有する被験体を処置するための組成物であって、該組成物は、ＧＩＴＲ結合抗体
またはその抗原結合フラグメントを含み、該組成物は治療と組み合わせて投与されること
を特徴とし、
　該ＧＩＴＲ結合抗体または該抗原結合フラグメントは、エフェクターＴ細胞アゴニスト
活性を有し、該治療は該組成物の投与の前に少なくとも１回投与されることを特徴とし、
　該治療は、該被験体における癌細胞死を生じさせるかまたは該被験体における癌細胞に
対して抗増殖作用を及ぼし、該治療は化学療法剤を含み、そして、該組成物は、該治療と
相乗的に作用する、組成物。
【請求項２】
　前記組成物および前記治療が前記被験体における腫瘍増殖の抑制をもたらす、請求項１
に記載の組成物。
【請求項３】
　前記組成物および前記治療が前記被験体における腫瘍の大きさの減少をもたらす、請求
項１に記載の組成物。
【請求項４】
　前記組成物および前記治療が前記被験体における腫瘍数の減少をもたらす、請求項１に
記載の組成物。
【請求項５】
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　前記組成物および前記治療が前記被験体における腫瘍量を減少させる、請求項１に記載
の組成物。
【請求項６】
　前記組成物および前記治療が前記被験体の生存を延長させる、請求項１に記載の組成物
。
【請求項７】
　前記治療がさらに放射線を含む、請求項１～６のいずれかに記載の組成物。
【請求項８】
　前記化学療法剤が、代謝拮抗薬、微小管形成に影響を及ぼす作用物質、アルキル化剤お
よび細胞障害性抗生物質からなる群より選択される、請求項１に記載の組成物。
【請求項９】
　前記代謝拮抗薬がヌクレオシド類似体である、請求項８に記載の組成物。
【請求項１０】
　前記代謝拮抗薬が、アミノプテリン、メトトレキサート、ペメトレキセド、ラルチトレ
キセド、クラドリビン、クロファラビン、フルダラビン、メルカプトプリン、ペントスタ
チン、チオグアニン、カペシタビン、シタラビン、フルオロウラシル、フロクスウリジン
およびゲムシタビンからなる群より選択される、請求項８に記載の組成物。
【請求項１１】
　前記微小管形成に影響を及ぼす作用物質が、パクリタキセル、ドセタキセル、ビンクリ
スチン、ビンブラスチン、ビンデシン、ビノレルビン、タキソテール、エトポシドおよび
テニポシドからなる群より選択される、請求項８に記載の組成物。
【請求項１２】
　前記アルキル化剤がシクロホスファミドである、請求項８に記載の組成物。
【請求項１３】
　前記細胞障害性抗生物質がトポイソメラーゼＩＩ阻害剤である、請求項８に記載の組成
物。
【請求項１４】
　前記トポイソメラーゼＩＩ阻害剤がドキソルビシンである、請求項１３に記載の組成物
。
【請求項１５】
　前記ＧＩＴＲ結合抗体または前記抗原結合フラグメントが、ヒト化抗体またはヒト化抗
原結合フラグメントである、請求項１～１４のいずれかに記載の組成物。
【請求項１６】
　前記ヒト化抗体または前記ヒト化抗原結合フラグメントが、配列番号１、２、４、５、
６および７に示すかまたは配列番号１、３、４、５、６および７に示すＣＤＲを含む、請
求項１５に記載の組成物。
【請求項１７】
　前記ＧＩＴＲ結合抗体または前記抗原結合フラグメントがキメラ抗体またはキメラ抗原
結合フラグメントである、請求項１～１４のいずれかに記載の組成物。
【請求項１８】
　前記腫瘍が固形腫瘍である、請求項１～１７のいずれかに記載の組成物。
【請求項１９】
　前記腫瘍が結腸腫瘍または黒色腫である、請求項１～１８のいずれかに記載の組成物。
【請求項２０】
　前記腫瘍が転移性である、請求項１～１９のいずれかに記載の組成物。
【請求項２１】
　（ａ）包装材料、
　（ｂ）ＧＩＴＲ結合抗体またはその抗原結合フラグメント、および
　（ｃ）ＧＩＴＲ結合抗体または該抗原結合フラグメントが治療と共に投与できること、
を指示する、該包装材料内に含まれるラベルまたは添付文書
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を含むキットであって、該ＧＩＴＲ結合抗体または該抗原結合フラグメントは、エフェク
ターＴ細胞アゴニスト活性を有し、該治療は該ＧＩＴＲ結合抗体または該抗原結合フラグ
メントの投与の前に少なくとも１回投与され、該治療は、該被験体における癌細胞死を生
じさせるかまたは該被験体における癌細胞に対して抗増殖作用を及ぼし、該治療は化学療
法剤を含み、かつ、該抗体または該抗原結合フラグメントは、該治療と相乗的に作用する
、キット。
【請求項２２】
　前記治療がさらに放射線を含む、請求項２１に記載のキット。
【請求項２３】
　前記ＧＩＴＲ結合抗体または前記抗原結合フラグメントが、ヒト化抗体またはヒト化抗
原結合フラグメントである、請求項２１～２２のいずれかに記載のキット。
【請求項２４】
　前記ヒト化抗体または前記ヒト化抗原結合フラグメントが、配列番号１、２、４、５、
６および７に示すかまたは配列番号１、３、４、５、６および７に示すＣＤＲを含む、請
求項２３に記載のキット。
【請求項２５】
　前記ＧＩＴＲ結合抗体または前記抗原結合フラグメントがキメラ抗体またはキメラ抗原
結合フラグメントである、請求項２１～２４のいずれかに記載のキット。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本願は、２００７年７月１２日に出願された「Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ　Ｔｈｅｒａｐ
ｉｅｓ　Ｅｍｐｌｏｙｉｎｇ　ＧＩＴＲ　Ｂｉｎｄｉｎｇ　Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ」と題す
る米国仮特許出願第６０／９５９，２４６号、２００７年１０月３０日に出願された「Ｃ
ｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ　Ｔｈｅｒａｐｉｅｓ　Ｅｍｐｌｏｙｉｎｇ　ＧＩＴＲ　Ｂｉｎｄ
ｉｎｇ　Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ」と題する米国仮特許出願第６１／００１，０２１号、およ
び２００８年５月５日に出願された「Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ　Ｔｈｅｒａｐｉｅｓ　Ｅ
ｍｐｌｏｙｉｎｇ　ＧＩＴＲ　Ｂｉｎｄｉｎｇ　Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ」と題する米国仮特
許出願第６１／１２６，４３１号に対する優先権を主張し、その各々の全ての内容は、参
考として本明細書に援用される。
【背景技術】
【０００２】
　癌は、米国ではおよそ５人に１人が罹患する、現在世界で最も一般的な健康上の問題の
１つである。様々な化学療法剤が癌に対抗するために常套的に使用される。残念なことに
、これらの薬剤の多くは、腫瘍に対して有効な用量でいくばくかの毒性を有する。加えて
、化学療法抵抗性は癌処置の失敗の主要な原因である。癌処置を改善するための方策が長
年にわたって開発されてきたが、有効な治療に対する必要性が今もなお存在する。化学療
法剤の抗腫瘍作用を増強する方法は、被験体（たとえばヒト）において新生物を処置する
または新生物の進行、重症度もしくは影響を軽減するために有用である。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００３】
　本発明は、少なくとも一部には、ＧＩＴＲ結合分子、たとえば抗ＧＩＴＲ抗体と、ＧＩ
ＴＲ結合分子ではない少なくとも１つの付加的な作用物質（たとえば化学療法剤）を使用
する併用療法が、癌を処置するおよび／または予防する、および／または特定腫瘍の大き
さを縮小するうえで、ＧＩＴＲ結合分子なしでの作用物質の投与よりも有効であるという
発見に基づく。さらに、１つの実施形態では、本発明の併用療法は改善された安全性プロ
フィールを有する。たとえば、１つの実施形態では、本発明の併用療法がより有効である
ので、作用物質の少なくとも１つを、単独で使用したとき有効性のために必要とされる用
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量よりも低い用量で使用し得る。
【課題を解決するための手段】
【０００４】
　従って、１つの態様では、本発明は、被験体において腫瘍細胞の増殖が阻害されるよう
に、ＧＩＴＲ結合分子またはその抗原結合フラグメント、および１またはそれより多いサ
イクルの少なくとも１つの付加的な作用物質を被験体に投与することを含む、被験体にお
いて腫瘍細胞の増殖を阻害するための方法を提供する。
【０００５】
　もう１つの態様では、本発明は、腫瘍の大きさが縮小されるように、ＧＩＴＲ結合分子
またはその抗原結合フラグメント、および１またはそれより多いサイクルの少なくとも１
つの付加的な作用物質を被験体に投与することを含む、腫瘍を有する被験体において腫瘍
の大きさを縮小するための方法を提供する。
【０００６】
　１つの実施形態では、少なくとも１つの付加的な作用物質を、ＧＩＴＲ結合分子または
その抗原結合フラグメントの投与の前に被験体に投与する。もう１つの実施形態では、少
なくとも１つの付加的な作用物質を、ＧＩＴＲ結合分子またはその抗原結合フラグメント
と同時に被験体に投与する。さらにもう１つの実施形態では、少なくとも１つの付加的な
作用物質を、ＧＩＴＲ結合分子またはその抗原結合フラグメントの投与後に被験体に投与
する。
【０００７】
　１つの実施形態では、少なくとも１つの付加的な作用物質は化学療法剤である。１つの
実施形態では、化学療法剤は代謝拮抗薬である。１つの実施形態では、代謝拮抗薬は、ア
ミノプテリン、メトトレキサート、ペメトレキセド、ラルチトレキセド、クラドリビン、
クロファラビン、フルダラビン、メルカプトプリン、ペントスタチン、チオグアニン、カ
ペシタビン、シタラビン、フルオロウラシル、フロクスウリジンおよびゲムシタビンから
成る群より選択される。１つの実施形態では、代謝拮抗薬はヌクレオシド類似体である。
１つの実施形態では、ヌクレオシド類似体はゲムシタビンである。もう１つの実施形態で
は、ヌクレオシド類似体はフルオロウラシルである。１つの実施形態では、化学療法剤は
、微小管形成に影響を及ぼす作用物質である。１つの実施形態では、微小管形成に影響を
及ぼす作用物質は、パクリタキセル、ドセタキセル、ビンクリスチン、ビンブラスチン、
ビンデシン、ビノレルビン、タキソテール、エトポシドおよびテニポシドから成る群より
選択される。もう１つの実施形態では、微小管形成に影響を及ぼす作用物質はパクリタキ
セルである。１つの実施形態では、化学療法剤はアルキル化剤である。１つの実施形態で
は、アルキル化剤はシクロホスファミドである。１つの実施形態では、化学療法剤は細胞
障害性抗生物質である。１つの実施形態では、細胞障害性抗生物質はトポイソメラーゼＩ
Ｉ阻害剤である。１つの実施形態では、トポイソメラーゼＩＩ阻害剤はドキソルビシンで
ある。
【０００８】
　１つの実施形態では、ＧＩＴＲ結合分子はヒト化抗体またはその抗体フラグメントであ
る。１つの実施形態では、ＧＩＴＲ結合分子はヒト抗体またはその抗体フラグメントであ
る。１つの実施形態では、ヒト化抗体は、配列番号１、２または３、４、５、６または７
に示すＣＤＲを含む。もう１つの実施形態では、ＧＩＴＲ結合分子はキメラ抗体またはそ
の抗体フラグメントである。
【０００９】
　１つの実施形態では、腫瘍の種類は、膵癌、黒色腫、乳癌、肺癌、気管支癌、結腸直腸
癌、前立腺癌、胃癌、卵巣癌、膀胱癌、脳または中枢神経系の癌、末梢神経系の癌、食道
癌、子宮頸癌、子宮または子宮内膜癌、口腔または咽頭の癌、肝癌、腎癌、精巣癌、胆道
癌、小腸または虫垂癌、唾液腺癌、甲状腺癌、副腎癌、骨肉腫、軟骨肉腫、および血液学
的な組織（ｈｅｍａｔｏｌｏｇｉｃａｌ　ｔｉｓｓｕｅ）の癌から成る群より選択される
。１つの実施形態では、腫瘍は結腸腫瘍である。１つの実施形態では、結腸腫瘍は腺癌で
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ある。もう１つの実施形態では、腫瘍は、結腸腫瘍、肺腫瘍、乳房腫瘍、胃腫瘍、前立腺
腫瘍、子宮頸腫瘍、膣腫瘍および膵腫瘍から成る群より選択される。さらにもう１つの実
施形態では、腫瘍は、第Ｉ期、第ＩＩ期、第ＩＩＩ期および第ＩＶ期から成る群より選択
される病期にある。
【００１０】
　１つの実施形態では、腫瘍は少なくとも約０．５ｍｍ×０．５ｍｍである。もう１つの
実施形態では、腫瘍は少なくとも約１ｍｍ×１ｍｍである。さらにもう１つの実施形態で
は、腫瘍は少なくとも約１００ｍｍ３の体積を有する。
【００１１】
　１つの実施形態では、腫瘍は転移性である。
【００１２】
　１つの実施形態では、ＧＩＴＲ結合分子またはその抗原結合フラグメント、および少な
くとも１つの化学療法剤の投与は、少なくとも約４２％から少なくとも約９０％までの腫
瘍の大きさの抑制を生じさせる。
【００１３】
　もう１つの態様では、本発明は、腫瘍の大きさが縮小されるように、抗ＧＩＴＲ抗体ま
たはその抗原結合フラグメント、および１またはそれより多いサイクルのゲムシタビンを
被験体に投与することを含む、結腸の腺癌を有する被験体において腫瘍の大きさを縮小す
るための方法を提供する。
【００１４】
　１つの実施形態では、腫瘍は、処置の開始時に樹立腫瘍である。
【００１５】
　もう１つの態様では、本発明は、腫瘍の大きさが縮小されるように、ＧＩＴＲ抗体また
はその抗原結合フラグメント、および１またはそれより多いサイクルのパクリタキセルを
被験体に投与することを含む、黒色腫を有する被験体において腫瘍の大きさを縮小するた
めの方法を提供する。
【００１６】
　１つの実施形態では、腫瘍は、処置の開始時に樹立腫瘍である。もう１つの実施形態で
は、腫瘍は、処置の開始時に二次腫瘍である。
【００１７】
　さらにもう１つの態様では、本発明は、腫瘍の大きさが縮小されるように、ＧＩＴＲ抗
体またはその抗原結合フラグメント、および１またはそれより多いサイクルのシクロホス
ファミドを被験体に投与することを含む、結腸の腺癌を有する被験体において腫瘍の大き
さを縮小するための方法を提供する。
【００１８】
　１つの実施形態では、腫瘍は、処置の開始時に樹立腫瘍である。もう１つの実施形態で
は、腫瘍は、処置の開始時に二次腫瘍である。
【００１９】
　もう１つの態様では、本発明は、腫瘍の大きさが縮小されるように、ＧＩＴＲ抗体また
はその抗原結合フラグメント、および１またはそれより多いサイクルのフルオロウラシル
を被験体に投与することを含む、結腸の腺癌を有する被験体において腫瘍の大きさを縮小
するための方法を提供する。
【００２０】
　１つの実施形態では、腫瘍は、処置の開始時に樹立腫瘍である。もう１つの実施形態で
は、腫瘍は、処置の開始時に二次腫瘍である。
【００２１】
　もう１つの態様では、本発明は、腫瘍の大きさが縮小されるように、ＧＩＴＲ抗体また
はその抗原結合フラグメント、および１またはそれより多いサイクルのドキソルビシンを
被験体に投与することを含む、結腸の腺癌を有する被験体において腫瘍の大きさを縮小す
るための方法を提供する。
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【００２２】
　１つの実施形態では、腫瘍は、処置の開始時に樹立腫瘍である。もう１つの実施形態で
は、腫瘍は、処置の開始時に二次腫瘍である。
【００２３】
　１つの実施形態では、抗ＧＩＴＲ抗体はヒト化抗体またはその抗体フラグメントである
。１つの実施形態では、ヒト化抗体は、配列番号１、２または３、４、５、６または７に
示すＣＤＲを含む。もう１つの実施形態では、ＧＩＴＲ結合分子はキメラ抗体またはその
抗体フラグメントである。
【００２４】
　本発明のさらにもう１つの態様は、ａ）包装材料、ｂ）ＧＩＴＲ結合分子またはその抗
原結合フラグメント、およびｃ）ＧＩＴＲ結合分子またはその抗原結合フラグメントが少
なくとも１つの付加的な作用物質と共に投与できることを指示する、包装材料内に含まれ
るラベルまたは添付文書を含むキットを提供する。
【００２５】
　１つの実施形態では、少なくとも１つの付加的な作用物質は化学療法剤である。１つの
実施形態では、化学療法剤は代謝拮抗薬である。１つの実施形態では、代謝拮抗薬はヌク
レオシド類似体である。１つの実施形態では、ヌクレオシド阻害剤はゲムシタビンである
。もう１つの実施形態では、ヌクレオシド類似体はフルオロウラシルである。１つの実施
形態では、化学療法剤は、微小管形成に影響を及ぼす作用物質である。１つの実施形態で
は、微小管形成に影響を及ぼす作用物質は、パクリタキセル、ドセタキセル、ビンクリス
チン、ビンブラスチン、ビンデシン、ビノレルビン、タキソテール、エトポシドおよびテ
ニポシドから成る群より選択される。もう１つの実施形態では、微小管形成に影響を及ぼ
す作用物質はパクリタキセルである。１つの実施形態では、化学療法剤はアルキル化剤で
ある。１つの実施形態では、アルキル化剤はシクロホスファミドである。１つの実施形態
では、化学療法剤は細胞障害性抗生物質である。１つの実施形態では、細胞障害性抗生物
質はトポイソメラーゼＩＩ阻害剤である。１つの実施形態では、トポイソメラーゼＩＩ阻
害剤はドキソルビシンである。
【００２６】
　１つの実施形態では、ＧＩＴＲ結合分子はヒト化抗体またはその抗体フラグメントであ
る。１つの実施形態では、ヒト化抗体は、配列番号１、２または３、４、５、６または７
に示すＣＤＲを含む。もう１つの実施形態では、ＧＩＴＲ結合分子はキメラ抗体またはそ
の抗体フラグメントである。
　本発明の好ましい実施形態では、例えば以下が提供される：
（項目１）
　被験体において腫瘍細胞の増殖が阻害されるように、ＧＩＴＲ結合分子またはその抗原
結合フラグメント、および１またはそれより多いサイクルの少なくとも１つの付加的な作
用物質を被験体に投与することを含む、被験体において腫瘍細胞の増殖を阻害するための
方法。
（項目２）
　腫瘍の大きさが縮小されるように、ＧＩＴＲ結合分子またはその抗原結合フラグメント
、および１またはそれより多いサイクルの少なくとも１つの付加的な作用物質を被験体に
投与することを含む、腫瘍を有する被験体において腫瘍の大きさを縮小するための方法。
（項目３）
　少なくとも１つの付加的な作用物質をＧＩＴＲ結合分子またはその抗原結合フラグメン
トの投与の前に被験体に投与する、項目１または２に記載の方法。
（項目４）
　少なくとも１つの付加的な作用物質をＧＩＴＲ結合分子またはその抗原結合フラグメン
トと同時に被験体に投与する、項目１または２に記載の方法。
（項目５）
　少なくとも１つの付加的な作用物質をＧＩＴＲ結合分子またはその抗原結合フラグメン
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トの投与後に被験体に投与する、項目１または２に記載の方法。
（項目６）
　少なくとも１つの付加的な作用物質が化学療法剤である、項目１または２に記載の方法
。
（項目７）
　前記化学療法剤が代謝拮抗薬である、項目６に記載の方法。
（項目８）
　前記代謝拮抗薬が、アミノプテリン、メトトレキサート、ペメトレキセド、ラルチトレ
キセド、クラドリビン、クロファラビン、フルダラビン、メルカプトプリン、ペントスタ
チン、チオグアニン、カペシタビン、シタラビン、フルオロウラシル、フロクスウリジン
およびゲムシタビンから成る群より選択される、項目７に記載の方法。
（項目９）
　前記代謝拮抗薬がヌクレオシド類似体である、項目７に記載の方法。
（項目１０）
　前記ヌクレオシド類似体がゲムシタビンである、項目９に記載の方法。
（項目１１）
　前記ヌクレオシド類似体がフルオロウラシルである、項目９に記載の方法。
（項目１２）
　前記化学療法剤が、微小管形成に影響を及ぼす作用物質である、項目６に記載の方法。
（項目１３）
　前記微小管形成に影響を及ぼす作用物質が、パクリタキセル、ドセタキセル、ビンクリ
スチン、ビンブラスチン、ビンデシン、ビノレルビン、タキソテール、エトポシドおよび
テニポシドから成る群より選択される、項目１２に記載の方法。
（項目１４）
　前記微小管形成に影響を及ぼす作用物質がパクリタキセルである、項目１３に記載の方
法。
（項目１５）
　前記化学療法剤がアルキル化剤である、項目６に記載の方法。
（項目１６）
　前記アルキル化剤がシクロホスファミドである、項目１５に記載の方法。
（項目１７）
　前記化学療法剤が細胞障害性抗生物質である、項目６に記載の方法。
（項目１８）
　前記細胞障害性抗生物質がトポイソメラーゼＩＩ阻害剤である、項目１７に記載の方法
。
（項目１９）
　前記トポイソメラーゼＩＩ阻害剤がドキソルビシンである、項目１８に記載の方法。
（項目２０）
　前記ＧＩＴＲ結合分子がヒト化抗体またはその抗体フラグメントである、項目１または
２に記載の方法。
（項目２１）
　ヒト化抗体が、配列番号１、２または３、４、５、６、または７に示すＣＤＲを含む、
項目１６に記載の方法。
（項目２２）
　前記ＧＩＴＲ結合分子がキメラ抗体またはその抗体フラグメントである、項目１または
２に記載の方法。
（項目２３）
　前記腫瘍の種類が、膵癌、黒色腫、乳癌、肺癌、気管支癌、結腸直腸癌、前立腺癌、胃
癌、卵巣癌、膀胱癌、脳または中枢神経系の癌、末梢神経系の癌、食道癌、子宮頸癌、子
宮または子宮内膜癌、口腔または咽頭の癌、肝癌、腎癌、精巣癌、胆道癌、小腸または虫
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垂癌、唾液腺癌、甲状腺癌、副腎癌、骨肉腫、軟骨肉腫、および血液学的な組織の癌から
成る群より選択される、項目１または２に記載の方法。
（項目２４）
　前記腫瘍が結腸腫瘍である、項目２３に記載の方法。
（項目２５）
　前記結腸腫瘍が腺癌である、項目２４に記載の方法。
（項目２６）
　前記腫瘍が黒色腫である、項目１または２に記載の方法。
（項目２７）
　前記腫瘍が、結腸腫瘍、肺腫瘍、乳房腫瘍、胃腫瘍、前立腺腫瘍、子宮頸腫瘍、膣腫瘍
および膵腫瘍から成る群より選択される、項目１または２に記載の方法。
（項目２８）
　前記腫瘍が、第Ｉ期、第ＩＩ期、第ＩＩＩ期および第ＩＶ期から成る群より選択される
病期にある、項目１または２に記載の方法。
（項目２９）
　前記腫瘍が少なくとも約０．５ｍｍ×０．５ｍｍである、項目１または２に記載の方法
。
（項目３０）
　前記腫瘍が少なくとも約１ｍｍ×１ｍｍである、項目１または２に記載の方法。
（項目３１）
　前記腫瘍が少なくとも約１００ｍｍ３の体積を有する、項目２に記載の方法。
（項目３２）
　前記腫瘍が転移性である、項目２に記載の方法。
（項目３３）
　前記ＧＩＴＲ結合分子またはその抗原結合フラグメント、および少なくとも１つの化学
療法剤の投与が、約４２％を超える腫瘍の大きさの抑制を生じさせる、項目１または２に
記載の方法。
（項目３４）
　腫瘍の大きさが縮小されるように、ＧＩＴＲ抗体またはその抗原結合フラグメント、お
よび１またはそれより多いサイクルのゲムシタビンを被験体に投与することを含む、結腸
の腺癌を有する被験体において腫瘍の大きさを縮小するための方法。
（項目３５）
　前記腫瘍が、処置の開始時に樹立腫瘍である、項目３４に記載の方法。
（項目３６）
　腫瘍の大きさが縮小されるように、ＧＩＴＲ抗体またはその抗原結合フラグメント、お
よび１またはそれより多いサイクルのパクリタキセルを被験体に投与することを含む、黒
色腫を有する被験体において腫瘍の大きさを縮小するための方法。
（項目３７）
　前記腫瘍が、処置の開始時に樹立腫瘍である、項目３６に記載の方法。
（項目３８）
　腫瘍が、処置の開始時に二次腫瘍である、項目３６に記載の方法。
（項目３９）
　腫瘍の大きさが縮小されるように、ＧＩＴＲ抗体またはその抗原結合フラグメント、お
よび１またはそれより多いサイクルのシクロホスファミドを被験体に投与することを含む
、結腸の腺癌を有する被験体において腫瘍の大きさを縮小するための方法。
（項目４０）
　前記腫瘍が、処置の開始時に樹立腫瘍である、項目３９に記載の方法。
（項目４１）
　前記腫瘍が、処置の開始時に二次腫瘍である、項目３９に記載の方法。
（項目４２）
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　腫瘍の大きさが縮小されるように、ＧＩＴＲ抗体またはその抗原結合フラグメント、お
よび１またはそれより多いサイクルのフルオロウラシルを被験体に投与することを含む、
結腸の腺癌を有する被験体において腫瘍の大きさを縮小するための方法。
（項目４３）
　前記腫瘍が、処置の開始時に樹立腫瘍である、項目４２に記載の方法。
（項目４４）
　腫瘍の大きさが縮小されるように、ＧＩＴＲ抗体またはその抗原結合フラグメント、お
よび１またはそれより多いサイクルのドキソルビシンを被験体に投与することを含む、結
腸の腺癌を有する被験体において腫瘍の大きさを縮小するための方法。
（項目４５）
　前記腫瘍が、処置の開始時に樹立腫瘍である、項目４４に記載の方法。
（項目４６）
　ＧＩＴＲ結合分子がヒト化抗体またはその抗体フラグメントである、項目３４、３６、
３９、４２および４４のいずれか一項に記載の方法。
（項目４７）
　前記ヒト化抗体が、配列番号１、２または３、４、５、６、または７に示すＣＤＲを含
む、項目４６に記載の方法。
（項目４８）
　ＧＩＴＲ結合分子がキメラ抗体またはその抗体フラグメントである、項目３４、３６、
３９、４２および４４のいずれか一項に記載の方法。
（項目４９）
　ａ）包装材料、
　ｂ）ＧＩＴＲ結合分子またはその抗原結合フラグメント、および
　ｃ）ＧＩＴＲ結合分子またはその抗原結合フラグメントが少なくとも１つの付加的な作
用物質と共に投与できることを指示する、包装材料内に含まれるラベルまたは添付文書
を含むキット。
（項目５０）
　前記少なくとも１つの付加的な作用物質が化学療法剤である、項目４９に記載のキット
。
（項目５１）
　前記化学療法剤が代謝拮抗薬である、項目５０に記載のキット。
（項目５２）
　前記代謝拮抗薬がヌクレオシド類似体である、項目５１に記載のキット。
（項目５３）
　前記ヌクレオシド類似体がゲムシタビンである、項目５２に記載のキット。
（項目５４）
　前記ヌクレオシド類似体がフルオロウラシルである、項目５２に記載のキット。
（項目５５）
　前記化学療法剤が、微小管形成に影響を及ぼす作用物質である、項目５０に記載のキッ
ト。
（項目５６）
　前記微小管形成に影響を及ぼす作用物質がパクリタキセルである、項目５５に記載のキ
ット。
（項目５７）
　前記化学療法剤がアルキル化剤である、項目５０に記載のキット。
（項目５８）
　前記アルキル化剤がシクロホスファミドである、項目５７に記載のキット。
（項目５９）
　前記化学療法剤が細胞障害性抗生物質である、項目５０に記載の方法。
（項目６０）
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　前記細胞障害性抗生物質がトポイソメラーゼＩＩ阻害剤である、項目５９に記載の方法
。
（項目６１）
　前記トポイソメラーゼＩＩ阻害剤がドキソルビシンである、項目６０に記載の方法。
（項目６２）
　前記ＧＩＴＲ結合分子がヒト化抗体またはその抗体フラグメントである、項目４９に記
載のキット。
（項目６３）
　前記ヒト化抗体が、配列番号１、２または３、４、５、６、または７に示すＣＤＲを含
む、項目６２に記載のキット。
（項目６４）
　前記ＧＩＴＲ結合分子がキメラ抗体またはその抗体フラグメントである、項目４９に記
載のキット。
【図面の簡単な説明】
【００２７】
【図１】図１は、処置期間を通じて、抗ＧＩＴＲ抗体、２Ｆ８（０．４ｍｇ）と組み合わ
せたヌクレオシド類似体、ゲムシタビン（ゲムザール（Ｇｅｍｚａｒ））（８０ｍｇ／ｋ
ｇ）の腫瘍体積への作用を、ゲムシタビン単独、２Ｆ８単独およびビヒクル対照の作用と
比較して示すグラフである。
【図２】図２は、処置期間を通じて、抗ＧＩＴＲ抗体、２Ｆ８（０．４ｍｇ）と組み合わ
せたヌクレオシド類似体、ゲムシタビン（ゲムザール）（８０ｍｇ／ｋｇ）の生存時間中
央値（カプラン‐マイヤー生存曲線）への作用を、ゲムシタビン単独、２Ｆ８単独および
ビヒクル対照の作用と比較して示すグラフである。
【図３】図３は、処置期間を通じて、抗ＧＩＴＲ抗体、２Ｆ８（０．４ｍｇ）と組み合わ
せたヌクレオシド類似体、ゲムシタビン（ゲムザール）（８０ｍｇ／ｋｇ）の転移腫瘍数
への作用を、ゲムシタビン単独、２Ｆ８単独およびビヒクル対照の作用と比較して示すグ
ラフである。
【図４】図４は、処置期間を通じて、抗ＧＩＴＲ抗体、２Ｆ８（０．４ｍｇ）と組み合わ
せた、微小管形成に影響を及ぼす作用物質、パクリタキセル（タキソール（Ｔａｘｏｌ（
登録商標））（１０ｍｇ／ｋｇ）の腫瘍体積への作用を、パクリタキセル単独、２Ｆ８単
独およびビヒクル対照の作用と比較して示すグラフである。
【図５】図５は、処置期間を通じて、抗ＧＩＴＲ抗体、２Ｆ８（０．４ｍｇ）と組み合わ
せたアルキル化剤、シクロホスファミド（シトキサン（Ｃｙｔｏｘａｎ））（１５０ｍｇ
／ｋｇ）の腫瘍体積への作用を、シクロホスファミド単独およびビヒクル対照の作用と比
較して示すグラフである。
【図６】図６は、処置期間を通じて、抗ＧＩＴＲ抗体、２Ｆ８（０．４ｍｇ）と組み合わ
せたヌクレオシド類似体、フルオロウラシル（５－ＦＵ）（７５ｍｇ／ｋｇ）の腫瘍体積
への作用を、フルオロウラシル単独およびビヒクル対照の作用と比較して示すグラフであ
る。
【図７】図７は、処置期間を通じて、抗ＧＩＴＲ抗体、２Ｆ８（０．４ｍｇ）と組み合わ
せたトポイソメラーゼＩＩ阻害剤、ドキソルビシン（アドリアマイシン（Ａｄｒｉａｍｙ
ｃｉｎ））（５ｍｇ／ｋｇ）の腫瘍体積への作用を、フルオロウラシル単独およびビヒク
ル対照の作用と比較して示すグラフである。
【図８】図８は、処置期間を通じて、抗ＧＩＴＲ抗体、２Ｆ８（０．４ｍｇ）と組み合わ
せたアルキル化剤、シクロホスファミド（シトキサン）（１５０ｍｇ／ｋｇ）の腫瘍体積
への作用を、シクロホスファミド単独およびビヒクル対照の作用と比較して示すグラフで
ある。
【発明を実施するための形態】
【００２８】
　本発明は、一部には、癌の処置のための方法およびキットを提供する。より詳細には、
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ＧＩＴＲ結合分子、たとえば抗ＧＩＴＲ抗体、およびＧＩＴＲ結合分子ではない少なくと
も１つの付加的な作用物質（たとえば化学療法剤）を使用する併用療法が、いずれの作用
物質単独よりも特定腫瘍の大きさを縮小するうえで有効であることが示された。
【００２９】
　ＴＮＦ受容体スーパーファミリーメンバー１８（ＴＮＦＲＳＦ　１８）としても知られ
る、グルココルチコイド誘導性腫瘍壊死因子（ＴＮＦ）受容体ファミリー関連遺伝子（Ｇ
ＩＴＲ）は、ＴＮＦ受容体ファミリーメンバーに相同性を有するＩ型膜貫通タンパク質で
ある（Ｎｏｃｅｎｔｉｎｉ　Ｇら（１９９７）Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　
ＵＳＡ　９４：６２１６－２１；Ｇｕｒｎｅｙ　ＡＬら（１９９９）Ｃｕｒｒ　Ｂｉｏｌ
　９：２１５－８）。ＧＩＴＲは、休止期のＣＤ４＋およびＣＤ８＋　Ｔ細胞上で低レベ
ルに発現され、Ｔ細胞の活性化後に上方調節される。ＧＩＴＲの連結は、ＣＤ４＋および
ＣＤ８＋　Ｔ細胞の増殖とエフェクター機能の両方を増強する共刺激シグナルを与える（
Ｋｏｈｍ　ＡＰら（２００４）Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　１７２：４６８６－９０；Ｋａｎａ
ｍａｒｕ　Ｆら（２００４）Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　１７２：７３０６－１４；Ｒｏｎｃｈ
ｅｔｔｉ　Ｓら（２００４）Ｅｕｒ　Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　３４：６１３－２２；Ｔｏｎ
ｅ　Ｍら（２００３）Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　１００：１５０
５９－６４；Ｓｔｅｐｈｅｎｓ　ＧＬら（２００４）Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　２００４；１
７３：５００８－２０）。加えて、ＧＩＴＲは制御性Ｔ細胞上で構成的に高レベルで発現
される。ＧＩＴＲは特定タンパク質抗原に対する免疫応答を高めることが以前に示されて
いるが、癌に対抗するために使用される作用物質の抗腫瘍作用を増強することはこれまで
示されていなかった。
【００３０】
　本発明がより容易に理解されるように、最初にいくつかの用語を定義する。
【００３１】
　Ｉ．定義
　便宜上、本発明のさらなる説明の前に、本明細書、実施例および付属の特許請求の範囲
において使用されるいくつかの用語をここで定義する。
【００３２】
　単数形態「ａ」、「ａｎ」および「ｔｈｅ」は、文脈上明確に異なる指示が為されない
限り、複数の言及を包含する。
【００３３】
　「投与すること」という用語は、被験体の系へのまたは被験体の体内もしくは体上の特
定領域への医薬組成物または治療薬の送達の任意の方法を包含する。本明細書で使用され
る「全身投与」、「全身的に投与される」、「末梢投与」および「末梢的に投与される」
という語句は、化合物、薬剤または他の物質が被験体の系に入るように、そしてそれゆえ
代謝および他の同様のプロセスを受けるように、中枢神経系への直接投与以外の化合物、
薬剤または他の物質の投与、たとえば皮下投与を意味する。「非経口投与」および「非経
口的に投与される」は、通常は注射による、経腸的投与および局所投与以外の投与の方法
を意味し、限定されることなく、静脈内、筋肉内、動脈内、髄腔内、嚢内、眼窩内、心臓
内、皮内、腹腔内、経気管、皮下、表皮下、関節内、被膜下、クモ膜下、脊髄内および胸
骨内注射および注入を包含する。
【００３４】
　本明細書で使用される、ＴＮＦ受容体スーパーファミリー１８（ＴＮＦＲＳＦ１８）、
ＴＥＡＳＲおよび３１２Ｃ２としても知られる、「グルココルチコイド誘導性ＴＮＦ受容
体」（本明細書では「ＧＩＴＲ」と略す）という用語は、腫瘍壊死因子／神経成長因子受
容体ファミリーのメンバーを指す。ＧＩＴＲは、細胞外ドメイン内の３つのシステインシ
ュードリピートによって特徴づけられる２４１アミノ酸のＩ型膜貫通タンパク質であり、
Ｔ細胞受容体誘導性のアポトーシスを特異的に保護するが、Ｆａｓトリガリング、デキサ
メタゾン処理またはＵＶ照射を含む他のアポトーシスシグナルからは細胞を保護しない（
Ｎｏｃｅｎｔｉｎｉ，Ｇら（１９９７）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．，ＵＳ
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Ａ　９４：６２１６－６２２）。３つのスプライス変異体が存在する、ヒトＧＩＴＲ（ｈ
ＧＩＴＲ）の核酸およびアミノ酸配列は公知であり、たとえばＧｅｎＢａｎｋアクセッシ
ョン番号ｇｉ：４０３５４１９８、ｇｉ：２３２３８１９０、ｇｉ：２３２３８１９３お
よびｇｉ：２３２３８１９６に見出すことができる。
【００３５】
　本明細書で使用される「結合分子」という用語は、その標的に特異的に結合する少なく
とも１つの抗原結合部位を含む分子を包含する。たとえば、１つの実施形態では、本発明
の方法における使用のための結合分子は、免疫グロブリン抗原結合部位または受容体結合
に関与するリガンド分子の部分を含む。
【００３６】
　１つの実施形態では、結合分子は少なくとも２つの結合部位を含む。１つの実施形態で
は、結合分子は２つの結合部位を含む。１つの実施形態では、結合分子は３つの結合部位
を含む。もう１つの実施形態では、結合分子は４つの結合部位を含む。
【００３７】
　「ＧＩＴＲ結合分子」という用語は、少なくとも１つのＧＩＴＲ結合部位を含む分子を
指す。本発明の方法およびキットにおける使用に適するＧＩＴＲ結合分子の例は、たとえ
ば、その各々が全体として参照により本明細書に組み込まれる、米国特許公報第ＵＳ２０
０７００９８７１９号、同第ＵＳ２００５００１４２２４号もしくは国際公開公報第ＷＯ
０５００７１９０号に記載されている結合分子、または米国特許公報第ＵＳ２００７００
９８７１９号、同第ＵＳ２００５００１４２２４号もしくは国際公開公報第ＷＯ０５００
７１９０号の１つに示されているＣＤＲを含む結合分子を包含するが、これらに限定され
ない。もう１つの実施形態では、ＧＩＴＲ結合分子は、配列番号１、２または３、４、５
、６または７に示すＣＤＲの１またはそれより多くを含み得る。［配列番号１（ＧＦＳＬ
ＳＴＳＧＭＧＶＧ（重鎖ＣＤＲ１））、配列番号２（ＨＩＷＷＤＤＤＫＹＹＮＰＳＬＫＳ
（重鎖ＣＤＲ２Ｎ））、配列番号４（ＴＲＲＹＦＰＦＡＹ（重鎖ＣＤＲ３））、配列番号
５（ＫＡＳＱＮＶＧＴＮＶＡ（軽鎖ＣＤＲ１））、配列番号６（ＳＡＳＹＲＹＳ（軽鎖Ｃ
ＤＲ２））、配列番号７（ＱＱＹＮＴＤＰＬＴ（軽鎖ＣＤＲ３））、および配列番号３（
ＨＩＷＷＤＤＤＫＹＹＱＰＳＬＫＳ（ＨＣ　ＣＤＲ２Ｑ））］。１つの実施形態では、結
合分子は１つのＣＤＲを含む。もう１つの実施形態では、結合分子は２つのＣＤＲを含む
。もう１つの実施形態では、結合分子は３つのＣＤＲを含む。もう１つの実施形態では、
結合分子は４つのＣＤＲを含む。もう１つの実施形態では、結合分子は５つのＣＤＲを含
む。さらにもう１つの実施形態では、結合分子は６つのＣＤＲ全部を含む。本発明の方法
における使用に適する例示的なＧＩＴＲ結合分子はまた、Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓより入
手可能なＭＡＢ６８９などの、市販のＧＩＴＲ結合分子を包含する。
【００３８】
　「特異的に結合する」とは、結合分子が基本的に非ＧＩＴＲ分子に対してバックグラウ
ンド結合を示すことを意味する。ＧＩＴＲに特異的に結合する単離結合分子は、しかし、
他の種からのＧＩＴＲ分子に対して交差反応性を有してもよい。
【００３９】
　本明細書で使用される、結合分子という用語は、抗体（完全長抗体を含む）、モノクロ
ーナル抗体（完全長モノクローナル抗体を含む）、ポリクローナル抗体、多重特性抗体（
たとえば二重特異性抗体）、ヒト、ヒト化またはキメラ抗体、抗体フラグメント、たとえ
ばＦａｂフラグメント、Ｆ（ａｂ’）フラグメント、Ｆａｂ発現ライブラリーによって作
製されるフラグメント、前記のいずれかのエピトープ結合フラグメント、および、それら
が所望活性、たとえばＧＩＴＲへの結合を示す限り、操作された形態の抗体（すなわち抗
体分子に由来する結合部位を含む分子）、たとえばｓｃＦｖ分子またはｓｃＦｖ分子を含
む分子を包含する。１つの実施形態では、本発明の併用療法における使用のためのＧＩＴ
Ｒ結合分子は、Ｔ細胞および樹状細胞上のＧＩＴＲに結合する。１つの実施形態では、本
発明の併用療法における使用のためのＧＩＴＲ結合分子は、高い親和性でｈＧＩＴＲに結
合すること、ＧＩＴＲ活性を作動させること（たとえば、刺激物質、たとえばＣＤ３の存
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在下で）、ならびに体液性および／またはＴ細胞エフェクター応答を高めることの１また
はそれより多くによって特徴づけられる。
【００４０】
　１つの実施形態では、本発明の結合分子は、「抗体」または「免疫グロブリン」分子、
たとえば天然に生じる抗体もしくは免疫グロブリン分子、または抗体分子と同様に抗原に
結合する遺伝子操作された抗体分子である。本明細書で使用される、「免疫グロブリン」
という用語は、何らかの関連する特異的免疫反応性を備えるか否かにかかわらず、２本の
重鎖と２本の軽鎖の組合せを有するポリペプチドを包含する。「抗体」は、抗原に対する
重要な公知の特異的免疫反応活性を有する構築物（ａｓｓｅｍｂｌｙ）を指す。抗体およ
び免疫グロブリンは、軽鎖と重鎖を含み、それらの間に鎖間共有結合を有するかまたは有
さない。脊椎動物系における基本的な免疫グロブリン構造は比較的よく理解されている。
【００４１】
　「免疫グロブリン」という総称は、生化学的に区別することができる５つの異なるクラ
スの抗体を含む。５つのクラス全部の抗体が明確に本発明の範囲内である。ＩｇＧに関し
て、免疫グロブリンは、分子量約２３，０００ダルトンの２本の同一のポリペプチド軽鎖
と分子量５３，０００～７０，０００の２本の同一の重鎖を含む。４本の鎖はジスルフィ
ド結合によって「Ｙ」字形状に連結されており、軽鎖は、「Ｙ」の口の部分から始まって
可変領域へと続く重鎖を囲んでいる。
【００４２】
　軽鎖と重鎖の両方が、構造的および機能的に相同な領域に分けられる。「定常」および
「可変」という用語は機能的に使用される。これに関して、軽鎖部分の可変ドメイン（Ｖ
Ｌ）および重鎖部分の可変ドメイン（ＶＨ）が抗原の認識と特異性を決定することは理解
される。逆に言えば、軽鎖の定常ドメイン（ＣＬ）および重鎖の定常ドメイン（ＣＨ１、
ＣＨ２またはＣＨ３）は、分泌、経胎盤移動度、Ｆｃ受容体結合、補体結合等のような重
要な生物学的性質を付与する。慣例により、定常領域ドメインの番号は、抗体の抗原結合
部位またはアミノ末端からより遠位になるに従って増加する。Ｎ末端は可変領域であり、
Ｃ末端には定常領域が存在する；ＣＨ３ドメインとＣＬドメインは、実際にはそれぞれ重
鎖と軽鎖のカルボキシ末端を含む。
【００４３】
　軽鎖はカッパまたはラムダ（κ、λ）のいずれかとして分類される。各々の重鎖クラス
は、κ軽鎖またはλ軽鎖のいずれかと結合し得る。一般に、軽鎖と重鎖は互いに共有結合
されており、免疫グロブリンがハイブリドーマ、Ｂ細胞または遺伝子操作された宿主細胞
のいずれかによって作製されるとき、２本の重鎖の「尾」部分は共有ジスルフィド結合ま
たは非共有結合によって互いに結合される。重鎖では、アミノ酸配列は、Ｙ字形状の分岐
端のＮ末端から各々の鎖の基部のＣ末端まで続く。当業者は、重鎖がガンマ、ミュー、ア
ルファ、デルタまたはイプシロン（γ、μ、α、δまたはε）と分類され、その中にいく
つかのサブクラス（たとえばγ１～γ４）があることを認識する。抗体の「クラス」をそ
れぞれＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、ＩｇＧまたはＩｇＥとして決定するのはこの鎖の性質で
ある。免疫グロブリンサブクラス（アイソタイプ）、たとえばＩｇＧ１、ＩｇＧ２、Ｉｇ
Ｇ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ１等は広く特徴づけられており、機能的特殊性を与えることが知
られている。これらのクラスおよびアイソタイプの各々の修飾型は、本開示を考慮して当
業者に容易に認識可能であり、従って本発明の範囲内である。
【００４４】
　可変領域は、抗体が抗原上のエピトープを選択的に認識し、特異的に結合することを可
能にする。すなわち、抗体のＶＬドメインとＶＨドメインが組み合わさって、三次元の抗
原結合部位を規定する可変領域を形成する。この四次抗体構造は、Ｙ字の各々のアームの
末端に存在する抗原結合部位を形成する。より詳細には、抗原結合部位は、ＶＨおよびＶ

Ｌ鎖の各々の３つの相補性決定領域（ＣＤＲ）によって規定される。
【００４５】
　本明細書で使用される「抗体」という用語は、たとえば任意のアイソタイプ（ＩｇＧ、
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ＩｇＡ、ＩｇＭ、ＩｇＥ等）の全長抗体を含み、その抗原結合フラグメントを包含する。
例示的な抗体は、モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、キメラ抗体、ヒト化抗体、
ヒト抗体および多価抗体を含む。抗体は、従来の手法を用いて断片化され得る。それゆえ
、抗体という用語は、特定抗原に能動的に結合することができる、抗体分子のタンパク質
分解によって切断された部分または組換えによって作製された部分のセグメントを包含す
る。タンパク質分解および／または組換えによる抗原結合フラグメントの非限定的な例は
、Ｆａｂ、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆａｂ’、Ｆｖ、ならびにペプチドリンカーによって連結さ
れたＶ［Ｌ］および／またはＶ［Ｈ］ドメインを含む一本鎖抗体（ｓＦｖ）を含む。
【００４６】
　本発明の結合分子は、免疫グロブリン分子の任意のアイソタイプ（たとえばＩｇＧ、Ｉ
ｇＥ、ＩｇＭ、ＩｇＤ、ＩｇＡおよびＩｇＹ）、クラス（たとえばＩｇＧ１、ＩｇＧ２、
ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ１およびＩｇＡ２）またはサブクラスの免疫グロブリン重鎖
を含み得る。結合分子は重鎖および軽鎖の両方を有し得る。
【００４７】
　「抗原」は、結合分子が特異的に結合する実体（たとえばタンパク質性の実体またはペ
プチド）である。
【００４８】
　「エピトープ」または「抗原決定基」という用語は、結合分子が特異的に結合する抗原
上の部位を指す。エピトープは、連続するアミノ酸またはタンパク質の三次元折りたたみ
によって並列された非連続アミノ酸の両方から形成され得る。連続するアミノ酸から形成
されるエピトープは、典型的には変性溶媒への暴露後も保持されるが、三次元折りたたみ
によって形成されるエピトープは、典型的には変性溶媒による処理後に失われる。エピト
ープは、典型的には、独特の空間コンホメーションで少なくとも３、４、５、６、７、８
、９、１０、１１、１２、１３、１４または１５個のアミノ酸を含む。エピトープの空間
コンホメーションを決定する方法は、たとえばＸ線結晶解析および二次元核磁気共鳴を含
む。たとえば、Ｅｐｉｔｏｐｅ　Ｍａｐｐｉｎｇ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｅｔｈ
ｏｄｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｖｏｌ．６６，Ｇ．Ｅ．Ｍｏｒｒ
ｉｓ編集（１９９６）参照。
【００４９】
　同じエピトープを認識する結合分子は、ある抗体が、標的抗原へのもう１つ別の抗体の
結合をブロックする能力を示す簡単な免疫検定法、すなわち競合結合アッセイにおいて同
定することができる。競合結合は、試験される結合分子が、ＧＩＴＲなどの共通抗原への
標準結合分子の特異的結合を阻害するアッセイにおいて測定される。数多くの種類の競合
結合アッセイ、たとえば：固相直接または間接放射免疫検定法（ＲＩＡ）；固相直接また
は間接酵素免疫検定法（ＥＩＡ）；サンドイッチ競合アッセイ（Ｓｔａｈｌｉら、Ｍｅｔ
ｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ　９：２４２（１９８３）参照）；固相直接ビオ
チン－アビジンＥＩＡ（Ｋｉｒｋｌａｎｄら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１３７：３６１４（
１９８６）参照）；固相直接標識アッセイ、固相直接標識サンドイッチアッセイ（Ｈａｒ
ｌｏｗとＬａｎｅ，Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，
Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｐｒｅｓｓ（１９８８）参照）；Ｉ－１２５標
識を使用する固相直接標識ＲＩＡ（Ｍｏｒｅｌら、Ｍｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．２５（１）
：７（１９８８）参照）；固相直接ビオチン－アビジンＥＩＡ（Ｃｈｅｕｎｇら、Ｖｉｒ
ｏｌｏｇｙ　１７６：５４６（１９９０））；および直接標識ＲＩＡ（Ｍｏｌｄｅｎｈａ
ｕｅｒら、Ｓｃａｎｄ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．３２：７７（１９９０））が公知である。
典型的には、そのようなアッセイは、固相表面またはこれらのいずれかを担持する細胞に
結合された精製抗原、非標識試験結合分子および標識標準結合分子の使用を含む。競合阻
害は、試験結合分子の存在下で固相表面または細胞に結合した標識の量を決定することに
よって測定される。通常、試験結合分子は過剰に存在する。通常、競合結合分子が過剰に
存在するとき、競合結合分子は、共通抗原への標準結合分子の特異的結合を少なくとも５
０～５５％、５５～６０％、６０～６５％、６５～７０％、７０～７５％またはそれを超
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えて阻害する。
【００５０】
　エピトープはまた、免疫細胞、たとえばＢ細胞および／またはＴ細胞によっても認識さ
れる。エピトープの細胞認識は、３Ｈ－チミジンの取り込みによって、サイトカイン分泌
によって、抗体分泌によって、または抗原依存性死滅（細胞傷害性Ｔリンパ球アッセイ）
によって決定される、抗原依存性増殖を測定するインビトロアッセイによって判定するこ
とができる。
【００５１】
　本明細書で使用される「モノクローナル結合分子」という用語は、実質的に均一な結合
分子の集団から得られる結合分子を指す。モノクローナル結合分子は高度に特異的であり
、１つの抗原部位だけを対象とする。さらに、典型的には種々の抗原決定基（エピトープ
）に対する種々の結合分子を含むポリクローナル結合分子製剤と異なり、各々のモノクロ
ーナル結合分子は抗原上の単一決定基を対象とする。「モノクローナル」という修飾語は
、結合分子の実質的に均一な集団から得られたものであるという結合分子の性質を指示し
、何らかの特定方法による結合分子の作製を必要とすると解釈されるべきではない。たと
えば、本発明に従って使用されるモノクローナル結合分子は、Ｋｏｈｌｅｒら、Ｎａｔｕ
ｒｅ　２５６：４９５（１９７５）によって最初に記述されたハイブリドーマ法によって
作製され得るか、または組換えＤＮＡ法（たとえば米国特許第４，８１６，５６７号参照
）によって作製され得る。「モノクローナル結合分子」はまた、たとえばＣｌａｃｋｓｏ
ｎら、Ｎａｔｕｒｅ　３５２：６２４－６２８（１９９１）およびＭａｒｋｓら、Ｊ．Ｍ
ｏｌ　Ｂｉｏｌ．２２２：５８１－５９７（１９９１）に述べられている手法を用いてフ
ァージ抗体ライブラリーから単離され得る。
【００５２】
　「キメラ結合分子」という用語は、異なる種に由来するアミノ酸配列を含む結合分子を
指す。キメラ結合分子は、異なる種に属する結合分子の遺伝子セグメントから、たとえば
遺伝子操作によって、構築することができる。
【００５３】
　本明細書におけるモノクローナル結合分子は、特に、重鎖および／または軽鎖の一部が
、特定の種に由来するまたは特定の抗体クラスもしくはサブクラスに属する結合分子内の
対応配列と同一または相同であるが、鎖の残りの部分は、もう１つ別の種に由来するまた
は別の抗体クラスもしくはサブクラスに属する結合分子内の対応配列と同一または相同で
ある「キメラ」結合分子、ならびに、それらが所望生物活性（米国特許第４，８１６，５
６７号；およびＭｏｒｒｉｓｏｎら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　
８１：６８５１－６８５５（１９８４））、たとえば、ＧＩＴＲ、たとえばヒトＧＩＴＲ
（ｈＧＩＴＲ）への結合ならびにＴエフェクター応答および／または体液性応答を高める
ことを示す限り、そのような結合分子のフラグメントを包含する。
【００５４】
　非ヒト（たとえばマウス）結合分子の「ヒト化」形態は、非ヒト結合分子に由来する最
小配列を含む抗体である。ほとんどの場合、ヒト化結合分子は、超可変領域からのＣＤＲ
残基が、所望の特異性、親和性および能力を有するマウス、ラット、ウサギまたは非ヒト
霊長類などの非ヒト種（ドナー結合分子）の超可変領域からのＣＤＲ残基によって置き換
えられているヒト結合分子（アクセプター／レシピエント結合分子）である。一部の場合
には、ヒト結合分子のＦｖフレームワーク領域（ＦＲ）の残基が変化している、たとえば
非ドナー残基（たとえば生殖細胞系残基）によって置き換えられているもしくは置換され
ているか、または対応するドナーヒト残基に復帰変異している。さらに、ヒト化結合分子
は、レシピエント結合分子またはドナー結合分子では認められない残基を含んでもよい。
これらの修飾は、一般に結合分子の能力をさらに改良するために行われる。一般に、ヒト
化結合分子は、超可変ループの全部または実質的に全部が非ヒト結合分子のものに対応し
、且つＦＲ領域の全部または実質的に全部がヒト結合分子配列のものである、少なくとも
１つ、典型的には２つの可変ドメインの実質的に全部を含む。ヒト化結合分子はまた、場
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合により、少なくとも結合分子の定常領域（Ｆｃ）の一部、典型的にはヒト結合分子の定
常領域の一部を含む。さらなる詳細については、Ｊｏｎｅｓら、Ｎａｔｕｒｅ　３２１：
５２２－５２５（１９８６）；Ｒｉｅｃｈｍａｎｎら、Ｎａｔｕｒｅ　３３２：３２３－
３２９（１９８８）；およびＰｒｅｓｔａ，Ｃｕｒｒ．Ｏｐ．Ｓｔｒｕｃｔ．Ｂｉｏｌ．
２：５９３－５９６（１９９２）参照。
【００５５】
　「多重特異性」という用語は、２以上の標的抗原に対して特異性を有する結合分子を包
含する。そのような分子は、各々の結合部位が異なる標的分子または同じ標的上の異なる
抗原部位に特異的に結合する（たとえば免疫反応する）、２以上の結合部位を有する。
【００５６】
　１つの実施形態では、本発明の多重特異性結合分子は、少なくとも２つの標的、たとえ
ば２以上の標的分子または同じ標的分子上の２以上のエピトープに対して結合特異性を有
する二重特異性分子（たとえば抗体、ミニボディ、ドメイン欠失抗体または融合タンパク
質）である。
【００５７】
　１つの実施形態では、抗体の修飾形態は、当技術分野で公知の手法を用いて全長前駆体
または親抗体から作製することができる。例示的な手法を以下でさらに詳細に論じる。特
に好ましい実施形態では、本発明のポリペプチドの可変領域と定常領域の両方がヒトであ
る。１つの実施形態では、完全ヒト抗体を、当技術分野で公知の手法を用いて作製するこ
とができる。たとえば、特定の抗原に対する完全ヒト抗体は、抗原投与に応答してそのよ
うな抗体を産生するように改変されているが、その内在性遺伝子座は無効にされたトラン
スジェニック動物に抗原を投与することによって作製できる。抗体を作製するために使用
できる例示的な手法は、米国特許第６，１５０，５８４号、同第６，４５８，５９２号、
同第６，４２０，１４０号に述べられている。ライブラリーの使用などの他の手法も当技
術分野において公知である。
【００５８】
　１つの実施形態では、本発明の結合分子は、抗体分子、たとえば無傷抗体分子または抗
体分子のフラグメントを含む。もう１つの実施形態では、本発明の結合分子は、修飾され
た抗体分子または合成抗体分子である。１つの実施形態では、本発明の結合分子は、モノ
クローナル抗体、ヒト化抗体、キメラ抗体、または組換えによって作製された抗体の全部
または一部（たとえば抗体からの少なくとも１つの抗原結合部位、少なくとも１つのＣＤ
Ｒ）を含む。
【００５９】
　結合分子が抗体または修飾抗体である実施形態では、抗原結合部位と重鎖部分が同じ免
疫グロブリン分子に由来する必要はない。これに関して、可変領域は、体液性応答を開始
させ、所望抗原に対する免疫グロブリンを生成するように誘導され得るいかなる種類の動
物に由来してもよい。ポリペプチドの可変領域は、それ自体、たとえば哺乳動物起源であ
り得る、たとえばヒト、マウス、ラット、非ヒト霊長類（カニクイザル、マカク等など）
、オオカミ、ラクダ科の動物（たとえばラクダ、ラマおよび関連種から）であり得る。も
う１つの実施形態では、可変領域は軟骨魚類起源（たとえばサメから）であり得る。
【００６０】
　１つの実施形態では、本発明の結合分子は修飾抗体である。本明細書で使用される、「
操作された」または「修飾抗体」という用語は、天然では生じないように変化している合
成形態の抗体、たとえば完全な重鎖を含まない抗体（ドメイン欠失抗体またはミニボディ
など）；２またはそれより多い異なる抗原または単一抗原上の複数の異なるエピトープに
結合するように変化した多重特異性形態の抗体（たとえば二重特異性、三重特異性等）；
ｓｃＦｖ分子に連結された重鎖分子等を包含する。ｓｃＦｖ分子は当技術分野において公
知であり、たとえば米国特許第５，８９２，０１９号に述べられている。加えて、「操作
された」または「修飾抗体」という用語は、多価形態の抗体（たとえば同じ抗原の３もし
くはそれ以上のコピーまたは複数の異なる抗原または同じ抗原上の複数の異なるエピトー
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プに結合する三価、四価等の抗体）を包含する。
【００６１】
　１つの実施形態では、本発明に従った「修飾抗体」という用語は、少なくとも定常領域
ドメインの１またはそれより多い部分が欠失しているまたは、非共有結合的に二量体化す
る能力、腫瘍の部位に局在化する高い能力、またはほぼ同じ免疫原性の変化していない全
長抗体と比較して変化した血清半減期などの所望生化学特性を与えるように変化している
（たとえば変異している）、免疫グロブリン、抗体、またはその免疫反応性フラグメント
もしくは組換え形態を包含する。
【００６２】
　１つの実施形態では、本発明の結合分子は、当技術分野で認められている手法を用いて
それらの免疫原性を低下させるように修飾し得る。たとえば、本発明の抗体またはポリペ
プチドをヒト化する、脱免疫化する、またはキメラ抗体を作製することができる。これら
の種類の抗体は、親抗体の抗原結合特性を保持するまたは実質的に保持するが、ヒトにお
ける免疫原性がより低い非ヒト抗体、典型的にはマウス抗体に由来する。これは、（ａ）
非ヒト可変ドメイン全体をヒト定常領域に移植してキメラ抗体を作製すること；（ｂ）非
ヒト相補性決定領域（ＣＤＲ）の１またはそれより多い少なくとも一部を、重要なフレー
ムワーク残基を保持しつつまたは保持せずに、ヒトフレームワークおよび定常領域に移植
すること；または（ｃ）非ヒト可変ドメイン全体を移植するが、表面残基の置換によって
ヒト様部分でそれらを「覆う（ｃｌｏａｋｉｎｇ）」ことを含む、様々な方法によって達
成され得る。そのような方法は、そのすべてが全体として参照により本明細書に組み込ま
れる、Ｍｏｒｒｉｓｏｎら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．８１：６８５１－
５（１９８４）；Ｍｏｒｒｉｓｏｎら、Ａｄｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．４４：６５－９２（１
９８８）；Ｖｅｒｈｏｅｙｅｎら、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２３９：１５３４－１５３６（１９
８８）；Ｐａｄｌａｎ，Ｍｏｌｅｃ．Ｉｍｍｕｎ．２８：４８９－４９８（１９９１）；
Ｐａｄｌａｎ，Ｍｏｌｅｃ．Ｉｍｍｕｎ．３１：１６９－２１７（１９９４）、ならびに
米国特許第５，５８５，０８９号、同第５，６９３，７６１号および同第５，６９３，７
６２号に開示されている。
【００６３】
　本明細書では「化学療法薬」および「抗腫瘍薬」と交換可能に使用される、「化学療法
剤」という用語は、細胞の生存能および／または機能を阻害するまたは妨げる、および／
または細胞の破壊（細胞死）を生じさせる、および／または抗腫瘍／抗増殖作用を及ぼす
、たとえば新生物腫瘍細胞の成長、成熟または広がりを直接または間接的に妨げる物質を
指す。この用語はまた、細胞増殖抑制作用だけを生じさせ、単なる細胞傷害作用は生じさ
せない作用物質を包含する。本明細書で使用される化学療法剤という用語は、抗血管新生
薬、チロシンキナーゼ阻害剤、プロテインキナーゼＡ阻害剤、サイトカインファミリーの
メンバー、および放射性同位体を包含する。
【００６４】
　本発明に従った適切な化学療法剤は、好ましくは天然または合成化学化合物である。本
発明の併用療法において使用し得る、商業用途、臨床評価および前臨床開発において使用
可能な数多くの抗腫瘍性化学物質が存在する（以下で論じる）。
【００６５】
　「生物学的製剤」または「生物学的作用物質」という用語は、治療薬としての使用を意
図されている、生体および／またはそれらの生成物から作られる任意の医薬的に活性な物
質、たとえば、細菌、真菌、植物または動物起源の酵素的に活性な毒素のような毒素を指
す。本発明の１つの実施形態では、ＧＩＴＲ結合分子と組み合わせて使用できる生物学的
作用物質は、たとえば抗体、核酸分子、たとえばアンチセンス核酸分子、ポリペプチドま
たはタンパク質を含むが、これらに限定されない。そのような生物学的製剤は、たとえば
ＧＩＴＲ結合分子の投与の前に、ＧＩＴＲ結合分子と同時に、またはＧＩＴＲ結合分子の
あとに生物学的製剤を投与することにより、ＧＩＴＲ結合分子と組み合わせて投与するこ
とができる。
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【００６６】
　本明細書で使用される「併用療法」という用語は、たとえばＧＩＴＲ結合分子と少なく
とも１つの付加的な非ＧＩＴＲ結合分子、たとえば化学療法剤を含む治療レジメンを指す
。ＧＩＴＲ結合分子と少なくとも１つの付加的な作用物質は、別々の投与用に製剤されて
もよく、または一緒に投与するように製剤されてもよい。１つの実施形態では、少なくと
も１つの付加的な作用物質は、それに対する免疫応答を所望する分子ではない、たとえば
ワクチンではない。
【００６７】
　「癌」または「新生物」という用語は、一般に悪性新生物または細胞の自発的成長もし
くは増殖を指す。癌細胞はしばしば腫瘍の形態であるが、そのような細胞は、被験体内に
単独で存在し得るか、または白血病細胞のような非腫瘍形成性癌細胞であり得る。本明細
書で使用される、「癌」という用語は、前悪性ならびに悪性癌を包含する。
【００６８】
　「癌」を有する被験体は、たとえば、白血病、リンパ腫、または血液細胞の他の悪性疾
患を有し得る。１つの実施形態では、癌は、膵癌、黒色腫および他の形態の皮膚癌（たと
えば扁平上皮癌）、乳癌、肺癌、気管支癌、結腸直腸癌、前立腺癌、胃癌、卵巣癌、脳ま
たは中枢神経系の癌、末梢神経系の癌、食道癌、子宮頸癌、子宮または子宮内膜癌、頭部
および頸部の癌（口腔または鼻咽頭の癌を含む）、肝臓および胆道癌、膀胱癌を含む腎臓
および腎集合管系の癌、精巣癌、小腸または虫垂癌、唾液腺癌、甲状腺癌、副腎癌、肉腫
（骨肉腫および軟骨肉腫を含む）、ならびに血液学的な組織の癌から成る群より選択され
る。
【００６９】
　ある実施形態では、本発明の方法は固形腫瘍を処置するために使用される。例示的な固
形腫瘍は、小細胞肺癌および非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）、精巣癌、卵巣癌、子宮癌、子
宮頸癌、膵癌、結腸直腸癌（ＣＲＣ）、乳癌、ならびに前立腺癌、胃癌、皮膚癌、胃癌、
食道癌および膀胱癌を含むが、これらに限定されない。
【００７０】
　１つの実施形態では、固形腫瘍は、腺癌、たとえば結腸の腺癌である。本発明の１つの
実施形態では、固形腫瘍は結腸腫瘍である。本発明のもう１つの実施形態では、固形腫瘍
は、結腸腫瘍、肺腫瘍、乳房腫瘍、胃腫瘍、前立腺腫瘍、子宮頸腫瘍、膣腫瘍および膵腫
瘍から成る群より選択される。
【００７１】
　本発明の１つの実施形態では、処置される癌は黒色腫である。
【００７２】
　本発明のある実施形態では、本発明の方法は、腫瘍細胞の増殖を低減するおよび／また
は予防するために使用される。本発明のある実施形態では、本発明の方法は、腫瘍の転移
を低減するおよび／または予防するために使用される。もう１つの実施形態では、本発明
の方法は、腫瘍、たとえば樹立腫瘍および／または二次腫瘍、たとえば転移の大きさを縮
小するために使用される。本明細書で使用される、「樹立腫瘍」は、栄養素、すなわち酸
素が、もはや浸透現象によって被験体の血管系から腫瘍の中心部に浸透することができず
、それゆえ、腫瘍が栄養素を受け取るためにそれ自体の血管供給を必要とするような十分
な大きさの固形腫瘍である。
【００７３】
　１つの実施形態では、本発明の方法は、血管化された腫瘍を処置するために使用される
。「血管化された腫瘍」という用語は、樹立された血管系の特徴を有する腫瘍を包含する
。そのような腫瘍は、それらの大きさおよび／または血管もしくは血管新生に関連するマ
ーカーの存在によって同定される。１つの実施形態では、腫瘍は少なくとも約０．５ｍｍ
×０．５ｍｍである。もう１つの実施形態では、腫瘍は少なくとも約１ｍｍ×１ｍｍであ
る。さらにもう１つの実施形態では、腫瘍は少なくとも約１００ｍｍ３の体積を有する。
もう１つの実施形態では、腫瘍は少なくとも約２００ｍｍ３の体積を有する。もう１つの
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実施形態では、腫瘍は少なくとも約３００ｍｍ３の体積を有する。もう１つの実施形態で
は、腫瘍は少なくとも約４００ｍｍ３の体積を有する。もう１つの実施形態では、腫瘍は
少なくとも約５００ｍｍ３の体積を有する。１つの実施形態では、腫瘍は、触診によって
または当技術分野で認められている画像化手法を使用することによって発見されるのに十
分な大きさである。
【００７４】
　もう１つの実施形態では、本発明の方法は、休止期ではなく、活発に対数増殖を受けて
いる固形腫瘍を処置するために使用される。もう１つの実施形態では、本発明の方法は、
微小転移のような小さな腫瘍、たとえば組織学的検査によってのみ検出可能であるが他の
手法では検出できない腫瘍を処置するために使用される。
【００７５】
　「有効量」という用語は、たとえば、インビトロまたはインビボのいずれかで固形腫瘍
の腫瘍の大きさを縮小することおよび／または腫瘍体積を低減することを含むが、これら
に限定されない、癌細胞または腫瘍への所望結果を生じさせるのに十分な併用療法の量を
指す。本発明の１つの実施形態では、併用療法の有効量は、約１０％超、約２０％超、約
３０％超、約３５％超、約４２％超、約４３％超、約４４％超、約４５％超、約４６％超
、約４７％超、約４８％超、約４９％超、約５０％超、約５１％超、約５２％超、約５３
％超、約５４％超、約５５％超、約５６％超、約５７％超、約５８％超、約５９％超、約
６０％超、約６５％超、約７０％超、約７５％超、約８０％超、約８５％超、約９０％超
、約９５％超または約１００％超の腫瘍の大きさの抑制を生じさせる量である。
【００７６】
　この用語はまた、たとえば、患者において再発を予防すること、疾患を改善すること、
患者を安定化すること、転移の発現を予防するもしくは遅延させること、または癌の進行
を予防するもしくは緩慢化することを含むが、これらに限定されない、所望臨床結果を達
成するのに十分な併用療法の量を包含する。併用療法の有効量は、併用療法の作用物質の
各々の単回投与または作用物質の少なくとも１つの反復投与に基づいて決定することがで
きる。インジケーターの検出および測定の方法は当業者に公知である。そのような方法は
、腫瘍量（ｔｕｍｏｒ　ｂｕｒｄｅｎ）の減少、腫瘍の大きさの縮小、腫瘍体積の減少、
二次腫瘍の増殖の低減、固形腫瘍の血管化の減少、腫瘍組織または隣接組織における遺伝
子の発現の変化、バイオマーカーの存在または不在、リンパ節関与、組織学的グレードを
測定すること、腫瘍の再発がないこと、腫瘍成長の速度低下、腫瘍細胞の代謝低下および
／または核グレードを検出することを含むが、これらに限定されない。
【００７７】
　本発明の１つの実施形態では、腫瘍量を測定する。「腫瘍負荷（ｔｕｍｏｒ　ｌｏａｄ
）」とも称される「腫瘍量」は、身体全体にわたって分布する腫瘍物質の総量を指す。腫
瘍量は、リンパ節および骨髄を含む、身体全体にわたる癌細胞の総数または腫瘍サイズの
総計を指す。腫瘍量は、たとえば、被験体から切除した後の腫瘍の寸法を、たとえばカリ
パスを使用して測定すること、または体内で画像化手法を使用する、たとえば超音波、骨
スキャン、コンピュータ連動断層撮影（ＣＴ）もしくは磁気共鳴画像（ＭＲＩ）スキャン
を使用することなどの、当技術分野で公知の様々な方法によって決定することができる。
【００７８】
　本発明の１つの実施形態では、腫瘍の大きさを測定する。「腫瘍の大きさ」という用語
は、腫瘍の長さおよび幅として測定できる腫瘍の全体サイズを指す。腫瘍の大きさは、た
とえば、被験体から切除した後の腫瘍の寸法を、たとえばカリパスを使用して測定するこ
と、または体内で画像化手法を使用する、たとえば骨スキャン、超音波、ＣＴもしくはＭ
ＲＩスキャンを使用することなどの、当技術分野で公知の様々な方法によって決定し得る
。
【００７９】
　本発明の１つの実施形態では、腫瘍の大きさは、腫瘍重量を測定することによって決定
される。１つの実施形態では、腫瘍重量は、腫瘍の長さを測定し、それに腫瘍の幅の二乗
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を掛けて、その合計を２で割ることによって決定される。
【００８０】
　本発明の１つの実施形態では、腫瘍の大きさは、腫瘍体積を測定することによって決定
される。「腫瘍体積」という用語は、腫瘍自体に加えて、該当する場合は罹患リンパ節を
含む、腫瘍の全体サイズを指す。腫瘍体積は、たとえば、被験体から切除した後の腫瘍の
寸法を、たとえばカリパスを使用して測定すること、または体内で画像化手法を使用する
、たとえば超音波、ＣＴもしくはＭＲＩスキャンを使用すること、そして、たとえばｚ軸
の直径に基づく、または球体、楕円体もしくは立方体などの標準形状に基づく方程式を用
いて体積を算定することなどの、当技術分野で公知の様々な方法によって決定し得る。１
つの実施形態では、腫瘍体積（ｍｍ３）は、二次元腫瘍測定から長楕円体に関して算定さ
れる：腫瘍体積（ｍｍ３）＝（長さ×幅２［Ｌ×Ｗ２］）÷２。単位密度を仮定して、腫
瘍体積を腫瘍重量に変換する（すなわち１ｍｍ３＝１ｍｇ）。
【００８１】
　「固形腫瘍の血管化」という用語は、固形腫瘍における血管の形成を指す。腫瘍の血管
化は、たとえば、生検標本の免疫組織化学的分析、または腫瘍の超音波検査、血管造影法
、ＣＴもしくは磁気ＭＲＩスキャンのような画像化手法などの、当技術分野で公知の様々
な方法によって決定し得る。
【００８２】
　「％Ｔ／Ｃ」という用語は、処置群（Ｔ）の平均腫瘍重量を対照群（Ｃ）の平均腫瘍重
量で割って１００を掛けたパーセンテージである。４２％またはそれ以下の％Ｔ／Ｃは、
国立癌研究所（米国）によって有意の活性の指標とみなされている。
【００８３】
　Ｔ／Ｃに関する「％阻害」という用語は、１００から％Ｔ／Ｃを差し引くことによって
算定される。
【００８４】
　「統計的に有意」または「統計的有意性」という用語は、独立変数は影響を及ぼさない
、または推定帰無仮説は正しいと考えて、結果が偶然によって起こった尤度を指す。統計
的有意性は、確率値を表す「Ｐ値」（Ｐ）を得ることによって決定できる。ｐ値は、実験
によって得られた結果が偶然だけによるものである可能性がどの程度であるかを指示する
。本発明の１つの実施形態では、統計的有意性は、両側１標本Ｔ検定のｐ値を得ることに
よって決定できる。０．０５未満のｐ値は統計的に有意、すなわち偶然だけによるもので
はない可能性が高いとみなされる。あるいは、統計的に有意のｐ値は、約０．０５～約０
．０４、約０．０４～約０．０３、約０．０３～約０．０２、約０．０２～約０．０１で
あり得る。前記に列挙した値の中間の範囲も、たとえば、本発明の一部であることが意図
されている。一部の場合、ｐ値は０．０１未満であり得る。ｐ値は、併用療法を使用して
腫瘍を有する被験体を処置したとき、腫瘍の大きさの統計的に有意の縮小および／または
生存における統計的に有意の上昇が存在するか否かを決定するために使用し得る。
【００８５】
　「癌を処置すること」または「癌を有する被験体を処置すること」は、癌細胞の複製の
阻害、癌の広がりの阻害、腫瘍の大きさの縮小、体内の癌細胞の数の減少もしくは低下、
および／または癌の症状の改善もしくは緩和を包含する。処置は、死亡率および／または
罹病率の低下が存在する場合に治療的とみなされ、予防的または治療的に実施され得る。
【００８６】
　「患者」または「被験体」または「宿主」は、ヒトまたは非ヒト動物のいずれかを指す
。
【００８７】
　本発明の様々な態様を以下の項においてさらに詳細に説明する。
【００８８】
　ＩＩ．ＧＩＴＲ結合分子
　本発明の方法における使用のためのＧＩＴＲ結合分子は、たとえば米国特許公報第ＵＳ
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２００７００９８７１９号、同第ＵＳ２００５００１４２２４号および国際公開公報第Ｗ
Ｏ０５００７１９０号に述べられている結合分子のような、ＧＩＴＲに特異的に結合し、
ＧＩＴＲアゴニストとして働く（たとえばエフェクターＴ細胞応答の上昇および／または
体液性免疫の上昇によって明らかにされる）結合分子を包含する。
【００８９】
　１つの実施形態では、ＧＩＴＲ結合分子は抗ＧＩＴＲ抗体である。標準的な組換えＤＮ
Ａ手法を使用して（ＷｉｎｔｅｒとＭｉｌｓｔｅｉｎ，Ｎａｔｕｒｅ，３４９，ｐｐ．２
９３－９９（１９９１））、様々な形態の抗ＧＩＴＲ抗体を作製することができる。
【００９０】
　ある実施形態では、ＧＩＴＲ結合分子はポリクローナル抗体であり得る。たとえば、関
連抗原とアジュバントの多回皮下注射または腹腔内注射により、哺乳動物において抗体を
惹起し得る。この免疫は、典型的には、活性化脾細胞またはリンパ球からの抗原反応性抗
体の産生を含む免疫応答を惹起する。生じた抗体を動物の血清から採取してポリクローナ
ル製剤を提供し得る。
【００９１】
　ＧＩＴＲに特異的なキメラおよび／またはヒト化結合分子（すなわちキメラおよび／ま
たはヒト化免疫グロブリン）も、本発明の方法における使用に適する。キメラおよび／ま
たはヒト化結合分子は、キメラまたはヒト化結合分子の構築のための出発物質を提供する
マウスまたは他の非ヒト結合分子と同じかまたは類似の結合特異性および親和性を有する
。
【００９２】
　キメラ結合分子は、その軽鎖および重鎖遺伝子が異なる種に属する免疫グロブリン遺伝
子セグメントから、典型的には遺伝子操作によって、構築されたものである。たとえば、
マウスモノクローナル結合分子からの遺伝子の可変（Ｖ）セグメントを、ＩｇＧ１または
ＩｇＧ４などのヒト定常（Ｃ）セグメントに連結し得る。ヒトＩｇＧ１アイソタイプが好
ましい。例示的なキメラ結合分子は、それゆえ、マウス結合分子からのＶまたは抗原結合
ドメインとヒト結合分子からのＣまたはエフェクタードメインから成るハイブリッドタン
パク質である。
【００９３】
　１つの実施形態では、本発明の方法における使用に適する結合分子は、６Ｃ８結合分子
のヒト化可変領域を含む。１つの実施形態では、本発明の結合分子は、少なくとも１つの
ヒト化６Ｃ８結合分子可変領域、たとえば軽鎖または重鎖可変領域を含む。
【００９４】
　前記に示すように、「ヒト化結合分子」という用語は、ヒト結合分子の鎖（アクセプタ
ー抗体または結合分子と称される）に由来する可変領域フレームワーク残基を含む少なく
とも１本の鎖およびマウス結合分子（ドナー抗体または結合分子と称される）に由来する
少なくとも１つの相補性決定領域を含む結合分子を指す。ヒト化結合分子は組換えＤＮＡ
技術を用いて作製することができる。たとえば、Ｈｗａｎｇ，Ｗ．Ｙ．Ｋ．ら（２００５
）Ｍｅｔｈｏｄｓ　３６：３５；Ｑｕｅｅｎら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ
．ＵＳＡ（１９８９）８６：１００２９－１００３３；Ｊｏｎｅｓら、Ｎａｔｕｒｅ（１
９８６）３２１：５２２－２５；Ｒｉｅｃｈｍａｎｎら、Ｎａｔｕｒｅ（１９８８）３３
２：３２３－２７；Ｖｅｒｈｏｅｙｅｎら、Ｓｃｉｅｎｃｅ（１９８８）２３９：１５３
４－３６；Ｏｒｌａｎｄｉら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ（１９８
９）８６：３８３３－３７；米国特許第５，２２５，５３９号、同第５，５３０，１０１
号、同第５，５８５，０８９号、同第５，６９３，７６１号、同第５，６９３，７６２号
、同第６，１８０，３７０号、Ｓｅｌｉｃｋら、国際公開公報第ＷＯ９０／０７８６１号
、およびＷｉｎｔｅｒ、米国特許第５，２２５，５３９号（すべての目的に関してそれら
の全体が参照により本明細書に組み込まれる）参照。定常領域も、存在する場合は、好ま
しくはヒト免疫グロブリンに由来する。
【００９５】
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　ある実施形態では、ヒト化抗体は、そのヌクレオチドおよびアミノ酸配列を含めて、米
国特許公報第ＵＳ２００７００９８７１９号に記載されている、ヒト化６Ｃ８またはその
抗体フラグメントである。１つの実施形態では、ヒト化抗体は、配列番号１、２または３
、４、５、６または７に示すＣＤＲの１またはそれより多くを含む。１つの実施形態では
、ヒト化抗体は、ＣＤＲ、１、２または３、４、５、６および７を含む。
【００９６】
　ヒト化結合分子は、好ましくは少なくとも１０７、１０８、１０９、１０１０、１０１

１または１０１２Ｍ－１の抗原に対する特異的結合親和性を示す。通常、抗原に対するヒ
ト化結合分子の結合親和性の上限は、ドナー免疫グロブリンの結合親和性の３倍、４倍ま
たは５倍以内である。しばしば結合親和性の下限も、ドナー免疫グロブリンの結合親和性
の３倍、４倍または５倍以内である。あるいは、結合親和性は、置換を有さないヒト化結
合分子（たとえばドナーＣＤＲとアクセプターＦＲを有するが、ＦＲ置換を有さない結合
分子）の結合親和性と比較することができる。そのような場合、最適化結合分子（置換を
有する）の結合は、好ましくは非置換結合分子の結合より少なくとも２倍から３倍大きい
、または３倍から４倍大きい。比較を行うために、様々な結合分子の活性を、たとえばＢ
ＩＡＣＯＲＥ（すなわち非標識試薬を使用した表面プラズモン共鳴）または競合結合アッ
セイによって測定することができる。
【００９７】
　ある実施形態では、ＧＩＴＲ結合分子はキメラ抗体である。１つの実施形態では、本発
明のキメラ抗体は、その内容が参照により明白に本明細書に組み込まれる、米国特許公報
第ＵＳ２００７００９８７１９号に記載されているキメラ６Ｃ８抗体であり得る。
【００９８】
　ある実施形態では、ＧＩＴＲ結合分子はモノクローナル抗体である。１つの実施形態で
は、本発明のモノクローナル抗体は、同じく米国特許公報第ＵＳ２００７００９８７１９
号に記載されているヒト化６Ｃ８抗体であり得る。
【００９９】
　もう１つの実施形態では、本発明の結合分子は、マウスヒトＧＩＴＲ結合分子、たとえ
ば６Ｃ８結合分子に由来する少なくとも１つのＣＤＲを含む。もう１つの実施形態では、
本発明の結合分子は、ラットＧＩＴＲ結合分子、たとえば２Ｆ８結合分子に由来する少な
くとも１つのＣＤＲ（たとえば１、２、３、４、５または６のＣＤＲ）を含む。本明細書
で使用される、指定タンパク質「に由来する」という用語は、ポリペプチドの起源を指す
。１つの実施形態では、特定出発ポリペプチドに由来するポリペプチドまたはアミノ酸配
列は、ＣＤＲ配列またはそれに関連する配列である。もう１つの実施形態では、特定出発
ポリペプチドに由来するポリペプチドまたはアミノ酸配列は、フレームワーク（ＦＲ）配
列またはそれに関連する配列である。１つの実施形態では、特定出発ポリペプチドに由来
するアミノ酸配列は連続していない。
【０１００】
　たとえば、１つの実施形態では、１、２、３、４、５または６のＣＤＲがマウス６Ｃ８
抗体に由来する。１つの実施形態では、本発明の結合分子は、マウス６Ｃ８抗体の少なく
とも１つの重鎖または軽鎖ＣＤＲを含む。もう１つの実施形態では、本発明の結合分子は
、マウス６Ｃ８抗体からの少なくとも２つのＣＤＲを含む。もう１つの実施形態では、本
発明の結合分子は、マウス６Ｃ８抗体からの少なくとも３つのＣＤＲを含む。もう１つの
実施形態では、本発明の結合分子は、マウス６Ｃ８抗体からの少なくとも４つのＣＤＲを
含む。もう１つの実施形態では、本発明の結合分子は、マウス６Ｃ８抗体からの少なくと
も５つのＣＤＲを含む。もう１つの実施形態では、本発明の結合分子は、マウス６Ｃ８抗
体からの少なくとも６つのＣＤＲを含む。
【０１０１】
　１つの実施形態では、本発明の結合分子は、６Ｃ８抗体またはその部分、たとえばＣＤ
Ｒのポリペプチドまたはアミノ酸配列と基本的に同一のポリペプチドまたはアミノ酸配列
を含み、前記部分は、少なくとも３～５アミノ酸、少なくとも５～１０アミノ酸、少なく
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とも１０～２０アミノ酸、少なくとも２０～３０アミノ酸、もしくは少なくとも３０～５
０アミノ酸から成るか、またはさもなければ、出発配列内にその起源を有することが当業
者に同定可能である。
【０１０２】
　もう１つの実施形態では、特定出発ポリペプチドまたはアミノ酸配列に由来するポリペ
プチドまたはアミノ酸配列は、６Ｃ８抗体またはその部分（たとえばＣＤＲ）と約８０％
、８５％、８６％、８７％、８８％、８９％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％
、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％のアミノ酸配列同一性を共有するか、または
さもなければ、出発配列内にその起源を有することが当業者に同定可能である。
【０１０３】
　また、本発明の方法における使用のための抗ＧＩＴＲ結合分子が、それが由来する分子
とアミノ酸配列において異なるように修飾され得ることは当業者に了解される。たとえば
、保存的置換または「非必須」アミノ酸残基における変化を導くヌクレオチドまたはアミ
ノ酸置換を実施して（たとえばＣＤＲおよび／またはフレームワーク残基において）、Ｇ
ＩＴＲ、たとえばヒトＧＩＴＲに結合する能力を維持し得る、高め得るまたは低下させ得
る。
【０１０４】
　ポリペプチドの非天然変異体をコードする単離核酸分子は、１またはそれより多いアミ
ノ酸置換、付加または欠失がコードされるタンパク質に導入されるように、１またはそれ
より多いヌクレオチド置換、付加または欠失を結合分子のヌクレオチド配列に導入するこ
とによって創製できる。変異は、部位特異的変異誘発およびＰＣＲを介した変異誘発など
の標準的手法によって導入し得る。１つの実施形態では、保存的アミノ酸置換は、１また
はそれより多い非必須アミノ酸残基において行われる。「保存的アミノ酸置換」は、アミ
ノ酸残基が、類似側鎖を有するアミノ酸残基で置き換えられているものである。類似側鎖
を有するアミノ酸残基のファミリーは当技術分野において定義されており、塩基性側鎖を
有するアミノ酸（たとえばリシン、アルギニン、ヒスチジン）、酸性側鎖を有するアミノ
酸（たとえばアスパラギン酸、グルタミン酸）、非荷電極性側鎖を有するアミノ酸（たと
えばグリシン、アスパラギン、グルタミン、セリン、トレオニン、チロシン、システイン
）、非極性側鎖を有するアミノ酸（たとえばアラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン
、プロリン、フェニルアラニン、メチオニン、トリプトファン）、β分枝側鎖を有するア
ミノ酸（たとえばトレオニン、バリン、イソロイシン）、および芳香族側鎖を有するアミ
ノ酸（たとえばチロシン、フェニルアラニン、トリプトファン、ヒスチジン）を有するア
ミノ酸を含む。それゆえ、結合分子ポリペプチド内の非必須アミノ酸残基を同じ側鎖ファ
ミリーからの別のアミノ酸残基で置き換え得る。もう１つの実施形態では、一続きのアミ
ノ酸を、側鎖ファミリーメンバーの順序および／または組成において異なる構造的に類似
の一続きのアミノ酸で置き換えることができる。
【０１０５】
　あるいは、もう１つの実施形態では、変異を結合分子コード配列の全部または一部に沿
ってランダムに導入し得る。
【０１０６】
　本発明の方法における使用のための好ましい結合分子は、ヒトアミノ酸配列に由来する
フレームワーク領域および定常領域のアミノ酸配列を含む。しかし、結合分子は、別の哺
乳動物種に由来するフレームワーク領域および／または定常領域の配列を含み得る。たと
えば、霊長類のフレームワーク領域（たとえば非ヒト霊長類）、重鎖部分および／または
ヒンジ部分を対象結合分子に含め得る。１つの実施形態では、１またはそれより多いマウ
スアミノ酸が結合ポリペプチドのフレームワーク領域内に存在し得る、たとえば、ヒトま
たは非ヒト霊長類フレームワークアミノ酸配列が、対応するマウスアミノ酸残基が存在す
る１またはそれより多いアミノ酸置換および／または復帰変異を含み得る。本発明の好ま
しい結合分子は、出発６Ｃ８マウス抗体よりも免疫原性が低い。
【０１０７】
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　モノクローナル抗体の作製は周知の工程であり（Ｋｏｈｌｅｒら、Ｎａｔｕｒｅ，２５
６：４９５（１９７５））、抗原を注射した哺乳動物からの比較的短命または致死的なリ
ンパ球を不死腫瘍細胞系（たとえば骨髄腫細胞系）と融合させ、それにより、不死であり
且つＢ細胞の遺伝的にコードされた抗体を産生することができるハイブリッド細胞または
「ハイブリドーマ」を生成する。生じたハイブリッド細胞を選択、希釈および再増殖によ
って単一の遺伝子株に分離し、各々の個別株は、単一抗体の形成のための特異的な遺伝子
を含む。それらは所望抗原に対する均一な抗体を産生し、それらの純粋な遺伝的起源に基
づき、「モノクローナル」と称される。
【０１０８】
　このようにして作製されたハイブリドーマ細胞を、好ましくは融合していない親骨髄腫
細胞の増殖または生存を阻害する１またはそれより多い物質を含有する適切な培地に接種
して増殖させる。当業者は、ハイブリドーマの形成、選択および成長のための試薬、細胞
系および培地が数多くの供給元から市販されており、標準化されたプロトコールが広く確
立されていることを認識する。一般に、ハイブリドーマ細胞が増殖している培地を、所望
抗原に対するモノクローナル抗体の産生に関して検定する。好ましくは、ハイブリドーマ
細胞によって産生されるモノクローナル抗体の結合特異性を、免疫沈降法によってまたは
放射免疫検定法（ＲＩＡ）もしくは酵素免疫検定法（ＥＬＩＳＡ）などのインビトロアッ
セイによって決定する。所望の特異性、親和性および／または活性を有する抗体を産生す
るハイブリドーマ細胞を同定した後、クローンを限界希釈法によってサブクローニングし
、標準的な方法によって増殖させ得る（Ｇｏｄｉｎｇ，Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉ
ｂｏｄｉｅｓ：Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ，ｐｐ　５９－１０３
（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，１９８６））。サブクローンによって分泌されたモノ
クローナル抗体を、たとえばプロテインＡ、ヒドロキシルアパタイトクロマトグラフィー
、ゲル電気泳動、透析または親和性などの従来の精製手順によって培地、腹水液または血
清から分離し得ることがさらに認識される。
【０１０９】
　もう１つの実施形態では、所望モノクローナル抗体をコードするＤＮＡを、従来の手順
を用いて（たとえばマウス抗体の重鎖および軽鎖をコードする遺伝子に特異的に結合する
ことができるオリゴヌクレオチドプローブを使用することによって）容易に単離し、配列
決定し得る。単離され、サブクローニングされたハイブリドーマ細胞は、そのようなＤＮ
Ａの好ましい供給源として役立つ。ひとたび単離されれば、ＤＮＡを発現ベクターに組み
込み、次にそれを、さもなければ免疫グロブリンを産生しない大腸菌細胞、サルＣＯＳ細
胞、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞または骨髄腫細胞などの原核または真核
宿主細胞にトランスフェクトする。より詳細には、単離したＤＮＡ（本明細書で述べるよ
うに修飾されていてもよい）を、参照により本明細書に組み込まれる、１９９５年１月２
５日出願の、Ｎｅｗｍａｎら、米国特許第５，６５８，５７０号に記載されているように
抗体の製造のための定常領域および可変領域配列をクローニングするために使用し得る。
基本的に、これは、選択細胞からのＲＮＡの抽出、ｃＤＮＡへの変換、およびＩｇ特異的
プライマーを使用したＰＣＲによる増幅を必要とする。このための適切なプライマーも、
同じく米国特許第５，６５８，５７０号に述べられている。以下でさらに詳細に論じるよ
うに、免疫グロブリンの臨床および商業的供給を提供するために所望抗体を発現する形質
転換細胞を比較的大量に増殖させ得る。
【０１１０】
　当業者はまた、抗体または抗体フラグメントをコードするＤＮＡが、たとえばｐｄファ
ージまたはＦｄファージミド技術を使用して、抗体ファージライブラリーからも誘導され
得ることを認識する。例示的な方法は、たとえば、各々が参照により本明細書に組み込ま
れる、欧州特許第ＥＰ３６８　６８４　Ｂ１号；米国特許第５，９６９，１０８号、Ｈｏ
ｏｇｅｎｂｏｏｍ，Ｈ．Ｒ．とＣｈａｍｅｓ．２０００．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｔｏｄａｙ　
２１：３７１；Ｎａｇｙら、２００２．Ｎａｔ．Ｍｅｄ．８：８０１；Ｈｕｉｅら、２０
０１．Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９８：２６８２；Ｌｕｉら、２
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００２．Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．３１５：１０６３に記載されている。いくつかの公表文
献（たとえばＭａｒｋｓら、Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１０：７７９－７８３（１
９９２））は、鎖シャフリングによる高親和性ヒト抗体の生産、ならびに大きなファージ
ライブラリーを構築するための方策としてコンビナトリアル感染およびインビボでの組換
えを述べている。もう１つの実施形態では、リボソームディスプレイが、ディスプレイプ
ラットフォームとしてバクテリオファージを置き換えるために使用できる（たとえばＨａ
ｎｅｓら、２０００．Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．１８：１２８７；Ｗｉｌｓｏｎら
、２００１．Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９８：３７５０；または
Ｉｒｖｉｎｇら、２００１　Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　２４８：３１参照）
。さらにもう１つの実施形態では、細胞表面ライブラリーを抗体に関してスクリーニング
することができる（Ｂｏｄｅｒら、２０００．Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．
ＵＳＡ　９７：１０７０１；Ｄａｕｇｈｅｒｔｙら、２０００　Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍ
ｅｔｈｏｄｓ　２４３：２１１）。そのような手順は、モノクローナル抗体の単離とその
後のクローニングのための伝統的なハイブリドーマ手法の代替法を提供する。
【０１１１】
　本発明のさらなる他の実施形態は、１またはそれより多いヒト免疫グロブリン導入遺伝
子を保持するトランスジェニック動物などの、非ヒト動物におけるヒト抗体または実質的
ヒト抗体の生成を含む。そのような動物は、参照により本明細書に組み込まれる、米国特
許第５，５６９，８２５号、国際公開公報第ＷＯ０００７６３１０号、同第ＷＯ０００５
８４９９号および同第ＷＯ０００３７５０４号に記載されているように、ハイブリドーマ
を生産するための脾細胞の供給源として使用し得る。
【０１１２】
　組換え抗体を作製するためのさらにもう１つの極めて効率的な手段は、Ｎｅｗｍａｎ，
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，１０：１４５５－１４６０（１９９２）によって開示され
る。詳細には、この手法は、サル可変ドメインとヒト定常配列を含む霊長類化抗体の生成
をもたらす。この参考文献は、その全体が参照により本明細書に組み込まれる。さらに、
この手法はまた、各々が参照により本明細書に組み込まれる、同一出願人による米国特許
第５，６５８，５７０号、同第５，６９３，７８０号および同第５，７５６，０９６号に
も記載されている。
【０１１３】
　もう１つの実施形態では、リンパ球を顕微操作によって選択し、可変遺伝子を単離する
ことができる。たとえば、免疫した哺乳動物から末梢血単核細胞を単離し、インビトロで
約７日間培養することができる。培養物を、スクリーニング判定基準を満たす特異的Ｉｇ
Ｇに関してスクリーニングすることができる。陽性ウエルからの細胞を単離することがで
きる。個々のＩｇ産生Ｂ細胞は、ＦＡＣＳによってまたは補体媒介性溶血プラークアッセ
イにおいてそれらを同定することによって単離できる。Ｉｇ産生Ｂ細胞を顕微操作によっ
て管に入れ、たとえばＲＴ－ＰＣＲを使用して、ＶｈおよびＶｌ遺伝子を増幅することが
できる。ＶＨおよびＶＬ遺伝子を抗体発現ベクターにクローニングし、発現のために細胞
（たとえば真核または原核細胞）にトランスフェクトすることができる。
【０１１４】
　あるいは、抗体産生細胞系は、当業者に周知の手法を使用して選択し、培養し得る。そ
のような手法は、様々な実験室マニュアルおよび主要出版物（ｐｒｉｍａｒｙ　ｐｕｂｌ
ｉｃａｔｉｏｎｓ）において記述されている。これに関して、以下で述べるような本発明
における使用に適する手法は、補遺を含めてその全体が参照により本明細書に組み込まれ
る、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，Ｃｏｌｉｇａ
ｎら編集、Ｇｒｅｅｎ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ　ａｎｄ　Ｗｉｌ
ｅｙ－Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　ａｎｄ　Ｓｏｎｓ，Ｎｅｗ　
Ｙｏｒｋ（１９９１）に記載されている。
【０１１５】
　可変および定常領域ドメインは、既存の供給源から（たとえば本明細書で述べる抗ＧＩ
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ＴＲ抗体の１またはそれより多くから）入手して、本発明の修飾結合分子に組み込むこと
ができる。たとえば、抗体をクローニングするために、ｍＲＮＡをハイブリドーマ細胞、
脾細胞またはリンパ細胞から単離し、ＤＮＡに逆転写して、抗体遺伝子をＰＣＲによって
増幅することができる。ＰＣＲは、コンセンサス定常領域プライマーによってまたは公表
されている重鎖および軽鎖ＤＮＡおよびアミノ酸配列に基づくより特異的なプライマーに
よって開始させ得る。ＰＣＲはまた、抗体軽鎖および重鎖をコードするＤＮＡクローンを
単離するためにも使用し得る。この場合、ライブラリーをコンセンサスプライマーまたは
マウス定常領域プローブなどのより大きな相同プローブによってスクリーニングし得る。
抗体遺伝子の増幅に適する数多くのプライマーセットが当技術分野において公知である（
たとえば、精製抗体のＮ末端配列に基づく５’プライマー（ＢｅｎｈａｒとＰａｓｔａｎ
．１９９４．Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　７：１５０９）；ｃＤＮＡ末端
の迅速増幅（Ｒｕｂｅｒｔｉ，Ｆ．ら、１９９４．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ
　１７３：３３）；抗体リーダー配列（Ｌａｒｒｉｃｋら、１９８９　Ｂｉｏｃｈｅｍ．
Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｒｅｓ．Ｃｏｍｍｕｎ．１６０：１２５０）；またはＫａｂａｔからの
公知の可変領域フレームワークアミノ酸配列（Ｋａｂａｔら、１９９１．Ｓｅｑｕｅｎｃ
ｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ
．Ｂｅｔｈｅｓｄａ，ＭＤ：ＪＳ　Ｄｅｐ．Ｈｅａｌｔｈ　Ｈｕｍ．Ｓｅｒｖ．第５版）
もしくはＶ塩基データベース（たとえばＯｒｌａｎｄｉら、１９８９．Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ
ｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８６：３８３３；Ｓｂｌａｔｔｅｒｏら、１９９８．Ｉ
ｍｍｕｎｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　３：２７１；もしくはＫｒｅｂｂｅｒら、１９９７．
Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　２０１：３５）に基づく）。特定エフェクター機
能を有する（もしくは特定エフェクター機能を欠く）または免疫原性を低下させる特定修
飾を含む定常領域ドメインを選択することができる。可変および定常ドメインは、たとえ
ば、ポリメラーゼ連鎖反応および対象ドメインを増幅するように選択されるプライマーを
使用して、クローニングすることができる。ＰＣＲ増幅法は、米国特許第４，６８３，１
９５号、同第４，６８３，２０２号、同第４，８００，１５９号、同第４，９６５，１８
８号、および、たとえば“ＰＣＲ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ：Ａ　Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｍｅｔ
ｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ”Ｉｎｎｉｓら編集、Ａｃａｄｅｍｉｃ　
Ｐｒｅｓｓ，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ（１９９０）；Ｈｏら、１９８９．Ｇｅｎｅ　７
７：５１；Ｈｏｒｔｏｎら、１９９３．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｅｎｚｙｍｏｌ．２１７：２７
０）において詳細に説明されている。
【０１１６】
　あるいは、Ｖドメインは、選択動物からのＶ遺伝子配列のライブラリーから得ることが
できる。ドメインのランダムな組合せ、たとえばＶＨドメインとＶＬドメインを発現する
ライブラリーを、所望結合特性を有するエレメントを同定するために所望抗原でスクリー
ニングすることができる。そのようなスクリーニングの方法は当技術分野において周知で
ある。たとえば、抗体遺伝子レパートリーをλバクテリオファージ発現ベクターにクロー
ニングすることができる（Ｈｕｓｅ，ＷＤら、１９８９．Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４７６：１
２７５）。加えて、その表面に抗体を発現する細胞（ＢｏｄｅｒとＷｉｔｔｒｕｐ．１９
９７．Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．１５：５５３；Ｄａｕｇｔｈｅｒｔｙ，Ｐ．ら、
２０００．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ．２４３：２１１；Ｆｒａｎｃｉｓｃｏ
ら、１９９４．Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９０：１０４４４；Ｇ
ｅｏｒｇｉｏｕら、１９９７．Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１５：２９
）またはウイルス（たとえばＨｏｏｇｅｎｂｏｏｍ，ＨＲ．１９９８　Ｉｍｍｕｎｏｔｅ
ｃｈｎｏｌｏｇｙ　４：１；Ｗｉｎｔｅｒら、１９９４．Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎ
ｏｌ．１２：４３３；Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓ，ＡＤ．１９９８．Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｂｉ
ｏｔｅｃｈｎｏｌ．９：１０２）をスクリーニングすることができる。リボソームディス
プレイも抗体ライブラリーをスクリーニングするために使用できる（Ｈａｎｅｓ　Ｊ．ら
、１９９８．Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９５：１４１３０；Ｈａ
ｎｅｓ，Ｊ．とＰｌｕｃｋｔｈｕｎ．１９９９．Ｃｕｒｒ．Ｔｏｐ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ
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．Ｉｍｍｕｎｏｌ．２４３：１０７；Ｈｅ，Ｍ．とＴａｕｓｓｉｇ．１９９７．Ｎｕｃｌ
ｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　２５：５１３２）。
【０１１７】
　スクリーニングのための好ましいライブラリーはヒトＶ遺伝子ライブラリーである。非
ヒト供給源からのＶＬおよびＶＨドメインも使用し得る。１つの実施形態では、そのよう
な非ヒトＶドメインを、当技術分野で認められている手法を用いてそれらの免疫原性を低
減するように変化させることができる。
【０１１８】
　ライブラリーは、ナイーブ、免疫被験体から、または半合成であり得る（Ｈｏｏｇｅｎ
ｂｏｏｍ，Ｈ．Ｒ．とＷｉｎｔｅｒ．１９９２．Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２２７：３８１
；Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓ，ＡＤら、ＥＭＢＯ　Ｊ．１３：３２４５；ｄｅ　Ｋｒｕｉｆ，Ｊ
．ら、１９９５．Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２４８：９７；Ｂａｒｂａｓ，Ｃ．Ｆ．ら、１
９９２．Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８９：４４５７）。
【０１１９】
　加えて、多くの抗体ＶおよびＣドメインの配列が公知であり、そのようなドメインは当
技術分野で周知の方法を用いて合成できる。１つの実施形態では、より大きな不均一性を
有する核酸分子のライブラリーを創製するために免疫グロブリンドメインに変異を導入す
ることができる（Ｔｈｏｍｐｓｏｎ，Ｊ．ら、１９９６．Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２５６
：７７；Ｌａｍｍｉｎｍａｋｉ，Ｕ．ら、１９９９．Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２９１：５
８９；Ｃａｌｄｗｅｌｌ，Ｒ．Ｃ．とＪｏｙｃｅ　ＧＦ．１９９２．ＰＣＲ　Ｍｅｔｈｏ
ｄｓ　Ａｐｐｌ．２：２８；Ｃａｌｄｗｅｌｌ　ＲＣとＪｏｙｃｅ　ＧＦ．１９９４．Ｐ
ＣＲ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ａｐｐｌ．３：Ｓ１３６）。標準的なスクリーニング手順を使用
して高親和性変異体を選択することができる。もう１つの実施形態では、たとえば、当技
術分野で公知の手法を用いて結晶構造から得られる情報を利用して、抗体アビディティー
を高めるまたは低下させるためにＶＨおよびＶＬ配列に変化を生じさせることができる。
【０１２０】
　抗原認識部位または可変領域全体が１またはそれより多い親抗体に由来し得る。親抗体
は、天然に生じる抗体または抗体フラグメント、天然に生じる抗体から適合させた抗体ま
たは抗体フラグメント、ＧＩＴＲに特異的であることが公知の抗体または抗体フラグメン
トの配列を利用して新たに構築された抗体を包含し得る。親抗体に由来し得る配列は、重
鎖および／または軽鎖可変領域および／またはそのＣＤＲ、フレームワーク領域もしくは
他の部分を包含する。
【０１２１】
　１つの実施形態では、ＧＩＴＲ結合分子はヒト化抗体である。ヒト化抗体を作製するた
め、動物を所望抗原で免疫し、対応する抗体を単離して、特異的抗原結合に関与する可変
領域配列の部分を除去する。動物由来の抗原結合領域を、次に、抗原結合領域が欠失して
いるヒト抗体遺伝子の適切な位置にクローニングする。たとえばＪｏｎｅｓ，Ｐ．ら（１
９８６）Ｎａｔｕｒｅ　３２１，５２２－５２５またはＴｅｍｐｅｓｔら（１９９１）Ｂ
ｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　９，２６６－２７３参照。また、トランスジェニックマウス
または他の哺乳動物も、ヒト化抗体を発現するために使用し得る。そのようなヒト化は部
分的または完全であり得る。ヒト化抗体は、ヒト抗体における異種（種間）配列の使用を
最小限に抑え、処置される被験体において免疫応答を惹起する可能性がより低い。
【０１２２】
　１つの実施形態では、本発明の結合分子は、抗体の抗原結合フラグメントを含むまたは
抗体の抗原結合フラグメントから成る。「抗原結合フラグメント」という用語は、抗原に
結合するまたは抗原結合（すなわち特異的結合）に関して無傷抗体（すなわちそれらが由
来する無傷抗体）と競合する免疫グロブリンまたは抗体のポリペプチドフラグメントを指
す。本明細書で使用される、抗体分子の「フラグメント」という用語は、抗体の抗原結合
フラグメント、たとえば抗体軽鎖（ＶＬ）、抗体重鎖（ＶＨ）、一本鎖抗体（ｓｃＦｖ）
、Ｆ（ａｂ’）２フラグメント、Ｆａｂフラグメント、Ｆｄフラグメント、Ｆｖフラグメ
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ント、および単一ドメイン抗体フラグメント（ＤＡｂ）を包含する。フラグメントは、た
とえば、無傷もしくは完全抗体または抗体鎖の化学的もしくは酵素的処理を介してまたは
組換え手段によって得ることができる。
【０１２３】
　１つの実施形態では、本発明の結合分子は、操作されたまたは修飾された抗体である。
操作された形態の抗体は、たとえばミニボディ、ダイアボディ、ＣＨ３分子に融合したダ
イアボディ、四価抗体、イントラダイアボディ（たとえばＪｅｎｄｒｅｙｋｏら、２００
３．Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７８：４７８１３）、二重特異性抗体、融合タンパク質
（たとえば抗体サイトカイン融合タンパク質）、または二重特異性抗体を含む。他の免疫
グロブリン（Ｉｇ）およびその特定変異体は、たとえば米国特許第４，７４５，０５５号
；欧州特許第ＥＰ２５６，６５４号；Ｆａｕｌｋｎｅｒら、Ｎａｔｕｒｅ　２９８：２８
６（１９８２）；欧州特許第ＥＰ１２０，６９４号；欧州特許第ＥＰ１２５，０２３号；
Ｍｏｒｒｉｓｏｎ，Ｊ．Ｉｍｍｕｎ．１２３：７９３（１９７９）；Ｋｏｈｌｅｒら、Ｐ
ｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　７７：２１９７（１９８０）；Ｒａｓｏ
ら、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．４１：２０７３（１９８１）；Ｍｏｒｒｉｓｏｎら、Ａｎｎ
．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．２：２３９（１９８４）；Ｍｏｒｒｉｓｏｎ，Ｓｃｉｅｎｃ
ｅ　２２９：１２０２（１９８５）；Ｍｏｒｒｉｓｏｎら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａ
ｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８１：６８５１（１９８４）；欧州特許第ＥＰ２５５，６９４号；
欧州特許第ＥＰ２６６，６６３号；および国際公開公報第ＷＯ８８／０３５５９号に記載
されている。再集合された（ｒｅａｓｓｏｒｔｅｄ）免疫グロブリン鎖も公知である。た
とえば米国特許第４，４４４，８７８号；国際公開公報第ＷＯ８８／０３５６５号；およ
び欧州特許第ＥＰ６８，７６３号ならびにそれらの中で引用されている参考文献参照。
【０１２４】
　１つの実施形態では、本発明の修飾抗体はミニボディである。ミニボディは、各々がＳ
ｃＦｖ分子（１またはそれより多い抗原結合部位、たとえば連結ペプチドを介してＣＨ３
ドメインに融合されたＶＨドメインに、柔軟なリンカーによって連結されたＶＬドメイン
を含む単一ポリペプチド）を含有する、２本のポリペプチド鎖で作られた二量体分子であ
る。
【０１２５】
　ＳｃＦｖ分子は、ＶＨ－リンカー－ＶＬ方向またはＶＬ－リンカー－ＶＨ方向で構築す
ることができる。
【０１２６】
　抗原結合部位を構成するＶＬドメインとＶＨドメインを連結する柔軟なヒンジは、好ま
しくは約１０～約５０アミノ酸残基を含む。このための例示的な連結ペプチドは（Ｇｌｙ
４Ｓｅｒ）３である（Ｈｕｓｔｏｎら、１９８８．Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃ
ｉ．ＵＳＡ　８５：５８７９）。他の連結ペプチドは当技術分野において公知である。
【０１２７】
　一本鎖抗体を作製する方法は当技術分野において周知であり、たとえば、Ｈｏら、１９
８９．Ｇｅｎｅ　７７：５１；Ｂｉｒｄら、１９８８　Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４２：４２３
；Ｐａｎｔｏｌｉａｎｏら、１９９１．Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　３０：１０１１７；
Ｍｉｌｅｎｉｃら、１９９１．Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　５１：６３６３；Ｔａ
ｋｋｉｎｅｎら、１９９１．Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　４：８３７に記
載されている。
【０１２８】
　ミニボディは、ＳｃＦｖ成分を構築し、当技術分野で記述されている方法（たとえば米
国特許第５，８３７，８２１号または国際公開公報第ＷＯ９４／０９８１７Ａ１号参照）
を使用してペプチド－ＣＨ３成分を結合することによって作製できる。これらの成分を別
々のプラスミドから制限フラグメントとして単離し、その後適切なベクターに連結して再
クローニングすることができる。適切な構築は、制限消化とＤＮＡ配列分析によって確認
できる。
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【０１２９】
　ダイアボディはｓｃＦｖ分子に類似するが、通常、同じポリペプチド鎖上のＶＬドメイ
ンとＶＨドメインが相互作用することができないように、両方のＶドメインを連結する短
い（１０未満、好ましくは１～５）アミノ酸残基のリンカーを有する。その代わりに、一
方のポリペプチド鎖のＶＬドメインおよびＶＨドメインは、２番目のポリペプチド鎖上の
ＶＨドメインおよびＶＬドメインと（それぞれ）相互作用する（国際公開公報第ＷＯ０２
／０２７８１号）。１つの実施形態では、本発明の結合分子は、少なくとも１つの重鎖部
分に融合したダイアボディである。好ましい実施形態では、本発明の結合分子は、ＣＨ３
ドメインに融合したダイアボディである。
【０１３０】
　他の形態の修飾抗体も本発明の範囲内である（たとえば国際公開公報第ＷＯ０２／０２
７８１　Ａ１号；第５，９５９，０８３号；第６，４７６，１９８　Ｂ１号；米国特許公
報第２００２／０１０３３４５　Ａ１号；国際公開公報第ＷＯ００／０６６０５号；Ｂｙ
ｒｎら、１９９０．Ｎａｔｕｒｅ．３４４：６６７－７０；ＣｈａｍｏｗとＡｓｈｋｅｎ
ａｚｉ．１９９６．Ｔｒｅｎｄｓ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．１４：５２）。
【０１３１】
　１つの実施形態では、本発明のＧＩＴＲ結合分子は、１もしくはそれ以上のグリコシル
化部位を変化させるように修飾されるか、または１もしくはそれ以上のグリコシル化部位
を変化させない１もしくはそれ以上の他のアミノ酸置換によって修飾される。たとえば、
アミノ酸配列Ａｓｎ－Ｘ－（Ｓｅｒ／Ｔｈｒ）は結合分子の生成に影響を及ぼし得るグリ
コシル化部位についての推定上のコンセンサス配列であるので、グルタミン（Ｇｌｎ）に
よるアスパラギン（Ａｓｎ）の保存的置換を行い得る。
【０１３２】
　１つの実施形態では、本発明の結合分子は免疫グロブリン定常領域を含有する。定常領
域がいくつかのエフェクター機能を媒介することは当技術分野において公知である。たと
えば、結合分子への補体のＣ１成分の結合は補体系を活性化する。補体の活性化は、細胞
病原体のオプソニン化および溶解において重要である。補体の活性化はまた、炎症応答を
刺激し、自己免疫性過敏症にも関与し得る。さらに、結合分子はＦｃ領域を介して細胞に
結合し、結合分子のＦｃ領域上のＦｃ受容体部位が細胞上のＦｃ受容体（ＦｃＲ）に結合
する。ＩｇＧ（γ受容体）、ＩｇＥ（ε受容体）ＩｇＡ（α受容体）およびＩｇＭ（μ受
容体）を含む、種々のクラスの結合分子に特異的な多くのＦｃ受容体が存在する。細胞表
面上のＦｃ受容体への結合分子の結合は、結合分子で被覆された粒子の貪食と破壊、免疫
複合体のクリアランス、キラー細胞による結合分子で被覆された標的細胞の溶解（抗体依
存性細胞傷害またはＡＤＣＣと呼ばれる）、炎症メディエイターの放出、胎盤通過および
免疫グロブリン産生の制御を含む、多くの重要且つ多様な生物学的応答の引き金を引く。
【０１３３】
　１つの実施形態では、エフェクター機能を、たとえば、標的細胞を減少させることがで
きないと思われるＩｇＧ４結合分子の定常領域を使用することによって、またはエフェク
ター機能にとって重要なＦｃ領域内の残基が当技術分野で公知の手法、たとえば米国特許
第５，５８５，０９７号の手法を用いて変異されているＦｃ変異体を作製することによっ
て、排除または低減し得る。たとえば、定常領域ドメインの欠失または不活性化（点変異
または他の手段を介した）は血中の修飾結合分子のＦｃ受容体結合を低下させ、それによ
って腫瘍の局在化を高め得る。加えて、Ｆｃ上の潜在的グリコシル化部位を除去するアミ
ノ酸置換は、Ｆｃ受容体結合を低下させ得る（たとえばＳｈｉｅｌｄｓら（２００１）Ｊ
　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ　２７６：６５９１参照）。１つの実施形態では、Ｎ２９７Ａ置換
を行う。もう１つの実施形態では、Ｌ２３５Ａ置換およびＬ２３７Ａ置換を行う。さらに
もう１つの実施形態では、Ｌ２３４Ａ置換およびＬ２３５Ａ置換を行う。もう１つの実施
形態では、Ｅ２３３Ｐ置換を行う。もう１つの実施形態では、Ｌ２３４Ｖ置換を行う。も
う１つの実施形態では、Ｌ２３５Ａ置換を行う。もう１つの実施形態では、Ｃ２３６を欠
失させる。もう１つの実施形態では、Ｐ２３８Ａ置換を行う。もう１つの実施形態では、
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Ｄ２６５Ａ置換を行う。もう１つの実施形態では、Ｎ２９７Ａ置換を行う。もう１つの実
施形態では、Ａ３２７Ｑ置換を行う。もう１つの実施形態では、Ｐ３２９Ａ置換を行う。
前記で列挙したアミノ酸位置は、ＥＵナンバリングシステム（たとえばＫａｂａｔら（１
９９１）Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａ
ｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ、第５版、Ｕｎｉｔｅｄ　Ｓｔａｔｅｓ　Ｐｕｂｌｉｃ　Ｈｅａｌ
ｔｈ　Ｓｅｒｖｉｃｅ，Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ
，Ｂｅｔｈｅｓｄａ）に基づく。
【０１３４】
　別の場合には、本発明と一致する定常領域修飾は、補体結合を抑えるおよび／または血
清半減期を短縮することがあり得る。定常領域のさらなる他の修飾は、ジスルフィド結合
またはオリゴ糖部分を修飾して、抗原特異性の上昇または結合分子の柔軟性上昇による局
在化増強を可能にするために使用し得る。より一般的には、当業者は、本明細書で述べる
ように修飾された結合分子が、容易に認識され得るまたは認識され得ない多くの微妙な作
用を及ぼし得ることを理解する。しかし、腫瘍の局在化、生体分布および血清半減期など
の、修飾の結果として生じる生理的プロフィール、バイオアベイラビリティーおよび他の
生化学的作用は、過度の実験を必要とせずに周知の免疫学的手法を用いて容易に測定し、
定量化し得る。
【０１３５】
　１つの実施形態では、本発明の結合分子は、誘導体化するまたは別の機能的分子（たと
えば別のペプチドもしくはタンパク質）に連結することができる。従って、本発明の結合
分子は、免疫接着分子を含む、本明細書で述べる誘導体化形態およびその他の方法で修飾
された形態のＧＩＴＲ結合分子を包含する。たとえば、本発明の結合分子は、別の結合分
子（たとえばｓｃＦｖ抗体、二重特異性抗体またはダイアボディ）、検出可能物質、化学
療法剤（たとえば本明細書で述べるような）、薬剤、および／または結合分子と別の分子
の会合を媒介することができるタンパク質またはペプチド（ストレプトアビジンコア領域
またはポリヒスチジンタグなど）などの、１またはそれより多い他の分子実体に機能的に
連結することができる（化学結合、遺伝子融合、非共有結合その他によって）。
【０１３６】
　１つの実施形態では、本発明の結合分子はポリエチレングリコールで修飾される。「Ｐ
ＥＧ化」は、インビボでの滞留時間を高め、免疫原性を低下させる。たとえば、Ｋｎａｕ
ｆら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，２６３：１５０６４－１５０７０（１９８８）は、イ
ンターロイキン２の様々なポリオキシル化グリセロールおよびポリエチレングリコール修
飾種のラットにおける薬力学的挙動の試験を報告した。Ｄｅｌｇａｄｏら、Ｂｒ．Ｊ．Ｃ
ａｎｃｅｒ，７３：１７５－１８２（１９９６）、Ｋｉｔａｍｕｒａら、Ｃａｎｃｅｒ　
Ｒｅｓ．，５１：４３１０－４３１５（１９９１）、Ｋｉｔａｍｕｒａら、Ｂｉｏｃｈｅ
ｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｒｅｓ．Ｃｏｍｍ．，１７１：１３８７－１３９４（１９９０）、
およびＰｅｄｌｅｙら、Ｂｒ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ，７０：１１２６－１１３０（１９９４
）は、低分子量（５ｋＤ）ＰＥＧで誘導体化された特定の抗腫瘍抗原抗体または抗体フラ
グメントの血液クリアランスおよび組織取り込みを特徴づける試験を報告した。Ｚａｐａ
ｔａら、ＦＡＳＥＢ　Ｊ．９：Ａ１４７９（１９９５）は、Ｆａｂ’フラグメントのヒン
ジ領域内のスルフヒドリル基に結合された低分子量（５または１０ｋＤ）ＰＥＧが、親Ｆ
ａｂ’分子と比較してクリアランスを低下させることを報告した。
【０１３７】
　１つのタイプの誘導体化結合分子は、２またはそれより多い結合分子（同じ種類の、ま
たは、たとえば二重特異性抗体を作製するための、異なる種類の）を架橋することによっ
て生成される。適切な架橋剤は、適切なスペーサー（たとえばｍ－マレイミドベンゾイル
－Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエステル）によって分離された２つの異なる反応性基を
有するヘテロ二官能性架橋剤またはホモ二官能性架橋剤（たとえばスベリン酸ジスクシン
イミジル）を包含する。そのような架橋剤はＰｉｅｒｃｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏｍｐ
ａｎｙ，Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，ＩＬより入手可能である。
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【０１３８】
　本発明の結合分子は、宿主細胞における免疫グロブリン軽鎖および重鎖遺伝子の組換え
発現によって作製できる。結合分子を組換え発現するために、免疫グロブリン軽鎖および
重鎖が宿主細胞において発現され、好ましくは宿主細胞が培養される培地中に分泌され、
その培地から結合分子を回収することができるように、結合分子の免疫グロブリン軽鎖お
よび重鎖をコードするＤＮＡフラグメントを担持する１またはそれより多い組換え発現ベ
クターで宿主細胞をトランスフェクトする。抗体重鎖および軽鎖遺伝子を入手して、これ
らの遺伝子を組換え発現ベクターに組み込み、ベクターを宿主細胞に導入するために、Ｓ
ａｍｂｒｏｏｋ，ＦｒｉｔｓｃｈおよびＭａｎｉａｔｉｓ（編集）、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
　Ｃｌｏｎｉｎｇ；Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、第２版、Ｃｏｌｄ　Ｓｐ
ｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．（１９８９）、Ａｕｓｕｂｅｌ，Ｆ．Ｍ．ら（編集）
Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｇ
ｒｅｅｎｅ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ（１９８９）およびＢｏｓｓ
らによる米国特許第４，８１６，３９７号に述べられているような、標準的組換えＤＮＡ
法を使用する。
【０１３９】
　本発明の結合分子を発現するため、部分または完全長軽鎖および重鎖をコードするＤＮ
Ａを、当技術分野で周知の方法を使用して遺伝子が転写および翻訳制御配列に作動可能に
連結されるように発現ベクター（単数または複数）に挿入し得る。これに関して、「作動
可能に連結される」という用語は、結合分子遺伝子が、ベクター内の転写および翻訳制御
配列が結合分子遺伝子の転写および翻訳を調節するというそれらの意図された機能を果た
すようにベクターに連結されることを意味する。１つの実施形態では、発現ベクターおよ
び発現制御配列は、使用される発現宿主細胞と適合性であるように選択される。結合分子
軽鎖遺伝子と結合分子重鎖遺伝子は別々のベクターに挿入され得るか、またはより典型的
には、両方の遺伝子が同じ発現ベクターに挿入される。結合分子遺伝子は、標準的な方法
（たとえば結合分子遺伝子フラグメントおよびベクター上の相補的制限部位の連結、また
は制限部位が存在しない場合は平滑末端連結）によって発現ベクターに挿入され得る。結
合分子軽鎖または重鎖配列の挿入以前に、発現ベクターが既に結合分子定常領域配列を担
持していることがある。たとえば、ＶＨおよびＶＬ配列を完全長結合分子遺伝子に変換す
るための１つのアプローチは、ＶＨセグメントがベクター内のＣＨセグメントに作動可能
に連結され、ＶＬセグメントがベクター内のＣＬセグメントに作動可能に連結されるよう
に、それぞれ重鎖定常領域および軽鎖定常領域を既にコードする発現ベクターにそれらを
挿入することである。加えてまたはあるいは、組換え発現ベクターは、宿主細胞からの結
合分子鎖の分泌を促進するシグナルペプチドをコードすることができる。結合分子鎖遺伝
子を、シグナルペプチドが結合分子鎖遺伝子のアミノ末端にインフレームで連結されるよ
うにベクターにクローニングすることができる。シグナルペプチドは、免疫グロブリンシ
グナルペプチドまたは異種シグナルペプチド（すなわち非免疫グロブリンタンパク質から
のシグナルペプチド）であり得る。
【０１４０】
　結合分子鎖遺伝子に加えて、本発明の組換え発現ベクターは、宿主細胞における結合分
子鎖遺伝子の発現を制御する調節配列を担持する。「調節配列」という用語は、プロモー
ター、エンハンサーおよび結合分子鎖遺伝子の転写または翻訳を制御する他の発現制御エ
レメント（たとえばポリアデニル化シグナル）を包含する。そのような調節配列は、たと
えばＧｏｅｄｄｅｌ；Ｇｅｎｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ：Ｍｅｔ
ｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ　１８５，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｓａ
ｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ（１９９０）に記載されている。調節配列の選択を含む発現ベクタ
ーの設計が、形質転換される宿主細胞の選択、所望するタンパク質の発現のレベル等に依
存し得ることは当業者に認識される。哺乳動物宿主細胞発現のための好ましい調節配列は
、サイトメガロウイルス（ＣＭＶ）（ＣＭＶプロモーター／エンハンサーなど）、シミア
ンウイルス４０（ＳＶ４０）（ＳＶ４０プロモーター／エンハンサーなど）、アデノウイ
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ルス（たとえばアデノウイルス主要後期プロモーター（ＡｄＭＬＰ））およびポリオーマ
ウイルスに由来するプロモーターおよび／またはエンハンサーなどの、哺乳動物細胞にお
ける高レベルのタンパク質発現を指令するウイルスエレメントを含む。ウイルス調節エレ
メントおよびその配列の詳細な説明については、たとえばＳｔｉｎｓｋｉによる米国特許
第５，１６８，０６２号、Ｂｅｌｌらによる米国特許第４，５１０，２４５号およびＳｃ
ｈａｆｆｎｅｒらによる米国特許第４，９６８，６１５号参照。
【０１４１】
　結合分子鎖遺伝子および調節配列に加えて、本発明の組換え発現ベクターは、宿主細胞
におけるベクターの複製を調節する配列（たとえば複製起点）および選択マーカー遺伝子
などの付加的な配列を担持し得る。選択マーカー遺伝子は、ベクターが導入された宿主細
胞の選択を容易にする（たとえば、すべてＡｘｅｌらによる米国特許第４，３９９，２１
６号、同第４，６３４，６６５号および同第５，１７９，０１７号参照）。たとえば、典
型的には選択マーカー遺伝子は、ベクターが導入された宿主細胞に、Ｇ４１８、ハイグロ
マイシンまたはメトトレキサートなどの薬剤に対する耐性を付与する。好ましい選択マー
カー遺伝子は、ジヒドロ葉酸レダクターゼ（ＤＨＦＲ）遺伝子（メトトレキサート選択／
増幅を伴うｄｈｆｒ－宿主細胞での使用のため）およびｎｅｏ遺伝子（Ｇ４１８選択のた
め）を含む。
【０１４２】
　軽鎖および重鎖の発現のため、結合分子重鎖および軽鎖をコードする発現ベクター（単
数または複数）を標準的手法によって宿主細胞にトランスフェクトする。「トランスフェ
クション」という用語の様々な形態は、外来性ＤＮＡを原核または真核宿主細胞に導入す
るために一般的に使用される多種多様な手法、たとえば電気穿孔、リン酸カルシウム沈殿
、ＤＥＡＥ－デキストラントランスフェクション等を包含することが意図されている。原
核または真核宿主細胞のいずれかにおいて本発明の結合分子を発現することが可能であり
、真核細胞、特に哺乳動物細胞は、適切に折りたたまれた免疫学的に活性な結合分子を構
築し、分泌する可能性が原核細胞よりも高いので、真核細胞、最も好ましくは哺乳動物宿
主細胞における結合分子の発現が最も好ましい。
【０１４３】
　一般に、発現ベクターは、所望ＤＮＡ配列で形質転換された細胞の検出を可能にする選
択マーカー（たとえばアンピシリン耐性、ハイグロマイシン耐性、テトラサイクリン耐性
またはネオマイシン耐性）を含有する（たとえばＩｔａｋｕｒａら、米国特許第４，７０
４，３６２号）。
【０１４４】
　大腸菌は本発明のポリヌクレオチド（たとえばＤＮＡ配列）をクローニングするために
特に有用な原核生物宿主の１つである。使用に適する他の微生物宿主は、Ｂａｃｉｌｌｕ
ｓ　ｓｕｂｔｉｌｕｓなどのバチルス属菌、およびＳａｌｍｏｎｅｌｌａ、Ｓｅｒｒａｔ
ｉａなどの他の腸内細菌、および様々なＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ種を含む。これらの原核
生物宿主において、典型的には宿主細胞と適合性の発現制御配列（たとえば複製起点）を
含む、発現ベクターを作製することもできる。加えて、ラクトースプロモーター系、トリ
プトファン（ｔｒｐ）プロモーター系、β－ラクタマーゼプロモーター系、またはλファ
ージからのプロモーター系などの、多くの多様な周知のプロモーターが存在する。プロモ
ーターは、典型的には、場合によりオペレーター配列と共に、発現を制御し、転写および
翻訳を開始させ、完了させるためのリボソーム結合部位配列等を有する。
【０１４５】
　酵母などの他の微生物も発現のために有用である。Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓは好ま
しい酵母宿主であり、適切なベクターは、所望に応じて発現制御配列（たとえばプロモー
ター）、複製起点、終結配列等を有する。典型的なプロモーターは、３－ホスホグリセリ
ン酸キナーゼおよび他の解糖系酵素を含む。誘導的酵母プロモーターは、中でも特に、ア
ルコールデヒドロゲナーゼ、イソシトクロムＣ、ならびにマルトースおよびガラクトース
利用に関与する酵素からのプロモーターを含む。
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【０１４６】
　微生物に加えて、哺乳動物組織細胞培養物も本発明のポリペプチド（たとえば結合分子
をコードするポリヌクレオチド）を発現し、生産するために使用し得る。Ｗｉｎｎａｃｋ
ｅｒ，Ｆｒｏｍ　Ｇｅｎｅｓ　ｔｏ　Ｃｌｏｎｅｓ，ＶＣＨ　Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ，Ｎ
．Ｙ．，Ｎ．Ｙ．（１９８７）参照。真核細胞は、異種タンパク質（たとえば無傷結合分
子）を分泌することができる多くの適切な宿主細胞系が当技術分野において開発されてい
るので、実際上好ましく、それらは、ＣＨＯ細胞系、様々なＣｏｓ細胞系；ＨｅＬａ細胞
、骨髄腫細胞系、または形質転換されたＢ細胞もしくはハイブリドーマを含む。好ましく
は、細胞は非ヒトである。これらの細胞のための発現ベクターは、複製起点、プロモータ
ーおよびエンハンサーなどの発現制御配列（Ｑｕｅｅｎら、Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｒｅｖ．８
９：４９（１９８６））、ならびにリボソーム結合部位、ＲＮＡスプライス部位、ポリア
デニル化部位および転写終結配列などの必要なプロセシング情報部位を含有し得る。好ま
しい発現制御配列は、免疫グロブリン遺伝子、ＳＶ４０、アデノウイルス、ウシパピロー
マウイルス、サイトメガロウイルス等に由来するプロモーターである。Ｃｏら、Ｊ．Ｉｍ
ｍｕｎｏｌ．１４８：１１４９（１９９２）参照。
【０１４７】
　あるいは、結合分子をコードする配列を、トランスジェニック動物のゲノムに導入し、
その後トランスジェニック動物の乳において発現させるために導入遺伝子に組み込むこと
ができる（たとえばＤｅｂｏｅｒら、米国特許第５，７４１，９５７号、Ｒｏｓｅｎ、米
国特許第５，３０４，４８９号、およびＭｅａｄｅら、米国特許第５，８４９，９９２号
参照）。適切な導入遺伝子は、カゼインまたはβラクトグロブリンなどの乳腺特異的遺伝
子からのプロモーターおよびエンハンサーと作動可能に連結された、軽鎖および／または
重鎖についてのコード配列を含む。
【０１４８】
　本発明の組換え結合分子を発現するための好ましい哺乳動物宿主細胞は、チャイニーズ
ハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞（たとえばＲ．Ｊ．ＫａｕｆｍａｎとＰ．Ａ．Ｓｈａｒｐ
（１９８２）Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１５９：６０１－６２１に記載されているような、ＤＨ
ＦＲ選択マーカーと共に使用される、ＵｒｌａｕｂとＣｈａｓｉｎ（１９８０）Ｐｒｏｃ
．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　７７：４２１６－４２２０に記載されているｄ
ｈｆｒ－ＣＨＯ細胞を含む）、ＮＳ０骨髄腫細胞、ＣＯＳ細胞およびＳＰ２細胞を含む。
結合分子遺伝子をコードする組換え発現ベクターを哺乳動物宿主細胞に導入したとき、宿
主細胞における結合分子の発現、より好ましくはその中で宿主細胞を増殖させる培地への
結合分子の分泌を可能にするのに十分な期間宿主細胞を培養することによって結合分子が
生産される。標準的なタンパク質精製方法を使用して結合分子を培地から回収することが
できる。
【０１４９】
　対象とするポリヌクレオチド配列（たとえば結合分子重鎖および軽鎖をコードする配列
ならびに発現制御配列）を含有するベクターを周知の方法によって宿主細胞に導入するこ
とができ、その方法は細胞宿主の種類に依存して異なる。たとえば、塩化カルシウムトラ
ンスフェクションは一般に原核細胞のために利用され、リン酸カルシウム処理、電気穿孔
、リポフェクション、遺伝子銃またはウイルスに基づくトランスフェクションは他の細胞
宿主のために使用され得る。（一般にＳａｍｂｒｏｏｋら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏ
ｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒ
ｂｏｒ　Ｐｒｅｓｓ，第２版、１９８９）参照（すべての目的に関してその全体が参照に
より本明細書に組み込まれる））。哺乳動物細胞を形質転換するために使用される他の方
法は、ポリブレン、プロトプラスト融合、リポソーム、電気穿孔および微量注入の使用を
含む（一般に、Ｓａｍｂｒｏｏｋら、前記参照）。トランスジェニック動物の作製のため
には、導入遺伝子を受精卵母細胞に微量注入し得るか、または胚幹細胞のゲノムに組み込
んで、そのような細胞の核を摘出卵母細胞に導入することができる。
【０１５０】
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　重鎖および軽鎖を別々の発現ベクターでクローニングするときは、無傷免疫グロブリン
の発現と構築を得るためにベクターを共トランスフェクトする。ひとたび発現されれば、
全結合分子、それらの二量体、個々の軽鎖および重鎖、または本発明の他の免疫グロブリ
ン形態を、硫酸アンモニウム沈殿、アフィニティーカラム、カラムクロマトグラフィー、
ＨＰＬＣ精製、ゲル電気泳動等を含む当技術分野の標準的な手順に従って精製することが
できる（一般にＳｃｏｐｅｓ，Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ（Ｓｐｒｉｎ
ｇｅｒ－Ｖｅｒｌａｇ，Ｎ．Ｙ．（１９８２）参照）。医薬用途のためには、少なくとも
約９０～９５％の均一性を有する実質的に純粋な結合分子が好ましく、９８～９９％また
はそれを超える均一性が最も好ましい。
【０１５１】
　宿主細胞はまた、ＦａｂフラグメントまたはｓｃＦｖ分子などの、無傷結合分子の部分
を生産するために使用できる。前記手順の変法が本発明の範囲内であることは了解される
。たとえば、本発明の結合分子の軽鎖または重鎖のいずれか（しかし両方ではない）をコ
ードするＤＮＡで宿主細胞をトランスフェクトすることが望ましい場合がある。組換えＤ
ＮＡ技術はまた、ＧＩＴＲへの結合のために必要でない軽鎖および重鎖のいずれかまたは
両方をコードするＤＮＡの一部または全部を除去するために使用し得る。そのようなトラ
ンケートされたＤＮＡ分子から発現される分子も本発明の結合分子に包含される。加えて
、一方の重鎖と一方の軽鎖が本発明の結合分子であり、他方の重鎖と軽鎖がＧＩＴＲ以外
の抗原に特異的である二官能性結合分子を、標準的な化学的架橋法によって本発明の結合
分子を２番目の結合分子に架橋することによって生産し得る。
【０１５２】
　ＩＩＩ．付加的な作用物質
　１つの実施形態では、本発明の併用療法における使用のための付加的な作用物質は化学
療法剤である。
【０１５３】
　化学療法剤は、一般に、たとえば以下を含む様々なクラスに属する：
　１．トポイソメラーゼＩＩ阻害剤（細胞障害性抗生物質）、たとえばアントラサイクリ
ン類／アントラセンジオン類、たとえばドキソルビシン、エピルビシン、イダルビシンお
よびネモルビシン、アントラキノン類、たとえばミトキサントロンおよびロソキサントロ
ン、ならびにポドフィロトキシン類、たとえばエトポシドおよびテニポシド；
　２．微小管形成に影響を及ぼす作用物質（有糸分裂阻害剤）、たとえば植物アルカロイ
ド類（たとえば、生物学的に活性で細胞傷害性である、植物に由来するアルカリ性含窒素
分子のファミリーに属する化合物）、たとえばタキサン、たとえばパクリタキセルおよび
ドセタキセル、ならびにビンカアルカロイド類、たとえばビンブラスチン、ビンクリスチ
ンおよびビノレルビン、ならびにポドフィロトキシンの誘導体；
　３．アルキル化剤、たとえばナイトロジェンマスタード、エチレンイミン化合物、アル
キルスルホン酸塩類、ならびにニトロソ尿素類、ダカルバジン、シクロホスファミド、イ
ホスファミドおよびメルファランなどのアルキル化作用を有する他の化合物；
　４．代謝拮抗薬（ヌクレオシド阻害剤）、たとえば葉酸塩類、たとえば葉酸、フルオロ
ピリミジン類、５－フルオロウラシル、カペシタビン、ゲムシタビン、メトトレキサート
およびエダトレキサートなどのプリンまたはピリミジン類似体；
　５．トポイソメラーゼＩ阻害剤、たとえばトポテカン、イリノテカンおよび９－ニトロ
カンプトテシン、ならびにカンプトテシン誘導体；および
　６．白金化合物／複合体、たとえばシスプラチン、オキサリプラチンおよびカルボプラ
チン。
【０１５４】
　本発明の方法における使用のための例示的な化学療法剤は、アミフォスチン（エチオー
ル）、シスプラチン、ダカルバジン（ＤＴＩＣ）、ダクチノマイシン、メクロレタミン（
ナイトロジェンマスタード）、ストレプトゾシン、シクロホスファミド、カルムスチン（
ＢＣＮＵ）、ロムスチン（ＣＣＮＵ）、ドキソルビシン（アドリアマイシン）、ドキソル



(35) JP 5932217 B2 2016.6.8

10

20

30

40

50

ビシンリポ（ドキシル）、ゲムシタビン（ゲムザール）、ダウノルビシン、ダウノルビシ
ンリポ（ダウノキソーム）、プロカルバジン、マイトマイシン、シタラビン、エトポシド
、メトトレキサート、５－フルオロウラシル（５－ＦＵ）、ビンブラスチン、ビンクリス
チン、ブレオマイシン、パクリタキセル（タキソール）、ドセタキセル（タキソテール）
、アルデスロイキン、アスパラギナーゼ、ブスルファン、カルボプラチン、クラドリビン
、カンプトテシン、ＣＰＴ－１１、１０－ヒドロキシ－７－エチル－カンプトテシン（Ｓ
Ｎ３８）、ダカルバジン、Ｓ－Ｉカペシタビン、フトラフール、５’デオキシフルオロウ
リジン、ＵＦＴ、エニルウラシル、デオキシシチジン、５－アザシトシン、５－アザデオ
キシシトシン、アロプリノール、２－クロロアデノシン、トリメトレキサート、アミノプ
テリン、メチレン－１０－デアザアミノプテリン（ＭＤＡＭ）、オキサプラチン、ピコプ
ラチン、テトラプラチン、サトラプラチン、白金－ＤＡＣＨ、オルマプラチン、ＣＩ－９
７３、ＪＭ－２１６、およびその類似体、エピルビシン、リン酸エトポシド、９－アミノ
カンプトテシン、１０，１１－メチレンジオキシカンプトテシン、カレニテシン、９－ニ
トロカンプトテシン、ＴＡＳ　１０３、ビンデシン、Ｌ－フェニルアラニンマスタード、
イホスファミドメホスファミド、ペルホスファミド、トロホスファミド、カルムスチン、
セムスチン、エポチロンＡ～Ｅ、トムデックス、６－メルカプトプリン、６－チオグアニ
ン、アムサクリン、リン酸エトポシド、カレニテシン、アシクロビル、バラシクロビル、
ガンシクロビル、アマンタジン、リマンタジン、ラミブジン、ジドブジン、ベバシズマブ
、トラスツズマブ、リツキシマブ、５－フルオロウラシル、カペシタビン、ペントスタチ
ン、トリメトレキサート、クラドリビン、フロクスウリジン、フルダラビン、ヒドロキシ
尿素、イホスファミド、イダルビシン、メスナ、イリノテカン、ミトキサントロン、トポ
テカン、ロイプロリド、メゲストロール、メルファラン、メルカプトプリン、プリカマイ
シン、ミトタン、ペガスパルガーゼ、ペントスタチン、ピポブロマン、プリカマイシン、
ストレプトゾシン、タモキシフェン、テニポシド、テストラクトン、チオグアニン、チオ
テパ、ウラシルマスタード、ビノレルビン、クロラムブシル、シスプラチン、ドキソルビ
シン、パクリタキセル（タキソール）およびブレオマイシン、ならびに特定腫瘍または癌
のための医療の適切な基準に基づき当業者に容易に明白であるそれらの組合せを含むが、
これらに限定されない。
【０１５５】
　１つの実施形態では、本発明の併用療法における使用のための化学療法剤は、ゲムザー
ル、５－ＦＵ、ビンクリスチン、ビンブラスチン、アドリアマイシン、シスプラチン、タ
キソール、サリドマイド、ベルケード（Ｖｅｌｃａｄｅ）、メトトレキサート、シタラビ
ン、フルダラビン、ヒドロキシ尿素、ダウノルビシン、エトポシド、ミトキサントロン、
クロラムブシル、シクロホスファミド、メルファラン、チオテパ、ブレオマイシン、ダカ
ルバジン、Ｌ－アスパラギナーゼおよびプロカルバジンから成る群より選択される。
【０１５６】
　１つの実施形態では、化学療法剤はトポイソメラーゼＩＩ阻害剤である。もう１つの実
施形態では、化学療法剤は、微小管形成に影響を及ぼす作用物質である。もう１つの実施
形態では、化学療法剤はアルキル化剤である。もう１つの実施形態では、化学療法剤はト
ポイソメラーゼＩ阻害剤である。もう１つの実施形態では、化学療法剤は白金化合物／複
合体である。もう１つの実施形態では、化学療法剤は、ホルモン、ホルモン類似体および
／またはホルモン複合体である。もう１つの実施形態では、化学療法剤は、酵素、タンパ
ク質、ペプチド、ポリクローナルおよび／またはモノクローナル抗体である。１つの実施
形態では、本発明の方法における使用のための化学療法剤は代謝拮抗薬である。
【０１５７】
　「代謝拮抗薬」という用語は、ＤＮＡまたはＲＮＡ合成を導く生化学的経路において重
要な天然中間体（代謝産物）に構造的に類似し、その経路で宿主によって利用されるが、
その経路の完了（すなわちＤＮＡまたはＲＮＡの合成）を阻害するように働く物質を指す
。より詳細には、代謝拮抗薬は、典型的には（１）ＤＮＡまたはＲＮＡ合成において鍵と
なる酵素の触媒または調節部位に関して代謝産物と競合すること、または（２）通常ＤＮ
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ＡもしくはＲＮＡに組み込まれる代謝産物と置き換わり、それによって複製を支持するこ
とができないＤＮＡもしくはＲＮＡを生産すること、によって機能する。代謝拮抗薬の主
要なカテゴリーは、（１）ジヒドロ葉酸レダクターゼ（ＤＨＦＲ）の阻害剤である、葉酸
類似体；（２）天然のプリン類（アデニンまたはグアニン）を模倣するが、構造的に異な
るので、ＤＮＡまたはＲＮＡの核プロセシングを競合的または不可逆的に阻害する、プリ
ン類似体；および（３）天然ピリミジン類（シトシン、チミジンおよびウラシル）を模倣
するが、構造的に異なるので、ＤＮＡまたはＲＮＡの核プロセシングを競合的または不可
逆的に阻害する、ピリミジン類似体を含む。本発明の代謝拮抗薬の非限定的な例は、５－
フルオロウラシル、フロクスウリジン、チオグアニン、シタラビン、フルダラビン、６－
メルカプトプリン、メトトレキサート、ゲムシタビン、カペシタビン、ペントスタチン、
トリメトレキサートおよびクラドリビンである。
【０１５８】
　１つの実施形態では、代謝拮抗薬は、ヌクレオシド類似体、ゲムシタビンである。もう
１つの実施形態では、代謝拮抗薬は、ヌクレオシド類似体、フルオロウラシルである。
【０１５９】
　本明細書で使用される、「微小管形成に影響を及ぼす作用物質」または「有糸分裂阻害
剤」は、微小管重合を乱す作用物質である。有糸分裂阻害剤は、有糸分裂を妨げ、中断さ
せる（通常は細胞周期のＭ期の間に）ことによって働くので、細胞はもはや分裂しない。
１つの実施形態では、微小管形成に影響を及ぼす作用物はパクリタキセル（タキソール（
Ｔａｘｏｌ（登録商標））である。
【０１６０】
　本明細書で使用される、「アルキル化剤」は、ＤＮＡ内のグアニンヌクレオ塩基を架橋
して、鎖がほどけて分離することができないようにする作用物質である。これはＤＮＡ複
製において必要であるので、細胞はもはや分裂することができない。１つの実施形態では
、アルキル化剤は、シトホスファンとしても知られる、シクロホスファミドである。シク
ロホスファミドはプロドラッグである。
【０１６１】
　もう１つの実施形態では、本発明の併用療法における使用のための付加的な作用物質は
生物学的作用物質である。
【０１６２】
　生物学的作用物質（生物学的製剤とも呼ばれる）は、生物系、たとえば生物、細胞また
は組換え系の生成物である。そのような生物学的作用物質の例は、核酸分子（たとえばア
ンチセンス核酸分子）、インターフェロン、インターロイキン、コロニー刺激因子、抗体
、たとえばモノクローナル抗体、抗血管新生薬およびサイトカインを含む。例示的な生物
学的作用物質を以下でさらに詳細に論じるが、それらは一般に、たとえば以下を含む様々
なクラスに属する：
　１．ホルモン、ホルモン類似体およびホルモン複合体、たとえばエストロゲンおよびエ
ストロゲン類似体、プロゲステロン、プロゲステロン類似体およびプロゲスチン、アンド
ロゲン、副腎皮質ステロイド、抗エストロゲン、抗アンドロゲン、抗テストステロン、副
腎ステロイド阻害剤、および抗黄体形成ホルモン；ならびに
　２．インターロイキン、インターフェロン、コロニー刺激因子等のような、酵素、タン
パク質、ペプチド、ポリクローナルおよび／またはモノクローナル抗体。
【０１６３】
　１つの実施形態では、生物学的製剤はインターフェロンである。インターフェロン（Ｉ
ＦＮ）は、体内で天然に生じる生物学的作用物質の一種である。インターフェロンは実験
室においても生産され、生物学的治療において癌患者に投与される。それらは、癌患者の
免疫系が癌細胞に対して作用する様式を改善することが示されている。インターフェロン
は、癌細胞に直接作用してそれらの成長を緩慢化し得るか、または癌細胞をより正常な挙
動を有する細胞へと変化させ得る。一部のインターフェロンはまた、ナチュラルキラー（
ＮＫ）細胞、Ｔ細胞およびマクロファージ－癌細胞に対抗するのを助ける血流中の白血球
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の種類－を刺激し得る。
【０１６４】
　１つの実施形態では、生物学的製剤はインターロイキンである。インターロイキン（Ｉ
Ｌ）は多くの免疫細胞の増殖と活性を刺激する。インターロイキンは体内で天然に生じる
タンパク質（サイトカインおよびケモカイン）であるが、実験室においても作製すること
ができる。一部のインターロイキンは、癌細胞を破壊するように働く、リンパ球などの免
疫細胞の増殖と活性を刺激する。
【０１６５】
　もう１つの実施形態では、生物学的製剤はコロニー刺激因子である。コロニー刺激因子
（ＣＳＦ）は、骨髄内の幹細胞がより多くの血液細胞を産生することを促進するために患
者に投与されるタンパク質である。身体は、特に癌が存在するとき、絶えず新しい白血球
、赤血球および血小板を必要とする。ＣＳＦは、化学療法と共に、免疫系を増強するのを
助けるために投与される。癌患者が化学療法を受けるとき、新しい血液細胞を産生する骨
髄の能力は抑制され、患者はより感染を起こしやすくなる。免疫系の一部は血液細胞なし
では機能することができず、それゆえコロニー刺激因子は骨髄の幹細胞が白血球、血小板
および赤血球を産生することを促進する。適切な細胞産生により、他の癌治療が継続でき
、患者が安全により高用量の化学療法を受けることが可能となる。
【０１６６】
　もう１つの実施形態では、生物学的製剤は抗体である。抗体、たとえばモノクローナル
抗体は、癌細胞に結合する、実験室において生産される作用物質である。癌破壊性作用物
質が体内に導入されたとき、それらは抗体を探し出し、癌細胞を死滅させる。モノクロー
ナル抗体作用物質は健常細胞を破壊しない。モノクローナル抗体は様々な機構を介してそ
れらの治療作用を達成する。モノクローナル抗体は、アポトーシスまたはプログラムされ
た細胞死を生じさせることに直接作用を及ぼし得る。それらは増殖因子受容体をブロック
して、腫瘍細胞の増殖を効率よく停止させることができる。モノクローナル抗体を発現す
る細胞において、それらは抗イディオタイプ抗体の形成を生じさせることができる。
【０１６７】
　本発明の併用処置において使用し得る抗体の例は、セツキシマブ、トシツモマブ、リツ
キシマブおよびイブリツモマブなどの、しかしこれらに限定されない、抗ＣＤ２０抗体を
含む。抗ＨＥＲ２抗体も、癌の処置のために抗ＧＩＴＲ抗体と組み合わせて使用し得る。
１つの実施形態では、抗ＨＥＲ２抗体はトラスツズマブ（ハーセプチン（Ｈｅｒｃｅｐｔ
ｉｎ））である。癌の処置のために抗ＧＩＴＲ抗体と組み合わせて使用し得る抗体の他の
例は、抗ＣＤ５２抗体（たとえばアレムツズマブ）、抗ＣＤ２２抗体（たとえばエプラツ
ズマブ）および抗ＣＤ３３抗体（たとえばゲムツズマブ・オゾガマイシン）を含む。抗Ｖ
ＥＧＦ抗体も、癌の処置のために抗ＧＩＴＲ抗体と組み合わせて使用し得る。１つの実施
形態では、抗ＶＥＧＦ抗体はベバシズマブである。他の実施形態では、生物学的作用物質
は、抗ＥＧＦＲ抗体である抗体、たとえばセツキシマブである。もう１つの例は、抗糖タ
ンパク質１７－１Ａ抗体、エドレコロマブである。
【０１６８】
　もう１つの実施形態では、生物学的製剤はサイトカインである。サイトカイン療法は、
被験体の免疫系が癌性の細胞を認識し、それらを破壊するのを助けるタンパク質（サイト
カイン）を使用する。サイトカインは免疫系によって体内で天然に産生されるが、実験室
においても生産することができる。この療法は、進行した黒色腫に関して、補助療法（一
次癌処置の後にまたは一次癌処置に加えて行われる治療）と共に使用される。サイトカイ
ン療法は、身体のすべての部分に到達し癌細胞を死滅させ、癌が増殖するのを予防する。
【０１６９】
　もう１つの実施形態では、生物学的製剤は融合タンパク質である。融合タンパク質も使
用し得る。たとえば、組換えヒトＡｐｏ２Ｌ／ＴＲＡＩＬ（Ｇｅｎｅｎｔｅｃｈ）を併用
療法において使用する。Ａｐｏ２／ＴＲＡＩＬは、アポトーシス（プログラムされた細胞
死）の調節に関与する、プロアポトーシス受容体ＤＲ４およびＤＲ５の両方を活性化する
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ように設計された最初の二重プロアポトーシス受容体アゴニストである。
【０１７０】
　１つの実施形態では、生物学的製剤はアンチセンス核酸分子である。アンチセンス核酸
分子も本発明の方法において使用し得る。本明細書で使用される、「アンチセンス」核酸
は、タンパク質をコードする「センス」核酸に相補的である、たとえば二本鎖ｃＤＮＡ分
子のコード鎖に相補的である、ｍＲＮＡ配列に相補的である、または遺伝子のコード鎖に
相補的であるヌクレオチド配列を含む。従って、アンチセンス核酸はセンス核酸に水素結
合することができる。
【０１７１】
　１つの実施形態では、生物学的作用物質はｓｉＲＮＡ分子、たとえば血管新生を増強す
る分子、たとえばｂＦＧＦ、ＶＥＧＦおよびＥＧＦＲのｓｉＲＮＡ分子である。１つの実
施形態では、血管新生を阻害する生物学的作用物質はＲＮＡｉを媒介する。ＲＮＡ干渉（
ＲＮＡｉ）は、二本鎖ＲＮＡ（ｄｓＲＮＡ）を使用してｄｓＲＮＡと同じ配列を含むメッ
センジャーＲＮＡ（ｍＲＮＡ）を分解する、転写後標的遺伝子サイレンシング手法である
（Ｓｈａｒｐ，Ｐ．Ａ．とＺａｍｏｒｅ，Ｐ．Ｄ．２８７，２４３１－２４３２（２００
０）；Ｚａｍｏｒｅ，Ｐ．Ｄ．ら、Ｃｅｌｌ　１０１，２５－３３（２０００）；Ｔｕｓ
ｃｈｌ，Ｔ．ら、Ｇｅｎｅｓ　Ｄｅｖ．１３，３１９１－３１９７（１９９９）；Ｃｏｔ
ｔｒｅｌｌ　ＴＲとＤｏｅｒｉｎｇ　ＴＬ．２００３．Ｔｒｅｎｄｓ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏ
ｌ．１１：３７－４３；Ｂｕｓｈｍａｎ　Ｆ．２００３．Ｍｏｌ　Ｔｈｅｒａｐｙ．７：
９－１０；ＭｃＭａｎｕｓ　ＭＴとＳｈａｒｐ　ＰＡ．２００２．Ｎａｔ　Ｒｅｖ　Ｇｅ
ｎｅｔ．３：７３７－４７）。このプロセスは、内在性リボヌクレアーゼが長いｄｓＲＮ
Ａを、低分子干渉ＲＮＡまたはｓｉＲＮＡと称される、より短い、たとえば２１または２
２ヌクレオチド長のＲＮＡに切断するときに起こる。より小さなＲＮＡセグメントは、次
に、標的ｍＲＮＡの分解を媒介する。ＲＮＡｉの合成のためのキットは、たとえばＮｅｗ
　Ｅｎｇｌａｎｄ　ＢｉｏｌａｂｓまたはＡｍｂｉｏｎより市販されている。１つの実施
形態では、アンチセンスＲＮＡにおける使用に関して本明細書で述べる化学の１またはそ
れより多くが、ＲＮＡｉを媒介する分子において使用できる。
【０１７２】
　細胞における特定タンパク質の発現を下方調節するアンチセンス核酸の使用は当技術分
野において周知である（たとえばＷｅｉｎｔｒａｕｂ，Ｈ．ら、Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ　Ｒ
ＮＡ　ａｓ　ａ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｔｏｏｌ　ｆｏｒ　ｇｅｎｅｔｉｃ　ａｎａｌｙ
ｓｉｓ，Ｒｅｖｉｅｗｓ－Ｔｒｅｎｄｓ　ｉｎ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，第１巻（１）１９８
６；Ａｓｋａｒｉ，Ｆ．Ｋ．とＭｃＤｏｎｎｅｌｌ，Ｗ．Ｍ．（１９９６）Ｎ．Ｅｎｇ．
Ｊ．Ｍｅｄ．３３４：３１６－３１８；Ｂｅｎｎｅｔｔ，Ｍ．Ｒ．とＳｃｈｗａｒｔｚ，
Ｓ．Ｍ．（１９９５）Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ　９２：１９８１－１９９３；Ｍｅｒｃｏ
ｌａ，Ｄ．とＣｏｈｅｎ，Ｊ．Ｓ．（１９９５）Ｃａｎｃｅｒ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．２
：４７－５９；Ｒｏｓｓｉ，Ｊ．Ｊ．（１９９５）Ｂｒ．Ｍｅｄ．Ｂｕｌｌ．５１：２１
７－２２５；Ｗａｇｎｅｒ，Ｒ．Ｗ．（１９９４）Ｎａｔｕｒｅ　３７２：３３３－３３
５参照）。アンチセンス核酸分子は、別の核酸分子のコード鎖に相補的なヌクレオチド配
列（たとえばｍＲＮＡ配列）を含み、従って他方の核酸分子のコード鎖に水素結合するこ
とができる。ｍＲＮＡの配列に相補的なアンチセンス配列は、ｍＲＮＡのコード領域、ｍ
ＲＮＡの５’または３’非翻訳領域、またはコード領域と非翻訳領域とにまたがる領域（
たとえば５’非翻訳領域とコード領域の接合部）において認められる配列に相補的であり
得る。さらに、アンチセンス核酸は、ｍＲＮＡをコードする遺伝子の調節領域、たとえば
転写開始配列または調節エレメントに配列が相補的であり得る。好ましくは、アンチセン
ス核酸は、ｍＲＮＡのコード鎖上の開始コドンに先行するかまたはｍＲＮＡの３’非翻訳
領域内にまたがる領域に相補的であるように設計される。
【０１７３】
　血管新生を増強する分子のコード鎖配列を考慮して、ワトソン‐クリック塩基対合の規
則に従って本発明のアンチセンス核酸を設計することができる。アンチセンス核酸分子は
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、ｍＲＮＡのコード領域全体に相補的であり得るが、より好ましくは、ｍＲＮＡのコード
領域または非コード領域の一部に対してのみアンチセンスであるオリゴヌクレオチドであ
る。たとえば、アンチセンスオリゴヌクレオチドは、ｍＲＮＡの翻訳開始部位付近の領域
に相補的であり得る。アンチセンスオリゴヌクレオチドは、たとえば約５、１０、１５、
２０、２５、３０、３５、４０、４５または５０ヌクレオチド長であり得る。本発明のア
ンチセンス核酸は、当技術分野で公知の手順を用いた化学合成および酵素連結反応を使用
して構築することができる。たとえば、アンチセンス核酸（たとえばアンチセンスオリゴ
ヌクレオチド）は、天然に生じるヌクレオチド、または分子の生物学的安定性を高めるよ
うにもしくはアンチセンス核酸とセンス核酸の間で形成される二本鎖の物理的安定性を高
めるように設計された、様々に修飾されたヌクレオチドを使用して化学合成することがで
き、たとえばホスホロチオエート誘導体およびアクリジン置換ヌクレオチドが使用できる
。アンチセンス核酸を作製するために使用できる修飾ヌクレオチドの例は、５－フルオロ
ウラシル、５－ブロモウラシル、５－クロロウラシル、５－ヨードウラシル、ヒポキサン
チン、キサンチン、４－アセチルシトシン、５－（カルボキシヒドロキシルメチル）ウラ
シル、５－カルボキシメチルアミノメチル－２－チオウリジン、５－カルボキシメチルア
ミノメチルウラシル、ジヒドロウラシル、β－Ｄ－ガラクトシルクエオシン、イノシン、
Ｎ６－イソペンテニルアデニン、１－メチルグアニン、１－メチルイノシン、２，２－ジ
メチルグアニン、２－メチルアデニン、２－メチルグアニン、３－メチルシトシン、５－
メチルシトシン、Ｎ６－アデニン、７－メチルグアニン、５－メチルアミノメチルウラシ
ル、５－メトキシアミノメチル－２－チオウラシル、β－Ｄ－マンノシルクエオシン、５
’－メトキシカルボキシメチルウラシル、５－メトキシウラシル、２－メチルチオ－Ｎ６
－イソペンテニルアデニン、ウラシル－５－オキシ酢酸（ｖ）、ワイブトキソシン、プソ
イドウラシル、クエオシン、２－チオシトシン、５－メチル－２－チオウラシル、２－チ
オウラシル、４－チオウラシル、５－メチルウラシル、ウラシル－５－オキシ酢酸メチル
エステル、ウラシル－５－オキシ酢酸（ｖ）、５－メチル－２－チオウラシル、３－（３
－アミノ－３－Ｎ－２－カルボキシプロピル）ウラシル、（ａｃｐ３）ｗ、および２，６
－ジアミノプリンを含む。細胞における発現を阻害するために、１またはそれより多いア
ンチセンスオリゴヌクレオチドが使用できる。あるいは、アンチセンス核酸は、核酸がア
ンチセンス方向にサブクローニングされた発現ベクターを使用して（すなわち、挿入され
た核酸から転写されるＲＮＡは、以下の項でさらに説明する、対象とする標的核酸に対し
てアンチセンス方向である）生物学的に生産することができる。
【０１７４】
　さらにもう１つの実施形態では、本発明のアンチセンス核酸分子はαアノマー核酸分子
である。αアノマー核酸分子は、通常のβ単位と異なり、鎖が相互に平行に走る相補的Ｒ
ＮＡと特異的な二本鎖ハイブリッドを形成する（Ｇａｕｌｔｉｅｒら（１９８７）Ｎｕｃ
ｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ．Ｒｅｓ．１５：６６２５－６６４１）。アンチセンス核酸分子は
また、２’－ｏ－メチルリボヌクレオチド（Ｉｎｏｕｅら（１９８７）Ｎｕｃｌｅｉｃ　
Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．１５：６１３１－６１４８）またはキメラＲＮＡ－ＤＮＡ類似体（
Ｉｎｏｕｅら（１９８７）ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔ．２１５：３２７－３３０）を含み得る。
【０１７５】
　もう１つの実施形態では、本発明のアンチセンス核酸はＲＮＡｉを媒介する化合物であ
る。ＲＮＡ干渉物質は、標的遺伝子またはゲノム配列に相同なＲＮＡ分子を含む核酸分子
、「短い干渉ＲＮＡ」（ｓｉＲＮＡ）、「短いヘアピン」または「低分子ヘアピンＲＮＡ
」（ｓｈＲＮＡ）、およびＲＮＡ干渉（ＲＮＡｉ）によって標的遺伝子の発現に干渉する
または発現を阻害する低分子を包含するが、これらに限定されない。ＲＮＡ干渉は、二本
鎖ＲＮＡ（ｄｓＲＮＡ）を使用してｄｓＲＮＡと同じ配列を含むメッセンジャーＲＮＡ（
ｍＲＮＡ）を分解する、転写後標的遺伝子サイレンシング手法である（Ｓｈａｒｐ，Ｐ．
Ａ．とＺａｍｏｒｅ，Ｐ．Ｄ．２８７，２４３１－２４３２（２０００）；Ｚａｍｏｒｅ
，Ｐ．Ｄ．ら、Ｃｅｌｌ　１０１，２５－３３（２０００）；Ｔｕｓｃｈｌ，Ｔ．ら、Ｇ
ｅｎｅｓ　Ｄｅｖ．１３，３１９１－３１９７（１９９９））。このプロセスは、内在性
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リボヌクレアーゼが長いｄｓＲＮＡを、低分子干渉ＲＮＡまたはｓｉＲＮＡと称される、
より短い、２１または２２ヌクレオチド長のＲＮＡに切断するときに起こる。より小さな
ＲＮＡセグメントが、次に、標的ｍＲＮＡの分解を媒介する。ＲＮＡｉの合成のためのキ
ットは、たとえばＮｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　ＢｉｏｌａｂｓおよびＡｍｂｉｏｎより市販
されている。１つの実施形態では、アンチセンスＲＮＡにおける使用に関して前述した化
学の１またはそれより多くが使用できる。
【０１７６】
　たとえば血管新生を阻害する分子をコードする核酸分子を、コードされるタンパク質の
被験体の細胞における発現に適した形態で被験体に導入することができ、また本発明の方
法においても使用し得る。血管新生を阻害する例示的な分子は、ＴＳＰ－１、ＴＳＰ－２
、ＩＦＮ－α、ＩＦＮ－γ、アンギオスタチン、エンドスタチン、タムスタチン、カンス
タチン、ＶＥＧＩ、ＰＥＤＦ、バソヒビン、およびプロラクチン２－メトキシエストラジ
オールの１６ｋＤａフラグメントを含むが、これらに限定されない（総説については、Ｋ
ｅｒｂｅｌ（２００４）Ｊ．Ｃｌｉｎ　Ｉｎｖｅｓｔ　１１４：８８４参照）。
【０１７７】
　たとえば、完全長または部分ｃＤＮＡ配列を組換え発現ベクターにクローニングし、標
準的な分子生物学手法を使用してベクターを細胞にトランスフェクトする。たとえばポリ
メラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）を用いた増幅によってまたは適切なｃＤＮＡライブラリーを
スクリーニングすることによって、ｃＤＮＡを得ることができる。ｃＤＮＡのヌクレオチ
ド配列は、標準的なＰＣＲ法によるｃＤＮＡの増幅を可能にするＰＣＲプライマーの設計
のため、または標準的なハイブリダイゼーション法を用いてｃＤＮＡライブラリーをスク
リーニングするのに使用できるハイブリダイゼーションプローブの設計のために使用でき
る。ｃＤＮＡの単離または増幅後、ＤＮＡフラグメントを適切な発現ベクターに導入する
。
【０１７８】
　本発明の方法における使用のための例示的な生物学的作用物質は、ゲフィニチブ（イレ
ッサ（Ｉｒｅｓｓａ））、アナストラゾール、ジエチルスチルベストロール、エストラジ
オール、プレマリン、ラロキシフェン、プロゲステロン、ノルエチノドレル、エチステロ
ン、ジメチステロン、酢酸メゲストロール、酢酸メドロキシプロゲステロン、カプロン酸
ヒドロキシプロゲステロン、ノルエチステロン、メチルテストステロン、テストステロン
、デキサメタゾン、プレドニゾン、コルチゾール、ソルメドロール（Ｓｏｌｕｍｅｄｒｏ
ｌ）、タモキシフェン、フルベストラント、トレミフェン、アミノグルテチミド、テスト
ラクトン、ドロロキシフェン、アナストロゾール、ビカルタミド、フルタミド、ニルタミ
ド、ゴセレリン、フルタミド、ロイプロリド、トリプトレリン、アミノグルテチミド、ミ
トタン、ゴセレリン、セツキシマブ、エルロチニブ、イマチニブ、トシツモマブ、アレム
ツズマブ、トラスツズマブ、ゲムツズマブ、リツキシマブ、イブリツモマブチウキセタン
、ベバシズマブ、デニロイキンディフティトックス、ダクリズマブ、インターフェロンα
、インターフェロンβ、抗４－１ＢＢ、抗４－１ＢＢＬ、抗ＣＤ４０、抗ＣＤ１５４、抗
ＯＸ４０、抗ＯＸ４０Ｌ、抗ＣＤ２８、抗ＣＤ８０、抗ＣＤ８６、抗ＣＤ７０、抗ＣＤ２
７、抗ＨＶＥＭ、抗ＬＩＧＨＴ、抗ＧＩＴＲＬ、抗ＣＴＬＡ－４、可溶性ＯＸ４０Ｌ、可
溶性４－１ＢＢＬ、可溶性ＣＤ１５４、可溶性ＧＩＴＲＬ、可溶性ＬＩＧＨＴ、可溶性Ｃ
Ｄ７０、可溶性ＣＤ８０、可溶性ＣＤ８６、可溶性ＣＴＬＡ４－Ｉｇ、ＧＶＡＸ（登録商
標）、および特定腫瘍または癌のための医療の適切な基準に基づき当業者に容易に明白で
あるそれらの組合せを含むが、これらに限定されない。可溶性形態の作用物質は、たとえ
ばＩｇ－Ｆｃ領域と作用物質を作動可能に連結することにより、たとえば融合タンパク質
として作製し得る。
【０１７９】
　２以上の付加的な作用物質、たとえば１、２、３、４、５の作用物質をＧＩＴＲ結合分
子と組み合わせて投与し得ることに留意すべきである。たとえば、１つの実施形態では、
２つの化学療法剤をＧＩＴＲ結合分子と組み合わせて投与し得る。もう１つの実施形態で
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は、化学療法剤、生物学的作用物質およびＧＩＴＲ結合分子を投与し得る。
【０１８０】
　様々な形態の生物学的作用物質を使用し得る。これらは、限定されることなく、腫瘍に
移植、注入またはその他の方法で挿入されたとき生物学的に活性化される、プロ形態分子
、非荷電分子、分子複合体、塩、エーテル、エステル、アミド等のような形態を包含する
。
【０１８１】
　ＩＶ．治療方法
　本発明はさらに、本発明の併用療法を被験体に投与する方法を提供する。
【０１８２】
　前述したように、本発明の方法、すなわち癌を処置するうえで有用な２番目の作用物質
と組み合わせたＧＩＴＲ結合分子の使用は、被験体において悪性疾患または癌を処置する
ために使用し得る。例示的な癌は、膵癌、黒色腫、乳癌、肺癌、気管支癌、結腸直腸癌、
前立腺癌、胃癌、卵巣癌、膀胱癌、脳または中枢神経系の癌、末梢神経系の癌、食道癌、
子宮頸癌、子宮または子宮内膜癌、口腔または咽頭の癌、肝癌、腎癌、精巣癌、胆道癌、
小腸または虫垂癌、唾液腺癌、甲状腺癌、副腎癌、骨肉腫、軟骨肉腫、および血液学的な
組織の癌を含む。
【０１８３】
　１つの実施形態では、本発明の方法は黒色腫を処置するために使用し得る。もう１つの
実施形態では、本発明の方法は、固形腫瘍、たとえば癌腫を処置するために使用し得る。
本発明の化合物によって処置できる固形腫瘍の例は、乳癌、精巣癌、肺癌、卵巣癌、子宮
癌、子宮頸癌、膵癌、非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）、結腸癌、ならびに前立腺癌、胃癌、
皮膚癌、胃癌、食道癌および膀胱癌を含むが、これらに限定されない。１つの実施形態で
は、固形腫瘍は腺癌、たとえば結腸の腺癌である。本発明の１つの実施形態では、固形腫
瘍は結腸腫瘍である。本発明のもう１つの実施形態では、固形腫瘍は、結腸腫瘍、肺腫瘍
、乳房腫瘍、胃腫瘍、前立腺腫瘍、子宮頸腫瘍、膣腫瘍および膵腫瘍から成る群より選択
される。
【０１８４】
　もう１つの実施形態では、腫瘍は、第Ｉ期、第ＩＩ期、第ＩＩＩ期および第ＩＶ期腫瘍
から成る群より選択される。腫瘍の病期は、腫瘍の大きさ、腫瘍が転移したリンパ節また
は他の組織の数、顕微鏡分析、組織学的分析等のような、当技術分野で認められている病
期分類の方法を使用して、当業者によって容易に決定される。
【０１８５】
　本発明の１つの実施形態では、本発明の併用療法は、樹立腫瘍、たとえば、栄養素がも
はや浸透現象によって被験体の血管系から腫瘍の中心部に浸透することができず、それゆ
え腫瘍が栄養素を受け取るためにそれ自体の血管供給を必要とするような十分な大きさの
腫瘍、すなわち血管化腫瘍を処置するために使用される。もう１つの実施形態では、本発
明の併用療法は、二次腫瘍、たとえば転移の樹立を処置する、たとえば阻害するため、お
よび／または腫瘍、たとえば樹立腫瘍および／もしくは二次腫瘍、たとえば転移の大きさ
を縮小するために使用される。さらにもう１つの実施形態では、本発明の併用療法は、二
次腫瘍、たとえば転移の樹立を予防するために使用される。
【０１８６】
　１つの実施形態では、併用療法は、少なくとも約１ｍｍ×１ｍｍの寸法を有する腫瘍を
処置するために使用される。本発明のもう１つの実施形態では、併用療法は、少なくとも
約０．５ｍｍ×０．５ｍｍである腫瘍を処置するために使用される。本発明の他の実施形
態では、腫瘍は少なくとも約１００ｍｍ３の体積を有する。１つの実施形態では、本発明
の併用療法は、触診によってまたはＭＲＩ、超音波もしくはＣＡＴスキャンなどの当技術
分野で周知の画像化法によって発見されるのに十分な大きさである腫瘍を処置するために
使用される。
【０１８７】
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　本発明のある実施形態では、本発明の方法は、約１０％超、約２０％超、約３０％超、
約３５％超、約４２％超、約４３％超、約４４％超、約４５％超、約４６％超、約４７％
超、約４８％超、約４９％超、約５０％超、約５１％超、約５２％超、約５３％超、約５
４％超、約５５％超、約５６％超、約５７％超、約５８％超、約５９％超、約６０％超、
約６５％超、約７０％超、約７５％超、約８０％超、約８５％超、約９０％超、約９５％
超または約１００％超の腫瘍の大きさの抑制を生じさせる。１つの実施形態では、ＧＩＴ
Ｒ結合分子またはその抗原結合フラグメント、および少なくとも１つの化学療法剤の投与
は、約４２％またはそれを超える％Ｔ／Ｃを生じさせる。
【０１８８】
　１つの実施形態では、本発明の併用療法は相乗作用を有する。２つの化合物の「相乗作
用」は、２つの作用物質の組合せの作用がそれらの個々の作用の和よりも大きく、対照お
よび単一薬剤と統計的に異なるものである。もう１つの実施形態では、本発明の併用療法
は相加作用を有する。２つの化合物の「相加作用」は、２つの作用物質の組合せの作用が
それらの個々の作用の和であり、対照および／または単一薬剤のいずれかと統計的に異な
るものである。
【０１８９】
　ＧＩＴＲ結合分子は、注射（皮下、静脈内等）、経口投与、吸入、経皮適用または直腸
投与などの便利な方法で投与することができる。投与経路に依存して、活性化合物を、化
合物を不活性化し得る酵素、酸および他の自然条件の作用から化合物を保護するための材
料で被覆することができる。たとえば、非経口投与以外によって作用物質を投与するため
に、作用物質をその不活性化を防ぐ物質で被覆するまたは不活性化を防ぐ物質と同時投与
することが望ましいと考えられる。
【０１９０】
　一般に、ＧＩＴＲ結合分子と組み合わせて投与される少なくとも１つの付加的な作用物
質は、単独で使用されるときに常套的に投与される経路によって投与される。ＧＩＴＲ結
合分子と少なくとも１つの付加的な作用物質が同じ経路によって投与される必要がないこ
とは了解される。
【０１９１】
　本発明の併用療法は、当技術分野で公知の様々な方法によって投与することができるが
、多くの治療適用に関して、好ましい投与経路／投与方法は、静脈内注射または注入であ
る。当業者に認識されるように、投与の経路および／または方法は所望結果に依存して異
なる。ある実施形態では、活性化合物は、インプラント、経皮パッチおよびマイクロカプ
セル化送達システムを含む、制御放出製剤などの、迅速な放出から化合物を保護する担体
と共に調製され得る。エチレン酢酸ビニル、ポリ無水物、ポリグリコール酸、コラーゲン
、ポリオルトエステルおよびポリ乳酸などの、生分解性の生体適合性ポリマーが使用でき
る。そのような製剤の調製のための多くの方法が特許を受けているかまたは一般に当業者
に公知である。たとえばＳｕｓｔａｉｎｅｄ　ａｎｄ　Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ　Ｒｅｌｅ
ａｓｅ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｊ．Ｒ．Ｒｏｂｉｎｓｏｎら、
Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９７８参照。
【０１９２】
　ある実施形態では、本発明の結合分子は、たとえば不活性希釈剤または同化可能な可食
担体と共に経口投与し得る。化合物（および所望する場合は他の成分）はまた、硬または
軟ゼラチンカプセルに封入し得る、錠剤に圧縮し得る、または被験体の食事に直接組み込
み得る。治療的経口投与のために、化合物を賦形剤と共に組み込み、経口摂取用錠剤、バ
ッカル錠、トローチ、カプセル、エリキシル、懸濁液、シロップ、カシェ剤等の形態で使
用し得る。非経口投与以外によって本発明の化合物を投与するために、化合物をその不活
性化を防ぐ物質で被覆するまたは不活性化を防ぐ物質と同時投与することが必要であり得
る。
【０１９３】
　ある実施形態では、本発明の方法は、有効量のＧＩＴＲ結合分子と２番目の作用物質を
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被験体に非経口的に投与することを含む。１つの実施形態では、本発明の方法は、ＧＩＴ
Ｒ結合分子と少なくとも１つの化学療法剤を被験体に動脈内投与することを含む。他の実
施形態では、本発明の方法は、有効量のＧＩＴＲ結合分子と少なくとも１つの化学療法剤
を被験体における腫瘍の動脈性の血液供給に直接投与することを含む。１つの実施形態で
は、本発明の方法は、有効量のＧＩＴＲ結合分子と少なくとも１つの化学療法剤を、カテ
ーテルを使用して癌性腫瘍の動脈性の血液供給に直接投与することを含む。ＧＩＴＲ結合
分子と少なくとも１つの化学療法剤を投与するためにカテーテルを使用する実施形態では
、カテーテルの挿入は、透視検査によってまたはカテーテル挿入を観察し得るおよび／も
しくは誘導し得る当技術分野で公知の他の方法によって誘導または観察し得る。もう１つ
の実施形態では、本発明の方法は化学塞栓療法を含む。たとえば、化学塞栓療法は、癌性
腫瘍に栄養供給する血管を、油性基剤（たとえばエチオドール中のポリビニルアルコール
）と混合した樹脂様物質および１またはそれより多い化学療法剤からなる組成物で閉塞さ
せることを含み得る。さらに他の実施形態では、本発明の方法は、ＧＩＴＲ結合分子と少
なくとも１つの化学療法剤の被験体への全身投与を含む。
【０１９４】
　一般に、本発明の医薬組成物を使用する化学塞栓療法または直接的な動脈内もしくは静
脈内注入療法は、典型的には部位にかかわらず同様の方法で実施される。簡単に述べると
、塞栓を生じさせる領域の血管造影（血管のロードマップ）、またはより詳細には、ある
実施形態では動脈造影を、Ｘ線撮影を行うときに動脈または静脈（閉塞させるまたは注入
する部位に依存して）に挿入されるカテーテルを通してＸ線不透過性造影剤を注入するこ
とによって最初に実施し得る。カテーテルは経皮的にまたは手術によって挿入し得る。次
に、流れが停止したことが認められるまでカテーテルを通して本発明の医薬組成物を還流
することによって血管を閉塞させ得る。閉塞は、血管造影を反復することによって確認し
得る。直接注入を使用する実施形態では、その後、血管に本発明の医薬組成物を所望用量
で注入する。
【０１９５】
　塞栓形成療法は、一般に、処置する腫瘍または血管塊の間隙全体にわたって阻害剤を含
有する組成物の分布を生じさせる。動脈管腔を詰まらせる塞栓粒子の物理的なかさが血管
供給の閉塞をもたらす。この作用に加えて、抗血管新生因子（単数または複数）の存在が
腫瘍または血管塊に供給する新しい血管の形成を予防し、血管供給を断つ失活作用を増強
する。直接的な動脈内または静脈内注入投与は、一般に、同じく処置する腫瘍または血管
塊の間隙全体にわたる阻害剤含有組成物の分布を生じさせる。しかし、血管供給がこの方
法で閉塞されることは一般には期待されない。
【０１９６】
　本発明の１つの態様では、塞栓形成または直接的な動脈内もしくは静脈内注入療法を利
用して一次および二次腫瘍を処置し得る。簡単に述べると、大腿動脈または上腕動脈を介
してカテーテルを挿入し、透視下で動脈系を通して誘導することにより、たとえば肝動脈
へと進行させる。正常構造に供給する動脈枝はできるだけ多く温存しながら、腫瘍に供給
する血管を完全に閉塞させるためにカテーテルを必要なだけ遠くまで肝動脈樹内を進ませ
る。理想的には、これは肝動脈の区域枝であるが、腫瘍およびその個々の血液供給の程度
に依存して胃十二指腸動脈の起始部より遠位の肝動脈全体、またはさらには複数の別々の
動脈を閉塞することが必要な場合があり得る。ひとたび所望カテーテル位置が達成されれ
ば、閉塞すべき動脈内の流れが停止するまで、好ましくはさらに５分間の観察後まで、動
脈カテーテルを通して組成物（前述したような）を注入することによって動脈を閉塞させ
る。動脈の閉塞は、カテーテルを通してＸ線不透過性造影剤を注入し、以前は造影剤で満
たされていた血管がもはや造影剤で満たされていないことを透視検査またはＸ線フィルム
で明らかにすることによって確認し得る。直接注入を使用する実施形態では、動脈カテー
テルを通して組成物（前述したような）を所望用量で注入することによって動脈に注入し
得る。同じ手順を閉塞すべき各々の栄養供給動脈に関して反復し得る。
【０１９７】



(44) JP 5932217 B2 2016.6.8

10

20

30

40

50

　投薬に関して、用量、投与サイクルの数および投与の順序は、緩和しようとする状態の
重症度によって異なり得ることに留意すべきである。任意の特定被験体に関して、特定用
量レジメンは、個々の必要性および組成物を投与するまたは組成物の投与を監督する人物
の専門的判断に従って経時的に調整され得ることがさらに了解されるべきである。典型的
には、投薬は当業者に公知の手法を用いて決定される。選択される用量レベルは、作用物
質またはそのエステル、塩もしくはアミドの活性、投与経路、投与の時間、使用される特
定化合物の排出または代謝の速度、処置の期間、使用される特定化合物と組み合わせて用
いられる他の薬剤、化合物および／または物質、年齢、性別、体重、状態、全般的健康、
疾患状態、個体において所望応答を惹起する結合分子の能力、および処置される患者の過
去の病歴、ならびに医学技術分野において周知の同様の因子を含む、様々な因子に依存す
る。
【０１９８】
　用量レジメンは、最適所望応答を与えるように調整し得る。たとえば、単回ボーラスを
投与し得るか、いくつかの分割用量を時間をかけて投与し得るか、または治療状況の緊急
性によって指示されるのに比例して用量を低減または増加し得る。１つの実施形態では、
投与される作用物質の１またはそれより多くを、投与の容易さと用量の均一性のために単
位投与形態の非経口組成物として製剤し得る。本明細書で使用される単位投与形態は、処
置される哺乳動物被験体のための単位剤型として適する物理的に分離した単位を指す；各
々の単位は、必要な医薬担体と共同して所望治療効果を生じさせるように算定された、あ
らかじめ定められた量の活性化合物を含有する。本発明の単位投与形態についての規格は
、（ａ）活性化合物の独自の特徴および達成すべき特定治療または予防効果、ならびに（
ｂ）個体における感受性の処置のためにそのような活性化合物を配合する技術分野に固有
の制限によって決定され、直接それらに依存する。
【０１９９】
　当技術分野における通常技術を有する医師または獣医は、本発明の併用療法の作用物質
の各々の有効量を容易に決定し、処方することができる。たとえば、医師または獣医は、
少なくとも１つの付加的な作用物質を、それが単独でまたはＧＩＴＲ結合分子を使用しな
い併用療法の一部として投与される場合に被験体に与えられる用量で投与することができ
る。そのような当技術分野で認められている投薬プロトコールは、過度の実験を必要とせ
ずに当業者によって決定され得る。
【０２００】
　本明細書で述べるＧＩＴＲ結合分子と少なくとも１つの化学療法剤の併用は、任意の個
別作用物質についての必要用量を低減し得る。従って、１つの実施形態では、少なくとも
１つの付加的な作用物質の用量は、作用物質が単独で投与される場合に所望治療効果を達
成するために必要とされる用量よりも低い用量であり得る。
【０２０１】
　ＧＩＴＲ結合分子に関して、当業者はまた、最適用量を容易に決定することができる。
たとえば、抗ＧＩＴＲ抗体は、約５０ｍｇ／ｋｇ～約０．０５ｍｇ／ｋｇの用量で投与す
ることができる。１つの実施形態では、抗ＧＩＴＲ抗体は、約４０ｍｇ／ｋｇ～約０．１
ｍｇ／ｋｇの用量で投与できる。もう１つの実施形態では、抗ＧＩＴＲ抗体は、約３０ｍ
ｇ／ｋｇ～約０．５ｍｇ／ｋｇの用量で投与できる。さらにもう１つの実施形態では、抗
ＧＩＴＲ抗体は、約２０ｍｇ／ｋｇ～約１ｍｇ／ｋｇの用量で投与できる。前記に列挙し
た値の中間の範囲も本発明の一部であることが意図されている。さらにもう１つの実施形
態では、抗ＧＩＴＲ抗体は、約１０ｍｇ／ｋｇ～約５ｍｇ／ｋｇの用量で投与することが
できる。たとえば、例示的な用量は、約０．０６、約０．０７、約０．０８、約０．０９
、約０．１、約０．２、約０．３、約０．４、約０．５、約０．６、約０．７、約０．８
、約０．９、約１、約１．５、約２、約２．５、約３、約３．５、約４、約４．５、約５
、約１０、約２０、約３０または約４０ｍｇ／ｋｇを含む。本明細書で示す用量および用
量範囲は単なる例示であり、特許請求する組成物の範囲または実施を限定することを意図
しないことに留意されたい。
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【０２０２】
　細胞培養アッセイおよび動物試験から得られたデータを、たとえばマウスにおいて有害
作用が起こらない用量を測定し、ヒト等価用量を決定することにより、ヒトにおける使用
のための用量の範囲を策定するときに使用し得る（たとえば、その内容が参照により本明
細書に組み込まれる、ｗｗｗ．ｆｄａ．ｇｏｖ／ｃｂｅｒ／ｇｄｌｎｓ／ｄｏｓｅ．ｈｔ
ｍ参照）。任意の補助物質、あるいはその任意の成分の用量は、好ましくは、ほとんどま
たは全く毒性を伴わないＥＤ５０（半有効量）を含む循環濃度の範囲内にある。用量は、
使用される投与形態および利用される投与経路に依存してこの範囲内で変動し得る。本発
明の作用物質に関して、治療有効用量は、最初に細胞培養アッセイから推定され得る。用
量は、細胞培養において決定されるＩＣ５０（すなわち症状の最大の半分の阻害を達成す
る試験化合物の濃度）を含む循環血漿中濃度範囲を達成するように動物モデルにおいて策
定され得る。そのような情報は、ヒトにおいて有用な用量をより正確に決定するために使
用し得る。血漿中のレベルは、たとえば高速液体クロマトグラフィーによって測定し得る
。
【０２０３】
　あるいは、本発明の用量は、組成物の血漿中濃度を参考にして決定し得る。たとえば、
最大血漿中濃度（Ｃｍａｘ）および０時間目から無限大までの血漿中濃度－時間曲線下面
積（ＡＵＣ（０～４））を使用し得る。本発明のための用量は、ＣｍａｘおよびＡＵＣ（
０～４）に関して前記の値を生じさせる用量およびそれらのパラメーターに関してより大
きなまたはより小さな値を生じさせる他の用量を含む。
【０２０４】
　所与の患者において最も有効な処置を生じさせる任意の特定化合物の投与の正確な時間
および量は、特定化合物の活性、薬物動態およびバイオアベイラビリティー、患者の生理
的状態（年齢、性別、疾患の種類および病期、全般的健康状態、薬剤の所与の用量および
種類に対する応答性を含む）、投与の経路等に依存する。本明細書で提示する指針は、処
置を最適化する、たとえば投与の最適の時間および／または量を決定するために使用でき
、これは、被験体をモニタリングすることならびに用量および／または時期を調整するこ
とから成る常套的な実験しか必要としない。
【０２０５】
　１つの実施形態では、併用療法の少なくとも１つの非ＧＩＴＲ結合物質は、ＧＩＴＲ結
合分子の投与の前に被験体に投与される。非ＧＩＴＲ結合分子は１回または２回以上患者
に投与され得る。反復投与の場合、非ＧＩＴＲ結合分子は、毎日、１日おき、週に１回、
月に１回、または別のスケジュールに従って投与され得る。例示的な処置は、長期間、た
とえば少なくとも６ヶ月間にわたる多回投与量での投与を必要とする。
【０２０６】
　同様に、本発明のＧＩＴＲ結合分子は１回または２回以上患者に投与され得る。反復投
与の場合、ＧＩＴＲ結合分子は、毎日、１日おき、週に１回、月に１回、または別のスケ
ジュールに従って投与され得る。例示的な処置は、長期間、たとえば少なくとも６ヶ月間
にわたる多回投与量での投与を必要とする。
【０２０７】
　非ＧＩＴＲ結合分子をＧＩＴＲ結合分子の投与の前または投与後に投与する場合、作用
物質の投与の間の間隔は、数分間、数時間、数日間、数週間または数カ月間であり得る。
【０２０８】
　ＧＩＴＲ結合分子と少なくとも１つの付加的な作用物質を含む本発明の併用療法は、場
合により、癌を処置するうえで有効である付加的な作用物質の投与または処置レジメン、
たとえば手術、放射線療法を含み得る。好ましい付加的な作用物質は、当技術分野で認め
られており、特定疾患を処置するために常套的に投与されるものである。
【０２０９】
　被験体が処置されている間、関連する指標の１またはそれより多くをあらかじめ定めら
れた時点で、たとえば２４時間にわたって測定することによって患者の健康状態をモニタ
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リングし得る。そのようなモニタリングの結果に従って、投与および製剤の補助物質、量
、時間を含めて、処置を最適化し得る。同じパラメーターを測定することによって改善の
程度を決定するために患者を定期的に再評価してもよく、最初のそのような再評価は、典
型的には治療の開始から４週間後に行われ、その後の再評価は、治療の間は４～８週間ご
とに、その後は３カ月ごとに行われる。治療は数ヶ月間、さらには数年間継続してもよく
、最短１ヶ月間がヒトのための典型的な治療期間である。投与される作用物質の量および
場合によっては投与の時間に対する調整は、これらの再評価に基づいて行われ得る。
【０２１０】
　１つの実施形態では、ＧＩＴＲ結合分子と２番目の作用物質は、当技術分野で公知の方
法を用いて複合される。
【０２１１】
　Ｖ．本発明のキット
　本発明は、本発明の方法の使用のためのキットおよび製品を提供する。本発明はまた、
癌の処置のために本発明において使用されるＧＩＴＲ結合分子および２番目の作用物質を
投与するための包装された医薬組成物またはキットに関する。本発明の１つの実施形態で
は、キットまたは製品は、ＧＩＴＲ結合分子、および少なくとも１つの付加的な作用物質
、たとえば化学療法剤と組み合わせて癌の処置のために投与するための指示書を含む。も
う１つの実施形態では、キットは、ＧＩＴＲ結合分子との併用療法における使用のための
少なくとも１つの付加的な作用物質を含有する２番目の容器を含む。指示書は、種々の用
量のＧＩＴＲ結合分子および少なくとも１つの化学療法剤を、どのようにして、たとえば
静脈内に、およびいつ、たとえば０週目と２週目に、処置のために被験体に投与すべきか
を説明し得る。
【０２１２】
　包装またはキットは、あるいは、ＧＩＴＲ結合分子を含むことができ、本明細書で述べ
る用途または疾患の処置のために、包装中でまたは添付の情報を通して、使用を奨励（ｐ
ｒｏｍｏｔｅｄ）され得る。包装された医薬品またはキットは、１番目の作用物質、たと
えばＧＩＴＲ結合分子と共に２番目の作用物質、たとえば化学療法剤を使用するための指
示書と共に包装されるまたは指示書により同時奨励される、化学療法剤（本明細書で述べ
るような）をさらに含み得る。
【０２１３】
　たとえば、キットは、包装材料、１またはそれより多いＧＩＴＲ結合分子および前述し
た少なくとも１つの化学療法剤および場合によりラベルまたは添付文書を含み得る。さら
に他の実施形態では、本発明は、１またはそれより多いＧＩＴＲ結合分子および少なくと
も１つの化学療法剤およびそのような組成物の投与を達成するための１またはそれより多
い装置を含むキットを提供する。たとえば、キットは、ＧＩＴＲ結合分子を含有する医薬
組成物および固形腫瘍への組成物の直接的な動脈内注入を達成するためのカテーテルを含
み得る。キットは、場合により、医薬的に許容される緩衝液を含む２番目の容器および組
成物を使用するための指示書などの付属成分を含む。
【０２１４】
　本発明を以下の実施例によってさらに説明するが、それらは限定と解釈されるべきでは
ない。本明細書全体を通じて引用されるすべての参考文献、特許および公開特許出願の内
容、ならびに図面は、参照により本明細書に組み込まれる。
【実施例】
【０２１５】
　（実施例１）
　ＧＩＴＲ結合分子とヌクレオシド類似体の組合せは結腸癌の動物モデルにおいて腫瘍量
を減少させ、生存時間を延長させる。
【０２１６】
　マウスの側腹部に１×１０５のＣＴ２６細胞を注射し、マウスを群に分けた。対照マウ
スの１つの群は未処置とした。ゲムザールを受容するマウスの群は、１５日目にゲムザー
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ル８０ｍｇ／ｋｇで処置した。１つの群のマウスは、１５、１６および１７日目に０．４
ｍｇの用量の抗ＧＩＴＲ抗体（２Ｆ８）単独（Ｉ．Ｐ．）を受容した。ゲムザール＋２Ｆ
８を受容するマウスの群には、１５日目にゲムザール８０ｍｇ／ｋｇおよび１６日目に２
Ｆ８　０．４ｍｇ（Ｉ．Ｐ．）を投与した。
【０２１７】
　腫瘍の大きさおよびマウスの生存をモニタリングした。ＧｒａｐｈＰａｄ　Ｐｒｉｓｍ
　４ソフトウエアを使用してカプラン－マイヤー生存曲線を作成し、群についての生存時
間中央値を確認した。カリパスを使用して腫瘍を測定し、式（Ｌ×Ｗ２）／２を用いて腫
瘍の大きさを算定した。
【０２１８】
　ゲムザールと２Ｆ８の組合せで処置したマウスにおける腫瘍量は、ビヒクル、ゲムザー
ル単独または２Ｆ８単独で処置したマウスの腫瘍量に比べて低かった（図１）。
【０２１９】
　加えて、図２に示すように、ＩｇＧ２ａ対照マウスおよびＧＩＴＲ結合分子単独で処置
したマウスについての生存時間中央値は２４日間であった。ゲムザール単独で処置したマ
ウスについては、生存時間中央値は３１日間であった。ゲムザール＋２Ｆ８で処置したす
べてのマウスが３１日目にまだ生存しており、腫瘍は中等度の大きさであった。
【０２２０】
　２番目の試験では、マウスの尾静脈に１×１０５のＣＴ２６細胞を注射し、腫瘍を肺に
おいて１０日間樹立させた。その後動物を群に分けた。対照マウスの１つの群は未処置と
した。ゲムザールを受容するマウスの群は、１５日目にゲムザール８０ｍｇ／ｋｇで処置
した。１つの群のマウスは、１５、１６および１７日目に０．４ｍｇの用量の抗ＧＩＴＲ
抗体（２Ｆ８）単独（Ｉ．Ｐ．）を受容した。ゲムザール＋２Ｆ８を受容するマウスの群
には、１５日目にゲムザール８０ｍｇ／ｋｇおよび１６日目に２Ｆ８　０．４ｍｇ（Ｉ．
Ｐ．）を投与した。腫瘍の数を２２日目に評価した。
【０２２１】
　図３に示すように、ゲムザールと２Ｆ８の組合せで処置したマウスにおける腫瘍の数は
、ビヒクル、ゲムザール単独または２Ｆ８単独で処置したマウスにおける腫瘍の数に比べ
て低かった。
【０２２２】
　（実施例２）
　ＧＩＴＲ結合分子と微小管形成に影響を及ぼす作用物質の組合せは黒色腫の動物モデル
において腫瘍量を減少させる。
【０２２３】
　マウスの側腹部に１２×１０３のＢ１６黒色腫細胞を注射し、マウスを群に分けた。対
照マウスの１つの群は未処置とした。タキソール（Ｔａｘｏｌ（登録商標））を受容する
マウスの群は、腫瘍が約１００ｍｍ３であった２０日目にタキソール（登録商標）１０ｍ
ｇ／ｋｇで処置した。１つの群のマウスは、２１日目に０．４ｍｇの用量の抗ＧＩＴＲ抗
体（２Ｆ８）単独（Ｉ．Ｐ．）を受容した。タキソール（登録商標）＋２Ｆ８を受容する
マウスの群には、２０日目にタキソール（登録商標）１０ｍｇ／ｋｇおよび２１日目に２
Ｆ８　０．４ｍｇ（Ｉ．Ｐ．）を投与した。
【０２２４】
　腫瘍の大きさおよびマウスの生存をモニタリングした。カリパスを使用して腫瘍を測定
し、式（Ｌ×Ｗ２）／２を用いて腫瘍の大きさを算定した。
【０２２５】
　図４に示すように、タキソール（登録商標）と２Ｆ８の組合せで処置したマウスにおけ
る腫瘍量は、ビヒクル、タキソール（登録商標）単独または２Ｆ８単独で処置したマウス
の腫瘍量に比べて低かった。
【０２２６】
　（実施例３）
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　ＧＩＴＲ結合分子とアルキル化剤の組合せは結腸癌の動物モデルにおいて腫瘍量を減少
させる。
【０２２７】
　マウスに１×１０５のＣＴ２６細胞を皮下注射し、マウスを群に分けた。対照マウスの
１つの群は未処置とした。シトキサンを受容するマウスの群は、１３日目にシトキサン１
５０ｍｇ／ｋｇで処置した。１つの群のマウスは、１４日目に０．４ｍｇの用量の抗ＧＩ
ＴＲ抗体（２Ｆ８）単独（Ｉ．Ｐ．）を受容した。シトキサン＋２Ｆ８を受容するマウス
の群には、１３日目にシトキサン（Ｃｙｔｏｘａｎ（登録商標））１５０ｍｇ／ｋｇおよ
び１４日目に２Ｆ８　０．４ｍｇ（Ｉ．Ｐ．）を投与した。
【０２２８】
　腫瘍の大きさおよびマウスの生存をモニタリングした。カリパスを使用して腫瘍を測定
し、式（Ｌ×Ｗ２）／２を用いて腫瘍の大きさを算定した。
【０２２９】
　図５に示すように、シトキサンと２Ｆ８の組合せで処置したマウスにおける腫瘍量は、
ビヒクルまたはシトキサン単独で処置したマウスの腫瘍量に比べて低かった。
【０２３０】
　（実施例４）
　ＧＩＴＲ結合分子とアルキル化剤またはヌクレオシド類似体の組合せで処置した結腸癌
の動物モデルは、ＣＴ２６細胞に対する強固な記憶応答を発現する。
【０２３１】
　腫瘍の完全な寛解を有する、実施例１および４において前記のように処置したマウスを
試験において使用し、この試験では、マウスに３×１０５のＣＴ２６細胞をＩＶ注射する
か（４匹のマウス）、またはマウスの左側腹部に１０６のＣＴ２６細胞および右側腹部に
１０６のＲＥＮＣＡ細胞を注射した（４匹のマウス）。ＣＴ２６に対してナイーブなマウ
スを対照として使用した。組合せで処置した４匹のマウスすべてがＣＴ２６細胞の攻撃誘
発を拒絶し、２／４はＲＥＮＣＡ細胞を完全に拒絶した。ＩＶ試験では、細胞の注射後１
４日目に肺を切除し、インディアインクで染色して、フェケト（Ｆｅｋｅｔｅ）溶液で固
定し、腫瘍の存在に関して分析した；４匹の動物すべての肺の分析が腫瘍の目に見える徴
候を示さなかった。
【０２３２】
　（実施例５）
　ＧＩＴＲ結合分子と代謝拮抗薬の組合せは結腸癌の動物モデルにおいて腫瘍量を減少さ
せる。
【０２３３】
　マウスに１×１０５のＣＴ２６細胞を皮下注射し、マウスを群に分けた。対照マウスの
１つの群は未処置とした。フルオロウラシル（５－ＦＵ）を受容するマウスの群は、１０
日目に５－ＦＵ　７５ｍｇ／ｋｇで処置した。５－ＦＵ＋２Ｆ８を受容するマウスの群に
は、１０日目に５－ＦＵ　７５ｍｇ／ｋｇおよび１１日目に２Ｆ８　０．４ｍｇ（Ｉ．Ｐ
．）を投与した。
【０２３４】
　腫瘍の大きさおよびマウスの生存をモニタリングした。カリパスを使用して腫瘍を測定
し、式（Ｌ×Ｗ２）／２を用いて腫瘍の大きさを算定した。
【０２３５】
　図６に示すように、５－ＦＵと２Ｆ８の組合せで処置したマウスにおける腫瘍量は、ビ
ヒクルまたは５－ＦＵ単独で処置したマウスの腫瘍量に比べて低かった。
【０２３６】
　（実施例６）
　ＧＩＴＲ結合分子と細胞障害性抗生物質の組合せは結腸癌の動物モデルにおいて腫瘍量
を減少させる。
【０２３７】
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　マウスに１×１０５のＣＴ２６細胞を皮下注射し、マウスを群に分けた。対照マウスの
１つの群は未処置とした。ドキソルビシン（アドリアマイシン）を受容するマウスの群は
、１０日目にドキソルビシン５ｍｇ／ｋｇで処置した。ドキソルビシン＋２Ｆ８を受容す
るマウスの群には、１０日目にドキソルビシン５ｍｇ／ｋｇおよび１１日目に２Ｆ８　０
．４ｍｇ（Ｉ．Ｐ．）を投与した。
【０２３８】
　腫瘍の大きさおよびマウスの生存をモニタリングした。カリパスを使用して腫瘍を測定
し、式（Ｌ×Ｗ２）／２を用いて腫瘍の大きさを算定した。
【０２３９】
　図７に示すように、ドキソルビシンと２Ｆ８の組合せで処置したマウスにおける腫瘍量
は、ビヒクルまたはドキソルビシン単独で処置したマウスの腫瘍量に比べて低かった。
【０２４０】
　（実施例７）
　ＧＩＴＲ結合分子とアルキル化剤の組合せは黒色腫の動物モデルにおいて腫瘍量を減少
させる。
【０２４１】
　マウスに１×１０４のＢ１６黒色腫細胞を皮下注射し、マウスを群に分けた。対照マウ
スの１つの群は未処置とした。シトキサンを受容するマウスの群は、１３日目にシトキサ
ン１５０ｍｇ／ｋｇで処置した。１つの群のマウスは、１４日目に０．４ｍｇの用量の抗
ＧＩＴＲ抗体（２Ｆ８）単独（Ｉ．Ｐ．）を受容した。シトキサン＋２Ｆ８を受容するマ
ウスの群には、１３日目にシトキサン（登録商標）１５０ｍｇ／ｋｇおよび１４日目に２
Ｆ８　０．４ｍｇ（Ｉ．Ｐ．）を投与した。
【０２４２】
　腫瘍の大きさおよびマウスの生存を観測した。カリパスを使用して腫瘍を測定し、式（
Ｌ×Ｗ２）／２を用いて腫瘍の大きさを算定した。
【０２４３】
　図８に示すように、シトキサンと２Ｆ８の組合せで処置したマウスにおける腫瘍量は、
ビヒクルまたはシトキサン単独で処置したマウスの腫瘍量に比べて低かった。
【０２４４】
　等価物
　当業者は、本明細書で述べる本発明の特定実施形態に対する多くの等価物を認識する、
または常套的な実験だけを使用して確認することができる。そのような等価物は以下の特
許請求の範囲に包含されることが意図されている。
【０２４５】
　以下で列挙する項目を含む、本明細書で言及するすべての公表文献および特許は、各々
個々の公表文献または特許が、参照によって組み込まれることを具体的におよび個別に指
示されているかのごとくに、それらの全体が参照により本明細書に組み込まれる。
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