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(57)【要約】
　本発明は、ＣＬＤＮ６を標的とすることを含む、癌幹細胞を含有する癌疾患の診断また
は治療のための方法を提供する。特に、本発明は、ＣＬＤＮ６を発現する細胞を検出する
ことを含む、癌幹細胞を測定する方法を提供する。さらに、本発明は、ＣＬＤＮ６に結合
する能力を有する抗体を癌患者に投与することによって癌幹細胞を阻害するおよび／また
は排除することを含む、癌を治療するまたは予防する方法を提供する。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ＣＬＤＮ６を発現する細胞を検出することを含む、癌幹細胞を測定する方法。
【請求項２】
　ＣＬＤＮ６を発現する細胞の存在が癌幹細胞の存在を指示するおよび／またはＣＬＤＮ
６を発現する細胞の量が癌幹細胞の量と相関する、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　ＣＬＤＮ６を発現する細胞を癌患者から得た試料中で検出する、請求項１または２に記
載の方法。
【請求項４】
　前記方法が、ＣＬＤＮ６を発現する細胞の定量的および／または定性的測定を含む、請
求項１から３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５】
　ＣＬＤＮ６を発現する細胞の量を、参照試料中のＣＬＤＮ６を発現する細胞の量と比較
するまたは所定の参照範囲と比較することを含む、請求項１から４のいずれか一項に記載
の方法。
【請求項６】
　前記参照試料が、癌と診断されたことがない患者からの試料である、請求項５に記載の
方法。
【請求項７】
　前記所定の参照範囲が、癌と診断されたことがない患者の集団に基づく、請求項５に記
載の方法。
【請求項８】
　癌患者において癌幹細胞の量を観測することを含む、請求項１から７のいずれか一項に
記載の方法。
【請求項９】
　癌患者において癌幹細胞の量を観測することが、前記癌患者から得た試料中の癌幹細胞
の量を前記癌患者からより早期に得た試料中の癌幹細胞の量と比較することを含む、請求
項８に記載の方法。
【請求項１０】
　前記癌患者から得た試料が、癌療法の投与中または投与後に前記癌患者から採取した試
料である、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　癌患者において癌療法の効果を観測する方法であって、
　（ｉ）癌療法の投与中または投与後に前記癌患者から得た試料中の癌幹細胞の量を測定
すること；および
　（ｉｉ）前記癌患者から得た試料中の癌幹細胞の量を前記癌患者からより早期に得た試
料中の癌幹細胞の量と比較すること
を含み、ここで前記癌患者から得た試料中の癌幹細胞の量を測定することおよび／または
前記癌患者からより早期に得た試料中の癌幹細胞の量を測定することが、ＣＬＤＮ６を発
現する細胞の量を測定することを含む方法。
【請求項１２】
　前記癌患者からより早期に得た試料が、癌療法の投与前、投与中または投与後に前記癌
患者から採取した試料である、請求項９から１１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１３】
　癌幹細胞の量の安定化または減少が、前記癌療法が有効であることを指示する、請求項
１０から１２のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１４】
　癌幹細胞の量の増加が、前記癌療法が有効でないことを指示する、請求項１０から１２
のいずれか一項に記載の方法。
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【請求項１５】
　前記癌療法が癌幹細胞に対する癌療法である、請求項１０から１４のいずれか一項に記
載の方法。
【請求項１６】
　前記癌患者から得た試料が生物学的流体または腫瘍生検である、請求項３から１５のい
ずれか一項に記載の方法。
【請求項１７】
　前記試料が１つまたはそれ以上の前処理工程に供されている、請求項３から１１のいず
れか一項に記載の方法。
【請求項１８】
　免疫検定法を用いることによってＣＬＤＮ６を発現する細胞を検出するまたはその量を
測定する、請求項１から１７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１９】
　前記免疫検定法が、ウェスタンブロット法、免疫組織化学、放射性免疫検定法、ＥＬＩ
ＳＡ（固相酵素免疫検定法）、「サンドイッチ」免疫検定法、免疫沈降アッセイ、沈降反
応、ゲル拡散沈降反応、免疫拡散アッセイ、凝集アッセイ、補体結合アッセイ、イムノラ
ジオメトリックアッセイ、蛍光免疫検定法、免疫蛍光法、プロテインＡ免疫検定法、フロ
ーサイトメトリおよびＦＡＣＳ分析から成る群より選択される、請求項１８に記載の方法
。
【請求項２０】
　ＣＬＤＮ６に結合する能力を有する抗体を使用することによってＣＬＤＮ６を発現する
前記細胞を検出するまたはその量を測定する、請求項１から１９のいずれか一項に記載の
方法。
【請求項２１】
　ＣＬＤＮ６を発現する前記細胞が、ＣＬＤＮ６を発現する癌細胞であるおよび／または
腫瘍部位に存在する細胞である、請求項１から２０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２２】
　癌を治療するまたは予防する方法であって、ＣＬＤＮ６に結合する能力を有する抗体を
癌患者に投与することによって癌幹細胞を阻害するおよび／または排除することを含む方
法。
【請求項２３】
　前記癌幹細胞がＣＬＤＮ６を発現する、請求項２２に記載の方法。
【請求項２４】
　化学療法および／または放射線療法を投与することをさらに含む、請求項２２または２
３に記載の方法。
【請求項２５】
　癌幹細胞を阻害するおよび／または排除することが、化学療法および／または放射線療
法の抗癌作用を増強する、請求項２２から２４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２６】
　化学療法および／または放射線療法の抗癌作用の増強が、化学療法および／または放射
線療法を受けている癌患者の生存期間の延長を含む、請求項２５に記載の方法。
【請求項２７】
　癌を治療するまたは予防する方法であって、（ｉ）ＣＬＤＮ６に結合する能力を有する
抗体および（ｉｉ）化学療法を癌患者に投与することを含む方法。
【請求項２８】
　前記癌が、ＣＬＤＮ６を発現する癌幹細胞を含む、請求項２７に記載の方法。
【請求項２９】
　ＣＬＤＮ６に結合する能力を有する抗体を投与することが、ＣＬＤＮ６を発現する癌幹
細胞の阻害または排除をもたらす、請求項２７または２８に記載の方法。
【請求項３０】
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　ＣＬＤＮ６に結合する能力を有する抗体を投与することが化学療法の抗癌作用を増強す
る、請求項２７から２９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３１】
　化学療法の抗癌作用の増強が、化学療法を受けている癌患者の生存期間の延長を含む、
請求項３０に記載の方法。
【請求項３２】
　癌幹細胞の排除が癌の治癒をもたらす、請求項２２から２６および２９から３１のいず
れか一項に記載の方法。
【請求項３３】
　ＣＬＤＮ６に結合する能力を有する前記抗体と前記化学療法を相乗的に有効な量で投与
する、請求項２４から３２のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３４】
　前記化学療法を最大耐量より低い用量で投与する、請求項２４から３３のいずれか一項
に記載の方法。
【請求項３５】
　前記化学療法が、タキサン類、白金化合物、ヌクレオシド類似体、カンプトテシン類似
体、アントラサイクリン、そのプロドラッグ、その塩およびそれらの組合せから成る群よ
り選択される作用物質を投与することを含む、請求項２４から３４のいずれか一項に記載
の方法。
【請求項３６】
　前記化学療法が、パクリタキセル、シスプラチン、カルボプラチン、そのプロドラッグ
、その塩およびそれらの組合せから成る群より選択される作用物質を投与することを含む
、請求項２４から３５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３７】
　前記癌幹細胞が前記癌患者の腫瘍部位に存在する、請求項２２から２６および２８から
３６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３８】
　前記癌が化学療法に対して、特に単独療法として投与された場合、化学療法に耐性であ
る、請求項２２から３７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３９】
　ＣＬＤＮ６に結合する能力を有する前記抗体が癌幹細胞に阻害作用および／または細胞
傷害作用を及ぼす、請求項２２から３８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４０】
　ＣＬＤＮ６に結合する能力を有する前記抗体が、補体依存性細胞傷害（ＣＤＣ）媒介性
溶解、抗体依存性細胞傷害（ＡＤＣＣ）媒介性溶解、アポトーシスの誘導および増殖の阻
害の１つまたはそれ以上を媒介することによって癌幹細胞にその阻害作用および／または
細胞傷害作用を与える、請求項３９に記載の方法。
【請求項４１】
　ＣＬＤＮ６に結合する能力を有する前記抗体が治療成分に連結されている、請求項２２
から４０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４２】
　前記治療成分が、細胞傷害性薬剤、化学療法剤または放射性核種である、請求項４１に
記載の方法。
【請求項４３】
　前記治療成分が緩やかに増殖する細胞に作用する、請求項４１または４２に記載の方法
。
【請求項４４】
　ＣＬＤＮ６に結合する能力を有する前記抗体が、ＣＬＤＮ６の第一細胞外ループに結合
する、請求項２２から４３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４５】
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　ＣＬＤＮ６に結合する能力を有する前記抗体が、配列番号：５によって表されるアミノ
酸配列またはそのフラグメントを含む重鎖可変領域（ＶＨ）および配列番号：４によって
表されるアミノ酸配列またはそのフラグメントを含む軽鎖可変領域（ＶＬ）を含有する、
請求項２２から４４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４６】
　リンカーによって少なくとも１つの毒素薬剤成分に共有結合された、ＣＬＤＮ６に結合
する能力を有する抗体を含有する抗体薬剤コンジュゲートを癌患者に投与することを含む
、癌を治療するまたは予防する方法。
【請求項４７】
　前記毒素薬剤成分が細胞膜透過性である、請求項４６に記載の方法。
【請求項４８】
　前記毒素薬剤成分がメイタンシノイドまたはアウリスタチンである、請求項４６または
４７に記載の方法。
【請求項４９】
　前記メイタンシノイドがＤＭ１およびＤＭ４から成る群より選択される、請求項４８に
記載の方法。
【請求項５０】
　前記アウリスタチンがモノメチルアウリスタチンＥ（ＭＭＡＥ）およびモノメチルアウ
リスタチンＦ（ＭＭＡＦ）から成る群より選択される、請求項４８に記載の方法。
【請求項５１】
　前記リンカーが切断可能なリンカーである、請求項４６から５０のいずれか一項に記載
の方法。
【請求項５２】
　前記リンカーがカテプシンで切断可能なリンカーである、請求項４６から５１のいずれ
か一項に記載の方法。
【請求項５３】
　前記抗体が、前記抗体のシステインチオールを介して前記リンカーに連結される、請求
項４６から５２のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５４】
　前記癌がＣＬＤＮ６を発現する癌幹細胞を含む、請求項４６から５３のいずれか一項に
記載の方法。
【請求項５５】
　前記抗体薬剤コンジュゲートを投与することが、ＣＬＤＮ６を発現する癌幹細胞の阻害
または排除をもたらす、請求項４６から５４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５６】
　化学療法および／または放射線療法を投与することをさらに含む、請求項４６から５５
のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５７】
　前記抗体薬剤コンジュゲートを投与することが、化学療法および／または放射線療法の
抗癌作用を増強する、請求項４６から５６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５８】
　前記抗体薬剤コンジュゲート中のＣＬＤＮ６に結合する能力を有する前記抗体が、ＣＬ
ＤＮ６の第一細胞外ループに結合する、請求項４６から５７のいずれか一項に記載の方法
。
【請求項５９】
　ＣＬＤＮ６に結合する能力を有する前記抗体が、配列番号：５によって表されるアミノ
酸配列またはそのフラグメントを含む重鎖可変領域（ＶＨ）および配列番号：４によって
表されるアミノ酸配列またはそのフラグメントを含む軽鎖可変領域（ＶＬ）を含有する、
請求項４６から５８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６０】
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　ＣＬＤＮ６が、配列番号：１または配列番号：２に従うアミノ酸配列を有する、請求項
１から５９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６１】
　前記癌が、原発癌、進行癌、転移癌、再発癌またはそれらの組合せを含む、請求項１か
ら６０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６２】
　癌を治療するまたは予防する方法であって、
　（ｉ）請求項１から２１のいずれか一項に記載の方法によって癌患者において癌幹細胞
を測定することおよび
　（ｉｉ）癌幹細胞に対する癌療法を前記癌患者に投与すること
を含む方法。
【請求項６３】
　癌幹細胞に対する前記癌療法が、請求項２２から６１のいずれか一項に記載の癌を治療
するまたは予防する前記方法を実施することを含む、請求項６２に記載の方法。
【請求項６４】
　請求項２２から６３のいずれか一項に記載の方法によって癌を治療することを含む、特
に癌治療中または癌治療後の、癌化学療法耐性、癌再発または癌転移を予防する方法。
【請求項６５】
　（ｉ）ＣＬＤＮ６に結合する能力を有する抗体および（ｉｉ）化学療法剤を含有する、
癌を治療するまたは予防するための医療調製物。
【請求項６６】
　ＣＬＤＮ６に結合する能力を有する前記抗体を含有する第一容器および前記化学療法剤
を含有する第二容器を含むキットの形態で存在する、請求項６５に記載の医療調製物。
【請求項６７】
　癌の治療または予防のための前記調製物の使用に関する印刷された指示書をさらに含む
、請求項６５または６６に記載の医療調製物。
【請求項６８】
　リンカーによって少なくとも１つの毒素薬剤成分に共有結合された、ＣＬＤＮ６に結合
する能力を有する抗体を含有する抗体薬剤コンジュゲート。
【請求項６９】
　前記毒素薬剤成分が細胞膜透過性である、請求項６８に記載の抗体薬剤コンジュゲート
。
【請求項７０】
　前記毒素薬剤成分がメイタンシノイドまたはアウリスタチンである、請求項６８または
６９に記載の抗体薬剤コンジュゲート。
【請求項７１】
　前記メイタンシノイドがＤＭ１およびＤＭ４から成る群より選択される、請求項７０に
記載の抗体薬剤コンジュゲート。
【請求項７２】
　前記アウリスタチンがモノメチルアウリスタチンＥ（ＭＭＡＥ）およびモノメチルアウ
リスタチンＦ（ＭＭＡＦ）から成る群より選択される、請求項７０に記載の抗体薬剤コン
ジュゲート。
【請求項７３】
　前記リンカーが切断可能なリンカーである、請求項６８から７２のいずれか一項に記載
の抗体薬剤コンジュゲート。
【請求項７４】
　前記リンカーがカテプシンで切断可能なリンカーである、請求項６８から７３のいずれ
か一項に記載の抗体薬剤コンジュゲート。
【請求項７５】
　前記抗体が、前記抗体のシステインチオールを介して前記リンカーに連結される、請求
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項６８から７４のいずれか一項に記載の抗体薬剤コンジュゲート。
【請求項７６】
　前記抗体薬剤コンジュゲート中のＣＬＤＮ６に結合する能力を有する前記抗体が、ＣＬ
ＤＮ６の第一細胞外ループに結合する、請求項６８から７５のいずれか一項に記載の抗体
薬剤コンジュゲート。
【請求項７７】
　ＣＬＤＮ６に結合する能力を有する前記抗体が、配列番号：５によって表されるアミノ
酸配列またはそのフラグメントを含む重鎖可変領域（ＶＨ）および配列番号：４によって
表されるアミノ酸配列またはそのフラグメントを含む軽鎖可変領域（ＶＬ）を含有する、
請求項６８から７６のいずれか一項に記載の抗体薬剤コンジュゲート。
【請求項７８】
　請求項６８から７７のいずれか一項に記載の抗体薬剤コンジュゲートおよび医薬的に許
容される希釈剤、担体または賦形剤を含有する医薬製剤。
【請求項７９】
　請求項６８から７７のいずれか一項に記載の抗体薬剤コンジュゲートおよび化学療法剤
を含有する医療調製物。
【請求項８０】
　前記抗体薬剤コンジュゲートを含有する第一容器および前記化学療法剤を含有する第二
容器を含むキットの形態で存在する、請求項７９に記載の医療調製物。
【請求項８１】
　癌の治療または予防のための前記調製物の使用に関する印刷された指示書をさらに含む
、請求項７９または８０に記載の医療調製物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　従来の癌療法は、概して急速に増殖する癌細胞（すなわち腫瘍バルクを形成する細胞）
を選択的に検出し、根絶することならびに概して細胞増殖およびＤＮＡ複製に関与する細
胞機構を妨げることにより、癌細胞に毒性作用を及ぼすことを主に試みてきた。さらに、
標準的な腫瘍学レジメンは、大部分が、過度の毒性を伴わない、すなわちしばしば「最大
耐量」（ＭＴＤ）と称される、照射の最高線量または化学療法剤の最高用量を投与するよ
うに設計されている。
【背景技術】
【０００２】
　化学療法プロトコルはまた、しばしば、治療の効果を増大させることを目指して化学療
法剤の併用投与を含む。多種多様な化学療法剤が使用可能であるにもかかわらず、これら
の療法は多くの難点を抱える。例えば、化学療法剤は、正常または悪性に関わらない急速
に増殖する細胞への非特異的副作用に起因して、重大な、そしてしばしば危険な副作用を
引き起こす。
【０００３】
　他の種類の癌療法には、患者における腫瘍細胞を根絶するための手術、ホルモン療法、
免疫療法、エピジェネティック療法、抗血管新生療法、標的療法および放射線治療が含ま
れる。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　しかし、癌療法のための従来のアプローチすべてが、効果の欠如（特に長期的な転帰の
観点で）および毒性を含む患者にとって重大な難点を有する。したがって、癌患者を治療
するための新しい療法が求められている。
【０００５】
　幹様特性を保持する癌細胞の亜集団が腫瘍内に存在することの証拠が増加しつつある。
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この亜集団は癌幹細胞（ＣＳＣ）と称される。癌幹細胞は正常幹細胞と比べて類似の特性
を有し、自己複製および腫瘍のすべての不均一な細胞型の形成のための能力を備える。腫
瘍細胞のＣＳＣ様特性を分析するための有効なアッセイはコロニー形成アッセイである。
このアッセイを用いて、単一腫瘍細胞の自己複製能力および腫瘍形成能を容易に検討する
ことができる。
【０００６】
　癌幹細胞は、腫瘍形成を開始させ、腫瘍成長を維持し、おそらく体内の離れた器官部位
への腫瘍播種をもたらす能力を有すると考えられる。癌幹細胞は、腫瘍の残りの細胞（す
なわち腫瘍バルク）と比べて、より腫瘍形成性で、比較的緩やかに増殖するかまたは静止
状態にあり、しばしば腫瘍バルクよりも相対的に化学療法耐性である、腫瘍の独特の亜集
団を構成する。従来の癌療法は急速に増殖する細胞（すなわち腫瘍バルクを形成する細胞
）を標的とするので、これらの治療は、癌幹細胞を標的とし、傷害するには比較的有効で
ないと考えられる。癌幹細胞は、多剤耐性および抗アポトーシス経路などの、それらを比
較的化学療法耐性にする他の特徴を発現することができる。癌幹細胞を適切に標的とし、
根絶することができないことが、標準的な腫瘍治療レジメンが多くの癌患者において長期
的な利益を確保できないことの主要な理由である。したがって、癌幹細胞は、治療後の癌
再発および薬剤の無効性の主たる理由であるのみならず、悪性癌転移の主要な理由でもあ
り得る。それゆえ、癌を治癒するための１つの可能性は癌幹細胞を排除することである。
【０００７】
　クローディンは上皮と内皮の密着結合内に位置する内在性膜タンパク質である。クロー
ディンは、４つの膜貫通セグメントと２つの細胞外ループを有し、Ｎ末端およびＣ末端が
細胞質内に局在すると予測される。クローディン（ＣＬＤＮ）ファミリーの膜貫通タンパ
ク質は上皮と内皮の密着結合の維持に重要な役割を果たし、また細胞骨格の維持および細
胞シグナル伝達にも関与すると考えられる。ＣＬＤＮ６は一連の異なるヒト癌細胞におい
て発現されるが、正常組織での発現は胎盤に限定される。
【０００８】
　本明細書で本発明者らは、多能性細胞の生成の間にＣＬＤＮ６発現が上方調節されるこ
とを実証するデータを提示する。さらに、ＣＬＤＮ６は癌幹細胞の公知のマーカーと強く
関連し、ＣＬＤＮ６陽性腫瘍細胞はコロニー形成の増強を示す。ＣＬＤＮ６特異的抗体を
使用した療法が卵巣癌などの腫瘍の化学療法耐性を克服できることならびに化学療法とＣ
ＬＤＮ６抗体療法の併用が卓越した相乗効果を有することも明らかにする。
【０００９】
　本明細書で提示する所見は、ＣＬＤＮ６が癌幹細胞の新規マーカーであることならびに
ＣＬＤＮ６を標的とすることによって癌幹細胞を診断および治療目的のために標的化でき
ることを示す。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　１つの態様では、本発明は、ＣＬＤＮ６を発現する細胞を検出することを含む、癌幹細
胞を測定する方法に関する。
【００１１】
　１つの実施形態では、ＣＬＤＮ６を発現する細胞の存在は癌幹細胞の存在を示す、およ
び／またはＣＬＤＮ６を発現する細胞の量は癌幹細胞の量と相関する。１つの実施形態で
は、ＣＬＤＮ６を発現する細胞を、癌のための治療の前、治療中および／または治療後な
どに癌患者から得た試料中で検出する。１つの実施形態では、この方法はＣＬＤＮ６を発
現する細胞の定量的および／または定性的測定を含む。１つの実施形態では、この方法は
、ＣＬＤＮ６を発現する細胞の量を参照試料中のＣＬＤＮ６を発現する細胞の量と比較す
るまたは所定の参照範囲と比較することを含む。参照試料は、癌と診断されたことがない
患者からの試料であり得る。所定の参照範囲は、癌と診断されたことがない患者の集団に
基づき得る。１つの実施形態では、前記方法は癌患者において癌幹細胞の量を観測するこ
とを含み、ここで癌患者において癌幹細胞の量を観測することは、好ましくは癌患者から
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得た試料中の癌幹細胞の量を前記癌患者からより早期に得た試料中の癌幹細胞の量と比較
することを含む。１つの実施形態では、癌患者から得た試料は、癌療法の投与中または投
与後に癌患者から採取した試料である。
【００１２】
　さらなる態様では、本発明は、癌患者において癌療法の効果を観測する方法であって、
（ｉ）癌療法の投与中または投与後に癌患者から得た試料中の癌幹細胞の量を測定するこ
と；および（ｉｉ）癌患者から得た試料中の癌幹細胞の量を前記癌患者からより早期に得
た試料中の癌幹細胞の量と比較することを含み、ここで前記癌患者から得た試料中の癌幹
細胞の量を測定することおよび／または前記癌患者からより早期に得た試料中の癌幹細胞
の量を測定することがＣＬＤＮ６を発現する細胞の量を測定することを含む方法に関する
。
【００１３】
　１つの実施形態では、癌患者からより早期に得た試料は、癌療法の投与前、投与中また
は投与後に癌患者から採取した試料である。
【００１４】
　本発明のすべての態様の方法の１つの実施形態では、癌幹細胞の量の安定化または減少
は、癌療法が有効であることを示す。本発明のすべての態様の方法の１つの実施形態では
、癌幹細胞の量の増加は、癌療法が有効でないことを示す。本発明のすべての態様の方法
の１つの実施形態では、癌療法は癌幹細胞に対する癌療法である。本発明のすべての態様
の方法の１つの実施形態では、癌患者から得た試料は生物学的流体または腫瘍生検である
。本発明のすべての態様の方法の１つの実施形態では、試料は１つまたはそれ以上の前処
理工程に供されている。本発明のすべての態様の方法の１つの実施形態では、ＣＬＤＮ６
タンパク質および／またはＣＬＤＮ６　ｍＲＮＡを検出するかまたはその量を測定するこ
とによってＣＬＤＮ６を発現する細胞を検出するかまたはその量を測定する。本発明のす
べての態様の方法の１つの実施形態では、免疫検定法を用いることによってＣＬＤＮ６を
発現する細胞を検出するかまたはその量を測定し、ここで免疫検定法は、好ましくはウェ
スタンブロット法、免疫組織化学、放射性免疫検定法、ＥＬＩＳＡ（固相酵素免疫検定法
）、「サンドイッチ」免疫検定法、免疫沈降アッセイ、沈降反応、ゲル拡散沈降反応、免
疫拡散アッセイ、凝集アッセイ、補体結合アッセイ、イムノラジオメトリックアッセイ、
蛍光免疫検定法、免疫蛍光法、プロテインＡ免疫検定法、フローサイトメトリおよびＦＡ
ＣＳ分析から成る群より選択される。本発明のすべての態様の方法の１つの実施形態では
、ＣＬＤＮ６に結合する能力を有する抗体を使用することによってＣＬＤＮ６を発現する
細胞を検出するかまたはその量を測定する。本発明のすべての態様の方法の１つの実施形
態では、ＣＬＤＮ６を発現する細胞は、ＣＬＤＮ６を発現する癌細胞および／または腫瘍
部位に存在する細胞である。
【００１５】
　さらなる態様では、本発明は、癌を治療するまたは予防する方法であって、ＣＬＤＮ６
に結合する能力を有する抗体を癌患者に投与することによって癌幹細胞を阻害するおよび
／または排除することを含む方法に関する。
【００１６】
　１つの実施形態では、癌幹細胞はＣＬＤＮ６を発現する。１つの実施形態では、前記方
法は、化学療法および／または放射線療法を投与することをさらに含む。１つの実施形態
では、癌幹細胞を阻害するおよび／または排除することは、化学療法および／または放射
線療法の抗癌作用を増強し、ここで化学療法および／または放射線療法の抗癌作用の増強
は、好ましくは化学療法および／または放射線療法を受けている癌患者の生存期間の延長
を含む。
【００１７】
　さらなる態様では、本発明は、癌を治療するまたは予防する方法であって、（ｉ）ＣＬ
ＤＮ６に結合する能力を有する抗体および（ｉｉ）化学療法を癌患者に投与することを含
む方法に関する。
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【００１８】
　１つの実施形態では、癌は、ＣＬＤＮ６を発現する癌幹細胞を含む。１つの実施形態で
は、ＣＬＤＮ６に結合する能力を有する抗体を投与することは、ＣＬＤＮ６を発現する癌
幹細胞の阻害または排除をもたらす。１つの実施形態では、ＣＬＤＮ６に結合する能力を
有する抗体を投与することは化学療法の抗癌作用を増強し、ここで化学療法の抗癌作用の
増強は、好ましくは化学療法を受けている癌患者の生存期間の延長を含む。
【００１９】
　本発明のすべての態様の方法の１つの実施形態では、癌幹細胞の排除は癌の治癒をもた
らす。本発明のすべての態様の方法の１つの実施形態では、ＣＬＤＮ６に結合する能力を
有する抗体と化学療法を相乗的に有効な量で投与する。本発明のすべての態様の方法の１
つの実施形態では、化学療法を最大耐量より低い用量で投与する。本発明のすべての態様
の方法の１つの実施形態では、化学療法は、タキサン類、白金化合物、ヌクレオシド類似
体、カンプトテシン類似体、アントラサイクリン、そのプロドラッグ、その塩およびそれ
らの組合せから成る群より選択される作用物質を投与することを含む。本発明のすべての
態様の方法の１つの実施形態では、化学療法は、パクリタキセル、シスプラチン、カルボ
プラチン、そのプロドラッグ、その塩およびそれらの組合せから成る群より選択される作
用物質を投与することを含む。本発明のすべての態様の方法の１つの実施形態では、癌幹
細胞は癌患者の腫瘍部位に存在する。本発明のすべての態様の方法の１つの実施形態では
、癌は化学療法に対して、特に単独療法として投与された場合、化学療法に対して耐性で
ある。本発明のすべての態様の方法の１つの実施形態では、ＣＬＤＮ６に結合する能力を
有する抗体は癌幹細胞に阻害作用および／または細胞傷害作用を及ぼし、ここでＣＬＤＮ
６に結合する能力を有する抗体は、好ましくは補体依存性細胞傷害（ＣＤＣ）媒介性溶解
、抗体依存性細胞傷害（ＡＤＣＣ）媒介性溶解、アポトーシスの誘導および増殖の阻害の
１つまたはそれ以上を媒介することによって癌幹細胞にその阻害作用および／または細胞
傷害作用を与える。本発明のすべての態様の方法の１つの実施形態では、ＣＬＤＮ６に結
合する能力を有する抗体は治療成分に連結されており、本明細書で述べる抗体薬剤コンジ
ュゲートであり得る。１つの実施形態では、治療成分は、細胞傷害性薬剤、化学療法剤ま
たは放射性核種である。１つの実施形態では、治療成分は緩やかに増殖する細胞に作用す
る。本発明のすべての態様の方法の１つの実施形態では、ＣＬＤＮ６に結合する能力を有
する抗体は、ＣＬＤＮ６の第一細胞外ループに結合する。本発明のすべての態様の方法の
１つの実施形態では、ＣＬＤＮ６に結合する能力を有する抗体は、配列番号：５によって
表されるアミノ酸配列またはそのフラグメントを含む重鎖可変領域（ＶＨ）および配列番
号：４によって表されるアミノ酸配列またはそのフラグメントを含む軽鎖可変領域（ＶＬ
）を含有する。
【００２０】
　さらなる態様では、本発明は、リンカーによって少なくとも１つの毒素薬剤成分に共有
結合された、ＣＬＤＮ６に結合する能力を有する抗体を含有する抗体薬剤コンジュゲート
を癌患者に投与することを含む、癌を治療するまたは予防する方法に関する。
【００２１】
　１つの実施形態では、毒素薬剤成分は細胞膜透過性である。１つの実施形態では、毒素
薬剤成分の少なくとも１つは、緩やかに増殖する細胞に作用する。１つの実施形態では、
毒素薬剤成分はメイタンシノイドまたはアウリスタチンである。１つの実施形態では、メ
イタンシノイドはＤＭ１およびＤＭ４から成る群より選択される。１つの実施形態では、
アウリスタチンはモノメチルアウリスタチンＥ（ＭＭＡＥ）およびモノメチルアウリスタ
チンＦ（ＭＭＡＦ）から成る群より選択される。１つの実施形態では、リンカーは切断可
能なリンカー、好ましくはカテプシンで切断可能なリンカーである。１つの実施形態では
、抗体は、抗体のシステインチオールを介してリンカーに連結される。
【００２２】
　１つの実施形態では、癌はＣＬＤＮ６を発現する癌幹細胞を含む。１つの実施形態では
、抗体薬剤コンジュゲートを投与することは、ＣＬＤＮ６を発現する癌幹細胞の阻害また
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は排除をもたらす。１つの実施形態では、癌幹細胞の排除は癌の治癒をもたらす。１つの
実施形態では、癌幹細胞は癌患者の腫瘍部位に存在する。１つの実施形態では、抗体薬剤
コンジュゲートは癌幹細胞に阻害作用および／または細胞傷害作用を及ぼし、ここで抗体
薬剤コンジュゲートは、好ましくはアポトーシスの誘導および／または増殖の阻害によっ
て癌幹細胞にその阻害作用および／または細胞傷害作用を与える。
【００２３】
　１つの実施形態では、前記方法は、化学療法および／または放射線療法を投与すること
をさらに含む。１つの実施形態では、抗体薬剤コンジュゲートを投与することは、化学療
法および／または放射線療法の抗癌作用を増強し、ここで化学療法および／または放射線
療法の抗癌作用の増強は、好ましくは化学療法および／または放射線療法を受けている癌
患者の生存期間の延長を含む。
【００２４】
　１つの実施形態では、抗体薬剤コンジュゲートと化学療法を相乗的に有効な量で投与す
る。１つの実施形態では、化学療法を最大耐量より低い用量で投与する。１つの実施形態
では、化学療法は、タキサン類、白金化合物、ヌクレオシド類似体、カンプトテシン類似
体、アントラサイクリン、そのプロドラッグ、その塩およびそれらの組合せから成る群よ
り選択される作用物質を投与することを含む。１つの実施形態では、化学療法は、パクリ
タキセル、シスプラチン、カルボプラチン、そのプロドラッグ、その塩およびそれらの組
合せから成る群より選択される作用物質を投与することを含む。１つの実施形態では、癌
は化学療法に対して、特に単独療法として投与された場合の化学療法に対して耐性である
。
【００２５】
　１つの実施形態では、ＣＬＤＮ６に結合する能力を有する抗体は、特に抗体薬剤コンジ
ュゲート中に存在する場合、抗体および／または抗体薬剤コンジュゲートのエンドサイト
ーシスを可能にするのに適したＣＬＤＮ６への親和性および／または特異性を有する。１
つの実施形態では、抗体薬剤コンジュゲート中のＣＬＤＮ６に結合する能力を有する抗体
は、ＣＬＤＮ６の第一細胞外ループに結合する。１つの実施形態では、抗体薬剤コンジュ
ゲート中のＣＬＤＮ６に結合する能力を有する抗体は、配列番号：５によって表されるア
ミノ酸配列またはそのフラグメントを含む重鎖可変領域（ＶＨ）および配列番号：４によ
って表されるアミノ酸配列またはそのフラグメントを含む軽鎖可変領域（ＶＬ）を含有す
る。
【００２６】
　本発明のすべての態様の方法の１つの実施形態では、ＣＬＤＮ６は、配列番号：１また
は配列番号：２に従うアミノ酸配列を有する。本発明のすべての態様の方法の１つの実施
形態では、癌は、原発癌、進行癌、転移癌、再発癌またはそれらの組合せを含む。
【００２７】
　さらなる態様では、本発明は、癌を治療するまたは予防する方法であって、（ｉ）本発
明の方法によって癌患者において癌幹細胞を測定することおよび（ｉｉ）癌幹細胞に対す
る癌療法を癌患者に投与することを含む方法に関する。１つの実施形態では、癌幹細胞に
対する癌療法は、本発明の癌を治療するまたは予防する方法を実施することを含む。
【００２８】
　さらなる態様では、本発明は、本発明の方法によって癌を治療することを含む、特に癌
治療中または癌治療後の、癌化学療法耐性、癌再発または癌転移を予防する方法に関する
。
【００２９】
　さらなる態様では、本発明は、（ｉ）ＣＬＤＮ６に結合する能力を有する抗体および（
ｉｉ）化学療法剤を含有する、癌を治療するまたは予防するための医療調製物を提供する
。ＣＬＤＮ６に結合する能力を有する抗体および化学療法剤は、混合物としてまたは互い
に別々に医療調製物中に存在し得る。医療調製物は、ＣＬＤＮ６に結合する能力を有する
抗体を含有する第一容器および化学療法剤を含有する第二容器を含むキットの形態で存在



(12) JP 2016-533738 A 2016.11.4

10

20

30

40

50

し得る。医療調製物は、癌の治療または予防のための調製物の使用、特に本発明の方法に
おける調製物の使用に関する印刷された指示書をさらに含み得る。医療調製物ならびに、
特にＣＬＤＮ６に結合する能力を有する抗体および化学療法剤の種々の実施形態は、本明
細書で述べるとおりである。
【００３０】
　特定の態様では、本発明は、（ｉ）ＣＬＤＮ６に結合する能力を有する抗体および（ｉ
ｉ）パクリタキセルを含有する医療調製物を提供する。ＣＬＤＮ６に結合する能力を有す
る抗体およびパクリタキセルは、混合物としてまたは互いに別々に医療調製物中に存在し
得る。医療調製物は、卵巣癌などの癌を治療するまたは予防することを目的とし得る。医
療調製物は、ＣＬＤＮ６に結合する能力を有する抗体を含有する第一容器およびパクリタ
キセルを含有する第二容器を含むキットの形態で存在し得る。医療調製物は、卵巣癌など
の癌の治療または予防のための調製物の使用、特に本発明の方法における調製物の使用に
関する印刷された指示書をさらに含み得る。医療調製物および、特にＣＬＤＮ６に結合す
る能力を有する抗体の種々の実施形態は、本明細書で述べるとおりである。
【００３１】
　さらなる態様では、本発明は、リンカーによって少なくとも１つの毒素薬剤成分に共有
結合された、ＣＬＤＮ６に結合する能力を有する抗体を含有する抗体薬剤コンジュゲート
を提供する。
【００３２】
　１つの実施形態では、毒素薬剤成分は細胞膜透過性である。１つの実施形態では、毒素
薬剤成分の少なくとも１つは、緩やかに増殖する細胞に作用する。１つの実施形態では、
毒素薬剤成分はメイタンシノイドまたはアウリスタチンである。１つの実施形態では、メ
イタンシノイドはＤＭ１およびＤＭ４から成る群より選択される。１つの実施形態では、
アウリスタチンはモノメチルアウリスタチンＥ（ＭＭＡＥ）およびモノメチルアウリスタ
チンＦ（ＭＭＡＦ）から成る群より選択される。１つの実施形態では、リンカーは切断可
能なリンカー、好ましくはカテプシンで切断可能なリンカーである。１つの実施形態では
、抗体は、抗体のシステインチオールを介してリンカーに連結される。
【００３３】
　１つの実施形態では、ＣＬＤＮ６に結合する能力を有する抗体は、特に抗体薬剤コンジ
ュゲート中に存在する場合、抗体および／または抗体薬剤コンジュゲートのエンドサイト
ーシスを可能にするのに適したＣＬＤＮ６への親和性および／または特異性を有する。１
つの実施形態では、抗体薬剤コンジュゲート中のＣＬＤＮ６に結合する能力を有する抗体
は、ＣＬＤＮ６の第一細胞外ループに結合する。１つの実施形態では、抗体薬剤コンジュ
ゲート中のＣＬＤＮ６に結合する能力を有する抗体は、配列番号：５によって表されるア
ミノ酸配列またはそのフラグメントを含む重鎖可変領域（ＶＨ）および配列番号：４によ
って表されるアミノ酸配列またはそのフラグメントを含む軽鎖可変領域（ＶＬ）を含有す
る。
【００３４】
　さらなる態様では、本発明は、本発明の抗体薬剤コンジュゲートおよび医薬的に許容さ
れる希釈剤、担体または賦形剤を含有する医薬製剤を提供する。
【００３５】
　さらなる態様では、本発明は、本発明の抗体薬剤コンジュゲートおよび化学療法剤を含
有する医療調製物を提供する。好ましくは、医療調製物は癌を治療するまたは予防するこ
とを目的とする。抗体薬剤コンジュゲートおよび化学療法剤は、混合物としてまたは互い
に別々に医療調製物中に存在し得る。医療調製物は、抗体薬剤コンジュゲートを含有する
第一容器および化学療法剤を含有する第二容器を含むキットの形態で存在し得る。医療調
製物は、癌の治療または予防のための調製物の使用、特に本発明の方法における調製物の
使用に関する印刷された指示書をさらに含み得る。医療調製物ならびに、特に抗体薬剤コ
ンジュゲートおよび化学療法剤の種々の実施形態は、本明細書で述べるとおりである。
【００３６】
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　特定の態様では、本発明は、本発明の抗体薬剤コンジュゲートおよびパクリタキセルを
含有する医療調製物を提供する。抗体薬剤コンジュゲートおよびパクリタキセルは、混合
物としてまたは互いに別々に医療調製物中に存在し得る。医療調製物は、卵巣癌などの癌
を治療するまたは予防することを目的とし得る。医療調製物は、抗体薬剤コンジュゲート
を含有する第一容器およびパクリタキセルを含有する第二容器を含むキットの形態で存在
し得る。医療調製物は、卵巣癌などの癌の治療または予防のための調製物の使用、特に本
発明の方法における調製物の使用に関する印刷された指示書をさらに含み得る。医療調製
物および、特に抗体薬剤コンジュゲートの種々の実施形態は、本明細書で述べるとおりで
ある。
【００３７】
　本発明はまた、本明細書で述べる方法における使用のための抗体薬剤コンジュゲート、
ＣＬＤＮ６に結合する能力を有する抗体および／または化学療法剤などの、本明細書で述
べる作用物質および組成物も提供する。例えば、本発明は、パクリタキセルなどの化学療
法剤と共に投与するための抗体薬剤コンジュゲートまたはＣＬＤＮ６に結合する能力を有
する抗体も提供する。
【００３８】
　１つの実施形態では、ＣＬＤＮ６に結合する能力を有する抗体は、モノクローナル、キ
メラもしくはヒト化抗体、または抗体のフラグメントである。１つの実施形態では、前記
抗体は、細胞ＣＬＤＮ６、特に細胞によってその細胞表面上に発現されたＣＬＤＮ６に結
合した場合、細胞死滅を媒介し、ここで細胞は、好ましくは本明細書で述べる癌の癌幹細
胞などの癌幹細胞である。
【００３９】
　本発明によれば、癌は、好ましくは卵巣癌、特に卵巣腺癌および卵巣奇形癌、小細胞肺
癌癌（ＳＣＬＣ）および非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）を含む肺癌、特に肺扁平上皮癌およ
び腺癌、大細胞癌（ＬＣＣ）、胃癌、乳癌、肝癌、膵癌、皮膚癌、特に基底細胞癌および
扁平上皮癌、悪性黒色腫、頭頸部癌、特に悪性多形腺腫、肉腫、特に滑膜肉腫および癌肉
腫、胆管癌、膀胱の癌、特に移行上皮癌および乳頭状癌、腎癌、特に腎明細胞癌および乳
頭状腎細胞癌を含む腎細胞癌、結腸癌、回腸の癌を含む小腸癌、特に小腸腺癌および回腸
の腺癌、胎盤絨毛癌、子宮頸癌、精巣癌、特に精巣セミノーマ、精巣奇形腫および精巣胎
生期癌、子宮癌、奇形癌または胎生期癌などの生殖細胞腫瘍、特に精巣および卵巣の生殖
細胞腫瘍、ならびにそれらの転移形態から成る群より選択される。
【００４０】
　本発明によれば、ＣＬＤＮ６を発現する癌細胞および／または癌幹細胞は、好ましくは
本明細書で述べる癌の細胞である。
【００４１】
　１つの実施形態では、本明細書で述べる癌はＣＬＤＮ６陽性である。１つの実施形態で
は、本明細書で述べる癌の癌細胞はＣＬＤＮ６陽性である。１つの実施形態では、本明細
書で述べる癌の癌細胞は、その細胞表面上にＣＬＤＮ６を発現する。
【００４２】
　１つの実施形態では、本明細書で述べる癌は、原発癌、進行癌、転移癌、再発癌または
それらの組合せ、例えば原発癌と転移癌の組合せを含む。１つの実施形態では、癌は、パ
クリタキセル単独療法などの化学療法に部分的または完全に抵抗性である。１つの実施形
態では、癌は卵巣癌、特にパクリタキセル単独療法などの化学療法に部分的または完全に
抵抗性の卵巣癌である。
【００４３】
　本発明の他の特徴および利点は、以下の詳細な説明および特許請求の範囲から明らかに
なる。
【図面の簡単な説明】
【００４４】
【図１】ＣＬＤＮ６　ｍＲＮＡはヒトｉＰＳ細胞において発現される。　ＲＮＡなしで（
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ＲＮＡなし対照）または再プログラム化カクテル（非修飾ＯＳＫＭＮＬ＋ＥＢＫ＋ｍｉＲ
ミックス）と共にＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ　ＲＮＡｉＭＡＸ（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎ
ｏｌｏｇｉｅｓ）を使用してヒト包皮線維芽細胞（ＨＦＦ）をトランスフェクトし、処置
後５、１２および１９日目に細胞を採取した。ＲＮＡを抽出し、ｃＤＮＡに転写して、そ
の後ＡＢＩ　ＰＲＩＳＭ　７３００配列検出システムおよびソフトウェア（Ａｐｐｌｉｅ
ｄ　ＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓとＱｕａｎｔｉＴｅｃｔ　ＳＹＢＲ　ｇｒｅｅｎ　Ｋｉｔ（Ｑ
ｉａｇｅｎ））を用いて定量的リアルタイムＲＴ－ＰＣＲによって分析した。処置の１日
目からのＨＦＦ細胞（灰色のバー）と比較した再プログラム化カクテル（黒色のバー）で
処置した細胞のＣＬＤＮ６発現の倍数誘導を示す。ＣＬＤＮ６のｍＲＮＡ発現をハウスキ
ーピング遺伝子ＨＰＲＴ１のｍＲＮＡ発現に基準化した。ＯＳＫＭＮＬ＝転写因子ＯＣＴ
４、ＳＯＸ２、ＫＬＦ４、ｃＭＹＣ、ＮＡＮＯＧおよびＬＩＮ２８、ＥＢＫ＝ＩＦＮエス
ケープタンパク質Ｅ３、Ｋ３およびＢ１８Ｒ、ｍｉＲミックス＝ｍｉＲＮＡ－３０２ａ／
ｂ／ｃ／ｄおよび３６７。
【図２】ＣＬＤＮ６はヒトｉＰＳ細胞の表面に発現される。　ＨＦＦ細胞をＲＮＡなし（
ＲＮＡなし対照）または再プログラム化カクテル（非修飾ＯＳＫＭＮＬ＋ＥＢＫ＋ｍｉＲ
ミックス）でトランスフェクトし、細胞を処置後５日目（Ａ）、１２日目（Ｂ）および１
９日目（Ｃ）に採取した。細胞を１μｇ／ｍｌのＣＬＤＮ６特異的ＩＭＡＢ０２７－ＡＦ
６４７およびＳＳＥＡ－４－Ｖ４５０抗体（各試験につき２．５μｌ、ＢＤから購入）で
４℃にて３０分間染色し、表面発現をフローサイトメトリによって分析した。実験を二重
に実施し、代表的なドットプロットを示す。ＯＳＫＭＮＬ＝転写因子ＯＣＴ４、ＳＯＸ２
、ＫＬＦ４、ｃＭＹＣ、ＮＡＮＯＧおよびＬＩＮ２８、ＥＢＫ＝ＩＦＮエスケープタンパ
ク質Ｅ３、Ｋ３およびＢ１８Ｒ、ｍｉＲミックス＝ｍｉＲＮＡ－３０２ａ／ｂ／ｃ／ｄお
よび３６７。
【図３】卵巣癌細胞株におけるＣＬＤＮ６表面発現。　ＣＬＤＮ６発現を分析するため、
１Ｅ６細胞を１μｇ／ｍｌ　ＩＭＡＢ０２７－ＡＦ６４７で４℃にて３０分間染色し、表
面発現をフローサイトメトリによって分析した。（Ａ）ではＣＯＶ３１８細胞を示す。実
験を三重に実施し、１つの代表的なドットプロットを提示する。（Ｂ）では、対照ベクタ
ーＰＡ－１　７６）またはＣＬＤＮ６に対するｓｈＲＮＡを発現するベクター（クローン
ＰＡ－１　５０およびＰＡ－１　５４）で安定にトランスフェクトしたＰＡ－１細胞を示
す。実験を三重に実施し、１つの代表的なドットプロットを提示する。ｓｈＲＮＡ＝低分
子ヘアピンＲＮＡ。
【図４】ＣＬＤＮ６は卵巣癌細胞のコロニー形成のために重要である。　コロニー形成挙
動を分析するため、ＣＯＶ３１８、ＰＡ－１　５０およびＰＡ－１　５４細胞を１μｇ／
ｍｌ　ＩＭＡＢ０２７－ＡＦ６４７で４℃にて３０分間染色し、その後７００（ＣＯＶ３
１８）または５００（ＰＡ－１　５０／５４）個のＣＬＤＮ６陽性またはＣＬＤＮ６陰性
細胞を６ウェルプレートに選別した。細胞を１４日間コロニー形成させ、その後０．５％
クリスタルバイオレットで２０分間染色した。（Ａ）各細胞株の代表的な画像を示す。（
Ｂ）手作業で計数することによってコロニーの定量化を実施した。３つの独立した実験の
平均および標準偏差を示す。
【図５Ａ】（図５）ＣＬＤＮ６は卵巣癌細胞株ＣＯＶ３１８においてＣＳＣマーカーＣＤ
２４、ＣＤ９０およびＣＤ４４と共発現される。　１Ｅ６　ＣＯＶ３１８細胞を、表１に
示すＦＡＣＳパネルに従って種々の表面マーカーに対する抗体で４℃にて３０分間染色し
、ＣＳＣマーカー発現をフローサイトメトリによって分析した。実験を三重に実施した。
（図５Ａ）（Ａ）では、種々の確立されたＣＳＣマーカーとＣＬＤＮ６の共局在の代表的
なドットプロットを示す。
【図５Ｂ】（Ｂ）では、ＣＤ４４、ＣＤ２４、ＣＤ９０とＣＬＤＮ６陽性細胞の共局在の
パーセントを、ダイアグラムのｘ軸に示す種々のゲーティング方法を用いて計算した。３
つの実験の平均値および標準偏差を示す。
【図６Ａ】（図６）ＣＬＤＮ６発現細胞の富化は確立されたＣＳＣマーカーの蓄積をもた
らす。　ＣＯＶ３１８細胞を０．５μｇ／ｍｌ　ＩＭＡＢ０２７およびＡＰＣ結合ヤギ抗
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ヒトＩｇＧ二次抗体（１：３００）で染色し、その後ＣＬＤＮ６陽性およびＣＬＤＮ６陰
性画分をＦＡＣＳ選別によって単離した。両方の画分の細胞を１０日間増殖させた。各画
分の１Ｅ６細胞を、表１に示すＦＡＣＳパネルに従って種々の表面マーカーに対する抗体
で４℃にて３０分間染色した。実験を三重に実施した。（図６Ａ）（Ａ）では、ＣＬＤＮ
６陽性およびＣＬＤＮ６陰性画分中の種々のＣＳＣマーカーの発現レベルならびにそれら
のＣＬＤＮ６との共局在の代表的なドットプロットを示す。
【図６Ｂ】（Ｂ）では、ＣＳＣマーカー発現レベルのパーセントをダイアグラムとして示
し、関連マーカーＣＤ４４、ＣＤ９０およびＣＤ２４についての富化係数（倍数発現）を
、ＣＬＤＮ６陽性およびＣＬＤＮ６陰性画分中の陽性細胞のパーセントを比較することに
よって計算した。
【図７Ａ】（図７）ＣＬＤＮ６高発現細胞株はＣＬＤＮ６低発現細胞に比べてＣＳＣマー
カーの富化を示す。　ＣＬＤＮ６高発現卵巣癌細胞株ＯＶ９０（Ａ）およびＰＡ－１（Ｂ
）または精巣癌細胞株ＮＥＣ－８（Ｃ）およびＮＥＣ－１４（Ｄ）の１Ｅ６細胞を、表１
に示すＦＡＣＳパネルに従って種々の表面マーカーに対する抗体で４℃にて３０分間染色
し、ＣＳＣマーカー発現をフローサイトメトリによって分析した。実験を三重に実施し、
代表的なドットプロットを示す。
【図７Ｂ】ＣＬＤＮ６高発現卵巣癌細胞株ＯＶ９０（Ａ）およびＰＡ－１（Ｂ）または精
巣癌細胞株ＮＥＣ－８（Ｃ）およびＮＥＣ－１４（Ｄ）の１Ｅ６細胞を、表１に示すＦＡ
ＣＳパネルに従って種々の表面マーカーに対する抗体で４℃にて３０分間染色し、ＣＳＣ
マーカー発現をフローサイトメトリによって分析した。実験を三重に実施し、代表的なド
ットプロットを示す。
【図７Ｃ】ＣＬＤＮ６高発現卵巣癌細胞株ＯＶ９０（Ａ）およびＰＡ－１（Ｂ）または精
巣癌細胞株ＮＥＣ－８（Ｃ）およびＮＥＣ－１４（Ｄ）の１Ｅ６細胞を、表１に示すＦＡ
ＣＳパネルに従って種々の表面マーカーに対する抗体で４℃にて３０分間染色し、ＣＳＣ
マーカー発現をフローサイトメトリによって分析した。実験を三重に実施し、代表的なド
ットプロットを示す。
【図７Ｄ】ＣＬＤＮ６高発現卵巣癌細胞株ＯＶ９０（Ａ）およびＰＡ－１（Ｂ）または精
巣癌細胞株ＮＥＣ－８（Ｃ）およびＮＥＣ－１４（Ｄ）の１Ｅ６細胞を、表１に示すＦＡ
ＣＳパネルに従って種々の表面マーカーに対する抗体で４℃にて３０分間染色し、ＣＳＣ
マーカー発現をフローサイトメトリによって分析した。実験を三重に実施し、代表的なド
ットプロットを示す。
【図８】初期異種移植腫瘍モデルにおけるパクリタキセルと組み合わせたＩＭＡＢ０２７
の抗腫瘍作用。　ヒトＣＬＤＮ６を異所性に発現する皮下ヒトＥＳ－２異種移植腫瘍を、
移植後３、１０および１７日目にｉ．ｐ．注射によって１５ｍｇ／ｋｇパクリタキセルで
処置した。４日目に週３回の３５ｍｇ／ｋｇ　ＩＭＡＢ０２７注射（交互にｉ．ｖ．／ｉ
．ｐ．／ｉ．ｐ．）で抗体維持療法を開始した。（Ａ）ＩＭＡＢ０２７（白色の四角）、
パクリタキセル（灰色の円）、パクリタキセルと組み合わせたＩＭＡＢ０２７（黒色の四
角）またはビヒクル対照（白色の円）での処置後の平均腫瘍増殖動態（±ＳＥＭ）。矢印
は療法開始の時点を示す。（Ｂ）処置マウスの生存率曲線。群サイズ：ｎ＝１２。
【図９】進行した異種移植腫瘍モデルにおけるシスプラチンと組み合わせたＩＭＡＢ０２
７の抗腫瘍作用。　皮下ヒトＮＥＣ１４異種移植腫瘍を、処置の開始前に約１００ｍｍ３

の平均サイズまで増殖させた。移植後６日目から１０日目まで毎日、ｉ．ｐ．注射によっ
て１ｍｇ／ｋｇシスプラチンで、および維持療法として６日目から週３回の３５ｍｇ／ｋ
ｇ　ＩＭＡＢ０２７注射（交互にｉ．ｖ．／ｉ．ｐ．／ｉ．ｐ．）でマウスを処置した。
（Ａ）ＩＭＡＢ０２７（黒色の円）、シスプラチン（白色の四角）、シスプラチンと組み
合わせたＩＭＡＢ０２７（黒色の四角）またはビヒクル対照（白色の円）での処置後の平
均腫瘍増殖動態（±ＳＥＭ）。矢印は療法開始の時点を示す。（Ｂ）移植後２４日目のマ
ウスにおける個別腫瘍サイズ（平均±標準偏差）。（Ｃ）処置マウスの生存率曲線。群サ
イズ：ｎ＝１９。Ｐ値：＊、ｐ＜０．０５；＊＊、ｐ＜０．０１および＊＊＊、ｐ＜０．
００１。
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【図１０】進行した異種移植腫瘍モデルにおけるカルボプラチンと組み合わせたＩＭＡＢ
０２７の抗腫瘍作用。　進行したヒトＮＥＣ１４異種移植腫瘍を、図９で述べたようにＩ
ＭＡＢ０２７単独または細胞増殖抑制剤と組み合わせたＩＭＡＢ０２７で処置した。シス
プラチンの代わりに、６、１３および２０日目にボーラスｉ．ｐ．注射によって３０ｍｇ
／ｋｇカルボプラチンでマウスを処置した。（Ａ）ＩＭＡＢ０２７（黒色の円）、カルボ
プラチン（白色の四角）、カルボプラチンと組み合わせたＩＭＡＢ０２７（黒色の四角）
またはビヒクル対照（白色の円）での処置後の平均腫瘍増殖動態（±ＳＥＭ）。矢印は療
法開始の時点を示す。（Ｂ）移植後２４日目のマウスにおける個別腫瘍サイズ（平均±標
準偏差）。（Ｃ）処置マウスの生存率曲線。群サイズ：ｎ＝１９。Ｐ値：＊、ｐ＜０．０
５；＊＊、ｐ＜０．０１および＊＊＊、ｐ＜０．００１。
【図１１】ＣＬＤＮ６は卵巣癌細胞のスフェア形成挙動のために重要である。　スフェア
形成へのＣＬＤＮ６の影響を分析するため、ＣＬＤＮ６陽性およびＣＬＤＮ６陰性ＣＯＶ
３１８細胞を、０．５μｇ／ｍｌ　ＩＭＡＢ０２７での染色後に蛍光活性化細胞選別法に
よって単離した。ＣＬＤＮ６陽性およびＣＬＤＮ６陰性ＣＯＶ３１８細胞を、スフェア形
成条件（０．４％ウシ血清アルブミン、２０ｎｇ／ｍｌ塩基性線維芽細胞増殖因子、１０
ｎｇ／ｍｌ上皮増殖因子および５μｇ／ｍｌインスリンを含有する無血清ＤＭＥＭ／Ｆ１
２培地）下に超低接着プレート中で増殖させた。（Ａ）選別後３、８および１９日目のＣ
ＬＤＮ６陽性（ＣＬＤＮ６＋）およびＣＬＤＮ６陰性（ＣＬＤＮ６－）ＣＯＶ３１８細胞
の第一世代スフェアの代表的画像。（Ｂ）選別後２２日目に（Ａ）からのＣＬＤＮ６＋第
一世代スフェアの単一細胞から得た第二世代スフェアの代表的画像。
【図１２】プラチン誘導体での処置後のＣＬＤＮ６陽性細胞の富化。　ＣＯＶ３１８細胞
を５００ｎｇ／ｍｌシスプラチンまたは２，０００ｎｇ／ｍｌカルボプラチンで４日間処
置した。処置後、細胞増殖抑制性薬剤不在下で細胞をさらに３日間（白色のバー）および
６日間（黒色のバー）、それぞれ増殖させた。ＣＬＤＮ６特異的抗体ＩＭＡＢ０２７およ
びアイソタイプ対照抗体を使用してＣＬＤＮ６の発現をフローサイトメトリによって分析
した。処置したＣＯＶ３１８細胞の発現を未処置細胞と比較して示す。評価のために、ア
イソタイプ対照の値をＣＬＤＮ６染色から差し引いた。
【図１３】腹腔内移植後のＣＬＤＮ６陽性細胞の富化。　無胸腺ヌードマウスにおいてＣ
ＯＶ３１８細胞を腹腔内に注射した。腹水を発症したマウスを安楽死させ、腹水と固形腫
瘍の両方をさらなる特性付けのために採取した。単離した細胞を、調製の直後および培養
中に数継代維持した後にＣＬＤＮ６発現に関して分析した。（Ａ）ＣＬＤＮ６特異的抗体
ＩＭＡＢ０２７およびアイソタイプ対照抗体を使用した親ＣＯＶ３１８細胞でのＣＬＤＮ
６発現のフローサイトメトリ分析。（Ｂ）単離後種々の時点での腹水ならびに卵巣、肝臓
、胃、膵臓および横隔膜からの固形腫瘍に由来する細胞でのＣＬＤＮ６発現（＊：５日目
および３５日目の腹水；＊＊：１２日目および２９日目の固形腫瘍）。蛍光強度をｘ軸に
表示する。ｙ軸に表示する事象の数は事象の最大数のパーセントとして表している。
【図１４】ＣＬＤＮ６は原発腫瘍試料中の卵巣癌幹細胞マーカーと相関する。　４２の卵
巣癌試料を、Ｆｌｕｉｄｉｇｍ検出システムおよびソフトウェアを使用したｑＲＴ－ＰＣ
ＲによってＣＬＤＮ６および記載されている様々な卵巣癌幹細胞マーカーのｍＲＮＡ発現
レベルに関して分析した。癌幹細胞特異的マーカーとのＣＬＤＮ６の相関を分析するため
にスピアマン相関分析を実施した。（Ａ）では、有意の相関の散布図を示す（Ｐ値≦０．
０５）。（Ｂ）では、すべての相関の要約を示す。
【図１５Ａ】（図１５）カルボプラチンおよびパクリタキセルでの処置後のＩＭＡＢ０２
７媒介性ＡＤＣＣ。　化学療法と組み合わせたＩＭＡＢ０２７のＡＤＣＣ活性を、ＣＯＶ
３６２（Ｌｕｃ）標的細胞を使用して分析した。そのため、指示されている濃度のカルボ
プラチン、ゲムシタビン、パクリタキセル、ドキソルビシンまたはトポテカンで細胞を４
日間処置した。処置後、細胞増殖抑制性薬剤不在下で細胞をさらに３日間（Ａ～Ｄ）およ
び１０日間（Ｅ～Ｊ）、それぞれ増殖させた。対照細胞は細胞増殖抑制性薬剤なしで培養
した。（Ａ、Ｃ、Ｅ、Ｇ、Ｉ）ＡＤＣＣ実験を、健常ドナーからのＰＢＭＣを約４０：１
のエフェクター（ＰＢＭＣ）対標的細胞比で使用してＩＭＡＢ０２７（黒色の線）または
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アイソタイプ対照抗体（灰色の線）で実施した。データ点（ｎ＝４複製物）は平均±ＳＤ
として表している。（Ｂ、Ｄ、Ｆ、Ｈ、Ｊ）ＩＭＡＢ０２７を使用してＣＬＤＮ６の発現
をフローサイトメトリによって分析した。黒色の点線は未処置細胞におけるＣＬＤＮ６発
現、灰色の中実ヒストグラムは処置後のＣＬＤＮ６発現を表す。
【図１５Ｂ】化学療法と組み合わせたＩＭＡＢ０２７のＡＤＣＣ活性を、ＣＯＶ３６２（
Ｌｕｃ）標的細胞を使用して分析した。そのため、指示されている濃度のカルボプラチン
、ゲムシタビン、パクリタキセル、ドキソルビシンまたはトポテカンで細胞を４日間処置
した。処置後、細胞増殖抑制性薬剤不在下で細胞をさらに３日間（Ａ～Ｄ）および１０日
間（Ｅ～Ｊ）、それぞれ増殖させた。対照細胞は細胞増殖抑制性薬剤なしで培養した。（
Ａ、Ｃ、Ｅ、Ｇ、Ｉ）ＡＤＣＣ実験を、健常ドナーからのＰＢＭＣを約４０：１のエフェ
クター（ＰＢＭＣ）対標的細胞比で使用してＩＭＡＢ０２７（黒色の線）またはアイソタ
イプ対照抗体（灰色の線）で実施した。データ点（ｎ＝４複製物）は平均±ＳＤとして表
している。（Ｂ、Ｄ、Ｆ、Ｈ、Ｊ）ＩＭＡＢ０２７を使用してＣＬＤＮ６の発現をフロー
サイトメトリによって分析した。黒色の点線は未処置細胞におけるＣＬＤＮ６発現、灰色
の中実ヒストグラムは処置後のＣＬＤＮ６発現を表す。
【図１５Ｃ】化学療法と組み合わせたＩＭＡＢ０２７のＡＤＣＣ活性を、ＣＯＶ３６２（
Ｌｕｃ）標的細胞を使用して分析した。そのため、指示されている濃度のカルボプラチン
、ゲムシタビン、パクリタキセル、ドキソルビシンまたはトポテカンで細胞を４日間処置
した。処置後、細胞増殖抑制性薬剤不在下で細胞をさらに３日間（Ａ～Ｄ）および１０日
間（Ｅ～Ｊ）、それぞれ増殖させた。対照細胞は細胞増殖抑制性薬剤なしで培養した。（
Ａ、Ｃ、Ｅ、Ｇ、Ｉ）ＡＤＣＣ実験を、健常ドナーからのＰＢＭＣを約４０：１のエフェ
クター（ＰＢＭＣ）対標的細胞比で使用してＩＭＡＢ０２７（黒色の線）またはアイソタ
イプ対照抗体（灰色の線）で実施した。データ点（ｎ＝４複製物）は平均±ＳＤとして表
している。（Ｂ、Ｄ、Ｆ、Ｈ、Ｊ）ＩＭＡＢ０２７を使用してＣＬＤＮ６の発現をフロー
サイトメトリによって分析した。黒色の点線は未処置細胞におけるＣＬＤＮ６発現、灰色
の中実ヒストグラムは処置後のＣＬＤＮ６発現を表す。
【図１５Ｄ】化学療法と組み合わせたＩＭＡＢ０２７のＡＤＣＣ活性を、ＣＯＶ３６２（
Ｌｕｃ）標的細胞を使用して分析した。そのため、指示されている濃度のカルボプラチン
、ゲムシタビン、パクリタキセル、ドキソルビシンまたはトポテカンで細胞を４日間処置
した。処置後、細胞増殖抑制性薬剤不在下で細胞をさらに３日間（Ａ～Ｄ）および１０日
間（Ｅ～Ｊ）、それぞれ増殖させた。対照細胞は細胞増殖抑制性薬剤なしで培養した。（
Ａ、Ｃ、Ｅ、Ｇ、Ｉ）ＡＤＣＣ実験を、健常ドナーからのＰＢＭＣを約４０：１のエフェ
クター（ＰＢＭＣ）対標的細胞比で使用してＩＭＡＢ０２７（黒色の線）またはアイソタ
イプ対照抗体（灰色の線）で実施した。データ点（ｎ＝４複製物）は平均±ＳＤとして表
している。（Ｂ、Ｄ、Ｆ、Ｈ、Ｊ）ＩＭＡＢ０２７を使用してＣＬＤＮ６の発現をフロー
サイトメトリによって分析した。黒色の点線は未処置細胞におけるＣＬＤＮ６発現、灰色
の中実ヒストグラムは処置後のＣＬＤＮ６発現を表す。
【図１５Ｅ】化学療法と組み合わせたＩＭＡＢ０２７のＡＤＣＣ活性を、ＣＯＶ３６２（
Ｌｕｃ）標的細胞を使用して分析した。そのため、指示されている濃度のカルボプラチン
、ゲムシタビン、パクリタキセル、ドキソルビシンまたはトポテカンで細胞を４日間処置
した。処置後、細胞増殖抑制性薬剤不在下で細胞をさらに３日間（Ａ～Ｄ）および１０日
間（Ｅ～Ｊ）、それぞれ増殖させた。対照細胞は細胞増殖抑制性薬剤なしで培養した。（
Ａ、Ｃ、Ｅ、Ｇ、Ｉ）ＡＤＣＣ実験を、健常ドナーからのＰＢＭＣを約４０：１のエフェ
クター（ＰＢＭＣ）対標的細胞比で使用してＩＭＡＢ０２７（黒色の線）またはアイソタ
イプ対照抗体（灰色の線）で実施した。データ点（ｎ＝４複製物）は平均±ＳＤとして表
している。（Ｂ、Ｄ、Ｆ、Ｈ、Ｊ）ＩＭＡＢ０２７を使用してＣＬＤＮ６の発現をフロー
サイトメトリによって分析した。黒色の点線は未処置細胞におけるＣＬＤＮ６発現、灰色
の中実ヒストグラムは処置後のＣＬＤＮ６発現を表す。
【図１５Ｆ】化学療法と組み合わせたＩＭＡＢ０２７のＡＤＣＣ活性を、ＣＯＶ３６２（
Ｌｕｃ）標的細胞を使用して分析した。そのため、指示されている濃度のカルボプラチン
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、ゲムシタビン、パクリタキセル、ドキソルビシンまたはトポテカンで細胞を４日間処置
した。処置後、細胞増殖抑制性薬剤不在下で細胞をさらに３日間（Ａ～Ｄ）および１０日
間（Ｅ～Ｊ）、それぞれ増殖させた。対照細胞は細胞増殖抑制性薬剤なしで培養した。（
Ａ、Ｃ、Ｅ、Ｇ、Ｉ）ＡＤＣＣ実験を、健常ドナーからのＰＢＭＣを約４０：１のエフェ
クター（ＰＢＭＣ）対標的細胞比で使用してＩＭＡＢ０２７（黒色の線）またはアイソタ
イプ対照抗体（灰色の線）で実施した。データ点（ｎ＝４複製物）は平均±ＳＤとして表
している。（Ｂ、Ｄ、Ｆ、Ｈ、Ｊ）ＩＭＡＢ０２７を使用してＣＬＤＮ６の発現をフロー
サイトメトリによって分析した。黒色の点線は未処置細胞におけるＣＬＤＮ６発現、灰色
の中実ヒストグラムは処置後のＣＬＤＮ６発現を表す。
【図１５Ｇ】化学療法と組み合わせたＩＭＡＢ０２７のＡＤＣＣ活性を、ＣＯＶ３６２（
Ｌｕｃ）標的細胞を使用して分析した。そのため、指示されている濃度のカルボプラチン
、ゲムシタビン、パクリタキセル、ドキソルビシンまたはトポテカンで細胞を４日間処置
した。処置後、細胞増殖抑制性薬剤不在下で細胞をさらに３日間（Ａ～Ｄ）および１０日
間（Ｅ～Ｊ）、それぞれ増殖させた。対照細胞は細胞増殖抑制性薬剤なしで培養した。（
Ａ、Ｃ、Ｅ、Ｇ、Ｉ）ＡＤＣＣ実験を、健常ドナーからのＰＢＭＣを約４０：１のエフェ
クター（ＰＢＭＣ）対標的細胞比で使用してＩＭＡＢ０２７（黒色の線）またはアイソタ
イプ対照抗体（灰色の線）で実施した。データ点（ｎ＝４複製物）は平均±ＳＤとして表
している。（Ｂ、Ｄ、Ｆ、Ｈ、Ｊ）ＩＭＡＢ０２７を使用してＣＬＤＮ６の発現をフロー
サイトメトリによって分析した。黒色の点線は未処置細胞におけるＣＬＤＮ６発現、灰色
の中実ヒストグラムは処置後のＣＬＤＮ６発現を表す。
【図１５Ｈ】化学療法と組み合わせたＩＭＡＢ０２７のＡＤＣＣ活性を、ＣＯＶ３６２（
Ｌｕｃ）標的細胞を使用して分析した。そのため、指示されている濃度のカルボプラチン
、ゲムシタビン、パクリタキセル、ドキソルビシンまたはトポテカンで細胞を４日間処置
した。処置後、細胞増殖抑制性薬剤不在下で細胞をさらに３日間（Ａ～Ｄ）および１０日
間（Ｅ～Ｊ）、それぞれ増殖させた。対照細胞は細胞増殖抑制性薬剤なしで培養した。（
Ａ、Ｃ、Ｅ、Ｇ、Ｉ）ＡＤＣＣ実験を、健常ドナーからのＰＢＭＣを約４０：１のエフェ
クター（ＰＢＭＣ）対標的細胞比で使用してＩＭＡＢ０２７（黒色の線）またはアイソタ
イプ対照抗体（灰色の線）で実施した。データ点（ｎ＝４複製物）は平均±ＳＤとして表
している。（Ｂ、Ｄ、Ｆ、Ｈ、Ｊ）ＩＭＡＢ０２７を使用してＣＬＤＮ６の発現をフロー
サイトメトリによって分析した。黒色の点線は未処置細胞におけるＣＬＤＮ６発現、灰色
の中実ヒストグラムは処置後のＣＬＤＮ６発現を表す。
【図１５Ｉ】化学療法と組み合わせたＩＭＡＢ０２７のＡＤＣＣ活性を、ＣＯＶ３６２（
Ｌｕｃ）標的細胞を使用して分析した。そのため、指示されている濃度のカルボプラチン
、ゲムシタビン、パクリタキセル、ドキソルビシンまたはトポテカンで細胞を４日間処置
した。処置後、細胞増殖抑制性薬剤不在下で細胞をさらに３日間（Ａ～Ｄ）および１０日
間（Ｅ～Ｊ）、それぞれ増殖させた。対照細胞は細胞増殖抑制性薬剤なしで培養した。（
Ａ、Ｃ、Ｅ、Ｇ、Ｉ）ＡＤＣＣ実験を、健常ドナーからのＰＢＭＣを約４０：１のエフェ
クター（ＰＢＭＣ）対標的細胞比で使用してＩＭＡＢ０２７（黒色の線）またはアイソタ
イプ対照抗体（灰色の線）で実施した。データ点（ｎ＝４複製物）は平均±ＳＤとして表
している。（Ｂ、Ｄ、Ｆ、Ｈ、Ｊ）ＩＭＡＢ０２７を使用してＣＬＤＮ６の発現をフロー
サイトメトリによって分析した。黒色の点線は未処置細胞におけるＣＬＤＮ６発現、灰色
の中実ヒストグラムは処置後のＣＬＤＮ６発現を表す。
【図１５Ｊ】化学療法と組み合わせたＩＭＡＢ０２７のＡＤＣＣ活性を、ＣＯＶ３６２（
Ｌｕｃ）標的細胞を使用して分析した。そのため、指示されている濃度のカルボプラチン
、ゲムシタビン、パクリタキセル、ドキソルビシンまたはトポテカンで細胞を４日間処置
した。処置後、細胞増殖抑制性薬剤不在下で細胞をさらに３日間（Ａ～Ｄ）および１０日
間（Ｅ～Ｊ）、それぞれ増殖させた。対照細胞は細胞増殖抑制性薬剤なしで培養した。（
Ａ、Ｃ、Ｅ、Ｇ、Ｉ）ＡＤＣＣ実験を、健常ドナーからのＰＢＭＣを約４０：１のエフェ
クター（ＰＢＭＣ）対標的細胞比で使用してＩＭＡＢ０２７（黒色の線）またはアイソタ
イプ対照抗体（灰色の線）で実施した。データ点（ｎ＝４複製物）は平均±ＳＤとして表
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している。（Ｂ、Ｄ、Ｆ、Ｈ、Ｊ）ＩＭＡＢ０２７を使用してＣＬＤＮ６の発現をフロー
サイトメトリによって分析した。黒色の点線は未処置細胞におけるＣＬＤＮ６発現、灰色
の中実ヒストグラムは処置後のＣＬＤＮ６発現を表す。
【図１６】非常に進行した異種移植腫瘍モデルにおけるＰＥＢ処置と組み合わせたＩＭＡ
Ｂ０２７の抗腫瘍作用。　ヌードマウスにおいて皮下ヒトＮＥＣ１４異種移植腫瘍を非常
に進行した病期まで増殖させた。ＰＥＢ（シスプラチン、エトポシドおよびブレオマイシ
ン）ならびにＩＭＡＢ０２７での腫瘍治療を１３日目に開始した。ＰＥＢレジメンを受け
るマウスを１３、１４、１５、１６および１７日目に１ｍｇ／ｋｇシスプラチンおよび５
ｍｇ／ｋｇエトポシドで、ならびに１３、１７および２１日目にｉ．ｐ．注射によって１
０ｍｇ／ｋｇブレオマイシンで処置した。抗体ＩＭＡＢ０２７を、移植後１３日目から１
０１日目まで３５ｍｇ／ｋｇの交互のｉ．ｖ．／ｉ．ｐ．／ｉ．ｐ．注射によって週に３
回投与した。ビヒクル対照群には、その代わりに０．９％ＮａＣｌ溶液および薬剤物質緩
衝液を与えた。マウスを合計２２０日間観測した。（Ａ）、（Ｂ）未処置マウスおよびＩ
ＭＡＢ０２７、ＰＥＢまたはＩＭＡＢ０２７と組み合わせたＰＥＢで処置したマウスの平
均腫瘍増殖動態（±ＳＥＭ）。矢印は療法開始の時点を示す（ダンの多重比較検定：＊＊

＊、ｐ＜０．００１）。（Ｃ）未処置マウスおよびＩＭＡＢ０２７、ＰＥＢまたはＩＭＡ
Ｂ０２７と組み合わせたＰＥＢで処置したマウスの生存率曲線（マンテル・コックス検定
：＊、ｐ＜０．０５；＊＊、ｐ＜０．０１）。群サイズ：ｎ＝１４。
【図１７】ＩＭＡＢ０２７、ＩＭＡＢ０２７－ＤＭ１およびＩＭＡＢ０２７－ｖｃＭＭＡ
Ｅの相対的結合親和性および細胞傷害性。　（Ａ）ＩＭＡＢ０２７、ＩＭＡＢ０２７－Ｄ
Ｍ１およびＩＭＡＢ０２７－ｖｃＭＭＡＥの結合を、内因性にＣＬＤＮ６を発現するＯＶ
９０細胞に関してフローサイトメトリ分析によって測定した。（Ｂ）ＯＶ９０細胞生存能
のＩＭＡＢ０２７－ＤＭ１およびＩＭＡＢ０２７－ｖｃＭＭＡＥ媒介性低下の用量反応曲
線。腫瘍細胞をＩＭＡＢ０２７－ＤＭ１またはＩＭＡＢ０２７－ｖｃＭＭＡＥと共に７２
時間インキュベートした。ＸＴＴに基づく生存能アッセイを用いて細胞生存能の低下を測
定した。データ点（ｎ＝３複製物）は平均±ＳＤとして表している。ＭＦＩ：平均蛍光強
度。
【図１８】進行した異種移植腫瘍へのＩＭＡＢ０２７－ＤＭ１コンジュゲートの抗腫瘍作
用。　確立された皮下ヒトＯＶ９０異種移植腫瘍を担持するヌードマウスを、移植後１０
日目に１．７８、５．３３または１６ｍｇ／ｋｇ　ＩＭＡＢ０２７－ＤＭ１またはビヒク
ル対照の単回静脈内注射で処置した。皮下腫瘍の大きさを週に２回測定した（平均±ＳＥ
Ｍ）。群サイズ：ｎ＝５、＊：ｐ＜０．０５；＊＊：ｐ＜０．０１。
【図１９Ａ】（図１９）進行したＯＶ９０異種移植腫瘍に関するＩＭＡＢ０２７－ＤＭ１
およびＩＭＡＢ０２７－ｖｃＭＭＡＥコンジュゲートの用量範囲設定。　確立された皮下
ヒトＯＶ９０異種移植腫瘍を有するヌードマウスを、移植後１０日目にＩＭＡＢ０２７－
ＤＭ１、ＩＭＡＢ０２７－ｖｃＭＭＡＥ、ビヒクルの単回静脈内注射またはＩＭＡＢ０２
７の反復注射で処置した。（図１９Ａ）ビヒクル対照およびＩＭＡＢ０２７（３５ｍｇ／
ｋｇ、週１回のｉ．ｖ．／ｉ．ｐ．／ｉ．ｐ．）と比較した１．３３、２．６７もしくは
５．３３ｍｇ／ｋｇ　ＩＭＡＢ０２７－ＤＭ１　ｉ．ｖ．（上）または４、８もしくは１
６ｍｇ／ｋｇ　ＩＭＡＢ０２７－ｖｃＭＭＡＥ　ｉ．ｖ．（下）で処置したマウスの腫瘍
増殖。皮下腫瘍の大きさを週に２回測定した（平均±ＳＥＭ）。
【図１９Ｂ】ビヒクルまたは４、８もしくは１６ｍｇ／ｋｇ　ＩＭＡＢ０２７－ｖｃＭＭ
ＡＥで処置したマウスのカプラン・マイヤー生存率曲線。腫瘍が１４００ｍｍ３の体積に
達したときまたは腫瘍が潰瘍性になった場合、マウスを犠死させた。群サイズ：ｎ＝１０
、＊：ｐ＜０．０５；＊＊：ｐ＜０．０１、＊＊＊：ｐ＜０．００１。
【図２０】進行したＰＡ－１異種移植腫瘍に関するＩＭＡＢ０２７－ｖｃＭＭＡＥコンジ
ュゲートの用量範囲設定。　確立された皮下ヒトＰＡ－１異種移植腫瘍を有するヌードマ
ウスを、移植後１５日目にＩＭＡＢ０２７－ｖｃＭＭＡＥ、ビヒクル対照の単回静脈内注
射またはＩＭＡＢ０２７の反復注射で処置した。（Ａ）平均腫瘍増殖（平均±ＳＥＭ）お
よび（Ｂ）ビヒクル対照、ＩＭＡＢ０２７（３５ｍｇ／ｋｇ、週１回のｉ．ｖ．／ｉ．ｐ
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．／ｉ．ｐ．）または４、８もしくは１６ｍｇ／ｋｇ　ＩＭＡＢ０２７－ｖｃＭＭＡＥで
処置したマウスのカプラン・マイヤー生存率曲線。腫瘍が１４００ｍｍ３の体積に達した
ときまたは腫瘍が潰瘍性になった場合、マウスを犠死させた。群サイズ：ｎ＝８、＊：ｐ
＜０．０５；＊＊：ｐ＜０．０１。（Ｃ）移植後種々の時点でのＰＡ－１異種移植腫瘍切
片内のＣＬＤＮ６に対する代表的な免疫組織化学染色。
【図２１】進行したＭＫＮ７４異種移植腫瘍へのＩＭＡＢ０２７－ｖｃＭＭＡＥの抗腫瘍
作用。　確立された皮下ヒトＭＫＮ７４異種移植腫瘍を有するヌードマウスを、移植後７
日目に１６ｍｇ／ｋｇ　ＩＭＡＢ０２７－ｖｃＭＭＡＥまたはビヒクル対照の静脈内注射
で処置した。（Ａ）平均腫瘍増殖（平均±ＳＥＭ）および（Ｂ）ビヒクル対照またはＩＭ
ＡＢ０２７－ｖｃＭＭＡＥで処置したマウスのカプラン・マイヤー生存率曲線。腫瘍が１
４００ｍｍ３の体積に達したときまたは腫瘍が潰瘍性になった場合、マウスを犠死させた
。群サイズ：ｎ＝１０。（Ｃ）移植前のＭＫＮ７４腫瘍細胞でのＣＬＤＮ６発現のフロー
サイトメトリ分析および移植後３１日目の処置していないＭＫＮ７４異種移植腫瘍の代表
的な免疫組織化学染色。＊＊：ｐ＜０．０１、＊＊＊：ｐ＜０．００１。
【図２２】進行した腹腔内転移性ヒト卵巣腫瘍へのＩＭＡＢ０２７－ＤＭ１およびＩＭＡ
Ｂ０２７－ｖｃＭＭＡＥの抗腫瘍作用。　ヌードマウスに、ルシフェラーゼを異所性に発
現するヒト卵巣癌細胞株ＰＡ－１（Ｌｕｃ）を腹腔内移植した。腹腔内転移性異種移植腫
瘍の形成後、動物を移植後１４日目にｉ．ｐ．注射によって１６ｍｇ／ｋｇ　ＩＭＡＢ０
２７－ＤＭ１、ＩＭＡＢ０２７－ｖｃＭＭＡＥまたはビヒクル対照で処置した。ルシフェ
リン投与後、ＩＶＩＳ　Ｌｕｍｉｎａ　Ｉｍａｇｉｎｇ　Ｓｙｓｔｅｍを使用してルミネ
センス活性によって転移の成長を測定した。（Ａ）ＩＭＡＢ０２７－ＤＭ１、ＩＭＡＢ０
２７－ｖｃＭＭＡＥまたはビヒクルで処置したマウスの転移量の定量化。（Ｂ）移植後２
８日目のヌードマウスのインビボ全身ルミネセンス画像。群サイズ：ｎ＝８（ビヒクル）
またはｎ＝９（ＩＭＡＢ０２７－ＤＭ１、ＩＭＡＢ０２７－ｖｃＭＭＡＥ）、＊＊：ｐ＜
０．０１、＊＊＊＊：ｐ＜０．０００１。
【図２３Ａ】（図２３）ヒト癌細胞によるＣＬＤＮ６結合抗体のエンドサイトーシス。　
ＣＬＤＮ６結合ＩＭＡＢ０２７、ｃｈｉｍＡＢ５Ｆ２Ｄ２またはアイソタイプ対照抗体の
エンドサイトーシスを、標的結合抗体とサポリン結合抗ヒトＩｇＧ　Ｆａｂフラグメント
（ＦａｂＺａｐ）の共インターナリゼーションに依存する細胞傷害性ベースのアッセイを
用いて測定した。ＰＡ－１、ＯＶ９０またはＮＥＣ１４ヒト癌細胞をＩＭＡＢ０２７、ｃ
ｈｉｍＡＢ５Ｆ２Ｄ２またはアイソタイプ対照抗体および抗ヒトＦａｂＺａｐと共に７２
時間インキュベートした。（図２３Ａ）それぞれ、ＰＡ－１、ＯＶ９０およびＮＥＣ１４
細胞生存能のＩＭＡＢ０２７／ＦａｂＺａｐおよびｃｈｉｍＡＢ５Ｆ２Ｄ２／ＦａｂＺａ
ｐ媒介性低下の用量反応曲線。データ点（ｎ＝３複製物）は平均±ＳＤとして表している
。
【図２３Ｂ】フローサイトメトリ結合およびエンドサイトーシスのＩＭＡＢ０２７基準化
ＥＣ５０（ｒｅｌ　ＥＣ５０）および最大値（ｒｅｌ　ｍａｘｉｍｕｍ）の比較。
【発明を実施するための形態】
【００４５】
　本発明を以下で詳細に説明するが、本発明は本明細書で述べる特定の方法、プロトコル
および試薬に限定されず、これらは異なり得ることが理解されるべきである。また、本明
細書で使用される用語は特定の実施形態を説明することだけを目的とし、本発明の範囲を
限定することを意図されず、本発明の範囲は付属の特許請求の範囲によってのみ限定され
ることも理解されるべきである。特に定義されない限り、本明細書で使用されるすべての
技術および学術用語は、当業者によって一般的に理解されるのと同じ意味を有する。
【００４６】
　以下において、本発明の要素を説明する。これらの要素を具体的な実施形態と共に列挙
するが、これらは付加的な実施形態を創製するために任意の方法および任意の数で組み合
わせてもよいことが理解されるべきである。様々に説明される例および好ましい実施形態
は、本発明を明白に記述される実施形態だけに限定すると解釈されるべきではない。この
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説明は、明白に記述される実施形態を多くの開示される要素および／または好ましい要素
と組み合わせた実施形態を支持し、包含すると理解されるべきである。さらに、本出願に
おいて記述されるすべての要素の任意の並び替えおよび組合せは、文脈上特に指示されな
い限り、本出願の説明によって開示されるとみなされるべきである。
【００４７】
　好ましくは、本明細書で使用される用語は、"Ａ　ｍｕｌｔｉｌｉｎｇｕａｌ　ｇｌｏ
ｓｓａｒｙ　ｏｆ　ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｃａｌ　ｔｅｒｍｓ：　（ＩＵＰＡＣ　
Ｒｅｃｏｍｍｅｎｄａｔｉｏｎｓ）"，Ｈ．Ｇ．Ｗ．Ｌｅｕｅｎｂｅｒｇｅｒ，Ｂ．Ｎａ
ｇｅｌ，ａｎｄ　Ｈ．Ｋｏｌｂｌ，Ｅｄｓ．，Ｈｅｌｖｅｔｉｃａ　Ｃｈｉｍｉｃａ　Ａ
ｃｔａ，ＣＨ－４０１０　Ｂａｓｅｌ，Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ，（１９９５）に記載さ
れているように定義される。
【００４８】
　本発明の実施は、特に指示されない限り、当分野の文献（例えばＭｏｌｅｃｕｌａｒ　
Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，２ｎｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，
Ｊ．Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．ｅｄｓ．，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ
　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　１９８
９参照）中で説明される化学、生化学、細胞生物学、免疫学および組換えＤＮＡ技術の従
来の方法を用いる。
【００４９】
　本明細書および以下の特許請求の範囲全体を通じて、文脈上特に要求されない限り、「
含む」という語および「含むこと」などの変形は、記述される成員、整数もしくは工程ま
たは成員、整数もしくは工程の群の包含を意味するが、いかなる他の成員、整数もしくは
工程または成員、整数もしくは工程の群の排除も意味しないと理解され、しかし一部の実
施形態では、そのような他の成員、整数もしくは工程または成員、整数もしくは工程の群
が排除され得る、すなわち主題が記述される成員、整数もしくは工程または成員、整数も
しくは工程の群の包含に存する。本発明を説明することに関連して（特に特許請求の範囲
に関連して）使用される「１つの」および「その」という用語および同様の言及は、本明
細書で特に指示されない限りまたは文脈と明らかに矛盾しない限り、単数および複数の両
方を包含すると解釈されるべきである。本明細書中の値の範囲の列挙は、単にその範囲内
に属する各々別々の値を個別に言及することの簡略化された方法であることが意図されて
いる。本明細書で特に指示されない限り、各個別の値は本明細書で個別に列挙されている
かのごとくに本明細書に組み込まれる。本明細書で述べるすべての方法は、本明細書で特
に指示されない限りまたは文脈と明らかに矛盾しない限り、任意の適切な順序で実施する
ことができる。本明細書で提供されるありとあらゆる例または例示的言語（例えば「など
」）の使用は、単に本発明をよりよく説明することを意図しており、本発明、または特許
請求の範囲に限定を課すものではない。本明細書中のいかなる言語も、特許請求されない
要素が本発明の実施に必須であると指示すると解釈されるべきではない。
【００５０】
　本明細書の本文全体を通じていくつかの資料を引用する。本明細書で引用される資料（
すべての特許、特許出願、学術出版物、製造者の仕様書、指示書等を含む）の各々は、上
記または下記のいずれでも、その全体が参照により本明細書に組み込まれる。本明細書の
いかなる内容も、本発明が先行発明のためにそのような開示に先行する権利を有さないこ
との承認と解釈されるべきではない。
【００５１】
　クローディンは密着結合の最も重要な成分であるタンパク質のファミリーであり、密着
結合においてクローディンは上皮の細胞の間の細胞間隙中の分子の流れを制御する傍細胞
バリアを確立する。クローディンは膜を４回横切る膜貫通タンパク質であり、Ｎ末端およ
びＣ末端の両方が細胞質に位置する。ＥＣ１またはＥＣＬ１と称される第一細胞外ループ
は平均で５３アミノ酸から成り、ＥＣ２またはＥＣＬ２と称される第二細胞外ループは約
２４アミノ酸から成る。ＣＬＤＮ６などのクローディンファミリーの細胞表面タンパク質
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は様々な起源の腫瘍で発現され、それらの選択的発現（毒性に関連する正常組織では発現
されない）および形質膜への局在のゆえに抗体媒介性癌免疫療法に関連する標的構造体と
して特に適する。
【００５２】
　ＣＬＤＮ６は腫瘍組織において特異的に発現されると同定されており、ＣＬＤＮ６を発
現する唯一の正常組織は胎盤であり、胎盤では低い量のＣＬＤＮ６がＲＮＡレベルで検出
される。ＣＬＤＮ６は、例えば卵巣癌、肺癌、胃癌、乳癌、肝癌、膵癌、皮膚癌、黒色腫
、頭頸部癌、肉腫、胆管癌、腎細胞癌および膀胱癌で発現されることが認められている。
【００５３】
　本発明の様々な実施形態において、ＣＬＤＮ６発現に関連する癌疾患には、卵巣癌、特
に卵巣腺癌および卵巣奇形癌、小細胞肺癌癌（ＳＣＬＳ）および非小細胞肺癌（ＮＳＣＬ
Ｃ）を含む肺癌、特に肺扁平上皮癌および腺癌、胃癌、乳癌、肝癌、膵癌、皮膚癌、特に
基底細胞癌および扁平上皮癌、悪性黒色腫、頭頸部癌、特に悪性多形腺腫、肉腫、特に滑
膜肉腫および癌肉腫、胆管癌、膀胱の癌、特に移行上皮癌および乳頭状癌、腎癌、特に腎
明細胞癌および乳頭状腎細胞癌を含む腎細胞癌、結腸癌、回腸の癌を含む小腸癌、特に小
腸腺癌および回腸の腺癌、精巣胎生期癌、胎盤絨毛癌、子宮頸癌、精巣癌、特に精巣セミ
ノーマ、精巣奇形腫および胎生期精巣癌、子宮癌、奇形癌または胎生期癌などの生殖細胞
腫瘍、特に精巣の生殖細胞腫瘍、ならびにそれらの転移形態が含まれる。１つの実施形態
では、ＣＬＤＮ６発現に関連する癌疾患は、卵巣癌、肺癌、転移性卵巣癌および転移性肺
癌から成る群より選択される。好ましくは、卵巣癌は癌腫または腺癌である。好ましくは
、肺癌は癌腫または腺癌であり、好ましくは細気管支癌腫または細気管支腺癌などの細気
管支癌である。
【００５４】
　本明細書で使用される「ＣＬＤＮ」という用語はクローディンを意味し、ＣＬＤＮ６を
包含する。好ましくは、クローディンはヒトクローディンである。
【００５５】
　「ＣＬＤＮ６」という用語は、好ましくはヒトＣＬＤＮ６、特に配列表の配列番号：１
もしくは配列番号：２のアミノ酸配列または前記アミノ酸配列の変異体を含む、好ましく
はそれから成るタンパク質に関する。ＣＬＤＮ６の第一細胞外ループは、好ましくは配列
番号：１に示すアミノ酸配列または配列番号：２に示すアミノ酸配列のアミノ酸２８～８
０、より好ましくはアミノ酸２８～７６を含む。ＣＬＤＮ６の第二細胞外ループは、好ま
しくは配列番号：１に示すアミノ酸配列または配列番号：２に示すアミノ酸配列のアミノ
酸１３８～１６０、好ましくはアミノ酸１４１～１５９、より好ましくはアミノ酸１４５
～１５７を含む。前記第一および第二細胞外ループは、好ましくはＣＬＤＮ６の細胞外部
分を形成する。
【００５６】
　本発明による「変異体」という用語は、特に、突然変異体、スプライス変異体、立体配
座変異体、アイソフォーム、対立遺伝子変異体、種変異体および種ホモログ、特に天然に
存在するものを指す。対立遺伝子変異体は、遺伝子の正常な配列中の変化に関するが、そ
の重要性はしばしば不明確である。完全な遺伝子配列決定は、しばしば所与の遺伝子につ
いて数多くの対立遺伝子変異体を同定する。種ホモログは、所与の核酸配列またはアミノ
酸配列のものとは異なる種を起源とする核酸配列またはアミノ酸配列である。「変異体」
という用語は、任意の翻訳後修飾変異体および立体配座変異体を包含する。
【００５７】
　本発明によれば、「クローディン陽性癌」という用語または同様の用語は、クローディ
ンを発現する癌細胞、好ましくは前記癌細胞の表面にクローディンを発現する癌細胞を含
む癌を意味する。ＣＬＤＮ６が細胞の表面に位置し、細胞に添加されたＣＬＤＮ６特異的
抗体による結合にアクセス可能である場合、ＣＬＤＮ６は細胞の表面に発現している。
【００５８】
　「細胞表面」は、当分野におけるその通常の意味に従って使用され、したがってタンパ
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ク質および他の分子による結合にアクセス可能である細胞の外側を含む。例えば、１また
はそれ以上の細胞外部分を有する膜貫通タンパク質は、細胞表面に発現されているとみな
される。
【００５９】
　本発明に関連して「細胞外部分」という用語は、細胞の細胞外空間に面しており、およ
び好ましくは、例えば細胞の外側に位置する抗体などの抗原結合分子によって、前記細胞
の外側からアクセス可能であるタンパク質などの分子の一部を指す。好ましくは、この用
語は１つまたはそれ以上の細胞外ループまたはそのドメインもしくはフラグメントを指す
。
【００６０】
　「パート」または「フラグメント」という用語は、本明細書では交換可能に使用され、
連続する要素を指す。例えば、アミノ酸配列またはタンパク質などの構造体の１つのパー
トは、前記構造体の１つの連続する要素を指す。構造体の部分、パートまたはフラグメン
トは、好ましくは前記構造体の１つまたはそれ以上の機能的特性を含む。例えば、エピト
ープまたはペプチドの部分、パートまたはフラグメントは、好ましくはそれが由来するエ
ピトープまたはペプチドと免疫学的に等価である。タンパク質配列のパートまたはフラグ
メントは、好ましくはタンパク質配列の少なくとも６、特に少なくとも８、少なくとも１
０、少なくとも１２、少なくとも１５、少なくとも２０、少なくとも３０、少なくとも５
０または少なくとも１００個の連続するアミノ酸の配列を含む。
【００６１】
　本発明によれば、ＣＬＤＮ６は、発現のレベルが胎盤細胞または胎盤組織中の発現に比
べてより低い場合、細胞中で実質的に発現されない。好ましくは、発現のレベルは胎盤細
胞または胎盤組織中の発現の１０％未満、好ましくは５％、３％、２％、１％、０．５％
、０．１％もしくは０．０５％未満であるかまたはさらに一層低い。好ましくは、ＣＬＤ
Ｎ６は、その発現レベルが胎盤以外の非癌性組織中の発現のレベルをせいぜい２倍だけ、
好ましくは１．５倍だけ上回る場合、および好ましくは前記非癌性組織中の発現のレベル
を上回らない場合、細胞中で実質的に発現されない。好ましくは、ＣＬＤＮ６は、発現の
レベルが検出限界より低い場合および／または発現のレベルが、細胞に添加されたＣＬＤ
Ｎ６特異的抗体による結合を許容しないほど低い場合、細胞中で実質的に発現されない。
【００６２】
　本発明によれば、ＣＬＤＮ６は、その発現レベルが胎盤以外の非癌性組織中の発現のレ
ベルを２倍以上、好ましくは１０倍、１００倍、１０００倍または１００００倍以上上回
る場合、細胞中で発現される。好ましくは、ＣＬＤＮ６は、発現のレベルが検出限界より
高い場合および／または発現のレベルが、細胞に添加されたＣＬＤＮ６特異的抗体による
結合を可能にするのに十分なだけ高い場合、細胞中で発現される。好ましくは、細胞中で
発現されるＣＬＤＮ６は、前記細胞の表面で発現されるまたは暴露される。
【００６３】
　ＣＬＤＮ６発現は胎盤においてのみｍＲＮＡとして検出可能であるが、タンパク質は全
く検出不能であることが認められている。したがって、胎盤中のＣＬＤＮ６発現に関して
本明細書で為される記述は、好ましくはｍＲＮＡの発現に関する。
【００６４】
　本発明によれば、「疾患」という用語は、癌、特に本明細書で述べる癌の形態を含む、
任意の病的状態を指す。癌または癌の特定の形態への本明細書での言及は、その癌転移も
包含する。好ましい実施形態では、本出願に従って治療されるべき疾患は、ＣＬＤＮ６を
発現する細胞、特にＣＬＤＮ６を発現する癌幹細胞を含む。
【００６５】
　「ＣＬＤＮ６を発現する細胞に関連する疾患」または同様の表現は、本発明によればＣ
ＬＤＮ６が疾患組織または器官の細胞において発現されることを意味する。１つの実施形
態では、罹患組織または器官の細胞におけるＣＬＤＮ６の発現は、健常組織または器官に
おける状態と比較して増大している。増大とは、少なくとも１０％、特に少なくとも２０
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％、少なくとも５０％、少なくとも１００％、少なくとも２００％、少なくとも５００％
、少なくとも１０００％、少なくとも１００００％またはさらにそれ以上の増大を指す。
１つの実施形態では、発現は罹患組織においてのみ認められ、対応する健常組織での発現
は抑制されている。本発明によれば、ＣＬＤＮ６を発現する細胞に関連する疾患には癌疾
患が含まれる。さらに、本発明によれば、癌疾患は、好ましくは癌細胞がＣＬＤＮ６を発
現するものである。
【００６６】
　本明細書で使用される場合、「癌疾患」または「癌」は、異常調節された細胞成長、増
殖、分化、接着および／または移動を特徴とする疾患を包含する。「癌細胞」とは、急速
で制御不能の細胞増殖によって成長し、新たな成長を開始させた刺激が停止した後も成長
し続ける異常細胞を意味する。好ましくは、「癌疾患」は、ＣＬＤＮ６を発現する細胞、
特にＣＬＤＮ６を発現する癌幹細胞を特徴とする。
【００６７】
　本発明による「癌」という用語は、白血病、セミノーマ、黒色腫、奇形腫、リンパ腫、
神経芽細胞腫、神経膠腫、直腸癌、子宮内膜癌、腎癌、副腎癌、甲状腺癌、血液の癌、皮
膚癌、脳の癌、子宮頸癌、腸癌、肝癌、結腸癌、胃癌、腸癌、頭頸部癌、胃腸の癌、リン
パ節癌、食道癌、結腸直腸癌、膵癌、耳、鼻および咽喉（ＥＮＴ）癌、乳癌、前立腺癌、
子宮癌、卵巣癌および肺癌ならびにそれらの転移を含む。それらの例は、肺癌腫、乳癌腫
、前立腺癌腫、結腸癌腫、腎細胞癌腫、子宮頸癌腫、または上述した癌型もしくは腫瘍の
転移である。本発明による癌という用語は癌転移も含む。
【００６８】
　本発明によれば、「癌腫」は、上皮細胞に由来する悪性腫瘍である。この群は、一般的
な形態の乳癌、前立腺癌、肺癌および結腸癌を含む、最も一般的な癌である。
【００６９】
　「腺癌」は、腺組織から発生する癌である。この組織は、上皮組織として知られるより
大きな組織カテゴリーの一部でもある。上皮組織には、皮膚、腺ならびに身体の腔および
器官を裏打ちする様々な他の組織が含まれる。上皮は発生学的に外胚葉、内胚葉および中
胚葉に由来する。腺癌として分類されるために、細胞は、分泌特性を有する限り、必ずし
も腺の一部である必要はない。この形態の癌腫は、ヒトを含む一部の高等哺乳動物におい
て発生し得る。高分化型腺癌はそれらが由来する腺組織に類似する傾向があるが、低分化
型はその傾向がない場合もある。生検からの細胞を染色することにより、病理学者は腫瘍
が腺癌であるかまたは何らかの他の種類の癌であるかを決定する。腺癌は、体内での腺の
遍在性のために身体の多くの組織で発生し得る。各々の腺が同じ物質を分泌しているとは
限らないが、細胞への外分泌機能が存在する限り、腺とみなされ、それゆえその悪性形態
は腺癌と命名される。悪性腺癌は他の組織に浸潤し、転移するのに十分な時間があればし
ばしば転移する。卵巣腺癌は最も一般的な種類の卵巣癌腫である。卵巣腺癌には、漿液性
および粘液性腺癌、明細胞腺癌および類内膜腺癌が含まれる。
【００７０】
　「転移」とは、そのもとの部位から身体の別の部分への癌細胞の拡大を意味する。転移
の形成は非常に複雑な過程であり、原発性腫瘍からの悪性細胞の分離、細胞外マトリック
スの侵襲、体腔および脈管に侵入するための内皮基底膜の貫入、そして次に、血液によっ
て運ばれた後、標的器官の浸潤に依存する。最後に、標的部位での新たな腫瘍の成長は血
管新生に依存する。腫瘍転移はしばしば原発性腫瘍の除去後でも起こり、これは、腫瘍細
胞または成分が残存し、転移能を発現し得るからである。１つの実施形態では、本発明に
よる「転移」という用語は、原発性腫瘍および所属リンパ節系から遠く離れた転移に関連
する「遠隔転移」に関する。１つの実施形態では、本発明による「転移」という用語はリ
ンパ節転移に関する。
【００７１】
　難治性癌は、特定の治療が無効である悪性疾患であり、最初から治療に不応性であるか
または経時的に不応性となる。「難治性」、「不応性」または「抵抗性」という用語は、
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本明細書では交換可能に使用される。
【００７２】
　本明細書で使用される場合、「癌幹細胞」という用語は、高度増殖性癌細胞の前駆体で
あり得る細胞を指す。癌幹細胞は、免疫無防備状態マウスにおいて腫瘍を形成するその能
力によって実証されるように腫瘍を再成長させる能力を有する。癌幹細胞はまた、典型的
には腫瘍のバルクに比べて緩やかに増殖し、すなわち癌幹細胞は一般に静止状態にある。
すべてではないが、一部の実施形態では、癌幹細胞は腫瘍の約０．１～１０％などのごく
一部分であり得る。癌幹細胞は以下の特徴または特性の１つまたはそれ以上または全部を
有し得る：（ｉ）腫瘍を引き起こすおよび／または腫瘍成長を持続させる能力を備え得る
、（ｉｉ）一般に腫瘍のバルクよりも比較的変異することが少ないと考えられる（例えば
より緩やかな増殖およびしたがってより少ないＤＮＡ複製依存性エラー、改善されたＤＮ
Ａ修復、ならびに／またはそれらの悪性度に寄与するエピジェネティック／非変異促進性
変化に起因して）、（ｉｉｉ）正常幹細胞（１または複数）の多くの特徴を有することが
でき（例えば正常幹細胞に特徴的な、類似の細胞表面抗原および／または細胞内発現プロ
フィール、自己複製プログラム、多剤耐性、未熟な表現型等）、正常幹細胞（１または複
数）に由来し得る、（ｉｖ）転移源であり得る、（ｖ）緩やかに増殖しているかまたは静
止状態にあり得る、（ｖｉ）腫瘍形成性であり得る（例えばＮＯＤ／ＳＣＩＤ移植実験に
よって測定されるように）、（ｖｉｉ）伝統的な療法に比較的耐性（すなわち化学療法耐
性）であり得る、ならびに（ｖｉｉｉ）腫瘍の亜集団を含み得る（例えば腫瘍バルクと比
べて）。
【００７３】
　「治療する」とは、被験体において腫瘍の大きさもしくは腫瘍の数を低減することを含
む、疾患を予防するもしくは排除するため、被験体において疾患を停止させるもしくは疾
患の進行を遅らせるため、被験体において新たな疾患の発症を阻止するもしくは遅らせる
ため、現在疾患を有しているもしくは以前に疾患を有していたことがある被験体において
症状および／もしくは再発の頻度もしくは重症度を低下させるため、ならびに／または被
験体の生存期間を延長させる、すなわち増大もしくは拡大させるために、化合物または組
成物または化合物もしくは組成物の組合せなどの治療を被験体に投与することを意味する
。特に、「疾患の治療」という用語は、疾患またはその症状を治癒する、期間を短縮する
、改善する、予防する、進行もしくは悪化を減速させるもしくは阻止する、または発症を
予防するもしくは遅延させることを包含する。
【００７４】
　本発明に関連して、「保護する」または「予防する」などの用語は、被験体における疾
患の発生および／または伝播の予防または治療またはその両方ならびに、特に、被験体が
疾患を発症する可能性を最小限に抑えるまたは疾患の発症を遅延させることに関する。例
えば、癌の危険性がある被験体は、癌を予防するための療法の候補である。
【００７５】
　「危険性がある」とは、一般集団と比較して、疾患、特に癌を発症する可能性が通常よ
り高いと同定される被験体を意味する。加えて、疾患、特に癌を有していたことがあるま
たは現在有している被験体は、そのような被験体は引き続き疾患を発症する可能性がある
ので、疾患を発症する危険性が高い被験体である。現在癌を有しているまたは癌を有して
いたことがある被験体は、癌転移の危険性も高い。
【００７６】
　「患者」という用語は、本発明によれば、ヒト、非ヒト霊長動物または別の動物、特に
哺乳動物、例えばウシ、ウマ、ブタ、ヒツジ、ヤギ、イヌ、ネコまたはマウスおよびラッ
トなどのげっ歯動物を含む、治療のための被験体、特に罹患被験体を意味する。特に好ま
しい実施形態では、患者はヒトである。
【００７７】
　本明細書で使用される場合、療法の投与に関連して「併用」という用語は、１つより多
い療法または治療薬の使用を指す。「組み合わせて」という用語の使用は、療法または治
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療薬の被験体への投与の前、投与と同時または投与後に投与することができる。好ましく
は、療法または治療薬を、療法または治療薬が一緒に作用することができるような順序、
量および／または時間間隔内で被験体に投与する。特定の実施形態では、療法または治療
薬を、それらを別の方法で、特に互いに独立して投与した場合よりも高い利益を提供する
ような順序、量および／または時間間隔内で被験体に投与する。好ましくは、高い利益は
相乗効果である。
【００７８】
　「標的細胞」は、癌細胞、特に癌幹細胞などの任意の望ましくない細胞を意味する。好
ましい実施形態では、標的細胞はＣＬＤＮ６を発現する。
【００７９】
　本発明によれば、「化学療法」という用語は、１つまたはそれ以上の化学療法剤または
化学療法剤の併用、例えば細胞増殖抑制性薬剤または細胞傷害性薬剤での治療に関する。
本発明による化学療法剤には、細胞増殖抑制性化合物および細胞傷害性化合物が含まれる
。
【００８０】
　本発明によれば、「化学療法剤」という用語は、パクリタキセルおよびドセタキセルな
どのタキサン類ならびにシスプラチンおよびカルボプラチンなどの白金化合物、ならびに
それらの組合せを包含する。好ましい組合せは、特に卵巣癌の治療に関して、タキサンと
白金化合物の組合せ、例えばパクリタキセルとカルボプラチンの組合せを含み得る。さら
なる好ましい組合せは、特に卵巣癌、特に卵巣生殖細胞腫瘍の治療に関して、ならびに／
または生殖細胞腫瘍、特に卵巣および精巣生殖細胞腫瘍の治療に関して、シスプラチンな
どの白金化合物とエトポシドおよび／またはブレオマイシンとの組合せを含み得る。本発
明によれば、化学療法剤への言及は、エステルなどの任意のプロドラッグ、塩または前記
作用物質のコンジュゲートなどの誘導体を包含するものとする。例は、前記作用物質と担
体物質、例えばアルブミン結合パクリタキセルなどのタンパク質結合パクリタキセルとの
コンジュゲートである。好ましくは、前記作用物質の塩は医薬的に許容される。
【００８１】
　タキサン類は、最初にイチイ属（ｇｅｎｕｓ　Ｔａｘｕｓ）の植物などの天然源から誘
導されたジテルペン化合物のクラスであるが、一部は人工的に合成されている。タキサン
クラスの薬剤の主たる作用機構は微小管機能の破壊であり、それにより細胞分裂の過程を
阻害する。タキサン類にはドセタキセル（Ｔａｘｏｔｅｒｅ）およびパクリタキセル（Ｔ
ａｘｏｌ）が含まれる。
【００８２】
　本発明によれば、「ドセタキセル」という用語は、以下の式：
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【化１】

を有する化合物を指す。
【００８３】
　特に、「ドセタキセル」という用語は、化合物、１，７β，１０β－トリヒドロキシ－
９－オキソ－５β，２０－エポキシタキス－１１－エン－２α，４，１３α－トリチル４
－アセテート２－ベンゾエート１３－｛（２Ｒ，３Ｓ）－３－［（ｔｅｒｔ－ブトキシカ
ルボニル）－アミノ］－２－ヒドロキシ－３－フェニルプロパノエート｝を指す。
【００８４】
　本発明によれば、「パクリタキセル」という用語は、以下の式：
【化２】

を有する化合物を指す。
【００８５】
　特に、「パクリタキセル」という用語は、化合物、（２α，４α，５β，７β，１０β
，１３α）－４，１０－ビス－（アセチルオキシ）－１３－｛［（２Ｒ，３Ｓ）－３－（
ベンゾイルアミノ）－２－ヒドロキシ－３－フェニルプロパノイル］オキシ｝－１，７－
ジヒドロキシ－９－オキソ－５，２０－エポキシタキス－１１－エン－２－イルベンゾエ
ートを指す。
【００８６】
　本発明によれば、「白金化合物」という用語は、白金錯体などのその構造中に白金を含
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有する化合物を指し、シスプラチン、カルボプラチンおよびオキサリプラチンなどの化合
物を包含する。
【００８７】
　「シスプラチン」または「シスプラチナム」という用語は、以下の式：
【化３】

の化合物、シス－ジアンミンジクロロ白金（ＩＩ）（ＣＤＤＰ）を指す。
【００８８】
　「カルボプラチン」という用語は、以下の式：

【化４】

の化合物、シス－ジアンミン（１，１－シクロブタンジカルボキシラト）白金（ＩＩ）を
指す。
【００８９】
　「オキサリプラチン」という用語は、以下の式：

【化５】

のジアミノシクロヘキサン担体配位子に錯化した白金化合物である化合物を指す。
【００９０】
　特に、「オキサリプラチン」という用語は、化合物、［（１Ｒ，２Ｒ）－シクロヘキサ
ン－１，２－ジアミン］（エタンジオアト－Ｏ，Ｏ'）白金（ＩＩ）を指す。注射用のオ
キサリプラチンも、Ｅｌｏｘａｔｉｎｅの商品名で市販されている。
【００９１】
　単独でまたはタキサン類もしくは白金化合物などの他の化学療法剤と組み合わせて、本
発明における使用のために想定されるさらなる化学療法剤には、ヌクレオシド類似体、カ
ンプトテシン類似体およびアントラサイクリンが含まれるが、これらに限定されない。
【００９２】
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包含するカテゴリーである、ヌクレオシドの構造類似体を指す。
【００９３】
　「ゲムシタビン」という用語は、以下の式：
【化６】

のヌクレオシド類似体である化合物である。
【００９４】
　特に、この用語は、化合物、４－アミノ－１－（２－デオキシ－２，２－ジフルオロ－
β－Ｄ－エリスロ－ペントフラノシル）ピリミジン－２（１Ｈ）－オンまたは４－アミノ
－１－［（２Ｒ，４Ｒ，５Ｒ）－３，３－ジフルオロ－４－ヒドロキシ－５－（ヒドロキ
シメチル）オキソラン－２－イル］－１，２－ジヒドロピリミジン－２－オンを指す。
【００９５】
　「ヌクレオシド類似体」という用語は、フルオロウラシルおよびそのプロドラッグなど
のフルオロピリミジン誘導体を包含する。「フルオロウラシル」または「５－フルオロウ
ラシル」（５－ＦＵまたはｆ５Ｕ）（Ａｄｒｕｃｉｌ、Ｃａｒａｃ、Ｅｆｕｄｉｘ、Ｅｆ
ｕｄｅｘおよびＦｌｕｏｒｏｐｌｅｘの商標名で市販されている）という用語は、以下の
式：

【化７】

のピリミジン類似体である化合物である。
【００９６】
　特に、この用語は、化合物、５－フルオロ－１Ｈ－ピリミジン－２，４－ジオンを指す
。
【００９７】
　「カペシタビン」（Ｘｅｌｏｄａ、Ｒｏｃｈｅ）という用語は、組織中で５－ＦＵに変
換されるプロドラッグである化学療法剤を指す。経口投与し得るカペシタビンは、以下の
式：
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【化８】

を有する。
【００９８】
　特に、この用語は、化合物、ペンチル［１－（３，４－ジヒドロキシ－５－メチルテト
ラヒドロフラン－２－イル）－５－フルオロ－２－オキソ－１Ｈ－ピリミジン－４－イル
］カルバメートを指す。
【００９９】
　「フォリン酸」または「ロイコボリン」という用語は、化学療法剤５－フルオロウラシ
ルとの相乗作用的組合せにおいて有用な化合物を指す。したがって、本明細書で５－フル
オロウラシルまたはそのプロドラッグの投与に言及する場合、１つの実施形態では前記投
与はフォリン酸と併用した投与を含み得る。フォリン酸は、以下の式：
【化９】

を有する。
【０１００】
　特に、この用語は、化合物、（２Ｓ）－２－｛［４－［（２－アミノ－５－ホルミル－
４－オキソ－５，６，７，８－テトラヒドロ－１Ｈ－プテリジン－６－イル）メチルアミ
ノ］ベンゾイル］アミノ｝ペンタン二酸を指す。
【０１０１】
　本発明によれば、「カンプトテシン類似体」という用語は、化合物カンプトテシン（Ｃ
ＰＴ；（Ｓ）－４－エチル－４－ヒドロキシ－１Ｈ－ピラノ［３'，４'：６，７］インド
リジノ［１，２－ｂ］キノリン－３，１４－（４Ｈ，１２Ｈ）－ジオン）の誘導体を指す
。好ましくは、「カンプトテシン類似体」という用語は、以下の構造：
【化１０】
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を含む化合物を指す。
【０１０２】
　本発明によれば、好ましいカンプトテシン類似体は、ＤＮＡ酵素トポイソメラーゼＩ（
トポＩ）の阻害剤である。本発明による好ましいカンプトテシン類似体は、イリノテカン
およびトポテカンである。
【０１０３】
　イリノテカンは、トポイソメラーゼＩの阻害によってＤＮＡの巻戻しを防ぐ薬剤である
。化学用語では、これは、以下の式：
【化１１】

を有する天然アルカロイドカンプトテシンの半合成類似体である。
【０１０４】
　特に、「イリノテカン」という用語は、化合物、（Ｓ）－４，１１－ジエチル－３，４
，１２，１４－テトラヒドロ－４－ヒドロキシ－３，１４－ジオキソ１Ｈ－ピラノ［３'
，４'：６，７］－インドリジノ［１，２－ｂ］キノリン－９－イル－［１，４'－ビピペ
リジン］－１'－カルボキシレートを指す。
【０１０５】
　トポテカンは、式：
【化１２】

のトポイソメラーゼ阻害剤である。
【０１０６】
　特に、「トポテカン」という用語は、化合物、（Ｓ）－１０－［（ジメチルアミノ）メ
チル］－４－エチル－４，９－ジヒドロキシ－１Ｈ－ピラノ［３'，４'：６，７］インド
リジノ［１，２－ｂ］キノリン－３，１４（４Ｈ，１２Ｈ）－ジオン一塩酸塩を指す。
【０１０７】
　アントラサイクリンは、抗生物質でもある、癌化学療法において一般的に使用される薬
剤のクラスである。構造的に、すべてのアントラサイクリンは共通の４環性７，８，９，
１０－テトラヒドロテトラセン－５，１２－キノン構造を共有し、通常は特定部位でのグ
リコシル化を必要とする。
【０１０８】
　アントラサイクリンは、好ましくは以下の作用機構の１つまたはそれ以上を生じさせる
：１．ＤＮＡ／ＲＮＡ鎖の塩基対の間にインターカレートすることによってＤＮＡおよび
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ＲＮＡ合成を阻害し、したがって急速に増殖する癌細胞の複製を妨げる。２．トポイソメ
ラーゼＩＩ酵素を阻害し、スーパーコイルＤＮＡの弛緩を妨げ、したがってＤＮＡの転写
および複製をブロックする。３．ＤＮＡおよび細胞膜を損傷する鉄媒介性遊離酸素ラジカ
ルを生成する。
【０１０９】
　本発明によれば、「アントラサイクリン」という用語は、好ましくはトポイソメラーゼ
ＩＩのＤＮＡの再結合を阻害することによって、好ましくはアポトーシスを誘導するため
の作用物質、好ましくは抗癌剤に関する。
【０１１０】
　アントラサイクリンおよびアントラサイクリン類似体の例には、ダウノルビシン（ダウ
ノマイシン）、ドキソルビシン（アドリアマイシン）、エピルビシン、イダルビシン、ロ
ドマイシン、ピラルビシン、バルルビシン、Ｎ－トリフルオロ－アセチルドキソルビシン
－１４－バレレート、アクラシノマイシン、モルホリノドキソルビシン（モルホリノ－Ｄ
ＯＸ）、シアノモルホリノ－ドキソルビシン（シアノモルホリノ－ＤＯＸ）、２－ピロリ
ノ－ドキソルビシン（２－ＰＤＯＸ）、５－イミノダウノマイシン、ミトキサントロンお
よびアクラシノマイシンＡ（アクラルビシン）が含まれるが、これらに限定されない。ミ
トキサントロンはアントラセンジオンクラスの化合物の成員であり、前記クラスの化合物
は、アントラサイクリンの糖部分を欠くが、ＤＮＡへのインターカレーションを許容する
平面多環式芳香族環構造を保持するアントラサイクリン類似体である。
【０１１１】
　本発明に関連してアントラサイクリンとして特に企図されるのはエピルビシンである。
エピルビシンは、以下の式：
【化１３】

を有するアントラサイクリン薬剤であり、米国ではＥｌｌｅｎｃｅの商品名で、および別
のところではＰｈａｒｍｏｒｕｂｉｃｉｎまたはＥｐｉｒｕｂｉｃｉｎ　Ｅｂｅｗｅの商
品名で市販されている。特に、「エピルビシン」という用語は、化合物、（８Ｒ，１０Ｓ
）－１０－［（２Ｓ，４Ｓ，５Ｒ，６Ｓ）－４－アミノ－５－ヒドロキシ－６－メチル－
オキサン－２－イル］オキシ－６，１１－ジヒドロキシ－８－（２－ヒドロキシアセチル
）－１－メトキシ－８－メチル－９，１０－ジヒドロ－７Ｈ－テトラセン－５，１２－ジ
オンを指す。エピルビシンは、副作用を引き起こすことがより少ないと考えられるので、
一部の化学療法レジメンでは、最も一般的なアントラサイクリンであるドキソルビシンよ
りも好ましい。
【０１１２】
　「エトポシド」という用語は、抗腫瘍活性を示すポドフィロトキシンの半合成誘導体を
指す。エトポシドは、トポイソメラーゼＩＩおよびＤＮＡと複合体を形成することによっ
てＤＮＡ合成を阻害する。この複合体は二重鎖ＤＮＡの切断を誘導し、トポイソメラーゼ
ＩＩ結合によって修復を妨げる。蓄積されたＤＮＡの切断は、細胞分裂の有糸分裂期に入
るのを妨げ、細胞死をもたらす。エトポシドは、以下の式：
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【化１４】

を有する。
【０１１３】
　特に、この用語は、化合物、４'－デメチル－エピポドフィロトキシン９－［４，６－
Ｏ－（Ｒ）－エチリデン－β－Ｄ－グルコピラノシド］，４'－（リン酸二水素）を指す
。
【０１１４】
　「ブレオマイシン」という用語は、細菌、ストレプトミセス・バーチシラス（Ｓｔｒｅ
ｐｔｏｍｙｃｅｓ　ｖｅｒｔｉｃｉｌｌｕｓ）によって産生されるグリコペプチド抗生物
質を指す。抗癌剤として使用される場合、これはＤＮＡの切断を引き起こすことによって
働く。ブレオマイシンは、好ましくは以下の式：

【化１５】

を有する化合物を含有する。
【０１１５】
　本発明によれば、ＣＬＤＮ６に結合する能力を有する抗体（少なくとも１つの毒素薬剤
成分とのコンジュゲート中に、すなわち抗体薬剤コンジュゲートとして存在してもよい）
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と組み合わせて化学療法を投与する場合、化学療法を抗体の投与の前および／または投与
と同時に（混合物としてまたは別々の組成物として）投与する。好ましくは、化学療法の
投与は抗体の投与に先立って開始する。好ましくは、化学療法は、癌幹細胞などの癌細胞
におけるＣＬＤＮ６発現を増大させ、抗体の抗腫瘍活性が増強されるように抗体の投与の
前に開始されるまたは投与される。好ましくは、化学療法の投与は、抗体の１回目の投与
の少なくとも２日前、少なくとも４日前、少なくとも６日前、少なくとも８日前、少なく
とも１０日前、少なくとも１２日前または少なくとも１４日前に開始する。化学療法の投
与は、抗体の投与の間継続し得るかまたは抗体の投与の前もしくは投与の間に、例えば抗
体の投与の１～３日前、１～７日前、１～１０日前、１～１４日前に停止し得る。好まし
くは、化学療法剤は、パクリタキセルもしくはドセタキセルなどのタキサン類および／ま
たはシスプラチンもしくはカルボプラチンなどの白金化合物を含む。
【０１１６】
　「抗原」という用語は、免疫応答が向けられるおよび／または向けられるべきであるエ
ピトープを含有するタンパク質またはペプチドなどの作用物質に関する。好ましい実施形
態では、抗原は、ＣＬＤＮ６などの腫瘍関連抗原、すなわち細胞質、細胞表面および細胞
核に由来し得る癌細胞の成分、特に、細胞内でまたは癌細胞上の表面抗原として、好まし
くは大量に、産生される抗原である。
【０１１７】
　本発明に関連して、「腫瘍関連抗原」または「腫瘍抗原」という用語は、好ましくは、
正常条件下では限られた数の組織および／もしくは器官においてまたは特定の発生段階で
特異的に発現され、ならびに１つまたはそれ以上の腫瘍または癌組織中で発現されるまた
は異常発現されるタンパク質に関する。本発明に関連して、腫瘍関連抗原は、好ましくは
癌細胞の細胞表面に関連し、好ましくは正常組織中では全く発現されないかまたはまれに
しか発現されない。
【０１１８】
　「エピトープ」という用語は、分子中の抗原決定基、すなわち免疫系によって認識され
る、例えば抗体によって認識される分子中のパートを指す。例えば、エピトープは、免疫
系によって認識される、抗原上の個別の三次元部位である。エピトープは通常、アミノ酸
または糖側鎖などの分子の化学的に活性な表面基群から成り、通常は特定の三次元構造特
性ならびに特定の電荷特性を有する。立体配座エピトープと非立体配座エピトープは、変
性溶媒の存在下で前者への結合は失われるが後者への結合は失われないという点で区別さ
れる。ＣＬＤＮ６などのタンパク質のエピトープは、好ましくは前記タンパク質の連続部
分または不連続部分を含み、好ましくは５～１００、好ましくは５～５０、より好ましく
は８～３０、最も好ましくは１０～２５アミノ酸長であり、例えばエピトープは、好まし
くは８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２
１、２２、２３、２４または２５アミノ酸長であり得る。
【０１１９】
　「抗体」という用語は、ジスルフィド結合によって相互に連結された少なくとも２本の
重（Ｈ）鎖と２本の軽（Ｌ）鎖を含む糖タンパク質、およびそのような糖タンパク質の抗
原結合部分を含む任意の分子を包含する。「抗体」という用語は、モノクローナル抗体、
組換え抗体、ヒト抗体、ヒト化抗体、キメラ抗体、抗体のフラグメントまたは誘導体、例
えば、限定されることなく、一本鎖抗体、例えばｓｃＦｖならびにＦａｂおよびＦａｂ'
フラグメントなどの抗原結合抗体フラグメントを包含し、またすべての組換え形態の抗体
、例えば原核生物において発現される抗体、非グリコシル化抗体、ならびに本明細書で述
べる任意の抗原結合抗体フラグメントおよび誘導体も包含する。各々の重鎖は、重鎖可変
領域（本明細書ではＶＨと略す）および重鎖定常領域から成る。各々の軽鎖は、軽鎖可変
領域（本明細書ではＶＬと略す）および軽鎖定常領域から成る。ＶＨおよびＶＬ領域は、
より保存された、フレームワーク領域（ＦＲ）と称される領域が間に組み入れられた、相
補性決定領域（ＣＤＲ）と称される超可変性の領域にさらに細分することができる。各々
のＶＨとＶＬは、以下の順序でアミノ末端からカルボキシ末端へと配置された、３つのＣ
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ＤＲと４つのＦＲから成る：ＦＲ１、ＣＤＲ１、ＦＲ２、ＣＤＲ２、ＦＲ３、ＣＤＲ３、
ＦＲ４。重鎖および軽鎖の可変領域は、抗原と相互作用する結合ドメインを含む。抗体の
定常領域は、免疫系の様々な細胞（例えばエフェクター細胞）および古典的補体系の第一
成分（Ｃｌｑ）を含む、宿主組織または因子への免疫グロブリンの結合を媒介し得る。
【０１２０】
　本明細書で使用される「モノクローナル抗体」という用語は、単一分子組成の抗体分子
の調製物を指す。モノクローナル抗体は単一結合特異性および親和性を示す。１つの実施
形態では、モノクローナル抗体は、不死化細胞に融合した、非ヒト動物、例えばマウスか
ら得られるＢ細胞を含むハイブリドーマによって産生される。
【０１２１】
　「組換え抗体」という用語は、本明細書で使用される場合、組換え手段によって作製さ
れる、発現される、創製されるまたは単離されるすべての抗体、例えば（ａ）免疫グロブ
リン遺伝子に関してトランスジェニックもしくはトランスクロモソーマルである動物（例
えばマウス）またはそれから作製されたハイブリドーマから単離された抗体、（ｂ）抗体
を発現するように形質転換された宿主細胞から、例えばトランスフェクトーマから単離さ
れた抗体、（ｃ）組換えコンビナトリアル抗体ライブラリから単離された抗体、および（
ｄ）免疫グロブリン遺伝子配列の他のＤＮＡ配列へのスプライシングを含む任意の他の手
段によって作製された、発現された、創製されたまたは単離された抗体を包含する。
【０１２２】
　「ヒト抗体」という用語は、本明細書で使用される場合、ヒト生殖細胞系免疫グロブリ
ン配列に由来する可変領域および定常領域を有する抗体を包含することが意図されている
。ヒト抗体は、ヒト生殖細胞系免疫グロブリン配列によってコードされないアミノ酸残基
（例えばインビトロでランダムもしくは部位特異的突然変異誘発によってまたはインビボ
で体細胞突然変異によって導入された突然変異）を含み得る。
【０１２３】
　「ヒト化抗体」という用語は、非ヒト種からの免疫グロブリンに実質的に由来する抗原
結合部位を有する分子を指し、ここで分子の残りの免疫グロブリン構造は、ヒト免疫グロ
ブリンの構造および／または配列に基づく。抗原結合部位は、定常ドメインに融合した完
全な可変ドメインを含み得るか、または可変ドメイン内の適切なフレームワーク領域に移
植された相補性決定領域（ＣＤＲ）だけを含み得る。抗原結合部位は、野生型であり得る
かまたは１つもしくはそれ以上のアミノ酸置換によって修飾されていてもよく、例えばよ
り密接にヒト免疫グロブリンに類似するように修飾されていてもよい。ヒト化抗体の一部
の形態はすべてのＣＤＲ配列を保存する（例えばマウス抗体からの６つのＣＤＲ全部を含
むヒト化マウス抗体）。他の形態は、もとの抗体に比べて変化した１つまたはそれ以上の
ＣＤＲを有する。
【０１２４】
　「キメラ抗体」という用語は、重鎖および軽鎖のアミノ酸配列の各々の一部分が、特定
の種に由来するまたは特定のクラスに属する抗体中の対応する配列に相同であり、一方鎖
の残りのセグメントは別の抗体中の対応する配列に相同である抗体を指す。典型的には、
軽鎖と重鎖の両方の可変領域が哺乳動物の１つの種に由来する抗体の可変領域を模倣し、
一方定常部分は別の種に由来する抗体の配列に相同である。そのようなキメラ形態の１つ
の明らかな利点は、可変領域を、例えばヒト細胞調製物に由来する定常領域と組み合わせ
て、容易に入手可能な非ヒト宿主生物からのＢ細胞またはハイブリドーマを用いて現在公
知の供給源から好都合に誘導できることである。可変領域は調製の容易さという利点を有
し、その特異性は供給源に影響されないが、ヒトである定常領域は、抗体を注射した場合
、非ヒト供給源からの定常領域よりもヒト被験体から免疫応答を惹起する可能性が低い。
しかし、その定義はこの特定の例に限定されない。
【０１２５】
　抗体は、マウス、ラット、ウサギ、モルモットおよびヒトを含むがこれらに限定されな
い、様々な種に由来し得る。
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【０１２６】
　本明細書で述べる抗体は、ＩｇＡ１またはＩｇＡ２などのＩｇＡ、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２
、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＥ、ＩｇＭおよびＩｇＤ抗体を含む。様々な実施形態におい
て、抗体は、ＩｇＧ１抗体、より特定するとＩｇＧ１、カッパまたはＩｇＧ１、ラムダア
イソタイプ（すなわちＩｇＧ１、κ、λ）、ＩｇＧ２ａ抗体（例えばＩｇＧ２ａ、κ、λ
）、ＩｇＧ２ｂ抗体（例えばＩｇＧ２ｂ、κ、λ）、ＩｇＧ３抗体（例えばＩｇＧ３、κ
、λ）またはＩｇＧ４抗体（例えばＩｇＧ４、κ、λ）である。
【０１２７】
　本明細書で使用される場合、「異種抗体」は、そのような抗体を産生するトランスジェ
ニック生物に関して定義される。この用語は、トランスジェニック生物から構成されず、
および一般にトランスジェニック生物以外の種に由来する生物において認められるものに
対応するアミノ酸配列またはコード核酸配列を有する抗体を指す。
【０１２８】
　本明細書で使用される場合、「ヘテロハイブリッド抗体」は、異なる生物起源の軽鎖と
重鎖を有する抗体を指す。例えば、マウス軽鎖と結合したヒト重鎖を有する抗体はヘテロ
ハイブリッド抗体である。
【０１２９】
　本明細書で述べる抗体は、好ましくは単離されている。本明細書で使用される「単離さ
れた抗体」は、異なる抗原特異性を有する他の抗体を実質的に含まない抗体を指すことが
意図されている（例えば、ＣＬＤＮ６に特異的に結合する単離された抗体は、ＣＬＤＮ６
以外の抗原に特異的に結合する抗体を実質的に含まない）。ヒトＣＬＤＮ６のエピトープ
、アイソフォームまたは変異体に特異的に結合する単離された抗体は、しかし、他の関連
抗原、例えば他の種からの関連抗原（例えばＣＬＤＮ６種ホモログ）に対する交差反応性
を有し得る。さらに、単離された抗体は、実質的に他の細胞物質および／または化学物質
不含であり得る。本発明の１つの実施形態では、「単離された」モノクローナル抗体の組
合せは、異なる特異性を有し、および十分に定義された組成物または混合物中で組み合わ
されている抗体に関する。
【０１３０】
　抗体の「抗原結合部分」（もしくは単に「結合部分」）または抗体の「抗原結合フラグ
メント」（もしくは単に「結合フラグメント」）という用語または同様の用語は、抗原に
特異的に結合する能力を保持する抗体の１つまたはそれ以上のフラグメントを指す。抗体
の抗原結合機能は完全長抗体のフラグメントによって実行され得ることが示されている。
抗体の「抗原結合部分」という用語に包含される結合フラグメントの例には、（ｉ）ＶＬ
、ＶＨ、ＣＬおよびＣＨドメインから成る一価フラグメントである、Ｆａｂフラグメント
；（ｉｉ）ヒンジ領域でジスルフィド架橋によって連結された２つのＦａｂフラグメント
を含む二価フラグメントである、Ｆ（ａｂ'）２フラグメント；（ｉｉｉ）ＶＨドメイン
とＣＨドメインから成るＦｄフラグメント；（ｉｖ）抗体の１本の腕のＶＬドメインとＶ
Ｈドメインから成るＦｖフラグメント；（ｖ）ＶＨドメインから成る、ｄＡｂフラグメン
ト（Ｗａｒｄ　ｅｔ　ａｌ．，（１９８９）Ｎａｔｕｒｅ　３４１：５４４－５４６）；
（ｖｉ）単離された相補性決定領域（ＣＤＲ）、ならびに（ｖｉｉ）場合により合成リン
カーによって連結されていてもよい２つまたはそれ以上の単離されたＣＤＲの組合せが含
まれる。さらに、Ｆｖフラグメントの２つのドメイン、ＶＬおよびＶＨは別々の遺伝子に
よってコードされるが、それらは、ＶＬ領域とＶＨ領域が対合して一価分子を形成する一
本鎖タンパク質（一本鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）として知られる；例えばＢｉｒｄ　ｅｔ　ａｌ
．（１９８８）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４２：４２３－４２６；およびＨｕｓｔｏｎ　ｅｔ　
ａｌ．（１９８８）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８５：５８７９－
５８８３参照）としてそれらを作製することを可能にする合成リンカーによって、組換え
法を用いて連結することができる。そのような一本鎖抗体も、抗体の「抗原結合フラグメ
ント」という用語に包含されることが意図されている。さらなる例は、（ｉ）免疫グロブ
リンヒンジ領域ポリペプチドに融合した結合ドメインポリペプチド、（ｉｉ）ヒンジ領域
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に融合した免疫グロブリン重鎖ＣＨ２定常領域、および（ｉｉｉ）ＣＨ２定常領域に融合
した免疫グロブリン重鎖ＣＨ３定常領域を含む、結合ドメイン免疫グロブリン融合タンパ
ク質である。結合ドメインポリペプチドは、重鎖可変領域または軽鎖可変領域であり得る
。結合ドメイン免疫グロブリン融合タンパク質は、さらに、米国特許出願第２００３／０
１１８５９２号および同第２００３／０１３３９３９号に開示されている。これらの抗体
フラグメントは当業者に公知の従来技術を用いて得られ、フラグメントは無傷抗体と同じ
方法で有用性に関してスクリーニングされる。
【０１３１】
　「結合ドメイン」という用語は、本発明に関連して、所与の標的構造体／抗原／エピト
ープに結合する／相互作用する、例えば抗体の、構造を特徴づける。したがって、本発明
による結合ドメインは「抗原相互作用部位」を表す。
【０１３２】
　本発明の目的上、本明細書で述べる抗体フラグメントなどのすべての抗体および抗体の
誘導体は、「抗体」という用語に包含される。「抗体誘導体」という用語は、任意の修飾
形態の抗体、例えば抗体と別の作用物質もしくは別の抗体とのコンジュゲート、または抗
体フラグメントを指す。
【０１３３】
　天然に存在する抗体は一般に単一特異性であり、すなわちそれらは単一抗原に結合する
。本発明は、標的細胞に結合し（ＣＬＤＮ６に係合することによって）、および細胞傷害
性細胞などの第二実体に結合する（例えばＣＤ３受容体に係合することによって）抗体を
含む。本発明の抗体は二重特異性または多重特異性、例えば三重特異性、四重特異性等で
あり得る。
【０１３４】
　「二重特異性分子」という用語は、２つの異なる結合特異性を有する作用物質を包含す
ることが意図されている。例えば、前記分子は、（ａ）細胞表面抗原および（ｂ）エフェ
クター細胞の表面のＦｃ受容体などの受容体に結合し得るまたはこれらと相互作用し得る
。「多重特異性分子」という用語は、２つより多い異なる結合特異性を有する作用物質を
包含することが意図されている。例えば、前記分子は、（ａ）細胞表面抗原、（ｂ）エフ
ェクター細胞の表面のＦｃ受容体などの受容体および（ｃ）少なくとも１つの他の成分に
結合し得るまたはこれらと相互作用し得る。したがって、「ＣＬＤＮ６に結合する能力を
有する抗体」という用語は、ＣＬＤＮ６に対する、およびエフェクター細胞上のＦｃ受容
体などの他の標的に対する、二重特異性、三重特異性、四重特異性および他の多重特異性
分子を包含するが、これらに限定されない。「二重特異性抗体」という用語はダイアボデ
ィも包含する。ダイアボディは、ＶＨおよびＶＬドメインが１本のポリペプチド鎖上に発
現されるが、同じ鎖上の２つのドメイン間での対合を許容するには短すぎるリンカーを使
用して、それによりそれらのドメインを別の鎖の相補的ドメインと対合させて、２つの抗
原結合部位を創製する、二価の二重特異性抗体である（例えばＨｏｌｌｉｇｅｒ，Ｐ．，
ｅｔ　ａｌ．（１９９３）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９０：６４
４４－６４４８；Ｐｏｌｊａｋ，Ｒ．Ｊ．，ｅｔ　ａｌ．（１９９４）Ｓｔｒｕｃｔｕｒ
ｅ　２：１１２１－１１２３参照）。
【０１３５】
　本発明に関連して、「ＣＬＤＮ６に結合する能力を有する抗体」は、好ましくは本明細
書で述べる免疫エフェクター機能を惹起することができる。好ましくは、前記免疫エフェ
クター機能は、その表面に腫瘍関連抗原ＣＬＤＮ６を担持する癌幹細胞などの細胞に対す
るものである。
【０１３６】
　本発明に関連して「免疫エフェクター機能」という用語は、例えば、腫瘍の播種および
転移の阻害を含む、腫瘍成長の阻害および／または腫瘍発生の阻害をもたらす免疫系の成
分によって媒介される任意の機能を包含する。好ましくは、免疫エフェクター機能は癌細
胞、特に癌幹細胞の死滅をもたらす。そのような機能は、補体依存性細胞傷害（ＣＤＣ）
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、抗体依存性細胞傷害（ＡＤＣＣ）、抗体依存性細胞貪食作用（ＡＤＣＰ）、腫瘍関連抗
原を担持する細胞におけるアポトーシスの誘導、腫瘍関連抗原を担持する細胞の細胞溶解
、および／または腫瘍関連抗原を担持する細胞の増殖の阻害を含む。結合物質も、単に癌
細胞の表面の腫瘍関連抗原に結合することによって作用を及ぼし得る。例えば、抗体は、
単に癌細胞の表面の腫瘍関連抗原に結合することによって腫瘍関連抗原の機能をブロック
し得るまたはアポトーシスを誘導し得る。
【０１３７】
　本発明によれば、抗体を、毒素薬剤成分、特に細胞毒、薬剤（例えば免疫抑制剤）また
は放射性同位体などの治療成分または作用物質に結合し得る。細胞毒または細胞傷害性薬
剤は、細胞に有害であり、特に細胞を死滅させる任意の作用物質を包含する。例には、タ
キソール、サイトカラシンＢ、グラミシジンＤ、臭化エチジウム、エメチン、マイトマイ
シン、エトポシド、テノポシド、ビンクリスチン、ビンブラスチン、コルヒチン、ドキソ
ルビシン、ダウノルビシン、ジヒドロキシアントラシンジオン、ミトキサントロン、ミト
ラマイシン、アクチノマイシンＤ、アマニチン、１－デヒドロテストステロン、糖質コル
チコイド類、プロカイン、テトラカイン、リドカイン、プロプラノロールおよびピューロ
マイシンならびにそれらの類似体またはホモログが含まれる。抗体コンジュゲートを形成
するための適切な治療薬には、代謝拮抗剤（例えばメトトレキサート、６－メルカプトプ
リン、６－チオグアニン、シタラビン、フルダラビン、５－フルオロウラシルデカルバジ
ン）、アルキル化剤（例えばメクロレタミン、チオテパ、クロラムブシル、メルファラン
、カルムスチン（ＢＳＮＵ）およびロムスチン（ＣＣＮＵ）、シクロホスファミド、ブス
ルファン、ジブロモマンニトール、ストレプトゾトシン、マイトマイシンＣおよびシス－
ジクロロジアミン白金（ＩＩ）（ＤＤＰ）（シスプラチン）、アントラサイクリン（例え
ばダウノルビシン（以前のダウノマイシン）およびドキソルビシン）、抗生物質（例えば
ダクチノマイシン（以前のアクチノマイシン）、ブレオマイシン、ミトラマイシンおよび
アントラマイシン（ＡＭＣ））、ならびに抗有糸分裂薬（例えばビンクリスチンおよびビ
ンブラスチン）が含まれるが、これらに限定されない。好ましい実施形態では、治療薬は
細胞傷害性物質または放射性毒性物質である。別の実施形態では、治療薬は免疫抑制剤で
ある。さらに別の実施形態では、治療薬はＧＭ－ＣＳＦである。好ましい実施形態では、
治療薬は、ドキソルビシン、シスプラチン、硫酸ブレオマイシン、カルムスチン、クロラ
ムブシル、シクロホスファミドまたはリシンＡである。本発明による特に好ましい毒素薬
剤成分は、微小管集合を阻害し、抗増殖および／または細胞傷害作用を有する化合物であ
る。
【０１３８】
　本発明に従って特に好ましいのは、癌幹細胞などの緩やかに増殖するまたは静止状態に
ある細胞に作用する、細胞毒などの治療成分または作用物質に結合した抗体である。その
ような治療成分には、ｍＲＮＡおよび／またはタンパク質合成に作用する治療成分が含ま
れる。転写のいくつかの阻害剤が公知である。例えば、転写阻害剤およびＤＮＡ損傷剤の
両方であるアクチノマイシンＤは、ＤＮＡ内にインターカレートし、したがって転写の初
期段階を阻害する。フラボピリドールは転写の伸長段階を標的とする。α－アマニチンは
ＲＮＡポリメラーゼに直接結合し、開始および伸長段階の両方の阻害をもたらす。
【０１３９】
　抗体はまた、放射性同位体、例えばヨウ素１３１、イットリウム９０またはインジウム
１１１に結合して、細胞傷害性放射性医薬品を生成することもできる。
【０１４０】
　本発明の抗体コンジュゲートは、所与の生物学的応答を調節するために使用することが
でき、薬剤成分は古典的化学療法剤に限定されると解釈されるべきではない。例えば、薬
剤成分は、所望の生物学的活性を有するペプチド、タンパク質またはポリペプチドであり
得る。そのようなタンパク質には、例えば酵素活性毒素もしくはその活性フラグメント、
例えばアブリン、リシンＡ、シュードモナス外毒素もしくはジフテリア毒素；腫瘍壊死因
子もしくはインターフェロンγなどのタンパク質；または生物学的応答調節剤、例えばリ
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）、インターロイキン６（「ＩＬ－６」）、顆粒球マクロファージコロニー刺激因子（「
ＧＭ－ＣＳＦ」）、顆粒球コロニー刺激因子（「Ｇ－ＣＳＦ」）もしくは他の増殖因子な
どが含まれ得る。本発明によるさらなる好ましい薬剤成分は、クルクミン、サリノマイシ
ンおよびスルフォラファンである。
【０１４１】
　そのような治療成分を抗体に結合するための技術は周知であり、例えばＡｒｎｏｎ　ｅ
ｔ　ａｌ．，"Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　Ｆｏｒ　Ｉｍｍｕｎｏｔ
ａｒｇｅｔｉｎｇ　Ｏｆ　Ｄｒｕｇｓ　Ｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒａｐｙ"，ｉｎ　
Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　Ａｎｄ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒａｐｙ
，Ｒｅｉｓｆｅｌｄ　ｅｔ　ａｌ．（ｅｄｓ．），ｐｐ．２４３－５６（Ａｌａｎ　Ｒ．
Ｌｉｓｓ，Ｉｎｃ．１９８５）；Ｈｅｌｌｓｔｒｏｍ　ｅｔ　ａｌ．，"Ａｎｔｉｂｏｄ
ｉｅｓ　Ｆｏｒ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ"，ｉｎ　Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ　Ｄｒｕ
ｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ（２ｎｄ　Ｅｄ．），Ｒｏｂｉｎｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．（ｅｄｓ．
），ｐｐ．６２３－５３（Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．１９８７）；Ｔｈｏｒ
ｐｅ，"Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｃａｒｒｉｅｒｓ　Ｏｆ　Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ　Ａｇｅｎｔ
ｓ　Ｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒａｐｙ：Ａ　Ｒｅｖｉｅｗ"，ｉｎ　Ｍｏｎｏｃｌｏ
ｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　'８４：Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ａｎｄ　Ｃｌｉｎｉｃ
ａｌ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，Ｐｉｎｃｈｅｒａ　ｅｔ　ａｌ．（ｅｄｓ．），ｐｐ
．４７５－５０６（１９８５）；"Ａｎａｌｙｓｉｓ，Ｒｅｓｕｌｔｓ，Ａｎｄ　Ｆｕｔ
ｕｒｅ　Ｐｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅ　Ｏｆ　Ｔｈｅ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　Ｕｓｅ　Ｏ
ｆ　Ｒａｄｉｏｌａｂｅｌｅｄ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒａｐ
ｙ"，ｉｎ　Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　Ｆｏｒ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｄ
ｅｔｅｃｔｉｏｎ　Ａｎｄ　Ｔｈｅｒａｐｙ，Ｂａｌｄｗｉｎ　ｅｔ　ａｌ．（ｅｄｓ．
），ｐｐ．３０３－１６（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ　１９８５）、およびＴｈｏｒ
ｐｅ　ｅｔ　ａｌ．，"Ｔｈｅ　Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ　Ａｎｄ　Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ
　Ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ　Ｏｆ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ－Ｔｏｘｉｎ　Ｃｏｎｊｕｇａｔｅｓ
"，Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｒｅｖ．，６２：１１９－５８（１９８２）参照。
【０１４２】
　１つの好ましい実施形態では、本発明による抗体を１つまたはそれ以上のメイタンシノ
イド分子に結合する。
【０１４３】
　メイタンシノイドは、有糸分裂において細胞の増殖を阻害する強力な微小管標的化合物
である。メイタンシノイドは、塩素化ベンゼン環に結合した１９員のアンサマクロライド
構造体であるメイタンシンの誘導体である。メイタンシンは以下の式：
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【化１６】

を有する。
【０１４４】
　特定の微生物も、メイタンシノールおよびＣ－３メイタンシノールエステルなどのメイ
タンシノイドを産生することが発見された（米国特許第４，１５１，０４２号）。合成メ
イタンシノールおよびメイタンシノール類似体は、例えば、参照により本明細書に組み込
まれる、米国特許第４，１３７，２３０号；同第４，２４８，８７０号；同第４，２５６
，７４６号；同第４，２６０，６０８号；同第４，２６５，８１４号；同第４，２９４，
７５７号；同第４，３０７，０１６号；同第４，３０８，２６８号；同第４，３０８，２
６９号；同第４，３０９，４２８号；同第４，３１３，９４６号；同第４，３１５，９２
９号；同第４，３１７，８２１号；同第４，３２２，３４８号；同第４，３３１，５９８
号；同第４，３６１，６５０号；同第４，３６４，８６６号；同第４，４２４，２１９号
；同第４，３６２，６６３号および同第４，３７１，５３３号ならびにＫａｗａｉ　ｅｔ
　ａｌ（１９８４）Ｃｈｅｍ．Ｐｈａｒｍ．Ｂｕｌｌ．３４４１－３４５１において報告
されている。
【０１４５】
　メイタンシノイドは当分野で周知であり、公知の技術によって合成するかまたは天然源
から単離することができる。本発明による特に好ましいメイタンシノイドは、ＤＭ１およ
びＤＭ４などの、メイタンシンのチオール含有誘導体である。メイタンシンのそのような
チオール含有誘導体には、カルボニル基に結合したメチル基が遊離スルフヒドリル基を含
有する基、例えば－Ｒ－ＳＨ基［式中、Ｒはアルキレン基または他の炭素含有原子団を表
す］によって置換されている化合物が含まれる。
【０１４６】
　メルタンシンとしても知られるＤＭ１は、以下の式：
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【化１７】

を有するメイタンシノイドである。
【０１４７】
　特に、「メルタンシン」または「ＤＭ１」という用語は、化合物、Ｎ２'－デアセチル
－Ｎ２'－（３－メルカプト－１－オキソプロピル）－メイタンシンを指す。
【０１４８】
　「ＤＭ４」は、化合物、Ｎ２'－デアセチル－Ｎ２'－（４－メチル－４－メルカプト－
１－オキソペンチル）－メイタンシンを指す。
【０１４９】
　抗ＣＬＤＮ６抗体－メイタンシノイドコンジュゲートは、抗ＣＬＤＮ６抗体をメイタン
シノイド分子に化学的に連結することによって抗体またはメイタンシノイド分子の生物学
的活性を有意に低下させることなく調製される。抗体分子につき平均３～４個のメイタン
シノイド分子を結合し得るが、毒素／抗体の１個の分子でさえも裸の抗体の使用に比べて
細胞傷害性を増強すると予想される。
【０１５０】
　この点に関して、「少なくとも１つの毒素薬剤成分に共有結合された抗体」という用語
は、同じ薬剤の１個またはそれ以上の分子が抗体分子に共有結合している状況ならびに異
なる薬剤が抗体分子に共有結合している状況を包含する。後者の状況では、異なる薬剤の
各々の１個またはそれ以上の分子が抗体分子またはその組合せ（例えば１つの薬剤の１個
の分子が結合し、別の薬剤の数個の分子が結合している）に結合し得る。
【０１５１】
　本発明の一部の実施形態では、抗体をドラスタチンまたはドラスタチンペプチド類似体
および誘導体であるアウリスタチンに結合する（参照により本明細書に組み込まれる、米
国特許第５，６３５，４８３号；同第５，７８０，５８８号）。アウリスタチンは、海洋
性軟体動物であるタツナミガイ、ドラベッラ・アウリクラリア（Ｄｏｌａｂｅｌａ　ａｕ
ｒｉｃｕｌａｒｉａ）に由来する天然産物、ドラスタチン１０の合成類似体である。メイ
タンシノイドと同様に、アウリスタチンは微小管破壊剤である。ドラスタチンまたはアウ
リスタチン薬剤成分をペプチド薬剤成分のＮ（アミノ）末端またはＣ（カルボキシル）末
端を介して抗体に結合し得る。
【０１５２】
　例示的なアウリスタチンの実施形態には、好ましくはＮ末端連結されたＭＭＡＥおよび
ＭＭＡＦなどのモノメチルアウリスタチン薬剤成分が含まれる。
【０１５３】
　モノメチルアウリスタチンＥとしても知られるＭＭＡＥは、以下の式：
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【化１８】

を有する。
【０１５４】
　特に、「ＭＭＡＥ」という用語は、化合物、（Ｓ）－Ｎ－（（３Ｒ，４Ｓ，５Ｓ）－１
－（（Ｓ）－２－（（１Ｒ，２Ｒ）－３－（（（１Ｓ，２Ｒ）－１－ヒドロキシ－１－フ
ェニルプロパン－２－イル）アミノ）－１－メトキシ－２－メチル－３－オキソプロピル
）ピロリジン－１－イル）－３－メトキシ－５－メチル－１－オキソヘプタン－４－イル
）－Ｎ，３－ジメチル－２－（（Ｓ）－３－メチル－２－（メチルアミノ）ブタンアミド
）ブタンアミドを指す。ＭＭＡＥは、実際はデスメチル－アウリスタチンＥであり、すな
わちＮ末端アミノ基は、アウリスタチンＥ自体におけるように２個のメチル置換基ではな
く１個のメチル置換基だけを有する。
【０１５５】
　本発明に従って特に好ましいのは、抗体－ｖｃアウリスタチンコンジュゲート、例えば
抗体－ｖｃＭＭＡＥコンジュゲートである。本発明によれば、「抗体－ｖｃアウリスタチ
ン」または「ｖｃＭＭＡＥ」という用語は、リソソームで切断可能なジペプチド、バリン
－シトルリン（ｖｃ）によって抗体に連結された、ＭＭＡＥなどのアウリスタチンを含有
する抗体－薬剤コンジュゲート（ＡＤＣ）を指す。
【０１５６】
　モノメチルアウリスタチンＦとしても知られるＭＭＡＦは、化合物、（Ｓ）－２－（（
２Ｒ，３Ｒ）－３－（（Ｓ）－１－（（３Ｒ，４Ｓ，５Ｓ）－４－（（Ｓ）－Ｎ，３－ジ
メチル－２－（（Ｓ）－３－メチル－２－（メチルアミノ）ブタンアミド）ブタンアミド
）－３－メトキシ－５－メチルヘプタノイル）ピロリジン－２－イル）－３－メトキシ－
２－メチルプロパンアミド）－３－フェニルプロパン酸を指す。
【０１５７】
　抗体－薬剤コンジュゲートを作製するための当分野で公知の多くの連結基が存在する。
【０１５８】
　本発明の１つの実施形態では、抗体を二官能性架橋試薬によって薬剤と連結する。本明
細書で使用される場合、「二官能性架橋試薬」は、抗体を薬剤と連結するために、一方が
抗体と反応することができ、他方が薬剤と反応することができる２つの反応性基を有し、
それによってコンジュゲートを形成する試薬を指す。リンカー試薬が薬剤、例えば細胞傷
害性の保持および抗体の標的特性を提供する限り、任意の適切な二官能性架橋試薬を本発
明に関連して使用することができる。好ましくは、リンカー分子は、薬剤と抗体が互いに
化学的に結合される（例えば共有結合される）ように、化学結合を介して薬剤を抗体に連
結する。
【０１５９】
　１つの実施形態では、二官能性架橋試薬は非切断可能なリンカーを含む。非切断可能な
リンカーは、メイタンシノイドなどの薬剤を安定な共有結合で抗体に連結することができ
る任意の化学成分である。好ましくは、非切断可能なリンカーは生理的条件下で、特に細
胞の内部で切断されない。したがって、非切断可能なリンカーは、薬剤または抗体が活性
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なままである条件下で、酸誘導切断、光誘導切断、ペプチダーゼ誘導切断、エステラーゼ
誘導切断およびジスルフィド結合切断に対して実質的に耐性である。薬剤と抗体の間に非
切断可能なリンカーを形成する適切な架橋試薬は当分野で周知である。１つの実施形態で
は、チオエーテル結合を介して薬剤を抗体に連結する。非切断可能なリンカーの例には、
メイタンシノイドのスルフヒドリル基などの薬剤との反応のためのマレイミドまたはハロ
アセチルベースの成分を有するリンカーが含まれる。そのような二官能性架橋剤は当分野
で周知であり、Ｎ－スクシンイミジル４－（マレイミドメチル）シクロヘキサンカルボキ
シレート（ＳＭＣＣ）およびＳＭＣＣの「長鎖」類似体であるＮ－スクシンイミジル－４
－（Ｎ－マレイミドメチル）－シクロヘキサン－１－カルボキシ－（６－アミドカプロエ
ート）（ＬＣ－ＳＭＣＣ）を包含するが、これらに限定されない。好ましくは、二官能性
架橋剤はＳＭＣＣである。そのようなリンカーを使用して、メルタンシンなどの薬剤を４
－（３－メルカプト－２，５－ジオキソ－１－ピロリジニルメチル）－シクロヘキサンカ
ルボン酸によって抗体のリシン残基の遊離ＮＨ２基などのアミノ基に連結することができ
る。各々の抗体薬剤コンジュゲート分子は、メルタンシンの数個の分子に結合した１個の
抗体分子を含み得る。
【０１６０】
　１つの特に好ましい実施形態では、連結試薬は切断可能なリンカーである。好ましくは
、切断可能なリンカーは生理的条件下で、特に細胞の内部で切断可能である。適切な切断
可能リンカーの例には、ジスルフィドリンカー、酸不安定リンカー、光不安定リンカー、
ペプチダーゼ不安定リンカーおよびエステラーゼ不安定リンカーが含まれる。ジスルフィ
ド含有リンカーは、生理的条件下で起こり得る、ジスルフィド交換を介して切断可能なリ
ンカーである。酸不安定リンカーは、酸ｐＨで切断可能なリンカーである。例えば、エン
ドソームおよびリソソームなどの特定の細胞内区画は酸性ｐＨ（ｐＨ４～５）を有し、酸
不安定リンカーを切断するのに適した条件を提供する。光不安定リンカーは、体表面でお
よび光にアクセス可能な多くの体腔中で有用である。さらに、赤外光は組織に浸透するこ
とができる。ペプチダーゼ不安定リンカーは、細胞の内部または外部で特定のペプチドを
切断するのに使用できる。１つの実施形態では、切断可能なリンカーは穏やかな条件下で
、すなわち細胞傷害性薬剤の活性が影響を受けない細胞内の条件下で切断される。
【０１６１】
　１つの特に好ましい実施形態では、リンカーは、腫瘍細胞の内部でカテプシンによって
切断されるジペプチド、バリン（Ｖａｌ）－シトルリン（Ｃｉｔ）（ｖｃ）を含むまたは
これから成るリンカーである。
【０１６２】
　本発明によれは、「癌幹細胞に対する癌療法」という用語は、癌幹細胞を標的とし、好
ましくは癌幹細胞を死滅させるおよび／または癌幹細胞の増殖もしくは生存能を低下させ
るために使用できる任意の療法に関する。そのような療法には、ｉ）癌幹細胞上の特定の
細胞表面標的、例えばＣＬＤＮ６を標的とする裸のもしくは治療成分に結合した抗体、抗
体フラグメントおよびタンパク質（例えば上述したＣＬＤＮ６に結合する能力を有する抗
体もしくは抗体コンジュゲート）またはｉｉ）癌幹細胞の増殖もしくは生存能を低下させ
る低分子が含まれる。特定の実施形態では、前記作用物質は、正常幹細胞上よりも癌幹細
胞上により高いレベルで発現される抗原に結合する。特定の実施形態では、前記作用物質
は癌幹細胞抗原に特異的に結合する。
【０１６３】
　本発明による「結合」という用語は、好ましくは特異的結合に関する。
【０１６４】
　本発明によれば、抗体が標準的なアッセイにおいて所定の標的に有意の親和性を有し、
前記所定の標的に結合する場合、前記抗体は前記所定の標的に結合することができる。「
親和性」または「結合親和性」は、しばしば平衡解離定数（ＫＤ）によって測定される。
好ましくは、「有意の親和性」という用語は、１０－５Ｍもしくはそれ以下、１０－６Ｍ
もしくはそれ以下、１０－７Ｍもしくはそれ以下、１０－８Ｍもしくはそれ以下、１０－
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９Ｍもしくはそれ以下、１０－１０Ｍもしくはそれ以下、１０－１１Ｍもしくはそれ以下
、または１０－１２Ｍもしくはそれ以下の解離定数（ＫＤ）で所定の標的に結合すること
を指す。
【０１６５】
　抗体が標準的なアッセイにおいて標的に有意の親和性を有さず、前記標的に有意に結合
しない、特に検出可能に結合しない場合、前記抗体は前記標的に（実質的に）結合するこ
とができない。好ましくは、抗体が２、好ましくは１０、より好ましくは２０、特に５０
または１００μｇ／ｍｌまでまたはそれ以上の濃度で存在する場合、前記抗体は前記標的
に検出可能に結合しない。好ましくは、抗体が結合することができる所定の標的への結合
に関するＫＤよりも少なくとも１０倍、１００倍、１０３倍、１０４倍、１０５倍または
１０６倍高いＫＤでその抗体が前記標的に結合する場合、前記抗体は前記標的に有意の親
和性を有さない。例えば、抗体が結合することができる標的へのその抗体の結合に関する
ＫＤが１０－７Ｍである場合、前記抗体が有意の親和性を有さない標的への結合に関する
ＫＤは少なくとも１０－６Ｍ、１０－５Ｍ、１０－４Ｍ、１０－３Ｍ、１０－２Ｍまたは
１０－１Ｍである。
【０１６６】
　抗体が、所定の標的に結合することができるが、他の標的には結合することができない
、すなわち標準的なアッセイにおいて他の標的には有意の親和性を有さず、他の標的に有
意に結合しない場合、前記抗体は前記所定の標的に特異的である。本発明によれば、抗体
が、ＣＬＤＮ６に結合することができるが、他の標的には（実質的に）結合することがで
きない場合、前記抗体はＣＬＤＮ６に特異的である。好ましくは、そのような他の標的に
対する親和性および結合が、ＣＬＤＮ６に無関係なタンパク質、例えばウシ血清アルブミ
ン（ＢＳＡ）、カゼイン、ヒト血清アルブミン（ＨＳＡ）、または非クローディン膜貫通
タンパク質、例えばＭＨＣ分子もしくはトランスフェリン受容体、または何らかの他の特
定のポリペプチドに対する親和性または結合を有意に上回らない場合、前記抗体はＣＬＤ
Ｎ６に特異的である。好ましくは、抗体が、その抗体が特異的でない標的への結合に関す
るＫＤよりも少なくとも１０倍、１００倍、１０３倍、１０４倍、１０５倍または１０６

倍低いＫＤで所定の標的に結合する場合、前記抗体は前記所定の標的に特異的である。例
えば、抗体が特異的である標的へのその抗体の結合に関するＫＤが１０－７Ｍである場合
、前記抗体が特異的でない標的への結合に関するＫＤは、少なくとも１０－６Ｍ、１０－

５Ｍ、１０－４Ｍ、１０－３Ｍ、１０－２Ｍまたは１０－１Ｍである。
【０１６７】
　標的への抗体の結合は、任意の適切な方法：例えばＢｅｒｚｏｆｓｋｙ　ｅｔ　ａｌ．
，"Ａｎｔｉｂｏｄｙ－Ａｎｔｉｇｅｎ　Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ"Ｉｎ　Ｆｕｎｄａｍ
ｅｎｔａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，Ｐａｕｌ，Ｗ．Ｅ．，Ｅｄ．，Ｒａｖｅｎ　Ｐｒｅ
ｓｓ　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，ＮＹ（１９８４）、Ｋｕｂｙ，Ｊａｎｉｓ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏ
ｇｙ，Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ　ａｎｄ　Ｃｏｍｐａｎｙ　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，ＮＹ（１
９９２）参照、および本明細書で述べる方法を用いて実験的に測定することができる。親
和性は、従来の技術を用いて、例えば平衡透析によって；製造者によって概説される一般
的手順を用いて、ＢＩＡｃｏｒｅ　２０００装置を使用することによって；放射性標識し
た標的抗原を用いる放射性免疫検定法によって；または当業者に公知の別の方法によって
、容易に測定し得る。親和性データは、例えばＳｃａｔｃｈａｒｄ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｎ
ｎ　Ｎ．Ｙ．Ａｃａｄ．ＳｃＬ，５１：６６０（１９４９）の方法によって分析し得る。
特定の抗体－抗原相互作用の測定される親和性は、異なる条件下で、例えば異なる塩濃度
、ｐＨの下で測定された場合、異なり得る。したがって、親和性および他の抗原結合パラ
メータ、例えばＫＤ、ＩＣ５０の測定は、好ましくは抗体および抗原の標準溶液および標
準緩衝液を用いて行われる。
【０１６８】
　本明細書で使用される場合、「アイソタイプ」は、重鎖定常領域遺伝子によってコード
される抗体クラス（例えばＩｇＭまたはＩｇＧ１）を指す。
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【０１６９】
　本明細書で使用される場合、「アイソタイプスイッチ」は、抗体のクラスまたはアイソ
タイプがある１つのＩｇクラスからその他のＩｇクラスの１つに変化する現象を指す。
【０１７０】
　物体に適用される場合の本明細書で使用される「天然に存在する」という用語は、物体
を自然界で見出すことができるという事実を指す。例えば、自然界の供給源から単離する
ことができる生物（ウイルスを含む）中に存在し、実験室においてヒトによって意図的に
改変されていないポリペプチドまたはポリヌクレオチド配列は、天然に存在する。
【０１７１】
　本明細書で使用される「再編成された」という用語は、基本的にそれぞれ完全なＶＨま
たはＶＬドメインをコードする立体配座においてＶセグメントがＤ－ＪまたはＪセグメン
トに直接隣接して位置する、重鎖または軽鎖免疫グロブリン遺伝子座の立体配置を指す。
再編成された免疫グロブリン（抗体）遺伝子座は、生殖細胞系ＤＮＡとの比較によって同
定することができ、再編成された遺伝子座は、少なくとも１つの組み換えられた７量体／
９量体相同エレメントを有する。
【０１７２】
　Ｖセグメントに関して本明細書で使用される「再編成されていない」または「生殖細胞
系立体配置」という用語は、Ｖセグメントが、ＤまたはＪセグメントに直接隣接するよう
に組み換えられていない立体配置を指す。
【０１７３】
　好ましくは、ＣＬＤＮ６に結合する能力を有する抗体の、ＣＬＤＮ６を発現する細胞へ
の結合は、ＣＬＤＮ６を発現する細胞の死滅を誘導または媒介する。ＣＬＤＮ６を発現す
る細胞は、好ましくは癌幹細胞であり、特に卵巣癌の癌幹細胞などの本明細書で述べる癌
疾患の細胞である。好ましくは、抗体は、ＣＬＤＮ６を発現する細胞の補体依存性細胞傷
害（ＣＤＣ）媒介性溶解、抗体依存性細胞傷害（ＡＤＣＣ）媒介性溶解、アポトーシスお
よび増殖の阻害の１つまたはそれ以上を誘導することによって細胞の死滅を誘導または媒
介する。好ましくは、細胞のＡＤＣＣ媒介性溶解はエフェクター細胞の存在下で起こり、
エフェクター細胞は、特定の実施形態では単球、単核細胞、ＮＫ細胞およびＰＭＮから成
る群より選択される。細胞の増殖の阻害は、ブロモデオキシウリジン（５－ブロモ－２－
デオキシウリジン、ＢｒｄＵ）を使用するアッセイにおいて細胞の増殖を定量することに
よってインビトロで測定できる。ＢｒｄＵはチミジンの類似体である合成ヌクレオシドで
あり、複製中の細胞の新たに合成されたＤＮＡに組み込まれることができ（細胞周期のＳ
期の間に）、ＤＮＡ複製の間にチミジンと置き換わる。例えばＢｒｄＵに特異的な抗体を
使用して、組み込まれた化学物質を検出することは、そのＤＮＡを活発に複製していた細
胞を示す。
【０１７４】
　好ましい実施形態では、本明細書で述べる抗体は、以下の特性：
　ａ）ＣＬＤＮ６に対する特異性；
　ｂ）ＣＬＤＮ６への、約１００ｎＭまたはそれ以下、好ましくは約５～１０ｎＭまたは
それ以下、より好ましくは約１～１０ｎＭまたはそれ以下の結合親和性；
　ｃ）ＣＬＤＮ６陽性細胞上でＣＤＣを誘導または媒介する能力；
　ｄ）ＣＬＤＮ６陽性細胞上でＡＤＣＣを誘導または媒介する能力；
　ｅ）ＣＬＤＮ６陽性細胞の増殖を阻害する能力；
　ｆ）ＣＬＤＮ６陽性細胞のアポトーシスを誘導する能力
の１つまたはそれ以上を特徴とし得る。
【０１７５】
　１つの実施形態では、ＣＬＤＮ６に結合する能力を有する抗体は、ＣＬＤＮ６中に存在
するエピトープ、好ましくはＣＬＤＮ６の細胞外ドメイン内、特に第一細胞外ループ、好
ましくはＣＬＤＮ６のアミノ酸位置２８～７６内または第二細胞外ループ、好ましくはＣ
ＬＤＮ６のアミノ酸位置１４１～１５９内に位置するエピトープに結合する能力を有する
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。特定の実施形態では、ＣＬＤＮ６に結合する能力を有する抗体は、ＣＬＤＮ９上には存
在しないＣＬＤＮ６上のエピトープに結合する。好ましくは、ＣＬＤＮ６に結合する能力
を有する抗体は、ＣＬＤＮ４および／またはＣＬＤＮ３上には存在しないＣＬＤＮ６上の
エピトープに結合する。最も好ましくは、ＣＬＤＮ６に結合する能力を有する抗体は、Ｃ
ＬＤＮ６以外のＣＬＤＮタンパク質上には存在しない、ＣＬＤＮ６上のエピトープに結合
する。
【０１７６】
　ＣＬＤＮ６に結合する能力を有する抗体は、好ましくはＣＬＤＮ６に結合するがＣＬＤ
Ｎ９には結合せず、ならびに好ましくはＣＬＤＮ４および／またはＣＬＤＮ３には結合し
ない。好ましくは、ＣＬＤＮ６に結合する能力を有する抗体はＣＬＤＮ６に特異的である
。好ましくは、ＣＬＤＮ６に結合する能力を有する抗体は、細胞表面に発現されたＣＬＤ
Ｎ６に結合する。特定の好ましい実施形態では、ＣＬＤＮ６に結合する能力を有する抗体
は、生細胞の表面に存在するＣＬＤＮ６の天然エピトープに結合する。
【０１７７】
　好ましい実施形態では、ＣＬＤＮ６に結合する能力を有する抗体は、配列番号：３、５
、７、９およびそのフラグメントから成る群より選択されるアミノ酸配列を含む重鎖可変
領域（ＶＨ）を含有する。
【０１７８】
　好ましい実施形態では、ＣＬＤＮ６に結合する能力を有する抗体は、配列番号：４、６
、８、１０、１１、１２およびそのフラグメントから成る群より選択されるアミノ酸配列
を含む軽鎖可変領域（ＶＬ）を含有する。
【０１７９】
　特定の好ましい実施形態では、ＣＬＤＮ６に結合する能力を有する抗体は、以下の可能
性（ｉ）～（ｖｉｉ）から選択される重鎖可変領域（ＶＨ）と軽鎖可変領域（ＶＬ）の組
合せを含む：
　（ｉ）ＶＨは配列番号：３によって表されるアミノ酸配列またはそのフラグメントを含
み、およびＶＬは配列番号：４によって表されるアミノ酸配列またはそのフラグメントを
含む、
　（ｉｉ）ＶＨは配列番号：５によって表されるアミノ酸配列またはそのフラグメントを
含み、およびＶＬは配列番号：６によって表されるアミノ酸配列またはそのフラグメント
を含む、
　（ｉｉｉ）ＶＨは配列番号：７によって表されるアミノ酸配列またはそのフラグメント
を含み、およびＶＬは配列番号：８によって表されるアミノ酸配列またはそのフラグメン
トを含む、
　（ｉｖ）ＶＨは配列番号：９によって表されるアミノ酸配列またはそのフラグメントを
含み、およびＶＬは配列番号：１０によって表されるアミノ酸配列またはそのフラグメン
トを含む、
　（ｖ）ＶＨは配列番号：５によって表されるアミノ酸配列またはそのフラグメントを含
み、およびＶＬは配列番号：４によって表されるアミノ酸配列またはそのフラグメントを
含む、
　（ｖｉ）ＶＨは配列番号：５によって表されるアミノ酸配列またはそのフラグメントを
含み、およびＶＬは配列番号：１１によって表されるアミノ酸配列またはそのフラグメン
トを含む、
　（ｖｉｉ）ＶＨは配列番号：５によって表されるアミノ酸配列またはそのフラグメント
を含み、およびＶＬは配列番号：１２によって表されるアミノ酸配列またはそのフラグメ
ントを含む。
【０１８０】
　特に好ましい実施形態では、ＣＬＤＮ６に結合する能力を有する抗体は、重鎖可変領域
（ＶＨ）と軽鎖可変領域（ＶＬ）の以下の組合せを含む：
　ＶＨは配列番号：５によって表されるアミノ酸配列またはそのフラグメントを含み、お
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よびＶＬは配列番号：４によって表されるアミノ酸配列またはそのフラグメントを含む。
【０１８１】
　「フラグメント」という用語は、特に、重鎖可変領域（ＶＨ）および／または軽鎖可変
領域（ＶＬ）の相補性決定領域（ＣＤＲ）の１つまたはそれ以上、好ましくは少なくとも
ＣＤＲ３可変領域を指す。１つの実施形態では、前記相補性決定領域（ＣＤＲ）の１つま
たはそれ以上は、相補性決定領域ＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３のセットから選択さ
れる。特に好ましい実施形態では、「フラグメント」という用語は、重鎖可変領域（ＶＨ
）および／または軽鎖可変領域（ＶＬ）の相補性決定領域ＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤ
Ｒ３を指す。
【０１８２】
　１つの実施形態では、本明細書で述べる１つまたはそれ以上のＣＤＲ、ＣＤＲのセット
またはＣＤＲのセットの組合せを含む抗体は、前記ＣＤＲをそれらの介在フレームワーク
領域と共に含む。好ましくは、その部分は、１番目と４番目のフレームワーク領域のいず
れかまたは両方の少なくとも約５０％を含み、前記５０％は、１番目のフレームワーク領
域のＣ末端の５０％および４番目のフレームワーク領域のＮ末端の５０％である。組換え
ＤＮＡ技術によって行われる抗体の構築は、本発明の可変領域を免疫グロブリン重鎖、他
の可変ドメイン（例えばダイアボディの作製において）またはタンパク質標識を包含する
さらなるタンパク質配列に連結するためのリンカーの導入を含む、クローニングまたは他
の操作工程を容易にするために導入されるリンカーによってコードされる可変領域のＮ末
端またはＣ末端残基の導入を生じさせ得る。
【０１８３】
　１つの実施形態では、本明細書で述べる１つまたはそれ以上のＣＤＲ、ＣＤＲのセット
またはＣＤＲのセットの組合せを含む抗体は、ヒト抗体フレームワーク内に前記ＣＤＲを
含む。
【０１８４】
　抗体の重鎖に関して特定の鎖または特定の領域もしくは配列を含む抗体への本明細書に
おける言及は、好ましくは前記抗体のすべての重鎖が前記特定の鎖、領域または配列を含
む状況に関する。これは抗体の軽鎖にも対応して適用される。
【０１８５】
　本明細書で述べる抗体は、抗体をコードするＲＮＡなどの核酸を投与することによって
および／または抗体をコードするＲＮＡなどの核酸を含む宿主細胞を投与することによっ
て患者に送達し得ることが理解されるべきである。したがって、患者に投与された場合、
抗体をコードする核酸は、裸の形態でまたは適切な送達ビヒクル中に、例えばリポソーム
もしくはウイルス粒子の形態でまたは宿主細胞内に存在し得る。提供される核酸は、治療
用抗体に関して少なくとも一部に認められる不安定性を軽減する持続的な方法で長期間に
わたって抗体を産生することができる。患者に送達されるべき核酸は組換え手段によって
作製することができる。核酸が宿主細胞内に存在せずに患者に投与される場合、核酸は、
好ましくは核酸によってコードされる抗体の発現のために患者の細胞によって取り込まれ
る。核酸が宿主細胞内に存在して患者に投与される場合、核酸は、好ましくは核酸によっ
てコードされる抗体を産生するように患者内で宿主細胞によって発現される。
【０１８６】
　「核酸」という用語は、本明細書で使用される場合、ＤＮＡおよびＲＮＡ、例えばゲノ
ムＤＮＡ、ｃＤＮＡ、ｍＲＮＡ、組換え生産されたおよび化学合成された分子を包含する
ことが意図されている。核酸は一本鎖または二本鎖であってよい。ＲＮＡは、インビトロ
転写ＲＮＡ（ＩＶＴ　ＲＮＡ）または合成ＲＮＡを包含する。
【０１８７】
　核酸はベクター中に含まれ得る。本明細書で使用される「ベクター」という用語は、プ
ラスミドベクター、コスミドベクター、λファージなどのファージベクター、アデノウイ
ルスもしくはバキュロウイルスベクターなどのウイルスベクター、または細菌人工染色体
（ＢＡＣ）、酵母人工染色体（ＹＡＣ）もしくはＰ１人工染色体（ＰＡＣ）などの人工染
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色体ベクターを含む、当業者に公知の任意のベクターを包含する。前記ベクターは、発現
ベクターならびにクローニングベクターを包含する。発現ベクターは、プラスミドならび
にウイルスベクターを含み、一般に所望コード配列および特定の宿主生物（例えば細菌、
酵母、植物、昆虫もしくは哺乳動物）またはインビトロ発現系における作動可能に連結さ
れたコード配列の発現のために必要な適切なＤＮＡ配列を含む。クローニングベクターは
、一般に特定の所望ＤＮＡフラグメントを操作し、増幅するために使用され、所望ＤＮＡ
フラグメントの発現のために必要な機能的配列を欠如し得る。
【０１８８】
　本発明に関連して、「ＲＮＡ」という用語は、リボヌクレオチド残基を含み、好ましく
は全面的にまたは実質的にリボヌクレオチド残基から成る分子に関する。「リボヌクレオ
チド」は、β，Ｄ－リボフラノシル基の２'位にヒドロキシル基を有するヌクレオチドに
関する。この用語は、二本鎖ＲＮＡ、一本鎖ＲＮＡ、部分的に精製されたＲＮＡなどの単
離されたＲＮＡ、基本的に純粋なＲＮＡ、合成ＲＮＡ、組換え生産されたＲＮＡ、ならび
に１個またはそれ以上のヌクレオチドの付加、欠失、置換および／または変化によって天
然に存在するＲＮＡとは異なる修飾ＲＮＡを包含する。そのような変化には、例えばＲＮ
Ａの末端へのまたは内部での、例えばＲＮＡの１個またはそれ以上のヌクレオチドにおけ
る、非ヌクレオチド物質の付加が含まれ得る。ＲＮＡ分子中のヌクレオチドは、非標準ヌ
クレオチド、例えば天然には存在しないヌクレオチドまたは化学合成されたヌクレオチド
もしくはデオキシヌクレオチドも含み得る。これらの変化したＲＮＡは、類似体または天
然に存在するＲＮＡの類似体と称され得る。
【０１８９】
　本発明によれば、「ＲＮＡ」という用語は、「メッセンジャーＲＮＡ」を意味する「ｍ
ＲＮＡ」を包含し、好ましくは「ｍＲＮＡ」に関し、およびＤＮＡを鋳型として使用して
生成され得、ペプチドまたはタンパク質をコードする「転写産物」に関する。ｍＲＮＡは
、典型的には５'非翻訳領域（５'－ＵＴＲ）、タンパク質またはペプチドコード領域およ
び３'非翻訳領域（３'－ＵＴＲ）を含む。ｍＲＮＡは、細胞中およびインビトロで限られ
た半減期を有する。好ましくは、ｍＲＮＡはＤＮＡ鋳型を使用してインビトロ転写によっ
て生成される。本発明の１つの実施形態では、ＲＮＡはインビトロ転写または化学合成に
よって得られる。インビトロ転写の方法は当業者に公知である。例えば、様々なインビト
ロ転写キットが市販されている。
【０１９０】
　本発明の１つの実施形態では、ＲＮＡは自己複製ＲＮＡ、例えば一本鎖自己複製ＲＮＡ
である。１つの実施形態では、自己複製ＲＮＡはプラスセンスの一本鎖ＲＮＡである。１
つの実施形態では、自己複製ＲＮＡは、ウイルスＲＮＡまたはウイルスＲＮＡに由来する
ＲＮＡである。１つの実施形態では、自己複製ＲＮＡは、アルファウイルスゲノムＲＮＡ
であるかまたはアルファウイルスゲノムＲＮＡに由来する。１つの実施形態では、自己複
製ＲＮＡはウイルス遺伝子発現ベクターである。１つの実施形態では、ウイルスはセムリ
キ森林ウイルスである。１つの実施形態では、自己複製ＲＮＡは１つまたはそれ以上の導
入遺伝子を含み、前記導入遺伝子の少なくとも１つは本明細書で述べる抗体をコードする
。１つの実施形態では、ＲＮＡがウイルスＲＮＡであるかまたはウイルスＲＮＡに由来す
る場合、導入遺伝子は、ウイルス配列、例えば構造タンパク質をコードするウイルス配列
を部分的または完全に置換し得る。１つの実施形態では、自己複製ＲＮＡはインビトロ転
写ＲＮＡである。
【０１９１】
　アルファウイルスのゲノムは、大きなポリタンパク質のための２つのオープンリーディ
ングフレーム（ＯＲＦ）をコードするプラスセンスの一本鎖ＲＮＡ（ｓｓＲＮＡ（＋））
である。ゲノムの５'末端のＯＲＦは非構造タンパク質ｎＳＰ１～ｎＳＰ４（ｎｓＰ１～
４）をコードし、これらは翻訳され、ＲＮＡ依存性ＲＮＡポリメラーゼ（レプリカーゼ）
へとプロセシングされる；３'末端のＯＲＦは、構造タンパク質－キャプシドおよび糖タ
ンパク質をコードする。どちらのＯＲＦも、構造ＯＲＦの転写を支配する、いわゆるサブ
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ゲノムプロモーター（ＳＧＰ）によって分離されている。遺伝子ベクターとして利用され
る場合は、ＳＧＰの後の構造タンパク質が一般に導入遺伝子に置き換えられる。そのよう
なベクターをウイルス粒子にパッケージングするために、構造タンパク質は一般にヘルパ
ー構築物からトランスで発現される。アルファウイルスは、もっぱらＲＮＡレベルで感染
細胞の細胞質中で複製する。感染後、ｓｓＲＮＡ（＋）ゲノムはｎｓＰ１２３４ポリタン
パク質前駆体の翻訳のためのｍＲＮＡとして働き、前記前駆体は、自己タンパク質分解に
よってフラグメントｎｓＰ１２３およびｎｓＰ４へとプロセシングされるウイルス生活環
の初期段階にある。フラグメントｎｓＰ１２３およびｎｓＰ４は、ゲノムＲＮＡ鋳型から
（－）鎖ＲＮＡを転写する（－）鎖レプリカーゼ複合体を形成する。後期段階で、ｎｓＰ
１２３４ポリタンパク質は単一タンパク質へと完全に切断され、これらが、新たな（＋）
鎖ゲノムを合成する（＋）鎖レプリカーゼ複合体、ならびに構造タンパク質または導入遺
伝子をコードするサブゲノム転写産物へと集合する。サブゲノムＲＮＡならびに新たなゲ
ノムＲＮＡは、キャップされ、ポリアデニル化されており、したがって標的細胞の感染後
にｍＲＮＡとして認識される。新しいゲノムＲＮＡだけが、ゲノムＲＮＡの出芽ビリオン
への独占的なパッケージングを確実にするパッケージングシグナルを含む。ベクター学に
とってのアルファウイルスレプリコンの利点は、キャップされ、ポリアデニル化されたＲ
ＮＡゲノムの正方向性に基づく。翻訳可能なレプリコンＲＮＡはインビトロで容易に合成
することができ、それによりインビトロ転写反応にキャップ類似体を添加してキャッピン
グが達成され、ポリＡ尾部がプラスミド鋳型上にポリＴトラックとしてコードされ得る。
インビトロ転写された（ＩＶＴ）レプリコンは従来のトランスフェクション技術によって
トランスフェクトされ、低い量の出発ＩＶＴ　ＲＮＡでも速やかに増殖する。導入後数時
間以内に、ＳＧＰの下流に位置づけられた導入遺伝子は、細胞当たり約４０，０００～２
００，０００コピーという非常に高いコピー数のサブゲノムＲＮＡに転写され、したがっ
て組換えタンパク質が強く発現されることは驚くには当たらない。特定の目的に応じて、
ＩＶＴレプリコンを標的細胞に直接トランスフェクトし得るか、または構造遺伝子をトラ
ンスで提供するヘルパーベクターを用いてアルファウイルス粒子にパッケージングし得る
。皮膚または筋への導入は、体液性および細胞性免疫応答の強力な誘導と並行して、高く
持続的な局所発現をもたらす。
【０１９２】
　本発明に従って使用されるＲＮＡの発現および／または安定性を高めるために、好まし
くは発現されるペプチドまたはタンパク質の配列を変化させずに、ＲＮＡを修飾し得る。
【０１９３】
　本発明に従って使用されるＲＮＡに関連して「修飾」という用語は、天然では前記ＲＮ
Ａ中に存在しないＲＮＡの任意の修飾を包含する。
【０１９４】
　本発明の１つの実施形態では、本発明に従って使用されるＲＮＡは、キャップされてい
ない５'－三リン酸を有さない。そのようなキャップされていない５'－三リン酸の除去は
、ＲＮＡをホスファターゼで処理することによって達成できる。
【０１９５】
　本発明によるＲＮＡは、その安定性を高めるおよび／または細胞傷害性を低下させるた
めに、修飾された天然に存在するリボヌクレオチドまたは合成リボヌクレオチドを有し得
る。例えば、１つの実施形態では、本発明に従って使用されるＲＮＡ中で、シチジンを５
－メチルシチジンで部分的または完全に、好ましくは完全に置換する。あるいはまたは加
えて、１つの実施形態では、本発明に従って使用されるＲＮＡ中で、ウリジンをプソイド
ウリジンで部分的または完全に、好ましくは完全に置換する。
【０１９６】
　１つの実施形態では、「修飾」という用語は、ＲＮＡに５'キャップまたは５'キャップ
類似体を提供することに関する。「５'キャップ」という用語は、ｍＲＮＡ分子の５'末端
に認められるキャップ構造を指し、一般に独特の５'－５'三リン酸結合によってｍＲＮＡ
に連結されたグアノシンヌクレオチドから成る。１つの実施形態では、このグアノシンは
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７位でメチル化されている。「従来の５'キャップ」という用語は、天然に存在するＲＮ
Ａの５'キャップ、好ましくは７－メチルグアノシンキャップ（ｍ７Ｇ）を指す。本発明
に関連して、「５'キャップ」という用語には、ＲＮＡキャップ構造に類似し、好ましく
はインビボおよび／または細胞中で、ＲＮＡに結合した場合ＲＮＡを安定化する能力を有
するように修飾されている５'キャップ類似体が含まれる。
【０１９７】
　ＲＮＡに５'キャップまたは５'キャップ類似体を提供することは、前記５'キャップま
たは５'キャップ類似体の存在下でＤＮＡ鋳型をインビトロ転写することによって達成で
き、前記５'キャップを生成されたＲＮＡ鎖に同時転写によって組み込むか、または、例
えばインビトロ転写によってＲＮＡを生成し、キャッピング酵素、例えばワクシニアウイ
ルスのキャッピング酵素を用いて転写後に５'キャップをＲＮＡに結合し得る。
【０１９８】
　ＲＮＡはさらなる修飾を含み得る。例えば、本発明で使用されるＲＮＡのさらなる修飾
は、天然に存在するポリ（Ａ）尾部の伸長もしくは末端切断または前記ＲＮＡのコード領
域に関連しない非翻訳領域（ＵＴＲ）の導入などの５'ＵＴＲもしくは３'ＵＴＲの変化、
例えばグロビン遺伝子、例えばα２グロビン、α１グロビン、βグロビン、好ましくはβ
グロビン、より好ましくはヒトβグロビンに由来する３'ＵＴＲの１コピーまたはそれ以
上、好ましくは２コピーの挿入であり得る。
【０１９９】
　それゆえ、本発明に従って使用されるＲＮＡの安定性および／または発現を増大させる
ために、好ましくは１０～５００、より好ましくは３０～３００、さらに一層好ましくは
６５～２００、特に１００～１５０個のアデノシン残基の長さを有する、ポリＡ配列と共
に存在するようにＲＮＡを修飾し得る。特に好ましい実施形態では、ポリＡ配列は約１２
０個のアデノシン残基の長さを有する。加えて、ＲＮＡ分子の３'非翻訳領域（ＵＴＲ）
内への２つまたはそれ以上の３'非翻訳領域の組込みは翻訳効率の上昇をもたらすことが
できる。１つの特定の実施形態では、３'ＵＴＲはヒトβグロビン遺伝子に由来する。
【０２００】
　好ましくは、ＲＮＡは、細胞に、特にインビボで存在する細胞に送達された場合、すな
わちトランスフェクトされた場合、それがコードするタンパク質またはペプチドを発現す
る。
【０２０１】
　「トランスフェクション」という用語は、核酸、特にＲＮＡの細胞への導入に関する。
本発明の目的上、「トランスフェクション」という用語はまた、細胞への核酸の導入また
はそのような細胞による核酸の取込みも包含し、ここで細胞は被験体、例えば患者中に存
在し得る。したがって、本発明によれば、本明細書で述べる核酸のトランスフェクション
のための細胞はインビトロまたはインビボで存在することができ、例えば細胞は患者の器
官、組織および／または生物のパートを形成し得る。本発明によれば、トランスフェクシ
ョンは一過性または安定であり得る。トランスフェクションの一部の適用に関しては、ト
ランスフェクトされた遺伝物質が一過性にだけ発現されれば十分である。トランスフェク
ション工程において導入される核酸は、通常は核ゲノムに組み込まれないので、外来核酸
は有糸分裂を介して希釈されるかまたは分解される。核酸のエピソーム増幅を許容する細
胞は希釈の割合を大きく低減させる。トランスフェクトされた核酸が実際に細胞およびそ
の娘細胞のゲノム内に留まることを所望する場合は、安定なトランスフェクションが起こ
らなければならない。ＲＮＡを、そのコードタンパク質を一過性に発現させるように細胞
にトランスフェクトすることができる。
【０２０２】
　ＲＮＡの「安定性」という用語は、ＲＮＡの「半減期」に関する。「半減期」は、分子
の活性、量または数の半分を除去するのに必要な期間に関する。本発明に関連して、ＲＮ
Ａの半減期は前記ＲＮＡの安定性の指標である。ＲＮＡの半減期は、ＲＮＡの「発現の持
続期間」に影響を及ぼし得る。長い半減期を有するＲＮＡは長期間にわたって発現される
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と予想できる。
【０２０３】
　本発明に関連して、「転写」という用語は、ＤＮＡ配列中の遺伝暗号がＲＮＡに転写さ
れる過程に関する。その後、ＲＮＡはタンパク質へと翻訳され得る。本発明によれば、「
転写」という用語は「インビトロ転写」を含み、ここで「インビトロ転写」という用語は
、ＲＮＡ、特にｍＲＮＡが、好ましくは適切な細胞抽出物を使用して、無細胞系において
インビトロ合成される過程に関する。好ましくは、クローニングベクターを転写産物の生
成に適用する。これらのクローニングベクターは一般に転写ベクターと称され、本発明に
よれば「ベクター」という用語に包含される。
【０２０４】
　本発明による「翻訳」という用語は、メッセンジャーＲＮＡの鎖がアミノ酸の配列のア
センブリを指令してペプチドまたはタンパク質を作製する、細胞のリボソームにおける過
程に関する。
【０２０５】
　「発現」という用語は、本発明によればその最も一般的な意味で使用され、例えば転写
および／または翻訳による、ＲＮＡおよび／またはペプチドもしくはタンパク質の生成を
含む。ＲＮＡに関して、「発現」または「翻訳」という用語は、特にペプチドまたはタン
パク質の生成に関する。また核酸の部分的発現も含む。さらに、発現は一過性または安定
であり得る。本発明によれば、発現という用語は「異所発現」または「異常発現」も包含
する。
【０２０６】
　「異所発現」または「異常発現」は、本発明によれば、参照、例えば特定のタンパク質
、例えば腫瘍抗原の異所または異常発現に関連する疾患を有していない被験体における状
態と比較して、発現が変化している、好ましくは増大していることを意味する。発現の増
大は、少なくとも１０％、特に少なくとも２０％、少なくとも５０％または少なくとも１
００％またはそれ以上の増大を指す。１つの実施形態では、発現は罹患組織においてのみ
認められ、健常組織中での発現は抑制されている。
【０２０７】
　「特異的に発現される」という用語は、タンパク質が基本的に特定の組織または器官中
でのみ発現されることを意味する。例えば、胎盤中で特異的に発現される腫瘍抗原は、前
記タンパク質が主として胎盤において発現され、他の組織では発現されないかまたは他の
組織もしくは器官型では有意の程度に発現されないことを意味する。したがって、胎盤の
細胞中で排他的に発現され、他の組織では有意に低い程度に発現されるタンパク質は、胎
盤の細胞中で特異的に発現される。一部の実施形態では、腫瘍抗原はまた、正常条件下で
は１つより多い組織型または器官、例えば２または３の組織型または器官で、しかし好ま
しくは３以下の異なる組織または器官型において特異的に発現され得る。この場合、腫瘍
抗原はこれらの器官において特異的に発現される。
【０２０８】
　本発明によれば、「をコードするＲＮＡ」という用語は、ＲＮＡが、適切な環境中に、
好ましくは細胞内に存在する場合、それがコードするタンパク質またはペプチドを生成す
るように発現され得ることを意味する。
【０２０９】
　本発明の一部の態様は、好ましくは低い前駆体頻度から臨床的に適切な細胞数へのエク
スビボ増殖後に、本明細書で述べる抗体をコードするＲＮＡなどの核酸を用いてインビト
ロでトランスフェクトされ、患者などの受容者に移入される宿主細胞の養子移入に基づく
。本発明による処置に使用される宿主細胞は、処置される受容者にとって自家、同種異系
または同系であり得る。
【０２１０】
　「自家」という用語は、同じ被験体に由来する任意のものを表すために使用される。例
えば、「自家移植」は、同じ被験体に由来する組織または器官の移植を指す。そのような
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手順は、さもなければ拒絶反応をもたらす免疫学的障壁を克服するので、好都合である。
【０２１１】
　「同種異系」という用語は、同じ種の異なる個体に由来する任意のものを表すために使
用される。２またはそれ以上の個体は、１つまたはそれ以上の遺伝子座の遺伝子が同一で
ない場合、互いに同種異系であると言われる。
【０２１２】
　「同系」という用語は、同一の遺伝子型を有する個体または組織、すなわち同一の双生
児もしくは同じ近交系の動物またはそれらの組織に由来する任意のものを表すために使用
される。
【０２１３】
　「異種」という用語は、複数の異なる要素から成るものを表すために使用される。一例
として、ある個体の骨髄の異なる個体への移入は異種移植を構成する。異種遺伝子は、そ
の被験体以外の供給源に由来する遺伝子である。
【０２１４】
　本発明による「ペプチド」という用語は、オリゴペプチドおよびポリペプチドを含み、
ペプチド結合によって共有結合で連結された２個またはそれ以上、好ましくは３個または
それ以上、好ましくは４個またはそれ以上、好ましくは６個またはそれ以上、好ましくは
８個またはそれ以上、好ましくは９個またはそれ以上、好ましくは１０個またはそれ以上
、好ましくは１３個またはそれ以上、好ましくは１６個またはそれ以上、好ましくは２１
個またはそれ以上、および好ましくは８、１０、２０、３０、４０または５０個まで、特
に１００個までのアミノ酸を含む物質を指す。「タンパク質」という用語は、大きなペプ
チド、好ましくは１００個を超えるアミノ酸残基を有するペプチドを指すが、一般に「ペ
プチド」と「タンパク質」という用語は同義語であり、本明細書では交換可能に使用され
る。
【０２１５】
　特定のアミノ酸配列、例えば配列表に示すものに関して本明細書で与えられる教示は、
前記特定配列と機能的に等価である配列、例えば前記特定のアミノ酸配列の特性と同一ま
たは類似の特性を示すアミノ酸配列を生じさせる前記特定配列の変異体にも関すると解釈
されるべきである。１つの重要な特性は、抗体のその標的への結合を保持することまたは
抗体のエフェクター機能を維持することである。好ましくは、特定の配列に関して変異体
である配列は、それが抗体中で前記特定配列を置換する場合、前記抗体のＣＬＤＮ６への
結合および好ましくは本明細書で述べる前記抗体の機能、例えばＣＤＣ媒介性溶解または
ＡＤＣＣ媒介性溶解を保持する。
【０２１６】
　例えば、配列表に示す配列は、１個またはそれ以上、好ましくはすべての遊離システイ
ン残基を、特にシステイン以外のアミノ酸、好ましくはセリン、アラニン、トレオニン、
グリシン、チロシン、ロイシンまたはメチオニン、最も好ましくはアラニンまたはセリン
によってシステイン残基を置換することによって除去するように修飾することができる。
【０２１７】
　特にＣＤＲ、超可変領域および可変領域の配列は、ＣＬＤＮ６に結合する能力を失わず
に修飾され得ることが当業者に認識される。例えば、ＣＤＲ領域は本明細書で特定される
抗体の領域に同一または高度に相同である。「高度に相同」により、１～５、好ましくは
１～４、例えば１～３または１もしくは２個の置換がＣＤＲ内で行われていてもよいこと
が企図される。加えて、超可変領域および可変領域は、本明細書で具体的に開示される抗
体の領域と実質的な相同性を示すように修飾され得る。
【０２１８】
　本発明の目的上、アミノ酸配列の「変異体」は、アミノ酸挿入変異体、アミノ酸付加変
異体、アミノ酸欠失変異体および／またはアミノ酸置換変異体を含む。タンパク質のＮ末
端および／またはＣ末端に欠失を含むアミノ酸欠失変異体は、Ｎ末端および／またはＣ末
端切断変異体とも呼ばれる。



(53) JP 2016-533738 A 2016.11.4

10

20

30

40

50

【０２１９】
　アミノ酸挿入変異体は、特定のアミノ酸配列内に１個または２個またはそれ以上のアミ
ノ酸の挿入を含む。挿入を有するアミノ酸配列変異体の場合、１個またはそれ以上のアミ
ノ酸残基がアミノ酸配列内の特定の部位に挿入されているが、生じる産物の適切なスクリ
ーニングを伴うランダムな挿入も可能である。
【０２２０】
　アミノ酸付加変異体は、１個またはそれ以上のアミノ酸、例えば１、２、３、５、１０
、２０、３０、５０個またはそれ以上のアミノ酸のアミノ末端および／またはカルボキシ
末端融合を含む。
【０２２１】
　アミノ酸欠失変異体は、配列からの１個またはそれ以上のアミノ酸の除去、例えば１、
２、３、５、１０、２０、３０、５０個またはそれ以上のアミノ酸の除去を特徴とする。
欠失はタンパク質の任意の位置に存在し得る。
【０２２２】
　アミノ酸置換変異体は、配列内の少なくとも１個の残基が除去され、別の残基がその位
置に挿入されていることを特徴とする。相同なタンパク質もしくはペプチドの間で保存さ
れていないアミノ酸配列内の位置に修飾が存在することおよび／またはアミノ酸が類似の
特性を有する別のアミノ酸で置換されることが好ましい。好ましくは、タンパク質変異体
内のアミノ酸変化は保存的アミノ酸変化、すなわち類似荷電または非荷電アミノ酸の置換
である。保存的アミノ酸変化は、側鎖が関連するアミノ酸のファミリーの１つの置換を含
む。天然に存在するアミノ酸は、一般に４つのファミリー：酸性（アスパラギン酸、グル
タミン酸）、塩基性（リシン、アルギニン、ヒスチジン）、非極性（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）
および非荷電極性（グリシン、アスパラギン、グルタミン、システイン、セリン、トレオ
ニン、チロシン）アミノ酸に分けられる。フェニルアラニン、トリプトファンおよびチロ
シンは、時として芳香族アミノ酸として一緒に分類される。
【０２２３】
　好ましくは、所与のアミノ酸配列と前記所与のアミノ酸配列の変異体であるアミノ酸配
列との間の類似性の程度、好ましくは同一性の程度は、少なくとも約６０％、６５％、７
０％、７５％、８０％、８１％、８２％、８３％、８４％、８５％、８６％、８７％、８
８％、８９％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９
８％または９９％である。類似性または同一性の程度は、好ましくは、参照アミノ酸配列
の全長の少なくとも約１０％、少なくとも約２０％、少なくとも約３０％、少なくとも約
４０％、少なくとも約５０％、少なくとも約６０％、少なくとも約７０％、少なくとも約
８０％、少なくとも約９０％または約１００％であるアミノ酸領域に関して与えられる。
例えば、参照アミノ酸配列が２００個のアミノ酸から成る場合、類似性または同一性の程
度は、好ましくは少なくとも約２０、少なくとも約４０、少なくとも約６０、少なくとも
約８０、少なくとも約１００、少なくとも約１２０、少なくとも約１４０、少なくとも約
１６０、少なくとも約１８０または約２００個のアミノ酸、好ましくは連続するアミノ酸
に関して与えられる。好ましい実施形態では、類似性または同一性の程度は参照アミノ酸
配列の全長に関して与えられる。配列類似性、好ましく配列同一性を決定するためのアラ
インメントは、当分野で公知のツールを用いて、好ましくは最良配列アラインメントを使
用して、例えばＡｌｉｇｎを使用して、標準的な設定、好ましくはＥＭＢＯＳＳ：：ニー
ドル、マトリックス：Ｂｌｏｓｕｍ６２、キャップオープン１０．０、ギャップ伸長０．
５を用いて行うことができる。
【０２２４】
　「配列類似性」は、同一であるかまたは保存的アミノ酸置換であるアミノ酸のパーセン
トを示す。２つのアミノ酸配列の間の「配列同一性」は、これらの配列間で同一であるア
ミノ酸のパーセントを示す。
【０２２５】
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　「同一性パーセント」という用語は、最良のアラインメント後に得られる、比較しよう
とする２つの配列の間で同一であるアミノ酸残基のパーセントを表すことが意図されてお
り、このパーセントは純粋に統計的であって、２つの配列間の相違はランダムにおよびそ
れらの全長にわたって分布している。２つのアミノ酸配列の間の配列比較は、従来これら
の配列を最適に整列した後で比較することによって実施され、前記比較は、配列類似性の
局所領域を同定し、比較するためにセグメントごとにまたは「比較ウィンドウ」ごとに実
施される。比較のための配列の最適アラインメントは、手作業による以外に、Ｓｍｉｔｈ
　ａｎｄ　Ｗａｔｅｒｍａｎ，１９８１，Ａｄｓ　Ａｐｐ．Ｍａｔｈ．２，４８２の局所
相同性アルゴリズムによって、Ｎｅｄｄｌｅｍａｎ　ａｎｄ　Ｗｕｎｓｃｈ，１９７０，
Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．４８，４４３の局所相同性アルゴリズムによって、Ｐｅａｒｓｏ
ｎ　ａｎｄ　Ｌｉｐｍａｎ，１９８８，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ
　８５，２４４４の類似性検索法によって、またはこれらのアルゴリズムを使用したコン
ピュータプログラム（Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ　Ｐａ
ｃｋａｇｅ，Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｃｏｍｐｕｔｅｒ　Ｇｒｏｕｐ，５７５　Ｓｃｉｅｎｃ
ｅ　Ｄｒｉｖｅ，Ｍａｄｉｓｏｎ，Ｗｉｓ．のＧＡＰ、ＢＥＳＴＦＩＴ、ＦＡＳＴＡ、Ｂ
ＬＡＳＴ　Ｐ、ＢＬＡＳＴ　ＮおよびＴＦＡＳＴＡ）によって作成され得る。
【０２２６】
　同一性パーセントは、比較する２つの配列の間で同一の位置の数を決定し、これら２つ
の配列間の同一性パーセントを得るためにこの数を比較する位置の数で除して、得られた
結果に１００を乗じることによって計算される。
【０２２７】
　「細胞」または「宿主細胞」という用語は、好ましくは無傷の細胞、すなわち酵素、細
胞小器官または遺伝物質などのその正常な細胞内成分が放出されていない無傷の膜を有す
る細胞に関する。無傷の細胞は、好ましくは生存可能な細胞、すなわちその正常な代謝機
能を果たすことができる生細胞である。好ましくは、前記用語は、本発明によれば外因性
核酸でトランスフェクトすることができる任意の細胞に関する。好ましくは、細胞は、外
因性核酸でトランスフェクトされ、受容者に移入された場合、受容者内で前記核酸を発現
することができる。「細胞」という用語は細菌細胞を包含する；他の有用な細胞は、酵母
細胞、真菌細胞または哺乳動物細胞である。適切な細菌細胞には、グラム陰性菌株、例え
ば大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）、プロテウス属（Ｐｒｏｔｅｕｓ）およ
びシュードモナス属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）の菌株、ならびにグラム陽性細菌株、例
えばバチルス属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）、ストレプトミセス属（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ
）、ブドウ球菌属（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ）およびラクトコッカス属（Ｌａｃｔ
ｏｃｏｃｃｕｓ）の菌株からの細胞が含まれる。適切な真菌細胞には、トリコデルマ属（
Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ）、アカパンカビ属（Ｎｅｕｒｏｓｐｏｒａ）およびアスペルギ
ルス属（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ）の種からの細胞が含まれる。適切な酵母細胞には、サ
ッカロミセス属（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ）（例えばサッカロミセス・セレビシエ（
Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ））、シゾサッカロミセス属（Ｓｃ
ｈｉｚｏｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ）（例えばシゾサッカロミセス・ポンベ（Ｓｃｈｉ
ｚｏ　ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｐｏｍｂｅ））、ピキア属（Ｐｉｃｈｉａ）（例え
ばピキア・パストリス（Ｐｉｃｈｉａ　ｐａｓｔｏｒｉｓ）およびピキア・メタノリカ（
Ｐｉｃｈｉａ　ｍｅｔｈａｎｏｌｉｃｄ）、ならびにハンセヌラ属（Ｈａｎｓｅｎｕｌａ
）の種からの細胞が含まれる。適切な哺乳動物細胞には、例えばＣＨＯ細胞、ＢＨＫ細胞
、ＨｅＬａ細胞、ＣＯＳ細胞、２９３　ＨＥＫ等が含まれる。しかし、両生類細胞、昆虫
細胞、植物細胞、および異種タンパク質の発現のために当分野で使用される任意の他の細
胞も使用することができる。哺乳動物細胞、例えばヒト、マウス、ハムスター、ブタ、ヤ
ギおよび霊長動物からの細胞は、養子移入のために特に好ましい。細胞は多くの組織型に
由来してよく、初代細胞および細胞株、例えば免疫系の細胞、特に樹状細胞およびＴ細胞
などの抗原提示細胞、造血幹細胞および間葉幹細胞などの幹細胞ならびに他の細胞型を包
含する。抗原提示細胞は、主要組織適合遺伝子複合体に関連して抗原をその表面に提示す
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る細胞である。Ｔ細胞は、そのＴ細胞受容体（ＴＣＲ）を用いてこの複合体を認識し得る
。
【０２２８】
　「トランスジェニック動物」という用語は、１つまたはそれ以上の導入遺伝子、好まし
くは重鎖および／もしくは軽鎖導入遺伝子、または導入染色体（動物の天然ゲノムＤＮＡ
に組み込まれているかもしくは組み込まれていない）を含むゲノムを有し、好ましくは導
入遺伝子を発現することができる動物を指す。例えばトランスジェニックマウスは、マウ
スが、ＣＬＤＮ６抗原および／またはＣＬＤＮ６を発現する細胞で免疫された場合、ヒト
抗ＣＬＤＮ６抗体を産生するように、ヒト軽鎖導入遺伝子と、ヒト重鎖導入遺伝子または
ヒト重鎖導入染色体のいずれかを有し得る。ヒト重鎖導入遺伝子は、ＨＣｏ７もしくはＨ
Ｃｏｌ２マウスなどのトランスジェニックマウス、例えばＨｕＭＡｂマウスの場合のよう
に、マウスの染色体ＤＮＡに組み込まれ得るか、またはヒト重鎖導入遺伝子は、国際公開
第０２／４３４７８号に記載されているトランスクロモソーマル（例えばＫＭ）マウスの
場合のように、染色体外に維持され得る。そのようなトランスジェニックおよびトランス
クロモソーマルマウスは、Ｖ－Ｄ－Ｊ組換えおよびアイソタイプスイッチを受けることに
よってＣＬＤＮ６に対するヒトモノクローナル抗体の複数のアイソタイプ（例えばＩｇＧ
、ＩｇＡおよび／またはＩｇＥ）を産生し得る。
【０２２９】
　本明細書で使用される「低減する」、「低下させる」または「阻害する」は、レベル、
例えば細胞の発現のレベルまたは増殖のレベルの、好ましくは５％またはそれ以上、１０
％またはそれ以上、２０％またはそれ以上、より好ましくは５０％またはそれ以上、最も
好ましくは７５％またはそれ以上の全体的な低下または全体的な低下を引き起こす能力を
意味する。
【０２３０】
　「増大させる」または「増強する」などの用語は、好ましくは、少なくとも約１０％、
好ましくは少なくとも２０％、好ましくは少なくとも３０％、より好ましくは少なくとも
４０％、より好ましくは少なくとも５０％、さらに一層好ましくは少なくとも８０％、最
も好ましくは少なくとも１００％、少なくとも２００％、少なくとも５００％、少なくと
も１０００％、少なくとも１００００％またはさらにそれ以上の増大または増強に関する
。
【０２３１】
　以下は、抗体の治療効果の基礎となる機構に関する考察を提供するが、これはいかなる
意味においても本発明への限定とみなされるべきではない。
【０２３２】
　本明細書で述べる抗体は、好ましくはＡＤＣＣまたはＣＤＣを介して、好ましくは免疫
系の成分と相互作用する。本明細書で述べる抗体はまた、ペイロード（例えば放射性同位
体、薬剤もしくは毒素）を標的として腫瘍細胞を直接死滅させるためにも使用でき、また
は伝統的な化学療法剤と相乗作用的に使用して、Ｔリンパ球への化学療法剤の細胞傷害性
副作用のために損なわれた可能性がある抗腫瘍免疫応答を含み得る補完的な作用機構を介
して腫瘍を攻撃することもできる。しかし、本明細書で述べる抗体はまた、単に細胞表面
上のＣＬＤＮ６に結合することによって、したがって、例えば細胞の増殖をブロックする
ことによっても作用を及ぼし得る。
【０２３３】
　抗体依存性細胞媒介性細胞傷害
　ＡＤＣＣは、本明細書で述べるエフェクター細胞、特にリンパ球の細胞死滅能力を表し
、これは、好ましくは標的細胞が抗体によって印付けられることを必要とする。
【０２３４】
　ＡＤＣＣは、好ましくは、抗体が腫瘍細胞上の抗原に結合し、抗体Ｆｃドメインが免疫
エフェクター細胞の表面のＦｃ受容体（ＦｃＲ）に係合した場合に起こる。Ｆｃ受容体の
いくつかのファミリーが同定されており、特定の細胞集団は、規定されたＦｃ受容体を特
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徴的に発現する。ＡＤＣＣは、抗原提示および腫瘍に対するＴ細胞応答の誘導をもたらす
様々な程度の即時腫瘍破壊を直接誘導する機構とみなすことができる。好ましくは、ＡＤ
ＣＣのインビボ誘導は、腫瘍に対するＴ細胞応答および宿主由来の抗体応答をもたらす。
【０２３５】
　補体依存性細胞傷害
　ＣＤＣは、抗体によって指令され得るもう１つの細胞死滅方法である。ＩｇＭは補体活
性化のための最も有効なアイソタイプである。ＩｇＧ１およびＩｇＧ３も、どちらも古典
的補体活性化経路によってＣＤＣを指令するのに非常に有効である。好ましくは、このカ
スケードにおいて、抗原－抗体複合体の形成は、ＩｇＧ分子などの関与する抗体分子のＣ

Ｈ２ドメイン上のごく近接した複数のＣ１ｑ結合部位の露出を生じさせる（Ｃ１ｑは補体
Ｃ１の３つのサブ成分の１つである）。好ましくは、これらの露出されたＣ１ｑ結合部位
は、それまでの低親和性Ｃ１ｑ－ＩｇＧ相互作用を高いアビディティの相互作用へと変換
し、それが、一連の他の補体タンパク質を含む事象のカスケードを開始させ、エフェクタ
ー細胞走化性／活性化物質Ｃ３ａおよびＣ５ａのタンパク質分解性放出をもたらす。好ま
しくは、補体カスケードは、細胞内へのおよび細胞から外への水と溶質の自由な通過を促
進する細胞膜の細孔を作り出す、膜傷害性複合体の形成で終了する。
【０２３６】
　本明細書で述べる抗体は、従来のモノクローナル抗体法、例えばＫｏｈｌｅｒ　ａｎｄ
　Ｍｉｌｓｔｅｉｎ，Ｎａｔｕｒｅ　２５６：４９５（１９７５）の標準的な体細胞ハイ
ブリダイゼーション技術を含む、様々な技術によって作製することができる。体細胞ハイ
ブリダイゼーション手順が原則として好ましいが、モノクローナル抗体を作製するための
他の技術、例えばＢリンパ球のウイルス形質転換もしくは発癌性形質転換または抗体遺伝
子のライブラリを用いたファージディスプレイ技術も使用することができる。
【０２３７】
　モノクローナル抗体を分泌するハイブリドーマを作製するための好ましい動物系は、マ
ウスの系である。マウスにおけるハイブリドーマの作製は極めて広く確立された手順であ
る。免疫プロトコルおよび融合のために免疫脾細胞を単離する技術は当分野で公知である
。融合パートナー（例えばマウス骨髄腫細胞）および融合手順も公知である。
【０２３８】
　モノクローナル抗体を分泌するハイブリドーマを作製するための他の好ましい動物系は
、ラットおよびウサギの系である（例えばＳｐｉｅｋｅｒ－Ｐｏｌｅｔ　ｅｔ　ａｌ．，
Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．９２：９３４８（１９９５）に記
載されている；またＲｏｓｓｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｍ．Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｐａｔｈｏｌ．１
２４：２９５（２００５）も参照のこと）。
【０２３９】
　さらに別の好ましい実施形態では、ヒトモノクローナル抗体は、マウスの系ではなくヒ
ト免疫系のパートを担持するトランスジェニックまたはトランスクロモソーマルマウスを
使用して作製できる。これらのトランスジェニックおよびトランスクロモソーマルマウス
には、それぞれＨｕＭＡｂマウスおよびＫＭマウスとして公知のマウスが含まれ、本明細
書では集合的に「トランスジェニックマウス」と称する。そのようなトランスジェニック
マウスにおけるヒト抗体の生産は、国際公開第２００４／０３５６０７号の中でＣＤ２０
に関して詳述されているように実施することができる。
【０２４０】
　モノクローナル抗体を作製するためのさらに別の方法は、定義された特異性を有する抗
体を産生するリンパ球から抗体をコードする遺伝子を直接単離することであり、例えばＢ
ａｂｃｏｃｋ　ｅｔ　ａｌ．，１９９６；Ａ　ｎｏｖｅｌ　ｓｔｒａｔｅｇｙ　ｆｏｒ　
ｇｅｎｅｒａｔｉｎｇ　ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ｆｒｏｍ　ｓｉ
ｎｇｌｅ，ｉｓｏｌａｔｅｄ　ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ　ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ　ａｎｔｉ
ｂｏｄｉｅｓ　ｏｆ　ｄｅｆｉｎｅｄ　ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｉｅｓ参照。組換え抗体工
学の詳細については、Ｗｅｌｓｃｈｏｆ　ａｎｄ　Ｋｒａｕｓ，Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
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　ａｎｔｉｂｏｄｅｓ　ｆｏｒ　ｃａｎｃｅｒ　ｔｈｅｒａｐｙ　ＩＳＢＮ－０－８９６
０３－９１８－８およびＢｅｎｎｙ　Ｋ．Ｃ．Ｌｏ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｅｎｇｉｎｅｅ
ｒｉｎｇ　ＩＳＢＮ　１－５８８２９－０９２－１も参照のこと。
【０２４１】
　抗体を作製するため、抗原配列、すなわちそれに対して抗体が向けられるべき配列に由
来する担体結合ペプチド、組換え発現された抗原もしくはそのフラグメントの富化調製物
および／または、上述したように、抗原を発現する細胞でマウスを免疫することができる
。あるいは、抗原またはそのフラグメントをコードするＤＮＡでマウスを免疫することが
できる。抗原の精製または富化調製物を使用した免疫が抗体をもたらさない場合は、免疫
応答を促進するために抗原を発現する細胞、例えば細胞株でマウスを免疫することもでき
る。
【０２４２】
　免疫プロトコルの経過中、尾静脈または眼窩後方採血によって得られる血漿および血清
試料を用いて免疫応答を観測することができる。免疫グロブリンの十分な力価を有するマ
ウスを融合のために使用できる。特異的抗体を分泌するハイブリドーマの割合を増大させ
るため、犠死および脾切除の３日前に抗原発現細胞を用いてマウスを腹腔内または静脈内
経路で追加免疫することができる。
【０２４３】
　モノクローナル抗体を産生するハイブリドーマを作製するため、免疫マウスからの脾細
胞およびリンパ節細胞を単離し、マウス骨髄腫細胞株などの適切な不死化細胞株に融合す
ることができる。生じたハイブリドーマを、次に、抗原特異的抗体の産生に関してスクリ
ーニングすることができる。その後個々のウェルを、ＥＬＩＳＡによって抗体を分泌する
ハイブリドーマに関してスクリーニングできる。抗原発現細胞を使用した免疫蛍光法およ
びＦＡＣＳ分析により、抗原に対して特異性を有する抗体を同定することができる。抗体
分泌ハイブリドーマを再度プレートし、再びスクリーニングして、モノクローナル抗体に
関してまだ陽性である場合は限界希釈によってサブクローニングすることができる。その
後、安定なサブクローンをインビトロで培養し、特性付けのために組織培養培地中で抗体
を作製することができる。
【０２４４】
　抗体はまた、例えば、当分野で周知のように組換えＤＮＡ技術と遺伝子トランスフェク
ション法の組合せを用いて、宿主細胞トランスフェクトーマにおいて産生させることもで
きる（Ｍｏｒｒｉｓｏｎ，Ｓ．（１９８５）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２２９：１２０２）。
【０２４５】
　例えば、１つの実施形態では、関心対象の遺伝子、例えば抗体遺伝子を、国際公開第８
７／０４４６２号、同第８９／０１０３６号および欧州特許第３３８　８４１号に開示さ
れているＧＳ遺伝子発現系または当分野で周知の他の発現系によって使用されるような真
核生物発現プラスミドなどの発現ベクターに連結することができる。クローニングした抗
体遺伝子を有する精製プラスミドを、ＣＨＯ細胞、ＮＳ／０細胞、ＨＥＫ２９３Ｔ細胞ま
たはＨＥＫ２９３細胞などの真核生物宿主細胞、あるいは植物由来細胞、真菌または酵母
細胞のような他の真核細胞に導入することができる。これらの遺伝子を導入するのに使用
される方法は、電気穿孔、リポフェクチン、リポフェクタミンその他のような当分野で記
述されている方法であり得る。宿主細胞へのこれらの抗体遺伝子の導入後、抗体を発現す
る細胞を同定し、選択することができる。これらの細胞はトランスフェクトーマであり、
その後これらを発現レベルに関して増幅し、抗体を生産するためにスケールアップするこ
とができる。これらの培養上清および／または細胞から組換え抗体を単離し、精製するこ
とができる。
【０２４６】
　あるいは、クローニングした抗体遺伝子を、微生物、例えば大腸菌などの原核細胞を含
む、他の発現系において発現させることができる。さらに、抗体は、ヒツジおよびウサギ
からの乳もしくはニワトリからの卵などのトランスジェニック非ヒト動物において、また
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はトランスジェニック植物において生産することができる；例えばＶｅｒｍａ，Ｒ．，ｅ
ｔ　ａｌ．（１９９８）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈ．２１６：１６５－１８１；Ｐｏ
ｌｌｏｃｋ，ｅｔ　ａｌ．（１９９９）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈ．２３１：１４７
－１５７；およびＦｉｓｃｈｅｒ，Ｒ．，ｅｔ　ａｌ．（１９９９）Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ
．３８０：８２５－８３９参照。
【０２４７】
　キメラ化
　マウス抗体は、反復適用した場合ヒトにおいて高度に免疫原性であり、治療効果の低下
をもたらす。主たる免疫原性は重鎖定常領域によって媒介される。ヒトにおけるマウス抗
体の免疫原性は、それぞれの抗体をキメラ化またはヒト化した場合、低減するまたは完全
に回避することができる。キメラ抗体は、その異なる部分が異なる動物種に由来する抗体
、例えばマウス抗体に由来する可変領域とヒト免疫グロブリン定常領域を有するものであ
る。抗体のキメラ化は、マウス抗体の重鎖および軽鎖の可変領域をヒト重鎖および軽鎖の
定常領域と連結することによって達成される（例えばＫｒａｕｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｅｔ
ｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　ｓｅｒｉｅｓ，Ｒｅｃｏｍｂｉ
ｎａｎｔ　ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ｆｏｒ　ｃａｎｃｅｒ　ｔｈｅｒａｐｙ　ＩＳＢＮ－
０－８９６０３－９１８－８に記述されているように）。好ましい実施形態では、キメラ
抗体は、ヒトκ軽鎖定常領域をマウス軽鎖可変領域に連結することによって作製される。
同じく好ましい実施形態では、キメラ抗体は、ヒトλ軽鎖定常領域をマウス軽鎖可変領域
に連結することによって作製できる。キメラ抗体の作製のための好ましい重鎖定常領域は
、ＩｇＧ１、ＩｇＧ３およびＩｇＧ４である。キメラ抗体の作製のための他の好ましい重
鎖定常領域は、ＩｇＧ２、ＩｇＡ、ＩｇＤおよびＩｇＭである。
【０２４８】
　ヒト化
　抗体は、主として、６つの重鎖および軽鎖相補性決定領域（ＣＤＲ）内に位置するアミ
ノ酸残基を介して標的抗原と相互作用する。このため、ＣＤＲ内のアミノ酸配列は、ＣＤ
Ｒの外側の配列よりも個々の抗体の間で多様である。ＣＤＲ配列は大部分の抗体－抗原相
互作用に関与するので、異なる特性を有する異なる抗体からのフレームワーク配列に移植
された、特定の天然に存在する抗体からのＣＤＲ配列を含む発現ベクターを構築すること
により、特定の天然に存在する抗体の特性を模倣する組換え抗体を発現することが可能で
ある（例えばＲｉｅｃｈｍａｎｎ，Ｌ．ｅｔ　ａｌ．（１９９８）Ｎａｔｕｒｅ　３３２
：３２３－３２７；Ｊｏｎｅｓ，Ｐ．ｅｔ　ａｌ．（１９８６）Ｎａｔｕｒｅ　３２１：
５２２－５２５；およびＱｕｅｅｎ，Ｃ．ｅｔ　ａｌ．（１９８９）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ
．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．８６：１００２９－１００３３参照）。そのようなフ
レームワーク配列は、生殖細胞系抗体遺伝子配列を含む公的ＤＮＡデータベースから入手
することができる。これらの生殖細胞系配列は、Ｂ細胞の成熟の間にＶ（Ｄ）Ｊ連結によ
って形成される、完全に構築された可変遺伝子を含まないので、成熟抗体遺伝子配列とは
異なる。生殖細胞系遺伝子配列はまた、個々に均一に可変領域全体にわたる高親和性二次
レパートリー抗体の配列とも異なる。
【０２４９】
　抗原に結合する抗体の能力は、標準的な結合アッセイ（例えばＥＬＩＳＡ、ウェスタン
ブロット法、免疫蛍光法およびフローサイトメトリ分析）を用いて決定することができる
。
【０２５０】
　抗体を精製するため、選択したハイブリドーマをモノクローナル抗体精製用の２リット
ルスピナーフラスコ中で増殖させることができる。あるいは、抗体を透析バイオリアクタ
ーにおいて生産することができる。上清をろ過し、必要に応じて濃縮した後、プロテイン
Ｇ－セファロースまたはプロテインＡ－セファロースによるアフィニティクロマトグラフ
ィに供することができる。純度を保証するために溶出したＩｇＧをゲル電気泳動および高
性能液体クロマトグラフィによって検査できる。緩衝液をＰＢＳに交換し、１．４３の吸



(59) JP 2016-533738 A 2016.11.4

10

20

30

40

50

光係数を使用してＯＤ２８０によって濃度を測定することができる。モノクローナル抗体
をアリコートに分け、－８０℃で保存することができる。
【０２５１】
　選択したモノクローナル抗体がユニークなエピトープに結合するかどうかを判定するた
め、部位指定または多部位指定突然変異誘発を使用することができる。
【０２５２】
　抗体のアイソタイプを決定するため、様々な市販のキット（例えばＺｙｍｅｄ、Ｒｏｃ
ｈｅ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ）によるアイソタイプＥＬＩＳＡを実施することができる
。マイクロタイタープレートのウェルを抗マウスＩｇで被覆することができる。ブロック
した後、プレートを周囲温度で２時間、モノクローナル抗体または精製アイソタイプ対照
と反応させる。次に、ウェルをマウスＩｇＧ１、ＩｇＧ２ａ、ＩｇＧ２ｂもしくはＩｇＧ
３、ＩｇＡまたはマウスＩｇＭ特異的ペルオキシダーゼ結合プローブのいずれかと反応さ
せることができる。洗浄後、プレートをＡＢＴＳ基質（１ｍｇ／ｍｌ）で展開し、４０５
～６５０のＯＤで分析することができる。あるいは、ＩｓｏＳｔｒｉｐ　Ｍｏｕｓｅ　Ｍ
ｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｉｓｏｔｙｐｉｎｇ　Ｋｉｔ（Ｒｏｃｈｅ、カ
タログ番号１４９３０２７）を、製造者によって述べられているように使用し得る。
【０２５３】
　免疫したマウスの血清中の抗体の存在または抗原を発現する生細胞へのモノクローナル
抗体の結合を明らかにするために、フローサイトメトリが使用できる。天然にまたはトラ
ンスフェクション後に抗原を発現する細胞株と抗原発現を欠く陰性対照（標準的な増殖条
件下で増殖させた）を、ハイブリドーマ上清中または１％ＦＢＳを含有するＰＢＳ中で様
々な濃度のモノクローナル抗体と混合し、４℃で３０分間インキュベートすることができ
る。洗浄後、ＡＰＣ標識またはＡｌｅｘａ６４７標識抗ＩｇＧ抗体を、一次抗体染色と同
じ条件下で抗原結合モノクローナル抗体に結合することができる。単一生細胞をゲートす
る側方光散乱特性を利用したＦＡＣＳ装置でのフローサイトメトリによって試料を分析す
ることができる。単一測定において抗原特異的モノクローナル抗体を非特異的結合抗体か
ら区別するために、同時トランスフェクションの方法が使用できる。抗原と蛍光マーカー
をコードするプラスミドを一過性にトランスフェクトした細胞を上述したように染色する
ことができる。トランスフェクトされた細胞は、抗体染色細胞とは異なる蛍光チャネルで
検出できる。トランスフェクト細胞の大部分は両方の導入遺伝子を発現するので、抗原特
異的モノクローナル抗体は蛍光マーカーを発現する細胞に選択的に結合し、一方非特異的
抗体は同等の割合で非トランスフェクト細胞に結合する。蛍光顕微鏡検査法を用いた選択
的なアッセイをフローサイトメトリアッセイに加えてまたはその代わりに使用し得る。細
胞を上述したように正確に染色し、蛍光顕微鏡法によって検査することができる。
【０２５４】
　免疫マウスの血清中の抗体の存在または抗原を発現する生細胞へのモノクローナル抗体
の結合を明らかにするために、免疫蛍光顕微鏡分析を用いることができる。例えば、自然
にまたはトランスフェクション後に抗原を発現する細胞株と抗原発現を欠く陰性対照を、
１０％ウシ胎仔血清（ＦＣＳ）、２ｍＭ　Ｌ－グルタミン、１００ＩＵ／ｍｌペニシリン
および１００μｇ／ｍｌストレプトマイシンを添加したＤＭＥＭ／Ｆ１２培地中、標準的
な増殖条件下にチャンバースライド中で増殖させる。次に細胞をメタノールまたはパラホ
ルムアルデヒドで固定するかまたは未処理のまま放置することができる。その後細胞を、
２５℃で３０分間、抗原に対するモノクローナル抗体と反応させることができる。洗浄後
、細胞を同じ条件下でＡｌｅｘａ５５５標識抗マウスＩｇＧ二次抗体（Ｍｏｌｅｃｕｌａ
ｒ　Ｐｒｏｂｅｓ）と反応させることができる。その後蛍光顕微鏡法によって細胞を検査
することができる。
【０２５５】
　抗原を発現する細胞からの細胞抽出物および適切な陰性対照を調製し、ドデシル硫酸ナ
トリウム（ＳＤＳ）ポリアクリルアミドゲル電気泳動に供することができる。電気泳動後
、分離された抗原をニトロセルロース膜に移し、ブロックして、試験するモノクローナル
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抗体でプローブする。抗マウスＩｇＧペルオキシダーゼを使用してＩｇＧ結合を検出し、
ＥＣＬ基質で展開することができる。
【０２５６】
　抗体を、当業者に周知の方法で免疫組織化学によって、例えば通常の外科手術の間に患
者から得た、または自然にもしくはトランスフェクション後に抗原を発現する細胞株を接
種した異種移植腫瘍を担持するマウスから得た、非癌組織試料または癌組織試料からの、
パラホルムアルデヒドもしくはアセトンで固定した凍結切片またはパラホルムアルデヒド
で固定したパラフィン包埋組織切片を使用して、抗原との反応性をさらに試験することが
できる。免疫染色のために、抗原に対して反応性の抗体をインキュベートし、次いで供給
者の指示に従ってホースラディッシュペルオキシダーゼ結合ヤギ抗マウスまたはヤギ抗ウ
サギ抗体（ＤＡＫＯ）と共にインキュベートすることができる。
【０２５７】
　抗体を、ＣＬＤＮ６を発現する細胞の食作用および死滅を媒介するその能力に関して試
験することができる。インビトロでのモノクローナル抗体活性の試験は、インビボモデル
を試験するのに先立つ初期スクリーニングを提供する。
【０２５８】
　抗体依存性細胞媒介性細胞傷害（ＡＤＣＣ）
　簡単に述べると、健常ドナーからの多形核細胞（ＰＭＮ）、ＮＫ細胞、単球、単核細胞
または他のエフェクター細胞をＦｉｃｏｌｌ　Ｈｙｐａｑｕｅ密度勾配遠心分離、次いで
混入赤血球の溶解によって精製することができる。洗浄したエフェクター細胞を、１０％
熱不活性化ウシ胎仔血清または５％熱不活性化ヒト血清を添加したＲＰＭＩに懸濁し、Ｃ
ＬＤＮ６を発現する５１Ｃｒ標識標的細胞と、エフェクター細胞対標的細胞の様々な比率
で混合することができる。あるいは、標的細胞を蛍光増強リガンド（ＢＡＴＤＡ）で標識
してもよい。死細胞から放出される増強リガンドを有するユウロピウムの高度蛍光キレー
トを蛍光光度計によって測定することができる。別の選択的な技術は、ルシフェラーゼに
よる標的細胞のトランスフェクションを利用し得る。添加したルシファーイエローは、そ
の後、生細胞によってのみ酸化され得る。次に精製抗ＣＬＤＮ６　ＩｇＧを様々な濃度で
添加することができる。無関係なヒトＩｇＧを陰性対照として使用できる。アッセイは、
使用するエフェクター細胞型に依存して３７℃で４～２０時間実施することができる。５

１Ｃｒの放出または培養上清中のＥｕＴＤＡキレートの存在を測定することによって試料
を細胞溶解に関して検定できる。あるいは、ルシファーイエローの酸化から生じるルミネ
センスは生細胞の評価尺度であり得る。
【０２５９】
　抗ＣＬＤＮ６モノクローナル抗体はまた、細胞溶解が複数のモノクローナル抗体で増強
されるかどうかを判定するために様々な組合せで試験することもできる。
【０２６０】
　補体依存性細胞傷害（ＣＤＣ）
　モノクローナル抗ＣＬＤＮ６抗体を、様々な公知の技術を用いてＣＤＣを媒介するその
能力に関して試験することができる。例えば、補体のための血清を当業者に公知の方法で
血液から入手できる。ｍＡｂのＣＤＣ活性を測定するために種々の方法を用いることがで
きる。例えば５１Ｃｒ放出を測定することができ、またはヨウ化プロピジウム（ＰＩ）排
除アッセイを用いて膜透過性の上昇を評価することができる。簡単に述べると、標的細胞
を洗浄し、５×１０５／ｍｌを様々な濃度のｍＡｂと共に室温または３７℃で１０～３０
分間インキュベートすることができる。次に血清または血漿を２０％（ｖ／ｖ）の最終濃
度まで添加し、細胞を３７℃で２０～３０分間インキュベートすることができる。各々の
試料からのすべての細胞をＦＡＣＳチューブ中のＰＩ溶液に添加することができる。その
後ＦＡＣＳＡｒｒａｙを使用してフローサイトメトリ分析によって混合物を直ちに分析す
ることができる。
【０２６１】
　選択的なアッセイでは、ＣＤＣの誘導を接着細胞で測定することができる。このアッセ
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イの１つの実施形態では、アッセイの２４時間前に細胞を３×１０４／ウェルの密度で組
織培養平底マイクロタイタープレートに接種する。その翌日、増殖培地を取り出し、細胞
を抗体と共に三つ組みでインキュベートする。対照細胞を、バックグラウンド溶解および
最大溶解の測定のためにそれぞれ増殖培地または０．２％サポニンを含有する増殖培地と
共にインキュベートする。室温で２０分間のインキュベーション後、上清を取り、ＤＭＥ
Ｍ中の２０％（ｖ／ｖ）ヒト血漿または血清（あらかじめ３７℃に温めておく）を細胞に
添加して、３７℃でさらに２０分間インキュベートする。各々の試料からのすべての細胞
をヨウ化プロピジウム溶液（１０μｇ／ｍｌ）に添加する。次に、上清を、２．５μｇ／
ｍｌ臭化エチジウムを含有するＰＢＳに交換し、Ｔｅｃａｎ　Ｓａｆｉｒｅを使用して５
２０ｎｍでの励起後の蛍光放出を６００ｎｍで測定する。特異的溶解のパーセントを以下
のように計算する：特異的溶解％＝（試料蛍光－バックグラウンド蛍光）／（最大溶解蛍
光－バックグラウンド蛍光）×１００。
【０２６２】
　モノクローナル抗体によるアポトーシスの誘導および細胞増殖の阻害
　アポトーシスを開始させる能力に関して試験するため、モノクローナル抗ＣＬＤＮ６抗
体を、例えばＣＬＤＮ６陽性腫瘍細胞またはＣＬＤＮ６トランスフェクト腫瘍細胞と共に
３７℃で約２０時間インキュベートすることができる。細胞を採取し、アネキシンＶ結合
緩衝液（ＢＤ　ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）中で洗浄して、ＦＩＴＣまたはＡＰＣと結合し
たアネキシンＶ（ＢＤ　ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）と共に暗所で１５分間インキュベート
することができる。各々の試料からのすべての細胞をＦＡＣＳチューブ中のＰＩ溶液（Ｐ
ＢＳ中１０μｇ／ｍｌ）に添加し、フローサイトメトリによって直ちに評価することがで
きる（上記のように）。あるいは、モノクローナル抗体による細胞増殖の一般的な阻害は
市販のキットで検出できる。ＤＥＬＦＩＡ　Ｃｅｌｌ　Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ　Ｋ
ｉｔ（Ｐｅｒｋｉｎ－Ｅｌｍｅｒ、カタログ番号ＡＤ０２００）は、マイクロプレートに
おける増殖中の細胞のＤＮＡ合成の間の５－ブロモ－２'－デオキシウリジン（ＢｒｄＵ
）の組込みの測定に基づく非同位体免疫検定法である。組み込まれたＢｒｄＵは、ユウロ
ピウム標識モノクローナル抗体を用いて検出される。抗体検出を可能にするため、Ｆｉｘ
液を用いて細胞を固定し、ＤＮＡ変性する。非結合抗体を洗い流し、ＤＥＬＦＩＡ誘導剤
を添加して標識抗体からユウロピウムイオンを溶液中に解離し、溶液中で前記イオンはＤ
ＥＬＦＩＡ誘導剤の成分と高度蛍光キレートを形成する。検出において時間分解蛍光光度
法を利用して測定された蛍光は、各々のウェルの細胞におけるＤＮＡ合成に比例する。
【０２６３】
　前臨床試験
　本明細書で述べる結合物質はまた、ＣＬＤＮ６を発現する腫瘍細胞の増殖を制御するう
えでのそれらの効果を測定するためにインビボモデルにおいて（例えばＣＬＤＮ６を発現
する細胞株を接種した異種移植腫瘍を担持する免疫不全マウスにおいて）試験することも
できる。
【０２６４】
　ＣＬＤＮ６を発現する腫瘍細胞を免疫無防備状態マウスまたは他の動物に異種移植した
後のインビボ試験を、本明細書で述べる抗体を使用して実施することができる。腫瘍を有
さないマウスに抗体を投与し、次いで腫瘍細胞を注射して、腫瘍の形成または腫瘍関連症
状を予防する抗体の作用を測定することができる。腫瘍担持マウスに抗体を投与し、腫瘍
の成長、転移または腫瘍関連症状を低減するそれぞれの抗体の治療効果を測定することが
できる。抗体の適用は、併用の相乗効果および潜在的毒性を測定するために他の物質、例
えば細胞増殖抑制剤、増殖因子阻害剤、細胞周期ブロッカー、血管新生阻害剤または他の
抗体の適用と組み合わせることができる。抗体によって媒介される毒性副作用を分析する
ため、動物に抗体または対照試薬を接種し、ＣＬＤＮ６抗体治療に関連する可能性がある
症状に関して十分に検討することができる。ＣＬＤＮ６抗体のインビボ適用の起こり得る
副作用には、特に胎盤を含むＣＬＤＮ６発現組織における毒性が含まれる。ヒトおよび他
の種、例えばマウスにおいてＣＬＤＮ６を認識する抗体は、ヒトにおけるモノクローナル
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ＣＬＤＮ６抗体の適用によって媒介される潜在的副作用を予測するために特に有用である
。
【０２６５】
　抗体によって認識されるエピトープのマッピングは、Ｇｌｅｎｎ　Ｅ．Ｍｏｒｒｉｓに
よる"Ｅｐｉｔｏｐｅ　Ｍａｐｐｉｎｇ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ（Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ）"ＩＳＢＮ－０８９６０３－３７５－９およびＯ
ｌｗｙｎ　Ｍ．Ｒ．Ｗｅｓｔｗｏｏｄ，Ｆｒａｎｋ　Ｃ．Ｈａｙによる"Ｅｐｉｔｏｐｅ
　Ｍａｐｐｉｎｇ：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ"Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　
Ａｐｐｒｏａｃｈ　Ｓｅｒｉｅｓ，２４８において詳述されているように実施することが
できる。
【０２６６】
　本明細書で述べる化合物および作用物質は、任意の適切な医薬組成物の形態で投与し得
る。
【０２６７】
　本発明の医薬組成物は、好ましくは無菌であり、所望の反応または所望の作用を生じさ
せるために本明細書で述べる抗体および場合により本明細書で論じるさらなる作用物質の
有効量を含有する。
【０２６８】
　医薬組成物は、通常は単位投与形態で提供され、それ自体公知の方法で調製され得る。
医薬組成物は、例えば溶液または懸濁液の形態であり得る。
【０２６９】
　医薬組成物は、塩、緩衝物質、防腐剤、担体、希釈剤および／または賦形剤を含有して
よく、それらすべてが、好ましくは医薬的に許容される。「医薬的に許容される」という
用語は、医薬組成物の活性成分の作用と相互作用しない物質の無毒性を指す。
【０２７０】
　医薬的に許容されない塩は、医薬的に許容される塩を調製するために使用でき、本発明
に包含される。この種の医薬的に許容される塩は、非限定的に、以下の酸：塩酸、臭化水
素酸、硫酸、硝酸、リン酸、マレイン酸、酢酸、サリチル酸、クエン酸、ギ酸、マロン酸
、コハク酸等から調製されるものを含む。医薬的に許容される塩はまた、アルカリ金属塩
またはアルカリ土類金属塩、例えばナトリウム塩、カリウム塩またはカルシウム塩として
も調製し得る。
【０２７１】
　医薬組成物における使用のための適切な緩衝物質には、塩中の酢酸、塩中のクエン酸、
塩中のホウ酸および塩中のリン酸が含まれる。
【０２７２】
　医薬組成物における使用のための適切な防腐剤には、塩化ベンザルコニウム、クロロブ
タノール、パラベンおよびチメロサールが含まれる。
【０２７３】
　注射用製剤は、乳酸リンガー液などの医薬的に許容される賦形剤を含有し得る。
【０２７４】
　「担体」という用語は、適用を容易にする、増強するまたは可能にするために活性成分
と組み合わせる、天然または合成の有機または無機成分を指す。本発明によれば、「担体
」という用語はまた、患者への投与に適する、１つまたはそれ以上の適合性の固体または
液体充填剤、希釈剤または被包物質も包含する。
【０２７５】
　非経口投与のために可能な担体物質は、例えば滅菌水、リンガー液、乳酸リンガー液、
滅菌塩化ナトリウム溶液、ポリアルキレングリコール、水素化ナフタレンおよび、特に生
体適合性ラクチドポリマー、ラクチド／グリコリドコポリマーまたはポリオキシエチレン
／ポリオキシプロピレンコポリマーである。
【０２７６】
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　本明細書で使用される場合の「賦形剤」という用語は、医薬組成物中に存在してよく、
および活性成分ではないすべての物質、例えば担体、結合剤、潤滑剤、増粘剤、界面活性
剤、防腐剤、乳化剤、緩衝剤、着香剤または着色剤を示すことが意図されている。
【０２７７】
　本明細書で述べる作用物質および組成物は、任意の従来の経路によって、例えば注射ま
たは注入を含む非経口投与によって投与し得る。投与は、好ましくは非経口的であり、例
えば静脈内、動脈内、皮下、皮内または筋肉内経路である。
【０２７８】
　非経口投与に適する組成物は、通常、好ましくは受容者の血液と等張である、活性化合
物の滅菌水性または非水性調製物を含む。適合性担体および溶媒の例は、リンガー液およ
び等張塩化ナトリウム溶液である。加えて、通常は滅菌の、固定油が溶液または懸濁液の
媒質として使用される。
【０２７９】
　本明細書で述べる作用物質および組成物は有効量で投与される。「有効量」は、単独で
またはさらなる投与物と共に所望の反応または所望の作用を達成する量を指す。特定の疾
患または特定の状態の治療の場合、所望の反応は、好ましくは疾患の進行の阻止に関する
。これは、疾患の進行を遅らせることおよび、特に疾患の進行を妨げるまたは逆転させる
ことを含む。疾患または状態の治療における所望の反応はまた、前記疾患または前記状態
の発症の遅延または発症の予防であり得る。特に、「有効量」という用語は、癌およびそ
の１つもしくはそれ以上の症状の発現、再発もしくは発症の予防をもたらす、癌の重症度
、期間を低減する、癌の１つもしくはそれ以上の症状を改善する、癌の進行を防止する、
癌の退縮を生じさせる、ならびに／または癌の転移を予防するのに十分な治療の量を指す
。本発明の１つの実施形態では、前記治療量は、癌幹細胞集団の安定化、低減もしくは排
除ならびに／または原発癌、転移癌および／もしくは再発癌の根絶、除去もしくは抑制を
達成するのに有効である。
【０２８０】
　本明細書で述べる作用物質または組成物の有効量は、治療される状態、疾患の重症度、
患者の年齢、生理的状態、大きさおよび体重を含む患者の個別のパラメータ、治療の期間
、付随する治療法の種類（存在する場合）、特定の投与経路および同様の因子に依存する
。したがって、本明細書で述べる作用物質の投与される用量は、そのような様々なパラメ
ータに依存し得る。患者における反応が初期用量で不十分である場合は、より高用量（ま
たは異なる、より限局された投与経路によって達成される効果的により高い用量）を使用
し得る。
【０２８１】
　本明細書で述べる作用物質および組成物は、癌疾患、例えばＣＬＤＮ６を発現する癌幹
細胞の存在を特徴とする、本明細書で述べるような癌疾患を治療するまたは予防するため
に患者に投与することができる。
【０２８２】
　本明細書で提供される作用物質および組成物は、単独でまたは手術、放射線照射、化学
療法および／または骨髄移植（自家、同系、同種異系または無関係）などの従来の治療レ
ジメンと組み合わせて使用し得る。
【０２８３】
　癌の治療は、しばしば２、３、４またはさらにそれ以上の抗癌薬／療法の組合せ作用が
単独療法アプローチの効果よりもかなり強力な相乗効果を生じさせるので、併用戦略が特
に望ましい分野である。したがって、本発明の別の実施形態では、癌治療を様々な他の薬
剤と有効に併用し得る。その中には、例えば従来の腫瘍療法、マルチエピトープ戦略、付
加的な免疫療法、および血管新生またはアポトーシスを標的とする治療アプローチとの併
用がある（総説については、例えばＡｎｄｅｒｓｅｎ　ｅｔ　ａｌ．２００８：Ｃａｎｃ
ｅｒ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ：ｔｈｅ　ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｖａｃｃｉｎａｔ
ｉｏｎ　ｗｉｔｈ　ｏｔｈｅｒ　ｔｈｅｒａｐｉｅｓ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏ
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ｇｙ　Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ，５７（１１）：１７３５－１７４３参照）。異なる
作用物質の連続的な投与は異なるチェックポイントで癌細胞の増殖を阻害することができ
、一方他の作用物質は、例えば新生血管形成、悪性細胞の生存または転移を阻害し、潜在
的に癌を慢性疾患に転換し得る。
【０２８４】
　以下のリストは、本発明と組み合わせて使用することができる抗癌剤および療法の一部
の非限定的な例を提供する：
【０２８５】
　１．化学療法
　化学療法は多数の癌型の標準的な治療である。最も一般的な化学療法剤は、癌細胞の主
たる特性の１つである、急速に分裂する細胞を死滅させることによって作用する。したが
って、例えばアルキル化剤、代謝拮抗物質、アントラサイクリン、植物アルカロイド、ト
ポイソメラーゼ阻害剤、および細胞分裂またはＤＮＡ合成のいずれかに影響を及ぼす他の
抗腫瘍薬などの従来の化学療法薬との併用は、サプレッサー細胞を除去し、免疫系を再起
動させることによって、腫瘍細胞を免疫媒介性死滅に対してより感受性にすることによっ
て、または免疫系の細胞の付加的な活性化によって、本発明の治療効果を有意に改善し得
る。化学療法薬とワクチン接種に基づく免疫療法薬の相乗的抗癌作用は多くの試験におい
て明らかにされている（例えばＱｕｏｉｘ　ｅｔ　ａｌ．２０１１：Ｔｈｅｒａｐｅｕｔ
ｉｃ　ｖａｃｃｉｎａｔｉｏｎ　ｗｉｔｈ　ＴＧ４０１０　ａｎｄ　ｆｉｒｓｔ－ｌｉｎ
ｅ　ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ　ｉｎ　ａｄｖａｎｃｅｄ　ｎｏｎ－ｓｍａｌｌ－ｃｅｌ
ｌ　ｌｕｎｇ　ｃａｎｃｅｒ：ａ　ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ　ｐｈａｓｅ　２Ｂ　ｔｒｉａ
ｌ．Ｌａｎｃｅｔ　Ｏｎｃｏｌ．１２（１２）：１１２５－３３参照；またＬｉｓｅｔｈ
　ｅｔ　ａｌ．２０１０：Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｉｎｔｅｎｓｉｖｅ　ｃｈｅ
ｍｏｔｈｅｒａｐｙ　ａｎｄ　ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ　ｖａｃｃｉｎｅｓ　ｉｎ　ｔｈｅ
　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｏｆ　ｈｕｍａｎ　ｍａｌｉｇｎａｎｃｉｅｓ：ｔｈｅ　ｈｅｍ
ａｔｏｌｏｇｉｃａｌ　ｅｘｐｅｒｉｅｎｃｅ．Ｊ　Ｂｉｏｍｅｄ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏ
ｌ．２０１０：６９２０９７９も参照；またＨｉｒｏｏｋａ　ｅｔ　ａｌ　２００９：Ａ
　ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ　ｔｈｅｒａｐｙ　ｏｆ　ｇｅｍｃｉｔａｂｉｎｅ　ｗｉｔｈ
　ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ　ｆｏｒ　ｐａｔｉｅｎｔｓ　ｗｉｔｈ　ｉｎｏｐｅｒａ
ｂｌｅ　ｌｏｃａｌｌｙ　ａｄｖａｎｃｅｄ　ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ　ｃａｎｃｅｒ．Ｐ
ａｎｃｒｅａｓ　３８（３）：ｅ６９－７４も参照のこと）。併用療法に基本的に適する
使用可能な数百の化学療法薬がある。本発明と併用できる化学療法薬の一部の（非限定的
な）例は、カルボプラチン（Ｐａｒａｐｌａｔｉｎ）、シスプラチン（Ｐｌａｔｉｎｏｌ
、Ｐｌａｔｉｎｏｌ－ＡＱ）、クリゾチニブ（Ｘａｌｋｏｒｉ）、シクロホスファミド（
Ｃｙｔｏｘａｎ、Ｎｅｏｓａｒ）、ドセタキセル（Ｔａｘｏｔｅｒｅ）、ドキソルビシン
（Ａｄｒｉａｍｙｃｉｎ）、エルロチニブ（Ｔａｒｃｅｖａ）、エトポシド（ＶｅＰｅｓ
ｉｄ）、フルオロウラシル（５－ＦＵ）、ゲムシタビン（Ｇｅｍｚａｒ）、イマチニブメ
シレート（Ｇｌｅｅｖｅｃ）、イリノテカン（Ｃａｍｐｔｏｓａｒ）、リポソーム被包ド
キソルビシン（Ｄｏｘｉｌ）、メトトレキサート（Ｆｏｌｅｘ、Ｍｅｘａｔｅ、Ａｍｅｔ
ｈｏｐｔｅｒｉｎ）、パクリタキセル（Ｔａｘｏｌ、Ａｂｒａｘａｎｅ）、ソラフィニブ
（Ｎｅｘａｖａｒ）、スニチニブ（Ｓｕｔｅｎｔ）、トポテカン（Ｈｙｃａｍｔｉｎ）、
トラベクテジン（Ｙｏｎｄｅｌｉｓ）、ビンクリスチン（Ｏｎｃｏｖｉｎ、Ｖｉｎｃａｓ
ａｒ　ＰＦＳ）およびビンブラスチン（Ｖｅｌｂａｎ）である。
【０２８６】
　２．手術
　癌手術－腫瘍を除去する手術－は依然として癌治療の基礎である。残存するいかなる腫
瘍細胞も取り除くために手術を他の癌治療と組み合わせることができる。外科的な方法を
その後の免疫療法処置と組み合わせることは、幾度となく実証されてきた有望なアプロー
チである。
【０２８７】
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　３．放射線
　放射線療法は依然として癌治療の重要な構成要素であり、すべての癌患者の約５０％が
疾病の経過中に放射線療法を受ける。放射線療法の主たる目標は、癌細胞にその増殖（細
胞分裂）能を失わせることである。癌を治療するのに使用される放射線の種類は、光子放
射線（ｘ線およびγ線）ならびに粒子放射線（電子線、陽子線および中性子線）である。
放射線を癌の位置に送達する２つの方法がある。外部放射線は、高エネルギー線（光子、
陽子または粒子放射線）を腫瘍の位置に向けることによって体外から送達される。内部放
射線または近接照射療法は、カテーテルまたはシード内に密封された線源によって体内か
ら直接腫瘍部位に送達される。本発明と組み合わせて適用できる放射線療法技術は、例え
ば分割法（分割方式で送達される放射線療法、例えば数週間にわたって与えられる１．５
～３Ｇｙの日々分割線量）、３次元原体照射法（３ＤＣＲＴ；肉眼的腫瘍体積に放射線を
送達する）、強度変調放射線治療（ＩＭＲＴ；複数の放射線ビームのコンピュータ制御に
よる強度変調）、画像誘導放射線治療（ＩＧＲＴ；修正を考慮に入れたプレ放射線治療イ
メージングを含む技術）、および定位放射線治療（ＳＲＢＴ、少数の治療画分だけに非常
に高い個別線量を送達する）である。放射線療法の総説については、Ｂａｓｋａｒ　ｅｔ
　ａｌ．２０１２：Ｃａｎｃｅｒ　ａｎｄ　ｒａｄｉａｔｉｏｎ　ｔｈｅｒａｐｙ：ｃｕ
ｒｒｅｎｔ　ａｄｖａｎｃｅｓ　ａｎｄ　ｆｕｔｕｒｅ　ｄｉｒｅｃｔｉｏｎｓ．Ｉｎｔ
．Ｊ　Ｍｅｄ　Ｓｃｉ．９（３）：１９３－１９９参照。
【０２８８】
　４．抗体
　抗体（好ましくはモノクローナル抗体）は、様々な機構を介して癌細胞に対するその治
療効果を達成する。抗体は、アポトーシスまたはプログラム細胞死を生じさせるのに直接
の作用を及ぼすことができる。それらは、例えば増殖因子受容体などのシグナル伝達経路
の成分をブロックし、腫瘍細胞の増殖を有効に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もたらし得る。間
接的な作用には、単球およびマクロファージなどの細胞傷害性を有する細胞を動員するこ
とが含まれる。この種の抗体媒介性細胞死滅は、抗体依存性細胞媒介性細胞傷害（ＡＤＣ
Ｃ）と呼ばれる。抗体はまた、補体に結合して、補体依存性細胞傷害（ＣＤＣ）として知
られる直接の細胞傷害性をもたらす。外科的な方法を免疫療法薬または方法と組み合わせ
ることは、例えばＧａｄｒｉ　ｅｔ　ａｌ．２００９：Ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃ　ｅｆｆ
ｅｃｔ　ｏｆ　ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ　ｃｅｌｌ　ｖａｃｃｉｎａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ａｎ
ｔｉ－ＣＤ２０　ａｎｔｉｂｏｄｙ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｔｈｅｒａｐ
ｙ　ｏｆ　ｍｕｒｉｎｅ　ｌｙｍｐｈｏｍａ．Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒ．３２（４）：
３３３－４０において明らかにされたように、成功を収めたアプローチである。以下のリ
ストは、本発明と組み合わせて使用することができる抗癌抗体および潜在的な抗体標的（
括弧内）の一部の非限定的な例を提供する：アバゴボマブ（ＣＡ－１２５）、アブシキシ
マブ（ＣＤ４１）、アデカツムマブ（ＥｐＣＡＭ）、アフツズマブ（ＣＤ２０）、アラシ
ズマブペゴール（ＶＥＧＦＲ２）、アルツモマブペンテテート（ＣＥＡ）、アマツキシマ
ブ（ＭＯＲＡｂ－００９）、アナツモマブ・マフェナトクス（ＴＡＧ－７２）、アポリズ
マブ（ＨＬＡ－ＤＲ）、アルシツモマブ（ＣＥＡ）、バビツキシマブ（ホスファチジルセ
リン）、ベクツモマブ（ＣＤ２２）、ベリムマブ（ＢＡＦＦ）、ベバシズマブ（ＶＥＧＦ
－Ａ）、ビバツズマブ・メルタンシン（ＣＤ４４　ｖ６）、ブリナツモマブ（ＣＤ１９）
、ブレンツキシマブ・ベドチン（ＣＤ３０　ＴＮＦＲＳＦ８）、カンツズマブ・メルタン
シン（ムチンＣａｎＡｇ）、カンツズマブ・ラブタンシン（ＭＵＣ１）、カプロマブペン
デチド（前立腺癌細胞）、カルルマブ（ＣＮＴＯ８８８）、カツマキソマブ（ＥｐＣＡＭ
、ＣＤ３）、セツキシマブ（ＥＧＦＲ）、シタツズマブ・ボガトクス（ＥｐＣＡＭ）、シ
クスツムマブ（ＩＧＦ－１受容体）、クラウジキシマブ（クローディン）、クリバツズマ
ブ・テトラキセタン（ＭＵＣ１）、コナツムマブ（ＴＲＡＩＬ－Ｒ２）、ダセツズマブ（
ＣＤ４０）、ダロツズマブ（インスリン様増殖因子Ｉ受容体）、デノスマブ（ＲＡＮＫＬ
）、デツモマブ（Ｂリンパ腫細胞）、ドロジツマブ（ＤＲ５）、エクロメキシマブ（ＧＤ
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３ガングリオシド）、エドレコロマブ（ＥｐＣＡＭ）、エロツズマブ（ＳＬＡＭＦ７）、
エナバツズマブ（ＰＤＬ１９２）、エンシツキシマブ（ＮＰＣ－１Ｃ）、エプラツズマブ
（ＣＤ２２）、エルツマキソマブ（ＨＥＲ２／ｎｅｕ、ＣＤ３）、エタラシズマブ（イン
テグリンαｖβ３）、ファルレツズマブ（葉酸受容体１）、ＦＢＴＡ０５（ＣＤ２０）、
フィクラツズマブ（ＳＣＨ　９００１０５）、フィギツムマブ（ＩＧＦ－１受容体）、フ
ランボツマブ（糖タンパク質７５）、フレソリムマブ（ＴＧＦ－β）、ガリキシマブ（Ｃ
Ｄ８０）、ガニツマブ（ＩＧＦ－Ｉ）、ゲムツズマブ・オゾガマイシン（ＣＤ３３）、ゲ
ボキズマブ（ＩＬ－１β）、ジレンツキシマブ（炭酸脱水酵素９（ＣＡ－ＩＸ））、グレ
ムバツムマブ・ベドチン（ＧＰＮＭＢ）、イブリツモマブ・チウキセタン（ＣＤ２０）、
イクルクマブ（ＶＥＧＦＲ－１）、イゴボマブ（ＣＡ－１２５）、インダツキシマブ・ラ
ブタンシン（ＳＤＣ１）、インテツムマブ（ＣＤ５１）、イノツズマブ・オゾガマイシン
（ＣＤ２２）、イピリムマブ（ＣＤ１５２）、イラツムマブ（ＣＤ３０）、ラベツズマブ
（ＣＥＡ）、レキサツムマブ（ＴＲＡＩＬ－Ｒ２）、リビビルマブ（Ｂ型肝炎表面抗原）
、リンツズマブ（ＣＤ３３）、ロルボツズマブ・メルタンシン（ＣＤ５６）、ルカツムマ
ブ（ＣＤ４０）、ルミリキシマブ（ＣＤ２３）、マパツムマブ（ＴＲＡＩＬ－Ｒ１）、マ
ツズマブ（ＥＧＦＲ）、メポリズマブ（ＩＬ－５）、ミラツズマブ（ＣＤ７４）、ミツモ
マブ（ＧＤ３ガングリオシド）、モガムリズマブ（ＣＣＲ４）、モキセツモマブ・パスド
トクス（ＣＤ２２）、ナコロマブ・タフェナトクス（Ｃ２４２抗原）、ナプツモマブ・エ
スタフェナトクス（５Ｔ４）、ナルナツマブ（ＲＯＮ）、ネシツムマブ（ＥＧＦＲ）、ニ
モツズマブ（ＥＧＦＲ）、ニボルマブ（ＩｇＧ４）、オファツムマブ（ＣＤ２０）、オラ
ラツマブ（ＰＤＧＦ－Ｒ　α）、オナルツズマブ（ヒト散乱因子受容体キナーゼ）、オポ
ルツズマブ・モナトクス（ＥｐＣＡＭ）、オレゴボマブ（ＣＡ－１２５）、オキセルマブ
（ＯＸ－４０）、パニツムマブ（ＥＧＦＲ）、パトリツマブ（ＨＥＲ３）、ペムツモマブ
（ＭＵＣ１）、ペルツズマブ（ＨＥＲ２／ｎｅｕ）、ピンツモマブ（腺癌抗原）、プリツ
ムマブ（ビメンチン）、ラコツモマブ（Ｎ－グリコリルノイラミン酸）、ラドレツマブ（
フィブロネクチンエクストラドメインＢ）、ラフィビルマブ（狂犬病ウイルス糖タンパク
質）、ラムシルマブ（ＶＥＧＦＲ２）、リロツムマブ（ＨＧＦ）、リツキシマブ（ＣＤ２
０）、ロバツムマブ（ＩＧＦ－１受容体）、サマリズマブ（ＣＤ２００）、シブロツズマ
ブ（ＦＡＰ）、シルツキシマブ（ＩＬ－６）、タバルマブ（ＢＡＦＦ）、タカツズマブ・
テトラキセタン（α－フェトプロテイン）、タプリツモマブ・パプトクス（ＣＤ１９）、
テナツモマブ（テネイシンＣ）、テプロツムマブ（ＣＤ２２１）、チシリムマブ（ＣＴＬ
Ａ－４）、チガツズマブ（ＴＲＡＩＬ－Ｒ２）、ＴＮＸ－６５０　（ＩＬ－１３）、トシ
ツモマブ（ＣＤ２０）、トラスツズマブ（ＨＥＲ２／ｎｅｕ）、ＴＲＢＳ０７（ＧＤ２）
、トレメリムマブ（ＣＴＬＡ－４）、ツコツズマブ・セルモロイキン（ＥｐＣＡＭ）、ウ
ブリツキシマブ（ＭＳ４Ａ１）、ウレルマブ（４－１ＢＢ）、ボロシキシマブ（インテグ
リンα５β１）、ボツムマブ（腫瘍抗原ＣＴＡＡ１６．８８）、ザルツムマブ（ＥＧＦＲ
）、ザノリムマブ（ＣＤ４）。
【０２８９】
　５．サイトカイン、ケモカイン、共刺激分子、融合タンパク質
　有益な免疫調節または腫瘍阻害作用を誘発するためのサイトカイン、ケモカイン、共刺
激分子および／またはその融合タンパク質と本発明の抗原をコードする医薬組成物との併
用は、本発明のもう１つ別の実施形態である。腫瘍内への免疫細胞の浸潤を増大させ、腫
瘍を排液するリンパ節への抗原提示細胞の移動を促進するために、Ｃ、ＣＣ、ＣＸＣおよ
びＣＸ３Ｃ構造を有する様々なケモカインを使用し得る。最も有望なケモカインの一部は
、例えばＣＣＲ７ならびにそのリガンドであるＣＣＬ１９およびＣＣＬ２１、さらにＣＣ
Ｌ２、ＣＣＬ３、ＣＣＬ５およびＣＣＬ１６である。他の例は、ＣＸＣＲ４、ＣＸＣＲ７
およびＣＸＣＬ１２である。さらに、例えばＢ７リガンド（Ｂ７．１およびＢ７．２）な
どの共刺激分子または調節分子が有用である。他のサイトカイン、例えば特にインターロ
イキン（例えばＩＬ－１～ＩＬ１７）、インターフェロン（例えばＩＦＮα１～ＩＦＮα
８、ＩＦＮα１０、ＩＦＮα１３、ＩＦＮα１４、ＩＦＮα１６、ＩＦＮα１７、ＩＦＮ



(67) JP 2016-533738 A 2016.11.4

10

20

30

40

50

α２１、ＩＦＮβ１、ＩＦＮＷ、ＩＦＮＥ１およびＩＦＮＫ）、造血因子、ＴＧＦ（例え
ばＴＧＦ－α、ＴＧＦ－βおよびＴＧＦファミリーの他の成員）、最後に受容体の腫瘍壊
死因子ファミリーの成員およびそれらのリガンド、ならびに４－１ＢＢ、４－１ＢＢ－Ｌ
、ＣＤ１３７、ＣＤ１３７Ｌ、ＣＴＬＡ－４ＧＩＴＲ、ＧＩＴＲＬ、Ｆａｓ、Ｆａｓ－Ｌ
、ＴＮＦＲ１、ＴＲＡＩＬ－Ｒ１、ＴＲＡＩＬ－Ｒ２、ｐ７５ＮＧＦ－Ｒ、ＤＲ６、ＬＴ
βＲ、ＲＡＮＫ、ＥＤＡＲ１、ＸＥＤＡＲ、Ｆｎ１１４、Ｔｒｏｙ／Ｔｒａｄｅ、ＴＡＪ
、ＴＮＦＲＩＩ、ＨＶＥＭ、ＣＤ２７、ＣＤ３０、ＣＤ４０、４－１ＢＢ、ＯＸ４０、Ｇ
ＩＴＲ、ＧＩＴＲＬ、ＴＡＣＩ、ＢＡＦＦ－Ｒ、ＢＣＭＡ、ＲＥＬＴおよびＣＤ９５（Ｆ
ａｓ／ＡＰＯ－１）、グルココルチコイド誘導性ＴＮＦＲ関連タンパク質、ＴＮＦ受容体
関連アポトーシス媒介タンパク質（ＴＲＡＭＰ）および細胞死受容体６（ＤＲ６）を含む
がこれらに限定されない他の刺激分子も有用である。特にＣＤ４０／ＣＤ４０ＬおよびＯ
Ｘ４０／ＯＸ４０Ｌは、Ｔ細胞の生存および増殖へのそれらの直接の影響のゆえに、併用
免疫療法の重要な標的である。総説についてはＬｅｃｈｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．２０１１：
Ｃｈｅｍｏｋｉｎｅｓ，ｃｏｓｔｉｍｕｌａｔｏｒｙ　ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ　ａｎｄ　ｆ
ｕｓｉｏｎ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ　ｏｆ　
ｓｏｌｉｄ　ｔｕｍｏｒｓ．Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ　３（１１），１３１７－１３
４０参照。
【０２９０】
　６．細菌治療
　研究者達は、低酸素腫瘍の内部を枯渇させるためにノビイ菌（クロストリジウム・ノビ
イ（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｎｏｖｙｉ））などの嫌気性菌を使用してきた。これらは
その後、腫瘍の酸素化側と接触したときに死滅するはずであり、それらが身体の残りの部
分には無害であることを意味する。別の戦略は、非毒性プロドラッグを毒性薬剤に変換す
ることができる酵素で形質転換した嫌気性菌を使用することである。腫瘍の壊死および低
酸素領域における細菌の増殖と共に、酵素が腫瘍内でのみ発現される。したがって、全身
的に適用されたプロドラッグは腫瘍内でのみ毒性薬剤へと代謝される。これは非病原性嫌
気性菌、スポロゲネス菌（クロストリジウム・スポロゲネス（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　
ｓｐｏｒｏｇｅｎｅｓ））に関して有効であることが実証されている。
【０２９１】
　７．キナーゼ阻害剤
　補完的な癌療法のための潜在的標的の別の大きな群はキナーゼ阻害剤であり、というの
は、癌細胞の増殖および生存はキナーゼ活性の脱制御と密接に連動するからである。正常
なキナーゼ活性を回復するため、したがって腫瘍増殖を低減するために広範囲の阻害剤が
使用されている。標的キナーゼの群は、受容体チロシンキナーゼ、例えばＢＣＲ－ＡＢＬ
、Ｂ－Ｒａｆ、ＥＧＦＲ、ＨＥＲ－２／ＥｒｂＢ２、ＩＧＦ－ＩＲ、ＰＤＧＦＲ－α、Ｐ
ＤＧＦＲ－β、ｃ－Ｋｉｔ、Ｆｌｔ－４、Ｆｌｔ３、ＦＧＦＲ１、ＦＧＦＲ３、ＦＧＦＲ
４、ＣＳＦ１Ｒ、ｃ－Ｍｅｔ、ＲＯＮ、ｃ－Ｒｅｔ、ＡＬＫ、細胞質チロシンキナーゼ、
例えばｃ－ＳＲＣ、ｃ－ＹＥＳ、Ａｂｌ、ＪＡＫ－２、セリン／トレオニンキナーゼ、例
えばＡＴＭ、Ａｕｒｏｒａ　Ａ　＆　Ｂ、ＣＤＫ、ｍＴＯＲ、ＰＫＣｉ、ＰＬＫ、ｂ－Ｒ
ａｆ、Ｓ６Ｋ、ＳＴＫ１１／ＬＫＢ１および脂質キナーゼ、例えばＰＩ３Ｋ、ＳＫ１を含
む。低分子キナーゼ阻害剤は、例えばＰＨＡ－７３９３５８、ニロチニブ、ダサチニブお
よびＰＤ１６６３２６、ＮＳＣ　７４３４１１、ラパチニブ（ＧＷ－５７２０１６）、カ
ネルチニブ（ＣＩ－１０３３）、セマキシニブ（ＳＵ５４１６）、バタラニブ（ＰＴＫ７
８７／ＺＫ２２２５８４）、スーテント（ＳＵ１１２４８）、ソラフェニブ（ＢＡＹ　４
３－９００６）およびレフルノミド（ＳＵ１０１）である。さらなる情報については、例
えばＺｈａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．２００９：Ｔａｒｇｅｔｉｎｇ　ｃａｎｃｅｒ　ｗｉｔｈ
　ｓｍａｌｌ　ｍｏｌｅｃｕｌｅ　ｋｉｎａｓｅ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ．Ｎａｔｕｒｅ
　Ｒｅｖｉｅｗｓ　Ｃａｎｃｅｒ　９，２８－３９参照。
【０２９２】
　８．Ｔｏｌｌ様受容体
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　Ｔｏｌｌ様受容体（ＴＬＲ）ファミリーの成員は、先天免疫と適応免疫との間の重要な
リンクであり、多くのアジュバントの作用はＴＬＲの活性化に依存する。癌に対する多く
の確立されたワクチンは、ワクチン応答を増強するためにＴＬＲのリガンドを組み込んで
いる。ＴＬＲ２、ＴＬＲ３、ＴＬＲ４に加えて、特にＴＬＲ７およびＴＬＲ８が受動免疫
療法アプローチでの癌療法のために検討されてきた。密接に関連するＴＬＲ７とＴＬＲ８
は、免疫細胞、腫瘍細胞および腫瘍微小環境に影響を及ぼすことによって抗腫瘍応答に寄
与し、ヌクレオシド類似体構造体によって活性化され得る。すべてのＴＬＲは単独免疫療
法としてまたは癌ワクチンアジュバントして使用されており、本発明の製剤および方法と
相乗的に併用し得る。さらなる情報についてはｖａｎ　Ｄｕｉｎ　ｅｔ　ａｌ．２００５
：Ｔｒｉｇｇｅｒｉｎｇ　ＴＬＲ　ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　ｉｎ　ｖａｃｃｉｎａｔｉｏｎ
．Ｔｒｅｎｄｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２７（１）：４９－５５参照。
【０２９３】
　９．血管新生阻害剤
　腫瘍媒介性エスケープ機構および免疫抑制によって影響を受ける免疫調節受容体を標的
とする療法に加えて、腫瘍環境を標的とする療法がある。血管新生阻害剤は、腫瘍が生存
するのに必要な血管の広範囲の成長（血管新生）を防止する。例えば腫瘍細胞の栄養およ
び酸素要求の増大を満たすために腫瘍細胞によって促進される血管新生は、種々の分子を
標的とすることによってブロックすることができる。本発明と組み合わせ得る血管新生媒
介分子または血管新生阻害剤の非限定的な例は、可溶性ＶＥＧＦ（ＶＥＧＦアイソフォー
ムＶＥＧＦ１２１およびＶＥＧＦ１６５、受容体ＶＥＧＦＲ１、ＶＥＧＦＲ２および共受
容体ニューロピリン１およびニューロピリン２）１ならびにＮＲＰ－１、アンギオポエチ
ン２、ＴＳＰ－１およびＴＳＰ－２、アンギオスタチンおよび関連分子、エンドスタチン
、バソスタチン、カルレティキュリン、血小板第４因子、ＴＩＭＰおよびＣＤＡＩ、Ｍｅ
ｔｈ－１およびＭｅｔｈ－２、ＩＦＮ－α、－βおよび－γ、ＣＸＣＬ１０、ＩＬ－４、
－１２および－１８、プロトロンビン（クリングルドメイン２）、アンチトロンビンＩＩ
Ｉフラグメント、プロラクチン、ＶＥＧＩ、ＳＰＡＲＣ、オステオポンチン、マスピン、
カンスタチン、プロリフェリン関連タンパク質、レスチンならびに、例えばベバシズマブ
、イトラコナゾール、カルボキシアミドトリアゾール、ＴＮＰ－４７０、ＣＭ１０１、Ｉ
ＦＮ－α、血小板第４因子、スラミン、ＳＵ５４１６、トロンボスポンジン、ＶＥＧＦＲ
アンタゴニスト、血管新生抑制性ステロイド＋ヘパリン、軟骨由来血管新生阻害因子、マ
トリックスメタロプロテイナーゼ阻害剤、２－メトキシエストラジオール、テコガラン、
テトラチオモリブデート、サリドマイド、トロンボスポンジン、プロラクチンα　Ｖβ３
阻害剤、リノミド、タスキニモドのような薬剤である。総説についてはＳｃｈｏｅｎｆｅ
ｌｄ　ａｎｄ　Ｄｒａｎｏｆｆ　２０１１：Ａｎｔｉ－ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ　ｉｍ
ｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ．Ｈｕｍ　Ｖａｃｃｉｎ．（９）：９７６－８１参照。
【０２９４】
　１０．低分子標的療法薬
　低分子標的療法薬は、一般に、癌細胞内の変異した、過剰発現されたまたはさもなけれ
ば重要なタンパク質上の酵素ドメインの阻害剤である。著名で非限定的な例は、チロシン
キナーゼ阻害剤イマチニブ（Ｇｌｅｅｖｅｃ／Ｇｌｉｖｅｃ）およびゲフィチニブ（Ｉｒ
ｅｓｓａ）である。癌療法のためのワクチンと組み合わせた、一部のキナーゼを標的とす
る低分子、例えばスニチニブリンゴ酸塩および／またはソラフェニブトシル酸塩の使用も
、以前の特許出願、米国特許出願第２００９００４２１３号に記載されている。
【０２９５】
　１１．ウイルスベースのワクチン
　本発明の製剤と共に併用治療アプローチにおいて使用できる利用可能なまたは開発中の
多くのウイルスベースの癌ワクチンが存在する。そのようなウイルスベクターを使用する
ことの１つの利点は、免疫応答を開始させるそれらの内因性能力であり、免疫活性化に必
要な危険性シグナルを作り出すウイルス感染の結果として炎症反応が起こる。理想的なウ
イルスベクターは安全であるべきであり、抗腫瘍特異的応答を増強することを可能にする
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抗ベクター免疫応答を導入すべきではない。組換えウイルス、例えばワクシニアウイルス
、単純ヘルペスウイルス、アデノウイルス、アデノ随伴ウイルス、レトロウイルスおよび
アビポックスウイルスが動物腫瘍モデルにおいて使用されており、それらの有望な結果に
基づき、ヒト臨床試験が開始されている。特に重要なウイルスベースのワクチンは、ウイ
ルスの外被由来の特定のタンパク質を含有する小さな粒子、ウイルス様粒子（ＶＬＰ）で
ある。ウイルス様粒子はウイルスからのいかなる遺伝物質も含有せず、感染を引き起こす
ことができないが、その外被上に腫瘍抗原を提示するように構築され得る。ＶＬＰは様々
なウイルス、例えばＢ型肝炎ウイルスまたはパルボウイルス科（Ｐａｒｖｏｖｉｒｉｄａ
ｅ）（例えばアデノ随伴ウイルス）、レトロウイルス科（Ｒｅｔｒｏｖｉｒｉｄａｅ）（
例えばＨＩＶ）およびフラビウイルス科（Ｆｌａｖｉｖｉｒｉｄａｅ）（例えばＣ型肝炎
ウイルス）を含む他のウイルスファミリーなどに由来し得る。総説についてはＳｏｒｅｎ
ｓｅｎ　ａｎｄ　Ｔｈｏｍｐｓｅｎ　２００７：Ｖｉｒｕｓ－ｂａｓｅｄ　ｉｍｍｕｎｏ
ｔｈｅｒａｐｙ　ｏｆ　ｃａｎｃｅｒ：ｗｈａｔ　ｄｏ　ｗｅ　ｋｎｏｗ　ａｎｄ　ｗｈ
ｅｒｅ　ａｒｅ　ｗｅ　ｇｏｉｎｇ？ＡＰＭＩＳ　１１５（１１）：１１７７－９３；癌
に対するウイルス様粒子は、Ｂｕｏｎａｇｕｒｏ　ｅｔ　ａｌ．２０１１：Ｄｅｖｅｌｏ
ｐｍｅｎｔｓ　ｉｎ　ｖｉｒｕｓ－ｌｉｋｅ　ｐａｒｔｉｃｌｅ－ｂａｓｅｄ　ｖａｃｃ
ｉｎｅｓ　ｆｏｒ　ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ　ｄｉｓｅａｓｅｓ　ａｎｄ　ｃａｎｃｅｒ．
Ｅｘｐｅｒｔ　Ｒｅｖ　Ｖａｃｃｉｎｅｓ　１０（１１）：１５６９－８３；およびＧｕ
ｉｌｌｅｎ　ｅｔ　ａｌ．２０１０：Ｖｉｒｕｓ－ｌｉｋｅ　ｐａｒｔｉｃｌｅｓ　ａｓ
　ｖａｃｃｉｎｅ　ａｎｔｉｇｅｎｓ　ａｎｄ　ａｄｊｕｖａｎｔｓ：ａｐｐｌｉｃａｔ
ｉｏｎ　ｔｏ　ｃｈｒｏｎｉｃ　ｄｉｓｅａｓｅ，ｃａｎｃｅｒ　ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒ
ａｐｙ　ａｎｄ　ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ　ｄｉｓｅａｓｅ　ｐｒｅｖｅｎｔｉｖｅ　ｓｔ
ｒａｔｅｇｉｅｓ．Ｐｒｏｃｅｄｉａ　ｉｎ　Ｖａｃｃｉｎｏｌｏｇｙ　２（２），１２
８－１３３において総説されている。
【０２９６】
　１２．マルチエピトープ戦略
　マルチエピトープの使用はワクチン接種のための有望な結果を示す。知的アルゴリズム
システムと組み合わせた高速シーケンシング技術は、腫瘍ミュータノームの開発を可能に
し、本発明と併用できる個別化ワクチンのためのマルチエピトープを提供し得る。さらな
る情報については２００７：Ｖａｃｃｉｎａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ　ｃ
ｏｌｏｒｅｃｔａｌ　ｃａｎｃｅｒ　ｐａｔｉｅｎｔｓ　ｗｉｔｈ　ｍａｔｕｒｅｄ　ｄ
ｅｎｄｒｉｔｉｃ　ｃｅｌｌｓ　ｌｏａｄｅｄ　ｗｉｔｈ　ｍｕｌｔｉｐｌｅ　ｍａｊｏ
ｒ　ｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ　ｃｏｍｐｌｅｘ　ｃｌａｓｓ　Ｉ　ｐｅｐ
ｔｉｄｅｓ．Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒ　３０：７６２－７７２；さらにＣａｓｔｌｅ　
ｅｔ　ａｌ．２０１２：Ｅｘｐｌｏｉｔｉｎｇ　ｔｈｅ　ｍｕｔａｎｏｍｅ　ｆｏｒ　ｔ
ｕｍｏｒ　ｖａｃｃｉｎａｔｉｏｎ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ　７２（５）：１０８１－９
１参照。
【０２９７】
　１３．養子Ｔ細胞移入
　例えば、腫瘍抗原ワクチン接種とＴ細胞移入の組合せは、Ｒａｐｏｐｏｒｔ　ｅｔ　ａ
ｌ．２０１１：Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ　ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ　ｕｓｉｎｇ　ａ
ｄｏｐｔｉｖｅ　Ｔ－ｃｅｌｌ　ｔｒａｎｓｆｅｒ　ａｎｄ　ｔｕｍｏｒ　ａｎｔｉｇｅ
ｎ　ｖａｃｃｉｎａｔｉｏｎ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｂａｓｉｓ　ｏｆ　ｈＴＥＲＴ　ａｎｄ　
ｓｕｒｖｉｖｉｎ　ａｆｔｅｒ　ＡＳＣＴ　ｆｏｒ　ｍｙｅｌｏｍａ．Ｂｌｏｏｄ　１１
７（３）：７８８－９７に記載されている。
【０２９８】
　１４．ペプチドベースの標的療法
　ペプチドは、細胞表面受容体または腫瘍の周囲の罹患した細胞外マトリックスに結合す
ることができる。これらのペプチド（例えばＲＧＤ）に連結された放射性核種は、核種が
細胞の近傍で崩壊する場合、最終的に癌細胞を死滅させる。特にこれらの結合モチーフの
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オリゴマーまたはマルチマーは、腫瘍の特異性およびアビディティの増強をもたらすこと
ができるので、非常に興味深い。非限定的な例については、Ｙａｍａｄａ　２０１１：Ｐ
ｅｐｔｉｄｅ－ｂａｓｅｄ　ｃａｎｃｅｒ　ｖａｃｃｉｎｅ　ｔｈｅｒａｐｙ　ｆｏｒ　
ｐｒｏｓｔａｔｅ　ｃａｎｃｅｒ，ｂｌａｄｄｅｒ　ｃａｎｃｅｒ，ａｎｄ　ｍａｌｉｇ
ｎａｎｔ　ｇｌｉｏｍａ．Ｎｉｈｏｎ　Ｒｉｎｓｈｏ　６９（９）：１６５７－６１参照
。
【０２９９】
　１５．他の療法
　相乗効果を生じさせるために本発明と組み合わせることができる数多くの他の癌療法が
存在する。非限定的な例は、アポトーシスを標的とする治療、温熱療法、ホルモン療法、
テロメラーゼ療法、インスリン増強療法、遺伝子療法および光力学療法である。
【０３００】
　当分野で公知の様々な方法を、ＣＬＤＮ６を発現する細胞を検出するおよび／または細
胞の量を測定するために使用することができる。
【０３０１】
　例えば、免疫検定法は、細胞中または細胞表面上のＣＬＤＮ６タンパク質発現を検出す
るために使用し得る。本発明によれば、免疫検定法には、ウェスタンブロット法、免疫組
織化学、放射性免疫検定法、ＥＬＩＳＡ（固相酵素免疫検定法）、「サンドイッチ」免疫
検定法、免疫沈降アッセイ、沈降反応、ゲル拡散沈降反応、免疫拡散アッセイ、凝集アッ
セイ、補体結合アッセイ、イムノラジオメトリックアッセイ、蛍光免疫検定法、免疫蛍光
法、プロテインＡ免疫検定法、フローサイトメトリまたはＦＡＣＳ分析が含まれるが、こ
れらに限定されない。
【０３０２】
　１つの実施形態では、細胞を、検出および／または量の測定の前に、ＣＬＤＮ６に結合
する能力を有する１つまたはそれ以上の標識抗体と結合する。
【０３０３】
　あるいは、ＣＬＤＮ６を発現する細胞を検出するおよび／または細胞の量を測定するた
めに、ＣＬＤＮ６　ｍＲＮＡの発現を検出し得るかまたはＣＬＤＮ６　ｍＲＮＡの量を測
定し得る。
【０３０４】
　本発明の特定の実施形態では、ＣＬＤＮ６を発現する細胞を検出するおよび／または細
胞の量を測定するために患者から得る試料は、血液、骨髄、血清、尿または間質液を含む
がこれらに限定されない、生物学的液体である。他の実施形態では、患者からの試料は組
織試料（例えば癌性組織を有するまたは有することが疑われる被験体からの生検）である
。最も好ましくは、試料は腫瘍の生検である。
【０３０５】
　本発明の方法に従って、試料は、ＣＬＤＮ６を発現する細胞の検出および／または細胞
の量の測定の前に１つまたはそれ以上の前処理段階に供された生物学的試料であり得る。
特定の実施形態では、生物学的液を遠心分離、ろ過、沈殿、透析もしくはクロマトグラフ
ィによってまたはそのような前処理段階の組合せによって前処理する。他の実施形態では
、組織試料を凍結、化学固定、パラフィン包埋、脱水、透過処理または均質化によって前
処理し、次いで遠心分離、ろ過、沈殿、透析もしくはクロマトグラフィによってまたはそ
のような前処理段階の組合せによって前処理する。
【０３０６】
　試料中の癌幹細胞の量は、例えば試料中の細胞全体もしくは癌細胞全体のパーセントと
して表すか、または面積（例えば１視野当たりの細胞）、体積（例えば１ｍｌ当たりの細
胞）もしくは重量（例えば１ｍｌ当たりの細胞）に対して定量化することができる。
【０３０７】
　試験試料中の癌幹細胞の量を参照試料（１または複数）中の癌幹細胞の量と比較するこ
とができる。１つの実施形態では、参照試料は、療法を受けている被験体からより早期の
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時点（例えば基線参照試料として療法を受ける前、または療法を受けている間のより早期
の時点）で得た試料である。この実施形態では、療法は、望ましくは参照試料と比較して
試験試料中の癌幹細胞の量の減少を生じさせる。別の実施形態では、参照試料を、検出可
能な癌を有さない健常被験体からまたは同じ種類の癌に関して寛解期にある患者から得る
。この実施形態では、療法は、望ましくは参照試料中で検出されるのと等しい量の癌幹細
胞を有するまたは参照試料中で検出される癌幹細胞の量より少ない量の癌幹細胞を有する
試験試料を生じさせる。特定の実施形態では、被験体に関して測定されたより早期の（以
前に検出された）癌幹細胞量と比べて癌幹細胞の量の安定化または減少は、被験体の予後
の改善または療法に対する有益な応答を指示し、一方より早期の癌幹細胞量と比べての増
加は、同じ予後もしくは予後の悪化および／または療法に対する応答不良を指示する。
【０３０８】
　一部の実施形態では、試料中の癌幹細胞の量を測定するために細胞表面マーカー、例え
ばＣＬＤＮ６と癌幹細胞に典型的な他のマーカーとの組合せを利用する。
【０３０９】
　本発明はまた、ＣＬＤＮ６を発現する細胞を検出する、その量を測定するまたは観測す
るための試薬を満たした１つまたはそれ以上の容器を含むキットも提供する。１つの実施
形態では、キットは、場合により、ＣＬＤＮ６を発現する細胞を検出するおよび／または
その量を測定することによって癌幹細胞を定量するまたは癌療法の効果を観測するための
試薬の使用、特に本発明の方法における試薬の使用のための指示書を含む。１つの実施形
態では、キットは、ＣＬＤＮ６タンパク質またはＣＬＤＮ６　ｍＲＮＡに特異的に結合す
る作用物質を含む。一部の実施形態では、作用物質は抗体または抗体フラグメントである
。他の実施形態では、作用物質は核酸である。核酸検出のために、キットは一般に、ＣＬ
ＤＮ６　ｍＲＮＡに特異的なプローブを含む（がこれに限定されない）。定量的ＰＣＲの
ために、キットは一般に、ＣＬＤＮ６核酸配列に特異的な事前に選択されたプライマーを
含む。定量的ＰＣＲキットはまた、核酸を増幅するのに適した酵素（例えばＴａｑなどの
ポリメラーゼ）、および増幅のための反応混合物に必要なデオキシヌクレオチドと緩衝液
も含み得る。定量的ＰＣＲキットはまた、ＣＬＤＮ６核酸配列に特異的なプローブも含み
得る。一部の実施形態では、定量的ＰＣＲキットはまた、逆転写反応に必要なデオキシヌ
クレオチドおよび緩衝液と共に、逆転写のための酵素（例えば逆転写酵素）およびプライ
マーを含む、ＲＮＡを逆転写するのに適した成分も含む。
【０３１０】
　特定の実施形態では、作用物質を検出可能に標識する。さらに、キットは、アッセイを
実施するための指示書およびアッセイの実施から生じるデータを解釈し、分析するための
方法を含み得る。
【０３１１】
　得られた結果に基づき（すなわち癌幹細胞が存在するかどうかまたは癌幹細胞の量が安
定化または減少したかどうか）、医師は、特定の癌療法、例えば癌幹細胞に対する癌療法
を選択し得るか、または療法を継続することを選択し得る。あるいは、癌幹細胞が存在し
ないまたは癌幹細胞の量が増加したという結果に基づき、医師は、癌幹細胞に対するもの
ではない癌療法を投与することまたは療法を継続する、変更するもしくは中止することを
選択し得る。
【０３１２】
　本発明の特定の実施形態では、癌療法を受けている患者から得た試料中の癌幹細胞集団
を前記患者からより早期に採取した患者由来の試料と比較して、癌幹細胞集団の低減が不
十分であると決定した場合、医師は療法を調整する数多くの選択肢を有する。
【０３１３】
　例えば、医師はその後、癌療法の用量、投与の頻度、投与の期間またはそれらの任意の
組合せを増加することができる。特定の実施形態では、決定を行った後、最初の療法の代
わりにまたは最初の療法と併用して付加的な癌療法を患者に投与することができる。
【０３１４】
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　他の特定の実施形態では、癌療法を受けている患者から得た試料中の癌幹細胞集団を前
記患者からより早期に採取した患者由来の試料と比較して、癌幹細胞集団の低減が許容で
きると決定した場合、医師は癌療法を調整しないことを選択し得る。例えば、医師は、癌
療法の用量、投与の頻度、投与の期間またはそれらの任意の組合せを増加しないことを選
択し得る。さらに、医師は、付加的な療法を追加するまたは療法を併用することを選択し
得る。
【０３１５】
　本発明を以下の実施例によってさらに説明するが、それらは本発明の範囲を限定すると
解釈されるべきではない。
【実施例】
【０３１６】
（実施例１）
　ＣＬＤＮ６はヒト誘導多能性幹細胞の表面に発現される
　ＣＬＤＮ６がヒト誘導多能性幹細胞（ｉＰＳＣ）で発現されるかどうかを分析するため
、ＣＬＤＮ６の転写産物発現を、新生児ＨＦＦ（ヒト包皮線維芽細胞、Ｓｙｓｔｅｍ　Ｂ
ｉｏｓｃｉｅｎｃｅ）において再プログラム化カクテル（非修飾ＯＳＫＭＮＬ＋ＥＢＫ＋
ｍｉＲミックス；ＯＳＫＭＮＬ＝転写因子ＯＣＴ４、ＳＯＸ２、ＫＬＦ４、ｃＭＹＣ、Ｎ
ＡＮＯＧおよびＬＩＮ２８のインビトロ転写（ＩＶＴ）ＲＮＡ、ＥＢＫ＝ＩＦＮエスケー
プタンパク質Ｅ３、Ｋ３およびＢ１８ＲのＩＶＴ－ＲＮＡならびにｍｉＲ－３０２ａ／ｂ
／ｃ／ｄおよび３６７から成るｍｉＲＮＡミックスで構成される；国際公開第ＰＣＴ／Ｅ
Ｐ２０１２／０４６７３号に記載されているプロトコルに従う）またはモックトランスフ
ェクトしたＨＦＦ（ＲＮＡなし対照）で数回の時点で処置し、ＡＢＩ　ＰＲＩＳＭ　７３
００配列検出システムおよびソフトウェア（Ａｐｐｌｉｅｄ　ＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓとＱ
ｕａｎｔｉＴｅｃｔ　ＳＹＢＲ　ｇｒｅｅｎ　Ｋｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ））を用いて定量的
リアルタイムＲＴ－ＰＣＲ（ｑＲＴ－ＰＣＲ）によって分析した。１０ｎｇ／ｍｌ　ｂＦ
ＧＦおよび０．５μＭチアゾビビンを添加したＮｕｔｒｉｓｔｅｍ無血清培地（Ｓｔｅｍ
ｇｅｎｔ，Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ（ＭＡ））中で細胞を培養した。再プログラム化カクテル
を、実験の１、２、３、４、８、９、１０および１１日目にＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
　ＲＮＡｉＭＡＸ（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）を使用してトランスフェクト
した。対照として、細胞をＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ　ＲＮＡｉＭＡＸだけで処置した
（ＲＮＡなし対照）。処置の１９日目に未処置ＨＦＦと比較してＣＬＤＮ６の明らかなほ
ぼ６０００倍の上方調節を検出し、処置の１２日目にはＣＬＤＮ６の約２０００倍の上方
調節を観察した（図１）。したがって、ＣＬＤＮ６はヒト誘導多能性幹細胞（ｉＰＳＣ）
において発現される。
【０３１７】
　フローサイトメトリを使用して、ＣＬＤＮ６がｉＰＳＣの表面にも発現されるかどうか
を検討した。ｉＰＳＣはＨＦＦ支持細胞上で増殖するので、ｉＰＳＣが特異的に検出され
ることを確実にするため、この分析を広く受け入れられている幹細胞マーカー、ＳＳＥＡ
－４の染色と組み合わせた。このために、再プログラム化カクテルまたはモック対照（Ｒ
ＮＡなし）で処置したＨＦＦ細胞を処置の５、１２および１９日目に採取し、１μｇ／ｍ
ｌのＣＬＤＮ６特異的ＩＭＡＢ０２７－ＡＦ６４７および２μｌのＳＳＥＡ－４抗体で４
℃にて３０分間染色し、表面発現をフローサイトメトリによって分析した。また、本発明
者らの分析から死細胞を除外するためにＶｉａｂｉｌｉｔｙ　Ｄｙｅ　７－ＡＡＤも本発
明者らの染色プロトコルに含めた。実験を二重に実施し、ＢＤ　Ｃａｎｔｏ　ＩＩフロー
サイトメータを用いて各試料から５０，０００事象を記録した。ＦｌｏｗＪｏソフトウェ
アを用いて記録した細胞の分析を実施し、代表的なドットプロットを示す（図２）。
【０３１８】
　５日目に、再プログラム化カクテルで処置した場合または処置しなかった場合のいずれ
も、ＣＬＤＮ６は表面ＨＦＦ上で検出可能ではない。意外にも、再プログラム化カクテル
で処置したか否かに関わらず、ＨＦＦの１５％でＳＳＥＡ－４が発現されることが認めら
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れる。これは、使用したＨＦＦが新生児線維芽細胞であり、これらの細胞がＳＳＥＡ－４
に関して一定の陽性率を保持することが可能であるという事実によって説明できる。処置
の１２日目に、処置したＨＦＦの約６３％がＳＳＥＡ－４に関して陽性であり、約１５％
のＣＬＤＮ６－ＳＳＥＡ－４二重陽性画分が認められる。処置の１９日目には、処置した
ＨＦＦの１５％がＣＬＤＮ６およびＳＳＥＡ－４に関して陽性であり、明確な亜集団を示
す。ＣＬＤＮ６－ＳＳＥＡ－４陽性亜集団はｉＰＳＣだけを示すが、ＣＬＤＮ６－ＳＳＥ
Ａ－４陰性亜集団はＨＦＦ支持細胞であるかまたは再プログラム化された細胞ではないと
みなされ、ＳＳＥＡ－４単一陽性細胞は再プログラム化の開始時にある細胞を示すと推測
される。
【０３１９】
　本発明者らは、ＨＦＦ細胞の１５％がＳＳＥＡ－４に関して陽性であり、ＣＬＤＮ６に
関しては陽性でないことを認めたので、ＣＬＤＮ６はヒトｉＰＳＣに関してＳＳＥＡ－４
よりも特異的なマーカーであると推測される。ＳＳＥＡ－４は新生児ＨＦＦでも発現され
るが、ＣＬＤＮ６は、ｉＰＳＣ画分である完全に再プログラム化されたＨＦＦ細胞におい
てのみ特異的に発現されると思われる。
【０３２０】
　したがって、ＣＬＤＮ６はヒトｉＰＳＣの表面に特異的に発現される。
【０３２１】
（実施例２）
　ＣＬＤＮ６は卵巣癌細胞のコロニー形成のために重要である
　腫瘍細胞のＣＳＣ様特性を分析するための有効なアッセイはコロニー形成アッセイであ
る。このアッセイを用いて、単一腫瘍細胞の自己複製能力および腫瘍形成能を容易に検討
することができる。ＣＬＤＮ６が腫瘍形成において役割を果たすかどうかを分析するため
、本発明者らは、一方ではＣＬＤＮ６陽性細胞の亜集団だけを示す卵巣腫瘍細胞株、ＣＯ
Ｖ３１８、および他方では安定なレンチウイルス低分子ヘアピンＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ）媒
介性のＣＬＤＮ６ノックダウンを担持する均一なＣＬＤＮ６発現細胞株、ＰＡ－１（クロ
ーンＰＡ－１　５０、ＰＡ－１　５４）を選択した；図３参照。
【０３２２】
　細胞を、１μｇ／ｍｌ　ＩＭＡＢ０２７－ＡＦ６４７で４℃にて３０分間ＣＬＤＮ６に
関して染色し、その後それらのＣＬＤＮ６発現についてＢＤ　ＦＡＣＳＡｒｉａセルソー
タを用いてＦＡＣＳ（蛍光活性化細胞選別法）によって選別した。ＣＬＤＮ６陽性および
ＣＬＤＮ６陰性亜集団の５００（ＰＡ－１　５０、ＰＡ－１　５４）または７００（ＣＯ
Ｖ３１８）個の細胞を６ウェルプレートのウェルに直接選別し、十分なコロニーが形成さ
れるまで最大１４日間増殖させた。週に２回、培地を交換した。コロニーを１０％エタノ
ール中の０．５％クリスタルバイオレットで２０分間染色し、固定して、蒸留水で３回洗
浄し、空気乾燥させた。写真を撮影し、コロニーを手作業で計数した。少なくとも５０個
の細胞をコロニーであるとみなした。図４に、ＣＯＶ３１８ならびにＣＬＤＮ６ノックダ
ウン細胞株ＰＡ－１　５０および５４細胞の代表的なコロニー形成アッセイを示す。
　興味深いことに、両方の細胞株においてＣＬＤＮ６陰性細胞はＣＬＤＮ６陽性細胞に比
べて有意に低いコロニー形成を示す。これらの結果から、本発明者らは、ＣＬＤＮ６が癌
幹細胞の本質的な特徴であるコロニー形成能に重要な役割を果たすと結論する。
【０３２３】
（実施例３）
　ＣＬＤＮ６は卵巣癌細胞株においてＣＳＣマーカーＣＤ２４、ＣＤ９０およびＣＤ４４
と共発現される
　特異的表面マーカー発現プロフィールの使用は、固形腫瘍および細胞株からのＣＳＣの
同定と単離のための一般的な戦略である。卵巣癌からのＣＳＣの単離のために文献中で使
用される表面マーカーには、ＣＤ４４、ＣＤ２４、ＣＤ９０、ＣＤ３４、ＣＤ１１７およ
びＣＤ１３３が含まれる。ＣＬＤＮ６陽性細胞の小さな亜集団を含む卵巣癌細胞株におい
てＣＳＣ亜集団を同定することができるかどうかを分析するために、本発明者らは、これ
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らの表面マーカーに対する抗体を含むＦＡＣＳパネルを設定した（表１）。さらに、広く
確立されたＣＳＣマーカーとＣＬＤＮ６の共局在の割合を検討するためにＣＬＤＮ６の検
出のための抗体もパネルに含め、したがってＣＳＣのマーカーとして働くＣＬＤＮ６の潜
在的可能性を判定した。このために、細胞株ＣＯＶ３１８の１Ｅ６細胞を指示量の抗体（
表１参照）で４℃にて３０分間染色し、その後細胞をフローサイトメトリによってそれら
の表面マーカー発現プロフィールに関して分析した。本発明者らはまた、本発明者らの分
析から死細胞を除外するためにＶｉａｂｉｌｉｔｙ　Ｄｙｅ　ｅＦｌｕｏｒ（登録商標）
５０６も本発明者らの染色プロトコルに含めた。実験を三重に実施し、ＢＤ　Ｃａｎｔｏ
　ＩＩフローサイトメータを用いて各試料から５０，０００事象を記録した。ＦｌｏｗＪ
ｏソフトウェアを用いて記録した細胞の分析を実施した。
【０３２４】
【表１】

　表１：ＣＳＣ　ＦＡＣＳパネル。卵巣癌細胞株におけるＣＳＣマーカーおよびＣＬＤＮ
６発現の分析のために使用したＦＡＣＳパネルを示す。対応するマーカーのために使用し
た抗体の量および結合蛍光色素を列挙する。
【０３２５】
　ＦＡＣＳ分析は、ＣＯＶ３１８細胞がＣＳＣマーカーＣＤ４４、ＣＤ９０およびＣＤ２
４の亜集団を発現することならびにＣＬＤＮ６が３つのマーカー全部と少なくとも部分的
に共局在することを明らかにした（図５Ａ）。本発明者らは次に、４つのマーカーすべて
の共局在のパーセントを計算するために種々のゲーティング戦略を使用した。第一に、生
細胞集団全体におけるＣＤ４４、ＣＤ２４、ＣＤ９０およびＣＬＤＮ６陽性細胞のパーセ
ントを計算した。生細胞の０．１８％が４つのマーカーすべてについて陽性であることを
認めた。次に、ＣＳＣ画分を示し得る、生細胞集団中のＣＤ４４、ＣＤ２４およびＣＤ９
０陽性細胞のパーセントを計算した。生細胞集団全体と比べた場合、０．２３％の細胞が
３つのマーカーすべてに陽性であることを認め、一方ＣＬＤＮ６陽性亜集団と比較した場
合は、細胞の２０．１％の画分が三重陽性であることを認め、ＣＬＤＮ６陽性サブ画分に
おける３つのマーカーの８７倍濃度を示した。最後の段階では、一方では生細胞集団全体
におけるＣＬＤＮ６陽性細胞のパーセント、および他方ではＣＤ４４／ＣＤ２４／ＣＤ９
０陽性亜集団におけるＣＬＤＮ６陽性細胞のパーセントを計算した。細胞集団全体での０
．９１％からＣＳＣ画分における６６．８７％までのＣＬＤＮ６発現細胞の濃度を認め、
７４倍の増大を示した（図５Ｂ）。
【０３２６】
　合わせて考慮すると、これらのデータは、ＣＬＤＮ６がＣＳＣ画分中に蓄積し、逆もま
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た同様にＣＳＣマーカーがＣＬＤＮ６陽性亜集団において富化されることを示す。これら
の所見は、ＣＬＤＮ６がＣＳＣのマーカーであることを示す。
【０３２７】
（実施例４）
　ＣＬＤＮ６発現細胞の富化は確立されたＣＳＣマーカーＣＤ４４、ＣＤ２４およびＣＤ
９０の蓄積をもたらす
　細胞株および腫瘍から単離されたＣＳＣ画分は、しばしばＣＤ４４およびＣＤ２４など
のＣＳＣマーカーが富化されていることが示されている。ＣＳＣの新規マーカーとして働
くＣＬＤＮ６の潜在的可能性を分析するため、バルク細胞からのＣＬＤＮ６陽性画分の細
胞単離が確立された卵巣ＣＳＣマーカーの蓄積をもたらすかどうかを検討した。
【０３２８】
　このために、ＣＯＶ３１８細胞を０．５μｇ／ｍｌ　ＩＭＡＢ０２７で４℃にて３０分
間染色し、次いでヤギ抗ヒトＩｇＧ二次抗体（１：３００）と共に４℃で１０分間インキ
ュベートして、その後ＣＬＤＮ６陽性およびＣＬＤＮ６陰性細胞画分を、ＢＤ　ＦＡＣＳ
Ａｒｉａセルソータを用いてＦＡＣＳ選別によってＣＯＶ３１８細胞から単離した。次に
、選択した細胞を標準的な増殖条件下で１０日間増殖させた。両方の亜集団の１Ｅ６細胞
をＣＳＣマーカーＣＤ４４、ＣＤ２４、ＣＤ９０、ＣＤ３４、ＣＤ１１７およびＣＤ１３
３に関して４℃で３０分間染色し（詳細については表１参照）、フローサイトメトリによ
ってそれらの表面マーカー発現プロフィールを分析した。ＢＤ　Ｃａｎｔｏ　ＩＩフロー
サイトメータを用いて各試料から５０，０００事象を記録し、ＦｌｏｗＪｏソフトウェア
を用いて記録した細胞の分析を実施した。
【０３２９】
　ＦＡＣＳ分析は、ＣＬＤＮ６陽性と分類された画分の約５０％の細胞が、標準的な条件
下での１０日間の培養後もまだＣＬＤＮ６に関して陽性であり、一方ＣＬＤＮ６陰性と分
類された細胞はＣＬＤＮ６に関して完全に陰性であることを示した。重要な点として、本
発明者らは、ＣＯＶ３１８細胞のＣＬＤＮ６陰性画分と比較した場合、ＣＬＤＮ６陽性画
分はＣＳＣマーカーＣＤ４４、ＣＤ２４およびＣＤ９０の蓄積を示すことを認めた。種々
の試料の代表的なドットプロットを図６Ａに示す。これらのマーカーの発現レベルのさら
なる定量化は、ＣＬＤＮ６陽性亜集団とＣＬＤＮ６陰性亜集団を比較した場合、ＣＤ４４
の９９倍の富化、ＣＤ９０の８倍の富化およびＣＤ２４の３３倍の富化を明らかにした（
図６Ｂ）。
【０３３０】
　これらの所見は、ＣＬＤＮ６がバルク細胞株からＣＳＣ画分を分離するための選択マー
カーとして使用できることを実証し、ＣＬＤＮ６が新規ＣＳＣマーカーであることを示す
。
【０３３１】
（実施例５）
　ＣＬＤＮ６高発現細胞株はＣＬＤＮ６低発現細胞と比較してＣＳＣマーカーの富化を示
す
　ＣＬＤＮ６は、生殖細胞腫瘍、卵巣腺癌および原始的表現型を有する一部の癌において
高発現されることが示されている。ＣＬＤＮ６がＣＳＣマーカーである場合、そのような
細胞株または腫瘍においてＣＳＣ様特徴を有する細胞の蓄積、したがってＣＳＣマーカー
陽性細胞の蓄積が予想される。
【０３３２】
　本発明者らは、４つのＣＬＤＮ６高発現細胞株、卵巣癌細胞株ＯＶ９０およびＰＡ－１
ならびに精巣癌細胞株ＮＥＣ－８およびＮＥＣ－１４を、それらの確立されたＣＳＣマー
カーの発現レベルに関して検討した。このために、各細胞株の１Ｅ６細胞を表面マーカー
ＣＤ４４、ＣＤ２４、ＣＤ９０、ＣＤ３４、ＣＤ１１７およびＣＤ１３３ならびにＣＬＤ
Ｎ６に関して４℃にて３０分間染色し（詳細については表１参照）、その後細胞をフロー
サイトメトリによってそれらの発現プロフィールに関して分析した。実験を三重に実施し
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、ＢＤ　Ｃａｎｔｏ　ＩＩフローサイトメータを用いて各試料から５０，０００事象を記
録して、ＦｌｏｗＪｏソフトウェアを用いて記録した細胞の分析を実施した。ｖｉａｂｉ
ｌｉｔｙ　ｄｙｅ　ｅＦｌｕｏｒ（登録商標）５０６で細胞を対比染色することによって
死細胞を分析から除外した。各試料からの代表的なドットプロットを図７に示す。
【０３３３】
　ＦＡＣＳ分析は、検討したすべての細胞株がＣＬＤＮ６に関して約９５％陽性であるこ
とを明らかにした。予想されたように、これらのＣＬＤＮ６高発現細胞株は、ＣＬＤＮ６
に加えて、確立されたＣＳＣマーカーの蓄積も示し、ＯＶ９０細胞はＣＤ４４、ＣＤ１３
３、ＣＤ２４およびＣＤ１１７の高発現を示し、ＰＡ－１細胞はＣＤ４４、ＣＤ１３３、
ＣＤ９０およびＣＤ１１７の高発現を示し、ＮＥＣ－８およびＮＥＣ－１４細胞はマーカ
ーＣＤ１３３、ＣＤ９０、ＣＤ２４およびＣＤ１１７の発現レベル上昇を示す。
【０３３４】
　これらの所見は、ＣＬＤＮ６高発現細胞株がＣＳＣ様細胞に関して富化されていること
を指示し、ＣＬＤＮ６がＣＳＣマーカーであることをさらに裏付ける。
【０３３５】
（実施例６）
　ＣＬＤＮ６抗体と化学療法薬の併用による進行したヒト異種移植腫瘍の処置は、相乗的
に腫瘍細胞増殖を阻害し、生存期間を延長させる
　Ｈｓｄ：無胸腺ヌードＦｏｘｎ１ｎｕマウスにヒト癌細胞株を移植した。腫瘍が確立し
た後、腫瘍担持マウスを群分けし、ＣＬＤＮ６特異的モノクローナル抗体（ＩＭＡＢ０２
７）、化学療法薬または両者の組合せを投与した。対照群には抗体緩衝液を与えた（ビヒ
クル対照）。
【０３３６】
　具体的には、ヒトＥＳ－２（ＣＬＤＮ６）異種移植腫瘍の処置のために、ヒトＣＬＤＮ
６で安定にトランスフェクトしたヒト卵巣癌細胞株ＥＳ－２を、５％ＣＯ２を含む加湿イ
ンキュベータにおいて３７℃で、１×非必須アミノ酸溶液（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏ
ｇｉｅｓ）、７００μｇ／ｍｌ　Ｇ４１８（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）およ
び１０％ＦＣＳ（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）を含有する最小必須培地（Ｌｉ
ｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）中で培養した。移植のために、６週齢の雌性Ｈｓｄ：
無胸腺ヌードＦｏｘｎ１ｎｕマウスにＰＢＳ　２００μｌ中の５×１０６ＥＳ－２（ＣＬ
ＤＮ６）細胞を側腹部に皮下的に接種した。皮下腫瘍接種後３日目に、マウスを生理食塩
水対照、抗体または化学療法薬単独療法および抗体／細胞増殖抑制薬併用療法群のいずれ
かで処置した（各群につきｎ＝１２）。１５ｍｇ／ｋｇパクリタキセルまたは生理食塩水
対照を移植後３、１０および１７日目に投与した。抗体維持処置を、週に３回の３５ｍｇ
／ｋｇ　ＩＭＡＢ０２７またはビヒクル対照（ＩＭＡＢ０２７緩衝液）のボーラス注射（
交互にｉ．ｖ．／ｉ．ｐ．／ｉ．ｐ．）で４日目に開始した。腫瘍量および動物の健康状
態を週に２回観測した。腫瘍が１４００ｍｍ３の最大値の体積に達したときまたは腫瘍が
潰瘍性になったときにマウスを犠死させた。腫瘍増殖の阻害を、クラスカル・ウォリス検
定およびポストホック・ダンの多重比較検定を使用して分析した。
【０３３７】
　進行したヒトＮＥＣ１４異種移植腫瘍の処置のために、ヒト精巣生殖細胞腫瘍細胞株Ｎ
ＥＣ１４を、５％ＣＯ２を含む加湿インキュベータにおいて３７℃で、１０％ＦＣＳ（Ｌ
ｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）を含有するＲＰＭＩ　１６４０培地ＧｌｕｔａＭＡ
Ｘ（商標）（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）中で供給者の指示に従って培養した
。移植のために、６～８週齢の雌性Ｈｓｄ：無胸腺ヌードＦｏｘｎ１ｎｕマウスにＰＢＳ
　２００μｌ中の２×１０７ＮＥＣ１４細胞を側腹部に皮下的に接種した。進行後処置試
験において、腫瘍を５０～１５０ｍｍ３の体積に成長させ、マウスを処置の前に対照、抗
体または細胞増殖抑制薬単独療法および抗体／細胞増殖抑制薬併用療法群（各群につきｎ
＝１９）に群分けした。移植後６日目に、薬剤単独または併用またはビヒクル対照（生理
食塩水）を以下のように投与した：６、７、８、９および１０日目に１ｍｇ／ｋｇシスプ
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ラチンのボーラスｉ．ｐ．注射；６、１３および２０日目に３０ｍｇ／ｋｇカルボプラチ
ンのボーラスｉ．ｐ．注射；ならびに週に３回の３５ｍｇ／ｋｇ　ＩＭＡＢ０２７または
ビヒクル対照（ＩＭＡＢ０２７緩衝液）のボーラス注射（交互にｉ．ｖ．／ｉ．ｐ．／ｉ
．ｐ．）での抗体維持処置。腫瘍量を週に２回観測した。腫瘍が１４００ｍｍ３の最大値
の体積に達したときまたは腫瘍が潰瘍性になったときにマウスを犠死させた。腫瘍増殖の
阻害を、クラスカル・ウォリス検定およびポストホック・ダンの多重比較検定を使用して
分析した。
【０３３８】
　対照群と比較して、ヒトＣＬＤＮ６を異所性に発現するヒトＥＳ－２（ＣＬＤＮ６）異
種移植腫瘍のパクリタキセルでの処置は有効でなく、抗腫瘍活性を示さない。これに対し
、ＩＭＡＢ０２７はマウスにおいて腫瘍増殖を阻害し、生存期間を延長させる。ＩＭＡＢ
０２７とパクリタキセルの併用での処置は、腫瘍増殖を相乗的に阻害する（図８）。
【０３３９】
　さらに、単剤としてのシスプラチンおよびＩＭＡＢ０２７はどちらも、ＮＥＣ１４腫瘍
担持動物において腫瘍増殖を極めて有意に低減することができる。しかし、初期の腫瘍増
殖阻害後、本発明者らは大部分の動物において再発性腫瘍増殖を観察した。併用療法アプ
ローチでは、シスプラチンおよびＩＭＡＢ０２７は相乗的に作用し、腫瘍増殖を阻害する
だけでなく、完全なＮＥＣ１４腫瘍寛解を誘発する。生存率データは、シスプラチンと併
用したＩＭＡＢ０２７の治療効果を最も印象的に示す。単剤アプローチと比較して、シス
プラチンと共にＩＭＡＢ０２７で処置したほとんどすべてのマウスが腫瘍移植後９０日目
にもまだ生存した（図９）。
【０３４０】
　マウスが担持するＮＥＣ１４異種移植腫瘍の進行後処置において、カルボプラチンなど
の他のプラチン誘導体は非常に限られた抗腫瘍効果しか示さない。ＩＭＡＢ０２７とカル
ボプラチンの併用は、しかしながら、腫瘍増殖の極めて効率的な阻害と生存期間の延長に
よる相乗的な腫瘍阻害作用をもたらす（図１０）。
【０３４１】
　したがって、化学療法薬とＣＬＤＮ６特異的抗体の併用は、ヒト腫瘍細胞を移植したマ
ウスの腫瘍増殖の阻害を増大させ、生存期間を延長させる。化学療法薬と抗体の併用は、
腫瘍細胞増殖の阻害および生存期間の延長に関する相乗効果を生じさせる。
【０３４２】
（実施例７）
　ＣＬＤＮ６はＣＳＣマーカーである
　実施例７．１：ＣＬＤＮ６は卵巣癌細胞のスフェア形成挙動のために重要である
　腫瘍細胞のＣＳＣ様特性を分析するためのもう１つの有効なアッセイはスフェア形成ア
ッセイである。このアッセイを用いて、ＣＳＣの典型的な特徴である足場非依存性増殖に
関する細胞の能力を容易に検討することができる。ＣＬＤＮ６が腫瘍細胞の足場非依存性
増殖に役割を果たすかどうかを分析するため、本発明者らは、ＣＬＤＮ６陽性細胞の亜集
団だけを含む卵巣腫瘍細胞株、ＣＯＶ３１８細胞を選択した。ＣＯＶ３１８細胞をそのＣ
ＬＤＮ６発現に関して選別し、ＣＬＤＮ６陽性およびＣＬＤＮ６陰性細胞集団に幹細胞特
異的条件下で２１日間スフェアを形成させた。スフェア形成アッセイは、ＣＬＤＮ６陽性
ＣＯＶ３１８細胞は幹細胞特異的条件下で培養した場合スフェアを形成する能力を示すが
、ＣＬＤＮ６陰性細胞はほぼ完全に死滅することを明らかにした（図１１Ａ）。これらの
所見は、ＣＬＤＮ６陽性画分が、足場非依存性増殖の能力を示す幹細胞富化集団であるこ
とを指示する。
【０３４３】
　未分化状態を維持しながら細胞分裂の数多くのサイクルを通過するＣＬＤＮ６陽性ＣＯ
Ｖ３１８細胞の能力を定義するため、本発明者らは第二世代スフェアを生成するスフェア
の能力を分析した。このためにＣＬＤＮ６陽性ＣＯＶ３１８細胞の第一世代スフェア（播
種後２２日目）を単細胞に解離させ、その後再びプレートした。再プレート後２３日目に



(78) JP 2016-533738 A 2016.11.4

10

20

30

40

50

、第二世代のスフェアが形成し、これらの新たに形成されたスフェアが最初の第一世代ス
フェアよりも形態学的に規則正しいことを明らかに観察することができた（図１１Ｂ）。
これらの観察は、ＣＯＶ３１８細胞のＣＬＤＮ６陽性画分がこの細胞株の幹細胞画分であ
ることをさらに確認する。
【０３４４】
　合わせて考慮すると、これらの結果は、ＣＬＤＮ６が、癌幹細胞の本質的な特徴である
、卵巣癌細胞の足場非依存性増殖において顕著な役割を果たすことを明らかに示す。
【０３４５】
　実施例７．２：インビトロでの化学療法薬での処置後のＣＬＤＮ６陽性ＣＯＶ３１８細
胞の富化
　卵巣癌細胞株ＣＯＶ３１８はＣＬＤＮ６の不均一な発現を示し、非常に小さな亜集団の
細胞（約０．３～０．５％）がＣＬＤＮ６を発現する。インビトロでのプラチン誘導体に
よるＣＯＶ３１８の処置は、各々の場合により高いパーセント（＞　２％）のＣＬＤＮ６
陽性細胞を有する残存細胞集団を生成する（図１２）。処置後のＣＬＤＮ６陽性細胞の特
異的蓄積は、これらの細胞が化学療法の間、選択的な生存または増殖の有利さを有し得る
ことを示す。従来の化学療法に対する耐性はＣＳＣの特徴である。
【０３４６】
　実施例７．３：インビボでのＣＬＤＮ６陽性ＣＯＶ３１８細胞の富化
　以前の試験で、本発明者らは、無胸腺ヌードマウスの側腹部に皮下注射したＣＯＶ３１
８細胞が弱い腫瘍形成性であることを認めた。これに対し、腹腔内注射によってＣＯＶ３
１８細胞を摂取したマウスは、１００日以上のうちに悪性腹水と腹膜腫瘍を発症した。親
ＣＯＶ３１８細胞と異なり（図１３Ａ）、腹水および腫瘍から単離した細胞の大部分はＣ
ＬＤＮ６陽性であった（図１３Ｂ、上のパネル）。ＣＯＶ３１８細胞は、標準的な条件下
で培養した後、再びインビトロでのＣＬＤＮ６発現を喪失した（図１３Ｂ、下のパネル）
。これは、ＣＬＤＮ６陽性ＣＯＶ３１８細胞がより大きな腫瘍形成能を示すことを意味し
、小さなＣＬＤＮ６陽性亜集団がＣＳＣを含有することを示唆する。
【０３４７】
　実施例７．４：ＣＬＤＮ６は原発性腫瘍試料中の卵巣癌幹細胞マーカーと相関する
　本発明者らの以前の結果は、卵巣癌細胞株においてＣＬＤＮ６が一部のＣＳＣマーカー
と共局在することを示したので、本発明者らは次に、ＣＬＤＮ６発現が卵巣癌患者からの
原発性腫瘍試料中のＣＳＣマーカーとも相関するかどうかを調べた。
【０３４８】
　このために、ＣＬＤＮ６および文献中で卵巣癌に特異的な癌幹細胞であると記述されて
いる選択したマーカー（ＣＴＣＦＬ、ＬＩＮ２８Ｂ、ＣＤ２４、ＧＮＬ３、ＥｐＣＡＭ、
ＣＤ４４、ＡＢＣＧ２、ＡＬＤＨ１Ａ１、ＡＭＡＣＲ、ＡＴＸＮ１、ＢＭＩ１、ＢＭＰ４
、ＣＤ３４、ＣＤ１１７、Ｍｙｄ８８、Ｎａｎｏｇ、Ｎｏｔｃｈ　１、Ｐｏｕ５Ｆ１、Ｃ
Ｄ１３３、Ｓｎａｉｌ、Ｓｏｘ　２）のｍＲＮＡ発現を４２のヒト卵巣癌試料においてｑ
ＲＴ－ＰＣＲによって分析した。これらのマーカーとＣＬＤＮ６のその後の相関分析を、
スピアマンｒを用いて実施した。有意の相関からの散布図およびすべての相関の要約を図
１４に示す。
【０３４９】
　正の相関がＣＴＣＦＬ、ＬＩＮ２８Ｂ、ＣＤ２４、ＧＮＬ３およびＥＰＣＡＭとＣＬＤ
Ｎ６に関して認められ、一方ＣＤ４４は、分析した卵巣癌試料中のＣＬＤＮ６と負に相関
することが認められた（図１４Ａ）。検討した他のすべてのマーカーについては、有意の
相関は認められなかった（図１４Ｂ）。
【０３５０】
　これらの所見は、ＣＬＤＮ６がＣＳＣマーカーであることをさらに裏付ける。
【０３５１】
（実施例８）
　抗ＣＬＤＮ６抗体の抗腫瘍活性は化学療法薬との併用によって増強される
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　実施例８．１：ＩＭＡＢ０２７媒介性ＡＤＣＣへの化学療法剤の影響
　ＩＭＡＢ０２７媒介性ＡＤＣＣへの化学療法剤の影響を、カルボプラチン、ゲムシタビ
ン、パクリタキセル、ドキソルビシンおよびトポテカンでそれぞれ前処置したＣＯＶ３６
２（Ｌｕｃ）細胞を用いて分析した。フローサイトメトリによって示されるように、標的
細胞の前処置は細胞表面のＣＬＤＮ６のタンパク質レベルの上昇をもたらす（図１５Ｂ、
Ｄ、Ｆ、ＨおよびＪ）。未処置標的細胞と比較して、化学療法剤で処置した細胞の最大溶
解は３倍まで増大する（図１５Ａ、Ｃ、Ｆ、ＧおよびＩ）。要約すると、ＩＭＡＢ０２７
の抗腫瘍活性は化学療法薬との併用で増強され得る。
【０３５２】
　実施例８．２：ＩＭＡＢ０２７と多剤化学療法ＰＥＢ（シスプラチン、エトポシドおよ
びブレオマイシン）の併用は、ヒト腫瘍細胞株ＮＥＣ１４を移植したマウスの腫瘍増殖の
阻害を極めて有効に増大させ、生存期間を延長させる
　Ｈｓｄ：無胸腺ヌードＦｏｘｎ１ｎｕマウスにヒト精巣生殖細胞腫瘍細胞株ＮＥＣ１４
を皮下移植した。非常に進行した腫瘍を有するマウスをランダム化し、抗体ＩＭＡＢ０２
７、多剤化学療法ＰＥＢ（シスプラチン、エトポシドおよびブレオマイシン）またはＩＭ
ＡＢ０２７とＰＥＢの併用で処置した。
【０３５３】
　未処置およびＩＭＡＢ０２７処置マウスと比較して、多剤化学療法は腫瘍増殖を極めて
有意に低減する（図１６Ａ）。しかし、腫瘍が最初にＰＥＢ処置に応答した後、３０日目
には大部分の動物において腫瘍が増殖し始めた。腫瘍増殖の持続的な阻害は、ＰＥＢとＩ
ＭＡＢ０２７が相乗的に作用する併用アプローチにおいてのみ達成された（図１６Ｂ）。
未処置マウスは３０日の平均生存期間を示し、ＩＭＡＢ０２７およびＰＥＢで処置したマ
ウスではそれぞれ３４日と９７日の平均生存期間が認められた。ＰＥＢで処置した群では
、３／１４匹（２１％）のマウスが完全な腫瘍寛解を示し、１／１４匹（７％）のマウス
は試験終了時に約３０ｍｍ３の残存腫瘍塊を呈した。驚くべきことに、ＩＭＡＢ０２７と
併用してＰＥＢで処置した１２／１４匹（８６％）のマウスでは完全な腫瘍退縮が認めら
れた。１１匹のマウスは６か月以上にわたっていかなる再発もなしに治癒し、腫瘍を有し
ていない１匹のマウスは、全身健康状態の不良のために９３日目に安楽死させた（図１６
Ｃ）。試験は、ＩＭＡＢ０２７と併用してＰＥＢを投与された、非常に進行したヒトＮＥ
Ｃ１４精巣腫瘍を有する動物が、多剤化学療法単独で処置された動物と比較して有意に長
い生存期間および有意に高い応答率を有することを示した。
【０３５４】
（実施例９）
　抗ＣＬＤＮ６抗体－薬剤コンジュゲートはＣＬＤＮ６発現腫瘍を処置するのに極めて有
効である
　実施例９．１：インビトロでの毒素結合ＩＭＡＢ０２７の結合および抗腫瘍活性
　ＩＭＡＢ０２７－薬剤コンジュゲートＩＭＡＢ０２７－ＤＭ１およびＩＭＡＢ０２７－
ｖｃＭＭＡＥの相対的結合親和性を、フローサイトメトリを使用して卵巣癌細胞株ＯＶ９
０に関して試験した。飽和結合実験では、抗体の濃度を蛍光強度（ＭＦＩ）の中央値に対
してプロットし、ＥＣ５０（平衡状態で結合部位の半数に結合する抗体濃度）および最大
結合を非線形回帰によって計算した。コンジュゲート化していないＩＭＡＢ０２７と比較
して、両方のＩＭＡＢ０２７－薬剤コンジュゲートが類似の低いＥＣ５０値を示し、結合
の飽和は低濃度で達成された（図１７Ａ）。ＩＭＡＢ０２７－薬剤コンジュゲートの細胞
傷害活性を、ＸＴＴ増殖アッセイを用いてＯＶ９０細胞に関して測定した。用量－反応曲
線は、インビトロでＩＭＡＢ０２７－ＤＭ１およびＩＭＡＢ０２７－ｖｃＭＭＡＥに関し
て腫瘍細胞増殖の類似の阻害を示す（図１７Ｂ）。要約すると、ＤＭ１またはｖｃＭＭＡ
Ｅに結合したＩＭＡＢ０２７は、類似の相対的親和性でＣＬＤＮ６陽性標的細胞に結合し
、極めて有効に腫瘍細胞死滅を誘導する。
【０３５５】
　実施例９．２：毒素結合ＩＭＡＢ０２７抗ＣＬＤＮ６抗体での進行したヒト異種移植腫
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瘍の処置は腫瘍細胞増殖を阻害し、生存期間を延長させ、完全な腫瘍退縮を媒介する
　細胞傷害性薬剤に結合したＣＬＤＮ６特異的抗体ＩＭＡＢ０２７の抗腫瘍活性を、ＣＬ
ＤＮ６陽性ヒト癌細胞株を移植したマウスで試験した。この標的アプローチでは、ＩＭＡ
Ｂ０２７をメイタンシノイドＤＭ１またはアウリスタチンＥ（ＭＭＡＥ）に結合し、進行
した異種移植腫瘍を担持する無胸腺ヌードＦｏｘｎ１ｎｕマウスにおいて腫瘍増殖を観測
した。
【０３５６】
　進行したヒトＯＶ９０卵巣皮下異種移植腫瘍モデルの処置：
　毒素結合ＩＭＡＢ０２７の抗腫瘍作用を、均一なＣＬＤＮ６発現を有する進行したヒト
異種移植腫瘍担持マウスで試験した。腫瘍細胞移植後１０日目に処置を開始した。単回ｉ
．ｖ．ボーラス注射後、ＩＭＡＢ０２７－ＤＭ１およびＩＭＡＢ０２７－ｖｃＭＭＡＥは
、均一にＣＬＤＮ６を発現するＯＶ９０卵巣癌細胞異種移植腫瘍の腫瘍増殖を極めて有意
に阻害した（図１８および１９Ａ）。より重要な点として、１６ｍｇ／ｋｇ　ＩＭＡＢ０
２７－ｖｃＭＭＡＥの単回適用は、処置したマウスの６０％において完全な腫瘍寛解をも
たらした（図１９Ｂ）。
【０３５７】
　進行したヒトＰＡ－１卵巣皮下異種移植腫瘍モデルの処置：
　毒素結合ＩＭＡＢ０２７の抗腫瘍作用を、不均一なＣＬＤＮ６発現を有する進行した異
種移植腫瘍モデルでも試験した。皮下移植後、ＰＡ－１異種移植腫瘍は、一定期間後にＣ
ＬＤＮ６発現を喪失した（図２０Ｃ）。１５日目に処置を開始した。その時点で、ＰＡ－
１異種移植腫瘍はＣＬＤＮ６発現を喪失し始めた。動物に、単回ｉ．ｖ．ボーラス注射に
よって４、８または１６ｍｇ／ｋｇ　ＩＭＡＢ０２７－ｖｃＭＭＡＥを投与した。対照動
物には、その代わりに非コンジュゲート化ＩＭＡＢ０２７またはビヒクル対照緩衝液を与
えた。
【０３５８】
　ＩＭＡＢ０２７－ｖｃＭＭＡＥでの処置は、ＰＡ－１異種移植腫瘍の腫瘍増殖を極めて
有意に阻害し、腫瘍担持マウスの生存期間を延長させたが、ＩＭＡＢ０２７またはＩＭＡ
Ｂ０２７－ＤＭ１（データは示していない）はＰＡ－１腫瘍増殖に影響を及ぼさなかった
（図２０ＡおよびＢ）。
【０３５９】
　腫瘍バルク中のＣＬＤＮ６陽性腫瘍細胞のレベル低下が、おそらくこのインビボ腫瘍モ
デルにおけるＩＭＡＢ０２７およびＩＭＡＢ０２７－ＤＭ１の弱い抗腫瘍活性の原因であ
る。ＩＭＡＢ０２７－ＤＭ１は、非切断可能なリンカーによって非膜透過性毒素ＤＭ１に
結合される。これに対し、ＩＭＡＢ０２７－ｖｃＭＭＡＥは、カテプシンで切断可能なリ
ンカーによって細胞膜透過性毒素ＭＭＡＥに結合される。細胞プロセシング後の膜透過性
形態のＭＭＡＥの放出は、特定のエピトープを欠く腫瘍細胞の死滅を促進する（バイスタ
ンダー効果）。それゆえ、ＩＭＡＢ０２７－ｖｃＭＭＡＥでの処置は、ＣＬＤＮ６陽性お
よびＣＬＤＮ６陰性細胞の両方を含有するＰＡ－１腫瘍を根絶するのに極めて有効である
。
【０３６０】
　要約すると、ＩＭＡＢ０２７－ｖｃＭＭＡＥは、バイスタンダー細胞の標的細胞活性化
死滅によって不均一なＣＬＤＮ６発現を有するヒト異種移植腫瘍を死滅させるうえで極め
て効率的である。
【０３６１】
　進行したヒトＭＫＮ７４胃皮下異種移植腫瘍モデルの処置：
　進行した腫瘍ではＣＬＤＮ６発現を喪失するＰＡ－１異種移植腫瘍と異なり、ＭＫＮ７
４異種移植腫瘍はＣＬＤＮ６発現を獲得する。ＣＬＤＮ６特異的抗体ＩＭＡＢ０２７を使
用したフローサイトメトリによって示されるように、胃癌細胞株ＭＫＮ７４の＜０．３％
の細胞がインビトロでＣＬＤＮ６陽性である。興味深いことに、無胸腺ヌードマウスにお
ける皮下移植後にかなりの数の腫瘍細胞がＣＬＤＮ６発現を示す（図２１Ｃ）。１６ｍｇ
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／ｋｇ　ＩＭＡＢ０２７－ｖｃＭＭＡＥでの確立されたＭＫＮ７４異種移植腫瘍の処置は
、腫瘍増殖の極めて有意の阻害を生じさせ、生存期間を延長させる（図２１ＡおよびＢ）
。
【０３６２】
　ＩＭＡＢ０２７－ｖｃＭＭＡＥで認められた腫瘍増殖阻害は、バイスタンダー細胞の標
的細胞活性化死滅によって引き起こされ得る。
【０３６３】
　進行したヒトＰＡ－１卵巣腹腔内異種移植腫瘍モデルの処置：
　ｓ．ｃ．異種移植腫瘍の処置に加えて、毒素結合ＩＭＡＢ０２７抗体を、インビボ観測
のためにルシフェラーゼを異所性に発現するＰＡ－１細胞を使用してｉ．ｐ．異種移植腫
瘍モデルにおいてそれらの抗腫瘍活性に関しても試験した（図２２）。マウスに、腫瘍細
胞移植後１４日目に単回ボーラスｉ．ｖ．注射によって１６ｍｇ／ｋｇ　ＩＭＡＢ０２７
－ＤＭ１または１６ｍｇ／ｋｇ　ＩＭＡＢ０２７－ｖｃＭＭＡＥを投与した。
【０３６４】
　インビボでの生物発光強度の測定は、ＩＭＡＢ０２７－ＤＭ１での処置後に腹膜ＰＡ－
１転移の腫瘍増殖阻害を明らかにした。さらに、ＩＭＡＢ０２７－ｖｃＭＭＡＥは、ＩＭ
ＡＢ０２７－ＤＭ１またはビヒクルよりも有意に高い抗腫瘍作用を示し、１００％の動物
において腹膜腫瘍の完全な退縮をもたらした（図２２）。
【０３６５】
　要約すると、ＩＭＡＢ０２７－ｖｃＭＭＡＥおよびＩＭＡＢ０２７－ＤＭ１は、インビ
ボで試験した濃度範囲内で毒性副作用を示すことなく極めて有効である。ＩＭＡＢ０２７
－ＤＭ１は皮下異種移植腫瘍の腫瘍増殖を有意に阻害し、腹膜異種移植腫瘍の腫瘍増殖を
低下させた。ＩＭＡＢ０２７－ｖｃＭＭＡＥは、均一なまたはさらには不均一なＣＬＤＮ
６発現を有する皮下または腹膜ヒト異種移植腫瘍を担持する動物の腫瘍増殖を極めて有意
に阻害し、生存期間を延長させた。最も印象的なのは、大部分の腫瘍担持動物がＭＭＡＥ
結合抗体での処置後に治癒したことである。特に腫瘍が不均一なＣＬＤＮ６発現を示す動
物で認められた、ＩＭＡＢ０２７－ｖｃＭＭＡＥの卓越した抗腫瘍活性は、ＩＭＡＢ０２
７－ｖｃＭＭＡＥコンジュゲートが低いパーセントのＣＬＤＮ６陽性度を有する腫瘍を処
置するのに適していることを明らかにする。
【０３６６】
　実施例９．３：ＣＬＤＮ６特異的抗体のエンドサイトーシスはそれらの親和性およびＣ
ＬＤＮ６結合エピトープに依存する
　毒素結合抗体の細胞傷害性効果は、インターナリゼーションのためのそれらの標的媒介
潜在能に厳密に依存する。したがって、高いエンドサイトーシス率を有する抗体の作製は
毒素結合抗体の開発における必須の重要な因子である。
【０３６７】
　内因性にＣＬＤＮ６を発現するヒト癌細胞を、ＣＬＤＮ６反応性モノクローナルキメラ
抗体および毒素サポリンに結合した抗ヒトＦａｂフラグメントと共にインキュベートする
ことによってインビトロでエンドサイトーシスの効率を試験した。ＣＬＤＮ６結合抗体／
Ｆａｂ－サポリン複合体のインターナリゼーションは細胞の特異的死滅を生じさせ、細胞
生存能アッセイを用いて測定することができる。種々のＣＬＤＮ６反応性抗体のスクリー
ニングは、エンドサイトーシスが抗体の結合親和性だけでなく、抗原エピトープにも依存
することを明らかにする。本発明者らは、ＣＬＤＮ６の第一細胞外ループ内のエピトープ
へのＣＬＤＮ６特異的抗体の結合がＯＶ－９０およびＰＡ－１ヒト癌細胞におけるエンド
サイトーシスを支持することを観察する。注目すべきは、別のエピトープに類似かまたは
より高い親和性で結合するＣＬＤＮ６反応性抗体５Ｆ２Ｄ２は、このアッセイにおいてよ
り低い細胞傷害性潜在能を示す（図２３）。
【０３６８】
（実施例１０）
　上記実施例７～９で使用した試験材料および方法
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　細胞培養：
　発光レポーター遺伝子を安定に発現するＣＯＶ３６２（Ｌｕｃ）およびＰＡ－１（Ｌｕ
ｃ）細胞を、それぞれホタルルシフェラーゼでの細胞株ＣＯＶ３６２（ＥＣＡＣＣ、０７
０７１９１０）およびＰＡ－１（ＡＴＣＣ、ＣＲＬ－１５７２）の安定なトランスフェク
ションによって作製した。
【０３６９】
　ＮＥＣ１４（ＪＣＲＢ、０１６２）およびＭＫＮ７４（ＪＣＲＢ、０２５５）細胞を、
１０％熱不活性化ＦＣＳ（Ｇｉｂｃｏ、１０２７０－１０６）を添加したＲＰＭＩ１６４
０培地（Ｇｉｂｃｏ、６１８７０－０１０）中で培養した。ＣＯＶ３１８（ＥＣＡＣＣ、
０７０７１９０３）およびＣＯＶ３６２（Ｌｕｃ）細胞は、２ｍＭ　ＧｌｕｔａＭＡＸ（
Ｇｉｂｃｏ、３５０５０－０３８）および１０％熱不活性化ＦＣＳを含有するＤＭＥＭ（
Ｇｉｂｃｏ、４１９６５－０３９）中で培養した。ＰＡ－１およびＰＡ－１（Ｌｕｃ）細
胞は、１．５ｇ／ｌ重炭酸ナトリウム（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、２５０８０）、１ｍＭピ
ルビン酸ナトリウム（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、１１３６０）、１％非必須アミノ酸（Ｇｉ
ｂｃｏ、１１１４０－０３５）および１０％熱不活性化ＦＣＳを添加したＭＥＭ（Ｇｉｂ
ｃｏ、３１０９５－０２９）中で培養した。ＯＶ９０（ＡＴＣＣ、ＣＲＬ－１１７３２）
細胞は、１．５ｇ／ｌ重炭酸ナトリウムおよび１５％熱不活性化ＦＣＳを添加した、ＭＣ
Ｂ１０５　（Ｓｉｇｍａ、Ｍ６３９５）および１９９培地（Ｓｉｇｍａ、Ｍ４５３０）の
１：１混合物中で培養した。細胞を３７℃および５％ＣＯ２で増殖させた。
【０３７０】
　フローサイトメトリによるＣＬＤＮ６発現の測定：
　０．０５％トリプシン／ＥＤＴＡ（Ｇｉｂｃｏ、２５３００－０５４）を用いて細胞を
採取し、ＦＡＣＳ緩衝液（２％ＦＣＳ（Ｇｉｂｃｏ、１０２７０－１０６）および０．１
％アジ化ナトリウム（Ａｐｐｌｉｃｈｅｍ、Ａ１４３０）を含有するＰＢＳ）で洗浄して
、２×１０６細胞／ｍｌの濃度でＦＡＣＳ緩衝液に再懸濁した。細胞懸濁液１００μｌを
、２．５μｇ／ｍｌの濃度の抗ＣＬＤＮ６抗体ＩＭＡＢ０２７またはアイソタイプ対照ヒ
トＩｇＧ１抗体（Ｓｉｇｍａ、Ｉ５１５４）と共に４℃で３０分間インキュベートした。
細胞をＦＡＣＳ緩衝液で３回洗浄し、ＦＡＣＳ緩衝液中で１：２００希釈したＡＰＣ結合
Ｆ（ａｂ'）２フラグメントヤギ抗ヒトＩｇＧ（Ｊａｃｋｓｏｎ　ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅ
ａｒｃｈ、１０９－１３６－１７０）と共に４℃で３０分間インキュベートした。細胞を
２回洗浄し、ＦＡＣＳ緩衝液に再懸濁した。ＢＤ　ＦＡＣＳＡｒｒａｙ（ＢＤ　Ｂｉｏｓ
ｃｉｅｎｃｅｓ）およびＦｌｏｗＪｏソフトウェア（Ｔｒｅｅ　Ｓｔａｒ　Ｉｎｃ．）を
使用してフローサイトメトリによって結合を分析した。生／死染料ヨウ化プロピジウム（
Ｓｉｇｍａ、Ｐ４８６４）を使用して分析から死細胞を除外した。
【０３７１】
　プラチン誘導体でのＣＯＶ３１８細胞の処置：
　ＣＯＶ３１８細胞（１００ｍｍ細胞培養皿につき１．２×１０６細胞）を標準的な条件
下で増殖させた。２４時間後、細胞を０．５μｇ／ｍｌシスプラチンまたは２μｇ／ｍｌ
カルボプラチンで処置し、９６時間インキュベートした。培地を交換し、処置した細胞を
標準的な増殖条件下で増殖させた。３および６日後に、細胞をフローサイトメトリによっ
てＣＬＤＮ６発現に関して分析した。
【０３７２】
　細胞傷害性薬剤での処置後の抗体依存性細胞傷害（ＡＤＣＣ）：
　レポーターとしてのルシフェラーゼで安定にトランスフェクトしたヒト卵巣癌細胞株Ｃ
ＯＶ３６２を使用して、ＩＭＡＢ０２７媒介性ＡＤＣＣへのカルボプラチンおよびパクリ
タキセルの影響を測定した。ＣＯＶ３６２（Ｌｕｃ）細胞（１５０ｍｍ細胞培養皿につき
３×１０６細胞）を標準的な条件下で増殖させた。２４時間後、細胞を５ｎｇ／ｍｌパク
リタキセル、２０μｇ／ｍｌカルボプラチン、２５ｎｇ／ｍｌゲムシタビン、２０ｎｇ／
ｍｌドキソルビシンまたは７．５ｎｇ／ｍｌトポテカンで処置し、４日間インキュベート
した。培地を交換し、処置した細胞を、カルボプラチンおよびゲムシタビンについてはさ
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らに３日間またはパクリタキセル、ドキソルビシンもしくはトポテカンについては１０日
間、標準的な増殖条件下で増殖させた。
【０３７３】
　０．０５％トリプシン／ＥＤＴＡ（Ｇｉｂｃｏ、２５３００－０５４）を用いて細胞を
採取し、２ｍＭグルタミン（Ｇｉｂｃｏ、２５０３０－０８１）および２０ｍＭ　ＨＥＰ
ＥＳ（Ｇｉｂｃｏ、１５６３０－０５６）を含有するＤＭＥＭ中で２×１０５細胞／ｍｌ
の濃度に調整した。１×１０４細胞／ウェルを白色９６ウェルＰＰプレートに接種し、３
７℃および５％ＣＯ２で約５時間インキュベートした。
【０３７４】
　ＰＢＭＣ（末梢血単核細胞）を、Ｆｉｃｏｌｌ　Ｈｙｐａｑｕｅ（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈ
ｃａｒｅ、１７１４４００３）を使用して密度勾配遠心分離によってヒトドナー血液試料
から単離した。分裂間期を含むＰＢＭＣを単離し、２ｍＭ　ＥＤＴＡを含有するＰＢＳで
細胞を３回洗浄した。ＰＢＭＣを１．６×１０７細胞／ｍＬの濃度でＸ－Ｖｉｖｏ　１５
培地（Ｌｏｎｚａ、ＢＥ０４－４１８Ｑ）に再懸濁し、検定のときまで３７℃および５％
ＣＯ２で保存した。
【０３７５】
　ＩＭＡＢ０２７およびアイソタイプ対照抗体２５μｌを指示濃度で細胞に添加した。そ
の後、ＰＢＭＣ懸濁液２５μｌを添加し、細胞を３７℃および５％ＣＯ２で２４時間イン
キュベートした。
【０３７６】
　ＰＢＳ中の８％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００（Ｓｉｇｍａ、Ｔ８７８７）１０μｌを全溶
解対照に添加し、ＰＢＳ　１０μｌを最大生細胞対照および試料に添加した後、ルシフェ
リン混合物（ｄｄＨ２Ｏ中３．８４ｍｇ／ｍｌ　Ｄ－ルシフェリン（Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄ
ｒｉｃｈ、５０２２７）および１６０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ）５０μｌを添加し、細胞を暗所
で室温にて９０分間インキュベートした。ルミノメータ（Ｉｎｆｉｎｉｔｅ　Ｍ２００、
ＴＥＣＡＮ）を用いて生物発光を測定した。結果を統合デジタル相対光単位として示す。
【０３７７】
　特異的溶解を、以下として計算する。

【数１】

　最大生細胞：ＰＢＳ　１０μｌ、抗体なし
　全溶解：ＰＢＳ中８％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００　１０μｌ、抗体なし
【０３７８】
　無胸腺ヌードマウスにおけるＣＯＶ３１８細胞の腹腔内移植：
　ヒト卵巣癌細胞株ＣＯＶ３１８のインビボ腫瘍形成性およびＣＬＤＮ６陽性細胞の蓄積
をマウスにおいて試験した。それゆえ、ＰＢＳ中に再懸濁した２×１０７ＣＯＶ３１８細
胞を６～８週齢の雌性Ｈｓｄ：無胸腺ヌードＦｏｘｎ１ｎｕマウスに腹腔内注射した。マ
ウスを毎日観測した。ひとたび生命を脅かす症状が顕著に発現した場合は動物を安楽死さ
せた。腫瘍および腹水細胞を単離し、さらなる分析のために培養した。腫瘍を機械的に解
離させ、メッシュに通して、ＤＭＥＭ培地（Ｇｉｂｃｏ、４１９６５－０３９）で洗浄し
た。単細胞懸濁液を得るために、腫瘍細胞をアキュターゼ（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏ
ｇｉｅｓ、Ａ１１１０５－０１）で３７℃にて３０分処置し、４０μｍセルストレーナー
に通して、ＤＭＥＭ培地で洗浄した。腹水を収集し、ＡＣＫ（塩化アンモニウムカリウム
）溶解緩衝液（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、Ａ１０４９２－０１）を使用することによって混
入赤血球を除去した。腫瘍および腹水細胞を、ペニシリン／ストレプトマイシンを添加し
た標準的なＣＯＶ３１８培地（Ｇｉｂｃｏ、１５１４０）を用いて標準的な条件下で増殖
させた。細胞をフローサイトメトリによってＣＬＤＮ６発現に関してスクリーニングした
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。
【０３７９】
　非常に進行したヒトＮＥＣ１４異種移植腫瘍の処置：
　移植のために、６～８週齢の雌性Ｈｓｄ：無胸腺ヌードＦｏｘｎ１ｎｕマウスにＰＢＳ
　２００μｌ中の２×１０７ＮＥＣ１４細胞を側腹部に皮下的に接種した。非常に進行し
た後の処置試験では、腫瘍を最大１７０ｍｍ３の体積まで１３日間増殖させ、マウスを処
置の前に対照、ＩＭＡＢ０２７、ＰＥＢ（シスプラチン、エトポシド、ブレオマイシン）
およびＩＭＡＢ０２７／ＰＥＢ群（各群につきｎ＝１４）に群分けした。
【０３８０】
　移植後１３日目に、薬剤を以下のように投与した：１３、１４、１５、１６および１７
日目に１ｍｇ／ｋｇシスプラチンのボーラスｉ．ｐ．注射；１３、１４、１５、１６およ
び１７日目に５ｍｇ／ｋｇエトポシドのボーラスｉ．ｐ．注射；１３、１７および２１日
目に１０ｍｇ／ｋｇブレオマイシンのボーラスｉ．ｐ．注射。ＩＭＡＢ０２７は、１３日
目から１０１日目まで週に３回、３５ｍｇ／ｋｇ　ＩＭＡＢ０２７の交互のボーラスｉ．
ｖ．／ｉ．ｐ．／ｉ．ｐ．注射によって適用した。ビヒクル対照として、マウスに、抗体
の代わりに薬剤物質緩衝液またはＰＥＢの代わりに０．９％ＮａＣｌ溶液をそれぞれ与え
た。
【０３８１】
　腫瘍量および動物の健康状態を週に２回観測した。腫瘍が１４００ｍｍ３の体積に達し
たときまたは腫瘍が潰瘍性になったときにマウスを犠死させた。腫瘍増殖の阻害を、クラ
スカル・ウォリス検定およびポストホック・ダンの多重比較検定を使用して分析した。
【０３８２】
　スフェア形成アッセイ：
　スフェア形成アッセイのために、ＣＯＶ３１８細胞を０．５μｇ／ｍｌ　ＩＭＡＢ０２
７を用いてＣＬＤＮ６に関して４℃で３０分間染色し、次いでヤギ抗ヒトＩｇＧ二次抗体
（１：３００）と共に４℃で１０分間インキュベートして、その後ＢＤ　ＦＡＣＳＡｒｉ
ａセルソータを用いて細胞をそのＣＬＤＮ６発現に関して選別した。次に１×１０６ＣＬ
ＤＮ６陽性またはＣＬＤＮ６陰性選別細胞を、０．４％ウシ血清アルブミン、２０ｎｇ／
ｍｌ塩基性線維芽細胞増殖因子、１０ｎｇ／ｍｌ上皮増殖因子および５μｇ／ｍｌインス
リンを含有する無血清ＤＭＥＭ／Ｆ１２培地中で６ウェルＵｌｔｒａ　Ｌｏｗ　Ａｔｔａ
ｃｈｍｅｎｔ　Ｐｌａｔｅ（Ｃｏｒｎｉｎｇ）のウェルに接種し、これらの幹細胞特異的
条件下で２１日間、細胞にスフェアを形成させた。スフェアを破壊することなく１日おき
に培地を交換し、代表的な写真を定期的に撮影した。
【０３８３】
　第二世代スフェアの生成のために、ＣＬＤＮ６陽性ＣＯＶ３１８細胞の第一世代スフェ
ア（接種後２２日目）を単細胞に解離させ、その後再び６ウェルＵｌｔｒａ　Ｌｏｗ　Ａ
ｔｔａｃｈｍｅｎｔ　Ｐｌａｔｅのウェルにプレートした。再び、形成されたスフェアを
破壊することなく１日おきに培地を交換し、代表的な写真を定期的に撮影した。
【０３８４】
　Ｂｉｏ　Ｍａｒｋ（商標）ＨＤ　Ｓｙｓｔｅｍ（Ｆｌｕｉｄｉｇｍ）を使用した定量的
リアルタイムＲＴ－ＰＣＲ：
　４２のヒト卵巣癌試料を、Ｂｉｏ　Ｍａｒｋ（商標）ＨＤ　Ｓｙｓｔｅｍ（Ｆｌｕｉｄ
ｉｇｍ）を使用して、選択した卵巣癌幹細胞特異的因子（ＣＴＣＦＬ、ＬＩＮ２８Ｂ、Ｃ
Ｄ２４、ＧＮＬ３、ＥｐＣＡＭ、ＣＤ４４、ＡＢＣＧ２、ＡＬＤＨ１Ａ１、ＡＭＡＣＲ、
ＡＴＸＮ１、ＢＭＩ１、ＢＭＰ４、ＣＤ３４、ＣＤ１１７、Ｍｙｄ８８、Ｎａｎｏｇ、Ｎ
ｏｔｃｈ　１、Ｐｏｕ５Ｆ１、ＣＤ１３３、Ｓｎａｉｌ、Ｓｏｘ　２）に関してＴａｑＭ
ａｎ（登録商標）遺伝子発現アッセイ（Ｌｉｆｅ　ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）とｑＲＴ
－ＰＣＲによって分析した。それぞれの製造者の指示に従って、ＲＮｅａｓｙ　Ｍｉｎｉ
　Ｋｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ）を使用して卵巣癌試料からのＲＮＡの単離を実施し、Ｐｒｉｍ
ｅＳｃｒｉｐｔ　ＲＴ　Ｒｅａｇｅｎｔ　Ｋｉｔ（Ｔａｋａｒａ　Ｂｉｏ　Ｉｎｃ．）を
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使用してｃＤＮＡを合成した。ＴａｑＭａｎ（登録商標）ＧＥ　Ａｓｓａｙｓ　ｒｅｖ　
Ａ２を使用してＦｌｕｉｄｉｇｍ（登録商標）Ａｄｖａｎｃｅｄ　Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎ
ｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌ　２８－Ｆａｓｔ　Ｇｅｎｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ａｎａｌｙ
ｓｉｓに従って試料を調製し、分析した。ＩＦＣ　Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｒ　ＨＸによって
９６．９６　Ｇｅｎｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ｄｙｎａｍｉｃ　Ａｒｒａｙ　ＩＦＣへ
の充填を実施した。チップアレイをＦｌｕｉｄｉｇｍ　ＢｉｏＭａｒｋ（商標）ＨＤシス
テムによって分析した。ＴａｑＭａｎ　ＰｒｅＡｍｐ　ＭａｓｔｅｒＭｉｘをＡｐｐｌｉ
ｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓより購入した。データセットをΔΔＣｔ法に従って評価した
。選択した卵巣癌幹細胞マーカーとＣＬＤＮ６の相関分析を、スピアマンｒを用いて実施
した。相関値の有意性を、相関係数に関する検定によって評価した。ベンジャミニとホッ
シュバーグの方法を用いて多重検定のためにｐ値を調整し、調整したｐ値≦０．０５を有
意とみなした。
【０３８５】
　ＣＬＤＮ６抗体の毒素結合：
　モノクローナル抗体の毒素結合をＰｉｒａｍａｌ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ（Ｇｒａｎｇ
ｅｍｏｕｔｈ，ＵＫ）において実施した。
【０３８６】
　ＤＭ１結合のために、裸の抗体を、ＰＢＳ（ｐＨ７．２）中で室温にて１時間のインキ
ュベーションによってリシン基の遊離ＮＨ２残基と反応するＳＭＣＣ（６×モル濃度）で
改変した。その後改変した抗体を３５ｍＭクエン酸緩衝液（ｐＨ５．０）に透析し、逆エ
ルマンアッセイを用いてリンカー対抗体の比率を測定した。ＤＭ１（６×モル濃度）を、
室温で１７時間のインキュベーションによってそのスルフヒドリル基を介してＳＭＣＣリ
ンカーのマレイミド部分に結合した。結合抗体を製剤緩衝液（２０ｍＭ　Ｈｉｓ、８５ｍ
ｇ／ｍｌスクロース、ｐＨ５．８）に透析し、－８０℃で保存した。薬剤抗体比を紫外分
光法によって分析し、ＳＥＣ－ＨＰＬＣによってモノマー含量を、およびＲＰ－ＨＰＬＣ
によって遊離薬剤含量を分析した。
【０３８７】
　ＭＭＡＥ結合のために、裸の抗体をＰＢＳ（ｐＨ７．２）に透析し、トラウト試薬（２
－イミノチオラン）（２０×モル濃度）を使用して室温で２時間、リシン残基の遊離ＮＨ
２基をチオール化することによって改変した。その後チオール化した抗体を３５ｍＭクエ
ン酸緩衝液（ｐＨ５．５）に透析し、逆エルマンアッセイを用いてリンカー対抗体の比率
を測定した。ｖｃＭＭＡＥ（６×モル濃度）を、室温で１５時間のインキュベーションに
よってカテプシン切断性リンカーのバリンを介してチオール化抗体のスルフヒドリル基に
結合した。結合抗体を製剤緩衝液（２０ｍＭ　Ｈｉｓ、８５ｍｇ／ｍｌスクロース、ｐＨ
５．８）に透析し、－８０℃で保存した。薬剤抗体比を紫外分光法によって分析し、ＳＥ
Ｃ－ＨＰＬＣによってモノマー含量を、およびＲＰ－ＨＰＬＣによって遊離薬剤含量を分
析した。
【０３８８】
　フローサイトメトリによる相対的結合親和性の測定：
　０．０５％トリプシン／ＥＤＴＡ（Ｇｉｂｃｏ、２５３００－０５４）を用いて細胞を
採取し、ＦＡＣＳ緩衝液（２％ＦＣＳ（Ｇｉｂｃｏ、１０２７０－１０６）および０．１
％アジ化ナトリウム（Ａｐｐｌｉｃｈｅｍ、Ａ１４３０）を含有するＰＢＳ）で洗浄して
、２×１０６細胞／ｍｌの濃度でＦＡＣＳ緩衝液に再懸濁した。細胞懸濁液１００μｌを
ＩＭＡＢ０２７、ＩＭＡＢ０２７－ＤＭ１またはＩＭＡＢ０２７－ｖｃＭＭＡＥ（０．１
ｎｇ／ｍｌ～２０μｇ／ｍｌの力価シリーズ）と共に４℃で３０分間インキュベートした
。次いで細胞をＦＡＣＳ緩衝液で３回洗浄し、ＦＡＣＳ緩衝液中で１：２００希釈した抗
ヒトＩｇＧ（Ｊａｃｋｓｏｎ　ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ、１０９－１３６－１７０
）と共に４℃で３０分間インキュベートした。その後、細胞を２回洗浄し、ＦＡＣＳ緩衝
液１００μｌに再懸濁した。ＢＤ　ＦＡＣＳＡｒｒａｙ（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ
）およびＦｌｏｗＪｏソフトウェア（Ｔｒｅｅ　Ｓｔａｒ　Ｉｎｃ．）を使用してフロー
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サイトメトリによって結合を分析した。
【０３８９】
　毒素結合ＩＭＡＢ０２７に関する生存能アッセイ：
　ヒト腫瘍細胞株の生存能へのＩＭＡＢ０２７－ＤＭ１およびＩＭＡＢ０２７－ｖｃＭＭ
ＡＥの作用を、細胞代謝活性を検出する比色アッセイ（ＡｐｐｌｉＣｈｅｍからのＣｅｌ
ｌ　Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ　ＸＴＴ）を用いてインビトロで測定した。
【０３９０】
　ＯＶ９０細胞を、０．０５％トリプシン／ＥＤＴＡ（Ｇｉｂｃｏ、２５３００－０５４
）を用いて採取し、２５００細胞を９６ウェル培養物中の増殖培地５０μｌに播種した。
２４時間後、一連の濃度のＤＭ１結合ＩＭＡＢ０２７およびＭＭＡＥ結合ＩＭＡＢ０２７
または培地５０μｌに希釈したアイソタイプ対照抗体を添加した。未処置細胞が約８０％
の集密度に達するまで細胞を３～７日間培養した。ＡｐｐｌｉＣｈｅｍ　Ｃｅｌｌ　Ｐｒ
ｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ　ＩＩ（ＡｐｐｌｉＣｈｅｍ、Ａ８０８８－１０００）
を製造者に指示に従って使用して細胞生存能を分析した。ＸＴＴ試薬との３～５時間のイ
ンキュベーション後、細胞上清１００μｌを新たな９６ウェルアッセイプレートに移し、
分光光度計（Ｔｅｃａｎ）を用いて４８０ｎｍ（参照６３０ｎｍ）で吸光度を測定した。
【０３９１】
　生存能を以下の方程式を用いて計算した。
【数２】

　ブランク：細胞なしの培地およびＸＴＴ
  最大生細胞：細胞、培地およびＸＴＴ
【０３９２】
　ＧｒａｐｈＰａｄ　Ｐｒｉｓｍ　６ソフトウェアを使用して非線形回帰によってＥＣ５
０値を決定した。
【０３９３】
　進行した皮下ＯＶ９０異種移植腫瘍の処置：
　ヒト卵巣癌細胞株ＯＶ９０を標準的な条件下で培養した。移植のために、６～８週齢の
雌性Ｈｓｄ：無胸腺ヌードＦｏｘｎ１ｎｕマウスにＰＢＳ　２００μｌ中の１×１０７Ｏ
Ｖ９０細胞を側腹部に皮下的に接種した。進行後処置試験では、腫瘍を１０日間増殖させ
、５０～１５０ｍｍ３体積の確立した腫瘍を有するマウスを処置の前にビヒクルと抗体群
（ｎ＝１０）に無作為に割り当てた。腫瘍体積（ＴＶ＝（長さ×幅２）／２）を週に２回
観測した。ＴＶをｍｍ３で表し、経時的な腫瘍増殖曲線を作成した。
【０３９４】
　最初の用量範囲設定試験では、動物にビヒクル、ＩＭＡＢ０２７－ＤＭ１（１．７８ｍ
ｇ／ｋｇ、５．３３ｍｇ／ｋｇまたは１６ｍｇ／ｋｇ）を１回ｉ．ｖ．注射し、移植後３
５日目に解剖した。２回目の用量範囲設定試験では、動物にビヒクル、ＩＭＡＢ０２７－
ｖｃＭＭＡＥ（４ｍｇ／ｋｇ、８ｍｇ／ｋｇもしくは１６ｍｇ／ｋｇ）またはＩＭＡＢ０
２７－ＤＭ１（１．３３ｍｇ／ｋｇ、２．６７ｍｇ／ｋｇもしくは５．３３ｍｇ／ｋｇ）
を１回ｉ．ｖ．注射した。ＩＭＡＢ０２７を３５ｍｇ／ｋｇ　ＩＭＡＢ０２７の交互のボ
ーラスｉ．ｖ．／ｉ．ｐ．／ｉ．ｐ．注射によって週に３回適用した。腫瘍が１４００ｍ
ｍ３より大きな体積に達したときまたは潰瘍性になったときにマウスを犠死させた。腫瘍
増殖の阻害を、クラスカル・ウォリス検定およびポストホック・ダンの多重比較検定を使
用して分析した。生存率は、マンテル・コックス検定を用いて分析した。
【０３９５】
　進行した皮下ＰＡ－１異種移植腫瘍の処置および腫瘍切片の免疫組織化学：
　ヒト卵巣癌細胞株ＰＡ－１を標準的な条件下で培養した。移植のために、６～８週齢の
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雌性Ｈｓｄ：無胸腺ヌードＦｏｘｎ１ｎｕマウスにＰＢＳ　２００μｌ中の１×１０７Ｐ
Ａ－１細胞を側腹部に皮下的に接種した。進行後処置試験では、腫瘍を１５日間増殖させ
、４０～１２０ｍｍ３体積の確立した腫瘍を有するマウスを処置の前にビヒクルと抗体群
（ｎ＝１０）に無作為に割り当てた。腫瘍体積（ＴＶ＝（長さ×幅２）／２）を週に２回
観測した。ＴＶをｍｍ３で表し、経時的な腫瘍増殖曲線を作成した。
【０３９６】
　動物にビヒクル、ＩＭＡＢ０２７－ｖｃＭＭＡＥ（４ｍｇ／ｋｇ、８ｍｇ／ｋｇもしく
は１６ｍｇ／ｋｇ）またはＩＭＡＢ０２７－ＤＭ１（４ｍｇ／ｋｇ、８ｍｇ／ｋｇもしく
は１６ｍｇ／ｋｇ）を１回ｉ．ｖ．注射した。ＩＭＡＢ０２７を３５ｍｇ／ｋｇ　ＩＭＡ
Ｂ０２７の交互のボーラスｉ．ｖ．／ｉ．ｐ．／ｉ．ｐ．注射によって週に３回適用した
。腫瘍が１４００ｍｍ３より大きな体積に達したときまたは潰瘍性になったときにマウス
を犠死させた。腫瘍増殖の阻害を、クラスカル・ウォリス検定およびポストホック・ダン
の多重比較検定を使用して分析した。生存率は、マンテル・コックス検定を用いて分析し
た。
【０３９７】
　腫瘍の確立と進行の間のＣＬＤＮ６発現を分析するため、未処置マウスのＰＡ－１腫瘍
を７、１４および５６日目にそれぞれ切除し、ホルマリン固定して、パラフィンに包埋し
た。４μｍの組織切片を各試料のＦＦＰＥ（ホルマリン固定パラフィン包埋）ブロックか
ら調製し、接着スライド（ＳｕｐｅｒＦｒｏｓｔ　Ｕｌｔｒａ　Ｐｌｕｓ、Ｔｈｅｒｍｏ
　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）に封入して、６０℃で６０分間焼成した。染色
の前に、ＦＦＰＥ組織切片を脱パラフィン化した。０．０５％Ｔｗｅｅｎ－２０（ｐＨ６
．０）を添加した１０ｍＭクエン酸中、１２０℃で１０分間切片を煮沸した。ＰＢＳ中０
．３％Ｈ２Ｏ２でのインキュベーションによって内因性ペルオキシダーゼをクエンチング
した。ＰＢＳで洗浄した後、非特異的抗体結合部位をブロッキング緩衝液（ＰＢＳ中１０
％ヤギ血清）で室温にて３０分間ブロックし、次いでブロッキング緩衝液に希釈した０．
２μｇ／ｍｌの一次ウサギ抗クローディン６抗体（ＩＢＬ－Ａｍｅｒｉｃａ、１８８６５
）と共に一晩インキュベートした。次に試料をＰＢＳで３回洗浄し、それぞれの二次希釈
済み抗体（Ｐｏｗｅｒ　Ｖｉｓｉｏｎ　ＨＲＰヤギ抗ウサギ；Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃ）
と共に室温で３０分間インキュベートした。基質発色液（ＶｅｃｔｏｒＲｅｄ；Ｖｅｃｔ
ｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）を使用して視覚化を４分３０秒間実施した。ヘマトキ
シリンで対比染色し、脱水して封入した後、Ｌｅｉｃａ　ＤＭ２０００顕微鏡を用いて切
片を分析した。
【０３９８】
　進行した皮下ＭＫＮ７４異種移植腫瘍の処置および腫瘍切片の免疫組織化学：
　ヒト胃癌細胞株ＭＫＮ７４を標準的な条件下で培養した。移植のために、６～８週齢の
雌性Ｈｓｄ：無胸腺ヌードＦｏｘｎ１ｎｕマウスにＰＢＳ　２００μｌ中の１×１０７Ｍ
ＫＮ７４細胞を側腹部に皮下的に接種した。進行後処置試験では、腫瘍を７日間増殖させ
、２００±３０ｍｍ３体積の確立した腫瘍を有するマウスを処置の前にビヒクルと抗体群
（ｎ＝１０）に無作為に割り当てた。腫瘍体積（ＴＶ＝（長さ×幅２）／２）を週に２回
観測した。ＴＶをｍｍ３で表し、経時的な腫瘍増殖曲線を作成した。
【０３９９】
　動物に、８日目に単回ボーラスｉ．ｖ．注射によってビヒクル対照緩衝液または１６ｍ
ｇ／ｋｇ　ＩＭＡＢ０２７－ｖｃＭＭＡＥを投与した。腫瘍が１４００ｍｍ３より大きな
体積に達したときまたは潰瘍性になったときにマウスを犠死させた。腫瘍増殖の阻害を、
クラスカル・ウォリス検定およびポストホック・ダンの多重比較検定を使用して分析した
。腫瘍増殖の阻害を、マン－ホイットニー検定およびポストホック・ダンの多重比較検定
を使用して分析した。生存率は、マンテル・コックス検定を用いて分析した。
【０４００】
　ＭＫＮ７４細胞でのＣＬＤＮ６標的発現を、移植前にフローサイトメトリによっておよ
び３１日目に切除した未処置ＭＫＮ７４異種移植腫瘍に関する組織化学によって分析した
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。
【０４０１】
　免疫組織化学のために、厚さ３μｍの組織切片を調製し、スライドガラスに載せて、室
温で９０分間空気乾燥させた。すべての組織切片を－２０℃のアセトン中で１０分間固定
し、ＰＢＳ中で５分間洗浄した。０．０３％過酸化水素（Ｄａｋｏｃｙｔｏｍａｔｉｏｎ
　ＥｎＶｉｓｉｏｎ　Ｓｙｓｔｅｍ、Ｋ４０１１）との１５分間のインキュベーションに
よって内因性ペルオキシダーゼをクエンチングした。ＰＢＳで洗浄した後、非特異的抗体
結合部位をブロッキング緩衝液（ＰＢＳ中１０％ヤギ血清）で室温にて３０分間ブロック
し、次いで５μｇ／ｍｌ　ＩＭＡＢ０２７－ＦＩＴＣと共に室温で６０分間インキュベー
トした。次いで試料をＰＢＳで３回洗浄し、それぞれの二次希釈済み抗体（Ｂｒｉｇｈｔ
　ＶｉｓｉｏｎポリＨＲＰ抗ウサギＩｇＧ、Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃ、ＤＰＶＲ－１１０
ＨＲＰ）と共に室温で３０分間インキュベートした。基質発色液（ＶｅｃｔｏｒＲｅｄ；
Ｖｅｃｔｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）を使用して視覚化を２分３０秒間実施した。
ヘマトキシリンで対比染色し、脱水して封入した後、Ｌｅｉｃａ　ＤＭ２０００顕微鏡を
用いて切片を分析した。
【０４０２】
　進行した腹腔内ＰＡ－１（Ｌｕｃ）異種移植腫瘍の処置：
　発光レポーター遺伝子としてホタルルシフェラーゼを安定に発現するヒト卵巣奇形癌細
胞株ＰＡ－１（Ｌｕｃ）を腹腔内異種移植腫瘍モデルとして使用し、毒素結合ＩＭＡＢ０
２７抗体の抗腫瘍活性をインビボで検討した。以前の移植実験は、ＰＡ－１（Ｌｕｃ）細
胞の腹腔内接種が腹腔内腫瘍結節を生じさせることを明らかにした。
【０４０３】
　ＰＢＳ中に再懸濁した１×１０７ＰＡ－１（Ｌｕｃ）細胞を雌性Ｈｓｄ：無胸腺ヌード
Ｆｏｘｎ１ｎｕに腹腔内注射した。腫瘍細胞接種後１４日目に生物発光イメージングを開
始し、その後試験終了まで週に１回実施した。Ｄ－ルシフェリン（ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅ
ｒ、１２２７９６）を滅菌水に溶解し、ＩＶＩＳ　Ｌｕｍｉｎａ　Ｉｍａｇｉｎｇ　Ｓｙ
ｓｔｅｍ（Ａｄｖａｎｃｅｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｖｉｓｉｏｎ）によるイメージング
の５分前に腹腔内注射した（１５０ｍｇ／ｋｇ、注射容量２００μｌ）。マウスをイソフ
ルランで麻酔し、ＩＶＩＳ　Ｌｕｍｉｎａの暗チャンバーに入れて、放出された光子を１
分の積分時間について定量化した。動物の体内のＰＡ－１細胞を発現するルシフェラーゼ
から生じる透過光の強度を疑似カラー画像として表示し、ここで青色は最も強度が弱く、
赤色は最も強い生物発光シグナルである。マウスのグレースケール写真画像も、ＬＥＤ微
光照明下で得た。Ｌｉｖｉｎｇ　Ｉｍａｇｅソフトウェア（Ｘｅｎｏｇｅｎ）を使用して
画像を重ね合わせた。すべての画像について同等の照明設定を使用した。生物発光を定量
化するため、関心領域（ＲＯＩ）を決定し、それぞれのＲＯＩの総流量を光子／秒（ｐ／
ｓ）で測定した。動物の非シグナル放出領域から得たバックグラウンド生物発光値を各動
物についてそれぞれの生物発光値から差し引いた。
【０４０４】
　１４日目に、マウスを無作為に割り付け、それぞれ１６ｍｇ／ｋｇ　ＩＭＡＢ０２７－
ＤＭ１またはＩＭＡＢ０２７－ｖｃＭＭＡＥの腹腔内投与によって処置した。対照動物に
はビヒクル緩衝液を与えた。腫瘍増殖を腹面図からの生物発光イメージングによって週に
１回観測し、その後マウスの腹部をカバーする関心領域内の総流量（光子／秒）を分析し
た。
【０４０５】
　エンドサイトーシス：
　標的結合抗体とサポリン結合抗ヒトＩｇＧ　Ｆａｂフラグメント（Ｆａｂ－ＺＡＰヒト
、Ａｄｖａｎｃｅｄ　Ｔａｒｇｅｔｉｎｇ　Ｓｙｓｔｅｍｓ、ＩＴ－５１）の共インター
ナリゼーションに基づく細胞傷害性ベースのエンドサイトーシスアッセイを用いて、ＣＬ
ＤＮ６結合抗体のエンドサイトーシスを測定した。サポリンは、インターナリゼーション
後にタンパク質生合成を害し、それゆえ細胞死をもたらすリボソーム不活性化タンパク質



(89) JP 2016-533738 A 2016.11.4

10

である。
【０４０６】
　ＰＡ－１細胞を、０．０５％トリプシン／ＥＤＴＡ（Ｇｉｂｃｏ、２５３００－０５４
）を用いて採取し、２．５×１０３細胞／ウェルを９６ウェル培養プレート中の増殖培地
５０μｌに播種した。２４時間後、Ｆａｂ－ＺＡＰおよびその後ＩＭＡＢ０２７またはア
イソタイプ対照抗体を各々２５μｌの容量で添加した。ＣＬＤＮ６抗体を６または８段階
希釈シリーズで投与し、一方Ｆａｂ－ＺＡＰは一定濃度で適用した（Ｆａｂ－ＺＡＰ：抗
体比３：１～６５６１：１）。細胞を３７℃の加湿ＣＯ２インキュベータ中でさらに７２
時間培養した。その後、ＡｐｐｌｉＣｈｅｍからのＣｅｌｌ　Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏ
ｎ　Ｋｉｔ　ＩＩ（ＡｐｐｌｉＣｈｅｍ、Ａ８０８８－１０００）を製造者に指示に従っ
て使用して細胞生存能を分析した。分光光度計（Ｔｅｃａｎ）を用いて４８０ｎｍ（参照
６３０ｎｍ）で吸光度を測定した。

【図２】 【図５Ｂ】
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【図１５Ｇ】 【図１５Ｈ】
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