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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】遺伝子増幅アッセイによりＥｒｂＢアンタゴニストを用いて、ＥｒｂＢを過剰発
現する腫瘍を生じやすい、又は該腫瘍との診断を下された患者の、より効果的な治療方法
を提供する。
【解決手段】ＥｒｂＢアンタゴニスト癌治療の有効性の可能性を増加するために、対象か
ら得た組織試料中の腫瘍細胞のｅｒｂＢ遺伝子が増幅されることが分かった対象に、癌治
療用量のＥｒｂＢアンタゴニストを投与する。例えば蛍光in-situハイブリダイゼーショ
ンにより、その腫瘍細胞でＥｒｂＢが増幅していると分かった対象に対して、癌治療用量
のＥｒｂＢアンタゴニストを、好ましくは更に化学療法剤を加えて投与することを含む。
ＥｒｂＢアンタゴニストは抗ＨＥＲ２抗体を含む。更に該治療の成分の製薬パッケージ。
【選択図】なし



(2) JP 2012-184248 A 2012.9.27

10

20

30

40

50

【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ＥｒｂＢアンタゴニスト癌治療の有効性の可能性を増加する方法であって、対象から得
た組織試料中の腫瘍細胞のｅｒｂＢ遺伝子が増幅されることが分かった対象に、癌治療用
量のＥｒｂＢアンタゴニストを投与することを含む方法。
【請求項２】
　ＥｒｂＢがＨＥＲ２タンパク質である請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　癌が乳癌である請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　対象が、ホルムアルデヒド固定した組織試料での免疫組織化学により０又は１＋とスコ
アされることが分かっている、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　ＥｒｂＢアンタゴニストが抗ＥｒｂＢ抗体である請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　ＥｒｂＢがＨＥＲ２であり、抗体が組み換えヒトモノクローナル抗体（ｒｈｕＭＡｂ）
４Ｄ５である、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　ｅｒｂＢ遺伝子増幅が、遺伝子とハイブリッド形成させた蛍光標識した核酸プローブの
蛍光検出により検出される、請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　ｅｒｂＢ遺伝子がｈｅｒ２遺伝子である請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　癌治療用量の化学療法剤の投与をさらに含む請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
　ＥｒｂＢがＨＥＲ２であり、化学療法剤がタキソイドである、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　有効性の可能性を約３０％まで増加させる請求項１に記載の方法。
【請求項１２】
　癌を治療する抗ＨＥＲ２抗体の有効性の可能性を増加させる方法であって、対象から得
た組織試料中の腫瘍細胞のｈｅｒ２遺伝子が増幅されることが分かっている対象に癌治療
用量の抗ＨＥＲ２抗体を投与することを含む方法。
【請求項１３】
　対象が、ホルムアルデヒド固定した組織試料での免疫組織化学により０又は１＋とスコ
アされることが分かっている、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　癌治療用量のタキソイドの投与をさらに含む請求項１２に記載の方法。
【請求項１５】
　（ａ）癌を治療するためのＥｒｂＢアンタゴニストを含む容器；及び
（ｂ）対象から得た組織試料中の腫瘍細胞でｅｒｂＢ遺伝子が増幅される場合に、対象に
ＥｒｂＢアンタゴニストを投与するという指示書：
を含む製薬パッケージ。
【請求項１６】
　ＥｒｂＢアンタゴニストが抗体である請求項１５のパッケージ。
【請求項１７】
　抗体が抗ＨＥＲ２抗体である請求項１６に記載のパッケージ。
【請求項１８】
　抗ＨＥＲ２抗体がｒｈｕＭＡｂ４Ｄ５（ハーセプチン(登録商標)）である請求項１７の
パッケージ。
【請求項１９】
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　指示書がさらに、ＥｒｂＢアンタゴニストと組み合わせる化学療法剤の投与の指示を含
む、請求項１５のパッケージ。
【請求項２０】
　化学療法剤がタキソイドである請求項１９のパッケージ。
【請求項２１】
　癌を治療するためのＥｒｂＢアンタゴニストに有利に応答すると考えられる患者を同定
する方法であって、患者から得た組織試料の腫瘍細胞でのｅｒｂＢ遺伝子増幅を検出する
ことを含む方法。
【請求項２２】
　対象が、ホルムアルデヒド固定した組織試料での免疫組織化学により０又は１＋とスコ
アされることが分かっている、請求項２１に記載の方法。
【請求項２３】
　ｅｒｂＢ遺伝子がｈｅｒ２である請求項２１に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【発明の開示】
【０００１】
　本出願は、２０００年５月１９日に提出された仮出願60/205,754の米国特許法第１１９
条（ｅ）に基づく優先権を主張し、その全体を開示によりここに取り込む。
【０００２】
（発明の分野）
　本発明は、腫瘍抗原、例えばＥｒｂＢレセプター、特にＨＥＲ２の過剰発現により特徴
づけられる癌の治療に関する。より詳細には、本発明は、ＥｒｂＢアンタゴニスト、例え
ば抗ＥｒｂＢ抗体を用いて、遺伝子増幅アッセイにより決定されるような腫瘍細胞がＥｒ
ｂＢを過剰発現する癌にかかりやすい、又は該癌であると診断されたヒト患者の、より効
果的な治療に関する。本発明は更にこのような治療のための製薬パッケージを提供する。
【０００３】
（発明の背景）
　遺伝学理解の前進並びに技術及び疫学の発達は、遺伝的異常と特定の悪性度との関係、
並びに特定の悪性度の進行についての個体のリスク評価を可能にしてきた。しかしながら
、悪性度に関連する、又は個体を悪性にさせる遺伝子の存在についての組織評価に利用で
きる多くの方法論は、欠点がよく知られている。例えば、組織の脱凝集を必要とする方法
、例えばサザン、ノーザン、ウェスタンブロット分析は、同じ組織中に存在する正常細胞
又は他の非悪性細胞が悪性細胞に混合されることによって正確さが低くなる。更に、結果
的に生じる組織構造の欠損は、形態学的特異性を可能にする点においての遺伝子異常の存
在に悪性細胞を関連づける可能性をなくす。この結果は、特に、任意の領域にある有意な
割合の細胞が悪性でないような場合に、異種として知られる組織型、例えばヒト乳癌で問
題となる。
【０００４】
　ｈｅｒ２／ｎｅｕ遺伝子はタンパク質産物をコードし、時にｐ１８５ＨＥＲ２として同
定される。天然ｐ１８５ＨＥＲ２タンパク質は上皮成長因子レセプター（ＥＧＦＲ）と相
同性を有する膜レセプター様分子である。ヒト乳癌でのＨＥＲ２の過剰発現及び増幅は、
幾つかの研究ではより短い非疾病期間及びより短い全体的生存に関係していたが（van de
 Vijer 等 New Eng. J. Med. 317:1239(1988); Walker 等 Br. J. Cancer 60: 426 (1989
); Tandon 等 J. Clin. Invest. 7:1120(1989); Wright 等 Cancer Res. 49:2087(1989);
 McCann等. Cancer Res 51:3296(1991); Paterson 等 Cancer Res. 51:556(1991); 及び 
Winstanley 等 Br. J. Cancer 63: 447(1991)）、その他ではそうではない（Zhou 等 Onc
ogene 4: 105(1989); Heintz 等 Arch Path Lab Med 114:160(1990); Kury 等 Eur. J. C
ancer 26:946(1990); Clark 等 Cancer Res. 51:944(1991); 及び Ravdin 等 J. Clin. O
ncol. 12:467-74(1994)）。
【０００５】
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　乳癌を有する１０３の患者の初期評価では、３以上の腫瘍細胞陽性である腋窩のリンパ
節（リンパ節陽性）を有する者は、３未満の陽性リンパ節を有する患者よりもＨＥＲ２タ
ンパク質を過剰発現する傾向が強い（Slamon 等 Science 235:177(1987)）。乳癌を有す
る８６のリンパ節陽性である患者のその後の評価では、短命、早期再発、及び遺伝子増幅
の程度の間に有意な相関関係がある。ＨＥＲ２の過剰発現は、サザン及びノーザンブロッ
ティングを用いて決定され、ウェスタンブロッティング及び免疫組織化学（ＩＨＣ）によ
り評価されるＨＥＲ２腫瘍性タンパク質発現と相関する（Slamon 等 Science 235:177(19
87); Salmon等 Science 244:707 (1989)）。生存期間の中央値は、ｈｅｒ２遺伝子の５以
上の複製を有する患者で、遺伝子増幅のない患者よりも約５倍短いことが分かった。この
相関は、多変量解析において節の状態及び他の予後因子に相関関係があってもなお存在し
ていた。これらの研究は、１８７のリンパ節陽性患者に拡大し、ｍＲＮＡの量（ノーザン
ブロッティングにより測定される）を増加させ、タンパク質発現（免疫組織化学的に測定
される）を増加させる遺伝子増幅もまた、短くなった生存期間と相関することが示された
（Slamon等 Science 244:707(1989)）；（また米国特許出願第４９６８６０３号参照）。
Nelson等は、免疫組織学的に測定された乳癌での過剰発現についてＦＩＳＨを用いてｈｅ
ｒ２／ｎｅｕ遺伝子増幅を比較した（Nelson 等 Modern Pathology 9(1)21A(1996)）。
【０００６】
　組織切片の免疫組織化学的染色は、異種組織のタンパク質の変化を評価する確実な方法
であることが示されている。免疫組織化学（ＩＨＣ）技術は、抗体をプローブに利用し、
一般的には発色法又は蛍光法によってin situで細胞性抗原を視覚化する。この技術は、
脱凝集の不要な影響を回避し、形態学の面で個々の細胞の評価を可能にするために優れて
いる。更に、標的タンパク質が凍結工程によって変化することがない。
　しかしながら、臨床試験（ＣＴＡ）において、ホルムアルデヒド固定してパラフィン包
埋した組織のＩＨＣは、凍結したＩＨＣ試料に対して５０－８０％の感度しか示さなかっ
た（Press, Cancer Research 54:2771(1994)）。従って、ＩＨＣは誤った陰性の結果とな
る可能性があり、治療によって恩恵を受けうる患者が治療からはずされる。
【０００７】
　蛍光in situハイブリダイゼーション（ＦＩＳＨ）は、近年、無傷の細胞にある遺伝子
の存在を直接評価する方法を発達させている。ＦＩＳＨは、細胞特異性を提供するので、
パラフィン包埋した組織を悪性の存在について評価する絶好の手段であり、さらにホルマ
リン固定により生じる他のタンパク質変化の影響及び架橋の問題を克服する。ＦＩＳＨは
、遺伝子異常を細胞形態と関連づけるためにこれまで古典的な染色方法論と組み合わせら
れてきた（例えば、Anastasi等, Blood 77:2456-2462(1991); Anastasi等, Blood 79:179
6-1801(1992); Anastasi等, Blood 81:1580-1585(1993); van Lom 等, Blood 82:884-888
(1992); Wolman等, Diagnostic Molecular Pathology 1(3): 192-199(1992); Zitzelberg
er, Journal of Pathology 172:325-335(1994)）。
【０００８】
　現在まで、ｈｅｒ２遺伝子増幅は抗ＨＥＲ２抗体治療の成果との関連はなく、病気の予
後とのみ関連があった。標準的なアッセイは、ホルマリン固定したパラフィン包埋試料で
のＩＨＣであった。これらの試料は、３＋又は２＋とスコアされた場合に、ハーセプチン
(登録商標)のような抗ＨＥＲ２抗体での治療が役に立つと考えられる患者と決定する。３
＋及び２＋のスコアは、例えばＦＩＳＨにより試験されるようなｈｅｒ２遺伝子増幅と相
関する。しかしながら、ハーセプチン(登録商標)治療のような効果のあるＥｒｂＢアンタ
ゴニスト療法候補の、より効果的な同定の必要性が依然として残っている。
【０００９】
（発明の概要）
　本発明は、有利には、ＥｒｂＢアンタゴニスト癌治療の有効性の可能性を増加する方法
を提供する。方法は、対象から得た組織試料中の腫瘍細胞のｅｒｂＢ遺伝子が増幅される
ことが分かった対象に、癌治療用量のＥｒｂＢアンタゴニストを投与することを含む。好
ましくはＥｒｂＢはＨＥＲ２である。特定の実施態様では、方法は更に癌治療用量の化学
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療法剤、特にタキソールを投与することを含む。
　特に好ましい実施態様では、ここで例示するが、本発明は癌を治療するための抗ＨＥＲ
２抗体の有効性の可能性を増加させる方法を提供する。この方法は、対象から得た組織試
料中の腫瘍細胞のｈｅｒ２遺伝子が増幅されることが分かった対象に癌治療用量の抗ＨＥ
Ｒ２抗体を投与することを含む。
【００１０】
　本発明の根底にある意外な臨床結果は、遺伝子増幅が免疫組織化学によるタンパク質検
出よりも有効な抗体利用腫瘍治療の徴候であることを証明し、一般に腫瘍抗原にまで及ぶ
。従って、任意の抗腫瘍特異的抗原を利用した抗体治療は、腫瘍抗原をコードする遺伝子
の遺伝子増幅があることが分かった患者で、増大した成功の可能性を有しうる。
　本発明の特に有利な点は、免疫組織化学的判定基準に基づくと除外されうる、治療にふ
さわしい患者の選択がなされることである。従って、特定の実施態様では、対象はホルム
アルデヒド固定した組織試料での免疫組織化学によりＨＥＲ２について０又は＋１に相当
する抗原レベルを有することが分かっている。
【００１１】
　本発明は更に、癌を治療するためのＥｒｂＢアンタゴニスト、及び対象から得た組織試
料中の腫瘍細胞でｅｒｂＢ遺伝子が増幅される場合に、対象にＥｒｂＢアンタゴニストを
投与するという指示書を含む製薬パッケージを提供する。好ましくは、ＥｒｂＢアンタゴ
ニストは抗ＥｒｂＢ抗体、例えば抗ＨＥＲ２抗体である。更なる態様では、指示書はまた
、癌治療用量の化学療法剤、例えばタキソールを投与することを教示する。使用のための
指示書を含むこのような製薬パッケージは、腫瘍特異的抗原に特異的なあらゆる抗体利用
治療剤を提供しうる。
【００１２】
（詳細な説明）
　有利には、本発明は、治療薬、例えば抗腫瘍抗原治療抗体又はＥｒｂＢレセプターアン
タゴニストを、腫瘍抗原又はＥｒｂＢレセプタータンパク質等をコードする増幅遺伝子を
有することが分かっている患者に投与することによって、治療に対する応答のより大きい
可能性を有する患者の治療を可能にする。一つには、本発明は、例えば、免疫組織化学（
ＩＨＣ）により検出されるようなＨＥＲ２発現と相関するが、蛍光in situハイブリダイ
ゼーション（ＦＩＳＨ）により検出されるような、ｈｅｒ２遺伝子増幅は、意外にもＦＩ
ＳＨのステータスが治療に対する応答とより良好に相関することから治療にふさわしい患
者を選択するためのより正確な基準を提供するという意外な発見に基づく。この結果は、
ＦＩＳＨのステータスが他のＩＨＣアッセイ（Hercep Test）とほぼ同じ割合の臨床試験
（ＣＴＡ）と相関関係を有するために、幾分驚いた。この知見に基づき、ＦＩＳＨは治療
応答に対して同様の相関関係があると予測される。また、この結果は、タンパク質の直接
的な測定（免疫アッセイによる）が遺伝子増幅のような発現の間接的な測定よりもタンパ
ク質を標的とする癌治療のより正確な評価を提供することに驚かされる。
【００１３】
　患者のグループ及びサブグループの評価は、治療に対してより応答しやすい患者を選択
する、遺伝子増幅分析の能力を明らかにする。ＩＨＣは、腫瘍細胞でのＨＥＲ２発現のス
コア：０（発現なし）～３＋（非常に高レベルの発現）を提供する。臨床的な選択基準は
０及び１＋のスコアの患者を排除し、２＋及び３＋のスコアの患者を選択する。データは
、２＋／３＋の患者の１４％がハーセプチン(登録商標)に応答するが、ＦＩＳＨ＋（ｈｅ
ｒ２遺伝子を増幅した）の２０％がハーセプチン(登録商標)に応答することを示す。３＋
のサブグループは１７％の応答率を有し、ＦＩＳＨ＋対象の応答率に非常に近似する。し
かしながら、２＋のサブグループはＦＩＳＨ＋対象の応答率の半分未満であった。従って
、遺伝子増幅は、明らかに２＋サブグループ内を大きなサブ集団に分け、ＦＩＳＨ＋であ
る者に対してより効果的な治療を可能にし、他の治療様式が適し直ちに開始するべきであ
る患者を敏速に同定する。
【００１４】
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　遺伝子増幅分析はまた、特に試験がホルマリン固定したパラフィン包埋試料（このよう
な試料の選別はＨＥＲ２タンパク質の抗体エピトープを崩壊又は破壊しうる）で実施され
る場合に、ＩＨＣ分析の変則性のために余計に除外されてしまう患者を同定する。実施例
に示されるように、０及び１＋対象の下位集合はＦＩＳＨ＋である。これらの患者は、例
えばハーセプチン(登録商標)を用いる抗ＨＥＲ２抗体治療に対して応答しやすいが、ＩＨ
Ｃ基準によればこの治療を受けることからはずされうる。
　従って、本発明は、有利には、治療から恩恵を受ける可能性があるが、ＩＨＣ基準によ
って治療から除外されうる患者の包含を許容する。同時に、本発明は、抗腫瘍抗原治療（
即ち、ＥｒｂＢアンタゴニスト又は腫瘍抗原特異的治療抗体）が成功しないと思われるた
めに他の様式の治療を遅滞なく探すべき患者の除外を可能にする。
【００１５】
　要するに、本発明は、標的タンパク質発現レベルに基づく患者の選択についてＩＨＣア
ッセイを強力に補助する。また、それ自体、つまりＩＨＣとともにでなくとも、患者の初
期選別及び選択の提供に使用されうる。本発明は、癌治療用量の抗腫瘍抗原療法の抗体治
療、ＥｒｂＢレセプターアンタゴニスト治療、及び過剰発現腫瘍抗原（又は腫瘍特異的抗
原）を標的とする他の治療を受ける対象の選別及び選択を著しく向上させ、このような治
療から恩恵を受ける増大した可能性をもたらす。
　他の態様では、本発明は、容器、ＥｒｂＢアンタゴニスト、例えば抗ＥｒｂＢ抗体（又
は他の抗腫瘍特異的抗原抗体）を含む容器内の組成物、場合によっては、容器上の又は容
器と一体の、組成物をＥｒｂＢレセプターの過剰発現により特徴づけられる症状の治療に
用いることができることを示すラベル、及び増幅ｅｒｂＢ遺伝子を有することが分かって
いる患者にアンタゴニストを投与するという指示書を含むパッケージ挿入物を含む製品又
はパッケージに関する。
【００１６】
（定義）
　ここで使用される場合、「ＥｒｂＢレセプター」は、ＥｒｂＢレセプターファミリーに
属するレセプタータンパク質チロシンキナーゼであり、ＥＧＦＲ、ＨＥＲ２、ＥｒｂＢ３
及びＥｒｂＢ４レセプター並びにＴＥＧＦＲ（米国特許第５７０８１５６号）及び将来同
定されるこのファミリーの他のメンバーを含む。ＥｒｂＢレセプターは、一般にはＥｒｂ
Ｂリガンドに結合しうる胞外ドメイン；親油性膜貫通ドメイン；保存された細胞内チロシ
ンキナーゼドメイン；及びリン酸化され得る幾つかのチロシンキナーゼ残基を有するカル
ボキシル末端シグナル伝達ドメインを含む。ＥｒｂＢレセプターは、天然配列ＥｒｂＢレ
セプター又はそのアミノ酸配列変異体であってもよい。好ましくは、ＥｒｂＢレセプター
は天然配列ヒトＥｒｂＢレセプターである。
【００１７】
　ＥｒｂＢレセプターは腫瘍特異的抗原又は腫瘍抗原の例である。「腫瘍抗原」という用
語は、ここで、正常細胞に比較して腫瘍細胞において高いレベルで発現されるタンパク質
を指して使用される。一般的に、比較する正常細胞は、腫瘍と又は腫瘍を生じたものと同
じ組織型、特に表現型である。「腫瘍特異的抗原」は腫瘍細胞に優先的に又は腫瘍細胞で
のみ発現する抗原を指す。腫瘍特異的抗原の例は、ＥｒｂＢレセプターに加えて、（メラ
ノーマの）ＭＡＲＴ１／ＭｅｌａｎＡ、ｇｐ-１００、及びチロシナーゼ；（膀胱、頭部
及び頸部、非小細胞癌の）ＭＡＧＥ-１及びＭＡＧＥ-３；（子宮頸癌の）ＨＰＶＥＧ及び
Ｅ７タンパク質；（乳癌、膵臓癌、大腸癌、及び前立腺癌の）Ｍｕｃｉｎ／ＭＵＣ-１；
（前立腺癌の）前立腺特異的抗原／ＰＳＡ；及び（大腸癌、乳癌、及び消化管癌の）癌胎
児抗原／ＣＥＡを含む。
【００１８】
　「増幅」は、染色体補体のｅｒｂＢ又は他の腫瘍抗原コーディング遺伝子の一以上の付
加的な遺伝子複製物の存在を意図している。遺伝子増幅はタンパク質、例えばＥｒｂＢレ
セプタータンパク質の過剰発現を生じうる。組織試料からの細胞での遺伝子増幅は、多く
の技術、特に蛍光in situハイブリダイゼーション（ＦＩＳＨ）、またこれに限らないが
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定量的ＰＣＲ、定量的サザンハイブリダイゼーション等も含む技術により測定することが
できる。
【００１９】
　「組織試料」は、好ましくは染色体物質を有する有核細胞を含む、対象又は患者の組織
から得られた類似細胞の集合を意図している。４つの主なヒト組織は（１）上皮；（２）
血管、骨及び軟骨を包含する結合組織；（３）筋組織；及び（４）神経組織である。組織
試料の供給源は、生、凍結及び／又は保存された器官又は組織試料あるいはバイオプシー
からの個体組織、あるいは吸引液；血液、又は血液成分；対象の妊娠又は発達の任意の期
間に得た細胞でありうる。組織試料は、保存料、抗凝固剤、バッファー、固定剤、栄養分
、構成物質等の天然で組織に本質的に混入していない成分を含んでいてもよい。本発明の
一実施態様では、組織試料は「非血液組織」である（即ち、血管又は骨髄組織ではない）
。
【００２０】
　ここでの目的において、組織試料の「切片」は、組織試料の一部又は断片、例えば、組
織の薄切り又は組織からの細胞片を意味する。組織試料の複数の切片が得られて本発明に
従って分析の対象とすることができると理解され、ただし、本発明は、組織試料の同じ切
片を形態学的に及び分子レベルで分析することができ、或いはタンパク質及び核酸の両方
に関して分析されうる方法を含むことができることが理解される。
【００２１】
　「相関する」又は「相関」は、何らかの第一分析の能力及び／又は結果と第二分析の能
力及び／又は結果を比較することを意図している。例えば、第二分析の実施において第一
分析の結果を使用してもよく、及び／又は第二分析を行うかどうかを決定するために第一
分析の結果を用いてもよく、及び／又は第一分析の結果と第２分析の結果を比較してもよ
い。ＦＩＳＨと組み合わせたＩＨＣに関して、ＦＩＳＨを行うかどうかを決定するために
ＩＨＣの結果を使用してもよく、及び／又は腫瘍バイオプシーを更に特徴づけるために遺
伝子増幅とタンパク質発現のレベルを比較してもよい（例えば、ＨＥＲ２遺伝子増幅とＨ
ＥＲ２タンパク質発現を比較する）。本発明の有利な特徴の一つは、ＩＨＣが抗原性を低
いと示したとしても、ＦＩＳＨを用いて治療の恩恵を受ける可能性のある患者を同定する
ことができることである。
【００２２】
　「核酸」とは、あらゆるＤＮＡ又はＲＮＡ、例えば、組織試料に存在する染色体、ミト
コンドリア、ウィルス及び／又はバクテリアの核酸を含むことを意図している。「核酸」
という用語は、二本鎖核酸分子の鎖の片方又は両方を包含し、無傷の核酸分子の任意の断
片又は部分を含む。
　「遺伝子」とは、ＲＮＡ（ｒＲＮＡ、ｔＲＮＡ、又はｍＲＮＡ、後者はタンパク質に翻
訳される能力がある）をコードする又は転写する、あるいは他の遺伝子発現を調節する機
能的な役割を持つあらゆる核酸配列又はその部分を意図している。遺伝子は、機能性タン
パク質をコードするもととなる核酸全体又はタンパク質のコード又は発現の原因となる核
酸の部分のみからなっていてもよい。核酸配列は、エキソン、イントロン、開始又は終結
領域、プロモーター配列、他の調節領域又は固有の遺伝子隣接領域を含みうる。
【００２３】
　「ＥｒｂＢリガンド」とはＥｒｂＢレセプターに結合する、及び／又はこれを活性化す
るポリペプチドを意味する。ここで特に興味のあるＥｒｂＢリガンドは天然配列ヒトＥｒ
ｂＢリガンド、例えば上皮成長因子（ＥＧＦ）（Savage等, J. Biol. Chem. 247:7612-76
21 (1972)）；トランスフォーミング成長因子α（ＴＧＦ-α）（Marquardt等, Science 2
23:1079-1082 (1984)）；シュワン細胞腫又はケラチノサイト自己分泌成長因子としても
知られているアンフィレグリン（amphiregulin）（Shoyab等, Science 243:1074-1976 (1
989); Kimura等, Nature 348:257-260 (1990);及びCook等 Mol. Cell. Biol. 11:2547-25
57 (1991)）；ベータセルリン（Shing等, Science 259:1604-1607 (1993)；及びSasada等
 Biochem. Biophys. Res. Commun. 190:1173 (1993)）；ヘパリン結合上皮成長因子（Ｈ
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Ｂ-ＥＧＦ）（Higashiyama等, Science 251:936-939 (1991)）；エピレグリン（Toyoda等
, J. Biol. Chem. 270:7495-7500 (1995)；及びKomurasaki等 Oncogene 15:2841-2848 (1
997)）、ヘレグリン（以下を参照のこと）；ニューレグリン-２（ＮＲＧ-２）（Carraway
等, Nature 387:512-516 (1997)）；ニューレグリン-３（ＮＲＧ-３）（Zhang等, Proc. 
Natl. Acad. Sci. 94:9562-9567 (1997)）；又はクリプト(cripto)（ＣＲ-１）（Kannan
等, J. Biol. Chem. 272(6):3330-3335 (1997)）である。ＥＧＦＲに結合するＥｒｂＢリ
ガンドにはＥＧＦ、ＴＧＦ-α、アンフィレグリン、ベータセルリン、ＨＢ-ＥＧＦ及びエ
ピレグリンが含まれる。ＨＥＲ３に結合するＥｒｂＢリガンドにはヘレグリンが含まれる
。ＨＥＲ４に結合可能なＥｒｂＢリガンドにはベータセルリン、エピレグリン、ＨＢ-Ｅ
ＧＦ、ＮＲＧ-２、ＮＲＧ-３及びヘレグリンが含まれる。
【００２４】
　ここで使用されるところの「ヘレグリン」(ＨＲＧ)は、米国特許第５６４１８６９号又
はMarchionni等, Nature, 362:312-318(1993)に開示されているようなヘレグリン遺伝子
産物によってコードされるアミノ酸配列を含むポリペプチドと、そのようなポリペプチド
の生物学的に活性な変異体を意味する。ヘレグリンの例にはヘレグリン-α、ヘレグリン-
β１、ヘレグリン-β２及びヘレグリン-β３（Holmes等, Science, 256:1205-1210(1992)
；及び米国特許第５６４１８６９号）；ｎｅｕ分化因子（ＮＤＦ）（Peles等, Cell 69: 
205-216 (1992)）；アセチルコリンレセプター誘導活性（ＡＲＩＡ）（Falls等, Cell 72
:801-815 (1993)）；膠細胞成長因子（ＧＧＦｓ）（Marchionni等, Nature, 362:312-318
(1993)）；感覚及び運動神経由来因子（ＳＭＤＦ）（Ho等, J. Biol. Chem. 270:14523-1
4532 (1995)）；γ-ヘレグリン（Schaefer等, Oncogene 15:1385-1394 (1997)）が含まれ
る。天然配列ＨＲＧポリペプチドの生物学的に活性な断片／アミノ酸配列変異体の例はＥ
ＧＦ様ドメイン断片(例えばＨＲＧβ１、１７７－２４４)である。
【００２５】
　ここでの「ＥｒｂＢヘテロ-オリゴマー」は少なくとも２つの異なったＥｒｂＢレセプ
ターを含む非共有的に結合したオリゴマーである。そのような複合体は２以上のＥｒｂＢ
レセプターを発現する細胞がＥｒｂＢリガンドに暴露されると形成され得るが、例えばSl
iwkowski等, （J. Biol. Chem., 269(20):14661-14665 (1994)）に記載されたようにして
、免疫沈降法によって単離しＳＤＳ-ＰＡＧＥによって分析することができる。ＥｒｂＢ
ヘテロ-オリゴマーの例には、ＥＧＦＲ-ＨＥＲ２、ＨＥＲ２-ＨＥＲ３、及びＨＥＲ３-Ｈ
ＥＲ４複合体が含まれる。さらに、ＥｒｂＢヘテロオリゴマーは異なったＥｒｂＢレセプ
ター、例えばＨＥＲ３、ＨＥＲ４、又はＥＧＦＲと組み合わさった２以上のＨＥＲ２レセ
プターを含んでもよい。他のタンパク質、例えばサイトカインレセプターサブユニット（
例えばｇｐ１３０）はヘテロ-オリゴマーに含まれうる。
【００２６】
　「ＥｒｂＢ１」、「上皮成長因子レセプター」及び「ＥＧＦＲ」という用語は、ここで
は互換的に使用され、Carpenter等, （Ann. Rev. Biochem. 56:881-914(1987)）に開示さ
れているような天然配列ＥＧＦＲを意味し、その変異体（例えば、Humphrey等, (Proc. N
atl. Acad. Sci. USA 87:4207-4211(1990)に記載されているような欠失変異体ＥＧＦＲ）
を含む。ＥｒｂＢ１は、ＥＧＦＲタンパク質産物をコードする遺伝子を意味する。ＥＧＦ
Ｒに結合する抗体の例には、ＭＡｂ５７９（ＡＴＣＣ ＣＲＬ ＨＢ８５０６）、ＭＡｂ４
５５（ＡＴＣＣ ＣＲＬ ＨＢ８５０７）、ＭＡｂ２５５（ＡＴＣＣ ＣＲＬ ＨＢ８５０８
）、ＭＡｂ５２８（ＡＴＣＣ ＣＲＬ ＨＢ８５０９）（米国特許第４９４３５３３号を参
照のこと）及びその変異体、例えばキメラ化２２５（Ｃ２２５）及びリシェイプヒト２２
５（Ｈ２２５）（国際公開第９６／４０２１０を参照のこと）が含まれる。
【００２７】
　「ＥｒｂＢ２」及び「ＨＥＲ２」という表現はここでは互換的に使用され、例えば、Se
mba等, (Proc. Natl. Acad. Sci USA 82:6497-6501(1985))及びYamamoto等, (Nature 319
:230-234(1986))(Genebank受託番号 Ｘ０３３６３)に記載されている天然配列ヒトＨＥＲ
２タンパク質、及びその変異体を意味する。ｅｒｂＢ２という用語はヒトＨＥＲ２をコー



(9) JP 2012-184248 A 2012.9.27

10

20

30

40

50

ドする遺伝子を意味し、ｎｅｕはラットｐ１８５ｎｅｕをコードする遺伝子を意味する。
好適なＨＥＲ２は天然配列ヒトＨＥＲ２である。ＨＥＲ２に結合する抗体の例には、ＭＡ
ｂｓ４Ｄ５（ＡＴＣＣ ＣＲＬ１０４６３）、２Ｃ４（ＡＴＣＣ ＨＢ-１２６９７）、７
Ｆ３（ＡＴＣＣ ＨＢ-１２２１６）、及び７Ｃ２（ＡＴＣＣ ＨＢ１２２１５）が含まれ
る（米国特許第５７７２９９７号；国際公開第９８／７７７９７号；及び米国特許第５８
４０５２５号参照、ここに出典明示により取り込まれる）。ヒト化抗ＨＥＲ２抗体には、
ここに出典明示により取り込まれる米国特許第５８２１３３７号の表３に記載されている
ようなｈｕＭＡｂ４Ｄ５-１、ｈｕＭＡｂ４Ｄ５-２、ｈｕＭＡｂ４Ｄ５-３、ｈｕＭＡｂ
４Ｄ５-４、ｈｕＭＡｂ４Ｄ５-５、ｈｕＭＡｂ４Ｄ５-６、ｈｕＭＡｂ４Ｄ５-７及びｈｕ
ＭＡｂ４Ｄ５-８（ハーセプチン(登録商標)）；及びヒト化５２０Ｃ９（国際公開第９３
／２１３１９号）が含まれる。ヒト抗ＨＥＲ２抗体は米国特許第５７７２９９７号及び国
際公開第９７／００２７１号に記載されている。
【００２８】
　「ＥｒｂＢ３」及び「ＨＥＲ３」は、例えば米国特許第５１８３８８４号及び同第５４
８０９６８号並びにKraus等, (Ploc. Natl. Acad. Sci. USA) 86: 9193-9197(1989))に開
示されたレセプターポリペプチドを意味し、その変異体を含む。ＨＥＲ３に結合する抗体
の例は、米国特許第５９６８５１１号に記載され、例えば８Ｂ８抗体（ＡＴＣＣ ＨＢ-１
２０７０）又はそのヒト化変異体である。ここでの「ＥｒｂＢ４」及び「ＨＥＲ４」とい
う用語は、例えば、欧州特許出願第５９９２７４号；Plowman等, (Proc. Natl. Acad. Sc
i. USA, 90: 1746-1750(1993))；及びPlowman等, (Nature 366: 473-475(1993))に開示さ
れたレセプターポリペプチドを意味し、例えば国際公開第９９／１９４８８号に開示され
ているＨＥＲ４アイソフォームのような、その変異体を含む。
　「ＥｒｂＢアンタゴニスト」は、ＥｒｂＢレセプターに結合する、あるいはＥｒｂＢレ
セプターのリガンド活性を阻害するあらゆる分子である。このようなアンタゴニストは、
これに限られないが、修飾されたリガンド、リガンドペプチド（即ち、リガンドの断片）
、可溶性ＥｒｂＢレセプター、さらに好ましくは抗ＥｒｂＢ抗体を含む。
【００２９】
　「治療」とは、治療的処置及び予防又は防止的手段の両方を意味する。治療の必要があ
るものには、既に羅患しているもの、並びに疾患が予防されるべきものが含まれる。
　治療の目的とされる「哺乳動物」とは、ヒト、家庭又は農場用動物、及び動物園、スポ
ーツ又はペット用動物、例えばイヌ、ウマ、ネコ、ウシ等を含む、哺乳動物に分類される
あらゆる動物を意味する。好ましくは哺乳動物はヒトである。
　「疾患」はＥｒｂＢアンタゴニスト、例えば抗ＥｒｂＢ２抗体で治療することで恩恵を
得るあらゆる症状、より一般的には過剰発現抗原に対する抗体の投与により癌を治療する
ことのできるあらゆる癌のことである。これには、問題の疾患に哺乳動物を罹患させる素
因になる病理状態を含む、慢性及び急性の疾患又は病気が含まれる。ここで治療される疾
患の例は、これに限定されるものではないが、良性及び悪性の腫瘍；白血病及びリンパ悪
性腫瘍；ニューロン、神経膠、星状細胞、視床下部及び他の腺、マクロファージ、上皮、
ストロマ及び割腔の疾患；及び炎症、血管形成及び免疫性疾患が含まれる。
【００３０】
　「治療的有効量」という用語は、抗増殖効果を有する量を意図する。好ましくは、治療
的有効量は、抗体媒介細胞障害性を誘発し、補体を活性化し、アポトーシス活性を有し、
或いは細胞死、好ましくは良性又は悪性の腫瘍細胞、特に癌細胞の死を誘発する能力があ
る。効果は、治療の条件により、従来からの方法で測定されうる。ガンの治療に対して、
効果は例えば疾患進行までの時間（ＴＴＰ）、生存率、腫瘍サイズ、又は反応時間（ＲＲ
）の決定を評価することによって測定できる（下記実施例参照）。
【００３１】
　「ガン」及び「ガン性」という用語は、典型的には調節されない細胞成長を特徴とする
、哺乳動物における生理学的状態を指す又は説明する。ガンの例には、これらに限定され
るものではないが、ガン腫、リンパ腫、芽細胞腫、肉腫、黒色腫及び白血病が含まれる。
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このようなガンのより特定の例には、扁平細胞ガン(squamous cell cancer)、小細胞肺ガ
ン、非小細胞肺ガン、肺の腺ガン、肺の扁平ガン腫(squamous carcinoma)、腹膜ガン、肝
細胞ガン、胃腸ガン、膵臓ガン、神経膠芽細胞腫、子宮頸管ガン、卵巣ガン、肝臓ガン、
膀胱ガン、肝ガン、乳ガン、大腸ガン、結腸直腸ガン、子宮内膜又は子宮ガン、唾液腺ガ
ン、腎臓(kidney)ガン、肝臓ガン、前立腺ガン、産卵口ガン、甲状腺ガン、肝ガン、並び
に様々な型の頭部及び頸部のガンが含まれる。
【００３２】
　「ＥｒｂＢ発現性癌」は、例えば、抗ＥｒｂＢ抗体が癌に結合することができるような
、その表面にＥｒｂＢタンパク質を有する細胞を含むものである。
　ここで用いられる「細胞障害剤」なる用語は、細胞の機能を阻害又は抑制する及び／又
は細胞破壊を生ずる物質を意味する。この用語は、放射性同位体（例えば、Ｉ１３１、Ｉ
１２５、Ｙ９０、及びＲｅ１８６）、化学治療薬、及び細菌、真菌、植物又は動物由来の
酵素的活性毒素といった毒素、又はその断片を含むとされる。
【００３３】
　「化学療法剤」は、癌の治療に有用な化合物である。化学療法剤の例には、チオテパ及
びシクロホスファミド(CYTOXAN(登録商標))のようなアルキル化剤；ブスルファン、イン
プロスルファン及びピポスルファンのようなスルホン酸アルキル類、；ベンゾドーパ(ben
zodopa)、カルボコン、メツレドーパ(meturedopa)、及びウレドーパ(uredopa)のようなア
ジリジン類；アルトレートアミン(altretamine)、トリエチレンメラミン、トリエチレン
ホスホラミド、トリエチレンチオホスホラミド(triethylenethiophosphaoramide)及びト
リメチローロメラミン(trimethylolomelamine)を含むエチレンイミン類及びメチラメラミ
ン類；クロランブシル、クロロナファジン(chlornaphazine)、チョロホスファミド(cholo
phosphamide)、エストラムスチン、イホスファミド、メクロレタミン、メクロレタミンオ
キシドヒドロクロリド、メルファラン、ノベンビチン(novembichin)、フェネステリン(ph
enesterine)、プレドニムスチン(prednimustine)、トロフォスファミド(trofosfamide)、
ウラシルマスタードなどのナイトロジェンマスタード；カルムスチン、クロロゾトシン(c
hlorozotocin)、フォテムスチン(fotemustine)、ロムスチン、ニムスチン、ラニムスチン
などのニトロスレアス(nitrosureas)；アクラシノマイシン(aclacinomysins)、アクチノ
マイシン、オースラマイシン(authramycin)、アザセリン、ブレオマイシン、カクチノマ
イシン(cactinomycin)、カリケアマイシン(calicheamicin)、カラビシン(carabicin)、カ
ルジノフィリン(carzinophilin)、クロモマイシン、ダクチノマイシン、ダウノルビシン
、６-ジアゾ-５-オキソ-Ｌ-ノルロイシン、ドキソルビシン、エピルビシン、エソルビシ
ン(esorubicin)、マイトマイシン、マイコフェノール酸(mycophenolic acid)、ノガラマ
イシン(nogalamycin)、オリボマイシン(olivomycins)、ペプロマイシン、ポトフィロマイ
シン(potfiromycin)、ピューロマイシン、ストレプトニグリン、ストレプトゾシン、ツベ
ルシジン(tubercidin)、ウベニメクス、ジノスタチン(zinostatin)、ゾルビシン(zorubic
in)などの抗生物質；メトトレキセート及び５-フルオロウラシル(５-ＦＵ）のような抗-
代謝産物；デノプテリン(denopterin)、メトトレキセート、プテロプテリン(pteropterin
)、トリメトレキセート(trimetrexate)のような葉酸類似体；フルダラビン(fludarabine)
、６-メルカプトプリン、チアミプリン、チオグアニンのようなプリン類似物；ピリミジ
ン類似体、例えばアンシタビン、アザシチジン(azacitidine)、６-アザウリジン(azaurid
ine)、カルモフール、シタラビン、ジデオキシウリジン、ドキシフルリジン、エノシタビ
ン(enocitabine)、フロキシウリジン(floxuridine)、５-ＦＵ；カルステロン(calusteron
e)、プロピオン酸ドロモスタノロン、エピチオスタノール、メピチオスタン、テストラク
トン(testolactone)のようなアンドロゲン類；アミノグルテチミド、ミトタン、トリロス
タンのような抗副腎剤；フロリン酸(frolinic acid)のような葉酸リプレニッシャー(repl
enisher)；アセグラトン；アルドホスファミドグリコシド；アミノレブリン酸；アムサク
リン(amsacrine)；ベストラブシル(bestrabucil)；ビサントレン(bisantrene)；エダトラ
キセート(edatraxate)；デフォファミン(defofamine)；デメコルシン(demecolcine)；ジ
アジコン(diaziquone)；エルフォルニチン(elfornithine)；酢酸エリプチニウム(ellipti
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nium)；エトグルシド(etoglucid)；硝酸ガリウム；オキシ尿素；レンチナン；ロニダミン
(lonidamine)：ミトグアゾン(mitoguazone)；ミトキサントロン；モピダモール(mopidamo
l)；ニトラクリン(nitracrine)；ペントスタチン；フェナメット(phenamet)；ピラルビシ
ン；ポドフィリン酸(podophyllinic acid)；２-エチルヒドラジド；プロカルバジン；Ｐ
ＳＫ(登録商標)；ラゾキサン(razoxane)；シゾフィラン；スピロゲルマニウム(spirogerm
anium)；テニュアゾン酸(tenuazonic acid)；トリアジコン(triaziquone)；２,２',２''-
トリクロロトリエチルアミン；ウレタン；ビンデシン；ダカーバジン；マンノムスチン(m
annomustine)；ミトブロニトール；ミトラクトール(mitolactol)；ピポブロマン(pipobro
man)；ガシトシン(gacytosine)；シトシンアラビノシド（「Ａｒａ-Ｃ」）；シクロホス
ファミド；チオテパ；タキソイド、例えばパクリタキセル（タキソール(登録商標)、Bris
tol-Myers Squibb Oncology, Princeton, NJ）及びドキセタキセル（タキソテア、Rhone-
Poulenc Rorer, Antony, France）；クロランブシル；ゲンシタビン(gemcitabine)；６-
チオグアニン；メルカプトプリン；メトトレキセート；シスプラチン及びカルボプラチン
のようなプラチナ類似体；ビンブラスチン；プラチナ；エトポシド(ＶＰ-１６）；イフォ
スファミド；マイトマイシンＣ；ミトキサントン；ビンクリスチン；ビノレルビン；ナベ
ルビン(navelbine)；ノバントロン(novantron)；テニポシド；ダウノマイシン；カルミノ
マイシン；アミノプテリン；キセローダ(xeloda)；イバンドロナート(ibandronate)；Ｃ
ＴＰ-１１；トポイソメラーゼインヒビターＲＦＳ２０００；ジフルオロメチロールニチ
ン(ＤＭＦＯ)；レチノイン酸；エスペラマイシン；カペシタビン(capecitabine)；並びに
上述したものの製薬的に許容可能な塩類、酸類又は誘導体が含まれる。また、この定義に
は、腫瘍に対するホルモン作用を調節又は阻害するように働くホルモン剤、例えばタモキ
シフェン、ラロキシフェン(raloxifene)等を含む抗エストロゲン類、４(５)-イミダゾー
ル類を阻害するアロマターゼ、４-ヒドロキシタモキシフェン、トリオキシフェン(trioxi
fene)、ケオキシフェン(keoxifene)、ＬＹ１１７０１８、オナプリストーン(onapristone
)；及び抗アンドロゲン、例えばフルタミド(flutamide)及びニルタミド(nilutamide)；及
び上記のものの製薬的に許容可能な塩類、酸類又は誘導体が含まれる。
【００３４】
　ここで使用されるところの「成長阻害剤」とは、インビトロ又はインビボで細胞、特に
ＥｒｂＢ過剰発現癌細胞の成長を阻害する化合物又は組成物を意味する。よって、成長阻
害剤は、Ｓ相におけるＥｒｂＢ過剰発現細胞の割合を有意に低減させるものである。成長
阻害剤の例には、(Ｓ相以外の場所において)細胞分裂周期の進行を阻止する薬剤、例えば
Ｇ１停止及びＭ相停止を誘発する薬剤が含まれる。伝統的なＭ相ブロッカーには、ビンカ
(ビンクリスチン及びビンブラスチン)、タキソール(登録商標)、及びトポ(topo)ＩＩイン
ヒビター、例えばドキソルビシン、エピルビシン、ダウノルビシン、エトポシド、及びブ
レオマイシンが含まれる。Ｇ１を停止させる薬剤、例えばＤＮＡアルキル化剤、例えばタ
モキシフェン、プレドニソン、ダカーバジン、メクロレタミン、シスプラチン、メトトレ
キセート、５-フルオロウラシル、及びａｒａ-ＣはＳ相停止に溢流する。更なる情報は、
Murakami等による「細胞分裂周期の調節、オンコジーン、及び抗腫瘍薬」と題された、癌
の分子的基礎、Mendelsohn及びIsrael編、第１章(WB Saunders；Philadelphia, 1995)、
特に１３頁に見出すことができる。４Ｄ５抗体（及びその機能的等価物）もまた、この趣
旨において使用することができる。
【００３５】
ＥｒｂＢレセプターチロシンキナーゼ
　ＥｒｂＢレセプターチロシンキナーゼは細胞成長、分化及び生存の重要なメディエータ
ーである。該レセプターファミリーには上皮細胞成長因子レセプター（ＥＧＦＲ又はＥｒ
ｂＢ１）、ＨＥＲ２（ＥｒｂＢ２又はｐ１８５ｎｅｕ）、ＨＥＲ３（ＥｒｂＢ３）及びＨ
ＥＲ４（ＥｒｂＢ４又はｔｙｒｏ２）を含む少なくとも４の別個のメンバーが含まれる。
【００３６】
　ＥｒｂＢ１遺伝子によってコードされるＥＧＦＲはヒト悪性腫瘍の原因であるとされて
いる。特に、ＥＧＦＲの発現の増加が乳癌、膀胱癌、肺癌、頭部癌、頚部癌及び胃癌並び
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に膠芽細胞腫において観察されている。ＥＧＦＲレセプターの発現の増加はしばしば同じ
腫瘍細胞によるＥＧＦＲリガンドであるトランスフォーミング成長因子α（ＴＧＦ-α）
の生産の増加に関連し、自己分泌刺激経路によるレセプターの活性化が生じる。Baselga
とMendelsohn Pharmac. Ther. 64:127-154 (1994)。ＥＧＦＲ又はそのリガンドであるＴ
ＧＦ-α及びＥＧＦに対するモノクローナル抗体はそのような悪性腫瘍の治療における治
療剤として評価されている。例えば上掲のBaselgaとMendelsohn；Masui等, Cancer Resea
rch 44:1002-1007 (1984);及びWu等, J. Clin. Invest. 95:1897-1905 (1995)を参照のこ
と。
【００３７】
　ＥｒｂＢファミリーの第２のメンバーであるｐ１８５ｎｅｕは、元々は、化学的に処理
されたラットの神経芽細胞種由来のトランスフォーミング遺伝子の産物として同定された
。ｎｅｕプロトオンコジーンの活性化型はコードされたタンパク質の膜貫通領域における
点突然変異(バリンからグルタミン酸へ)の結果として生じる。ｎｅｕのヒト相同体の増幅
は乳癌及び卵巣癌において観察され、乏しい予後と相関している（Slamon等, Science, 2
35:177-182 (1987)；Slamon等, Science, 244:707-712 (1989)；及び米国特許第４９６８
６０３号）。今日までｎｅｕプロトオンコジーンにおけるものに類似した点突然変異はヒ
トの腫瘍に対しては報告されていない。ＨＥＲ２の過剰発現（よく起こるが遺伝子増幅の
ために一様ではない）は胃、子宮内膜、唾液腺、肺、腎臓、大腸、甲状腺、膵臓及び膀胱
の癌腫を含む他の癌腫においても観察されている。
【００３８】
　ラットｐ１８５ｎｅｕ及びヒトＨＥＲ２タンパク産物に対する抗体については記載があ
る。Drebinとその同僚たちはラットｎｅｕ遺伝子産物、ｐ１８５ｎｅｕ（例えば、Drebin
等, Cell 41:695-706(1985)；Myers等, Meth. Enzym. 198:277-290 (1991);及び国際公開
第９４／２２４７８号を参照のこと）に対する抗体を産生した。Drebin等 (Oncogene 2:2
73-277 (1988))は、ｐ１８５ｎｅｕの２つの区別される領域と反応性の抗体の混合物がヌ
ードマウス中に移植されたｎｅｕ-形質転換ＮＩＨ-３Ｔ３細胞に対して相乗的な抗腫瘍効
果を示すことを報告している（米国特許第５８２４３１１号もまた参照のこと）。
【００３９】
　Hudziak等,（Mol. Cell. Biol. 9(3):1165-1172(1989)）には、ヒトの乳房腫瘍株化細
胞ＳＫＢＲ３を使用して特徴付けられた抗Ｈｅｒ２抗体のパネルの産生が記載されている
。抗体への暴露に続いてのＳＫＢＲ３細胞の相対的細胞増殖が、７２時間後の単層のクリ
スタルバイオレットでの染色により測定された。このアッセイを使用して、４Ｄ５と呼ば
れる抗体により、細胞増殖を５６％阻害する最大の阻害度が得られた。パネルの他の抗体
は、このアッセイではより少ない度合いで細胞増殖を低減した。抗体４Ｄ５は、更に、Ｔ
ＮＦ-αの細胞障害効果に対し、ＨＥＲ２過剰発現乳房腫瘍株化細胞を感作させることが
見出されている（また、米国特許第５６７７１７１号を参照のこと）。Hudziak等におい
て検討された抗Ｈｅｒ２抗体は、更に特徴付けられている（Fendly等,Cancer Research 5
0:1550-1558(1990)；Kotts等,In Vitro 26(3):59A(1990)；Sarup等,Growth Regulation 1
:72-82(1991)；Shepard等,J. Clin. Immunol. 11(3):117-127(1991)；Kumar等, Mol. Cel
l. Biol. 11(2):979-986(1991)；Lewis等, CancerImmunol. Immunother. 37:255-263(199
3)；Pietras等, Oncogene 9:1829-1838(1994)；Vitetta等, Cancer Research 54:5301-53
09(1994)；Sliwkowski等, J. Biol. Chem. 269(20):14661-14665(1994)；Scott等, J. Bi
ol. Chem. 266:14300-5(1991)；D'souza等, Proc. Natl. Acad. Sci. 91:7202-7206(1994
)；Lewis等, Cancer Research 56:1457-1465 (1996)；及びSchaefer等, Oncogene 15:138
5-1394 (1997)）。
【００４０】
　マウス抗ＨＥＲ２抗体４Ｄ５の組換えヒト化ＩｇＧ１型(ｒｈｕＭＡｂ ＨＥＲ２又は(
ハーセプチン(登録商標)；サウスサンフランシスコのジェネンテック社から商業的に入手
可能))は、広範な抗癌治療を前に受けたＨＥＲ２過剰発現転移性乳癌を持つ患者において
臨床的に活性である(Baselga等, J. Clin. Oncol. 14:737-744(1996))。ハーセプチン(登
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録商標)は、腫瘍がＨＥＲ２タンパク質を過剰発現する転移性乳癌の患者の治療用として
１９９８年９月２５日に食品医薬品庁から市販の承認を受けた。ＨＥＲ２タンパク質の過
剰発現を決定するための最近の処理プロトコールはＩＨＣを用いる。
【００４１】
　様々な性質を持つ他の抗ＨＥＲ２抗体については、記載がある（Tagliabue等, Int. J.
 Cancer 47:933-937(1991)；McKenzie等 Oncogene 4:543-548 (1989)；Maier等 Cancer R
es. 51:5361-5369 (1991)；Bacus等 Molecular Carcinogenesis 3:350-362 (1990)；Stan
covski等 (Proc. Natl. Acad. Sci. USA) 88:8691-8695 (1991)；Bacus等 Cabcer Resear
ch 52:2580-2589 (1992)；Xu等 Int. J. Cancer 53:401-408 (1993)；国際公開第９４／
００１３６号；Kasprzk等, Cancer Research 52:2771-2776 (1992)；Hancock等 Cancer R
es. 51:4575-4580 (1991)；Shawver等 Cancer Res. 54:1367-1373 (1994)；Arteaga等 Ca
ncer Res. 54:3758-3765 (1994)；Harwerth等, J. Biol. Chem. 267:15160-15167 (1992)
；米国特許第５７８３１８６号；Klapper等, Oncogene 14:2099-2109 (1997)；及び国際
公開第９８／７７７９７号）。
　相同性スクリーニングにより２種の他のＥｒｂＢレセプターファミリーメンバー；ＨＥ
Ｒ３（米国特許第５１８３８８４号及び第５４８０９６８号並びにKrausu等 (Proc. Natl
. Acad. Sci. USA) 86:9193-9197 (1989)）及びＨＥＲ４（欧州特許出願第５９９２７４
号；Plowman等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:1746-1750 (1993)；及びPlowman等, N
ature, 366:473-475 (1993)）が同定された。これらのレセプターの両方とも少なくとも
ある種の乳癌細胞株で増加した発現を示す。
【００４２】
　ＥｒｂＢレセプターは細胞中に様々な組み合わせとして一般に見出され、ヘテロ二量体
化は様々なＥｒｂＢリガンドに対する細胞応答の多様性を増加させること考えられる（Ea
rp等 Breast Cancer Research and Treatment 35: 115-132 (1995)）。ＥＧＦＲには６種
の異なったリガンド；上皮細胞成長因子（ＥＧＦ）、トランスフォーミング成長因子α（
ＴＧＦ-α）、アンフィレグリン(amphiregulin)、ヘパリン結合上皮細胞成長因子（ＨＢ-
ＥＧＦ）、ベータセルリン及びエピレグリン（Groenen等 Grwoth Factors 11:235-257 (1
994)）が結合する。単一の遺伝子の選択的スプライシングの結果として生じるヘレグリン
タンパク質のファミリーはＨＥＲ３及びＨＥＲ４に対するリガンドである。ヘレグリンフ
ァミリーにはα、β及びγヘレグリン（Holmes等, Science, 256:1205-1210 (1992)；米
国特許第５６４１８６９号；及びSchaefer等, Oncogene 15:1385-1394 (1997)）；ｎｅｕ
分化因子（ＮＤＦｓ）、膠細胞成長因子（ＧＧＦｓ）；アセチルコリンレセプター誘導活
性（ＡＲＩＡ）；及び感覚及び運動神経誘導因子（ＳＭＤＦ）が含まれる。概説としては
、Groenen等 Grwoth Factors 11:235-257 (1994)；Lemke, G. Molec & Cell. Neurosci. 
7:247-262 (1996)及びLee等 Pharm. Rev. 47:51-85 (1995)を参照のこと。最近、２つの
更なるＥｒｂＢリガンドが同定された；ＨＥＲ３又はＨＥＲ４の何れかに結合すると報告
されているニューレグリン-２（ＮＲＧ-２）（Chang等 Nature 387 509-512 (1997)；及
びCarraway等 Nature 387:512-516 (1997)）；及びＨＥＲ４に結合するニューレグリン-
３（Zhang等 PNAS (USA) 94(18):9562-7 (1997)）である。ＨＢ-ＥＧＦ、ベータセルリン
及びエピレグリンはまたＨＥＲ４に結合する。
【００４３】
　ＥＧＦ及びＴＧＦ-αはＨＥＲ２に結合しないが、ＥＧＦはＥＧＦＲとＨＥＲ２を刺激
してヘテロ二量体を形成し、それがＥＧＦＲを活性化させ、ヘテロ二量体においてＨＥＲ
２のトランスリン酸化を生じる。二量体化及び／又はトランスリン酸化はＨＥＲ２チロシ
ンキナーゼを活性化させるように思われる。上掲のEarp等を参照のこと。同様に、ＨＥＲ
３がＨＥＲ２と同時発現される場合、活性なシグナル伝達複合体が形成されＨＥＲ２に対
する抗体はこの複合体を破壊することができる（Sliwkowski等, J. Biol. Chem., 269(20
):14661-14665 (1994)）。また、ヘレグリン（ＨＲＧ）に対するＨＥＲ３の親和性はＨＥ
Ｒ２と同時発現される場合、高親和性状態まで増加する。また、ＨＥＲ２-ＨＥＲ３タン
パク複合体に関してLewis等, Cancer Res., 56:1457-1465 (1996)；Levi等, Journal of 
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Neuroscience 15:1329-1340 (1995)；Morrissey等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92: 14
31-1435 (1995)を参照のこと。ＨＥＲ３と同様にＨＥＲ４はＨＥＲ２と活性なシグナル伝
達複合体を形成する（CarrawayとCantley, Cell 78:5-8 (1994)）。
【００４４】
遺伝子増幅の検出
　本発明は、遺伝子増幅を検出するための任意の技術（Boxer, J. Clin. Pathol. 53:19-
21(2000)参照）を用いることが考えられる。これらの技術は、放射性同位体又は蛍光標識
したプローブを用いたin situハイブリダイゼーション（Stoler, Clin. Lab. Med. 12:21
5-36(1990)）；ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）；定量的サザンブロッティング、及び個
々の遺伝子を定量化するための他の技術を含む。遺伝子増幅評価に選択される好ましいプ
ローブ又はプライマーは、近い関係にある相同な遺伝子の検出を避けるために、高い特異
性がある。
【００４５】
　ここで使用される「標識」なる語句は、核酸プローブ又は抗体等の試薬に直接的に又は
間接的に抱合又は融合した化合物又は組成物を意味し、抱合又は融合した試薬の検出を容
易にする。標識はそれ自体が検出可能(例えば、放射性標識又は蛍光標識)であり得、ある
いは酵素標識の場合には、検出可能な基質化合物又は組成物の化学変化を触媒しうる。抗
体に免疫特異的に結合されるハプテン又はエピトープも標識として使える。
　「蛍光標識した核酸プローブ」という用語は、（１）標的核酸配列とハイブリッド形成
する能力を与える配列を有する核酸及び（２）蛍光標識を有するプローブを意味する。好
ましくは、このようなハイブリダイゼーションは特異的であり、例えば、高い厳密性の条
件下で行うことができる。
【００４６】
試料の調製
　対象からのあらゆる組織試料が用いられ得る。使用されうる組織試料の例には、これに
限られないが、乳房、前立腺、卵巣、大腸、肺、子宮内膜、胃、唾液腺、又は膵臓を含む
。組織試料は、これに限らないが、外科的切除、吸引、又はバイオプシーを含む様々な方
法で得ることができる。組織は生でも又は凍結されていてもよい。一実施態様では、組織
試料は固定され、パラフィン等で包埋される。
【００４７】
　組織試料は、従来からの方法（例えば、Manual of Histological Staining Method of 
the Armaed Forces Institute of Pathology, 第３版 Lee G. Luna, HT (ASCP) 編集, Th
e Blakston Division McGraw-Hill Book 社: New york; (1960); Armed Forces Institut
e of Pathology Advanced Laboratory Methods in Histology and Pathology (1994) Ulr
eka V. Mikel, 編集, Armed Foreces Institute of Pathology, American Registry of P
athology, Washington, D.C.）によって固定（すなわち保存）することができる。当業者
であれば、固定剤は組織が組織学的に染色されるように又は他の方法で分析されるように
決定されることを理解するであろう。当業者はまた、固定の長さが組織試料の大きさ及び
使用される固定剤によることも理解しているであろう。例えば、中性緩衝ホルマリン、ブ
アン又はパラホルムアルデヒドが組織試料の固定に使用されうる。
【００４８】
　一般に、組織試料を初めに固定し、次いでアルコールの上昇系列で脱水し、パラフィン
又は組織試料を切片にできるような他の切片法媒体を浸透して包埋する。あるいは、組織
を切片化し、得られた切片を固定できるようにする。例えば、組織試料は、従来からの方
法によりパラフィンで包埋及び加工されうる。用いられ得るパラフィンの例は、これに限
られないが、パラプラスト、Broloid、及びTissuemayを含む。組織試料が包埋されると、
試料はミクロトーム等により切片化されうる。この方法の例としては、切片を約３ミクロ
ンから約５ミクロンの範囲にすることができる。切片化されると、切片は幾つかの標準的
な方法でスライドに貼り付けられうる。スライド付着の方法の例には、これに限られない
が、シラン、ゼラチン、ポリ-Ｌ-リジン等が含まれる。例えば、パラフィン包埋切片は、
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プラスに帯電したスライド、ポリ-Ｌ-リジンで被覆したスライドに貼り付けられうる。
【００４９】
　パラフィンが包埋の材料として使用された場合、組織切片は一般に脱パラフィンし、水
で再水和する。組織切片は、幾つかの従来からの標準的な方法で脱パラフィンすることが
できる。例えば、キシレン及び緩やかな下降系列アルコールを使用することができる。或
いは、市販の脱パラフィン用非有機溶剤、例えばHemo-De7（CMS, Houston, Texas）が使
用されうる。
【００５０】
蛍光 in situ ハイブリダイゼーション
　in situ ハイブリダイゼーションは、一般にスライドに固定された細胞又は組織切片で
実施される。in situ ハイブリダイゼーションは、幾つかの従来からの方法（例えば、Le
itch等, In Situ Hybridization: A Practical Guide, Oxford BIOS Scientific Publish
ers, Micropscopey Handbooks v. 27 (1994)参照）により行うことができる。あるin sit
u 法では、蛍光染料（例えば、アルゴンイオンレーザーで励起したときに緑の蛍光を発す
るフルオレセインイソチオシアネート（ＦＩＴＣ））が、細胞の標的ヌクレオチド配列に
相補的な核酸配列プローブを標識するために使用される。標的核酸配列を含む各細胞は、
使用される特定の蛍光色素の励起に適した波長の光源に細胞を曝すことにより蛍光シグナ
ルを発する標識プローブに結合しうる。「標的核酸配列」は、ＥｒｂＢ等の過剰発現した
腫瘍抗原に特異的な配列である。ＦＩＳＨ分析は、これに限らないが、形態学的染色（連
続切片又は同切片の；ＰＣＴ公開番号ＷＯ００／２０６４１参照、特に開示によりここに
取り込む）を含む他のアッセイと併用することができる。
【００５１】
　様々な程度のハイブリダイゼーション厳密性が用いられうる。ハイブリダイゼーション
条件がより厳密になると、安定した二本鎖を形成して残るようにプローブと標的の間に、
より優れた相補性が必要となる。厳密性は、温度を上げる、塩濃度を下げる、又はホルマ
リン濃度を上げることにより増大する。デキストラン硫酸の添加又はその濃度の上昇もま
た、標識したプローブの有効な濃度を増大させて、ハイブリダイゼーションの率及び最終
シグナル強度を増大させる。ハイブリダイゼーションの後、一般的にハイブリダイゼーシ
ョン溶液に見られるものと同様の試薬を含有する溶液でスライドを洗浄し、洗浄時間は必
要な厳密度に応じて分単位から時間単位まで変化する。より長い又はより大きい緊縮性は
、典型的に低い非特異性の条件のものを洗浄するが、総合感度が減少するリスクがある。
【００５２】
　ＦＩＳＨ分析に使用されるプローブは、ＲＮＡ又はＤＮＡのオリゴヌクレオチドでもポ
リヌクレオチドでもよく、天然に生じるヌクレオチドのみならず、ジゴキシゲニン標識ｄ
ＣＴＰ、ウシｄｃＴＰ ７-アザグアノシン、アジドチミジン、イノシン、又はウリジン等
の類似体も含まれうる。他の利用可能なプローブは、ペプチドプローブ及びその類似体、
分枝遺伝子ＤＮＡ、ペプチドメティクス(peptidometics)、ペプチド核酸（ＰＮＡ）、及
び／又は抗体を含む。
　プローブは、安定した特異的な結合が標的核酸配列とプローブとの間に生じるように、
対象とする標的核酸配列と十分な相補性を有しうる。安定したハイブリダイゼーションに
必要な相同性の程度は、ハイブリダイゼーション媒体及び／又は洗浄媒体の厳密性によっ
て変化する。好ましくは、完全に相同なプローブが本発明に使用されるが、当業者には十
分ではないより低い相同性を示すプローブが本発明に使用できることが容易に理解される
であろう（例えば、Sambrook, J., 等, Molecular Cloning A Laboratory Manual, Cold 
Spring Harbor Press, (1989)）。
【００５３】
　当業者であれば、プローブの選択が対象とする標的遺伝子の性質に依存することを理解
するであろう。増幅の例としては、これに限られないが、乳癌及び卵巣癌のｈｅｒ２／ｎ
ｅｕ、神経芽細胞腫のｎ-ｍｙｃ、小細胞肺癌のｃ-ｍｙｃを含む。ｈｅｒ２／ｎｅｕ増幅
の評価の例としては、ｈｅｒ２／ｎｅｕ遺伝子（１７ｑ １１.２-１７ｑ１２）を含む染
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色体１７の長腕上の１４０ｋｂの範囲に及ぶプローブが使用されうる。染色体１７（Ｄ１
７２１）の動原体性領域にある-サテライト配列のプローブは、ｈｅｒ２／ｎｅｕ増幅の
供給源又は原因として染色体１７のaneusomyについて評価するのに使用される。例えば、
これらのプローブの混合バーションは、Vysis社から入手することができ、各プローブは
容易に識別できるフルオロフォア、例えばSPECTRUM ORANGE7及びSPECTRUM GREEN7で直接
標識されている。
【００５４】
　プローブはまた、これに限られないが、in situ ハイブリダイゼーション、体細胞雑種
パネル、又は選別した染色体のスポットブロットによるマッピング；染色体連鎖解析を含
む幾つかの方法により作成及び選択することができ；あるいは染色体領域の顕微解剖、放
射性体細胞ハイブリッド、ヒト染色体との体細胞ハイブリッド又はヒト細胞株由来の選別
した染色体ライブラリから、あるいは固有の染色体座位に特異的なＰＣＲプライマー又は
隣接したＹＡＣクローンの等の他の適した手段により同定される酵母人口染色体（ＹＡＣ
ｓ）からクローン化及び単離することができる。プローブは、プラスミド、ファージ、コ
スミド、ＹＡＣ、細菌性人口染色体（ＢＡＣｓ）、ウィルスベクター、又は任意の他の適
したベクターでクローン化したゲノムＤＮＡ、ｃＤＮＡ、又はＲＮＡでありうる。プロー
ブは、従来からの方法により化学的にクローン化または合成されうる。クローン化した場
合、単離したプローブ核酸断片は、典型的にベクター、例えばλファージ、ｐＢＲ３２２
、Ｍ１３、又はＳＰ６もしくはＴ７を含むベクターに挿入され、細菌宿主のライブラリと
してクローン化される（例えば、Sambrook、上掲参照）。
【００５５】
　好ましくはプローブはフルオロフォアで標識される。フルオロフォアの例としては、こ
れに限られないが、希土類キレート（ユーロピウムキレート）、テキサスレッド、ローダ
ミン、フルオレセイン、ダンシル、リサミン(Lissamine)、ウンベリフェロン、フィコエ
リスリン(phycocrytherin)、フィコシアニン、又は市販のフルオロフォア、例えばSPECTR
UM ORANGE7及びSPECTRUM GREEN7、及び／又は任意の一以上の上記の誘導体を含む。アッ
セイに使用される複数のプローブは、一以上の識別可能な蛍光又は色素の色で標識されう
る。これらの色の違いは、特異的なプローブのハイブリダイゼーション部位を同定する手
段を提供する。更に、空間的に離れていないプローブは、２つの他の色（例えば、明るい
赤＋緑＝黄）、色素（例えば、青＋黄＝緑）を混ぜて生じる異なる色の光又は色素により
、又は同時に１つだけの色を通すフィルターセットを用いることにより同定することがで
きる。
【００５６】
　プローブは、従来からの方法を用いて、フルオロフォアで直接的に又は間接的に標識す
ることができる。更なるプローブ及び色は、より遺伝的な異常を含む又は内部標準として
役立つようにこの基本手順の洗練及び拡張を高めることができる。一例として、ｈｅｒ２
／ｎｅｕ遺伝子は染色体１７にあり、染色体１７に特異的なサテライト配列（Ｄ１７Ｚ１
）のプローブの内部標準は、非悪性細胞の領域にある二倍性を証明するために及び／又は
ｈｅｒ２／ｎｅｕ増幅の領域内染色体１７aneusomyの存在又は不存在を明らかにするため
に使用することができる（Vysis社）。
【００５７】
　ＦＩＳＨ工程の後、スライドを蛍光顕微鏡の標準的な技術（例えば、Ploem及びTanke, 
Introduction to Fluorescence Microscopy, Oxford University Press: New York(1987)
参照）で分析することができる。概略すると、各スライドを、適切な励起フィルター、ニ
クロム、及び濾過フィルターを備える顕微鏡を用いて観察する。フィルターは、使用され
る蛍光色素の励起及び発光スペクトルに基づいて選択される。使用される蛍光標識、シグ
ナル強度及びフィルター選択に応じたフィルム露光時間でスライドの写真を得ることがで
きる。ＦＩＳＨ分析について、形態学的分析で決定された対象細胞の物理的遺伝子座を再
度用いて、ＦＩＳＨ定量化に適した領域となるように視覚的に適合させる。
【００５８】
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　ＦＩＳＨとＩＨＣを関連づけるために、座標位置を組み込むコンピュータによる自動化
段階を用いることができる。これは、２つの異なる分析技術により同じ領域を評価するの
に用いられうる。例えば、形態的に染色された領域の色の像を、コンピュータを用いた冷
却ＣＣＤカメラを使用して獲得し、記録することができる。その後、同じ部分は、ＦＩＳ
Ｈ法、再度用いられる組み込み位置、蛍光核シグナルの存在を記録した指定領域により解
釈される。ＩＨＣとそれに続くＦＩＳＨに同様の方法が考えられる。
【００５９】
　典型的に、数百の細胞が組織試料で走査され、特異的な標的核酸配列の定量を蛍光スポ
ットの形で決定し、それを細胞数に比例して計算する。細胞内のスポットの数の基準から
の偏差（例えば、正常細胞のｈｅｒ２／ｎｅｕ遺伝子の調査は２つの複製を生じ、異常な
場合には２よりも大きい）は、腫瘍抗原特異的抗体治療、例えば、ＥｒｂＢアンタゴニス
ト治療で恩恵を受けるより高い可能性を示す。下に例示されるように、ｈｅｒ２遺伝子増
幅は、抗ＨＥＲ２抗体治療が有効である可能性の非常に効果的な表示を提供する。
【００６０】
医薬製剤
　本発明に従って使用されるアンタゴニスト、例えば抗体の治療用製剤は、所定の純度を
持つ抗体と、場合によっては生理学的に許容される担体、賦形剤又は安定化剤を混合する
ことにより（Remington's Pharmaceutical Sciences 16版, Osol, A. 編,）、水溶液、又
は凍結乾燥の形態に調製され貯蔵される。許容される担体、賦形剤又は安定化剤は、用い
られる用量と濃度でレシピエントに非毒性であり、ホスフェート、シトレート、及び他の
有機酸等のバッファー；アスコルビン酸及びメチオニンを含む酸化防止剤；保存料（例え
ばオクタデシルジメチルベンジルアンモニウムクロリド；ヘキサメトニウムクロリド；ベ
ンザルコニウムクロリド、ベンズエトニウムクロリド；フェノール、ブチル又はベンジル
アルコール；メチル又はプロピルパラベン等のアルキルパラベン；カテコール；レゾルシ
ノール；シクロヘキサノール；３-ペンタノール；及びｍ-クレゾール）；低分子量（約１
０残基未満）ポリペプチド；血清アルブミン、ゼラチン、又は免疫グロブリン等のタンパ
ク質；ポリビニルピロリドン等の親水性ポリマー；グリシン、グルタミン、アスパラギン
、ヒスチジン、アルギニン又はリシン等のアミノ酸；グルコース、マンノース、又はデキ
ストリンを含む単糖類、二糖類、及び他の炭水化物；ＥＤＴＡ等のキレート化剤；スクロ
ース、マンニトール、トレハロース又はソルビトール等の糖；ナトリウム等の塩形成対イ
オン；金属錯体（例えば、Ｚｎ-タンパク質複合体）；及び／又はＴＷＥＥＮ(商品名)、
ＰＬＵＲＯＮＩＣＳ(商品名)又はポリエチレングリコール（ＰＥＧ）を含む。好ましい凍
結乾燥抗ＥｒｂＢ２抗体の製剤は、ＷＯ９７／０４８０１に記載され、特に参考としてこ
こに取り込む。
【００６１】
　ここでの製剤は、治療される特定の徴候のために必要ならば一以上の活性化合物、好ま
しくは互いに悪影響を与えない相補的活性を持つものも含んでよい。例えば、ある形式に
よると、ＥＧＦＲ、ＥｒｂＢ２、ＥｒｂＢ３、ＥｒｂＢ４、血管内皮因子（ＶＥＧＦ）に
結合する抗体、又は標的ＥｒｂＢの異なるエピトープに結合する抗体を更に用意すること
が望ましい。あるいは、又は更に、組成物は細胞傷害剤、化学治療法、サイトカイン、成
長阻害剤及び／又は心臓保護剤を含んでいてもよい。そのような分子は、意図する目的の
ために有効な量で組み合わされて好適に存在する。
【００６２】
　また活性成分は、例えばコアセルベーション技術あるいは界面重合により調製されたマ
イクロカプセル、例えばそれぞれヒドロキシメチルセルロース又はゼラチンマイクロカプ
セル及びポリ-(メタクリル酸メチル)マイクロカプセルに、コロイド状ドラッグデリバリ
ー系（例えば、リポソーム、アルブミンミクロスフィア、マイクロエマルション、ナノ-
粒子及びナノカプセル）に、あるいはマクロエマルションに捕捉させてもよい。このよう
な技術は、Remington's Pharmaceutical Sciences 17版, Osol, A. 編に開示されている
。
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　インビボ投与に使用される製剤は、好ましくはヒトを対象とする場合に無菌でなければ
ならない。このことは、滅菌濾過膜を通して濾過することにより容易に達成される。
【００６３】
　徐放性調合物を調製してもよい。徐放性調合物の好ましい例は、抗体を含む疎水性固体
ポリマーの半透性マトリクスを含み、そのマトリクスは成形物、例えばフィルム又はマイ
クロカプセルの形態である。徐放性マトリクスの例には、ポリエステル、ヒドロゲル（例
えば、ポリペプチド(２-ヒドロキシエチルメタクリレート)、又はポリ(ビニルアルコール
)）、ポリラクチド(米国特許第３７７３９１９号)、Ｌ-グルタミン酸とエチル-Ｌ-グルタ
メートのコポリマー、非分解性エチレン-酢酸ビニル、分解性乳酸-グリコール酸コポリマ
ー、例えばＬＵＰＲＯＮ ＤＥＰＯＴ(商品名)（乳酸-グリコール酸コポリマー及び酢酸ロ
イプロリドからなる注射可能なミクロスフィア）、及びポリ-Ｄ-(-)-３-ヒドロキシブチ
ル酸が含まれる。エチレン-酢酸ビニル及び乳酸-グリコール酸等のポリマーは、分子を１
００日以上かけて放出することを可能にするが、ある種のヒドロゲルはタンパク質をより
短い時間で放出する。カプセル化された抗体が体内に長時間残ると、３７℃の水分に暴露
された結果として変性し又は凝集し、生物活性を喪失させ免疫原性を変化させるおそれが
ある。合理的な戦略を、関与するメカニズムに応じて安定化のために案出することができ
る。例えば、凝集機構がチオ-ジスルフィド交換による分子間Ｓ-Ｓ結合の形成であること
が見いだされた場合、安定化はスルフヒドリル残基を修飾し、酸性溶液から凍結乾燥させ
、水分含有量を制御し、適当な添加剤を使用し、また特定のポリマーマトリクス組成物を
開発することによって達成されうる。
【００６４】
抗ＥｒｂＢアンタゴニストを用いた治療
　本発明によれば、抗ＥｒｂＢ抗体を、増幅ｅｒｂＢ遺伝子を有することが分かった患者
のＥｒｂＢレセプターの過剰発現及び／又は活性化により特徴付けられる種々の病状の治
療に使用することが考えられている。病状又は疾患の例には、良性又は悪性の腫瘍(例え
ば、腎性、肝臓、腎臓、膀胱、乳房、胃、卵巣、直腸結腸、前立腺、膵臓、肺、陰門、甲
状腺、肝臓(hepatic)の癌腫；肉腫；神経膠芽細胞腫、及び様々な種類の頭部及び頸部の
腫瘍)；白血病及びリンパ悪性腫瘍；他の疾患、例えばニューロン、神経膠、星状細胞、
視床下部及び他の腺、マクロファージ、上皮、ストロマ、割腔、炎症、血管由来及び免疫
性疾患が含まれる。
【００６５】
　本発明の抗体、化学療法剤及び他の活性剤は、ボーラス投与としての静脈内投与、又は
一定期間にわたる連続的注入、筋肉内、腹腔内、脳脊髄内、皮下の、関節内、滑膜内、ク
モ膜下腔内、経口、局所的に、吸入経路など、既知の方法に従ってヒトの患者に投与され
る。抗体の静脈内又は皮下への投与が好ましい。
【００６６】
　一実施態様では、本発明の治療は、抗ＥｒｂＢ抗体及び化学療法剤、例えばタキソイド
の組み合わせ投与を含む。本発明は、異なる化学療法剤の混合物の投与が考えられる。組
合わせ投与には、別々の製剤又は単一の医薬製剤を使用する共投与、及びいずれかの順序
による継続的な投与が含まれ、その場合、好ましくは両方（又は全ての）活性のある薬剤
が、同時に生物学的活性を発揮する期間が存在する。そのような化学治療薬剤に対する調
製及び投与スケジュールは、製造者の指示に従い、又は熟練した実行者より経験的に決定
されたものとして使用される。また、そのような化学療法に対する調製及び投与スケジュ
ールは、Chemotherapy Service Ed., M.C. Perry, Williams & Wilkins, Baltimore, MD 
(1992)中に記載されている。抗体は、タモキシフェンのような抗エストロジェン化合物、
又はオナプリストン（欧州特許第６１６８１２参照）のような抗プロジェストロン化合物
と、これらの分子において既知の投与量にて組合わせてもよい。
【００６７】
　上記療法に加え、患者は、ガン細胞の外科的な除去（腫瘍切除）及び/又は放射線療法
が施されてもよい。
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　　疾患の予防又は治療に対して、アンタゴニスト、例えば抗体の適切な用量は、上記さ
れるように治療すべき疾患の型、疾患の重篤さ及び経路、抗体の投与が予防目的か治療目
的か、過去の治療、患者の臨床履歴及び抗体に対する反応、及び担当医師の裁量に依存す
る。抗体は、一時に又は一連の治療にわたって適切に患者に投与される。
【００６８】
　疾患のタイプと重篤さに応じて、約１μｇ／ｋｇから１５ｍｇ／ｋｇ（例えば、０．１
－２０ｍｇ／ｋｇ）の抗体が、例えば一以上の別々の投与であろうと、あるいは連続注入
によるものであろうと、患者への初期候補投与量である。典型的な１日の用量は、上記の
要因に依存し、約1μｇ／ｋｇから１００ｍｇ／ｋｇ又はそれ以上の範囲である。数日間
又はそれ以上にわたる繰り返し投与の場合は、状況に応じて、疾患徴候の望ましい抑制が
起こるまで治療を続ける。しかし、他の用量計画も有用でありうる。この療法の進行は、
常套的な技術及びアッセイで容易に監視される。
【００６９】
製薬パッケージ；製造品
　本発明の関連する態様では、上記の疾患の診断又は治療に有用な物質を含む製造品が提
供される。製造品は、容器、場合によってラベル及びパッケージ挿入物を具備する。好適
な容器には、例えば、ビン、バイアル、シリンジ等々が含まれる。容器は、様々な材料、
例えばガラス又はプラスチックから形成されうる。容器は、症状を治療するのに有効な組
成物を収容し、好ましくは滅菌アクセスポートを有す（例えば、容器は皮下注射針が貫通
可能なストッパーを有するバイアル又は静脈内溶液バッグでありうる）。組成物中の少な
くとも一つの活性剤は、抗腫瘍抗原治療抗体又はＥｒｂＢアンタゴニスト、例えば抗Ｅｒ
ｂＢ抗体である。容器上の、又は容器に付随するラベルは、組成物が選択した症状の治療
に使用されることを示す。更に、製造品は、薬学的に許容されるバッファー、例えばリン
酸緩衝生理食塩水、リンガー液及びデキストロース溶液を含む第２の容器を更に具備して
もよい。この第２のバッファーは、凍結乾燥物又は乾燥粉末として提供される場合に、あ
るいは活性剤の濃縮調製物の希釈のために、活性剤の再構成に使用される。更に、他のバ
ッファー、希釈剤、フィルター、針、シリンジを含む、商業上及び使用者の見地から望ま
しい他の材料を含んでもよい。
【００７０】
　更に、製造品には、例えばＦＩＳＨ試験によってｅｒｂＢ遺伝子増幅を有すると考えら
れる患者に使用するというパッケージ挿入物又は挿入物を含む。このような患者は、ＩＨ
ＣによりＥｒｂＢアンタゴニストでの治療からはずされた対象、例えば抗ＨＥＲ２抗体を
用いて０又は１＋をスコアした患者であり得る。
【００７１】
材料の寄託
　以下のハイブリドーマ株化細胞を、アメリカン・タイプ・カルチュア・コレクション12
301 Parklawn Drive, Rockville, MD, USA(ATCC)に寄託した。
抗体名　　　ATCC 番号　　　　　　寄託日
７Ｃ２　　　ATCC HB-12215　　　 1996年10月17日
７Ｆ３　　　ATCC HB-12216　　　 1996年10月17日
４Ｄ５　　　ATCC CRL 10463　　　1990年 5月24日
　本発明のさらなる詳細を、以下の非限定的な実施例により例証する。
【００７２】
実施例１：ハーセプチン(登録商標)ピボタル試験での蛍光 In Situ ハイブリダイゼーシ
ョン（ＦＩＳＨ）と臨床試験（ＣＴＡ）との間の一致
　免疫組織化学（ＩＨＣ）による２＋又は３＋レベルのＨＥＲ２過剰発現は、ピボタルハ
ーセプチン(登録商標)転位性、乳癌試験への登録が必要であった。臨床試験（ＣＴＡ）は
、モノクローナル抗体４Ｄ５（ホルマリン固定試料のプロテアーゼ消化の後）又はＣＢ１
１（ホルマリン固定試料の熱処理の後）の何れかで実施する２つの別々のＩＨＣアッセイ
を含む。対象は、何れかのアッセイが２＋又は３＋をスコアした場合に適格とした。どち
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らも実施した場合には、最終スコアは２つの結果のより高い方とした。
　ＣＴＡと他のＩＨＣ、Herce Test（ＨＴ）との間の一致は７９％である。これは、ハー
セプチン治療患者の選択のためのＨＴのＦＤＡ承認の基準であった。
【００７３】
　この実施例は、ハーセプチン(登録商標)ピボタル試験のスクリーニングを受ける臨床物
質を利用し、Path Vsion ＦＩＳＨアッセイにより測定されるｈｅｒ２／ｎｅｕ遺伝子増
幅とＣＴＡを比較する類似一致研究を説明する。ピボタル試験では、５９９８の対象をＨ
ＥＲ２発現について選別し；ＣＴＡによって１９１５（３２％）が陽性で、４０８３（６
８％）が陰性であった。６２３検体の無作為な試料（陽性：陰性の割合が１：１）をこの
分析に、３１７のＣＴＡ＋及び３０６のＣＴＡ－選択した。検体はブロックから新たに切
り離さなかった。それらをスライドガラス上で４－６μの切片として２～４年の間保存し
た。各切片を、Path Vysionアッセイのパッケージ挿入物に支持されるプロトコルを用い
てｈｅｒ２／ｎｅｕ増幅について分析した。増幅を２以上のシグナルの割合と定義した。
結果は表１に示される。
【００７４】

【００７５】
　全部で６２３の検体を試験し、ＦＩＳＨシグナルの結果を５２９で得た。アッセイの失
敗は１９．９％のＣＴＡ－及び１０．４％のＣＴＡ＋の試料で生じた。０、１、２、及び
３＋のグループの増幅はそれぞれ４．２％、６．７％、２３．９％、及び８９．３％であ
った。試料の一致は８１．３％であり、ＣＴＡ／ＨＴの一致の７９％に近かった。単一複
製の過剰発現は３１％であり、２＋のグループに優勢であった。増幅はＣＴＡ－のグルー
プでまれに（４．６％）記録された。ＣＴＡ－グループでのより高いアッセイの失敗率は
、固定等のアッセイに関係ない要因が原因であり得る。これらはまた、ＩＨＣについて誤
った陰性の結果を生じることがあった。
【００７６】
　これらのデータは、意外にもｈｅｒ２／ｎｅｕ増幅のステータスがHercep Testに比較
してハーセプチン(登録商標)処理から恩恵を受ける可能性の高い患者を同定するための優
れた予測値を有しうることをうまく示唆すると解釈された。たった２４％の２＋の患者が
ＦＩＳＨ＋であるという観察は、このサブグループがＩＨＣのみで選択された場合に予測
の難しい処理結果を有しうることを示唆する。１＋及び０のサブグループのＦＩＳＨ＋患
者の同定は、ハーセプチン(登録商標)治療のＩＨＣ基準には達しないが、ハーセプチン(
登録商標)治療～恩恵を受ける可能性のある対象を同定しうる。ＩＨＣのスコアに比べた
ＦＩＳＨのスコアに基づくハーセプチン(登録商標)効果の直接分析は実施例２に示す。
【００７７】
実施例２：ＦＩＳＨ／臨床結果の研究
　この実施例は、３回のハーセプチン(登録商標)試験からの結果とＦＩＳＨのステータス
を関連させる。この研究では、８０５の対象を全部で３回の試験から無作為に選択した。
これらのうち、１６７はスライドが足りなかった。他の７８（９．７％）はアッセイに失
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敗した。従って、ホルマリン固定した切片を、試料プールに用意された５４０の対象から
この研究のために２．５～４．５年の間保存した。これらの試料の個体群統計又は予後指
標に不均衡はなかった。結果は、異なる処理グループについて記録した。
　応答とＦＩＳＨのステータスの一致は、第２又は第３系統の治療としてハーセプチン(
登録商標)を受けた患者について評価した。これらのデータは、表２に２＋及び３＋（Ｃ
ＴＡによって）の対象について記録した。
【００７８】

【００７９】
　ＦＩＳＨ＋対象の２０％の応答率は、意外にもこの研究で２＋及び３＋である患者の１
５％の応答率並びにピボタル試験の間にＣＴＡによって免疫組織化学的に２＋又は３＋の
スコアで選択された患者に観察された１４％の応答率に勝る。従って、ＦＩＳＨは他のＩ
ＨＣアッセイ、Hercep Testとほぼ同じ程度までＩＨＣとよく一致するが、実施例１に示
されるように、意外にもハーセプチン(登録商標)治療から恩恵を受ける可能性のより高い
患者を同定することに優れる。
　これらのデータを要因３＋及び２＋の対象に分けた場合、同じ２０％の応答率のＦＩＳ
Ｈ＋の対象が見られた（表３及び４）。
【００８０】

【００８１】
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【００８２】
　３＋のサブグループでは、ＦＩＳＨ＋応答率（２０％）は、３＋の対象の１７％の応答
率と非常に近いが、それでも勝っていた。２＋のサブグループは非常に大きな違いを示し
、ＦＩＳＨ＋選択による応答率２０％に対して９％のみであった。これらのデータは、Ｆ
ＩＳＨのステータス（ｈｅｒ２遺伝子増幅）がハーセプチン(登録商標)に対する応答の可
能性を非常に図代させることを示す。
　データはまた、第１系統の治療としてのハーセプチン(登録商標)に対する患者の応答に
ついて評価した（表５）。
【００８３】

【００８４】
　ＦＩＳＨ＋対象の４１％の応答率は、３＋、２＋対象の２７％の応答率よりも著しく大
きかった。
　表６に示されるように、ＦＩＳＨ分析に基づく有効な応答の可能性の驚くべき増大は、
化学療法と組み合わせたハーセプチン(登録商標)の応答にまで及んだ。ＦＩＳＨ＋対象は
、ＦＩＳＨ－（４１％）よりも非常に大きい化学療法及びハーセプチン(登録商標)に対す
る応答（５４％）を示した。表７－９は、より拡大したデータを含み、化学療法に組み合
わせたハーセプチン(登録商標)について、異なる化学療法剤（アドリノマイシン及びシク
ロホスファミド, ＡＣ；及びPaditaxol, Ｐ）並びに異なる指標（反応率、経過時間、及
び生存率）に分けた。
【００８５】
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【００８６】

【００８７】

【００８８】

【００８９】
　これらのデータは、ＦＩＳＨ＋分析がＩＨＣに密接な関係があるけれどもハーセプチン
(登録商標)治療の成功する可能性の非常に正確な指標を提供することを一様に裏付ける。
全体にわたって、ＦＩＳＨ＋選択は、２＋／３＋ＩＨＣ選択よりも約１／３（３０％）優
れた応答率を有する。２＋の患者に注目すると、ＦＩＳＨのステータスは患者の選択のた
めの非常に有効な手段を提供する。ＦＩＳＨの状態はまた、ＩＨＣによる測定として０又
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は１＋のステータスであるために治療からはずされる患者を同定する。
　これらの観察は、一般にＥｒｂＢレセプターアンタゴニストを利用した癌治療及び抗腫
瘍抗原癌治療に広く関わりがある。従って、ｅｒｂＢアンタゴニスト、例えばハーセプチ
ン(登録商標)等の抗ｅｒｂＢレセプター抗体は、例えばＦＩＳＨ試験でｅｒｂＢ遺伝子増
幅が陽性である患者に投与される場合に効果がある可能性を増大させる。このことはこれ
らのデータに基づき、ハーセプチン(登録商標)を用いた場合に確かである。
【００９０】
　本発明は、ここで記載される特定の実施態様の範囲に限られない。むしろ、ここで記載
されるものに加えて本発明の様々な修飾が、前記の説明及び添付の図から当業者には明ら
かであろう。このような修飾は添付の特許請求の範囲に入ることを意図している。
　さらに全ての値はおよそのものであり、説明のために提供されることが理解される。
　特許、特許出願、出版物、製品に関する文書、及びプロトコールは本出願の全体にわた
って挙げられ、その開示は全ての趣旨において開示によりここに取り込まれる。
【手続補正書】
【提出日】平成24年5月29日(2012.5.29)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ＥｒｂＢアンタゴニスト癌治療の有効性の可能性を増加する方法であって、対象から得
た組織試料中の腫瘍細胞のｅｒｂＢ遺伝子が増幅されることが分かった対象に、癌治療用
量のＥｒｂＢアンタゴニストを投与することを含む方法。
【手続補正書】
【提出日】平成24年6月25日(2012.6.25)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　対象において癌を治療するための医薬の製造における、抗ＨＥＲ２抗体の使用であって
、
　対象から得られた組織試料中の腫瘍細胞において、ｈｅｒ２遺伝子が増幅されており、
かつ、ＨＥＲ２発現レベルのＩＨＣスコアが０もしくは１＋である、使用。
【請求項２】
　癌が乳癌または胃癌である請求項１に記載の使用。
【請求項３】
　抗体が組み換えヒト化モノクローナル抗体ｒｈｕＭＡｂ　４Ｄ５－８である、請求項１
または２に記載の使用。
【請求項４】
　ｈｅｒ２遺伝子増幅が、遺伝子とハイブリッド形成させた蛍光標識した核酸プローブの
蛍光検出により検出される、請求項１に記載の医薬。
【請求項５】
　医薬が化学療法剤により癌を治療することをさらに含む治療方法において投与するため
のものである、請求項１に記載の使用。
【請求項６】
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　化学療法剤がタキソイドまたはビノレルビンである、請求項５に記載の医薬。
【請求項７】
　抗ＨＥＲ２抗体に好適に応答する傾向のある患者を同定する方法であって、
　患者から得られた組織試料の腫瘍細胞でのｈｅｒ２遺伝子増幅を検出することを含み、
　患者の腫瘍細胞において、ＨＥＲ２発現レベルのＩＨＣスコアが０又は１＋である、方
法。
【請求項８】
　対象において癌を治療するための方法に用いるための抗ＨＥＲ２抗体であって、
　対象から得られた組織試料中の腫瘍細胞において、ｈｅｒ２遺伝子が増幅されており、
かつ、ＨＥＲ２発現レベルのＩＨＣスコアが０もしくは１＋である、抗ＨＥＲ２抗体。
【請求項９】
　癌が乳癌である、請求項８に記載の抗ＨＥＲ２抗体。
【請求項１０】
　癌が胃癌である、請求項８に記載の抗ＨＥＲ２抗体。
【請求項１１】
　抗体が組み換えヒト化モノクローナル抗体ｒｈｕＭＡｂ　４Ｄ５－８である、請求項８
ないし１０の何れか一項に記載の抗ＨＥＲ２抗体。
【請求項１２】
　ｈｅｒ２遺伝子増幅が、遺伝子とハイブリッド形成させた蛍光標識した核酸プローブの
蛍光検出により検出される、請求項８に記載の抗ＨＥＲ２抗体。
【請求項１３】
　該方法が化学療法剤により癌を治療することをさらに含む、請求項８に記載の抗ＨＥＲ
２抗体。
【請求項１４】
　化学療法剤がタキソイドである、請求項１３に記載の抗ＨＥＲ２抗体。
【請求項１５】
　化学療法剤がビノレルビンである、請求項１３に記載の抗ＨＥＲ２抗体。
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