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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　宿主動物を治療して病原性細胞を除去するためのハプテン－担体接合体、ＴＨ－１偏向
化アジュバント、及びリガンド－ハプテン接合体であって、前記ハプテン－担体接合体に
よる前記治療の第１のサイクル中にリガンド－ハプテン接合体の投与を開始し、該リガン
ドを葉酸及び他の葉酸受容体に結合するリガンドからなる群より選択し、前記投与によっ
てアレルギー性の免疫応答が低減することを特徴とする、ハプテン－担体接合体、ＴＨ－
１偏向化アジュバント、及びリガンド－ハプテン接合体。
【請求項２】
　請求項１に記載のハプテン－担体接合体、ＴＨ－１偏向化アジュバント、及びリガンド
－ハプテン接合体において、前記ＴＨ－１偏向化アジュバントに対する前記ハプテン－担
体接合体の比率が重量対重量基準で約１：１０から約１：１の範囲であることを特徴とす
る、ハプテン－担体接合体、ＴＨ－１偏向化アジュバント、及びリガンド－ハプテン接合
体。
【請求項３】
　請求項１又は２に記載のハプテン－担体接合体、ＴＨ－１偏向化アジュバント、及びリ
ガンド－ハプテン接合体において、前記病原性細胞が癌細胞であることを特徴とする、ハ
プテン－担体接合体、ＴＨ－１偏向化アジュバント、及びリガンド－ハプテン接合体。
【請求項４】
　請求項１ないし３のいずれか１項に記載のハプテン－担体接合体、ＴＨ－１偏向化アジ
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ュバント、及びリガンド－ハプテン接合体において、前記ハプテン－担体接合体による治
療の第１週に、又は、それ以降であって前記ハプテン－担体接合体による前記治療の第１
のサイクルが完了する前に、前記リガンド－ハプテン接合体の投与を開始することを特徴
とする、ハプテン－担体接合体、ＴＨ－１偏向化アジュバント、及びリガンド－ハプテン
接合体。
【請求項５】
　請求項１ないし４のいずれか１項に記載のハプテン－担体接合体、ＴＨ－１偏向化アジ
ュバント、及びリガンド－ハプテン接合体において、該ハプテンが分子量２０，０００ダ
ルトン未満の有機分子であることを特徴とする、ハプテン－担体接合体、ＴＨ－１偏向化
アジュバント、及びリガンド－ハプテン接合体。
【請求項６】
　請求項１ないし５のいずれかに記載のハプテン－担体接合体、ＴＨ－１偏向化アジュバ
ント、及びリガンド－ハプテン接合体において、免疫刺激剤を前記宿主動物に投与するこ
とを特徴とする、ハプテン－担体接合体、ＴＨ－１偏向化アジュバント、及びリガンド－
ハプテン接合体。
【請求項７】
　請求項１ないし６のいずれかに記載のハプテン－担体接合体、ＴＨ－１偏向化アジュバ
ント、及びリガンド－ハプテン接合体において、該アジュバントがキラヤサポニンアジュ
バントであることを特徴とする、ハプテン－担体接合体、ＴＨ－１偏向化アジュバント、
及びリガンド－ハプテン接合体。
【請求項８】
　請求項１ないし７のいずれか１項に記載のハプテン－担体接合体、ＴＨ－１偏向化アジ
ュバント、及びリガンド－ハプテン接合体において、前記ハプテン－担体接合体が式：

で表され、ＫＬＨがキーホールリンペットヘモシニアンであり、
　前記リガンド－ハプテン接合体が式：

又はその薬学的に許容可能な塩で表されることを特徴とする、ハプテン－担体接合体、Ｔ

Ｈ－１偏向化アジュバント、及びリガンド－ハプテン接合体。
【請求項９】
　請求項１ないし７のいずれか１項に記載のハプテン－担体接合体、ＴＨ－１偏向化アジ
ュバント、及びリガンド－ハプテン接合体において、該リガンドは、グルタミル部位が前
記リガンドのグルタミルγ－カルボキシル部位のみを介して該ハプテンに共有結合される
葉酸類似体であることを特徴とする、ハプテン－担体接合体、ＴＨ－１偏向化アジュバン
ト、及びリガンド－ハプテン接合体。
【請求項１０】
　請求項１ないし７のいずれか１項に記載のハプテン－担体接合体、ＴＨ－１偏向化アジ
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ュバント、及びリガンド－ハプテン接合体において、該リガンドは、グルタミル部位が前
記リガンドのグルタミルα－カルボキシル部位のみを介して該ハプテンに共有結合される
葉酸類似体であることを特徴とする、ハプテン－担体接合体、ＴＨ－１偏向化アジュバン
ト、及びリガンド－ハプテン接合体。
【請求項１１】
　請求項１ないし７、又は９若しくは１０のいずれか１項に記載のハプテン－担体接合体
、ＴＨ－１偏向化アジュバント、及びリガンド－ハプテン接合体において、該ハプテンが
フルオレセイン、ニトロフェニル又はポリニトロフェニルであることを特徴とする、ハプ
テン－担体接合体、ＴＨ－１偏向化アジュバント、及びリガンド－ハプテン接合体。
【請求項１２】
　請求項６ないし１１のいずれか１項に記載のハプテン－担体接合体、ＴＨ－１偏向化ア
ジュバント、及びリガンド－ハプテン接合体において、前記免疫刺激剤がサイトカインで
あり、当該サイトカインがＩＦＮ－α又はＩＦＮ－γと組み合わせた、ＩＬ－２、ＩＬ－
１２、ＩＬ－１５又はこれらの組み合わせを含むことを特徴とする、ハプテン－担体接合
体、ＴＨ－１偏向化アジュバント、及びリガンド－ハプテン接合体。
【請求項１３】
　請求項１ないし１２のいずれか１項に記載のハプテン－担体接合体、ＴＨ－１偏向化ア
ジュバント、及びリガンド－ハプテン接合体において、前記アジュバントが修飾されたサ
ポニンアジュバントであることを特徴とする、ハプテン－担体接合体、ＴＨ－１偏向化ア
ジュバント、及びリガンド－ハプテン接合体。
【請求項１４】
　請求項１３に記載のハプテン－担体接合体、ＴＨ－１偏向化アジュバント、及びリガン
ド－ハプテン接合体において、前記アジュバントがＧＰＩ－０１００であることを特徴と
する、ハプテン－担体接合体、ＴＨ－１偏向化アジュバント、及びリガンド－ハプテン接
合体。
【請求項１５】
　ハプテン－担体接合体とＴＨ－１偏向化アジュバントを含む組成物であって、前記ＴＨ

－１偏向化アジュバントに対する前記ハプテン－担体接合体の比率が重量対重量基準で約
１：１０から約１：１の範囲であり、前記リガンド－ハプテン接合体を投与する方法で用
いられ、前記ハプテン－担体接合体による治療の第１週に前記リガンド－ハプテン接合体
の投与を開始し、該リガンドを葉酸及び他の葉酸受容体に結合するリガンドからなる群よ
り選択し、前記方法によってアレルギー性の免疫応答が低減することを特徴とする組成物
。
【請求項１６】
　請求項１５に記載の組成物が、リガンド－ハプテン接合体を更に含むことを特徴とする
組成物。
【請求項１７】
　請求項１６に記載の組成物において、前記ハプテン－担体接合体による治療の第１週に
、又は、それ以降であって前記ハプテン－担体接合体による治療の第１のサイクルが完了
する前に、前記リガンド－ハプテン接合体の投与を開始できることを特徴とする組成物。
【請求項１８】
　請求項１５ないし１７のいずれか１項に記載の組成物において、該ハプテンが分子量２
０，０００ダルトン未満の有機分子であることを特徴とする組成物。
【請求項１９】
　請求項１５ないし１８のいずれか１項に記載の組成物が、免疫刺激剤を更に含むことを
特徴とする組成物。
【請求項２０】
　請求項１５ないし１９のいずれか１項に記載の組成物において、該アジュバントがキラ
ヤサポニンアジュバントであることを特徴とする組成物。
【請求項２１】
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　請求項１５ないし２０のいずれか１項に記載の組成物において、前記ハプテン－担体接
合体が式：

で表され、ＫＬＨがキーホールリンペットヘモシニアンであり、
　前記リガンド－ハプテン接合体が式：

又はその薬学的に許容可能な塩で表されることを特徴とする組成物。
【請求項２２】
　請求項１６ないし２０のいずれか１項に記載の組成物において、該リガンドは、グルタ
ミル部位が前記リガンドのグルタミルγ－カルボキシル部位のみを介して該ハプテンに共
有結合した葉酸類似体であることを特徴とする組成物。
【請求項２３】
　請求項１６ないし２０のいずれか１項に記載の組成物において、該リガンドは、グルタ
ミル部位が前記リガンドのグルタミルα－カルボキシル部位のみを介して該ハプテンに共
有結合した葉酸類似体であることを特徴とする組成物。
【請求項２４】
　請求項１５ないし２０、又は２２若しくは２３のいずれか１項に記載の組成物において
、該ハプテンがフルオレセイン、ニトロフェニル又はポリニトロフェニルであることを特
徴とする組成物。
【請求項２５】
　請求項１９ないし２４のいずれか１項に記載の組成物において、前記免疫刺激剤がサイ
トカインであり、当該サイトカインがＩＦＮ－α又はＩＦＮ－γと組み合わせた、ＩＬ－
２、ＩＬ－１２、ＩＬ－１５又はこれらの組み合わせを含むことを特徴とする組成物。
【請求項２６】
　請求項１５ないし２５のいずれか１項に記載の組成物において、前記アジュバントが修
飾されたサポニンアジュバントであることを特徴とする組成物。
【請求項２７】
　請求項２６に記載の組成物において、前記アジュバントがＧＰＩ－０１００であること
を特徴とする組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願への相互参照
　本出願は、米国特許法（３５Ｕ．Ｓ．Ｃ．）第１１９条（ｅ）に基づいて、２００７年
１１月１５日に提出した米国仮特許出願第６１／００３，２１２号、２００７年１１月１
６日に提出した第６０／９８８，６２１号、２００７年１１月２８日に提出した第６０／
９９０，８１５号及び２００８年４月１０日に提出した第６１／０４３，８３３号の優先
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権の利益を主張する。ここで言及することによってこれらの出願を組み込む。
【０００２】
　本発明は、病原性細胞によって引き起こされる疾病状態の治療に用いるリガンド接合体
を投与する方法に関する。より詳細には、ターゲットとするリガンド－免疫原接合体を病
気を有する宿主に投与して、癌、炎症、及び、活性化免疫細胞によって引き起こされる他
の疾病等の病気を治療する。
【背景技術】
【０００３】
　哺乳類の免疫系は、腫瘍細胞及びその他の病原性細胞を認識して除去する手段を提供す
る。通常は免疫系が強い防衛線を与えているが、癌細胞及びその他の病原性細胞が宿主の
免疫反応を回避して、宿主に対する付随的病原性を持続する多数の事例がなお存在してい
る。化学療法剤及び放射線治療は、複製する癌細胞を除去するために開発されてきた。し
かしながら、すべてではないにしても、現在利用可能な化学療法剤及び放射線治療療法の
ほとんどは、癌細胞を破壊するように機能するだけでなく、造血系細胞等の正常な細胞に
も影響するので、不利益な副作用を有する。さらに、化学療法剤に対する耐性が進化する
ことがある。治療薬に対する耐性を進化させる癌細胞の能力、及び、現在入手可能の抗癌
剤の不利益な副作用によって、宿主に対する毒性が低く特異性がある新規なターゲット治
療の開発の必要性が強調される。
【発明の概要】
【０００４】
　本明細書に記載する方法は、そのような細胞群に対する宿主の免疫系の認識及び反応を
強化することによって、宿主において病原性細胞群を除去することに関する。効果的に病
原性細胞の抗原性を高めて内因性の免疫反応で媒介される病原性細胞の除去を強化する。
上記方法は、リガンド－免疫原接合体を投与するステップを具え、上記リガンドが、リガ
ンド結合部位を独自に発現するか、優先的に発現するか、又は、過剰発現する病原性細胞
群にインビボにおいて特異的に結合することができる。リガンドに接合した免疫原は、抗
体産生を誘発することができるか、又は、宿主動物において内因性抗体又は共投与した外
因性抗体によって認識され得る。免疫系で媒介される病原性細胞の除去は、レセプタ、ト
ランスポータ、又は、病原性細胞で独自に発現されるか、過剰発現されるか、若しくは、
優先的に発現されるその他の表面提示タンパクに、免疫原が接合したリガンドが結合する
ことによって指示される。病原性細胞で独自に発現されるか、過剰発現されるか、又は、
優先的に発現される表面提示タンパクは、非病原性細胞に存在しないか又は少量で存在す
るレセプタであり、病原性細胞を優先的に除去する手段を与える。例えば、免疫系刺激剤
、殺細胞剤、腫瘍浸透促進剤、化学療法剤又は細胞毒性免疫細胞等の少なくとも１つの治
療因子をさらに宿主動物に共投与して治療効果を高めてもよい。
【０００５】
　１つの実施形態においては、宿主動物を治療して病原性細胞を除去する方法を提供する
。上記方法は、宿主動物にハプテン－担体接合体を投与するステップと、宿主動物にＴＨ

－１偏向化アジュバントを投与するステップであって、ＴＨ－１偏向化アジュバントに対
するハプテン－担体接合体の重量対重量基準の比率がおよそ１：１０～およそ１：１であ
るステップと、宿主動物にハプテンに接合したリガンドを投与するステップであって、前
記リガンド－ハプテン接合体をハプテン担体接合体の投与の第１週、又は、その後であっ
て、前記ハプテン－担体接合体による前記治療の第１サイクルの完了前に投与するステッ
プとを具える。追加的実施形態において、病原性細胞が癌細胞であるか、若しくは、病原
性細胞が活性化免疫細胞であり、又は、活性化免疫細胞がマクロファージ又は単球である
。１つの別な実施形態においては、ハプテン－担体接合体の投与の第１週、第２週、第３
週又は第４週にリガンド－ハプテン接合体を投与する。
【０００６】
　さらに別の実施形態においては、前記リガンドがビタミンレセプタに結合するリガンド
であるか、前記リガンドが葉酸レセプタ及び他のフォレートレセプタに結合するリガンド
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からなる群より選択されるか、前記リガンドがリガンドのグルタミルγ－カルボキシル部
位のみを介して共有結合でハプテンに連結されているグルタミル部位を有する葉酸類似化
合物であるか、前記リガンドがリガンドのグルタミルα－カルボキシル部位のみを介して
共有結合でハプテンに連結されているグルタミル部位を有する葉酸類似化合物であるか、
又は、前記リガンドがレセプタに結合可能な有機小分子であり、前記レセプタが前記病原
性細胞群の表面で優先的に発現されるか、独自に発現されるか、若しくは、過剰発現され
るものである。他の態様においては、ハプテンが２０，０００ダルトン未満の分子量を有
する有機分子であり、及び／又は、有機分子がフルオレセイン、ニトロフェニル及びポリ
ニトロフェニルからなる群より選択される。
【０００７】
　他の例示的態様において、上記方法が免疫刺激剤を宿主動物に投与するステップをさら
に具え、上記免疫刺激剤がサイトカインであり、上記サイトカインがＩＬ－２、ＩＬ－１
２、ＩＬ－１５若しくはこれらの組み合わせを具えているか、又は、上記サイトカインが
ＩＦＮ－γ又はＩＦＮ－αと組み合わせてＩＬ－２、ＩＬ－１２、ＩＬ－１５又はこれら
の組み合わせを具える。他の実施形態においては、リガンド－ハプテン接合体組成物は、
複数回の注射に分けて投与し、前記ハプテン－担体接合体の投与はワクチン接種を行うス
テップを具え、及び／又は、ＴＨ－１偏向化アジュバントに対するハプテン－担体接合体
の重量対重量基準の比率がおよそ１：８～およそ１：１、およそ１：６～およそ１：１、
およそ１：４～およそ１：１、およそ１：３～およそ１：１、およそ１：３～およそ１：
２．５である。
【０００８】
　別の１つの例示的実施形態においては、上記アジュバントがキラヤサポニンアジュバン
トであるか、上記アジュバントが修飾されたサポニンアジュバントであるか、上記担体が
キーホールリンペットヘモシニアンであるか、又は、前記ハプテン－担体接合体が下記式
：

（上記式においてＫＬＨはキーホールリンペットヘモシニアンである。）で表される。前
記リガンド－ハプテン接合体は下記式：

で表されるか又は薬学的に許容可能なその塩である。
【０００９】
　上記実施形態のいずれにおいても、宿主動物を治療して病原性細胞を除去する方法にお
いて、ハプテン－担体接合体を宿主動物に投与するステップと、ＴＨ－１偏向化アジュバ
ントを宿主動物に投与するステップと、ハプテンに接合したリガンドを前記宿主動物に投
与するステップであって、リガンド－ハプテン接合体をハプテン－担体接合体による前記
治療の第１サイクル中に投与するステップとを具える方法を提供する。
【図面の簡単な説明】
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【００１０】
【図１】図１は、早期又は後期にフォレート－ＦＩＴＣを投薬して、フォレート－ＦＩＴ
Ｃと共にビス－ＥＤＡ－ＦＩＴＣを注射したマウスにおける直腸温度の分析結果を示して
いる。１μｇ用量のＫＬＨ－ＦＩＴＣを用いてマウスに予め免疫を与えた。
【図２】図２は、早期又は後期にフォレート－ＦＩＴＣを投薬すると共に、フォレート－
ＦＩＴＣと共にビス－ＥＤＡ－ＦＩＴＣを注射したマウスにおける直腸温度を示している
。３５μｇ用量のＫＬＨ－ＦＩＴＣを用いてマウスに予め免疫を与えた。
【図３】図３は、早期又は後期にフォレート－ＦＩＴＣを胸壁腫瘍移植片を有するマウス
に投与した場合の生存に対するフォレートターゲット免疫療法の効果を示している。３５
μｇ用量のＫＬＨ－ＦＩＴＣを用いてマウスに予め免疫性を与えた。
【図４】図４は、フォレート－ＦＩＴＣの例示的構造を示している。
【図５】図５は、ＫＬＨ－ＦＩＴＣの例示的構造を示している。
【図６】図６は、ＫＬＨ－ＦＩＴＣ対フォレート－ＦＩＴＣで投薬プロトコルを示してい
る。
【図７】図７は、例示的な投薬の概要を示している。パネルＡ：第２３日に１用量のＥＣ
１７を静脈内に投与した。パネルＢ：８日～１２日、１５日～１９日及び２２日にＥＣ１
７を複数回皮下投与してマウスを脱感作した。
【図８】図８は、免疫を付与したマウスにおける抗ＦＩＴＣ　ＩｇＥ抗体産生を示してい
る。
【図９】図９は、免疫を付与したモルモットにおけるアナフィラキシーアッセイを示して
いる。
【発明を実施するための形態】
【００１１】
　上記方法を、癌又はマクロファージ若しくは単球等の活性化免疫細胞によって引き起こ
される疾病状態を有する宿主の治療的処置用に提供する。上記方法は、病原性細胞を抗原
性にラベルして結果的に宿主の免疫系によってそれらを認識及び除去させることによって
、免疫反応によって媒介される病原性細胞の除去を強化する。上記方法は、癌細胞又は活
性化免疫細胞などの他の病原性細胞に対して高い親和性で結合できるリガンド－免疫原接
合体を用いる。上記リガンド－免疫原接合体は、前記細胞が抗原性を示し、宿主自身の免
疫系によって又は例えば共投与した抗体によって除去されるように、病原性細胞を修飾す
る。上記方法は、リガンド－免疫原接合体と、内因性免疫反応を刺激することができるさ
らなる治療因子（例えば、サイトカイン等の免疫刺激剤）とを使用する併用療法を用いて
もよい。
【００１２】
　ここに記載されている方法を使用して、病原性細胞群を有する宿主動物において、内因
性免疫反応で媒介される病原性細胞群の除去を強化する。本発明は、癌及び炎症等の様々
な病状を引き起こす病原性細胞群に適用できる。様々な態様においては、病原性細胞群は
、良性腫瘍及び悪性腫瘍を含む腫瘍形成性の癌細胞群であってもよく、あるいは、非腫瘍
形成性であってもよい。他の実施形態においては、癌細胞群は、自然に、又は、宿主動物
の生殖細胞系に存在する突然変異若しくは体細胞突然変異などのような過程によって生じ
たものであってもよく、あるいは、突然変異は、化学的に、ウイルスによって、又は、放
射線によって生じたものであってもよい。他の例示的実施形態においては、上記方法を使
用して、上皮性悪性腫瘍、肉腫、リンパ腫、ホジキン病、黒色腫、中皮腫、バーキットリ
ンパ腫、上咽頭癌、白血病及び骨髄腫などの癌を治療できる。他の様々な実施形態におい
ては、癌細胞群は、限定されないが、口腔、甲状腺、内分泌、皮膚、胃、食道、喉頭、膵
臓、結腸、膀胱、骨、卵巣、頚部、子宮、胸、睾丸、前立腺、直腸、腎臓、肝臓及び肺の
癌を含んでいてもよい。
【００１３】
　ここに記載されている方法は、ヒト臨床医学及び獣医学のいずれの用途にも使用できる
。様々な例示的態様において、病原性細胞群を有し、リガンド－免疫原接合体を用いて治
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療する宿主動物は、人間（例えばヒト患者）であってもよく、あるいは、獣医学用途の場
合は、研究用動物、農業用動物、家畜、又は、野生動物であってもよい。
【００１４】
　様々な例示的実施形態において、例えば、皮内、皮下、筋肉内、腹腔内又は静脈内のよ
うに非経口的に上記リガンド－免疫原接合体を宿主動物に投与してもよい。他の実施形態
においては、上記接合体を、医学的に有用な他のプロセスによって宿主動物に投与しても
よく、持続的に放出する投薬形態を含む任意の有効用量及び適切な治療的投薬形態も用い
ることができる。例えば、ここに記載されている方法は、腫瘍の外科的除去、放射線治療
、化学療法、又は、モノクローナル抗体療法、免疫調整剤、免疫作動細胞の養子移入を用
いた治療、造血成長因子、サイトカイン及びワクチン接種を用いた治療を含む（これらに
限定されない）他の免疫療法等の生物学的治療と組み合わせて用いてもよい。
【００１５】
　ここに記載されている方法によれば、上記リガンド－免疫原接合体を、広範で様々なリ
ガンド及び免疫原から選択してもよい。上記リガンドは、（リガンド結合のために近づく
ことができる）リガンドに対するレセプタが病原性細胞上で優先的に発現させることによ
って、宿主動物において病原性細胞に特異的に結合できる。様々な例示的実施形態におい
て、許容可能なリガンドには、葉酸、葉酸の類似化合物及び他のフォレートレセプタ結合
分子、他のビタミン、ライブラリー検査から同定されたペプチドリガンド、腫瘍特異的炭
水化物、腫瘍特異的アプタマー、腫瘍特異的炭水化物、腫瘍に特異的なモノクローナル又
はポリクローナル抗体、抗体のＦａｂ又はｓｃＦｖ（すなわち、単一鎖可変領域）断片又
は他の特異的に発現されるか若しくは転移癌細胞に独自に近接し得るタンパク、組み合わ
せライブラリーに由来する有機小分子、ＥＧＦ、ＦＧＦ、インスリン及びインスリン様成
長因子等の成長因子、及び、同族のポリペプチド、ソマトスタチン及びその類似化合物、
トランスフェリン、リポタンパク複合体、胆汁酸塩、セレクチン、ステロイドホルモン、
アルギニン－グリシン－アスパラギン酸（Ａｒｇ－Ｇｌｙ－Ａｓｐ）を含むペプチド、レ
チノイド、様々なガレクチン、γ－オピオイドレセプタリガンド、コレシストキニンＡレ
セプタリガンド、アンギオテンシンＡＴ１又はＡＴ２レセプタに対して特異的なリガンド
、ペルオキシソーム増殖因子活性化レセプタγリガンド、及び、腫瘍細胞又は活発化免疫
細胞の表面で優先的に発現されるレセプタに特異的に結合する他の分子、又は、これらの
分子のいずれかの断片が含まれる。ここで用いられているように、「フォレートレセプタ
結合リガンド」は、フォレートレセプタに結合する類似体及び誘導体を含む、フォレート
レセプタに対して高親和性結合が可能な任意のリガンドも含む。
【００１６】
　様々な実施形態において、フォレートレセプタ結合リガンドは、葉酸、葉酸類似化合物
、又は、他のフォレートレセプタに結合する分子であってもよい。使用可能なフォレート
類似化合物は、フォリン酸、プテロポリグルタミン酸、並びに、テトラヒドロプテリン、
ジヒドロ葉酸、テトラヒドロ葉酸及びこれらのデアザ及びジデアザ類似化合物等のフォレ
ートレセプタ結合プテリジンを含む。「デアザ」及び「ジデアザ」類似化合物という用語
は、天然に存在する葉酸構造中の１つ又は２つの炭素原子が窒素原子で置換された（当業
界で知られている）類似化合物を表す。例えば、デアザ類似化合物は、１－デアザ、３－
デアザ、５－デアザ、８－デアザ及び１０－デアザ類似化合物を含む。ジデアザ類似化合
物は、例えば、１，５－ジデアザ、５，１０－ジデアザ、８，１０－ジデアザ、及び、５
，８－ジデアザ類似化合物を含む。前記葉酸類似化合物は、フォレートレセプタに結合す
る能力を示して、慣用的に「フォレート」と称されている。他のフォレートレセプタ結合
類似化合物は、アミノプテリン、アメトプテリン（メトトレザト）、Ｎ１０－メチルフォ
レート、２－デアミノ－ヒドロキシフォレート、（１－デアザメトプテリン又は３－デア
ザメトプテリン）等のデアザ類似化合物、及び、３’，５’－ジクロロ－４－アミノ－４
－デオキシ－Ｎ１０－メチルプテロイルグルタミン酸（ジクロロメトトレキセート）を含
む。ここで言及することによって組み込まれている米国特許第２，８１６，１１０号、第
５，１４０，１０４号、第５，５５２，５４５号、又は、第６，３３５，４３４号に記載
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されているような他のフォレートレセプタ結合類似化合物又は誘導体も用いることができ
る。ここで言及することによって組み込まれている「Ｗｅｓｔｅｒｈｏｆ，ｅｔ　ａｌ．
，Ｍｏｌ　Ｐｈａｒｍ．４８　第４５９－４７１頁（１９９５年）」に記載されてるよう
に、当業界において周知の任意のフォレート類似化合物又は誘導体を用いることができる
。
【００１７】
　さらなる葉酸の例示的類似化合物であって、葉酸レセプタ（すなわち、フォレートレセ
プタ結合リガンド）に結合するものは、ここで言及することによって組み込まれている米
国特許公開公報第２００５／０２２７９８５号及び第２００４／０２４２５８２号に記載
されている。例示的に、そのような葉酸類似化合物は、下記一般式を有する。

　上記式において、＊は、さらなる二価のリンカーラジカルの付着部位を表す。
　Ｘ及びＹは、ハロ基、Ｒ２、ＯＲ２、ＳＲ３及びＮＲ４Ｒ５からなる群よりそれぞれ独
立して選択され；
　Ｕ、Ｖ及びＷは、－（Ｒ６ａ）Ｃ＝、－Ｎ＝、－（Ｒ６ａ）Ｃ（Ｒ７ａ）－、及び、－
Ｎ（Ｒ４ａ）－からなる群よりそれぞれ独立して選択される二価の部位を表し；Ｑは、Ｃ
及びＣＨからなる群より選択され；Ｔは、Ｓ、Ｏ、Ｎ及び－Ｃ＝Ｃ－からなる群より選択
され；
　Ａ１及びＡ２は、酸素、硫黄、－Ｃ（Ｚ）－、－Ｃ（Ｚ）Ｏ－、－ＯＣ（Ｚ）－、－Ｎ
（Ｒ４ｂ）－、－Ｃ（Ｚ）Ｎ（Ｒ４ｂ）－、－Ｎ（Ｒ４ｂ）Ｃ（Ｚ）－、－ＯＣ（Ｚ）Ｎ
（Ｒ４ｂ）－、Ｎ（Ｒ４ｂ）Ｃ（Ｚ）Ｏ－、－Ｎ（Ｒ４ｂ）Ｃ（Ｚ）Ｎ（Ｒ５ｂ）－、－
Ｓ（Ｏ）－、－Ｓ（Ｏ）２－、－Ｎ（Ｒ４ａ）Ｓ（Ｏ）２－、－Ｃ（Ｒ６ｂ）（Ｒ７ｂ）
－、－Ｎ（Ｃ＝ＣＨ）－、－Ｎ（ＣＨ２Ｃ＝ＣＨ）－、Ｃ１－Ｃ１２アルキレン基、及び
、Ｃ１－Ｃ１２アルキレンオキシ基からなる群よりそれぞれ独立して選択され、Ｚが酸素
又は硫黄であり；
　Ｒ１は、水素、ハロ基、Ｃ１－Ｃ１２アルキル基及びＣ１－Ｃ１２アルコキシ基からな
る群より選択され；Ｒ２、Ｒ３、Ｒ４、Ｒ４ａ、Ｒ４ｂ、Ｒ５、Ｒ５ｂ、Ｒ６ｂ及びＲ７

ｂは、水素、ハロ基、Ｃ１－Ｃ１２アルキル基、Ｃ１－Ｃ１２アルコキシ基、Ｃ１－Ｃ１

２アルカノイル基、Ｃ１－Ｃ１２アルケニル基、Ｃ１－Ｃ１２アルキニル基、（Ｃ１－Ｃ

１２アルコキシ）カルボニル基、及び、（Ｃ１－Ｃ１２アルキルアミノ）カルボニル基か
らなる群よりそれぞれ独立して選択され；
　Ｒ６及びＲ７は、水素、ハロ基、Ｃ１－Ｃ１２アルキル基及びＣ１－Ｃ１２アルコキシ
基からなる群よりそれぞれ独立して選択されるか；又は、Ｒ６及びＲ７は一体でカルボニ
ル基を形成しており；
　Ｒ６ａ及びＲ７ａは、水素、ハロ基、Ｃ１－Ｃ１２アルキル基及びＣ１－Ｃ１２アルコ
キシ基からなる群よりそれぞれ独立して選択されるか；又は、Ｒ６ａ及びＲ７ａが一体で
カルボニル基を形成しており；
　ここに記載されているように、Ｌは二価のリンカーであり；
　ｎ、ｐ、ｒ、ｓ及びｔは、それぞれ独立して、０又は１である。
　そのようなフォレートレセプタに結合するフォレートの類似化合物の一態様においては
、ｓが１であるときにｔが０であり、ｓが０であるときにｔが１である。そのようなフォ
レート類似化合物の別の一態様においては、ｎ及びｒの両方が１であり、リンカーＬａは
、α－アミノ基においてＡ２に共有結合でアミド結合を介して連結された天然に存在する
アミノ酸である。例示的なアミノ酸は、アスパラギン酸、グルタミン酸などを含む。
【００１８】
　前述の葉酸類似化合物及び／又は誘導体は、フォレートレセプタと結合する能力を表し
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て慣用的に「フォレート」と称する。また、ここに記載されているように、そのようなリ
ガンドが外因性分子に接合すると、フォレートによって媒介されるエンドサイトーシスな
どの膜透過輸送を強化するのに有効である。従って、ここで用いられているように、「フ
ォレート」という用語は、接合体を形成するのに用いる葉酸、又は、代替的にフォレート
レセプタ又は葉酸レセプタに結合可能なフォレート類似化合物又は誘導体（すなわち、フ
ォレートレセプタ結合リガンド）の両方をそれぞれ指すことが理解されるであろう。
【００１９】
　１つの別な実施形態においては、他のビタミンをリガンドとして用いることができる。
例えば、ここに記載されている方法に従って用いることができるビタミンは、ナイアシン
、パントテン酸、葉酸、リボフラビン、チアミン、ビオチン、ビタミンＢ１２、ビタミン
Ａ、ビタミンＤ、ビタミンＥ及びビタミンＫ、他の関連ビタミン分子、これらの類似化合
物及び誘導体、並びに、これらの組み合わせを含む（ここで言及することによって組み込
まれている米国特許第５，１０８，９２１号、第５，４１６，０１６号及び第５，６３５
，３８２号をを参照されたい。）。
【００２０】
　１つの例示的態様においては、リガンドのための結合部位は、レセプタに特異的に結合
できる任意の分子のためのレセプタを含んでいてもよく、そのレセプタ又は他のタンパク
は、例えば、癌細胞又は活性化免疫細胞を含む病原性細胞群において優先的に発現される
。
様々な実施形態において、上記結合部位は、成長因子、ビタミン、オピオイドペプチドを
含むペプチド、ホルモン、抗体、炭水化物又は有機小分子のためのレセプタであってもよ
いし、あるいは、上記結合部位は、腫瘍特異的抗原であってもよい。１つの実施形態にお
いては、リガンド－免疫原接合体の組合せを用いて、宿主の免疫反応又は共投与した抗体
によって病原性細胞を除去するためのターゲティングを最大化することができる。
【００２１】
　ここに記載されている方法の様々な実施形態において、既存の免疫又は先天的免疫系の
一部を構成する免疫を使用できる。１つの別な実施形態においては、免疫原を対象とする
抗体を宿主動物に投与して受動的免疫を構築してもよい。例示的態様においては、本発明
において使用するのに適した免疫原は、標準的に予定したワクチン接種、又は、ポリオウ
イルス、破傷風、チフス、風疹、麻疹、ムンプス、百日咳、結核及びインフルエンザ抗原
などの病原体及びα－ガラクトシル基への以前の自然曝露を通じて既存の免疫が発展した
抗原又は抗原ペプチドを含む。そのような場合、リガンド－免疫原接合体を用いて、以前
に獲得した体液性免疫又は細胞性免疫を再び病原性細胞に向けさせて、宿主動物において
外来細胞又は病原体を除去する。他の実施形態において、免疫原は、抗原又は抗原ペプチ
ドであって、非天然抗原又はハプテン（例えばフルオレセインイソチオシアネート、ジニ
トロフェニル、又は、トリニトロフェニル）に対する免疫化を通じて宿主動物が新たな免
疫を構築したもの、及び、先天的免疫が存在する抗原（例えばスーパー抗原及びムラミー
ルジペプチド）、又は、例えば、２０，０００ダルトン未満の分子量を有する有機小分子
であってもよい。ここで用いられているように、「免疫原」は、抗体でない化合物であり
、免疫原は、ＩｇＧ又はＩｇＭ抗体反応を誘発して治療方法において治療的効果をもたら
すために医師が投与する化合物である。
【００２２】
　様々な例示的態様において、本発明のリガンドと免疫原とは、リガンドから免疫原への
共有結合、イオン性結合、又は、水素結合を含む当該技術分野で知られている任意の接合
体形成方法を用いて接合させてもよく、又は、二価のリンカー等の直接的又は間接的リン
ク基を介して接合させてもよい。例えば、接合体は、一般的には、合成物のそれぞれの構
成分子上の酸基、アルデヒド基、ヒドロキシ基、アミノ基又はヒドラゾ基間におけるアミ
ド、エステル又はイミノ結合の形成を介して、リガンドが免疫原に共有結合することによ
って形成される。リガンドを免疫原に連結させる方法は、ここで言及することにより組み
込まれているＰＣＴ公開公報番号ＷＯ２００６／０１２５２７号に記載されている。
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【００２３】
　さらに、様々な実施形態において、上記接合体のリンカー部分を構造的に修飾する。例
えば、接合体のリンカー部分には、天然に存在するアミノ酸及び慣用的合成法によって得
られるアミノ酸（これらに限定されない）を含む複数のアミノ酸置換がなされていてもよ
い。一態様においては、１つ以上のα－アミノ酸に代えて、β－、γ－及び長鎖アミノ酸
を用いてもよい。別の一態様においては、そのような分子にみられる不斉中心に対する原
子配置は、全分子の光学純度の様々な混合物を形成するように選択されるか、又は、不斉
中心の亜群のみが存在する。別の一態様においては、リンカーに含まているペプチド鎖の
長さは、その鎖に含まれるアミノ酸の数を変更することによって、又は、より多くの若し
くはより少ないβ、γ又は長鎖アミノ酸を含むことによって、短くするか又は長くしても
よい。別の一態様においては、ペプチド部分中のアミノ酸側鎖を選択して、リンカー部分
の相対的な親水性を特異的に増大又は低下させてもよいし、あるいは、分子全体の親水性
を全体的に増大又は低下させてもよい。
【００２４】
　同様に、ここに記載されているリンカーの他の化学的断片の長さ及び形を修飾してもよ
い。一態様においては、リンカーはアルキレン鎖を含む。上記アルキレン鎖は、長さが変
わってもよく、あるいは、分岐基を含んでいてもよく、あるいは、環式部位を含んでいて
もよく、該環式部位は、アルキレン鎖に対して直鎖又はスピロであってもよい。
【００２５】
　１つの実施形態においては、リガンドは、葉酸、葉酸類似化合物、又は、他の任意のフ
ォレートレセプタ結合分子である。フォレートリガンドをトリフルオロ酢酸無水物を用い
た手順によって免疫原に接合させ、プテロイルアジド中間体を経て、葉酸のγ－エステル
を調製し、結果的にフォレートのグルタミン酸基のカルボキシ基のみを介して免疫原に接
合されたフォレートリガンドが合成される。前記γ－接合体は、高親和性を有するフォレ
ートレセプタに結合しており、γ－接合体とα－接合体との混合物が生成するのを回避す
る。
【００２６】
　１つの別な実施形態においては、α－接合体は、γ－カルボキシ基が優先的にブロック
された中間体から調製することができる。前記α－接合体を形成し、次いで、当該技術分
野で知られている有機合成プロトコル及び手順を用いてγ－カルボキシ基をブロック解除
する。
【００２７】
　ここに記載されている方法において、リガンド－免疫原接合体は、内因性免疫反応によ
って媒介される病原性細胞除去を促進する。例えば、内因性免疫反応は、体液性反応、細
胞性免疫反応、及び、補体媒介性細胞融解と、抗体依存性細胞媒介性細胞障害作用（ＡＤ
ＣＣ）と、貪食に至る抗体オプソニン作用と、抗増殖、アポトーシス又は分化のシグナリ
ングに至る抗体結合におけるレセプタのクラスタ化と、送達した抗原／ハプテンの直接的
な免疫細胞認識とを含む宿主動物における他の内因性免疫反応を含んでいてもよい。様々
な態様において、内因性免疫反応は、Ｂ細胞、ヘルパーＴ細胞及びキラーＴ細胞を含むＴ
細胞、マクロファージ、ナチュラルキラー細胞、好中球、ＬＡＫ細胞等の免疫細胞種が関
与するものであってもよい。
【００２８】
　１つの実施形態においては、体液性反応は、標準的にスケジュールしたワクチン接種な
どのプロセス、又は、新規な免疫を誘導する非天然抗原又はハプテンと共に天然抗原若し
くは非天然抗原若しくはハプテン（例えばフルオレセインイソチオシアネート、ニトロフ
ェニル又はポリニトロフェニル（例えばジニトロフェニル又はトリニトロフェニル））を
用いた能動免疫化によって誘導される反応であってもよい。例えば、能動免疫化は、標準
的なワクチン接種療法外でスケジュールした、天然抗原、非天然抗原又はハプテンの複数
回の注射を含み、新規な免疫を誘導することができる。ここに記載されている方法によれ
ば、天然抗原、非天然抗原又はハプテンを、キラヤサポニンアジュバント（例えばＧＰＩ



(12) JP 5554713 B2 2014.7.23

10

20

30

40

50

－０１００）又は他の任意のＴＨ－１偏向化アジュバント等の（同じか又は異なる溶液中
の）アジュバントと組み合わせて投与することができる。
【００２９】
　１つの実施形態においては、ハプテン－担体（例えばＫＬＨ又はＢＳＡ）接合体及びＴ

Ｈ１偏向化アジュバントを用いて宿主を予め免疫化して、ハプテンに対する既存の免疫を
引き起こす。その後、リガンド－ハプテン接合体を宿主に投与して、標的とする病原性細
胞に結合したリガンド－ハプテン接合体に対する、体液性免疫反応若しくは細胞性媒介免
疫反応又はこれらの両方を生じさせる。一態様においては、同一の又は異なる溶液中にお
いてハプテン－担体接合体及びＴＨ１偏向化アジュバントの組合せを用いて宿主に予め免
疫性を与える。この実施形態において、ＴＨ１偏向化アジュバントは、続いてリガンド－
ハプテン接合体を投与したときのハプテンに対する免疫反応を強める。
【００３０】
　使用できる例示的担体は、キーホールリンペットヘモシニアン（ＫＬＨ）、セイヨウト
コブシヘモシアニン（ＨｔＨ）、不活性化されたジフテリア毒素、不活性化された破傷風
トキソイド、結核菌の精製タンパク誘導体（ＰＰＤ）、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）、
オバルブミン（ＯＶＡ）、ｇ－グロブリン、チログロブリン、ペプチド抗原、及び、ポリ
－Ｌ－リジン、デンドリマー及びリポソーム等の合成担体を含む。
【００３１】
　ハプテンを用いる実施形態においては、一般に、ハプテンが担体に接合してハプテン－
担体接合体を形成する。ハプテン及び担体は、上記方法のいずれを用いても接合できる。
例えば、当該技術分野で知られている任意の方法であって、担体とハプテンとの共有結合
、イオン結合、又は、水素結合を含む複合体を形成する方法を用いて、二価のリンカー等
のリンク基を介して直接的又は間接的に、担体（例えばＫＬＨ又はＢＳＡ）をハプテンに
接合できる。ハプテン－担体接合体は、一般的に、接合体のそれぞれの構成要素上の酸基
、アルデヒド基、ヒドロキシ基、アミノ基又はヒドラゾ基間のアミド、エステル又はイミ
ノ結合の形成による共有結合によって形成される。リンカーを用いる実施形態において、
リンカーは、一般的には約１個から約３０個の炭素原子を具え、より一般的には約２個か
ら約２０個の炭素原子を具える。低分子量リンカー（すなわち、約２０から約５００の近
似分子量を有するもの）を一般的に使用する。１つの別な実施形態においては、リンカー
は、仲介リンカー、スペーサアーム又は架橋分子を介した連結などによってハプテンに担
体を連結させる間接的手段を具えていてもよい。
【００３２】
　ハプテン－担体接合体を用いる実施形態（例えば、図５を参照されたい。）において、
ＴＨ－１偏向化アジュバントに対するハプテン－担体接合体の比率は、重量対重量基準で
、約１：１０～約１：１、約１：８～約１：１、約１：６～約１：１、約１：４～約１：
１、約１：３～約１：１に変動してもよいし、又は、約１：３若しくは約１：２．５であ
ってもよい。ハプテン－担体接合体を用いる他の例示的態様においては、ＴＨ－１偏向化
アジュバントに対するハプテン－担体接合体のモル比が、約１．０×１０－３～約６×１
０－５で変動してもよい。
【００３３】
　１つの実施形態においては、免疫反応をＴＨ１反応に偏らせるアジュバントを用いるこ
とができる。アジュバントでＴＨ１に偏るように誘導した免疫は、マウスにおいて免疫グ
ロブリンアイソタイプ分散分析によって測定できる。免疫反応をＴＨ１反応に偏らせるア
ジュバントは、マウスにおいてＩｇＧ１抗体レベルに対するＩｇＧ２ａ抗体レベルを優先
的に上昇させるアジュバントである。抗原特異的なＩｇＧ２ａ／ＩｇＧ１比（≧１）は、
ＴＨ１様抗体サブクラスパターンを示すことができる。しかしながら、本発明によれば、
マウスにおいて抗原に特異的な抗体の産生を増加させ、同時に相対的ＩｇＧ２ａ／ＩｇＧ
１比を約０．３を超えて上昇させる任意のアジュバントも免疫反応をＴＨ１に偏らせる。
様々な態様において、そのようなアジュバントは、サポニンアジュバント（例えば脂質修
飾されたキラヤサポニンアジュバントを含むキラヤサポニン）、ＣｐＧ、３－脱アシル化
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したモノホスホリルリピドＡ（ＭＰＬ）、ウシのカルメット－ゲラン桿菌（ＢＣＧ）、二
重ステムループ免疫修飾オリゴデオキシリボヌクレオチド（ｄ－ＳＬＩＭ）、熱殺菌した
ウシ流産菌（ＨＫＢＡ）、熱殺菌したミコバクテリウム－ヴァッケ（ＳＲＬ１７２）、不
活性化したワクシニアウィルス、シクロホスファミド、プロラクチン、サリドマイド、ア
クチミド、レビミド等を含んでいてもよい。サポニンアジュバント並びにそれらの調製及
び使用は、ここで言及することによって組み込まれている米国特許第５，０５７，５４０
号、第５，２７３，９６５号、第５，４４３，８２９号、第５，５０８，３１０号、第５
，５８３，１１２号、第５，６５０，３９８号、第５，９７７，０８１号、第６，０８０
，７２５号、第６，２３１，８５９号及び第６，２６２，０２９号に詳細に記載されてい
る。
【００３４】
　１つの別な実施形態においては、宿主動物がα－ガラクトシル基に対する免疫などの既
存の生来的免疫を有する場合には、結果的に先天性免疫から体液性反応が生じてもよい。
１つの別な例示的態様においては、血清から回収した天然抗体又は遺伝子操作されている
か若しくは遺伝子操作されていないモノクローナル抗体（ヒト化抗体を含む）等の抗体を
宿主動物に投与することによって受動的免疫を構築してもよい。受動的免疫を発現させる
ための特定量の抗体試薬の使用、及び、リガンド－免疫原接合体の使用であって、受動的
に投与された抗体が免疫原を対象としている使用は、患者における他の潜在的な抗原に対
する既存の抗体価が治療的に有用でない場合に用いる試剤の標準セットに優位性を与える
。１つの実施形態においては、受動的に投与する抗体を、リガンド－免疫原接合体と共に
共投与してもよい。共投与は、リガンド－免疫原接合体の投与前に、同時に、又は、その
後に抗体を投与することとして定義される。
【００３５】
　既存の抗体、誘導された抗体、又は、受動的に投与された抗体は、リガンド－免疫原接
合体が腫瘍細胞又は他の病原性細胞に優先的に結合することによって、これらの浸潤細胞
を再び対象とする。例えば、病原性細胞を、補体媒介性溶解、ＡＤＣＣ、抗体依存性貪食
、又は、レセプタの抗体クラスタ化によって除去できる。細胞毒性プロセスは、細胞媒介
性免疫等の他の種類の免疫反応、及び、引き寄せられた抗原提示細胞が望ましくない細胞
を貪食し、抗原を有する細胞又は器官を除去する免疫系に対して天然腫瘍抗原を提示する
ときに発生する二次反応を含んでいてもよい。ここで用いられているように、疾病状態に
関する「除去された」及び「除去する」という用語は、症状を抑えるか若しくは疾病状態
の症状をなくすこと、又は、疾病の進行若しくは再発を防止することを意味する。ここで
用いられているように、リガンドレセプタを発現する免疫細胞群の「除去」及び「不活性
化」という用語は、この細胞群を死滅させるか又は完全に若しくは部分的に不活性化させ
て、治療している病状の免疫細胞媒介性発病特性を低減することを意味する。
【００３６】
　１つの例示的態様においては、詳細に上述した方法と組み合わせて、少なくとも１つの
治療因子を具えるさらなる組成物を宿主に投与して、内因性免疫反応によって媒介される
病原性細胞除去を強化してもよい。あるいは、１より多いさらなる治療因子を投与しても
よい。治療因子は、内因性免疫反応、化学療法剤、又は、投与したリガンド－免疫原複合
体の有効性を補完することができる他の治療因子を刺激することができる化合物から選択
されてもよい。この実施形態において、さらなる治療因子によって、インターロイキン１
－１８、幹細胞因子、塩基性ＦＧＦ、ＥＧＦ、Ｇ－ＣＳＦ、ＧＭ－ＣＳＦ、ＦＬＫ－２リ
ガンド、ＨＩＬＤＡ、ＭＩＰ－１α、ＴＧＦ－β、ＴＧＦ－α、Ｍ－ＣＳＦ、ＩＦＮ－γ
、ＩＦＮ－α、ＩＦＮ－β、可溶性ＣＤ２３、ＬＩＦ、及び、これらの組み合わせ等のサ
イトカイン又は免疫細胞成長因子等の内因性免疫反応を刺激することができる。
【００３７】
　１つの実施形態においては、例えば、治療的有効量のＩＬ－２（例えば、およそ５００
０ＩＵ／用量／日からおよそ５００，０００ＩＵ／用量／日を毎日複数回投与する療法）
、及び、ＩＦＮ－α（例えば、およそ７５００ＩＵ／量／日からおよそ１５０，０００Ｉ
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Ｕ／量／日を毎日複数回投与する療法）を、フォレート－ＦＩＴＣ（図４参照）と共に用
いて、そのような細胞群を有する宿主動物において病原性細胞を除去する。別の一態様に
おいては、治療的有効量のＩＬ－２を、およそ０．１ＭＩＵ／ｍ２／用量／日からおよそ
６０ＭＩＵ／ｍ２／用量／日の量で毎日複数回投与する療法で用いることができ、また、
ＩＦＮ－αを、例えばおよそ０．１ＭＩＵ／ｍ２／量／日からおよそ１０ＭＩＵ／ｍ２／
量／日の量で毎日複数回投与する療法で用いることができる（ＭＩＵ＝１００万国際単位
；ｍ２＝平均的なヒトの体表面積の近似値）。１つの別な実施形態においてはＩＬ－２及
びＩＦＮ－αを治療的有効量（例えば、それぞれ７ＭＩＵ及び３ＭＩＵ）で用い、さらに
別の実施形態においては治療的有効量でＩＬ－１５及びＩＦＮ－γを用いる。１つの代替
的実施形態においては、ＩＬ－２、ＩＦＮ－γ又はＩＦＮ－α、及び、ＧＭ－ＣＳＦを組
み合わせて用いる。他の実施形態においては、他のインターロイキン及びインターフェロ
ン及びコロニー刺激因子の組合せを含むサイトカインの他の有効な組合せも用いることが
できる。
【００３８】
　他の例示的実施形態おいて、それ自体が細胞毒性を有し、腫瘍透過性を強化するか又は
アレルゲン性を低減するように機能し得る、ここに記載する方法で使用するのに適してい
る化学療法剤には、副腎皮質ステロイド、アルキル化剤、抗アンドロゲン、抗エストロゲ
ン剤、コルチコステロイド、ジフェンヒドラミン、アンドロゲン、エストロジェン、（シ
トシンアラビノシド、プリン類似化合物、ピリミジン類似化合物及びメトトレザト等の）
代謝拮抗物質、ブスルファン、カルボプラチン、クロラムブチル、シスプラチン及び他の
白金化合物、タモキシフェン、タキソール、シクロホスファミド、植物アルカロイド、プ
レドニゾン、ヒドロキシ尿素、テニポシド、マイトマイシンＣ及びブレオマイシン等の抗
生物質、ナイトロジェンマスタード、ニトロスレアス、ビンクリスチン、ビンブラスチン
、炎症性剤及び炎症誘発性炎症性剤、抗ヒスタミン剤、並びに、当該技術分野で知られて
いる他の化学療法剤又はアレルゲン性を低減する薬剤が含まれる。
【００３９】
　例えば、病原性細胞の除去は、腫瘍塊又は病原性免疫細胞の縮小又は除去を具えて治療
反応をもたらしてもよい。腫瘍の場合において、上記除去は、原発腫瘍又は転移したか若
しくは原発腫瘍から分離する工程中に存在する細胞の除去であってもよい。１つの実施形
態においては、腫瘍の外科的除去、放射線治療、化学療法又は生物学的療法を含む任意の
治療的アプローチによって、腫瘍除去後の腫瘍再発を防ぐ予防療法も提供する。予防療法
は、毎日複数回の投与を行う療法等のリガンド－免疫原接合体を用いた初期治療、及び／
又は、その初期治療から数日又は数ヶ月のインターバル後におけるさらなる治療若しくは
一連の治療であってもよい。
【００４０】
　様々な実施形態において、リガンド－免疫原接合体の単位１日量は、宿主の状態、治療
する病状、接合体の分子量、該接合体の投与経路及び生体内分布、及び、放射線治療等の
他の治療的処置の併用の可能性に著しく依存して変化し得る。患者に投与する有効量は、
体表面積、患者の体重、患者状態の医師評価に基づく。様々な例示的実施形態において、
上記有効量を、約１ｎｇ／ｋｇ～約１ｍｇ／ｋｇ、約１μｇ／ｋｇ～約５００μｇ／ｋｇ
、又は、約１００μｇ／ｋｇ～約４００μｇ／ｋｇ（例えば約３００μｇ／ｋｇ）の範囲
で変えてもよい。
【００４１】
　例えば、アジュバント及びハプテン－担体接合体の投薬量は、宿主の状態、治療する疾
病状態、接合体の分子量、投与経路及び生体内分布、並びに、放射線治療等の他の治療的
処置の併用の可能性に依存して変化し得る。患者に投与する有効量は、体表面積、患者の
体重、及び、患者状態の医師評価に基づく。１つの例示的態様において、アジュバントの
有効量は、１用量当たり約０．０１μｇ～約１００ｍｇ、１用量当たり約１００μｇ～約
５０ｍｇ、１用量当たり約５００μｇ～約１０ｍｇ、又は、１用量当たり約１ｍｇ～１０
ｍｇに変動することがある。１つの実施形態において、ハプテン－担体接合体の有効量は
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、１用量当たり約１μｇ～約１００ｍｇ、１用量当たり約１０μｇ～約５０ｍｇ、１用量
当たり約５０μｇ～約１０ｍｇ、又は、１用量当たり約０．５ｍｇ～約５ｍｇ（例えば１
用量当たり約３ｍｇ）に変動することがある。
【００４２】
　ＴＨ１偏向化アジュバント及びハプテン－担体接合体を投与する任意の効果的な療法を
用いることができる。例えば、ＴＨ１偏向化アジュバント及びハプテン－担体接合体を１
回量として投与することもでき、又は、これらを毎日複数回投与する療法で分けて（すな
わち、分割）投与することもできる。さらに、毎日の治療に代えて、時間差療法（例えば
１週当たり１日～５日）を用いることができる。
【００４３】
　例示的実施形態において、リガンド－免疫原接合体及び治療因子は１回量として投与す
ることができ、あるいは、これらを毎日複数回投与する療法として分割して投与すること
ができる。さらに、毎日の治療に代えて、時間差療法（例えば、１週当たり１日～６日）
を用いることができる。本発明の１つの実施形態においては、リガンド－免疫原接合体及
び治療因子を複数回注射して宿主を治療し、病原性細胞群を除去する。１つの実施形態に
おいては、宿主に、リガンド－免疫原接合体を、例えば、１２～７２時間間隔又は４８～
７２時間間隔で複数回（例えば約２回から約５０回以内で）注射する。最初の注射後に、
数日又は数か月の間隔で、さらなる注射によってリガンド－免疫原接合体を患者に投与す
ることができ、さらなる注射によって疾病の再発を防止する。代替的に、リガンド－免疫
原接合体の初期の注射は、病気の再発を防止する可能性がある。
【００４４】
　１つの実施形態においては、宿主動物を治療して病原性細胞を除去する方法を提供する
。上記方法は、ＴＨ－１偏向化アジュバントを宿主動物に投与するステップと、ハプテン
－担体接合体を宿主動物に投与するステップであって、ＴＨ－１偏向化アジュバントに対
するハプテン－担体接合体の比率が重量対重量基準で約１：１０～約１：１であるステッ
プと、ハプテンに接合したリガンドを宿主動物に投与するステップであって、ハプテン－
担体接合体による治療の第１サイクル中にリガンド－ハプテン接合体の投与を開始するス
テップとを具える。例えば、この方法を用いてアレルギー反応を示す副作用（例えば、発
疹、かゆみ、顔面潮紅）の発生の可能性を低くすることができる。ここで用いられている
ように、「治療の第１サイクル」は、ハプテン－担体接合体の投与が治療の第１サイクル
において連続的であるか否かに関わらず、ハプテン－担体接合体の投与の第１週、第２週
、第３週又は第４週を意味する。
【００４５】
　例えば、この実施形態において、病原性細胞は、癌細胞又は（マクロファージ若しくは
単球等の）活性化免疫細胞であってもよい。１つの実施形態においては、リガンド－ハプ
テン接合体の投与をハプテン－担体接合体による治療の第１週に開始する。１つの別な実
施形態においては、リガンド－ハプテン接合体の投与をハプテン－担体接合体による治療
の第２週に開始する。他の実施形態においては、ハプテン－担体接合体による治療の第１
サイクルが完了する前にリガンド－ハプテン接合体の投与を開始する限り、ハプテン－担
体接合体の投与の任意の週の開始時にリガンド－ハプテン接合体を投与してもよい。様々
な実施形態において、リガンド－ハプテン接合体と共にサイトカイン等の他の治療因子を
投与することができる。１つの別な実施形態においては、リガンド－ハプテン接合体の用
量（例えば０．３ｍｇ／ｋｇ（１日１回×５日））を分割することができ、リガンド－ハ
プテン接合体を一日当たり（例えば０．３ｍｇ／ｋｇの６０％、３０％及び１０％の量）
の分割量として投与することができる。
【００４６】
　様々な例示的実施形態において、ＴＨ１偏向化アジュバントに対するハプテン－担体接
合体の比率は、重量対重量基準で、およそ１：８～およそ１：１、およそ１：６～およそ
１：１、およそ１：４～およそ１：１、およそ１：３～およそ１：１の範囲で変動するか
、又は、およそ１：３若しくはおよそ１：２．５（例えば、１日当たり１．２ｍｇ～３ｍ
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ｇ）である。１つの実施形態においては、ハプテン－担体接合体とアジュバントとを、お
よそ１：３、およそ１：２．５又はおよそ１：２の重量対重量比で、患者に投与する約５
分から約１時間前に混合してミセル形成を回避することができる。
【００４７】
　１つの実施形態において、ハプテン－担体接合体は下記式：

（上記式において、ＫＬＨはキーホールリンペットヘモシニアンである。）で表される。
上記リガンド－ハプテン接合体は下記式：

で表されるか又は薬学的に許容可能なその塩である。
【００４８】
　１つの別な実施形態において、宿主動物を治療して病原性細胞を除去する方法を提供す
る。上記方法は、ハプテン－担体接合体を宿主動物に投与するステップと、ＴＨ－１偏向
化アジュバントを宿主動物に投与するステップと、ハプテンに接合したリガンドを宿主動
物に投与するステップであって、ハプテン－担体接合体による治療の第１サイクル中にリ
ガンド－ハプテン接合体を投与するステップとを具える。リガンドがフォレート又はフォ
レートの類似化合物若しくは誘導体である実施形態においては、９９ｍＴｅを用いて放射
性標識したキレート剤であって、フォレートをターゲットにするキレート剤を用いて、患
者がフォレート－レセプタ陽性腫瘍を有しているか否かを判断することができる（ここで
言及することによって組み込まれている米国特許公開公報第２００４００３３１９５号を
参照されたい。）。
【００４９】
　例えば、この方法を用いてアレルギー反応を示す副作用（例えば発疹、かゆみ、顔面潮
紅）の発生の可能性を低くすることができる。様々な態様において、病原性細胞が癌細胞
又は（マクロファージ若しくは単球等の）活性化免疫細胞であってもよい。
【００５０】
　１つの実施形態においては、リガンド－ハプテン接合体の投与をハプテン－担体接合体
による治療の第１週に開始する。１つの別な実施形態においては、リガンド－ハプテン接
合体の投与をハプテン－担体接合体による治療の第２週に開始する。他の実施形態におい
ては、ハプテン－担体接合体による治療の第１サイクルが完了する前にリガンド－ハプテ
ン接合体の投与を開始する限り、ハプテン－担体接合体の投与の任意の週の開始時にリガ
ンド－ハプテン接合体を投与してもよい。様々な実施形態において、リガンド－ハプテン
接合体と共にサイトカイン等の他の治療因子を投与することができる。１つの別な実施形
態においては、リガンド－ハプテン接合体の用量（例えば０．３ｍｇ／ｋｇ（１日１回×
５日））を分割することができ、リガンド－ハプテン接合体を一日当たり（例えば０．３
ｍｇ／ｋｇの６０％、３０％及び１０％の量）の分割量として投与することができる。例
示的態様においては、ハプテン－担体接合体（１つの態様中においてはＧＰＩ－０１００
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などのアジュバントと組み合わせる）、リガンド－ハプテン接合体、及び、治療因子を、
週１回、週３回（ＴＩＷ）、毎日、又は、他の有用な投与スケジュールも用いて投与する
ことができる。
【００５１】
　この方法の１つの実施形態においては、ハプテン－担体接合体とアジュバントとを、患
者に投与する約５分から約１時間前に混合してミセル形成を回避することができる。１つ
の実施形態において上記ハプテン－担体接合体は下記式：

　（上記式において、ＫＬＨはキーホールリンペットヘモシニアン（ＫＬＨ－ＦＩＴＣと
呼ばれる接合体）である。）で表される。上記リガンド－ハプテン接合体は下記式：

で表されるもの（フォレート－ＦＩＴＣと呼ばれる接合体）又は薬学的に許容可能なその
塩である。
【００５２】
　様々な実施形態において、治療因子を、リガンド－免疫原接合体よりも前に、同時に、
又は、後で宿主動物に投与してもよく、また、治療因子を、その接合体を含む同じ組成物
の一部として又はリガンド－免疫原接合体以外の異なる組成物の一部として投与してもよ
い。本発明においては、治療的有効量で治療因子を含むそのような治療的組成物のいずれ
も用いることができる。１つの実施形態においては、１より多い種類のリガンド－免疫原
接合体を用いてもよい。例えば、宿主動物をフルオレセインイソチオシアネート及びジニ
トロフェニルの両方を用いて予め免疫を付与し、次いで、共投与プロトコルで同一の又は
異なるリガンドに連結されたフルオレセインイソチオシアネート及びジニトロフェニルを
用いて治療してもよい。
【００５３】
　例えば、リガンド－免疫原（例えばハプテン）接合体、治療因子、アジュバント、及び
、ハプテン－担体接合体を、非経口的に注射することができ、そのような注射剤は、腹膜
腔内注射、皮下注射、筋肉内注射、静脈注射又は髄腔内注射であってもよい。１つの別な
実施形態においては、リガンド－免疫原（例えばハプテン）接合体、治療因子、アジュバ
ント、及び、ハプテン－担体接合体を、スローポンプを用いて送達できる。非経口の投薬
形態の例には、液体アルコール、グリコール（例えばポリエチレングリコール）、グルコ
ース溶液（例えば５％）、エステル、アミド、滅菌水、緩衝食塩水（リン酸塩又はアセタ
ートのような緩衝剤を含む；例えば等張食塩水）等の薬学的に許容可能な周知の液体担体
中の活性薬剤の水性溶液が含まれる。さらなる例示的成分には、植物油、ゼラチン、ラク
トース、アミロース、ステアリン酸マグネシウム、滑石、ケイ酸、パラフィンなどが含ま
れる。別の一態様においては、非経口の投薬形態は、リガンド－免疫原（例えばハプテン
）接合体、治療因子、アジュバント、ハプテン－担体接合体の用量を具える再構成可能な
凍結乾燥体の形態であってもよい。様々な態様において、可溶化剤、局所麻酔（例えばリ
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ドカイン）、賦形剤、保存剤、安定剤、湿潤剤、乳化剤、塩及び潤滑剤を用いることがで
きる。一態様においては、例えば、米国特許第４，７１３，２４９号、第５，２６６，３
３３号及び第５，４１７，９８２号（これらの開示はここで言及することによって組み込
まれている。）に記載されている生物分解性炭水化物マトリックスのように、当業界で知
られている数多くの持続的放出投薬形態のいずれを用いても投与することができる。
【００５４】
実施例１
ＢＡＬＢ／Ｃマウスにおける温度分析
　メスのＢａｌｂ／ｃマウスを、１００μｇのＧＰＩ－０１００を用いて調剤したＥＣ９
０（ＫＬＨ－ＦＩＴＣ、図５参照）の１μｇ（図１）又は３５μｇ（図２）に対して、１
週間間隔で３回免疫化した。ＥＣ１７（フォレート－ＦＩＴＣ；図４を参照されたい。）
組成物（１５００ｎｍｏｌ／ｋｇのＥＣ１７及び３５０ｎｍｏｌ／ｋｇビスフルオレセイ
ン）にビスフルオレセインを加えた。ビスフルオレセインを添加して組成物のアレルゲン
性を高めた。１５００ｎｍｏｌ／ｋｇのＥＣ１７及び３５０ｎｍｏｌ／ｋｇのビスフルオ
レセインをマウスの静脈内に投与した。その後、直腸探針を通してマウスの体温変化をす
べてモニターし、明らかなアレルゲン性をすべて検知した。
注射液の調製：各ワクチン接種前にＥＣ９０（ＫＬＨ－ＦＩＴＣ）／ＧＰＩ－０１００溶
液を新調してミセル形成を回避した。ｐＨ７．４（０．１ｍｌ当たり用量が１μｇのＫＬ
Ｈ－ＦＩＴＣ及び１００μｇのＧＰＩ－０１００を供給した。）のＰＢＳ中で、０．０１
ｍｇ／ｍｌのＥＣ９０と１ｍｇ／ｍｌのＧＰＩ－０１００とを混合することによって、１
μｇのＥＣ９０／ＧＰＩ－０１００注射液（図１）を調製した。ｐＨ７．４（０．１ｍｌ
当たり用量が３５μｇのＫＬＨ－ＦＩＴＣ及び１００μｇのＧＰＩ－０１００を供給した
。）のＰＢＳ中で、０．３５ｍｇ／ｍｌのＥＣ９０と１ｍｇ／ｍｌのＧＰＩ－０１００と
を混合することによって、３５μｇのＥＣ９０／ＧＰＩ－０１００注射液（図２）を調製
した。それぞれ５ｍｌの体積となるように、０．２４４ｍｌのＥＣ１７貯蔵溶液と、２．
３３１ｍｌのビスフルオレセイン貯蔵溶液及び２．４２５ｍｌのＰＢＳ（ｐＨ７．４）と
を混合することによって、ビスフルオレセイン添加ＥＣ１７注射液を調製した。静脈投与
（ＩＶ）又は皮下投与（ＳＣ）用に、マウス２０ｇ当たり０．１ｍｌ中に、１５００ｎｍ
ｏｌ／ｋｇのＥＣ１７と３５０ｎｍｏｌ／ｋｇのビスフルオレセインを与えた。
ワクチン接種：１μｇ又は３５μｇのＥＣ９０／ＧＰＩ－０１００を含む注射液１００μ
ｌを用いて、マウスの尾の付け根に隣接する部位（５０μｌ／部位）の皮下において免疫
化した。７日後及び１４日後に２追加用量をマウスの背中又は首の後部に注射して与えた
。
ビスフルオレセイン添加ＥＣ１７注射液を用いた早期投与：１５００ｎｍｏｌ／ｋｇのＥ
Ｃ１７及び３５０ｎｍｏｌ／ｋｇのビスフルオレセインを用いて、第７日～第１１日、第
１４日～第１８日及び第２１日にマウスを治療した。
ビスフルオレセイン添加ＥＣ１７注射液を用いた後期投与：第２２日前後に、ＰＢＳ、又
は、３５０ｎｍｏｌ／ｋｇのビスフルオレセイン及び１５００ｎｍｏｌ／ｋｇのＥＣ１７
をマウスの静脈内に投与した。マウス用に特別に設計された直腸探針（ＲＥＴ－３、熱電
対温度計）を用いて各マウスの体温を測定した。静脈内注射のために各動物を暖める前、
注射直前、及び、（必要な頻度で）投与後の約３０分間に、ベースライン体温を得た。
結果：ビスフルオレセイン（３５０ｎｍｏｌ／ｋｇ）を加えたＥＣ１７（１５００ｎｍｏ
ｌ／ｋｇ）は、ＥＣ１７＋ビスフルオレセインを用いた早期投与を行った場合以外におい
て、ＥＣ９０の２用量に対して免疫化したマウスの温度を低下させた。ビスフルオレセイ
ンを混合したＥＣ１７をマウスに早期投与することによって、添加したビスフルオレセイ
ンに対する明らかなアレルギー反応を示す応答を防止した。また、ＥＣ９０単独（すなわ
ち、ＥＣ１７及びビスフルオレセインを投与せずに、ＥＣ１７のみを加え、ＥＣ１７を後
期投与プロトコルで加えた。）を、１μｇ（ＥＣ９０とＧＰＩ－０１００との比が重量対
重量基準でおよそ１：１００となるように）投与したときにはマウスの体温を低下させた
が、３５μｇ（ＥＣ９０とＧＰＩ－０１００との比が重量対重量基準でおよそ１：２．５
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）のときは体温を低下させなかった。
【００５５】
実施例２
胸壁腫瘍移植片を有するマウスにおける腫瘍体積に対するリガンド接合体の効果
　２つの投与方法を試験した。第１の投与方法においては、第１日、第１５日、及び第２
９日に、サポニンアジュバント（例えばＧＰＩ－０１００、１００μｇ／用量）を用いて
、３５μｇ／用量のフルオレセインイソチオシアネート（ＦＩＴＣ）でラベルしたキーホ
ールリンペットヘモシニアン（ＫＬＨ、図５参照）で６～８週齢の（２０～２２グラム）
メスのＢａｌｂ／ｃマウスに免疫を与えた。第２３日に、各動物に２．５×１０５個の４
Ｔ１ｃ２細胞（胸壁腫瘍細胞系）を注射した。その後、癌部位の増殖を放置した。第４２
日～第６０日に、リン酸塩緩衝食塩水（ＰＢＳ）、又は、γカルボキシル基で連結された
エチレンジアミン架橋（図４参照）介して葉酸に結合したＦＩＴＣ（５００ｎｍｏｌ／ｋ
ｇ）を、毎日（１日１回×５日×３週間：第４２日～第４６日、第４９日～第５３日及び
第５６日～第６０日）動物に注射した。同じ日に２０，０００Ｕ／用量の組み換えヒトＩ
Ｌ－２を動物に注射した。フォレート－ＦＩＴＣを注射したのと同じ週に、動物にＩＬ－
２を週３回で３週間注射した。
　第２の投与方法においては、第１日、第１５日、及び第２９日に、サポニンアジュバン
ト（例えばＧＰＩ－０１００、１００μｇ／用量）を用いて、３５μｇ／用量のフルオレ
セインイソチオシアネート（ＦＩＴＣ）でラベルしたキーホールリンペットヘモシニアン
（ＫＬＨ）で６～８週齢の（２０～２２グラム）メスのＢａｌｂ／ｃマウスに免疫を与え
た。第５日に、各動物に２．５×１０５個の４Ｔ１ｃ２細胞（胸壁腫瘍細胞系）を注射し
た。その後、癌部位の増殖を放置した。第８日～第５０日に、リン酸塩緩衝食塩水（ＰＢ
Ｓ）、又は、γカルボキシル基で連結されたエチレンジアミン架橋（図４参照）介して葉
酸に結合したＦＩＴＣ（５００ｎｍｏｌ／ｋｇ）を、毎日（１日１回×５日×６週間）動
物に注射した。２０，０００Ｕ／用量の組み換えヒトＩＬ－２を毎日（第３２日～第５０
日）動物に注射した。フォレート－ＦＩＴＣを注射したのと同じ週に、動物にＩＬ－２を
週３回で３週間注射した。
　その後、フォレート－ＦＩＴＣで治療したマウスについて、腫瘍体積を時間関数に対し
てモニタリングして対照動物と比較することによって、この免疫療法の有効性を評価した
。図３に示すように免疫療法によってマウスの腫瘍体積が減少した。また、腫瘍体積は、
フォレート－ＦＩＴＣを投与するのに用いた投与プロトコル（早期又は後期）に関わりな
く類似していた。従って、フォレート－ＦＩＴＣを用いた「早期投与プロトコル」は、腫
瘍体積を縮小させるのに有効だった。
【００５６】
実施例３
ＫＬＨ－ＦＩＴＣ及びフォレート－ＦＩＴＣの合成
　ここで言及することによって組み込まれている「Ｋｅｎｎｅｄｙ，　ｅｔ　ａｌ．Ｐｈ
ａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，Ｖｏｌ．２０（５），２００３年」及び
ＷＯ２００６／１０１８４５号国際公開公報に記載されているようにフォレト－ＦＩＴＣ
を合成及び精製した。ＰＢＳ（ｐＨ７．４）中で５．５ｍｇ／ｍｌの凍結溶液としてＥＣ
１７を保存した。ＥＣ９０（ＫＬＨ－ＦＩＴＣ）固体（タンパク含有量８３％）は、ＫＬ
Ｈのグラム当たり１２９μｍｏｌ以下のＦＩＴＣのラベル比を有していた。貯蔵溶液を２
．５ｍｇ／ｍｌのＰＢＳ（ｐＨ７．４）中に作り、０．２２μｍシリンジフィルターを用
いて除菌した。フォレート－ＦＩＴＣの合成方法と類似の方法を用いてＫＬＨ－ＦＩＴＣ
を合成した。
【００５７】
実施例４
投与プロトコル
　図６は、ここに記載されている方法用に、ヒトにおいてアレルギーを示す副作用（例え
ば発疹、顔面潮紅、かゆみ）の可能性を低くするために用いる例示的な「初期投与プロト
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コル」を示している。Ｖ１～Ｖ１０は、ＥＣ９０（ＫＬＨ－ＦＩＴＣ）を用いた注射剤を
示している。治療サイクルを行う週が示されている。また、そのサイクル中の週の日をＤ
１、Ｄ８、Ｄ１５等のように示す。サイクルをＣｌ、Ｃ２、Ｃ３等のように示す。ＥＣ９
０（Ｖｌ、Ｖ２等）、ＥＣ１７（フォレート－ＦＩＴＣ）、及び、ＥＣ１７＋サイトカイ
ンを投与した週、サイクル及び日を示する。薬剤用量及び投与頻度を示す表も図６に含ま
れている。ＥＣ９０、ＧＰＩ－０１００、ＥＣ１７、ＩＬ－２及びＩＦＮ－αを１．２ｍ
ｇ、３ｍｇ、０．３ｍｇ／ｋｇ、７ＭＩＵ及び３ＭＩＵでそれぞれ投与した。
【００５８】
実施例５
投与プロトコル
　１つの別の例示的な「早期投与プロトコル」は下記ステップを含む。フォレートをター
ゲットとするキレート剤（０．１ｍｇを静脈注射で（静脈中に）投与した）であって、９

９ｍＴｅを用いて放射性同位体識別したキレート剤を用いて、患者がフォレートレセプタ
陽性腫瘍を有しているか否か判定した（ここで言及することによって組み込まれている米
国特許公開公報第２００４００３３１９５号を参照されたい。）。ＫＬＨ－ＦＩＴＣ（ア
ジュバントＧＰＩ－０１００と組み合わせて１．２ｍｇ）を、治療の第１サイクル中に毎
週（すなわち、週１回）４週連続で皮下投与し、第２サイクル中に毎週２週連続で皮下投
与し、さらなるサイクルのそれぞれにおいて１回皮下投与する。ＫＬＨ－ＦＩＴＣ（ＧＰ
Ｉ－０１００は３．０ｍｇ）と組み合わせて、ＧＰＩ－０１００アジュバントを、治療の
第１サイクル中に４週連続で皮下投与し、第２サイクル中に週１回の２週連続で皮下投与
し、さらなるサイクルのそれぞれにおいて１回皮下投与する。最初の２つの治療サイクル
中に週５日（月曜日から金曜日）４週連続でフォレート－ＦＩＴＣ（０．３ｍｇ／ｋｇ）
を皮下投与し、さらに、さらなるサイクルのそれぞれにおいて週３日（月曜、水曜及び金
曜）３週連続でフォレート－ＦＩＴＣ（０．３ｍｇ／ｋｇ）を皮下投与する。治療の最初
の２サイクル中に週３日（月曜、水曜及び金曜）４週連続でＩＬ－２（７．０ＭＩＵ）を
皮下投与し、次いで、さらなるサイクルのそれぞれにおいて週３日（月曜、水曜及び金曜
）３週連続で２．５ＭＩＵのＩＬ－２を皮下投与する。治療の最初の２サイクル中に週３
回（月曜、水曜及び金曜）４週連続でＩＦＮ－α（３．０ＭＩＵ）を皮下投与し、次いで
、さらなるサイクルのそれぞれにおいて週３回（月曜、水曜及び金曜）３週連続で３．０
ＭＩＵのＩＦＮ－αを皮下投与する。
【００５９】
実施例６
ＧＰＩ－０１００と共に調剤したＥＣ９０に対して免疫化したマウスにおける全身アナフ
ィラキシー陽性分析
　第１日、第８日及び第１５日にメスのＢａｌｂ／ｃマウスを３回免疫化した。第２３日
に１用量のＥＣ１７を静脈内に投与した（図７、パネルａ）。第８日～第１２日、第１５
日～第１９日及び第２２日にＥＣ１７を複数回皮下投与してマウスを脱感作した（図７、
パネルｂ）。第２３日に、ＥＣ１７をマウスの静脈内に通常通りに投与した。ＥＣ１７投
与後に直腸探針（ＲＥＴ－３、熱電対温度計）を用いて体温を測定した。静脈注射のため
に各動物を暖める前、注射直前、及び、（必要な頻度で）投与後の約３０分間に、ベース
ライン体温を得た。刺激後に活動がなく、ショックの兆候（通常、体温低下が３℃以上で
ある。）を示したときに動物を二酸素炭素によって安楽死させた。
【００６０】
実施例７
ＦＩＴＣに対して免疫化しマウスにおける抗ＦＩＴＣ　ＩｇＥ抗体の産生
　第１日、第８日及び第１５日に、メスのＢａｌｂ／ｃマウス（ｎ＝３）を様々な用量の
ＥＣ９０及び１００μｇのＧＰＩ－０１００に対して免疫化させた。第２９日に各グルー
プにおいて各動物から等しい体積で血清を採取した。抗ＦＩＴＣ　ＩｇＥ抗体の相対的レ
ベルを捕捉ＥＬＩＳＡ分析を用いて比較した（図８）。簡潔に、９６穴プレートをラット
抗マウスＩｇＥ捕捉モノクローナル抗体でコートした。非特異的結合をブロックした後に
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、プレートを、ＦＩＴＣ抗血清と共に培養し、次いで、ビオチン化したＢＳＡ－ＦＩＴＣ
及びストレプトアビジンワサビペルオキシダーゼと共に培養した。
【００６１】
実施例８
ＥＣ９０及びＧＰＩ－０１００アジュバントに対して免疫化されたモルモットにおける全
身アナフィラキシー陽性分析
　オス及びメスのモルモット（グループ当たり各１性別）を、様々な用量のＥＣ９０と０
．５ｍｇのＧＰＩ－０１００とを用いて、第１日、第８日及び第１５日に３回免疫化した
。被験物質の１用量（ＥＣ１７＋／－ビス－ＦＩＴＣ－ｅｄａ）を第２２日に投与した（
皮下注射）。第８日～第１２日及び第１５日～第１９日に、１０モル％のビス－ＦＩＴＣ
－ｅｄａが入ったＥＣ１７を複数回投与することによってモルモットを脱感作した。第２
２日にこれらの動物に同じＥＣ１７／ビス－ＦＩＴＣ－ｅｄａ製剤を皮下注射で投与した
。投与後１．５時間～２時間に一般的に臨床観察を行った。アナフィラキシーショックの
兆候を示したときに動物を安楽死させた。すべての動物について完全な目視的解剖分析を
行った（図９）。その結果は、ＥＣ１７を用いた早期投与及びＫＬＨ－ＦＩＴＣの用量を
増加させることが、動物中のアレルゲン性を低減させることを示している。
　

【図１】

【図２】

【図３】
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【図６】

【図７】

【図８】

【図９】
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