
(57)【要約】
本発明は、非腫瘍性過増殖性細胞または過剰細胞蓄積障害、特に上皮細胞または内皮細胞
の過増殖が関わる障害の治療、処置または予防を意図した方法および組成物に関する。 1
つの実施形態においては、本発明の方法は、 EphA2作動性細胞において EphA2に結合し且つ
EphA2細胞質尾部リン酸化を増強し及び／又は EphA2自己リン酸化を増強する 1以上の EphA2
作動性物質の有効量の投与を含む。もう 1つの実施形態においては、本発明の方法は、 Eph
A2に結合し且つ EphA2活性（自己リン酸化以外）を減少させる 1以上の EphA2作動性物質の
有効量の投与を含む。もう 1つの実施形態においては、本発明の方法は、 EphA2に結合し且
つ病原性細胞表現型（例えば、病原性上皮細胞表現型または病原性内皮細胞表現型）を軽
減する 1以上の EphA2作動性物質の有効量の投与を含む。もう 1つの実施形態においては、
本発明の方法は、非常に低い Ko f f速度で EphA2に結合する EphA2抗体である 1以上の EphA2作
動性物質の有効量の投与を含む。好ましい実施形態においては、本発明の物質はモノクロ
ーナル抗体である。本発明はまた、本発明の 1以上の EphA2作動性物質を、単独で、または
非腫瘍性過増殖性細胞もしくは過剰細胞蓄積障害に対する療法において有用な 1以上の他
の物質と組合されて含む医薬組成物を提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 非 腫 瘍 性 過 増 殖 細 胞 ま た は 過 剰 細 胞 蓄 積 障 害 の 治 療 を 要 す る 患 者 に お け る 非 腫 瘍 性 過 増
殖 細 胞 ま た は 過 剰 細 胞 蓄 積 障 害 の 治 療 方 法 で あ っ て 、 EphA2作 動 性 物 質 の 治 療 的 に 有 効 な
量 を 該 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 ん で な り 、 該 EphA2作 動 性 物 質 が EphA2に 結 合 し 、 か つ 、 Ep
hA2細 胞 質 尾 部 リ ン 酸 化 を 増 強 し 、 EphA2自 己 リ ン 酸 化 を 増 強 し 、 EphA2分 解 を 増 強 し 、 病
原 性 細 胞 表 現 型 を 軽 減 し 、 ま た は EphA2活 性 を 減 少 さ せ 、 該 活 性 が 自 己 リ ン 酸 化 以 外 で あ
る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 非 腫 瘍 性 過 増 殖 性 細 胞 ま た は 過 剰 細 胞 蓄 積 障 害 が 、 喘 息 、 慢 性 閉 塞 性 肺 疾 患 、 肺 線 維 症
、 ア ス ベ ス ト 肺 、 IPF、 DIP、 UIP、 腎 線 維 症 、 肝 線 維 症 、 他 の 線 維 症 、 気 管 支 過 剰 応 答 、
乾 癬 お よ び 脂 漏 性 皮 膚 炎 よ り な る 群 か ら 選 ば れ る 過 増 殖 性 上 皮 細 胞 障 害 で あ る 、 請 求 項 1
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 過 増 殖 性 上 皮 細 胞 障 害 の 病 原 性 細 胞 表 現 型 が 、 ム チ ン の 分 泌 、 ム チ ン 分 泌 細 胞 へ の EphA
2発 現 細 胞 の 分 化 、 炎 症 性 因 子 の 分 泌 ま た は 上 皮 細 胞 も し く は 内 皮 細 胞 の 過 増 殖 で あ る 、
請 求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 非 腫 瘍 性 過 増 殖 性 細 胞 ま た は 過 剰 細 胞 蓄 積 障 害 が 、 再 狭 窄 、 過 増 殖 性 血 管 疾 患 、 ベ ー チ
ェ ッ ト 症 候 群 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 お よ び 黄 斑 変 性 よ り な る 群 か ら 選 ば れ る 過 増 殖 性
内 皮 細 胞 障 害 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 非 腫 瘍 性 過 増 殖 性 細 胞 ま た は 過 剰 細 胞 蓄 積 障 害 が 過 増 殖 性 線 維 芽 細 胞 障 害 で あ る 、 請 求
項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 過 増 殖 性 内 皮 細 胞 障 害 の 病 原 性 細 胞 表 現 型 が 、 増 加 し た 細 胞 遊 走 、 細 胞 体 積 、 細 胞 外 マ
ト リ ッ ク ス 分 子 の 分 泌 、 マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ の 分 泌 ま た は 内 皮 細 胞 過 増 殖
で あ る 、 請 求 項 4ま た は 5記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 該 EphA2作 動 性 物 質 が 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 性 フ ラ グ メ ン ト で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 該 EphA2作 動 性 物 質 が 、 小 分 子 ア ゴ ニ ス ト 、 酵 素 活 性 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 リ ボ ザ イ ム 、 siR
NAお よ び EphA2ア ン チ セ ン ス 分 子 よ り な る 群 か ら 選 ば れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 7記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 抗 体 -EphA2結 合 に 適 し た 条 件 下 、 3× 10 - 3 s - 1 未 満 の K o f f で EphA
2に 結 合 す る 、 請 求 項 9記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が Eph099B-102.147、 Eph099B-208.261、 Eph099B-210.248も し く は B
233で あ る 、 ま た は Eph099B-102.147、 Eph099B-208.261、 Eph099B-210.248も し く は B233由
来 の CDRを 含 む 、 請 求 項 9記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が ヒ ト 抗 体 で あ る 、 請 求 項 7、 9ま た は 10の い ず れ か 1項 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が ヒ ト 化 さ れ て い る 、 請 求 項 7、 9、 10ま た は 11の い ず れ か 1項 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
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　 該 投 与 が 、 未 処 理 細 胞 に お け る EphA2リ ン 酸 化 の レ ベ ル と 比 較 し て 処 理 細 胞 に お け る Eph
A2リ ン 酸 化 を 増 強 す る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 該 投 与 が 、 未 処 理 細 胞 に お け る EphA2発 現 の レ ベ ル と 比 較 し て 処 理 細 胞 に お け る EphA2発
現 を 低 下 さ せ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 1以 上 の 追 加 的 な 非 腫 瘍 性 過 増 殖 性 細 胞 の 投 与 ま た は 過 剰 細 胞 蓄 積 障 害 療 法 を 更 に 含 む
、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 病 原 性 上 皮 細 胞 ま た は 内 皮 細 胞 表 現 型 が 、 ム チ ン の 分 泌 、 ム チ ン 分 泌 細 胞 へ の EphA2発
現 細 胞 の 分 化 、 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン の 分 泌 、 炎 症 性 因 子 の 分 泌 ま た は 上 皮 細 胞 も し く は 内 皮
細 胞 の 過 増 殖 で あ る 、 請 求 項 16記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 喘 息 ま た は 慢 性 閉 塞 性 肺 疾 患 の 治 療 を 要 す る 患 者 に お け る 喘 息 ま た は 慢 性 閉 塞 性 肺 疾 患
の 治 療 方 法 で あ っ て 、 1以 上 の EphA2作 動 性 物 質 の 治 療 的 に 有 効 な 量 を 該 患 者 に 投 与 す る こ
と を 含 ん で な り 、 該 EphA2作 動 性 物 質 が EphA2に 結 合 し 、 か つ 、 EphA2細 胞 質 尾 部 リ ン 酸 化
を 増 強 し 、 EphA2自 己 リ ン 酸 化 を 増 強 し 、 EphA2分 解 を 増 強 し 、 病 原 性 細 胞 表 現 型 を 軽 減 し
、 ま た は EphA2活 性 を 減 少 さ せ 、 該 活 性 が 自 己 リ ン 酸 化 以 外 で あ る こ と を 特 徴 と す る 方 法
。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 再 狭 窄 の 治 療 を 要 す る 患 者 に お け る 再 狭 窄 の 治 療 方 法 で あ っ て 、 1以 上 の EphA2作 動 性 物
質 の 治 療 的 に 有 効 な 量 を 該 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 ん で な り 、 該 EphA2作 動 性 物 質 が EphA2
に 結 合 し 、 か つ 、 EphA2細 胞 質 尾 部 リ ン 酸 化 を 増 強 し 、 EphA2自 己 リ ン 酸 化 を 増 強 し 、 EphA
2分 解 を 増 強 し 、 病 原 性 細 胞 表 現 型 を 軽 減 し 、 ま た は EphA2活 性 を 減 少 さ せ 、 該 活 性 が 自 己
リ ン 酸 化 以 外 で あ る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 病 原 性 内 皮 細 胞 表 現 型 が 、 細 胞 遊 走 、 細 胞 体 積 、 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 分 子 の 分 泌 、 マ ト
リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ の 分 泌 ま た は 内 皮 細 胞 過 増 殖 で あ る 、 請 求 項 19記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 該 EphA2作 動 性 物 質 が 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 性 フ ラ グ メ ン ト で あ る 、 請 求 項 18ま た は 1
9記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 21記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 抗 体 -EphA2結 合 に 適 し た 条 件 下 、 3× 10 - 3 s - 1 未 満 の K o f f で EphA
2に 結 合 す る 、 請 求 項 22記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が Eph099B-102.147、 Eph099B-208.261、 Eph099B-210.248ま た は B23
3で あ る 、 請 求 項 22記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が ヒ ト 抗 体 で あ る 、 請 求 項 21、 22ま た は 23の い ず れ か 1項 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が ヒ ト 化 さ れ て い る 、 請 求 項 21、 22、 23ま た は 24の い ず れ か 1項 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 1以 上 の 免 疫 調 節 剤 の 投 与 を 更 に 含 む 、 請 求 項 1、 15ま た は 17の い ず れ か 1項 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ２ ８ 】
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　 免 疫 調 節 剤 が 、 IL-9に 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 で あ る 、 請 求 項 27記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 1以 上 の 抗 ウ イ ル ス 剤 の 投 与 を 更 に 含 む 、 請 求 項 1ま た は 17の い ず れ か 1項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 抗 ウ イ ル ス 剤 が 抗 RSV剤 で あ る 、 請 求 項 29記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 非 腫 瘍 性 過 増 殖 性 細 胞 ま た は 過 剰 細 胞 蓄 積 障 害 を 有 す る こ と が 判 明 し て い る 又 は 疑 わ れ
る 患 者 に お い て 、 非 腫 瘍 性 過 増 殖 性 細 胞 も し く は 過 剰 細 胞 蓄 積 障 害 を 診 断 す る た め の 又 は
非 腫 瘍 性 過 増 殖 性 細 胞 も し く は 過 剰 細 胞 蓄 積 障 害 に 対 す る 療 法 の 有 効 性 を モ ニ タ ー す る た
め の 方 法 で あ っ て 、
　 a） EphA2を 作 動 さ せ 、 EphA2活 性 を 減 少 さ せ 又 は 病 原 性 細 胞 表 現 型 を 軽 減 す る EphA2抗 体
と 該 患 者 の 細 胞 と を 接 触 さ せ 、
　 b） 該 細 胞 へ の EphA2抗 体 結 合 を 検 出 す る こ と を 含 ん で な り 、
　 非 腫 瘍 性 過 増 殖 性 細 胞 ま た は 過 剰 細 胞 蓄 積 障 害 を 有 さ な い 対 照 患 者 よ り 高 い EphA2抗 体
結 合 レ ベ ル の 検 出 が 、 該 患 者 が 過 増 殖 性 細 胞 ま た は 過 剰 細 胞 蓄 積 障 害 を 有 す る こ と を 示 す
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 非 腫 瘍 性 過 増 殖 性 細 胞 ま た は 過 剰 細 胞 蓄 積 障 害 が 、 喘 息 、 慢 性 閉 塞 性 肺 疾 患 、 肺 線 維 症
、 気 管 支 過 剰 応 答 、 乾 癬 、 脂 漏 性 皮 膚 炎 、 嚢 胞 性 線 維 症 、 再 狭 窄 、 過 増 殖 性 血 管 疾 患 、 ベ
ー チ ェ ッ ト 症 候 群 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 お よ び 黄 斑 変 性 よ り な る 群 か ら 選 ば れ る 、 請
求 項 31記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 出 願 は 、 2003年 4月 11日 付 け 出 願 の 米 国 仮 特 許 出 願 第 60/462,024号 （ そ の 全 体 を 参 照
に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る こ と と す る ） の 優 先 権 を 主 張 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 1．
　 本 発 明 は 、 非 腫 瘍 性 過 増 殖 性 細 胞 （ ま た は 過 剰 細 胞 蓄 積 ） 、 特 に 過 増 殖 性 上 皮 細 胞 お よ
び 内 皮 細 胞 が 関 わ る 障 害 の 治 療 、 処 置 ま た は 予 防 を 意 図 し た 方 法 お よ び 組 成 物 に 関 す る 。
本 発 明 の 方 法 は 、 EphA2に 結 合 し EphA2シ グ ナ リ ン グ を 惹 起 し て EphA2の 発 現 お よ び ／ ま た
は 活 性 を 減 少 さ せ る 1以 上 の EphA2作 動 性 物 質 の 有 効 量 の 投 与 を 含 む 。 あ る 実 施 形 態 に お い
て は 、 本 発 明 の EphA2作 動 性 物 質 は EphA2細 胞 質 尾 部 リ ン 酸 化 を 増 強 し 、 EphA2自 己 リ ン 酸
化 を 増 強 し 、 EphA2活 性 （ 自 己 リ ン 酸 化 以 外 ） を 減 少 さ せ 、 病 原 性 細 胞 表 現 型 （ 例 え ば 、
病 原 性 上 皮 細 胞 表 現 型 ま た は 病 原 性 内 皮 細 胞 表 現 型 ） を 軽 減 す る 。 好 ま し い 実 施 形 態 に お
い て は 、 EphA2作 動 性 物 質 は 、 抗 EphA2抗 体 、 好 ま し く は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 好 ま し く は
、 低 い K o f f 速 度 （ 例 え ば 、 3× 10 - 3 s - 1 未 満 の K o f f ） を 有 す る も の で あ る 。 本 発 明 は ま た 、
本 発 明 の 1以 上 の EphA2作 動 性 物 質 を 、 単 独 で 、 ま た は 非 腫 瘍 性 過 増 殖 性 細 胞 も し く は 過 剰
細 胞 蓄 積 障 害 に 対 す る 療 法 に お い て 有 用 な 1以 上 の 他 の 作 用 物 質 と 組 合 さ れ て 含 む 医 薬 組
成 物 を 提 供 す る 。 診 断 方 法 、 お よ び 治 療 的 に 有 用 な 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 も 提 供 す る
。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 2．
　 EphA2
　 EphA2は 、 成 体 上 皮 内 で 発 現 さ れ る 130kDaの 受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ で あ り 、 成 体 上 皮
に お い て は 、 そ れ は 低 レ ベ ル で 見 出 さ れ 、 細 胞 -細 胞 接 着 の 部 位 に お い て 富 化 さ れ る （ Zan
tekら , Cell Growth & Differentiatio 10:629, 1999; R. A. Lindbergら , Molecular & 
Cellular Biology 10:6316, 1990） 。 EphA2は 、 細 胞 膜 に 繋 ぎ 止 め ら れ た リ ガ ン ド （ エ フ
リ ン （ Ephrin） A1～ A5と し て 公 知 で あ る ） に 結 合 す る た め 、 こ の 細 胞 下 局 在 は 重 要 で あ る
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（ Eph Nomenclature Committee, 1997, Cell 90:403; Galeら , 1997, Cell & Tissue Res
earch 290: 227） 。 リ ガ ン ド 結 合 の 主 要 な 結 果 は EphA2の 自 己 リ ン 酸 化 で あ る （ Lindberg
ら , 1990, 前 掲 ） 。 し か し 、 他 の 受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ と は 異 な り 、 EphA2は リ ガ ン ド
結 合 ま た は ホ ス ホ チ ロ シ ン 含 量 の 非 存 在 下 で 活 性 を 保 有 す る （ Zantekら , 1999, 前 掲 ） 。
EphA2に 対 す る 抗 体 は 既 に 製 造 さ れ て お り 、 癌 の 治 療 に お い て 有 用 で あ る こ と が 提 示 さ れ
て い る （ 例 え ば 、 国 際 特 許 公 開 番 号 WO 01/12840お よ び WO 01/12172; 米 国 仮 特 許 出 願 第 60
/379,322お よ び 60/379,368 ; 米 国 特 許 第 5,824,303号 を 参 照 さ れ た い ） 。 EphA2の ア ッ プ
レ ギ ュ レ ー シ ョ ン は 、 ヒ ト 結 腸 癌 細 胞 に お い て デ オ キ シ コ ー ル 酸 （ DCA） に よ り erk1/2経
路 依 存 的 に 誘 導 さ れ る （ Liら , 2003, J Cancer Res. Clin. Oncol., 129:703） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 喘 息
　 喘 息 は 、 間 欠 性 気 道 閉 塞 に よ り 特 徴 づ け ら れ る 障 害 で あ る 。 西 洋 諸 国 に お い て は 、 そ れ
は 小 児 集 団 の 15％ お よ び 成 人 集 団 の 7.5％ を 冒 す （ Strachanら , 1994, Arch. Dis. Child 
70:174-178） 。 子 供 お よ び 青 年 に お け る ほ と ん ど の 喘 息 は ハ ウ ス ダ ス ト ダ ニ お よ び ネ コ 鱗
屑 ア レ ル ゲ ン の よ う な 吸 入 ア レ ル ゲ ン に 対 す る IgE媒 介 性 ア レ ル ギ ー （ ア ト ピ ー ） に よ り
開 始 さ れ る 。 し か し 、 喘 息 患 者 の 全 て が ア ト ピ ー 性 で あ る わ け で は な く 、 ほ と ん ど の ア ト
ピ ー 性 個 体 は 喘 息 を 有 さ な い 。 し た が っ て 、 こ の 障 害 を 誘 発 す る た め に は ア ト ピ ー 以 外 の
要 因 が 必 要 で あ る （ Fraserら 編 , (1994) Synopsis of Diseases of the Chest. WB Saund
ers Company, Philadelphia: 635-53; Djukanovicら , 1990, Am. Rev. Respir. Dis. 142
: 434-457） 。 喘 息 は 著 し く 家 族 性 で あ り 、 遺 伝 的 要 因 と 環 境 的 要 因 と の 相 互 作 用 に よ る
も の で あ る 。 遺 伝 的 要 因 は 、 喘 息 に な り 易 く す る よ う 正 常 遺 伝 子 の 機 能 を 改 変 す る 、 正 常
遺 伝 子 の 変 異 体 （ 「 多 型 」 ） で あ る と 考 え ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 喘 息 は 、 反 復 性 の 喘 鳴 お よ び 間 欠 性 の 気 流 制 限 に よ り 同 定 さ れ う る 。 喘 息 傾 向 は 気 管 支
過 剰 応 答 の 測 定 に よ り 定 量 さ れ 、 こ の 場 合 、 ヒ ス タ ミ ン ま た は メ タ コ リ ン の よ う な 気 管 支
収 縮 剤 に 対 す る 個 体 の 用 量 -応 答 曲 線 を 作 成 す る 。 該 曲 線 は 、 一 般 に は 、 気 流 に お け る 20
％ の 減 少 を も た ら す 用 量 （ PD20） 、 ま た は 最 初 の 気 流 測 定 と 最 後 の 投 与 と の 間 の 曲 線 の 傾
き （ 勾 配 ） に よ り 要 約 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 ア ト ピ ー 性 応 答 に お い て は 、 ア レ ル ゲ ン 刺 激 に 応 答 し て IgEが B細 胞 に よ り 産 生 さ れ る 。
こ れ ら の 抗 体 は 、 IgEの 高 ア フ ィ ニ テ ィ ー 受 容 体 に 結 合 す る こ と に よ り マ ス ト 細 胞 を 覆 い
、 細 胞 膜 の 不 安 定 化 お よ び 炎 症 伝 達 物 質 の 遊 離 を 招 く 一 連 の 細 胞 事 象 を 開 始 さ せ る 。 こ れ
は 粘 膜 炎 症 、 喘 鳴 、 咳 、 く し ゃ み 及 び 鼻 づ ま り を 引 き 起 こ す 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 ア ト ピ ー は 、 （ i） 一 般 的 な ア レ ル ゲ ン に 応 答 し た 陽 性 皮 膚 プ リ ッ ク 試 験 結 果 、 （ ii）
ア レ ル ゲ ン に 関 す る 特 異 的 血 清 IgEの 存 在 の 検 出 、 ま た は （ iii） 全 血 清 IgEの 上 昇 の 検 出
に よ り 診 断 さ れ う る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 COPD
　 慢 性 閉 塞 性 肺 疾 患 （ COPD） は 、 固 定 （ fixed） 気 道 障 害 の 2つ の 状 態 、 す な わ ち 、 慢 性 気
管 支 炎 お よ び 肺 気 腫 を 示 す た め に し ば し ば 用 い ら れ る 包 括 的 な 用 語 で あ る 。 慢 性 気 管 支 炎
お よ び 肺 気 腫 の 最 大 の 原 因 は 喫 煙 で あ り 、 COPD患 者 の 約 90％ が 現 在 ま た は 過 去 に お け る 喫
煙 者 で あ る 。 喫 煙 者 の 約 50％ が 慢 性 気 管 支 炎 を 引 き 起 こ す が 、 身 体 障 害 性 （ disabling）
気 道 閉 塞 を 引 き 起 こ す の は 喫 煙 者 の 15％ に 過 ぎ な い 。 あ る 動 物 、 特 に ウ マ も COPDに 罹 患 す
る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 COPDに 関 連 し た 気 道 閉 塞 は 進 行 性 で あ り 、 気 道 機 能 亢 進 を 伴 う こ と が あ り 、 部 分 的 に 可
逆 性 で あ り う る 。 非 特 異 的 気 道 過 剰 応 答 も COPDの 発 生 に 何 ら か の 役 割 を 果 た し て い る 可 能
性 が あ り 、 肺 機 能 の 低 下 の 加 速 化 を 予 測 さ せ う る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
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　 COPDは 死 亡 お よ び 身 体 障 害 の 重 要 な 原 因 で あ る 。 そ れ は 現 在 、 米 国 お よ び 欧 州 に お い て
第 4位 の 死 亡 原 因 で あ る 。 治 療 指 針 は 、 該 障 害 に よ る 罹 患 率 お よ び 死 亡 率 の 低 下 を 促 す た
め の 早 期 発 見 お よ び 禁 煙 プ ロ グ ラ ム の 実 施 を 主 張 し て い る 。 し か し 、 早 期 発 見 お よ び 診 断
は 多 数 の 理 由 に よ り 困 難 と な っ て い る 。 COPDは 何 年 も か か っ て 発 生 し 、 気 管 支 炎 の 急 性 エ
ピ ソ ー ド は COPDの 早 期 徴 候 と し て 一 般 医 に よ っ て 気 づ か れ な い こ と が 多 い 。 多 数 の 患 者 は
2以 上 の 障 害 （ 例 え ば 、 慢 性 気 管 支 炎 ま た は 喘 息 性 気 管 支 炎 ） の 特 徴 を 示 し 、 該 障 害 の 病
因 の 早 期 に お い て は 特 に 、 明 確 な 診 断 を 困 難 に す る 。 ま た 、 多 数 の 患 者 は 、 肺 機 能 の 低 下
に 伴 う 、 よ り 重 篤 な 症 状 （ 例 え ば 、 呼 吸 困 難 、 持 続 的 な 咳 お よ び 喀 痰 の 生 成 ） を 経 験 す る
ま で は 、 医 学 的 援 助 を 望 ま な い 。 結 果 と し て 、 大 多 数 の 患 者 は 、 該 障 害 の 、 よ り 進 行 し た
段 階 に な る ま で 、 診 断 も 治 療 も さ れ な い 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 ム チ ン
　 ム チ ン は 、 気 道 、 胃 腸 管 、 女 性 生 殖 管 な ど の 上 皮 細 胞 に よ り 分 泌 さ れ る 糖 タ ン パ ク 質 の
フ ァ ミ リ ー で あ る 。 ム チ ン は 粘 液 の 粘 弾 性 を も た ら す （ Thorntonら , 1997, J. Biol. Che
m., 272:9561-9566） 。 ヒ ト に お い て は 9つ の ム チ ン 遺 伝 子 （ MUC 1、 MUC 2、 MUC 3、 MUC 4
、 MUC 5AC、 MUC 5B、 MUC 6、 MUC 7お よ び MUC 8） が 発 現 さ れ る こ と が 公 知 で あ る （ Bobek
ら , 1993, J. Biol. Chem. 268:20563-9; Dusseynら , 1997, J. Biol. Chem. 272:3168-7
8; Gendlerら , 1991, Am. Rev. Resp. Dis. 144:S42-S47; Gumら , 1989, J Biol. Chem. 
264:6480-6487; Gumら , 1990, Biochem. Biophys. Res. Comm. 171:407-415; Lesuffleur
ら , 1995, J. Biol. Chem. 270:13665-13673; Meerzamanら , 1994, J. Biol. Chem. 269:
12932-12939; Porchetら , 1991, Biochem. Biophys. Res. Comm. 175:414-422; Shankar
ら , 1994, Biochem. J. 300:295-298; Toribaraら , 1997, J. Biol. Chem. 272:16398-40
3） 。 慢 性 気 管 支 炎 、 慢 性 閉 塞 性 肺 疾 患 、 気 管 支 拡 張 症 、 喘 息 、 嚢 胞 性 線 維 症 お よ び 細 菌
感 染 症 の よ う な 多 数 の 気 道 障 害 が ム チ ン の 過 剰 産 生 に よ り 特 徴 づ け ら れ る （ Prescottら , 
Eur. Respir. J, 1995, 8:1333-1338; Kimら , Eur. Respir. J., 1997,10:1438; Steiger
ら , 1995, Am. J. Respir. Cell Mol. Biol., 12:307-314） 。 ム チ ン 分 泌 過 多 に よ り 引 き
起 こ さ れ る 粘 液 障 害 は 気 道 粘 液 詰 ま り を 引 き 起 こ し 、 こ れ は 慢 性 感 染 、 気 流 閉 塞 お よ び 時
に は 死 を 招 く 。 例 え ば 、 ゆ っ く り と 進 行 す る 不 可 逆 的 な 気 流 制 限 に よ り 特 徴 づ け ら れ る 障
害 で あ る 慢 性 閉 塞 性 肺 疾 患 （ COPD） は 先 進 国 に お け る 主 要 死 亡 原 因 で あ る 。 呼 吸 障 害 は 、
主 と し て 、 気 道 壁 の 肥 厚 に よ る 内 腔 径 の 減 少 、 な ら び に 杯 細 胞 過 形 成 お よ び 分 泌 過 多 に よ
り 引 き 起 こ さ れ る 粘 液 の 増 加 よ り な る 。 上 皮 増 殖 因 子 （ EGF） は 上 皮 細 胞 増 殖 お よ び ム チ
ン の 産 生 ／ 分 泌 を ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン す る こ と が 公 知 で あ る （ Takeyamaら , 1999, PN
AS 96:3081-6; Burgelら , 2001, J. Immunol. 167:5948-54） 。 EGFは 杯 細 胞 の よ う な ム チ
ン 分 泌 細 胞 を 増 殖 さ せ 、 気 道 上 皮 内 の ム チ ン 産 生 を 増 加 さ せ る （ Leeら , 2000, Am. J. Ph
ysiol. Lung Cell. Mol. Playsiol. 278:L185-92; Takeyamaら , 2001, Am. J Respir. Cr
it. Care. Med. 163:511-6; Burgelら , 2000, J. Allergy Clin. Immunol. 106:705-12）
。 歴 史 的 に は 、 粘 液 分 泌 過 多 は 2通 り の 方 法 、 す な わ ち 、 排 除 を 促 す 物 理 的 方 法 お よ び 粘
液 破 壊 剤 で 治 療 さ れ て い る 。 い ず れ の ア プ ロ ー チ も 患 者 に 対 す る 有 意 な 利 益 も 粘 液 閉 塞 の
軽 減 も も た ら し て は い な い 。 し た が っ て 、 ム チ ン 産 生 を 減 少 さ せ る た め の 、 お よ び ム チ ン
分 泌 過 多 に 関 連 し た 障 害 を 治 療 す る た め の 方 法 が 得 ら れ れ ば 望 ま し い で あ ろ う 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 線 維 症
　 肝 臓 、 腎 臓 、 肺 お よ び 他 の 内 臓 の 進 行 性 線 維 症 は 、 し ば し ば 、 死 を 招 い た り 移 植 が 必 要
と な る 臓 器 不 全 を 引 き 起 こ す 。 こ れ ら の 疾 患 に は 米 国 お よ び 全 世 界 に お い て 数 百 万 人 が 罹
患 し て い る 。 例 え ば 、 肝 線 維 症 は 米 国 に お け る 非 悪 性 胃 腸 疾 患 に よ る 主 な 死 亡 原 因 で あ る
。 さ ら に 、 線 維 症 の 進 行 は 、 慢 性 肝 疾 患 患 者 に お け る 罹 患 率 お よ び 死 亡 率 の 、 唯 一 の 最 も
重 要 な 決 定 因 子 で あ る こ と が 、 益 々 認 識 さ れ て き て い る （ Poynard, T. P.ら , 1997, Lanc
et 349:825-832） 。 線 維 症 は マ ト リ ッ ク ス 成 分 の 過 剰 沈 着 に よ り 特 徴 づ け ら れ る 。 こ れ は
、 正 常 な 組 織 構 造 の 破 壊 お よ び 組 織 機 能 の 低 下 を 招 く 。
【 ０ ０ １ ３ 】
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　 肺 線 維 症 は 損 傷 因 子 に よ り 引 き 起 こ さ れ る こ と が あ り 、 過 敏 応 答 性 肺 炎 お よ び 強 力 な 炎
症 応 答 に 関 連 し て い る 。 特 発 性 肺 線 維 症 （ IPF） は 、 肺 胞 内 の 単 核 細 胞 、 お よ び 間 質 に お
け る ほ と ん ど 存 在 し な い 細 胞 浸 潤 に よ り 特 徴 づ け ら れ る 剥 離 型 間 質 性 肺 炎 （ DIP） に 関 連
し て い る 。 IPFは 、 斑 状 間 質 浸 潤 お よ び 肺 胞 壁 肥 厚 に よ り 特 徴 づ け ら れ る 通 常 型 間 質 性 肺
炎 （ UIP） に も 関 連 し て い る 。 肺 線 維 症 の 組 織 学 的 特 徴 は 、 肺 胞 壁 肥 厚 （ こ れ は 「 蜂 巣 」
効 果 を 含 み う る ） 、 化 生 上 皮 、 な ら び に 増 殖 ／ ECM蓄 積 、 筋 原 線 維 芽 細 胞 分 化 お よ び 線 維
増 殖 性 病 巣 を 含 む 線 維 芽 細 胞 へ の 変 化 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 創 傷 治 癒 と 線 維 症 と は 類 似 経 路 を た ど る 。 ど ち ら も 、 上 皮 へ の 損 傷 、 お よ び そ れ に 続 く
、 線 維 芽 細 胞 の 増 殖 お よ び 分 化 な ら び に ECM沈 着 を 含 む 。 ど ち ら も 、 TGFβ お よ び PDGFの よ
う な 細 胞 シ グ ナ リ ン グ メ ッ セ ン ジ ャ ー に よ り 媒 介 さ れ る 。 創 傷 治 癒 に お い て は 、 創 傷 が 治
癒 す る と 組 織 再 生 が 終 了 す る 。 し か し 、 線 維 症 に お い て は 、 細 胞 増 殖 は 停 止 せ ず 、 連 続 的
な ECM沈 着 、 お よ び プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 の 欠 如 を 招 く 。 ブ レ オ マ イ シ ン は 、 感 受 性 系 統 の マ
ウ ス へ の 投 与 の 4週 間 以 内 に 、 肺 上 皮 細 胞 死 、 つ い で 急 性 好 中 球 流 入 、 つ い で 慢 性 炎 症 、
お よ び 実 質 線 維 症 を 誘 発 す る 。 肺 線 維 症 の モ デ ル と し て の 、 ブ レ オ マ イ シ ン で 処 理 さ れ た
肺 上 皮 細 胞 は 、 肺 実 質 内 の 線 維 増 殖 お よ び 他 の 病 的 状 態 を 含 む 、 ヒ ト IPFの 中 心 的 な 病 的
特 徴 を 模 擬 す る （ Dunsmoreお よ び Shapiro, 2004, J. Clin. Invest. 113:180-182） 。 ブ
レ オ マ イ シ ン に よ り 誘 発 さ れ る 線 維 症 は 、 Fas媒 介 性 ア ポ ト ー シ ス を 阻 止 す る 可 溶 性 Fasの
添 加 に よ り 予 防 さ れ る （ Kuwanoら , 1999, J. Clin. Invest. 104:13-9） 。 IPF組 織 の 上 皮
に お け る Fas媒 介 性 ア ポ ト ー シ ス は Fasお よ び ／ ま た は Fasリ ガ ン ド の 増 加 に よ り 特 徴 づ け
ら れ る 。 し た が っ て 、 上 皮 ア ポ ト ー シ ス の 低 下 を 引 き 起 こ す 可 溶 性 Fasの よ う な 因 子 は 線
維 症 に 対 す る 予 防 を も 示 す 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 ア ス ベ ス ト 肺 （ 間 質 性 線 維 症 ） は 、 ア ス ベ ス ト 線 維 の 吸 入 に よ る 、 び 漫 性 肺 線 維 症 と し
て 定 義 さ れ る （ C. A. Staples, Radiologic Clinics of North America, 30 (6): 1195,1
992） 。 そ れ は 職 業 関 連 肺 損 傷 の 主 要 原 因 の 1つ で あ る （ Merck Index, 1999 (17th ed. ),
 622） 。 ア ス ベ ス ト 肺 は 15～ 20年 の 潜 伏 期 間 の 後 に 特 徴 的 に 生 じ 、 暴 露 が 停 止 し た 後 で あ
っ て も 疾 患 の 進 行 を 伴 い 、 胸 膜 斑 の 非 存 在 下 で は め っ た に 生 じ な い （ C. Peacock, Clinic
al Radiology, 55: 425,2000） 。 線 維 症 は 、 細 気 管 支 内 お よ び そ の 周 囲 に 最 初 に 生 じ 、 下
葉 内 の 肺 の 胸 膜 下 部 分 に お い て 優 勢 で あ り 、 つ い で 中 心 部 へ 進 行 す る （ C. A. Staples, R
adiologic Clinics of North America, 30 (6): 1195,1992） 。 ア ス ベ ス ト 肺 は 、 空 咳 に
加 え て 進 行 性 呼 吸 困 難 の 潜 行 性 発 症 を 引 き 起 こ し う る 。 ア ス ベ ス ト 症 を 有 す る 喫 煙 者 に お
い て は 肺 癌 の 頻 度 が 増 加 し 、 用 量 -応 答 関 係 が 観 察 さ れ て い る （ Merck Index, 1999 (17th
 ed. ), 623） 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 線 維 性 疾 患 を 診 断 し 治 療 す る た め の 更 な る 方 法 が 必 要 と さ れ て い る 。 例 え ば 、 ア ス ベ ス
ト 肺 の よ う な 線 維 性 肺 疾 患 に 対 す る 治 療 法 で 有 効 な も の は 知 ら れ て い な い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 再 狭 窄
　 血 管 形 成 術 、 ス テ ン ト 留 置 法 、 ア テ レ ク ト ミ ー お よ び 移 植 を 含 む 血 管 介 入 は 、 し ば し ば
、 望 ま し く な い 作 用 に よ り 困 難 と な る 。 患 者 の 体 内 に 移 植 ま た は 挿 入 さ れ た 医 療 用 装 置 に
対 す る 暴 露 に よ り 、 身 体 組 織 は 、 有 害 な 生 理 反 応 を 示 す 。 例 え ば 、 あ る カ テ ー テ ル ま た は
ス テ ン ト の 挿 入 ま た は 移 植 は 血 管 内 の 塞 栓 ま た は 凝 塊 の 形 成 を 招 き う る 。 血 管 介 入 に 対 す
る 他 の 有 害 な 反 応 に は 、 過 形 成 を 招 き う る 内 皮 細 胞 増 殖 、 再 狭 窄 、 す な わ ち 、 動 脈 の 再 閉
塞 、 血 管 の 閉 塞 、 血 小 板 凝 集 お よ び 石 灰 化 が 含 ま れ る 。 再 狭 窄 の 治 療 は 、 し ば し ば 、 2回
目 の 血 管 形 成 術 ま た は バ イ パ ス 手 術 を 含 む 。 特 に 、 再 狭 窄 は 、 再 狭 窄 の 治 療 に お い て 血 管
介 入 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 内 皮 細 胞 損 傷 に よ り 生 じ う る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 血 管 形 成 術 は 部 分 閉 塞 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 病 変 部 位 の 動 脈 内 へ の バ ル ー ン カ テ ー テ
ル の 挿 入 を 含 む 。 バ ル ー ン の 膨 張 は 血 管 内 膜 を 破 壊 し 閉 塞 を 拡 張 す る と 意 図 さ れ る 。 閉 塞
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の 約 20～ 30％ が 僅 か 数 日 ま た は 数 週 間 の う ち に 再 閉 塞 す る （ Eltchaninoffら , 1998, J. A
m Coll. Cardiol. 32:980-984） 。 ス テ ン ト の 使 用 は 再 閉 塞 率 を 減 少 さ せ る が 、 有 意 な 割
合 が 尚 も 再 狭 窄 す る 。 血 管 形 成 術 後 の 再 狭 窄 の 率 は 、 プ ラ ー ク の 長 さ を 含 む 多 数 の 要 因 に
左 右 さ れ る 。 狭 窄 率 は 、 存 在 す る 危 険 因 子 に 応 じ て 10％ ～ 35％ 変 動 す る 。 さ ら に 、 1年 後
の 反 復 血 管 造 影 は 、 該 処 置 を 受 け た 血 管 の 僅 か 約 30％ で 見 掛 け 上 正 常 な 内 腔 を 示 す に 過 ぎ
な い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 再 狭 窄 は 、 バ ル ー ン 損 傷 ま た は 臨 床 血 管 形 成 術 の 後 に ア テ ロ ー ム お よ び 動 脈 過 形 成 病 変
の 両 方 に お い て 見 出 さ れ る 平 滑 筋 細 胞 を 伴 っ た 、 コ ラ ー ゲ ン お よ び プ ロ テ オ グ リ カ ン を 含
有 す る 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス の 蓄 積 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 。 平 滑 筋 細 胞 増 殖 に 関 す る 内 腔 狭
窄 に お け る 遅 延 の 一 部 は 、 新 血 管 内 膜 平 滑 筋 細 胞 に よ る マ ト リ ッ ク ス 物 質 の 連 続 的 同 化 作
用 に よ り 生 じ う る 。 種 々 の メ デ ィ エ ー タ ー が in vivoで の 平 滑 筋 細 胞 に よ る マ ト リ ッ ク ス
合 成 を 改 変 し う る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 新 血 管 内 膜 過 形 成
　 新 血 管 内 膜 過 形 成 は 、 移 植 片 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 狭 窄 症 お よ び 血 管 移 植 片 閉 塞 を
引 き 起 こ す 病 的 過 程 で あ る 。 新 血 管 内 膜 過 形 成 は 、 種 々 の 形 態 の 血 管 損 傷 、 お よ び 高 圧 動
脈 循 環 内 へ の 摘 出 的 （ harvest） お よ び 外 科 的 な 移 植 に 対 す る 主 な 静 脈 移 植 片 応 答 の 後 で
一 般 に 認 め ら れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 血 管 壁 の 中 央 層 （ す な わ ち 、 中 層 （ media layer） ） 内 の 平 滑 筋 細 胞 は 活 性 化 さ れ 、 分
裂 し 、 増 殖 し 、 内 層 （ 最 内 層 ） 内 へ 遊 走 す る 。 得 ら れ た 異 常 な 新 血 管 内 膜 細 胞 は 、 サ イ ト
カ イ ン 、 ケ モ カ イ ン お よ び 接 着 分 子 を 含 む 炎 症 性 分 子 を 発 現 し 、 こ れ ら は 、 閉 塞 性 新 血 管
内 膜 疾 患 お よ び 最 終 的 に は 移 植 片 不 全 を 招 く 事 象 の カ ス ケ ー ド を 更 に 誘 発 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 平 滑 筋 細 胞 の 増 殖 は 新 血 管 内 膜 過 形 成 応 答 に お い て 決 定 的 に 重 要 な 事 象 で あ る 。 種 々 の
ア プ ロ ー チ を 用 い た 研 究 は 、 平 滑 筋 細 胞 増 殖 の 阻 止 が 、 正 常 な 血 管 表 現 型 お よ び 機 能 の 維
持 を も た ら し て 、 新 血 管 内 膜 過 形 成 お よ び 移 植 片 不 全 の 軽 減 を 引 き 起 こ し た こ と を 明 ら か
に 示 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 前 記 の 適 応 症 に 対 す る 既 存 の 治 療 は 不 適 当 で あ り 、 し た が っ て 、 前 記 適 応 症 に 対 す る 改
良 さ れ た 治 療 が 必 要 と さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 明 細 書 中 の 参 考 文 献 の 引 用 ま た は 考 察 は 、 そ れ が 本 発 明 の 先 行 技 術 で あ る と 自 認 す る
も の と し て 解 釈 さ れ る べ き で は な い 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 3．
　 本 発 明 者 ら は 、 EGFが EphA2発 現 の 増 強 を タ ン パ ク 質 お よ び mRNAの 両 方 の 発 現 の レ ベ ル で
引 き 起 こ す こ と を 見 出 し た 。 特 定 の メ カ ニ ズ ム に よ り 束 縛 さ れ る も の で は な い が 、 EGF刺
激 性 EphA2発 現 、 し た が っ て 増 強 さ れ た EphA2活 性 の 直 接 的 効 果 は 、 EGFの 存 在 下 で 上 皮 細
胞 お よ び 内 皮 細 胞 に お け る 表 現 型 変 化 を 引 き 起 こ し う る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 EphA2を 作 動 さ せ る （ す な わ ち 、 EphA2自 己 リ ン 酸 化 を 惹 起 す る ） 物 質 が
、 実 際 に は 、 EphA2発 現 を 減 少 さ せ る こ と を 見 出 し た 。 い ず れ の 作 用 メ カ ニ ズ ム に も 束 縛
さ れ る こ と を 意 図 す る も の で は な い が 、 作 動 性 抗 体 は 、 EphA2自 己 リ ン 酸 化 を 誘 導 し て 後
続 の EphA2分 解 に よ り 発 現 が ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ る よ う に す る こ と に よ り 、 過 増
殖 を 抑 制 し う る 。 し た が っ て 、 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の EphA2作 動 性 物 質 は Ep
hA2の 細 胞 質 尾 部 リ ン 酸 化 を 増 強 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
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　 ま た 、 非 腫 瘍 性 過 増 殖 性 細 胞 ま た は 過 剰 細 胞 蓄 積 障 害 に 罹 患 し た 対 象 に お け る 過 増 殖 性
細 胞 ま た は 過 剰 細 胞 蓄 積 は 、 非 罹 患 対 象 に お け る 細 胞 の 表 現 型 形 質 と は 異 な る 表 現 型 形 質
を 示 す 。 例 え ば 、 過 増 殖 性 上 皮 細 胞 呼 吸 障 害 に お い て は 、 罹 患 対 象 か ら の 、 EphA2を 発 現
す る 非 増 殖 性 気 道 上 皮 細 胞 は 、 ム チ ン 分 泌 の 増 加 、 ム チ ン 分 泌 性 細 胞 （ 例 え ば 、 杯 細 胞 ）
へ の 分 化 の 増 強 、 炎 症 性 因 子 の 分 泌 の 増 加 、 お よ び 過 増 殖 ま た は 過 剰 細 胞 蓄 積 を 示 し て い
る 。 他 の 過 増 殖 性 内 皮 ま た は 上 皮 細 胞 障 害 に お い て は 、 罹 患 対 象 か ら の 、 EphA2を 発 現 す
る 内 皮 ま た は 上 皮 細 胞 は 、 細 胞 遊 走 の 増 強 、 細 胞 体 積 の 増 加 、 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 分 子 （
例 え ば 、 コ ラ ー ゲ ン 、 プ ロ テ オ グ リ カ ン 、 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン な ど ） の 分 泌 の 増 加 、 マ ト リ
ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ （ 例 え ば 、 ゼ ラ チ ナ ー ゼ 、 コ ラ ゲ ナ ー ゼ お よ び ス ト ロ メ リ シ
ン （ stromelysin） ） の 分 泌 の 増 加 お よ び ／ ま た は 過 増 殖 を 示 す 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は ま た 、 1以 上 の 病 原 性 細 胞 表 現 型 を 抑 制 す る 本 発 明 の EphA2作 動 性
物 質 を 提 供 す る 。 非 腫 瘍 性 過 増 殖 性 障 害 （ 例 え ば 、 過 増 殖 性 上 皮 細 胞 障 害 、 例 え ば 喘 息 、
COPD、 肺 線 維 症 、 ア ス ベ ス ト 肺 、 IPF、 DIP、 UIP、 腎 線 維 症 、 肝 線 維 症 、 他 の 線 維 症 、 気
管 支 過 剰 応 答 、 乾 癬 、 脂 漏 性 皮 膚 炎 、 嚢 胞 性 線 維 症 ま た は 過 増 殖 性 内 皮 細 胞 障 害 、 例 え ば
再 狭 窄 、 過 増 殖 性 血 管 疾 患 、 ベ ー チ ェ ッ ト 症 候 群 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 お よ び 黄 斑 変
性 ま た は 過 増 殖 性 線 維 芽 細 胞 障 害 ） に 罹 患 し た 患 者 に お け る 過 増 殖 性 ま た は 蓄 積 性 細 胞 を
、 1以 上 の 病 原 性 細 胞 表 現 型 を 軽 減 す る そ の よ う な EphA2作 動 性 物 質 に さ ら す と 、 過 増 殖 性
障 害 の 症 状 を 引 き 起 こ す 細 胞 の 能 力 が 妨 げ ら れ 又 は 低 下 す る 。 さ ら に 、 あ る 実 施 形 態 に お
い て は 、 1以 上 の 病 原 性 細 胞 表 現 型 を 軽 減 す る そ の よ う な EphA2作 動 性 物 質 の 添 加 は 、 過 増
殖 性 細 胞 の 増 殖 ま た は 過 剰 細 胞 蓄 積 を 遅 延 ま た は 停 止 さ せ 、 あ る い は 細 胞 の 数 の 減 少 ま た
は 排 除 を 引 き 起 こ す （ す な わ ち 、 例 え ば 壊 死 ま た は ア ポ ト ー シ ス を 介 し て 過 増 殖 性 細 胞 の
殺 細 胞 を 招 く ） 。 特 定 の 実 施 形 態 に お い て は 、 該 疾 患 ま た は 障 害 は 前 悪 性 細 胞 、 例 え ば 過
形 成 、 化 生 ま た は 形 成 異 常 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 非 腫 瘍 性 過 増 殖 性 障 害 は 喘 息 で は な い 。 も う 1つ の 実 施 形 態
に お い て は 、 非 腫 瘍 性 過 増 殖 性 障 害 は COPDで は な い 。 も う 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 非
腫 瘍 性 過 増 殖 性 障 害 は 乾 癬 で は な い 。 も う 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 非 腫 瘍 性 過 増 殖 性
障 害 は 肺 線 維 症 で は な い 。 も う 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 非 腫 瘍 性 過 増 殖 性 障 害 は 再 狭
窄 で は な い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 は 、 EphA2に 結 合 し 且 つ EphA2ア ゴ ニ ス ト で あ り 及 び ／ 又 は EphA2活 性 を 減 少 さ せ
及 び ／ 又 は 病 原 性 細 胞 表 現 型 を 抑 制 す る 。 EphA2作 動 性 物 質 は 抗 体 、 好 ま し く は モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 で あ り 、 こ れ は 、 低 い K o f f 速 度 （ 例 え ば 、 3× 10 - 3 s - 1 未 満 の K o f f ） を 有 し う る
。 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の 方 法 に お い て 使 用 す る 抗 体 は Eph099B-102.147、 Ep
h099B-208.261、 Eph099B-210.248、 B233、 EA2ま た は EA5で あ る 。 よ り 一 層 好 ま し い 実 施 形
態 に お い て は 、 本 発 明 の 方 法 に お い て 使 用 す る 抗 体 は ヒ ト ま た は ヒ ト 化 Eph099B-102.147
、 Eph099B-208.261、 Eph099B-210.248、 B233、 EA2ま た は EA5で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 EphA2に 結 合 し 且 つ EphA2細 胞 質 尾 部 リ ン 酸 化 を 増 強 し EphA2自
己 リ ン 酸 化 を 増 強 し EphA2発 現 お よ び ／ ま た は 活 性 （ 自 己 リ ン 酸 化 以 外 ） を 減 少 さ せ 及 び
／ 又 は 病 原 性 細 胞 表 現 型 （ 例 え ば 、 病 原 性 上 皮 細 胞 表 現 型 ま た は 病 原 性 内 皮 細 胞 表 現 型 ）
を 減 少 さ せ る 本 発 明 の 1以 上 の EphA2作 動 性 物 質 を 投 与 す る こ と を 含 む 、 対 象 に お け る EphA
2の 過 剰 発 現 お よ び ／ ま た は 非 腫 瘍 性 過 増 殖 （ 特 に 上 皮 細 胞 ま た は 内 皮 細 胞 に お け る も の
） に 関 連 し た 障 害 を 予 防 、 治 療 ま た は 処 置 す る こ と を 意 図 し た 予 防 お よ び 治 療 計 画 な ら び
に 医 薬 組 成 物 に 関 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 EphA2作 動 性 物 質 は 、 ム チ ン の 分 泌 、 ム チ ン 分 泌 細 胞 へ
の EphA2発 現 細 胞 の 分 化 、 炎 症 性 因 子 の 分 泌 、 非 腫 瘍 性 細 胞 の 過 増 殖 、 細 胞 遊 走 （ 好 ま し
い 実 施 形 態 に お い て は 、 転 移 を 除 く ） 、 細 胞 体 積 お よ び ／ ま た は 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 分 子
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も し く は マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ 、 例 え ば フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン の 分 泌 を 減 少 さ せ
る 。 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の 方 法 は 、 非 腫 瘍 性 過 増 殖 性 細 胞 ま た は 過 剰 細
胞 蓄 積 障 害 、 特 に 、 上 皮 細 胞 ま た は 内 皮 細 胞 の 過 増 殖 お よ び ／ 蓄 積 あ る い は 線 維 芽 細 胞 の
過 増 殖 を 示 す （ そ し て 、 あ る 程 度 は 、 そ れ ら に よ り 引 き 起 こ さ れ た り 悪 化 す る ） 障 害 の 症
状 を 予 防 、 治 療 ま た は 処 置 す る た め に 使 用 す る 。 本 発 明 の 物 質 は 、 1以 上 の 他 の 非 腫 瘍 性
過 増 殖 性 細 胞 ま た は 過 剰 細 胞 蓄 積 障 害 療 法 と 組 合 せ て 投 与 す る こ と が 可 能 で あ る 。 特 に 、
本 発 明 は 、 本 発 明 の 1以 上 の EphA2作 動 性 物 質 の 治 療 的 ま た は 予 防 的 に 有 効 な 量 を 、 本 発 明
の EphA2作 動 性 物 質 の 投 与 以 外 の 1以 上 の 他 の 非 腫 瘍 性 過 増 殖 性 細 胞 ま た は 過 剰 細 胞 蓄 積 障
害 療 法 の 治 療 的 ま た は 予 防 的 に 有 効 な 量 の 投 与 と 組 合 せ て 対 象 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 対
象 に お け る 非 腫 瘍 性 過 増 殖 性 細 胞 ま た は 過 剰 細 胞 蓄 積 障 害 を 予 防 、 治 療 ま た は 処 置 す る た
め の 方 法 を 提 供 す る 。 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の EphA2作 動 性 物 質 と
組 合 せ て 免 疫 調 節 剤 、 EphA4作 動 性 物 質 ま た は 抗 ウ イ ル ス 剤 を 投 与 す る こ と に よ る 、 非 腫
瘍 性 過 増 殖 性 細 胞 ま た は 過 剰 細 胞 蓄 積 障 害 を 治 療 、 予 防 ま た は 処 置 す る た め の 方 法 を 提 供
す る 。 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 呼 吸 器 感 染 に 関 連 し た 呼 吸 障 害 、 例 え ば 喘 息 、 COPD
、 線 維 症 、 気 管 支 過 剰 応 答 、 嚢 胞 性 線 維 症 な ど を 、 1以 上 の EphA2作 動 性 物 質 お よ び 1以 上
の 抗 呼 吸 器 剤 、 例 え ば 抗 RSV抗 体 （ 例 え ば 、 パ リ ビ ズ マ ブ （ palivizumab） ま た は A4B4； 20
01年 11月 28日 付 け 出 願 の PCT出 願 番 号 PCT/US01/44807を 参 照 さ れ た い ） 、 抗 HMPV抗 体 お よ
び ／ ま た は 抗 PIV抗 体 で 治 療 、 処 置 ま た は 予 防 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 の 方 法 お よ び 組 成 物 は 、 未 治 療 の 患 者 に お い て 有 用 で あ る ば か り で な く 、 現 在 の
標 準 的 お よ び 実 験 的 な 非 腫 瘍 性 過 増 殖 性 細 胞 ま た は 過 剰 細 胞 蓄 積 障 害 療 法 に 対 し て 部 分 的
ま た は 完 全 に 治 療 抵 抗 性 の 患 者 の 治 療 に お い て も 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の EphA2作 動 性 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 提 供 す る 。 特 に 、
候 補 EphA2作 動 性 物 質 は 、 EphA2へ の 結 合 お よ び EphA2細 胞 質 尾 部 リ ン 酸 化 の 増 強 、 EphA2自
己 リ ン 酸 化 の 増 強 ま た は EphA2活 性 （ 自 己 リ ン 酸 化 以 外 ） の 減 少 、 EphA2分 解 の 増 強 、 病 原
性 細 胞 表 現 型 の 軽 減 に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ う る 。 本 発 明 の EphA2作 動 性 物 質 が 抗 体
で あ る 実 施 形 態 に お い て は 、 低 い K o f f 速 度 （ 例 え ば 、 3× 10 - 3 s - 1 未 満 の K o f f ） を 有 す る 抗
体 を 同 定 す る た め に 、 当 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ た 抗 体 結 合 動 力 学 的 ア ッ セ イ （ 例 え ば 、 BI
ACOREア ッ セ イ ） を 用 い て 、 EphA2抗 体 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 も う 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 病 原 性 細 胞 表 現 型 を 抑 制 す る EphA2作 動 性 物 質 を 同 定 す
る た め に 、 ム チ ン の 分 泌 、 ム チ ン 分 泌 細 胞 へ の 上 皮 細 胞 の 分 化 、 炎 症 性 因 子 の 分 泌 、 非 腫
瘍 性 過 増 殖 、 非 腫 瘍 性 細 胞 遊 走 、 細 胞 体 積 の 増 加 お よ び ／ ま た は 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 分 子
も し く は マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ の 分 泌 を 予 防 ま た は 軽 減 す る 能 力 に 関 し て 候
補 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 は 更 に 、 非 腫 瘍 性 過 増 殖 性 細 胞 障 害 の 治 療 の 効 力 を 評 価 す る た め に 本 発 明 の EphA
2抗 体 を 使 用 す る 診 断 方 法 を 提 供 し 、 こ の 場 合 、 モ ニ タ ー す る 治 療 は 、 EphA2に 基 づ く も の
、 ま た は EphA2に 基 づ か な い も の で あ り う る 。 一 般 に 、 EphA2発 現 の 増 強 は 非 腫 瘍 性 過 増 殖
性 細 胞 ま た は 過 剰 細 胞 蓄 積 障 害 の 症 状 の 増 強 に 関 連 し て い る 。 し た が っ て 、 個 々 の 治 療 に
よ る EphA2発 現 （ 例 え ば 、 EphA2 mRNAま た は ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 ） の 軽 減 は 、 治 療 が 非 腫
瘍 性 過 増 殖 性 細 胞 ま た は 過 剰 細 胞 蓄 積 障 害 の 症 状 を 改 善 し て い る こ と を 示 す 。 本 発 明 の 診
断 方 法 は 、 非 腫 瘍 性 過 増 殖 性 細 胞 ま た は 過 剰 細 胞 蓄 積 障 害 を 予 知 ま た は 予 測 す る た め に も
使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 凍 結 ま た は 固 定 細 胞 ま た は 組 織 ア ッ セ イ の
免 疫 組 織 化 学 的 分 析 に も 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 も う 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 ま た は 診 断 試 薬 を 含 む キ ッ ト を 提
供 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
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　 3.1．
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 物 質 」 な る 語 は 、 所 望 の 生 物 学 的 効 果 を 有 す る 分 子 を 意 味 す る 。
物 質 に は 、 限 定 す る も の で は な い が ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 （ 翻 訳 後 修 飾 タ
ン パ ク 質 を 含 む ） 、 抗 体 な ど を 含 む タ ン パ ク 質 性 分 子 ； ま た は 小 分 子 （ 1000ダ ル ト ン 未 満
） 、 無 機 も し く は 有 機 化 合 物 ； ま た は 限 定 す る も の で は な い が 二 本 鎖 も し く は 一 本 鎖 DNA
ま た は 二 本 鎖 も し く は 一 本 鎖 RNAお よ び 三 本 鎖 核 酸 分 子 を 含 む 核 酸 分 子 が 含 ま れ る が 、 こ
れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 物 質 は 、 任 意 の 公 知 生 物 （ 動 物 、 植 物 、 細 菌 、 真 菌 お よ
び 原 生 生 物 ま た は ウ イ ル ス を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い ） か ら 、 あ る い は
合 成 分 子 の ラ イ ブ ラ リ ー か ら 誘 導 さ れ う る 。 EphA2作 動 性 物 質 で あ る 物 質 は 、 EphA2に 結 合
し 、 か つ 、 EphA2発 現 お よ び ／ ま た は 活 性 （ 自 己 リ ン 酸 化 以 外 ） を 減 少 さ せ 、 お よ び ／ ま
た は 病 原 性 細 胞 表 現 型 を 軽 減 す る （ 例 え ば 、 ム チ ン の 分 泌 、 ム チ ン 分 泌 細 胞 へ の EphA2発
現 細 胞 の 分 化 、 炎 症 性 因 子 の 分 泌 、 細 胞 過 増 殖 、 細 胞 遊 走 、 細 胞 体 積 、 細 胞 外 マ ト リ ッ ク
ス 分 子 も し く は マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ の 分 泌 を 減 少 さ せ る ） 。 好 ま し い 実 施
形 態 に お い て は 、 EphA2作 動 性 物 質 は 、 抗 体 、 好 ま し く は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 好 ま し
く は 、 低 い K o f f 速 度 （ 例 え ば 、 3× 10 - 3 s - 1 未 満 の K o f f ） を 有 す る も の で あ る 。 EphA2作 動
性 物 質 で あ る 抗 体 は 、 EphA2リ ガ ン ド 結 合 部 位 内 に 存 在 す る エ ピ ト ー プ に 結 合 し て も 、 結
合 し な く て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 EphA2に 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト 」 な
る 語 は 、 EphA2ポ リ ペ プ チ ド ま た は EphA2ポ リ ペ プ チ ド の フ ラ グ メ ン ト に 特 異 的 に 結 合 し 他
の 非 EphA2ポ リ ペ プ チ ド に は 特 異 的 に 結 合 し な い 抗 体 ま た は フ ラ グ メ ン ト を 意 味 す る 。 好
ま し く は 、 EphA2ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト に 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 ま た
は フ ラ グ メ ン ト は 他 の 抗 原 と は 交 差 反 応 し な い 。 EphA2ポ リ ペ プ チ ド に 免 疫 特 異 的 に 結 合
す る 抗 体 ま た は フ ラ グ メ ン ト は 、 イ ム ノ ア ッ セ イ ま た は 当 業 者 に 公 知 の 他 の 技 術 に よ り 同
定 す る こ と が 可 能 で あ る 。 本 発 明 の 抗 体 に は 、 合 成 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 組 換 え 法
に よ り 製 造 さ れ た 抗 体 、 多 重 特 異 性 抗 体 （ 二 重 特 異 性 抗 体 を 含 む ） 、 ヒ ト 抗 体 （ 例 え ば 、
単 一 特 異 性 、 二 重 特 異 性 な ど ） 、 ヒ ト 化 抗 体 、 キ メ ラ 抗 体 、 合 成 抗 体 、 イ ン ト ラ ボ デ ィ （
intrabody） 、 一 本 鎖 Fv（ scFv） （ 例 え ば 、 単 一 特 異 性 、 二 重 特 異 性 な ど ） 、 Fabフ ラ グ メ
ン ト 、 F(ab')フ ラ グ メ ン ト 、 ジ ス ル フ ィ ド 連 結 Fv（ sdFv） お よ び 抗 イ デ ィ オ タ イ プ （ 抗 Id
） 抗 体 、 イ ン ト ラ ボ デ ィ （ intrabody） 、 お よ び 前 記 の い ず れ か の も の の エ ピ ト ー プ 結 合
性 フ ラ グ メ ン ト が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 特 に 、 本 発 明 の 抗 体 に
は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 、 お よ び 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の 免 疫 学 的 に 活 性 な 部 分 、 す な わ ち
、 EphA2抗 原 に 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 抗 原 結 合 性 部 位 （ 例 え ば 、 抗 EphA2抗 体 の 相 補 性 決 定
領 域 （ CDR） の 1以 上 ） を 含 有 す る 分 子 が 含 ま れ る 。 好 ま し く は 、 EphA2ポ リ ペ プ チ ド ま た
は そ の 断 片 に 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 作 動 性 抗 体 ま た は フ ラ グ メ ン ト は EphA2を 作 動 さ せ る
に 過 ぎ ず 、 他 の 活 性 を 有 意 に は 作 動 さ せ な い 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 腫 瘍 性 」 な る 語 は 、 非 腫 瘍 性 細 胞 と は 異 な る 表 現 型 形 質 、 例 え ば
、 軟 寒 天 の よ う な 三 次 元 基 質 に お け る コ ロ ニ ー の 形 成 ま た は 三 次 元 基 底 膜 も し く は 細 胞 外
マ ト リ ッ ク ス 調 製 物 （ 例 え ば 、 MATRIGEL（ 商 標 ） ） に お け る 管 状 網 状 構 造 体 も し く は ク モ
の 巣 状 マ ト リ ッ ク ス の 形 成 を 示 し 遠 隔 部 位 へ 転 移 す る 能 力 を 有 す る 細 胞 が 関 わ る 疾 患 に 関
す る も の で あ る 。 非 腫 瘍 性 細 胞 は 軟 寒 天 内 で は コ ロ ニ ー を 形 成 せ ず 、 三 次 元 基 底 膜 ま た は
細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 調 製 物 に お い て 、 特 徴 的 な 球 状 構 造 体 を 形 成 す る 。 腫 瘍 細 胞 は 、 そ の
発 生 中 に 、 種 々 の メ カ ニ ズ ム を 介 し て 、 特 徴 的 な 一 連 の 機 能 的 能 力 を 獲 得 す る 。 そ の よ う
な 能 力 に は 、 ア ポ ト ー シ ス の 回 避 、 増 殖 シ グ ナ ル の 自 己 充 足 、 抗 増 殖 シ グ ナ ル に 対 す る 不
感 受 性 、 組 織 侵 襲 ／ 転 移 、 無 制 限 な 複 製 能 、 お よ び 持 続 的 血 管 新 生 が 含 ま れ る 。 し た が っ
て 、 「 非 腫 瘍 性 」 は 、 そ の 状 態 、 疾 患 ま た は 障 害 が 癌 細 胞 を 含 ま な い こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 誘 導 体 」 な る 語 は 、 ア ミ ノ 酸 残 基 の 置 換 、 欠 失 ま た は 付 加 の 導 入
に よ り 改 変 さ れ た 、 EphA2ポ リ ペ プ チ ド 、 EphA2ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 、 EphA2ポ リ ペ プ チ ド
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に 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 、 ま た は EphA2ポ リ ペ プ チ ド に 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 フ
ラ グ メ ン ト の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 意 味 す る 。 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 誘 導 体
」 な る 語 は 、 EphA2ポ リ ペ プ チ ド 、 EphA2ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 、 EphA2ポ リ ペ プ チ ド に 免 疫
特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 、 ま た は EphA2ポ リ ペ プ チ ド に 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 フ ラ グ メ
ン ト の う ち 、 修 飾 さ れ て い る も の 、 す な わ ち 、 該 ポ リ ペ プ チ ド へ の 任 意 の タ イ プ の 分 子 の
共 有 結 合 に よ り 修 飾 さ れ て い る も の を も 意 味 す る 。 例 え ば 、 限 定 す る も の で は な い が 、 Ep
hA2ポ リ ペ プ チ ド 、 EphA2ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 、 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 、 例 え ば グ
リ コ シ ル 化 、 ア セ チ ル 化 、 ペ ジ ル 化 （ pegylation） 、 リ ン 酸 化 、 ア ミ ド 化 、 公 知 保 護 ／ 遮
断 基 に よ る 誘 導 体 化 、 タ ン パ ク 質 分 解 切 断 、 細 胞 リ ガ ン ド ま た は 他 の タ ン パ ク 質 へ の 連 結
な ど に よ り 修 飾 す る こ と が 可 能 で あ る 。 EphA2ポ リ ペ プ チ ド 、 EphA2ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 、
抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト の 誘 導 体 は 、 限 定 す る も の で は な い が 特 異 的 化 学 的 切 断 、 ア
セ チ ル 化 、 ホ ル ミ ル 化 、 ツ ニ カ マ イ シ ン （ tunicamycin） の 代 謝 的 合 成 な ど を 含 む 当 業 者
に 公 知 の 技 術 を 用 い る 化 学 的 修 飾 に よ り 修 飾 す る こ と が 可 能 で あ る 。 さ ら に 、 EphA2ポ リ
ペ プ チ ド 、 EphA2ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 、 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト の 誘 導 体 は 1以 上 の 非
古 典 的 ア ミ ノ 酸 を 含 有 し う る 。 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 ポ リ ペ プ チ ド 誘 導 体 は 、 本 明
細 書 に 記 載 の EphA2ポ リ ペ プ チ ド 、 EphA2ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 、 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン
ト と 類 似 ま た は 同 一 の 機 能 を 有 す る 。 も う 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 EphA2ポ リ ペ プ チ ド
、 EphA2ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 、 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト の 誘 導 体 は 、 未 改 変 ポ リ ペ プ
チ ド と 比 べ て 改 変 さ れ た 活 性 を 有 す る 。 例 え ば 、 誘 導 体 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト は 、
そ の エ ピ ト ー プ に 、 よ り 強 固 に 結 合 し 、 ま た は タ ン パ ク 質 分 解 に 対 し て 、 よ り 抵 抗 性 で あ
り う る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 EphA2ア ゴ ニ ス ト 」 は 、 EphA2タ ン パ ク 質 の リ ン 酸 化 お よ び そ れ に
続 く 分 解 の 増 強 を 引 き 起 こ す 、 タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 、 抗 体 、 抗 体 フ ラ グ
メ ン ト 、 大 分 子 ま た は 小 分 子 （ 1000ダ ル ト ン 未 満 ） を 含 む 任 意 の 物 質 を 意 味 す る 。 ま た 、
抗 体 で あ る EphA2作 動 性 物 質 は 、 低 い K o f f 速 度 を 有 し て い て も 、 有 し て い な く て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 エ ピ ト ー プ 」 な る 語 は 、 動 物 に お け る 、 好 ま し く は 哺 乳 動 物 に お
け る 、 最 も 好 ま し く は ヒ ト に お け る 抗 原 性 ま た は 免 疫 原 性 活 性 を 有 す る 、 EphA2ポ リ ペ プ
チ ド の 部 分 を 意 味 す る 。 免 疫 原 性 活 性 を 有 す る エ ピ ト ー プ は 、 動 物 に お い て 抗 体 応 答 を 惹
起 す る 、 EphA2ポ リ ペ プ チ ド の 部 分 で あ る 。 抗 原 性 活 性 を 有 す る エ ピ ト ー プ は 、 当 技 術 分
野 で よ く 知 ら れ て い る 任 意 の 方 法 （ 例 え ば 、 イ ム ノ ア ッ セ イ ） に よ り 測 定 し た 場 合 に 抗 体
が 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 、 EphA2ポ リ ペ プ チ ド の 部 分 で あ る 。 抗 原 性 エ ピ ト ー プ は 必 ず し
も 免 疫 原 性 で あ る 必 要 は な い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 断 片 （ フ ラ グ メ ン ト ） 」 な る 語 は 、 EphA2ポ リ ペ プ チ ド ま た は Eph
A2ポ リ ペ プ チ ド に 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 少 な く と も 5個 の 連 続 的 ア
ミ ノ 酸 残 基 、 少 な く と も 10個 の 連 続 的 ア ミ ノ 酸 残 基 、 少 な く と も 15個 の 連 続 的 ア ミ ノ 酸 残
基 、 少 な く と も 20個 の 連 続 的 ア ミ ノ 酸 残 基 、 少 な く と も 25個 の 連 続 的 ア ミ ノ 酸 残 基 、 少 な
く と も 40個 の 連 続 的 ア ミ ノ 酸 残 基 、 少 な く と も 50個 の 連 続 的 ア ミ ノ 酸 残 基 、 少 な く と も 60
個 の 連 続 的 ア ミ ノ 酸 残 基 、 少 な く と も 70個 の 連 続 的 ア ミ ノ 酸 残 基 、 少 な く と も 80個 の 連 続
的 ア ミ ノ 酸 残 基 、 少 な く と も 90個 の 連 続 的 ア ミ ノ 酸 残 基 、 少 な く と も 100個 の 連 続 的 ア ミ
ノ 酸 残 基 、 少 な く と も 125個 の 連 続 的 ア ミ ノ 酸 残 基 、 少 な く と も 150個 の 連 続 的 ア ミ ノ 酸 残
基 、 少 な く と も 175個 の 連 続 的 ア ミ ノ 酸 残 基 、 少 な く と も 200個 の 連 続 的 ア ミ ノ 酸 残 基 ま た
は 少 な く と も 250個 の 連 続 的 ア ミ ノ 酸 残 基 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ
チ ド を 包 含 す る 。 好 ま し く は 、 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は エ ピ ト ー プ 結 合 性 フ ラ グ メ ン ト で あ る
。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 ヒ ト 乳 児 」 な る 語 は 、 24月 齢 未 満 、 好 ま し く は 16月 齢 未 満 、 12月
齢 未 満 、 6月 齢 未 満 、 3月 齢 未 満 、 2月 齢 未 満 ま た は 1月 齢 未 満 の ヒ ト を 意 味 す る 。 早 産 ヒ ト
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乳 児 は 、 少 な く と も 40週 未 満 の 妊 娠 持 続 期 間 、 35週 未 満 の 妊 娠 持 続 期 間 に お い て 産 ま れ た
ヒ ト を 意 味 す る 。 特 定 の 実 施 形 態 に お い て は 、 早 産 ヒ ト 乳 児 は 30～ 35週 の 妊 娠 持 続 期 間 の
も の で あ る 。 特 定 の 実 施 形 態 に お い て は 、 早 産 ヒ ト 乳 児 は 35～ 38週 の 妊 娠 持 続 期 間 の も の
で あ る 。 あ る 実 施 形 態 に お い て は 、 早 産 ヒ ト 乳 児 は 38週 の 妊 娠 持 続 期 間 の も の で あ り 、 好
ま し く は 、 乳 児 は 38週 未 満 の 妊 娠 持 続 期 間 の も の で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 ヒ ト 化 抗 体 」 な る 語 は 、 非 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 由 来 す る 最 小 限
度 の 配 列 を 含 有 す る 非 ヒ ト （ 例 え ば 、 マ ウ ス ） 抗 体 、 好 ま し く は キ メ ラ 抗 体 の 形 態 を 意 味
す る 。 ほ と ん ど の 場 合 、 ヒ ト 化 抗 体 は 、 レ シ ピ エ ン ト の 超 可 変 領 域 ま た は 相 補 性 決 定 （ CD
R） 残 基 が 、 所 望 の 特 異 性 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー お よ び 能 力 を 有 す る マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ
ま た は 非 ヒ ト 霊 長 類 の よ う な 非 ヒ ト 種 か ら の 抗 体 （ ド ナ ー 抗 体 ） か ら の 超 可 変 領 域 残 基 ま
た は CDR残 基 に よ り 置 換 さ れ た ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ レ シ ピ エ ン ト 抗 体 ） で あ る 。 い く つ
か の 場 合 に は 、 構 造 モ デ リ ン グ に 基 づ き 、 例 え ば 、 ヒ ト 化 抗 体 の ア フ ィ ニ テ ィ ー を 改 善 す
る た め に 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 1以 上 の フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 （ FR） 残 基 が 、 対 応 す る 非
ヒ ト 残 基 ま た は 他 の 残 基 に よ り 置 換 さ れ る 。 さ ら に 、 ヒ ト 化 抗 体 は 、 レ シ ピ エ ン ト 抗 体 ま
た は ド ナ ー 抗 体 中 に は 見 出 さ れ な い 残 基 を 含 み う る 。 こ れ ら の 修 飾 は 、 抗 体 の 性 質 を 更 に
改 良 す る た め に 行 わ れ る 。 一 般 に 、 超 可 変 領 域 の 全 て 又 は 実 質 的 に 全 て が 非 ヒ ト 免 疫 グ ロ
ブ リ ン の も の と 一 致 し て お り 、 FRの 全 て 又 は 実 質 的 に 全 て が ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 の も
の で あ る 、 少 な く と も 1つ 、 典 型 的 に は 2つ の 可 変 ド メ イ ン の 実 質 的 に 全 て を 、 ヒ ト 化 抗 体
は 含 む 。 ヒ ト 化 抗 体 は 、 所 望 に よ り 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 領 域 （ Fc） 、 典 型 的 に は ヒ ト 免
疫 グ ロ ブ リ ン の Fcの 少 な く と も 一 部 を 含 む 。 更 な る 詳 細 は 、 Jonesら , 1986, Nature 321:
522-525; Reichmannら , 1988, Nature 332:323-329; Presta, 1992, Curr. Op. Struct. 
Biol. 2:593-596, Queenら , 米 国 特 許 第 5,585,089号 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 過 増 殖 性 細 胞 障 害 」 お よ び 「 過 剰 細 胞 蓄 積 障 害 」 は 、 腫 瘍 性 で な
い 障 害 で あ っ て 、 細 胞 過 増 殖 ま た は 任 意 の 形 態 の 過 剰 細 胞 蓄 積 が 該 障 害 の 病 的 な 状 態 ま た
は 症 状 を 引 き 起 こ す 又 は そ れ に 寄 与 す る 障 害 を 意 味 す る 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て は
、 過 増 殖 性 細 胞 ま た は 過 剰 細 胞 蓄 積 障 害 は 上 皮 細 胞 の 過 増 殖 に よ り 特 徴 づ け ら れ る 。 過 増
殖 性 上 皮 細 胞 障 害 に は 、 喘 息 、 COPD、 肺 線 維 症 、 気 管 支 過 剰 応 答 、 乾 癬 、 脂 漏 性 皮 膚 炎 お
よ び 嚢 胞 性 線 維 症 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 他 の 実 施 形 態 に お い
て は 、 過 増 殖 性 細 胞 ま た は 過 剰 細 胞 蓄 積 障 害 は 内 皮 細 胞 の 過 増 殖 に よ り 特 徴 づ け ら れ る 。
過 増 殖 性 内 皮 細 胞 障 害 に は 、 再 狭 窄 、 過 増 殖 性 血 管 疾 患 、 ベ ー チ ェ ッ ト 症 候 群 、 ア テ ロ ー
ム 性 動 脈 硬 化 症 お よ び 黄 斑 変 性 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 他 の 実
施 形 態 に お い て は 、 過 増 殖 性 細 胞 ま た は 過 剰 細 胞 蓄 積 障 害 は 線 維 芽 細 胞 の 過 増 殖 に よ り 特
徴 づ け ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 超 可 変 領 域 」 な る 語 は 、 抗 原 結 合 を 引 き 起 こ す 、 抗 体 の ア ミ ノ 酸
残 基 を 意 味 す る 。 超 可 変 領 域 は 、 「 相 補 性 決 定 領 域 」 ま た は 「 CDR」 か ら の ア ミ ノ 酸 残 基
（ す な わ ち 、 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン 内 の 残 基 24～ 34（ L1） 、 50～ 56（ L2） お よ び 89～ 97（ L3）
な ら び に 重 鎖 可 変 ド メ イ ン 内 の 31～ 35（ H1） 、 50～ 65（ H2） お よ び 95～ 102（ H3） ； Kabat
ら , Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th Ed. Public Health Servi
ce, National Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991)） お よ び ／ ま た は 「 超 可 変
ル ー プ 」 か ら の ア ミ ノ 酸 残 基 （ す な わ ち 、 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン 内 の 残 基 26～ 32（ L1） 、 50～
52（ L2） お よ び 91～ 96（ L3） な ら び に 重 鎖 可 変 ド メ イ ン 内 の 26～ 32（ H1） 、 53～ 55（ H2）
お よ び 96～ 101（ H3） ； Chothiaお よ び Lesk, 1987, J. Mol. Biol. 196:901-917） を 含 む
。 「 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 」 ま た は 「 FR」 残 基 は 、 本 明 細 書 中 に 定 義 さ れ て い る 超 可 変 領 域
残 基 以 外 の そ れ ら の 可 変 ド メ イ ン 残 基 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 免 疫 調 節 剤 」 な る 語 は 、 対 象 の 免 疫 系 を 調 節 （ モ ジ ュ レ ー シ ョ ン
） す る 物 質 を 意 味 す る 。 特 に 、 免 疫 調 節 剤 は 、 対 象 の 免 疫 系 が 1以 上 の 外 来 抗 原 に 応 答 す
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る 能 力 を 改 変 す る 物 質 で あ る 。 特 定 の 実 施 形 態 に お い て は 、 免 疫 調 節 剤 は 、 対 象 の 免 疫 応
答 の 一 態 様 を 変 化 さ せ る 物 質 で あ る 。 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 免 疫 調 節 剤
は 、 対 象 の 免 疫 応 答 を 抑 制 ま た は 軽 減 す る 物 質 （ す な わ ち 、 免 疫 抑 制 剤 ） で あ る 。 好 ま し
く は 、 対 象 の 免 疫 応 答 を 抑 制 ま た は 軽 減 す る 免 疫 調 節 剤 は 、 対 象 の 免 疫 系 が 1以 上 の 外 来
抗 原 に 応 答 す る 能 力 を 抑 制 ま た は 軽 減 す る 。 あ る 実 施 形 態 に お い て は 、 IL-9に 免 疫 特 異 的
に 結 合 す る 抗 体 が 免 疫 調 節 剤 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 組 合 せ 」 な る 語 は 、 2以 上 の 予 防 用 お よ び ／ ま た は 治 療 用 物 質 の
使 用 を 意 味 す る 。 「 組 合 せ 」 な る 語 の 使 用 は 、 過 増 殖 性 上 皮 も し く は 内 皮 細 胞 障 害 ま た は
過 剰 細 胞 蓄 積 に 関 連 し た 障 害 を 有 す る 対 象 に 予 防 用 お よ び ／ ま た は 治 療 用 物 質 を 投 与 す る
順 序 を 限 定 す る も の で は な い 。 第 1の 予 防 用 ま た は 治 療 用 物 質 を 、 過 増 殖 性 上 皮 も し く は
内 皮 細 胞 障 害 ま た は 過 剰 細 胞 蓄 積 に 関 連 し た 障 害 を 有 し て い た 、 有 す る 又 は そ れ に 感 受 性
で あ る 対 象 へ の 第 2の 予 防 用 ま た は 治 療 用 物 質 の 投 与 の 前 （ 例 え ば 、 1分 、 5分 、 15分 、 30
分 、 45分 、 1時 間 、 2時 間 、 4時 間 、 6時 間 、 12時 間 、 24時 間 、 48時 間 、 72時 間 、 96時 間 、 1
週 間 、 2週 間 、 3週 間 、 4週 間 、 5週 間 、 6週 間 、 8週 間 ま た は 12週 間 前 ） 、 該 投 与 と 同 時 ま た
は 該 投 与 の 後 （ 例 え ば 、 1分 、 5分 、 15分 、 30分 、 45分 、 1時 間 、 2時 間 、 4時 間 、 6時 間 、 12
時 間 、 24時 間 、 48時 間 、 72時 間 、 96時 間 、 1週 間 、 2週 間 、 3週 間 、 4週 間 、 5週 間 、 6週 間 、
8週 間 ま た は 12週 間 後 ） に 投 与 す る こ と が 可 能 で あ る 。 予 防 用 ま た は 治 療 用 物 質 は 、 本 発
明 の 物 質 が 他 方 の 物 質 と 共 に 作 用 し て 単 独 投 与 の 場 合 よ り 大 き な 利 益 が 得 ら れ る よ う な 順
序 お よ び 時 間 間 隔 で 対 象 に 投 与 さ れ る 。 任 意 の 追 加 的 な 予 防 用 ま た は 治 療 用 物 質 を 、 そ の
他 の 追 加 的 な 予 防 用 ま た は 治 療 用 物 質 と 共 に 任 意 の 順 序 で 投 与 す る こ と が 可 能 で あ る 。 あ
る 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の EphA2作 動 性 物 質 は 、 免 疫 調 節 剤 ま た は 抗 ウ イ ル ス 剤 と
組 合 せ て 投 与 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 処 置 す る 」 お よ び 「 処 置 」 な る 語 は 、 障 害 の 治 癒 を も た ら さ な い
、 予 防 用 ま た は 治 療 用 物 質 か ら 対 象 が 得 る 有 益 な 効 果 を 意 味 す る 。 あ る 実 施 形 態 に お い て
は 、 障 害 の 進 行 ま た は 悪 化 を 抑 え る た め に 障 害 を 「 処 置 」 す る た め に 、 対 象 に 1以 上 の 予
防 用 ま た は 治 療 用 物 質 を 投 与 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 病 原 性 細 胞 表 現 型 」 な る 語 は 、 過 増 殖 性 障 害 の 病 的 状 態 を 引 き 起
こ す 又 は そ れ に 寄 与 す る 、 過 増 殖 し て い る 細 胞 が 果 た し て い る 機 能 を 意 味 す る 。 病 原 性 上
皮 細 胞 表 現 型 に は 、 ム チ ン の 分 泌 、 ム チ ン 分 泌 細 胞 へ の 分 化 、 炎 症 性 因 子 の 分 泌 お よ び 過
増 殖 が 含 ま れ る 。 病 原 性 内 皮 細 胞 表 現 型 に は 、 細 胞 遊 走 （ 転 移 は 含 ま な い ） の 増 強 、 細 胞
体 積 の 増 加 、 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 分 子 （ 例 え ば 、 コ ラ ー ゲ ン 、 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン 、 プ ロ テ
オ グ リ カ ン な ど ） ま た は マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ （ 例 え ば 、 ゼ ラ チ ナ ー ゼ 、 コ
ラ ゲ ナ ー ゼ お よ び ス ト ロ メ リ シ ン （ stromelysin） ） の 分 泌 お よ び 過 増 殖 が 含 ま れ る 。 こ
れ ら の 病 原 性 細 胞 表 現 型 の 1以 上 は 、 過 増 殖 性 細 胞 ま た は 過 剰 細 胞 蓄 積 障 害 に 罹 患 し た 患
者 に お い て 症 状 を 引 き 起 こ し 又 は そ れ に 寄 与 す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る （ 治 療 用 物 質 に 関 す る ） 「 増 強 」 な る 語 は 、 治 療 用 物 質 の そ の 一 般
的 な 又 は 承 認 さ れ た 用 量 で の 効 力 に お け る 改 善 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 予 防 す る 」 お よ び 「 予 防 」 な る 語 は 、 予 防 用 ま た は 治 療 用 物 質 の
投 与 に よ り も た ら さ れ る 、 対 象 に お け る 障 害 の 再 発 、 広 が り 又 は 開 始 の 予 防 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 予 防 用 物 質 」 な る 語 は 、 EphA2の 過 剰 発 現 お よ び ／ ま た は 細 胞 （
特 に 上 皮 細 胞 ま た は 内 皮 細 胞 ） の 過 増 殖 に 関 連 し た 障 害 の 広 が り 、 開 始 ま た は 再 発 の 予 防
に お い て 使 用 し う る 任 意 の 物 質 を 意 味 す る 。 あ る 実 施 形 態 に お い て は 、 「 予 防 用 物 質 」 な
る 語 は 、 EphA2の 発 現 を 減 少 さ せ EphA2細 胞 質 尾 部 リ ン 酸 化 を 増 強 し EphA2活 性 （ 自 己 リ ン
酸 化 以 外 ） を 減 少 さ せ 及 び ／ 又 は 病 原 性 細 胞 表 現 型 を 抑 制 す る EphA2作 動 性 物 質 を 意 味 す
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る 。 あ る 実 施 形 態 に お い て は 、 EphA2予 防 用 物 質 は 、 低 い K o f f 速 度 を 有 し う る モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 で あ る 。 あ る 実 施 形 態 に お い て は 、 Eph099B-102.147、 Eph099B-208.261、 Eph099
B-210.248、 B233、 EA2、 EA5ま た は そ れ ら の ヒ ト 化 形 態 が 予 防 用 物 質 で あ る 。 「 予 防 用 物
質 」 な る 語 は 、 過 増 殖 性 障 害 の 広 が り 、 開 始 ま た は 再 発 を 予 防 す る た め の EphA2に 基 づ か
な い 療 法 に お い て 、 あ る い は 限 定 す る も の で は な い が 免 疫 調 節 療 法 お よ び ／ ま た は 抗 ウ イ
ル ス 療 法 を 含 む 症 状 の 改 善 に 有 用 な 他 の 療 法 に お い て 使 用 す る 物 質 を も 意 味 し う る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 予 防 的 に 有 効 な 量 」 は 、 過 増 殖 性 細 胞 ま た は 過 剰 細 胞 蓄 積 障 害 、
特 に 、 上 皮 も し く は 内 皮 細 胞 の 過 増 殖 ま た は 線 維 芽 細 胞 の 過 増 殖 に よ り 引 き 起 こ さ れ る そ
の よ う な 障 害 の 広 が り 、 開 始 ま た は 再 発 の 予 防 を も た ら す の に 十 分 な 予 防 用 物 質 の 量 を 意
味 す る 。 予 防 的 に 有 効 な 量 は 、 限 定 す る も の で は な い が 過 増 殖 性 細 胞 ま た は 過 剰 細 胞 蓄 積
障 害 の 素 因 を 有 す る 者 、 例 え ば 、 遺 伝 的 な 素 因 を 有 す る 者 、 タ バ コ の 煙 に さ ら さ れ る 者 、
上 気 道 感 染 に 感 染 す る 又 は 既 に 感 染 し て い る 者 、 血 管 形 成 術 を 受 け た 者 ま た は 過 増 殖 性 障
害 の 病 歴 を 有 す る 者 に お い て 、 過 増 殖 性 細 胞 ま た は 過 剰 細 胞 蓄 積 障 害 の 広 が り 、 開 始 ま た
は 再 発 を 予 防 す る の に 十 分 な 予 防 用 物 質 の 量 を 意 味 し う る 。 予 防 的 に 有 効 な 量 は 、 過 増 殖
性 細 胞 ま た は 過 剰 細 胞 蓄 積 障 害 の 予 防 に お い て 予 防 利 益 を も た ら す 予 防 用 物 質 の 量 を も 意
味 し う る 。 さ ら に 、 本 発 明 の 予 防 用 物 質 に 関 す る 予 防 的 に 有 効 な 量 は 、 過 増 殖 性 細 胞 ま た
は 過 剰 細 胞 蓄 積 障 害 の 予 防 に お い て 予 防 利 益 を も た ら す 、 単 独 の 又 は 他 の 物 質 と 組 合 さ れ
た 予 防 用 物 質 の 量 を 意 味 す る 。 こ の 用 語 は 、 本 発 明 の EphA2作 動 性 物 質 の 量 に 関 し て 用 い
ら れ る 場 合 に は 、 全 体 的 な 予 防 を 改 善 す る 又 は 別 の 予 防 用 物 質 の 予 防 効 力 も し く は そ れ と
の 相 乗 効 果 を 増 強 す る 量 を 包 含 し う る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 プ ロ ト コ ー ル 」 は 、 投 与 ス ケ ジ ュ ー ル お よ び 投 与 計 画 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 治 療 抵 抗 性 」 な る 語 は 、 個 々 の 治 療 に 応 答 し な い 過 増 殖 性 細 胞 ま
た は 過 剰 細 胞 蓄 積 障 害 を 意 味 す る 。 あ る 実 施 形 態 に お い て は 、 過 増 殖 性 細 胞 ま た は 過 剰 細
胞 蓄 積 障 害 が 療 法 に 対 し て 治 療 抵 抗 性 で あ る と い う こ と は 、 該 障 害 に 関 連 し た 症 状 の 少 な
く と も 幾 つ か の 有 意 な 部 分 が そ の 療 法 に よ り 排 除 さ れ な い 又 は 軽 減 さ れ な い こ と を 意 味 す
る 。 過 増 殖 性 細 胞 ま た は 過 剰 細 胞 蓄 積 障 害 が 治 療 抵 抗 性 で あ る か ど う か の 判 定 は 、 過 増 殖
性 細 胞 ま た は 過 剰 細 胞 蓄 積 障 害 の 治 療 の 有 効 性 を ア ッ セ イ す る た め の 当 技 術 分 野 で 公 知 の
任 意 の 方 法 に よ り in vivoま た は in vitroで 行 う こ と が 可 能 で あ る 。 い く つ か の 実 施 形 態
に お い て は 、 喘 息 の 治 療 の 有 効 性 を 、 発 作 の 頻 度 お よ び 肺 の 過 剰 応 答 を モ ニ タ ー す る こ と
に よ り 測 定 す る 。 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 COPDの 治 療 の 有 効 性 を 、 細 菌 感 染 の 数 、 運 動
能 力 に お け る 患 者 の 自 己 評 価 お よ び 一 秒 量 ま た は 十 秒 量 （ FEV 1 ま た は FEV 1 0 ） を モ ニ タ ー
す る こ と に よ り 測 定 す る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 副 作 用 」 な る 語 は 、 予 防 用 ま た は 治 療 用 物 質 の 望 ま し く な い 作 用
お よ び 有 害 な 作 用 を 含 む 。 不 利 な 作 用 は 常 に 望 ま し く な い が 、 望 ま し く な い 作 用 は 必 ず し
も 有 害 で は な い 。 予 防 用 ま た は 治 療 用 物 質 の 有 害 な 作 用 は 害 に な り う る 又 は 不 愉 快 で あ り
う る 又 は 危 険 で あ り う る 。 副 作 用 の 具 体 例 に は 、 悪 心 、 嘔 吐 、 無 食 欲 、 腹 部 痙 攣 、 発 熱 、
疼 痛 、 体 重 減 少 、 脱 水 、 脱 毛 、 呼 吸 困 難 、 不 眠 、 眩 暈 、 粘 膜 炎 、 神 経 お よ び 筋 肉 作 用 、 疲
労 、 口 腔 乾 燥 お よ び 食 欲 不 振 、 投 与 部 位 に お け る 腫 脹 ま た は 発 疹 、 イ ン フ ル エ ン ザ 様 症 状
、 例 え ば 発 熱 、 悪 寒 お よ び 疲 労 、 消 化 管 障 害 お よ び ア レ ル ギ ー 反 応 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら
に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 患 者 が 経 験 す る 更 な る 望 ま し く な い 作 用 は 数 多 く あ り 、 当 技
術 分 野 で 公 知 で あ る 。 多 数 が Physicians' Desk Reference (56th ed., 2002)に 記 載 さ れ
て い る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 一 本 鎖 Fv」 ま た は 「 sFv」 な る 語 は 、 抗 体 の V H お よ び V L ド メ イ ン
を 含 み こ れ ら の ド メ イ ン が 単 一 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 内 に 存 在 す る 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 意 味 す る
。 一 般 に は 、 Fvポ リ ペ プ チ ド は 更 に 、 抗 原 結 合 の た め の 所 望 の 構 造 を sFvが 形 成 す る の を
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可 能 に す る 、 V H お よ び V L ド メ イ ン 間 の ポ リ ペ プ チ ド リ ン カ ー を 含 む 。 sFvの 概 説 と し て は
、 Pluckthun in The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburgお
よ び Moore編  Springer-Verlag, New York, pp. 269-315 (1994)を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 対 象 」 お よ び 「 患 者 」 な る 語 は 互 換 的 に 用 い ら れ る 。 本 明 細 書 中
で 用 い る 対 象 は 、 好 ま し く は 哺 乳 類 、 例 え ば 非 霊 長 類 （ 例 え ば 、 ウ シ 、 ブ タ 、 ウ マ 、 ネ コ
、 イ ヌ 、 ラ ッ ト な ど ） お よ び 霊 長 類 （ 例 え ば 、 サ ル お よ び ヒ ト ） 、 最 も 好 ま し く は ヒ ト で
あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 療 法 」 な る 語 は 、 EphA2の 過 剰 発 現 お よ び ／ ま た は 特 に 上 皮 細 胞
ま た は 内 皮 細 胞 の 細 胞 過 増 殖 に 関 連 し た 障 害 の 予 防 、 治 療 ま た は 処 置 に お い て 使 用 し う る
任 意 の プ ロ ト コ ー ル 、 方 法 お よ び ／ ま た は 物 質 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 治 療 用 物 質 （ 治 療 剤 ） 」 は 、 EphA2の 過 剰 発 現 お よ び ／ ま た は 過
増 殖 に 関 連 し た 障 害 、 特 に 上 皮 細 胞 ま た は 内 皮 細 胞 の 過 増 殖 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 障 害 の
予 防 、 治 療 ま た は 処 置 に お い て 使 用 し う る 任 意 の 物 質 を 意 味 す る 。 あ る 実 施 形 態 に お い て
は 、 「 治 療 用 物 質 」 な る 語 は 、 EphA2発 現 を 減 少 さ せ EphA2細 胞 質 尾 部 リ ン 酸 化 を 増 強 し Ep
hA2活 性 （ 自 己 リ ン 酸 化 以 外 ） を 減 少 さ せ 及 び ／ 又 は 病 原 性 細 胞 表 現 型 を 抑 制 す る EphA2作
動 性 物 質 を 意 味 す る 。 あ る 実 施 形 態 に お い て は 、 EphA2治 療 用 物 質 は 、 低 い K o f f 速 度 を 有
す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 あ る 実 施 形 態 に お い て は 、 Eph099B-102.147、 Eph099B-2
08.261、 Eph099B-210.248、 B233、 EA2ま た は EA5が 予 防 用 物 質 で あ る 。 「 治 療 用 物 質 」 な
る 語 は 、 過 増 殖 性 障 害 を 治 療 す る た め の EphA2に 基 づ か な い 療 法 に お い て 、 あ る い は 免 疫
調 節 療 法 お よ び ／ ま た は 抗 ウ イ ル ス 療 法 を 含 む 症 状 の 改 善 に 有 用 な 他 の 療 法 に お い て 使 用
す る 物 質 を も 意 味 す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 治 療 プ ロ ト コ ー ル 」 は 、 1以 上 の 治 療 用 物 質 の タ イ ミ ン グ お よ び
投 与 の 計 画 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 治 療 的 に 有 効 な 量 」 は 、 EphA2の 過 剰 発 現 お よ び ／ ま た は 過 増 殖
に 関 連 し た 障 害 を 治 療 ま た は 処 置 す る の に 十 分 な 治 療 用 物 質 の 量 、 好 ま し く は 、 そ の よ う
な 障 害 に 関 連 し た 症 状 を 除 去 、 緩 和 ま た は 抑 制 す る の に 十 分 な 量 を 意 味 す る 。 治 療 的 に 有
効 な 量 は 、 過 増 殖 性 細 胞 ま た は 過 剰 細 胞 蓄 積 障 害 の 開 始 を 遅 延 ま た は 最 小 限 化 す る の に 十
分 な 治 療 用 物 質 の 量 を 意 味 し う る 。 治 療 的 に 有 効 な 量 は 、 過 増 殖 性 細 胞 ま た は 過 剰 細 胞 蓄
積 障 害 の 治 療 ま た は 処 置 に お い て 治 療 利 益 を も た ら す 治 療 用 物 質 の 量 を も 意 味 し う る 。 さ
ら に 、 本 発 明 の 治 療 用 物 質 に 関 す る 治 療 的 に 有 効 な 量 は 、 過 増 殖 性 細 胞 ま た は 過 剰 細 胞 蓄
積 障 害 の 治 療 ま た は 処 置 に お い て 治 療 利 益 を も た ら す 、 単 独 の 又 は 他 の 療 法 と 組 合 さ れ た
治 療 用 物 質 の 量 を 意 味 す る 。 こ の 用 語 は 、 本 発 明 の EphA2作 動 性 物 質 の 量 に 関 し て 用 い ら
れ る 場 合 に は 、 全 体 的 な 治 療 を 改 善 す る 、 あ る い は 望 ま し く な い 作 用 を 軽 減 ま た は 回 避 す
る 、 あ る い は 別 の 治 療 用 物 質 の 治 療 効 力 ま た は そ れ と の 相 乗 効 果 を 増 強 す る 量 を 包 含 し う
る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 治 療 す る 」 お よ び 「 治 療 」 な る 語 は 、 1以 上 の 予 防 用 ま た は 治 療
用 物 質 の 投 与 に よ り も た ら さ れ る 、 障 害 の 症 状 の 根 絶 、 軽 減 ま た は 改 善 、 特 に 、 喘 息 、 CO
PD、 線 維 症 ま た は 再 狭 窄 の 根 絶 、 除 去 、 緩 和 ま た は 抑 制 を 意 味 す る 。 あ る 実 施 形 態 に お い
て は 、 そ の よ う な 用 語 は 、 そ の よ う な 症 状 を 有 す る 対 象 へ の 1以 上 の 予 防 用 ま た は 治 療 用
物 質 の 投 与 に よ り も た ら さ れ る 、 喘 息 、 COPD、 線 維 症 ま た は 再 狭 窄 に 関 連 し た 症 状 を 最 小
限 化 す る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 4．
　 図 1A～ 1B： EGFは EphA2の 発 現 を 増 強 す る 。 HMT-3522細 胞 、 変 異 体 S1（ 非 腫 瘍 形 成 性 不 死
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化 上 皮 細 胞 系 ） を EGFと 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 （ A） 定 量 PCR分 析 は 、 EGFで 処 理 さ れ て
い な い 対 照 細 胞 と 比 較 し て EGF処 理 に よ り EphA2 mRNAレ ベ ル が 増 加 す る こ と を 示 し た 。 （ B
） EphA2特 異 的 D7抗 体 で の 全 細 胞 溶 解 物 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 は 、 EGFで 処 理 さ れ て い
な い 対 照 細 胞 と 比 較 し て EGF治 療 で EphA2タ ン パ ク 質 レ ベ ル が 増 加 す る こ と を 示 し た 。 分 子
量 標 準 の 相 対 移 動 度 を 左 側 に 示 す 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 図 2A～ 2B： in vivoで の 肺 上 皮 上 の EphA2発 現 。 BALB/cマ ウ ス か ら の 肺 組 織 を EphA2特 異
的 抗 体 で 染 色 し た 。 正 常 マ ウ ス （ A） お よ び RSV感 染 マ ウ ス （ B、 右 パ ネ ル ） は 基 底 層 の 上
皮 細 胞 上 の 染 色 を 示 し た 。 杯 細 胞 に よ り 産 生 さ れ た ム チ ン を 染 色 す る 過 ヨ ウ 素 酸 -シ ッ フ
（ PAS） 試 薬 を 使 用 し た 染 色 （ B、 左 パ ネ ル ） は 、 RSV感 染 マ ウ ス か ら の 肺 組 織 内 の EphA2と
は 異 な る 細 胞 上 に 存 在 す る こ と が 判 明 し た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 図 3： EphA2モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 動 力 学 的 分 析 。 固 定 化 EphA2-Fcへ の EphA2モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 の 結 合 の 動 力 学 を ア ッ セ イ す る た め に 、 BIACORE（ 商 標 ） ア ッ セ イ を 用 い た 。 Eph
099B-208.261は 実 線 で 示 さ れ て お り 、 B233は 点 線 で 示 さ れ て お り 、 EA2は 破 線 で 示 さ れ て
お り 、 陰 性 対 照 は 正 方 形 で 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 図 4： EphA2ア ン チ セ ン ス は EphA2タ ン パ ク 質 レ ベ ル を 減 少 さ せ う る 。 MDA-MB-231細 胞 の
単 層 を 2μ g/mlの EphA2ア ン チ セ ン ス ま た は 逆 ア ン チ セ ン ス （ IAS） オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で 3
7℃ で 24時 間 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 EphA2特 異 的 D7抗 体 で の 全 細 胞 溶 解 物 の ウ エ ス タ ン ブ
ロ ッ ト 分 析 は 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン が EphA2タ ン
パ ク 質 レ ベ ル を 減 少 さ せ る こ と を 証 明 し て い る 。 該 膜 を 取 り 出 し 、 ロ ー デ ィ ン グ 対 照 と し
て の パ キ シ リ ン 抗 体 で 再 プ ロ ー ブ し た 。 分 子 量 標 準 の 相 対 移 動 度 を 左 側 に 示 す 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 図 5A～ 5D： Eph099B-208.261お よ び B233抗 体 の V L お よ び V H の ア ミ ノ 酸 配 列 。 CDRの 配 列 が
示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 図 6： 形 質 転 換 上 皮 に お け る 接 着 お よ び シ グ ナ リ ン グ の 改 変 。 正 常 上 皮 は 、 安 定 な 細 胞 -
細 胞 接 着 お よ び 弱 い 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス （ ECM） 接 着 、 低 い 細 胞 遊 走 、 低 い 細 胞 増 殖 な ら
び に 低 い EphA2レ ベ ル を 示 す 。 し か し 、 形 質 転 換 上 皮 は 、 弱 い 細 胞 -細 胞 接 着 、 増 強 さ れ た
ECM接 着 、 高 い 細 胞 遊 走 、 高 い 細 胞 増 殖 お よ び 高 い EphA2レ ベ ル を 含 む 、 組 織 再 生 に 、 よ り
特 徴 的 な 、 改 変 し た 接 着 お よ び シ グ ナ リ ン グ を 示 す 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 図 7： EphA2の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン は 上 皮 の 接 着 性 を 改 変 す る 。 位 相 差 顕 微 鏡 検 査 ま
た は E-カ ド ヘ リ ン お よ び パ キ シ リ ン 染 色 に よ る MCF10A乳 房 上 皮 細 胞 の 検 査 は 、 EphA2が ア
ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ た 細 胞 に お い て は 、 対 照 細 胞 と 比 較 し て 低 下 し た 細 胞 -細 胞 接
着 を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 図 8： EphA2過 剰 発 現 細 胞 に お け る 高 レ ベ ル の フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン 。 Neo（ レ ー ン 1） ま た は
EphA2（ レ ー ン 2） を 過 剰 発 現 す る MCF10A乳 房 上 皮 細 胞 か ら の 抽 出 物 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト
は 、 EphA2発 現 の 増 強 と 共 に フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン 発 現 の 上 昇 を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 図 9： EphA2抗 体 は フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン 分 解 を 誘 導 す る 。 B13 EphA2抗 体 で 処 理 さ れ た MDA-M
B-231乳 癌 細 胞 か ら の 抽 出 物 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト は 、 24時 間 に わ た る EphA2タ ン パ ク 質 レ
ベ ル の 減 少 お よ び フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン の 分 解 、 な ら び に そ れ と は 対 照 的 な 、 時 間 が 経 過 し て
も 安 定 な ま ま で あ る パ キ シ リ ン タ ン パ ク 質 レ ベ ル を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 図 10： 細 胞 形 態 お よ び P-Tyr局 在 化 の 変 化 。 リ ン 酸 化 チ ロ シ ン （ P-Tyr） を 示 す た め に 染
色 さ れ た Beas2B細 胞 の 顕 微 鏡 検 査 は 、 未 処 理 対 照 細 胞 と 比 較 し て 、 ブ レ オ マ イ シ ン で 24時
間 処 理 さ れ た 細 胞 に お い て は 、 フ ォ ー カ ル ア ド ヒ ー ジ ョ ン に お け る P-Tyrを 示 し て い る 。
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【 ０ ０ ７ ７ 】
　 図 11： ブ レ オ マ イ シ ン 処 理 細 胞 に お け る フ ォ ー カ ル ア ド ヒ ー ジ ョ ン の 存 在 。 ブ レ オ マ イ
シ ン 処 理 Beas2B細 胞 は フ ォ ー カ ル ア ド ヒ ー ジ ョ ン を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 図 12： ブ レ オ マ イ シ ン で 損 傷 さ れ た 上 皮 は IL-8を 分 泌 す る 。 漸 増 量 の ブ レ オ マ イ シ ン で
処 理 さ れ た Beas-2B細 胞 は 24時 間 に わ た っ て 漸 増 レ ベ ル の IL-8を 分 泌 す る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 図 13： ブ レ オ マ イ シ ン で 損 傷 さ れ た 上 皮 は IL-6を 分 泌 す る 。 漸 増 量 の ブ レ オ マ イ シ ン で
処 理 さ れ た Beas-2B細 胞 は 24時 間 に わ た っ て 漸 増 レ ベ ル の IL-6を 分 泌 す る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 図 14： ブ レ オ マ イ シ ン 処 理 Beas-2B細 胞 に お け る ア ポ ト ー シ ス の 誘 導 。 Beas-2Bの 蛍 光 標
示 式 細 胞 分 取 器 （ FACS） 分 析 は 、 ブ レ オ マ イ シ ン 処 理 の 24時 間 後 の 、 未 処 理 対 照 細 胞 と 比
較 し て 増 強 し た ア ポ ト ー シ ス 事 象 を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 図 15： FACSデ ー タ 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 図 16： ブ レ オ マ イ シ ン は CD95（ Fas） 発 現 を 増 強 す る 。 Beas-2B細 胞 の FACS分 析 は 、 ブ レ
オ マ イ シ ン で の 処 理 の 24時 間 後 の 、 未 処 理 対 照 細 胞 と 比 較 し て 増 強 し た CD95/Fas発 現 を 示
し て い る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 図 17： ブ レ オ マ イ シ ン は Beas-2B気 管 支 上 皮 に お い て EphA2を ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン す
る 。 Beas-2B気 管 支 上 皮 細 胞 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト は 、 ブ レ オ マ イ シ ン で の 24時 間 の 処 理
の 後 の 、 安 定 な ま ま で あ る パ キ シ リ ン の 発 現 レ ベ ル と 比 較 し て 増 強 し た EphA2発 現 を 示 し
て い る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 図 18： ブ レ オ マ イ シ ン は Beas-2B細 胞 に お け る EphA2表 面 発 現 を 増 強 す る 。 Beas-2B細 胞
の FACS分 析 は 、 ブ レ オ マ イ シ ン で の 処 理 の 24時 間 後 の 、 未 処 理 対 照 細 胞 と 比 較 し て 増 強 し
た EphA2表 面 発 現 を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 図 19： ブ レ オ マ イ シ ン は EphA2の 過 剰 発 現 お よ び 機 能 改 変 を 誘 導 す る 。 Beas-2B気 管 支 上
皮 細 胞 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト は 、 ブ レ オ マ イ シ ン で の 処 理 の 24時 間 後 の EphA2発 現 の 増 強
（ こ れ は EphA2の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 示 す ） を 示 し て お り 、 一 方 、 P-Tyrレ ベ ル が 若
干 減 少 す る こ と を 示 し て い る （ こ れ は EphA2の 機 能 の 改 変 を 示 す ） 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 5．
　 EGFは 、 過 増 殖 性 上 皮 細 胞 障 害 、 特 に 喘 息 お よ び COPD（ す な わ ち 、 気 道 上 皮 細 胞 の 増 殖
お よ び ム チ ン 分 泌 の 増 加 に よ る も の ） な ら び に 過 増 殖 性 内 皮 細 胞 障 害 、 特 に 再 狭 窄 （ す な
わ ち 、 新 血 管 内 膜 過 形 成 の 増 強 に よ る も の ） に 関 連 し て い る こ と が 既 に 公 知 で あ る 。 本 発
明 は 、 部 分 的 に は 、 EGFが EphA2発 現 に お け る 増 強 を も 引 き 起 こ す と い う 本 発 明 者 ら の 知 見
に 基 づ く 。 特 定 の メ カ ニ ズ ム に よ り 束 縛 さ れ る も の で は な い が 、 EGFは EphA2の 発 現 の 増 強
を 引 き 起 こ し 、 そ れ に よ り 、 非 腫 瘍 性 過 増 殖 性 細 胞 ま た は 過 剰 細 胞 蓄 積 障 害 （ 特 に 、 上 皮
細 胞 ま た は 内 皮 細 胞 の 過 増 殖 ま た は 線 維 芽 細 胞 の 過 増 殖 に よ り 特 徴 づ け ら れ る も の ） に 関
連 し た 細 胞 表 現 型 を 引 き 起 こ す EphA2活 性 を 増 強 す る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 こ の EphA2発 現 お よ び ／ ま た は 活 性 （ 自 己 リ ン 酸 化 以 外 ） の 上 昇 の 減 少 は 、 非 腫 瘍 性 過
増 殖 性 細 胞 も し く は 過 剰 細 胞 蓄 積 障 害 ま た は 過 増 殖 性 線 維 芽 細 胞 障 害 に 関 連 し た 症 状 を 改
善 し う る 。 EphA2発 現 お よ び ／ ま た は 活 性 （ 自 己 リ ン 酸 化 以 外 ） の レ ベ ル の そ の よ う な 減
少 は 本 発 明 の EphA2作 動 性 物 質 に よ り 達 成 さ れ う る 。 特 に 、 EphA2作 動 性 物 質 は 、 EphA2細
胞 質 尾 部 リ ン 酸 化 の 増 強 、 EphA2自 己 リ ン 酸 化 の 増 強 、 EphA2分 解 の 増 強 、 EphA2活 性 （ 自
己 リ ン 酸 化 以 外 ） の 減 少 お よ び ／ ま た は 病 原 性 細 胞 表 現 型 の 軽 減 を 引 き 起 こ し う る 。 本 発
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明 EphA2作 動 性 物 質 が 抗 体 で あ る 実 施 形 態 に お い て は 、 EphA2抗 体 は 、 低 い K o f f 速 度 （ 例 え
ば 、 3× 10 - 3 s - 1 未 満 の K o f f ） を 有 し う る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 い ず れ の 作 用 メ カ ニ ズ ム に も 束 縛 さ れ る も の で は な い が 、 EphA2依 存 的 症 状 の こ の 抑 制
は 、 EphA2を 作 動 さ せ て EphA2自 己 リ ン 酸 化 を 引 き 起 こ し そ れ に よ り EphA2の 分 解 を 招 く Eph
A2作 動 性 物 質 に よ り 達 成 さ れ る 。 EphA2発 現 の 減 少 お よ び 、 そ れ に よ る EphA2活 性 （ 自 己 リ
ン 酸 化 以 外 ） の 減 少 に よ り 、 病 状 が 軽 減 す る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 EphA2の 過 剰 発 現 お よ び ／ ま た は EphA2活 性 の 増 強 お よ び ／ ま た
は 細 胞 （ 特 に 、 上 皮 細 胞 お よ び 内 皮 細 胞 ） の 過 増 殖 に 関 連 し た 障 害 の 治 療 、 抑 制 お よ び 処
置 を も た ら す 方 法 お よ び 組 成 物 に 関 す る 。 本 発 明 の 更 な る 組 成 物 お よ び 方 法 は 、 本 発 明 の
EphA2作 動 性 物 質 と 組 合 さ れ た 他 の タ イ プ の 有 効 成 分 を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 本 発 明 は ま た 、 現 在 の 治 療 に 部 分 的 ま た は 完 全 に 治 療 抵 抗 性 と な っ て い る 非 腫 瘍 性 過 増
殖 性 細 胞 ま た は 過 剰 細 胞 蓄 積 障 害 の 治 療 、 抑 制 お よ び 処 置 の た め の 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 本 発 明 は 更 に 、 EphA2に 基 づ く 又 は EphA2に 基 づ か な い 非 腫 瘍 性 過 増 殖 性 細 胞 ま た は 過 剰
細 胞 蓄 積 障 害 の 治 療 の 効 力 を 評 価 す る た め に 本 発 明 の EphA2抗 体 を 使 用 す る 診 断 方 法 を 提
供 す る 。 本 発 明 の 診 断 方 法 は 、 非 腫 瘍 性 過 増 殖 性 細 胞 ま た は 過 剰 細 胞 蓄 積 障 害 の 重 症 度 を
予 知 ま た は 予 測 す る た め に も 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 本 発 明 は 、 EphA2に 結 合 し EphA2ア ゴ ニ ス ト で あ り 及 び ／ 又 は EphA2細 胞 質 尾 部 リ ン 酸 化
を 増 強 し 、 EphA2自 己 リ ン 酸 化 を 増 強 し 、 EphA2分 解 を 増 強 し 、 EphA2活 性 （ 自 己 リ ン 酸 化
以 外 ） を 減 少 さ せ 及 び ／ 又 は 病 原 性 細 胞 表 現 型 を 軽 減 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ お よ び 同
定 を 提 供 す る 。 EphA2作 動 性 物 質 は 抗 体 、 好 ま し く は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 好 ま し く は 、
低 い K o f f 速 度 （ 例 え ば 、 3× 10 - 3 s - 1 未 満 の K o f f ） を 有 す る も の で あ り う る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 5.1．
　 前 記 の と お り 、 本 発 明 は 、 EphA2細 胞 質 尾 部 リ ン 酸 化 を 増 強 し EphA2自 己 リ ン 酸 化 を 増 強
し EphA2活 性 （ 自 己 リ ン 酸 化 以 外 ） を 減 少 さ せ 及 び ／ 又 は 病 原 性 細 胞 表 現 型 を 軽 減 す る （
例 え ば 、 ム チ ン の 分 泌 、 ム チ ン 分 泌 細 胞 へ の EphA2発 現 細 胞 の 分 化 、 炎 症 性 因 子 の 分 泌 、
細 胞 過 増 殖 、 細 胞 遊 走 、 細 胞 体 積 お よ び ／ ま た は 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 分 子 も し く は マ ト リ
ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ の 分 泌 を 減 少 さ せ る ） EphA2ア ゴ ニ ス ト の 投 与 を 含 む 。 本 発
明 の そ の よ う な 作 動 性 物 質 に は 、 限 定 す る も の で は な い が ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 タ ン
パ ク 質 （ 翻 訳 後 修 飾 タ ン パ ク 質 を 含 む ） 、 抗 体 な ど を 含 む タ ン パ ク 質 性 分 子 ； ま た は 小 分
子 （ 1000ダ ル ト ン 未 満 ） 、 無 機 も し く は 有 機 化 合 物 ； ま た は 限 定 す る も の で は な い が 二 本
鎖 も し く は 一 本 鎖 DNAま た は 二 本 鎖 も し く は 一 本 鎖 RNAお よ び 三 本 鎖 核 酸 分 子 を 含 む 核 酸 分
子 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 5.2．
　 本 発 明 の 方 法 は 、 ポ リ ペ プ チ ド で あ る EphA2作 動 性 物 質 を 含 む 。 1つ の 実 施 形 態 に お い て
は 、 ポ リ ペ プ チ ド 作 動 性 物 質 は 、 EphA2に 免 疫 特 異 的 に 結 合 し EphA2を 作 動 さ せ る （ 例 え ば
、 EphA2細 胞 質 尾 部 リ ン 酸 化 を 増 強 し 、 EphA2自 己 リ ン 酸 化 を 増 強 し 、 EphA2活 性 （ 自 己 リ
ン 酸 化 以 外 ） を 減 少 さ せ 、 お よ び ／ ま た は 病 原 性 細 胞 表 現 型 を 軽 減 す る ） EphA2抗 体 ま た
は そ の フ ラ グ メ ン ト で あ る 。 も う 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 ポ リ ペ プ チ ド 作 動 性 物 質 は
、 EphA2に 結 合 し EphA2を 作 動 さ せ う る （ 例 え ば 、 EphA2細 胞 質 尾 部 リ ン 酸 化 を 増 強 し 、 Eph
A2分 解 を 増 強 し 、 EphA2発 現 細 胞 の 生 存 を 低 下 さ せ 、 EphA2自 己 リ ン 酸 化 を 増 強 し 、 EphA2
活 性 （ 自 己 リ ン 酸 化 以 外 ） を 減 少 さ せ 、 お よ び ／ ま た は 病 原 性 細 胞 表 現 型 を 軽 減 す る ） Ep
hA2リ ガ ン ド （ 例 え ば 、 エ フ リ ン （ Ephrin） A1-Fc融 合 タ ン パ ク 質 を 含 む エ フ リ ン A1） ま た
は そ の 断 片 で あ る 。
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【 ０ ０ ９ ５ 】
　 5.2.1．
　 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の EphA2作 動 性 物 質 は 、 EphA2に 免 疫 特 異 的 に 結 合 し E
phA2細 胞 質 尾 部 リ ン 酸 化 を 増 強 し EphA2自 己 リ ン 酸 化 を 増 強 し EphA2活 性 （ 自 己 リ ン 酸 化 以
外 ） を 減 少 さ せ 病 原 性 細 胞 表 現 型 を 軽 減 す る （ 例 え ば 、 ム チ ン の 分 泌 、 ム チ ン 分 泌 細 胞 へ
の EphA2発 現 細 胞 の 分 化 、 炎 症 性 因 子 の 分 泌 、 非 腫 瘍 性 細 胞 過 増 殖 、 細 胞 遊 走 （ 転 移 以 外
） 、 細 胞 体 積 お よ び ／ ま た は 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 分 子 も し く は マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ
イ ナ ー ゼ の 分 泌 を 減 少 さ せ る ） お よ び ／ ま た は 3× 10 - 3 s - 1 未 満 の K o f f で EphA2に 結 合 す る
抗 体 （ 好 ま し く は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ） ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を 含 む 。 1つ の 実 施 形 態
に お い て は 、 該 抗 体 は （ 例 え ば 、 EphA2リ ガ ン ド 結 合 部 位 の 内 部 ま た は 外 部 の エ ピ ト ー プ
に お い て ） EphA2の 細 胞 外 ド メ イ ン に 結 合 し 、 好 ま し く は ま た 、 EphA2を 作 動 さ せ 、 例 え ば
、 EphA2リ ン 酸 化 を 増 強 し 、 好 ま し く は 、 EphA2分 解 を 引 き 起 こ す 。 も う 1つ の 実 施 形 態 に
お い て は 、 該 抗 体 は EphA2、 好 ま し く は EphA2の 細 胞 外 ド メ イ ン に 結 合 し 、 好 ま し く は ま た
、 過 増 殖 細 胞 数 ま た は 過 剰 細 胞 蓄 積 （ 例 え ば 、 内 皮 細 胞 、 ム チ ン 分 泌 細 胞 、 ム チ ン 分 化 細
胞 に 分 化 す る 細 胞 お よ び ／ ま た は 内 皮 細 胞 ） を 抑 制 し 、 更 に 一 層 好 ま し く は 減 少 さ せ る 。
他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 該 抗 体 は 、 非 腫 瘍 性 過 増 殖 細 胞 ま た は 過 剰 細 胞 蓄 積 障 害 療 法 に
お い て 使 用 さ れ る 別 の 物 質 の 存 在 下 、 病 原 性 細 胞 表 現 型 を 抑 制 ま た は 軽 減 す る 。 も う 1つ
の 実 施 形 態 に お い て は 、 該 抗 体 は 、 好 ま し く は 1× 10 - 3 s - 1 未 満 の K o f f で 、 よ り 好 ま し く は
3× 10 - 3 s - 1 未 満 の K o f f で EphA2の 細 胞 外 ド メ イ ン に 結 合 す る 。 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、
該 抗 体 は 10 - 3 s - 1 未 満 、 5× 10 - 3 s - 1 未 満 、 10 - 4 s - 1 未 満 、 5× 10 - 4 s - 1 未 満 、 10 - 5 s - 1 未 満 、 5
× 10 - 5 s - 1 未 満 、 10 - 6 s - 1 未 満 、 5× 10 - 6 s - 1 未 満 、 10 - 7 s - 1 未 満 、 5× 10 - 7 s - 1 未 満 、 10 - 8 s - 1

未 満 、 5× 10 - 8 s - 1 未 満 、 10 - 9 s - 1 未 満 、 5× 10 - 9 s - 1 未 満 ま た は 10 - 1 0 s - 1 未 満 の K o f f で EphA2
に 結 合 す る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 該 抗 体 は Eph099B-102.147、 Eph099B-208.261、 Eph099B-210
.248ま た は B233で あ る 。 も う 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の 方 法 に お い て 使 用 す る
抗 体 は EA2ま た は EA5（ 2003年 5月 12日 付 け 出 願 の 米 国 特 許 出 願 第 10/463,783号 , 発 明 の 名
称 “ EphA2 Agonistic Monoclonal Antibodies and Methods of Use Thereof” （ そ の 全 体
を 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る こ と と す る ） を 参 照 さ れ た い ） で あ り 、 本 発 明 の ハ イ
ブ リ ド ー マ 産 生 抗 体 EA2（ 株 EA2.31） お よ び EA5（ 株 EA5.12） は 、 特 許 手 続 き 上 の 微 生 物 の
寄 託 の 国 際 的 承 認 に 関 す る ブ ダ ペ ス ト 条 約 の 規 定 に 従 い 2002年 5月 22日 付 け で American Ty
pe Culture Collection（ ATCC, P. O. Box 1549, Manassas, VA 20108） に 寄 託 さ れ て お
り 、 そ れ ぞ れ 受 託 番 号 PTA-4380お よ び PTA-4381（ そ れ ぞ れ 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 中 に 組 み
入 れ る こ と と す る ） が 割 当 て ら れ て い る 。 も う 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の 方 法
に お い て 使 用 す る 抗 体 は 、 Eph099B-102.147、 Eph099B-208.261、 Eph099B-210.248、 B233
、 EA2ま た は EA5の い ず れ か と 同 じ エ ピ ト ー プ に 結 合 し 、 あ る い は 例 え ば ELISAま た は 他 の
任 意 の 適 当 な イ ム ノ ア ッ セ イ に よ り ア ッ セ イ し た 場 合 に 、 Eph099B-102.147、 Eph099B-208
.261、 Eph099B-210.248、 B233、 EA2ま た は EA5の い ず れ か と 、 EphA2へ の 結 合 に 関 し て 競 合
す る 。 Eph099B-102.147、 Eph099B-208.261お よ び Eph099B-210.248を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド
ー マ は 、 特 許 手 続 き 上 の 微 生 物 の 寄 託 の 国 際 的 承 認 に 関 す る ブ ダ ペ ス ト 条 約 の 規 定 に 従 い
2002年 8月 7日 付 け で American Type Culture Collection（ ATCC, P. O. Box 1549, Manass
as, VA 20108） に 寄 託 さ れ て お り 、 そ れ ぞ れ 受 託 番 号 PTA-4572、 PTA-4573お よ び PTA-4574
（ そ れ ら の そ れ ぞ れ の 全 体 を 参 照 に よ り 本 明 細 書 中 に 組 み 入 れ る こ と と す る ） が 割 当 て ら
れ て い る 。 示 さ れ て い る CDRを 有 す る Eph099B-208.261お よ び B233の V L お よ び V H の ア ミ ノ 酸
配 列 を 図 5（ 配 列 番 号 1～ 8） に 示 す 。 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 該 抗 体 は ヒ ト 抗 体 で
あ る か 、 ま た は ヒ ト 化 さ れ て い る 。 も う 1つ の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 該 抗 体 は ヒ
ト フ レ ー ム ワ ー ク に お い て Eph099B-208.261お よ び B233の CDRの １ 以 上 を 有 す る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 本 発 明 の 抗 体 に は 、 合 成 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 組 換 え 法 に よ り 製 造 さ れ た 抗 体 、
多 重 特 異 性 抗 体 （ 二 重 特 異 性 抗 体 を 含 む ） 、 ヒ ト 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 、 キ メ ラ 抗 体 、 合 成 抗
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体 、 イ ン ト ラ ボ デ ィ （ intrabody） 、 一 本 鎖 Fv（ scFv） （ 例 え ば 、 単 一 特 異 性 、 二 重 特 異
性 な ど ） 、 Fabフ ラ グ メ ン ト 、 F(ab')フ ラ グ メ ン ト 、 ジ ス ル フ ィ ド 連 結 Fv（ sdFv） お よ び
抗 イ デ ィ オ タ イ プ （ 抗 Id） 抗 体 、 イ ン ト ラ ボ デ ィ （ intrabody） 、 お よ び 前 記 の い ず れ か
の も の の エ ピ ト ー プ 結 合 性 フ ラ グ メ ン ト が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い
。 特 に 、 本 発 明 の 方 法 に お い て 使 用 す る 抗 体 に は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 、 お よ び 免 疫 グ ロ
ブ リ ン 分 子 の 免 疫 学 的 に 活 性 な 部 分 、 す な わ ち 、 EphA2に 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 抗 原 結 合
部 位 を 含 有 し EphA2の ア ゴ ニ ス ト で あ り 及 び ／ 又 は 病 原 性 細 胞 表 現 型 を 抑 制 も し く は 軽 減
し 及 び ／ ま た は 3× 10 - 3 s - 1 未 満 の K o f f で EphA2に 結 合 す る 分 子 が 含 ま れ る 。 本 発 明 の 免 疫
グ ロ ブ リ ン 分 子 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の 任 意 の タ イ プ （ 例 え ば 、 IgG、 IgE、 IgM、 IgD、 Ig
Aお よ び IgY） 、 ク ラ ス （ 例 え ば 、 IgG 1 、 IgG 2 、 IgG 3 、 IgG 4 、 IgA 1 お よ び IgA 2 ） ま た は サ ブ
ク ラ ス で あ り う る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 本 発 明 は 、 単 一 ド メ イ ン 抗 体 、 例 え ば ラ ク ダ 化 （ camelized） 単 一 ド メ イ ン 抗 体 （ 例 え
ば 、 Muyldermansら , 2001, Trends Biochem. Sci. 26:230; Nuttallら , 2000, Cur. Phar
m. Biotech. 1:253; Reichmannお よ び Muyldermans, 1999, J. Immunol. Meth. 231:25; 
国 際 特 許 公 開 番 号 WO 94/04678お よ び WO 94/25591; 米 国 特 許 第 6,005,079号 （ そ れ ら の 全
体 を 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る こ と と す る ） を 参 照 さ れ た い ） を 含 む 。 1つ の 実 施
形 態 に お い て は 、 本 発 明 は 、 単 一 ド メ イ ン 抗 体 が 形 成 さ れ る よ う な 修 飾 を 伴 う 本 発 明 の Ep
hA2作 動 性 抗 体 （ 例 え ば 、 Eph099B-102.147、 Eph099B-208.261、 Eph099B-210.248、 B233、
ま た は EphA2細 胞 質 尾 部 リ ン 酸 化 を 増 強 し 、 EphA2自 己 リ ン 酸 化 を 増 強 し 、 EphA2活 性 （ 自
己 リ ン 酸 化 以 外 ） を 減 少 さ せ 、 病 原 性 細 胞 表 現 型 を 軽 減 し 、 ま た は 低 い K o f f 速 度 で EphA2
に 結 合 す る 他 の 任 意 の 作 動 性 抗 体 ） の V H ド メ イ ン の い ず れ か の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 2つ
の V H ド メ イ ン を 含 む 単 一 ド メ イ ン 抗 体 を 提 供 す る 。 も う 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発
明 は ま た 、 本 発 明 の EphA2作 動 性 抗 体 （ 例 え ば 、 Eph099B-102.147、 Eph099B-208.261、 Eph
099B-210.248、 B233、 EA2、 EA5、 ま た は EphA2細 胞 質 尾 部 リ ン 酸 化 を 増 強 し 、 EphA2自 己 リ
ン 酸 化 を 増 強 し 、 EphA2活 性 （ 自 己 リ ン 酸 化 以 外 ） を 減 少 さ せ 、 病 原 性 細 胞 表 現 型 を 軽 減
し 、 ま た は 低 い K o f f 速 度 で EphA2に 結 合 す る 他 の 任 意 の 作 動 性 抗 体 ） の い ず れ か か ら の V H  
CDRの 1以 上 を 含 む 2つ の V H ド メ イ ン を 含 む 単 一 ド メ イ ン 抗 体 を 提 供 す る 。 好 ま し い 実 施 形
態 に お い て は 、 本 発 明 は 、 Eph099B-102.147、 Eph099B-208.261、 Eph099B-210.248ま た は B
233の い ず れ か か ら の V H  CDRの い ず れ か の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 2つ の V H ド メ イ ン を 含 む 単
一 ド メ イ ン 抗 体 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は EphA2イ ン ト ラ ボ デ ィ （ intrabody） （ 第 5.2.1.1節 を 参 照 さ れ た い ） を
含 む 。 イ ン ト ラ ボ デ ィ で あ る 本 発 明 の 抗 体 作 動 性 物 質 は EphA2に 免 疫 特 異 的 に 結 合 し 、 Eph
A2を 作 動 さ せ る 。 よ り 具 体 的 な 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の イ ン ト ラ ボ デ ィ は EphA2の
細 胞 内 ド メ イ ン に 免 疫 特 異 的 に 結 合 し 、 EphA2分 解 を 引 き 起 こ す 。 も う 1つ の 具 体 的 な 実 施
形 態 に お い て は 、 該 イ ン ト ラ ボ デ ィ は EphA2の 細 胞 内 ド メ イ ン に 結 合 し 、 EphA2発 現 細 胞 の
細 胞 増 殖 、 成 長 お よ び ／ ま た は 生 存 を 減 少 お よ び ／ ま た は 遅 延 さ せ る 。 も う 1つ の 具 体 的
な 実 施 形 態 に お い て は 、 該 イ ン ト ラ ボ デ ィ は EphA2の 細 胞 内 ド メ イ ン に 結 合 し 、 内 皮 細 胞
層 の 完 全 性 を 維 持 ／ 再 構 築 す る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て 使 用 す る 抗 体 は 、 鳥 類 お よ び 哺 乳 類 （ 例 え ば 、 ヒ ト 、 マ ウ ス 、 ロ
バ 、 ヒ ツ ジ 、 ウ サ ギ 、 ヤ ギ 、 モ ル モ ッ ト 、 ラ ク ダ 、 ウ マ ま た は ニ ワ ト リ ） を 含 む 任 意 の 動
物 に 由 来 し う る 。 最 も 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 該 抗 体 は ヒ ト 抗 体 で あ る か 、 ま た は
ヒ ト 化 さ れ て い る 。 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 ヒ ト 」 抗 体 は 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の ア ミ ノ 酸
配 列 を 有 す る 抗 体 を 含 み 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン ラ イ ブ ラ リ ー か ら 又 は ヒ ト 遺 伝 子 由 来 の 抗
体 を 発 現 す る マ ウ ス か ら 単 離 さ れ た 抗 体 を 含 む 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て 使 用 す る 抗 体 は 単 一 特 異 性 、 二 重 特 異 性 、 三 重 特 異 性 ま た は そ れ
以 上 の 多 重 特 異 性 で あ り う る 。 多 重 特 異 性 抗 体 は EphA2ポ リ ペ プ チ ド の 種 々 の エ ピ ト ー プ
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に 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る こ と が 可 能 で あ り 、 ま た は EphA2ポ リ ペ プ チ ド お よ び 異 種 エ ピ ト
ー プ （ 例 え ば 、 異 種 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 固 体 支 持 体 物 質 ） の 両 方 に 免 疫 特 異 的 に 結 合 し う
る 。 例 え ば 、 国 際 特 許 公 開 番 号 WO 93/17715、 WO 92/08802、 WO 91/00360お よ び WO 92/057
93; Tuttら , 1991, J. Immunol. 147:60-69; 米 国 特 許 第 4,474,893号 、 第 4,714,681号 、
第 4,925,648号 、 第 5,573,920号 お よ び 第 5,601,819号 ; な ら び に Kostelnyら , 1992, J. Im
munol. 148:1547-1553を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 5.2.1.1　
　 あ る 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 で 使 用 す る 抗 体 は 細 胞 内 エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 。 す な
わ ち 、 そ れ は イ ン ト ラ ボ デ ィ （ intrabody） で あ る 。 イ ン ト ラ ボ デ ィ は 、 抗 原 に 免 疫 特 異
的 に 結 合 し う る 抗 体 の 少 な く と も 一 部 を 含 み 、 好 ま し く は 、 そ の 分 泌 を コ ー ド す る 配 列 を
含 有 し な い 。 そ の よ う な 抗 体 は 抗 原 に 細 胞 内 で 結 合 す る で あ ろ う 。 1つ の 実 施 形 態 に お い
て は 、 イ ン ト ラ ボ デ ィ は 一 本 鎖 Fv（ 「 sFv」 ） を 含 む 。 sFvは 抗 体 の V H お よ び V L ド メ イ ン を
含 む 抗 体 フ ラ グ メ ン ト で あ り 、 こ れ ら の ド メ イ ン は 単 一 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 内 に 存 在 す る 。 一
般 に は 、 sFvポ リ ペ プ チ ド は 更 に 、 抗 原 結 合 の た め の 所 望 の 構 造 を sFvが 形 成 す る の を 可 能
に す る 、 V H お よ び V L ド メ イ ン 間 の ポ リ ペ プ チ ド リ ン カ ー を 含 む 。 sFvの 概 説 と し て は 、 Plu
ckthun in The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburgお よ び Mo
ore編  Springer-Verlag, New York, pp. 269-315 (1994)を 参 照 さ れ た い 。 も う 1つ の 実 施
形 態 に お い て は 、 イ ン ト ラ ボ デ ィ は 、 好 ま し く は 、 機 能 し う る 分 泌 配 列 を コ ー ド し て お ら
ず 、 し た が っ て 細 胞 内 に 残 存 す る （ 全 般 的 に は 、 Marasco, WA, 1998, “ Intrabodies : B
asic Research and Clinical Gene Therapy Applications” Springer: New Yorkを 参 照 さ
れ た い ） 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 イ ン ト ラ ボ デ ィ の 製 造 は 当 業 者 に よ く 知 ら れ て お り 、 例 え ば 米 国 特 許 第 6,004,940号 、
第 6,072,036号 、 第 5,965,371号 （ そ れ ら の 全 体 を 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る こ と と
す る ） に 記 載 さ れ て い る 。 さ ら に 、 イ ン ト ラ ボ デ ィ の 構 築 は Ohageお よ び Steipe, 1999, J
. Mol. Biol. 291: 1119-1128; Ohageら , 1999, J. Mol. Biol. 291:1129-1134; お よ び W
irtzお よ び Steipe, 1999, Protein Science 8: 2245-2250（ そ れ ら の 全 体 を 参 照 に よ り 本
明 細 書 に 組 み 入 れ る こ と と す る ） に お い て 考 察 さ れ て い る 。 イ ン ト ラ ボ デ ィ の 製 造 に お い
て は 、 組 換 え 分 子 生 物 学 的 技 術 も 用 い る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の イ ン ト ラ ボ デ ィ は 抗 原 へ の 完 全 抗 体 （ す な わ ち 、
完 全 な 定 常 ド メ イ ン お よ び 可 変 領 域 を 有 す る も の ） の 結 合 有 効 性 の 少 な く と も 75％ を 保 有
す る 。 よ り 好 ま し く は 、 イ ン ト ラ ボ デ ィ は 完 全 抗 体 の 結 合 有 効 性 の 少 な く と も 85％ を 保 有
す る 。 さ ら に 好 ま し く は 、 イ ン ト ラ ボ デ ィ は 完 全 抗 体 の 結 合 有 効 性 の 少 な く と も 90％ を 保
有 す る 。 よ り 一 層 好 ま し く は 、 イ ン ト ラ ボ デ ィ は 完 全 抗 体 の 結 合 有 効 性 の 少 な く と も 95％
を 保 有 す る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 イ ン ト ラ ボ デ ィ の 製 造 に お い て は 、 関 心 の あ る V H お よ び V L ド メ イ ン の 両 方 に 関 す る 可 変
領 域 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 そ の よ う な ド メ イ ン の PCR増 幅 の 鋳 型 と し て 例 え
ば ハ イ ブ リ ド ー マ mRNAま た は 脾 臓 mRNAを 使 用 す る こ と に よ り ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が 可 能
で あ る （ Huseら , 1989, Science 246:1276） 。 1つ の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 V H お
よ び V L ド メ イ ン を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 リ ン カ ー を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 に よ り 連 結 し て 、 一 本 鎖 抗 体 （ sFv） を 得 る 。 sFvは 、 典 型 的 に は 、 V H -リ ン カ ー -V L
ま た は V L -リ ン カ ー -V H の 順 序 で 単 一 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。 該 リ ン カ ー は 、 重 鎖 と 軽 鎖 と が
そ れ ら の 適 切 な コ ン ホ メ ー シ ョ ン 配 向 で 互 い に 結 合 す る の を 可 能 に す る よ う に 選 択 さ れ る
（ 例 え ば 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る Hustonら , 1991, Methods in Enzym. 203:46
-121を 参 照 さ れ た い ） 。 も う 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 天 然 Fvコ ン ホ メ ー シ ョ ン の 歪 み
を 最 小 に す る よ う 、 該 リ ン カ ー は そ の 融 合 点 か ら 各 可 変 ド メ イ ン ま で の 距 離 （ 例 え ば 、 3.
5nm） に ま た が り う る 。 そ の よ う な 実 施 形 態 に お い て は 、 該 リ ン カ ー は 、 少 な く と も 5ア ミ
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ノ 酸 残 基 、 少 な く と も 10ア ミ ノ 酸 残 基 、 少 な く と も 15ア ミ ノ 酸 残 基 ま た は そ れ 以 上 の ポ リ
ペ プ チ ド で あ る 。 も う 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 該 リ ン カ ー は 、 合 体 部 位 の V H お よ び V L
ド メ イ ン に 対 す る 立 体 的 干 渉 を 引 き 起 こ す べ き で は な い 。 そ の よ う な 実 施 形 態 に お い て は
、 該 リ ン カ ー は 35ア ミ ノ 酸 以 下 、 30ア ミ ノ 酸 以 下 、 ま た は 25ア ミ ノ 酸 以 下 で あ る 。 し た が
っ て 、 最 も 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 該 リ ン カ ー は 15～ 22ア ミ ノ 酸 残 基 長 で あ る 。 も
う 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 該 リ ン カ ー は 親 水 性 で あ り 、 V H お よ び V L ド メ イ ン が 抗 原 認
識 に 必 要 な コ ン ホ メ ー シ ョ ン を と り う る よ う 十 分 に 柔 軟 で あ る 。 イ ン ト ラ ボ デ ィ は 、 同 じ
V H お よ び V L ド メ イ ン 間 に 挿 入 さ れ る 種 々 の リ ン カ ー 配 列 で 製 造 さ れ る 。 個 々 の ペ ア の V H お
よ び V L ド メ イ ン の た め の 適 当 な 特 性 を 有 す る リ ン カ ー は 、 そ れ ぞ れ に 対 す る 抗 原 結 合 の 度
合 を 評 価 す る こ と に よ り 実 験 的 に 決 定 さ れ う る 。 リ ン カ ー の 具 体 例 に は 、 表 1に 開 示 す る
配 列 が 含 ま れ る が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ６ 】
　 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 イ ン ト ラ ボ デ ィ は 細 胞 質 内 で 発 現 さ れ る 。 他 の 実 施 形 態 に
お い て は 、 イ ン ト ラ ボ デ ィ は 種 々 の 細 胞 内 位 置 に 局 在 化 し て い る 。 そ の よ う な 実 施 形 態 に
お い て は 、 イ ン ト ラ ボ デ ィ を 特 定 の 位 置 へ 導 く た め に 、 特 定 の 局 在 化 配 列 を イ ン ト ラ ボ デ
ィ ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。 イ ン ト ラ ボ デ ィ は 、 例 え ば 以 下 の 細 胞 内
位 置 に 局 在 化 し う る ： 小 胞 体 （ Munroら , 1987, Cell 48: 899-907; Hangejordenら , 1991
, J. Biol. Chem. 266:6015） ； 核 （ Lanfordら , 1986, Cell 46:575; Stantonら , 1986, 
PNAS 83:1772; Harlowら , 1985, Mol. Cell Biol. 5:1605; Papら , 2002, Exp. Cell Res
. 265:288-93)； 核 小 体 領 域 （ Seomiら , 1990, J. Virology 64:1803; Kubotaら , 1989, B
iochem. Biophys. Res. Comm. 162:963; Siomiら , 1998, Cell 55:197） ； エ ン ド ソ ー ム
区 画 （ Bakkeら , 1990, Cell 63:707-716） ； ミ ト コ ン ド リ ア マ ト リ ッ ク ス （ Pugsley, A. 
P., 1989, “ Protein Targeting” , Academic Press, Inc.） ； ゴ ル ジ 装 置 （ Tangら , 199
2, J. Bio. Chem. 267:10122-6） ； リ ポ ソ ー ム （ Letourneurら , 1992, Cell 69:1183） ；
ペ ル オ キ シ ソ ー ム （ Papら , 2002, Exp. Cell Res. 265:288-93） ； ト ラ ン ス ゴ ル ジ 網 （ Pa
pら , 2002, Exp. Cell Res. 265:288-93） ； お よ び 細 胞 膜 （ Marchildonら , 1984, PNAS 8
1:7679-82; Hendersonら , 1987, PNAS 89:339-43; Rheeら , 1987, J. Virol. 61:1045-53
; Schultzら , 1984, J. Virol. 133: 431-7; Ootsuyamaら , 1985, Jpn. J. Can. Res. 76
:1132-5; Ratnerら , 1985, Nature 313:277-84） 。 局 在 化 シ グ ナ ル の 具 体 例 に は 、 表 2に
開 示 す る 配 列 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ７ 】
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【 ０ １ ０ ８ 】
　 V H お よ び V L ド メ イ ン は 、 保 存 さ れ た 構 造 的 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 一 般 に は 有 す る 免 疫 グ ロ
ブ リ ン ド メ イ ン か ら 構 成 さ れ る 。 イ ン ト ラ ボ デ ィ が 還 元 環 境 中 （ 例 え ば 、 細 胞 質 ） で 発 現
さ れ る 実 施 形 態 に お い て は 、 そ の よ う な 構 造 的 特 徴 は 存 在 し 得 な い 。 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 形
成 の 非 存 在 か ら 生 じ る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 構 造 の 安 定 性 の 減 少 を 補 う た め に 、 イ ン ト ラ ボ デ ィ
ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に 対 し て 突 然 変 異 を 施 す こ と が 可 能 で あ る 。 1つ の 実 施 形 態 に お い て は
、 イ ン ト ラ ボ デ ィ の V H お よ び ／ ま た は V L ド メ イ ン は 、 そ れ ら の 発 現 が 還 元 環 境 中 安 定 化 さ
れ る よ う 、 1以 上 の 点 突 然 変 異 を 含 有 す る （ Steipeら , 1994, J. Mol. Biol. 240:188-92 
; Wirtzお よ び Steipe, 1999, Protein Science 8:2245-50; Ohageお よ び Steipe, 1999, J
. Mol. Biol. 291:1119-28; Ohageら , 1999, J. Mol Biol. 291:1129-34を 参 照 さ れ た い
） 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　
　 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 組 換 え 的 に 発 現 さ れ た イ ン ト ラ ボ デ ィ タ ン パ ク 質 を 患 者 に
投 与 す る 。 予 防 ま た は 治 療 効 果 を 媒 介 す る た め に 、 そ の よ う な イ ン ト ラ ボ デ ィ ポ リ ペ プ チ
ド は 細 胞 内 に 存 在 し な け れ ば な ら な い 。 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 に お い て は 、 イ ン ト ラ ボ デ
ィ ポ リ ペ プ チ ド は 「 膜 透 過 性 配 列 」 と 会 合 し て い る 。 膜 透 過 性 配 列 は 、 細 胞 の 外 側 か ら 細
胞 の 内 側 へ と 細 胞 膜 を 透 過 し う る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 膜 透 過 性 配 列 は 、 別 の ポ リ ペ プ チ
ド に 連 結 さ れ る と 、 細 胞 膜 を 介 し て そ の ポ リ ペ プ チ ド の 移 行 を も 導 き う る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 膜 透 過 性 配 列 は シ グ ナ ル ペ プ チ ド の 疎 水 性 領 域 で あ る （ 例
え ば 、 Hawiger, 1999, Curr. Opin. Chem. Biol. 3:89-94; Hawiger, 1997, Curr. Opin.
 Immunol. 9:189-94; 米 国 特 許 第 5,807,746号 お よ び 第 6,043,339号 （ そ れ ら の 全 体 を 参 照
に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る こ と と す る ） を 参 照 さ れ た い ） 。 膜 透 過 性 配 列 は 、 任 意 の シ
グ ナ ル ペ プ チ ド の 疎 水 性 領 域 に 基 づ き う る 。 シ グ ナ ル ペ プ チ ド は 、 例 え ば SIGPEPデ ー タ ベ
ー ス （ 例 え ば 、 von Heijne, 1987, Prot. Seq. Data Anal. 1:41-2; von Heijneお よ び Ab
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rahmsen, 1989, FEBS Lett. 224:439-46を 参 照 さ れ た い ） か ら 選 択 す る こ と が 可 能 で あ る
。 イ ン ト ラ ボ デ ィ ポ リ ペ プ チ ド の 導 入 の た め に 特 定 の 細 胞 型 を 標 的 化 し た い 場 合 に は 、 膜
透 過 性 配 列 は 、 好 ま し く は 、 そ の 細 胞 型 に と っ て 内 因 性 の シ グ ナ ル ペ プ チ ド に 基 づ く 。 も
う 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 膜 透 過 性 配 列 は ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 ヘ ル ペ ス ウ
イ ル ス タ ン パ ク 質 VP22） ま た は そ の 断 片 （ 例 え ば 、 Phelanら , 1998, Nat. Biotechnol. 1
6:440-3を 参 照 さ れ た い ） で あ る 。 特 定 の イ ン ト ラ ボ デ ィ お よ び ／ ま た は 特 定 の 標 的 細 胞
型 の た め の 適 当 な 特 性 を 有 す る 膜 透 過 性 配 列 は 、 細 胞 膜 越 え の イ ン ト ラ ボ デ ィ の 移 行 を 各
膜 透 過 性 配 列 が 導 く 能 力 を 評 価 す る こ と に よ り 、 実 験 的 に 決 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。 膜
透 過 性 配 列 に は 、 表 3に 開 示 す る 配 列 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ １ 】
　 も う 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 膜 透 過 性 配 列 は 誘 導 体 で あ り う る 。 こ の 実 施 形 態 に お
い て は 、 膜 透 過 性 配 列 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 ア ミ ノ 酸 残 基 の 置 換 、 欠 失 、 付 加 お よ び ／ ま た
は 修 飾 の 導 入 に よ り 改 変 さ れ て い る 。 例 え ば 、 限 定 す る も の で は な い が 、 ポ リ ペ プ チ ド を
、 例 え ば グ リ コ シ ル 化 、 ア セ チ ル 化 、 ペ ジ ル 化 （ pegylation） 、 リ ン 酸 化 、 ア ミ ド 化 、 公
知 の 保 護 ／ 遮 蔽 基 に よ る 誘 導 体 化 、 タ ン パ ク 質 切 断 、 細 胞 リ ガ ン ド ま た は 他 の タ ン パ ク 質
へ の 連 結 に よ り 修 飾 す る こ と が 可 能 で あ る 。 膜 透 過 性 配 列 ポ リ ペ プ チ ド の 誘 導 体 は 、 限 定
す る も の で は な い が 特 異 的 化 学 的 切 断 、 ア セ チ ル 化 、 ホ ル ミ ル 化 、 ツ ニ カ マ イ シ ン （ tuni
camycin） の 代 謝 的 合 成 な ど を 含 む 当 業 者 に 公 知 の 技 術 を 用 い る 化 学 的 修 飾 に よ り 修 飾 す
る こ と が 可 能 で あ る 。 さ ら に 、 膜 透 過 性 配 列 ポ リ ペ プ チ ド の 誘 導 体 は 1以 上 の 非 古 典 的 ア
ミ ノ 酸 を 含 有 し う る 。 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 ポ リ ペ プ チ ド 誘 導 体 は 、 未 改 変 ポ リ ペ
プ チ ド と 類 似 ま た は 同 一 の 機 能 を 有 す る 。 も う 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 膜 透 過 性 配 列
ポ リ ペ プ チ ド の 誘 導 体 は 、 未 改 変 ポ リ ペ プ チ ド と 比 べ て 改 変 さ れ た 活 性 を 有 す る 。 例 え ば
、 誘 導 体 膜 透 過 性 配 列 ポ リ ペ プ チ ド は 、 よ り 効 率 的 に 細 胞 膜 を 通 っ て 移 行 し 、 ま た は タ ン
パ ク 質 分 解 に 対 し て 、 よ り 抵 抗 性 で あ り う る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 膜 透 過 性 配 列 は 、 多 数 の 方 法 に よ り イ ン ト ラ ボ デ ィ に 結 合 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。 1
つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 膜 透 過 性 配 列 と イ ン ト ラ ボ デ ィ と を 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 発 現
さ せ る 。 こ の 実 施 形 態 に お い て は 、 標 準 的 な 組 換 え DNA技 術 を 用 い て 、 膜 透 過 性 配 列 を コ
ー ド す る 核 酸 を 、 イ ン ト ラ ボ デ ィ を コ ー ド す る 核 酸 に 結 合 さ せ る （ 例 え ば 、 Rojasら , 199
8, Nat. Biotechnol. 16:370-5を 参 照 さ れ た い ） 。 も う 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 膜 透
過 性 配 列 と イ ン ト ラ ボ デ ィ と を コ ー ド す る 核 酸 配 列 間 に 、 ス ペ ー サ ー ペ プ チ ド を コ ー ド す
る 核 酸 配 列 が 配 置 さ れ る 。 も う 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 膜 透 過 性 配 列 ポ リ ペ プ チ ド を
イ ン ト ラ ボ デ ィ ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 さ せ る の を 、 そ れ ぞ れ を 組 換 え 的 に 別 々 に 発 現 さ れ た
後 で 行 う （ 例 え ば 、 Zhangら , 1998, PNAS 95:9184-9を 参 照 さ れ た い ） 。 こ の 実 施 形 態 に
お い て は 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を 、 当 技 術 分 野 に お い て 標 準 的 な 方 法 に よ り 、 ペ プ チ ド 結 合 ま
た は 非 ペ プ チ ド 結 合 （ 例 え ば 、 架 橋 試 薬 、 例 え ば 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド ま た は チ ア ゾ リ ジ
ノ 連 結 に よ る も の ； 例 え ば 、 Hawiger, 1999, Curr. Oppin. Chem. Biol. 3:89-94を 参 照
さ れ た い ） で 連 結 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 膜 透 過 性 配 列 -イ ン ト ラ ボ デ ィ ポ リ ペ プ チ ド の 投 与 は 非 経 口 投 与 に よ る も の で あ り う る
。 例 え ば 、 標 的 細 胞 を 有 す る 組 織 ま た は 器 官 へ 供 給 す る 血 管 を 介 し た 局 所 灌 流 法 を 含 む 静
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脈 内 注 射 、 エ ア ゾ ー ル の 吸 入 、 皮 下 ま た は 筋 肉 内 注 射 、 局 所 （ 例 え ば 、 皮 膚 創 傷 お よ び 病
変 ） 投 与 、 例 え ば 移 植 用 に 調 製 さ れ た 骨 髄 細 胞 へ の 直 接 的 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン お よ び そ
れ に 続 く 、 対 象 へ の 移 植 、 な ら び に 器 官 内 へ の 直 接 的 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン お よ び そ れ に
続 く 、 対 象 へ の 該 器 官 の 移 植 に よ る も の で あ り う る 。 更 な る 投 与 方 法 に は 、 経 口 投 与 （ 特
に 、 該 複 合 体 が 封 入 （ カ プ セ ル 化 ） さ れ て い る 場 合 ） ま た は 直 腸 内 投 与 （ 特 に 、 該 複 合 体
が 坐 剤 形 態 で あ る 場 合 ） が 含 ま れ る 。 医 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 に は 、 生 物 学 的 そ の 他 で 望 ま
し く な い こ と は な い 任 意 の 物 質 が 含 ま れ る 。 す な わ ち 、 該 物 質 は 、 望 ま し く な い 生 物 学 的
効 果 を 何 ら 引 き 起 こ す こ と な く 、 ま た 、 そ れ が 含 有 さ れ て い る 医 薬 組 成 物 の そ の 他 の 成 分
の い ず れ と も 有 害 な 様 態 で 相 互 作 用 す る こ と な く 、 選 択 さ れ た 複 合 体 と 共 に 個 体 に 投 与 さ
れ う る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 膜 透 過 性 配 列 -イ ン ト ラ ボ デ ィ ポ リ ペ プ チ ド の 投 与 の た め の 条 件 は 、 当 技 術 分 野 に お け
る 教 示 （ 例 え ば 、 Remington's Pharmaceutical Sciences, 18th Ed. , E. W. Martin (編
), Mack Publishing Co., Easton, Pa. (1990)を 参 照 さ れ た い ） が あ れ ば 、 容 易 に 決 定 さ
れ う る 。 in vivoに お け る 特 定 の 細 胞 型 を 例 え ば 器 官 ま た は 動 脈 ／ 血 管 の 切 片 の 局 所 灌 流
法 に よ り 標 的 化 し た い 場 合 に は 、 標 的 組 織 か ら の 細 胞 を 生 検 す る こ と が 可 能 で あ り 、 そ の
組 織 内 へ の 該 複 合 体 の 輸 入 の た め の 最 適 投 与 を in vitroで 決 定 し て 、 濃 度 お よ び 時 間 の 長
さ を 含 む in vivo投 与 を 最 適 化 す る こ と が 可 能 で あ る 。 あ る い は 、 in vivoに お け る 標 的 細
胞 に 対 す る 投 与 を 最 適 化 す る た め に 、 同 一 細 胞 型 の 培 養 細 胞 を 使 用 す る こ と も 可 能 で あ る
。
【 ０ １ １ ５ 】
　
　 も う 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 （ 例 え ば 、 遺 伝 子 治 療 の 場 合 と 同 様 に し て ） イ ン ト ラ
ボ デ ィ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 患 者 に 投 与 す る 。 こ の 実 施 形 態 に お い て は 、 第 5.
7.1節 に 記 載 の 方 法 を 用 い て 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 投 与 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 5.2.1.2　
　 EphA2作 動 性 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト は 、 抗 体 の 合 成 の た め の 当 技 術 分 野 で 公 知 の
任 意 の 方 法 、 特 に 化 学 合 成 、 ま た は 好 ま し く は 組 換 え 発 現 技 術 に よ り 製 造 す る こ と が 可 能
で あ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 、 組 換 え 体 お よ び フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 技 術 ま
た は そ れ ら の 組 合 せ を 含 む 当 技 術 分 野 で 公 知 の 多 種 多 様 な 技 術 を 用 い て 製 造 す る こ と が 可
能 で あ る 。 例 え ば 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ り 例 え ば Harlowら , An
tibodies: A Laboratory Manual, (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2nd ed. 198
8); Hammerlingら , in: Monoclonal Antibodies and T-Cell Hybridomas, pp. 563-681 (
Elsevier, N. Y., 1981)（ 該 参 考 文 献 の 全 体 を 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る こ と と す
る ） に 教 示 さ れ て い る も の を 含 む ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 を 用 い て 製 造 す る こ と が で き る 。 本
明 細 書 中 で 用 い る 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 な る 語 は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 に よ り 製 造 さ れ
た 抗 体 に は 限 定 さ れ な い 。 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 な る 語 は 、 任 意 の 真 核 性 、 原 核 性 ま た
は フ ァ ー ジ ク ロ ー ン を 含 む 単 ク ロ ー ン に 由 来 す る 抗 体 を 意 味 し 、 そ れ が 製 造 さ れ た 方 法 に
よ ら な い 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 を 用 い て 特 異 的 抗 体 を 製 造 し そ れ に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ す る た め
の 方 法 は 、 常 套 的 な も の で あ り 当 技 術 分 野 に お い て 良 く 知 ら れ て い る 。 簡 潔 に 説 明 す る と
、 EphA2（ 完 全 長 タ ン パ ク 質 ま た は そ の ド メ イ ン 、 例 え ば 細 胞 外 ド メ イ ン ま た は 細 胞 質 尾
部 ド メ イ ン ） で マ ウ ス を 免 疫 す る こ と が 可 能 で あ り 、 免 疫 応 答 が 検 出 さ れ た ら 、 例 え ば 、
EphA2に 特 異 的 な 抗 体 を 該 マ ウ ス 血 清 中 で 検 出 し 、 該 マ ウ ス 脾 臓 を 集 め 、 脾 細 胞 を 単 離 す
る 。 つ い で 該 脾 細 胞 を 、 良 く 知 ら れ た 技 術 に よ り 、 任 意 の 適 当 な 骨 髄 腫 細 胞 、 例 え ば 、 細
胞 系 SP20（ ATCCか ら 入 手 可 能 ） か ら の 細 胞 ま た は NHO細 胞 に 融 合 さ せ る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ

10

20

30

40

50

(27) JP 2006-524693 A 2006.11.2

治 療 と し て の イ ン ト ラ ボ デ ィ 遺 伝 子 治 療

抗 体 の 製 造 方 法



を 選 択 し 、 限 界 希 釈 に よ り ク ロ ー ニ ン グ す る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ ク ロ ー ン を 、 本 発 明 の ポ リ
ペ プ チ ド に 結 合 し う る 抗 体 を 分 泌 す る 細 胞 に 関 し て 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 方 法 に よ り ア ッ
セ イ す る 。 高 レ ベ ル の 抗 体 を 一 般 に は 含 有 す る 腹 水 は 、 陽 性 ハ イ ブ リ ド ー マ ク ロ ー ン で マ
ウ ス を 免 疫 す る こ と に よ り 生 成 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の 抗 体 を 分 泌 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 培 養 す る こ と に よ り 、 モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 製 造 す る こ と が 可 能 で あ り 、 こ の 場 合 、 好 ま し く は 、 EphA2ま た は そ の
断 片 で 免 疫 さ れ た マ ウ ス か ら 単 離 さ れ た 脾 細 胞 を 骨 髄 腫 細 胞 と 融 合 さ せ 、 つ い で 、 EphA2
に 結 合 し そ れ を 作 動 さ せ る 抗 体 を 分 泌 す る ハ イ ブ リ ド ー マ ク ロ ー ン に 関 し て 、 該 融 合 体 か
ら 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 、 該 ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 製 す
る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 特 異 的 EphA2エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 当 業 者 に 公 知 の 任 意 の 技 術 に
よ り 製 造 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 本 発 明 の Fabお よ び F(ab') 2 フ ラ グ メ ン ト は 、 （ Fab
フ ラ グ メ ン ト を 製 造 す る た め の ） パ パ イ ン ま た は （ F(ab') 2 フ ラ グ メ ン ト を 製 造 す る た め
の ） ペ プ シ ン の よ う な 酵 素 を 使 用 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の タ ン パ ク 質 分 解 切 断 に よ り 製
造 す る こ と が で き る 。 F(ab') 2 フ ラ グ メ ン ト は 可 変 領 域 、 軽 鎖 定 常 領 域 、 お よ び 重 鎖 の CH1
ド メ イ ン を 含 有 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 種 々 の フ ァ ー ジ デ ィ
ス プ レ イ 法 を 用 い て 製 造 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 法 に お い て は 、 機 能 的 抗 体 ド メ イ ン が 、 そ れ を コ ー ド す る ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 を 保 持 す る フ ァ ー ジ 粒 子 の 表 面 上 に 提 示 さ れ る 。 特 に 、 V H お よ び V L ド メ イ
ン を コ ー ド す る DNA配 列 を 動 物 cDNAラ イ ブ ラ リ ー （ 例 え ば 、 リ ン パ 組 織 の ヒ ト ま た は マ ウ
ス cDNAラ イ ブ ラ リ ー ） か ら 増 幅 す る 。 V H お よ び V L ド メ イ ン を コ ー ド す る DNAを 、 PCRに よ り
、 sFvリ ン カ ー と 共 に 組 換 え 、 フ ァ ジ ミ ド ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 pCANTAB 6ま た は pComb 3 HS
S） 内 に ク ロ ー ニ ン グ す る 。 該 ベ ク タ ー を 大 腸 菌 （ E. coli） 内 に エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン
し 、 該 大 腸 菌 （ E. coli） に ヘ ル パ ー フ ァ ー ジ を 感 染 さ せ る 。 こ れ ら の 方 法 に お い て 使 用
す る フ ァ ー ジ は 、 典 型 的 に は 、 fdお よ び M13を 含 む 線 維 状 フ ァ ー ジ で あ り 、 V H お よ び V L ド
メ イ ン は 、 通 常 、 フ ァ ー ジ 遺 伝 子 IIIま た は 遺 伝 子 VIIIの い ず れ か に 、 組 換 え 法 に よ り 融
合 さ れ る 。 関 心 の あ る EphA2エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 抗 原 結 合 性 ド メ イ ン を 発 現 す る フ ァ ー
ジ は 、 抗 原 を 使 用 し て 選 択 ま た は 同 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 該 フ ァ ー ジ は 、 標 識 さ
れ た 抗 原 、 ま た は 固 体 表 面 も し く は ビ ー ズ に 結 合 も し く は 捕 捉 さ れ た 抗 原 を 使 用 し て 選 択
ま た は 同 定 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 抗 体 を 製 造 す る た め に 使 用 し う る フ ァ ー ジ デ ィ ス
プ レ イ 法 の 具 体 例 に は 、 Brinkmanら , 1995, J. Immunol. Methods 182:41-50; Amesら , 1
995, J. Immunol. Methods 184:177; Kettleboroughら , 1994, Eur. J. Immunol. 24:952
-958; Persicら , 1997, Gene 187:9; Burtonら , 1994, Advances in Immunology 57:191-
280; 国 際 出 願 番 号 PCT/GB91/01134; 国 際 公 開 番 号 WO 90/02809、 WO 91/10737、 WO 92/010
47、 WO 92/18619、 。 WO 93/11236、 WO 95/15982、 WO 95/20401お よ び WO97/13844; な ら び
に 米 国 特 許 第 5,698,426号 、 第 5,223,409号 、 第 5,403,484号 、 第 5,580,717号 、 第 5,427,90
8号 、 第 5,750,753号 、 第 5,821,047号 、 第 5,571,698号 、 第 5,427,908号 、 第 5,516,637号 、
第 5,780,225号 、 第 5,658,727号 、 第 5,733,743号 お よ び 第 5,969,108号 （ そ れ ら の そ れ ぞ れ
の 全 体 を 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る こ と と す る ） に 開 示 さ れ て い る も の が 含 ま れ る
。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 フ ァ ー ジ は 、 EphA2結 合 性 、 特 に 、 EphA2の 細 胞 外 ド メ イ ン に 対 す る 結 合 性 、 お よ び 作 動
活 性 、 例 え ば 、 EphA2細 胞 質 尾 部 リ ン 酸 化 の 増 強 、 EphA2自 己 リ ン 酸 化 の 増 強 、 EphA2活 性
（ 自 己 リ ン 酸 化 以 外 ） の 減 少 、 病 原 性 細 胞 表 現 型 （ 例 え ば 、 ム チ ン の 分 泌 、 ム チ ン 分 泌 細
胞 へ の EphA2発 現 細 胞 の 分 化 、 炎 症 性 因 子 の 分 泌 、 細 胞 過 増 殖 、 細 胞 遊 走 、 細 胞 体 積 お よ
び ／ ま た は 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 分 子 も し く は マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ の 分 泌 ）
の 軽 減 に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が 可 能 で あ る （ 例 え ば 、 ス ク リ ー ニ ン グ の 方 法 に
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関 し て は 第 5.5節 を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 前 記 参 考 文 献 に 記 載 さ れ て い る と お り 、 フ ァ ー ジ 選 択 の 後 、 該 フ ァ ー ジ か ら の 抗 体 コ ー
ド 領 域 を 単 離 し 、 そ れ を 使 用 し て 、 ヒ ト 抗 体 を 含 む 全 抗 体 ま た は 任 意 の 他 の 所 望 の フ ラ グ
メ ン ト を 得 、 例 え ば 後 記 で 説 明 す る と お り 哺 乳 類 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 植 物 細 胞 、 酵 母 お よ び
細 菌 を 含 む 任 意 の 所 望 の 宿 主 内 で 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 Fab、 Fab'お よ び F(ab') 2 フ ラ
グ メ ン ト を 組 換 え 的 に 製 造 す る た め の 技 術 も 、 国 際 特 許 公 開 番 号 WO 92/22324; Mullinax
ら , 1992, BioTechniques, 12:864, AJRI, 34: 26; お よ び Betterら , 1988, Science 240
:1041（ 該 参 考 文 献 の 全 体 を 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る こ と と す る ） に 開 示 さ れ て
い る よ う な 当 技 術 分 野 で 公 知 の 方 法 に よ り 用 い る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 全 抗 体 を 製 造 す る た め に は 、 V H ま た は V L ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 制 限 部 位 お よ び 該 制 限 部 位
を 保 護 す る た め の フ ラ ン キ ン グ 配 列 を 含 む PCRプ ラ イ マ ー を 使 用 し て sFvク ロ ー ン 内 の V H ま
た は V L 配 列 を 増 幅 す る こ と が 可 能 で あ る 。 当 業 者 に 公 知 の ク ロ ー ニ ン グ 技 術 を 用 い て 、 PC
Rに よ り 増 幅 さ れ た V H ド メ イ ン を 、 V H 定 常 領 域 （ 例 え ば 、 ヒ ト γ 4定 常 領 域 ） を 発 現 す る ベ
ク タ ー 内 に ク ロ ー ニ ン グ し 、 PCRに よ り 増 幅 さ れ た V L ド メ イ ン を 、 V L 定 常 領 域 （ 例 え ば 、
ヒ ト κ ま た は λ 定 常 領 域 ） を 発 現 す る ベ ク タ ー 内 に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が 可 能 で あ る 。
好 ま し く は 、 V H ま た は V L ド メ イ ン を 発 現 す る た め の ベ ク タ ー は 、 EF-1α プ ロ モ ー タ ー 、 分
泌 シ グ ナ ル 、 可 変 ド メ イ ン 用 の ク ロ ー ニ ン グ 部 位 、 定 常 ド メ イ ン 、 お よ び ネ オ マ イ シ ン の
よ う な 選 択 マ ー カ ー を 含 む 。 ま た 、 V H お よ び V L ド メ イ ン を 、 必 要 な 定 常 領 域 を 発 現 す る 1
つ の ベ ク タ ー 内 に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が 可 能 で あ る 。 つ い で 、 当 業 者 に 公 知 の 技 術 を 用
い て 、 完 全 長 抗 体 、 例 え ば IgGを 発 現 す る 安 定 な 又 は 一 過 性 の 細 胞 系 を 作 製 す る た め に 、
重 鎖 変 換 ベ ク タ ー お よ び 軽 鎖 変 換 ベ ク タ ー を 細 胞 系 内 に コ ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 ヒ ト に お け る 抗 体 の in vivoで の 使 用 お よ び in vitro検 出 ア ッ セ イ を 含 む い く つ か の 用
途 に は 、 ヒ ト 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 ま た は キ メ ラ 抗 体 を 使 用 す る の が 好 ま し い か も し れ な い 。
ヒ ト 患 者 の 治 療 に は 完 全 ヒ ト 抗 体 が 特 に 望 ま し い 。 ヒ ト 抗 体 は 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 配 列
由 来 の 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー を 使 用 す る 前 記 の フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 法 を 含 む 当 技 術 分 野 で 公
知 の 種 々 の 方 法 に よ り 製 造 す る こ と が で き る 。 米 国 特 許 第 4,444,887号 お よ び 第 4,716,111
号 ; な ら び に 国 際 特 許 公 開 番 号 WO 98/46645、 WO 98/50433、 WO 98/24893、 WO 98/16654、
WO 96/34096、 WO 96/33735お よ び WO 91/10741（ そ れ ら の そ れ ぞ れ の 全 体 を 参 照 に よ り 本
明 細 書 に 組 み 入 れ る こ と と す る ） も 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 ま た 、 ヒ ト 抗 体 は 、 機 能 的 内 因 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 発 現 し 得 な い が ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン
遺 伝 子 を 発 現 し う る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 使 用 す る こ と に よ っ て も 製 造 す る こ と が
で き る 。 例 え ば 、 ヒ ト 重 鎖 お よ び 軽 鎖 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 複 合 体 を ラ ン ダ ム に 又 は 相 同
組 換 え に よ り マ ウ ス 胚 幹 細 胞 内 に 導 入 す る こ と が 可 能 で あ る 。 あ る い は 、 ヒ ト 可 変 領 域 、
定 常 領 域 お よ び 多 様 性 領 域 を 、 ヒ ト 重 鎖 お よ び 軽 鎖 遺 伝 子 に 加 え て 、 マ ウ ス 胚 幹 細 胞 内 に
導 入 す る こ と が 可 能 で あ る 。 マ ウ ス 重 鎖 お よ び 軽 鎖 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 は 、 相 同 組 換 え
に よ る ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 座 の 導 入 と は 別 々 に 又 は そ れ と 同 時 に 、 非 機 能 的 に さ れ
う る 。 特 に 、 J H 領 域 の ホ モ 接 合 欠 失 は 内 因 性 抗 体 産 生 を 妨 げ る 。 該 修 飾 胚 幹 細 胞 を 増 殖 さ
せ 、 胚 盤 胞 内 に マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン し て キ メ ラ マ ウ ス を 得 る 。 つ い で そ れ ら の キ メ
ラ マ ウ ス を 交 配 さ せ て 、 ヒ ト 抗 体 を 発 現 す る ホ モ 接 合 後 代 を 得 る 。 該 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
マ ウ ス を 、 選 択 さ れ た 抗 原 、 例 え ば 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 全 部 ま た は 一 部 で 、 常 法 に よ
り 免 疫 す る 。 通 常 の ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 を 用 い て 、 該 抗 原 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を
該 免 疫 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス か ら 得 る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に よ り 保 持 さ れ て
い る ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン ト ラ ン ス ジ ー ン は B細 胞 分 化 中 に 再 配 列 さ れ 、 つ い で ク ラ ス ス イ
ッ チ お よ び 体 細 胞 突 然 変 異 を 受 け る 。 し た が っ て 、 そ の よ う な 技 術 を 用 い て 、 治 療 的 に 有
用 な IgG、 IgA、 IgMお よ び IgE抗 体 を 製 造 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ヒ ト 抗 体 を 製 造 す る た め
の こ の 技 術 の 総 説 と し て は 、 Lonbergお よ び Huszar（ 1995, Int. Rev. Immunol., 13:65-9
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3） を 参 照 さ れ た い 。 ヒ ト 抗 体 お よ び ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 製 造 す る た め の こ の 技 術
な ら び に そ の よ う な 抗 体 を 製 造 す る た め の プ ロ ト コ ー ル の 詳 細 な 考 察 に は 、 例 え ば 、 国 際
特 許 公 開 番 号 WO 98/24893、 WO 96/34096お よ び WO 96/33735;な ら び に 米 国 特 許 第 5,413,92
3号 、 第 5,625,126号 、 第 5,633,425号 、 第 5,569,825号 、 第 5,661,016号 、 第 5,545,806号 、
第 5,814,318号 お よ び 第 5,939,598号 （ そ れ ら の 全 体 を 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る こ
と と す る ） を 参 照 さ れ た い 。 ま た 、 Abgenix, Inc.（ Freemon
t, CA） お よ び Medarex（ Princeton, NJ） 等 の 企 業 が 、 前 記 と 同 様 の 技 術 を 用 い た 、 選 択
さ れ た 抗 原 に 対 す る ヒ ト 抗 体 の 提 供 に 関 与 し て い る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 キ メ ラ 抗 体 は 、 該 抗 体 の 、 異 な る 部 分 が 、 異 な る 動 物 種 に 由 来 す る 分 子 、 例 え ば 、 非 ヒ
ト 抗 体 由 来 の 可 変 領 域 と ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 領 域 と を 有 す る 抗 体 で あ る 。 キ メ ラ 抗 体
の 製 造 方 法 は 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ る 。 例 え ば 、 Morrison, 1995, Science, 229:1
202; Oiら , 1986, BioTechniques, 4:214; Gilliesら , 1989, J. Immunol. Methods, 125
:191-202; な ら び に 米 国 特 許 第 5,807,715号 、 第 4,816,567号 お よ び 第 4,816,397号 （ そ れ
ら の 全 体 を 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る こ と と す る ） を 参 照 さ れ た い 。 非 ヒ ト 種 由 来
の 1以 上 の CDRと ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 由 来 の フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 と を 含 む キ メ ラ 抗 体 は
、 例 え ば CDRグ ラ フ テ ィ ン グ （ EP 239,400; 国 際 特 許 公 開 番 号 WO 91/09967; な ら び に 米 国
特 許 第 5,225,539号 、 第 5,530,101号 お よ び 第 5,585,089号 ） 、 ベ ニ ア リ ン グ （ veneering）
ま た は リ サ ー フ ェ シ ン グ （ resurfacing） （ EP 592,106; EP 519,596; Padlan, 1991, Mol
ecular Immunology, 28(4/5):489-498; Studnickaら , 1994, Protein Engineering, 7:80
5; お よ び Roguskaら , 1994, PNAS 91:969） 、 お よ び 鎖 シ ャ フ リ ン グ （ chain shuffling）
（ 米 国 特 許 第 5,565,332号 ） を 含 む 当 技 術 分 野 で 公 知 の 種 々 の 技 術 を 用 い て 製 造 す る こ と
が 可 能 で あ る 。 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の キ メ ラ 抗 体 は EphA2に 免 疫 特 異 的 に 結
合 し 、 ヒ ト フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 内 に Eph099B-102.147、 Eph099B-208.261、 Eph099B-210.24
8、 B233、 EA2ま た は EA5の V L  CDRの い ず れ か の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 1個 、 2個 ま た は 3個 の
V L  CDRを 含 む 。 も う 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の キ メ ラ 抗 体 は EphA2に 免 疫 特 異 的
に 結 合 し 、 ヒ ト フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 内 に Eph099B-102.147、 Eph099B-208.261、 Eph099B-21
0.248、 B233、 EA2ま た は EA5の V H  CDRの い ず れ か の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 1個 、 2個 ま た は 3
個 の V H  CDRを 含 む 。 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の キ メ ラ 抗 体 は EphA2に 免 疫 特 異 的
に 結 合 し 、 ヒ ト フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 内 に Eph099B-102.147、 Eph099B-208.261、 Eph099B-21
0.248、 B233、 EA2ま た は EA5の V L  CDRの い ず れ か の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 1個 、 2個 ま た は 3
個 の V L  CDRを 含 み 、 更 に 、 Eph099B-102.147、 Eph099B-208.261、 Eph099B-210.248、 B233
、 EA2ま た は EA5の V H  CDRの い ず れ か の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 1個 、 2個 ま た は 3個 の V H  CDR
を 含 む 。 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の キ メ ラ 抗 体 は EphA2に 免 疫 特 異 的 に 結 合
し 、 ヒ ト フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 内 に Eph099B-102.147、 Eph099B-208.261、 Eph099B-210.248
、 B233、 EA2ま た は EA5の V L  CDRの い ず れ か の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 3個 の V L  CDR、 お よ び E
ph099B-102.147、 Eph099B-208.261、 Eph099B-210.248、 B233、 EA2ま た は EA5の V H  CDRの い
ず れ か の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 3個 の V H  CDRを 含 む 。 し ば し ば 、 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 内 の
フ レ ー ム ワ ー ク 残 基 は 、 抗 原 結 合 を 改 変 （ 好 ま し く は 改 善 ） す る た め に CDR供 与 抗 体 由 来
の 対 応 残 基 で 置 換 さ れ る 。 こ れ ら の フ レ ー ム ワ ー ク 置 換 は 、 当 技 術 分 野 で 良 く 知 ら れ た 方
法 、 例 え ば 、 抗 原 結 合 に 重 要 な フ レ ー ム ワ ー ク 残 基 を 同 定 す る た め の 該 CDRお よ び フ レ ー
ム ワ ー ク 残 基 の 相 互 作 用 の モ デ ル 化 、 な ら び に 特 定 の 位 置 に お け る 特 異 な フ レ ー ム ワ ー ク
残 基 を 同 定 す る た め の 配 列 比 較 に よ り 同 定 さ れ る （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,585,089号 お よ
び Riechmannら , 1988, Nature, 332:323（ そ れ ら の 全 体 を 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ
る こ と と す る ） を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 5.2.2　
　 も う 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 ポ リ ペ プ チ ド 作 動 性 物 質 は 、 EphA2に 結 合 し EphA2を 作
動 さ せ う る （ 例 え ば 、 EphA2細 胞 質 尾 部 リ ン 酸 化 を 増 強 し 、 EphA2分 解 を 増 強 し 、 EphA2発
現 細 胞 の 生 存 を 低 下 さ せ 、 EphA2自 己 リ ン 酸 化 を 増 強 し 、 EphA2活 性 （ 自 己 リ ン 酸 化 以 外 ）

10

20

30

40

50

(30) JP 2006-524693 A 2006.11.2

ポ リ ペ プ チ ド 作 動 性 物 質 と し て の EphA2リ ガ ン ド



を 減 少 さ せ 、 お よ び ／ ま た は 病 原 性 細 胞 表 現 型 を 軽 減 し う る ） EphA2リ ガ ン ド （ 例 え ば 、
エ フ リ ン （ Ephrin） A1） ま た は そ の 断 片 で あ る 。 特 定 の 実 施 形 態 に お い て は 、 EphA2に 結
合 し そ れ を 作 動 さ せ る EphA2リ ガ ン ド の 能 力 を 保 有 す る EphA2リ ガ ン ド 断 片 （ 例 え ば 、 エ フ
リ ン A1細 胞 外 ド メ イ ン ） を 本 発 明 の 方 法 に お い て 使 用 す る 。 も う 1つ の 実 施 形 態 に お い て
は 、 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 EphA2に 結 合 し そ れ を 作 動 さ せ る EphA2リ ガ ン ド の 能 力 を 保 有 す る
EphA2リ ガ ン ド 断 片 （ 例 え ば 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 に 融 合 し た エ フ リ ン A1の 細 胞 外 ド メ イ
ン ； Prattお よ び Kinch, 2002, Oncogene 21:7690-9（ そ の 全 体 を 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組
み 入 れ る こ と と す る ） を 参 照 さ れ た い ） を 含 む 。 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 EphA2リ
ガ ン ド 断 片 は 可 溶 性 で あ る 。 EphA2リ ガ ン ド の 断 片 は 、 （ 例 え ば 、 Genbankア ク セ ッ シ ョ ン
番 号 BC032698の エ フ リ ン A1配 列 の よ う な 当 技 術 分 野 で 公 知 の EphA2リ ガ ン ド 配 列 を 使 用 し
て ） 製 造 す る こ と が 可 能 で あ り 、 EphA2に 結 合 し そ れ を 作 動 さ せ る 能 力 に 関 し て ア ッ セ イ
す る こ と が 可 能 で あ る 。 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 該 断 片 は EphA2の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 約 4
00、 500ま た は 600を 含 む 。 よ り 具 体 的 な 実 施 形 態 に お い て は 、 該 断 片 は EphA2の ア ミ ノ 酸
残 基 1～ 534で あ る 。 限 定 す る も の で は な い が ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 サ イ ズ
排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 電 気 泳 動 移 動 度 シ フ ト ア ッ セ イ を 含 む 、 タ ン パ ク 質 間 の 結 合 を
検 出 す る た め の 当 技 術 分 野 で 公 知 の 任 意 の 方 法 を 用 い る こ と が 可 能 で あ る 。 EphA2リ ガ ン
ド 断 片 で あ る 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 作 動 性 物 質 は 、 内 因 性 EphA2リ ガ ン ド 配 列 に 対 し て 100
％ 、 98％ 、 95％ 、 90％ 、 85％ 、 80％ 、 75％ 、 70％ 、 65％ 、 60％ 、 55％ 、 50％ 、 45％ 、 40％
同 一 で あ る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。 2つ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 同 一 性 （ ％ ） の 決 定 は 、 BLASTタ ン
パ ク 質 検 索 を 含 む 、 当 業 者
に 公 知 の 任 意 の 方 法 に よ り 行 う こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 5.2.3　
　 本 発 明 の 方 法 に お い て 使 用 す る ポ リ ペ プ チ ド 作 動 性 物 質 （ 例 え ば 、 抗 体 も し く は EphA2
ポ リ ペ プ チ ド リ ガ ン ド ま た は そ れ ら の 断 片 ） に は 、 修 飾 さ れ た 誘 導 体 、 す な わ ち 、 共 有 結
合 が 該 抗 体 の 免 疫 特 異 性 を 実 質 的 に 改 変 し な い よ う 該 抗 体 に 任 意 の タ イ プ の 分 子 が 共 有 結
合 す る こ と に よ り 修 飾 さ れ た 誘 導 体 が 含 ま れ る 。 例 え ば 、 該 抗 体 誘 導 体 に は 、 例 え ば グ リ
コ シ ル 化 、 ア セ チ ル 化 、 ペ ジ ル 化 （ pegylation） 、 リ ン 酸 化 、 ア ミ ド 化 、 公 知 の 保 護 ／ 遮
断 基 に よ る 誘 導 体 化 、 タ ン パ ク 質 分 解 切 断 、 細 胞 性 リ ガ ン ド ま た は 他 の タ ン パ ク 質 へ の 結
合 な ど に よ り 修 飾 さ れ た 抗 体 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 多 数 の 化
学 修 飾 は い ず れ も 、 限 定 す る も の で は な い が 特 異 的 化 学 的 切 断 、 ア セ チ ル 化 、 ホ ル ミ ル 化
、 ツ ニ カ マ イ シ ン の 代 謝 合 成 を 含 む 公 知 技 術 に よ り 行 う こ と が で き る 。 ま た 、 該 誘 導 体 は
1以 上 の 非 古 典 的 ア ミ ノ 酸 を 含 有 し う る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 15日 以 上 、 好 ま し く は 20日 以 上 、 25日 以 上 、 30日 以 上 、 35日 以 上 、 40
日 以 上 、 45日 以 上 、 2ヶ 月 以 上 、 3ヶ 月 以 上 、 4ヶ 月 以 上 ま た は 5ヶ 月 以 上 の 哺 乳 動 物 （ 好 ま
し く は ヒ ト ） に お け る 半 減 期 （ 例 え ば 、 血 清 半 減 期 ） を 有 す る 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン
ト の 使 用 を も 含 む 。 哺 乳 動 物 （ 好 ま し く は ） ヒ ト に お い て 延 長 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 作 動 性
物 質 の 半 減 期 は 、 該 哺 乳 動 物 に お け る 該 ポ リ ペ プ チ ド 作 動 性 物 質 の 、 よ り 高 い 血 清 中 濃 度
を も た ら し 、 し た が っ て 、 該 ポ リ ペ プ チ ド 作 動 性 物 質 の 投 与 の 頻 度 を 減 少 さ せ 、 お よ び ／
ま た は 該 ポ リ ペ プ チ ド 作 動 性 物 質 の 投 与 量 を 減 少 さ せ る 。 延 長 さ れ た in vivo半 減 期 を 有
す る ポ リ ペ プ チ ド 作 動 性 物 質 は 、 当 業 者 に 公 知 の 技 術 に よ り 製 造 す る こ と が 可 能 で あ る 。
例 え ば 、 延 長 さ れ た in vivo半 減 期 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 作 動 性 物 質 は 、 Fcド メ イ ン と FcR
n受 容 体 と の 間 の 相 互 作 用 に 関 与 す る も の と し て 同 定 さ れ た ア ミ ノ 酸 残 基 を 修 飾 （ 例 え ば
、 置 換 、 欠 失 ま た は 付 加 ） す る こ と に よ り 製 造 す る こ と が 可 能 で あ る （ 例 え ば 、 国 際 特 許
公 開 番 号 WO 97/34631お よ び 2001年 12月 12日 付 け 出 願 の 米 国 特 許 出 願 第 10/020,354号 , 発
明 の 名 称 “ Molecules With Extended Half-Lives, Compositions and Uses Thereof” （
そ れ ら の 全 体 を 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る こ と と す る ） を 参 照 さ れ た い ） 。 延 長 さ
れ た in vivo半 減 期 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 作 動 性 物 質 は 、 高 分 子 量 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー
ル （ PEG） の よ う な 重 合 体 分 子 を 該 ポ リ ペ プ チ ド 作 動 性 物 質 に 結 合 さ せ る こ と に よ り 製 造
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す る こ と が 可 能 で あ る 。 PEGは 、 多 官 能 性 リ ン カ ー を 伴 っ て 又 は 伴 わ ず に 、 該 ポ リ ペ プ チ
ド 作 動 性 物 質 の Nま た は C末 端 へ の PEGの 部 位 特 異 的 結 合 を 介 し て 、 あ る い は リ シ ン 残 基 上
に 存 在 す る ε ア ミ ノ 基 を 介 し て 、 該 ポ リ ペ プ チ ド 作 動 性 物 質 に 結 合 さ せ る こ と が 可 能 で あ
る 。 生 物 活 性 の 喪 失 を 最 小 に す る 直 鎖 状 ま た は 分 枝 状 重 合 体 誘 導 体 化 を 用 い る 。 ポ リ ペ プ
チ ド 作 動 性 物 質 へ の PEGの 適 切 な 結 合 を 保 証 す る た め に 、 結 合 の 度 合 を SDS-PAGEお よ び マ
ス ス ペ ク ト ロ メ ト リ ー に よ り モ ニ タ ー す る 。 未 反 応 PEGは 、 例 え ば サ イ ズ 排 除 ま た は イ オ
ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り ポ リ ペ プ チ ド 作 動 性 物 質 -PEG結 合 体 か ら 分 離 す る こ と が
可 能 で あ る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 5.2.3.1　
　 本 発 明 の EphA2ポ リ ペ プ チ ド 作 動 性 物 質 は 、 前 記 第 5.2.1節 お よ び 第 5.2.2節 に 開 示 さ れ
て い る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド か ら 産 生 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 第 5
.5節 に 記 載 の ア ッ セ イ の 1以 上 に お い て EphA2を 作 動 さ せ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を コ ー ド す
る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 産 生 さ れ る EphA2モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む 。 特 定 の 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の 方 法 は 、 2002年 8月 7日 付 け で
ATCCに 寄 託 さ れ て お り そ れ ぞ れ 受 託 番 号 PTA-4572、 PTA-4573お よ び PTA-4574が 付 与 さ れ て
い る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Eph099B-102.147、 Eph099B-208.261も し く は Eph099B-210.248を
コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 B233を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 産 生 さ れ る EphA2モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使
用 す る 。 も う 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の 方 法 に お い て 使 用 す る EphA2リ ガ ン ド ポ
リ ペ プ チ ド は 、 EphA2リ ガ ン ド （ 例 え ば 、 エ フ リ ン （ Ephrin） A1） の EphA2結 合 ド メ イ ン を
コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 産 生 さ れ る ポ リ
ペ プ チ ド を 含 む 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の た め の 条 件 は 、 高 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 、 中 間 的 な ス ト リ ン
ジ ェ ン シ ー ま た は よ り 低 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー で あ り う る 。 例 え ば 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の た め の 条 件 は 、 6× 塩 化 ナ ト リ ウ ム ／ ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ SSC
） 中 、 約 45℃ で の フ ィ ル タ ー 結 合 DNAへ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 お よ び そ れ に 続 く 、 0
.2× SSC/0.1％  SDS中 、 約 50～ 65℃ で の 1回 以 上 の 洗 浄 、 高 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 条 件 、
例 え ば 6× SSC中 、 約 45℃ で の フ ィ ル タ ー 結 合 DNAへ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 お よ び そ
れ に 続 く 、 0.1× SSC/0.2％  SDS中 、 約 60℃ で の 1回 以 上 の 洗 浄 、 ま た は 当 業 者 に 公 知 の 他
の 任 意 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 （ 例 え ば 、 Ausubel, F. M.ら
編 , 1989 Current Protocols in Molecular Biology, vol. 1, Green Publishing Associ
ates, Inc.お よ び John Wiley and Sons, Inc., NY, p. 6.3.1-6.3.6お よ び 2.10.3を 参 照
さ れ た い ） を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 作 動 性 物 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 入 手 、 お よ び 該 ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 決 定 は 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 任 意 の 方 法 に よ り 行 う こ
と が 可 能 で あ る 。 本 発 明 の 方 法 に お い て 使 用 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 作 動 性 物 質 を コ ー ド す
る そ の よ う な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 （ 例 え ば 、 Kutmeierら , 1994, BioTechniques 17:242
に 記 載 の と お り ） 化 学 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら 合 体 さ れ う る 。 簡 潔 に 説 明 す る と 、 そ
の 方 法 は 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 該 配 列 の 部 分 を 含 有 す る 重 複 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
の 合 成 、 そ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ア ニ ー リ ン グ お よ び 連 結 、 な ら び に そ れ に 続 く 、
PCRに よ る リ ガ ン ド オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 増 幅 を 含 む 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 あ る い は 、 本 発 明 の 方 法 に お い て 使 用 す る ポ リ ペ プ チ ド 作 動 性 物 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド は 、 適 当 な 起 源 か ら の 核 酸 か ら 製 造 す る こ と が 可 能 で あ る 。 特 定 の ポ リ ペ プ チ
ド を コ ー ド す る 核 酸 を 含 有 す る ク ロ ー ン は 入 手 で き な い が 該 ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 が 公 知 で
あ る 場 合 に は 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 化 学 合 成 し 、 ま た は 適 当 な 起 源 （ 例 え
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ば 、 抗 体 cDNAラ イ ブ ラ リ ー 、 ま た は 該 抗 体 を 発 現 す る 任 意 の 組 織 も し く は 細 胞 、 例 え ば 、
本 発 明 の 抗 体 を 発 現 す る よ う 選 択 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 、 ま た は Epha2リ ガ ン ド を 発
現 す る 細 胞 か ら 作 製 さ れ た cDNAラ イ ブ ラ リ ー 、 ま た は そ の よ う な 組 織 も し く は 細 胞 か ら 単
離 さ れ た 核 酸 、 好 ま し く は 、 ポ リ A+RNA） か ら 得 る こ と が 可 能 で あ り 、 こ れ は 、 配 列 の 3'
お よ び 5'末 端 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し う る 合 成 プ ラ イ マ ー を 使 用 す る PCR増 幅 に よ り 、 ま た は
個 々 の 遺 伝 子 配 列 に 特 異 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 使 用 す る ク ロ ー ニ ン グ に よ り
行 う こ と が 可 能 で あ り 、 そ れ に よ り 、 例 え ば 、 該 抗 体 ま た は EphA2リ ガ ン ド を コ ー ド す る c
DNAラ イ ブ ラ リ ー か ら の cDNAク ロ ー ン を 同 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。 つ い で 、 PCRに よ り 得
ら れ た 増 幅 さ れ た 核 酸 を 、 当 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ た 任 意 の 方 法 を 用 い て 、 複 製 可 能 な ク
ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー 内 に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て 使 用 す る ポ リ ペ プ チ ド 作 動 性 物 質 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 決 定 し た
ら 、 例 え ば ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 欠 失 お よ び ／ ま た は 挿 入 を 行 っ て 、 異 な る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有
す る ポ リ ペ プ チ ド を 得 る た め に 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 操 作 の た め の 当 技 術 分 野 で よ く 知 ら
れ た 方 法 、 例 え ば 組 換 え DNA技 術 、 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 、 PCRな ど を 用 い て （ 例 え ば 、
Sambrookら , 1990, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2d Ed., Cold Spring Ha
rbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NYお よ び Ausubelら 編 , 1998, Current Protocol
s in Molecular Biology, John Wiley & Sons, NY（ そ れ ら の 両 方 の 全 体 を 参 照 に よ り 本
明 細 書 に 組 み 入 れ る こ と と す る ） を 参 照 さ れ た い ） 、 該 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 操 作 す る こ と
が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド 作 動 性 物 質 ま た は そ の 断 片 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 内 に 突 然 変 異 を
導 入 す る た め に は 、 ア ミ ノ 酸 置 換 を も た ら す 当 業 者 に 公 知 の 標 準 的 な 技 術 、 例 え ば 部 位 特
異 的 突 然 変 異 誘 発 お よ び PCR媒 介 突 然 変 異 誘 発 を 用 い る こ と が 可 能 で あ る 。 好 ま し く は 、
該 誘 導 体 は 、 元 の ポ リ ペ プ チ ド 作 動 性 物 質 ま た は そ の 断 片 と 比 較 し て 15個 未 満 の ア ミ ノ 酸
置 換 、 10個 未 満 の ア ミ ノ 酸 置 換 、 5個 未 満 の ア ミ ノ 酸 置 換 、 4個 未 満 の ア ミ ノ 酸 置 換 、 3個
未 満 の ア ミ ノ 酸 置 換 、 ま た は 2個 未 満 の ア ミ ノ 酸 置 換 を 含 む 。 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て
は 、 該 誘 導 体 は 、 1以 上 の 推 定 非 必 須 ア ミ ノ 酸 残 基 に お い て 行 わ れ た 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換
を 有 す る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 、 フ レ ー ム ワ ー ク ま た は 可 変 領 域 内 に 突 然 変 異 （ 例 え ば 、 1以 上 の ア ミ ノ
酸 置 換 ） を 有 す る 本 発 明 の 任 意 の EphA2作 動 性 抗 体 の ア ミ ノ 酸 を 含 む 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ
グ メ ン ト の 使 用 を 含 む 。 好 ま し く は 、 こ れ ら の 抗 体 内 の 突 然 変 異 は 、 そ れ ら が 免 疫 特 異 的
に 結 合 す る 特 定 の 抗 原 に 対 す る 該 抗 体 の ア ビ デ ィ テ ィ お よ び ／ ま た は ア フ ィ ニ テ ィ を 維 持
ま た は 増 強 す る 。 ポ リ ペ プ チ ド 作 動 性 物 質 と そ の 結 合 相 手 と の 間 の 結 合 の 度 合 を ア ッ セ イ
す る た め に は 、 当 業 者 に 公 知 の 標 準 的 な 技 術 （ 例 え ば 、 イ ム ノ ア ッ セ イ ま た は ELISAア ッ
セ イ ） を 用 い る こ と が 可 能 で あ る 。 特 定 の 実 施 形 態 に お い て は 、 ポ リ ペ プ チ ド 作 動 性 物 質
が 抗 体 で あ る 場 合 に は 、 EphA2抗 原 へ の 結 合 を 評 価 す る こ と が 可 能 で あ る 。 も う 1つ の 実 施
形 態 に お い て は 、 ポ リ ペ プ チ ド 作 動 性 物 質 が EphA2リ ガ ン ド で あ る 場 合 に は 、 EphA2へ の 結
合 を 評 価 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　
　 ポ リ ペ プ チ ド 作 動 性 物 質 （ そ の 誘 導 体 、 類 似 体 ま た は 断 片 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ
る も の で は な い ） の 組 換 え 発 現 は 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有
す る 発 現 ベ ク タ ー の 構 築 を 要 す る 。 ポ リ ペ プ チ ド 作 動 性 物 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド を 得 た ら 、 当 技 術 分 野 で 良 く 知 ら れ た 技 術 を 用 い る 組 換 え DNA技 術 に よ り 、 該 ポ リ ペ プ
チ ド 作 動 性 物 質 の 製 造 の た め の ベ ク タ ー を 製 造 す る こ と が で き る 。 ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 配
列 と 適 当 な 転 写 お よ び 翻 訳 制 御 シ グ ナ ル と を 含 有 す る 発 現 ベ ク タ ー を 構 築 す る た め に は 、
当 業 者 に 良 く 知 ら れ た 方 法 を 用 い る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 発 現
さ せ る こ と に よ り タ ン パ ク 質 を 製 造 す る た め の 方 法 が 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る 。 こ れ ら
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の 方 法 に は 、 例 え ば 、 in vitro組 換 え DNA技 術 、 合 成 技 術 、 お よ び in vivo遺 伝 的 組 換 え が
含 ま れ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 EphA2作 動 性 ポ リ ペ プ チ ド 物 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 を 含 む 複 製 可 能 な ベ ク タ ー を 提 供 す る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 該 発 現 ベ ク タ ー を 通 常 の 技 術 に よ り 宿 主 細 胞 内 に 導 入 し 、 つ い で ト ラ ン ス フ ェ ク ト 化 細
胞 を 通 常 の 技 術 に よ り 培 養 し て 、 ポ リ ペ プ チ ド 作 動 性 物 質 を 得 る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は
、 機 能 し う る 形 で 異 種 プ ロ モ ー タ ー に 連 結 さ れ て い る 、 ポ リ ペ プ チ ド 作 動 性 物 質 ま た は そ
の 断 片 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 す る 宿 主 細 胞 を 含 む 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド 作 動 性 物 質 を 発 現 さ せ る た め に は 、 種 々 の 宿 主 -発 現 ベ ク タ ー 系 を 使 用 す
る こ と が で き る （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,807,715号 を 参 照 さ れ た い ） 。 そ の よ う な 宿 主 -発
現 系 は 、 関 心 の あ る コ ー ド 配 列 が 産 生 さ れ 次 い で 精 製 さ れ う る ビ ヒ ク ル に 相 当 す る が 、 適
当 な ヌ ク レ オ チ ド コ ー ド 配 列 で 形 質 転 換 ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 場 合 に 本 発 明 の ポ
リ ペ プ チ ド 作 動 性 物 質 を in situで 発 現 し う る 細 胞 に も 相 当 す る 。 こ れ ら に は 、 抗 体 コ ー
ド 配 列 を 含 有 す る 組 換 え バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ DNA、 プ ラ ス ミ ド DNAま た は コ ス ミ ド DNA発 現
ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 細 菌 （ 例 え ば 、 大 腸 菌 （ E. coli） お よ び ビ ー ・ サ チ リ ス （ B. 
subtilis） ） 、 抗 体 コ ー ド 配 列 を 含 有 す る 組 換 え 酵 母 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 酵 母
（ 例 え ば 、 サ ッ カ ロ ミ セ ス （ Saccharomyces） お よ び ピ キ ア （ Pichia） ） の よ う な 微 生 物
、 ポ リ ペ プ チ ド 作 動 性 物 質 を コ ー ド す る 配 列 を 含 有 す る 組 換 え ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー （ 例
え ば 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ） に 感 染 し た 昆 虫 細 胞 系 、 抗 体 コ ー ド 配 列 を 含 有 す る 組 換 え プ ラ
ス ミ ド 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 Tiプ ラ ス ミ ド ） で 形 質 転 換 さ れ た 又 は 組 換 え ウ イ ル ス 発 現
ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 カ リ フ ラ ワ ー モ ザ イ ク ウ イ ル ス 、 CaMVお よ び タ バ コ モ ザ イ ク ウ イ ル ス
、 TMV） に 感 染 し た 植 物 細 胞 系 、 あ る い は 哺 乳 類 細 胞 の ゲ ノ ム に 由 来 す る プ ロ モ ー タ ー （
例 え ば 、 メ タ ロ チ オ ネ イ ン プ ロ モ ー タ ー ） ま た は 哺 乳 類 ウ イ ル ス に 由 来 す る プ ロ モ ー タ ー
（ 例 え ば 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 後 期 プ ロ モ ー タ ー 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 7.5Kプ ロ モ ー タ ー ） を
含 有 す る 組 換 え 発 現 構 築 物 を 保 持 す る 哺 乳 類 細 胞 系 （ 例 え ば 、 COS、 CHO、 BHK、 293、 NS0
お よ び 3T3細 胞 ） が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 好 ま し く は 、 大 腸 菌
（ Escherichia coli） の よ う な 細 菌 細 胞 、 お よ び よ り 好 ま し く は 、 特 に 全 組 換 え ポ リ ペ プ
チ ド 作 動 性 物 質 の 発 現 に は 真 核 細 胞 を 、 ポ リ ペ プ チ ド 作 動 性 物 質 の 発 現 に 使 用 す る 。 例 え
ば 、 ヒ ト サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 由 来 の 主 要 中 間 （ major intermediate） 初 期 遺 伝 子 プ ロ モ
ー タ ー 要 素 の よ う な ベ ク タ ー と 組 合 さ れ た チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 （ CHO） の よ
う な 哺 乳 類 細 胞 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 作 動 性 物 質 、 特 に 抗 体 ポ リ ペ プ チ ド 作 動 性 物 質 の た め の
有 効 な 発 現 系 で あ る （ Foeckingら , 1986, Gene, 45:101お よ び Cockettら , 1990, Bio/Tec
hnology, 8: 2） 。 特 定 の 実 施 形 態 に お い て は 、 ポ リ ペ プ チ ド 作 動 性 物 質 を コ ー ド す る ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 の 発 現 は 、 構 成 的 プ ロ モ ー タ ー 、 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー ま た は 組 織 特 異 的 プ
ロ モ ー タ ー に よ り 調 節 さ れ る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 細 菌 系 に お い て は 、 発 現 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に 意 図 さ れ る 用 途 に 応 じ て 多 数 の 発 現 ベ ク
タ ー が 有 利 に 選 択 さ れ う る 。 例 え ば 、 医 薬 組 成 物 の 製 造 の た め に 大 量 の そ の よ う な タ ン パ
ク 質 を 製 造 し た い 場 合 に は 、 容 易 に 精 製 さ れ る 高 レ ベ ル の 融 合 タ ン パ ク 質 産 物 の 発 現 を 導
く ベ ク タ ー が 望 ま し い か も し れ な い 。 そ の よ う な ベ ク タ ー に は 、 大 腸 菌 （ E. coli） 発 現
ベ ク タ ー pUR278（ Rutherら , 1983, EMBO, 12:1791） （ こ の 場 合 、 融 合 タ ン パ ク 質 が 産 生
さ れ る よ う 、 該 抗 体 コ ー ド 配 列 は 個 々 に 、 lacZコ ー ド 領 域 と イ ン フ レ ー ム で 該 ベ ク タ ー 内
に 連 結 さ れ う る ） 、 pINベ ク タ ー （ Inouye & Inouye, 1985, Nucleic Acids Res., 13:310
1-3109; Van Heeke & Schuster, 1989, J. Biol. Chem., 24:5503-5509） な ど が 含 ま れ る
が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 グ ル タ チ オ ン 5-ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ GST） と の
融 合 タ ン パ ク 質 と し て 外 来 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る た め に は 、 pGEXベ ク タ ー を 使 用 す る
こ と も 可 能 で あ る 。 一 般 に 、 そ の よ う な 融 合 タ ン パ ク 質 は 可 溶 性 で あ り 、 吸 着 、 お よ び マ
ト リ ッ ク ス グ ル タ チ オ ン -ア ガ ロ ー ス ビ ー ズ へ の 結 合 、 お よ び そ れ に 続 く 、 遊 離 グ ル タ チ
オ ン の 存 在 下 で の 溶 出 に よ り 、 細 胞 溶 解 細 胞 か ら 容 易 に 精 製 さ れ う る 。 ク ロ ー ン 化 標 的 遺
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伝 子 産 物 が GST部 分 か ら 遊 離 さ れ う る よ う 、 pGEXベ ク タ ー は 、 ト ロ ン ビ ン ま た は Xa因 子 プ
ロ テ ア ー ゼ 切 断 部 位 を 含 む よ う に 設 計 す る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 昆 虫 細 胞 系 に お い て は 、 外 来 遺 伝 子 を 発 現 さ せ る た め の ベ ク タ ー と し て 、 オ ー ト グ ラ フ
ァ ・ カ リ フ ォ ル ニ ア （ Autographa californica） 核 多 角 体 病 ウ イ ル ス （ AcNPV） を 使 用 す
る 。 該 ウ イ ル ス は ス ポ ド プ テ ラ ・ フ ル ジ ペ ル ダ （ Spodoptera frugiperda） 細 胞 内 で 増 殖
す る 。 該 抗 体 コ ー ド 配 列 を 該 ウ イ ル ス の 非 必 須 領 域 （ 例 え ば 、 多 角 体 遺 伝 子 ） 内 に 個 々 に
ク ロ ー ニ ン グ し 、 AcNPVプ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 多 角 体 プ ロ モ ー タ ー ） の 制 御 下 に 配 置 す
る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 哺 乳 類 宿 主 細 胞 に お い て は 、 ウ イ ル ス に 基 づ く 多 数 の 発 現 系 を 使 用 す る こ と が で き る 。
発 現 ベ ク タ ー と し て ア デ ノ ウ イ ル ス を 使 用 す る 場 合 に は 、 目 的 と す る ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド
配 列 を ア デ ノ ウ イ ル ス 転 写 ／ 翻 訳 制 御 複 合 体 （ 例 え ば 、 後 期 プ ロ モ ー タ ー お よ び 三 成 分 リ
ー ダ ー 配 列 ） に 連 結 す る こ と が で き る 。 つ い で こ の キ メ ラ 遺 伝 子 を in vitroま た は in viv
o組 換 え に よ り ア デ ノ ウ イ ル ス ゲ ノ ム 内 に 挿 入 す る こ と が で き る 。 該 ウ イ ル ス ゲ ノ ム の 非
必 須 領 域 （ 例 え ば 、 領 域 E1ま た は E3） 内 へ 挿 入 は 、 感 染 宿 主 内 で 該 ポ リ ペ プ チ ド 作 動 性 物
質 を 発 現 し う る 生 存 可 能 な 組 換 え ウ イ ル ス を 与 え る （ 例 え ば 、 Logan & Shenk, 1984, PNA
S, 81:355-359を 参 照 さ れ た い ） 。 挿 入 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 配 列 の 効 率 的 な 翻 訳 の
た め に は 、 特 異 的 開 始 シ グ ナ ル も 要 求 さ れ う る 。 こ れ ら の シ グ ナ ル は ATG開 始 コ ド ン お よ
び 隣 接 配 列 を 含 む 。 さ ら に 、 全 イ ン サ ー ト の 翻 訳 が 保 証 さ れ る た め に は 、 開 始 コ ド ン は 所
望 の コ ー ド 配 列 の リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム と 同 調 し て い な け れ ば な ら な い 。 こ れ ら の 外 因 性
翻 訳 制 御 シ グ ナ ル お よ び 開 始 コ ド ン は 、 天 然 物 お よ び 合 成 物 の 両 方 を 含 む 種 々 の も の に 由
来 し う る 。 発 現 の 効 率 は 、 適 当 な 転 写 エ ン ハ ン サ ー 要 素 、 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー な ど を 含 有
さ せ る こ と に よ り 向 上 さ せ る こ と が 可 能 で あ る （ 例 え ば 、 Bitterら , 1987, Methods in E
nzymol., 153:516-544を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 ま た 、 挿 入 配 列 の 発 現 を モ ジ ュ レ ー シ ョ ン し 又 は 所 望 の 特 定 の 様 態 で 遺 伝 子 産 物 を 修 飾
し プ ロ セ シ ン グ す る 宿 主 細 胞 株 を 選 択 す る こ と が 可 能 で あ る 。 タ ン パ ク 質 産 物 の そ の よ う
な 修 飾 （ 例 え ば 、 グ リ コ シ ル 化 ） お よ び プ ロ セ シ ン グ （ 例 え ば 、 切 断 ） は 該 タ ン パ ク 質 の
機 能 に 重 要 で あ り う る 。 種 々 の 宿 主 細 胞 は 、 タ ン パ ク 質 お よ び 遺 伝 子 産 物 の 翻 訳 後 プ ロ セ
シ ン グ お よ び 修 飾 の た め の 特 徴 的 か つ 特 異 的 な メ カ ニ ズ ム を 有 す る 。 発 現 さ れ た 外 来 タ ン
パ ク 質 の 適 切 な 修 飾 お よ び プ ロ セ シ ン グ が 保 証 さ れ る よ う 、 適 当 な 細 胞 系 ま た は 宿 主 系 を
選 択 す る こ と が で き る 。 こ の 目 的 に は 、 一 次 転 写 産 物 の 適 当 な プ ロ セ シ ン グ 、 遺 伝 子 産 物
の グ リ コ シ ル 化 お よ び リ ン 酸 化 の た め の 細 胞 装 置 を 有 す る 真 核 宿 主 細 胞 を 使 用 す る こ と が
で き る 。 そ の よ う な 哺 乳 類 宿 主 細 胞 に は 、 CHO、 VERY、 BHK、 HeLa、 COS、 MDCK、 293、 3T3
、 W138、 BT483、 Hs578T、 HTB2、 BT20お よ び T47D、 NSO（ い ず れ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 鎖 も 内 因
的 に は 産 生 し な い マ ウ ス 骨 髄 腫 細 胞 系 ） 、 CRL7030お よ び HsS78Bst細 胞 が 含 ま れ る が 、 こ
れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 組 換 え タ ン パ ク 質 の 長 期 的 な 高 収 率 の 産 生 の た め に は 、 安 定 な 発 現 が 好 ま し い 。 例 え ば
、 抗 体 分 子 を 安 定 に 発 現 す る 細 胞 系 を 操 作 す る こ と が で き る 。 ウ イ ル ス 複 製 起 点 を 含 有 す
る 発 現 ベ ク タ ー を 使 用 す る 代 わ り に 、 適 当 な 発 現 制 御 要 素 （ 例 え ば 、 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン
ハ ン サ ー 、 配 列 、 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 部 位 な ど ） に よ り 制 御 さ れ る DNA
お よ び 選 択 マ ー カ ー で 宿 主 細 胞 を 形 質 転 換 す る こ と が で き る 。 該 外 来 DNAの 導 入 の 後 、 操
作 さ れ た 細 胞 を 富 化 培 地 内 で 1～ 2日 間 増 殖 さ せ 、 つ い で 選 択 培 地 と 交 換 す る こ と が で き る
。 組 換 え プ ラ ス ミ ド 内 の 選 択 マ ー カ ー は 該 選 択 に 対 す る 耐 性 を 付 与 し 、 細 胞 が そ の 染 色 体
内 に 該 プ ラ ス ミ ド を 安 定 に 組 込 ん で フ ォ ー カ ス を 形 成 す る よ う 増 殖 す る の を 可 能 に し 、 そ
し て そ れ を ク ロ ー ニ ン グ し 、 細 胞 系 に ま で 増 殖 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。 こ の 方 法 は 、 ポ
リ ペ プ チ ド 作 動 性 物 質 を 発 現 す る 細 胞 系 を 操 作 す る た め に 有 利 に 用 い ら れ う る 。 そ の よ う
な 操 作 さ れ た 細 胞 系 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 作 動 性 物 質 と 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 相 互 作 用 す る 組
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成 物 の ス ク リ ー ニ ン グ お よ び 評 価 に お い て 特 に 有 用 か も し れ な い 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 限 定 す る も の で は な い が 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ （ Wiglerら , 1977, Ce
ll, 11:223） 、 グ ル タ ミ ン シ ン テ タ ー ゼ 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン グ ア ニ ン ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン
ス フ ェ ラ ー ゼ （ Szybalska & Szybalski, 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 48:202）
お よ び ア デ ニ ン ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ Lowyら , 1980, Cell, 22:8-17） を
含 む 多 数 の 選 択 系 を 用 い る こ と が 可 能 で あ り 、 そ れ ら の 遺 伝 子 は 、 そ れ ぞ れ tk-、 gs-、 hg
prt-ま た は aprt-細 胞 に お い て 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ま た 、 以 下 の 遺 伝 子 に 関 す る
選 択 の 基 礎 と し て 、 代 謝 拮 抗 物 質 耐 性 を 用 い る こ と が で き る ： dhfr, こ れ は メ ト ト レ キ セ
ー ト に 対 す る 耐 性 を 付 与 す る （ Wiglerら , 1980, PNAS 77:357お よ び O'Hareら , 1981, PNA
S 78:1527） ； gpt, こ れ は ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸 に 対 す る 耐 性 を 付 与 す る （ Mulligan & Berg,
 1981, PNAS 78:2072） ； neo, こ れ は ア ミ ノ グ リ コ シ ド G-418に 対 す る 耐 性 を 付 与 す る （ W
uお よ び Wu, 1981, Biotherapy, 3:87; Tolstoshev, 1993, Ann. Rev. Pharmacol. Toxico
l., 32:573; Mulligan, 1993, Science, 260:926; な ら び に Morganお よ び Anderson, 1993
, Ann. Rev. Biochem., 62:191; May, 1993, TIB TECH 11:155-） 、 お よ び hygro, こ れ は
ハ イ グ ロ マ イ シ ン に 対 す る 耐 性 を 付 与 す る （ Santerreら , 1984, Gene, 30:147） 。 所 望 の
組 換 え ク ロ ー ン を 選 択 す る た め に は 、 組 換 え DNA技 術 の 当 技 術 分 野 で 一 般 に 公 知 の 方 法 を
常 套 的 に 適 用 す る こ と が 可 能 で あ り 、 そ の よ う な 方 法 は 、 例 え ば 、 Ausubelら (編 ), Curre
nt Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, NY (1993); Kriegler, Gene 
Transfer and Expression, A Laboratory Manual, Stockton Press, NY (1990); お よ び C
hapters 12お よ び 13, Dracopoliら (編 ), Current Protocols in Human Genetics, John W
iley & Sons, NY (1994); Colberre-Garapinら , 1981, J. Mol. Biol., 150:1（ そ れ ら の
全 体 を 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る こ と と す る ） に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド 作 動 性 物 質 の 発 現 レ ベ ル は ベ ク タ ー の 増 幅 に よ り 増 加 さ せ る こ と が で き る
（ 総 説 と し て は 、 Bebbingtonお よ び Hentschel, The use of vectors based on gene ampl
ification for the expression of cloned genes in mammalian cells in DNA cloning, 
Vol. 3. (Academic Press, New York, 1987)を 参 照 さ れ た い ） 。 ポ リ ペ プ チ ド 作 動 性 物 質
を 発 現 す る ベ ク タ ー 系 内 の マ ー カ ー が 増 幅 可 能 な 場 合 に は 、 宿 主 細 胞 の 培 養 内 に 存 在 す る
イ ン ヒ ビ タ ー の レ ベ ル の 増 加 は マ ー カ ー 遺 伝 子 の コ ピ ー 数 を 増 加 さ せ る 。 増 幅 領 域 は ポ リ
ペ プ チ ド 作 動 性 物 質 遺 伝 子 と 結 合 し て い る た め 、 ポ リ ペ プ チ ド 作 動 性 物 質 の 産 生 も 増 加 す
る （ Crouseら , 1983, Mol. Cell. Biol., 3:257） 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 本 発 明 の 2つ の 発 現 ベ ク タ ー （ 第 1ベ ク タ ー は 重 鎖 由 来 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し 、 第 2ベ
ク タ ー は 軽 鎖 由 来 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ） で 宿 主 細 胞 を コ ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る こ と
が 可 能 で あ る 。 そ れ ら の 2つ の ベ ク タ ー は 、 重 鎖 ポ リ ペ プ チ ド お よ び 軽 鎖 ポ リ ペ プ チ ド の
等 し い 発 現 を 可 能 に す る 同 じ 選 択 マ ー カ ー 、 ま た は 両 方 の プ ラ ス ミ ド の 維 持 を 保 証 す る 異
な る 選 択 マ ー カ ー を 含 有 し う る 。 あ る い は 、 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の 両 方 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー
ド し て お り そ れ ら を 発 現 し う る 単 一 の ベ ク タ ー を 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 そ の よ う な
場 合 に は 、 過 剰 な 毒 性 遊 離 重 鎖 を 避 け る た め に 、 該 軽 鎖 は 該 重 鎖 の 前 に 配 置 さ れ る べ き で
あ る （ Proudfoot, 1986, Nature, 322:52お よ び Kohler, 1980, PNAS 77:2197） 。 該 重 鎖
お よ び 軽 鎖 の コ ー ド 配 列 は cDNAま た は ゲ ノ ム DNAを 含 み う る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 作 動 性 物 質 が 組 換 え 発 現 に よ り 産 生 さ れ た ら 、 ポ リ ペ プ チ ド の 精
製 の た め の 当 技 術 分 野 で 公 知 の 任 意 の 方 法 、 例 え ば 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ 例 え ば 、 イ オ
ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー お よ び サ イ ズ カ ラ ム ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー ） 、 遠 心 分 離 、 溶 解 度 差 、 ま た は タ ン パ ク 質 の 精 製 の た め の 任 意 の 他 の 標
準 的 な 技 術 に よ り 、 そ れ を 精 製 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 ポ リ ペ プ チ ド 作 動 性 物 質 を 、
精 製 を 促 進 す る 本 明 細 書 に 記 載 の 又 は 当 技 術 分 野 で 公 知 の 異 種 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に 融 合 さ
せ る こ と が 可 能 で あ る 。
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【 ０ １ ５ ０ 】
　 抗 体 で あ る 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 作 動 性 物 質 は 、 抗 体 分 子 の 定 常 領 域 を コ ー ド す る ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 を 既 に 含 む ベ ク タ ー を 使 用 し て 発 現 さ せ る こ と が 可 能 で あ る （ 例 え ば 、 米 国
特 許 第 5,919,900号 、 第 5,747,296号 、 第 5,789,178号 、 第 5,591,639号 、 第 5,658,759号 、
第 5,849,522号 、 第 5,122,464号 、 第 5,770,359号 、 第 5,827,739号 ; 国 際 特 許 公 開 番 号 WO 8
9/01036、 WO 89/10404; Bebbingtonら , 1992, BioTechnology 10:169を 参 照 さ れ た い ） 。
抗 体 の 可 変 ド メ イ ン は 、 重 鎖 全 体 、 軽 鎖 全 体 ま た は 重 鎖 全 体 と 軽 鎖 全 体 と の 両 方 の 発 現 の
た め の そ の よ う な ベ ク タ ー 内 に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が 可 能 で あ る 。 二 本 鎖 抗 体 の 発 現 の
た め の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 重 鎖 と 軽 鎖 と の 両 方 を コ ー ド す る ベ ク タ ー を 免 疫 グ
ロ ブ リ ン 分 子 全 体 の 発 現 の た め に 宿 主 細 胞 内 で 共 発 現 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 5.3　
　 本 発 明 の 方 法 に お い て は 、 本 発 明 の EphA2ポ リ ペ プ チ ド 作 動 性 物 質 に 加 え て 、 核 酸 分 子
を 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 限 定 す る も の で は な い が ア ン チ セ ン ス 、 リ ボ ザ イ ム お よ び
RNA干 渉 技 術 を 含 む 核 酸 分 子 を 使 用 し て EphA2発 現 を 低 下 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。 ヌ ク レ
オ チ ド 作 動 性 物 質 は 、 第 5.7.1節 に 記 載 の 方 法 に 従 い 患 者 に 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 5.3.1　
　 本 発 明 は 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 、 す な わ ち 、 EphA2を コ ー ド す る セ ン ス 核 酸 分 子 の 全
部 ま た は 一 部 に 相 補 的 で あ る （ 例 え ば 、 二 本 鎖 cDNA分 子 コ ー ド 鎖 に 相 補 的 で あ る 又 は mRNA
配 列 に 相 補 的 で あ る ） 分 子 を 含 む 。 し た が っ て 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 は セ ン ス 核 酸 に 水 素 結
合 し う る 。 ア ン チ セ ン ス 核 酸 は コ ー ド 鎖 全 体 ま た は そ の 一 部 の み （ 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 コ
ー ド 領 域 （ ま た は オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム ） の 全 部 ま た は 一 部 ） に 相 補 的 で あ り う
る 。 ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の コ
ー ド 鎖 の 非 コ ー ド 領 域 の 全 部 ま た は 一 部 に 対 し て ア ン チ セ ン ス で あ り う る 。 非 コ ー ド 領 域
（ 「 5'お よ び 3'非 翻 訳 領 域 」 ） は 、 コ ー ド 領 域 に 隣 接 し ア ミ ノ 酸 に は 翻 訳 さ れ な い 5'お よ
び 3'配 列 で あ る 。 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 は
5'-CCAGCAGTACCGCTTCCTTGCCCTGCGGCCG-3'（ 配 列 番 号 44）
で あ る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 例 え ば 、 約 5、 10、 15、 20、 25、 30、 35、 40、 45
ま た は 50ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ り う る 。 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の
方 法 を 用 い る 化 学 合 成 お よ び 酵 素 連 結 反 応 に よ り 構 築 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ア ン チ
セ ン ス 核 酸 （ 例 え ば 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ） は 、 天 然 に 存 在 す る ヌ ク レ オ チ
ド ま た は 様 々 に 修 飾 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド （ こ れ は 、 該 分 子 の 生 物 学 的 安 定 性 を 増 強 す る よ
う 、 ま た は ア ン チ セ ン ス 核 酸 と セ ン ス 核 酸 と の 間 で 形 成 さ れ る 二 本 鎖 の 物 理 的 安 定 性 を 増
強 す る よ う 設 計 さ れ て い る ） を 使 用 し て 化 学 合 成 す る こ と が 可 能 で あ り 、 例 え ば 、 ホ ス ホ
ロ チ オ ア ー ト 誘 導 体 お よ び ア ク リ ジ ン 置 換 ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ア
ン チ セ ン ス 核 酸 を 製 造 す る た め に 使 用 し う る 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド の 具 体 例 に は 、 5-フ ル オ ロ
ウ ラ シ ル 、 5-ブ ロ モ ウ ラ シ ル 、 5-ク ロ ロ ウ ラ シ ル 、 5-ヨ ー ド ウ ラ シ ル 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン 、
キ サ ン チ ン 、 4-ア セ チ ル シ ト シ ン 、 5-(カ ル ボ キ シ ヒ ド ロ キ シ メ チ ル )ウ ラ シ ル 、 5-カ ル ボ
キ シ メ チ ル ア ミ ノ メ チ ル -2-チ オ ウ リ ジ ン 、 5-カ ル ボ キ シ メ チ ル ア ミ ノ メ チ ル ウ ラ シ ル 、
ジ ヒ ド ロ ウ ラ シ ル 、 β -D-ガ ラ ク ト シ ル キ ュ ー オ シ ン 、 イ ノ シ ン 、 N6-イ ソ ペ ン テ ニ ル ア デ
ニ ン 、 1-メ チ ル グ ア ニ ン 、 1-メ チ ル イ ノ シ ン 、 2,2-ジ メ チ ル グ ア ニ ン 、 2-メ チ ル ア デ ニ ン
、 2-メ チ ル グ ア ニ ン 、 3-メ チ ル シ ト シ ン 、 5-メ チ ル シ ト シ ン 、 N6-メ チ ル ア デ ニ ン 、 7-メ
チ ル グ ア ニ ン 、 5-メ チ ル ア ミ ノ メ チ ル ウ ラ シ ル 、 5-メ ト キ シ ア ミ ノ メ チ ル -2-チ オ ウ ラ シ
ル 、 β -D-マ ン ノ シ ル キ ュ ー オ シ ン 、 5'-メ ト キ シ カ ル ボ キ シ メ チ ル ウ ラ シ ル 、 5-メ ト キ シ
ウ ラ シ ル 、 2-メ チ ル チ オ -N6-イ ソ ペ ン テ ニ ル ア デ ニ ン 、 ウ ラ シ ル -5-オ キ シ 酢 酸 （ v） 、 ワ
イ ブ ト キ ソ シ ン 、 プ ソ イ ド ウ ラ シ ル 、 キ ュ ー オ シ ン 、 2-チ オ シ ト シ ン 、 5-メ チ ル -2-チ オ
ウ ラ シ ル 、 2-チ オ ウ ラ シ ル 、 4-チ オ ウ ラ シ ル 、 5-メ チ ル ウ ラ シ ル 、 ウ ラ シ ル -5-オ キ シ 酢
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酸 お よ び メ チ ル エ ス テ ル 、 ウ ラ シ ル -5-オ キ シ 酢 酸 （ v） 、 5-メ チ ル -2-チ オ ウ ラ シ ル 、 3-(
3-ア ミ ノ -3-N-2-カ ル ボ キ シ プ ロ ピ ル )ウ ラ シ ル 、 (acp3)wお よ び 2,6-ジ ア ミ ノ プ リ ン が 含
ま れ る 。 あ る い は 、 該 ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 、 核 酸 が ア ン チ セ ン ス 配 向 で サ ブ ク ロ ー ニ ン グ
さ れ て い る 発 現 ベ ク タ ー を 使 用 す る こ と に よ り 生 物 学 的 に 製 造 す る こ と も 可 能 で あ る （ す
な わ ち 、 挿 入 さ れ た 核 酸 か ら 転 写 さ れ る RNAは 、 目 的 と す る 標 的 核 酸 、 す な わ ち EphA2に 対
し て ア ン チ セ ン ス 配 向 の も の と な る ） 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 は 、 典 型 的 に は 、 対 象 に 投 与 さ れ る か 又 は in situで 生
成 し 、 そ れ に よ り 、 そ れ ら は 、 本 発 明 の 選 択 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 細 胞 mRNAお
よ び ／ ま た は ゲ ノ ム DNAに ハ イ ブ リ ダ イ ズ ま た は 結 合 し て 、 例 え ば 転 写 お よ び ／ 翻 訳 の 抑
制 に よ り 発 現 を 抑 制 す る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 安 定 な 二 本 鎖 形 成 す る 通 常 の ヌ ク
レ オ チ ド 相 補 性 に よ る も の 、 あ る い は 例 え ば 、 DNA二 本 鎖 に 結 合 す る ア ン チ セ ン ス 核 酸 分
子 の 場 合 に は 、 二 本 鎖 の 主 溝 に お け る 特 異 的 相 互 作 用 に よ る も の で あ り う る 。 本 発 明 の ア
ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 の 投 与 経 路 の 一 例 に は 、 組 織 部 位 に お け る 直 接 的 な 注 射 が 含 ま れ る 。
あ る い は 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 を 、 選 択 さ れ た 細 胞 を 標 的 化 す る た め に 修 飾 し 、 つ い で
全 身 投 与 す る こ と が 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 全 身 投 与 の 場 合 に は 、 選 択 さ れ た 細 胞 表 面 上 で
発 現 さ れ る 受 容 体 ま た は 抗 原 に ア ン チ セ ン ス 分 子 が 特 異 的 に 結 合 す る よ う 、 例 え ば 、 細 胞
表 面 受 容 体 ま た は 抗 原 に 結 合 す る ペ プ チ ド ま た は 抗 体 に ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 を 連 結 さ せ
る こ と に よ り 、 ア ン チ セ ン ス 分 子 を 修 飾 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ま た 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸
分 子 は 、 本 明 細 書 に 記 載 の ベ ク タ ー を 使 用 し て 細 胞 に 送 達 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ア ン チ
セ ン ス 分 子 の 十 分 な 細 胞 内 濃 度 を 得 る た め に は 、 強 力 な pol IIま た は pol IIIプ ロ モ ー タ
ー の 制 御 下 に ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 が 配 置 さ れ た ベ ク タ ー 構 築 物 が 好 ま し い 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 は α ア ノ マ ー 核 酸 分 子 で あ る 。 α ア ノ マ ー 核 酸 分 子 は 、
相 補 的 RNAと 特 異 的 二 本 鎖 ハ イ ブ リ ッ ド を 形 成 し 、 こ の 場 合 、 通 常 の β 単 位 と は 異 な り 、
そ れ ら の 鎖 は 互 い に 平 行 に 伸 び る （ Gaultierら , 1987, Nucleic Acids Res. 15:6625） 。
ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 は ま た 、 2'-o-メ チ ル リ ボ ヌ ク レ オ チ ド （ Inoueら , 1987, Nucleic 
Acids Res. 15:6131） ま た は キ メ ラ RNA-DNA類 似 体 （ Inoueら , 1987, FEBS Lett. 215:327
） を 含 み う る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 5.3.2．
　 本 発 明 は ま た 、 リ ボ ザ イ ム を 含 む 。 リ ボ ザ イ ム は 、 そ れ に 対 す る 相 補 性 領 域 を 有 す る mR
NAの よ う な 一 本 鎖 核 酸 を 切 断 し う る リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 有 す る 触 媒 性 RNA分 子 で あ る
。 し た が っ て 、 mRNA転 写 産 物 を 触 媒 的 に 切 断 し て 該 mRNAに よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の
翻 訳 を 抑 制 す る た め に 、 リ ボ ザ イ ム （ 例 え ば 、 Haselhoffお よ び Gerlach 1988, Nature 33
4:585-591に 記 載 さ れ て い る ハ ン マ ー ヘ ッ ド 型 リ ボ ザ イ ム ） を 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る
。 EphA2を コ ー ド す る 核 酸 分 子 に 対 す る 特 異 性 を 有 す る リ ボ ザ イ ム は 、 EphA2の ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 に 基 づ い て 設 計 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 4,987,071号 お よ び 第 5,116
,742号 に お い て は 、 切 断 す べ き ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 相 補 的 で あ る 活 性 部 位 の ヌ ク レ オ チ ド
配 列 を 有 す る 、 テ ト ラ ヒ メ ナ -L-19 IVS RNAの 誘 導 体 が 構 築 さ れ う る 。 あ る い は 、 特 異 的
リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 有 す る 触 媒 性 RNAを RNA分 子 の プ ー ル か ら 選 択 す る た め に 、 本 発 明
の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る mRNAを 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 Bartelお よ び Sz
ostak, 1993, Science 261:1411を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 5.3.3　
　 あ る 実 施 形 態 に お い て は 、 EphA2発 現 を 低 下 さ せ る た め に RNA干 渉 （ RNAi） 分 子 を 使 用 す
る 。 RNA干 渉 （ RNAi） は 、 二 本 鎖 RNA（ dsRNA） が 、 そ れ 自 身 の 配 列 に 対 応 す る 遺 伝 子 の 発
現 を 抑 制 し う る こ と と 定 義 さ れ る 。 RNAiは 、 転 写 後 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ ま た は PTGSと も
称 さ れ る 。 細 胞 の 細 胞 質 内 で 通 常 見 出 さ れ る 唯 一 の RNA分 子 は 一 本 鎖 mRNAで あ る た め 、 細
胞 は 、 dsRNAを 認 識 し 21～ 25塩 基 対 含 有 断 片 （ 二 本 鎖 ら せ ん の 約 2タ ー ン ） に 切 断 す る 酵 素
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を 有 す る 。 該 断 片 の ア ン チ セ ン ス 鎖 は セ ン ス 鎖 か ら 十 分 に 分 離 し 、 そ れ は 内 因 性 細 胞 mRNA
の 分 子 上 の 相 補 的 セ ン ス 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 こ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 該 二
本 鎖 領 域 内 の mRNAの 切 断 を 誘 発 し て 、 そ れ が ポ リ ペ プ チ ド に 翻 訳 さ れ う る こ と を 妨 げ る 。
し た が っ て 、 特 定 の 遺 伝 子 に 対 応 す る dsRNAの 導 入 は 、 特 定 の 組 織 お よ び ／ ま た は 選 択 さ
れ た 時 点 に お い て 、 細 胞 自 身 に よ る そ の 遺 伝 子 の 発 現 を ノ ッ ク ア ウ ト す る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 哺 乳 類 に お け る 遺 伝 子 発 現 を 妨 げ る た め に 、 二 本 鎖 （ ds） RNAを 使 用 す る こ と が 可 能 で
あ る （ Wianny & Zernicka-Goetz, 2000, Nature Cell Biology 2: 70-75（ そ の 全 体 を 参
照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る こ と と す る ） ） 。 dsRNAは 、 EphA2の ヌ ル 突 然 変 異 体 と 同 じ
表 現 型 を 得 る た め に 、 EphA2の 機 能 の 抑 制 性 RNAま た は RNAiと し て 使 用 さ れ る （ Wianny & Z
ernicka-Goetz, 2000, Nature Cell Biology 2: 70-75） 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 5.4　
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 1以 上 の EphA2作 動 性 物 質 を 投 与 す る こ と を 含 む 、 対 象 に お け る EphA
2の 過 剰 発 現 お よ び ／ ま た は 特 に 上 皮 細 胞 の 非 腫 瘍 性 細 胞 過 増 殖 （ 例 え ば 、 喘 息 、 COPD、
肺 線 維 症 、 ア ス ベ ス ト 肺 、 IPF、 DIP、 UIP、 腎 線 維 症 、 肝 線 維 症 、 他 の 線 維 症 、 気 管 支 過
剰 応 答 、 乾 癬 、 脂 漏 性 皮 膚 炎 お よ び 嚢 胞 性 線 維 症 ） お よ び 内 皮 細 胞 の 非 腫 瘍 性 細 胞 過 増 殖
（ 例 え ば 、 再 狭 窄 、 過 増 殖 性 血 管 疾 患 、 ベ ー チ ェ ッ ト 症 候 群 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 お
よ び 黄 斑 変 性 ） に 関 連 し た 障 害 を 治 療 、 予 防 ま た は 処 置 す る た め の 方 法 を 含 む 。 1つ の 実
施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の 物 質 は 、 EphA2の 過 剰 発 現 に 関 連 し た 障 害 お よ び ／ ま た は 非
腫 瘍 性 細 胞 過 増 殖 障 害 の 治 療 、 予 防 ま た は 処 置 に 有 用 な 1以 上 の 他 の 治 療 用 物 質 と 組 合 せ
て 投 与 す る こ と が 可 能 で あ る 。 あ る 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の 1以 上 の EphA2作 動 性 物
質 を 、 非 腫 瘍 性 過 増 殖 性 細 胞 ま た は 過 剰 細 胞 蓄 積 障 害 の 治 療 に 有 用 な 1以 上 の 他 の 治 療 用
物 質 と 組 合 せ て 、 哺 乳 類 、 好 ま し く は ヒ ト に 投 与 す る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の 1以 上 の EphA2作 動 性 物 質 は 抗 体 、 好 ま し く は モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 よ り 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の EphA2作 動 性 抗 体
は Eph099B-102.147、 Eph099B-208.261、 Eph099B-210.248、 B233、 EA2ま た は EA5で あ る 。
あ る 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の 抗 体 は ヒ ト 化 さ れ て い る 。 他 の 実 施 形 態 に お
い て は 、 Eph099B-102.147、 Eph099B-208.261、 Eph099B-210.248、 B233、 EA2ま た は EA5と
比 較 し て 増 強 し た 活 性 、 結 合 能 な ど を 有 す る 、 例 え ば 1以 上 の ア ミ ノ 酸 置 換 を 特 に 可 変 ド
メ イ ン 内 に 有 す る Eph099B-102.147、 Eph099B-208.261、 Eph099B-210.248ま た は B233の 変
異 体 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 も う 1つ の 特 定 の 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の 治 療 お よ び 予 防 方 法 は 、 限 定 す る も の
で は な い が EphA2に 特 異 的 な ア ン チ セ ン ス 核 酸 、 RNAiを 媒 介 す る 二 本 鎖 EphA2 RNA、 抗 EphA
2リ ボ ザ イ ム な ど を 含 む EphA2発 現 の イ ン ヒ ビ タ ー の 投 与 を 含 む （ 前 記 第 5.3節 を 参 照 さ れ
た い ） 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る 投 与 の 量 お よ び 頻 度 は 、 治 療 的 に 有 効 お よ び 予 防 的 に 有 効 な
る 語 に 包 含 さ れ る 。 投 与 量 お よ び 頻 度 は 更 に 、 典 型 的 に は 、 投 与 す る 具 体 的 な 治 療 用 ま た
は 予 防 用 物 質 、 非 腫 瘍 性 過 増 殖 性 障 害 の 重 症 度 、 投 与 経 路 な ら び に 患 者 の 年 齢 、 体 重 、 応
答 性 お よ び 過 去 の 病 歴 に 応 じ た 各 患 者 に 特 定 の 要 因 に 従 い 様 々 な も の と な ろ う 。 適 当 な 計
画 は 、 そ の よ う な 要 因 を 考 慮 す る こ と に よ り 、 お よ び 例 え ば 文 献 で 報 告 さ れ て い る 及 び Ph
ysician's Desk Reference (56t h  ed., 2002)に お い て 推 奨 さ れ て い る 投 与 量 に 従 う こ と
に よ り 、 当 業 者 に よ り 選 択 さ れ う る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 5.4.1　
　 本 発 明 は 、 EphA2過 剰 発 現 、 細 胞 過 増 殖 、 特 に 上 皮 細 胞 お よ び 内 皮 細 胞 の 過 増 殖 、 ま た
は ム チ ン 産 生 の 増 強 に 関 連 し た 非 腫 瘍 性 障 害 を 治 療 、 予 防 お よ び 処 置 す る た め の 方 法 を 提
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供 し 、 該 方 法 は 、 そ れ を 要 す る 対 象 に 、 本 発 明 の 1以 上 の EphA2作 動 性 物 質 の 治 療 的 ま た は
予 防 的 に 有 効 な 量 を 投 与 す る こ と に よ る も の で あ る 。 対 象 は 、 好 ま し く は 哺 乳 類 、 例 え ば
非 霊 長 類 （ 例 え ば 、 ウ シ 、 ブ タ 、 ウ マ 、 ネ コ 、 イ ヌ 、 ラ ッ ト な ど ） お よ び 霊 長 類 （ 例 え ば
、 サ ル 、 例 え ば シ ノ モ ル グ ス （ cynomolgous） サ ル お よ び ヒ ト ） で あ る 。 好 ま し い 実 施 形
態 に お い て は 、 対 象 は ヒ ト で あ る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 本 発 明 の 方 法 お よ び 組 成 物 は 、 非 腫 瘍 性 過 増 殖 性 障 害 に 罹 患 し て い る 患 者 、 あ る い は 非
腫 瘍 性 過 増 殖 性 細 胞 ま た は 過 剰 細 胞 蓄 積 障 害 に 罹 患 す る と 予 想 さ れ る 者 、 例 え ば 、 非 増 殖
性 過 増 殖 性 細 胞 ま た は 過 剰 細 胞 蓄 積 障 害 の 遺 伝 的 素 因 を 有 す る 者 （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 6,
387,615号 お よ び 国 際 特 許 公 開 番 号 WO 95/05481を 参 照 さ れ た い ） 、 あ る い は 非 腫 瘍 性 過 増
殖 性 細 胞 ま た は 過 剰 細 胞 蓄 積 障 害 に 過 去 に 罹 患 し た こ と が あ る 者 、 あ る い は タ バ コ の 煙 に
さ ら さ れ て い る 者 、 上 気 道 感 染 （ 例 え ば 、 RSV、 HMPVま た は PIV） に 感 染 し た こ と が あ る 又
は 既 に 感 染 し て い る 患 者 、 あ る い は 血 管 形 成 術 を 受 け た こ と が あ る 者 に 、 本 発 明 の 1以 上
の EphA2作 動 性 物 質 を 投 与 す る こ と を 含 む 。 そ の よ う な （ 患 ） 者 は 、 例 え ば EphA2に 基 づ か
な い 治 療 に よ り 、 非 腫 瘍 性 過 増 殖 性 細 胞 ま た は 過 剰 細 胞 蓄 積 障 害 に 対 し て 既 に 治 療 さ れ て
い て も 、 治 療 さ れ て い な く て も よ い 。 本 発 明 の 方 法 お よ び 組 成 物 は 、 一 線 級 ま た は 二 線 級
の 治 療 と し て 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 本 発 明 は ま た 、 非 腫 瘍 性 過 増 殖 性 細 胞 ま た は 過
剰 細 胞 蓄 積 障 害 を 治 療 す る た め に EphA2に 基 づ か な い 治 療 を 現 在 受 け て い る 患 者 、 あ る い
は EphA2に 基 づ か な い 治 療 の 1以 上 に 治 療 抵 抗 性 で あ る 患 者 の 治 療 を 含 む 。 本 発 明 の 方 法 お
よ び 組 成 物 は 、 EphA2に 基 づ か な い 治 療 の い ず れ か の 有 害 な 作 用 ま た は 不 耐 性 が 生 じ る 前
に 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 本 発 明 は ま た 、 治 療 抵 抗 性 患 者 に お け る 症 状 を 治 療 ま た は
改 善 す る た め に 本 発 明 の 1以 上 の EphA2作 動 性 物 質 を 投 与 す る た め の 方 法 を 含 む 。 本 発 明 は
ま た 、 非 増 殖 性 過 増 殖 性 細 胞 ま た は 過 剰 細 胞 蓄 積 障 害 の 素 因 を 有 す る 患 者 に お い て 非 腫 瘍
性 過 増 殖 性 細 胞 ま た は 過 剰 細 胞 蓄 積 障 害 の 開 始 ま た は 再 発 を 予 防 す る た め に 本 発 明 の 1以
上 の EphA2作 動 性 物 質 を 投 与 す る た め の 方 法 を 含 む 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 過 増 殖 性 上 皮 細 胞 障 害 （ 例 え ば 、 喘 息 ま た は COPD） 罹 患 す
る と 予 想 さ れ る 患 者 は 、 呼 吸 器 ウ イ ル ス 感 染 を 有 す る 又 は 有 し て い た こ と が あ る 患 者 で あ
る 。 も う 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 呼 吸 器 ウ イ ル ス 感 染 は 呼 吸 器 合 胞 体 ウ イ ル ス （ RSV）
に よ る も の で あ る 。 特 定 の 実 施 形 態 に お い て は 、 呼 吸 器 ウ イ ル ス 感 染 を 有 す る 又 は 有 し て
い た こ と が あ る 患 者 は 、 ヒ ト の 小 児 、 乳 児 ま た は 早 産 乳 児 で あ る （ 例 え ば 、 Zhoaら , 2002
, Pediatr. Allergy Immunol. 13:47-50; Messageお よ び Johnston, 2002, Br. Med. Bull
. 61:29-43; Klinnertら , 2001, Pediatrics 108:E69; Sigurs, 2002, Respiratory Res.
 4:S8-S14を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 は ま た 、 現 在 の 療 法 の 代 替 手 段 と し て の 、 非 腫 瘍 性 過
増 殖 性 細 胞 ま た は 過 剰 細 胞 蓄 積 障 害 の 治 療 方 法 を 提 供 す る 。 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、
現 在 の 療 法 は 患 者 に 対 し て 極 め て 毒 性 で あ る （ す な わ ち 、 許 容 で き な い 又 は 耐 え ら れ な い
副 作 用 を 引 き 起 こ す ） こ と が 判 明 し て い る 又 は 判 明 し う る 。 も う 1つ の 実 施 形 態 に お い て
は 、 EphA2に 基 づ く 療 法 は 、 現 在 の 療 法 と 比 較 し て 軽 減 し た 副 作 用 を 有 す る 。 も う 1つ の 実
施 形 態 に お い て は 、 患 者 は 現 在 の 療 法 に 治 療 抵 抗 性 で あ る こ と が 判 明 し て い る 。 そ の よ う
な 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 は 、 い ず れ の 他 の 非 腫 瘍 性 過 増 殖 性 細 胞 ま た は 過 剰 細 胞 蓄
積 障 害 療 法 を も 伴 わ な い 本 発 明 の EphA2作 動 性 物 質 の 1以 上 の 投 与 を 提 供 す る 。 あ る 実 施 形
態 に お い て は 、 非 腫 瘍 性 過 増 殖 性 細 胞 ま た は 過 剰 細 胞 蓄 積 障 害 を 治 療 す る た め の 別 の 療 法
の 代 わ り に 、 本 発 明 の 1以 上 の EphA2作 動 性 物 質 を 、 そ れ を 要 す る 患 者 に 投 与 す る こ と が 可
能 で あ る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 EphA2に 基 づ か な い 療 法 は 、 EphA4に 基 づ く 療 法 で あ る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 も う 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 過 増 殖 性 障 害 は 喘 息 で あ り 、 EphA2に 基 づ か な い 療 法 は
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、 例 え ば 、 吸 入 さ れ る β 2ア ゴ ニ ス ト 、 吸 入 さ れ る コ ル チ コ ス テ ロ イ ド 、 レ チ ノ イ ン 酸 、
抗 IgE抗 体 、 ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー 、 ロ イ コ ト リ エ ン ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 抗 IL-
9抗 体 お よ び ／ ま た は 抗 ム チ ン 療 法 （ 例 え ば 、 抗 hCLCA1療 法 、 例 え ば 、 Lomucin（ 商 標 ） ）
で あ る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 も う 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 過 増 殖 性 障 害 は COPDで あ り 、 EphA2に 基 づ か な い 療 法 は
、 例 え ば 、 チ オ ト ロ ピ ウ ム （ tiotropium） お よ び ／ ま た は イ プ ラ ト ロ プ ム （ ipratropium
） で あ る 。 も う 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 過 増 殖 性 障 害 は 肺 線 維 症 で あ り 、 EphA2に 基 づ
か な い 療 法 は 、 例 え ば 、 組 換 え ヒ ト レ ラ キ シ ン 、 例 え ば ConXn（ 商 標 ） 、 メ チ ル プ レ ド ニ
ゾ ロ ン 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 コ ル チ コ ス テ ロ イ ド 、 ア ザ チ オ プ リ ン 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ
ド 、 ペ ニ シ ラ ミ ン 、 コ ル ヒ チ ン 、 シ ク ロ ス ポ リ ン お よ び ／ ま た は プ レ ド ニ ゾ ロ ン で あ る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 も う 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 過 増 殖 性 障 害 は 気 管 支 過 剰 応 答 で あ り 、 EphA2に 基 づ か
な い 療 法 は 、 例 え ば 、 ブ デ ソ ニ ド （ budesonide） 、 ザ フ ィ ル カ ス ト （ zafirlukast） 、 ジ
プ ロ ピ オ ン 酸 ベ ク ロ メ タ ゾ ン 、 ブ デ ソ ニ ド 、 ア ン ジ オ テ ン シ ン II 1型 （ AT1） 受 容 体 ア ン
タ ゴ ニ ス ト 、 例 え ば カ ン デ サ ル タ ン （ candesartan） シ レ キ セ チ ル （ cilexetil） 、 お よ び
／ ま た は EPI-2010（ 商 標 ） の よ う な ア デ ノ シ ン A（ 1） 受 容 体 を 標 的 化 す る ア ン チ セ ン ス オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 も う 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 過 増 殖 性 障 害 は 乾 癬 で あ り 、 EphA2に 基 づ か な い 療 法 は
、 例 え ば 、 コ ル チ コ ス テ ロ イ ド 、 カ ル シ ポ ト リ エ ン （ calcipotriene） 、 コ ー ル タ ー ル 、
ア ン ト ラ リ ン 、 レ チ ノ イ ド 、 サ リ チ ル 酸 、 モ イ ス チ ュ ラ イ ザ ー お よ び ／ ま た は 光 線 療 法 で
あ る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 も う 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 過 増 殖 性 障 害 は 脂 漏 性 皮 膚 炎 で あ り 、 EphA2に 基 づ か な
い 療 法 は 、 例 え ば 、 シ ク ロ ピ ロ キ ソ ラ ミ ン （ ciclopiroxolamine） 、 ケ ト コ ナ ゾ ー ル 、 亜
鉛 ピ リ チ オ ン （ pyrithione） 、 テ ル ビ ナ フ ィ ン （ terbinafine） お よ び ／ ま た は ピ メ ク ロ
リ ム ス （ pimecrolimus） で あ る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 も う 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 過 増 殖 性 障 害 は 再 狭 窄 で あ り 、 EphA2に 基 づ か な い 療 法
は 、 例 え ば 、 パ ク リ タ キ セ ル 、 ド キ ソ ル ビ シ ン 、 ジ ピ リ ダ モ ー ル 、 ク ロ ピ ド グ レ ル （ clop
idogrel） お よ び ／ ま た は ア ス ピ リ ン で あ る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 も う 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 過 増 殖 性 障 害 は 過 増 殖 性 血 管 障 害 で あ り 、 EphA2に 基 づ
か な い 療 法 は 、 例 え ば 、 サ イ ク リ ン 依 存 性 キ ナ ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー 、 ブ ロ モ ク リ プ チ ン お よ
び ／ ま た は IL-2受 容 体 特 異 的 キ メ ラ 毒 素 、 例 え ば DAD486-IL-2（ 商 標 ） で あ る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 も う 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 過 増 殖 性 障 害 は ベ ー チ ェ ッ ト 症 候 群 で あ り 、 EphA2に 基
づ か な い 療 法 は 、 例 え ば 、 コ ル チ コ ス テ ロ イ ド 、 プ レ ド ニ ゾ ン ま た は 免 疫 抑 制 薬 、 例 え ば
ア サ チ オ プ リ ン 、 ク ロ ラ ム ブ シ ル 、 シ ク ロ ス ポ リ ン 、 コ ル ヒ チ ン お よ び ／ ま た は シ ク ロ ホ
ス フ ァ ミ ド で あ る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 も う 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 過 増 殖 性 障 害 は ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 で あ り 、 EphA2
に 基 づ か な い 療 法 は 、 例 え ば 、 β 遮 断 薬 、 フ ィ ブ リ ン 溶 解 ／ 血 栓 溶 解 療 法 、 ラ ロ キ シ フ ェ
ン お よ び ／ ま た は ス タ チ ン 療 法 で あ る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 も う 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 過 増 殖 性 障 害 は 黄 斑 変 性 で あ り 、 EphA2に 基 づ か な い 療
法 は 、 例 え ば 、 レ ー ザ ー 手 術 お よ び ／ ま た は 高 レ ベ ル の 抗 酸 化 剤 お よ び 亜 鉛 で あ る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 EphA2作 動 性 物 質 は 抗 体 で あ る 。 も う 1つ の 実 施 形 態 に お い
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て は 、 EphA2抗 体 は 、 Eph099B-102.147、 Eph099B-208.261、 Eph099B-210.248、 B233、 EA2
ま た は EA5の 1以 上 で あ る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 非 腫 瘍 性 過 増 殖 性 障 害 は 喘 息 で は な い 。 も う 1つ の 実 施 形 態
に お い て は 、 非 腫 瘍 性 過 増 殖 性 障 害 は COPDで は な い 。 も う 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 非
腫 瘍 性 過 増 殖 性 障 害 は 乾 癬 で は な い 。 も う 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 非 腫 瘍 性 過 増 殖 性
障 害 は 再 狭 窄 で は な い 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 5.4.2　
　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 1以 上 の EphA2作 動 性 物 質 を 、 非 腫
瘍 性 過 増 殖 性 細 胞 ま た は 過 剰 細 胞 蓄 積 障 害 を 治 療 す る た め の 或 い は 非 腫 瘍 性 過 増 殖 性 細 胞
ま た は 過 剰 細 胞 蓄 積 障 害 の 症 状 を 軽 減 す る 他 の 任 意 の 療 法 （ 例 え ば 、 前 記 の 療 法 ） と 組 合
せ て 投 与 す る こ と に よ る 、 患 者 の 非 腫 瘍 性 過 増 殖 性 細 胞 ま た は 過 剰 細 胞 蓄 積 障 害 の 治 療 方
法 を 提 供 す る 。 患 者 へ の 複 数 の 治 療 用 ／ 予 防 用 物 質 の 投 与 は 、 そ れ ら の 物 質 が 一 緒 に 作 用
し て 、 そ れ ら が 単 独 で 投 与 さ れ た 場 合 よ り 大 き な 利 益 を 与 え る よ う 、 完 全 に 同 時 に 又 は あ
る 時 間 間 隔 で 順 次 行 う こ と が 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 各 治 療 用 ／ 予 防 用 物 質 は 、 異 な る 時 点
で 任 意 の 順 序 で 投 与 す る こ と が 可 能 で あ る が 、 同 時 に 投 与 し な い 場 合 に は 、 そ れ ら は 、 所
望 の 治 療 ま た は 予 防 効 果 が 得 ら れ る よ う 十 分 に 接 近 し た 時 間 間 隔 で 投 与 す べ き で あ る 。 各
治 療 用 ／ 予 防 用 物 質 は 、 別 々 に 、 任 意 の 適 当 な 形 態 お よ び 任 意 の 適 当 な 経 路 で 投 与 す る こ
と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 種 々 の 実 施 形 態 に お い て は 、 予 防 用 ま た は 治 療 用 物 質 は 、 5分 未 満 の 間 隔 、 30分 未 満 の
間 隔 、 1時 間 未 満 の 間 隔 、 約 1時 間 の 間 隔 、 約 1時 間 ～ 約 2時 間 の 間 隔 、 約 2～ 約 3時 間 の 間 隔
、 約 3時 間 ～ 約 4時 間 の 間 隔 、 約 4時 間 ～ 約 5時 間 の 間 隔 、 約 5時 間 ～ 約 6時 間 の 間 隔 、 約 6時
間 ～ 約 7時 間 の 間 隔 、 約 7時 間 ～ 約 8時 間 の 間 隔 、 約 8時 間 ～ 約 9時 間 の 間 隔 、 約 9時 間 ～ 約 10
時 間 の 間 隔 、 約 10時 間 ～ 約 11時 間 の 間 隔 、 約 11時 間 ～ 約 12時 間 の 間 隔 、 せ い ぜ い 24時 間 の
間 隔 ま た は せ い ぜ い 48時 間 の 間 隔 で 投 与 す る 。 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 2以 上 の 成
分 を 患 者 の 同 一 来 院 時 に 投 与 す る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の EphA2作 動 性 物 質 を 、 過 増 殖 性 細 胞 ま た は 過 剰 細 胞
蓄 積 障 害 を 治 療 す る こ と が 現 在 知 ら れ て い る 療 法 （ 例 え ば 、 前 記 第 5.4.1節 を 参 照 さ れ た
い ） と 組 合 せ て 投 与 す る 。 も う 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の EphA2作 動 性 物 質 を 、
免 疫 調 節 剤 、 呼 吸 器 ウ イ ル ス の 複 製 を 減 少 さ せ る 抗 ウ イ ル ス 剤 、 気 管 支 拡 張 剤 ま た は 抗 ム
チ ン 療 法 と 組 合 せ て 投 与 す る 。 も う 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の EphA2作 動 性 物 質
を 、 非 腫 瘍 性 過 増 殖 性 細 胞 ま た は 過 剰 細 胞 蓄 積 障 害 を 治 療 す る こ と が 現 在 知 ら れ て い る 療
法 お よ び 免 疫 調 節 剤 、 呼 吸 器 ウ イ ル ス の 複 製 を 減 少 さ せ る 抗 ウ イ ル ス 剤 、 気 管 支 拡 張 剤 ま
た は 抗 ム チ ン 療 法 と 組 合 せ て 投 与 す る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 も う 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の EphA2作 動 性 物 質 は 、 EphA4作 動 性 物 質 （ 2003
年 6月 6日 付 け 出 願 の 米 国 仮 特 許 出 願 第 60/476,909号 お よ び 2003年 9月 16日 付 け 出 願 の 米 国
仮 特 許 出 願 第 60/503,356号 （ そ れ ら の そ れ ぞ れ の 全 体 を 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る
こ と と す る ） を 参 照 さ れ た い ） と 組 合 せ て 投 与 す る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 5.4.2.1　
　 あ る 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 1以 上 の EphA2作 動 性 物 質 と 1以 上 の 免 疫
調 節 剤 （ す な わ ち 、 対 象 に お け る 免 疫 応 答 を 調 節 す る 物 質 ） と を 含 む 組 成 物 、 お よ び 該 組
成 物 の 投 与 ま た は 1以 上 の 免 疫 調 節 剤 と 組 合 さ れ た EphA2に 基 づ く 予 防 用 ／ 治 療 用 物 質 の 投
与 を 含 む 、 対 象 に お け る 、 過 増 殖 性 細 胞 （ 例 え ば 、 上 皮 細 胞 ま た は 内 皮 細 胞 ） が 関 わ る 障
害 の 治 療 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 の 特 定 の 実 施 形 態 に お い て は 、 免 疫 調 節 剤 は ヒ ト 対 象 に
お け る 免 疫 応 答 を 阻 害 ま た は 抑 制 す る 。 免 疫 調 節 剤 は 当 業 者 に よ く 知 ら れ て お り 、 本 発 明
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の 方 法 お よ び 組 成 物 に お い て 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 免 疫 調 節 剤 は 対 象 に お け る 免 疫 応 答 の 1以 上 又 は 全 て の 態 様 に 影 響 を 及 ぼ し う る 。 免 疫
応 答 の 態 様 に は 、 炎 症 応 答 、 補 体 カ ス ケ ー ド 、 白 血 球 お よ び リ ン パ 球 増 殖 、 単 球 お よ び ／
ま た は 好 塩 基 球 数 、 お よ び 免 疫 系 の 細 胞 間 の 細 胞 連 絡 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る
も の で は な い 。 本 発 明 の 或 る 実 施 形 態 に お い て は 、 免 疫 調 節 剤 は 免 疫 応 答 の 態 様 の 1つ を
調 節 （ モ ジ ュ レ ー シ ョ ン ） す る 。 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 免 疫 調 節 剤 は 免 疫 応 答 の 2以
上 の 態 様 を 調 節 す る 。 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 患 者 へ の 免 疫 調 節 剤 の 投 与
は 対 象 の 免 疫 応 答 能 の 態 様 の 1以 上 を 抑 制 ま た は 軽 減 す る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 本 発 明 に お い て は 、 1以 上 の 免 疫 調 節 剤 を 、 本 発 明 の EphA2作 動 性 物 質 の 前 、 後 ま た は そ
れ と 同 時 に 、 非 腫 瘍 性 過 増 殖 性 細 胞 障 害 を 有 す る 対 象 に 投 与 す る こ と が 可 能 で あ る 。 好 ま
し く は 、 必 要 に 応 じ て 免 疫 応 答 の 態 様 の 1以 上 を 軽 減 ま た は 抑 制 す る た め に 、 1以 上 の 免 疫
調 節 剤 を 、 非 腫 瘍 性 過 増 殖 性 細 胞 ま た は 過 剰 細 胞 蓄 積 障 害 を 有 す る 対 象 に 投 与 す る 。 免 疫
応 答 の 態 様 の 1以 上 を 測 定 し 、 そ れ に よ り 、 免 疫 調 節 剤 を 投 与 す る こ と が 必 要 で あ る か ど
う か を 判 定 す る た め に は 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ た 任 意 の 技 術 を 用 い る こ と が 可 能 で あ る 。
好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 免 疫 応 答 の 態 様 の 1以 上 を 一 過 性 に 軽 減 ま た は 抑 制 す る た
め に 、 1以 上 の 免 疫 調 節 剤 を 、 非 腫 瘍 性 過 増 殖 性 細 胞 ま た は 過 剰 細 胞 蓄 積 障 害 を 有 す る 対
象 に 投 与 す る 。 免 疫 系 の 態 様 の 1以 上 の そ の よ う な 一 過 性 の 抑 制 ま た は 軽 減 は 数 時 間 、 数
日 間 、 数 週 間 ま た は 数 ヶ 月 続 き う る 。 免 疫 応 答 の 態 様 の 1以 上 の 一 過 性 の 軽 減 ま た は 抑 制
は 本 発 明 の EphA2作 動 性 物 質 の 治 療 効 果 を 増 強 す る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 免 疫 調 節 剤 は IL-9の 量 を 減 少 さ せ る 。 よ り 好 ま し い 実 施
形 態 に お い て は 、 免 疫 調 節 剤 は 、 IL-9に 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 （ 好 ま し く は モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 ） ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト で あ る （ 例 え ば 、 2004年 4月 12日 付 け 出 願 の Reedに
よ る 米 国 特 許 出 願 第 号 , 発 明 の 名 称 “ Methods of Preventing or Treating Respirator
y Conditions” （ Attorney Docket No. 10271-113-999)、 2004年 4月 12日 付 け 出 願 の Reed
に よ る 米 国 特 許 出 願 第 号 , 発 明 の 名 称 “ Recombinant IL-9 Antibodies and Uses There
of” （ Attorney Docket No. 10271-112-999） 、 2004年 4月 12日 付 け 出 願 の Reedに よ る 米 国
特 許 出 願 第 号 , 発 明 の 名 称 “ Anti-IL-9 Antibody Formulations and Uses Thereof” （
Attorney Docket No. 10271-126-999） （ そ れ ら の 全 て の 全 体 を 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組
み 入 れ る こ と と す る ） を 参 照 さ れ た い ） 。 特 定 の 作 用 メ カ ニ ズ ム に よ り 束 縛 さ れ る も の で
は な い が 、 抗 IL-9抗 体 の 使 用 は IL-9の 生 物 学 的 効 果 を 中 和 し 、 そ れ に よ り 炎 症 細 胞 の リ ク
ル ー ト メ ン ト 、 上 皮 ま た は 新 血 管 内 膜 の 過 形 成 、 お よ び 上 皮 細 胞 の ム チ ン 産 生 を 阻 止 ま た
は 軽 減 す る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の 組 成 物 お よ び 方 法 に お い て 使 用 し う る 他 の 免 疫 調 節
剤 は 、 免 疫 調 節 剤 と し て 機 能 す る こ と が 知 ら れ て い る 商 業 的 に 入 手 可 能 な も の で あ り う る
。 免 疫 調 節 剤 に は 、 サ イ ト カ イ ン 、 抗 体 （ 例 え ば 、 ヒ ト 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 、 キ メ ラ 抗 体 、
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 Fv、 sFv、 Fabも し く は F(ab)2フ ラ グ メ ン ト ま
た は エ ピ ト ー プ 結 合 性 フ ラ グ メ ン ト ） 、 無 機 化 合 物 ま た は ペ プ チ ド 模 擬 体 の よ う な 物 質 が
含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 免 疫 調 節 剤 の 更 な る 具 体 例 に は 、 抗 IL-1
3モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 抗 IL-4モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 抗 IL-5モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 抗 IL-2R
抗 体 （ 例 え ば 、 抗 Tacモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び BT536） 、 抗 CD4モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 抗 C
D3モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 抗 CD3モ ノ ク ロ ー ナ ル ヒ ト 抗 体 OKT3、 抗 CD8モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、
抗 CD40リ ガ ン ド モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 抗 CD2モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 CTLA4免 疫 グ ロ ブ リ ン 、
シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 シ ク ロ ス ポ リ ン A、 マ ク ロ ラ イ ド 抗 生 物 質 （ 例 え ば 、 FK506（ タ ク ロ
リ ム ス ） ） 、 メ チ ル プ レ ド ニ ゾ ロ ン （ MP） 、 コ ル チ コ ス テ ロ イ ド 、 ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸 モ フ
ェ チ ル 、 ラ パ マ イ シ ン （ シ ロ リ ム ス ） 、 ミ ゾ リ ビ ン 、 デ オ キ シ ス ペ ル グ ア リ ン 、 ブ レ ク イ
ナ ル （ brequinar） 、 マ ロ ノ ニ ト リ ロ ア ミ ン デ ス （ malononitriloamindes） （ 例 え ば 、 レ
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フ ル ナ ミ ド （ leflunamide） ） 、 β 2-ア ゴ ニ ス ト 、 ロ イ コ ト リ エ ン ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 お よ
び IgEレ ベ ル を 減 少 さ せ る 物 質 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 免 疫 調 節 剤 の 免 疫 調 節 活 性 は 、 例 え ば CTLア ッ セ イ 、 増 殖 ア ッ セ イ 、 共 刺 激 分 子 お よ び
サ イ ト カ イ ン の よ う な 特 定 の タ ン パ ク 質 の 発 現 に 関 す る イ ム ノ ア ッ セ イ （ 例 え ば 、 ELISA
） な ら び に FACSを 含 む 当 業 者 に よ く 知 ら れ た 任 意 の 技 術 に よ り in vitroお よ び ／ ま た は in
 vivoで 測 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 5.4.2.2．
　 あ る 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 1以 上 の EphA2作 動 性 物 質 と 1以 上 の 抗 ウ
イ ル ス 剤 と を 含 む 組 成 物 、 お よ び 該 組 成 物 の 投 与 ま た は 1以 上 の 抗 ウ イ ル ス 剤 と 組 合 さ れ
た EphA2に 基 づ く 予 防 用 ／ 治 療 用 物 質 の 投 与 を 含 む 、 対 象 に お け る 、 過 増 殖 性 細 胞 が 関 わ
る 障 害 の 治 療 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 の 特 定 の 実 施 形 態 に お い て は 、 該 障 害 は 過 増 殖 性 上
皮 細 胞 障 害 （ 例 え ば 、 喘 息 ま た は COPD） で あ り 、 抗 ウ イ ル ス 剤 は 呼 吸 器 ウ イ ル ス に よ る 感
染 を 抑 制 し 、 ま た は 呼 吸 器 ウ イ ル ス の 複 製 を 抑 制 も し く は 軽 減 す る 。 特 定 の 実 施 形 態 に お
い て は 、 呼 吸 器 ウ イ ル ス は 呼 吸 器 合 胞 体 ウ イ ル ス （ RSV） 、 ヒ ト メ タ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス （ H
uman Metapneumovirus） （ HMPV） ま た は パ ラ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス （ PIV） で あ る 。 抗
ウ イ ル ス 剤 は 当 業 者 に よ く 知 ら れ て お り 、 本 発 明 の 方 法 お よ び 組 成 物 に お い て 使 用 す る こ
と が 可 能 で あ る 。 特 定 の 実 施 形 態 に お い て は 、 EphA2に 基 づ く 抗 ウ イ ル ス 予 防 用 ／ 治 療 用
物 質 を 、 呼 吸 器 ウ イ ル ス に 現 在 感 染 し て い る 又 は 呼 吸 器 ウ イ ル ス 感 染 を 有 し て い た こ と が
あ る ヒ ト の 小 児 、 乳 児 ま た は 早 産 乳 児 で あ る 患 者 に 投 与 す る 。 乳 児 、 特 に 早 産 乳 児 の 時 に
呼 吸 器 ウ イ ル ス （ 例 え ば 、 RSV） に 感 染 し た 患 者 は 、 喘 息 お よ び ／ ま た は COPDを 発 生 す る
リ ス ク が 高 い （ Zhoaら , 2002, Pediatr. Allergy Immunol. 13:47-50; Message and John
ston, 2002, Br. Med. Bull. 61:29-43; Klinnertら , 2001, Pediatrics 108:E69; Sigur
s, 2002, Respiratory Res. 4:S8-S14） 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 抗 ウ イ ル ス RSV物 質 は 1以 上 の 抗 RSVモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
で あ る 。 本 発 明 の 方 法 で 使 用 し う る 抗 RSV抗 原 抗 体 は RSVの 抗 原 に 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 。
あ る 実 施 形 態 に お い て は 、 抗 RSV抗 原 抗 体 は RSVの A群 の RSV抗 原 に 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 。
あ る 実 施 形 態 に お い て は 、 抗 RSV抗 原 抗 体 は RSVの B群 の RSV抗 原 に 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 。
あ る 実 施 形 態 に お い て は 、 抗 体 は 1群 の RSVの 抗 原 に 結 合 し 、 そ の 他 の 群 の 類 似 抗 原 と 交 差
反 応 す る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 あ る 実 施 形 態 に お い て は 、 抗 RSV抗 原 抗 体 は 、 RSV核 タ ン パ ク 質 、 RSVリ ン 酸 化 タ ン パ ク
質 、 RSVマ ト リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 、 RSV小 疎 水 性 タ ン パ ク 質 、 RSV RNA依 存 性 RNAポ リ メ ラ ー
ゼ 、 RSV Fタ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た は RSV Gタ ン パ ク 質 に 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 あ る 実 施 形 態 に お い て は 、 抗 RSV抗 原 抗 体 は 、 RSV核 タ ン パ ク 質 、 RSVヌ ク レ オ キ ャ プ シ
ド タ ン パ ク 質 、 RSVリ ン 酸 化 タ ン パ ク 質 、 RSVマ ト リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 、 RSV付 着 糖 タ ン パ
ク 質 、 RSV融 合 糖 タ ン パ ク 質 、 RSVヌ ク レ オ キ ャ プ シ ド タ ン パ ク 質 、 RSVマ ト リ ッ ク ス タ ン
パ ク 質 、 RSV小 疎 水 性 タ ン パ ク 質 、 RSV RNA依 存 性 RNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 RSV Fタ ン パ ク 質 、 RS
V Lタ ン パ ク 質 、 RSV Pタ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た は RSV Gタ ン パ ク 質 の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 に
結 合 す る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 RSV抗 原 に 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 は 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ る こ と が 認 識 さ れ
る べ き で あ る 。 例 え ば 、 パ リ ビ ズ マ ブ （ palivizumab） は 、 小 児 患 者 に お け る RSV感 染 の 予
防 の た め に 現 在 使 用 さ れ て い る ヒ ト 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 特 定 の 実 施 形 態 に お い
て は 、 本 発 明 の 方 法 で 使 用 す る 抗 体 は パ リ ビ ズ マ ブ 、 A4B4（ 例 え ば 、 国 際 出 願 公 開 番 号 WO
 02/43660を 参 照 さ れ た い ） ま た は そ の 抗 原 結 合 性 フ ラ グ メ ン ト （ 例 え ば 、 1以 上 の 相 補 性
決 定 領 域 （ CDR） お よ び 好 ま し く は 、 パ リ ビ ズ マ ブ ま た は A4B4の 可 変 ド メ イ ン を 含 有 す る

10

20

30

40

50

(44) JP 2006-524693 A 2006.11.2

抗 ウ イ ル ス 剤



も の ） で あ る 。 パ リ ビ ズ マ ブ お よ び A4B4の ア ミ ノ 酸 配 列 は Johnsonら , 1997, J. Infectio
us Disease 176:1215-1224お よ び 米 国 特 許 第 5,824,307号 ; Youngら , 国 際 出 願 公 開 番 号 WO
 02/43660, 発 明 の 名 称 “ Methods of Administering/Dosing Anti-RSV Antibodies for P
rophylaxis and Treatment” ; お よ び 2002年 3月 29日 付 け 出 願 の 米 国 仮 特 許 出 願 第 60/368,
729号 （ そ れ ら の 全 体 を 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る こ と と す る ） に 開 示 さ れ て い る
。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 あ る 実 施 形 態 に お い て は 、 1以 上 の 抗 RSV抗 原 抗 体 に は 、 パ リ ビ ズ マ ブ （ palivizumab）
ま た は A4B4が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 あ る 実 施 形 態 に お い て は 、
RSV抗 原 に 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る の 1以 上 の 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 性 フ ラ グ メ ン ト は 、 Fc
Rn受 容 体 に 対 し て 、 パ リ ビ ズ マ ブ ま た は A4B4の Fcド メ イ ン よ り 高 い ア フ ィ ニ テ ィ ー を 有 す
る Fcド メ イ ン を 含 む 。 そ の よ う な 抗 体 は 、 2001年 12月 12日 付 け 出 願 の 米 国 特 許 出 願 第 10/0
20,354号 （ そ の 全 体 を 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る こ と と す る ） に 記 載 さ れ て い る 。
あ る 実 施 形 態 に お い て は 、 1以 上 の 抗 RSV抗 原 抗 体 に は 、 AFFF、 P12f2、 P12f4、 Pl ld4、 Al
e109、 A12a6、 A13c4、 A17d4、 A8c7、 IX-493L1FR、 H3-3F4、 M3H9、 Y10H6、 DG、 AFFF (1)、
6H8、 A8C7、 L1-7E5、 L2-15B10、 A13al1、 A1H5、 A4B4 (1)、 A4B4L1FR-S28Rま た は A4B4-F52
Sが 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 こ れ ら の 抗 体 は 、 Youngら , 国 際 出 願
公 開 番 号 WO 02/43660, 発 明 の 名 称 “ Methods of Administering/Dosing Anti-RSV Antibo
dies for Prophylaxis and Treatment” お よ び 2003年 7月 25日 付 け 出 願 の 米 国 特 許 出 願 第 1
0/628,088号 , 発 明 の 名 称 “ Methods of Treating and Preventing RSV, HMPV, and PIV U
sing Anti-RSV, Anti-HMPV, and Anti-PIV Antibodies” お よ び 2003年 3月 31日 付 け 出 願 の
米 国 特 許 出 願 第 10/403,180号 , 発 明 の 名 称 “ Methods Of Administering/Dosing Anti-Rsv
 Antibodies For Prophylaxis And Treatment” （ そ れ ら の 全 体 を 参 照 に よ り 本 明 細 書 に
組 み 入 れ る こ と と す る ） に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 あ る 実 施 形 態 に お い て は 、 RSV抗 原 に 結 合 す る 1以 上 の 抗 体 は RSV抗 原 に 対 し て 、 パ リ ビ
ズ マ ブ ま た は A4B4が RSV F糖 タ ン パ ク 質 に 対 し て 有 す る も の よ り 高 い ア ビ デ ィ テ ィ お よ び
／ ま た は ア フ ィ ニ テ ィ ー を 有 す る 。 あ る 実 施 形 態 に お い て は 、 RSV抗 原 に 免 疫 特 異 的 に 結
合 す る 1以 上 の 抗 体 は 、 RSV抗 原 に 対 し て 、 任 意 の 既 に 公 知 の 抗 RSV抗 原 特 異 的 抗 体 ま た は
そ の 抗 原 結 合 性 フ ラ グ メ ン ト よ り 高 い ア フ ィ ニ テ ィ ー お よ び ／ ま た は ア ビ デ ィ テ ィ を 有 す
る 。 あ る 実 施 形 態 に お い て は 、 抗 RSV抗 原 抗 体 は パ リ ビ ズ マ ブ で も A4B4で も な い 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 あ る 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の 方 法 お よ び 組 成 物 に お い て 使 用 す る 抗 体 ま た は そ の
フ ラ グ メ ン ト は 、 RSVの 株 に は 無 関 係 に 1以 上 の RSV抗 原 に 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 。 特 に 、
抗 RSV抗 原 抗 体 は ヒ ト RSV Aお よ び ヒ ト RSV Bの 抗 原 に 結 合 す る 。 あ る 実 施 形 態 に お い て は
、 抗 RSV抗 原 抗 体 は RSVの 株 の 1つ か も う 1つ の RSV株 か ら の RSV抗 原 に 結 合 す る 。 特 に 、 抗 RS
V抗 原 抗 体 は ヒ ト RSV Aの 抗 原 に 結 合 し 且 つ ヒ ト RSV Bに は 結 合 せ ず 、 あ る い は そ の 逆 も 成
り 立 つ 。 特 定 の 実 施 形 態 に お い て は 、 該 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 性 フ ラ グ メ ン ト は RSV F
糖 タ ン パ ク 質 、 G糖 タ ン パ ク 質 ま た は SHタ ン パ ク 質 に 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 。 あ る 実 施 形
態 に お い て は 、 抗 RSV抗 原 抗 体 は RSV F糖 タ ン パ ク 質 に 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 。 も う 1つ の
好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 抗 RSV抗 原 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 性 フ ラ グ メ ン ト は RSV F
糖 タ ン パ ク 質 の A、 B、 C、 I、 II、 IV、 Vま た は VI抗 原 部 位 に 結 合 す る （ 例 え ば 、 Lopezら , 
1998, J. Virol. 72:6922-6928（ そ の 全 体 を 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る こ と と す る
） を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 あ る 実 施 形 態 に お い て は 、 抗 RSV抗 原 抗 体 は 抗 RSV抗 原 抗 体 で あ り 、 2000年 11月 28日 付 け
出 願 の 米 国 特 許 出 願 第 09/724,531号 、 2001年 11月 28日 付 け 出 願 の 米 国 特 許 出 願 第 09/996,2
88号 、 お よ び 2001年 11月 28日 付 け 出 願 の 米 国 特 許 出 願 第 09/996,265号 （ こ れ ら は す べ て 、
発 明 の 名 称 “ Methods of Administering/Dosing Anti-RSV Antibodies for Prophylaxis 
and Treatment” で あ り 、 Youngら に よ る も の で あ り 、 そ れ ら の 全 体 を 参 照 に よ り 本 明 細 書
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に 組 み 入 れ る こ と と す る ） の 方 法 に よ り 製 造 さ れ る 。 本 発 明 の 方 法 に お い て 使 用 し う る 安
定 化 抗 体 製 剤 の た め の 方 法 お よ び 組 成 物 は 、 2002年 6月 14日 付 け 出 願 の 米 国 仮 特 許 出 願 第 6
0/388,921号 お よ び 2002年 6月 14日 付 け 出 願 の 米 国 仮 特 許 出 願 第 60/388,920号 に 開 示 さ れ て
い る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の 物 質 と 組 合 せ て 投 与 さ れ る 抗 ウ イ ル ス 剤 は 、 HMPVお
よ び ／ ま た は PIVの 複 製 を 軽 減 ま た は 抑 制 す る 。 そ の よ う な 物 質 お よ び 治 療 方 法 の 具 体 例
に 関 し て は 、 2003年 7月 25日 付 け 出 願 の 米 国 特 許 出 願 第 10/628,088号 , 発 明 の 名 称 “ Metho
ds of Treating and Preventing RSV, HMPV, and PIV Using Anti-RSV, Anti-HMPV, and 
Anti-PIV Antibodies” （ そ の 全 体 を 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る こ と と す る ） を 参
照 さ れ た い 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 5.4.3　
　 本 発 明 は 、 治 療 す べ き 非 腫 瘍 性 過 増 殖 性 障 害 （ 例 え ば 、 上 皮 細 胞 ま た は 内 皮 細 胞 の 過 増
殖 ） に 関 与 す る 細 胞 に 予 防 用 ／ 治 療 用 物 質 を 標 的 化 す る た め の 抗 体 の 使 用 を 含 む 。 そ の よ
う な 予 防 用 ／ 治 療 用 物 質 を 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト （ 例 え ば 、 Fabフ ラ グ メ ン ト 、 Fd
フ ラ グ メ ン ト 、 Fvフ ラ グ メ ン ト 、 F(ab) 2 フ ラ グ メ ン ト ま た は そ れ ら の 一 部 ） に 組 換 え 的 に
融 合 し た り 又 は 化 学 的 に 結 合 （ コ ン ジ ュ ゲ ー ト 化 ） （ 共 有 結 合 お よ び 非 共 有 結 合 の 両 方 を
含 む ） さ せ る 。 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の EphA2作 動 性 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ
ン ト を 、 非 腫 瘍 性 過 増 殖 性 障 害 を 治 療 す る た め に 使 用 す る 予 防 用 ／ 治 療 用 物 質 に 結 合 さ せ
る 。 そ の よ う な 予 防 用 ／ 治 療 用 物 質 は 、 EphA2に 基 づ く も の （ 例 え ば 、 本 発 明 の 作 動 性 物
質 ） ま た は EphA2に 基 づ か な い も の （ 例 え ば 、 非 腫 瘍 性 過 増 殖 性 細 胞 ま た は 過 剰 細 胞 蓄 積
障 害 を 治 療 す る こ と が 現 在 知 ら れ て い る 、 EphA2に 基 づ か な い 物 質 、 免 疫 調 節 剤 、 呼 吸 器
ウ イ ル ス の 複 製 を 軽 減 さ せ る 抗 ウ イ ル ス 剤 、 気 管 支 拡 張 剤 ま た は 抗 ム チ ン 療 法 ） で あ り う
る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト は 、 予 防 用 ／ 治 療 用 部 分 、 例 え ば 細 胞 毒 、 例 え ば 静 細 胞 因
子 ま た は 殺 細 胞 因 子 、 治 療 用 物 質 ま た は 放 射 性 金 属 イ オ ン 、 例 え ば α 放 射 体 に 結 合 さ せ る
こ と が 可 能 で あ る 。 細 胞 毒 ま た は 細 胞 毒 性 因 子 に は 、 細 胞 に 有 害 で あ る 任 意 の 物 質 が 含 ま
れ る 。 具 体 例 に は 、 パ ク リ タ キ セ 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 ザ ン ト ロ ン 、 ミ ト ラ マ イ シ ン 、 ア ク チ ノ マ イ シ ン D、 1-デ ヒ ド ロ テ ス ト ス テ ロ ン 、 グ
ル コ コ ル チ コ イ ド 、 プ ロ カ イ ン 、 テ ト ラ カ イ ン 、 リ ド カ イ ン 、 プ ロ パ ノ ロ ー ル 、 ピ ュ ー ロ
マ イ シ ン 、 エ ピ ル ビ シ ン お よ び シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド な ら び に そ れ ら の 類 似 体 ま た は ホ モ ロ
グ が 含 ま れ る 。 治 療 用 物 質 に は 、 代 謝 拮 抗 剤 （ 例 え ば 、 メ ト ト レ キ セ ー ト 、 6-メ ル カ プ ト
プ リ ン 、 6-チ オ グ ア ニ ン 、 シ タ 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 ル エ タ ミ ン 、 チ オ エ 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 ト 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 （ 旧 称 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 （ 旧 称 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） お よ
び 抗 有 糸 分 裂 剤 （ 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 る も の で は な い 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 さ ら に 、 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト は 、 与 え ら れ た 生 物 学 的 応 答 を 修 飾 す る 予 防 用 ／
治 療 用 物 質 ま た は 薬 物 部 分 に 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 治 療 剤 ま た は 薬 物 部 分 は 古 典 的 な
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 物 部 分 は 、 所 望 の 生 物 活
性 を 有 す る タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド で あ り う る 。 そ の よ う な タ ン パ ク 質 に は 、 例 え
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ば 、 ア ブ リ ン 、 リ シ ン A、 シ ュ ー ド モ ナ ス 外 毒 素 、 コ レ ラ 毒 素 ま た は ジ フ テ リ ア 毒 素 の よ
う な 毒 素 ； 腫 瘍 壊 死 因 子 、 α イ ン タ ー フ ェ ロ ン （ IFN-α ） 、 β イ ン タ ー フ ェ ロ ン （ IFN-β
） 、 神 経 成 長 因 子 （ NGF） 、 血 小 板 由 来 増 殖 因 子 （ PDGF） 、 組 織 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ア ク チ
ベ ー タ ー （ TPA） 、 ア ポ ト ー シ ス 剤 （ 例 え ば 、 TNF-α 、 TNF-β 、 AIM I（ 国 際 特 許 公 開 番 号
WO 97/33899を 参 照 さ れ た い ） ） 、 AIM II（ 国 際 特 許 公 開 番 号 WO 97/34911を 参 照 さ れ た い
） 、 Fasリ ガ ン ド （ Takahashiら , 1994, J. Iminunol., 6: 1567） お よ び VEGI（ 国 際 特 許
公 開 番 号 WO 99/23105を 参 照 さ れ た い ） 、 血 栓 剤 ま た は 抗 血 管 新 生 剤 （ 例 え ば 、 ア ン ジ オ
ス タ チ ン ま た は エ ン ド ス タ チ ン ） の よ う な タ ン パ ク 質 ； あ る い は 例 え ば リ ン ホ カ イ ン （ 例
え ば 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 1（ IL-1） 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 2（ IL-2） 、 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） お よ び 顆 粒 球 コ ロ ニ ー 刺 激 因
子 （ G-CSF） ） ま た は 増 殖 因 子 （ 例 え ば 、 成 長 ホ ル モ ン （ 「 GH」 ） ） の よ う な 生 物 応 答 修
飾 物 質 が 含 ま れ う る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 さ ら に 、 抗 体 は 、 放 射 性 物 質 、 ま た は 放 射 性 金 属 イ オ ン を 結 合 さ せ る の に 有 用 な 大 環 状
キ レ ー タ ー の よ う な 予 防 用 ／ 治 療 用 部 分 に 結 合 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。 あ る 実 施 形 態 に
お い て は 、 大 環 状 キ レ ー タ ー は 、 リ ン カ ー 分 子 を 介 し て 抗 体 に 結 合 さ れ う る 1,4,7,10-テ
ト ラ ア ザ シ ク ロ ド デ カ ン -N,N',N'',N'-四 酢 酸 （ DOTA） で あ る 。 そ の よ う な リ ン カ ー 分 子
は 当 技 術 分 野 に お い て 一 般 に 公 知 で あ り 、 Denardoら , 1998, Clin. Cancer Res. 4:2483-
90; Petersonら , 1999, Bioconjug. Chem. 10:553; お よ び Zimmermanら , 1999, Nucl. Me
d. Biol. 26:943-50（ そ れ ら の 全 体 を 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る こ と と す る ） に 記
載 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 も う 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 （ 病 態 関 連 マ ー カ ー の 認 識 に よ り ） 非 腫 瘍 性 過 増 殖 性
障 害 に 冒 さ れ る 上 皮 細 胞 ま た は 内 皮 細 胞 を 標 的 化 す る が EphA2に は 免 疫 特 異 的 に 結 合 し な
い 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を 、 非 腫 瘍 性 過 増 殖 性 障 害 を 治 療 す る た め に 使 用 す る 予 防
用 ／ 治 療 用 物 質 に 結 合 さ せ る 。 そ の よ う な 予 防 用 ／ 治 療 用 物 質 は EphA2に 基 づ く も の で あ
る （ 例 え ば 、 本 発 明 の 作 動 性 物 質 ） 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 遊 離 物 質 と 比 較 し た 場 合 の 結 合 （ コ ン ジ ュ ゲ ー ト 化 ） 物 質 の 相 対 的 効 力 は 多 数 の 要 因 に
左 右 さ れ う る 。 例 え ば 、 （ 例 え ば 、 エ ン ド サ イ ト ー シ ス に よ る ） 細 胞 内 へ の 抗 体 -物 質 の
取 り 込 み の 速 度 、 該 抗 体 か ら の 該 物 質 の 遊 離 の 速 度 ／ 効 率 、 細 胞 か ら の 該 物 質 の 輸 出 の 速
度 な ど す べ て が 、 該 物 質 の 作 用 に 影 響 を 及 ぼ し う る 。 物 質 の 標 的 化 送 達 に 使 用 す る 抗 体 は
、 関 連 す る 細 胞 型 （ す な わ ち 、 治 療 す べ き 障 害 に 関 連 し て い る 細 胞 型 ） に よ り エ ン ド サ イ
ト ー シ ス さ れ る 能 力 に 関 し て 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 任 意 の 方 法 に よ り ア ッ セ イ す る こ と が
可 能 で あ る 。 ま た 、 物 質 を 抗 体 に 結 合 さ せ る た め に 用 い る 連 結 の タ イ プ は 、 標 的 細 胞 内 で
の 該 物 質 の 作 用 が 妨 げ ら れ な い よ う 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 任 意 の 方 法 に よ り ア ッ セ イ す べ
き で あ る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 も う 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 抗 体 を 、 治 療 用 物 質 を 封 入 す る た め に 使 用 す る リ ポ ソ
ー ム に 融 合 ま た は 結 合 さ せ る こ と が 可 能 で あ る （ 例 え ば 、 Parkら , 1997, Can. Lett. 118
:153-160; Lopes de Menezesら , 1998, Can. Res. 58:3320-30; Tsengら , 1999, Int. J.
 Can. 80:723-30; Crosassoら , 1997, J. Pharm. Sci. 86:832-9を 参 照 さ れ た い ） 。 好 ま
し い 実 施 形 態 に お い て は 、 リ ポ ソ ー ム の 薬 物 動 態 お よ び ク リ ア ラ ン ス は 、 PEGの 脂 質 誘 導
体 を リ ポ ソ ー ム 製 剤 内 に 含 有 さ せ る こ と に よ り 改 善 さ れ る （ 例 え ば 、 Allenら , 1991, Bio
chem Biophys Acta 1068:133-41; Huwylerら , 1997, J. Pharmacol. Exp. Ther. 282:154
1-6を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 治 療 用 ／ 予 防 用 物 質 は 、 限 定 す る も の で は な い が ア ル デ ヒ ド ／ シ ッ フ 結 合 、 ス ル フ ヒ ド
リ ル 結 合 、 酸 不 安 定 性 結 合 、 cis-ア コ ミ チ ル 結 合 、 ヒ ド ラ ゾ ン 結 合 、 酵 素 分 解 性 結 合 を 含
む 当 技 術 分 野 で 公 知 の 任 意 の 方 法 に よ り 抗 体 に 結 合 さ せ る こ と が 可 能 で あ る （ 全 般 的 に は
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、 Garnett, 2002, Adv. Drug Deliv. Rev. 53:171-216を 参 照 さ れ た い ） 。 治 療 用 部 分 を
抗 体 に 結 合 さ せ る た め の 更 な る 技 術 は 良 く 知 ら れ て い る 。 例 え ば 、 Arnonら , “ Monoclona
l Antibodies For Immunotargeting Of Drugs In Cancer Therapy” , in Monoclonal Ant
ibodies And Cancer Therapy, Reisfeldら (編 ), pp. 243-56 (Alan R. Liss, Inc. 1985)
; Hellstromら ,“ Antibodies For Drug Delivery” , in Controlled Drug Delivery (2nd
 Ed.), Robinsonら (編 ), pp. 623-53 (Marcel Dekker, Inc. 1987); Thorpe,“ Antibody 
Carriers Of Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A Review” , in Monoclonal Antibo
dies '84: Biological And Clinical Applications, Pincheraら (編 ), pp. 475-506 (198
5);“ Analysis, Results, And Future Prospective Of The Therapeutic Use Of Radiola
beled Antibody In Cancer Therapy” , in Monoclonal Antibodies For Cancer Detectio
n And Therapy, Baldwinら (編 ), pp. 303-16 (Academic Press 1985); お よ び Thorpeら , 
1982, Immunol. Rev. 62:119-58を 参 照 さ れ た い 。 抗 体 を ポ リ ペ プ チ ド 物 質 に 融 合 ま た は
結 合 さ せ る た め の 方 法 は 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,336,603号 、 第 5
,622,929号 、 第 5,359,046号 、 第 5,349,053号 、 第 5,447,851号 お よ び 第 5,112,946号 ; EP 3
07,434、 EP 367,166; 国 際 特 許 公 開 番 号 WO 96/04388お よ び WO 91/06570; Ashkenaziら , 1
991, PNAS 88:10535-10539; Zhengら , 1995, J. Immunol. 154:5590-5600; お よ び Vilら ,
 1992, PNAS 89:11337-11341を 参 照 さ れ た い 。 抗 体 を 別 の 抗 体 に 融 合 ま た は 結 合 さ せ る た
め の 方 法 は Segal, 米 国 特 許 第 4,676,980号 に 記 載 さ れ て い る 。 物 質 へ の 抗 体 の 融 合 は 必 ず
し も 直 接 的 で あ る 必 要 は な く 、 リ ン カ ー 配 列 を 介 し て 生 じ う る 。 そ の よ う な リ ン カ ー 分 子
は 当 技 術 分 野 で 一 般 に 公 知 で あ り 、 Denardoら , 1998, Clin Cancer Res. 4:2483-90; Pet
ersonら , 1999, Bioconjug. Chem. 10:553; Zimmermanら , 1999, Nucl. Med. Biol. 26:9
43-50; Garnett, 2002, Adv. Drug Deliv. Rev. 53:171-216に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 遺 伝 子 シ ャ フ リ ン グ （ gene-shuffling） 、 モ チ ー フ シ ャ フ リ
ン グ 、 エ キ ソ ン シ ャ フ リ ン グ お よ び ／ ま た は コ ド ン シ ャ フ リ ン グ （ 「 DNAシ ャ フ リ ン グ 」
と 総 称 さ れ る ） の 技 術 に よ り 、 抗 体 特 性 を 、 望 み ど お り に 改 変 す る こ と が 可 能 で あ る （ 例
え ば 、 よ り 高 い ア フ ィ ニ テ ィ ー を 有 し 、 よ り 低 い 解 離 速 度 を 有 す る 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ
メ ン ト ） 。 全 般 的 に は 、 米 国 特 許 第 号 5,605,793号 、 第 5,811,238号 、 第 5,830,721号 、 第 5
,834,252号 な ら び に 第 5,837,458号 、 な ら び に Pattenら , 1997, Curr. Opinion Biotechno
l. 8:724-33; Harayama, 1998, Trends Biotechnol. 16:76; Hanssonら , 1999, J. Mol B
iol. 287:2659、 な ら び に Lorenzoお よ び Blasco, 1998, BioTechniques 24:308を 参 照 さ れ
た い 。 組 換 え 前 に 変 異 導 入 型 PCRに よ る ラ ン ダ ム 突 然 変 異 誘 発 、 ラ ン ダ ム ヌ ク レ オ チ ド 挿
入 ま た は 他 の 方 法 に 付 す こ と に よ り 、 抗 体 も し く は そ の フ ラ グ メ ン ト ま た は コ ー ド 化 抗 体
も し く は そ の フ ラ グ メ ン ト を 改 変 す る こ と が 可 能 で あ る 。 特 定 の 障 害 に 関 連 し た 細 胞 上 で
発 現 さ れ た 抗 原 に 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 、 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド の 部 分 の 1以 上 を 、 1以 上 の 異 種 分 子 の 成 分 、 モ チ ー フ 、 切 片 、 部 分 、 ド メ イ
ン 、 断 片 な ど の 1以 上 と 組 換 え る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 結 合 （ コ ン ジ ュ ゲ ー ト 化 ） 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を 更
に 、 マ ー カ ー 配 列 、 例 え ば 精 製 を 促 進 す る ペ プ チ ド に 融 合 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。 好 ま
し い 実 施 形 態 に お い て は 、 該 マ ー カ ー ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 と り わ け 、 pQEベ ク タ ー （ QIAGEN,
 Inc., Chatsworth, CA） に お い て 提 供 さ れ る タ グ の よ う な ヘ キ サ ヒ ス チ ジ ン ペ プ チ ド （
そ れ ら の 多 く は 商 業 的 に 入 手 可 能 で あ る ） で あ る （ 例 え ば 、 Gentzら , 1989, PNAS 86:821
を 参 照 さ れ た い ） 。 精 製 に 有 用 な 他 の ペ プ チ ド タ グ に は 、 イ ン フ ル エ ン ザ 赤 血 球 凝 集 素 タ
ン パ ク 質 に 由 来 す る エ ピ ト ー プ に 相 当 す る 赤 血 球 凝 集 素 （ HA） タ グ （ Wilsonら , 1984, Ce
ll, 37:767） 、 お よ び 「 flag」 タ グ が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 当
技 術 分 野 で 公 知 の 任 意 の 精 製 方 法 を 用 い る こ と が 可 能 で あ る （ 例 え ば 、 国 際 特 許 公 開 WO 9
3/21232; EP 439,095; Naramuraら , 1994, Immunol. Lett. 39:91-99; 米 国 特 許 第 5,474,
981号 ; Gilliesら , 1992, PNAS 89:1428-1432; お よ び Fellら , 1991, J. Immunol. 146:2
446-2452を 参 照 さ れ た い ） 。

10

20

30

40

50

(48) JP 2006-524693 A 2006.11.2



【 ０ ２ １ ０ 】
　 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 結 合 （ コ ン ジ ュ ゲ ー ト 化 ） 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト も し
く は 変 異 体 を 、 単 独 で 又 は 予 防 用 ／ 治 療 用 物 質 と 組 合 せ て 、 診 断 用 ま た は 検 出 可 能 物 質 に
結 合 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。 そ の よ う な 抗 体 は 、 臨 床 試 験 手 続 き の 一 部 と し て 非 腫 瘍 性
過 増 殖 性 障 害 の 発 生 ま た は 進 行 を モ ニ タ ー ま た は 予 知 す る （ 例 え ば 、 特 定 の 療 法 の 有 効 性
を 決 定 す る ） の に 有 用 で あ り う る 。 そ の よ う な 診 断 お よ び 検 出 は 、 検 出 可 能 な 物 質 に 該 抗
体 を 結 合 さ せ る こ と に よ り 達 成 す る こ と が で き る 。 検 出 可 能 な 物 質 に は 、 限 定 す る も の で
は な い が ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 β -カ ラ ク ト
シ ダ ー ゼ ま た は ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ の よ う な 種 々 の 酵 素 ； 限 定 す る も の で は な い
が ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ／ ビ オ チ ン お よ び ア ビ ジ ン ／ ビ オ チ ン の よ う な 補 欠 分 子 族 ； 限 定 す
る も の で は な い が ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン 、 フ ル オ レ セ イ ン 、 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ナ ー
ト 、 ロ ー ダ ミ ン 、 ジ ク ロ ロ ト リ ア ジ ニ ル ア ミ ン フ ル オ レ セ イ ン 、 ダ ン シ ル ク ロ リ ド ま た は
フ ィ コ エ リ ト リ ン の よ う な 蛍 光 物 質 ； 限 定 す る も の で は な い が ル ミ ノ ー ル の よ う な 発 光 物
質 ； 限 定 す る も の で は な い が ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 ル シ フ ェ リ ン お よ び エ ク オ リ ン の よ う な 生
物 発 光 物 質 ； 限 定 す る も の で は な い が ビ ス マ ス （ 2 1 3 Bi） 、 炭 素 （ 1 4 C） 、 ク ロ ム （ 5 7 Cr）
、 フ ッ 素 （ 1 8 F） 、 ガ ド リ ニ ウ ム （ 1 5 3 Gd、 1 5 9 Gd） 、 ガ リ ウ ム （ 6 8 Ga、 6 7 Ga） 、 ゲ ル マ ニ
ウ ム （ 6 8 Ge） 、 ホ ル ミ ウ ム （ 1 6 6 Ho） 、 イ ン ジ ウ ム （ 1 1 5 In、 1 1 3 In、 1 1 1 In、 1 1 1 In） 、 ヨ
ウ 素 （ 1 3 1 I、 1 2 5 I、 1 2 3 I、 1 2 1 I） 、 ラ ン タ ニ ウ ム （ 1 4 0 La） 、 ル テ ニ ウ ム （ 1 7 7 Lu） 、 マ ン
ガ ン （ 5 4 Mn） 、 モ リ ブ デ ン （ 9 9 Mo） 、 パ ラ ジ ウ ム （ 1 0 3 Pd） 、 リ ン （ 3 2 P） 、 プ ラ セ オ ジ ム
（ 1 4 9 Pm） 、 レ ニ ウ ム （ 1 8 6 Re、 1 8 8 Re、 ） 、 ロ ジ ウ ム （ 1 0 5 Rh） 、 ル テ ニ ウ ム （ 9 7 Ru） 、 サ
マ リ ウ ム （ 1 5 3 Sm） 、 ス カ ン ジ ウ ム （ 4 7 Sc） 、 セ レ ニ ウ ム （ 7 5 Se） 、 ス ト ロ ン チ ウ ム （ 8 5 S
r） 、 硫 黄 （ 3 5 S） 、 テ ク ネ チ ウ ム （ 9 9 Tc） 、 タ リ ウ ム （ 2 0 1 Ti） 、 ス ズ （ 1 1 3 Sn、 1 1 7 Sn）
、 ト リ チ ウ ム （ 3 H） 、 キ セ ノ ン （ 1 3 3 Xe） 、 イ ッ テ ル ビ ウ ム （ 9 0 Yb） 、 亜 鉛 （ 6 5 Zn） の よ
う な 放 射 性 物 質 ； 種 々 の 陽 電 子 放 射 断 層 撮 影 法 を 使 用 す る 陽 電 子 放 出
性 金 属 、 な ら び に 非 放 射 性 常 磁 性 金 属 イ オ ン が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は
な い 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 5.5　
　 本 発 明 は 、 EphA2を 発 現 す る 細 胞 、 特 に 上 皮 細 胞 ま た は 内 皮 細 胞 と 共 に 物 質 を イ ン キ ュ
ベ ー ト し 、 つ い で EphA2細 胞 質 尾 部 リ ン 酸 化 の 増 強 、 EphA2分 解 の 増 強 、 EphA2自 己 リ ン 酸
化 の 増 強 、 EphA2活 性 （ 自 己 リ ン 酸 化 以 外 ） の 減 少 、 病 原 性 細 胞 表 現 型 の 軽 減 に 関 し て ア
ッ セ イ し 、 そ れ に よ り 本 発 明 の EphA2作 動 性 物 質 を 同 定 す る こ と に よ る 、 本 発 明 の EphA2作
動 性 物 質 に 関 し て ア ッ セ イ お よ び ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 好 ま し い 実
施 形 態 に お い て は 、 EphA2作 動 性 物 質 は 抗 体 、 好 ま し く は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 好 ま し く
は 、 低 い K o f f 速 度 （ 例 え ば 、 3× 10 - 3 s - 1 未 満 の K o f f ） を 有 す る も の で あ る 。 本 発 明 は ま た
、 例 え ば 、 病 的 症 状 の 軽 減 お よ び ／ ま た は 病 態 関 連 分 子 （ 例 え ば 、 ム チ ン 、 炎 症 性 分 子 ま
た は 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 分 子 ） の 量 の 減 少 に よ り 、 EphA2作 動 性 物 質 を 同 定 す る た め の in 
vivoア ッ セ イ の 使 用 を 含 む 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 5.5.1　
　 本 発 明 は 、 EphA2を 発 現 す る 細 胞 （ 特 に 上 皮 細 胞 ま た は 内 皮 細 胞 ） を 接 触 さ せ た 場 合 に E
phA2リ ン 酸 化 お よ び ／ ま た は EphA2分 解 を 増 強 す る EphA2作 動 性 物 質 に 関 し て ア ッ セ イ お よ
び ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 EphA2の リ ン 酸 化 ま た は 発 現 の レ ベ ル を ア
ッ セ イ す る た め の 当 技 術 分 野 で 公 知 の 任 意 の 方 法 を 用 い て 、 候 補 EphA2作 動 性 物 質 を ア ッ
セ イ し て 、 そ の 活 性 を 測 定 す る こ と が 可 能 で あ る （ 例 え ば 、 後 記 第 6.3.1節 を 参 照 さ れ た
い ） 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 5.5.2　
　 本 発 明 の EphA2作 動 性 物 質 は 、 病 原 性 上 皮 ま た は 内 皮 細 胞 表 現 型 、 例 え ば ム チ ン の 分 泌
、 ム チ ン 分 泌 細 胞 へ の 分 化 、 炎 症 性 因 子 の 分 泌 、 ECM因 子 、 特 に フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン の 分 泌
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病 原 性 上 皮 ま た は 内 皮 細 胞 表 現 型 を 抑 制 す る 物 質



お よ び ／ ま た は 過 増 殖 を 軽 減 （ 好 ま し く は 抑 制 ） し う る 。 当 業 者 で あ れ ば 、 候 補 EphA2作
動 性 物 質 を 、 そ の よ う な 挙 動 を そ れ が 抑 制 す る 能 力 に 関 し て ア ッ セ イ す る こ と が 可 能 で あ
る 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て は 、 候 補 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 肺 上 皮 の in v
itroモ デ ル を 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 細 胞 を 培 養 し て 、 気 道 の 上 皮 組 織 に 酷 似 し た 、
ヒ ト 由 来 気 管 ／ 気 管 支 上 皮 細 胞 （ 例 え ば 、 NHBEま た は TBE細 胞 ） か ら の 偽 重 層 （ pseudo-st
ratified） 高 分 化 モ デ ル 組 織 を 形 成 さ せ る こ と が で き る 。 該 培 養 を 細 胞 培 養 イ ン サ ー ト 上
、 気 -液 界 面 に お い て 成 長 さ せ て 、 気 道 炎 症 お よ び 刺 激 研 究 な ら び に 吸 入 毒 性 研 究 に お け
る 揮 発 性 物 質 の 気 相 暴 露 を 行 う こ と が 可 能 で あ る 。 吸 入 薬 送 達 研 究 の た め に 、 経 上 皮 透 過
性 を 測 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。 そ の よ う な モ デ ル 系 、 例 え ば EpiAirway（ 商 標 ）  Tissue
 Model System（ MatTek Corp., Ashland, MA） が 商 業 的 に 入 手 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　
　 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 病 原 性 上 皮 細 胞 表 現 型 は ム チ ン 分 泌 で あ る 。 多 数 の in vitr
oお よ び in vivoア ッ セ イ に よ り 、 候 補 EphA2作 動 性 物 質 を 、 ム チ ン 分 泌 を そ れ が 軽 減 ま た
は 抑 制 す る 能 力 に 関 し て ア ッ セ イ す る こ と が 可 能 で あ る 。 培 養 気 道 杯 細 胞 か ら の ム チ ン 遊
離 を 測 定 す る た め に 使 用 し う る in vitroア ッ セ イ の 一 例 は 、 ハ ム ス タ ー 気 管 表 面 上 皮 （ HT
SE） 細 胞 培 養 系 （ 米 国 特 許 第 6,245,320号 を 参 照 さ れ た い ） 。 簡 潔 に 説 明 す る と 、 7～ 8週
齢 の 雄 ゴ ー ル デ ン ・ シ リ ア ン （ Golden Syrian） ハ ム ス タ ー （ Harlan Sprague Dawley, In
dianapolis, Ind.） か ら 入 手 し た 気 管 を 使 用 し て 、 HTSE細 胞 を 集 め る 。 つ い で 、 Kimら , 1
989, Exp. Lung Res. 15:299-314に 記 載 さ れ て い る と お り に 、 HTSE細 胞 を コ ラ ー ゲ ン ゲ ル
上 で 培 養 す る 。 Kimら , 1989, Am. J Resp. Cell Mol. Biol. 1:137-143に 記 載 さ れ て い る
と お り に 、 コ ン フ ル エ ン ト 細 胞 を 標 識 用 培 地 と 共 に 24時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ り
、 ム チ ン を 代 謝 的 に 放 射 能 標 識 す る 。 24時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 の 終 了 時 に 、 使 っ
た 培 地 （ 前 処 理 サ ン プ ル ） を 集 め 、 標 識 さ れ た 培 養 を Ca + + お よ び Mg + + の 非 存 在 下 で PBSで 2
回 洗 浄 し 、 つ い で 候 補 EphA2作 動 性 物 質 の 存 在 下 で 30分 間 追 跡 す る 。 該 追 跡 培 地 は 処 理 サ
ン プ ル と 称 さ れ る 。 追 跡 時 間 の 終 了 時 に 、 浮 遊 細 胞 お よ び 細 胞 残 渣 を 遠 心 分 離 に よ り 処 理
サ ン プ ル か ら 取 り 出 し 、 そ れ ら の 標 識 ム チ ン 含 量 に 関 し て ア ッ セ イ す る 。 セ フ ァ ロ ー ス CL
-4B（ Pharmacia, Upsaala, Sweden） ゲ ル 濾 過 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 後 に 取 り 出 さ れ
ヒ ア ル ロ ニ ダ ー ゼ に 対 し て 抵 抗 性 で あ る 高 分 子 量 複 合 糖 質 は ム チ ン で あ る と 判 定 さ れ る （
Kimら , 1985, J. Biol. Chem. 260:4021:4027を 参 照 さ れ た い ） 。 つ い で 、 Kimら , 1987, 
PNAS 84:9304-9308に 記 載 さ れ て い る と お り に 、 ム チ ン を カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ
り 測 定 す る 。 候 補 EphA2作 動 性 物 質 の 存 在 下 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 前 お よ び 後 の HTSE培
養 内 の 分 泌 ム チ ン の 量 を 測 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 分 化 特 性 を 維 持 す る 気 ／ 液 界 面 系 内 で 維 持 さ れ る 初 代 気 管 上 皮 細 胞 培 養 （ Adlerら , 199
2, Am. J. Respir. Cell Mol. Biol. 6:550-556） お よ び 肺 上 皮 細 胞 系 （ 例 え ば 、 NIH-292
細 胞 ） の よ う な 他 の in vitroア ッ セ イ を 用 い る こ と が 可 能 で あ る 。 ム チ ン の 量 を 測 定 す る
た め に は 、 標 準 的 な 分 子 生 物 学 的 技 術 、 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 発 現 レ ベ ル に 関 し て は ウ エ ス
タ ン ブ ロ ッ ト お よ び ELISA、 な ら び に RNA発 現 レ ベ ル に 関 し て は PCRお よ び ノ ー ザ ン ブ ロ ッ
ト （ こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い ） を 用 い る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 本 発 明 の EphA2作 動 性 物 質 を 同 定 す る た め に は 、 in vivoア ッ セ イ を 用 い る こ と も 可 能 で
あ る 。 本 発 明 の EphA2作 動 性 物 質 を 同 定 す る た め に は 、 喘 息 ま た は COPDの 動 物 モ デ ル を 使
用 す る こ と も 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 ム チ ン 分 泌 細 胞 の 分 化 に 対 す る 候 補 EphA2作 動 性 物 質
の 効 果 を ア ッ セ イ す る た め に 、 内 毒 素 ／ LPS誘 発 性 炎 症 の マ ウ ス モ デ ル を 使 用 す る こ と が
可 能 で あ る （ Steigerら , 1995, J. Am. Respir. Cell Mol. Biol., 12:307-14お よ び 米 国
特 許 第 6,083,973号 ） 。 簡 潔 に 説 明 す る と 、 LPS（ シ ュ ー ド モ ナ ス ・ エ リ ジ ノ ス （ Pseudomo
nas aerigirlos） 由 来 の LPS； Sigma Chemical） の 400μ g/kg/用 量 /日 の 3日 間 の 反 復 点 滴
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に よ り 、 マ ウ ス ま た は ラ ッ ト に お い て 肺 炎 症 を 誘 発 す る こ と が 可 能 で あ る 。 最 初 の LPSチ
ャ レ ン ジ の 24時 間 前 か ら 、 動 物 を 候 補 EphA2作 動 性 物 質 で 1日 1回 処 理 す る こ と が 可 能 で あ
る 。 最 後 の LPSチ ャ レ ン ジ の 24時 間 後 、 深 い 麻 酔 下 で の 放 血 に よ り 動 物 を 犠 死 さ せ た 。 肺
に リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 （ 2× 5ml） を 灌 注 し て 粘 液 層 を 洗 い 落 と す 。 気 管 支 灌 注 液 を 10分 間 遠
心 分 離 し 、 無 細 胞 上 清 を 凍 結 し 、 ム チ ン の 存 在 量 の 測 定 の た め の 分 析 ま で -20℃ で 保 存 す
る 。 当 技 術 分 野 で 公 知 の 任 意 の 方 法 、 例 え ば 、 ア ル シ ア ン ブ ル ー （ Alcian-blue） お よ び
／ ま た は 過 ヨ ウ 素 酸 -シ ッ フ 染 色 を 使 用 す る ド ッ ト ブ ロ ッ ト ア ッ セ イ に よ り 或 い は 抗 ム チ
ン 抗 体 を 使 用 す る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト ／ ELISA分 析 に よ り 、 ム チ ン 分 泌 の 量 を 測 定 す る こ
と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 本 発 明 の EphA2作 動 性 物 質 を 同 定 す る た め に は 、 喘 息 ／ COPDの 他 の 動 物 モ デ ル 、 例 え ば
、 IL-4（ Temannら , 1997, Am. J. Respir. Cell Mol. Biol. 16:471-8） 、 IL-13（ Kuperm
anら , 2002, Nat. Med. July 1, epub ahead of print） ま た は IL-9を 全 身 で 又 は 肺 組 織
の み に お い て 過 剰 発 現 す る マ ウ ス を 使 用 す る こ と も 可 能 で あ る 。 本 発 明 の EphA2作 動 性 物
質 を 同 定 す る た め に 、 病 的 症 状 の 軽 減 お よ び 気 管 支 灌 注 液 ま た は 誘 発 （ induced） 喀 痰 サ
ン プ ル 中 の ム チ ン の 存 在 量 の 減 少 を 用 い る こ と が 可 能 で あ る （ Fahyら , 1993, Am. Rev. R
espir. Dis. 147:1132-1137） 。 動 物 モ デ ル の も う 1つ の 例 は マ ウ ス 養 子 移 入 モ デ ル で あ り
、 こ の モ デ ル に お い て は 、 TH1ま た は TH2レ シ ピ エ ン ト マ ウ ス の 空 中 ア レ ル ゲ ン 誘 発 が 気 道
へ の THエ フ ェ ク タ ー 細 胞 遊 走 を 引 き 起 こ し 、 強 力 な 好 中 球 （ TH1） お よ び 好 酸 球 （ TH2） 肺
粘 膜 炎 症 応 答 に 関 連 し て い る （ Cohnら , 1997, J. Exp. Med. 1861737-1747） 。 COPDの 動
物 モ デ ル の 概 説 と し て は 、 Szelenyiお よ び Marx, 2001, Arzneimittelfof schuyag 51:100
4-14を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　
　 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 病 原 性 上 皮 細 胞 表 現 型 は ム チ ン 分 泌 細 胞 （ 例 え ば 、 杯 細 胞
） へ の 分 化 で あ る 。 候 補 EphA2作 動 性 物 質 を 、 ム チ ン 分 泌 細 胞 へ の 上 皮 細 胞 の 分 化 を 軽 減
ま た は 抑 制 す る そ の 能 力 に 関 し て ア ッ セ イ す る こ と が 可 能 で あ る 。 本 発 明 の EphA2作 動 性
物 質 を 同 定 す る た め に は 、 喘 息 ま た は COPDに 関 す る 動 物 モ デ ル を 使 用 す る こ と が 可 能 で あ
る 。 例 え ば 、 ム チ ン 分 泌 細 胞 の 分 化 に 対 す る 候 補 EphA2作 動 性 物 質 の 影 響 を ア ッ セ イ す る
た め に 、 LPS誘 発 性 肺 炎 症 を 有 す る 動 物 を 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る （ 米 国 特 許 第 6,083,9
73号 を 参 照 さ れ た い ） 。 未 処 理 対 照 で あ る 又 は 候 補 EphA2作 動 性 物 質 で 処 理 さ れ た LPS誘 発
性 肺 炎 症 を 有 す る 動 物 を 犠 死 さ せ た 後 、 一 定 速 度 （ 1ml/分 で 5ml） の 気 管 内 点 滴 に よ る 10
％  中 性 緩 衝 ホ ル マ リ ン で の 肺 灌 流 を 行 う 。 つ い で 肺 葉 を 解 剖 し 、 固 定 液 に 24時 間 浸 し た
後 、 加 工 す る 。 5μ mの パ ラ フ ィ ン 切 片 を 調 製 す る た め に は 、 標 準 的 な 方 法 を 用 い る こ と が
可 能 で あ る 。 肺 組 織 内 の 粘 液 物 質 を 検 出 す る た め に 、 切 片 を ア ル シ ア ン ブ ル ー （ pH 2.5）
お よ び ／ ま た は 過 ヨ ウ 素 酸 ／ シ ッ フ 試 薬 お よ び ／ ま た は 抗 ム チ ン 抗 体 で 染 色 す る 。 直 径 2m
m以 下 の 全 て の 気 道 を 計 数 し 、 陽 性 染 色 細 胞 を 含 有 す る 気 道 の 割 合 を 求 め る こ と に よ り 、
杯 過 形 成 に 関 す る 形 態 計 測 分 析 を 行 う こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　
　 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 病 原 性 上 皮 細 胞 ま た は 内 皮 細 胞 表 現 型 は 炎 症 性 分 子 の 分 泌
で あ る 。 マ ス ト 細 胞 お よ び 好 酸 球 は 最 初 に 炎 症 応 答 の メ デ ィ エ ー タ ー を 遊 離 す る が 、 過 増
殖 性 障 害 に お け る 上 皮 細 胞 は そ の 表 現 型 を 、 サ イ ト カ イ ン お よ び ケ モ カ イ ン を 分 泌 す る も
の に 改 変 す る （ Holgateら , 1999, Clin. Exp. Allergy 29:90-5） 。 候 補 EphA2作 動 性 物 質
で 処 理 さ れ た 又 は 処 理 さ れ て い な い in vitroま た は in vivo上 皮 細 胞 ま た は 内 皮 細 胞 に お
け る 相 違 を 定 量 す る た め に は 、 サ イ ト カ イ ン ／ ケ モ カ イ ン の 産 生 ま た は 分 泌 を ア ッ セ イ す
る た め の 当 技 術 分 野 で 公 知 の 任 意 の 方 法 を 用 い る こ と が 可 能 で あ る 。 あ る 実 施 形 態 に お い
て は 、 IL-4、 IL-9お よ び ／ ま た は IL-13の 産 生 ま た は 分 泌 を ア ッ セ イ す る 。
【 ０ ２ ２ １ 】
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ム チ ン 分 泌 細 胞 へ の 分 化

炎 症 性 因 子 の 分 泌

非 腫 瘍 性 過 増 殖



　 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 病 原 性 上 皮 細 胞 ま た は 内 皮 細 胞 表 現 型 は 非 腫 瘍 性 過 増 殖 で
あ る 。 生 存 、 成 長 お よ び ／ ま た は 増 殖 を 評 価 す る た め に は 、 当 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ た 多
数 の ア ッ セ イ を 用 い る こ と が 可 能 で あ り 、 ( 3 H)-チ ミ ジ ン 取 り 込 み を 測 定 す る こ と に よ り
、 直 接 的 な 細 胞 計 数 に よ り 、 細 胞 周 期 マ ー カ ー （ Rb、 cdc2、 サ イ ク リ ン A、 D1、 D2、 D3、 E
な ど ） の よ う な 既 知 遺 伝 子 の 転 写 、 翻 訳 ま た は 活 性 に お け る 変 化 を 検 出 す る こ と に よ り 、
細 胞 増 殖 を ア ッ セ イ す る こ と が 可 能 で あ る 。 そ の よ う な タ ン パ ク 質 お よ び mRNAお よ び 活 性
の レ ベ ル は 、 当 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ た 任 意 の 方 法 に よ り 測 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。 例
え ば 、 タ ン パ ク 質 は 、 商 業 的 に 入 手 可 能 な 抗 体 （ 例 え ば 、 多 数 の 細 胞 周 期 マ ー カ ー 抗 体 が
Santa Cruz Inc.か ら 入 手 可 能 で あ る ） を 使 用 す る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 ま た は 免 疫 沈 降
法 の よ う な 公 知 の 免 疫 診 断 方 法 に よ り 定 量 す る こ と が 可 能 で あ る 。 mRNAは 、 当 技 術 分 野 で
よ く 知 ら れ た 常 套 的 な 方 法 、 例 え ば 、 ノ ー ザ ン 分 析 、 RNア ー ゼ プ ロ テ ク シ ョ ン 、 逆 転 写 を
伴 う ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 な ど に よ り 定 量 す る こ と が 可 能 で あ る 。 細 胞 生 存 度 は 、 ト リ パ
ン ブ ル ー 染 色 ま た は 当 技 術 分 野 で 公 知 の 他 の 細 胞 死 も し く は 生 存 マ ー カ ー を 使 用 す る こ と
に よ り 評 価 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 本 発 明 は 、 限 定 す る も の で は な い が 以 下 の も の を 含 む 当 技 術 分 野 で 公 知 の 種 々 の 技 術 に
よ る 細 胞 周 期 お よ び 細 胞 増 殖 分 析 を 提 供 す る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 一 例 と し て は 、 増 殖 し て い る 細 胞 を 同 定 す る た め の ア ッ セ イ と し て ブ ロ モ デ オ キ シ ウ リ
ジ ン （ BRDU） 取 り 込 み を 用 い る こ と が 可 能 で あ る 。 BRDUア ッ セ イ は 、 新 た に 合 成 さ れ た DN
A内 へ の BRDUの 取 り 込 み に よ り 、 DNA合 成 を し て い る 細 胞 集 団 を 同 定 す る 。 つ い で 、 新 た に
合 成 さ れ た DNAを 、 抗 BRDU抗 体 を 使 用 し て 検 出 す る こ と が 可 能 で あ る （ Hoshinoら , 1986, 
Int. J. Cancer 38:369; Campanaら , 1988, J. Immunol. Meth. 107:79を 参 照 さ れ た い ）
。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 ま た 、 細 胞 増 殖 は 、 ( 3 H)-チ ミ ジ ン 取 り 込 み を 用 い て 調 べ る こ と も 可 能 で あ る （ 例 え ば
、 Chen, 1996, Oncogene 13:1395-403; Jeoung, 1995, J. Biol. Chem. 270:18367-73を
参 照 さ れ た い ） 。 こ の ア ッ セ イ は S相 DNA合 成 の 定 量 的 特 徴 づ け を 可 能 に す る 。 こ の ア ッ セ
イ に お い て は 、 DNAを 合 成 し て い る 細 胞 は 、 新 た に 合 成 さ れ た DNAに ( 3 H)-チ ミ ジ ン を 取 り
込 む こ と に な る 。 つ い で 、 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー 内 で の 放 射 性 同 位 体 の 計 数 の よ う
な 当 技 術 分 野 に お け る 標 準 的 な 技 術 に よ り 、 取 り 込 み を 測 定 す る こ と が 可 能 で あ る （ 例 え
ば 、 Beckman LS 3800 Liquid Scintillation Counter） 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 細 胞 増 殖 を 測 定 す る た め に は 、 増 殖 細 胞 核 抗 原 （ PCNA） の 検 出 を 用 い る こ と も 可 能 で あ
る 。 PCNAは 36キ ロ ダ ル ト ン の タ ン パ ク 質 で あ り 、 こ れ は 、 増 殖 中 の 細 胞 、 特 に 細 胞 周 期 の
初 期 G1お よ び S相 に お い て は 発 現 が 上 昇 し 、 し た が っ て 、 増 殖 中 の 細 胞 に 関 す る マ ー カ ー
と し て 働 き う る 。 陽 性 細 胞 は 、 抗 PCNA抗 体 を 使 用 す る 免 疫 染 色 に よ り 同 定 さ れ る （ Liら , 
1996, Curr. Biol. 6:189-99; Vassilevら , 1995, J. Cell Sci. 108:1205-15を 参 照 さ れ
た い ） 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 細 胞 増 殖 は 、 時 間 経 過 と 共 に 細 胞 集 団 の サ ン プ ル を 計 数 （ 例 え ば 、 毎 日 の 細 胞 計 数 ） す
る こ と に よ り 測 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。 細 胞 は 、 血 球 計 算 盤 お よ び 光 学 顕 微 鏡 検 査 （ 例
え ば 、 HyLite血 球 計 算 盤 , Hausser Scientific） を 用 い て 計 数 す る こ と が 可 能 で あ る 。 関
心 の あ る 集 団 に 関 す る 増 殖 曲 線 を 得 る た め に は 、 細 胞 数 を 時 間 に 対 し て プ ロ ッ ト す る こ と
が 可 能 で あ る 。 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 こ の 方 法 に よ り 計 数 さ れ る 細 胞 を 、 ま ず 、
ト リ パ ン ブ ル ー 色 素 （ Sigma） と 混 合 し て 、 生 細 胞 が 該 色 素 を 排 除 し 該 集 団 の 生 存 メ ン バ
ー と し て 計 数 さ れ る よ う に す る 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 細 胞 の DNA含 量 お よ び ／ ま た は 分 裂 指 数 は 、 例 え ば 、 細 胞 の DNA倍 数 性 値 に 基 づ い て 測 定
す る こ と が 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 細 胞 周 期 の G1相 の 細 胞 は 、 一 般 に は 、 2N DNA倍 数 性 値 を
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有 す る 。 DNAは 複 製 さ れ て い る が 有 糸 分 裂 ま で は 進 行 し て い な い 細 胞 （ 例 え ば 、 S期 に お け
る 細 胞 ） は 、 2Nよ り 高 く 4N DNA含 量 ま で の 倍 数 性 値 を 示 す で あ ろ う 。 さ ら に 、 倍 数 性 値 お
よ び 細 胞 周 期 速 度 論 を 、 ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム ア ッ セ イ を 用 い て 測 定 す る こ と が 可 能 で あ る
（ 例 え ば 、 Turnerら , 1998, Prostate 34:175-81を 参 照 さ れ た い ） 。 あ る い は 、 （ 化 学 量
論 的 に DNAに 結 合 す る ） DNAフ ォ イ ル ゲ ン 染 色 の 定 量 に よ り 、 ま た は コ ン ピ ュ ー タ ー 化 さ れ
た ミ ク ロ デ ン シ ト メ ト リ ー 染 色 系 で DNA倍 数 性 を 測 定 す る こ と が 可 能 で あ る （ 例 え ば 、 Bac
us, 1989, Am. J. Pathol. 135:783-92を 参 照 さ れ た い ） 。 も う 1つ の 実 施 形 態 に お い て は
、 染 色 体 ス プ レ ッ ド （ spread） の 調 製 に よ り DNA含 量 を 分 析 す る こ と が 可 能 で あ る （ Zabal
ou, 1994, Hereditas. 120:127-40; Pardue, 1994, Meth. Cell Biol. 44:333-351） 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 細 胞 周 期 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 CycA、 CycB、 CycE、 CycD、 cdc2、 Cdk4/6、 Rb、 p21、 p27
な ど ） の 発 現 は 、 細 胞 ま た は 細 胞 集 団 の 増 殖 状 態 に 関 す る 極 め て 重 要 な 情 報 を 提 供 す る 。
例 え ば 、 抗 増 殖 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に お け る 同 定 は p21 C i p 1 の 誘 導 に よ り 示 さ れ う る 。 細 胞
内 の p21の 発 現 レ ベ ル の 増 加 は 細 胞 周 期 の G1へ の 進 入 の 遅 延 を 引 き 起 こ す （ Harperら , 199
3, Cell 75:805-816; Liら , 1996, Curr. Biol. 6:189-199） 。 p21誘 導 は 、 商 業 的 に 入 手
可 能 （ 例 え ば 、 Santa Cruz） な 特 異 的 p21抗 体 を 使 用 す る 免 疫 染 色 に よ り 同 定 す る こ と が
可 能 で あ る 。 同 様 に 、 商 業 的 に 入 手 可 能 な 抗 体 を 使 用 す る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り
、 細 胞 周 期 タ ン パ ク 質 を 調 べ る こ と が 可 能 で あ る 。 も う 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 細 胞
周 期 タ ン パ ク 質 の 検 出 の 前 に 細 胞 集 団 を 同 調 さ せ る 。 細 胞 周 期 タ ン パ ク 質 は 、 関 心 の あ る
タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 を 使 用 す る FACS（ 蛍 光 標 示 式 細 胞 分 取 器 ） 分 析 に よ り 検 出 す る こ
と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 本 発 明 の EphA2作 動 性 物 質 は 、 細 胞 増 殖 が 軽 減 ま た は 抑 制 さ れ る よ う 細 胞 周 期 の 長 さ 又
は 細 胞 周 期 の 速 度 を 変 化 さ せ る そ の 能 力 に よ っ て も 同 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。 1つ の 実
施 形 態 に お い て は 、 細 胞 周 期 の 長 さ は 、 （ 例 え ば 、 1以 上 の 候 補 EphA2作 動 性 物 質 と 接 触 さ
せ た 又 は 接 触 さ せ て い な い 細 胞 を 使 用 し て ） 細 胞 集 団 の 倍 加 時 間 に よ り 測 定 す る 。 も う 1
つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 細 胞 周 期 の 進 行 の 相 を 分 析 し 、 ま た は G1、 Sお よ び G2/M画 分 を
精 製 す る た め に 、 FACS分 析 を 用 い る （ 例 え ば 、 Deliaら , 1997, Oncogene 14:2137-47を 参
照 さ れ た い ） 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 5.5.3　
　 本 発 明 の EphA2作 動 性 物 質 は 、 好 ま し く は 、 病 原 性 内 皮 細 胞 表 現 型 、 例 え ば 細 胞 遊 走 （
転 移 は 含 ま な い ） の 増 強 、 細 胞 体 積 の 増 加 、 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 分 子 （ 例 え ば 、 コ ラ ー ゲ
ン 、 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン 、 プ ロ テ オ グ リ カ ン な ど ） ま た は マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー
ゼ （ 例 え ば 、 ゼ ラ チ ナ ー ゼ 、 コ ラ ゲ ナ ー ゼ お よ び ス ト ロ メ リ シ ン （ stromelysin） ） の 分
泌 お よ び 過 増 殖 を 軽 減 （ 好 ま し く は 抑 制 ） し う る 。 当 業 者 で あ れ ば 、 候 補 EphA2作 動 性 物
質 を 、 そ の よ う な 挙 動 を 抑 制 す る そ の 能 力 に 関 し て ア ッ セ イ す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　
　 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 病 原 性 内 皮 細 胞 表 現 型 は 細 胞 遊 走 （ 転 移 は 含 ま な い ） の 増
強 で あ る 。 候 補 EphA2作 動 性 物 質 を 、 内 皮 細 胞 遊 走 を 軽 減 ま た は 抑 制 す る そ の 能 力 に 関 し
て （ in vitroお よ び in vivoの 両 方 で ） ア ッ セ イ す る こ と が 可 能 で あ る 。 内 皮 細 胞 遊 走 を
測 定 す る た め に は 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 任 意 の ア ッ セ イ を 用 い る こ と が 可 能 で あ る 。 例 え
ば 、 ボ イ デ ン ・ チ ェ ン バ ー 遊 走 ア ッ セ イ に お い て 、 遊 走 を 評 価 す る こ と が 可 能 で あ る 。 簡
潔 に 説 明 す る と 、 内 皮 細 胞 （ 例 え ば 、 平 滑 筋 細 胞 ） を 該 チ ェ ン バ ー の 上 部 ウ ェ ル に 加 え る
こ と が 可 能 で あ る 。 細 胞 付 着 後 、 1以 上 の 候 補 EphA2作 動 性 物 質 を 上 部 チ ェ ン バ ー に 加 え る
。 下 部 チ ェ ン バ ー の 培 地 に 加 え る 誘 引 物 質 （ 例 え ば 、 PDGF） の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 、 細
胞 を 下 部 チ ェ ン バ ー へ 遊 走 さ せ る 。 下 部 チ ェ ン バ ー へ 遊 走 し た 細 胞 を 染 色 し 、 計 数 す る こ
と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
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　 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 病 原 性 内 皮 細 胞 表 現 型 は フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン の よ う な 細 胞 外
マ ト リ ッ ク ス 分 子 ま た は マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ の 分 泌 で あ る 。 候 補 EphA2作
動 性 物 質 で 処 理 さ れ た 又 は 処 理 さ れ て い な い in vitroま た は in vivoの 内 皮 細 胞 に お け る
相 違 を 定 量 す る た め に は 、 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 分 子 お よ び マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ イ ナ
ー ゼ の 産 生 ま た は 分 泌 に 関 し て ア ッ セ イ す る た め の 当 技 術 分 野 で 公 知 の 任 意 の 方 法 を 用 い
る こ と が 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 発 現 レ ベ ル を 定 量 す る た め に は 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト も し
く は ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 、 逆 転 写 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 ま た は ELISAア ッ セ イ を 用 い る
こ と が 可 能 で あ る 。 マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ の 活 性 は 、 ザ イ モ グ ラ フ ィ ー を 含
む 当 技 術 分 野 で 公 知 の 任 意 の 方 法 に よ り 評 価 す る こ と が 可 能 で あ る （ 例 え ば 、 Badier-Com
mander, 2000, J. Pathol. 192:105-112を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 1つ の 特 定 の 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の EphA2作 動 性 物 質 に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ す
る た め に 、 ゼ ラ チ ナ ー ゼ A（ MMP-2と し て も 公 知 で あ る ） の 発 現 レ ベ ル お よ び ／ ま た は 活 性
レ ベ ル を 減 少 さ せ る 能 力 を 用 い る 。 も う 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の EphA2作 動 性
物 質 に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン の 発 現 を モ ジ ュ レ ー シ ョ ン す
る 能 力 を 用 い る 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　
　 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 病 原 性 内 皮 細 胞 表 現 型 は 非 腫 瘍 性 過 増 殖 で あ る 。 生 存 、 成
長 お よ び ／ ま た は 増 殖 を 評 価 す る た め に は 、 当 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ た 多 数 の ア ッ セ イ を
用 い る こ と が 可 能 で あ る 。 候 補 EphA2作 動 性 物 質 の 存 在 下 お よ び 非 存 在 下 で 内 皮 細 胞 の 成
長 、 増 殖 お よ び ／ ま た は 細 胞 生 存 を 評 価 す る た め に は 、 第 5.5節 に 列 挙 し た 任 意 の in vitr
oア ッ セ イ を 用 い る こ と が 可 能 で あ る 。 内 皮 細 胞 過 増 殖 の 動 物 モ デ ル を 用 い る こ と も 可 能
で あ る 。 例 え ば 、 再 狭 窄 の in vivoモ デ ル に 、 ニ ュ ー ジ ー ラ ン ド ホ ワ イ ト ウ サ ギ を 使 用 す
る こ と が 可 能 で あ る （ 例 え ば 、 Feldmanら , 2000, Circulation; 101:908-16; Feldmanら ,
 2001, Circulation 103:3117-22; Frederickら , 2001, Circulation 104:3121-4を 参 照
さ れ た い ） 。 簡 潔 に 説 明 す る と 、 直 径 3mmの バ ル ー ン （ 3× 1分 の 膨 張 、 10atm） を 使 用 し て
、 両 側 腸 骨 動 脈 バ ル ー ン 血 管 形 成 術 を 行 い 、 つ い で 、 バ ル ー ン 上 に 据 え 付 け た 長 さ 15mmの
ク ラ ウ ン （ Crown） ス テ ン ト （ Cordis） を 右 腸 骨 動 脈 内 の み に 移 植 し た （ 30秒 の 膨 張 、 10a
tm） 。 損 傷 の 1、 3、 7、 30ま た は 60日 後 、 動 物 を 安 楽 死 さ せ る 。 各 時 点 で 、 右 （ ス テ ン ト
） お よ び 左 （ バ ル ー ン 血 管 形 成 術 ） 腸 骨 動 脈 を 集 め 、 氷 冷 食 塩 水 で フ ラ ッ シ ュ し 、 脂 肪 組
織 が あ れ ば そ れ を 除 去 し 、 該 動 脈 を 2～ 3個 の 断 片 に 分 割 し た 。 該 摘 出 動 脈 に 関 し て 形 態 計
測 的 分 析 お よ び 免 疫 組 織 化 学 的 分 析 を 行 う 。 ス テ ン ト 処 理 を 行 っ た 動 脈 断 片 お よ び ス テ ン
ト 処 理 を 行 っ て い な い 動 脈 断 片 を 4％  パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 中 で 固 定 す る 。 該 動 脈 の ヘ マ
ト キ シ リ ン -フ ロ キ シ ン -サ フ ラ ン 染 色 横 断 切 片 に 関 し て 形 態 計 測 的 分 析 を 行 う 。 免 疫 組 織
化 学 的 分 析 に は 、 動 脈 断 片 を OCT化 合 物 中 に 包 埋 し 、 小 型 鉗 子 （ microforcep） で ス テ ン ト
支 え （ stent strut） を 除 去 し た 後 に 液 体 窒 素 お よ び 冷 却 さ れ た イ ソ ペ ン タ ン 中 で 凍 結 す
る 。 4μ mの 横 断 切 片 を 各 ブ ロ ッ ク か ら 得 、 例 え ば 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 分 子 ま た は 抗 マ ト リ
ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ 抗 体 で 免 疫 染 色 す る 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 5.5.4　
　 本 発 明 は 、 EphA2活 性 （ 自 己 リ ン 酸 化 以 外 ） を 減 少 さ せ る EphA2作 動 性 物 質 に 関 し て ア ッ
セ イ お よ び ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 リ ガ ン ド の 結 合 は EphA2の 自 己 リ
ン 酸 化 を 引 き 起 こ し （ R. A. Lindbergら , Molecular & Cellular Biology 10:6316, 1990
） 、 EphA2シ グ ナ リ ン グ を も た ら す EphA2活 性 を 引 き 起 こ す 。 し か し 、 他 の 受 容 体 チ ロ シ ン
キ ナ ー ゼ と は 異 な り 、 EphA2は リ ガ ン ド 結 合 ま た は ホ ス ホ チ ロ シ ン 含 量 の 非 存 在 下 で 活 性
を 保 有 す る （ Zantekら , Cell Growth & Differentiation 10:629, 1999） 。 い く つ か の 実
施 形 態 に お い て は 、 リ ガ ン ド 結 合 ま た は 未 結 合 EphA2の 両 方 の 活 性 （ 自 己 リ ン 酸 化 以 外 ）
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を 本 発 明 の EphA2作 動 性 物 質 に よ り 減 少 さ せ る 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 リ ガ ン ド 結 合 EphA2の EphA2活 性 を 減 少 さ せ る 。 リ ガ ン ド 媒
介 性 EphA2細 胞 質 尾 部 リ ン 酸 化 は 、 EphA2細 胞 質 尾 部 と SHCの PTBお よ び SH2ド メ イ ン と の 相
互 作 用 を 引 き 起 こ し 、 ERKキ ナ ー ゼ の 核 移 行 お よ び リ ン 酸 化 を 促 進 し 、 Elk-1転 写 因 子 の 核
誘 導 を 増 強 す る （ Prattお よ び Kinch, 2002, Oncogene 21:7690-9） 。 EphA2作 動 性 物 質 は
リ ガ ン ド 媒 介 性 EphA2シ グ ナ リ ン グ を 減 少 さ せ る 。 特 定 の 実 施 形 態 に お い て は 、 EphA2作 動
性 物 質 は SHCと の リ ガ ン ド 媒 介 性 EphA2相 互 作 用 を 軽 減 す る 。 も う 1つ の 特 定 の 実 施 形 態 に
お い て は 、 EphA2作 動 性 物 質 は ERKキ ナ ー ゼ の リ ガ ン ド 媒 介 性 核 移 行 お よ び ／ ま た は リ ン 酸
化 を 軽 減 す る 。 も う 1つ の 特 定 の 実 施 形 態 に お い て は 、 EphA2作 動 性 物 質 は Elk-1転 写 因 子
の リ ガ ン ド 媒 介 性 核 誘 導 を 軽 減 す る 。 EphA2作 動 性 物 質 を 、 リ ガ ン ド 媒 介 性 EphA2シ グ ナ リ
ン グ を 軽 減 す る そ の 能 力 に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に は 、 リ ガ ン ド 媒 介 性 EphA2シ
グ ナ リ ン グ を ア ッ セ イ す る た め の 当 技 術 分 野 に お け る 任 意 の 方 法 、 例 え ば レ ポ ー タ ー 遺 伝
子 ア ッ セ イ 、 免 疫 沈 降 法 、 免 疫 ブ ロ ッ ト 法 、 GST融 合 タ ン パ ク 質 ブ ル ダ ウ ン ア ッ セ イ を 用
い る こ と が 可 能 で あ る （ 例 え ば 、 Prattお よ び Kinch, 2002, Oncogene 21:7690-9を 参 照 さ
れ た い ） 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 も う 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 リ ガ ン ド に 結 合 し て い な い EphA2の EphA2活 性 を 減 少 さ
せ る 。 そ の よ う な 作 動 性 物 質 は 、 リ ガ ン ド に 結 合 し て い な い 場 合 に EphA2発 現 細 胞 （ 特 に
上 皮 細 胞 ま た は 内 皮 細 胞 ） 内 に 存 在 す る EphA2活 性 の レ ベ ル を 減 少 さ せ る 候 補 EphA2作 動 性
物 質 の 能 力 を 評 価 す る こ と に よ り 同 定 さ れ る 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て は 、 EphA2が
リ ガ ン ド に 結 合 し て い な い 場 合 に 存 在 す る （ 例 え ば 、 キ ナ ー ゼ 活 性 ア ッ セ イ に お け る ） Ep
hA2活 性 を 減 少 さ せ る 能 力 に 関 し て 、 候 補 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 他 の 実 施 形 態 に お
い て は 、 （ 例 え ば 、 Serologicals Corporation, Norcross, GAか ら 入 手 可 能 な CATalyse R
eporter Gene Assayの よ う な レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 ア ッ セ イ に お い て ） EphA2が リ ガ ン ド に 結
合 し て い な い 場 合 に 活 性 で あ る EphA2シ グ ナ リ ン グ カ ス ケ ー ド を 経 る シ グ ナ リ ン グ を 減 少
さ せ る 能 力 に 関 し て 候 補 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 5.5.5　
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 EphA2受 容 体 に 免 疫 特 異 的 に 結 合 し そ れ を 作 動 さ せ る （ す な わ ち 、 Eph
A2細 胞 質 尾 部 リ ン 酸 化 を 増 強 し 、 EphA2分 解 を 増 強 し 、 EphA2自 己 リ ン 酸 化 を 増 強 し 、 EphA
2活 性 （ 自 己 リ ン 酸 化 以 外 ） を 減 少 さ せ 、 病 原 性 細 胞 表 現 型 を 軽 減 す る ） 。 本 発 明 の そ の
よ う な 抗 体 を 同 定 す る た め に は 、 既 に 記 載 の 方 法 （ 例 え ば 、 前 記 第 5.5.1～ 5.5.4節 を 参 照
さ れ た い ） を 用 い る こ と が 可 能 で あ る 。 ま た 、 本 発 明 の 方 法 に お い て は 、 低 い K o f f 速 度 を
有 す る EphA2抗 体 を 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 EphA2に 対 す る 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト の 結 合 ア フ ィ ニ テ
ィ ー お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 -EphA2相 互 作 用 の オ フ 速 度 （ off-rate） は 、 競 合 結 合 ア ッ
セ イ に よ り 測 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。 競 合 結 合 ア ッ セ イ の 一 例 は 、 漸 増 量 の 未 標 識 EphA
2の 存 在 下 、 関 心 の あ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 共 に 標 識 EphA2（ 例 え ば 、 3 Hま た は 1 2 5 I） を
イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 該 標 識 EphA2に 結 合 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 検 出 す る こ と を 含 む ラ
ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ で あ る 。 EphA2に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ア フ ィ ニ テ ィ ー お よ び
結 合 オ フ 速 度 は 、 ス キ ャ ッ チ ャ ー ド プ ロ ッ ト 分 析 に よ る デ ー タ か ら 決 定 す る こ と が 可 能 で
あ る 。 第 2の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と の 競 合 も 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ を 用 い て 測 定 す る こ
と が 可 能 で あ る 。 こ の 場 合 、 漸 増 量 の 第 2の 未 標 識 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 存 在 下 、 標 識 化
合 物 （ 例 え ば 、 3 Hま た は 1 2 5 I） に 結 合 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 共 に EphA2を イ ン キ ュ ベ
ー ト す る 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 EphA2に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 オ ン （ on） お
よ び オ フ （ off） 速 度 を 測 定 す る た め に 、 BIAcore速 度 論 的 分 析 を 用 い る 。 BIAcore速 度 論
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的 分 析 は 、 固 定 化 EphA2ま た は そ の 断 片 を 表 面 上 に 含 有 す る チ ッ プ と の 間 の モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 の 結 合 お よ び 解 離 を 分 析 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ２ ４ １ 】
　 EphA2に 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 は 、 好 ま し く は 、 3× 10 - 3 s - 1 未 満 、 10 - 3 s - 1 未 満 、 10
- 4 s - 1 未 満 、 5× 10 - 4 s - 1 未 満 、 10 - 5 s - 1 未 満 、 5× 10 - 5 s - 1 未 満 、 10 - 6 s - 1 未 満 、 5× 10 - 6 s - 1

未 満 、 10 - 7 s - 1 未 満 、 5× 10 - 7 s - 1 未 満 、 10 - 8 s - 1 未 満 、 5× 10 - 8 s - 1 未 満 、 10 - 9 s - 1 未 満 、 5×
10 - 9 s - 1 未 満 ま た は 10 - 1 0 s - 1 未 満 の K o f f 速 度 、 す な わ ち 、
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 K o f f
（ 抗 体 (Ab) + 抗 原 (Ag) 　 ←  　 Ab-Ag） を 有 す る 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 5.6　
　 本 発 明 の 予 防 お よ び ／ ま た は 治 療 プ ロ ト コ ー ル の 毒 性 お よ び 効 力 は 、 例 え ば LD 5 0 （ 集 団
の 50％ に 致 死 的 な 用 量 ） お よ び ED 5 0 （ 集 団 の 50％ に お い て 治 療 的 有 効 な 用 量 ） を 測 定 す る
た め の 、 細 胞 培 養 ま た は 実 験 動 物 に お け る 標 準 的 な 薬 学 的 方 法 に よ り 測 定 す る こ と が 可 能
で あ る 。 毒 性 効 果 と 治 療 効 果 と の 間 の 用 量 比 は 治 療 係 数 で あ り 、 比 LD 5 0 /ED 5 0 と し て 表 さ
れ う る 。 大 き な 治 療 係 数 を 示 す 予 防 用 お よ び ／ ま た は 治 療 用 物 質 が 好 ま し い 。 毒 性 副 作 用
を 示 す 予 防 用 お よ び ／ ま た は 治 療 用 物 質 を 使 用 す る こ と は 可 能 で は あ る が 、 未 感 染 細 胞 に
対 す る 潜 在 的 損 傷 を 最 小 に し て 副 作 用 を 軽 減 す る た め に 、 そ の よ う な 物 質 を 罹 患 組 織 部 位
に 標 的 化 す る 送 達 系 を 設 計 す る よ う 留 意 す べ き で あ る 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 ヒ ト に お い て 使 用 す る た め に 、 あ る 範 囲 の 量 の 予 防 用 お よ び ／ ま た は 治 療 用 物 質 を 製 剤
化 す る 際 に は 、 細 胞 培 養 ア ッ セ イ お よ び 動 物 研 究 か ら 得 た デ ー タ を 用 い る こ と が 可 能 で あ
る 。 そ の よ う な 物 質 の 投 与 量 は 、 好 ま し く は 、 毒 性 を ほ と ん ど 又 は 全 く 伴 わ な い ED 5 0 を 含
む 循 環 濃 度 の 範 囲 内 で あ る 。 投 与 量 は 、 使 用 す る 投 与 形 態 お よ び 用 い る 投 与 経 路 に 応 じ て
、 こ の 範 囲 内 で 様 々 な も の と な り う る 。 本 発 明 の 方 法 に お い て 使 用 す る い ず れ の 物 質 に 関
し て も 、 ま ず 、 細 胞 培 養 ア ッ セ イ か ら 、 治 療 的 に 有 効 な 量 を 評 価 す る こ と が 可 能 で あ る 。
細 胞 培 養 に お い て 決 定 し た IC 5 0 （ す な わ ち 、 症 状 の 半 最 大 抑 制 を 達 成 す る 試 験 化 合 物 の 濃
度 ） を 含 む 循 環 血 漿 濃 度 範 囲 を 達 成 す る た め に 、 動 物 モ デ ル に お い て 用 量 を 処 方 す る こ と
が 可 能 で あ る 。 そ の よ う な 情 報 を 用 い て 、 ヒ ト に お け る 有 用 な 用 量 を 、 よ り 正 確 に 決 定 す
る こ と が 可 能 で あ る 。 血 漿 中 の レ ベ ル は 、 例 え ば 、 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 測
定 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 本 発 明 に 従 い 用 い る 療 法 の 抗 過 増 殖 性 細 胞 ま た は 抗 過 剰 細 胞 蓄 積 障 害 活 性 は 、 抗 過 増 殖
上 皮 細 胞 障 害 お よ び 抗 過 増 殖 内 皮 細 胞 障 害 の 研 究 の た め の 種 々 の 実 験 動 物 モ デ ル を 使 用 す
る こ と に よ っ て も 測 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 5.6.1　
　 本 発 明 の プ ロ ト コ ー ル お よ び 組 成 物 は 、 ヒ ト に お け る 使 用 の 前 に 、 好 ま し く は 、 in vit
roに お い て 、 つ い で in vivoに お い て 、 所 望 の 治 療 ま た は 予 防 活 性 に 関 し て 試 験 さ れ る 。
例 え ば 、 特 定 の 治 療 プ ロ ト コ ー ル の 投 与 が 適 応 す る か ど う か を 判 定 す る た め に 用 い う る in
 vitroア ッ セ イ は in vitro細 胞 培 養 ア ッ セ イ を 含 み 、 こ の 場 合 、 患 者 の 組 織 サ ン プ ル を 培
養 内 で 成 長 さ せ 、 プ ロ ト コ ー ル に さ ら し 又 は 投 与 し 、 該 組 織 サ ン プ ル に 対 す る そ の よ う な
プ ロ ト コ ー ル の 効 果 、 例 え ば 、 EphA2細 胞 質 尾 部 リ ン 酸 化 の 増 強 、 EphA2自 己 リ ン 酸 化 の 増
強 、 EphA2活 性 （ 自 己 リ ン 酸 化 以 外 ） の 減 少 、 病 原 性 細 胞 表 現 型 の 軽 減 （ 例 え ば 、 ム チ ン
分 泌 の 軽 減 、 ム チ ン 分 泌 細 胞 マ ー カ ー の 発 現 の 軽 減 、 EphA2発 現 上 皮 細 胞 ま た は 内 皮 細 胞
の 生 存 ／ 増 殖 の 軽 減 、 細 胞 遊 走 （ 転 移 を 含 ま な い ） の 軽 減 、 細 胞 体 積 の 減 少 お よ び ／ ま た
は 炎 症 性 因 子 、 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 分 子 も し く は マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ の 分
泌 の 軽 減 ） を 観 察 す る 。 接 触 さ れ た 細 胞 の 前 記 特 性 の い ず れ か の 実 証 は 、 該 治 療 物 質 が 、
患 者 に お け る 病 態 を 治 療 す る の に 有 効 で あ る こ と を 示 す も の で あ る 。 あ る い は 、 患 者 か ら
の 細 胞 を 培 養 す る 代 わ り に 、 上 皮 細 胞 系 ま た は 内 皮 細 胞 系 の 細 胞 を 使 用 し て 治 療 物 質 お よ
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び 方 法 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が 可 能 で あ る 。 障 害 病 因 に 関 連 し た そ の よ う な パ ラ メ ー
タ ー を 評 価 す る た め に は 、 当 技 術 分 野 に お い て 標 準 的 な 多 数 の ア ッ セ イ を 用 い る こ と が 可
能 で あ る （ 例 え ば 、 第 5.5節 を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て は 、 該 障 害 が 非 腫 瘍 性 過 増 殖 性 肺 上 皮 細 胞 障 害 で あ る 場 合
に は 、 予 防 上 ／ 治 療 上 の 有 用 性 を 実 証 す る た め に 、 肺 上 皮 の in vitroモ デ ル を 使 用 す る こ
と が 可 能 で あ る 。 細 胞 を 培 養 し て 、 気 道 の 上 皮 組 織 に 酷 似 し た 、 ヒ ト 由 来 気 管 ／ 気 管 支 上
皮 細 胞 （ 例 え ば 、 NHBEま た は TBE細 胞 ） か ら の 偽 重 層 （ pseudo-stratified） 高 分 化 モ デ ル
組 織 を 形 成 さ せ る こ と が で き る 。 該 培 養 を 細 胞 培 養 イ ン サ ー ト 上 、 気 -液 界 面 に お い て 成
長 さ せ て 、 気 道 炎 症 お よ び 刺 激 研 究 な ら び に 吸 入 毒 性 研 究 に お け る 揮 発 性 物 質 の 気 相 暴 露
を 行 う こ と が 可 能 で あ る 。 吸 入 薬 送 達 研 究 の た め に 、 経 上 皮 透 過 性 を 測 定 す る こ と が 可 能
で あ る 。 そ の よ う な モ デ ル 系 、 例 え ば EpiAirway（ 商 標 ）  Tissue Model System（ MatTek 
Corp., Ashland, MA） が 商 業 的 に 入 手 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
　 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 該 障 害 は 肺 線 維 症 で あ り 、 in vitroモ デ ル は 、 ブ レ オ マ イ シ
ン で 処 理 さ れ た Beas-2B細 胞 （ SV40ウ イ ル ス で ト ラ ン ス フ ォ ー ム さ れ た 気 管 支 上 皮 細 胞 ）
で あ る 。 も う 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 肺 線 維 症 に 関 す る in vivoモ デ ル は 感 受 性 マ ウ ス
系 統 の ブ レ オ マ イ シ ン 処 理 で あ る 。 ブ レ オ マ イ シ ン は 、 マ ウ ス に お い て 、 肺 上 皮 細 胞 死 、
つ い で 急 性 好 中 球 流 入 、 つ い で 慢 性 炎 症 お よ び 実 質 線 維 症 を 誘 発 す る 。 肺 線 維 症 に 関 す る
モ デ ル と し て の ブ レ オ マ イ シ ン 処 理 肺 上 皮 細 胞 は IPFの よ う な ヒ ト 肺 線 維 症 の 重 要 な 病 的
特 徴 を 再 現 す る 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 療 法 に お い て 使 用 す る た め の 化 合 物 は 、 ヒ ト に お け る 試 験 の 前 に 、 限 定 す る も の で は な
い が ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 ニ ワ ト リ 、 ウ シ 、 サ ル 、 ウ サ ギ 、 ハ ム ス タ ー な ど を 含 む 適 当 な 動 物
モ デ ル 系 （ 例 え ば 、 前 記 の 動 物 モ デ ル ） に お い て 試 験 す る こ と が 可 能 で あ る 。 つ い で 該 化
合 物 を 適 当 な 臨 床 試 験 に お い て 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
　 さ ら に 、 非 腫 瘍 性 過 増 殖 性 細 胞 ま た は 過 剰 細 胞 蓄 積 障 害 の 治 療 ま た は 予 防 の た め の 本 明
細 書 に 開 示 さ れ て い る 組 合 せ 療 法 の 予 防 上 お よ び ／ ま た は 治 療 上 の 有 用 性 を 評 価 す る た め
に 、 当 業 者 に 公 知 の 任 意 の ア ッ セ イ を 用 い る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
　 5.6.2　
　 非 腫 瘍 性 過 増 殖 性 細 胞 ま た は 過 剰 細 胞 蓄 積 障 害 の 治 療 、 処 置 ま た は 予 防 に お い て 有 効 で
あ る 本 発 明 の 組 成 物 の 量 は 、 標 準 的 な 研 究 技 術 に よ り 決 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。 例 え ば
、 非 腫 瘍 性 過 増 殖 性 細 胞 ま た は 過 剰 細 胞 蓄 積 障 害 の 治 療 、 処 置 ま た は 予 防 に お い て 有 効 で
あ る 組 成 物 の 投 与 量 は 、 動 物 モ デ ル 、 例 え ば 当 業 者 に 公 知 の 動 物 モ デ ル に 該 組 成 物 を 投 与
す る こ と に よ り 決 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ま た 、 所 望 に よ り 、 最 適 な 投 与 範 囲 を 確 認 す
る た め に in vitroア ッ セ イ を 用 い る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ５ １ 】
　 好 ま し い 有 効 量 の 選 択 は 、 当 業 者 に 公 知 の い く つ か の 要 因 の 考 慮 に 基 づ き 、 当 業 者 に よ
り 行 わ れ う る 。 そ の よ う な 要 因 に は 、 治 療 ま た は 予 防 す べ き 障 害 、 含 ま れ る 症 状 、 患 者 の
体 重 、 患 者 の 免 疫 状 態 、 お よ び 投 与 す る 医 薬 組 成 物 の 精 度 を 反 映 す る こ と が 当 業 者 に よ り
知 ら れ て い る 他 の 要 因 が 含 ま れ る 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
　 製 剤 中 で 使 用 す る 厳 密 な 用 量 は 、 投 与 経 路 、 非 腫 瘍 性 過 増 殖 性 細 胞 ま た は 過 剰 細 胞 蓄 積
障 害 の 重 症 度 に よ っ て も 左 右 さ れ 、 臨 床 家 の 判 断 お よ び 各 患 者 の 状 況 に 応 じ て 決 定 さ れ る
べ き で あ る 。 有 効 量 は 、 in vitroま た は 動 物 モ デ ル 試 験 系 か ら 導 か れ た 用 量 応 答 曲 線 か ら
外 挿 さ れ う る 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 抗 体 の 場 合 に は 、 患 者 に 投 与 す る 量 は 、 典 型 的 に は 、 患 者 の 体 重 1kg当 た り 0.1mg～ 100m
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gで あ る 。 好 ま し く は 、 患 者 に 投 与 す る 量 は 、 患 者 の 体 重 1kg当 た り 0.1mg～ 20mg、 よ り 好
ま し く は 、 患 者 の 体 重 1kg当 た り 1mg～ 10mgで あ る 。 一 般 に は 、 ヒ ト お よ び ヒ ト 化 抗 体 は 、
ヒ ト 体 内 で は 、 外 来 ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 免 疫 応 答 を 伴 う 他 の 種 か ら の 抗 体 よ り 長 い 半 減
期 を 有 す る 。 し た が っ て 、 ヒ ト 抗 体 の 、 よ り 低 い 投 与 量 、 お よ び よ り 低 頻 度 の 投 与 が 可 能
と な る こ と が 多 い 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
　 患 者 に 投 与 す る 他 の 治 療 用 物 質 の 場 合 に は 、 種 々 の 免 疫 調 節 剤 、 呼 吸 器 ウ イ ル ス の 複 製
を 軽 減 す る 抗 ウ イ ル ス 剤 、 気 管 支 拡 張 剤 ま た は 抗 ム チ ン 療 法 の 典 型 的 な 用 量 は 当 技 術 分 野
で 公 知 で あ る 。 本 発 明 を 考 慮 す る と 、 あ る 実 施 形 態 は 、 組 合 せ 治 療 計 画 に お い て は 、 単 剤
の 投 与 で 推 奨 さ れ る 用 量 よ り 低 い 用 量 の 投 与 を 含 む で あ ろ う 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
　 本 発 明 は 、 非 腫 瘍 性 過 増 殖 性 細 胞 ま た は 過 剰 細 胞 蓄 積 障 害 の 予 防 、 治 療 、 処 置 ま た は 予
防 に 有 効 で あ る と こ れ ま で に 考 え ら れ て い る 用 量 よ り 低 い 、 公 知 の 予 防 用 ま た は 治 療 用 物
質 の 用 量 を 投 与 す る 任 意 の 方 法 を 提 供 す る 。 好 ま し く は 、 公 知 療 法 の 、 よ り 低 い 用 量 は 、
よ り 低 い 用 量 の 本 発 明 の EphA2作 動 性 物 質 と 組 合 せ て 投 与 さ れ る 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
　 5.7　
　 本 発 明 の 組 成 物 は 、 医 薬 組 成 物 の 製 造 に お い て 有 用 な バ ル ク 薬 組 成 物 （ 例 え ば 、 不 純 ま
た は 非 無 菌 組 成 物 ） 、 お よ び 単 位 投 与 形 の 製 造 に 使 用 し う る 非 経 口 医 薬 組 成 物 （ 例 え ば 、
対 象 ま た は 患 者 へ の 投 与 に 適 し た 組 成 物 ） を 含 む 。 そ の よ う な 組 成 物 は 、 本 明 細 書 に 開 示
さ れ て い る 予 防 用 お よ び ／ ま た は 治 療 用 物 質 の 、 ま た は 該 物 質 と 製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 と
の 組 合 せ の 、 予 防 的 ま た は 治 療 的 に 有 効 な 量 を 含 む 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の 組 成 物 は 、 本
発 明 の 1以 上 の EphA2作 動 性 物 質 の 予 防 的 ま た は 治 療 的 に 有 効 な 量 と 製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体
と を 含 む 。 も う 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の 組 成 物 は 、 追 加 的 な 治 療 剤 、 例 え ば
、 免 疫 調 節 剤 ま た は 抗 ウ イ ル ス 剤 を 含 む 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
　 特 定 の 実 施 形 態 に お い て は 、 「 製 薬 上 許 容 さ れ る 」 な る 語 は 、 動 物 、 よ り 詳 し く は ヒ ト
に お け る 使 用 に 関 し て 、 米 国 連 邦 政 府 ま た は 州 政 府 の 規 制 機 関 に よ り 承 認 さ れ て い る こ と
、 ま た は 米 国 薬 局 方 も し く は 他 の 一 般 に 認 知 さ れ て い る 薬 局 方 に 掲 載 さ れ て い る こ と を 意
味 す る 。 「 担 体 」 な る 語 は 、 治 療 剤 と 共 に 投 与 さ れ る 希 釈 剤 、 ア ジ ュ バ ン ト （ 例 え ば 、 フ
ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト （ 完 全 お よ び 不 完 全 ） ） 、 賦 形 剤 ま た は ビ ヒ ク ル を 意 味 す る 。 そ の
よ う な 医 薬 担 体 は 無 菌 の 液 体 、 例 え ば 水 お よ び 油 、 例 え ば 石 油 、 動 物 、 植 物 ま た は 合 成 由
来 の も の 、 例 え ば ラ ッ カ セ イ 油 、 ダ イ ズ 油 、 鉱 油 、 ゴ マ 油 な ど で あ り う る 。 医 薬 組 成 物 を
静 脈 内 に 投 与 す る 場 合 に は 、 水 が 、 好 ま し い 担 体 で あ る 。 食 塩 水 お よ び 水 性 デ キ ス ト ロ ー
ス お よ び グ リ セ ロ ー ル 溶 液 も 、 液 体 担 体 と し て 、 特 に 注 射 液 に 使 用 さ れ う る 。 適 当 な 医 薬
賦 形 剤 に は 、 デ ン プ ン 、 グ ル コ ー ス 、 ラ ク ト ー ス 、 ス ク ロ ー ス 、 ゼ ラ チ ン 、 麦 芽 、 コ メ 、
コ ム ギ 、 チ ョ ー ク 、 シ リ カ ゲ ル 、 ス テ ア リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 グ リ セ ロ ー ル モ ノ ス テ ア ラ ー
ト 、 タ ル ク 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 脱 脂 粉 乳 、 グ リ セ ロ ー ル 、 プ ロ ピ レ ン 、 グ リ コ ー ル 、 水 、
エ タ ノ ー ル な ど が 含 ま れ る 。 該 組 成 物 は 、 所 望 に よ り 、 少 量 の 湿 潤 剤 、 乳 化 剤 ま た は pH緩
衝 化 剤 を 含 有 す る こ と も 可 能 で あ る 。 こ れ ら の 組 成 物 は 、 溶 液 剤 、 懸 濁 剤 、 乳 剤 、 錠 剤 、
丸 剤 、 カ プ セ ル 剤 、 散 剤 、 徐 放 剤 な ど の 形 態 を と り う る 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
　 一 般 に 、 本 発 明 の 組 成 物 の 成 分 は 、 別 々 に 、 ま た は 単 位 投 与 形 （ 例 え ば 、 活 性 物 質 の 量
を 表 示 し た ア ン プ ル ま た は 薬 袋 （ sachette） の よ う な 密 閉 容 器 内 の 凍 結 乾 燥 粉 末 ま た は 水
非 含 有 濃 縮 物 ） と し て 一 緒 に 混 合 し て 供 給 さ れ る 。 該 組 成 物 を 注 入 に よ り 投 与 し た い 場 合
に は 、 そ れ を 、 医 薬 等 級 の 無 菌 の 水 ま た は 塩 類 液 を 含 有 す る 注 入 ボ ト ル に 分 注 す る こ と が
可 能 で あ る 。 該 組 成 物 を 注 射 に よ り 投 与 す る 場 合 に は 、 投 与 前 に 成 分 が 混 合 さ れ う る よ う
、 注 射 用 無 菌 水 ま た は 塩 類 液 の ア ン プ ル が 提 供 さ れ う る 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 は 、 中 性 ま た は 塩 形 態 と し て 製 剤 化 す る こ と が 可 能 で あ る 。 製 薬 上 許 容
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さ れ る 塩 に は 、 陰 イ オ ン と 共 に 形 成 さ れ る も の 、 例 え ば 、 塩 酸 、 リ ン 酸 、 酢 酸 、 シ ュ ウ 酸
、 酒 石 酸 な ど に 由 来 す る も の 、 お よ び 陽 イ オ ン と 共 に 形 成 さ れ る も の 、 例 え ば 、 ナ ト リ ウ
ム 、 カ リ ウ ム 、 ア ン モ ニ ウ ム 、 カ ル シ ウ ム 、 水 酸 化 第 二 鉄 、 イ ソ プ ロ ピ ル ア ミ ン 、 ト リ エ
チ ル ア ミ ン 、 2-エ チ ル ア ミ ノ エ タ ノ ー ル 、 ヒ ス チ ジ ン 、 プ ロ カ イ ン な ど に 由 来 す る も の が
含 ま れ る 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
　 種 々 の 送 達 系 が 公 知 で あ り 、 本 発 明 の 作 動 性 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ま た は 本 発 明 の 作 動
性 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 非 腫 瘍 性 過 増 殖 性 細 胞 も し く は 過 剰 細 胞 蓄 積 障 害 の 予 防 も し く は
治 療 に 有 用 な 予 防 用 も し く は 治 療 用 物 質 と の 組 合 せ を 投 与 す る た め に 用 い ら れ う る 。 該 送
達 系 と し て は 、 例 え ば 、 リ ポ ソ ー ム 、 微 粒 子 、 マ イ ク ロ カ プ セ ル 、 該 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ
グ メ ン ト を 発 現 し う る 組 換 え 細 胞 内 へ の 封 入 、 受 容 体 媒 介 性 エ ン ド サ イ ト ー シ ス （ 例 え ば
、 Wuお よ び Wu, 1987, J. Biol. Chem. 262:4429-4432を 参 照 さ れ た い ） 、 レ ト ロ ウ イ ル ス
ベ ク タ ー ま た は 他 の ベ ク タ ー の 一 部 と し て の 核 酸 の 構 築 な ど が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 の 予 防
用 ま た は 治 療 用 物 質 の 投 与 方 法 に は 、 非 経 口 投 与 （ 例 え ば 、 皮 内 、 筋 肉 内 、 腹 腔 内 、 静 脈
内 お よ び 皮 下 ） 、 硬 膜 外 お よ び 粘 膜 投 与 （ 例 え ば 、 鼻 腔 内 、 吸 入 お よ び 経 口 経 路 ） が 含 ま
れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 特 定 の 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の 予 防 用
ま た は 治 療 用 物 質 は 、 筋 肉 内 、 静 脈 内 ま た は 皮 下 に 投 与 す る 。 該 予 防 用 ま た は 治 療 用 物 質
は 、 任 意 の 簡 便 な 経 路 に よ り 、 例 え ば 、 注 入 ま た は ボ ー ラ ス 注 射 、 上 皮 ま た は 粘 膜 ・ 皮 膚
裏 打 層 （ 例 え ば 、 口 腔 粘 膜 、 直 腸 お よ び 腸 粘 膜 な ど ） を 介 し た 吸 収 に よ り 投 与 す る こ と が
可 能 で あ り 、 他 の 生 物 活 性 物 質 と 共 に 投 与 す る こ と が 可 能 で あ る 。 投 与 は 全 身 的 ま た は 局
所 的 で あ り う る 。
【 ０ ２ ６ １ 】
　 特 定 の 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の 予 防 ま た は 治 療 物 質 を 、 治 療 を 要 す る 領 域 に 局 所
的 に 投 与 す る こ と が 望 ま し い か も し れ な い 。 こ れ は 、 限 定 す る も の で は な い が 例 え ば 局 所
注 入 に よ り 、 注 射 に よ り 又 は イ ン プ ラ ン ト を 使 用 し て 行 う こ と が 可 能 で あ り 、 該 イ ン プ ラ
ン ト は 、 多 孔 性 、 無 孔 性 ま た は ゼ ラ チ ン 性 物 質 、 例 え ば 膜 、 例 え ば シ ア ラ ス チ ッ ク （ sial
astic） 膜 、 ま た は フ ァ イ バ ー （ 繊 維 ） に よ り 達 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
　 も う 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 該 予 防 用 ま た は 治 療 用 物 質 を コ ン ト ロ ー ル リ リ ー ス ま
た は 徐 放 系 に お い て 送 達 す る こ と が 可 能 で あ る 。 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 コ ン ト ロ ー
ル リ リ ー ス ま た は 徐 放 を 達 成 す る た め に 、 ポ ン プ を 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る （ Langer, 
前 掲 ; Sefton, 1987, CRC Crit Ref. Biomed. Eng. 14:20; Buchwaldら , 1980, Surgery 
88:507; Saudekら , 1989, N. Engl. J. Med. 321:574を 参 照 さ れ た い ） 。 も う 1つ の 実 施
形 態 に お い て は 、 本 発 明 の 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト の コ ン ト ロ ー ル リ リ ー ス ま た は 徐
放 を 達 成 す る た め に 、 高 分 子 物 質 を 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る （ 例 え ば 、 Medical Applic
ations of Controlled Release, Langerお よ び Wise (編 ), CRC Press., Boca Raton, Flo
rida (1974); Controlled Drug Bioavailability, Drug Product Design and Performanc
e, Smolenお よ び Ball (編 ), Wiley, New York (1984); Rangerお よ び Peppas, 1983, J. M
acromol. Sci. Rev. Macromol. Chem. 23:61を 参 照 さ れ た い ； ま た 、 Levyら , 1985, Scie
nce 228:190; Duringら , 1989, Ann. Neurol. 25:351; Howardら , 1989, J. Neurosurg. 
71:105; 米 国 特 許 第 5,679,377号 、 第 5,916,597号 、 第 5,912,015号 、 第 5,989,463号 、 第 5,
128,326号  ;国 際 特 許 公 開 番 号 WO 99/15154お よ び WO 99/20253を 参 照 さ れ た い ） 。 徐 放 剤
に お い て 使 用 す る 高 分 子 の 具 体 例 に は 、 ポ リ (2-ヒ ド ロ キ シ  エ チ ル メ タ ク リ ラ ー ト )、 ポ
リ (メ チ ル メ タ ク リ ラ ー ト )、 ポ リ (ア ク リ ル 酸 )、 ポ リ (エ チ レ ン -コ -ビ ニ ル ア セ タ ー ト )、
ポ リ (メ タ ク リ ル 酸 )、 ポ リ グ リ コ リ ド （ PLG） 、 ポ リ 酸 無 水 物 、 ポ リ (N-ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン
)、 ポ リ (ビ ニ ル ア ル コ ー ル )、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 、 ポ リ (エ チ レ ン グ リ コ ー ル )、 ポ リ ラ
ク チ ド （ PLA） 、 ポ リ (ラ ク チ ド -コ -グ リ コ リ ド )（ PLGA） お よ び ポ リ オ ル ト エ ス テ ル が 含
ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 徐 放 製 剤 に
お い て 使 用 す る 高 分 子 は 不 活 性 で あ り 、 濾 過 可 能 な 不 純 物 を 含 有 せ ず 、 保 存 に 際 し て 安 定
で あ り 、 無 菌 で あ り 、 生 分 解 性 で あ る 。 も う 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 コ ン ト ロ ー ル リ
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リ ー ス 系 ま た は 徐 放 系 を 、 予 防 ま た は 治 療 標 的 の 近 傍 に 配 置 し て 、 全 身 用 量 の ご く 一 部 の
量 で 十 分 と な る よ う に す る こ と が 可 能 で あ る （ 例 え ば 、 Goodson, in Medical Applicatio
ns of Controlled Release, 前 掲 , vol. 2, pp. 115-138 (1984)を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
　 コ ン ト ロ ー ル リ リ ー ス 系 は 、 Langerに よ る 総 説 （ 1990, Science 249:1527-1533） に お
い て 考 察 さ れ て い る 。 当 業 者 に 公 知 の 任 意 の 技 術 を 用 い て 、 本 発 明 の 1以 上 の 治 療 用 物 質
を 含 む 徐 放 剤 を 得 る こ と が 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 4,526,938号 ; 国 際 特 許 公 開
番 号 WO 91/05548お よ び WO 96/20698; Ningら , 1996, Radiotherapy & Oncology 39:179-1
89; Songら , 1995, PDA Journal of Pharmaceutical Science & Technology 50:372-397;
 Cleekら , 1997, Pro. Int'l. Symp. Control. Rel. Bioact. Mater. 24:853-854; お よ
び Lamら , 1997, Proc. Int'l. Symp. Control Rel. Bioact. Mater. 24:759-760（ そ れ ら
の そ れ ぞ れ の 全 体 を 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る こ と と す る ） を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
　 5.7.1　
　 特 定 の 実 施 形 態 に お い て は 、 遺 伝 子 治 療 に よ り 上 皮 細 胞 ま た は 内 皮 細 胞 過 増 殖 を 治 療 、
予 防 ま た は 処 置 す る た め に 、 本 発 明 の 核 酸 （ 例 え ば 、 EphA2ア ン チ セ ン ス 核 酸 、 EphA2 dsR
NA、 EphA2リ ボ ザ イ ム 、 ま た は EphA2イ ン ト ラ ボ デ ィ を コ ー ド す る 核 酸 ） を 投 与 す る 。 遺 伝
子 治 療 は 、 発 現 さ れ た 又 は 発 現 可 能 な 核 酸 を 対 象 に 投 与 す る こ と に よ り 行 う 治 療 を 意 味 す
る 。 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 に お い て は 、 該 核 酸 は 予 防 ま た は 治 療 効 果 を 生 成 し 媒 介 す る 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
　 当 技 術 分 野 で 利 用 可 能 な 遺 伝 子 治 療 の た め の 方 法 の い ず れ か を 本 発 明 に お い て 用 い る こ
と が 可 能 で あ る 。 典 型 的 な 方 法 を 以 下 に 説 明 す る 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
　 遺 伝 子 治 療 の 方 法 の 全 般 的 総 説 と し て は 、 Goldspielら , 1993, Clinical Pharmacy 12:
488 ; Wuお よ び Wu, 1991, Biotherapy 3:87; Tolstoshev, 1993, Ann. Rev. Pharmacol. 
Toxicol. 32:573; Mulligan, 1993, Science 260:926-932; な ら び に Morganお よ び Anders
on, 1993, Ann. Rev. Biochem. 62:191; May, 1993, TIBTECH 11:155。 使 用 し う る 組 換 え
DNA技 術 の 当 技 術 分 野 で 一 般 に 公 知 の 方 法 は Ausubelら  (編 ), Current Protocols in Mole
cular Biology, John Wiley & Sons, NY (1993); お よ び Kriegler, Gene Transfer and E
xpression, A Laboratory Manual, Stockton Press, NY (1990)を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の 組 成 物 は 本 発 明 の 核 酸 （ 例 え ば 、 EphA2ア ン チ セ ン
ス ま た は イ ン ト ラ ボ デ ィ 分 子 を コ ー ド す る 核 酸 ） を 含 み 、 該 核 酸 は 、 適 当 な 宿 主 内 で 該 核
酸 を 発 現 す る 発 現 ベ ク タ ー の 一 部 で あ る 。 特 に 、 そ の よ う な 核 酸 は プ ロ モ ー タ ー 、 好 ま し
く は 異 種 プ ロ モ ー タ ー を 有 し 、 該 プ ロ モ ー タ ー は 誘 導 性 ま た は 構 成 的 で あ り 、 場 合 に よ っ
て は 組 織 特 異 的 で あ る 。 も う 1つ の 特 定 の 実 施 形 態 に お い て は 、 使 用 す る 核 酸 分 子 は 、 本
発 明 の 核 酸 の 染 色 体 内 発 現 が も た ら さ れ る よ う ゲ ノ ム 内 の 所 望 の 部 位 に お い て 相 同 組 換 え
を 促 進 す る 領 域 に 隣 接 し た 本 発 明 の 核 酸 分 子 を 含 む （ Kollerお よ び Smithies, 1989, PNAS
 86:8932; Zijlstraら , 1989, Nature 342:435） 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
　 対 象 内 へ の 核 酸 の 送 達 は 直 接 的 （ こ の 場 合 、 該 対 象 を 該 核 酸 ま た は 核 酸 含 有 ベ ク タ ー に
直 接 的 に さ ら す ） ま た は 間 接 的 （ こ の 場 合 、 細 胞 を 、 ま ず 、 in vitroで 該 核 酸 で 形 質 転 換
し 、 つ い で 該 対 象 に 移 植 す る ） で あ り う る 。 こ れ ら の 2つ の ア プ ロ ー チ は 、 そ れ ぞ れ 、 in 
vivoま た は ex vivo遺 伝 子 治 療 と し て 公 知 で あ る 。 特 定 の 実 施 形 態 に お い て は 、 該 核 酸 配
列 を in vivoで 直 接 的 に 投 与 す る 。 こ れ は 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 多 数 の 方 法 の い ず れ か に
よ り 、 例 え ば 、 そ れ ら を 適 当 な 核 酸 発 現 ベ ク タ ー の 一 部 と し て 構 築 し そ れ ら が 細 胞 内 の も
の と な る よ う そ れ を 投 与 す る こ と に よ り 、 例 え ば 、 欠 損 型 も し く は 弱 毒 化 レ ト ロ ウ イ ル ス
ま た は 他 の ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 使 用 す る 感 染 に よ り （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 4,980,286号 を
参 照 さ れ た い ） 、 あ る い は 裸 DNAの 直 接 的 な 注 射 に よ り 、 あ る い は 微 粒 子 射 撃 （ 例 え ば 、
遺 伝 子 銃 ; Biolistic, Dupont） ま た は 脂 質 も し く は 細 胞 表 面 受 容 体 も し く は ト ラ ン ス フ
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ェ ク ト 剤 で の コ ー テ ィ ン グ 、 リ ポ ソ ー ム 、 微 粒 子 も し く は マ イ ク ロ カ プ セ ル 内 へ の 封 入 の
利 用 に よ り 。 あ る い は 細 胞 内 （ 例 え ば 、 膜 透 過 性 配 列 ） お よ び ／ ま た は 核 内 に 進 入 す る こ
と が 知 ら れ て い る ペ プ チ ド に 連 結 さ れ た 形 態 （ 例 え ば 、 チ オ エ ス テ ル 結 合 を 介 し た も の ）
で そ れ ら を 投 与 す る こ と に よ り 、 あ る い は 受 容 体 媒 介 性 エ ン ド サ イ ト ー シ ス に さ ら さ れ る
リ ガ ン ド に 連 結 さ れ た 形 態 で そ れ を 投 与 す る こ と （ Wuお よ び Wu, 1987, J. Biol. Chem. 2
62:4429） （ こ れ は 、 該 受 容 体 を 特 異 的 に 発 現 す る 細 胞 型 を 標 的 化 す る た め に 用 い ら れ う
る ） な ど に よ り 達 成 す る こ と が 可 能 で あ る 。 も う 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 核 酸 -リ ガ ン
ド 複 合 体 を 形 成 さ せ る こ と が 可 能 で あ り 、 こ の 場 合 、 エ ン ド ソ ー ム を 破 壊 し て 該 核 酸 が リ
ソ ソ ー ム 分 解 を 回 避 す る の を 可 能 に す る 融 合 誘 導 ウ イ ル ス ペ プ チ ド を 該 リ ガ ン ド は 含 む 。
さ ら に も う 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 特 異 的 受 容 体 を 標 的 化 す る こ と に よ り 、 細 胞 特 異
的 取 り 込 み 及 び 発 現 の た め に 、 該 核 酸 を in vivoで 標 的 化 す る こ と が 可 能 で あ る （ 例 え ば
、 国 際 特 許 公 開 番 号 WO 92/06180; WO 92/22635 ; W092/20316; W093/14188, WO 93/20221
を 参 照 さ れ た い ） 。 あ る い は 、 該 核 酸 を 細 胞 内 に 導 入 し 、 相 同 組 換 え に よ り 、 発 現 の た め
に 宿 主 細 胞 DNA内 に 組 込 む こ と が 可 能 で あ る （ Kollerお よ び Smithies, 1989, PNAS 86:893
2; な ら び に Zijlstraら , 1989, Nature 342:435） 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
　 特 定 の 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の 核 酸 配 列 を 含 有 す る ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 使 用 す る
。 例 え ば 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る （ Millerら , 1993, Meth
. Enzymol. 217:581） 。 こ れ ら の レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 ウ イ ル ス ゲ ノ ム の 適 切 な パ
ッ ケ ー ジ ン グ お よ び 宿 主 細 胞 DNA内 へ の 組 込 み に 必 要 な 成 分 を 含 有 す る 。 遺 伝 子 治 療 に お
い て 使 用 す る 核 酸 配 列 を 1以 上 の ベ ク タ ー 内 に ク ロ ー ニ ン グ し 、 こ れ は 、 対 象 内 へ の 該 核
酸 の 送 達 を 促 進 す る 。 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー に 関 す る 更 な る 詳 細 は Boesenら , 1994, Bi
otherapy 6:291-302に 記 載 さ れ て お り 、 こ れ は 、 造 血 幹 細 胞 を 化 学 療 法 に 抵 抗 性 に す る た
め に mdr1遺 伝 子 を 造 血 幹 細 胞 へ 送 達 す る た め の レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 使 用 を 記 載 し て
い る 。 遺 伝 子 治 療 に お け る レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 使 用 を 説 明 し て い る 他 の 参 考 文 献 と
し て は 以 下 の も の が 挙 げ ら れ る ： Clowesら , 1994, J. Clin. Invest. 93:644-651; Klein
ら , 1994, Blood 83:1467-1473; Salmonsお よ び Gunzberg, 1993, Human Gene Therapy 4:
129-141; な ら び に Grossmanお よ び Wilson, 1993, Curr. Opin. in Genetics Devel. 3:11
0-114。
【 ０ ２ ７ ０ 】
　 ア デ ノ ウ イ ル ス は 、 遺 伝 子 治 療 に お い て 使 用 し う る 他 の ウ イ ル ス ベ ク タ ー で あ る 。 ア デ
ノ ウ イ ル ス は 、 呼 吸 器 上 皮 へ 遺 伝 子 を 送 達 す る た め の 特 に 魅 力 的 な ビ ヒ ク ル で あ る 。 ア デ
ノ ウ イ ル ス は 、 元 々 、 呼 吸 器 上 皮 に 感 染 し 、 こ の 部 位 に お い て 該 ウ イ ル ス は 軽 度 な 疾 患 を
引 き 起 こ す 。 ア デ ノ ウ イ ル ス は 、 非 分 裂 細 胞 に 感 染 し う る と い う 利 点 を 有 す る 。 Kozarsky
お よ び Wilson, 1993, Current Opinion in Genetics Development 3:499は 、 ア デ ノ ウ イ
ル ス に 基 づ く 遺 伝 子 治 療 の 総 説 を 記 載 し て い る 。 Boutら , 1994, Human Gene Therapy 5:3
-10は 、 ア カ ゲ ザ ル の 呼 吸 器 上 皮 に 遺 伝 子 を 導 入 す る た め の ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 使
用 を 示 し て い る 。 遺 伝 子 治 療 に お け る ア デ ノ ウ イ ル ス の 使 用 の 他 の 実 例 は 、 Rosenfeldら ,
 1991, Science 252:431 ; Rosenfeldら , 1992, Cell 68:143; Mastrangeliら , 1993, J.
 Clin. Invest. 91:225; 国 際 特 許 公 開 番 号 W094/12649; お よ び Wangら , 1995, Gene Ther
apy 2:775に 記 載 さ れ て い る 。 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を
使 用 す る 。 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス （ AAV） も 、 遺 伝 子 治 療 に お け る 使 用 に 関 し て 提 示 さ れ て
い る （ Walshら , 1993, Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 204:289-300; お よ び 米 国 特 許 第 5,4
36,146号 ） 。
【 ０ ２ ７ １ 】
　 細 胞 内 へ の 外 来 遺 伝 子 の 導 入 の た め の 多 数 の 技 術 が 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ り （ 例 え ば 、
Loefflerお よ び Behr, 1993, Meth. Enzymol. 217:599; Cohenら , 1993, Meth. Enzymol. 
217:618を 参 照 さ れ た い ） 、 レ シ ピ エ ン ト 細 胞 の 、 必 要 な 発 生 的 お よ び 生 理 的 機 能 が 破 壊
さ れ な い 限 り 、 そ れ ら は 本 発 明 に お い て 使 用 さ れ う る 。 該 技 術 は 、 核 酸 が 細 胞 に よ り 発 現
さ れ 、 好 ま し く は 、 そ の 細 胞 後 代 に よ り 受 け 継 が れ 発 現 さ れ う る よ う 、 細 胞 内 へ の 核 酸 の
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安 定 な 導 入 を も た ら す は ず で あ る 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
　 得 ら れ た 組 換 え 細 胞 は 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 種 々 の 方 法 に よ り 、 対 象 に 送 達 す る こ と が
可 能 で あ る 。 使 用 の た め の 予 想 さ れ る 細 胞 の 量 は 、 所 望 の 効 果 、 患 者 の 状 態 な ど に 左 右 さ
れ 、 当 業 者 に よ り 決 定 さ れ う る 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
　 5.8　
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の EphA2作 動 性 物 質 で 満 た さ れ た 1以 上 の 容 器 を 含 む 医 薬 パ ッ ク ま た は
キ ッ ト を 提 供 す る 。 ま た 、 非 腫 瘍 性 過 増 殖 性 細 胞 ま た は 過 剰 細 胞 蓄 積 障 害 の 治 療 に 有 用 な
1以 上 の 他 の 予 防 用 ま た は 治 療 用 物 質 、 あ る い は 他 の 関 連 物 質 （ 例 え ば 、 免 疫 調 節 剤 お よ
び ／ ま た は 抗 ウ イ ル ス 剤 ） も 、 該 医 薬 パ ッ ク ま た は キ ッ ト に 含 ま れ う る 。 本 発 明 は ま た 、
本 発 明 の 医 薬 組 成 物 の 成 分 の 1以 上 で 満 た さ れ た 1以 上 の 容 器 を 含 む 医 薬 パ ッ ク ま た は キ ッ
ト を 提 供 す る 。 場 合 に よ っ て は 、 医 薬 ま た は 生 物 製 品 の 製 造 、 使 用 ま た は 販 売 を 規 制 す る
政 府 機 関 に よ り 定 め ら れ た 形 態 の 通 達 （ こ の 通 達 は 、 ヒ ト へ の 投 与 に 関 す る 、 製 造 、 使 用
ま た は 販 売 の 、 該 機 関 に よ る 承 認 を 表 す も の で あ る ） が 、 そ の よ う な 容 器 に 添 付 さ れ て い
る 。
【 ０ ２ ７ ４ 】
　 本 発 明 は 、 前 記 方 法 に お い て 使 用 し う る キ ッ ト を 提 供 す る 。 1つ の 実 施 形 態 に お い て は
、 キ ッ ト は 本 発 明 の 1以 上 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む 。 も う 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、
キ ッ ト は 更 に 、 過 増 殖 性 上 皮 障 害 の 治 療 に 有 用 な 1以 上 の 他 の 予 防 用 ま た は 治 療 用 物 質 を 1
以 上 の 容 器 内 に 含 む 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は Eph099B-102.147、 Eph
099B-208.261、 Eph099B-210.248、 B233、 EA2ま た は EA5で あ る 。 あ る 実 施 形 態 に お い て は
、 そ の よ う な 他 の 治 療 用 ま た は 予 防 用 物 質 は 免 疫 調 節 剤 （ 例 え ば 、 抗 IL-9抗 体 ） で あ る 。
他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 該 予 防 用 ま た は 治 療 用 物 質 は 抗 ウ イ ル ス 剤 （ 例 え ば 、 抗 RSV剤
） で あ る 。
【 ０ ２ ７ ５ 】
　 6． 実 施 例
　 6.1　
　 HMT-3522細 胞 、 変 異 体 S1（ 非 腫 瘍 形 成 性 不 死 化 上 皮 細 胞 系 ） を 外 因 性 EGFで 処 理 し 、 Eph
A2レ ベ ル を 測 定 し た 。 未 処 理 細 胞 お よ び EGF処 理 細 胞 の 両 方 に お い て 、 mRNA発 現 レ ベ ル を
測 定 す る た め に 、 定 量 RT-PCRを 行 っ た 。 ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド -3-
リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ GAPDH） の mRNAレ ベ ル も 測 定 し 、 対 照 と し て 使 用 し た 。 EphA2お
よ び GAPDHを 増 幅 す る た め に 使 用 し た プ ラ イ マ ー お よ び PCR条 件 は 以 下 の と お り で あ っ た 。
【 ０ ２ ７ ６ 】
EPHA2　 5'ATG GAG CTC CAG GCA GCC CGC 3' (配 列 番 号 40)、
　 　 　  5 GCC ATA CGG GTG TGT GAG CCA GC 3' (配 列 番 号 41)、
GAPDH　 5'CAG TGG TGG ACC TGA CCT GCC GTC T 3' (配 列 番 号 42)、
　 　 　  5'CTC AGT GTA GCC CAG GAT GCC CTT GAG 3' (配 列 番 号 43)。
【 ０ ２ ７ ７ 】
　 PCR反 応 （ 50μ lの 全 容 量 ） を 94℃ で 2分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 94℃ で 1分 間 ／ 60℃ で
1分 間 ／ 72℃ で 1分 間 の 35サ イ ク ル に 付 し た 。 つ い で サ ン プ ル を 72℃ で 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー
ト し た 。 EphA2プ ラ イ マ ー は 150bpの 産 物 を 与 え 、 GAPDHプ ラ イ マ ー は 104bpの 産 物 を 与 え た
。
【 ０ ２ ７ ８ 】
　 EGF処 理 細 胞 内 の EphA2 mRNAの レ ベ ル は 1の と お り に 定 め ら れ た 。 未 処 理 対 照 細 胞 は 、 処
理 細 胞 の 発 現 レ ベ ル の 85％ の レ ベ ル で EphA2 mRNAを 発 現 し た 。 し た が っ て 、 EphA2 mRNAレ
ベ ル は 、 EGFで 処 理 さ れ て い な い 対 照 細 胞 と 比 較 し て 、 EGF処 理 に よ り 増 加 し た （ 図 1A） 。
GAPDH PCR産 物 は 示 さ れ て い な い 。
【 ０ ２ ７ ９ 】
　 未 処 理 細 胞 お よ び EGF処 理 細 胞 の 両 方 に お い て 、 EphA2タ ン パ ク 質 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る
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た め に 、 全 細 胞 溶 解 物 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を EphA2特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 D7で
行 っ た 。 EphA2タ ン パ ク 質 レ ベ ル は 、 EGFで 処 理 さ れ て い な い 対 照 細 胞 と 比 較 し て 、 EGF処
理 に よ り 増 加 し た （ 図 1B） 。
【 ０ ２ ８ ０ 】
　 6.2　
　
　 融 合 タ ン パ ク 質 EphA2-Fcを 使 用 し て 、 EphA2の 細 胞 外 ド メ イ ン に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 を 製 造 し た 。 こ の 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 該 融 合 タ ン パ ク 質 の 分 泌 を 促 進 さ せ る た め に ヒ
ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 連 結 さ れ た ヒ ト EphA2の 細 胞 外 ド メ イ ン よ り な る も の で あ っ た 。
【 ０ ２ ８ １ 】
　 第 0日 お よ び 第 7日 に 、 5匹 /群 の 2群 （ Balb/cマ ウ ス （ A群 ） ま た は SJLマ ウ ス （ B群 ） ） の
マ ウ ス の 左 中 足 領 域 に TiterMax Adjuvant中 の 10μ gの EphA2-Fc（ 全 容 量 100μ l） を 注 射 し
た 。 第 12日 お よ び 第 14日 に 、 マ ウ ス の 左 中 足 領 域 に PBS中 の 10μ gの EphA2-Fc（ 全 容 量 100
μ l） を 注 射 し た 。 第 15日 に 、 左 足 お よ び 鼡 径 か ら の 膝 窩 リ ン パ 節 お よ び 鼡 径 リ ン パ 節 を
摘 出 し 、 （ PEGを 使 用 し て ） P3XBcl-2-13細 胞 と 体 細 胞 的 に 融 合 さ せ た 。
【 ０ ２ ８ ２ 】
　
　 標 準 的 な 分 子 生 物 学 的 技 術 （ 例 え ば 、 ELISAイ ム ノ ア ッ セ イ ） を 用 い て 、 バ ル ク （ bulk
） 培 養 ハ イ ブ リ ド ー マ か ら の 上 清 を EphA2に 対 す る 免 疫 反 応 性 に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ し
た 。 さ ら に 、 EphA2に EphA2モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 例 え ば 、 2002年 8月 7日 付 け で ATCCに 寄 託
さ れ て お り 、 そ れ ぞ れ 受 託 番 号 PTA-4572、 PTA-4573お よ び PTA-4574が 割 当 て ら れ て い る Ep
h099B-102.147、 Eph099B-208.261ま た は Eph099B-210.248； B233； 2002年 5月 10日 付 け 出 願
の 米 国 仮 特 許 出 願 第 60/379,322号 , 発 明 の 名 称 “ EphA2 Monoclonal Antibodies and Meth
ods of Use Thereof” お よ び 2003年 5月 12日 付 け 出 願 の 米 国 特 許 出 願 第 10/436,783号 , 発
明 の 名 称 “ EphA2 Agonistic Monoclonal Antibodies and Methods of Use Thereof” も 参
照 さ れ た い ） が 結 合 す る の を 抑 制 す る 能 力 に 関 し て 、 上 清 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が 可
能 で あ る 。
【 ０ ２ ８ ３ 】
　 6.3　
　 6.3.1．
　 EphA2抗 体 は MDA-MB-231細 胞 に お け る EphA2の チ ロ シ ン リ ン 酸 化 お よ び 分 解 を 促 進 し た 。
細 胞 の 単 層 を EphA2抗 体 ま た は 対 照 の 存 在 下 で 37℃ で 8分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 つ い で 細
胞 溶 解 物 を EphA2特 異 的 抗 体 （ D7; こ れ は 、 Upstate Biologicals, Inc., Lake Placid, N
Yか ら 購 入 し た も の で あ り 、 2000年 12月 8日 付 け で American Type Tissue Collectionに 寄
託 さ れ て お り 、 受 託 番 号 PTA 2755が 割 当 て ら れ て い る ） で 免 疫 沈 降 さ せ 、 SDS-PAGEに よ り
分 離 し 、 ホ ス ホ チ ロ シ ン 特 異 的 抗 体 （ Upstate Biologicals, Inc., Lake Placid, NYか ら
購 入 し た 4G10） を 使 用 す る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に 付 し た 。 膜 を 取 り 出 し 、 ロ ー デ ィ ン
グ 対 照 と し て 免 疫 沈 降 に お い て 使 用 し た EphA2特 異 的 抗 体 （ D7） で 再 プ ロ ー ブ し た 。
【 ０ ２ ８ ４ 】
　 既 に 記 載 さ れ て い る と お り に （ Zantekら , 1999, Cell Growth Diff. 10:629-38） 、 ウ
エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 お よ び 免 疫 沈 降 を 行 っ た 。 簡 潔 に 説 明 す る と 、 細 胞 単 層 の 界 面 活 性
剤 抽 出 物 を 、 1％  Triton X-100（ Sigma, St. Louis, MO） を 含 有 す る Tris緩 衝 食 塩 水 中 で
抽 出 し た 。 タ ン パ ク 質 濃 度 を 測 定 し た 後 （ BioRad, Hercules, CA） 、 1.5mgの 細 胞 溶 解 物
を 免 疫 沈 降 さ せ 、 SDS-PAGEに よ り 分 離 し 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス （ Protran, Schleicher and 
Schuell, Keene, NH） に ト ラ ン ス フ ァ ー し た 。 増 強 化 学 発 光 （ Pierce, Rockford, IL） お
よ び オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー （ Kodak X-OMAT; Rochester, NY） に よ り 、 抗 体 結 合 を 検 出
し た 。 EphA2リ ン 酸 化 の レ ベ ル は 該 抗 体 の 幾 つ か の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ り 増 加 す る こ
と が 判 明 し た （ デ ー タ 非 表 示 ） 。
【 ０ ２ ８ ５ 】
　 MDA-MB-231細 胞 の 単 層 を 本 発 明 の 抗 体 ま た は 対 照 の 存 在 下 、 37℃ で 4時 間 ま た は 24時 間
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イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 つ い で 細 胞 溶 解 物 を SDS-PAGEに よ り 分 離 し 、 EphA2特 異 的 抗 体 （ D7
） を 使 用 す る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に 付 し た 。 該 抗 体 の 多 く は EphA2タ ン パ ク 質 レ ベ ル
を 減 少 さ せ た （ デ ー タ 非 表 示 ） 。
【 ０ ２ ８ ６ 】
　 6.4．
　 BIACOREア ッ セ イ を 用 い て 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の K o f f 速 度 を 測 定 し た 。 ハ イ
ブ リ ド ー マ 上 清 内 に 存 在 す る IgGを 、 測 定 に 使 用 し た 。
【 ０ ２ ８ ７ 】
　
　 標 準 的 な ア ミ ン （ NHS/EDCの 1:1混 合 物 70μ l） 結 合 化 学 法 を 用 い て 、 EphA2-Fcを CM5セ ン
サ ー チ ッ プ 上 の 表 面 に 固 定 化 し た 。 簡 潔 に 説 明 す る と 、 つ い で 、 10mM NaOAc（ pH4） 中 の E
phA2-Fcの 400nM溶 液 を 該 活 性 化 表 面 に 1000～ 1100 RUの 密 度 ま で 注 入 し た 。 つ い で 、 未 使
用 の 反 応 性 エ ス テ ル を 、 1M Et-NH2の 70μ lの 注 入 に よ り 「 キ ャ ッ プ 化 （ capped） 」 し た 。
同 様 に 、 活 性 化 お よ び 「 キ ャ ッ プ 化 」 対 照 表 面 を 、 基 準 表 面 と し て 働 く タ ン パ ク 質 の 非 存
在 下 、 同 じ セ ン サ ー チ ッ プ 上 で 調 製 し た 。
【 ０ ２ ８ ８ 】
　
　 EphA2ハ イ ブ リ ド ー マ 上 清 各 250μ lの 注 射 を 、 EphA2-Fc表 面 お よ び 対 照 表 面 の 両 方 に 行
い 、 結 合 応 答 を 記 録 し た 。 こ れ ら の 上 清 は 未 希 釈 の ま ま 使 用 し た 。 各 注 射 後 、 10分 間 の 解
離 相 デ ー タ を 集 め た 。 精 製 さ れ た EphA2モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 EA2（ EA2を 産 生 す る ハ イ ブ リ
ド ー マ は 2002年 5月 22日 付 け で American Type Culture Collectionに 寄 託 さ れ て お り 、 受
託 番 号 PTA-4380が 割 当 て ら れ て い る ） を 、 陽 性 対 照 （ 増 殖 培 地 250μ l当 た り 1μ g、 5μ gお
よ び 25μ g） と し て 使 用 す る た め に 調 製 し た 。 陰 性 対 照 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 も 、 増 殖 培 地 2
50μ l当 た り 5μ gで 調 製 し た 。 こ れ ら の 表 面 に 増 殖 培 地 の 対 照 注 射 も 行 っ た 。 各 結 合 サ イ
ク ル 後 、 EphA2-Fc表 面 を 1M NaCl-50mM NaOHの 1回 の 1分 間 の パ ル ス （ 注 射 ） に よ り 再 生 さ
せ た 。
【 ０ ２ ８ ９ 】
　
　 「 二 重 参 照 （ double-referencing） 」 と し て 公 知 の 技 術 に お い て 、 人 工 的 ノ イ ズ （ ブ ラ
ン ク 培 地 注 射 ） お よ び 非 特 異 的 結 合 （ 対 照 表 面 ） の 両 方 を 差 し 引 く こ と に よ り 、 結 合 デ ー
タ を 補 正 し た 。 し た が っ て 、 セ ン サ ー グ ラ ム オ ー バ ー レ イ （ sensorgram overlay） は 「 正
味 」 の 結 合 曲 線 を 表 す 。 Eph099B-208.261お よ び B233は 、 EA2よ り 遅 い K o f f 速 度 を 有 す る （
図 3） 。 ま た 、 Eph099B-102.147お よ び Eph099B-210.248を 含 む 本 発 明 の 他 の 抗 体 は 、 遅 い K

o f f 速 度 を 有 す る （ デ ー タ 非 表 示 ） 。
【 ０ ２ ９ ０ 】
　 6.5．
　 正 常 BALB/cマ ウ ス を CO 2 窒 息 に よ り 安 楽 死 さ せ た 。 パ ラ フ ィ ン 塊 内 に 包 埋 し 切 片 化 す る
前 に 、 肺 組 織 を 10％ 緩 衝 ホ ル マ リ ン で 膨 ら ま せ る こ と に よ り 、 該 組 織 を 維 持 し た 。 脱 パ ラ
フ ィ ン 処 理 し た 10ミ ク ロ ン の 切 片 を 、 マ ウ ス EphA2に 対 す る 1:100希 釈 の ポ リ ク ロ ー ナ ル ウ
サ ギ 血 清 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 結 合 抗 体 を ビ オ チ ン 結 合 抗 ウ サ ギ 抗 体 （ 1:500希 釈
） 、 つ い で ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 結 合 体 （ 1:1000）
で 検 出 し た 。 結 合 ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン （ DAB） 染
色 で 可 視 化 し た 。 基 底 層 の み の 上 皮 細 胞 は EphA2の 発 現 を 示 し た （ 図 2A） 。
【 ０ ２ ９ １ 】
　 EphA2発 現 を 、 RSV感 染 マ ウ ス に お い て も 測 定 し た 。 第 0日 に 、 正 常 BALB/cマ ウ ス を 、 ミ
ョ ウ バ ン ア ジ ュ バ ン ト 上 に 吸 着 さ れ た 15μ gの ホ ル マ リ ン 不 活 化 呼 吸 器 合 胞 体 ウ イ ル ス （ F
I-RSV） で 腹 腔 内 に 免 疫 し た 。 第 5日 に 、 同 用 量 の FI-RSVを 投 与 し た 。 第 12日 に 、 100ml容
量 中 の 10 6 プ ラ ー ク 形 成 単 位 （ pfu） の 濃 度 の 生 RSVで 、 該 マ ウ ス を 鼻 腔 内 に チ ャ レ ン ジ し
た 。 既 に 記 載 さ れ て い る と お り に 、 マ ウ ス を 安 楽 死 さ せ 、 肺 組 織 を 加 工 し た 。 杯 細 胞 を 可
視 化 す る た め の 標 準 的 な 技 術 に 従 い 、 EphA2染 色 に 加 え て 、 過 ヨ ウ 素 酸 -シ ッ フ （ PAS） 試
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薬 で 組 織 を 染 色 し た 。 未 感 染 肺 組 織 の 場 合 と 同 様 に 、 基 底 層 の み の 上 皮 細 胞 は EphA2の 発
現 を 示 し た （ 図 2B、 右 パ ネ ル ） 。 ム チ ン 分 泌 性 杯 細 胞 は EphA2を 発 現 し な い （ 図 2B、 左 パ
ネ ル ） 。
【 ０ ２ ９ ２ 】
　 6.6．
　 EphA2活 性 化 に は 無 関 係 に 上 皮 細 胞 に お い て EphA2発 現 を 低 下 さ せ る 、 ア ン チ セ ン ス オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 基 づ く ア プ ロ ー チ を 開 発 し た 。 EphA2タ ン パ ク 質 レ ベ ル を 減 少 さ せ る た
め に 、 GenBankの 配 列 評 価 を 用 い た 判 定 で EphA2に 特 有 で あ る こ と が 判 明 し て い る 配 列 （ 5'
-CCAGCAGTACCGCTTCCTTGCCCTGCGGCCG-3'; 配 列 番 号 44） に 対 応 す る 、 ホ ス ホ ロ チ オ ア ー ト
で 修 飾 さ れ た ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で 、 MDA-MB-231乳 癌 細 胞 を 一 過 性 に ト ラ ン
ス フ ェ ク ト し た 。 逆 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ 5'-GCCGCGTCCCGTTCCTTCACCATGACG
ACC-3'; 配 列 番 号 45） を 対 照 と し て 使 用 し た 。 Lipofectamine PLUS Reagent（ Life Techn
ologies, Inc.） を 該 製 造 業 者 の プ ロ ト コ ー ル に 従 い 使 用 し て 、 該 細 胞 を オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド （ 2μ g/ml） で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 24時 間 後 、 該 細 胞 を
抽 出 し 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に 付 し た 。
【 ０ ２ ９ ３ 】
　 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 お よ び 免 疫 沈 降 を 、 既 に 記 載 さ れ て い る と お り に （ Zantekら , 
1999, Cell Growth Diff. 10:629-38） 行 っ た 。 簡 潔 に 説 明 す る と 、 細 胞 単 層 の 界 面 活 性
剤 抽 出 物 を 、 1％  Triton X-100（ Sigma, St. Louis, MO） を 含 有 す る Tris緩 衝 食 塩 水 中 で
抽 出 し た 。 タ ン パ ク 質 濃 度 を 測 定 し た 後 （ BioRad, Hercules, CA） 、 1.5mgの 細 胞 溶 解 物
を 免 疫 沈 降 さ せ 、 SDS-PAGEに よ り 分 離 し 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス （ Protran, Schleicher and 
Schuell, Keene, NH） に ト ラ ン ス フ ァ ー し た 。 EphA2を EphA2特 異 的 抗 体 （ Upstate Biolog
icals, Inc., Lake Placid, NYか ら 購 入 し た D7） で 検 出 し た 。 サ ン プ ル ロ ー デ ィ ン グ に 関
す る 対 照 と し て 、 該 膜 を 取 り 出 し 、 パ キ シ リ ン 抗 体 （ University of North Carolinaの K.
 Burridge博 士 か ら の 贈 呈 品 ） で 再 プ ロ ー ブ し た 。 増 強 化 学 発 光 （ Pierce, Rockford, IL
） お よ び オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー （ Kodak X-OMAT; Rochester, NY） に よ り 、 抗 体 結 合 を
検 出 し た 。
【 ０ ２ ９ ４ 】
　 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は MDA-MB-231細 胞 に お け る EphA2発 現 を 選 択 的 に 低 下
さ せ る が 、 逆 ア ン チ セ ン ス 対 照 （ IAS） は 低 下 さ せ な い こ と が 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析
か ら 証 明 さ れ た （ 図 4） 。
【 ０ ２ ９ ５ 】
　 6.7．
　 喘 息 ま た は COPDを 有 す る 患 者 に お け る 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 薬 物 動 態 お よ び 安
全 性 を 評 価 す る た め の 研 究 を 計 画 す る 。 本 発 明 の 1回 量 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 静 脈 内 ま
た は 肺 投 与 に よ り 患 者 に 投 与 し 、 4週 間 後 か ら 、 12週 間 に わ た る 同 じ 投 与 経 路 に よ る 同 用
量 で の 毎 週 の 反 復 投 与 の 後 に 分 析 す る 。 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で の 治 療 の 安 全 性 、
お よ び 26週 間 の 投 与 に わ た る 障 害 活 動 度 に お け る 潜 在 的 変 化 を 評 価 す る 。 異 な る 患 者 群 を
同 様 に 処 理 し 、 評 価 す る が 、 こ れ ら の 群 に は 1mg/kg、 2mg/kg、 4mg/kgま た は 8mg/kgの 用 量
を 投 与 す る 。
【 ０ ２ ９ ６ 】
　 呼 吸 器 症 状 の 発 生 お よ び 重 症 度 に よ り 、 変 化 を 測 定 ま た は 判 定 す る 。
【 ０ ２ ９ ７ 】
　 6.8．
　 線 維 症 の in vitroモ デ ル と し て 、 Beas-2B細 胞 （ SV40ウ イ ル ス で ト ラ ン ス フ ォ ー ム さ れ
た 気 管 支 上 皮 細 胞 ） を ブ レ オ マ イ シ ン （ 25～ 100m単 位 /ml） で 処 理 し た 。 5時 間 後 、 IL-6お
よ び IL-8の 増 加 が 検 出 さ れ た 。 こ の 応 答 は 損 傷 上 皮 に 典 型 的 な も の で あ る 。 24時 間 後 、 ア
ポ ト ー シ ス を 媒 介 す る 受 容 体 で あ る Fasの 増 加 が 検 出 さ れ た 。 ア ポ ト ー シ ス の 増 強 （ ア ネ
キ シ ン V結 合 の 増 強 に よ る ） お よ び 一 般 に は 細 胞 死 の 増 強 （ ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム 取 り 込 み
に よ り 検 出 さ れ る ） も 検 出 さ れ た 。 抗 ホ ス ホ チ ロ シ ン 抗 体 を 使 用 す る 免 疫 染 色 は 、 ブ レ オ
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マ イ シ ン 処 理 の 24時 間 後 に 細 胞 形 態 お よ び 接 着 特 性 に お け る 変 化 を 示 し た 。 処 理 の 24時 間
後 に 、 （ ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト お よ び FACS分 析 に よ り ） EphA2の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン も
検 出 さ れ た 。 ブ レ オ マ イ シ ン 処 理 は EphA2レ ベ ル の 減 少 を 引 き 起 こ し た が 、 こ れ ら の 細 胞
に お い て は チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ の リ ン 酸 化 が 著 し く 低 下 し 、 こ の こ と は 該 分 子 の 機 能 の 改 変
を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ２ ９ ８ 】
　 6.8.1　 材 料 お よ び 方 法
　 in vitro試 験 の た め に 、 Beas-2B気 管 支 上 皮 細 胞 （ ATCCカ タ ロ グ 番 号 CRL-9609） を 使 用
し た 。 細 胞 系 を 作 製 す る た め に 、 非 癌 性 個 体 の 剖 検 か ら 得 た 正 常 ヒ ト 気 管 支 上 皮 か ら 上 皮
細 胞 を 単 離 し た 。 該 細 胞 に ア デ ノ ウ イ ル ス 12-SV40ウ イ ル ス ハ イ ブ リ ッ ド （ Ad12SV40） を
感 染 さ せ 、 該 細 胞 を ク ロ ー ニ ン グ し た 。 該 細 胞 は 、 血 清 に 応 答 し て 扁 平 分 化 を 受 け る 能 力
を 保 有 し て お り 、 分 化 お よ び ／ ま た は 発 癌 を 誘 発 し 又 は そ れ ら に 影 響 を 及 ぼ す 化 学 的 お よ
び 生 物 学 的 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 使 用 さ れ う る 。 該 細 胞 は ケ ラ チ ン お よ び SV40
 T抗 原 に 対 し て ポ ジ テ ィ ブ 染 色 さ れ る （ Reddelら , Immortalized human bronchial epith
erial mesothelial cell lines. 米 国 特 許 第 4,885,238号 （ 1989年 12月 5日 付 け 発 行 ） ） 。
【 ０ ２ ９ ９ 】
　 ． 個 々 の 細 胞 を 可 視 化 す る た め に 、 細 胞 を カ バ ー グ ラ ス 上 で 増 殖 さ せ た 。 ～ 70
％ コ ン フ ル エ ン ス の 密 度 に お い て 、 細 胞 を 25m単 位 /mlの ブ レ オ マ イ シ ン ま た は ベ ク タ ー （
PBS） で 処 理 し た 。 24時 間 後 、 サ ン プ ル を 3.7％  ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 溶 液 中 で 固 定 し 、 0.5％
 Triton X-100中 で 抽 出 し 、 抗 ホ ス ホ チ ロ シ ン ク ロ ー ン PY20（ Upstate; Charlottesville,
 VA） を 使 用 し て 染 色 し た 。 フ ィ コ エ リ ト リ ン 結 合 ロ バ 抗 マ ウ ス 抗 体 （ BD Biosciences; S
an Jose, CA） お よ び エ ピ 蛍 光 （ epifluorescence） 顕 微 鏡 検 査 を 用 い て 、 免 疫 染 色 を 可 視
化 し た 。
【 ０ ３ ０ ０ 】
　 ． 細 胞 単 層 を 、 1％  Triton-X-100を 含 有 す る バ ッ フ ァ ー 中 、 氷
上 で 5分 間 抽 出 し た 。 タ ン パ ク 質 濃 度 を ク ー マ シ ー ブ ル ー 染 色 （ Pierce; Rockford, IL）
に よ り 測 定 し た 後 、 等 量 の タ ン パ ク 質 を SDS-PAGEに よ り 分 離 し 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス （ Prot
ran ; Schleicher & Schuell; Keene, NH） に ト ラ ン ス フ ァ ー し た 。 製 造 業 者 （ Pierce）
に よ り 推 奨 さ れ て い る と お り に 、 増 強 化 学 発 光 に よ り 、 抗 体 結 合 を 検 出 し た 。
【 ０ ３ ０ １ 】
　 ． 免 疫 沈 降 実 験 は 、 EphA2抗 体 D7（ Upstate; Charlottesville, VA） お よ び ウ
サ ギ 抗 マ ウ ス （ Chemicon） 結 合 プ ロ テ イ ン A-セ フ ァ ロ ー ス （ Sigma） を 使 用 し て 、 4℃ で 2.
5時 間 行 っ た 。 免 疫 沈 降 体 を 細 胞 溶 解 バ ッ フ ァ ー 中 で 3回 洗 浄 し 、 SDSサ ン プ ル バ ッ フ ァ ー
（ 5％  SDS、 3.8％  DTT、 25％  グ リ セ ロ ー ル お よ び 0.1％  ブ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー を 含 有
す る Trisバ ッ フ ァ ー ） 中 で 再 懸 濁 さ せ 、 10％  SDS-PAGEに よ り 分 離 し た 。
【 ０ ３ ０ ２ 】
　

． 使 用 し た 材 料 ： 硫 酸 ブ レ オ マ イ シ ン , Sigma Cat. # B2434, Lot 102KO753, 1.8 U/
mg, 20mg ;Beadlyte Human Multicytokine Beadmaster Kit, Upstate Cat. # 48-100, Lo
t 26301; Human IL-6 Beadmates, Upstate Cat. # 46-106, Lot 24204; Human IL-8 Bead
mates, Upstate Cat. # 46-108, Lot 24205; Luminex 100装 置 ; BEAS-2B細 胞 , ATCC Cat.
 # CRL-9609; BEGM Bulletキ ッ ト  (増 殖 培 地 ), Cambrex Cat. # CC3170。
【 ０ ３ ０ ３ 】
　 BEAS-2B細 胞 を 、 BEGM/10％  FBS中 、 96ウ ェ ル プ レ ー ト 内 に 3× 10 4 /ウ ェ ル で プ レ ー テ ィ
ン グ し た 。 翌 日 、 培 地 を 二 重 に 除 去 し 、 ブ レ オ マ イ シ ン の 希 釈 物 （ 100、 50、 25、 10お よ
び 0mU/ml） を 含 有 す る 同 じ 培 地 で 置 換 し た 。 37℃ 、 5％  CO 2 で の 5時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ
ン の 後 、 上 清 を 集 め 、 500× gで 室 温 で 3分 間 遠 心 分 離 し 、 -20℃ で 保 存 し た 。 該 細 胞 上 清 中
の サ イ ト カ イ ン 産 生 を 、 Luminex 100を 使 用 し て 、 Beadmasterキ ッ ト の 指 示 に 従 い 分 析 し
た 。
【 ０ ３ ０ ４ 】
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　 ． 2 e 5細 胞 /ウ ェ ル の Beas-2B細 胞 を 6ウ ェ ル 組 織 培 養 処 理 プ レ ー ト
上 で プ レ ー テ ィ ン グ し た 。 細 胞 を ウ ェ ル に 一 晩 付 着 さ せ た 。 翌 日 、 100mU/mL ブ レ オ マ イ
シ ン を ウ ェ ル に 加 え た 。 24時 間 の ブ レ オ マ イ シ ン 暴 露 後 、 細 胞 を 0.25％  ト リ プ シ ン で 解
離 さ せ 、 300× gで 遠 心 分 離 し 、 通 常 の 細 胞 培 養 培 地 で 洗 浄 し た 。 Annexin-V FITC Apoptos
is Detection Kit（ BD Biosciences Pharmingen, San Diego, CA） を 使 用 し て 、 ア ネ キ シ
ン （ Annexin） V結 合 ア ッ セ イ を 行 っ た 。 FACSCalibur Flow Cytometer（ BD Biosciences, 
San Jose, CA） を 使 用 し て 、 ア ネ キ シ ン V結 合 お よ び PI取 り 込 み を 測 定 し た 。
【 ０ ３ ０ ５ 】
　 6.8.2　 結 果
　 MCF-10Aは 、 細 胞 骨 格 の 免 疫 染 色 を 用 い る 細 胞 接 着 の 分 析 を 可 能 に し う る 非 ト ラ ン ス フ
ォ ー ム 化 上 皮 系 で あ る （ Kinchら , 1995, J. Cell. Biol. 130 (2):461-71） 。 EphA2の 過
剰 発 現 が 細 胞 -ECM付 着 を 増 強 す る こ と を 示 す た め に 、 こ れ ら の 細 胞 そ の も の を 使 用 し た 。
EphA2の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン は 、 ブ レ オ マ イ シ ン 処 理 上 皮 （ こ の 場 合 も 、 EphA2が ア ッ
プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ る ） に お い て 認 め ら れ る も の に 類 似 し た 形 態 学 的 変 化 を 引 き 起 こ
し う る 。 同 様 に 、 EphA2の 過 剰 発 現 は フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン の 発 現 を 増 強 し 、 そ れ に よ り 細 胞 -
ECM付 着 を 増 強 す る 。 上 皮 は 初 期 創 傷 応 答 中 に フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン を 産 生 す る た め 、 こ の こ
と は 、 EphA2の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン が 創 傷 治 癒 -線 維 形 成 に お け る こ の 事 象 の 上 流 に 位
置 す る こ と を 示 唆 し て い る 。 MDA-MB-231で の 逆 の 実 験 に お い て 、 高 い フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン 内
因 性 レ ベ ル を 有 す る 細 胞 （ 例 え ば 、 MDA-MB-231） の 、 EphA2抗 体 で の 処 理 は 、 フ ィ ブ ロ ネ
ク チ ン レ ベ ル を 減 少 さ せ る の に 十 分 な も の で あ る 。
【 ０ ３ ０ ６ 】
　 MCF10A乳 房 上 皮 細 胞 を 、 E-カ ド ヘ リ ン お よ び パ ク シ リ ン 染 色 を 伴 う 蛍 光 顕 微 鏡 検 査 お よ
び 位 相 差 顕 微 鏡 に よ り 検 査 し た 。 顕 微 鏡 分 析 は 、 EphA2が ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ た
細 胞 に お い て は 、 対 照 細 胞 と 比 較 し て 低 下 し た 細 胞 -細 胞 接 着 を 示 し （ 図 7） 、 こ の こ と は
、 EphA2の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン が 上 皮 の 接 着 特 性 を 改 変 す る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ３ ０ ７ 】
　 Neo（ レ ー ン 1） ま た は EphA2（ レ ー ン 2） を 過 剰 発 現 す る MCF10A乳 房 上 皮 細 胞 か ら の 抽 出
物 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト （ 図 8） は 、 EphA2発 現 の 増 強 と 共 に フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン 発 現 の 上 昇
を 示 し て お り 、 こ の こ と は 、 EphA2過 剰 発 現 細 胞 が フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン の レ ベ ル を 増 加 さ せ
た こ と を 示 し て い る 。 B13 EphA2抗 体 で 処 理 さ れ た MDA-MB-231乳 癌 細 胞 か ら の 抽 出 物 の ウ
エ ス タ ン ブ ロ ッ ト （ 図 9） は 、 24時 間 に わ た る EphA2タ ン パ ク 質 レ ベ ル の 減 少 お よ び フ ィ ブ
ロ ネ ク チ ン の 分 解 、 な ら び に そ れ と は 対 照 的 な 、 時 間 が 経 過 し て も 安 定 な ま ま で あ る パ キ
シ リ ン タ ン パ ク 質 レ ベ ル を 示 し て お り 、 こ の こ と は 、 EphA2抗 体 が フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン の 分
解 を 誘 導 す る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ３ ０ ８ 】
　 リ ン 酸 化 チ ロ シ ン （ P-Tyr） を 示 す た め に 染 色 さ れ た Beas2B細 胞 の 蛍 光 顕 微 鏡 検 査 （ 図 1
0） は 、 未 処 理 対 照 細 胞 と 比 較 し て 、 ブ レ オ マ イ シ ン で 24時 間 処 理 さ れ た 細 胞 に お い て は
、 細 胞 接 着 の 部 位 （ 例 え ば 、 接 着 点 （ フ ォ ー カ ル ア ド ヒ ー ジ ョ ン ） ） に P-Tyrが 高 度 に 局
在 化 し て い る こ と を 示 し て お り 、 こ の こ と は 、 ブ レ オ マ イ シ ン 処 理 に よ り 得 ら れ た 細 胞 形
態 お よ び P-Tyr局 在 化 に お け る 変 化 を 示 し て い る 。 ブ レ オ マ イ シ ン 処 理 Beas2B細 胞 は 更 に
、 ブ レ オ マ イ シ ン で 処 理 さ れ て い な い 対 応 対 照 細 胞 よ り 顕 著 な フ ォ ー カ ル ア ド ヒ ー ジ ョ ン
を 示 し て い る （ 図 11） 。
【 ０ ３ ０ ９ 】
　 漸 増 量 の ブ レ オ マ イ シ ン で 処 理 さ れ た Beas-2B細 胞 は 24時 間 に わ た っ て 漸 増 レ ベ ル の IL-
8（ 図 12） お よ び IL-6（ 図 13） を 分 泌 し た 。 こ の こ と は 、 ブ レ オ マ イ シ ン で 損 傷 さ れ た 上
皮 が 、 免 疫 分 泌 応 答 の 増 強 を 伴 う こ と を 示 し て い る 。 他 の サ イ ト カ イ ン お よ び 因 子 、 例 え
ば IL-1α 、 IL-β 、 IL-7、 TNF-α 、 エ オ タ キ シ ン 、 MCP-1、 ラ ン テ ス （ Rantes） お よ び MIP-
1の 分 泌 も 試 験 し た が 、 こ れ ら の レ ベ ル の 変 化 は 検 出 さ れ な か っ た 。
【 ０ ３ １ ０ 】
　 蛍 光 標 示 式 細 胞 分 取 器 （ FACS） に よ る Beas-2Bの 分 析 （ 図 14） は 、 ア ネ キ シ ン （ annexin
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） V結 合 ア ッ セ イ に よ り 測 定 し た 場 合 の 、 ブ レ オ マ イ シ ン 処 理 の 24時 間 後 の 、 未 処 理 対 照
細 胞 と 比 較 し て 増 強 し た ア ポ ト ー シ ス 事 象 を 示 し て お り 、 こ の こ と は 、 こ れ ら の 細 胞 に お
け る ア ポ ト ー シ ス の 誘 導 を 示 し て い る 。 Beas-2B細 胞 の FACS分 析 は 、 ブ レ オ マ イ シ ン で の
処 理 の 24時 間 後 の 、 未 処 理 対 照 細 胞 と 比 較 し て 増 強 し た CD95/Fas発 現 を 示 し て お り （ 図 16
） 、 こ の こ と は 、 ブ レ オ マ イ シ ン が CD95（ Fas） 発 現 を 増 強 す る こ と を 示 し て い る 。 Beas-
2B気 管 支 上 皮 細 胞 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト は 、 ブ レ オ マ イ シ ン で の 24時 間 の 処 理 の 後 の 、 パ
キ シ リ ン （ こ れ は 、 対 照 お よ び 処 理 サ ン プ ル に お い て 同 等 レ ベ ル で 発 現 さ れ る 細 胞 骨 格 タ
ン パ ク 質 で あ り 、 し た が っ て 、 同 じ サ ン プ ル ロ ー デ ィ ン グ に 関 す る 対 照 実 験 を 行 う た め に
使 用 さ れ る ） の 発 現 レ ベ ル と 比 較 し て 増 強 し た EphA2発 現 を 示 し て い る （ 図 17） 。 パ キ シ
リ ン レ ベ ル は 安 定 な ま ま で あ り 、 こ の こ と は 、 ブ レ オ マ イ シ ン が Beas-2B気 管 支 上 皮 に お
い て EphA2を 特 異 的 に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン す る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ３ １ １ 】
　 Beas-2B細 胞 の FACS分 析 は 、 ブ レ オ マ イ シ ン で の 処 理 の 24時 間 後 の 、 未 処 理 対 照 細 胞 と
比 較 し て 増 強 し た EphA2表 面 発 現 を 示 し て お り （ 図 18） 、 こ の こ と は ブ レ オ マ イ シ ン が 気
管 支 上 皮 細 胞 に お い て EphA2発 現 を 増 強 す る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ３ １ ２ 】
　 Beas-2B気 管 支 上 皮 細 胞 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 は 、 ブ レ オ マ イ シ ン で の 24時 間 の 処
理 の 後 の EphA2発 現 の 増 強 （ こ れ は EphA2の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 示 す ） を 示 し て お り
（ 図 19） 、 一 方 、 P-Tyrレ ベ ル が 若 干 減 少 す る こ と を 示 し て い る （ こ れ は EphA2の 機 能 の 改
変 を 示 す ） 。
【 ０ ３ １ ３ 】
　 7． 均 等 物
　 当 業 者 は 、 本 明 細 書 に 記 載 の 本 発 明 の 具 体 的 な 実 施 形 態 の 多 数 の 均 等 物 を 認 識 し 、 ま た
は せ い ぜ い 通 常 の 実 験 に よ り 確 認 し う る で あ ろ う 。 そ の よ う な 均 等 物 は 特 許 請 求 の 範 囲 に
含 ま れ る と 意 図 さ れ る 。
【 ０ ３ １ ４ 】
　 本 明 細 書 に 挙 げ ら れ て い る 全 て の 刊 行 物 、 特 許 お よ び 特 許 出 願 を 、 そ れ ぞ れ の 刊 行 物 、
特 許 ま た は 特 許 出 願 が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る と 具 体 的 お よ び 個 々 に 示 さ れ
て い る の と 同 等 に 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る こ と と す る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ３ １ ５ 】
【 図 １ Ａ 】 EGFは EphA2の 発 現 を 増 強 す る 。 HMT-3522細 胞 、 変 異 体 S1（ 非 腫 瘍 形 成 性 不 死 化
上 皮 細 胞 系 ） を EGFと 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 （ A） 定 量 PCR分 析 は 、 EGFで 処 理 さ れ て い
な い 対 照 細 胞 と 比 較 し て EGF処 理 に よ り EphA2 mRNAレ ベ ル が 増 加 す る こ と を 示 し た 。
【 図 １ Ｂ 】 EGFは EphA2の 発 現 を 増 強 す る 。 HMT-3522細 胞 、 変 異 体 S1（ 非 腫 瘍 形 成 性 不 死 化
上 皮 細 胞 系 ） を EGFと 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 （ B） EphA2特 異 的 D7抗 体 で の 全 細 胞 溶 解
物 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 は 、 EGFで 処 理 さ れ て い な い 対 照 細 胞 と 比 較 し て EGF治 療 で Ep
hA2タ ン パ ク 質 レ ベ ル が 増 加 す る こ と を 示 し た 。 分 子 量 標 準 の 相 対 移 動 度 を 左 側 に 示 す 。
【 図 ２ 】 in vivoで の 肺 上 皮 上 の EphA2発 現 。 BALB/cマ ウ ス か ら の 肺 組 織 を EphA2特 異 的 抗
体 で 染 色 し た 。 正 常 マ ウ ス （ A） お よ び RSV感 染 マ ウ ス （ B、 右 パ ネ ル ） は 基 底 層 の 上 皮 細
胞 上 の 染 色 を 示 し た 。 杯 細 胞 に よ り 産 生 さ れ た ム チ ン を 染 色 す る 過 ヨ ウ 素 酸 -シ ッ フ （ PAS
） 試 薬 を 使 用 し た 染 色 （ B、 左 パ ネ ル ） は 、 RSV感 染 マ ウ ス か ら の 肺 組 織 内 の EphA2と は 異
な る 細 胞 上 に 存 在 す る こ と が 判 明 し た 。
【 図 ３ 】 EphA2モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 動 力 学 的 分 析 。 固 定 化 EphA2-Fcへ の EphA2モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 の 結 合 の 動 力 学 を ア ッ セ イ す る た め に 、 BIACORE（ 商 標 ） ア ッ セ イ を 用 い た 。 Eph
099B-208.261は 実 線 で 示 さ れ て お り 、 B233は 点 線 で 示 さ れ て お り 、 EA2は 破 線 で 示 さ れ て
お り 、 陰 性 対 照 は 正 方 形 で 示 さ れ て い る 。
【 図 ４ 】 EphA2ア ン チ セ ン ス は EphA2タ ン パ ク 質 レ ベ ル を 減 少 さ せ う る 。 MDA-MB-231細 胞 の
単 層 を 2μ g/mlの EphA2ア ン チ セ ン ス ま た は 逆 ア ン チ セ ン ス （ IAS） オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で 3
7℃ で 24時 間 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 EphA2特 異 的 D7抗 体 で の 全 細 胞 溶 解 物 の ウ エ ス タ ン ブ
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ロ ッ ト 分 析 は 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン が EphA2タ ン
パ ク 質 レ ベ ル を 減 少 さ せ る こ と を 証 明 し て い る 。 該 膜 を 取 り 出 し 、 ロ ー デ ィ ン グ 対 照 と し
て の パ キ シ リ ン 抗 体 で 再 プ ロ ー ブ し た 。 分 子 量 標 準 の 相 対 移 動 度 を 左 側 に 示 す 。
【 図 ５ 】 Eph099B-208.261お よ び B233抗 体 の V L お よ び V H の ア ミ ノ 酸 配 列 。 CDRの 配 列 が 示 さ
れ て い る 。
【 図 ６ 】 形 質 転 換 上 皮 に お け る 接 着 お よ び シ グ ナ リ ン グ の 改 変 。 正 常 上 皮 は 、 安 定 な 細 胞
-細 胞 接 着 お よ び 弱 い 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス （ ECM） 接 着 、 低 い 細 胞 遊 走 、 低 い 細 胞 増 殖 な ら
び に 低 い EphA2レ ベ ル を 示 す 。 し か し 、 形 質 転 換 上 皮 は 、 弱 い 細 胞 -細 胞 接 着 、 増 強 さ れ た
ECM接 着 、 高 い 細 胞 遊 走 、 高 い 細 胞 増 殖 お よ び 高 い EphA2レ ベ ル を 含 む 、 組 織 再 生 に 、 よ り
特 徴 的 な 、 改 変 し た 接 着 お よ び シ グ ナ リ ン グ を 示 す 。
【 図 ７ 】 EphA2の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン は 上 皮 の 接 着 性 を 改 変 す る 。 位 相 差 顕 微 鏡 検 査
ま た は E-カ ド ヘ リ ン お よ び パ キ シ リ ン 染 色 に よ る MCF10A乳 房 上 皮 細 胞 の 検 査 は 、 EphA2が
ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ た 細 胞 に お い て は 、 対 照 細 胞 と 比 較 し て 低 下 し た 細 胞 -細 胞
接 着 を 示 し て い る 。
【 図 ８ 】 EphA2過 剰 発 現 細 胞 に お け る 高 レ ベ ル の フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン 。 Neo（ レ ー ン 1） ま た
は EphA2（ レ ー ン 2） を 過 剰 発 現 す る MCF10A乳 房 上 皮 細 胞 か ら の 抽 出 物 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ
ト は 、 EphA2発 現 の 増 強 と 共 に フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン 発 現 の 上 昇 を 示 し て い る 。
【 図 ９ 】 EphA2抗 体 は フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン 分 解 を 誘 導 す る 。 B13 EphA2抗 体 で 処 理 さ れ た MDA-
MB-231乳 癌 細 胞 か ら の 抽 出 物 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト は 、 24時 間 に わ た る EphA2タ ン パ ク 質
レ ベ ル の 減 少 お よ び フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン の 分 解 、 な ら び に そ れ と は 対 照 的 な 、 時 間 が 経 過 し
て も 安 定 な ま ま で あ る パ キ シ リ ン タ ン パ ク 質 レ ベ ル を 示 し て い る 。
【 図 １ ０ 】 細 胞 形 態 お よ び P-Tyr局 在 化 の 変 化 。 リ ン 酸 化 チ ロ シ ン （ P-Tyr） を 示 す た め に
染 色 さ れ た Beas2B細 胞 の 顕 微 鏡 検 査 は 、 未 処 理 対 照 細 胞 と 比 較 し て 、 ブ レ オ マ イ シ ン で 24
時 間 処 理 さ れ た 細 胞 に お い て は 、 フ ォ ー カ ル ア ド ヒ ー ジ ョ ン に お け る P-Tyrを 示 し て い る
。
【 図 １ １ 】 ブ レ オ マ イ シ ン 処 理 細 胞 に お け る フ ォ ー カ ル ア ド ヒ ー ジ ョ ン の 存 在 。 ブ レ オ マ
イ シ ン 処 理 Beas2B細 胞 は フ ォ ー カ ル ア ド ヒ ー ジ ョ ン を 示 し て い る 。
【 図 １ ２ 】 ブ レ オ マ イ シ ン で 損 傷 さ れ た 上 皮 は IL-8を 分 泌 す る 。 漸 増 量 の ブ レ オ マ イ シ ン
で 処 理 さ れ た Beas-2B細 胞 は 24時 間 に わ た っ て 漸 増 レ ベ ル の IL-8を 分 泌 す る 。
【 図 １ ３ 】 ブ レ オ マ イ シ ン で 損 傷 さ れ た 上 皮 は IL-6を 分 泌 す る 。 漸 増 量 の ブ レ オ マ イ シ ン
で 処 理 さ れ た Beas-2B細 胞 は 24時 間 に わ た っ て 漸 増 レ ベ ル の IL-6を 分 泌 す る 。
【 図 １ ４ 】 ブ レ オ マ イ シ ン 処 理 Beas-2B細 胞 に お け る ア ポ ト ー シ ス の 誘 導 。 Beas-2Bの 蛍 光
標 示 式 細 胞 分 取 器 （ FACS） 分 析 は 、 ブ レ オ マ イ シ ン 処 理 の 24時 間 後 の 、 未 処 理 対 照 細 胞 と
比 較 し て 増 強 し た ア ポ ト ー シ ス 事 象 を 示 し て い る 。
【 図 １ ５ 】 FACSデ ー タ 。
【 図 １ ６ 】 ブ レ オ マ イ シ ン は CD95（ Fas） 発 現 を 増 強 す る 。 Beas-2B細 胞 の FACS分 析 は 、 ブ
レ オ マ イ シ ン で の 処 理 の 24時 間 後 の 、 未 処 理 対 照 細 胞 と 比 較 し て 増 強 し た CD95/Fas発 現 を
示 し て い る 。
【 図 １ ７ 】 ブ レ オ マ イ シ ン は Beas-2B気 管 支 上 皮 に お い て EphA2を ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン
す る 。 Beas-2B気 管 支 上 皮 細 胞 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト は 、 ブ レ オ マ イ シ ン で の 24時 間 の 処
理 の 後 の 、 安 定 な ま ま で あ る パ キ シ リ ン の 発 現 レ ベ ル と 比 較 し て 増 強 し た EphA2発 現 を 示
し て い る 。
【 図 １ ８ 】 ブ レ オ マ イ シ ン は Beas-2B細 胞 に お け る EphA2表 面 発 現 を 増 強 す る 。 Beas-2B細
胞 の FACS分 析 は 、 ブ レ オ マ イ シ ン で の 処 理 の 24時 間 後 の 、 未 処 理 対 照 細 胞 と 比 較 し て 増 強
し た EphA2表 面 発 現 を 示 し て い る 。
【 図 １ ９ 】 ブ レ オ マ イ シ ン は EphA2の 過 剰 発 現 お よ び 機 能 改 変 を 誘 導 す る 。 Beas-2B気 管 支
上 皮 細 胞 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト は 、 ブ レ オ マ イ シ ン で の 処 理 の 24時 間 後 の EphA2発 現 の 増
強 （ こ れ は EphA2の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 示 す ） を 示 し て お り 、 一 方 、 P-Tyrレ ベ ル が
若 干 減 少 す る こ と を 示 し て い る （ こ れ は EphA2の 機 能 の 改 変 を 示 す ） 。
【 配 列 表 】
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【 図 １ Ａ 】 【 図 １ Ｂ 】

【 図 ２ 】 【 図 ３ 】
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【 図 ４ 】 【 図 ５ 】

【 図 ６ 】 【 図 ７ 】
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【 図 ８ 】 【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】 【 図 １ １ 】
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【 図 １ ２ 】 【 図 １ ３ 】

【 図 １ ４ 】 【 図 １ ５ 】
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【 図 １ ６ 】 【 図 １ ７ 】

【 図 １ ８ 】 【 図 １ ９ 】
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