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(57)【要約】
　２つの主要なＶＥＧＦ受容体のうち１つ（ＶＥＧＦＲ２）のみに対するＶＥＧＦ結合を
特異的に阻害するヒト抗体を開示している。該抗体は血管新生を効果的に阻害し、腫瘍退
縮を誘導するが、その特異性により安全性が向上している。このように、本発明は、癌お
よび他の血管新生疾病を治療するための、新規なヒト抗体をベースとした組成物，方法な
らびに併合したプロトコルを提供するものである。ＶＥＧＦに特異的な新規ヒト抗体を使
用するのに好都合な免疫抱合体および方法も提供する。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　３つのＣＤＲを含む重鎖可変領域の少なくとも１つと、３つのＣＤＲを含む軽鎖可変領
域の少なくとも１つとを含み、ＶＥＧＦに結合する単離された抗体であって、
　該軽鎖可変領域が、下記（ａ）～（ｃ）：
　（ａ）配列番号８のアミノ酸配列または該配列と実質的に相同の配列を有する軽鎖可変
（ＶＬ）ＣＤＲ１，
　（ｂ）配列番号９のアミノ酸配列または該配列と実質的に相同の配列を有するＶＬ　Ｃ
ＤＲ２，および
　（ｃ）配列番号１０のアミノ酸配列または該配列と実質的に相同の配列を有するＶＬ　
ＣＤＲ３
を含み、
　該実質的に相同の配列が、上記所定のＣＤＲ配列と比較して１つ，２つもしくは３つの
アミノ酸置換を含む配列であるか、または、
　該実質的に相同の配列が、上記所定のＣＤＲ配列の保存的アミノ酸置換を含む配列であ
る、該抗体。
【請求項２】
　１つ以上の上記重鎖可変領域ＣＤＲが、下記（ａ）～（ｃ）：
　（ａ）配列番号５のアミノ酸配列または該配列と実質的に相同の配列を有する重鎖可変
（ＶＨ）ＣＤＲ１，
　（ｂ）配列番号６のアミノ酸配列または該配列と実質的に相同の配列を有するＶＨ　Ｃ
ＤＲ２，および
　（ｃ）配列番号７のアミノ酸配列または該配列と実質的に相同の配列を有するＶＨ　Ｃ
ＤＲ３
からなる群から選択され、
　該実質的に相同の配列が、上記所定のＣＤＲ配列と比較して１つ，２つもしくは３つの
アミノ酸置換を含む配列であるか、または、
　該実質的に相同の配列が、上記所定のＣＤＲ配列の保存的アミノ酸置換を含む配列であ
る、請求項１に記載の抗体。
【請求項３】
　２つ以上の上記重鎖可変領域ＣＤＲが、下記（ａ）～（ｃ）：
　（ａ）配列番号５のアミノ酸配列または該配列と実質的に相同の配列を有する重鎖可変
（ＶＨ）ＣＤＲ１，
　（ｂ）配列番号６のアミノ酸配列または該配列と実質的に相同の配列を有するＶＨ　Ｃ
ＤＲ２，および
　（ｃ）配列番号７のアミノ酸配列または該配列と実質的に相同の配列を有するＶＨ　Ｃ
ＤＲ３
からなる群から選択され、
　該実質的に相同の配列が、上記所定のＣＤＲ配列と比較して１つ，２つもしくは３つの
アミノ酸置換を含む配列であるか、または、
　該実質的に相同の配列が、上記所定のＣＤＲ配列の保存的アミノ酸置換を含む配列であ
る、請求項２に記載の抗体。
【請求項４】
　３つの上記重鎖可変領域ＣＤＲが、下記（ａ）～（ｃ）：
　（ａ）配列番号５のアミノ酸配列または該配列と実質的に相同の配列を有する重鎖可変
（ＶＨ）ＣＤＲ１，
　（ｂ）配列番号６のアミノ酸配列または該配列と実質的に相同の配列を有するＶＨ　Ｃ
ＤＲ２，および
　（ｃ）配列番号７のアミノ酸配列または該配列と実質的に相同の配列を有するＶＨ　Ｃ
ＤＲ３
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からなる群から選択され、
　該実質的に相同の配列が、上記所定のＣＤＲ配列と比較して１つ，２つもしくは３つの
アミノ酸置換を含む配列であるか、または、
　該実質的に相同の配列が、上記所定のＣＤＲ配列の保存的アミノ酸置換を含む配列であ
る、請求項３に記載の抗体。
【請求項５】
　上記軽鎖可変領域が、配列番号４のアミノ酸配列、または該配列と少なくとも８０％の
配列同一性を有する配列を有する請求項１～４のいずれかに記載の抗体。
【請求項６】
　上記重鎖可変領域が、配列番号３のアミノ酸配列、または該配列と少なくとも８０％の
配列同一性を有する配列を有する請求項１～５のいずれかに記載の抗体。
【請求項７】
　配列番号２１のアミノ酸配列、または該配列と少なくとも８０％の配列同一性を有する
配列を有する請求項１～６のいずれかに記載の抗体。
【請求項８】
　完全にヒト抗体である請求項１～７のいずれかに記載の抗体。
【請求項９】
　抗体定常領域を含む抗体全体である請求項１～８のいずれかに記載の抗体。
【請求項１０】
　ＩｇＧ抗体である請求項９に記載の抗体。
【請求項１１】
　配列番号２４のアミノ酸配列または該配列と少なくとも８０％の配列同一性を有する配
列を有する重鎖，および
　配列番号２５のアミノ酸配列または該配列と少なくとも８０％の配列同一性を有する配
列を有する軽鎖
を含む請求項９または１０に記載の抗体。
【請求項１２】
　抗体の抗原結合断片である請求項１～８のいずれかに記載の抗体。
【請求項１３】
　上記の抗体の抗原結合断片が、Ｆａｂ，Ｆａｂ’，Ｆ（ａｂ’）2，ｓｃＦｖ，Ｆｖ，
ｄｓＦｖ，ｄｓ－ｓｃＦｖ，Ｆｄ，ＤＡＢ，ＴａｎｄＡｂ二量体，直線状抗体，ｍｉｎｉ
ｂｏｄｙ，ｄｉａｂｏｄｙまたは二重特異性抗体断片である請求項１２に記載の抗体。
【請求項１４】
　上記抗体がＩｇＧ型である場合、ＶＥＧＦに対して、１０ｎＭ未満のＫdに対応する結
合親和性を有する請求項１～８のいずれかに記載の抗体。
【請求項１５】
　少なくとも第一の診断薬または治療薬に付着した請求項１～１４のいずれかに記載の抗
体。
【請求項１６】
　少なくとも第一の、放射線治療薬剤，化学療法剤，抗血管新生剤，アポトーシス誘導剤
，チューブリン阻害薬，抗細胞剤もしくは細胞毒性剤，ステロイド，サイトカイン，ケモ
カインまたは凝固剤に付着した請求項１５に記載の抗体。
【請求項１７】
　下記（ａ）～（ｆ）：
　（ａ）ヒ素放射性同位元素；
　（ｂ）タキソール，ドセタキセル，パクリタキセル，シスプラチン，ゲムシタビン，コ
ンブレタスタチン，ドキソルビシンもしくはアドリアマイシン；
　（ｃ）リシン，ゲロニン，アブリン，ジフテリア，シュードモナス菌毒素もしくは百日
咳毒素；
　（ｄ）Ｖ型ＡＴＰアーゼ阻害剤；
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　（ｅ）ＩＬ－２，ＩＬ－１２，ＴＮＦ－α，インターフェロンもしくはＬＥＣ；または
　（ｆ）切り詰められた組織因子
に付着した請求項１５に記載の抗体。
【請求項１８】
　ＶＥＧＦ受容体であるＶＥＧＦＲ１（Ｆｌｔ－１）に対するＶＥＧＦの結合を有意に阻
害せずに、ＶＥＧＦ受容体であるＶＥＧＦＲ２（ＫＤＲ／Ｆｌｋ－１）に対するＶＥＧＦ
の結合は有意に阻害し、かつＶＥＧＦに結合する単離された抗体であって；
　該抗体が、３つのＣＤＲを含む、少なくとも１つの重鎖可変領域と、３つのＣＤＲを含
む、少なくとも１つの軽鎖可変領域とを含み、
　該軽鎖可変領域が、下記（ａ）～（ｃ）：
　（ａ）配列番号８のアミノ酸配列または該配列と実質的に相同の配列を有するＶＬ　Ｃ
ＤＲ１，
　（ｂ）配列番号９のアミノ酸配列または該配列と実質的に相同の配列を有するＶＬ　Ｃ
ＤＲ２，および
　（ｃ）配列番号１０のアミノ酸配列または該配列と実質的に相同の配列を有するＶＬ　
ＣＤＲ３
を含み、
　該実質的に相同の配列が、上記所定のＣＤＲ配列と比較して１つ，２つもしくは３つの
アミノ酸置換を含む配列であるか、または、
　該実質的に相同の配列が、上記所定のＣＤＲ配列の保存的アミノ酸置換を含む配列であ
る、該抗体。
【請求項１９】
　単離された抗体がＩｇＧ型である場合、ＶＥＧＦに対して、１０ｎＭ未満のＫdに対応
する結合親和性を有し、かつＶＥＧＦに結合する該抗体であって；
　該抗体が、３つのＣＤＲを含む、少なくとも１つの重鎖可変領域と、３つのＣＤＲを含
む、少なくとも１つの軽鎖可変領域とを含み、
　該軽鎖可変領域が、下記（ａ）～（ｃ）：
　（ａ）配列番号８のアミノ酸配列または該配列と実質的に相同の配列を有するＶＬ　Ｃ
ＤＲ１，
　（ｂ）配列番号９のアミノ酸配列または該配列と実質的に相同の配列を有するＶＬ　Ｃ
ＤＲ２，および
　（ｃ）配列番号１０のアミノ酸配列または該配列と実質的に相同の配列を有するＶＬ　
ＣＤＲ３
を含み、
　該実質的に相同の配列が、上記所定のＣＤＲ配列と比較して１つ，２つもしくは３つの
アミノ酸置換を含む配列であるか、または、
　該実質的に相同の配列が、上記所定のＣＤＲ配列の保存的アミノ酸置換を含む配列であ
る、該抗体。
【請求項２０】
　少なくともヒトＶＥＧＦおよびマウスＶＥＧＦに結合する単離された抗体であって；
　該抗体が、３つのＣＤＲを含む、少なくとも１つの重鎖可変領域と、３つのＣＤＲを含
む、少なくとも１つの軽鎖可変領域とを含み、
　該軽鎖可変領域が、下記（ａ）～（ｃ）：
　（ａ）配列番号８のアミノ酸配列または該配列と実質的に相同の配列を有するＶＬ　Ｃ
ＤＲ１，
　（ｂ）配列番号９のアミノ酸配列または該配列と実質的に相同の配列を有するＶＬ　Ｃ
ＤＲ２，および
　（ｃ）配列番号１０のアミノ酸配列または該配列と実質的に相同の配列を有するＶＬ　
ＣＤＲ３
を含み、
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　該実質的に相同の配列が、上記所定のＣＤＲ配列と比較して１つ，２つもしくは３つの
アミノ酸置換を含む配列であるか、または、
　該実質的に相同の配列が、上記所定のＣＤＲ配列の保存的アミノ酸置換を含む配列であ
る、該抗体。
【請求項２１】
　少なくとも第一の治療薬または診断薬に付着した請求項１～２０のいずれかの抗体を含
む免疫抱合体。
【請求項２２】
　請求項１～２０のいずれかに記載の少なくとも第一の抗体、またはその免疫抱合体を含
む組成物。
【請求項２３】
　薬学的に許容し得る請求項２２に記載の組成物。
【請求項２４】
　さらに、少なくとも第二の治療薬を含む請求項２２または２３に記載の組成物。
【請求項２５】
　請求項１～２０のいずれかに記載の抗体をコードするヌクレオチド配列領域を含む核酸
分子。
【請求項２６】
　上記ヌクレオチド配列領域が、配列番号２１のアミノ酸配列または該配列の少なくとも
８０％の配列同一性を有する配列を有する抗体をコードする請求項２５に記載の核酸分子
。
【請求項２７】
　上記ヌクレオチド配列領域が、配列番号２０のヌクレオチド配列を有する請求項２６に
記載の核酸分子。
【請求項２８】
　上記ヌクレオチド配列領域が、
配列番号２４のアミノ酸配列または該配列の少なくとも８０％の配列同一性を有する配列
を有する重鎖，および
配列番号２５のアミノ酸配列または該配列の少なくとも８０％の配列同一性を有する配列
を有する軽鎖
を含む抗体をコードする請求項２５に記載の核酸分子。
【請求項２９】
　配列番号２４をコードする上記ヌクレオチド配列領域が、配列番号２２の該ヌクレオチ
ド配列を有し、
　配列番号２５をコードする上記ヌクレオチド配列領域が、配列番号２３の該ヌクレオチ
ド配列を有する、請求項２８に記載の核酸分子。
【請求項３０】
　請求項２５～２９のいずれかに記載の核酸分子を含む発現ベクター。
【請求項３１】
　請求項２５～２９のいずれかに記載の核酸分子または請求項３０の発現ベクターを含む
宿主細胞。
【請求項３２】
　請求項２５～２９のいずれかに記載の核酸分子または請求項３０の発現ベクターを含む
ウイルス。
【請求項３３】
　少なくとも第一の容器[container]の中に、下記（ａ）～（ｇ）：
　（ａ）請求項１～２０のいずれかに記載の抗体；
　（ｂ）請求項２１に記載の免疫抱合体；
　（ｃ）請求項２２～２４のいずれかに記載の組成物；
　（ｄ）請求項２５～２９のいずれかに記載の核酸分子；



(6) JP 2011-502503 A 2011.1.27

10

20

30

40

50

　（ｅ）請求項３０に記載の発現ベクター；
　（ｆ）請求項３１に記載の宿主細胞；または
　（ｇ）請求項３２に記載のウイルス
を含むキット。
【請求項３４】
　下記（ａ）～（ｂ）：
　（ａ）コードされた抗体を発現させるのに効果的な条件下で、請求項３０に記載の発現
ベクターを含む宿主細胞を培養すること；および
　（ｂ）該宿主細胞から発現された抗体を得ること
を含む、抗体を製造する方法。
【請求項３５】
　請求項１～２０のいずれかに記載の抗体またはその免疫抱合体に、ＶＥＧＦを含む組成
物を接触させることを含む、ＶＥＧＦを結合させる方法。
【請求項３６】
　ＶＥＧＦ／抗体複合体を形成させるのに効果的な条件下で、請求項１～２０のいずれか
に記載の抗体またはその免疫抱合体に、ＶＥＧＦを含む疑いのある組成物を接触させるこ
と，および
　そのように形成された該複合体を検出すること
を含む、ＶＥＧＦを検出する方法。
【請求項３７】
　下記（ａ）～（ｃ）：
　（ａ）ＶＥＧＦ／抗体複合体を形成させるのに効果的な条件下で、請求項１～２０のい
ずれかに記載の抗体またはその免疫抱合体に動物由来の試験検体を接触させること；
　（ｂ）そのように形成されたＶＥＧＦ／抗体複合体を検出し、それによって該試験検体
中のＶＥＧＦ量を測定すること；および
　（ｃ）該試験検体中のＶＥＧＦ量を対応する対照検体中のＶＥＧＦ量と比較することで
あって、該対照検体中のＶＥＧＦ量と比較して該試験検体中のＶＥＧＦ量が増加している
と、血管新生を伴う疾病であることを示すこと
を含む、動物における血管新生を伴う疾病を診断する方法。
【請求項３８】
　上記試験検体を上記動物から単離し、インビトロで上記の抗体または免疫抱合体に接触
させる請求項３７に記載の方法。
【請求項３９】
　上記の抗体または免疫抱合体を上記動物に投与し、それによってインビボで上記試験検
体を接触させる請求項３７に記載の方法。
【請求項４０】
　上記の血管新生を伴う疾病が、癌である請求項３７～３９のいずれかに記載の方法。
【請求項４１】
　請求項１～２０のいずれかに記載の抗体またはその免疫抱合体を、動物における血管新
生またはリンパ管形成を阻害する有効量で、該動物に投与することを含む、血管新生また
はリンパ管形成を阻害する方法。
【請求項４２】
　上記動物が、癌または眼の血管新生に係る疾病を有する請求項４１に記載の方法。
【請求項４３】
　上記動物が、ヒトの対象である請求項４１または４２に記載の方法。
【請求項４４】
　請求項１～２０のいずれかに記載の抗体またはその免疫抱合体の治療上有効な量を、血
管新生を伴う疾病を患う動物に投与することを含む、該疾病を治療する方法。
【請求項４５】
　上記動物が、眼の血管新生に係る疾病，黄斑変性症，加齢性黄斑変性症，関節炎，リウ
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マチ性関節炎，アテローム性動脈硬化症，糖尿病性網膜症，甲状腺過形成，グレーブス病
，血管腫，血管新生緑内障または乾癬を有する請求項４４に記載の方法。
【請求項４６】
　上記動物が、癌を有する請求項４１に記載の方法。
【請求項４７】
　さらに、第二の治療薬を上記動物に投与することを含む請求項４４～４６のいずれかに
記載の方法。
【請求項４８】
　上記動物が、ヒトの対象である請求項４４～４７のいずれかに記載の方法。
【請求項４９】
　請求項１～２０のいずれかに記載の抗体またはその免疫抱合体の治療上有効な量を、リ
ンパ管形成を伴う疾病を患う動物に投与することを含む、該疾病を治療する方法。
【請求項５０】
　上記動物が、癌を有する請求項４９に記載の方法。
【請求項５１】
　上記動物が、ヒトの対象である請求項４９または５０に記載の方法。
【請求項５２】
　治療または診断に使用するための請求項１～２０のいずれかに記載の抗体またはその免
疫抱合体。
【請求項５３】
　血管新生もしくはリンパ管形成を伴う疾病の治療法または診断に使用するための請求項
１～２０のいずれかに記載の抗体またはその免疫抱合体。
【請求項５４】
　癌，眼の血管新生に係る疾病，黄斑変性症，加齢性黄斑変性症，関節炎，リウマチ性関
節炎，アテローム性動脈硬化症，糖尿病性網膜症，甲状腺過形成，グレーブス病，血管腫
，血管新生緑内障および乾癬からなる群から選択される疾病の治療法または診断に使用す
るための請求項５２または５３に記載の抗体または免疫抱合体。
【請求項５５】
　第二の治療薬の使用をさらに含む治療法または診断に使用するための請求項５２～５４
のいずれかに記載の免疫抱合体の抗体。
【請求項５６】
　上記の治療法または診断がヒトの対象に対して実施される請求項５２～５５のいずれか
に記載の免疫抱合体の抗体。
【請求項５７】
　血管新生またはリンパ管形成を阻害することによって疾病を治療するための医薬の製造
における、請求項１～２０のいずれかに記載の抗体またはその免疫抱合体の使用。
【請求項５８】
　上記疾病が、癌，眼の血管新生に係る疾病，黄斑変性症，加齢性黄斑変性症，関節炎，
リウマチ性関節炎，アテローム性動脈硬化症，糖尿病性網膜症，甲状腺過形成，グレーブ
ス病，血管腫，血管新生緑内障および乾癬からなる群から選択される請求項５７に記載の
使用。
【請求項５９】
　さらに、第二の治療薬の使用を含む請求項５７または５８に記載の使用。
【請求項６０】
　上記治療がヒトの対象に対して実施される請求項５７～５９のいずれかに記載の使用。
【発明の詳細な説明】
【背景技術】
【０００１】
　本発明の背景
　１．関連出願の相互参照
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　本出願は、一番目として米国仮出願の特願第６０／９８７，０１５号（２００７年１１
月９日に出願），二番目として米国仮出願の特願第６１／１０６，０４７号（２００８年
１０月１６日に出願），および三番目として米国仮出願の特願第６１／１０８，０２３号
（２００８年１０月２４日に出願）に対して優先権を主張するものであり、これらの明細
書，請求項，配列および図面全体は、権利を放棄することなく、参照により本明細書に援
用される。
【０００２】
　２．本発明の技術分野
　本発明は、概して、抗体，血管新生および腫瘍治療の分野に関する。より詳しくは、本
発明は、２つのＶＥＧＦ受容体のうち１つ（ＶＥＧＦＲ２）のみに対するＶＥＧＦ結合を
特異的に阻害するヒト抗ＶＥＧＦ抗体を提供する。このような抗体は血管新生を阻害し、
腫瘍退縮を誘導するよう設計されているが、この特異的なブロッキング特性によって安全
性が改善されている。本発明の、抗体をベースにした組成物および方法は、免疫抱合体[i
mmunoconjugate]およびその他の治療上の組合せ，キットならびに方法の使用にも拡張さ
れる。
【０００３】
　３．関連技術の説明
　化学療法剤に対する腫瘍細胞の耐性が、臨床腫瘍学に深刻な問題を突き付けている。実
際、この分野で確実に進歩しているにもかかわらず、このことは、ヒト癌で最も一般的な
型の多くが有効な化学療法的介入に未だ抵抗するという主な理由の１つである。
【０００４】
　他の腫瘍の治療戦略は、該腫瘍細胞に毒素を送達するために抗腫瘍細胞抗体を用いる、
「抗毒素」を使用することである。しかしながら、固形腫瘍に適用する場合、化学療法ア
プローチと同様、抗毒素療法も深刻な欠点を孕んでいる。例えば、抗原陰性細胞または抗
原欠損細胞は生き延びて腫瘍に生息することができ、またさらなる転移の原因となり得る
。
【０００５】
　抗体をベースにした治療法に対する固形腫瘍の耐性に係るさらなる原因は、腫瘍塊は通
常、抗体や抗毒素などの高分子薬に対して非透過性であることである（Burrows et al., 
1992; Dvorak et al., 1991a; Baxter および Jain, 1991）。物理的拡散距離と腫瘍内の
間質圧との両方によって、このタイプの治療法が著しく制限されている。従って、これま
でに、すべてのヒト癌の＞９０％を占める固形腫瘍は、抗体治療および抗毒素治療に耐性
を有することがわかっている。
【０００６】
　より最近の戦略は、固形腫瘍の血管系を標的にしている。腫瘍細胞自体よりむしろ腫瘍
の血管を標的にすることは、耐性腫瘍細胞の進行を招くことがないように思われる点、お
よび標的細胞が容易に接近しやすい点で、一定の利点がある。さらに、腫瘍細胞の多くが
酸素および栄養分を単一の血管に依存することから、血管の破壊は抗腫瘍効果の増幅に繋
がる（Burrows および Thorpe, 1993; 1994）。血管を標的とする戦略の例が、U.S. Pate
nt No. 5,855,866 および 5,965,132に記載され、血管腫瘍系のマーカーへの抗細胞剤お
よび毒素の送達を標的とすることが特に記載されている。
【０００７】
　血管を標的にするアプローチの他の有効な型としては、腫瘍血管系内に発現または吸着
したマーカーに対する凝固因子を標的にすることである（Huang et al., 1997; U.S. Pat
ent No. 5,877,289, 6,004,555, および 6,093,399）。腫瘍血管系に毒素よりむしろ凝固
剤を送達することは、免疫原生が減少し中毒性副作用の危険性がより低下するというさら
なる利点を有する。U.S. Patent No. 5,877,289に開示されているように、このような腫
瘍特異的「凝固リガンド[coaguligand]」に用いられる好ましい凝固因子は、ヒト凝固誘
導タンパク質である組織因子（ＴＦ）の切り詰められた型であり、組織因子は血液凝固の
主要なイニシエータである。
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【０００８】
　腫瘍血管への毒素および凝固因子の特異的な送達が腫瘍治療に著しい進歩を示すにもか
かわらず、特定の末梢腫瘍細胞はこのような治療法に起因する腫瘍内破壊を乗り切ること
ができる。従って、抗血管新生戦略は、U.S. Patent No. 5,855,866 および 6,004,555の
腫瘍破壊法と併用される。
【０００９】
　抗血管新生腫瘍の治療戦略は、通常固形腫瘍の周辺で、血管芽の増殖を阻害することに
基づく。この治療法は、より伝統的な介入（手術や化学療法など）後または同時に、微小
転移巣の危険率を低下させ、そして固形腫瘍の成長を阻害することに特に有効である。
【００１０】
　血管新生は、前から存在する血管および／または血中内皮幹細胞から新規な血管系を発
達させることである（Asahara et al., 1997; Springer et al., 1998; Folkman and Shi
ng, 1992）。血管新生は、胚形成，創傷治癒および月経などの生理的過程の多くにおいて
不可欠な役割を果たしている。血管新生は、特定の病的事象においても重要である。固形
腫瘍の成長および転移での役割に加えて、血管新生の要素を有する他の注目すべき疾患は
、関節炎，乾癬および糖尿病性網膜症である（Hanahan および Folkman, 1996; Fidler 
および Ellis, 1994）。
【００１１】
　血管新生は、標的組織内および遠隔部位で産生される血管新生刺激と血管新生阻害剤と
のバランスにより正常組織および悪性組織で調節される（Fidler et al., 1998; McNamar
a et al., 1998）。血管内皮増殖因子Ａ（ＶＥＧＦ；別名、血管透過因子，ＶＰＦともい
う）は、血管新生の主要な刺激剤である。ＶＥＧＦは、低酸素および発癌突然変異により
誘導される多機能サイトカインであり、多種多様な組織から産生され得る（Kerbel et al
., 1998; Mazure et al., 1996）。
【００１２】
　病態においてＶＥＧＦが血管新生の主要な刺激剤として認識されることが、ＶＥＧＦ活
性を阻止する様々な試みに繋がった。抑制性の抗ＶＥＧＦ受容体抗体，可溶性の受容体構
造物，アンチセンス戦略，ＶＥＧＦに対するＲＮＡアプタマーおよび低分子量ＶＥＧＦ受
容体チロシンキナーゼ（ＲＴＫ）阻害剤のすべてが、ＶＥＧＦシグナル伝達を阻害するた
めに用いるよう提唱された（Siemeister et al., 1998）。マウス抗体がマウスの腫瘍成
長を阻害したことを受けて（Kim et al., 1993; Asano et al., 1998; Mesiano et al., 
1998; Luo et al., 1998a; 1998b; Borgstrom et al., 1996; 1998）、アバスチン[Avast
in]（ベバシズマブ）と称されるヒト化抗ＶＥＧＦ抗体（Presta et al., 1997）が臨床使
用に承認された（Hurwitz et al., 2004）。
【００１３】
　ＶＥＧＦを認識し、かつＶＥＧＦに誘導される機能を阻害する、他のマウス抗体が報告
されている。これらは２Ｃ３と称されるマウス抗体を含み、２つの主要なＶＥＧＦ受容体
のうち１つのみにＶＥＧＦが結合することを阻害する効果を有する（Brekken et al., 20
00）。ＶＥＧＦＲ１でなくＶＥＧＦＲ２に対するＶＥＧＦの結合をブロッキングすること
によって、マウス２Ｃ３抗体は、ＶＥＧＦＲ１を介して伝達される有益な効果を維持しつ
つ、安全性プロフィールを改善している（Brekken et al., 2000; U.S. Patent No. 6,34
2,219, 6,524,583, 6,342,221）。
【００１４】
　しかしながら、本発明者らは、ＶＥＧＦを認識し、かつＶＥＧＦで誘導される血管新生
を阻害するさらなる薬剤を同定することが治療選択数を拡大するのに有益であることを認
めている。例えば、マウス２Ｃ３抗体は、有望ではあるが、一定の制限を有する。特に、
この２Ｃ３抗体はマウスＶＥＧＦと結合しないものであり、マウス同系腫瘍を用いた前臨
床試験において該抗体を使用することができないことを意味する。前臨床試験から臨床使
用への最も効率的な移行において、このように、マウスおよびヒトＶＥＧＦの両方に結合
する新規抗体を開発することによって恩恵がもたらされる。
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【００１５】
　加えて、本発明者らは、免疫学的見地からより耐性の高いヒト治療用の治療薬の開発が
有利であることを認めている。この点に関して、一般的に、ヒト抗体は、ヒト治療にとっ
て、少なくとも３つの考えられる利点を有する。第一に、ヒト免疫系がその抗体を異物と
して認識しないはずである。第二に、ヒト血液循環におけるその半減期が天然に存在する
ヒト抗体と同じであり、そのため投与される用量がより少量かつより低頻度でもよい。第
三に、エフェクタ部位がヒトであることから、そのヒト抗体は、例えば、補体依存性細胞
障害（ＣＤＣ）または抗体依存性細胞毒性（ＡＤＣＣ）によってより効率的に標的細胞を
破壊するための、ヒト免疫系の他の部分とよりよく相互作用する。
【００１６】
　しかしながら、一般的にヒト抗体はこれらの利点を示すものと認められているにもかか
わらず、ヒト抗体を、ヒト治療を成功させる候補にさせるための、充分に高い親和性およ
び適切な機能特性を有するヒト抗体の開発は、決して容易ではないことが知られている。
従って、当該技術において、安全かつ有効なヒト治療のための、ＶＥＧＦで誘導される血
管新生を阻害する薬剤が未だになく、このような薬剤の開発に挑戦し続けている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１７】
【特許文献１】U.S. Patent No. 5,855,866
【特許文献２】U.S. Patent No. 5,965,132
【特許文献３】U.S. Patent No. 5,877,289
【特許文献４】U.S. Patent No. 6,004,555
【特許文献５】U.S. Patent No. 6,093,399
【特許文献６】U.S. Patent No. 6,342,219
【特許文献７】U.S. Patent No. 6,524,583
【特許文献８】U.S. Patent No. 6,342,221
【非特許文献】
【００１８】
【非特許文献１】Burrows et al., 1992
【非特許文献２】Dvorak et al., 1991a
【非特許文献３】Baxter および Jain, 1991
【非特許文献４】Burrows および Thorpe, 1993
【非特許文献５】Burrows およびThorpe, 1994
【非特許文献６】Huang et al., 1997;
【非特許文献７】Asahara et al., 1997
【非特許文献８】Springer et al., 1998
【非特許文献９】Folkman および Shing, 1992
【非特許文献１０】Hanahan およびFolkman, 1996
【非特許文献１１】Fidler および Ellis, 1994
【非特許文献１２】Fidler et al., 1998
【非特許文献１３】McNamara et al., 1998
【非特許文献１４】Kerbel et al., 1998
【非特許文献１５】Mazure et al., 1996
【非特許文献１６】Siemeister et al., 1998
【非特許文献１７】Kim et al., 1998
【非特許文献１８】Asano et al., 1998
【非特許文献１９】Mesiano et al., 1998
【非特許文献２０】Luo et al., 1998a
【非特許文献２１】Luo et al., 1998b
【非特許文献２２】Borgstrom et al., 1996



(11) JP 2011-502503 A 2011.1.27

10

20

30

40

50

【非特許文献２３】Borgstrom et al., 1998
【非特許文献２４】Presta et al., 1997
【非特許文献２５】Hurwitz et al., 2004
【非特許文献２６】Brekken et al., 2000　本発明の概要　本発明は、抗血管新生治療お
よび抗腫瘍治療に用いる新規な治療組成物および治療方法を提供することによって、従来
技術の一定の限界を克服するものである。本発明は、２つの主要なＶＥＧＦ受容体のうち
１つ（ＶＥＧＦＲ２）のみに対するＶＥＧＦの結合を特異的に阻害する機能特性を有し、
かつ有効な治療計画にとって充分に高い、ＶＥＧＦに対する親和性を有するヒト抗体に基
づく。このような抗体は、既に臨床使用に承認されている抗体を含む他の抗ＶＥＧＦ抗体
と同程度効果的に血管新生を阻害し、腫瘍を治療するが、この特異的なブロッキング特性
のために安全性が改善されている。本発明の組成物および方法も、提供する抗体の特定の
種類を用いて、プロドラッグを含む免疫抱合体および組合せの使用にまで拡張される。
【００１９】
　本発明の特別な利点は、提供するこのヒト抗体がＶＥＧＦのＶＥＧＦＲ２に対する結合
のみを阻害し、ＶＥＧＦＲ１に対する結合は阻害しない点である。これは、ＶＥＧＦＲ２
およびＶＥＧＦＲ１の両方に対するＶＥＧＦの結合を阻害する、Ａ４．６．１およびヒト
化型のアバスチンを含む従来技術の主要な抗体と対照をなす。ＶＥＧＦＲ１が血管新生と
は無関係の、例えば、破骨細胞機能および軟骨吸収細胞機能における生物学的に重要な役
割を有するから、ＶＥＧＦＲ２を媒介する血管新生のみを阻害することができる本発明は
明白な利点を有する。例えば、小児癌の治療における骨代謝に悪影響を及ぼさない点にお
いて、これは臨床的利益につながる。腫瘍進行および転移におけるマクロファージの有害
な効果も阻害されるのは、本発明の抗体に阻害されるＶＥＧＦＲ２をこのマクロファージ
の集団が発現しているからである。
【００２０】
　さらなる利点は、本発明の抗体が存在していてもＶＥＧＦＲ１（腫瘍内皮で上方制御さ
れている）に対するＶＥＧＦの結合は維持されるから、ＶＥＧＦＲ１に結合しているＶＥ
ＧＦに本発明の抗体が結合することによって、該抗体に付着した治療薬を腫瘍血管系に特
異的に送達するために、本発明の抗体を用いることができる点である。従って、免疫抱合
体に照らして、本発明は、同一分子の範囲内で抗血管新生特性および腫瘍破壊的特性の両
方を有する薬剤を提供する。
【００２１】
　その上、さらなる利点は、提供する組成物が、ＶＥＧＦＲ２を介して伝達されるＶＥＧ
Ｆの生存シグナルを中和できる点にある。このように、本発明の裸の抗体および接合した
抗体は、他の治療法および／または付着した薬剤、特に、ＶＥＧＦがそれらの破壊的な特
性に対抗する能力のためにインビボで最大の効果を発揮できないものと相乗的な組合せを
形成する。
【００２２】
　相補性決定領域（ＣＤＲ）を含む、ＶＥＧＦ，これらのＶHおよびＶLドメインに結合す
る本発明の抗体分子のアミノ酸配列および／またはＤＮＡ配列は、本明細書にリストされ
た様々な配列番号で記載されている。
【００２３】
　本発明の一態様は、配列番号５のアミノ酸配列または該配列と実質的に相同の配列を含
む重鎖ＣＤＲ１ドメインを含む、ＶＥＧＦに結合する抗体を提供する。
【００２４】
　その代わりに、またはそれに加えて、本発明の一態様におけるＶＥＧＦに結合する抗体
は、配列番号６のアミノ酸配列または該配列と実質的に相同の配列を含む重鎖ＣＤＲ２ド
メインを含む。
【００２５】
　その代わりに、またはそれに加えて、本発明の一態様におけるＶＥＧＦに結合する抗体
は、配列番号７のアミノ酸配列または該配列と実質的に相同の配列を含む重鎖ＣＤＲ３ド
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メインを含む。
【００２６】
　その代わりに、またはそれに加えて、本発明の一態様におけるＶＥＧＦに結合する抗体
は、配列番号８のアミノ酸配列または該配列と実質的に相同の配列を含む軽鎖ＣＤＲ１ド
メインを含む。
【００２７】
　その代わりに、またはそれに加えて、本発明の一態様におけるＶＥＧＦに結合する抗体
は、配列番号９のアミノ酸配列または該配列と実質的に相同の配列を含む軽鎖ＣＤＲ２ド
メインを含む。
【００２８】
　その代わりに、またはそれに加えて、本発明の一態様におけるＶＥＧＦに結合する抗体
は、配列番号１０のアミノ酸配列または該配列と実質的に相同の配列を含む軽鎖ＣＤＲ３
ドメインを含む。
【００２９】
　このように、特定の態様において、本発明は１つ以上の重鎖ＣＤＲドメインを含む、Ｖ
ＥＧＦに結合する抗体を提供するものであって、該重鎖ＣＤＲドメインは下記（ａ）～（
ｃ）：
　　　　　    （ａ）配列番号５のアミノ酸配列または該配列と実質的に相同の配列を含
む重鎖ＣＤＲ１ドメイン；
　　　　　    （ｂ）配列番号６のアミノ酸配列または該配列と実質的に相同の配列を含
む重鎖ＣＤＲ２ドメイン；および
　　　　　    （ｃ）配列番号７のアミノ酸配列または該配列と実質的に相同の配列を含
む重鎖ＣＤＲ３ドメイン
からなる群から選択される。
【００３０】
　特定の態様において、本発明は１つ以上の軽鎖ＣＤＲドメインを含む、ＶＥＧＦに結合
する抗体も提供するものであって、該軽鎖ＣＤＲドメインは下記（ａ）～（ｃ）：
　　　　      （ａ）配列番号８のアミノ酸配列または該配列と実質的に相同の配列を含
む軽鎖ＣＤＲ１ドメイン；
　　　　      （ｂ）配列番号９のアミノ酸配列または該配列と実質的に相同の配列を含
む軽鎖ＣＤＲ２ドメイン；および
　　　　      （ｃ）配列番号１０のアミノ酸配列または該配列と実質的に相同の配列を
含む軽鎖ＣＤＲ３ドメイン
からなる群から選択される。
【００３１】
　特定の好ましい態様において、ＶＥＧＦに結合する抗体は、下記（ａ）および（ｃ）：
　　　　　    （ａ）配列番号７のアミノ酸配列または該配列と実質的に相同の配列を含
む重鎖ＣＤＲ３，および
　　　　　    （ｂ）配列番号１０のアミノ酸配列または該配列と実質的に相同の配列を
含む軽鎖ＣＤＲ３
の両方を含んでいる。
【００３２】
　より好ましくは、配列番号５のアミノ酸配列もしくは該配列と実質的に相同の配列を含
む重鎖ＣＤＲ１ドメインおよび／または配列番号８のアミノ酸配列もしくは該配列と実質
的に相同の配列を含む軽鎖ＣＤＲ１ドメイン，および／または配列番号６のアミノ酸配列
もしくは該配列と実質的に相同の配列を含む重鎖ＣＤＲ２ドメインおよび／または配列番
号９のアミノ酸配列または該配列と実質的に相同の配列を含む軽鎖ＣＤＲ２ドメインも存
在する。
【００３３】
　好ましい一態様において、配列番号５のアミノ酸配列または該配列と実質的に相同の配
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列を含む重鎖ＣＤＲ１，配列番号６のアミノ酸配列または該配列と実質的に相同の配列を
含むＣＤＲ２，および配列番号７のアミノ酸配列または該配列と実質的に相同の配列を含
むＣＤＲ３が、独立してまたは組み合わせて存在する。
【００３４】
　さらに好ましいもう一つの態様において、配列番号８のアミノ酸配列または該配列と実
質的に相同の配列を含む軽鎖ＣＤＲ１，配列番号９のアミノ酸配列または該配列と実質的
に相同の配列を含むＣＤＲ２，および配列番号１０のアミノ酸配列または該配列と実質的
に相同の配列を含むＣＤＲ３が、独立してまたは組み合わせて存在する。
【００３５】
　別の見地から、特定の態様において、本発明は、
　配列番号７のアミノ酸配列もしくは該配列と実質的に相同の配列を含む重鎖ＣＤＲ３ド
メインおよび／または
　配列番号１０のアミノ酸配列もしくは該配列と実質的に相同の配列を含む軽鎖ＣＤＲ３
ドメイン
を含む、ＶＥＧＦに結合する抗体を提供する。
【００３６】
　該抗体は、任意に
　配列番号６のアミノ酸配列もしくは該配列と実質的に相同の配列を含む重鎖ＣＤＲ２ド
メインおよび／または
　配列番号９のアミノ酸配列または該配列と実質的に相同の配列を含む軽鎖ＣＤＲ２ドメ
イン
をさらに含み、および／または
　　　　　　配列番号５のアミノ酸配列もしくは該配列と実質的に相同の配列を含む重鎖
ＣＤＲ１ドメインおよび／または
　　　　　　配列番号８のアミノ酸配列もしくは該配列と実質的に相同の配列を含む軽鎖
ＣＤＲ１ドメイン
をさらに含む。
【００３７】
　別の見地から、特定の態様において、本発明は、
　　　　　　配列番号６のアミノ酸配列もしくは該配列と実質的に相同の配列を含む重鎖
ＣＤＲ２ドメインおよび／または
　　　　　　配列番号９のアミノ酸配列もしくは該配列と実質的に相同の配列を含む軽鎖
ＣＤＲ２ドメイン
を含む、ＶＥＧＦに結合する抗体を提供する。
【００３８】
　該抗体は、任意に
　　　　　　配列番号７のアミノ酸配列もしくは該配列と実質的に相同の配列を含む重鎖
ＣＤＲ３ドメインおよび／または
　　　　　　配列番号１０のアミノ酸配列または該配列と実質的に相同の配列を含む軽鎖
ＣＤＲ３ドメイン
をさらに含み、および／または
　　　　　　配列番号５のアミノ酸配列もしくは該配列と実質的に相同の配列を含む重鎖
ＣＤＲ１ドメインおよび／または
　　　　　　配列番号８のアミノ酸配列もしくは該配列と実質的に相同の配列を含む軽鎖
ＣＤＲ１ドメイン
をさらに含む。
【００３９】
　別の見地から、特定の態様において、本発明は、
　　　　　　配列番号５のアミノ酸配列もしくは該配列と実質的に相同の配列を含む重鎖
ＣＤＲ１ドメインおよび／または
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　　　　　　配列番号８のアミノ酸配列もしくは該配列と実質的に相同の配列を含む軽鎖
ＣＤＲ１ドメイン
を含む、ＶＥＧＦに結合する抗体を提供する。
【００４０】
　該抗体は、任意に
　　　　　　配列番号７のアミノ酸配列もしくは該配列と実質的に相同の配列を含む重鎖
ＣＤＲ３ドメインおよび／または
　配列番号１０のアミノ酸配列または該配列と実質的に相同の配列を含む軽鎖ＣＤＲ３ド
メイン
をさらに含み、および／または
　　　　　　配列番号６のアミノ酸配列もしくは該配列と実質的に相同の配列を含む重鎖
ＣＤＲ２ドメインおよび／または
　　　　　　配列番号９のアミノ酸配列もしくは該配列と実質的に相同の配列を含む軽鎖
ＣＤＲ２ドメイン
をさらに含む。
【００４１】
　本発明の好ましい特定の抗体は、配列番号５，６，７，８，９および１０からなる群か
ら選択される１つ以上のＣＤＲまたは上述の配列番号のいずれか１つと実質的に相同の配
列を含む。
【００４２】
　好ましい特定の抗体は、配列番号８，９もしくは１０の２つ以上の軽鎖ＣＤＲまたは上
述の配列番号のいずれか１つと実質的に相同の配列を含む。特に好ましい結合分子は、配
列番号８，９もしくは１０の３つの軽鎖ＣＤＲまたは上述の配列番号のいずれか１つと実
質的に相同の配列（すなわち、上述した軽鎖ＣＤＲ１およびＣＤＲ２およびＣＤＲ３のそ
れぞれのうち１つまたは該配列と実質的に相同の配列）を含む。
【００４３】
　他の好ましい特定の抗体は、配列番号５，６もしくは７の２つ以上の重鎖ＣＤＲまたは
上述の配列番号のいずれか１つと実質的に相同の配列を含む。特に好ましい結合分子は、
配列番号５，６もしくは７の３つの重鎖ＣＤＲまたは上述の配列番号のいずれか１つと実
質的に相同の配列（すなわち、上述した重鎖ＣＤＲ１およびＣＤＲ２およびＣＤＲ３のそ
れぞれのうち１つまたは該配列と実質的に相同の配列）を含む。
【００４４】
　とりわけ好ましい特定の抗体は、配列番号８，９もしくは１０の３つの軽鎖ＣＤＲまた
は上述の配列番号のいずれか１つと実質的に相同の配列（すなわち、上述した軽鎖ＣＤＲ
１およびＣＤＲ２およびＣＤＲ３のそれぞれのうち１つまたは該配列と実質的に相同の配
列）、ならびに配列番号５，６もしくは７の３つの重鎖ＣＤＲまたは上述の配列番号のい
ずれか１つと実質的に相同の配列（すなわち、上述した重鎖ＣＤＲ１およびＣＤＲ２およ
びＣＤＲ３のそれぞれのうち１つまたは該配列と実質的に相同の配列）を含む。
【００４５】
　特に好ましい特定の抗体は、
　　　　　配列番号５の重鎖ＣＤＲ１ドメイン，
　　　　　配列番号６の重鎖ＣＤＲ２ドメイン，および
　　　　　配列番号７の重鎖ＣＤＲ３ドメイン，
もしくは上述の配列番号のいずれか１つと実質的に相同の配列；
を含み、および／または
　　　　　配列番号８の軽鎖ＣＤＲ１ドメイン，
　　　　　配列番号９の軽鎖ＣＤＲ２ドメイン，および
　　　　　配列番号１０軽鎖ＣＤＲ３ドメイン，
もしくは上述の配列番号のいずれか１つと実質的に相同の配列
を含む。
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【００４６】
　さらなる態様において、本発明は、３つのＣＤＲを含む重鎖可変領域の少なくとも１つ
と、３つのＣＤＲを含む軽鎖可変領域の少なくとも１つとを含み、かつＶＥＧＦに結合す
る抗体を提供するものであって、該軽鎖可変領域は、下記（ｉ）～（ｉｉｉ）：
　　　　　（ｉ）配列番号８のアミノ酸配列を有する軽鎖可変（ＶＬ）ＣＤＲ１，
　　　　　（ｉｉ）配列番号９のアミノ酸配列を有するＶＬ　ＣＤＲ２，および
　　　　　（ｉｉｉ）配列番号１０のアミノ酸配列を有するＶＬ　ＣＤＲ３
を含む。
【００４７】
　この態様の好ましい側面において、１つ以上の上記重鎖可変領域ＣＤＲが、下記（ｉ）
～（ｉｉｉ）：
　　　　　（ｉ）配列番号５のアミノ酸配列を有するＶＨ　ＣＤＲ１，
　　　　　（ｉｉ）配列番号６のアミノ酸配列を有するＶＨ　ＣＤＲ２，および
　　　　　（ｉｉｉ）配列番号７のアミノ酸配列を有するＶＨ　ＣＤＲ３
からなる群から選択される。
【００４８】
　この態様のより好ましい側面において、２つの上記重鎖可変領域ＣＤＲが、下記（ｉ）
～（ｉｉｉ）：
　　　　　　（ｉ）配列番号５のアミノ酸配列を有するＶＨ　ＣＤＲ１，
　　　　　　（ｉｉ）配列番号６のアミノ酸配列を有するＶＨ　ＣＤＲ２，および
　　　　　　（ｉｉｉ）配列番号７のアミノ酸配列を有するＶＨ　ＣＤＲ３
からなる群から選択される。
【００４９】
　この態様のさらに好ましい側面において、３つの上記重鎖可変領域ＣＤＲが、下記（ｉ
）～（ｉｉｉ）：
　　　　　　（ｉ）配列番号５のアミノ酸配列を有するＶＨ　ＣＤＲ１，
　　　　　　（ｉｉ）配列番号６のアミノ酸配列を有するＶＨ　ＣＤＲ２，および
　　　　　　（ｉｉｉ）配列番号７のアミノ酸配列を有するＶＨ　ＣＤＲ３
　　　　　　からなる群から選択される。
【００５０】
　本発明のさらに好ましい特定の態様は、
　配列番号５，６，もしくは７の１つ，２つもしくは３つの重鎖ＣＤＲを含むＶＨドメイ
ンまたは配列番号５，６，もしくは７の１つ以上と実質的に相同の配列、および／または
　　　　　　配列番号８，９，もしくは１０の１つ，２つもしくは３つの軽鎖ＣＤＲを含
むＶＬドメインまたは配列番号８，９，もしくは１０の１つ以上と実質的に相同の配列
を含み、ＶＥＧＦに結合する抗体を提供する。
【００５１】
　特に好ましいＶＬドメインは、配列番号８，９および１０の３つの軽鎖ＣＤＲ、または
配列番号８，９もしくは１０の１つ以上と実質的に相同の配列（すなわち、ＣＤＲ１，Ｃ
ＤＲ２およびＣＤＲ３のそれぞれのうち１つまたは該配列と実質的に相同の配列）を含む
。
【００５２】
　特に好ましいＶＨドメインは、配列番号５，６および７の３つの重鎖ＣＤＲ、または配
列番号５，６もしくは７の１つ以上と実質的に相同の配列（すなわち、ＣＤＲ１，ＣＤＲ
２およびＣＤＲ３のそれぞれのうち１つまたは該配列と実質的に相同の配列）を含む。
【００５３】
　とりわけ好ましい本発明の態様は、
　　　　　配列番号８，９および１０の３つの軽鎖ＣＤＲを含むＶＬ領域，ならびに
　　　　　３つの重鎖ＣＤＲを含むＶＨ領域
を含み、ＶＥＧＦに結合する抗体を提供する。好ましい態様において、１つ，２つまたは
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３つの重鎖ＣＤＲは、配列番号５，６，および７に定義された通りである。
【００５４】
　本発明の好ましい特定の態様は、配列番号３のアミノ酸配列もしくは該配列と実質的に
相同の配列を有するＶＨドメインおよび／または配列番号４のアミノ酸配列もしくは該配
列と実質的に相同の配列を有するＶＬドメインを含む、ＶＥＧＦと結合する抗体を提供す
る。
【００５５】
　さらに好ましい態様は、配列番号４のアミノ酸配列を有するＶＬドメインおよび３つの
重鎖ＣＤＲを含むＶＨドメインを含む、ＶＥＧＦと結合する抗体を提供する。該ＶＨドメ
インが配列番号３のアミノ酸配列を有することが好ましい。
【００５６】
　さらなる態様において、本発明は、配列番号２１のアミノ酸配列（本明細書においてｒ
８４もしくはＰＧＮ３１１もしくはＥＪ１７３／１１２－Ｃｌ１とも言及する上記抗体）
もしくはＶＥＧＦと結合するその断片を含むか、またはそれらと実質的に相同の配列を含
む、ＶＥＧＦと結合する抗体を提供する。
【００５７】
　さらなる態様において、本発明は、配列番号２１のアミノ酸配列（本明細書においてｒ
８４もしくはＰＧＮ３１１もしくはＥＪ１７３／１１２－Ｃｌ１とも言及する上記抗体）
を含むか、またはＶＥＧＦと結合するその断片を含む、ＶＥＧＦと結合する抗体を提供す
る。
【００５８】
　本発明は、ｒ８４モノクローナル抗体（本明細書においてＰＧＮ３１１およびＥＪ－１
７３－１１２－Ｃｌ１とも言及する）を例として挙げ、その単鎖型を図１（配列番号２１
および配列番号２０）に示し、その完全長ＩｇＧ型を実施例６に示す。このｒ８４抗体の
ＣＤＲドメイン，ＶＨおよびＶＬドメインを、表１および図１に示す。これらのＣＤＲド
メインもしくはＶＨおよびＶＬドメイン（またはそれと実質的に相同の配列）を含む抗体
は、本発明の好ましい態様である。
【００５９】
　本発明の好ましい態様は、配列番号２１（アミノ酸）に示されるｒ８４抗体のｓｃＦｖ
型であり、好ましくは配列番号２０（核酸）にコードされている。
【００６０】
　本発明の他の好ましい態様は、ｒ８４抗体の完全長ＩｇＧ型であり、その重鎖は配列番
号２４（アミノ酸）に示され、好ましくは配列番号２２（核酸）にコードされており；そ
の軽鎖は配列番号２５（アミノ酸）に示され、好ましくは配列番号２３（核酸）にコード
されている。
【００６１】
　実質的に相同の配列の特定の例は、開示したアミノ酸配列に対して少なくとも７０％の
同一性を有する配列である。
【００６２】
　特定の態様において、ＶＥＧＦに結合する本発明の抗体は、配列番号４のアミノ酸配列
と、少なくとも約７５％，より好ましくは少なくとも約８０％，より好ましくは少なくと
も約８５％，より好ましくは少なくとも約９０％もしくは９５％および最も好ましくは少
なくとも約９７％，９８％もしくは９９％のアミノ酸配列同一性を有するアミノ酸配列領
域を含む少なくとも１つの軽鎖可変領域；および／または配列番号３のアミノ酸配列と、
少なくとも約７５％，より好ましくは少なくとも約８０％，より好ましくは少なくとも約
８５％，より好ましくは少なくとも約９０％もしくは９５％および最も好ましくは少なく
とも約９７％，９８％もしくは９９％のアミノ酸配列同一性を有するアミノ酸配列領域を
含む少なくとも１つの重鎖可変領域を含む。
【００６３】
　実質的に相同な配列の他の好ましい例は、開示したアミノ酸配列の保存的アミノ酸置換
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を含む配列である。
【００６４】
　実質的に相同な配列の他の好ましい例は、開示した１つ以上のＣＤＲ領域において、１
個，２個または３個、好ましくは１個または２個のアミノ酸を変えた配列を含む配列であ
る。このような変更は、保存的もしくは非保存的アミノ酸置換であっても、それらを混合
したものであってもよい。
【００６５】
　このようなすべての態様において、好ましい変更は、保存的アミノ酸置換である。
【００６６】
　すべての態様において、実質的に相同な配列を含む抗体は、ＶＥＧＦに対する結合能を
保持している。
【００６７】
　軽鎖ＣＤＲ３ドメインでの変更が考えられる本発明の他の態様において、該ＣＤＲの８
番目のＬ残基は変更せずに保持されることが好ましい。
【００６８】
　本発明の他の態様は、本発明の抗体，本発明のＶＨもしくはＶＬ領域，または本発明の
１つ以上のＣＤＲを含み、かつＶＥＧＦに結合する結合タンパク質を提供する。好ましい
態様において、このような結合タンパク質は抗体である。
【００６９】
　本発明の好ましい抗体は、３つのＣＤＲを含む重鎖可変領域の少なくとも１つおよび３
つのＣＤＲを含む軽鎖可変領域の少なくとも１つを含む。これらＣＤＲの典型的かつ好ま
しい配列は、本明細書に記載されている。
【００７０】
　本明細書で用いられる「ＶＥＧＦ」という簡潔な用語は（特に明記しない、またはこの
科学用語から明らかではない限り）、血管内皮増殖因子－Ａ（ＶＥＧＦ－Ａ）を意味する
ものであり、これは血管透過因子（ＶＰＦ）としても知られている。
【００７１】
　特にＶＥＧＦが哺乳動物種全体にわたって保存されていることから、「ＶＥＧＦ」は任
意の型のＶＥＧＦも意味する。このように、本発明の抗体または抗体断片は、例えば、ヒ
ト，サル，畜牛（ウシ），マウス，ラット，ハムスター，フェレット，モルモットおよび
／またはウサギのＶＥＧＦに結合できる。本発明の抗体または抗体断片は、少なくともヒ
トＶＥＧＦに結合することが好ましい。好ましい特定の態様において、本発明の抗体また
は抗体断片は、少なくともヒトおよびマウスＶＥＧＦに結合する。
【００７２】
　本発明の抗体または抗体断片に係る文脈において、本明細書で用いられる「ＶＥＧＦと
結合する～」という用語は、下記（ａ）～（ｌ）の１つ以上；好ましくは下記（ａ）～（
ｌ）の１つより多くの；および最も好ましくは下記（ａ）～（ｌ）のすべてのことをする
ことができるヒト抗体または抗体断片を意味する：
（ａ）ウエスタンブロットでＶＥＧＦに対する結合によって評価するとおり、立体配座に
依存しないＶＥＧＦエピトープに結合する；
（ｂ）遊離ＶＥＧＦ、または固体支持体上のＶＥＧＦに結合する；
　　　　　（ｃ）少なくともヒトＶＥＧＦおよびマウスＶＥＧＦに結合する；
　　　　　（ｄ）ＶＥＧＦ受容体のＶＥＧＦＲ２（ＫＤＲ／Ｆｌｋ－１）に対するＶＥＧ
Ｆの結合を有意に阻害または有意に減少する；
　　　　　（ｅ）ＶＥＧＦ受容体のＶＥＧＦＲ１（Ｆｌｔ－１）に対するＶＥＧＦの結合
を有意に阻害しないか、または有意に減少しない；
　　　　　（ｆ）ＶＥＧＦに誘導される、ＶＥＧＦＲ２のリン酸化を阻害、好ましくは有
意に阻害する；
　　　　　（ｇ）ＶＥＧＦに誘導される血管透過を阻害、好ましくは有意に阻害する；
　　　　　（ｈ）ＶＥＧＦに媒介される内皮細胞増殖を阻害、好ましくは有意に阻害する
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；
　　　　　（ｉ）血管新生を阻害、好ましくは有意に阻害する；
　　　　　（ｊ）リンパ管形成を阻害、好ましくは有意に阻害する；
　　　　　（ｋ）ＶＥＧＦＲ１を発現している破骨細胞や軟骨吸収細胞などの細胞に対す
る、ＶＥＧＦＲ１に媒介される刺激または活性化を有意に阻害しない；および／または
　　　　　（ｌ）血管が新生された腫瘍を患う動物への投与において、腫瘍血管系および
／または腫瘍間質に局在する。
【００７３】
　最も好ましくは、本発明のヒト抗体または抗体断片は、ＶＥＧＦ受容体のＶＥＧＦＲ１
（Ｆｌｔ―１）に対するＶＥＧＦ結合を有意に阻害することなく、ＶＥＧＦ受容体のＶＥ
ＧＦＲ２（ＫＤＲ／Ｆｌｋ―１）に対するＶＥＧＦ結合を有意に阻害するものである。
【００７４】
　従って、本発明は、ＶＥＧＦＲ２受容体に対するＶＥＧＦ結合を特異的に阻止する、ま
たは本質的にＶＥＧＦＲ２受容体のみに対するＶＥＧＦ結合を阻止するヒト抗体を提供す
る。このようなヒト抗体は、ＶＥＧＦＲ１受容体（Ｆｌｔ－１）に対するＶＥＧＦ結合を
有意に阻害することなく、ＶＥＧＦＲ２受容体（ＫＤＲ／Ｆｌｋ－１）に対するＶＥＧＦ
結合を有意に阻害する。よって、このようなヒト抗体は、ＶＥＧＦＲ２受容体（ＫＤＲ／
Ｆｌｋ－１）に対するＶＥＧＦ結合を阻害し、ＶＥＧＦＲ１受容体（Ｆｌｔ－１）に対す
るＶＥＧＦ結合を実質的には阻害せず、インビボで抗血管新生効果および抗腫瘍効果を示
し、破骨細胞または軟骨吸収細胞の機能などの、ＶＥＧＦＲ１に媒介される事象は有意に
阻害しない。
【００７５】
　このように本発明のヒト抗体は、「ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ＶＥＧＦＲ１－非ブ
ロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体」と簡潔に称される。より簡潔には、それらは「ＶＥＧ
ＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体」と称され、本発明のすべての組成物，使用
および方法に関して簡単にするために用いられる。「ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト
抗ＶＥＧＦ抗体」は、ＶＥＧＦＲ２受容体に対するＶＥＧＦ結合を阻止するＶＥＧＦに対
するヒト抗体である。このような抗体がＶＥＧＦＲ２受容体自体に対する抗体でないこと
は明白である。
【００７６】
　従って、本発明を踏まえて、様々なＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体
は、ＶＥＧＦＲ１受容体を介したＶＥＧＦシグナル伝達を阻害することなく、そしてそれ
に関連する著しい副作用および欠点をともなわずに、血管新生を阻害し、ならびに血管新
生疾病および腫瘍を治療する態様を含む、様々な態様で使用し作製することができる。
【００７７】
　特定の態様において、本出願は、ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体の
候補を生み出す方法論、およびその候補プールから、ＶＥＧＦＲ２－ブロッキングに特異
的な抗体を実際に同定するのに必要なアッセイの所定の技術的側面に対する方法論をさら
に記載している。
【００７８】
　本出願全体にわたって用いられる、「ａ」および「ａｎ」という用語は、上限がその後
に具体的に記載されている場合を除いて、「少なくとも１つ[at leaset one]」，「少な
くとも第一の[at least a first]」，「１つ以上の[one or more]」もしくは「複数の[a 
plurality]」言及する成分または段階という意味で使用する。従って、「抗体」は、本明
細書で用いられる「少なくとも第一の抗体」を意味する。任意の単一薬剤の量とともに組
合わせる実施可能な限度およびパラメータは、本発明の開示を考慮して当業者に知られる
。
【００７９】
　「ＶＥＧＦ受容体のＶＥＧＦＲ２（ＫＤＲ／Ｆｌｋ－１）に対するＶＥＧＦ結合を特異
的に阻害する」本発明のヒト抗体は、競合アッセイおよび／または機能分析により同定す
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ることができる。好ましいアッセイは、簡単にするために、ＥＬＩＳＡに基づく競合アッ
セイである。競合アッセイにおいて、量を変えた試験抗体（例えば、モル濃度で１００倍
～１０００倍過剰，例えば、モル濃度で５００倍または７５０倍過剰）を用いて、ある抗
体をＶＥＧＦと前混合または混合し、該試験抗体の、ＶＥＧＦＲ２に対するＶＥＧＦ結合
の減少能を測定する。ＶＥＧＦを予め標識し直接検出するか、または（二次）抗ＶＥＧＦ
抗体もしくは二次および三次抗体検出システムを用いて検出することができる。このよう
なＥＬＩＳＡ型の競合アッセイは、好ましい型ではあるが、任意のタイプの免疫競合アッ
セイも実施することができる。
【００８０】
　まったく無関係な抗体（非ブロッキング抗ＶＥＧＦモノクローナル抗体を含む）存在下
のＶＥＧＦＲ２に対するＶＥＧＦ結合は、このような競合アッセイにおいて、対照の値が
高い（１００％）。試験アッセイにおいて、試験抗体存在下で、ＶＥＧＦＲ２に対するＶ
ＥＧＦ結合を有意に減少させることは、試験抗体が、ＶＥＧＦ受容体のＶＥＧＦＲ２（Ｋ
ＤＲ／Ｆｌｋ－１）に対するＶＥＧＦ結合を有意に阻害することを示す。
【００８１】
　有意な減少とは、「再現性がある」、すなわち一貫して観察される、結合の減少である
。本出願に関する「有意な減少」は、抗体のモル濃度がＶＥＧＦに対して約１００倍～約
１０００倍（例えば、約５００倍や約７５０倍など）過剰の任意の量で（ＶＥＧＦＲ２に
対するＶＥＧＦ結合を）、再現性よく少なくとも約５０％，約５５％，約６０％または約
６５％減少させることとして定義される。別の見地から、５０％（１００％の対照値と比
較した場合）未満のシグナルが、結合を有意に阻害すると見なされる。
【００８２】
　本発明の好ましい特徴は、提供するヒト抗体がＶＥＧＦＲ１に対するＶＥＧＦ結合を実
質的にまたは有意に阻害，減少または防止しないということである。ＶＥＧＦＲ２に対す
るＶＥＧＦ結合の適度に有意な減少を示すヒト抗体は、該抗体がＶＥＧＦＲ１に対するＶ
ＥＧＦ結合を実質的に阻害しない限り、なお有用である。そうではあるが、より好ましい
抗体は、ＶＥＧＦＲ２に対するＶＥＧＦ結合をより有意に阻害することができるものであ
る。これらの抗体は、そのモル濃度がＶＥＧＦに対して約１００倍～約１０００倍（例え
ば、約５００倍や約７５０倍など）過剰の任意量で、ＶＥＧＦ結合を再現性よく少なくと
も約７０％，約７５％または約８０％に減少させることができるものである。本発明の実
施に必要とはされないが、ＶＥＧＦＲ２に対するＶＥＧＦ結合を少なくとも約８５％，約
９０％，約９５％またはそれより高い確率で減少させる抗体は、決して排除されるもので
はない。
【００８３】
　ＶＥＧＦ受容体のＶＥＧＦＲ１（Ｆｌｔ－１）に対するＶＥＧＦ結合を有意に阻害する
ことなく、ＶＥＧＦ受容体のＶＥＧＦＲ２（ＫＤＲ／Ｆｌｋ－１）に対するＶＥＧＦ結合
を阻害する、ヒト抗ＶＥＧＦ抗体またはその抗原結合断片は、ＶＥＧＦＲ１を用いずとも
上述したような単純な競合アッセイにより容易に確認される。
【００８４】
　有意な阻害または減少がないことは、「再現性がある」、すなわち、一貫して観察され
る、「結合の実質的な維持」である。本出願に関する「結合の実質的な維持」は、抗体の
モル濃度がＶＥＧＦに対して約１００倍～約１０００倍過剰の任意量で（ＶＥＧＦＲ１に
対するＶＥＧＦ結合を）、再現性よく少なくとも約６０％，約７５％，約８０％または約
８５％維持することとして定義される。
【００８５】
　ＶＥＧＦＲ１に対するＶＥＧＦ結合を実質的に阻害しないヒト抗体を用いる意図は、Ｖ
ＥＧＦＲ１に媒介される生物学的機能を維持することである。従って、生物学的反応がＶ
ＥＧＦに誘導されるように、ＶＥＧＦＲ１に対するＶＥＧＦ結合を充分に維持するだけ抗
体を必要とする。そうではあるが、より好ましい抗体は、ＶＥＧＦＲ１に対するＶＥＧＦ
結合をより有意に維持できるものである。これらの抗体は、そのモル濃度がＶＥＧＦに対
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して約１００倍～約１０００倍過剰の任意量で、ＶＥＧＦＲ１に対するＶＥＧＦ結合を再
現性よく少なくとも約８８％，約９０％，約９２％，約９５％または約９８～９９％のレ
ベルで維持することができるものである。
【００８６】
　ＶＥＧＦＲ２に対するＶＥＧＦ結合をより実質的に阻害するヒト抗体が、ＶＥＧＦＲ１
への結合における多くの減少を許容し得ることが理解されよう。同様に、抗体がＶＥＧＦ
Ｒ２に対するＶＥＧＦ結合を適度に減少させる場合、ＶＥＧＦＲ１に対する結合の維持は
より厳しく追求されなければならない。
【００８７】
　ある抗体がＶＥＧＦ受容体のＶＥＧＦＲ２（ＫＤＲ／Ｆｌｋ－１）に対するＶＥＧＦ結
合を阻害することを同定および／または確認するための他の好ましい結合アッセイは共沈
アッセイである。共沈アッセイは、溶液中１つ以上の受容体に対するＶＥＧＦの結合を抗
体が阻止できるかを試験するものである。このようなアッセイにおいて、ＶＥＧＦまたは
検出可能な標識がされたＶＥＧＦは、好適な形態の受容体とともにインキュベートされる
。
【００８８】
　免疫沈降または共沈アッセイを実施するための型は多々存在する。本発明の場合、「好
適な形態の受容体」は、問題としているＶＥＧＦＲ２受容体であっても、該受容体の細胞
外ドメインであってもよい。この場合、免疫沈降は、標準試薬と共に、ＶＥＧＦＲ２受容
体またはＶＥＧＦが結合する部位とは別の、該受容体の細胞外ドメイン上のエピトープに
対する抗体の存在を必要とする。本発明は、「好適な」形態の他のＶＥＧＦ受容体、すな
わち、Ｆｃ抗体部に関連した受容体の細胞外ドメインを提供する。このような受容体／Ｆ
ｃ構造物は、プロテインＡをベースにした組成物などの有効な免疫沈降組成物とともにイ
ンキュベートすることによって沈降させることができる。
【００８９】
　好適な受容体とは関係なく、免疫沈降または共沈アッセイは、対照を用いて実施するこ
とが好ましい。選択した受容体にＶＥＧＦが単独で結合できることは、抗ＶＥＧＦ抗体の
非存在下で沈殿することで確認されなければならない。好ましくは、対照として作用する
、公知の結合特性を有する抗体の有無で、インキュベートを並行して実施する。最も好ま
しくは、ブロッキング対照抗体および非ブロッキング対照抗体の両方を用いるアッセイを
並行して行なう。
【００９０】
　任意に結合した免疫学的種は、例えば、プロテインＡ組成物またはプロテインＡセファ
ロースビーズなどの有効な免疫沈降組成物とインキュベートすることによって、その結果
、免疫沈降する。沈殿物は、その後、ＶＥＧＦが存在するか試験する。最初のインキュベ
ートでのＶＥＧＦが、放射性標識したＶＥＧＦなどの検出可能な標識がされたＶＥＧＦで
ある場合、免疫沈降物中のいかなるＶＥＧＦも直接検出することができる。免疫沈降物中
の任意の非標識ＶＥＧＦは、例えば、ゲル分離および抗ＶＥＧＦ抗体を用いた免疫検出な
どの他の好適手段により検出することができる。
【００９１】
　このような共沈アッセイにおいて、ヒト抗体がＶＥＧＦＲ２などのＶＥＧＦ受容体に対
するＶＥＧＦ結合を阻止できることは、定性的な結果も有益ではあるが、容易に定量化す
ることができる。定量化は、標識ＶＥＧＦの直接測定によって、または、例えば、免疫検
出されたＶＥＧＦの濃度[densitometric]分析によって達成することができる。このよう
に、ＶＥＧＦＲ２に対するＶＥＧＦ結合を再現性よく（すなわち、一貫して観察されて）
阻害することができる抗体は検出することができ、そして有用な抗体は、上述した定量的
基準に従って選択することができる。
【００９２】
　ＶＥＧＦ受容体のＶＥＧＦＲ１（Ｆｌｔ－１）に対するＶＥＧＦ結合を有意に阻害しな
いヒト抗ＶＥＧＦ抗体も、ＶＥＧＦＲ２よりむしろＶＥＧＦＲ１を用いる以外、上述した
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ような共沈アッセイを実施して容易に同定することができる。従って、ＶＥＧＦ受容体の
ＶＥＧＦＲ１（Ｆｌｔ－１）に対するＶＥＧＦ結合を有意に阻害することなく、ＶＥＧＦ
受容体のＶＥＧＦＲ２（ＫＤＲ／Ｆｌｋ－１）に対するＶＥＧＦ結合を阻害する抗ＶＥＧ
Ｆ抗体も、このような方法を用いて容易に同定することができる。
【００９３】
　本出願は、ヒト抗体がＶＥＧＦ受容体のＶＥＧＦＲ２（ＫＤＲ／Ｆｌｋ－１）に対する
ＶＥＧＦ結合を有意に阻害することを同定および／または確認するための様々な機能分析
も提供する。これらは通常、ある特定の生物学的反応の原因となる受容体としてのＶＥＧ
ＦＲ２の同定に関連する。上述の競合型アッセイ（無細胞系で実施する）が最も再現性よ
く、信頼でき、労力を節約し、そして費用効率が高いにもかかわらず、以下のアッセイも
本発明の文脈において有用である。
【００９４】
　例えば、ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体は、ＶＥＧＦに媒介される
血管内皮細胞増殖を阻害（ＶＥＧＦのマイトジェン活性を阻害）できるか試験することで
同定することができる。任意の好適な分析も、ＶＥＧＦ存在下の試験抗体の有無で、様々
な血管内皮細胞のいずれかを用いて、利用することができる。好ましくは、例えば、ＶＥ
ＧＦなしのアッセイおよび特定の特性（ブロッキングおよび非ブロッキングの両方）を有
する対照抗体を用いたアッセイなど、二重のアッセイを並行して実施する。内皮細胞増殖
は、比色分析を含む、細胞数を測定する任意の許容し得る手段によって決定、好ましくは
正確に定量化することができる。
【００９５】
　ＶＥＧＦに媒介される内皮細胞増殖を阻害することができるヒト抗体は、通常、約２５
％，３０％，３５％，４０％，４５％または５０％程度の、ＶＥＧＦに媒介される内皮細
胞増殖の阻害が一貫して観察される。このような範囲の阻害は、抗体がインビボで血管新
生を阻害するのに充分な特性を有することを示す。より有意な阻害活性を有する抗体も、
本発明から排除されない。
【００９６】
　本発明のヒト抗体を同定するさらなる機能分析は、ＶＥＧＦに誘導されるリン酸化のブ
ロッキングを試験するアッセイである。任意の好適なアッセイも、野生型または組換え型
の、リン酸化可能なＶＥＧＦＲ２の任意の型を発現する様々な内皮細胞のいずれかを用い
て、利用することができる。試験する抗体の有無で、細胞をＶＥＧＦとともに好適な時間
インキュベートする。好ましくは、例えば、ＶＥＧＦなしのアッセイおよび特定の特性（
ブロッキングおよび非ブロッキングの両方）を有する対照抗体を用いたアッセイなど、二
重のアッセイを並行して実施する。
【００９７】
　ＶＥＧＦに誘導される、ＶＥＧＦＲ２のリン酸化は、任意の許容し得る手段によって決
定、好ましくは正確に定量化することができる。通常、ＶＥＧＦＲ２は、さらなる分析の
ために免疫沈降する。ＶＥＧＦＲ２のリン酸化の度合いは直接決定することができ、例え
ば、細胞を32Ｐ標識ＡＴＰとともにインキュベートして、免疫沈降したＶＥＧＦＲ２中の
32Ｐを直接定量化することができる。好ましくは、免疫沈降したＶＥＧＦＲ２は、例えば
、ゲル分離およびリン酸化チロシン残基に結合する抗体を用いた免疫検出などの他の手段
によって分析される。ＶＥＧＦに誘導される、ＶＥＧＦＲ２のリン酸化を阻害することが
できるヒト抗体は、通常、リン酸化されたＶＥＧＦＲ２のレベルの減少が一貫して観察さ
れる。
【００９８】
　本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体を同定するさらなる機能分
析は、ＶＥＧＦに誘導される血管透過性の阻害を試験するアッセイである。このような任
意のアッセイを用いることができるにもかかわらず、特に好適なアッセイはマイルス[Mil
es]透過性アッセイであり、モルモットのような動物に染料（エバンスブルー色素など）
を注射し、試験抗体の有無でＶＥＧＦを供給した後、その動物の皮膚に染料が現れること
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で決定する。好ましくは、例えば、ＶＥＧＦなしのアッセイおよび特定の特性（ブロッキ
ングおよび非ブロッキングの両方）を有する対照抗体を用いたアッセイなどの研究を二重
に並行して実施する。動物の皮膚における染料は、典型的には、動物の背部に青色の斑点
などのように点の外観として現れ、撮影し測定することができる。
【００９９】
　ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体は、その阻害が低濃度で（例えば、
該抗体のモル濃度がＶＥＧＦに対して約１００倍または約１０００倍過剰で与えられ場合
など）一貫して観察されるように、ＶＥＧＦに誘導される血管透過を阻害する。ＶＥＧＦ
Ｒ２に対するＶＥＧＦ結合を阻止しない抗体は、ＶＥＧＦに誘導される血管透過のいかな
る有意な阻害も示さない。通常、ＶＥＧＦに誘導される透過性を高濃度（モル濃度がＶＥ
ＧＦに対して１０倍過剰など）のみで阻止する抗体は、本発明に従う特性を有する抗体で
はない。
【０１００】
　血管新生および、それ故に、抗血管新生剤の広く許容し得る機能分析は、新血管形成の
角膜マイクロポケットアッセイおよびニワトリ漿尿膜（ＣＡＭ）アッセイである。角膜マ
イクロポケットアッセイおよびＣＡＭアッセイが、極めて広い範囲の血管新生疾病の治療
に用いるための薬剤を同定するために充分に予測することを示すために、米国特許第５，
７１２，２９１号を参照により本明細書に特に援用される。
【０１０１】
　ＣＡＭアッセイを記載するために、米国特許第５，００１，１１６号も参照により本明
細書に特に援用される。基本的に、受精したニワトリ胚を３または４日目に卵殻から取り
除き、試験化合物を含むメチルセルロースディスクを漿尿膜上に挿入する。この胚を約４
８時間後に検査し、明瞭な無血管区域がメチルセルロースディスク周辺に現れる場合に、
その区域の直径を測定する。このために参照により本明細書に特に援用される米国特許第
５，７１２，２９１号に開示されているように、本発明の文脈において、いかなる無血管
区域の出現も、抗血管新生抗体の証拠とするのに充分である。その区域がより大きいほど
、この抗体はより有効である。
【０１０２】
　新血管形成の角膜マイクロポケットアッセイは、ラットまたはウサギ角膜を用いて実施
することができる。このインビボのモデルは、米国特許第５，７１２，２９１号および第
５，８７１，７２３号（それぞれ証拠とするため、参照により本明細書に特に援用される
）により証明されるように、臨床的有用性を予測するものとして広く受け入れられている
。本発明と特に関連するとは考えられないことだが、角膜アッセイはＣＡＭアッセイより
好ましい。なぜなら通常、それ自体不活発であるが、代謝されて活性化合物を産生する化
合物を認識するからである。
【０１０３】
　本発明において、角膜マイクロポケットアッセイは、抗血管新生剤を同定するために用
いられる。角膜内の血管数において、一貫して観察される減少、好ましくは著しい減少に
より表されるように、これは血管新生の有意な減少により証明される。検体と接触した場
合、継続した増殖の証拠とはならない偶発的な発芽および／またはヘアピンループのみを
示す角膜として、このような反応を定義することが好ましい。
【０１０４】
　クレームされている本発明は、本明細書ならびに容易に利用できる技術的参照，ノウハ
ウおよび出発材料に従い実施可能である。
【０１０５】
　本発明の特定の好ましい態様は、従って、少なくとも第一の本発明のヒト抗ＶＥＧＦ抗
体、またはその抗原結合断片を含む組成物である。
【０１０６】
　ＶＥＧＦ受容体のＶＥＧＦＲ２（ＫＤＲ／Ｆｌｋ－１）に対するＶＥＧＦ結合を特異的
に阻害するヒト抗ＶＥＧＦ抗体またはその抗原結合断片；およびＶＥＧＦ受容体のＶＥＧ
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ＦＲ１（Ｆｌｔ－１）に対するＶＥＧＦ結合を有意に阻害することなく、ＶＥＧＦ受容体
のＶＥＧＦＲ２（ＫＤＲ／Ｆｌｋ－１）に対するＶＥＧＦ結合を阻害する抗ＶＥＧＦ抗体
またはその抗原結合断片は、本発明の他の側面を形成する。
【０１０７】
　特性の所望する組合せを有するヒト抗体は、上記の受容体競合，ＥＬＩＳＡ，共沈およ
び／または機能分析の１つ以上またはそれらの組合せによって容易に同定することができ
る。ＶＥＧＦＲ２に対するＶＥＧＦ結合を一貫して有意に減少させ、かつＶＥＧＦＲ１に
対するＶＥＧＦ結合を一貫して有意に阻害しない抗体の定量的評価に関するガイダンスは
、上記の通りである。
【０１０８】
　ｒ８４は、そのモル濃度がＶＥＧＦに対して１００倍および５００倍過剰で、それぞれ
約１１％および２％まで、ＶＥＧＦＲ２で被覆したＥＬＩＳＡのウェルと結合したＶＥＧ
Ｆ量を減少させることを本明細書で示している。これらのデータは、それぞれ約８９％お
よび約９８％のＶＥＧＦＲ２に結合するＶＥＧＦの減少と同等に見なされる。ｒ８４は、
そのモル濃度がＶＥＧＦに対して１００倍および５００倍過剰で、それぞれ約９４％およ
び８４％で、ＶＥＧＦＲ１で被覆したＥＬＩＳＡのウェルと結合したＶＥＧＦ量を維持す
ることを本明細書で示している。モル濃度がＶＥＧＦに対して１０００倍過剰であっても
、ｒ８４は、約６５％でＶＥＧＦＲ１に対するＶＥＧＦ結合を維持する。ＶＥＧＦＲ２に
対するＶＥＧＦ結合をより実質的に阻害する抗体が、ＶＥＧＦＲ１に対する結合における
より多くの減少を許容できるものと再び理解される。同様に、ＶＥＧＦＲ２に対するＶＥ
ＧＦ結合が適度に減少する抗体を用いる場合、ＶＥＧＦＲ１に対する結合がより厳しく追
求されるべきである。このように、２つの値の「相対的な」違いが重要であると認められ
る。
【０１０９】
　本明細書で定義される本発明のヒト抗体もしくはその一部もしくは断片をコードする核
酸配列を含む核酸分子、またはそれと実質的に相同な核酸分子は、本発明のさらなる側面
を形成する。好ましい核酸分子は、配列番号２１に記載のアミノ酸配列をコードする配列
（好ましくは配列番号２０でコードされる配列）を含む。他の好ましい核酸分子は、配列
番号２４のアミノ酸配列を有する重鎖をコードする配列（好ましくは配列番号２２でコー
ドされる配列）および配列番号２５のアミノ酸配列を有する軽鎖をコードする配列（好ま
しくは配列番号２３でコードされる配列）を含む。
【０１１０】
　他の好ましい核酸分子は、本発明の抗体のＩｇＧ型またはマウスのキメラ型、例えば、
実施例６に記載される型をコードする配列を含む。
【０１１１】
　上記のように、本発明に包含される他の核酸分子は、本発明のヒト抗体の一部もしくは
断片をコードするもの、例えば、抗体の重鎖をコードするもの（例えば、配列番号２２な
どのように、配列番号２４をコードするもの）または抗体の軽鎖をコードするもの（例え
ば、配列番号２３などのように、配列番号２５をコードするもの）である。他の好ましい
核酸分子は、本発明の抗体のＶＨ領域をコードするもの（例えば、配列番号１もしくは配
列番号２６などのように、配列番号３をコードするもの）である。他の好ましい核酸分子
は、本発明の抗体のＶＬ領域をコードするもの（例えば、配列番号２もしくは配列番号２
７などのように、配列番号４をコードするもの）である。
【０１１２】
　このように、本明細書で定義される本発明の抗体の断片、もしくはそれと実質的に相同
な配列、またはこのような断片をコードする配列を含む核酸分子も、本発明のさらなる側
面を形成する。
【０１１３】
　都合の良いことに、本発明の抗体は、ＩｇＧ型である場合、ＶＥＧＦに対して高い結合
親和性を有し、すなわち、１×１０-8Ｍ以下の範囲のＫｄを有する。重要なことに、この
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ような親和性を有する抗体は、治療に有用であることを示され、実証された範囲にある。
本発明の抗体は、ＩｇＧ型である場合、好ましくは、２０ｎ，１５ｎＭまたは１０ｎＭ未
満のＫｄ、より好ましくは、１０，９．５，９，８．５，８，７．５，７，６．５，６，
５．５，５，４．５，４，３．５，３，２．５，２，１．５または１ｎＭ未満のＫｄに対
応する、ＶＥＧＦ（好ましくは、ヒトＶＥＧＦ）に対する結合親和性を有する。例えば、
本発明の抗体の結合親和性が、ＩｇＧ型である場合、６．７×１０-9Ｍ以下であってもよ
く、例えば、約７×１０-9Ｍもしくは約６×１０-9Ｍ、または６．７×１０-9Ｍなどであ
る。Ｋｄを決定する適切な任意の方法を用いることができる。しかしながら、Ｋｄは、飽
和曲線を規定する（例えば、ラインウィーバー－バーク方法を用い、好ましくは、Ｂｉａ
ｃｏｒｅ　３０００　Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎソフトウェアの１：１の結合モデルなどのよ
うな、市販の結合モデルソフトウェアを用いる）ためにインビトロで様々な濃度の抗原（
ＶＥＧＦ）に対する試験抗体の様々な濃度を試験することによって決定することが好まし
い。好適なアッセイは、説明のため実施例５に記載している。Ｋｄは、固体担体（例えば
、Ｂｉａｃｏｒｅチップ）上に抗原（ＶＥＧＦ）を固定し、抗原に対する抗体の結合を評
価することで決定することが好ましい。結合親和性は、室温（例えば、２５℃の温度）で
評価することが好ましいが、他の温度、例えば３７℃（例えば体温）で評価することもで
きる。
【０１１４】
　本明細書の他で述べられるように、本発明の好ましい抗体は、ヒトＶＥＧＦおよびマウ
スＶＥＧＦの両方に結合する。これは、前臨床研究から最も効率的に臨床使用に移行でき
る重要な利点である。例えば、本発明の抗体がヒトＶＥＧＦおよびマウスＶＥＧＦの両方
に結合できることは、このような抗体が両方の同系腫瘍モデルおよび異種移植腫瘍モデル
の両方を用いる前臨床研究で試験できることを意味する。マウスＶＥＧＦに結合しない抗
体は、同系マウスモデルで用いることができない。
【０１１５】
　加えて、マウスおよびヒトＶＥＧＦの両方に結合できることは、異種移植マウスモデル
での本発明のこのような抗体により示される結果が、ヒト対象における抗体の活性を代表
すると思われることを意味する。この理由は、マウスＶＥＧＦではなくヒトＶＥＧＦに結
合できる抗体（例えば、アバスチンや２Ｃ３など）が、マウスモデルのヒト腫瘍細胞によ
り産生されたＶＥＧＦには結合するが、内因性マウスＶＥＧＦには結合することができな
いことによる。これは、腫瘍により産生されたＶＥＧＦおよび内因性ＶＥＧＦが存在する
ヒト患者の状況とはもちろん異なる。
【０１１６】
　このような状況に欠点があるとすれば、マウスＶＥＧＦではなくヒトＶＥＧＦに結合す
る抗体がマウス異種移植モデルにおいては充分に実施することができるが、該抗体がさら
に多くのＶＥＧＦが存在するヒト体の仕組みにおいては類似の実施によっても反映されな
いかもしれないことである。換言すれば、マウスＶＥＧＦでなくヒトＶＥＧＦに結合でき
る抗体を有するマウス異種移植系に見られる抗腫瘍効果は、臨床治療の現実より良好に見
えるかもしれない。対照的に、あなたがヒトおよびマウスＶＥＧＦの両方に結合できる抗
体とともに機能している場合、該抗体がヒトに入れられると、該抗体がマウスモデル系に
存在するＶＥＧＦのすべての型に結合し、この状況をより代表しそうである。
【０１１７】
　本発明に従う、組成物，免疫抱合体，医薬，組み合わせ，カクテル，キット，第一およ
び第二医薬用途ならびにすべての方法に係る以下の記載において、「抗体」および「免疫
抱合体」という用語、または抗体結合領域もしくはその断片は、特に明記しない、または
科学用語から明らかでない限り、特異的なｒ８４抗体と同様にＶＥＧＦＲ２－ブロッキン
グ，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体の範囲に言及する。
【０１１８】
　本明細書で用いられる、「抗体」および「免疫グロブリン」という用語は、ポリクロー
ナル抗体およびモノクローナル抗体を含み、ヒト抗原結合領域を含む任意の免疫学的結合
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剤または分子に広く言及する。重鎖の定常ドメインのタイプに応じて、抗体全体は、５つ
の主要なクラス：ＩｇＡ，ＩｇＧ，ＩｇＥ，ＩｇＧおよびＩｇＭのうちの１つに属する。
これらのいくつかは、例えばＩｇＧ１，ＩｇＧ２，ＩｇＧ３，ＩｇＧ４などのようなサブ
クラスまたはアイソタイプにさらに分けられる。免疫グロブリンの種々のクラスに対応す
る重鎖定常ドメインはそれぞれα，δ，ε，γおよびμと称される。免疫グロブリンの種
々のクラスのサブユニット構造および３次元構成は周知である。
【０１１９】
　通常、抗原結合領域よりむしろ抗体全体が本発明で用いられる場合、ＩｇＧおよび／ま
たはＩｇＭが生理的状況において最も一般的な抗体であるから、そして、それらが研究室
環境において最も容易に作製できるから、ＩｇＧおよび／またはＩｇＭが好ましい。
【０１２０】
　哺乳動物抗体の「軽鎖」は、２つの明瞭に異なったタイプ：カッパ（κ）およびラムダ
（λ）のうちの１つに属し、定常ドメインのアミノ酸配列および可変ドメインのフレーム
ワーク領域のいくつかのアミノ酸に基づく。本発明の抗体において、κまたはλ軽鎖定常
領域を使用することは基本的に好まれるものではない。
【０１２１】
　当業者に理解されるように、「抗体」という用語で包含される免疫学的結合試薬は、抗
体全体，二量体，三量体および多量体抗体；二重特異性抗体；キメラ抗体；組換え型抗体
および改変抗体ならびにその断片を含む、すべてのヒト抗体および抗原結合断片に拡張さ
れる。
【０１２２】
　「抗体」という用語は、このように、抗原結合領域を有する任意のヒト抗体様分子に言
及するために用いられ、この用語は、例えば、Ｆａｂ’，Ｆａｂ，Ｆ（ａｂ’）2，単一
ドメイン抗体[single domain andibody]（ＤＡＢ），ＴａｎｄＡｂ二量体，Ｆｖ，ｓｃＦ
ｖ（単鎖Ｆｖ），ｄｓＦｖ，ｄｓ－ｓｃＦｖ，Ｆｄ，直線状抗体，ｍｉｎｉｂｏｄｙ，ｄ
ｉａｂｏｄｙまたは二重特異性抗体断片などの抗原結合領域を含む抗体断片を含む。
【０１２３】
　さまざまな抗体をベースとした構造物および断片を調製、使用する技術は、当該技術分
野において周知である（Kabat et al., 1991を参照。この参照により本明細書に特別に援
用される）。ｄｉａｂｏｄｙは、特に、EP 404,097およびWO 93/11161にさらに記載され
；一方、直線状抗体はさらにZapata et al.(1995)に記載されている。
【０１２４】
　抗体は、従来技術を用いて断片化できる。例えば、Ｆ（ａｂ’）2断片は、抗体をペプ
シンで処理することで生成できる。その結果生じるＦ（ａｂ’）2断片は、ジスルフィド
架橋を還元する処理をしてＦａｂ’を産生することができる。パパイン消化は、Ｆａｂ断
片を形成することができる。Ｆａｂ，Ｆａｂ’およびＦ（ａｂ’）2，ｓｃＦｖ，Ｆｖ，
ｄｓＦｖ，Ｆｄ，ｄＡｂ，ＴａｎｄＡｂ，ｄｓ－ｓｃＦｖ，二量体，ｍｉｎｉｂｏｄｙ，
ｄｉａｂｏｄｙ，二重特異性抗体断片ならびに他の断片も組換え技術により合成または化
学合成することができる。抗体断片を作製する技術は、当該技術分野において周知かつ文
書化されている。例えば、Beckman et al., 2006; Holliger & Hudson, 2005; Le Gall e
t al., 2004; Reff & Heard, 2001; Reiter et al., 1996; および Young et al., 1995
のそれぞれでさらに記載され、有効な抗体断片の作製を可能にする。
【０１２５】
　ヒト抗体または抗体断片は、天然に作製することも、全部または一部を化学的に作製す
ることもできる。このように、抗体は、例えば組換え供給源などの任意の適切な供給源か
らであっても、および／またはトランスジェニック動物もしくはトランスジェニック植物
、またはＩｇＹ技術を用いた卵で産生させてもよい。このように、抗体分子は、インビト
ロまたはインビボで作製することができる。
【０１２６】
　好ましくは、ヒト抗体または抗体断片は、３つのＣＤＲドメインを含む抗体軽鎖可変領
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域（ＶL）および３つのＣＤＲドメインを含む抗体重鎖可変領域（ＶH）を含む。該ＶＬお
よび該ＶＨは、通常、抗原結合部位を形成する。
【０１２７】
　「Ｆｖ」断片は、完全な抗原認識部位および抗原結合部位を含む最小限の抗体断片であ
る。この領域は、堅固だが共有結合ではない会合で１つの重鎖可変ドメインと１つの軽鎖
可変ドメインとの二量体を有する。各可変ドメインの３つの超可変領域（ＣＤＲ）がＶH

－ＶL二量体表面上の抗原結合部位を規定するために相互作用することは、この立体配置
にある。６つの超可変領域（ＣＤＲ）は、共同で、抗体に対して抗原結合の特異性を与え
る。
【０１２８】
　しかしながら、抗体の軽鎖可変ドメインからの３つのＣＤＲおよび重鎖可変ドメインか
らの３つのＣＤＲが存在することは抗原結合のために必要でないことは、当該技術分野に
おいて、文書で充分に裏付けられている。このように、上記の古典的な抗体断片より小さ
い構造物が効果的なことは公知である。
【０１２９】
　例えば、ラクダ科の動物抗体（Hamers-Casterman et al., 1993; Arbabi Ghahroudi et
 al., 1997）は、広範囲な抗原結合レパートリを有するが、軽鎖が欠けている。また、Ｖ
Ｈドメイン単独（Ward et al., 1989; Davies および Riechmann, 1995）またはＶＬドメ
イン単独（van den Beucken et al., 2001）を含む単一領域抗体の結果は、これらのドメ
インが、許容し得る高い親和性で抗原に結合できることを示している。このように、３つ
のＣＤＲは効率的に抗原と結合できる。
【０１３０】
　単一のＣＤＲまたは２つのＣＤＲが効率的に抗原と結合できることも公知である。第一
の例として、単一のＣＤＲが異種タンパク質に挿入され、該異種タンパク質に抗原結合能
を与えることができ、異種タンパク質（ＧＦＰなど）に挿入されたＶＨ　ＣＤＲ３領域が
該異種タンパク質に抗原結合能を与えることを示すことで実証されている（Kiss et al.,
 2006; Nicaise et al., 2004）。
【０１３１】
　２つのＣＤＲが効率的に抗原と結合することができ、親抗体が所有するより優れた特性
を与えることすらさらに公知である。例えば、親抗体（ＶＨ　ＣＤＲ１およびＶＬ　ＣＤ
Ｒ３領域）からの２つのＣＤＲは、親分子の抗原認識特性を保持するが、親分子よりも腫
瘍透過能に優れていることが示されている（Qiu et al., 2007）。野生型の親抗体と類似
の方法でＣＤＲの方向を合わせるために、これらのＣＤＲドメインを適切なリンカー配列
で（例えば、ＶＨ　ＦＲ２から）繋ぐことによって、さらにより良好な抗原認識を生じさ
せた。従って、親抗体で見出された配座を維持するために適切なフレームワーク領域によ
って方向を合わせた２つのＣＤＲドメイン（好ましくは、ＶＨドメインから１つおよびＶ
Ｌドメインから１つ、より好ましくは、ＣＤＲ３ドメインである２つのＣＤＲドメインの
うち１つを有する）を含む抗原結合性抗体の模擬薬を構築することが可能であることは、
当該分野において公知である。
【０１３２】
　このように、本発明の好ましい抗体が６つのＣＤＲ領域（軽鎖から３つおよび重鎖から
３つ）を含んでもよいにもかかわらず、６つ未満のＣＤＲ領域を有する抗体、およびわず
か１つのまたは２つのＣＤＲ領域を有する抗体も本発明に包含される。加えて、重鎖また
は軽鎖のみからのＣＤＲを有する抗体も考慮される。
【０１３３】
　ＶＥＧＦに結合する本発明の好ましい抗体は、３つのＣＤＲを含む重鎖可変領域の少な
くとも１つおよび３つのＣＤＲを含む軽鎖可変領域の少なくとも１つを含むものであり、
該軽鎖可変領域は、下記（ａ）～（ｃ）：
　　　　　（ａ）配列番号８のアミノ酸配列または該配列と実質的に相同の配列を有する
可変軽鎖（ＶＬ）ＣＤＲ１，
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　　　　　（ｂ）配列番号９のアミノ酸配列または該配列と実質的に相同の配列を有する
ＶＬ　ＣＤＲ２，および
　　　　　（ｃ）配列番号１０のアミノ酸配列または該配列と実質的に相同の配列を有す
るＶＬ　ＣＤＲ３
を含む。
【０１３４】
　特異的な軽鎖ＣＤＲ領域と組み合わせて用いる好ましい重鎖ＣＤＲ領域は、本明細書の
他で記載している。また一方で、本発明の軽鎖可変領域と組み合わせて用いる３つのＣＤ
Ｒを含む他の重鎖可変領域も考慮する。本発明の軽鎖可変領域と組み合わせて用いること
ができ、かつＶＥＧＦと結合する抗体を生じさせるのに適切な重鎖可変領域は、当業者が
容易に同定することができる。
【０１３５】
　例えば、本発明の軽鎖可変領域は、単一の重鎖可変領域または重鎖可変領域のレパート
リと組み合わせることができ、その結果得られた抗体をＶＥＧＦに結合するか試験する。
種々の重鎖可変領域と本発明の軽鎖可変領域とのこのような組合せの妥当数が、ＶＥＧＦ
との結合能を保持すると期待される。このことは実際に、抗体のＶＬドメインが様々な異
なるＶＨドメインと組み合わせられ、そしてＶＥＧＦ結合能を依然として保持することが
示されている、本発明の好ましい抗体（ｒ８４／ＰＧＮ３１１）を用いて証明されている
。これら実験において、ｒ８４抗体のＶＬドメインと組み合わせて試験された７つのうち
３つのＶＨドメインがＶＥＧＦに有意に結合することが示された。これは、極めて合理的
な比率であって、本発明の抗体の軽鎖可変領域がＶＥＧＦ結合特異性の決定にとりわけ重
要であること、また本発明の軽鎖可変領域と組み合わせることができ、かつＶＥＧＦと結
合する抗体を生じさせる他の重鎖可変領域が容易に同定できることの証拠となる。本発明
の抗体の軽鎖可変領域と組み合わせて用いられるのに好ましい重鎖可変領域は、ＶＥＧＦ
に結合すると知られている抗体もしくは抗体断片から得られたものか、または由来するも
のである。
【０１３６】
　本発明の好ましい重鎖可変領域と組み合わせて用いる別の軽鎖可変領域を同定するため
に、類似の方法を用いることができる。
【０１３７】
　特定の態様において、抗体または抗体断片は、ＩｇＧ１，ＩｇＧ２，ＩｇＧ３，ＩｇＧ
４，ＩｇＡ１，ＩｇＡ２，ＩｇＥ，ＩｇＭまたはＩｇＤの定常領域などの重鎖定常領域の
全部または一部を含む。好ましくは、重鎖定常領域は、ＩｇＧ１重鎖定常領域またはその
一部である。さらにまた、抗体もしくは抗体断片は、全体または一部のカッパ軽鎖定常領
域もしくはラムダ軽鎖定常領域、あるいはそれらの一部を含むことができる。このような
定常領域の全部または一部は、天然から得られたものであっても、全体的または部分的に
合成されたものであってもよい。このような定常領域の適切な配列は、当該分野において
周知かつ文書化されている。重鎖および軽鎖の定常領域のすべてが本発明の抗体に含まれ
る場合、このような抗体は本明細書において、「完全長」抗体または抗体「全部」として
一般的に言及される。
【０１３８】
　Ｆｃ領域がＡＤＣＣおよびＣＤＣなどのエフェクタ機能を媒介する場合に、Ｆｃ領域を
含む抗体は、特定の用途、特にインビボでの治療用途に好ましい。
【０１３９】
　アミノ酸配列または核酸配列に関連して本明細書で用いられる「実質的に相同な」とい
う用語は、開示されたアミノ酸配列または核酸配列と少なくとも７０％または７５％、好
ましくは少なくとも８０％、より好ましくは少なくとも８５％，９０％，９５％，９６％
，９７％，９８％または９９％の配列同一性を有する配列を含む。本発明の実質的に相同
な配列は、本発明の該配列に対して、単一または複数の塩基もしくはアミノ酸改変（付加
，置換，挿入または欠損）をこのように含む。本発明の配列を構成するフレームワーク領
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域の１つ以上および／またはＣＤＲの１つ以上において、アミノ酸レベルで好ましい実質
的に相同な配列は、１つ，２つ，３つ，４つまたは５つのみ、好ましくは１つ，２つまた
は３つのみ、より好ましくは１つまたは２つのみ改変したアミノ酸を含む。該改変は、保
存的または非保存的アミノ酸を伴うことができる。該改変は、保存的アミノ酸置換が好ま
しい。
【０１４０】
　少なくとも中程度に厳しいハイブリダイゼーション条件下で、開示された核酸配列（も
しくはこれらの相補配列）とハイブリダイズする核酸配列、例えば、本発明の軽鎖もしく
は重鎖のＣＤＲの１つ以上，本発明の軽鎖もしくは重鎖可変領域，または本発明の抗体を
コードするヌクレオチド配列（もしくはこれらの相補配列）とハイブリダイズする核酸配
列も、この実質的に相同な核酸配列に含まれる。
【０１４１】
　「実質的に相同な」という用語は、本発明のタンパク質または核酸分子と、実質的に同
じやり方で実質的に同じ機能を果たす本発明のアミノ酸配列および核酸配列を修飾したも
の、または化学的に等価なものも包含する。例えば、任意の実質的に相同な抗体（または
それをコードする実質的に相同な核酸）は、ＶＥＧＦに対する上記の結合能を保持しなけ
ればならない。好ましくは、任意の実質的に相同な結合タンパク質は、問題になっている
結合タンパク質によって認識されるのと同じＶＥＧＦのエピトープに対する特異的な結合
能を保持しなければならず、例えば、本明細書に記載されているのと同じ、本発明のＣＤ
Ｒドメインまたは本発明のＶＨおよびＶＬドメインに認識されるエピトープなどである。
同じエピトープ／抗原に対する結合は、例えば、競合アッセイ等の結合アッセイなどの、
当該分野で周知かつ文書化されている方法によって容易に試験することができる。
【０１４２】
　このように、「実質的に相同な」抗体が本発明の抗体および抗体断片と同じ結合特異性
を有するか試験するために、結合アッセイを用いることができることを当業者は理解する
。例えば、ＥＬＩＳＡアッセイやＢｉａｃｏｒｅアッセイなどの結合アッセイが、このよ
うな「実質的に相同な」抗体がＶＥＧＦに結合できるか立証するために容易に用いること
ができる。後述するように、競合結合アッセイは、「実質的に相同な」抗体が、本発明の
抗体に認識されるのと実質的に同じＶＥＧＦのエピトープに対する特異的な結合能を保持
するか試験するために用いることができる。後述する方法は、好適な競合アッセイの一例
のみである。当業者は、他の好適な方法および改変を知っている。
【０１４３】
　競合アッセイの例として、その濃度を様々に変えた試験抗体（例えば、実質的に相同な
抗体）の存在下、ＶＥＧＦに対する様々な有効濃度の本発明の抗体による結合を評価する
ことが挙げられる。そして、試験抗体に誘導される結合の阻害量を評価することができる
。増大させた濃度で本発明の抗体との競合が増大することを示す試験抗体（すなわち、試
験抗体濃度の増大が、ＶＥＧＦに結合する本発明の抗体量の減少に対応する結果となる）
は、実質的に同じエピトープに結合する証拠となる。好ましくは、試験抗体はＶＥＧＦに
結合する本発明の抗体量を有意に減少させる。好ましくは、試験抗体はＶＥＧＦに結合す
る本発明の抗体量を少なくとも約８０％減少させる。ＥＬＩＳＡアッセイは、このような
競合アッセイにおける結合の阻害を評価することに適切ではあるが、他の好適な技術も当
業者に周知であるだろう。
【０１４４】
　本発明のタンパク質の実質的に相同な配列としては、保存的アミノ酸置換が挙げられる
が、これに限定されず、例えば、抗体のＶＨ，ＶＬまたはＣＤＲドメインに及ばない改変
（例えば、種々のリンカー配列が用いられるｓｃＦｖ抗体や、タグ配列または他の成分（
抗原の結合に寄与しない）が付加した抗体など）や、抗体分子もしくは断片の１つのタイ
プまたは型を抗体分子もしくは断片の他のタイプまたは型に転換（例えば、Ｆａｂからｓ
ｃＦｖへの転換またはその逆の転換など）する改変や、抗体分子の特定のクラスまたはサ
ブクラスの抗体分子への転換（例えば、抗体分子のＩｇＧまたはそのサブクラス（ＩｇＧ
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１やＩｇＧ３等）への転換）などである。
【０１４５】
　本明細書で用いられる「保存的アミノ酸置換」は、アミノ酸残基が類似の側鎖を有する
他のアミノ酸残基と置き換えられるものである。類似の側鎖を有するアミノ酸残基のファ
ミリーは当該分野において定義されており、塩基性側鎖（例えば、リジン，アルギニン，
ヒスチジンなど）、酸性側鎖（例えば、アスパラギン酸，グルタミン酸など）、非荷電の
極性側鎖（例えば、グリシン，アスパラギン，グルタミン，セリン，スレオニン，チロシ
ン，システインなど）、非極性側鎖（例えば、グリシン，システイン，アラニン，バリン
，ロイシン，イソロイシン，プロリン，フェニルアラニン，メチオニン，トリプトファン
など）、β－分岐側鎖（例えば、スレオニン，バリン，イソロイシンなど）および芳香族
側鎖（例えば、チロシン，フェニルアラニン，トリプトファン，ヒスチジンなど）が挙げ
られる。
【０１４６】
　相同性は、任意の簡便な方法によって評価することができる。しかしながら、配列間の
相同性の度合いを決定するためには、配列の複数のアライメントを作成するコンピュータ
プログラムが有用であり、例えば、クラスタルＷ（Thompson  et al., 1994）などである
。必要に応じて、クラスタルＷのアルゴリズムは、ＢＬＯＳＵＭ　６２スコアリング・マ
トリックス（Henikoff および Henikoff, 1992）ならびに１０のギャップ・オープニング
・ペナルティおよび０．１のギャップ・エクステンション・ペナルティとともに用いるこ
とができ、その結果、より高いオーダーのマッチが、アライメントに含まれる２つの配列
間の、一方の配列の全長の少なくとも５０％が得られる。配列をアライメントするために
用いることができる他の方法は、Needleman および Wunsch (1970) のアライメント方法
であり、後にSmith および Waterman (1981) により修正された。これによると、最も高
いオーダーのマッチが２つの配列間から得られ、同一のアミノ酸数が２つの配列間から決
定された。２つのアミノ酸配列間の同一性のパーセンテージを算出する他の方法は、通常
、当該技術分野で認められており、例えば、Carillo および Lipton (1988) によって記
載されたもの、およびComputational Molecular Biology, Lesk, e.d. Oxford Universit
y Press, New York, 1988, Biocomputing: Informatics and Genomics Projects に記載
されたものが挙げられる。
【０１４７】
　通常、コンピュータプログラムは、このような算出に使用される。ＡＬＩＧＮ（Myers 
and Miller, 1988），ＦＡＳＴＡ（Pearson およびLipman, 1988; Pearson, 1990）およ
びギャップドＢＬＡＳＴ（Altschul et al., 1997），ＢＬＡＳＴＰ，ＢＬＡＳＴＮ，ま
たはＧＣＧ（Devereux et al., 1984）のような、対の配列を比較しアライメントするプ
ログラムもこの目的に有用である。さらにまた、欧州バイオインフォマティクス研究所の
Ｄａｌｉサーバは、タンパク質配列の構造をベースとしたアライメントを提供する（Holm
, 1993; 1995; 1998）。
【０１４８】
　参照点を提供するために７０％，７５％，８０％，８５％，９０％，９５％，９６％，
９７％，９８％または９９％の相同性や配列同一性などを有する本発明の配列は、デフォ
ルト・パラメータによるＡＬＩＧＮプログラム（例えば、ＧＥＮＥＳＴＲＥＡＭネットワ
ーク・サーバ（ＩＧＨ，モンペリエ，フランス）においてインターネットで利用可能）を
用いて決定することができる。
【０１４９】
　「少なくとも中程度に厳しいハイブリダイゼーション条件」とは、溶液中の２つの相補
核酸分子間に選択的なハイブリダイゼーションを促進する条件が選択されることを意味す
る。ハイブリダイゼーションは、核酸配列分子の全部または一部に起こることができる。
ハイブリダイゼーションする部分は、通常、ヌクレオチド長さの少なくとも１５（例えば
、２０，２５，３０，４０または５０）ヌクレオチドである。核酸二本鎖またはハイブリ
ッドの安定性はＴｍで決定され、ナトリウムを含む緩衝液中のＴｍは、ナトリウムイオン
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濃度と温度との関数（Ｔｍ＝８１．５℃－１６．６（Ｌｏｇ１０［Ｎａ＋］）＋０．４１
（％（Ｇ＋Ｃ）－６００／ｌ）または類似の方程式）であることを、当業者は認識する。
従って、ハイブリッドの安定性を決定する洗浄条件のパラメータは、ナトリウムイオン濃
度および温度である。公知の核酸分子と類似しているが同一でない分子を同定するために
、１％のミスマッチは、Ｔｍにおける約１℃の減少という結果として評価することができ
る。例えば、＞９５％の同一性を有する核酸分子を探る場合、最終の洗浄温度は約５℃減
少させる。これらの留意事項に基づき、当業者は、適切なハイブリダイゼーション条件を
容易に選択することができるだろう。他の好ましい態様では、厳しいハイブリダイゼーシ
ョン条件が選択される。例として、厳しいハイブリダイゼーションを達成するために、以
下の条件を採用することができる：上記方程式に基づき、Ｔｍ－５℃での、５×塩化ナト
リウム／クエン酸ナトリウム（ＳＳＣ）／５×デンハルト溶液／１．０％のＳＤＳのハイ
ブリダイゼーション、それに続いて、６０℃での０．２×ＳＳＣ／０．１％のＳＤＳの洗
浄。中程度に厳しいハイブリダイゼーション条件は、４２℃の３×ＳＳＣ中の洗浄段階を
含む。さらなる例として、「ハイブリダイゼーションする」配列は、厳しくない（例えば
、室温で６×ＳＳＣ，５０％ホルムアルデヒド）条件下で結合（ハイブリダイゼーション
）し、低い厳しさ（例えば、室温で２×ＳＳＣ、好ましくは、４２℃で２×ＳＳＣ）また
はより高い厳しさ（例えば、６５℃で２×ＳＳＣ）の条件下で洗浄する配列である（ここ
で、ＳＳＣ＝０．１５ＭのＮａＣｌ，０．０１５Ｍのクエン酸ナトリウム，ｐＨ７．２）
。
【０１５０】
　しかしながら、代わりの緩衝液，塩および温度を用いて、等価な厳しさを達成すること
ができることが理解されている。ハイブリダイゼーション条件に関するさらなるガイダン
スは、以下から見つけることができる：Current Protocols in Molecular Biology, John
 Wiley & Sons, N.Y., 1989, 6.3.1-6.3.6 および Sambrook et al., Molecular Cloning
, a Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989, Vol.3。
【０１５１】
　一般的に言えば、高い厳しさの状態でハイブリダイゼーションした配列が好まれるのは
、コードの縮退を除けば、高い厳しさの条件下でハイブリダイゼーションした配列である
からである。
【０１５２】
　他の好ましい態様において、第二世代[second generation]抗体が提供され、該抗体は
、ｒ８４などの、元のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体と比較して特性
が強化されかつ優れている。例えば、第二世代抗体は、強い結合親和性，ＶＥＧＦＲ２に
対するＶＥＧＦ結合のより有効なブロッキング，ＶＥＧＦＲ２に対するＶＥＧＦ結合のよ
り特異的なブロッキング，ＶＥＧＦＲ１に対するＶＥＧＦ結合のほとんどないブロッキン
グ，内皮細胞の、ＶＥＧＦに誘導される増殖および／または遊走に対する強化された阻害
能，ＶＥＧＦに誘導される血管透過に対する優れた阻害能，ならびに，好ましくは、イン
ビボでのＶＥＧＦに誘導される血管新生に対する増強された阻害能および血管化腫瘍を含
む血管新生疾病に対する増強された治癒力を有することができる。
【０１５３】
　有効な第二世代抗体を同定するために比較することは、例えば、本明細書に詳述されて
いる様々なアッセイの１つ以上を用いて、容易に実施され、定量化される。強化された生
物学的特性、すなわちｒ８４抗体に例示される本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒ
ト抗ＶＥＧＦ抗体と比較して少なくとも約２倍，５倍，１０倍，２０倍、好ましくは少な
くとも約５０倍の活性を有する第二世代抗体も本発明に包含される。
【０１５４】
　本発明の抗体，結合タンパク質および核酸分子が、ヒトもしくは動物の体内またはヒト
もしくは動物に由来する組織検体にインシテュで存在してもよい任意の成分と区別される
限り、これらは通常「単離された」または「精製された」分子である。しかしながら、こ
の配列は、ヒトまたは動物の身体で発見されたような配列に一致または実質的に相同であ
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ってもよい。このように、核酸分子または配列およびタンパク質またはポリペプチド（例
えば、抗体など）に関して、本明細書で用いられる「単離された」または「精製された」
という用語は、自然環境から単離，精製もしくは実質的に遊離された（例えば、ヒトもし
くは動物の体内から単離もしくは精製された（実際、それらが天然に存在している場合）
）場合の分子に言及するか、または技術的な方法により作製された分子（すなわち、組換
え型分子および合成して作製された分子を含む）に言及する。
【０１５５】
　核酸分子に関連してこのように用いられる場合、このような用語は、他の核酸／遺伝子
またはポリペプチドなどの、核酸が自然に結合している物質から遊離している核酸に言及
する。これら用語は、組換えＤＮＡ技術で作製された場合、細胞性物質もしくは培地から
実質的に遊離した核酸に、また化学的に合成された場合、化学的前駆体もしくは他の化学
物質から実質的に遊離した核酸にも言及する。単離または精製された核酸もまた、該核酸
が由来する核酸に天然に隣接している配列（すなわち、該核酸の５’および３’末端に位
置する配列）、または例えば、遺伝子工学により、該核酸に隣接するように作製された配
列（例えば、治癒的価値がないタグ配列や他の配列など）から実質的に遊離していてもよ
い。
【０１５６】
　全長の抗体を含む、本発明の軽鎖ＣＤＲ１，２および３、重鎖ＣＤＲ１，２および３、
軽鎖可変領域、重鎖可変領域ならびに結合タンパク質もしくは抗体などのようなタンパク
質またはポリペプチド分子に関連してこのように用いられる場合、「単離された」または
「精製された」という用語は、通常、そのタンパク質が由来する供給源からの細胞性物質
または他のタンパク質から実質的に遊離しているタンパク質に言及する。いくつかの態様
において、特にこのタンパク質がヒトまたは動物に投与されることになっている場合、こ
のように単離されたまたは精製されたタンパク質は、組換え技術により作製された際の培
地または化学的に合成された際の化学的前駆体もしくは他の化学物質から実質的に遊離し
ている。このような単離されたまたは精製されたタンパク質は、単離された核酸分子につ
いて上記した隣接している配列からも遊離していてもよい。
【０１５７】
　本明細書で用いられる「核酸配列」または「核酸分子」という用語は、天然に存在する
塩基，糖および糖間（バックボーン）連結から成る一連のヌクレオシドモノマーまたはヌ
クレオチドモノマーに言及する。この用語は、天然には存在しないモノマーを含む修飾さ
れたかもしくは置換された配列またはその一部も含む。本発明の核酸配列は、デオキシリ
ボ核酸配列（ＤＮＡ）またはリボ核酸配列（ＲＮＡ）でもあってもよく、アデニン，グア
ニン，シトシン，チミジンおよびウラシルを含む天然に存在する塩基を含むことができる
。配列は、修飾塩基を含むこともできる。このような修飾塩基の例としては、アザおよび
デアザ・アデニン，グアニン，シトシン，チミジンならびにウラシル；ならびにキサンチ
ンおよびヒポキサンチンが挙げられる。核酸分子は、二本鎖でも、一本鎖でもよい。核酸
分子は、全体的にまたは部分的に合成されてもいても組み換え型であってもよい。
【０１５８】
　抗体分子および結合タンパク質に関連して本明細書で用いられる「ヒト」という用語は
、可変領域（例えば、ＶH，ＶL，ＣＤＲまたはＦＲ領域）および、任意に、ヒトレパート
リから単離もしくは由来するか、またはヒト（例えば、ヒトの生殖細胞系または体細胞）
で発見された配列に由来もしくは一致する抗体の定常領域を有する抗体または結合タンパ
ク質に最初に言及する。ｒ８４抗体は、その可変領域がヒトレパートリから単離された、
このようなヒト抗体分子の例である。
【０１５９】
　本発明の「ヒト」抗体および結合タンパク質は、例えば、インビトロでのランダム突然
変異または部位特異的突然変異によって導入された突然変異（例えば、インビトロでのク
ローニングまたはＰＣＲによって導入された突然変異等）などの、ヒト配列にはコードさ
れていないアミノ酸残基をさらに含む。このような突然変異の特定の例は、抗体または結
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合タンパク質の少数の残基（例えば、抗体または結合タンパク質の５個，４個，３個，２
個もしくは１個の残基、好ましくは、例えば、抗体または結合タンパク質の１つ以上のＣ
ＤＲを占める５個，４個，３個，２個もしくは１個の残基）における保存的置換を含む突
然変異または他の突然変異である。このような「ヒト」抗体の特定の例は、潜在的な免疫
原部位量を減らすために標準的な修飾技術が施された抗体および可変領域を含む。
【０１６０】
　このように、本発明の「ヒト」抗体は、ヒトで発見された配列に由来し、関連する配列
を含むが、該配列は、インビボのヒト抗体生殖細胞系レパートリに天然に存在するもので
なくてもよい。加えて、本発明のヒト抗体および結合タンパク質は、ヒト配列から同定さ
れたヒトコンセンサス配列またはヒト配列と実質的に相同な配列を含むタンパク質を含む
。
【０１６１】
　加えて、本発明のヒト抗体および結合タンパク質は、それ自体がヒト抗体分子における
組み合わせから発見されたＶH，ＶL，ＣＤＲまたはＦＲ領域の組み合わせに限定されない
。このように、本発明のヒト抗体および結合タンパク質は、ヒトの中に必ずしも天然に存
在するものではないこのような領域の組合せを含むかまたは一致することができる。
【０１６２】
　好ましい態様において、ヒト抗体は、完全にヒト抗体である。本明細書で用いられる「
完全にヒト」抗体は、実質的にヒト由来ではない抗体配列ではなく、またはいかなるヒト
由来ではない抗体配列でもない、上記で定義したような、「ヒト」可変領域ドメインおよ
び／またはＣＤＲを含む抗体である。例えば、「実質的にヒト由来ではない抗体配列では
ない」ヒト可変領域ドメインおよび／またはＣＤＲを含む抗体は、たった約５つ，４つ，
３つ，２つまたは１つのアミノ酸がヒト抗体配列にコードされていないアミノ酸である、
抗体，ドメインおよび／またはＣＤＲである。このように、「完全にヒト」抗体は、実質
的にヒト由来ではない可変領域ドメイン、例えば、特定のアミノ酸が、通常ヒト抗体に存
在するアミノ酸とより良く一致するために変えられたマウス可変領域ドメインに基づく、
「ヒト化」抗体と区別される。
【０１６３】
　本発明の「完全にヒト」抗体は、単一鎖の抗体のような、他の任意の実質的な抗体配列
のないヒト可変領域ドメインおよび／またはＣＤＲでもあってもよい。あるいは、本発明
の「完全にヒト」抗体は、１つ以上のヒト抗体定常領域と一体となった、または動作可能
に付着したヒト可変領域ドメインおよび／またはＣＤＲであってもよい。特定の好ましい
完全にヒト抗体は、ＩｇＧ定常領域をすべて備えたＩｇＧ抗体である。
【０１６４】
　他の態様において、本発明の「ヒト」抗体は、一部がヒトのキメラ抗体である。本明細
書で用いられる「一部がヒトのキメラ」抗体は、例えばラットやマウスなどのヒトではな
い種の定常領域と動作可能に付着した（または接合した）「ヒト」可変領域ドメインおよ
び／またはＣＤＲを含む抗体である。このような一部がヒトのキメラ抗体は、例えば、前
臨床研究において使用することができ、ここで、その定常領域が、前臨床医学試験におい
て用いる動物の種と同じことが好ましい。これらの一部がヒトのキメラ抗体は、例えば、
エックスビボの診断で使用することができ、ここで、ヒトではない種の定常領域が、付加
的なオプションを抗体検出のために提供することができる。
【０１６５】
　本明細書で用いられる「断片」という用語は、例えば、抗原結合に寄与する断片（例え
ば、抗原結合部位の一部を形成する）および／またはＶＥＧＦ抗原の機能の阻害もしくは
減少に寄与する断片および／または天然リガンドであるＶＥＧＦＲ２と相互作用するＶＥ
ＧＦ抗原の防止に寄与する断片など、生物学的に関連のある断片に言及する。特定の好ま
しい断片は、本発明の抗体の重鎖可変領域（ＶHドメイン）および／または軽鎖可変領域
（ＶLドメイン）を含む。他の好ましい断片は、本発明の抗体の（または本発明のＶHドメ
インの）重鎖ＣＤＲの１つ以上、または本発明の抗体の（または本発明のＶLドメインの
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）軽鎖ＣＤＲの１つ以上を含む。特定の好ましい断片は、少なくともアミノ酸５つの長さ
であり、少なくとも１つのＣＤＲ領域、好ましくはＣＤＲ３領域、より好ましくは重鎖Ｃ
ＤＲ３領域を含む。
【０１６６】
　本発明の抗体が、定義した任意の配列の断片を含む（例えば、本発明のＶHおよび／ま
たはＶLドメインを含む抗体、または本発明の１つ以上のＣＤＲを含む抗体もしくは結合
タンパク質などの、配列番号２１の断片を含む等）態様において、これらの領域／ドメイ
ンそれぞれがその生物学的機能を果たすことができるように、そして抗原結合に対する寄
与が保持されるように、これらの領域／ドメインは通常、抗体または結合タンパク質内で
離れて存在している。このように、ＶHおよびＶLドメインは、適切なスキャフォールド配
列／リンカー配列によって離れているのが好ましく、ＣＤＲは、天然に存在する抗体およ
び／または遺伝子操作された有効な抗体で発見されたものなどの、適切なフレームワーク
領域によって離れているのが好ましい。このように、本発明のＶH，ＶLおよび個々のＣＤ
Ｒ配列は、抗原結合を可能にするのに適切なフレームワークまたはスキャフォールド内に
提供または組み込まれることが好ましい。このようなフレームワーク配列または領域は、
適切なスキャフォールドを形成するのに適切なように、天然に存在するフレームワーク領
域であるＦＲ１，ＦＲ２，ＦＲ３および／またはＦＲ４に一致していてもよく、例えば、
天然に存在する様々なフレームワーク領域を比較することによって同定した、コンセンサ
スフレームワーク領域に一致していてもよい。あるいは、非抗体スキャフォールドまたは
フレームワーク（例えば、Ｔ細胞受容体フレームワーク）を用いることができる。
【０１６７】
　フレームワーク領域に用いることができる適切な配列は、当該分野において周知かつ文
書化されており、これらのいずれかを用いてもよい。フレームワーク領域の好ましい配列
は、本発明のＶHおよび／またはＶLドメインを占める１つ以上のフレームワーク領域であ
って、すなわち、配列番号２１もしくは表１に開示されている１つ以上のフレームワーク
領域または該領域と実質的に相同なフレームワーク領域であり、例えば、実質的に同じ抗
体または実質的に同じ３Ｄ構造の抗体という結果となるフレームワーク領域などの、特に
抗体特異性を維持できるフレームワーク領域である。特定の好ましい態様において、４つ
すべての可変軽鎖（配列番号１５，１６，１７および１８）および／または可変重鎖（配
列番号１１，１２，１３および１４）、あるいは適切であれば、配列番号２１のＦＲ領域
（表１にも示す）もしくは該領域と実質的に相同なＦＲ領域は、本発明の抗体中に発見さ
れる。
【０１６８】
　加えて、本発明の好ましい抗体が本発明のＶH，ＶLまたはＣＤＲを占めるにもかかわら
ず、本発明の抗体は、上述した本発明の抗体または結合タンパク質のＶＥＧＦ結合特性が
依然として存在するという条件で、本発明ではない他のＶH，ＶLまたはＣＤＲと組み合わ
せた本発明の１つ以上のＶH，ＶLまたはＣＤＲも包含するものである。
【０１６９】
　本明細書で用いられる「重鎖相補性決定領域」（「重鎖ＣＤＲ」）という用語は、抗体
分子の重鎖可変領域（ＶH領域）内の超可変性領域に言及する。重鎖可変領域は、アミノ
末端からカルボキシ末端へ、重鎖ＣＤＲ１，重鎖ＣＤＲ２および重鎖ＣＤＲ３と称される
３つのＣＤＲを有する。重鎖可変領域は、４つのフレームワーク領域（アミノ末端からカ
ルボキシ末端へ、ＦＲ１，ＦＲ２，ＦＲ３およびＦＲ４）も有する。これらのフレームワ
ーク領域がＣＤＲを分離している。
【０１７０】
　本明細書で用いられる「重鎖可変領域」（「ＶH領域」）という用語は、抗体分子の重
鎖の可変領域に言及する。
【０１７１】
　本明細書で用いられる「軽鎖相補性決定領域」（「軽鎖ＣＤＲ」）という用語は、抗体
分子の軽鎖可変領域（ＶL領域）内の超可変性領域に言及する。軽鎖可変領域は、アミノ
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末端からカルボキシ末端へ、軽鎖ＣＤＲ１，軽鎖ＣＤＲ２および軽鎖ＣＤＲ３と称される
３つのＣＤＲを有する。軽鎖可変領域は、４つのフレームワーク領域（アミノ末端からカ
ルボキシ末端へ、ＦＲ１，ＦＲ２，ＦＲ３およびＦＲ４）も有する。これらのフレームワ
ーク領域がＣＤＲを分離している。
【０１７２】
　本明細書で用いられる「軽鎖可変領域」（「ＶL領域」）という用語は、抗体分子の軽
鎖の可変領域に言及する。
【０１７３】
　必要に応じて、ＣＤＲの位置決めを定義するために、カバット命名法が本明細書におい
て適用される点に留意する必要がある（Kabat et al., 1991、これを参照により本明細書
に特に援用される）。
【０１７４】
　本発明のタンパク質およびポリペプチド（例えば、軽鎖および重鎖ＣＤＲ，軽鎖および
重鎖可変領域，抗体，抗体断片，ならびに免疫抱合体）が、当該分野において周知かつ文
書かれているいくつかの方法のうちのいずれかで調製することができるが、組換え法を用
いて調製することが最も好ましいことを、当業者は理解する。
【０１７５】
　本発明の抗体の軽鎖および重鎖可変領域をコードする核酸断片は、任意の適切な方法（
例えば、クローニングまたは合成）により得られるか、または作製できる。このような配
列は、例えば、ヒト生殖細胞系遺伝子から適切な配列をクローニングした後、当該分野に
おいて周知かつ文書化されている方法を用いて、本発明の配列を得るために、生殖細胞系
配列に対して必要な任意の修飾を施すことによって調製することができる。より効率的な
代替法は、完全な配列を得るために、重複プライマーとして適切な軽鎖または重鎖可変領
域配列を合成し、プライマー伸長を用いるものであるだろう。その後、この完全な配列は
、さらなるクローニングおよび操作（例えば、適切な発現ベクターにクローニングする）
のための適切な制限部位を含むプライマーを用いてＰＣＲを介して増幅することができる
だろう。重複プライマーは通常、可変領域当たり５～７個で充分であり、そのためこの技
術は極めて効率的かつ正確なものとされている。
【０１７６】
　ひとたび本発明の抗体の軽鎖および重鎖可変領域をコードする核酸断片が得られると、
これらの断片は、標準的な組換えＤＮＡ技術（例えば、可変領域断片を、適切な定常領域
ドメインを有する完全長抗体分子または本明細書の他で記載した特定の型の抗体断片（例
えば、Ｆａｂ断片，ｓｃＦｖ断片など）に変換すること）によってさらに操作することが
できる。通常、すなわち、このさらなる操作手順の一部として、本発明の抗体分子をコー
ドする核酸断片は、一般的に、本発明の抗体の生産を容易にするために、適切な発現ベク
ターに組み込まれる。
【０１７７】
　可能な発現ベクターとしては、用いる宿主細胞に対して該ベクターが適合性を有する限
りにおいて、コスミド，プラスミド，または改変ウイルス（例えば、複製欠損レトロウイ
ルス，アデノウイルスおよびアデノ随伴ウイルス）が挙げられるが、これらに限定されな
い。発現ベクターは「宿主細胞の形質転換に好適」であり、これは、発現ベクターが本発
明の核酸分子および発現に用いられる宿主細胞に基づいて選択される調節配列を含むこと
を意味し、該調節配列は核酸分子に動作可能に連結される。動作可能に連結されるとは、
核酸が発現できる方法で核酸を調節配列に連結されることを意図する。
【０１７８】
　従って、本発明は、本発明の核酸分子，もしくはその断片，ならびに本発明の核酸分子
にコードされるタンパク質配列の転写および翻訳に必要な調節配列を含む組換え発現ベク
ターを考慮している。
【０１７９】
　好適な調節配列は、細菌の，真菌の，ウイルスの，哺乳動物の，または昆虫の遺伝子を



(35) JP 2011-502503 A 2011.1.27

10

20

30

40

50

含む様々な供給源に由来することができる（例えば、Goeddel, 1990 に記載の調節配列を
参照）。適切な調節配列の選択は、後述の選ばれる宿主細胞に依存し、当業者が容易に達
成することができる。このような調節配列の例としては、転写プロモータおよびエンハン
サまたはＲＮＡポリメラーゼ結合配列，リボソーム結合配列が挙げられ、翻訳開始シグナ
ルも含まれる。加えて、選ばれる宿主細胞および用いるベクターに応じて、他の配列（例
えば、複製開始点，付加したＤＮＡ制限部位，エンハンサ，および転写を誘導させるよう
な配列）も発現ベクターに組み込むことができる。
【０１８０】
　本発明の組換え発現ベクターは、本発明の組換え分子を用いて形質転換またはトランス
フェクトされた宿主細胞の選択を容易にする選択可能なマーカー遺伝子も含むこともでき
る。選択可能なマーカー遺伝子の例は、特定の薬剤に対する耐性を付与するタンパク質（
例えば、ネオマイシンおよびハイグロマイシン），β－ガラクトシダーゼ，クロラムフェ
ニコール・アセチルトランスフェラーゼ，ホタル・ルシフェラーゼ，または免疫グロブリ
ンもしくはその一部（例えば、免疫グロブリン、好ましくはＩｇＧのＦｃ部分）をコード
する遺伝子である。選択可能なマーカー遺伝子の転写は、選択可能なマーカータンパク質
（例えば、β－ガラクトシダーゼ，クロラムフェニコール・アセチルトランスフェラーゼ
，またはホタル・ルシフェラーゼ）の濃度変化によって観測される。選択可能なマーカー
遺伝子が抗生物質耐性（例えば、ネオマイシン耐性）を付与するタンパク質をコードする
場合、形質転換体細胞はＧ４１８により選択することができる。選択可能なマーカー遺伝
子を組み込んだ細胞は生存し、一方、他の細胞は死ぬ。これによって、本発明の組換え発
現ベクターの発現を視覚化しアッセイすることが可能となり、特に発現および表現型に対
する突然変異の効果を決定できる。選択可能なマーカーを、興味のある核酸とは別のベク
ターに取り込むことができることは言うまでもない。
【０１８１】
　組換え発現ベクターは、組換え型タンパク質の発現を増加；組換え型タンパク質の溶解
性を増加；およびアフィニティ精製のリガンド（例えば、精製および／または同定を可能
にする適切な「タグ」が存在していてもよく、例として、Ｈｉｓタグやｍｙｃタグなど）
として作用することで標的組換え型タンパク質の精製を補助する融合部分をコードする遺
伝子を含むこともできる。例えば、融合タンパクの精製に続いて融合部分から組換えタン
パク質を分離することができるようにするため、タンパク分解的切断部位を標的組換え型
タンパク質に加えることができる。標準的な融合発現ベクターとして、組換え型タンパク
質にそれぞれグルタチオンＳ－トランスフェラーゼ（ＧＳＴ），マルトースＥ結合タンパ
ク質，またはプロテインＡを融合させる、ｐＧＥＸ（Ａｍｒａｄ社，メルボルン，オース
トラリア），ｐＭａｌ（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ，ベヴァリー，ＭＡ）
およびｐＲＩＴ５（ファルマシア，ピスカタウェイ，ＮＪ）が挙げられる。
【０１８２】
　組換え発現ベクターは、形質転換した宿主細胞を作製するために、宿主細胞に導入する
ことができる。「を用いて形質転換された」，「を用いてトランスフェクトされた」，「
形質転換」および「トランスフェクション」という用語は、当該分野において公知の可能
な技術の多くのうちの１つによって、細胞に核酸（例えば、ベクター）の導入を包含する
ことを意図としている。本明細書で用いられる「形質転換された宿主細胞」という用語は
、本発明の組換え発現ベクターを用いて形質転換された、糖鎖を形成できる細胞を含むこ
とも意図している。原核細胞は、例えば、エレクトロポレーションまたは塩化カルシウム
に媒介される形質転換によって、核酸を用いて形質転換することができる。例えば、核酸
は、従来技術（例えば、リン酸カルシウムもしくは塩化カルシウムの共沈，ＤＥＡＥ－デ
キストランに媒介されるトランスフェクション，リポフェクチン，エレクトロポレーショ
ンまたはマイクロ・インジェクション）を介して哺乳動物細胞に導入することができる。
宿主細胞を形質転換およびトランスフェクションする好適な方法は、Sambrook et al., 1
989および他の実験書から見出だすことができる。
【０１８３】
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　好適な宿主細胞として、多種多様な真核生物宿主細胞および原核細胞が挙げられる。例
えば、本発明のタンパク質は、酵母細胞または哺乳動物細胞に発現することができる。他
の好適な宿主細胞は、Goeddel, 1990 から見出だすことができる。加えて、本発明のタン
パク質は、エシェリキア・コリ（Zhang et al., 2004）などのような原核細胞で発現する
ことができる。
【０１８４】
　本発明を実施するのに好適な酵母および菌類宿主細胞としては、サッカロマイセス・セ
レビシエに限定されず、ピキア属またはクリべロマイセス属および多様な種類のアスペル
ギルス属が挙げられる。酵母Ｓ．セレビシエで発現させるためのベクターの例としては、
ｐＹｅｐＳｅｃ１（Baldari. et al., 1987），ｐＭＦａ（Kurjan および Herskowitz, 1
982），ｐＪＲＹ８８（Schultz et al., 1987），およびｐＹＥＳ２（インビトロジェン
社，サンディエゴ，ＣＡ）が挙げられる。酵母および菌類を形質転換させるためのプロト
コルは当業者に周知である（Hinnen et al., 1978; Ito et al., 1983, およびCullen et
 al. 1987 を参照）。
【０１８５】
　本発明を実施するのに好適な哺乳動物細胞としては、とりわけ、ＣＯＳ（例えば、ATCC
 No. CRL 1650 または 1651），ＢＨＫ（例えば、ATCC No. CRL 6281），ＣＨＯ（ATCC N
o. CCL 61），ＨｅＬａ（例えば、ATCC No. CCL 2），２９３（ATCC No. 1573）およびＮ
Ｓ－１細胞が挙げられる。哺乳動物細胞での発現に向かわせるのに好適な発現ベクターは
、一般に、他の転写および翻訳制御配列とともに、プロモータ（例えば、ポリオーマ，ア
デノウイルス２，サイトメガロウィルスおよびシミアン・ウイルス４０などのようなウイ
ルス材料に由来する）を含む。哺乳動物発現ベクターの例としては、ｐＣＤＭ８（Seed, 
B., 1987）およびｐＭＴ２ＰＣ（Kaufman et al., 1987）が挙げられる。
【０１８６】
　本明細書に提供されている教示を鑑みて、プロモータ，ターミネータ，および適切なタ
イプの発現ベクターを植物，鳥および昆虫の細胞に導入する方法も容易に得られる。例え
ば、一態様の中で、本発明のタンパク質は植物細胞から発現することができる（アグロバ
クテリウム・リゾゲネスのベクターの使用を概説するSinkar et al., 1987 を参照；とり
わけ、ＰＡＰＳ２０２２，ＰＡＰＳ２０２３，およびＰＡＰＳ２０３４を含む植物細胞用
発現ベクターの使用を記載したZambryski et al., 1984 も参照）。
【０１８７】
　本発明を実施するのに好適な昆虫細胞としては、カイコガ属，Ｔｒｉｃｈｏｐｌｕｓｉ
ａ属またはスポドプテラ属の種に由来する細胞および株化細胞が挙げられる。培養昆虫細
胞（ＳＦ９細胞）でのタンパク質の発現に利用できるバキュロウイルスベクターとしては
、ｐＡｃシリーズ（Smith et al., 1983）およびｐＶＬシリーズ（Luckow and Summers 1
989）が挙げられる。本発明の組換え型タンパク質の発現に好適な、いくつかのバキュロ
ウイルス－昆虫細胞発現系は、PCT/US/02442に記載されている。
【０１８８】
　あるいは、本発明のタンパク質は、ラット，ウサギ，ヒツジおよびブタなどの、ヒトで
はないトランスジェニック動物で発現することもできる（Hammer et al. 1985; Palmiter
 et al. 1983; Brinster et al. 1985; Palmiter および Brinster 1985, ならびに U.S.
 Patent No. 4,736,866）。
【０１８９】
　本発明のタンパク質は、固相合成（Merrifield (1964); Frische et al., 1996）また
は均質溶液中の合成（Houbenweyl, 1987）などのような、タンパク質の化学に係る周知の
技術を用いた化学合成によって調製することもできる。
【０１９０】
　他の分子（タンパク質等）に接合された本発明の抗体およびタンパク質を含むＮ末端ま
たはＣ末端融合タンパクは、組換え技術により融合させることで調製することができる。
その結果得られた融合タンパクは、選択されたタンパク質もしくはマーカータンパク質、
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または本明細書に記載のタグタンパク質に融合させた本発明の抗体またはタンパク質を含
む。本発明の抗体およびタンパク質は、公知技術によって他のタンパク質に接合すること
もできる。例えば、該タンパク質は、WO 90/10457 に記載のヘテロ二官能性チオール含有
リンカー，Ｎ－スクシンイミジル－３－（２－ピリジルジチオ－プロピオネート）または
Ｎ－スクシンイミジル－５チオアセテートを用いてカップリングすることができる。融合
タンパクまたは接合体の調製に用いることができるタンパク質の例としては、免疫グロブ
リン，ホルモン，増殖因子，レクチン，インスリン，低密度リポタンパク質，グルカゴン
，エンドルフィン，トランスフェリン，ボンベシン，アシアログライコプロテイン，グル
タチオン－Ｓ－トランスフェラーゼ（ＧＳＴ），血球凝集素（ＨＡ）および切り詰められ
たｍｙｃなどのような細胞結合タンパク質が挙げられる。
【０１９１】
　第１のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，抗ＶＥＧＦ抗体核酸セグメントの調製法にかかわ
らず、さらに好適な抗体核酸セグメントは、標準的な分子生物学的技術によって容易に調
製するることができる。任意の変異株[variant]，突然変異体[mutant]または第二世代の
ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，抗ＶＥＧＦ抗体核酸セグメントが本発明の用途に好適であ
るか確認するために、該核酸セグメントは、本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，抗Ｖ
ＥＧＦ抗体の発現を確認するために試験する。好ましくは、変異株，突然変異体または第
二世代核酸セグメントは、標準条件下で、より好ましくは、標準的に厳しいハイブリダイ
ゼーション条件下で、ハイブリダイゼーションを確認するためにも試験する。好適なハイ
ブリダイゼーション条件の例としては、約５０℃で、約７％のドデシル硫酸ナトリウム（
ＳＤＳ），約０．５ＭのＮａＰＯ4および約１ｍＭのＥＤＴＡ中でハイブリダイゼーショ
ンし；そして約４２℃で約１％のＳＤＳで洗浄することが挙げられる。
【０１９２】
　様々なヒト抗体が容易に調製することができることから、本発明の治療方法は、患者に
おいて、少なくとも第１の本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体の
生物学的に有効な量を発現する、少なくとも第１の核酸セグメントまたは分子を、動物ま
たは患者に提供することで実施することができる。「ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト
抗ＶＥＧＦ抗体を発現する核酸セグメントまたは分子」は、一般に、少なくとも発現構造
物またはベクターの形であり、ウイルスまたは組換え宿主細胞の中に含まれる発現構造物
またはベクターの形であってもよい。本発明の好ましい遺伝子治療ベクターは、通常、組
換え型のレトロウイルス，単純ヘルペスウイルス（ＨＳＶ），アデノウイルス，アデノ随
伴ウイルス（ＡＡＶ），サイトメガロウィルス（ＣＭＶ）などの中に含まれるような、ウ
イルスベクターである。
【０１９３】
　このように、本発明は、本発明の抗体をコードする核酸配列を含む核酸セグメントまた
は分子を、さらに提供する。このような配列に実質的に相同な核酸分子も含まれる。好ま
しい核酸分子は、配列番号２１に提示されたアミノ酸配列をコードする。より好ましい核
酸分子は、配列番号２０に定義した核酸配列または該配列と実質的に相同な配列を含む。
【０１９４】
　さらなる側面は、本発明の１つ以上の核酸セグメントまたは分子を含む発現構造物また
は発現ベクターを提供する。好ましくは、発現構造物またはベクターは組換え型である。
好ましくは、該構造物またはベクターは、本発明の核酸分子にコードされたタンパク質配
列の転写および翻訳に必要な調節配列をさらに含む。
【０１９５】
　さらなる側面は、本発明の１つ以上の発現構造物または発現ベクターを含む宿主細胞ま
たはウイルスを提供する。本発明の核酸分子の１つ以上を含む宿主細胞またはウイルスも
提供する。本発明の抗体を発現している宿主細胞またはウイルスは、さらなる側面を形成
する。
【０１９６】
　本発明のさらなる側面は、本発明の宿主細胞を培養する段階を含む、本発明の抗体を製
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造する方法を提供する。好適な方法は、コードされた抗体またはタンパク質の発現に好適
な条件下で、本発明の組換え型発現ベクターの１つ以上または核酸配列の１つ以上を含む
宿主細胞を培養する段階（ｉ）；および任意に、宿主細胞または増殖培養液／上澄から抗
体またはタンパク質を単離する段階（ｉｉ）を含む。このような製造方法は、抗体または
タンパク質産物を精製する段階および／または少なくとも１つの添加成分（薬学的に許容
し得る担体または賦形剤など）を含む組成物に抗体または産物を処方する段階も含むこと
ができる。
【０１９７】
　本発明の抗体またはタンパク質が複数のポリペプチド鎖（例えば、Ｆａｂ断片などのよ
うな特定の断片）を占める場合の態様において、すべてのポリペプチドは好ましくは、同
じまたは異なる発現ベクターのいずれかから宿主細胞中で発現され、その結果、完全タン
パク質（例えば、本発明の結合タンパク質）が宿主細胞中で会合し、そこから単離または
精製することができる。
【０１９８】
　本発明の抗体は、ＶＥＧＦと結合するさらなる抗体を製造するのに用いることもできる
。このような用途としては、例えば、新規抗体を形成するために、親抗体のアミノ酸配列
における１つ以上のアミノ酸の付加，欠損，置換または挿入が挙げられ（ここで該親抗体
とは本明細書の他で定義される本発明の抗体の１つである）、およびその結果得られた新
規抗体を、ＶＥＧＦに特異的な抗体であるかを同定するために試験することが挙げられる
。このような方法は、ＶＥＧＦと結合することができるかすべて試験することができる複
数の新規な抗体を形成するために用いることができる。好ましくは、１つ以上のアミノ酸
の付加，欠損，置換または挿入は、ＣＤＲドメインの１つ以上で起こる。
【０１９９】
　親抗体に対するこのような修飾または突然変異は、例えば、ランダム変異導入法や部位
特異的突然変異誘発法などを実施することによって、当該分野において周知かつ文書化さ
れている技術を用いた任意の適切な方法によって実施することができる。定方向突然変異
誘発を用いることになっている場合、突然変異誘発に適切な残基を同定する戦略の１つは
、抗原結合に関与するキーとなる残基を同定するために、結合タンパク質－抗原複合体（
例えば、Ａｂ－Ａｇ複合体）の結晶構造の分解能を利用することである（Davies および 
Cohen, 1996）。続いて、これらの残基を、相互作用を強化するために突然変異させるこ
とができる。あるいは、単に、１つ以上のアミノ酸残基を定方向突然変異誘発に対する標
的とすることができ、そして腫瘍細胞への結合に対する効果を評価できる。
【０２００】
　ランダム変異導入は、例えば、変異性ＰＣＲ，チェイン・シャフリング[chain shuffli
ng]または突然変異誘発Ｅ．コリ株によって、任意の適切な方法において実施することが
できる。
【０２０１】
　このように、本発明のＶHドメインの１つ以上は、任意の適切な供給源に由来する単一
のＶLドメインまたはＶLドメインのレパートリと組み合わせることができ、その結果得ら
れた新規抗体を、ＶＥＧＦに特異的な抗体であるか同定するために試験する。逆に言えば
、本発明のＶLドメインの１つ以上は、任意の適切な供給源に由来する単一のＶHドメイン
またはＶHドメインのレパートリと組み合わせることができ、その結果得られた新規抗体
を、ＶＥＧＦに特異的な抗体であるか同定するために試験する。例えば、上記のように、
本発明の好ましい抗体（ｒ８４／ＰＧＮ３１１）のＶLドメインは、種々のＶHドメインと
結合することができ、ＶＥＧＦと結合する能力を依然として保持できることを示している
。
【０２０２】
　同様に、本発明のＶHおよび／またはＶLドメインのＣＤＲのうち１つ以上、好ましくは
３つすべてが、適切であれば、単一のＶHおよび／またはＶLドメインあるいはＶHおよび
／またはＶLドメインのレパートリに接合することができ、その結果得られた新規抗体を
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、ＶＥＧＦに特異的な抗体であるか同定するために試験する。
【０２０３】
　ＣＤＲ（特に軽鎖および／または重鎖のＣＤＲ３）における標的とされた突然変異は、
抗体親和性を増加させるのに有効な技術であることが示されているものであり、好ましい
。ＣＤＲ３の３～４個のアミノ酸からなるブロックまたは「ホットスポット」と呼ばれる
特異的な領域が、突然変異生成の標的となることが好ましい。
【０２０４】
　「ホットスポット」は、体細胞超変異がインビボで起こる配列である（Neuberger およ
び Milstein, 1995）。ホットスポット配列は、特定のコドンのコンセンサス核酸配列と
して定義することができる。コンセンサス配列は、テトラヌクレオチドであるＲＧＹＷで
あり、ＲはＡまたはＧのいずれか、ＹはＣまたはＴ、ＷはＡまたはＴのいずれかである（
Neuberger および Milstein, 1995）。加えて、ヌクレオチドＡＧＹにコードされるセリ
ン残基は、潜在的ホットスポット配列に対応するＴＣＮにコードされるそれらよりも、可
変ドメインのＣＤＲ領域に圧倒的に存在している（Wagner et al., 1995）。
【０２０５】
　このように、本発明の各抗体の重鎖および軽鎖のＣＤＲの核酸配列に対して、ホットス
ポット配列およびＡＧＹコドンが存在するか調べることができる。その上、軽鎖および重
鎖のＣＤＲ領域の同定されたホットスポットは、Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　ＩｍＭｕ
ｎｏＧｅｎ　Ｔｉｃｓデータベース（ＩＭＧＴ，http://imgt.cines.fr/textes/vquest/
）を用いて、重鎖および軽鎖の胚の配列と任意に比較することができる（Davies et al.,
 1990）。生殖細胞系と同一の配列は、体細胞変異が発生しなかったことを示唆し；従っ
て、インビボで起こる体性事象を模倣して、ランダムな突然変異を誘導することができ、
または、代わりに、例えば、ホットスポットおよび／またはＡＧＹコドンなどで、部位特
異的突然変異誘発を実施することができる。対照的に、異なる配列は、いくつかの体細胞
突変異が既に発生したことを示している。インビボでの体細胞変異が最適なものであるか
どうか確認できないままである。
【０２０６】
　突然変異の好ましいホットスポットは、露出したアミノ酸をコードするもの、好ましく
は抗原結合部位の一部を形成するアミノ酸をコードするものである。突然変異の他の好ま
しいホットスポットは、非保存的アミノ酸をコードするものである。ＣＤＲ内の埋もれた
、または保存されたアミノ酸をコードするホットスポットは、好ましくは突然変異を起こ
さない。これらの残基は通常、構造全体わたり重大であり、またこれらは埋もれているの
で抗原とは相互作用しそうにない。
【０２０７】
　アミノ酸およびタンパク質ドメインに対して上記操作を実施する方法は、当業者に周知
である。例えば、該操作は、核酸レベルでの遺伝子工学によって都合良く実施することが
でき、ここで、適切な結合タンパク質およびそのドメインをコードする核酸分子は、発現
して得られたタンパク質のアミノ酸配列が次々にその結果として修飾されるように、適切
な方法で修飾される。
【０２０８】
　新規抗体の１つ以上がＶＥＧＦに特異的に結合できるか試験することは、任意の適切な
方法で実施することができ、該方法は当該分野において周知かつ文書化されている。ＶＥ
ＧＦ検体は広く利用でき（実施例を参照）、これら検体は、例えば、ＥＬＩＳＡや親和性
クロマトグラフィーなどの従来法によって結合をアッセイするのに容易に用いることがで
きる。
【０２０９】
　これらの方法によって製造できる新規抗体は、親抗体と比較して、ＶＥＧＦに対してよ
り高いか強化された親和性（または少なくとも同等の親和性）を有することが好ましく、
本明細書の他で記載の本発明の抗体と同様の方法で取り扱い、用いることができる（例え
ば、治療，診断，組成物中など）。
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【０２１０】
　これらの方法によって作製された，得られた、または得られる新規抗体は、本発明のさ
らなる側面を形成する。
【０２１１】
　本発明は、本発明の少なくとも１つのヒト抗体または抗体断片を含む組成物（任意に希
釈剤を含む）をさらに提供する。このような組成物は、薬学的に許容し得る組成物であっ
ても、実験室での研究に用いられる組成物であってもよい。医薬組成物に関して、これら
は、静脈内投与などの非経口投与、または眼投与で好ましく処方することができる。
【０２１２】
　本発明は、本発明のヒト抗体および抗体断片の、多くの方法および用途を提供する。す
べての方法に関して、「ａ」および「ａｎ」の用語は、特に明記した場合を除いて、列挙
した方法における「少なくとも１つ」，「少なくとも第１」，「１つ以上」または「複数
 [a plurality]」の段階を意味するために用いられる。これは治療法の投与段階に特に関
連する。このように、多くの異なる用量が本発明に用いることができるのみならず、異な
る用量数（例えば、注射）が複数回の注射を含むまで用いることができる。抗ＶＥＧＦ治
療抗体の投与前，後または投与中に、併合した治療法を用いることができる。
【０２１３】
　本発明の抗体の、様々な有用なインビトロの方法および用途が提供され、重要な生物学
的意味を有する。最初に提供するものは、ＶＥＧＦ（好ましくは遊離の（受容体に結合し
ていない）ＶＥＧＦ）を含む組成物を、少なくとも第１の本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッ
キング，抗ＶＥＧＦ抗体またはその抗原結合断片に、効果的に接触させることを一般的に
含む、ＶＥＧＦと結合する方法および用途である。
【０２１４】
　ＶＥＧＦを検出する方法および用途が提供され、それらは、ＶＥＧＦ／抗体複合体が効
率的に形成でき、そのように形成した該複合体を検出する条件下で、ＶＥＧＦを含むと疑
われる組成物を、少なくとも第１の本発明のヒト抗体またはその抗原結合断片と接触させ
ることを一般的に含む。検査法および用途は、例えば、血管新生および腫瘍の診断におい
て、生物学的検体に関連して用いることができ、それらに基づく診断キットも提供される
。
【０２１５】
　本発明は、ＶＥＧＦ受容体のＶＥＧＦＲ２に対するＶＥＧＦ結合を阻害するのに効果的
な条件で、ＶＥＧＦＲ２（ＫＤＲ／Ｆｌｋ－１）を発現する内皮細胞を含む細胞の集団ま
たは組織を、ＶＥＧＦ存在下、少なくとも第１の本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，
ヒト抗ＶＥＧＦ抗体またはその抗原結合断片の生物学的に有効な量を含んでいる組成物と
接触させることを一般的に含む、ＶＥＧＦ受容体のＶＥＧＦＲ２に対するＶＥＧＦ結合を
選択的にまたは特異的に阻害する方法および用途を提供する。
【０２１６】
　ＶＥＧＦ受容体のＶＥＧＦＲ１に対するＶＥＧＦ結合を有意に阻害することなく、ＶＥ
ＧＦ受容体のＶＥＧＦＲ２に対するＶＥＧＦ結合を有意に阻害する方法および用途を提供
する。これらの方法は、ＶＥＧＦ受容体のＶＥＧＦＲ１に対するＶＥＧＦ結合を有意に阻
害することなく、ＶＥＧＦ受容体のＶＥＧＦＲ２に対するＶＥＧＦ結合を阻害するのに効
果的な条件で、ＶＥＧＦ存在下、ＶＥＧＦＲ２（ＫＤＲ／Ｆｌｋ－１）およびＶＥＧＦＲ
１（Ｆｌｔ－１）を発現する内皮細胞の集団を含む細胞の集団または組織を、少なくとも
第１の本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体またはその抗原結合断
片の生物学的に有効な量を含む組成物と接触させることを含む。
【０２１７】
　本発明のさらなる方法および用途は、ＶＥＧＦＲ２およびＶＥＧＦＲ１と称するＶＥＧ
Ｆ受容体の生物学的役割を分析することにあって、次の段階を含む：
　　　　（ａ）ＶＥＧＦＲ２（ＫＤＲ／Ｆｌｋ－１）およびＶＥＧＦＲ１（Ｆｌｔ－１）
受容体を発現する細胞の集団およびＶＥＧＦを含む生物学的組成物または組織を、少なく
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とも第１の本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体またはその抗原結
合断片の生物学的に有効な量を含む組成物に接触させること；ならびに
　　　　（ｂ）本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，抗ＶＥＧＦ抗体の、ＶＥＧＦに対
する少なくとも第１の生物学的反応の効果を測定すること；ここで：
　　　　　　　（ｉ）本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，抗ＶＥＧＦ抗体存在下の生
物学的反応における変更は、ＶＥＧＦＲ２受容体に媒介される反応を表し；および
　　　　　　　（ｉｉ）本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，抗ＶＥＧＦ抗体存在下の
生物学的反応の維持は、ＶＥＧＦＲ１受容体に媒介される反応を表す。
【０２１８】
　増殖を阻害する方法および用途を提供し、ＶＥＧＦに誘導される内皮細胞の増殖および
／または遊走を特異的に阻害する方法および用途を含み、ＶＥＧＦに誘導される細胞増殖
および／または遊走を阻害するのに効果的な条件で、内皮細胞の集団およびＶＥＧＦを含
む細胞の集団または組織を、少なくとも第１の本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒ
ト抗ＶＥＧＦ抗体または本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，抗ＶＥＧＦ抗体の抗原結
合断片の生物学的に有効な量を含む組成物に接触させることを一般的に含む。
【０２１９】
　ＶＥＧＦＲ２に誘導されるマクロファージ機能を阻害する方法および用途も提供され、
ＶＥＧＦＲ２に誘導されるマクロファージ機能を阻害するのに効果的な条件で、マクロフ
ァージおよびＶＥＧＦを含む細胞の集団または組織を、少なくとも第１の本発明のＶＥＧ
ＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体または抗ＶＥＧＦ抗体の抗原結合断片の生物
学的に有効な量を含む組成物に接触させることを一般的に含む。
【０２２０】
　上述の方法は、腫瘍の治療に好ましく適用され、該方法はＶＥＧＦＲ２に誘導されるマ
クロファージ機能を阻害し、それによって、腫瘍浸潤性マクロファージ（ＶＥＧＦＲ２を
発現する）の、腫瘍発達および／または転移の促進能を減少させる。
【０２２１】
　破骨細胞または軟骨吸収細胞の、ＶＥＧＦＲ１に媒介される刺激を有意に阻害すること
なく、ＶＥＧＦに誘導される内皮細胞の増殖および／または遊走、ならびに任意に血管新
生を阻害する方法および用途をさらに提供する。この方法は、破骨細胞または軟骨吸収細
胞のＶＥＧＦＲ１に媒介される刺激を有意に阻害することなく、ＶＥＧＦに誘導される内
皮細胞の増殖および／または遊走あるいは血管新生を阻害するのに効果的な条件で、破骨
細胞または軟骨吸収細胞の少なくとも１つおよび内皮細胞を含む細胞の集団または組織を
、少なくとも第１の本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体または該
抗体の抗原結合断片の生物学的に有効な量を含む組成物に接触させることを一般的に含む
。
【０２２２】
　上述の方法および用途は、インビトロおよびインビボで実施することができ、後者の場
合、組織または細胞は動物内にあり、ヒト抗ＶＥＧＦ抗体は該動物に投与される。いずれ
の場合においても、上記方法および用途は、血管新生を阻害する方法および用途になり、
血管新生を阻害するのに効果的な条件で、血管新生の血管もしくは潜在的に血管新生の血
管を含む組織またはその集団（すなわち、ＶＥＧＦに曝露される血管または潜在的にＶＥ
ＧＦに曝露される血管）を、少なくとも第１の本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，抗
ＶＥＧＦ抗体またはその抗原結合断片の生物学的に有効な量を含む抗血管新生組成物に接
触させることを含む。
【０２２３】
　潜在的血管新生の血管の集団がエックスビボで維持されている場合、本発明は創薬プロ
グラムの実用性を有する。信頼できる陽性対照および陰性対照を有する、インビトロでの
スクリーニングアッセイは、血管新生過程のさらなる情報の描写におけるのと同様に、血
管新生を阻害または促進する薬の開発における最初の段階として有用である。潜在的な血
管新生の血管の集団が動物または患者の体内にある場合、抗血管新生組成物は治療の形態
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として該動物に投与される。
【０２２４】
　従って、上述の阻害方法の各々に関して、「生物学的に有効な量」は、ＶＥＧＦに誘導
される内皮細胞の増殖および／または遊走を阻害する；ＶＥＧＦＲ１に誘導される細胞内
事象を有意に阻害することなく、ＶＥＧＦに誘導される内皮細胞の増殖および／または遊
走を阻害する；破骨細胞または軟骨吸収細胞のＶＥＧＦＲ１刺激を有意に阻害することな
く、ＶＥＧＦに誘導される内皮細胞の増殖および／または遊走あるいは血管新生を阻害す
る；全体的に見て、血管の成長または血管新生を阻害するのに効果的な方法で血管内皮細
胞の増殖および／または遊走を減らすのに有効な、本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング
，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体の量である。
【０２２５】
　このように、本発明は、破骨細胞または軟骨吸収細胞のＶＥＧＦ刺激を有意に阻害する
ことなく、ＶＥＧＦに誘導される血管新生を阻害する、好ましくは血管新生疾病を治療す
る方法および用途を提供する。この方法は、破骨細胞または軟骨吸収細胞のＶＥＧＦ刺激
を有意に阻害することなく、ＶＥＧＦに誘導される血管新生を阻害し、かつ血管新生疾病
を治療するのに有効な条件で、破骨細胞または軟骨吸収細胞の少なくとも１つおよび内皮
細胞を含む細胞の集団または組織を、少なくとも第１の本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキ
ング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体または該抗体の抗原結合断片の生物学的に有効な量を含む組成
物に接触させることを一般的に含む。
【０２２６】
　骨代謝における有意な副作用を引き起こすことなく、ＶＥＧＦに誘導される血管新生を
阻害する、好ましくは血管新生疾病を治療する方法および用途をさらに提供する。この方
法は、破骨細胞または軟骨吸収細胞の活性を有意に損なわないことによって骨代謝におけ
る有意な副作用を引き起こすことなく、ＶＥＧＦに誘導される血管新生を阻害し血管新生
の疾病を治療するのに有効な条件で、破骨細胞または軟骨吸収細胞の少なくとも１つおよ
び血管内皮細胞を含む組織または血管新生の血管の集団を、少なくとも第１の本発明のＶ
ＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体または該抗体の抗原結合断片の生物学的
に有効な量を含む組成物に接触させることを一般的に含む。
【０２２７】
　望ましくなく、不適切で、異常で、過剰なおよび／または病理学的な血管新生によって
特徴づけられる、任意の疾病または障害を有するまたは発症する危険性がある動物および
患者に関して、抗血管新生薬剤スクリーニング（インビトロ）および治療（インビボ）が
提供される。異常な血管新生は広範囲にわたる疾病および障害で起こるので、所定の抗血
管新生治療が、任意の許容し得るモデル系で有効なことが示されれば、血管新生と関連が
ある疾病および障害の全範囲を治療するために用いることができることは、当業者に周知
である。
【０２２８】
　本発明の方法および用途は、任意の型の血管化腫瘍；加齢性黄斑変性症を含む黄斑変性
症；リウマチ性関節炎を含む関節炎；アテローム性動脈硬化症およびアテローム動脈硬化
性斑；糖尿病性網膜症および他の網膜症；グレーブス病を含む甲状腺過形成；血管腫；血
管新生緑内障；ならびに乾癬を有するまたは発症する危険性がある動物および患者に用い
ることを特に意図している。
【０２２９】
　本発明の方法および用途は、動静脈奇形（ＡＶＭ），髄膜腫，および血管形成術後の再
狭窄を含む血管再狭窄を有するまたは発症する危険性がある動物および患者の治療をさら
に意図している。治療法および用途の他の標的は、血管線維腫，皮膚炎，子宮内膜症，血
友病性関節，過形成性瘢痕，炎症性疾患および障害，化膿の肉芽腫，強皮症，滑膜炎，ト
ラコーマならびに血管の癒着を有するまたは発症する危険性がある動物および患者である
。
【０２３０】
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　米国特許第５，７１２，２９１号および第６，５２４，５８３号（それぞれ参照により
本明細書に特に援用される）で開示されているように、上記のそれぞれのいくらか好まし
い治療群は、本発明により治療されるべき疾患の型を網羅したものではまったくない。米
国特許第５，７１２，２９１号および第６，５２４，５８３号はそれぞれ、抗血管新生治
療により効果的に治療できる他の疾患の多くを同定する目的；血管新生阻害化合物の定義
されたカテゴリが開示されクレームされた場合（この場合、本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロ
ッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体）血管新生疾患すべての治療が統一概念を表すことを示す
目的；ならびに、血管新生疾患すべての治療が単一のモデル系のみのデータによって可能
となることを示す目的を含む、ある特定の目的で参照により本明細書に援用されるもので
ある。
【０２３１】
　さらなる側面において、米国特許第５，７１２，２９１号および第６，５２４，５８３
号（それぞれ参照により本明細書に援用される）で開示されているように、本発明の方法
および用途は、維管束組織の異常増殖，赤鼻，後天性免疫不全症候群，動脈閉塞，アトピ
ー性角膜炎，細菌性潰瘍，Ｂｅｃｈｅｔｓ疾病，血液感染性の腫瘍，頸動脈閉塞性疾病，
化学火傷，脈絡膜血管新生，慢性炎症，慢性網膜剥離，慢性ブドウ膜炎，慢性ｖｉｔｒｉ
ｔｉｓ，コンタクトレンズの長期装着，角膜移植後拒絶反応，角膜血管新生，角膜移植片
血管新生，クローン病，Ｅａｌｅｓ疾病，流行性角結膜炎，菌類性の潰瘍，単純ヘルペス
感染症，帯状疱疹感染症，過粘着性症候群，カポシ肉腫，白血病，脂質退化，ライム疾病
，外縁角質溶解，モーレン潰瘍，ライ病以外のマイコバクテリア感染症，近視，眼の血管
新生に係る疾病，視覚穴，オスラー－ウェーバー症候群（オスラー－ウェーバー－ランデ
ュ），変形関節炎，Ｐａｇｅｔｓ疾病，扁平部炎，類天疱瘡，ｐｈｙｌｅｃｔｅｎｕｌｏ
ｓｉｓ，多発性動脈炎，ポスト・レーザー合併症，原生動物による感染症，弾性線維偽黄
色腫，鰭乾燥角膜炎，放射状角膜切開術，網膜血管新生，未熟児網膜症，後水晶体線維増
殖，類肉腫，強膜炎，鎌状赤血球貧血，Ｓｏｇｒｅｎｓ症候群，固形腫瘍，Ｓｔａｒｇａ
ｒｔｓ疾病，スティーブンのジョンソン疾病，上位辺縁角膜炎，梅毒，全身性狼瘡，テリ
アン辺縁変性，トキソプラズマ病，外傷，ユーイング肉腫の腫瘍，神経芽細胞腫の腫瘍，
骨肉腫の腫瘍，網膜芽細胞腫の腫瘍，横紋筋肉腫の腫瘍，ｕｌｃｅｒｉｔｉｖｅ大腸炎，
静脈閉塞，ビタミンＡ欠乏症およびＷｅｇｅｎｅｒｓ多臓器肉芽腫性疾患を有するまたは
発症する危険性がある動物および患者の治療を意図している。
【０２３２】
　本発明は、米国特許第５，７５３，２３０号（参照により本明細書に特に援用される）
に記載の免疫学的薬剤を用いる関節炎の治療と同様に、関節炎を有するまたは発症する危
険性がある動物および患者の治療に対する方法および用途をさらに提供する。糖尿病，寄
生病，異常な癒傷，手術後の肥厚，火傷，損傷または外傷，発毛の阻害，排卵および黄体
形成の阻害，着床の阻害ならびに子宮内の胚発生の阻害に関する望ましくない血管新生の
治療に対する抗血管新生の戦略の応用をさらに例示するために、米国特許第５，９７２，
９２２号も参照により本明細書に特に援用される。従って、上述の条件すべては、本発明
を方法および用途による治療のために意図されている。
【０２３３】
　移植片拒絶の一般療法に対する抗血管新生の戦略の使用を例示するために、さらに米国
特許第５，６３９，７５７号を参照により本明細書に特に援用される。ＶＥＧＦ阻害に基
づく抗血管新生の戦略を用いる、肺炎症，ネフローゼ症候群，子癇前症，心膜炎と関連し
た浸出などの心外膜液，および胸水の治療は、WO 98/45331に記載されており、参照によ
り本明細書に特に援用される。従って、任意の上述した疾患を有するまたは発症する危険
性がある動物および患者は、本発明の方法および用途によって治療されることを意図して
いる。
【０２３４】
　WO 98/16551（参照により本明細書に特に援用される）に開示されているように、ＶＥ
ＧＦ機能を中和する生体分子も、望ましくない血管透過によって特徴づけられる疾病およ
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び障害の治療に用いることに好適である。従って、本発明のＶＥＧＦ中和抗体，方法およ
び用途は、望ましくない血管透過（例えば、脳腫瘍に伴う水腫，悪性腫瘍に伴う腹水，メ
イグスの症候群，肺炎症，ネフローゼ症候群，心外膜液および胸水など）によって特徴づ
けられる疾病および障害を有するまたは発症する危険性がある動物および患者の治療に適
用できる。
【０２３５】
　上述の疾病すべてに対する治療が本発明の統一された発明の範囲内で可能であるが、本
発明の方法および用途の特に好ましい側面は、原発腫瘍からの血管化固形腫瘍，転移性腫
瘍または転移を有するまたは発症する危険性がある動物および患者に対する、抗血管新生
の治療への応用である。
【０２３６】
　破骨細胞または軟骨吸収細胞のＶＥＧＦ刺激を有意に阻害することなく、ＶＥＧＦに誘
導される血管新生を阻害する、好ましくは抗腫瘍効果または改善された抗腫瘍効果を発揮
する方法および用途をさらに提供する。この方法は、破骨細胞または軟骨吸収細胞のＶＥ
ＧＦ刺激を有意に阻害することなく、ＶＥＧＦに誘導される血管新生を阻害し抗腫瘍効果
または改善された抗腫瘍効果を発揮するのに効果的な条件で、マクロファージ，破骨細胞
または軟骨吸収細胞の少なくとも１つおよび血管内皮細胞を含む血管形成の血管の集団，
腫瘍環境または組織を、少なくとも第１の本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗
ＶＥＧＦ抗体または該抗体の抗原結合断片の生物学的に有効な量を含む組成物に接触させ
ることを含む。
【０２３７】
　このように、本発明は、血管新生に関連した疾病（血管新生に伴うすべての型の癌を含
む）を治療する方法および用途をさらに提供するものであり、このような疾病または癌を
患う動物または患者に、本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体もし
くは抗原結合断片またはこのような抗ＶＥＧＦ抗体の免疫抱合体を含む少なくとも第１の
医薬組成物の治療上有効な量を投与することも含む。
【０２３８】
　加えて、本発明の方法および用途は、リンパ管形成を阻害する方法および用途を含むも
のであり、リンパ管形成を阻害するのに効果的な条件下で、リンパ管[lymphatic vessel]
（「リンパ管[lymphatics]」）を含む組織またはその集団、特にＶＥＧＦに曝露されるも
しくは潜在的に曝露されるリンパ管を、少なくとも第１の本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッ
キング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体もしくはその抗原結合断片の生物学的に有効な量を含む抗血
管新生の組成物に接触させることを含む。
【０２３９】
　リンパ管群がエックスビボで維持される場合に、本発明は、創薬プログラムの実用性を
有する。リンパ管群が動物または患者の体内にある場合、本発明の組成物は治療の形態と
して動物に投与される。
【０２４０】
　リンパ管形成を阻害する観点から、「生物学的に有効な量」は、ＶＥＧＦに誘導される
リンパ管形成（すなわち、ＶＥＧＦＲ２によって誘導される、ＶＥＧＦ－Ａに刺激された
リンパ管形成）を阻害するのに有効な本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥ
ＧＦ抗体の量である。ＶＥＧＦＲ１に刺激された事象（破骨細胞または軟骨吸収細胞の刺
激など）を有意に阻害することなく、ＶＥＧＦに誘導されるリンパ管形成が誘導されるこ
とが好ましい。
【０２４１】
　このように、本発明は、リンパ管形成を伴う疾病（リンパ管形成を伴う癌のすべての型
を含む）を治療する方法および用途を含み、このような疾病もしくは癌を患う動物または
患者に、本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体もしくは抗原結合断
片またはこのような抗ＶＥＧＦ抗体の免疫抱合体を含む少なくとも第１の医薬組成物の治
療上有効な量を投与することを含む。
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【０２４２】
　本発明のさらなる側面は、治療，イメージングまたは診断に用いる組成物または医薬の
製造における、本発明のヒト抗体もしくは抗原結合断片またはこのような抗体の免疫抱合
体の使用を提供する。
【０２４３】
　さらなる側面は、治療，イメージングまたは診断に使用するための本発明のヒト抗体も
しくは抗原結合断片またはこのような抗体の免疫抱合体を提供する。
【０２４４】
　加えて、本発明は、１つ以上の薬学的に許容し得る賦形剤，担体，希釈剤，緩衝剤また
は安定化剤とともに、本発明のヒト抗体もしくは抗原結合断片またはこのような抗体の免
疫抱合体を含む組成物を提供する。
【０２４５】
　本明細書に記載のインビボでの方法は、通常、哺乳動物に対して実施する。例えば、ヒ
トおよび任意の家畜類[livestock]，家畜[domestic animal]または実験動物などの、任意
の哺乳動物を治療することができる。具体例として、マウス，ラット，ブタ，ネコ，イヌ
，ヒツジ，ウサギ，ウシおよびサルが挙げられる。しかしながら、哺乳動物はヒトが好ま
しい。
【０２４６】
　このように、本明細書で用いられる「動物」または「患者」という用語は、例えば、ヒ
トおよび任意の家畜類，家畜または実験動物などの、任意の哺乳動物を含む。具体例とし
て、マウス，ラット，ブタ，ネコ，イヌ，ヒツジ，ウサギ，ウシおよびサルが挙げられる
。しかしながら、動物または患者はヒトの対象が好ましい。
【０２４７】
　本発明は、接合していないまたは裸の抗体およびその断片を用いる抗血管新生方法と、
本発明のヒト抗体またはその抗原結合断片が治療薬に動作可能に付着した免疫抱合体を用
いる血管標的方法との両方を結び付けている。従って、特に明記しないまたは科学用語か
ら明らかでない限り、本明細書で用いられる「抗体および断片」は、「接合していないま
たは裸の」ヒト抗体または断片を意味し、他の薬剤、特に治療薬または診断薬に付着して
ない。これらの定義は、例としてにすぎないが、生物学的半減期，親和性[affinity]，親
和性[avidity]もしくは抗体の他の特性を改善する修飾などの、該抗体の修飾、または該
抗体と他のエフェクタとの組合せを排除しない。
【０２４８】
　本発明の抗血管新生の治療法および用途は、接合していないまたは裸の抗体と免疫抱合
体との両方の使用も包含する。免疫抱合体に基づく抗血管新生の治療法において、本発明
のヒト抗体またはその抗原結合断片は、第２の抗血管新生剤（第１の抗血管新生剤である
、抗ＶＥＧＦ抗体それ自体）に動作可能に付着していることが好ましい。この付着した抗
血管新生剤は、直接的または間接的な抗血管新生効果を有するものであってもよい。
【０２４９】
　抗血管新生の治療法および用途は、血管新生を伴う疾病（血管新生を伴う癌のすべての
型を含む）を患う動物または患者に、少なくとも第１の接合していないもしくは裸の本発
明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体またはその抗原結合断片を含む、
少なくとも第１の医薬組成物の治療上有効な量を投与することを含む。同様に、この投与
された抗体は、第２の抗血管新生剤と動作可能に結合していてもよい。
【０２５０】
　転移癌を治療する方法および用途は、転移癌を患う動物または患者に、少なくとも第１
の接合していないもしくは裸の本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗
体またはその抗原結合断片を含む、少なくとも第１の医薬組成物の治療上有効な量を投与
することを含む。さらなる方法において、この投与された抗体は第２の抗血管新生剤と動
作可能に結合していてもよい。
【０２５１】
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　原発癌からの転移を減少させる方法および用途は、少なくとも第１の接合していないも
しくは裸の本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体またはその抗原結
合断片を含む、少なくとも第１の医薬組成物の治療上有効な量を、原発癌を有するまたは
原発癌を治療した動物または患者に投与することを含む。同様に、この投与された抗体は
、第２の抗血管新生剤と動作可能に結合していてもよい。
【０２５２】
　血管新生を伴う疾病（血管新生を伴う癌のすべての型を含む）を治療する方法および用
途は、このような疾病（例えば、血管化腫瘍）を患う動物または患者に、少なくとも第１
の接合していないもしくは裸の本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗
体またはその抗原結合断片を、この疾病部位または血管化腫瘍内の血管新生を阻害するの
に有効な量で投与することをさらに含む。同様に、この投与された抗体は、第２の抗血管
新生剤と動作可能に結合していてもよい。
【０２５３】
　血管新生を伴う疾病（血管新生を伴う癌のすべての型を含む）を治療する方法および用
途は、このような疾病または癌を患う動物または患者に、少なくとも第１の接合していな
いもしくは裸の本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体またはその抗
原結合断片を、ＶＥＧＦ受容体のＶＥＧＦＲ２（ＫＤＲ／Ｆｌｋ－１）に対するＶＥＧＦ
結合を阻害するのに有効な量で投与し、その結果、この疾病部位または血管化腫瘍内の血
管新生を阻害することをさらに含む。代わりに、この投与された抗体は、第２の抗血管新
生剤と動作可能に結合していてもよい。
【０２５４】
　血管新生を伴う疾病（血管新生を伴う癌のすべての型を含む）を治療する方法および用
途は、血管化腫瘍を患う動物または患者に、少なくとも第１の接合していないもしくは裸
の本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体またはその抗原結合断片の
治療上有効な量を投与することをさらに含む；ここで、抗ＶＥＧＦ抗体は、ＶＥＧＦ受容
体のＶＥＧＦＲ１（Ｆｌｔ－１）に対するＶＥＧＦ結合を有意に阻害することなく、ＶＥ
ＧＦ受容体のＶＥＧＦＲ２（ＫＤＲ／Ｆｌｋ－１）に対するＶＥＧＦ結合を実質的に阻害
する。同様に、この投与された抗体は、第２の抗血管新生剤と動作可能に結合していても
よい。
【０２５５】
　血管新生を伴う疾病（血管新生を伴う癌のすべての型を含む）を治療するさらなる方法
および用途は、このような疾病，癌もしくは血管化腫瘍を患う動物または患者に、少なく
とも第１の接合していないもしくは裸の本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗Ｖ
ＥＧＦ抗体またはその抗原結合断片の治療上有効な量を投与することを含む；ここで、抗
ＶＥＧＦ抗体は、ＶＥＧＦ受容体のＶＥＧＦＲ１（Ｆｌｔ－１）に対するＶＥＧＦ結合を
有意に阻害することなく、ＶＥＧＦ受容体のＶＥＧＦＲ２（ＫＤＲ／Ｆｌｋ－１）に対す
るＶＥＧＦ結合を実質的に阻害し、その結果、該動物におけるＶＥＧＦＲ１に媒介される
事象を有意に損なうことなく、疾病部位，癌または血管化腫瘍内の血管新生を阻害する。
また、この投与された抗体は、第２の抗血管新生剤と動作可能に結合していてもよい。
【０２５６】
　血管新生を伴う疾病（血管新生を伴う癌のすべての型を含む）を治療するさらなる方法
および用途は、このような疾病，癌もしくは血管化腫瘍を患う動物または患者に、少なく
とも第１の接合していないもしくは裸の本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗Ｖ
ＥＧＦ抗体またはその抗原結合断片の治療上有効な量を投与することを含む；ここで、抗
ＶＥＧＦ抗体は、ＶＥＧＦ受容体のＶＥＧＦＲ１（Ｆｌｔ－１）に対するＶＥＧＦ結合を
有意に阻害することなく、ＶＥＧＦ受容体のＶＥＧＦＲ２（ＫＤＲ／Ｆｌｋ－１）に対す
るＶＥＧＦ結合を実質的に阻害し、その結果、疾病部位，癌または血管化腫瘍内の血管新
生を阻害し、さらに該疾病部位のＶＥＧＦＲ２発現マクロファージ（特に、ＶＥＧＦＲ２
を発現している、腫瘍浸潤性のマクロファージ）を阻害する。また、この投与された抗体
は、第２の抗血管新生剤と動作可能に結合していてもよい。
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【０２５７】
　血管新生を伴う疾病（血管新生を伴う癌のすべての型を含む）を治療するさらなる方法
および用途は、このような疾病，癌もしくは血管化腫瘍を患う動物または患者に、少なく
とも第１の接合していないもしくは裸の本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗Ｖ
ＥＧＦ抗体またはその抗原結合断片の治療上有効な量を投与することを含む；ここで、抗
ＶＥＧＦ抗体は、ＶＥＧＦ受容体のＶＥＧＦＲ１（Ｆｌｔ－１）に対するＶＥＧＦ結合を
有意に阻害することなく、ＶＥＧＦ受容体のＶＥＧＦＲ２（ＫＤＲ／Ｆｌｋ－１）に対す
るＶＥＧＦ結合を実質的に阻害し、その結果、該動物の破骨細胞および／または軟骨吸収
細胞活性を有意に損なうことなく、疾病部位，癌または血管化腫瘍内の血管新生を阻害す
る。同様に、この投与された抗体は、第２の抗血管新生剤と動作可能に結合していてもよ
い。
【０２５８】
　血管新生を伴う疾病（血管新生を伴う癌のすべての型を含む）を治療する方法および用
途は、このような疾病（例えば、血管化腫瘍）を患う動物または患者に、少なくとも第１
の接合していないもしくは裸の本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗
体またはその抗原結合断片を、骨代謝に有意な副作用を及ぼさずに疾病部位または血管化
腫瘍内の血管新生を阻害するのに有効な量で投与することをさらに含む。
【０２５９】
　上述した抗血管新生の治療法および用途は、通常、薬学的に有効な組成物を、動物また
は患者に対して全身的に（経皮的，筋肉内，静脈内注射などによって）投与することを含
む。しかしながら、腫瘍もしくは腫瘍内血管内皮細胞を含む血管新生部位に治療薬が局在
化できる任意の投与ルートも許容し得る。従って、他の好適な送達ルートとして、経口，
直腸，鼻，局所的，膣が挙げられる。米国特許第５，７１２，２９１号が、血管新生の疾
病または障害の治療に関連して含むことができる投与のさまざまなルートをさらに記載す
るために、参照により本明細書に特に援用される。
【０２６０】
　関節炎を治療するための使用および方法において、参照により本明細書に援用される米
国特許第５，７５３，２３０号に他の免疫学的薬剤のために記載されているように、例え
ば、滑液嚢内投与を用いることができる。目に関連した疾患において、眼の処方および投
与が考慮される。
【０２６１】
　本明細書に用いられる「投与」は、抗血管新生および／または抗腫瘍効果を及ぼすのに
有効な量および時間での、ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体を供給また
は送達する薬物療法を意味する。タンパク様薬剤の受動的投与は、通常、一つには、その
単純性および再現性のために好まれる。
【０２６２】
　しかしながら、「投与」という用語は、本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，抗ＶＥ
ＧＦ抗体が腫瘍血管系に送達されるかまたは別の方法で供給される、任意のおよびすべて
の手段に言及するため本明細書に用いられる。従って、「投与」は、腫瘍に送達するとい
う結果となるのに有効な方法で本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗
体を産生する細胞を供給することを含む。このような態様において、選択的に浸透する膜
，構造または移植可能デバイス（一般に治療を中止するために取り除くことができるもの
）に細胞を処方するかまたは詰めることが望ましい。この用量が綿密に観測、制御できる
非侵襲性の方法であるから、外因性の本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥ
ＧＦ抗体が一般的に今もなお好まれる。
【０２６３】
　本発明の治療法および用途は、腫瘍の周辺に発現または腫瘍に局在するという結果とな
るのに有効な方法で、本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体をコー
ドする核酸を供給することにも拡張される。患者の細胞のエックスビボでの操作を含む、
裸のＤＮＡの送達，組換え遺伝子およびベクター，細胞に基づく送達などの任意の遺伝子
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治療技術を用いることができる。
【０２６４】
　さらなる態様において、本発明は、疾病に伴う血管新生の血管に、選択された治療薬ま
たは診断薬を送達する方法および用途を提供する。このような態様は、選択された治療薬
または診断薬を、腫瘍または腫瘍内血管系または間質に送達するために用いることが好ま
しく、血管化腫瘍を患う動物または患者に、診断薬または治療薬が本発明のＶＥＧＦＲ２
－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体またはその抗原結合断片に動作可能に付着した少な
くとも第１の免疫抱合体を含む組成物の生物学的に有効な量を投与することを含む。
【０２６５】
　本発明が標的とする態様が内在する作用機構を理解することが、このような態様を実施
するために必要なことではないが、本発明の抗体が、血管新生および腫瘍血管系に発現さ
れるＶＥＧＦＲ１と結合したＶＥＧＦに対して結合することによって、付着した薬剤を血
管新生および腫瘍血管系に送達すると考えられる。このように、本発明のこれらの方法お
よび用途は、選択された治療薬または診断薬を、血管新生の血管，腫瘍または腫瘍内血管
系に送達することに関係し、そして治療を要する動物または患者に、診断薬または治療薬
が少なくとも第１のＶ本発明のＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体またはそ
の抗原結合断片に動作可能に付着した免疫抱合体を含む組成物の生物学的に有効な量を、
血管新生の血管，腫瘍または腫瘍内血管系に発現，過剰発現または上方制御されたＶＥＧ
ＦＲ１に結合したＶＥＧＦに対して該抗体が結合できるのに有効な方法で、投与すること
、従って、診断薬または治療薬を血管新生の血管，腫瘍または腫瘍内血管系のＶＥＧＦ－
ＶＥＧＦＲ１に送達することを含む。
【０２６６】
　選択された治療薬を腫瘍または腫瘍血管系または間質に送達することは、血流を抑える
、特に腫瘍血管系の血流を抑え；破壊する、特に腫瘍血管系を破壊し；および壊死、特に
腫瘍の壊死を誘導するよう作用する。このように、これらの方法および用途は、血管化腫
瘍を有する動物または患者を治療する方法として集約することができ、該動物または患者
に、動作可能に治療薬に付着した、本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧ
Ｆ抗体またはその抗原結合断片を含む少なくとも第１の免疫抱合体を含む少なくとも第１
の医薬組成物の治療上有効な量を投与することを含む。
【０２６７】
　本発明に用いられる「治療上有効な量」は、選択する動物または患者に投与すると、腫
瘍または腫瘍内血管内皮細胞の少なくとも一部を特異的に殺す；腫瘍または腫瘍内血管内
皮細胞の少なくとも一部でアポトーシスを特異的に誘導する；腫瘍または腫瘍内血管の少
なくとも一部で凝固を特異的に促進する；腫瘍の血液を輸送する血管の少なくとも一部を
特異的に閉塞または破壊する；腫瘍の少なくとも一部で壊死を特異的に誘導する；および
／または腫瘍退縮または寛解を誘発するのに有効な、本発明のＶＥＧＦ２－ブロッキング
，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体もしくはその免疫抱合体の量である。このような効果は、正常で健
康な組織の血管内皮細胞にほとんど結合しないかもしくはまったく結合しないこと、また
はそれをほとんど殺さないかもしくはまったく殺さないこと；健康で正常な組織の血管を
ほとんど凝固，閉塞，破壊しないかもしくはまったく凝固，閉塞，破壊しないことを示し
；また、動物または患者の正常で健康な組織に対しては無視できるか管理できる程度の副
作用を及ぼしながらも、達成される。
【０２６８】
　腫瘍血管系での凝固もしくはその破壊を促進すること、および／または腫瘍間質に結合
するおよび／または腫瘍壊死を引き起こすことに照らして、本明細書で用いられる「選択
的に」および「特異的に」という用語は、腫瘍間質，血管系および腫瘍部位に実質的に限
定され、動物または対象の正常で健康な組織での凝固，破壊および／または組織の壊死を
引き起こすまでには実質的に拡張されない、間質結合，凝固，破壊および／または腫瘍壊
死を達成する本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体またはその免疫
抱合体の機能を意味する。従って、健康な細胞および組織の構造ならびに機能は、本発明
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の実施に実質的に損なわれずに維持される。
【０２６９】
　本発明の抗体がＶＥＧＦＲ１に関連するＶＥＧＦに結合することによって血管新生およ
び腫瘍血管系に薬剤を効果的に送達するにもかかわらず、他の方法および用途は、治療薬
を腫瘍間質に送達することに基づいて作用し、これによって、近接する血管に治療効果が
及ぼされる。これらの方法および用途は、血管化腫瘍を患う動物または患者に、少なくと
も第１の本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体またはその抗原結合
断片に動作可能に付着した治療薬を含む免疫抱合体を、腫瘍間質内の受容体に結合してい
ないＶＥＧＦに該免疫抱合体が結合するのに有効な量で、投与することを含む。
【０２７０】
　これらの方法および用途は、血管化腫瘍を患う動物または患者に、少なくとも第１の本
発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体またはその抗原結合断片に動作
可能に付着した治療薬を含む免疫抱合体を、付着した治療薬が周囲の腫瘍血管系および／
または腫瘍細胞に対して抗腫瘍効果を及ぼすように、腫瘍間質内の免疫抱合体が局在化す
るのに有効な量で、投与することを含む。
【０２７１】
　このように、本発明の方法および用途と同様に、本発明の抗体および組成物は、少なく
とも第１の治療薬または診断薬（特に、第１の「別個のまたは外因性の」治療薬）に付着
した、少なくとも第１の本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体また
はその抗原結合断片を含む、ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，抗ＶＥＧＦ抗体を含む組成物
に拡張される。この点に関しては、この「ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ
抗体」それ自体が、「第１の治療薬」と称することができる。従って、任意の付着した治
療薬は、第１の「別個のまたは外因性の治療薬」と称することができ、それは治療薬でも
あるが、ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体とは異なり、かつそれに付着
していることを意味する。このような接合体に相当する用語は、少なくとも第１の本発明
のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体またはその抗原結合断片を、少なく
とも「第２の、別個の」治療薬または診断薬に動作可能に付着したものとして記載するこ
とである。
【０２７２】
　本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体または治療用接合体は、放
射性治療薬，抗血管新生剤，アポトーシス誘導剤，チューブリン阻害薬，抗細胞薬剤もし
くは細胞毒性剤または凝固剤（凝固因子）の１つ以上に連結することが好ましい。
【０２７３】
　このように、本発明は、ヒト抗体が少なくとも第１の治療薬または診断薬に動作可能に
付着した、幅広い接合抗体およびその断片を提供する。「免疫抱合体」という用語は、該
抗体が他の有効な薬剤と動作可能に結び付いたものと定義するために広範に用いられ、任
意の型の動作可能な連結のみに言及する意図はなく、特に化学的な「接合」に限定されて
ない。組換え融合タンパクを特に意図している。送達するまたは標的とする薬剤が標的に
結合でき、治療薬または診断薬が送達されるのに充分機能的である限り、その付着の様式
は好適である。
【０２７４】
　抗体上の糖質部分を介した役剤の付着も考慮される。糖鎖形成（Ｏ－連結およびＮ－連
結の両方）は抗体で自然に起こる。組換え抗体は、必要に応じて、付加的な糖鎖形成部位
を再形成または形成するために修飾することができ、それは、該抗体の一次配列に、適切
なアミノ酸配列（Ａｓｎ－Ｘ－Ｓｅｒ，Ａｓｎ－Ｘ－Ｔｈｒ，Ｓｅｒ，またはＴｈｒなど
）を遺伝子操作して入れることによって容易に達成される。
【０２７５】
　本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体または治療用接合体に用い
られる、目下好ましい薬剤ならびに関連した方法および用途は、該抗体の効果を補完もし
くは強化するもの、および／または特定の腫瘍タイプまたは患者のために選択されたもの
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である。「抗体の効果を補完または強化する治療薬」として、放射性治療薬，抗血管新生
剤，アポトーシス誘導剤およびチューブリン阻害薬が挙げられ、それらのうちいずれか１
つ以上が該抗体とともに用いるのに好ましい。
【０２７６】
　好ましい薬剤と、本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体との付着
または結合が「免疫抱合体」を生じ、このような免疫抱合体は、多くの場合、強化されか
つさらに相乗的な抗腫瘍特性を有する。この方法に用いられる、目下好ましい抗血管新生
剤は、アンジオスタチン，エンドスタチン，アンジオポエチンのいずれか１つ，バスキュ
ロスタチン[vasculostatin]，カンスタチン[canstatin]およびマスピン[maspin]である。
目下好ましいチューブリン阻害薬として、コルヒチン，タキソール，ビンブラスチン，ビ
ンクリスチン，ビンデシン[vindescine]および１つ以上のコンブレタスタチンが挙げられ
る。
【０２７７】
　凝固因子の使用が、本発明のＶＥＧＦＲ２―ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体または
「凝固リガンド[coaguligand]」をもたらすのに対して、抗細胞薬剤および細胞毒性剤の
使用は、本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体「抗毒素」をもたら
す。放射性治療薬，抗血管新生剤，アポトーシス誘導剤，チューブリン阻害薬，抗細胞薬
剤および細胞毒性剤ならびに凝固因子の１つ以上からなる組合せなど、少なくとも２つの
治療薬の使用も意図している。
【０２７８】
　特定の応用において、本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体であ
る薬物療法は、血管内皮細胞の増殖もしくは細胞分裂を絶つかまたは抑制することができ
る、細胞毒性の，細胞増殖抑制性のまたは別の抗細胞性の薬剤に、動作可能に付着する。
好適な抗細胞剤として、細胞毒および細胞増殖抑制性剤と同様に、化学療法剤が挙げられ
る。好ましくは細胞が細胞周期から外れるように、細胞増殖抑制性剤は通常、標的細胞の
自然な細胞周期を妨げるものである。
【０２７９】
　化学療法剤の例として、ステロイド；サイトカイン；シトシンアラビノシド，フルオロ
ウラシル，メトトレキサートまたはアミノプテリンなどの代謝拮抗薬；アンスラサイクリ
ン；マイトマイシンＣ；ビンカアルカロイド；抗生物質；デメコルチン；エトポシド；ミ
トラマイシン；およびクロランブシルまたはメルファランなどの抗腫瘍アルキル化剤が挙
げられる。実際、表Ｃ中の本明細書で開示した任意の薬剤を用いることができる。特定の
好ましい抗細胞剤は、ダウノルビシン，ドキソルビシン／アドリアマイシンなどのＤＮＡ
合成阻害剤である。全体的に見て、タキソール／パクリタキセル，ドセタキセル，シスプ
ラチン，ゲムシタビン，コンブレタスタチンおよびドキソルビシン／アドリアマイシンが
目下好ましい抗癌剤である。
【０２８０】
　サイトカインおよびケモカインのうち、目下好ましい薬剤は、ＩＬ－２，ＩＬ－１２，
ＴＮＦ－α，インターフェロン－α（ＩＦＮ－α），ＩＦＮ－β，ＩＦＮ－γ，およびＬ
ＥＣ（肝臓で発現するケモカイン）である。サリシリハラミド，コンカナマイシンまたは
バフィロマイシンなどのＶ型ＡＴＰアーゼ阻害剤も目下好ましく、プシムベリン，ペデリ
ン，イルシニアスタチンＡなどのタンパク合成阻害剤も好ましい。
【０２８１】
　特定の治療への応用において、他の潜在的な薬剤と比較して、多くの毒素が極めて甚大
な殺細胞効果をもたらすことができるため、毒素部分が好ましい。従って、本発明のＶＥ
ＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体構造物にとっての特定の好ましい抗細胞剤
は、植物，真菌または細菌に由来する毒素である。毒素の例として、エピポドフィロトキ
シン；菌体内毒素または菌体内毒素のリピッドＡ部分；サポリンまたはゲロニンなどのリ
ボソーム不活性化タンパク質；ａ－サルシン[sarcin]；アスペルギリン；レストリクトシ
ン；胎盤リボヌクレアーゼなどのリボヌクレアーゼ；ジフテリアトキシンおよびシュード
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モナス菌外毒素が挙げられる。目下好ましい例は、リシン，ゲロニン，アブリン，ジフテ
リア，シュードモナス菌および百日咳毒素である。
【０２８２】
　特定の好ましい毒素は、リシンＡ鎖などのような、Ａ鎖毒素である。最も好ましい毒素
部分は、多くの場合、糖鎖残基を修飾または除去する処理を施したリシンＡ鎖、いわゆる
「脱グリコシル化したＡ鎖」（ｄｇＡ）である。脱グリコシル化したリシンＡ鎖は、その
極度の効能，より長い半減期，ならびにこれを臨床上の等級および規模に製造することが
経済的に実施可能なことから、好ましい。組換え型および／または切り詰められたリシン
Ａ鎖も用いることができる。
【０２８３】
　抗毒素を用いて腫瘍を標的にするおよび治療することにおいて、以下の特許が、抗細胞
剤および細胞毒性薬剤に関して本発明の教示をさらに補充するために、参照により本明細
書に特に援用される：米国特許第６，００４，５５４号、第５，８５５，８６６号、第５
，９６５，１３２号、第５，７７６，４２７号、第５，８６３，５３８号、第５，６６０
，８２７および第６，０５１，２３０号。
【０２８４】
　本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体は、チューブリン阻害薬に
連結することができる。本明細書で用いられる「チューブリン阻害薬」は、好ましくは細
胞有糸分裂に必要なチューブリン活性（好ましくはチューブリン重合または脱重合）を直
接的または間接的に阻害することによって、細胞有糸分裂を阻害する、任意の薬剤，薬物
，プロドラッグまたはその組合せを意味する。
【０２８５】
　これとともに用いる目下好ましいチューブリン阻害薬は、コルヒチン；タキソール，ド
セタキセルおよびパクリタキセルなどのタキサン；ビンブラスチン，ビンクリスチンおよ
びビンデシンなどのビンカアルカロイド；ならびにコンブレタスタチンである。コンブレ
タスタチンの例としては、Ａ－１，Ａ－２，Ａ－３，Ａ－４，Ａ－５，Ａ－６，Ｂ－１，
Ｂ－２，Ｂ－３，Ｂ－４，Ｄ－１およびＤ－２ならびにそのプロドラッグの形態を含む、
コンブレタスタチンＡ，Ｂおよび／またはＤである。
【０２８６】
　本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体薬物療法は、凝固を促進で
きる成分（すなわち、凝固剤）を含むことができる。ここで、標的抗体は、直接的または
間接的（例えば、他の抗体を介して）に、直接的または間接的に凝固を促進する因子に連
結することができる。
【０２８７】
　このような用途に好ましい凝固因子は、切り詰められたＴＦ（ｔＴＦ），二量体，三量
体，重合体／多量体ＴＦ，第ＶＩＩ因子の活性化能が欠損した変異体ＴＦなどの組織因子
（ＴＦ）およびＴＦ誘導体である。他の好適な凝固因子としては、第ＩＩ／ＩＩａ因子，
第ＶＩＩ／ＶＩＩａ因子，第ＩＸ／ＩＸａ因子および第Ｘ／Ｘａ因子などのビタミンＫ依
存性凝固剤；Ｇｌａ修飾がないビタミンＫ依存性凝固因子；ラッセルクサリヘビ蛇毒第Ｘ
因子活性剤；トロンボキサンＡ2およびトロンボキサンＡ2シンターゼなどの血小板活性化
化合物；ならびにα２－抗プラスミンなどのフィブリン溶解阻害剤が挙げられる。全体的
に見て、切り詰められた組織因子（ｔＴＦ）が目下好ましい。
【０２８８】
　凝固リガンドを用いて腫瘍を標的にするまたは治療することは、以下の特許に記載され
ており、凝固リガンドおよび凝固因子に関して本発明の教示をさらに補充するために、各
々参照により本明細書に特に援用される：米国特許第５，８５５，８６６号；第５，９６
５，１３２号；第６，０９３，３９９号；第６，００４，５５５号；第５，８７７，２８
９号；および第６，０３６，９５５号。
【０２８９】
　免疫抱合体および抗毒素の調製は、通常、当該分野において周知である（例えば、米国
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特許第４，３４０，５３５号を参照）。以下のそれぞれの特許は、抗毒素の生成，精製お
よび使用に関して本発明の教示をさらに補充するために、参照により本願明細書にさらに
援用される：米国特許第６，００４，５５４号；第５，８５５，８６６号；第５，９６５
，１３２号；第５，７７６，４２７号；第５，８６３，５３８号；第５，６６０，８２７
号；および第６，０５１，２３０号。
【０２９０】
　免疫抱合体および抗毒素の調製における利点は、特定のリンカーを用いることにより達
成することができる点である。例えば、立体的に「込み合った[hindered]」ジスルフィド
結合を含むリンカーが多くの場合好ましいが、それは、インビボでの安定性がより大きく
、その結果、作用部位で結合する前に毒素部位が放出されるのを防止するためである。通
常、所望の作用部位を除く体中のいたるところで見出される条件下で、そのままの状態を
保っている接合体を有することが望ましく、その所望の作用部位においては該接合体が良
好な「放出」特性を有することが望ましい。
【０２９１】
　使用する特定の毒素化合物に応じて、本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗Ｖ
ＥＧＦ抗体および毒素化合物に動作可能に付着しているペプチド・スペーサを提供するこ
とが必要になることがあり、ここで、該ペプチド・スペーサは、ジスルフィド結合したル
ープ構造に畳み込むことができる。ループ内のタンパク分解性開裂の結果、抗体および毒
素化合物が単一のジスルフィド結合のみで連結しているヘテロ二量体ポリペプチドが生じ
るだろう。
【０２９２】
　特定の他の毒素化合物を利用する場合、本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗
ＶＥＧＦ抗体および毒素化合物に動作可能に付着させるために、開裂できないペプチド・
スペーサを提供することができる。開裂できないペプチド・スペーサに関連して用いるこ
とができる毒素は、それ自体、タンパク分解性開裂によって細胞毒性ジスルフィド結合形
態に転換することができるものである。このような毒素化合物の例は、シュードモナス菌
外毒素化合物である。
【０２９３】
　様々な化学療法剤および他の薬物は、本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗Ｖ
ＥＧＦ抗体薬物療法に、首尾よく接合することもできる。抗体に接合している抗悪性腫瘍
薬剤の例として、ドキソルビシン，ダウノマイシン，メトトレキサートおよびビンブラス
チンが挙げられる。さらに、ネオカルチノスタチン，マクロマイシン，トレニモンおよび
α－アマニチンなどの他の薬剤に付着することについて文書化されている（米国特許第５
，６６０，８２７号；第５，８５５，８６６号；および第５，９６５，１３２号を参照；
それぞれ本明細書に援用される）。
【０２９４】
　凝固リガンドの調製も容易に実施する。１つ以上の凝固因子が本発明のＶＥＧＦＲ２－
ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体と動作可能に連結することは、直接的な連結であって
もよく、例えば、抗毒素について上記したものなどである。あるいは、動作可能な連結は
間接的な連結であってもよく、例えば、凝固因子に結合する二次結合領域（好ましくは抗
体、または抗体の抗原結合領域）に抗体が動作可能に付着する場合などである。凝固因子
は、その凝固に機能的な部位（特に、分子と連結するために共有結合が用いられるところ
）とは異なる部位で、本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体に付着
しなければならない。
【０２９５】
　間接的に連結した凝固リガンドは、多くの場合、二重特異性抗体に基づく。二重特異性
抗体の調製も、当該分野において周知である。調製法の１つとして、一方で標的腫瘍成分
に特異性を有する抗体を、他方で凝固剤を別々に調製する方法が挙げられる。２つの選択
した抗体に由来するペプシンのＦ（ａｂ’γ）2断片を生成した後、それに続いて、分か
れたＦａｂ’γSH断片を提供するためにそれぞれを還元する。カップリングするべき２つ
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のパートナーのうち１つにあるＳＨ基は、その後、ｏ－フェニレンジマレイミドなどの架
橋試薬でアルキル化し、１つのパートナー上に遊離マレイミド基を付与する。このパート
ナーは、その後、チオエーテル結合によってもう一方に接合することができ、所望するＦ
（ａｂ’γ）2ヘテロ接合体を与える（Glennie et al., 1987）。ＳＰＤＰまたはプロテ
インＡとの架橋などの他の方法も実施することができる。
【０２９６】
　免疫抱合体，抗毒素および凝固リガンドの調製において、組換え発現を用いることがで
きる。選択した本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体をコードする
核酸配列および治療薬，毒素または凝固剤は、発現ベクターのイン・フレームに付着させ
る。このように、組換え発現は、核酸の翻訳をもたらし、所望の免疫抱合体を産生する。
化学架橋剤およびアビジン：ビオチン橋も、治療薬を本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキン
グ，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体に連結することができる。
【０２９７】
　以下の特許は、二重特異性抗体凝固リガンドを含む、凝固リガンドの調製，精製および
使用に関して本発明の教示をさらに補充するために、各々参照により本明細書に援用され
る：米国特許第５，８５５，８６６号；第５，９６５，１３２号；第６，０９３，３９９
号；第６，００４，５５５号；第５，８７７，２８９号；および第６，０３６，９５５号
。
【０２９８】
　放射性治療薬，抗血管新生剤，アポトーシス誘導剤，チューブリン阻害薬，毒素および
凝固剤を用いた免疫抱合体が、化学接合または組換え発現により調製されたものであろう
となかろうと、生物学的に放出可能な結合および／または選択的に開裂可能なスペーサも
しくはリンカーを用いることができる。このような組成物は、血中を循環している間、適
度に安定であることが好ましく、疾病または腫瘍部位に送達されると選択的または特異的
に放出される。
【０２９９】
　特定の好ましい例は、酸感受性スペーサであり、ここで、コルヒチンまたはドキソルビ
シンに連結した本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体を特に考慮し
ている。他の好ましい例は、腫瘍環境などの疾病部位内に特異的または選択的に存在しま
たは活性化しているペプチダーゼおよび／またはプロテイナーゼの開裂部位を含むペプチ
ド・リンカーである。疾病または腫瘍部位への免疫抱合体の送達は、開裂そして凝固因子
の比較的特異的な放出という結果となる。
【０３００】
　ウロキナーゼ，プロウロキナーゼ，プラスミン，プラスミノーゲン，ＴＧＦβ，スタフ
ィロキナーゼ，トロンビン，第ＩＸａ因子，第Ｘａ因子またはメタロプロテイナーゼ（Ｍ
ＭＰ）（間質性のコラゲナーゼ，ゼラチナーゼもしくはストロメリシンなど）の開裂部位
を含むペプチド・リンカーが特に好ましく、米国特許第５，８７７，２８９号および第６
，３４２，２２１号（このような目的で参照により本明細書にそれぞれ援用される）に記
載され、実施できる。
【０３０１】
　本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体は、生物学的に放出可能な
結合を介して治療薬を付着できる官能基を導入するために誘導体化することもできる。こ
のように、標的抗体は、側鎖の末端にヒドラジド基，ヒドラジン基，第一級アミン基また
は第二級アミン基を導入するために誘導体化することができる。治療薬は、シッフ塩基連
結，ヒドラゾンもしくはアシルヒドラゾン結合またはヒドラジド・リンカーを介して接合
することができる（米国特許第５，４７４，７６５号および第５，７６２，９１８号）。
【０３０２】
　抗血管新生または血管標的に本来基づくものであろうとなかろうと、本発明の組成物お
よび方法は、他の薬物療法および診断法と組み合わせて用いることができる。本発明のＶ
ＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体と「組み合わせて」用いる生物学的薬剤
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（好ましくは診断薬または治療薬）に関して、「組み合わせて」という用語は、幅広い態
様をカバーするために簡潔に用いる。このように、「組み合わせて」という用語は、特に
明記しない、または科学用語から明らかでない限り、複合した組成物，医薬，カクテル，
キット，ならびに一次および二次医薬用途の様々な形態に適用する。
【０３０３】
　このように、本発明の「複合の」態様としては、例えば、本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロ
ッキング，ヒト抗ＶＥＧＦが裸の抗体であり、それに動作可能に付着していない薬剤また
は治療薬と組み合わせて用いる場合などが挙げられる。このような場合、薬剤または治療
薬は、標的としない型または標的とする型で用いることができる。「標的としない型」に
おいて、薬剤（特に治療薬）は、通常、当該分野におけるそれらの標準的な使用法に従っ
て用いられる。「標的とする型」において、薬剤は、通常、薬剤または治療薬を血管新生
疾病部位または腫瘍に送達する別の抗体または標的領域に動作可能に付着している。生物
学的薬剤のこのように標的とする型の使用（診断法および薬物療法の両方）も、当該分野
において、まったく標準的である。
【０３０４】
　本発明の他の「複合の」態様において、本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗
ＶＥＧＦ抗体は、免疫抱合体であり、ここで、該抗体それ自体に、薬剤または治療薬が動
作可能に連結または複合している。動作可能な付着は直接的または間接的な付着のすべて
の型を含み、本明細書または当該分野において文書化されている。
【０３０５】
　「複合の」用途も、特に治療薬と結合する本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト
抗ＶＥＧＦ抗体に関して、複合した組成物，医薬，カクテル，キット，方法，ならびに治
療薬がプロドラッグの形態である一次および二次医薬用途を含む。このような態様におい
て、プロドラッグを薬の機能的な形態に変換することができる活性化成分は、先の場合と
同様に、本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体と動作可能に連結す
ることができる。
【０３０６】
　特定の好ましい態様において、治療組成物，組合せ，医薬，カクテル，キット，方法，
ならびに第一および第二医薬用途は、「プロドラッグの組合せ」である。当業者により理
解されるように、「プロドラッグの組合せ」という用語は、特に明記しない限り、本発明
の抗体が、プロドラッグ自体に付着するのではなく、プロドラッグを活性薬に変換できる
成分に動作可能に付着することを意味する。しかしながら、本発明のプロドラッグ態様が
プロドラッグの組合せとして用いることを必要とすることは要求されていない。したがっ
て、プロドラッグは、それらが当該分野において用いられる任意の様式（ＡＤＥＰＴおよ
びその他の形態を含む）で用いることができる。
【０３０７】
　このように、好ましくは診断薬、より好ましくは治療薬に関して、複合した組成物，医
薬，カクテル，キット，方法，ならびに第一および第二医薬用途が記載されている場合、
接合または非接合のある形態において、ある形態の抗体およびある形態の生物学的な診断
薬もしくは治療用薬の全体的な提供を達成する限り、この組合せは、裸の抗体であるＶＥ
ＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体および免疫抱合体を含み、ここで、本発明
のインビボでの態様の実施は、裸の抗体もしくは免疫抱合体および生物学的な診断薬もし
くは治療薬の、前，同時または後の投与を含む。
【０３０８】
　本発明の特に好ましい複合した組成物，方法および用途は、本発明のＶＥＧＦＲ２－ブ
ロッキングヒト抗ＶＥＧＦ抗体およびエンドスタチン（米国特許第５，８５４，２０５号
）を含むものである。これらは、本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ
抗体が裸の抗体または免疫抱合体である場合を含み；免疫抱合体であるとき、本発明のＶ
ＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体は、任意にアンジオスタチンとともに、
エンドスタチンに連結する；ここで、複合の治療法または用途が、任意にアンジオスタチ
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ンとともに、エンドスタチンの、前，同時または後の投与を含み；接合または非接合のあ
る形態において、抗体，エンドスタチンおよび任意にアンジオスタチンの全体的な提供が
達成される場合に限る。コラゲナーゼが、腫瘍に特異的に送達される場合、インシテュで
エンドスタチンを産生し、同じ利点が得られることから、コラゲナーゼと動作可能に連結
した本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体も提供される。
【０３０９】
　本発明の腫瘍に対する効果について上述のそして他の説明は、作用の複合様式や付着し
た薬剤のタイプなどを説明するために単純になされる。この記述方法は、本発明のＶＥＧ
ＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体の有益な特性の、控え目な表現としてでも、
過度の単純化としてでも解釈すべきではない。従って、このような抗体自体が抗血管新生
特性およびＶＥＧＦ中和特性（ＶＥＧＦの生存機能を中和するなど）を有すること、この
ような抗体の免疫抱合体がこれらの特性を維持し、付着した薬剤の特性とそれらを組み合
わせること、そして、さらに、抗体と任意の付着した薬剤との複合効果が概して強化およ
び／または拡大されることが理解される。
【０３１０】
　従って、本発明は、任意に少なくとも第１の組成物または容器中に、少なくとも第１の
本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体もしくは抗原結合断片または
このような抗ＶＥＧＦ抗体の免疫抱合体の生物学的に有効な量；および少なくとも第２の
生物学的薬剤，成分またはシステムの生物学的に有効な量を含む、組成物，医薬組成物，
治療キットおよび医薬のカクテルを提供する。
【０３１１】
　「少なくとも第２の生物学的薬剤，成分またはシステム」は、多くの場合、治療薬また
は診断薬，成分またはシステムであるが、第１ではない。例えば、少なくとも第２の生物
学的薬剤，成分またはシステムは、抗体の修飾のためのおよび／または他の薬剤を該抗体
に付着させるための成分を含むことができる。特定の好ましい第２の生物学的薬剤，成分
またはシステムは、プロドラッグまたはプロドラッグを作製および使用するための成分で
あり、プロドラッグそれ自体を作製する成分およびこのようなプロドラッグ態様またはＡ
ＤＥＰＴ態様における機能に本発明の抗体を適応させるための成分を含む。
【０３１２】
　治療薬または診断薬が少なくとも第２の生物学的薬剤，成分またはシステムとして含ま
れる場合、このような治療および／または診断は、概して、血管新生疾病に関連して用い
るためのものである。このような薬剤は、米国特許第５，７１２，２９１号、第５，７５
３，２３０号、第５，９７２，９２２号、５，６３９，７５７号、WO 98/45331およびWO 
98/16551（それぞれ参照により本明細書に特に援用される）のいずれか１つに開示されて
いる疾病もしくは障害の治療または診断に用いるのに好適なものである。
【０３１３】
　治療されるべき疾病が癌である場合、「少なくとも第２の抗癌剤」は、治療キットまた
はカクテルに含まれる。「少なくとも第２の抗癌剤」という用語は、第１の抗癌剤である
本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体を基準として選択される。こ
のように、本発明の抗体は、化学療法剤，放射性治療薬，サイトカイン，抗血管新生剤，
アポトーシス誘導剤または抗癌抗毒素または凝固リガンドと複合化することができる。
【０３１４】
　本明細書で用いられる「化学療法剤」は、悪性腫瘍の治療に用いられる典型的な化学療
法剤または薬物に言及する。この用語は、化学療法剤が抗癌効果を及ぼすという点で、他
の化合物が化学療法剤として技術的に記述される事実にもかかわらず単純にするために用
いられる。しかしながら、「化学療法剤」は、当該分野において異なった意味を有するよ
うになり、この標準的な意味に従って使われている。化学療法剤の多くの例が、本明細書
に記載されている。本発明と組み合わせて用いられる場合、用量は減るかもしれないが、
当業者は化学療法剤の使用法および適切な用量を容易に理解する。
【０３１５】



(56) JP 2011-502503 A 2011.1.27

10

20

30

40

50

　「化学療法剤」とも称することができる薬物の新規クラスは、アポトーシスを誘導する
薬剤である。遺伝子，ベクター，アンチセンス構造物およびリボザイムを含むこのような
薬物の任意の１つ以上は、適切であれば、本発明と組み合わせて用いることもできる。目
下好ましい第２の薬剤は、アンジオスタチン，エンドスタチン，バスキュロスタチン，カ
ンスタチンおよびマスピンなどの抗血管新生剤である。
【０３１６】
　抗癌剤の他の例としては、ネオマイシン，ポドフィロトキシン，ＴＮＦ－α，αvβ3ア
ンタゴニスト，カルシウムイオノホア，カルシウム流出を誘導する薬剤，およびこれらの
任意の誘導体またはプロドラッグが挙げられる。目下好ましいチューブリン阻害薬として
は、コルヒチン，タキソール，ビンブラスチン，ビンクリスチン，ビンデシン，コンブレ
タスタチンまたはこれらの誘導体もしくはプロドラッグが挙げられる。
【０３１７】
　抗癌抗毒素または凝固リガンドは、さらに適切な抗癌剤である。「抗癌抗毒素または凝
固リガンド」または標的薬剤／治療薬剤の構造物は、腫瘍細胞，腫瘍血管系もしくは腫瘍
間質の標的可能なまたは接近可能な成分に結合し、そして治療薬剤（細胞毒性薬剤（抗毒
素）および凝固因子（凝固リガンド）を含む）に動作可能に付着している標的薬剤（抗体
またはその抗原結合断片を含む）に基づく。細胞質抗原および／または核腫瘍細胞抗原を
含む、壊死性さもなくば傷害性の腫瘍細胞または血管内皮細胞から放出された成分を標的
にすることもできるが、腫瘍細胞，腫瘍血管系または腫瘍間質の「標的可能なまたは接近
可能な成分」は、表面に発現した成分，表面に接近可能な成分または表面に局在化した成
分が好ましい。
【０３１８】
　ＶＥＧＦおよびＦＧＦなどの増殖因子；腫瘍血管系に特異的に結合する、Ｒ－Ｇ－Ｄの
トリペプチドを含むペプチド；ならびに、アネキシンおよび関連するリガンドなどの他の
標的成分を含む、抗体標的薬剤および非抗体標的薬剤を用いることができる。
【０３１９】
　抗腫瘍細胞抗毒素または凝固リガンドは、Ｂ３（ATCC HB 10573），２６０Ｆ９（ATCC 
HB 8488），Ｄ６１２（ATCC HB 9796）およびＫＳ１／４と称される抗体からなる群に例
示される抗体を含むことができ、該ＫＳ１／４抗体は、ｐＧＫＣ２３１０（NRRL B-18356
）ベクターまたはｐＧ２Ａ５２（NRRL B-18357）ベクターを含む細胞から得られる。
【０３２０】
　壊死した腫瘍細胞から放出された細胞内成分に結合する、抗体またはその抗原結合領域
を含む抗腫瘍細胞標的薬剤も考慮されている。このような抗体は、浸潤されることを誘導
され得る細胞内、または実質的にすべての新生物および正常細胞の細胞ゴースト[cell gh
ost]内に存在するが、哺乳動物の正常な生細胞の外側に存在しないか接近できない不溶性
細胞内抗原に結合する、モノクローナル抗体またはその抗原結合断片であることが好まし
い。
【０３２１】
　米国特許第５，０１９，３６８号、第４，８６１，５８１号および第５，８８２，６２
６号（それぞれ、アラン・エプスタインおよび同僚が公表）は、インビボで悪性細胞から
接近可能になる細胞内抗原に特異的な抗体の作製法をよび使用法をさらに記載および教示
するために、それぞれ参照により本明細書により特に援用される。記載の抗体は、哺乳動
物の悪性細胞の内部細胞成分に充分特異的であるが、外部細胞成分には充分特異的ではな
い。標的の例として、ヒストンが挙げられるが、壊死した腫瘍細胞から特異的に放出され
る細胞内成分のすべてが包含される。
【０３２２】
　血管化腫瘍を患った動物または患者に投与すると、インビボで発生し、少なくとも一部
の悪性腫瘍細胞を壊死させる腫瘍リモデリングの過程のために、血管化腫瘍が壊死した腫
瘍細胞を天然に含んでいるという事実によって、このような抗体は、悪性腫瘍細胞に局在
化する。加えて、腫瘍壊死を強化する他の治療法と組み合わせたこのような抗体の使用は
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、標的およびそれに続く治療の効果を強化するのに役立つ。
【０３２３】
　本明細書にも一般的に開示されているように、抗体のこれらタイプは、直接的または間
接的にアンジオポエチンに関連し、血管化腫瘍内の壊死した悪性腫瘍細胞にアンジオポエ
チンを投与するためにこのように用いることができる。
【０３２４】
　米国特許第５，０１９，３６８号、第４，８６１，５８１号および第５，８８２，６２
６号（それぞれ参照により本明細書に援用される）にも開示されているように、これらの
抗体は、複合診断法（下記を参照）で、および抗腫瘍治療の効果を決定するための方法で
用いることができる。このような方法は一般的に、標識バージョンの抗体の調製および投
与、および壊死組織内に選択的に結合した内部細胞成分標的への該標識抗体の結合の測定
を含む。このことにより、この方法は、壊死組織を画像化し、ここで、抗体の局在的な濃
度は腫瘍細胞の存在を示すものであり、抗腫瘍治療により殺されたおよび細胞ゴーストの
存在を示す。
【０３２５】
　抗腫瘍間質抗毒素または凝固リガンドは、通常、結合組織成分，基底膜成分または活性
血小板成分に結合する（例としては、フィブリン，ＲＩＢＳまたはＬＩＢＳに対する結合
）抗体を含む。
【０３２６】
　抗腫瘍血管系抗毒素または凝固リガンドは、血管化腫瘍の血液を輸送する血管（好まし
くは腫瘍内血管）の表面に発現した，表面に接近可能なまたは表面に局在化した成分に結
合する、リガンド，抗体またはその断片を含むことができる。このような抗体は、エンド
グリン（ＴＥＣ－４およびＴＥＣ－１１抗体），ＴＧＦβ受容体，Ｅ－セレクチン，Ｐ－
セレクチン，ＶＣＡＭ－１，ＩＣＡＭ－１，ＰＳＭＡ，ＶＥＧＦ／ＶＰＦ受容体，ＦＧＦ
受容体，ＴＩＥ，αvβ3インテグリン，プライトロピン，エンドシアリンおよびＭＨＣク
ラスＩＩタンパク質などの腫瘍内血管系の細胞表面受容体を含む、血管化腫瘍の腫瘍内血
管の表面に発現した成分に結合するものを含む。この抗体は、腫瘍内血管の、サイトカイ
ンで誘導されうるまたは凝固剤で誘導されうる成分にも結合することもできる。特定の好
ましい薬剤は、ホスファチジルセリンまたはホスファチジルエタノールアミンなどの、ア
ミノホスホリピドに結合する。
【０３２７】
　他の抗腫瘍血管系抗毒素または凝固リガンドは、腫瘍内血管系の細胞表面受容体に結合
するリガンドまたは増殖因子に結合する、抗体またはその断片を含むことができる。この
ような抗体は、ＶＥＧＦ／ＶＰＦ（ＧＶ３９およびＧＶ９７抗体），ＦＧＦ，ＴＧＦβ，
ＴＩＥに結合するリガンド，腫瘍に関連したフィブロネクチンのアイソフォーム，細胞分
散因子[scatter factor]／肝細胞増殖因子（ＨＧＦ），血小板第４因子（ＰＦ４），ＰＤ
ＧＦおよびＴＩＭＰに結合するものを含む。抗体またはその断片は、リガンド：受容体複
合体または増殖因子：受容体複合体にも結合するが、そのリガンドもしくは増殖因子また
は受容体がリガンド：受容体複合体または増殖因子：受容体複合体の状態にない場合には
、リガンドもしくは増殖因子またはその受容体には結合しない。
【０３２８】
　抗腫瘍細胞，抗腫瘍間質または抗腫瘍血管系抗体－治療薬の構造物は、抗血管新生剤，
アポトーシス誘導剤，チューブリン阻害薬，細胞毒性剤（植物由来，真菌由来または細菌
由来の毒素など）を含むことができる。リシンＡ鎖および脱グリコシル化リシンＡ鎖が、
多くの場合好ましい。抗腫瘍細胞，抗腫瘍間質または抗腫瘍血管系抗体－治療薬の構造物
は、凝固剤（直接的および間接的に作用する凝固因子）または凝固因子に結合する二次抗
体結合領域を含むことができる。組織因子または切り詰められた組織因子などの組織因子
誘導体との動作可能な付着は、多くの場合好ましい。
【０３２９】
　本発明の組成物，キットおよび／または医薬に関して、治療薬の複合した有効量は、単



(58) JP 2011-502503 A 2011.1.27

10

20

30

40

50

一の容器もしくは容器手段[container means]内に含まれてもよく、別個の容器または容
器手段内に含まれてもよい。カクテルは、通常、複合使用のために一緒に混ぜられる。静
脈内投与のために処方される薬剤が、多くの場合好ましい。イメージング成分も含むこと
ができる。キットは、含まれている少なくとも第１の抗体および１つ以上の他の生物学的
薬剤を使用するための取扱説明書も含むことができる。
【０３３０】
　一般的に言えば、少なくとも第２の抗癌剤は、動物または患者に、本発明のＶＥＧＦＲ
２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体と実質的に同時に（単一の医薬組成物から、また
はともに近接して投与される２つの医薬組成物から）投与することができる。
【０３３１】
　あるいは、少なくとも第２の抗癌剤は、動物または患者に、本発明のＶＥＧＦＲ２－ブ
ロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体の投与から連続した時点で投与することができる。本明
細書に用いられる「連続した時点」は、少なくとも第２の抗癌剤が動物または患者に、本
発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体の投与とは別の時点で投与する
ように、「時間をずらして」を意味する。通常、２つの薬剤がそれぞれの治療効果を発揮
できるように効果的に相隔たれた時点で投与される、すなわち２つの薬剤は「生物学的に
有効な時間的間隔」で投与される。少なくとも第２の抗癌剤は、動物または患者に、本発
明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体よりも生物学的に有効な時間早く
、またはその薬剤よりも生物学的に有効な時間後で、投与することができる。
【０３３２】
　したがって、本発明は、下記（ａ），（ｂ）を含む、血管化腫瘍を患う動物または患者
を治療する方法を提供する：
　　　　　（ａ）全身腫瘍組織量を実質的に減少させる第１の治療に、動物または患者を
供すること；および
　　　　　（ｂ）それに続いて、少なくとも第１の抗血管新生剤を、動物または患者に、
生存している任意の腫瘍細胞からの転移を阻害するのに有効な量で投与すること；ここで
、第１の抗血管新生剤が、少なくとも第１の本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト
抗ＶＥＧＦ抗体またはその抗原結合断片であり；任意に、該抗体または断片が第２の抗血
管新生剤に動作可能に付着している。
【０３３３】
　好ましい第１の治療は、外科的な切除および化学療法の介在を含む。複合的な抗血管新
生剤も用いることができる。
【０３３４】
　血管化腫瘍を患う動物または患者の治療する他の方法は、下記（ａ），（ｂ）を含む：
　　　　　（ａ）第１の抗体－治療薬の構造物を、動物または患者に、実質的な腫瘍壊死
を誘導するのに有効な量で投与すること；ここで、第１の抗体－治療薬構造物が、腫瘍細
胞，腫瘍血管系もしくは腫瘍間質の、表面に発現した，表面に接近可能なまたは表面に局
在化した成分に結合する第１の抗体またはその抗原結合断片に動作可能に連結した治療薬
を含む；ならびに
　　　　　（ｂ）それに続いて、第２の抗体を、動物または患者に、生存している任意の
腫瘍細胞からの転移を阻害するのに有効な量で投与すること；ここで、第２の抗体が、少
なくとも第１の本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体またはその抗
原結合断片であり；さらに任意に、該抗体または断片が第２の抗血管新生剤に動作可能に
付着している。
【０３３５】
　特に好ましい態様において、本発明のヒトＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，抗ＶＥＧＦ抗
体は、プロドラッグおよびＡＤＥＰＴとの組合せの使用に提供される。このような、組成
物，組合せ，医薬，キット，方法および用途において、本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキ
ング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体またはその断片は、変換能力もしくは酵素能力を提供するよう
に修飾される、または少なくとも１つのプロドラッグを薬物の活性化型に変換することが
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できる少なくとも第１の変換剤または酵素と動作可能に付着する（好ましくは共有結合で
連結する、または接合する）。
【０３３６】
　酵素または酵素が複合化した抗体もしくは断片は、最初に別個に処方した「プロドラッ
グ」と組み合わせる。プロドラッグは、酵素能力，変換機能または本発明のＶＥＧＦＲ２
－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦに付着した酵素との接触を介して薬物の活性化型に変換
される、薬物の不活性化または弱く活性化した型である。
【０３３７】
　したがって、好ましくは別個の組成物および／または容器内に、下記（ａ），（ｂ）を
含むキットが提供される：
　　　　　　（ａ）酵素機能を有する、本発明の少なくとも第１のＶＥＧＦＲ２－ブロッ
キング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体またはその断片の生物学的に有効な量（好ましくは、該抗体
または断片が、少なくとも第１の酵素に、動作可能に付着，共有結合で連結または接合し
ている）；ならびに
　　　　　　（ｂ）ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体または断片の酵素
機能，またはそれに付着，連結もしくは接合した酵素によって、実質的に活性な薬物に変
換される、少なくとも第１の実質的に不活性なプロドラッグの生物学的な有効量。
【０３３８】
　本発明は、下記（ａ），（ｂ）を含む、好都合な方法および用途をさらに提供する：
　　　　　　（ａ）血管化腫瘍を患う動物または患者に、少なくとも第１の本発明のＶＥ
ＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体またはその抗原結合断片を含む、少なくと
も第１の医薬組成物の生物学的に有効な量を投与することであり、ここで、該抗体または
断片が酵素機能を有し、好ましくは該抗体または断片が、少なくとも第１の酵素に動作可
能に付着，共有結合で連結もしくは接合している；ここで、投与後、該抗体または断片が
、血管系，腫瘍内血管系または血管化腫瘍の間質に局在する；ならびに
　　　　　　（ｂ）それに続いて、動物または患者に、有効な時間が経過した後、少なく
とも１つの実質的に不活性なプロドラッグの生物学的に有効な量を含む、少なくとも第２
の医薬組成物の生物学的な有効量を投与すること；ここで、該プロドラッグが、血管系，
腫瘍内血管系または血管化腫瘍の間質に局在する、少なくとも第１の本発明のＶＥＧＦＲ
２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体またはその断片の酵素機能，またはそれに付着，
連結もしくは接合した酵素によって、実質的に活性な薬物に変換される。
【０３３９】
　特定の他の態様において、本発明の抗体および免疫抱合体は、１つ以上の診断薬，通常
は、血管新生疾病に関連して用いる診断薬と組み合わせることができる。このように、様
々な診断組成物，キットおよび方法は、本発明の範囲内に包含される。
【０３４０】
　さらなる側面は、本明細書で定義されるように本発明のヒト抗体または他のタンパク質
の適切な量を対象に投与すること、ならびに対象の体内において本発明の抗体または他の
タンパク質の存在および／または量および／または位置を検出することを含む、対象の診
断またはイメージングの方法である。
【０３４１】
　上記用途および方法に従ってイメージングまたは診断されるべき適切な疾病は、本明細
書の他で記載した血管新生に関連した任意の疾病も含む。
【０３４２】
　一つの態様において、本発明は、下記（ａ）の段階を含む、哺乳動物における血管新生
に関連した疾病を診断する方法を提供する：
（ａ）該哺乳動物から採取した試験検体を本発明の１つ以上の任意の抗体に接触させるこ
と。
【０３４３】
　さらなる態様において、本発明は、下記（ａ）～（ｃ）の段階を含む、哺乳動物におけ
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る血管新生に関連した疾病を診断する方法を提供する：
　　　　　　（ａ）該哺乳動物から採取した試験検体を本発明の１以上の抗体に接触させ
ること；
　　　　　　（ｂ）該試験検体中の抗体－抗原複合体の存在および／または量および／ま
たは位置を測定すること；ならびに、任意に
　　　　　　（ｃ）該試験検体中の抗体－抗原複合体の存在および／または量を対照と比
較すること。
【０３４４】
　上記方法において、該接触段階は、抗体－抗原複合体が形成できる条件下で実施する。
適切な条件は、当業者が容易に決定することができる。
【０３４５】
　上記方法において、例えば、疾病または組織切片に影響されると疑われる生検細胞，組
織または器官などの、適切な任意の試験検体を用いることができる。
【０３４６】
　特定の上記方法において、試験検体中の抗体－抗原複合体がいかなる量で存在していて
も、疾病が存在することを示すだろう。好ましくは、陽性との診断がなされる場合、試験
検体中の抗体－抗原複合体の量が、適切な対照検体で見出される量より多い（好ましくは
有意に多い）。より好ましくは、有意に多いレベルが統計学的に有意であり、好ましくは
＜０．０５の確率値を有する。統計的有意差を決定する適切な方法は、当該分野において
周知かつ文書化されており、これらのいずれかを用いることができる。
【０３４７】
　適切な対照検体は、当業者が容易に選択することができ、例えば、特定の疾病を診断す
る場合、適切な対照はその疾病を有しなかった対象からの検体だろう。適切な対照の「値
」も、例えば、当該分野において公知の正常な対象に係る範囲を参照することによって、
あらゆる試験において対照「検体」を行なうことなく、容易に決定できるだろう。
【０３４８】
　診断またはイメージングに適用する場合、本発明の抗体は、3Ｈ，14Ｃ，32Ｐ，35Ｓ，1

23Ｉ，125Ｉ，131Ｉなどのような放射線不透過物または放射性同位元素；放射性エミッタ
（例えば、α，βもしくはγエミッタ等）；フルオレセインイソチオシアネート，ローダ
ミンもしくはルシフェリンなどのような蛍光（蛍光団）または化学発光（発色団）化合物
；アルカリホスファターゼ，ベータ－ガラクトシダーゼまたはホースラディッシュペルオ
キシダーゼなどのような酵素；イメージング剤；または金属イオン；あるいは特定の同種
の検出可能な部分（例えば、標識したアビジン／ストレプトアビジン等）に結合すること
によって検出できる、ビオチンなどのような化学部分といった、検出可能なマーカーによ
り標識することができる。抗体または抗体断片などの結合タンパク質に標識を付着する方
法は、当該分野において公知である。このような検出可能なマーカーによって、試験検体
中の結合タンパク質－抗原複合体の存在，量または位置を試験することができる。
【０３４９】
　インビボで用いる好ましい検出可能なマーカーとしては、ビスマス（ＩＩＩ），金（Ｉ
ＩＩ），ランタン（ＩＩＩ）もしくは鉛（ＩＩ）などのようなＸ線検出可能な化合物；銅
67，ガリウム67，ガリウム68，インジウム111，インジウム113，ヨウ素123，ヨウ素125，
ヨウ素131，水銀197，水銀203，レニウム186，レニウム188，ルビジウム97，ルビジウム1

03，テクネチウム99mもしくはイットリウム90などのような放射性イオン；コバルト（Ｉ
Ｉ），銅（ＩＩ），クロミウム（ＩＩＩ），ジスプロシウム（ＩＩＩ），エルビウム（Ｉ
ＩＩ），ガドリニウム（ＩＩＩ），ホルミウム（ＩＩＩ），鉄（ＩＩ），鉄（ＩＩＩ），
マンガン（ＩＩ），ネオジム（ＩＩＩ），ニッケル（ＩＩ），サマリウム（ＩＩＩ），テ
ルビウム（ＩＩＩ），バナジウム、ＩＩ）もしくはイッテルビウム（ＩＩＩ）などのよう
な核磁気スピン共鳴同位元素；あるいはローダミンまたはフルオレセインが挙げられる。
【０３５０】
　本発明は、直接的または間接的に、検出可能なシグナルを出す標識に付着した本発明の
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抗体を含む、診断薬またはイメージング剤も含む。適切な標識は、本明細書の他で記載し
ている。
【０３５１】
　本発明は、本発明の１以上の抗体もしくは組成物または本発明の抗体をコードする１以
上の核酸分子，あるいは本発明の核酸配列を含む１以上の組換え発現ベクター，あるいは
本発明の組換え発現ベクターもしくは核酸配列を含む１以上の宿主細胞またはウイルスを
含むキットをさらに含む。好ましくは、該キットは、本明細書に記載の方法および用途（
例えば、本明細書に記載の治療法，診断法もしくはイメージング法など）に用いられるか
、または本明細書に記載のインビトロでのアッセイもしくは方法に用いられる。このよう
なキットにおける抗体は、好ましくは本明細書の他で記載の抗体接合体であってもよく、
例えば、検出可能部分に接合させていてもよく、免疫抱合体であってもよい。好ましくは
、該キットは、例えば、診断において、キットの構成要素を使用するための取扱説明書を
含む。好ましくは、該キットは、血管新生を伴う疾病を診断するためのものであり、任意
に、このような疾病を診断するためにキットの構成要素を使用するための取扱説明書を含
む。
【０３５２】
　本明細書で定義される本発明の抗体は、インビトロまたはインビボでの応用およびアッ
セイのための分子ツールとして用いることもできる。抗体が抗原結合部位を有するため、
これらの抗体は特定の結合対のメンバーとして機能でき、これら分子は、特定の結合対メ
ンバーが必要とされる場合、任意のアッセイにおいて用いることができる。
【０３５３】
　このように、本発明のさらなる側面は、本明細書で定義される本発明の抗体を含む試薬
および、例えば、インビトロまたはインビボでのアッセイの分子ツールとしての、このよ
うな抗体の用途を提供する。
【０３５４】
　癌の診断および治療に関して、本発明の診断およびイメージングの組成物，キットおよ
び方法は、インビボおよびインビトロでの診断を含む。例えば、血管化腫瘍は、腫瘍細胞
，腫瘍血管系または腫瘍間質の接近可能な成分に結合する少なくとも第１の領域であって
、インビボでの診断用イメージング剤に動作可能に付着したものを含む腫瘍診断用成分の
、診断上有効な量を用いてイメージングすることができる。
【０３５５】
　腫瘍イメージングは、好ましくは、腫瘍細胞，腫瘍血管系または腫瘍間質の接近可能な
成分に結合する少なくとも第１の結合領域を含む診断成分を用いて血管化腫瘍の間質およ
び／または血管系の画像を提供するために実施する。治療用構造物に関して上記したもの
などのような、任意の適切な結合領域または抗体を用いることができる。特定の効果は、
検出可能に標識された本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体の構造
物を用いて提供され、ここで、得られた画像から、用いるべき治療の結合部位を予測する
。
【０３５６】
　検出可能に標識されたインビボでの腫瘍診断（好ましくは、本発明のＶＥＧＦＲ２－ブ
ロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体）は、ビスマス（ＩＩＩ），金（ＩＩＩ），ランタン（
ＩＩＩ）もしくは鉛（ＩＩ）などのようなＸ線検出可能な化合物；銅67，ガリウム67，ガ
リウム68，インジウム111，インジウム113，ヨウ素123，ヨウ素125，ヨウ素131，水銀197

，水銀203，レニウム186，レニウム188，ルビジウム97，ルビジウム103，テクネチウム99

mもしくはイットリウム90などのような放射性イオン；コバルト（ＩＩ），銅（ＩＩ），
クロミウム（ＩＩＩ），ジスプロシウム（ＩＩＩ），エルビウム（ＩＩＩ），ガドリニウ
ム（ＩＩＩ），ホルミウム（ＩＩＩ），鉄（ＩＩ），鉄（ＩＩＩ），マンガン（ＩＩ），
ネオジム（ＩＩＩ），ニッケル（ＩＩ），サマリウム（ＩＩＩ），テルビウム（ＩＩＩ）
，バナジウム、ＩＩ）もしくはイッテルビウム（ＩＩＩ）などのような核磁気スピン共鳴
同位元素；あるいはローダミンまたはフルオレセインを含む。
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【０３５７】
　腫瘍治療前のプレイメージングは、下記（ａ），（ｂ）により実施することができる：
（ａ）動物または患者に、腫瘍細胞，腫瘍血管系（好ましくは）または腫瘍間質（好まし
くは）の接近可能な成分に結合する、少なくとも第１の領域に動作可能に付着した診断薬
（本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体の構造物に動作可能に付着
した診断薬を包含する）を含む医薬組成物の、診断上有効な量を投与すること；ならびに
　　　　　（ｂ）それに続いて、腫瘍細胞，腫瘍血管系（好ましくは）または腫瘍間質（
好ましくは）に結合した検出可能に標識された第１の結合領域（または本発明のＶＥＧＦ
Ｒ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体）を検出すること；それによって、腫瘍，腫瘍
血管系および／または腫瘍間質の画像を得ること。
【０３５８】
　癌治療は、下記（ａ），（ｂ）により実施することもできる：
　　　　　（ａ）血管化腫瘍を有する動物または患者に、腫瘍結合剤または本発明のＶＥ
ＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体の構造物に動作可能に付着した診断薬を含
む、少なくとも第１の検出可能に標識された腫瘍結合剤（好ましくは、本発明のＶＥＧＦ
Ｒ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体の構造物）の、診断上の最小量を投与すること
によって、血管化腫瘍の画像を得ること、それによって、腫瘍，腫瘍血管系（好ましくは
）または腫瘍間質（好ましくは）の検出可能な画像を得ること；ならびに
　　　　　（ｂ）それに続いて、同じ動物または患者に、少なくとも裸の本発明のＶＥＧ
ＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体または該抗体を用いた治療用抗原－抗体構造
物の、治療上の最適量を、続けて投与すること、これによって、抗腫瘍効果が発揮される
こと。
【０３５９】
　このように、イメージングおよび治療の処方または医薬を提供し、それは通常、下記（
ａ），（ｂ）を含む：
　　　　　（ａ）腫瘍結合剤または本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧ
Ｆ抗体に動作可能に付着した検出可能な薬剤を含む、検出可能に標識された腫瘍結合剤（
好ましくは、本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体の構造物）の、
診断上有効な量を含む、第１の医薬組成物；ならびに
　　　　　（ｂ）少なくとも１つの裸の本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗Ｖ
ＥＧＦ抗体または、このような抗体を用いた治療用抗原－抗体構造物の、治療上有効な量
を含む、第２の医薬組成物。
【０３６０】
　本発明は、少なくとも第１の本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗
体またはその抗原結合断片に動作可能に連結した少なくとも１つの診断薬の生物学的に有
効な量を含む、少なくとも第１の組成物または医薬組成物を含む、インビトロでの診断キ
ットも提供する。
【０３６１】
　本発明は、診断薬が体外で（好ましくは、動物または患者から得られた生体検体に実施
される試験に関連して）用いることを意図している複合キットをさらに提供する。このよ
うに、本発明は、少なくとも第１の本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧ
Ｆ抗体もしくは抗原結合断片またはこの抗ＶＥＧＦ抗体の免疫抱合体の生物学的に有効な
量；およびインビトロで用いる少なくとも１つの診断薬，成分またはシステムの生物学的
に有効な量を含む、少なくとも第１の組成物，医薬組成物または医薬カクテルを、通常少
なくとも２つの別個の容器の中に含むキットを提供する。
【０３６２】
　「インビトロで用いる診断用薬剤，成分またはシステム」は、血管新生成分を有する１
以上の疾病の診断を可能にする任意の診断薬または薬剤の組合せである。このように、イ
ンビトロでの診断は、米国特許第５，７１２，２９１号、第５，７５３，２３０号、第５
，９７２，９２２号、第５，６３９，７５７号、WO 98/45331およびWO 98/16551（それぞ
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れ参照により本明細書に特に援用される）のいずれか１つに開示したような疾病または障
害に関して、診断のまたは予後の情報を生み出すのに好適に用いるものを含む。
【０３６３】
　癌の診断および治療に関して、インビトロでの診断は、インビトロでの診断試験によっ
て直接的または間接的に検出可能な「検出可能な薬剤またはレポータ薬剤」に動作可能に
付着した、腫瘍細胞，腫瘍血管系（好ましくは）または腫瘍間質（好ましくは）の接近可
能な成分に結合する少なくとも第１の結合領域を含む診断成分を含むことが好ましい。イ
ンビトロで直接的に検出可能な「検出可能な薬剤またはレポータ薬剤」は、放射標識およ
び免疫蛍光法によって検出可能なレポータ薬剤などのようなものを含む。
【０３６４】
　インビトロで間接的に検出可能な「検出可能な薬剤またはレポータ薬剤」は、発色性基
質に接触して色のついた生成物を産生する検出可能な酵素などのような、さらなる外因性
の薬剤と併用して機能するものを含む。インビトロでの間接的な検出は、第１の結合領域
に免疫特異性を有する少なくとも１つの検出用抗体と組み合わせて、腫瘍細胞，腫瘍血管
系（好ましくは）または腫瘍間質（好ましくは）の接近可能な成分に結合する第１の結合
領域を含む検出可能な成分またはレポータ成分またはシステムにも拡張される。「検出用
抗体」は、放射標識または酵素などの、直接的または間接的に検出可能な薬剤に付着する
「二次抗体」が好ましい。あるいは、第１の検出用抗体に免疫特異性を有する第２の検出
用抗体と組み合わせて、第１の結合領域に免疫特異性を有する第１の検出用抗体を含む、
「二次および三次抗体検出システム」を用いることができ、第２の検出用抗体は、直接的
または間接的に検出可能な薬剤と付着している。
【図面の簡単な説明】
【０３６５】
　以下の図面は、本明細書の一部を形成するものであり、本発明の特定の態様をさらに示
すために包含されるものである。本発明は、本明細書に示される特定の側面の詳細な記載
とともに１以上のこれら図面を参照することによって、より良く理解することができる。
【０３６６】
　図１は、ＥＪ１７３／１１２－Ｃｌ１（ｒ８４／ＰＧＮ３１１）クローンのｓｃＦｖ型
の重鎖（ＶＨ）および軽鎖（ＶＬ）可変領域のヌクレオチド配列およびアミノ酸配列を示
す。ＳｃＦｖは、Ｎｃｏ／ＮｏｔＩ部位を介してｐＨＯＧ２１（３．７Ｋｂ）にクローニ
ングした。最初のクローンニングに用いた制限部位（ＮｃｏＩ，ＨｉｎｄＩＩＩ，Ｍｌｕ
ＩおよびＮｏｔＩ）は、イタリック体で表示され、下線が引かれている。ＶＨとＶＬとの
間のリンカー配列は、イタリック体で表示されている。
【０３６７】
　図２は、ＥＪ１７３／１１２－Ｃｌ１（ｒ８４／ＰＧＮ３１１）ｓｃＦｖクローンがＶ
ＥＧＦと結合することを示す。図２は、塗布したＶＥＧＦ－Ａに対する、ＥＪ１７３／１
１２－Ｃｌ１（ｒ８４）クローン，その母クローンおよび陽性対照抗体（マウスＢ９）の
結合を評価するためのＥＬＩＳＡアッセイの結果を示す。ＥＪ１７３／１１２－Ｃｌ１（
ｒ８４）クローンが、最も高い結合のシグナルおよびそれ故、最も高い親和性を示した。
【０３６８】
　図３は、ＥＪ１７３／１１２－Ｃｌ１（ｒ８４／ＰＧＮ３１１）ｓｃＦｖクローンがＶ
ＥＧＦへの結合をめぐって２Ｃ３抗体と効果的に競合することを示し、それは競合ＥＬＩ
ＳＡアッセイの結果により示される。ＥＪ１７３／１１２－Ｃｌ１（ｒ８４）クローンが
ＶＥＧＦへの結合をめぐって２Ｃ３抗体と効果的に競合することから、ＥＪ１７３／１１
２－Ｃｌ１（ｒ８４）クローンが、マウス２Ｃ３抗ＶＥＧＦ抗体と実質的に同じエピトー
プに結合することを示す。
【０３６９】
　図４は、ＥＪ１７３／１１２－Ｃｌ１（ｒ８４／ＰＧＮ３１１）ｓｃＦｖクローンがマ
ウスＶＥＧＦおよびヒトＶＥＧＦの両方と結合することを示す。
【０３７０】
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　図５は、固定化ＶＥＧＦ－Ａに対する様々なｓｃＦｖ抗体の結合親和性を評価するため
に用いるＢｉａｃｏｒｅアッセイの結果を示す。結合曲線は図５に示され、そこから、Ｅ
Ｊ１７３／１１２－Ｃｌ１（ｒ８４／ＰＧＮ３１１）のｓｃＦｖ型が母クローンの単鎖型
（ｍ）より顕著に高い結合親和性を有することが分かる。他に示される曲線は、ｖ４１，
ｒ６８，ｒ３およびｒ２６と標識されている。
【０３７１】
　図６は、ＥＪ１７３／１１２－Ｃｌ１（ｒ８４／ＰＧＮ３１１）ＩｇＧが、ＶＥＧＦに
媒介される細胞内の細胞情報伝達を、ＶＥＧＦＲ２を介して阻害することを示し、それは
、ＥＪ１７３／１１２－Ｃｌ１（ｒ８４）ＩｇＧがＥｒｋ１／２のリン酸化を阻害するこ
とを示す、インビボでの細胞アッセイの結果により示されるものである。
【０３７２】
　図７は、ＥＪ１７３／１１２－Ｃｌ１（ｒ８４／ＰＧＮ３１１）クローンがＶＥＧＦの
切り詰められた１２１アイソフォーム（ＶＥＧＦ１２１）を認識することを示し、それは
ＥＬＩＳＡアッセイから得られた結果により示される。
【０３７３】
　図８Ａおよび図８Ｂはともに、ｒ８４／ＰＧＮ３１１はＶＥＧＦＲ２とＶＥＧＦとの相
互作用を実質的に阻止するが、ＶＥＧＦＲ１とＶＥＧＦとの相互作用を実質的に阻止しな
いことを示す。示される抗体の有無におけるＶＥＧＦ－ビオチンを、可溶性ＶＥＧＦＲ１
（図８Ａ）またはＶＥＧＦＲ２（図８Ｂ）で覆われたＥＬＩＳＡプレートのウェル中、イ
ンキュベートした。ＶＥＧＦ単独（ＶＥＧＦ）または示された抗体存在下のＶＥＧＦのシ
グナルを、ＶＥＧＦ単独（１００％）に対して標準化した。平均＋／－ＳＥＭを示す。Ｎ
＝１２（各処理それぞれ３反復実施した４枚の同一のプレート）。５０％未満のシグナル
は、結合の、有意かつ実質的な阻害と考えられる。シナジス[Synagis]は、陰性対照とし
て用いるヒト抗ＲＳＶ抗体である。比較のため、アバスチン（ベバシズマブ）（Presta e
t al., 1997）抗体を用いた結果も提示し、それはアバスチンがＶＥＧＦＲ２およびＶＥ
ＧＦＲ１の両方とＶＥＧＦとの相互作用を実質的に阻止することを示す。
【０３７４】
　図９Ａおよび図９Ｂは、ｓｃＦｖ発現ベクターを示す。図９Ａは、ｓｃＦｖ発現ベクタ
ーであるｐＨＯＧ２１を示す。ＡｐＲは、アンピシリン耐性遺伝子；ＣｏｌＥ１は、ＤＮ
Ａの複製起点；ｆＩＩＧは、ｆ１ファージの遺伝子間領域；ｃ－ｍｙｃは、モノクローナ
ル抗体９Ｅ１０に認識されるエピトープ；Ｈｉｓ６は、６つのヒスチジン残基；ｐｅｌＢ
は、細菌性ペクチン酸リアーゼのシグナルペプチド；Ｐ／Ｏは、野生型ラックプロモータ
オペレータである。図９Ｂは、Ｃ末端コード領域のヌクレオチド配列（配列番号２８）お
よびアミノ酸配列（配列番号２９）を示す。
【０３７５】
　図１０Ａ，図１０Ｂおよび図１０Ｃは、腫瘍関連マクロファージがＶＥＧＦＲ２を発現
することを示す。図１０Ａは、対照で処理または２Ｃ３で処理した動物からの腫瘍切片に
おける染色からＴ０１４（ＶＥＧＦＲ２抗体）およびＦ４／８０（マクロファージのマー
カー）が共局在化していることを示す。図１０Ａは、２Ｃ３がマクロファージの浸潤を減
少させることを示す。しかしながら、対照群および２Ｃ３群の両方とも、ＶＥＧＦＲ２お
よびマクロファージマーカーの共局在化を示している。図１０Ｂは、３つの異なるマクロ
ファージマーカーのうちの１つおよびＶＥＧＦＲ２が二重陽性である細胞数を示す。図１
０Ｃは、担癌動物からの腹腔マクロファージがＶＥＧＦＲ２を発現することを示すために
、ＶＥＧＦＲ２に対する２つの異なる抗体を用いる。
【０３７６】
　図１１は、ｒ８４／ＰＧＮ３１１がＭＤＡ－ＭＢ－２３１腫瘍の増殖を阻害することを
示す。図１１は、インビボの（マウス）ＭＤＡ－ＭＢ－２３１乳癌腫瘍モデルを用いた研
究から得られた結果および腫瘍容積に対するｒ８４，アバスチンまたは生理食塩水（対照
）の効果を示す。平均腫瘍容積の＋／－ＳＥＭを示す。アバスチンおよびｒ８４で処理し
たマウスは、対照で処理した動物より有意に小さい腫瘍容積を有する。
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【０３７７】
　図１２は、各群における個々の動物の腫瘍重量／体重の比率を示す以外は図１１に示し
たのと同じ研究から得られた結果を示す。アバスチンおよびｒ８４／ＰＧＮ３１１で処理
したマウスは、対照で処理した動物より有意に小さい腫瘍重量／体重の比率を有する。
【０３７８】
　図１３は、ｒ８４／ＰＧＮ３１１がＡ６７３腫瘍の増殖を阻害することを示す。図１３
は、インビボの（マウス）Ａ６７３腫瘍モデルを用いた研究から得られた結果、および腫
瘍容積に対するｒ８４，２Ｃ３または対照抗体（シナジス－ヒト抗ＲＳＶ）の効果を示す
。平均腫瘍容積の＋／－ＳＥＭを示す。２Ｃ３およびｒ８４で処理したマウスは、対照で
処理した動物より有意に小さい腫瘍容積を有する。このように、２Ｃ３およびｒ８４は、
Ａ６７３腫瘍の増殖を抑制する点で効果的である。
【０３７９】
　図１４は、ｒ８４／ＰＧＮ３１１が腫瘍関連マクロファージの浸潤を有意に減少させる
ことを示す。腫瘍は、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１腫瘍細胞を有するマウスから採取し、切片化
し、マクロファージのマーカー（Ｍａｃ－３）に対する抗体で染色した。対照動物からの
３つの腫瘍およびｒ８４および２Ｃ３で処理した動物それぞれからの３つの腫瘍を分析し
、各腫瘍からの５つの画像を研究した。図１４は、ｒ８４および２Ｃ３で処理した動物か
らの腫瘍がマクロファージマーカーであるＭａｃ－３の発現を有意に減少させたことを示
し、またｒ８４が２Ｃ３より顕著な効果を有する（ｒ８４の場合、ｐ＜０．０１）ことを
示す。
【０３８０】
　図１５は、ｒ８４／ＰＧＮ３１１がＭＤＡ－ＭＢ－２３１動物モデル腫瘍の微小血管密
度を有意に低下させることを示す。腫瘍は、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１腫瘍細胞を有するマウ
スから採取し、切片化し、マウス内皮細胞（ＭＥＣＡ－３２）に対する抗体で染色した。
対照動物からの３つの腫瘍およびｒ８４および２Ｃ３で処理した動物それぞれからの３つ
の腫瘍を分析し、各腫瘍からの５つの画像を研究した。図１５は、ｒ８４および２Ｃ３で
処理した動物からの腫瘍において血管数／高倍率視野が有意に減少した（ＭＥＣＡ－３２
，ｐ＜０．０００１）ことを示す。
【０３８１】
　図１６Ａおよび図１６Ｂは、ｒ８４／ＰＧＮ３１１がＶＥＧＦＲ２経路を選択的に阻止
することを示す。図１６Ａは、ｒ８４／ＰＧＮ３１１が、ＶＥＧＦＲ２発現細胞（ＨＤＭ
ＥＣ）表面のＥｒｋ１／２（ｐＥＲＫ１／２）およびＰＬＣ－γ（ｐＰＬＣ－γ）の、Ｖ
ＥＧＦ刺激された（＋ＶＥＧＦ）リン酸化を阻害することを示す。陽性対照であるアバス
チンも、Ｅｒｋ１／２およびＰＬＣ－γに対する、ＶＥＧＦ刺激されたリン酸化を阻害す
る。図１６Ｂは、陽性対照（アバスチン）がＶＥＧＦＲ１のリン酸化を阻害するのに対し
て、ｒ８４／ＰＧＮ３１１がＶＥＧＦＲ１発現細胞（ＰＡＥ　Ｆｌｔ）表面のＶＥＧＦＲ
１に対する、ＶＥＧＦ刺激されたリン酸化を阻害しないことを示す。
【０３８２】
　図１７Ａ，図１７Ｂ，図１７Ｃおよび図１７Ｄは、ｒ８４／ＰＧＮ３１１が、非小細胞
肺癌株化細胞によって生じる腫瘍の増殖を有意に減少させることを示す。図１７Ａ，図１
７Ｂ，図１７Ｃおよび図１７Ｄは、インビボのマウスモデルならびに４つの異なる非小細
胞肺癌株化細胞であるＨ４６０（図１７Ａ），Ｈ１２９９（図１７Ｂ），Ｈ３５８（図１
７Ｃ）およびＡ５４９（図１７Ｄ）を用いた研究から得られた結果を示す。腫瘍重量に対
するｒ８４／ＰＧＮ３１１，アバスチンまたは対照抗体（シナジスまたはＸＴＬ）の効果
を示す（腫瘍の平均重量の＋／－ＳＥＭを示す）。ｒ８４／ＰＧＮ３１１およびアバスチ
ンで処理したマウスは、対照で処理した動物より有意に低い平均腫瘍重量を有する。この
ように、ｒ８４／ＰＧＮ３１１およびアバスチンは、非小細胞肺癌株化細胞の増殖を抑制
することに効果的である。ｒ８４／ＰＧＮ３１１は、少なくともＨ４６０（図１７Ａ），
Ｈ１２９９（図１７Ｂ）およびＡ５４９（図１７Ｄ）モデルにおいてアバスチンより良好
に機能する。ｒ８４は、Ａ５４９モデル（図１７Ｄ）においてアバスチンより有意に良好
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である。
【０３８３】
　図１８Ａ，図１８Ｂおよび図１８Ｃは、ｒ８４で処理した腫瘍のリンパ管密度が対照腫
瘍より有意に低いことを示す。図１８Ａ（６つのパネル）は、対照（上のパネル）および
ｒ８４（下のパネル）で処理した腫瘍における、リンパマーカー，ポドプラニン（緑），
Ｐｒｏｘ１（赤）および合成の画像を示す、凍結したＭＤＡ－ＭＢ－２３１腫瘍切片の免
疫蛍光染色である。図１８Ｂ（２つのパネル）は、対照（上のパネル）およびｒ８４（下
のパネル）で処理した腫瘍においてＬＹＶＥ－１を染色したＭＤＡ－ＭＢ－２３１腫瘍切
片を示す。ＬＹＶＥ－１染色のパターン（図１８Ｂ）は、ポドプラニンおよびＰｒｏｘ１
のもの（図１８Ａ）と類似している。ＬＹＶＥ－１で染色した各腫瘍切片の全域を低い倍
率で試験し、ＬＹＶＥ－１陽性領域のパーセントを、ＮＩＳ－Ｅｌｅｍｅｎｔｓイメージ
ング・ソフトウェアを用いて視野ごとにごとに決定した（図１８Ｃ）。最も高いＬＹＶＥ
－１陽性パーセント領域を有する１０の視野を合わせて平均化し、腫瘍ごとの最終スコア
を得て、対応のないｔ検定[unpaired student’s t-test]により群の平均の有意差を試験
した。対照腫瘍のＬＹＶＥ－１陽性領域のパーセント（７．０３±１．０１３；ｎ＝６）
は、ｒ８４処理腫瘍（２．２３±０．９８６；ｎ＝５）より、Ｐ＝０．００４２で有意に
大きかった。
【０３８４】
　図１９は、完全にヒトおよびマウスのキメラＩｇＧ型のｒ８４がマウスＶＥＧＦおよび
ヒトＶＥＧＦの両方に結合することを示す。ヒトＶＥＧＦ（０．５μｇ／ｍＬ，Ｒ＆Ｄ）
またはマウスＶＥＧＦ（０．５μｇ／ｍＬ，Ｓｉｇｍａ）を、９６ウェルプレートの底部
にコーティングした。ウェルを塞ぎ、それからヒトｒ８４（青の線）またはマウス・キメ
ラｒ８４（緑の線）の示された濃度でインキュベートした。ウェルに結合した抗体は、抗
ヒトＦｃ抗体または抗マウスＨＲＰ接合抗体とともにインキュベートすることよって検出
した。平均吸光度を示す。
【０３８５】
　図２０Ａおよび図２０Ｂは、ｒ８４／ＰＧＮ３１１が、ＶＥＧＦＲ２を発現している内
皮細胞の、ＶＥＧＦに誘導される遊走を強く阻害することを示す。ＨＤＭＥＣ（図２０Ａ
）およびＰＡＥ　ＫＤＲを発現している細胞（図２０Ｂ）を、トランスウェル・アッセイ
で用いた。細胞をＶＥＧＦで刺激しない（ＮＳ）か、または遊走を刺激するために１００
ｎｇ／ｍｌのＶＥＧＦに曝露する（ＶＥＧＦ）かし、そして５００倍のモル過剰のｒ８４
，アバスチン（Ａｖａｓ）または対照（Ｃｎｔｌ）抗体（ＩｇＧ型）が、ＶＥＧＦに誘導
される遊走を阻害できるか試験した。ＶＥＧＦは、刺激しなかった細胞と比較して、遊走
を誘導する（ｐ＜０．０１）。ｒ８４およびアバスチンは、ＶＥＧＦに誘導される遊走を
阻害する（＊＊＊，ｐ＜０．０００１，対ＶＥＧＦ単独）。
【０３８６】
　図２１は、ｒ８４／ＰＧＮ３１１が、ＶＥＧＦＲ１を発現している内皮細胞の、ＶＥＧ
Ｆに誘導される遊走を阻害しないことを示す。ＰＡＥ　Ｆｌｔ１を発現している細胞をＶ
ＥＧＦで刺激しない（ＮＳ）か、または遊走（ＶＥＧＦ）を刺激するためにＶＥＧＦに曝
露する（ＶＥＧＦ）かし、そしてｒ８４，アバスチン（Ａｖａｓ）または対照（Ｃｎｔｌ
）抗体（ＩｇＧ型）が、ＶＥＧＦに誘導される遊走を阻害できるか試験した。ＶＥＧＦは
、刺激しなかった細胞と比較して遊走を誘導する。アバスチンは、ＶＥＧＦに誘導された
遊走を有意に阻害するが、ｒ８４はそうしない。このように、図２１は、ｒ８４／ＰＧＮ
３１１が、ＶＥＧＦＲ１を発現している内皮細胞の、ＶＥＧＦに誘導される遊走を阻害し
ないことを示す。ＰＡＥ　Ｆｌｔ１（ＶＥＧＦＲ１のみを発現する内皮細胞）は、２４時
間血清飢餓培養した後、トランスウェル挿入部分の無血清培地中に播種した（８μＭ孔，
５，０００細胞／挿入部分）。膜の下側への遊走は、挿入部分の下のウェルに下記を加え
ることにより刺激した：無血清培地（ＮＳ）；ＶＥＧＦ（１００ｎｇ／ｍｌ）；ＶＥＧＦ
＋対照ＩｇＧ（Ｃｎｔｌ）；ＶＥＧＦ＋アバスチン（アバスチン）；ＶＥＧＦ＋ｒ８４（
ｒ８４）。細胞は、膜が取り除かれた時点から２４時間、遊走することができ、細胞を膜



(67) JP 2011-502503 A 2011.1.27

10

20

30

40

50

の上表面から取り除き、固定化し、ＤＡＰＩで染色した。その後、膜の下側の、ＤＡＰＩ
で染色した核を、蛍光顕微鏡により計数し、ソフトウェア（Ｅｌｅｍｅｎｔｓ，ニコン）
を用いて定量化した。＊は、ｐ＜０．０５，ｒ８４対アバスチン；＊＊は、ｐ＜０．０１
，アバスチン対対照。
【０３８７】
　図２２は、ｒ８４／ＰＧＮ３１１が、マウスにおいて膵臓腫瘍細胞であるＰａｎｃ１の
増殖を顕著に減少させることを示す。膵臓腺癌細胞であるＰａｎｃ１担持マウスは、ｒ８
４／ＰＧＮ３１１のＩｇＧまたはシナジス（陰性対照）のいずれかを与えた。腫瘍容積は
、処理の時間経過を通して表す。このように、図２２は、ｒ８４／ＰＧＮ３１１が皮下ヒ
ト膵臓腫瘍異種移植片の増殖を減らすことを示す。Ｐａｎｃ１腫瘍細胞は、０日目にＳＣ
ＩＤマウス（２×１０6細胞／動物）の皮下に注射した。マウスは、開始１日目から、５
００μｇの対照ＩｇＧ（シナジス）またはｒ８４を２回／一週間で処理した。腫瘍容積は
、測径器を用いて時間とともに観測した。平均（ＳＥＭ）腫瘍容積（ｎ＝５／群）対腫瘍
細胞注射（ＴＣＩ）後の日数を示す。
【０３８８】
　図２３は、ｒ８４／ＰＧＮ３１１のマウス・キメラ・バージョンが、同系４Ｔ１乳房腫
瘍担持マウスの生存を延長することを示す。マウス４Ｔ１腫瘍は、Ｂａｌｂ／Ｃマウス（
群当たりｎ＝８マウス）に正所的に注射された。ｒ８４／ＰＧＮ３１１のマウス・キメラ
・バージョン（ｍｃｒ８４，赤い線）または対照（対照，黒い線）抗体のいずれかを、１
２日目から開始し週２回ｉ．ｐ．注射により投与し、３週間継続した。ｒ８４／ＰＧＮ３
１１は、対照と比較して生存を延長した。
【０３８９】
　図２４は、対照ＩｇＧ，アバスチン，２Ｃ３またはｒ８４（示されているとおり）で処
理した腫瘍担持マウスからの血清中のマウスＶＥＧＦのレベルを示す。血清を回収し、Ｒ
＆Ｄシステムのキットを用いてマウスＶＥＧＦのレベルをＥＬＩＳＡでアッセイした。加
えて、ｒ８４処理マウスからの血清のアリコートを、プロテインＧビーズで前精製した。
プロテインＧで精製した血清からの上澄（ｒ８４　ｓｕｐｅ）も試験した。
【０３９０】
　図２５は、ｒ８４およびより少ない程度でアバスチン（ｂｅｖ）が、インビボでのＭＤ
Ａ－ＭＢ－２３１腫瘍への、ＣＤ１１ｂ＋／Ｇｒ１＋細胞の浸潤を減少させるが、２Ｃ３
はそうしないことを示す。ｒ８４についての減少は、３９％である。一元配置分散分析[A
NOVA]は、ｒ８４処理動物（２Ｃ３またはアバスチン（ｂｅｖ）処理動物ではない）に観
察される減少した浸潤が対照処理動物と統計学的に差がある（＊＊と表示，ｐ＜０．０１
）ことを示す。
【発明を実施するための最良の形態】
【０３９１】
　固形腫瘍および上皮性悪性腫瘍は、ヒトにおけるすべての癌のうち９０％以上に上る。
モノクローナル抗体および抗毒素の使用は、リンパ腫および白血病の治療において調査さ
れているものの、これらの薬剤は、残念ながら、上皮性悪性腫瘍および他の固形腫瘍に対
する臨床的試行においては効果的ではなかった（Abrams および Oldham, 1985）。抗体に
基づく治療の効果がないことの主な理由は、この高分子が容易に固形腫瘍に輸送されない
ということにある。いったん腫瘍塊に入ればなおさら、これらの分子は、腫瘍細胞間のタ
イトジャンクション、線維性間質、間質における圧力の勾配および結合部位の障壁の存在
によって均一に分散することはない（Dvorak et al., 1991a）。
【０３９２】
　固形腫瘍を治療するための新規戦略を発展させるに当たり、腫瘍細胞よりもむしろ、腫
瘍の血管系を標的化することに関する方法が際立った優位性を与える。腫瘍血管の効果的
な破壊または阻止は、腫瘍内の血流を阻んで、結果として雪崩のような腫瘍の細胞死に至
る。抗体－毒物および抗体－凝固剤構造物は、特定の標的化および腫瘍血管の破壊におい
て既に効果的に使用されており、腫瘍の壊死をもたらしている（Burrows et al., 1992; 
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Burrows および Thorpe, 1993; WO 93/17715; WO 96/01653；米国特許第５，８５５，８
６６号；第５，８７７，２８９号；第５，９６５，１３２号；第６，０５１，２３０号；
第６，００４，５５５号；第６，０９３，３９９号）。
【０３９３】
　抗体、増殖因子またはその他の結合リガンドが、腫瘍血管系へ凝固剤を特異的に送達さ
せるために使用される場合、このような薬剤は、「凝固リガンド」と称される。、凝固リ
ガンドにおける使用のための目下好適な凝固剤は切り詰められた組織因子（ｔＴＦ）（Hu
ang et al., 1997; WO 96/01653；米国特許番号．５，８７７，２８９）である。ＴＦは
、血液凝固作用における主要なイニシエーターである。損傷部位において、血中の第ＶＩ
Ｉ／ＶＩＩａ因子は、血管周囲組織における細胞上のＴＦに接触して結合する。このＴＦ
：ＶＩＩ複合体は、リン脂質界面の存在下で、第ＩＸおよびＸ因子を活性化させる。この
ことは、順々に、トロンビンおよびフィブリンの形成、最終的には血栓の形成に至る。
【０３９４】
　およそ通常の内皮には存在しないが、腫瘍の内皮上にて利用できる、幅広い適当な標的
分子は、文書化されているものである。例えば、エンドグリン、Ｅ－セレクチン、Ｐ－セ
レクチン、ＶＣＡＭ－Ｉ、ＩＣＡＭ－Ｉ、ＰＳＭＡ、ＴＩＥ、ＬＡＭ－１との半応性を有
するリガンド、ＶＥＧＦ／ＶＰＦ受容体、ＦＧＦ受容体、αｖβ３インテグリン、プライ
オトロピンまたはエンドシアリンのような、発現された標的が使用され得る（米国特許第
５，８５５，８６６号；第５，８７７，２８９号および第６，００４，５５５号；Burrow
s et al., 1992; Burrows および Thorpe, 1993; Huang et al., 1997；何れも参照によ
り本明細書に援用される）。
【０３９５】
　米国特許第５，７７６，４２７号および第６，０３６，９５５号（何れも参照により本
明細書に援用される）において記載されているように、天然の腫瘍環境または以下の人的
介入によって誘導可能なその他の標的も、標的可能な存在である。正常組織および腫瘍血
管の誘導における先だっての抑制に関連して使用される場合、ＭＨＣクラスＩＩ抗原も標
的として使用され得る（米国特許第５，７７６，４２７号；第６，００４，５５４号およ
び第６，０３６，９５５号；何れも参照により本明細書に援用される）。
【０３９６】
　吸着した標的は、ＶＥＧＦ、ＦＧＦ、ＴＧＦβ、ＨＧＦ、ＰＦ４、ＰＤＧＦ、ＴＩＭＰ
、ＴＩＥに結合するリガンドまたは腫瘍関連フィブロネクチンアイソフォーム（米国特許
第５，８７７，２８９号および第５，９６５，１３２号；何れも参照により本願明細書に
援用される）のような、別の適当な群である。フィブロネクチンアイソフォームは、受容
体としてのインテグリンファミリーに結合するリガンドである。腫瘍関連フィブロネクチ
ンアイソフォームは、腫瘍血管系および腫瘍間質の両方において標的化できる構成成分で
ある。
【０３９７】
　臨床的な標的化適用のための目下好適なマーカーは、ＶＥＧＦ関連受容体である。事実
、ＶＥＧＦ：受容体複合体のアセンブリは、現在までに観察された腫瘍血管系マーカーの
うち最も特的なものの一つである。（米国特許第５，８７７，２８９号；第５，９６５，
１３２号および第６，０５１，２３０号；Lin-Ke et al., 1996; Dvorak et al., 1991b
）．
　ＶＥＧＦ：受容体複合体は、腫瘍内皮への薬剤またはその他のエフェクタの特異的な送
達のための魅力的な標的を提示する。なぜならば、腫瘍ではサイトカインおよび増殖因子
が豊富であり、ほとんどの固形腫瘍に見られる低酸素条件下ではＶＥＧＦ受容体は上方制
御されているからである（Mazure et al., 1996; Forsythe et al., 1996; Waltenberger
 et al., 1996; Gerber et al., 1997; Kremer et al., 1997）。腫瘍内微小環境におい
て特異的である、リガンドとその受容体との両方の上方制御は、正常組織における内皮と
比べると、腫瘍血管の内皮における占有された受容体の高濃度化に至る（米国特許第５，
８７７，２８９号および第５，９６５，１３２号）。Ｄｖｏｒａｋおよび同僚も、ＶＥＧ
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ＦのＮ末端に対して指向するウサギポリクローナル抗体は、同系腫瘍担持マウスへの注入
後、選択的に腫瘍血管を染色することを示した（Lin-Ke et al., 1996）。
【０３９８】
　臨床的介入のための標的としてのＶＥＧＦの役割は、抗毒素または凝固リガンドの治療
に限定されるものではない。事実、ＶＥＧＦは、固形腫瘍の血管新生に関与するカギとな
る因子の１つであり（Ferrara, 1995; Potgens et al., 1995）、有力な透過性薬剤（Sen
ger et al., 1983; Senger et al., 1990; Senger et al., 1986）でも内皮細胞マイトジ
ェン（Keck et al., 1989; Connolly et al., 1989; Thomas, 1996）でもある。ＶＥＧＦ
と血管新生との間の関連性は、ＶＥＧＦ介入を目的とした種々の治療戦略を提起すること
となった（Siemeister et al., 1998）．
　Ａ．ＶＥＧＦおよびＶＥＧＦ受容体
　血管内皮増殖因子アイソフォームＡ（ＶＥＧＦ－Ａ、本出願においては、単に「ＶＥＧ
Ｆ」と称される。）は、低酸素および発癌突然変異によって誘導される多機能性サイトカ
インである。ＶＥＧＦは、胚発生における血管網の発生および維持の主要な刺激因子であ
る。ＶＥＧＦは、有力な透過性誘導性薬剤、内皮細胞の走化性物質、内皮生存因子、およ
び内皮細胞増殖因子として機能する（Thomas, 1996; Neufeld et al., 1999）。ＶＥＧＦ
の１アレルまたは両アレルの標的化された欠損は、結果として胚性致死に至るように（Fo
ng et al., 1995; Shalaby et al., 1995）、この活性は、正常な胚発生に求められるも
のである（Carmeliet et al., 1996; Ferrara et al., 1996）。
【０３９９】
　ＶＥＧＦは、創傷治癒（Frank et al., 1995; Burke et al., 1995）、糖尿病性網膜症
（Alon et al., 1995; Malecaze et al., 1994）、乾癬（Detmar et al., 1994）、アテ
ローム性動脈硬化（Inoue et al., 1998）、リウマチ性関節炎（Harada et al., 1998; N
agashima et al., 1999）、固形腫瘍の増殖（Plate et al., 1994; Claffey et al., 199
6）を含む無数の生理学的および病理学的過程における血管新生または脈管形成を促進す
る重要な因子である。
【０４００】
　幅広い種類の細胞および組織がＶＥＧＦを産生し、ＶＥＧＦは少なくとも、同一の遺伝
子でコードされたスプライス変異である５つのアイソフォーム（１２１個、１４５個、１
６５個、１８９個および２０６個のアミノ酸）として存在している（Houck et al., 1991
; Ferrara et al., 1991; Tischer et al., 1991）。１２１個および１６５個のアミノ酸
からなる２つの小さなアイソフォームは、細胞から分泌される（Houck et al., 1991; An
thony et al., 1994）。分泌型のＶＥＧＦは、２つのジスルフィド結合によってモノマー
が結合された、３８～４６ｋＤａ間の強制的な二量体である。
【０４０１】
　ＶＥＧＦ二量体は、２つのよく特性が調べられた受容体であって、内皮細胞に選択的に
発現されるものである、ＶＥＧＦＲ１（ＦＬＴ－１）およびＶＥＧＦＲ２（ＫＤＲ／Ｆｌ
ｋ－１）に高い親和性で結合する（Ｆｌｔ－１およびＦｌｋ－１はマウスホモログである
。）。ＶＥＧＦＲ１、ＶＥＧＦＲ２に対するＶＥＧＦの結合のＫｄは、それぞれ、１５～
１００ｐＭ、４００～８００ｐＭである（Terman et al., 1994）。近年同定された第３
の細胞表面タンパク質である、ニューロフィリン－１も、高い親和性でＶＥＧＦに結合す
る（Olander et al., 1991; De Vries et al., 1992; Terman et al., 1992; Soker et a
l., 1998）。
【０４０２】
　ＶＥＧＦＲ１およびＶＥＧＦＲ２は、７つの細胞外ＩｇＧ様リピート、単一の膜貫通ド
メイン、および細胞内開裂チロシンキナーゼを特徴とする、ドメインＩＩＩ型受容体チロ
シンキナーゼ（ＲＴＫＩＩＩ）ファミリーのメンバーである（Mustonen および Alitalo,
 1995）。つい最近まで、ＶＥＧＦＲ１およびＶＥＧＦＲ２は、内皮細胞にほとんど限定
的に発現しているものと考えられてきた（Mustonen および Alitalo, 1995）。ＶＥＧＦ
Ｒ１およびＶＥＧＦＲ２は、内皮細胞の増殖、遊走および分化の促進に関して、異なる機
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能を有することが報告されているが（Waltenberger et al., 1994; Guo et al., 1995）
、各受容体がＶＥＧＦの生物学的事象および内皮細胞のホメオスタシスにおいて担う正確
な役割は、本発明の前には明確に解明されていなかった。
【０４０３】
　ノックアウトマウスを用いた近年の研究は、ＶＥＧＦ、ＶＥＧＦＲ１およびＶＥＧＦＲ
２のそれぞれが、脈管形成、血管新生および胚発生に必須であることを示した（Fong et 
al., 1995; Shalaby et al., 1995; Hiratsuka et al., 1998）。致死性のノックアウト
の研究において、各受容体の欠損に関連した表現型は異なっていた。標的化されたＶＥＧ
ＦＲ２破壊は、内皮細胞の分化を欠損し、卵黄嚢の血島を形成できない、あるいは脈管形
成に至らなかった胚をもたらした（Shalaby et al., 1995）。ＶＥＧＦＲｌヌル変異体は
、不完全な脈管形成、内皮細胞の無秩序なアセンブリおよび拡張された血管を示した（Fo
ng et al., 1995; Hiratsuka et al., 1998）。ＶＥＧＦＲ１は明らかに、極めて重要な
生物学的役割を有する。
【０４０４】
　ＶＥＧＦＲ１は、ＶＥＧＦＲ２よりも、チロシンキナーゼ活性は低いが、ＶＥＧＦに対
して高い親和性を有する。このことは、ＶＥＧＦＲ１の細胞外ドメインは特に重要である
ことを示唆する。この仮説は、ＶＥＧＦ結合ドメインがインタクトのままである一方、Ｖ
ＥＧＦＲ１のチロシンキナーゼドメインが欠損したノックアウトマウスにおける研究から
の結果に強く裏付けられている（Hiratsuka et al., 1998）。ＶＥＧＦＲ１チロシンキナ
ーゼ欠損胚は、正常な血管を発生させて、出産まで生存していた（Hiratsuka et al., 19
98）。
【０４０５】
　先だってのノックアウト（Fong et al., 1995; Shalaby et al., 1995）に加えて、Ｈ
ｉｒａｔｓｕｋａら（1998）の研究は、ＶＥＧＦＲ１が極めて重要な生物学的役割を有す
ることを示している。しかしながら、チロシンキナーゼシグナル伝達は、決定的な因子で
ないように思われる。興味深いことに、ＶＥＧＦＲ１ノックアウトマウス由来のマクロフ
ァージは、ＶＥＧＦに誘導される走化性を示さないので（Hiratsuka et al., 1998；参照
により本明細書に援用される）、ＶＥＧＦＲ１が、ＶＥＧＦに対するこの重要な生物学的
応答を介在することを担う受容体に関係しているものとされる。
【０４０６】
　あるグループは、ＶＥＧＦＲ２がＶＥＧＦ誘導性の有糸分裂および透過性における主要
なシグナル伝達受容体であることを報告している（Waltenberger et al., 1994; Zachary
, 1998; Korpelainen および Alitalo, 1998）。マクロファージの遊走および走化性にお
ける機能は、上で議論したＨｉｒａｔｓｕｋａら（1998）の研究によって文書化されてい
るが、内皮細胞の機能におけるＶＥＧＦＲ１の役割はかなり不明確である。
【０４０７】
　Ｃｌａｕｓｓら（1996；参照により本明細書に援用される）も、ＶＥＧＦＲ１が単核白
血球の活性化および走化性において重要な役割を担うということを報告している。事実、
マクロファージ／単核白血球系統の細胞は、ＶＥＧＦＲ１のみを発現しており、このＶＥ
ＧＦＲ１は受容体は単核白血球の動員およびプロ凝固剤活性を介在することを担っている
（Clauss et al., 1996）。単核白血球およびマクロファージにおける、ＶＥＧＦＲ１へ
のＶＥＧＦの結合も、細胞内カルシウムの上昇およびチロシンリン酸化の誘導によって作
用する（Clauss et al., 1996）。
【０４０８】
　ＶＥＧＦ受容体へのＶＥＧＦ二量体の結合は、受容体の二量体化を誘導すると考えられ
ている。受容体の二量体化は、それぞれＶＥＧＦＲ２、ＶＥＧＦＲ１の細胞内側における
特定のチロシン残基、Ｙ８０１およびＹ１１７５、Ｙ１２１３およびＹ１３３３の自己ト
ランスリン酸化を引き起こす。これは、ホスホリパーゼＣγ（ＰＬＣγ）およびホスホフ
ァチジルイノシトール３－キナーゼ（ＰＩ３Ｋ）の活性化と、細胞内カルシウムイオンの
増加とを含む、シグナル伝達カスケードに至る（Hood および Meininger, 1998; Hood et
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 al., 1998; Kroll および Waltenberger, 1998）。
【０４０９】
　多数のグループが、ＶＥＧＦＲ２のＶＥＧＦ活性化の後において、酸化窒素（ＮＯ）が
生成すること示しているが（Hood および Meininger, 1998; Hood et al., 1998; Kroll 
および Waltenberger, 1998）、ＶＥＧＦ誘導性のシグナル伝達に下流における細胞内の
現象はあまり明確ではない。ＶＥＧＦによる、ＶＥＧＦ１ではなく、ＶＥＧＦＲ２の活性
化が、ＭＡＰキナーゼ、ＥＲＫｌおよびＥＲＫ２を含む、ＳｒｃおよびＲａｓ－ＭＡＰキ
ナーゼカスケードを活性化することが示されている（Waltenberger et al., 1994, 1996;
 Kroll および Waltenberger, 1997）。
【０４１０】
　特に、ＦＩｔ－Ｉチロシンキナーゼ欠損マウスが生存し、正常な血管を発生させている
ことから、内皮細胞機能におけるＶＥＧＦＲＩの役割は、かなり不明確なものである（Hi
ratsuka et al., 1998）。内皮におけるＶＥＧＦＲ１の主要な生物学的役割は、非シグナ
ル性のリガンド結合分子としてのもの、あるいは、ＶＥＧＦをＶＥＧＦＲ２に提供するた
めに必要な「デコイ」受容体としてのものであることが示唆されている。
【０４１１】
　ＶＥＧＦと病理学的な血管新生の状態との関連性は、ＶＥＧＦ活性を阻止する種々の試
行を促している。これらには、ＶＥＧＦに対する特定の中和抗体のが含まれる（Kim et a
l., 1992; Presta et al., 1997; Sioussat et al., 1993; Kondo et al., 1993; Asano 
et al., 1995）。ＶＥＧＦ受容体に対する抗体も、米国特許第５，８４０，３０１号およ
び第５，８７４，５４２号や、本発明に続く、WO 99/40118においても記載されている。
実際、米国特許第５，８４０，３０１号および第５，８７４，５４２号は、ＶＥＧＦその
ものよりもむしろ、ＶＥＧＦ受容体を阻止することが種々の理由により有利であることを
示唆している。
【０４１２】
　ＶＥＧＦまたはＶＥＧＦ受容体に対する、可溶型受容体構成物（Kendall および Thoma
s, 1993; Aiello et al., 1995; Lin et al., 1998; Millauer et al., 1996）、チロシ
ンキナーゼ阻害剤（Siemeister et al., 1998）、アンチセンス戦略、ＲＮＡアプタマー
およびリボザイムも報告されている（Saleh et al., 1996; Cheng et al., 1996；何れも
参照により本明細書に援用される）。
【０４１３】
　Ｂ．抗ＶＥＧＦ抗体
　Ｂ１．抗体特性
　種々の阻害方法の適用が、ＶＥＧＦシグナル伝達を干渉することにより、血管形成の阻
止および／または腫瘍増殖の抑制において、少なくともある程度効果的であることが示さ
れている。事実、ＶＥＧＦに対するモノクローナル抗体がマウスにおけるヒト腫瘍移植物
の増殖および腹水産生を阻害することが示されている（Kim et al., 1993; Asano et al.
, 1995; 1998; Mesiano et al., 1998; Luo et al., 1998a; 1998b; Borgstrom et al., 
1996; 1998）。
【０４１４】
　抗体Ａ４．６．１は、ＶＥＧＦＲ１とＶＥＧＦＲ２との両方へのＶＥＧＦの結合を阻止
することができる、親和性の高い抗ＶＥＧＦ抗体である（Kim et al., 1992; Wiesmann e
t al., 1997; Muller et al., 1998）。Ａ４．６．１のＦａｂフラグメントが結合したＶ
ＥＧＦのアラニンスキャニング変異導入およびＸ線結晶解析は、Ａ４．６．１が結合する
ＶＥＧＦ上のエピトープは、アミノ酸８９～９４付近を中心にしていることを示した。こ
の構造的なデータは、Ａ４．６．１は、ＶＥＧＦがＶＥＧＦＲ２に結合することを競合的
に阻害するが、ＶＥＧＦがＶＥＧＦＲ１に結合することを、おそらく立体障害によって阻
害していることを実証するものである（Muller et al., 1998; Keyt et al., 1996；何れ
も参照により本明細書に援用される）。
【０４１５】
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　Ａ４．６．１は、今まで、文献においては、最も集中的に利用された中和性の抗ＶＥＧ
Ｆ抗体である。この抗体は、マウス中の種々のヒト腫瘍の増殖およびＶＥＧＦ誘導性の血
管透過性を阻害することが示されている（Brem, 1998; Baca et al., 1997; Presta et a
l., 1997; Mordenti et al., 1998; Borgstrom et al., 1999; Ryan et al., 1999; Lin 
et al., 1999；それぞれ参照により本明細書に特に援用される）。Ａ４．６．１は、よく
特性が調べられたヒト卵巣上皮性悪性腫瘍マウスモデルにおける、腹水産生および、転移
マウスモデルにおける腫瘍播種を阻害する。Ａ４．６．１は、一価ファージディスプレイ
技術によってヒト化されている（Brem, 1998; Baca et al., 1997; Presta et al., 1997
；何れも参照により本明細書に援用される）。得られたヒト化抗体は、アバスチン（ベバ
シズマブ）と称され、臨床的使用について認可されている（Hurwitz et al., 2004）。
【０４１６】
　ＶＥＧＦに対する中和抗体で、本技術分野における成功があるにも関わらず、本発明者
らは、新規の抗体、特に、ＶＥＧＦＲ１（ＦＬＴ－Ｉ）および／またはＶＥＧＦＲ２（Ｋ
ＤＲ／Ｆｌｋ－１）との相互作用における、より正確に限定された様式を有する抗体は、
様々な理由において有益なものであろうと理解した。たとえば、２つのＶＥＧＦ受容体の
うち１つだけとのＶＥＧＦ相互作用を選択的に阻止する抗ＶＥＧＦ抗体の開発は、ＶＥＧ
ＦＲ１とＶＥＧＦＲ２との両方を発現する細胞におけるＶＥＧＦによって活性化される経
路のより正確な解析を可能にさせる。
【０４１７】
　本発明者は、ＶＥＧＦの１つだけの受容体への結合を阻止する、限定されたエピトープ
特異性を有する抗体は、臨床的な利点を有するものと考えた。Ｈｉｒａｔｓｕｋａら（１
９９８）のノックアウトマウス研究は、ＶＥＧＦＲとＶＥＧＦＲ２との両方も重要な生物
学的役割を有することを示している。本発明に先立って、２つのうち１つの受容体のみを
介してのＶＥＧＦ介在効果を阻害することを目的とされた治療介入のための現実的な機会
は、ヒト投与のための、効果的かつ適合した阻害剤の欠乏によって妨げられた
　血管形成を阻止する、治療のための特異的なヒト抗体の必要な場合、特異的かつ実質的
に、ＶＥＧＦ受容体２（ＶＥＧＦＲ２，ＫＤＲ／Ｆｌｋ－１）との相互作用を阻止するが
、実質的に、ＶＥＧＦ受容体１（ＶＥＧＦＲｌ５ＦＩｔ－Ｉ）との相互作用を阻止しない
、ＶＥＧＦ上のエピトープに対して反応性があるヒト抗体が同定された。
【０４１８】
　本発明者らは、最初に、ＶＥＧＦに結合性を有するマウス抗体２Ｃ３に対して拮抗する
、様々な全長のヒト抗ＶＥＧＦ抗体を開発した。ＶＥＧＦに対する高い親和性を示し、Ｖ
ＥＧＦとＶＥＧＦＲ１との間の相互作用ではなく、ＶＥＧＦとＶＥＧＦＲ２との間の相互
作用の選択的な欠損を示す、多くの抗体クローンが、更なる分析のために選択された。結
局のところ、これらのクローンの１つが、「母クローン）」と称され、成熟に供されて、
その後、マウスＶＥＧＦとヒトＶＥＧＦの両方へのよりよい結合親和性、血清中の高い安
定性、ｓｃＦｖフォーマットにおける凝集を形成する傾向の低減のような、更なる重要か
つ優位な改善を示す新規のクローンが選択された。この抗体は、ｒ８４（およびＰＧＮ３
１１）と呼ばれ、ヒト治療においては効果的であることが示された範囲内にある、ＩｇＧ
フォーマットにおける７ｎＭ以下のオーダーのＫｄを有するＶＥＧＦへの優れた結合親和
性を示す。
【０４１９】
　更には、ｒ８４抗体は、幾つかの人工的に収容されたインビボ腫瘍モデルにおいて腫瘍
容積／腫瘍増殖を優位に低減することを本明細書にて示されるものである（特には、Ａ６
７３横紋筋肉腫腫瘍モデル、ＭＤＡ－ＭＢ　２３１乳癌細胞腫瘍モデル、様々なヒト非小
細胞肺がんモデル、膵臓癌細胞腫瘍モデル、および４Ｔｌ哺乳類腫瘍モデル）。とりわけ
、ｒ８４での結果は、少なくとも、アバスチンと称され、臨床的使用について認可されて
いるヒト化抗ＶＥＧＦ抗体と同様であった。ｒ８４のような全長のヒト抗体は、市販のヒ
ト化抗体を上回る有利性を提供する。さらに、ｒ８４はマウスＶＥＧＦおよびヒトＶＥＧ
Ｆに結合するという有利な特性を有する。ｒ８４抗体が、２Ｃ３およびアバスチンを上回
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って示す、マウスＶＥＧＦに結合する能力は重要な有利性である。さらには、ＭＤＡ－Ｍ
Ｂ　２３１腫瘍モデルからの結果も、現在、癌発生および癌転移において積極的な役割を
有し、患者に有害であることが知られている腫瘍関連のマクロファージの侵入を、ｒ８４
は優位に低減することを示している。この点に関して、ｒ８４は有意に（ｐ＜０．０１）
マクロファージマーカーＭａｃ－３の発現を低減したことが示された。さらには、ＭＤＡ
－ＭＢ　２３１腫瘍モデルからの結果は、ｒ８４は有意に（ｐ＜０．０００１）、腫瘍中
の血管数を低減し、そのために、腫瘍中の微小血管密度（ＭＶＤ）を優位に低減すること
が示された。
【０４２０】
　ｒ８４は、有意に，ＶＥＧＦＲ２発現細胞の、ＶＥＧＦ誘導性の遊走を有意に低減する
こと、および腫瘍中のリンパ管密度を有意に低減することも示された。リンパ管密度にお
ける効果は、リンパ管形成を阻害する本発明のヒト抗体の使用を裏付けるものである。
【０４２１】
　ｒ８４によって示される更なる有利な特性は、腫瘍中へ、ミエロイド由来抑制細胞、特
にＣＤ１１ｂ＋／Ｇｒ１＋細胞の侵入を有意に低減する能力である。さらには、この特性
は、２Ｃ３抗体により示されるものではなく、アバスチンによるより低減レベルにおける
ものだけである。このように、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１腫瘍担持マウスにおける更なる研究
は、有意にすくないＣＤ１１ｂ／Ｇｒ１二重陽性細胞しか、対照に対して、ｒ８４処理動
物中の腫瘍に侵入しなかったことを示した。比較研究においては、アバスチン処理動物に
おいては、いくつかの低減が測定可能であったものの、２Ｃ３抗体もアバスチンも何れも
、統計学的に有意なＣＤ１１ｂ＋／Ｇｒ１＋の侵入の減少を示さなかった。ｒ８４／ＰＧ
Ｎ３１１処置動物にて観察され二重陽性細胞の個数の低減は３９％である（図２５）。
【０４２２】
　両マーカーを発現する細胞は、抗ＶＥＧＦ治療に対して耐性がある腫瘍の媒介に関連し
ているように（Ｓｈｏｊａｅｉら，２００７）、ミエロイド由来抑制細胞ＣＤ１１ｂ＋／
Ｇｒ１＋の低減化された侵入は、特に興味深いものである。ミエロイド由来抑制細胞（Ｃ
Ｄ１１ｂ＋Ｇｒ１＋）は、腫瘍の進行における重要な寄与因子である。腫瘍内微小環境に
おいては、これらの細胞は免疫抑制性メディエーターを分泌し、Ｔリンパ球不全を誘導す
る（Ｇａｂｒｉｌｏｖｉｃｈら，２００１；Ｓｅｒａｆｉｎｉら，２００４）。
【０４２３】
　ＣＤ１１ｂ＋／Ｇｒ１＋細胞は、抗ＶＥＧＦ治療に対して耐性を有する腫瘍に関連し、
腫瘍の進行に寄与するので、これらの細胞の腫瘍への侵入または動員を低減するｒ８４／
ＰＧＮ３１１の効果は、ｒ８４の治療的応用に、特に癌を含む血管新生疾患の治療に関連
した治療的応用に有望な重要性を有するものである。
【０４２４】
　実際、本明細書における結果は、ＣＤ１１ｂ＋／Ｇｒ１＋細胞の腫瘍侵入が、ｒ８４／
ＰＧＮ３１１で処置された動物において、少なくも顕著に／有意に低いことを示している
ので、ｒ８４での治療は、ＶＥＧＦを標的化するその他の薬剤、たとえば抗ＶＥＧＦ抗体
での治療よりも、抗ＶＥＧＦ治療に対する薬剤耐性すなわち不応性の発達に至らない傾向
が見込まれることが示唆されている。
【０４２５】
　さらに、腫瘍の進行中に、ＣＤ１１ｂ＋／Ｇｒ１＋細胞の提案された役割を考慮すれば
、腫瘍へのこれらの細胞の侵入または動員を低減するｒ８４／ＰＧＮ３１１の能力は、抗
腫瘍活性に関係する機構、たとえばｒ８４／ＰＧＮ３１１による腫瘍増殖の阻害の一部を
形成するであろう。
【０４２６】
　ｒ８４／ＰＧＮ３１１の長期的な投与は、マウスにおいて毒性を誘導しないことも示さ
れている。
【０４２７】
　これらは、ｒ８４抗体の治療への可能性を肯定的に示すものである。。
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【０４２８】
　Ｂ２．ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体
　ＥＬＩＳＡ、受容体結合アッセイおよび受容体活性化試験を用いて確認された、本発明
の重要な点は、本発明の抗体は、ＶＥＧＦのＶＥＧＦＲ２（ＫＤＲ／Ｆｌｋ－１）との相
互作用を選択的に阻止し、ＶＥＧＦＲ１（ＦＬＴ－Ｉ）との相互作用は阻止しないことで
ある。該抗体は、ＶＥＧＦＲ２におけるＶＥＧＦ誘導性のリン酸化を阻害して、ＶＥＧＦ
Ｒ２を介したシグナル伝達を阻害する。該抗体は、また、有力な抗腫瘍活性を有し、ヒト
癌が人工的に収容された動物モデルにおいて、構築されたヒト固形腫瘍の増殖を阻止する
。さらに、本発明のヒト抗体は、抗血管新生特性を有し、腫瘍に中の微小血管密度を低減
するものである。
【０４２９】
　ＶＥＧＦＲ１とＶＥＧＦＲ２との両方を発現する細胞において、ＶＥＧＦによって活性
化される経路を詳細に分析すること、および腫瘍増殖および腫瘍生存の過程におけるＶＥ
ＧＦＲ２活性の重要性を説明することに、これらの特性が抗体の有用であることを示す。
さらに重要なことに、これらは、ヒト抗体の治療的介入のユニークな様式を提供し、破骨
細胞や軟骨吸収細胞の機能のような、ＶＥＧＦＲｌ介在性の現象の同時阻害なしに、ＶＥ
ＧＦＲ２誘導性の血管形成の特定の阻害を可能にする。
【０４３０】
　本発明の抗体は、単に「ＶＥＧＦＲ２－阻止性ヒト抗ＶＥＧＦ抗体」と称し、本分野に
おける発展に寄与するものであり、非接合型すなわち「裸の」形態での使用についても、
接合型すなわち他の治療薬剤を伴う場合についても、両方とも無数の有利性を提供するも
のである。
【０４３１】
　本発明におけるインビトロでの結合研究は、ヒト抗体は、ＶＥＧＦＲ２へのＶＥＧＦの
結合を阻止するが、ＶＥＧＦＲｌへのＶＥＧＦの結合は阻害しないことを実証するもので
ある。
【０４３２】
　本発明のヒト抗体はこのように、マウスＡ４．６．１抗体およびそのヒト化相当物、ア
バスチン（ベブシジマブ）を含めた他のＶＥＧＦへの阻止性の抗体に対して、有意に改善
されたものである。Ａ４．６．１およびアバスチン抗ＶＥＧＦ抗体は、両ＶＥＧＦ受容体
にＶＥＧＦの結合を阻止するものである。結晶学的研究および突然変異研究は、ＶＥＧＦ
Ｒ２およびＶＥＧＦＲ１に対する結合エピトープは、ＶＥＧＦ二量体の２つの対称的な柱
構造に対して集中している（Ｗｉｅｓｍａｎｎら，１９９７；Ｍｕｌｌｅｒら，１９９７
）。２つの受容体と相互作用するＶＥＧＦ上の結合決定因子は、部分的に重複しており。
二量体表面を横切る４つの異なるセグメントに分配されている（Ｍｕｌｌｅｒら，１９９
８）。抗体４．６．１は、両受容体の受容体結合領域内でＶＥＧＦの領域に結合する（Ｍ
ｕｌｌｅｒら，１９９８）。
【０４３３】
　受容体におけるＶＥＧＦ誘導性のリン酸化についての、本発明のヒト抗体の効果に関す
る研究は、該抗体はＶＥＧＦＲ２におけるＶＥＧＦ誘導性のリン酸化を阻止することを示
した。該研究では、本発明のヒト抗体がＶＥＧＦＲ２を介した細胞シグナル伝達を阻害す
ることが示された。たとえば、該抗体は、インビトロアッセイで、Ｅｒｋ１／２およびＰ
ＬＣ－γのリン酸化を阻害することが示された。
【０４３４】
　本発明のヒト抗体は、インビボでヒト腫瘍の増殖を阻害するものである。該ヒト抗体に
よる腫瘍増殖抑制の程度は、アバスチンを含めた異なる抗ＶＥＧＦ中和抗体を用いた場合
と同様である。これらのヒト抗体の有効性は、他の研究者が異なる抗ＶＥＧＦ中和抗体を
用いて見出したことと類似するものであるが、更に、腫瘍の血管形成および腫瘍増殖にお
けるＶＥＧＦの役割を証明するものである。しかしながら、本発明のヒト抗体は、本明細
書にて議論された特異的な阻害特性に基づくとともに全長のヒト抗体であることと照らし
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合わせて、より安全な治療を提供すべきものである。
【０４３５】
　腫瘍の静止よりもむしろ退行が達成され得るという事実は、ＶＥＧＦが、腫瘍の内皮の
ための単なる血管形成性のシグナル以上のものを提供していることを示唆するものである
。Ｂｅｎｊａｍｉｎら（１９９９）は近年、腫瘍は、内皮周辺細胞との接触が確立されて
ない、大部分の未成熟の血管を含むこと、およびこれらの血管は生存のためにＶＥＧＦに
依存することを報告した。
【０４３６】
　ＶＥＧＦの中和は、これらの未成熟の血管にアポトーシスを引き起こして、腫瘍におけ
る既存の血管網を低減させることが可能である。また、腫瘍中において、血管形成および
血管退行の両方に関与する血管リモデリングの動的な過程が発生すること、およびＶＥＧ
Ｆの中和によって、血管形成が、血管退行に対して実質的な変化に至らしめる血管形成を
防止することも可能である。
【０４３７】
　本発明のヒト抗体は、アバスチンと同じくらい完全に（少なくともそれ位）の腫瘍増殖
を抑制するという知見は、腫瘍の血管形成におけるＶＥＧＦＲ２の主要な役割であること
を示している。血管形成の多段階の過程は、内皮細胞の走化性、メタロプロテイナーゼ産
生、浸潤、増殖および分化を必要とする。ＶＥＧＦＲ１は、これらの過程においては役割
を有してないのかもしれないし、あるいは、ＶＥＧＦの結合およびシグナル伝達受容体Ｖ
ＥＧＦＲ２へのその提示によって該過程を補助するものなのかもしれない。
【０４３８】
　腫瘍治療における本発明のヒト抗体とアバスチンに対する比較可能な数値は、非常に関
連性がある。本発明のヒト抗体は、ＶＥＧＦＲ１ではなくＶＥＧＦＲ２へのＶＥＧＦの結
合のみを阻害するものであるが、少なくともアバスチンと同じくらい効果的なものである
。ゆえに、本研究は、ＶＥＧＦＲ１がＶＥＧＦ－介在の腫瘍の血管形成において目立った
役割を担うものではないことを指し、さらには、ＶＥＧＦＲ１の特異的な阻害剤は、腫瘍
の血管形成に影響しないかもしれないことを示唆するものである。これらの結果は、本発
明のヒト抗体は、アバスチンと同等な、あるいはより効果的なものであり、その一方で、
引き起こされる副作用はより低いことを意味する。
【０４３９】
　ＶＥＧＦＲ１ではなく、ＶＥＧＦＲ２へのＶＥＧＦの結合およびＶＥＧＦＲ２の活性化
を特異的に阻止する能力は、臨床的な重要性を有する。本発明のヒト抗体は、ＶＥＧＦの
血管形成活性を阻止するが、ＶＥＧＲＦ１を媒介としたＶＥＧＦにおけるその他の有益な
作用を、たとえば特定の免疫細胞および骨細胞におけるものを阻害しない。臨床的な重要
性の一局面は、破骨細胞および軟骨吸収細胞の有益な作用を阻害することなく、インビボ
で機能する、本発明のヒト抗体の能力に関するものである。このことは、本ＶＥＧＦＲ２
－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体の治療の使用は、骨および／または軟骨に関連する
ものではないことを意味する。
【０４４０】
　インビボでの研究は、ＶＥＧＦが軟骨内の骨形成における、肥大軟骨のリモデリング、
骨化および血管形成に結びつくものであり、軟骨リモデリングに必須のものであることを
示している（Ｇｅｒｂｅｒら、１９９９；参照により本明細書に特に援用される）。可溶
型ＶＥＧＦＲ１受容体キメラタンパク質（Ｆｌｔ－（ｌ－３）－ＩｇＧ）の投与による、
ＶＥＧＦ１を介したＶＥＧＦシグナル伝達の不活性化が、軟骨吸収細胞の動員および／ま
たは分化の減少による、骨梁の骨形成および肥大軟骨細胞帯の肥大化を損なうことが示さ
れている（Ｇｅｒｂｅｒら、１９９９）。
【０４４１】
　ＶＥＧＦは、インビボで破骨細胞の機能の支援の下、マクロファージコロニー刺激因子
（Ｍ－ＣＳＦ）の代わりになり得ることが更に示されている（Ｎｉｉｄａら、１９９９；
参照により本明細書に特に援用される）。破骨細胞を欠乏する骨硬化症（ｏｐ／ｏｐ）マ
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ウスを用いた研究において、Ｍ－ＣＳＦ遺伝子における変異導入からの結果、組換えヒト
Ｍ－ＣＳＦ（ｒｈＭ－ＣＳＦ）の注入は、破骨細胞の動員および生存を可能にし、近年の
研究では、組換えヒトＶＥＧＦの単独注入は、同様に、ｏｐ／ｏｐマウスにおける破骨細
胞の動員を誘導し得ることが示された（Ｎｉｉｄａら，１９９９）。
【０４４２】
　Ｎｉｉｄａら（１９９９）は、破骨細胞は優先的にＶＥＧＦＲ１を発現し、破骨細胞の
動員による組換えヒト胎盤成長因子１の活性は、ｒｈＶＥＧＦの活性に匹敵し、骨硬化症
（ｏｐ／ｏｐ）マウスにおけるＶＥＧＦシグナル伝達の有益な効果は、ＶＥＧＦ受容体１
（ＶＥＧＦＲ－Ｉ）を介在することを報告した。これらの著者は、さらに、（ＶＥＧＦＲ
１受容体キメラタンパク質を用いて）ＶＥＧＦが阻害された後にタンパク質ｒｈＭ－ＣＳ
Ｆ誘導性破骨細胞は死滅するが、このような効果は、ｒｈＭ－ＣＳＦの混入物の投与によ
って妨げられるということを示した。ｒｈＭ－ＣＳＦまたは内在性のＶＥＧＦによって支
持される破骨細胞は、インビボでの活性において有意な差異を示さなかった（Ｎｉｉｄａ
ら，１９９９）。
【０４４３】
　ｏｐ／ｏｐ変異体マウスは、破骨細胞数の増加に伴う大理石病の加齢性消失を経る。Ｎ
ｉｉｄａら（１９９９）の研究においては、抗ＶＥＧＦ抗体の注入後、ほとんどの破骨細
胞が消失し、内在的に産生されたＶＥＧＦは、破骨細胞の出現を担うものであることを実
証している。さらに、ｒｈＶＥＧＦは、インビトロでの破骨細胞の分化の支持において、
ｒｈＭ－ＣＳＦに置き換わるものであった。これらの結果は、Ｍ－ＣＳＦおよびＶＥＧＦ
は、破骨細胞の機能の支持における重複する機能を有し、ＶＥＧＦは、ＶＥＧＦＲ－１受
容体を介して作用することを実証するものである（Ｎｉｉｄａら，１９９９）。
【０４４４】
　本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体は、ＶＥＧＦをＶＥＧＦＲ
１に結合および活性化することを阻止するが、ＶＥＧＦＲ２に結合および活性化すること
を阻止しないということが結論付けられる。このようなＶＥＧＦＲ２阻害の抗腫瘍効果は
、明らかに実証されている。これらの結果は、ＶＥＧＦＲ２が、透過性を介在し、腫瘍の
血管形成に重要な役割を有するＶＥＧＦ受容体であることを示している。
【０４４５】
　ゆえに、本発明は、固形腫瘍の治療のための治療法として、ＶＥＧＦの阻害を有効にす
る。さらに重要なことには、本発明は、幅広い治療介入のための、特に、腫瘍およびその
他の疾患における血管形成を阻害するための安全かつ有効な、新規のＶＥＧＦＲ２－ブロ
ッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体を提供する。
【０４４６】
　本発明の利点は、副作用を有さないことに限定されるものではない。これらは、有効な
利点、特に、骨疾患を有する小児および患者における利点を有する重要な特徴であるもの
の、本発明の抗体は、無数のその他の有利性を有する。
【０４４７】
　例えば、本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体は、腫瘍関連のマ
クロファージの有害な作用を阻害する、重要な有利性を有する。公知の腫瘍関連のマクロ
ファージは、腫瘍の進行における初期発生段階も転移も両方とも癌において重要な役割を
有する。以下に詳述するように、本発明のヒト抗体は、これらのマクロファージの有害な
効果を低減させるのに理想的に適するものである。
【０４４８】
　腫瘍の血管系の形成および／または宿主の血管系へ接近は、悪性腫瘍の発生において、
重要な工程となる。事実、高密度血管網の形成は、「血管形成スイッチ」と称されるが、
悪性化への移行に近接に関与している（ＨａｎａｈａｎおよびＦｏｌｋｍａｎ，１９９６
）。初期の腫瘍に関連する公知のマクロファージは、血管形成スイッチと悪性化の進行と
の両方において鍵となる役割を担う（Ｌｉｎら，２００６）。さらには、マクロファージ
の腫瘍への侵入を阻害することは、血管形成スイッチおよび悪性化への移行を遅延させる
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ことが示されている（Ｌｉｎら，２００６）。
【０４４９】
　癌を有する多くの患者においては、転移は、死亡の究極の原因である。初期腫瘍からの
周囲にある結合組織および血管への腫瘍細胞の侵入は、転移過程における鍵となる工程で
ある。マクロファージは、腫瘍の進行および転移に関連することが早くに報告されていた
（Ｌｉｎら，２００１）。その後の研究は、腫瘍細胞とマクロファージとの間の相互作用
が初期腫瘍における上皮性悪性腫瘍細胞の遊走を促進すること、およびこの過程は、パラ
クラインループ[paracrine loop]に関与することを示している（Ｗｙｃｋｏｆｆら，２０
０４；Ｇｏｓｗａｍｉら，２００５）。
【０４５０】
　さらには、腫瘍侵入性または腫瘍関連のマクロファージは、進入域、基質域および血管
周囲域、血管域および血管周辺域を含めた種々の腫瘍内微小環境において、顕著なもので
あることが知られている。これらの各腫瘍内微小環境におけるマクロファージの作用は、
癌細胞の運動性、転移および血管形成をそれぞれ促することによって、腫瘍の進行および
転移を促進する（ＬｅｗｉｓおよびＰｏｌｌａｒｄ，２００６）。それゆえに、マクロフ
ァージは近年、癌に対する戦いにおける重要な標的になりつつある（Ｃｏｎｄｅｅｌｉｓ
およびＰｏｌｌａｒｄ，２００６）。
【０４５１】
　この点に関して、本発明のヒト抗体は、ＶＥＧＦＲ２の活性化を阻害し、腫瘍へのマク
ロファージの侵入を低減し、悪性化への移行、腫瘍の進行および／または転移を低減する
ことができるので、重要な有利性を有している。このことは、腫瘍関連のマクロファージ
がＶＥＧＦＲ２を発現し、ＶＥＧＦＲ２は、これらの細胞のＶＥＧＦ誘導性の走化性を介
在することを示す、本明細書にて提示された動物研究の結果によって確証されている。本
明細書にて、本発明のヒト抗体によって引き起こされる選択的な阻止が有力な抗癌効果を
発揮することも示されている。この抗癌効果は、腫瘍へのマクロファージの侵入の低減に
伴うものであり、ホストマクロファージにおけるＶＥＧＦ－ＶＥＧＦＲ２の相互作用を選
択的に阻止することは、目に見える治療効果に寄与するものである。
【０４５２】
　本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体は、腫瘍におけるリンパ管
密度を低減することに関する有利性を有する。腫瘍血管への腫瘍細胞の出現に加えて、転
移はリンパ管形成、すなわち、既存の血管から、新規な腫瘍内リンパ管または腫瘍周辺リ
ンパ管の増殖によって促進される。事実、乳癌を含めた、幾つかの種類の癌においては、
リンパ系を介した腫瘍細胞の脱出は、初期の腫瘍由来の悪性細胞が遠位の部位に播種され
る優先的な手段であると考えられている。
【０４５３】
　数年間、リンパ管の血管形成は主にＶＥＧＦ－Ｃおよび／またはＶＥＧＦ－Ｄによって
誘導されるものが考えられた。しかしながら、今では、リンパ管形成におけるＶＥＧＦ－
Ａの関与と結びついている証拠の主要部が蓄積されている。さらには、近年の研究は、Ｖ
ＥＧＦ－Ａに対するマウス抗体が、インビボでの腫瘍のリンパ管形成および転移を阻害す
るのに効果的であることを示している（Ｗｈｉｔｅｈｕｒｓｔら，２００７）。
【０４５４】
　本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体が、実際に、腫瘍のリンパ
管密度を低減することを示す結果は、本明細書に提示されている（図１８Ａ、図１８Ｂお
よび図１８Ｃ）。本発明のヒト抗体は、ゆえに、腫瘍のリンパ管血管形成を阻害し、腫瘍
の血管を介した血管形成および浸潤による脱離を阻害するとともに、リンパ経路を介した
転移を低減する利点も提供するものである。それゆえに、本発明のヒト抗体は、幾つかの
介入点を介して、転移または浸潤の発生を低減する能力を有することを示すことができる
。
【０４５５】
　さらには、図１８Ａにおけるデータは、本発明の抗体は、ポドプラニンおよびＰＲＯＸ
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１における減少によって測定されるような腫瘍のリンパ管密度を限定することを示してい
る。ポドプラニンは、軟骨肉腫のような柔組織の癌および毛嚢樹状細胞肉腫のようなリン
パ腫瘍に対するマーカーなので（Ｘｉｅら、２００８）、またＰＲＯＸ１は直腸がんの侵
入を予知することを示唆するものなので（Ｐｅｔｒｏｖａら，２００８）、このことは、
これらの特定の疾患兆候を治療するための、本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト
抗ＶＥＧＦ抗体の使用を強調するものである。
【０４５６】
　本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体によって示される更なる有
利な特性は、ミエロイド由来抑制細胞の、特にＣＤ１１ｂ＋／Ｇｒ１＋細胞の、腫瘍への
侵入または動員を有意に低減する能力である。
【０４５７】
　さらに、この特性は、２Ｃ３抗体およびより低減されたレベルにすぎないアバスチンに
よって示されるものではない。本発明の好適な抗体は、対照レベル（たとえば、未処置の
腫瘍または対照抗体で処置された腫瘍）に比べて、３２％、３４％、３６％、３８％また
はそれより多く、ＣＤ１１ｂ＋／Ｇｒ１＋細胞の腫瘍への侵入または動員を低減すること
ができる。
【０４５８】
　このように、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１腫瘍担持マウスについての更なる研究は、ＣＤ１１
ｂ／Ｇｒ１二重陽性細胞は、ｒ８４－処置動物における腫瘍に、対照に対して、あまり有
意には侵入しないことを示した。対照研究においては、一部の低減がアバスチン処置動物
において測定可能であるものの、２Ｃ３抗体もアバスチンも統計学的に有意なＣＤ１１ｂ
＋／Ｇｒ１＋の侵入の減少を示さなかった。この、観察された二重陽性細胞の数における
低減は３９％である（図２５）。
【０４５９】
　ミエロイド由来抑制細胞ＣＤ１１ｂ＋／Ｇｒ１＋の侵入の低減は、両マーカーを発現す
る細胞が近年、抗ＶＥＧＦ治療に対する腫瘍の治療抵抗性の介在に関連があるとされてい
るため、特に興味深いことである（Ｓｈｏｊａｅｉら，２００７）。ミエロイド由来抑制
細胞（ＣＤ１１ｂ＋Ｇｒ１＋）も、腫瘍の進行への重要な寄与因子である。腫瘍内微小環
境においては、これらの細胞は免疫抑制メディエーターを分泌し、Ｔリンパ球不全を誘導
する（Ｇａｂｒｉｌｏｖｉｃｈら，２００１；Ｓｅｒａｆｉｎｉら，２００４）。
ＣＤ１１ｂ＋／Ｇｒ１＋細胞は、抗ＶＥＧＦ治療に対する腫瘍の治療抵抗性および腫瘍の
進行の寄与に関与しているので、これらの細胞の腫瘍への侵入を低減する本発明の抗体の
効果は、明らかに、本発明の抗体の治療的適用に、特に、癌を含めた血管新生疾患の治療
に関与する治療的適用に有望な重要性を有するものである。
【０４６０】
　実際に、本明細書における結果は、ＣＤ１１ｂ＋／Ｇｒ１＋細胞の腫瘍侵入が、本発明
の抗体で処置された動物において、最も顕著でない／有意に低いことを示しているので、
本発明の抗体での治療は、その他のＶＥＧＦ標的化薬剤での治療、たとえばその他の抗Ｖ
ＥＧＦ抗体での治療よりも、抗ＶＥＧＦ治療に対する薬剤耐性または不応性が進展する傾
向にあまりないものである。さらに、腫瘍の進行におけるＣＤ１１ｂ＋／Ｇｒ１＋細胞の
提示された役割を考慮すれば、本発明の抗体の、このような細胞の腫瘍内への侵入または
動員を減少させる能力は、抗腫瘍活性、たとえば、本発明の抗体によって示されるような
腫瘍増殖の阻害に関与する機能の一部をおそらく形成するのであろう。
【０４６１】
　本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体は、インビボのマウスモデ
ルにおいて長期的に投与された場合、毒性を誘導しないことも示された。
【０４６２】
　本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体は、好ましくは、マウスＶ
ＥＧＦおよびヒトＶＥＧＦに結合するという有利な特性を有する。マウスＶＥＧＦを結合
する能力は、抗体である２Ｃ３およびアバスチンを超えた重要な利点である。
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【０４６３】
　さらには、本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体に基づく抗体接
合体は、治療薬剤を腫瘍環境へ送達さえることに使用され得るが、一方で多くのその他の
抗ＶＥＧＦ抗体はそのようにできない。本発明のヒト抗体は、インビボでの投与で、腫瘍
血管系と腫瘍間質との両方に結合するが、正常器官または正常組織における血管系または
結合組織には結合しないものである。本ヒト抗体に基づく治療構造物は、一つの分子内に
２つの機能、つまり、抗体およびそのフラグメントの抗血管新生特性と、付着させるため
の選択された治療薬剤の特性をを結合させることができるという利点を有する。要するに
、本発明のヒト抗体は、抗血管新生剤と血管への標的化薬剤との両方として使用され得る
一方で、先行技術の多くの抗ＶＥＧＦ抗体は、血管への標的化能力において使用すること
はできない。
【０４６４】
　ＶＥＧＦＲ２は、内皮において鍵となる受容体であるので、ＶＥＧＦのＶＥＧＦＲ２へ
の結合を阻止することは、抗血管新生効果に必須なものである。ＶＥＧＦＲ１は、内皮に
おいて発現されているものの、この場合においては、ＶＥＧＦＲ１は非シグナル伝達的で
あるもの、あるいは活動的でないものである。ゆえに、ＶＥＧＦＲ１へのＶＥＧＦの結合
を阻止する本発明のヒト抗体の能力がなければ、抗血管新生および抗腫瘍の薬剤としての
有効性がある結果とはならないものである。事実、ＶＥＧＦＲ１へのＶＥＧＦの結合を阻
害することは、むしろ、従来技術におけるブロッキング抗体では起きていいたことである
が、本ヒト抗体のＶＥＧＦへ結合し、実質的にＶＥＧＦ－ＶＥＧＦＲ１相互作用を実質的
に妨げることがない能力は、これらの新規抗体の、薬剤輸送特性を向上させるものである
。
【０４６５】
　本発明者は、上記ブロッキング抗体が、受容体には結合しない、腫瘍に局在化したＶＥ
ＧＦに結合することで、腫瘍環境に治療薬剤を輸送することを機能することが予期される
旨を見出した。具体的には、本発明者は、このようなヒト抗体が、腫瘍間質にてＶＥＧＦ
へ結合し、腫瘍間質に治療薬剤を輸送することを理解した。このことは、内皮周辺におい
て薬剤の抗免疫種[reservoir]を提供し、血管内皮細胞において細胞毒性またはその他の
破壊的な効果を引き起こして抗腫瘍効果を発揮するものである。
【０４６６】
　間質または結合組織に関連するＶＥＧＦは、古典的な意味でのＶＥＧＦ受容体に、すな
わち細胞表面受容体に結合しない。むしろ、ＶＥＧＦは、ＶＥＧＦの塩基性領域を介して
、へパラン硫酸プロテオグリカンのようなプロテリオグリカンを含めた１種以上の結合組
織の構成成分に結合する。これらの配列（およびそれをコードするエクソン）は、ＶＥＧ
ＦＲ１２１タンパク質（および基となるＤＮＡ）において欠失しているものであり、その
ため、このアイソフォームは、有意な量で間質中にて存在しないはずである。腫瘍間質に
おけるＶＥＧＦは、腫瘍内にて局在しているが、しばしば「フリー」と称される、なので
「フリー」は本質的に受容体に結合していないものであることを意味する。
【０４６７】
　本発明者は、２つではなく１つの受容体へのＶＥＧＦの結合を阻止するヒト抗体は、血
管系において受容体に結合したＶＥＧＦへの結合によって、治療用薬剤を腫瘍環境へ輸送
できるであろうことを推定した。このことは、本発明の有利な特徴の一つ、つまり、ＶＥ
ＧＦＲ２へのＶＥＧＦの結合を阻止し、それゆえにＶＥＧＦからの血管新生シグナルを阻
害するが、ＶＥＧＦＲ１へのＶＥＧＦの結合を阻止しない抗体を提供することである。そ
の他の細胞および組織における、ＶＥＧＦＲ１を介したＶＥＧＦシグナル伝達を維持する
ことによって全身性の副作用を低減することに加えて、これらのヒト抗体は、腫瘍血管系
におけるＶＥＧＦ－ＶＥＧＦＲ１複合体に局在化し、該複合体に直接、治療薬を送達させ
ることができる。
【０４６８】
　ＶＥＧＦＲ１とＶＥＧＦＲ２との両方は、正常組織における内皮細胞とは対照的に、腫
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瘍において上方制御される。ＶＥＧＦＲ１は、腫瘍の血管内皮で非常に発現され、本発明
の目的する態様を特に効果的なものにする。事実、ＶＥＧＦＲ１は、内皮では「非シグナ
ル伝達」であるが、より高いレベルではないとしても、少なくともＶＥＧＦＲ２と同じよ
うなレベルで発現される。この現象の根底にある要因は、ＶＥＧＦＲ１は、低酸素とＶＥ
ＧＦとの両方に応答して上方制御されるものであり、一方ＶＥＧＦＲ２は、ＶＥＧＦとの
応答によってのみ上方制御され、低酸素によって影響されるものではないということであ
る。
【０４６９】
　内皮におけるＶＥＧＦＲ１の役割は依然として確定的なものではないが、ＶＥＧＦＲ１
は、ＶＥＧＦを「捕捉」し、シグナル伝達受容体であるＶＥＧＦＲ２上にリガンドを渡す
ためのデコイ受容体として作用しているかもしれない。これが本当ならば、デコイ受容体
にシグナル伝達受容体よりもＶＥＧＦに対してより高い親和性を付与することが予期され
るが、これは紛れもない事実である。この点に照らし合わせると、おそらく、向上した発
現レベルのために、本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，非ＶＥＧＦＲ１－ブロッキン
グヒト抗体は、腫瘍の治療にとって理想的な送達薬剤である。これらの抗体の治療用接合
体は、ＶＥＧＦ－ＶＥＧＦＲ１受容体複合体へ治療薬剤を輸送することによって、ＶＥＧ
ＦＲ２を介した血管形成および依存の血管系血管新生を同時に阻害できる。
【０４７０】
　本発明者らは、本ヒト抗体の有益な抗血管新生および腫瘍局在化の特性の説明としての
、上述の科学的理由に決して束縛されるものではない。本発明の利用性は自明であり、実
施するために根拠となる理論はまったく必要ないものであるが、本発明者らは、ＶＥＧＦ
Ｒ２－ブロッキング，ＶＥＧＦＲ１－非ブロッキングヒト抗体が効果的かつ特異的に腫瘍
の血管系に局在化し得る別の機構を考えている。
【０４７１】
　このようなヒト抗体は、別の公知のまたは未だ特性が知られていないＶＥＧＦ結合タン
パク質に関与するＶＥＧＦに結合し得るか、あるいは、内皮細胞表面におけるへパラン硫
酸プロテオグリカンに結合されるＶＥＧＦに結合し得る。抗体の局在化は、ＶＥＧＦファ
ミリーのタンパク質のメンバー、つまり、可能性は低いものの血管と関連するＶＥＧＦ－
Ｂ、ＶＥＧＦ－Ｃ、ＶＥＧＦ－Ｄに結合することによっても向上するかもしれない。
・　 
　本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体の別の有利な特性は、これ
らの抗体が、ＶＥＧＦの生存シグナルまたはＶＥＧＦＲ２を介在する「保護効果」を中和
することである。ヒト抗体をさらに効果的なものにすることに加えて、この特性は、該抗
体を、ＶＥＧＦの生存機能によって妨げられるその他の薬剤との組み合わせに、特に有用
であるものとする。
【０４７２】
　例えば、ＶＥＧＦは、放射線治療から内皮を保護する。そのため、本発明の裸の抗体お
よび免疫抱合体は、放射性治療との組み合わせでの使用のために理想的なものである。放
射線治療剤へ付加されたこのようなヒト抗体の使用によって、更なる利点も提供される。
この型の構造物は、（１）抗体部分を介して抗血管新生効果を発揮すること、（２）放射
線治療剤の送達を介して腫瘍の血管系の破壊を発揮すること、（３）ＶＥＧＦの典型的な
生存シグナルが放射線治療の効果に対して反対に作用することを防ぐこと、の３重の有利
性を有する。
【０４７３】
　同様な相乗効果を有する別の構成体は、抗チューブリン剤やそのプロドラッグ、抗アポ
トーシス剤およびその他の抗血管新生剤と関連するである。アポトーシスを引き起こす該
剤または薬剤の作用は、ＶＥＧＦによって相殺される。それゆえに、本発明はＶＥＧＦを
中和することで、このような薬剤の効果を改善するものである。ＶＥＧＦ生存シグナルは
、エンドスタチンに対抗するものであり、この治療に限定される。それゆえに、エンドス
タリチンと組み合わせた使用において、本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗Ｖ
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ＥＧＦ抗体は、ＶＥＧＦを中和し、エンドスタチンの抗腫瘍効果を増幅する。ＶＥＧＦＲ
２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体は、腫瘍へ特異的にコラゲナーゼを輸送すること
に使用されてもよく、ここでコラゲナーゼは、インサイチュでエンドスタチンを生成して
、類似の利点を達成する。
【０４７４】
　向上的または相乗的であるこのような組合せ全てにおいて、ヒト抗体およびその他の薬
剤は別個に投与されてもよいし、特異的な送達（つまり、ＶＥＧＦＲ１への標的化された
輸送）のために第２の薬剤がヒト抗体に連結されていてもよい。エンドスタチンとの組み
合わせにおいて、化学的な接合体または組換え融合タンパク質は、目下有望なエンドスタ
チン治療の制限となっているエンドスタチンの短い半減期の影響を少なくするため、好適
である。組織プラスミノーゲンアクチベーターとの組合せまたは標的化形態も使用されて
もよい。
【０４７５】
　本発明のヒト治療の更なる有利性としては、間質圧を低下させる能力が挙げられる。Ｖ
ＥＧＦ介在による透過性の上昇は間質圧に寄与しするため、ＶＥＧＦＲ２を介したシグナ
ル伝達の低下は、透過性および間質圧を両方とも低下させる。このことは、順々に、全腫
瘍組織を行き来する薬剤の障壁を低下させて、血管系から離れた腫瘍細胞も殺傷されるこ
とになる。本組成物は全く免疫原性を有さない、あるいは無視できる程度のまたは低い免
疫原性を有するので、延長治療も達成され得る。
【０４７６】
　Ｂ３．抗体ＣＤＲ配列
　抗体について言及するに当たって本明細書にて使用される「可変」との用語は、抗体間
で配列が十分に相違する可変ドメインにおける特定の部位を意味し、特定の抗体それぞれ
の特定の抗原に対する特異性および結合において使用されるものである。しかしながら、
この可変性は、抗体の可変ドメイン中に均等に分布いるものではない。この可変性は、軽
鎖可変ドメインおよび重鎖可変ドメイン両方の、「超可変領域」と称される３つのセグメ
ント中に集中している。
【０４７７】
　可変ドメインにおけるより高度に保存させた部分は、フレームワーク領域（ＦＲ）と呼
ばれる。天然の重鎖および軽鎖の可変ドメインは、何れも４つのＦＲ（それぞれＦＲｌ，
ＦＲ２，ＦＲ３およびＦＲ４）を含み、これらは大まかにはβ－シートの立体構造を採り
、３つの超可変領域によって連結されており、その超可変領域は、連結し、時としてβシ
ート構造の一部分を形成しているループを形成している。
【０４７８】
　各鎖の超可変領域は、、ＦＲによって緊密に結合され、もう一方の鎖に由来する超可変
領域とともに、抗体の抗原結合部位の形成に寄与する（Ｋａｂａｔら，１９９１，参照に
より本明細書に特に援用される）。定常ドメインは、抗原に対する抗体の結合に直接的に
は関与しないが、種々のエフェクタ機能を、たとえば抗体依存性細胞毒性における抗体の
集合化などを示す。
【０４７９】
　本明細書にて使用される「超可変領域」との用語は、抗原結合を担う抗体のアミノ酸残
基を指す。超可変領域は、「相補性決定領域」すなわち「ＣＤＲ」（つまり、軽鎖可変ド
メインにおける残基２４－３４（Ｌｌ）、５０－５６（Ｌ２）および８９－９７（Ｌ３）
、ならびに重鎖可変ドメインにおける残基３１－３５（Ｈｌ），５０－５６（Ｈ２）およ
び９５－１０２（Ｈ３）；Ｋａｂａｔら，１９９１，参照により本明細書に特に援用され
る）に由来するアミノ酸残基および／または「超可変ループ」からの残基（つまり、軽鎖
可変ドメインにおける残基２６－３２（Ｌｌ），５０－５２（Ｌ２）および９１－９６（
Ｌ３）、ならびに重鎖可変ドメインにおける残基２６－３２（Ｈｌ），５３－５５（Ｈ２
）および９６－１０１（Ｈ３））に由来するアミノ酸残基を含む。「フレームワーク」す
なわち「ＦＲ」の残基は、本明細書にて定義された超可変領域残基を除く可変ドメイン残
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基である。
【０４８０】
　ｒ８４　ＳｃＦｖフラグメントにＶＨ鎖およびＶＬ鎖のＤＮＡ配列および推定アミノ酸
配列は、本明細書において、配列番号１（ＶＨ，核酸）、配列番号２（ＶＬ，核酸）、配
列番号３（ＶＨ，アミノ酸）および配列番号４（ＶＬ，アミノ酸）として提供される。ｒ
８４全長ＩｇＧにおけるＶＨ鎖およびＶＬ鎖のＤＮＡ配列は、本明細書にて、配列番号２
６（ＶＨ，核酸）および配列番号２７（ＶＬ，核酸）として提供される。これらの配列は
、上記抗体の重鎖および軽鎖の可変領域のＣＤＲ１～３を包含している。
【０４８１】
　本明細書（Ｃ７項）に記載されるように、生物学的分子の構造および機能の情報があれ
ば、様々な均等物または更に改善された分子を生成し得る。これは、ｒ８４抗体により例
示されるような、本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体に適用され
る。抗体の抗原結合およびその他の機能的特性は保存されていなければならないが、標準
となる抗体が提供されれば、本技術分野には、均等な抗体および更に改善された抗体を作
製するにあたってのかなり高い程度の知識が存在する。このような技術的知識は、配列お
よび本明細書にて提供される情報に照らし合わせて、同様な、改善れた、あるいは望まし
い、特性を有する抗体の産生に適用されうる。
【０４８２】
　均等な抗体のために、特定のアミノ酸は、抗体の定常ドメインまたは可変ドメインのフ
レームワークにおいて、相互作用する結合能の相当の喪失を伴うことなく、他のアミノ酸
で置換することができる。そのような変更は、抗体部分をコードするＤＮＡ配列において
生じ、該変更は、事実上は保存されているものであることが好ましい（Ｃ７の項を参照、
表Ａにおけるコドン情報および部位特異的変異についての裏付けられた技術的詳細）。当
然、なされるべき変更の数には制限があるが、このことは当業者に知られることとなる。
【０４８３】
　変異体のその他の種類は、その変異体が創出された親抗体に対して改善された生物学的
特性を有する抗体である。このような変異体、すなわち、第２世代化合物は、典型的には
、１以上置換された親抗体の超可変領域の残基を含む置換変異体である。このような置換
変異体を創出する簡便な方法は、ファージディスプレイを用いるアフィニティ―成熟であ
る。
【０４８４】
　ファージディスプレイを用いるアフィニティ―成熟において、いくつかの超可変領域部
位（たとえば、６～７部位）が変異させて、各部位にて全て可能性がある置換を創出する
。創出された抗体変異体は、各粒子内に封入されたＭ１３の遺伝子ＩＩＩ生成物に融合さ
れたものとして、フィラメント状のファージ粒子から１価の状態で提示される。ファージ
ディスプレイされた変異体は、本明細書で開示されているように、生物学的活性（たとえ
ば結合親和性）に基づいてスクリーニングされる。改変のための超可変領域の候補を同定
するために、アラニンスキャニング変異導入を実施して、抗原結合に寄与する超可変領域
の残基を同定することができる。
【０４８５】
　代わりに、あるいは追加で、抗原抗体複合体の結晶構造が描画および分析されて、抗体
とＶＥＧＦとの間の接触部分を同定することが考慮される。このような接触残基および近
接する残基は、置換の候補となる。このような変異が生じると、変異体のパネルは、本明
細書に記載されたような、スクリーニングに供され、類似するものではあるが、関連する
１以上のアッセイで異なるあるいは更に優れている抗体が、更なる発展のために選択され
る。
【０４８６】
　本発明の更なる側面は、本発明におけるＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ
抗体の重鎖および軽鎖の、たとえば、ｒ８４重鎖および軽鎖のＣＤＲ領域をコードする、
単離されたまたは精製されたＤＮＡセグメントおよび組換えベクターと、ＤＮＡ技術の適
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用を介して、たとえばＣＤＲ領域を発現する組換え宿主細胞の創出および使用とに関する
。
【０４８７】
　本発明は、全ゲノムＤＮＡから遊離した、本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト
抗ＶＥＧＦ抗体の重鎖および／または軽鎖の、たとえばｒ８４重鎖および／または軽鎖の
、ＣＤＲ領域を発現することができる、ヒトのまたは合成されたＤＮＡセグメントに関す
る。本明細書にて使用される「ＤＮＡセグメント」とは、特定種の全ゲノムＤＮＡから遊
離して単離または精製されたＤＮＡ分子を指す。ＤＮＡセグメントおよびそのようなセグ
メントのより小さな断片[fragment]、ならびに、たとえばプラスミド、コスミド、ファー
ジ、ウイルスなどを含む組換えベクターも、「ＤＮＡセグメント」との用語の範囲に含ま
れる。
【０４８８】
　同様に、コードするセグメント、すなわち、単離または精製された、本発明のＶＥＧＦ
Ｒ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体の重鎖および／または軽鎖の、たとえばｒ８４
重鎖および／または軽鎖の遺伝子部分を含むＤＮＡセグメントは、コード配列と、特定の
局面では制御配列を含み、他の天然に生じた遺伝子またはタンパク質のコード配列から実
質的に離れて単離または精製されたものを指す。この点において、「遺伝子」との用語は
、便宜上、機能性のあるタンパク質、ポリペプチドまたはペプチドをコードしている単位
を指すのに使用される。当業者に知られるように、この機能的な用語は、好適な抗原結合
タンパク質、ポリペプチドまたはペプチドを発現するあるいは発現するよう調整されうる
、天然の抗体コード配列およびより小さな操作されたセグメントを包含する。
【０４８９】
　「他のコード配列から実質的に離れて単離または精製された」とは、コードしているセ
グメントすなわち目的の単離された遺伝子部分が、そのＤＮＡセグメントのコード領域の
主要な部分を形成していること、そして、そのＤＮＡセグメントが、天然に生じたコード
しているＤＮＡ、たとえば大きな染色体断片や、他の機能的遺伝子またはｃＤＮＡコード
領域を含まないことを意味する。もちろん、このことは、元々単離されたようなＤＮＡセ
グメントを指し、そのセグメントに人工的に後ほど追加された遺伝子またはコード領域を
排除するものではない。
【０４９０】
　特定の実施態様においては、本発明は、単離または精製されたコードセグメント、すな
わち、単離または精製された遺伝子部分および発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト
抗ＶＥＧＦ抗体の重鎖および／または軽鎖の、たとえばｒ８４重鎖および／または軽鎖の
ＣＤＲ領域をコードするＤＮＡ配列を含む組換えベクターであって、配列番号３または配
列番号４のアミノ酸配列に対して少なくとも約７５％、好ましくは少なくとも約８０％、
より好ましくは少なくとも約８５％、更に好ましくは少なくとも約９０％、最も好ましく
は約９５％程度のアミノ酸配列同一性のアミノ酸領域を含む第1の配列領域を少なくとも
有する単離または精製されたコードセグメントに関する。ここで、該ＣＤＲ領域は、配列
番号３または配列番号４のアミノ酸配列ＣＤＲ領域の生物学的特性を少なくとも実質的に
維持するものである。
【０４９１】
　本明細書にて開示されているように、配列は、特定の生物学的には機能上均等なアミノ
酸、すなわち「保存的置換」を含んでいてもよい。その他の配列は、当業者にて知られ、
本明細書に記載されたように、ＣＤＲまたはＣＤＲを含む抗体の特性を改善するために故
意に操作された、機能上非均等なアミノ酸、すなわち「非保存的置換」を含んでいてもよ
い。
【０４９２】
　アミノ酸配列および核酸配列は、更なる残基を、たとえば、追加Ｎ末端または追加Ｃ末
端アミノ酸、すなわち５’または３’配列を含み、好ましくは、タンパク質発現に関する
、生物学的タンパク質活性の維持または改善を含み、これらの配列が上記にて説明された
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基準に合致している限り、本発明の配列に相当するものであると理解される。末端配列の
付加は、コード領域の５’または３’の何れかの部位の横に位置している非コード配列お
よび制御領域を含む。
【０４９３】
　本発明の核酸セグメントは、全長がかなり変更され得るように、その他のＤＮＡ配列と
、たとえば、プロモータ、ポリアデニン化シグナル、更なる制限酵素部位、マルチクロー
ニング部位、その他のコード化されたセグメントなどと組み合わされてもよい。そのため
に、好ましくは、調製の容易さおよび意図する組換えＤＮＡプロトコールによって制限さ
れている全長で、ほとんどの長さの核酸フラグメントは採用される。
【０４９４】
　それゆえ、組換えベクターは本発明のさらなる側面を形成するものである。特に有用な
ベクターは、ＤＮＡセグメントのコード部分がプロモータの制御下に置かれているベクタ
ーが考慮される。一般的に、限定するものではないが、天然の環境では、プロモータは通
常コード配列に付随していないので、組換えの、すなわち異種のプロモータが採用される
ことになろう。このようなプロモータとしては、プロモータが効果的に、発現のために選
択された細胞の種類、生物、さらには動物におけるＤＮＡセグメントの発現を発揮させる
かぎり、バクテリアの、ウイルスの、真核生物の、および哺乳類のプロモータが挙げられ
る。
【０４９５】
　タンパク質を発現するための、プロモータの使用および細胞種の組み合わせは、分子生
物学における当業者に知られていることである。使用するプロモーターは、構造的なもの
か、または誘導的なものであり、さらには適切な条件下で使用され、組換えタンパク質ま
たはペプチドの大規模産生において有利であるような、導入したＤＮＡセグメントの高い
レベルの発現を発揮させるものである。
【０４９６】
　本願発明の核酸配列の発現は、当業者に知られた技術および、更に本明細書に記載され
た１以上の技術によって簡便に達成されてもよい。たとえば、融合タンパク質の組換えに
関する後の記載は、同様に、核酸レベルでのその他のコード配列に動作可能に付随してい
ない抗体および抗体断片に適用する。
【０４９７】
　Ｂ４．プラスミドライブラリー由来の抗体
　組換え技術は、今や、様々な抗体をコードする組換え遺伝子から所望の特異性を有する
抗体の調製を可能にしている（Ｖａｎ　Ｄｉｊｋら，１９８９；参照により本明細書に援
用される）。特定の組換え技術は、免疫動物の脾臓由来で単離されたＲＮＡから調製され
たコンビナトリアル免疫グロブリンファージ発現ライブラリーにおける免疫学的スクリー
ニングによって、抗体遺伝子の単離を含むものである（Ｍｏｒｒｉｓｏｎら，１９８６；
ＷｉｎｔｅｒおよびＭｉｌｓｔｅｉｎ，１９９１；何れも参照により本明細書に援用され
る）。
【０４９８】
　このような方法のために、コンビナトリアル免疫グロブリンファージ発現ライブラリー
は、免疫動物の脾臓から単離されたＲＮＡから調製され、適切な抗体を発現するファージ
ミドは、抗原を発現する細胞および対照細胞を用いたパンニング[panning]によって選択
される。典型的なハイブリドーマに対してこの方法の有意性は、約１０４倍の抗体数を産
生でき、一回でスクリーニングできることと、新規の特異性がＨ鎖およびＬ鎖の組み合わ
せによって生み出され、更に創出される適切な抗体の割合が増加することである。
【０４９９】
　バクテリアにおける、多くのレパートリーの多様な抗体分子を創出する方法は、ベクタ
ーとして、バクテリオファージラムダを利用する（Ｈｕｓｅら，１９８９；参照により本
明細書に援用される）。ラムダベクターを用いた抗体の産生は、ＤＮＡ配列の重鎖および
軽鎖集団を分離された開始ベクター内にクローニングすることを含む。ベクターは、その
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御ランダムに組み込まれ、重鎖および軽鎖の共発現を発揮させる単一のベクターを形成し
て、抗体断片を形成する。重鎖ＤＮＡ配列および軽鎖ＤＮＡ配列は、選択された抗原を免
疫された動物に由来する脾臓細胞（またはそのハイブリドーマ）から単利されたｍＲＮＡ
の増幅によって、好ましくはＰＣＲTMまたは関連した増幅技術によって得られる。重鎖配
列および軽鎖配列は、典型的には、開始ベクター内への重鎖セグメントおよび軽鎖セグメ
ントのクローニングを容易にするために、増幅されたＤＮＡセグメントに制限部位を組み
込んだプライマーで増幅される。
【０５００】
　全部にまたは部分的に合成された、抗体の結合部位すなわちパラトープの大きなライブ
ラリーの調製およびスクリーニングの別の方法は、繊維状ファージに由来するディスプレ
イベクターを、たとえば、Ｍ１３，ｆｌまたはｆｄを利用するものである。
【０５０１】
　これらの繊維状ファージのディスプレイベクターは、『ファージミド』と称されており
、多様かつ新規な免疫特異性を有するモノクローナル抗体の大きなライブラリーを調製す
るものである。この技術は、繊維状ファージの複製のアセンブリ段階において遺伝子産物
および遺伝子を連結するための手段として、繊維状ファージのコートタンパク質膜アンカ
ードメインを使用するものであり、コンビナトリアルライブラリーからの抗体のクローニ
ングおよび発現に使用される（Ｋａｎｇら，１９９１；Ｂａｒｂａｓら，１９９１；何れ
も参照により本明細書に援用される）。
【０５０２】
　繊維状ファージディスプレイのための一般的なこの技術は、参照により本明細書に援用
される米国特許第５，６５８，７２７号に記載されている。最も一般的な意味では、この
方法は、単一のベクター系を用いて、同時にクローニングして、抗体遺伝子レパートリー
からの、予め選択されたリガンドに対する結合特異性をスクリーニングする系を提供する
。予め選択されたリガンドに対する結合能のための、ライブラリーの単離メンバーのスク
リーニングは、簡便な手段で発現抗体分子の結合能との相関関係を確認せしめ、ライブラ
リーからメンバーをコードする遺伝子を単離するものである。
【０５０３】
　発現およびスクリーニングのリンケージ解析は、バクテリア細胞のペリプラズム内に融
合ポリペプチドを指向させ、機能的な抗体のアセンブリを可能にすることと、目的のライ
ブラリーメンバーの簡便なスクリーニングを考慮して、ファージアセンブリの間、繊維状
ファージ粒子の被膜表の融合ポリペプチドの指向との組み合わせによって達成される。ペ
リプラズムへの標的化は、融合ポリぺプチドにおける分泌シグナルドメインの存在によっ
て提供されるものである。ファージ粒子への標的化は、融合ポリペプチドにおける繊維状
ファージのコートタンパク質膜アンカードメイン（例えば、ｃｐＩＩＩ由来またはｃｐＶ
ＩＩＩ由来の膜アンカードメイン）の存在によって提供されるものである。
【０５０４】
　繊維状ファージに基づくコンビナトリアルな抗体ライブラリーの多様性は、重鎖および
軽鎖の遺伝子のシャッフリング、ライブラリーにおけるクローン化された重鎖遺伝子の１
以上の相補性決定領域の改変、または、エラープローンポリメラーゼ連鎖反応によるライ
ブラリー内にランダム遺伝子変異を導入することによって大きくなり得る。ファージミド
ライブラリーをスクリーニング更なる方法は、何れも参照により本明細書に援用される米
国特許第５，５８０，７１７号；第５，４２７，９０８号；第５，４０３，４８４号；お
よび第５，２２３，４０９号において記載されている。
【０５０５】
　別の、大きいコンビナトリアルな抗体ライブラリーのスクリーニングする方法は、繊維
状バクテリオファージ、たとえば、Ｍ１３，ｆｌまたはｆｄ（米国特許番号．５，６９８
，４２６；参照により本明細書に援用される）の表面にて、多様な重鎖および軽鎖配列の
集団の発現を利用することで発展された。多様な重鎖（Ｈｃ）および軽鎖（Ｌｃ）配列の
２集団を、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲTM）で合成する。これらの集団は、発現のため
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に必要な要素を含む、別のＭ１３に基づくベクターにクローニングされる。重鎖ベクター
は、重鎖配列の翻訳がｇＶＩＩＩ－Ｈｃ融合タンパク質を産生するように、遺伝子ＶＩＩ
Ｉ（ｇＶＩＩＩ）コートタンパク質配列を含む。２種類のベクターの集団は、Ｈｃおよび
Ｌｃ配列を含む単一のベクター部分が単一の環状ベクターに連結されるように、ランダム
に組み合わされる。
【０５０６】
　組み合わされたベクターは、２つのポリペプチドのアセンブリのためにＨｃ配列および
Ｌｃ配列の両方を共発現させて、Ｍ１３の表面にて発現させる（米国特許第５，６９８，
４２６号；参照により本明細書に援用される）。組合せ段階は、２つの異なる多様な集団
の中でランダムに異なるＨｃおよびＬｃをコードする配列を会わせて単一のベクターを形
成する。それぞれ独立したベクターから提供された該ベクター配列は、生存しているファ
ージの産生を必要としている。更に、２つの開始ベクターのうち１つにおいても、疑似ｇ
ＶＩＩＩ配列が含まれていると、このベクター配列が、単一のベクターにおいて連結して
いるまでは、Ｌｃに伴うｇＶＩＩＩ－Ｈｃ融合タンパク質として機能的な抗体断片の共発
現は、ファージ表面で達成されない。
【０５０７】
　抗体ライブラリーの表面発現は、アンバー抑制系統において実施される。Ｈｃ配列とｇ
ＶＩＩＩ配列との間のアンバー停止コドンは、非抑制系統においては、２つの構成を連結
していない。非抑制系統から産生されたファージを単離することおよび、上記抑制系統を
感染させることは、発現中において、Ｈｃ配列をｇＶＩＩＩ配列に連結することになる。
感染後抑制系統を培養することは、ｇＶＩＩＩ融合タンパク質（ｇＶＩＩＩ－Ｆａｂ融合
タンパク質）として、ライブラリー内で全抗体種のＭ１３の表面に共発現させることを可
能にする。代わりに、このＤＮＡを、非抑制系統から単離し、次いで、同様の効果を達成
できる抑制系統に導入することも可能である。
【０５０８】
　表面発現ライブラリーは、標準的な親和性単離の手順によって予め選択された分子に結
合する、特定のＦａｂフラグメントのためにスクリーニングするものである。このような
方法としては、たとえば、パンニング（ＰａｒｍｌｅｙおよびＳｍｉｔｈ，１９８８；参
照により本明細書に援用される）、アフィニティークロマトグラフィーおよび固相ブロッ
ティング法が挙げれらる。高い力価のファージが容易、迅速かつ低量でスクリーニングさ
れ得るので、パンニングは好適なものである。さらには、この手法は、集団からマイナー
なＦａｂフラグメント種を選択できるが、この集団は検出不可能なものであったが、実質
的に同質な集団から増幅される。選択されたＦａｂフラグメントは、ファージ集団の増幅
後、ポリペプチドをコードする核酸を配列決定することで特徴づけられる。
【０５０９】
　多様な抗体ライブラリーを調製し、所望の結合特異性のためにスクリーニングする方法
は、何れも参照により本明細書に援用される米国特許第５，６６７，９８８号および第５
，７５９，８１７号において記載されている。この方法は、免疫グロブリン可変重鎖およ
び軽鎖可変ドメインのＣＤＲ領域に縮合を組み込むために縮合オリゴヌクレオチドおよび
プライマーの伸長反応を用いるファージミドライブラリーの形態におけるヘテロ二量体型
免疫グロブリン分子ライブラリーの調製と、ファージミド表面における変異を導入された
ポリペプチドのディスプレイとを含むものである。その後、提示タンパク質は、予め選択
された抗原に結合する能力のためにスクリーニングされる。
【０５１０】
　ヘテロ二量体型免疫グロブリン分子を生成する方法は、一般的に（１）目的の重鎖また
は軽鎖Ｖ領域をコードする遺伝子を、ファージミドディスプレイベクターに導入すること
；（２）ファージミドの表面提示タンパク質に提示された可能性がある異なる結合部位を
発現するディスプレイベクターの大集団を形成するために、Ｖ領域遺伝子のＣＤＲに相同
性がある領域を含むオリゴヌクレオチド、およびランダム化されたコード配列を生成する
ための縮合領域を含むオリゴヌクレオチドとともにプライマー伸長によって、ランダム化



(87) JP 2011-502503 A 2011.1.27

10

20

30

40

50

された結合サイトをファージミドディスプレイベクターに導入すること；（３）繊維状フ
ァージ粒子の表面において、提示タンパク質および結合部位を発現されること；および（
４）アフィニティ―技術を、たとえば、予め選択された抗原に対するファージ粒子のパン
ニングを用いて、表面発現されたファージ粒子を単離（スクリーニング）して、予め選択
された抗原に結合する結合部位を有する提示タンパク質を含むファージミド１種類以上を
単離すること、を含む。
【０５１１】
　多様な抗体ライブラリーを調製し、所望の結合特異性のためにスクリーニングする方法
は、何れも参照により本明細書に援用される米国特許第５，７０２，８９２号に記載され
ている。この方法は、重鎖配列のみが用いられ、ＣＤＲＩまたはＣＤＲＩＩＩ超可変領域
の何れかをコードする全ての核酸部位でランダム化されるものであり、ＣＤＲにおける遺
伝的な可変は生物学的な過程に依存しないで形成される。
【０５１２】
　該方法においては、２つのライブラリーが、操作されて、重鎖遺伝子構造のフレームワ
ーク内におけるオリゴヌクレオチドモチーフを遺伝的にシャッフルするものである。ＣＤ
ＲＩまたはＣＤＲＩＩＩの何れかのランダム変異を通じて、重鎖遺伝子の超可変領域は再
構成されて、結果として非常に多様性のある配列の集合になった。変異が導入された遺伝
子の集団によってコードされた重鎖タンパク質は、免疫グロブリンの結合特性を全て有す
る可能性があるが、それは２つの免疫グロブリン鎖うち１つだけを求めるものである。
【０５１３】
　特に、この方法は、免疫グロブリン軽鎖タンパク質の不在下で実行されるものである。
改変された重鎖タンパク質をファージディスプレイするライブラリーは、固定化リガンド
とともにインキュベートされて、固定化リガンドに特定気に結合する組換えタンパク質を
コードするクローンを選択する。結合されたファージは、その後、固定化リガンドから解
離され、バクテリアの宿主細胞における増殖によって増幅される。それぞれのファージの
プラークは、それぞれ異なる組換えタンパク質を発現するものであるが、拡大され、それ
ぞれのクローンは、結合活性のためにアッセイに供され得る。
【０５１４】
　Ｂ５．ヒト抗体ライブラリーを含むトランスジェニックマウス
　組換え技術は、今や、抗体の調製に利用されている。上記にて開示したコンビナトリア
ルな免疫グロブリンファージ発現ライブラリーに加えて、別の分子クローニング法は、ヒ
ト抗体ライブラリーを含むトランスジェニックマウスからの抗体を調製することである。
このような技術は、参照により本明細書に援用される米国特許第５，５４５，８０７号に
に記載されている。
【０５１５】
　最も一般的な意味では、これらの方法は、ヒト由来の少なくとも一部の免疫グロブリン
をコードした、あるいは再編成されて、免疫グロブリンのレパートリをコードできる、生
殖細胞系列の遺伝物質に挿入されたトランスジェニック動物の生産を含む。
【０５１６】
　挿入された遺伝物質は、ヒトの供給源から生産されてもよいし、合成的に生産されても
よい。この物質は、少なくとも公知の免疫グロブリンの一部をコードするものであっても
よいし、改変されて、改変された免疫グロブリンの少なくとも一部をコードするものであ
ってもよい。
【０５１７】
　挿入された遺伝物質は、トランスジェニック動物において発現され、結果として、挿入
されたヒト免疫グロブリンの遺伝物質に、少なくとも一部由来する免疫グロブリンの産生
に至る。遺伝物質はトランスジェニック動物において再編成され、挿入された遺伝物質が
、間違った部位あるいは間違った配置で、生殖細胞系列に組み込まれた場合であっても、
挿入された遺伝物質に由来する部分的な免疫グロブリンのレパートリが産生されうること
が知られている。



(88) JP 2011-502503 A 2011.1.27

10

20

30

40

50

【０５１８】
　挿入された遺伝物質は、プラスミドおよび／またはコスミドのような原核生物のベクタ
ーにクローニングされたＤＮＡの形態であってもよい。より大きいＤＮＡフラグメントは
、酵母人工染色体ベクター（Ｂｕｒｋｅら，１９８７；参照により本明細書に援用される
）を用いて、または染色体フラグメントの導入（ＲｉｃｈｅｒおよびＬｏ，１９８９；参
照により本明細書に援用される）によって、挿入される。挿入された遺伝物質は、典型的
な方法で、たとえばインジェクションまたは、受精卵または胚性幹細胞内にその他の手法
で、宿主に導入されてもよい。
【０５１９】
　好ましい側面においては、免疫グロブリン定常領域をコードする遺伝物質を元々保持し
ない宿主動物が利用され、得られたトランスジェニック動物は、免疫グロブリンを産生す
るに当たって挿入されたヒト遺伝物質のみを使用することになる。これは、関連する遺伝
物質を欠損した天然の変異を有する宿主を使用することか、あるいは、人工的に、変異を
作ること、たとえば、完全に細胞系列において関連する遺伝物質が取り除かれた宿主を創
出することの何れかで達成され得る。
【０５２０】
　宿主動物が免疫グロブリンの定常領域をコードする遺伝物質を保有する場合、トランス
ジェニック動物は、既存の遺伝物質と挿入された遺伝物質とを有し、既存の遺伝物質と、
挿入された遺伝物質と、遺伝物質の両方の型の混合とに由来する免疫グロブリンを産生す
る。この場合、所望の免疫グロブリンは、トランスジェニック動物に由来するハイブリド
ーマのスクリーニングにより、たとえば、抗体遺伝子発現の対立遺伝子排除または異なる
染色体消失の減少を利用することにより、得られ得る。
【０５２１】
　適当なトランスジェニック動物が調製されたら、該動物は、所望の免疫原で簡単に免疫
される。挿入された物質の性状に依存するが、該動物は、キメラ免疫グロブリンを、たと
えば、マウス／ヒト起源の混合されたものであって免疫グロブリンの一部のみをコードす
る外来起源のものを産生し得るか、あるいは、該動物は、完全に外来免疫グロブリンを、
たとえば、ヒト由来のもの全体のものであって、外来由来の遺伝物質が免疫グロブリン全
体をコードしているものを産生してもよい。
【０５２２】
　ポリクローナル抗血清は、免疫付与を経たトランスジェニック動物から産生されてもよ
い。　免疫グロブリン産生細胞は、目的の免疫グロブリンを産生する動物から除去されて
もよい。好ましくは、モノクローナル抗体は、たとえば、動物由来の脾臓細胞をミエロー
マと融合させ、生じたハイブリドーマをスクリーニングして、所望の抗体を産生するもの
を選択することによって、トランスジェニック動物から産生される。このような工程に対
する適当な技術は、本明細書に記載されている。
【０５２３】
　別の方法においては、遺伝物質は、所望の抗体が動物の体液に、たとえば、血清、ある
いは、乳、初乳または唾液のような外分泌中に産生されるように、動物中に組込まれても
よい。たとえば、インビトロでヒト免疫グロブリンの少なくとも一部をコードする遺伝物
質を乳タンパク質をコードする哺乳類の遺伝子に挿入し、該遺伝子を哺乳類の受精卵に、
たとえばインジェクションによって導入することで、該卵は、挿入されたヒト免疫グロブ
リン遺伝物質の少なくとも一部に由来する免疫グロブリンを含む乳を産生する成体のメス
の哺乳類になり得る。また、所望の抗体は、該乳から回収されることができる。このよう
な工程を実施するための適当な技術は当御者に知られているものである。
【０５２４】
　前述のトランスジェニック動物は、通常、単一のアイソタイプのヒト抗体、より具体的
には、Ｂ細胞の成熟に必須のアイソタイプ、たとえば、ＩｇＭや、おそらくはＩｇＤを産
生するために使用される。ヒト抗ＶＥＧＦ抗体を産生するための別の好適な方法は、それ
ぞれ参照として含まれる米国特許第５，５４５，８０６号；第５，５６９，８２５号；第
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５，６２５，１２６号；第５，６３３，４２５号；第５，６６１，０１６号；および第５
，７７０，４２９号に記載された技術を使用することであり、Ｂ細胞の分化に必要なアイ
ソタイプからその他のアイソタイプへスイッチすることができるトランスジェニック動物
が記載されている。
【０５２５】
　Ｂリンパ球の分化においては、該細胞は、元々、生産的に再編成されたＶＨおよびＶＬ
領域によって決定された結合特異性を有するＩｇＭを産生する。次に、各Ｂ細胞およびそ
の子孫細胞は、同一のＬ鎖およびＨ鎖のＶ領域を有するが、それらは、Ｈ鎖のアイソタイ
プを変更し得る。ミューまたはデルタの定常領域の使用は、概して、可変的スプライシン
グによって決定され、ＩｇＭおよびＩｇＤを単一の細胞内で共発現することを可能にする
。その他の重鎖アイソタイプ（ガンマ、アルファ、およびイプシロン）のみが、ネイティ
ブに発現されているが、遺伝子再編成のイベントは、ＣミューおよびＣデルタのエクソン
を削除する。この遺伝子再編成は、アイソタイプスイッチングと呼ばれるものであり、典
型的には、各重鎖遺伝子（デルタを除く）のすぐ上流に位置する、いわゆるスイッチセグ
メント間で組換えが発生する。個々のスイッチセグメントは、２ｋｂと１０ｋｂとの間の
長さであり、主に短い繰返し配列からなる。
【０５２６】
　これらの理由のために、導入遺伝子は、アイソタイプのスイッチングに利用される各ス
イッチ領域の約１－２ｋｂ上流にて、転写制御配列を含むことが好ましい。これらの転写
制御配列は好ましくは、プロモーターエレメントおよびエンハンサーエレメントを含み、
より好ましくは、スイッチ領域と自然に関連する（つまり、生殖系列構成で生じる）５’
フランキング（すなわち上流）領域を含む。１つのスイッチ領域からの５’フランキング
配列は、導入遺伝子構造物には操作可能に、異なるスイッチ領域に連結され、いくつかの
実施態様においては、導入遺伝子に組み込まれた各スイッチ領域が、天然の生殖系列構成
においてしばしば上流域にて存在する５’フランキング領域を有することが好ましい。免
疫グロブリンにおけるスイッチ領域配列に関する配列情報は知られている（Ｍｉｌｌｓら
，１９９０；Ｓｉｄｅｒａｓら，１９８９；何れも参照により本明細書に援用される）。
【０５２７】
　米国特許第５，５４５，８０６号；第５，５６９，８２５号；第５，６２５，１２６号
；第５，６３３，４２５号；第５，６６１，０１６号；および第５，７７０，４２９号に
記載された方法においては、トランスジェニック動物に含まれたヒト免疫グロブリン導入
遺伝子は、Ｂ細胞分化の経路を通じて正常に機能し、アイソタイプのスイッチングに至る
。つまり、この方法においては、これらの導入遺伝子は、構築されて、スイッチングした
アイソタイプおよび以下の１以上を生じせしめる：（１）高いレベルかつ細胞型特異的な
発現，（２）機能遺伝子の再編成，（３）対立遺伝子排除の活性化および応答（４）十分
な一次レパートリの発現，（５）シグナル伝達，（６）体細胞超変異および（７）免疫応
答時における導入遺伝子の抗体遺伝子座の優性化。
【０５２８】
　導入遺伝子の機能における重要な要件は、幅広い抗原に対して二次免疫応答を引き起こ
すのに十分に多様である初期の抗体レパートリーの創出である。再編成された重鎖遺伝子
は、シグナルペプチドエクソン、可変領域エクソンおよびマルチドメイン定常領域のタン
デムアレイからなり、それぞれ、幾つかのエクソンによってコードされている。定常領域
遺伝子のそれぞれは、免疫グロブリンの異なるクラスの定常部分をコードする。Ｂ細胞分
化において、定常領域に近接したＶ領域は削除され、新規の重鎖クラスの発現に至る。各
重鎖クラスにとっては、ＲＮＡスプライシングの可変的パターンは、膜貫通型免疫グロブ
リンも分泌型免疫グロブリンを生じせしめる。
【０５２９】
　ヒト重鎖遺伝子座は、およそ２００個の、２Ｍｂに亘るＶ遺伝子セグメントと、およそ
３０個の、約４０ｋｂに亘るＤ遺伝子セグメントと、６個の、３ｋｂの範囲内でクラスタ
ー化したＪセグメントと、９個の、約３００ｋｂに亘って広がっている定常領域遺伝子セ
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グメントとからなる。この遺伝子座全体は、染色体１４の長腕の遠位部の約２．５Ｍｂに
およぶ。公知のＶＤおよびＪ遺伝子フラグメント、ミュー、デルタ、ガンマ３、ガンマ１
およびアルファ１定常領域を含む重鎖導入遺伝子フラグメントが知られている（Ｂｅｒｍ
ａｎら，１９８８；参照により本明細書に援用される）。ヒト軽鎖遺伝子座に由来する、
必要な遺伝子セグメントおよび制御配列の全てを含むゲノムフラグメント
は、同様に構築される。
・　 
　問題なく再編成された免疫グロブリン重鎖および軽鎖導入遺伝子の発現は、通常、トラ
ンスジェニック非ヒト動物において、内在的な免疫グロブリン遺伝子の再編成を抑制する
ことで、優位な効果を有している。しかしながら、ある実施態様においては、ヒト可変領
域および非ヒト（たとえば、マウス）定常領域を含むハイブリッド免疫グロブリン鎖が形
成され得ないようにするために、たとえば、導入遺伝子と内在的なＩｇ配列との間でのト
ランススイッチングによって内在性のＩｇ遺伝子座の完全な不活性化を作用させることが
望ましい。胚性幹細胞技術および相同組換えを用いた場合、内在的な免疫グロブリンレパ
ートリーは容易に除かれ得る。さらに、内在的なＩｇ遺伝子の抑制も、様々な技術を、た
とえばアンチセンス技術を用いて達成される。
【０５３０】
　本発明のその他の側面においては、トランススイッチングされた免疫グロブリンを産生
することが望ましい。キメラトランススイッチされた免疫グロブリンを含む抗体は、たと
えば、宿主においてエフェクター機能を保持するために、非ヒト（たとえば、マウス）定
常領域を有することが望ましい、幅広い用途に使用され得る。
【０５３１】
　マウス定常領域の存在は、ヒト定常領域に対しても、たとえば、このようなキメラ抗体
がマウス疾患モデルにおいて試験されてもよいためにマウスのエフェクター機能を提供す
る（たとえば、ＡＤＣＣ，マウス補体結合）のような有利性をもたらす。動物試験の後に
、配列をコードするヒト可変領域が、たとえば、供給体（ハイブリドーマクローン）から
ＰＣＲTM増幅またはｃＤＮＡクローニングによって単離されてもよく、ヒトの治療的使用
により適切なヒト配列抗体をコードする所望のヒト定常領域をコードする配列にスプライ
スされてもよい。
【０５３２】
　Ｂ６．ＰＣＲTMによる変異導入
　部位特異的変異は、基となるＤＮＡの特異的な変異導入を通じた個々の抗体の調製にお
いて有用な技術である。この技術は、さらに、上述の１以上の考察と組み合わせて、ヒト
化しようとそうでなかろうと、ＤＮＡに１以上のヌクレオチド配列の変化を導入すること
で、配列変異体の調製および試験が迅速にできるようになる。
【０５３３】
　多くの方法が変異導入における使用に適切なものであるが、今は、ポリメラーゼ連鎖反
応（ＰＣＲTM）の使用が一般的に好ましい。この技術は、所望の変異を所定のＤＮＡ配列
に導入する迅速かつ効率的な方法である。以下の記述は、所定の配列によってコードされ
たアミノ酸を変更するのに使用されるように、特に点変異を配列に導入するためのＰＣＲ
TMの使用を説明するものである。
【０５３４】
　この方法の適用は、ＤＮＡ分子内に制限酵素部位を導入するのにも適している。
【０５３５】
　この方法では、増幅セグメントの一端に点変異を組み込むために、合成オリゴヌクレオ
チドが設計される。ＰＣＲTMに従って、増幅されたフラグメントは、クレノーフラグメン
トでの処理により平滑末端化され、この平滑末端フラグメントは次いでライゲーションさ
れ、ベクターにサブクローニングされる。
【０５３６】
　変異導入することを望むテンプレートＤＮＡを調製するために、該ＤＮＡは、多コピー
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数ベクターに、たとえば、ｐＵＣ１９に、変異導入されるべき箇所の横に位置する制限酵
素部位を用いて、サブクローニングされる。テンプレートＤＮＡは、その後、プラスミド
ミニプレップ法を用いて調製される。親配列に基づくが、所望の点変異を含み、制限酵素
部位の側の５’末端の横に位置する適切なオリゴヌクレオチドプライマーは、自動合成器
を用いて合成される。このプライマーは、一般的に、テンプレートＤＮＡと約１５塩基程
度が相同であることが要求される。プライマーは、ＰＣＲＴＭにおける使用には必ずしも
必要ないが、変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動法によって精製されてもよい。そのと
き、オリゴヌクレオチドの５’末端はリン酸化されるべきである。
【０５３７】
　テンプレートＤＮＡは、所望の点変異を含むオリゴヌクレオチドプライマーを用いて、
ＰＣＲTMによって増幅されるべきである。増幅緩衝液中のＭｇＣｌ２の濃度は、一般的に
約１５ｍＭである。一般的にＰＣＲTMの約２０～２５サイクルが以下のように実施される
べきである：変性、９５℃、３５秒；ハイブリダイゼーション、５０℃、２分；および伸
長、７２℃、２分。ＰＣＲTMは、一般的に、最終サイクルにおける、７２℃、約１０分の
伸長を含むこととなる。最終伸長段階の後、約５単位のクレノーフラグメントを反応混合
液に加えて、１５分間、約３０℃でインキュベートする。クレノーフラグメントのエクソ
ヌクレアーゼ活性は、末端を平坦化し、平滑末端クローニングに適したものにするために
必要である。
【０５３８】
　得られた反応混合物は、該増幅が所期の生成物を得たことを検証するために、一般的に
、未変性アガロースまたはアクリルアミドゲル電気泳動法によって分析される。大部分の
ミネラルオイルを除去し、クロロホルムで抽出して残存するオイルを除去し、緩衝化され
たフェノールで抽出して、その後、１００％エタノールで濃縮することで、反応混合液を
処理する。次いで、増幅フラグメントの約半量を、オリゴヌクレオチドにおいて使用され
たフランキング配列を切断する制限酵素で消化する。消化されたフラグメントは、低ゲル
化／低融解アガロースゲル上で精製される。
【０５３９】
　フラグメントをサブクローニングして、点変異を確認するために、平滑末端ライゲーシ
ョンによって、２つの増幅フラグメントを適切に消化されたベクターにサブクローニング
する。これは、Ｅ．ｃｏｌｉを形質転換するために使用され、その後、ここから、ミニプ
レップ法を使用してプラスミドＤＮＡを調製することができるだろう。その後、正しい点
変異が生じたことを確認するために、プラスミドＤＮＡの増幅部分はＤＮＡシークエンシ
ングによって分析されるだろう。これは、ＴａｑポリメラーゼはＤＮＡフラグメントに追
加的な変異を導入してしまう可能性があるので、重要である。
【０５４０】
　点変異の導入は、一連のＰＣＲTM工程を用いて実行され得る。この手順においては、変
異を包含する２つのフラグメントが、それぞれアニーリングされて、相互的なプライム合
成によって伸長させられる。そして、このフラグメントは、2番目のＰＣＲTM工程によっ
て増幅されて、これによって、上述のプロトコールで必要とされる平滑末端ライゲーショ
ンを回避することができる。この方法においては、テンプレートＤＮＡの調製、オリゴヌ
クレオチドプライマーの創出、および最初のＰＣＲTM増幅は上述のように実施される。し
かしながら、この工程において、選択されたオリゴヌクレオチドは、テンプレートＤＮＡ
に対して、約１５と約２０塩基との間においては相同性があるべきであり、互いに約１０
塩基以上で重複もしていなければならない。
【０５４１】
　２番目のＰＣＲTM増幅においては、各増幅フラグメントおよび各フランキング配列のプ
ライマーを使用し、上述のような条件を用いて、約２０と約２５との間のサイクルでＰＣ
ＲTMを実施する。再度、フラグメントをサブクローニングし、上記にて概説したような工
程を用いることで点変異が正しいものであることを確認する。
【０５４２】



(92) JP 2011-502503 A 2011.1.27

10

20

30

40

50

　上述の何れかの方法を用いるに当たり、できるだけ小さなフラグメントを増幅すること
で、変異を導入することが好ましい。もちろん、概してにＧＣ含量およびオリゴの長さが
影響することとなる、オリゴヌクレオチドの融点のようなパラメーターも注意深く考慮す
るべきである。これらの方法の実行および、必要ならば最適化は、当業者に知られている
ものであり、さらには種々の出版物、たとえば、「Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ
　ｉｎ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｂｉｏｌｏｇｙ」（１９９５，参照により本明細書に援用
される）に記載されている。
【０５４３】
　部位特異的変異を実施する場合、表Ａを参考にすることができる。
【０５４４】
【表Ａ】

【０５４５】
　Ｂ７．抗体断片および誘導体
　本発明の元のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体の供給源には関係なく
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、インタクト抗体、抗体多量体または多様な機能性を有する抗体の何れであっても、本発
明ではその抗体の抗原結合領域を用いることができる。典型的な機能領域としては、Ｆａ
ｂ’，Ｆａｂ，Ｆ（ａｂ’）２，単一ドメイン抗体（ＤＡＢｓ），ＴａｎｄＡｂｓ二量体
，Ｆｖ，ｓｃＦｖ（単鎖Ｆｖ），ｄｓＦｖ，ｄｓ－ｓｃＦｖ，Ｆｄ，直線状抗体，ｍｉｎ
ｉｂｏｄｙ，ｄｉａｂｏｄｙ，二重特異性抗体断片等のような、抗原結合ドメインを有す
る抗体断片が挙げられる。このような構造物を調製する技術は、本技術分野おける者には
よく知られたものであり、さらに本明細書にて説明される。
【０５４６】
　抗体構造物の選択は、種々の要因に影響され得る。たとえば、延長された半減期は、腎
臓でのインタクト抗体の活発な再吸収に、すなわち、免疫グロブリンのＦｃ片の特性に起
因し得る。ＩｇＧに基づく抗体は、そのため、Ｆａｂ’対照物よりも、より遅い血中クリ
アランスを示すことが予期される。しかしながら、Ｆａｂ’フラグメントに基づく組成物
は、一般的に、良好な組織透過能を示す。
【０５４７】
　所望ならば、長寿を賦与するために特定のＦｃ領域を選択してもよい。たとえば、ＷＯ
９９／４３７１３を参照されたい。かかる文献は、Ｆｃγ受容体、ＦｃγＲＩ、ＦｃγＲ
ＩＩおよびＦｃγＲＩＩＩへの実質的に低下された結合性によって達成された、向上され
た循環の半減期を有する定常ドメインに関するものである（Fridman, 1991）。さらには
、米国特許第７，０８３，７８４号は、ＦｃＲｎ（新生児のＦｃ受容体）に対する親和性
を向上させる改変に起因する、向上されたインビボでの半減期を有する改変定常ドメイン
に関するものである。米国特許第７，０８３，７８４号の技術は、実質的なエフェクター
機能を伴う、または伴わない、より良好な寿命を有する抗体を創出するために適用されて
もよい。
【０５４８】
　抗体断片は、非特異的なチオールプロテアーゼ、パパインによる、ヒト免疫グロブリン
全体のタンパク質分解によって得られ得る。パパイン消化は、「Ｆａｂフラグメント」と
称され、それぞれ、単一の抗原結合部位を伴う２つの同一な抗原結合フラグメントと、残
余の「Ｆｃフラグメント」とを生み出す。
【０５４９】
　パパインは、初めに、システイン、２－メルカプトエタノールまたはジチオトレイトー
ルで活性化部位中のスルフヒドリル基を還元することで活性化されなければならない。ス
トックされた酵素中の重金属は、ＥＤＴＡ（２ｍＭ）でのキレ―ト化で除去して、最大酵
素活性を確実なものとするべきである。酵素と基質とは、通常１：１００の重量比で混合
される。インキュベーションの後、ヨードアセタアミドでのチオール基の不可逆的なアル
キル化、あるいは単に透析によって、反応を停止することができる。消化の完全性は、Ｓ
ＤＳ－ＰＡＧＥや、プロテインＡ－セファロースまたはイオン交換クロマトグラフィーに
より分離される様々な画分でモニタリングされるべきである。
【０５５０】
　ヒト由来のＩｇＧからのＦ（ａｂ’）２断片の調製のための通常の手順は、酵素ペプシ
ンによるタンパク質分解に限定される。この条件は、ｐＨ４．５、３７℃の酢酸緩衝液中
で１００×抗体過剰量ｗ／ｗであり、抗体が重鎖内部のジスルフィド結合のＣ末端側で開
裂されることを示唆している。マウスＩｇＧの消化速度はサブクラスによって変動しうる
ものであり、優位な量の完全に消化されたＩｇＧが著しい量となることを避けるよう、条
件を選択すべきである。特に、ＩｇＧ２ｂは完全消化を受けやすい。その他のサブクラス
は、最適な結果を出すためには異なるインキュベーション条件を必要とするが、このこと
全ては本技術分野では知られていることである。
【０５５１】
　インタクト抗体のペプシン処理は、２つの抗原結合部位を有し、かつ依然として抗原に
架橋結合することができる、Ｆ（ａｂ’）２フラグメントを生み出す。ペプシンによるＩ
ｇＧの消化の典型的な条件は、０．１Ｍ酢酸緩衝液中、ｐＨ４．５での透析と、次いで１
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％ｗ／ｗペプシンで４時間のインキュベーションを含む条件が求められる。最初に、０．
１Ｍギ酸緩衝液に対して、ｐＨ２．８、４℃で、１６時間透析し、その後酢酸緩衝液に対
して透析された場合、ＩｇＧ１およびＩｇＧ２ａ消化が改善される。ＩｇＧ２ｂは、リン
酸ナトリウム緩衝液中スタフィロコッカスＶ８プロテアーゼ（３％ｗ／ｗ）中で、０．１
ＭｐＨ７．８、３７℃で４時間のインキュベーションで、より一貫性がある結果を与える
。
【０５５２】
　Ｆａｂ断片も、軽鎖の定常ドメインおよび重鎖の第一定常ドメイン（ＣＨ１）を含む。
Ｆａｂ’フラグメントは、抗体ヒンジ領域からの１以上のシステインを含むＣＨ１ドメイ
ンのカルボキシル末端での数残基が追加されている点で、Ｆａｂフラグメントと異なって
いる。Ｆ（ａｂ’）２抗体断片は、元々、断片間にヒンジシステインを有するＦａｂ’断
片のペアとして産生される。抗体断片のその他の化学的なカップリングも知られている。
【０５５３】
　「Ｆｖ」フラグメントは、完全な抗原認識部位および抗原結合部位を含む最小の抗体で
ある。この領域は、緊密かつ非共有的な結合状態にある、１つの重鎖ドメインと１つの軽
鎖可変ドメインとの二量体からなる。３つの各可変ドメインの超可変領域（ＣＤＲ）が相
互作用して、ＶＨ－ＶＬ二量体の表面上の抗原結合部位を定めているのは、この立体構造
においてである。６つの超可変領域（ＣＤＲ）がまとまって、抗体に抗原結合特異性を付
与している。しかしながら、単一の可変ドメイン（または、抗原に特異的な超可変領域（
ＣＤＲ）を３つだけ含むＦｖの半分）であっても、抗原を認識して結合する能力を有する
。
【０５５４】
　「単鎖Ｆｖ」もしくは「ｓＦｖ」または「ｓｃＦｖ」抗体断片は、抗体のＶＨドメイン
およびＶＬドメインを含み、これらのドメインは、単一のポリペプチド鎖て存在している
。一般的に、Ｆｖポリペプチドは、さらに、ｓＦｖが抗原結合のための所望の構造を形成
できるようにする、ＶＨドメインとＶＬドメインとの間にポリペプチドリンカーを含む。
【０５５５】
　以下の特許文献は、抗ＶＥＧＦ抗体のｓｃＦｖ、Ｆｖ、Ｆａｂ’、ＦａｂおよびＦ（ａ
ｂ’）２断片を含む、抗体における機能的な抗原結合領域の調製および使用に関して、本
明細書の教示をさらに補足する目的で、参照により本明細書に特に援用される：米国特許
第５，８５５，８６６号；第５，９６５，１３２号；第６，０５１，２３０号；第６，０
０４，５５５号；第５，８７７，２８９号；および第６，０９３，３９９号。ＷＯ９８／
４５３３１もまた、抗体の可変領域、超可変領域および相補決定領域（ＣＤＲ）の調製の
説明および教示を含める目的で参照により本明細書に援用される。
【０５５６】
　「ｄｉａｂｏｄｙ」は、２つの抗原結合部位を有する小さな抗体断片であり、この断片
は、同一のペプチド鎖（ＶＨ－ＶＬ）において軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）につながれた重
鎖可変ドメイン（ＶＨ）を含む。同一の鎖において２つのドメイン間をペア化するには短
すぎるリンカーを用いることで、該ドメインを強制的に別の鎖の相補ドメインとペア化し
て、２つの抗原結合部位を創出することができる。ｄｉａｂｏｄｙは、ＥＰ４０４，０９
７およびＷＯ９３／１１１６１に記載されている。「直線状抗体」は、二重特異性または
単一特異性であることができ、Ｚａｐａｔａら（１９９５）に記載されているように、２
つの抗原結合領域を形成するペアのタンデムＦｄセグメント（ＶＨ－ＣＨ１－ＶＨ－ＣＨ

１）を含む。
【０５５７】
　抗体のＦａｂ’または抗原結合断片を使用する場合、組織浸透において付随する利点が
あれば、半減期を上昇させるための断片の修飾から、追加的な利点が得られ得る。多様な
技術が、たとえば、抗体分子自体の操作または修飾および不活性担体への接合が用いられ
てもよい。半減期を上昇させるという単一の目的のための接合は、薬剤を標的に送達させ
ることよりもむしろ、Ｆａｂ’およびその他のフラグメントが組織に浸透するために選択
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される点において、入念に着手されるべきである。それでも、ＰＥＧなどのような非蛋白
ポリマーへの接合が考慮される。
【０５５８】
　接合以外の修飾は、該フラグメントをより安定的にさせる、および／または体内での代
謝速度を低減するために、抗体断片の構造を修飾することに基づくものである。このよう
な修飾の１つの機構は、Ｌ－アミノ酸の代わりにＤ－アミノ酸を使用することである。当
業者ならば、このような修飾の導入の後には、得られた分子が、依然として所望の生物学
的特性を保持していることを確実にするための、綿密な試験を行う必要があることを理解
するであろう。更なる安定化の改変としては、Ｎ末端もしくはＣ末端またはその両方に安
定化させるための部分を追加することを用いることが挙げられ、これは一般的に、生物学
的分子の半減期を延長するのに使用されるものである。単なる例示として、アシル化また
はアミノ化で末端を修飾する事が望まれ得る。
【０５５９】
　本発明との使用のための、適切な接合型の修飾としては、サルベージ受容体結合エピト
ープを抗体断片に組込むことが挙げられる。これを達成する技術としては、抗体断片の適
切な領域の変異導入または、抗体断片に付着されたペプチドタグとしてのエピトープの組
込みが挙げられる。ＷＯ９６／３２４７８は、このような技術をさらに例示する目的で参
照により本明細書に特に援用される。サルベージ受容体結合エピトープは、典型的には、
抗体断片上の類似した位置に移送される、Ｆｃの１または２つのループに由来する３つ以
上のアミノ酸の領域である。ＷＯ９８／４５３３１のサルベージ受容体結合エピトープは
、本発明との使用のために、参照により本明細書に援用される。
【０５６０】
　Ｂ８．結合アッセイおよび機能アッセイ
　本発明は、動物およびヒトの治療計画において優位な利用性を有するものであるが、多
くのインビトロでの使用を含む、多くのその他の実用的な使用も有する。これらの使用の
特定のものは、ヒト抗体または免疫抱合体の特異的な結合特性に関する。本発明の化合物
は、少なくとも１つのＶＥＧＦ結合要素を含むという点で、これらは、実際、抗ＶＥＧＦ
抗体が使用され得る結合の実施態様の全てにおいて使用されてもよい。
【０５６１】
　関連する場合、付着した薬剤の存在は、有利な特性を提供するものであるが、いかなる
結合アッセイにおいても、ヒト抗体領域の利用を妨げない。好適には、有用な結合アッセ
イは、本技術分野で一般的に使用されるものであり、たとえば、本明細書に記載されたよ
うな、免疫ブロット、ウエスタンブロット、ドットブロット、ＲＩＡ、ＥＬＩＳＡ、免疫
組織化学、蛍光標識細胞分取（ＦＡＣＳ）、免疫沈降、アフィニティークロマトグラフィ
ー等が挙げられる。
【０５６２】
　ある標準的な結合アッセイは、抗原が固体の支持マトリックス上に、たとえば、ニトロ
セルロース、ナイロン、これらの組み合わせ上に固定化されたものであり、たとえば、免
疫ブロット、ウエスタンブロットおよび関連アッセイにおけるものである。その他の重要
なアッセイは、ＥＬＩＳＡである。このようなアッセイ全ては、血管新生疾病の診断にお
いて適用されてもよいように、ＶＥＧＦの検出における使用に容易に適用され得る。免疫
組織化学；蛍光標識細胞分取、フローサイトメトリーまたはフロー微量蛍光定量法；免疫
沈降；二重特異性抗体の場合に１以上の抗原を同時に一工程で迅速に精製することさえ含
まれる、アフィニティークロマトグラフィーのような、抗原精製の態様；および、本明細
書に提示した情報があれば当業者に知られるものとなる多くのその他の結合アッセイにお
いて、本発明の薬剤は、未乾燥での凍結の、およびホルマリン固定の、パラフィン包埋組
織ブロックと関連づけて使用してもよい。
【０５６３】
　本ヒト抗体の更なる実用的な使用は、機能アッセイにおける対照としてのものである。
このようなものとしては、動物モデル研究と同様に、多くのインビトロやエックスビボで
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のアッセイおよび系が挙げられる。本発明のヒト抗体の結合特性および機能特性は特に特
異的なものであるので、すなわち、該抗体は、ＶＥＧＦの、ＶＥＧＦＲ２への結合および
それを介したシグナル伝達を阻害するが、ＶＥＧＦＲ１のこれらには阻害しないので、こ
のような「対照」の使用は、実際上、極めて価値がある。本発明のこのような実用的な適
用から利点が得られるアッセイとしては、たとえば、血管新生の角膜マイクロポケットア
ッセイおよび鶏胚漿尿膜アッセイ（ＣＡＭ）アッセイとともに、ＶＥＧＦ介在の内皮細胞
増殖、ＶＥＧＦ誘導性のリン酸化およびＶＥＧＦ誘導性の血管の透過性に関するアッセイ
が挙げられる。これらのアッセイ系は、インビトロまたはエックスビボでの薬剤スクリー
ニングアッセイに展開され得、そこでは明確な特性を有する生物学的物質の本提供が特に
重要である。
【０５６４】
　Ｃ．免疫抱合体
　本発明は、抗血管新生の方法において使用するための、驚くほど効果的な裸の、すなわ
ち非接合体型のヒト抗体を提供するが、ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗
体の免疫抱合体、抗毒素および凝固リガンドも提供される。ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング
，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体の治療用接合体における使用にとって目下好適な薬剤は、放射線治
療用の薬剤（診断の本明細書で開示された放射線診断にて例示されたような）、化学治療
用の薬剤、抗血管新生剤、アポトーシス誘導剤、抗チューブリン剤、抗細胞または細胞毒
性薬、サイトカイン、ケモカイン、Ｖ－型ＡＴＰア―ゼ阻害剤および凝固剤（凝固因子）
である。
【０５６５】
　免疫抱合体、抗毒素および凝固リガンドを生成するためには、当業者に知られ、本明細
書にて開示されているように、融合タンパク質を創出するために、組換え発現を使用して
もよい。同じように、免疫抱合体、抗毒素および凝固リガンドは、アビジン・ビオチンブ
リッジまたは抗体接合体を参照して展開される化学的接合技術およびクロスリンカー技術
を用いて生成されてもよい。
【０５６６】
　Ｃ１．毒性薬剤および抗細胞活性剤
　特定の用途にとって、治療薬剤は細胞毒または薬学的な薬剤であり、特に、殺傷するか
、あるいは内皮細胞の増殖または細胞分裂を抑制する能力を有する細胞毒性剤、細胞増殖
抑制剤または抗細胞活性剤である。一般的に、本発明のこれらの側面は、本発明のＶＥＧ
ＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体に接合され、標的内皮に、活性化した形態に
おいて送達され得る薬学的な薬剤の使用を考慮している。
【０５６７】
　典型的な抗細胞活性剤には、細胞毒素とともに化学療法剤も含まれる。使用してもよい
化学療法剤としては、ステロイドなどのホルモン；シトシンアラビノシド、フルオロウラ
シル、メトトレキサートまたはアミノプテリンのような代謝拮抗薬；アントラサイクリン
類；マイトマイシンＣ；ビンカアルカロイド類；デメコルチン；エトポシド；ミトラマイ
シン；クロラムブシルまたはメルファランなどの抗腫瘍アルキル化剤が挙げられる。その
他の実施態様は、サイトカインのような薬剤を含んでいてもよい。基本的には、いかなる
抗細胞活性剤も、標的内皮細胞の部位に対して、標的化、内在化、血液成分への放出およ
び／または提示を可能にするよう、問題なく抗体に接合または付随する限り、使用してよ
い。
【０５６８】
　標的抗原が投与経路によって内在化しないような、毒性物質による効率的な毒性化に整
合性がある状況があり得るが、この場合、抗腫瘍薬剤、サイトカイン、代謝拮抗薬、アル
キル化剤、ホルモン等のような化学療法剤を標的化することが望まれよう。多様な化学療
法剤やそのほかの薬理学的な薬剤は、問題なく、抗体に接合化され、薬理学的に機能する
ことが示され、ドキソルビシン、ダウノマイシン、メトトレキサート、ビンブラスチン、
ネオカルチノスタチン、マクロマイシン、トレニモンおよびα－アマニチンが含まれる。
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【０５６９】
　別の状況においては、細胞毒素に基づく治療からの可能性がある副作用は、ダウノルビ
シン、ドキソルビシン、アドリアマイシン等のようなＤＮＡ合成阻害剤の使用によって除
去されてもよい。これらの薬剤は、本発明における使用のための抗細胞活性剤の好適例で
ある。細胞増殖抑制剤に関しては、このような化合物は、一般的に、通常の標的細胞の細
胞周期を妨げる、好ましくは、その細胞が細胞周期から外れるように妨げる。
【０５７０】
　ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体に接合し得る幅広い細胞毒性薬が知
られている。細胞毒性薬の例は、無数の有用な植物、真菌またはバクテリア由来の毒物を
含み、さらに、これらの例としては、数例挙げると、種々のＡ鎖毒素、特にリシンＡ鎖；
ポーリンまたはゲロニンのようなリボソーム不活性タンパク質；α－サルシン；アスペル
ギリン；レストリクトシン；胎盤リボヌクレアーゼのようなリボヌクレアーゼ；ジフテリ
ア毒；シュードモナスエクソトキシン。
【０５７１】
　周知の、１９９２年の毒物に関する書籍である「Ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ　Ｅｎｇｉｎ
ｅｅｒｅｄ　Ｔｏｘｉｎｓ」は、Ａｒｔｈｕｒ　Ｅ．　Ｆｒａｎｋｅｌによって編集され
たものであるが、付属的記載を含めて、多数の毒物の一次アミノ酸配列が挙げられている
。かかる書籍は、標的化された構造物においての毒物の使用を説明および可能にする目的
で参照により本明細書に特に援用される。
【０５７２】
　上記毒物のうち、ゲロニンおよびリシンＡ鎖が好ましい。ここでの使用のために最も好
適な毒物構成部分は、炭水化物残基を改変または除去するように処理された、Ａ鎖毒素、
いわゆる脱グリコシル化Ａ鎖（ｄｇＡ）である。極めて高い有効性かつより長い半減期の
ため、および臨床的品質および臨床的規模において製造することが経済的に実行可能であ
るために、脱グリコシル化リシンＡ鎖が好ましい。
【０５７３】
　薬学的観点からは、やはり適切な生物学的応答を提供する、できるだけ低分子を採用す
ることが望ましい。十分な抗細胞応答を提供する、より小さな鎖ペプチドを採用すること
が望ましい。この目的を達成するために、リシンＡ鎖は、ナガラーゼ（Ｓｉｇｍａ）によ
って３０個のＮ末端アミノ酸を除いて、「切り詰める」ことができ、依然として十分な毒
性の活性を保持するということが発見されている。所望の場合、この切除されたＡ鎖は、
本発明に準じて接合体中において用いられてもよいことが提案される。
【０５７４】
　代わりに、Ａ鎖毒素の構成部分に対する組換えＤＮＡ技術の利用も、本発明に準拠して
追加的な利点を提供できることがわかる。生物学的に活性なリシンＡ鎖のクローニングお
よび発現が達成されているという点においては、現在、より小さい、すなわち変異ペプチ
ドを同定し、調製することが可能であり、やはり適切な毒性活性を示す。さらには、リシ
ンＡ鎖が今やクローニングされているという事実は、部位特異的変異導入の適用を可能に
するものであり、それを通じてＡ鎖由来のペプチドを容易に調製およびスクリーニングし
、本発明に関連した使用のために有用な部分をさらに得ることができる。
【０５７５】
　Ｃ２．凝固因子
　本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体は、直接的または間接的に
凝固作用を促進できる構成と連結され、凝固リガンドを形成するものであってもよい。こ
こでは、該抗体は、凝固剤すなわち凝固因子に直接的に連結されてもよいし、あるいは、
凝固剤すなわち凝固因子を結合し、放出する第２の結合領域に連結されていてもよい。本
明細書にて使用される「凝固剤」および「凝固因子」との用語は、それぞれ、適切な条件
下において、好ましくは、特定のインビボでの環境にて、例えば腫瘍の血管系にて提供さ
れた場合において、直接的または間接的に凝固作用を促進できる構成を指す。
【０５７６】
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　好適な凝固因子は、組織因子組成物であり、たとえば、切り詰められたＴＦ（ｔＴＦ）
、二量体型、多量体型、および変異型のＴＦ分子である。「切り詰められたＴＦ」（ｔＴ
Ｆ）は、十分な量の、特性の変化をもたらすアミノ酸配列の除去によって、膜結合性の欠
損に至ったＴＦ構造物を指す。
【０５７７】
　この文脈における「十分な量」とは、膜内のＴＦ分子に入るのに、あるいはＴＦタンパ
ク質の機能的な膜結合性を介在するのに十分な元々の膜貫通アミノ酸配列の量を指す。こ
のような「膜貫通配列の十分な量」の除去は、切り詰められた組織因子タンパク質すなわ
ち、リン脂質膜への結合能を欠損したポリペプチドを創出し、該タンパク質は、リン脂質
膜への優位な結合はしない実質的に可溶型タンパク質である。切り詰められたＴＦは、標
準的なＴＦアッセイにおいて、実質的に、第ＶＩＩ因子を第ＶＩＩａ因子に変換すること
はなく、さらには、第ＶＩＩａ因子の存在下で第Ｘ因子を活性化することを含めた、いわ
ゆる触媒活性を保持している。
【０５７８】
　米国特許第５，５０４，０６７は、このような切り詰められた組織因子タンパク質を更
に説明する目的で、参照により本明細書に特に援用される。好ましくは、本発明のこれら
の態様における使用のための組織因子は、一般的には、該タンパク質の膜貫通および細胞
質領域（アミノ酸２２０～２６３）を欠いている。しかしながら、切り詰められたＴＦ分
子は、正確な長さの２１９アミノ酸の分子に限定される必要はない。
【０５７９】
　組織因子組成物は、二量体としても有用である。切り詰められた、変異型またはその他
の組織因子構造物の何れも、本発明における使用のために、二量体形態にて調製されても
よい。当業者には知られているように、このようなＴＦ二量体は、２つのコード領域を、
インフレームで調製し、発現ベクターから発現させる、分子生物学および組換え発現の標
準的な技術を採用することにより調製されてもよい。同様に、種々の化学的接合技術も、
ＴＦ二量体の調製に関連して、使用されてもよい。個々のＴＦモノマーは、接合に先立っ
て誘導体化されてもよい。このような技術全ては当業者には容易に知られているものであ
る。
【０５８０】
　所望ならば、組織因子二量体または多量体は、生物学的に放出可能な結合を、たとえば
、選択的に開裂可能なリンカーまたはアミノ酸配列を介して連結されていてもよい。たと
えば、腫瘍環境内において、優先的に局在化しているか、活性である酵素の開裂部位を含
むペプチドリンカーが考慮される。このようなペプチドリンカーの典型的な形態は、ウロ
キナーゼ、プラスミン、トロンビン、第ＩＸａ因子、第Ｘａ因子、またはコラゲナーゼ、
ゼラチナーゼまたはストロメリシンなどのメタロプロテイナーゼによって開裂されるもの
である。
【０５８１】
　特定の態様においては、組織因子二量体は、更に、特定の限定条件においてのみ、後ほ
ど、組織因子とリン脂質膜との機能的な結合を促進するための、妨害された疎水性膜内挿
入の構成部位を含んでもよい。切り詰められた組織因子の内容に記載されているように、
疎水的膜結合配列は、一般的に、自身の疎水的な性状のために、リン脂質環境で結合を促
進する一続きのアミノ酸である。同様に、脂肪酸は、可能性がある膜内挿入の構成部位を
提供するために使用されてもよい。
【０５８２】
　このような膜内挿入配列は、この付加がＴＦ構造物の機能的な特性を妨害しないもので
ある限り、ＴＦ分子のＮ末端あるいはＣ末端の何れかに位置させるか、あるいは、一般的
に該分子の別の部位にて付加されてもよい。妨害された挿入構成部位の意図は、ＴＦ構造
物が腫瘍環境内に局在化するまでは、非機能性のものに留め、疎水性の付加物を、接近可
能なようにして、さらに膜との物理的な結合を促進させることである。更に、生物学的に
放出可能な結合および選択的に開裂性配列は腫瘍環境内での局在にて、開裂または改変さ
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れる結合または配列、および特定の酵素または生理活性分子への曝露とともに、特に、こ
の点に関しては有用であることが考慮される。
【０５８３】
　別の実施態様においては、ｔＴＦ構造物は、多量体型またはポリマー型であってもよい
。この文脈においては、「ポリマー型構造物」は、３つ以上の組織因子構造物を含む。「
多量体型またはポリマー型のＴＦ構造物」は、少なくとも第２のおよび第３のＴＦ分子ま
たは誘導体に操作的に付加された第一のＴＦ分子または誘導体を含む。多量体型は、約３
と約２０との間のこのようなＴＦ分子を含む。多量体またはポリマー内における個々のＴ
Ｆ単位は、所望のものとして選択的に開裂可能なペプチドリンカーで連結されていてもよ
いし、その他の生物学的に放出可能な結合に連結されていてもよい。さらに、ＴＦ二量体
について上記にて議論されたように、該構造物は、容易に組換え操作および組換え発現か
、あるいは標準的な合成化学を用いて作製されてもよい。
【０５８４】
　本発明において有用なさらなるＴＦ構造物は、第ＶＩＩ因子を活性化する能力を欠損し
た変異体である。このような、「第ＶＩＩ因子活性変異体」は、本明細書においては、機
能的な第Ｖｌｌ／ＶＩＩａ因子に結合し、タンパク質分解的に第Ｘ因子を活性化するが、
タンパク質分解的に第ＶＩＩ因子を活性化する能力が実質的にないＴＦ変異体として一般
的に定義される。したがって、このような構造物は、第ＶＩＩ因子活性化の活性を欠くＴ
Ｆ変異体である。
【０５８５】
　腫瘍特異的な凝固作用の促進を機能とする、このような第ＶＩＩ因子活性変異体の能力
は、腫瘍の血管系への特異的な送達および血漿中での低レベルでの第ＶＩＩ因子の存在の
根拠となるものである。このような第ＩＩ因子活性変異体の接合体が投与されると、該変
異体は、血管が形成された腫瘍における血管系内に局在化するであろう。この局在化に先
立って、ＴＦ変異体は、第ＶＩＩ因子を第ＶＩＩａ因子に変換する能力がないことにより
、一般的に、他の体の部位においては凝固作用を促進できない。しかしながら、腫瘍領域
内での局在化および蓄積時には、該変異体は、外因性の凝固作用経路を開始するのに十分
な細胞質からの第ＶＩＩａ因子に出会い、腫瘍特異的な血栓形成に至る。外因性の第ＶＩ
Ｉａ因子も患者に投与することができるだろう。
【０５８６】
　１以上の多様な第ＶＩＩ因子活性変異体は、本発明に関連して調製され、使用されても
よい。ＴＦ分子の第ＶＩＩ／ＶＩＩａ因子に対する認識部位に関して、顕著な量の科学的
知見がある。第ＶＩＩ因子活性化領域は、一般的に、アミノ酸１５７位とアミノ酸１６７
位との間に存在することが理解されよう。しかしながら、この領域外の残基も、第ＶＩＩ
因子活性化の活性に関連しているかもしれないことが証明されることが考慮され、したが
って、一般的にＴＦ配列のアミノ酸約１０６位とアミノ酸約２０９位との間に位置する１
以上の残基に変異を導入することが考えられる（ＷＯ９４／０７５１５；ＷＯ９４／２８
０１７；何れも参照により本明細書に援用される）。
【０５８７】
　以下に説明されるような薬剤に例示されるような、多様なその他の凝固因子は本発明に
関連して使用されてもよい。トロンビン、第Ｖ／Ｖａ因子およびその誘導体、第ＶＩＩＩ
／ＶＩＩＩａ因子およびその誘導体、第ＩＸ／ＸＩａ因子およびその誘導体、第ＸＩＩ／
ＸＩＩａ因子およびその誘導体、第Ｘｌｌｌ／ＸＩＩＩａ因子およびその誘導体、第Ｘ因
子アクチベーターおよび第Ｖ因子アクチベーターが本発明において使用されてもよい。
【０５８８】
　ラッセルクサリヘビ蛇毒第Ｘ因子アクチベーターは、本発明における使用について考慮
される。ラッセルクサリヘビ蛇毒に存在する第Ｘ因子アクチベーターに特異的なモノクロ
ーナル抗体も産生されており、特異的に二重特異性結合リガンドの一部として薬剤を送達
するために使用され得る。
【０５８９】
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　トロンボキサンＡ２は、血小板のミクロソーム中において、酵素シクロオキシゲナーゼ
およびトロンボキサンシンテターゼの一連の作用によりエンドペルオキシド類から形成さ
れる。トロンボキサンＡ２は、血小板から容易に合成され、血小板凝集を生成する能力の
ために、有力な血管収縮剤である。トロンボキサンＡ２もこの活性類似体も両方とも、本
発明における使用が考慮されるものである。
【０５９０】
　ここでの文脈において、血小板を活性化性させるプロスタグランジンを合成する、トロ
ンボキサンシンテターゼおよびその他の酵素も、「凝固剤」として使用されてもよい。ト
ロンボキサンシンテターゼに対するモノクローナル抗体や、その免疫アフィニティ精製も
知られており、それはヒトトロンボキサンシンテターゼのｃＤＮＡである。
【０５９１】
　α２－アンチプラスミンまたはα２－プラスミン阻害剤は、プラスミノ－ゲンアクチベ
ーターにより誘導されたフィブリン栓の分解を十分に阻害するための機能する、ヒト血漿
中に天然に存在するタンパク質分解酵素阻害剤である。α２－アンチプラスミンは特に有
力な阻害剤であり、本発明における使用が考慮されるものである。
【０５９２】
　α２－アンチプラスミンのｃＤＮＡ配列は利用可であるので、組換え発現および／また
は融合タンパク質は好適なものである。α２－アンチプラスミンに対するモノクローナル
抗体も利用可能であり、二重特異性の結合リガンドの実施態様において使用されてもよい
。これらの抗体は、外来のα２－アンチプラスミンを標的部位に送達するためにまたは標
的領域に内に内在性のα２－アンチプラスミンを集めて、集中されるために使用され得る
。
【０５９３】
　Ｃ３．抗チューブリン剤
　様々な薬剤が、チューブリン活性に干渉することを介した効果を発揮する。チューブリ
ンの機能は、有糸分裂および細胞の生存に必須なので、特定の「抗チューブリン剤」は強
力な化学療法剤である。本明細書で用いられる「チューブリン阻害薬」は、好ましくは細
胞有糸分裂に必要なチューブリン活性（好ましくはチューブリン重合または脱重合）を直
接的または間接的に阻害することによって、細胞有糸分裂を阻害する、任意の薬剤，薬物
，プロドラッグまたはその組合せを意味する。
【０５９４】
　本発明との使用のための、よりよく知られかつ現時点では好適な一部の抗チューブリン
剤は、コルヒチン；タキソール（パクリタキセル）およびドセタキセルなどの
タキサン；ビンブラスチン、ビンクリスチンおよびビンデシンなどのビンカアルカロイド
；ならびにコンブレタスタチンである。その他の適当な抗チューブリン剤は、サイトカラ
シン類（Ｂ、Ｊ、Ｅを含む。）、ドラスタチン、アウリスタチンＰＥ、パクリタキセル、
ウスチロキシンＤ、リゾキシン、１０６９Ｃ８５、コルセミド、アルベンダゾール、アザ
トキシンおよびノコダゾールである。
【０５９５】
　米国特許第５，８９２，０６９号、第５，５０４，０７４号および第５，６６１，１４
３号において記載されているように、コンブレタスタチンは、一般的に細胞の有糸分裂を
阻害するエストラジオール誘導体である。本発明に関連して使用されてもよい典型的なコ
ンブレタスタチンとしては、コンブレタスタチンＡ、Ｂおよび／またはＤに基づくものが
挙げられ、これらは、米国特許第５，８９２，０６９号、第５，５０４，０７４号および
第５，６６１，１４３号において記載されている。コンブレタスタチンＡ－１、Ａ－２、
Ａ－３、Ａ－４、Ａ－５、Ａ－６、Ｂ－Ｉ、Ｂ－２、Ｂ－３およびＢ－４は、上述の種類
の典型的なものである。
【０５９６】
　米国特許第５，５６９，７８６号および第５，４０９，９５３号は、コンブレタスタチ
ンＡ－１、Ａ－２、Ａ－３、Ｂ－Ｉ、Ｂ－２、Ｂ－３およびＢ－４、それぞれの単離、構
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造、特性および合成と、腫瘍増殖を治療するための、このようなコンブレタスタチンを用
いた方法を説明するものである。このようなコンブレタスタチン１種以上は、本発明に関
連して使用されてもよい。
【０５９７】
　米国特許第５，８９２，０６９号、第５，５０４，０７４号、第５，６６１，１４３号
および第４，９９６，２３７号において記載されているように、コンブレタスタチンＡ－
４をここで使用してもよい。米国特許第５，５６１，１２２号は、更に、適当なコンブレ
タスタチンＡ－４プロドラッグを説明するもので、本発明と組み合わせての使用が考慮さ
れる。
【０５９８】
　米国特許第４，９４０，７２６号は特に、コンブレタスタチンＤ－１およびコンブレタ
スタチンＤ－２と命名された大環状ラクトンを説明するものであり、これらは、それぞれ
、本発明の組成物および方法と組み合わせて使用してもよい。米国特許第５，４３０，０
６２号は、本発明と組み合わせて使用してもよい、抗癌活性を有するスチルベン誘導体お
よびコンブレタスタチン類似体に関するものである。
【０５９９】
　Ｃ４．抗血管新生剤
　本発明は、特に、組み合わされた抗血管新生剤を提供する。本発明のヒト抗体は、アン
ジオポエチン１（Ａｎｇ－１）、アンジオポエチン２（Ａｎｇ－２）、アンジオポエチン
３（マウス）またはアンジオポエチン４（ヒト）（Ｖａｌｅｎｚｕｅｌａら、１９９９；
Ｋｉｍら、１９９９）などのアンジオポエチン（ＤａｖｉｓおよびＹａｎｃｏｐｏｕｌｏ
ｓ、１９９９；Ｈｏｌａｓｈら、１９９９；参照により本明細書に援用される）に結合さ
れていてもよい。
【０６００】
　ここでの使用のための典型的な抗血管新生としては、アンジオスタチンおよびエンドス
タチンが挙げられる。アンジオスタチンは、米国特許第５，７７６，７０４号；第５，６
３９，７２５号および第５，７３３，８７６号に開示され、これらは何れも参照により本
明細書に援用される。
【０６０１】
　アンジオスタチンは、還元性ポリアクリルアミドゲル電気泳動で決定されるように、約
３８ｋＤと約４５ｋＤとの間の分子量を有するタンパク質であり、およそ、プラスノーゲ
ン分子のＫｒｉｎｇｌｅ領域１～４を含む。アンジオスタチンは、一般的に、インタクト
なマウスプラスミノーゲン分子のアミノ酸番号９８から始まるマウスプラスノーゲンのフ
ラグメントのものと実質的に類似しているアミノ酸配列を有する。
【０６０２】
　アンジオスタチンのアミノ酸配列は、種間において若干異なってくる。例えば、活性化
ヒトアンジオスタチン配列は、インタクトなヒトプラスミノーゲンアミノ酸配列のアミノ
酸番号９７または９９から開始するものであるが、ヒトアンジオスタチンは、アミノ酸配
列が実質的に上述のマウスプラスミノーゲンフラグメントに類似している。更に、ヒトプ
ラスミノーゲンは、マウス腫瘍モデルにて示されるように、抗血管形成活性を有するもの
として使用してもよい。
【０６０３】
　アンジオスタチンおよびエンドスタチンは、研究の焦点となっており、これらは、マウ
スにおいて、腫瘍の増殖だけではなく、腫瘍退行も引き起こす能力を示す腫瘍の最初の血
管形成阻害剤である。プラスミノ－ゲンからアンジオスタチンを産生することが示された
、エラスターゼ、マクロファージメタロエラスターゼ（ＭＭＥ）、マトリシン（ＭＭＰ－
７）および９２ｋＤａゼラチナーゼＢ／ＩＶ型コラゲナーゼのような多重プロテアーゼが
ある。
【０６０４】
　ＭＭＥは、腫瘍においてはプラスミノ－ゲンからアンジオスタチンを生成することがで
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き、顆粒球単球コロニー刺激因子（ＧＭＣＳＦ）は、マクロファージによってＭＭＥの発
現を上方制御し、アンジオスタチンの産生を誘導する。アンジオスタチン生成におけるＭ
ＭＥの役割は、ＭＭＥは、実際、患者に由来する肝細胞上皮性悪性腫瘍の臨床的試料にて
発現しているという知見に裏付けられている。アンジオスタチンを生成することができる
と考えられる別のプロテアーゼは、ストロメリシン－１（ＭＭＰ－３）である。ＭＭＰ－
３は、インビトロで、プラスミノ－ゲンからアンジオスタチン様フラグメントを生成する
ことが示されている。アンジオスタチンに対する作用の機構は現時点では明確ではなく、
ＭＭＰ－３は内皮細胞上における未同定の細胞表面の受容体に結合し、プログラム細胞死
または有糸分裂停止を経るという仮説が立てられる。
【０６０５】
　エンドスタチンは、更に強力な抗血管形成剤および抗腫瘍剤であるように思われ、特に
ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体に結合されていることが好ましい。エ
ンドスタチンは、マウスにおける数多くの腫瘍モデルにおいて、腫瘍の退行を引き起こす
のに効果的なものである。腫瘍は、エンドスタチンに対する耐性は向上しないので、治療
の複数のサイクル後、腫瘍は休眠状態に入り、容積の増加はなくなる。この休眠状態にお
いては、アポトーシスを経る腫瘍細胞の割合は増加され、原則的に同様の大きさに留まる
集団を生み出すものである。
【０６０６】
　参照により本明細書に特に援用される、Folkman and O’Reillyによる米国特許第５，
８５４，２０５号は、エンドスタチンと、その内皮細胞増殖および血管形成の阻害剤とし
ての使用に関するものである。米国特許第５，８５４，２０５号は、エンドスタチンタン
パク質は、ＸＶ型コラーゲン、ＢＯＶＭＰＥ１前胃エステラーゼのＣ末端フラグメントに
相当し、様々な供給源から該タンパク質は単離され得る。
【０６０７】
　その他の抗血管新生タンパク質、特にアンジオスタチンとエンドスタチンとの組み合わ
せも、血管形成依存的な腫瘍の重量を効果的に退行させることができる旨が、米国特許第
５，８５４，２０５号に記載されている。
【０６０８】
　エンドスタチンおよびアンジオスタチンは、特にエンドスタチンは、本発明に基づいた
腫瘍への送達に好ましい薬剤である。バスキュロスタチン、カンスタチンおよびマプシン
も好適な薬剤である。参照により本明細書に援用される米国特許第６，３４２，２２１号
において記載されているようにエンドスタチン融合タンパク質は好ましいものである。種
々の化学的に結合されたエンドスタチン構成の形態は、再度言うと、米国特許第６，３４
２，２２１号に例示されているように調製されているものである。
【０６０９】
　Ｃ５．アポトーシス誘導剤
　本発明は、腫瘍細胞および腫瘍の血管内皮細胞を含めた腫瘍内での細胞内においてアポ
トーシスを誘導する薬剤を送達するために使用されてもよい。多くの抗癌剤は、作用機構
の一部として、アポトーシス誘導効果を有しているが、ある薬剤は、後述するように、初
期的機構として、アポトーシス誘導効果とともに発見、設計、選択されている。
【０６１０】
　癌の多くの形態には、ｐ５３などの癌抑制遺伝子における変異の報告がある。ｐ５３の
不活性化は、結果として、アポトーシス促進の破綻になる。かかる破綻があると、細胞死
運が予定付けられるよりもむしろ、腫瘍形成における癌細胞が進行する。このように、腫
瘍抑制遺伝子の送達も、細胞死を促進するために、本発明における使用に考慮されるもの
である。典型的な癌抑制遺伝子としては、限定されないが、ｐ５３、網膜芽腫遺伝子（Ｒ
ｂ）、ウィリムス腫瘍（ＷＴ１）、ｂａｘα、インターロイキン－１ｂ－変換酵素および
そのファミリー、ＭＥＮ－１遺伝子、神経繊維腫、１型（ＮＦ１）、ｃｄｋインヒビター
ｐ１６，結直腸癌遺伝子（ＤＣＣ）、家族性大腸ポリポーシス遺伝子（ＦＡＰ）、多重性
腫瘍抑制遺伝子（ＭＴＳ－１）、ＢＲＣＡ１およびＢＲＣＡ２が挙げられる。



(103) JP 2011-502503 A 2011.1.27

10

20

30

40

50

【０６１１】
　ｐ５３（米国特許第５，７４７，４６９号；第５，６７７，１７８号；および第５，７
５６，４５５号；何れも参照により本明細書に援用される）、網膜芽細胞腫、ＢＲＣＡ１
（米国特許第５，７５０，４００号；第５，６５４，１５５号；第５，７１０，００１号
；第５，７５６，２９４号；第５，７０９，９９９号；第５，６９３，４７３号；第５，
７５３，４４１号；第５，６２２，８２９号；および第５，７４７，２８２号；何れも参
照により本明細書に援用される）、ＭＥＮ－１（ＧｅｎＢａｎｋアクセッション番号Ｕ９
３２３６）およびアデノウイルスＥ１Ａ遺伝子（米国特許第５，７７６，７４３；参照に
より本明細書に援用される）が、使用に好ましい。
【０６１２】
　ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体によって送達されてもよいその他の
成分は、ＴＲＡＩＬと称されるリガンド，およびＴＲＡＩＬポリペプチド（米国特許第５
，７６３，２２３；参照により本明細書に援用される）；米国特許第５，６０５，８２６
（参照により本明細書に援用される）の２４ｋＤアポトーシス関連プロテアーゼ；Ｆａｓ
関連因子１、ＦＡＦ１（米国特許第５，７５０，６５３号；参照により本明細書に援用さ
れる）に誘導されるアポトーシスに関連した腫瘍壊死因子をコードする遺伝子を含む。本
発明のこれらの態様における使用について、インターロイキン－１β変換酵素およびその
ファミリーメンバーの提供も考慮され、これらはアポトーシスを促進することが報告され
ている。
【０６１３】
　カルボスチリル誘導体（米国特許第５，６７２，６０３号；および第５，４６４，８３
３号；何れも参照により本明細書に援用される）；分枝アポトーシス誘導性ペプチド（米
国特許第５，５９１，７１７；参照により本明細書に援用される）；ホスホチロシン阻害
剤および加水分解性ホスホチロシン類似体（米国特許第５，５６５，４９１号；および第
５，６９３，６２７号；何れも参照により本明細書に援用される）；ＲＸＲレチノイド受
容体のアゴニスト（米国特許第５，３９９，５８６；参照により本明細書に援用されるも
。）；さらに抗酸化剤（米国特許第５，５７１，５２３；参照により本明細書に援用され
る）のような化合物も使用されてもよい。ゲニステインのようなチロシンキナーゼ阻害剤
も、細胞表面受容体ＶＥＧＦＲ１を指向した、本発明の薬剤に結合されてもよい（米国特
許第５，５８７，４５９号により裏付けられている；参照により本明細書に援用される）
。
【０６１４】
　ＤＩＡＢＬＯとして知られている「二次ミトコンドリア由来カスパーゼ活性化因子」（
ＳＭＡＣ）も、アポトーシスの間、ミトコンドリアから放出されるタンパク質であり、「
アポトーシス阻害タンパク質」（ＩＡＰ）と称されるタンパク質のファミリーに結合する
。ＩＡＰ発現レベルは、多くのヒトの腫瘍において増加されている。それゆえに、ＩＡＰ
アンタゴニストまたはＳＭＡＣ模倣薬は、抗癌剤として開発されている。これらは、接合
体として、および混合療法において、本発明に関連して使用されてもよい。
【０６１５】
　典型的なＬＡＰ阻害剤としては、Ｘ－結合型ＩＡＰ（ＸＩＡＰ、ＢＩＲＣ４としても知
られている。）のＢＩＲ３ドメインでのＳＭＡＣと、構造に基づいた方法を用いて設計さ
れた一価および二価ＩＡＰアンタゴニスト（Ｖｉｎｃｅら、２００７；Ｖａｒｆｏｌｏｍ
ｅｅｖら、２００７）との相互作用の結晶構造に基づいて開発されたものが挙げられる。
ＸＩＡＰのＢＩＲ３ドメイン（Ｐｅｔｅｒｓｅｎら、２００７）と相互作用するＳＭＡＣ
のＮ末端アミノ酸に類似するように設計されたＳＭＡＣ模倣薬も使用されてもよい。ＳＭ
ＡＣ模倣薬は、単独の薬剤でも、腫瘍がないままである処置された動物の４０％で感受性
が高いヒト肺癌移植の退行を引き起こす事ができる（Ｐｅｔｅｒｓｅｎら、２００７）。
【０６１６】
　Ｃ６．サイトカイン
　サイトカインおよびケモカインの特定の例は、本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，
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ヒト抗ＶＥＧＦ抗体に結合するものである。広範囲のサイトカインが使用されてもよく、
ＩＬ－３、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－７、ＩＬ－８、ＩＬ－９、ＩＬ－Ｉｌ、ＩＬ－１
３、ＴＧＦ－β、Ｍ－ＣＳＦ、Ｇ－ＣＳＦ、ＴＮＦβ、ＬＡＦ、ＴＣＧＦ、ＢＣＧＦ、Ｔ
ＲＦ、ＢＡＦ、ＢＤＧ、ＭＰ、ＬＩＦ、ＯＳＭ、ＴＭＦ、ＩＦＮ－α，およびＩＦＮ－β
が含まれる。より好適なサイトカインとしては、ＩＬ－１、ＩＬ－１β、ＩＬ－２、ＩＬ
－６、ＩＬ－１０、ＧＭ－ＣＳＦ、ＩＦＮ－γ、単球走化性タンパク質－１（ＭＣＰ－１
）、血小板由来増殖因子－ＢＢ（ＰＤＧＦ－ＢＢ）およびＣ反応性蛋白（ＣＲＰ）等が挙
げられる。特に好適な例としては、ＴＮＦα、ＴＮＦαインデュサー、ＩＬ－２、ＩＬ－
１２、ＬＦＮ－α、ＩＦＮ－β、ＬＦＮ－γおよびＬＥＣが挙げられる。
【０６１７】
　ＩＬ－１２は、例えば、ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体に結合され
てもよく、宿主防御に変更されて、腫瘍の血管に攻撃するものであってもよい。ケモカイ
ンＬＥＣ（ＮＣＣ－４、ＨＣＣ－４、またはＬＭＣとして知られている肝臓発現性のケモ
カイン）も好ましい成分である（Ｇｉｏｖａｒｅｌｌｉら、２０００）。ＬＥＣは樹状細
胞、単核白血球、Ｔ細胞、ＮＫ細胞、好中球に走化性があり、そのため、宿主を介在した
抗腫瘍応答を改善することができる。
【０６１８】
　Ｃ７．生物学的に機能性を有する等価物
　本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体の等価物、あるいは改善物
ですら、今や作製することができる。修飾や変化をこのような抗体の構造中に生じさせて
、同様のまたは所望の特性を有する分子を得られる。例えば、特定のアミノ酸は、相互作
用的な結合能の相当の欠損なく、タンパク質構造中にその他のアミノ酸に置換されうる。
これらの考察は、毒物、抗血管新生剤、アポトーシス誘導剤、凝固剤等にも適用するもの
である。
【０６１９】
　タンパク質の生物学的機能活性を規定するのはタンパク質の相互作用能および性状であ
るから、特定のアミノ酸配列の置換を、タンパク質配列（または、もちろん、その基とな
るＤＮＡ配列）に生じさせ、それでもなお、同様の（アゴニスト性の）特性を有するタン
パク質を得ることができる。このように、種々の変化を、生物学的利用性または活性の相
当な欠失することなく、抗体または治療薬剤の配列（あるいはその基となるＤＮＡ配列）
に生じさせてもよい。基となるＤＮＡ配列に変異を導入することから作製される生物学的
機能上の等価物は、本明細書の表Ａで提供されるコドン情報、および部位特異的変異につ
いての裏付けとなる技術的説明を用いて作製することができる。
【０６２０】
　当業者には、「生物学的に機能性を有する等価な」タンパク質またはペプチドにおける
固有の定義は、分子の所定部分内において生じ、かつ結果として、等価な生物学的活性の
許容できるレベルを有する分子になる変化の数には限りがあるという概念である、という
ことが十分に理解されている。生物学的に機能性を有する等価なタンパク質およびペプチ
ドは、特定の、それもほとんどまたは全てではない、アミノ酸が置換され得るタンパク質
およびペプチドとして、本明細書にて定義される。もちろん、異なる置換を有する複数の
異なるタンパク質／ペプチドは本発明に準拠して容易に作製されて使用され得るものであ
る。このような「生物学的に機能性を有する等価な」ペプチドは、本明細書に記載された
ように、「実質的に相同な」配列の例とみなされ得る。
【０６２１】
　アミノ酸置換は一般的に、アミノ酸側鎖の置換基の相対的な類似性に、例えば、疎水性
、親水性、電荷、大きさなどに基づく。アミノ酸側鎖の置換基の大きさ、形状および種類
の分析によって、アルギニン、リジン、およびヒスチジンは、全て正に帯電した残基であ
ること；アラニン、グリシン、およびセリンは全て類似したサイズであること；フェニル
アラニン、トリプトファンおよびチロシンは全て、概して類似した形状を有していること
が明らかにしている。それゆえに、これらの考察に基づいて、アルギニン、リジンおよび
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ヒスチジン；アラニン、グリシンおよびセリン；フェニルアラニン、トリプトファンおよ
びチロシンは、生物学的に機能性を有する等価物として、本明細書にて提示される。
【０６２２】
　より等価な変化を生じさせる際には、アミノ酸のハイドロパシー値が考慮されてもよい
。各アミノ酸は、疎水性および電荷特性に基づいた、ハイドロパシー値を与えられ、これ
らは、イソロイシン（＋４．５）；バリン（＋４．２）；ロイシン（＋３．８）；フェニ
ルアラニン（＋２．８）；システイン／シスチン（＋２．５）；メチオニン（＋１．９）
；アラニン（＋１．８）；グリシン（－０．４）；スレオニン（－０．７）；セリン（－
０．８）；トリプトファン（－０．９）；チロシン（－１．３）；プロリン（－１．６）
；ヒスチジン（－３．２）；グルタミン酸（－３．５）；グルタミン（－３．５）；アス
パラギン酸（－３．５）；アスパラギン（－３．５）；リジン（－３．９）；およびアル
ギニン（－４．５）である。
【０６２３】
　タンパク質における相互作用的な生物学的機能を付与するにあたっての、ハイドロパシ
ーアミノ酸値の重要性は、一般的に本技術分野において理解されている（Ｋｙｔｅおよび
Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅ，１９８２，参照により本明細書に援用される）。特定のアミノ酸は
、類似したハイドロパシー値またはスコアを有するアミノ酸と置換されてもよく、依然、
生物学的活性を保持することが知られている。ハイドロパシー値に基づいて変化を生じさ
せるあたっては、ハイドロパシー値が±２以下であるアミノ酸の置換が好まし、±１以内
であるものが特に好ましく、±０．５以内であるものが、更に一層、特に好ましい。
【０６２４】
　したがって、上記アミノ酸は類似の親水性値を有する別のものに置換され、生物学的に
等価なタンパク質を得ることができることが理解される。米国特許第４，５５４，１０１
号（参照により本明細書に援用される）に詳述されたように、以下の親水性値は、アミノ
酸残基に与えられているものである：アルギニン（＋３．０）；リジン（＋３．０）；ア
スパラギン酸（＋３．０±１）；グルタミン酸（＋３．０±１）；セリン（＋０．３）；
アスパラギン（＋０．２）；グルタミン（＋０．２）；グリシン（０）；スレオニン（－
０．４）；プロリン（－０．５±１）；アラニン（－０．５）；ヒスチジン（－０．５）
；システイン（－１．０）；メチオニン（－１．３）；バリン（－１．５）；ロイシン（
－１．８）；イソロイシン（－１．８）；チロシン（－２．３）；フェニルアラニン（－
２．５）；トリプトファン（－３．４）。
【０６２５】
　親水性値に基づく変化を生じさせるにあたっては、親水性値が±２以内であるアミノ酸
の置換が好ましく、±１以内であるものが特に好ましく、±０．５以内であるものが、更
に一層、特に好ましい。
【０６２６】
　Ｃ８．融合タンパク質および組換え発現
　本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体または免疫抱合体は、分子
生物学的技術を用いて、容易に融合タンパク質として調製され得る。どの融合タンパク質
も、本明細書に開示された治療薬および本技術分野で知られている治療薬の何れかを使用
しながら、設計および作製してよい。融合タンパク質技術は、容易に適用できて、２つの
部分が選択的に開裂可能なペプチド配列によって連結されている融合タンパク質を調製で
きる。いかなる治療薬も、抗体の末端またはＣＤＲとは異なる部位にて付着しうる。治療
薬は「一体的に」調製されてもよく、該治療薬は、好ましくは選択的に開裂可能なペプチ
ドで結合され、指向到達後にこの治療薬が放出されるようにする。
【０６２７】
　このような目的を達成するための組換えＤＮＡ技術の使用は、今や、当業者には標準的
な操作である。これらの方法としては、例えば、インビトロでの組換えＤＮＡ技術、合成
技術およびインビボでの組換え／遺伝子組み換えが挙げられる。ＤＮＡおよびＲＮＡ合成
は自動合成機を用いて、追加的に、実施してもよい（例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら、１９
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８９に記載の技術的記載を参照、参照により本明細書に援用される）。
【０６２８】
　このような融合タンパク質の調製には、一般的に、領域をコードする第１のＤＮＡおよ
び第２のＤＮＡの調製、フレーム内での、このような領域の機能的ライゲーションまたは
連結を含み、所望の融合タンパク質をコードする単一のコーディング領域を調製する。本
文脈において、ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体のＤＮＡ配列は、フレ
ーム内で、治療薬をコードするＤＮＡ配列と結合させられる。この構造物の部分が、Ｎ末
端領域またはＣ末端領域の何れとして調製されるのかは特に関連ないと、一般的には考え
られている。
【０６２９】
　所望のコーディング領域が調製されると、発現ベクターが構築される。発現ベクターは
、ＤＮＡの転写を促進し、それによりコードされた組換えタンパク質の発現を促進するた
めに作用する、１以上のプロモータを挿入したＤＮＡ領域の上流に含む。これが「組換え
発現」の意味である。
【０６３０】
　本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体またはその免疫抱合体のい
わゆる「組換え」体を得るために、該組換え体は組換え細胞内で発現する。原核生物また
は真核生物の系における発現のためのＤＮＡセグメントの取り扱いは、組換え発現におけ
る技術を有する者に一般に知られている技術によって実施されうる。ＶＥＧＦＲ２－ブロ
ッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体または免疫抱合体構造物の発現において、実際は、どんな
発現系が用いられてもよいと考えられる。
【０６３１】
　このようなタンパク質は問題なく、真核生物発現系で、例えばＣＨＯ細胞で発現され得
るが、Ｅ．ｃｏｌｉ　ｐＱＥ－６０のような細菌発現系は、ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング
，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体または免疫抱合体の大量の調製およびそれに続く精製に特に便利で
ある。ｃＤＮＡも細菌系で発現され、α－ガラクトシダーゼ、ユビキチン、Ｓｃｈｉｓｔ
ｏｓｏｍａ　ｊａｐｏｎｉｃｕｍグルタチオン－Ｓ－トランスフェラーゼ等との融合とし
て、コード化されたタンパク質が発現されてもよい。使用の容易さおよび得られる物質量
の点からは、細菌による発現は真核生物による発現よりも有利であると考えられている。
【０６３２】
　微生物による発現に関しては、米国特許第５，５８３，０１３号；第５，２２１，６１
９号；第４，７８５，４２０号；第４，７０４，３６２号；および第４，３６６，２４６
号は、組換え宿主細胞における遺伝子発現に関連した本明細書の開示を補足することを目
的として、参照により本明細書に援用される。
【０６３３】
　組換えて産生されたＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体免疫抱合体は、
精製されてヒト投与のために処方されてもよい。代わりに、免疫抱合体をコードする核酸
が遺伝子治療を介して送達されてもよい。裸の組換えＤＮＡまたはプラスミドを使用して
もよいが、リポソームまたはベクターの使用が好ましい。エンドサイトーシスを介した受
容体により細胞に侵入し、宿主細胞のゲノムと一体化して安定的かつ効率的にウイルス遺
伝子を発現する特定のウイルスの能力により、そのようなウイルスは、外来遺伝子を哺乳
類細胞に導入する有望な候補となった。本発明における使用のための好ましい遺伝子治療
ベクターは、一般的にウイルスベクターである。
【０６３４】
　レトロウイルスは、宿主ゲノム内に自己の遺伝子を一体化する能力の点で、遺伝子送達
ベクターとして信頼性を維持しており、大量の外来遺伝子物質を移送し、種および細胞の
タイプにおける幅広いスペクトルで感染し、特定の株化細胞内では封入化される。アデノ
ウイルス、単純ヘルペスウイルス（ＨＳＶ）、サイトメガロウイルス（ＣＭＶ）および米
国特許第５，１３９，９４１号（参照により本明細書に援用される）に記載されたアデノ
随伴ウイルス（ＡＡＶ）のような、その他のウイルスも遺伝子移送のためのベクターとし
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て供される様に取り扱ってもよい。
【０６３５】
　外来遺伝子物質を受け入れ得る一部のウイルスは、適合できるヌクレオチド数およびウ
イルスが感染する細胞の種類に制限があるが、これらのウイルスはうまく遺伝子発現をす
ることが実証されている。しかしながら、アデノウイルスは、自身の遺伝子物質を宿主ゲ
ノムに一体化せず、それゆえに、遺伝子発現のために宿主の複製を必要としていないので
、急速かつ効率的な異種遺伝子の発現に理想的に適するものとなっている。複製欠損の感
染性ウイルスを調製するための技術は本技術分野ではよく知られている。
【０６３６】
　更に特定の実施態様においては、遺伝子治療用ベクターはＨＳＶとされる。ＨＳＶが有
望なベクターである要因は、サイズおよびゲノムへの融合にある。ＨＳＶは大きいので、
複数の遺伝子または発現カセットの組込みが、他のより小さなウイルスよりは問題となる
ことが少ない。さらに、様々な特性（例えば、一時的でかつ強い）を有する異なるウイル
ス制御配列が利用可能であることで、他の系よりもより大きい程度で発現を制御すること
ができる。ウイルスは相対的にスプライシングされた情報内容はほとんどなく、遺伝子操
作を容易なものとすることも有利である。ＨＳＶも相対的に操作しやすく、高い力価で増
殖することができる。
【０６３７】
　もちろん、ウイルス送達系を使用する場合、そのベクター構造物を受けた細胞、動物、
個人に有害な反応を引き起こさないようにするために、ウイルス粒子を十分に精製して、
本質的に、不完全干渉ウイルス粒子またはエンドトキシン、発熱原のような望まれない混
合物を含まないようにすることが望まれることとなる。ベクターを精製する好ましい手段
は、塩化セシウム勾配遠心のような浮遊密度勾配の使用に関するものである。
【０６３８】
　Ｃ９．抗体接合体
　ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体は、抗細胞薬または細胞毒性約に接
合して、「抗毒素」を調製したり細胞凝固作用を直接的または間接的に促進する構成成分
に動作可能に結合させて、「凝固リガンド」を形成したりしてもよい。凝固リガンドにお
いては、上記抗体は、直接的なまたは間接的な凝固因子に、直接連結されていてもよいし
、直接的なまたは間接的な凝固因子を結びつけて放出する第２の結合領域に連結されてい
てもよい。「第２の結合領域」の方法では、一般的に、凝固剤結合抗体が第２の結合領域
として使用され、結果として、二重特異性抗体構造物となる。二重特異性抗体の調製およ
び使用は、一般的に、本技術分野においてはよく知られているもので、本明細書にて更に
開示されるものである。
【０６３９】
　抗毒素、凝固リガンドおよび二重特異性抗体の調製においては、組換え発現を用いてい
もよい。選択された抗体をコードする核酸配列は、フレーム内において、選択された毒素
、凝固剤、第２の結合領域のコードする核酸配列に付加して、発現単位すなわちベクター
を創出する。組換え発現は、結果として、新規の核酸の翻訳に至り、所望のタンパク質生
成物を生み出すことになる。タンパク質結合リガンドよりはむしろ、抗体をコードする核
酸が採用されるものの、組換え法は、上述に記載されたものと本質的には同じである。
【０６４０】
　接合技術に再度戻ってみると、抗毒素の調製は一般的に本技術分野においてはよく知ら
れているものである。しかしながら、特定の利点が、特定の好適技術の適用を通じて、抗
毒素の調製とその後の臨床的投与のためのその精製との両方において、達成され得る。例
えば、ＩｇＧに基づく抗毒素は、Ｆａｂ’の対応部分よりも、典型的には、より良好な結
合能およびより遅い血中クリアランスを示すものの、Ｆａｂ’フラグメントに基づく抗毒
素は、一般的に、ＩｇＧに基づく抗毒素に比べて、より良好な組織透過能を示す。
【０６４１】
　更には、毒素構成部分をＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体に接合する
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ために問題なく用いられ得る、無数のジスルフィド結合含有リンカーの種類が、知られて
いるが、あるリンカーは、異なる薬学的特性および薬学的能力に基づくと、一般的に、他
のリンカーに対して好適なものである。例えば、立体的に、「妨害する」ジスルフィド結
合を有するリンカーは、インビボでのより高い安定性および、作用部位での結合に先立っ
て毒性の構成部分の放出を阻止することのため、好ましいものである。
【０６４２】
　ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体に接合されてもよい、植物、真菌お
よびバクテリア由来の毒素を含めた、例えばリシンＡ鎖または脱グリコシル化Ａ鎖のよう
な、幅広い細胞毒性薬が知られている。Ａ鎖毒素の架橋化は、特定の場合においては、ジ
スルフィド結合を示す架橋剤を必要とする。この点についての理由は不明であるが、薬剤
が標的細胞に毒素を「送達」すると、抗体が容易に放出することができるために、特定の
毒素構造部分が必要としているためであると思われる。
【０６４３】
　架橋剤の各種類は、どのように架橋化が実施されるかと同時に、得られる接合体の薬物
動態を変化させやすい。究極には、放出可能な毒物が考慮される場合、意図された作用部
位を除いて、体内のどの部位でも見られる条件下ではインタクトのままであるが、作用部
位においては、該接合体が良好な「放出」特性を有することが望ましい。それゆえに、特
に、使用される特定の架橋試薬および架橋された構造を含め、特定の架橋のスキームが部
分的に重要になる。
・　 
　融合タンパク質の一部分として使用される特定の毒素化合物によるが、抗体と毒素化合
物とを操作的に付着させる、ジスルフィド結合化したループ構造をフォールディングする
ことが可能なペプチド・スペーサを提供する必要があり得る。該ループ内におけるタンパ
ク質分解性の開裂は、ヘテロ二量体型ポリペプチドを生み出すものであって、この抗体お
よび毒素化合物は、単一のジスルフィド結合のみで連結される。このような毒素の例は、
リシンＡ鎖毒素である。
【０６４４】
　特定のその他の毒素化合物が利用される場合、ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗Ｖ
ＥＧＦ抗体と融合タンパク質の毒素化合物とを動作可能に付着させるために、非開裂性の
ペプチド・スペーサが提供されてもよい。非開裂性のペプチド・スペーサに関して使用さ
れてもよい毒素は、それ自身が、タンパク質分解性の開裂によって、細胞毒性があるジス
ルフィド結合化した形態に変更され得るものである。このような毒素の例は、シュードモ
ナスエクソトキシン化合物である。
【０６４５】
　標的抗原が投与経路によって内在化しないような、毒性物質による効率的な毒性化に整
合性がある状況があり得るが、この場合、抗腫瘍薬剤、サイトカイン、代謝拮抗薬、アル
キル化剤、ホルモン等のような化学治療用薬剤を標的化することが望まれよう。多様な化
学療法剤やそのほかの薬理学的な薬剤は、問題なく、抗体に接合され、薬理学的に機能す
ることが示されている。
【０６４６】
　検討されている典型的な抗悪性腫瘍性薬剤としては、ドキソルビシン、ダウノマイシン
、メトトレキサート、ビンブラスチンおよびその他のものが挙げられる。さらには、ネオ
カルチノスタチン、マクロマイシン、トレニモンおよびα―アマニチンのようなその他の
薬剤の付着も記載される。
【０６４７】
　凝固因子が本発明に関連して使用される場合、抗体への共有結合的ないかなる連結も、
機能的な凝集部位とは異なる部位にて作製されるべきである。この成分は、各領域が、著
しい不具合がなく、意図された機能を発揮することができるようにする、任意の操作様式
において「連結」される。このため、該抗体はＶＥＧＦに結合し、凝固因子が血液凝固を
促進する。
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【０６４８】
　Ｃ１０．生化学的架橋剤
　上記にて提供された一般的な情報に加えて、ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥ
ＧＦ抗体は、特定の好ましい生化学的架橋剤を用いて、１つ以上の治療薬剤に接合されて
もよい。架橋試薬は、２つの異なる分子の官能基を繋ぎ合せる分子ブリッジを形成するた
めに使用される。ステップワイズ方式で２つの異なるタンパク質を連結するためには、望
まれないホモポリマーの形成を除去するヘテロ二官能性架橋剤が使用され得る。典型的な
ヘテロ二官能性架橋剤は、表Ｂを参照されたい。
【０６４９】
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【表Ｂ】

【０６５０】
　ヘテロ二官能性架橋剤は、２つの反応性基：１つは、一般的に第一級アミン基と反応す
る基（例えば、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド）、およびもう１つは、一般的にチオール
基と反応する基（例えば、ピリミジルジスルフィド、マレイミド、ハロゲン等）を含む。
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、上記架橋剤は、第一級アミン反応性基を介してタンパク質（例えば、選択された抗体ま
たはフラグメント）のリジン残基（残基群）と反応し、チオール反応性基を介して、上記
架橋剤は、既に上記タンパク質に繋ぎ合わされたものであるが、別のタンパク質（例えば
、凝固剤）のシステイン残基（遊離スルヒドリル基）と反応する。
【０６５１】
　ゆえに、この成分は一般的に、架橋目的で利用される官能基を有するか、あるいは誘導
体化して有するものである。この要件は、幅広い基が同様にして使用され得る点で、限定
的なものと考慮されない。例えば、第一級または第二級アミン基、ヒドラジド基またはヒ
ドラジン基、カルボキシアルコール基、リン酸基もしくはアルキル化基も、結合または架
橋のために使用されてもよい。
【０６５２】
　架橋剤における２つの反応性基の間のスペーサーアームは、様々な長さおよび化学的組
成を有してもよい。長いスペーサーアームは、接合体構成成分のよりよい柔軟性を可能に
し、ブリッジにおける一部の特定の構成成分（ベンゼン基）は、追加的な安定性を反応性
基、あるいは化学結合の、様々な態様における作用に対する向上された耐性を与える。ペ
プチド・スペーサ、例えばＬ－Ｌｅｕ－Ｌ－Ａｌａ－Ｌ－Ｌｅｕ－Ｌ－Ａｌａの使用も考
慮されるものである。
【０６５３】
　血中における適度の安定性を有する架橋剤を用いることも好ましい。抗体および毒素ま
たは凝固剤に接合するのに問題なく使用され得る、ジスルフィド結合を含む無数の種類の
リンカーが知られている。立体的に妨害するジスルフィド結合を含むリンカーは、インビ
ボでのより高い安定性と、作用部位での結合に先立っての、該薬剤の放出を防止すること
を与えることを示すものである。なお、これらのリンカーは、結合剤の１つの好適な群で
ある。
【０６５４】
　抗毒素における使用のための最も好適な架橋試薬の１つは、ＳＭＰＴであり、これは、
近接するベンゼン環およびメチル基によって「立体的に込み合った」ジスルフィド結合を
含む二官能性の架橋剤である。ジスルフィド結合の立体障害は、チオールアミン、例えば
組織および血液中に存在し得るグルタチオンによる攻撃から上記結合を保護する機能を供
するもので、その結果、腫瘍部位に付加された薬剤の送達に先立った接合体のデカップリ
ングを棒するのに役立っていることが考えられている。ＳＭＰＴ薬剤は、本発明の二重特
異性リガンドに関連して、使用されてもよいことが考慮される。
【０６５５】
　ＳＭＰＴ架橋試薬は、その他の多くの公知の架橋試薬でもあるように、官能基を、例え
ば、システインのＳＨまたは第一級アミン（例えば、リジンのイプシロンアミノ基）を架
橋する能力に役立つ。その他の可能な架橋剤の種類としては、開裂可能なジスルフィド結
合を含むヘテロ二官能性の光反応性フェニルアザイド、例えば、スルホスクシンイミジル
－２－（ｐ－アジドサリシルアミノ）エチル－１，３’－ジチオプロピオナートが挙げら
れる。Ｎ－ヒドロキシル－スクシンイミジル基は、第一級アミノ基と反応し、フェニルア
ザイド（光分解において）は、非選択的にいかなるアミノ酸残基とも反応する。
【０６５６】
　込み合った架橋剤に加えて、込み合っていない[non-hindered]リンカーも、本明細書に
従って使用され得る。保護されたジスルフィドを含むことまたは生成することが想定され
ない、その他の有用な架橋剤としては、ＳＡＴＡ、ＳＰＤＰおよび２－イミノチオランが
挙げられる。このような架橋剤の使用は、本技術分野においてはよく理解されているもの
である。
【０６５７】
　一旦、接合されれば、接合体は、接合していない標的化されあた治療薬やその他の混入
物から分離される。非常に多くの精製技術が、臨床的使用を可能にするために十分な精製
程度の接合体を提供する際の使用に利用される。サイズ排除に基づく精製方法、例えば、
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ゲル濾過、ゲルパーミエーション、高性能液体クロマトグラフィーが一般的に最も有用で
ある。その他のクロマトグラフィー技術、例えばブルーセファロース分離法も使用されて
もよい。
【０６５８】
　Ｃ１１．生物学的に放出可能なリンカー
　構成部分のどのような架橋化も、血中において相応の安定性を有し、特定の態様におい
ては、疾患部位または腫瘍部位を標的として到達する前に、付加された薬剤の実質的な放
出を防止することは好適なものであるが、生物学的に放出可能な結合および／または選択
的に開裂可能なスペーサまたはリンカーも考慮される。「生物学的に放出可能な結合」お
よび「選択的に開裂可能なスペーサまたはリンカー」は、循環中においては依然相応の安
定性を有するものである。
【０６５９】
　本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体は、生物学的に放出可能な
結合を介して、１以上の治療薬に結合されていてもよい。特定の態様においては、ＳｃＦ
ｖ断片が好適であるが、ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体のいかなる形
態も、インタクトな抗体を含めて、使用されてもよい。
【０６６０】
　「生物学的に放出可能な結合」または「選択的に加水分解可能な結合」は、特定の条件
下だけで、あるいはそこで優先的に、放出可能、開裂可能または加水分解可能である、結
合全てを含むものである。これには、それぞれ参照により本明細書に特に援用される米国
特許第５，４７４，７６５号および第５，７６２，９１８号に記載されているような、ジ
スルフィド結合およびビススルフィド結合や、酸に不安定な結合が含まれる。
【０６６１】
　本発明の抗体への治療薬または薬剤の付加のための酸感受性スペーサーの使用が特に考
慮されるものである。このような実施態様において、治療薬または薬剤は、細胞内部の酸
性のコンパートメント内で放出される。酸感受性の放出は細胞外において、しかし特定の
標的化された後、好ましくは腫瘍部位にて、生じ得ることが考慮される。特定の目下好ま
しい例としては、酸感受性スペーサを介してコルヒチンまたはドキソルビシンに連結され
たヒト抗体が挙げられる。上記抗体の炭水化物構造を介した付着も考慮される。このよう
な実施態様においては、治療薬または薬剤は、細胞内部の酸性のコンパートメント内で放
出される。
【０６６２】
　ヒト抗ＶＥＧＦ抗体は、誘導体化され、生物学的に放出可能な結合を介して治療薬の付
着を許容する官能基が導入されていてもよい。該ヒト抗体は、誘導体化されて、ヒドラジ
ド、ヒドラジン、第一級アミンまたは第二級アミン基を末端とした側鎖が導入されていて
もよい。治療薬は、シッフ塩基結合、ヒドラゾンまたはアシルヒドラゾン結合またはヒド
ラジドリンカーを介して接合されてもよい（米国特許第５，４７４，７６５号および第５
，７６２，９１８号、それぞれ参照により本明細書に特に援用される）。
【０６６３】
　また、それぞれ参照により本明細書に特に援用される米国特許第５，４７４，７６５号
および第５，７６２，９１８号に記載されているように、ヒト抗ＶＥＧＦ抗体は、ペプチ
ド結合、エステル、アミド、リン酸ジエステルおよびグリコシドを含む酵素感受性結合で
ある１以上の生物学的に放出可能な結合を介して、治療薬に動作可能に付着していてもよ
い。
【０６６４】
　本発明の好適な態様は、疾病部位内、特に腫瘍環境内に優先的に局在化するぺプチター
ゼおよび／またはプロテイナーゼに対する第１の開裂部位を少なくとも含むペプチドリン
カーの使用に関するものである。付着した治療薬の抗体介在型の送達は、疾病部位内また
は腫瘍環境内で特異的に開裂を生じさせ、結果として、活性薬剤の特異的な放出に至るも
のである。あるペプチドリンカーは、リモデリングに関与する１以上の酵素によって認識
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される開裂部位を含むこととなる。
【０６６５】
　ウロキナーゼ、プロウロキナーゼ、プラスミン、プラスミノーゲン、ＴＧＦβ、スタフ
ィロキナーゼ、トロンビン、因子ＩＸａ、因子Ｘａ、または間質性のコラゲナーゼ、ゼラ
チナーゼもしくはストロメリシンのようなメタロプロテアーゼに対する開裂部位を含むペ
プチドリンカーが特に好ましい。米国特許第６，００４，５５５号、第５，８７７，２８
９号，および第６，０９３，３９９号は、生物学的に放出可能な結合および選択的に開裂
可能なリンカーまたはペプチドを含む標的化薬剤－治療薬の作製および使用方法をさらに
説明および可能にする目的で参照により本明細書に特に援用される。米国特許第５，８７
７，２８９号および第６，３４２，２２１号は、特に、腫瘍環境内において、ウロキナー
ゼ、プラスミン、トロンビン、第ＩＸａ因子、第Ｘａ因子または間質性のコラゲナーゼ、
ゼラチナーゼもしくはストロメリシンのようなメタロプロテイナーゼによって、選択的に
開裂可能なペプチドリンカーを含む抗体構造物の作製および使用方法を更に説明および可
能にする目的で参照により本明細書に特に援用される。
【０６６６】
　目下好ましい、選択的に開裂可能なペプチドリンカーとしては、プラスミンまたは、間
質性のコラゲナーゼ、ゼラチナーゼもしくはストロメリシンのようなメタロプロテイナー
ゼ（「マトリックスメタロプロテイナーゼ」または「ＭＭＰ」としても知られている。）
が挙げられる。本発明に関連して有利に使用され得る更なるペプチドリンカーとしては、
例えば、プロウロキナーゼ、ＴＧＦβ、プラスミノーゲン、スタフィロキナーゼ、ゼラチ
ナーゼＡ、各種コラーゲン、α２Ｍ、ＰＺＰ、α１Ｍ、α１Ｉ３（２Ｊ）およびα１Ｉ３

（２７Ｊ）からの開裂可能な配列であり、さらに、参照により本明細書に特に援用される
米国特許第６，３４２，２２１に開示およびその請求項に記載された、これらの特定の配
列も含まれる。
【０６６７】
　Ｃ１２．二重特異性抗体
　二重特異性抗体は、凝固リガンドおよび組み合わされた抗血管形成性の態様において特
に有用である。しかしながら、１つのアームがＶＥＧＦに結合するかぎり、一般的な二重
特異性抗体を用いてもよく、その二重特異性抗体は、一般的に抗原結合部位とは異なる部
位で、治療薬に付着する。
【０６６８】
　一般的には、二重特異性抗体の調製は、本技術分野においてはよく知られている。ある
方法は、標的抗原に特異性を有する抗体と、別の方法における凝固剤（本明細書のように
）との別個の調製に関する。ペプシン消化のＦ（ａｂ’γ）２フラグメントは、２つの選
択された抗体から調製され、次いで、それぞれの還元を経て、別個のＦ（ａｂ’γ）２フ
ラグメントを提供する。カップリングされる２つのパートナーのうち１つのＳＨ基は、架
橋試薬で、例えば、ｏ－フェニレンジマレイミドでアルキル化されて、１つのパートナー
上に遊離マレイミド基を提供する。このパートナーは、もう一方に、チオエーテル連結に
よって接合され、所望のＦ（ａｂ’γ）２ヘテロ接合を与える。その他の技術は、ＳＰＤ
ＰまたはプロテインＡとの架橋が実行されたり、あるいは三重特異性構造物が調製された
りものが知られている。
【０６６９】
　Ｄ．医薬組成物
　本発明に係る医薬組成物は、一般的に、薬学的に許容し得る担体または水系媒体中に溶
解または分散された、有効量の少なくとも１つのＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗Ｖ
ＥＧＦ抗体または免疫抱合体を含む。
【０６７０】
　複合治療も考慮され、上記と同じ種類の基となる医薬組成物は、単独医薬または複合医
薬に用いられてもよい。
【０６７１】
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　「薬理学的にまたは薬学的に許容し得る」との文言は、適切に動物またはヒトに投与さ
れたときに、有害な、アレルギー性の、またはその他の有害な反応を引き起こすことのな
い分子の構造または組成を指す。獣医学的使用も同じように本発明の範囲に含まれ、「薬
学的に許容し得る」製剤は、臨床的および／または獣医学的な使用のための製剤を含む。
【０６７２】
　ここで使用されるように、「薬学的に許容し得る担体」は、任意のおよび全ての、溶媒
、分散媒、被覆材、抗菌剤、抗真菌薬、等張化剤、吸収遅延化剤等を含む。薬学的に活性
な物質のためのこのような媒体および薬剤の使用は、本技術分野でよく知られている。従
来の媒体または薬剤が活性成分と不適合である場合を除いて、治療組成物におけるこれら
の使用が考慮される。ヒトへの投与のためには、調製剤は、滅菌性、発熱性、一般的な安
全性およびＦＤＡ事務局の生物学的基準によって要求される純度基準を満たすべきである
。補助的な活性成分を上記組成物に取り込ませることも可能である。
【０６７３】
　「単位投与」製剤は、特定の時間規定がなされた送達に適合した投与される成分の投与
量または副用量[sub-dose]を含む製剤である。例えば、典型的な「単位投与」製剤は、１
日当たりの投与量もしくは単位または１日当たりの副用量、あるいは、１週間当たりの投
与量もしくは単位または１週間当たりの副用量等を含む製剤である。
【０６７４】
　Ｄｌ．注射製剤
　本願発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体または免疫抱合体は、腫
瘍部位または疾患部位に蠕動投与および直接的な滴下（腔内投与）を含めた、非経口投与
のために、例えば、静脈内、筋肉内、皮下、経皮またはその他の経路を介しての注入のた
めに処方される。
【０６７５】
　このような抗体または免疫抱合体を活性成分として含む水性組成物の調製は、本開示に
照らし合わせれば、当業者にとっては公知のものである。一般的に、このような組成物は
、液体溶液または懸濁液の何れかのような注射物質として調製され得たり、注入に先立っ
ての添加の際の液体溶液または懸濁液を調製するために使用される固体形態として調製さ
れ得たりして、さらに、これらの調製物はエマルション化され得る。
【０６７６】
　注射としての使用のために適当な薬学的形態としては、滅菌された水溶性溶液または水
溶性分散体；胡麻油、ピーナッツオイルまたは水溶性のプロピレングリコールを含む製剤
；および滅菌された注射可能な溶液または分散体の即時的な調製のための滅菌粉体が挙げ
られる。全ての場合において、この形態は滅菌され、注入可能性が存在する程度に流動性
があるべきである。また、上記形態は、製造および保存の条件下では安定であるべきで、
細菌または真菌のような微生物の汚染活性に対しても保存性を有するべきである。
【０６７７】
　ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体または免疫抱合体組成物は、中性ま
たは塩の形態で、滅菌された水性組成物に調製され得る。遊離塩基または薬学的に許容し
得る塩としての溶液は、ヒドロキシプロピルセルロースのような界面活性剤と適切に混合
された水中において調製され得る。ここで、薬学的に許容し得る塩としては、酸付加塩（
タンパク質の遊離アミノ基で形成される。）、例えば塩酸またはリン酸のような無機酸、
もしくは、酢酸、トリフルオロ酢酸、シュウ酸、酒石酸、マンデル酸等の有機酸で形成さ
れる塩が挙げられる。遊離カルボキシ基で形成される塩も、例えば、水酸化ナトリウム、
水酸化カリウム、水酸化アンモニウム、水酸化カルシウムまたは水酸化鉄のような無機塩
基、およびイソプロピルアミン、トリメチルアミン、ヒスチジン、プロカイン等のような
有機酸に由来するものである。
【０６７８】
　好適な担体としては、例えば、水、エタノール、ポリオール（例えば、グリセロース、
プロピレングリコール、およびポリエチレングリコール）、これらの適当な混合液、およ
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び植物油が挙げれら、多くの場合は、担体は、例えば、砂糖または塩化ナトリウムを含む
ことが好ましい。例えば、レシチンのような被覆の使用や、分散体の場合においては粒子
の維持、および／または界面活性剤の使用によって、適した流動性を維持することができ
る。
【０６７９】
　保存および使用の通常の条件下では、このような調製物全てには、微生物の増殖を防止
するために保存剤が含まれるべきである。微生物における作用の防止は、種々の抗菌剤お
よび抗真菌薬によって、例えば、パラベン、クロロブタノール、フェノール、ソルビン酸
、チメロサール等によって達成される。注射可能な組成物の持続的吸収は、該組成物中に
おいて吸収を遅延する薬剤、例えば、モノステアリン酸アルミニウムおよびゼラチンの使
用によって達成され得る。
【０６８０】
　ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体または免疫抱合体は、処方に先立っ
て、またはその際において、十分に透析して、望まない低分子量分子を除去したり、およ
び／または、所望の賦形剤中により容易な製剤化のために凍結乾燥がなされるべきである
。滅菌された注射溶液は、上記にて列挙された種々の他の成分とともに、適切な溶媒中に
おいて必要な量で適切な溶媒活性物質を含んで、望ましくは、次いでフィルター滅菌され
て調製される。一般的に、分散体は、基本的な分散媒体および求められる上記にて列挙さ
れた他の成分を含む滅菌された賦形剤中にて種々の滅菌された活性成分を含めて調製され
る。
【０６８１】
　滅菌された注射溶液の調製のための滅菌粉体の場合においては、好ましい調製法は、活
性成分の粉体を、さらには予め滅菌フィルターで処理済みの上記溶液からの追加された望
ましい成分の粉体を生じさせる真空乾燥および凍結乾燥の技術である。
【０６８２】
　本発明に基づいた好適な医薬組成物は、一般的に、意図された使用に応じて、終濃度の
範囲を与えるように、許容可能な薬学的な希釈剤または賦形剤と混合されたＶＥＧＦＲ２
－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体または免疫抱合体の適切な量を含む。調製技術は、
本明細書で参考として含まれる「Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａ
ｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，第１６編．Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏｍｐａｎｙ，
１９８０」にて例示されるような、一般的に本技術分野において知られているものである
。当然のことながら、エンドトキシンの汚染は、安全な基準値に、例えば、０．５ｎｇ／
ｍｇタンパク質未満で最小限に維持される。さらには、ヒト投与のためには、上記調製物
は、ＦＤＡ事務局の生物学的基準により要求されるような、滅菌性、発熱性、一般的安全
性および純度基準を満たすべきである。製剤においては、上記抗体または免疫抱合体の溶
液は、投与製剤に適合する手法および治療上効果的である量で投与される。
【０６８３】
　Ｄ２．徐放性製剤
　ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体または免疫抱合体の溶液の製剤は、
容易に、多様な投与形態で投与される。上述したような注射溶液のみならず、薬学的に許
容し得る態様が、例えば錠剤、丸薬、カプセルまたはその他の経口投与のための固形物、
坐薬、ペッサリー、点鼻液またはスプレー、エアロゾル、吸入抗原、局所製剤、リポソー
ム形状等が考慮される。投与の態様の種類は、治療される疾病または疾患に対応したもの
となる。
【０６８４】
　薬学的に「徐放性」のカプセルまたは「持続放出性」の組成物もしくは調製物が使用さ
れてもよく、これらは一般的に適用可能である。徐放性製剤は、一般的に拡張された時期
に亘って一定の薬剤水準をもたらすよう設計されたものであり、本発明に準拠したＶＥＧ
ＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体または免疫抱合体の送達に使用されてもよい
。徐放性製剤は典型的には、疾病部位の近傍、例えば腫瘍部位に注入される。
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【０６８５】
　持続放出性調製物の適当な例としては、上記抗体または免疫抱合体を含む固体の疎水性
ポリマー半透過性マトリックが挙げられ、このマトリックスは、例えば、フィルムまたは
マイクロカプセルといった、成形品の態様である。持続性マトリックスの例としては、ポ
リエステル；ハイドロゲル、例えばポリ（２－ヒドロキシメチルメタクリレート）または
ポリ（ビニルアルコール）；ポリ乳酸、例えば、米国特許第３，７７３，９１９号；Ｌ－
グルタミン酸とγエチル－Ｌ－グルタミンとのコポリマー；Ｌｕｐｒｏｎ　ＤｅｐｏｔTM

（乳酸－グリコール酸コポリマーから構成された注射可能な微小球と酢酸ロイプロリド）
のような分解性乳酸－グルコン酸コポリマー；およびポリ－Ｄ－（－）－３－ヒドロキシ
ブチル酸が挙げられる。
【０６８６】
　エチレン－ビニルアセテートや乳酸－グリコール酸のようなポリマーは、１００日間に
亘って分子を放出できる一方、特定のハイドロゲルはより短時間でタンパク質を放出する
。カプセル化された抗体が長期間に亘って体内に保持される場合、抗体は、３７℃で湿度
状態での曝露の結果として変性または凝集して、生物学的活性を低下させたり、および／
または、免疫原性を変化させたりしまうかもしれない。関連する機構に基づいた安定化す
るため、合理的な戦略が利用される。例えば、凝集機構が、チオ－ジスルフィド交換を介
した分子内のＳ－Ｓ結合の形成に関連する場合、スルフヒドリル残基の改変、酸溶液から
の凍結乾燥、湿度分の制御、適切な添加剤の使用、特定のポリマーマトリックス組成物の
開発等で、この安定化が達成される。
【０６８７】
　Ｄ３．リポソームおよびナノ粒子
　特定の態様においては、リポソームおよび／またはナノ粒子は、ＶＥＧＦＲ２－ブロッ
キング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体または免疫抱合体とともに用いられてもよい。リポソームの
形成および使用は、以下に要約するように、当業者には一般的に知られている。
【０６８８】
　リポソームは、水系媒体に分散され、自発的に多重膜性で同心円状の二重層小胞（多重
膜小胞（ＭＬＶ）とも称される。）を形成するリン脂質から形成される。ＭＬＶは一般的
に２５ｎｍから４μｍの直径を有する。ＭＬＶの超音波処理は、結果として、２００から
５００Åに及ぶ直径を有し、コアに水性溶液を含む、小さな単層膜の小胞（ＳＵＶ）を形
成することになる。
【０６８９】
　リン脂質は、水中に分散されるた場合、脂質と水とのモル比率に依存して、リポソーム
以外の様々な構造物を形成し得る。低い比率では、リポソームは好ましい構造である。リ
ポソームの物理的特性は、ｐＨ、イオン強度、および２価カチオンの存在に依存する。
リポソームは、イオン性物質および極性物質に対しては低い透過性を示すが、上昇された
温度においては、顕著に透過性が変化する相転移を経る。この相転移は、ゲル状態として
知られている密に充填された秩序構造から、流動状態として知られている緩く充填された
低秩序構造への変化に関与する。このことは、特徴的な相転移温度において生じ、結果と
して、イオン、糖類および薬剤に対する透過性を上昇させることになる。
【０６９０】
　リポソームは、４つの異なる機構によって細胞と相互作用する：マクロファージマクロ
ファージや好中球のような細網内皮系の食細胞によるエンドサイトーシス；非特異的な弱
い疎水性または・親水性もしくは静電気的な力か、細胞表面の構成物との特異的な相互作
用による、細胞表面への吸収；
細胞質へのリポソーム内容物の同時期の放出とともにプラズマ細胞の膜へのリポソームの
脂質二重膜の挿入によるプラズマ細胞膜との融合；リポソーム内容物の付属を伴わない、
細胞膜またはオルガネラ膜[subcellular membranes]へ、またはその逆へのリポソーム脂
質の輸送。リポソーム製剤の改変は、１つ以上の機構が同時に作用することもあるが、ど
の機構が有効であるかで変更され得る。
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【０６９１】
　ナノカプセルは、一般的に、安定的かつ再現可能な方法にて、化合物を取り込むことが
できる。細胞内におけるポリマーの過負荷による副作用を避けるためには、上記の超微粒
子（約０．１μｍのサイズ）が設計されて、インビボで分解されることができるポリマー
を使用するべきである。これらの要求を満たす生分解性ポリアルキル－シアノアクリレー
ト製のナノ粒子は、本発明においての使用が考慮され、このような粒子は、容易に作製さ
れ得る。
【０６９２】
　Ｄ４．点眼薬
　血管由来の構造物を有する多くの疾病は目に関するものである。例えば、本発明にした
がって治療され得る角膜の血管形成に関連する疾病としては、限定されないが、糖尿病性
網膜症、未熟網膜症、角膜移植拒絶反応、血管新生性緑内症および後水晶体繊維増殖症、
流行性角結膜炎、ビタミン欠乏症、コンタクトレンズの過剰装着、アトピー性角結膜炎、
上輪部角結膜炎、乾燥性角結膜炎、シェーグレーン症候群、紅斑性座蒼、フィレクテヌロ
ーシス、梅毒、マイコバクテリウム感染症、脂質変性、化学火傷、バクテリア性潰瘍、真
菌性潰瘍、単純ヘルペス感染、帯状疱疹感染、原生動物感染、カポジ肉腫、モーレン潰瘍
、テリエン周辺角膜変性、辺縁潰瘍性角膜炎、外傷、リウマチ性関節炎、全身性紅班、結
節性動脈周囲炎、ウェゲナーサルコイドーシス、強膜炎、スティーブンス・ジョンソン症
候群、放射状角膜切開術および角膜移植拒絶反応が挙げられる。
【０６９３】
　本発明にしたがって治療され得る網膜／脈絡膜の血管形成に関連する疾病は、限定され
ないが、糖尿病性網膜症、黄斑変性症、鎌状赤血球貧血、サルコイド、梅毒、弾性線維性
仮性黄色腫、ページェット病、静脈閉塞、動脈閉塞、頸動脈閉塞性疾患、慢性的ブドウ膜
炎／硝子体炎、マイコバクテリア感染、ライム病、全身性エリテマトーデス、未熟網膜症
、イールス病、ベーチェット病、感染惹起性の網膜症または脈絡膜炎、推定眼ヒストプラ
スマ症候群、ベスト病、近眼、視窩、シュタルガルト病、扁平部炎、慢性的網膜剥離、過
粘稠度症候群、トキソプラズマ症、外傷およびポスト・レーザー合併症が挙げられる。
【０６９４】
　本発明によって治療されることができる他の疾病としては、限定されないが、ルベオー
シス（隅角における血管形成）に関連する疾患および、糖尿病に関連するもの、あるいは
そうでないものを問わないで、増殖性硝子体網膜症全ての形態を含めた、線維血管または
繊維組織の異常増殖によって引き起こされる疾病が挙げられる。
【０６９５】
　本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体および免疫抱合体は、有利
に、単独の剤だけでまたは他の目用の製剤または薬剤とともに硝子体内投与および／また
は前房内投与するためのものも含めた点眼液としての使用に適当な医薬組成物の調製にお
いて用いられてもよい。上述またはその他の疾病の何れの治療のためにも、本発明のＶＥ
ＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体組成物は、典型的な薬学的操作（例えば、
「Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ」第１５
編，１４８８～１５０１頁（Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．，Ｅａｓｔｏｎ，
ＰＡ）を参照）に準じて調製された点眼薬の形態における治療を必要としている対象の目
に投与される。
【０６９６】
　上記点眼薬、薬学的に許容し得る溶液、分散液または軟膏中に、約０．０１～約１重量
％、好ましくは約０．０５～約０．５重量％の濃度で、少なくともＶＥＧＦＲ２－ブロッ
キング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体を含む。濃度における幾つかの変更は、用いる特定の化合物
、治療される対象の状態等によって、必然的に発生し、当該治療を担当する者であれば、
個々の対象に最適な濃度を決定するであろう。上記点眼薬は、好ましくは、所望ならば追
加成分、例えば、保存剤、緩衝剤、等張化剤、抗酸化剤、安定化剤、非イオン性の湿潤剤
または洗浄剤、増粘剤等を含む滅菌された水溶液の形態であることが好ましいであろう。
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【０６９７】
　このような溶液に使用するための適当な保存剤としては、塩化ベンゼトニウム、クロロ
ブタノール、チメロサール等が挙げられる。適当な緩衝剤は、約ｐＨ６とｐＨ８との間、
好ましくは約ｐＨ７とｐＨ７．５との間のｐＨを維持する十分な量において、ホウ酸、重
炭酸ナトリウム、重炭酸カリウム、ホウ酸ナトリウム、ホウ酸カリウム、炭酸ナトリウム
、炭酸カリウム、酢酸ナトリウム、重リン酸ナトリウム等が含まれる。適当な等張化剤は
、デキストラン４０、デキストラン７０、デキストロース、グリセリン、塩化カリウム、
ポリエチレングリコール、塩化ナトリウム等であり、点眼液の塩化ナトリウム当量は、０
．９±０．２％の範囲にあるようにする。
【０６９８】
　適当な抗酸化剤および安定化剤としては、亜硫酸水素ナトリウム、メタ亜硫酸水素ナト
リウム、チオ硫酸ナトリウム、チオ尿素等が挙げられる。適当な湿潤剤および洗浄剤とし
ては、ポリソルベート８０、ポリソルベート２０、ポリオキサマー２８２およびチロキサ
ポールが挙げられる。適当な増粘剤としては、デキストラン４０、デキストラン７０、ゲ
ラチン、グリセリン、ヒドロキシエチルセルロース、ヒドロキシメチルプロピルセルロー
ス、ランドリン、メチルセルロース、ワセリン、ポリエチレングリコール、ポリビニルア
ルコール、ポリビニルピロリドン、カルボキシメチルセルロース等が挙げられる。上記点
眼薬は、典型的な方法、例えば、水滴の形態または点眼液中での洗眼によって、局所的に
対象の目に投与される。
【０６９９】
　Ｄ５．局所製剤
　最も広義の意味においては、局所投与のための製剤は、口（口腔）および皮膚を介した
送達のためのものを含める。「局所送達系」とは、投与されるべき成分を含む経皮パッチ
を含む。皮膚を介した送達は、所望に応じて、イオン導入法または電気的輸送[electrotr
ansport)によって、さらに達成され得る。
【０７００】
　口腔内における局所投与に適当な製剤としては、好ましい基材、通常はスクロース、ア
カシアゴムまたはトラガントゴム中に前記成分を含むトローチ剤；および、適当な液体担
体において投与されるべき前記成分を含む洗口剤が挙げられる。
【０７０１】
　皮膚への局所投与に適当な製剤としては、薬学的に許容し得る担体中に投与されべき成
分を含む、軟膏、クリーム剤、ゲル剤およびペースト剤が挙げられる。クリーム剤、軟膏
およびゲル剤におけるような、局所的使用のためのＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗
ＶＥＧＦ抗体の製剤としては、当業者によく知られているような、油性または水溶性の軟
膏基材の調製物が挙げられる。例えば、これらの組成物は、植物油、動物性脂質、より好
ましくは、石油から得られる半固形の炭化水素を含んでいてもよい。特に使用される成分
としては、白色軟膏、黄色軟膏、セチルエステルワックス、オレイン酸、オリーブ油、パ
ラフィン、ワセリン、白色ワセリン、鯨蝋、グリセリンデンプン、白色ワックス、黄色ワ
ックス、ラノリン、脱水ラノリンおよびモノステアリン酸グリセリンが挙げられる。種々
の水溶性軟膏基材も用いることができ、グリセロールエステル類およびその誘導体、ポリ
エチレングリコール類、ポリオキシル４０ステアリレート、およびポリソルベート類が挙
げられる。
【０７０２】
　直腸投与のための製剤は、例えば、ココアバターまたはサリチル酸を含む好適な基材を
用いた坐薬として提供されてもよい。膣内投与に好適な製剤は、本技術分野において適切
なものとして知られているような担体などを、活性成分とともに含んだ、ペッサリー、タ
ンポン、クリーム剤、ゲル剤、ペースト剤、泡剤、スプレー剤として提供されてもよい。
【０７０３】
　Ｄ６．点鼻薬
　鼻および呼吸経路を介しての局所的な送達は、様々な症状を治療するために考慮される
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。これらの送達経路も、薬剤を全身の循環系に送達するのに適当なものである。ゆえに、
鼻腔投与に好適な担体中の活性成分の製剤、例えば、点鼻液、点鼻スプレー、点鼻エアロ
ゾルおよび点鼻用吸入剤も、本発明の範囲に含まれる。ここで、担体が固体である場合、
上記製剤は、例えば２０～５００ミクロンの範囲における粒子サイズを有する粗粉末を含
み、例えば、鼻までに近接した状態で固定された粉体の容器からの、鼻腔経路を介した急
速な吸入によって投与される。
【０７０４】
　担体が液体である好適な製剤は、鼻腔投与において有用である。点鼻液は通常、水滴ま
たはスプレーで鼻腔経路に投与されるよう設計され、多くの点で鼻汁と類似するように、
さらに、通常の繊毛作用が維持されるように調製される。このように、水性点鼻薬は通常
、等張であるか、幾分緩衝化されて５．５～６．５のｐＨに維持されている。さらに、点
眼調製物に使用されたものに類似するが、抗菌性保存剤および適切な薬剤安定化剤が、必
要に応じて、上記製剤に含まれ得る。種々の市販の点鼻調製物は公知であり、例えば、抗
生物質および抗ヒスタミン剤が含まれ、喘息予防に使用される。
【０７０５】
　吸入剤および吸入抗原は、薬剤または化合物を患者の呼吸樹に輸送するよう設計された
医薬調製物である。気体またはミストは投与されると、作用する領域に達する。この経路
も、全身の循環系へ薬剤を送達するために用いられる。吸入剤は、鼻または口の呼吸経路
によって投与されてもよい。吸入剤溶液の投与は、ミストが細気管支に到達するように、
ミストの水滴は十分に微細であり、サイズにおいて均一である場合において、効果的であ
る。
【０７０６】
　吸入剤として知られ、まれに吹送剤と称される、その他の製品群も、微細に粉末化され
た薬剤または液体薬剤を含む。液化ガスの促進剤中における薬剤の溶液または分散を保持
した、薬剤用のエアロゾルのような特別な送達系の使用によって、呼吸経路内に運ばれる
。適当なバルブおよび口腔用アダプターを通じて放出された場合、計量された吸入剤の投
与物は、患者の呼吸管に拡散される。調製物のこの型での投与においては、粒子サイズが
最も重要なことである。肺胞への透過にとって最適な粒子サイズは、０．５～７μｍの範
囲である旨が報告されている。微細なミストは加圧されたエアロゾルにより製造され、そ
れゆえに、利点がある場合に使用される。
【０７０７】
　Ｅ．治療キット
　本発明は、ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体または免疫抱合体を含む
、本治療方法に使用するための治療キットも提供する。このようなキットは一般的に、好
適な容器手段により、少なくとも１つのＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗
体または免疫抱合体の薬学的に許容し得る製剤を含むものである。
【０７０８】
　本キットは、診断／画像化のため、あるいは複合治療のためのその他の薬学的に許容し
得る製剤を含んでいてもよい。たとえば、このようなキットは、幅広い、化学療法剤また
は放射線治療薬剤；抗血管新生剤；抗腫瘍細胞抗体；および／または抗腫瘍血管系もしく
は抗腫瘍間質の抗毒素もしくは凝固リガンドを１種類または複数種を含んでもよい。
【０７０９】
　本キットは、、追加の構成成分とともにまたはそれを含まずに、ＶＥＧＦＲ２－ブロッ
キング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体または免疫抱合体を含む単一の容器（容器手段）を有してい
てもよいし、あるいは、各所望の薬剤のための個別の容器を有していてもよい。複合治療
を提供する場合、単一の溶液は、モル等量の組み合わせで、あるいはある成分に対してそ
の他の成分を過剰な量で、予め混合されていてもよい。代わりに、本キットの、ＶＥＧＦ
Ｒ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体または免疫抱合体と、その他の抗癌剤の構成成
分とが、患者への投与に先立って、個別の容器内に、別々に維持されていてもよい。
【０７１０】
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　本キットの構成成分が１種類以上の液体溶液で提供される場合、その液体溶液は好まし
くは、水性溶液であり、滅菌された水性溶液は特に好ましい。しかしながら、本キットの
構成成分は乾燥粉体として提供されてもよい。試薬または構成成分が乾燥粉体として提供
される場合、該粉体は適当な溶媒の添加によって戻すことができる。その溶媒は別の容器
で提供されてもよいことが考慮される。
【０７１１】
　本キットの容器としては、一般的には、少なくとも一つのバイアル、試験管、フラスコ
、ボトル、シリンジまたはその他の容器手段が挙げられ、これらの容器は、ＶＥＧＦＲ２
－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体または免疫抱合体、およびその他の所望の薬剤が配
置され、好ましくは、適切に分割されているものである。、分離した構成成分が含まれる
場合、本キットは、一般的には、それらを配置する第２のバイアルまたはその他の容器も
含み、別々の目的の投与量での投与を可能にする。本キットは、滅菌された薬学的に許容
し得る緩衝剤またはその他の希釈剤を収容するための第２／第３の容器手段を有していて
もよい。
【０７１２】
　本キットは、例えば、１以上の針またはシリンジ、あるいは点眼装置、ピペットまたは
そのような他の装置などの、ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体または免
疫抱合体を動物または患者に投与するための手段を含んでいてもよく、それらから、製剤
を動物に注射したり、体内の疾病部位に適用したりすることができる。本発明のキットは
、また、典型的には、市販のための厳格な管理下においては、バイアルもしくはそのよう
なものおよびその他の構成要素を収容するための手段、たとえば、所望のバイアルおよび
他の装置を配置して保持する、射出成形またはブロー成形されたプラスチック容器のよう
なものを含むこととなる。
【０７１３】
　Ｆ．抗血管新生治療
　本発明は、単独治療あるいは混合療法で、幅広い疾病および疾患を招来する異常な血管
新生について動物および患者を治療するために使用してもよい。
【０７１４】
　癌の治療の分野は別として、それらの中でも最も蔓延しているものおよび／または臨床
上最も重要なものとしては、関節炎、リウマチ性関節炎、乾癬、アテローム性動脈硬化、
糖尿病性網膜症、加齢性黄斑変性症、グレイヴズ病、血管形成術後の再狭窄を含む血管再
狭窄、動静脈奇形（ＡＶＭ）、髄膜腫、血管腫、および新生血管緑内症が挙げられる。そ
の他の可能性がある介入のための対象としては、血管線維腫、動脈硬化巣、角膜移植によ
る血管新生、血友病性関節、肥厚性瘢痕、オースラー－ウェーバー症候群、化膿症、肉芽
腫性水晶体後線維増殖、強皮症、トラコーマ、血管接着、滑膜炎、皮膚炎、種々のその他
の炎症疾病および疾患、さらに子宮内膜症も挙げられる。さらに、本発明により治療可能
な疾病および疾患で、血管新生に関連する疾患における共通性した根拠は、以下に説明さ
れる。
【０７１５】
　血管新生に関連する一つの疾病は、リウマチ性関節炎であって、関節の滑膜表層内の血
管が血管形成を経るものである。新規の血管網の形成とともに、内皮細胞は、パンヌス成
長および軟骨破壊に至らしめる因子および活性酸素種を放出する。血管新生に関与する因
子は、活性化して、リウマチ性関節炎における慢性的に炎症した部位に活性化するように
清、それを維持することを助ける。血管新生に関与する因子は、骨関節炎にも役割を担っ
ており、関節の破壊に寄与する。
【０７１６】
　Ｈａｒａｄａら（１９９８，参照により本明細書に特に援用される）は、ＶＥＧＦはリ
ウマチ性関節炎の発病に関与すること、さらにはＶＥＧＦの血清濃度の測定は、リウマチ
性関節炎の疾病活性をモニタリングするための、非侵襲性かつ有用な方法であることを示
した。このことは、リウマチ性関節炎に関連した本発明の治療的使用および診断的使用の
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根拠となるものである。
【０７１７】
　Ｎａｇａｓｈｉｍａら（１９９９、参照により本明細書に特に援用される）は、培養さ
れたリウマチ滑膜細胞におけるＶＥＧＦに対する抗リウマチ薬剤の阻害作用を説明してい
る。ＶＥＧＦは、リウマチ性関節炎の滑膜において構成的に発現されている。公知の抗リ
ウマチ薬剤、ブシラミン（ＢＵＣ）は、作用機序の範囲内では、滑膜細胞によるＶＥＧＦ
産生の阻害を含むことを示されている。このように、ＢＵＣの抗リウマチ作用は、滑膜細
胞によるＶＥＧＦ産生を介した関節炎性の滑膜における血管新生の抑制および滑膜増殖の
抑制によって介在されるものである。本発明の抗関節炎治療としての使用は、この既存の
治療におけるＶＥＧＦ阻害作用を根拠とするものである。
【０７１８】
　血管新生を介在した疾病の他の例としては、眼性の血管形成性疾患である。この疾患は
、新規の血管が、網膜または角膜のような目の構造体に侵入することを特徴とする。この
ことは、失明の最も一般的な原因であり、約２０種類の眼病に関与するものである。加齢
性黄斑変性症においては、それに付随した視覚の問題が、網膜色素上皮下における毛細血
管組織の増殖に関連するブルッフ膜における欠陥を介して、脈絡膜の毛細血管の内部成長
に起因して生じる。血管新生の損傷も、糖尿病性網膜症、未熟網膜症、角膜移植拒絶反応
、血管形成性緑内症および水晶体後線維増殖症に伴うものである。
【０７１９】
　角膜の血管形成に関連する他の疾病としては、限定されないが、流行性角結膜炎、ビタ
ミンＡ欠乏症、コンタクトレンズの過着用、アトピー性角結膜炎、上輪部角結膜炎、乾燥
性角結膜炎、シェーグレーン症候群、紅斑性座蒼、フィレクテヌローシス、梅毒、マイコ
バクテリウム感染症、脂質変性、化学火傷、バクテリア性潰瘍、真菌性潰瘍、単純ヘルペ
ス感染、帯状疱疹感染、原生動物感染、カポジ肉腫、モーレン潰瘍、テリエン周辺角膜変
性、辺縁潰瘍性角膜炎、リウマチ性関節炎、全身性紅班、結節性動脈周囲炎、外傷、ウェ
ゲナーサルコイドーシス、強膜炎、スティーブンス・ジョンソン症候群、放射状角膜切開
術および角膜グラフ拒絶が挙げられる。
【０７２０】
　網膜／脈絡膜の血管形成に関連する疾病としては、限定されないが、糖尿病性網膜症，
加齢黄斑変性症（ＡＭＤ）を含む黄斑変性症、鎌状赤血球貧血，サルコイド、梅毒、弾性
線維性仮性黄色腫、ページェット病、静脈閉塞、動脈閉塞、頸動脈閉塞性疾患、慢性的な
ブドウ膜炎／硝子体炎、マイコバクテリア感染、ライム病、全身性エリテマトーデス、未
熟網膜症、イールス病、ベーチェット病、感染惹起性網膜症または脈絡膜炎、推定眼ヒス
トプラスマ症候群、ベスト病、近眼、視窩、シュタルガルト病、扁平部炎、慢性的網膜剥
離、過粘稠度症候群、トキソプラズマ症、外傷およびポスト・レーザー合併症が挙げられ
る。
【０７２１】
　黄斑変性症、ＡＭＤおよび他の眼病に関連するような、脈絡膜の血管形成においても、
本発明におけるＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体は、治療における使用
に特に適している。このことは、部分的には、ＶＥＧＦＲ１へのＶＥＧＦの結合を実質的
に阻止することなく、ＶＥＧＦＲ２へのＶＥＧＦの結合を阻止し、この結果は、目におい
て恩恵をもたらすものである（Ｎｏｚａｋら、２００６）ためであり、例えばアバスチン
および関連する製品、Ｌｕｃｅｎｔｉｓ（登録商標）のような、既存の抗ＶＥＧＦ治療を
超える本発明のその他の利点を強く示すものである。
【０７２２】
　その他の疾病としては、限定されないが、ルベオーシス（隅角における血管新生）に関
連する疾患および増殖性硝子体網膜症の形成を含めた、毛細血管または線維性組織の異常
増殖に起因する疾病があげられる。
【０７２３】
　慢性的な炎症も、病理学的な血管新生に関連するものである。潰瘍性大腸炎およびクロ
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ーン病のような、疾患の状態は、炎症した組織の中に新規の血管の内部成長において組織
学的な変化を示す。バルトネラ症は、南アフリカで発見された細菌性の感染であるが、結
果として、血管内皮細胞の増殖に特徴付けられる慢性期になる。
【０７２４】
　その他の血管新生に関連する病理学的役割は、アテローム性動脈硬化において見られる
。血管の内腔の中で形成される病巣は、血管新生の刺激活性を有することが示されている
。ヒトの冠状動脈硬化病変におけるＶＥＧＦ発現は、Ｉｎｏｕｅら（１９９８，参照によ
り本明細書に特に援用される。）によって、実証された。このことは、閉塞性冠状動脈疾
患における再疎通過程と同様に、ヒト冠状動脈におけるアテローム性動脈硬化の進行にお
ける病理生理学的なＶＥＧＦの有意性を証明するものである。本発明は、このような状態
のための効果的な治療を提供する。
【０７２５】
　頻発する小児における血管新生疾病の一つは、血管腫である。ほとんどの場合、この腫
瘍は良性のものであり、治療介入なしでも退行する。重篤な場合においては、この腫瘍は
大きな海綿状かつ浸潤性の形態に進展し、臨床的合併症を創出してしまう。血管腫の全身
性の形態すなわち全身性血管腫症は、高い死亡率を有する。現在使用されている治療では
治療され得ない治療抵抗性の血管腫も存在する。
【０７２６】
　血管新生は、オースラー－ウェーバー－ランデュ病または遺伝性出血性毛細管拡張症の
ような遺伝性疾病において見られる損傷にも関与する。これは、複数の小さな血管腫、血
管またはリンパ管の腫瘍を特徴とする遺伝病である。血管腫は、しばしば、鼻出血（鼻血
）または胃腸出血を伴い、さらには稀に肺または肝臓における動静脈フィステルとともに
、皮膚および粘膜において見られる。
【０７２７】
　血管新生は、生殖および創傷治癒のような正常な生理学的過程にも関与する。血管新生
は、排卵や受精後の胞胚の着床における重要なステップである。血管新生の防止は、無月
経を惹起したり、排卵を阻止したり、または胞胚の着床を防止するために利用され得る。
【０７２８】
　創傷治癒においては、過剰な修復すなわち線維増殖症は、外科的手順における有害な副
作用となり得、血管新生により発生し、または悪化する可能性がある。癒着は、外科的手
術において頻発する合併症であり、小腸閉塞のような問題に至る。
【０７２９】
　望まない血管の透過性を特徴とする疾病および疾患は、本発明によって治療され得る。
これらは、参照により本明細書に特に援用される、ＷＯ９８／１６５５１に開示されてい
るように、脳腫瘍に関連する浮腫、悪性腫瘍、メーグス症候群、肺炎、ネフローゼ症候群
、心外膜液および胸膜滲出に関連する腹水が挙げられる。
【０７３０】
　全ての腫瘍の種類とともに、上述の疾病および疾患は、それぞれ、以下の項目において
記載されているように、たとえば米国特許第５，７１２，２９１号（参照により本明細書
に援用される）において開示されているような本技術分野における知識に準拠して、本発
明によって効果的に治療され得、共通する効用が、結果として血管新生疾病の治療に対す
る抗血管新生戦略の適用から得られる。さらには、米国特許第６，５２４，５８３号は、
抗ＶＥＧＦ抗体を使用した疾病および疾患の幅広い治療を説明および可能にすることを含
める目的で、参照により本明細書に特に援用される。
【０７３１】
　本発明のヒト抗体および／または免疫抱合体は、最も好ましくは、腫瘍の治療において
利用されることである。血管新生が重要である腫瘍としては、聴神経腫、神経繊維腫、ト
ラコーマおよび化膿性肉芽腫のような悪性腫瘍および良性腫瘍が挙げられる。血管新生は
、特に固形腫瘍の形成および転移において顕著である。しかしながら、血管新生は、白血
病および白血球の無制御の増殖が、通常は貧血、異常な血液凝固および、リンパ節、肝臓
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および脾臓の肥大化を伴って、生じている骨髄における種々の急性または慢性的な腫瘍性
疾病のような、血液によって運ばれる腫瘍性疾病にも関連する。また、血管新生は、白血
病様腫瘍を惹起する骨髄における異常性に関与するものである。
【０７３２】
　血管新生は、腫瘍転移の二つの段階において重要である。原発性腫瘍の血管脈の形成に
おいては、血管新生は細胞に血流中に入り、体内全体を循環することを可能にする。腫瘍
細胞は原発性部位から去り、二次性の転移部位に転入した後、新規の腫瘍が増殖および拡
大できるようになる前に、血管新生が発生しなければならない。それゆえに、血管新生の
防止は、腫瘍の転移を防止することができ、原発性部位における腫瘍の増殖を防いで、そ
の他の治療、特に、治療薬－指向性薬剤の構成体（以下参照）による治療を可能にする。
【０７３３】
　本発明によって提供される、ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体または
免疫抱合体の方法は、このように幅広く、血管構成物を有する悪性腫瘍の治療に適用可能
なものである。本発明の抗体および／または免疫抱合体の、腫瘍の治療における使用、特
に血管が形成された悪性腫瘍の治療における使用においては、この薬剤は単独で使用して
もよいし、たとえば化学療法剤、放射線治療薬剤、アポトーシス剤、抗血管新生剤および
／または抗毒素もしくは凝固リガンドとの組み合わせで使用してもよい。
【０７３４】
　治療されるべき典型的な血管が形成された腫瘍は、固形腫瘍であり、特に、上皮性悪性
腫瘍であり、これらは、酸素および栄養物の供給のために血管構成物を必要としている。
本発明を使用して治療されてもよい典型的な固形腫瘍は、特に限定されないが、肺、乳房
、卵巣、胃、膵臓、喉頭、食道、精巣、肝臓、耳下腺胆道、結腸、直腸、頸部、子宮、子
宮内膜、腎臓、胆のう、前立腺、甲状腺、扁平上皮細胞　上皮性悪性腫瘍、アデノ上皮性
悪性腫瘍、小細胞上皮性悪性腫瘍、メラノーマ、神経膠腫、グリア芽腫、経芽細胞腫等が
挙げられる。ＷＯ９８／４５３３１は、本明細書にて参考として含まれており、抗ＶＥＧ
Ｆ抗体を使用して有効に治療され得る腫瘍の種類がさらに例示されている。
【０７３５】
　腫瘍の維持および転移における血管新生の役割に関する知見は、乳癌のような癌の予後
指標になり得る。原発性腫瘍に見られる血管形成の量は、侵襲性乳上皮性悪性腫瘍にて最
も密な血管形成の部位における微小血管密度によって測定される。微小血管密度の高いレ
ベルは、腫瘍再発に相関性があることが見られる。本発明の治療による血管新生の制御は
、このような腫瘍の再発を低減または無効にする。
【０７３６】
　本発明は、固形腫瘍を呈する患者の治療における使用が考慮される。ＶＥＧＦＲ２－ブ
ロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体組成物の特徴的な物性に照らし合わせて、本発明の治療
は副作用を低減する。この特徴的な利点は、結果として、腫瘍に対する宿主応答の維持ま
たは向上、および骨組織における副作用の消失に繋がる。本発明は、小児癌治療や骨粗鬆
症およびその他の骨欠損を有する患者またはリスクがある患者の治療の選択肢としての抗
血管新生治療になろう。
【０７３７】
　全ての悪性腫瘍細胞および固形腫瘍は本発明によって治療されてもよいが、本発明にお
ける、接合していないＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体は、特に、より
血管新生性が大きい腫瘍を伴う患者または転移のリスクがある患者における使用が考慮さ
れる。
【０７３８】
　本発明も、防止性または予防的治療が意図される。本発明のこれらの態様は、浸潤性の
腫瘍または浸潤性の腫瘍播種である早期段階の腫瘍細胞を呈される患者を治療する本発明
の性能を含む。抗血管新生戦略としては、本発明は、予後テストおよび／または遺伝性の
癌を罹患する近接した親類に基づいた中程度のリスクまたは高リスクの対象における、腫
瘍の発達を防止するために使用されてもよい。
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【０７３９】
　本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体における接合型の形態また
は抗毒素型の形態は、特に、破壊性またはデバルキング性の固形腫瘍においての使用が考
慮される。本発明のこれらの態様は、結合していない本発明の抗血管新生抗体とともに、
あるいは、その他の抗血管新生手段とともに使用されてもよい。
【０７４０】
　本治療方法における免疫抱合体の形態およびプロドラッグの形態は、抗体の元来備わっ
た抗血管新生特性および、付随した治療上の特性（たとえば、細胞毒性、凝集性、アポト
ーシス誘導性など）という、２つの特性を有する単一の治療薬を提供することの異なった
利点があることは、当業者であれば容易に理解される。このように、本抗体の接合型の形
態およびプロドラッグの形態は、癌治療の分野において、予期し難いほどの幅広い利用性
を有している。
【０７４１】
　本発明の異なる態様に関連した使用により適した患者に関する、本明細書にて提供され
るガイダンスは、特定の患者のプロファイルが、本発明によって治療される患者の選択を
補助するものであってもよい旨を教示するものとして意図されている。特定の患者または
患者の分類の予備的な選択は、上述の血管が形成された腫瘍や血管形成性の疾患を有する
患者全ての貯血に関連した本発明の有用性を否定するものである。さらに考察されること
としては、本発明によって提供される腫瘍における攻撃は、事後的治療が、結果として全
面的な相乗効果にならしめたり、あるいは全体的な緩和または治癒に至らしめたりするた
めに、さらなる治療的処置の前に、腫瘍に前処理を行うことも許容されるということであ
る。
【０７４２】
　いかなる特定の種類の腫瘍も本発明を使用した治療から除外されるべきではないと考え
られる。しかしながら、この種類の腫瘍細胞は、他の治療薬、特に化学療法剤および抗腫
瘍細胞の免疫毒物とともに組み合わせての使用に関連するのかもしれない。本治療の、非
接合型および接合型のどちらの態様も、腫瘍の血管系の増殖を阻害する抗血管新生効果が
含まれよう。接合体およびプロドラッグの治療態様は腫瘍の血管系さらに破壊または閉塞
される。血管系は実質的にまたは完全に固形腫瘍全てにおいて共通であるので、本発明の
方法は、特定の表現型または遺伝子型に関係なく、幅広くまたは完全に全ての固形腫瘍の
治療に適用可能であろう。
【０７４３】
　ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体または免疫抱合体の構成体の治療状
有効な投与量は、たとえば、本明細書での詳細な研究にて示されるように、動物モデルか
らのデータを用いて容易に決定される。固形腫瘍を有する実験動物は、臨床環境に改変す
るに先だって、適切な治療のための投与量に最適化するために汎用される。
【０７４４】
　このようなモデルは、有効な抗癌戦略を予想するにあたって、非常に信頼性があるもの
と知られている。たとえば、固形腫瘍を有するマウスは、本実施例にて使用されているよ
うに、幅広く、臨床前の試験において使用されている。本発明者らは、人工的に許容され
たマウスモデルを用いて、最少の毒性で有益な抗腫瘍効果を与える使用範囲を決定した。
【０７４５】
　接合していないＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体の、抗血管新生治療
における使用においては、臨床的治療のための投与量の策定における助けとするために、
別の発行されたデータに目を向けることができる。例えば、本発明の効果は、本技術分野
における抗体に比べて異なる利点を有するが、他の抗ＶＥＧＦ抗体での治療に関する文献
の情報は、本出願におけるデータおよび教示内容と併せて使用され、治療プロトコールお
よび投与量を設計および／または最適化することができる。
【０７４６】
　例えば、Ｂｏｒｇｓｔｒｏｍら（１９９９）は、特に、参照により本明細書に援用され
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るものであるが、ＭＡｂ　Ａ４．６．１を用いて、乳癌のインビボでの血管新生における
ＶＥＧＦの重要性を説明している。Ａ４．６．１抗体のヒト化の形態（アバスチン、ベバ
シズマブ）では、臨床的使用が提案されている（Ｈｕｒｗｉｔｚら、２００４）。本発明
のヒト抗体は、Ａ４．６．１／アバスチンでの比較研究において、同等か、あるいはより
改善された抗腫瘍応答を示すことから、これらの抗体は、乳癌を含め、ヒトの癌治療にお
いて顕著な利用性を有するものであろう。本発明者らは、さらに、当業者ならば当然であ
るが、乳癌を有する患者は一般的には中年またはそれ以後の年齢群の女性であり、骨粗鬆
症に関する懸念も明らかであることが理解される。つまり、本発明におけるＶＥＧＦＲ２
－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体は、骨代謝に悪影響を惹起しないという追加的な利
点があるので、骨粗鬆症を有するまたはそれが進行するリスクを有する乳癌の患者におけ
る使用は好ましいものである。
【０７４７】
　同様の種類の効用は、ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体の治療を、小
児癌の治療のための好ましい薬剤とする。癌を持つ小児において、健康的かつ実質的な骨
成長を維持するという必要性は明らかである。ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥ
ＧＦ抗体は、骨の発達に重要である破骨細胞および軟骨吸収細胞の活性を実質的に悪化さ
せるものではないので、これらの抗体は、アバスチンのような他の抗体に対して重要な利
点を有するものであろう。
【０７４８】
　Ｂｏｒｇｓｔｒｏｍら（１９９９）も、本明細書に参照として特に含まれるものである
が、ドキソルビシンとともに使用された場合、ＭＡｂ　Ａ４．６．１は、有意な腫瘍の退
行に至る旨の結果を示している。ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体と典
型的な細胞毒性または化学治療の薬剤との複合的な使用を裏付けるもので、多様な癌の治
療における有意な臨床的結果を達成している。接合していないドキソルビシンおよびドキ
ソルビシンプロドラッグの組み合わせも考慮される。
【０７４９】
　Ferraraおよび同僚も、腫瘍を有するマウスにおける、マウス抗ＶＥＧＦモノクローナ
ル抗体の有効性および濃度応答、ならびにヒトの治療への推測について報告している（Mo
rdenti et al., 1999、参照により本明細書に援用される。）。この研究は、癌患者にお
ける上記抗体の組換えヒト化型の有効な血漿濃度を概算できるように、マウス抗ＶＥＧＦ
モノクローナル抗体の濃度応答的な関係を評価するために設定されたものである。
【０７５０】
　Mordenti et al., (1999)は、要求される有効な範囲でヒト用の治療抗体を維持するの
に有効な臨床的な投与処方計画を規定するために、容易にヒトの系に適用することのでき
るマウス抗体の投与量を用いて、ヌードマウスにおける満足な腫瘍の抑制が達成されるこ
とを結論付けた。したがって、この人工的に管理されたマウスモデルからのデータは、Mo
rdenti et al., (1999)にて報告された分析の種類、さらに、本明細書に記載された当業
者に知られた技術を用いて、適切なヒトの投与量に改変することもできる。
【０７５１】
　サルにおける、Ｇｅｎｅｎｔｅｃｈ社の抗ＶＥＧＦ抗体の組換えヒト化型の臨床前の安
全性評価からの結果（Ryan et al., 1999、参照により本明細書に特に援用されるもので
ある。）は、特定の候補となる治療の欠点を例示することになった。本抗体は、この動物
において薬学的活性を有するものの、本研究におけるサルは、肥大軟骨細胞、軟骨下骨板
形成、成長板の血管侵入の阻害においての投与量相関的な増加を特徴とする骨端異形成を
示した。このような欠点は、ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体の使用に
おいて全くないことが証明されており、そしてＶＥＧＦＲｌに介在される軟骨吸収細胞お
よび軟骨細胞のシグナル伝達を阻害しないものである。
【０７５２】
　ヒト化モノクローナル抗ＶＥＧＦ抗体の臨床前の薬物動態、種間スケーリングおよび組
織分布についての更なる研究からのデータは、Lin et al.,（1999、参照により本明細書
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に特に援用される。）により報告されている。これらの研究は、マウス、ラット、サルお
よびウサギにおいて実施され、後者では１２５Ｉ標識化抗体が使用されている。マウス、
ラットおよびサルからの薬物動態のデータは、ヒトでの相対的スケーリングを用いてヒト
化対応抗体の薬物動態を予想するために使用される。したがって、適切な投与量の情報は
、リウマチ性関節炎、目における血管新生および癌のような、ヒトの病理的状態の治療へ
展開される。
【０７５３】
　抗ＶＥＧＦ抗体Ａ４．６．１（アバスチン、ベバシズマブ）のヒト化の形態は、現在、
臨床的な使用検討がなされている（Hurwitz et al., 2004、参照により本明細書に援用さ
れる）。それゆえに、本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体の治療
における投与量を設定する場合、このような臨床データは、参照材料として考慮され得る
。本発明は、腫瘍担持マウスにおける研究においては、Ａ４．６．１／アバスチンと同じ
くらい有効な新規のヒト抗体を示すが、ＶＥＧＦの、ＶＥＧＦＲ２介在の活性のみを阻害
する特異性が利点である。治療に使用され得るヒト化抗ＶＥＧＦ抗体の投与量をさらに例
示するために、ＷＯ９８／４５３３１も参照により本明細書に特に援用される。
【０７５４】
　腫瘍治療における、接合したＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体の使用
に関しては、腫瘍の血管系に対する幅広い治療を送達して有益な効果を達成する成功に関
する科学技術文献および特許文献が参照されてもよい。例としては、米国特許第５，８５
５，８６６号；第５，８７７，２８９号；第５，９６５，１３２号；第６，０５１，２３
０号；第６，００４，５５５号；第５，７７６，４２７号；第６，００４，５５４号；第
６，０３６，９５５号；および第６，０９３，３９９号のそれぞれは、そのような治療薬
－指向性薬剤構造物の使用について更に説明するために、参照により本明細書に特に援用
される。この場合においては、治療薬－指向性薬剤構造物は、抗血管新生効果を発揮する
指向性薬剤部分を含み、それは付着した治療薬の抗腫瘍活性を拡大したり、あるいは向上
させたりすることとなる。
【０７５５】
　本技術分野において知られているように、臨床的処置に進む前に、診療前試験に関連す
る基準として使用されてもよい現実的な目的がある。しかしながら、臨床における他の抗
ＶＥＧＦ抗体の進展、本明細書で示されたような、許容されたモデルにおける実証済みの
抗腫瘍効果、および本戦略における向上した安全性に照らし合わせてみると、本発明は、
臨床的処置への急速な適用を伴う治療法を提供する。このように、臨床前試験を用いて、
最も有利な抗体、投与量、または組み合わせを選択してもよい。
【０７５６】
　何れも一貫して検出可能な抗血管新生効果、転移阻害、腫瘍の血管系の破壊、腫瘍の血
栓形成、壊死および／または一般的な抗腫瘍活性を結果として示す、いかなるＶＥＧＦＲ
２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体または免疫抱合体の投与量または複合薬剤も、有
用な発明の輪郭を示す。本発明は、腫瘍の下流の血管に対して効果的である、すなわち、
少なくとも、排出する血管の一部分を標的とする。特に腫瘍から放出されるサイトカイン
が、これらの血管に作用し、抗原プロフィールを変化させるためである。
【０７５７】
　ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体または免疫抱合体の投与または複合
治療の、抗血管新生および／または腫瘍効果が、意図された治療範囲の最低限に近い状況
であったとしても、本治療は、特定の腫瘍対象または患者の内容においては、その他の公
知の療法と同等か、さらにより効果的なものでありうることも理解されよう。不運なこと
に、臨床医には、ある腫瘍および症状は中長期の期間では効果的には治療できないが、本
発明の治療の使用、特に少なくとも、その効果がその他一般的に提案されている戦略とほ
ぼ同じくらいである場合の本発明の治療の使用を否定しないものであることは明らかであ
る。
【０７５８】
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　血管が形成された腫瘍を治療するために、ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧ
Ｆ抗体または免疫抱合体構造物の適切な投与量、複合治療、設計する際に、本明細書に記
載の動物研究および文献における知見から容易に推定して、臨床的投与のための適切な投
与量に達することができよう。動物からヒトへの投与用へ変換を達成するには、実験動物
の単位重量あたりの投与された薬剤の重量を測定し、好ましくは、実験動物とヒト患者と
の間の体表面積（ｍ２）の差異を計測する。このような計算は全て、当業者によく知られ
、定型的なものである。
例えば、マウスの研究における問題のない投与量を例にとり、質量および表面積に基づい
て基準計算を行うと、ヒト患者において使用するための有効な投与量は、約１ｍｇ／ｍ２

と約１０００ｍｇ／ｍ２の間、好ましくは約５０ｍｇ／ｍ２と５００ｍｇ／ｍ２の間、最
も好ましくは約１０ｍｇ／ｍ２と１００ｍｇ／ｍ２の間であるだろう。これらの投与量は
、裸のまたは接合していない抗体の抗血管新生剤としての使用について好ましいものであ
るが、裸のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体及びＶＥＧＦＲ２－ブロッ
キング，ヒト抗ＶＥＧＦ免疫抱合体にとって適切なものである。
【０７５９】
　したがって、この情報を用いて、本発明者は、ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗Ｖ
ＥＧＦ抗体または免疫抱合体の使用可能な低投与量は、約１，２，３，４，５，６，７，
８，９，１０，１２，１５，２０，２５，３０，３５，４０，４５または約５０ｍｇ／ｍ
２で、このような抗体または免疫抱合体のヒト投与のための使用可能な高投与量は、約６
００、６５０、７００、７５０、８００、８５０、９００、９２５、９５０、９７５また
は約１０００ｍｇ／ｍ２であることを考慮した。つまり、ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，
ヒト抗ＶＥＧＦ抗体または免疫抱合体のヒト投与のための中間投与量は、約５５、６０、
７０、８０、９０、１００、１２５、１５０、１７５、２００、２５０、３００、３５０
、４００、４５０、５００、５２５、５５０または約５７５ｍｇ／ｍ２等のような低範囲
と高範囲との間の投与量であることが考慮される。
【０７６０】
　前述した典型的な投与量の何れかの特定範囲または特定の範囲の間の値が考慮される。
ＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ免疫抱合体は使用される場合、凝固性の免疫
抱合体は毒性のある免疫抱合体よりも高い投与量で、一般的に使用できることが理解され
る。
【０７６１】
　概して、約１０～１００ｍｇ／ｍ２、約１０～９０ｍｇ／ｍ２、約１０～８０ｍｇ／ｍ
２、約２０～１００ｍｇ／ｍ２、約２０～９０ｍｇ／ｍ２、約２０～８０ｍｇ／ｍ２、約
３０～１００ｍｇ／ｍ２、約３０～９０ｍｇ／ｍ２、約３０～８０ｍｇ／ｍ２、約１５～
１００ｍｇ／ｍ２、約２５～１００ｍｇ／ｍ２、約３５～１００ｍｇ／ｍ２、約１５～９
０ｍｇ／ｍ２、約２５～９０ｍｇ／ｍ２、約３５～９０ｍｇ／ｍ２等の間の、ＶＥＧＦＲ
２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体または免疫抱合体の投与量範囲が好ましい。これ
ら言及された範囲にもかかわらず、本明細書にて提示されたパラメーターおよび詳細な基
準が与えられる場合、活性がある範囲または最適な範囲の更なる変更も本発明に包含され
ることが理解される。
【０７６２】
　したがって、より低い投与量は、その他の薬剤との組み合わせにおいては、より適切な
ものであり、高い投与量は、特に、ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体お
よび免疫抱合体における向上された安全性がある場合、依然として許容できることが理解
されよう。ヒト抗体（および、必要に応じてはヒト凝固剤または抗血管新生タンパク質）
の使用は、本発明が、臨床的に使用されるためにより安全なものとみなされ、健常な組織
における有意な毒性または副作用の機会をさらに低減する。
【０７６３】
　本発明の治療の処方計画の意図するところは、一般的に、有意な抗腫瘍効果を発揮し、
その上、投与量を、許容できない毒性を伴う基準以下にすることである。それ自体の投与
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量の変更とともに、投与の処方計画も最適化された処置戦略が適用される。治療のプロト
コールでは、ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体または免疫抱合体あるい
はそのようなものを含む治療カクテルが、１週間当たり１～３回、好ましくは静脈内また
は筋肉内への投与、最も好ましくは静脈内への投与によって、約１ｍｇ／ｍ２と約１００
０ｍｇ／ｍ２との間、好ましくは、約５０ｍｇ／ｍ２と約５００ｍｇ／ｍ２との間、最も
好ましくは、約１０ｍｇ／ｍ２と約１００ｍｇ／ｍ２との間で投与される。
【０７６４】
　特定の投与量での投与を行うに当たり、提供する薬学的に許容し得る組成物（ＦＤＡの
滅菌、発熱性、純度および一般的な安全性の基準に基づく）を患者に好ましくは全身的に
提供されることが好ましい。静脈内注入が一般的に好ましい。約１時間または２時間程度
の時間にわたっての持続注入も考慮される。
【０７６５】
　当然ながら、広範囲に使用するに先だって、臨床試験が実施される。臨床試験を実施す
る、患者処置およびモニタリングを含めた種々の要素が、本開示に照らし合わせて、当業
者に知られている。なお、以下の情報は、このような試験を確立する際に使用されるため
の一般的基準を提示している。
【０７６６】
　最初のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体に選択された患者の処置研究
は、少なくとも一連の典型的な治療に対しては反応を示さないであろうため、客観的に、
理学的検査、検査室的技術、および／または放射線手技に決定されるような、測定可能な
疾患を有する。いかなる化学治療も、本研究の開始の前に、少なくとも２週間は停止され
るべきである。ここでは、マウスモノクローナル抗体または抗体部分が用いられ、上記患
者はマウス免疫グロブリンンに対するアレルギー履歴を有さないべきである。
【０７６７】
　特定の利点が、三重ルーメンポートを有する中心留置静脈カテーテルの使用にて見出さ
れる。ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体は例えば、０．２２μフィルタ
ーを用いた、ろ過処理がなされ、生理食塩水などで、最終体積１００ｍｌに適切に希釈さ
れる。使用に先立って、試験試料も同様にしてろ過処理され、Ａ２８０値を測定すること
で濾過前後のその濃度が評価される。予想される回収率は、８７％～９９％の範囲内にあ
るはずであり、タンパク質のロスのための調節も考慮されることができる。
【０７６８】
　ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体または接合体は、２～７日のインタ
ーバルで２～４回の注入を受けた各患者には、およそ４～２４時間の期間に亘って投与さ
れてもよい。この投与、７日の期間に亘って一定速度にて実施され得る。どんな投与量の
基準において与えられる注入も、観察される毒性による。それゆえに、もし、一度の注入
後あるいは、一定速度の注入の特定の期間において、グレード２の毒性に達成した場合、
毒性が改善されない限り、さらなる投与量は、控えるべきであり、または一定速度の注入
を停止すべきである。約６０％の患者が、あるカテゴリーにおいて、許容できないグレー
ドＩＩＩまたはグレードＩＶを示すまでは、ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧ
Ｆ抗体を患者群に投与すべきである。この値の２／３である投与量は、安全な投与量とし
て定義される。
【０７６９】
　理学的検査、腫瘍測定および検査室的試験は、もちろん、処置前で、一ヶ月以後までの
インターバルで実施される。検査室試験は、全血球計算、血清クレアチニン、クレアチン
キナーゼ、電解質、尿素、窒素、ＳＧＯＴ、ビリルビン、アルブミン、および全血清蛋白
湿に関するものを含むべきである。処置後６０日までに採取された血清試料は、ラジオイ
ムノアッセイによって、投与された治療剤および該アッセイの抗体に一部に対する抗体の
存在下において評価される。例えば、ＥＬＩＳＡまたはＲＩＡのような標準アッセイを用
いての血清の免疫学的分析によって、ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体
の薬物動態およびクリアランスが評価可能である。
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【０７７０】
　抗腫瘍反応を評価するために、患者は４８時間から１週間、および最後の注入後３０日
後にて再度検査される。触診可能な疾患が存在する場合、処置の間、治療完了後１週間以
内および３０日時点で全塊分の２つの垂直直径を測定する。触知不能な疾病を測定するた
めに、４８時間から１週間、および最後の注入後３０日後、胸部、腹部および骨盤の１ｃ
ｍ間隔で一連のＣＴスキャンを実施することができる。組織試料は、疾病部位からの生検
もしくは、適切ならば血液または流動試料を用いて組織学的に、および／またはフローサ
イトメトリーによって評価される。
【０７７１】
　また、臨床的反応は、許容可能な測定によって定義されてもよい。例えば、完全な臨床
的反応は、処置後１月で、全ての計測可能な腫瘍の消失によって定義されたものでもよい
。一方で、部分的な臨床的反応は、処置後１月で、腫瘍部位の拡大を伴わずに、評価可能
な腫瘍の小塊全てにおける垂直直径の測定値の合計が５０％以上低減することで、定義さ
れたものでもよい。同様に、これらが併用された臨床的反応は、１以上の部位での進行を
伴い、測定可能な損傷全ての垂直直径の測定値の５０％以上の低減によって定義されるも
のでもよい。
【０７７２】
　臨床試験の結果に照らし合わせると、上述したように、より正確な処置の処方計画が組
み合わせられる。それでも、投与量の一部の変更は、処置される対象の状態に依存して、
事後的に必要になろう。該投与を担当する内科医は、本開示に照らし合わせて、個々の対
象に適切な投与量が決定されることができよう。このような最適化および調整は、定型的
に本技術分野において実施され、決して過度の実験に反映されるものではない。
【０７７３】
　Ｇ．複合療法
　関節炎，乾癬，アテローム性動脈硬化，糖尿病性網膜症，加齢性黄斑変性症，グレイヴ
ズ病，血管再狭窄，血管腫および血管新生性緑内症（または上述したその他の疾病）のよ
うな血管新生疾病または固形腫瘍を治療するのに使用するかどうかに関わらず、本発明は
他の治療法と組み合わすことができる。
【０７７４】
　本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体の治療法は、患者が呈する
特定の腫瘍，疾病または障害の治療において一般的に使用するその他の方法と組み合わす
ことができる。特定の治療法が、患者の症状そのものに対して有害なものとして知られて
いない場合、およびＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体治療に対して有意
に無効にしない場合に限り、本発明との組み合わせを考慮する。
【０７７５】
　固形腫瘍の治療に関して、本発明は、外科的手術，放射線治療，化学治療などのような
従来法と組み合わせて使用してもよい。従って、本発明は、ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング
，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体構造物が、外科的手術または放射線照射と同時に、その前またはそ
の後に使用されるか、あるいは、典型的な化学治療、放射線治療もしくは血管新生阻害剤
、標的となる抗毒素または凝固リガンドの治療と同時に、その前に、またはその後に、患
者に投与する複合療法を提供する。
【０７７６】
　放射線治療、血管新生阻害剤、アポトーシス誘導剤および抗チューブリン剤とともに本
発明の複合的な使用は、特に好ましい。このような薬剤の多くの例は、本発明の免疫抱合
体に関連して上述されている。治療の接合体の一部分として使用すると最初に記載された
薬剤も、別個に使用してもよいが、本発明とともに実施可能に組み合わせて使用してもよ
い。
【０７７７】
　１つ以上の薬剤を、ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体の治療とともに
組み合わせて使用した場合、各治療が別個に実施された際に観察される効果が追加される
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べき組み合わされた結果が要求されない。少なくとも、追加効果は一般的に望ましいが、
単一の治療の一つよりも向上した抗腫瘍効果は有益なものであろう。また、相乗効果を示
す複合治療の要求は特にないが、この複合治療は確かに可能性があり、かつ有利なもので
ある。
【０７７８】
　例えば、目またはその他の血管新生性の疾病または障害に対するもののような、抗血管
新生に対する複合治療を実施するために、ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ
抗体を、動物体内で、結果としてそのような複合治療または血管新生阻害活性が有効なよ
うに別の（第２の）血管新生阻害剤を含めた、その他の治療薬との組み合わせで、動物に
単に投与される。
【０７７９】
　それゆえに、薬剤は、有効な量および結果として疾患部位内で混合して存在し、目のよ
うな疾病の環境におけるこれらの複合作用になる有効な投与量および回数の期間で提供さ
れる。
【０７８０】
　この目的を達成するに、ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体およびその
他の治療または血管新生阻害剤は、動物に、単一の組成物にて、あるいは異なった投与経
路を用いて、２つの別個の組成物で同時に投与されてもよい。代わりに、ＶＥＧＦＲ２－
ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体の治療は、例えば、数分から週および月の範囲のイン
ターバルで、その他の治療または抗血管新生治療に先立つもの、あるいは後におこなうも
のであってもよい。このような治療は、ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗
体およびその他の治療または血管新生阻害剤が有利に複合治療の効果を発揮できるように
、このような治療が実施される。
【０７８１】
　腫瘍治療においては、組み合わされた抗腫瘍治療を実施するために、同じように、動物
体内で、結果として組み合わされた抗腫瘍作用が有効なようにＶＥＧＦＲ２－ブロッキン
グ，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体を別の抗がん剤と組み合わされて、動物に投与される。この薬剤
は、再度、結果として、腫瘍の血管系内で組み合わされて存在することと、腫瘍環境にお
いて組み合わされた作用になるように、効果的な量および回数の期間で投与される。
【０７８２】
　ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体および抗癌剤は、動物に、同時に、
単一の組成物であるいは、異なった投与経路を用いて、２つの別個の組成物として投与さ
れてもよい。代わりに、ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体は、例えば数
分から数週および数カ月離れて、抗ガン剤の前、または後に与えられてもよい。抗癌剤お
よびＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体は、有利に組み合わされた効果を
腫瘍に対して発揮する。多くの抗癌剤は、ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ
抗体の抗血管新生治療に先立って与えられる。しかしながら、多くのその他の抗癌剤は、
ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体と同時に、または、特にＶＥＧＦＲ２
－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体の後に使用された場合に、その後に、投与される。
【０７８３】
　癌治療における物質の組み合わせの一般的な使用は、よく知られている。例えば、米国
特許番号５，７１０，１３４（参照により本明細書に特に援用される。）は、非毒性の物
質すなわち「プロドラッグ」との組み合わせで腫瘍において壊死を誘導する構成物を開示
している。壊死の過程で放出される酵素が、非毒性の「プロドラッグ」を開裂して毒性を
有する「薬剤」を生成し、これが、腫瘍細胞の死に至らしめる。また、米国特許番号５，
７４７，４６９（参照により本明細書に特に援用される。）は、ｐ５３をコードするウイ
ルスベクターとＤＮＡ損傷薬剤とを組み合わせた使用が開示されている。このような類似
した方法は本発明とともに使用され得る。
【０７８４】
　幾つかの状況においては、有意に治療の回数の期間を延長することが望しいことがある
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。この場合、各投与間において数日（２、３、４、５、６または７）、数週（１、２、３
、４、５、６、７または８）または数カ月（１、２、３、４、５、６、７または８）の期
間である。このことは、ある治療が実質的に腫瘍を破壊することが実質的に意図され、外
科的手術または化学治療および別の治療が、抗血管新生に基づいて治療のような、微小転
移または腫瘍の再増殖を防止することが意図されている場合において有利である。抗血管
新生は、手術後の注意を要する時期にて、投与され、効果的な創傷治癒に至らしめる。
【０７８５】
　ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体か抗癌剤の何れかの、１以上の投与
が利用されることも想定される。これらの薬剤は、交互に、別の日または週において投与
されてもよいし、一連のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体が、一連の抗
癌剤治療の後に、投与されてもよい。何れにせよ、複合療法を用いて、腫瘍の退行を達成
するためには、投与回数に関係なく、抗腫瘍効果を達成するのに有効な組み合わせられた
量で療法の薬剤が送達されることである。
【０７８６】
　外科的手術に関して言えば、外科的介入は、本発明とともに組み合わされて実施するこ
とができる。放射線治療に関して、γ線照射、Ｘ線照射、ＵＶ照射、マイクロ波照射さら
には電子線放出等のように、ＤＮＡ損傷を腫瘍細胞内で局所的にに誘導するいかなる機構
も考慮される。放射性同位体の腫瘍細胞への直接的な送達も考慮され、これは標的とする
抗体または標的手段、好ましくはＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体に関
して使用されてもよい。
【０７８７】
　サイトカイン治療も、複合治療の処方計画に有効なパートナーであることが証明されて
いる。種々サイトカインがこのような複合法にて用いられる。サイトカインの例としては
、ＩＬ－ｌα、ＩＬ－ｌβ、ＩＬ－２、ＩＬ－３、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－６、ＩＬ
－７、ＩＬ－８、ＩＬ－９、ＩＬ－１０、ＩＬ－１１、ＩＬ－１２、ＩＬ－１３、ＴＧＦ
－β、ＧＭ－ＣＳＦ、Ｍ－ＣＳＦ、Ｇ－ＣＳＦ、ＴＮＦα、ＴＮＦβ、ＬＡＦ、ＴＣＧＦ
、ＢＣＧＦ、ＴＲＦ、ＢＡＦ、ＢＤＧ、ＭＰ、ＬＩＦ、ＯＳＭ、ＴＭＦ、ＰＤＧＦ、ＩＦ
Ｎ－α、ＩＦＮ－β、ＩＦＮ－γが挙げられる。サイトカインは、患者の症状およびサイ
トカインの相対的毒性のような臨床的適応に一致した、標準的な処方計画に準拠して投与
される。ウテログロビンも転移を防止または阻害するために使用されてもよい（米国特許
番号．５，６９６，０９２；参照により本明細書に特に援用される。）。
【０７８８】
　Ｇｌ．化学療法
　特定の態様においては、本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体は
、化学療法剤と組み合わされて使用されてもよい。多様な化学治療薬剤が、本明細書にて
開示された複合治療法において使用されてもよい。化学治療薬剤は、典型的には、アドリ
アマイシン、ダクチノマイシン、マイトマイシン、カルミノマイシン、ダウノマイシン、
ドキソルビシン、タモキシフェンタモキシフェン、タキソール、タキソテール、ビンクリ
スチン、ビンブラスチン、酒石酸ビノレルビン、エトポシド（ＶＰ－１６）、５－フルオ
ロウラシル（５ＦＵ）、シトシンアラビノシド，シクロホスファミド、チオテパ、メトト
レキセート，カンプトテシンアクチノマイシン－Ｄ、マイトマイシンＣ、シスプラチン（
ＣＤＤＰ）、アミノプテリン、コンブレタスタチンおよびこれらの誘導体ならびにプロド
ラッグが挙げられることが考慮される。
【０７８９】
　当業者によって理解されるように、化学治療薬剤の適切な投与量は、一般的に臨床的治
療において既に使用されるおよその量であって、化学療法は、単独で、その他の化学療法
とともに、投与される。ほんの一例として、シスプラチンのような薬剤およびその他のＤ
ＮＡアルキル化剤が使用されてもよい。シスプラチンは、合計三回の間で、３週間につき
５日間の２０ｍｇ／ｍ２の臨床的適用にて使用された効果的な投与量で、幅広く癌の治療
に使用されている。シスプラチンは、経口的には吸収されなく、そのため静脈内、皮下、
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【０７９０】
　更なる有用な薬剤としては、ＤＮＡ複製、有糸分裂および染色体分離を干渉する化合物
が挙げられる。このような化学療法化合物としては、ドキソルビシン、エトポシド、ベラ
パミル、ポドフィロトキシン等として知られているアドリアマイシンが挙げられる。新生
物の治療のための臨床の場において使用されているので、これらの化合物は、アドリアマ
イシンでは２１日のインターバルの２５～７５ｍｇ／ｍ２の投与量で静脈内に、エトポシ
ドでは３５～５０ｍｇ／ｍ２の投与量で静脈内に、または静脈内での投与量の倍量を経口
的に、ボーラス注入を介して投与される。
【０７９１】
　ポリヌクレオチド前駆体の合成および忠実性を崩壊する薬剤も、使用してもよい。広範
な試験が実施され、容易に使用可能である薬剤が特に有用である。そのようなものとして
、５－フルオロウラシル（５－ＦＵ）は、新生物組織に好ましく使用され、この薬剤を腫
瘍細胞を標的とするのに特に役立つ。５－ＦＵは、著しい毒性を有するものの、局所的投
与を含めて、幅広い範囲の抗体において適用できるが、３～１５ｍｇ／ｋｇ／日の範囲で
の投与量で静脈内投与が一般に使用される。
【０７９２】
　複合治療のための、典型的な化学療法薬剤を、表Ｃに例示する。例示された各薬剤は、
典型的なものであり、限定されない。当業者によれば、「Remington's Pharmaceutical S
ciences」（１５版、３３章、特に６２４～６５２頁）が参考にされる。治療される症状
に応じて、投与量における変更がなされ得る。内科医が施す治療は個々の対象に適切な投
与量を決定することができよう。
【０７９３】
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【０７９４】
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【０７９６】
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【表Ｃ－４】

【０７９７】
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【表Ｃ－５】

【０７９８】
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【０７９９】
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【０８００】
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【表Ｃ－８】

　Ｇ２．抗血管新生
　正常な生理状態の下では、ヒトまたは動物は、極めて特異的に制限された状況のみにお
いて血管新生がなされる。例えば、血管新生は、創傷治癒、胎児や胚の発生、および黄体
、子宮内膜および胎盤の形成において、正常に観察される。制御されていない（持続的お
よび／または無秩序な）血管新生は、種々の疾患状態に関連し、腫瘍の転移の間において
発生する。
【０８０１】
　制御された血管新生も制御されていない血管新生も、何れも、同様に進行するものと考
えられている。内皮細胞および周皮細胞は、基底膜に囲まれているものであり、毛細血管
を形成するものである。血管新生は、内皮細胞および白血球によって放出される酵素によ
り基底膜の浸食で始まる。内皮細胞は、血管の内腔に整列し、基底膜を介して突出してい
る。血管新生の刺激物は、内皮細胞を誘導して、浸食された基底膜から遊走する。この遊
走している細胞は、元の血管から「芽」を形成し、ここでは、内皮細胞は、有糸分裂およ
び増殖を経る。内皮の芽は、互いに融合し、ループ状毛細血管を形成し、さらに、新規の
血管を創出する。
【０８０２】
　本願のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体は、１以上の抗血管新生と組
み合わせて使用されてもよい。その他の中和抗体（Kim et al., 1992; Presta et al., 1
997; Sioussat et al., 1993; Kondo et al., 1993; Asano et al., 1995; Hurwitz et a
l., 2004）、可溶型受容体構成物（Kendall and Thomas, 1993; Aiello et al., 1995; L
in et al., 1998; Millauer et al., 1996）、チロシンキナーゼ阻害剤（Siemeister et 
al., 1998）、ＶＥＧＦまたはＶＥＧＦ受容体に対する、アンチセンス戦略、ＲＮＡアプ
タマーおよびリボザイム（Saleh et al., 1996; Cheng et al., 1996；何れも参照により
本願明細書に援用される。）のような、ＶＥＧＦを阻害する他の薬剤との組み合わせも含
まれる。参照により本明細書に特に援用されるものであるがWO 98/16551において記載さ
れているように、アンタゴニスト特性を有するＶＥＧＦ変異体も使用されてもよい。
【０８０３】
　抗血管新生治療は、血管新生阻害剤の提供またはアンタゴニスト剤の阻害に基づくもの
であってもよい。アンタゴニスト剤の阻害は、ＶＥＧＦを阻害する１以上の方法によって
達成されてもよく、中和抗体、可溶型受容体構造物、低分子阻害剤、アンチセンス、ＲＮ
Ａアプタマーおよびリボザイムの全てが採用されてもよい。例えば、参照により本明細書
に特に援用される、米国特許第５，５２０，９１４号において記載されているように、ア
ンギオジェニンに対する抗体は用いられてもよい。ＦＧＦが血管形成に関連するという点
では、ＦＧＦ阻害剤も使用されてもよい。一例としては、アルカラン硫酸のようなグルコ
サミノグリカンを含めた、主要な繰返し単位としての２－Ｏ－硫酸化ウロン酸の配列を変
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り本明細書に特に援用される米国特許第６，０２８，０６１号に記載され、本発明にて組
み合わされて使用されてもよい。
【０８０４】
　種々の疾患状態にて明らかにされているような血管新生の治療に有益な無数のチロシン
キナーゼ阻害剤が現在知られている。これらの阻害剤としては、例えば、参照により本明
細書に特に援用される米国特許第５，６３９，７５７号の４－アミノピロロ［２，３－ｄ
］ピリミジンが挙げられ、本発明と組み合わされて使用されてもよい。
【０８０５】
　ＶＥＧＦＲ２受容体を介したチロシンキナーゼ情報伝達を調節することができる有機分
子の更なる例としては、米国特許第５，７９２，７７１号のキナリゾン化合物およびその
組成物が挙げられ、この特許文献は、特に、血管新生疾病の治療における本発明とともに
使用するための更なる組み合わせを説明する目的で、参照により本明細書に援用される。
【０８０６】
　その他の化学品クラスの化合物も、血管新生を阻害することを示し、本発明と組み合わ
せて使用されてもよい。例えば、参照により本明細書に特に援用される米国特許第５，９
７２，９２２号において記載されているような、血管新生抑制性の、４，９（１１）－ス
テロイドおよびＣ２１酸素化ステロイドのようなステロイド複合治療において使用される
。米国特許第５，７１２，２９１号および第５，５９３，９９０号は、何れも参照により
本明細書に特に援用される、サリドマイドおよび関連物質、前駆体、類似体、代謝物およ
び加水分解物について記載されており、これらは、血管新生を阻害するために、本発明と
組み合わされて使用されてもよい。米国特許第５，７１２，２９１号および第５，５９３
，９９０号における化合物は、経口的に投与され得る。複合治療に関連して使用される、
さらなる典型的な血管新生阻害剤は、表Ｄにて例示する。ここで例示された各薬剤は、典
型的なものであって、決して限定されるものではない。
【０８０７】
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【０８０８】
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【表Ｄ－２】

　血管新生を阻害する際に使用するための特定の好ましい化合物は、アンジオスタチン、
エンドスタチン、バスキュロスタチン、カンスタチンおよびマスプシンである。このよう
な薬剤は、本発明の免疫抱合体に関して上述されたものであるが、非接合型の形態ととも
に組み合わされて使用されてもよい。
【０８０９】
　バクテリアポリサッカリドＣＭ１０１および抗体ＬＭ６０９を含めた特定の抗血管新生
治療では、腫瘍退行を引き起こすことが示されている。ＣＭ１０１は、腫瘍における血管
新生の炎症を誘導する能力において性状がよく調べられた、バクテリアのポリサッカリド
である。ＣＭ１０１は、補体系の活性化を刺激する、脱分化内皮にて発現した受容体に結
合および架橋する。このことは、選択的に腫瘍に指向されたサイトカイン誘導性炎症反応
を開始するものである。ＣＭ１０１は、他に類を見ない、ＶＥＧＦおよびその受容体の発
現を負の制御をする抗病理的血管新生薬剤である。ＣＭ１０１は、現時点では抗癌剤とし
ての臨床試験段階であり、本発明との組み合わせで使用され得る。
【０８１０】
　トロンボスポンジン（ＴＳＰ－Ｉ）および血小板第４因子（ＰＦ４）も本発明と組み合
わせて使用されてもよい。これらは、両方とも、ヘパリンと接合し、血小板α顆粒にて見
られる血管新生阻害剤である。ＴＳＰ－Ｉは、細胞外マトリックスの構成物である、大き
な４５ＯｋＤａのマルチドメインの糖蛋白質である。ＴＳＰ－Ｉは、ＨＳＰＧ、フィブロ
ネクチン、ラミニンおよび異なる型のコラーゲンを含めた、細胞外マトリックスに見られ
る多くのプロテリオグリカン分子に結合する。ＴＳＰ－１は、インビトロで内皮細胞の遊
走および増殖を、インビボで血管形成を阻害する。ＴＳＰ－１は、形質転換した内皮細胞
の悪性表現型および腫瘍形成を抑制する。癌抑制遺伝子ｐ５３は、ｐ５３活性の欠損は、
ＴＳＰ－１産生の劇的な減少および、血管新生が開示された腫瘍細胞において同時発生的
な増加を引き起こすように、ＴＳＰ－１を直接的に制御することが示されている。
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【０８１１】
　ＰＦ４は、７０ａａのタンパク質である。インビトロで内皮細胞増殖を、インビボで血
管新生を充分に阻害する、ケモカインのＣＸＣ　ＥＬＲ－ファミリーのメンバーである。
腫瘍内にに投与された、またはアデノウイルスベクターにより送達された、ＰＦ４は、腫
瘍増殖の阻害を引き起こすことができる。
【０８１２】
　インターフェロンおよびメタロプロテイナーゼ阻害剤は、本発明と組み合わされ得る、
天然の血管新性阻害剤の２つのその他のクラスである。インターフェロンにおける抗内皮
活性は、１９８０年代初頭から知られているが、阻害の機構は依然として明確でない。こ
れらは、内皮細胞の遊走を阻害できること、および、おそらく腫瘍細胞による血管新生の
プロモータの産生を阻害する能力で介在された、インビボで内皮細胞がある程度の抗血管
新生活性を有することは知られている。血管腫瘍は特に、インターフェロンに対して感度
があり、例えば、増殖する血管腫は有意に、ＩＦＮαで上手く処置される。
【０８１３】
　組織メタロプロテイナーゼ阻害剤（ＴＩＭＰ）は、マトリックスメタロプロテイナーゼ
（ＭＭＰ）に対する天然の阻害剤のファミリーであって、血管新生も阻害でき、複合治療
のプロトコールにおいて使用され得るものである。血管網の伸長またはリモデリングの際
に、内皮細胞および繊維芽細胞が遊走するマトリックスを分解することから、ＭＭＰは、
血管新生過程においてキーとなる役割を担い、実際、ＭＭＰ－２のメンバーは、おそらく
この目的で、インテグリンαｖβ３を介して活性化内皮に接合することが示されている。
この相互作用は、ＭＭＰ－２のフラグメントによって破壊されて、血管新生が負に制御さ
れて、腫瘍における増殖が阻害される。
【０８１４】
　血管新生を阻害する多くの薬学的な薬剤があり、何れも、本発明と組み合わされて使用
されてもよい。これらは、ＡＧＭ－１４７０／ＴＮＰ－４７０、サリドマイド、およびカ
ルボキシアミドトリアゾール（ＣＡＩ）が挙げられる。フマギリンは、１９９０年におい
て血管新生の有力な阻害剤であることが知られ、フマギリンの合成類似体であるＡＧＭ－
１４７０およびＴＮＰ－４７０も開発されている。これらの薬剤の両方とも、インビトロ
で内皮細胞の増殖を、インビボで血管新生を阻害する。ＴＮＰ－４７０は、長期間投与が
好適であることを示唆するデータを伴った、ヒトの臨床試験で充分に研究されている。
【０８１５】
　サリドマイドは元々、鎮痛剤として使用されたが、強力な催奇形性剤であることが分か
り、廃止されている。１９９４年では、サリドマイドは血管新生阻害剤であることが分か
った。サリドマイドは、現在抗癌剤として、さらには血管性眼病の処置において、臨床試
験段階である。
【０８１６】
　ＣＡＩは、アクチン再構成、内皮細胞の遊走およびコラーゲンＩＶの展開を防止する、
カルシウムチャネルの阻止剤として作用する、低分子の血管新生の合成阻害剤である。Ｃ
ＡＩは、生理学的に受け入れ可能な濃度において血管新生を阻害し、癌患者の経口的に許
容される。ＣＡＩでの臨床試験は、治療前は進行性疾病を有していた癌患者の４９％にお
いて、疾患の安定化を生じせしめた。
【０８１７】
　ヘパリンまたはヘパリンフラグメントの存在下で、コルチゾンは、内皮細胞の増殖を阻
止することで、マウスにおける腫瘍の増殖を阻害することが示された。ステロイドおよび
ヘパリンの相加的な阻害効果に関与する機構は明確ではないが、ヘパリンは内皮細胞によ
るステロイドの吸収を向上させることが考えられる。この混合物は、新規に形成された毛
細血管下の基底膜の溶解を向上させることを示しており、このことは、相加的な血管新生
抑制性効果の可能性がある説明でもある。ヘパリン－コルチゾール接合体も、インビボで
、有力な血管新生抑制性効果および抗腫瘍効果活性を有する。
【０８１８】
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　更なる具体的な血管新生の阻害剤としては、これらに限定されないが、抗襲侵因子、レ
チノイン酸およびパクリタキセル（米国特許第５，７１６，９８１号；参照により本明細
書に特に援用される。）；ＡＧＭ－１４７０（Ingber et al., 1990；参照により本明細
書に特に援用される。）；サメ軟骨抽出物（米国特許第５，６１８，９２５号；参照によ
り本明細書に特に援用される。）；非イオン性ポリアミドまたはポリ尿素のオリゴマー（
米国特許第５，５９３，６６４号；参照により本明細書に特に援用される。）；オキシイ
ンドール誘導体（米国特許第５，５７６，３３０号；参照により本明細書に特に援用され
る。）；エストラジオール誘導体（米国特許第５，５０４，０７４号；参照により本明細
書に援用される。）；およびチアゾールピリミジン誘導体（米国特許第５，５９９，８１
３号；参照により本明細書に援用される。）が挙げられ、本発明の組み合わされての使用
のための抗血管新生性組成物としての使用が考慮される。
【０８１９】
　αvβ3インテグリンのアンタゴニストを含む組成物も、血管新生を阻害するために、本
発明と組み合わされて使用されてもよい。米国特許第５，７６６，５９１号（参照により
本明細書に援用されるものであるが、）に記載されているように、環状ポリペプチドを含
む、ＲＧＤ含有ポリぺプチドおよびその塩は、αvβ3インテグリンアンタゴニストの好適
例である。
【０８２０】
　αvβ3インテグリンに対するＬＭ６０９抗体も、腫瘍の退行を誘導する。ＬＭ６０９の
ようなインテグリンαｖβ３アンタゴニストは、休眠している血管に影響を与えないでい
る血管形成性の内皮細胞のアポトーシスも誘導する。ＬＭ６０９またはその他のαｖβ３
アンタゴニストも、αｖβ３の相互作用を阻害して作用し、内皮細胞および繊維芽細胞の
遊走に重要な役割を担うと考えられる蛋白質分解酵素であるＭＭＰ－２との相互作用を阻
害することで作用する。米国特許番号５，７５３，２３０は、血管形成阻害するために、
本発明と組み合わされる、αvβ3　（ビトロネクチンαvβ3）に対する抗体を説明するた
めに、参照により本明細書に援用される。
【０８２１】
　この場合における、血管形成性の内皮のアポトーシは、血管網の残部において、カスケ
ード効果を有するのかもしれない。腫瘍の血管網に、拡大するための腫瘍のシグナルに対
して完全に応答しないよう阻害することは、実際、腫瘍細胞死および腫瘍容積の減少の結
果となるような血管網の部分的または全体的な崩壊を開始する。エンドスタチンおよびア
ンジオテンシンは、同様に機能する可能性がある。ＬＭ６０９は、休眠している血管に作
用しないが、腫瘍の退行を引き起こすことができるという事実は、腫瘍の全ての血管が、
抗腫瘍効果を得るために、処置に指向される必要はないことを強く示唆している。
【０８２２】
　Ｔｉｅ２受容体を介して情報伝達を変更することに基づいた、その他の治療的介入の方
法も、例えば、Ｔｉｅ２活性化を阻止できる可溶型のＴｉｅ２受容体を使用するような方
法（Lin et al., 1998）も、本発明と組み合わされて使用され得る。組換えアデノウイル
ス遺伝子治療を用いた構造物の送達は、癌を治療し、転移を低減する点で有効であること
が示されている（Lin et al., 1998）．
　Ｇ３．アポトーシス誘導剤
　ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体の治療剤も、アポトーシスを誘導す
る方法と有利に組み合わされてもよい。種々のアポトーシス誘導剤は本発明の免疫抱合体
に関連して記載されている。このようなアポトーシス誘導剤は、本発明の抗体と結合して
いないで、本発明と組み合わせて使用されてもよい。
【０８２３】
　免疫抱合体として上述されたアポトーシス誘導剤とは別に、アポトーシスすなわちプロ
グラム細胞死を示す多くのがん遺伝子が同定されている。
【０８２４】
　この分類における典型的な癌遺伝子は、これらに限定されないが、ｂｃｒ－ａｂｌ、ｂ
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ｃｌ－２（ｂｃｌ－１、ｃｙｃｌｉｎＤｌとは区別される。；ＧｅｎＢａｎｋアクセッシ
ョン番号　Ｍ１４７４５，Ｘ０６４８７；米国特許第５，６５０，４９１号；および第５
，５３９，０９４号；何れも参照により本願明細書に援用される。）および、Ｂｃｌ－ｘ
ｌ、ＭｃＭ、Ｂａｋ、Ａｌ、Ａ２０を含めたファミリーメンバーが挙げられる。ｂｃｌ－
２の過剰発現は、初めにＴ細胞リンパ腫において発見された。ｂｃｌ－２は、癌遺伝子と
してのＢａｘ、つまりアポトーシス経路におけるタンパク質に結合し、不活性化すること
で機能する。ｂｃｌ－２機能の阻害は、Ｂａｘ不活性化を防止して、アポトーシス経路の
進行を可能にする。
【０８２５】
　癌遺伝子のこのクラスの阻害、例えば、アンチセンスヌクレオチド配列を使用した阻害
は、本発明における使用を考慮され、アポトーシスを向上させるものである（米国特許第
５，６５０，４９１号；第５，５３９，０９４号；および第５，５８３，０３４号；何れ
も参照により本願明細書に援用される。）。
【０８２６】
　Ｇ４．抗毒素およびコアギュリガンド
　本発明に係る治療方法は、例えば、抗体またはリガンドなどの標的部分が、腫瘍細胞、
腫瘍の血管系または腫瘍間質の相対的に特異的なマーカーに向わされる抗毒素および／ま
たは凝固リガンドと組み合わされて使用されてもよい。上記にて議論したように、化学療
法および血管新生阻害剤と共通して、標的化毒素または凝固剤との組み合わされた使用は
、一般的に、相加的な（相加的効果以上に顕著に大きい）、または相乗的な、抗腫瘍効果
を示す。
【０８２７】
　概して、これらの本発明の付加的な側面において使用される抗体またはリガンドは、好
ましくは、優先的にまたは特異的に腫瘍部位にて発現された接近可能な腫瘍抗原を認識す
る。抗体またはリガンドは、好ましくは、高い親和性の特性を示し、抗体、リガンドまた
はその接合体は、インビボで、ヒトにおける、心臓、腎臓、脳、肝臓、骨髄、直腸、乳房
、前立腺、甲状腺、胆嚢、肺、副腎、筋肉、神経線維、膵臓、皮膚、その他の生命を維持
するための器官または組織から選択される１以上の組織のような、生命を維持するための
正常組織に対して有意な副作用を発揮するものではない。ここで使用されるような、「有
意な副作用」との用語は、抗体、リガンドまたは抗体接合体が、インビボで投与された場
合、化学療法の間に普通に直面するような、無視できる副作用、あるいは臨床的に対処可
能な副作用だけを生じることを指す。
【０８２８】
　本発明と組み合わされて使用される、これらの二次的な抗癌剤の少なくとも１つの結合
領域は、腫瘍部位に毒素または凝固因子を送達すること、すなわち腫瘍部位内に局在化を
可能にする構成である。このような指向性を有する薬剤は、腫瘍細胞、腫瘍の血管系また
は腫瘍間質の構成に向かうものである。この指向性を有する薬剤、一般的に腫瘍細胞、腫
瘍血管系または腫瘍間質における、表面に発現した、表面に接近可能な、または表面に局
在した構成に結合する。しかしながら、一旦、腫瘍血管系および腫瘍細胞の破壊が始まる
と、内部の構成が放出されて、実質的にどのような腫瘍の構成に対しての、標的化も許容
してしまう。
【０８２９】
　多くの腫瘍細胞抗原は説明されているが、これらは、本発明の組み合わされた側面に関
連して、標的として用いられ得る。追加される抗毒素および凝固リガンドが標的にするた
めの、適切な腫瘍細胞抗原としては、Ｂ３（米国特許第５，２４２，８１３号；参照によ
り本明細書に援用される；ＡＴＣＣ　ＨＢ　１０５７３）；ＫＳＩ／４（米国特許第４，
９７５，３６９号）、参照により本明細書に援用される；ＮＲＲＬＢ－１８３５６および
／またはＮＲＲＬＢ－１８３５７のベクターを含む細胞から得られたもの；２６０Ｆ９（
ＡＴＣＣ　ＨＢ　８４８８）；Ｄ６１２（米国特許第５，１８３，７５６号；参照により
本明細書に援用される；ＡＴＣＣ　ＨＢ　９７９６）によって認識されるものが挙げられ
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る。抗腫瘍細胞抗体を産生する適切な細胞株を認定するために、ＡＴＣＣカタログを参考
にしてもよい。
【０８３０】
　腫瘍血管系を標的とするためには、標的抗体またはリガンドは、しばしば、脈管が形成
された腫瘍における、腫瘍内の血管に、発現している、吸着された、誘導されたあるいは
局在化したマーカーに結合するものである。適切に発現した標的分子としては、例えば、
エンドグリン、Ｅ－セレクチン、Ｐ－セレクチン、ＶＣＡＭ－Ｉ、ＩＣＡＭ－Ｉ、ＰＳＭ
Ａ（Liu et al., 1997）、ＴＩＥ、ＬＡＭ－Ｉと反応するリガンド、ＶＥＧＦ／ＶＰＦ受
容体、ＦＧＦ受容体、αvβ3インテグリン、プライオトロピンおよびエンドシアリンが挙
げられる。適当な吸着された標的としては、ＶＥＧＦ、ＦＧＦ、ＴＧＦβ、ＨＧＦ、ＰＦ
４、ＰＤＧＦ、ＴＩＭＰ、ＴＩＥに結合するリガンドおよび腫瘍関連のフィブロネクチン
アイソフォームが挙げられる。ＥＬＡＭ－Ｉ、ＶＣＡＭ－Ｉ、ＩＣＡＭ－Ｉ、ＬＡＭ－Ｉ
に反応するリガンド、エンドグリンおよびＭＨＣクラスＩＩ（例えばＩＬ－Ｉ、ＴＮＦ－
α、ＩＦＮ－γ、ＩＬ－４および／またはＴＮＦ－βなどの、サイトカイン誘導性）；Ｅ
－セレクチン、Ｐ－セレクチン、ＰＤＧＦおよびＩＣＡＭ－Ｉ（トロンビン、第ＩＸ／Ｄ
Ｃａ因子、第Ｘ／Ｘａ因子および／またはプラスミンなどの凝固剤誘導性）のような、天
然におよび人工的にサイトカインおよび凝固剤によって誘導された抗原が標的化されても
よい。
【０８３１】
　以下の特許文献は、腫瘍血管系の、発現した、吸収された、誘導された、または局在化
したマーカーに対して向かう抗毒素の調製物および使用に関する、本明細書の教示を更に
補足する目的で、参照により本明細書に特に援用される。：米国特許第６，０９３，３９
９号；第５，８５５，８６６号；第５，９６５，１３２号；第６，０５１，２３０号；第
６，００４，５５５号；第５，８７７，２８９号；第６，００４，５５４号；第５，７７
６，４２７号；第５，８６３，５３８号；第５，６６０，８２７号および第６，０３６，
９５５号。
【０８３２】
　更なる腫瘍血管系を標的とする組成物および方法は、近年、腫瘍血管の、接近可能かつ
特異的なマーカーであることが発見されたホスホファチジルセリンおよびホスホファチジ
ルエタノールアミンのようなアミノリン脂質を標的とするものが挙げられる。抗アミノリ
ン脂質抗体の単独投与は、血栓形成および腫瘍退行を誘導するのに充分である。本発明は
、このように、非接合型の、抗ホスホファチジルセリン抗体および／または抗ホスホファ
チジルエタノールアミン抗体抗体、もしくはこのような抗体の免疫抱合体が使用され得る
。
【０８３３】
　以下の特許文献は、抗アミノリン脂質抗体および抗毒素の調製物および使用に関する、
本明細書の教示を更に補足する目的で、参照により本明細書に特に援用される；米国特許
第６，４０６，６９３号；第６，３１２，６９４号；第６，７８３，７６０号；第６，８
１８，２１３号；および第７，０６７，１０９号。また、米国特許第６，３１２，６９４
号；第６，７８３，７６０号；第６，８１８，２１３等；および第０６７，１０９等は、
毒素および凝固剤を腫瘍の血管に送達すること、および血栓形成や腫瘍退行を誘導するこ
とに使用されるための、アネキシン接合体のようなアミノリン脂質結合タンパク質接合体
の使用に関する本明細書の教示を更に補足するために、さらに、参照により本明細書に援
用されるものである。
【０８３４】
　好適な腫瘍間質の標的としては、腫瘍の細胞外マトリックスまたは間質の構造、もしく
はこれらに結合している構造が挙げられ、例えば、基底膜マーカー、ＩＶ型コラーゲン、
ラミニン、ヘパラン硫酸、プロテリオグリカン、フィブロネクチン、活性化血小板、ＬＩ
ＢＳおよびテナシンが挙げられる。このような使用に好適な標的はＲＥＢＳである。
【０８３５】
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　以下の特許文献は、腫瘍間質を標的とする薬剤の調製物および使用に関する本明細書の
教示を更に補足するために、参照により本明細書に特に援用されるものである：米国特許
第６，０９３，３９９号；第６，００４，５５５号；第５，８７７，２８９号；および第
６，０３６，９５５号。
【０８３６】
　第２の抗ガン治療は、ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，抗ＶＥＧＦ抗体または、抗毒素に
基づいたＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，抗ＶＥＧＦ抗体においての使用のために、細胞毒
性剤あるいは、本明細書にて記載された抗細胞活性剤の何れかに動作可能に付着すること
ができる。しかしながら、好適な抗細胞活性剤も放射性同位体を含む。リシンのＡ鎖およ
び脱グリコシル化Ａ鎖（ｄｇＡ）のような毒性部位は、好ましいものである。
【０８３７】
　本発明との適切な使用のための使用第二の標的化薬剤は、凝集化を促進することができ
る標的化構成、すなわち凝固リガンドを含んでいてもよい。ここで、標的抗体またはリガ
ンドは、直接的にまたは、例えば、別の抗体を介して間接的に、ＶＥＧＦＲ２－ブロッキ
ング，抗ＶＥＧＦ抗体または凝固リガンドに基づくＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，抗ＶＥ
ＧＦ抗体において使用されるための、本明細書にて説明されたものを含む、直接的にまた
は間接的に凝固を刺激する別の因子に結合されていてもよい。このような使用のための好
適な凝固因子は、切り詰められたＴＦ（ｔＴＦ），二量体型および多量体型のＴＦおよび
、第ＶＩＩ因子を活性化する能力を欠陥した変異型ＴＦのような、組織因子（ＴＦ）およ
びＴＦ誘導体である。
【０８３８】
　癌の治療において組み合わされて使用されるための抗毒素および凝固リガンドの有効投
与量は、週に約一回の頻度でＩＶ経路を介して投与される場合、約０．１ｍｇ／ｋｇと約
２ｍｇ／ｋｇとの間、好ましくは約０．８ｍｇ／ｋｇと約１．２ｍｇ／ｋｇとの間である
。
【０８３９】
　投与量における一部の変更は、治療される対象の症状に応じて、必然的に起こり得る。
投与を担当する内科医ならば、個々の対象に適切な投与量を決定できよう。
【０８４０】
　Ｇ５．ＴＬＲアゴニスト
　Ｔｏｌｌ様受容体（ＴＬＲ）を介した情報伝達は、弱毒化された豚コレラ菌、ＢＣＧお
よびタキソールを含めた公知の抗癌剤の効果に寄与し、それぞれＴＬＲ４を活性化するこ
とが、今や確立されている。実際、ＴＬＲ４情報伝達は、化学療法および放射線治療にお
ける抗がん効果に寄与する（Apetoh et al., 2007）。特定の公知の抗癌剤の作用機構の
更なる理解と同様に、ＴＬＲ情報伝達の重要性の認識も、ＴＬＲを活性化することで機能
する新規の癌治療を促進してきた。
【０８４１】
　従って、本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体は、癌治療におい
て、ＴＬＲを介した情報伝達を促進する１以上の薬剤と、すなわち、１以上のＴＬＲアゴ
ニストと組み合わされて使用されてもよい。少なくとも第１のＴＬＲアゴニストは、本発
明のヒト抗体に動作可能に付着され、免疫抱合体の項において本明細書で記載されたよう
な、治療接合体を形成するものであってもよい。以下のまたはその他のＴＬＲアゴニスト
も本発明の複合的な癌治療において使用されてもよい。
【０８４２】
　適当なＴＬＲアゴニストとしては、ＴＬＲ１～ＴＬＲ１の何れかのアゴニストが挙げら
れ、好ましくは、ＴＬＲｌ、ＴＬＲ２、ＴＬＲ４、ＴＬＲ７、ＴＬＲ８またはＴＬＲ９が
挙げられ、最も好ましくは、ＴＬＲ４、ＴＬＲ７、ＴＬＲ８またはＴＬＲ９が挙げられる
。ＴＬＲ１／ＴＬＲ２アゴニストとしては、例えばＯｓｐＡのリポタンパク質、およびト
リアシル化リポペプチドが挙げられ、ＴＬＲ２アゴニストとしては、バクテリアリポタン
パク質、ＬＡＭ、ＭＡＬＰ－２、ＧＰＩ、糖タンパク質およびポーリンが挙げられる。
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【０８４３】
　ＴＬＲ４アゴニストの特定の例としては、５Ｄ２４．Ｄ４（Cohen et al., 2003）と称
されるアゴニスト性の抗ＴＬＲ４抗体、ＬＰＳ、リピッドＡおよびその誘導体が挙げられ
、モノホスホリルリピッドＡ（ＭＰＬ）およびＭＰＬ類似体は、現時点では好適なもので
ある。ＡＧＰとして知られているＭＰＬ類似体は、本発明と組み合わされて、合成ＴＬＲ
４アゴニストとして使用されてもよい（Alderson et al., 2006）。ＴＬＲ４およびＣＤ
１４を介する情報伝達を促進するアゴニストとしては、タキソール、パクリタキセル、フ
ラボリピンおよびＧＩＰＬと同様に、リピッドＡ、ＭＰＬおよびＭＰＬ類似体が挙げられ
る。ＴＬＲ４アゴニストＯＫ－４３２およびＯＫ－ＰＳＡは、子宮頸癌および非小細胞肺
上皮性悪性腫瘍を処置するために使用されている。
【０８４４】
　ＴＬＲ７アゴニストは、イミキモド、レシキモドおよびイサトリビンが挙げられ（Finb
erg et al., 2005; Horsmans et al., 2005）、イミキモドは、基底細胞の上皮性悪性腫
瘍を治療するための使用が認可されているものである。その他のＴＬＲ７アゴニストとし
ては、ガルジキモド、ロキソリビンおよびブロピリミンが挙げられる。レシキモドも、Ｔ
ＬＲ８のアゴニストである。ＣｐＧのような、ＴＬＲ９アゴニストも非小細胞肺上皮性悪
性腫瘍、非ホジキンスリンパ腫、腎細胞の上皮性悪性腫瘍および結腸直腸癌において使用
される。
【０８４５】
　Ｇ６．ＡＤＥＰＴおよびプロドラッグ治療
　本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体は、プロドラッグに関連し
て使用されてもよく、ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体は、プロドラッ
グ活性化酵素のようなプロドラッグ活性化成分に動作可能に結合して、前記抗体との接触
で、プロドラッグをより活性化した形態に転換する。この技術は一般的に、「ＡＤＥＰＴ
」と称されており、例えば、それぞれ参照により本明細書に特に援用されるWO 95/13095;
 WO 97/26918, WO 97/24143および米国特許第４，９７５，２７８号および第５，６５８
，５６８号において記載されている。
【０８４６】
　本明細書で使用される「プロドラッグ」との用語は、プロドラッグが基づく親薬剤と比
較して、腫瘍血管内皮細胞を含めた標的細胞における細胞毒性または抗細胞効果を低減さ
せた生物学的または薬学的に活性な物質の前駆体または誘導体を指す。好ましくは、プロ
ドラッグ、すなわち前駆体は、「ネイティブ体」すなわち親の形態と比較して、有意に低
減された、好ましくは無視できる程度の、細胞毒性または抗細胞効果を発揮する。「プロ
ドラッグ」は活性化または変換して、該薬剤の親の形態よりも活性化されたものを生み出
すことができる。
【０８４７】
　プロドラッグを作製および使用の技術的な可能性は、当業者の範囲において存在するも
のである。Willman et al. (1988)や、Stella および Himmelstein (1985)は、種々のプ
ロドラッグの作製方法および使用する方法に関する記載および教示を更に補足する目的で
それぞれ参照により本明細書に特に援用される。本発明の内容において使用されてもよい
典型的なプロドラッグ構造物としては、限定されないが、リン酸含有プロドラッグ（米国
特許第４，９７５，２７８号）、チオリン酸含有プロドラッグ、硫酸含有プロドラッグ、
ペプチドに基づくプロドラッグ（米国特許第５，６６０，８２９号；第５，５８７，１６
１号；第５，４０５，９９０号；WO 97/07118）、Ｄ－アミノ酸修飾プロドラッグ、グリ
コシル化プロドラッグ（米国特許第５，５６１，１１９号；第５，６４６，２９８号；第
４，９０４，７６８号；第５，０４１，４２４号）、β－ラクタム含有プロドラッグで、
必要に応じて置換されたフェノキシアセタアミドに置換された含有プロドラッグ（米国特
許第４，９７５，２７８号），必要に応じて置換されたフェニルアセタアミド含有プロド
ラッグ、５－フルオロシトシン（米国特許第４，９７５，２７８号）および５－フルオロ
ウリジンプロドラッグが挙げられ、親薬剤のそれぞれは、参照により本明細書に特に援用
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される。
【０８４８】
　プロドラッグの形態において使用され得る治療薬剤または細胞毒性薬剤の種類は、実質
的には限定されない。より高い細胞毒性の薬剤が、例えば、このような送達、例えば凝固
剤の送達の形態に好ましく、プロドラッグとしての使用にはあまり好ましくはない。プロ
ドラッグを形成する際に求められることは、プロドラッグが事実上不活性であり、「放出
性された」薬剤すなわち活性化した薬剤は、実質的な活性、すなわち意図された目的のた
めに少なくとも充分な活性を有するように設計される。
【０８４９】
　WO 95/03830；EP 751,144（アントラサイクリン）；WO 97/07097（シクロプロピルイン
ドール）；およびWO 96/20169にて開示されているように、原形のプロドラッグにおける
種々の改善も知られており、本発明とともに使用されることが想定される。たとえば、低
減されたＫｍ値を有するプロドラッグは、米国特許第５，６２１，００２号に記載されて
おり、参照により本明細書に特に援用され、このプロドラッグは、本発明の内容において
使用されてもよい。細胞内に実施されるプロドラッグ治療は、参照により本明細書に援用
される、WO 96/03151にて例示されているように、知られているもので、本発明とともに
実行され得る。
【０８５０】
　ＡＤＥＰＴにおける使用のためには、プロドラッグをより活性な薬剤に活性化または変
換する薬剤は、ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体に動作可能に付着する
ものである。ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体は、血管新生部位好まし
くは腫瘍血管系および腫瘍間質において、プロドラッグの変換能力を局在化し、活性化し
た薬剤が、このような領域においてだけ産生され、循環系または正常な組織においては、
産生されないようにする。
【０８５１】
　ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体に付着してもよい、プロドラッグの
活性化に機能する酵素としては、限定されないが、リン酸含有プロドラッグと組み合わさ
れて使用するためのアルカリフォスファターゼ（米国特許第４，９７５，２７８号）；硫
酸含有プロドラッグと組み合わされて使用するためのアリルサルファターゼ（米国特許第
５，２７０，１９６号）；ペセラチラプロテアーゼ、サーモリシン、ズブチリシン、カル
ボキシペプチターゼ（米国特許第５，６６０，８２９号；第５，５８７，１６１号；第５
，４０５，９９０号）やカテプシン（カテプシンＢおよびＬを含む）のような、ペプチド
に基づくプロドラッグと組み合わされて使用するためのペプチターゼおよびプロテアーゼ
；Ｄ－アミノ酸改変プロドラッグと組み合わされて使用するためのＤ－アラニルカルボキ
シペプチターゼ；β－ガラクトシダーゼやニューアラミダーゼのような、グリコシル化プ
ロドラッグと組み合わされて使用するための炭水化物を開裂する酵素（米国特許第５，５
６１，１１９号；第５，６４６，２９８号）；βラクトン含有プロドラッグと組み合わさ
れて使用するためのβラクタマーゼ；フェノシキアセタアミド基またはフェニルアセタア
ミド基でアミノ窒素で誘導体化された薬剤と組み合わされて使用するための、ペニシリン
Ｖアミダーゼのようなペニシリンアミダーゼ（米国特許第４，９７５，２７８号）または
ペニシリンＧアミダーゼ；および、５－フルオロシトシンに基づくプロドラッグ（米国特
許第４，９７５，２７８号）と組み合わされて使用するためのシトシンデアミナーゼ（米
国特許第５，３３８，６７８号；第５，５４５，５４８号）が挙げられた、それぞれの特
許文献は、参照により本明細書に特に援用される。
【０８５２】
　酵素活性を有する抗体は、触媒酵素または「アブザイム」として知られており、プロド
ラッグを活性化した薬剤に変換するために使用され得る。ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，
ヒト抗ＶＥＧＦ抗体に基づいたアブザイムは、本発明のまた別の態様を形成するものであ
る。アブザイムを作製する技術的な可能性は、当業者の範囲内において存在するもので、
アブザイムに関する教示を補足する目的で、参照により本明細書に特に援用されるMassey
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 (1987)によって例示されている。ナイトロジェンマスタードのアリルカルバメイトのよ
うなカルバメイト位でプロドラッグの分解を触媒できる触媒抗体は、参照により本明細書
に特に援用されるEP 745,673，において記載されているようにさらに想定されるものであ
る。
【０８５３】
　Ｇ７．目における複合治療
　本発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体は、糖尿病性網膜症、黄斑
変性症、加齢性黄斑変性症、血管新生性緑内症および上述のその他の眼病を含めた、眼病
および、血管新生性の眼病を治療するその他の治療と組み合わされて使用されてもよい。
前記抗体は、外科的手術を含む、眼病の治療に使用されるその他の方法と組み合わされて
もよい。
【０８５４】
　その他の治療薬剤との組み合わせに関しては、ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗Ｖ
ＥＧＦ抗体は、その他の治療薬剤の前、後または実質的に同時に投与されてもよい。実質
的な同時投与は単一の組成物から、または２つの別個の組成物から達成されてもよい。
【０８５５】
　脈絡膜血管新生に関しては、黄斑変性症、加齢性黄斑変性症（ＡＭＤ）およびその他の
目の徴候を伴うものであるが、本発明の特定の好適な組み合わせは、ＳＰＡＲＣ（酸性お
よびシステインリッチの分泌型蛋白質[secreted protein, acidic and rich in cystein]
）（Nozaki et al., 2006; U.S. 2006/0135423）を、阻止、阻害、低減、下方制御、中和
する第２の薬剤を使用するものである。
【０８５６】
　本発明の抗体は、ＶＥＧＦＲｌ活性化ではなく、ＶＥＧＦＲ２活性化を阻止するように
、ＳＰＡＲＣを阻止する１以上の薬剤との組み合わせは、目におけるＶＥＧＦ誘導性の血
管新生を低減する特に効果的な方法を形成する。
【０８５７】
　ＳＰＡＲＣ阻害剤またはＳＰＡＲＣアンタゴニストとしては、例えば、ＶＥＧＦそのも
のに対して改善されたような同様の分子種が挙げられる。典型的なＳＰＡＲＣ阻害剤とし
ては、阻害性の抗ＳＰＡＲＣ抗体およびその抗原結合断片（例えば、Sweetwyne et al., 
2004）；ＳＰＡＲＣ発現をサイレンシングまたは干渉するＲＮＡアプタマーおよびＲＮＡ
／ＤＮＡアプタマー、干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡまたはＲＮＡｉ）のようなアンチセンス戦
略；リボザイム；およびその他のタンパク質、ペプチドおよび低分子阻害剤が挙げられる
。ポリクローナルやモノクローナル抗体およびｓｉＲＮＡを含めた、ＳＰＡＲＣ阻害剤の
多くは、例えば、Ｓｉｇｍａ／Ａｌｄｒｉｃｈ（ＳａｎｔａＣｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎ
ｏｌｏｇｙ，Ｒ＆ＤＳｙｓｔｅｍｓ）から市販されている。ＳＰＡＲＣ阻害剤は、ＤＮＡ
、ＲＮＡおよび／またはタンパク質レベルで、ＳＰＡＲＣレベルまたは活性を、追加的に
、阻止、阻害、低減、下方制御または中和するために、本発明に関連して使用されてもよ
い。
【０８５８】
　Ｈ．診断および画像化
　本発明は更に、インビトロおよびインビボでの診断方法およびイメージング方法を提供
する。このような方法は、関節炎、乾癬、および固形腫瘍で例示されるが、本明細書に開
示された全ての血管新生疾病を含む、任意の血管新生疾病の診断、予測またはイメージン
グの情報を創出する上での使用のために適用することができる。腫瘍診断およびイメージ
ングの分野以外では、本発明のこれらの側面は、好ましくは、検体が非侵襲的に得られ、
ハイ・スループット・アッセイで試験される、および／または大まかな臨床診断および確
認が望まれているインビトロでの診断試験での使用に最も好ましいものである。。
【０８５９】
　Ｈｌ．免疫検出方法およびキット
　さらなる態様においては、本発明は、ＶＥＧＦを結合、精製、除去、定量化、または一
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般的には検出する免疫検出方法および血管新生疾病を診断する免疫検出方法に関する。本
発明のＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体は、単離された組織検体、生検
または綿棒検体において、および／またはホモジナイズされた組織検体において、インビ
ボでのＶＥＧＦを検出するのに使用してもよい（以下、参照）。このような免疫検出法は
、確かな診断上の利用性があるが、抗原検体の力価測定などにおけるような、非臨床的な
検体への適用もある。
【０８６０】
　種々の有用な免疫検出法の段階は、例えばNakamura et al.（1986, 参照により本明細
書に援用される。）のような、科学技術文献において記載されている。概して、免疫結合
法は、ＶＥＧＦを含む疑いのある検体を得、阻止性のヒト抗ＶＥＧＦ抗体を、免疫複合体
の形成を可能にする有効な条件下で接触させることを含む。このような方法においては、
抗体は、カラムマトリックスのような形態におけるような固体支持体に結合されてもよく
、免疫結合法は、ＶＥＧＦを含む疑いのある検体は、固定化された抗体に供させることに
なる。
【０８６１】
　より好ましくは、免疫結合法は、検体中のＶＥＧＦ量を検出、すなわち定量化する方法
を含み、この方法は、結合過程において形成された免疫複合体の検出または定量化を要す
る。ここで、ＶＥＧＦを含む疑いのある検体を得、本明細書に準拠して検体を抗体に接触
させ、その後、特定の条件下で形成された免疫複合体の量を検出すなわち定量する。
【０８６２】
　分析された生物学的検体は、ＶＥＧＦを含む疑いのある検体であってもよく、一般的に
、血管新生疾病を有する疑いのある動物または患者に由来するものである。この試料は、
組織切片、標本、生検、スワブ試料、またはスメア試験の検体、ホモジナイズされた組織
抽出物、または、そのような分離または生成された形態のものであってもよい。
【０８６３】
　免疫複合体（初期の免疫複合体）の形成を可能にするのに効果的な条件下および充分な
期間で、選択された生物学的検体を抗体に接触させることは、一般的に、抗体組成物を検
体に単に加えること、抗体が存在するＶＥＧＦと免疫複合体を形成するのに、すなわち、
ＶＥＧＦに結合するのに、充分な時間で該混合物をインキュベートすることである。この
時間の後には、組織片、ＥＬＩＳＡプレート、ドットブロットまたはウェスタンブロット
のような、試料－抗体組成物は、一般的に洗浄されて、非特異的に結合された抗体種を除
去して、抗体特異的に初期の免疫複合体に特異的に結合された抗体を検出するようにする
ことができる。
【０８６４】
　免疫複合体の形成の検出は、当該技術分野においてはよく知られており、無数の方法の
適用によって達成され得る。これらの方法は、一般的に、放射性、蛍光性、生物学的また
は酵素的なタグまたは、当該技術分野で公知の標識に基づくものである。このような標識
の使用に関する米国特許文献としては、第３，８１７，８３７号；第３，８５０，７５２
号；第３，９３９，３５０号；第３，９９６，３４５号；第４，２７７，４３７号；第４
，２７５，１４９号および第４，３６６，２４１号が挙げられ、何れも参照により本願明
細書に援用されるものである。発色基質との接触で着色された生成物を産生する酵素の使
用は、一般的に好ましい。当該技術分野にて知られているように、二次抗体またはビオチ
ン／アビジンリガンドのような二次結合リガンドも使用してもよい。
【０８６５】
　上記検出に用いられるＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体は、それ自身
が、検出可能な標識に結合してもよく、単にこの標識で検出し、これによって、組成物中
における初期の免疫複合体の量を決定することができる。
【０８６６】
　好ましくは、初期の免疫複合体は、本発明の抗体に対する結合親和性を有する第２の結
合リガンドによって検出される。この場合、第２の結合リガンドは検出可能な標識に結合
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されていてもよい。第２の結合リガンドは、それ自身はしばしば抗体であり、「二次」抗
体と称される。初期の免疫複合体は、二次免疫複合体の形成を可能にするのに効果的な条
件下および充分な時間で標識化された二次結合リガンドまたは抗体に接触させられる。二
次免疫複合体は、一般的に洗浄され、非特異的に結合された、標識化された二次抗体また
はリガンドを除去して、二次免疫複合体における残存する標識が検出される。
【０８６７】
　更なる方法は、２段階の方法による初期免疫複合体の検出を含むものである。第１の抗
体に対して結合親和性を有する、抗体のような第２の結合リガンド、上述のように二次免
疫複合体を形成するのに使用される。洗浄後、再度、二次免疫複合体は、免疫複合体（第
３の免疫複合体）ができるように効果的な条件下および充分な時間で、二次抗体に対する
結合親和性を有する第３の結合リガンドまたは抗体に接触させられる。第３のリガンドま
たは抗体は検出可能な標識に結合し、第３の免疫複合体の形成を確認できるようにさせる
。この系は、所望ならばシグナル増幅のために提供されてもよい。
【０８６８】
　血管新生疾病を有する患者の臨床的診断またはモニタリングにおいては、ＶＥＧＦの検
出、またはＶＥＧＦレベルの上昇は、正常な対象からの生物学的検体に相当するレベルと
比較すると、血管新生疾病を有する患者を示すものである。．
　しかしながら、当業者に知られているように、このような臨床的診断は、この方法単独
に基づいてなされる傾向は小さい。当業者は、陽性の検証を示すバイオマーカーの有意な
発現と、バイオマーカーの低レベルまたはバックグラウンド発現との間で、識別すること
に極めて精通している。実際、バックグラウンド発現レベルは、「切り捨て部分」を形成
するためにしばしば使用され、それ以上の上昇した染色は有意すなわち陽性ととして評価
される。
【０８６９】
　Ｈ２．画像化
　本発明のこれらの側面では、腫瘍のイメージング法、腫瘍治療とイメージング法との組
合わせにおける使用が好ましい。１以上の検出可能な薬剤に結合されたＶＥＧＦＲ２－ブ
ロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体は、イメージングそのもの、治療に先立って信頼性が高
い画像を作製するための前イメージングにおける使用が想定される。このような組成物お
よび方法は、その他の血管新生疾病または症状、特に非悪性腫瘍、アテローム性動脈硬化
および内部画像が診断目的または予後目的もしくは治療の設計に望まれる症状におけるイ
メージングおよび診断に適用され得る。
【０８７０】
　ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体のイメージング抗体は、一般的に、
検出可能な標識に付着または接合されたＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗
体である。「検出可能な標識」は、特異的な機能特性または化学的特性のために検出され
得る化合物または元素であり、この使用は、付着された成分を検出されること、所望なら
ば定量化されることを可能にする。インビボでの診断プロトコールまたは「イメージング
法」に求められる抗体接合体は、非侵襲的な方法でを用いて検出され得る。
【０８７１】
　多数の、適切なイメージング剤は、抗体および結合リガンドへ付着させるための方法（
例えば、米国特許第５，０２１，２３６号および第４，４７２，５０９号参照。両者はと
もに、参照により本明細書に援用される。）のように、当該技術分野において公知である
。
【０８７２】
　特定の付着法は、例えば、抗体に付着される、ＤＰＴＡのような有機金属キレ―ト剤（
米国特許第４，４７２，５０９号）を採用する金属キレート複合体が含まれる。モノクロ
ーナル抗体も、酵素の存在下において、グルタルアルデヒドまたは過ヨード酸塩のような
カップリング剤と反応する。フルオレセインマーカーを有する接合体は、これらのカップ
リング剤の存在下で、またはイソシアネートとの反応によって、調製される。
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【０８７３】
　検出可能な標識の例は、常磁性イオンであり、この場合、好適なイオンとしては、クロ
ム（ＩＩＩ）、マンガン（ＩＩ）、鉄（ＩＩＩ）、鉄（ＩＩ）、コバルト（ＩＩ）、ニッ
ケル（ＩＩ）、銅（ＩＩ）、ネオジウム（ＩＩＩ）、サマリウム（ＩＩＩ）、イッテリウ
ム（ＩＩＩ）、ガドリウム（ＩＩＩ）、バナジウム（ＩＩ）、テルビウム（ＩＩＩ）、ジ
プロシウム（ＩＩＩ）、ホルニウム（ＩＩＩ）およびエルビウム（ＩＩＩ）が挙げられ、
ガドリウムが特に好ましいものである。
【０８７４】
　Ｘ線イメージングのような他の内容において、使用可能なイオンとしては、限定されな
いが、ランタニウム（ＩＩＩ）、金（ＩＩＩ）、鉛（ＩＩ）、特にビスマス（ＩＩＩ）が
挙げられる。蛍光標識としては、ローダミン、フルオレセイン、レノグラフィンが挙げら
れる。ローダミンおよびフルオレセインは、イソチオシアネート中間体を介してしばしば
結合されているものである。
【０８７５】
　診断的利用のための放射性同位体の場合では、好適な例としては、炭素14、クロム51、
塩素36、コバルト57、コバルト58、銅67、ユーロピウム152、ガリウム67、水素3、ヨウ素
123、ヨウ素125、ヨウ素131、インジウム111、鉄59、リン32、リチウム186、レニウム186

、レニウム188、セレン75、硫黄35、テクネチウム99およびイットリウム90が挙げられる
。125Ｉは、特定の態様における使用に好ましいものであり、低エネルギーおよび長期間
に亘る検出のための適性のために、テクネチウム99mおよびインジウム111も好ましい。
【０８７６】
　本発明における使用のための、放射標識されたＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗Ｖ
ＥＧＦ抗体は、当該技術分野における公知の方法に基づいて生成されてもよい。例えば、
放射性同位体の金属イオンを抗体に結合させるために使用された中間の官能基は、ジエチ
レントリアミンペンタ酢酸（ＤＴＰＡ）基およびエチレンジアミンテトラ酢酸（ＥＤＴＡ
）基である。
【０８７７】
　モノクローナル抗体も、ヨウ化ナトリウムまたはヨウ化カリウムと、次亜塩素酸ナトリ
ウムのような化学的な酸化剤またはラクトペルオキサターゼのような酵素の酸化剤との接
触によってヨード化され得る。本発明による抗体は、例えば、スズ系溶液でペルテクネー
トを還元し、セファデックスカラム上で還元されたテクネチウムをキレート化して、この
カラムに上記抗体を入れることによる工程、または、テクネチウム、ＳＮＣｌ2のような
還元剤、フタル酸ナトリウム－フタル酸カリウム溶液のような緩衝溶液および前記抗体を
インキュベートする工程による、リガンド交換工程によってテクネチウム99mで標識され
てもよい。
【０８７８】
　上述の種類の何れの検出可能なように標識化されたＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト
抗ＶＥＧＦ抗体は、本発明のイメージングまたは複合イメージングおよび治療の側面にお
いて使用されてもよい。これらは、同じようにインビトロでの診断における使用に好適で
ある。インビボでのイメージングのための投与量は、一般的に治療のための投与量よりも
少なくが、患者の年齢および体重も依存するものである。一回の投与量で充分なものであ
るべきである。
【０８７９】
　インビボでの診断法またはイメージング法は、一般的に、非侵襲的方法で検出されるマ
ーカーに接合されたＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体の、診断上有効な
量を患者に投与することを含む。抗体－マーカー接合体は、腫瘍内に局在化しＶＥＧＦに
結合するのに充分な時間が与えられる。患者は、検出可能なマーカーを同定するために検
出装置に露光された後、、腫瘍の画像を形成する。
【０８８０】
　Ｈ３．診断キット
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　さらなる態様において、本発明は、免疫検出キットおよびイメージングキットの両方を
含む、上述の免疫検出法およびイメージング法で使用するための診断キットを提供する。
従って、ＶＥＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体は、キットにおいて提供され
、一般的に、好適な容器に含まれている。
【０８８１】
　免疫検出のために、抗体は、マイクロタイタープレートのウェルのような固体支持体に
結合されていてもよいが、再構成するには、抗体の溶液または粉体は好ましいものである
。免疫検出キットは好ましくは、少なくとも第１の免疫検出試薬を含む。キットにおける
免疫検出試薬は、様々な形態をとってもよく、例えば、該抗体に伴うまたは連結された検
出可能な標識が挙げられる。二次結合リガンドを伴う、または付着された検出可能な標識
も考慮される。典型的な二次リガンドは、第１の抗体に対する結合親和性を有する二次抗
体である。
【０８８２】
　本発明のキットにおける使用のための更に好適な免疫検出試薬としては、第１の抗体に
対する結合親和性を有する二次抗体を含み、さらに二次抗体に対して結合親和性を有する
三次抗体とともに、検出可能な標識に連結された三次抗体む二成分系剤が挙げられる。上
述したように、当該技術分野において知られている多くの典型的な標識およびそのような
全ての標識は、本発明に関連して使用されてもよい。これらのキットは、抗体－標識接合
体を、完全に接合された形態で、中間体の形態で、またはキットの使用者によって接合さ
れる別個の部分として、抗体－標識接合体を含んでいてもよい。
【０８８３】
　イメージングキットは、好ましくは、インビボで検出可能な標識が既に付着されたＶＥ
ＧＦＲ２－ブロッキング，ヒト抗ＶＥＧＦ抗体を含む。しかしながら、標識手段および付
着手段は、別個に供給することになるだろう。
【０８８４】
　検出アッセイのための検量線を作成するに使用されてもよいように、いずれのキットは
、標識化されているか否かにかかわらず、好適にアリコートにされたＶＥＧＦの組成物の
ような、対照剤をさらに含んでいてもよい。キットの構成は、水媒体の形態または凍結乾
燥された形態のいずれかで梱包されてもよい。
【０８８５】
　キットの容器手段は、一般的に、バイアル、試験管、フラスコ、ボトル、シリンジまた
はその他の容器手段が挙げられ、これらの中に、抗体または抗原を入れてもよく、好まし
くは、好適にアリコートにされていてもよい。第２のまたは第３の結合リガンドまたは追
加成分が提供される場合、キットは、一般的に、リガンドまたは成分が中に入れられてい
てもよい第２の容器、第３の容器、またはその他の追加容器を含む。本キットは、１以上
の血管新生疾病において使用されるための、その他の診断試薬も含まれていてもよい。好
ましくは、ＶＥＧＦ結合に基づかない第２の診断法が使用される。
【０８８６】
　本発明のキットは、通常、市販のための厳格な管理下において、抗体を収容するための
手段および任意の他の試薬容器も含む。このような容器は、所望のバイアルが保持される
射出成形またはブロー成形されたプラスチック容器を含んでもよい。
【０８８７】
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【０８８８】
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【表１－２】

 
【０８８９】
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【表１－３】

 
【０８９０】
＊　＊　＊
　以下の実施例は、本発明の好ましい態様を明示するために包含されるものである。本実
施例で開示された技術は、本発明者によって発見された本発明の実施の際によく機能する
代表的な技術を示すことが当業者に理解され、実施のための好適な態様を構成することも
理解される。しかしながら、当業者は、本明細書での開示に照らし合わせて、開示されて
いる具体的な実施態様において、本発明の精神および範囲から逸脱せずに、多くの変更が
なされ得ること、それにもかかわらず同様の結果または類似の結果を得られることを理解
するべきである。
【０８９１】
　実施例
　実施例１：抗体選択
　ＶＥＧＦは、胚形成，骨格成長，および生殖機能の間の生理的血管新生においてキーと
なる調節因子である。チロシンキナーゼ受容体であるＶＥＧＦＲ２との相互作用によるＶ
ＥＧＦシグナル伝達は、腫瘍成長に関連する血管新生を含む、病理学的血管新生において
も重要である。血管新生を阻止する特異的なヒト抗体が治療に必要であることを鑑みて、
ＶＥＧＦとＶＥＧＦＲ２（ＫＤＲ／Ｆｌｋ－１）との相互作用を特異的かつ実質的に阻止
するが、ＶＥＧＦとＶＥＧＦＲ１（Ｆｌｔ－１）との相互作用を実質的に阻止しない、Ｖ
ＥＧＦのエピトープに対して反応性を有するヒト抗体を同定した。
【０８９２】
　ｃ－ｍｙｃおよび６×Ｈｉｓタグのエピトープを含む、ｐＨＯＧ２１プラスミド（Kipr
iyanov et al., 1996; 1997）（図９Ａおよび図９Ｂ）に、（ＮｃｏＩおよびＮｏｔＩ制
限部位で）単鎖形態の抗体をクローニングした。Ｅ．ｃｏｌｉ細胞であるＸＬ－１　ｂｌ
ｕｅを形質転換し、アンピシリン平板培地上で選択し、そしてＩＰＴＧで誘導してｓｃＦ
ｖを発現させた。精製したｓｃＦｖについて、ＶＥＧＦに対する選択的な生物学的活性を
有するかをＥＬＩＳＡで試験した。ＶＥＧＦとＶＥＧＦＲ１との相互作用ではなく、ＶＥ
ＧＦとＶＥＧＦＲ２との相互作用を特異的に阻止するマウス抗体２Ｃ３（Brekken et al.
, 1998; 2000）を用いて、競合ＥＬＩＳＡアッセイにより、選択的な生物学的活性をさら
に確認した。また、Ｂｉａｃｏｒｅにより、固定化ＶＥＧＦ－Ａに対してｓｃＦｖ抗体が
結合することを示した。ヒトＶＥＧＦと同様にマウスＶＥＧＦに対して結合することも評
価した。
【０８９３】
　Ａ．シークエンシング
　重鎖および軽鎖の好ましい抗体産生クローンの１つのヌクレオチド配列を示す。この抗
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体を、ＥＪ１７３／１１２－Ｃｌ１（ｒ８４／ＰＧＮ３１１）と称し、ｓｃＦｖ型（実施
例１および図１）ならびに完全長ＩｇＧ型（実施例６）の両方を作製した。単鎖型のＥＪ
１７３／１１２－Ｃｌ１（ｒ８４／ＰＧＮ３１１）の軽鎖および重鎖のヌクレオチド配列
ならびにアミノ酸配列を図１および表１に示す。完全長ＩｇＧ型のｒ８４／ＰＧＮ３１１
の軽鎖および重鎖のヌクレオチド配列ならびにアミノ酸配列を実施例６に示す。ＥＪ１７
３／１１２－Ｃｌ１（ｒ８４／ＰＧＮ３１１）の軽鎖および重鎖のＣＤＲならびにフレー
ムワーク領域を表１に示す。
【０８９４】
　実施例２：ＥＪ１７３／１１２－Ｃｌ１（ｒ８４／ＰＧＮ３１１）は高い親和性でＶＥ
ＧＦと結合する
　抗体の特異性を確認するために、塗布したヒトＶＥＧＦ－Ａ（Dr. Rolf A. Brekken, U
T Southwestern Medical Center, ダラス, テキサスから入手）に対してｓｃＦｖ型のＥ
Ｊ１７３／１１２－Ｃｌ１（ｒ８４／ＰＧＮ３１１）が結合するかＥＬＩＳＡで試験した
。簡単に説明すると、２μｇ／ｍｌのＶＥＧＦ－Ａをポリスチレンプレートに塗布した。
次に、２０μｇ／ｍｌの精製したＥＪ１７３／１１２－Ｃｌ１（ｒ８４／ＰＧＮ３１１）
ｓｃＦｖを、１番目のウェルに加え、３倍に希釈して滴定した。マウス抗ｃ－ｍｙｃタグ
モノクローナル抗体（インビトロジェン）およびＨＲＰ接合二次ウサギ抗マウス抗体を用
いて、結合したｓｃＦｖを検出した。
【０８９５】
　ＥＪ１７３／１１２－Ｃｌ１（ｒ８４／ＰＧＮ３１１）ｓｃＦｖ（図２）がＶＥＧＦに
結合したこと，重要なことに、その母クローンと比較して結合シグナルが増加したこと，
それ故に、親和性が増加したことが、ＥＬＩＳＡの結果からわかった。陽性対照としてマ
ウスＢ９抗体を用いる。該抗体はヒトＶＥＧＦ－Ａに対するマウスｓｃＦｖ抗体（Dr. Ph
ilip E. Thorpe, UT Southwestern Medical Center, ダラス, テキサスから入手）である
。
【０８９６】
　ＥＪ１７３／１１２－Ｃｌ１（ｒ８４／ＰＧＮ３１１）は、母クローンと比較してさら
に有益な特徴を示した。ＥＪ１７３／１１２－Ｃｌ１（ｒ８４／ＰＧＮ３１１）は、母ク
ローンと比較して、血清中の安定性がより高いこと、およびｓｃＦｖ型で凝集する傾向が
低いことを示した（データは示さず）。
【０８９７】
　ＥＪ１７３／１１２－Ｃｌ１（ｒ８４／ＰＧＮ３１１）の重鎖可変領域と、他の抗ＶＥ
ＧＦ抗体の７つの異なる重鎖とのシャフリング
　ＶＥＧＦに対する結合特性を維持する点において、ｒ８４／ＰＧＮ３１１の軽鎖可変領
域の重要性を確認するために、ＥＪ１７３／１１２－Ｃｌ１（ｒ８４／ＰＧＮ３１１）の
軽鎖可変領域を、ｒ８４／ＰＧＮ３１１とは異なる他の抗ＶＥＧＦ抗体クローンに由来す
る７つの異なる重鎖可変領域と組み合わせた。得られたクローンを発現させ、ＮｉＮＴＡ
カラムでＨｉｓタグを介して精製した。精製後、濃度を測定し、塗布したヒトＶＥＧＦ－
Ａに対してＥＬＩＳＡを実施した。２０μｇ／ｍｌの精製したｓｃＦｖを加え、結合した
ｓｃＦｖを、マウス抗ｃ－ｍｙｃタグモノクローナル抗体（インビトロジェン）およびＨ
ＲＰ接合二次ウサギ抗マウス抗体を用いて検出した。
【０８９８】
　他の抗ＶＥＧＦ抗体クローンに由来する重鎖可変領域と、ＥＪ１７３／１１２－Ｃｌ１
（ｒ８４／ＰＧＮ３１１）の軽鎖可変領域とを組み合わせた７つのうち３つが、このＥＬ
ＩＳＡでＶＥＧＦに有意に結合することを示した。これは、極めて妥当な割合であって、
ｒ８４／ＰＧＮ３１１の軽鎖可変領域がＶＥＧＦに対する結合の維持に重要なこと、そし
てＶＥＧＦに結合する抗体を生じさせるためにこの軽鎖可変領域と組み合わせることがで
きる他の重鎖可変領域を容易に同定することができることも示すものである。
【０８９９】
　実施例３：ＥＪ１７３／１１２－Ｃｌ１（ｒ８４／ＰＧＮ３１１）はマウス２Ｃ３と競
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合する
　抗体の特異性をさらに示すために、２Ｃ３が２通りの濃度で存在する場合の、ＥＪ１７
３／１１２－Ｃｌ１（ｒ８４／ＰＧＮ３１１）ｓｃＦｖの結合を、塗布したＶＥＧＦ－Ａ
に対するＥＬＩＳＡで試験した。簡単に説明すると、２μｇ／ｍｌのＶＥＧＦ－Ａをポリ
スチレンプレートに塗布した。次に、１μｇ／ｍｌの精製したＥＪ１７３／１１２－Ｃｌ
１（ｒ８４／ＰＧＮ３１１）ｓｃＦｖ，母クローンまたはマウスＢ９のｓｃＦｖ（図３）
を、６つの平行したウェルに加えた。そのうち２つは０．１μｇのマウス２Ｃ３のＩｇＧ
を含み、他の２つは１μｇのマウス２Ｃ３ＩｇＧを含み、２Ｃ３のＩｇＧの最終濃度がそ
れぞれ１および１０μｇ／ｍｌとなるようにした。結合して残存するｓｃＦｖを、ＨＲＰ
接合マウス抗ｃ－ｍｙｃタグモノクローナル抗体（インビトロジェン）を用いて検出した
。
【０９００】
　２Ｃ３　ＩｇＧの濃度を増大させて競合させることによって、ＶＥＧＦに対するＥＪ１
７３／１１２－ＣＩ１（ｒ８４／ＰＧＮ３１１）ｓｃＦｖの結合が減少した。従って、こ
れらの結果から、ＥＪ１７３／１１２－Ｃｌ１（ｒ８４／ＰＧＮ３１１）は、ＶＥＧＦへ
の結合をめぐって、２Ｃ３抗体と競合することがわかり、ＥＪ１７３／１１２－Ｃｌ１（
ｒ８４／ＰＧＮ３１１）が２Ｃ３と実質的に同じエピトープに結合することを示している
。
【０９０１】
　実施例４：ＥＪ１７３／１１２―Ｃｌ１（ｒ８４／ＰＧＮ３１１）はヒトおよびマウス
ＶＥＧＦに結合する
　ヒトおよびマウスＶＥＧＦに対するＥＪ１７３／１１２－Ｃｌ１（ｒ８４／ＰＧＮ３１
１）ｓｃＦｖの結合を測定した。１μｇ／ｍｌのマウスＶＥＧＦ（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍ
ｓ，４９３－ＭＶ－００５／ＣＦ，無担体マウスＶＥＧＦ１６４）およびヒトＶＥＧＦを
、ポリスチレン免疫プレートに塗布した。１０μｇ／ｍｌの精製したｓｃＦｖを加え、マ
ウス抗ｃ－ｍｙｃタグモノクローナル抗体（インビトロジェン）およびＨＲＰ接合二次ウ
サギ抗マウス抗体を用いて検出した。
【０９０２】
　この結果から、ＥＪ１７３／１１２－Ｃｌ１（ｒ８４／ＰＧＮ３１１）ｓｃＦｖ（図４
）がマウスＶＥＧＦおよびヒトＶＥＧＦの両方に結合することがわかった。
【０９０３】
　加えて、マウスＶＥＧＦに対する、ｓｃＦｖ型のｒ８４とその母クローンとの結合親和
性を評価するために、Ｂｉａｃｏｒｅ　Ｔ１００を用いた。このため、１０００ＲＵの組
換え型マウスＶＥＧＦ164（４９３－ＭＶ／ＣＦ，Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）をＣＭ５チ
ップ（Ｂｉａｃｏｒｅ）に固定化し、単量体ｓｃＦｖの希釈系列（１００ｎＭおよび２倍
希釈）を５０μｌ／分の流速でフローさせた。Ｂｉａｃｏｒｅ　Ｔ１００装置に付属のソ
フトウェアを用いて、１：１のフィッティングモデルにより、ＫDとして表される結合親
和性を算出した。ＫD値は、ＥＪ１７３／１１２－Ｃｌ１（ｒ８４／ＰＧＮ３１１）で１
．０×１０-8Ｍおよび母クローンで４．０×１０-8Ｍとして算出された。このように、ｒ
８４／ＰＧＮ３１１は、マウスＶＥＧＦに対して、母クローンより高い結合親和性を示す
。
【０９０４】
　これらの結果から、ヒトおよびマウス両方の前臨床試験に、この選択した抗体（ｒ８４
／ＰＧＮ３１１）を用いるのが好適であることがわかる。
【０９０５】
　実施例６で詳述するように、ｒ８４抗体の完全にヒトおよびマウスのキメラＩｇＧ型を
作製した。これらＩｇＧ型ｒ８４抗体もそれぞれ、マウスＶＥＧＦおよびヒトＶＥＧＦの
両方に結合することが、ＥＬＩＳＡによる結合の研究によって確認された（図１９）。２
Ｃ３抗体がマウスＶＥＧＦに対して有意な結合を示さないことから、２Ｃ３抗体より、選
択した完全にヒトｒ８４抗体の方が、他の利点を有することがこれらの結果に示されてい
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る。
【０９０６】
　マウスＶＥＧＦに対して２Ｃ３が意味を持って結合しないことは、間接的なＥＬＩＳＡ
アッセイで示されている。このアッセイにおいて、ＶＥＧＦファミリーの他のメンバーと
同様に、ヒトおよびマウスＶＥＧＦと２Ｃ３との相互作用を評価した。
【０９０７】
　間接的なＥＬＩＳＡアッセイは、基本的にはBrekken et al., Cancer Research 1998 
および2000に記載されているように実施した。簡単に説明すると、様々な成長因子、すな
わち、ヒトＶＥＧＦ－Ａ（ＶＥＧＦ），マウスＶＥＧＦ，ＰＩＧＦ，ＶＥＧＦ－Ｂ，ＶＥ
ＧＦ－ＣおよびＶＥＧＦ－ＤをＲ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓから購入し、ＥＬＩＳＡプレート
のウェル表面を被覆した（増感緩衝液中０．５ｇ／ｍｌで５０μｌ／ウェル，４℃で終夜
）。３７℃で１時間５％ＣＡＨ（カゼイン酸加水分解物（Ｓｉｇｍａ），ＰＢＳで作製）
でウェルをブロッキングし、そして２Ｃ３抗ＶＥＧＦ抗体を１．０μｇ／ｍｌで３重に、
室温で２時間インキュベートした。ペルオキシダーゼ接合二次抗体（抗ヒトまたは抗マウ
スＩｇＧのいずれか、１：５０００で希釈）を用いて、結合を検出した。ＴＭＢ（ＨＲＰ
の発色基質）でウェルを発現させ、吸光度を４５０ｎＭで読み取った。平均した吸光度の
値は以下の通りである：ヒトＶＥＧＦ－Ａ（３．０７），マウスＶＥＧＦ（０．０９）（
これはバックグランドシグナルと同じであった），ＰＩＧＦ（０．１），ＶＥＧＦ－Ｂ（
０．０９），ＶＥＧＦ－Ｃ（０．０９）およびＶＥＧＦ－Ｄ（０．１２）。
【０９０８】
　この結果から、２Ｃ３はヒトＶＥＧＦ－Ａと結合するが、マウスＶＥＧＦ－Ａ，ＰｌＧ
Ｆ，ＶＥＧＦ－Ｂ，ＶＥＧＦ－ＣまたはＶＥＧＦ－Ｄとは反応しないことがわかった。こ
のアッセイは数回反復し、同様の結果が得られている。
【０９０９】
　２Ｃ３およびアバスチンがマウスＶＥＧＦに結合しない一方で、ＩｇＧ型のｒ８４／Ｐ
ＧＮ３１１抗体がマウスＶＥＧＦに結合するという、さらなる証拠が、ｒ８４，２Ｃ３お
よびアバスチンを用いて処理した動物において、血清中のマウスＶＥＧＦレベルを評価す
る実験から得られた。
【０９１０】
　対照ＩｇＧ（シナジス），アバスチン，２Ｃ３またはｒ８４で処理した担癌動物の血清
を回収し、Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓのキットを用いて、マウスＶＥＧＦのレベルをＥＬＩ
ＳＡでアッセイした。加えて、ｒ８４で処理したマウス血清の検体のいくつかをプロテイ
ンＧビーズとともにインキュベーションして、すべての抗体を免疫除去した。
【０９１１】
　この結果を図２４に示す。マウスＶＥＧＦの血清レベルは、対照，アバスチンおよび２
Ｃ３で処理した動物間で極めて類似している。しかしながら、マウスＶＥＧＦの血清レベ
ルは、ｒ８４で処理した動物で劇的に高い。対照，アバスチンおよび２Ｃ３で処理した動
物に見られるマウスＶＥＧＦのレベルと、ｒ８４で処理した動物に見られるマウスＶＥＧ
Ｆのレベルとの違いは、ｒ８４抗体ＩｇＧがマウスＶＥＧＦに結合する一方で、対照，ア
バスチンおよび２Ｃ３抗体がマウスＶＥＧＦに結合しないという証拠である。
【０９１２】
　図２４中の「ｒ８４」の列は、血清中の総ＶＥＧＦ量を示す（すなわち、遊離の（生物
学的に活性な）ＶＥＧＦおよびｒ８４と複合体化したＶＥＧＦ）。遊離の（生物学的に活
性な）ＶＥＧＦ量は、抗ＶＥＧＦ抗体を治療に用いる場合に（特に、ＶＥＧＦに結合する
上での抗体の効果を評価するために）測定されるべき重要なパラメータであると考えられ
る（Loupakis et al., 2007）。「ｒ８４　ｓｕｐｅ」の列は、ｒ８４免疫グロブリンお
よびマウスＶＥＧＦに結合したｒ８４をプロテインＧとともにインキュベーションして取
り除いた後の、血清中の遊離ＶＥＧＦ量を示す。このように、図２４は、ｒ８４処理動物
の血清中の遊離マウスＶＥＧＦレベルがベースライン・レベルであることを示す。こうし
て、図２４の結果は、ｒ８４がマウスＶＥＧＦに良好に結合することを示すのみならず、
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ｒ８４が血清中の遊離の（生物学的に活性な）ＶＥＧＦのレベルを枯渇させる上でも極め
て有効であることも示しており、これは治療に用いるのに重要な特性である。
【０９１３】
　同系マウス乳房腫瘍モデルを用いて、マウスキメラｒ８４が腫瘍担持マウスの生存を有
意に改善したことを示す、下記実施例１１Ｅで検討するこのような結果は、インビボでｒ
８４がマウスＶＥＧＦに結合し、マウスＶＥＧＦ活性を阻止するという、さらなる確証と
なる。
【０９１４】
　上記結果は、２Ｃ３およびアバスチン抗体がマウスＶＥＧＦに結合しない一方で、完全
にヒトｒ８４／ＰＧＮ３１１抗体がマウスおよびヒトＶＥＧＦの両方に結合することを示
す。例えば、マウス同系モデル（すなわち、マウス腫瘍細胞がマウスに投与される場合）
および異種移植モデル（すなわち、ヒト腫瘍細胞がマウスに投与される場合）の両方にお
ける抗腫瘍活性を評価するために、ｒ８４を用いることができるという観点から、これは
重要な利点である。
【０９１５】
　加えて、２Ｃ３やアバスチンなどの抗体ではなく、ｒ８４／ＰＧＮ３１１で示されるよ
うな、マウスおよびヒトＶＥＧＦの両方に結合できることは、異種移植マウスモデルでｒ
８４により示された結果の方がヒト対象におけるｒ８４の活性をより代表しそうである（
すなわち、前臨床マウスモデルでのｒ８４の結果は、該抗体を患者に入れた際に見られる
現象に対する良好なモデルとなりそうである）ことを意味する。この理由は、ヒトＶＥＧ
Ｆのみに結合できる抗体（例えば、アバスチンや２Ｃ３など）が、ヒト腫瘍細胞で産生さ
れるＶＥＧＦには結合するが、内因性のマウスＶＥＧＦには結合できないことによる。こ
れは、腫瘍で産生されるＶＥＧＦと内因性のＶＥＧＦが存在するであろうヒト患者の状況
とはもちろん異なる。
【０９１６】
　このような状況における潜在的に不利な点は、マウスＶＥＧＦではなくヒトＶＥＧＦに
結合する抗体が、マウス異種移植モデルにおいては良好に機能するかもしれないが、多く
のＶＥＧＦが存在するヒトの体においても同様に機能することを示すことにはならないだ
ろうという点である。換言すれば、ヒトＶＥＧＦにのみ結合できる抗体を用いたマウス異
種移植システムで見られた抗腫瘍効果は、実際の臨床治療より良好に見えるかもしれない
。対照的に、あなたがヒトおよびマウスＶＥＧＦの両方に結合できる抗体を取り扱ってい
るならば、これは、マウスモデル系に存在するＶＥＧＦのすべての型に結合し、該抗体が
ヒトに入れられた際の状況をより代表しそうである。これは、重要な利点であり、本発明
の抗体により示されるものである。
【０９１７】
　実施例５：ＥＪ１７３／１１２－Ｃｌ１（ｒ８４／ＰＧＮ３１１）の結合親和性
　様々な抗体の結合親和性を評価するために、Ｂｉａｃｏｒｅを用いた。種々のｓｃＦｖ
抗体を１μＭ（マイクロモラー）の濃度で、固定化ＶＥＧＦ（アミンカップリング）を有
するＣＭ５チップ表面にフローさせた。結合曲線を図５に示す。これにより、ｒ８４／Ｐ
ＧＮ３１１のｓｃＦｖ型が母クローンの単鎖型（ｍ）より、顕著に高い結合親和性を有す
ることがわかる。
【０９１８】
　加えて、最初の研究として、ｒ８４のＩｇＧを様々な濃度で固定化ＶＥＧＦ－Ａの表面
をフローさせることによって、ＶＥＧＦに対するｒ８４のＩｇＧの結合親和性を算出した
。この点に関して、Ｋdとして表される結合親和性を、Ｂｉａｃｏｒｅ　３０００　Ｅｖ
ａｌｕａｔｉｏｎソフトウェアの１：１結合モデルを用いて算出した。この最初の研究に
おいて、ｒ８４のＩｇＧについて得られたＫd値は、６．７×１０-9Ｍとして算出された
。
【０９１９】
　続いて、ＢｉａＣｏｒｅを用いた親和性の研究から、表２に示される親和性のデータが
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得られた。これらの実験において、ＥＪ１７３／１１２－Ｃｌ１（ｒ８４／ＰＧＮ３１１
）および２Ｃ３のＩｇＧ型の親和性を、ＣＭ５チップ（Ｂｉａｃｏｒｅ）上に１００ＲＵ
のヒトＶＥＧＦ－Ａを固定化して測定した。各ＩｇＧを希釈系列（１００ｎＭおよび２倍
希釈）で、ＶＥＧＦで被覆したフローセルの表面を５０μｌ／分の流速でフローさせた。
ＢＳＡで被覆したフローセルから得られたバックグランドシグナルを、結合曲線から減算
した。ＫDで表される結合親和性を、Ｂｉａｃｏｒｅ　Ｔ１００装置に付属のソフトウェ
アを用いて１：１のフィッティングモデルにより算出した。
【０９２０】
【表２】

 
【０９２１】
　このデータから、ｒ８４が、２５℃と３７℃との両方で２Ｃ３より優れた親和性により
ＶＥＧＦに結合することがわかる。この違いが、癌を含む血管新生疾病の治療に関連した
多くの臨床状況において、２Ｃ３と比較したときのｒ８４の優れた特徴に繋がると予想す
ることは合理的である。３７℃での結果が特に興味深いのは、これはインビボで使用する
場合に抗体が受ける温度だからである。この実験で、２５℃および３７℃での結合と比較
した場合の親和性でアバスチンが約１０倍の損失を示し、一方ｒ８４は温度に対する感受
性がより少ない（ＫＤの減少が２倍もない）ことも注目すべきである。
【０９２２】
　実施例６：ｒ８４／ＰＧＮ３１１のｓｃＦｖ型からＩｇＧ型への転換
　以下のようにして、ｒ８４の完全にヒトＩｇＧ型を最初に構築した。図１に示すｒ８４
／ＰＧＮ３１１抗体配列のｓｃＦｖ型のＶＨ鎖およびＶＬ鎖を選択し、Ｌｏｎｚａ　ｐＣ
ｏｎ　ＩｇＧ１ａおよびカッパ発現ベクターに挿入した後、すべてのｒ８４抗体遺伝子を
含む１つのベクターを作製するために組み合わせた。それから、完全長ＩｇＧ抗体を作製
するため、このベクターをＣＨＯ　Ｋ１ＳＶ細胞にトランスフェクションした。
【０９２３】
　いったん増殖条件が最適化されると、株化細胞による抗体の生産速度は、細胞培養１リ
ットル当たり約５ミリグラムであった。この発現法は効果的ではあるが、精製された抗体
のすべてが安定であるというわけではなかった。緩衝液を最適化した後は抗体の凝集が減
少し、８９．５％のモノマーおよび１０．５％の凝集体が得られた。
【０９２４】
　使用した最適化された増殖条件は、インビトロジェンのＣＤ－ＣＨＯ，４０μＭのＭＳ
Ｘ，ｐＨ６．８～７．０，５％ＣＯ2，３７℃であった。使用した最適化された緩衝液は
、ｐＨ５．５で１０ｍＭのリン酸ナトリウム，２５ｍＭの酢酸ナトリウム，５０ｍＭのグ
リシンである。
【０９２５】
　ｒ８４／ＰＧＮ３１１の安定性をさらに上昇させるために、アミノ酸配列を分析した。
ｒ８４配列を典型的なヒト抗体配列と比較すると、ｒ８４のＶＬ鎖の最後のアミノ酸が、
用いた構造物から失われていた（すなわち、最後のリジン残基（Ｋ）が失われていた）こ
とがわかった。この残基を再導入した。ＣＨＯ細胞とより「適合性を有する」ために、Ｄ
ＮＡ配列も変えた（翻訳されるアミノ酸配列を変えずに）。この結果が新規ＤＮＡ配列で
あり、ＶＬ鎖がリジンで終わるアミノ酸配列であった。ＩｇＧ抗体の新規で完全な重鎖お
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よび軽鎖のヌクレオチド配列ならびにアミノ酸配列を以下に示す：
　ｒ８４／ＰＧＮ３１１のＩｇＧの重鎖（核酸配列）
CAGGTACAGCTTGTGCAGTCCGGAGCCGAGGTGAAGAAACCCGGAGCATCAGTGAAGGTTAGCTGCAAGGCATCTGGTGG
GACATTTTCCTCCTATGCCATCTCCTGGGTTCGGCAGGCTCCCGGACAGGGCCTGGAGTGGATGGGGGGGTTCGATCCCG
AAGACGGAGAGACCATTTACGCACAGAAGTTTCAGGGTCGCGTGACCATGACCGAGGATACTTCTACCGACACAGCATAT
ATGGAGCTCAGTAGCTTGCGCTCCGAGGACACGGCTGTATATTACTGTGCCACTGGACGGAGCATGGTGCGCGGGGTAAT
CATCCCTTTCAACGGGATGGATGTATGGGGCCAAGGGACCACCGTGACAGTCAGCTCTGCCTCCACCAAGGGCCCATCGG
TCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCC
GAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGG
ACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACA
AGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGGTGAGAGGCCAGCACAGGGAGGGAGGGTGTCTGCTGGAAGCCAGGCT
CAGCGCTCCTGCCTGGACGCATCCCGGCTATGCAGCCCCAGTCCAGGGCAGCAAGGCAGGCCCCGTCTGCCTCTTCACCC
GGAGGCCTCTGCCCGCCCCACTCATGCTCAGGGAGAGGGTCTTCTGGCTTTTTCCCCAGGCTCTGGGCAGGCACAGGCTA
GGTGCCCCTAACCCAGGCCCTGCACACAAAGGGGCAGGTGCTGGGCTCAGACCTGCCAAGAGCCATATCCGGGAGGACCC
TGCCCCTGACCTAAGCCCACCCCAAAGGCCAAACTCTCCACTCCCTCAGCTCGGACACCTTCTCTCCTCCCAGATTCCAG
TAACTCCCAATCTTCTCTCTGCAGAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGGTAAGCCAGCC
CAGGCCTCGCCCTCCAGCTCAAGGCGGGACAGGTGCCCTAGAGTAGCCTGCATCCAGGGACAGGCCCCAGCCGGGTGCTG
ACACGTCCACCTCCATCTCTTCCTCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAG
GACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTT
CAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTG
TGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTC
CCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGTGGGACCCGTGGGGTGCGAGGGCCACATGGACAGAGGCCGGC
TCGGCCCACCCTCTGCCCTGAGAGTGACCGCTGTACCAACCTCTGTCCCTACAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTAC
ACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGA
CATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCT
CCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCAT
GAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATAG
（配列番号２２）
　ｒ８４／ＰＧＮ３１１のＩｇＧの重鎖（アミノ酸配列）
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGGTFSSYAISWVRQAPGQGLEWMGGFDPEDGETIYAQKFQGRVTMTEDTSTDTAY
MELSSLRSEDTAVYYCATGRSMVRGVIIPFNGMDVWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFP
EPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPA
PELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQ
DWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
（配列番号２４）
　ｒ８４／ＰＧＮ３１１のＩｇＧの軽鎖（核酸配列）
GACATTCGGATGACTCAGTCTCCCTCCTCTTTGAGCGCTTCTGTGGGCGATAGGGTTACTATCACTTGTCGAGCCTCTCA
ATCCATCAGCTCCTACTTGAACTGGTACCAGCAGAAACCCGGGAAAGCACCCAAGCTGCTTATTTACGCCGCCTCCTCCC
TGCAATCCGGAGTGCCCTCCCGGTTCAGCGGCTCCGGCTCTGGAACAGACTTTACCCTGACCATTTCTTCTTTGCAGCCT
GAGGATTTTGCTACTTACTACTGTCAGCAGAGTTACTCCACCCCTTTGACATTCGGTGGTGGAACGAAAGTAGAAATTAA
GCGTACGGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGT
GCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAG
GAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGA
GAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGT
GTTAG
（配列番号２３）
　ｒ８４／ＰＧＮ３１１のＩｇＧの軽鎖（アミノ酸配列）
DIRMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCQQSYSTPLTFGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQ
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ESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
（配列番号２５）
　上記の新規ｒ８４／ＰＧＮ３１１のＤＮＡ配列を、Ｌｏｎｚａ　ｐＣｏｎ　ＩｇＧ１ａ
およびカッパ発現ベクターに挿入した後、全ｒ８４／ＰＧＮ３１１抗体配列を含む１つの
ベクターを作製するために組み合わせた。それから、このベクターをＣＨＯ　Ｋ１ＳＶ細
胞にトランスフェクションした。細胞培養の最適化をほとんどせずに１リットル当り３５
０ミリグラムを超えるまで抗体産生を増加させた。さらに重要なことに、抗体ははるかに
より安定であり、モノマーは９９％を超えていた。
【０９２６】
　ｒ８４／ＰＧＮ３１１のＩｇＧ型の可変重鎖および可変軽鎖の核酸配列も以下に示す：
　ｒ８４／ＰＧＮ３１１のＩｇＧのＶＨ鎖（核酸配列）
CAGGTACAGCTTGTGCAGTCCGGAGCCGAGGTGAAGAAACCCGGAGCATCAGTGAAGGTTAGCTGCAAGGCATCTGGTGG
GACATTTTCCTCCTATGCCATCTCCTGGGTTCGGCAGGCTCCCGGACAGGGCCTGGAGTGGATGGGGGGGTTCGATCCCG
AAGACGGAGAGACCATTTACGCACAGAAGTTTCAGGGTCGCGTGACCATGACCGAGGATACTTCTACCGACACAGCATAT
ATGGAGCTCAGTAGCTTGCGCTCCGAGGACACGGCTGTATATTACTGTGCCACTGGACGGAGCATGGTGCGCGGGGTAAT
CATCCCTTTCAACGGGATGGATGTATGGGGCCAAGGGACCACCGTGACAGTCAGCTCT
（配列番号２６）
　ｒ８４／ＰＧＮ３１１のＩｇＧのＶＬ鎖（核酸配列）
GACATTCGGATGACTCAGTCTCCCTCCTCTTTGAGCGCTTCTGTGGGCGATAGGGTTACTATCACTTGTCGAGCCTCTCA
ATCCATCAGCTCCTACTTGAACTGGTACCAGCAGAAACCCGGGAAAGCACCCAAGCTGCTTATTTACGCCGCCTCCTCCC
TGCAATCCGGAGTGCCCTCCCGGTTCAGCGGCTCCGGCTCTGGAACAGACTTTACCCTGACCATTTCTTCTTTGCAGCCT
GAGGATTTTGCTACTTACTACTGTCAGCAGAGTTACTCCACCCCTTTGACATTCGGTGGTGGAACGAAAGTAGAAATTAA
G
（配列番号２７）
　マウスｒ８４抗体のキメラバージョンも構築した。これは、完全にヒト可変領域をマウ
ス定常領域に付着させて実施し、マウスにおける特定の前臨床研究に用いるマウス抗体が
得られた。マウス定常領域をコードする核酸配列に、完全にヒト可変領域をコードする核
酸配列を付着させたこと以外は、完全にヒトＩｇＧについて上記したようにして、マウス
キメラ抗体を作製した。
【０９２７】
　マウス抗体キメラＩｇＧにおける新規で完全な重鎖および軽鎖のヌクレオチド配列なら
びにアミノ酸配列を以下に示す：
　Ｒ８４／ＰＧＮ３１１のキメラ重鎖（核酸配列）
caggtgcagctggtgcaatctggggctgaggtgaagaagcctggggcctcagtgaaggtctcctgcaaggcttctggagg
caccttcagcagctatgctatcagctgggtgcgacaggcccctggacaagggcttgagtggatgggaggttttgatcctg
aagatggtgaaacaatctacgcacagaagttccagggcagagtcaccatgaccgaggacacatctacagacacagcctac
atggagctgagcagcctgagatctgaggacacggccgtgtattactgtgcaacaggacgttctatggttcggggagtcat
tataccttttaacggtatggacgtctggggccaagggaccacggtcaccgtctcctcacgcgccgatgctgcaccgactg
tctatccactggcccctgtgtgtggagatacaactggctcctcggtgactctaggatgcctggtcaagggttatttccct
gagccagtgaccttgacctggaactctggatccctgtccagtggtgtgcacaccttcccagctgtcctgcagtctgacct
ctacaccctcagcagctcagtgactgtaacctcgagcacctggcccagccagtccatcacctgcaatgtggcccacccgg
caagcagcaccaaggtggacaagaaagagcccagagggcccacaatcaagccctgtcctccatgcaaatgcccagcacct
aacctcttgggtggaccatccgtcttcatcttccctccaaagatcaaggatgtactcatgatctccctgagccccatagt
cacatgtgtggtggtggatgtgagcgaggatgacccagatgtccagatcagctggtttgtgaacaacgtggaagtacaca
cagctcagacacaaacccatagagaggattacaacagtactctccgggtggtcagtgccctccccatccagcaccaggac
tggatgagtggcaaggagttcaaatgcaaggtcaacaacaaagacctcccagcgcccatcgagagaaccatctcaaaacc
caaagggtcagtaagagctccacaggtatatgtcttgcctccaccagaagaagagatgactaagaaacaggtcactctga
cctgcatggtcacagacttcatgcctgaagacatttacgtggagtggaccaacaacgggaaaacagagctaaactacaag
aacactgaaccagtcctggactctgatggttcttacttcatgtacagcaagctgagagtggaaaagaagaactgggtgga
aagaaatagctactcctgttcagtggtccacgagggtctgcacaatcaccacacgactaagagcttctcccggactccgg
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gtaaatga
（配列番号３１)
　Ｒ８４／ＰＧＮ３１１のキメラ重鎖（アミノ酸配列）
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGGTFSSYAISWVRQAPGQGLEWMGGFDPEDGETIYAQKFQGRVTMTEDTSTDTAY
MELSSLRSEDTAVYYCATGRSMVRGVIIPFNGMDVWGQGTTVTVSSRADAAPTVYPLAPVCGDTTGSSVTLGCLVKGYFP
EPVTLTWNSGSLSSGVHTFPAVLQSDLYTLSSSVTVTSSTWPSQSITCNVAHPASSTKVDKKEPRGPTIKPCPPCKCPAP
NLLGGPSVFIFPPKIKDVLMISLSPIVTCVVVDVSEDDPDVQISWFVNNVEVHTAQTQTHREDYNSTLRVVSALPIQHQD
WMSGKEFKCKVNNKDLPAPIERTISKPKGSVRAPQVYVLPPPEEEMTKKQVTLTCMVTDFMPEDIYVEWTNNGKTELNYK
NTEPVLDSDGSYFMYSKLRVEKKNWVERNSYSCSVVHEGLHNHHTTKSFSRTPGK
（配列番号３２)
　Ｒ８４／ＰＧＮ３１１のキメラ軽鎖（核酸配列）
GATATCAGGATGACGCAGAGTCCAAGCTCTCTGTCTGCCTCTGTGGGGGACAGGGTGACTATTACTTGTCGGGCATCACA
GAGTATCTCCAGCTACCTTAATTGGTACCAGCAAAAGCCCGGCAAAGCCCCCAAATTGCTGATTTACGCAGCCAGCTCCC
TTCAGTCTGGCGTCCCTAGCCGCTTCTCCGGGAGCGGATCAGGCACAGACTTTACGTTGACAATCAGTTCTCTGCAGCCG
GAGGATTTTGCCACTTACTACTGTCAACAGAGCTACAGTACGCCTCTCACGTTTGGCGGTGGGACAAAGGTGGAAATCAA
ACGGGCTGATGCTGCACCGACTGTGTCCATCTTCCCACCATCCAGTGAGCAGTTAACATCTGGAGGTGCCTCAGTCGTGT
GCTTCTTGAACAACTTCTACCCCAAAGACATCAATGTCAAGTGGAAGATTGATGGCAGTGAACGACAAAATGGCGTCCTG
AACAGTTGGACTGATCAGGACAGCAAAGACAGCACCTACAGCATGAGCAGCACCCTCACGTTGACCAAGGACGAGTATGA
ACGACATAACAGCTATACCTGTGAGGCCACTCACAAGACATCAACTTCACCCATTGTCAAGAGCTTCAACAGGAATGAGT
GT
（配列番号３３)
　Ｒ８４／ＰＧＮ３１１のキメラ軽鎖（アミノ酸配列）
DIRMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCQQSYSTPLTFGGGTKVEIKRADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCFLNNFYPKDINVKWKIDGSERQNGVL
NSWTDQDSKDSTYSMSSTLTLTKDEYERHNSYTCEATHKTSTSPIVKSFNRNEC
（配列番号３４)
　実施例７：ＥＪ１７３／１１２－Ｃｌ１（ｒ８４／ＰＧＮ３１１）はＶＥＧＦＲ２に媒
介される事象を阻害する
　Ａ．ｒ８４／ＰＧＮ３１１はＶＥＧＦＲ２経由の細胞シグナル伝達を阻害する
　選択した抗体に対する細胞の性能を確認するために、細胞アッセイを用いた。ＶＥＧＦ
は、ＭＡＰＫキナーゼ経路を介して細胞内シグナル伝達を刺激し、それはまた、それぞれ
４４キロダルトンおよび４２キロのダルトンの、ＭＡＰＫ１およびＭＡＰＫ２と呼ばれて
いる２つのタンパク質の活性化（リン酸化による）を含む。これらのタンパク質の別名は
、Ｅｒｋ１およびＥｒｋ２である。ＶＥＧＦのＶＥＧＦＲ２との相互作用を阻害する抗体
は、同様に、Ｅｒｋ１／２の活性化を阻害することができる。
【０９２８】
　ｂＥｎｄ．３またはＰＡＥ／ＫＤＲ株化細胞（それぞれ、UT-Southwestern Medical Ce
nter, ダラス, テキサスのDr. Philip ThorpeおよびUlm University Medical Center, ウ
ルム, ドイツのDr. Johannes Waltenbergerから入手）はそれら表面にＶＥＧＦＲ２を発
現し、それらをＶＥＧＦで刺激することができる。株化細胞を、血清および増殖因子を４
８時間欠乏させて、次に、ＩｇＧ型の候補（４μｇ／ｍｌ）の存在下または非存在下で、
ＶＥＧＦ１６５を１０ｎｇ／ｍｌ（Ｖ１０）および５０ｎｇ／ｍｌ（Ｖ５０）添加するこ
とで刺激した。刺激しなかった細胞を陰性対照（ＮＳ）とした。この刺激の後、細胞を溶
解する前に、異なるホスファターゼ阻害剤を含む氷冷したＰＢＳで洗浄した。遠心分離し
た細胞抽出物をポリアクリルアミドゲルで泳動させた後、分離したタンパク質をニトロセ
ルロース膜にブロットした。Ｅｒｋ１／２リン酸化の阻害を観測するために、そのブロッ
トに対して抗ホスホＥｒｋ１／２抗体をプローブとして用いた（図６）。総Ｅｒｋ１／２
量も細胞レベルの内部標準として検出した。ｒ８４／ＰＧＮ３１１のＩｇＧクローンはＥ
ｒｋ１／２のリン酸化を阻害した。
【０９２９】
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　ＶＥＧＦはまた、１５５キロダルトンのタンパク質の活性化（リン酸化による）を含む
ホスホリパーゼＣγ（ＰＬＣ－γ）経路を介する細胞内シグナル伝達も刺激する。ＶＥＧ
ＦのＶＥＧＦＲ２との相互作用を阻害する抗体は、同様に、ＰＬＣ－γの活性化を阻害す
ることができる。
【０９３０】
　ヒト真皮微小血管内皮株化細胞（ＨＤＭＥＣ，Ｌｏｎｚａ，カタログ＃ＣＣ２８１０）
はそれらの表面にＶＥＧＦＲ２を発現し、ＶＥＧＦで刺激することができる。６ウェルプ
レートを用いて、１ウェル当り２５０，０００細胞でＨＤＭＥＣを塗布した。５％のＦＢ
Ｓ　ＥＣＭ（血管内皮細胞培地）中で細胞を終夜接着させた。細胞を、２４時間血清を欠
乏させた後、アバスチン（ベバシズマブ，Presta et al., 1997），ｒ８４／ＰＧＮ３１
１，２Ｃ３（すべてＩｇＧ型）または対照のＩｇＧ抗体（ヒト抗ＲＳＶであるシナジス（
パリビズマブ），ＭｅｄＩｍｍｕｎｅ）の抗体存在下、ＶＥＧＦ１６５（＋ＶＥＧＦ）を
５０ｎｇ／ｍｌ添加することで刺激した。ＩｇＧは９０μｇ／ｍｌで用いた。刺激しなか
った細胞を陰性対照（ＮＴ）とした。アバスチンおよびｒ８４／ＰＧＮ３１１を、ＶＥＧ
Ｆ非存在下の細胞にも加えた。
【０９３１】
　この刺激の後、細胞を溶解する前に、異なるホスファターゼ阻害剤を含む氷冷したＰＢ
Ｓで洗浄した。遠心分離した細胞抽出物をポリアクリルアミドゲルで泳動させた後、分離
したタンパク質をニトロセルロース膜に転写した。リン酸化の阻害を観測するために、こ
のブロットに対して抗ホスホＥｒｋ１／２抗体（図１６Ａ，ｐＥＲＫ１／２）および抗ホ
スホＰＬＣ－γ抗体（図１６Ａ，ｐＰＬＣ－γ）をプローブとして用いた。総Ｅｒｋ１／
２量（図１６Ａ，ＥＲＫ１／２）および総ＰＬＣ－γ量（図１６Ａ，ＰＬＣ－γ）も細胞
レベルの内部標準として検出した。ＨＤＭＥＣ上のＶＥＧＦＲ２の発現をＶＥＧＦＲ２に
対する抗体を用いて検出した（図１６Ａ）。図１６Ａは、ｒ８４／ＰＧＮ３１１のＩｇＧ
抗体がＥｒｋ１／２およびＰＬＣ－γの両方に対するリン酸化を阻害したことを示す。
【０９３２】
　上記と同じ方法を用いて、アバスチンもしくはｒ８４／ＰＧＮ３１１（ＩｇＧ型）の抗
体の存在下または非存在下で５０ｎｇ／ｍｌのＶＥＧＦ１６５の添加により刺激するか、
あるいは無処理のままにする前に、ＶＥＧＦＲ１を発現しているＰＡＥ　Ｆｌｔ１細胞を
、同様の方法で処理または欠乏させた。ブロットを調製し、抗ホスホＶＥＧＦＲ１抗体を
プローブとして用いた（図１６Ｂ，ホスホＶＥＧＦＲ１）。総ＶＥＧＦＲ１量（図１６Ｂ
，総ＶＥＧＦＲ１量）も細胞レベルの内部標準として検出した。図１６Ｂのデータは、陽
性対照のアバスチンがＶＥＧＦＲ１のリン酸化を阻害したのに対し、ｒ８４／ＰＧＮ３１
１はＶＥＧＦＲ１のリン酸化を阻害しなかったことを示す。図１６Ａおよび図１６Ｂはと
もに、ｒ８４／ＰＧＮ３１１がＶＥＧＦＲ２経路を選択的に阻止することを確認するもの
である。
【０９３３】
　Ｂ．ｒ８４／ＰＧＮ３１１はＶＥＧＦＲ２を発現している細胞のＶＥＧＦに誘導される
遊走を阻止する
　予想される通り、ＶＥＧＦＲ２発現している内皮細胞のＶＥＧＦに誘導される遊走を、
ｒ８４／ＰＧＮ３１１が強力に阻害できることも確認した。この活性の例を、ＨＤＭＥＣ
については図２０Ａに、ＰＡＥ　ＫＤＲを発現している細胞については図２０Ｂに示す。
これらのアッセイのそれぞれで、ｒ８４は、ＶＥＧＦＲ２を発現している細胞のＶＥＧＦ
に誘導される遊走を有意に阻害しており、少なくともアバスチンと同様にして機能する点
に注意する。
【０９３４】
　ＶＥＧＦＲ１を発現しているＰＡＥ　Ｆｌｔ１細胞を用いた比較研究によって、ｒ８４
がＶＥＧＦＲ１を発現している細胞のＶＥＧＦに誘導される遊走を阻害しないことがわか
った（図２１）。対照的に、アバスチンは、ＶＥＧＦＲ１を発現している細胞のＶＥＧＦ
に誘導される遊走を有意に阻害する（図２１）。
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【０９３５】
　実施例８：ＥＪ１７３／１１２－Ｃｌ１（ｒ８４／ＰＧＮ３１１）はＶＥＧＦ１２１に
結合する
　ＶＥＧＦ－Ａの生物学的に活性を有するアイソフォームであるＶＥＧＦ１２１に対する
ＥＪ１７３／１１２－Ｃｌ１（ｒ８４／ＰＧＮ３１１）ｓｃＦｖの結合を測定した（Ｒ＆
Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，ＨｕＶＥＧＦ１２１　２９８－ＶＳ－００５／ＣＦ）。２μｇ／ｍ
ｌの無担体ＶＥＧＦ１２１をポリスチレン免疫プレートに塗布した。１０μｇ／ｍｌの精
製したｓｃＦｖを加え、マウス抗ｃ－ｍｙｃタグモノクローナル抗体（インビトロジェン
）およびＨＲＰ接合二次ウサギ抗マウス抗体を用いて検出した。
【０９３６】
　この結果から、ＥＪ１７３／１１２－Ｃｌ１（ｒ８４／ＰＧＮ３１１）（図７）がＶＥ
ＧＦ１２１に対して陽性であることがわかった。Ｂ９マウスｓｃＦｖである対照もＶＥＧ
Ｆ１２１を認識したが、ヒト異型より低いレベルであった。
【０９３７】
　実施例９：ＥＪ１７３／１１２－ＣＩ１（ｒ８４／ＰＧＮ３１１）はＶＥＧＦＲ１では
なくＶＥＧＦＲ２に対するＶＥＧＦの結合を阻止する
　１ウェル当り５０μｌの増感緩衝液中、可溶性のＨｕＶＥＧＦＲ１／Ｆｃ（Ｒ＆Ｄ　Ｓ
ｙｓｔｅｍｓ，カタログ＃３２１－ＦＬ－０５０，ＣＦ）またはＨｕＶＥＧＦＲ２（Ｒ＆
Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，３５７－ＫＤ－０５０／ＣＦ）を１．０μｇ／ｍｌの濃度で、９６
ウェルＥＬＩＳＡプレート（ＢＤファルコン，カタログ＃３５３２７９）を終夜４℃で被
覆した。洗浄緩衝液（ＷＢ）（ＴＢＳｔ（トリス緩衝生理食塩水，０．１％のＴｗｅｅｎ
２０））でウェルを洗浄し、２０％Ａｑｕａｂｌｏｃｋ（Ｅａｓｔ　Ｃｏａｓｔ　Ｂｉｏ
ｌｏｇｉｃｓ社）を含むＷＢで、３７℃で１時間ブロッキングした。適切な濃度のＩｇＧ
またはＷＢを５０μｌウェルに添加し、その直後に最終濃度で１００ｎｇ／ｍｌのＶＥＧ
Ｆ－ビオチンを添加した。このプレートをＲＴで２時間インキュベートし、３回洗浄し、
ＷＢで１：７５００に希釈したペルオキシダーゼ接合アビジン（ＪａｃｋｓｏｎＩｍｍｕ
ｎｏ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ）１ウェル当り１００μｌとともにＲＴで１時間インキュベート
した。４回プレートを洗浄後、ＴＭＢでシグナルを発現し、酸で止め、４５０ｎｍで読み
取った。
【０９３８】
　これらのアッセイの結果を図８Ａおよび図８Ｂに示す。ＶＥＧＦ単独のシグナル（ＶＥ
ＧＦ）または示された抗体存在下のＶＥＧＦのシグナルをＶＥＧＦ単独（１００％）で標
準化した。平均＋／－ＳＥＭを示す。Ｎ＝１２（各処理それぞれ３反復実施した４枚の同
一のプレート）。５０％未満のシグナルは、結合の有意な阻害と考えられる。
【０９３９】
　図８Ａおよび図８Ｂに示すように、この対照研究の結果から、ｒ８４／ＰＧＮ３１１は
ＶＥＧＦのＶＥＧＦＲ２との相互作用を実質的に阻止するが、ＶＥＧＦのＶＥＧＦＲ１と
の相互作用を実質的に阻止しないことがわかる。ｒ８４／ＰＧＮ３１１およびアバスチン
（ベバシズマブ）（Presta et al., 1997）を用いた並行研究から、ＶＥＧＦＲ２および
ＶＥＧＦＲ１の両方とＶＥＧＦとの相互作用を実質的に阻止するとして知られているアバ
スチンの特性を確認した。加えて、ＶＥＧＦＲ１に対するＶＥＧＦ結合の実質的な阻止で
はなく、ＶＥＧＦＲ２に対するＶＥＧＦ結合の実質的な阻止における差異が２Ｃ３の場合
よりｒ８４の場合の方がさらに大きいことが、ｒ８４／ＰＧＮ３１１および元のマウス２
Ｃ３抗体を用いた並行研究からわかった。これは、２Ｃ３抗体に対するｒ８４の他の驚く
べき利点を示すものである。
【０９４０】
　実施例１０：腫瘍関連マクロファージはＶＥＧＦＲ２を発現する
　Ａ．モデル
　１×１０6個のＭｉａＰａＣａ－２細胞を膵臓の尾部に注射することによって、無胸腺
ヌードマウス（７～９週）に同所性腫瘍を定着させた。治療を始める前に１週間腫瘍を成
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長させた。
【０９４１】
　Ｂ．処理
　週２回で３週間、対照抗体（Ｃ４４）またはマウス２Ｃ３抗体をｉ．ｐ．注射すること
で動物を処理した。屠殺し腫瘍を切除して、残存する膵臓とともに重さを量り、急冷する
か、または組織化学的および免疫組織化学的分析用にメチルカルノアで固定化した。
【０９４２】
　Ｃ．ＩＨＣ
　マクロファージマーカーとして用いる抗体として、ＣＤ８６，ＣＤ１４およびＦ４／８
０が挙げられる。ＶＥＧＦＲ２抗体としてＴ０１４およびＲＡＦＬ－２を用いた。
【０９４３】
　Ｄ．腹腔マクロファージの単離
　腫瘍担持（ＴＢ）または非腫瘍担持（ＮＴＢ）動物のマクロファージを、無菌の腹腔洗
浄法により単離した。
【０９４４】
　Ｅ．結果
　驚くべきことに、腫瘍関連マクロファージ（ＴＡＭ）がＶＥＧＦＲ２を発現していたこ
とが判明した。これにより、インビボで２Ｃ３がＶＥＧＦＲ２陽性ＴＡＭの浸潤を減少さ
せたという観察結果が説明される。この結果を図１０Ａ，ＢおよびＣに示す。
【０９４５】
　この点に関して、対照で処理または２Ｃ３で処理した動物からの腫瘍切片における染色
からＴ０１４（ＶＥＧＦＲ２抗体）およびＦ４／８０（マクロファージマーカー）が共局
在化していることを図１０Ａは示している。２Ｃ３は、マクロファージ浸潤を減少させる
。しかしながら、両方の群とも、ＶＥＧＦＲ２およびマクロファージマーカーの共局在化
を示している。３つの異なるマクロファージマーカーのうちの１つおよびＶＥＧＦＲ２が
二重陽性である細胞数を、図１０Ｂに示す。図１０Ｃにおいて、腫瘍担持動物の腹腔マク
ロファージが、２つの異なる抗体を用いたＶＥＧＦＲ２を示す。
【０９４６】
　実施例１１：ｒ８４／ＰＧＮ３１１は動物の腫瘍容積を減少させる
　ｒ８４／ＰＧＮ３１１抗体を投与することで腫瘍容積が有意に減少することを示すため
に動物モデルを用いた。
【０９４７】
　Ａ．ＭＤＡ－ＭＢ－２３１乳癌細胞腫瘍モデル
　５００万個のＭＤＡ－ＭＢ－２３１細胞を、ＳＣＩＤマウスの乳房脂肪体に注射した。
治療開始の前に２６日間腫瘍を成長させた。この時、動物を無作為に治療群に割り当てた
。１００μｌの生理食塩水（対照，ｎ＝５）、または１００μｌの緩衝液中２５０μｇの
アバスチンＩｇＧ（ｎ＝８）もしくはｒ８４／ＰＧＮ３１１　ＩｇＧ（ｎ＝９）を週２回
皮下注射により投与した。この結果を、平均腫瘍容積＋／－ＳＥＭを表す図１１に示す。
アバスチンおよびｒ８４を処理したマウスは、対照を処理した動物より有意に小さい腫瘍
容積を有する。図１２は、各群の個々の動物の腫瘍重量／体重を示す。アバスチンおよび
ｒ８４で処理したマウスは、対照で処理した動物より有意に小さい腫瘍／体の比率を有す
る。図１１および図１２の結果から、ｒ８４がアバスチンと基本的に同程度効果的に機能
することがわかる。
【０９４８】
　Ｂ．Ａ６７３横紋筋肉腫腫瘍モデル
　１．０×１０6個のＡ－６７３細胞（ヒト横紋筋肉腫株化細胞－ＡＴＣＣ　ＣＲＬ－１
５９８）を、２２ｎｕ／ｎｕ（ＮＣＩ）マウスに皮下注射した。このマウスを３つの群に
分け（２Ｃ３およびｒ８４／ＰＧＮ３１１の場合ｎ＝８／群，ｎ＝６／対照群）、腫瘍細
胞注射（ＴＣＩ）後５日目に治療を開始した。治療は、５０μｇの示されたＩｇＧを週２
回ｉｐ注射することからなる。動物の重量および腫瘍容積を観測した。対照抗体をシナジ
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ス（ヒト抗ＲＳＶ）とした。
【０９４９】
　ＴＣＩ後５日目～２９日目の間に、治療としてマウスに８回注射した。図１３は、ＴＣ
Ｉ後３０日目の各群の腫瘍容積を示す。一元配置分散分析によって、群が統計学的に差が
あるものであること；さらに、「ダネットの多重比較試験」（ｐ＜０．０５）により、２
Ｃ３およびｒ８４／ＰＧＮ３１１が対照と差があることが示された。週２回の５０μｇと
いう適度な用量での注射で２Ｃ３およびｒ８４が腫瘍成長を減少させたことは、これらの
結果から明らかである。ｒ８４は、２Ｃ３と基本的に同様の活性を示した。この動物研究
からの全体的な結論は、２Ｃ３およびｒ８４がＡ６７３腫瘍の成長を抑制する点で効果的
であるということである。
【０９５０】
　Ｃ．ヒト非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）モデル
　ｒ８４／ＰＧＮ３１１抗体を投与することによって、腫瘍成長を有意に減少させること
を示すために、さらにインビボの動物モデルを用いた。
【０９５１】
　８４／ＰＧＮ３１１がインビボで腫瘍成長を阻害することができるか、Ｈ１２９９（Ａ
ＴＣＣ　ＣＲＬ－５８０３），Ｈ４６０（ＡＴＣＣ　ＨＴＢ－１７７），Ｈ３５８（ＡＴ
ＣＣ　ＣＲＬ－５８０７）およびＡ５４９（ＡＴＣＣ　ＣＣＬ－１８５）の４つの異なる
ヒト非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）で試験した。ＳＣＩＤマウス（株化細胞当たりｎ＝２５
）に２．５×１０6個の細胞を皮下注射し、ＴＣＩ後１日目から治療を開始した。治療は
、２５０μｇのシナジスまたはＸＴＬ（陰性対照），アバスチンＩｇＧ（陽性対照）また
は５００μｇのｒ８４／ＰＧＮ３１１のＩｇＧを各週２回腹膜内（ｉ．ｐ．）に送達する
ことからなる。治療はマウスを屠殺するまで実施した。Ｈ４６０マウスは４０日後に屠殺
，Ｈ１２９９マウスは４８日後に屠殺，Ａ５４９マウスは５５日後に屠殺，そしてＨ３５
８マウスは８３日後に屠殺した。腫瘍重量を計量し、その結果を平均腫瘍重量＋／－ＳＥ
Ｍとして、図１７Ａ（Ｈ４６０の場合），図１７Ｂ（Ｈ１２９９の場合），図１７Ｃ（Ｈ
３５８の場合）および図１７Ｄ（Ａ５４９の場合）に示す。対照の腫瘍重量に対する治療
した腫瘍重量の比率も図１７Ａ，図１７Ｂ，図１７Ｃおよび図１７Ｄ（「Ｔ／Ｃ」）に示
す。
【０９５２】
　図１７Ａ，図１７Ｂ，図１７Ｃおよび図１７Ｄから、アバスチンおよびｒ８４／ＰＧＮ
３１１で処理した動物が対照で処理した動物より有意に小さい腫瘍重量を有することがわ
かる。Ｈ４６０（図１７Ａ），Ｈ１２９９（図１７Ｂ）およびＡ５４９（図１７Ｄ）モデ
ルにおいて、ｒ８４／ＰＧＮ３１１はアバスチンより良好に機能する。Ｈ３５８アッセイ
（図１７Ｃ）においては、ｒ８４／ＰＧＮ３１１は、アバスチンと少なくとも同程度効果
的に機能する。
【０９５３】
　Ｄ．Ｐａｎｃ１膵臓癌細胞腫瘍モデル
　膵臓腺癌細胞であるＰａｎｃ１担持マウスに、ｒ８４／ＰＧＮ３１１のＩｇＧまたは陰
性対照としてシナジスのいずれかを投与した。治療はマウスを屠殺するまで実施した。腫
瘍容積を計量し、この結果を図２２に示す。ｒ８４／ＰＧＮ３１１が対照と比較して顕著
にＰａｎｃ１腫瘍成長を減少させることがわかる（図２２）。
【０９５４】
　Ｅ．４Ｔ１乳房腫瘍モデル
　マウスｒ８４／ＰＧＮ３１１のキメラバージョンを用いた対照研究から、ｒ８４抗体が
、同系４Ｔ１乳房腫瘍担持マウスの生存を延長できることがわかった。図２３に示すよう
に、マウスキメラｒ８４／ＰＧＮ３１１を用いた治療によって、対照で処理した群の動物
より長く生存するマウスになるという結果となった。
【０９５５】
　実施例１２：ｒ８４／ＰＧＮ３１１は微小血管密度および腫瘍関連マクロファージの浸
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潤を減少させる
　実施例１１に記載したＭＤＡ－ＭＢ－２３１動物モデル研究で用いたマウスから腫瘍を
採取し、緩衝液１００μｌ中２Ｃ３のＩｇＧを２５０μｇ用いる同じ投薬計画に従って並
行して治療したマウスからも腫瘍を採取した。これらの腫瘍を切片化し、マウス内皮細胞
（ＭＥＣＡ－３２）およびマクロファージマーカー（Ｍａｃ－３）に対する抗体で染色し
た。対照動物からの３つの腫瘍およびｒ８４／ＰＧＮ３１１および２Ｃ３で処理した動物
それぞれからの３つの腫瘍を分析し、各腫瘍からの５つの画像を研究した。この結果を図
１４および図１５に示す。この結果から、ｒ８４および２Ｃ３で処理した動物からの腫瘍
が、血管数／高倍率視野（ＭＥＣＡ－３２，ｐ＜０．０００１，図１５）を有意に減少さ
せ、マクロファージマーカー（Ｍａｃ－３，ｒ８４の場合ｐ＜０．０１，図１４）の発現
を有意に減少させたことがわかった。これは、ｒ８４が微小血管密度および腫瘍関連マク
ロファージの浸潤を減少させること、ならびにｒ８４の、腫瘍関連マクロファージの浸潤
を減少させる効果が２Ｃ３より顕著であることの証拠となる（図１４）。
【０９５６】
　実施例１３：腫瘍に浸潤する細胞に対するｒ８４／ＰＧＮ３１１の効果
　Ａ．多形核白血球
　実施例１１に記載したＭＤＡ－ＭＢ－２３１動物モデル研究で用いたマウスから腫瘍を
採取し、緩衝液１００μｌ中２Ｃ３のＩｇＧを２５０μｇ有する同じ投薬計画に従って並
行して治療したマウスからも腫瘍を採取した。
【０９５７】
　この研究から、ｒ８４および２Ｃ３で処理した動物の腫瘍が、対照と比較して多形核白
血球（ＰＭＮ）浸潤を有意に増加させることがわかる。この効果は、ｒ８４および２Ｃ３
抗体の場合、統計的に有意であった。アバスチン（ベバシズマブ）も対照と比較してＭＤ
Ａ－ＭＢ－２３１腫瘍へのＰＭＮの浸潤を増加させたが、ｒ８４および２Ｃ３とは対照的
に、この増加はアバスチンの場合、統計的に有意ではなかった。
【０９５８】
　Ｂ．ＣＤ１１ｂ＋／Ｇｒ１＋細胞
　ＭＤＡ－ＭＢ－２３１腫瘍担持マウスのさらなる研究から、対照とは対照的に、ｒ８４
で処理した動物の腫瘍に浸潤するＣＤ１１ｂ／Ｇｒ１二重陽性細胞は、有意に少ないこと
がわかる。比較研究において、アバスチンで処理した動物において若干の減少が測定でき
たが、２Ｃ３抗体もアバスチンも、ＣＤ１１ｂ＋／Ｇｒ１＋浸潤において統計的に有意な
減少を示さなかった。
【０９５９】
　実施例１１に記載したＭＤＡ－ＭＢ－２３１動物モデル研究で用いたマウスから腫瘍を
採取し、緩衝液１００μｌ中２Ｃ３のＩｇＧを２５０μｇ有する同じ投薬計画に従って並
行して治療したマウスからも腫瘍を採取した。
【０９６０】
　この研究から、対照とは対照的に、ｒ８４で処理した動物の腫瘍に浸潤するＣＤ１１ｂ
＋／Ｇｒ１＋二重陽性細胞は、有意に少ないことがわかる（分散分析による評価，ｐ＜０
．０１，図２５中＊＊で示す）。二重陽性細胞数の減少は３９％であった。比較研究にお
いて、ＣＤ１１ｂ＋／Ｇｒ１＋浸潤において、２Ｃ３は統計的に有意な減少を示さなかっ
た（図２５）。
【０９６１】
　近年、両マーカーを発現している細胞が、抗ＶＥＧＦ療法に対する腫瘍の治療抵抗性の
媒介に関連することが判明している（Shojaei et al., 2007）ことから、骨髄に派生する
サプレッサー細胞ＣＤ１１ｂ＋／Ｇｒ１＋の浸潤が減少したことが特に興味深い。骨髄由
来のサプレッサー細胞（ＣＤｌｌｂ＋Ｇｒ１＋）も、腫瘍進行の重要な一因である。腫瘍
微細環境において、これらの細胞は、免疫抑制性の伝達物質を分泌し、Ｔリンパ球機能不
全を誘発する（Gabrilovich et al., 2001; Serafini et al., 2004）。
【０９６２】
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　ｒ８４を処理した動物において、ＣＤ１１ｂ＋／Ｇｒ１＋細胞の腫瘍浸潤が、最も顕著
でない／有意に低いことから、ｒ８４を用いた治療は、ＶＥＧＦを標的とする他の薬物を
用いた治療より、抗ＶＥＧＦ療法に対する薬物耐性または治療抵抗性を生じにくい。
【０９６３】
　このように、ＣＤ１１ｂ＋／Ｇｒ１＋細胞の腫瘍への浸潤を減らせることは、ｒ８４／
ＰＧＮ３１１抗体により示されるさらに有利な特性であり、ｒ８４／ＰＧＮ３１１の治療
への適用にとって潜在的な重要性を有する特性である。さらにまた、この特性は、２Ｃ３
抗体によっては示されず、アバスチンでもより低下したレベルでしか示されない。
【０９６４】
　実施例１４：ｒ８４／ＰＧＮ３１１が腫瘍のリンパ管密度を減少させる
　ＭＤＡ－ＭＢ－２３１腫瘍を有するマウスを、ｒ８４／ＰＧＮ３１１または対照抗体で
処理し、腫瘍内のリンパ管を示すために腫瘍切片を分析した。この結果を図１８Ａ，図１
８Ｂおよび図１８Ｃに示す。図から、ｒ８４を処理された腫瘍のリンパ管密度が対照腫瘍
より有意に小さいことがわかる。
【０９６５】
　特に、リンパマーカー，ポロプラニンおよびＰｒｏｘ１によりリンパ管を同定するため
、凍結したＭＤＡ－ＭＢ－２３１腫瘍切片の免疫蛍光染色を最初に実施した。これらの結
果を図１８Ａに記載する。これらは、ポドプラニン（緑），Ｐｒｏｘ１（赤）およびこれ
らの合成の画像を示し、対照（上のパネル）およびｒ８４（下のパネル）で処理した腫瘍
におけるリンパ管が同定されている。ＬＹＶＥ－１染色も、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１腫瘍切
片で順次実施した。図１８Ｂに示すように、これらの結果は、ＬＹＶＥ－１で染色したＭ
ＤＡ－ＭＢ－２３１腫瘍切片におけるリンパ管のパターンが、ポドプラニンおよびＰｒｏ
ｘ１で観察されたパターン（図１８Ａ）と類似していることを示す。
【０９６６】
　対照およびｒ８４で処理した腫瘍におけるリンパ管密度に差があるか決定するために、
ＬＹＶＥ－１で染色した各腫瘍切片の全域を低倍率で検査し、ＮＩＳ－Ｅｌｅｍｅｎｔｓ
イメージング・ソフトウェアを用いて、ＬＹＶＥ－１陽性領域のパーセントを視野ごとに
決定した。最もパーセントが高いＬＹＶＥ－１陽性領域での１０個の視野を合わせて平均
化し、腫瘍ごとの最終スコアを得て、対応のないスチューデントｔ検定により群の平均の
有意差を試験した。図１８Ｃに示すように、対照腫瘍のＬＹＶＥ－１陽性領域のパーセン
ト（７．０３±１．０１３；ｎ＝６）は、ｒ８４で処理した腫瘍（２．２３±０．９８６
；ｎ＝５）より、Ｐ＝０．００４２で有意に大きかった。ｒ８４／ＰＧＮ３１１による処
理で、腫瘍リンパ管密度が有意に小さくなることが示されるように、これらの結果は、リ
ンパ管形成を阻害するための本発明のヒト抗体の使用を支持している。
【０９６７】
　実施例１５：ｒ８４／ＰＧＮ３１１の長期投与はマウスに毒性を誘導しない
　非腫瘍担持マウスおよび腫瘍担持マウスをこれらの研究に用いた。
【０９６８】
　５×１０6個のＰａｎｃ－１細胞（ヒト膵臓癌株化細胞，ＡＴＣＣ　ＣＲＬ－１４６９
）を、１０匹のＳＣＩＤマウスに注射した。ＴＣＩ後１日目に、５匹の腫瘍担持マウスお
よび５匹の非腫瘍担持マウスに、５００μｇのシナジスまたはｒ８４／ＰＧＮ３１１のＩ
ｇＧをｉ．ｐ．注射した。治療として、週に２回の注射を１２週間継続し、その後マウス
を屠殺した。屠殺時に血液を採取し、標準的な血液化学で分析した。肝臓，腎臓，および
甲状腺も、組織学的に評価するために回収した。
【０９６９】
　これらの分析から、Ｈ＆Ｅ染色により検査した（この検査は、マウス組織の組織学を専
門とする病理学者が盲検法でこの検査を実施した）任意の組織に係る組織学において、明
らかな変化はないことがわかった。さらにまた、２２の異なる検体について血液化学によ
り分析し、対照のマウス，実験に使わなかったナイーブマウス，またはｒ８４で処理した
マウスの間で有意な変化は見られなかった。
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＊　＊　＊
　本発明の組成物および方法が、好ましい態様に関して記載されているとはいえ、本発明
の概念，精神および範囲を逸脱せずに、本明細書に記載の組成物，方法および方法におけ
る段階または方法における一連の段階に変動を適用することができることは当業者に明ら
かである。より詳細には、同一のまたは類似の結果が達成される限り、化学的および生理
学的の両方に関連する特定の薬剤は、本明細書に記載の薬剤と置換することができること
が明らかである。当業者に明らかである同様な置換および変更は全て、添付の特許請求の
範囲に定義される本発明の精神，範囲および概念に含まれるとみなされる。
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