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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　抗ＶＥＧＦ抗体及び少なくとも一つの化学療法剤を含む抗血管新生治療法から利益を得
うる、肺癌を有する患者を識別する方法であって、患者から得られた試料におけるｂＦＧ
Ｆの発現レベルを決定することを含んでなり、対照試料と比較した患者から得られた試料
におけるｂＦＧＦのより高い発現レベルが、患者が抗血管新生治療法から利益を得うるこ
とを示す方法。
【請求項２】
　肺癌を有する患者の抗ＶＥＧＦ抗体及び少なくとも一つの化学療法剤を含む抗血管新生
治療法に対する応答性を予測する方法であって、患者から得られた試料におけるｂＦＧＦ
の発現レベルを決定することを含んでなり、対照試料と比較した患者から得られた試料に
おけるｂＦＧＦのより高い発現レベルが、患者が抗血管新生治療法に応答しそうであるこ
とを示す方法。
【請求項３】
　抗ＶＥＧＦ抗体がベバシズマブである請求項１又は２に記載の方法。
【請求項４】
　化学療法剤がシスプラチン又はゲムシタビンである請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　抗血管新生治療法が、少なくとも２つの化学療法剤を含む請求項３に記載の方法。
【請求項６】
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　少なくとも２つの化学療法剤がシスプラチン及びゲムシタビンである請求項５に記載の
方法。
【請求項７】
　抗血管新生治療法が、７．５ｍｇ／ｋｇのベバシズマブを含む請求項１から６の何れか
一項に記載の方法。
【請求項８】
　ｂＦＧＦの発現レベルがタンパク質発現レベルである、請求項１から７の何れか一項に
記載の方法。
【請求項９】
　試料中のｂＦＧＦのタンパク質発現レベルが２ｐｇ／ｍｌより高い、請求項１から７の
何れか一項に記載の方法。
【請求項１０】
　試料中のｂＦＧＦのタンパク質発現レベルが６．９ｐｇ／ｍｌより高い、請求項１から
７の何れか一項に記載の方法。
【請求項１１】
　癌が過去に無処置の肺癌である請求項１から１０の何れか一項に記載の方法。
【請求項１２】
　癌が非小細胞肺癌である請求項１から１０の何れか一項に記載の方法。
【請求項１３】
　患者から得られる試料が、組織、血液、血液由来細胞、血漿、血清、及びそれらの組み
合わせから成る群から選択されるメンバーである請求項１から７の何れか一項に記載の方
法。
【請求項１４】
　ｂＦＧＦの発現レベルを検出可能な一又は複数の化合物又はオリゴヌクレオチド又はポ
リヌクレオチドアレイを含む、抗ＶＥＧＦ抗体及び少なくとも一つの化学療法剤を含む抗
血管新生治療法から利益を得うる肺癌を有する患者を識別するため、又は肺癌を有する患
者の抗ＶＥＧＦ抗体及び少なくとも一つの化学療法剤を含む抗血管新生治療法に対する応
答性を予測するためのキット。
【請求項１５】
　ｂＦＧＦの発現レベルを決定することが可能な化合物が、免疫組織化学法における使用
に適したポリペプチド及び／又はｂＦＧＦに特異的な抗体である請求項１４に記載のキッ
ト。
【請求項１６】
　請求項１から７の何れか一項に記載の方法においてｂＦＧＦの発現レベルを決定するた
めの、タンパク質又はオリゴヌクレオチド又はポリヌクレオチドアレイの使用。
【請求項１７】
　ｂＦＧＦの発現レベルを決定することが可能な化合物が、免疫組織化学法における使用
に適したポリペプチド及び／又はｂＦＧＦに特異的な抗体である請求項１６に記載の使用
。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、臨床結果の予測、及び抗血管新生療法を用いて治療された癌患者のモニタに
有用な方法及び組成物に関する。
【０００２】
　癌は、ヒトの健康に対する最も致命的な脅威の一つである。米国だけで、毎年約１３０
万人もの新しい患者が癌に罹患しており、循環器疾患に次いで第２番目の死因であり、お
よそ４人に１人の死亡を占める。固形腫瘍がその死亡のほとんどの原因である。ある種の
癌の医療治療には顕著な進歩があったが、全ての癌に対する全体的な５年生存率は、過去
２０年間で約１０％改善されたにすぎない。癌、又は悪性腫瘍は、制御できない形で転移
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し急速に増殖し、適時な検出及び治療は極めて困難にする。
【０００３】
　癌の種類に応じて、患者は一般的に、化学療法、放射線および抗体ベースの薬剤を含む
、患者に有用な様々な治療の選択がある。異なる治療投薬計画からの臨床結果を予測する
のに有用な診断法は、これらの患者の臨床管理に大きな利益を与える。様々な研究が、例
えば突然変異特異的アッセイ、マイクロアレイ分析、ｑＰＣＲ等により、遺伝子発現と特
定の癌種の同定との相関性を研究してきた。このような方法は、患者が示す癌の同定及び
分類に有用でありうる。しかしながら、臨床転帰を伴う遺伝子発現の予測又は予後値につ
いてはあまり知られていない。
【０００４】
　従って、治療結果を予測しこれにより各患者に対する最適な治療投薬計画を選択するた
めの客観的且つ再現性のある方法が求められている。
【０００５】
　本発明の方法は、例えば、薬剤開発の経過中の患者の選択における支援において、患者
の最適な治療コースの選択において、特定の治療レジメンの個々の患者を治療する時の成
功の可能性の予測、疾患進行の評価において、治療効果のモニタにおいて、個々の患者の
予後の決定において、及び特定の治療、例えば抗癌治療及び／又は抗血管新生治療から利
益を得るための患者の素因の評価において等を含む、様々な状況において活用されること
ができる。
【０００６】
　本発明は、癌を患う患者におけるｂＦＧＦの発現レベルが、抗血管新生治療からの増加
した臨床利点と相関することに基づく。従って、一態様では、本発明は、抗血管新生治療
から利益を得うる癌患者を識別する方法であって、患者から得られた試料におけるｂＦＧ
Ｆの発現レベルを決定することを含んでなり、対照試料と比較した患者から得られた試料
におけるｂＦＧＦのより高い発現レベルは、患者が抗血管新生治療から利益を得うること
を示す方法を提供する。
【０００７】
　別の態様では、本発明は、癌を有する患者の抗血管新生治療に対する応答性を予測する
方法であって、患者から得られた試料におけるｂＦＧＦの発現レベルを決定することを含
んでなり、対照試料と比較した患者から得られた試料におけるｂＦＧＦのより高い発現レ
ベルは、患者が抗血管新生治療に応答しそうであることを示す方法を提供する。
【０００８】
　ある実施態様では、抗血管新生治療は患者にＶＥＧＦアンタゴニスト又はそれらの断片
を投与することを含む。ある実施態様では、ＶＥＧＦアンタゴニストは抗ＶＥＧＦ抗体で
ある。ある実施態様では、抗ＶＥＧＦ抗体はモノクローナル抗体である。ある実施態様で
は、抗ＶＥＧＦ抗体はベバシズマブである。ある実施態様では、抗血管新生治療は５ｍｇ
／ｋｇ、７．５ｍｇ／ｋｇ、１０ｍｇ／ｋｇ又は１５ｍｇ／ｋｇのベバシズマブを投与す
ることを含む。ある実施態様では、抗血管新生治療は患者に少なくとも一つの化学療法薬
を投与することを更に含む。ある実施態様では、少なくとも一つの化学療法薬はシスプラ
チン又はゲムシタビンである。ある実施態様では、抗血管新生治療は患者に少なくとも２
つの化学療法薬を投与することを更に含む。ある実施態様では、少なくとも２つの化学療
法剤はシスプラチン及びゲムシタビンである。
【０００９】
　ある実施態様では、対照サンプルと比較した、患者から得られたサンプルにおけるｂＦ
ＧＦのより高い発現レベルは、患者が７．５ｍｇ／ｋｇのベバシズマブの投与を含んでな
る抗血管新生治療から利益を得うることを示す。別の実施態様では、対照サンプルと比較
した、患者から得られたサンプルにおけるｂＦＧＦのより高い発現レベルは、患者が患者
が７．５ｍｇ／ｋｇのベバシズマブの投与を含んでなる抗血管新生治療に応答しそうであ
ることを示す。
【００１０】
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　ある実施態様では、本発明の方法は、患者に有効量の抗ＶＥＧＦ抗体を投与することを
更に含んでなる。ある実施態様では、抗ＶＥＧＦ抗体はベバシズマブである。ある実施態
様では、患者に投与される有効量のベバシズマブは７．５ｍｇ／ｋｇのベバシズマブであ
る。ある実施態様では、本発明の方法は、患者に有効量の少なくとも一つの化学療法剤を
投与することを更に含んでなる。ある実施態様では、少なくとも一つの化学療法薬はシス
プラチン又はゲムシタビンである。ある実施態様では、抗血管新生治療は患者に少なくと
も２つの化学療法薬を投与することを更に含む。ある実施態様では、少なくとも２つの化
学療法剤はシスプラチン及びゲムシタビンである。
【００１１】
　別の態様では、本発明は抗ＶＥＧＦ抗体を用いて患者を治療する方法であって、（１）
患者から得られた試料におけるｂＦＧＦの発現レベルを決定する工程及び（２）対照試料
と比較して試料においてｂＦＧＦのより高い発現レベルがある場合、患者に有効量の抗Ｖ
ＥＧＦ抗体を投与する工程を含んでなる方法を提供する。ある実施態様では、測定される
ｂＦＧＦの発現レベルはタンパク質発現レベルである。ある実施態様では、タンパク質発
現レベルは免疫学的アッセイを用いて測定される。ある実施態様では、免疫学的アッセイ
はＥＬＩＳＡである。ある実施態様では、測定されるｂＦＧＦの発現レベルはｍＲＮＡ発
現レベルである。
【００１２】
　ある実施態様では、サンプルにおけるｂＦＧＦのタンパク質発現レベルは約２ｐｇ／ｍ
ｌより大きい。ある実施態様では、サンプルにおけるｂＦＧＦのタンパク質発現レベルは
約４ｐｇ／ｍｌより大きい。ある実施態様では、サンプルにおけるｂＦＧＦのタンパク質
発現レベルは約６ｐｇ／ｍｌより大きい。ある実施態様では、サンプルにおけるｂＦＧＦ
のタンパク質発現レベルは約６．９ｐｇ／ｍｌより大きい。ある実施態様では、対照サン
プルにおけるｂＦＧＦのタンパク質発現レベルは約２ｐｇ／ｍｌ以下である。ある実施態
様では、対照サンプルにおけるｂＦＧＦのタンパク質発現レベルは約４ｐｇ／ｍｌ以下で
ある。ある実施態様では、対照サンプルにおけるｂＦＧＦのタンパク質発現レベルは約６
ｐｇ／ｍｌ以下である。ある実施態様では、対照サンプルにおけるｂＦＧＦのタンパク質
発現レベルは約６．９ｐｇ／ｍｌ以下である。
【００１３】
　本発明は、癌患者を治療する方法であって、患者から得られたサンプルにおけるｂＦＧ
Ｆのタンパク質発現レベルを決定すること、ｂＦＧＦタンパク質発現レベルが約２ｐｇ／
ｍｌより大きい場合に患者に有効量の抗ＶＥＧＦ抗体を投与することを含んでなる方法を
更に提供する。ある実施態様では、サンプルにおけるｂＦＧＦのタンパク質発現レベルは
約４ｐｇ／ｍｌより大きい。ある実施態様では、サンプルにおけるｂＦＧＦのタンパク質
発現レベルは約６ｐｇ／ｍｌより大きい。ある実施態様では、サンプルにおけるｂＦＧＦ
のタンパク質発現レベルは約６．９ｐｇ／ｍｌより大きい。
【００１４】
　ある実施態様では、患者に投与される抗ＶＥＧＦ抗体はモノクローナル抗体である。あ
る実施態様では、患者に投与される抗ＶＥＧＦ抗体はヒト化抗体である。ある実施態様で
は、抗ＶＥＧＦ抗体はベバシズマブ又はそれらの断片である。ある実施態様では、患者は
５ｍｇ／ｋｇ、７．５ｍｇ／ｋｇ、１０ｍｇ／ｋｇ又は１５ｍｇ／ｋｇのベバシズマブが
投与される。ある実施態様では、患者に投与される有効量のベバシズマブは７．５ｍｇ／
ｋｇのベバシズマブである。
【００１５】
　ある実施態様では、本発明の方法は、患者に少なくとも一つの化学療法薬を投与するこ
とを更に含む。ある実施態様では、化学療法剤はシスプラチンである。ある実施態様では
、化学療法剤はゲムシタビンである。ある実施態様では、化学療法剤はカルボプラチンで
ある。ある実施態様では、化学療法剤はパクリタキセルである。ある実施態様では、化学
療法剤はペメトレキセドである。ある実施態様では、本発明の方法は、患者に有効量のシ
スプラチン又はゲムシタビンを投与することを更に含む。ある実施態様では、本発明の方
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法は、患者に有効量のカルボプラチン又はパクリタキセルを投与することを更に含む。
【００１６】
　ある実施態様では、癌は肺癌、乳癌、結腸癌、卵巣癌、腎癌又は神経膠芽腫である。あ
る実施態様では、癌は肺癌である。ある実施態様では、癌は過去に無処置の肺癌である。
ある実施態様では、肺癌は非小細胞肺癌である。ある実施態様では、肺癌は過去に無処置
の非小細胞肺癌である。ある実施態様では、癌は乳癌である。
【００１７】
　ある実施態様では、患者から得られたサンプルは、組織、血液由来細胞、血漿、血清、
及びそれらの組合せから成る群から選択されるメンバーである。ある実施態様では、サン
プルは血液サンプルである。ある実施態様では、サンプルは血漿サンプルである。ある実
施態様では、患者からのサンプルは抗血管新生治療の開始時又は前に得られる。
【００１８】
　ある実施態様では、測定されるｂＦＧＦの発現レベルは血液におけるｂＦＧＦタンパク
質レベルである。ある実施態様では、ｂＦＧＦタンパク質はｂＦＧＦタンパク質の成熟形
態である。
【００１９】
　本発明の別の態様は、癌患者から得られたサンプルにおけるｂＦＧＦの発現レベルを検
出するための化合物のセットを提供する。セットは、ｂＦＧＦの発現レベルを検出可能な
一又は複数の化合物を含み、対照試料と比較した、癌を有する患者から得られた試料にお
ける、一又は複数の化合物を使用して決定された、ｂＦＧＦのより高い発現レベルは患者
が抗血管新生治療から利益を得うることを示す。ある実施態様では、化合物はタンパク質
である。ある実施態様では、タンパク質は抗体である。ある実施態様では、少なくとも一
つの抗体がｂＦＧＦに結合可能である。
【００２０】
　本発明の別の態様は、患者が抗血管新生治療を用いた治療から利益を得うるか決定する
ためのキットを提供する。キットは、ｂＦＧＦに特異的にハイブリダイズすることが可能
なポリヌクレオチドを含んでなるアレイを含み、キットは癌患者の抗血管新生治療への応
答性を予測するために前記アレイを使用するための説明を含み、対照サンプルと比較した
ｂＦＧＦのより高い発現は、患者が抗血管新生治療から利益を得うることを示す。
【００２１】
　ここに記載の何れかの実施態様又はそれらの何れかの組合せは、ここに記載の本発明の
何れか又は全ての方法に適用される。
【図面の簡単な説明】
【００２２】
　以下の図を提供する：
【図１】はＡＶＡｉＬ治験デザインを示す。
【図２】はカプラン・マイヤー曲線であり、ｂＦＧＦの高たんぱく質発現レベルを有する
肺癌患者における治療グループによる無進行生存の確率を示す。
【図３】はカプラン・マイヤー曲線であり、ｂＦＧＦの低たんぱく質発現レベルを有する
肺癌患者における治療グループによる無進行生存の確率を示す。
【図４】はカプラン・マイヤー曲線であり、ｂＦＧＦの高たんぱく質発現レベルを有する
肺癌患者における治療グループによる全生存の確率を示す。
【図５】はカプラン・マイヤー曲線であり、ｂＦＧＦの低たんぱく質発現レベルを有する
肺癌患者における治療グループによる全生存の確率を示す。
【００２３】
　ここに記載又は引用される技術及び手順は、一般的に良く理解され、当業者により一般
的な方法論を用いて使用され、広く活用される方法論は、例えばSambrook et al., Molec
ular Cloning: A Laboratory Manual 3rd. edition (2001) Cold Spring Harbor Laborat
ory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY (F. M
. Ausubel, et al. eds., (2003)); the series METHODS IN ENZYMOLOGY (Academic Pres
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s, Inc.): PCR 2: A PRACTICAL APPROACH (M. J. MacPherson, B. D. Hames and G. R. T
aylor eds. (1995)), Harlow and Lane, eds. (1988) ANTIBODIES, A LABORATORY MANUAL
, and ANIMAL CELL CULTURE (R. I. Freshney, ed. (1987)); Oligonucleotide Synthesi
s (M. J. Gait, ed., 1984); Methods in Molecular Biology, Humana Press; Cell Biol
ogy: A Laboratory Notebook (J. E. Cellis, ed., 1998) Academic Press; Animal Cell
 Culture (R. I. Freshney), ed., 1987); Introduction to Cell and Tissue Culture (
J. P. Mather and P. E. Roberts, 1998) Plenum Press; Cell and Tissue Culture: Lab
oratory Procedures (A. Doyle, J. B. Griffiths, and D. G. Newell, eds., 1993-8) J
. Wiley and Sons; Handbook of Experimental Immunology (D. M. Weir and C. C. Blac
kwell, eds.); Gene Transfer Vectors for Mammalian Cells (J. M. Miller and M. P. 
Calos, eds., 1987); PCR: The Polymerase Chain Reaction, (Mullis et al., eds., 19
94); Current Protocols in Immunology (J. E. Coligan et al., eds., 1991); Short P
rotocols in Molecular Biology (Wiley and Sons, 1999); Immunobiology (C. A. Janew
ay and P. Travers, 1997); Antibodies (P. Finch, 1997); Antibodies: A Practical A
pproach (D. Catty., ed., IRL Press, 1988-1989); Monoclonal Antibodies: A Practic
al Approach (P. Shepherd and C. Dean, eds., Oxford University Press, 2000); Usin
g Antibodies: A Laboratory Manual (E. Harlow and D. Lane (Cold Spring Harbor Lab
oratory Press, 1999); The Antibodies (M. Zanetti and J. D. Capra, eds., Harwood 
Academic Publishers, 1995); and Cancer: Principles and Practice of Oncology (V. 
T. DeVita et al., eds., J.B. Lippincott Company, 1993)に記載される。
【００２４】
　特段の定義のない限り、本明細書中で用いる技術的及び科学的用語は、本発明が属する
分野の技術者によって共通して理解されるのと同じ意味を有する。Singleton et al., Di
ctionary of Microbiology and Molecular Biology 2nd ed., J. Wiley & Sons (New Yor
k, N.Y. 1994), and March, Advanced Organic Chemistry Reactions, Mechanisms and S
tructure 4th ed., John Wiley & Sons (New York, N.Y. 1992)は、本出願において使用
する多くの用語についての一般的な指針を当業者に提供する。特許出願及び出版物を含む
本明細書中で引用されるすべての文献は、出典明記によってその全体が援用される。
【００２５】
　本出願を理解するために、以下の定義を適用し、必要な場合はいつでも、単数で使用し
た用語には複数形も含まれ、その逆もそうである。以下に示すいずれかの定義が出典明記
によって本明細書中に援用されるいずれかの文献と矛盾する場合、以下の定義を調節して
もよい。
【００２６】
　本明細書中で用いる「試料」又は「試験試料」なる用語は、例えば理学的、生化学的、
化学的及び／又は生理学的特徴に基づいて特性を示す又は同定される、細胞実体及び／又
は他の分子実体を含有する対象とする被検体から得られる、又は対象とする被検体由来の
組成物を指す。一実施態様では、この定義には、血液及び生物起源の他の液体試料、及び
生検試料などの組織試料又は組織培養物又はこれら由来の細胞が包含される。細胞試料の
供給源は、新鮮な、凍結された及び／又は保存されていた臓器や組織試料または生検また
は吸引による固形組織；血液または血液成分；体液；及び被検体の妊娠期または発生期の
任意の時期の細胞ないし血漿であってもよい。
【００２７】
　他の実施態様では、この定義には、試薬による処理、可溶化又は特定成分(例えばタン
パク質又はポリヌクレオチド)の濃縮、又は切断のための半固形又は固形マトリックスへ
の包埋といった、調達後の何れかの方法で操作されている生物学的試料が含まれる。本明
細書中で、組織試料の「切片」は、組織試料の一部又は断片、例えば、組織の薄切り又は
組織からの細胞片を意味する。
【００２８】
　試料には、限定するものではないが、原発性又は培養された細胞又は細胞株、細胞上清
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物、細胞溶解物、血小板、血清、血漿、硝子体液、リンパ液、関節液、ろ胞液、精液、羊
水、乳汁、全血、尿、脳脊髄液、唾液、痰、涙、汗、粘液、腫瘍溶解物および組織培養液
、並びに組織抽出物、例としてホモジナイズした組織、腫瘍組織および細胞抽出物が含ま
れる。
【００２９】
　一実施態様では、試料は臨床試料である。別の実施態様では、試料は診断検査法で使わ
れる。ある実施態様では、試料は血液試料である。ある実施態様では、試料は末梢血試料
である。ある実施態様では、試料は血清試料である。
【００３０】
　ある実施態様では、試料は原発性又は転移性の腫瘍から得られる。組織生検は、腫瘍組
織の代表的な部分を得るために用いられることが多い。あるいは、腫瘍細胞は、対象の腫
瘍細胞を含むとわかっているか又はそう思われる組織又は体液の形態で間接的に得られて
もよい。例えば、肺癌病変の試料は、切除術、気管支鏡検査法、細針吸引、気管支のブラ
ッシングによって、又は痰、胸膜液ないし血液から得られてよい。
【００３１】
　一実施態様では、試験試料は、抗血管形成療法の前に被検体又は患者から得られる。別
の実施態様では、試験試料は、ＶＥＧＦアンタゴニスト療法の前に被検体又は患者から得
られる。さらに他の実施態様において、試験試料は、抗ＶＥＧＦ抗体療法の前に被検体又
は患者から得られる。さらに他の実施態様において、試験試料は、抗ＶＥＧＦ抗体ベバシ
ズマブの投与の前に被検体又は患者から得られる。ある実施態様では、試験試料は、抗血
管新生、ＶＥＧＦアンタゴニスト又は抗ＶＥＧＦ抗体療法の間又は後に得られる。ある実
施態様では、試料は癌が転移した後に得られる。
【００３２】
　本明細書の「対照試料」は、比較のために用いられる任意の試料、標準物質又はレベル
を指す。対照試料は、用語「試料」の下で上記で定められる全てのタイプの生物学的試料
を含む。ある実施態様では、対象試料は血液試料である。ある実施態様では、対象試料は
末梢血試料である。ある実施態様では、対象試料は血清試料である。ある実施態様では、
対象試料は血漿試料である。対象試料は、選択された試料又は貯蔵された飼料のどちらか
であってもよい。
【００３３】
　一実施態様では、対照試料は、同じ被検体又は患者の身体の健康な及び／又は罹患して
いない部分から得られる。別の実施態様では、対照試料は、同じ被検体又は患者の身体の
処置していない組織及び／又は細胞から得られる。
【００３４】
　ある実施態様では、対照試料は、被検体又は患者でない、癌を有する一又は複数の個体
から得られる。ある実施態様では、対照試料は、被検体又は患者でない個体の身体の健康
な及び／又は罹患していない部分から得られる。別の実施態様では、対照試料は、被検体
又は患者でない個体の身体の処置していない組織及び／又は細胞から得られる。
【００３５】
　ある実施態様では、対照試料は、被検体又は患者でない一又は複数の健康な個体からの
組み合わせた複数の試料である。ある実施態様では、対照試料は、被検体又は患者でない
、癌を有する一又は複数の個体からの組み合わせた複数の代表である。ある実施態様では
、対照試料は、被検体又は患者でない一又は複数の個体からのプールしたタンパク質及び
／又はＲＮＡ試料である。
【００３６】
　ある実施態様では、対照試料は、試験試料を得るときとは異なる一又は複数の時点で得
る同じ被検体又は患者からの単一試料又は組み合わせた複数の試料である。例えば、対照
試料は、同じ被検体又は患者から、試験試料を得る時より早い時点に得られる。この対照
試料は、対照試料が癌の初期診断時に得られ、試験試料が後の癌が転移性になるときに得
られている場合に、有用でありうる。ある実施態様では、対照試料は、同じ被検体又は患
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者から、試験試料を得る時より後の時点で得られる。
【００３７】
　「個体」、「被検体」又は「患者」は脊椎動物である。ある実施態様では、脊椎動物は
哺乳動物である。哺乳動物には、これに限定されないが、家畜(ウシなど)、スポーツ用動
物、愛玩動物(ネコ、イヌ及びウマなど)、霊長類、マウス及びラットが含まれる。ある実
施態様では、哺乳動物はヒトである。
　「検出」とは、検出する任意の手段を含み、直接的及び間接的検出を含む。
【００３８】
　本明細書中で用いられる「標識」なる用語は、核酸プローブ又は抗体などの試薬に直接
的又は間接的にコンジュゲートないしは融合され、コンジュゲートないしは融合した試薬
の検出を容易にする化合物又は組成物を指す。標識自体が検出可能なもの（例えば放射性
標識又は蛍光性標識）であってもよく、酵素標識の場合、検出可能な基質化合物ないしは
組成物の化学的変化を触媒するものであってもよい。
【００３９】
　本明細書で用いる「標的配列」、「標的核酸」又は「標的タンパク質」は、その検出が
望まれる、対象とするポリヌクレオチド又はタンパク質である。通常、本明細書中で用い
る「鋳型」は標的ヌクレオチド配列を含有するポリヌクレオチドである。幾つかの実施態
様では、「標的配列」、「鋳型ＤＮＡ」、「鋳型ポリヌクレオチド」、「標的核酸」、「
標的ポリヌクレオチド」及びその変異体が交換可能に用いられる。
【００４０】
　本明細書中で用いられる「バイオマーカー」なる用語は、一般的に、遺伝子、タンパク
質、糖質構造又は糖脂質を含む分子を指し、哺乳動物組織又は細胞中ないしは組織又は細
胞上での該分子の発現は標準的な方法(又は本明細書中で開示される方法)によって検出さ
れうるものであり、哺乳動物細胞又は組織の、ＶＥＧＦ特異的阻害剤といった抗血管形成
薬などの血管形成の阻害に基づく治療投薬計画への感受性を予測、診断及び／又は予後の
予測をするものである。ある実施態様では、このようなバイオマーカーの発現は、対照試
料について観察されたものより高いものであると決定される。ある実施態様では、バイオ
マーカーはｂＦＧＦである。バイオマーカーの発現は、Rules Based Medicine, Inc. or 
Meso Scale Discoveryから市販されているような高性能多重化イムノアッセイを使用して
決定されてよい。また、バイオマーカーの発現は、例えば、ＰＣＲ又はＦＡＣＳアッセイ
、免疫組織化学アッセイ又はジーンチップベースのアッセイを用いて決定してよい。バイ
オマーカーの発現を測定するための更なるが、本明細書中、発明の方法の下に記載される
。
【００４１】
　「相関」又は「相関する」は、任意の方法で、第一の分析又はプロトコルの成績及び／
又は結果を、第二の分析又はプロトコルの成績及び／又は結果と比較することを意味する
。例えば、第二のプロトコルを行う際に第一の分析又はプロトコルの結果を用いてもよい
し、及び／又は第一の分析又はプロトコルの結果を用いて、第二の分析又はプロトコルを
行うかどうかを決定してもよい。遺伝子発現分析又はプロトコルの実施態様に関し、遺伝
子発現分析又はプロトコルの結果を用いて、特定の治療投薬計画を実行するかどうかを決
定してもよい。
【００４２】
　遺伝子、遺伝子産物、例えばバイオマーカーの発現レベル／量は、当技術分野で知られ
る何れかの適切な基準に基づいて決定されることが可能であり、限定するものではないが
、ｍＲＮＡ、ｃＤＮＡ、タンパク質、タンパク質断片及び／又は遺伝子コピーを含む。発
現レベル／量は、質的及び／又は量的に決定されることができる。ある実施態様では、サ
ンプルは、検定されたＲＮＡ又はタンパク質の量における差、及び使用されたＲＮＡ又は
タンパク質の質における可変性双方に関して正規化される。このような正規化は、特定の
正規化遺伝子（よく知られるＧＡＰＤＨ等のハウスキーピング遺伝子を含む）の発現の測
定及び取り込みによって達成され得る。あるいは、正規化は、検定された遺伝子の全て又
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はそれらの大きいサブセットの平均又は中央値シグナルに基づくことが可能である（網羅
的正規化手法）。遺伝子ごとに基づく場合は、患者の腫瘍ｍＲＮＡの測定された正規化量
が対照セットで測定された量と比較される。患者あたりの試験腫瘍あたりの各ｍＲＮＡ又
はタンパク質の正規化発現レベルは、対照セットにおいて測定された発現レベルのパーセ
ンテージとして表されることができる。分析される特定の患者のサンプルにおいて測定さ
れた発現レベルはこの範囲内のあるパーセンタイルに含まれ、これは当技術分野でよく知
られる方法によって決定されることができる。
【００４３】
　本明細書で用いる「アレイ」又は「マイクロアレイ」なる用語は、基質上でのハイブリ
ダイズ可能なアレイ成分、好ましくはポリヌクレオチドプローブ(例えばオリゴヌクレオ
チド)の規則正しい整列を指す。基質は、ガラススライドなどの固体基質、又はニトロセ
ルロースメンブレンなどの半固体基質であってもよい。ヌクレオチド配列は、ＤＮＡ、Ｒ
ＮＡ又は何れかのその並べ換えであってよい。
【００４４】
　本明細書中で用いる「増幅」は通常、所望の配列の複数のコピーを生産する方法を指す
。「複数のコピー」は少なくとも２のコピーを意味する。「コピー」が、鋳型配列に対し
て相補的な又は同一な完全な配列を必ずしも意味するものではない。例えば、コピーは、
ヌクレオチド類似体、例えばデオキシイノシン、意図的配列変化(鋳型に相補的ではない
がハイブリダイズすることができる配列を含むプライマーにより導入された配列変化など
)、及び／又は増幅中に起こる配列エラーを含みうる。
【００４５】
　ここで交換可能に使用される「ポリヌクレオチド」又は「核酸」は、任意の長さのヌク
レオチドの重合体を意味し、ＤＮＡ及びＲＮＡが含まれる。ヌクレオチドは、デオキシリ
ボヌクレオチド、リボヌクレオチド、修飾されたヌクレオチド又は塩基、及び／又はそれ
らの類似体（アナログ）、又はＤＮＡもしくはＲＮＡポリメラーゼにより重合体内に取り
込み可能な任意の基質とすることができる。ポリヌクレオチドは、修飾されたヌクレオチ
ド、例えばメチル化ヌクレオチド及びそれらの類似体を含み得る。存在するならば、ヌク
レオチド構造に対する修飾は、重合体の組み立ての前又は後になされ得る。ヌクレオチド
の配列は非ヌクレオチド成分により中断されてもよい。ポリヌクレオチドは、重合後に例
えば標識成分とのコンジュゲーション等により更に修飾されうる。他のタイプの修飾には
、例えば「キャップ」、類似体との自然に生じたヌクレオチドの一又は複数の置換、ヌク
レオチド間修飾、例えば非荷電連結(例えばホスホン酸メチル、ホスホトリエステル、ホ
スホアミダート、カルバマート等)及び荷電連結(ホスホロチオアート、ホスホロジチオア
ート等)を有するもの、ペンダント部分、例えばタンパク質(例えばヌクレアーゼ、毒素、
抗体、シグナルペプチド、ｐｌｙ-Ｌ-リジン等)を含むもの、インターカレータ(intercal
ators)を有するもの(例えばアクリジン、ソラレン等)、キレート剤(例えば金属、放射性
金属、ホウ素、酸化的金属等)を含むもの、アルキル化剤を含むもの、修飾された連結を
含むもの(例えばアルファアノマー核酸等)、並びにポリヌクレオチド(類)の未修飾形態が
含まれる。更に、糖類中に通常存在する任意のヒドロキシル基は、例えばホスホナート基
、ホスファート基で置き換えられてもよく、標準的な保護基で保護されてもよく、又は付
加的なヌクレオチドへのさらなる連結を調製するように活性化されてもよく、もしくは固
体担体に結合していてもよい。５'及び３'末端のＯＨはホスホリル化可能であり、又は１
～２０の炭素原子を有する有機キャップ基部分又はアミンで置換することもできる。また
他のヒドロキシルは標準的な保護基に誘導体化されてもよい。またポリヌクレオチドは当
該分野で一般的に知られているリボース又はデオキシリボース糖類の類似形態のものをさ
らに含み得、これらには例えば２'-Ｏ-メチル-、２'-Ｏ-アリル、２'-フルオロ又は２'-
アジド-リボース、炭素環式糖の類似体、α-アノマー糖、エピマー糖、例えばアラビノー
ス、キシロース類又はリキソース類、ピラノース糖、フラノース糖、セドヘプツロース、
非環式類似体、及び非塩基性ヌクレオシド類似体、例えばメチルリボシドが含まれる。一
又は複数のホスホジエステル連結は代替の連結基で置き換えてもよい。これらの代替の連
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結基には、限定されるものではないが、ホスファートがＰ(Ｏ)Ｓ(「チオアート」)、Ｐ(
Ｓ)Ｓ(「ジチオアート」)、「(Ｏ)ＮＲ２(「アミダート」)、Ｐ(Ｏ)Ｒ、Ｐ(Ｏ)ＯＲ'、Ｃ
Ｏ又はＣＨ２(「ホルムアセタール」)と置き換えられた実施態様のものが含まれ、ここで
それぞれのＲ及びＲ'は独立して、Ｈ又は、エーテル(-Ｏ-)結合を含んでいてもよい置換
もしくは未置換のアルキル(１-２０Ｃ)、アリール、アルケニル、シクロアルキル、シク
ロアルケニル又はアラルジル(araldyl)である。ポリヌクレオチド中の全ての結合が同一
である必要はない。先の記述は、ＲＮＡ及びＤＮＡを含むここで引用される全てのポリヌ
クレオチドに適用される。
【００４６】
　ここで使用される「オリゴヌクレオチド」とは、短く、一般的に単鎖であり、また必ず
しもそうではないが、一般的に約２００未満のヌクレオチド長さの、一般的に合成のポリ
ヌクレオチドを意味する。「オリゴヌクレオチド」及び「ポリヌクレオチド」なる用語は
、相互に排他的なものではない。ポリヌクレオチドについての上述した記載はオリゴヌク
レオチドと等しく、十分に適用可能である。
【００４７】
　「プライマー」は、一般に、標的配列とハイブリダイズすることによって、興味の試料
中に存在する可能性がある標的に結合して、その後、標的に相補的なポリヌクレオチドの
重合を促進する、一般に遊離した３’-ＯＨ基を有する短い単鎖のポリヌクレオチドであ
る。
【００４８】
　「天然配列」ポリペプチドは、天然由来のポリペプチドと同一のアミノ酸配列を有する
ポリペプチドを含んでなる。よって、天然配列ポリペプチドは、任意の哺乳動物由来の天
然に生じるポリペプチドのアミノ酸配列を有し得る。このような天然配列ポリペプチドは
、自然から単離することもできるし、あるいは組換え又は合成手段により生産することも
できる。「天然配列」ポリペプチドという用語は特にポリペプチドの天然に生じる切断型
又は分泌型(例えば細胞外ドメイン配列)、天然に生じる変異体型(例えば、選択的スプラ
イシング型)及び天然に生じる対立遺伝子変異体を包含する。
【００４９】
　「単離された」ポリペプチド又は「単離された」抗体は、その自然環境の成分から同定
されて分離され及び／又は回収されたものを意味する。その自然環境の汚染成分は、ポリ
ペプチドの診断又は治療への使用を妨害しうる物質であり、酵素、ホルモン、及び他のタ
ンパク質様又は非タンパク質様溶質を含みうる。ある実施態様では、ポリペプチドは、(1
)ローリー法により定量したポリペプチドの９５重量％を上回るまで、又は９９重量％を
上回るまで、(2)スピニングカップシークエネーターを使用することにより、少なくとも
１５のＮ末端あるいは内部アミノ酸配列の残基を得るのに十分な程度まで、あるいは(3)
クーマシーブルー又は銀染色を用いた非還元あるいは還元条件下でのＳＤＳ-ＰＡＧＥに
より均一性が得られるまで、精製される。ポリペプチドの自然環境の少なくとも一つの成
分が存在しないため、単離されたポリペプチドには、組換え細胞内にインサイツのポリペ
プチドが含まれる。しかしながら、通常は、単離されたポリペプチドは、少なくとも一の
精製工程により調製されるであろう。
【００５０】
　「ポリペプチド鎖」は、その各ドメインが、非共有的相互作用又はジスルフィド結合と
は対照的にペプチド結合(一又は複数)によって他のドメイン(一又は複数)に連結している
ポリペプチドである。
【００５１】
　ポリペプチド「変異体」は対応する天然配列ポリペプチドと少なくとも約８０％のアミ
ノ酸配列同一性を有する生物学的に活性なポリペプチドを意味する。そのような変異体に
は、例えば一又は複数のアミノ酸(天然に生じるアミノ酸及び／又は天然に生じないアミ
ノ酸)残基が、ポリペプチドのＮ末端及び／又はＣ末端に付加され、又は欠失されたポリ
ペプチドが含まれる。通常は、変異体は天然配列ポリペプチドと少なくともおよそ８０％
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のアミノ酸配列同一性、又は少なくともおよそ９０％のアミノ酸配列同一性、又は少なく
ともおよそ９５％のアミノ酸配列同一性を有する。また、変異体には、典型的には生物学
的に活性な天然配列のポリペプチド断片(例えば、サブ配列、切断型など)が含まれる。
【００５２】
　本明細書中で用いる「タンパク質変異体」なる用語は、上記の変異体及び／又は一又は
複数のアミノ酸突然変異を天然のタンパク質配列に含むタンパク質を指す。場合によって
、一又は複数のアミノ酸突然変異にはアミノ酸置換(一又は複数)が含まれる。本発明での
使用のためのタンパク質及びその変異体は当分野で公知の様々な方法によって調製されう
る。タンパク質のアミノ酸配列変異体はタンパク質ＤＮＡの突然変異によって調製されう
る。このような変異体には、タンパク質のアミノ酸配列内の残基の例えば欠失、挿入又は
置換が含まれる。欠失、挿入及び置換の何かを組み合わせて、所望の活性を有する最終コ
ンストラクトに達成してもよい。変異体をコードするＤＮＡ中に作製される突然変異は、
リーディングフレーム外の配列におくべきでなく、好ましくは二次的ｍＲＮＡ構造を生産
しうる相補的な領域を作製しないであろう。欧州特許第７５４４４号Ａ。
【００５３】
　「抗体」なる用語は、最も広義に使用され、モノクローナル抗体（完全長又は無傷のモ
ノクローナル抗体を含む）、ポリクローナル抗体、多価抗体、少なくとも２つの無傷の抗
体から形成された多重特異性抗体(例えば二重特異性抗体)、及びそれらが所望の生物活性
を示す限り抗体断片（以下を参照）も含む。
【００５４】
　特に断らない限りは、本明細書全体を通して「多価抗体」という表現は３又はそれ以上
の抗原結合部位を含む抗体を指すために使用される。多価抗体は好ましくは３又はそれ以
上の抗原結合部位を持つように遺伝子操作されたものであり、一般には天然配列ＩｇＭ又
はＩｇＡ抗体ではない。
【００５５】
　「抗体断片」は、一般にはインタクトな抗体の抗原結合部位を含み、よって抗原に結合
する能力を保持しているインタクトな抗体の一部のみを含む。本定義に包含される抗体断
片の例には、（ｉ）ＶＬ、ＣＬ、ＶＨ及びＣＨ１ドメインを持つＦａｂ断片；（ｉｉ）Ｃ

Ｈ１ドメインのＣ末端に一又は複数のシステイン残基を持つＦａｂ断片であるＦａｂ'断
片；（ｉｉｉ）ＶＨ及びＣＨ１ドメインを持つＦｄ断片；（ｉｖ）ＣＨ１ドメインのＣ末
端に一又は複数のシステイン残基とＶＨ及びＣＨ１ドメインを持つＦｄ'断片；（ｖ）抗
体の単一アームのＶＬ及びＶＨドメインを持つＦｖ断片；（ｖｉ）ＶＨドメインからなる
ｄＡｂ断片（Ward等, Nature 341, 544-546 (1989)）；（ｖｉｉ）単離されたＣＤＲ領域
；（ｖｉｉｉ）ヒンジ領域がジスルフィド架橋によって結合された２つのＦａｂ'断片を
含む二価断片であるF(ab')2断片；（ｉｘ）単鎖抗体分子（例えば単鎖Ｆｖ；ｓｃＦｖ）
（Bird等, Science 242:423-426 (1988)；及びHuston等, PNAS (USA) 85:5879-5883 (198
8)）；（ｘ）同一のポリペプチド鎖中で軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）に結合した重鎖可変ド
メイン（ＶＨ）を含む、２つの抗原結合部位を持つ「ダイアボディー」（例えばＥＰ４０
４，０９７;ＷＯ９３／１１１６１; and Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. US
A, 90:6444-6448 (1993)を参照）；（ｘｉ）相補的軽鎖ポリペプチドと共に一対の抗原結
合領域を形成する一対のタンデムＦｄセグメント（ＶＨ-ＣＨ１-ＶＨ-ＣＨ１）を含む「
線形抗体」（Zapata等, Protein Eng. 8(10):1057-1062(1995)；及び米国特許第５６４１
８７０号）が含まれる。
【００５６】
　ここで使用される「モノクローナル抗体」なる用語は、実質的に均一な抗体の集団から
得られる抗体を指し、すなわち、集団に含まれる個々の抗体は、例えば少量で存在しうる
自然に生じる可能性がある突然変異を除いて同一である。従って、「モノクローナル」と
の形容は、個別の抗体の混合物ではないという抗体の性質を示す。モノクローナル抗体は
、高度に特異的であり、単一抗原に対する。ある実施態様では、モノクローナル抗体は典
型的には、標的に結合するポリペプチド配列を含んでなる抗体を含み、標的結合ポリペプ
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チドポリペプチド配列は、複数のポリペプチド配列から単一の標的結合ポリペプチド配列
を選択することを含むプロセスにより得られる。例えば、この選択プロセスは、雑種細胞
クローン、ファージクローン又は組換えＤＮＡクローンのプールのような複数のクローン
から特有のクローンの選択とすることができる。重要なのは、選択された標的結合配列を
更に変化させることにより、例えば標的への親和性の向上、標的結合配列のヒト化、細胞
培養液中におけるその産生の向上、インビボでの免疫原性の低減、多選択性抗体の生成等
が可能になること、並びに、変化させた標的結合配列を含む抗体も、本発明のモノクロー
ナル抗体であることである。異なる決定基（エピトープ）に対する異なる抗体を典型的に
含むポリクローナル抗体の調製物とは異なり、モノクローナル抗体の調製物の各モノクロ
ーナル抗体は、抗原の単一の決定基に対するものである。それらの特異性に加えて、モノ
クローナル抗体の調製物は、それらが他の免疫グロブリンで通常汚染されていないという
点で有利である。
【００５７】
修飾語「モノクローナル」は、実質的に均一な抗体集団から得られたという抗体の特徴を
示し、抗体を何か特定の方法で生産しなければならないと解釈されるものではない。例え
ば、本発明に従って使用されるモノクローナル抗体は、例えばハイブリドーマ法 (e.g., 
Kohler and Milstein, Nature, 256:495-97 (1975); Hongo et al., Hybridoma, 14 (3):
 253-260 (1995), Harlow et al., Antibodies: A Laboratory Manual, (Cold Spring Ha
rbor Laboratory Press, 2nd ed. 1988); Hammerling et al., in: Monoclonal Antibodi
es and T-Cell Hybridomas 563-681 (Elsevier, N.Y., 1981))、組換えＤＮＡ法 (例えば
U.S. Patent No. 4,816,567を参照)、ファージディスプレイ技術(例えばClackson et al.
, Nature, 352: 624-628 (1991); Marks et al., J. Mol. Biol. 222: 581-597 (1991); 
Sidhu et al., J. Mol. Biol. 338(2): 299-310 (2004); Lee et al., J. Mol. Biol. 34
0(5): 1073-1093 (2004); Fellouse, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101(34): 12467-1247
2 (2004); and Lee et al., J. Immunol. Methods 284(1-2): 119-132(2004)を参照）、
及びヒト免疫グロブリン配列をコードするヒト免疫グロブリン配列遺伝子座又は遺伝子の
部分又は全てを有する動物におけるヒト又はヒト様抗体を産生するための技術(例えばＷ
Ｏ１９９８／２４８９３;　ＷＯ１９９６／３４０９６;　ＷＯ１９９６／３３７３５;Ｗ
Ｏ１９９１／１０７４１; Jakobovits et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 2551 (
1993); Jakobovits et al., Nature 362: 255-258 (1993); Bruggemann et al., Year in
 Immunol. 7:33 (1993); U.S. Patent Nos. 5,545,807; 5,545,806; 5,569,825; 5,625,1
26; 5,633,425; and 5,661,016; Marks et al., Bio/Technology 10: 779-783 (1992); L
onberg et al., Nature 368: 856-859 (1994); Morrison, Nature 368: 812-813 (1994);
 Fishwild et al., Nature Biotechnol. 14: 845-851 (1996); Neuberger, Nature Biote
chnol. 14: 826 (1996); and Lonberg and Huszar, Intern. Rev. Immunol. 13: 65-93 (
1995)を参照）を含む様々な技術によって作ることができる。
【００５８】
　ここに記載のモノクローナル抗体は、特に、重鎖及び／又は軽鎖の一部が、特定の種か
ら由来するか、特定の抗体クラス又はサブクラスに属する抗体の対応する配列と同一か相
同である一方、鎖の残りが、他の種から由来するか、他の抗体クラス又はサブクラスに属
する抗体の対応する配列と同一か相同である「キメラ」抗体、並びにそれらが所望の生物
活性を示す限りはその抗体の断片を含む(米国特許第,4816,567号；及びMorrison等, Proc
. Natl. Acad. Sci. USA 81:6851-6855 (1984))。
【００５９】
　非ヒト（例えばマウス）抗体の「ヒト化」型とは、非ヒト抗体から誘導された最小配列
を含むキメラ抗体である。大部分では、ヒト化抗体はレシピエントの高頻度可変領域から
の残基が、マウス、ラット、ウサギ又は非ヒト霊長類のような所望の抗体特異性、親和性
及び能力を有する非ヒト種（ドナー抗体）の高頻度可変領域からの残基によって置換され
たヒト免疫グロブリン（レシピエント抗体）である。いくつかの例において、ヒト免疫グ
ロブリンのフレームワーク領域(ＦＲ)残基は、対応する非ヒト残基によって置換される。
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さらに、ヒト化抗体は、レシピエント抗体にもドナー抗体にも見出されない残基を含んで
もよい。これらの修飾は抗体の特性をさらに洗練するためになされる。一般に、ヒト化抗
体は、少なくとも１つ、典型的には２つの可変ドメインの実質的に全てを含み、全てある
いはほとんど全ての高度可変ループが非ヒト免疫グロブリンのものに対応し、全てあるい
はほとんど全てのＦＲがヒト免疫グロブリン配列のものである。ヒト化抗体は、任意には
免疫グロブリン定常領域(Ｆｃ)、典型的にはヒトの免疫グロブリンの定常領域の少なくと
も一部を含む。更なる詳細は、Jones et al., Nature 321:522-525 (1986); Riechmann e
t al., Nature 332:323-329 (1988); and Presta, Curr. Op. Struct. Biol. 2:593-596 
(1992)を参照のこと。また、例えばVaswani and Hamilton, Ann. Allergy, Asthma & Imm
unol. 1:105-115 (1998); Harris, Biochem. Soc. Transactions 23:1035-1038 (1995); 
Hurle and Gross, Curr. Op. Biotech. 5:428-433 (1994); and U.S. Pat. Nos. 6,982,3
21 and 7,087,409を参照のこと。また、van Dijk and van de Winkel, Curr. Opin. Phar
macol., 5: 368-74 (2001)を参照のこと。ヒト抗体は、抗原投与に応答してかかる抗体を
生産するよう改変されているが、その内因性遺伝子座は動作不能となっているトランスジ
ェニック動物、例えば免疫化されたゼノマウス、に抗原を投与することによって調整され
ることができる（XENOMOUSETM技術に関しては例えばU.S. Pat. Nos. 6,075,181 and 6,15
0,584を参照）。また、ヒトＢ細胞ハイブリドーマ技術により生成されるヒト抗体に関し
ては、例えばLi et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 103:3557-3562 (2006)を参照の
こと。
【００６０】
　「ヒト抗体」は、ヒトによって生産される抗体のアミノ酸配列に一致するアミノ酸配列
を有するもの、及び／又はここにおいて開示されたヒト抗体を製造するいずれかの技術を
使用して製造されたものである。ヒト抗体この定義は、特に非ヒト抗原結合残基を含んで
なるヒト化抗体を除く。ヒト抗体は、この分野で知られている種々の技術を使用すること
によって生産することが可能である。一実施態様では、ヒト抗体は、ヒト抗体を発現する
ファージライブラリーから選択される（Vaughan et al. Nature Biotechnology 14:309-3
14 (1996): Sheets et al. PNAS (USA) 95:6157-6162 (1998)); Hoogenboom and Winter,
 J. Mol. Biol., 227:381 (1991); Marks et al., J. Mol. Biol., 222:581 (1991))。ま
た、ヒト抗体は、ヒト免疫グロブリン座位をトランスジェニック動物、例えば内在性免疫
グロブリン遺伝子が部分的又は完全に不活性化されたマウスに導入することにより産生す
ることができる。この試みでは、ヒト抗体の生産が観察され、遺伝子再構成、構築及び抗
体レパートリーを含む、あらゆる点でヒトに見られるものと密接に類似しているヒト抗体
の産生が観察される。このアプローチ法は、例えば米国特許第5,545,807号；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、及び次の科学文献
：Marks et al., Bio/Technology 10: 779-783 (1992); Lonberg et al., Nature 368: 8
56-859 (1994); Morrison, Nature 368:812-13 (1994); Fishwild et al., Nature Biote
chnology 14: 845-51 (1996); Neuberger, Nature Biotechnology 14: 826 (1996); Lonb
erg and Huszar, Intern. Rev. Immunol. 13:65-93 (1995)に記載される。あるいは、ヒ
ト抗体は、標的抗原に対する抗体を生産するヒトＢリンパ球の不死化によって調製されて
もよい(そのようなＢリンパ球は、個々から回収されてもよいし、インビトロで免疫化し
てもよい）。例えば、Cole et al., Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan 
R. Liss, p. 77 (1985); Boerner et al., J. Immunol., 147 (1):86-95 (1991); and US
 Pat No. 5,750,373を参照のこと。
【００６１】
　「可変」という用語は、可変ドメインのある部位が、抗体の中で配列が広範囲に異なっ
ており、その特定の抗原に対する各特定の抗体の結合性及び特異性に使用されているとい
う事実を意味する。しかしながら、可変性は抗体の可変ドメインにわたって一様には分布
していない。それは、軽鎖及び重鎖可変ドメインの両方の高頻度可変領域と呼ばれる３つ
のセグメントに集中している。可変ドメインのより高度に保存された部分はフレームワー
ク領域(ＦＲ)と呼ばれる。天然の重鎖及び軽鎖の可変ドメインは、βシート構造を連結し
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、ある場合にはその一部を形成するループを形成する３つの高頻度可変領域により連結さ
れたβシート配置を主に採る４つのＦＲをそれぞれ含んでいる。各鎖の高頻度可変領域は
、ＦＲによって近接して保持され、他の鎖の高頻度可変領域と共に、抗体の抗原結合部位
の形成に寄与している(Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Intere
st, 5th Ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD. 
(1991)を参照)。定常ドメインは抗体の抗原への結合に直接には関与していないが、例え
ば抗体依存性細胞傷害活性における抗体の関与等の様々なエフェクター機能を示す。
【００６２】
　ここで使用される「高頻度可変領域」、「ＨＶＲ」又は「ＨＶ」なる用語は、抗原結合
を担う抗体のアミノ酸残基を指す。例えば、高頻度可変領域は、配列において高頻度可変
であり、及び／又は構造的に定まったループを形成する抗体可変ドメインの領域を意味す
る。一般に、抗体は６つのＨＶＲを含み；ＶＨに３つ(Ｈ１、Ｈ２、Ｈ３)、ＶＬに３つ(
Ｌ１、Ｌ２、Ｌ３)である。天然の抗体では、Ｈ３及びＬ３は６つのＨＶＲのうちで最も
高い多様性を示し、特にＨ３は抗体に良好な特異性を与える際に特有の役割を果たすよう
に思われる。例えば、Xu et al., Immunity 13:37-45 (2000); Johnson and Wu, in Meth
ods in Molecular Biology 248:1-25 (Lo, ed., Human Press, Totowa, NJ, 2003)を参照
。実際、重鎖のみからなる天然に生じるラクダ科の抗体は機能的であり、軽鎖が無い状態
で安定である。例えば、Hamers-Casterman et al., Nature 363:446-448 (1993); Sherif
f et al., Nature Struct. Biol. 3:733-736 (1996)を参照のこと。
【００６３】
　多数のＨＶＲの描写が使用され、ここに含まれる。カバット相補性決定領域(ＣＤＲ)は
配列変化に基づいており、最も一般的に使用されている(Kabat et al., Sequences of Pr
oteins of Immunological Interest, 5th Ed. Public Health Service, National Instit
utes of Health, Bethesda, MD. (1991))。Chothiaは、代わりに構造的ループの位置に言
及している(Chothia and Lesk J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987))。ＡｂＭ ＨＶＲは、
カバットＨＶＲとChothia構造的ループの間の妥協を表し、Oxford MolecularのＡｂＭ抗
体モデリングソフトウェアにより使用される。「接触」ＨＶＲは、利用できる複合体結晶
構造の分析に基づく。これらＨＶＲのそれぞれからの残基を以下に示す。

【００６４】
　ＨＶＲは、次のような「拡大ＨＶＲ」を含むことができる：ＶＬの２４－３６又は２４
－３４(Ｌ１)、４６－５６又は５０－５６(Ｌ２)及び８９－９７又は８９－９６(Ｌ３)と



(15) JP 5606537 B2 2014.10.15

10

20

30

40

50

、ＶＨの２６－３５(Ｈ１)、５０－６５又は４９－６５(Ｈ２)及び９３－１０２、９４－
１０２、又は９５－１０２(Ｈ３)である。可変ドメイン残基には、これら各々を規定する
ために、上掲のKabat等に従って番号を付した。
【００６５】
　「フレームワーク」又は「ＦＲ」残基は、ここで定義する高頻度可変領域残基以外の可
変ドメイン残基である。
【００６６】
　「カバット(Kabat)による可変ドメイン残基番号付け」又は「カバットに記載のアミノ
酸位番号付け」なる用語及びその異なる言い回しは、上掲のKabat 等の抗体の編集の軽鎖
可変ドメイン又は重鎖可変ドメインに用いられる番号付けシステムを指す。この番号付け
システムを用いると、実際の線形アミノ酸配列は、可変ドメインのＦＲ又はＨＶＲ内の短
縮又は挿入に相当するより少ない又は付加的なアミノ酸を含みうる。例えば、重鎖可変ド
メインには、重鎖ＦＲ残基８２の後に挿入された残基(例えばカバットによる残基８２ａ
、８２ｂ及び８２ｃなど)と、Ｈ２の残基５２の後に単一アミノ酸の挿入(Kabatによる残
基５２ａ)を含んでもよい。残基のカバット番号は、「標準の」カバット番号付け配列に
よって抗体の配列の相同領域でアライメントすることによって与えられる抗体について決
定してもよい。
【００６７】
　本明細書及び特許請求の範囲すべてにわたって、一般的に、可変ドメインの残基を指す
場合にはカバット番号付けシステムを用いる(およそ、軽鎖の残基１－１０７と重鎖の残
基１－１１３)(例えばSequences of Immunological Interest. 5th Ed. Public Health S
ervice, National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1991))。一般的に、イムノグ
ロブリン重鎖定常領域内の残基を指す場合には、「ＥＵ番号付けシステム」又は「ＥＵイ
ンデックス」を用いる(ＥＵインデックスはKabat et al., Sequences of Proteins of Im
munological Interest, 5th Ed. Public Health Service, National Institutes of Heal
th, Bethesda, MD (1991)において報告されており、出典明示によってここに明示的に援
用される)。ここで別の定義を記載しない限り、抗体の可変ドメイン内の残基番号の参照
は、カバット番号付けシステムによって番号付けした残基を意味する。ここで別の定義を
しない限り、抗体の定常ドメイン内の残基番号の参照は、ＥＵ番号付けシステムによって
番号付けした残基を意味する(詳細については例えば、米国特許仮出願第６０／６４０３
２３号の優先権を主張する米国特許出願公開第２９９８／０１８１８８８を参照）。
【００６８】
　その重鎖の定常ドメインのアミノ酸配列に応じて、抗体(免疫グロブリン)は異なるクラ
スが割り当てられる。免疫グロブリンには５つの主なクラス：ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、
ＩｇＧ及びＩｇＭがあり、更にこれらの幾つかは、例えばＩｇＧ１（非Ａ及びＡアロタイ
プを含む)、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ１、及びＩｇＡ２　等のサブクラス(
アイソタイプ)に分かれる。免疫グロブリンの異なる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、及びμと呼ばれる。免疫グロブリンの異なるクラスのサブユ
ニット構造及び三次元立体配位はよく知られており、一般に、例えばAbbas et al. Cellu
lar and Mol. Immunology, 4th ed. (W.B. Saunders, Co., 2000)に記載されている。抗
体は、抗体と一又は複数の他のタンパク質又はペプチドとの共有的又は非共有的結合によ
って形成される大きな融合分子の一部であってもよい。
【００６９】
　何れかの脊椎動物種からの抗体（免疫グロブリン）の「軽鎖」は、それらの定常ドメイ
ンのアミノ酸配列に基づき、カッパ(κ)及びラムダ(λ)と呼ばれる２つの明瞭に異なるタ
イプの一つに割り当てられることができる。
【００７０】
　「Ｆｃ領域」なる用語は、無傷の抗体のパパイン消化によって生成されうる免疫グロブ
リン重鎖のＣ末端領域を定義するために使用される。Ｆｃ領域は天然配列Ｆｃ領域又は変
異型Ｆｃ領域であってもよい。免疫グロブリン重鎖のＦｃ領域の境界は変化するかも知れ
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ないが、通常、ヒトＩｇＧ重鎖Ｆｃ領域はおよそＣｙｓ２２６の位置又はおよそＰｒｏ２
３０からの位置のアミノ酸残基からＦｃ領域のカルボキシル末端まで伸長すると定義され
る。Ｆｃ領域のＣ末端リジン(ＥＵ番号付けシステムによれば残基４４７)は、例えば、抗
体の産生又は精製中に、又は抗体の重鎖をコードする核酸を組み換え遺伝子操作すること
によって取り除かれてもよい。従って、無傷の抗体の組成物は、全てのＫ４４７残基が除
去された抗体群、Ｋ４４７残基が除去されていない抗体群、及びＫ４４７残基を有する抗
体と有さない抗体の混合を含む抗体群を含みうる。免疫グロブリンのＦｃ領域は一般に、
ＣＨ２ドメインとＣＨ３ドメインの２つの定常ドメインを含み、場合によってＣＨ４ドメ
インを含む。
【００７１】
　特に明記しない限り、本明細書中の免疫グロブリン重鎖の残基の番号付けは、出典明記
によって本明細書中に特別に援用される上掲のKabat等のＥＵインデックスのものである
。「KabatのＥＵインデックス」はヒトＩｇＧ１ ＥＵ抗体の残基番号を指す。
　ここでは、「ＦＣ領域鎖」はＦＣ領域の２つのポリペプチド鎖の一つを意味する。
【００７２】
　ヒトＩｇＧ Ｆｃ領域の「ＣＨ２ドメイン」(「Ｃｇ２」ドメインとも呼ばれる)は、通
常、約２３１位のアミノ酸残基から約３４０位のアミノ酸残基まで延びている。ＣＨ２ド
メインは、別のドメインと親密な対にならないという点で独特である。代わりに、２つの
Ｎ結合分岐炭水化物鎖が、無傷の天然ＩｇＧ分子の２つのＣＨ２ドメインの間に挿入され
る。炭水化物はドメイン-ドメイン対の代替物を提供し、ＣＨ２ドメインの安定化を助け
ることができると推測される。Burton, Molec. Immunol. 22:161-206 (1985)。ここで、
ＣＨ２ドメインは天然配列のＣＨ２ドメイン又は変異体ＣＨ２ドメインとすることができ
る。
【００７３】
　「ＣＨ３ドメイン」は、Ｆｃ領域における残基Ｃ末端からＣＨ２ドメインへの一続きを
含む(すなわち、ＩｇＧのおよそアミノ酸残基３４１からおよそアミノ酸残基４４７まで
）。ここにおけるＣＨ３領域は、天然配列ＣＨ３ドメイン又は変異体ＣＨ３ドメインでも
よい(例えば、その一方の鎖に導入「突出部」を有し、及びその他方の鎖に対応する導入
「キャビティ」を有するＣＨ３ドメイン；米国特許第５，８２１，３３３号を参照のこと
（出典明示により本明細書中に援用する））。
【００７４】
　「ヒンジ領域」は、ヒトＩｇＧ１のＧｌｕ２１６、又は約Ｃｙｓ２２６から約Ｐｒｏ２
３０の伸展として一般に定義されている(Burton, Molec. Immunol. 22:161-206 (1985))
。他のＩｇＧアイソタイプのヒンジ領域は、重鎖間Ｓ-Ｓ結合を形成する最初と最後のシ
ステイン残基を同じ位置に配することにより、ＩｇＧ１と整合させられうる。ここにおけ
るヒンジ領域は、天然配列ヒンジ領域又は変異体ヒンジ領域であってもよい。変異体ヒン
ジ領域の二つのポリペプチド鎖は、一般的に、少なくともポリペプチド鎖当たり少なくと
も一つのシステイン残基を保持し、変異体ヒンジ領域の二つのポリペプチド鎖は、二つの
鎖の間でジスフィルド結合を形成できる。ここにおける好ましいヒンジ領域は、天然配列
ヒトヒンジ領域で、例えば天然配列ヒトＩｇＧ１ヒンジ領域である。
【００７５】
　「機能的Ｆｃ領域」は、天然配列Ｆｃ領域の少なくとも一つの「エフェクター機能」を
有する。例示的な「エフェクター機能」は、Ｃ１ｑ結合；補体依存性細胞傷害性(ＣＤＣ
）；Ｆｃ受容体結合；抗体依存性細胞介在性細胞傷害活性(ＡＤＣＣ)；食作用；細胞表層
受容体(例えばＢ細胞受容体；ＢＣＲ）のダウンレギュレーション等を含む。このような
エフェクター機能は、一般に、結合ドメイン(例えば、抗体可変ドメイン）と結合するＦ
ｃ領域を必要とし、そのような抗体エフェクター機能を評価するための当該分野で知られ
ている様々なアッセイ法を使用して評価することができる。
【００７６】
　「天然配列Ｆｃ領域」は、自然に見出されるＦｃ領域のアミノ酸配列と同一のアミノ酸
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配列を有する。天然配列ヒトＦｃ領域は、天然配列ヒトＩｇＧ１ Ｆｃ領域（非Ａ及びＡ
アロタイプ)；天然配列ヒトＩｇＧ２ Ｆｃ領域；天然配列ヒトＩｇＧ３ Ｆｃ領域；及び
天然配列ヒトＩｇＧ４ Ｆｃ領域並びに天然に生じるそれらの変異体を含む。
【００７７】
　「変異体Ｆｃ領域」は、少なくとも一つのアミノ酸修飾によって天然配列Ｆｃ領域のア
ミノ酸配列とは異なるアミノ酸配列を含む。ある実施態様では、変異体Ｆｃ領域は、天然
配列Ｆｃ領域又は親ポリペプチドのＦｃ領域と比較し、少なくとも一つの一アミノ酸置換
を有し、例えば、天然配列Ｆｃ領域又は親ポリペプチドのＦｃ領域において、約１から約
１０のアミノ酸置換、好ましくは約１から約５アミノ酸置換を有する。本願における変異
体Ｆｃ領域は、好ましくは、天然配列Ｆｃ領域及び／又は親ポリペプチドのＦｃ領域と少
なくとも約８０％配列同一性、又はそれとの少なくとも約９０％配列同一性、又はそれと
の少なくとも約９５％配列又はそれ以上の同一性を有する。
【００７８】
　抗体「エフェクター機能」は抗体のＦｃ領域（天然配列Ｆｃ領域又はアミノ酸配列変異
体Ｆｃ領域）に起因するそれらの生物学的活性を意味し、抗体アイソタイプと共に変わる
。抗体エフェクター機能の例は、Ｃ１ｑ結合及び補体依存性細胞傷害；Ｆｃ受容体結合；
抗体依存性細胞傷害性（ＡＤＣＣ）；食作用；細胞表面受容体（例えばＢ細胞受容体）の
ダウンレギュレーション；及びＢ細胞活性化を含む。
【００７９】
　「抗体依存性細胞媒介性細胞傷害」又は「ＡＤＣＣ」とは、ある種の細胞傷害細胞(例
えば、ナチュラルキラー（ＮＫ）細胞、好中球及びマクロファージ）上に存在するＦｃ受
容体(ＦｃＲ)と結合した分泌Ｉｇにより、これらの細胞障害エフェクター細胞が抗原-担
持標的細胞に特異的に結合し、続いて細胞毒により標的細胞を死滅させることを可能にす
る細胞傷害性の形態を意味する。ＡＤＣＣを媒介する主要な細胞ＮＫ細胞はＦｃγＲＩＩ
Ｉのみを発現するのに対し、単球はＦｃγＲＩ、ＦｃγＲＩＩ及びＦｃγＲＩＩＩを発現
する。造血細胞でのＦｃＲの発現は、Ravetch and Kinet, Annu. Rev. Immunol 9:457-92
 (1991) の４６４頁の表３に要約されている。関心ある分子のＡＤＣＣ活性をアッセイす
るために、米国特許第5,500,362号又は同5,821,337号に記載されているようなインビトロ
ＡＤＣＣアッセイを実施することができる。このようなアッセイにおいて有用なエフェク
ター細胞には、末梢血液単核細胞（ＰＢＭＣ）及びナチュラルキラー（ＮＫ）細胞が含ま
れる。代わりとして、もしくは付加的に、関心ある分子のＡＤＣＣ活性は、例えば、Clyn
es et al. PNAS (USA) 95:652-656 (1998)に開示されているような動物モデルにおいて、
インビボで評価することが可能である。
【００８０】
　「ヒトエフェクター細胞」とは、一又は複数のＦｃＲを発現し、エフェクター機能を実
行する白血球のことである。ある実施態様では、細胞は少なくともＦｃγＲＩＩＩを発現
し、ＡＤＣＣエフェクター機能を実行する。ＡＤＣＣを媒介するヒト白血球の例として、
末梢血液単核細胞（ＰＢＭＣ）、ナチュラルキラー（ＮＫ）細胞、単球、細胞傷害性Ｔ細
胞及び好中球が含まれるが、ＰＢＭＣとＮＫ細胞が一般的に好ましい。エフェクター細胞
は、ここに記載されるように、それらの天然源から、例えば血液又はＰＢＭＣから単離さ
れうる。
【００８１】
　「Ｆｃ受容体」又は「ＦｃＲ」は、抗体のＦｃ領域に結合する受容体を記述する。幾つ
かの実施態様では、ＦｃＲは天然ヒトＦｃＲである。幾つかの実施態様では、ＦｃＲは、
ＩｇＧ抗体（ガンマ受容体）と結合するものであり、ＦｃγＲＩ、ＦｃγＲＩＩ及びＦｃ
γＲＩＩＩサブクラスの受容体を含み、これらの受容体の対立遺伝子変異体及び選択的に
スプライシングされた形態を含む。ＦｃγＲＩＩ受容体には、ＦｃγＲＩＩＡ（「活性型
受容体」）及びＦｃγＲＩＩＢ（「阻害型受容体」）が含まれ、これは、主としてその細
胞質ドメインは異なるが、類似のアミノ酸配列を有するものである。活性型受容体Ｆｃγ
ＲＩＩＡは、その細胞質ドメインに免疫受容活性化チロシンモチーフ（ＩＴＡＭ）を含ん
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でいる。阻害型受容体ＦｃγＲＩＩＢは、その細胞質ドメインに免疫受容抑制性チロシン
モチーフ（ＩＴＩＭ）を含んでいる（例えばDaeron, Annu. Rev. immunol. 15:203-234 (
1997)を参照）。ＦｃＲは、 Ravetch及びKinet, Annu.Rev. Immunol. 9:457-492 (1991)
；Capel等, Immunomethods 4:25-34 (1994)；及びde Haas等, J.Lab. Clin. Med. 126:33
0-41 (1995) に総説される。将来的に同定されるものも含む他のＦｃＲはここでの「Ｆｃ
Ｒ」なる用語に包含される。
【００８２】
　「Ｆｃ受容体」又は「ＦｃＲ」なる用語はまた胎児への母のＩｇＧの移動(Guyer et al
., J. Immunol. 117:587 (1976) and Kim et al., J. Immunol. 24:249 (1994))、及び免
疫グロブリンの恒常性維持の調節の原因となる、新生児受容体ＦｃＲｎを含む。ＦｃＲｎ
への結合性を測定する方法は知られている（例えば、Ghetie and Ward., Immunol. Today
 18(12):592-598 (1997); Ghetie et al., Nature Biotechnology, 15(7):637-640 (1997
); Hinton et al., J. Biol. Chem. 279(8):6213-6216 (2004);ＷＯ２００４／９２２１
９(Hinton et al.)を参照）。
【００８３】
　インビボでのヒトＦｃＲｎへの結合及びヒトＦｃＲｎ高親和性結合ポリペプチドの血清
半減期は、例えばヒトＦｃＲｎを発現している遺伝子導入マウス又は形質移入ヒト細胞株
において、又は変異体Ｆｃ領域を有するポリペプチドが投与された霊長類において検定さ
れることができる。ＷＯ２０００／４２０７２(Presta)は改善又は低減されたＦｃＲｎへ
の結合を有する抗体変異体を記載する。
【００８４】
　「補体依存性細胞障害」もしくは「ＣＤＣ」は、補体の存在下で標的を溶解することを
意味する。典型的な補体経路の活性化は補体系(Ｃｌｑ)の第１補体が、同族抗原と結合し
た(適切なサブクラスの)抗体に結合することにより開始される。補体の活性化を評価する
ために、ＣＤＣアッセイを、例えばGazzano-Santoro et al., J. Immunol. Methods 202:
163 (1996)に記載されているように実施することができる。変更されたＦｃ領域アミノ酸
配列を有するポリペプチド変異体(変異体Ｆｃ領域を有するポリペプチド)及び増大又は減
少したＣ１ｑ結合能力が、例えば米国特許第６，１９４，５５１ Ｂ１号及びＷＯ１９９
９／５１６４２に記載される。また、例えばIdusogie et al. J. Immunol. 164: 4178-41
84 (2000)を参照のこと。
【００８５】
　「親和性成熟」抗体は、その１つ以上のＣＤＲに１つ以上の変更を有する抗体であって
、それらの変更を有しない親抗体と比較して結果として抗原に対する抗体の親和性を向上
させる。一実施態様では、親和性成熟抗体は、標的抗原に対して、ナノモル単位の、さら
にはピコモル単位の親和性を有する。親和成熟抗体は、当技術分野で知られる手順によっ
て生産される。Marks et al. Bio/Technology 10:779-783 (1992)は、ＶＨドメイン及び
ＶＬドメインのシャフリングによる親和性成熟を記載する。ＣＤＲ及び／又はフレームワ
ーク残基のランダム変異誘発が、Barbas et al. Proc Nat. Acad. Sci, USA 91:3809-381
3 (1994); Schier et al. Gene 169:147-155 (1995); Yelton et al. J. Immunol. 155:1
994-2004 (1995); Jackson et al., J. Immunol. 154(7):3310-9 (1995); and Hawkins e
t al, J. Mol. Biol. 226:889-896 (1992)に記載される。
【００８６】
　抗体の「機能的抗原結合部位」は、標的抗原に結合可能なものである。抗原結合部位の
抗原結合親和性は、抗原結合部位が誘導される親抗体ほど強い必要はないが、抗原に結合
する能力は、抗原への抗体結合性を評価するために、様々な公知の方法の任意の一つを使
用して測定可能なものでなくてはならない。更に、ここで多価抗体の各抗原結合部位の抗
原結合親和性は、定量的に同じである必要はない。ここでマルチマー抗体について、機能
的抗原結合部位の数は、超遠心分離分析を使用して評価することができる。この分析方法
によれば、マルチマー抗体に対する標的抗原の様々な比率が組合せられ、複合体の平均分
子量が、異なる数の機能的結合部位を仮定して算出される。これらの理論値は、機能的結
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合部位の数を評価するために、得られた実際の実験値と比較される。
　指定された抗体の「生物学的特性」を有する抗体は、同じ抗原に結合する他の抗体から
それを区別するその抗体の生物学的特性の一又は複数を保有するものである。
【００８７】
　対象の抗体が結合する抗原上のエピトープに結合する抗体をスクリーニングするために
は、Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Ed Harlow an
d David Lane (1988)に記載されたもののような常套的な交差ブロックアッセイ法を実施
することができる。
【００８８】
　「アンタゴニスト」なる用語は、ここで使用される場合、本発明のタンパク質の活性を
ブロック、阻害、抑制、低減又は干渉することが可能な分子を意味し、リガンドの場合は
一又は複数の受容体へのそれの結合、又は受容体の場合には一又は複数のリガンドへの結
合を含む。アンタゴニストは、抗体及びそれらの抗原結合断片、タンパク質、ペプチド、
糖タンパク質、糖ペプチド、糖脂質、多糖、オリゴ糖、核酸、生体有機分子、ペプチド模
倣物、薬理学的物質及びそれらの代謝物、転写及び翻訳制御配列等を含む。アンタゴニス
トはまた、本発明のタンパク質の小分子阻害剤、及び融合タンパク質、受容体分子及び誘
導体（タンパク質に特異的に結合し、これによってその標的へのその結合を隔離するもの
）、タンパク質のアンタゴニスト変異体、本発明のタンパク質に対するアンチセンス分子
、ＲＮＡアプタマー、及び本発明のタンパク質に対するリボザイムを含む。
【００８９】
　「遮断」抗体又は「アンタゴニスト」抗体は、それが結合する抗原の生物学的活性を阻
害するか又は低減するものである。ある遮蔽抗体又はアンタゴニスト抗体は、実質的又は
完全に、抗原の生物学的活性を阻害する。
【００９０】
　本明細書中で用いる「ＶＥＧＦ」又は「ＶＥＧＦ-Ａ」なる用語は、Leung et al. Scie
nce, 246:1306 (1989), Houck et al. Mol. Endocrin., 5:1806 (1991), and, Robinson 
& Stringer, Journal of Cell Science, 144(5):853-865 (2001)によって記載されている
ように、１６５アミノ酸の血管内皮細胞増殖因子と、関連した１２１-、１４５-、１８３
-、１８９-、及び２０６-アミノ酸の血管内皮細胞増殖因子、並びにそれらの天然に生じ
る対立遺伝子型及びプロセシング型を意味する。ＶＥＧＦ-Ａは、ＶＥＧＦ-Ｂ、ＶＥＧＦ
-Ｃ、ＶＥＧＦ-Ｄ、ＶＥＧＦ-Ｅ、ＶＥＧＦ-Ｆ及びＰｌＧＦを含む遺伝子ファミリの一部
である。ＶＥＧＦ-Ａは、ＶＥＧＦＲ-１(Ｆｌｔ-１)及びＶＥＧＦＲ-２(Ｆｌｋ-１／ＫＤ
Ｒ)の２つの高親和性受容体チロシンキナーゼに主に結合する。この後者はＶＥＧＦ-Ａの
血管内皮細胞分裂促進シグナルの主な伝達物質である。また、「ＶＥＧＦ」又は「ＶＥＧ
Ｆ-Ａ」なる用語は、マウス、ラット又は霊長類などの非ヒト動物腫由来のＶＥＧＦも意
味する。特定の種由来のＶＥＧＦは、ヒトＶＥＧＦはｈＶＥＧＦ、マウスＶＥＧＦはｍＶ
ＥＧＦなどの用語で表されることが多い。また、「ＶＥＧＦ」なる用語は、１６５アミノ
酸のヒト血管内皮細胞増殖因子のアミノ酸８～１０９、又は１～１０９を含むポリペプチ
ドの切断型ないしはその断片を意味する。「切断した(切断型の)」天然のＶＥＧＦのアミ
ノ酸位置は、天然のＶＥＧＦ配列に示される数で示す。例えば、切断型の天然ＶＥＧＦの
アミノ酸位置１７(メチオニン)は、天然のＶＥＧＦ中の位置１７(メチオニン)でもある。
切断型の天然ＶＥＧＦは天然のＶＥＧＦに匹敵するＫＤＲ及びＦｌｔ-１受容体結合親和
性を有する。
【００９１】
　「ＶＥＧＦアンタゴニスト」は、一又は複数のＶＥＧＦ受容体への結合を含む、ＶＥＧ
Ｆ活性を中和、遮断、阻害、抑止、低減又は干渉することができる分子(ペプチジル又は
非ペプチジル)を指す。ＶＥＧＦアンタゴニストには、抗ＶＥＧＦ抗体及びその抗原結合
性断片、ＶＥＧＦに特異的に結合することによって一又は複数の受容体への結合を隔離す
る受容体分子及び誘導体(例えば、可溶性ＶＥＧＦ受容体タンパク質、又はそのＶＥＧＦ
結合断片、又はキメラＶＥＧＦ受容体タンパク質)、ＶＥＧＦＲチロシンキナーゼの小分
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子インヒビターなどの抗ＶＥＧＦ受容体抗体及びＶＥＧＦ受容体アンタゴニスト、及び融
合タンパク質、例として、ＶＥＧＦ-Ｔｒａｐ(Regeneron)、ＶＥＧＦ１２１-ゲロニン(Pe
regine)が含まれる。また、ＶＥＧＦアンタゴニストには、ＶＥＧＦのアンタゴニスト変
異体、ＶＥＧＦに対するアンチセンス分子、ＲＮＡアプタマー、及びＶＥＧＦないしはＶ
ＥＧＦ受容体に対するリボザイムが含まれる。さらに、本発明の方法に有用なＶＥＧＦア
ンタゴニストには、ＶＥＧＦを特異的に結合するペプチジルないしは非ペプチジル化合物
、例えば、抗ＶＥＧＦ抗体ないしその抗原結合性断片、ポリペプチド、又はＶＥＧＦに特
異的に結合するその断片；ＶＥＧＦポリペプチドをコードする核酸分子の少なくとも断片
に相補性があるアンチセンス核酸塩基のオリゴマー；ＶＥＧＦポリペプチドをコードする
核酸分子の少なくとも断片に相補性がある小ＲＮＡ；ＶＥＧＦを標的とするリボザイム；
ＶＥＧＦに対するペプチボディ；及び、ＶＥＧＦアプタマーが含まれる。一実施態様では
、ＶＥＧＦアンタゴニストは、ＶＥＧＦの発現レベル又は生物学的活性を少なくとも１０
％、２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％又はそれ以上低
減するか、又は阻害する。他の実施態様では、ＶＥＧＦアンタゴニストによって阻害され
るＶＥＧＦは、ＶＥＧＦ(８－１０９)、ＶＥＧＦ(１－１０９)又はＶＥＧＦ１６５である
。
【００９２】
　「抗ＶＥＧＦ抗体」又は「ＶＥＧＦに結合する抗体」なる用語は、抗体がＶＥＧＦを標
的とした診断上の薬剤及び／又は治療上の薬剤として有用であるために十分な親和性と特
異性を有してＶＥＧＦに結合することができる抗体を指す。例えば、本発明の抗ＶＥＧＦ
抗体は、ＶＥＧＦ活性が関与する疾患及び症状を標的とし、干渉する際の治療上の薬剤と
して有用でありうる。例として米国特許第６５８２９５９号、同第６７０３０２０号；Ｗ
Ｏ９８／４５３３２；ＷＯ９６／３００４６；ＷＯ９４／１０２０２、ＷＯ２００５／０
４４８５３；ＥＰ０６６６８６８Ｂ１；米国特許公開第２００３０２０６８９９号、同第
２００３０１９０３１７号、同第２００３０２０３４０９号、同第２００５０１１２１２
６号、同第２００５０１８６２０８号及び同第２００５０１１２１２６号；Popkov et al
., Journal of Immunological Methods 288:149-164 (2004)；及びＷＯ２００５０１２３
５９号を参照のこと。選択した抗体は通常、ＶＥＧＦに対して十分に強い結合親和性を有
する。例えば、抗体は１００ｎＭ－１ｐＭの間のＫｄ値でｈＶＥＧＦを結合しうる。抗体
親和性は、例えば、表面プラスモン共鳴をベースとしたアッセイ(ＰＣＴ出願公開番号Ｗ
Ｏ２００５／０１２３５９に記載のあるＢＩＡｃｏｒｅアッセイなど)；酵素結合免疫吸
着アッセイ(ＥＬＩＳＡ)；及び、競合アッセイ(例えばＲＩＡのもの)によって決定されう
る。例えば治療としての有効性を評価するために、抗体を他の生物学的な活性アッセイに
用いてもよい。このようなアッセイは当分野で公知であり、標的抗原と抗体の使用目的に
依存する。例として、ＨＵＶＥＣ阻害アッセイ；腫瘍細胞増殖阻害アッセイ(例えば国際
公開第８９／０６６９２号に記載のもの)；抗体依存性細胞傷害(ＡＤＣＣ)及び補体媒介
性細胞障害(ＣＤＣ)アッセイ(米国特許第５５００３６２号)；及び、アゴニスト活性又は
造血アッセイ(国際公開第９５／２７０６２号を参照)などがある。抗ＶＥＧＦ抗体は通常
、ＶＥＧＦ-Ｂ、ＶＥＧＦ-Ｃ、ＶＥＧＦ-Ｄ又はＶＥＧＦ-Ｅなどの他のＶＥＧＦホモログ
にも、ＰｌＧＦ、ＰＤＧＦ又はｂＦＧＦなどの他の増殖因子にも結合しないだろう。一実
施態様では、抗ＶＥＧＦ抗体には、ハイブリドーマＡＴＣＣ ＨＢ １０７０９によって産
生されるモノクローナル抗ＶＥＧＦ抗体Ａ４.６.１と同じエピトープに結合するモノクロ
ーナル抗体；Presta等 (1997) Cancer Res. 57: 4593-4599に従って産生される組み換え
ヒト化抗ＶＥＧＦモノクローナル抗体であり、限定するものではないが「ベバシズマブ(
ＢＶ)」とも「ｒｈｕＭＡｂ ＶＥＧＦ」又は「ＡＶＡＳＴＩＮＴＭ」としても知られる抗
体が含まれる。ＡＶＡＳＴＩＮＴＭは現在市販されている。ベバシズマブは、ヒトＶＥＧ
Ｆのその受容体への結合をブロックするマウスの抗ｈＶＥＧＦモノクローナル抗体Ａ.４.
６.１から、変異したヒトのＩｇＧ１フレームワーク領域と抗原結合性相補性決定領域を
含む。フレームワーク領域のほとんどを含め、ベバシズマブのアミノ酸配列のおよそ９３
％は、ヒトのＩｇＧ１に由来し、配列のおよそ７％はマウスの抗体Ａ４.６.１に由来する
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。ベバシズマブは、およそ１４９０００のダルトンの分子量を有し、グリコシル化されて
いる。ベバシズマブ及び他のヒト化抗ＶＥＧＦ抗体は、２００５年２月２６日に発行の米
国特許第６８８４８７９号にさらに記載されている。ＰＣＴ出願公開番号ＷＯ２００５／
０１２３５９に記載のあるように、更なる好適な抗体には、Ｇ６又はＢ２０系列抗体(例
えば、Ｇ６-２３、Ｇ６-３１、Ｂ２０-４.１)が含まれる。さらに好適な抗体については
、米国特許第７０６０２６９号、同第６５８２９５９号、同第６７０３０２０号；同第６
０５４２９７号；ＷＯ９８／４５３３２；ＷＯ９６／３００４６；ＷＯ９４／１０２０２
；ＥＰ０６６６８６８Ｂ１；米国特許公開第２００６００９３６０号、同第２００５０１
８６２０８号、同第２００３０２０６８９９号、同第２００３０１９０３１７号、同第２
００３０２０３４０９号、及び同第２００５０１１２１２６号；及び、Popkov et al., J
ournal of Immunological Methods 288:149-164 (2004)を参照のこと。
【００９３】
　ここで使用される「Ｂ２０系列ポリペプチド」なる用語は、ＶＥＧＦに結合する抗体を
含むポリペプチドを意味する。Ｂ２０系列ポリペプチドには、限定するものではないが、
米国特許出願公開第２００６０２８０７４７号、米国特許出願公開第２００７０１４１０
６５号及び／又は米国特許出願公開第２００７００２０２６７号に記載されたＢ２０抗体
又はＢ２０誘導抗体の配列から誘導された抗体が含まれ、これらの特許出願の内容は出典
明示により明示的にここに援用される。一実施態様では、Ｂ２０系列ポリペプチドは、米
国特許出願公開第２００６０２８０７４７号、米国特許出願公開第２００７０１４１０６
５号及び／又は米国特許出願公開第２００７００２０２６７号に記載されたＢ２０-４．
１である。他の実施態様では、Ｂ２０系列ポリペプチドは、その全開示を出典明示により
明示的にここに援用するＰＣＴ公開番号ＷＯ２００９／０７３１６０号に記載されたＢ２
０-４．１．１である。
【００９４】
　ここで使用される「Ｇ６系列ポリペプチド」なる用語は、ＶＥＧＦに結合する抗体を含
むポリペプチドを意味する。Ｇ６系列ポリペプチドは、限定しないが、米国特許出願公開
第２００６０２８０７４７号、米国特許出願公開第２００７０１４１０６５号及び／又は
米国特許出願公開第２００７００２０２６７号に記載されたＧ６抗体又はＧ６誘導抗体の
配列から誘導された抗体を含む。Ｇ６系列ポリペプチドは、米国特許出願公開第２００６
０２８０７４７号、米国特許出願公開第２００７０１４１０６５号及び／又は米国特許出
願公開第２００７００２０２６７号に記載されたように、限定しないが、Ｇ６-８、Ｇ６-
２３及びＧ６-３１を含む。
【００９５】
　用語「ｂＦＧＦ」は、「ＦＧＦ２」、「ＦＧＦ-β」又は「塩基性線維芽細胞増殖因子
」としても知られ、線維芽細胞増殖因子ファミリーのメンバーであり、４番染色体の短腕
に位置する遺伝子いよってコードされる。ここで使用される用語ｂＦＧＦは、天然配列ｂ
ＦＧＦポリペプチド及びｂＦＧＦ変異体を含む。塩基性線維芽細胞増殖因子（ｂＦＧＦ）
は溶質のヘパリン結合ポリペプチドである。また、ｂＦＧＦはＦＧＦＲ-１（Ｆｌｇ）と
称される受容体にも結合する。ｂＦＧＦは内皮細胞への分裂促進的効果を有し、血管新生
の強力な誘導因子である。腫瘍細胞におけるｂＦＧＦのパラクリン分泌生成は、腫瘍形成
の血管新生スイッチと関連するとの報告がされた (Kandel, J., et al., Cell, 1991. 66
(6): p. 1095-104)。内皮細胞へのその独立的効果の他に、ｂＦＧＦはまた血管新生の誘
導においてＶＥＧＦと相乗効果的にも働く(Asahara, T., et al., Circulation, 1995. 9
2(9 Suppl): p. II365-71)。
【００９６】
　天然配列ｂＦＧＦは、調製の様式に関わらず自然由来のｂＦＧＦと同じアミノ酸配列を
有するポリペプチドを有する。従って、天然配列ｂＦＧＦは、天然に生じるヒトｂＦＧＦ
、マウスｂＦＧＦ、又は他の何れかの哺乳種からのｂＦＧＦを有することができる。また
、ヒトｂＦＧＦ配列は開示されている（配列番号：１から５）。このような天然配列ｂＦ
ＧＦは、自然から単離されることができ、又は組換え及び／又は合成手段によって製造さ
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れることができる。用語天然配列ｂＦＧＦは具体的には、ｂＦＧＦの天然に生じるプレプ
ロ、プロ及び成熟形態及び切断型、天然に生じる変異体形態（例えば選択的スプライシン
グ形態）、及び天然に生じる対立遺伝子変異体を包含する。
【００９７】
　ｂＦＧＦ変異体は、天然配列内の一又は複数のアミノ酸残基の挿入、欠失、修飾及び／
又は置換により天然配列ｂＦＧＦポリペプチドの配列と異なるアミノ酸配列を有するｂＦ
ＧＦポリペプチドである。ｂＦＧＦ変異体は、一般に天然配列ｂＦＧＦと１００％未満の
配列同一性を有する。しかしながら、通常、生物学的に活性なｂＦＧＦ変異体は、少なく
とも約７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％又は約９９％のアミノ酸配列同
一性を有するアミノ酸配列である。ｂＦＧＦ変異体は少なくとも５アミノ酸のペプチド断
片を含み、対応する天然配列ｂＦＧＦポリペチドの生物学的活性を保持する。またｂＦＧ
Ｆ変異体は、天然ｂＦＧＦ配列のＮ-又はＣ末端、又は内に一又は複数のアミノ酸残基が
加えられたｂＦＧＦポリペプチドを含む。また、ｂＦＧＦ変異体は、多数のアミノ酸残基
が欠失され、場合によっては一又は複数のアミノ酸残基によって置換されたｂＦＧＦポリ
ペプチドを含む。
【００９８】
　用語「ｂＦＧＦアンタゴニスト」は本願明細書において用いられる場合、ｂＦＧＦと結
合して、ｂＦＧＦの生物学的活性を阻害又は実質的に低減する分子を意味する。ｂＦＧＦ
アンタゴニストの非制限的な例は、抗体、タンパク質、ペプチド、糖タンパク質、糖ペプ
チド、糖脂質、多糖、オリゴ糖、核酸、生物有機分子、ペプチド模倣物、薬理学的物質及
びそれらの代謝物、転写及び翻訳制御配列等を含む。本発明の一実施態様では、ｂＦＧＦ
アンタゴニストは抗体、特にヒトｂＦＧＦに結合する抗ｂＦＧＦ抗体である。
【００９９】
　ポリペチドに関する「生物学的活性」及び「生物学的に活性」は、特異的に結合し、細
胞応答、例えば増殖、遊走等を調節する分子の能力を意味する。細胞応答はまた、受容体
を通して媒介されるものを含み、限定するものではないが遊走及び／又は増殖を含む。こ
れに関係することにおいて、用語「調整」は促進及び阻害双方を含む。
【０１００】
　「ＶＥＧＦ生物学的活性」には、任意のＶＥＧＦ受容体への結合又は任意のＶＥＧＦシ
グナル伝達活性、例えば正常および異常な血管形成および脈管形成の調節(Ferrara and D
avis-Smyth (1997) Endocrine Rev. 18:4-25; Ferrara (1999) J. Mol. Med. 77:527-543
))、胚性の脈管形成および血管形成の促進(Carmeliet et al. (1996) Nature 380:435-43
9; Ferrara et al. (1996) Nature 380:439-442)、および雌生殖管における、および骨の
成長および軟骨形成のための周期的血管増殖の調節(Ferrara et al. (1998) Nature Med.
 4:336-340; Gerber et al. (1999) Nature Med. 5:623-628)が含まれる。血管形成およ
び脈管形成における血管新生因子であることに加えて、多面発現増殖因子としてのＶＥＧ
Ｆは、他の生理的過程、例えば内皮細胞生存、脈管透過性および血管拡張、単球走化性、
およびカルシウム流入において複数の生物学的効果を示す(上掲のFerrara and Davis-Smy
th (1997)、およびCebe-Suarez et al. Cell. Mol. Life Sci. 63: 601-615 (2006))。さ
らに、近年の研究では、わずかな内皮性以外の細胞種、例えば網膜色素上皮細胞、膵管細
胞およびシュワン細胞に対するＶＥＧＦの分裂促進効果が報告されている。Guerrin et a
l. (1995) J. Cell Physiol. 164:385-394; Oberg-Welsh et al. (1997) Mol. Cell. End
ocrinol. 126:125-132; Sondell et al. (1999) J. Neurosci. 19:5731-5740。
【０１０１】
　「血管形成因子又は作用剤」は、血管の発達を刺激する、例えば、血管新生、血管内皮
細胞成長、血管の安定化及び／又は脈管形成などを促進する成長因子である。例えば、血
管形成因子には、限定するものではないが、例としてＶＥＧＦおよびＶＥＧＦファミリー
のメンバー、ＰｌＧＦ、ＰＤＧＦファミリー、線維芽細胞成長因子ファミリー（ＦＧＦ）
、ＴＩＥリガンド（アンギオポイエチン）、エフリン、ＡＮＧＰＴＬ３、ＡＮＧＰＴＬ４
等が含まれる。また、創傷治癒を促進する因子、例として成長ホルモン、インスリン様増
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殖因子-Ｉ（ＩＧＦ-Ｉ）、ＶＩＧＦ、上皮細胞成長因子（ＥＧＦ）、ＣＴＧＦ、及び、そ
のファミリーメンバー及びＴＧＦ-α及びＴＧＦ-βが含まれる。例えば、Klagsbrun and 
D’Amore, Annu. Rev. Physiol., 53:217-39 (1991); Streit and Detmar, Oncogene, 22
:3172-3179 (2003); Ferrara & Alitalo, Nature Medicine 5(12):1359-1364 (1999); To
nini et al., Oncogene, 22:6549-6556 (2003)（例えば、血管形成因子を挙げている表１
）；及びSato Int. J. Clin. Oncol., 8:200-206 (2003)を参照のこと。
【０１０２】
　「抗血管形成剤」又は「血管新生（血管形成）阻害剤」は、直接的又は間接的に、血管
新生、脈管形成又は望ましくない血管透過を阻害する、小分子量の物質、ポリヌクレオチ
ド、ポリペプチド、単離したタンパク質、組換えタンパク質、抗体、又はそれらのコンジ
ュゲート又は融合タンパク質を意味する。例えば、抗血管形成剤は、上記に定義したよう
に血管形成剤に対する抗体又はアンタゴニスト、例えば、ＶＥＧＦに対する抗体、ＶＥＧ
Ｆ受容体に対する抗体、ＶＥＧＦ受容体シグナル伝達を遮断する小分子（例えばＰＴＫ７
８７／ＺＫ２２８４、ＳＵ６６６８、ＳＵＴＥＮＴ／ＳＵ１１２４８（スニチニブリンゴ
酸塩）、ＡＭＧ７０６）である。また、抗血管形成剤には、天然の血管形成阻害剤、例え
ばアンジオスタチン、エンドスタチンなどが含まれる。例えば、Klagsbrun and D’Amore
, Annu. Rev. Physiol., 53:217-39 (1991); Streit and Detmar, Oncogene, 22:3172-31
79 (2003)（例えば、悪性黒色腫における抗血管新生治療を記載している表３）; Ferrara
 & Alitalo, Nature Medicine 5(12):1359-1364 (1999); Tonini et al., Oncogene, 22:
6549-6556 (2003)（例えば、抗血管新生因子を記載している表２）；及びSato Int. J. C
lin. Oncol., 8:200-206 (2003)（例えば、臨床試験で用いられる抗血管新生剤を記載し
ている表１）を参照のこと。
【０１０３】
　用語「抗血管新生治療」は、血管新生を阻害するのに有用な治療を意味し、ここで定義
される少なくとも一つの抗血管新生剤の投与を含む。ある実施態様では、抗血管新生治療
は被験体にＶＥＧＦアンタゴニストを投与することを含む。ある実施態様では、抗血管新
生治療はここで定められるＶＥＧＦアンタゴニストを投与することを含む。一実施態様で
は、ＶＥＧＦアンタゴニストは抗ＶＥＧＦ抗体である。別の実施態様では、抗ＶＥＧＦ抗
体はベバシズマブである。ある種の実施形態では、抗血管新生治療は７．５ｍｇ／ｋｇの
ベバシズマブを投与することを含む。
【０１０４】
　ここで用いられる場合「免疫抑制剤」なる用語は、本明細書中で治療される哺乳動物の
免疫系を抑制する又は遮断するように働く物質を表す。これは、サイトカイン産生を抑制
する、自己抗原の発現を下方制御又は抑制する、あるいはＭＨＣ抗原を遮断する物質を含
む。そのような薬剤の例として、２-アミノ-６-アリル-５-代替ピリミジン(米国特許第４
６６５０７７号を参照)；非ステロイド性抗炎症剤(ＮＳＡＩＤ)；ガンシクロビル、タク
ロリムス、糖質ステロイド、例としてコルチゾール又はアルドステロン、抗炎症剤、例と
してシクロオキシゲナーゼインヒビター、５-リポキシゲナーゼインヒビター又はロイコ
トリエン受容体アンタゴニスト；プリンアンタゴニスト、例えばアザチオプリン又はミコ
フェノール酸モフェチル(ＭＭＦ)；アルキル化剤、例えばシクロホスファミド；ブロモク
リプチン；ダナゾール；ダプソン；グルタルアルデヒド (米国特許第４１２０６４９号に
記載のように、ＭＨＣ抗原を遮断する)；ＭＨＣ抗原及びＭＨＣフラグメントに対する抗
イデオタイプ抗体；シクロスポリン；６メルカプトプリン；副腎皮質ステロイド又は糖質
副腎皮質ステロイド又は糖質ステロイド類似体などのステロイド、例としてプレドニゾン
、メチルプレドニゾロン、例えばSOLU-MEDROL(登録商標)メチルプレドニゾロンコハク酸
ナトリウム、及びデキサメタゾン；ジヒドロ葉酸レダクターゼインヒビター、例としてメ
トトレキサート(経口又は皮下)；クロロキン及びヒドロキシクロロキンなどの抗マラリア
剤；スルファサラジン；レフルノミド；サイトカイン又はサイトカイン受容体抗体又はア
ンタゴニスト、例として抗インターフェロン-γ、-β、又は-α抗体、抗腫瘍壊死因子α
抗体(インフリキシマブ又はアダリムマブ)、抗ＴＮＦαイムノアドヘシン(エタネルセプ
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ト)、抗腫瘍壊死因子β抗体、抗インターロイキン２(ＩＬ-２)抗体及び抗ＩＬ-２受容体
抗体；抗ＣＤ１１ａ及び抗ＣＤ１８抗体を含む抗ＬＦＡ-１抗体；抗-Ｌ３Ｔ４抗体；異種
性抗リンパ球グロブリン；ｐａｎ-Ｔ抗体、好ましくは、抗-ＣＤ３又は抗ＣＤ４／ＣＤ４
ａ抗体；ＬＦＡ-３結合ドメインを含む可溶性ペプチド(１９９０年７月２６日公開のＷＯ
９０／０８１８７)；ストレプトキナーゼ；トランスフォーミング成長因子-β(ＴＧＦ-β
)；ストレプトドルナーゼ(streptodornase)；宿主由来のＲＮＡ又はＤＮＡ；ＦＫ５０６
；ＲＳ-６１４４３；デオキシスペルグアニン(deoxyspergualin)；ラパマイシン；Ｔ細胞
受容体 (Cohen等, 米国特許第５１１４７２１号)；Ｔ細胞受容体断片(Offner等, Science
 251:430-432 (1991)；ＷＯ９０／１１２９４；Ianeway, Nature, 341: 482 (1989)；及
びＷＯ９１／０１１３３)；及びＴ１０Ｂ９などのＴ細胞受容体抗体 (ＥＰ３４０１０９)
を含む。
【０１０５】
　「非ステロイド性抗炎症薬」又は「ＮＳＡＩＤ」の例は、アセチルサリチル酸、イブプ
ロフェン、ナプロキセン、インドメタシン、スリンダク、トルメチンであり、それらの塩
類及び誘導体を含む。
　用語「細胞傷害剤」は、ここで使用される場合、細胞の機能を阻害又は防止する及び／
又は細胞の破壊を導く物質を指す。該用語は、放射性同位元素（例えば２１１Ａｔ、１３

１Ｉ、１２５Ｉ、９０Ｙ、１８６Ｒｅ、１８８Ｒｅ、１５３Ｓｍ、２１２Ｂｉ、３２Ｐ及
びＬｕの放射性同位元素）、化学療法剤、及び細菌、真菌、植物又は動物起源の小分子毒
素又は酵素的に活性な毒素等の毒素を指し、これらの断片及び／変異体を含む。
【０１０６】
　ここで用いられる際の「増殖阻害剤」は、細胞の増殖をインビトロ又はインビボの何れ
かで阻害する化合物又は組成物を意味する。従って、増殖阻害剤は、Ｓ期で細胞の割合を
有意に減少させるものである。増殖阻害剤の例は、細胞周期の進行を(Ｓ期以外の位置で)
阻害する薬剤、例えばＧ１停止又はＭ期停止を誘発する薬剤を含む。古典的なＭ期ブロッ
カーは、ビンカス(ビンクリスチン及びビンブラスチン)、ＴＡＸＯＬＴＭ、及びトポイソ
メラーゼＩＩ阻害剤、例えばドキソルビシン、エピルビシン、ダウノルビシン、エトポシ
ド、及びブレオマイシンを含む。またＧ１停止させるこれらの薬剤は、Ｓ期停止にも波及
し、例えば、ＤＮＡアルキル化剤、例えば、タモキシフェン、プレドニゾン、ダカルバジ
ン、メクロレタミン、シスプラチン、メトトレキセート、５-フルオロウラシル、及びア
ラ-Ｃである。更なる情報は、The Molecular Basis of Cancer, Mendelsohn and Israel,
 eds., Chapter 1, entitled "Cell cycle regulation, oncogenes, and antineoplastic
 drugs" by Murakami et al. (WB Saunders: Philadelphia, 1995), especially p. 13に
見出すことができる。
【０１０７】
「化学療法剤」は、癌の治療において有用な化学化合物である。科学療法剤は、チオテパ
及びＣＹＴＯＸＡＮＴＭシクロホスファミド等のアルキル化剤；スルホン酸アルキル類、
例えばブスルファン、インプロスルファン及びピポスルファン等；アジリジン、例えばベ
ンゾドーパ、カルボコン、メトレドーパ、及びウレドーパ等；アルトレタミン、トリエチ
レンメラミン、トリエチレンホスホラミド、トリエチレンチオホスファオラミド及びトリ
メチロロメラミンを含むエチレンイミン及びメチラメラミン；アセトゲニン（特にブラタ
シン及びブルタシノン）；デルタ-９-テトラヒドロカンナビノール（ドロナビノール、Ｍ
ＡＲＩＮＯＬＴＭ）；βラパコン；ラパコール；コルヒチン；ベツリン酸；カンプトテシ
ン（合成類似化合物トポテカン（ＨＹＣＡＭＴＩＮＴＭ）、ＣＰＴ-１１（イリノテカン
、ＣＡＭＰＴＯＳＡＲＴＭ）、アセチルカンプトテシン、スコポレチン、及び９-アミノ
カンプトテシンを含む）；ブリオスタチン；カリスタチン；ＣＣ-１０６５（そのアドゼ
レシン、カルゼルシン及びビセレシン合成類似化合物を含む）；ポドフィロトキシン；ポ
ドフィリン酸；テニポシド；クリプトフィシン（特にクリプトフィシン１及びクリプトフ
ィシン８）；ドラスタチン；デュオカルマイシン（合成類似化合物ＫＷ-２１８９及びＣ
Ｂ１-ＴＭ１を含む）；エリュテロビン；パンクラチスタチン；サルコジクチイン；スポ



(25) JP 5606537 B2 2014.10.15

10

20

30

40

50

ンギスタチン；ナイトロジェンマスタード、例えばクロラムブシル、クロルナファジン、
コロホスファミド、エストラムスチン、イホスファミド、メクロレタミン、メクロレタミ
ンオキシドヒドロクロリド、メルファラン、ノベンビチン、フェネステリン、プレドニム
スチン、トロフォスファミド、ウラシルマスター等；ニトロスレアス、例えばカルムスチ
ン、クロロゾトシン、フォテムスチン、ロムスチン、ニムスチン、ラニムスチン；エネジ
イン抗生物質等の抗生物質（例えば、カリケアマイシン、特にカリケアマイシンγ１Ｉ及
びカリケアマイシンオメガＩ１（例えば、Agnew, Chem Intl. Ed. Engl., 33: 183-186 (
1994)を参照のこと））；ダイネミシンＡを含むダイネミシン；エスペラミシン；並びに
ネオカルチノスタチン発光団及び関連色素蛋白エネジイン抗生物質発光団）、アクラシノ
マイシン、アクチノマイシン、オースラマイシン、アザセリン、ブレオマイシン、カクチ
ノマイシン、カラビシン、カルミノマイシン、カルチノフィリン、クロモマイシン、ダク
チノマイシン、ダウノルビシン、デトルビシン、６-ジアゾ-５-オキソ-Ｌ-ノルロイシン
、ドキソルビシン（ＡＤＲＩＡＭＹＣＩＮＴＭ、モルフォリノ-ドキソルビシン、シアノ
モルフォリノ-ドキソルビシン、２-ピロリノ-ドキソルビシン、ドキソルビシンＨＣＬリ
ポソーム注入（ＤＯＸＩＬＴＭ）及びデオキシドキソルビシンを含む）、エピルビシン、
エソルビシン、イダルビシン、マセロマイシン、マイトマイシン、例えばマイトマイシン
Ｃ、マイコフェノール酸、ノガラマイシン、オリボマイシン、ペプロマイシン、ポトフィ
ロマイシン、ピューロマイシン、クエラマイシン、ロドルビシン、ストレプトニグリン、
ストレプトゾシン、ツベルシジン、ウベニメクス、ジノスタチン、ゾルビシン；ペメトレ
キセド（ＡＬＩＭＴＡＴＭ）；ゲムシタビン（ＧＥＭＺＡＲＴＭ）；代謝拮抗物質、例え
ばメトトレキサート、ゲムシタビン（ＧＥＭＺＡＲＴＭ）、テガフール（ＵＦＴＯＲＡＬ
ＴＭ）、カペシタビン（ＸＥＬＯＤＡＴＭ）、エポチロン及び５-フルオロウラシル（５-
ＦＵ）等；葉酸類似体、例えばデノプテリン、メトトレキセート、プテロプテリン、トリ
メトレキセート等；プリン類似体、例えばフルダラビン、６-メルカプトプリン、チアミ
プリン、チオグアニン等；ピリミジン類似体、例えばアンシタビン、アザシチジン、６-
アザウリジン、カルモフール、シタラビン、ジデオキシウリジン、ドキシフルリジン、エ
ノシタビン、フロキシウリジン等；アンドロゲン類、例えばカルステロン、プロピオン酸
ドロモスタノロン、エピチオスタノール、メピチオスタン、テストラクトン等；アミノグ
ルテチミド、ミトタン、トリロスタン等の抗副腎剤；フロリン酸等の葉酸リプレニッシャ
ー；アセグラトン；アルドホスファミドグリコシド；アミノレブリン酸；エニルウラシル
；アムサクリン；ベストラブシル；ビサントレン；エダトラキセート；デフォファミン；
デメコルシン；ジアジコン；エルフォルニチン；酢酸エリプチニウム；エトグルシド；硝
酸ガリウム；ヒドロキシ尿素；レンチナン；ロニダミン；メイタンシン及びアンサマイト
シン等のメイタンシノイド；ミトグアゾン；ミトキサントロン；モピダモール；ニトラク
リン；ペントスタチン；フェナメット；ピラルビシン；ロソキサントロン；２-エチルヒ
ドラジド；プロカルバジン；ＰＳＫＴＭ多糖複合体（JHS Natural Products, Eugene, OR
）；ラゾキサン；リゾキシン；シゾフィラン；スピロゲルマニウム；テニュアゾン酸；ト
リアジコン；２,２',２''-トリクロロトリエチルアミン；トリコテセン(特に、Ｔ-２トキ
シン、ベラキュリンＡ、ロリデンＡ及びアングイジン）；ウレタン；ビンデシン（ＥＬＤ
ＩＳＩＮＥＴＭ、ＦＩＬＤＥＳＩＮＴＭ）；ダカルバジン；マンノムスチン；ミトブロニ
トール；ミトラクトール；ピポブロマン；ガシトシン；アラビノシド（「Ａｒａ-Ｃ」）
；チオテパ；タキソイド、例えばパクリタキセル（ＴＡＸＯＬＴＭ）、パクリタキセルの
アルブミン操作ナノ粒子製剤（ＡＢＲＡＸＡＮＥＴＭ）、及びドキセタキセル（ＴＡＸＯ
ＴＥＲＥＴＭ）；クロランブシル；６-チオグアニン；メルカプトプリン；メトトレキセ
ート；シスプラチン及びカルボプラチン等のプラチナ類似体；ビンブラスチン（ＶＥＬＢ
ＡＮＴＭ）；プラチナ；エトポシド(ＶＰ-１６）；イフォスファミド；ミトキサントロン
；ビンクリスチン（ＯＮＣＯＶＩＮＴＭ）；オキサリプラチン；ロイコボリン；ビノレル
ビン（ＮＡＶＥＬＢＩＮＥＴＭ）；ノバントロン；エダトレキサート；ダウノマイシン；
アミノプテリン；イバンドロナート；トポイソメラーゼインヒビターＲＦＳ２０００；ジ
フルオロメチロールニチン(ＤＭＦＯ)；レチノイド、例えばレチノイン酸；上述の何れか
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の製薬的に許容される塩類、酸類又は誘導体；並びに上記の二以上の組み合わせ、例えば
ＣＨＯＰ（シクロホスファミド、ドキソルビシン、ビンクリスチン、及びプレドニゾロン
の組合せ療法の略称）、及びＦＯＬＦＯＸ（オキサリプラチン（ＥＬＯＸＡＴＩＮＴＭ）
と５-ＦＵ及びロイコボリンとを組み合わせた治療計画の略称）を含む。
【０１０８】
　また、この定義に含まれるものは、癌の増殖を促進することができるホルモンの効果を
調整、低減、遮断、又は阻害するよう作用する抗ホルモン剤であり、しばしば全身性又は
全身治療の形態である。それらはホルモンそれ自身であってもよい。例えば、抗エストロ
ゲン及び選択的エストロゲン受容体モジュレータ、例えばタモキシフェン（ＮＯＬＶＡＤ
ＥＸＴＭタモキシフェンを含む)、ラロキシフェン（ＥＶＩＳＴＡＴＭ）、ドロロキシフ
ェン、４-ヒドロキシタモキシフェン、トリオキシフェン、ケオキシフェン、ＬＹ１１７
０１８、オナプリストーン、及びトレミフェン（ＦＡＲＥＳＴＯＮＴＭ）を含む；抗プロ
ゲステロン；エストロゲン受容体ダウンレギュレーター（ＥＲＤｓ）；卵巣を抑制又は遮
断するよう機能する薬剤、例えば黄体形成ホルモン放出ホルモン（ＬＨＲＨ）アゴニスト
、例えばリュープロリド酢酸塩（ＬＵＰＲＯＮＴＭ及びＥＬＩＧＡＲＤＴＭ）、ゴセレリ
ン酢酸塩、ブセレリン酢酸塩及びトリプトレリン等；他の抗アンドロゲン、例えばフルタ
ミド、ニルタミド及びビカルタミド等；及び副腎におけるエストロゲン生産を調節する酵
素アロマターゼを阻害するアロマターゼ阻害薬、例えば、４(５)-イミダゾール、アミノ
グルテチミド、メゲストロール酢酸エステル（ＭＥＧＡＳＥＴＭ）、エキセメスタン（Ａ
ＲＯＭＡＳＩＮＴＭ）、フォルメスタン、ファドロゾール、ボロゾール（ＲＩＶＩＳＯＲ
ＴＭ）、レトロゾール（ＦＥＭＡＲＡＴＭ）、及びアナストロゾール（ＡＲＩＭＩＤＥＸ
ＴＭ）等を含む。更に、化学療法剤の定義は、ビスホスホネート、例えばクロドロネート
（例えばＢＯＮＥＦＯＳＴＭ又はＯＳＴＡＣＴＭ）、エチドロネート（ＤＩＤＲＯＣＡＬ
ＴＭ）、ＮＥ-５８０９５、ゾレドロン酸／ゾレドロネート（ＺＯＭＥＴＡＴＭ）、アレ
ンドロネート（ＦＯＳＡＭＡＸＴＭ）、パミドロネート（ＡＲＥＤＩＡＴＭ）、チルドロ
ネート（ＳＫＥＬＩＤＴＭ）、又はリセドロネート（ＡＣＴＯＮＥＬＴＭ）等；並びにト
ロキサシタビン(１,３-ジオキソランヌクレオシドシトシン類似体)；アンチセンスオリゴ
ヌクレオチド、特に異常細胞増殖に関わるシグナル伝達経路における遺伝子の発現を阻害
するもの、例えば、ＰＫＣ-アルファ、Ｒａｆ、Ｈ-Ｒａｓ、及び上皮増殖因子受容体（Ｅ
ＧＦ-Ｒ）；ワクチン、例えばＴＨＥＲＡＴＯＰＥＴＭワクチン及び遺伝子治療ワクチン
、例えばＡＬＬＯＶＥＣＴＩＮＴＭワクチン、ＬＥＵＶＥＣＴＩＮＴＭワクチン、及びＶ
ＡＸＩＤＴＭワクチン等；トポイソメラーゼＩ阻害薬(例えばＬＵＲＴＯＴＥＣＡＮＴＭ

）；ｒｍＲＨ（例えばＡＢＡＲＥＬＩＸＴＭ）；ラパチニブトシル酸塩（ＥｒｂＢ-２及
びＥＧＦＲ二重チロシンキナーゼ小分子阻害剤、GW572016としても知られる）；ＣＯＸ-
２阻害剤、例えばセレコキシブ（ＣＥＬＥＢＲＥＸＴＭ；４-(５-(４-メチルフェニル)-
３-(トリフルオロメチル)-１Ｈ-ピラゾール-1-イル) ベンゼンスルホンアミド；及び上記
の何れかの塩、酸、又は誘導体を含む。
【０１０９】
　「サイトカイン」という用語は、一つの細胞集団から放出されるタンパク質であって、
他の細胞に対して細胞間メディエータとして作用するものの包括的な用語である。そのよ
うなサイトカインの例としては、リンフォカイン、モノカイン、及び伝統的なポリペプチ
ドホルモンを挙げることができる。サイトカインには、成長ホルモン、例えばヒト成長ホ
ルモン、Ｎ-メチオニルヒト成長ホルモン、及びウシ成長ホルモン；副甲状腺ホルモン；
チロキシン；インスリン；プロインスリン；リラクシン；プロリラクシン；糖タンパク質
ホルモン、例えば卵胞刺激ホルモン（ＦＳＨ）、副甲状腺刺激ホルモン（ＴＳＨ）、及び
黄体形成ホルモン（ＬＨ）；肝臓成長因子；繊維芽細胞成長因子；プロラクチン；胎盤ラ
クトゲン；腫瘍壊死因子-α及び-β；マレリアン阻害物質；マウス性腺刺激ホルモン関連
ペプチド；インヒビン；アクチビン；血管内皮増殖因子（例えばＶＥＧＦ、ＶＥＧＦ-Ｂ
、ＶＥＧＦ-Ｃ、ＶＥＧＦ-Ｄ、ＶＥＧＦ-Ｅ）；胎盤増殖因子（ＰｌＧＦ）；血小板由来
増殖因子（ＰＤＧＦ、例えばＰＤＧＦＡ、ＰＤＧＦＢ、ＰＤＧＦＣ、ＰＤＧＦＤ）；イン
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テグリン；トロンボポエチン（ＴＰＯ）；神経成長因子、例えばＮＧＦ-アルファ；血小
板増殖因子；トランスフォーミング成長因子（ＴＧＦ）、例えばＴＧＦ-α及びＴＧＦ-β
等；インスリン様成長因子I及びII；エリスロポイエチン(ＥＰＯ)；オステオインダクテ
ィブ因子；インターフェロン、例えばインターフェロンα、β、γ等、コロニー刺激因子
（ＣＳＦ）、例えばマクロファージ-ＣＳＦ（Ｍ-ＣＳＦ）；顆粒球-マクロファージ-ＣＳ
Ｆ（ＧＭ-ＣＳＦ）及び顆粒球-ＣＳＦ(Ｇ-ＣＳＦ)；インターロイキン（ＩＬ）、例えば
ＩＬ-１、ＩＬ-１α、ＩＬ-１β、ＩＬ-２、ＩＬ-３、ＩＬ-４、ＩＬ-５、ＩＬ-６、ＩＬ
-７、ＩＬ-８、ＩＬ-９、ＩＬ-１０、ＩＬ-１１、ＩＬ-１２、ＩＬ-１３、ＩＬ-１４、Ｉ
Ｌ-１５、ＩＬ-１６、ＩＬ-１７、ＩＬ-１８、ＩＬ-１９、ＩＬ-２０-ＩＬ-３０等；セク
レトグロビン／ウテログロビン；オンコスタチンＭ（ＯＳＭ）；腫瘍壊死因子、例えばＴ
ＮＦ-α又はＴＮＦ-β；及びＬＩＦ及びＫｉｔリガンド（ＫＬ）を含む他のポリペプチド
因子等である。
【０１１０】
　「障害（疾患）」とは治療から利益を得る何れかの状態である。これは慢性及び急性の
障害又は疾患を含み、問題となる障害に哺乳類を罹患し易くする病理学的状態を包含する
。ここで治療される障害の非限定的な例は、何れかの腫瘍、良性及び悪性腫瘍；血管新生
化腫瘍；肥大；白血病及びリンパ性悪性疾患；神経細胞性、グリア性、星状細胞性、視床
下部性及び他の腺性、マクロファージ性、上皮性、間質性及び胞胚腔性の障害；及び炎症
性、血管新生性及び免疫学的な障害、不適当、異常、過剰及び／又は病的脈管形成及び／
又は脈管透過性から生じる脈管障害を包含する。
【０１１１】
　ここで使用される場合、「治療」（及び「治療（処置）」又は「治療する」等のバリエ
ーション）は、治療される個体又は細胞の天然の経過を変更する試みにおける臨床介入を
意味し、臨床病理の経過中又は予防に対して実施されることができる。治療の所望の効果
は、疾患の発生又は再発の防止、症状の軽減、疾患の直接的又は間接的病態結果の何れか
の低減、転移の防止、疾患進行の割合の低下、疾患状態の寛解又は緩和、及び緩解又は改
善された予後を含む。幾つかの実施態様では、本発明の方法及び組成物は、疾患又は障害
の形成を遅延するため、又は疾患又は障害の進行を遅くするために使用される。
【０１１２】
　「有効量」又は「治療的有効量」という用語は、哺乳類の疾病や疾患の治療のために有
効な薬剤の量に相当する。癌の場合は、有効量の薬剤は、癌細胞の数を減少させ；腫瘍サ
イズを小さくし；癌細胞の周辺器官への浸潤を阻害し(すなわち、ある程度に遅く、典型
的には止める)；腫瘍の転移を阻害し(すなわち、ある程度に遅く、典型的には止める)；
腫瘍増殖をある程度阻害し；ＶＥＧＦ独立腫瘍の治療を可能にし、及び／又は障害に伴う
一又は複数の症状をある程度軽減する。存在する癌細胞を殺す及び／又は増殖を防止する
範囲において、それは細胞増殖抑制性及び／又は細胞傷害性であり得る。癌治療に関して
、インビボでの効果は、例えば、生存の期間、疾患進行までの時間(ＴＴＰ)、奏効率(Ｒ
Ｒ)、奏功期間、及び／又は生活の質により測定されることができる。
【０１１３】
　「予防的に有効な量」とは、所望の予防的効果を得るための、必要な用量及び期間にお
いて有効な量を意味する。典型的には、必ずしもではないが、予防的用量は被験体におい
て疾患の初期段階で又は前に使用されるため、予防的有効量は治療的有効量より少ないと
考えられる。
【０１１４】
　「癌」及び「癌性の」という用語は無秩序な細胞の増殖により典型的には特徴付けられ
る哺乳類における生理学的状態を指すか、それを説明するものである。癌の例は限定する
ものではないが、癌腫、リンパ腫、芽細胞腫、肉腫、及び白血病又はリンパ性腫瘍を含む
。このような癌のより特定的な例は、腎臓又は腎性癌、乳癌、結腸癌、直腸癌、結腸直腸
癌、肺癌、例えば小細胞肺癌、非小細胞肺癌、肺の腺癌及び肺の扁平上皮癌等、扁平上皮
細胞癌（例えば上皮の扁平上皮細胞癌）、子宮頸癌、卵巣癌、前立腺癌、肝臓癌、膀胱癌
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、腹膜の癌、肝細胞癌、胃癌又は腹部の癌、例えば胃腸癌、消化管間葉性腫瘍（ＧＩＳＴ
）、膵癌、頭頸部癌、神経膠芽腫、網膜芽腫、星状細胞腫、莢膜細胞腫、男化腫瘍、ヘパ
トーマ、血液学的悪性疾患、例えば非ホジキンリンパ腫（ＮＨＬ）、多発性骨髄腫及び急
性の血液学的な悪性疾患、子宮内膜又は子宮の癌腫、子宮内膜症、腺維肉腫、絨毛癌、唾
液腺癌、外陰部癌、甲状腺癌、食道癌、肝臓の癌腫、肛門癌、陰茎癌、鼻咽頭癌腫、喉頭
癌、カポジ肉腫、黒色腫、皮膚の癌腫、シュワン腫、乏突起神経膠腫、神経芽腫、横紋筋
肉腫、骨肉腫、平滑筋肉腫、尿道癌腫、甲状腺癌腫、ウイルムス腫瘍、Ｂ-細胞リンパ腫
（例えば低等級／濾胞性非ホジキンリンパ腫（ＮＨＬ））；小リンパ球性ＮＨＬ；中悪性
度／濾胞性非ＮＨＬ；高悪性度免疫芽細胞ＮＨＬ；高悪性度リンパ芽球性ＮＨＬ；高悪性
度小型非切れ込み核細胞性ＮＨＬ；巨大腫瘤病変ＮＨＬ；マントル細胞リンパ腫；エイズ
関連リンパ腫；及びワルデンシュトレームマクログロブリン血症）；慢性リンパ性白血病
（ＣＬＬ）；急性リンパ性白血病（ＡＬＬ）；ヘアリーセル白血病；慢性骨髄芽球性白血
病；及び移植後リンパ増殖性障害（ＰＴＬＤ）、並びに母斑症を伴う異常脈管増殖、浮腫
（例えば脳腫瘍に関連するもの）、及びメイグス症候群を含む。
【０１１５】
　ここで用いられる「腫瘍」は、悪性又は良性に関わらず、全ての腫瘍形成細胞成長及び
増殖、及び全ての前癌性及び癌性細胞及び組織を意味する。
　治療される腫瘍性疾患の例は、限定するものではないが、「癌」及び「癌性」なる用語
の下でここに記載されるものを含む。
【０１１６】
　用語「抗癌治療」又は「癌治療」は、癌の治療において有用な治療を指す。抗癌治療薬
の例は、限定するものではないが、化学療法剤、増殖阻害剤、細胞傷害剤、放射線療法に
おいて使用される薬剤、抗血管新生剤、アポトーシス剤、抗チューブリン剤及び癌を治療
するための他の薬剤、例えば抗ＨＥＲ-２抗体、抗ＣＤ２０抗体、上皮増殖因子受容体（
ＥＧＦＲ）アンタゴニスト（例えばチロシンキナーゼ阻害剤）、ＨＥＲ１／ＥＧＦＲ阻害
剤（例えばエルロチニブ（ＴＡＲＣＥＶＡＴＭ）、血小板由来増殖因子阻害剤（例えばＧ
ＬＥＥＶＥＣＴＭ（イマチニブメシル酸塩））、ＣＯＸ-２阻害剤（例えばセレコキシブ
）、ＥＲＢＩＴＵＸＴＭ（セツキシマブ、Imclone）、インターフェロン、サイトカイン
、以下の標的ＥｒｂＢ２、ＥｒｂＢ３、ＥｒｂＢ４、ＰＤＧＦＲ-β、ＢｌｙＳ、ＡＰＲ
ＩＬ、ＢＣＭＡ又はＶＥＧＦ受容体の一又は複数に結合するアンタゴニスト（例えば中和
抗体）、ＴＲＡＩＬ／Ａｐｏ２、及び他の生理活性及び有機化学剤等を含む。それらの組
み合わせもまた本発明に含まれる。
【０１１７】
　「診断」なる用語は、癌の同定といった分子又は病的状態、疾患又は状態の同定を指す
ため、又は特定の治療投薬計画から利益を得うる癌患者の同定を指すためにここで用いら
れる。
　「予後」なる用語は、抗癌療法から臨床上の利益の可能性の予測を指すためにここで用
いられる。
【０１１８】
　「予測」なる用語は、患者が特定の抗癌治療に対して有利又は不利に応答する可能性を
指すためにここで用いられる。本発明の予測方法は、任意の特定の患者のために最も好適
な治療様式を選択することによって、治療決定を臨床的に行うことができる。本発明の予
測方法は、患者が、治療投薬計画、例えば特定の治療剤や組み合わせの投与、外科的介入
、ステロイド治療などを含む特定の治療投薬計画に有利に応答するかどうかを予測する際
の有用なツールである。
【０１１９】
　患者の応答性は患者への利益を示す任意のエンドポイントを使用して評価されてよく、
限定するものではないが、（１）緩徐化及び完全な停止を含む、疾患進行のある程度の阻
害、（２）病変サイズの減少、（３）隣接する周辺臓器及び／又は組織への疾患細胞の浸
潤の阻害（すなわち、緩徐化又は完全な停止）、（４）疾患播種の阻害（すなわち、緩徐
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化又は完全な停止）、（５）疾患と関連する一又は複数の症状のある程度の軽減、（６）
治療後の無疾患状態の期間の増加、及び／又は(８)治療後のある時点での死亡率の減少が
含まれる。
【０１２０】
　臨床上の利益は、例えば、緩徐化及び完全な停止を含む疾患進行のある程度の阻害、疾
患出現及び／又は症状の数の減少、病変サイズの減少、隣接する周辺臓器及び／又は組織
への疾患細胞の浸潤の阻害(すなわち、緩徐化又は完全な停止)、疾患播種の阻害(すなわ
ち、緩徐化又は完全な停止)、必ずしもそうではないが、疾患病変の退縮又は除去となり
うる自己免疫応答の減少、疾患と関連する一又は複数の症状のある程度の軽減、治療後の
無疾患状態の期間、例えば無進行生存期間の増加、全生存率の増加、応答率の向上、及び
／又は、治療後のある時点での死亡率の減少といった、様々なエンドポイントを評価する
ことによって測定されうる。
【０１２１】
　「利益」なる用語は広義の意味で用いられ、何れかの所望の効果を指し、特に本明細中
で定義する臨床上の利益を包含する。
　「薬学的製剤」なる用語は、活性成分の生物学的活性が有効となるような形態であり、
製剤が投与される被験体に許容不可能に毒性である付加的成分を含有しない調製物を意味
する。かかる製剤は無菌であり得る。
【０１２２】
　「無菌」製剤とは、無菌又は全ての生存微生物及びそれらの胞子を含まないものである
。
　一又は複数の更なる治療剤と「の併用での」投与は同時（同時発生）及び任意の順序で
の継続的又は連続的投与を含む。
【０１２３】
　「同時」なる用語は、二以上の治療薬の投与を意味するためにここで使用され、投与の
少なくとも一部が時間において重なる。従って、同時投与は、一又は複数の薬剤の投与が
一又は複数の他の薬剤の投与を中断した後に続く投与計画を含む。
【０１２４】
　「慢性」投与とは、初期の治療効果(活性)を長期間にわたって維持するために、急性態
様とは異なり連続的な態様での薬剤の投与を意味する。
　「間欠」投与とは、中断無く連続的になされるのではなく、むしろ本質的には周期的に
なされる治療である。
【０１２５】
　ここで用いられる「担体」は、用いられる服用量及び濃度でそれらに曝露される細胞又
は哺乳動物に対して非毒性である薬学的に許容可能な担体、賦形剤、又は安定剤を含む。
生理学的に許容可能な担体は、水性ｐＨ緩衝溶液であることが多い。生理学的に許容可能
な担体の例は、リン酸塩、クエン酸塩、及び他の有機酸のバッファー；アスコルビン酸を
含む酸化防止剤；低分子量（約１０残基未満）ポリペプチド；タンパク質、例えば血清ア
ルブミン、ゼラチン、又は免疫グロブリン；疎水性ポリマー、例えばポリビニルピロリド
ン；アミノ酸、例えばグリシン、グルタミン、アスパラギン、アルギニン又はリジン；グ
ルコース、マンノース又はデキストランを含む単糖類、二糖類、及び他の炭水化物；ＥＤ
ＴＡ等のキレート剤；マンニトール又はソルビトール等の糖アルコール；ナトリウム等の
塩形成対イオン；及び／又は非イオン性界面活性剤、例えば、ＴＷＥＥＮＴＭ、ポリエチ
レングリコール（ＰＥＧ）、及びＰＬＵＲＯＮＩＣＳＴＭを含む。
【０１２６】
　「リポソーム」は、哺乳動物への薬剤（例えば抗ＶＥＧＦ抗体等）のデリバリーに有用
な様々なタイプの脂質、リン脂質及び／又は界面活性剤からなる小胞である。リポソーム
の成分は、一般に、生体膜の脂質配置と同様に二層構造で配されている。
【０１２７】
　抗血管新生剤は、限定するものではないが以下の薬剤を含む：ＶＥＧＦ阻害剤、例えば
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ＶＥＧＦ特異的アンタゴニスト、ＥＧＦ阻害剤、ＥＧＦＲ阻害剤ＥＲＢＩＴＵＸＴＭ(セ
ツキシマブ, ImClone Systems, Inc., Branchburg, N.J.)、ＶＥＣＴＩＢＩＸＴＭ(パニ
ツムマブ, Amgen, Thousand Oaks, CA)、ＴＩＥ２阻害剤、ＩＧＦ１Ｒ阻害剤、ＣＯＸ-Ｉ
Ｉ(シクロオキシゲナーゼＩＩ）阻害剤、ＭＭＰ-２（マトリックスメタロプロテアーゼ２
）阻害剤、及びＭＭＰ-９（マトリックスメタロプロテアーゼ９）阻害剤、ＣＰ-５４７，
６３２(Pfizer Inc., NY, USA)、アキシチニブ (Pfizer Inc.; AG-013736)、ＺＤ-６４７
４ (AstraZeneca)、ＡＥＥ７８８(Novartis)、ＡＺＤ-２１７１）、ＶＥＧＦトラップ(Re
generon/Aventis)、バタラニブ （ＰＴＫ-７８７、ＺＫ-２２２５８４: Novartis & Sche
ring AGとしても知られる)、マクジェン(ペガプタニブオクタナトリウム、ＮＸ-１８３８
、ＥＹＥ-００１、Pfizer Inc./Gilead/Eyetech)、ＩＭ８６２ (Cytran Inc. of Kirklan
d, Wash., USA)；及びａｎｇｉｏｚｙｍｅ、Ｒｉｂｏｚｙｍｅ(Boulder, Colo.)及びＣｈ
ｉｒｏｎ(Emeryville, Calif.)からの合成リボザイム及びそれらの組み合わせ。他の血管
新生阻害剤は、トロンボスポンジン１、トロンボスポンジン２、コラーゲンＩＶ及びＸＶ
ＩＩＩを含む。ＶＥＧＦ阻害剤は米国特許代６，５３４，５２４及び６，２３５，７６４
に開示され、全ての目的に対してその全体を援用する。
【０１２８】
　ＶＥＧＦ特異的アンタゴニストは、ＶＥＧＦへの結合、ＶＥＧＦ発現レベルの低減、又
は、一又は複数のＶＥＧＦ受容体とのＶＥＧＦの結合、及びＶＥＧＦ媒介血管新生及び内
皮細胞生存又は増殖を含むＶＥＧＦ生物学的活性を中和、ブロック、阻害、抑制、低減、
又は干渉することが可能な分子を意味する。本発明の方法においてＶＥＧＦ特異的アンタ
ゴニストとして含まれるものは、ＶＥＧＦに特異的に結合するポリペプチド、抗ＶＥＧＦ
抗体及びそれらの抗原結合断片、受容体分子及び誘導体（ＶＥＧＦに特異的に結合しこれ
によって一又は複数の受容体へのそれの結合を隔離するもの）、融合タンパク質（例えば
ＶＥＧＦトラップ(Regeneron)）、及びＶＥＧＦ１２１-ゲロニン(Peregrine)である。ま
たＶＥＧＦ特異的アンタゴニストは、ＶＥＧＦポリペチドのアンタゴニスト変異体、ＶＥ
ＧＦに対するアンチセンス核酸塩基オリゴマー、ＶＥＧＦに対する小ＲＮＡ分子、ＲＮＡ
アプタマー、ペプチボディー、及びＶＥＧＦに対するリボザイムを含む。
【０１２９】
　２つの最も特徴づけられたＶＥＧＦ受容体は、ＶＥＧＦＲ１（Ｆｌｔ-１としても知ら
れる）及びＶＥＧＦＲ２（マウス相同体に対してはＫＤＲ及びＦＬＫ-１としても知られ
る）である。各ＶＥＧＦファミリーメンバーに対する２つの受容体の特異性は様々である
が、ＶＥＧＦ-ＡはＦｌｔ-１及びＫＤＲ双方と結合する。完全長Ｆｌｔ-１受容体は、７
つのIgドメインを有する細胞外ドメイン、膜貫通ドメイン、及びチロシンキナーゼ活性を
有する細胞内ドメインを含む。細胞外ドメインはＶＥＧＦの結合に関与し、細胞内ドメイ
ンはシグナル伝達に関与する。
【０１３０】
　ＶＥＧＦに特異的に結合するＶＥＧＦ受容体分子又はそれらの断片は、ＶＥＧＦタンパ
ク質に結合し隔離しこれによってそれがシグナル伝達するのを防止する、ＶＥＧＦ阻害剤
として使用することができる。ある実施態様では、ＶＥＧＦ受容体分子、又はそれらのＶ
ＥＧＦ結合断片は、溶質形態であり例えばｓＦｌｔ-１等である。受容体の溶質形態はＶ
ＥＧＦに結合し、これによってそれが標的細胞の表面上に存在する天然の受容体に結合す
るのを防ぐことによってＶＥＧＦの生物学的活性に阻害効果を及ぼす。また含まれるもの
は、ＶＥＧＦ受容体融合タンパク質であり、それらの例は下に記載される。
【０１３１】
　キメラＶＥＧＦ受容体タンパク質は少なくとも２つの異なるタンパク質に由来するアミ
ノ酸配列を有する受容体分子であり、その少なくとも一つはＶＥＧＦ受容体タンパク質（
例えばｆｌｔ-１又はＫＤＲ受容体）であり、ＶＥＧＦに結合しＶＥＧＦの生物学的活性
を阻害することが可能である。ある実施態様では、本発明のキメラ受容体タンパク質は、
２つの異なるＶＥＧＦ受容分子のみに由来するアミノ酸配列から成る；しかしながら、ｆ
ｌｔ-１及び／又はＫＤＲ受容体の細胞外リガンド結合領域からの１、２、３、４、５、
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６、又は全７つのＩｇ様ドメインを含んでなるアミノ酸配列が、例えば免疫グロブリン配
列等の他の無関係のタンパク質からのアミノ酸配列と結合されることができる。Ｉｇ様ド
メインが結合される他のアミノ酸配列は当業者にとって明瞭であろう。キメラＶＥＧＦ受
容体タンパク質の例は、限定するものではないが、溶質Ｆｌｔ-１／Ｆｃ、ＫＤＲ／Ｆｃ
又はＦｌｔ-１／ＫＤＲ／Ｆｃ（ＶＥＧＦトラップとしても知られる）を含む。（例えば
ＰＣＴ出願公開ＷＯ９７／４４４５３を参照）。
　溶質ＶＥＧＦ受容体タンパク質又はキメラＶＥＧＦ受容体タンパク質は、膜貫通ドメイ
ンを介して細胞の表層に固定されていないＶＥＧＦ受容体タンパク質を含む。このように
、ＶＥＧＦ受容体の溶質形態は、キメラ受容体タンパク質を含め、ＶＥＧＦに結合し相互
作用することが可能であるが、膜貫通ドメインを持たず、従って一般的に、分子が発現さ
れる細胞の細胞膜に付随しない。
【０１３２】
　更なるＶＥＧＦ阻害剤は、例えばＷＯ９９／２４４４０、ＰＣＴ国際出願ＰＣＴ／ＩＢ
９９／００７９７、ＷＯ９５／２１６１３、ＷＯ９９／６１４２２、米国特許第６，５３
４，５２４号、米国特許第５，８３４，５０４号、ＷＯ９８／５０３５６、米国特許第５
，８８３，１１３号、米国特許第５，８８６，０２０号、米国特許第５，７９２，７８３
号、米国特許第６，６５３，３０８号、ＷＯ９９／１０３４９、ＷＯ９７／３２８５６、
ＷＯ９７／２２５９６、ＷＯ９８／５４０９３、ＷＯ９８／０２４３８、ＷＯ９９／１６
７５５およびＷＯ９８／０２４３７に記載され、出典明示によりその全体をここに援用す
る。
【０１３３】
　全体では、ＮＳＣＬＣを有する患者の５３－７４％が腫瘍組織試料においてｂＦＧＦを
発現するとして報告され(Takanami, I., et al., Jpn J Clin Oncol, 1996. 26(5): p. 2
93-7; Volm, M., et al., Eur J Cancer, 1997. 33(4): p. 691-3; Shou, Y., et al., B
r J Cancer, 2001. 85(11): p. 1706-12)、ｂＦＧＦ発現はより高いＴ及びＮ（ＴＮＭ分
類において)；よい高い腫瘍ステージ；及び低い生存率(Takanami, I., et al., Jpn J Cl
in Oncol, 1996. 26(5): p. 293-7)と関連した。ｂＦＧＦ発現はまた、ＮＳＣＬＣを有す
る患者において、低い分化、血管浸潤及びリンパ節転移と関連すると報告された(Volm, M
., et al. , Anticancer Res, 1999. 19(1B): p. 651-5; Ito, H., et al., Oncol Rep, 
2002. 9(1): p. 119-23)。
【０１３４】
　ＮＳＣＬＣを有する患者における循環ｂＦＧＦの役割を調査する研究は様々な結果を示
し、増加ｂＦＧＦ及び生存度の間の有利な関連(Brattstrom, D., et al., Anticancer Re
s, 1998. 18(2A): p. 1123-7)から、生存度との非相関(Ueno, K., et al., Lung Cancer,
 2001. 31(2-3): p. 213-9)及び上昇レベル及び生存度の間の負の関連(Brattstrom, D., 
et al., Lung Cancer, 2002. 37(1): p. 57-63; Brattstrom, D., et al., Lung Cancer,
 2004. 43(1): p. 55-62; Joensuu, H., et al., Cancer Res, 2002. 62(18): p. 5210-7
)である。
【０１３５】
　循環ｂＦＧＦはまた、抗ＶＥＧＦ治療からの腫瘍の回避と関連されることが示唆され、
これは別の血管新生促進性シグナル伝達経路（例えばｂＦＧＦ）のアップレギュレーショ
ンが抗ＶＥＧＦ治療への耐性に関与し得るからである(Jain, R.K., et al., Nat Rev Cli
n Oncol, 2009. 6(6): p. 327-38; Dempke, W.C. and V. Heinemann, Eur J Cancer, 200
9. 45(7): p. 1117-28)。
【０１３６】
　本発明は、ｂＦＧＦの発現レベルが抗ＶＥＧＦ抗体ベバシズマブを含んでなる抗血管新
生治療の進行を予測及び／又はモニタすることにおいて有用である識別に一部基づく。特
に、本発明は、血液におけるｂＦＧＦタンパク質レベルが抗ＶＥＧＦ抗体治療への患者の
応答性を予測することにおいて有用である識別に一部基づく。従って、開示される方法及
びアッセイは、癌患者を治療するために適切な又は有効な治療を評価することにおいて有
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用なデータ及び情報を得るための、簡便、効果的、及び潜在的に対費用効果の高い手段を
提供する。例えば癌患者からのサンプルは、サンプルにおけるｂＦＧＦの発現レベルが対
照サンプルにおけるｂＦＧＦの発現レベルより高いか決定するために、様々なインビトロ
アッセイによって調査されることができる。より高い発現レベルが検出されば場合は、患
者は抗ＶＥＧＦ抗体を含んでなる抗癌治療からおそらく利益を得うるだろう。ある実施態
様では、より高いのｂＦＧＦ発現レベルが検出された場合は、患者は７．５ｍｇ／ｋｇの
抗ＶＥＧＦ抗体ベバシズマブの投与を含んでなる抗血管新生治療からおそらく利益を得う
るだろう。
【０１３７】
　バイオマーカーの発現レベル／量は、何れかの適切な基準に基づいて決定されることが
可能であり、限定するものではないが、ｍＲＮＡ、ｃＤＮＡ、タンパク質、タンパク質断
片及び／又は遺伝子コピー数を含む。
【０１３８】
　例えば、サンプルにおけるｂＦＧＦの発現レベルは多くの方法論によって分析されるこ
とが可能であり、それらの多くは当技術分野において知られており熟練した技術者によっ
て理解され、限定するものではないが、免疫組織化学的及び／又はウエスタンブロット分
析、免疫沈降、分子結合アッセイ、ＥＬＩＳＡ、ＥＬＩＦＡ、蛍光標示式細胞分取（ＦＡ
ＣＳ）等、血液に基づく定量的アッセイ（例えば血清ＥＬＩＳＡ）（例えばタンパク質発
現レベルを決定するため）、生化学的酵素活性アッセイ、インサイツハイブリダイゼーシ
ョン、ｍＲＮＡのノーザン分析及び／又はＰＣＲ分析、並びに遺伝し及び／又は組織アレ
イ分析によって実施されることができる様々なアッセイの何れか一つを含む。遺伝子及び
遺伝子産物の状態を評価するための典型的なプロトコルは、例えばAusubel et al. eds.,
 1995, Current Protocols In Molecular Biology, Units 2 (ノーザンブロット), 4 (サ
ザンブロット), 15 (免疫ブロット)及び18 (ＰＣＲ分析)に見られる。マルチプレックス
イムノアッセイ、例えばRules Based Medicine又はMeso Scale Discovery (MSD)から入手
可能なものも使用され得る。
【０１３９】
　ｂＦＧＦを含んでなるサンプルは、興味の癌の特定のタイプ及び位置に適切である、当
技術分野でよく知られる方法によって得られることが可能である。定義の箇所を参照のこ
と。例えば、癌病変のサンプルは、切除、気管支鏡検査法、穿刺吸引、気管支擦過法によ
って、又は痰、胸水又は血液から得られ得る。遺伝子又は遺伝子産物、例えばｂＦＧＦ遺
伝子、ｂＦＧＦタンパク質又はｂＦＧＦ ｍＲＮＡは、癌又は腫瘍組織から、又は体の他
のサンプル、例えば尿、痰、血清又は血漿等から検出されることができる。癌サンプルに
おける標的遺伝子又は遺伝子産物の検出のための上記で検討された同じ技術が、体の他の
サンプルに使用されることができる。このような体のサンプルをスクリーニングすること
によって、これらの癌に対する簡単であり早期の診断を得ることができる。更に、治療の
進行を、標的遺伝子又は遺伝子産物に対するこれらの体サンプルを試験することによって
、より容易にモニタすることができる。
【０１４０】
　癌細胞に対する組織調製物を濃縮するための手段は当技術分野で知られている。例えば
組織はパラフィン又はクリオスタット切片から単離されることができる。また、癌細胞は
フローサイトメトリー又はレーザーキャプチャー法によって正常細胞から分離されること
ができる。これらは、正常細胞から癌細胞を分離するための他の技術と同様に当技術分野
でよく知られている。癌細胞が正常細胞により高くコンタミされている場合は、シグネチ
ャ遺伝子又はタンパク質発現プロファイルの検出はより困難であり得るが、コンタミネー
ション及び／又は偽陽性／陰性結果を最小化するための技術が知られており、その幾つか
を下記に記載する。また、例えばサンプルは、興味の癌細胞と関連するが、対応する正常
細胞とは異なるバイオマーカーの存在に対して評価され得、逆も同様である。
【０１４１】
　ある実施態様では、サンプルにおけるタンパク質の発現は、免疫組織化学（「ＩＨＣ」
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）及び染色プロトコルを用いて検査される。組織切片の免疫組織化学的染色は、サンプル
におけるタンパク質の存在を評価ないしは検出するための確実な方法であることが示され
ている。免疫組織化学技術は、抗体を用いて、一般的には色素生産性方法又は蛍光性方法
によって、インサイツで細胞性抗原を探索して視覚化する。
【０１４２】
　前記組織試料は従来の方法によって固定(すなわち保存)されてもよい(例として、“Man
ual of Histological Staining Method of the Armed Forces Institute of Pathology,
” 3rd edition (1960) Lee G. Luna, HT (ASCP) Editor, The Blakston Division McGra
w-Hill Book Company, New York; The Armed Forces Institute of Pathology Advanced 
Laboratory Methods in Histology and Pathology (1994) Ulreka V. Mikel, Editor, Ar
med Forces Institute of Pathology, American Registry of Pathology, Washington, D
.C.を参照)。当分野の技術者は、組織学的染色ないしは他の分析に供する試料の目的に応
じて固定液を選択することは理解するところであろう。また、当分野の技術者は、組織試
料の大きさ及び用いる固定液に応じて固定の長さを決定することも理解するであろう。例
として、中性緩衝ホルマリン、ブアン固定液又はパラホルムアルデヒドを用いて試料を固
定してもよい。
【０１４３】
　通常、まず試料を固定し、次いで段階的に増加させたアルコールによって、脱水し、パ
ラフィン又は他の切片溶液に浸透させて包埋し、組織試料を切断できるようにする。別法
として、組織を切断して、得られた切片を固定してもよい。例として、従来の方法によっ
て、組織試料を包埋して、パラフィンで処理してもよい(例として、上掲の“Manual of H
istological Staining Method of the Armed Forces Institute of Pathology"を参照)。
使用されうるパラフィンの例として、Paraplast、Broloid及びTissuemayがあるが、これ
らに限定するものではない。組織試料を包埋すると、試料をミクロトーム等によって、切
断してもよい(例として、上掲の“Manual of Histological Staining Method of the Arm
ed Forces Institute of Pathology”を参照)。この手順の例として、切片は約３ミクロ
ンから約５ミクロンの範囲の厚さでよい。切断すると、いくつかの標準的な方法によって
、切片をスライドに付着させてもよい。スライド接着剤の例として、シラン、ゼラチン、
ポリ‐Ｌ‐リジン等があるが、これに限定されるものではない。例として、パラフィン包
埋切片は、正に荷電したスライド及び／又はポリ‐Ｌ‐リジンでコートしたスライドに付
着させてもよい。
【０１４４】
　包埋材料としてパラフィンを用いた場合、組織切片は通常、脱パラフィン化して、水に
再水和させる。組織切片は、いくつかの従来の標準的な方法によって、脱パラフィン化し
てもよい。例えば、キシレン及び段階的に減少するアルコールを用いてもよい(例として
、上掲の“Manual of Histological Staining Method of the Armed Forces Institute o
f Pathology”を参照)。別法として、Ｈｅｍｏ-Ｄｅ７(CMS, Houston, Texas)などの市販
の脱パラフィン化非有機薬剤が用いられてもよい。
【０１４５】
　ある実施態様では、試料の調整の後に、組織切片をＩＨＣを用いて分析してもよい。Ｉ
ＨＣは、形態学的染色及び／又は蛍光発光インサイツハイブリダイゼーションなどの付加
的な技術と組み合わせて行ってもよい。ＩＨＣの直接アッセイ及び間接アッセイの２つの
一般的な方法が有用である。第一のアッセイでは、標的抗原(例えばＧａｌＮａｃ-Ｔ１４
)に対する抗体の結合は、直接的に測定される。この直接アッセイは、更なる抗体相互作
用を必要とせずに可視化されうる酵素標識一次抗体又は蛍光タグ付加一次抗体などの標識
された試薬を用いる。代表的な間接アッセイでは、コンジュゲートしていない一次抗体が
抗原と結合し、次いで標識された二次抗体が一次抗体と結合する。二次抗体が酵素標識に
コンジュゲートする場合、抗原を視覚化させるために色素生産性基質ないしは蛍光発生基
質が加えられる。二次抗体の中には一次抗体上の異なるエピトープと反応するものもある
ので、シグナルの増幅が起こる。
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【０１４６】
　一般的に、免疫組織化学に使用する一次及び／又は二次抗体は、検出可能な成分にて標
識されるであろう。通常、以下の種類に分類できる多くの標識が利用可能である：
　(ａ)ラジオアイソトープ、例えば３５Ｓ、１４Ｃ、１２５Ｉ、３Ｈ、及び１３１Ｉ。抗
体は例えばImmunology, Volumes 1 and 2, Coligen 等, 編集 Wiley-Interscience, New 
York, New York, Pubs. (1991)のＣｕｒｒｅｎｔ Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓに記載される技術
を用いて放射性同位体にて標識することができ、放射能はシンチレーション計測器を用い
て測定することができる。
　(ｂ)コロイド金粒子。
　(ｃ)希有土類キレート(ユウロピウムキレート)、テキサスレッド、ローダミン、フルオ
レセイン、ダンシル、リサミン、ウンベリフェロン、フィコクリセリン(phycocrytherin)
、フィコシアニン又はＳＰＥＣＴＲＵＭ ＯＲＡＮＧＥ7及びＳＰＥＣＴＲＵＭ ＧＲＥＥ
Ｎ7などの市販の蛍光体及び／又は上記の何れか一ないしは複数の誘導体を含むが、これ
らに限定されるものではない蛍光標識。蛍光標識は、例えば、上記のＩｍｍｕｎｏｌｏｇ
ｙのＣｕｒｒｅｎｔ Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓに開示される技術を用いて抗体にコンジュゲー
トすることができる。蛍光は、蛍光計を用いて定量化することができる。
　(ｄ)様々な酵素基質標識が利用可能であり、米国特許第４,２７５,１４９号にはこの概
説がある。一般に、酵素は、様々な技術を用いて測定することができる色素生産性基質の
化学変化を触媒する。例えば、酵素は、分光測光法で測定することができる基質の変色を
触媒するかもしれない。あるいは、酵素は、基質の蛍光又は化学発光を変えうる。蛍光の
変化を定量化する技術は上記の通りである。化学発光基質は、化学反応によって電子的に
励起され、測定することができる(例えば化学発光計測器を用いて)か、又はエネルギーを
蛍光アクセプターに与える光を発しうる。酵素標識の例には、ルシフェラーゼ(例えば、
ホタルルシフェラーゼ及び細菌ルシフェラーゼ；米国特許第４,７３７,４５６号)、ルシ
フェリン、2,3-ジヒドロフタルアジネジオン(dihydrophthalazinediones)、リンゴ酸デヒ
ドロゲナーゼ、ウレアーゼ、西洋わさびペルオキシダーゼ(ＨＲＰＯ)などのペルオキシダ
ーゼ、アルカリホスファターゼ、β-ガラクトシダーゼ、グルコアミラーゼ、リソチーム
、サッカライドオキシダーゼ(例えばグルコースオキシダーゼ、ガラクトースオキシダー
ゼ及びグルコース-６-リン酸デヒドロゲナーゼ)、複素環のオキシダーゼ(例えばウリカー
ゼ及びキサンチンオキシダーゼ)、ラクトペルオキシダーゼ、ミクロペルオキシダーゼな
どが含まれる。抗体に酵素をコンジュゲートする技術は、O'Sullivan et al., Methods f
or the Preparation of Enzyme-Antibody Conjugates for use in Enzyme Immunoassay, 
in Methods in Enzym. (ed. J. Langone & H. Van Vunakis), Academic press, New York
, 73:147-166 (1981)に記載されている。
【０１４７】
　酵素基質の組合せの例には、例えば以下のものが含まれる：
　（ｉ）基質として水素ペルオキシダーゼを有する西洋わさびペルオキシダーゼ(ＨＲＰ
Ｏ)、ここで水素ペルオキシダーゼが染料前駆体(例えば、オルソフェニレン(orthophenyl
ene)ジアミン(ＯＰＤ)又は３,３',５,５'テトラメチルのベンジジン塩酸塩(ＴＭＢ))を酸
化する；
　（ｉｉ）色素生産性基質としてリン酸パラグラフ-ニトロフェニルを有するアルカリホ
スファターゼ(ＡＰ)；及び
　（ｉｉｉ）色素生産性基質(例えばｐ-ニトロフェニル-β-Ｄ-ガラクトシダーゼ)又は蛍
光発生基質(例えば、4-メチルウンベリフェリル(methylumbelliferyl)-β-Ｄ-ガラクトシ
ダーゼ)を有するβ-Ｄ-ガラクトシダーゼ(β-Ｄ-Ｇａｌ)。
【０１４８】
　数多くの他の酵素-基質の組合せが当業者には利用可能である。これらの一般的な総説
は、米国特許第４２７５１４９号及び第４３１８９８０号を参照のこと。標識は抗体に間
接的にコンジュゲートされる場合もある。当業者であれば、これを達成するための様々な
技術を知っているであろう。例えば、抗体はビオチンにコンジュゲートされることが可能
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であり、また上述した４つの広い範疇の標識の何れかがアビジンにコンジュゲートされる
ことが可能であり、又はその逆が可能である。ビオチンはアビジンに選択的に結合し、よ
ってこの間接的な方式で抗体に標識をコンジュゲートさせることができる。あるいは、抗
体との標識の間接的なコンジュゲートを達成するために、抗体に小さなハプテンをコンジ
ュゲートさせ、上述の異なるタイプの標識を抗ハプテン抗体にコンジュゲートさせる。よ
って、抗体との標識の間接的なコンジュゲートを達成できる。
【０１４９】
　上で検討した試料調製手順の他に、ＩＨＣの前、中又は後に、組織切片をさらに処理す
ることが所望されうる。例えば、エピトープ回収法、例えばクエン酸バッファー中で組織
試料を加熱することを実施することができる(例えば、Leong等 Appl. Immunohistochem. 
4(3):201 (1996)を参照)。
【０１５０】
　場合によって行うブロック処置の後に、一次抗体が組織試料中の標的タンパク質抗原と
結合するような好適な条件下と十分な時間、組織切片を一次抗体に曝露させる。これを達
成するための好適な条件は慣例的な実験によって決定できる。試料に対する抗体の結合の
範囲は、上記の検出可能な標識の何れか一つを用いて決定される。ある実施態様では、標
識は、３,３’-ジアミノベンジジンクロモゲンなどの色素生産性基質の化学変化を触媒す
る酵素標識(例えばＨＲＰＯ)である。一実施態様では、酵素標識は、一次抗体(例えば、
一次抗体はウサギポリクローナル抗体であり、二次抗体はヤギ抗ウサギ抗体である)に特
異的に結合する抗体にコンジュゲートさせる。
【０１５１】
　このようにして調製された標本はマウントされカバーグラスが取り付けられてもよい。
その後、例えば顕微鏡を使用してスライドの評価を行い、当分野で通常用いられる染色強
度判定基準を用いてもよい。染色強度判定基準は以下の通りに評価してもよい：

【０１５２】
　別法では、試料を、抗体-バイオマーカー複合体が形成するために十分な条件下で該バ
イオマーカーに特異的な抗体と接触させ、次いで該複合体を検出してもよい。バイオマー
カーの存在は、多くの方法、血漿又は血清を含む多種多様な組織及び試料を検定するため
のウエスタンブロッティング（免疫沈降を含んでも含まなくてもよい）及びＥＬＩＳＡ手
順によって、検定してもよい。このようなアッセイ様式を用いた広範囲にわたるイムノア
ッセイ技術は利用可能である。米国特許第４，０１６，０４３号、同第４，４２４，２７
９号及び同第４，０１８，６５３号参照。これらには、単一の部位及び２-部位の両方、
あるいは非競合型の「サンドイッチ」アッセイ、並びに従来の競合的結合アッセイが含ま
れる。また、これらのアッセイには、標的バイオマーカーに対する標識抗体の直接結合が
含まれる。
【０１５３】
　サンドイッチアッセイは最も有用なものの一つで、一般的に用いられるアッセイである
。サンドイッチアッセイ技術には多くのバリエーションあり、そのすべては本発明により
包含されることを目的とする。簡潔には、代表的な最近のアッセイでは、非標識抗体を固
体基板上に固定して、試験する試料を結合した分子に接触させる。抗体-抗原複合体が形
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成されるくらいの適当な期間インキュベートした後、検出可能なシグナルを産生できるレ
ポーター分子で標識した、抗原特異的な第二抗体を添加して、更なる抗体-抗原-標識抗体
の複合体が形成されるために十分な時間インキュベートする。反応しなかった材料を洗い
流し、レポーター分子により産生されるシグナルを観察することによって抗原の存在を決
定する。結果は、可視的なシグナルを単純に観察したものであれば質的なものであり、バ
イオマーカーを既知量含有するコントロール試料と比較したものであれば量的なものであ
る。
【０１５４】
　フォーワードアッセイへのバリエーションには、試料及び標識抗体の両方を結合した抗
体に同時に添加する同時アッセイなどがある。これらの技術は当分野の技術者には公知で
あり、多少のバリエーションが加えられることは容易に明らかであろう。典型的なフォー
ワードのサンドイッチアッセイでは、バイオマーカーに対して特異性を有する第一抗体は
固形表面に共有結合するか受動的に結合する。固形表面は一般的にガラス又はポリマーで
あり、最も一般的に用いられるポリマーはセルロース、ポリアクリルアミド、ナイロン、
ポリスチレン、ポリ塩化ビニル又はポリプロピレンである。固形支持体は、チューブ、ビ
ーズ、マイクロプレートの皿、又はイムノアッセイを行うために適切な他の任意の表面の
形態でもあってもよい。結合方法は従来技術において周知であり、一般に、架橋性共有結
合又は物理的な吸着から成り、ポリマー-抗体複合体は試験試料の調整において洗浄され
る。次いで、試験される試料の分割量を固相複合体に添加し、抗体中に存在する任意のサ
ブユニットが結合するために十分な時間(例えば、より便利であるならば２～４０分又は
一晩)と適切な条件(例えば室温から４０℃、例えば２５℃から３２℃の間)下でインキュ
ベートする。インキュベーションの後、抗体サブユニット固相を洗浄して、乾燥させ、一
部のバイオマーカーに特異的な二次抗体とともにインキュベートする。二次抗体は、分子
マーカーへの二次抗体の結合を表すために用いられるレポーター分子に結合させる。
【０１５５】
　別法では、試料中の標的バイオマーカーを固定して、その後レポーター分子にて標識し
ているか又は標識していない特異的抗体に固定された標的を曝すことを伴う。標的の量及
びレポーター分子シグナルの強度に応じて、結合した標的は、抗体で直接標識することに
よって、検出可能でありうる。あるいは、一次抗体に特異的な二次標識抗体を標的-一次
抗体複合体に曝して、標的-一次抗体-二次抗体の三位複合体を形成させる。複合体は、レ
ポーター分子により発されるシグナルにより検出される。本明細書中で用いられる「レポ
ーター分子」は、その化学的性質によって、抗原と結合した抗体を検出するための分析し
て同定可能となるシグナルを提供する分子を意味する。この種のアッセイにおいて、最も
一般的に用いられるレポーター分子は、酵素、蛍光体又は分子を含有する放射性核種(す
なわち放射性同位体)及び化学発光分子である。
【０１５６】
　酵素イムノアッセイの場合、一般にグルタールアルデヒド又は過ヨウ素酸塩によって、
酵素を二次抗体にコンジュゲートさせる。しかしながら、容易に認識されるように、技術
者に容易に利用可能である多種多様な異なるコンジュゲート技術が存在する。一般的に用
いられる酵素には、西洋わさびペルオキシダーゼ、グルコースオキシダーゼ－中でもガラ
クトシダーゼ及びアルカリホスファターゼなどがある。特定の酵素と共に用いられる基質
は、一般的に、対応する酵素による加水分解の際に生じる検出可能な色の変化で選択する
。適切な酵素の例として、アルカリホスファターゼやペルオキシダーゼなどがある。また
、上記の色素生産性基質よりも蛍光性産物を産生する蛍光性基質を用いることができる。
すべての例において、酵素標識抗体を一次抗体-分子マーカー複合体に加えて、結合させ
、次いで過剰な試薬を洗い流す。次いで、適当な基質を含有する溶液を抗体-抗原-抗体の
複合体に加える。基質は二次抗体と結合した酵素と反応して、通常は分光測定法による量
的なものでもある定性的な可視化シグナルを生じ、試料中に存在するバイオマーカーの量
を表す。あるいは、フルオレセイン及びローダミンなどの蛍光性化合物を、抗体の結合能
を変化させることなく抗体に化学的に結合させてもよい。特定の波長の光を照射すること
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により活性化されると、蛍光色素標識抗体はその光エネルギーを吸収し、それによリその
分子において励起状態が誘発され、続いて光学顕微鏡を用いて目視で検出可能な特徴的な
色で光が放射される。ＥＩＡでは、蛍光標識抗体は、一次抗体-分子マーカー複合体に結
合できる。結合していない試薬を洗い落とした後に、残りの三位複合体を適当な波長の光
に曝すと、対象の分子マーカーの存在を示す蛍光発光が観察される。免疫蛍光法及びＥＩ
Ａ技術は何れも、当分野で非常に確立されたものである。しかしながら、放射性同位体、
化学発光性分子又は生物発光性分子などの他のレポーター分子も用いられてもよい。
【０１５７】
　上記技術が、ｂＦＧＦのタンパク質発現レベルを検出するために使用されうることが考
えられる。
【０１５８】
　本発明の方法は、試料におけるｂＦＧＦのｍＲＮＡ発現レベルを調査するプロトコルを
更に含む。細胞中のｍＲＮＡの評価方法は公知であり、例えば、相補ＤＮＡプローブを用
いたハイブリダイゼーションアッセイ(例えば、一又は複数の遺伝子に特異的である標識
リボプローブを用いたインサイツハイブリダイゼーション、ノーザンブロット及び関連し
た技術)及び様々な核酸増幅アッセイ(例えば、一又は複数の遺伝子に特異的な相補プライ
マーを用いたＲＴ-ＰＣＲ及び、他の増幅型の検査法、例えば枝分れＤＮＡ、ＳＩＳＢＡ
、ＴＭＡなど)が含まれる。
【０１５９】
　ある実施態様では、哺乳動物の組織又は細胞試料は、ノーザン、ドットブロット又はＰ
ＣＲ分析を用いて、ｍＲＮＡについて都合よくアッセイすることができる。例えば、定量
的ＰＣＲアッセイなどのＲＴ-ＰＣＲアッセイは公知技術である。本発明の例示的実施態
様では、生体試料中の標的のｍＲＮＡの検出方法は、少なくとも一のプライマーを用いて
逆転写によって、試料からｃＤＮＡを生成し、標的ｃＤＮＡを増幅するために、標的ポリ
ヌクレオチドをセンスプライマー及びアンチセンスプライマーとして用いて産生された該
ｃＤＮＡを増幅し、そして、増幅された標的ｃＤＮＡの存在を検出することを含む。加え
て、このような方法は、生体試料中の標的ｍＲＮＡのレベルを決定し得る一ないし複数の
工程(例えば、アクチンファミリーメンバーなどの「ハウスキーピング」遺伝子のコント
ロールｍＲＮＡ配列と該レベルを同時に検討すること)を含んでもよい。場合によって、
増幅された標的ｃＤＮＡの配列を決定してもよい。
【０１６０】
　本発明の任意の方法には、マイクロアレイ技術によって、組織又は細胞試料中のｍＲＮ
Ａ、例えば標的ｍＲＮＡを調べるか又は検出する手順が含まれる。核酸マイクロアレイを
用いて、試験及びコントロールの組織試料から得た試験及びコントロールのｍＲＮＡ試料
を逆転写させて、ｃＤＮＡプローブを生成するために標識する。次いで、プローブを、固
形支持体に固定した核酸のアレイにハイブリダイズさせる。アレイの配列及び各々のメン
バーの位置がわかるように、アレイを設定する。例えば、その発現が抗血管形成治療の臨
床上の利益の増加又は減少と相関している遺伝子の選択を、固形支持体上に配してよい。
特定のアレイメンバーと標識プローブとのハイブリダイゼーションは、プローブが由来す
る試料がその遺伝子を発現することを示す。疾患組織の差次的遺伝子発現分析は、貴重な
情報を提供する。マイクロアレイ技術は、単一の実験で何千もの遺伝子のｍＲＮＡ発現性
質を評価するために、核酸ハイブリダイゼーション技術及び演算技術を利用する。(例え
ば２００１年１０月１１日公開のＷＯ０１／７５１６６、米国特許第５７００６３７号、
同第５４４５９３４号及び同第５８０７５２２号、Lockart, Nature Biotechnology, 14:
1675-1680 (1996)）、アレイ製作の考察のためにはCheung, V.G.等, Nature Genetics 21
(Suppl): 15-19 (1999)を参照)。ＤＮＡマイクロアレイは、ガラス又は他の基質上で染色
されるか直接合成される遺伝子断片を含有する微小なアレイである。何千もの遺伝子は、
通常単一のアレイ上に現れる。代表的なマイクロアレイ実験は以下の工程を伴う：１．試
料から単離したＲＮＡからの蛍光性標識標的の調製、２．マイクロアレイへの標識した標
的のハイブリダイゼーション、３．洗浄、染色及びアレイのスキャニング、４．走査画像
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の分析、そして５．遺伝子発現性質の生成。一般に、ＤＮＡマイクロアレイには２つの主
要な種類、ｃＤＮＡから調製されたＰＣＲ産物を含有する遺伝子発現アレイ及びオリゴヌ
クレオチドアレイ(通常２５～７０マー)が用いられる。アレイを形成する際に、オリゴヌ
クレオチドは、事前に作製して表面にスポットしても、(インサイツで)表面上で直接合成
してもよい。
【０１６１】
　Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ ＧｅｎｅＣｈｉｐ(登録商標)システムは、ガラス表面上でオリ
ゴヌクレオチドを直接合成することにより製造されるアレイを含んでなる市販のマイクロ
アレイシステムである。プローブ／遺伝子アレイ：オリゴヌクレオチド（通常２５マー）
は、半導体ベースのフォトリソグラフィーと固相化学合成技術との組合せによって、ガラ
スウェーハ上へ直接合成される。各々のアレイは最高４００，０００の異なるオリゴを含
有し、各々のオリゴは何百万ものコピーで存在する。オリゴヌクレオチドプローブがアレ
イ上の既知の位置で合成されるので、ハイブリダイゼーションのパターン及びシグナル強
度は、Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ Ｓｕｉｔｅソフトウェアによる遺伝
子同一性と相対的な発現レベルに置き換えて解釈できる。各々の遺伝子は、一連の異なる
オリゴヌクレオチドプローブによって、アレイ上に表される。各々のプローブ対は、完全
一致のオリゴヌクレオチドと、不一致のオリゴヌクレオチドからなる。完全一致プローブ
は、特定の遺伝子に対して完全に相補的な配列を有するため、遺伝子の発現を測定する。
不一致プローブは、中心塩基位置での単一塩基置換によって、完全一致プローブとは異な
り、標的遺伝子転写物の結合を妨げる。これによって、完全一致オリゴを決定するシグナ
ルの一因となるバックグラウンド及び非特異的ハイブリダイゼーションを決定できる。Ｍ
ｉｃｒｏａｒｒａｙ Ｓｕｉｔｅソフトウェアは、完全一致プローブのハイブリダイゼー
ション強度から不完全一致プローブのハイブリダイゼーション強度を減算して、それぞれ
のプローブセットの絶対値又は特異的強度の値を決定する。プローブは、Ｇｅｎｂａｎｋ
及び他のヌクレオチド貯蔵所の当時の情報に基づいて選択される。この配列は遺伝子の３
'末端の特定の領域を認識すると思われている。ＧｅｎｅＣｈｉｐハイブリダイゼーショ
ンオーブン(「回転式(rotisserie)」オーブン)を用いて、一度に最高６４アレイのハイブ
リダイゼーションを行う。ｆｌｕｉｄｉｃｓ ｓｔａｔｉｏｎでは、プローブアレイの洗
浄と染色が行われる。これは完全に自動化しており、４つのモジュールを含有しており、
その各々のモジュールが一つのプローブアレイを保持している。各々のモジュールは、事
前にプログラム化されたfluidicsプロトコルを用いたＭｉｃｒｏａｒｒａｙ Ｓｕｉｔｅ
ソフトウェアにより個々に制御される。スキャナは、プローブアレイ結合した標識ｃＲＮ
Ａにより発される蛍光強度を測定する共焦点レーザー蛍光発光スキャナである。Ｍｉｃｒ
ｏａｒｒａｙ Ｓｕｉｔｅソフトウェアを有するコンピュータワークステーションがｆｌ
ｕｉｄｉｃｓ ｓｔａｔｉｏｎとスキャナを制御する。Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ Ｓｕｉｔｅ
ソフトウェアは、プローブアレイについて事前にプログラム化したハイブリダイゼーショ
ン、洗浄及び染色プロトコルを用いてｆｌｕｉｄｉｃｓ ｓｔａｔｉｏｎを８つまで制御
できる。また、ソフトウェアは、ハイブリダイゼーション強度データを得て、適切なアル
ゴリズムを使用して各々の遺伝子の存在／非存在情報に変換する。最後に、ソフトウェア
は、比較分析によって、遺伝子発現における実験間の変化を検出して、テキストファイル
に出力する。このファイルは更なるデータ分析のために他のソフトウェアプログラムに用
いることができる。
【０１６２】
　また、組織又は細胞試料中の選択した遺伝子又はバイオマーカーの発現は、機能的なア
ッセイ又は活性に基づくアッセイにより検査されてもよい。例えば、バイオマーカーが酵
素である場合、組織又は細胞試料中の所定の酵素の存在を決定又は検出するために公知技
術のアッセイを行ってもよい。
【０１６３】
　本発明のキットは多くの実施態様を有する。ある実施態様では、キットは容器、該容器
上のラベル、及び該容器内に収容される組成物を具備し、組成物はｂＦＧＦに結合する一
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又は複数の一次抗体を含み、該容器上のラベルは、該組成物を用いて少なくとも一種類の
哺乳動物細胞におけるｂＦＧＦタンパク質の存在を評価することができることと、少なく
とも一種類の哺乳動物細胞におけるｂＦＧＦタンパク質の存在を評価するための抗体の使
用についての指示書を示すものである。さらにキットは、組織試料を調整して組織試料の
同一片に抗体及びプローブを適用するための一組の指示書と材料を具備しうる。さらに、
キットは、一次抗体と、酵素標識などの標識にコンジュゲートしている二次抗体の両方を
具備してもよい。
【０１６４】
　他の実施態様は、容器と、該容器上のラベルと、該容器内に収容される組成物を具備す
るキットであり、組成物はストリンジェントな条件下でｂＦＧＦのポリヌクレオチド配列
とハイブリダイズする一又は複数のポリヌクレオチドを含み、該容器上のラベルは、該組
成物を用いて少なくとも一種類の哺乳動物細胞におけるｂＦＧＦタンパク質の存在及び／
又は発現レベルを評価することができることと、少なくとも一種類の哺乳動物細胞におけ
るｂＦＧＦ ＲＮＡ又はＤＮＡの存在及び／又は発現レベルを評価するためのポリヌクレ
オチドの使用についての指示書を示すものである。
【０１６５】
　キットの他の任意の要素は、一又は複数のバッファー(例えばブロックバッファー、洗
浄バッファー、基質バッファーなど)、酵素標識によって化学的に変化する基質などの他
の試薬(例えば色素原)、エピトープ探索溶液、コントロール試料(ポジティブコントロー
ル及び／又はネガティブコントロール)、コントロールスライド(一ないし複数)等を含む
。
【０１６６】
　本発明は、患者において血管新生疾患（例えば異常な血管新生又は異常な脈管漏出によ
り特徴付けられる疾患）を治療するための方法を考え、患者から得られたサンプルが対照
サンプルと比較してより高いｂＦＧＦの発現レベルを有することを決定する工程、及び有
効量の抗血管新生剤を患者に投与する工程を含んでなり、これにより腫瘍、癌又は細胞増
殖性疾患が治療される。ある実施態様では、抗血管新生治療はＶＥＧＦアンタゴニストを
投与することを含む。ある実施態様では、ＶＥＧＦアンタゴニストは抗ＶＥＧＦ抗体であ
る。ある実施態様では、ＶＥＧＦ抗体はベバシズマブである。ある実施態様では、方法は
、より高いｂＦＧＦの発現レベルを有する患者に５ｍｇ／ｋｇ、７．５ｍｇ／ｋｇ、１０
ｍｇ／ｋｇ又は１５ｍｇ／ｋｇのベバシズマブを投与することを含む。
【０１６７】
　ここで治療される血管新生障害の例は、限定するものではないが、癌、特に血管新生化
固形腫瘍及び転移性腫瘍（結腸癌、肺癌、乳癌、卵巣癌、腎癌および神経グリア芽細胞腫
を含む）、眼血管新生により生じる疾患、特に糖尿病性失明、網膜症、主に糖尿病性網膜
症又は加齢黄斑変性、脈絡膜血管新生（ＣＮＶ）、糖尿病黄斑浮腫、病的近視、フォンヒ
ッペル・リンダウ病、眼のヒストプラスマ症、網膜中心静脈閉塞症（ＣＲＶＯ）、角膜血
管新生、網膜血管新生および虹彩血管新生；乾癬、乾癬性関節炎、血管芽腫、例えば血管
腫；炎症性腎臟病、例えば糸球体腎炎、特にメサンギウム増殖性糸球体腎炎、溶血性尿毒
症症候群、糖尿病性腎障害または高血圧性腎硬化症；様々な炎症性疾患、例えば関節炎、
特に関節リウマチ、炎症性腸疾患、乾癬、サルコイドーシス 、動脈性動脈硬化及び移植
後に生じる疾患、子宮内膜症又は慢性喘息及び他の状態；疾患状態は、例えば腫瘍に伴う
浮腫、例えば脳腫瘍；悪性腫瘍に伴う腹水；メイグス症候群；肺炎症；ネフローゼ症候群
；心膜液貯留；胸水貯留；心血管疾患に伴う透過性、例えば心筋梗塞及び脳卒中後の状態
を含む。
【０１６８】
　ここで治療される癌の例は、限定するものではないが、癌腫、リンパ腫、芽細胞腫、肉
腫、及び白血病を含む。このような癌のより特定的な例は、扁平上皮癌、肺癌（小細胞肺
癌、非小細胞肺癌、肺の腺癌及び肺の扁平上皮癌を含む）、腹膜の癌、肝細胞癌、胃癌又
は腹部の癌（胃腸癌を含む）、膵癌、神経膠芽腫、子宮頸癌、卵巣癌、肝臓癌、膀胱癌、
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肝細胞腫、乳癌、結腸癌、結腸直腸癌、子宮内膜又は子宮の癌腫、唾液腺癌、腎臓又は腎
性癌、前立腺癌、外陰癌、甲状腺癌、肝癌及び様々なタイプの頭頸部癌、並びにＢ-細胞
リンパ腫（例えば低悪性度／濾胞性非ホジキンリンパ腫（ＮＨＬ）；小リンパ球性（ＳＬ
）ＮＨＬ；中悪性度／濾胞性非ＮＨＬ；中悪性度びまん性ＮＫＬ；高悪性度免疫芽細胞Ｎ
ＨＬ；高悪性度リンパ芽球性ＮＨＬ；高悪性度小型非切れ込み核細胞性ＮＨＬ；巨大腫瘤
病変ＮＨＬ；マントル細胞リンパ腫；エイズ関連リンパ腫；及びワルデンシュトレームマ
クログロブリン血症）；慢性リンパ性白血病（ＣＬＬ）；急性リンパ性白血病（ＡＬＬ）
；ヘアリーセル白血病；慢性骨髄芽球性白血病；及び移植後リンパ増殖性障害（ＰＴＬＤ
）、並びに母斑症を伴う異常脈管増殖、浮腫（例えば脳腫瘍に関連するもの）、及びメイ
グス症候群を含む。より特定的には、本発明の抗体によって治療可能である癌は、乳癌、
結腸直腸癌、直腸癌、非小細胞肺癌、非ホジキンリンパ腫（ＮＨＬ）、腎細胞癌、前立腺
癌、肝臓癌、膵臓癌、軟部肉腫、カポジ肉腫、カルチノイド腫瘍、頭頸部癌、黒色腫、卵
巣癌、中皮腫、及び多発性骨髄腫を含む。
【０１６９】
　腫瘍等の様々な疾患を治療するために用いられる場合、ＶＥＧＦアンタゴニストが、同
じ又は類似の疾患に適した一又は複数の他の治療薬と組み合わされることが考えられる。
例えば、癌を治療するために使用される場合、ＶＥＧＦアンタゴニストは、一般的な抗癌
療法、例えば手術、放射線療法、化学療法又はそれらの組合せ等との組合せで使用される
ことができる。
【０１７０】
　ある実施態様では、ＶＥＧＦアンタゴニスト（例えば抗ＶＥＧＦ抗体）及び一又は複数
の他の治療剤は、腫瘍を治療するのに十分な量及び時間で同時に又は順次に投与されるこ
とができる。ある実施態様では、ＶＥＧＦアンタゴニストは他の抗癌剤の後に投与される
ことができる。ある実施態様では、ＶＥＧＦアンタゴニストは、例えば化学療法等の癌療
法と同時に投与されることができる。あるいは又は加えて、アンタゴニスト治療は他の癌
療法と交代で行われてもよく、任意の順で実施されることができる。
【０１７１】
　ある実施態様では、ＶＥＧＦアンタゴニストを用いた癌治療との組合せに有用な他の治
療剤は、他の抗血管新生剤を含む。多くの抗血管新生剤が当技術分野で同定され知られて
おり、Carmeliet and Jain (2000) Nature 407(6801):249-57に挙げられているもの、及
びここの定義及び血管新生阻害セクションに記載されているものを含む。
【０１７２】
　ある実施態様では、ＶＥＧＦアンタゴニストはｂＦＧＦアンタゴニストと組み合わせて
使用されうる。ある実施態様では、ＶＥＧＦアンタゴニストは抗ＶＥＧＦ抗体である。あ
る実施態様では、ｂＦＧＦアンタゴニストは抗ｂＦＧＦ抗体である。ある実施態様では、
抗ＶＥＧＦ抗体ベバシズマブはｂＦＧＦアンタゴニストと組み合わせて使用されうる。あ
る実施態様では、ベバシズマブは抗ｂＦＧＦ抗体と組み合わせて使用されうる。ある実施
態様では、抗ＶＥＧＦ抗体は及び抗ｂＦＧＦ抗体は、癌を治療するのに十分な量及び時間
において、同時に又は順次に投与されることができる。
【０１７３】
　本発明の薬剤（例えばＶＥＧＦアンタゴニスト、ｂＦＧＦアンタゴニスト、化学療法剤
または抗癌剤）は、既知の方法に従ってヒト患者に投与され、例えばボーラスとして又は
期間にわたり連続的注入よる静脈内投与、筋肉内、腹腔内、脳脊髄内、皮下、関節内、滑
液嚢内、経口、局所的、又は吸入経路、及び／又は皮下投与によって投与される。
【０１７４】
　本発明の方法において患者に抗体の投与を考える場合、疾患のタイプ及び重症度により
、約１μｇ／ｋｇから５０ｍｇ／ｋｇ（例えば０．１－２０ｍｇ／ｋｇ）の抗体が、患者
への投与の初回候補用量であり、例えば一又は複数の別個の投与又は連続的注入により行
われる。典型的な一日投与量は約１μｇ／ｋｇから約１００ｍｇ／ｋｇの範囲もしくはそ
れ以上であり、上述の要因に依存する。数日又はそれ以上にわたる反復投与に関しては、
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状態に応じ、治療は疾患症状の所望の抑制が起こるまで持続される。しかしながら他の投
与計画が有用でありうる。ある実施態様では、抗体は約５ｍｇ／ｋｇから約１５ｍｇ／ｋ
ｇの範囲の用量で２～３週ごとに投与される。一態様では、抗体は約５ｍｇ／ｋｇ、７．
５ｍｇ／ｋｇ、１０ｍｇ／ｋｇまたは１５ｍｇ／ｋｇの用量で２～３週ごとに投与される
。このような投与計画は、化学療法計画と組み合わせて使用されてもよい。幾つかの態様
では、化学療法計画は従来の高用量間欠投与を含む。ある実施態様では、化学療法剤は計
画的中断無しでより少量でより頻回の投与を用いて投与される（「メトロノミック化学療
法」）。本発明の治療の経過は一般的な技術及びアッセイにより容易にモニターされる。
【０１７５】
　ＶＥＧＦアンタゴニストと併用して投与される治療剤、例えばｂＦＧＦアンタゴニスト
の有効量は、医師の決定となるであろう。ＶＥＧＦアンタゴニストの適切な用量は現在用
いられているものであり、ＶＥＧＦアンタゴニスト及び本発明の異なるアンタゴニスト（
例えばｂＦＧＦアンタゴニスト）の組合せ作用（相乗）により低下されることができる。
【０１７６】
　抗体組成物が処方され、用量決定され、良好な医学的実務に適合する方式で投与される
。ここで考慮すべき因子は、治療される特定の疾患、治療される特定の哺乳動物、個々の
患者の臨床的状態、疾患の原因、薬剤の輸送部位、投与方法、投与計画、及び医学実務者
に知られた他の因子を含む。投与すべき抗体の「治療的有効量」は、それらを考慮して決
定され、疾患又は障害を予防、改善、又は治療するのに必要な最小量である。抗体は、問
題とする疾患の予防又は治療に現在使用されている一又は複数の他の薬剤とともに製剤す
る必要はないが、場合によってはそのようにされる。そのような他の薬剤の有効量は、製
剤中に存在する抗体の量、疾患又は治療の型、及び上述した他の因子に依存する。これら
は、一般的にはこれまでに使用されたのと同じ用量かつ投与経路で、あるいはこれまでに
使用された用量の１から９９％で用いられる。通常、疾患又は障害の軽減又は治療は、疾
患又は障害に伴う一又は複数の症状又は医学的問題の減少を含む。癌の場合では、や薬剤
の治療上有効量は以下の一又は複数の組合せを達成することができる：癌細胞の数を減少
する；腫瘍サイズを低減する；癌細胞の末梢器官への浸潤を阻害する（例えばある程度低
下する及び／又は停止する）；腫瘍転移を阻害する；腫瘍増殖をある程度阻害する；及び
／又は癌に伴う症状の一又は複数をある程度軽減する。薬剤が存在する癌細胞を殺す及び
／又は増殖を妨げる範囲において、それは細胞増殖抑制性及び／又は細胞傷害性でありう
る。幾つかの実施態様では、本発明の組合せは、被験体又は哺乳動物における疾患又は障
害の発生又は再発を防止するために使用されることができる。
【０１７７】
　ある実施態様では、本発明は抗血管新生治療から利益を得うる、癌を有する患者を識別
する方法であって、患者から得られたサンプルにおけるｂＦＧＦの発現レベルを決定する
ことを含んでなり、患者に有効量のＶＥＧＦアンタゴニスト及び一又は複数の化学療法剤
を投与することによって患者を治療することを含んでなる方法を提供する。様々な化学療
法剤が本発明の組合せ治療法において使用されることができる。考えられる化学療法剤の
例示的、非限定的なリストが、本明細書において使用される用語の定義を提供するセクシ
ョンにおいてここに提供される。
【０１７８】
　ある実施態様では、本発明の方法は患者にＶＥＧＦアンタゴニスト及び有効量の少なく
とも一つの化学療法剤を投与することを含む。ある実施態様では、化学療法剤はシスプラ
チンである。ある実施態様では、化学療法剤はゲムシタビンである。ある実施態様では、
化学療法剤はカルボプラチンである。ある実施態様では、化学療法剤はパクリタキセルで
ある。ある実施態様では、有効量のＶＥＧＦアンタゴニスト、シスプラチン及びゲムシタ
ビンが被験者に投与される。ある実施態様では、有効量のＶＥＧＦアンタゴニスト、カル
ボプラチン及びパクリタキセルが被験者に投与される。
【０１７９】
　当業者によって理解されるであろう化学療法剤の適切な用量は一般的に、およそ臨床治
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療において既に採用される量であり、化学療法剤は単独で又は他の化学療法剤と組み合わ
せて投与される。用量におけるバリエーションは治療される状態に依存して生じるだろう
。治療を実施する医師が、個々の被験体に対する適切な用量を決定することができるだろ
う。
【０１８０】
　前述において、本発明は特定の実施態様を参照し説明されたが、限定されるものではな
い。実際、ここに示されまた記述されるものに加え、本発明の様々な変更が当業者にとり
前述から明瞭であり、添付の請求の範囲内に含まれる。明細書を通して挙げた全ての引用
及びそこに挙げられる引用は、出典明示によりその全体を全ての目的のために本明細書中
に援用する。
【０１８１】
実施例
実施例１：ＡＶＡｉＬ治験プロトコル
　２つの第ＩＩＩ相試験、Ｅ４５９９及びＡＶＡｉＬにおける白金を用いた化学療法への
ベバシズマブの追加は、無処置の進行ＮＳＣＬＣ患者の結果を改善した。研究Ｅ４５９９
では、複数バイオマーカーの予後及び予測値を決定することが研究の目的であった。複数
バイオマーカーのこの分析は、細胞内接着分子細胞内接着分子-１（ＩＣＡＭ-１）のレベ
ルが治療への応答を予測し、また生存率を予後予測し得、高いベースライン血管内皮増殖
因子（ＶＥＧＦ）レベルを有する患者はベバシズマブへのより高い応答を有しうることを
示した。ＡＶＡｉＬでは、類似のバイオマーカー分析を実施した。
【０１８２】
　ＡＶＡｉＬ（「肺におけるＡＶＡＳＴＩＮＴＭ」、ＢＯ１７７７０４）研究は、ランダ
ム化、コントロール化、二重盲検化第ＩＩＩ相試験であり、扁平細胞以外の組織構造を有
し、過去に無処置の進行非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）を有する１０００以上の患者を含ん
だ（図１）。研究の主要な目的は、対コントロールレジメンの両ＡＶＡＳＴＩＮＴＭ利用
治療アームの無進行生存（ＰＦＳ）の患者における優位性を実証することであった。この
研究の副次的エンドポイントは、対標準治療の２用量のＡＶＡＳＴＩＮＴＭの全生存（Ｏ
Ｓ）、奏効率及び奏功期間、生活の質及び安全性比較を含んだ。２用量のＡＶＡＳＴＩＮ
ＴＭを研究した（１５ｍｇ／ｋｇ及び７．５ｍｇ／ｋｇ）。ＡＶＡｉＬ研究は、ＮＳＣＬ
Ｃ（Ｅ４５９９）治験において既に発見された、著しく増加されたＰＦＳ（化学療法のみ
を受けたものより２０～３０％高いＰＦＳ率）における臨床利点を確認した(Reck M, et 
al. J Clin Oncol 2009; 27(8):1227-1234; Sandler A.B. et al.; N Engl. J. Med. 200
6; 355: 2542-2550)。類似の治療効果が用量７．５及び１５ｍｇ／ｋｇＡＶＡＳＴＩＮＴ

Ｍの双方で観察された。
2542-2550).
【０１８３】
　治験プロトコルは、各場所で治験審査委員会により認証され、Declaration of Helsink
i、現在の米国食品医薬品局の実施の基準、地域の倫理的法的必要条件に準拠して行った
。ＡＶＡｉＬ治験にランダム化された全患者に関して後向きバイオマーカー分析を実施す
るという決定は、研究への動員が完了した後に成された。
【０１８４】
　一組の患者の完全な人口統計学的プロファイルを作成し、各患者の完全な病歴を記録に
とった。全患者は身体検査を受け、体重、身長、バイタルサイン及び心肺検査、ＥＣＯＧ
パフォーマンスステータス、１２リードＥＣＧを含んだ。各患者の腫瘍状態を前述のよう
に評価した(Reck M. et al., J. Clin. Oncol. 2009; 27(9):1227-1234)。簡潔には、治
験治療の間、腫瘍状態を３サイクル（およそ９週ごと）に評価した。患者が進行性疾患以
外の理由で治験治療から離脱した場合は、追跡腫瘍評価を、疾患進行まで２ヶ月ごとに繰
り返した。腫瘍反応は、調査員によりResponse Evaluation Criteria in Solid Tumorsに
従い評価した(Therasse P. et al., J. Clin. Oncol. 2009; 27(9):1227-1234)。独立デ
ータ安全性監視委員会が非混合安全データの見直しを担った。有害事象（ＡＥ）をNation
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al Cancer Institute Common Toxicity Criteria for Adverse Events (version 3.0)を
用いてグレード化し、医薬品規制用語集に従いコード化した。また、実験室データを得て
、Data and Safety Monitoring Boardに提出した。
【０１８５】
　低用量ベバシズマブ（７．５ｍｇ／ｋｇ）を受けた患者のバイオマーカー母集団ベース
ライン特徴を下の表１に示す。表１に示すバイオマーカー分析に含んだ患者のベースライ
ン人口統計学的特徴は、全体として研究対象母集団を反映する。
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【０１８６】
実施例２：サンプル採取及び分析
　血漿サンプルを、ステージＩＩＩＢ又はＩＶの患者又は再発性非扁平ＮＳＣＬＣ患者か
ら、何れかの薬剤を投与する前に採取した。全サンプルを患者から得て、その後最高で６
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サイクルまでシスプラチン８０ｍｇ／ｍ２及びゲムシタビン１，２５０ｍｇ／ｍ２で、加
えて疾患進行まで３週間ごとに低用量ベバシズマブ（７．５ｍｇ／ｋｇ）、高用量ベバシ
ズマブ（１５ｍｇ／ｋｇ）、又はプラセボで処置した。
【０１８７】
　合計で３ｍＬｓの血液をクエン酸ナトリウムバキュテナー管に採取した。それらを１０
から１５回の管の反転によって直ちに混合し、４ｏＣの冷却遠心機においておよそ３００
０ｇで遠心分離した。血漿を２つのプラスチックバイアルに分注した。サンプルを、直立
－７０ｏＣで保管した。幾つかの場合では、サンプルを最高で１ヶ月－２０ｏＣ　で保管
し、次いで－７０ｏＣに移した。
【０１８８】
　全サンプルを解凍し、７２のバッチにおいて３８４ウェルＲＥＭＰマイクロ管プレート
に４０μｌの一定分量で分配した。管をアルミニウムセプタムで密閉し、－７０°Ｃの温
度を維持した冷凍庫に分析まで保管された。全部で３６６のサンプルが、ｂＦＧＦ濃度の
分析のために利用可能であった。
【０１８９】
　ｂＦＧＦを測定するためのサンドイッチ・イムノアッセイをR&D Systems (Minneapolis
, MN)から購入した。このキットを製造者の推奨に従い使用した。簡潔には、基本標準を
６４ｐｇ／ｍＬの原液でCalibrator Diluentを用いて調整した。Calibrator Diluentにお
ける標準希釈系列は、３２、１６、８、４、２、１及び０ｐｇ／ｍＬのｂＦＧＦを含んだ
。
【０１９０】
　アッセイバッファーに前希釈された標準、コントロール又はサンプルを、アッセイキッ
トに提供されるｂＦＧＦに対するマウスモノクローナル抗体でコートされたポリスチレン
マイクロプレートの各ウェルに加えた。室温で３時間インキュベートした後、プレートを
洗浄し、コンジュゲートされた検出抗体を添加し更に２時間インキュベートした。更なる
洗浄の後、５０μｌの基質溶液を各ウェルに添加し室温で４５分間インキュベートした。
その後、増幅溶液（５０μｌ／ウェル）を添加し、色を４５分間形成させ、そして反応を
２Ｎ硫酸（５０μｌ／ウェル）によって停止させた。３０分以内に、プレートをMicropla
te Spectrophoto-meter (Versamax, Molecular Devices, Sunnyvale, CA)を用いて４９０
ｎｍの波長で読んだ。４９０ｎｍでの吸光度値を６５０ｎｍでの吸光度に補正した。デー
タ整理は４パラメーターロジスティック曲線フィッティングに基づき、アッセイの機能的
限界により２－６４ｐｇ／ｍｌの範囲となった。
【０１９１】
　ｂＦＧＦタンパク質レベルが検出の範囲外であった場合、結果をＢＬＱ（定量化限界下
）又はＡＬＱ（定量化限界上）として報告した。ｂＦＧＦ測定のためのサンプル体積は限
られたので単回測定のみを実施した。サンプル体積が測定のために、単回の反復測定にさ
えに十分でない場合、ＱＮＳ（数量不足）を報告した。単回測定が可能であった場合、単
回測定からの結果を報告した。
【０１９２】
　各試験プレートに含んだ３つのインランコントロールサンプルに基づくと、サンプル分
析におけるｂＦＧＦアッセイの実施は、研究の実施を通して満足のいくものだった。妥当
な結果を出すサンプルの数、定量化範囲下又は上の結果、又は非妥当結果を下の表２にま
とめる。
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【０１９３】
実施例３：ｂＦＧＦタンパク質レベルデータの統計解析
　統計解析のために、ｂＦＧＦタンパク質発現レベルに関するデータを２つのカテゴリに
分けた：高レベル及び低レベル。高及び低レベルの定義はここに提供している。
　全生存（ＯＳ）エンドポイントを、研究におけるエントリーから死又は打切りまでの時
間として定義した。無進行生存（ＰＦＳ）エンドポイントを、研究におけるエントリーか
ら疾患進行又は死までとして定義した。
【０１９４】
　コックス比例ハザード回帰モデルを予測因子のＯＳ及びＰＦＳへの効果を評価するため
に使用した。ＯＳに対するハザード比を、治療グループにおける死亡の危険性をプラセボ
グループにおける死亡の危険性で割った比率として定義した。１未満のハザード比は死の
危険性がプラセボアームより治療アームにおいて少なく、従って平均ＯＳが、プラセボ患
者より治療された患者において長いことを示す。ＰＦＳに対するハザード比を、治療グル
ープにおける死又は進行の危険性をプラセボグループにおける死の危険性によって割った
比率として定義した。１未満のハザード比は、進行又は死の危険性がプラセボアームより
治療アームにおいて少ないく、従って平均ＰＦＳがプラセボ患者より治療患者において長
いことを示す。
【０１９５】
　「治療効果」又は「治療の効果」をＯＳ又はＰＦＳへの効果として定義し、プラセボと
比較して７．５ｍｇ／ｋｇのベバシズマブを患者に投与した場合に観察した。治療効果を
ハザード比を用いて評価した。有効な治療を、ＯＳ又はＰＦＳがプラセボアームと比較し
て治療アームにおいて増加したことを意味するよう定義した。従って有効な治療効果は１
未満のハザード比に該当する。
【０１９６】
　カプラン・マイヤー方法を、高ｂＦＧＦタンパク質レベルである患者のサブグループ及
び低ｂＦＧＦタンパク質レベルである患者のサブグループにおける治療グループによる生
存確率のグラフ表示を生成するために使用した（図２～５）。
【０１９７】
　分析の第一セットは、高ｂＦＧＦタンパク質レベル患者の治療効果を評価した。サンプ
ルからのｂＦＧＦレベルの中央値は６．９ｐｇ／ｍｌであった。従って、第一実施例では
、患者から得られたサンプルにおけるｂＦＧＦタンパク質レベルが６．９ｐｇ／ｍｌより
大きい場合、サンプルを高レベルのｂＦＧＦタンパク質を有するとした。更に、２ｐｇ／
ｍｌのカットオフ値をバイオマーカーの効果を特徴づけるために用い、これは該値がアッ
セイ検出の低限に該当するからである。従って、第二実施例では、患者から得られたサン
プルにおけるｂＦＧＦタンパク質レベルが２ｐｇ／ｍｌより大きい場合、サンプルを高レ
ベルのｂＦＧＦタンパク質を有するとした。
【０１９８】
　ＯＳに関しては、帰無仮説は、プラセボ治療グループ及び７．５ｍｇ／ｋｇのベバシズ
マブ治療グループの間にＯＳの違いがないと示した。別の仮説は、２つの治療グループの
間にＯＳの違いがあると示した。ログランク検定を、この仮説に対応するｐ値を算出する
ために使用した。０．０５未満のＰ値を、統計学的に有意であるとする。
【０１９９】
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　ＰＦＳに関しては、帰無仮説は、プラセボ治療グループ及び７．５ｍｇ／ｋｇのベバシ
ズマブ治療グループの間にＰＦＳの違いがないと示した。別の仮説は、２つの治療グルー
プの間にＯＳの違いがあると示した。ログランク検定を、この仮説に対応するｐ値を算出
するために使用した。０．０５未満のＰ値を、統計学的に有意であるとする。
【０２００】
　分析の第二セットは、低ｂＦＧＦタンパク質レベル患者における治療効果を評価した。
第一実施例では、患者から得られたサンプルにおけるｂＦＧＦタンパク質レベルが６．９
ｐｇ／ｍｌ以下である場合に、サンプルが低レベルのｂＦＧＦタンパク質を有するとした
。第二実施例では、患者から得られたサンプルにおけるｂＦＧＦタンパク質レベルが２ｐ
ｇ／ｍｌ以下である場合に、サンプルが低レベルのｂＦＧＦタンパク質を有するとした。
【０２０１】
　帰無仮説は、２つの治療グループの間にＯＳの違いが無いと示した。別の仮説は、２つ
の治療グループの間にＯＳの違いが有ると示した。ログランク検定を、この仮説に対応す
るｐ値を算出するために使用した。０．０５未満のＰ値を、統計学的に有意であるとする
。
【０２０２】
　ＰＦＳに関しては、帰無仮説は、２つの治療グループの間に無進行生存における違いが
無いことを示した。別の仮説は、２つの治療グループの間にＰＦＳにおける差があること
を示した。ログランク検定を、この仮説に対応するｐ値を算出するために使用した。０．
０５未満のＰ値を、統計学的に有意であるとする。
【０２０３】
　分析の第三セットは、治療効果がｂＦＧＦタンパク質レベルにより異なるかを評価する
ために実施した。予測因子として、治療グループ、ｂＦＧＦレベル及びｂＦＧＦ相互作用
によるによる治療を有するモデルを使用した。
【０２０４】
　ＯＳに関しては、この相互作用試験に対する帰無仮説は、ｂＦＧＦレベルによるＯＳへ
の治療効果における違いが無いことを示した。別の仮説は、治療効果がｂＦＧＦレベルに
より異なることを示した。尤度比検定を使用してこの仮説に対応するｐ値を算出した。０
．０５未満のＰ値を、統計学的に有意であるとする。０．１未満のＰ値を、有意境界とす
る。
【０２０５】
　ＰＦＳに関しては、この相互作用試験に対する帰無仮説は、ｂＦＧＦレベルによるＰＦ
Ｓへの治療効果における違いが無いことを示した。別の仮説は、治療効果がｂＦＧＦレベ
ルにより異なることを示した。０．０５未満のＰ値を、統計学的に有意であるとする。０
．１未満のＰ値を、有意境界とする。
【０２０６】
　分析の第４セットを、上述の他の３分析で出された結果の頑健性を点検するために実施
した。この組の分析では、ｂＦＧＦタンパク質レベルの値は二分されず、対数変換後、連
続型変数として扱われた。さらに、ｂＦＧＦの効果が他の要因に交絡されていないか検討
するために、他のベースライン予後予測変数をモデルに含んだ。モデルは予測因子として
、治療グループ、ｂＦＧＦレベル、ｂＦＧＦ相互作用による治療及び他のベースライン共
変数を有した。他のベースライン予測因子は：性別（男性対女性）；過去の喫煙者対他全
て；年齢（６５未満対６５以上）；疾患ステージ（ＩＶ対他全て）；西ヨーロッパ／オー
ストラリア／カナダ対他全て；人種（白人対他全て）；スクリーニングでのＥＣＯＧ；腺
癌対他全てであった。
【０２０７】
　全生存に関して、帰無仮説は、ＯＳに対する治療効果は、変動ｂＦＧＦタンパク質発現
レベルと線形的に変化しないことを示した。別の仮説は、治療効果が変動ｂＦＧＦタンパ
ク質発現レベルによって変化することを示した。尤度比検定を使用してこの仮説に対応す
るｐ値を算出した。０．０５未満のＰ値を、統計学的に有意であるとする。
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【０２０８】
　ＰＦＳに関して、帰無仮説は、ＰＦＳに対する処理効果は、変動ｂＦＧＦタンパク質発
現レベルと線形的に変化しないことを示した。別の仮説は、治療効果が変動ｂＦＧＦタン
パク質発現レベルによって変化することを示した。尤度比検定を使用してこの仮説に対応
するｐ値を算出した。０．０５未満のＰ値を、統計学的に有意であるとする。
【０２０９】
　下記の表３は、値を６．９ｐｇ／ｍｌ以下として定義するｂＦＧＦの低タンパク質発現
レベル及び値を６．９ｐｇ／ｍｌより大きいとして定義するｂＦＧＦの高タンパク発現レ
ベルを有する、患者のサブグループにおける治療の効果を評価する分析セット１及び２の
結果を示す。
【０２１０】
　表３の結果は、ｂＦＧＦの高タンパク発現レベル（＞６．９ｐｇ／ｍｌ）を有する患者
におけるＯＳ及びＰＦＳへの強い治療効果を示す。ハザード比は１を大きく下回り、ｐ値
は０．０５以下であり、双方は、治療が６．９ｐｇ／ｍｌより大きいｂＦＧＦタンパク質
レベルを有する患者における死までの時間及び進行までの時間を著しく延長することを示
す。

【０２１１】
　下記の表４は、値を２ｐｇ／ｍｌ以下として定義するｂＦＧＦの低タンパク質発現レベ
ル及び値を２ｐｇ／ｍｌより大きいとして定義するｂＦＧＦの高タンパク発現レベルを有
する、患者のサブグループにおける治療の効果を評価する分析セット１及び２の結果を示
す。
　表４の結果は、ｂＦＧＦの高タンパク発現レベル（＞２ｐｇ／ｍｌ）を有する患者にお
けるＯＳ及びＰＦＳへの強い治療効果を示す。ハザード比は１を大きく下回り、ｐ値は０
．０５以下であり、双方は、治療が２ｐｇ／ｍｌより大きいｂＦＧＦタンパク質レベルを
有する患者における死までの時間及び進行までの時間を著しく延長することを示す。
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【０２１２】
　下記の表５は、分析の第３セットの結果を示す。これは、治療効果及びｂＦＧＦタンパ
ク質発現レベル間の相互作用の試験のｐ値を報告する。これらの結果は、治療効果が、ｂ
ＦＧＦの高タンパク発現レベルを有する患者のサブグループにおいて有意により重要であ
ることの更なるエビデンスを提供する。

【０２１３】
　下の表６は、分析の第４のセットの結果を示す。これは、対数変換された連続変数とし
てのｂＦＧＦタンパク質発現レベルに対する値及び他のベースライン患者特性を使用した
モデルにおいて、相互作用項による治療に対するｐ値を示す。これらの結果は、治療効果
が、ｂＦＧＦの高タンパク発現レベルと有意に関連する更なるエビデンスを提供し、より
高い治療効果が、ｂＦＧＦのより高いタンパク質発現レベルを有する患者に観察された。

【０２１４】
　要約すると、幾つかの統計学モデルをＯＳ及びＰＦＳに対する治療効果をｂＦＧＦレベ
ルに関連して評価するために適用した。分析はまず、全ｂＦＧＦタンパク質発現レベルが
２ｐｇ／ｍｌより大きい値を有するとして定義される高タンパク質レベルｂＦＧＦで実施
した。次に治療効果において、高及び低ｂＦＧＦタンパク質発現レベル間の差異を検出す
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る統計学的検定力を増加するために、全値が６．９ｐｇ／ｍｌより大きいとして定義され
る高タンパク発現レベルでも実施した。全分析は、ＯＳ及びＰＦＳにおける有意な増加が
、高タンパク発現レベルｂＦＧＦを有する患者に存在することを一貫して示した（図２、
３、４及び５）。
【０２１５】
　開示を通して引用される全引例は、出典明記によりその全体を本明細書中に援用する。
　本発明は、特定の実施例として考えられるものを参照して記述したが、発明はかかる実
施態様に限定されるものではない。逆に、本発明は添付の請求の範囲と精神の中に含まれ
る様々な変更及び均等なものを包含することを意図する。
【０２１６】
　請求の範囲を含む本出願を通して、用語「含んでなる」は包括的、オープンエンドな移
行句として使用され、追加の、非列挙要素又は方法工程を除外しない。

【図１】 【図２】
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