
(57)【要約】

本開示は、新規な血管内皮増殖因子受容体（VEGFR）結

合ポリペプチド、および血管内皮増殖因子（VEGF）によ

って媒介される生物活性を阻害するためのこれらのポリ

ペプチドの使用法に関する。本開示はまた、単一ドメイ

ン結合ポリペプチドに関する様々な改良を提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 ヒ ト KDRに 結 合 す る 実 質 的 に 純 粋 な 単 一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 以 下 を 含 む 構
造 構 成 を 有 す る 約 80～ 約 150ア ミ ノ 酸 を 含 み ：
a) 少 な く と も 2つ の β シ ー ト の 間 に 分 布 す る 少 な く と も 5～ 7個 の β ス ト ラ ン ド ま た は β 様
ス ト ラ ン ド ； お よ び
b) β ス ト ラ ン ド ま た は β 様 ス ト ラ ン ド で あ る 2つ の ス ト ラ ン ド を 結 合 す る 、 KDRへ の 結 合
に 関 与 す る 少 な く と も 1つ の ル ー プ 部 分 ；
こ こ で 、 1x10 - 6 M未 満 の 解 離 定 数 （ K D ） で ヒ ト KDRタ ン パ ク 質 の 細 胞 外 ド メ イ ン に 結 合 す る
、 単 一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ 】
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン 可 変 ド メ イ ン を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 単 一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ 】
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン 可 変 ド メ イ ン が ヒ ト V L ド メ イ ン 、 ヒ ト V H ド メ イ ン 、 お よ び ラ ク ダ V H H ド
メ イ ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 2記 載 の 単 一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ 】
　 各 ル ー プ 部 分 が 2つ の β ス ト ラ ン ド を 結 合 す る 、 KDRへ の 結 合 に 関 与 す る 3つ の ル ー プ 部
分 を 含 む 、 請 求 項 2記 載 の 単 一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ 】
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 ド メ イ ン を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 単 一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ 】
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 ド メ イ ン が フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン タ イ プ III（ Fn3） ド メ イ ン で あ る 、 請 求
項 5記 載 の 単 一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ 】
　 Fn3ド メ イ ン が N末 端 か ら C末 端 の 順 に 以 下 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 単 一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ
チ ド ：
a) β ス ト ラ ン ド ま た は β 様 ス ト ラ ン ド 、 A；
b) ル ー プ 、 AB；
c) β ス ト ラ ン ド 、 B；
d) ル ー プ 、 BC；
e) β ス ト ラ ン ド  C；
f) ル ー プ  CD；
g) β ス ト ラ ン ド  D；
h) ル ー プ  DE；
i) β ス ト ラ ン ド  F；
j) ル ー プ  FG； お よ び
k)β ス ト ラ ン ド ま た は β 様 ス ト ラ ン ド 、 G。
【 請 求 項 ８ 】
　 ル ー プ FGが KDR結 合 に 関 与 す る 、 請 求 項 7記 載 の 単 一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ９ 】
　 ル ー プ BC、 DE、 お よ び FGが KDR結 合 に 関 与 す る 、 請 求 項 7記 載 の 単 一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ
ド 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 各 β ス ト ラ ン ド が 本 質 的 に SEQ ID NO:5の 対 応 す る β ス ト ラ ン ド の 配 列 と 少 な く と も 80%
同 一 で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 、 請 求 項 9記 載 の 単 一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 ル ー プ AB、 CD、 お よ び EFの そ れ ぞ れ が 本 質 的 に SEQ ID NO:5の 対 応 す る ル ー プ の 配 列 と
少 な く と も 80%同 一 で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 、 請 求 項 10記 載 の 単 一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ
チ ド 。
【 請 求 項 １ ２ 】
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　 SEQ ID NO:5の 配 列 と 少 な く と も 60%同 一 で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 単
一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 各 ル ー プ 部 分 が β ス ト ラ ン ド ま た は β 様 ス ト ラ ン ド で あ る 2つ の ス ト ラ ン ド を 結 合 す る
、 KDRへ の 結 合 に 関 与 す る 3つ の ル ー プ 部 分 を 含 む 、 請 求 項 5記 載 の 単 一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ
チ ド 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 KDR結 合 に 関 与 す る ル ー プ が SEQ ID NO:1、 SEQ ID NO:2、 SEQ ID NO:3、 お よ び SEQ ID N
O:4か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 配 列 を 有 す る 、 請 求 項 1～ 13の い ず れ か 一 項 記 載 の 単 一 ド メ
イ ン ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 哺 乳 動 物 に お け る ポ リ ペ プ チ ド の 排 除 速 度 を 未 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド の 1/3未 満 に 減 少 さ せ
る 部 分 に 結 合 さ れ た 、 請 求 項 1～ 13の い ず れ か 一 項 記 載 の 単 一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 排 除 速 度 を 減 少 さ せ る 部 分 が ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 部 分 で あ る 、 請 求 項 15記 載 の 単 一
ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 部 分 が 2～ 100 kDaの 分 子 量 を 有 す る 、 請 求 項 16記 載 の 単 一 ド メ
イ ン ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 部 分 が 単 一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の チ オ ー ル 部 分 ま た は ア ミ ン
部 分 に 共 有 結 合 さ れ て い る 、 請 求 項 16記 載 の 単 一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 標 識 部 分 に 結 合 さ れ て い る 、 請 求 項 1記 載 の 単 一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 1x10 - 7 M未 満 の 解 離 定 数 （ K D ） で ヒ ト KDRタ ン パ ク 質 の 細 胞 外 ド メ イ ン に 結 合 し 、 KDR媒
介 性 VEGF活 性 を 阻 害 す る 、 請 求 項 1～ 13の い ず れ か 一 項 記 載 の 単 一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド
。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 VEGF-Aの VEGF 1 6 5 ア イ ソ フ ォ ー ム と 競 合 的 に KDRに 結 合 す る 、 請 求 項 1～ 13の い ず れ か 一
項 記 載 の 単 一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 VEGF-Aお よ び VEGF-Dと 競 合 的 に KDRに 結 合 す る 、 請 求 項 1～ 13の い ず れ か 一 項 記 載 の 単 一
ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 1x10 - 6 M未 満 の K D で マ ウ ス Flk1の 細 胞 外 ド メ イ ン と も 結 合 す る 、 請 求 項 1～ 13の い ず れ か
一 項 記 載 の 単 一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 SEQ ID NO:192の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 SEQ ID NO:193の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 24記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 SEQ ID NO:194の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 24記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 部 分 が 93位 の シ ス テ イ ン 残 基 に 共 有 結 合 さ れ て い る 、 請 求 項 26
記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 部 分 が 約 10 kDa～ 約 60 kDaの 分 子 量 を 有 す る 、 請 求 項 27記 載 の
ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
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　 KDRに 結 合 し 、 KDRへ の 結 合 に お い て VEGF-Aと 競 合 す る 、 SEQ ID NO:1～ 4の い ず れ か の 配
列 と 少 な く と も 85%同 一 で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 実 質 的 に 純 粋 な ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 SEQ ID NO:6～ 183、 186～ 197、 お よ び 199の い ず れ か の 配 列 と 少 な く と も 85%同 一 で あ る
ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 29記 載 の 実 質 的 に 純 粋 な ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 SEQ ID NO:6～ 183、 186～ 197、 お よ び 199の い ず れ か の 配 列 を 含 む 、 請 求 項 30記 載 の ポ
リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 VEGFの 生 物 活 性 を 阻 害 す る 、 請 求 項 29記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 50 nM以 下 の K D で KDRと 結 合 す る 、 請 求 項 29記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 1x10 - 7 M未 満 の 解 離 定 数 （ K D ） で ヒ ト KDRタ ン パ ク 質 の 細 胞 外 ド メ イ ン に 結 合 し 、 KDR媒
介 性 VEGF活 性 を 阻 害 す る 、 請 求 項 29記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 請 求 項 1～ 13お よ び 24～ 34の い ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド お よ び 薬 学 的 に 許 容 さ れ
る 担 体 を 含 む 治 療 製 剤 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 細 胞 を 請 求 項 20記 載 の ポ リ ペ プ チ ド と 、 VEGF生 物 活 性 を 阻 害 す る の に 十 分 な 量 で お よ び
十 分 な 時 間 接 触 さ せ る 段 階 を 含 む 、 VEGF生 物 活 性 を 阻 害 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 VEGFの 生 物 活 性 を 阻 害 す る 請 求 項 20記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 有 効 量 を 対 象 に 投 与 す る 段 階
を 含 む 、 VEGFの 阻 害 に 応 答 す る 病 態 を 有 す る 対 象 を 治 療 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 病 態 が 不 適 切 な 血 管 新 生 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 、 請 求 項 37記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 病 態 が 過 剰 増 殖 性 病 態 で あ る 、 請 求 項 38記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 病 態 が 、 自 己 免 疫 疾 患 、 炎 症 性 疾 患 、 網 膜 症 、 お よ び 癌 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請
求 項 38記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 試 料 中 の VEGFR-2を 検 出 す る 方 法 ：
a) ポ リ ペ プ チ ド -VEGFR-2複 合 体 が 形 成 さ れ 得 る 条 件 下 で 、 試 料 を 請 求 項 1～ 13お よ び 24～
34の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド と 接 触 さ せ る 段 階 ； お よ び
b) 該 複 合 体 を 検 出 し 、 そ れ に よ っ て 該 試 料 中 の 該 VEGFR-2を 検 出 す る 段 階 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 検 出 が X線 検 査 、 免 疫 学 的 ア ッ セ イ 、 蛍 光 検 出 、 質 量 分 析 、 ま た は 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 技 法 を 用 い て 行 わ れ る 、 請 求 項 41記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 試 料 が 生 物 試 料 で あ る 、 請 求 項 41記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 生 物 試 料 が ヒ ト か ら 採 取 さ れ た 試 料 で あ り 、 VEGFR-2が KDRで あ る 、 請 求 項 41記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 標 識 部 分 で 検 出 可 能 に 標 識 さ れ て い る 、 請 求 項 41記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 標 識 部 分 が 放 射 性 部 分 、 蛍 光 部 分 、 発 光 部 分 、 化 学 発 光 部 分 、 お よ び ハ プ テ ン 部 分 か ら
な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 45記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
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　 ポ リ ペ プ チ ド が 固 体 支 持 体 上 に 固 定 化 さ れ て い る 、 請 求 項 41記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 改 善 さ れ た 薬 物 動 態 特 性 を 有 す る 標 的 結 合 1 0 Fn3ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 以 下 を 含 み ：
a) 該 1 0 Fn3ポ リ ペ プ チ ド の ド メ イ ン の 少 な く と も 1つ の ル ー プ が 標 的 結 合 に 関 与 す る 、 約 8
0～ 約 150ア ミ ノ 酸 を 有 す る 1 0 Fn3ド メ イ ン ； お よ び
b) 共 有 結 合 さ れ た ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ PEG） 部 分 ；
こ こ で 、 100 nM未 満 の K D で 標 的 と 結 合 し 、 哺 乳 動 物 に お い て 30 mL/hr/kg未 満 の 排 除 速 度
を 有 す る 、 Fn3ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 PEG部 分 が チ オ ー ル 基 ま た は ア ミ ン 基 に 結 合 さ れ て い る 、 請 求 項 48記 載 の 1 0 Fn3ポ リ ペ プ
チ ド 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 PEG部 分 が 部 位 特 異 的 PEG化 に よ っ て Fn3ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 さ れ て い る 、 請 求 項 48記 載
の 1 0 Fn3ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 PEG部 分 が Cys残 基 に 結 合 さ れ て い る 、 請 求 項 50記 載 の 1 0 Fn3ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 PEG部 分 が 以 下 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 1 0 Fn3ポ リ ペ プ チ ド 上 の 位 置 で 結 合 さ れ て い る
、 請 求 項 48記 載 の 1 0 Fn3ポ リ ペ プ チ ド ：
a) N末 端 ；
b) N末 端 と 最 も N末 端 側 の β ス ト ラ ン ド ま た は β 様 ス ト ラ ン ド の 間 ；
c) 標 的 結 合 部 位 と 反 対 側 の ポ リ ペ プ チ ド 面 上 に 位 置 す る ル ー プ ；
d) C末 端 と 最 も C末 端 側 の β ス ト ラ ン ド ま た は β 様 ス ト ラ ン ド の 間 ； お よ び
e) C末 端 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 PEG部 分 が 約 2 kDa～ 約 100 kDaの 分 子 量 を 有 す る 、 請 求 項 48記 載 の 1 0 Fn3ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 SEQ ID NO:5と 少 な く と も 60%同 一 で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 48記 載 の 1 0 Fn3ポ
リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 静 脈 内 投 与 と 比 較 し て 放 出 遅 延 が 達 成 さ れ る よ う に 患 者 に 1 0 Fn3ポ リ ペ プ チ ド を 投 与 す
る 方 法 で あ っ て 、 1 0 Fn3ポ リ ペ プ チ ド を 皮 下 投 与 し 、 そ れ に よ っ て 静 脈 内 投 与 と 比 較 し て
血 流 へ の 放 出 遅 延 が 達 成 さ れ る 段 階 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 1 0 Fn3ポ リ ペ プ チ ド の 皮 下 投 与 に よ り 、 同 等 の 投 与 量 を 静 脈 内 投 与 す る こ と に よ っ て 達
成 さ れ る 最 大 血 清 濃 度 の 半 分 未 満 で あ る 1 0 Fn3ポ リ ペ プ チ ド の 最 大 血 清 濃 度 が 達 成 さ れ る
、 請 求 項 55記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 1 0 Fn3ポ リ ペ プ チ ド が 1 0 Fn3ポ リ ペ プ チ ド の 血 中 半 減 期 を 延 長 さ せ る 部 分 に 結 合 さ れ て い
る 、 請 求 項 55記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 部 分 が ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 部 分 で あ る 、 請 求 項 57記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 1 0 Fn3ポ リ ペ プ チ ド が SEQ ID NO:5と 少 な く と も 60%同 一 で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 請
求 項 55記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 予 め 選 択 さ れ た ヒ ト 標 的 タ ン パ ク 質 お よ び 非 ヒ ト 種 に 由 来 す る そ の 相 同 体 と 結 合 す る 実
質 的 に 純 粋 な 単 一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 以 下 を 含 む 構 造 構 成 を 有 す る 約 80～ 約
150ア ミ ノ 酸 を 含 み ：
a) 少 な く と も 2つ の β シ ー ト の 間 に 分 布 す る 少 な く と も 5～ 7個 の β ス ト ラ ン ド ま た は β 様
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ス ト ラ ン ド ； お よ び
b) β ス ト ラ ン ド ま た は β 様 ス ト ラ ン ド で あ る 2つ の ス ト ラ ン ド を 結 合 す る 、 予 め 選 択 さ れ
た ヒ ト 標 的 タ ン パ ク 質 お よ び そ の 相 同 体 へ の 結 合 に 関 与 す る 少 な く と も 1つ の ル ー プ 部 分
；
こ こ で 、 5x10 - 8 M未 満 の 解 離 定 数 （ K D ） で 、 予 め 選 択 さ れ た ヒ ト 標 的 タ ン パ ク 質 、 お よ び
予 め 選 択 さ れ た ヒ ト 標 的 タ ン パ ク 質 と 少 な く と も 100ア ミ ノ 酸 の 配 列 に わ た っ て 少 な く と
も 80%同 一 で あ る そ の 相 同 体 と 結 合 す る 単 一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン 可 変 ド メ イ ン を 含 む 、 請 求 項 60記 載 の 単 一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン 可 変 ド メ イ ン が ヒ ト V L ド メ イ ン 、 ヒ ト V H ド メ イ ン 、 お よ び ラ ク ダ V H H ド
メ イ ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 61記 載 の 単 一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 各 ル ー プ 部 分 が β ス ト ラ ン ド ま た は β 様 ス ト ラ ン ド で あ る ス ト ラ ン ド を 結 合 す る 、 予 め
選 択 さ れ た ヒ ト 標 的 タ ン パ ク 質 お よ び そ の 相 同 体 へ の 結 合 に 関 与 す る 3つ の ル ー プ 部 分 を
含 む 、 請 求 項 61記 載 の 単 一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 ド メ イ ン を 含 む 、 請 求 項 60記 載 の 単 一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 ド メ イ ン が フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン タ イ プ III（ Fn3） ド メ イ ン で あ る 、 請 求
項 64記 載 の 単 一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 Fn3ド メ イ ン が N末 端 か ら C末 端 の 順 に 以 下 を 含 む 、 請 求 項 65記 載 の 単 一 ド メ イ ン ポ リ ペ
プ チ ド ：
a) β ス ト ラ ン ド ま た は β 様 ス ト ラ ン ド 、 A；
b) ル ー プ 、 AB；
c) β ス ト ラ ン ド 、 B；
d) ル ー プ 、 BC；
e) β ス ト ラ ン ド  C；
f) ル ー プ  CD；
g) β ス ト ラ ン ド  D；
h) ル ー プ  DE；
i) β ス ト ラ ン ド  F；
j) ル ー プ  FG； お よ び
k)β ス ト ラ ン ド ま た は β 様 ス ト ラ ン ド 、 G。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 ル ー プ FGが 標 的 タ ン パ ク 質 結 合 に 関 与 す る 、 請 求 項 66記 載 の 単 一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド
。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 ル ー プ BC、 DE、 お よ び FGが 標 的 タ ン パ ク 質 結 合 に 関 与 す る 、 請 求 項 66記 載 の 単 一 ド メ イ
ン ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 各 β ス ト ラ ン ド ま た は β 様 ス ト ラ ン ド が 本 質 的 に SEQ ID NO:5の 対 応 す る β ス ト ラ ン ド
の 配 列 と 少 な く と も 80%同 一 で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 、 請 求 項 66記 載 の 単 一 ド メ イ ン
ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 請 求 項 1記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 を 含 む 核 酸 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 SEQ ID NO:6～ 183、 186～ 197、 199、 お よ び 241～ 310の い ず れ か か ら な る 群 よ り 選 択 さ
れ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 請 求 項 70記 載 の 核 酸 。
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【 請 求 項 ７ ２ 】
　 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 に お い て SEQ ID NO:184の 核 酸 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 ヒ ト K
DRと 1x10 - 6 M未 満 の K D で 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 む 核 酸 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 SEQ ID NO:184お よ び SEQ ID NO:185か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 核 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項
72記 載 の 核 酸 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 プ ロ モ ー タ ー と 機 能 的 に 連 結 さ れ た 請 求 項 71記 載 の 核 酸 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 請 求 項 72記 載 の 核 酸 を 含 む 細 胞 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 請 求 項 1記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 を 含 む 核 酸 を 発 現 さ せ る 段 階 を 含 む 、 KDR
と 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド を 生 成 す る 方 法 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
　 核 酸 が 、 SEQ ID NO:6～ 183、 186～ 197、 199、 お よ び 241～ 310の い ず れ か か ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 を 含 む 、 請 求 項 76記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
　 核 酸 が 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 に お い て SEQ ID NO:184の 核 酸 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ
す る 配 列 を 含 む 、 請 求 項 76記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 核 酸 が 細 胞 内 で 発 現 さ れ る 、 請 求 項 76記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
　 核 酸 が 無 細 胞 系 で 発 現 さ れ る 、 請 求 項 76記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 新 規 な 血 管 内 皮 増 殖 因 子 受 容 体 （ VEGFR） 結 合 ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び 血 管 内
皮 増 殖 因 子 （ VEGF） に よ っ て 媒 介 さ れ る 生 物 活 性 を 阻 害 す る た め の こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド
の 使 用 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
関 連 出 願
　 本 出 願 は 、 「 Inhibitors of Vascular Endothelial Growth Factor Receptors」 と い う
名 称 で 2003年 12月 5日 に 出 願 し た 米 国 仮 特 許 出 願 第 60/527,886号 の 出 願 日 の 恩 典 を 主 張 す
る 。 上 記 参 照 出 願 の 教 示 は す べ て 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
発 明 の 背 景
　 血 管 新 生 は 、 既 存 の 毛 細 血 管 ま た は 後 毛 細 管 細 静 脈 か ら 新 た な 血 管 が 形 成 さ れ る 過 程 で
あ り ； こ れ は 、 排 卵 、 胚 発 生 、 創 傷 修 復 、 お よ び 心 筋 で の 側 枝 血 管 の 生 成 を 含 む 多 く の 生
理 学 的 過 程 の 重 要 な 構 成 要 素 で あ る 。 血 管 新 生 は ま た 、 腫 瘍 の 増 殖 お よ び 転 移 、 糖 尿 病 網
膜 症 、 な ら び に 黄 斑 変 性 症 な ど の 多 く の 病 理 学 的 状 態 の 中 核 を な す 。 多 く の 場 合 、 こ の 過
程 は 、 様 々 な サ イ ト カ イ ン お よ び 増 殖 因 子 に 応 答 し た 既 存 の 血 管 内 皮 細 胞 の 活 性 化 か ら 始
ま る 。 癌 に お い て は 、 腫 瘍 か ら 放 出 さ る サ イ ト カ イ ン ま た は 血 管 新 生 因 子 が 、 特 定 の 細 胞
表 面 受 容 体 と 相 互 作 用 す る こ と に よ っ て 血 管 内 皮 細 胞 を 刺 激 す る 。 活 性 化 さ れ た 内 皮 細 胞
は 血 管 の 基 底 膜 を 分 解 す る 酵 素 を 分 泌 し 、 内 皮 細 胞 が 腫 瘍 組 織 に 浸 潤 で き る よ う に な る 。
こ の よ う な 状 態 に な っ た な ら ば 、 内 皮 細 胞 は 分 化 し て 既 存 の 血 管 の 新 た な 血 管 側 枝 を 形 成
す る 。 新 た な 血 管 は 腫 瘍 に 栄 養 分 を 提 供 し 、 よ っ て さ ら な る 増 殖 が 促 進 さ れ 、 ま た 新 た な
血 管 は 転 移 経 路 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 今 日 ま で に 、 特 に 強 力 な 因 子 VEGFを 含 む 多 く の 血 管 新 生 因 子 が 同 定 さ れ て い る 。 VEGFは
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最 初 、 濾 胞 星 状 細 胞 の 馴 化 培 地 お よ び 種 々 の 細 胞 株 か ら 精 製 さ れ た 。 最 近 に な っ て 、 VEGF
の 多 く の 構 造 類 似 体 お よ び 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ 型 が 同 定 さ れ た 。 様 々 な 形 態 の VEGFが 、
高 親 和 性 リ ガ ン ド と し て 一 連 の VEGF受 容 体 （ VEGFR） に 結 合 す る 。 VEGFRは チ ロ シ ン キ ナ ー
ゼ 受 容 体 で あ り 、 そ の 多 く は 血 管 新 生 の 重 要 な 調 節 因 子 で あ る 。 VEGFRフ ァ ミ リ ー は 以 下
の 3つ の 主 要 な サ ブ タ イ プ を 含 む ： VEGFR-1、 VEGFR-2（ ヒ ト で は 、 キ ナ ー ゼ イ ン サ ー ト ド
メ イ ン 受 容 体 、 「 KDR」 と し て も 知 ら れ る ） 、 お よ び VEGFR-3。 VEGFの 形 態 の 中 で 、 VEGF-A
、 VEGF-C、 お よ び VEGF-Dは 、 VEGFR-2と 結 合 し 、 こ れ を 活 性 化 す る こ と が 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 同 族 受 容 体 を 介 し て 作 用 す る VEGFは 、 血 管 新 生 過 程 に お い て 血 管 内 皮 特 異 的 マ イ ト ジ ェ
ン と し て 機 能 し 得 る 。 さ ら に 、 VEGFお よ び VEGFRは 、 癌 な ど の 不 適 切 な 血 管 新 生 に よ っ て
特 徴 づ け ら れ る 状 況 に お い て 上 方 制 御 さ れ て い る と い う 実 質 的 な 証 拠 が 存 在 す る 。 そ の 結
果 、 多 く の 研 究 が 、 VEGFま た は VEGFRを 標 的 に す る お よ び 阻 害 す る 治 療 法 の 同 定 に 重 点 を
置 い て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 VEGFま た は VEGFRを 標 的 に す る ま た は 阻 害 す る 現 在 の 治 療 ア プ ロ ー チ に は 、 抗 体 、 ペ プ
チ ド 、 お よ び 小 分 子 キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 が 含 ま れ る 。 こ れ ら の う ち 抗 体 が 、 リ ガ ン ド お よ び 細
胞 受 容 体 の イ ン ビ ボ 認 識 お よ び 阻 害 の た め に 最 も 広 く 用 い ら れ て い る 。 高 度 に 特 異 的 な 抗
体 は 、 受 容 体 -リ ガ ン ド 相 互 作 用 を 阻 止 し 、 そ れ に よ っ て そ の 成 分 の 生 物 活 性 を 中 和 す る
た め 、 お よ び ま た 表 面 上 に 同 族 受 容 体 を 発 現 し て い る 細 胞 に 毒 物 を 特 異 的 に 送 達 す る た め
に 用 い ら れ て い る 。 抗 体 は 効 果 的 で は あ る も の の 、 生 成 す る の に 組 換 え 哺 乳 動 物 細 胞 に お
け る 発 現 に 依 存 す る 、 大 き く 複 雑 な 分 子 で あ る 。 抗 体 は ま た 、 補 体 経 路 の 活 性 化 お よ び 抗
体 介 在 性 細 胞 傷 害 性 を 含 む 、 望 ま し く な い 場 合 が 多 い 様 々 な 副 作 用 を も た ら す 。 そ の 結 果
、 不 適 切 な 血 管 新 生 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 癌 な ど の 疾 患 の 治 療 と し て 、 VEGF/VEGFR経 路
を 特 異 的 に 阻 害 し 得 る 有 効 な 治 療 法 の 必 要 性 が 残 っ て い る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
発 明 の 概 要
　 一 つ に は 、 本 開 示 は 、 VEGFR-2受 容 体 、 特 に ヒ ト VEGFR-2（ KDRと し て も 知 ら れ る ） お よ
び マ ウ ス VEGFR-2（ Flk-1と し て も 知 ら れ る ） に 結 合 す る 新 規 な 単 一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド
を 提 供 す る 。 本 明 細 書 に 記 載 す る VEGFR-2結 合 タ ン パ ク 質 は 、 例 え ば 、 イ ン ビ ボ ま た は イ
ン ビ ト ロ で VEGFR-2を 検 出 す る た め に 使 用 で き る 。 さ ら に 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 特 定 の VEG
FR-2結 合 タ ン パ ク 質 は 、 VEGFR-2媒 介 性 生 物 活 性 に 関 連 す る 疾 患 を 治 療 す る た め に 使 用 で
き る 。 例 え ば 、 KDRは VEGFの 血 管 新 生 促 進 作 用 を 媒 介 す る た め 、 本 開 示 の 特 定 の KDR結 合 タ
ン パ ク 質 は ヒ ト 患 者 に お い て 血 管 新 生 を 抑 制 す る た め に 使 用 で き る 。 本 開 示 の 特 定 の VEGF
R-2結 合 タ ン パ ク 質 は 、 癌 、 炎 症 性 疾 患 、 自 己 免 疫 疾 患 、 お よ び 網 膜 症 な ど の 疾 患 を 治 療
す る た め に 使 用 で き る 。 組 織 の 細 胞 の 過 剰 増 殖 に 関 連 し た 多 く の 疾 患 は 血 管 新 生 成 分 を 含
む と 考 え ら れ 、 し た が っ て 本 明 細 書 に 記 載 す る 特 定 の VEGFR-2結 合 タ ン パ ク 質 を 用 い て そ
の よ う な 疾 患 を 治 療 し 得 る こ と が 期 待 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 す る 単 一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド は 一 般 に VEGFR-2な ど の 標 的 に 結 合 す る
ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 標 的 結 合 活 性 は 、 抗 原 結 合 活 性 が 一 般 に 重 鎖 可 変 ド メ イ ン お よ び 軽
鎖 可 変 ド メ イ ン の 両 方 に よ っ て も た ら さ れ る 抗 体 お よ び 一 本 鎖 抗 体 と は 区 別 さ れ て 、 単 一
構 造 ド メ イ ン 内 に 存 在 す る 。 本 開 示 は ま た 、 標 的 に 結 合 す る 単 一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド を
含 み 得 る よ り 大 き な タ ン パ ク 質 を 提 供 す る 。 例 え ば 、 結 合 活 性 が 増 加 し た 複 合 分 子 を 作 製
す る た め に 、 複 数 の 単 一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド を 結 合 す る こ と が で き る 。 同 様 に 、 単 一 ド
メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド を 多 く の 他 の ポ リ ペ プ チ ド に （ 例 え ば 、 融 合 タ ン パ ク 質 と し て ） 結 合
す る こ と が で き る 。 特 定 の 局 面 に お い て 、 単 一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン
ド メ イ ン お よ び 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 ド メ イ ン に よ っ て 例 証 さ れ る 、 少 な く と も 2つ の β シ ー
ト に 内 に 分 布 す る 少 な く と も 5～ 7個 の β ス ト ラ ン ド ま た は β 様 ス ト ラ ン ド を 含 み 得 る 。 β
様 ス ト ラ ン ド と は 、 単 一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の 安 定 化 に 関 与 す る が 、 必 ず し も β ス ト ラ
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ン ド の 高 次 構 造 を と る と は 限 ら な い ア ミ ノ 酸 の 鎖 で あ る 。 β 様 ス ト ラ ン ド が タ ン パ ク 質 の
安 定 化 に 関 与 し て い る か ど う か は 、 そ の 鎖 を 欠 失 さ せ る か ま た は 鎖 の 配 列 を 変 更 し 、 タ ン
パ ク 質 の 安 定 性 が 減 少 す る か ど う か を 解 析 す る こ と に よ っ て 評 価 し 得 る 。 安 定 性 は 、 例 え
ば 熱 変 性 お よ び 再 生 実 験 に よ っ て 評 価 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 単 一 ド メ イ ン ポ リ
ペ プ チ ド は 2つ 以 下 の β 様 ス ト ラ ン ド を 含 む 。 β 様 ス ト ラ ン ド は 通 常 α ヘ リ ッ ク ス 高 次 構
造 を と ら ず 、 ラ ン ダ ム コ イ ル 構 造 を と り 得 る 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン ド メ イ ン ま た は 免 疫 グ ロ ブ
リ ン 様 ド メ イ ン で は 、 β 様 ス ト ラ ン ド は 、 そ う で な け れ ば 最 も N末 端 側 の β ス ト ラ ン ド ま
た は 最 も C末 端 側 の β ス ト ラ ン ド に よ っ て 占 有 さ れ る 構 造 内 の 位 置 に 存 在 す る 場 合 が 最 も
多 い 。 タ ン パ ク 質 配 列 の 内 部 に 位 置 す る 場 合 に 通 常 β ス ト ラ ン ド を 形 成 す る ア ミ ノ 酸 鎖 は
、 N末 端 ま た は C末 端 に 近 い 位 置 に 位 置 す る 場 合 、 明 白 に は β ス ト ラ ン ド で は な く 、 本 明 細
書 に お い て β 様 ス ト ラ ン ド と 称 す る 高 次 構 造 を と り 得 る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 本 開 示 は 、 VEGFR-2に 結 合 す る 単 一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド を 提 供
す る 。 好 ま し く は 、 単 一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド は ヒ ト KDR、 マ ウ ス Flk-1、 ま た は そ の 両 方
に 結 合 す る 。 単 一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド は 、 少 な く と も 2つ の β シ ー ト の 間 に 分 布 す る 少
な く と も 7つ の β ス ト ラ ン ド ま た は β 様 ス ト ラ ン ド 、 お よ び 2つ の β ス ト ラ ン ド ま た は β 様
ス ト ラ ン ド を 結 合 す る 、 VEGFR-2へ の 結 合 に 関 与 す る 少 な く と も 1つ の ル ー プ 部 分 を 含 む 構
造 構 成 を 有 す る 約 80～ 約 150ア ミ ノ 酸 を 含 み 得 る 。 す な わ ち 、 ル ー プ 部 分 は 2つ の β ス ト ラ
ン ド 、 2つ の β 様 ス ト ラ ン ド 、 ま た は 1つ の β ス ト ラ ン ド と 1つ の β 様 ス ト ラ ン ド を 結 合 し
得 る 。 典 型 的 に 、 1つ ま た は 複 数 の ル ー プ 部 分 は VEGFR-2結 合 に 関 与 す る が 、 1つ の ま た は
複 数 の β ス ト ラ ン ド ま た は β 様 ス ト ラ ン ド 部 分 、 特 に ル ー プ 部 分 に 最 も 近 接 し て 位 置 す る
β ス ト ラ ン ド ま た は β 様 ス ト ラ ン ド 部 分 も ま た VEGFR-2結 合 に 関 与 す る 可 能 性 が あ る 。 単
一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン ド メ イ ン ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 ド メ イ ン で
あ る 構 造 単 位 を 含 み 得 る 。 単 一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド は VEGFR-2の 任 意 の 部 分 に 結 合 し 得
る が 、 VEGFR-2の 細 胞 外 ド メ イ ン に 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド が 好 ま し い 。 結 合 は 、 平 衡 定 数
（ 例 え ば 、 解 離 、 K D ） に 関 し て 、 お よ び 速 度 定 数 （ 例 え ば 、 結 合 速 度 定 数 、 K o n 、 お よ び
解 離 速 度 定 数 、 k o f f ） に 関 し て 評 価 さ れ 得 る 。 単 一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド は 典 型 的 に 、 10
- 6 M未 満 、 ま た は 10 - 7 M、 5x 10 - 8 M、 10 - 8 M未 満 、 も し く は 10 - 9 M未 満 の K D で VEGFR-2に 結 合
す る よ う に 選 択 さ れ る 。 VEGFR-2結 合 ポ リ ペ プ チ ド は 、 VEGFフ ァ ミ リ ー の 1つ 、 2つ 、 ま た
は そ れ 以 上 の メ ン バ ー 、 特 に VEGF-A、 VEGF-C、 お よ び VEGF-Dと の 結 合 に 関 し て 競 合 し 得 り
、 血 管 内 皮 細 胞 の 増 殖 、 血 管 の 透 過 化 、 お よ び 血 管 内 皮 細 胞 の 運 動 性 の 増 加 な ど の 1つ ま
た は 複 数 の VEGFR-2媒 介 性 生 物 学 的 事 象 を 抑 制 し 得 る 。 VEGFR-2結 合 ポ リ ペ プ チ ド は 、 治 療
目 的 に 、 お よ び VEGFR-2の 検 出 ま た は 結 合 が 関 与 す る 任 意 の 目 的 に 使 用 す る こ と が で き る
。 治 療 に 使 用 す る た め の ポ リ ペ プ チ ド は 一 般 に 、 5x10 - 8 M未 満 、 10 - 8 M未 満 、 ま た は 10 - 9 M
未 満 の K D を 有 す る が 、 k o f f が 十 分 に 低 い か ま た は k o n が 十 分 に 高 い 場 合 に は よ り 高 い K D 値
も 許 容 さ れ 得 る 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 VEGFR-2に 結 合 す る 単 一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド は
、 SEQ ID NO:1、 SEQ ID NO:2、 SEQ ID NO:3、 お よ び SEQ ID NO:4か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ
る 共 通 VEGFR-2結 合 配 列 を 含 む 。 好 ま し く は 、 そ の よ う な 配 列 は ル ー プ 、 特 に FGル ー プ 内
に 位 置 し て い る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 単 一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ Ig） 可 変 ド メ イ
ン を 含 む 。 Ig可 変 ド メ イ ン は 、 例 え ば 、 ヒ ト V L ド メ イ ン 、 ヒ ト V H ド メ イ ン 、 お よ び ラ ク ダ
V H H ド メ イ ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 得 る 。 Ig可 変 領 域 の 1つ 、 2つ 、 3つ 、 ま た は そ れ 以 上
の ル ー プ は VEGFR-2へ の 結 合 に 関 与 し 得 り 、 典 型 的 に CDR1、 CDR2、 ま た は CDR3と し て 知 ら
れ る ル ー プ の い ず れ か が VEGFR-2結 合 に 関 与 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 単 一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 ド メ イ ン を 含 む 。
免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 ド メ イ ン の 1つ 、 2つ 、 3つ 、 ま た は そ れ 以 上 の ル ー プ は 、 VEGFR-2へ の 結
合 に 関 与 し 得 る 。 好 ま し い 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 ド メ イ ン は 、 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン タ イ プ III（ F
n3） ド メ イ ン で あ る 。 そ の よ う な ド メ イ ン は 、 N末 端 か ら C末 端 の 順 に 、 β ス ト ラ ン ド ま た
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は β 様 ス ト ラ ン ド 、 A； ル ー プ 、 AB； β ス ト ラ ン ド 、 B； ル ー プ 、 BC； β ス ト ラ ン ド  C； ル
ー プ  CD； β ス ト ラ ン ド  D； ル ー プ  DE； β ス ト ラ ン ド  F； ル ー プ  FG； お よ び β ス ト ラ ン
ド ま た は β 様 ス ト ラ ン ド  Gを 含 み 得 る 。 構 造 構 成 の 例 と し て 、 図 22を 参 照 さ れ た い 。 任 意
に 、 ル ー プ AB、 BC、 CD、 DE、 EF、 お よ び FGの い ず れ か ま た は す べ て が VEGFR-2結 合 に 関 与
し 得 る が 、 好 ま し い ル ー プ は BC、 DE、 お よ び FGで あ る 。 好 ま し い Fn3ド メ イ ン は ヒ ト フ ィ
ブ ロ ネ ク チ ン に 由 来 す る Fn3ド メ イ ン で あ り 、 特 に 1 0 Fn3と 称 さ れ る フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン の 10
番 目 の Fn3ド メ イ ン で あ る 。 本 明 細 書 に 開 示 す る い ず れ の VEGFR-2結 合 ポ リ ペ プ チ ド も 、 天
然 1 0 Fn3と 同 一 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 さ な い こ と ； 配 列 は VEGFR-2結 合 タ ン パ ク 質 が 得 ら れ る
よ う に 改 変 さ れ て い る が 、 タ ン パ ク 質 は 1 0 Fn3の 基 本 的 な 構 造 特 性 を 有 す る こ と 、 お よ び
特 に 、 天 然 1 0 Fn3と の 認 識 で き る 配 列 相 同 性 を 保 持 す る も の を そ れ で も な お 本 明 細 書 で は
「 1 0 Fn3ポ リ ペ プ チ ド 」 と 称 す る こ と に 留 意 さ れ た い 。 こ の 命 名 法 は 、 例 え ば 、 特 定 の 標
的 タ ン パ ク 質 に 対 し て 作 製 さ れ た 組 換 え 抗 体 V L ド メ イ ン は 任 意 の 天 然 V L ド メ イ ン と 同 一 で
は な い 場 合 も あ る が 、 そ れ に も か か わ ら ず こ の タ ン パ ク 質 が V L タ ン パ ク 質 と 承 認 さ れ る 、
抗 体 分 野 に お い て 認 め ら れ る 命 名 法 と 類 似 し て い る 。 1 0 Fn3ポ リ ペ プ チ ド は 、 SEQ ID NO:5
に 示 す ヒ ト 1 0 Fn3ド メ イ ン と 少 な く と も 60%、 65%、 70%、 75%、 80%、 85%、 ま た は 90%同 一 で
あ っ て よ い 。 可 変 性 の 大 部 分 は 一 般 に 、 1つ ま た は 複 数 の ル ー プ 内 に 存 在 す る 。 そ の よ う
な 可 変 性 が 生 理 的 条 件 に お い て ポ リ ペ プ チ ド の 安 定 性 を 破 壊 し な い な ら ば 、 1 0 Fn3ポ リ ペ
プ チ ド の β ス ト ラ ン ド ま た は β 様 ス ト ラ ン ド は そ れ ぞ れ 本 質 的 に 、 SEQ ID NO:5の 対 応 す
る β ス ト ラ ン ド ま た は β 様 ス ト ラ ン ド の 配 列 と 少 な く と も 80%、 85%、 90%、 95%、 ま た は 10
0%同 一 で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な っ て よ い 。 1 0 Fn3ポ リ ペ プ チ ド は 、 SEQ ID NO:5の 対 応 す
る ル ー プ の 配 列 と 少 な く と も 80%、 85%、 90%、 95%、 ま た は 100%同 一 で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 か
ら 本 質 的 に な る ル ー プ AB、 CD、 お よ び EFの 配 列 を そ れ ぞ れ 有 し 得 る 。 多 く の 場 合 、 ル ー プ
BC、 DE、 お よ び FGの い ず れ か ま た は す べ て は 、 SEQ ID NO:5と 比 較 し て 保 存 性 が 低 い 。 例
え ば 、 ル ー プ BC、 DE、 お よ び FGは す べ て 、 SEQ ID NO:5の 対 応 す る ル ー プ と 20%、 10%未 満
、 ま た は 0%の 同 一 性 で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 本 開 示 は 、 VEGFR-2に 結 合 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 折 り た た み を 有
す る ド メ イ ン を 含 む 非 抗 体 ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 非 抗 体 ポ リ ペ プ チ ド は 20 kDa未 満 ま
た は 15 kDa未 満 の 分 子 量 を 有 し 得 り 、 一 般 に （ 例 え ば 、 ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 更 に よ り ） Fn3
骨 格 な ど の 参 照 ま た は 「 骨 格 」 タ ン パ ク 質 に 由 来 す る 。 非 抗 体 ポ リ ペ プ チ ド は 、 10 - 6 M未
満 、 ま た は 10 - 7 M未 満 、 5x10 - 8 M未 満 、 10 - 8 M未 満 、 も し く は 10 - 9 M未 満 の K D で VEGFR-2と 結
合 し 得 る 。 未 改 変 の 参 照 タ ン パ ク 質 は VEGFR-2に 意 味 を も っ て 結 合 し な い か 、 ま た は 10 - 6 M
を 超 え る K D で 結 合 す る 。 非 抗 体 ポ リ ペ プ チ ド は 、 特 に 5x10 - 8 M未 満 、 10 - 8 M未 満 、 ま た は 10
- 9 M未 満 の K D を 有 す る 場 合 に VEGFシ グ ナ ル 伝 達 を 阻 害 し 得 る が 、 k o f f が 十 分 に 低 い 場 合 に
は （ 例 え ば 、 5x10 - 4  S - 1 ） そ れ よ り も 高 い K D 値 も 許 容 さ れ 得 る 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 折 り た
た み は 1 0 Fn3ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 本 開 示 は 、 VEGFR-2に 結 合 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 折 り た た み を 有 す
る 単 一 ド メ イ ン を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 ポ リ ペ プ チ ド は 20 kDa未 満 ま た は 15 kDa
未 の 分 子 量 を 有 し 得 り 、 一 般 に （ 例 え ば 、 ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 更 に よ り ） 免 疫 グ ロ ブ リ ン の
可 変 ド メ イ ン に 由 来 す る 。 ポ リ ペ プ チ ド は 、 10 - 6 M未 満 、 ま た は 10 - 7 M未 満 、 5x10 - 8  M未 満
、 10 - 8 M未 満 、 も し く は 10 - 9 M未 満 の K D で VEGFR-2と 結 合 し 得 る 。 ポ リ ペ プ チ ド は 、 特 に 5x1
0 - 8 M未 満 、 10 - 8 M未 満 、 ま た は 10 - 9 M未 満 の K D を 有 す る 場 合 に VEGFシ グ ナ ル 伝 達 を 阻 害 し 得
る が 、 k o f f が 十 分 に 低 い か ま た は k o n が 十 分 に 高 い 場 合 に は そ れ よ り も 高 い K D 値 も 許 容 さ
れ 得 る 。 特 定 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン に 由 来 す る 免 疫
グ ロ ブ リ ン 折 り た た み を 有 し 、 VEGFR-2に 結 合 し 得 る 単 一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド は 、 SEQ I
D NO:241～ 310か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 特 定 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 開 示 は 、 SEQ ID NO:192～ 194の い ず れ か の ア ミ ノ 酸 配
列 を 含 む VEGFR-2結 合 タ ン パ ク 質 を 提 供 す る 。 SEQ ID NO:194の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ
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プ チ ド の 場 合 、 関 心 対 象 の PEG部 分 ま た は 他 の 部 分 を 93位 に シ ス テ イ ン に 共 有 結 合 す る こ
と が で き る 。 PEG部 分 は ま た 、 ポ リ ペ プ チ ド 内 の ア ミ ン 部 分 に 共 有 結 合 す る こ と も で き る
。 ア ミ ン 部 分 は 、 例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド の N末 端 に 見 出 さ れ る 1級 ア ミ ン ま た は リ ジ ン も し
く は ア ル ギ ニ ン な ど の ア ミ ノ 酸 内 に 存 在 す る ア ミ ン 基 で あ っ て よ い 。 特 定 の 態 様 に お い て
、 PEG部 分 は 、 a) N末 端 、 b) N末 端 と 最 も N末 端 側 の β ス ト ラ ン ド ま た は β 様 ス ト ラ ン ド の
間 ； c) 標 的 結 合 部 位 と 反 対 側 の ポ リ ペ プ チ ド 面 上 に 位 置 す る ル ー プ ； d) C末 端 と 最 も C末
端 側 の β ス ト ラ ン ド ま た は β 様 ス ト ラ ン ド の 間 ； お よ び e) C末 端 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ
る ポ リ ペ プ チ ド 上 の 位 置 に 結 合 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 特 定 の 局 面 に お い て 、 本 開 示 は 、 VEGFR-2結 合 を 媒 介 す る 短 い ペ プ チ ド 配 列 を 提 供 す る
。 そ の よ う な 配 列 は 、 単 離 さ れ た 形 態 で 、 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ も し く は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様
ド メ イ ン な ど の 特 定 の タ ン パ ク 質 構 造 内 に 挿 入 さ れ た 場 合 に 、 VEGFR-2結 合 を 媒 介 し 得 る
。 そ の よ う な 配 列 の 例 に は 、 SEQ ID NO:1～ 4と し て 開 示 さ れ る 配 列 、 お よ び SEQ ID NO:1
～ 4と 少 な く と も 85%、 90%、 ま た は 95%同 一 で あ り 、 か つ VEGFR-2結 合 活 性 を 保 持 す る 他 の
配 列 が 含 ま れ る 。 し た が っ て 本 開 示 は 、 SEQ ID NO:1～ 4の い ず れ か の 配 列 と 少 な く と も 85
%同 一 で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 VEGFR-2に 結 合 し 、 か つ VEGFR-2へ の 結 合 に 関 し て VEGF
種 と 競 合 す る 実 質 的 に 純 粋 な ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 そ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド の 例 に は
、 SEQ ID NO:6～ 183、 186～ 197、 お よ び 199の い ず れ か の 配 列 と 少 な く と も 85%同 一 で あ る
ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 80%、 85%、 90%、 95%、 ま た は 100%同 一 で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含
む ポ リ ペ プ チ ド が 含 ま れ る 。 好 ま し く は 、 そ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド は VEGFの 生 物 活 性 を 阻
害 し 、 10 - 6 M未 満 、 ま た は 10 - 7 M未 満 、 5x10 - 8 M未 満 、 10 - 8 M未 満 、 も し く は 10 - 9 M未 満 の K D
で VEGFR-2と 結 合 し 得 る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 特 定 の 態 様 に お い て は 、 本 明 細 書 に 記 載 す る VEGFR-2結 合 ポ リ ペ プ チ ド の い ず れ か を 、
例 え ば 、 同 様 に VEGFR-2に 結 合 す る 部 分 （ 例 え ば 、 第 2の 同 一 な ま た は 異 な る VEGFR-2結 合
ポ リ ペ プ チ ド ） 、 異 な る 標 的 に 結 合 す る 部 分 （ 例 え ば 、 二 重 特 異 性 性 結 合 剤 を 作 製 す る た
め ） 、 標 識 部 分 、 タ ン パ ク 質 の 精 製 を 容 易 に す る 部 分 、 ま た は 改 善 さ れ た 薬 物 動 態 を 提 供
す る 部 分 を 含 む 、 1つ ま た は 複 数 の さ ら な る 部 分 と 結 合 す る こ と が で き る 。 薬 物 動 態 の 改
善 は 、 認 知 さ れ る 治 療 必 要 性 に 従 っ て 評 価 さ れ 得 る 。 お そ ら く は 投 薬 後 に タ ン パ ク 質 が 血
清 中 に 利 用 で き る 状 態 で 残 存 す る 時 間 を 延 長 す る こ と に よ っ て 、 生 物 学 的 利 用 能 を 増 加 さ
せ る こ と お よ び /ま た は 投 薬 間 の 時 間 を 延 長 す る こ と が 望 ま し い 場 合 が 多 い 。 場 合 に よ っ
て は 、 長 期 に わ た る タ ン パ ク 質 の 血 清 濃 度 の 継 続 性 を 改 善 す る こ と （ 例 え ば 、 投 与 の 直 後
お よ び 次 の 投 与 の 直 前 の タ ン パ ク 質 の 血 清 濃 度 の 相 違 を 減 少 さ せ る こ と ） が 望 ま し い 。 血
液 か ら の タ ン パ ク 質 排 除 を 遅 延 さ せ る 傾 向 が あ る 部 分 に は 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 糖
（ 例 え ば 、 シ ア ル 酸 ） 、 お よ び 許 容 性 の 良 好 な タ ン パ ク 質 部 分 （ 例 え ば 、 Fc断 片 ま た は 血
清 ア ル ブ ミ ン ） が 含 ま れ る 。 単 一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド は 、 哺 乳 動 物 （ 例 え ば 、 マ ウ ス 、
ラ ッ ト 、 ま た は ヒ ト ） に お け る ポ リ ペ プ チ ド の 排 除 速 度 を 未 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド の 1/3未 満
に 減 少 さ せ る 部 分 に 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 薬 物 動 態 の 改 善 の 他 の 尺 度 に は 血 中 半 減 期
が 含 ま れ 得 り 、 血 中 半 減 期 は α 相 と β 相 に 分 類 さ れ る 場 合 が 多 い 。 適 切 な 部 分 を 付 加 す る
こ と に よ っ て 、 こ れ ら の 相 の 一 方 ま た は 両 方 を 改 善 す る こ と が で き る 。 ポ リ エ チ レ ン グ リ
コ ー ル を 使 用 す る 場 合 、 1つ ま た は 複 数 の PEG分 子 を タ ン パ ク 質 の 異 な る 位 置 に 結 合 す る こ
と が で き 、 そ の よ う な 結 合 は 、 ア ミ ン 、 チ オ ー ル 、 ま た は 他 の 適 切 な 反 応 基 と の 反 応 に よ
っ て 達 成 さ れ 得 る 。 PEG化 は 、 適 切 な 反 応 基 を タ ン パ ク 質 に 導 入 し て 、 PEG化 が 優 先 的 に 起
こ る 部 位 を 作 製 す る 、 部 位 特 異 的 PEG化 に よ っ て 達 成 さ れ 得 る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、
タ ン パ ク 質 は 、 所 望 の 位 置 で シ ス テ イ ン 残 基 を 有 し 、 シ ス テ イ ン に お け る 部 位 特 異 的 PEG
化 が 可 能 に な る よ う に 改 変 さ れ る 。 PEGの 分 子 量 は 広 範 囲 に わ た り 様 々 で あ っ て よ く 、 PEG
は 分 岐 し て い て も 直 鎖 状 で あ っ て も よ い 。 特 に 本 開 示 は 、 PEG化 が 1 0 Fn3ポ リ ペ プ チ ド の 標
的 結 合 活 性 と 適 合 し 得 る こ と 、 お よ び さ ら に PEG化 に よ っ て そ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド の 薬
物 動 態 が 改 善 さ れ る こ と を 証 明 す る 。 し た が っ て 、 1つ の 態 様 に お い て 本 開 示 は 、 そ の よ
う な ポ リ ペ プ チ ド が 結 合 し 得 る 標 的 に か か わ ら ず 、 PEG化 型 の 1 0 Fn3ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す
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る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 本 開 示 は 、 本 明 細 書 に 開 示 す る VEGFR-2結 合 ポ リ ペ プ チ ド の い ず
れ か を 含 む 製 剤 を 提 供 す る 。 製 剤 は 、 VEGFR-2結 合 ポ リ ペ プ チ ド お よ び 薬 学 的 に 許 容 さ れ
る 担 体 を 含 む 治 療 製 剤 で あ っ て よ い 。 製 剤 は ま た 、 抗 癌 剤 ま た は 抗 血 管 新 生 剤 な ど の さ ら
な る 活 性 物 質 を 含 む 複 合 製 剤 で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 特 定 の 局 面 に お い て 、 本 開 示 は 、 細 胞 中 の VEGF生 物 活 性 を 阻 害 す る た め 、 ま た は VEGFR-
2に よ っ て 媒 介 さ れ る 生 物 活 性 を 阻 害 す る た め に 、 VEGFR-2結 合 タ ン パ ク 質 を 使 用 す る 方 法
を 提 供 す る 。 細 胞 は イ ン ビ ボ に 存 在 し て も エ ク ス ビ ボ に 存 在 し て も よ く 、 例 え ば 生 体 の 細
胞 、 培 養 細 胞 、 ま た は 組 織 試 料 中 の 細 胞 で あ っ て よ い 。 本 方 法 は 、 細 胞 を 、 本 明 細 書 に お
い て 開 示 す る VEGFR-2阻 害 ポ リ ペ プ チ ド の い ず れ か と 、 そ の よ う な 生 物 活 性 を 阻 害 す る の
に 十 分 な 量 で お よ び 十 分 な 時 間 接 触 さ せ る 段 階 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 特 定 の 局 面 に お い て 、 本 開 示 は 、 VEGFま た は VEGFR-2の 阻 害 に 応 答 す る 病 態 を 有 す る 患
者 を 治 療 す る 方 法 を 提 供 す る 。 そ の よ う な 方 法 は 、 患 者 に 、 本 明 細 書 に 記 載 す る VEGFR-2
阻 害 ポ リ ペ プ チ ド の い ず れ か の 有 効 量 を 投 与 す る 段 階 を 含 み 得 る 。 病 態 は 、 不 適 切 な 血 管
新 生 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 病 態 で あ っ て よ い 。 病 態 は 過 剰 増 殖 性 病 態 で あ っ て よ い 。 治
療 に 適 し た 病 態 （ ま た は 疾 患 ） の 例 に は 、 自 己 免 疫 疾 患 、 炎 症 性 疾 患 、 網 膜 症 （ 特 に 増 殖
性 網 膜 症 ） 、 お よ び 癌 が 含 ま れ る 。 疾 患 、 特 に 自 己 免 疫 疾 患 、 炎 症 性 疾 患 、 網 膜 症 、 お よ
び 癌 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 疾 患 を 治 療 す る 医 薬 品 を 調 製 す る た め に 、 本 明 細 書 に 記 載
す る VEGR-2阻 害 ポ リ ペ プ チ ド の い ず れ か を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 特 定 の 局 面 に お い て 、 本 開 示 は 、 試 料 中 の VEGFR-2を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。 方 法 は
、 ポ リ ペ プ チ ド -VEGFR-2複 合 体 が 形 成 さ れ 得 る 条 件 下 で 、 試 料 を 本 明 細 書 に 記 載 す る VEGF
R-2結 合 ポ リ ペ プ チ ド と 接 触 さ せ る 段 階 ； お よ び 複 合 体 を 検 出 し 、 そ れ に よ っ て 試 料 中 の V
EGFR-2を 検 出 す る 段 階 を 含 み 得 る 。 検 出 は 、 例 え ば 、 X線 検 査 、 免 疫 学 的 ア ッ セ イ 、 蛍 光
検 出 、 質 量 分 析 、 ま た は 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 な ど 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 任 意 の
技 法 を 用 い て 実 施 し 得 る 。 試 料 は 、 生 検 試 料 、 特 に 腫 瘍 の 生 検 試 料 、 疑 わ し い 腫 瘍 、 ま た
は 望 ま し く な い 血 管 新 生 を 起 こ し て い る こ と が 疑 わ れ る 組 織 な ど の 生 物 試 料 で あ る 場 合 が
多 い 。 試 料 は 、 ヒ ト ま た は 他 の 哺 乳 動 物 に 由 来 し 得 る 。 VEGFR-2結 合 ポ リ ペ プ チ ド は 、 放
射 性 部 分 、 蛍 光 部 分 、 発 光 部 分 、 化 学 発 光 部 分 、 ハ プ テ ン 部 分 な ど で 標 識 す る こ と が で き
る 。 VEGFR-2結 合 ポ リ ペ プ チ ド は 、 固 体 支 持 体 上 に 固 定 化 し て も よ い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 開 示 の 別 の 局 面 は 、 本 明 細 書 に 掲 示 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 む 核
酸 に 関 す る 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 核 酸 は 、 SEQ ID NO:6～ 183、 186～ 197、 199、 お よ び 2
41～ 528の い ず れ か か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 み
得 る 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 核 酸 は 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 に お い て SEQ ID NO:184の
核 酸 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 ヒ ト KDRと 1x10-6M未 満 の KDで 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー
ド す る 核 酸 配 列 を 含 む 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 核 酸 は 、 SEQ ID NO:184お よ び SEQ ID NO:1
85か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 核 酸 配 列 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 開 示 の さ ら な る 局 面 は 、 プ ロ モ ー タ ー と 機 能 的 に 連 結 さ れ た 、 本 明 細 書 に 開 示 す る ポ
リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー に 関 す る 。 本 開 示 の 別 の 局 面 は 、 本 明 細
書 に 開 示 す る 核 酸 を 含 む 細 胞 に 関 す る 。 ま た 、 本 開 示 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を
発 現 さ せ る 段 階 を 含 む 、 VEGFR-2、 例 え ば KDRと 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド を 生 成 す る 方 法 を 提
供 す る 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 核 酸 は 、 SEQ ID NO:6～ 183、 186～ 197、 199、 お よ び 241～
528の い ず れ か か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 を 含 み 得 る 。 特
定 の 局 面 に お い て 、 核 酸 は 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 に お い て SEQ ID NO:184の 核 酸 配 列
と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 配 列 を 含 む 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 核 酸 は 、 SEQ ID NO:184お よ び S
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EQ ID NO:185か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 核 酸 配 列 を 含 む 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 核 酸 は 細
胞 内 で 発 現 さ れ る 。 ま た は 、 核 酸 は 無 細 胞 系 で 発 現 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 特 定 の 局 面 に お い て 、 本 開 示 は 、 ポ リ ペ プ チ ド が ど の 標 的 に 結 合 す る よ う に 操 作 さ れ る
か に か か わ ら ず 、 任 意 の 1 0 Fn3ポ リ ペ プ チ ド に 適 用 で き る 発 見 を 提 供 す る 。 上 記 の よ う に
、 本 開 示 は 、 PEGを 用 い て 、 標 的 結 合 を 大 き く 妨 げ る こ と な く 1 0 Fn3ポ リ ペ プ チ ド の 薬 物 動
態 の 改 善 に 成 功 し 得 る こ と を 実 証 す る 。 し た が っ て 本 開 示 は 、 標 的 に 結 合 し 、 か つ 非 PEG
化 ポ リ ペ プ チ ド と 比 較 し て 改 善 さ れ た 薬 物 動 態 を 有 す る PEG化 1 0 Fn3ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す
る 。 さ ら な る 態 様 に お い て 、 本 開 示 は 、 1 0 Fn3ポ リ ペ プ チ ド の 最 初 の 8ア ミ ノ 酸 を 欠 失 さ せ
る こ と で 、 標 的 結 合 親 和 性 が 増 加 し 得 る こ と を 実 証 す る 。 し た が っ て 本 開 示 は 、 最 初 の 8
ア ミ ノ 酸 （ SEQ ID NO:5の 配 列 を 参 照 に し て 番 号 付 け さ れ た ア ミ ノ 酸 ） を 欠 く 1 0 Fn3ポ リ ペ
プ チ ド を 提 供 す る 。 翻 訳 お よ び 適 切 な プ ロ セ シ ン グ を 促 進 す る た め に 、 1つ ま た は 2つ の ア
ミ ノ 酸 を 欠 失 型 の ポ リ ペ プ チ ド に 付 加 し 得 る こ と が 理 解 さ れ る 。 本 開 示 は 、 1 0 Fn3ポ リ ペ
プ チ ド の 皮 下 投 与 に よ っ て 、 ポ リ ペ プ チ ド の 血 流 へ の 放 出 が 遅 延 さ れ る こ と 、 お よ び 1 0 Fn
3ポ リ ペ プ チ ド の 最 大 血 清 濃 度 が 減 少 す る こ と を 実 証 す る 。 し た が っ て 本 開 示 は 、 皮 下 投
与 に よ っ て 患 者 に 1 0 Fn3ポ リ ペ プ チ ド を 投 与 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 投 与 経 路 は 、 静 脈
内 投 与 と 比 較 し て 放 出 の 遅 延 を 達 成 す る た め に 、 お よ び /ま た は 同 等 の 投 与 量 を 静 脈 内 投
与 す る こ と に よ っ て 達 成 さ れ る 最 大 血 清 濃 度 と 比 較 し て 、 1 0 Fn3ポ リ ペ プ チ ド の 最 大 血 清
濃 度 を 少 な く と も 25%ま た は 少 な く と も 50%減 少 さ せ る た め に 有 用 で あ り 得 る 。 投 与 す る 1 0

Fn3ポ リ ペ プ チ ド は 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 部 分 な ど 、 1 0 Fn3ポ リ ペ プ チ ド の 血 中 半 減 期
を 延 長 さ せ る （ ま た は 排 除 速 度 を 減 少 さ せ る 、 も し く は 同 様 に 別 の 薬 物 動 態 パ ラ メ ー タ に
影 響 を 及 ぼ す ） 部 分 と 結 合 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 投 与 す る 1 0 Fn3ポ リ ペ プ チ ド
は 、 SEQ ID NO:5と 少 な く と も 60%、 65%、 70%、 75%、 80%、 85%、 90%同 一 で あ る ア ミ ノ 酸 配
列 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 特 定 の 局 面 に お い て 、 本 開 示 は 、 第 1哺 乳 動 物 に 由 来 す る 予 め 選 択 さ れ た 標 的 タ ン パ ク
質 、 お よ び 第 2哺 乳 動 物 に 由 来 す る そ の 相 同 体 に 結 合 す る 単 一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド を 提
供 す る 。 そ の よ う な 単 一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド は 、 第 1哺 乳 動 物 が ヒ ト で あ り 、 第 2哺 乳 動
物 が 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 モ ル モ ッ ト 、 イ ヌ 、 ま た は 非 ヒ ト 霊 長 動 物 な ど 、 前 臨 床 試 験 を 行
う の に 望 ま し い 哺 乳 動 物 で あ る 場 合 に 、 特 に 有 用 で あ る 。 本 開 示 は 、 そ の よ う な 二 重 特 異
性 を 有 す る よ う に 単 一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド を 操 作 で き る こ と 、 な ら び に 二 重 特 異 性 に よ
っ て 、 ヒ ト 細 胞 、 ヒ ト 対 象 、 お よ び 動 物 モ デ ル に お い て 同 じ ポ リ ペ プ チ ド を 試 験 で き る こ
と で 、 薬 物 開 発 が 簡 便 に な る こ と を 実 証 す る 。 好 ま し く は 、 二 重 特 異 性 ポ リ ペ プ チ ド が 作
製 で き る よ う に 、 第 1哺 乳 動 物 の 予 め 選 択 さ れ た 標 的 タ ン パ ク 質 と 第 2哺 乳 動 物 に 由 来 す る
そ の 相 同 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 十 分 に 類 似 し て い る 。 例 え ば 、 予 め 選 択 さ れ た 標 的 タ ン パ
ク 質 お よ び 第 2哺 乳 動 物 に 由 来 す る 相 同 体 は 、 少 な く と も 50ア ミ ノ 酸 の 領 域 に わ た り 少 な
く と も 80%、 90%、 ま た は 95%の 同 一 性 を 共 有 し 得 り 、 任 意 に は 全 タ ン パ ク 質 配 列 に わ た り
、 ま た は 膜 タ ン パ ク 質 の 場 合 に は 細 胞 外 ド メ イ ン の 配 列 に わ た り 、 少 な く と も 80%、 90%、
ま た は 95%の 同 一 性 を 共 有 し 得 る 。 こ の 種 類 の 二 重 特 異 性 結 合 特 性 を 有 す る 単 一 ド メ イ ン
ポ リ ペ プ チ ド は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 ド メ イ ン を 含 み 得 り 、 好 ま し く
は 、 1x10 - 6 M、 1x10 - 7 M、 5x10 - 8 M、 1x10 - 8 M、 ま た は 1x10 - 9 M未 満 の 解 離 定 数 で 、 予 め 選 択
さ れ た ヒ ト 標 的 タ ン パ ク 質 お よ び そ の 相 同 体 の 両 方 に 結 合 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
1. 概 要
　 本 明 細 書 は と り わ け 、 VEGFR-2受 容 体 に 結 合 す る 新 規 な 単 一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の 同
定 お よ び 生 成 に つ い て 記 載 す る 。 ヒ ト で は KDRお よ び マ ウ ス で は FLK-1と も 称 さ れ る VEGFR-
2は 、 VEGFシ グ ナ ル 伝 達 の 血 管 新 生 促 進 効 果 の 主 要 な メ デ ィ エ ー タ ー で あ る 。 VEGFR-2に は
VEGF-A、 VEGF-C、 お よ び VEGF-Dが 結 合 し 、 VEGFR-2は こ れ ら に よ っ て 活 性 化 さ れ る 。 血 管
内 皮 細 胞 で は 、 VEGFR-2の 活 性 化 に よ っ て 細 胞 の 増 殖 お よ び 遊 走 が 促 進 さ れ 、 イ ン ビ ボ で
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は 、 VEGFR-2の 活 性 化 に よ っ て 血 管 新 生 が 誘 発 さ れ 、 ま た 脈 管 構 造 の 透 過 性 が 増 加 す る 。
血 管 新 生 の 増 大 は 腫 瘍 増 殖 お よ び 様 々 な 網 膜 症 の 重 要 な 特 徴 と し て 確 立 し て お り 、 脈 管 構
造 の 透 過 性 の 増 加 は 多 く の 炎 症 反 応 に お け る 重 要 な 事 象 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 開 示 は 、 VEGFR-2に 結 合 す る 何 百 も の 単 一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る が 、 そ の
多 く は イ ン ビ ト ロ お よ び /ま た は イ ン ビ ボ VEGFア ン タ ゴ ニ ス ト 活 性 を 示 す 。 VEGFア ン タ ゴ
ニ ス ト 活 性 を 有 す る 単 一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド は 、 多 く の 治 療 用 途 に お い て 有 用 で あ る と
考 え ら れ る 。 抗 KDR抗 体 は 、 癌 お よ び 癌 に 起 因 す る 合 併 症 か ら 増 殖 性 網 膜 症 、 炎 症 性 疾 患
、 お よ び 線 維 症 に わ た る 疾 患 お よ び 病 態 に 対 し て 、 イ ン ビ ボ 有 用 性 を 有 す る と し て 確 立 さ
れ て い る 。 本 明 細 書 に 提 示 す る イ ン ビ ボ お よ び イ ン ビ ト ロ デ ー タ に よ れ ば 、 単 一 ド メ イ ン
ポ リ ペ プ チ ド は 同 じ 疾 患 範 囲 の 治 療 に お い て 有 用 で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 治 療 用 途 に 加 え て 、 VEGFR-2結 合 単 一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド は 、 VEGFR-2を 検 出 す る こ と
が 望 ま し い 任 意 の 状 況 に お い て 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 造 血 系 統 の 特 に 有 用 な 細
胞 を 含 む 多 く の 幹 細 胞 は VEGFR-2を 発 現 す る 。 KDR結 合 ポ リ ペ プ チ ド を 特 に 標 識 形 式 で 使 用
し て 、 幹 細 胞 を 検 出 す る こ と お よ び 細 胞 選 別 を 容 易 に す る こ と が で き る 。 イ ン ビ ボ で は 、
標 識 VEGFR-2結 合 ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て 、 VEGFR-2が 発 現 さ れ て い る 組 織 を 画 像 化 す る こ と
が で き る 。 VEGFR-2発 現 の 上 昇 は 、 特 に 高 レ ベ ル の 血 管 新 生 活 性 ま た は 炎 症 活 性 を 表 し て
い る 組 織 に 特 有 で あ る 。 組 織 試 料 の 組 織 学 的 解 析 も ま た 、 VEGFR-2の 検 出 か ら 恩 恵 を 受 け
得 る 。 例 え ば 、 抗 VEGFR-2ま た は 抗 VEGF治 療 の 有 効 可 能 性 を 評 価 す る た め に 、 腫 瘍 生 検 試
料 に お い て VEGFR-2発 現 を 検 出 す る こ と が 望 ま し い 場 合 が あ る 。 興 味 深 い こ と に 、 本 明 細
書 に 開 示 す る VEGFR-2結 合 タ ン パ ク 質 の 多 く は 、 ナ ノ モ ル 濃 度 の 解 離 定 数 で VEGFR-2に 結 合
す る に も か か わ ら ず 、 VEGFR-2媒 介 性 生 物 学 的 事 象 に 有 意 な 効 果 を 及 ぼ し 得 な い 。 し た が
っ て そ の よ う な 結 合 タ ン パ ク 質 は 、 VEGFR-2媒 介 性 事 象 を 有 意 に 撹 乱 す る こ と な く VEGFR-2
を 発 現 す る 細 胞 を 選 択 的 に 標 識 す る こ と が 望 ま し い 場 合 が 多 い 、 イ ン ビ ボ 可 視 化 法 ま た は
細 胞 標 識 法 に お い て 有 用 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 開 示 は 、 VEGFR-2へ の 結 合 に 重 要 で あ る 新 規 単 一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド お よ び ア ミ ノ
酸 モ チ ー フ を 同 定 す る た め の 、 核 酸 -タ ン パ ク 質 融 合 物 （ RNA-タ ン パ ク 質 お よ び DNA-タ ン
パ ク 質 融 合 物 ） を 利 用 す る 、 PROfusion（ 商 標 ） と 称 さ れ る イ ン ビ ト ロ デ ィ ス プ レ イ 技 術
の 使 用 に つ い て 記 載 す る 。 核 酸 -タ ン パ ク 質 融 合 技 術 と は 、 タ ン パ ク 質 を そ の コ ー ド 遺 伝
情 報 と 共 有 結 合 さ せ る デ ィ ス プ レ イ 技 術 で あ る 。 PROfuion（ 商 標 ） 技 術 を 用 い て 、 ヒ ト フ
ィ ブ ロ ネ ク チ ン タ イ プ 3ド メ イ ン （ 1 0 Fn3） に 基 づ く 骨 格 を 使 用 し て 構 築 さ れ た 、 ま た は 抗
体 軽 鎖 の 可 変 ド メ イ ン か ら 構 築 さ れ た 単 一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 の 集 合
体 を ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 発 現 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド は 骨 格 タ ン パ ク 質 の 「 ラ イ ブ ラ リ ー 」
と 称 さ れ る が 、 こ れ を 高 親 和 性 で VEGFR-2と 結 合 し 得 る ポ リ ペ プ チ ド に 関 し て ス ク リ ー ニ
ン グ し た 。 本 発 明 者 ら は 、 骨 格 タ ン パ ク 質 の こ の ラ イ ブ ラ リ ー か ら 、 VEGFR-2に 結 合 し 、
場 合 に よ っ て は VEGF生 物 活 性 を 阻 害 す る 新 規 な 単 一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド を 単 離 し た 。 さ
ら に 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 骨 格 内 に 位 置 す る 多 く の 独 立 し て ラ ン ダ ム
化 し た ル ー プ が 、 VEGFR-2結 合 に 関 与 す る 共 通 配 列 の 関 連 セ ッ ト に 収 束 す る 傾 向 が あ る こ
と が 見 出 さ れ た 。 し た が っ て 、 こ れ ら の 共 通 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド は 、 こ れ ら が 同 定
さ れ た タ ン パ ク 質 状 況 か ら 分 離 さ れ た 場 合 で さ え も 、 VEGFR-2結 合 剤 と し て 有 用 で あ る こ
と が 予 想 さ れ る 。 例 え ば 、 SEQ ID NO1～ 4を 参 照 さ れ た い 。 そ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド は 、
独 立 し た 小 ペ プ チ ド VEGFR-2結 合 剤 と し て 使 用 し 得 り 、 ま た は 他 の タ ン パ ク 質 、 特 に 免 疫
グ ロ ブ リ ン ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 折 り た た み を 共 有 す る タ ン パ ク 質 内 に 位 置 し 得 る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 上 記 し た よ う に 、 本 開 示 は 、 VEGFR-2へ の 高 親 和 性 結 合 、 VEGF-A、 VEGF-C、 ま た は VEGF-
Dの 1つ ま た は 複 数 に 関 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト 作 用 、 お よ び 薬 物 動 態 の 改 善 な ど の 特 定 の 所 望
の 特 性 を 有 す る 単 一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド が 、 有 効 な 抗 癌 剤 と し て 使 用 さ れ 得 る こ と を 実
証 す る 。 抗 癌 剤 と し て の そ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド の 有 効 性 は 、 癌 に お け る 血 管 新 生 の 役 割
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に 関 連 し て い る こ と が 予 想 さ れ る が 、 本 発 明 者 ら は 任 意 の 特 定 の 機 構 に 縛 ら れ る こ と を 望
ま な い 。 形 式 上 、 本 単 一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド が 、 血 管 新 生 過 程 と は 無 関 係 の 理 由 で 癌 に
対 し て 有 効 で あ る と い う 可 能 性 も あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 者 ら の 知 る 限 り 、 本 開 示 は 、 イ ン ビ ボ で の 治 療 効 果 を 達 成 す る た め に Fn3に 基 づ
く ポ リ ペ プ チ ド を 使 用 す る 、 初 め て 成 功 し た 試 み で あ る 。 イ ン ビ ボ 有 効 性 を 達 成 す る た め
に な さ れ た 改 善 お よ び 発 見 の 多 く は 、 Fn3に 基 づ く 他 の ポ リ ペ プ チ ド に も 広 く 適 用 で き る
と 考 え ら れ る 。 す な わ ち 、 Fn3に 基 づ く ポ リ ペ プ チ ド の リ ガ ン ド 結 合 特 性 は 一 般 に 、 溶 媒
接 近 ル ー プ 領 域 内 に 位 置 す る 比 較 的 少 数 の ア ミ ノ 酸 に よ っ て 決 定 さ れ る が 、 Fn3に 基 づ く
ポ リ ペ プ チ ド の 薬 物 動 態 特 性 な ど の 他 の 特 性 は 、 リ ガ ン ド 結 合 に 直 接 関 与 せ ず 、 ま た 標 的
タ ン パ ク 質 に か か わ ら ず タ ン パ ク 質 間 で 保 存 さ れ て い る タ ン パ ク 質 の 大 部 分 に よ っ て 決 定
さ れ る 傾 向 が あ る 。 こ れ は 、 CDR領 域 と 称 さ れ る 少 数 の ル ー プ が 抗 原 結 合 を 媒 介 し 、 イ ン
ビ ボ 抗 体 挙 動 の 他 の 特 性 は 主 と し て 保 存 さ れ た フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 お よ び 定 常 ド メ イ ン に
よ っ て 決 定 さ れ る 抗 体 に も 当 て は ま る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 「 阻 害 す る 」 と は 、 本 明 細 書 に お い て は 以 下 の い ず れ か に 関 し て 使 用 さ れ る 場 合 が 多 い
、 現 象 の 測 定 可 能 な 減 少 を 意 味 す る ： ポ リ ペ プ チ ド 処 理 し て い な い 対 照 試 料 と 比 較 し た 、
VEGFと VEGFRと の 相 互 作 用 、 VEGFも し く は VEGFR媒 介 性 血 管 新 生 、 血 管 新 生 、 血 管 新 生 の 症
状 、 VEGFR含 有 細 胞 の 生 存 度 、 VEGF依 存 性 Ba/F3細 胞 の 生 存 度 、 ま た は VEGFも し く は VEGFR
媒 介 性 細 胞 増 殖 。 活 性 ま た は 相 互 作 用 の 減 少 が 少 な く と も 10%、 好 ま し く は 20%、 30%、 40%
、 ま た は 50%、 よ り 好 ま し く は 60%、 70%、 80%、 90%、 ま た は そ れ 以 上 で あ る 場 合 、 ポ リ ペ
プ チ ド は VEGFま た は VEGFR-2媒 介 性 活 性 を 阻 害 す る こ と に な る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 「 VEGF結 合 活 性 」 と は 、 任 意 の VEGF受 容 体 を 介 し て 作 用 す る 、 し か し 特 に VEGFR-2受 容
体 を 介 し て シ グ ナ ル 伝 達 す る 任 意 の VEGFフ ァ ミ リ ー メ ン バ ー の 任 意 の 機 能 を 意 味 す る 。 VE
GFフ ァ ミ リ ー に は 、 VEGF-A、 VEGF-B、 VEGF-C、 VEGF-D、 お よ び 胎 盤 増 殖 因 子 （ PIGF） 、 な
ら び に VEGF121、 VEGF145、 VEGF165、 VEGF189、 お よ び VEGF206を 含 む VEGFの 種 々 の 選 択 的
ス プ ラ イ シ ン グ 型 が 含 ま れ る （ Tischer et al., J. Biol. Chem, 266:11947-11954, 1991
） 。 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 受 容 体 の VEGFRフ ァ ミ リ ー に は 、 VEGFR-1（ Flt-1と し て も 知 ら れ る
） 、 VEGFR-2（ KDR（ ヒ ト 型 ） ま た は Flk-1（ マ ウ ス 型 ） と し て も 知 ら れ る ） 、 お よ び VEGFR
-3（ Flt-4と し て も 知 ら れ る ） が 含 ま れ る 。 VEGFリ ガ ン ド は VEGF受 容 体 に 結 合 し 、 例 え ば
血 管 新 生 、 脈 管 形 成 、 内 皮 細 胞 増 殖 、 血 管 拡 張 、 お よ び 細 胞 遊 走 を 誘 導 す る 。 VEGFリ ガ ン
ド は ま た 、 同 族 受 容 体 へ の 結 合 を 介 し て ア ポ ト ー シ ス を 抑 制 し 得 る 。 VEGFR-2は 、 血 管 新
生 に 最 も 関 与 し て い る VEGFRで あ る と 考 え ら れ て い る 。 VEGFR-2ま た は KDR媒 介 性 生 物 活 性
と は 、 VEGFR-2ま た は KDRの 拮 抗 作 用 に よ っ て 生 物 活 性 の 測 定 可 能 な 減 少 が 起 こ る よ う な 、
VEGFR-2ま た は KDRが 著 し く 関 与 す る 任 意 の 生 物 学 的 機 能 で あ る 。 VEGFお よ び VEGFRの 生 物
活 性 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 標 準 的 な ア ッ セ イ 法 に よ っ て 測 定 す る こ と が で き
る 。 例 に は 、 リ ガ ン ド 結 合 ア ッ セ イ 法 お よ び ス キ ャ ッ チ ャ ー ド プ ロ ッ ト 解 析 ； 受 容 体 二 量
体 化 ア ッ セ イ 法 ； 細 胞 リ ン 酸 化 ア ッ セ イ 法 ； チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ リ ン 酸 化 ア ッ セ イ 法 （ 例 え
ば 、 Meyer et al., Ann. N.Y. Acad. Sci. 995:200-207, 2003） ； BrdU標 識 実 験 お よ び 細
胞 計 数 実 験 な ど の 内 皮 細 胞 増 殖 ア ッ セ イ 法 ； VEGF依 存 性 細 胞 増 殖 ア ッ セ イ 法 ； な ら び に 血
管 新 生 ア ッ セ イ 法 が 含 ま れ る 。 血 管 新 生 を 測 定 す る 方 法 は 標 準 的 で あ り 、 例 え ば Jain et 
al.（ Nat. Rev. Cancer 2:266-276, 2002） に 記 載 さ れ て い る 。 血 管 新 生 は 、 非 分 岐 血 管
区 域 の 数 （ 単 位 面 積 当 た り の 区 域 の 数 ） 、 機 能 的 血 管 密 度 （ 単 位 面 積 当 た り の 灌 流 血 管 の
全 長 ） 、 血 管 径 、 脈 管 の 形 成 、 ま た は 血 管 容 量 密 度 （ 単 位 面 積 当 た り の 、 各 区 域 の 長 さ お
よ び 直 径 に 基 づ い て 計 算 さ れ た 全 血 管 容 量 ） を 測 定 す る こ と に よ り 評 価 す る こ と が で き る
。 VEGF媒 介 性 増 殖 お よ び 血 管 新 生 の 例 示 的 な ア ッ セ イ 法 は 、 米 国 特 許 第 6,559,126号 、 Lyd
en et al, Nature Medicine 7:1194 (2001)、 Jacob et al, Exp. Pathol. 15:1234 (1978
)、 お よ び Bae et al, J. Biol. Chem. 275:13588 (2000)に 見 出 さ れ 得 る 。 こ れ ら の ア ッ
セ イ は 精 製 受 容 体 も し く は リ ガ ン ド ま た は そ の 両 方 を 用 い て 行 う こ と が で き 、 ま た イ ン ビ
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ト ロ で も イ ン ビ ボ で も 行 う こ と が で き る 。 こ れ ら の ア ッ セ イ は ま た 、 遺 伝 子 導 入 さ れ た ま
た は 天 然 の リ ガ ン ド も し く は 受 容 体 ま た は そ の 両 方 を 用 い て 細 胞 内 で 行 う こ と が で き る 。
VEGFの 生 物 活 性 を 阻 害 す る ポ リ ペ プ チ ド は 、 VEGFの 生 物 活 性 の 少 な く と も 10%の 減 少 、 好
ま し く は 20%、 30%、 40%、 ま た は 50%、 よ り 好 ま し く は 60%、 70%、 80%、 90%、 ま た は そ れ 以
上 の 減 少 を も た ら す 。 生 物 活 性 の 阻 害 は ま た 、 IC50に よ っ て 測 定 さ れ 得 る 。 好 ま し く は 、
VEGFま た は VEGFR-2の 生 物 活 性 を 阻 害 す る ポ リ ペ プ チ ド は 、 100 nM未 満 、 よ り 好 ま し く は 1
0 nM未 満 、 最 も 好 ま し く は 1 nM未 満 の IC50を 有 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
2. ポ リ ペ プ チ ド
　 本 明 細 書 に 記 載 す る 方 法 を 用 い て 、 2つ の 関 連 す る タ ン パ ク 質 構 造 群 ： 免 疫 グ ロ ブ リ ン
折 り た た み を 有 す る タ ン パ ク 質 お よ び 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 折 り た た み を 有 す る タ ン パ ク 質 に
由 来 す る 単 一 ド メ イ ン VEGFR-2結 合 ポ リ ペ プ チ ド を 作 製 す る こ と に 成 功 し た 。 「 ポ リ ペ プ
チ ド 」 と は 、 長 さ 、 翻 訳 後 修 飾 、 ま た は 機 能 に か か わ ら ず 、 2つ ま た は そ れ 以 上 の ア ミ ノ
酸 の 任 意 の 配 列 を 意 味 す る 。 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 、 「 ペ プ チ ド 」 、 お よ び 「 タ ン パ ク 質 」 は
、 本 明 細 書 に お い て 互 換 的 に 用 い ら れ る 。 ポ リ ペ プ チ ド は 、 天 然 ア ミ ノ 酸 、 お よ び 参 照 に
よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 米 国 特 許 第 6,559,126号 に 記 載 さ れ て い る よ う な 非 天 然 ア
ミ ノ 酸 を 含 み 得 る 。 ポ リ ペ プ チ ド は ま た 、 種 々 の 標 準 的 な 化 学 的 方 法 の い ず れ か で 修 飾 さ
れ 得 る （ 例 え ば 、 ア ミ ノ 酸 を 保 護 基 で 修 飾 す る こ と が で き る ； カ ル ボ キ シ 末 端 ア ミ ノ 酸 を
末 端 ア ミ ド 基 に す る こ と が で き る ； ア ミ ノ 末 端 残 基 を 、 例 え ば 親 油 性 を 増 強 さ せ る 基 で 修
飾 す る こ と が で き る ； ま た は 安 定 性 も し く は イ ン ビ ボ 半 減 期 を 増 大 さ せ る た め に 、 ポ リ ペ
プ チ ド を 化 学 的 に グ リ コ シ ル 化 す る か も し く は 別 の 方 法 で 修 飾 す る こ と が で き る ） 。 ポ リ
ペ プ チ ド 修 飾 は 、 ポ リ ペ プ チ ド へ の 環 式 化 合 物 な ど の 別 の 構 造 ま た は 他 の 分 子 の 結 合 を 含
み 得 り 、 ま た 立 体 配 置 が 変 化 し た （ す な わ ち 、 Rも し く は S； ま た は Lも し く は D） 1つ ま た
は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 含 み 得 る 。 「 単 一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 」 と
い う 用 語 は 、 対 象 ポ リ ペ プ チ ド の 標 的 結 合 活 性 （ 例 え ば 、 VEGFR-2結 合 活 性 ） が 、 例 え ば
、 抗 原 結 合 活 性 が 一 般 に 重 鎖 可 変 ド メ イ ン お よ び 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン の 両 方 に よ っ て も た ら
さ れ る 抗 体 お よ び 一 本 鎖 抗 体 と は 区 別 さ れ て 、 単 一 構 造 ド メ イ ン 内 に 存 在 す る こ と を 示 す
た め に 用 い ら れ る 。 結 合 活 性 が 増 加 し た 複 合 分 子 を 作 製 す る た め に 、 本 明 細 書 に 開 示 す る
よ う な 複 数 の 単 一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド を 結 合 し 得 る こ と が 意 図 さ れ る 。 同 様 に 、 単 一 ド
メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド を 、 蛍 光 ポ リ ペ プ チ ド 、 標 的 化 ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び 異 な る 治 療 効 果
を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド な ど の 多 く の 他 の ポ リ ペ プ チ ド に （ 例 え ば 、 融 合 タ ン パ ク 質 と し て
） 結 合 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 骨 格 の 単 一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド は 、 特 定 の 構
造 特 性 を 共 有 す る 傾 向 が あ る 。 例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド は 約 80～ 約 150ア ミ ノ 酸 を 含 み 得 り
、 ア ミ ノ 酸 は 一 連 の β ス ト ラ ン ド ま た は β 様 ス ト ラ ン ド に 構 造 的 に 構 成 さ れ て 、 β ス ト ラ
ン ド ま た は β 様 ス ト ラ ン ド が 介 在 ル ー プ 部 分 に よ っ て 結 合 さ れ た β シ ー ト を 形 成 す る 。 重
鎖 可 変 ド メ イ ン お よ び 1 0 Fn3ド メ イ ン の 構 造 構 成 の 例 を 図 22に す 。 β シ ー ト は 単 一 ド メ イ
ン ポ リ ペ プ チ ド の 安 定 な 核 を 形 成 し 、 ま た 一 方 で β ス ト ラ ン ド ま た は β 様 ス ト ラ ン ド を 結
合 す る ル ー プ か ら 構 成 さ れ る 2つ の 「 面 」 を 形 成 す る 。 本 明 細 書 に 記 載 す る よ う に 、 こ れ
ら の ル ー プ を 変 更 し て 要 望 に 合 わ せ た リ ガ ン ド 結 合 部 位 を 作 製 す る こ と が で き 、 適 切 な 対
照 を 使 用 す る こ と で 、 タ ン パ ク 質 の 全 体 的 な 安 定 性 を 破 壊 す る こ と な く そ の よ う な 変 更 物
を 作 製 す る こ と が で き る 。 抗 体 で は 、 こ れ ら の ル ー プ の う ち の 3つ は 周 知 の 相 補 性 決 定 領
域 （ ま た は 「 CDR」 ） で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 単 一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド を 形 成 す る た め の 骨 格 は 、 生 理 的 条 件 に お い て 高 度 に 可 溶 性
で あ り 安 定 で あ る べ き で あ る 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン 骨 格 の 例 は 、 単 一 ド メ イ ン V H も し く は V L 骨
格 お よ び 単 一 ド メ イ ン ラ ク ダ V H H ド メ イ ン （ ラ ク ダ で 見 出 さ れ た 重 鎖 可 変 ド メ イ ン の 形 態
） 、 ま た は 天 然 で 見 出 さ れ る も し く は 実 験 室 に お い て 操 作 さ れ た 他 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 可 変
ド メ イ ン で あ る 。 本 明 細 書 に 開 示 す る 単 一 ド メ イ ン 形 式 で は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン ポ リ ペ プ チ
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ド は 、 結 合 活 性 を 獲 得 す る た め に 第 2ポ リ ペ プ チ ド と 二 量 体 を 形 成 す る 必 要 が な い 。 し た
が っ て 、 第 2タ ン パ ク 質 と の ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 結 合 を 媒 介 す る シ ス テ イ ン を 天 然 に 含 む 任
意 の そ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド は 、 シ ス テ イ ン を 除 去 す る よ う に 変 更 さ れ 得 る 。 ま た は 、 単
一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド に PEGな ど の さ ら な る 部 分 を 結 合 す る の に 使 用 す る た め 、 シ ス テ
イ ン は 保 持 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 他 の 骨 格 は 、 非 抗 体 骨 格 タ ン パ ク 質 で あ っ て よ い 。 「 非 抗 体 骨 格 タ ン パ ク 質 ま た は ド メ
イ ン 」 と は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 折 り た た み を 有 す る 非 抗 体 ポ リ ペ プ チ ド を 意 味 す る 。 「 抗
体 様 折 り た た み 」 と は 、 2層 の 逆 平 行 β シ ー ト を 含 み 、 2つ の β シ ー ト の 平 ら な 疎 水 面 が 相
互 に 向 か い 合 っ て 詰 め 込 ま れ た 約 80～ 150ア ミ ノ 酸 残 基 の タ ン パ ク 質 ド メ イ ン を 意 味 す る
。 そ の よ う な 骨 格 の 例 は 「 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン に 基 づ く 骨 格 タ ン パ ク 質 」 で あ り 、 こ れ は フ
ィ ブ ロ ネ ク チ ン タ イ プ IIIド メ イ ン （ Fn3） に 基 づ く ポ リ ペ プ チ ド を 意 味 す る 。 フ ィ ブ ロ ネ
ク チ ン は 、 細 胞 外 基 質 の 形 成 お よ び 細 胞 間 相 互 作 用 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た す 大 き な タ
ン パ ク 質 で あ り ； こ れ は 、 3つ の タ イ プ （ タ イ プ I、 II、 お よ び III） の 小 さ な ド メ イ ン の
多 く の 繰 り 返 し か ら な る （ Baron et al., 1991） 。 Fn3自 体 は 、 細 胞 接 着 分 子 、 細 胞 表 面
ホ ル モ ン 受 容 体 お よ び サ イ ト カ イ ン 受 容 体 、 シ ャ ペ ロ ニ ン 、 な ら び に 糖 質 結 合 ド メ イ ン の
一 部 を 含 む 大 き な サ ブ フ ァ ミ リ ー の 模 範 例 で あ る 。 総 説 に 関 し て は 、 Bork & Doolittle, 
Proc Natl Acad Sci U S A. 1992 Oct 1;89(19):8990-4； Bork et al., J Mol Biol. 199
4 Sep 30;242(4):309-20； Campbell & Spitzfaden, Structure. 1994 May 15;2(5):333-7
； Harpez & Chothia, J Mol Biol. 1994 May 13;238(4):528-39） を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 好 ま し く は 、 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン に 基 づ く 骨 格 タ ン パ ク 質 は 「 1 0 Fn3」 骨 格 で あ り 、 こ れ
は 、 1つ ま た は 複 数 の 溶 媒 接 近 ル ー プ 、 特 に BCル ー プ （ ア ミ ノ 酸 20～ 30） 、 DEル ー プ （ ア
ミ ノ 酸 52～ 56） 、 お よ び FGル ー プ （ ア ミ ノ 酸 77～ 87） と し て 同 定 さ れ る 3つ の ル ー プ の 1つ
ま た は 複 数 が ラ ン ダ ム 化 さ れ る ま た は 変 異 さ れ た 、 ヒ ト フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン タ イ プ IIIタ ン
パ ク 質 の 10番 目 の モ ジ ュ ー ル に 基 づ く ポ リ ペ プ チ ド 変 種 を 意 味 す る （ 番 号 付 け の 図 式 は ヒ
ト フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン の 10番 目 の タ イ プ IIIド メ イ ン の 配 列 に 基 づ き 、 ア ミ ノ 酸 Val-Ser-Asp
-Val-Proが ア ミ ノ 酸 番 号 1～ 5を 表 す ） 。 ヒ ト フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン タ イ プ IIIド メ イ ン の 野 生
型 の 10番 目 の モ ジ ュ ー ル の ア ミ ノ 酸 配 列 は ：
　
　
　
　
で あ る 。 し た が っ て 、 野 生 型 BCル ー プ は DAPAVTVRの 配 列 を 含 み ； 野 生 型 DEル ー プ は GSKST
の 配 列 を 含 み 、 野 生 型 FGル ー プ は GRGDSPASSKPの 配 列 を 含 む 。 BC、 DE、 お よ び FGル ー プ に
隣 接 す る 配 列 は ま た 、 例 え ば 表 1～ 3に お い て フ レ ー ム ワ ー ク 1、 2、 3、 お よ び 4と 称 さ れ る
。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 様 々 な 改 良 変 異 体 1 0 Fn3骨 格 が 同 定 さ れ て い る 。 Asp7の 改 良 は 、 負 に 荷 電 し て い な い ア
ミ ノ 酸 残 基 （ 例 え ば 、 Asn、 Lysな ど ） に よ っ て 置 換 さ れ る 。 こ れ ら の 変 異 体 は い ず れ も 、
中 性 pHに お け る 変 異 体 1 0 Fn3の 、 野 生 型 よ り も 高 い 安 定 性 を 促 進 す る 効 果 を 有 す る 。 1 0 Fn3
骨 格 に お け る 有 益 で あ る か ま た は 中 立 で あ る 種 々 の さ ら な る 改 変 が 開 示 さ れ て い る 。 例 え
ば 、 Batori et al. Protein Eng. 2002 Dec;15(12):1015-20； Koide et al., Biochemist
ry 2001 Aug 28;40(34):10326-33を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 さ ら に 、 1 0 Fn3骨 格 に 対 す る い く つ か の 新 た な 改 変 を 本 明 細 書 に 開 示 す る 。 特 に 重 要 な
こ と に は 、 野 生 型 ヒ ト 1 0 Fn3の 最 初 の 8ア ミ ノ 酸 を 欠 失 さ せ る こ と で 、 VEGFR-2結 合 が お よ
そ 3倍 に 改 善 さ れ る こ と が 見 出 さ れ た 。 最 初 の 8ア ミ ノ 酸 は 、 BC、 DE、 お よ び FGル ー プ に 近
接 し た 位 置 に 折 り た た ま れ る 傾 向 が あ る た め 、 こ の 変 異 体 は ま た 、 異 な る 標 的 に 対 す る 結
合 に 関 し て 選 択 さ れ る 他 の 1 0 Fn3骨 格 に お い て も 標 的 結 合 を 改 善 す る こ と が 期 待 さ れ る 。
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し た が っ て 、 最 初 の 8ア ミ ノ 酸 を 欠 い た 1 0 Fn3骨 格 を コ ー ド す る 核 酸 の ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築
し て 、 こ の 改 良 ラ イ ブ ラ リ ー に お い て ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 変 種 お よ び 野 生 型 1 0 Fn3タ ン パ ク 質 は ど ち ら も 、 同 じ 構 造 、 す な わ ち 7つ の β ス ト ラ ン ド
ド メ イ ン 配 列 （ A～ と 称 さ れ る ） 、 お よ び 7つ の β ス ト ラ ン ド ド メ イ ン 配 列 を 結 合 す る 6つ
の ル ー プ 領 域 （ ABル ー プ 、 BCル ー プ 、 CDル ー プ 、 DEル ー プ 、 EFル ー プ 、 お よ び FGル ー プ ）
に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 。 N末 端 お よ び C末 端 に 近 接 し て 位 置 す る β ス ト ラ ン ド は 、 溶 液 中
で β 様 高 次 構 造 を と り 得 る 。 SEQ ID NO:5で は 、 ABル ー プ は 残 基 15～ 16に 相 当 し 、 BCル ー
プ は 残 基 22～ 30に 相 当 し 、 CDル ー プ は 残 基 39～ 45に 相 当 し 、 DEル ー プ は 残 基 51～ 55に 相 当
し 、 EFル ー プ は 残 基 60～ 66に 相 当 し 、 FGル ー プ は 残 基 76～ 87に 相 当 す る 。 図 22に 示 さ れ る
よ う に 、 BCル ー プ 、 DEル ー プ 、 お よ び FGル ー プ は す べ て 、 ポ リ ペ プ チ ド の 同 じ 面 に 位 置 す
る 。 同 様 に 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン も 骨 格 も 、 少 な く と も 7つ の β ス ト ラ ン ド ま た は β 様 ス ト ラ
ン ド 、 し ば し ば 9つ の β ス ト ラ ン ド ま た は β 様 ス ト ラ ン ド を 有 す る 傾 向 が あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 明 細 書 に 開 示 す る 単 一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド は 、 少 な く と も 2つ の β シ ー ト の 間 に 分
布 す る 少 な く と も 5～ 7個 の β ス ト ラ ン ド ま た は β 様 ス ト ラ ン ド 、 お よ び 2つ の β ス ト ラ ン
ド ま た は β 様 ス ト ラ ン ド を 結 合 す る 少 な く と も 1つ の ル ー プ 部 分 を 有 し 得 り 、 ル ー プ 部 分
は VEGFR-2、 特 に KDRへ の 結 合 に 関 与 し 、 そ の 結 合 は 1x10 - 6 M未 満 、 好 ま し く は 1x10 - 8 M未 満
の 解 離 定 数 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 。 本 明 細 書 に 記 載 す る 、 5x10 - 9 M未 満 の 解 離 定 数 を 有
す る ポ リ ペ プ チ ド は 、 VEGFシ グ ナ ル 伝 達 を 抑 制 す る た め の イ ン ビ ボ で の 治 療 的 使 用 に 特 に
望 ま し い 。 1x10 - 6 M～ 5x10 - 9 Mの 解 離 定 数 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド は 、 VEGFR-2タ ン パ ク 質 の
エ ク ス ビ ボ ま た は イ ン ビ ボ で の 検 出 ま た は 標 識 に 使 用 す る の に 望 ま し い と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 任 意 に 、 VEGFR-2結 合 タ ン パ ク 質 は 、 同 じ 種 に 由 来 す る 他 の 関 連 タ ン パ ク 質 と 比 較 し て V
EGFR-2に 特 異 的 に 結 合 す る 。 「 特 異 的 に 結 合 す る 」 と は 、 標 的 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 VEGF
R-2） を 認 識 し こ れ と 相 互 作 用 す る が 、 試 料 、 例 え ば 生 物 試 料 中 の 他 の 分 子 を 実 質 的 に 認
識 せ ず こ れ と 相 互 作 用 し な い ポ リ ペ プ チ ド を 意 味 す る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 の
ポ リ ペ プ チ ド は 、 少 な く と も 500 nM程 度 の K D で VEGFRと 特 異 的 に 結 合 す る 。 好 ま し く は 、
ポ リ ペ プ チ ド は 、 1 pM～ 500 nM、 よ り 好 ま し く は 1 pM～ 100 nM、 よ り 好 ま し く は 1 p<～ 10
 nM、 最 も 好 ま し く は 1 pM～ 1 nMま た は そ れ よ り も 低 い K D で VEGFRと 特 異 的 に 結 合 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 一 般 に 、 選 択 さ れ た 標 的 に 結 合 し 得 る 特 異 的 な ポ リ ペ プ チ ド 変 種 を 同 定 す る た め に 、 骨
格 単 一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 こ れ ら の ラ イ ブ ラ リ
ー は 、 例 え ば フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー ま た は PROfusion（ 商 標 ） ラ イ ブ ラ リ ー
で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 例 示 的 な 態 様 に お い て 、 本 発 明 者 ら は 、 新 規 な イ ン ビ ト ロ RNA-タ ン パ ク 質 融 合 デ ィ ス プ
レ イ 技 術 を 利 用 し て 、 ヒ ト （ KDR） お よ び マ ウ ス （ Flk-1） VEGFR-2の 両 方 に 結 合 し 、 VEGF
に 依 存 的 な 生 物 活 性 を 阻 害 す る ポ リ ペ プ チ ド を 単 離 し た 。 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド は 、 フ ィ
ブ ロ ネ ク チ ン に 基 づ く 骨 格 タ ン パ ク 質 の ラ イ ブ ラ リ ー （ Koide et al, JMB 284:1141 (199
8)） 、 お よ び V H 分 子 の 集 団 に 由 来 す る CDR3ド メ イ ン と 交 換 す る こ と に よ っ て CDR3の 多 様 性
が 増 加 し た V L ド メ イ ン の ラ イ ブ ラ リ ー か ら 同 定 さ れ た 。 1 0 Fn3は 、 SEQ ID NO:5に 示 さ れ る
よ う に 約 94個 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 さ ら に 、 上 記 の よ う に 、 1 0 Fn3の N末 端 の ア ミ ノ 酸 配 列 も 同 様 に 変 異 ま た は 欠 失 さ せ る こ
と が で き る 。 例 え ば 、 BC、 DE、 お よ び FGル ー プ の ラ ン ダ ム 化 は 、 全 長 10Fn3の 状 況 で 、 ま
た は N末 端 の 1～ 8ア ミ ノ 酸 の 欠 失 ま た は 変 異 を 有 す る 1 0 Fn3の 状 況 で 起 こ り 得 る 。 例 え ば 、
8位 の Lを Qに 変 異 さ せ る こ と が で き る 。 多 様 な ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る た め に ラ ン ダ ム 化
し た 後 、 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン に 基 づ く 骨 格 タ ン パ ク 質 を 、 タ ン パ ク 質 、 こ の 場 合 は VEGFRに
対 し て 高 親 和 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 選 択 す る ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に お い て 使 用 す
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る こ と が で き る 。 （ RNA-タ ン パ ク 質 融 合 技 術 お よ び フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン に 基 づ く 骨 格 タ ン パ
ク 質 ラ イ ブ ラ リ ー ス ク リ ー ニ ン グ 法 の 詳 細 に つ い て は 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら
れ る Szostak et al.、 米 国 特 許 第 6,258,558号 ； 第 6,261,804号 ； 第 6,241,553号 ； 第 6,281
,344号 ； 第 6,207,446号 、 第 6,518,018号 ； 国 際 公 開 公 報 第 00/34787号 ； WO第 01/64942号 ；
WO第 02/032925号 ； お よ び Roberts and Szostak, Proc Natl. Acad. Sci. 94:12297-12302
, 1997を 参 照 さ れ た い 。 ）
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 す る 最 初 の 選 択 で は 、 23～ 29、 52～ 55、 お よ び 77～ 86位 に あ る 1 0 Fn3の 3
つ の 領 域 を ラ ン ダ ム 化 し 、 ヒ ト VEGFR-2の 細 胞 外 ド メ イ ン （ ヒ ト IgG1Fcに 融 合 し た KDRの ア
ミ ノ 酸 1～ 764） に 対 す る イ ン ビ ト ロ 選 択 に 使 用 し た 。 mRNAデ ィ ス プ レ イ （ RNA-タ ン パ ク 質
融 合 ） お よ び イ ン ビ ト ロ 選 択 を 使 用 し て 、 本 発 明 者 ら は 約 10兆 個 の 変 種 を 有 す る 1 0 Fn3に
基 づ く ラ イ ブ ラ リ ー を サ ン プ リ ン グ し た 。 最 初 の 選 択 に よ り 、 KDR（ ヒ ト VEGFR-2） へ の 結
合 に 関 し て VEGFと 拮 抗 す る 、 中 程 度 の 親 和 性 （ K D =10～ 200 nM） を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド が
同 定 さ れ た 。 続 い て 、 最 初 の 選 択 に 由 来 す る 単 一 ク ロ ー ン （ K D =11～ 13 nM） を 、 突 然 変 異
誘 発 お よ び さ ら な る 選 択 に 供 し た 。 こ の 親 和 性 成 熟 過 程 に よ り 、 60 pM～ 2 nMの 解 離 定 数
を 有 す る 新 た な VEGFR結 合 ポ リ ペ プ チ ド が 得 ら れ た 。 KDR結 合 剤 を 表 3に 示 す 。 さ ら に 、 本
発 明 者 ら は ま た 、 始 め は Flk-1に 対 す る 検 出 可 能 な 結 合 親 和 性 を 有 さ な か っ た KDR結 合 剤 の
突 然 変 異 誘 発 し た 集 団 か ら 、 Flk-1、 マ ウ ス KDR相 同 体 に 結 合 し 得 る ポ リ ペ プ チ ド を 単 離 し
、 結 果 的 に ヒ ト お よ び マ ウ ス VEGFR-2の 両 方 に 対 す る 二 重 特 異 性 を 示 す ポ リ ペ プ チ ド を 単
離 し た 。 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド は 、 KDRま た は Flk-1細 胞 外 ド メ イ ン を 提 示 す る 細 胞 に 結 合
す る こ と が 示 さ れ る 。 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド は ま た 、 VEGF依 存 性 増 殖 ア ッ セ イ に お い て 細
胞 増 殖 を 抑 制 し た 。 KDRお よ び Flk-1に 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド を 表 2に 示 し 、 好 ま し い KDR結
合 剤 お よ び KDR/Flk-1結 合 剤 の 選 択 を 表 1に 示 す 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 こ れ ら の 選 択 で 同 定 さ れ た VEGFR-2結 合 ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て 、 VEGFR-2
に 対 す る ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 に 必 要 な FGル ー プ ア ミ ノ 酸 共 通 配 列 を 決 定 し た 。 こ の 配 列 を
以 下 の SEQ ID NO:1～ 4に 記 載 す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 SEQ ID NO:1～ 4な ど の VEGFR-2結 合 ポ リ ペ プ チ ド は 、 単 独 で （ 単 離 ペ プ チ ド と し て ） 、 1

0 Fn3単 一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の 一 部 と し て 、 （ 全 長 ア ミ ノ 末 端 ま た は 欠 失 ア ミ ノ 末 端 を
有 す る ） 全 長 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン も し く は そ の 断 片 の 一 部 と し て 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ 特 に 単
一 ド メ イ ン 免 疫 グ ロ ブ リ ン ） の 状 況 に お い て 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 折 り た た み を 有 す る 別 の
タ ン パ ク 質 の 状 況 に お い て 、 ま た は 別 の 非 関 連 タ ン パ ク 質 の 状 況 に お い て 製 剤 化 す る こ と
が で き る 。 ポ リ ペ プ チ ド は ま た 、 そ れ 自 体 は VEGFRへ の 結 合 に 寄 与 し な い 異 種 タ ン パ ク 質
と の 融 合 タ ン パ ク 質 の 一 部 と し て 製 剤 化 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ
ド は ま た 核 酸 と 融 合 さ せ る こ と も 可 能 で あ る 。 ポ リ ペ プ チ ド ま た 、 単 量 体 、 二 量 体 、 ま た
は 多 量 体 と し て 操 作 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 好 ま し い 共 通 VEGFR-2結 合 ペ プ チ ド の 配 列 ：
SEQ ID NO:1‐ (L/M)GXN(G/D)(H/R)EL(L/M)TP
［ Xは 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ っ て よ く ； (/)は 同 じ 位 置 の 選 択 的 ア ミ ノ 酸 を 表 す ］
SEQ ID NO:2‐ XERNGRXL(L/M/N)TP
［ Xは 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ っ て よ く ； (/)は 同 じ 位 置 の 選 択 的 ア ミ ノ 酸 を 表 す 。 ］
SEQ ID NO:3‐ (D/E)GXNXRXXIP
［ Xは 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ っ て よ く ； (/)は 同 じ 位 置 の 選 択 的 ア ミ ノ 酸 を 表 す 。 ］
SEQ ID NO:4‐ (D/E)G(R/P)N(G/E)R(S/L)(S/F)IP
［ Xは 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ っ て よ く ； (/)は 同 じ 位 置 の 選 択 的 ア ミ ノ 酸 を 表 す 。 ］
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 好 ま し い VEGFR-2結 合 1 0 Fn3ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 ：
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【 ０ ０ ５ １ 】
　 上 記 の CT-01分 子 は 最 初 の 8ア ミ ノ 酸 の 欠 失 を 有 し 、 N末 端 ま た は C末 端 に さ ら な る ア ミ ノ
酸 を 含 み 得 る 。 例 え ば 、 さ ら な る MG配 列 を N末 端 に 置 く こ と が で き る 。 Mは 通 常 切 断 さ れ て
、 N末 端 に は GEV… 配 列 が 残 る 。 通 常 の 8ア ミ ノ 酸 を N末 端 に 再 付 加 す る こ と で も 、 所 望 の 特
性 を 有 す る KDR結 合 タ ン パ ク 質 が 生 成 さ れ る 。 N末 端 の メ チ オ ニ ン は 通 常 切 断 さ れ て 、 配 列
：
　
　
　
が 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 明 細 書 に 開 示 す る ポ リ ペ プ チ ド は 、 特 に 標 的 タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 し な い と 考 え ら れ
る タ ン パ ク 質 の 部 分 に お い て 、 1つ ま た は 複 数 の 保 存 的 置 換 に よ っ て 修 飾 さ れ 得 る 。 免 疫
グ ロ ブ リ ン ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 ド メ イ ン 内 の 5%、 10%、 20%、 も し く は さ ら に 30%程 度
、 ま た は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 が 、 標 的 に 対 す る タ ン パ ク 質 の 親 和 性 を 実 質 的 に 変 更 す る こ
と な く 、 保 存 的 置 換 に よ っ て 変 更 さ れ 得 る と 考 え ら れ る 。 そ の よ う な 変 化 は イ ン ビ ボ に お
け る ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 原 性 を 変 更 す る か も し れ ず 、 免 疫 原 性 が 減 少 す る 場 合 、 そ の よ う
な 変 化 は 望 ま し い 。 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 保 存 的 置 換 」 と は 、 対 応 す る 参 照 残 基 と 物 理 的
ま た は 機 能 的 に 類 似 し た 残 基 で あ る 。 す な わ ち 、 保 存 的 置 換 と そ の 参 照 残 基 は 、 類 似 し た
大 き さ 、 形 状 、 電 荷 、 共 有 結 合 ま た は 水 素 結 合 を 形 成 す る 能 力 を 含 む 化 学 的 特 性 な ど を 有
す る 。 好 ま し い 保 存 的 置 換 は 、 許 容 さ れ る 点 突 然 変 異 に 関 し て Dayhoff et al., Atlas of
 Protein Sequence and Structure 5:345-352 (1978 & Supp.)に お い て 定 義 さ れ た 基 準 を
満 た す 置 換 で あ る 。 保 存 的 置 換 の 例 は 以 下 の 群 内 の 置 換 で あ る ： (a) バ リ ン 、 グ リ シ ン ；
(b) グ リ シ ン 、 ア ラ ニ ン ； (c) バ リ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 ロ イ シ ン ； (d) ア ス パ ラ ギ ン 酸 、
グ ル タ ミ ン 酸 ； (e) ア ス パ ラ ギ ン 、 グ ル タ ミ ン ； (f) セ リ ン 、 ス レ オ ニ ン ； (g) リ ジ ン 、
ア ル ギ ニ ン 、 メ チ オ ニ ン ； お よ び (h) フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 チ ロ シ ン 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 明 細 書 に 開 示 す る ポ リ ペ プ チ ド は ま た 、 効 力 、 生 物 学 的 利 用 能 、 化 学 的 安 定 性 、 お よ
び /ま た は 有 効 性 を 改 善 す る た め に 修 飾 し て も よ い 。 例 え ば 、 本 発 明 の 1つ の 態 様 で は 、 生
物 活 性 お よ び ポ リ ペ プ チ ド 構 造 の 化 学 的 安 定 性 を 改 良 す る た め に 、 D-ア ミ ノ 酸 ペ プ チ ド ま
た は レ ト ロ エ ナ ン チ オ （ retroenantio） ペ プ チ ド 配 列 が 作 製 さ れ 得 る （ 例 え ば 、 Juvvadi 
et al., J. Am. Chem. Sco. 118: 8989-8997, 1996； Freidinger et al., Science, 210:
 656-658,1980を 参 照 の こ と ） 。 ラ ク タ ム 制 約 （ Freidinger、 前 記 を 参 照 の こ と ） 、 お よ
び /ま た は ジ ペ プ チ ド 代 用 物 と し て の ア ザ ビ シ ク ロ ア ル カ ン ア ミ ノ 酸 も ま た 、 天 然 ペ プ チ
ド の 生 物 学 的 特 性 お よ び 薬 理 学 的 特 性 を 改 善 す る た め に 利 用 さ れ 得 る （ 例 え ば 、 Hanessia
n et al., Tetrahedron 53:12789-12854, 1997を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 チ オ ア ミ ド 、 二 級 ア ミ ン お よ び 三 級 ア ミ ン 、 特 に 複 素 環 な ど の ア ミ ド 結 合 代 用 物 （ Spat
ola, A.F.、 「 Chemistry and Biochemistry of Amino Acids, Peptides and Proteins」  
Wenstein, B. Ed. Marcel Dekker, New York, 1983 Vol. 7, pp 267-357の 総 説 を 参 照 の
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こ と ） も ま た 、 ポ リ ペ プ チ ド 骨 格 の 酵 素 分 解 を 妨 げ て 、 そ れ に よ り 活 性 を 改 善 す る た め に
利 用 さ れ 得 る 。 環 状 ポ リ ペ プ チ ド は 酵 素 分 解 に 対 す る 感 受 性 が 非 常 に 低 い こ と か ら 、 直 鎖
ポ リ ペ プ チ ド の 環 状 ポ リ ペ プ チ ド 類 似 体 へ の 変 換 を 利 用 し て 、 代 謝 的 安 定 性 を 改 善 す る こ
と も 可 能 で あ る （ 一 般 的 に 、 Veber et al. Nature 292:55-58, 1981を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド は ま た 、 代 謝 を 遅 延 さ せ る ま た は 妨 げ る た め 、 お よ び 親 油 性 を 増 大 さ せ る
た め に 、 エ ス テ ル お よ び ア ミ ド と し て の 末 端 基 キ ャ ッ ピ ン グ を 利 用 し て 修 飾 す る こ と も で
き る 。 種 々 の リ ン カ ー に よ っ て 結 合 さ れ た ペ プ チ ド の 二 量 体 も ま た 、 活 性 お よ び 特 性 を 増
強 し 得 る （ 例 え ば 、 Y. Shiomohigashi et al、 Peptide Chemistry 1988, Proceedings of
 the 26th Symposium on Peptide Chemistry, Tokyo, October 24-26, pgs. 47-50. 1989
を 参 照 の こ と ） 。 非 天 然 ア ミ ノ 酸 な ど の ポ リ ペ プ チ ド 修 飾 の さ ら な る 例 に 関 し て は 、 米 国
特 許 第 6,559,126号 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 イ ン ビ ボ で 使 用 す る 場 合 、 PEG化 に 適 し た 形 態 が 作 製 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 N末 端 の 8ア ミ
ノ 酸 を 欠 く CT-01型 に つ い て 以 下 に 示 す よ う に 、 シ ス テ イ ン を 含 む C末 端 尾 部 が 付 加 さ れ 、
発 現 さ れ る （ C末 端 に EIDKPCQが 付 加 さ れ る ）
　
　
　
以 下 に 記 載 す る イ ン ビ ボ 実 験 で は 、 こ の 分 子 の PEG化 型 を 使 用 す る 。 シ ス テ イ ン の 代 わ り
に セ リ ン を 有 す る 対 照 型 も ま た 使 用 し た ：
　
　
　
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 同 じ C末 端 尾 部 を 、 SEQ ID NO:193に 示 す N末 端 8ア ミ ノ 酸 を 有 す る CT-01型 に 付 加 す る こ
と も で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 所 望 の KDR結 合 特 性 を 有 す る さ ら な る 変 種 が 単 離 さ れ た 。 以 下 の コ ア 配 列 は い く ぶ ん 異
な る FGル ー プ を 有 し 、 例 え ば 、 N末 端 MG配 列 、 欠 失 さ れ た 8ア ミ ノ 酸 を 回 復 す る N末 端 配 列
、 お よ び /ま た は PEG化 用 の シ ス テ イ ン を 提 供 す る た め の C末 端 尾 部 と 共 に 発 現 さ せ る こ と
が で き る 。
　
　
　
別 の そ の よ う な 変 種 は コ ア 配 列 ：
　
　
　
を 有 す る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 さ ら に 、 同 様 の 方 法 に よ り 、 V L フ レ ー ム ワ ー ク 内 の 好 ま し い 単 一 ド メ イ ン 免 疫 グ ロ ブ リ
ン ポ リ ペ プ チ ド も 単 離 さ れ 、 こ れ を 図 21に 開 示 す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 発 明 に は 、 本 明 細 書 に 記 載 す る ポ リ ペ プ チ ド の い ず れ か を コ ー ド す る 核 酸 配 列 も ま た
含 ま れ る 。 当 業 者 に よ っ て 理 解 さ れ る よ う に 、 3塩 基 目 の 縮 重 に よ り 、 ほ ぼ す べ て の ア ミ
ノ 酸 が 、 コ ー ド ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に お い て 2つ 以 上 の ト リ プ レ ッ ト コ ド ン で 示 さ れ 得 る 。
さ ら に 、 わ ず か な 塩 基 対 変 化 は コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 保 存 的 置 換 を も た ら し
得 る が 、 遺 伝 子 産 物 の 生 物 活 性 を 実 質 的 に 変 更 し な い と 考 え ら れ る 。 し た が っ て 、 本 明 細
書 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 は 、 わ ず か に 配 列 を 修 飾 す る こ と が で き 、
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そ れ で も な お そ れ ぞ れ の 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド し 得 る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 、 さ ら に 変 異 さ せ て 、 よ り 高 い 親 和 性 で VEGFRと 結 合
す る ポ リ ペ プ チ ド を ス ク リ ー ニ ン グ し 得 る リ ー ド ポ リ ペ プ チ ド と し て 使 用 す る こ と が で き
る 。 一 例 で は 、 本 明 細 書 に 記 載 す る ポ リ ペ プ チ ド は 、 さ ら に 変 異 さ せ る か ま た は ラ ン ダ ム
化 し て 、 リ ー ド ポ リ ペ プ チ ド と 異 な る ア ミ ノ 酸 変 異 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 作 製 す る リ ー
ド ポ リ ペ プ チ ド と し て 使 用 さ れ る 。 次 い で 、 さ ら に ラ ン ダ ム 化 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 用 い
て 、 本 明 細 書 に 記 載 す る VEGF生 物 活 性 を 阻 害 す る （ 例 え ば 、 VEGFRに 結 合 し 、 同 じ 受 容 体
へ の VEGFの 結 合 を 阻 止 す る ） ポ リ ペ プ チ ド を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
3. 核 酸 お よ び ポ リ ペ プ チ ド の 生 成
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 任 意 の 標 準 的 な 方 法 を 用 い て
生 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 一 例 に お い て 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 （ 例 え ば 、 cDNA）
を 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 発 現 を 促 進 す る 条 件 下 に お い て DNA配 列 を 発 現 さ せ る こ
と に よ る 組 換 え DNA法 に よ り 作 製 さ れ る 。 本 明 細 書 に 開 示 す る CT-01ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド
す る 核 酸 配 列 の 例 に は 以 下 の も の が あ る ：
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 明 細 書 に 開 示 す る 種 々 の ポ リ ペ プ チ ド の い ず れ か を コ ー ド す る 核 酸 は 、 化 学 的 に 合 成
す る こ と が で き る 。 コ ド ン 使 用 頻 度 は 、 細 胞 内 で の 発 現 を 改 善 す る よ う に 選 択 さ れ 得 る 。
そ の よ う な コ ド ン 使 用 頻 度 は 、 選 択 し た 細 胞 種 に 依 存 す る こ と に な る 。 大 腸 菌 （ E. coli
） お よ び 他 の 細 菌 、 な ら び に 哺 乳 動 物 細 胞 、 植 物 細 胞 、 酵 母 細 胞 、 お よ び 昆 虫 細 胞 に つ い
て 、 特 定 の コ ド ン 使 用 頻 度 パ タ ー ン が 開 発 さ れ て い る 。 例 え ば 、 Mayfield et al., Proc 
Natl Acad Sci U S A. 2003 Jan 21;100(2):438-42； Sinclair et al. Protein Expr Pur
if. 2002 Oct;26(1):96-105； Connell ND. Curr Opin Biotechnol. 2001 Oct;12(5):446-
9； Makrides et al. Microbiol Rev. 1996 Sep;60(3):512-38； お よ び Sharp et al. Yeas
t. 1991 Oct;7(7):657-78を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 核 酸 操 作 の 一 般 的 な 技 法 は 、 例 え ば 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 、 Sambrook
 et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Vols. 1-3, Cold Spring Harbor L
aboratory Press, 2 ed., 1989, ま た は F. Ausubel et al., Current Protocols in Mole
cular Biology (Green Publishing and Wiley-Interscience: New York, 1987)、 お よ び
定 期 的 な 最 新 情 報 に 記 載 さ れ て い る 。 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNAは 、 哺 乳 動 物 、 ウ イ
ル ス 、 ま た は 昆 虫 遺 伝 子 に 由 来 す る 適 切 な 転 写 ま た は 翻 訳 調 節 エ レ メ ン ト に 連 結 す る 。 そ
の よ う な 調 節 エ レ メ ン ト に は 、 転 写 プ ロ モ ー タ ー 、 転 写 を 調 節 す る た め の 任 意 の オ ペ レ ー
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タ ー 配 列 、 適 切 な mRNAリ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 を コ ー ド す る 配 列 、 な ら び に 転 写 お よ び 翻 訳 の
終 結 を 調 節 す る 配 列 が 含 ま れ る 。 宿 主 に お け る 複 製 能 は 通 常 、 複 製 開 始 点 に よ っ て 付 与 さ
れ 、 形 質 転 換 体 の 認 識 を 容 易 に す る 選 択 遺 伝 子 が さ ら に 組 み 入 れ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 組 換 え DNAは ま た 、 タ ン パ ク 質 の 精 製 に 有 用 で あ る と 考 え ら れ る 任 意 の 種 類 の タ ン パ ク
質 タ グ 配 列 を 含 み 得 る 。 タ ン パ ク 質 タ グ の 例 に は 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る わ け で は な い が 、
ヒ ス チ ジ ン タ グ 、 FLAGタ グ 、 mycタ グ 、 HAタ グ 、 ま た は GSTタ グ が 含 ま れ る 。 細 菌 、 真 菌 、
酵 母 、 お よ び 哺 乳 動 物 細 胞 宿 主 と の 使 用 に 適 し た ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー お よ び 発 現 ベ ク タ
ー は 、 Cloning Vectors: A Laboratory Manual, (Elsevier, New York, 1985)に 見 出 す こ
と が で き 、 そ の 関 連 す る 開 示 は 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 当 業 者 に 周 知 で あ る よ う に 、 発 現 構 築 物 は 、 宿 主 細 胞 に 適 し た 方 法 を 用 い て 宿 主 細 胞 に
導 入 す る 。 核 酸 を 宿 主 細 胞 に 導 入 す る 様 々 な 方 法 が 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ り 、 こ れ
に は エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン ； 塩 化 カ ル シ ウ ム 、 塩 化 リ ビ ジ ウ ム 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 、 DE
AE-デ キ ス ト ラ ン 、 ま た は 他 の 物 質 を 使 用 す る ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ； 微 粒 子 銃 ； リ ポ フ
ェ ク シ ョ ン ； お よ び 感 染 （ ベ ク タ ー が 感 染 物 質 の 場 合 ） が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ
る わ け で は な い 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 適 切 な 宿 主 細 胞 に は 、 原 核 生 物 、 酵 母 、 哺 乳 動 物 細 胞 、 ま た は 細 菌 細 胞 が 含 ま れ る 。 適
切 な 細 菌 に は 、 例 え ば 大 腸 菌 ま た は バ シ ラ ス 種 と い っ た グ ラ ム 陰 性 菌 ま た は グ ラ ム 陽 性 菌
が 含 ま れ る 。 好 ま し く は S. セ レ ビ シ エ （ S. cerevisiae） な ど の サ ッ カ ロ ミ セ ス 種 に 由 来
す る 酵 母 も ま た 、 ポ リ ペ プ チ ド の 産 生 に 使 用 す る こ と が で き る 。 種 々 の 哺 乳 動 物 ま た は 昆
虫 細 胞 培 養 系 も ま た 、 組 換 え タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 昆 虫
細 胞 に お い て 異 種 タ ン パ ク 質 を 産 生 さ せ る た め の バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 系 に つ い て は 、 Luckow
 and Summers, (Bio/Technology, 6:47, 1988)に 概 説 さ れ て い る 。 適 切 な 哺 乳 動 物 宿 主 細
胞 株 の 例 に は 、 内 皮 細 胞 、 COS-7サ ル 腎 臓 細 胞 、 CV-1、 L細 胞 、 C127、 3T3、 チ ャ イ ニ ー ズ
ハ ム ス タ ー 卵 巣 （ CHO） 、 ヒ ト 胎 児 腎 臓 細 胞 、 HeLa、 293、 293T、 お よ び BHK細 胞 株 が 含 ま
れ る 。 精 製 ポ リ ペ プ チ ド は 、 適 切 な 宿 主 /ベ ク タ ー 系 を 培 養 し て 組 換 え タ ン パ ク 質 を 発 現
さ せ る こ と に よ っ て 調 製 さ れ る 。 多 く の 用 途 の た め 、 本 明 細 書 に 開 示 す る ポ リ ペ プ チ ド の
多 く の 小 さ な サ イ ズ の も の は 、 発 現 の 好 ま し い 方 法 と し て 大 腸 菌 で 発 現 さ れ る 。 次 い で 、
培 地 ま た は 細 胞 抽 出 物 か ら タ ン パ ク 質 が 精 製 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 明 細 書 に 開 示 す る タ ン パ ク 質 は ま た 、 細 胞 翻 訳 系 を 用 い て 生 成 す る こ と も で き る 。 そ
の よ う な 目 的 で は 、 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 は 、 イ ン ビ ト ロ 転 写 が 行 わ れ て mRNAが
産 生 さ れ る よ う に 、 お よ び 利 用 す る 特 定 の 無 細 胞 系 （ 哺 乳 動 物 も し く は 酵 母 無 細 胞 翻 訳 系
な ど の 真 核 生 物 、 ま た は 細 菌 無 細 胞 翻 訳 系 な ど の 原 核 生 物 ） で mRNAの 無 細 胞 翻 訳 が 行 わ れ
る よ う に 、 修 飾 さ れ な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 VEGFR結 合 ポ リ ペ プ チ ド は ま た 、 化 学 合 成 に よ っ て 作 製 す る こ と も で き る （ 例 え ば 、 Sol
id Phase Peptide Synthesis, 2nd ed., 1984, The Pierce Chemical Co., Rockford, IL
に 記 載 さ れ て い る 方 法 に よ る ） 。 タ ン パ ク 質 の 修 飾 も ま た 化 学 合 成 に よ っ て 作 製 さ れ 得 る
。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 タ ン パ ク 質 化 学 の 分 野 に お い て 周 知 で あ る タ ン パ ク 質 の 単 離
/精 製 法 に よ っ て 精 製 さ れ 得 る 。 非 限 定 的 な 例 に は 、 抽 出 、 再 結 晶 、 塩 析 （ 例 え ば 、 硫 酸
ア ン モ ニ ウ ム ま た は 硫 酸 ナ ト リ ウ ム を 用 い る ） 、 遠 心 分 離 、 透 析 、 限 外 ろ 過 、 吸 着 ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 疎 水 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 順 相 ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー 、 逆 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ゲ ル ろ 過 、 ゲ ル 浸 透 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ア フ ィ
ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 電 気 泳 動 、 向 流 分 配 、 ま た は こ れ ら の 任 意 の 組 み 合 わ せ が
含 ま れ る 。 精 製 後 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 ろ 過 お よ び 透 析 を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 当 業
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者 に 周 知 の 様 々 な 方 法 の い ず れ か に よ り 、 異 な る 緩 衝 液 に 交 換 す る お よ び /ま た は 濃 縮 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 精 製 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 、 好 ま し く は 少 な く と も 85%の 純 度 、 よ り 好 ま し く は 少 な く
と も 95%の 純 度 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 98%の 純 度 で あ る 。 純 度 の 正 確 な 数 値 に か か わ
ら ず 、 ポ リ ペ プ チ ド は 薬 学 的 産 物 と し て 使 用 す る の に 十 分 純 粋 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
4. ポ リ ペ プ チ ド の 翻 訳 後 修 飾
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 結 合 ポ リ ペ プ チ ド は さ ら に 翻 訳 後 修 飾 を 含 み 得 る 。 例 示
的 な 翻 訳 後 タ ン パ ク 質 修 飾 に は 、 リ ン 酸 化 、 ア セ チ ル 化 、 メ チ ル 化 、 ADP-リ ボ シ ル 化 、 ユ
ビ キ チ ン 化 、 グ リ コ シ ル 化 、 カ ル ボ ニ ル 化 、 sumo化 、 ビ オ チ ン 化 、 ま た は ポ リ ペ プ チ ド 側
鎖 も し く は 疎 水 基 の 付 加 が 含 ま れ る 。 結 果 と し て 、 修 飾 さ れ た 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド は 、 脂
質 、 多 糖 ま た は 単 糖 、 お よ び リ ン 酸 な ど の 非 ア ミ ノ 酸 成 分 を 含 み 得 る 。 グ リ コ シ ル 化 の 好
ま し い 形 式 は 、 ポ リ ペ プ チ ド に 1つ ま た は 複 数 の シ ア ル 酸 部 分 を 結 合 す る シ ア ル 化 で あ る
。 シ ア ル 酸 部 分 は 、 溶 解 度 お よ び 血 中 半 減 期 を 改 善 す る と 共 に 、 タ ン パ ク 質 の 免 疫 原 性 の
可 能 性 を 減 少 さ せ る 。 例 え ば 、 Raju et al. Biochemistry. 2001 Jul 31;40(30):8868-76
を 参 照 さ れ た い 。 ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 性 に 及 ぼ す そ の よ う な 非 ア ミ ノ 酸 成 分 の 効 果 は 、 VE
GFR-2ま た は VEGF機 能 に お け る そ の 拮 抗 作 用 の 役 割 、 例 え ば 血 管 新 生 ま た は 腫 瘍 増 殖 に 及
ぼ す そ の 抑 制 効 果 に つ い て 試 験 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 本 発 明 の 1つ の 特 定 の 態 様 に お い て 、 修 飾 型 の 対 象 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド は 、 非 タ ン パ ク
質 ポ リ マ ー に 対 す る 対 象 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 を 含 む 。 1つ の 特 定 の 態 様 に お い て 、
ポ リ マ ー は 、 米 国 特 許 第 4,640,835号 ； 第 4,496,689号 ； 第 4,301,144号 ； 第 4,670,417号 ；
第 4,791,192号 ； ま た は 第 4,179,337号 に 記 載 さ れ て い る よ う な ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （
「 PEG」 ） 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 ま た は ポ リ オ キ シ ア ル キ レ ン で あ る 。 本 発 明 の
修 飾 ポ リ ペ プ チ ド の 例 に は 、 PEG化 M5FLお よ び PEG化 CT-01が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 PEGは 、 市 販 さ れ て い る 、 ま た は 当 技 術 分 野 で 周 知 の 方 法 に 従 っ て エ チ レ ン グ リ コ ー ル
の 開 環 重 合 に よ っ て 調 製 さ れ 得 る 、 周 知 の 水 溶 性 ポ リ マ ー で あ る （ Sandler and Karo, Po
lymer Synthesis, Academic Press, New York, Vol. 3, pages 138-161） 。 「 PEG」 と い
う 用 語 は 、 大 き さ ま た は PEGの 末 端 に お け る 修 飾 に か か わ ら ず 、 任 意 の ポ リ エ チ レ ン グ リ
コ ー ル 分 子 を 包 含 す る た め に 広 く 用 い ら れ 、 式 ：
X-O(CH 2 CH 2 O) n - 1 CH 2 CH 2 OH（ 1）
（ 式 中 、 nは 20～ 2300で あ り 、 Xは Hま た は 末 端 修 飾 、 例 え ば C 1 - 4 ア ル キ ル で あ る ） に よ っ
て 表 さ れ 得 る 。 1つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の PEGは 一 方 の 末 端 が ヒ ド ロ キ シ ま た は メ ト キ
シ で 終 結 す る 、 す な わ ち Xは Hま た は CH 3 （ 「 メ ト キ シ PEG」 ） で あ る 。 PEGは 、 結 合 反 応 に
必 要 な ； 分 子 の 化 学 合 成 に よ っ て 生 じ る ； ま た は 分 子 の 部 分 に 最 適 距 離 を 保 つ た め の ス ペ
ー サ ー で あ る 化 学 基 を 含 み 得 る 。 さ ら に 、 こ の よ う な PEGは 、 互 い に 結 合 し た 1つ ま た は 複
数 の PEG側 鎖 か ら な っ て よ い 。 2つ 以 上 の PEG鎖 を 有 す る PEGは 、 分 岐 型 （ multiarmedま た は
branched） PEGと 称 さ れ る 。 分 岐 型 PEGは 、 例 え ば 、 グ リ セ ロ ー ル 、 ペ ン タ エ リ ス リ ト ー ル
、 お よ び エ チ レ ン オ キ シ ド を 含 む 種 々 の ポ リ オ ー ル に ポ リ エ チ レ ン オ キ シ ド を 付 加 す る こ
と に よ っ て 調 製 さ れ る 。 例 え ば 、 ペ ン タ エ リ ス リ ト ー ル お よ び エ チ レ ン オ キ シ ド か ら 、 4
分 岐 型 PEGを 調 製 す る こ と が で き る 。 分 岐 型 PEGは 、 例 え ば 、 EP-A第 0 473 084号 お よ び 米
国 特 許 第 5,932,462号 に 記 載 さ れ て い る 。 PEGの 1つ の 形 態 に は 、 リ ジ ン の 1級 ア ミ ノ 基 を 介
し て 連 結 さ れ た 2つ の PEG側 鎖 （ PEG2） が 含 ま れ る （ Monfardini, C., et al., Bioconjuga
te Chem. 6 (1995) 62-69） 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 PEGは 周 知 で あ る が 、 本 発 明 者 ら の 知 る 限 り 、 PEG化 1 0 Fn3ポ リ ペ プ チ ド が PEG化 さ れ 、 リ
ガ ン ド 結 合 活 性 を 保 持 し 得 る こ と が 初 め て 実 証 さ れ る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 PEG化 1 0 F
n3ポ リ ペ プ チ ド は 、 特 に N末 端 ま た は C末 端 の シ ス テ イ ン 部 分 に PEGを 結 合 さ せ る こ と に よ
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る 、 部 位 特 異 的 PEG化 に よ っ て 作 製 さ れ る 。 し た が っ て 本 開 示 は 、 少 な く と も 1つ の ル ー プ
が 標 的 結 合 に 関 与 す る 、 約 80～ 約 150ア ミ ノ 酸 を 有 す る 1 0 Fn3ド メ イ ン ； お よ び 共 有 結 合 さ
れ た PEG部 分 を 含 む 、 改 善 さ れ た 薬 物 動 態 特 性 を 有 す る 標 的 結 合 1 0 Fn3ポ リ ペ プ チ ド で あ っ
て 、 100 nM未 満 の K D で 標 的 と 結 合 し 、 哺 乳 動 物 に お い て 30 mL/hr/kg未 満 の 排 除 速 度 を 有
す る 1 0 Fn3ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 PEG部 分 は 、 Cys残 基 へ の 結 合 に よ る な ど 、 部 位 特 異
的 PEG化 に よ っ て 1 0 Fn3ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る こ と が で き 、 Cys残 基 は 、 1 0 Fn3ポ リ ペ プ チ
ド の N末 端 、 ま た は N末 端 と 最 も N末 端 側 の β ス ト ラ ン ド も し く は β 様 ス ト ラ ン ド の 間 、 ま
た は 1 0 Fn3ポ リ ペ プ チ ド の C末 端 、 ま た は C末 端 と 最 も C末 端 側 の β ス ト ラ ン ド も し く は β 様
ス ト ラ ン ド の 間 に 位 置 し 得 る 。 Cys残 基 は 、 他 の 位 置 、 特 に 標 的 結 合 に 関 与 し な い ル ー プ
の い ず れ か に 位 置 し て も よ い 。 PEG部 分 は ま た 、 ア ミ ン へ の 結 合 に よ る な ど 、 他 の 化 学 反
応 に よ っ て 結 合 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 へ の PEG結 合 は 一 般 に 、 PEGの 活 性 化 お よ び 活 性 化 PEG中 間 体
の 標 的 タ ン パ ク 質 /ペ プ チ ド へ 、 ま た は そ の 後 活 性 化 さ れ て 標 的 タ ン パ ク 質 /ペ プ チ ド に 結
合 さ れ る リ ン カ ー へ の 直 接 的 結 合 を 含 む （ Abuchowski, A. et al, J. Biol. Chem., 252,
 3751 (1997)お よ び J. Biol. Chem., 252, 3582 (1997)、 Zalipsky, et al.、 な ら び に Ha
rris et. al.: Poly(ethylene glycol) Chemistry: Biotechnical and Biomedical Appli
cations; (J. M. Harris ed.) Plenum Press: New York, 1992; Chap.21 and 22を 参 照 の
こ と ） 。 PEG分 子 を 含 む 結 合 ポ リ ペ プ チ ド は 複 合 化 タ ン パ ク 質 の 別 名 で も 知 ら れ 、 一 方 PEG
分 子 の 結 合 を 欠 く タ ン パ ク 質 は 非 複 合 化 と 称 さ れ 得 る こ と に 留 意 さ れ た い 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 VEGFR-2結 合 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 さ せ る た め に 、 例 え ば 、 約 1,000ダ ル ト ン （ Da） ～ 100,
000 Da（ nは 20～ 2300） の 様 々 な 分 子 量 型 の PEGが 選 択 さ れ 得 る 。 PEGに お け る 反 復 単 位 の
数 「 n」 は 、 ダ ル ト ン で 記 載 さ れ る 分 子 量 に 関 し て 概 算 さ れ る 。 活 性 化 リ ン カ ー 上 の PEGの
分 子 量 を 組 み 合 わ せ た も の が 薬 学 的 使 用 に 適 し て い る こ と が 好 ま し い 。 し た が っ て 、 1つ
の 態 様 に お い て 、 PEG分 子 の 分 子 量 は 100,000 Daを 超 え な い 。 例 え ば 、 3つ の PEG分 子 を リ
ン カ ー に 結 合 す る 場 合 、 各 PEG分 子 が 12,000 Da（ nは そ れ ぞ れ 約 270） と い う 同 じ 分 子 量 を
有 す る な ら ば 、 リ ン カ ー 上 の PEGの 全 分 子 量 は 約 36,000 Da（ n全 体 は 約 820） で あ る 。 ま た
リ ン カ ー に 結 合 す る PEGの 分 子 量 は 異 な っ て も よ く 、 例 え ば リ ン カ ー 上 の 3つ の 分 子 う ち 、
2つ の PEG分 子 は そ れ ぞ れ 5,000 Da（ nは そ れ ぞ れ 約 110） で あ っ て よ く 、 1つ の PEG分 子 は 12
,000 Da（ nは 約 270） で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 本 発 明 の 特 定 の 態 様 に お い て 、 VEGFR-2結 合 ポ リ ペ プ チ ド は 、 式 ： -CO-(CH 2 ) x -(OCH 2 CH 2
) m -ORの 1つ の ポ リ (エ チ レ ン グ リ コ ー ル )基 と 共 有 結 合 さ れ 、 ポ リ (エ チ レ ン グ リ コ ー ル )基
の -CO（ す な わ ち 、 カ ル ボ ニ ル ） が 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 基 の 1つ と ア ミ ド 結 合 を 形 成
す る ： Rは 低 級 ア ル キ ル で あ り ； xは 2ま た は 3で あ り ； mは 約 450～ 約 950で あ り ； nお よ び m
は 、 複 合 体 か ら 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を 引 い た 分 子 量 が 約 10～ 40 kDaに な る よ う に 選 択 さ れ る
。 1つ の 態 様 で は 、 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の リ ジ ン の ε -ア ミ ノ 基 が 利 用 可 能 な （ 遊 離 ） ア ミ ノ
基 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 上 記 の 複 合 体 は 、 式 （ II） ： P-NHCO-(CH 2 ) x -(OCH 2 CH 2 ) m -OR（ II） （ 式 中 、 Pは 本 明 細 書
に 記 載 す る 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の 基 で あ り （ す な わ ち 、 式 （ II） に 示 さ れ る カ ル ボ ニ ル と ア
ミ ド 結 合 を 形 成 す る 1つ ま た は 複 数 の ア ミ ノ 基 を 含 ま な い ） ； Rは 低 級 ア ル キ ル で あ り ； x
は 2ま た は 3で あ り ； mは 約 450～ 約 950で あ り 、 複 合 体 か ら 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を 引 い た 分 子
量 が 約 10～ 40 kDaに な る よ う に 選 択 さ れ る ） に よ っ て よ り 具 体 的 に 示 す こ と が で き る 。 本
明 細 書 に お い て 、 「 m」 の 所 与 の 範 囲 は 位 置 づ け の 意 味 を 有 す る 。 「 m」 の 範 囲 は い ず れ の
場 合 に も 、 PEG基 の 分 子 量 に よ っ て 正 確 に 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 当 業 者 は 、 例 え ば 、 PEG化 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を 治 療 に ど の よ う に 使 用 す る か 、 所 望 の 投
与 量 、 循 環 時 間 、 タ ン パ ク 質 分 解 に 対 す る 耐 性 、 免 疫 原 性 、 お よ び 他 の 考 慮 事 項 に 基 づ い
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て 、 PEGの 適 切 な 分 子 量 を 選 択 す る こ と が で き る 。 PEG、 お よ び タ ン パ ク 質 の 特 性 を 増 強 さ
せ る た め の そ の 使 用 に 関 す る 考 察 に つ い て は 、 N. V. Katre, Advanced Drug Delivery Re
views 10:91-114 (1993)を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 本 発 明 の 1つ の 態 様 に お い て は 、 PEG分 子 は 活 性 化 さ れ て 、 結 合 ポ リ ペ プ チ ド 上 の ア ミ ノ
基 、 リ ジ ン な ど と 反 応 し 得 る （ Bencham C. O. et al., Anal. Biochem. , 131, 25 (1983
)； Veronese, F. M. et al., Appl. Biochem., 11, 141 (1985).； Zalipsky, S. et al.,
 Polymeric Drugs and Drug Delivery Systems, adrs 9-110 ACS Symposium Series 469 
(1999)； Zalipsky, S. et al., Europ. Polym. J., 19, 1177-1183 (1983)； Delgado, C.
 et al., Biotechnology and Applied Biochemistry, 12, 119-128 (1990)） 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 1つ の 特 定 の 態 様 で は 、 PEG-結 合 ポ リ ペ プ チ ド 複 合 体 を 形 成 す る た め に 、 PEGの 炭 酸 エ ス
テ ル が 用 い ら れ る 。 PEGと の 反 応 に お い て N,N'-ジ ス ク シ ン イ ミ ジ ル カ ー ボ ネ ー ト （ DSC）
が 用 い ら れ て 、 活 性 化 混 合 PEG-ス ク シ ン イ ミ ジ ル カ ー ボ ネ ー ト が 形 成 さ れ 得 り 、 次 に こ れ
を リ ン カ ー の 求 核 基 ま た は 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 基 と 反 応 さ せ る こ と が で き る （ 米 国
特 許 第 5,281,698号 お よ び 米 国 特 許 第 5,932,462号 を 参 照 の こ と ） 。 同 様 の 種 類 の 反 応 に お
い て 、 1,1'-(ジ ベ ン ゾ ト リ ア ゾ リ ル )カ ー ボ ネ ー ト お よ び ジ -(2-ピ リ ジ ル )カ ー ボ ネ ー ト を
PEGと 反 応 さ せ て 、 そ れ ぞ れ PEG-ベ ン ゾ ト リ ア ゾ リ ル お よ び PEG-ピ リ ジ ル 混 合 カ ー ボ ネ ー
ト （ 米 国 特 許 第 5,382,657号 ） を 形 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 1 0 Fn3ポ リ ペ プ チ ド の PEG化 は 、 最 先 端 の 方 法 に 従 っ て 、 例 え ば 結 合 ポ リ ペ プ チ ド と 求 電
子 的 に 活 性 の あ る PEG（ 供 給 業 者 ； Shearwater Corp.、 米 国 、 www.shearwatercorp.com）
と の 反 応 に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 本 発 明 の 好 ま し い PEG試 薬 は 、 例 え ば 、 プ ロ ピ オ ン
酸 N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ジ ル （ PEG-SPA） 、 ブ タ ン 酸 N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ジ ル
（ PEG-SBA） 、 ま た は mPEG2-NHSな ど の 分 岐 型 N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド で あ る （ Monfar
dini, C., et al., Bioconjugate Chem. 6 (1995) 62-69)。 こ の よ う な 方 法 は 、 結 合 ポ リ
ペ プ チ ド リ ジ ン の ε -ア ミ ノ 基 ま た は 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の N末 端 ア ミ ノ 基 に お け る PEG化 に
用 い ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 PEG分 子 は 、 結 合 ポ リ ペ プ チ ド 上 の ス ル フ ヒ ド リ ル 基 に 結 合 す る こ
と が で き る （ Sartore, L., et al., Appl. Biochem. Biotechnol., 27, 45 (1991)； Morp
urgo et al., Biocon. Chem., 7, 363-368 (1996)； Goodson et al., Bio/Technology (1
990) 8, 343； 米 国 特 許 第 5,766,897号 ） 。 米 国 特 許 第 6,610,281号 お よ び 第 5,766,897号 は
、 ス ル フ ヒ ド リ ル 基 に 結 合 で き る 例 示 的 な 反 応 性 PEG種 に つ い て 記 載 し て い る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 PEG分 子 を 結 合 ポ リ ペ プ チ ド 上 の シ ス テ イ ン 残 基 に 結 合 す る い く つ か の 態 様 で は 、 シ ス
テ イ ン 残 基 は 結 合 ポ リ ペ プ チ ド に 固 有 の も の で あ り 、 他 の 態 様 に お い て は 、 1つ ま た は 複
数 の シ ス テ イ ン 残 基 が 結 合 ポ リ ペ プ チ ド 内 に 挿 入 さ れ る 。 シ ス テ イ ン 残 基 を 作 製 す る た め
に 、 結 合 ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 配 列 内 に 変 異 を 導 入 す る こ と が で き る 。 こ れ は 、 例 え ば 、 1
つ ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 を シ ス テ イ ン に 変 異 さ せ る こ と に よ っ て 達 成 さ れ 得 る 。 シ ス
テ イ ン 残 基 に 変 異 す る た め の 好 ま し い ア ミ ノ 酸 に は 、 セ リ ン 、 ス レ オ ニ ン 、 ア ラ ニ ン 、 お
よ び 他 の 親 水 性 残 基 が 含 ま れ る 。 好 ま し く は 、 シ ス テ イ ン に 変 異 さ せ る 残 基 は 表 面 露 出 残
基 で あ る 。 一 次 配 列 ま た は タ ン パ ク 質 に 基 づ い て 残 基 の 表 面 露 出 度 を 予 測 す る ア ル ゴ リ ズ
ム は 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。 ま た は 、 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を 設 計 し 進 化 さ せ る 基
礎 と し た フ レ ー ム ワ ー ク の 結 晶 構 造 が 解 析 さ れ て い る な ら ば （ Himanen et al., Nature .
 (2001) 20-27;414(6866):933-8） 、 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 を 比 較 す る こ と に
よ り 表 面 残 基 を 予 測 す る こ と が で き 、 ひ い て は 表 面 露 出 残 基 を 同 定 す る こ と が で き る 。 1
つ の 態 様 に お い て 、 シ ス テ イ ン 残 基 は 、 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の N末 端 お よ び /も し く は C末 端
に 、 も し く は そ の 近 傍 に 、 ま た は ル ー プ 領 域 内 に 導 入 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
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　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 PEG化 結 合 ポ リ ペ プ チ ド は 、 N末 端 ア ミ ノ 酸 の α ア ミ ノ 基 に 共
有 結 合 さ れ た PEGを 含 む 。 部 位 特 異 的 N末 端 還 元 的 ア ミ ノ 化 に つ い て
は 、 Pepinsky et al., (2001) JPET, 297,1059、 お よ び 米 国 特 許 第 5,824,784に 記 載 さ れ
て い る 。 他 の 利 用 可 能 な 求 核 ア ミ ノ 基 を 利 用 す る タ ン パ ク 質 の 還 元 的 ア ミ ノ 化 へ の PEG-ア
ル デ ヒ ド の 使 用 に つ い て は 、 米 国 特 許 第 4,002,531号 、 Wieder et al., (1979) J. Biol. 
Chem. 254,12579、 お よ び Chamow et al., (1994) Bioconjugate Chem. 5, 133に 記 載 さ れ
て い る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 PEG化 結 合 ポ リ ペ プ チ ド は リ ン カ ー に 共 有 結 合 し た 1つ ま た は 複 数 の
PEG分 子 を 含 み 、 こ の リ ン カ ー は 次 に 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の N末 端 の ア ミ ノ 残 基 の α ア ミ ノ 基
に 結 合 さ れ て い る 。 そ の よ う な ア プ ロ ー チ は 、 米 国 特 許 公 報 第 2002/0044921号 お よ び WO第
94/01451号 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 1つ の 態 様 に お い て 、 結 合 ポ リ ペ プ チ ド は C末 端 で PEG化 さ れ る 。 特 定 の 態 様 に お い て 、
タ ン パ ク 質 は 、 C末 端 ア ジ ド -メ チ オ ニ ン を 導 入 し 、 続 い て シ ュ タ ウ デ ィ ン ガ ー 反 応 に よ り
メ チ ル -PEG-ト リ ア リ ル ホ ス フ ィ ン 化 合 物 を 結 合 す る こ と に よ っ て 、 C末 端 で PEG化 さ れ る
。 こ の C末 端 結 合 法 は 、 Cazalis et al., C-Terminal Site-Specific PEGylation of a Tr
uncated Thrombomodulin Mutant with Retention of Full Bioactivity, Bioconjug Chem
. 2004;15(5)1005-1009に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の モ ノ PEG化 は ま た 、 WO第 94/01451号 に 記 載 さ れ て い る 一 般 的 な 方 法
に 従 っ て 生 成 す る こ と も で き る 。 WO第 94/01451号 は 、 修 飾 さ れ た 末 端 ア ミ ノ 酸 α -炭 素 反
応 基 を 有 す る 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 調 製 す る 方 法 に つ い て 記 載 し て い る 。 本 方 法 の 工 程 は
、 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 形 成 す る 段 階 、 お よ び そ の N末 端 α -ア ミ ン お よ び C末 端 α -カ ル ボ
キ シ ル を 1つ ま た は 複 数 の 生 物 学 的 に 付 加 さ れ た 保 護 基 で 保 護 す る 段 階 を 含 む 。 次 い で 、
ポ リ ペ プ チ ド を 化 学 保 護 剤 と 反 応 さ せ て 、 反 応 性 側 鎖 基 を 選 択 的 に 保 護 し 得 り 、 そ れ に よ
っ て 側 鎖 基 が 修 飾 さ れ る の を 防 ぐ 。 続 い て 、 ポ リ ペ プ チ ド を 生 物 学 的 保 護 基 に 特 異 的 な 切
断 試 薬 で 切 断 し 、 未 保 護 の 末 端 ア ミ ノ 酸 α -炭 素 反 応 基 を 形 成 す る 。 未 保 護 の 末 端 ア ミ ノ
酸 α -炭 素 反 応 基 を 、 化 学 修 飾 剤 で 修 飾 す る 。 次 に 、 側 鎖 が 保 護 さ れ た 末 端 修 飾 単 一 コ ピ
ー ポ リ ペ プ チ ド の 側 鎖 基 を 脱 保 護 し て 、 末 端 が 修 飾 さ れ た 組 換 え 単 一 コ ピ ー ポ リ ペ プ チ ド
を 形 成 す る 。 本 方 法 に お け る 工 程 の 数 お よ び 順 序 は 、 ポ リ ペ プ チ ド の N末 端 お よ び /ま た は
C末 端 ア ミ ノ 酸 の 選 択 的 修 飾 を 達 成 す る た め に 変 更 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 結 合 反 応 に お け る 結 合 ポ リ ペ プ チ ド と 活 性 化 PEGの 比 率 は 、 約 1:0.5～ 1:50、 約 1:1～ 1:3
0、 約 1:5～ 1:15で あ っ て よ い 。 本 方 法 に お い て は 、 結 合 ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る PEGの 共 有
結 合 的 付 加 を 触 媒 す る た め 、 様 々 な 水 溶 性 緩 衝 液 を 用 い る こ と が で き る 。 1つ の 態 様 に お
い て 、 使 用 す る 緩 衝 液 の pHは 約 7.0～ 9.0で あ る 。 別 の 態 様 で は 、 pHは わ ず か に 塩 基 性 範 囲
に あ り 、 例 え ば 約 7.5～ 8.5で あ る 。 例 え ば リ ン 酸 緩 衝 液 な ど 、 中 性 pHに 近 い pKaを 有 す る
緩 衝 液 も 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 サ イ ズ 排 除 （ 例 え ば 、 ゲ ル ろ 過 ） お よ び イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど 、
当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 従 来 の 分 離 お よ び 精 製 技 法 を 用 い て 、 PEG化 結 合 ポ リ ペ プ
チ ド を 精 製 す る こ と が で き る 。 SDS-PAGEに よ り 生 成 物 を 分 離 す る こ と も 可 能 で あ る 。 分 離
さ れ 得 る 生 成 物 に は 、 モ ノ 、 ジ 、 ト リ 、 ポ リ 、 お よ び 非 PEG化 結 合 ポ リ ペ プ チ ド 、 な ら び
に 遊 離 の PEGが 含 ま れ る 。 モ ノ PEG複 合 体 の 割 合 は 、 組 成 物 中 の モ ノ PEGの 割 合 を 増 加 さ せ
る た め に 、 溶 出 ピ ー ク 周 囲 の 広 い 画 分 を プ ー ル す る こ と に よ り 調 節 す る こ と が で き る 。 約
90%の モ ノ PEG複 合 体 が 、 収 率 お よ び 活 性 の 良 好 な バ ラ ン ス を 示 す 。 例 え ば 少 な く と も 92%
、 ま た は 少 な く と も 96%の 複 合 体 が モ ノ PEG種 で あ る 組 成 物 が 望 ま し い と 考 え ら れ る 。 本 発
明 の 1つ の 態 様 に お い て 、 モ ノ PEG複 合 体 の 割 合 は 90%～ 96%で あ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
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　 1つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の PEG化 結 合 ポ リ ペ プ チ ド は 、 1つ 、 2つ 、 ま た は そ れ 以 上 の
PEG部 分 を 含 む 。 1つ の 態 様 に お い て 、 PEG部 分 は 、 タ ン パ ク 質 の 表 面 上 に あ る 、 お よ び /ま
た は 標 的 リ ガ ン ド と 接 触 す る 表 面 か ら 離 れ た ア ミ ノ 酸 残 基 に 結 合 さ れ る 。 1つ の 態 様 に お
い て 、 PEG結 合 ポ リ ペ プ チ ド 中 の PEGの 組 み 合 わ せ た 分 子 量 ま た は 全 分 子 量 は 約 3,000 Da～
60,000 Daで あ り 、 任 意 に 約 10,000 Da～ 36,000 Daで あ る 。 1つ の 態 様 に お い て 、 PEG化 結
合 ポ リ ペ プ チ ド 中 の PEGは 実 質 的 に 線 状 の 直 鎖 PEGで あ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 本 発 明 の 1つ の 態 様 に お い て 、 PEG化 結 合 ポ リ ペ プ チ ド 中 の PEGは 、 ヒ ド ロ キ シ ル ア ミ ン
ア ッ セ イ （ 例 え ば 、 室 温 に お け る 8～ 16時 間 の 450 mMヒ ド ロ キ シ ル ア ミ ン （ pH 6.5） ） に
よ り PEG化 ア ミ ノ 酸 残 基 か ら 加 水 分 解 さ れ ず 、 し た が っ て 安 定 で あ る 。 1つ の 態 様 に お い て
は 、 組 成 物 の 80%、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 90%、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 95%を 超 え
る 割 合 が 、 安 定 な モ ノ PEG結 合 ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の PEG化 結 合 ポ リ ペ プ チ ド は 、 好 ま し く は 、 非 修 飾 タ ン パ ク
質 に 付 随 す る 生 物 活 性 の 少 な く と も 25%、 50%、 60%、 70%、 80%、 85%、 90%、 95%、 ま た は 10
0%を 保 持 す る 。 1つ の 態 様 に お い て 、 生 物 活 性 と は 、 KD、 k o n 、 ま た は k o f f に よ っ て 評 価 さ
れ る 、 VEGFR-2に 結 合 す る 能 力 を 指 す 。 1つ の 特 定 の 態 様 に お い て 、 PEG化 結 合 ポ リ ペ プ チ
ド タ ン パ ク 質 は 、 非 PEG化 結 合 ポ リ ペ プ チ ド と 比 較 し て VEGFRへ の 結 合 の 増 加 を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 PEG修 飾 ポ リ ペ プ チ ド の 血 清 排 除 速 度 は 、 非 修 飾 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の 排 除 速 度 と 比 較 し
て 、 約 10%、 20%、 30%、 40%、 50%、 60%、 70%、 80%、 ま た は さ ら に は 90%減 少 し 得 る 。 PEG修
飾 ポ リ ペ プ チ ド は 、 非 修 飾 タ ン パ ク 質 の 半 減 期 （ t 1 / 2 ） と 比 較 し て 延 長 さ れ た 半 減 期 を 有
し 得 る 。 PEG結 合 ポ リ ペ プ チ ド の 半 減 期 は 、 非 修 飾 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の 半 減 期 と 比 較 し て
、 少 な く と も 10%、 20%、 30%、 40%、 50%、 60%、 70%、 80%、 90%、 100%、 125%、 150%、 175%
、 200%、 250%、 300%、 400%、 も し く は 500%、 ま た は さ ら に は 1000%延 長 さ れ 得 る 。 い く つ
か の 態 様 に お い て 、 タ ン パ ク 質 半 減 期 は 、 緩 衝 生 理 食 塩 溶 液 中 ま た は 血 清 中 な ど 、 イ ン ビ
ト ロ で 決 定 さ れ る 。 他 の 態 様 に お い て は 、 タ ン パ ク 質 半 減 期 は 、 動 物 の 血 清 ま た は 他 の 体
液 中 で の タ ン パ ク 質 の 半 減 期 の よ う な イ ン ビ ボ 半 減 期 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
5. 治 療 用 製 剤 お よ び 投 与 方 法
　 本 発 明 は 、 VEGF生 物 活 性 の 阻 害 に 応 答 す る 病 態 を 治 療 す る 、 ま た は 前 病 態 を 予 防 す る 方
法 を 扱 う 。 好 ま し い 例 は 、 不 適 切 な 血 管 新 生 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 病 態 で あ る 。 投 与 の
方 法 お よ び 投 与 量 は 、 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド の 種 類 お よ び 治 療 す る 特 定 の 病 態 に 応 じ て 異 な
る が 、 当 業 者 に よ っ て 容 易 に 決 定 さ れ 得 る 。 一 般 に 、 規 制 機 関 は 、 治 療 と し て 用 い ら れ る
タ ン パ ク 質 試 薬 が 、 許 容 さ れ る 程 度 に 低 レ ベ ル の 発 熱 物 質 し か 含 ま な い よ う に 製 剤 化 さ れ
る こ と を 義 務 付 け て い る 。 し た が っ て 、 治 療 用 製 剤 は 一 般 に 、 実 質 的 に 発 熱 物 質 を 含 ま な
い か 、 ま た は 適 切 な 規 制 機 関 （ 例 え ば 、 FDA） に よ っ て 決 定 さ れ た 許 容 さ れ る レ ベ ル 未 満
の 発 熱 物 質 し か 含 ま な い 点 で 、 他 の 製 剤 と は 区 別 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 本 発 明 の 治 療 化 合 物 は 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 希 釈 剤 、 担 体 、 ま た は 賦 形 剤 と 共 に 単 位 剤
形 と し て 投 与 す る こ と が で き る 。 投 与 は 、 非 限 定 的 な 例 と し て 、 非 経 口 （ 例 え ば 、 静 脈 内
、 皮 下 ） 、 経 口 、 ま た は 局 所 投 与 で あ っ て よ い 。 さ ら に 、 裸 の DNA送 達 、 組 換 え 遺 伝 子 お
よ び ベ ク タ ー 、 患 者 の 細 胞 の エ ク ス ビ ボ 操 作 を 含 む 細 胞 に 基 づ く 送 達 な ど の よ う な 、 本 発
明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 使 用 す る 任 意 の 遺 伝 子 治 療 法 を 用 い る こ と も 可 能 で
あ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 化 合 物 は 、 経 口 投 与 に 関 し て は 、 丸 剤 、 錠 剤 、 カ プ セ ル 剤 、 液 体 、 ま た は 徐 放 錠 ； あ る
い は 静 脈 内 、 皮 下 、 ま た は 非 経 口 投 与 に 関 し て は 、 液 体 ； 局 所 投 与 に 関 し て は 、 ゲ ル 、 ロ
ー シ ョ ン 剤 、 軟 膏 剤 、 ク リ ー ム 、 ま た は ポ リ マ ー も し く は 他 の 徐 放 賦 形 剤 の 形 態 で あ っ て
よ い 。
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【 ０ １ ０ ０ 】
　 当 技 術 分 野 で 周 知 の 製 剤 化 方 法 は 、 例 え ば 「 Remington: The Science and Practice of
 Pharmacy」 （ 20th ed., ed. A.R. Gennaro AR., 2000, Lippincott Williams & Wilkins
, Philadelphia, PA） に 見 出 さ れ る 。 非 経 口 投 与 用 製 剤 は 、 例 え ば 、 賦 形 剤 、 滅 菌 水 、 生
理 食 塩 水 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル な ど の ポ リ ア ル キ レ ン グ リ コ ー ル 、 植 物 性 油 、 ま た は
水 素 化 ナ フ タ レ ン を 含 み 得 る 。 化 合 物 の 放 出 を 調 節 す る に は 、 生 体 適 合 性 が あ り 生 物 分 解
性 の あ る ラ ク チ ド 重 合 体 、 ラ ク チ ド ／ グ リ コ リ ド 共 重 合 体 、 ま た は ポ リ オ キ シ エ チ レ ン -
ポ リ オ キ シ プ ロ ピ レ ン 共 重 合 体 を 用 い る こ と が で き る 。 ナ ノ 粒 子 製 剤 （ 例 え ば 、 生 分 解 性
ナ ノ 粒 子 、 固 体 脂 質 ナ ノ 粒 子 、 リ ポ ソ ー ム ） を 用 い て 、 化 合 物 の 体 内 分 布 を 調 節 す る こ と
も 可 能 で あ る 。 有 用 と 考 え ら れ る 非 経 口 送 達 系 に は 、 他 に 、 エ チ レ ン -ビ ニ ル ア セ テ ー ト
共 重 合 体 粒 子 、 浸 透 圧 ポ ン プ 、 移 植 可 能 な 注 入 系 、 お よ び リ ポ ソ ー ム が 含 ま れ る 。 製 剤 中
の 化 合 物 の 濃 度 は 、 投 与 す る 薬 剤 の 投 与 量 お よ び 投 与 経 路 を 含 む 多 く の 要 因 に よ っ て 異 な
る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド は 任 意 に 、 製 薬 業 界 で 通 常 用 い ら れ る 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 塩 （ 非 毒 性 酸
付 加 塩 な ど ） ま た は 金 属 錯 体 と し て 投 与 し て も よ い 。 酸 付 加 塩 の 例 に は 、 酢 酸 、 乳 酸 、 パ
モ ン 酸 、 マ レ イ ン 酸 、 ク エ ン 酸 、 リ ン ゴ 酸 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 、 コ ハ ク 酸 、 安 息 香 酸 、 パ ル
ミ チ ン 酸 、 ス ベ リ ン 酸 、 サ リ チ ル 酸 、 酒 石 酸 、 メ タ ン ス ル ホ ン 酸 、 ト ル エ ン ス ル ホ ン 酸 、
ま た は ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 な ど の 有 機 酸 ； タ ン ニ ン 酸 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス な ど の
ポ リ マ ー 酸 ； お よ び 塩 酸 、 臭 化 水 素 酸 、 硫 酸 、 リ ン 酸 な ど の 無 機 酸 が 含 ま れ る 。 金 属 複 合
体 は 、 亜 鉛 、 鉄 な ど を 含 む 。 1つ の 態 様 に お い て 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 熱 安 定 性 を 高 め る た
め に 酢 酸 ナ ト リ ウ ム の 存 在 下 で 製 剤 化 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 経 口 用 製 剤 に は 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 非 毒 性 賦 形 剤 と の 混 合 物 中 に 有 効 成 分 を 含 む 錠 剤
が 含 ま れ る 。 こ れ ら の 賦 形 剤 は 、 例 え ば 、 不 活 性 希 釈 剤 ま た は 増 量 剤 （ 例 え ば 、 ス ク ロ ー
ス お よ び ソ ル ビ ト ー ル ） 、 潤 滑 剤 、 流 動 促 進 剤 、 お よ び 付 着 防 止 剤 （ 例 え ば 、 ス テ ア リ ン
酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 ス テ ア リ ン 酸 亜 鉛 、 ス テ ア リ ン 酸 、 シ リ カ 、 硬 化 植 物 油 、 ま た は タ ル ク
） で あ っ て よ い 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 経 口 用 製 剤 は ま た 、 チ ュ ア ブ ル 錠 、 ま た は 有 効 成 分 が 不 活 性 固 体 希 釈 剤 と 混 合 さ れ て い
る 硬 ゼ ラ チ ン カ プ セ ル 、 ま た は 有 効 成 分 が 水 も し く は 油 媒 体 と 混 合 さ れ て い る 軟 ゼ ラ チ ン
カ プ セ ル と し て 提 供 さ れ て も よ い 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 治 療 上 有 効 な 用 量 と は 、 投 与 さ れ る も の に 対 し て 治 療 効 果 を も た ら す 用 量 を 指 す 。 正 確
な 用 量 は 治 療 す る 疾 患 に 依 存 す る こ と に な り 、 周 知 の 技 法 を 用 い て 当 業 者 に よ っ て 確 定 さ
れ 得 る 。 一 般 的 に 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 1日 当 た り 約 0.01μ g/kg～ 約 50 mg/kg、 好 ま し く は 1
日 当 た り 約 0.01 mg/kg～ 約 30 mg/kg、 最 も 好 ま し く は 1日 当 た り 約 0.1 mg/kg～ 約 20 mg/kg
投 与 さ れ る 。 ポ リ ペ プ チ ド は 毎 日 投 与 す る こ と も で き る し （ 例 え ば 、 1日 に 1回 、 2回 、 3回
、 ま た は 4回 ） 、 よ り 低 い 頻 度 で （ 例 え ば 1日 お き に 1回 、 週 ま た は 月 に 1回 ま た は 2回 ） 投
与 す る こ と も で き る 。 さ ら に 、 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ る よ う に 、 年 齢 、 な ら び に 体 重 、 一
般 的 な 健 康 状 態 、 性 別 、 食 習 慣 、 投 与 時 間 、 薬 物 間 相 互 作 用 、 お よ び 疾 患 の 重 症 度 に 対 す
る 調 節 が 必 要 で あ る と 考 え ら れ 、 こ れ は 当 業 者 に よ る 日 常 的 な 実 験 に よ り 確 定 さ れ る こ と
に な る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
6. 例 示 的 な 使 用
　 本 明 細 書 に 記 載 す る VEGFR-2結 合 ポ リ ペ プ チ ド お よ び そ れ ら の 関 連 変 種 は 、 多 く の 治 療
用 途 お よ び 診 断 用 途 に 有 用 で あ る 。 こ れ ら に は 、 VEGFR-2へ の 結 合 に 関 し て 競 合 す る こ と
に よ る か ま た は VEGFR-2へ の 結 合 を 遮 断 す る こ と に よ る VEGFの 生 物 活 性 の 阻 害 、 お よ び 細
胞 、 好 ま し く は VEGFR-2を 発 現 し て い る 細 胞 へ の 毒 性 部 分 ま た は 画 像 化 部 分 の 送 達 が 含 ま
れ る 。
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【 ０ １ ０ ６ 】
　 こ れ ら の 分 子 の 大 き さ が 小 さ い こ と お よ び 構 造 が 安 定 で あ る こ と は 、 薬 剤 の 製 造 、 迅 速
な 排 除 が 望 ま し い 特 定 用 途 に お け る 体 内 か ら の 迅 速 な 排 除 、 ま た は そ の よ う な 特 徴 を 有 す
る 分 子 を 用 い る こ と で 適 合 し 得 る も し く は 改 善 さ れ る 新 規 送 達 系 へ の 製 剤 化 に 関 し て 特 に
有 用 で あ り 得 る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 VEGF生 物 活 性 の 阻 害 剤 と し て の 有 効 性 に 基 づ き 、 以 下 を 含 む
が そ れ ら に 限 定 さ れ な い 、 不 適 切 な 血 管 新 生 に 関 連 し た 多 く の 病 態 に 対 し て 有 効 で あ る ：
自 己 免 疫 疾 患 （ 例 え ば 、 関 節 リ ウ マ チ 、 炎 症 性 腸 疾 患 、 ま た は 乾 癬 ） ； 心 疾 患 （ 例 え ば 、
ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 ま た は 血 管 再 狭 窄 ） ； 網 膜 症 （ 例 え ば 、 増 殖 性 網 膜 症 、 糖 尿 病 性 網
膜 症 、 加 齢 黄 斑 変 性 症 、 ま た は 血 管 新 生 緑 内 障 ） 、 腎 疾 患 （ 例 え ば 、 糖 尿 病 性 腎 症 、 悪 性
腎 硬 化 症 、 血 栓 性 微 小 血 管 症 候 群 ； 移 植 片 拒 絶 ； 炎 症 性 腎 疾 患 ； 糸 球 体 腎 炎 ； メ サ ン ギ ウ
ム 増 殖 性 糸 球 体 腎 炎 ； 溶 血 性 尿 毒 症 症 候 群 ； お よ び 高 血 圧 性 腎 硬 化 ） ； 血 管 芽 細 胞 腫 ； 血
管 腫 ； 甲 状 腺 過 形 成 ； 組 織 移 植 ； 慢 性 炎 症 ； メ ー グ ス 症 候 群 ； 心 嚢 液 貯 留 ； 胸 水 ； 自 己 免
疫 疾 患 ； 糖 尿 病 ； 子 宮 内 膜 症 、 慢 性 喘 息 、 望 ま し く な い 線 維 症 （ 特 に 肝 線 維 症 ） 、 お よ び
癌 、 な ら び に 胸 水 お よ び 腹 水 な ど の 癌 に 起 因 す る 合 併 症 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の VEGFR結
合 ポ リ ペ プ チ ド は 、 過 剰 増 殖 性 疾 患 ま た は 癌 お よ び 癌 の 転 移 拡 散 の 予 防 処 置 に 用 い ら れ 得
る 。 癌 の 非 限 定 的 な 例 に は 、 膀 胱 癌 、 血 液 癌 、 骨 癌 、 脳 腫 瘍 、 乳 癌 、 軟 骨 癌 、 結 腸 癌 、 腎
臓 癌 、 肝 臓 癌 、 肺 癌 、 リ ン パ 節 癌 、 神 経 組 織 癌 、 卵 巣 癌 、 膵 癌 、 前 立 腺 癌 、 骨 格 筋 癌 、 皮
膚 癌 、 脊 髄 癌 、 脾 臓 癌 、 胃 癌 、 精 巣 癌 、 胸 腺 癌 、 甲 状 腺 癌 、 気 管 癌 、 泌 尿 生 殖 器 癌 、 尿 管
癌 、 尿 道 癌 、 子 宮 癌 、 ま た は 膣 癌 が 含 ま れ る 。 治 療 可 能 な さ ら な る 病 態 は 、 参 照 に よ り 本
明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 米 国 特 許 第 6,524,583号 に 見 出 す こ と が で き る 。 VEGFR-2結 合 ポ リ
ペ プ チ ド の 使 用 に 関 し て 記 載 し て い る 他 の 参 照 に は 、 McLeod DS etal., Invest Ophthalm
ol Vis Sci. 2002 Feb;43(2):474-82； Watanabe et al. Exp Dermatol. 2004 Nov;13(11)
:671-81； Yoshiji H et al., Gut. 2003 Sep;52(9):1347-54； Verheul et al., Oncologi
st. 2000;5 Suppl 1:45-50； Boldicke et al., Stem Cells. 2001;19(1):24-36が 含 ま れ
る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 す る よ う に 、 血 管 新 生 関 連 疾 患 に は 、 例 え ば 固 形 腫 瘍 、 白 血 病 な ど の 血
液 由 来 腫 瘍 、 お よ び 腫 瘍 転 移 を 含 む 血 管 新 生 依 存 性 癌 ； 良 性 腫 瘍 、 例 え ば 血 管 腫 、 聴 神 経
腫 、 神 経 線 維 腫 、 ト ラ コ ー マ 、 お よ び 化 膿 性 肉 芽 腫 ； 免 疫 性 炎 症 お よ び 非 免 疫 性 炎 症 な ど
の 炎 症 性 疾 患 ； 慢 性 関 節 リ ウ マ チ お よ び 乾 癬 ； 眼 血 管 新 生 疾 患 、 例 え ば 糖 尿 病 性 網 膜 症 、
未 熟 児 網 膜 症 、 黄 斑 変 性 、 角 膜 移 植 片 拒 絶 、 血 管 新 生 緑 内 障 、 水 晶 体 後 線 維 増 殖 症 、 ル ベ
オ ー シ ス ； オ ス ラ ー ウ ェ バ ー 症 候 群 ； 心 筋 血 管 新 生 ； プ ラ ー ク 新 血 管 新 生 ； 毛 細 血 管 拡 張
症 ； 血 友 病 性 関 節 症 ； 血 管 線 維 腫 ； な ら び に 創 傷 肉 芽 形 成 お よ び 創 傷 治 癒 ； 毛 細 血 管 拡 張
症 、 乾 癬 、 強 皮 症 、 化 膿 性 肉 芽 腫 、 冠 動 脈 側 枝 、 虚 血 肢 血 管 新 生 、 角 膜 疾 患 、 ル ベ オ ー シ
ス 、 関 節 炎 、 糖 尿 病 性 新 血 管 新 生 、 骨 折 、 脈 管 形 成 、 造 血 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ
れ る わ け で は な い 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 VEGFR-2結 合 ポ リ ペ プ チ ド は 、 単 独 で 、 ま た は 化 学 療 法 、 放 射 線 療 法 、 免 疫 療 法 、 外 科
的 介 入 、 ま た は こ れ ら の 任 意 の 組 み 合 わ せ な ど の 1つ ま た は 複 数 の さ ら な る 治 療 と 組 み 合
わ せ て 投 与 す る こ と が で き る 。 長 期 療 法 は 、 上 記 の 他 の 治 療 戦 略 に お け る 補 助 療 法 と 同 様
に 可 能 で あ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 そ の よ う な 方 法 の 特 定 の 態 様 に お い て 、 1つ ま た は 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド 治 療 薬 は 、 共 に
（ 同 時 に ） ま た は 異 な っ た 時 間 に （ 順 次 に ） 投 与 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 ポ リ ペ プ チ
ド 治 療 薬 は 、 癌 を 治 療 す る ま た は 血 管 新 生 を 抑 制 す る 別 の 種 類 の 化 合 物 と 共 に 投 与 す る こ
と が で き る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 本 治 療 薬 は 単 独 で 使 用 す る こ と が で き る 。 ま た は 、 本 治
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療 薬 は 、 増 殖 性 疾 患 （ 例 え ば 、 腫 瘍 ） の 治 療 ま た は 予 防 を 対 象 と し た 他 の 従 来 の 抗 癌 治 療
ア プ ロ ー チ と 組 み 合 わ せ て 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 そ の よ う な 方 法 は 、 予 防 的 癌
防 止 、 手 術 後 の 癌 の 再 発 お よ び 転 移 の 予 防 に お い て 、 な ら び に 他 の 従 来 の 癌 治 療 の 補 助 剤
と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 本 発 明 は 、 従 来 の 癌 治 療 （ 例 え ば 、 化 学 療 法 、 放 射 線 療 法
、 光 線 療 法 、 免 疫 療 法 、 お よ び 手 術 ） の 有 効 性 が 、 本 ポ リ ペ プ チ ド 治 療 薬 の 使 用 に よ り 増
強 さ れ 得 る こ と を 認 識 す る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 様 々 な 従 来 化 合 物 が 、 抗 腫 瘍 活 性 を 有 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 こ れ ら の 化 合 物 は 、 固
形 腫 瘍 を 縮 小 さ せ る 、 転 移 お よ び さ ら な る 増 殖 を 妨 げ る 、 ま た は 白 血 病 も し く は 骨 髄 悪 性
腫 瘍 に お け る 悪 性 腫 瘍 の 数 を 減 少 さ せ る た め に 、 化 学 療 法 に お け る 薬 学 的 薬 剤 と し て 使 用
さ れ て い る 。 化 学 療 法 は 様 々 な 種 類 の 悪 性 腫 瘍 の 治 療 に 有 効 で あ る が 、 多 く の 抗 腫 瘍 化 合
物 は 望 ま し く な い 副 作 用 を 誘 発 す る 。 2つ ま た は そ れ 以 上 の 異 な る 治 療 を 組 み 合 わ せ た 場
合 、 治 療 は 相 乗 的 に 作 用 し て 、 そ れ ぞ れ の 治 療 の 投 与 量 を 減 じ る こ と が 可 能 と な り 、 そ れ
に よ っ て そ れ ぞ れ の 化 合 物 を 高 い 投 与 量 で 使 用 し た 場 合 に 起 こ る 有 害 な 副 作 用 を 低 減 で き
る こ と が 示 さ れ て い る 。 他 の 例 に お い て は 、 あ る 治 療 に 抵 抗 性 で あ る 悪 性 腫 瘍 は 、 2つ ま
た は そ れ 以 上 の 異 な る 治 療 の 組 み 合 わ せ に 反 応 す る 場 合 が あ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 治 療 薬 を 別 の 従 来 の 抗 腫 瘍 薬 と 組 み 合 わ せ て 同 時 に ま た は 順 次 に
投 与 す る 場 合 、 そ の よ う な 治 療 薬 は 、 抗 腫 瘍 薬 の 治 療 効 果 を 増 強 す る 、 ま た は そ の よ う な
抗 腫 瘍 薬 に 対 す る 細 胞 の 抵 抗 性 を 克 服 す る こ と が 判 明 す る 場 合 が あ る 。 こ れ に よ っ て 抗 腫
瘍 薬 の 投 与 量 を 減 じ る こ と が で き 、 ひ い て は 望 ま し く な い 副 作 用 が 軽 減 さ れ る か 、 ま た は
耐 性 細 胞 に お い て 抗 腫 瘍 薬 の 有 効 性 が 回 復 す る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 併 用 抗 腫 瘍 療 法 に 用 い ら れ 得 る 薬 学 的 化 合 物 に は 、 単 に 例 証 す る た め に 過 ぎ な い が 以 下
の も の が 含 ま れ る ： ア ミ ノ グ ル テ チ ミ ド 、 ア ム サ ク リ ン 、 ア ナ ス ト ロ ゾ ー ル 、 ア ス パ ラ ギ
ナ ー ゼ 、 bcg、 ビ カ ル タ ミ ド 、 ブ レ オ マ イ シ ン 、 ブ セ レ リ ン 、 ブ ス ル フ ァ ン 、 カ ン ポ テ シ
ン （ campothecin） 、 カ ペ シ タ ビ ン 、 カ ル ボ プ ラ チ ン 、 カ ル ム ス チ ン 、 ク ロ ラ ン ブ シ ル 、
シ ス プ ラ チ ン 、 ク ラ ド リ ビ ン 、 ク ロ ド ロ ネ ー ト 、 コ ル ヒ チ ン 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 シ プ
ロ テ ロ ン 、 シ タ ラ ビ ン 、 ダ カ ル バ ジ ン 、 ダ ク チ ノ マ イ シ ン 、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン 、 ジ エ ネ ス ト
ロ ー ル 、 ジ エ チ ル ス チ ル ベ ス ト ロ ー ル 、 ド セ タ キ セ ル 、 ド キ ソ ル ビ シ ン 、 エ ピ ル ビ シ ン 、
エ ス ト ラ ジ オ ー ル 、 エ ス ト ラ ム ス チ ン 、 エ ト ポ シ ド 、 エ キ セ メ ス タ ン 、 フ ィ ル グ ラ ス チ ム
、 フ ル ダ ラ ビ ン 、 フ ル ド ロ コ ル チ ゾ ン 、 フ ル オ ロ ウ ラ シ ル 、 フ ル オ キ シ メ ス テ ロ ン 、 フ ル
タ ミ ド 、 ゲ ム シ タ ビ ン 、 ゲ ニ ス テ イ ン 、 ゴ セ レ リ ン 、 ヒ ド ロ キ シ 尿 素 、 イ ダ ル ビ シ ン 、 イ
ホ ス フ ァ ミ ド 、 イ マ チ ニ ブ 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 イ リ ノ テ カ ン 、 イ ロ ノ テ カ ン （ ironotec
an） 、 レ ト ロ ゾ ー ル 、 ロ イ コ ボ リ ン 、 ロ イ プ ロ リ ド 、 レ バ ミ ゾ ー ル 、 ロ ム ス チ ン 、 メ ク ロ
レ タ ミ ン 、 メ ド ロ キ シ プ ロ ゲ ス テ ロ ン 、 メ ゲ ス ト ロ ー ル 、 メ ル フ ァ ラ ン 、 メ ル カ プ ト プ リ
ン 、 メ ス ナ 、 メ ト ト レ キ セ ー ト 、 マ イ ト マ イ シ ン 、 ミ ト タ ン 、 ミ ト キ サ ン ト ロ ン 、 ニ ル タ
ミ ド 、 ノ コ ダ ゾ ー ル 、 オ ク ト レ オ チ ド 、 オ キ サ リ プ ラ チ ン 、 パ ク リ タ キ セ ル 、 パ ミ ド ロ ン
酸 、 ペ ン ト ス タ チ ン 、 プ リ カ マ イ シ ン 、 ポ ル フ ィ マ ー 、 プ ロ カ ル バ ジ ン 、 ラ ル チ ト レ キ セ
ド 、 リ ツ キ シ マ ブ 、 ス ト レ プ ト ゾ シ ン 、 ス ラ ミ ン 、 タ モ キ シ フ ェ ン 、 テ モ ゾ ロ ミ ド 、 テ ニ
ポ シ ド 、 テ ス ト ラ ク ト ン 、 チ オ グ ア ニ ン 、 チ オ テ パ 、 二 塩 化 チ タ ノ セ ン 、 ト ポ テ カ ン 、 ト
ラ ス ツ ズ マ ブ 、 ト レ チ ノ イ ン 、 ビ ン ブ ラ ス チ ン 、 ビ ン ク リ ス チ ン 、 ビ ン デ シ ン 、 お よ び ビ
ノ レ ル ビ ン 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 特 定 の 化 学 療 法 抗 腫 瘍 化 合 物 は 、 そ の 作 用 機 序 に よ っ て 例 え ば 以 下 の 群 に 分 類 さ れ 得 る
： 代 謝 拮 抗 剤 /抗 癌 剤 、 例 え ば ピ リ ミ ジ ン 類 似 体 （ 5-フ ル オ ロ ウ ラ シ ル 、 フ ロ ク ス ウ リ ジ
ン 、 カ ペ シ タ ビ ン 、 ゲ ム シ タ ビ ン 、 お よ び シ タ ラ ビ ン ） お よ び プ リ ン 類 似 体 、 葉 酸 拮 抗 剤
、 な ら び に 関 連 阻 害 剤 （ メ ル カ プ ト プ リ ン 、 チ オ グ ア ニ ン 、 ペ ン ト ス タ チ ン 、 お よ び 2-ク
ロ ロ デ オ キ シ ア デ ノ シ ン (ク ラ ド リ ビ ン )） ;天 然 物 を 含 む 抗 増 殖 剤 /抗 分 裂 剤 、 例 え ば ビ ン
カ ア ル カ ロ イ ド （ ビ ン ブ ラ ス チ ン 、 ビ ン ク リ ス チ ン 、 お よ び ビ ノ レ ル ビ ン ） 、 微 小 管 破 壊
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剤 （ 例 え ば 、 タ キ サ ン （ パ ク リ タ キ セ ル 、 ド セ タ キ セ ル ） 、 ビ ン ク リ ス チ ン 、 ビ ン ブ ラ ス
チ ン 、 ノ コ ダ ゾ ー ル 、 エ ポ シ ロ ン 、 お よ び ナ ベ ル ビ ン ） 、 エ ピ ジ ポ ド フ ィ ロ ト キ シ ン （ エ
ト ポ シ ド 、 テ ニ ポ シ ド ） 、 DNA損 傷 剤 （ ア ク チ ノ マ イ シ ン 、 ア ム サ ク リ ン 、 ア ン ト ラ サ イ
ク リ ン 、 ブ レ オ マ イ シ ン 、 ブ ス ル フ ァ ン 、 カ ン ポ テ シ ン 、 カ ル ボ プ ラ チ ン 、 ク ロ ラ ン ブ シ
ル 、 シ ス プ ラ チ ン 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 サ イ ト キ サ ン 、 ダ ク チ ノ マ イ シ ン 、 ダ ウ ノ ル ビ
シ ン 、 ド キ ソ ル ビ シ ン 、 エ ピ ル ビ シ ン 、 ヘ キ サ メ チ ル メ ラ ミ ン オ キ サ リ プ ラ チ ン 、 イ ホ ス
フ ァ ミ ド 、 メ ル フ ァ ラ ン 、 メ ク ロ レ タ ミ ン 、 マ イ ト マ イ シ ン 、 ミ ト キ サ ン ト ロ ン 、 ニ ト ロ
ソ 尿 素 、 プ リ カ マ イ シ ン 、 プ ロ カ ル バ ジ ン 、 タ キ ソ ー ル 、 タ キ ソ テ ー ル 、 テ ニ ポ シ ド 、 ト
リ エ チ レ ン チ オ ホ ス ホ ラ ミ ド 、 お よ び エ ト ポ シ ド （ VP16） ） ； 抗 生 物 質 、 例 え ば ダ ク チ ノ
マ イ シ ン （ ア ク チ ノ マ イ シ ン D） 、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン 、 ド キ ソ ル ビ シ ン （ ア ド リ ア マ イ シ ン
） 、 イ ダ ル ビ シ ン 、 ア ン ト ラ サ イ ク リ ン 、 ミ ト キ サ ン ト ロ ン 、 ブ レ オ マ イ シ ン 、 プ リ カ マ
イ シ ン （ ミ ト ラ マ イ シ ン ） 、 お よ び マ イ ト マ イ シ ン ； 酵 素 （ L-ア ス パ ラ ギ ン を 全 身 的 に 代
謝 し 、 自 身 の ア ス パ ラ ギ ン を 合 成 す る 能 力 を も た な い 細 胞 を 除 去 す る L-ア ス パ ラ ギ ナ ー ゼ
） ;抗 血 小 板 薬 ； 抗 増 殖 /抗 分 裂 ア ル キ ル 化 剤 、 例 え ば ナ イ ト ロ ジ ェ ン マ ス タ ー ド （ メ ク ロ
レ タ ミ ン 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド お よ び 類 似 体 、 メ ル フ ァ ラ ン 、 ク ロ ラ ン ブ シ ル ） 、 エ チ レ
ン イ ミ ン お よ び メ チ ル メ ラ ミ ン （ ヘ キ サ メ チ ル メ ラ ミ ン お よ び チ オ テ パ ） 、 ス ル ホ ン 酸 ア
ル キ ル -ブ ス ル フ ァ ン 、 ニ ト ロ ソ 尿 素 （ カ ル ム ス チ ン （ BCNU） お よ び 類 似 体 、 ス ト レ プ ト
ゾ シ ン ） 、 ト ラ ゼ ン （ trazenes） -ダ カ ル バ ジ ン （ DTIC） ； 抗 増 殖 /抗 分 裂 代 謝 拮 抗 剤 、 例
え ば 葉 酸 類 似 体 （ メ ト ト レ キ セ ー ト ） ； 白 金 配 位 錯 体 （ シ ス プ ラ チ ン 、 カ ル ボ プ ラ チ ン ）
、 プ ロ カ ル バ ジ ン 、 ヒ ド ロ キ シ 尿 素 、 ミ ト タ ン 、 ア ミ ノ グ ル テ チ ミ ド ； ホ ル モ ン 、 ホ ル モ
ン 類 似 体 （ エ ス ト ロ ゲ ン 、 タ モ キ シ フ ェ ン 、 ゴ セ レ リ ン 、 ビ カ ル タ ミ ド 、 ニ ル タ ミ ド ） 、
お よ び ア ロ マ タ ー ゼ 阻 害 剤 （ レ ト ロ ゾ ー ル 、 ア ナ ス ト ロ ゾ ー ル ） ； 抗 凝 固 薬 （ ヘ パ リ ン 、
合 成 ヘ パ リ ン 塩 、 お よ び 他 の ト ロ ン ビ ン 阻 害 剤 ） ； 線 維 素 溶 解 薬 （ 例 え ば 組 織 プ ラ ス ミ ノ
ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー 、 ス ト レ プ ト キ ナ ー ゼ 、 お よ び ウ ロ キ ナ ー ゼ ） 、 ア ス ピ リ ン 、 ジ ピ リ
ダ モ ー ル 、 チ ク ロ ピ ジ ン 、 ク ロ ピ ド グ レ ル 、 ア ブ シ キ シ マ ブ ； 抗 遊 走 薬 （ antimigratory 
agent） ； 抗 分 泌 薬 （ ブ レ ベ ル ジ ン （ breveldin） ） ； 免 疫 抑 制 薬 （ シ ク ロ ス ポ リ ン 、 タ ク
ロ リ ム ス （ FK-506） 、 シ ロ リ ム ス （ ラ パ マ イ シ ン ） 、 ア ザ チ オ プ リ ン 、 ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸
モ フ ェ チ ル ） ； 抗 血 管 新 生 化 合 物 （ TNP-470、 ゲ ニ ス テ イ ン ） 、 お よ び 増 殖 因 子 阻 害 剤 （
例 え ば 、 VEGF阻 害 剤 、 線 維 芽 細 胞 増 殖 因 子 （ FGF） 阻 害 剤 ） ； 、 ア ン ジ オ テ ン シ ン 受 容 体
遮 断 薬 ； 酸 化 窒 素 供 与 体 ； ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ； 抗 体 （ ト ラ ス ツ ズ マ ブ ） ；
細 胞 周 期 阻 害 剤 お よ び 分 化 誘 導 剤 （ ト レ チ ノ イ ン ） ； mTOR阻 害 剤 、 ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ 阻 害
剤 （ ド キ ソ ル ビ シ ン （ ア ド リ ア マ イ シ ン ） ア ム サ ク リ ン 、 カ ン ポ テ シ ン 、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン
、 ダ ク チ ノ マ イ シ ン 、 エ ニ ポ シ ド （ eniposide） 、 エ ピ ル ビ シ ン 、 エ ト ポ シ ド 、 イ ダ ル ビ
シ ン お よ び ミ ト キ サ ン ト ロ ン 、 ト ポ テ カ ン 、 イ リ ノ テ カ ン ） 、 コ ル チ コ ス テ ロ イ ド （ コ ル
チ ゾ ン 、 デ キ サ メ タ ゾ ン 、 ヒ ド ロ コ ル チ ゾ ン 、 メ チ ル プ レ ド ニ ゾ ロ ン 、 プ レ ド ニ ゾ ン 、 プ
レ ド ニ ゾ ロ ン ） ； 増 殖 因 子 シ グ ナ ル 伝 達 キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 ； ミ ト コ ン ド リ ア 機 能 障 害 誘 導 剤
お よ び カ ス パ ー ゼ 活 性 化 因 子 ； な ら び に ク ロ マ チ ン 破 壊 剤 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 併 用 抗 血 管 新 生 療 法 に 用 い ら れ 得 る 薬 学 的 化 合 物 に は 、 以 下 の も
の が 含 ま れ る ： (1) bFGF（ 塩 基 性 線 維 芽 細 胞 増 殖 因 子 ） な ど の 「 血 管 新 生 分 子 」 の 放 出 阻
害 剤 ； (2) 抗 β bFGF抗 体 な ど の 血 管 新 生 分 子 の 中 和 剤 ； お よ び (3) コ ラ ゲ ナ ー ゼ 阻 害 剤 、
基 底 膜 代 謝 回 転 阻 害 剤 、 血 管 新 生 抑 制 ス テ ロ イ ド 、 真 菌 由 来 血 管 新 生 阻 害 剤 、 血 小 板 因 子
4、 ト ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン 、 D-ペ ニ シ ラ ミ ン お よ び 金 チ オ マ レ ー ト な ど の リ ウ マ チ 薬 、 ビ タ
ミ ン D 3 類 似 体 、 α -イ ン タ ー フ ェ ロ ン な ど を 含 む 、 血 管 新 生 刺 激 に 応 答 す る 内 皮 細 胞 の 阻
害 剤 。 血 管 新 生 の 提 案 さ れ て い る さ ら な る 阻 害 剤 に つ い て は 、 Blood et al., Bioch. Bio
phys. Acta., 1032:89-118 (1990)、 Moses et al., Science, 248:1408-1410 (1990)、 In
gber et al., Lab. Invest., 59:44-51 (1988)、 な ら び に 米 国 特 許 第 5,092,885号 、 第 5,1
12,946号 、 第 5,192,744号 、 第 5,202,352号 、 お よ び 第 6573256を 参 照 さ れ た い 。 さ ら に 、
血 管 新 生 を 抑 制 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 多 種 多 様 な 化 合 物 が 存 在 し 、 例 え ば 、 エ ン ド ス タ
チ ン タ ン パ ク 質 ま た は 誘 導 体 、 ア ン ジ オ ス タ チ ン の リ ジ ン 結 合 断 片 、 メ ラ ニ ン ま た は メ ラ
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ニ ン 促 進 化 合 物 、 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン 断 片 （ 例 え ば 、 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン の ク リ ン グ ル 1～ 3）
、 ト ロ ポ ニ ン サ ブ ユ ニ ッ ト 、 ビ ト ロ ネ ク チ ン α V β 3 の 拮 抗 剤 、 サ ポ シ ン Bに 由 来 す る ペ プ
チ ド 、 抗 生 物 質 ま た は 類 似 体 （ 例 え ば 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン ま た は ネ オ マ イ シ ン ） 、 ジ エ ノ
ゲ ス ト 含 有 組 成 物 、 ペ プ チ ド に 結 合 さ れ た MetAP-2抑 制 コ ア を 含 む 化 合 物 、 化 合 物 EM-138
、 カ ル コ ン お よ び そ の 類 似 体 、 な ら び に naaladア ー ゼ 阻 害 剤 が あ る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第
6,395,718号 、 第 6,62,075号 、 第 6,465,431号 、 第 6,475,784号 、 第 6,482,802号 、 第 6,482,
810号 、 第 6,500,431号 、 第 6,500,924号 、 第 6,518,298号 、 第 6,521,439号 、 第 6,525,019号
、 第 6,538,103号 、 第 6,544,758号 、 第 6,544,947号 、 第 6,548,477号 、 第 6,559,126号 、 お
よ び 6,569,845号 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 併 用 療 法 の 性 質 に 応 じ て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 治 療 薬 の 投 与 は 、 他 の 療 法 が 施 さ れ て
い る 間 お よ び /ま た は そ の 後 に 続 け る こ と が で き る 。 ポ リ ペ プ チ ド 治 療 薬 の 投 与 は 、 単 回
投 与 ま た は 複 数 回 投 与 で 行 わ れ 得 る 。 場 合 に よ っ て は 、 ポ リ ペ プ チ ド 治 療 薬 の 投 与 は 従 来
の 療 法 の 少 な く と も 数 日 前 に 開 始 さ れ 、 他 の 例 で は 、 投 与 は 従 来 の 療 法 の 直 前 ま た は そ れ
と 同 時 に 開 始 さ れ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 す る VEGFR-2結 合 タ ン パ ク 質 は ま た 、 検 出 可 能 に 標 識 し て 、 画 像 化 用 途
ま た は 診 断 用 途 の 目 的 で 、 VEGFR-2を 発 現 し て い る 細 胞 と 接 触 さ せ る た め に 使 用 す る こ と
が で き る 。 診 断 目 的 で は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 好 ま し く は 固 体 支 持 体 上 に 固 定 化 さ れ
る 。 好 ま し い 固 体 支 持 体 に は 、 カ ラ ム （ 例 え ば 、 ア ガ ロ ー ス に 基 づ く ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ
ム な ど の ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム ） 、 マ イ ク ロ チ ッ プ 、 ま た は ビ ー ズ が 含 ま れ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 診 断 用 途 の 1つ の 態 様 で は 、 不 適 切 な 血 管 新 生 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 病 態 を 有 す る 疑
い の あ る 患 者 に 由 来 す る 、 血 清 ま た は 組 織 生 検 試 料 な ど の 生 物 試 料 を 、 VEGFR-2の レ ベ ル
を 検 出 す る た め に 本 発 明 の 検 出 可 能 に 標 識 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド と 接 触 さ せ る 。 次 い で 、 検
出 さ れ た VEGFR-2の レ ベ ル を 、 同 様 に 標 識 ポ リ ペ プ チ ド と 接 触 さ せ た 正 常 試 料 に お い て 検
出 さ れ た VEGFR-2の レ ベ ル と 比 較 す る 。 VEGFR-2の レ ベ ル の 少 な く と も 10%、 20%、 30%、 40%
、 50%、 60%、 70%、 80%、 ま た は 90%の 増 加 は 、 不 適 切 な 血 管 新 生 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る
病 態 の 診 断 上 の 指 標 と 見 な さ れ 得 る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の VEGFR-2結 合 ポ リ ペ プ チ ド は 、 検 出 さ れ 得 る 標 識 に さ ら
に 結 合 さ れ る （ 例 え ば 、 標 識 は 、 放 射 性 同 位 元 素 、 蛍 光 化 合 物 、 酵 素 、 ま た は 酵 素 補 助 因
子 で あ っ て よ い ） 。 活 性 部 分 は 以 下 の よ う な 放 射 性 物 質 で あ っ て よ い ： 鉄 キ レ ー ト な ど の
放 射 性 重 金 属 、 ガ ド リ ニ ウ ム ま た は マ ン ガ ン の 放 射 性 キ レ ー ト 、 酸 素 、 窒 素 、 鉄 、 炭 素 、
ま た は ガ リ ウ ム の 陽 電 子 放 射 体 、 4 3 K、 5 2 Fe、 5 7 Co、 6 7 Cu、 6 7 Ga、 6 8 Ga、 1 2 3 I、 1 2 5 I、 1 3 1

I、 1 3 2 I、 ま た は 9 9 Tc。 そ の よ う な 部 分 に 結 合 さ れ た 結 合 剤 は 画 像 化 剤 と し て 使 用 す る こ
と が で き 、 ヒ ト な ど の 哺 乳 動 物 に お け る 診 断 上 の 使 用 の た め に 有 効 な 量 で 投 与 さ れ 、 次 い
で 画 像 化 剤 の 局 在 性 お よ び 蓄 積 が 検 出 さ れ る 。 画 像 化 剤 の 局 在 性 お よ び 蓄 積 は 、 ラ ジ オ シ
ン チ グ ラ フ ィ ー 、 核 磁 気 共 鳴 画 像 化 法 、 コ ン ピ ュ ー タ 断 層 撮 影 法 、 ま た は 陽 電 子 放 出 断 層
撮 影 法 に よ っ て 検 出 さ れ 得 る 。 VEGFRを 対 象 に し た VEGFR-2結 合 ポ リ ペ プ チ ド を 使 用 す る 免
疫 シ ン チ グ ラ フ ィ ー を 用 い て 、 癌 お よ び 脈 管 構 造 を 検 出 お よ び /ま た は 診 断 す る こ と が で
き る 。 例 え ば 、 9 9 テ ク ネ ジ ウ ム 、 1 1 1 イ ン ジ ウ ム 、 ま た は 1 2 5 ヨ ウ 素 で 標 識 し た VEGFR-2マ
ー カ ー に 対 す る 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の い ず れ か は 、 そ の よ う な 画 像 化 に 効 率 的 に 使 用 す る こ
と が で き る 。 当 業 者 に は 明 白 で あ る よ う に 、 投 与 す る 放 射 性 同 位 元 素 の 量 は 放 射 性 同 位 元
素 に 依 存 す る 。 当 業 者 は 、 活 性 部 分 と し て 使 用 す る 所 与 の 放 射 性 核 種 の 比 放 射 能 お よ び エ
ネ ル ギ ー に 基 づ い て 、 投 与 す べ き 画 像 化 剤 の 量 を 容 易 に 製 剤 化 す る こ と が で き る 。 典 型 的
に 、 画 像 化 剤 の 用 量 当 た り 0.1～ 100ミ リ キ ュ リ ー 、 好 ま し く は 1～ 10ミ リ キ ュ リ ー 、 最 も
頻 繁 に は 2～ 5ミ リ キ ュ リ ー が 投 与 さ れ る 。 し た が っ て 、 放 射 性 部 分 に 結 合 さ れ た 標 的 化 部
分 を 含 む 、 画 像 化 剤 と し て 有 用 で あ る 本 発 明 の 組 成 物 は 、 0.1～ 100ミ リ キ ュ リ ー 、 い く つ
か の 態 様 に お い て 好 ま し く は 1～ 10ミ リ キ ュ リ ー 、 い く つ か の 態 様 に お い て 好 ま し く は 2～
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5ミ リ キ ュ リ ー 、 い く つ か の 態 様 に お い て よ り 好 ま し く は 1～ 5ミ リ キ ュ リ ー を 含 む 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 本 発 明 の VEGFR-2結 合 ポ リ ペ プ チ ド は ま た 、 VEGFR-2を 発 現 し て い る 細 胞 ま た は 組 織 に さ
ら な る 治 療 薬 （ こ れ ら に 限 定 さ れ る わ け で は な い が 、 薬 剤 化 合 物 、 化 学 療 法 化 合 物 、 お よ
び 放 射 線 治 療 化 合 物 ） を 送 達 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 一 例 で は 、 VEGFR-2を 発
現 し て い る 腫 瘍 細 胞 ま た は 組 織 に 化 学 療 法 薬 を 標 的 化 送 達 す る た め に 、 VEGFR-2結 合 ポ リ
ペ プ チ ド を 化 学 療 法 薬 と 融 合 さ せ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 本 発 明 の VEGFR-2結 合 ポ リ ペ プ チ ド は 、 研 究 、 診 断 、 お よ び 治 療 用 途 を 含 む 様 々 な 用 途
に 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 本 ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て 、 受 容 体 ま た は そ の 一 部 を 単 離 お よ び /
ま た は 精 製 す る こ と 、 な ら び に 受 容 体 の 構 造 （ 例 え ば 、 高 次 構 造 ） お よ び 機 能 を 研 究 す る
こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 特 定 の 局 面 で は 、 本 発 明 の 種 々 の 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を 使 用 し 、 例 え ば 内 皮 細 胞 （ 例 え ば
、 静 脈 内 皮 細 胞 ） に お い て 、 ま た は VEGFR-2遺 伝 子 を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 細 胞 に お
い て 、 VEGFR-2の 発 現 を 検 出 ま た は 測 定 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 本 ポ リ ペ プ チ ド
は 、 診 断 ま た は 研 究 目 的 で の 、 細 胞 選 別 お よ び 画 像 化 （ 例 え ば 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー お
よ び 蛍 光 活 性 化 細 胞 選 別 ） な ど の 用 途 に お い て 有 用 性 を 有 す る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 結 合 ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 は 、 診 断 目 的 の た め に 標 識 さ れ
て も 標 識 さ れ な く て も よ い 。 典 型 的 に 診 断 ア ッ セ イ は 、 VEGFR-2に 対 す る 結 合 ポ リ ペ プ チ
ド の 結 合 に よ っ て 生 じ る 複 合 体 の 形 成 の 検 出 を 伴 う 。 結 合 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 断 片 は 、 抗
体 と 同 様 に 直 接 標 識 す る こ と が で き る 。 こ れ ら に 限 定 さ れ な い が 、 放 射 性 核 種 、 蛍 光 剤 、
酵 素 、 酵 素 基 質 、 酵 素 補 助 因 子 、 酵 素 阻 害 剤 、 お よ び リ ガ ン ド （ 例 え ば 、 ビ オ チ ン 、 ハ プ
テ ン ） を 含 む 種 々 の 標 識 を 使 用 す る こ と が で き る 。 多 く の 適 切 な 免 疫 測 定 法 が 当 業 者 に 周
知 で あ る （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 3,817,827号 ； 第 3,850,752号 ； 第 3,901,654号 ； お よ び 第 4
,098,876号 を 参 照 の こ と ） 。 非 標 識 の 場 合 に は 、 結 合 ポ リ ペ プ チ ド は 凝 集 ア ッ セ イ な ど の
ア ッ セ イ に 使 用 す る こ と が で き る 。 非 標 識 結 合 ポ リ ペ プ チ ド は ま た 、 結 合 ポ リ ペ プ チ ド と
反 応 す る 標 識 抗 体 ま た は 他 の 適 切 な 試 薬 （ 例 え ば 、 標 識 プ ロ テ イ ン A） な ど の 、 結 合 ポ リ
ペ プ チ ド を 検 出 す る た め に 使 用 し 得 る 別 の （ 1つ ま た は 複 数 の ） 適 切 な 試 薬 と 組 み 合 わ せ
て 使 用 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 1つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 結 合 ポ リ ペ プ チ ド は 酵 素 免 疫 法 に お い て 使 用 す る こ と が
で き 、 そ の 場 合 、 本 ポ リ ペ プ チ ド は 酵 素 に 結 合 さ せ て お く 。 VEGFR-2タ ン パ ク 質 を 含 む 生
物 試 料 を 本 結 合 ポ リ ペ プ チ ド と 混 合 す る と 、 結 合 ポ リ ペ プ チ ド と VEGFR-2タ ン パ ク 質 と の
間 に 結 合 が 生 じ る 。 1つ の 態 様 に お い て 、 VEGFRタ ン パ ク 質 を 発 現 し て い る 細 胞 （ 例 え ば 、
内 皮 細 胞 ） を 含 む 試 料 を 本 抗 体 と 混 合 す る と 、 結 合 ポ リ ペ プ チ ド と 、 結 合 ポ リ ペ プ チ ド に
よ っ て 認 識 さ れ る VEGFR-2タ ン パ ク 質 を 有 す る 細 胞 と の 間 に 結 合 が 生 じ る 。 こ れ ら の 結 合
し た 細 胞 を 非 結 合 試 薬 か ら 分 離 し 得 り 、 例 え ば 、 酵 素 が 作 用 し た 場 合 に 色 ま た は 他 の 検 出
可 能 な 変 化 を 生 じ る 酵 素 の 基 質 と 試 料 を 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 、 細 胞 に 特 異 的 に 結 合 し
た 結 合 ポ リ ペ プ チ ド -酵 素 複 合 体 の 存 在 を 検 出 す る こ と が で き る 。 別 の 態 様 で は 、 本 結 合
ポ リ ペ プ チ ド は 非 標 識 で あ っ て よ く 、 本 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を 認 識 す る 二 次 標 識 ポ リ ペ プ チ
ド （ 例 え ば 、 抗 体 ） を 添 加 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 特 定 の 局 面 に お い て 、 生 物 試 料 中 の VEGFR-2タ ン パ ク 質 の 存 在 の 検 出 に 使 用 す る た め の
キ ッ ト も ま た 調 製 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な キ ッ ト は 、 VEGFR-2タ ン パ ク 質 ま た は そ
の よ う な 受 容 体 の 一 部 に 結 合 す る VEGFR-2結 合 ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び 結 合 ポ リ ペ プ チ ド と
受 容 体 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 一 部 と の 複 合 体 の 存 在 を 検 出 す る の に 適 し た 1つ ま た は 複 数
の 補 助 試 薬 を 含 む 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 組 成 物 は 、 単 独 で 、 ま た は 他 の エ ピ ト ー プ に 特
異 的 な さ ら な る 抗 体 と 組 み 合 わ せ て 、 凍 結 乾 燥 形 態 で 提 供 す る こ と が で き る 。 結 合 ポ リ ペ
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プ チ ド お よ び /ま た は 抗 体 は 標 識 さ れ て い て も さ れ て い な く て も よ く 、 補 助 成 分 （ 例 え ば
、 Tris、 リ ン 酸 、 お よ び 炭 酸 な ど の 緩 衝 液 、 安 定 剤 、 賦 形 剤 、 殺 生 物 剤 、 お よ び /ま た は
例 え ば ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン な ど の 不 活 性 タ ン パ ク 質 ） と 共 に キ ッ ト 内 に 含 め る こ と が で き
る 。 例 え ば 、 結 合 ポ リ ペ プ チ ド お よ び /ま た は 抗 体 は 、 補 助 成 分 と の 凍 結 乾 燥 混 合 物 と し
て 提 供 さ れ て も よ い し 、 ま た は 補 助 成 分 は 使 用 者 が 組 み 合 わ せ る よ う に 個 別 に 提 供 さ れ て
も よ い 。 一 般 に こ れ ら の 補 助 物 質 は 、 活 性 結 合 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 抗 体 の 量 に 基 づ い て 約
5重 量 %未 満 存 在 し 、 通 常 は ポ リ ペ プ チ ド ま た は 抗 体 濃 度 に 基 づ い て 全 量 で 少 な く と も 約 0.
001重 量 %存 在 す る 。 結 合 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し 得 る 二 次 抗 体 を 使 用 す る 場 合 に は 、 そ の よ
う な 抗 体 を 、 例 え ば 別 の バ イ ア ル ま た は 容 器 に 入 れ て キ ッ ト 中 に 提 供 す る こ と が で き る 。
二 次 抗 体 は 存 在 す る 場 合 、 典 型 的 に 標 識 さ れ て お り 、 上 記 の 抗 体 製 剤 と 同 様 の 方 法 で 製 剤
化 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 同 様 に 本 発 明 は 、 VEGFR-2の 発 現 を 検 出 お よ び /ま た は 定 量 化 す る 方 法 で あ っ て 、 細 胞 ま
た は そ の 画 分 （ 例 え ば 、 膜 画 分 ） を 含 む 組 成 物 を 、 VEGFR-2ま た は こ の 受 容 体 の 一 部 に 結
合 す る 結 合 ポ リ ペ プ チ ド と こ れ ら へ の 結 合 に 適 し た 条 件 下 で 接 触 さ せ 、 結 合 を モ ニ タ ー す
る 方 法 に 関 す る 。 結 合 ポ リ ペ プ チ ド と VEGFR-2ま た は そ の 一 部 と の 間 で 複 合 体 が 形 成 さ れ
た こ と を 示 す 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の 検 出 は 、 受 容 体 の 存 在 を 示 す 。 ポ リ ペ プ チ ド の 細 胞 へ の
結 合 は 、 実 施 例 に 記 載 す る 方 法 な ど の 標 準 的 な 方 法 に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。 こ の
方 法 を 用 い て 、 個 体 の 細 胞 に お け る VEGFR-2発 現 を 検 出 す る こ と が で き る 。 任 意 に 、 内 皮
細 胞 の 表 面 上 で の VEGFR-2の 定 量 的 発 現 を 、 例 え ば フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 評 価 す
る こ と が で き 、 染 色 強 度 を 疾 患 の 感 受 性 、 進 行 、 ま た は リ ス ク と 相 関 づ け る こ と が で き る
。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 本 発 明 は ま た 、 特 定 の 疾 患 に 対 す る 哺 乳 動 物 の 感 受 性 を 検 出 す る 方 法 に 関 す る 。 例 え ば
、 本 方 法 を 用 い て 、 細 胞 上 に 存 在 す る VEGFR-2の 量 お よ び /ま た は 哺 乳 動 物 に お け る VEGFR-
2陽 性 細 胞 の 数 に 基 づ い て 進 行 す る 疾 患 に 対 す る 哺 乳 動 物 の 感 受 性 を 検 出 す る こ と が で き
る 。 1つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 腫 瘍 に 対 す る 哺 乳 動 物 の 感 受 性 を 検 出 す る 方 法 に 関
す る 。 こ の 態 様 で は 、 正 常 個 体 に お い て VEGFR-2を 発 現 す る 細 胞 を 含 む 被 験 試 料 を VEGFR-2
ま た は そ の 一 部 と 結 合 す る 結 合 ポ リ ペ プ チ ド と 、 そ れ ら へ の 結 合 に 適 し た 条 件 下 で 接 触 さ
せ る 。 腫 瘍 に 対 す る 個 体 の 感 受 性 を 示 す 結 合 お よ び /ま た は 結 合 の 量 を 検 出 す る が 、 受 容
体 が 高 レ ベ ル で あ る ほ ど 腫 瘍 に 対 す る 個 体 の 感 受 性 が 高 い 。
【 ０ １ ２ ９ 】
実 施 例 ：
　 以 下 の 実 施 例 は 本 発 明 を 説 明 す る 目 的 で 提 供 す る も の で あ り 、 限 定 す る も の と 解 釈 さ れ
る べ き で は な い 。
【 ０ １ ３ ０ 】
実 施 例 1. KDR結 合 分 子 の 最 初 の 同 定
　 ヒ ト フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン の 10番 目 の タ イ プ 3ド メ イ ン の 骨 格 に 基 づ き 、 23～ 29位 、 52～ 55
位 、 お よ び 77～ 86位 （ ア ミ ノ 酸 番 号 は SEQ ID NO:5を 参 照 に す る ） の 3つ の 領 域 を ラ ン ダ ム
化 し て 、 約 10 1 3 個 の RNA-タ ン パ ク 質 融 合 変 種 の ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 し た （ 3ル ー プ ラ イ ブ
ラ リ ー ； Xu et al., Chemistry & Biology 9:933-942, 2002） 。 23～ 29位 お よ び 77～ 86位
（ 2ル ー プ ラ イ ブ ラ リ ー ） ま た は 77～ 86位 （ 1ル ー プ ラ イ ブ ラ リ ー ） で の み ラ ン ダ ム 化 し た
領 域 を 含 む 同 様 の ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 し た 。 こ れ ら の 3つ の ラ イ ブ ラ リ ー の 混 合 物 を 、 ヒ
ト VEGFR-2の 細 胞 外 ド メ イ ン （ KDR、 ヒ ト IgG1 Fcに 融 合 し た 細 胞 外 ド メ イ ン 、 残 基 1～ 764
） に 対 す る イ ン ビ ト ロ 選 択 に 使 用 し た 。 こ の 用 途 の た め に 、 ル ー プ の ア ミ ノ 酸 の 位 置 を 残
基 23～ 30（ BCル ー プ ） 、 52～ 56（ DEル ー プ ） 、 お よ び 77～ 87（ FGル ー プ ） と 定 義 す る 。 6
ラ ウ ン ド の 選 択 の 後 、 DNA配 列 決 定 に よ り 標 的 結 合 集 団 を 解 析 し た が 、 こ れ ら は い く つ か
の 複 製 物 が 存 在 す る が 多 様 で あ る こ と が 判 明 し た 。 15個 の 独 立 し た ク ロ ー ン に よ っ て コ ー
ド さ れ る タ ン パ ク 質 を KDRに 対 す る 結 合 に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ し （ 図 1A） 、 続 い て 最 も
良 好 な 結 合 剤 を VEGFの 存 在 下 に お け る 標 的 結 合 の 阻 害 に つ い て 解 析 し た （ 図 1B） 。 KDR-VE
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GF結 合 を 阻 害 す る 複 数 の ク ロ ー ン が 同 定 さ れ 、 こ れ ら の ク ロ ー ン が 天 然 リ ガ ン ド （ VEGF）
結 合 部 位 に お い て ま た は そ の 近 傍 で KDRと 結 合 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。 2つ の 結 合 分 子 （ VR
28お よ び VR12） が VEGF-KDR相 互 作 用 を 直 接 阻 害 す る 能 力 を 、 固 定 化 VEGFお よ び KDR-Fcを 含
む 移 動 相 を 用 い て 、 選 択 し た 結 合 タ ン パ ク 質 を 含 め て ま た は 含 め ず に 、 BIAcoreア ッ セ イ
で 評 価 し た 。 VR28、 そ れ よ り も 低 い 程 度 で VR12は 用 量 依 存 的 様 式 で VEGFへ の KDR結 合 を 阻
害 し た が 、 非 競 合 ク ロ ー ン （ VR17） は 阻 害 し な か っ た （ 図 1C） 。 最 後 に 、 精 製 組 換 え KDR
に 対 す る 結 合 に 加 え て 、 VR28は ま た KDR発 現 組 換 え CHO細 胞 に 結 合 す る が 、 対 照 CHO細 胞 に
は 結 合 し な い よ う で あ っ た （ 図 1D） 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 VR28ク ロ ー ン の 結 合 ル ー プ の 配 列 を 表 4の 1行 目 に 示 す 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 VR28は 配 列 を 決 定 し た 結 合 集 団 の 中 で 最 も 豊 富 な ク ロ ー ン で は な か っ た が （ 配 列 を 決 定
し た 28ク ロ ー ン の う ち 1コ ピ ー ） 、 KDRに 対 す る そ の 結 合 親 和 性 は 、 放 射 性 平 衡 結 合 ア ッ セ
イ （ 図 3お よ び 表 5） お よ び BIAcoreア ッ セ イ （ 表 7） で 決 定 さ れ た 解 離 定 数 11～ 13 nMを 有
し て 、 こ の 結 合 集 団 の 試 験 し た ク ロ ー ン の 中 で 最 良 で あ っ た 。 分 子 の 残 り の 骨 格 部 分 は 、
野 生 型 1 0 Fn3と は 相 違 が な か っ た （ 結 合 に 影 響 し な い 69位 に お け る 偶 発 的 な 骨 格 変 化 を 修
正 し た 後 ） 。 し か し 、 VR28は 、 VEGF依 存 性 細 胞 増 殖 ア ッ セ イ に お い て VEGF-KDRシ グ ナ ル 伝
達 の 阻 害 を ほ と ん ど 示 さ な か っ た 。 し た が っ て 、 ナ イ ー ブ ラ イ ブ ラ リ ー か ら の 選 択 に よ り
、 生 化 学 的 結 合 研 究 に お い て VEGFと KDRの 相 互 作 用 を 妨 げ る 抗 体 模 倣 体 が 得 ら れ た が 、 生
物 学 的 シ グ ナ ル 伝 達 ア ッ セ イ に お け る 中 和 機 能 に は 親 和 性 の 改 善 が 有 用 で あ っ た 。
【 ０ １ ３ ３ 】
実 施 例 2. ク ロ ー ン VR28の 親 和 性 成 熟
　 結 合 ル ー プ 内 の み で の 配 列 変 更 に 焦 点 を 置 い た 突 然 変 異 誘 発 戦 略 を 利 用 し た 。 始 め に ど
の ル ー プ が 最 も 改 善 を も た ら す 可 能 性 が 高 い か を 試 験 す る た め 、 ル ー プ 特 異 的 高 頻 度 変 異
誘 発 PCRを 行 い 、 VR28の 各 ル ー プ に 独 立 し て 最 大 で 30%の 変 異 を 導 入 し た 。 KDRに 対 し て 選
択 を 3ラ ウ ン ド 行 っ た 後 、 KDR-Fcに 対 す る 結 合 が 改 良 さ れ た 複 数 の ク ロ ー ン が 認 め ら れ た
。 選 択 プ ー ル の 配 列 解 析 か ら 、 変 異 の 大 部 分 は FGル ー プ 内 に 蓄 積 し 、 BCル ー プ お よ び DEル
ー プ は ほ ぼ 原 型 の ま ま 残 っ て い る こ と が 明 ら か に な っ た 。 こ の 結 果 か ら 、 FGル ー プ が さ ら
な る 修 飾 の 最 も 適 し た 標 的 で あ る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 し た が っ て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 突 然 変 異 誘 発 に よ り FGル ー プ 内 の VR28配 列 を 変 更 す る
こ と に よ っ て 、 約 10 1 2 個 の 変 種 の 新 規 ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 し た 。 FGル ー プ の 位 置 の そ れ ぞ
れ に つ い て （ 残 基 77～ 86［ VAQNDHELIT（ SEQ ID NO:198） お よ び 次 の プ ロ リ ン （ 残 基 87）
］ ） 、 VR28コ ー ド DNAお よ び NNSの 50:50混 合 物 を 各 位 置 に 導 入 し た 。 約 80ク ロ ー ン の ラ ン
ダ ム な 試 料 を DNA配 列 解 析 し た と こ ろ 、 予 想 通 り ク ロ ー ン 当 た り 平 均 し て 6ア ミ ノ 酸 の 変 化
が 明 ら か に な っ た 。 標 的 に 対 し て よ り 高 い 親 和 性 を 有 す る ク ロ ー ン を 支 持 す る た め に 、 選
択 過 程 に お い て 低 い KDR-Fc濃 度 を 使 用 し た 。 4ラ ウ ン ド の 選 択 過 程 に お け る 標 的 結 合 の プ
ロ フ ァ イ ル を 図 2に 示 す 。 4ラ ウ ン ド の 選 択 後 、 結 合 集 団 を サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し て 解 析 し た
。 表 5お よ び 図 3Aに 、 個 々 の 結 合 ク ロ ー ン の 親 和 性 測 定 値 を 要 約 す る 。 KDR-Fcに 対 し て 測
定 さ れ た 結 合 定 数 は 、 VR28（ 11 nM） の 10～ 30倍 改 善 さ れ て <0.4～ <1.8 nMで あ っ た 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 そ の い く つ か を 表 4（ Kク ロ ー ン ） に 示 す が 、 配 列 解 析 か ら 、 結 合 集 団 は 多 様 で あ る が 、
ク ロ ー ン 間 に い く つ か の 共 通 モ チ ー フ が 同 定 さ れ る こ と が 明 ら か に な っ た 。 最 も 顕 著 な こ
と に は 、 Pro87お よ び Leu84が （ VR28に 見 ら れ る よ う に ） ほ と ん ど す べ て の ク ロ ー ン に 認 め
ら れ 、 こ れ ら の 残 基 が 結 合 部 位 の 構 造 に 必 須 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。 配 列 決 定 し た ク ロ
ー ン に お い て H82Kま た は H82Rの 変 化 の み が 認 め ら れ た こ と か ら 、 82位 に は 正 に 荷 電 し た ア
ミ ノ 酸 が 必 要 で あ る と 考 え ら れ 、 ま た は 78位 に は 脂 肪 族 ア ミ ノ 酸 が 主 を 占 め て い た 。 D81
は 多 く の 場 合 Gに 変 異 さ れ て お り 、 そ の 結 果 こ の 位 置 に お け る 負 の 荷 電 が 消 失 し 、 可 動 性
が 増 加 し た 。 さ ら に 、 選 択 さ れ た 集 団 に お け る 全 体 的 な 変 異 の 割 合 は 、 選 択 前 の プ ー ル に
匹 敵 し て お り 、 FGル ー プ は 変 化 に 対 し て 非 常 に 開 放 的 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。
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【 ０ １ ３ ６ 】
　 ヒ ト フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン の 1 0 Fn3ド メ イ ン の N末 端 に お け る い く つ か の 残 基 は 、 構 造 決 定 に
よ っ て 示 唆 さ れ る よ う に FGル ー プ に 近 接 し て 位 置 す る （ Main et al, Cell 71:671-678, 1
992） 。 2つ の 領 域 が 近 接 し て い る こ と は 、 標 的 結 合 に 負 の 影 響 を 及 ぼ す 可 能 性 が あ る と 考
え ら れ る 。 N末 端 領 域 に お け る 2つ の 偶 発 的 な 変 異 、 L8Pお よ び L8Qは 、 お そ ら く FGル ー プ に
対 す る N末 端 の 位 置 の 変 化 に 起 因 し て 、 多 く の 選 択 さ れ た ク ロ ー ン の 中 で KDRへ の よ り 良 好
な 結 合 を も た ら し た 。 N末 端 の 影 響 を さ ら に 試 験 す る た め に 、 23個 の 異 な る KDR結 合 剤 に つ
い て 、 β シ ー ト の 前 の N末 端 の 最 初 の 8残 基 が 欠 失 さ れ た 結 合 分 子 を 作 製 し た 。 次 い で 、 欠
失 し て い な い 対 応 物 と 標 的 結 合 を 比 較 し た 。 図 3Bに 示 す よ う に 、 KDR-Fcに 対 す る 結 合 は 欠
失 さ せ る こ と で 平 均 し て 約 3倍 良 好 で あ っ た 。
【 ０ １ ３ ７ 】
実 施 例 3. ヒ ト （ KDR） お よ び マ ウ ス （ Flk-1） VEGFR-2に 対 す る 二 重 特 異 性 を 有 す る 結 合 剤
の 選 択
　 VR28お よ び 親 和 性 成 熟 し た 変 種 （ Kク ロ ー ン ） の 大 部 分 は 、 図 4に 示 す よ う に 、 KDRの マ
ウ ス 相 同 体 、 Flk 1に 結 合 し 得 な か っ た 。 し か し 、 KDRと Flk 1は 高 レ ベ ル の 配 列 同 一 性 を
共 有 し て い る た め （ 85%、 Claffey et al., J. Biol. Chem. 267:16317-16322 (1992)、 Sh
ima et al., J. Biol. Chem. 271:3877-3883 (1996)） 、 KDRお よ び Flk 1の 両 方 に 結 合 し
得 る 抗 体 模 倣 体 が 単 離 さ れ る こ と が 考 え ら れ る 。 そ の よ う な 二 重 結 合 剤 は 、 同 じ 分 子 を 動
物 モ デ ル に お け る 機 能 研 究 に お い て 、 次 い で ヒ ト に お け る 機 能 研 究 に お い て 試 験 で き る こ
と か ら 、 望 ま し い 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 FGル ー プ の 突 然 変 異 誘 発 お よ び KDRに 対 す る 4ラ ウ ン ド の 選 択 後 の ク ロ ー ン 集 団 を 、 Flk 
1に 対 し て さ ら に 3ラ ウ ン ド 選 択 し た 。 図 2に 示 す よ う に 、 ラ ウ ン ド 5か ら ラ ウ ン ド 7に か け
て Flk 1に 対 す る 結 合 の 増 加 が 認 め ら れ 、 Flk 1結 合 剤 の 濃 縮 が 示 さ れ た 。 複 数 の 個 々 の ク
ロ ー ン に つ い て 結 合 を 解 析 し た 結 果 、 KDRの み に 対 し て 選 択 さ れ た ク ロ ー ン （ Kク ロ ー ン ）
と は 対 照 的 に 、 Flk 1に 対 す る さ ら な る 選 択 に 由 来 す る ほ と ん ど の ク ロ ー ン （ Eク ロ ー ン ）
は 、 KDRお よ び Flk 1の 両 方 と 相 互 作 用 し 得 る こ と が 明 ら か に な っ た 。 放 射 性 平 衡 結 合 ア ッ
セ イ （ 表 6お よ び 図 5） お よ び BIAcore（ 表 7） に よ り 決 定 さ れ た 両 標 的 に 対 す る 結 合 定 数 か
ら 、 個 々 の ク ロ ー ン は 両 標 的 に 高 親 和 性 で 結 合 し 得 る こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 例 え ば 、 E 19は KDRに 対 し て 60 pMお よ び Flk-1に 対 し て 340 pMと い う Kdを 有 す る 。 こ れ
ら の 結 果 か ら 、 選 択 過 程 に お け る 単 純 な 標 的 変 換 戦 略 に よ っ て 、 お そ ら く は 両 標 的 に よ っ
て か け ら れ る 選 択 圧 を 介 し て 、 Flk-1に 結 合 し 得 な い 中 程 度 の KDR結 合 剤 で あ る VR28の 変 異
誘 発 集 団 か ら 、 KDRお よ び Flk-1の 両 方 に 対 す る 二 重 特 異 性 を 有 す る 分 子 が 単 離 さ れ 得 る こ
と が 実 証 さ れ る 。 選 択 さ れ た フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン に 基 づ く 結 合 タ ン パ ク 質 は 、 高 い 標 的 濃 度
に お い て も VEGFR1に 対 す る 実 質 的 な 結 合 は 認 め ら れ ず 、 VEGFR-2（ KDR） に 対 し て 高 度 に 特
異 的 で あ る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 配 列 解 析 か ら 、 い く つ か の モ チ ー フ は KDR結 合 剤 プ ー ル で 認 め ら れ た モ チ ー フ と 類 似 し
て い る が （ 残 基 84お よ び 87そ れ ぞ れ に お け る Leuお よ び Pro； 残 基 82に お け 正 に 荷 電 し た ア
ミ ノ 酸 、 主 に Arg） 、 い く つ か の モ チ ー フ は 維 持 さ れ て い な い こ と が （ 78位 に お け る 脂 肪
族 ） 明 ら か に な っ た 。 さ ら に 、 モ チ ー フ ERNGR（ 残 基 78～ 82） が Flk-1に 結 合 す る ほ ぼ す べ
て の ク ロ ー ン に 存 在 し た （ 表 4） ； こ の モ チ ー フ は 、 KDR結 合 プ ー ル 中 に は ほ と ん ど 認 め ら
れ な か っ た 。 R79お よ び R82は 、 こ の 位 置 に 異 な る 残 基 が 存 在 す る 場 合 、 Flk-1へ の 結 合 は
大 き く 減 少 し 、 KDRへ の 結 合 は 減 少 し な い こ と か ら 、 Flk-1へ の 高 親 和 性 結 合 に 特 に 重 要 で
あ る と 考 え ら れ る （ 図 6A） 。 KDRお よ び Flk-1へ の 結 合 に お け る 各 ル ー プ の 重 要 性 を 決 定 す
る た め 、 表 4に 示 す ク ロ ー ン E6お よ び E26の ル ー プ を 、 NNSラ ン ダ ム 化 配 列 に よ っ て 1度 に 1
ル ー プ 置 換 し た 。 図 6Bに 示 す よ う に 、 置 換 後 、 タ ン パ ク 質 は も は や KDRに も Flk-1に も 結 合
で き な い 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 各 ル ー プ は 標 的 に 対 す る 結 合 に 必 要 で あ る こ と が 示 さ れ 、
標 的 と の 相 互 作 用 に は 3つ の ル ー プ す べ て が 協 同 的 に 関 与 す る こ と が 示 唆 さ れ る 。
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【 ０ １ ４ １ 】
　 両 標 的 に 結 合 し 得 る ク ロ ー ン を 得 る た め に 、 別 の 突 然 変 異 誘 発 戦 略 を 独 立 し て 使 用 し た
。 KDRと 高 親 和 性 で （ Kd=2 nM； 表 7） 結 合 し Flk-1と 低 親 和 性 で （ Kd>3000 nM） 結 合 す る 、
VR28の 高 頻 度 変 異 誘 発 PCR親 和 性 成 熟 の 産 物 で あ る ク ロ ー ン 159Q(8)L（ 表 4） を 、 開 始 点 と
し て 選 択 し た 。 FGル ー プ の 最 初 の 6ア ミ ノ 酸 を 十 分 に ラ ン ダ ム 化 し （ NNS） 、 残 り の 5残 基
（ ELFTP） は 原 型 の ま ま 残 し た 。 Flk-1に 対 し て 選 択 を 6ラ ウ ン ド 行 っ た 後 、 結 合 プ ー ル を D
Eル ー プ （ 52～ 56位 ） に お い て 再 度 ラ ン ダ ム 化 し 、 Flk-1に 対 し て さ ら に 3ラ ウ ン ド お よ び K
DRに 対 し て 1ラ ウ ン ド の 選 択 を 行 っ た 。 こ の よ う に し て 、 KDRお よ び Flk-1の 両 方 に 対 す る
多 く の 高 親 和 性 結 合 分 子 が 得 ら れ た （ 表 4お よ び 図 4） 。 例 え ば 、 ク ロ ー ン M5FLは 、 KDRに
対 す る 高 い 結 合 親 和 性 を 維 持 し つ つ （ Kd=890 pM） 、 元 の ク ロ ー ン の 1000倍 の 改 善 で あ る 2
.1 nMの Kdで Flk-1に 結 合 し 得 る 。 興 味 深 い こ と に 、 VR28の 変 異 誘 発 集 団 か ら 選 択 さ れ た Fl
k-1結 合 分 子 に お い て 認 め ら れ た ERNGRモ チ ー フ は 、 FGル ー プ の こ の 領 域 を 十 分 に ラ ン ダ ム
化 し た に も か か わ ら ず 、 ク ロ ー ン 159Q(8)Lの 変 異 誘 発 お よ び 選 択 に 由 来 す る 複 数 の ク ロ ー
ン 中 に も 同 様 に 存 在 し た 。 2つ の 独 立 し た ラ イ ブ ラ リ ー か ら 同 様 の 結 合 分 子 が 単 離 さ れ た
こ と か ら 、 親 和 性 成 熟 過 程 は 、 FGル ー プ 内 に 位 置 す る 最 適 な Flk-1結 合 モ チ ー フ を 単 離 す
る の に 強 力 で あ る こ と が 示 唆 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
実 施 例 4. イ ン ビ ト ロ に お け る 細 胞 表 面 結 合 お よ び VEGF活 性 の 中 和
　 大 腸 菌 が 産 生 す る 結 合 分 子 を 用 い て 、 細 胞 培 養 モ デ ル 系 に お け る KDRお よ び Flk-1結 合 分
子 の 機 能 性 を 評 価 し た 。 抗 His6タ グ マ ウ ス 抗 体 （ 大 腸 菌 が 発 現 す る タ ン パ ク 質 は Hisタ グ
と 共 に 発 現 さ れ た ） お よ び 抗 マ ウ ス 蛍 光 標 識 抗 体 か ら な る 検 出 系 を 使 用 し て 、 結 合 分 子 が
、 低 い ナ ノ モ ル 濃 度 の EC50で KDRま た は Flk-1を 発 現 す る 哺 乳 動 物 細 胞 に 特 異 的 に 結 合 す る
こ と が 示 さ れ た （ 図 7お よ び 表 8） 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 よ り 重 要 な こ と に は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 受 容 体 シ グ ナ ル 伝 達 ド メ イ ン に 結 合 さ れ た 細 胞
外 KDRま た は Flk-1ド メ イ ン を 発 現 す る 組 換 え BA/F3細 胞 （ DSMZ-Deutsche Sammlung von Mi
koorganismen und Zellkulturen GmbH） を 用 い た 場 合 、 こ れ ら の 分 子 は 、 KDR発 現 細 胞 に
つ い て は 3～ 12 nMお よ び Flk-1発 現 細 胞 に つ い て は 2～ 5 nMの IC50を 有 し て 、 用 量 依 存 的 様
式 で VEGF刺 激 に よ る 細 胞 増 殖 を 抑 制 し た 。 図 8お よ び 表 9に 示 す よ う に 、 抑 制 の 強 度 は 対 照
抗 KDRモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び 抗 Flk-1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 同 程 度 で あ る と 考 え ら れ る
。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 HUVEC細 胞 （ ヒ ト 臍 帯 静 脈 内 皮 細 胞 ） の 増 殖 の VEGF阻 害 に 関 し て 、 多 く の ク ロ ー ン を さ
ら に 試 験 し た 。 HUVEC細 胞 は 、 VEGFに 反 応 す る 体 内 の 細 胞 と 密 接 に 関 連 し た 天 然 の ヒ ト 細
胞 で あ る 。 図 9お よ び 表 10に 示 す よ う に 、 野 生 型 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン に 基 づ く 骨 格 タ ン パ ク
質 は こ の ヒ ト 由 来 細 胞 系 に お い て VEGF活 性 の 阻 害 に 関 し て 不 活 性 で あ る の に 対 し 、 フ ィ ブ
ロ ネ ク チ ン に 基 づ く 結 合 タ ン パ ク 質 は こ の 系 に お い て も VEGF活 性 を 阻 害 す る 活 性 を 有 し た
。
【 ０ １ ４ ５ 】
実 施 例 5. M5FLタ ン パ ク 質 の 熱 安 定 性 お よ び 可 逆 的 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ
　 示 差 走 査 熱 量 測 定 （ DSC） に よ り 、 KDR結 合 剤 M5FLの 熱 安 定 性 を 明 ら か に し た 。 標 準 的 な
PBS緩 衝 液 条 件 （ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム  pH 7.4、 150mＭ  NaCl） 下 で は 、 M5FLは 56℃ で 単 一 の
不 可 逆 的 熱 融 解 転 移 を 有 す る こ と が 判 明 し た 。 そ の 後 、 酢 酸 ナ ト リ ウ ム  pH 4.5が 、 M5FL
タ ン パ ク 質 の 溶 解 度 に 好 ま し い 緩 衝 液 で あ る と 同 定 さ れ た 。 こ の 緩 衝 液 （ 100 mM） 中 で の
DSC実 験 か ら 、 M5FLは こ れ ら の 条 件 下 で よ り 安 定 で あ り （ Tm=67～ 77℃ ） 、 融 解 転 移 が 可 逆
的 で あ る こ と が 実 証 さ れ た （ 図 10） 。 可 逆 的 融 解 転 移 を 用 い て タ ン パ ク 質 治 療 薬 の 長 期 保
存 を 支 持 す る 好 ま し い 条 件 が 同 定 さ れ て お り （ Remmele et al, Biochemistry 38:5241 (1
999)） 、 よ っ て Na-酢 酸  pH4.5は M5FLタ ン パ ク 質 の 保 存 に 最 適 な 緩 衝 液 で あ る と 同 定 さ れ
た 。
【 ０ １ ４ ６ 】
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実 施 例 6. PEG化 M5FLタ ン パ ク 質 の イ ン ビ ト ロ 結 合 お よ び 細 胞 に 基 づ く 活 性
　 C末 端 伸 長 を 有 す る M5FLタ ン パ ク 質 を 大 腸 菌 発 現 系 で 産 生 さ せ て 、 以 下 の タ ン パ ク 質 配
列 を 得 た （ Cys100に 斜 線 を 施 し 、 C末 端 伸 長 に 下 線 を 引 い て あ る ； か な り の 割 合 の タ ン パ
ク 質 が 最 初 の メ チ オ ニ ン を 欠 い て 産 生 さ れ る ） ：
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ７ 】
　 100位 の シ ス テ イ ン 残 基 の 単 一 の ス ル フ ヒ ド リ ル を 用 い て 、 標 準 的 な マ レ イ ミ ド 化 学 法
に よ り PEG変 種 に 結 合 し 、 2つ の 異 な る PEG化 型 M5FLを 得 た 。 直 鎖 状 20 kD PEGお よ び 分 岐 型
40 kD PEG（ Shearwater Corporation） を M5FLと 結 合 し て 、 そ れ ぞ れ M5FL-PEG20お よ び M5F
L-PEG40を 作 製 し た 。 陽 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 、 未 反 応 の タ ン パ ク 質 お よ
び PEGか ら PEG化 タ ン パ ク 質 形 態 を 精 製 し た 。 2つ の PEG型 M5FLの 共 有 結 合 を 、 SDS-PAGE（ 図
11） お よ び 質 量 分 析 に よ っ て 確 認 し た 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 BIAcoreチ ッ プ 上 に ア ミ ド 化 学 法 に よ っ て 固 定 化 し た ヒ ト お よ び マ ウ ス VEGF受 容 体 標 的
タ ン パ ク 質 を 用 い て 、 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 法 （ SPR） （ BIAcore） に よ り イ ン ビ ト ロ 親 和 性
測 定 を 行 っ た 。 い ず れ の 標 的 タ ン パ ク 質 に 対 し て も 、 20 kDお よ び 40 kD PEG化 M5FL型 は 未
修 飾 の M5FLよ り も 遅 い 結 合 速 度 （ Ka） を 有 し 、 解 離 定 数 （ kd） に は ほ ぼ 影 響 が な い こ と が
判 明 し た （ 表 11） 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 実 施 例 4に 記 載 し た Ba/F3系 を 用 い て 、 PEG化 M5FL調 製 物 の 機 能 性 を 試 験 し た 。 図 12は 、
そ れ ぞ れ の 結 合 剤 の 濃 度 の 関 数 と し て の A490（ 細 胞 増 殖 の 程 度 を 表 す ） の プ ロ ッ ト を 示 す
。 曲 線 は ほ ぼ 同 一 で あ り 、 ど ち ら の PEG化 型 の 生 物 活 性 に も PEG化 の 影 響 が ほ ぼ な い こ と が
示 さ れ た 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 KDR結 合 ポ リ ペ プ チ ド の サ ブ セ ッ ト に つ い て K o n 、 k o f f 、 お よ び K D を 解 析 し 、 BaF3細 胞 に
基 づ く VEGF阻 害 ア ッ セ イ の EC50と 比 較 し た 。 散 布 図 か ら 、 konは EC50と 十 分 に 相 関 す る が
、 koffは 十 分 に 相 関 し な い こ と が 示 さ れ た 。 105s-1以 上 の konを 有 す る KDR結 合 タ ン パ ク 質
の 90%超 は 、 10 nM以 下 の EC50を 有 し た 。 KDは konと koffの 比 で あ り 、 予 想 通 り EC50と 中 程
度 の 相 関 を 示 す 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 CT-01を 含 む 多 く の KDR結 合 タ ン パ ク 質 を 、 VEGFR-1、 VEGFR-2、 お よ び VEGFR-3へ の 結 合
に 関 し て 評 価 し た 。 タ ン パ ク 質 は VEGFR-2に 対 す る 高 度 の 特 異 性 を 示 し た 。
【 ０ １ ５ ２ 】
実 施 例 6： KDR結 合 タ ン パ ク 質 CT-01の 調 製 物 は ヒ ト 内 皮 細 胞 に お い て VEGFR-2シ グ ナ ル 伝 達
を 阻 害 す る 。
　 上 記 実 施 例 に 記 載 し た 方 法 を 受 け て 、 1 0 Fn3に 基 づ く さ ら な る KDR結 合 タ ン パ ク 質 を 作 製
し た 。 上 記 の 実 施 例 5で M5FLタ ン パ ク 質 の 開 発 に 関 し て 記 載 し た よ う に 、 BIAcore結 合 ア ッ
セ イ を 用 い て ヒ ト KDRお よ び マ ウ ス Flk-1に 対 す る K D に つ い て 、 お よ び Ba/F3ア ッ セ イ に お
け る IC50に つ い て 試 験 し た 。 CT-01と 命 名 し た タ ン パ ク 質 は 、 こ れ ら の ア ッ セ イ そ れ ぞ れ
に お い て 所 望 の 特 性 を 示 し 、 よ っ て さ ら な る 解 析 に 使 用 し た 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 CT-01を 導 出 し た 最 初 の ク ロ ー ン は 、 配 列 ：
　
　
　
を 有 し た 。 FGル ー プ 配 列 に 下 線 を 引 い て あ る 。
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【 ０ １ ５ ４ 】
　 上 記 の よ う な 親 和 性 成 熟 に よ り 、 CT-01の コ ア 型 が 生 成 さ れ た 。
　
　
　
【 ０ １ ５ ５ 】
　 上 記 の CT-01分 子 は 最 初 の 8ア ミ ノ 酸 の 欠 失 を 有 し 、 N末 端 ま た は C末 端 に さ ら な る ア ミ ノ
酸 を 含 み 得 る 。 例 え ば 、 さ ら な る MG配 列 を N末 端 に 置 く こ と が で き る 。 Mは 通 常 切 断 さ れ て
、 N末 端 に は GEV… 配 列 が 残 る 。 通 常 の 8ア ミ ノ 酸 を N末 端 に 再 付 加 す る こ と で も 、 所 望 の 特
性 を 有 す る KDR結 合 タ ン パ ク 質 が 生 成 さ れ る 。 N末 端 の メ チ オ ニ ン は 通 常 切 断 さ れ て 、 配 列
：
　
　
　
が 得 ら れ る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 イ ン ビ ボ で 使 用 す る に は 、 PEG化 に 適 し た 形 態 を 作 製 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 N末 端
の 8ア ミ ノ 酸 を 欠 く 形 態 に つ い て 以 下 に 示 す よ う に 、 シ ス テ イ ン を 含 む C末 端 尾 部 を 付 加 し
て 、 こ れ を 発 現 さ せ た 。
　
　
　
以 下 に 記 載 す る イ ン ビ ボ 実 験 で は 、 こ の 分 子 の PEG化 型 を 使 用 す る 。 シ ス テ イ ン の 代 わ り
に セ リ ン を 有 す る 対 照 型 も ま た 使 用 し た 。
　
　
　
【 ０ １ ５ ７ 】
　 同 じ C末 端 尾 部 を 、 SEQ ID NO:193に 示 す N末 端 8ア ミ ノ 酸 を 有 す る CT-01型 に 付 加 す る こ
と も で き る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 所 望 の KDR結 合 特 性 を 有 す る さ ら な る 変 種 が 単 離 さ れ た 。 以 下 の コ ア 配 列 は い く ぶ ん 異
な る FGル ー プ を 有 し 、 例 え ば 、 N末 端 MG配 列 、 欠 失 さ れ た 8ア ミ ノ 酸 を 回 復 す る N末 端 配 列
、 お よ び /ま た は PEG化 用 の シ ス テ イ ン を 提 供 す る た め の C末 端 尾 部 と 共 に 発 現 さ せ る こ と
が で き る 。
　
　
　
別 の そ の よ う な 変 種 は コ ア 配 列 ：
　
　
　
を 有 す る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 こ れ ら の 変 種 を 比 較 す る こ と に よ っ て 、 FGル ー プ の 共 通 配 列 ： (D/E)GXNXRXXIP（ SEQ ID
 NO:3） が 示 さ れ る 。 よ り 詳 細 に は 、 共 通 配 列 は (D/E)G(R/P)N(G/E)R(S/L)(S/F)IP（ SEQ I
D NO:4） と し て 表 す こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
実 施 例 7：  CT-01は ヒ ト 内 皮 細 胞 に お い て VEGFR-2シ グ ナ ル 伝 達 を 阻 害 す る 。
　 図 13に 示 す よ う に 、 VEGFR-2を 介 し た VEGF-Aシ グ ナ ル 伝 達 は 、 VEGFR-2の 細 胞 内 ド メ イ ン
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の リ ン 酸 化 、 お よ び そ の 後 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ Cγ （ PLCγ ） 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ C（ PKC）
、 Raf-1、 MEK1/2、 ERK1/2が 関 与 す る 経 路 の 活 性 化 に よ っ て 媒 介 さ れ 、 内 皮 細 胞 増 殖 を も
た ら す 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 本 明 細 書 に 開 示 す る KDR結 合 剤 が こ の シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 活 性 化 を 抑 制 す る か ど う か を
評 価 す る た め 、 ヒ ト 微 小 血 管 内 皮 細 胞 を VEGFR結 合 ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 CT-01） で 30分
間 処 理 し 、 VEGF-Aで 5分 間 刺 激 し た 。 ホ ス ホ -VEGFR-2、 非 ホ ス ホ -VEGFR-2、 ホ ス ホ -ERK1/2
、 お よ び 非 ホ ス ホ -ERK1/2に 特 異 的 な 抗 体 を 用 い て 、 全 細 胞 溶 解 物 を SDS-PAGEお よ び ウ ェ
ス タ ン 解 析 に よ り 解 析 し た 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 図 13に 示 す よ う に 、 130 pM CT-01は ホ ス ホ -VEGFR-2の 形 成 を 抑 制 し 、 ま た 下 流 の リ ン 酸
化 ERK1/2の 形 成 を 減 少 さ せ る 。 リ ン 酸 化 ERK1/2は 完 全 に は 排 除 さ れ な い が 、 こ れ は お そ ら
く 、 ERK1/2は 多 く の さ ら な る シ グ ナ ル 伝 達 経 路 か ら シ グ ナ ル を 受 け 取 る と い う 事 実 に よ る
。
【 ０ １ ６ ３ 】
実 施 例 8： フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン に 基 づ く KDR結 合 タ ン パ ク 質 の VEGF-Aお よ び VEGF-Dに よ る シ グ
ナ ル 伝 達 の 阻 止
　 VEGFR-2は 3つ の VEGF種 、 VEGF-A、 VEGF-C、 お よ び VEGF-Dの 受 容 体 で あ る 。 KDRを 介 す る V
EGF-Aお よ び VEGF-D媒 介 性 シ グ ナ ル 伝 達 に 及 ぼ す フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン に 基 づ く KDR結 合 タ ン パ
ク 質 の 影 響 を 評 価 す る 実 験 を 行 っ た 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 Flk-1媒 介 性 シ グ ナ ル 伝 達 に 依 存 す る Ba/F3細 胞 株 を 作 製 し た 。 図 14の 左 側 の パ ネ ル に 示
す よ う に 、 細 胞 生 存 度 は 、 著 し く 高 レ ベ ル の VEGF-Dが 必 要 で あ る も の の 、 細 胞 を VEGF-Aま
た は VEGF-Dで 処 理 す る こ と に よ り 維 持 す る こ と が で き た 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 図 14の 中 央 の パ ネ ル に 示 す よ う に 、 細 胞 を 15 ng/ml VEGF-Aの 存 在 下 で 維 持 し 、 本 明 細
書 に 開 示 す る M5FLも し く は CT-01タ ン パ ク 質 、 ま た は DC-101抗 Flk-1抗 体 と 接 触 さ せ た 。 試
薬 は そ れ ぞ れ VEGF-Aが 媒 介 す る 細 胞 生 存 度 を 逆 行 さ せ 、 こ れ に よ り 、 Flk-1を 介 し た VEGF-
Aシ グ ナ ル 伝 達 が 阻 止 さ れ た こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 図 14の 右 側 の パ ネ ル に 示 す よ う に 、 細 胞 を 300 ng/ml VEGF-Dの 存 在 下 で 維 持 し 、 本 明 細
書 に 開 示 す る M5FLも し く は F10タ ン パ ク 質 、 ま た は 抗 VEGF-A抗 体 と 接 触 さ せ た 。 M5FLお よ
び F10は VEGF-Dが 媒 介 す る 細 胞 生 存 度 を 逆 行 さ せ 、 こ れ に よ り 、 Flk-1を 介 し た VEGF-Dシ グ
ナ ル 伝 達 が 阻 止 さ れ た こ と が 示 さ れ る 。 抗 VEGF-A抗 体 は 影 響 を 及 ぼ さ す 、 本 ア ッ セ イ の 特
異 性 が 実 証 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
実 施 例 9： 薬 物 動 態
　 薬 物 動 態 研 究 ： 未 変 性 CT-01ま た は PEG化 型 （ 40 kDa PEG、 CT-01PEG40） を 1 2 5 Iで ヨ ウ 素
化 し た 。 ヨ ウ 素 化 タ ン パ ク 質 10～ 20 mCiを 成 体 雄 ラ ッ ト の 静 脈 内 ま た は 腹 腔 内 に 投 与 し 、
表 示 の 時 間 に ヨ ウ 素 化 タ ン パ ク 質 レ ベ ル を 測 定 し た 。 組 織 分 布 研 究 で は 、 15分 、 2時 間 、
お よ び 6時 間 後 に ラ ッ ト を 屠 殺 し 、 放 射 能 レ ベ ル を 測 定 し た 。 図 15お よ び 16を 参 照 さ れ た
い 。 非 修 飾 CT-01は 、 血 液 か ら 迅 速 に 排 除 さ れ る 12 kDaタ ン パ ク 質 で あ る 。 69.9 mL/hr/kg
の 排 除 、 最 大 血 清 濃 度 9.1 mgを 有 し て 、 曲 線 下 面 積 （ AUC） 値 は 14.6 hr * mg/mLで あ る 。 初
期 半 減 期 （ α ） は 0.3時 間 で あ り 、 第 二 相 半 減 期 （ β ） は 13.5時 間 で あ る 。 こ れ と 比 較 し
て 、 静 脈 内 PEG化 CT-01は 、 主 に 初 期 相 の 排 除 の 劇 的 な 減 少 が 原 因 で 、 血 中 に お け る 存 在 が
著 し く 増 加 し た 。 AUCは 10倍 超 増 大 し て 193と な り 、 排 除 速 度 は 1/10未 満 に 低 下 し て 5.2と
な り 、 Cmaxは 12.9 mg/mlで あ る 。 α 半 減 期 は 1時 間 ま で 延 長 さ れ 、 β 半 減 期 は 16.2時 間 ま
で 延 長 さ れ る 。 ラ ッ ト に お け る こ れ ら に 薬 物 動 態 は ヒ ト に お け る 週 に 2回 の 投 与 計 画 に 相
当 し 、 こ の 投 与 の 程 度 は 十 分 に 許 容 可 能 な 範 囲 内 に あ る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
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　 PEG化 CT-01の 腹 腔 内 （ i.p.） 投 与 は 貯 蔵 様 薬 物 動 態 を 有 し た 。 CT-01の 血 中 濃 度 の 最 初
の 急 増 は 認 め ら れ な か っ た 。 代 わ り に 、 CT-01の 量 は よ り ゆ っ く り と 増 加 し 、 ゆ っ く り と
減 少 し た 。 静 脈 内 投 与 時 の CT-01濃 度 の 最 初 の 急 増 に 起 因 す る 副 作 用 の 問 題 が あ る 場 合 、
そ の よ う な 薬 物 動 態 は 望 ま し い と 考 え ら れ る 。 1 0 Fn3に 基 づ く 他 の 薬 剤 も 、 i.p.投 与 で 同
様 に 挙 動 を 示 す 可 能 性 が 高 い 。 し た が っ て 、 こ れ は 、 1 0 Fn3に 基 づ く 薬 剤 に よ る 時 間 遅 延
投 薬 を 達 成 す る た め の 一 般 化 可 能 な 様 式 で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 図 16に 示 す よ う に 、 肝 臓 が PEG化 型 CT-01を 分 泌 す る 主 な 経 路 で あ る 。 CT-01の 長 期 蓄 積
は 検 出 さ れ な か っ た 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 20 kDA PEG部 分 に 結 合 し た CT-01を 用 い た 場 合 に も 、 同 様 の 結 果 が 得 ら れ た 。
【 ０ １ ７ １ 】
実 施 例 10： CT-01の イ ン ビ ボ 有 効 性
　 図 17に 概 説 す る Milesア ッ セ イ を 用 い て 、 腫 瘍 効 果 研 究 の た め の 用 量 、 ス ケ ジ ュ ー ル 、
お よ び 投 与 パ ラ メ ー タ を 評 価 す る 。 VEGF投 与 の 4時 間 前 に 、 Balb/c雌 マ ウ ス の 腹 腔 内 に 緩
衝 液 ま た は 1、 5、 お よ び 20 mg/kgの CT-01PEG40を 投 与 し た 。 背 中 の 皮 膚 に VEGF-Aを 皮 内 局
所 投 与 す る こ と に よ り 、 エ バ ン ス ブ ル ー 色 素 の 血 管 漏 出 が 誘 導 さ れ る （ 図 17お よ び 18） 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 KDR結 合 剤 で 処 理 し た マ ウ ス は 、 VEGF媒 介 性 血 管 漏 出 の レ ベ ル の 統 計 的 に 有 意 な 減 少 を
示 し た 。 CT-01の 5 mg/kgお よ び 20 mg/kg用 量 は 有 意 な 結 果 を 示 し た 。 し た が っ て 、 マ ウ ス
腫 瘍 モ デ ル 研 究 に は 5 mg/kg用 量 を 選 択 し た 。
【 ０ １ ７ ３ 】
実 施 例 11： CT-01の 腫 瘍 増 殖 抑 制
B16-F10マ ウ ス メ ラ ノ ー マ 腫 瘍 ア ッ セ イ ：
　 1日 目 に 、 2x10 6 個 の B16-F10マ ウ ス メ ラ ノ ー マ 腫 瘍 細 胞 を C57/BL雄 マ ウ ス の 皮 下 に 移 植
し た 。 6日 目 に 、 触 知 腫 瘤 が 検 出 さ れ た 。 腫 瘍 が 測 定 可 能 な 大 き さ に な っ た 8日 目 に 、 媒 体
対 照 、 5、 15、 ま た は 40 mg/kg CT-01PEG40の 腹 腔 内 連 日 投 与 を 開 始 し た 。 最 低 用 量 で あ る
5 mg/kgは 腫 瘍 増 殖 を 減 少 さ せ た 。 18日 目 に 、 15お よ び 40 mg/kgで 処 理 し た マ ウ ス は 、 腫
瘍 増 殖 の 50%お よ び 66%の 減 少 を 示 し た 。 図 19を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ７ ４ 】
U87ヒ ト 神 経 膠 芽 腫 ア ッ セ イ ：
　 5x10 6 個 の U87ヒ ト 神 経 膠 芽 腫 腫 瘍 細 胞 を 雄 ヌ ー ド マ ウ ス の 皮 下 に 移 植 し た 。 腫 瘍 体 積 が
約 50 mm3に 到 達 し た 時 点 で 、 処 置 を 開 始 し た （ 0日 目 ） 。 媒 体 対 照 、 3、 10、 ま た は 30 mg/
kg CT-01PEG40を 一 日 お き に （ EOD） 静 脈 内 投 与 し た 。 抗 Flk-1抗 体 DC101を 、 最 適 投 与 計 画
に 関 し て 発 表 さ れ て い る 通 り 、 40 mg/kgで 週 に 2回 投 与 し た 。 最 低 用 量 で あ る 3 mg/kgは 腫
瘍 増 殖 を 減 少 さ せ た 。 12日 目 に 、 10お よ び 30 mg/kgで 処 理 し た マ ウ ス は 、 腫 瘍 増 殖 の 50%
の 減 少 を 示 し た 。 図 20を 参 照 さ れ た い 。 有 効 性 は 抗 Flk-1抗 体 の 有 効 性 と 匹 敵 す る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 以 下 の 材 料 お よ び 方 法 を 実 施 例 1～ 11に 記 載 し た 実 験 に 使 用 し た 。
【 ０ １ ７ ６ 】
組 換 え タ ン パ ク 質 ：
　 組 換 え ヒ ト VEGF 1 6 5 、 マ ウ ス VEGF 1 6 4 、 ヒ ト ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン -4（ NT4） 、 ヒ ト お よ び
マ ウ ス 血 管 内 皮 増 殖 因 子 受 容 体 -2 Fcキ メ ラ （ KDR-Fcお よ び Flk-1-Fc） は 、 R&D systems（
ミ ネ ソ タ 州 、 ミ ネ ア ポ リ ス ） か ら 購 入 し た 。 標 的 タ ン パ ク 質 の ビ オ チ ン 化 は 、 EZ-Link（
商 標 ） Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin（ Pierce、 イ リ ノ イ 州 ） の 存 在 に お い て 、 1xPBS中 で 4℃ に
て 2時 間 行 っ た 。 1x PBSに 対 し て 透 析 す る こ と に よ り 、 過 剰 量 の EZ-Link（ 商 標 ） Sulfo-NH
S-LC-LC-Biotinを 除 去 し た 。 ビ オ チ ン 化 の レ ベ ル は 質 量 分 析 に よ っ て 決 定 し 、 標 的 タ ン パ
ク 質 濃 度 は Coomassie Protein Plus Assay（ Pierce、 イ リ ノ イ 州 ） を 使 用 し て 測 定 し た 。
【 ０ １ ７ ７ 】
プ ラ イ マ ー ：
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　 ラ イ ブ ラ リ ー の 構 築 お よ び 選 択 さ れ た ク ロ ー ン の 突 然 変 異 誘 発 に お い て 最 終 的 に 使 用 す
る た め 、 以 下 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 化 学 合 成 に よ り 調 製 し た 。
T7 TMV Fn：
　
　
　
T7 TMV N末 端 欠 失 ：
　
　
　
　
　
MK165-4 A20：
　
　
　
N末 端 フ ォ ワ ー ド ：
　
　
　
　
　
BCDEリ バ ー ス ：
　
　
　
BCDEフ ォ ワ ー ド ：
　
　
　
DEFGリ バ ー ス ：
　
　
　
DEFGフ ォ ワ ー ド ：
　
　
　
C末 端 ポ リ A：
　
　
　
　
Hu3'FLAGSTOP：
　
　
　
VR28FG-50：
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F1U2：
　
　
　
F2：
　
　
　
F3159：
　
　
　
F4：
　
　
　
F5159：
　
　
　
F5-X5：
　
　
　
F6：
　
　
　
F7X6159：
　
　
　
　
　
F8：
　
　
　
　
　
C2asaiA20：
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C2RT：
　
　
hf01 BCリ バ ー ス ：
　
　
　
　
　
hf01 DEリ バ ー ス ：
　
　
　
　
　
hf01 FGリ バ ー ス ：
　
　
　
BCDE rev：
　
　
BCDE for：
　
　
hf01 DE-FGフ ォ ワ ー ド ：
　
　
　
Front FGリ バ ー ス ：
　
　
hf01 RT Flagポ リ Aリ バ ー ス ：
　
　
　
　
　
5-RI-hKDR-1B：
　
　
　
3-EPO/hKDR-2312B：
　
　
　
5-RI-mKDR-1：
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3-EPO-mKDR-2312：
　
　
　
5-RI-hTrkB-1：
　
　
　
3-EpoR/hTrkB-1310：
　
　
　
5-hKDR/EPO-2274B：
　
　
　
5-mKDR/EPO-2274：
　
　
　
3-XHO-EpoR-3066：
　
　
　
5'hTrkB/EpoR-1274：
　
　
　
【 ０ １ ７ ８ 】
緩 衝 液
　 本 明 細 書 に 記 載 す る 実 験 で は 、 以 下 の 緩 衝 液 を 使 用 し た 。 緩 衝 液 A（ 100 mM TrisHCl、 1
 M NaCl、 0.05% Tween-20、 pH 8.0） ； 緩 衝 液 B（ 1X PBS、 0.02% Triton X100） ； 緩 衝 液 C
（ 100 mM TrisHCl、 60 mM EDTA、 1 M NaCl、 0.05% Triton X100、 pH 8.0） ； 緩 衝 液 Ca（ 1
00 mM TrisHCl、 1 M NaCl、 0.05% Triton X100、 pH 8.0） ； 緩 衝 液 D（ 2 M NaCl、 0.05% T
riton） ； 緩 衝 液 E（ 1X PBS、 0.05% Triron X100、 pH 7.4） ； 緩 衝 液 F（ 1X PBS、 0.05% Tr
iton X100、 100 mMイ ミ ダ ゾ ー ル 、 pH 7.4） ； 緩 衝 液 G（ 50 mM HEPES、 150 mM NaCl、 0.02
% TritonX-100、 1 mg/mlウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 0.1 mg/mlサ ケ 精 子 DNA、 pH 7.4） ； 緩 衝 液
H（ 50 mM HEPES、 150 mM NaCl、 0.02% TritonX-100、 pH 7.4） ； 緩 衝 液 I（ 1xPBS、 0.02% 
TritonX-100、 1 mg/mlウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 0.1 mg/mlサ ケ 精 子 DNA、 pH 7.4） ； 緩 衝 液 J
（ 1xPBS、 0.02% TritonX-100、 pH 7.4） ； 緩 衝 液 K（ 50 mM NaH 2 PO 4 、 0.5 M NaCl、 5%グ リ
セ ロ ー ル 、 5 mM CHAPS、 25 mMイ ミ ダ ゾ ー ル 、 1x Complete（ 商 標 ）  Protease Inhibitor 
Cocktail（ Roche） 、 pH 8.0） ； 緩 衝 液 L（ 50 mM NaH 2 PO 4 、 0.5 M NaCl、 5%グ リ セ ロ ー ル
、 25 mMイ ミ ダ ゾ ー ル 、 pH 8.0） ； 緩 衝 液 M（ 1xPBS、 pH 7.4、 25 mMイ ミ ダ ゾ ー ル 、 pH 7.4
） ； 緩 衝 液 N（ 1xPBS、 250 mMイ ミ ダ ゾ ー ル 、 pH 7.4） ； 緩 衝 液 O（ 10 mM HEPES、 150 mM N
aCl、 0.005% Tween 20、 pH 7.4） 。
【 ０ １ ７ ９ 】
一 次 ラ イ ブ ラ リ ー の 構 築 ：
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　 骨 格 と し て ヒ ト フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン の 10番 目 の ド メ イ ン を 使 用 す る ラ イ ブ ラ リ ー の 構 築 は
、 以 前 に 記 載 さ れ て い る （ Xu et al., 2002、 前 記 ） 。 そ れ ぞ れ 23～ 29位 、 52～ 55位 、 お
よ び 77～ 86位 に 相 当 す る 3つ の ル ー プ 領 域 を 、 コ ー ド 計 画 と し て NNS（ 標 準 的 な ヌ ク レ オ チ
ド 混 合 物 、 式 中 、 N=A、 G、 T、 Cの 等 モ ル 混 合 物 ； S=Gお よ び Cの 等 モ ル 混 合 物 ） を 用 い て ラ
ン ダ ム 化 し た 。 23～ 29位 お よ び 77～ 86位 （ 2ル ー プ ラ イ ブ ラ リ ー ） ま た は 77～ 86位 （ 1ル ー
プ ラ イ ブ ラ リ ー ） で の み ラ ン ダ ム 化 し た 領 域 を 含 む 同 様 の ラ イ ブ ラ リ ー も 構 築 し た 。 こ れ
ら の ラ イ ブ ラ リ ー を ほ ぼ 等 モ ル 量 で 混 合 し た 。 こ の 混 合 ラ イ ブ ラ リ ー は 約 1x10 1 3 個 の ク ロ
ー ン を 含 み 、 VR28が 同 定 さ れ た KDR選 択 で 用 い ら れ た 。
【 ０ １ ８ ０ 】
変 異 誘 発 ラ イ ブ ラ リ ー の 構 築 ：
　 高 頻 度 変 異 誘 発 PCR。 VR28ク ロ ー ン に お け る 骨 格 の 変 異 T(69)Iを PCRに よ っ て 野 生 型 配 列
に 修 正 し た が （ 以 下 を 参 照 ） 、 KDRに 対 す る VR28結 合 剤 の 結 合 特 性 に 変 化 は 認 め ら れ な か
っ た 。 以 前 に 記 載 さ れ た 条 件 を 用 い て 、 VR28の ル ー プ 領 域 に 変 異 を 導 入 し た （ Vartanian 
et al, Nuc. Acid Res. 24:2627-2631, 1996） 。 各 ル ー プ 隣 接 す る プ ラ イ マ ー 対 （

/ 、 /DEFGリ バ ー ス 、 /
） を 用 い て 、 VR28鋳 型 に お い て 3ラ ウ ン ド の 高 頻 度 変 異 誘 発 PCRを 行 っ た 。 重 複 伸 長 な ら び
に 隣 接 プ ラ イ マ ー お よ び を 使 用 し た PCRに よ り 、 得 ら れ た 断 片 を 組 み
立 て た 。 最 終 PCR反 応 に よ る ク ロ ー ン の DNA配 列 を 決 定 し 、 ラ イ ブ ラ リ ー が 正 し く 構 築 さ れ
て い る こ と を 確 認 し た 。 骨 格 領 域 で は 1.5%の 変 異 誘 発 率 で あ る の に 対 し 、 ル ー プ 領 域 で は
最 大 で 30%の 変 異 誘 発 率 が 認 め ら れ た 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 オ リ ゴ 突 然 変 異 誘 発 。 PCRに よ る VR28の FGル ー プ の オ リ ゴ 突 然 変 異 誘 発 に は 、
プ ラ イ マ ー 、 DEFGリ バ ー ス プ ラ イ マ ー 、 お よ び 隣 接 プ ラ イ マ ー を 使 用 し た 。 FGル ー プ を コ
ー ド す る 各 ヌ ク レ オ チ ド の 位 置 に お い て 、 プ ラ イ マ ー VR28FG-50は 、 VR28ヌ ク レ オ チ ド 50%
、 お よ び 4つ の 全 ヌ ク レ オ チ ド （ N） ま た は Gも し く C（ S） の 等 量 混 合 物 50%を 含 ん だ 。 こ の
計 画 は 、 VR28 FGル ー プ の ア ミ ノ 酸 の 約 67%が 別 の ア ミ ノ 酸 で ラ ン ダ ム に 置 換 さ れ る よ う に
設 計 さ れ た も の で 、 こ れ は DNA配 列 決 定 に よ っ て 確 認 さ れ た 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 159 (Q8L)ラ ン ダ ム 化 サ ブ ラ イ ブ ラ リ ー 。 ク ロ ー ン 159 (Q8L)ク ロ ー ン の FGル ー プ の オ リ
ゴ 突 然 変 異 誘 発 、 3段 階 伸 長 、 お よ び 増 幅 を 行 っ た 。 一 次 伸 長 で は 、 プ ラ イ マ ー 対 （ a：
/ 、 b： / 、 c： / 、 d： / ） を 等 濃 度 （ 各 100 pmol） で 混 合 し 、

10サ イ ク ル 増 幅 し た 。 二 次 伸 長 で は 、 一 次 反 応 物 の 1/20を 組 み 合 わ せ （ a/bお よ び c/d） 、
増 幅 を さ ら に 10サ イ ク ル 継 続 し た 。 完 全 に 相 補 的 な 断 片 の 再 ア ニ ー リ ン グ よ り も 伸 長 の 方
に 増 幅 を 偏 ら せ る た め 、 断 片 ab用 の フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー ま た は 断 片 cd用 の
リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 50 pmolを 用 い て 、 半 構 築 物 産 物 （ 各 0.5 pmol） の 線 形 増 幅 を さ ら に
20サ イ ク ル 行 っ た 。 最 後 に 、 伸 長 さ れ た 半 構 築 物 断 片 abお よ び cdを 組 み 合 わ せ て 、 さ ら な
る 成 分 を 含 め ず に 20サ イ ク ル 増 幅 し た 。 プ ラ イ マ ー F7X6159は 、 ク ロ ー ン 159 (Q8L)の 最 初
の 6コ ー ド 位 置 そ れ ぞ れ に お い て NNSを 含 み 、 そ れ 以 外 は ク ロ ー ン 159 (Q8L)と 同 一 で あ っ
た 。 最 終 PCR反 応 に よ る ク ロ ー ン の DNA配 列 を 決 定 し て 、 ラ イ ブ ラ リ ー 159 (Q8L)-FGX6が 正
し く 構 築 さ れ て い る こ と を 確 認 し た 。 サ ブ ラ イ ブ ラ リ ー は 約 1x10 9 個 の ク ロ ー ン を 含 ん だ
。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 159 (Q8L)-FGX6ラ イ ブ ラ リ ー を 6ラ ウ ン ド 選 択 し た 後 の プ ー ル （ PR6） の DEル ー プ を ラ ン
ダ ム 化 す る た め 、 プ ラ イ マ ー / お よ び /C2asaiA20を 用 い て PCRに よ り 2つ の 半 構
築 物 断 片 を 調 製 し た 。 F5X5プ ラ イ マ ー は 、 DEル ー プ の 4つ の 位 置 お よ び 56位 に お い て NNSを
含 ん だ 。 次 い で 、 伸 長 さ れ た 断 片 abお よ び cdを 組 み 合 わ せ て 、 さ ら な る 成 分 を 含 め ず に 20
サ イ ク ル 増 幅 し た 。
【 ０ １ ８ ４ 】
フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン に 基 づ く 骨 格 タ ン パ ク 質 へ の 点 突 然 変 異 、 欠 失 、 お よ び ラ ン ダ ム （ NNS
） ル ー プ 配 列 の 導 入 ：
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　 VR28ク ロ ー ン を 鋳 型 と し て 使 用 し た 2段 階 PCRで 、 VR28結 合 剤 の 骨 格 変 異 T(69)Iを 野 生 型
配 列 に 修 正 し た 。 プ ラ イ マ ー / お よ び /

を 用 い て 得 ら れ た 半 構 築 物 断 片 を 組 み 合 わ せ て 、 プ ラ イ マ ー お よ び
を 用 い て VR28(I69T)ク ロ ー ン 全 体 （ 本 文 中 で は VR28と 表 す ） を 構 築 し た 。 ク ロ ー ン 15

9(Q8L)に お け る N末 端 変 異 の 修 正 は 、 プ ラ イ マ ー / を 用 い た PCR
、 お よ び そ の 後 の プ ラ イ マ ー お よ び を 用 い た 伸 長 に よ っ て 行 っ た 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン に 基 づ く 骨 格 タ ン パ ク 質 の N末 端 へ の 欠 失 Δ 1-8の 導 入 は 、 プ ラ イ マ ー

お よ び を 用 い た 増 幅 に よ っ て 行 っ た 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 NNSル ー プ 配 列 を 含 む Eク ロ ー ン の キ メ ラ の 構 築 を 、 2段 階 PCRで 行 っ た 。 プ ラ イ マ ー T7 T
MV N末 端 欠 失 /BCDE rev（ a： Eク ロ ー ン の BCル ー プ ） ； N末 端 フ ォ ワ ー ド /hf01 BCリ バ ー ス
（ b： BC NNS） ； BCDE for/Front FGリ バ ー ス （ c： Eク ロ ー ン の DEル ー プ ） ； BCDE for/hf0
1 DEリ バ ー ス （ d： DE NNS） ； hf01 DE-FGフ ォ ワ ー ド /hf01 RT-Flagポ リ Aリ バ ー ス （ e： E
ク ロ ー ン の FG） ； hf01 DE-FGフ ォ ワ ー ド /hg01 FGリ バ ー ス （ f： FG NNS） を 用 い て 、 ル ー
プ 領 域 を 増 幅 し た 。 断 片 b/c/e、 a/d/e、 a/c/fを 組 み 合 わ せ 、 伸 長 、 な ら び に プ ラ イ マ ー T
7Tmv N末 端 欠 失 お よ び hf01 RTFlagポ リ Aリ バ ー ス を 用 い る 増 幅 に よ っ て 、 プ ー ル 全 体 を 構
築 し た 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 構 築 物 は す べ て DNA配 列 決 定 に よ り 確 認 お よ び /ま た は 解 析 し た 。 す べ て の 構 築 物 お よ び
変 異 誘 発 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 イ ン ビ ト ロ で の RNA-タ ン パ ク 質 融 合 生 成 お よ び 精 製 の た め 、 5'
隣 接 領 域 に T7 TMVプ ロ モ ー タ ー お よ び 3'隣 接 領 域 に Flagタ グ ま た は His 6 タ グ 配 列 を 含 ん だ
。
【 ０ １ ８ ８ 】
RNA-タ ン パ ク 質 融 合 生 成
　 選 択 の 各 ラ ウ ン ド で は 、 MegaScript転 写 キ ッ ト （ Ambion） を 用 い て PCR DNAを 37℃ で 4時
間 転 写 し た 。 37℃ で 20分 間 DNase I（ Ambion） 消 化 す る こ と に よ っ て 、 鋳 型 DNAを 除 去 し た
。 フ ェ ノ ー ル /ク ロ ロ ホ ル ム 抽 出 、 お よ び そ の 後 の NAP-25カ ラ ム （ Amersham） で の ゲ ル ろ
過 に よ り 、 RNAを 精 製 し た 。 ピ ュ ー ロ マ イ シ ン リ ン カ ー PEG 6/10（ 5' Pso u agc gga ugc 
XXX XXX CC Pu 3'、 式 中 、 Pso=C6-ソ ラ レ ン 、 u、 a、 g、 c=2'OMe-RNA、 C=標 準 的 ア ミ ダ イ
ト 、 X： ス ペ ー サ ー ホ ス ホ ア ミ ダ イ ト 9（ 9-O-ジ メ ト キ シ ト リ チ ル -ト リ エ チ レ ン グ リ コ ー
ル ,1-[(2-シ ア ノ エ チ ル )-(N,N-ジ イ ソ プ ロ ピ ル )]-ホ ス ホ ア ミ ダ イ ト ） ； Pu=ピ ュ ー ロ マ イ
シ ン -CPG） は 、 以 前 に 記 載 さ れ て い る 通 り に 合 成 し た （ Kurz et al, Nuc. Acid Res. 28:
83, 2000） 。 リ ン カ ー を 、 0.1 M NaCl、 25 mM TrisHCl、 pH 7.0中 で 85℃ か ら 4℃ に 徐 々 に
温 度 を 下 げ て い く こ と で 、 ラ イ ブ ラ リ ー RNAと ア ニ ー リ ン グ さ せ た 。 次 い で 、 リ ン カ ー と R
NAを UV光 （ 365 nm） に 15分 間 曝 露 し て 架 橋 し た 。 架 橋 さ れ た 混 合 物 （ 600 pmol RNA） を 、
3 5 S標 識 メ チ オ ニ ン の 存 在 下 で 、 ウ サ ギ 網 状 赤 血 球 溶 血 液 翻 訳 キ ッ ト （ Ambion） を 用 い る
イ ン ビ ト ロ 翻 訳 反 応 物 中 に 含 め 、 30℃ で 60分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 融 合 形 成 を 増 強 す る
た め 、 0.5 M KClお よ び 0.05 M MgCl 2 を 反 応 物 に 添 加 し 、 4℃ で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。 オ リ ゴ -dTセ ル ロ ー ス （ Sigma） ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い て 、 融 合 分 子 を 以 下 の よ う に
精 製 し た 。 翻 訳 お よ び 融 合 混 合 物 を A（ 100 mM TrisHCl、 1 M NaCl、 0.05% Tween-2
0、 pH 8.0） に 希 釈 し て 、 オ リ ゴ dTセ ル ロ ー ス に 添 加 し た 。 ス ラ リ ー を 4℃ で 1時 間 回 転 し
、 ス ピ ン カ ラ ム に 移 し た 。 オ リ ゴ dTセ ル ロ ー ス ビ ー ズ を カ ラ ム 上 で 10カ ラ ム 体 積 の
で 洗 浄 し 、 3カ ラ ム 体 積 の H 2 Oで 溶 出 し た 。 逆 転 写 反 応 は 、 プ ラ イ マ ー を 使

用 し て 、 SuperScript II Reverse Transcriptionキ ッ ト （ Invitrogen） を 用 い て 42℃ で 1
時 間 行 っ た 。 別 法 と し て 選 択 の 過 程 で 、 反 応 性 シ ス テ イ ン を 介 し た 非 特 異 的 結 合 の 可 能 性
を 減 少 さ せ る た め 、 チ オ ー ル 基 を 1 mM 2-ニ ト ロ -5-チ オ シ ア ナ ト 安 息 香 酸 （ NTCB） ま た は
N-エ チ ル マ レ イ ミ ド （ NEM） と 反 応 さ せ た 。 反 応 は 室 温 で 1時 間 行 っ た 。 融 合 分 子 を 、 M2ア
ガ ロ ー ス （ Sigma） を 用 い て 抗 FLAGア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り さ ら に 精 製
し た 。 M2ビ ー ズ を 反 応 物 に 添 加 し 、 緩 衝 液 B（ 1X PBS、 0.02% Triton X100） 中 で 4℃ で 1時
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間 回 転 し た 。 次 い で 、 ビ ー ズ を ス ピ ン カ ラ ム に 供 し 、 5カ ラ ム 体 積 の 緩 衝 液 Bで 洗 浄 し 、 3
カ ラ ム 体 積 の 緩 衝 液 Gに 溶 解 し た 100μ M Flagペ プ チ ド DYKDDDDK（ Sigma） で 融 合 分 子 を 溶
出 し た 。 試 料 中 の 3 5 Sメ チ オ ニ ン の シ ン チ レ ー シ ョ ン 計 測 に よ っ て 測 定 し た 比 放 射 能 に 基
づ い て 、 融 合 物 の 収 量 を 算 出 し た 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 159 (Q8L)ラ ン ダ ム 化 ラ イ ブ ラ リ ー に 関 し て は 、 Kingfisher（ 商 標 ） （ ThermoLabSystem
s） で の 合 理 化 半 自 動 化 手 順 に よ り RNA-タ ン パ ク 質 融 合 物 を 調 製 し た 。 工 程 は 、 以 下 に 記
載 す る 数 段 階 を 除 い て 、 上 記 の 手 順 と 同 様 で あ っ た 。 RNA-タ ン パ ク 質 融 合 分 子 の 精 製 は 、
磁 性 オ リ ゴ dTビ ー ズ （ GenoVision） に お い て 、 緩 衝 液 C（ 100 mM TrisHCl、 60 mM EDTA、 1
 M NaCl、 0.05% Triton X100、 pH 8.0） 中 で 行 っ た 。 ビ ー ズ を 10反 応 体 積 の 緩 衝 液 Ca（ 10
0 mM TrisHCl、 1 M NaCl、 0.05% Triton X100、 pH 8.0） で 洗 浄 し 、 融 合 タ ン パ ク 質 を 1体
積 の H 2 Oで 溶 出 し た 。 逆 転 写 （ RT） は 、 プ ラ イ マ ー を 使 用 し て 行 っ た 。 融 合 タ ン パ ク
質 は 、 Ni-NTA磁 気 ビ ー ズ （ Qiagen） を 用 い て 、 Hisタ グ ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー に よ り さ ら に 精 製 し た 。 RT反 応 物 を 緩 衝 液 D（ 2 M NaCl、 0.05% Triton） 中 で Ni-NTAビ
ー ズ と 共 に 室 温 で 20分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で ビ ー ズ を 10反 応 体 積 の 緩 衝 液 E（ 1X PB
S、 0.05% Triron X100、 pH 7.4） で 洗 浄 し 、 融 合 分 子 を 1体 積 の 緩 衝 液 F（ 1X PBS、 0.05% 
Triton X100、 100 mMイ ミ ダ ゾ ー ル 、 pH 7.4） で 溶 出 し た 。
【 ０ １ ９ ０ 】
選 択 ：
　 KDRに 対 す る 一 次 選 択 。 プ ロ テ イ ン Aビ ー ズ お よ び Fcタ ン パ ク 質 へ の 非 特 異 的 結 合 を 減 少
さ せ る た め 、 選 択 前 に 、 融 合 ラ イ ブ ラ リ ー （ 1 ml中 に 約 10 1 3 ク ロ ー ン ） を 、 200nMヒ ト IgG
1を 予 め 固 定 化 し た プ ロ テ イ ン Aビ ー ズ （ Dynal） 150μ lと 共 に 30℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト
し た （ 前 排 除 ） 。 次 い で 、 上 清 を 緩 衝 液 G（ 50 mM HEPES、 150 mM NaCl、 0.02% TritonX-1
00、 1 mg/mlウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 0.1 mg/mlサ ケ 精 子 DNA、 pH 7.4） 中 で 、 KDR-Fcキ メ ラ
と 共 に 反 転 回 転 さ せ な が ら 30℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 KDR-Fcの 最 終 濃 度 は 、 ラ ウ
ン ド 1で は 250 nM、 ラ ウ ン ド 2～ 4で は 100 nM、 な ら び に ラ ウ ン ド 5お よ び 6で は 10 nMで あ っ
た 。 標 的 を プ ロ テ イ ン Aビ ー ズ 300μ l（ ラ ウ ン ド 1） ま た は プ ロ テ イ ン Aビ ー ズ 100μ l（ ラ
ウ ン ド 2～ 6） 上 に 、 反 転 回 転 さ せ な が ら 30℃ で 30分 間 捕 獲 し 、 緩 衝 液 G（ 50 mM HEPES、 15
0 mM NaCl、 0.02% TritonX-100、 pH 7.4） 1 mlで 5回 洗 浄 し た 。 結 合 し た 融 合 分 子 を 、 0.1
 M KOH 100μ lで 1 M TrisHCl、 pH 8.0 50μ l中 に 溶 出 し た 。 隣 接 プ ラ イ マ ー お よ
び を 用 い て 、 PCRに よ り 溶 出 物 か ら DNAを 増 幅 し た 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 KDR結 合 剤 VR28の 親 和 性 お よ び 特 異 性 成 熟 。 上 記 し た よ う に 、 高 頻 度 変 異 誘 発 PCRま た は
オ リ ゴ 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 に よ り ク ロ ー ン VR28に 変 異 を 誘 発 し 、 融 合 サ ブ ラ イ ブ ラ リ ー を
構 築 し た 。 プ ロ テ イ ン Aビ ー ズ に よ る 前 排 除 の 後 、 上 記 の 手 順 に 従 っ て 緩 衝 液 I（ 1xPBS、 0
.02% TritonX-100、 1 mg/mlウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 0.1 mg/mlサ ケ 精 子 DNA、 pH 7.4） 中 で
選 択 を 4ラ ウ ン ド 行 っ た 。 プ ラ イ マ ー お よ び を 用 い て 、 PCRに よ り 溶
出 物 か ら DNAを 増 幅 し た 。 オ リ ゴ 突 然 変 異 誘 発 に 由 来 す る ラ イ ブ ラ リ ー で は 、 低 い 標 的 濃
度 （ 選 択 の 最 初 の 4ラ ウ ン ド で は 0.1 nM KDR） を 使 用 し 、 次 い で 選 択 の さ ら な る 3ラ ウ ン ド
に つ い て は 1 nMマ ウ ス VEGF-R2（ Flk-1） を 導 入 し た 。 最 後 の 3ラ ウ ン ド で は 、 PCRに プ ラ イ
マ ー お よ び を 使 用 し た 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 KDR結 合 剤 159の 特 異 性 成 熟 で は 、 ク ロ ー ン 159 Q(8)Lの FGル ー プ の 最 初 の 6つ の 位 置 を 、
上 記 の よ う に PCRに よ っ て ラ ン ダ ム 化 し た 。 ビ オ チ ン 化 マ ウ ス VEGF-R2（ 70 nM） に 対 す る
融 合 サ ブ ラ イ ブ ラ リ ー の 結 合 は 、 緩 衝 液 I中 で 室 温 で 30分 間 行 っ た 。 選 択 手 順 の 残 り は 、 K
ingfisher（ 商 標 ） （ ThermoLabSystems） で 継 続 し た 。 ビ オ チ ン 化 標 的 を ス ト レ プ ト ア ビ
ジ ン コ ー テ ィ ン グ 磁 気 ビ ー ズ （ Dynal） 50μ l上 に 捕 獲 し 、 ビ ー ズ を 10倍 量 の 緩 衝 液 Iお よ
び 1倍 量 の （ 1xPBS、 0.02%TritonX-100、 pH 7.4） で 洗 浄 し た 。 結 合 し た 融 合 分 子
を 、 0.1 M KOH 100μ lで 1 M TrisHCl、 pH 8.0 50μ l中 に 溶 出 し た 。 プ ラ イ マ ー お よ
び を 用 い て 、 PCRに よ り 溶 出 物 か ら DNAを 増 幅 し た 。 4ラ ウ ン ド の 選 択 の 後 、 さ ら
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な る 2ラ ウ ン ド に は 、 以 下 の 通 り に 7 nM Flk-1に 対 す る 解 離 速 度 /再 結 合 選 択 を 適 用 し た 。
ビ オ チ ン 化 マ ウ ス Flk-1と の 結 合 反 応 を 30分 進 行 さ せ た 後 、 100倍 過 剰 量 の 非 ビ オ チ ン 化 Fl
k-1を 添 加 し 、 弱 い 結 合 剤 の 解 離 を 見 越 し て 反 応 を さ ら に 6時 間 継 続 し た 。 ビ オ チ ン 化 標 的
を ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ビ ー ズ （ Dynal） 50μ l上 に 捕 獲 し 、 緩 衝 液 J 1 mlで 5回 洗 浄 し た 。
結 合 し た 融 合 分 子 を 、 75℃ で 5分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ り 溶 出 し た 。 上 清 を 7 nM 
Flk-1へ の 再 結 合 に 供 し 、 標 準 的 な 選 択 手 順 を 継 続 し た 。 最 終 溶 出 プ ー ル に 由 来 す る DNAを
DEル ー プ ラ ン ダ ム 化 （ 上 記 を 参 照 ） に 供 し 、 融 合 サ ブ ラ イ ブ ラ リ ー を 7 nMマ ウ ス VEGF-R2
に 対 し て 3ラ ウ ン ド 選 択 し た 。 4ラ ウ ン ド 目 に 、 1 nMヒ ト VEGF-R2へ の 再 結 合 に よ る 解 離 速
度 選 択 に 供 し た 。 プ ラ イ マ ー お よ び を 用 い て 、 PCRに よ り 溶 出 物 か ら 最 終 DN
Aを 増 幅 し た 。
【 ０ １ ９ ３ 】
放 射 性 平 衡 結 合 ア ッ セ イ
　 解 析 用 に 3 5 S標 識 結 合 タ ン パ ク 質 を 調 製 す る た め 、 リ ン カ ー の 連 結 段 階 を 除 く こ と 以 外
は RNA-タ ン パ ク 質 融 合 精 製 に 関 し て 上 記 し た 通 り に mRNAを 調 製 し た 。 3 5 S標 識 Metの 存 在 下
で ウ サ ギ 網 状 赤 血 球 溶 血 液 翻 訳 キ ッ ト （ Ambion） を 使 用 し て 、 mRNAを 30℃ で 1時 間 発 現 さ
せ た 。 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質 を 、 上 記 の よ う に M2-ア ガ ロ ー ス Flagビ ー ズ （ Sigma） で 精 製
し た 。 こ の 手 順 に よ っ て 、 核 酸 尾 部 を 含 ま な い コ ー ド タ ン パ ク 質 が 生 成 さ れ た 。 直 接 結 合
ア ッ セ イ で は 、 0～ 200 nMの 濃 度 の VEGF-R2-Fc融 合 物 を 一 定 濃 度 の 精 製 タ ン パ ク 質 （ 0.2ま
た は 0.5 nM） に 添 加 し 、 緩 衝 液 B中 で 30℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 Kingfisher（ 商 標
） を 使 用 し て 、 室 温 で さ ら に 10分 間 、 プ ロ テ イ ン A磁 気 ビ ー ズ に よ り 受 容 体 -結 合 剤 複 合 体
を 捕 獲 し た 。 ビ ー ズ を 6反 応 体 積 の 緩 衝 液 Bで 洗 浄 し た 。 0.1M KOH 100μ Lで ビ ー ズ か ら タ
ン パ ク 質 を 溶 出 し た 。 50μ Lの 反 応 混 合 物 お よ び 溶 出 液 を LumaPlate-96（ Packard） 上 で 乾
燥 さ せ 、 プ レ ー ト 上 の 3 5 Sの 量 を TopCount NXT装 置 （ Packard） で 測 定 し た 。 標 的 に 結 合 し
た フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン に 基 づ く 骨 格 タ ン パ ク 質 の 量 を 、 反 応 混 合 物 中 の 放 射 能 に 対 す る 、 プ
ロ テ イ ン A磁 気 ビ ー ズ か ら 溶 出 さ れ た 放 射 能 の 割 合 と し て 評 価 し た 。 KDR-Fcの 非 存 在 下 で
の 結 合 を 測 定 す る こ と に よ っ て 、 ビ ー ズ に 対 す る フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン に 基 づ く 骨 格 タ ン パ ク
質 の 非 特 異 的 結 合 を 決 定 し た が 、 非 特 異 的 結 合 は 投 入 量 の 1～ 2%未 満 を 示 し た 。 特 異 的 結
合 は 全 結 合 か ら 非 特 異 的 結 合 を 減 算 す る こ と に よ っ て 得 た 。 GraphPad Prizmソ フ ト ウ ェ ア
（ GraphPad Software, Inc、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 、 サ ン デ ィ エ ゴ ） を 用 い て デ ー タ を 解 析 し
、 一 部 位 非 線 形 結 合 方 程 式 に よ り 適 合 化 し た 。
【 ０ １ ９ ４ 】
フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン に 基 づ く 可 溶 性 骨 格 タ ン パ ク 質 結 合 剤 の 発 現 お よ び 精 製 ：
　 大 腸 菌 で 発 現 さ せ る た め 、 各 ク ロ ー ン の 残 基 1～ 101お よ び そ の 後 に 続 く His 6 タ グ を pET9
d由 来 ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し 、 大 腸 菌 BL21 (DE3) PlysS細 胞 （ Invitrogen） で 発 現 さ
せ た 。 一 晩 培 養 液 20 mlを 用 い て 、 50μ g/mLカ ナ マ イ シ ン お よ び 34μ g/mLク ロ ラ ム フ ェ ニ
コ ー ル を 含 む LB培 地 1リ ッ ト ル に 接 種 し た 。 培 養 液 を A 6 0 0 が 0.4～ 0.6に な る ま で 37℃ で 培
養 し た 。 培 養 物 を 1 mMイ ソ プ ロ ピ ル -β -チ オ ガ ラ ク ト シ ド （ IPTG、 Invitrogen） で 誘 導 し
た 後 、 37℃ で さ ら に 3時 間 培 養 し 、 4℃ に て 3,000 gで 30分 間 遠 心 分 離 す る こ と に よ り 回 収
し た 。 細 胞 ペ レ ッ ト を 50 mLの 溶 解 緩 衝 液 K（ 50 mM NaH 2 PO 4 、 0.5 M NaCl、 5%グ リ セ ロ ー
ル 、 5 mM CHAPS、 25 mMイ ミ ダ ゾ ー ル 、 1x Complete（ 商 標 ）  Protease Inhibitor Cockta
il（ Roche） 、 pH 8.0） に 再 懸 濁 し 、 氷 上 で 80 Wに て 10秒 間 休 止 さ せ な が ら 15秒 間
の パ ル ス で 4回 超 音 波 処 理 し た 。 4℃ に て 30,000 gで 30分 間 遠 心 分 離 す る こ と に よ り 、 可 溶
性 画 分 を 分 離 し た 。 洗 浄 緩 衝 液 L（ 50 mM NaH 2 PO 4 、 0.5 M NaCl、 5%グ リ セ ロ ー ル 、 25 mM
イ ミ ダ ゾ ー ル 、 pH 8.0） で 予 め 平 行 化 し た TALON（ 商 標 ）  SuperflowTM Metal Affinity R
esin（ Clontech） 10 mLと 共 に 、 上 清 を 4℃ で 1時 間 回 転 し た 。 次 い で 、 10カ ラ ム 体 積 の 緩
衝 液 Lお よ び 30カ ラ ム 体 積 の 緩 衝 液 M（ 1xPBS、 pH 7.4、 25 mMイ ミ ダ ゾ ー ル 、 pH 7.4） で 樹
脂 を 洗 浄 し た 。 タ ン パ ク 質 を 5カ ラ ム 体 積 の 緩 衝 液 N（ 1xPBS、 250 mMイ ミ ダ ゾ ー ル 、 pH 7.
4） で 溶 出 し 、 1xPBSに 対 し て 4℃ で 透 析 し た 。 沈 殿 物 は 0.22μ mで ろ 過 す る こ と で （ Millip
ore） 除 去 し た 。
【 ０ １ ９ ５ 】
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フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン に 基 づ く 可 溶 性 骨 格 タ ン パ ク 質 の BIAcore解 析 ：
　 標 的 に 対 す る フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン に 基 づ く 骨 格 タ ン パ ク 質 結 合 タ ン パ ク 質 の 結 合 速 度 論 を
、 BIAcore 2000バ イ オ セ ン サ ー （ Pharmacia Biosensor） を 用 い て 測 定 し た 。 ヒ ト お よ び
マ ウ ス VEGF-R2-FC融 合 物 を CM5セ ン サ ー チ ッ プ 上 に 固 定 化 し 、 可 溶 性 結 合 タ ン パ ク 質 を 緩
衝 液 O（ 10 mM HEPES、 150 mM NaCl、 0.005% Tween 20、 pH 7.4） 中 の 0～ 100 nMの 濃 度 で
注 入 し た 。 各 濃 度 で セ ン サ ー グ ラ ム を 取 得 し 、 プ ロ グ ラ ム 、 BIA Evaluation 2.0（ BIAcor
e） を 用 い て 評 価 し て 、 速 度 定 数 k a （ k o n ） お よ び k d （ k o f f ） を 決 定 し た 。 速 度 定 数 k o f f /k

o n の 比 か ら 親 和 定 数 K D を 算 出 し た 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 阻 害 実 験 で は 、 ヒ ト VEGF 1 6 5 を CM-5チ ッ プ の 表 面 上 に 固 定 化 し 、 0～ 100nMの 様 々 な 濃 度
の 可 溶 性 結 合 タ ン パ ク 質 の 存 在 下 で 、 20 nM濃 度 の KDR-Fcを 注 入 し た 。 チ ッ プ へ の KDR-Fc
結 合 が 50%の み 観 察 さ れ た 時 の 濃 度 で 、 IC 5 0 を 決 定 し た 。
【 ０ １ ９ ７ 】
VEGFR結 合 ポ リ ペ プ チ ド の 可 逆 的 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ ：
　 100 mM酢 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 （ pH 4.5） 中 の M5FLタ ン パ ク 質 に お い て 、 示 差 走 査 熱 量 測
定 （ DSC） 解 析 を 行 っ た 。 最 初 の DSC実 行 （ ス キ ャ ン 1） は 、 N-DSC II熱 量 計 （ Calorimetry
 Sciences Corp） で 1分 間 に 1℃ の 速 度 で 温 度 に 5～ 95℃ の 傾 斜 を つ け 、 続 い て 10℃ ま で 逆
ス キ ャ ン す る こ と に よ っ て （ 表 示 せ ず ） 行 い 、 そ の 後 2回 目 を 実 行 し た （ ス キ ャ ン 2） 。 こ
れ ら の 条 件 下 で 、 デ ー タ は 2つ の 転 移 モ デ ル を 用 い て 最 適 に 適 合 化 さ れ た （ Originソ フ ト
ウ ェ ア （ OriginLab Corp） を 使 用 し て 、 Tm=77℃ お よ び 67℃ ） 。 図 10を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ９ ８ 】
M5FLタ ン パ ク 質 の PEG化 ：
　 C100型 の M5FLタ ン パ ク 質 は 、 100位 の Serが シ ス テ イ ン に 変 異 さ れ た M5FLの 完 全 な 配 列 を
有 し 、 タ ン パ ク 質 を 精 製 す る た め に 用 い ら れ る さ ら な る C末 端 Hisタ グ を 含 む 。 精 製 さ れ た
M5FLタ ン パ ク 質 を 、 様 々 な マ レ イ ミ ド 誘 導 体 化 PEG形 態 （ Shearwater） を 結 合 す る こ と に
よ っ て 、 単 一 の シ ス テ イ ン 残 基 の 位 置 で 修 飾 し た 。 反 応 し て 得 ら れ た タ ン パ ク 質 を 、 4～ 1
2%ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル で 泳 動 し た （ 図 11） 。
【 ０ １ ９ ９ 】
細 胞 株 の 作 製 ：
　 プ ラ ス ミ ド の 構 築 。 KDR、 Flk-1、 ま た は ヒ ト TrkBの 細 胞 外 ド メ イ ン に 融 合 さ れ た ヒ ト エ
リ ス ロ ポ エ チ ン 受 容 体 （ EpoR） の 膜 貫 通 ド メ イ ン お よ び 細 胞 質 ド メ イ ン か ら 構 成 さ れ る キ
メ ラ 受 容 体 を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド を 、 2段 階 PCR手 順 に よ っ て 構 築 し た 。 受 容 体 遺 伝 子 全
体 を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド か ら 、 細 胞 外 ド メ イ ン を コ ー ド す る PCR産 物 を 増 幅 し た ： KDR（
ア ミ ノ 酸 1～ 764） は 、 プ ラ イ マ ー / を 用 い て ク ロ ー ン PR137
1_H11（ OriGene Technologies、 メ リ ー ラ ン ド 州 、 ロ ッ ク ビ ル ） か ら 導 出 し 、 Flk-1（ ア ミ
ノ 酸 1～ 762） は 、 プ ラ イ マ ー / を 用 い て ク ロ ー ン #4238984（ I
MAGE） か ら 導 出 し 、 ヒ ト TrkB（ ア ミ ノ 酸 1～ 430） は 、 プ ラ イ マ ー /

を 用 い て ク ロ ー ン #X75958（ Invitrogen Genestorm） か ら 導 出 し た 。 EpoR膜 貫 通
ド メ イ ン お よ び 細 胞 質 ド メ イ ン （ ア ミ ノ 酸 251～ 508） を コ ー ド す る PCR産 物 は 、 共 通 プ ラ
イ マ ー 、 な ら び に 受 容 体 断 片 PCR産 物 の 末 端 に 相 補 的 な 短 い 配 列 相 補 性 を
付 加 し た 3つ の 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー （ KDR） 、 （ Flk
-1） 、 お よ び （ ヒ ト TrkB） の う ち の 1つ を 用 い て ク ロ ー ン #M60459（ Inv
itrogen Genestorm） か ら 増 幅 し た 。 次 い で 、 キ メ ラ 遺 伝 子 の 半 分 を コ ー ド す る PCR産 物 を
混 合 し 、 3-XHO-EpoR-3066お よ び 増 幅 の 前 の サ イ ク ル で 使 用 し た 各 遺 伝 子 に 特 異 的 な 5'プ
ラ イ マ ー （ 、 、 お よ び ） を 用 い て 増 幅 し た 。 得 ら
れ た PCR産 物 を EcoRIお よ び XhoIで 消 化 し 、 pcDNA3.1(+)（ Invitrogen） に ク ロ ー ニ ン グ し
て 、 プ ラ ス ミ ド phKE8（ ヒ ト KDR/EpoR融 合 物 ） 、 pmKE2（ flk-1/EpoR融 合 物 ） 、 お よ び phTE
（ TrkB/EpoR融 合 物 ） を 作 製 し た 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 用 の 細 胞 株 の 作 製 。 Lipofectamine 2000（ Invitrogen） を 使 用 し
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て 、 CHO-K1細 胞 （ American Type Culture Collection、 バ ー ジ ニ ア 州 、 マ ナ ッ サ ス ） に 、
pcDNA 3.1（ Invitrogen） の み 、 pmKE2の み 、 ま た は pcDNA 3.1と 全 長 ヒ ト KDRを コ ー ド す る
プ ラ ス ミ ド （ Origene Inc.、 ク ロ ー ン PR1371-H11） の 混 合 物 を 安 定 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ
ン し た 。 安 定 な ト ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト を 選 択 し て 、 0.5 mg/mlジ ェ ネ テ ィ シ ン （ Invitroge
n） の 存 在 下 で 維 持 し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 集 団 を 抗 KDRポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 血 清
（ R&D Systems） で 染 色 し た 後 に 蛍 光 活 性 化 細 胞 選 別 す る こ と に よ っ て 、 CHO-KDRと 称 す る
ヒ ト KDR発 現 ク ロ ー ン お よ び CHO-Flkと 称 す る マ ウ ス VEGFR-2/EpoRキ メ ラ 発 現 集 団 を 取 得 し
た 。 CHO-KDRお よ び CHO-Flk細 胞 株 は 、 日 常 的 に 、 10%（ v/v） ウ シ 胎 児 血 清 （ FBC） 、 0.5 m
g/mlジ ェ ネ テ ィ シ ン 、 100 U/mlペ ニ シ リ ン 、 0.25μ g/mlア ン ホ テ リ シ ン B、 100μ g/mlス ト
レ プ ト マ イ シ ン 、 お よ び 2 mM L-グ ル タ ミ ン を 添 加 し た ダ ル ベ ッ コ 変 法 イ ー グ ル 培 地 （ DME
M； Gibco） で 培 養 し た 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 Ba/F3細 胞 株 の 作 製 。 前 B細 胞 株 Ba/F3（ DSMZ、 ド イ ツ 、 ブ ラ ウ ン シ ュ ワ イ ク ） に 、 ヒ ト
エ リ ス ロ ポ エ チ ン 受 容 体 の 膜 貫 通 ド メ イ ン お よ び 細 胞 質 ド メ イ ン に 融 合 さ れ た ヒ ト ま た は
マ ウ ス VEGFR-2の 細 胞 外 ド メ イ ン か ら な る 受 容 体 キ メ ラ （ 上 記 を 参 照 ） で あ る phKE8ま た は
pmKE2を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る こ と に よ り 、 VEGFR-2に よ る VEGF結 合 に 応 答 し て 増 殖 す
る 細 胞 株 を 作 製 し た 。 Ba/F3細 胞 は 、 WEHI-3B細 胞 の 10%馴 化 培 地 （ DSMZ； イ ス コ フ 改 変 ダ
ル ベ ッ コ 培 地 （ Gibco） /10% FBS/25μ M β -メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル で 培 養 ） を 必 須 増 殖 因
子 の 供 給 源 と し て 添 加 し た 最 小 Ba/F3培 地 （ 10% FBS、 100 U/mlペ ニ シ リ ン 、 0.25μ g/mlア
ン ホ テ リ シ ン B、 100μ g/mlス ト レ プ ト マ イ シ ン 、 お よ び 2 mM L-グ ル タ ミ ン を 含 む RPMI-16
40（ Gibco） ） で 維 持 し た 。 プ ラ ス ミ ド pmKE2ま た は phKE8を エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン し た
後 、 安 定 な ト ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト を 0.75 mg/mlジ ェ ネ テ ィ シ ン 中 で 選 択 し た 。 ジ ェ ネ テ ィ
シ ン 耐 性 集 団 を 、 100 ng/mlヒ ト VEGF 1 6 5 （ R&D Systems） を 含 む 最 小 Ba/F3培 地 に 移 し 、 得
ら れ た VEGF依 存 性 集 団 を Ba/F3-Flkお よ び Ba/F3-KDRと 命 名 し た 。 NT-4に よ る 刺 激 に 応 答 性
で あ る キ メ ラ TrkB受 容 体 を 発 現 す る 対 照 細 胞 株 （ Ba/F3-TrkB） も 同 様 に 、 プ ラ ス ミ ド phTE
お よ び ヒ ト NT-4（ R&D Systems） を 用 い て 作 製 し た 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン に 基 づ く 骨 格 タ ン パ ク 質 の 細 胞 表 面 結 合 の 解 析 ：
　 細 胞 表 面 KDRお よ び Flk-1に 対 す る フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン に 基 づ く 骨 格 タ ン パ ク 質 の 結 合 を 、
フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り VEGF-R2発 現 細 胞 お よ び 対 照 細 胞 に お い て 同 時 に 解 析 し た 。 C
HO-pcDNA細 胞 （ 対 照 ） を ト リ プ シ ン -EDTAを 用 い て デ ィ ッ シ ュ か ら 解 離 し 、 カ ル シ ウ ム お
よ び マ グ ネ シ ウ ム を 含 ま な い ダ ル ベ ッ コ PBS（ D-PBS - ； Invitrogen） で 洗 浄 し 、 1.5μ M CM
TMR（ 5-(and-6)-(((4-ク ロ ロ メ チ ル )ベ ン ゾ イ ル )ア ミ ノ )-テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン ） （ Mo
lecular Probes） で 37℃ で 30分 間 染 色 し た 。 細 胞 を D-PBS - で 洗 浄 し 、 37℃ で さ ら に 30分 間
イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 に 氷 上 で ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 （ D-PBS - /10%ウ シ 胎 児 血 清 ） に 再 懸 濁
し た 。 CHO-KDRま た は CHO-Flk細 胞 を 、 CMTMRを 省 く こ と 以 外 は 同 様 に 処 理 し た 。 V底 96ウ ェ
ル プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル 中 で 、 75,000個 の CMTMR染 色 CHO-pcDNA3細 胞 を 、 同 数 の 非 染 色 CHO-K
DRま た は CHO-Flk細 胞 と 混 合 し た 。 抗 体 お よ び フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン に 基 づ く 骨 格 タ ン パ ク 質
は す べ て 、 25μ l/ウ ェ ル の ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 で 希 釈 し 、 各 処 理 は 4℃ で 1時 間 行 っ た 。 Hi
s 6 を タ グ 化 し た フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン に 基 づ く 骨 格 タ ン パ ク 質 で 細 胞 混 合 物 を 染 色 し 、 冷 D-PB
S - で 2回 洗 浄 し 、 次 い で 2.5μ g/ml抗 His 6  MAb（ R&D Systems） で 処 理 し 、 洗 浄 し 、 4μ g/ml
 Alexa Fluor 488結 合 抗 マ ウ ス 抗 体 （ Molecular Probes） で 染 色 し た 。 抗 KDRマ ウ ス モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Accurate Chemical、 ニ ュ ー ヨ ー ク 州 、 ウ ェ ス ト ベ リ ー ） ま た は 抗 flk-1
ヤ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ R&D Systems） で 処 理 す る 細 胞 に つ い て は 、 抗 His 6 段 階 を 省 略
し 、 抗 体 結 合 は 種 に 適 し た Alexa Fluor 488結 合 二 次 抗 体 （ Molecular Probes） で 検 出 し
た 。 染 色 後 、 細 胞 を 200μ l/ウ ェ ル の D-PBS - /1% FBS/1μ g/ml 7-ア ミ ノ ア ク チ ノ マ イ シ ン D
（ 7-AAD； Molecular Probes） に 再 懸 濁 し 、 488 nMレ ー ザ ー を 備 え た FACSCalibur（ Becton
 Dickinson、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 、 サ ン ノ ゼ ） で フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 解 析 し た 。 死
細 胞 （ 7-AAD陽 性 ） を 排 除 す る た め に ゲ ー ト を か け た 後 、 CMTMR陰 性 ま た は 陽 性 集 団 に そ れ
ぞ れ ゲ ー ト を か け て 、 VEGFR-2発 現 細 胞 お よ び CHO-pcDNA3細 胞 を Alexa Fluor 488蛍 光 に つ
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い て 独 立 し て 測 定 し た 。 対 照 実 験 か ら 、 CMTMRに よ る 染 色 は 染 色 細 胞 の 表 面 上 に お け る Ale
xa Fluor 488結 合 抗 体 の 検 出 を 妨 げ な い こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 細 胞 表 面 結 合 は ま た 、 上 記 の 二 次 抗 体 を 用 い て 蛍 光 顕 微 鏡 に よ り 評 価 し た 。 こ れ ら の 研
究 の た め 、 抗 体 を カ ル シ ウ ム お よ び マ グ ネ シ ウ ム を 含 む D-PBS（ D-PBS + ） /10% FBSで 希 釈
し た 。 細 胞 は 24ウ ェ ル ま た は 96ウ ェ ル プ レ ー ト で 培 養 し 、 倒 立 蛍 光 顕 微 鏡 で 観 察 す る た め
に 染 色 後 は D-PBS + 中 で 保 存 し た 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
Ba/F3細 胞 増 殖 ア ッ セ イ ：
　 Ba/F3細 胞 を 最 小 Ba/F3培 地 で 3回 洗 浄 し 、 15.8 ng/mlの 増 殖 因 子 （ Ba/F3-KDR、 Ba/F3-fl
k、 ま た は Ba/F3-TrkB細 胞 そ れ ぞ れ に つ い て ヒ ト VEGF 1 6 5 、 マ ウ ス VEGF 1 6 4 、 ま た は hNT-4）
を 含 む 同 じ 培 地 に 再 懸 濁 し 、 96ウ ェ ル 組 織 培 養 プ レ ー ト の ウ ェ ル 当 た り 、 5 x 10 4 個 の Ba/
F3-KDR細 胞 、 ま た は 2 x 10 4 個 の Ba/F3-flkも し く は Ba/F3-TrkB細 胞 を 含 む 95μ lを 添 加 し
た 。 試 験 タ ン パ ク 質 の PBSに よ る 段 階 希 釈 物 5μ lを 各 ウ ェ ル に 添 加 し 、 最 終 量 を Ba/F3培 地
/5% PBS/15 ng/ml増 殖 因 子 100μ lと し た 。 37℃ で 72時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 各 ウ ェ ル
に CellTiter 96（ 登 録 商 標 ）  Aqueous One Solution Reagent（ Promega） 20μ lを 添 加 し
て 37℃ で 4時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト リ ー ダ ー （ Molecular Dynam
ics） を 用 い て 490 nmの 吸 光 度 を 測 定 す る こ と に よ り 、 増 殖 を 測 定 し た 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
HUVEC細 胞 増 殖 ア ッ セ イ ：
　 継 代 2～ 6代 目 の HUVEC細 胞 （ Clonetics、 メ リ ー ラ ン ド 州 、 ウ ォ ー カ ー ズ ビ ル ） を EGM-2
培 地 （ Clonetics） で 培 養 し た 。 5000細 胞 /ウ ェ ル を 200μ lの 飢 餓 培 地 （ 0.2%ウ シ 胎 児 血 清
お よ び 1xペ ニ シ リ ン /ス ト レ プ ト マ イ シ ン /フ ァ ン ギ ゾ ン 溶 液 （ Gibco） を 添 加 し た 等 量 の D
MEM（ Gibco） お よ び F-12K培 地 （ ATCC） ） に 再 懸 濁 し 、 96ウ ェ ル 組 織 培 養 プ レ ー ト に プ レ
ー テ ィ ン グ し て 、 48時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン に 基 づ く 結 合 タ ン パ ク 質
を ウ ェ ル に 添 加 し て 37℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で ヒ ト VEGF 1 6 5 を 最 終 濃 度 16 ng/
mlに な る よ う に 添 加 し た 。 48時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 1.9 mg/ml CellTiter96（ 登 録
商 標 ）  AQueous MTS試 薬 （ Promega） と 44μ g/mlフ ェ ナ ジ ン メ ト サ ル フ ェ ー ト （ Sigma） の
混 合 物 を 30μ l/ウ ェ ル 添 加 し 、 Ba/F3細 胞 に つ い て 上 記 し た よ う に 490 nmの 吸 光 度 を 測 定
す る こ と に よ り 、 細 胞 生 存 度 を 測 定 し た 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
実 施 例 12： 抗 体 軽 鎖 に 基 づ く VEGFR結 合 ポ リ ペ プ チ ド
　 図 21Aお よ び 21Bは 、 抗 体 軽 鎖 可 変 領 域 （ VL） フ レ ー ム ワ ー ク /骨 格 に 基 づ く VEGFR結 合 ポ
リ ペ プ チ ド （ SEQ ID NO:241～ 310） の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン タ ン パ ク 質 は 、 1 0 Fn3由 来 タ ン パ ク 質 と の 使 用 に つ い て 記 載 し た 通 り
に 、 PROfusion（ 商 標 ） シ ス テ ム を 用 い て 作 製 し た 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 本 明 細 書 で 引 用 し た 参 考 文 献 は す べ て 、 そ の 全 体 が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ
る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 （ 表 １ ） 好 ま し い 特 異 的 ペ プ チ ド 配 列

10

20

30

40

(58) JP 2007-516707 A 2007.6.28



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

40

(59) JP 2007-516707 A 2007.6.28



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ １ ０ 】
　 （ 表 ２ ） KDR＆ FLK結 合 剤
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【 ０ ２ １ １ 】
　 （ 表 ３ ） KDR結 合 剤
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【 ０ ２ １ ２ 】
　 （ 表 ４ ） 特 徴 づ け ら れ た VEGF-R2結 合 ク ロ ー ン の 配 列
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【 ０ ２ １ ３ 】
　 （ 表 ５ ） 放 射 性 平 衡 結 合 ア ッ セ イ で 決 定 さ れ た KDR-Fcに 対 す る ト リ ネ ク チ ン （ trinecti
n） 結 合 剤 の 親 和 性
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【 ０ ２ １ ４ 】
　 （ 表 ６ ） 放 射 性 平 衡 結 合 ア ッ セ イ で 決 定 さ れ た KDRお よ び Flk-1に 対 す る ト リ ネ ク チ ン 結
合 剤 の 親 和 性
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ １ ５ 】
　 （ 表 ７ ） BIAcoreア ッ セ イ に よ る ka、 kd、 お よ び Kdの 決 定
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【 ０ ２ １ ６ 】
　 （ 表 ８ ） KDR（ CHO KDR） お よ び Flk-1（ CHO Flk-1） 発 現 細 胞 に 対 す る 結 合
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ １ ７ 】
　 （ 表 ９ ） KDR（ Ba/F3-KDR） お よ び Flk-1（ Ba/F3-Flk） 発 現 細 胞 の VEGF誘 導 性 増 殖 の 抑 制
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【 ０ ２ １ ８ 】
　 （ 表 １ ０ ） HUVEC細 胞 の VEGF誘 導 性 増 殖 の 抑 制
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ １ ９ 】
　 （ 表 １ １ ）
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ２ ０ 】
【 図 １ 】 6ラ ウ ン ド の KDR選 択 か ら 得 ら れ た KDR結 合 単 一 ク ロ ー ン の 特 徴 を 示 す グ ラ フ お よ
び 画 像 で あ る 。 図 1Aは 、 放 射 性 平 衡 結 合 ア ッ セ イ で 解 析 し た 、 25 nM KDR-Fcに 対 す る フ ィ
ブ ロ ネ ク チ ン に 基 づ く 結 合 タ ン パ ク 質 の 特 異 的 結 合 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 図 1Bは 、 100倍
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過 剰 量 の VEGF 1 6 5 の 存 在 下 に お け る 、 KDR-Fcと 選 択 さ れ た フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン に 基 づ く 結 合
タ ン パ ク 質 の 特 異 的 結 合 の 阻 害 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 こ の 図 か ら 示 さ れ る よ う に 、 特 定 の
結 合 タ ン パ ク 質 は VEGF 1 6 5 と 競 合 的 に KDR-Fcに 結 合 し 、 ク ロ ー ン 8に よ っ て 例 証 さ れ る 他 の
結 合 タ ン パ ク 質 は VEGF 1 6 5 と 競 合 し な か っ た 。 図 1Cは 、 BIAcoreで 解 析 し た 、 選 択 さ れ た フ
ィ ブ ロ ネ ク チ ン に 基 づ く 結 合 タ ン パ ク 質 の 存 在 下 に お け る 、 KDR-Fcと 固 定 化 さ れ た VEGF 1 6
5 と の 相 互 作 用 の 阻 害 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 図 1Dは 、 免 疫 蛍 光 法 に よ っ て 検 出 さ れ た 、 KDR
発 現 細 胞 お よ び 対 照 細 胞 に 対 す る VR28の 結 合 を 示 す 画 像 で あ る 。
【 図 ２ 】 VR28 KDR結 合 剤 の 親 和 性 成 熟 の 選 択 プ ロ フ ァ イ ル を 示 す グ ラ フ で あ る 。 左 側 に 、
KDR-Fcお よ び Flk1-Fc（ 非 常 に 低 く 、 表 示 さ れ て い な い バ ー ） に 対 す る VR28ク ロ ー ン の 結
合 を 示 す 。 中 央 に 、 未 精 製 の 突 然 変 異 誘 発 プ ー ル お よ び そ の 後 の KDR-Fcに 対 す る 濃 縮 ラ ウ
ン ド の 結 合 を 示 す 。 右 側 に 、 Flk-1-Fcに 対 す る さ ら な る 濃 縮 ラ ウ ン ド の 結 合 を 示 す 。 結 合
は 、 1 nM KDR Fcま た は Flk1-Fcを 用 い て 、 放 射 性 平 衡 結 合 ア ッ セ イ に よ り 投 入 量 の 割 合 と
し て 評 価 し た 。
【 図 ３ 】 VR28結 合 剤 の 抗 KDR親 和 性 成 熟 の 4ラ ウ ン ド 目 に 由 来 す る KDR結 合 単 一 ク ロ ー ン の
特 徴 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 図 3Aは 、 放 射 性 平 衡 結 合 ア ッ セ イ に お け る 、 KDR-Fcに 対 す る VR
28（ -■ -） 、 お よ び 親 和 性 成 熟 さ れ た K1（ -▲ -） 、 K6（ -▼ -） 、 K9（ -◆ -） 、 K10（ -● -
） 、 K12（ -□ -） 、 K13（ -△ -） 、 K14（ -▽ -） 、 K15（ -◇ -） の 飽 和 結 合 を 示 す 。 図 3Bは 、
KDR-Fcに 対 す る N末 端 欠 失 を 有 す る お よ び 有 さ な い ク ロ ー ン の 結 合 を 示 す 。 フ ィ ブ ロ ネ ク
チ ン に 基 づ く 結 合 タ ン パ ク 質 の N末 端 に お け る 欠 失 Δ 1-8は 、 KDR-Fcに 対 す る 結 合 を 改 善 し
た 。 デ ー タ は 、 N末 端 欠 失 を 有 す る お よ び 有 さ な い 23個 の 独 立 し た ク ロ ー ン の 平 均 し た KDR
-Fc結 合 を 表 す 。
【 図 ４ 】 選 択 さ れ た ク ロ ー ン の KDRお よ び Flk-１ に 対 す る 結 合 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 VR28
、 な ら び に ヒ ト KDRに 対 す る 4ラ ウ ン ド の 親 和 性 成 熟 後 （ Kク ロ ー ン ） 、 お よ び ヒ ト （ KDR）
お よ び マ ウ ス （ flk-1） に 対 す る 7ラ ウ ン ド の 親 和 性 成 熟 後 （ Eク ロ ー ン ） に 選 択 さ れ た ク
ロ ー ン の 特 異 的 結 合 。 VEGFR-2-Fcキ メ ラ を 放 射 性 平 衡 結 合 ア ッ セ イ で 比 較 し た 。 デ ー タ は
3回 の 独 立 し た 実 験 の 平 均 を 表 す 。 こ こ に 示 す よ う に 、 マ ウ ス お よ び ヒ ト VEGFR-2タ ン パ ク
質 の 両 方 に 対 し て 成 熟 さ せ る こ と に よ り 、 両 タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 結 合 剤 が 生 成 さ れ る 。
【 図 ５ 】 VR28結 合 剤 の 親 和 性 成 熟 の 7ラ ウ ン ド 目 に 由 来 す る VEGFR-2結 合 単 一 ク ロ ー ン の 特
徴 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 KDR（ 図 5A） お よ び Flk1（ 図 5B） -Fcキ メ ラ に 対 す る VR28（ -■ -）
、 お よ び 特 異 性 成 熟 さ れ た E3（ -▲ -） 、 E5（ -▼ -） 、 E6（ -◆ -） 、 E9（ -● -） 、 E18（ -□
-） 、 E19（ -△ -） 、 E25（ -▽ -） 、 E26（ -◇ -） 、 E28（ -○ -） 、 E29（ -× -） ク ロ ー ン の 飽
和 結 合 を 、 放 射 性 平 衡 結 合 ア ッ セ イ で 試 験 し た 。
【 図 ６ 】 VR28結 合 剤 の 親 和 性 成 熟 の 7ラ ウ ン ド 目 に 由 来 す る 単 一 ク ロ ー ン に よ る VEGFR-2結
合 の 特 徴 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 図 6Aは 、 ヒ ト お よ び マ ウ ス VEGFR-2に 対 す る 二 重 特 異 性 を
有 す る 結 合 剤 に お け る 、 マ ウ ス VEGFR-2（ Flk1） へ の 結 合 に と っ て の 79位 お よ び 82位 の ア
ル ギ ニ ン の 重 要 性 を 示 す 。 こ れ ら の 位 置 を R以 外 の ア ミ ノ 酸 で 置 換 し た 場 合 （ X79=E、 Q、 W
、 P； X82=L、 K） 、 Flk1へ の 結 合 は 顕 著 に 減 少 し た が 、 KDRへ の 結 合 は 減 少 し な か っ た 。 図
6Bは 、 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン に 基 づ く KDR結 合 タ ン パ ク 質 に お け る 標 的 へ の 結 合 に と っ て の 、
こ れ ら タ ン パ ク 質 の 3つ の 可 変 ル ー プ （ BC、 DE、 お よ び FG） す べ て の 重 要 性 を 示 す 。 各 ル
ー プ を NNS配 列 に よ っ て 1度 に 置 換 す る と 、 KDRお よ び Flk1に 対 す る 結 合 が 影 響 さ れ た 。 結
合 デ ー タ は E6お よ び E26ク ロ ー ン に よ る 平 均 で あ る 。
【 図 ７ 】 ヒ ト KDR受 容 体 （ 図 7A） お よ び EpoR-Flk1キ メ ラ （ 図 7B） を 発 現 す る CHO細 胞 に 対
す る 、 選 択 さ れ た フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン に 基 づ く 結 合 タ ン パ ク 質 の 結 合 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
E18（ -■ -） 、 E19（ -▲ -） 、 E26（ -▼ -） 、 E29（ -◆ -） 、 お よ び 野 生 型 （ -□ -） の フ ィ ブ
ロ ネ ク チ ン に 基 づ く 骨 格 タ ン パ ク 質 を 試 験 し た 。 対 照 CHOに 対 す る 結 合 は 認 め ら れ な か っ
た （ デ ー タ は 示 さ ず ） 。
【 図 ８ 】 様 々 な 量 の フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン に 基 づ く 結 合 タ ン パ ク 質 ： E18（ -■ -） 、 E19（ -▲ -
） 、 E26（ -▼ -） 、 E29（ -◆ -） 、 M5（ -● -） 、 野 生 型 （ -□ -） 、 お よ び 抗 KDRま た は 抗 flk
-1 Ab（ -△ -） の 存 在 下 に お け る 、 KDRお よ び Flk1を 発 現 す る Ba/F3-KDR細 胞 （ 図 8A） お よ
び Ba/F3-Flk-1細 胞 （ 図 8B） の VEGF誘 導 性 増 殖 の 抑 制 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 デ ー タ は 2回 の
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独 立 し た 実 験 の 平 均 を 表 す 。
【 図 ９ 】 様 々 な 量 の フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン に 基 づ く 骨 格 タ ン パ ク 質 ： E18（ -■ -） 、 E19（ -▲ -
） 、 E26（ -▼ -） 、 E29（ -◆ -） 、 M5（ -● -） 、 野 生 型 （ -□ -） の 存 在 下 に お け る HUVEC増
殖 ア ッ セ イ の 結 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 示 さ れ る よ う に 、 KDR結 合 タ ン パ ク 質 は 増 殖 を 約 4
0%ま で 減 少 さ せ た 。
【 図 １ ０ 】 最 適 緩 衝 液 中 で の M5FLの 可 逆 的 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ を 示 す グ ラ フ の セ ッ ト で あ
る 。
【 図 １ １ 】 PEG化 型 M5FLの SDS-PAGE解 析 を 示 す 画 像 で あ る 。 M、 分 子 量 マ ー カ ー ［ Sea Blue
 Plus、 Invitorogen］ ； ‐ 、 M5FLの み ； 20、 20 kD PEGを 含 む M5FL； 40、 40 kD PEGを 含 む
M5FL。
【 図 １ ２ 】 様 々 な 量 の M5FL（ -◆ -） 、 M5FL PEG20（ -■ -） 、 お よ び M5FL PEG40（ -▲ -） そ
れ ぞ れ に よ る 、 Ba/F3-KDR細 胞 の VEGF誘 導 性 増 殖 の 抑 制 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 PEG化 は 本 ア
ッ セ イ に お い て M5FL活 性 に ほ と ん ど 影 響 し な い 。
【 図 １ ３ 】 内 皮 細 胞 に お け る VEGFR-2シ グ ナ ル 伝 達 の ウ ェ ス タ ン 解 析 を 示 す 。 ホ ス ホ VEGFR
-2－ リ ン 酸 化 VEGFR-2の 可 視 化 。 VEGFR-2－ 試 料 添 加 対 照 。 ホ ス ホ ERK1/2－ リ ン 酸 化 ERK1/2
（ MAPK） の 可 視 化 。 ERK1－ 試 料 添 加 対 照 。 結 果 か ら 、 130 pM CT-01が VEGF-Aに よ る VEGFR-
2活 性 化 お よ び シ グ ナ ル 伝 達 を 遮 断 す る こ と が 実 証 さ れ た 。
【 図 １ ４ 】 様 々 な 1 0 Fn3由 来 分 子 （ 例 え ば 、 M5FL、 F10、 CT-01） が VEGF-Aお よ び VEGF-Dシ
グ ナ ル 伝 達 を 遮 断 し 得 る こ と を 示 す 。
【 図 １ ５ 】 静 脈 内 投 与 お よ び 腹 腔 内 投 与 し た 1 2 5 I未 変 性 CT-01、 1 2 5 I PEG化 CT-01の 比 較 を
示 す 。 CT-01は 12 kDaタ ン パ ク 質 で あ り 、 血 液 か ら 急 速 に 排 除 さ れ る 。 40 kDa PEGを 付 加
す る こ と に よ り 、 排 除 速 度 は 1/10に 低 下 し 、 AUCは 10倍 増 大 す る 。 ラ ッ ト に お け る 16時 間
と い う 半 減 期 は 、 ヒ ト に お け る 週 に 2回 の 投 薬 に 相 当 す る 。 投 与 経 路 が 腹 腔 内 で あ る CT-01
-PEG40は 、 静 脈 内 投 与 の た っ た 50%の AUCを 有 す る 。
【 図 １ ６ 】 正 常 ラ ッ ト に お け る 1 2 5 I-CT01PEG40の 組 織 分 布 を 示 す 。 1 2 5 I-CT01PEG40の 組 織
分 布 か ら 、 主 に 肝 臓 、 次 に 腎 臓 を 介 す る 分 泌 が 示 さ れ る 。 こ れ は 、 高 分 子 量 PEG型 に 期 待
さ れ る も の で あ る 。 CT-01PEG40の 長 期 蓄 積 は 検 出 さ れ な い 。
【 図 １ ７ 】 血 管 透 過 性 を 測 定 す る Milesア ッ セ イ 法 の 概 略 図 で あ る 。
【 図 １ ８ 】 Milesア ッ セ イ に よ り 、 CT-01が VEGFを イ ン ビ ボ で 遮 断 す る こ と を 示 す 。 結 果 か
ら 、 5 mg/kg CT01-PEG40が VEGF投 与 を 遮 断 す る こ と が 示 さ れ る 。
【 図 １ ９ 】 B16-F10マ ウ ス メ ラ ノ ー マ 腫 瘍 ア ッ セ イ を 用 い て 、 CT-01が 腫 瘍 増 殖 を 抑 制 す る
こ と を 示 す 。
【 図 ２ ０ 】 U87ヒ ト 神 経 膠 芽 腫 を 用 い て 、 CT-01が 腫 瘍 増 殖 を 抑 制 す る こ と を 示 す 。
【 図 ２ １ 】 抗 体 軽 鎖 フ レ ー ム ワ ー ク /骨 格 に 基 づ く VEGFR結 合 ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 （ SEQ ID
 NO:241～ 310） を 示 す 。
【 図 ２ ２ 】 免 疫 グ ロ ブ リ ン 折 り た た み を 有 す る 単 一 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド （ 免 疫 グ ロ ブ リ
ン の V H ド メ イ ン 、 左 側 ） お よ び 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 折 り た た み を 有 す る 単 一 ド メ イ ン ポ リ ペ
プ チ ド （ 1 0 Fn3ド メ イ ン 、 右 側 ） の 構 造 構 成 を 示 す 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

【 図 ９ 】

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

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

【 図 １ ８ 】 【 図 １ ９ 】
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【 図 ２ ０ 】 【 図 ２ １ Ａ 】

【 図 ２ １ Ｂ 】 【 図 ２ ２ 】
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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 18年 9月 1日 (2006.9.1)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ ０ ９
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 （ 表 １ ） 好 ま し い 特 異 的 ペ プ チ ド 配 列
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摘要(译)

本公开涉及新型血管内皮生长因子受体（VEGFR）结合多肽和使用这些
多肽抑制由血管内皮生长因子（VEGF）介导的生物活性的方法。本公开
还提供了涉及单结构域结合多肽的各种改进。
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