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(57)【要約】
　本発明は、疾患における異常血管新生の阻害を含む、
癌を治療し、血管新生及び／又は血管透過を阻害するた
めの、ＶＥＧＦアンタゴニスト及び新規抗α５β１抗体
の使用に関する。本発明はまた新規抗α５β１抗体を含
む組成物とキット及びそれらを製造し、使用する方法に
関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（１）アミノ酸配列ＫＡＳＱ－Ｎ／Ｓ－ＶＧＳＤＶＡ（配列番号：１０）を含むＬＨＶ
Ｒ１と（２）アミノ酸配列ＳＴＳＹＲＹＳ（配列番号：１１）を含むＬＨＶＲ２と（３）
アミノ酸配列ＱＱＹ－Ｎ／Ｓ－ＳＹＰＦＴ（配列番号：１２）を含むＬＨＶＲ３とを含む
軽鎖可変ドメイン配列並びに（１）アミノ酸配列ＧＹＴＦ－Ｔ／Ｓ－ＤＹＹＬＹ（配列番
号：１３）を含むＨＨＶＲ１と（２）アミノ酸配列ＧＩＳＰＳ－Ｎ／Ｓ－ＧＧＴＴＦ－Ｎ
／Ａ－Ｄ－Ｎ／Ａ－ＦＥ－Ｎ／Ｇ（配列番号：１４）を含むＨＨＶＲ２と（３）アミノ酸
配列ＤＡＹＧＤＷＹＦＤＶ（配列番号：１５）を含むＨＨＶＲ３とを含む重鎖可変ドメイ
ン配列を含む抗α５β１抗体。
【請求項２】
　配列番号：１、２、３、又は４の何れか一の配列又はその変異型を有する軽鎖可変ドメ
インと配列番号：５、６、７、８又は９の何れか一の配列又はその変異型を有する重鎖可
変ドメインを含む抗α５β１抗体。
【請求項３】
　軽鎖可変ドメインが配列番号：３の配列を有し、重鎖可変ドメインが配列番号：８の配
列を有する請求項２に記載の抗体。
【請求項４】
　重鎖可変ドメインの可変領域が３０、４８、４９、５４、６０、６２、６５、６６、６
７及び６９からなる群から選択される残基に一のアミノ酸置換を含む、請求項２に記載の
抗体。
【請求項５】
　軽鎖可変ドメインが２８、４６及び９２からなる群から選択される残基に一のアミノ酸
置換を含む、請求項２に記載の抗体。
【請求項６】
　アミノ酸置換がＴ３０Ｓ、Ｉ４８Ｖ、Ｇ４９Ｓ、Ｎ５４Ｓ、Ｎ６０Ａ、Ｎ６２Ａ、Ｎ６
２Ｓ、Ｎ６５Ｇ、Ｋ６６Ｒ、Ａ６７Ｆ及びＬ６９Ｉからなる群から選択される、請求項４
に記載の抗体。
【請求項７】
　軽鎖可変ドメインがＮ２８Ｓ、Ｔ４６Ｌ及びＮ９２Ｓからなる群から選択されるアミノ
酸置換を含む、請求項５に記載の抗体。
【請求項８】
　抗体がアルファＶベータ３又はアルファＶベータ５又はアルファＶベータ１に結合しな
い、請求項１、２、又は３に記載の抗体。
【請求項９】
　抗体がヒトＩｇＧのＦｃ配列を含む請求項１に記載の抗体。
【請求項１０】
　ヒトＩｇＧがｈＩｇＧ１又はｈＩｇＧ４である請求項９に記載の抗体。
【請求項１１】
　抗体が抗体依存性細胞媒介性細胞障害（ＡＤＣＣ）エフェクター機能を欠いたＦｃ配列
を含む請求項９に記載の抗体。
【請求項１２】
　Ｆｃ配列がＤ２６５Ａ置換を含む請求項１１に記載の抗体。
【請求項１３】
　抗体が、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ）’２、単鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）、Ｆｖ断片；二重
特異性抗体及び直線抗体である、請求項１に記載の抗体。
【請求項１４】
　抗体が多価抗体である請求項１に記載の抗体。
【請求項１５】
　治療薬をコンジュゲートした請求項１に記載の抗体。
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【請求項１６】
　治療薬が細胞毒性薬、放射性同位体及び化学治療薬からなる群から選択される、請求項
１５に記載の抗体。
【請求項１７】
　標識をコンジュゲートした請求項１に記載の抗体。
【請求項１８】
　標識が放射性同位体、蛍光色素及び酵素からなる群から選択される、請求項１７に記載
の抗体。
【請求項１９】
　請求項1に記載の抗体をコードする単離された核酸分子。
【請求項２０】
　請求項１９の核酸分子をコードする発現ベクター。
【請求項２１】
　請求項２０の発現ベクターを含む細胞。
【請求項２２】
　請求項２１の細胞培養及び細胞培養からの抗体の回収を含む抗体の調製方法
【請求項２３】
　請求項１に記載の組成物及び製薬的に許容可能な担体
【請求項２４】
　請求項1の抗体をサンプルに接触させ、サンプル中のα５β１タンパク質を検出するこ
とにより、α５β１タンパク質に結合する抗α５β１抗体を検出する方法。
【請求項２５】
　抗体が免疫組織化学アッセイ（ＩＨＣ）又はＥＬＩＳＡアッセイに使用される請求項２
４に記載の方法。
【請求項２６】
　患者の血管新生及び／又は血管透過若しくは漏出を阻害するための医薬の製造方法にお
ける、請求項1に記載の抗体の使用。
【請求項２７】
　疾患が異常な血管新生又は血管透過若しくは漏出を有する、患者の疾患を治療するため
の医薬の製造方法における、請求項１に記載の抗体の使用。
【請求項２８】
　ＶＥＧＦアンタゴニスト及び請求項１の抗α５β１抗体の投与を含む、疾患に罹患した
患者の血管新生及び／又は血管透過若しくは漏出を阻害するための方法。
【請求項２９】
　ＶＥＧＦアンタゴニスト及び請求項１の抗α５β１抗体の投与を含む患者の癌の治療方
法。
【請求項３０】
　ＶＥＧＦアンタゴニスト及び請求項１の抗α５β１抗体の投与を含む患者の眼疾患の治
療方法。
【請求項３１】
　ＶＥＧＦアンタゴニスト及び請求項１の抗α５β１抗体の投与を含む患者の自己免疫疾
患の治療方法。
【請求項３２】
　疾患に罹患していない患者の組織と比較して、患者の病変組織のα５β１量の上昇が無
い請求項３０に記載の方法。
【請求項３３】
　患者が抗腫瘍剤、化学治療薬、成長阻害剤及び細胞毒性薬からなる群から選択される治
療薬を更に投与される、請求項２８から３２の何れか一に記載の方法。
【請求項３４】
　ＶＥＧＦアンタゴニストがアバスチン（登録商標）抗体のヒトＶＥＧＦへの結合を競合
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的に阻害することができる、請求項２８から３２の何れか一に記載の方法。
【請求項３５】
　ＶＥＧＦアンタゴニストがアバスチン（登録商標）抗体である請求項３４に記載の方法
。
【請求項３６】
　ＶＥＧＦアンタゴニスト、請求項１に記載の抗体及び製薬的に許容可能な阻害剤を含む
組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
（関連出願）
　この出願は開示の全体が出典明示によりここに援用される２００７年９月２６日出願の
米国仮出願第６０／９７５４７１号の優先権を主張する。
【０００２】
（技術分野）
　本発明は、新規α５β１抗体、組成物と抗体及び抗体を使用するための方法を含むキッ
トに関する。
【背景技術】
【０００３】
　α５β１インテグリンは、主要なリガンドであるフィブロネクチンを介して細胞－細胞
及び細胞－ＥＣＭ相互作用を媒介する細胞膜糖タンパク質である。α５β１インテグリン
は細胞移動、分化及び生存において重要な役割を担う。α５β１インテグリンのレベルは
癌血管内皮（例えば、胃、結腸、肝臓、子宮、及び乳癌）及びその他の新生血管で増加し
ている。α５β１インテグリンは内皮細胞による壁細胞の集合及び血管新生中の内皮性細
胞外マトリックスの集合を制御する。このように、α５β１インテグリンは血管新生の抑
制及びＶＥＧＦアンタゴニストの影響への細胞の増感の有用な標的である。
【０００４】
　このように、当該分野において、α５β１インテグリンを標的とする組成物及び方法が
必要とされている。本発明はこの及びその他の必要性を満たす。
【発明の概要】
【０００５】
　本発明は７Ｈ５ハイブリドーマから産生された抗体から生成された新規抗α５β１抗体
、新規抗α５β１抗体を含むキット及び組成物、及びそれらの作製又は使用方法に関する
。本発明の抗α５β１抗体は、７Ｈ５ハイブリドーマから産生された抗体と比較してα５
β１への改善された結合を有する。このような抗体はヒト化抗体を含む。別の実施態様で
は、新規抗α５β１抗体は、限定されるものではないが、治療薬又は患者中の若しくは患
者のサンプル中のα５β１を検知するための蛍光色素若しくはその他のマーカーのような
別の要素にコンジュゲートすることが可能である。このような新規α５β１抗体は種々の
治療及び診断方法として使用してもよい。例えば、このような抗α５β１抗体は、異常血
管新生、腫瘍、眼疾患及び自己免疫疾患の治療に使用してもよい。このような抗体は、こ
のような抗体を患者中若しくは患者のサンプル中のα５β１タンパク質に接触させること
による患者中若しくは患者のサンプル中のα５β１タンパク質の検知及び定性的若しくは
定量的なα５β１タンパク質に結合した抗α５β１抗体の決定が可能である。
【０００６】
　一実施態様では、本発明の抗α５β１抗体は、（１）アミノ酸配列ＫＡＳＱ－Ｎ／Ｓ－
ＶＧＳＤＶＡ（配列番号：１０）を含むＬＨＶＲ１、（２）アミノ酸配列ＳＴＳＹＲＹＳ
（配列番号：１１）を含むＬＨＶＲ２及び（３）アミノ酸配列ＱＱＹ－Ｎ／Ｓ－ＳＹＰＦ
Ｔ（配列番号：１２）を含むＬＨＶＲ３、を含む軽鎖可変ドメイン配列を含む。別の実施
態様では、本発明の抗α５β１抗体は、（１）アミノ酸配列ＧＹＴＦ－Ｔ／Ｓ－ＤＹＹＬ
Ｙ（配列番号：１３）を含むＨＨＶＲ１、（２）アミノ酸配列ＧＩＳＰＳ－Ｎ／Ｓ－ＧＧ



(5) JP 2011-501656 A 2011.1.13

10

20

30

40

50

ＴＴＦ－Ｎ／Ａ－Ｄ－Ｎ／Ａ－ＦＥ－Ｎ／Ｇ（配列番号：１４）を含むＨＨＶＲ２及び（
３）アミノ酸配列ＤＡＹＧＤＷＹＦＤＶ（配列番号：１５）を含むＨＨＶＲ３、を含む重
鎖可変ドメイン配列を含む。
【０００７】
　別の実施態様では、本発明の抗α５β１抗体は、配列番号：１の配列又はその誘導体を
有する軽鎖可変ドメイン及び配列番号：６の配列又はその誘導体を有する重鎖可変ドメイ
ンを含む。一実施態様では、重鎖可変ドメインの可変配列は、３０、４８、４９、５４、
６０、６２、６５、６６、６７及び６９（Ｋａｂａｔ番号付けシステム）からなる群から
選択される残基にアミノ酸置換を含む。別の実施態様では、軽鎖可変ドメインの可変配列
は、２８、４６及び９２（Ｋａｂａｔ番号付けシステム）からなる群から選択される残基
にアミノ酸置換を含む。一実施態様では、重鎖可変ドメインの可変配列は、Ｔ３０Ｓ、Ｉ
４８Ｖ、Ｇ４９Ｓ、Ｎ５４Ｓ、Ｎ６０Ａ、Ｎ６２Ａ、Ｎ６２Ｓ、Ｎ６５Ｇ、Ｋ６６Ｒ、Ａ
６７Ｆ及びＬ６９Ｉ（Ｋａｂａｔ番号付けシステム）からなる群から選択される残基にア
ミノ酸置換を含む。一実施態様では、軽鎖可変ドメインは、Ｎ２８Ｓ、Ｔ４６Ｌ及びＮ９
２Ｓ（Ｋａｂａｔ番号付けシステム）からなる群から選択されるアミノ酸置換を含む。
【０００８】
　本発明はまた配列番号：１、２、３、４、５、６、７、８、及び９からなる群から選択
されるアミノ酸配列を含むポリペプチドを含む組成物に関する。別の実施態様では、組成
物は配列番号：１の軽鎖可変ドメイン配列及び配列番号：５の重鎖可変ドメイン配列を含
む抗体を含む。別の実施態様では、組成物は配列番号：２の軽鎖可変ドメイン配列及び配
列番号：６の重鎖可変ドメイン配列を含む抗体を含む。別の実施態様では、組成物は配列
番号：２の軽鎖可変ドメイン配列及び配列番号：７の重鎖可変ドメイン配列を含む抗体を
含む。別の実施態様では、組成物は配列番号：３の軽鎖可変ドメイン配列及び配列番号：
８の重鎖可変ドメイン配列を含む抗体を含む。別の実施態様では、組成物は配列番号：４
の軽鎖可変ドメイン配列及び配列番号：９の重鎖可変ドメイン配列を含む抗体を含む。
【０００９】
　更に別の実施態様では、本発明は、ＶＥＧＦアンタゴニスト及び本発明の抗α５β１抗
体を投与する工程を含む、患者の癌治療の方法を提供する。好ましい一実施態様では、癌
はＶＥＧＦアンタゴニスト治療に応答する。別の実施態様では、治療的有効量のＶＥＧＦ
アンタゴニスト及び本発明の抗α５β１抗体を投与する工程を含む、ＡＭＤに罹患した患
者における、滲出性の加齢黄斑変性を含む加齢黄斑変性（ＡＭＤ）の治療法である。更に
別の実施態様では、治療的有効量のＶＥＧＦアンタゴニスト及び抗α５β１抗体を投与す
る工程を含む、患者の自己免疫疾患の治療方法である。
【００１０】
　一実施態様では、治療を受ける患者は最初にＶＥＧＦアンタゴニストを投与され、次に
本発明の抗α５β１抗体で治療され得る。別の実施態様では、患者はＶＥＧＦアンタゴニ
スト及び本発明の抗α５β１抗体で、何れかの薬剤を用いた周期的な治療において、治療
される。別の実施態様では、患者がＶＥＧＦアンタゴニストに応答しなくなるまで、患者
はＶＥＧＦで治療され、次いで患者は本発明の抗α５β１抗体で治療される。特定の一実
施態様では、癌が非浸潤性又は初期の場合、患者はＶＥＧＦアンタゴニストで治療され、
癌が浸潤性の場合、本発明の抗α５β１抗体で治療される。別の実施態様では、本発明の
抗α５β１抗体で治療される患者は、疾患組織におけるα５β１のレベルが、疾患に罹患
していない組織と比較して亢進している。この例において、該方法は、例えば、ＶＥＧＦ
アンタゴニストを用いた治療後の疾患組織における、患者のα５β１を検知する工程を更
に含み得る。一実施態様では、浸潤性癌は転移癌である。別の実施態様では、初期癌は補
助療法（例えば、化学療法又は外科的除去）による癌治療である。
　好ましい一実施態様では、患者は異常血管新生を有する疾患に罹患している。別の実施
態様では、疾患は癌、自己免疫疾患又は眼疾患から成る群から選択される。好ましい一実
施態様では、疾患は、固形癌、転移癌、軟部腫瘍、眼内血管新生を有する疾患、異常血管
新生を有する免疫疾患、移植後に患者に生じる疾患及び繊維血管組織の異常増殖を有する
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疾患からなる群から選択される。別の好ましい実施態様では、癌が、乳癌（転移性乳癌を
含む）、子宮頸癌、結腸直腸癌（転移性結腸直腸癌を含む）、肺癌（非小細胞肺癌を含む
）、非ホジキンス・リンパ腫（ＮＨＬ）、慢性リンパ球性白血病、腎臓細胞癌、ホルモン
不応性前立腺癌を含む前立腺癌、肝癌、頭部及び首癌、黒色腫、卵巣癌、中皮腫、軟部組
織癌、消化管間質腫瘍、多形神経膠芽腫及び多発性骨髄腫からなる群から選択される。別
の好ましい実施態様では、疾患は、網膜症、加齢黄斑変性（例えば、滲出性ＡＭＤ）、糖
尿病性黄斑浮腫、網膜静脈閉塞（ＲＶＯ）及び非滲出性ＡＭＤ／地図上萎縮（滲出性ＡＭ
Ｄの進行の抑制のため）、虹彩炎；乾癬、炎症性腎疾患、溶血性尿毒症症候群、糖尿病性
腎症（例えば、増殖糖尿病網膜症）、関節炎（例えば乾癬の関節炎、骨関節症、慢性関節
リウマチ）、炎症性腸疾患、慢性的な炎症、慢性的な網膜剥離、慢性的なブドウ膜炎、慢
性的な硝子体炎、角膜移植片拒絶反応、角膜新血管新生、角膜移植片新血管新生、クロー
ン病、近視、眼血管新生疾患、パジェット病、類天疱瘡、多発動脈炎、レーザー放射状角
膜切開後、網膜新血管新生、シェーグレン症候群、潰瘍性大腸炎、移植片拒絶反応、肺炎
症、ネフローゼ症候群、浮腫、悪性腹水、脳卒中、血管線維腫及び血管新生緑内障からな
る群から選択せれる。一実施態様では、主題は、抗悪性腫瘍薬、化学療法薬及び細胞毒性
薬からなる群から選択される治療薬を更に投与される。
【００１１】
　本発明の好ましい一実施態様では、抗α５β１抗体で治療される患者は、ＶＥＧＦアン
タゴニスト治療後に再発するか又はＶＥＧＦアンタゴニスト治療に対して難治性になる。
別の実施態様では、本発明の抗α５β１抗体及びＶＥＧＦアンタゴニストで治療される患
者は転移性癌に罹患するか又は事前に補助治療を受ける。一実施態様では、イリノテカン
のような化学治療薬に対して、対象の患者は再発性、難治性又は耐性である。このような
疾患の例は、限定されるものではないが、転移性結腸直腸癌、再発転移性結腸直腸癌、転
移性乳癌、再発転移性乳癌、転移性ＨＥＲ２＋乳癌、補助乳癌、補助ＨＥＲ２＋乳癌、転
移性膵癌、補助大腸癌、補助非小細胞肺癌、補助直腸癌、補助非小細胞肺癌、転移性非小
細胞肺癌、転移性卵巣癌、転移性腎臓細胞癌及び補助腎臓細胞癌である。
【００１２】
　一実施態様では、ここに記載された疾患に罹患している患者は、ＶＥＧＦアンタゴニス
トを用いた疾患の治療後の維持治療を受け、ここで維持療法は本発明の抗α５β１抗体の
み又は連続的若しくは継続的にＶＥＧＦアンタゴニストを添加する。
【００１３】
　好ましい一実施態様では、抗体、イムノアドヘシン、ペプチボディ、ストリンジェント
条件下でＶＥＧＦをコードする核酸分子とハイブリダイズする小分子及び核酸（例えば、
リボザイム、ｓｉＲＮＡ及びアプタマー）からなる群から選択してもよい。好ましい一実
施態様では、ＶＥＧＦアンタゴニストは抗体である。別の実施態様では、抗体はモノクロ
ーナル抗体である。好ましい一実施態様では、抗ＶＥＧＦ抗体はアバスチン（登録商標）
抗体によってヒトＶＥＧＦ抗体への結合を競合的に阻害することができる。別の実施態様
では、抗ＶＥＧＦ抗体はヒト、ヒト化又はキメラである。具体的な一実施態様では、抗Ｖ
ＥＧＦ抗体はアバスチン（登録商標）抗体である。別の実施態様では、抗ＶＥＧＦ抗体は
、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ）’２、単鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）、Ｆｖフラグメントからな
る群から選択される；二特異性抗体及び線状抗体。別の実施態様では、ＶＥＧＦアンタゴ
ニストはＶＥＧＦに結合し、本発明の抗α５β１抗体の重鎖及び軽鎖可変ドメインを含む
二特異性抗体である。
【００１４】
　好ましい一実施態様では、本発明の抗α５β１抗体は、ヒトＩｇＧのＦｃ部分を含む抗
体である。別の実施態様では、本発明の抗α５β１抗体は、ヒトＩｇＧ１又はｈＩｇＧ４
のＣＨ１、ＣＨ２及びＣＨ３ドメインを含む。好ましい一実施態様では、抗α５β１抗体
はヒト化抗体である。具体的な一実施態様では、抗α５β１抗体は７Ｈ５抗体又はキメラ
若しくはそのヒト化抗体である。別の実施態様では、抗α５β１抗体は、Ｆａｂ、Ｆａｂ
’、Ｆ（ａｂ）’２、単鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）、Ｆｖフラグメントからなる群から選択され
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る；二特異性抗体及び線状抗体。別の実施態様では、本発明の抗α５β１抗体はＶＥＧＦ
及びα５β１に結合する二特異性抗体であり、ＶＥＧＦアンタゴニストである。更に別の
実施態様では、本発明の抗α５β１抗体は、改変されたエフェクター機能を有する。一実
施態様では、抗α５β１抗体は、抗体依存性細胞媒介性細胞障害（ＡＤＣＣ）又は補体依
存性細胞障害（ＣＤＣ）活性を減少又は抑制するために改変される。（例えば、抗体のＦ
ｃ部分をコードする核酸配列を改変することによる）更に別の実施態様では、抗α５β１
抗体はヒト中の半減期を増加又は減少するために改変される（例えば、抗体のＦｃ部分を
コードする核酸配列を改変することによる）。
【００１５】
　一実施態様では、α５β１抗体は細胞毒性薬又は化学治療薬にコンジュゲートされる。
別の実施態様では、細胞毒性薬は放射性同位体又は毒素である。
【００１６】
　本発明はＶＥＧＦアンタゴニスト、本発明のα５β１抗体及び製薬的に許容可能な担体
を含む組成物を提供する。本発明はまたＶＥＧＦアンタゴニストで治療された患者中のα
５β１を検知する指示書を含む製造品を提供する。
【図面の簡単な説明】
【００１７】
　図１は抗インテグリンα５β１クローン７Ｈ５に関する以下の軽鎖可変ドメインの配列
アラインメントを示す：マウス７Ｈ５（ｈ７Ｈ５．ｖ１）（配列番号：１）のＣＤＲグラ
フトに基づくヒト化７Ｈ５抗体、ｈ７Ｈ５．ｖ１（ｈ７Ｈ５．ｖ２、配列番号：２）のＣ
ＤＲ－Ｌ１、－Ｌ３及び－Ｈ２中の残基の置換に基づくヒト化７Ｈ５抗体及びｈ７Ｈ５．
ｖ２（ｈ７Ｈ５．ｖ４（配列番号：３）及びｈ７Ｈ５．ｖ５（配列番号：４））における
フレームワーク修飾に基づくヒト化７Ｈ５抗体。ｈ７Ｈ５．ｖ３軽鎖可変ドメインは配列
が配列番号：２と同一である。
【００１８】
　図２は抗インテグリンα５β１クローン７Ｈ５に関する以下の重鎖可変ドメインの配列
アラインメントを示す：マウス７Ｈ５（ｈ７Ｈ５．ｖ１）（配列番号：５）のＣＤＲグラ
フトに基づくヒト化７Ｈ５抗体、ｈ７Ｈ５．ｖ１（ｈ７Ｈ５．ｖ２、配列番号：６）のＣ
ＤＲ－Ｌ１、－Ｌ３及び－Ｈ２中の残基の置換に基づくヒト化７Ｈ５抗体及びｈ７Ｈ５．
ｖ２（ｈ７Ｈ５．ｖ４（配列番号：８）及びｈ７Ｈ５．ｖ５（配列番号：９））における
フレームワーク修飾に基づくヒト化７Ｈ５抗体。ｈ７Ｈ５．ｖ３重鎖可変ドメインは配列
が、Ｎ６２Ｓのアミノ酸変異を有してるという点を除いて、ｈ７Ｈ５．ｖ２と同一である
（配列番号：７で指定されたｈ７Ｈ５．ｖ３ＶＨ配列）。
【００１９】
　図３はキメラ７Ｈ５－ＩｇＧ及びヒト化７Ｈ５．ｖ１－ＩｇＧのヒトインテグリンα５
β１に対するビアコア（登録商標）解析の結果を示す。（Ａ）キメラ７Ｈ５－ＩｇＧ及び
ヒト化７Ｈ５．ｖ１－ＩｇＧをＣＭ５センサーチップの２つの異なるフローセルに４５０
ＲＵ(Response Unit)固定化し、２５℃における結合親和性及び動態を決定するために、
センサーチップに３００ｎＭから０．２９ｎＭの２倍連続希釈ヒトインテグリンα５β１
を注入した。（Ｂ）ヒトインテグリンα５β１をＣＭ５センサーチップに８００ＲＵ固定
化し、２５℃における結合親和性及び速度論を決定するために、センサーチップに２倍連
続希釈キメラ７Ｈ５－ＩｇＧ及び２００ｎＭから０．２ｎＭのヒト化７Ｈ５．ｖ１－Ｉｇ
Ｇを注入した。
【００２０】
　図４は一価Ｆａｂ様式としてファージ上に表示されるヒト化７Ｈ５．ｖ１の一点変異ク
ローンのヒトインテグリンα５β１に対するファージＩＣ５０を決定するためのファージ
競合ＥＬＩＳＡを示す。
【００２１】
　図５はそれぞれの一点変異体の親クローンｈ７Ｈ５．ｖ１に対する結合親和性（ＩＣ５
０）の変化の相対倍率の要約を示す。
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【００２２】
　図６は一価Ｆａｂ様式としてファージ上に表示されるヒト化７Ｈ５．ｖ１の複数置換ク
ローンのヒトインテグリンα５β１に対するファージＩＣ５０を決定するためのファージ
競合ＥＬＩＳＡを示す。最初の２つの変異体は図５で強調した選択に基づいて作製した。
全体として、全ての６つの変異体は保持され、わずかに改善された結合親和性を示す；従
って、ｈ７Ｈ５．ｖ２及びｈ７Ｈ５の２つの変異体は示されたように、ＣＤＲ－Ｈ２の位
置６５にグリシン置換を含むように選択された。
【００２３】
　図７はヒト化７Ｈ５．ｖ１、ｖ２及びｖ３－ＩｇＧのヒトインテグリンα５β１に対す
るＢＩＡＣＯＲＥ（登録商標）解析の結果を示す。ヒト化７Ｈ５．ｖ１、ｖ２及びｖ３－
ＩｇＧはＣＭ５センサーチップの３つの異なるフローセルに４５０ＲＵ(Response Unit)
固定され、２５℃における結合親和性及び速度論を決定するために、３００ｎＭから０．
２９ｎＭの２倍連続希釈ヒトインテグリンα５β１をセンサーチップに注入した。ヒト化
７Ｈ５．ｖ２は解離速度において最も結合親和性が改善される。　　　　　　　　　　
【００２４】
　図８は一価Ｆａｂ様式としてファージ上に表示されるヒト化７Ｈ５．ｖ２フレームワー
ク改変クローンのヒトインテグリンα５β１に対するファージＩＣ５０を決定するための
ファージ競合ＥＬＩＳＡを示す。ほとんどのフレームワーク置換は、重鎖の位置４９及び
７８における、それぞれグリシンからセリン及びアラニンからロイシンへの変化を除いて
、ｈ７Ｈ５．ｖ２と同等の結合親和性を示す。
【００２５】
　図９はヒト化７Ｈ５．ｖ２、ｖ４及びｖ５－ＩｇＧのヒトインテグリンα５β１に対す
るＢＩＡＣＯＲＥ（登録商標）解析の結果を示す。（Ａ）ヒト化７Ｈ５．ｖ２、ｖ４及び
ｖ５－ＩｇＧはＣＭ５センサーチップの３つの異なるフローセルに４５０ＲＵ(Response 
Unit)固定され、２５℃における結合親和性及び速度論を決定するために、３００ｎＭか
ら０．２９ｎＭの２倍連続希釈ヒトインテグリンα５β１がセンサーチップを注入した。
（Ｂ）ヒトインテグリンα５β１はＣＭ５センサーチップに８００ＲＵ固定化され、２５
℃における結合親和性及び速度論を決定するために、２００ｎＭから０．２ｎＭの２倍連
続希釈ヒト化７Ｈ５．ｖ２、ｖ４及びｖ５－ＩｇＧを注入した。両者の様式で、ヒト化７
Ｈ５．ｖ４はヒト化７Ｈ５．ｖ２と比較して同等の結合親和性を示す。
【００２６】
　図１０は、ｈ７Ｈ５．ｖ２及び抗ＶＥＧＦを組み合わせた投与が抗ＶＥＧＦのみの抗血
管新生効果を増加することを示した皮膚創傷治療実験の結果を示す。
【００２７】
　図１１は、ｈ７Ｈ５．ｖ４及び抗ＶＥＧＦを組み合わせた投与が抗ＶＥＧＦのみの抗血
管新生効果を増加することを示した皮膚創傷治療実験の結果を示す。
【発明を実施するための形態】
【００２８】
Ｉ．序論
　本発明はα５β１インテグリンに結合する新規抗体の同定に基づく。α５β１抗体はモ
ノクローナル抗体７Ｈ５から得られ、種々の治療及び診断方法に使用してもよい。例えば
、α５β１抗体は単独又は他の医薬と組み合わせることにより、異常血管新生、腫瘍、眼
疾患及び自己免疫疾患の治療に使用してもよい。抗体は、抗体を患者のα５β１タンパク
質に投与し、患者のサンプル中のα５β１タンパク質に結合した抗α５β１抗体を（例え
ば、ｉｎ　ｖｉｖｏ又はｅｘ　ｖｉｖｏで）検知することにより、又は抗体を患者のサン
プルに接触させ、α５β１タンパク質に結合した抗α５β１抗体を定性的若しくは定量的
に決定することにより、患者又は患者のサンプル中のα５β１タンパク質を検出するため
に使用してもよい。
【００２９】
ＩＩ．定義
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　「アルファベータ１」又は「α５β１」又は「ａ５ｂ１」又は「α５β１」は２つの異
なるタンパク質（例えば、アルファ５及びベータ１サブユニット）を含むインテグリンで
ある。α５β１はフィブロネクチン、Ｌ１－ＣＡＭ及びフィブリノーゲンに結合すること
が示されている。α５β１インテグリンはまたＶｅｒｙ　Ｌａｔｅ　Ａｃｔｉｖａｔｉｏ
ｎ－５、ＶＬＡ－５、アルファ５ベータ１、ＣＤ４９ｅ／ＣＤ２９、フィブロネクチンレ
セプター、ＦＮＲ及びＧＰＩｃ－ＩＩａとして知られている。好ましい一の実施態様では
、α５β１はヒトα５β１である。
【００３０】
　ここで使用される「アルファ５」はＣＤ４９ｅ、α５、インテグリンアルファ５サブユ
ニット、ＶＬＡ－５アルファサブユニット、ＧＰＩｃ－ＩＩａのＩＣサブユニット及びＦ
ＮＲアルファ鎖と同義に使用され、α５β１インテグリンの１つのサブユニットを意味す
る。アルファ５はオルタナティブスプライシング（Ａ－Ｄ）によって生じる４つのアイソ
フォームを有し、細胞質ドメインが異なる。アルファ５のヒトアイソフォームのアミノ酸
配列は、例えば、Ｇｅｎｂａｎｋ受託番号：Ｘ０７９７９、Ｕ３３８７９、Ｕ３３８８２
及びＵ３３８８０にそれぞれ見出すことができる。
【００３１】
　「ベータ１」はまたＣＤ２９、ベータ１、血小板ＧＰＩＩａ；　ＶＬＡ－ベータ鎖；　
ベータ－１インテグリン鎖、ＣＤ２９；ＦＮＲＢ；ＭＤＦ２；ＶＬＡＢ；ＧＰＩＩＡ；　
ＭＳＫ１２及びＶＬＡ５Ｂと呼ばれる。ヒトベータ１のアミノ酸配列は、例えば、Ｇｅｎ
ｂａｎｋ受託番号Ｘ０６２５６に見出すことができる。
【００３２】
　ここで使用される「ＶＥＧＦ」なる用語は、Leung等 Science, 246:1306 (1989)、及び
Houck等 Mol. Endocrin., 5:1806 (1991)に記載されたように、１６５アミノ酸の血管内
皮細胞増殖因子と、関連した１２１－、１８９－、及び２０６－アミノ酸のヒト血管内皮
細胞増殖因子、並びにそれらの天然に生じる対立遺伝子型及びプロセシング型を意味する
。「ＶＥＧＦ」なる用語はまた、非ヒト動物腫、マウス、ラット又は霊長類由来のＶＥＧ
Ｆを意味する。特定の種由来のＶＥＧＦは、ヒトＶＥＧＦはｈＶＥＧＦ、マウスＶＥＧＦ
はｍＶＥＧＦ等の用語で表されることが多い。「ＶＥＧＦ」なる用語はまた、１６５アミ
ノ酸のヒト血管内皮成長因子のアミノ酸８から１０９、又は１から１０９を含む切断型ポ
リペプチドを意味する。そのようなＶＥＧＦ型を指すときは、本明細書では、例えば、「
ＶＥＧＦ（８－１０９）」、「ＶＥＧＦ（１－１０９）」又は「ＶＥＧＦ１６５」と表す
。「切断型の」天然のＶＥＧＦのアミノ酸位置は、天然のＶＥＧＦ配列に示される数で示
す。例えば、切断型の天然ＶＥＧＦのアミノ酸位置１７（メチオニン）は、天然のＶＥＧ
Ｆ中の位置１７（メチオニン）でもある。切断型の天然ＶＥＧＦは天然のＶＥＧＦに匹敵
するＫＤＲ及びＦｌｔ－１レセプター結合親和性を有する。好ましい実施態様では、ＶＥ
ＧＦはヒトＶＥＧＦである。
【００３３】
　「ＶＥＧＦアンタゴニスト」は、一又は複数のＶＥＧＦレセプターへの結合を含むＶＥ
ＧＦ活性を中和、遮断、阻害、抑止、低減又は干渉することができる分子を意味する。好
ましくは、ＶＥＧＦアンタゴニストはＶＥＧＦ又はＶＥＧＦレセプターに結合する。ＶＥ
ＧＦアンタゴニストは抗ＶＥＧＦ抗体及びその抗原結合断片、ＶＥＧＦ及びＶＥＧＦレセ
プターに結合し、リガンド－レセプター相互作用を阻害するポリペプチド（例えば、イム
ノアドヘシン、ペプチボディ）、ＶＥＧＦＲチロシンキナーゼの小分子阻害剤のような抗
ＶＥＧＦレセプター抗体及びＶＥＧＦレセプターアンタゴニスト、ＶＥＧＦに結合するア
プタマー及び厳しい条件下でＶＥＧＦ又はＶＥＧＦレセプターをコードする核酸配列とハ
イブリダイズする核酸（例えば、ＲＮＡｉ）。好ましい一実施態様では、ＶＥＧＦアンタ
ゴニストはＶＥＧＦに結合し、ｉｎ　ｖｉｔｒｏでのＶＥＧＦ誘導内皮細胞増殖を阻害す
る。好ましい一実施態様では、ＶＥＧＦアンタゴニストは、非ＶＥＧＦ又は非ＶＥＧＦレ
セプターより大きな親和性でＶＥＧＦ又はＶＥＧＦレセプターに結合する。好ましい一実
施態様では、ＶＥＧＦアンタゴニストはＶＥＧＦ又はＶＥＧＦレセプターに１ｕＭから１
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ｐＭのＫｄで結合する。別の好ましい実施態様では、ＶＥＧＦアンタゴニストは５００ｎ
Ｍから１ｐＭでＶＥＧＦ又はＶＥＧＦレセプターに結合する。
【００３４】
　好ましい実施態様では、ＶＥＧＦアンタゴニストは抗体、ペプチボディ、イムノアドヘ
シン、小分子又はアプタマーのようなポリペプチドからなる群から選択される。好ましい
実施態様では、抗体は、ＡＶＡＳＴＩＮ（登録商標）抗体又は抗ＶＥＧＦＲ２若しくは抗
ＶＥＧＦＲ３抗体のような抗ＶＥＧＦレセプター抗体である。ＶＥＧＦアンタゴニストの
他の例はＶＥＧＦ－Ｔｒａｐ、Ｍｕｃａｇｅｎ、ＰＴＫ７８７、ＳＵ１１２４８、ＡＧ－
０１３７３６、Ｂａｙ４３９００６（ｓｏｒａｆｅｎｉｂ）、ＺＤ－６４７４、ＣＰ６３
２、ＣＰ－５４７６３２、ＡＺＤ－２１７１、ＣＤＰ－１７１、ＳＵ－１４８１３、ＣＨ
ＩＲ－２５８、ＡＥＥ－７８８、ＳＢ７８６０３４、ＢＡＹ５７９３５２、ＣＤＰ－７９
１、ＥＧ－３３０６、ＧＷ－７８６０３４、ＲＷＪ－４１７９７５／ＣＴ６７５８及びＫ
ＲＮ－６３３を含む。
【００３５】
　「抗ＶＥＧＦ抗体」は、十分な親和性及び特異性でＶＥＧＦと結合する抗体である。好
ましくは、本発明の抗ＶＥＧＦ抗体は、ＶＥＧＦ活性が関与する疾患又は状態を標的とし
て干渉する際の治療的薬剤として使用してもよい。抗ＶＥＧＦ抗体は通常、ＶＥＧＦ-Ｂ
又はＶＥＧＦ-Ｃのような他のＶＥＧＦホモログにも、ＰｌＧＦ、ＰＤＧＦ又はｂＦＧＦ
のような他の増殖因子にも結合しないであろう。好適な抗ＶＥＧＦ抗体は、ハイブリドー
マＡＴＣＣ　ＨＢ　１０７０９によって産生されるモノクローナル抗-ＶＥＧＦ抗体Ａ４
．６．１と同じエピトープと結合するモノクローナル抗体である。より好ましくは、抗Ｖ
ＥＧＦ抗体は、Presta等 (1997) Cancer Res. 57: 4593-4599に従って生成される組み換
えヒト化抗ＶＥＧＦモノクローナル抗体であり、限定するものではないがベバシズマブ(
ＢＶ；Ａｖａｓｔｉｎ（登録商標)）として知られる抗体を含む。
　別の実施態様では、使用可能な抗ＶＥＧＦ抗体は、限定されるものではないが、国際公
開第２００５／０１２３５９に開示された抗体を含む。一実施態様では、抗ＶＥＧＦ抗体
は国際公開第２００５／０１２３５９号の図２４、２５、２６、２７及び２９（例えば、
Ｇ６、Ｇ６－２３、Ｇ６－３１、Ｇ６－２３．１、Ｇ６－２３．２、Ｂ２０、Ｂ２０－４
及びＢ２０．４．１）に開示された抗体の何れか一の可変重鎖及び可変軽鎖領域を含む。
別の好ましい実施態様では、ラニビズマブとして知られる抗ＶＥＧＦ抗体は、糖尿病網膜
症及び滲出性ＡＭＤのような眼疾患に投与されるＶＥＧＦアンタゴニストである。
【００３６】
　「ｒｈｕＭＡｂ ＶＥＧＦ」又は「アバスチン(登録商標)」としても知られる抗ＶＥＧ
Ｆ抗体「ベバシズマブ(ＢＶ)」は、Presta 等 (1997) Cancer Res. 57: 4593-4599に従っ
て生成される組み換えヒト化抗ＶＥＧＦモノクローナル抗体である。これは、ヒトＶＥＧ
Ｆのそのレセプターへの結合をブロックするマウス抗ｈＶＥＧＦモノクローナル抗体Ａ４
.６.１由来の抗原結合相補性決定領域と変異したヒトＩｇＧ１フレームワーク領域を含有
する。ほとんどのフレームワーク領域を含む、ベバシズマブのおよそ９３％のアミノ酸配
列はヒトＩｇＧ１由来のものであり、配列のおよそ７％はマウス抗体Ａ４.６.１由来であ
る。ベバシズマブは、およそ１４９，０００ダルトンの分子質量であり、グリコシル化さ
れる。他の抗ＶＥＧＦ抗体は米国特許第６８８４８７９号及び国際公開第２００５／０４
４８５３号に記載の抗体を含む。
【００３７】
　抗ＶＥＧＦ抗体のラニビズマブ又はＬＵＣＥＮＴＩＳ（登録商標）抗体又はｒｈｕＦａ
ｂＶ２はヒト化親和成熟抗ヒトＶＥＧＦ　Ｆａｂ断片である。ラニビズマブは大腸菌発現
ベクターにおける標準的な組み替え技術及び細菌発酵によって産生される。ラニビズマブ
はグリコシル化されておらず分子量は約４８，０００ダルトンである。国際公開第９８／
４５３３１号及び米国特許第２００３／０１９０３１７号を参照されたい。
【００３８】
　７Ｈ５として知られるアルファ５／ベータ１モノクローナル抗体は、ＡＴＣＣに２００
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６年３月７日に７Ｈ５．４．２．８（ＡＴＣＣ番号ＰＴＡ－７４２１）として寄託されて
いる。
【００３９】
　標的の重複又は類似の領域への結合によって特徴付けられる抗体のような分子は、競合
的阻害／結合評価によって同定することができる。
【００４０】
　一実施態様では、ＨＵＶＥＣ又は他の細胞発現α５β１が競合阻害評価に使用され、２
つの抗α５β１抗体の互いの結合局所性の評価するためにＦＡＣＳが使用される。例えば
、ＨＵＶＥＣ細胞はコニカルチューブで洗浄することができ、１０００ｒｍｐで５分間遠
心することができる。ペレットは通常２回洗浄する。次いで、細胞を再懸濁し、カウント
し、使用まで氷上で保持できる。１００ｕｌの第一の抗α５β１抗体（例えば、１ｕｇ／
ｍｌ濃度又は未満の濃度で開始）をウェルに添加することができる。次に、１００μｌ（
例えば、２０×１０５細胞）の細胞を各ウェルに添加し、氷上で３０分間インキュベート
することができる。次に、１００μｌのビオチン化した抗α５β１抗体（５μｇ／ｍｌス
トック）を各ウェルに加え、氷上で３０分間インキュベートすることができる。次いで、
細胞を洗浄し、１０００ｒｐｍで５分間ペレット化する。上清を吸引する。第２の試薬、
Ｒ－フィコエリトリンコンジュゲートストレプトアビジン（Ｊａｃｋｓｏｎ　０１６－１
１０－０８４）をウェルに添加する（１：１０００で１００μｌ）。次に、プレートをホ
イルで包装し、氷上で３０分間インキュベートすることができる。インキュベーションに
続いて、ペレットを洗浄し、１０００ｒｐｍで５分間ペレット化することができる。ペレ
ットを再懸濁し、ＦＡＣＳ解析のためにマイクロタイターチューブに移すことができる。
　　　
【００４１】
　「血管新生因子又は医薬」は、血管の発達を刺激する、例えば、血管新生、血管内皮細
胞成長、血管の安定化及び／又は脈管形成などを促進する成長因子である。例えば、血管
形成因子には、限定するものではないが、例えば、ＶＥＧＦ及びＶＥＧＦファミリーのメ
ンバー、ＰｌＧＦ、ＰＤＧＦファミリー、線維芽細胞成長因子ファミリー（ＦＧＦ）、Ｔ
ＩＥリガンド（アンギオポイエチン）、エフリン、Ｄｅｌ-１、線維芽細胞成長因子：酸
性（ａＦＧＦ）及び塩基性（ｂＦＧＦ）、フォリスタチン、顆粒性コロニー刺激因子（Ｇ
―ＣＳＦ）、肝細胞増殖因子（ＨＧＦ）／散乱係数（ＳＦ）、インターロイキン-８（Ｉ
Ｌ-８）、レプチン、ミドカイン、胎盤成長因子、血小板由来内皮細胞成長因子（ＰＤ-Ｅ
ＣＧＦ）、血小板由来成長因子、特にＰＤＧＦ-ＢＢ又はＰＤＧＦＲ-β、プレイオトロフ
ィン(Pleiotrophin)（ＰＴＮ）、プログラヌリン(Progranulin)、プロリフェリン(Prolif
erin)、トランスフォーミング成長因子-α（ＴＧＦ-α）、トランスフォーミング成長因
子-β（ＴＧＦβ）、腫瘍壊死因子-α（ＴＮＦ-α）、血管内皮性成長因子（ＶＥＧＦ）
／血管透過性因子（ＶＰＦ）などが含まれる。また、成長ホルモン、インスリン様増殖因
子-Ｉ（ＩＧＦ-Ｉ）、ＶＩＧＦ、上皮細胞成長因子（ＥＧＦ）、ＣＴＧＦ、及び、そのフ
ァミリーメンバー及びＴＧＦ-α及びＴＧＦ-βのような創傷治癒を促進する因子が含まれ
る。Klagsbrun及びD'Amore, Annu. Rev. Physiol., 53:217-39 (1991)；Streit及びDetma
r, Oncogene, 22:3172-3179 (2003)；Ferrara &amp; Alitalo, Nature Medicine 5(12): 
1359-1364 (1999)；Toniniら., Oncogene, 22:6549-6556 (2003)（例えば、公知の血管形
成因子を挙げている表１）；及び、Sato Int. J. Clin. Oncol., 8:200-206 (2003)を参
照されたい。
【００４２】
　本発明に記載の抗ＶＥＧＦ抗体の「Ｋｄ」又は「Ｋｄ値」は、好ましい一実施態様にお
いて、以下の、段階的な力価の非標識抗原の存在下で、最小濃度の(１２５Ｉ)－標識ＶＥ
ＧＦ（１０９）にてＦａｂを平衡化して、抗Ｆａｂ抗体被覆プレートに結合したＶＥＧＦ
を捕獲することによってＶＥＧＦに対するＦａｂの溶液結合親和性を測定する評価(Chen
等, (1999) J. Mol Biol 293:865-881)で示されるような、抗体のＦａｂ型とＶＥＧＦ分
子を用いて実行される放射性標識ＶＥＧＦ結合評価(ＲＩＡ)で測定される。評価の条件を
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決めるために、マイクロタイタープレート（Ｄｙｎｅｘ）を５μｇ／ｍｌの捕獲抗Ｆａｂ
抗体（Ｃａｐｐｅｌ　Ｌａｂｓ）を含む５０ｍＭ炭酸ナトリウム(ｐＨ９．６)にて終夜被
覆し、続いて２％（ｗ／ｖ）のウシ血清アルブミンを含むＰＢＳにて室温(およそ２３℃)
で２から５時間、ブロックする。非吸着プレート（Ｎｕｎｃ　＃２６９６２０）に、１０
０ｐＭ又は２６ｐＭの［１２５Ｉ］ＶＥＧＦ（１０９）を段階希釈した所望のＦａｂ(例
えば、Presta等, (1997) Cancer Res. 57: 4593-4599)と混合する。ついで所望のＦａｂ
を終夜インキュベートする；しかし、インキュベーションは平衡状態に達したことを確認
するまでに６５時間継続してもよい。その後、混合物を捕獲プレートに移し、室温で１時
間インキュベートする。そして、溶液を取り除き、プレートを０．１％のＴｗｅｅｎ２０
を含むＰＢＳにて８回洗浄する。プレートが乾燥したら、１５０μｌ／ウェルの閃光物質
（ＭｉｃｒｏＳｃｉｎｔ－２０；　Ｐａｃｋａｒｄ）を加え、プレートをＴｏｐｃｏｕｎ
ｔγ計測器（Ｐａｃｋａｒｄ）にて１０分間計測する。最大結合の２０％か又はそれ未満
の濃度のＦａｂを選択してそれぞれ競合結合測定に用いる。他の実施態様では、約１０応
答単位（ＲＵ）の固定したｈＶＥＧＦ（８－１０９）ＣＭ５チップを用いて２５℃のＢＩ
Ａｃｏｒｅ商標－２０００又はＢＩＡｃｏｒｅ商標－３０００（ＢＩＡｃｏｒｅ、Ｉｎｃ
．、Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ、ＮＪ）にて表面プラズモン共鳴評価を行ってＫｄ又はＫｄ値
を測定する。簡潔には、カルボキシメチル化デキストランバイオセンサーチップ（ＣＭ５
、ＢＩＡｃｏｒｅ　Ｉｎｃ．）を、提供者の指示書に従ってＮ－エチル－Ｎ’－（３－ジ
メチルアミノプロピル）－カルボジイミド塩酸塩（ＥＤＣ）及びＮ－ヒドロキシスクシニ
ミド（ＮＨＳ）で活性化した。ヒトＶＥＧＦを注入前に１０ｍＭの酢酸ナトリウム（ｐＨ
４．８）で５μｇ／ｍｌ（約０．２μＭ）に希釈し、結合したタンパク質の反応単位（Ｒ
Ｕ）がおよそ１０になるように５μｌ／分の流速で注入した。ヒトＶＥＧＦの注入後、反
応しない群をブロックするために１Ｍのエタノールアミンを注入した。動力学的な測定の
ために、２倍の段階希釈したＦａｂ（０．７８ｎＭから５００ｎＭ）を２５℃、約２５μ
ｌ／分の流速で０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０（ＰＢＳＴ）を含むＰＢＳに注入した。会合及
び解離のセンサーグラムを同時にフィットさせることによる単純一対一ラングミュア結合
モデル(simple one-to-one Langmuir binding model)（ＢＩＡｃｏｒｅ　Ｅｖａｌｕａｔ
ｉｏｎソフトウェアバージョン３．２）を用いて、会合速度（ｋｏｎ）と解離速度（ｋｏ

ｆｆ）を算出した。平衡解離定数（Ｋｄ）をｋｏｆｆ／ｋｏｎ比として算出した。Chen, 
Y.,等, (1999) J. Mol Biol 293:865-881を参照されたい。上記の表面プラスモン共鳴評
価による結合速度が１０６Ｍ－１Ｓ－１を上回る場合、分光計、例えば、流動停止を備え
た分光光度計（ｓｔｏｐ－ｆｌｏｗ　ｅｑｕｉｐｐｅｄ　ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｍｅｔｅ
ｒ）（Ａｖｉｖ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ）又は撹拌キュベットを備えた８０００シリー
ズＳＬＭ－Ａｍｉｎｃｏ分光光度計（ＴｈｅｒｍｏＳｐｅｃｔｒｏｎｉｃ）で測定される
、漸増濃度のヒトＶＥＧＦ切断型（８－１０９）又はマウスＶＥＧＦの存在下にて、ＰＢ
Ｓ（ｐＨ７．２）、２５℃の、２０ｎＭの抗ＶＥＧＦ抗体（Ｆａｂ型）の蛍光放出強度（
励起＝２９５ｎｍ；放出＝３４０ｎｍ、帯域通過＝１６ｎｍ）における増加又は減少を測
定する蛍光消光技術を用いて結合速度を測定することができる。同様の結合評価は、抗α
５β１Ｆａｂ抗体又はα５β１を標的として使用した抗体のＫｄを決定するために実施す
ることができる。
【００４３】
　ここで使用される処置される被検体は哺乳動物(例えばヒト、非ヒト霊長類、ラット、
マウス、ウシ、ウマ、ブタ、ヒツジ、ヤギ、イヌ、ネコなど)である。被検体は、臨床患
者、臨床試験ボランティア、実験動物などであってもよい。被検体は、癌、免疫系疾患若
しくは異常血管新生を伴う他の疾患に罹ることが予測されるか若しくは罹るリスクを有す
るか、又は癌、免疫系疾患若しくは異常血管新生を伴う他の疾患と診断された被検体であ
り得る。癌ないし免疫系疾患の多くの診断方法及び癌ないし免疫系疾患の臨床像は当分野
で公知である。好ましい一実施態様では、本発明の処置される被検体はヒトである。
【００４４】
　用語「血管新生疾患」は、疾患又は疾患を引き起こす状態において、新生血管が過度に
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又は不適切に成長する場合（例えば、医学的見地から望ましくない血管新生の場所、時間
、程度、又は発生）に起きる。癌、特に血管化固形腫瘍及び転移性腫瘍（大腸癌、肺癌（
特に小細胞肺癌）又は前立腺癌を含む）、眼性新血管形成による疾患、特に糖尿病性盲目
、網膜症、一次性糖尿病性網膜症又は加齢黄斑変性、脈絡膜血管新生（ＣＮＶ）、糖尿病
性黄斑浮腫、病的近視、フォン・ヒッペル・リンドウ病、眼のヒストプラスマ症、網膜中
心静脈閉塞症（ＣＲＶＯ）、角膜血管新生、及び網膜血管新生及びルベオーシス；乾癬、
関乾癬関節炎、血管腫のような血管芽細胞腫；炎症性腎疾患、例えば糸球体腎炎、特に糸
球体間質性増殖性の糸球体腎炎、溶血性尿毒症性症候群、糖尿病性ネフロパシ又は高血圧
の腎硬化症；様々な炎症疾患、例えば、関節炎、特に慢性関節リウマチ、炎症性腸疾患、
乾癬、類肉腫症、移植後に生じる動脈の動脈硬化及び疾患、子宮内膜症又は慢性喘息、及
び７０以上の他の症状のような幾つかの場合において、病状の悪化又は疾患を引き起こす
新生血管成長がある時に過度の、制御されていない、又は他の不適切な血管新生が起きる
。新生血管が患部組織を育て、正常な組織を破壊し、癌の場合、新生血管によって腫瘍細
胞は血流に逃れ、他の器官に留まる（腫瘍転移）。本発明は、上述の疾患を発生させるリ
スクがある患者を治療することを意図する。
【００４５】
　「血管透過性疾患」は血管と血管外区画間の血流、分子（例えば、イオンと栄養）及び
細胞（例えば、白血球）が過剰又は不適切な場合（例えば、医学的見地から望ましくない
血管新生の場所、時間、程度、又は発生）に起きる。血管透過性疾患は血管を介したイオ
ン、水、栄養、又は細胞の過剰又は不適切な「漏れ」を起こし得る。幾つかの場合におい
て、過剰な、制御されない、又は不適切な血管透過又は血管漏出は、例えば、腫瘍を伴う
例えば、脳腫瘍；悪性腹水；メイグス症候群；肺炎；ネフローゼ症候群；心嚢貯留液；胸
水；心筋梗塞および脳卒中などに続く状態のような心血管疾患と関連した透過性を含む浮
腫を含む病状を悪化又は誘導する。
【００４６】
　本発明の抗体又はポリペプチドを投与する候補となる他の患者は、血管結合組織組織の
異常な増殖、赤瘡、後天性免疫不全症候群、動脈閉塞、アトピー性角膜炎、細菌性潰瘍、
ベーチェット病、血液由来の腫瘍、頸動脈閉塞性疾患、脈絡叢血管新生、慢性炎症、慢性
網膜剥離、慢性ブドウ膜炎、慢性硝子体炎、コンタクトレンズ過剰装着、角膜移植片拒絶
、角膜血管新生、角膜移植片血管新生、クローン病、イールズ病、流行性角結膜炎、細菌
性潰瘍、単純ヘルペス感染症、帯状疱疹、過粘稠度症候群、カポジ肉腫、白血病、脂質退
化、ライム病、辺縁潰瘍性角膜炎、モーレン潰瘍、ハンセン病以外のマイコバクテリア感
染症、近視、眼性新生血管疾患、視覚穴、オスラー-ウェーバー症候群(オスラー-ウェー
バー-ランデュ)、骨関節炎、パジェット病、毛様体扁平部炎、類天ぽうそう、フリクテン
症、多発動脈炎、レーザー治療後合併症、原生動物の感染症、弾性線維性偽性黄色腫、鰭
角膜炎シッカ、放射状角膜切開、網膜血管新生、未熟児の網膜症、水晶体後繊維増殖、類
肉腫、強膜炎、鎌状赤血球貧血、シェーグレン症候群、固形腫瘍、シュタルガルト病、ス
ティーブンジョンソン疾患、上部の辺縁角膜炎、梅毒、全身狼瘡、テリアンの周縁退化、
トキソプラズマ症、外傷、ユーイング肉腫の腫瘍、神経芽細胞腫の腫瘍、骨肉腫の腫瘍、
網膜芽細胞腫の腫瘍、横紋筋肉腫の腫瘍、潰瘍性大腸炎、静脈閉塞ビタミンＡ欠乏および
ウェゲナーサルコイドーシス、糖尿病と関連している望ましくない血管新生、寄生虫病、
異常な創傷治癒、手術、損傷又は外傷後肥大、体毛成長の抑制、排卵および黄体形成の抑
制、移植の阻害及び子宮の胚の発達の阻害にあるもの又は、発症するリスクのあるもので
ある。
【００４７】
　抗血管新生治療は、移植片拒絶、肺炎症、ネフローゼ症候群、子癇前症、心嚢貯留液、
例として、心外膜炎及び胸水が関連するもの、望ましくない血管透過によって特徴づけら
れる疾患及び疾患、例えば、脳腫瘍と関連している浮腫、悪性腫瘍と関連している腹水、
メイグス症候群、肺炎症、ネフローゼ症候群、心嚢浮腫、胸水、心血管疾患と関連してい
る透過性例えば心筋梗塞および脳卒中などの後の症状の一般的な処置に有用である。
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【００４８】
　本発明の他の血管新生依存性疾患には、血管線維腫(出血傾向がある異常な血管)、血管
新生緑内障(目の血管成長)、動静脈奇形(動脈および静脈間の異常な連通)、結合しない骨
折(治癒しない骨折)、アテローム動脈硬化性斑(動脈硬化)、化膿肉芽腫(血管から成る一
般的な皮膚病変)、強皮症(結合織病の形)、血管腫(血管から成る腫瘍)、トラコーマ(発展
途上国の盲目の主要な原因)、血友病関節、血管粘着力および肥大した瘢痕(異常な瘢痕形
成)が含まれる。
【００４９】
　「治療」は、治療的処置及び予防的又は防止的な処置を「治療」は、治療的処置及び予
防的又は防止的な処置を指す。治療を必要とするものには、既に疾患を有するもの、並び
に予防すべき疾患があるものが含まれる。治療を必要とするものには、既に疾患を有する
もの、並びに予防すべき疾患があるものが含まれる。
【００５０】
　用語「再起」、「再発」又は「再発した」は、疾患消失を医学的に評価した後に、癌又
は疾患が再発することを意味する。遠隔転移又は局所再起の診断は再発と見なすことがで
きる。
【００５１】
　「難治性」又は「抵抗性」なる用語は、治療に応答しない癌又は病気を意味する。
【００５２】
　「補助治療」なる用語は第１の治療後になされる治療であり、通常外科手術を意味する
。癌又は疾患の補助治療は免疫治療、化学治療、照射治療及びホルモン治療を含み得る。
【００５３】
　「維持治療」なる用語は以前の治療効果の維持を補助するためになされる計画された治
療を意味する。
【００５４】
　「侵襲性癌」なる用語は組織の層上に広がり、正常の周辺組織に進入を開始する。侵襲
性癌は転移性であってもなくてもよい。
【００５５】
　「非侵襲性癌」なる用語は、非常に初期の癌又は元の組織上に広がらない癌を意味する
。　
【００５６】
　腫瘍学における「無増悪生存期間 」なる用語は治療中及び後の癌が成長しない期間の
長さを意味する。無増悪生存期間は患者が完全な反応又は部分的な反応を経験する時間量
、並びに安定な疾患を患者が経験する時間量を含む。
【００５７】
　腫瘍学における「進行性疾患」なる用語は、治療開始から２０％より多い－体積の増加
又は腫瘍の拡大の何れかによる腫瘍成長を意味してもよい。
【００５８】
　「疾患」は、抗体を用いて治療することによって利益を得る任意の症状である。例えば
、異常な血管形成(過剰、不適切又は制御不能の血管形成)又は血管透過性に罹患している
か、又はそれらに対して予防する必要がある哺乳動物。これには、哺乳動物の問題とする
疾患の素因となる病的状態を含む慢性及び急性の疾患又は疾病を包含する。限定するもの
でなく、ここで治療する疾患の例には、悪性及び良性の腫瘍；非白血病およびリンパ系の
悪性腫瘍；神経系、神経膠系、星状膠系、視床下部性及び他の腺性、マクロファージ系、
上皮性、間質性、胞胚腔系の疾患；及び、炎症性、血管原性及び免疫性の疾患が包含され
る。
【００５９】
　「癌」及び「癌性」なる用語は、典型的には制御されない細胞増殖を特徴とする、哺乳
動物における生理学的状態を指すか記述する。癌の例には、これらに限定されるものでは
ないが、癌腫、リンパ腫、芽細胞腫、肉腫、及び白血病が含まれる。このような癌のより



(15) JP 2011-501656 A 2011.1.13

10

20

30

40

50

具体的な例には、扁平細胞癌、神経膠芽細胞腫、子宮頸管癌、卵巣癌、肝臓癌、膀胱癌、
肝癌、乳癌、大腸癌、結腸直腸癌、子宮内膜癌、唾液腺癌、腎臓癌、腎癌、前立腺癌、産
卵口癌、甲状腺癌、肝癌、頭頸部癌、直腸癌、結腸直腸癌、小細胞肺癌を含む肺がん、非
小細胞肺癌、肺の腺癌及び肺の扁平上皮癌、扁平細胞癌(例えば上皮の扁平細胞癌)、前立
腺ガン、腹膜ガン、肝細胞性癌、胃腸癌を含む胃または胃癌、膵癌、神経膠芽腫、網膜芽
細胞腫、星状細胞腫、莢膜細胞腫、男化腫瘍、肝癌、非ホジキンリンパ腫を含む血液悪性
腫瘍(ＮＨＬ)、多発性骨髄腫及び急性の血液系悪性腫瘍、子宮内膜ないし子宮カルチノー
マ、子宮内膜症、線維肉腫、絨毛膜癌、唾液腺カルチノーマ、外陰部癌、甲状腺癌、食道
カルチノーマ、肝癌、肛門部のカルチノーマ、陰茎カルチノーマ、上咽頭癌、喉頭のカル
チノーマ、カポシ肉腫、メラノーマ、皮膚カルチノーマ、シュワン腫、乏突起細胞腫、神
経芽細胞腫、横紋筋肉腫、骨原性肉種、平滑筋肉腫、尿路カルチノーマ、甲状腺カルチノ
ーマ、ウィルムス腫瘍、並びにＢ細胞リンパ腫(低級／濾胞性非ホジキンリンパ腫(ＮＨＬ
)；小リンパ球(ＳＬ)ＮＨＬ；中級／濾胞性ＮＨＬ；中級びまん性ＮＨＬ；高級免疫芽細
胞性ＮＨＬ；高級リンパ芽球性ＮＨＬ；高級小非分割細胞ＮＨＬ；バルキー疾患ＮＨＬ；
外套細胞リンパ腫；エイズ関連リンパ腫；及びワルデンストロームのマクログロブリン病
を含む)；慢性リンパ球性白血病(ＣＬＬ)；急性リンパ芽球性白血病(ＡＬＬ)；線毛細胞
白血病；慢性骨髄芽球性白血病；及び移植後リンパ増殖性疾患(ＰＴＬＤ)、並びに母斑症
及びメイグス症候群と関係している異常な血管性増殖が含まれる。
【００６０】
　ここで使用される「腫瘍」なる用語は、悪性又は良性に関わらず、全ての腫瘍形成細胞
成長及び増殖、及び全ての前癌性及び癌性細胞及び組織を意味する。
【００６１】
　「抗腫瘍性組成物」又は「抗腫瘍薬」なる用語は、少なくとも一つの活性治療的作用剤
、例えば「抗癌剤」を含む、癌を治療する際に有効な組成物を指す。治療的作用剤(抗癌
剤)の例には、制限するものではないが、例えば、化学療法剤、増殖阻害性作用剤、細胞
障害性作用剤、放射線療法に用いられる作用剤、抗血管新生作用剤、アポトーシス作用剤
、抗チューブリン作用剤および癌を治療する他の作用剤、例えば、抗ＨＥＲ-２抗体、抗
ＣＤ２０抗体、表皮の成長因子レセプター(ＥＧＦＲ)アンタゴニスト(例えばチロシンキ
ナーゼインヒビター)、ＨＥＲ１／ＥＧＦＲインヒビター(例えばエルロチニブ(Ｔａｒｃ
ｅｖａ（商標）)、血小板由来成長因子インヒビター(例えばＧｌｅｅｖｅｃ（商標）(メ
シル酸イマチニブ))、ＣＯＸ-２インヒビター(例えばセレコキシブ)、インターフェロン
、サイトカイン、以下の標的ＥｒｂＢ２、ＥｒｂＢ３、ＥｒｂＢ４、ＰＤＧＦＲ－β、Ｂ
ＡＦＦ、ＢＲ３、ＡＰＲＩＬ、ＢＣＭＡ又はＶＥＧＦレセプタの一つ以上と結合するアン
タゴニスト(例えば中和抗体)、ＴＲＡＩＬ／Ａｐｏ２および他の生理活性的で有機化学的
作用材などが含まれる。また、その組合せは本発明に含まれる。
【００６２】
　ここで使用される「成長阻害剤」とは、インビトロ及び／又はインビボにおいて細胞の
成長又は増殖を阻害する化合物又は組成物のことを意味する。従って、成長阻害剤には、
Ｓ期の細胞の割合を著しく減少させるようなものでありうる。成長阻害剤の例には、細胞
周期の進行をブロックする薬剤(Ｓ期以外の時点において)、例えばＧ１停止及びＭ期停止
を誘発する薬剤が含まれる。典型的なＭ期ブロッカーには、ビンカス（ビンクリスチン及
びビンブラスチン）、タキソール(登録商標)、トポIIインヒビター、例えばドキソルビシ
ン、エピルビシン、ダウノルビシン、エトポシド、及びブレオマイシンが含まれる。また
、Ｇ１を停止させるこれらの薬剤、例えばＤＮＡアルキル化剤、例えばタモキシフェン、
プレドニソン、ダカーバジン、メクロレタミン、シスプラチン、メトトレキセート、５-
フルオロウラシル、及びａｒａ-ＣがＳ期停止に溢流する。更なる情報は、Ｍｕｒａｋａ
ｍｉらにより「細胞周期の調節、オンコジーン、及び抗新生物薬」と題された、癌の分子
的基礎、Mendelsohn及びIsrael編、第１章(WB Saunders；Philadelphia, 1995)、特に１
３頁に見出すことができる。
【００６３】
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　ここで使用される「細胞毒性薬」は、細胞の機能を阻害又は抑制し、及び／又は細胞破
壊を起こす物質を意味する。この用語は、放射性同位元素（例えば、Ｉ１３１、Ｉ１２５

、Ｙ９０及びＲｅ１８６）、化学治療薬、及び細菌、真菌、植物又は動物由来の酵素活性
毒素又はその断片を意味する。
【００６４】
　「化学療法剤」は、癌の治療に有用な化学的化合物である。化学治療剤の例には、癌治
療に有用な化学組成物を含む。化学療法剤の例には、チオテパ及びＣＹＴＯＸＡＮ(登録
商標)シクロホスファミドのようなアルキル化剤；ブスルファン、インプロスルファン及
びピポスルファンのようなスルホン酸アルキル類；ベンゾドーパ(benzodopa)、カルボコ
ン、メツレドーパ(meturedopa)、及びウレドーパ(uredopa)のようなアジリジン類；アル
トレートアミン(altretamine)、トリエチレンメラミン、トリエチレンホスホラミド、ト
リエチレンチオホスホラミド(triethylenethiophosphaoramide)及びトリメチローロメラ
ミン(trimethylolomelamine)を含むエチレンイミン類及びメチラメラミン類；アセトゲニ
ン(特にブラタシン及びブラタシノン)；カンプトテシン(合成アナログトポテカンを含む)
；ブリオスタチン；カリスタチン；ＣＣ-１０６５(そのアドゼレシン、カルゼレシン及び
ビゼレシン合成アナログを含む)；クリプトフィシン(特にクリプトフィシン１及びクリプ
トフィシン８)；ドラスタチン；ドュオカルマイシン(合成アナログ、ＫＷ-２１８９及び
ＣＢ１-ＴＭ１を含む)；エリュテロビン；パンクラチスタチン；サルコジクチン；スポン
ジスタチン；クロラムブシル、クロルナファジン(chlornaphazine)、チョロホスファミド
(cholophosphamide)、エストラムスチン、イフォスファミド、メクロレタミン、メクロレ
タミンオキシドヒドロクロリド、メルファラン、ノベンビチン(novembichin)、フェネス
テリン(phenesterine)、プレドニムスチン(prednimustine)、トロフォスファミド(trofos
famide)、ウラシルマスタードなどのナイトロジェンマスタード；カルムスチン、クロロ
ゾトシン(chlorozotocin)、フォテムスチン(fotemustine)、ロムスチン、ニムスチン、ラ
ニムスチンなどのニトロスレアス(nitrosureas)；抗生物質、例えばエネジイン抗生物質(
例えば、カリケアマイシン(calicheamicin)、特にカリケアマイシンγ１Ｉ及びカリケア
マイシンωＩ１(例えばNicolaou等., Agnew, Chem Intl. Ed. Engl., 33:183-186(1994)
を参照されたい)；ダイネマイシン(dynemicin)Ａを含むダイネマイシン；エスペラマイシ
ン；並びにネオカルチノスタチン発色団及び関連する色素タンパクエネジイン抗生物質発
色団)、アクラシノマイシン(aclacinomycin)、アクチノマイシン、オースラマイシン(aut
hramycin)、アザセリン、ブレオマイシン、カクチノマイシン(cactinomycin)、カラビシ
ン(carabicin)、カルミノマイシン、カルジノフィリン(carzinophilin)、クロモマイシン
類、ダクチノマイシン、ダウノルビシン、デトルビシン(detorbicin)、６-ジアゾ-５-オ
キソ-Ｌ-ノルロイシン、ＡＤＲＩＡＭＹＣＩＮ(登録商標)、ドキソルビシン(モルホリノ-
ドキソルビシン、シアノモルホリノ-ドキソルビシン、２-ピロリノ-ドキソルビシン、及
びデオキシドキソルビシンを含む)、エピルビシン、エソルビシン、イダルビシン、マー
セロマイシン(marcellomycin)、マイトマイシンＣのようなマイトマイシン、マイコフェ
ノール酸(mycophenolic acid)、ノガラマイシン(nogalamycin)、オリボマイシン(olivomy
cins)、ペプロマイシン、ポトフィロマイシン(potfiromycin)、ピューロマイシン、ケラ
マイシン(quelamycin)、ロドルビシン(rodorubicin)、ストレプトニグリン、ストレプト
ゾシン、ツベルシジン(tubercidin)、ウベニメクス、ジノスタチン(zinostatin)、及びゾ
ルビシン(zorubicin)；代謝拮抗剤、例えばメトトレキセート及び５-フルオロウラシル(
５-ＦＵ)；葉酸アナログ、例えばデノプテリン(denopterin)、メトトレキセート、プテロ
プテリン(pteropterin)、トリメトレキセート(trimetrexate)；プリンアナログ、例えば
フルダラビン(fludarabine)、６-メルカプトプリン、チアミプリン、チオグアニン；ピリ
ミジンアナログ、例えばアンシタビン、アザシチジン(azacitidine)、６-アザウリジン(a
zauridine)、カルモフール、シタラビン、ジデオキシウリジン、ドキシフルリジン、エノ
シタビン(enocitabine)、フロキシウリジン(floxuridine)；アンドロゲン、例えば、カル
ステロン、プロピオン酸ドロモスタノロン、エピチオスタノール、メピチオスタン、テス
トラクトン；抗副腎剤、例えばアミノグルテチミド、ミトタン、トリロスタン；葉酸リプ
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レニッシャー(replenisher)、例えばフロリン酸(frolinic acid)；アセグラトン；アルド
ホスファミドグリコシド；アミノレブリン酸；エニルウラシル；アムサクリン(amsacrine
)；ベストラブシル(bestrabucil)；ビサントレン(bisantrene)；エダトラキセート(edatr
axate)；デフォファミン(defofamine)；デメコルシン(demecolcine)；ジアジコン(diaziq
uone)；エルフォルニチン(elfornithine)；酢酸エリプチニウム(elliptinium)；エトグル
シド(etoglucid)；硝酸ガリウム；ヒドロキシ尿素；レンチナン；ロニダミン(lonidamine
)；メイタンシノイド(maytansinoid)類、例えばメイタンシン(maytansine)及びアンサミ
トシン(ansamitocine)；ミトグアゾン(mitoguazone)；ミトキサントロン；モピダモール(
mopidamol)；ニトラクリン(nitracrine)；ペントスタチン；フェナメット(phenamet)；ピ
ラルビシン；ロソキサントロン；ポドフィリン酸；２-エチルヒドラジド；プロカルバジ
ン；ＰＳＫ(登録商標)多糖複合体（ＪＨＳ　Ｎａｔｕｒａｌ　Ｐｒｏｄｕｃｔｓ、Ｅｕｇ
ｅｎｅ、ＯＲ）；ラゾキサン(razoxane)；リゾキシン；シゾフィラン；スピロゲルマニウ
ム(spirogermanium)；テニュアゾン酸(tenuazonic acid)；トリアジコン(triaziquone)；
２,２',２''-トリクロロトリエチルアミン；トリコテセン類(特にＴ-２毒素、ベラクリン
(verracurin)Ａ、ロリジン(roridine)Ａ及びアングイジン(anguidine))；ウレタン；ビン
デシン；ダカルバジン；マンノムスチン(mannomustine)；ミトブロニトール；ミトラクト
ール(mitolactol)；ピポブロマン(pipobroman)；ガシトシン(gacytosine)；アラビノシド
(「Ａｒａ-Ｃ」)；シクロフォスファミド；チオテパ；タキソイド類、例えばＴＡＸＯＬ(
登録商標)パクリタキセル（Ｂｒｉｓｔｏｌ－　Ｍｙｅｒｓ　Ｓｑｕｉｂｂ　Ｏｎｃｏｌ
ｏｇｙ、Ｐｒｉｎｃｅｔｏｎ、Ｎ．Ｊ．）、パクリタキセルのクレモフォー無添加アルブ
ミン操作ナノ粒子製剤(ＡＢＲＡＸＡＮＥ（商標）)、及びＴＡＸＯＴＥＲＥ(登録商標)ド
キセタキセル（Ｒｈｏｎｅ－Ｐｏｕｌｅｎｃ　Ｒｏｒｅｒ、Ａｎｔｏｎｙ、Ｆｒａｎｃｅ
）；クロランブシル；ＧＥＭＺＡＲ（登録商標）ゲムシタビン；６-チオグアニン；メル
カプトプリン；メトトレキセート；プラチナアナログ、例えばシスプラチン及びカルボプ
ラチン；ビンブラスチン；ＮＡＶＥＬＢＩＮＥ(登録商標)ビノレルビン；ノバントロン(n
ovantrone)；テニポシド；エダトレキセート；ダウノマイシン；アミノプテリン；エクセ
ローダ；イバンドロナート(ibandronate)；イリノテカン（Ｃａｍｐｔｏｓａｒ、ＣＰＴ
－１１）（５－ＦＵ及びロイコボリンを伴うイリノテカンの治療法を含む）；トポイソメ
ラーゼ阻害薬ＲＦＳ２０００；ジフルオロメチロールニチン(ＤＭＦＯ)；レチノイン酸の
ようなレチノイド；カペシタビン；コンブレタスタチン；ロイコボリン（ＬＶ）；オキサ
リプラチン治療計画（ＦＯＬＦＯＸ）を含むオキサリプラチン；細胞増殖を減少させるＰ
ＫＣ－アルファ、Ｒａｆ、Ｈ－Ｒａｓ及びＥＧＦＲ（例えば、エルロチニブ（Ｔａｒｃｅ
ｖａ（商標））の阻害剤、及び上記の何れかの薬学的に許容可能な塩類、酸類又は誘導体
が含まれる。
【００６５】
　化学治療薬は、例えば、タモキシフェン(ＮＯＬＶＡＤＥＸ（登録商標）タモキシフェ
ンを含む)、ラロキシフェン(raloxifene)、ドロロキシフェン、４-ヒドロキシタモキシフ
ェン、トリオキシフェン(trioxifene)、ケオキシフェン(keoxifene)、ＬＹ１１７０１８
、オナプリストーン(onapristone)、及びＦＡＲＥＳＴＯＮ(登録商標)・トレミフェン；
副腎におけるエストロゲン生産を調節する酵素アロマターゼを阻害するアロマターゼ阻害
剤、例えば４（５）－イミダゾール類、アミノグルテチミド、ＭＥＧＡＳＥ（登録商標）
酢酸メゲステロール、ＡＲＯＭＡＳＩＮ（登録商標）エキセメスタン、ホルメスタニー、
ファドゾール、ＲＩＶＩＳＯＲ（登録商標）ボロゾール、ＦＥＭＡＲＡ（登録商標）レト
ロゾール、及びＡＲＩＭＩＤＥＸ（登録商標）アナストロゾール；及びフルタミド、ニル
タミド、ビカルタミド、ロイプロリド、及びゴセレリン；並びにトロキサシタビン（１，
３－ジオキソランヌクレオシドシトシン類縁体）；アンチセンスオリゴヌクレオチド、特
に、例えばＰＫＣ－α、Ｒａｆ及びＨ－Ｒａｓのような異常な細胞増殖に関与するとされ
るシグナル伝達経路内の遺伝子発現を阻害するもの；ＶＥＧＦ発現インヒビター（例えば
、ＡＮＧＩＯＸＹＭＥ（登録商標）リボザイム）及びＨＥＲ２発現インヒビターのような
リボザイム；ワクチン類、例えば遺伝子療法ワクチン類、例えばＡＬＬＯＶＥＣＴＩＮ（
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登録商標）ワクチン、ＬＥＵＶＥＣＴＩＮ（登録商標）ワクチン及びＶＡＸＩＤ（登録商
標）ワクチン；ＰＲＯＬＥＵＫＩＮ（登録商標）ｒＩＬ－２；ＬＵＲＴＯＴＥＣＡＮ（登
録商標）トポイソメラーゼ１阻害剤；ＡＢＡＲＥＬＩＸ（登録商標）ｒｍＲＨ；ビノレル
ビン及びエスペラミシン（米国特許第４６７５１８７号を参照されたい）、及び上記の何
れかの製薬上許容しうる塩、酸又は誘導体のような、抗エストロゲン及び選択的エストロ
ゲンレセプターモジュレーター（ＳＥＲＭ）のような癌に対するホルモンの効果を調節又
は阻害する抗ホルモン薬を含む。
　この出願で用いられる「プロドラッグ」という用語は、親薬剤に比較して癌細胞に対す
る細胞障害性が低く、より活性な親形態に酵素的に活性化され又は変換される製薬的活性
物質の前駆体又は誘導体形態を意味する。例えば、Wilman, 「Prodrugs in Cancer Chemo
therapy」, Biochemical Society Transactions, 14：375-382頁, 615th Meeting, Belfa
st(1986)、及びStellaら, 「Prodrugs：A Chemical Approach to Targeted Drug Deliver
y」、Directed Drug Delivery, Borchardt等(編), 247-267頁, Humana Press (1985)を参
照されたい。本発明のプロドラッグは、限定するものではないが、ホスフェート含有プロ
ドラッグ、チオホスフェート含有プロドラッグ、スルフェート含有プロドラッグ、ペプチ
ド含有プロドラッグ、Ｄ-アミノ酸修飾プロドラッグ、グリコシル化プロドラッグ、βラ
クタム含有プロドラッグ、置換されていてもよいフェノキシアセトアミド含有プロドラッ
グ又は置換されていてもよいフェニルアセトアミド含有プロドラッグ、より活性のある細
胞毒のない薬剤に転換可能な５-フルオロシトシン及び他の５-フルオロウリジンプロドラ
ッグを含む。限定はしないが、本発明で使用されるプロドラッグ形態に誘導体化すること
ができる細胞障害性剤の例には、上記の化学療法薬が含まれる。
【００６６】
　「単離された」とは、ここで開示された種々のポリペプチドを記述するために使用する
ときは、それを発現した細胞又は細胞培養から同定及び分離及び／又は回収されたポリペ
プチドを意味する。その自然環境の汚染成分とは、ポリペプチドの診断又は治療への使用
を典型的には妨害する物質であり、酵素、ホルモン、及び他のタンパク質様又は非タンパ
ク質様溶質を含み得る。好ましい実施態様では、ポリペプチドは、(１)スピニングカップ
シークエネーターを使用することにより、Ｎ末端あるいは内部アミノ酸配列の少なくとも
１５残基を得るのに充分なほど、又は、(２)クーマシーブルー又は好ましくは銀染色を用
いた非還元あるいは還元条件下でのＳＤＳ-ＰＡＧＥによる均一性が得られるように充分
なほど精製される。ポリペプチドの自然環境の少なくとも１つの成分が存在しないため、
単離されたポリペプチドには、組換え細胞内のインサイツのポリペプチドが含まれる。し
かしながら、通常、単離されたポリペプチドは少なくとも１つの精製工程により調製され
る。
【００６７】
　「単離された」ポリペプチドコード化核酸又は他のポリペプチドコード化核酸は、同定
され、ポリペプチドコード化核酸の天然供給源に通常付随している少なくとも１つの汚染
核酸分子から分離された核酸分子である。単離されたポリペプチドコード化核酸分子は、
天然に見出される形態あるいは設定以外のものである。故に、単離されたポリペプチドコ
ード化核酸分子は、天然の細胞中に存在する特定のポリペプチドコード化核酸分子とは区
別される。しかし、単離されたポリペプチドコード化核酸分子は、例えば、核酸分子が天
然の細胞のものとは異なった染色体位置にあるポリペプチドを通常発現する細胞に含まれ
るポリペプチドコード化核酸分子を含む。
【００６８】
　「制御配列」なる用語は、特定の宿主生物において作用可能に結合されたコード配列を
発現するために必要なＤＮＡ配列を指す。例えば原核生物に好適な制御配列は、プロモー
ター、場合によってはオペレータ配列、及びリボソーム結合部位を含む。真核生物の細胞
は、プロモーター、ポリアデニル化シグナル及びエンハンサーを利用することが知られて
いる。
【００６９】
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　核酸は、他の核酸配列と機能的な関係にあるときに「作用可能に結合」している。例え
ば、プレ配列又は分泌リーダーのＤＮＡは、ポリペプチドの分泌に参画するプレタンパク
質として発現されているならば、そのポリペプチドのＤＮＡに作用可能に結合している；
プロモーター又はエンハンサーは、配列の転写に影響を及ぼすならば、コード配列に作用
可能に結合している；又はリボソーム結合部位は、もしそれが翻訳を容易にするような位
置にあるなら、コード配列と作用可能に結合している。一般的に、「作用可能に結合して
いる」とは、結合したＤＮＡ配列が近接しており、分泌リーダーの場合には近接していて
読みフェーズにあることを意味する。しかしながら、エンハンサーは必ずしも近接してい
る必要はない。結合は簡便な制限部位でのライゲーションにより達成される。そのような
部位が存在しない場合は、合成オリゴヌクレオチドアダプター又はリンカーが常套的な手
法に従って使用される。
【００７０】
　ここで定義される「ストリンジェント条件」又は「高度のストリンジェンシー条件」は
、（１）洗浄に低イオン強度及び高温度を用いる、例えば、５０℃で、０．０１５Ｍの塩
化ナトリウム／０．００１５Ｍのクエン酸ナトリウム／０．１％のドデシル硫酸ナトリウ
ム；（２）ハイブリダイゼーション中にホルムアミド等の変性剤を用いる、例えば、４２
℃で、５０％（ｖ／ｖ）ホルムアミドと０．１％ウシ血清アルブミン／０．１％フィコー
ル／０．１％のポリビニルピロリドン／５０ｍＭのｐＨ６．５のリン酸ナトリウムバッフ
ァー、及び７５０ｍＭの塩化ナトリウム、７５ｍＭクエン酸ナトリウム；又は（３）４２
℃で、５０％ホルムアミド、５×ＳＳＣ（０．７５ＭのＮａＣｌ、０．０７５Ｍのクエン
酸ナトリウム）、５０ｍＭのリン酸ナトリウム（ｐＨ６．８）、０．１％のピロリン酸ナ
トリウム、５×デンハード液、超音波処理サケ精子ＤＮＡ（５０μｇ／ｍｌ）、０．１％
ＳＤＳ、及び１０％の硫酸デキストラン溶液中で終夜ハイブリダイゼーション、４２℃で
、０．２×ＳＳＣ（塩化ナトリウム／クエン酸ナトリウム）中にて１０分間の洗浄、つい
で５５℃で、ＥＤＴＡを含む０．１×ＳＳＣからなる１０分間の高ストリンジェンシー洗
浄を用いるものによって同定される。
【００７１】
　ここに記載されるアミノ酸配列は特に定めない限り隣接したアミノ酸配列である。
【００７２】
　　ここで使用される「イムノアドヘシン」なる用語は、異種タンパク質(「アドヘシン
」)の結合特異性と免疫グロブリン定常ドメインのエフェクター機能とを結合した抗体様
分子を指す。構造的には、イムノアドヘシンは、所望の結合特異性を持ち、抗体の抗原認
識及び結合部位以外である(即ち「異種の」)アミノ酸配列と、免疫グロブリン定常ドメイ
ン配列との融合物を含む。イムノアドヘシン分子のアドへシン部分は、典型的には少なく
ともレセプター又はリガンド、例えば、ＶＥＧＦＲ又はフィブロネクチンリガンドの結合
部位を含む隣接アミノ酸配列である。イムノアドヘシンの免疫グロブリン定常ドメイン配
列は、ＩｇＧ-１、ＩｇＧ-２、ＩｇＧ-３又はＩｇＧ-４サブタイプ、ＩｇＡ(ＩｇＡ-１及
びＩｇＡ-２を含む)、ＩｇＥ、ＩｇＤ又はＩｇＭなどの任意の免疫グロブリンから得るこ
とができる。ペプチボディは、免疫グロブリンのＦｃ部分に融合させた標的に特異的に結
合する配列のファージディスプレイセレクションから得られた配列を含み、ここではイム
ノアドヘシンと見なし得る。
【００７３】
　「抗体」なる用語は、最も広義に使用され、特に単一モノクローナル抗体（アゴニスト
、アンタゴニスト及び中和抗体を含む）、多重エピトープ特異性を有する抗体組成物、ポ
リクローナル抗体、単鎖抗原結合分子、並びに天然のポリペプチドに特異的に結合するか
及び／又は、本発明の生物学的活性又は免疫学的活性を示す限り、抗原結合断片（下記参
照）を包含する。一実施態様では、抗体は標的タンパク質のオリゴマー、例えば、３量体
に結合する。別の実施態様では、抗体はタンパク質に特異的に結合し、その結合は本発明
のモノクローナル抗体で阻害され得る（例えば、本発明の寄託抗体など）。抗体の「機能
断片又はアナログ」なる用語は、参照される抗体と同等の定量的な生物学的活性を有する
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化合物である。例えば、本発明の抗体の機能断片又はアナログは、ＶＥＧＦ又はα５β１
に特異的に結合し得る。一実施態様は、抗体は細胞増殖を誘導するＶＥＧＦの活性を阻害
するか又は大幅に減少し得る。
【００７４】
　「単離された抗体」は、その自然環境の成分から同定され分離及び／又は回収されたも
のである。その自然環境の汚染成分とは、その抗体の診断又は治療への使用を妨害する物
質であり、酵素、ホルモン、及び他のタンパク質様又は非タンパク質様溶質が含まれる。
好ましい実施態様において、抗体は、（１）ローリー法で測定した場合９５％を越える抗
体、最も好ましくは９９重量％を越えるまで、(２)スピニングカップシークエネーターを
使用することにより、少なくとも１５残基のＮ末端あるいは内部アミノ酸配列を得るのに
充分なほど、あるいは、(３)クーマシーブルーあるいは好ましくは銀染色を用いた非還元
あるいは還元条件下でのＳＤＳ－ＰＡＧＥによる均一性まで精製される。単離された抗体
には、抗体の自然環境の少なくとも１つの成分が存在しないため、組換え細胞内のインサ
イツの抗体が含まれる。しかしながら、通常は、単離された抗体は少なくとも１つの精製
工程により調製される。
【００７５】
　基本的な４鎖抗体単位は、２つの同一の軽(Ｌ)鎖と２つの同一の重(Ｈ)鎖からなるヘテ
ロ四量体糖タンパク質である(ＩｇＭ抗体は、Ｊ鎖と呼ばれる付加的なポリペプチドを備
えた５つの基本的ヘテロ四量体からなり、よって１０の抗原結合部位を含む一方、分泌Ｉ
ｇＡ抗体は重合して、Ｊ鎖と共に２－５の基本的４鎖単位を含む多価集合体を形成するこ
とができる)。ＩｇＧの場合、４鎖単位は一般的に約１５００００ダルトンである。各Ｌ
鎖は一つの共有ジスルフィド結合によりＨ鎖に連結している一方、２つのＨ鎖はＨ鎖のア
イソタイプに応じて一又は複数のジスルフィド結合により互いに連結されている。また各
Ｈ及びＬ鎖は、規則的に離間した内鎖ジスルフィド架橋を有している。各Ｈ鎖は、Ｎ末端
に可変ドメイン(ＶＨ)と、これに続くα及びγ鎖それぞれに対しては３つの定常ドメイン
(ＣＨ)と、μ及びεアイソタイプに対しては４つのＣＨドメインを有する。各Ｌ鎖は、Ｎ
末端に可変ドメイン(ＶＬ)と、これに続く定常ドメイン(ＣＬ)をその他端に有する。ＶＬ

はＶＨに整列しており、ＣＬは重鎖の第１定常ドメイン(ＣＨ１)に整列している。特定の
アミノ酸残基は軽鎖と重鎖の可変ドメインの界面を形成すると考えられている。ＶＨとＶ

Ｌは対になって単一の抗原結合部位を形成する。異なったクラスの抗体の構造及び特性に
ついて、例えば、Basic and Clinical Immunology, 8版, D. Stites, A. Terr及びT. Par
slow編, Appleton &amp; Lange, Norwalk, CT, 1994, 71頁, 6章を参照されたい。
【００７６】
　任意の脊椎動物種からのＬ鎖は、それらの定常ドメインのアミノ酸配列に基づき、カッ
パ及びラムダと呼ばれる明確に区別される２つのタイプのタイプを割り当てることができ
る。それらの重鎖の定常ドメイン(ＣＨ)のアミノ酸配列に基づき、免疫グロブリンは、種
々のクラス又はアイソタイプに割り当てることができる。免疫グロブリンには、それぞれ
、α、δ、ε、γ及びμと命名された重鎖を有するＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ及び
ＩｇＭの５つのクラスがある。γ及びαクラスはさらにＣＨ配列及び機能の比較的小さな
差異に基づいてサブクラスに分割され、例えばヒトでは、次のサブクラス：ＩｇＧ１、Ｉ
ｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ１及びＩｇＡ２を発現する。
【００７７】
　「可変」なる用語は、可変ドメインの所定のセグメントが抗体間で配列の点で広範囲に
相違していることを意味する。Ｖドメインは抗原結合を媒介し、特定の抗体のその特定の
抗原に対する特異性を定める。しかしながら、可変性は可変ドメインの約１１０アミノ酸
スパンにわたって均一に分布しているのではない。むしろ、Ｖ領域は、それぞれ９－１２
アミノ酸長である「高頻度可変領域」と呼ばれる極度の可変性のより短い領域により分離
した１５－３０のアミノ酸のフレームワーク領域(ＦＲ)と呼ばれる相対的に不変の伸長部
からなる。天然の重鎖及び軽鎖の可変ドメインは、各々、主としてβ-シート配置をとり
、３つの高頻度可変領域によって連結され、β-シート構造を連結し、場合によってはそ



(21) JP 2011-501656 A 2011.1.13

10

20

30

40

50

の一部を形成することもある４つのＦＲを含む。各鎖の高頻度可変領域はＦＲによって極
く近傍に一緒に保持され、他の鎖からの高頻度可変領域とともに、抗体の抗原結合部位の
形成に寄与する(Kabat等, Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th Ed.
 Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991)を参
照)。定常ドメインは抗体の抗原への結合に直接は関係しないが、例えば抗体依存性細胞
傷害性(ＡＤＣＣ)への抗体の関与のような様々なエフェクター機能を示す。
【００７８】
　ここで使用される「高頻度可変領域」なる用語は、抗原結合性の原因となる抗体のアミ
ノ酸残基を意味する。高頻度可変領域は「相補性決定領域」又は「ＣＤＲ」からのアミノ
酸残基(例えば、ＶＬにおいては、およそ残基２４－３４(Ｌ１)、５０－５６(Ｌ２)及び
８９－９７(Ｌ３)、及びＶＨにおいては、およそ３１－３５(Ｈ１)、５０－６５(Ｈ２)及
び９５－１０２(Ｈ３)；Kabat等、上記、及び／又は「高度可変ループ」からの残基(例え
ば、ＶＬにおいては、およそ残基２６－３２(Ｌ１)、５０－５２(Ｌ２)及び９１－９６(
Ｌ３)、及びＶＨにおいては、およそ２６－３２(Ｈ１)、５３－５５(Ｈ２)及び９６－１
０１(Ｈ３);Chothia及びLesk J.Mol.Biol. 196:901-917 (1987))を含んでなる。本発明の
ＨＶＲ領域は、位置：軽鎖可変ドメインの２４－３６（ＬＨＶＲ１）、４６－５６（ＬＨ
ＶＲ２）、及び８９－９７（ＬＨＶＲ３）及び重鎖可変ドメインの２６－３５（ＨＨＶＲ
１）、４７－６５（ＨＨＶＲ２）及び９３－１０２（ＨＨＶＲ３）を含む（Ｋａｂａｔ番
号付けシステム、Ｋａｂａｔ等、上記１９９１）。
【００７９】
　本明細書及び特許請求の範囲すべてにわたって、一般的に、可変ドメインの残基を指す
場合にはカバット番号付けシステムを用いる(およそ、軽鎖の残基１－１０７と重鎖の残
基１－１１３)(例として、Kabat 等, 上記)。一般的に、イムノグロブリン重鎖定常領域
内の残基を指す場合には、「ＥＵ番号付けシステム」又は「ＥＵインデックス」を用いる
(ＥＵインデックスはKabat 等, 上記 （１９９１）において報告されており、出典明記に
よって本明細書中に特別に組み込まれる)。本明細書中で特に述べない限り、抗体の可変
ドメイン内の残基の数の参照は、カバット番号付けシステムによって番号付けした残基を
意味する。本明細書中で特に述べない限り、抗体の定常ドメイン内の残基の数の参照は、
ＥＵ番号付けシステムによって番号付けした残基を意味する。
【００８０】
　ここで使用される「モノクローナル抗体」なる用語は、実質的に均一な抗体の集団から
得られる抗体を意味する、すなわち、集団に含まれる個々の抗体が、少量で存在しうる自
然に生じる可能性のある突然変異を除いて同一である。モノクローナル抗体は高度に特異
的であり、一つの抗原性部位に対している。さらに、異なる決定基(エピトープ)に対する
異なる抗体を含むポリクローナル抗体調製物と比べて、各モノクローナル抗体は、抗原上
の単一の決定基に対するものである。これらの特異性に加えて、モノクローナル抗体は、
他の抗体と混ざらないで合成されうる点で有利である。「モノクローナル」なる修飾は、
ある特定の方法によって抗体が作製されることを必要とすると解釈されるものではない。
例えば、本発明において有用なモノクローナル抗体は、Kohler et al., Nature, 256;495
 (1975)によって初めて記載されるハイブリドーマ方法論によって調製されてもよいし、
例えば細菌、非動物真核生物、動物又は植物の細胞における組み換えＤＮＡ法を用いて作
製されてもよい(例として米国特許第４８１６５６７号を参照)。また、「モノクローナル
抗体」は、例としてClackson et al., Nature, 352:624-628 (1991)及びMarks et al., J
. Mol. Biol., 222:581-597 (1991)に記載の技術又は実施例に記載の方法を用いてファー
ジ抗体ライブラリーから単離されうる。
【００８１】
　本明細書中のモノクローナル抗体は、「キメラ」抗体を含み、それは特定の種由来又は
特定の抗体クラスもしくはサブクラスに属する抗体の対応する配列に相同な又は同一な重
鎖及び／又は軽鎖の一部を含むものであり、残りの鎖は、本発明の生物学的活性を表す限
り、抗体断片のように他の種由来又は他の抗体クラスもしくはサブクラスに属する抗体の
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対応する配列に相同な又は同一なものである(米国特許第４８１６５６７号；及びMorriso
n等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6851-6855 (1984))。ここで対象とするキメラ抗体
には、非ヒト霊長類(例えば、旧世界サル、サルなど)由来の可変ドメイン抗原結合配列と
ヒト定常領域配列を含む「霊長類化」抗体を含む。
【００８２】
　「無傷な」抗体は、抗原-結合部位、並びにＣＬ及び少なくとも重鎖定常ドメイン、Ｃ

Ｈ１、ＣＨ２及びＣＨ３を含むものである。定常ドメインは天然配列定常ドメイン(例え
ば、ヒト天然配列定常ドメイン)又はそれらのアミノ酸配列変異体であってよい。好まし
くは、インタクトな抗体は一又は複数のエフェクター機能を有する。
【００８３】
　「抗体断片」は、無傷の抗体の一部、好ましくは無傷の抗体の抗原結合又は可変領域を
含む。抗体断片の例は、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ(ａｂ’)２、及びＦｖ断片；二重特異性抗
体；線形抗体（Zapata等, Protein Eng. 8(10): 1057-1062 [1995]）；一本鎖抗体分子；
及び抗体断片から形成された多重特異性抗体を含む。
【００８４】
　「線形抗体」という表現は、一般的に、Zapata等, Protein Eng. 8(10):1057-1062 (19
95)に記載された抗体を意味する。簡単には、これらの抗体は抗原結合領域の対を形成す
る直列のＦｄセグメント（ＶＨ－ＣＨ１－ＶＨ－ＣＨ１）を含む。直鎖状抗体は二重特異
的でも単一特異的でもよい。
【００８５】
　抗体のパパイン消化は、「Ｆａｂ」断片と呼ばれる２つの同一の抗体結合断片と、容易
に結晶化する能力を反映して命名された残留「Ｆｃ」断片を産生する。Ｆａｂ断片は全長
Ｌ鎖とＨ鎖の可変領域ドメイン(ＶＨ)、及び一つの重鎖の第一定常ドメイン(ＣＨ１)から
なる。各Ｆａｂ断片は抗原結合性に関して一価である、すなわち単一の抗原-結合部位を
有する。抗体のペプシン処理により、単一の大きなＦ(ａｂ')２断片が生じ、これは２価
の抗原結合部位を持つ２つのジスルフィド結合されたＦａｂ断片にほぼ対応し、抗原を交
差結合させることができるものである。Ｆａｂ'断片は、抗体ヒンジ領域からの一又は複
数のシステインを含むＣＨ１ドメインのカルボキシ末端に幾つかの残基が付加されている
ことによりＦａｂ断片と相違する。Ｆａｂ'-ＳＨは、ここでは定常ドメインのシステイン
残基(類)が遊離のチオール基を持つＦａｂ'を表す。Ｆ(ａｂ')２抗体断片は、通常はＦａ
ｂ'断片の対として生成され、それらの間にヒンジシステインを有する。抗体断片の他の
化学的結合も知られている。
【００８６】
　Ｆｃ断片はジスルフィドにより一緒に保持されている双方のＨ鎖のカルボキシ末端部位
を含む。抗体のエフェクター機能は、Ｆｃ領域の配列により決定され、その領域は、所定
の型の細胞に見出されるＦｃレセプター(ＦｃＲ)によって認識される部位である。
【００８７】
　「変異体Ｆｃ領域」は、ここで定義されるような少なくとも一つの「アミノ酸修飾」に
よって天然配列Ｆｃ領域のアミノ酸配列とは異なるアミノ酸配列を含む。好ましくは、変
異体Ｆｃ領域は、天然配列Ｆｃ領域又は親ポリペプチドのＦｃ領域と比較し、少なくとも
一つの一アミノ酸置換を有する、例えば、天然配列Ｆｃ領域又は親ポリペプチドのＦｃ領
域において、約１から約１０アミノ酸置換、及び好ましくは約１から約５アミノ酸置換で
ある。一実施態様では、本明細書中の変異体Ｆｃ領域は、天然配列Ｆｃ領域(例えば配列
番号１３３)と少なくとも約８０％同一性、少なくとも約８５％同一性、少なくとも約９
０％同一性、少なくとも約９５％同一性、又は少なくとも約９９％同一性を有する。他の
実施態様では、本明細書中の変異体Ｆｃ領域は、親ポリペプチドのＦｃ領域と少なくとも
約８０％同一性、少なくとも約８５％同一性、少なくとも約９０％同一性、少なくとも約
９５％同一性、又は少なくとも約９９％同一性を有する。
【００８８】
　「Ｆｃ領域を含んだポリペプチド」という用語は、Ｆｃ領域を含む抗体もしくはイムノ
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アドヘンシン(下記記載の定義を参照)などのポリペプチドのことを指す。Ｆｃ領域のＣ末
端リジン(ＥＵ番号付けシステムに従うと残基４４７)は、例えば、ポリペプチドの精製中
又はポリペプチドをコードする核酸を組み換え操作することによって除去してもよい。し
たがって、本発明のＦｃ領域を有する、抗体などのポリペプチドを含んでなる組成物は、
すべてのＫ４４７残基が除去されたポリペプチド集団、除去されるＫ４４７残基のないポ
リペプチド集団又はＫ４４７残基を有するポリペプチドとＫ４４７を有さないポリペプチ
ドが混合しているポリペプチド集団を包含する。
【００８９】
　「Ｆｖ」は、完全な抗原認識及び-結合部位を含む最小の抗体断片である。この断片は
、密接に非共有結合した１本の重鎖と１本の軽鎖の可変領域の二量体からなる。これら２
つのドメインの折り畳みから、抗原結合のためのアミノ酸残基に寄与し、抗体に対する抗
原結合特異性を付与する６つの高頻度可変ループ(Ｈ及びＬ鎖から、それぞれ３つのルー
プ)が生じる。しかしながら、単一の可変ドメイン（又は抗原に特異的な３つのＣＤＲの
みを含んでなるＦｖの半分）でさえ、結合部位全体よりは低い親和性であるが、抗原を認
識し結合する能力を持つ。
【００９０】
　「ｓＦｖ」又は「ｓｃＦｖ」とも略称される「単鎖Ｆｖ」は、単一のポリペプチド鎖内
に結合したＶＨ及びＶＬ抗体ドメインを含む抗体断片である。好ましくは、ｓＦｖポリペ
プチドはＶＨ及びＶＬドメイン間にポリペプチドリンカーをさらに含み、それはｓＦＶが
抗原結合に望まれる構造を形成するのを可能にする。ｓＦｖの概説については、Pluckthu
n in The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol. 113,　Rosenburg及びMoore編,
 Springer-Verlag, New York, pp. 269-315 (1994)；Borrebaeck 1995, 以下を参照され
たい。
【００９１】
　「ダイアボディ」なる用語は、鎖間ではなく鎖内でＶドメインを対形成させ、結果とし
て二価の断片、すなわち２つの抗原-結合部位を有する断片が得られるように、ＶＨとＶ

Ｌドメインとの間に、短いリンカー(約５-１０残基)を持つｓＦｖ断片（前の段落を参照
）を構築することにより調製される小型の抗体断片を意味する。二重特異性ダイアボディ
は２つの「交差」ｓＦｖ断片のヘテロダイマーであり、そこでは２つの抗体のＶＨ及びＶ

Ｌドメインが異なるポリペプチド鎖上に存在する。ダイアボディは、例えば、欧州特許第
４０４０９７号；国際公開９３／１１１６１号；及びHollinger等, Proc. Natl. Acad. S
ci. USA, 90: 6444-6448 (1993)により十分に記載されている。
【００９２】
非ヒト(例えば齧歯類)抗体の「ヒト化」形とは、非ヒト抗体から得られた最小配列を含む
キメラ抗体である。大部分において、ヒト化抗体は、レシピエントの高頻度可変領域の残
基が、マウス、ラット、ウサギ又は非ヒト霊長類のような所望の抗体特異性、親和性及び
能力を有する非ヒト種(ドナー抗体)の高頻度可変領域の残基によって置換されたヒト免疫
グロブリン(レシピエント抗体)である。ある場合には、ヒト免疫グロブリンのフレームワ
ーク領域(ＦＲ)残基は、対応する非ヒト残基によって置換される。さらに、ヒト化抗体は
、レシピエント抗体にもドナー抗体にも見出されない残基を含んでいてもよい。これらの
修飾は抗体の特性をさらに洗練するために行われる。一般的に、ヒト化抗体は、全て又は
ほとんど全ての高頻度可変ループが非ヒト免疫グロブリンのものに一致し、全て又はほと
んど全てのＦＲがヒト免疫グロブリン配列である、少なくとも１つ、典型的には２つの可
変ドメインの実質的に全てを含む。ヒト化抗体は、状況に応じて免疫グロブリン定常領域
(Ｆｃ)、典型的にはヒトの免疫グロブリンの定常領域の少なくとも一部を含む。さらなる
詳細は、Jones等, Nature 321, 522-525(1986)；Riechmann等, Nature 332, 323-329(198
8)；及びPresta, Curr. Op. Struct. Biol. 2, 593-596(1992)を参照されたい。
【００９３】
　「種依存性抗体」は、第二の哺乳動物種からの抗原の相同体に対して有している結合親
和性よりも、第一の哺乳動物種からの抗原に対してより強力な結合親和性を有する抗体で
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ある。通常、種依存性抗体は、ヒト抗原（すなわち、約１×１０－７Ｍ以下、好ましくは
約１×１０－８以下、最も好ましくは約１×１０－９Ｍ以下の結合親和性（Ｋｄ）値を有
する）と「特異的に結合」するが、そのヒト抗原に対する結合親和性よりも、少なくとも
約５０倍、又は少なくとも約５００倍、又は少なくとも約１０００倍弱い、第二の非ヒト
哺乳動物種からの抗原の相同体に対する結合親和性を有する。種依存性抗体は、上にて定
義した種々の型の抗体のいずれでもあることが可能だが、好ましくはヒト化又はヒト抗体
である。
【００９４】
　そのような実施態様では、薬剤の「非標的」タンパク質との結合の程度は、蛍光標示式
細胞分取器（ＦＡＣＳ）分析又は放射免疫沈降（ＲＩＡ）によって定量することができる
、その特定の標的タンパク質とのポリペプチド、抗体、アンタゴニスト又又は組成物の結
合の約１０％よりも低い。標的分子へのポリペプチド薬剤の結合に関して、特定のポリペ
プチド又は特定のポリペプチド標的上のエピトープと「特異的に結合」又は「特異的に結
合する」、又はそれに対して「特異的である」という用語は、非特異的な相互作用とは測
定して異なる結合を意味する。特異的な結合は、例えば、一般に結合活性を持たない類似
した構造の分子であるコントロール分子の結合性と比較して、分子の結合性を定量するこ
とによって測定することができる。例えば、特異的な結合性は、標的、例えば過剰の非標
識標的に類似したコントロール分子とも競合にとって定量することができる。この場合、
プローブに対する標識標的の結合が過剰の非標識標的によって競合的に阻害されるならば
、特異的結合が表示される。ここで使用される特定のポリペプチド又は特定のポリペプチ
ド標的上のエピトープと「特異的に結合」又は「特異的に結合する」、又はそれに対して
「特異的である」という用語は、例えば標的に対して少なくとも約１０－４Ｍ、あるいは
少なくとも約１０－５Ｍ、あるいは少なくとも約１０－６Ｍ、あるいは少なくとも約１０
－７Ｍ、あるいは少なくとも約１０－８Ｍ、あるいは少なくとも約１０－９Ｍ、あるいは
少なくとも約１０－１０Ｍ、あるいは少なくとも約１０－１１Ｍ、あるいは少なくとも約
１０－１２Ｍ、あるいはそれ以上のＫｄを持つ分子によって示されうる。一実施態様では
、「特異的に結合する」という用語は、如何なる他のポリペプチド又はポリペプチドエピ
トープへ実質的に結合することなく分子が特定のポリペプチド又は特定のポリペプチドの
エピトープに結合する結合を意味する。
【００９５】
　抗体「エフェクター機能」は抗体のＦｃ領域（天然配列Ｆｃ領域又はアミノ酸配列変異
体Ｆｃ領域）に起因する生物学的活性を意味し、抗体アイソタイプと共に変わる。抗体エ
フェクター機能の例は、Ｃ１ｑ結合及び補体依存性細胞毒性；Ｆｃレセプター結合；抗体
依存性細胞障害性（ＡＤＣＣ）；ファゴサイトーシス；細胞表面レセプター（例えばＢ細
胞レセプター）のダウンレギュレーション；及びＢ細胞活性化を含む。「天然配列Ｆｃ領
域」は天然に見出されるＦｃ領域のアミノ酸配列と同等のアミノ酸配列を含む。Ｆｃ配列
の例は、例えば、限定されるものではないが、Ｋａｂａｔ等, 上記(1991)である。
【００９６】
　ここで定義されるポリペプチド又は抗体配列に関する「パーセント(％)アミノ酸配列同
一性」及び「相同性」とは、如何なる保存的置換も配列同一性の一部と考え、配列を整列
させた後の、比較しているポリペプチドのアミノ酸残基と同一である候補配列中のアミノ
酸残基のパーセントとして定義される。パーセントアミノ酸配列同一性を測定する目的の
ためのアラインメントは、当業者の技量の範囲にある種々の方法、例えばＢＬＡＳＴ、Ｂ
ＬＡＳＴ-２、ＡＬＩＧＮ、又はＭｅｇａｌｉｇｎ(ＤＮＡＳＴＡＲ)ソフトウエアのよう
な公に入手可能なコンピュータソフトウエアを使用することにより達成可能である。当業
者であれば、比較される配列の完全長に対して最大のアラインメントを達成するために必
要な任意のアルゴリズムを含む、アラインメントを測定するための適切なパラメータを決
定することができる。しかし、ここでの目的のためには、％アミノ酸配列同一性値は、配
列比較コンピュータプログラムＡＬＩＧＮ-２を使用することによって得られる。ＡＬＩ
ＧＮ-２はジェネンテック社によって作製され、ＡＬＩＧＮ-２のソースコードは米国著作
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権庁, ワシントンD.C., 20559に使用者用書類とともに提出され、米国著作権登録番号Ｔ
ＸＵ５１００８７で登録されている。ＡＬＩＧＮ-２プログラムはジェネンテック社、サ
ウス サン フランシスコ, カリフォルニアから公的に入手可能である。ＡＬＩＧＮ-２プ
ログラムは、ＵＮＩＸ(登録商標)オペレーティングシステム、好ましくはデジタルＵＮＩ
Ｘ(登録商標)Ｖ４．０Ｄでの使用のためにコンパイルされる。全ての配列比較パラメータ
は、ＡＬＩＧＮ-２プログラムによって設定され変動しない。
【００９７】
　「Ｆｃレセプター」又は「ＦｃＲ」は、抗体のＦｃ領域に結合する受容体を記載するた
めに使用される。一実施態様では、本発明のＦｃＲは、ＩｇＧ抗体（ガンマ受容体）と結
合するもので、ＦｃγＲＩ、ＦｃγＲＩＩおよびＦｃγＲＩＩＩサブクラスを含み、それ
らの対立遺伝子変異体、選択的にスプライシングされたものも含まれる。ＦｃγＲＩＩ受
容体には、ＦｃγＲＩＩＡ（「活性型受容体」）、ＦｃγＲＩＩＢ（「阻害型受容体」）
が含まれ、主としてその細胞質領域は異なるが、類似のアミノ酸配列を有するものである
。活性型受容体ＦｃγＲＩＩＡは、細胞質領域にチロシン依存性免疫受容体活性化モチー
フ（immunoreceptor tyrosine-based activation motif ；ITAM）を含んでいる。阻害型
受容体ＦｃγＲＩＩＢは、細胞質領域にチロシン依存性免疫受容体阻害性モチーフ（immu
noreceptor tyrosine-based inhibition motif ；ITIM）を含んでいる（総説ＭDaeron, A
nnu. Rev. immunol. 15:203-234 (1997)を参照されたい）。該用語には、FcγRIIIAアロ
タイプ：FcγRIIIA-Phe158、FcγRIIIA-Val158、FcγRIIA-R131、及び／又はFcγRIIA-H1
31などのアロタイプが含まれる。ＦｃＲに関しては、 Ravetch及びKinet, Annu.Rev. Imm
unol. 9:457-92 (1991)；Capel 等, Immunomethods 4:25-34 (1994)；de Haas 等, J.Lab
. Clin. Med. 126:330-41 (1995) に総説されている。他のＦｃＲ、ここでは、将来的に
同定されるものも含めて、「ＦｃＲ」という言葉によって包含される。また、該用語には
、母性ＩｇＧｓが胎児に受け継がれる要因となっている新生児性受容体ＦｃＲｎも含まれ
る（Guyer 等, J. Immunol. 117:587 (1976)および Kim 等, J. Immunol.24:249 (1994)
）。
【００９８】
　「ＦｃＲｎ」なる用語は、新生児Ｆｃレセプター(ＦｃＲｎ)を意味する。ＦｃＲｎは主
要組織適合性複合体(ＭＨＣ)と構造的に類似しており、β２ミクログロブリンに非共有的
に結合したα鎖からなる。新生児ＦｃレセプターＦｃＲｎの複数の機能は、Ghetie及びWa
rd (2000) Annu. Rev. Immunol. 18, 739-766に概説される。ＦｃＲｎは母親から子への
イムノグロブリンＩｇＧの受動的な運搬と、血清ＩｇＧレベルの調節を担う。ＦｃＲｎは
、細胞内及び細胞間でピノサイトーシスされた完全な形のＩｇＧを結合して運搬し、標準
の分解系経路からＩｇＧをレスキューするサルベージレセプターとして働くことができる
。
【００９９】
　国際公開公報００／４２０７２（Ｐｒｅｓｔａ）及びShieldsら, J. Biol. Chem. 9(2)
: 6591-6604(2001)には、ＦｃＲとの結合が改良又は消滅した抗体変異体が記載されてい
る。これらの文献は出典明記によって特別に本明細書中に組み込まれる。
【０１００】
　ヒトＩｇＧ Ｆｃ領域の「ＣＨ１ドメイン」(「Ｈ１」ドメインの「Ｃ１」とも称される
)は、通常およそアミノ酸１１８からおよそアミノ酸２１５(ＥＵ番号付けシステム)に伸
展している。
【０１０１】
　「ヒンジ領域」はヒトＩｇＧ１のＧｌｕ２１６からＰｒｏ２３０の伸展として一般に定
義されている(Burton, Molec. Immunol. 22:161-206 (1985))。他のＩｇＧアイソタイプ
のヒンジ領域は、重鎖間Ｓ-Ｓ結合を形成する最初と最後のシステイン残基を同じ位置に
配することにより、ＩｇＧ１と整合させられうる。
【０１０２】
　Ｆｃ領域の「低ヒンジ領域」は、通常、カルボキシル末端からヒンジ領域、すなわち、
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Ｆｃ領域の残基２３３から２３９までの伸展として定義されている。本発明に先立ち、Ｆ
ｃＲの結合には、一般に、ＩｇＧのＦｃ領域の低ヒンジ領域内のアミノ酸残基が寄与して
いるとされていた。
【０１０３】
　ヒトＩｇＧＦｃ領域の「ＣＨ２ドメイン」(「Ｈ２」ドメインの「Ｃ２」とも呼ばれる)
は通常およそアミノ酸２３１からおよそアミノ酸３４０まで伸展する。ＣＨ２ドメインは
、他のドメインと密接には対をなさないという点で独特である。むしろ、２つのＮ-結合
分岐炭水化物鎖が未変性の天然ＩｇＧ分子の２つのＣＨ２ドメインの間に介在されている
。炭水化物はドメイン-ドメイン対形成に対する代替物を提供し、ＣＨ２ドメインを安定
化させるのに役立つと推測されてきた。Burton, Molec. Immunol. 22：161-206 (1985)。
【０１０４】
　「ＣＨ３ドメイン」(「Ｈ３」ドメイン又は「Ｃ２」とも呼ばれる)は、残基Ｃ末端から
Ｆｃ領域のＣＨ２ドメインへの伸長を含む(すなわち、およそアミノ酸残基３４１から抗
体配列のＣ末端まで、典型的にはＩｇＧのアミノ酸残基４４６又は４４７)。
【０１０５】
　「機能的Ｆｃ領域」は、天然配列Ｆｃ領域の「エフェクター機能」を有する。模範的な
「エフェクター機能」は、Ｃ１ｑ結合；補体依存性細胞障害性；Ｆｃレセプター結合；抗
体依存性細胞媒介障害活性（ＡＤＣＣ）；ファゴサイトーシス；細胞表層レセプターの下
方制御(例えば、Ｂ細胞レセプター；ＢＣＲ)等を含む。このようなエフェクター機能は、
一般的に、結合ドメインと結合するＦｃ領域(例えば、抗体可変ドメイン)を必要とし、例
えば本明細書中に記載の種々のアッセイを使用して評価することができる。
【０１０６】
　「Ｃ１ｑ」は免疫グロブリンのＦｃ領域に対する結合部位を含むポリペプチドである。
Ｃ１ｑは二つのセリンプロテアーゼＣ１ｒ及びＣ１ｓと共に、補体依存性細胞毒性(ＣＤ
Ｃ)経路の最初の成分である複合体Ｃ１を形成する。ヒトＣ１ｑは例えばQuidel, San Die
go, CAから市販されている。
【０１０７】
　「結合ドメイン」なる用語は、他の分子に結合するポリペプチドの領域を意味する。Ｆ
ｃＲの場合には、結合ドメインはＦｃ領域の結合の原因であるそのポリペプチド鎖の一部
(例えばそのアルファ鎖)を含みうる。一つの有用な結合ドメインはＦｃＲアルファ鎖の細
胞外ドメインである。
【０１０８】
　「改変された」ＦｃＲ結合親和性又はＡＤＣＣ活性を有する変異体ＩｇＧＦｃを含むポ
リペプチドとは、親ポリペプチド若しくは天然配列Ｆｃ領域を有するポリペプチドと比較
して増加または減少されたＦｃＲ結合活性(例えばＦｃγＲまたはＦｃＲｎ)及び／又はＡ
ＤＣＣ活性を持つものである。ＦｃＲに対して「亢進した結合能を示す」変異形Ｆｃは、
親ポリペプチド又は天然配列のＩｇＧ Ｆｃよりは高い親和性(例えば低い見かけのＫｄ値
又はＩＣ５０値)を有する少なくとも一のＦｃＲを結合する。いくつかの実施態様では、
親ポリペプチドと比較したときの結合の改善はおよそ３倍、好ましくはおよそ５、１０、
２５、５０、６０、１００、１５０、２００、５００倍まで、またはおよそ２５％から１
０００％の結合の改善である。ＦｃＲに対して「減弱した結合能を示す」ポリペプチド変
異体は、親ポリペプチドよりは弱い親和性で少なくとも一のＦｃＲに結合する（例えば、
より高い見かけのＫｄ又はより高いＩＣ５０値）。親ポリペプチドと比較したときの結合
の減弱は、およそ５％、１０％、２０％、３０％、４０％、５０％、６０％またはそれ以
上の結合の減弱であってもよい。
【０１０９】
　「抗体依存性細胞障害活性」又は「ＡＤＣＣ」は、特定の細胞障害性細胞(例えば、ナ
チュラルキラー(ＮＫ)細胞、好中球、及びマクロファージ)上に存在するＦｃレセプター(
ＦｃＲ)に結合した分泌型Ｉｇが細胞障害性エフェクター細胞を抗原保持標的細胞に特異
的に結合させ、続いて標的細胞を細胞障害性によって標的細胞を殺傷する細胞障害性の形
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態を指す。抗体は細胞障害性細胞「に対するものであり」、必ず細胞の殺傷に必要である
。ＡＤＣＣを媒介する一次細胞であるＮＫ細胞は、ＦｃγＲIIIのみを発現する一方、単
球はＦｃγＲI、ＦｃγＲII及びＦｃγＲIIIを発現する。造血性細胞でのＦｃＲの発現は
、Ravetch及びKinet, Annu.Rev.Immunol., 9:457-92(1991)の464頁の表3に要約されてい
る。対象分子のＡＤＣＣ活性を評価するためには、米国特許第5500362号又は第5821337号
、又は以下の実施例に記載されているようなインビトロＡＤＣＣアッセイが実施されうる
。そのようなアッセイのための有用なエフェクター細胞は、末梢血単核細胞(ＰＢＭＣ)及
びナチュラルキラー細胞(ＮＫ)細胞を含む。あるいは、又は付加的に、対象分子のＡＤＣ
Ｃ活性は、例えばClynes等 .PNAS(USA), 95:652-656(1998)に開示されたような動物モデ
ルにおいて、インビボで評価されてもよい。
【０１１０】
　野生型ＩｇＧＦｃ又は親ポリペプチドを有するポリペプチドより効果的に、ヒトエフェ
クター細胞の存在下で、「亢進したＡＤＣＣを示す」又は抗体依存性細胞障害活性を媒介
する変異Ｆｃ領域を含むポリペプチドは、変異型Ｆｃ領域を含むポリペプチド及び野生型
Ｆｃ領域を含む親ポリペプチド（又は親ポリペプチド）のアッセイにおける量が本質的に
同じ場合に、インビトロ又はインビボで、媒介するＡＤＣＣがより効果的なポリペプチド
である。一般的に、このような変異体は、ここに開示されたインビトロＡＤＣＣアッセイ
を用いて同定されるが、例えば、動物モデルにおける、他のアッセイ又はＡＤＣＣ活性を
決定するための方法が考えられる。一実施態様では、好ましい変異体は、媒介するＡＤＣ
Ｃ活性が、野生型のＦｃ（又は親ポリペプチド）より約５倍から約１００倍、例えば約２
５倍から約５０倍効果的である。
【０１１１】
　「補体依存性細胞障害」もしくは「ＣＤＣ」は、補体の存在下で標的を溶解することを
意味する。典型的な補体経路の活性化は補体系(Ｃｌｑ)の第１補体が、同族抗原と結合し
た(適切なサブクラスの)抗体に結合することにより開始される。補体の活性化を評価する
ために、ＣＤＣアッセイを、例えばGazzano-Santoro等, J. Immunol. Methods 202:163 (
1996)に記載されているように実施することができる。
【０１１２】
　Ｆｃ領域アミノ酸配列を変更してＣ１ｑ結合能力が増大又は減少したポリペプチド変異
体は、米特許第６１９４５５１号及び国際公開公報９９／５１６４２に記述される。それ
らの特許文献の内容は、出典明記によって、特別に本願明細書に組み込まれるものとする
。またIdusogie 等 J. Immunol. 164: 4178-4184 (2000)を参照のこと。
【０１１３】
　「ヒトエフェクター細胞」とは、一又はそれ以上のＦｃＲｓを発現し、エフェクターと
しての機能を発揮する白血球のことである。一実施態様では、その細胞が少なくともＦｃ
γＲＩＩＩを発現し、ＡＤＣＣエフェクター機能を発揮することが望ましい。ＡＤＣＣを
媒介する細胞の例として、抹消血単核細胞（ＰＢＭＣ）、ナチュラルキラー（ＮＫ）細胞
、単球、細胞傷害性Ｔ細胞、好中球、が含まれるが、ＰＢＭＣｓとＮＫ細胞が好適である
。エフェクター細胞は天然の材料、例えば、ここで述べるように、血液やＰＭＢＣ類、か
ら単離してもよい。
【０１１４】
　ＦｃＲｎへの結合の測定方法は公知であり(例としてGhetie 1997, Hinton 2004を参照)
、以下に記載される。インビボでのヒトＦｃＲｎへの結合とヒトＦｃＲｎ高親和性結合ポ
リペプチドの血清半減期は、例えばヒトＦｃＲｎを発現するトランスジェニックマウス又
は形質転換されたヒト細胞株、又はＦｃ変異形ポリペプチドを投与された霊長類動物にお
いてアッセイすることができる。ある実施態様では、本発明のヒト化２Ｈ７抗体は、Ｉｇ
Ｇ Ｆｃ内にアミノ酸変異をさらに含有しており、野生型ＩｇＧ Ｆｃを有する抗体よりも
少なくとも６０倍、少なくとも７０倍、少なくとも８０倍、より好ましくは少なくとも１
００倍、好ましくは少なくとも１２５倍、さらにより好ましくは少なくとも１５０倍から
およそ１７０倍に亢進したヒトＦｃＲｎへの結合親和性を示す。
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【０１１５】
　ＦｃＲｎへの結合親和性について、一実施態様では、抗体のＥＣ５０又は見かけのＫｄ
(ｐＨ６．０での)は１００ｎＭ以下、より好ましくは１０ｎＭ以下である。ＦｃγＲIII(
Ｆ１５８；すなわち低親和性アイソタイプ)への増加した結合親和性について、一実施態
様では、ＥＣ５０又は見かけのＫｄは１０ｎＭ以下であり、ＦｃγＲIII(Ｖ１５８；高親
和性)について、ＥＣ５０又は見かけのＫｄは３ｎＭ以下である。他の実施態様では、試
験抗体とコントロール抗体の結合曲線の中間点における吸光度の値の比(例えばA450 nm(
抗体)/A450 nm(コントロールAb))が４０％以下である場合に、コントロール抗体(例えば
ハーセプチン(登録商標)抗体)との相対的なＦｃレセプターに対する抗体結合の減少は、
コントロール抗体と有意に相関しているとみなしうる。他の実施態様では、試験抗体とコ
ントロール抗体の結合曲線の中間点における吸光度の値の比(例えばA450 nm(抗体)/A50 n
m(コントロールAb) )が１２５％以上である場合に、コントロール抗体(例えばハーセプチ
ン(登録商標)抗体)との相対的なＦｃレセプターに対する抗体結合の増加は、コントロー
ル抗体と有意に相関しているとみなしうる。
【０１１６】
　「親ポリペプチド」又は「親抗体」は、変異体ポリペプチド又は抗体が生じるアミノ酸
配列及び変異体ポリペプチドないし抗体が比較されるアミノ酸配列を含んでなるポリペプ
チドないし抗体である。典型的には、親ポリペプチドないし親抗体は、ここに開示した一
又は複数のＦｃ領域修飾を欠き、ここに開示したポリペプチド変異体と比較してエフェク
ター機能が異なる。親ポリペプチドは天然配列のＦｃ領域又は(例えば付加、欠失及び／
又は置換のような)本来存在するアミノ酸配列の修飾を有するＦｃ領域を含みうる。
【０１１７】
　本発明の抗体はファージディスプレイから得られる。ここで使用される場合、「ライブ
ラリー」は複数の抗体、抗体断片配列、又はこれらの配列をコードする核酸を意味し、該
配列は本発明の方法によってこれらの配列中に導入される変異アミノ酸の組合せにおいて
異なっている。
【０１１８】
　「ファージディスプレイ」は、変異体ポリペプチドを、ファージ、例えば糸状ファージ
粒子の表面上のコートタンパク質の少なくとも一部への融合タンパク質としてディスプレ
イする技術である。ファージディスプレイの有用性は、ランダム化タンパク質変異体の大
きなライブラリーを、高親和性で標的分子に結合する配列について迅速にかつ効率的に選
別できるという点にある。ファージ上へのペプチド及びタンパク質ライブラリーのディス
プレイは、特異的結合特性を持つものについて何百万ものポリペプチドをスクリーニング
するために使用されている。多価ファージディスプレイ法は、糸状ファージの遺伝子ＩＩ
Ｉ又は遺伝子ＶＩＩＩへの融合体を通してランダム小ペプチド及び小タンパク質をディス
プレイするために使用されている。Wells及びLowman, Curr. Opin. Struct. Biol., 3:35
5-362 (1992)と、そこで引用されている文献。一価ファージディスプレイでは、タンパク
質又はペプチドライブラリーは遺伝子ＩＩＩ又はその一部に融合させられ、ファージ粒子
が融合タンパク質の１コピーをディスプレイするか何もディスプレイしないように野生型
遺伝子ＩＩＩタンパク質の存在下で低レベルで発現される。選別が内因的なリガンド親和
性に基づくように結合活性効果が多価ファージに対して低減され、ファージミドベクター
が使用され、これがＤＮＡ操作を単純にする。Lowman及びWells, Methods: A companion 
to Methods in Enzymology, 3:205-0216 (1991)。
【０１１９】
　「ファージミド」は、細菌の複製起点、例えばＣｏ１Ｅ１、及びバクテリオファージの
遺伝子間領域のコピーを有するプラスミドベクターである。ファージミドは、糸状バクテ
リオファージ及びラムドイドバクテリオファージを含む任意の既知のバクテリオファージ
で使用されうる。プラスミドはまた一般には抗生物質耐性の選択マーカーも含む。これら
のベクターにクローニングされるＤＮＡセグメントはプラスミドとして増殖することがで
きる。これらのベクターを内部に持つ細胞がファージ粒子の生産のために必要な全ての遺
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伝子を備えているとき、プラスミドの複製様式はローリングサークル複製に変化し、プラ
スミドＤＮＡの１つの鎖のコピーとパッケージファージ粒子を生成する。ファージミドは
感染性または非感染性ファージ粒子を形成しうる。この用語は、異種ポリペプチドがファ
ージ粒子表面に提示されるように遺伝子融合体としてこの異種ポリペプチドの遺伝子と結
合したファージコートタンパク質遺伝子又はその断片を含むファージミドを含む。
【０１２０】
　「ファージベクター」なる用語は、異種遺伝子を含んでいて複製ができるバクテリオフ
ァージの二本鎖複製型を意味する。ファージベクターは、ファージ複製及びファージ粒子
形成を可能にするファージ複製起点を有している。ファージは糸状バクテリオファージ、
例えばＭ１３、ｆ１、ｆｄ、Ｐｆ３ファージもしくはその誘導体、又はラムドイドファー
ジ、例えばラムダ、２１、ｐｈｉ８０、ｐｈｉ８１、８２、４２４、４３４等、もしくは
その誘導体でありうる。
【０１２１】
　ペプチボディ、イムノアドヘシン、抗体及び短いペプチドのようなポリペプチドの共有
結合的修飾は本発明の範囲内に含まれる。共有結合的修飾の一型には、抗体又はポリペプ
チドの標的とするアミノ酸残基を、抗体又はポリペプチドの選択された側鎖又はＮ又はＣ
末端残基と反応できる有機誘導体化試薬と反応させることが含まれる。二官能性試薬によ
る誘導体化は、例えば抗体又はポリペプチドを、抗体の精製方法で用いる水不溶性支持体
マトリクス又は表面と架橋させるために有用であり、その逆も同じである。通常用いられ
る架橋剤には、例えば、１,１-ビス（ジアゾアセチル）-２-フェニルエタン、グルタルア
ルデヒド、Ｎ-ヒドロキシスクシンイミドエステル、例えば４-アジドサリチル酸を有する
エステル、３,３'-ジチオビス（スクシンイミジルプロピオネート）等のジスクシンイミ
ジルエステルを含むホモ二官能性イミドエステル、ビス-Ｎ-マレイミド-１,８-オクタン
等の二官能性マレイミド、及びメチル-３-[(ｐ-アジドフェニル)-ジチオ］プロピオイミ
ダート等の試薬が含まれる。
【０１２２】
　他の修飾には、グルタミニル及びアスパラギニル残基の各々対応するグルタミル及びア
スパルチル残基への脱アミノ化、プロリン及びリシンのヒドロキシル化、セリル又はトレ
オニル残基のヒドロキシル基のリン酸化、リシン、アルギニン、及びヒスチジン側鎖のα
-アミノ基のメチル化[T.E. Creighton, Proteins: Structure and Molecular Properties
, W.H. Freeman ＆ Co., San Francisco, pp.79-86 (1983)]、Ｎ末端アミンのアセチル化
、及び任意のＣ末端カルボキシル基のアミド化を含む。
【０１２３】
　他の修飾はメイタンシン、メイタンシノイド、カリケアマイシン及び他の細胞毒性薬の
ような毒素のアンタゴニストへのコンジュゲーションを含む。
【０１２４】
　本発明のポリペプチドの共有結合的修飾の他のタイプは、ポリペプチドを、種々の非タ
ンパク質様ポリマーの一つ、例えばポリエチレングリコール、ポリプロピレングリコール
、又はポリオキシアルキレンへ、米国特許第４６４０８３５号；第４４９６６８９号；第
４３０１１４４号；第４６７０４１７号；第４７９１１９２号又は第４１７９３３７号に
記載された方法で結合させることを含む。
【０１２５】
　本発明のポリペプチドは、別の非相同のポリペプチド又はアミノ酸配列（例えば、イム
ノアドヘシン又はペプチボディ）に融合させたポリペプチドを含むキメラ分子を形成する
のに有利な場合、修飾されてもよい。
【０１２６】
　一実施態様では、そのようなキメラ分子はポリペプチドと、例えば、ヒト免疫不全ウイ
ルスＴＡＴタンパク質のタンパク質伝達ドメイン(Schwarze等., 1999, Science 285: 156
9-72)を使用して、種々の組織へ及び特に血液脳関門を越えて運搬するためにポリペプチ
ドを標的とするタンパク質伝達ドメインとの融合を含むものである。
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【０１２７】
　一実施態様では、このようなキメラ分子は、抗タグ抗体が選択的に結合できるエピトー
プを提供するタグポリペプチドとポリペプチドとの融合を含む。エピトープタグは、一般
的にはそのような抗体又はポリペプチドのアミノ又はカルボキシル末端に位置する。この
ような抗体又はポリペプチドのエピトープタグ形態の存在は、タグポリペプチドに対する
抗体を用いて検出することができる。また、エピトープタグの提供は、抗タグ抗体又はエ
ピトープタグに結合する他の型の親和性マトリクスを用いたアフィニティ精製によってそ
のような抗体又はポリペプチドを容易に精製できるようにする。種々のタグポリペプチド
及びそれら各々の抗体はこの分野で良く知られている。例としては、ポリ－ヒスチジン（
ポリ－Ｈｉｓ）又はポリ－ヒスチジン－グリシン（ポリ－Ｈｉｓ－Ｇｌｙ）タグ；flu HA
タグポリペプチド及びその抗体１２ＣＡ５［Field等, Mol. Cell. Biol., 8:2159-2165 (
1988)］；c-mycタグ及びそれに対する８Ｆ９、３Ｃ７、６Ｅ１０、Ｇ４、Ｂ７及び９Ｅ１
０抗体［Evan等, Molecular and Cellular Biology, 5:3610-3616 (1985)］；及び単純ヘ
ルペスウイルス糖タンパク質Ｄ（gD）タグ及びその抗体［Paborsky等, Protein Engineer
ing, 3(6):547-553 (1990)］を含む。他のタグポリペプチドは、フラッグペプチド［Hopp
等, BioTechnology, 6:1204-1210 (1988)］；ＫＴ３エピトープペプチド［Martin等, Sci
ence, 255:192-194 (1992)］；α-チューブリンエピトープペプチド［Skinner等, J. Bio
l. Chem., 266:15163-15166 (1991)］；及びＴ７遺伝子１０タンパク質ペプチドタグ［Lu
tz-Freyermuth等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87:6393-6397 (1990)］を含む。
【０１２８】
　それに換わる実施態様では、キメラ分子はポリペプチドの免疫グロブリン又は免疫グロ
ブリンの特定領域との融合体を含んでもよい。キメラ分子の二価形態（「イムノアドヘシ
ン」とも呼ばれる）については、そのような融合体はＩｇＧ分子のＦｃ領域であり得る。
本発明のＩｇ融合体は、Ｉｇ分子中の少なくとも一の可変領域に、概ね又は唯一、ヒトの
残基９４－２４３、残基３３－５３又は残基３３－５２を含むポリペプチドを含む。特に
好ましい実施態様では、免疫グロブリン融合体は、ヒンジ、ＣＨ２及びＣＨ３，又はＩｇ
Ｇ１分子のヒンジ、ＣＨ１、ＣＨ２及びＣＨ３領域を含む。免疫グロブリン融合体の製造
については、米国特許第５４２８１３０号を参照されたい。
【０１２９】
　本発明は腫瘍成長の再発又は癌細胞成長の再発を抑制又は阻害するための方法及び組成
物を提供する。種々の実施態様では、癌は、癌細胞の数があまり減少しない、若しくは増
加する、又は腫瘍の大きさがあまり減少しない、若しくは増加する、又は癌細胞の大きさ
又は数がそれ以上減少することができない、腫瘍の成長の再発又は癌細胞の成長の再発で
ある。癌細胞の治療効果を評価するための、当該分野でよく知られている任意の方法で、
インビトロ又はインビボにおいて、癌細胞が腫瘍の成長の再発又は癌細胞の成長の何れか
であるか決定され得る。抗ＶＥＧＦ治療への腫瘍の耐性は腫瘍成長の再発の一例である。
【０１３０】
　ここに開示するポリペプチド、抗体、アンタゴニスト又は組成物の「有効量」とは特に
述べた目的を達成するために十分な量のことである。「有効量」は経験的に及び述べた目
的に関連するよく知られている方法を用いて決定され得る。
【０１３１】
　「治療的有効量」という用語は、哺乳類の疾病や疾患（患者としても知られる）の「治
療」のために有効な本発明の抗体、ポリペプチド、又はアンタゴニストの量を意味する。
癌の場合は、治療的有効量の医薬により、癌細胞の数を減少させ；腫瘍の大きさ又は重さ
を小さくし；癌細胞の周辺器官への浸潤を阻害(すなわち、ある程度に遅く、好ましくは
止める)し；腫瘍の転移を阻害(すなわち、ある程度に遅く、好ましくは止める)し；腫瘍
の成長をある程度阻害し；及び／又は疾患に関連する一又は複数の症状をある程度和らげ
ることが可能である。ある程度、医薬は、成長を妨げ及び／又は現存の癌細胞を殺すこと
が可能で、細胞分裂停止性及び／又は細胞障害性である。一実施態様では、治療的有効量
は成長阻害量である。別の実施態様では、治療的有効量は、患者の生存期間を延長する量
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である。別の実施態様では、治療的有効量は、患者の無進行生存期間を改善する量である
。
【０１３２】
　創傷治癒の場合、「有効量」又は「治療的有効量」は患者の創傷治癒を加速又は改善す
るために有効な医薬の量を意味する。治療的投与量とは患者に治療効果を示す投与量であ
り、治療的投与量未満とは処置患者に治療効果をを示さない投与量を意味する。
【０１３３】
　「慢性創傷」は、治癒しない創傷を意味する。例として、Lazarus等, Definitions and
 guidelines for assessment of wounds and evaluation of healing, Arch. Dermatol. 
130:489-93 (1994)を参照。慢性創傷には、例えば、動脈の潰瘍、糖尿病性潰瘍、褥瘡、
静脈潰瘍などが含まれるが、これに限定されるものではない。急性創傷は慢性創傷に発達
しうる。急性創傷には、例えば、熱障害、外傷、手術、広範囲な皮膚癌の切除、深在性真
菌及び細菌の感染、血管炎、強皮症、ペンフィグス、中毒性上皮性表皮壊死症などによっ
て生じる創傷が含まれるが、これに限定されるものではない。例として、Buford, Wound 
Healing and Pressure Sores, HealingWell.com, published on: October 24, 2001を参
照。「通常の創傷」は、通常の創傷治癒修復を経る創傷を意味する。
【０１３４】
　本発明のポリペプチド、抗体、アンタゴニスト又は組成物の「成長阻害量」は、細胞、
特に腫瘍、例えば癌細胞の成長をインビトロ又はインビボで阻害できる量である。腫瘍性
細胞成長の阻害の目的のための本発明のポリペプチド、抗体、アンタゴニスト又は組成物
の「成長阻害量」は、よく知られている方法及びここで提供される実施例により決定する
ことができる。
【０１３５】
　本発明のポリペプチド、抗体、アンタゴニスト又は組成物の「細胞毒性量」は、細胞、
特に腫瘍、例えば癌細胞の成長をインビトロ又はインビボで阻害できる量である。腫瘍性
細胞成長の阻害の目的のための本発明のポリペプチド、抗体、アンタゴニスト又は組成物
の「細胞毒性量」は、経験的に及びよく知られている方法で決定することができる。
【０１３６】
　ここで「自己免疫疾患」は、個体自身の組織から生じそれに対する疾病又は疾患あるい
はその同時分離又は徴候又はそれから生じる症状である。自己免疫病又は疾患の例には、
限定されないが、関節炎（関節リウマチ、例えば急性関節炎、慢性関節リウマチ、痛風性
関節炎、急性痛風性関節炎、慢性炎症性関節炎、変形性関節症、感染性関節炎、ライム病
関節炎、増殖性関節炎、乾癬性関節炎、脊椎関節炎、及び若年発症関節リウマチ、骨関節
炎、関節炎慢性化、関節炎変形、関節炎慢性原発、反応性関節炎、及び強直性脊椎炎)、
炎症性過剰増殖性皮膚病、乾癬、例えばプラーク乾癬、滴状乾癬、膿疱性乾癬及び爪乾癬
、接触皮膚炎を含む皮膚炎、慢性接触皮膚炎、アレルギー性皮膚炎、アレルギー性接触皮
膚炎、ヘルペス状の皮膚炎、及びアトピー性皮膚炎、ｘ連鎖性高ＩｇＭ症候群、蕁麻疹、
例えば慢性自己免疫蕁麻疹を含む慢性特発性蕁麻疹、多発性筋炎／皮膚筋炎、若年性皮膚
筋炎、中毒性上皮性表皮壊死症、強皮症(全身強皮症を含む)、硬化症、例えば全身性硬化
症、多発性硬化症(ＭＳ)、例えば脊椎眼(spino-optical) ＭＳ)、原発性進行性ＭＳ、及
び再発性寛解ＭＳ、進行性全身性硬化症、アテローム性動脈硬化、動脈硬化症、硬化症汎
発、及び失調性硬化症、炎症性腸疾患(ＩＢＤ)(例えばクローン病、大腸炎、例えば潰瘍
性大腸炎、大腸性潰瘍、微細な大腸炎、膠原性大腸炎、大腸ポリープ、壊死性全腸炎及び
貫壁性大腸炎、及び自己免疫炎症性腸疾患)、膿皮症壊疽、結節性紅斑、原発性硬化性胆
管炎、上強膜炎）、成人性又は急性の呼吸窮迫症候群(ＡＲＤＳ)を含む呼吸窮迫症候群、
髄膜炎、葡萄膜の全部又は一部の炎症、虹彩炎、脈絡膜炎、自己免疫血液疾患、リウマチ
様脊椎炎、突発性聴力障害、ＩｇＥ媒介性疾患、例えばアナフィラキシー及びアレルギー
性鼻炎及びアトピー性鼻炎、脳炎、例えばラスマッセンの脳炎及び辺縁及び／又は脳幹脳
炎、ブドウ膜炎、例として、前部ブドウ膜炎、急性前ブドウ膜炎、肉芽腫ブドウ膜炎、非
顆粒性ブドウ膜炎、水晶体抗原性ブドウ膜炎、後部ブドウ膜炎、又は自己免疫ブドウ膜炎
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、ネフローゼ症候群を有する又は有さない糸球体腎炎(ＧＮ)、例として、慢性又は急性の
糸球体腎炎、例として原発性ＧＮ、免疫性ＧＮ、膜性ＧＮ(膜性ネフロパシ)、特発性膜性
ＧＮ、膜性増殖性ＧＮ(ＭＰＧＮ)(タイプＩ及びタイプＩＩを含む)、及び急速進行性ＧＮ
、アレルギー性症状、アレルギー性反応、アレルギー性又はアトピー性湿疹を含む湿疹、
喘息、例えば喘息気管支炎、気管支喘息、及び自己免疫喘息、Ｔ細胞の浸潤を伴う症状及
び慢性炎症反応、妊娠中の胎児Ａ-Ｂ-Ｏ血液型のような外来性抗原に対する免疫反応、慢
性肺炎症性疾患、自己免疫心筋炎、白血球接着不全症、全身性エリテマトーデス(ＳＬＥ)
又は全身性エリテマトーデス、例えば皮膚ＳＬＥ、亜急性皮膚エリテマトーデス、新生児
期ループス症候群(ＮＬＥ)、紅班性狼瘡汎発、(腎炎、脳炎、小児、非腎性、円板状、脱
毛症を含む)ループス、若年発症(Ｉ型)真正糖尿病、例として小児インシュリン依存性真
正糖尿病(ＩＤＤＭ)、成人発症型真正糖尿病(ＩＩ型糖尿病)、自己免疫性糖尿病、特発性
の尿崩症、サイトカイン及びＴリンパ球によって媒介される急性及び遅発性過敏症と関係
する免疫応答、結核、サルコイドーシス、肉芽腫症、例としてリンパ腫肉芽腫症、ヴェゲ
ナーの肉芽腫症、無顆粒球症、脈管炎、(大脈管脈管炎(リウマチ性多発性筋痛及び巨細胞
(高安)動脈炎を含む)血管炎を含む、中脈管脈管炎(川崎病及び結節性多発動脈炎を含む)
、微小多発動脈炎、ＣＮＳ脈管炎、壊死性血管炎、皮膚性血管炎又は過敏性血管炎、全身
性壊死性血管炎、及びＡＮＣＡ関連の脈管炎、例としてチャーグ-ストラウス脈管炎又は
症候群(ＣＳＳ))、側頭動脈炎、無形成性貧血、自己免疫無形成性貧血、クームズ陽性貧
血症、ダイアモンドブラックファン貧血症、溶血性貧血又は免疫溶血性貧血、例として自
己免疫溶血性貧血(ＡＩＨＡ)、悪性貧血(貧血症悪性熱)、アジソン病、純粋な赤血球貧血
症又は形成不全(ＰＲＣＡ)、第ＶＩＩＩ因子欠損症、血友病Ａ、自己免疫好中球減少症、
汎血球減少症、白血球減少症、白血球血管外遊出を伴う疾患、ＣＮＳ炎症性疾患、多器官
損傷症候群、例えば敗血症、外傷又は出血の二次症状、抗原-抗体複合体関連疾患、抗糸
球体基底膜疾患、抗リン脂質抗体症候群、アレルギー性神経炎、ベーチェット(Bechet)又
はベーチェット(Behcet)病、カールスマン症候群、グッドパスチャー症候群、レイノー症
候群、シェーグレン症候群、スティーブンスジョンソン症候群、類天疱瘡、例えば類水疱
性天疱瘡及び類天疱瘡皮膚、天疱瘡(尋常性天疱瘡、落葉状天疱瘡、ペンフィグス粘液膜
類天疱瘡及び天疱瘡エリテマトーデスを含む)、自己免疫多腺性内分泌障害、ライター病
又は症候群、免疫複合体腎炎、抗体媒介性腎炎、慢性神経障害、例えばＩｇＭ多発性神経
炎又はＩｇＭ媒介性神経障害、血小板減少(例えば心筋梗塞患者によるもの)、血栓性血小
板減少性紫斑病(ＴＴＰ)、例えば慢性及び急性のＩＴＰを含む特発性血小板減少性紫斑病
(ＩＴＰ)、自己免疫性精巣炎及び卵巣炎を含む精巣及び卵巣の自己免疫性疾患、原発性甲
状腺機能低下症、副甲状腺機能低下症、自己免疫内分泌性疾患、例えば甲状腺炎、例えば
自己免疫性甲状腺炎、橋本病、慢性甲状腺炎(橋本甲状腺炎)又は亜急性の甲状腺炎、自己
免疫甲状腺性疾患、特発性甲状腺機能低下症、グレーブ病、多腺性症候群、例として自己
免疫多腺性症候群(又は多腺性内分泌障害症候群)、腫瘍随伴症候群、例として神経系新生
物関連症候群、例えばランバート-イートン筋無力症症候群又はイートン―ランバート症
候群、スティッフマン(stiff-man)又はスティッフパーソン(stiff-person)症候群、脳脊
髄炎、例として、アレルギー性脳脊髄炎又は脳脊髄炎性アレルギー及び実験的アレルギー
性脳脊髄炎(ＥＡＥ)、重症筋無力症、小脳性退化、神経ミオトニ、眼球クローヌス又は眼
球クローヌス筋硬直症候群(ＯＭＳ)及び感覚系神経障害、シーハン症候群、自己免疫肝炎
、慢性肝炎、類狼瘡肝炎、巨細胞肝炎、慢性活動性肝炎又は自己免疫慢性活動性肝炎、リ
ンパ系間隙間質性肺炎、閉塞性細気管支炎(非移植)対ＮＳＩＰ、ギラン‐バレー症候群、
ベルガー病(ＩｇＡネフロパシ)、特発性ＩｇＡネフロパシ、線状ＩｇＡ皮膚病、原発性胆
管萎縮症、肺線維症、自己免疫腸疾患症候群、セリアック病、コエリアック病、脂肪便症
(グルテン腸疾患)、抵抗性スプルー、特発性スプルー、クリオグロブリン血症、アミロト
ロフィック側索硬化症(ＡＬＳ；筋萎縮性側索硬化症(ルー・ゲーリック病))、冠状動脈疾
患、自己免疫内耳疾患(ＡＩＥＤ)、又は自己免疫聴力障害、眼球クローヌス筋硬直徴候(
ＯＭＳ）、多発性軟骨炎、例として、抵抗性又は再発性多発性軟骨炎、肺胞状蛋白症、ア
ミロイドーシス、強膜炎、非癌性リンパ球増多症、モノクローナルＢ細胞リンパ球増多症
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(例えば良性モノクローナル免疫グロブリン症及び意義未確定のモノクローナル免疫グロ
ブリン血症(monoclonal gammopathy of undetermined significance)ＭＧＵＳ)を含む原
発性リンパ球増多症、末梢性神経障害、腫瘍随伴症候群、チャネル病、例として、癲癇、
片頭痛、不整脈、筋疾患、難聴、盲目、周期性麻痺及びＣＮＳのチャネル病、自閉症、炎
症性ミオパシ、局所性分節性糸球体硬化症(ＦＳＧＳ)、内分泌性眼障害、ブドウ膜網膜炎
、脈絡網膜炎、自己免疫性肝臓病、線維症、多内分泌性不全、シュミット症候群、副腎炎
、胃萎縮、初老期痴呆、脱髄疾患、例として、自己免疫脱髄性病、糖尿病性ネフロパシ、
ドレスラー症候群、円形脱毛症、ＣＲＥＳＴ症候群(石灰沈着、レイノー現象、食道運動
障害、強指症、及び毛細管拡張症)、雌雄自己免疫性不妊性、混合性結合組織病、シャー
ガス病、リウマチ熱、再発性中絶、農夫肺、多形性紅斑、心切開術後症候群、クッシング
症候群、愛鳥家肺、アレルギー性肉芽腫性脈管炎、良性リンパ球血管炎、アルポート症候
群、肺胞炎、例えばアレルギー性肺胞炎及び繊維化肺胞炎、間隙肺疾患、輸血反応、ハン
セン病、マラリア、リーシュマニア症、キパノソミアシス(kypanosomiasis)、住血吸虫症
、蛔虫症、アスペルギルス症、サンプター症候群、カプラン症候群、デング熱、心内膜炎
、心内膜心筋線維形成、びまん性間質性肺線維症、間質性肺線維症、特発性肺線維症、嚢
胞性線維症、眼内炎、持久性隆起性紅斑、胎児赤芽球症、好酸性筋膜炎(eosinophilic fa
ciitis)、シャルマン症候群、フェルティー症候群、フィラリア(flariasis)、毛様体炎、
例えば慢性毛様体炎、ヘテロ慢性毛様体炎、虹彩毛様体炎、又はフックス毛様体炎、ヘー
ノホ-シェーンライン紫斑病、ヒト免疫不全ウイルス(ＨＩＶ)感染、エコーウィルス感染
、心筋症、アルツハイマー病、パルボウィルス感染、風疹ウィルス感染、種痘後症候群、
先天性風疹感染、エプスタインバーウイルス感染、耳下腺炎、エヴァン症候群、自己免疫
性腺機能不全、シドナム舞踏病、連鎖球菌感染後腎炎、閉塞性血栓性血管炎(thromboangi
tis ubiterans)、甲状腺中毒症、脊髄癆、脈絡膜炎、巨細胞多発性筋痛、内分泌性眼障害
、慢性過敏性肺炎、乾性角結膜炎、流行性角結膜炎、特発性腎臓症候群、微小変化ネフロ
パシ、良性家族性及び乏血-再灌流障害、網膜自己免疫、関節炎症、気管支炎、慢性閉塞
性気道疾患、珪肺症、アフタ、アフタ性口内炎、動脈硬化症疾患、アスペルミオジェネー
ス(aspermiogenese)、自己免疫性溶血、ベック病、クリオグロブリン血症、デュピュイト
ラン拘縮、水晶体過敏性眼内炎、腸炎アレルギー、癩性結節性紅斑、特発性顔麻痺、慢性
疲労症候群、リウマチ性熱、ハンマンリッチ病、感覚器性(sensoneural)聴力障害、血色
素尿症発作(haemoglobinuria paroxysmatica)、性機能低下、回腸炎領域、白血球減少症
、単核細胞増加症感染、横移動脊髄炎、原発性特発性粘液水腫、ネフローゼ、交感神経(s
ymphatica)眼炎、精巣炎肉芽腫症、膵炎、多発性神経根炎急性、膿皮症壊疽、Ｑｕｅｒｖ
ａｉｎ甲状腺炎、後天性脾臓萎縮、抗精子抗体による不妊性、非悪性胸腺腫、白斑、ＳＣ
ＩＤ及びエプスタインバーウイルス関連疾患、後天性免疫不全症候群(エイズ)、寄生虫病
、例えばリーシュマニア属、毒性ショック症候群、食中毒、Ｔ細胞の浸潤を伴う症状、白
血球接着不全症、サイトカイン及びＴリンパ球に媒介される急性及び遅発性過敏症関連免
疫応答、白血球血管外遊出を伴う疾患、多器官損傷症候群、抗原-抗体複合体媒介性疾患
、抗糸球体基底膜疾患、アレルギー性神経炎、自己免疫多腺性内分泌障害、卵巣炎、原発
性粘液水腫、自己免疫萎縮性胃炎、交感性眼炎、リウマチ性疾患、混合性結合組織病、ネ
フローゼ症候群、膵島炎、多内分泌性不全、末梢性神経障害、自己免疫多腺性症候群Ｉ型
、成人発症型特発性副甲状腺機能低下症(ＡＯＩＨ)、完全脱毛症、拡張型心筋症、後天性
表皮水疱症(ＥＢＡ)、ヘモクロマトーシス、心筋炎、ネフローゼ症候群、原発性硬化性胆
管炎、化膿性又は非化膿性副鼻腔炎、急性又は慢性副鼻腔炎、篩骨、正面、上顎骨又は蝶
形骨副鼻腔炎、好酸球性関連疾患、例えば好酸球増加症、肺浸潤好酸球増加症、好酸球増
加症-筋肉痛症候群、レフラー症候群、慢性好酸性肺炎、熱帯肺好酸球増加症、気管支肺
炎アスペルギルス症、アスペルギローム、又は好酸球性を含有する肉芽腫、アナフィラキ
シー、血清陰性脊椎関節炎疹、多内分泌性自己免疫性疾患、硬化性胆管炎、強膜、上強膜
、慢性皮膚粘膜カンジダ症、ブラットン症候群、乳児期の一過性低ガンマグロブリン血症
、ウィスコット‐アルドリッチ症候群、毛細血管拡張性失調症候群、膠原病と関係する自
己免疫疾患、リウマチ、神経病学的疾患、リンパ節炎、虚血性再灌流障害、血圧応答の減
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退、血管機能不全、脈管拡張(antgiectasis)、組織損傷、心血管乏血、痛覚過敏、脳虚血
、及び脈管化を伴う疾患、アレルギー性過敏症疾患、糸球体腎炎、再灌流障害、心筋又は
他の組織の再灌流損傷、急性炎症性成分を有する皮膚病、急性化膿性髄膜炎又は他の中枢
神経系炎症性疾患、顆粒球輸血関連症候群、サイトカイン誘発性毒性、急性重症炎症、慢
性難治性炎症、腎盂炎、肺線維症、糖尿病性網膜症、糖尿病性大動脈疾患、動脈内過形成
、消化性潰瘍、弁膜炎、及び子宮内膜症が含まれる。
【０１３７】
　「検知」なる用語は、物質が存在しているか若しくは存在していないかを決定すること
又は物質の量を定量することを含むことを意図する。従って、該用語は、定量的及び定性
的な決定のための本発明の物質、組成物、及び方法の使用を意味する。一般的に、検知に
使用した特定の技術は、本発明の実施に重要ではない。
【０１３８】
　例えば、本発明に記載の「検知」は、α５遺伝子産物、β１遺伝子産物（例えば、ｍＲ
ＮＡ分子）、又は、α５若しくはα５β１ポリペプチドの存在又は非存在；α５若しくは
α５β１ポリペプチドの量又は標的に結合した量の変化；α５若しくはα５β１ポリペプ
チドの生物学的機能／活性の変化を観察することを含み得る。幾つかの実施態様では、「
検知」は野生型α５又はα５β１の量（例えば、ｍＲＮＡ若しくはポリペプチドの量）を
検知することを含み得る。検知は、コントロールと比較した際の、１０％から９０％の間
の任意の値、又は３０％から６０％の間の任意の値、又は１００％を超える変化（増加又
は減少）の定量を含み得る。検知は２倍から１０倍、又は例えば、１００倍を超える任意
の値の変化の定量を含み得る。
【０１３９】
　ここで使用する場合、「標的」は抗体に直接若しくは関節的にコンジュゲートした検知
可能な化合物又は組成物を意味する。標的はそれ自体が検出され得る（例えば、放射性同
位体又は蛍光標識）か、又は、酵素標識の場合では、検知可能な基質化合物又は組成物の
化学変化を触媒し得る。
【０１４０】
ＩＩＩ．抗α５β１抗体
　ヒトα５β１に結合し、抗α５β１抗体のヒトα５β１への結合を競合的に阻害する抗
体をここで提供する。従って、本明細書の一実施態様は、配列番号：１、２、３、又は４
の何れか一の配列で示される可変軽鎖（ＶＬ）配列及び配列番号：５、６、７、８、又は
９の何れか一の配列で示される可変重鎖（ＶＨ）ドメインを含む抗体を提供する。寄託ハ
イブリドーマのヒト又はキメラ形態の抗体も意図する。
【０１４１】
　一実施態様では、抗体はＫｄが５００ｎＭから１ｐＭの間のＫｄを持つヒトα５β１に
結合する抗体である。別の実施態様では、抗体はアルファＶベータ３又はアルファＶベー
タ５又はアルファＶベータ１に結合しない。別の実施態様では、抗体は例えばヒトＩｇＧ
１又はヒトＩｇＧ４のようなヒトＩｇＧのＦｃ配列を含む抗体である。別の実施態様では
、Ｆｃ配列は、それらのＦｃレセプター（ＦｃＲ）への結合にしばしば関連する抗体依存
性細胞性障害（ＡＤＣＣ）エフェクター機能を欠くように改変又はそうでない場合は交換
される。エフェクター機能を変えることが可能なＦｃ配列の交換又は変異の例は多い。例
えば、国際公開第００／４２０７２号及びShields et al. J. Biol. Chem. 9(2): 6591-6
604 (2001)では、ＦｃＲへの結合が改善又は減少した抗体変異体を記載している。それら
の刊行物の内容はここで出典明示により特別に組み込まれる。抗体はＦａｂ、Ｆａｂ’、
Ｆ（ａｂ）’２、単鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）、Ｆｖフラグメント；ダイアボディ及び線形の形
状であり得る。また、抗体はα５β１に結合する多特異抗体、及びα５β１アンタゴニス
トであり得るだけでなく、一又はそれ以上の他の標的に結合し、それらの機能（例えば、
ＶＥＧＦ）を阻害する。抗体は治療薬（例えば、細胞毒性薬、放射性同位体及び化学治療
薬）又は患者のサンプル中又はイメージングを用いたインビボにおいてα５β１を検知す
るための標識（例えば、放射性同位体、蛍光色素及び酵素）とコンジュゲートしてもよい
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。
【０１４２】
　抗α５β１抗体をコードする核酸分子、一又は両者の可変ドメインをコードする核酸分
子を含む発現ベクター、及び核酸分子を含む細胞も意図される。これらの抗体はここで記
載される治療及び患者のサンプル（例えば、ＦＡＣＳ，免疫組織化学（ＩＨＣ）、ＥＬＩ
ＳＡアッセイ）若しくは患者中のα５β１タンパク質の検知に使用され得る。
【０１４３】
Ａ．モノクローナル抗体
　モノクローナル抗体は、例えば、Kohler及びMilsin, Nature, 256:495 (1975)により記
載されたハイブリドーマ法を用いて作製でき、又は組換えＤＮＡ法(米国特許第４８１６
５６７号)によって作製することができ、又はここで下の実施例に記載された方法で作製
することができる。ハイブリドーマ法では、ハムスター、マウス又はその他の適当な宿主
動物を、典型的には免疫化剤を用いて免疫し、免疫化剤と特異的に結合する抗体を生産す
るか又は生産することのできるリンパ球を導き出す。別法として、リンパ球をインビトロ
で免疫することもできる。
【０１４４】
　免疫化剤は典型的にはポリペプチド又は所望のタンパク質の融合タンパク質である。一
般にヒト由来の細胞が望まれる場合には末梢血リンパ球(「ＰＢＬ」)が使用され、あるい
は非ヒト哺乳動物源が望まれている場合は、脾臓細胞又はリンパ節細胞が使用される。次
いで、ポリエチレングリコール等の適当な融合剤を用いてリンパ球を不死化株化細胞と融
合させ、ハイブリドーマ細胞を形成する。Goding, Monoclonal Antibodies：Principles 
and Practice, Academic Press, (1986) pp. 59-103。不死化株化細胞は、通常は、形質
転換した哺乳動物細胞、特に齧歯動物、ウシ、及びヒト由来の骨髄腫細胞である。通常、
ラット又はマウスの骨髄腫細胞株が使用される。ハイブリドーマ細胞は、好ましくは、未
融合の不死化細胞の生存又は成長を阻害する一又は複数の物質を含有する適切な培地で培
養され得る。例えば、親の細胞が、酵素のヒポキサンチングアニンホスホリボシルトラン
スフェラーゼ(HGPRT又はHPRT)を欠いていると、ハイブリドーマの培地は、典型的には、
ヒポキサチン、アミノプチリン及びチミジンを含み(「ＨＡＴ培地」)、この物質がＨＧＰ
ＲＴ欠乏性細胞の増殖を阻止する。
【０１４５】
　好ましい不死化株化細胞は、効率的に融合し、選択された抗体生成細胞による安定した
高レベルの抗体発現を支援し、ＨＡＴ培地のような培地に対して感受性である。より好ま
しい不死化株化細胞はマウス骨髄腫株であり、これは、例えば、カリフォルニア州サンデ
ィエゴのSalk Institute Cell Distribution Centerやバージニア州マナッサスのアメリ
カン・タイプ・カルチャー・コレクションより入手可能である。ヒトモノクローナル抗体
産生ためのヒト骨髄腫及びマウス-ヒト異種骨髄腫株化細胞も記載されている。Kozbor, J
. Immunol., 133：3001 (1984)；Brodeur等, Monoclonal Antibody Production Techniqu
es and Applications, Marcel Dekker, Inc., New York, (1987) pp. 51-63。
【０１４６】
　次いでハイブリドーマ細胞が培養される培養培地を、ポリペプチドに対するモノクロー
ナル抗体の存在についてアッセイし得る。ハイブリドーマ細胞によって生成されたモノク
ローナル抗体の結合特異性は免疫沈降又はラジオイムノアッセイ(ＲＩＡ)や酵素結合免疫
測定法(ＥＬＩＳＡ)等のインビトロ結合アッセイによって測定され得る。このような技術
及びアッセイは、当該分野においてよく知られている。モノクローナル抗体の結合親和性
は、例えば、Munson及びPollard,Anal.Biochem.,107:220(1980)によるスキャッチャード
分析法によって測定することができる。
【０１４７】
　所望のハイブリドーマ細胞を同定した後、クローンを限定希釈処理によってサブクロー
ニングし、標準の方法で成長させる。Ｇｏｄｉｎｇ、上記。この目的のために適切な培地
は、例えば、ダルベッコの改良イーグル培地及びＲＰＭＩ－１６４０培地を含む。その代
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わりに、ハイブリドーマ細胞はほ乳類の腹水としてインビボで成長させてもよい。
【０１４８】
　サブクローンによって分泌されたモノクローナル抗体は、例えばプロテインＡ－セファ
ロース法、ヒドロキシルアパタイトクロマトグラフィー法、ゲル電気泳動法、透析法又は
アフィニティークロマトグラフィー等の一般的な免疫グロブリン精製法によって培養培地
又は腹水液から単離又は精製されうる。
【０１４９】
　また、モノクローナル抗体は、組換えＤＮＡ法、例えば米国特許第４８１６５６７号に
記載された方法により作成することができる。本発明のモノクローナル抗体をコードする
ＤＮＡは、常套的な方法を用いて(例えば、マウス抗体の重鎖及び軽鎖をコードする遺伝
子に特異的に結合可能なオリゴヌクレオチドプローブを使用して)、容易に単離し配列決
定することができる。本発明のハイブリドーマ細胞はそのようなＤＮＡの好ましい供給源
となる。ひとたび単離されたら、ＤＮＡは発現ベクター内に配置することができ、これが
宿主細胞、例えばサルＣＯＳ細胞、チャイニーズハムスター卵巣(ＣＨＯ)細胞、あるいは
骨髄腫細胞内に形質移入され、組換え宿主細胞内でモノクローナル抗体の合成をすること
ができる。また、ＤＮＡは、例えば相同マウス配列に換えてヒト重鎖及び軽鎖定常ドメイ
ンのコード配列を置換することにより（上掲の米国特許第４８１６５６７号；Morrison等
）、又は免疫グロブリンコード配列に非免疫グロブリンポリペプチドのコード配列の一部
又は全部を共有結合することにより修飾することができる。このような非免疫グロブリン
ポリペプチドは、本発明の抗体の定常ドメインに置換でき、あるいは本発明の抗体の一つ
の抗原結合部位の可変ドメインに置換でき、キメラ性二重特異性抗体を生成する。
【０１５０】
　抗体は好ましくは一価抗体である。一価抗体の調製方法は当該分野においてよく知られ
ている。例えば、一つの方法は免疫グロブリン軽鎖と修飾重鎖の組換え発現を含む。重鎖
は一般的に、重鎖の架橋を防止するようにＦｃ領域の任意の点で切断される。あるいは、
関連するシステイン残基を他のアミノ酸残基で置換するか欠失させて架橋を防止する。　
　
【０１５１】
　一価抗体の調製には、またインビトロ法が適している。抗体の消化による、その断片、
特にＦａｂ断片の生成は、限定されるものではないが、当該分野において知られている技
術を使用して達成することができる。
【０１５２】
Ｂ．ヒト及びヒト化抗体
　抗体はヒト化抗体又はヒト抗体であり得る。非ヒト(例えばマウス)抗体のヒト化型とは
、キメラ免疫グロブリン、免疫グロブリン鎖又はその断片(例えばＦｖ、Ｆａｂ、Ｆａｂ
’、Ｆ(ａｂ’)２あるいは抗体の他の抗原結合サブ配列)であって、典型的には非ヒト免
疫グロブリンに由来する最小配列を含むものである。ヒト化抗体はレシピエントのＣＤＲ
の残基が、マウス、ラット又はウサギのような所望の特異性、親和性及び能力を有する非
ヒト種(ドナー抗体)のＣＤＲの残基によって置換されたヒト免疫グロブリン(レシピエン
ト抗体)を含む。幾つかの例では、ヒト免疫グロブリンのＦｖフレームワーク残基は、対
応する非ヒト残基によって置換されている。また、ヒト化抗体は、レシピエント抗体にも
、移入されたＣＤＲもしくはフレームワーク配列にも見出されない残基を含んでいてもよ
い。一般に、ヒト化抗体は、全てあるいは殆ど全てのＣＤＲ領域が非ヒト免疫グロブリン
のものに対応し、全てあるいは殆ど全てのＦＲ領域がヒト免疫グロブリンコンセンサス配
列のものである、少なくとも１つ、典型的には２つの可変ドメインの実質的に全てを含み
得る。ヒト化抗体は、好ましくは免疫グロブリン定常領域(Ｆｃ)、典型的にはヒトの免疫
グロブリンの定常領域の少なくとも一部を含んでなる。Jones等, Nature, 321:522-525 (
1986)；Riechmann等, Nature, 332:323-329 (1988)；及びPresta, Curr. Op Struct. Bio
l., 2:593-596 (1992)。
【０１５３】
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　非ヒト抗体をヒト化する方法は当該分野でよく知られており、下に記載される。一般的
に、ヒト化抗体には非ヒト由来の一又は複数のアミノ酸残基が導入される。これら非ヒト
アミノ酸残基は、しばしば、典型的には「移入」可変ドメインから得られる「移入」残基
と称される。一実施態様では、ヒト化は基本的にＷｉｎｔｅｒ及び共同研究者(Jones等, 
Nature, 321:522-525 (1986)；Riechmann等, Nature, 332:323-327 (1988)；Verhoeyen等
, Science, 239:1534-1536 (1988))の方法に従って、齧歯類ＣＤＲ又はＣＤＲ配列をヒト
抗体の対応する配列の代わりに用いることにより実施される。よって、このような「ヒト
化」抗体は、無傷のヒト可変ドメインより実質的に少ない分が非ヒト種由来の対応する配
列で置換されたキメラ抗体(米国特許第４８１６５６７号)である。実際には、ヒト化抗体
は典型的には幾つかのＣＤＲ残基及び場合によっては幾つかのＦＲ残基が齧歯類抗体の類
似する部位からの残基によって置換されたヒト抗体である。
【０１５４】
ヒト化の別法として、ヒト抗体を生成することができる。例えば、内因性の免疫グロブリ
ン産生がなくともヒト抗体の全レパートリーを免疫化することで産生することのできるト
ランスジェニック動物(例えば、マウス)を作ることが現在は可能である。例えば、キメラ
及び生殖系列突然変異体マウスにおける抗体重鎖結合領域(ＪＨ)遺伝子の同型接合欠損が
内因性抗体産生の完全な阻害をもたらすことが記載されている。このような生殖系列突然
変異体マウスにおけるヒト生殖系列免疫グロブリン遺伝子列の転移は、抗原投与時にヒト
抗体の産生をもたらす。Jakobovitsら, Proc.Natl.Acad.Sci.USA, 90:2551 (1993)；Jako
bovitsら, Nature 362:255-258 (1993); Bruggemannら, Year in Immuno., 7:33 (1993)
；及び米国特許第５５４５８０６号、同５５６９８２５号、同５５９１６６９号、同５５
４５８０７号、および国際公報９７／１７８５２を参照されたい。その代わりに、ヒト抗
体は、例えば、内在性イミノグロブリン遺伝子が部分的又は完全に不活性化されたマウス
のようなトランスジェニック動物にヒトイミノグロブリン遺伝子座を導入することにより
作製し得る。チャレンジの際、ヒト抗体産生は、遺伝子再構成、集合、及び抗体レパート
リーを含む全ての点で、ヒトで見られるものと非常に類似している。この方法は、例えば
、米国特許第５５４５８０７号；同第５５４５８０６号；同第５５６９８２５号；同第５
６２５１２６号；同第５６３３４２５号；同第５６６１０１６号及びMarks等, Bio.Techn
ology 10: 779-783 (1992)；Lonberg等, Nature 368: 856-859 (1994)；Morrison, Natur
e 368: 812-813 (1994)；Fishwild等, Nature Biotechnol. 14: 845-851 (1996)；Neuber
ger, Nature Biotechnol. 14: 826 (1996)及びLonberg及びHuszar, Intern. Rev. Immuno
l. 13: 65-93 (1995)に記載されている。
【０１５５】
　あるいは、ファージディスプレイ技術（McCafferty等, Nature 348：552-553 (1990)）
を、非免疫化ドナーからの免疫グロブリン可変（Ｖ）ドメイン遺伝子レパートリーから、
インビトロでヒト抗体及び抗体断片を産出させるために使用することができる。当該技術
では、抗体Ｖドメイン配列は、繊維状バクテリオファージ、例えばＭ１３又はｆｄのメジ
ャー又はマイナーコートタンパク質遺伝子の何れかにインフレームでクローニングされ、
ファージ粒子の表面上に機能的抗体断片として示される。ファージディスプレイは、例え
ば、下の実施例に記載されたように又は例えば、Johnson, Kevin S. and Chiswell, Davi
d J., Current Opinion in Structural Biology 3:564-571 (1993)に総説されたように、
多様な形式で行うことができる。Ｖ-遺伝子セグメントのいくつかの供給源がファージデ
ィスプレイのために使用可能である。Clackson等, Nature, 352:624-628 (1991)は、免疫
化されたマウス脾臓から得られたＶ遺伝子の小ランダム組合せライブラリからの抗オキサ
ゾロン抗体の異なった配列を単離した。非免疫化ヒトドナーからのＶ遺伝子のレパートリ
ーを構築し、抗原（自己抗原を含む）の異なった配列に対する抗体を、Marks等, J. Mol.
 Biol. 222:581-597 (1991)、又はGriffith等, EMBO J. 12:725-734(1993)に記載の技術
に本質的に従って単離することができる。また、米国特許第５５６５３３２号及び同５５
７３９０５号を参照のこと。
【０１５６】
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　上記のように、ヒト抗体はインビトロで活性化したＢ細胞により発生し得る（米国特許
第５，５６７，６１０及び同５，２２９，２７５号を参照されたい。
【０１５７】
　ヒト抗体はまたファージディスプレイライブラリを含む当該分野でよく知られた様々な
技術を使用して作製し得る。Hoogenboom及びWinter, J. Mol. Biol., 227: 381 (1991); 
Marks等., J. Mol. Biol., 222: 581 (1991)。Ｃｏｌｅ等及びＢｏｅｒｎｅｒ等の技術も
ヒトモノクローナル抗体の作製に使用することができる。Cole et等., Monoclonal Antib
odies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, p. 77 (1985)及び Boerner等., J. Immunol.
, 147(1): 86-95 (1991)。　
【０１５８】
Ｃ．多特異抗体
　多特異抗体はモノクローナルであり、好ましくは２以上の異なる抗体への結合特異性を
有するヒト又はヒト化抗体（例えば、少なくとも２つの抗原への結合特異性を有する二特
異的抗体）である。例えば、結合特異性の一つはα５β１タンパク質であり得、もう一つ
は任意の他の抗原であり得る。好ましい実施態様では、他の抗原は細胞表面タンパク質又
はレセプター又はレセプターサブユニットである。例えば、細胞表面タンパク質はナチュ
ラルキラー（ＮＫ）細胞レセプターであり得る。従って、一実施態様では、本発明の二重
特異性抗体はα５β１及びＶＥＧＦの両者に結合し得る。
【０１５９】
　二重特異性抗体の適切な作成方法は、当該分野でよく知られている。例えば、二重特異
性抗体の組み換え産生は２つの免疫グロブリン重鎖／軽鎖対の同時発現に基づき、ここで
２つの重鎖は異なる特異性を持っている。Millstein及びCuello, Nature, 305:537-539(1
983)。免疫グロブリン重鎖及び軽鎖が無作為に取り揃えられているため、これらのハイブ
リドーマ（四部雑種）は１０個の異なる抗体分子の可能性ある混合物を産生し、そのうち
ただ一つが正しい二重特異性構造を有する。通常、正しい分子の精製は、アフィニティ-
ークロマトグラフィー工程により行われる。同様の方法が国際公開公報第１９９３／０８
８２９号及びTraunecker等, EMBO J., 10:3655-3659 (1991)に開示されている。
【０１６０】
　所望の結合特異性(抗体抗原結合部位)を有する抗体可変ドメインを免疫グロブリン定常
ドメイン配列に融合できる。融合は、好ましくは少なくともヒンジ部、ＣＨ２及びＣＨ３
領域の少なくとも一部を含む免疫グロブリン重鎖定常ドメインとのものである。少なくと
も一の融合には軽鎖結合に必要な部位を含む第一の重鎖定常領域(ＣＨ１)が存在すること
が望ましい。免疫グロブリン重鎖融合をコードするＤＮＡ、及び望むのであれば免疫グロ
ブリン軽鎖を、別々の発現ベクターに挿入し、適当な宿主生物に同時形質移入する。二重
特異性抗体を作成するための更なる詳細については、例えばSuresh等, Methods in Enzym
ology, 121:210(1986)を参照されたい。
【０１６１】
　組換え細胞培養から直接的に二重特異性抗体断片を作成し単離する様々な方法もまた記
述されている。例えば、ロイシンジッパーを使用して二重特異性抗体が生産されている。
Kostelny等, J.Immunol., 148(5):1547-1553 (1992)。Ｆｏｓ及びＪｕｎタンパク質から
のロイシンジッパーペプチドが、遺伝子融合により２つの異なった抗体のＦａｂ’部分に
結合させられた。抗体ホモダイマーがヒンジ領域で還元されてモノマーを形成し、次いで
再酸化されて抗体ヘテロダイマーを形成した。この方法はまた抗体ホモダイマーの生産に
対して使用することができる。Hollinger等, Proc.Natl.Acad.Sci. USA, 90:6444-6448 (
1993)により記述された「ダイアボディ」技術は二重特異性抗体断片を作成する別のメカ
ニズムを提供した。断片は、同一鎖上の２つのドメイン間の対形成を可能にするのに十分
に短いリンカーによりＶＬにＶＨを結合してなる。従って、一つの断片のＶＨ及びＶＬド
メインは別の断片の相補的ＶＬ及びＶＨドメインと強制的に対形成させられ、２つの抗原
結合部位を形成する。一本鎖Ｆｖ（ｓＦｖ）ダイマーを使用する別の二重特異性抗体断片
製造方策もまた報告されている。Gruber等, J.Immunol., 152:5368 (1994)を参照された
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い。
【０１６２】
　二価より多い抗体も考えられる。例えば、三重特異性抗体を調製することができる。Tu
tt等, J.Immunol. 147:60(1991)。
Ｄ．ヘテロコンジュゲート抗体
　ヘテロコンジュゲート抗体は、２つの共有結合した抗体からなる。このような抗体は、
例えば、免疫系細胞を不要な細胞に対してターゲティングさせるため（米国特許第４６７
６９８０号）及びＨＩＶ感染の治療のために（国際公開第９１／００３６０；国際公開第
９２／２００３７３；欧州特許第０３０８９号）提案されている。この抗体は、架橋剤に
関連したものを含む合成タンパク化学における既知の方法を使用して、インビトロで調製
することができると考えられる。例えば、ジスルフィド交換反応を使用するか又はチオエ
ーテル結合を形成することによって、免疫毒素を作成することができる。この目的に対し
て好適な試薬の例には、イミノチオレート及びメチル-４-メルカプトブチルイミダート、
及び例えば米国特許第４６７６９８０号に開示されたものが含まれる。
【０１６３】
Ｅ．エフェクター機能工学
　本発明の抗体をエフェクター機能について改変し、例えば癌治療における抗体の有効性
を向上させることが望ましい。例えば、システイン残基をＦｃ領域に導入し、それにより
、この領域に鎖間ジスルフィド結合を形成するようにしてもよい。そのようにして生成さ
れた同種二量体抗体は、向上した内部移行能力及び／又は増加した補体媒介細胞殺傷及び
抗体－依存性細胞性細胞障害性（ＡＤＣＣ）を有する可能性がある。Caron等, J. Exp. M
ed. 176: 1191-1195 (1992)及びShopes, J. Immunol. 148: 2918-2922 (1992)参照。また
、向上した抗腫瘍活性を持つ同種二量体抗体は、Wolff等, Cancer research 53: 2560-25
65 (1993)に記載されている異種二官能性架橋を用いて調製することができる。或いは、
抗体は、二つのＦｃ領域を有するように加工して、それにより補体溶解及びＡＤＣＣ能力
を向上させることもできる。Stevenson等, Anti-Cancer Drug Design 3: 219-230 (1989)
参照。
【０１６４】
　Ｆｃ配列内を変異又は変更して、ＦｃＲ結合を改善することができる(例えばＦｃガン
マＲ、ＦｃＲｎ)。一実施態様では、本発明の抗体は、天然のＩｇＧ又は親抗体と比較し
て、ＡＤＣＣ、ＣＤＣ及び改善したＦｃＲｎ結合からなる群から選択される少なくとも一
のエフェクター機能を変更している。いくつかの有用な特定の変異の例は、例えばShield
s, RL et al. (2001) JBC 276(6)6591-6604；Presta, L.G., (2002) Biochemical Societ
y Transactions 30(4):487-490；及び国際公開公報００／４２０７２に記載される。
【０１６５】
　一実施態様では、Ｆｃレセプター変異は、Ｆｃ領域内の残基の番号付けがＥＵ番号付け
システムに従った場合、Ｆｃ領域の２３８、２３９、２４６、２４８、２４９、２５２、
２５４、２５５、２５６、２５８、２６５、２６７、２６８、２６９、２７０、２７２、
２７６、２７８、２８０、２８３、２８５、２８６、２８９、２９０、２９２、２９３、
２９４、２９５、２９６、２９８、３０１、３０３、３０５、３０７、３０９、３１２、
３１５、３２０、３２２、３２４、３２６、３２７、３２９、３３０、３３１、３３２、
３３３、３３４、３３５、３３７、３３８、３４０、３６０、３７３、３７６、３７８、
３８２、３８８、３８９、３９８、４１４、４１６、４１９、４３０、４３４、４３５、
４３７、４３８又は４３９からなる群から選択される少なくとも一の位置の置換である。
幾つかの実施態様では、Ｆｃレセプター変異はＤ２６５Ａ置換である。幾つかの実施態様
では、Ｆｃレセプター変異はＮ２９７Ａ置換である。付加的な適切な変異は米国特許第７
３３２５８１号で示される。
【０１６６】
Ｆ．免疫コンジュゲート
　本発明は、例えば化学療法剤、毒素（例えば酵素的に活性な細菌、真菌、植物、又は動
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物由来の毒素、又はその断片）、又は放射性同位体（つまり放射性コンジュゲート）のよ
うな細胞障害性薬剤とコンジュゲートした抗体を含む免疫コンジュゲートに関する。
【０１６７】
　そのような免疫コンジュゲートの作製に有用な化学療法剤は上に記載した。使用可能な
酵素活性毒素及びその断片には、ジフテリアＡ鎖、ジフテリア毒素の非結合性活性断片、
外毒素Ａ鎖(シュードモナス・アエルギノーサ(Pseudomonas aeruginosa)由来)、リシンＡ
鎖、アブリンＡ鎖、モデシン(modeccin)Ａ鎖、アルファ-サルシン(sarcin)、アレウライ
ツ・フォルディイ(Aleurites fordii)プロテイン、ジアンシン(dianthin)プロテイン、フ
ィトラッカ・アメリカーナ(Phytolaca americana)プロテイン（ＰＡＰＩ、ＰＡＰＩＩ及
びＰＡＰ－Ｓ）、モモルディカ・キャランティア(momordica charantia)インヒビター、
クルシン(curcin)、クロチン、サパオナリア(sapaonaria)オフィシナリスインヒビター、
ゲロニン(gelonin)、マイトゲリン(mitogellin)、レストリクトシン(restrictocin)、フ
ェノマイシン、エノマイシン及びトリコセセンス(tricothecenes)が含まれる。種々の放
射性核酸を放射性コンジュゲート抗体の作製に用いることができる。例には、２１２Ｂｉ
、１３１Ｉ、１３１Ｉｎ、９０Ｙ、及び１８６Ｒｅが含まれる。
【０１６８】
　抗体及び細胞毒性薬のコンジュゲートは、種々の二官能性タンパク質カップリング剤、
例えば、Ｎ-スクシンイミジル-３-（２-ピリジルジチオール）プロピオナート（ＳＰＤＰ
）、イミノチオラン（ＩＴ）、イミドエステルの二官能性誘導体（ジメチルアジピミデー
ト塩酸等）、活性エステル（ジスクシンイミジルスベレート等）、アルデヒド（グルタル
アルデヒド等）、ビス-アジド化合物（ビス（ｐ-アジドベンゾイル）ヘキサンジアミン等
）、ビス-ジアゾニウム誘導体（ビス-（ｐ-ジアゾニウムベンゾイル）-エチレンジアミン
等）、ジイソシアネート（トリエン２，６-ジイソシアネート等）、及びビス-活性フッ素
化合物（１，５-ジフルオロ-２，４-ジニトロベンゼン等）を用いて作成できる。例えば
、リシン免疫毒素は、Vitetta等, Science 238:1098 (1987)に記載されているように調製
することができる。炭素-１４-標識１-イソチオシアナトベンジル-３-メチルジエチレン
トリアミン五酢酸（ＭＸ-ＤＴＰＡ）は、放射性ヌクレオチドの抗体への抱合（コンジュ
ゲート）のためのキレート剤の例である。国際公開公報第１９９４／１１０２６参照。
【０１６９】
　　他の実施態様では、腫瘍の事前ターゲティングに利用するために、「レセプター」(
例えばストレプトアビジン)に抗体がコンジュゲートされ得、ここで、抗体-レセプターコ
ンジュゲートを患者に投与し、続いて清澄化(clearing)剤を使用し、循環から未結合コン
ジュゲートを除去し、細胞障害剤(例えば放射性ヌクレオチド)にコンジュゲートする「リ
ガンド」(例えばアビジン)を投与する。
【０１７０】
Ｇ．免疫リポソーム
　ここに開示される抗体は免疫リポソームとして処方することができる。抗体を含有する
リポソームは、例えばEpstein等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:3688(1985)；Hwang等
, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4030(1980)；及び米国特許第４４８５０４５号及び同
４５４４５４５号に記載されているように、当該分野において既知の方法により調製され
る。循環時間が増したリポソームは米国特許第５０１３５５６号に開示されている。
【０１７１】
　特に有用なリポソームは、ホスファチジルコリン、コレステロール及びＰＥＧ-誘導体
化ホスファチジルエタノールアミン(ＰＥＧ-ＰＥ)を含有する脂質組成物を用いた逆相蒸
発法により作製することができる。リポソームは孔径が定められたフィルターを通して押
し出され、所望の直径を有するリポソームが得られる。本発明の抗体のＦａｂ'断片は、
ジスルフィド交換反応を介して、Martin等, J. Biol. Chem. 257:286-288(1982)に記載さ
れているようにしてリポソームにコンジュゲートすることができる。場合によっては、化
学療法剤(ドキソルビジンなど)はリポソーム内に包含される。Gabizon等, J. National C
ancer Inst. 81(19)1484(1989)を参照されたい。
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【０１７２】
ＩＶ．抗α５β１抗体を使用した治療法
　本発明の抗α５β１抗体は、例えば、癌、眼疾患、及び免疫疾患（例えば、自己免疫疾
患）を含む異常血管新生及び／又は血管透過又は血管漏出を含む疾患及び障害を治療する
ために検体（例えば、ヒトのようなほ乳類）に投与し得る。例えば、静脈内、筋肉内、又
は皮下などを含む任意の適切な経路によって投与してもよい。
　幾つかの実施態様では、本発明の抗α５β１抗体は、異常血管新生及び／又は血管透過
又は血管漏出を含む疾患又は障害を治療するために（例えば、抗腫瘍剤、成長阻害剤、又
は化学治療薬を含む）第２、第３又は第４の医薬と組み合わせて投与される。幾つかの実
施態様では、抗α５β１抗体は付加的な医薬とコンジュゲートする。
　幾つかの実施態様では、抗α５β１抗体はＶＥＧＦアンタゴニストと組み合わせて投与
される。抗α５β１抗体及び付加的な医薬（例えば、ＶＥＧＦアンタゴニスト）は同時に
又は順番に投与され得る。その代わりに、患者はＶＥＧＦアンタゴニストを投与され、次
いでα５β１アンタゴニストを投与され得、例えば、患者がＶＥＧＦアンタゴニスト治療
に応答しなくなるまでＶＥＧＦで処置し、次いで患者をα５β１アンタゴニストで処置す
る。一実施態様では、癌が非侵襲性の場合、患者はＶＥＧＦアンタゴニストで処置され、
患者が侵襲性の場合、α５β１アンタゴニストで処置される。非疾患患者又はコントロー
ルと比較して、自然にα５β１レベルが上昇し、又はＶＥＧＦアンタゴニスト治療に応答
する患者は、特にこの組み合わせの治療に応答し得る。治療薬（例えば、抗腫瘍薬、化学
治療薬、成長阻害剤及び細胞毒性薬）を更に含む組み合わせが考えられる。例えば、化学
治療（例えば、イリノテカン）及びα５β１アンタゴニストで治療されるか、又は化学治
療及びα５β１アンタゴニストで治療される患者はＶＥＧＦアンタゴニスト治療の恩恵を
受け得る。その代わりに、化学治療及びＶＥＧＦアンタゴニストで処置される患者はα５
β１アンタゴニスト治療の恩恵を受け得る。好ましい一実施態様では、抗ＶＥＧＦ抗体は
Ａｖａｓｔｉｎ（登録商標）抗体である。別の好ましい実施態様では、抗α５β１抗体は
ここで記載される抗α５β１抗体である。ＶＥＧＦアンタゴニスト、α５β１アンタゴニ
スト、及び任意に、化学治療薬を含むキットが考えられる。
【０１７３】
　癌治療は、限定されるものではないが、腫瘍の縮退、癌の重量又は大きさの縮退、増殖
時間、生存期間、無成長生存、全応答速度、応答の持続、生育環境、タンパク発現及び／
又は活性で評価され得る。ここに記載の抗血管新生薬は腫瘍血管を標的とし、必ずしも腫
瘍細胞自身を標的としていないため、それらは特異的な種類の抗癌剤であり、したがって
、医薬に対する医療的な応答の特異的な測定及び定義を必要とし得る。例えば、２次元解
析において５０％より大きい腫瘍の縮退は、応答を定義するのに標準的なカットオフであ
る。しかし、本発明のα５β１アンタゴニスト及びＶＥＧＦアンタゴニストは、原発腫瘍
が縮退せずに、転移の拡大を阻害し得るか、又は単純に転移効果を発揮し得る。従って、
例えば、血管新生の血漿又は尿マーカーの測定及び放射線イメージングの応答の測定を含
む、治療の効果を決定する方法が採用され得る。
【０１７４】
　治療される兆候及び当該分野の医者が熟知の因子に依存して、本発明の抗体は、最小の
毒性と副作用の、その兆候を治療するために効果的な投与量で投与される。癌治療の場合
、自己免疫疾患又は免疫疾患、免疫不全疾患、治療的な有効投与量は、例えば、５０ｍｇ
／投与から２．５ｇ／ｍ２であり得る。一実施態様では、投与量は約２５０ｍｇ／ｍ２か
ら約４００ｍｇ／ｍ２又は５００　ｍｇ／ｍ２である。別の実施態様では、投与量は約２
５０－３７５ｍｇ／ｍ２である。更に別の実施態様では、投与量の範囲は２７５－３７５
ｍｇ／ｍ２である。
【０１７５】
　加齢黄斑変性（ＡＭＤ）の治療評価は、限定されるものではないが、更なる視力の喪失
の速度低下又は更なる視力の抑制を含む。ＡＭＤの治療では、インビボの効能は、例えば
、以下の一又は複数により測定され得る：所望の時間での、ベースラインから最高矯正視



(42) JP 2011-501656 A 2011.1.13

10

20

30

40

50

力（ＢＣＶＡ）までの平均変化の評価、ベースラインと比較して、所望の時間で１５文字
より少ない視力の喪失する患者の割合を評価し、ベースラインと比較して、所望の時間で
１５文字以上の視力を獲得する患者の割合を評価し、所望の時間で、視力Ｓｎｅｌｌｅｎ
が２０／２０００又はより低い患者の割合を評価し、ＮＥＩ視力機能アンケートを評価し
、所望の時間における、ＣＮＶの大きさ及びＣＮＶの漏出量を、蛍光眼底観察法で評価す
る等。
【０１７６】
Ｖ．薬学的製剤
　抗α５β１抗体は、投与に適切になるように、適切な担体又は賦形剤によって製剤化し
得る。抗体の適切な製剤は、所望の純度を持つ抗体と、場合によっては薬学的に許容され
る担体、賦形剤又は安定化剤を混合することにより（Remington's Pharmaceutical Scien
ces 16th edition, Osol, A. Ed. (1980)）、凍結乾燥製剤又は水溶液の形態に調製され
る。許容される担体、賦形剤又は安定化剤は、用いられる用量と濃度でレシピエントに非
毒性であり、ホスフェート、シトレート、及び他の有機酸等のバッファー；アスコルビン
酸及びメチオニンを含む酸化防止剤；保存料（例えばオクタデシルジメチルベンジルアン
モニウムクロリド；ヘキサメトニウムクロリド；ベンザルコニウムクロリド、ベンズエト
ニウムクロリド；フェノール、ブチル又はベンジルアルコール；メチル又はプロピルパラ
ベン等のアルキルパラベン；カテコール；レゾルシノール；シクロヘキサノール；３-ペ
ンタノール；及びｍ-クレゾール）；低分子量（約１０残基未満）のポリペプチド；血清
アルブミン、ゼラチン、又は免疫グロブリン等のタンパク質；ポリビニルピロリドン等の
親水性ポリマー；グリシン、グルタミン、アスパラギン、ヒスチジン、アルギニン又はリ
シン等のアミノ酸；グルコース、マンノース又はデキストリンを含む単糖類、二糖類、及
び他の炭水化物；ＥＤＴＡ等のキレート化剤；スクロース、マンニトール、トレハロース
又はソルビトール等の糖；ナトリウム等の塩形成対イオン；金属錯体（例えば、Ｚｎ-タ
ンパク質複合体）；及び／又はＴＷＥＥＮ（商標）、ＰＬＵＲＯＮＩＣＳ（商標）又はポ
リエチレングリコール（ＰＥＧ）等の非イオン性界面活性剤を含む。典型的な抗体製剤は
国際公開第９８／５６４１８号に記載され、出典明示によりここに組み込まれる。凍結乾
燥剤形は国際公報９７／０４８０１に記載されるように、皮下的投与に適する。そのよう
な凍結乾燥剤形は適当な希釈剤で高いタンパク質濃度に再編成されるかもしれない、また
再編成された剤形はここで治療される哺乳動物に皮下注射されうる。
【０１７７】
　また、ここでの製剤は治療を特異的に示すために必要な一以上の活性化合物、好ましく
はお互い負に作用しない相補的活性を持つものを含みうる。例として、さらに細胞障害性
剤、又は化学療法剤を提供することが望まれる。このような分子は意図された目的のため
に有効な量の組み合わせとして適切に存在する。このような他剤の有効量は剤形に存在す
る抗体量、疾患または疾病または治療の型、および上述した他の因子に依存する。これら
は一般に同じ用量およびここに示した投与経路またはここで用いられる用量の１から９９
％量で用いられる。
　活性成分もまた、例えばコアセルベーション法又は界面重合により調製されたマイクロ
カプセル、例えばそれぞれコロイド薬剤送達システ（例えば、リポソーム、アルブミンマ
イクロスフィア、マイクロエマルジョン、ナノ粒子及びナノカプセル）又はマクロエマル
ジョンで、ヒドリキシメチルセルロース又はゼラチン-マイクロカプセル、及びポリ-（メ
チルメタアシレート）マイクロカプセルに封入されうる。このような技術は、例えばRemi
ngton's Pharmaceutical Sciences 16th edition, Osol, A. Ed. (1980)に開示されてい
る。
【０１７８】
　リポフェクション又はリポソームを使用して、細胞中に本発明のポリペプチド及び抗体
、又は組成物を送達することができる。抗体断片が使用される場合、標的タンパク質の結
合ドメインに特異的に結合する最小の断片が好ましい。例えば、抗体の可変領域配列に基
づいて、標的タンパク質配列に結合する能力を保持するペプチド分子を設計することがで
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きる。このようなペプチドは化学的に合成し、及び／又は組換えＤＮＡ技術により生産す
ることができる。Marasco等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:7889-7893 (1993)を参照
されたい。
【０１７９】
　また、活性成分は、例えばコアセルベーション技術により又は界面重合により調製され
たマイクロカプセル、例えば、各々ヒドロキシメチルセルロース又はゼラチン-マイクロ
カプセル及びポリ（メタクリル酸メチル）マイクロカプセル中、コロイド状薬物送達系（
例えば、リポソーム、アルブミン小球、マイクロエマルション、ナノ粒子及びナノカプセ
ル）中、又はマイクロエマルション中に包括されていてもよい。これらの技術は、Reming
ton's Pharmaceutical Sciences、上掲に開示されている。
【０１８０】
　徐放性製剤を調製することもできる。徐放性製剤の好適な例は、抗体を含む固体疎水性
ポリマーの半透性マトリクスを含み、このマトリクスは成形品、例えばフィルム、又はマ
イクロカプセルの形態である。除放性マトリクスの例は、ポリエステル、ヒドロゲル（例
えば、ポリ(２-ヒドロキシエチル-メタクリレート)又はポリ(ビニルアルコール)）、ポリ
ラクチド（米国特許第３７７３９１９号）、Ｌ-グルタミン酸とγ-エチル-Ｌ-グルタマー
トのコポリマー、非分解性エチレン-酢酸ビニル、ＬＵＰＲＯＮ ＤＥＰＯＴ（商標）（乳
酸-グリコール酸コポリマーと酢酸リュープロリドからなる注射可能なミクロスフィア）
等の分解性乳酸-グリコール酸コポリマー、ポリ-(Ｄ)-３-ヒドロキシブチル酸を含む。エ
チレン-酢酸ビニル及び乳酸-グリコール酸などのポリマーは分子を１００日に亘って放出
することができるが、ある種のヒドロゲルはより短時間でタンパク質を放出する。カプセ
ル化された抗体が身体内に長時間残ると、それらは３７℃の水分に露出されることにより
変性又は凝集し、その結果、生物学的活性の低下及び起こりうる免疫原性の変化をもたら
す。合理的な方法は、含まれる機構に依存する安定化について工夫することができる。例
えば、凝集機構がチオ-ジスルフィド交換を通した分子間Ｓ-Ｓ結合形成であると発見され
た場合、安定化はスルフヒドリル残基の修飾、酸性溶液からの凍結乾燥、水分含有量の制
御、適切な添加剤の付加、及び特異的ポリマーマトリクス組成物の開発によって達成され
うる。
【０１８１】
　インビボ投与に使用される製剤は無菌でなければならない。これは滅菌フィルター膜を
通して濾過することによってすぐに達成される。
ＶＩ．抗α５β１抗体を使用した診断及びイメージングの方法
【０１８２】
　α５β１ポリペプチドに特異的に結合する標識した抗α５β１抗体、及びその誘導体及
びアナログを、α５β１の発現、異常な発現及び／又は活性に関する疾患及び／又は疾病
を検出、診断ないしモニターするための診断用の目的に用いることができる。例えば、本
発明の抗α５β１抗体は、インサイチュウ、インビボ、エクスビボ、及びインビトロ診断
アッセイ又はイメージングアッセイに使用することができる。
α５β１ポリペプチドの発現の検知方法は、(ａ)本発明の一又は複数の抗体を用いて、個
体の細胞（例えば、組織）ないし体液中におけるポリペプチドの発現をアッセイすること
及び(ｂ)標準の遺伝子発現レベルと遺伝子発現のレベルを比較することを含み、これによ
って標準の発現レベルと比較してアッセイした遺伝子の発現が増加しているか減少してい
るかによって異常な発現が示される。
【０１８３】
　本発明の更なる実施態様は動物中（例えば、ヒトのようなほ乳類）におけるα５β１の
発現又は異常な発現に関連する疾患又は障害を診断する方法を含む。該方法は、ほ乳類中
のα５β１分子の検知を含む。一実施態様では、ＶＥＧＦアンタゴニストを投与後、診断
は、(ａ)標識した抗α５β１抗体のほ乳類への有効量の投与(ｂ)α５β１分子が発現され
る被検体内の部位に標識したα５β１抗体が優先的に濃縮するように(また、結合してい
ない標識分子がバックグラウンドレベルにまで除去されるように)、投与後一定期間をお



(44) JP 2011-501656 A 2011.1.13

10

20

30

40

50

くこと；(ｃ)バックグラウンドレベルを測定すること；及び(ｄ)被検体内の標識した分子
を検出することを含み、バックグラウンドレベル以上に標識した分子が検出されれば、該
被検体がα５β１の発現ないし異常発現に関する特定の疾患ないし疾病を有することが示
される。バックグラウンドレベルは、様々な方法、例えば特定のシステムについて既に測
定された標準値と検出された標識分子との量を比較することによって決定することができ
る。
【０１８４】
　本発明のα５β１抗体を、当業者に公知の古典的な免疫組織学的方法を用いて生体試料
中のタンパク質のレベルをアッセイするために用いることができる(例えば、Jalkanen, 
等, J. Cell. Biol. 101:976-985 (1985)；Jalkanen, 等, J. Cell. Biol. 105:3087-309
6 (1987)を参照)。タンパク質遺伝子発現を検出するために有用な他の抗体ベースの方法
には、イムノアッセイ、例えば酵素結合免疫測定法(ＥＬＩＳＡ)及び放射性免疫測定法(
ＲＩＡ)が含まれる。好適な抗体アッセイ標識は当分野で公知であり、酵素標識、例えば
グルコースオキシダーゼ；放射性同位体、例えばヨウ素（１３１Ｉ、１２５Ｉ、１２３Ｉ
、１２１Ｉ）、炭素（１４Ｃ）、イオウ（３５Ｓ）、トリチウム（３Ｈ）、インジウム（
１１５ｍＩｎ、１１３ｍＩｎ、１１２Ｉｎ、１１１Ｉｎ）、及びテクネチウム（９９Ｔｃ
、９９ｍＴｃ）、タリウム（２０１Ｔｉ）、ガリウム（６８Ｇａ、６７Ｇａ）、パラジウ
ム（１０３Ｐｄ）、モリブデン（９９Ｍｏ）、キセノン（１３３Ｘｅ）、フッ素（１８Ｆ
）、１５３Ｓｍ、１７７Ｌｕ、１５９Ｇｄ、１４９Ｐｍ、１４０Ｌａ、１７５Ｙｂ、１６

６Ｈｏ、９０Ｙ、４７Ｓｃ、１８６Ｒｅ、１８８Ｒｅ、１４２Ｐｒ、１０５Ｒｈ、９７Ｒ
ｕ；ルミノール；及び蛍光標識、例えばフルオレセイン、ローダミン及びビオチンが含ま
れる。
【０１８５】
　当分野で公知の技術は、本発明の抗体を標識するために応用してもよい。このような技
術には、限定するものではないが、二官能性のコンジュゲート剤の使用が含まれる（例と
して、米国特許第５，７５６，０６５号；同第５，７１４，６３１号；同第５，６９６，
２３９号；同第５，６５２，３６１号；同第５，５０５，９３１号；同第５，４８９，４
２５号；同第５，４３５，９９０号；同第５，４２８，１３９号；同第５，３４２，６０
４号；同第５，２７４，１１９号；同第４，９９４，５６０号；及び同第５，８０８，０
０３号）。
【０１８６】
　具体的な一実施態様では、α５β１ポリペプチド発現又は過剰発現は、ＶＥＧＦアンタ
ゴニスト治療薬を投与後に細胞の表面上に存在するα５β１のレベルを評価することによ
り決定する（例えば、抗α５β１抗体を使用した免疫組織評価）。或いは又は加えて、例
えば、α５β１をコードした核酸又はその相補鎖に対応する核酸ベースのプローブを使用
した蛍光インサイツハイブリダイゼーション法（１９９８年１０月公開のＦＩＳＨ；国際
公開第９８／４５４７９号参照）、サザンブロット法、ノーザンブロット法、又は実時間
定量ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）等のポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）技術により、細胞内の
ＳＴＥＡＰ－１コード化核酸又はｍＲＮＡのレベルを測定することができる。また、例え
ば抗体に基づくアッセイ（例えば、１９９０年６月１２日発行の米国特許第４９３３２９
４号、１９９１年４月１８日公開の国際公開第９１／０５２６４号、１９９５年３月２８
日発行の米国特許５４０１６３８号、及びSiasらによるJ. Immunol. Methods 132: 73-80
 (1990)参照）を用いて、血清等の生物学的流体に含まれる抗原を測定することにより、
α５β１の過剰発現を調査することができる。上記アッセイ以外にも、当業者であれば様
々なインビボ及びエクスビボアッセイが利用できる。例えば、患者の体内の細胞を、放射
性同位元素等の検出可能なラベルで随意に標識した抗体に曝すことができ、例えば外側か
ら放射能をスキャンしたり、事前に抗体に曝されたほ乳類から採取した試料（例えば、生
検又は他の生物学的試料）を分析することで、抗体の結合を評価することができる。
【０１８７】
ＶＩＩ．製造品及びキット
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　本発明の別の実施態様では、癌治療（例えば、腫瘍）、眼疾患（例えば、滲出性ＡＭＤ
）又は自己免疫疾患及び関連の症状の治療に有用な物質を含む製造品である。この製造品
は、容器及びラベル又は容器の上に又は容器に付属してパッケージ挿入物が存在する。適
切な容器には、例えば、瓶、バイアル、シリンジ等が含まれる。容器はガラス又はプラス
チック等の様々な材料から形成される。一般的に、容器は問題の疾患の治療に有効な組成
物を保持し、無菌のアクセスポートを有することができる（例えば、容器は、静脈注射用
溶液のバッグ又は皮下注射針で穿孔可能なストッパを有するバイアルでよい。）組成物中
少なくとも一つの活性剤は本発明のＶＥＧＦアンタゴニスト又はα５β１アンタゴニスト
又はＶＥＧＦアンタゴニスト又はα５β１アンタゴニストである。ラベル又はパッケージ
挿入物は、組成物が対象の特定の疾病を治療するために使用されること示す。ラベル又は
パッケージ挿入物は、抗体組成物を患者に投与する使用法を更に含む。ここに記載される
組み合わせ治療を含む製造品及びキットも考えられる。
【０１８８】
　パッケージ挿入物は、治療用製品の商業パッケージに慣例的に含まれる仕様書を意味し
、そのような治療用製品の使用に関する表示、使用法、用量、投与法、禁忌、及び／又は
警告を含む。一実施態様では、パッケージ挿入物は組成物が非ホジキンリンパ種に使用さ
れる。
【０１８９】
　製造品は更に、薬学的に許容可能な希釈バッファー、例えば注射用の静菌水（ＢＷＦＩ
）、リン酸緩衝食塩水、リンゲル液、及びはブドウ糖溶液を含む別の容器を備えることが
できる。それは更に、他のバッファー、希釈剤、フィルター、針、及びシリンジを含む商
業的及び使用者の視点から望ましいその他の物品を含み得る。
【０１９０】
　また、例えば、任意に製造品と組み合わせることにより、患者中でα５β１及び／又は
ＶＥＧＦの単離又は検知するためのような、様々な目的のために有用なキットが提供され
る。α５β１の単離の及び精製のために、キットは、ビーズ（例えば、セファロースビー
ズ）と連結させた抗α５β１抗体を含み得る。α５β１及び／又はＶＥＧＦを、例えば、
ＥＬＩＳＡ又はウェスタンブロットで、インビトロで定量又は検知するための抗体を含む
キットも提供され得る。製造品として、キットは容器及びラベル又は容器の上に又は付随
してパッケージ挿入物を含む。例えば、容器は少なくとも一の本発明の抗α５β１抗体を
含む組成物を含む。例えば、希釈物及びバッファー、コントロールの抗体を含む容器を更
に含み得る。ラベル又はパッケージ挿入物はインビトロ又は診断における使用を意図した
使用法並びに組成物の処方を提供し得る。
【０１９１】
　実施例で言及されている市販試薬は、特に示さない限りは製造者の使用説明に従い使用
した。ＡＴＣＣ登録番号により以下の実施例及び明細書全体を通して特定されている細胞
の供給源はアメリカ培養細胞系統保存機関、マナッサス、ＶＡである。特に記さない限り
、本発明は上記及び以下の教科書に記載されたもののような組換えＤＮＡ技術の標準的な
手法を用いた：上掲のSambrook等；Ausubel等, Current Protocols in Molecular Biolog
y(Green Publishing Associates and Wiley Interscience, N.Y., 1989)；Innis等, PCR 
Protocols: A Guide to Methods and Applications(Academic Press, Inc.; N.Y., 1990)
；Harlow等, Antibodies: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Press: Cold Spri
ng Harbor 1988)；Gait, Oligonucleotide synthesis(IRL Press, Oxford, 1984)；Fresh
ney, Animal Cell Culture, 1987；Coligan等, Current Protocols in Immunology, 1991
。
【０１９２】
　ここで引用される（特許及び特許出願を含む）全ての刊行物は出典明示により、その全
てが取り込まれ、具体的には２００６年３月２１日出願の米国仮出願第６０／７８４７０
４号、２００６年３月２２日出願の米国仮出願第６０／７８５３３０号、２００６年１２
月２２日出願の米国仮出願第６０／８７１７４３号を含む。
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【０１９３】
　以下ＤＮＡ配列は、以下に示すようにブダペスト条約の規約のもと、アメリカ培養細胞
系統保存機関（ＡＴＣＣ）、10801 University Blvd., Manassas, VA 20110-2209, USAに
寄託した：
材料　　　 　　　　　　　　委託番号　　　　 　　　委託日
Alpha5/beta1 7H5.4.2.8 　　　PTA-7421 　　　　　　　March 7, 2006
【０１９４】
　これらの寄託は、特許手続き上の微生物の寄託の国際的承認に関するブダペスト条約及
びその規則(ブダペスト条約)の規定に従って行われた。これは、寄託の日付から３０年間
、寄託の生存可能な培養が維持されることを保証するものである。寄託物はブダペスト条
約の条項に従い、またジェネンテク社とＡＴＣＣとの間の合意に従い、ＡＴＣＣから入手
することができ、これは、関連の米国特許の発行及び任意の米国又は外国特許出願の公開
のうち、いずれか早く行なわれた方の時点で、寄託培養物の子孫を永久且つ非制限的に入
手可能とすることを保証し、３５ＵＳＣ１２２条及びそれに従う特許商標庁長官規則（特
に参照番号８８６ＯＧ６３８の３７ＣＦＲ第１．１４条を含む）に従って権利を有すると
米国特許商標庁長官が決定した者に後代を入手可能とすることを保証するものである。
【０１９５】
　本出願の譲受人は、寄託した培養物が、適切な条件下で培養されていた場合に死亡もし
くは損失又は破壊されたならば、材料は通知時に同一の他のものと即座に取り替えること
に同意する。寄託物質の入手可能性は、特許法に従いあらゆる政府の権限下で認められた
権利に違反して、本発明を実施するライセンスであるとみなされるものではない。
【０１９６】
　実施例で言及されている市販試薬は、特に示さない限りは製造者の使用説明に従い使用
した。ＡＴＣＣ登録番号により以下の実施例及び明細書全体を通して特定されている細胞
の供給源はアメリカ培養細胞系統保存機関、マナッサス、ＶＡである。特に記さない限り
、本発明は上記及び以下の教科書に記載されたもののような組換えＤＮＡ技術の標準的な
手法を用いた：上掲のSambrook等；Ausubel等, Current Protocols in Molecular Biolog
y(Green Publishing Associates and Wiley Interscience, N.Y., 1989)；Innis等, PCR 
Protocols: A Guide to Methods and Applications(Academic Press, Inc.; N.Y.., 1990
)；Harlow等, Antibodies: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Press: Cold Spr
ing Harbor 1988)；Gait, Oligonucleotide synthesis(IRL Press, Oxford, 1984)；Fres
hney, Animal Cell Culture, 1987；Coligan等, Current Protocols in Immunology, 199
1。
【０１９７】
　前記の明細書は、当業者に本発明を実施できるようにするために十分であると考えられ
る。以下の実施例は例示的目的のためのみに示すのであり、本発明の範囲が多少なりとも
限定されるものではない。実際、ここに示し記載したものに加えて、本発明を様々に改変
することは、前記の記載から当業者にとっては明らかなものであり、添付の特許請求の範
囲内に入るものである。
【実施例】
【０１９８】
（１）アクセプターヒトコンセンサスフレームワークへのダイレクトＣＤＲグラフト
　この実施例で使用されるファージミドは基本的にはLee等., J. Mol. Biol. 340:1073-9
3 (2004)に記載されているような一価のＦａｂ－ｇ３ディスプレイベクターである。マウ
スモノクローナル抗体７Ｈ５配列の超可変配列がヒトコンセンサスカッパＩ（ｈｕＫＩ）
及びヒトサブグループＩＩＩコンセンサスＶＨ（ｈｕＩＩＩ）ドメインにグラフト化され
る。ＣＤＲグラフトを作製する場合、ヒトサブグループＩＩＩコンセンサスＶＨドメイン
と３つの位置：Ｒ７１Ａ、Ｎ７３Ｔ、及びＬ７８Ａ(Carter等., Proc. Natl. Acad. Sci.
 USA 89:4285 (1992))アクセプターＶＨフレームワークが使用される。
【０１９９】
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（２）ヒト化７Ｈ５．ｖ１のＣＤＲアスパラギンの修飾
　様々な位置の他の残基の置換はそれぞれの位置に別のオリゴヌクレオチドを使用するＫ
ｕｎｋｅｌ変異によって行った。図４のファージ競合ＥＬＩＳＡは、ファージ上にＦａｂ
として一価表示された変異体のヒトインテグリンα５β１に対する結合親和性（ＩＣ５０
）を評価するために使用した。親ヒト化７Ｈ５．ｖ１と比較した際の、結合親和性の損失
又は改善の相対倍率を図５に要約した。結合親和性のＩＣ５０値は図６のファージ競合Ｅ
ＬＩＳＡによって決定した。２つの変異体、ｈ７Ｈ５．ｖ２及びｈ７Ｈ５．ｖ３は示され
たように、ＣＤＲ－Ｈ２の位置６５にグリシン置換を含むように選択し、ｈＩｇＧ１ベク
ターにクローニングし、ＢＩＡｃｏｒｅ装置を使用して結合親和性を評価した。図７では
、ＢＩＡｃｏｒｅ結合解析により、ヒト化７Ｈ５．ｖ２が実際には結合親和性がサブナノ
モラーレベルにわずかに改善したことが示された。
【０２００】
（３）ヒト化７Ｈ５．ｖ２のフレームワーク修飾
　以下の位置を変異させた：ｈ７Ｈ５．ｖ２の軽鎖位置４６（Ｔ４６Ｌ）、重鎖位置４８
（Ｉ４８Ｖ）、４９（Ｇ４９Ｓ）、６６（Ｋ６６Ｒ）、６７（Ａ６７Ｆ）、６９（Ｌ６９
Ｉ）及び７８（Ａ７８Ｌ）。更に、重鎖位置３０（Ｔ３０Ｓ）も変異させた。
【０２０１】
　それぞれの位置の変異は別のオリゴヌクレオチドを用いたＫｕｎｋｅｌ変異によって導
入した。ファージ競合ＥＬＩＳＡは全ての変異体を評価するために使用した。一価のＦａ
ｂをファージ上に表示させた。ヒトインテグリンα５β１に対する結合親和性（ＩＣ５０
）を決定した。図８は重鎖の位置４９（Ｇ４９Ｓ）及び７８（Ａ７８Ｌ）に変異を持つ２
つの変異体を除き、ほとんどの変異体が依然として親クローンと同じレベルの結合親和性
を保持していたことを示す。
【０２０２】
　従って、下記の全ての変異、軽鎖位置４６（Ｔ４６Ｌ）、重鎖位置３０（Ｔ３０Ｓ）、
４８（Ｉ４８Ｖ）、６６（Ｋ６６Ｒ）、６７（Ａ６７Ｆ）及び６９（Ｌ６９Ｉ）を導入し
、重鎖位置４９はただ変更することにより、ヒト化７Ｈ５．ｖ４及びｖ５を得た。
【０２０３】
（４）ファージ競合ＥＬＩＳＡ
　ＭＡＸＩＳＯＲＰＴＭマイクロタイタープレートをＰＢＳ中５μｇ／ｍｌの組み換えヒ
トインテグリンα５β１（Ｒ＆Ｄ）で終夜被覆し、ＰＢＳＴバッファー（０．５％のＢＳ
Ａ及び０．０５％のＰＢＳ中Ｔｗｅｅｎ２０）で１時間室温でブロックした。培養上清か
ら得たファージを組織培養マイクロタイタープレートで、ＰＢＳＴバッファー中の連続希
釈ヒトインテグリンα５β１と共にインキュベートし、その後、結合していないファージ
を補足するために、８０μｌの混合物を、１５分間標的被覆ウェルに移した。プレートは
ＰＢＴバッファー（ＰＢＳ中の０．０５％のＴｗｅｅｎ２０）で洗浄し、ＨＲＰをコンジ
ュゲートさせた抗Ｍ１３（Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｐｈａｒｍａｃｉａ　Ｂｉｏｔｅｃｈ）を
４０分間（ＰＢＳＴバッファー中１：５０００）添加した。プレートをＰＢＴバッファー
で洗浄し、テトラメチルベンジジン基質（Ｋｉｒｋｅｇａａｒｄ　ａｎｄ　Ｐｅｒｒｙ　
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，　Ｇａｉｔｈｅｒｓｂｕｒｇ，　ＭＤ）を添加することによ
り作製した。ファージのＩＣ５０を決定するために、４５０ｎｍの吸収を溶液中の標的濃
度の関数としてプロットした。これはファージの表面に作製されたＦａｂクローンに対す
る親和性の推定値として使用した。　
【０２０４】
（５）ＢＩＡｃｏｒｅ実験によるＩｇＧ産生及び抗体親和性決定
　興味あるクローン（キメラ７Ｈ５、ヒト化７Ｈ５．ｖ１、ｖ２、ｖ３、ｖ４、及びｖ５
）をヒトＩｇＧ１のｐＲＫベクター(Carter et al., PNAS USA, 89: 4285-4289 (1992))
に組み込み、ＣＨＯ細胞で一時的に発現させ、及びプロテインＡアフィニティーカラムで
精製した。
【０２０５】
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　親和性はＢＩＡＣＯＲＥ（商標）－３０００装置を使用して表面プラズモン共鳴から決
定した。固定化は、製造者提供のプロトコルを使用して、アミノ基をランダムにカップリ
ングすることで行った。ヒトインテグリンα５β１に対する抗体の結合速度論調査は２つ
の異なる方法で行った。図３Ａ、７、及び９Ａでは、抗体をＣＭ５センサーチップ上に４
５０反応単位（ＲＵ）固定化し、２倍の連続希釈濃度のＰＢＴバッファー（ＰＢＳ中０．
０５％のＴｗｅｅｎ２０）中のヒトインテグリンα５β１（３００ｎＭから０．２９ｎＭ
）を２５℃で３０μｌ／分の流速で注入した。図３Ｂ及び９Ｂでは、ヒトインテグリンα
５β１をＣＭ５センサーチップ上に８００反応単位（ＲＵ）固定化し、２倍の連続希釈濃
度のＰＢＴバッファー（ＰＢＳ中０．０５％のＴｗｅｅｎ２０）中の抗体（２００ｎＭか
ら０．２ｎＭ）を２５℃で３０μｌ／分の流速で注入した。各注入の後、チップはｐＨ１
．７の１０ｍＭのグリシン－塩酸バッファーを用いて再生した。結合応答はブランクフロ
ーセルのＲＵを差し引くことにより校正された。会合速度（ｋｏｎ）及び解離速度（ｋｏ
ｆｆ）は単純一対一ラングミュア結合モデル（ビアコア評価ソフトバージョン３．２）。
平衡解離定数（Ｋｄ）はｋｏｆｆ／ｋｏｎ比で計算した。
【０２０６】
（６）皮膚創傷治癒アッセイ
　調査に使用されるニュージーランド白ウサギはヒト化７Ｈ５抗体に効能を示す。滅菌技
術を使用し、円形８ｍｍ生検パンチを使用し耳介軟骨の深さの創傷を作製し、骨膜離子及
び精密ハサミで下にある軟骨膜を取り除いた。それぞれの創傷の見かけの成長は調査の終
了まで毎日観察した。創傷間隙測定は、０、７、１４、２１、及び２８日目に行った。全
ての動物は２８日に安楽死させた。皮膚創傷治癒実験は２回行った。
【０２０７】
　一回目はグループ毎に５匹及び動物毎に２個の創傷を持つ下記の実験群を使用した：ネ
ガティブコントロールＩｇＧ（２００μｇ／３０μｌ／創傷　一日毎）；（２）ｈ７Ｈ５
．ｖ２（１００μｇ／３０μｌ／創傷　一日毎）；（３）抗ＶＥＧＦ抗体（１００μｇ／
３０μｌ／創傷　一日毎）；及び（４）ｈ７Ｈ５．ｖ２（１００μｇ／１５μｌ／創傷　
一日毎）と抗ＶＥＧＦ抗体（１００μｇ／１５μｌ／創傷　一日毎）の組み合わせ。抗体
は局所投与した。図１０は（１）ｈ７Ｈ５．Ｖ２単独又は抗ＶＥＧＦ抗体単独の投与で創
傷治癒が阻害されること及び（２）ｈ７Ｈ５．ｖ２と抗ＶＥＧＦ抗体を組み合わせた投与
が創傷治癒における抗ＶＥＧＦ抗体単独の効果を高めることを示す結果を示す。
【０２０８】
　二回目の実験はグループ毎に５匹及び動物毎に２個の創傷を持つ下記の実験群を使用し
た：ネガティブコントロールＩｇＧ（２００μｇ／３０μｌ／創傷　一日毎）；（２）ｈ
７Ｈ５．ｖ４（１００μｇ／３０μｌ／創傷　一日毎）；（３）抗ＶＥＧＦ抗体（１００
μｇ／３０μｌ／創傷　一日毎）；及び（４）ｈ７Ｈ５．ｖ４（１００μｇ／１５μｌ／
創傷　一日毎）と抗ＶＥＧＦ抗体（１００μｇ／１５μｌ／創傷　一日毎）の組み合わせ
。抗体は局所投与した。図１０は（１）ｈ７Ｈ５．Ｖ４のみ又は抗ＶＥＧＦ抗体のみの投
与で創傷治癒が阻害されること及び（２）ｈ７Ｈ５．ｖ４と抗ＶＥＧＦ抗体を組み合わせ
た投与が創傷治癒における抗ＶＥＧＦ抗体のみ効果を高めることを示す結果を示す。
【０２０９】
　ここで引用する全ての刊行物（例えば、特許、特許出願、及びＧｅｎｂａｎｋ識別番号
を含む）は、出典明示により各々の参考文献が特別及び個別に取り込まれるように、全て
の目的のためにその全体が出典明示によりここに援用される。
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