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(57)【要約】
　腫瘍のための診断用マーカー、及び腫瘍の診断及び治
療におけるそれらの使用を提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ＶＥＧＦアンタゴニストに加え抗癌療法から利益を得うる患者の同定方法であって、患
者から得た試料において遺伝子の発現レベルとＶＥＧＦ－Ａの発現レベルとの間の比率を
決定することを含み、このとき、対照試料における該遺伝子の発現レベルとＶＥＧＦ－Ａ
の発現レベルとの間の比率と比較して、該試料中の該遺伝子の発現レベルとＶＥＧＦ－Ａ
の発現レベルとの間の比率に変化がある場合に、該患者がＶＥＧＦアンタゴニストに加え
抗癌療法から利益を得うることが示される方法。
【請求項２】
　比率の変化が増加である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　比率の変化が減少である、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　発現レベルがｍＲＮＡ発現レベルである、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　発現レベルがタンパク質発現レベルである、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記遺伝子が血管形成因子である、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　発現レベルがｍＲＮＡ発現レベルである、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　ｍＲＮＡ発現レベルがｑＲＴ－ＰＣＲ又はｑＰＣＲを使用して測定される、請求項７に
記載の方法。
【請求項９】
　前記血管形成因子のｍＲＮＡ発現レベルとＶＥＧＦ－ＡのｍＲＮＡ発現レベルとの間の
比率の変化が増加である、請求項７に記載の方法。
【請求項１０】
　前記血管形成因子がＶＥＧＦ－Ｃである、請求項６に記載の方法。
【請求項１１】
　さらに、試料におけるＶＥＧＦ－ＤのｍＲＮＡ発現レベルとＶＥＧＦ－ＡのｍＲＮＡ発
現レベルとの比率を決定することを含み、このとき対照試料におけるＶＥＧＦ－ＤのｍＲ
ＮＡ発現レベルとＶＥＧＦ－ＡのｍＲＮＡ発現レベルとの比率と比較して、該試料中のＶ
ＥＧＦ－ＤのｍＲＮＡ発現レベルとＶＥＧＦ－ＡのｍＲＮＡ発現レベルとの比率が増加し
ている、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　さらに、試料におけるｂＦＧＦ２のｍＲＮＡ発現レベルとＶＥＧＦ－ＡのｍＲＮＡ発現
レベルとの比率を決定することを含み、このとき対照試料におけるｂＦＧＦ２のｍＲＮＡ
発現レベルとＶＥＧＦ－ＡのｍＲＮＡ発現レベルとの比率と比較して、該試料中のｂＦＧ
Ｆ２のｍＲＮＡ発現レベルとＶＥＧＦ－ＡのｍＲＮＡ発現レベルとの比率が増加している
、請求項１０に記載の方法。
【請求項１３】
　前記血管形成因子がＶＥＧＦ－Ｄである、請求項６に記載の方法。
【請求項１４】
　さらに、試料におけるＶＥＧＦ－ＣのｍＲＮＡ発現レベルとＶＥＧＦ－ＡのｍＲＮＡ発
現レベルとの比率を決定することを含み、このとき対照試料におけるＶＥＧＦ－ＣのｍＲ
ＮＡ発現レベルとＶＥＧＦ－ＡのｍＲＮＡ発現レベルとの比率と比較して、該試料中のＶ
ＥＧＦ－ＣのｍＲＮＡ発現レベルとＶＥＧＦ－ＡのｍＲＮＡ発現レベルとの比率が増加し
ている、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　さらに、試料におけるｂＦＧＦ２のｍＲＮＡ発現レベルとＶＥＧＦ－ＡのｍＲＮＡ発現



(3) JP 2011-527582 A 2011.11.4

10

20

30

40

50

レベルとの比率を決定することを含み、このとき対照試料におけるｂＦＧＦ２のｍＲＮＡ
発現レベルとＶＥＧＦ－ＡのｍＲＮＡ発現レベルとの比率と比較して、該試料中のｂＦＧ
Ｆ２のｍＲＮＡ発現レベルとＶＥＧＦ－ＡのｍＲＮＡ発現レベルとの比率が増加している
、請求項１３に記載の方法。
【請求項１６】
　前記血管形成因子がｂＦＧＦである、請求項６に記載の方法。
【請求項１７】
　さらに、試料におけるＶＥＧＦ－ＣのｍＲＮＡ発現レベルとＶＥＧＦ－ＡのｍＲＮＡ発
現レベルとの比率を決定することを含み、このとき対照試料におけるＶＥＧＦ－ＣのｍＲ
ＮＡ発現レベルとＶＥＧＦ－ＡのｍＲＮＡ発現レベルとの比率と比較して、該試料中のＶ
ＥＧＦ－ＣのｍＲＮＡ発現レベルとＶＥＧＦ－ＡのｍＲＮＡ発現レベルとの比率が増加し
ている、請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
　さらに、試料におけるＶＥＧＦ－ＤのｍＲＮＡ発現レベルとＶＥＧＦ－ＡのｍＲＮＡ発
現レベルとの比率を決定することを含み、このとき対照試料におけるＶＥＧＦ－ＤのｍＲ
ＮＡ発現レベルとＶＥＧＦ－ＡのｍＲＮＡ発現レベルとの比率と比較して、該試料中のＶ
ＥＧＦ－ＤのｍＲＮＡ発現レベルとＶＥＧＦ－ＡのｍＲＮＡ発現レベルとの比率が増加し
ている、請求項１６に記載の方法。
【請求項１９】
　ＶＥＧＦアンタゴニストが抗ＶＥＧＦ抗体である、請求項１に記載の方法。
【請求項２０】
　抗ＶＥＧＦ抗体がベバシズマブである、請求項１９に記載の方法。
【請求項２１】
　さらに、抗ＶＥＧＦ抗体に加えて抗癌治療薬の有効量を患者に投与することを含む、請
求項１９に記載の方法。
【請求項２２】
　抗癌治療薬が抗ＶＥＧＦ－Ｃ抗体である、請求項２１に記載の方法。
【請求項２３】
　抗ＶＥＧＦ抗体および抗ＶＥＧＦ－Ｃ抗体が同時に投与される、請求項２２に記載の方
法。
【請求項２４】
　患者から得られる試料が組織試料である、請求項１に記載の方法。
【請求項２５】
　さらに、前記遺伝子についてＩＨＣアッセイを行うことを含む免疫組織化学(ＩＨＣ)ス
コアを決定することを含み、このときＩＨＣスコアが少なくとも１＋である、請求項１に
記載の方法。
【請求項２６】
　ＩＨＣスコアが少なくとも２＋である、請求項２５に記載の方法。
【請求項２７】
　ＩＨＣスコアが３＋である、請求項２５に記載の方法。
【請求項２８】
　さらに、試料がＶＥＧＦＲ３を発現する腫瘍細胞を含むか否かを決定することを含み、
このときＶＥＧＦＲ３発現の存在により、該患者がＶＥＧＦアンタゴニストに加えて抗癌
療法から利益を得うることが示される、請求項１に記載の方法。
【請求項２９】
　ＶＥＧＦＲ３発現がｍＲＮＡ発現である、請求項２８に記載の方法。
【請求項３０】
　ＶＥＧＦＲ３ ｍＲＮＡ発現の存在がｑＲＴ－ＰＣＲ又はｑＰＣＲを使用して決定され
る、請求項２９に記載の方法。
【請求項３１】
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　ＶＥＧＦＲ３発現がタンパク質発現である、請求項２８に記載の方法。
【請求項３２】
　ＶＥＧＦＲ３タンパク質発現の存在がＩＨＣアッセイを使用して決定される、請求項２
８に記載の方法。
【請求項３３】
　さらに、ＶＥＧＦＲ３の発現レベルを測定することを含み、このとき試料中のＶＥＧＦ
Ｒ３の発現レベルが対照試料と比較して増加している、請求項１に記載の方法。
【請求項３４】
　ＶＥＧＦＲ３の発現レベルがｍＲＮＡ発現レベルである、請求項３３に記載の方法。
【請求項３５】
　ＶＥＧＦＲ３のｍＲＮＡ発現レベルの増加が腫瘍細胞におけるものである、請求項３４
に記載の方法。
【請求項３６】
　さらに、前記遺伝子についてＩＨＣアッセイを実施することを含む免疫組織化学(ＩＨ
Ｃ)スコアを決定すること、そして該試料がＶＥＧＦＲ３を発現する腫瘍細胞を含むか否
かを決定することを含んでよく、このとき少なくとも１＋のＩＨＣスコアとＶＥＧＦＲ３
発現の存在により、該患者がＶＥＧＦアンタゴニストに加えて抗癌療法から利益を得うる
ことが示される、請求項１に記載の方法。
【請求項３７】
　ＩＨＣスコアが少なくとも２＋である、請求項３６に記載の方法。
【請求項３８】
　ＩＨＣスコアが３＋である、請求項３６に記載の方法。
【請求項３９】
　ＶＥＧＦＲ３発現がｍＲＮＡ発現である、請求項３６に記載の方法。
【請求項４０】
　ＶＥＧＦＲ３ ｍＲＮＡ発現の存在がｑＲＴ－ＰＣＲ又はｑＰＣＲを使用して決定され
る、請求項３９に記載の方法。
【請求項４１】
　ＶＥＧＦＲ３発現がタンパク質発現である、請求項３６に記載の方法。
【請求項４２】
　ＶＥＧＦＲ３タンパク質発現の存在がＩＨＣアッセイを使用して決定される、請求項４
１に記載の方法。
【請求項４３】
　さらに、試料がＶＥＧＦ－Ｄを発現する腫瘍細胞を含むか否かを決定することを含んで
よく、このときＶＥＧＦ－Ｄ発現の存在により、該患者がＶＥＧＦアンタゴニストに加え
て抗癌療法から利益を得うることが示される、請求項１に記載の方法。
【請求項４４】
　ＶＥＧＦ－Ｄ発現がｍＲＮＡ発現である、請求項４３に記載の方法。
【請求項４５】
　ＶＥＧＦ－Ｄ ｍＲＮＡ発現の存在がｑＲＴ－ＰＣＲ又はｑＰＣＲを使用して決定され
る、請求項４４に記載の方法。
【請求項４６】
　ＶＥＧＦ－Ｄ発現がタンパク質発現である、請求項４３に記載の方法。
【請求項４７】
　ＶＥＧＦ－Ｄタンパク質発現の存在がＩＨＣアッセイを使用して決定される、請求項４
３に記載の方法。
【請求項４８】
　一又は複数の遺伝子とＶＥＧＦ－Ａへ特異的にハイブリダイズすることができるポリヌ
クレオチドを含むアレイを具備するキットであって、さらに、一又は複数の該遺伝子とＶ
ＥＧＦ－Ａとの発現レベルの比率を決定して、抗血管形成療法又は抗癌療法に対する患者
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の応答性を予測するために該アレイを用いるための指示書を具備し、このとき対照試料に
おける該遺伝子の少なくとも一の発現レベルとＶＥＧＦ－Ａの発現レベルとの比率と比較
して、試料中の同遺伝子の発現レベルとＶＥＧＦ－Ａの発現レベルとの比率に変化がある
場合に、該患者がＶＥＧＦアンタゴニストに加えて抗血管形成療法又は抗癌療法から利益
を得うることが示される、キット。
【請求項４９】
　比率の変化が増加している、請求項４８に記載のキット。
【請求項５０】
　比率の変化が減少している、請求項４８に記載のキット。
【請求項５１】
　前記遺伝子の少なくとも一が血管形成因子である、請求項４８に記載のキット。
【請求項５２】
　前記血管形成因子がＶＥＧＦ－Ｃである、請求項５１に記載のキット。
【請求項５３】
　前記血管形成因子がＶＥＧＦ－Ｄである、請求項５１に記載のキット。
【請求項５４】
　前記血管形成因子がｂＦＧＦである、請求項５１に記載のキット。
【請求項５５】
　前記血管形成因子がＶＥＧＦＲ３である、請求項５１に記載のキット。
【請求項５６】
　患者から得た試料における一又は複数の遺伝子の発現レベルとＶＥＧＦ－Ａの発現レベ
ルとの比率を決定するために、一又は複数の遺伝子の発現レベルとＶＥＧＦ－Ａの発現レ
ベルを検出することができる化合物セットであって、このとき対照試料における該遺伝子
の少なくとも一の発現レベルとＶＥＧＦ－Ａの発現レベルとの比率と比較して、試料中の
同遺伝子の発現レベルとＶＥＧＦ－Ａの発現レベルとの比率に変化がある場合に、該患者
がＶＥＧＦアンタゴニストに加えて抗血管形成療法又は抗癌療法から利益を得うることが
示される、化合物セット。
【請求項５７】
　化合物がポリヌクレオチドである、請求項５６に記載の化合物セット。
【請求項５８】
　化合物がタンパク質である、請求項５６に記載の化合物セット。
【請求項５９】
　タンパク質が抗体である、請求項５８に記載の化合物セット。
【請求項６０】
　前記遺伝子の少なくとも一が血管形成因子である、請求項５６に記載の化合物セット。
【請求項６１】
　前記血管形成因子がＶＥＧＦ－Ｃである、請求項６０に記載の化合物セット。
【請求項６２】
　前記血管形成因子がＶＥＧＦ－Ｄである、請求項６０に記載の化合物セット。
【請求項６３】
　前記血管形成因子がｂＦＧＦである、請求項６０に記載の化合物セット。
【請求項６４】
　前記血管形成因子がＶＥＧＦＲ３である、請求項６０に記載の化合物セット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
（関連出願）
　本出願は、２００８年７月１１日出願の米国仮出願番号６１／０８０１７３の優先権を
主張する国際特許出願であり、この内容は出典明記によって本明細書中に援用される。
【０００２】
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（発明の分野）
　本発明は、癌の治療に有用な診断用の方法及び組成物に関する。
【背景技術】
【０００３】
　癌はヒトの健康を脅かす最も致死率の高いものの一つである。米国だけでも、毎年１，
３００，０００人近くの患者が新たに癌に罹患しており、循環器系疾患に次いで２番目の
死因となっており、およそ４人に１人を占める。固形腫瘍はこれらの死の大部分の原因で
ある。特定の癌の医学治療においてめざましい進歩があるにもかかわらず、すべての癌の
全体の５年生存率は過去２０年においておよそ２０％しか改善されていない。癌又は悪性
腫瘍は転移して、制御されずに急速に成長するので、タイムリーな検出と治療を極めて難
しくする。
　癌の種類に応じて、患者は一般的に、化学療法、放射線および抗体ベースの薬剤を含む
、患者に有用な様々な治療の選択がある。異なる治療投薬計画から臨床結果を予測するた
めに有用な診断法は、この患者の臨床管理のためになる。様々な研究により、例えば突然
変異特異的アッセイ、マイクロアレイ分析、ｑＰＣＲなどによって特定の癌種の同定と遺
伝子発現との相関性が研究されてきた。このような方法は、患者が示す癌の同定及び分類
に有用でありうる。しかしながら、臨床結果との遺伝子発現の予測又は予後の値について
はあまり知られていない。
　したがって、各患者に適切な治療投薬計画のための客観的な再現性のある方法が求めら
れている。
【発明の概要】
【０００４】
　本発明の方法は、例えば、ある治療コースのための患者を選択する際、特定の治療投薬
計画により個々の患者を治療する場合の成功の可能性を予測する際、疾患経過を評価する
際、治療効果をモニタリングする際、個々の患者の予後を決定する際、そして、抗血管形
成療法に加えて特定の抗癌療法から利益を得る個体の素因を評価するといった、様々な状
況で利用可能である。
【０００５】
　ＶＥＧＦアンタゴニストと抗癌療法から利益を得る患者の同定方法、ＶＥＧＦアンタゴ
ニストと抗血管形成療法に対する患者の応答性を予測する方法、及びＶＥＧＦアンタゴニ
ストと抗癌療法から患者への臨床上の利益の可能性を決定する方法を、本明細書中で提供
する。例えば、方法は、患者から得た試料において遺伝子の発現レベルとＶＥＧＦ－Ａの
発現レベルとの間の比率を決定することを含み、このとき、対照試料における該遺伝子の
発現レベルとＶＥＧＦ－Ａの発現レベルとの間の比率と比較して、該試料中の該遺伝子の
発現レベルとＶＥＧＦ－Ａの発現レベルとの間の比率に変化がある場合に、該患者がＶＥ
ＧＦアンタゴニストと抗癌療法から利益を得うること、該患者がＶＥＧＦアンタゴニスト
と抗血管形成療法に応答すると思われること、及び／又は、ＶＥＧＦアンタゴニストと抗
癌療法から患者に臨床上の利益をもたらす可能性が高まることが示される。
　この方法の特定の実施態様では、比率の変化は増加である。他の実施態様では、比率の
変化は減少である。ある実施態様では、遺伝子は血管形成因子である。ある実施態様では
、発現レベルはｍＲＮＡ発現レベルである。一実施態様では、ｍＲＮＡ発現は腫瘍細胞の
ものである。ある実施態様では、前記血管形成因子のｍＲＮＡ発現レベルとＶＥＧＦ－Ａ
のｍＲＮＡ発現レベルとの間の比率の変化は増加である。一実施態様では、血管形成因子
はＶＥＧＦ－Ｃである。他の実施態様では、血管形成因子はＶＥＧＦ－Ｄである。さらに
他の実施態様では、血管形成因子はｂＦＧＦである。さらに他の実施態様では、血管形成
因子はＶＥＧＦＲ３である。
【０００６】
　ある実施態様では、血管形成因子はＶＥＧＦ－Ｃであり、この方法はさらに、該試料に
おけるＶＥＧＦ－Ｄの発現レベルとＶＥＧＦ－Ａの発現レベルとの比率を決定することを
含み、このとき対照試料におけるＶＥＧＦ－Ｄの発現レベルとＶＥＧＦ－Ａの発現レベル
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との比率と比較して、該試料中のＶＥＧＦ－Ｄの発現レベルとＶＥＧＦ－Ａの発現レベル
との比率が増加している。一実施態様では、対照試料と比較して試料中の比率が増加して
いる場合に、該患者がＶＥＧＦアンタゴニストと抗癌療法から利益を得うること、該患者
がＶＥＧＦアンタゴニストと抗血管形成療法に応答すると思われること、及び／又は、Ｖ
ＥＧＦアンタゴニストと抗癌療法から患者に臨床上の利益をもたらす可能性が高まること
が示される。ある実施態様では、発現レベルはｍＲＮＡ発現レベルである。ある実施態様
では、発現レベルはタンパク質発現レベルである。
　ある実施態様では、血管形成因子はＶＥＧＦ－Ｃであり、この方法はさらに、該試料に
おけるｂＦＧＦの発現レベルとＶＥＧＦ－Ａの発現レベルとの比率を決定することを含み
、このとき対照試料におけるｂＦＧＦの発現レベルとＶＥＧＦ－Ａの発現レベルとの比率
と比較して、該試料中のｂＦＧＦの発現レベルとＶＥＧＦ－Ａの発現レベルとの比率が増
加している。一実施態様では、対照試料と比較して試料中の比率が増加している場合に、
該患者がＶＥＧＦアンタゴニストと抗癌療法から利益を得うること、該患者がＶＥＧＦア
ンタゴニストと抗血管形成療法に応答すると思われること、及び／又は、ＶＥＧＦアンタ
ゴニストと抗癌療法から患者に臨床上の利益をもたらす可能性が高まることが示される。
ある実施態様では、発現レベルはｍＲＮＡ発現レベルである。ある実施態様では、発現レ
ベルはタンパク質発現レベルである。
【０００７】
　ある実施態様では、血管形成因子はＶＥＧＦ－Ｄであり、この方法はさらに、該試料に
おけるＶＥＧＦ－Ｃの発現レベルとＶＥＧＦ－Ａの発現レベルとの比率を決定することを
含み、このとき対照試料におけるＶＥＧＦ－Ｃの発現レベルとＶＥＧＦ－Ａの発現レベル
との比率と比較して、該試料中のＶＥＧＦ－Ｃの発現レベルとＶＥＧＦ－Ａの発現レベル
との比率が増加している。一実施態様では、対照試料と比較して試料中の比率が増加して
いる場合に、該患者がＶＥＧＦアンタゴニストと抗癌療法から利益を得うること、該患者
がＶＥＧＦアンタゴニストと抗血管形成療法に応答すると思われること、及び／又は、Ｖ
ＥＧＦアンタゴニストと抗癌療法から患者に臨床上の利益をもたらす可能性が高まること
が示される。ある実施態様では、発現レベルはｍＲＮＡ発現レベルである。ある実施態様
では、発現レベルはタンパク質発現レベルである。
　ある実施態様では、血管形成因子はＶＥＧＦ－Ｄであり、この方法はさらに、該試料に
おけるｂＦＧＦの発現レベルとＶＥＧＦ－Ａの発現レベルとの比率を決定することを含み
、このとき対照試料におけるｂＦＧＦの発現レベルとＶＥＧＦ－Ａの発現レベルとの比率
と比較して、該試料中のｂＦＧＦの発現レベルとＶＥＧＦ－Ａの発現レベルとの比率が増
加している。一実施態様では、対照試料と比較して試料中の比率が増加している場合に、
該患者がＶＥＧＦアンタゴニストと抗癌療法から利益を得うること、該患者がＶＥＧＦア
ンタゴニストと抗血管形成療法に応答すると思われること、及び／又は、ＶＥＧＦアンタ
ゴニストと抗癌療法から患者に臨床上の利益をもたらす可能性が高まることが示される。
ある実施態様では、発現レベルはｍＲＮＡ発現レベルである。ある実施態様では、発現レ
ベルはタンパク質発現レベルである。
【０００８】
　ある実施態様では、血管形成因子はｂＦＧＦであり、この方法はさらに、該試料におけ
るＶＥＧＦ－Ｃの発現レベルとＶＥＧＦ－Ａの発現レベルとの比率を決定することを含み
、このとき対照試料におけるＶＥＧＦ－Ｃの発現レベルとＶＥＧＦ－Ａの発現レベルとの
比率と比較して、該試料中のＶＥＧＦ－Ｃの発現レベルとＶＥＧＦ－Ａの発現レベルとの
比率が増加している。一実施態様では、対照試料と比較して試料中の比率が増加している
場合に、該患者がＶＥＧＦアンタゴニストと抗癌療法から利益を得うること、該患者がＶ
ＥＧＦアンタゴニストと抗血管形成療法に応答すると思われること、及び／又は、ＶＥＧ
Ｆアンタゴニストと抗癌療法から患者に臨床上の利益をもたらす可能性が高まることが示
される。ある実施態様では、発現レベルはｍＲＮＡ発現レベルである。ある実施態様では
、発現レベルはタンパク質発現レベルである。
　ある実施態様では、血管形成因子はｂＦＧＦであり、この方法はさらに、該試料におけ
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るＶＥＧＦ－Ｄの発現レベルとＶＥＧＦ－Ａの発現レベルとの比率を決定することを含み
、このとき対照試料におけるＶＥＧＦ－Ｄの発現レベルとＶＥＧＦ－Ａの発現レベルとの
比率と比較して、該試料中のＶＥＧＦ－Ｄの発現レベルとＶＥＧＦ－Ａの発現レベルとの
比率が増加している。一実施態様では、対照試料と比較して試料中の比率が増加している
場合に、該患者がＶＥＧＦアンタゴニストと抗癌療法から利益を得うること、該患者がＶ
ＥＧＦアンタゴニストと抗血管形成療法に応答すると思われること、及び／又は、ＶＥＧ
Ｆアンタゴニストと抗癌療法から患者に臨床上の利益をもたらす可能性が高まることが示
される。ある実施態様では、発現レベルはｍＲＮＡ発現レベルである。ある実施態様では
、発現レベルはタンパク質発現レベルである。
【０００９】
　ある態様では、ＶＥＧＦアンタゴニストと抗癌療法から利益を得うる患者を同定するこ
とを含む方法であって、患者から得た試料における遺伝子の発現レベルとＶＥＧＦ－Ａの
発現レベルとの比率を決定することを含み、このとき該遺伝子の発現レベルとＶＥＧＦ－
Ａの発現レベルとの比率が０．１以上である場合に、該患者がＶＥＧＦアンタゴニストと
抗癌療法から利益を得うることが示される方法を提供する。一実施態様では、比率は、前
記遺伝子の発現レベルとＶＥＧＦ－Ａの発現レベルとの間で０．２５以上である。他の実
施態様では、比率は、前記遺伝子の発現レベルとＶＥＧＦ－Ａの発現レベルとの間で０．
５以上である。さらに他の実施態様では、比率は、前記遺伝子の発現レベルとＶＥＧＦ－
Ａの発現レベルとの間で１．０以上である。ある実施態様では、前記遺伝子はＶＥＧＦ－
Ｃである。ある実施態様では、前記遺伝子はＶＥＧＦ－Ｄである。ある実施態様では、前
記遺伝子はｂＦＧＦである。ある実施態様では、前記遺伝子はＶＥＧＦＲ３である。
　ある態様では、抗血管形成療法に対する患者の応答性を予測することを含む方法であっ
て、患者から得た試料における遺伝子の発現レベルとＶＥＧＦ－Ａの発現レベルとの比率
を決定することを含み、このとき該遺伝子の発現レベルとＶＥＧＦ－Ａの発現レベルとの
比率が０．１以上である場合に、該患者がＶＥＧＦアンタゴニストと抗血管形成療法に対
して応答すると思われることが示される方法を提供する。一実施態様では、比率は、前記
遺伝子の発現レベルとＶＥＧＦ－Ａの発現レベルとの間で０．２５以上である。他の実施
態様では、比率は、前記遺伝子の発現レベルとＶＥＧＦ－Ａの発現レベルとの間で０．５
以上である。さらに他の実施態様において、比率は、前記遺伝子の発現レベルとＶＥＧＦ
－Ａの発現レベルとの間で１．０以上である。ある実施態様では、前記遺伝子はＶＥＧＦ
－Ｃである。ある実施態様では、前記遺伝子はＶＥＧＦ－Ｄである。ある実施態様では、
前記遺伝子はｂＦＧＦである。ある実施態様では、前記遺伝子はＶＥＧＦＲ３である。
【００１０】
　ある態様では、ＶＥＧＦアンタゴニストと抗癌療法から臨床上の利益を得る可能性を決
定することを含む方法であって、患者から得た試料における遺伝子の発現レベルとＶＥＧ
Ｆ－Ａの発現レベルとの比率を決定することを含み、このとき該遺伝子の発現レベルとＶ
ＥＧＦ－Ａの発現レベルとの比率が０．１以上である場合に、該患者がＶＥＧＦアンタゴ
ニストと抗癌療法から臨床上の利益を得る可能性が高まることが示される方法を提供する
。一実施態様では、比率は、前記遺伝子の発現レベルとＶＥＧＦ－Ａの発現レベルとの間
で０．２５以上である。他の実施態様では、比率は、前記遺伝子の発現レベルとＶＥＧＦ
－Ａの発現レベルとの間で０．５以上である。さらに他の実施態様において、比率は、前
記遺伝子の発現レベルとＶＥＧＦ－Ａの発現レベルとの間で１．０以上である。ある実施
態様では、前記遺伝子はＶＥＧＦ－Ｃである。ある実施態様では、前記遺伝子はＶＥＧＦ
－Ｄである。ある実施態様では、前記遺伝子はｂＦＧＦである。ある実施態様では、前記
遺伝子はＶＥＧＦＲ３である。
【００１１】
　一態様では、試料における遺伝子の発現レベルとＶＥＧＦ－Ａの発現レベルとの間の比
率を決定する方法であって、
(a) 試料における前記遺伝子の相対的な発現を決定すること、
(b) 対照試料における前記遺伝子の相対的な発現を決定すること、
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(c) 試料中の該遺伝子の相対的な発現を対照試料中の該遺伝子の相対的な発現によって割
ることを含む、試料中の該遺伝子の標準化した相対的な発現を決定すること、 
(d) 試料中のＶＥＧＦ－Ａの相対的な発現を決定すること、
(e) 対照試料中のＶＥＧＦ－Ａの相対的な発現を決定すること、
(f) 試料中のＶＥＧＦ－Ａの相対的な発現を対照試料中のＶＥＧＦ－Ａの相対的な発現に
よって割ることを含む、試料中のＶＥＧＦ－Ａの標準化した相対的な発現を決定すること
、そして、
(g) 該遺伝子の標準化した発現をＶＥＧＦ－Ａの標準化した発現によって割ることによっ
て、該遺伝子の発現レベルとＶＥＧＦ－Ａの発現レベルとの比率を決定すること
を含む方法を提供する。
　ある実施態様では、遺伝子は、血管形成因子又はそのレセプターである。いくつかの実
施態様では、血管形成因子には、限定するものではないが、本明細書中の定義の項で定義
するような血管形成因子及びそのレセプターが含まれる。
　ある実施態様では、遺伝子又は血管形成因子の発現レベルはｍＲＮＡ発現レベルである
。ある実施態様では、遺伝子又は血管形成因子の発現レベルはタンパク質発現レベルであ
る。
　ある実施態様では、遺伝子又は血管形成因子のｍＲＮＡ発現レベルはｑＲＴ－ＰＣＲ又
はｑＰＣＲを用いて測定される。他の実施態様では、ｍＲＮＡ発現レベルはマイクロアレ
イを使用して測定される。他の実施態様では、ｍＲＮＡ発現レベルはＩＳＨ(インサイツ
ハイブリダイゼーション)を使用して測定される。ある実施態様では、遺伝子又は血管形
成因子のタンパク質発現レベルは、ＩＨＣアッセイを使用して測定される。
　ある実施態様では、血管形成因子のｍＲＮＡ発現レベルとＶＥＧＦ－ＡのｍＲＮＡ発現
レベルとの間の比率の変化は、増加である。一実施態様では、血管形成因子はＶＥＧＦ－
Ｃである。他の実施態様では、血管形成因子はＶＥＧＦ－Ｄである。さらに他の実施態様
では、血管形成因子はｂＦＧＦである。さらに他の実施態様では、血管形成因子はＶＥＧ
ＦＲ３である。
【００１２】
　一実施態様では、患者からの試料における遺伝子のｍＲＮＡ発現レベルとＶＥＧＦ－Ａ
のｍＲＮＡ発現レベルとの間の比率は少なくとも０．５であり、前記遺伝子はＶＥＧＦ－
Ｃである。他の実施態様では、患者からの試料における遺伝子のｍＲＮＡ発現レベルとＶ
ＥＧＦ－ＡのｍＲＮＡ発現レベルとの間の比率は少なくとも１であり、前記遺伝子はＶＥ
ＧＦ－Ｃである。一実施態様では、患者からの試料における遺伝子のｍＲＮＡ発現レベル
とＶＥＧＦ－ＡのｍＲＮＡ発現レベルとの間の比率は少なくとも０．１であり、前記遺伝
子はＶＥＧＦ－Ｄである。一実施態様では、患者からの試料における遺伝子のｍＲＮＡ発
現レベルとＶＥＧＦ－ＡのｍＲＮＡ発現レベルとの間の比率は少なくとも０．２５であり
、前記遺伝子はＶＥＧＦ－Ｄである。他の実施態様では、遺伝子のｍＲＮＡ発現レベルと
ＶＥＧＦ－ＡのｍＲＮＡ発現レベルとの間の比率は少なくとも０．５であり、前記遺伝子
はＶＥＧＦ－Ｄである。一実施態様では、患者からの試料における遺伝子のｍＲＮＡ発現
レベルとＶＥＧＦ－ＡのｍＲＮＡ発現レベルとの間の比率は少なくとも０．５であり、前
記遺伝子はｂＦＧＦである。他の実施態様では、患者からの試料における遺伝子のｍＲＮ
Ａ発現レベルとＶＥＧＦ－ＡのｍＲＮＡ発現レベルとの間の比率は少なくとも１であり、
前記遺伝子はｂＦＧＦである。さらに他の実施態様では、患者からの試料における遺伝子
のｍＲＮＡ発現レベルとＶＥＧＦ－ＡのｍＲＮＡ発現レベルとの間の比率は少なくとも２
であり、前記遺伝子はｂＦＧＦである。
【００１３】
　ある実施態様では、ＶＥＧＦアンタゴニスト療法は、抗ＶＥＧＦ抗体の投与を含む。あ
る実施態様では、ＶＥＧＦアンタゴニストは、抗ＶＥＧＦ抗体、ＶＥＧＦ-Ｔｒａｐ(例え
ばＶＥＧＦレセプター-Ｆｃ融合)又は抗ＶＥＧＦレセプター抗体である。ある実施態様で
は、ＶＥＧＦアンタゴニストは抗ＶＥＧＦ抗体である。ある実施態様では、抗ＶＥＧＦ抗
体は、ヒト又はヒト化抗ＶＥＧＦ抗体である。一実施態様では、抗ＶＥＧＦ抗体はベバシ
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ズマブである。
　ある実施態様では、本発明の方法はさらに、ＶＥＧＦアンタゴニストに加えて患者に抗
癌治療薬の有効量を投与することを含む。ある実施態様では、抗癌治療薬はＶＥＧＦ－Ｃ
アンタゴニストである。ある実施態様では、ＶＥＧＦ－Ｃアンタゴニストは抗ＶＥＧＦ－
Ｃ抗体である。ある実施態様では、ＶＥＧＦアンタゴニストに加えて抗ＶＥＧＦ－Ｃ抗体
の有効量が、患者に投与される。ある実施態様では、抗ＶＥＧＦ抗体に加えて抗ＶＥＧＦ
－Ｃ抗体の有効量が、患者に投与される。ある実施態様では、抗ＶＥＧＦ－Ｃ抗体および
抗ＶＥＧＦ抗体は、同時に患者に投与される。
【００１４】
　ある実施態様では、患者の癌の治療方法が提供される。例えば、この方法は、患者から
得た試料における遺伝子の発現レベルとＶＥＧＦ－Ａの発現レベルとの比率が対照試料に
おける該遺伝子の発現レベルとＶＥＧＦ－Ａの発現レベルとの比率と比較して変化してい
ることを決定し、そして、ＶＥＧＦアンタゴニスト以外の抗癌療法の有効量を該患者に投
与することを含み、これによって癌が治療される。ある実施態様では、癌は耐性腫瘍であ
る。ある実施態様では、患者は、再発性か又はＶＥＧＦアンタゴニストを含む抗癌療法に
抵抗性である。ある実施態様では、患者は、再発性か又は抗ＶＥＧＦ抗体を含む抗癌療法
に抵抗性である。ある実施態様では、患者は、再発性か又はベバシズマブを含む抗癌療法
に抵抗性である。
　ある実施態様では、患者の細胞増殖性疾患の治療方法が提供される。例えば、この方法
は、患者から得た試料における遺伝子の発現レベルとＶＥＧＦ－Ａの発現レベルとの比率
が対照試料における該遺伝子の発現レベルとＶＥＧＦ－Ａの発現レベルとの比率と比較し
て変化していることを決定し、そして、ＶＥＧＦアンタゴニスト以外の抗癌療法の有効量
を該患者に投与することを含み、これによって細胞増殖性疾患が治療される。
　ある実施態様では、患者の脈管形成を阻害する方法が提供される。この方法は、患者か
ら得た試料における遺伝子の発現レベルとＶＥＧＦ－Ａの発現レベルとの比率が対照試料
における該遺伝子の発現レベルとＶＥＧＦ－Ａの発現レベルとの比率と比較して変化して
いることを決定し、そして、ＶＥＧＦアンタゴニスト以外の抗癌療法の有効量を該患者に
投与することを含む。
【００１５】
　ある実施態様では、患者のリンパ脈管形成を阻害する方法が提供される。この方法は、
患者から得た試料における遺伝子の発現レベルとＶＥＧＦ－Ａの発現レベルとの比率が対
照試料における該遺伝子の発現レベルとＶＥＧＦ－Ａの発現レベルとの比率と比較して変
化していることを決定し、そして、ＶＥＧＦアンタゴニスト以外の抗癌療法の有効量を該
患者に投与することを含む。
　ある実施態様では、抗ＶＥＧＦ抗体および抗ＶＥＧＦ－Ｃ抗体を含むがこれに限らず抗
癌薬又は抗血管形成薬は、ラベル又はパッケージ挿入物に示される指示に従って患者に投
与される。
　一実施態様では、比率の変化は増加である。他の実施態様では、比率の変化は減少であ
る。ある実施態様では、遺伝子は血管形成因子である。ある実施態様では、発現レベルは
ｍＲＮＡ発現レベルである。一実施態様では、ｍＲＮＡ発現は腫瘍細胞のものである。あ
る実施態様では、前記血管形成因子のｍＲＮＡ発現レベルとＶＥＧＦ－ＡのｍＲＮＡ発現
レベルとの間の比率の変化は増加である。一実施態様では、血管形成因子はＶＥＧＦ－Ｃ
である。他の実施態様では、血管形成因子はＶＥＧＦ－Ｄである。さらに他の実施態様で
は、血管形成因子はｂＦＧＦである。さらに他の実施態様では、血管形成因子はＶＥＧＦ
Ｒ３である。
　ある実施態様では、患者から得られる試料は、組織、血液、血清又はこれら何れかの組
合せである。ある実施態様では、患者から得られる試料は組織試料である。
【００１６】
　ある実施態様では、本発明の方法はさらに、その遺伝子についてＩＨＣアッセイを実施
することを含む免疫組織化学(ＩＨＣ)スコアを決定することを含んでよく、このときＩＨ
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Ｃスコアは少なくとも＋１である。一実施態様では、ＩＨＣスコアは少なくとも２＋であ
る。さらに他の実施態様において、ＩＨＣスコアは３＋である。
　ある実施態様では、本発明の方法はさらに、試料がＶＥＧＦＲ３を発現する腫瘍細胞を
含むか否かを決定することを含んでよく、このときＶＥＧＦＲ３発現の存在により、該患
者がＶＥＧＦアンタゴニストと抗癌療法から利益を得うること、該患者がＶＥＧＦアンタ
ゴニストと抗血管形成療法に応答すると思われること、及び／又は、ＶＥＧＦアンタゴニ
ストと抗癌療法から患者に臨床上の利益をもたらす可能性が高まることが示される。
　一実施態様では、ＶＥＧＦＲ３発現はｍＲＮＡ発現である。他の実施態様では、ＶＥＧ
ＦＲ３ ｍＲＮＡ発現の存在は、ｑＲＴ－ＰＣＲ又はｑＰＣＲを使用して決定される。さ
らに他の実施態様では、ＶＥＧＦＲ３タンパク質発現の存在は、ＩＨＣアッセイを使用し
て決定される。
　ある実施態様では、本発明の方法はさらに、ＶＥＧＦＲ３の発現レベルを測定すること
を含んでよく、このとき試料中のＶＥＧＦＲ３の発現レベルが対照試料と比較して増加し
ている。一実施態様では、ＶＥＧＦＲ３の発現レベルは、ｍＲＮＡ発現レベルである。他
の実施態様では、ＶＥＧＦＲ３の増加したｍＲＮＡ発現レベルは腫瘍細胞におけるもので
ある。
【００１７】
　ある実施態様では、本発明の方法はさらに、その遺伝子についてＩＨＣアッセイを実施
することを含む免疫組織化学(ＩＨＣ)スコアを決定すること、そして該試料がＶＥＧＦＲ
３を発現する腫瘍細胞を含むか否かを決定することを含んでよく、このとき少なくとも１
＋のＩＨＣスコアとＶＥＧＦＲ３発現の存在により、該患者がＶＥＧＦアンタゴニストと
抗癌療法から利益を得うること、該患者が抗血管形成療法に応答すると思われること、及
び／又は、ＶＥＧＦアンタゴニストと抗癌療法から患者に臨床上の利益をもたらす可能性
が高まることが示される。一実施態様では、ＩＨＣスコアは少なくとも２＋である。さら
に他の実施態様では、ＩＨＣスコアは３＋である。一実施態様では、ＶＥＧＦＲ３の発現
レベルは、ｍＲＮＡ発現レベルである。他の実施態様では、ＶＥＧＦＲ３の増加したｍＲ
ＮＡ発現レベルは腫瘍細胞におけるものである。
　ある実施態様では、本発明の方法はさらに、試料がＶＥＧＦ－Ｄを発現する腫瘍細胞を
含むか否かを決定することを含んでよく、このときＶＥＧＦ－Ｄ発現の存在により、該患
者がＶＥＧＦアンタゴニストと抗癌療法から利益を得うること、該患者がＶＥＧＦアンタ
ゴニストと抗血管形成療法に応答すると思われること、及び／又は、ＶＥＧＦアンタゴニ
ストと抗癌療法から患者に臨床上の利益をもたらす可能性が高まることが示される。一実
施態様では、ＶＥＧＦ－Ｄ発現はｍＲＮＡ発現である。他の実施態様では、ＶＥＧＦ－Ｄ
 ｍＲＮＡ発現の存在は、ｑＲＴ－ＰＣＲ又はｑＰＣＲを使用して決定される。他の実施
態様では、ＶＥＧＦ－Ｄ発現はタンパク質発現である。他の実施態様では、ＶＥＧＦ－Ｄ
タンパク質発現の存在は、ＩＨＣアッセイを使用して決定される。
【００１８】
　一態様では、本発明は、一又は複数の遺伝子とＶＥＧＦ－Ａへ特異的にハイブリダイズ
することができるポリヌクレオチドを含むアレイを具備するキットであって、さらに、一
又は複数の該遺伝子とＶＥＧＦ－Ａとの発現レベルの比率を決定して、抗血管形成療法又
は抗癌療法に対する患者の応答性を予測するために該アレイを用いるための指示書を具備
し、このとき対照試料における該遺伝子の少なくとも一の発現レベルとＶＥＧＦ－Ａの発
現レベルとの比率と比較して、試料中の同遺伝子の発現レベルとＶＥＧＦ－Ａの発現レベ
ルとの比率に変化がある場合に、該患者がＶＥＧＦアンタゴニストと抗血管形成療法又は
抗癌療法から利益を得うることが示されるキットを提供する。
　ある実施態様では、試料における少なくとも一の前記遺伝子の発現レベルとＶＥＧＦ－
Ａの発現レベルとの間の比率が０．１以上である場合に、患者がＶＥＧＦアンタゴニスト
と抗血管形成療法又は抗癌療法から利益を得うることが示される。ある実施態様では、少
なくとも一の前記遺伝子の発現レベルとＶＥＧＦ－Ａの発現レベルとの間の比率が０．２
５以上である場合に、患者がＶＥＧＦアンタゴニストと抗血管形成療法又は抗癌療法から
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利益を得うることが示される。ある実施態様では、少なくとも一の前記遺伝子の発現レベ
ルとＶＥＧＦ－Ａの発現レベルとの間の比率が０．５以上である場合に、患者がＶＥＧＦ
アンタゴニストと抗血管形成療法又は抗癌療法から利益を得うることが示される。ある実
施態様では、少なくとも一の前記遺伝子の発現レベルとＶＥＧＦ－Ａの発現レベルとの間
の比率が１以上である場合に、患者がＶＥＧＦアンタゴニストと抗血管形成療法又は抗癌
療法から利益を得うることが示される。ある実施態様では、少なくとも一の前記遺伝子の
発現レベルとＶＥＧＦ－Ａの発現レベルとの間の比率が２以上である場合に、患者がＶＥ
ＧＦアンタゴニストと抗血管形成療法又は抗癌療法から利益を得うることが示される。
【００１９】
　一態様では、本発明は、患者から得た試料における一又は複数の遺伝子の発現レベルと
ＶＥＧＦ－Ａの発現レベルとの比率を決定するために、一又は複数の遺伝子の発現レベル
とＶＥＧＦ－Ａの発現レベルを検出することができる化合物セットであって、このとき対
照試料における該遺伝子の少なくとも一の発現レベルとＶＥＧＦ－Ａの発現レベルとの比
率と比較して、試料中の同遺伝子の発現レベルとＶＥＧＦ－Ａの発現レベルとの比率に変
化がある場合に、該患者がＶＥＧＦアンタゴニストと抗癌療法から利益を得うることが示
される化合物セットを提供する。ある実施態様では、化合物はポリヌクレオチドである。
ある実施態様では、化合物はタンパク質である。一実施態様では、タンパク質は抗体であ
る。
　一態様では、本発明は、患者から得た試料における一又は複数の遺伝子の発現レベルと
ＶＥＧＦ－Ａの発現レベルとの比率を決定するために、一又は複数の遺伝子の発現レベル
とＶＥＧＦ－Ａの発現レベルを検出することができる化合物セットであって、このとき試
料中の該遺伝子の少なくとも一の発現レベルとＶＥＧＦ－Ａの発現レベルとの比率が０．
１以上である場合に、該患者がＶＥＧＦアンタゴニストと抗血管形成療法又は抗癌療法か
ら利益を得うることが示される化合物セットを提供する。ある実施態様では、比率は０．
２５以上である。ある実施態様では、比率は０．５以上である。ある実施態様では、比率
は１以上である。ある実施態様では、比率は２以上である。ある実施態様では、化合物は
ポリヌクレオチドである。ある実施態様では、化合物はタンパク質である。一実施態様で
は、タンパク質は抗体である。
【００２０】
　ある実施態様では、患者は癌と診断されている。ある実施態様では、癌は、カルチノー
マ、リンパ腫、芽細胞腫、肉腫および白血病である。これら癌のより具体的な例には、限
定するものではないが、扁平上皮細胞癌、肺癌(小細胞肺癌、非小細胞肺癌、肺の腺癌お
よび肺の扁平上皮癌を含む)、腹膜の癌、肝細胞性癌、胃(gastric、stomach)癌(胃腸癌を
含む)、膵癌、神経膠芽腫、子宮頸癌、卵巣癌、肝癌、膀胱癌、肝腫瘍、乳癌、大腸癌、
結腸直腸癌、子宮内膜又は子宮癌腫、唾液腺癌腫、腎臓又は腎臓癌、肝癌、前立腺癌、外
陰部癌、甲状腺癌、肝癌および様々な種類の頭頸部癌、並びにＢ細胞リンパ腫(低悪性度
／濾胞性非ホジキンリンパ腫(ＮＨＬ))；小リンパ球(ＳＬ) ＮＨＬ；中悪性度／濾胞性Ｎ
ＨＬ；中悪性度びまん性ＮＨＬ；高悪性度免疫芽細胞ＮＨＬ；高悪性度リンパ芽球ＮＨＬ
；高悪性度小型非切れ込み核細胞性ＮＨＬ；巨大腫瘤病変ＮＨＬ；マントル細胞リンパ腫
；エイズ関連のリンパ腫；及びワルデンシュトレームマクログロブリン血症)；慢性リン
パ球性白血病(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、移植後のリンパ増殖性疾患(ＰＴＬＤ)、並びに母斑症関連の異常な血
管増殖、浮腫(脳腫瘍と関連するものなど)又はメイグス症候群が含まれる。特定の実施態
様では、癌は、結腸直腸癌、非小細胞肺癌、乳癌、神経膠芽腫又は腎臓癌である。
　ある実施態様では、本発明の方法は、ＶＥＧＦ－ＡないしＶＥＧＦ－Ａレセプター(例
えば、ＫＤＲレセプター又はＦｌｔ－１レセプター)に対する抗体又はそのアンタゴニス
ト、及びＶＥＧＦ－Ｃに対する抗体又はそのアンタゴニストなどのこれらに限定されない
抗血管形成薬の投与を含む抗血管形成療法により実施されてよい。ある実施態様では、本
発明の方法はさらに、ＶＥＧＦアンタゴニストに加えて一又は複数の抗血管形成薬及び／
又は抗癌薬を投与することを含む。ある実施態様では、ＶＥＧＦアンタゴニストは抗ＶＥ
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ＧＦ抗体である。一実施態様では、抗ＶＥＧＦ抗体はベバシズマブである。ある実施態様
では、ＶＥＧＦアンタゴニストに加えて投与される抗血管形成薬は、ＶＥＧＦ－Ｃに対す
る抗体又はそのアンタゴニストである。一実施態様では、抗血管形成薬は抗ＶＥＧＦ－Ｃ
抗体である。抗血管形成薬の他の一覧は、本明細書中の定義および血管形成インヒビター
の項に見られる。
　先に記述した任意の実施態様又はその何れかの組合せは、本明細書中に記載の本発明の
何れか及びすべての方法に適用される。
【図面の簡単な説明】
【００２１】
【図１】腫瘍異種移植片モデルの相対的なＶＥＧＦ－Ａ ｍＲＮＡ発現を示すグラフ。図
１Ｂは図１Ａと同じデータを示すが、２つのハウスキーピング遺伝子に対して標準化し、
モデル当たりの腫瘍試料の数を増やしたものである。
【図２】腫瘍異種移植片モデルの相対的なＶＥＧＦ－Ｃ ｍＲＮＡ発現を示すグラフ。図
２Ｂは図２Ａと同じデータを示すが、２つのハウスキーピング遺伝子に対して標準化し、
モデル当たりの腫瘍試料の数を増やしたものである。
【図３】腫瘍異種移植片モデルの相対的なＶＥＧＦ－Ｄ ｍＲＮＡ発現を示すグラフ。図
３Ｂは図３Ａと同じデータを示すが、２つのハウスキーピング遺伝子に対して標準化し、
モデル当たりの腫瘍試料の数を増やしたものである。
【図４】腫瘍異種移植片モデルの相対的なＶＥＧＦＲ３ ｍＲＮＡ発現を示すグラフ。図
４Ｂは図４Ａと同じデータを示すが、２つのハウスキーピング遺伝子に対して標準化し、
モデル当たりの腫瘍試料の数を増やしたものである。
【図５】腫瘍異種移植片モデルの相対的なｂＦＧＦ ｍＲＮＡ発現を示すグラフ。
【図６】有効性の増加とＶＥＧＦ－Ａに対するＶＥＧＦ－Ｃの相対的なｍＲＮＡ発現比率
との相関性を示すグラフ。図６Ｂは図６Ａと同じデータを示すが、２つのハウスキーピン
グ遺伝子、代替％ＴＧＤ算出に対して標準化し、モデル当たりの腫瘍試料の数を増やした
ものである。
【図７】有効性の増加とＶＥＧＦ－Ａに対するＶＥＧＦ－Ｄの相対的なｍＲＮＡ発現比率
との相関性を示すグラフ。図７Ｂは図７Ａと同じデータを示すが、２つのハウスキーピン
グ遺伝子、代替％ＴＧＤ算出に対して標準化し、モデル当たりの腫瘍試料の数を増やした
ものである。
【図８】有効性の増加とＶＥＧＦ－Ａに対するｂＦＧＦの相対的なｍＲＮＡ発現比率との
相関性を示すグラフ。
【図９】有効性とＶＥＧＦ－Ｃ／ＶＥＧＦ－ＡおよびＶＥＧＦ－Ｄ／ＶＥＧＦ－Ａの相対
的なｍＲＮＡ発現比率との相関性を示すグラフ。
【図１０】有効性とＶＥＧＦ－Ｃ／ＶＥＧＦ－ＡおよびｂＦＧＦ／ＶＥＧＦ－Ａの相対的
なｍＲＮＡ発現比率との相関性を示すグラフ。
【図１１】有効性とＶＥＧＦ－Ｄ／ＶＥＧＦ－ＡおよびｂＦＧＦ／ＶＥＧＦ－Ａの相対的
なｍＲＮＡ発現比率との相関性を示すグラフ。
【図１２】ヒト卵巣腺癌についてのＶＥＧＦ－Ｃ ＩＨＣスコアの図。
【図１３】ＶＥＧＦ－Ｃ ＩＨＣはＨ４６０およびＡ５４９腫瘍の切片を染色した。
【図１４】有効性の増加とＶＥＧＦ－Ｃ ＩＨＣスコアとの相関性を示すグラフ。図１４
Ｂは図１４Ａと同じデータを示すが、代替％ＴＧＤ算出によるものである。
【発明を実施するための形態】
【００２２】
（発明の詳細な説明）
　本明細書中に記載又は参照される技術及び手順は、当業者に一般に十分理解され、通常
の方法論を用いて共通して実施される。例えばその例は以下に記載される方法論を広く利
用したものである。Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual 3rd. e
dition (2001) Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. CURR
ENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY (F. M. Ausubel, et al. eds., (2003))；the ser
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ies METHODS IN ENZYMOLOGY (Academic Press, Inc.): PCR 2: A PRACTICAL APPROACH (M
. J. MacPherson, B. D. Hames and G. R. Taylor eds. (1995)), Harlow and Lane, eds
. (1988) ANTIBODIES, A LABORATORY MANUAL, and ANIMAL CELL CULTURE (R. I. Freshne
y, ed. (1987))；Oligonucleotide Synthesis (M. J. Gait, ed., 1984); Methods in Mo
lecular Biology, Humana Press; Cell Biology: A Laboratory Notebook (J. E. Cellis
, ed., 1998) Academic Press；Animal Cell Culture (R. I. Freshney), ed., 1987); I
ntroduction to Cell and Tissue Culture (J. P. Mather and P. E. Roberts, 1998) Pl
enum Press; Cell and Tissue Culture:Laboratory Procedures (A. Doyle, J. B. Griff
iths, and D. G. Newell, eds., 1993-8) J. Wiley and Sons；Handbook of Experimenta
l Immunology (D. M. Weir and C. C. Blackwell, eds.)；Gene Transfer Vectors for M
ammalian Cells (J. M. Miller and M. P. Calos, eds., 1987)；PCR: The Polymerase C
hain Reaction, (Mullis et al., eds., 1994)；Current Protocols in Immunology (J. 
E. Coligan et al., eds., 1991)；Short Protocols in Molecular Biology (Wiley and 
Sons, 1999)；Immunobiology (C. A. Janeway and P. Travers, 1997)；Antibodies (P. 
Finch, 1997)；Antibodies: A Practical Approach (D. Catty., ed., IRL Press, 1988-
1989)；Monoclonal Antibodies: A Practical Approach (P. Shepherd and C. Dean, eds
., Oxford University Press, 2000)；Using Antibodies: A Laboratory Manual (E. Har
low and D. Lane (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1999)；The Antibodies (M. 
Zanetti and J. D. Capra, eds., Harwood Academic Publishers, 1995)；及び、Cancer:
 Principles and Practice of Oncology (V. T. DeVita et al., eds., J.B. Lippincott
 Company, 1993)。
【００２３】
　定義のない限り、本明細書中で用いる技術的及び科学的用語は、本発明が属する分野の
技術者によって共通して理解されるのと同じ意味を有する。Singleton et al., Dictiona
ry of Microbiology and Molecular Biology 2nd ed., J. Wiley & Sons (New York, N.Y
. 1994), and March, Advanced Organic Chemistry Reactions, Mechanisms and Structu
re 4th ed., John Wiley & Sons (New York, N.Y. 1992)は、本出願において使用する多
くの用語についての一般的な指針を当業者に提供する。特許出願及び出版物を含む本明細
書中で引用されるすべての文献は、出典明記によってその全体が援用される。
【００２４】
（定義）
　本出願を理解するために、以下の定義を適用し、必要な場合はいつでも、単数で使用し
た用語には複数形も含まれ、その逆もそうである。以下に示すいずれかの定義が出典明記
によって本明細書中に援用されるいずれかの文献と矛盾する場合、以下の定義を調節して
もよい。
【００２５】
　「個体」、「被検体」又は「患者」は脊椎動物である。ある実施態様では、脊椎動物は
哺乳動物である。哺乳動物には、これに限定されないが、家畜(ウシなど)、スポーツ用動
物、愛玩動物(ネコ、イヌ及びウマなど)、霊長類、マウス及びラットが含まれる。ある実
施態様では、哺乳動物はヒトである。
　本明細書中で用いる「試料」又は「試験試料」なる用語は、例えば理学的、生化学的、
化学的及び／又は生理学的特徴に基づいて特性を示す又は同定される、細胞実体及び／又
は他の分子実体を含有する対象とする被検体から得られる、又は対象とする被検体由来の
組成物を指す。一実施態様では、この定義には、血液及び生物起源の他の液体試料、及び
生検試料などの組織試料又は組織培養物又はこれら由来の細胞が包含される。細胞試料の
供給源は、新鮮な、凍結されたおよび／または保存されていた臓器や組織試料または生検
または吸引による固形組織；血液または血液成分；体液；及び被検体の妊娠期または発生
期の任意の時期の細胞ないし血漿であってもよい。
【００２６】
　他の実施態様では、この定義には、試薬による処理、可溶化又は特定成分(例えばタン
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パク質又はポリヌクレオチド)の濃縮、又は切断のための半固形又は固形マトリックスへ
の包埋といった、調達後の何れかの方法で操作されている生物学的試料が含まれる。　本
明細書中で、組織試料の「切片」は、組織試料の一部又は断片、例えば、組織の薄切り又
は組織からの細胞片を意味する。
　試料には、限定するものではないが、原発性又は培養された細胞又は細胞株、細胞上清
物、細胞溶解物、血小板、血清、血漿、硝子体体液、リンパ液、関節液、ろ胞液、精液、
羊水、乳汁、全血液、尿、脳脊髄液、唾液、痰、涙、汗、粘液、腫瘍溶解物および組織培
養液、並びに組織抽出物、例としてホモジナイズした組織、腫瘍組織および細胞抽出物が
含まれる。
　一実施態様では、試料は臨床試料である。他の実施態様では、試料は診断検査法で使わ
れる。いくつかの実施態様では、試料は原発性又は転移性の腫瘍から得られる。組織生検
は、腫瘍組織の代表的な部分を得るために用いられることが多い。あるいは、腫瘍細胞は
、対象の腫瘍細胞を含むとわかっているか又はそう思われる組織又は体液の形態で間接的
に得られてもよい。例えば、肺癌病変の試料は、切除術、気管支鏡検査法、細針吸引、気
管支のブラッシングによって、又は痰、胸膜液ないし血液から得られてよい。
　一実施態様では、試料は、抗血管形成療法の前の被検体又は患者から得られる。他の実
施態様では、試料は、ＶＥＧＦアンタゴニスト療法の前の被検体又は患者から得られる。
さらに他の実施態様において、試料は、抗ＶＥＧＦ抗体療法の前の被検体又は患者から得
られる。ある実施態様では、試料は癌が転移したあとに得られる。
【００２７】
　本明細書の「対照試料」は、比較のために用いられる任意の試料、標準物質又はレベル
を指す。一実施態様では、対照試料は、同じ被検体又は患者の身体の健康な及び／又は罹
患していない部分から得られる。他の実施態様では、対照試料は、同じ被検体又は患者の
身体の処置していない組織及び／又は細胞から得られる。
　ある実施態様では、対照試料は、試験試料を得るときとは異なる一又は複数の時点で得
る同じ被検体又は患者からの単一試料又は組み合わせた複数の試料である。例えば、対照
試料は、同じ被検体又は患者から、試験試料を得る時より早い時点に得られる。この対照
試料は、対照試料が癌の初期診断時に得られ、試験試料が後の癌が転移性になるときに得
られている場合に、有用でありうる。
　一実施態様では、対照試料は、被検体又は患者でない個体の身体の健康な及び／又は罹
患していない部分から得られる。他の実施態様では、対照試料は、被検体又は患者でない
個体の身体の処置していない組織及び／又は細胞部分から得られる。
【００２８】
　ある実施態様では、対照試料は、被検体又は患者でない一又は複数の個体から得られる
「試料」なる用語の下で定義される、全種類の生物学的試料を含む。ある実施態様では、
対照試料は、被検体又は患者でない癌を有する一又は複数の個体から得られる。
　ある実施態様では、対照試料は、被検体又は患者でない一又は複数の健康な個体からの
組み合わせた複数の試料である。ある実施態様では、対照試料は、被検体又は患者でない
癌を有する一又は複数の個体からの組み合わせた複数の試料である。ある実施態様では、
対照試料は、被検体又は患者でない一又は複数の個体からの正常組織からプールしたＲＮ
Ａ試料である。ある実施態様では、対照試料は、被検体又は患者でない癌を有する一又は
複数の個体からの腫瘍組織からのプールされたＲＮＡ試料である。
　遺伝子又はバイオマーカーの発現レベル／量は、限定するものではないが、ｍＲＮＡ、
ｃＤＮＡ、タンパク質、タンパク質断片及び／又は遺伝子コピー数といった当分野で公知
の何れか適切な基準に基づいて定性的及び／又は定量的に決定されうる。ある実施態様で
は、第一試料中の遺伝子又はバイオマーカーの発現／量は、第二試料中の発現／量と比較
して増加している。ある実施態様では、第一試料中の遺伝子又はバイオマーカーの発現／
量は、第二試料中の発現／量と比較して減少している。ある実施態様では、第二試料は対
照試料である。
【００２９】
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　ある実施態様では、「増加」なる用語は、本明細書中のような当分野で公知の標準的な
方法によって検出されるところの、対照試料と比較して、タンパク質又は核酸のレベルの
５％、１０％、２０％、２５％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、８
５％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％又はそれ以上の全体の増加を指
す。ある実施態様では、増加なる用語は、試料中の遺伝子又はバイオマーカーの発現レベ
ル／量の増加を指し、このとき増加が、対照試料中の遺伝子又はバイオマーカーそれぞれ
の発現レベル／量の少なくともおよそ１．１倍、１．２倍、１．３倍、１．４倍、１．５
倍、１．６倍、１．７倍、１．７５倍、１．８倍、１．９倍、２倍、３倍、４倍、５倍、
６倍、７倍、８倍、９倍、１０倍、２５倍、５０倍、７５倍、又は１００倍である。
　ある実施態様では、「減少」なる用語は、本明細書中のような当分野で公知の標準的な
方法によって検出されるところの、対照試料と比較して、タンパク質又は核酸のレベルの
５％、１０％、２０％、２５％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、８
５％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％又はそれ以上の全体の減少を指
す。ある実施態様では、減少なる用語は、試料中の遺伝子又はバイオマーカーの発現レベ
ル／量の減少を指し、このとき減少が、対照試料中の遺伝子又はバイオマーカーそれぞれ
の発現レベル／量の少なくともおよそ０．９倍、０．８倍、０．７倍、０．６倍、０．５
倍、０．４倍、０．３倍、０．２倍、０．１倍、０．０５倍、又は０．０１倍である。
　遺伝子の発現レベル／量を決定するための更なる開示は、本明細書中の発明の方法の項
に記載される。
【００３０】
　本明細書中の「比率」は、他方と比べて一方の量の比例の量又は大きさを示す量を指す
。そ多くの同じ大きさを指している場合、比率は一般に単位がない。比及び百分率は共に
特定の比率の例である。比は、全体(分母)に対する一部(分子)であるが、百分率は１００
分の１を示す。
　試料及び対照試料における遺伝子の発現レベル／量とＶＥＧＦ－Ａの発現レベルとの比
率又はその比率の変化を決定するための更なる開示は、本明細書中の発明の方法の項に記
載される。
【００３１】
　「検出」は、直接的および間接的な検出を含む検出するための任意の手段を含む。
　ある実施態様では、「相関」又は「相関する」は、任意の方法で、第一の分析又はプロ
トコルの成績及び／又は結果を、第二の分析又はプロトコルの成績及び／又は結果と比較
することを意味する。例えば、第二のプロトコルを行う際に第一の分析又はプロトコルの
結果を用いてもよいし、及び／又は第一の分析又はプロトコルの結果を用いて、第二の分
析又はプロトコルを行うかどうかを決定してもよい。遺伝子発現分析又はプロトコルの実
施態様に関し、遺伝子発現分析又はプロトコルの結果を用いて、特定の治療投薬計画を実
行するかどうかを決定してもよい。
　本明細書中で用いられる「標識」なる用語は、核酸プローブ又は抗体などの試薬に直接
的又は間接的にコンジュゲートないしは融合され、コンジュゲートないしは融合した試薬
の検出を容易にする化合物又は組成物を指す。標識自体が検出可能なもの（例えば放射性
標識又は蛍光性標識）であってもよく、酵素標識の場合、検出可能な基質化合物ないしは
組成物の化学的変化を触媒するものであってもよい。
【００３２】
　「小分子」は本明細書中で、およそ５００ダルトン以下の分子量を有することが定義さ
れる。
　本明細書中で交換可能に用いられる「ポリヌクレオチド」又は「核酸」は、任意の長さ
のヌクレオチドのポリマーを指し、ＤＮＡおよびＲＮＡを含む。ヌクレオチドは、デオキ
シリボヌクレオチド、リボヌクレオチド、変性ヌクレオチド又は塩基および／またはそれ
らのアナログ、又は、ＤＮＡ又はＲＮＡポリメラーゼによって又は合成反応によってポリ
マーに組み込まれうる任意の基質であってよい。ポリヌクレオチドは、メチル化ヌクレオ
チド及びそのアナログといった変性ヌクレオチドを含んでよい。
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　本明細書中で用いられる「オリゴヌクレオチド」は一般に、必須ではないが一般におよ
そ２００ヌクレオチド未満である、短い、一般に一本鎖の、一般に合成のポリヌクレオチ
ドを指す。「オリゴヌクレオチド」および「ポリヌクレオチド」なる用語は互いに矛盾し
ない。ポリヌクレオチドについての先の記載は等しく、オリゴヌクレオチドにも完全に適
用できる。
　ある実施態様では、ポリヌクレオチドは、様々なストリンジェンシー条件下で遺伝子に
特異的にハイブリダイズすることができる。ハイブリダイゼーション反応の「ストリンジ
ェンシー」は、当業者によって容易に決定され、一般にプローブ長、洗浄温度、及び塩濃
度に依存する経験的な計算である。一般に、プローブが長くなると適切なアニーリングに
必要な温度が高くなり、プローブが短くなるとそれに必要な温度は低くなる。ハイブリダ
イゼーションは、一般に、相補鎖がその融点より低い環境に存在する場合に、変性ＤＮＡ
の再アニールする能力に依存する。プローブとハイブリダイゼーション配列の間で所望さ
れる相同性の程度が高くなればなるほど、用いることができる相対温度が高くなる。その
結果、より高い相対温度は、反応条件をよりストリンジェントにする傾向があり、低い温
度はストリンジェントを低下させることになる。ハイブリダイゼーション反応のストリン
ジェンシーの更なる詳細及び説明については、Ausubel et al., Current Protocols in M
olecular Biology, Wiley Interscience Publishers, (1995)を参照のこと。
【００３３】
　ここで定義されるストリンジェントな条件又は高度にストリンジェントな条件は、（１
）例えば５０℃の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と、洗浄に低イオン強度及び高温度を用いる；（２
）例えば４２℃の５０％（ｖ／ｖ）ホルムアミドに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のクエン酸ナトリウムと、
ホルムアミド等の変性剤をハイブリダイゼーションに用いる；又は（３）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）、５０
ｍＭ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
ルト液、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を４２℃で用い、０．２×ＳＳＣ（塩化ナトリウム／クエン酸ナト
リウム）での４２℃での洗浄と５０％のホルムアミドでの５５℃での洗浄に、５５℃での
ＥＤＴＡを含む０．１×ＳＳＣからなる高ストリンジェンシー洗浄が続くものによって同
定されうる。
　中程度にストリンジェントな条件は、Sambrook et al., Molecular Cloning: A Labora
tory Manual, New York: Cold Spring Harbor Press, 1989に記載されているようにして
同定され、上述のものより低いストリンジェンシーの洗浄溶液及びハイブリダイゼーショ
ン条件（例えば、温度、イオン強度及び％ＳＤＳ）の使用を含む。中程度にストリンジェ
ントな条件の例は、２０％ホルムアミド、５×ＳＳＣ（１５０ｍＭのＮａＣｌ、１５ｍＭ
のクエン酸三ナトリウム）、５０ｍＭリン酸ナトリウム（ｐＨ７．６）、５×デンハルト
液、１０％硫酸デキストラン、及び２０ｍｇ／ｍｌの変性剪断サケ精子ＤＮＡを含む溶液
中で３７℃での終夜インキュベーションの後、１×ＳＳＣ中で約３７－５０℃でのフィル
ターの洗浄が続くものである。当業者であれば、プローブ長などの要因に適合させるため
に必要に応じて、どのようにして温度、イオン強度等を調節するかは分かるであろう。
【００３４】
　「単離された」核酸分子は、同定され、ポリペプチド核酸の天然供給源に通常付随して
いる少なくとも一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、単離された核酸分子は
、天然の細胞中に存在する核酸分子とは区別される。しかし、単離された核酸分子には、
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核酸分子が含まれる。
　「プライマー」は、一般に、標的配列とハイブリダイズすることによって、対象の試料
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中に存在しうる標的に結合して、その後、標的に相補的なポリヌクレオチドの重合を促進
する、一般に遊離した３'-ＯＨ基を有する短い単鎖のポリヌクレオチドである。
【００３５】
　「ハウスキーピング遺伝子」なる用語は、活性が細胞機能の維持に必須であるタンパク
質をコードする一群の遺伝子を指す。これらの遺伝子は一般的に、すべての細胞型におい
て同じように発現される。ある実施態様では、遺伝子の相対的な発現レベルを決定するた
めに一又は複数のハウスキーピング遺伝子が用いられる。
　本明細書中で用いられる「バイオマーカー」なる用語は、一般的に、遺伝子、タンパク
質、糖質構造又は糖脂質を含む分子を指し、哺乳動物組織又は細胞中ないしは組織又は細
胞上での該分子の発現は標準的な方法(又は本明細書中で開示される方法)によって検出さ
れうるものであり、哺乳動物細胞又は組織の、ＶＥＧＦ特異的インヒビターといった抗血
管形成薬などの血管形成の阻害に基づく治療投薬計画への感受性を予測、診断及び／又は
予後の予測をするものである。ある実施態様では、バイオマーカーは遺伝子である。ある
実施態様では、このようなバイオマーカーの発現は、対照試料について観察されるものよ
り高いか又は低いことが決定される。このようなバイオマーカーの発現は、Rules Based 
Medicine, Inc.又はMeso Scale Discoveryから市販されているような高性能多重化イムノ
アッセイを使用して決定されてよい。また、バイオマーカーの発現は、例えば、ＰＣＲ又
はＦＡＣＳアッセイ、免疫組織化学アッセイ又はジーンチップベースのアッセイを用いて
決定してよい。
【００３６】
　本明細書で用いる「アレイ」又は「マイクロアレイ」なる用語は、基質上でのハイブリ
ダイズ可能なアレイ成分、好ましくはポリヌクレオチドプローブ(例えばオリゴヌクレオ
チド)の規則正しい整列を指す。基質は、ガラススライドなどの固体基質、又はニトロセ
ルロースメンブレンなどの半固体基質であってもよい。ヌクレオチド配列は、ＤＮＡ、Ｒ
ＮＡ又は何れかのその並べ換えであってよい。
　本明細書で用いる「標的遺伝子」、「標的バイオマーカー」、「標的配列」、「標的核
酸」又は「標的タンパク質」は、その検出が望まれる、対象とするポリヌクレオチド又は
タンパク質である。通常、本明細書中で用いる「鋳型」は標的ヌクレオチド配列を含有す
るポリヌクレオチドである。場合によって、「標的配列」、「鋳型ＤＮＡ」、「鋳型ポリ
ヌクレオチド」、「標的核酸」、「標的ポリヌクレオチド」及びその変異体は交換可能に
用いられる。
　本明細書中で用いる「増幅」は通常、所望の配列の複数のコピーを生産する方法を指す
。「複数のコピー」は少なくとも２のコピーを意味する。「コピー」が、鋳型配列に対し
て相補的な又は同一な完全な配列を必ずしも意味するものではない。例えば、コピーは、
ヌクレオチド類似体、例えばデオキシイノシン、意図的配列変化(鋳型に相補的ではない
がハイブリダイズすることができる配列を含むプライマーにより導入された配列変化など
)、及び／又は増幅中に起こる配列エラーを含みうる。
【００３７】
　「天然配列」ポリペプチドは、天然由来のポリペプチドと同一のアミノ酸配列を有する
ポリペプチドを含んでなる。よって、天然配列ポリペプチドは、任意の哺乳動物由来の天
然に生じるポリペプチドのアミノ酸配列を有し得る。このような天然配列ポリペプチドは
、自然から単離することもできるし、あるいは組換え又は合成手段により生産することも
できる。「天然配列」ポリペプチドという用語は特にポリペプチドの天然に生じる切断型
又は分泌型(例えば細胞外ドメイン配列)、ポリペプチドの天然に生じる変異体型(例えば
、選択的スプライシング型)及び天然に生じる対立遺伝子変異体を包含する。
　「単離された」ポリペプチド又は「単離された」抗体は、その自然環境の成分から同定
されて分離され及び／又は回収されたものを意味する。その自然環境の汚染成分は、ポリ
ペプチドの診断又は治療への使用を妨害しうる物質であり、酵素、ホルモン、及び他のタ
ンパク質様又は非タンパク質様溶質を含む。ある実施態様では、ポリペプチドは、(1)ロ
ーリー(Lowry)法により定量したポリペプチドの９５重量％を上回るまで、好ましくは９
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９重量％を上回るまで、(2)スピニングカップシークエネーターを使用することにより、
少なくとも１５のＮ末端あるいは内部アミノ酸配列の残基を得るのに十分な程度まで、あ
るいは(3)クーマシーブルー又は銀染色を用いた非還元あるいは還元条件下でのＳＤＳ-Ｐ
ＡＧＥにより均一性が得られるまで、精製される。ポリペプチドの自然環境の少なくとも
一つの成分が存在しないため、単離されたポリペプチドには、組換え細胞内にインサイツ
のポリペプチドが含まれる。しかしながら、通常は、単離されたポリペプチドは、少なく
とも一の精製工程により調製されるであろう。
【００３８】
　ポリペプチド「変異体」は、天然配列ポリペプチドと少なくとも約８０％のアミノ酸配
列同一性を有する生物学的に活性なポリペプチドを意味する。そのような変異体には、例
えば、一又は複数のアミノ酸残基が、ポリペプチドのＮ末端又はＣ末端で付加されている
か、又は欠失しているポリペプチドが含まれる。通常、変異体は、天然配列ポリペプチド
と少なくともおよそ８０％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくともおよそ９０
％のアミノ酸配列同一性、よりさらに好ましくは少なくともおよそ９５％のアミノ酸配列
同一性を有する。 
　本明細書中の「抗体」は最も広義に用いられ、具体的にはモノクローナル抗体(完全長
モノクローナル抗体を含む)、ポリクローナル抗体、多特異性抗体(例えば二重特異性抗体
)、および所望の生物学的活性を表す限りにおける抗体断片を包含する。
【００３９】
　ここで使用される「モノクローナル抗体」なる用語は、実質的に均一な抗体の集団から
得られる抗体を指し、すなわち、集団に含まれる個々の抗体は、少量で存在しうる可能性
がある突然変異、例えば自然に生じる突然変異を除いて同一である。従って、「モノクロ
ーナル」との形容は、個別の抗体の混合物ではないという抗体の性質を示す。ある実施態
様では、このようなモノクローナル抗体は、通常、標的に結合するポリペプチド配列を含
む抗体を含み、この場合、標的に結合するポリペプチド配列は、複数のポリペプチド配列
から単一の標的結合ポリペプチド配列を選択することを含むプロセスにより得られる。例
えば、この選択プロセスは、雑種細胞クローン、ファージクローン又は組換えＤＮＡクロ
ーンのプールのような複数のクローンからの、唯一のクローンの選択とすることができる
。重要なのは、選択された標的結合配列を更に変化させることにより、例えば標的への親
和性の向上、標的結合配列のヒト化、細胞培養液中におけるその産生の向上、インビボで
の免疫原性の低減、多選択性抗体の生成等が可能になること、並びに、変化させた標的結
合配列を含む抗体も、本発明のモノクローナル抗体であることである。異なる決定基(エ
ピトープ)に対する異なる抗体を典型的に含むポリクローナル抗体の調製物とは異なり、
モノクローナル抗体の調製物の各モノクローナル抗体は、抗原の単一の決定基に対するも
のである。それらの特異性に加えて、モノクローナル抗体の調製物は、それらが他の免疫
グロブリンで通常汚染されていないという点で有利である。
　「モノクローナル」との形容は、抗体の、実質的に均一な抗体の集団から得られたもの
であるという特性を示し、抗体を何か特定の方法で生産しなければならないことを意味す
るものではない。例えば、本発明に従って使用されるモノクローナル抗体は様々な技術に
よって作製することができ、それらの技術には、例えば、ハイブリドーマ法(例えば、Koh
ler and Milstein, Nature, 256:495-97 (1975)；Hongo等, Hybridoma, 14 (3): 253-260
 (1995)；Harlow等, Antibodies: A Laboratory Manual, (Cold Spring Harbor Laborato
ry Press, 2nd ed. 1988)；Hammerling等: Monoclonal Antibodies and T-Cell hybridom
as 563-681 (Elsevier, N. Y., 1981))、組換えＤＮＡ法(例えば、米国特許第４８１６５
６７号参照)、ファージディスプレイ技術(例えば、Clackson等, Nature, 352:624-628 (1
991)；Marks等, J. Mol. Biol. 222:581-597 (1992)；Sidhu等, J. Mol. Biol. 338(2): 
299-310 (2004)；Lee等, J. Mol. Biol. 340(5);1073-1093 (2004)；Fellouse, Proc. Na
tl. Acad. Sci. USA 101(34):12467-12472 (2004)；及びLee等, J. Immounol. Methods 2
84(1-2): 119-132 (2004))、並びに、ヒト免疫グロブリン座位の一部又は全部、或るいは
ヒト免疫グロブリン配列をコードする遺伝子を有する動物にヒト又はヒト様抗体を生成す
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る技術(例えば、国際公開第９８／２４８９３号；国際公開第９６／３４０９６号；国際
公開第９６／３３７３５号；国際公開第９１／１０７４１号；Jakobovits等, Proc. Natl
. Acad. Sci. USA 90: 2551 (1993)；Jakobovits等, Nature 362: 255-258 (1993)；Brug
gemann等, Year in Immunol. 7:33 (1993)；米国特許第５５４５８０７号；同第５５４５
８０６号；同第５５６９８２５号；同第５６２５１２６号；同第５６３３４２５号；同第
５６６１０１６号; Marks等, Bio.Technology 10: 779-783 (1992)；Lonberg等, Nature 
368: 856-859 (1994)；Morrison, Nature 368: 812-813 (1994)；Fishwild等, Nature Bi
otechnol. 14: 845-851 (1996)；Neuberger, Nature Biotechnol. 14: 826 (1996)及びLo
nberg及びHuszar, Intern. Rev. Immunol. 13: 65-93 (1995)参照)が含まれる。
【００４０】
　ここでモノクローナル抗体は、特に「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において、対応する配列に一致する又は
類似する重鎖及び／又は軽鎖の一部であり、残りの鎖は、所望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にお
いて、対応する配列に一致するか又は類似するものである(米国特許第４８１６５６７号
；及びMorrison等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6851-6855(1984))。キメラ抗体には
、抗体の抗原結合領域が例えば対象の抗原をマカクザルに免疫投与することによって作製
される抗体に由来している、ＰＲＩＭＡＴＩＺＥＤ(登録商標)抗体が含まれる。
　別途示さない限り、「多価抗体」なる表現は３以上の抗原結合部位を含む抗体を意味す
る。ある実施態様では、多価抗体は、３以上の抗原結合部位を有するように設計されてお
り、一般に天然配列のＩｇＭ又はＩｇＡ抗体ではない。
【００４１】
　非ヒト(例えばマウス)の抗体の「ヒト化」型は、非ヒト免疫グロブリンに由来する最小
配列を含むキメラ抗体である。一実施態様では、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、ウサギ又は所望の特異性、親和性及び／又は能力を有
する非ヒト霊長類のような非ヒト種(ドナー抗体)から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。例として、ヒト免疫グロブリン
のフレームワーク領域(ＦＲ)残基は、対応する非ヒト残基によって置換される。さらに、
ヒト化抗体は、レシピエント抗体にも、もしくは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。一般に、ヒ
ト化抗体は、全てあるいは実質的に全ての高頻度可変ループが非ヒト免疫グロブリンのも
のに対応し、全てあるいは実質的に全てのＦＲが、ヒト免疫グロブリン配列のものである
少なくとも一又は典型的には２つの可変ドメインの実質的に全てを含むであろう。また、
ヒト化抗体は、場合によっては免疫グロブリン定常領域(Ｆｃ)の少なくとも一部、典型的
にはヒト免疫グロブリンのものの少なくとも一部も含む。さらなる詳細については、例え
ばJones等, Nature 321:522-525(1986)；Riechmann等, Nature 332:323-329(1988)；及び
Presta, Curr. Op. Struct. Biol. 2:593-596(1992)を参照のこと。また例としてVaswani
及びHamilton, Ann. Allergy, Asthma & Immunol. 1:105-115 (1998)；Harris, Biochem.
 Soc. Transactions 23:1035-1038 (1995)；Hurle及びGross, Curr. Op. Biotech. 5:428
-433 (1994)；米国特許第6982321号及び同第7087409号も参照のこと。
【００４２】
　「ヒト抗体」は、ヒトによって生産される抗体のアミノ酸配列に対応するアミノ酸配列
を有するもの、及び／又はここで開示されたヒト抗体を製造するための何れかの技術を使
用して製造されたものである。ヒト抗体のこの定義は、特に非ヒト抗原結合残基を含んで
なるヒト化抗体を除く。ヒト抗体は、ファージディスプレイライブラリを含む、当該分野
で知られている様々な技術を使用して生産することが可能である。Hoogenboom and Winte
r, J. Mol. Biol., 227:381 (1991)；Marks et al., J. Mol. Biol., 222:581 (1991)。
また、Cole et al., Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, p. 77
 (1985)；Boerner et al., J. Immunol., 147(1): 86-95 (1991)において記述される方法
は、ヒトモノクローナル抗体の調製に利用できる。van Dijk and van de Winkel, Curr. 
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Opin. Pharmacol., 5: 368-74 (2001)も参照のこと。抗原刺激に応答して抗体を産生する
ように修飾されているが、その内在性遺伝子座が無効になっているトランスジェニック動
物、例えば免疫化ゼノマウスに抗原を投与することによってヒト抗体を調製することがで
きる(例として、ＸＥＮＯＭＯＵＳＥＴＭ技術に関する米国特許第６０７５１８１号及び
同第６１５０５８４号を参照)。また、例えば、ヒトのＢ細胞ハイブリドーマ技術によっ
て生成されるヒト抗体に関するLi et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 103:3557-3562
 (2006)も参照のこと。
【００４３】
　抗体の「可変領域」又は「可変ドメイン」とは、抗体の重鎖又は軽鎖のアミノ末端ドメ
インを意味する。重鎖の可変ドメインは「ＶＨ」と称されうる。軽鎖の可変ドメインは「
ＶＬ」と称されうる。これらのドメインは一般に抗体の最も可変の部分であり、抗原結合
部位を含む。
　「可変」という用語は、可変ドメインのある部位が、抗体の中で配列が広範囲に異なっ
ており、その特定の抗原に対する各特定の抗体の結合性及び特異性に使用されているとい
う事実を意味する。しかしながら、可変性は抗体の可変ドメインにわたって一様には分布
していない。軽鎖及び重鎖の可変ドメインの両方の高頻度可変領域(ＨＶＲ)と呼ばれる３
つのセグメントに濃縮される。可変ドメインのより高度に保持された部分はフレームワー
ク領域(ＦＲ)と呼ばれる。天然の重鎖及び軽鎖の可変ドメインは、βシート構造を結合し
、ある場合にはその一部を形成するループ結合を形成する、３つのＨＶＲにより連結され
たβシート配置を主にとる４つのＦＲ領域をそれぞれ含んでいる。各鎖のＨＶＲは、ＦＲ
によって近接して結合され、他の鎖のＨＶＲと共に、抗体の抗原結合部位の形成に寄与し
ている(Kabatら, Sequence of Proteins ofImmunological Interest, 5th Ed. National 
Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991))。定常ドメインは、抗体の抗原への結合
に直接関連しているものではないが、種々のエフェクター機能、例えば抗体依存性細胞毒
性への抗体の関与を示す。
【００４４】
　「抗体断片」は、好ましくは抗原結合領域を含む、インタクトな抗体の一部を含む。抗
体断片の例には、Ｆａｂ、Ｆａｂ'、Ｆ(ａｂ')２およびＦｖ断片；ダイアボディ；線形抗
体；単鎖抗体分子；及び抗体断片から形成される多特異性抗体が含まれる。
　「Ｆｖ」は、完全な抗原結合部位を含む最小抗体断片である。ある実施態様では、二本
鎖Ｆｖ種は、堅固な非共有結合をなした一つの重鎖及び一つの軽鎖可変ドメインの二量体
からなる。一本鎖Ｆｖ(ｓｃＦｖ)種では、柔軟なペプチドリンカーによって１の重鎖及び
１の軽鎖可変ドメインは共有結合性に連鎖することができ、よって軽鎖及び重鎖は、二本
鎖Ｆｖ種におけるものと類似の「二量体」構造に連結することができる。この配置におい
て、各可変ドメインの３つのＨＶＲは相互に作用してＶＨ-ＶＬ二量体表面に抗原結合部
位を形成する。集合的に、６つのＨＶＲが抗体に抗原結合特異性を付与する。しかし、単
一の可変ドメイン(又は抗原に対して特異的な３つのＨＶＲのみを含むＦｖの半分)でさえ
、全結合部位よりも親和性が低くなるが、抗原を認識して結合する能力を有している。
　またＦａｂ断片は、重鎖及び軽鎖の可変ドメインを含み、軽鎖の定常ドメインと重鎖の
第一定常領域(ＣＨ１)を有する。Ｆａｂ'断片は、抗体ヒンジ領域からの一又は複数のシ
ステインを含む重鎖ＣＨ１領域のカルボキシ末端に数個の残基が付加している点でＦａｂ
断片とは異なる。Ｆａｂ'-ＳＨは、定常ドメインのシステイン残基が一つの遊離チオール
基を担持しているＦａｂ'に対するここでの命名である。Ｆ(ａｂ')２抗体断片は、間にヒ
ンジシステインを有するＦａｂ'断片の対として生産された。また、抗体断片の他の化学
結合も知られている。
【００４５】
　ここで使用される「高頻度可変領域」、「ＨＶＲ」又は「ＨＶ」なる用語は、配列にお
いて高頻度可変であり、及び／又は構造的に定まったループを形成する抗体可変ドメイン
の領域を意味する。一般に、抗体は６つの高頻度可変領域を含み；ＶＨに３つ(Ｈ１、Ｈ
２、Ｈ３)、ＶＬに３つ(Ｌ１、Ｌ２、Ｌ３)である。天然の抗体では、Ｈ３及びＬ３は６
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つの高頻度可変領域のうちで最も高い多様性を示す、特にＨ３は抗体に良好な特異性を与
える際に特有の役割を果たすように思われる。例としてXu等 (2000) Immunity 13:37-45
；Methods in Molecular Biology 248:1-25 (Lo, ed., Human Press, Totowa, NJ)のJohn
son and Wu (2003)を参照。実際、重鎖のみからなる天然に生じるラクダ科の抗体は機能
的であり、軽鎖が無い状態で安定である。例としてHamers-Casterman等 (1993) Nature 3
63:446-448；Sheriff等 (1996) Nature Struct. Biol. 3:733-736を参照。
　「フレームワーク」又は「ＦＲ」残基は、ここで定義する高頻度可変領域(ＨＶＲ)残基
以外の可変ドメイン残基である。
【００４６】
　「親和性成熟」抗体とは、その改変を有していない親抗体と比較して、抗原に対する抗
体の親和性に改良を生じせしめる、その一又は複数のＨＶＲにおいて一又は複数の改変を
持つものである。一実施態様では、親和成熟抗体は、標的抗原に対してナノモル又はピコ
モルの親和性を有する。親和成熟抗体は、当該分野において知られているある手順を用い
て生産されてよい。例えば、Marks等, Bio/Technology, 10：779-783(1992)は、ＶＨ及び
ＶＬドメインシャッフリングによる親和成熟について記載している。ＨＶＲ及び／又はフ
レームワーク残基のランダム突然変異誘導は、例としてBarbas等, Proc Nat Acad. Sci, 
USA 91：3809-3813(1994)；Schier等, Gene, 169：147-155(1995)；Yelton等, J. Immuno
l.155：1994-2004(1995)；Jackson等, J. Immunol.154(7)：3310-9(1995)；及びHawkins
等, J. Mol. Biol.226：889-896(1992)に記載されている。
【００４７】
　「Ｆｃ領域」なる用語は、天然配列Ｆｃ領域及び変異形Ｆｃ領域を含む、免疫グロブリ
ン重鎖のＣ末端領域を定義するために使用される。免疫グロブリン重鎖のＦｃ領域の境界
は変化するかも知れないが、通常、ヒトＩｇＧ重鎖Ｆｃ領域はＣｙｓ２２６の位置又はＰ
ｒｏ２３０からの位置のアミノ酸残基からＦｃ領域のカルボキシル末端まで伸長すると定
義される。Ｆｃ領域のＣ末端リジン(ＥＵ番号付けシステムによれば残基４４７)は、例え
ば、抗体の産生又は精製中に、又は抗体の重鎖をコードする核酸を組み換え遺伝子操作す
ることによって取り除かれてもよい。したがって、インタクト抗体の組成物は、すべての
Ｋ４４７残基が除去された抗体群、Ｋ４４７残基が除去されていない抗体群、及びＫ４４
７残基を有する抗体と有さない抗体の混合を含む抗体群を含みうる。
　「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。例示的「
エフェクター機能」には、Ｃ１ｑ結合、補体依存性細胞障害作用(ＣＤＣ)、Ｆｃレセプタ
ー結合、抗体依存性細胞媒介性細胞障害作用(ＡＤＣＣ)、食作用、細胞表面レセプター(
例えばＢ細胞レセプター； ＢＣＲ)の下方制御などが含まれる。そのようなエフェクター
機能は、通常、Ｆｃ領域が結合ドメイン(例えば、抗体可変ドメイン)と組み合わさること
を必要とし、例えば本明細書中の定義に開示される様々なアッセイを使用して評価される
。
【００４８】
　「天然配列のＦｃ領域」は、天然に見出されるＦｃ領域のアミノ酸配列と同一のアミノ
酸配列を包含する。天然配列のヒトＦｃ領域は、天然配列のヒトＩｇＧ１Ｆｃ領域(非Ａ-
及びＡ-アロタイプ)；天然配列のヒトＩｇＧ２Ｆｃ領域；天然配列のヒトＩｇＧ３Ｆｃ領
域；及び天然配列のヒトＩｇＧ４Ｆｃ領域；並びに、これらの自然に生じる変異体が含ま
れる。
　「変異体Ｆｃ領域」は、少なくとも１つのアミノ酸修飾、好ましくは一又は複数のアミ
ノ酸置換により、天然配列のＦｃ領域とは異なるアミノ酸配列を包含するものである。好
ましくは、変異体Ｆｃ領域は、天然配列のＦｃ領域もしくは親ポリペプチドのＦｃ領域と
比較した場合、少なくとも１つのアミノ酸置換、例えば、天然配列のＦｃ領域又は親のポ
リペプチドのＦＣ領域におよそ１からおよそ１０のアミノ酸置換、好ましくはおよそ１か
らおよそ５のアミノ酸置換を有する。本明細書中の変異体Ｆｃ領域は、好ましくは、天然
配列のＦｃ領域及び／又は親ポリペプチドのＦｃ領域と、少なくともおよそ８０％の同一
性を有するか、最も好ましくは少なくともおよそ９０％の配列同一性を、より好ましくは
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少なくともおよそ９５％の配列又はそれ以上の同一性を有するものであろう。
【００４９】
　「Ｆｃレセプター」又は「ＦｃＲ」は、抗体のＦｃ領域に結合するレセプターを記載す
るものである。ある実施態様では、ＦｃＲは天然のヒトＦｃＲである。ある実施態様では
、ＦｃＲはＩｇＧ抗体(ガンマレセプター)と結合するもので、ＦｃγＲＩ、ＦｃγＲＩＩ
及びＦｃγＲＩＩＩサブクラスのレセプターを含み、これらのレセプターの対立遺伝子変
異体、選択的にスプライシングされた形態のものも含まれる。ＦｃγＲＩＩレセプターに
は、ＦｃγＲＩＩＡ(「活性型レセプター」)及びＦｃγＲＩＩＢ(「阻害型レセプター」)
が含まれ、主としてその細胞質ドメインは異なるが、類似のアミノ酸配列を有するもので
ある。活性型レセプターＦｃγＲＩＩＡは、細胞質ドメインにチロシン依存性免疫レセプ
ター活性化モチーフ(immunoreceptor tyrosine-based activation motif ;ＩＴＡＭ)を含
んでいる。阻害型レセプターＦｃγＲＩＩＢは、細胞質ドメインにチロシン依存性免疫レ
セプター阻害性モチーフ(immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif；ＩＴＩＭ)
を含んでいる(例としてDaeron, Annu. Rev. Immunol. 15:203-234 (1997)を参照)。Ｆｃ
Ｒに関しては、 例としてRavetch and Kinet, Annu. Rev. Immunol. 9:457-492 (1991)；
Capel等, Immunomethods 4:25-34 (1994)；及びde Haas等, J.Lab. Clin. Med. 126:330-
41 (1995) に概説されている。将来的に同定されるものも含む他のＦｃＲはここでの「Ｆ
ｃＲ」という言葉によって包含される。
　また、「Ｆｃレセプター」又は「ＦｃＲ」なる用語には、母性ＩｇＧの胎児への移送と
(Guyer等, J. Immunol. 117:587 (1976) Kim等, J. Immunol.24:249 (1994))、免疫グロ
ブリンのホメオスタシスの調節を担う新生児性レセプターＦｃＲｎも含まれる。ＦｃＲｎ
への結合の測定方法は公知である(例としてGhetie and Ward., Immunol. Today 18(12):5
92-598 (1997)；Ghetie et al., Nature Biotechnology, 15(7):637-640 (1997)；Hinton
 et al., J. Biol. Chem. 279(8):6213-6216 (2004)：国際公開２００４／９２２１９(Hi
nton et al.)を参照)。
　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、又は変異体Ｆｃ領域を有する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。国際公開公報００／４２０７２(Presta) にＦｃＲへの結合を
向上又は減弱させた抗体変異型が述べられている。例としてShields等, J. Biol. Chem. 
9(2): 6591-6604 (2001)も参照のこと。
【００５０】
　「ヒトエフェクター細胞」とは、一又は複数のＦｃＲｓを発現し、エフェクター機能を
実行する白血球のことである。ある実施態様では、その細胞が少なくともＦｃγＲIIIを
発現し、ＡＤＣＣエフェクター機能を実行することが望ましい。ＡＤＣＣを媒介するヒト
白血球の例として、末梢血液単核細胞(ＰＢＭＣ)、ナチュラルキラー(ＮＫ)細胞、単球、
細胞障害性Ｔ細胞及び好中球が含まれる。エフェクター細胞は天然源、例えば血液から単
離してもよい。
【００５１】
　「抗体依存性細胞媒介性細胞障害」又は「ＡＤＣＣ」とは、ある種の細胞障害細胞(例
えば、ナチュラルキラー(ＮＫ)細胞、好中球及びマクロファージ)上に存在するＦｃレセ
プター(ＦｃＲ)と結合した分泌Ｉｇにより、これらの細胞障害エフェクター細胞が抗原-
担持標的細胞に特異的に結合し、続いて細胞毒により標的細胞を死滅させることを可能に
する細胞障害性の形態を意味する。ＡＤＣＣを媒介する主要な細胞ＮＫ細胞はＦｃγＲＩ
ＩＩのみを発現するのに対し、単球はＦｃγＲＩ、ＦｃγＲＩＩ及びＦｃγＲＩＩＩを発
現する。造血細胞でのＦｃＲの発現は、Ravetch and Kinet, Annu. Rev. Immunol 9:457-
92 (1991) の４６４頁の表３に要約されている。対象の分子のＡＤＣＣ活性をアッセイす
るために、米国特許第５５００３６２号又は同第５８２１３３７号に記載されているよう
なインビトロＡＤＣＣアッセイを実施することができる。このようなアッセイにおいて有
用なエフェクター細胞には、末梢血液単核細胞(ＰＢＭＣ)及びナチュラルキラー細胞(Ｎ
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Ｋ細胞)が含まれる。代わりとして、もしくは付加的に、対象の分子のＡＤＣＣ活性は、
例えば、Clynes等, (USA) 95:652-656 (1998)において開示されているような動物モデル
において、インビボで評価することが可能である。
【００５２】
　「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。Ｆｃ領域アミノ酸配列を変更して(
変異体Ｆｃ領域を有するポリペプチド)Ｃ１ｑ結合能力が増大又は減少したポリペプチド
変異体は、例として米特許第６１９４５５１号Ｂ１及び国際公開公報９９／５１６４２に
記述される。また例としてIdusogie 等 J. Immunol. 164: 4178-4184 (2000)を参照のこ
と。
【００５３】
　「Ｆｃ領域含有抗体」なる用語は、Ｆｃ領域を含む抗体を指す。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、抗体の精製中又は抗体をコー
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
領域を有する抗体を含んでなる組成物は、Ｋ４４７を有する抗体、すべてのＫ４４７が除
去された抗体、又はＫ４４７残基を有する抗体とＫ４４７残基を有さない抗体の混合集団
を包含しうる。
　「ブロック(遮断)」抗体又は「アンタゴニスト」抗体は、結合する抗原の生物学的活性
を阻害するか又は低減するものである。例えば、ＶＥＧＦ-特異的アンタゴニスト抗体は
、ＶＥＧＦを結合し、ＶＥＧＦの血管内皮細胞増殖又は血管透過性を誘導する能力を阻害
する。あるブロック抗体又はアンタゴニスト抗体は、抗原の生物学的活性を実質的ないし
は完全に阻害する。
【００５４】
　本明細書中で用いる「ＶＥＧＦ」又は「ＶＥＧＦ-Ａ」なる用語は、Leung et al. Scie
nce, 246:1306 (1989)、及びHouck et al. Mol. Endocrin., 5:1806 (1991)によって記載
されているように、１６５アミノ酸の血管内皮細胞増殖因子と、関連した１２１-、１８
９-、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。また、「ＶＥＧＦ」は、マウス、ラット又は
霊長類などの非ヒト動物腫由来のＶＥＧＦも意味する。特定の種由来のＶＥＧＦは、ヒト
ＶＥＧＦはｈＶＥＧＦ、マウスＶＥＧＦはｍＶＥＧＦなどの用語で表されることが多い。
また、「ＶＥＧＦ」なる用語は、１６５アミノ酸のヒト血管内皮細胞増殖因子のアミノ酸
８～１０９、又は１～１０９を含むポリペプチドの切断型を意味するために用いられる。
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。「切断した(切断型の)」天
然のＶＥＧＦのアミノ酸位置は、天然のＶＥＧＦ配列に示される数で示す。例えば、切断
型の天然ＶＥＧＦのアミノ酸位置１７(メチオニン)は、天然のＶＥＧＦ中の位置１７(メ
チオニン)でもある。切断型の天然ＶＥＧＦは天然のＶＥＧＦに匹敵するＫＤＲ及びＦｌ
ｔ－１レセプター結合親和性を有する。 
　「ＶＥＧＦ生物学的活性」には、任意のＶＥＧＦレセプターへの結合又は任意のＶＥＧ
Ｆシグナル伝達活性、例えば正常および異常な血管形成および脈管形成の調節(Ferrara a
nd Davis-Smyth (1997) Endocrine Rev. 18: 4-25；Ferrara (1999) J. Mol. Med. 77: 5
27-543)、胚性の脈管形成および血管形成の促進(Carmeliet et al. (1996) Nature 380:4
35-439；Ferrara et al. (1996) Nature 380:439-442)、および雌生殖管における、およ
び骨の成長および軟骨形成のための周期的血管増殖の調節(Ferrara et al. (1998) Natur
e Med. 4: 336-340；Gerber et al. (1999) Nature Med. 5: 623-628)が含まれる。血管
形成および脈管形成における血管新生因子であることに加えて、多面発現増殖因子として
のＶＥＧＦは、他の生理的過程、例えば内皮細胞生存、脈管透過性および血管拡張、単球
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走化性、およびカルシウム流入において複数の生物学的効果を示す(上掲のFerrara and D
avis-Smyth (1997)、およびCebe-Suarez et al. Cell. Mol. Life Sci. 63: 601-615 (20
06))。さらに、近年の研究では、わずかな内皮性以外の細胞種、例えば網膜色素上皮細胞
、膵管細胞およびシュワン細胞に対するＶＥＧＦの分裂促進効果が報告されている。Guer
rin et al. (1995) J. Cell Physiol. 164:385-394；Oberg-Welsh et al. (1997) Mol. C
ell. Endocrinol. 126:125-132；Sondell et al. (1999) J. Neurosci. 19:5731-5740。
【００５５】
　「ＶＥＧＦアンタゴニスト」又は「ＶＥＧＦ特異的アンタゴニスト」は、一又は複数の
ＶＥＧＦレセプターへの結合を含むがこれに限定されないＶＥＧＦ活性を中和、遮断、阻
害、無効化、低減又は干渉することができる分子を指す。ＶＥＧＦアンタゴニストには、
限定しないが、抗ＶＥＧＦ抗体およびその抗原結合断片、ＶＥＧＦに特異的に結合しそれ
によって一又は複数のレセプターへの結合を隔離するレセプター分子及びその誘導体、抗
ＶＥＧＦレセプター抗体及びＶＥＧＦＲチロシンキナーゼの小分子インヒビターといった
ＶＥＧＦレセプターアンタゴニストが含まれる。本明細書中の「ＶＥＧＦアンタゴニスト
」なる用語には具体的に、ＶＥＧＦに結合し、ＶＥＧＦ活性を中和、遮断、阻害、無効化
、低減又は干渉することができる抗体、抗体断片、他の結合ポリペプチド、ペプチド及び
非ペプチド小分子を含む分子が含まれる。ゆえに、「ＶＥＧＦ活性」なる用語は具体的に
、ＶＥＧＦのＶＥＧＦ媒介生物活性が含まれる。ある実施態様では、ＶＥＧＦアンタゴニ
ストは、ＶＥＧＦの発現レベル又は生物学的活性を少なくとも１０％、２０％、３０％、
４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％又はそれ以上低減するか又は阻害する
。
【００５６】
　「抗ＶＥＧＦ抗体」は、十分な親和性と特異性を有してＶＥＧＦに結合する抗体である
。ある実施態様では、選択された抗体は通常、ＶＥＧＦに対して十分に強い結合親和性を
有しており、例えば該抗体は１００ｎＭ～１ｐＭのＫｄ値を有してｈＶＥＧＦを結合しう
る。抗体親和性は、例えば、表面プラスモン共鳴ベースのアッセイ(例えばＰＣＴ出願公
開番号ＷＯ２００５／０１２３５９に記載される、ＢＩＡｃｏｒｅアッセイ)、酵素結合
免疫吸着アッセイ(ＥＬＩＳＡ)、および競合アッセイ(例えばＲＩＡのもの)で測定されて
もよい。
　ある実施態様では、抗ＶＥＧＦ抗体は、ＶＥＧＦ活性が伴う疾患又は症状を標的および
干渉する際の治療用薬剤として用いられうる。また、抗体は、例えばその治療上の有効性
を評価するために、他の生物学的活性アッセイの対象とされうる。このようなアッセイは
従来技術において周知であり、標的抗原と抗体の使用目的に依存する。例として、ＨＵＶ
ＥＣ阻害アッセイ、腫瘍細胞増殖阻害アッセイ(例えば国際公開８９／０６６９２にて説
明される)、抗体依存性細胞傷害活性(ＡＤＣＣ)および補体媒介性細胞障害活性(ＣＤＣ)
アッセイ(米国特許第５５００３６２号)、およびアゴニスト活性又は造血アッセイ(国際
公開９５／２７０６２を参照)などがある。抗ＶＥＧＦ抗体は通常、ＶＥＧＦ－Ｂ又はＶ
ＥＧＦ－Ｃなどの他のＶＥＧＦホモログにも、ＰＩＧＦ、ＰＤＧＦ又はｂＦＧＦなどの他
の増殖因子にも結合しないであろう。一実施態様では、抗ＶＥＧＦ抗体は、ハイブリドー
マＡＴＣＣ ＨＢ１０７０９によって産生されるモノクローナル抗ＶＥＧＦ抗体Ａ４.６.
１と同じエピトープに結合するモノクローナル抗体である。他の実施態様では、抗ＶＥＧ
Ｆ抗体は、ベバシズマブ(ＢＶ；ＡＶＡＳＴＩＮ(登録商標))として知られる抗体を含むが
これに限定されない組換えヒト化抗ＶＥＧＦモノクローナル抗体(Presta et al. (1997) 
Cancer Res. 57: 4593-4599を参照)である。
【００５７】
　「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、ヒトＶＥＧＦ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
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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１４９０００
ダルトンの分子質量であり、グリコシル化される。ベバシズマブ及び他のヒト化抗ＶＥＧ
Ｆ抗体は２００５年２月２６日発行の米国特許第６８８４８７９号にさらに記載されてお
り、その開示内容の全体は出典明記によって明示的に本明細書中に援用される。
【００５８】
　ここで使用される「Ｂ２０シリーズポリペプチド」なる用語は、ＶＥＧＦに結合する抗
体を含むポリペプチドを意味する。Ｂ２０シリーズポリペプチドには、限定するものでは
ないが、米国特許出願公開第２００６０２８０７４７号、米国特許出願公開第２００７０
１４１０６５号及び／又は米国特許出願公開第２００７００２０２６７号に記載されたＢ
２０抗体又はＢ２０誘導抗体の配列に由来する抗体が含まれ、これらの特許出願の内容は
出典明示により明示的にここに援用される。一実施態様では、Ｂ２０シリーズポリペプチ
ドは、米国特許出願公開第２００６０２８０７４７号、米国特許出願公開第２００７０１
４１０６５号及び／又は米国特許出願公開第２００７００２０２６７号に記載されたＢ２
０－４．１である。他の実施態様では、Ｂ２０シリーズポリペプチドは米国特許出願番号
１２／３１５２２１に記載されたＢ２０-４.１.１であり、この開示内容の全体は出典明
示により明示的にここに援用される。
　ここで使用される「Ｇ６シリーズポリペプチド」は、ＶＥＧＦに結合する抗体を含むポ
リペプチドを指す。Ｇ６シリーズポリペプチドには、限定するものではないが、米国特許
公開第２００６０２８０７４７号、米国特許公開第２００７０１４１０６５号及び／又は
米国特許公開第２００７００２０２６７号に記載されたＧ６抗体又はＧ６由来の抗体の配
列から由来する抗体が含まれる。米国特許公開第２００６０２８０７４７号、米国特許公
開第２００７０１４１０６５号および／または米国特許公開第２００７００２０２６７号
に記載されたＧ６シリーズポリペプチドには、限定するものではないが、Ｇ６-８、Ｇ６-
２３及びＧ６-３１が含まれる。
【００５９】
　更なる抗体については、米国特許第７０６０２６９号、同第６５８２９５９号、同第６
７０３０２０号；同第６０５４２９７号；国際公開９８／４５３３２；国際公開９６／３
００４６；国際公開９４／１０２０２；欧州特許第０６６６８６８号Ｂ１；米国特許公開
２００６００９３６０、２００５０１８６２０８、２００３０２０６８９９、２００３０
１９０３１７、２００３０２０３４０９及び２００５０１１２１２６；及びPopkov et al
., Journal of Immunological Methods 288:149-164 (2004)を参照のこと。ある実施態様
では、他の抗体には、残基Ｆ１７、Ｍ１８、Ｄ１９、Ｙ２１、Ｙ２５、Ｑ８９、Ｉ９１、
Ｋ１０１、Ｅ１０３およびＣ１０４を含むか、あるいは残基Ｆ１７、Ｙ２１、Ｑ２２、Ｙ
２５、Ｄ６３、Ｉ８３およびＱ８９を含むヒトＶＥＧＦ上の機能的エピトープに結合する
ものを含む。
　他の抗ＶＥＧＦ抗体である抗Ｎｒｐ１抗体及び抗Ｎｒｐ２抗体も公知であり、例えば、
Liang et al., J Mol Biol 366, 815-829 (2007)及びLiang et al., J Biol Chem 281, 9
51-961 (2006)、ＰＣＴ国際出願公開番号ＷＯ２００７／０５６４７０及び国際出願公開
番号ＰＣＴ／ＵＳ２００７／０６９１７９に記載されており、これら特許出願の内容は出
典明記によって明示的にここに援用される。
【００６０】
　ＶＥＧＦファミリーのメンバーであるＶＥＧＦ－Ｃは、チロシンキナーゼＶＥＧＦレセ
プター及びニューロフィリン(Ｎｒｐ)レセプターといった少なくとも２つの細胞表面レセ
プターファミリを結合することが知られている。３つのＶＥＧＦレセプターのうち、ＶＥ
ＧＦ－ＣはＶＥＧＦＲ２(ＫＤＲレセプター)及びＶＥＧＦＲ３(Ｆｌｔ－４レセプター)を
結合し、レセプター二量体化(Shinkai et al., J Biol Chem 273, 31283-31288 (1998))
、キナーゼ活性化及び自己リン酸化(Heldin, Cell 80, 213-223 (1995)；Waltenberger e
t al., J. Biol Chem 269, 26988-26995 (1994))を引き起こしうる。リン酸化されたレセ
プターは、複数の基質の活性化を誘導し、脈管形成及びリンパ管形成を引き起こす(Ferra
ra et al., Nat Med 9, 669-676 (2003))。ＶＥＧＦ－Ｃは、最も研究されたリンパ管発
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生のメディエーターの一つである。腫瘍細胞におけるＶＥＧＦ－Ｃの過剰発現は、腫瘍関
連リンパ管形成を促し、その結果として局所のリンパ節への転移が亢進されることが示さ
れた(Karpanen et al., Faseb J 20, 1462-1472 (2001)；Mandriota et al., EMBO J 20,
 672-682 (2001)；Skobe et al., Nat Med 7, 192-198 (2001)；Stacker et al., Nat Re
v Cancer 2, 573-583 (2002)；Stacker et al., Faseb J 16, 922-934 (2002))。また、
ＶＥＧＦ－Ｃ発現は多くのヒトの癌についての腫瘍関連リンパ管形成及びリンパ節転移と
相関していた(上掲のAchen et al., 2006に概説される)。加えて、ＶＥＧＦ－Ｃが媒介す
るシグナル伝達の遮断は、マウスにおける腫瘍リンパ管形成とリンパ節転移を抑制するこ
とが示されている(Chen et al., Cancer Res 65, 9004-9011 (2005)；He et al., J. Nat
l Cancer Inst 94, 8190825 (2002)；Krishnan et al., Cancer Res 63, 713-722 (2003)
；Lin et al., Cancer Res 65, 6901-6909 (2005))。
【００６１】
　「ＶＥＧＦ－Ｃ」なる用語は、完全長ポリペプチド及び／又は完全長ポリペプチドの活
性断片を指す。一実施態様では、活性断片には、米国特許第６４５１７６４号の配列番号
：３に示す完全長アミノ酸配列の全４１９アミノ酸より少ない完全長アミノ酸配列の何れ
かの部分が含まれる。この開示内容の全体は出典明記によって明示的にここに援用される
。このような活性断片には、ＶＥＧＦ－Ｃ生物学的活性が含まれ、限定するものではない
が、成熟したＶＥＧＦ－Ｃが含まれる。一実施態様では、完全長ＶＥＧＦ－Ｃポリペプチ
ドは、蛋白質加水分解処理されて、成熟ＶＥＧＦ－Ｃとも称されるＶＥＧＦ－Ｃポリペプ
チドの成熟形態を生産する。このような処理(プロセシング)には、シグナルペプチドの切
断及びアミノ末端ペプチドの切断およびカルボキシル末端ペプチドの切断が含まれ、十分
にプロセシングされた成熟形態を生産する。実験的所見は、完全長ＶＥＧＦ－Ｃ、ＶＥＧ
Ｆ－Ｃの部分的プロセシング型及びＶＥＧＦ－Ｃの完全プロセシング成熟型はＶＥＧＦＲ
３(Ｆｌｔ－４レセプター)を結合することができる。しかしながら、ＶＥＧＦＲ２への高
い結合親和性はＶＥＧＦ－Ｃの完全プロセシング成熟型にしか生じない。
　「ＶＥＧＦ－Ｃアンタゴニスト」なる用語は、血管形成、リンパの内皮細胞(ＥＣ)移動
、増殖又は成体リンパ管形成、特に腫瘍性リンパ管形成及び腫瘍転移を調整するＶＥＧＦ
－Ｃの能力を中和、遮断、阻害、無効化、低減又は干渉することができる分子を指すため
に本明細書中で用いられる。ＶＥＧＦ－Ｃアンタゴニストには、抗ＶＥＧＦ－Ｃ抗体およ
びその抗原結合性断片、ＶＥＧＦ－Ｃに特異的に結合しそれによって一又は複数のレセプ
ターへの結合を隔離するレセプター分子及びその誘導体、抗ＶＥＧＦ－Ｃレセプター抗体
、及びＶＥＧＦＲ２及びＶＥＧＦＲ３の小分子インヒビターといったＶＥＧＦ－Ｃレセプ
ターアンタゴニストが挙げられるが、これらに限定されるものではない。抗ＶＥＧＦ－Ｃ
抗体は、例えば代理人整理番号ＰＲ４２９１に記載されており、この特許出願の内容の全
体は出典明記によってここに明示的に援用される。本明細書中の「ＶＥＧＦ－Ｃアンタゴ
ニスト」なる用語には、具体的に、ＶＥＧＦ－Ｃに結合し、ＶＥＧＦ－Ｃの活性を中和、
遮断、阻害、無効化、低減又は干渉することができる、抗体、抗体断片、他の結合ポリペ
プチド、ペプチド及び非ペプチド小分子を含む分子が含まれる。ゆえに、「ＶＥＧＦ－Ｃ
活性」なる用語には特に、ＶＥＧＦ－ＣのＶＥＧＦ－Ｃが媒介する生物学的活性(先に定
義する)が含まれる。
【００６２】
　ＶＥＧＦファミリのメンバーであるＶＥＧＦ－Ｄは、ＶＥＧＦレセプターＶＥＧＦＲ２
(ＫＤＲレセプター)およびＶＥＧＦＲ３(Ｆｌｔ-４レセプター)によって認識される(Marc
oncini et al. PNAS 96, 9671-9676 (1999)；Baldwin et al. J Biol Chem 276, 19166-1
9171 (2001)を参照)。ＶＥＧＦ－Ｄは、ＶＥＧＦ-ファミリのＶＥＧＦ－Ｃに最も密接に
関連がある。ＶＥＧＦ－Ｄは初め、Ｎ及びＣ末端のプロペプチドを含む前駆体タンパク質
として合成される。Ｎ及びＣ末端プロペプチドは、タンパク質加水分解的に切断されて、
成熟したＶＥＧＦ－Ｄを生成する(Stacker et al. J Biol Chem 274, 32127-32136 (1999
))。
　「ＶＥＧＦ－Ｄ」なる用語は、完全長ポリペプチド及び／又は完全長ポリペプチドの活
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性断片を指す。一実施態様では、活性断片には、米国特許第６８２８４２６号の配列番号
：１に示す完全長アミノ酸配列の全３５４アミノ酸より少ない完全長アミノ酸配列の何れ
かの部分が含まれる。この開示内容の全体は出典明記によって明示的にここに援用される
。このような活性断片には、ＶＥＧＦ－Ｄ生物学的活性が含まれ、限定するものではない
が、成熟したＶＥＧＦ－Ｄが含まれる。一実施態様では、完全長ＶＥＧＦ－Ｄポリペプチ
ドは、蛋白質加水分解処理されて、成熟ＶＥＧＦ－Ｄとも称されるＶＥＧＦ－Ｄポリペプ
チドの成熟形態を生産する。
　ＶＥＧＦ－Ｄに関する他の開示内容は、例えばAchen et al. PNAS 95, 548-553 (1998)
、米国特許公開番号２００５／０１１２６６５、米国特許第６２３５７１３号、及び米国
特許第６６８９５８０号に記載されており、これらの開示内容の全体は出典明記によって
ここに明示的に援用される。
【００６３】
　ＶＥＧＦＲ３は内皮特異的レセプターチロシンキナーゼであり、血管内皮増殖因子ファ
ミリのメンバーによって制御される。ＶＥＧＦ－ＣおよびＶＥＧＦ－Ｄは何れもＶＥＧＦ
Ｒ３のリガンドである。(Marconcini et al. PNAS 96, 9671-9676 (1999)；Baldwin et a
l. J Biol Chem 276, 19166-19171 (2001)；Stacker et al. J Biol Chem 274, 32127-32
136 (1999)；Achen et al. PNAS 95, 548-553 (1998)を参照)。
　「ＶＥＧＦＲ３」又は「Ｆｌｔ４」なる用語は、完全長ポリペプチド及び／又は完全長
ポリペプチドの断片を指す。一実施態様では、断片には、米国特許第６８２４７７７号の
配列番号：２に示す完全長アミノ酸配列の１２９８アミノ酸より少ない完全長アミノ酸配
列の何れかの部分が含まれる。この開示内容の全体は出典明記によって明示的にここに援
用される。一実施態様では、断片には、米国特許第６８２４７７７号の配列番号：４に示
す完全長アミノ酸配列の１３６３アミノ酸より少ない完全長アミノ酸配列の何れかの部分
が含まれる。
　ＶＥＧＦＲ３に関する他の開示内容は、例えば米国特許第６８２４７７７号及び米国特
許第７０３４１０５号に記載されており、これらの開示内容の全体は出典明記によってこ
こに明示的に援用される。
【００６４】
　「ＦＧＦ２」、「ＦＧＦ-β」又は「塩基性線維芽細胞増殖因子」としても知られる「
ｂＦＧＦ」なる用語は、線維芽細胞増殖因子ファミリのメンバーである。ｂＦＧＦは、平
滑筋細胞、神経芽細胞および内皮細胞を含む中胚葉起源のすべての細胞の増殖を刺激する
。ｂＦＧＦは、ニューロンの分化、生存および再生を刺激する。インビトロ機能は、ｂＦ
ＧＦが脈管形成、創傷治癒および組織修復およびインビボの神経系機能を調整することを
示唆する。ヘパリン-結合増殖因子であるｂＦＧＦは、心筋および肢乏血のモデルにおい
て機能的に有意な脈管形成を誘導することが可能である。Zheng, et al., Am. J. Physio
l. Heart Circ. Physiol., 280: H909-17 (2001)、Laham, et al., J. Am. Coll. Cardio
l., 36: 2132-39 (2000)、Laham, et al., Curr. Interv. Cardiol. Rep., 1: 228 (1999
)、Unger, et al., Am. J. Cardiol., 85: 1414-19 (2000)、Kawasuji, et al., Ann. Th
orac. Surg., 69: 1155 (2000)、Rajanayagam, et al., J. Am. Coll. Cardiol., 35: 51
9 (2000)、Kornowski, et al., Circulation, 101: 545-48 (2000)、Ohara, et al., Gen
e Ther., 8: 837 (2001)、Lazarous, et al., J. Am. Coll. Cardiol., 36: 1239 (2000)
、Rakue, et al., Japan Circ. J., 62: 933-39 (1998)、Baffour, et al., J. Vasc. Su
rg., 16: 181 (1992)。
【００６５】
　ここで使用される「治療」（及び「治療する」又は「治療している」などの変形）とは
、治療される個体又は細胞の自然の経過を変化させる試みにおける臨床的介入を意味し、
予防のため、又は臨床病理経過中に実施することができる。治療の所望する効果には、疾
患の発症又は再発の予防、症状の緩和、疾病の任意の直接的又は間接的な病理学的結果の
減少、転移の予防、疾病の進行速度の低減、病状の回復又は緩和、及び寛解又は予後の改
善が含まれる。ある実施態様では、本発明の方法及び組成物は、疾患又は疾病の発達を遅
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らせるか、又は疾患又は疾病の進行を緩徐化するために用いられる。
【００６６】
　「有効量」とは、所望される治療的又は予防的結果を達成するのに必要な期間、必要な
用量での有効量を意味する。
　個体に所望する反応を引き出すための本発明の物質／分子の「治療的有効量」は、病状
、年齢、性別、個体の体重、及び物質／分子の能力等の要因に応じて変わり得る。また、
治療的有効量とは、物質／分子の任意の毒性又は有害な影響を、治療的に有益な効果が上
回る量を含む。
「予防的有効量」は、所望する予防的結果を達成するのに必要な期間、用量で有効な量を
意味する。必ずではないが、典型的には、予防的用量は、疾病の前又は初期の段階に患者
に使用されるので、予防的有効量は治療的有効量よりも少ない。
　前癌性、良性、初期又は後期の腫瘍の場合、血管形成インヒビターの治療上の有効量は
、癌細胞の数を減少；原発性腫瘍サイズを低減；周辺臓器への癌細胞浸潤の阻害(すなわ
ち、ある程度の遅延及び好ましくは停止)；腫瘍転移の阻害(すなわち、ある程度の遅延及
び好ましくは停止)；ある程度の腫瘍成長又は腫瘍進行の阻害又は遅延；及び／又は癌が
関与する一又は複数の症状のある程度の軽減をしうる。薬剤が増殖を予防しうる、及び／
又は既存の癌細胞を殺しうる限り、細胞分裂停止性及び／又は細胞障害性であってよい。
癌治療に対しては、インビボにおける効力は、例えば生存期間、病状の進行時間(ＴＴＰ)
、応答速度(ＲＲ)、応答期間、及び／又は生活の質の測定により測定される。
【００６７】
　「低減するか又は阻害する」とは、対照と比較して活性、機能および／または量を減少
させる又は低減させることである。ある実施態様では、「低減するか又は阻害する」とは
、２０％以上の全体の減少を引き起こす能力を意味する。他の実施態様では、「低減する
か又は阻害する」とは、５０％以上の全体の減少を引き起こす能力を意味する。さらに他
の実施態様では、「低減するか又は阻害する」とは、７５％、８５％、９０％、９５％又
はそれ以上の全体の減少を引き起こす能力を意味する。低減又は阻害とは、治療される疾
患の症状、転移の存在又はサイズ、原発性腫瘍のサイズ、又は血管形成性疾患の血管のサ
イズ又は数と指しうる。
【００６８】
　「疾患」は治療から利益を得る任意の状態である。例えば、哺乳動物は、異常な脈管形
成(過剰、不適当又は制御できない脈管形成)又は血管透過に苦しんでいるか、又はこれら
に対して予防を必要とする。これには、哺乳動物に問題の疾患に罹りやすくする病的状態
を含む慢性及び急性の疾病又は疾患が含まれる。本明細書中の治療される疾病の例として
、悪性及び良性の腫瘍；非白血病及びリンパ系の悪性腫瘍；及び、特に、腫瘍(癌)転移が
含まれる。　
　「細胞増殖性疾患」および「増殖性疾患」なる用語は、ある程度の異常な細胞増殖と関
係している疾患を指す。一実施態様では、細胞増殖性疾患は癌である。
　本明細書中の「腫瘍」とは、悪性か良性かにかかわらず、すべての腫瘍性細胞成長及び
増殖と、すべての前癌性及び癌性細胞及び組織を指す。「癌」、「癌性」「細胞増殖性疾
患」、「増殖性疾患」及び「腫瘍」なる用語は、本明細書に参照されるように相互に限定
的なものでない。
【００６９】
　「癌」及び「癌性」なる用語は、一般的に調節不可能な細胞成長に特徴がある哺乳動物
の生理学的状態を指すか又は表す。癌の例には、上皮癌、リンパ腫、芽細胞腫、肉腫及び
白血病又はリンパ系悪性腫瘍が含まれるが、これに限定されるものではない。このような
癌のより具体的な例には、扁平細胞癌(例えば上皮性扁平細胞癌)、肺癌(小細胞肺癌、非
小細胞肺癌、肺の腺癌、及び肺の扁平癌腫(squamous carcinoma)を含む)、腹膜癌、肝細
胞癌、胃(gastric)又は腹部(stomach)癌(消化器癌及び胃腸癌を含む)、膵臓癌、神経膠芽
細胞腫、子宮頸管癌、卵巣癌、肝臓癌、膀胱癌、尿路の癌、肝癌、乳癌、大腸癌、直腸癌
、結腸直腸癌、子宮内膜又は子宮癌、唾液腺癌、腎臓(kidney)又は腎(renal)癌、前立腺
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癌、産卵口癌、甲状腺癌、肝臓癌、肛門部の癌腫、陰茎癌腫、メラノーマ、表在性伸展メ
ラノーマ、黒色癌前駆症メラノーマ、末端性黒子性黒色腫、結節性メラノーマ、多発性骨
髄腫
及びＢ細胞リンパ腫(低悪性度／濾胞性非ホジキンリンパ腫(ＮＨＬ)；小リンパ球(ＳＬ)
ＮＨＬ；中悪性度／濾胞性ＮＨＬ；中悪性度びまん性ＮＨＬ；高悪性度免疫芽細胞性ＮＨ
Ｌ；高悪性度リンパ芽球性ＮＨＬ；高悪性度小非分割細胞ＮＨＬ；バルキー疾患ＮＨＬ；
マントル細胞リンパ腫；エイズ関連リンパ腫；及びワルデンストロームのマクログロブリ
ン病を含む)；慢性リンパ性白血病(ＣＬＬ)；急性リンパ芽球白血病(ＡＬＬ)；ヘアリー
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、
母斑症と関係する異常な血管性増殖、浮腫(脳腫瘍と関係するものなど)、メイグス症候群
、脳、並びに頭頸部癌および関連する転移が含まれる。ある実施態様では、本発明の抗体
による治療に影響を受けやすい癌には、乳癌、結腸直腸癌、直腸癌、非小細胞肺癌、膠芽
細胞種、非ホジキンリンパ腫(ＮＨＬ)、腎臓細胞癌、前立腺癌、肝癌、膵癌、柔組織肉腫
、カポジ肉腫、カルチノイド癌腫、頭頸部癌、卵巣癌、中皮腫および多発性骨髄腫が含ま
れる。いくつかの実施態様では、癌は、小細胞肺癌、膠芽細胞種、神経芽細胞腫、メラノ
ーマ、乳癌、胃癌、結腸直腸癌(ＣＲＣ)および肝細胞癌からなる群から選択される。さら
に、いくつかの実施態様では、癌は、それらの癌の転移型を含む、非小細胞肺癌、結腸直
腸癌、腎臓癌、神経膠芽腫および乳癌からなる群から選択される。
【００７０】
　「耐性腫瘍」なる用語は、少なくともＶＥＧＦアンタゴニストを含む癌治療に対して癌
治療の間を通して十分に反応しない、又は反応がない、ないしは反応の減少を示す癌、癌
細胞又は腫瘍を指す。ある実施態様では、耐性腫瘍は、抗ＶＥＧＦ抗体療法に抵抗性があ
る腫瘍である。一実施態様では、抗ＶＥＧＦ抗体はベバシズマブである。ある実施態様で
は、耐性腫瘍は、少なくともＶＥＧＦアンタゴニストを含む癌治療法に反応しそうにない
腫瘍である。ある実施態様では、癌療法に対する反応性は、本明細書で定義するように癌
療法に対する患者の反応性である。
　「不応性(難治性)」とは、治療に対する疾患又は症状の抵抗性又は非応答性を指す(例
えば、腫瘍性プラズマ細胞の数が治療が施された場合でも増加する)。特に示さない限り
、「不応性」なる用語は、ＶＥＧＦアンタゴニスト及び化学療法治療を含むがこれに限定
しない既存の治療の何れかに対する抵抗性又は非応答性を指す。ある実施態様では、ＶＥ
ＧＦアンタゴニストは抗ＶＥＧＦ抗体である。
　「再発性」なる用語は、以前の罹患状態への患者の病気の逆戻り、特に明らかな回復又
は部分的な回復後の症状の復活を指す。特に示さない限り、再発状態は、ＶＥＧＦアンタ
ゴニスト及び化学療法治療を含むがこれに限定しない既存の治療前の病気への逆戻り又は
逆戻りの過程を指す。ある実施態様では、ＶＥＧＦアンタゴニストは抗ＶＥＧＦ抗体であ
る。
【００７１】
　「抗癌療法」又は「癌治療」なる用語は、癌を治療する際に有用な療法を指す。抗癌治
療薬の例には、限定するものではないが、例えば、化学療法剤、増殖阻害剤、細胞障害剤
、放射線療法に用いる薬剤、抗血管形成剤、アポトーシス剤、抗チューブリン薬剤、およ
び癌を治療するための他の薬剤、例として、抗ＨＥＲ-２抗体、抗ＣＤ２０抗体、上皮性
増殖因子レセプター(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(ＴａｒｃｅｖａＴＭ)、血小板由
来増殖因子インヒビター(例えばＧｌｅｅｖｅｃＴＭ(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Ｅｒ
ｂＢ２、ＥｒｂＢ３、ＥｒｂＢ４、ＰＤＧＦＲ－β、ＢｌｙＳ、ＡＰＲＩＬ、ＢＣＭＡ又
はＶＥＧＦレセプター(一又は複数)、ＴＲＡＩＬ／Ａｐｏ２の一又は複数に結合するアン
タゴニスト(例えば中和抗体)、および他の生理活性かつ有機化学的薬剤などが含まれる。
また、その組合せが本発明に包含される。
【００７２】
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　「血管形成因子又は薬剤」は、血管の発達を刺激するのに伴う、例えば脈管形成、血管
内皮細胞増殖、血管の安定性および／または脈管形成などを促進する増殖因子又はそのレ
セプターである。例えば、血管形成因子には、例えば、ＶＥＧＦおよびＶＥＧＦファミリ
のメンバー及びそのレセプター(ＶＥＧＦ-Ｂ、ＶＥＧＦ-Ｃ、ＶＥＧＦ-Ｄ、ＶＥＧＦＲ１
、ＶＥＧＦＲ２及びＶＥＧＦＲ３)、ＰｌＧＦ、ＰＤＧＦファミリ、線維芽細胞増殖因子
ファミリ(ＦＧＦ)、ＴＩＥリガンド(アンギオポイエチン、ＡＮＧＰＴ１、ＡＮＧＰＴ２)
、ＴＩＥ１、ＴＩＥ２、エフリン、Ｂｖ８、デルタ様リガンド４ (ＤＬＬ４)、ＥＧＦ様
ドメイン、マルチプル７ (ＥＧＦＬ７)、Ｄｅｌ-１、線維芽細胞増殖因子：酸性(ａＦＧ
Ｆ)及び塩基性(ｂＦＧＦ)、ＦＧＦ４、ＦＧＦ９、ＢＭＰ９、ＢＭＰ１０、ホリスタチン
、顆粒性コロニー刺激因子(Ｇ－ＣＳＦ)、ＧＭ－ＣＳＦ、肝細胞増殖因子(ＨＧＦ)／スキ
ャッター因子(ＳＦ)、インターロイキン-８(ＩＬ-８)、ＣＸＣＬ１２、レプチン、ミドカ
イン、ニューロフィリン、ＮＲＰ１、ＮＲＰ２、胎盤増殖因子、血小板由来内皮細胞増殖
因子(ＰＤ－ＥＣＧＦ)、血小板由来増殖因子、特にＰＤＧＦ－ＢＢ、ＰＤＧＦＲ－α又は
ＰＤＧＦＲ－β、プレイオトロフィン(ＰＴＮ)、Ｐｒｏｇｒａｎｕｌｉｎ、Ｐｒｏｌｉｆ
ｅｒｉｎ、形質転換増殖因子-α(ＴＧＦ-α)、形質転換増殖因子-β(ＴＧＦ-β)、腫瘍壊
死因子-α(ＴＮＦα)、Ａｌｋ１、ＣＸＣＲ４、Ｎｏｔｃｈ１、Ｎｏｔｃｈ４、Ｓｅｍａ
３Ａ、Ｓｅｍａ３Ｃ、Ｓｅｍａ３Ｆ、Ｒｏｂｏ４、ＥＳＭ１、パールカンなどが含まれる
が、これらに限定されるものではない。また、成長ホルモン、インスリン様増殖因子-Ｉ(
ＩＧＦ－Ｉ)、ＶＩＧＦ、上皮細胞増殖因子(ＥＧＦ)、ＣＴＧＦ及びそのファミリのメン
バー、およびＴＧＦ－αおよびＴＧＦ－βなどの、創傷治癒を促進する因子を含むであろ
う。例として、Klagsbrun and D'Amore (1991) Annu. Rev. Physiol. 53:217-39；Streit
 and Detmar (2003) Oncogene 22:3172-3179；Ferrara & Alitalo (1999) Nature Medici
ne 5(12): 1359-1364；Tonini et al. (2003) Oncogene 22:6549-6556(例えば、公知の血
管形成因子の一覧を示す表１)；及びSato (2003) Int. J. Clin. Oncol. 8:200-206を参
照。
【００７３】
　「抗血管形成剤」又は「血管形成(血管新生)インヒビター」は、直接的又は間接的に、
血管新生、脈管形成又は望ましくない血管透過を阻害する、小分子量の物質、ポリヌクレ
オチド(例えば阻害ＲＮＡ(ＲＮＡｉ又はｓｉＲＮＡ)を含む)、ポリペプチド、単離したタ
ンパク質、組換えタンパク質、抗体、又はそれらのコンジュゲート又は融合タンパク質を
意味する。抗血管形成剤には、結合して血管形成因子又はそのレセプターの血管形成活性
を遮断する薬剤が含まれることは理解されるであろう。例えば、抗血管形成剤は、上記に
定義したように血管形成剤に対する抗体又は他のアンタゴニスト、例えば、ＶＥＧＦ－Ａ
又はＶＥＧＦ－Ａレセプター(例えばＫＤＲレセプター又はＦｌｔ－１レセプター)に対す
る抗体、ＶＥＧＦ－Ｃに対する抗体、抗ＰＤＧＦＲインヒビター、ＶＥＧＦレセプターシ
グナル伝達を遮断する小分子(例えば、ＰＴＫ７８７／ＺＫ２２８４、ＳＵ６６６８、Ｓ
ＵＴＥＮＴ(登録商標)／ＳＵ１１２４８(sunitinib malate)、ＡＭＧ７０６、又は例えば
国際公開２００４／１１３３０４に記載されるもの)である。また、抗血管形成剤には、
天然の血管形成インヒビター、例えばアンジオスタチン、エンドスタチンなどが含まれる
。例えば、Klagsbrun and D'Amore (1991) Annu. Rev. Physiol. 53:217-39；Streit and
 Detmar (2003) Oncogene 22:3172-3179(例えば、悪性メラノーマにおける抗血管形成療
法の一覧を示す表３)；Ferrara & Alitalo (1999) Nature Medicine 5(12): 1359-1364；
Tonini et al. (2003) Oncogene 22:6549-6556(例えば、公知の抗血管形成因子の一覧を
示す表２)；及び、Sato (2003) Int. J. Clin. Oncol. 8:200-206(例えば、臨床試験にお
いて使用される抗血管形成剤の一覧を示す表１)を参照のこと。血管形成インヒビターの
更なる例及び非限定的な一覧は本明細書中の「血管形成インヒビター」の項に示す。
　「抗血管形成療法」なる用語は、抗血管形成剤の投与を含む血管形成を阻害するために
有用な治療を指す。
【００７４】
　ここで用いられる「細胞障害性剤」という用語は、細胞の機能を阻害又は阻止し及び／



(32) JP 2011-527582 A 2011.11.4

10

20

30

40

50

又は細胞死又は破壊を生ずる物質を意味する。この用語は、放射性同位元素(例えば、Ａ
ｔ２１１、Ｉ１３１、Ｉ１２５、Ｙ９０、Ｒｅ１８６、Ｒｅ１８８、Ｓｍ１５３、Ｂｉ２

１２、Ｐ３２、Ｐｂ２１２及びＬｕの放射性同位元素)、化学治療薬、例えばメトトレキ
セート、アドリアマイシン、ビンカアルカロイド類(ビンクリスチン、ビンブラスチン、
エトポシド)、ドキソルビシン、メルファラン、マイトマイシンＣ、クロラムブシル、ダ
ウノルビシン又は他の挿入剤、酵素及びその断片、例えば核酸分解酵素、抗生物質、及び
毒素、例えばその断片及び／又は変異体を含む小分子毒素又は細菌、糸状菌、植物又は動
物起源の酵素的に活性な毒素、そして下記に開示する種々の抗腫瘍又は抗癌剤を含むよう
に意図されている。他の細胞毒性剤を以下に記載する。殺腫瘍性剤は、腫瘍細胞の破壊を
引き起こす。
　「毒素」は、細胞の成長又は増殖に対して有害な影響を有する任意の物質である。
【００７５】
　「化学療法剤」は、癌の治療に有用な化学的化合物である。化学療法剤の例には、チオ
テパ及びシクロホスファミド(CYTOXAN(商標登録))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(triethiylenethiophosphoramide)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)；デルタ－９－テトラヒドロ
カンナビノール(ドロナビロール、MARINOL(登録商標))；β－ラパコン；ラパコール；コ
ルヒチン；ベツリン酸；カンプトテシン(合成アナログトポテカン(HYCAMTIN(登録商標)、
ＣＰＴ－１１(イリノテカン、CAMPTOSAR(登録商標))、アセチルカンプトテシン、スコポ
レチン、及び９－アミノカンプトテシンを含む)；ブリオスタチン；カリスタチン；ＣＣ-
１０６５(そのアドゼレシン、カルゼレシン及びビゼレシン合成アナログを含む)；ポドフ
ィロトキシン；ポドフィリン酸；テニポシド；クリプトフィシン(特にクリプトフィシン
１及びクリプトフィシン８)；ドラスタチン；ドゥオカルマイシン(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；クロランブシル、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(trofosfamide)、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 et al., Angew. Chem Intl. Ed. Engl., 33:
 183-186 (1994)参照)；ＣＤＰ３２３、経口α-４インテグリンインヒビター；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
ン類(aclacinomysins)、アクチノマイシン、オースラマイシン(authramycin)、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、ドキソルビシン(ADRIAMYCIN(登録商標)、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、ドキソルビシンＨＣｌリポソーム
注射(ＤＯＸＩＬ(登録商標))、リポソームドキソルビシンＴＬＣ Ｄ－９９(ＭＹＯＣＥＴ
(登録商標))、ペグ化リポソームドキソルビシン(ＣＡＥＬＹＸ(登録商標))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(my
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cophenolic acid)、ノガラマイシン(nogalamycin)、オリボマイシン(olivomycins)、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(que
lamycin)、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)、ゾルビシン(zorubic
in)；代謝拮抗剤、例えばメトトレキセート、ゲムシタビン(ＧＥＭＺＡＲ(登録商標))、
テガフール(ＵＦＴＯＲＡＬ(登録商標))、カペシタビン(ＸＥＬＯＤＡ(登録商標))、エポ
チロン及び５-フルオロウラシル(５-ＦＵ)；コンブレタスタチン；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(azauridine)、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)；アンドロゲン類、例えばカルステロン(calusterone)、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(testo
lactone)；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(edatra
xate)；デフォファミン(defofamine)；デメコルシン(demecolcine)；ジアジコン(diaziqu
one)；エルフォルニチン(elfornithine)；酢酸エリプチニウム(elliptinium)；エポチロ
ン(epothilone)；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(lonidainine)；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(mopidanmol)；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；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, Eugene, 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(ＥＬＩＤＩ
ＳＩＮＥ(登録商標)、ＦＩＬＤＥＳＩＮ(登録商標))；ダカルバジン；マンノムスチン(ma
nnomustine)；ミトブロニトール；ミトラクトール(mitolactol)；ピポブロマン(pipobrom
an)；ガシトシン(gacytosine)；アラビノシド(「Ａｒａ-Ｃ」)；チオテパ；タキソイド、
例えばパクリタキセル(ＴＡＸＯＬ(登録商標)、Bristol-Myers Squibb Oncology, Prince
ton, N.J.)、パクリタキセルのアルブミン操作ナノ粒子製剤(ＡＢＲＡＸＡＮＥＴＭ)およ
びドセタキセル(ＴＡＸＯＴＥＲＥ(登録商標)、Rhome-Poulene Rorer, Antony, France)
；クロランブシル；６-チオグアニン；メルカプトプリン；メトトレキセート；プラチナ
薬剤、例えばシスプラチン、オキサリプラチン(例えばＥＬＯＸＡＴＩＮ(登録商標))及び
カルボプラチン；チューブリン重合が微小管を形成するのを妨げるビンカ、例えばビンブ
ラスチン(ＶＥＬＢＡＮ(登録商標))、ビンクリスチン(ＯＮＣＯＶＩＮ(登録商標))、ビン
デシン(ＥＬＤＩＳＩＮＥ(登録商標)、ＦＩＬＤＥＳＩＮ(登録商標))およびビノレルビン
(ＮＡＶＥＬＢＩＮＥ(登録商標))；エトポシド(ＶＰ-１６)；イホスファミド；マイトキ
サントロン；ロイコボリン；ノバントロン(novantrone)；エダトレキセート；ダウノマイ
シン；アミノプテリン；イバンドロナート(ibandronate)；トポイソメラーゼ阻害剤ＲＦ
Ｓ２０００；ジフルオロメチロールニチン(ＤＭＦＯ)；レチノイン酸などのレチノイド、
例えばベキサロテン(ＴＡＲＧＲＥＴＩＮ(登録商標))；ビスホスホネート、例えばクロド
ロネート(例えばＢＯＮＥＦＯＳ(登録商標)又はＯＳＴＡＣ(登録商標))、エチドロン酸(
ＤＩＤＲＯＣＡＬ(登録商標))、ＮＥ－５８０９５、ゾレドロン酸／ゾレドロネート(ＺＯ
ＭＥＴＡ(登録商標))、アレンドロネート(ＦＯＳＡＭＡＸ(登録商標))、パミドロン酸(Ａ
ＲＥＤＩＡ(登録商標))、チルドロネート(ＳＫＥＬＩＤ(登録商標))、又はリセドロネー
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ト(ＡＣＴＯＮＥＬ(登録商標))；トロキサシタビン(１,３-ジオキソランヌクレオシドシ
トシン類似体)；アンチセンスオリゴヌクレオチド、特に異常な細胞増殖に関係するシグ
ナル伝達経路における遺伝子の発現を阻害するもの、例えばＰＫＣ－α、Ｒａｆ、Ｈ－Ｒ
ａｓおよび上皮増殖因子レセプター(ＥＧＦ-Ｒ)(例えばエルロチニブ(ＴａｒｃｅｖａＴ

Ｍ))；及び細胞増殖を低減するＶＥＧＦ－Ａ；ワクチン、例えばＴＨＥＲＡＴＯＰＥ(登
録商標)ワクチンおよび遺伝子治療ワクチン、例えばＡＬＬＯＶＥＣＴＩＮ(登録商標)ワ
クチン、ＬＥＵＶＥＣＴＩＮ(登録商標)ワクチンおよびＶＡＸＩＤ(登録商標)ワクチン；
トポイソメラーゼ１インヒビター(例えばＬＵＲＴＯＴＥＣＡＮ(登録商標))；ｒｍＲＨ(
例えばＡＢＡＲＥＬＩＸ(登録商標))；ＢＡＹ４３９００６(ソラフェニブ；Bayer)；ＳＵ
-１１２４８(スニチニブ、ＳＵＴＥＮＴ(登録商標)、Pfizer)；ペリホシン、ＣＯＸ-２イ
ンヒビター(例えばセレコキシブ又はエトリコキシブ)、プロテオゾームインヒビター(例
えばＰＳ３４１)；ボルテゾミブ(ＶＥＬＣＡＤＥ(登録商標))；ＣＣＩ-７７９；ティピフ
ァニブ(Ｒ１１５７７)；オラフェニブ(orafenib)、ＡＢＴ５１０；ＢＣＬ-２インヒビタ
ー、例えばオブリメルセンナトリウム(ＧＥＮＡＳＥＮＳＥ(登録商標))；ピクサントロン
；ＥＧＦＲインヒビター；チロシンキナーゼインヒビター；セリン-スレオニンキナーゼ
インヒビター、例えばラパマイシン(シロリムス、ＲＡＰＡＭＵＮＥ(登録商標))；ファル
ネシルトランスフェラーゼインヒビター、例えばロナファーニブ(ＳＣＨ６６３６、ＳＡ
ＲＡＳＡＲＴＭ)；及び上述したものの薬学的に許容可能な塩類、酸類又は誘導体、並び
に、上記のうちの２つ以上の組み合わせ、例えば、ＣＨＯＰ(シクロホスファミド、ドキ
ソルビシン、ビンクリスチン、及びプレドニゾロンの併用療法の略称)、及びＦＯＬＦＯ
Ｘ(５－ＦＵ及びロイコボリンと組み合わせたオキサリプラチン(ＥＬＯＸＡＴＩＮＴＭ)
を用いる治療計画の略称)、及び上記何れかの薬学的に許容可能な塩類、酸類又は誘導体
類；並びに上記の２以上の組合せが含まれる。
【００７６】
　本明細書中に定義される化学療法剤には、癌の成長を促しうるホルモンの作用を調節、
低減、遮断又は阻害するように働く、「抗ホルモン剤」又は「内分泌治療剤」が含まれる
。それらはそれ自体がホルモンであってよく、限定するものではないが、抗エストロゲン
及び選択的エストロゲン受容体モジュレータ(ＳＥＲＭ)を含み、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；副腎のエストロゲン産生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、アミノグルテチミド、MEGASE(登録商
標)酢酸メゲストロール、AROMASIN(登録商標)エキセメスタン、フォルメスタニー(formes
tanie)、ファドロゾール、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；及び抗アンドロゲン、例えばフルタミド
(flutamide)、ニルタミド(nilutamide)、ビカルタミド、リュープロリド及びゴセレリン
；並びにトロキサシタビン(troxacitabine)(１,３-ジオキソランヌクレオシドシトシン類
似体)；アンチセンスオリゴヌクレオチド、特に接着細胞の増殖に結びつくシグナル伝達
経路における遺伝子の発現を阻害するもの、例えばＰＫＣ-α、Ｒａｆ、及びＨ-Ｒａｓ；
リボザイム、例えばＶＥＧＦ発現インヒビター(例えばANGIOZYME(登録商標))及びＨＥＲ
２発現インヒビター；遺伝子治療ワクチン、例えばALLOVECTIN(登録商標)、LEUVECTIN(登
録商標)及びVAXID(登録商標)などのワクチン；PROLEUKIN(登録商標)ｒＩＬ－２；LURTOTE
CAN(登録商標)トポイソメラーゼ１インヒビター；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号参照)、及び上記何れかの薬学的
に許容可能な塩類、酸類及び誘導体類；並びに上記の２以上の組合せを含む。
【００７７】
　ここで用いられる際の「増殖阻害剤」は、細胞の増殖をインビトロ又はインビボの何れ
かで阻害する化合物又は組成物を意味する。一実施態様では、増殖阻害剤は、抗体が結合
する抗原を発現している細胞の増殖を予防するかまたは低減する増殖阻害抗体である。他
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の実施態様では、増殖阻害剤は、Ｓ期で細胞の割合を有意に減少させるものである。増殖
阻害剤の例は、細胞周期の進行を(Ｓ期以外の位置で)阻害する薬剤、例えばＧ１停止又は
Ｍ期停止を誘発する薬剤を含む。古典的なＭ期ブロッカーは、ビンカス(ビンクリスチン
及びビンブラスチン)、タキサン類、及びトポイソメラーゼＩＩ阻害剤、例えばドキソル
ビシン、エピルビシン、ダウノルビシン、エトポシド、及びブレオマイシンを含む。また
Ｇ１停止させるこれらの薬剤は、Ｓ期停止にも波及し、例えば、ＤＮＡアルキル化剤、例
えば、タモキシフェン、プレドニゾン、ダカルバジン、メクロレタミン、シスプラチン、
メトトレキセート、５-フルオロウラシル、及びアラ-Ｃである。更なる情報は、The Mole
cular Basis of Cancer, Mendelsohn及びIsrael, 編, Chapter 1, 表題「Cell cycle reg
ulation, oncogene, and antineoplastic drugs」, Murakami et al., (WB Saunders: Ph
iladelphia, 1995)、例えば１３頁に見出すことができる。タキサン類(パクリタキセル及
びドセタキセル)は、共にイチイに由来する抗癌剤である。ヨーロッパイチイに由来する
ドセタキセル(TAXOTERE(登録商標)、ローン・プーラン ローラー)は、パクリタキセル(TA
XOL(登録商標)、ブリストル-マイヤー スクウィブ)の半合成類似体である。パクリタキセ
ル及びドセタキセルは、チューブリン二量体から微小管の集合を促進し、細胞の有糸分裂
を阻害する結果となる脱重合を防ぐことによって微小管を安定化にする。
【００７８】
　「放射線療法」とは、正常に機能する能力を制限するため又は完全に細胞を破壊するた
めに、細胞に十分な損傷を誘導する有向性のγ線又はβ線の使用を意味する。治療の用量
および治継続期間を決定するためには公知の多くの方法があることは明らかであろう。典
型的な治療は、１回の投与として、１日当たり１０～２００単位(グレイ)の典型的な用量
として施される。
　「製薬的製剤」なる用語は、活性な成分の生物学的活性が有効であるような形態にあり
、製剤が投与される被検体に受け入れられない程の毒性ある他の成分を含んでいない調製
物を指す。このような製剤は無菌であってよい。
　「無菌の」製剤は、無菌であるか、生きている微生物およびそれらの胞子をまったく含
まない。
【００７９】
　一又は複数の更なる治療薬「と組み合わせて(と併用して)」の投与は、同時（一時）及
び任意の順序での連続投与を含む。
　「同時に」又は「共に」なる用語は、投与の時間の少なくとも一部がオーバーラップし
ている、２以上の治療薬の投与を指すために本明細書中で用いられる。
したがって、同時投与には、一又は複数の薬剤の投与が一又は複数の他の薬剤の投与をや
めた後に続く場合の投薬計画が包含される。
　「慢性」投与とは、初期の治療効果(活性)を長期間にわたって維持するようにするため
に、急性態様とは異なり連続的な態様での薬剤の投与を指す。「間欠」投与とは、中断無
く連続的になされるのではなく、むしろ本質的に周期的になされる処置である。
【００８０】
　ここで用いられる「担体」は、製薬的に許容されうる担体、賦形剤、又は安定化剤を含
み、用いられる服用量及び濃度でそれらに曝露される細胞又は哺乳動物に対して非毒性で
ある。生理学的に許容されうる担体は、水性ｐＨ緩衝溶液であることが多い。生理学的に
許容されうる担体の例は、リン酸塩、クエン酸塩、及び他の有機酸塩のバッファー；アス
コルビン酸を含む酸化防止剤；低分子量(約１０残基未満)ポリペプチド；タンパク質、例
えば血清アルブミン、ゼラチン、又は免疫グロブリン；疎水性ポリマー、例えばポリビニ
ルピロリドン；アミノ酸、例えばグリシン、グルタミン、アスパラギン、アルギニン又は
リジン；グルコース、マンノース又はデキストランを含む単糖類、二糖類、及び他の炭水
化物；ＥＤＴＡ等のキレート剤；マンニトール又はソルビトール等の糖アルコール；ナト
リウム等の塩形成対イオン；及び／又は非イオン性界面活性剤、例えば、ＴＷＥＥＮ(登
録商標)、ポリエチレングリコール(ＰＥＧ)、及びＰＬＵＲＯＮＩＣＳ(登録商標)を含む
。



(36) JP 2011-527582 A 2011.11.4

10

20

30

40

50

　「リポソーム」は、哺乳動物への薬剤の運搬に有用である様々な種類の脂質、リン脂質
及び／又は界面活性剤から成る小さいベシクル(小胞)である。リポソームの構成成分は一
般に二重層で配置され、これは生物学的膜の脂質配置と類似している。
【００８１】
　「診断」なる用語は、癌の同定といった分子又は病的状態、疾患又は状態の同定を指す
ため、又は特定の治療投薬計画から利益を得うる癌患者の同定を指すためにここで用いら
れる。
　「予後」なる用語は、抗癌療法から臨床上の利益の可能性の予測を指すためにここで用
いられる。
　「予測」なる用語は、患者が特定の抗癌治療に対して有利又は不利に応答する可能性を
指すためにここで用いられる。一実施態様では、予測はそれらの応答の程度に関する。一
実施態様では、予測は、例えば特定の治療的薬剤による治療、及び疾患の再発を伴わない
一定期間の治療の後に患者が生存しているか改善しているかどうか、及び／又はその可能
性に関する。本発明の予測方法は、任意の特定の患者のために最も好適な治療様式を選択
することによって、治療決定を臨床的に行うことができる。本発明の予測方法は、患者が
、治療投薬計画、例えば特定の治療剤や組み合わせの投与、外科的介入、ステロイド治療
などを含む特定の治療投薬計画に有利に応答するかどうか、又は治療投薬計画の後に患者
が長期に生存しているかどうかを予測する際の有用なツールである。 
　患者の応答性は患者への利益を示す任意のエンドポイントを使用して評価されてよく、
限定するものではないが、(1)緩徐化及び完全な停止を含む、疾患進行のある程度の阻害
、(2)病変サイズの減少、(3)隣接する周辺臓器及び／又は組織への疾患細胞の浸潤の阻害
(すなわち、緩徐化又は完全な停止)、(4)疾患播種の阻害(すなわち、緩徐化又は完全な停
止)、(5)疾患と関連する一又は複数の症状のある程度の軽減、(6)治療後の無疾患状態の
期間の増加、及び(7)治療後のある時点での死亡率の減少が含まれる。
【００８２】
　「利益」なる用語は広義の意味で用いられ、何れかの所望の効果を指し、特に本明細中
で定義する臨床上の利益を包含する。
　臨床上の利益は、例えば、緩徐化及び完全な停止を含む疾患進行のある程度の阻害、疾
患出現及び／又は症状の数の減少、病変サイズの減少、隣接する周辺臓器及び／又は組織
への疾患細胞の浸潤の阻害(すなわち、緩徐化又は完全な停止)、疾患播種の阻害(すなわ
ち、緩徐化又は完全な停止)、必ずしもそうではないが、疾患病変の退縮又は除去となり
うる自己免疫応答の減少、疾患と関連する一又は複数の症状のある程度の軽減、治療後の
無疾患状態の期間、例えば無進行生存期間の増加、全生存率の増加、応答率の向上、及び
／又は、治療後のある時点での死亡率の減少といった、様々なエンドポイントを評価する
ことによって測定されうる。
【００８３】
血管形成インヒビター
　抗血管形成剤には、限定するものではないが、以下の薬剤が含まれる。ＶＥＧＦ特異的
アンタゴニストといったＶＥＧＦインヒビター、ＶＥＧＦ-Ｃ特異的アンタゴニストとい
ったＶＥＧＦ-Ｃインヒビター、ＥＧＦインヒビター、ＥＧＦＲインヒビター、Ｅｒｂｉ
ｔｕｘ(登録商標)(セツキシマブ、ImClone Systems, Inc., Branchburg, N.J.)、Ｖｅｃ
ｔｉｂｉｘ(登録商標)(パニツムマブ、Amgen, Thousand Oaks, CA)、ＴＩＥ２インヒビタ
ー、ＩＧＦ１Ｒインヒビター、ＣＯＸ-ＩＩ(シクロオキシゲナーゼＩＩ)インヒビター、
ＭＭＰ-２(マトリックス-メタロプロテイナーゼ２)インヒビター、及び、ＭＭＰ-９(マト
リックス-メタロプロテイナーゼ９)インヒビター、ＣＰ－５４７６３２(Pfizer Inc., NY
, USA)、アキシチニブ(Pfizer Inc.；ＡＧ－０１３７３６)、ＺＤ-６４７４(AstraZeneca
)、ＡＥＥ７８８(Novartis)、ＡＺＤ-２１７１)、ＶＥＧＦ Ｔｒａｐ(Regeneron/Aventis
)、バタラニブ(ＰＴＫ－７８７としても知られる、ＺＫ-２２２５８４：Novartis & Sche
ring A G)、Ｍａｃｕｇｅｎ(ペガプタニブオクタソディウム、ＮＸ-１８３８、ＥＹＥ-０
０１、Pfizer Inc./Gilead/Eyetech)、ＩＭ８６２(Cytran Inc. of Kirkland, Wash., US
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A)；及び、リボザイム(Boulder, Colo.)およびカイロン(Emeryville, Calif.)からの合成
リボザイムであるアンギオザイム、およびこれらの組合せ。他の血管形成インヒビターに
は、トロンボスポンジン１、トロンボスポンジン２、コラーゲンＩＶおよびコラーゲンXV
IIIが含まれる。ＶＥＧＦインヒビターは、米国特許第６５３４５２４号および同第６２
３５７６４号に開示されており、これは何れもあらゆる目的のために全体が援用される。
【００８４】
　ＶＥＧＦ特異的アンタゴニストは、ＶＥＧＦへ結合する、ＶＥＧＦ発現レベルを低減す
る、又は、一又は複数のＶＥＧＦレセプターへのＶＥＧＦの結合やＶＥＧＦが媒介する血
管形成及び内皮細胞の生存又は増殖を含む、ＶＥＧＦ生物学的活性を中和、遮断、阻害、
無効化、低減又は干渉することができる分子を指す。本発明の方法において有用なＶＥＧ
Ｆ特異的アンタゴニストとして含まれるものは、ＶＥＧＦに特異的に結合するポリペプチ
ド、抗ＶＥＧＦ抗体およびその抗原結合断片、ＶＥＧＦに特異的に結合して一又は複数の
レセプターへの結合を隔離するレセプター分子及び誘導体、融合タンパク質(例えばＶＥ
ＧＦ-Ｔｒａｐ(Regeneron))およびＶＥＧＦ１２１-ゲロニン(Peregrine)がある。また、
ＶＥＧＦ特異的アンタゴニストには、ＶＥＧＦポリペプチドのアンタゴニスト変異体、Ｖ
ＥＧＦに対するアンチセンスヌクレオベースオリゴマー、ＶＥＧＦに対する小ＲＮＡ分子
、ＶＥＧＦに対するＲＮＡアプタマー、ペプチド及びリボザイムが含まれる。
【００８５】
　２つの最も良好に特徴付けられたＶＥＧＦレセプターは、ＶＥＧＦＲ１(別名Ｆｌｔ－
１)およびＶＥＧＦＲ２(別名マウスホモログのＫＤＲおよびＦＬＫ－１)である。各々の
ＶＥＧＦファミリメンバーの各々のレセプターの特異性は変化するが、ＶＥＧＦ－ＡはＦ
ｌｔ－１およびＫＤＲに結合する。完全長Ｆｌｔ－１レセプターは、７つのＩｇドメイン
、膜貫通ドメイン、およびチロシンキナーゼ活性を有する細胞内ドメインを有する細胞外
ドメインを含む。細胞外ドメインはＶＥＧＦの結合に関与しており、細胞内ドメインはシ
グナル伝達に関与している。
　ＶＥＧＦに特異的に結合するＶＥＧＦレセプター分子又はその断片は、ＶＥＧＦタンパ
ク質に結合して補足し、それによってシグナル伝達を妨げるＶＥＧＦインヒビターとして
用いられうる。ある実施態様では、ＶＥＧＦレセプター分子又はそのＶＥＧＦ結合断片は
、可溶型、例えばｓＦｌｔ－１である。レセプターの可溶型は、ＶＥＧＦに結合して標的
細胞の表面上に存在する天然のレセプターへのその結合を妨げることによって、ＶＥＧＦ
タンパク質の生物活性に対して阻害作用を及ぼす。また、ＶＥＧＦレセプター融合タンパ
ク質も包含され、その例を後述する。
【００８６】
　キメラＶＥＧＦレセプタータンパク質は、少なくとも２つの異なるタンパク質由来のア
ミノ酸配列を有するレセプター分子であり、そのうちの少なくとも１はＶＥＧＦレセプタ
ータンパク質(例えばｆｌｔ－１又はＫＤＲレセプター)であり、ＶＥＧＦに結合してＶＥ
ＧＦの生物活性を阻害することができる。ある実施態様では、本発明のキメラＶＥＧＦレ
セプタータンパク質は、２つの異なるＶＥＧＦレセプター分子だけから得られるアミノ酸
配列からなるが、ｆｌｔ－１および／又はＫＤＲレセプターの細胞外リガンド結合領域の
１、２、３、４、５、６又は７つすべてのＩｇ様ドメインを含むアミノ酸配列は、他の無
関係なタンパク質、例えば免疫グロブリン配列のアミノ酸配列に連結されうる。Ｉｇ様ド
メインが結合される他のアミノ酸配列は、当業者に容易に明らかであろう。キメラＶＥＧ
Ｆレセプタータンパク質の例には、限定するものではないが、可溶性Ｆｌｔ－１／Ｆｃ、
ＫＤＲ／Ｆｃ又はＦＬｔ－１／ＫＤＲ／Ｆｃ(別名ＶＥＧＦ　Ｔｒａｐ)が含まれる。(例
としてＰＣＴ出願公開番号ＷＯ９７／４４４５３を参照のこと)。
　本発明の可溶性ＶＥＧＦレセプタータンパク質又はキメラＶＥＧＦレセプタータンパク
質には、膜貫通ドメインを介して細胞の表面に固定されていないＶＥＧＦレセプタータン
パク質が含まれる。また、キメラレセプタータンパク質を含むＶＥＧＦレセプター可溶型
は、ＶＥＧＦに結合してＶＥＧＦを不活性化することができるが、膜貫通領域を含んでお
らず、したがって一般に、この分子が発現される細胞の細胞膜に結合したものとならない
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。
　他のＶＥＧＦインヒビターは、例えば国際公開９９／２４４４０、ＰＣＴ国際出願ＰＣ
Ｔ／ＩＢ９９／００７９７、国際公開９５／２１６１３、国際公開９９／６１４２２、米
国特許第６５３４５２４号、米国特許第５８３４５０４号、国際公開９８／５０３５６、
米国特許第５８８３１１３号、米国特許第５８８６０２０号、米国特許第５７９２７８３
号、米国特許第６６５３３０８号、国際公開９９／１０３４９、国際公開９７／３２８５
６、国際公開９７／２２５９６、国際公開９８／５４０９３、国際公開９８／０２４３８
、国際公開９９／１６７５５、及び国際公開９８／０２４３７に記載されており、これら
すべては出典明記によってその全体がここに援用される。
【００８７】
本発明の方法
　本発明は、癌治療のためのＶＥＧＦアンタゴニストと抗癌療法から利益を得うる患者の
同定と相関する特定の遺伝子又はバイオマーカーの同定に部分的に基づく。。よって、開
示した方法により、癌患者を治療するための適切又は有効な治療法を評価する際に有用な
データ及び情報を得るために、簡便で、効率よく、費用対効果がよいかもしれない方法が
提供される。例えば、癌患者は、組織又は細胞の試料を得るために生検が行われていてよ
く、試料は、試料中のある遺伝子、例えばＶＥＧＦ－ＣとＶＥＧＦ－Ａとの発現レベルの
比率が対照試料中の該遺伝子とＶＥＧＦ－Ａとの発現レベルの比率と比較して変化してい
るか否かを決定するために、様々なインビトロアッセイによって試験されてよい。比率の
変化、例えば増加が検出される場合、患者は多分ＶＥＧＦアンタゴニストと抗癌療法から
利益を得るだろう。
　ある実施態様では、遺伝子の発現レベル／量は、限定するものではないが、ｍＲＮＡ、
ｃＤＮＡ、タンパク質、タンパク質断片及び／又は遺伝子コピー数を含む当分野で公知の
何れかの適切な基準に基づいて決定されてよい。
【００８８】
　ある実施態様では、試料中の様々な遺伝子の発現は、当分野で公知であり当業者に理解
される多くの方法によって分析することができ、その方法には、免疫組織化学及び／又は
ウェスタンブロット分析、免疫沈降法、分子結合アッセイ、ＥＬＩＳＡ、ＥＬＩＦＡ、蛍
光標識細胞分取(ＦＡＣＳ)など、定量的血液ベースのアッセイ(例えば、血清ＥＬＩＳＡ)
(例えば、タンパク質発現のレベルを調べるためのもの)、生化学酵素活性アッセイ、イン
サイツハイブリダイゼーション、ｍＲＮＡのノーザン分析及び／又はＰＣＲ分析、並びに
遺伝子及び／又は組織アレイ分析によって行われうる多種多様なアッセイの何れか一つが
含まれるが、これらに限定するものではない。遺伝子の状態及び遺伝子産物を評価するた
めの典型的なプロトコールは、例えばAusubel 等 編集, 1995, Current Protocols In Mo
lecular Biology中のユニット２(ノーザンブロッティング)、４(サザンブロッティング)
、１５(イムノブロッティング)及び１８(ＰＣＲ分析)にみられる。Rules Based Medicine
又はMeso Scale Discovery (MSD)から入手可能なものなどの多重免疫アッセイも使用され
てよい。
【００８９】
　ある実施態様では、試料中の遺伝子の発現レベル／量が対照試料中の遺伝子の発現レベ
ル／量より大きい場合、試料中の遺伝子の発現／量は対照試料中の発現／量と比較して、
増加している。同様に、試料中の遺伝子の発現レベル／量が対照試料中の遺伝子の発現レ
ベル／量より小さい場合、試料中の遺伝子の発現／量は対照試料中の発現／量と比較して
、減少している。
　ある実施態様では、試料中の遺伝子の発現レベルとＶＥＧＦ－Ａの発現レベルとの間の
比率の変化は、対照試料中の同じ比率と比較して増加している。ある実施態様では、遺伝
子の発現レベルの増加がＶＥＧＦ－Ａの発現レベルの増加より大きい場合、試料中の遺伝
子とＶＥＧＦ－Ａとの発現レベルの比率が、対照試料中の遺伝子とＶＥＧＦ－Ａとの発現
レベルの比率と比較して増加している。ある実施態様では、遺伝子の発現レベルに増加が
あり、ＶＥＧＦ－Ａの発現レベルに増加がない場合、試料中の遺伝子とＶＥＧＦ－Ａとの
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発現レベルの比率が、対照試料中の遺伝子とＶＥＧＦ－Ａとの発現レベルの比率と比較し
て増加している。ある実施態様では、遺伝子の発現レベルに減少がなく、ＶＥＧＦ－Ａの
発現レベルに減少がある場合、試料中の遺伝子とＶＥＧＦ－Ａとの発現レベルの比率が、
対照試料中の遺伝子とＶＥＧＦ－Ａとの発現レベルの比率と比較して増加している。一実
施態様では、試料中のＶＥＧＦ－ＣとＶＥＧＦ－Ａとの発現レベルの比率(例えばＶＥＧ
Ｆ－Ｃ／ＶＥＧＦ－Ａ)は、対照試料中のＶＥＧＦ－ＣとＶＥＧＦ－Ａとの発現レベルの
比率と比較して、増加している。
【００９０】
　ある実施態様では、対照試料中の遺伝子の発現レベルとＶＥＧＦ－Ａの発現レベルとの
比率と比較したときの試料中の同比率の変化は、減少である。ある実施態様では、遺伝子
の発現レベルの減少がＶＥＧＦ－Ａの発現レベルの減少よりも大きい場合、試料中の遺伝
子とＶＥＧＦ－Ａとの発現レベルの比率は対照試料中の遺伝子とＶＥＧＦ－Ａとの発現レ
ベルの比率と比較して減少している。ある実施態様では、遺伝子の発現レベルに増加がな
く、ＶＥＧＦ－Ａの発現レベルに増加がある場合、試料中の遺伝子とＶＥＧＦ－Ａとの発
現レベルの比率は対照試料中の遺伝子とＶＥＧＦ－Ａとの発現レベルの比率と比較して減
少している。ある実施態様では、遺伝子の発現レベルに減少があり、ＶＥＧＦ－Ａの発現
レベルに減少がない場合、試料中の遺伝子とＶＥＧＦ－Ａとの発現レベルの比率は対照試
料中の遺伝子とＶＥＧＦ－Ａとの発現レベルの比率と比較して減少している。
　ある実施態様では、試料は、アッセイするＲＮＡ又はタンパク質の量の相違および使用
するＲＮＡ又はタンパク質試料の品質の多様性、及びアッセイの実行間の多様性について
標準化している。このような標準化は、ＡＣＴＢといった周知のハウスキーピング遺伝子
を含むある標準化遺伝子の発現を測定及び取り入れることによって達成してよい。一又は
複数のハウスキーピング遺伝子を用いて試料を標準化することができる。あるいは、標準
化は、分析する遺伝子又はその多くのサブセットのすべての平均又は中央値シグナルに基
づいてよい。遺伝子ごとのバイアスについて、患者腫瘍ｍＲＮＡ又はタンパク質の測定し
て標準化した量を対照セットに見られる量と比較する。患者及び試験した腫瘍当たりの各
ｍＲＮＡ又はタンパク質についての標準化した発現レベルは、対照セットにおいて測定し
た発現レベルの割合として表す。分析される特定の患者試料において測定した発現レベル
は、この範囲内で百分率で低下し、それは公知の方法で測定できるであろう。
【００９１】
　ある実施態様では、遺伝子の相対的な発現レベルは、ある１つのハウスキーピング遺伝
子を使用して以下のように決定される。
相対的な発現遺伝子１試料１＝２ｅｘｐ（Ｃｔハウスキーピング遺伝子－Ｃｔ遺伝子１）
、Ｃｔは試料１において決定される。
相対的な発現遺伝子１対照ＲＮＡ＝２ｅｘｐ（Ｃｔハウスキーピング遺伝子－Ｃｔ遺伝子

１）、Ｃｔは対照ＲＮＡにおいて決定される。
標準化した相対的発現遺伝子１試料１＝（相対的発現遺伝子１試料１／相対的発現遺伝子
１対照ＲＮＡ）×１００
　ある実施態様では、遺伝子の相対的な発現レベルは、２つのハウスキーピング遺伝子を
使用して以下のように決定される。
相対的な発現遺伝子１試料１＝２ｅｘｐ[（Ｃｔハウスキーピング遺伝子１＋Ｃｔハウス

キーピング遺伝子２）／２－Ｃｔ遺伝子１]、Ｃｔは試料１において決定される。
相対的な発現遺伝子１対照ＲＮＡ＝２ｅｘｐ[（Ｃｔハウスキーピング遺伝子１＋Ｃｔハ

ウスキーピング遺伝子２）／２－Ｃｔ遺伝子１]、Ｃｔは対照ＲＮＡにおいて決定される
。
標準化した相対的発現遺伝子１試料１＝（相対的発現遺伝子１試料１／相対的発現遺伝子
１対照ＲＮＡ）×１００
　Ｃｔは閾値サイクルである。Ｃｔは、反応の中で生成される蛍光が閾値線を超えるとき
のサイクル数である。
【００９２】
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　すべての実験は対照ＲＮＡに標準化され、その対照ＲＮＡは様々な組織源からのＲＮＡ
の包括的混合(例えばClontech, Mountain View, CAの対照ＲＮＡ＃636538)である。同一
の対照ＲＮＡは、各々のｑＲＴ-ＰＣＲ実行に含まれ、異なる実験の実行間の結果の比較
を可能とする。
　２つの遺伝子間の発現の比率はは以下のように決定される。
標準化した発現遺伝子１試料１／標準化した発現遺伝子２試料１

　ある実施態様では、遺伝子１は血管形成因子である。他の実施態様では、血管形成因子
は、ＶＥＧＦ－Ｃ、ＶＥＧＦ－Ｄ、ＶＥＧＦＲ３又はｂＦＧＦである。一実施態様では、
遺伝子２はＶＥＧＦ－Ａである。ある実施態様では、ＶＥＧＦ－Ｃ、ＶＥＧＦ－Ｄ、ＶＥ
ＧＦＲ３および／またはｂＦＧＦのｍＲＮＡ発現は、腫瘍細胞におけるものである。
【００９３】
　また、本発明は、患者から得た試料における遺伝子の発現レベルとＶＥＧＦ－Ａの発現
レベルとの比率が対照試料における該遺伝子の発現レベルとＶＥＧＦ－Ａの発現レベルと
の比率と比較して変化していることを決定し、そして、ＶＥＧＦアンタゴニスト以外の抗
癌療法の有効量を該患者に投与することを含み、これによって癌が治療される、患者の癌
の治療方法を提供する。ある実施態様では、発現レベルはｍＲＮＡ発現レベルである。あ
る実施態様では、発現レベルの変化は増加である。
　さらに、本発明は、再発性腫瘍増殖又は再発性癌細胞増殖を治療するか、阻害するか又
は予防するための方法を提供する。再発性腫瘍増殖又は再発性癌細胞増殖は、一又は複数
の現在利用可能な治療法(例えば、癌治療、例として化学療法、放射線療法、外科治療、
ホルモン療法及び／又は生物学的療法／免疫療法、抗血管形成療法、抗ＶＥＧＦ抗体療法
、特に特定の癌のための標準的な治療投薬計画)を施されている患者ないしはこれらによ
って治療された患者が臨床的に治療に不十分であるか、又は患者がこのような治療からも
はやいかなる有用な効果を得ておらず更なる有効な治療を求める場合の症状を表すために
用いられる。本明細書中で用いるように、この表現も「非応答性／再発性の」患者の症状
を指すものであり、例えば、副作用に苦しむ治療に応答する患者、耐性を生じる患者、治
療に応答しない患者、治療に満足に応答しない患者などを表す。ある実施態様では、癌は
、癌細胞の数が有意に低減しなかった、又は増加した、又は腫瘍の大きさが有意に減少し
なかった、又は大きくなった、又は癌細胞のサイズないしは数に何らかの減少が生じなか
った、再発性腫瘍増殖又は再発性癌細胞増殖である。癌細胞が再発性腫瘍増殖であるか再
発性癌細胞増殖であるかの決定は、文脈上で「再発」又は「難治性」又は「非応答性」の
当分野で容認される意味を用いて、癌細胞に対する治療の有効性をアッセイするための当
分野で公知の任意の方法によってインビトロないしはインビボでなされうる。ある実施態
様では、ここで用いる「耐性腫瘍」は抗ＶＥＧＦ治療に抵抗性のある腫瘍を指す。
【００９４】
　また、本発明は、患者から得た試料における遺伝子の発現レベルとＶＥＧＦ－Ａの発現
レベルとの比率が対照試料における該遺伝子の発現レベルとＶＥＧＦ－Ａの発現レベルと
の比率と比較して変化していることを決定し、そして、ＶＥＧＦアンタゴニスト以外の抗
癌療法の有効量を該患者に投与することを含み、これによって細胞増殖性疾患が治療され
る、患者の細胞増殖性疾患の治療方法を提供する。ある実施態様では、発現レベルはｍＲ
ＮＡ発現レベルである。ある実施態様では、発現レベルの変化は増加である。
　また、本発明は、患者から得た試料における遺伝子の発現レベルとＶＥＧＦ－Ａの発現
レベルとの比率が対照試料における該遺伝子の発現レベルとＶＥＧＦ－Ａの発現レベルと
の比率と比較して変化していることを決定し、そして、ＶＥＧＦアンタゴニスト以外の抗
癌療法の有効量を該患者に投与することを含む、患者の血管形成の阻害方法を提供する。
ある実施態様では、発現レベルはｍＲＮＡ発現レベルである。ある実施態様では、発現レ
ベルの変化は増加である。
　また、本発明は、患者から得た試料における遺伝子の発現レベルとＶＥＧＦ－Ａの発現
レベルとの比率が対照試料における該遺伝子の発現レベルとＶＥＧＦ－Ａの発現レベルと
の比率と比較して変化していることを決定し、そして、ＶＥＧＦアンタゴニスト以外の抗



(41) JP 2011-527582 A 2011.11.4

10

20

30

40

50

癌療法の有効量を該患者に投与することを含む、患者のリンパ管形成の阻害方法を提供す
る。ある実施態様では、発現レベルはｍＲＮＡ発現レベルである。ある実施態様では、発
現レベルの変化は増加である。
【００９５】
　ある実施態様では、抗癌剤又は抗血管形成剤は、癌を治療するため、耐性腫瘍を含む再
発性腫瘍増殖又は再発性癌細胞増殖を治療、阻害又は予防するため、細胞増殖性疾患を治
療するため、血管形成を阻害するため、又はリンパ管形成を阻害するために、ＶＥＧＦア
ンタゴニストと組み合わせて投与される。一実施態様では、ＶＥＧＦアンタゴニストは、
抗ＶＥＧＦ中和抗体又は断片(例えば、ヒト化Ａ４.６.１、ＡＶＡＳＴＩＮ(登録商標)(Ge
nentech, South San Francisco, CA)、Ｙ０３１７、Ｍ４、Ｇ６、Ｂ２０、２Ｃ３、など)
である。例えば米国特許第６５８２９５９号、同第６８８４８７９号、同第６７０３０２
０号；国際公開９８／４５３３２；国際公開９６／３００４６；国際公開９４／１０２０
２；欧州特許第０６６６８６８号Ｂ１；米国特許出願２００３０２０６８９９、同２００
３０１９０３１７、同２００３０２０３４０９および同２００５０１１２１２６；Popkov
 et al., Journal of Immunological Methods 288:149-164 (2004)；及び国際公開２００
５０１２３５９を参照のこと。抗癌剤及び抗血管形成剤には、当分野で公知のもの及び本
明細書中の定義の項に見られるものが含まれる。一実施態様では、抗癌剤又は抗血管形成
剤は、抗ＶＥＧＦ－Ｃ抗体である。ある実施態様では、ＶＥＧＦアンタゴニストはベバシ
ズマブである。ある実施態様では、ＶＥＧＦアンタゴニストは、抗癌剤又は抗血管形成剤
と同時に投与される。ある実施態様では、ベバシズマブは、抗ＶＥＧＦ－Ｃ抗体と同時に
投与される。ある実施態様では、ベバシズマブは、再発性か又はＶＥＧＦアンタゴニスト
を含む抗癌療法に抵抗性である患者へ、抗ＶＥＧＦ－Ｃ抗体と同時に投与される。ある実
施態様では、抗癌剤又は抗血管形成剤は、ラベル又はパッケージ挿入物に示される指示に
従って投与される。
【００９６】
　標的遺伝子又はバイオマーカーを含む試料は、当分野で周知の、目的の癌の種類や位置
に適切である方法によって得られうる。定義の項を参照のこと。例えば、癌性病変の試料
は、切除術、気管支鏡検査法、細針吸引、気管支のブラッシングによって、又は痰、胸膜
液又は血液から得られてよい。遺伝子又は遺伝子産物は、癌又は腫瘍組織から、または、
尿、痰、血清又は血漿といった他の身体試料から検出されてよい。癌性試料における標的
遺伝子又は遺伝子産物の検出について先に述べたのと同じ技術は、他の身体試料に適用さ
れてよい。癌細胞は、癌病変部からはがれ落ち、前記身体試料に出現しうる。前記の身体
試料のスクリーニングによって、これら癌について単一の早期診断法が達成されうる。さ
らに、治療の経過は、前記の身体試料を標的遺伝子又は遺伝子産物について試験すること
によって、より容易にモニターされうる。
　癌細胞のための組織調製物の濃縮手段は当分野で公知である。例えば、組織は、パラフ
ィン又はクリオスタット切片から単離してよい。また、癌細胞はスローサイトメトリー又
はレザーキャプチャ切除法によって正常細胞から分離してよい。これら、並びに正常細胞
から癌性細胞を分離するための技術は当分野で周知である。癌組織が正常細胞とひどく混
ざり合っている場合、混入及び／又は偽陽性／陰性結果を最小限にするための技術は公知
であるが、特徴となる遺伝子又はタンパク質の発現プロファイルの検出はより困難であり
、これらのいくつかは本明細書中の以下に記載する。例えば、試料は、対象の癌細胞と関
連しているが対応する正常細胞とは関連していない(その逆もそうである)ことがわかって
いるバイオマーカーの存在について評価してもよい。
　ある実施態様では、試料中のタンパク質の発現は、免疫組織化学(「ＩＨＣ」)及び染色
プロトコールを使用して調べられる。組織切片の免疫組織化学的染色は、試料中のタンパ
ク質の存在を評価するか又は検出する確実な方法であることが示されている。免疫組織化
学技術は、一般に色素生産性又は蛍光性の方法によってインサイツの細胞抗原をプローブ
し可視化するために抗体を利用する。
【００９７】
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　前記組織試料は従来の方法によって固定(すなわち保存)されてもよい(例として、“Man
ual of Histological Staining Method of the Armed Forces Institute of Pathology,
” 3rd edition (1960) Lee G. Luna, HT (ASCP) Editor, The Blakston Division McGra
w-Hill Book Company, New York; The Armed Forces Institute of Pathology Advanced 
Laboratory Methods in Histology and Pathology (1994) Ulreka V. Mikel, Editor, Ar
med Forces Institute of Pathology, American Registry of Pathology, Washington, D
.C.を参照)。当分野の技術者は、組織学的染色ないしは他の分析に供する試料の目的に応
じて固定液を選択することは理解するところであろう。また、当分野の技術者は、組織試
料の大きさ及び用いる固定液に応じて固定の長さを決定することも理解するであろう。実
施例では、中性緩衝ホルマリン、ブアン固定液又はパラホルムアルデヒドを用いて試料を
固定してもよい。
　通常、まず試料を固定し、次いで段階的に増加させたアルコールによって、脱水し、パ
ラフィン又は他の切片溶液に浸透させて包埋し、組織試料を切断できるようにする。別法
として、組織を切断して、得られた切片を固定してもよい。例として、従来の方法によっ
て、組織試料を包埋して、パラフィンで処理してもよい(例として、上掲の"Manual of Hi
stological Staining Method of the Armed Forces Institute of Pathology"を参照)。
使用されうるパラフィンの例として、Paraplast、Broloid及びTissuemayがあるが、これ
らに限定するものではない。組織試料を包埋すると、試料をミクロトーム等によって、切
断してもよい(例として、上掲の"Manual of Histological Staining Method of the Arme
d Forces Institute of Pathology"を参照)。この手順の例として、切片はおよそ３ミク
ロンからおよそ５ミクロンの範囲の厚さでよい。切断すると、いくつかの標準的な方法に
よって、切片をスライドに付着させてもよい。スライド接着剤の例として、シラン、ゼラ
チン、ポリ‐Ｌ‐リジンなどがあるが、これに限定されるものではない。例として、パラ
フィン包埋切片は、正に荷電したスライド及び／又はポリ‐Ｌ‐リジンでコートしたスラ
イドに付着させてもよい。
【００９８】
　包埋材料としてパラフィンを用いた場合、組織切片は通常、脱パラフィン化して、水に
再水和させる。組織切片は、いくつかの従来の標準的な方法によって、脱パラフィン化し
てもよい。例えば、キシレン及び段階的に減少するアルコールを用いてもよい(例として
、上掲の"Manual of Histological Staining Method of the Armed Forces Institute of
 Pathology"を参照)。別法として、Ｈｅｍｏ-Ｄｅ７(CMS, Houston, Texas)などの市販の
脱パラフィン化非有機薬剤が用いられてもよい。
　ある実施態様では、試料の調整の後に、組織切片をＩＨＣを用いて分析してもよい。Ｉ
ＨＣは、形態学的染色及び／又は蛍光発光インサイツハイブリダイゼーションなどの付加
的な技術と組み合わせて行ってもよい。ＩＨＣの直接アッセイ及び間接アッセイの２つの
一般的な方法が有用である。第一のアッセイでは、標的抗原に対する抗体の結合は、直接
的に測定される。この直接アッセイは、更なる抗体相互作用を必要とせずに可視化されう
る酵素標識一次抗体又は蛍光タグ付加一次抗体などの標識された試薬を用いる。代表的な
間接アッセイでは、コンジュゲートしていない一次抗体が抗原と結合し、次いで標識され
た二次抗体が一次抗体と結合する。二次抗体が酵素標識にコンジュゲートする場合、抗原
を視覚化させるために色素生産性基質ないしは蛍光発生基質が加えられる。二次抗体の中
には一次抗体上の異なるエピトープと反応するものもあるので、シグナルの増幅が起こる
。
【００９９】
　一般的に、免疫組織化学に使用する一次及び／又は二次抗体は、検出可能な成分にて標
識されるであろう。通常、以下の種類に分類できる多くの標識が利用可能である：
　(ａ)ラジオアイソトープ、例えば３５Ｓ、１４Ｃ、１２５Ｉ、３Ｈ及び１３１Ｉ。抗体
は例えばImmunology, Volumes 1 and 2, Coligen 等, 編集 Wiley-Interscience, New Yo
rk, New York, Pubs. (1991)のＣｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓに記載される技術を
用いて放射性同位体にて標識することができ、放射能はシンチレーション計測器を用いて
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測定することができる。
　(ｂ)コロイド金粒子
　(ｃ)希有土類キレート(ユウロピウムキレート)、テキサスレッド、ローダミン、フルオ
レセイン、ダンシル、リサミン、ウンベリフェロン、フィコクリセリン(phycocrytherin)
、フィコシアニン又はＳＰＥＣＴＲＵＭ　ＯＲＡＮＧＥ7及びＳＰＥＣＴＲＵＭ　ＧＲＥ
ＥＮ7などの市販の蛍光体及び／又は上記の何れか一ないしは複数の誘導体を含むが、こ
れらに限定されるものではない蛍光標識。蛍光標識は、例えば、上記のＩｍｍｕｎｏｌｏ
ｇｙのＣｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓに開示される技術を用いて抗体にコンジュゲ
ートすることができる。蛍光は、蛍光計を用いて定量化することができる。
　(ｄ)様々な酵素基質標識が利用可能であり、米国特許第４,２７５,１４９号にはこの概
説がある。一般に、酵素は、様々な技術を用いて測定することができる色素生産性基質の
化学変化を触媒する。例えば、酵素は、分光測光法で測定することができる基質の変色を
触媒するかもしれない。あるいは、酵素は、基質の蛍光又は化学発光を変えうる。蛍光の
変化を定量化する技術は上記の通りである。化学発光基質は、化学反応によって電子的に
励起され、測定することができる(例えば化学発光計測器を用いて)か、又はエネルギーを
蛍光アクセプターに与える光を発しうる。酵素標識の例には、ルシフェラーゼ(例えば、
ホタルルシフェラーゼ及び細菌ルシフェラーゼ；米国特許第４,７３７,４５６号)、ルシ
フェリン、2,3-ジヒドロフタルアジネジオン(dihydrophthalazinediones)、リンゴ酸デヒ
ドロゲナーゼ、ウレアーゼ、西洋わさびペルオキシダーゼ(ＨＲＰＯ)などのペルオキシダ
ーゼ、アルカリホスファターゼ、β-ガラクトシダーゼ、グルコアミラーゼ、リソチーム
、サッカライドオキシダーゼ(例えばグルコースオキシダーゼ、ガラクトースオキシダー
ゼ及びグルコース-６-リン酸デヒドロゲナーゼ)、複素環のオキシダーゼ(例えばウリカー
ゼ及びキサンチンオキシダーゼ)、ラクトペルオキシダーゼ、ミクロペルオキシダーゼな
どが含まれる。抗体に酵素をコンジュゲートする技術は、O'Sullivanら., Methods for t
he Preparation of Enzyme-Antibody Conjugates for use in Enzyme Immunoassay, in M
ethods in Enzym. (ed J. Langone & H. Van Vunakis), Academic press, New York, 73:
147-166 (1981)に記載されている。
【０１００】
　酵素基質の組合せの例には、例えば以下のものが含まれる：
　(i)基質として水素ペルオキシダーゼを有する西洋わさびペルオキシダーゼ(ＨＲＰＯ)
、ここで水素ペルオキシダーゼが染料前駆体(例えば、オルソフェニレン(orthophenylene
)ジアミン(ＯＰＤ)又は3,3',5,5'テトラメチルのベンジジン塩酸塩(ＴＭＢ))を酸化する
；
　(ii)色素生産性基質としてリン酸パラグラフ-ニトロフェニルを有するアルカリホスフ
ァターゼ(ＡＰ)；及び
　(iii)色素生産性基質(例えばｐ-ニトロフェニル-β-Ｄ-ガラクトシダーゼ)又は蛍光発
生基質(例えば、4-メチルウンベリフェリル(methylumbelliferyl)-β-Ｄ-ガラクトシダー
ゼ)を有するβ-Ｄ-ガラクトシダーゼ(β-Ｄ-Ｇａｌ)。
　多数の他の酵素基質の組合せは当業者にとって利用可能である。これらの一般的な概要
については、米国特許第４２７５１４９号及び４３１８９８０を参照。標識は、抗体と間
接的にコンジュゲートされることがある。これを行うための様々な技術は当分野の技術者
に公知である。例えば、抗体は、ビオチンとコンジュゲートさせることができ、前述した
大きな４つの分類のうちの何れかはアビジンとコンジュゲートさせることができ、その逆
もまた可能である。ビオチンは選択的にアビジンと結合し、したがって、標識はこの間接
的な方法で抗体にコンジュゲートさせることができる。あるいは、抗体と標識を間接的に
コンジュゲートさせるために、抗体は小ハプテンとコンジュゲートさせ、前述した標識の
異なるタイプのうちの１つは抗ハプテン抗体とコンジュゲートさせる。したがって、抗体
と標識は間接的にコンジュゲートすることができる。
【０１０１】
　上記の試料調製手順以外に、ＩＨＣ前、ＩＨＣの間又はＩＨＣ後に組織切片の更なる処
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置が所望されてもよい。例えば、クエン酸塩バッファ中で組織サンプルを加熱するなどの
エピトープ検索方法が実施されてもよい(例として、Leong 等 Appl. Immunohistochem. 4
(3): 201 (1996)を参照)。
　場合によって行うブロック処置の後に、一次抗体が組織試料中の標的タンパク質抗原と
結合するような好適な条件下と十分な時間、組織切片を一次抗体に曝露させる。これを達
成するための好適な条件は慣例的な実験によって決定できる。試料に対する抗体の結合の
範囲は、上記の検出可能な標識の何れか一つを用いて決定される。ある実施態様では、標
識は、3,3'-ジアミノベンジジンクロモゲンなどの色素生産性基質の化学変化を触媒する
酵素標識(例えばＨＲＰＯ)であることが望ましい。一実施態様では、酵素標識は、一次抗
体(例えば、一次抗体はウサギポリクローナル抗体であり、二次抗体はヤギ抗ウサギ抗体
である)に特異的に結合する抗体にコンジュゲートさせる。
【０１０２】
　したがって、調製される検査材料はマウントしてカバーグラスをかけてもよい。その後
、例えば顕微鏡を使用してスライドの評価を行い、当分野で通常用いられる染色強度判定
基準を用いてもよい。染色強度判定基準は以下の通りに評価してもよい(図１２を参照の
こと)：
表２

　いくつかの実施態様では、およそ１＋以上の染色パターンスコアは診断及び／又は予後
予測に用いられる。ある実施態様では、ＩＨＣアッセイのおよそ２＋以上の染色パターン
スコアは診断及び／又は予後予測に用いられる。他の実施態様では、およそ３以上の染色
パターンスコアは診断及び／又は予後予測に用いられる。一実施態様では、腫瘍又は大腸
腺腫からの細胞及び／又は組織がＩＨＣを用いて調べられる場合、染色は一般に、(試料
中に存在しうる間質性又は周辺組織とは異なり)腫瘍細胞及び／又は組織において決定又
は評価される。
【０１０３】
　別法では、試料を、抗体-バイオマーカー複合体が形成するために十分な条件下で該バ
イオマーカーに特異的な抗体と接触させ、次いで該複合体を検出してもよい。バイオマー
カーの存在は、多くの方法、血漿又は血清を含む多種多様な組織及び試料を検定するため
のウエスタンブロッティング及びＥＬＩＳＡ手順において検出されてよい。このようなア
ッセイ様式を用いた広範囲にわたるイムノアッセイ技術は利用可能である。米国特許第４
０１６０４３号、同第４４２４２７９号及び同第４０１８６５３号参照。これらには、単
一の部位及び２-部位の両方、あるいは非競合型の「サンドイッチ」アッセイ、並びに従
来の競合的結合アッセイが含まれる。また、これらのアッセイには、標的バイオマーカー
に対する標識抗体の直接結合が含まれる。
　サンドイッチアッセイは最も有用なものの一つで、一般的に用いられるアッセイである
。サンドイッチアッセイ技術には多くのバリエーションあり、そのすべては本発明により
包含されることを目的とする。簡潔には、代表的な最近のアッセイでは、非標識抗体を固
体基板上に固定して、試験する試料を結合した分子に接触させる。抗体-抗原複合体が形
成されるくらいの適当な期間インキュベートした後、検出可能なシグナルを産生できるレ
ポーター分子で標識した、抗原特異的な第二抗体を添加して、更なる抗体-抗原-標識抗体
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の複合体が形成されるために十分な時間インキュベートする。反応しなかった材料を洗い
流し、レポーター分子により産生されるシグナルを観察することによって抗原の存在を決
定する。結果は、可視的なシグナルを単純に観察したものであれば質的なものであり、バ
イオマーカーを既知量含有するコントロール試料と比較したものであれば量的なものであ
る。
【０１０４】
　前記のアッセイへのバリエーションには、試料及び標識抗体の両方を結合した抗体に同
時に添加する同時アッセイなどがある。これらの技術は当分野の技術者には公知であり、
多少のバリエーションが加えられることは容易に明らかであろう。代表的な近年のサンド
イッチアッセイでは、バイオマーカーに対して特異性を有する第一抗体は固形表面に共有
結合するか受動的に結合する。固形表面は一般的にガラス又はポリマーであり、最も一般
的に用いられるポリマーはセルロース、ポリアクリルアミド、ナイロン、ポリスチレン、
ポリ塩化ビニル又はポリプロピレンである。固形支持体は、チューブ、ビーズ、マイクロ
プレートの皿、又はイムノアッセイを行うために適切な他の任意の表面の形態でもあって
もよい。結合方法は従来技術において周知であり、一般に、架橋性共有結合又は物理的な
吸着から成り、ポリマー-抗体複合体は試験試料の調整において洗浄される。次いで、試
験される試料の分割量を固相複合体に添加し、抗体中に存在する任意のサブユニットが結
合するために十分な時間(例えば、より便利であるならば２～４０分又は前夜)と適切な条
件(例えば室温から４０℃、例えば２５℃から３２℃の間)下でインキュベートする。イン
キュベーションの後、抗体サブユニット固相を洗浄して、乾燥させ、一部のバイオマーカ
ーに特異的な二次抗体とともにインキュベートする。二次抗体は、分子マーカーへの二次
抗体の結合を表すために用いられるレポーター分子に結合させる。
　別法では、試料中の標的バイオマーカーを固定して、その後レポーター分子にて標識し
ているか又は標識していない特異的抗体に固定された標的を曝すことを伴う。標的の量及
びレポーター分子シグナルの強度に応じて、結合した標的は、抗体で直接標識することに
よって、検出可能でありうる。あるいは、一次抗体に特異的な二次標識抗体を標的-一次
抗体複合体に曝して、標的-一次抗体-二次抗体の三位複合体を形成させる。複合体は、レ
ポーター分子により発されるシグナルにより検出される。本明細書中で用いられる「レポ
ーター分子」は、その化学的性質によって、抗原と結合した抗体を検出するための分析し
て同定可能となるシグナルを提供する分子を意味する。この種のアッセイにおいて、最も
一般的に用いられるレポーター分子は、酵素、蛍光体又は分子を含有する放射性核種(す
なわち放射性同位体)及び化学発光分子である。
【０１０５】
　酵素イムノアッセイの場合、一般にグルタールアルデヒド又は過ヨウ素酸塩によって、
酵素を二次抗体にコンジュゲートさせる。しかしながら、容易に認識されるように、技術
者に容易に利用可能である多種多様な異なるコンジュゲート技術が存在する。一般的に用
いられる酵素には、西洋わさびペルオキシダーゼ、グルコースオキシダーゼ－中でもガラ
クトシダーゼ及びアルカリホスファターゼなどがある。特定の酵素と共に用いられる基質
は、一般的に、対応する酵素による加水分解の際に生じる検出可能な色の変化で選択する
。適切な酵素の例として、アルカリホスファターゼやペルオキシダーゼなどがある。また
、上記の色素生産性基質よりも蛍光性産物を産生する蛍光性基質を用いることができる。
すべての例において、酵素標識抗体を一次抗体-分子マーカー複合体に加えて、結合させ
、次いで過剰な試薬を洗い流す。次いで、適当な基質を含有する溶液を抗体-抗原-抗体の
複合体に加える。基質は二次抗体と結合した酵素と反応して、通常は分光測定法による量
的なものでもある定性的な可視化シグナルを生じ、試料中に存在するバイオマーカーの量
を表す。あるいは、フルオレセイン及びローダミンなどの蛍光性化合物を、抗体の結合能
を変化させることなく抗体に化学的に結合させてもよい。特定の波長の光を照射すること
により活性化されると、蛍光色素標識抗体はその光エネルギーを吸収し、それによリその
分子において励起状態が誘発され、続いて光学顕微鏡を用いて目視で検出可能な特徴的な
色で光が放射される。ＥＩＡでは、蛍光標識抗体は、一次抗体-分子マーカー複合体に結
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合できる。結合していない試薬を洗い落とした後に、残りの三位複合体を適当な波長の光
に曝すと、対象の分子マーカーの存在を示す蛍光発光が観察される。免疫蛍光法及びＥＩ
Ａ技術は何れも、当分野で非常に確立されたものである。しかしながら、放射性同位体、
化学発光性分子又は生物発光性分子などの他のレポーター分子も用いられてもよい。
【０１０６】
　また、上記の技術が、一又は複数の標的遺伝子の発現を検出するために用いられうるこ
とも包含される。このとき標的遺伝子はここで定義される抗血管形成因子である。ある実
施態様では、標的遺伝子は、ＶＥＧＦ－Ａ、ＶＥＧＦ－Ｃ、ＶＥＧＦ－Ｄ、ｂＦＧＦ及び
／又はＶＥＧＦＲ３である。
　本発明の方法は、組織又は細胞試料中のＶＥＧＦ－Ａ、ＶＥＧＦ－Ｃ、ＶＥＧＦ－Ｄ、
ｂＦＧＦおよびＶＥＧＦＲ３を含むがこれらに限定されない一又は複数の標的遺伝子のｍ
ＲＮＡの存在及び／又は発現を調べる手順を更に含む。細胞中のｍＲＮＡの評価方法は公
知であり、例えば、相補的ＤＮＡプローブを用いたハイブリダイゼーションアッセイ(例
えば、ＶＥＧＦ－Ａ、ＶＥＧＦ－Ｃ、ＶＥＧＦ－Ｄ、ｂＦＧＦおよびＶＥＧＦＲ３を含む
がこれらに限定されない一又は複数の標的遺伝子に特異的な標識リボプローブを用いたイ
ンサイツハイブリダイゼーション、ノーザンブロット及び関連した技術)及び様々な核酸
増幅アッセイ(例えば、一又は複数の遺伝子に特異的な相補的プライマーを用いたＲＴ-Ｐ
ＣＲ及び、他の増幅型の検査法、例えば枝分れＤＮＡ、ＳＩＳＢＡ、ＴＭＡなど)が含ま
れる。
【０１０７】
　哺乳動物の組織又は細胞試料は、ノーザン、ドットブロット又はＰＣＲ分析を用いて、
ｍＲＮＡについて都合よくアッセイすることができる。例えば、定量的ＰＣＲアッセイな
どのＲＴ-ＰＣＲアッセイは公知技術である。本発明の例示的実施態様では、生体試料中
の標的のｍＲＮＡの検出方法は、少なくとも一のプライマーを用いて逆転写によって、試
料からｃＤＮＡを生成し、標的ｃＤＮＡを増幅するために、標的ポリヌクレオチドをセン
スプライマー及びアンチセンスプライマーとして用いて産生された該ｃＤＮＡを増幅し、
そして、増幅された標的ｃＤＮＡの存在を検出することを含む。加えて、このような方法
は、生体試料中の標的ｍＲＮＡのレベルを決定し得る一ないし複数の工程(例えば、アク
チンファミリーメンバーなどの「ハウスキーピング」遺伝子のコントロールｍＲＮＡ配列
と該レベルを同時に検討すること)を含んでもよい。場合によって、増幅された標的ｃＤ
ＮＡの配列を決定してもよい。
【０１０８】
　本発明の任意の方法には、マイクロアレイ技術によって、組織又は細胞試料中のｍＲＮ
Ａ、例えば標的ｍＲＮＡを調べるか又は検出する手順が含まれる。核酸マイクロアレイを
用いて、試験及びコントロールの組織試料から得た試験及びコントロールのｍＲＮＡ試料
を逆転写させて、ｃＤＮＡプローブを生成するために標識する。次いで、プローブを、固
形支持体に固定した核酸のアレイにハイブリダイズさせる。アレイの配列及び各々のメン
バーの位置がわかるように、アレイを設定する。例えば、その発現が抗血管形成治療の臨
床上の利益の増加又は減少と相関している遺伝子の選択を、固形支持体上に配してよい。
特定のアレイメンバーと標識プローブとのハイブリダイゼーションは、プローブが由来す
る試料がその遺伝子を発現することを示す。疾患組織の差次的遺伝子発現分析は、貴重な
情報を提供する。マイクロアレイ技術は、単一の実験で何千もの遺伝子のｍＲＮＡ発現性
質を評価するために、核酸ハイブリダイゼーション技術及び演算技術を利用する。(２０
０１年１０月１１日公開の国際公開公報０１／７５１６６を参照、(例えば米国特許第５
７００６３７号、同第５４４５９３４号及び同第５８０７５２２号、Lockart, Nature Bi
otechnology, 14:1675-1680 (1996)）、アレイ製作の考察のためにはCheung, V.G.等, Na
ture Genetics 21(Suppl): 15-19 (1999)を参照)。ＤＮＡマイクロアレイは、ガラス又は
他の基質上で染色されるか直接合成される遺伝子断片を含有する微小なアレイである。何
千もの遺伝子は、通常単一のアレイ上に現れる。代表的なマイクロアレイ実験は以下の工
程を伴う：１．試料から単離したＲＮＡからの蛍光性標識標的の調製、２．マイクロアレ
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イへの標識した標的のハイブリダイゼーション、３．洗浄、染色及びアレイのスキャニン
グ、４．走査画像の分析、そして５．遺伝子発現性質の生成。一般に、ＤＮＡマイクロア
レイには２つの主要な種類、ｃＤＮＡから調製されたＰＣＲ産物を含有する遺伝子発現ア
レイ及びオリゴヌクレオチドアレイ(通常２５～７０マー)が用いられる。アレイを形成す
る際に、オリゴヌクレオチドは、事前に作製して表面にスポットしても、(インサイツで)
表面上で直接合成してもよい。
【０１０９】
　Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ　ＧｅｎｅＣｈｉｐ(登録商標)システムは、ガラス表面上でオリ
ゴヌクレオチドを直接合成することにより製造されるアレイを含んでなる市販のマイクロ
アレイシステムである。プローブ／遺伝子アレイ：オリゴヌクレオチド（通常２５マー）
は、半導体ベースのフォトリソグラフィーと固相化学合成技術との組合せによって、ガラ
スウェーハ上へ直接合成される。各々のアレイは最高４００，０００の異なるオリゴを含
有し、各々のオリゴは何百万ものコピーで存在する。オリゴヌクレオチドプローブがアレ
イ上の既知の位置で合成されるので、ハイブリダイゼーションのパターン及びシグナル強
度は、Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ　Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ　Ｓｕｉｔｅソフトウェアによる遺
伝子同一性と相対的な発現レベルに置き換えて解釈できる。各々の遺伝子は、一連の異な
るオリゴヌクレオチドプローブによって、アレイ上に表される。各々のプローブ対は、完
全一致のオリゴヌクレオチドと、不一致のオリゴヌクレオチドからなる。完全一致プロー
ブは、特定の遺伝子に対して完全に相補的な配列を有するため、遺伝子の発現を測定する
。不一致プローブは、中心塩基位置での単一塩基置換によって、完全一致プローブとは異
なり、標的遺伝子転写物の結合を妨げる。これによって、完全一致オリゴを決定するシグ
ナルの一因となるバックグラウンド及び非特異的ハイブリダイゼーションを決定できる。
Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ　Ｓｕｉｔｅソフトウェアは、完全一致プローブのハイブリダイゼ
ーション強度から不完全一致プローブのハイブリダイゼーション強度を減算して、それぞ
れのプローブセットの絶対値又は特異的強度の値を決定する。プローブは、Ｇｅｎｂａｎ
ｋ及び他のヌクレオチド貯蔵所の当時の情報に基づいて選択される。この配列は遺伝子の
３'末端の特定の領域を認識すると思われている。ＧｅｎｅＣｈｉｐハイブリダイゼーシ
ョンオーブン(「回転式(rotisserie)」オーブン)を用いて、一度に最高６４アレイのハイ
ブリダイゼーションを行う。ｆｌｕｉｄｉｃｓ　ｓｔａｔｉｏｎでは、プローブアレイの
洗浄と染色が行われる。これは完全に自動化しており、４つのモジュールを含有しており
、その各々のモジュールが一つのプローブアレイを保持している。各々のモジュールは、
事前にプログラム化されたfluidicsプロトコルを用いたＭｉｃｒｏａｒｒａｙ　Ｓｕｉｔ
ｅソフトウェアにより個々に制御される。スキャナは、プローブアレイ結合した標識ｃＲ
ＮＡにより発される蛍光強度を測定する共焦点レーザー蛍光発光スキャナである。Ｍｉｃ
ｒｏａｒｒａｙ　Ｓｕｉｔｅソフトウェアを有するコンピュータワークステーションがｆ
ｌｕｉｄｉｃｓ　ｓｔａｔｉｏｎとスキャナを制御する。Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ　Ｓｕｉ
ｔｅソフトウェアは、プローブアレイについて事前にプログラム化したハイブリダイゼー
ション、洗浄及び染色プロトコルを用いてｆｌｕｉｄｉｃｓ　ｓｔａｔｉｏｎを８つまで
制御できる。また、ソフトウェアは、ハイブリダイゼーション強度データを得て、適切な
アルゴリズムを使用して各々の遺伝子の存在／非存在情報に変換する。最後に、ソフトウ
ェアは、比較分析によって、遺伝子発現における実験間の変化を検出して、テキストファ
イルに出力する。このファイルは更なるデータ分析のために他のソフトウェアプログラム
に用いることができる。
【０１１０】
　また、組織又は細胞試料中の選択した遺伝子又はバイオマーカーの発現は、機能的なア
ッセイ又は活性に基づくアッセイにより検査されてもよい。例えば、バイオマーカーが酵
素である場合、組織又は細胞試料中の所定の酵素の存在を決定又は検出するために公知技
術のアッセイを行ってもよい。
【０１１１】
　本発明のキットは多くの実施態様を有する。ある実施態様は、容器と、該容器上のラベ
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ルと、該容器内に収容される組成物を具備するキットであり、この場合の組成物はＶＥＧ
Ｆ－Ａ、ＶＥＧＦ－Ｃ、ＶＥＧＦ－Ｄ、ｂＦＧＦおよびＶＥＧＦＲ３を含むがこれらに限
定されない一又は複数の標的遺伝子に対応する一又は複数の標的ポリペプチド配列に結合
する一又は複数の一次抗体を含有するものであり、該容器上のラベルは、該組成物を用い
て少なくとも一種類の哺乳動物細胞中の一又は複数の標的タンパク質の存在を評価するこ
とができることと、少なくとも一種類の哺乳動物細胞中の一又は複数の標的タンパク質の
存在を評価するための抗体の使用についての指示書を示すものである。さらにキットは、
一又は複数の標的タンパク質の発現レベルを測定して、２つの標的タンパク質の発現レベ
ル間の比率を算出するための指示書を具備する。一実施態様では、標的タンパク質の一つ
はＶＥＧＦ－Ａである。他の実施態様では、第二標的タンパク質は、ＶＥＧＦ－Ｃ、ＶＥ
ＧＦ－Ｄ、ｂＦＧＦ又はＶＥＧＦＲ３である。さらに、キットは、組織試料を調整して組
織試料の同一片に抗体及びプローブを適用するための一組の指示書と材料を具備しうる。
キットは、一次抗体と、酵素標識などの標識にコンジュゲートしている二次抗体の両方を
具備してもよい。
【０１１２】
　他の実施態様は、容器と、該容器上のラベルと、該容器内に収容される組成物を具備す
るキットであり、この場合の組成物はストリンジェントな条件下でＶＥＧＦ－Ａ、ＶＥＧ
Ｆ－Ｃ、ＶＥＧＦ－Ｄ、ｂＦＧＦ及び／又はＶＥＧＦＲ３を含むがこれらに限定されない
一又は複数の遺伝子のポリヌクレオチド配列とハイブリダイズする一又は複数のポリヌク
レオチドを含有するものであり、該容器上のラベルは、該組成物を用いて少なくとも一種
類の哺乳動物細胞におけるＶＥＧＦ－Ａ、ＶＥＧＦ－Ｃ、ＶＥＧＦ－Ｄ、ｂＦＧＦ及び／
又はＶＥＧＦＲ３を含むがこれらに限定されない一又は複数の標的遺伝子の存在及び／又
は発現レベルを評価することができることと、少なくとも一種類の哺乳動物細胞における
一又は複数の標的ＲＮＡ又はＤＮＡの存在及び／又は発現レベルを評価するためのポリヌ
クレオチドの使用についての指示書を示すものである。さらに、キットは、２つの標的遺
伝子の発現レベル間の比率を算出するための指示を具備してよい。
　キットの他の任意の成分には、一又は複数のバッファ(例えばブロックバッファ、洗浄
バッファ、基質バッファなど)、酵素標識によって化学的に変化する基質などの他の試薬(
例えば色素原)、エピトープ探索溶液、コントロール試料(ポジティブコントロール及び／
又はネガティブコントロール)、コントロールスライド(一ないし複数)などがある。
【０１１３】
　前記の発明は特定の実施態様の参照のための例示であって、制限されるものではない。
実際、ここに示され説明されたものに加えて本発明の様々な変更が前記記載から当業者に
は明らかであり、添付の特許請求の範囲に入る。明細書全体にわたって引用されるすべて
の参考文献及びここに引用される参照は、出典明記によってその全体が明示的にここに援
用される。
【実施例】
【０１１４】
実施例１
インビボ研究
　すべての試験は、ＮＩＨより発行される実験動物の管理と使用のためのガイドライン(N
IH Publication 85-23、1985年改訂)に従って実施した。研究機関の動物管理使用委員会(
ＩＡＣＵＣ)は、すべての動物のプロトコールを承認した。
　以下のヒト腫瘍モデル試験は、標準的な技術を用いてピエモンテリサーチセンター、Ｌ
ＬＣ(Morrisville, NC)にて実施した：Ａ５４９、Ｈ４６０、ＭＶ５２２、ＭＤＡ-ＭＢ２
３１、ＤＬＤ-１、ＢｘＰＣ３、ＨＴ２９、ＳＫＭＥＳ、ＰＣ３。ヒト腫瘍細胞は、各々
の試験マウスの右側腹部の皮下に移植した。例えば、Ｈ４６０については、異種移植片は
、培養したＨ４６０ヒト非小細胞肺癌腫細胞(１０％熱不活性化胎仔ウシ血清、１００ユ
ニット/ｍＬ ペニシリンＧ、１００μｇ/ｍＬ ストレプトマイシン硫酸塩、０.２５μｇ/
ｍＬ アンホテリシンＢ、１ｍＭ ピルビン酸ナトリウム、２ｍＭ グルタミン、１０ｍＭ 
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ＨＥＰＥＳ、０.０７５% 炭酸水素ナトリウム、及び２５μｇ/ｍＬ ゲンタマイシンを含
むＲＰＭＩ－１６４０培地中で対数増殖中期(mid-log phase)にまで生育させた)、又はＡ
５４９ヒト肺腺腫細胞(１０%熱不活性化胎仔ウシ血清、１００ユニット/ｍＬ ペニシリン
Ｇ、１００μｇ/ｍＬ ストレプトマイシン硫酸塩、０.２５μｇ/ｍＬ アンホテリシンＢ
、２ｍＭ グルタミン、１ｍＭ ピルビン酸ナトリウム、及び２５μｇ/ｍＬ ゲンタマイシ
ンを含むＫａｉｇｈｎ変更ハムＦ１２培地中で培養した)から始めた。腫瘍移植の日に、
Ｈ４６０細胞を回収し、５×１０７細胞／ｍＬの濃度でＰＢＳに再懸濁した。各試験マウ
スの右側腹部の皮下に、１×１０７のＨ４６０腫瘍細胞を移植した。Ａ５４９腫瘍につい
て、Ａ５４９細胞は、５×１０７細胞／ｍＬの濃度で、１００％マトリゲルＴＭ基質(BD 
Biosciences, San Jose, CA)に再懸濁した。Ａ５４９細胞(０．２ｍＬ中１×１０７)を各
試験マウスの右側腹部の皮下に移植し、腫瘍増殖をモニターした。
【０１１５】
　平均サイズが１２０～１８０ｍｍ３に達したので、腫瘍増殖をモニターした。研究第１
日目に、個々の腫瘍サイズは１２６から１９６ｍｍ３であり、動物を腫瘍サイズによって
３つの試験群とコントロール群に分類した。腫瘍体積は以下の式を使用して算出した。
　腫瘍体積(ｍｍ３)＝＝(ｗ２×ｌ)／２
　　このとき、ｗ＝腫瘍の幅およびｌ＝腫瘍の長さ(ｍｍ)。
【０１１６】
　すべて処置は腹膜内投与した。腫瘍は、コントロール抗体、ＶＥＧＦ－Ａ活性を遮断す
る薬剤(５ｍｇ／ｋｇの抗ＶＥＧＦ－Ａ抗体Ｂ２０-４.１)又はＶＥＧＦ－ＡおよびＶＥＧ
Ｆ－Ｃ活性を遮断する２つの薬剤の併用(１０ｍｇ／ｋｇの抗ＶＥＧＦ－Ｃ抗体)の各々５
～１０ｍｇ／ｋｇにて最長１０～２０週間、週２回処置した。併用治療群について、抗Ｖ
ＥＧＦ－Ｃ抗体を抗ＶＥＧＦ－Ａ抗体後３０分以内に投与した。各用量は、２０グラムの
体重につき０．２ｍＬの体積(１０ｍＬ／ｋｇ)とし、動物の体重に拡大・縮小した。
　腫瘍体積は、カリパスを使用して週２回記録した。腫瘍がエンドポイントサイズ(一般
に１０００ｍｍ３)に達するか又は試験の終了の何れか先に来たときに、動物を安楽死さ
せた。 
【０１１７】
　エンドポイントまでの時間(ＴＴＥ)は、以下の方程式から算出した。
　ＴＴＥ(日)＝(ｌｏｇ１０(エンドポイント体積、ｍｍ３－ｂ)／ｍ
　　このときｂはログ変換した腫瘍増殖データセットの直線回帰によって得られる線の交
点であり、ｍは線の傾きである。
【０１１８】
　エンドポイントに達成しない動物は、試験の最終日と同等のＴＴＥ値を割り当てる。偶
発事由(ＮＴＲａ)又は未知の原因(ＮＴＲｕ)によるＮＴＲ(処置とは無関係な)死と分類し
た動物は、ＴＴＥ算出(及びすべての更なる分析)から除く。ＴＲ(処置関連の)死又はＮＴ
Ｒｍ(転移による処置とは無関係な死)と分類した動物は、死亡の日と同等のＴＴＥ値を割
り当てる。
【０１１９】
　治療結果は、腫瘍増殖遅滞(ＴＧＤ)によって評価し、コントロール群と比較して、治療
群のエンドポイントまでの時間(ＴＴＥ)の中央値の増加として定義し、以下のように算出
した。
　ＴＧＤ＝Ｔ－Ｃ、日か又はコントロール群の中央値ＴＴＥの割合として表し、以下のよ
うに算出した。
　％ＴＧＤ＝[(Ｔ－Ｃ)／Ｃ]×１００ 
　　ここで、Ｔ＝治療群の中央値ＴＴＥ、そして、Ｃ＝コントロール群の中央値ＴＴＥ。
　Δ％ＴＧＤは、方程式Δ％ＴＧＤ＝％ＴＧＤ２－％ＴＧＤ１＝([(Ｔ２－Ｃ)／Ｃ] ×１
００、ここでＣ＝コントロール薬剤を投与されている群の中央値ＴＴＥ、及び、Ｔ２＝Ｖ
ＥＧＦ－ＡおよびＶＥＧＦ－Ｃを遮断する２つの薬剤を投与されている群の中央値ＴＴＥ
)マイナス([(Ｔ１－Ｃ)／Ｃ]×１００、ここでＣ＝コントロール薬剤を投与している群の
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中央値ＴＴＥ、及び、Ｔ１＝ＶＥＧＦ－Ａのみを遮断する薬剤を投与している群の中央値
ＴＴＥ)に従って算出した。例えば図６Ａ、７Ａおよび１４Ａを参照のこと。
　あるいは、Δ％ＴＧＤは、方程式％ＴＧＤ＝[(Ｔ－Ｃ)／Ｃ]×１００、ここでＣ＝ＶＥ
ＧＦ－Ａのみを遮断する薬剤を投与している群の中央値ＴＴＥ、及びＴ＝ＶＥＧＦ－Ａお
よびＶＥＧＦ－Ｃを遮断する２つの薬剤を投与している群の中央値ＴＴＥに従って算出し
た。例えば図６Ｂ、７Ｂ、８および１４Ｂを参照のこと。
【０１２０】
　いくつかの試験では、有効性は、パーセント腫瘍増殖阻害(％ＴＧＩ)として算出し、以
下のように算出した。
　％ＴＧＩ＝[(コントロールの中央値腫瘍体積－試験したものの中央値腫瘍体積)／コン
トロールの中央値腫瘍体積]×１００
　Δ％ＴＧＩは、ＶＥＧＦ－ＡおよびＶＥＧＦ－Ｃを遮断する２つの薬剤を投与している
群とＶＥＧＦ－Ａのみを遮断する薬剤を投与している群との間の％ＴＧＩの相違として算
出した。
　腫瘍を回収し、１０％ＮＢＦ中で終夜固定した後、７０％エタノールに固定し、その後
パラフィンに包埋した。
　抗ＶＥＧＦ－Ｃ抗体治療を抗ＶＥＧＦ－Ａ治療と併用した場合、Ｈ４６０およびＡ５４
９腫瘍の腫瘍発達の遅れが生じた(図６、７および８)。
【０１２１】
実施例２　ＩＨＣ
　パラフィン包埋した腫瘍からのミクロトーム切片を、市販の抗体(IBL, Japan)を使用し
てＶＥＧＦ－Ｃについて染色した。簡単に言えば、切片を脱パラフィン化し、水和して、
Ｔａｒｇｅｔ　Ｒｅｔｒｉｅｖａｌ(Dako, Glostrup, Denkmark)を行った。内因性ペルオ
キシダーゼ活性(KPL Inc., Gaithersburg, Maryland)およびアビジン／ビオチン反応性(V
ector Laboratories, Burlingame, CA)は、製造業者プロトコールに従って遮断した。内
因性免疫グロブリンは、室温(ＲＴ)で、３０分間、１０％ヤギ血清を含む３％ＢＳＡ／Ｐ
ＢＳ(『ブロック血清』)と共にインキュベートして遮断した。抗ＶＥＧＦ－Ｃ抗体を、ブ
ロック血清中０．５μｇ／ｍｌに希釈し、ＲＴで１時間切片と共にインキュベートした。
ウサギＩｇＧと共にインキュベートした切片をネガティブコントロールとして用いた。Ｔ
ＲＩＳ緩衝生理食塩水で洗浄した後、切片を７．５μｇ／ｍｌのビオチン化ヤギ抗ウサギ
抗体(Vector Laboratories, Burlingame, CA)を含むブロック血清と共にＲＴで３０分間
インキュベートした。切片を洗浄し、その後、ペルオキシダーゼ結合アビジン試薬(Vecto
r Laboratories, Burlingame, CA)と共にＲＴで３０分間インキュベートした。更に洗浄
した後、結合した抗体は、ペルオキシダーゼ基質ＤＡＢ(Pierce, Rockford, IL)を使用し
て検出した。切片を洗浄し、カバーガラスをかけ、ＩＨＣスコア化を行った。ＩＨＣスコ
アは以下のように決定した。

　異種移植片腫瘍の染色した切片の代表的な画像は、Ｈ４６０およびＡ５４９がＩＨＣに
よってＶＥＧＦ－Ｃ発現について陽性であることを示した(図１３)。これらの結果は、Ｈ
４６０およびＡ５４９腫瘍モデルについてＩＨＣスコアと腫瘍発達の遅延(％ＴＧＤ)とに
相関性があることを示す(図１４)。
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【０１２２】
実施例３　ＲＮＡ単離
　２つの５μｍ厚ミクロトーム切片を、ヒト異種移植片ホルマリン固定パラフィン包埋腫
瘍から切り出し、ＲＮＡ単離(Roche Applied Sciences, Indianapolis, IN)を行った。簡
単に言えば、パラフィンワックスを９００μｌのＥｎｖｉｒｅｎｅ(Hardy Diagnostics, 
Santa Maria, CA)に溶解し、残りの組織断片を４５０μｌのエタノールの添加後に沈殿さ
せた。ペレットを空気乾燥させ、製造業者のプロトコールに従ってプロテイナーゼＫ作用
溶液にて５５℃で終夜消化した。カラム精製後、試料を、ＤＮＡ分解酵素にて３７℃で４
５分間かけて消化し、その後の分析を妨げるゲノムＤＮＡを除いた。ＤＮＡ分解酵素は、
プロテイナーゼＫによって５５℃で１時間かけて取り除き、その後カラム精製を行った。
試料は、合計５０μｌの溶出バッファに溶解し、遠心分離してカラム残渣を沈殿させ、新
規の反応チューブに移した。ＲＮＡ濃度は、分光光度計又はバイオ分析機(Agilent, Fost
er City, CA)を用いて評価し、その後の遺伝子発現分析の反応につき５０ｎｇの全ＲＮＡ
を用いた。
【０１２３】
ｑＲＴ－ＰＣＲ
　遺伝子特異的プライマーおよびプローブセットを、１８ＳｒＲＮＡおよびＲＰＳ１３(
ハウスキーピング遺伝子)、およびヒトＶＥＧＦ－Ａ、ヒトＶＥＧＦ－Ｃ、ヒトＶＥＧＦ
－Ｄ、ヒトｂＦＧＦおよびヒトＶＥＧＦＲ３のｑＲＴ－ＰＣＲ発現分析ために設計した。

＊５０ｎｇの対照ＲＮＡ(#636538; Clontech, Mountain View, CA)についての平均Ｃｔ。
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　例えば、一実施態様では、ＶＥＧＦ－Ｃの相対的な発現レベルは、以下のように算出し
た。
　相対的な発現ＶＥＧＦ－Ｃ試料＝２ｅｘｐ(Ｃｔ１８ＳｒＲＮＡ－ＣｔＶＥＧＦ－Ｃ)、
Ｃｔは試料中で決定されたものであり、このときＣｔは閾値サイクルである。
　他の実施態様では、ＶＥＧＦ－Ｃの相対的な発現レベルは、以下のように算出した。
　相対的な発現ＶＥＧＦ－Ｃ試料＝２ｅｘｐ[(Ｃｔ１８ＳｒＲＮＡ＋ＣｔＲＰＳ１３)／
２－ＣｔＶＥＧＦ－Ｃ)、Ｃｔは試料中で決定されたものであり、このときＣｔは閾値サ
イクルである。
　Ｃｔは、反応内で生成された蛍光が閾値線を超えるときのサイクル数である。
【０１２５】
　異なる反応プレートからの結果を比較するために、次いで、相対的な発現を、すべての
試験実行において同定した内的対照ＲＮＡに対する相対的な発現の比として算出し、１０
０を乗じた。
　標準化した相対的発現ＶＥＧＦ－Ｃ試料＝（相対的発現ＶＥＧＦ－Ｃ試料／相対的発現
ＶＥＧＦ－Ｃ対照ＲＮＡ）×１００、ここで相対的発現ＶＥＧＦ－Ｃ対照ＲＮＡ＝２ｅｘ
ｐ(Ｃｔ１８ＳｒＲＮＡ－ＣｔＶＥＧＦ－Ｃ)、Ｃｔは対照ＲＮＡにおいて決定されるもの
である。
　この計算を用いて、ｑＲＴ－ＰＣＲ反応において任意のシグナルを示した試料は『１』
より上の値を有しており、『１』より小さい値を有する試料は、特定の分析物について陰
性である。
　次いで、ＶＥＧＦ－ＣとＶＥＧＦ－Ａとの相対的な発現レベルの比率は以下のように算
出した。
　標準化した発現ＶＥＧＦ－Ｃ／標準化した発現ＶＥＧＦ－Ａ
【０１２６】
　遺伝子発現分析は、Ｈ４６０およびＡ５４９が腫瘍モデルにおいてＶＥＧＦ－Ａ発現範
囲が低かったのに対して、ＶＥＧＦ－Ｃ、ＶＥＧＦ－ＤおよびｂＦＧＦ発現範囲は高かっ
たことを示す(図１－３および５)。さらに、これらのモデルは、ＶＥＧＦＲ３の腫瘍細胞
発現について陽性であった(図４)。これらの結果から、抗ＶＥＧＦ－Ｃと抗ＶＥＧＦ－Ａ
抗体による併用治療の結果としての有効性の増加とＶＥＧＦ－Ｃ／ＶＥＧＦ－Ａの標準化
した相対的発現レベルの比率の高さとの相関性(図６)、抗ＶＥＧＦ－Ｃと抗ＶＥＧＦ－Ａ
抗体による併用治療の結果としての有効性の増加とＶＥＧＦ－Ｄ／ＶＥＧＦ－Ａの標準化
した相対的な発現レベルの比率の高さとの相関性(図７)、抗ＶＥＧＦ－Ｃと抗ＶＥＧＦ－
Ａ抗体による併用治療の結果としての有効性の増加とｂＦＧＦ／ＶＥＧＦ－Ａの標準化し
た相対的発現レベルの比率の高さとの相関性(図８)、及び／又は抗ＶＥＧＦ－Ｃと抗ＶＥ
ＧＦ－Ａ抗体による併用治療の結果としての有効性の増加と腫瘍細胞におけるＶＥＧＦＲ
３発現の存在との相関性(図４)が示唆される。
【０１２７】
　遺伝子発現分析からさらに、抗ＶＥＧＦ－Ｃと抗ＶＥＧＦ－Ａ抗体による併用治療の結
果としての有効性の増加とＶＥＧＦ－Ｃ／ＶＥＧＦ－ＡおよびＶＥＧＦ－Ｄ／ＶＥＧＦ－
Ａの標準化した相対的な発現レベルの比率の高さとの相関性(図９)、抗ＶＥＧＦ－Ｃと抗
ＶＥＧＦ－Ａ抗体による併用治療の結果としての有効性の増加とｂＦＧＦ／ＶＥＧＦ－Ａ
およびＶＥＧＦ－Ｃ／ＶＥＧＦ－Ａの標準化した相対的な発現レベルの比率の高さとの相
関性(図１０)、及び／又は抗ＶＥＧＦ－Ｃと抗ＶＥＧＦ－Ａ抗体による併用治療の結果と
しての有効性の増加とｂＦＧＦ／ＶＥＧＦ－ＡおよびＶＥＧＦ－Ｄ／ＶＥＧＦ－Ａの標準
化した相対的な発現レベルの比率の高さとの相関性(図１１)が示唆される。
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