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(57)【要約】
　本発明は、細胞及びＶＥＧＦシグナル伝達を破壊する
化合物の投与を含む併用療法により、眼疾患並びに血管
新生関連疾患を治療する又は予防する方法に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　被験者において眼疾患を治療する又は予防する方法であって、ｉ）細胞、及びｉｉ）血
管内皮増殖因子（ＶＥＧＦ）シグナル伝達を破壊する化合物を被験者に投与することを含
む方法。
【請求項２】
　眼疾患が、網膜虚血、網膜炎症、網膜浮腫、網膜剥離、黄斑円孔、牽引性網膜症、硝子
体出血、牽引性黄斑症、糖尿病性網膜症、糖尿病性黄斑浮腫、未熟児網膜症、黄斑変性、
角膜移植片拒絶反応、血管新生緑内障、水晶体後線維増殖症及び／又はルベオーシスから
なる群より選択される、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　眼疾患が、網膜剥離、糖尿病性網膜症、未熟児網膜症及び／又は黄斑変性である、請求
項１に記載の方法。
【請求項４】
　黄斑変性が、萎縮型加齢黄斑変性又は滲出型加齢黄斑変性である、請求項３に記載の方
法。
【請求項５】
　被験者において血管新生関連疾患を治療する又は予防する方法であって、ｉ）細胞、及
びｉｉ）血管内皮増殖因子（ＶＥＧＦ）シグナル伝達を破壊する化合物を被験者に投与す
ることを含む方法。
【請求項６】
　血管新生関連疾患が、血管新生依存性癌、良性腫瘍、関節リウマチ、乾癬、眼血管新生
疾患、オスラー－ウェーバー症候群、心筋血管新生、プラーク新生血管形成、毛細血管拡
張症、血友病性関節症、血管線維腫、創傷肉芽形成、腸管癒着、アテローム性動脈硬化症
、強皮症、過形成性瘢痕、ネコ引っ掻き病及びヘリコバクターピロリ（Helicobacter pyl
ori）潰瘍からなる群より選択される、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　細胞が幹細胞又はその子孫細胞である、請求項１から６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８】
　幹細胞が骨髄又は眼から得られる、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　幹細胞が間葉系前駆細胞（ＭＰＣ）である、請求項７又は８に記載の方法。
【請求項１０】
　間葉系前駆細胞が、ＴＮＡＰ＋、ＳＴＲＯ－１＋、ＶＣＡＭ－１＋、ＴＨＹ－１＋、Ｓ
ＴＲＯ－２＋、ＣＤ４５＋、ＣＤ１４６＋、３Ｇ５＋又はそれらの任意の組合せである、
請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　ＳＴＲＯ－１＋細胞の少なくとも一部がＳＴＲＯ－１ｂｒｉである、請求項１０に記載
の方法。
【請求項１２】
　子孫細胞が、間葉系前駆細胞をインビトロで培養することによって得られる、請求項７
から１１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１３】
　化合物が、血管内皮増殖因子に結合する、及び／又は血管内皮増殖因子の産生を低下さ
せる、請求項１から１２のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１４】
　血管内皮増殖因子がＶＥＧＦ－Ａ、ＶＥＧＦ－Ｂ、ＶＥＧＦ－Ｃ及び／又はＶＥＧＦ－
Ｄである、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　血管内皮増殖因子がＶＥＧＦ－Ａである、請求項１４に記載の方法。
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【請求項１６】
　血管内皮増殖因子の産生を低下させる化合物が、低酸素誘導因子１（ＨＩＦ－１）に結
合する、及び／又は低酸素誘導因子１の産生を低下させる、請求項１３から１５のいずれ
か一項に記載の方法。
【請求項１７】
　化合物が、血管内皮増殖因子受容体に結合する、及び／又は血管内皮増殖因子受容体の
産生を低下させる、請求項１から１２のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１８】
　血管内皮増殖因子受容体が、ＶＥＧＦＲ１、ＶＥＧＦＲ２及び／又はＶＥＧＦＲ３から
選択される、請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　血管内皮増殖因子受容体がＶＥＧＦＲ１及び／又はＶＥＧＦＲ２である、請求項１８に
記載の方法。
【請求項２０】
　化合物が、血管内皮増殖因子受容体に結合する血管内皮増殖因子によって誘導される細
胞内シグナル伝達に関与する分子に結合する、及び／又は前記分子の産生を低下させる、
請求項１から１２のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２１】
　化合物がポリペプチドである、請求項１から２０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２２】
　ポリペプチドが、抗体、抗体関連分子、及び／又はそのいずれか１つのフラグメントで
ある、請求項２１に記載の方法。
【請求項２３】
　化合物がポリヌクレオチドである、請求項１から２０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２４】
　ポリヌクレオチドが、アンチセンスポリヌクレオチド、センスポリヌクレオチド、触媒
ポリヌクレオチド、二本鎖ＲＮＡ分子、又はそれらのいずれか１つ又はそれ以上をコード
するポリヌクレオチドである、請求項２３に記載の方法。
【請求項２５】
　細胞の少なくとも一部が遺伝的に修飾されている、請求項１から２４のいずれか一項に
記載の方法。
【請求項２６】
　被験者において眼疾患を治療する又は予防するための併用療法における使用のための薬
剤を製造するための、細胞及びＶＥＧＦシグナル伝達を破壊する化合物の使用。
【請求項２７】
　被験者において眼疾患を治療する又は予防するための併用療法における使用のための薬
剤としての、細胞及びＶＥＧＦシグナル伝達を破壊する化合物の使用。
【請求項２８】
　被験者において血管新生関連障害を治療する又は予防するための併用療法における使用
のための薬剤を製造するための、細胞及びＶＥＧＦシグナル伝達を破壊する化合物の使用
。
【請求項２９】
　被験者において血管新生関連障害を治療する又は予防するための併用療法における使用
のための薬剤としての、細胞及びＶＥＧＦシグナル伝達を破壊する化合物の使用。
【請求項３０】
　細胞及びＶＥＧＦシグナル伝達を破壊する化合物、並びに、場合により医薬的に許容さ
れる担体を含有する組成物。
【請求項３１】
　細胞及びＶＥＧＦシグナル伝達を破壊する化合物を含むキット。
【発明の詳細な説明】
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【技術分野】
【０００１】
　本発明は、細胞及びＶＥＧＦシグナル伝達を破壊する化合物の投与を含む併用療法によ
り、眼疾患並びに血管新生関連疾患を治療する又は予防する方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　血管新生
　血管新生（又は新生血管形成）は、新しい血管の形成及び分化である。血管新生は一般
に健常成人又は成熟組織においては存在しない。しかし、創傷を治癒するため及び損傷又
は傷害後に組織への血流を回復するために健康な身体で血管新生が起こる。女性では、血
管新生はまた、月経周期の間及び妊娠期間中にも起こる。これらのプロセスの下で、新た
な血管の形成が厳密に調節される。
【０００３】
　血管新生と疾患
　多くの重症疾患状態において、身体は血管新生に対する制御を喪失する。過度の血管新
生が、疾患、例えば癌、黄斑変性、糖尿病性網膜症、関節炎及び乾癬などにおいて起こる
。これらの状態では、新たな血管が疾患組織に栄養供給し、正常組織を破壊して、癌の場
合には、新たな血管が腫瘍細胞を循環中へと漏出させ、他の器官に停留させる（腫瘍転移
）。
【０００４】
　腫瘍増殖が血管新生依存性であるという仮説は１９７１年に初めて提案された(Folkman
, 1971)。簡単に言うとその仮説は、一定の段階を超えた腫瘍容積の拡大は新しい毛細血
管の誘導を必要とすると提案する。例えば、マウスにおける早期前血管期の肺の微小転移
は、組織切片に関する高倍率顕微鏡検査による以外は検出不能である。さらに、腫瘍増殖
が血管新生依存性であるという概念を裏付ける間接的な証拠は、米国特許第５，６３９，
７２５号、同第５，６２９，３２７号、同第５，７９２，８４５号、同第５，７３３，８
７６号、及び同第５，８５４，２０５号に認められる。
【０００５】
　血管新生を刺激するため、腫瘍は、自らの、線維芽細胞増殖因子（αＦＧＦ及びβＦＧ
Ｆ）（Kandel et al., 1991）及び血管内皮細胞増殖因子／血管透過因子（ＶＥＧＦ／Ｖ
ＰＦ）及びＨＧＦを含む様々な血管新生因子の産生を上方調節する。しかし、多くの悪性
腫瘍は、アンギオスタチンタンパク質及びトロンボスポンジンを含む血管新生阻害剤も生
成する（Chen et al., 1995; Good et al., 1990; O'Reilly et al., 1994）。血管新生
表現型は、これらの正の新生血管形成調節因子と負の調節因子の間の最終的な平衡の結果
であると考えられている（Good et al., 1990; O'Reilly et al., 1994）。血管新生のい
くつかの他の内因性阻害剤も同定されているが、必ずしもすべてが腫瘍の存在に関連する
とは限らない。これらは、血小板第４因子（Gupta et al., 1995; Maione et al., 1990
）、インターフェロン－α、インターロイキン－１２及び／又はインターフェロン－γに
よって誘導される（Voest et al., 1995）インターフェロン誘導性タンパク質１０（Angi
olillo et al., 1995; Strieter et al., 1995）、ｇｒｏ－β（Cao et al., 1995）及び
プロラクチンの１６ｋＤａのＮ末端フラグメント（Clapp et al., 1993）を含む。
【０００６】
　眼疾患
　眼の組織又は構造の機能不全によって引き起こされる多くの眼疾患又は障害は、視力の
低下又は完全な視力喪失を導き得る。眼科疾患、例えばテレビ、コンピュータ、ゲーム機
及び他のデジタル機器、並びにコンタクトレンズの広範な使用によるドライアイ及び眼精
疲労を含む疾患が近年増加している。
【０００７】
　眼疾患のうちで、加齢黄斑変性（ＡＭＤ）は西洋社会の高齢者集団において特によく認
められる。ＡＭＤは、６５歳以上の患者で並びに米国、カナダ、イングランド、ウェール
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ズ、スコットランド及びオーストラリアにおいて、合法的な不可逆的失明の最も一般的な
原因である。最初の眼の中心視力を喪失するときの患者の平均年齢は約６５歳であるが、
一部の患者は４０代又は５０代でこの疾患の徴候を発現する。この疾患に罹患する人々の
数は、我々の現代のライフスタイルと平均余命の延長のために着実に増加しつつある。
【０００８】
　眼における新生血管形成は、重症眼疾患、例えばＡＭＤ及び糖尿病性網膜症の基本であ
る。患者の約１０％～１５％が滲出型のこの疾患を発現する。滲出型ＡＭＤは血管新生及
び病的新生血管系の形成を特徴とする。この疾患は両側性であり、他方の眼が失明に至る
障害を発症する可能性は１年ごとに約１０％～１５％ずつ累積する。
【０００９】
　糖尿病性網膜症は、Ｉ型糖尿病又はＩＩ型糖尿病のいずれかを有すると診断された患者
の約４０～４５％で起こる糖尿病の合併症である。糖尿病性網膜症は通常両眼に生じ、４
つの病期にわたって進行する。第１期の軽度非増殖性網膜症は、眼内の微細動脈瘤を特徴
とする。網膜の毛細血管及び小血管に腫脹の小さな領域が発生する。第２期の中等度非増
殖性網膜症では、網膜に供給する血管が閉塞されるようになる。重度非増殖性網膜症であ
る第３期では、閉塞した血管が網膜への血液供給の減少を導き、網膜は、網膜に血液供給
をもたらすために新たな血管を発生させる（血管新生）ように眼にシグナル伝達する。最
も進行した第４期の増殖性網膜症では、血管新生が起こるが、新たな血管は異常であり、
脆弱で、網膜及び眼を満たす硝子体ゲルの表面に沿って増殖する。これらの薄い血管が破
裂するか又は血液を漏出した場合、重度の視力喪失又は失明が生じ得る。
【００１０】
　ベバシズマブは、ＡＭＤを治療するために使用されてきた化合物であるが、この治療の
副作用は網膜剥離の増加である(Chan et al., 2007; Kook et al., 2008; Garg et al., 
2008)。
【００１１】
　加齢と共に、硝子体液はゲルから液体へと変化し、それと共に徐々に収縮して、網膜の
ＩＬＭから分離する。この過程は「後部硝子体剥離」（ＰＶＤ）として知られ、４０歳以
降では普通に起こる。しかし、硝子体の変性性変化はまた、病的状態、例えば糖尿病、イ
ールズ病及びブドウ膜炎によっても誘発され得る。また、ＰＶＤは近視の人々及び白内障
の手術を受けた人々においては普通よりも早期に起こり得る。通常、硝子体は網膜から明
瞭に分離している（the vitreous makes a clean break from the retina）。時として、
しかしながら、硝子体が特定の場所で網膜に密接に接着する。硝子体の抵抗性で異常に堅
固な結合のこれらの小さな病巣は、結合部位において硝子体から網膜への大きな牽引力を
伝達し得る。硝子体によるこの持続的な牽引は、しばしば網膜に馬蹄形の裂傷を生じさせ
る。網膜の裂傷が修復されなければ、硝子体液はこの裂傷を通して網膜内又は網膜の下部
へと滲出し、非常に重篤な視力を脅かす状態である網膜剥離を引き起こし得る。加えて、
硝子体とＩＬＭの間の持続的な結合は、血管の破裂による出血を生じさせることがあり、
これは硝子体の混濁及び不透明化をもたらす。
【００１２】
　不完全なＰＶＤの発生は、硝子体黄斑牽引症候群、硝子体出血、黄斑円孔、黄斑浮腫、
糖尿病性網膜症、糖尿病性黄斑症及び網膜剥離を含む、多くの硝子体網膜疾患に影響を及
ぼす。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１３】
【特許文献１】米国特許第５，６３９，７２５号
【特許文献２】米国特許第５，６２９，３２７号
【特許文献３】米国特許第５，７９２，８４５号
【特許文献４】米国特許第５，７３３，８７６号
【特許文献５】米国特許第５，８５４，２０５号
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【非特許文献】
【００１４】
【非特許文献１】Folkman, 1971
【非特許文献２】Kandel et al., 1991
【非特許文献３】Chen et al., 1995
【非特許文献４】Good et al., 1990
【非特許文献５】O'Reilly et al., 1994
【非特許文献６】Good et al., 1990
【非特許文献７】O'Reilly et al., 1994
【非特許文献８】Gupta et al., 1995
【非特許文献９】Maione et al., 1990
【非特許文献１０】Voest et al., 1995
【非特許文献１１】Angiolillo et al., 1995
【非特許文献１２】Strieter et al., 1995
【非特許文献１３】Cao et al., 1995
【非特許文献１４】Clapp et al., 1993
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１５】
　眼疾患及び／又は血管新生関連障害を治療又は予防するために使用できる付加的な療法
が求められている。
【課題を解決するための手段】
【００１６】
　本発明者らは、驚くべきことに、細胞及びＶＥＧＦシグナル伝達を破壊する化合物を含
む併用療法が、眼疾患を治療する又は予防するために使用された場合、相乗作用的である
ことを見出した。そこで、最初の態様では、本発明は、被験者において眼疾患を治療する
又は予防する方法であって、ｉ）細胞、及びｉｉ）血管内皮増殖因子（ＶＥＧＦ）シグナ
ル伝達を破壊する化合物を被験者に投与することを含む方法を提供する。
【００１７】
　本発明の方法を用いて治療又は予防できる眼疾患の例は、網膜虚血、網膜炎症、網膜浮
腫、網膜剥離、黄斑円孔、牽引性網膜症、硝子体出血、牽引性黄斑症、糖尿病性網膜症、
糖尿病性黄斑浮腫、未熟児網膜症、黄斑変性、角膜移植片拒絶反応、血管新生緑内障、水
晶体後線維増殖症及び／又はルベオーシスを含むが、これらに限定されない。好ましい実
施形態では、眼疾患は、網膜剥離、糖尿病性網膜症、未熟児網膜症及び／又は黄斑変性で
ある。
【００１８】
　１つの実施形態では、黄斑変性は、萎縮型加齢黄斑変性又は滲出型加齢黄斑変性である
。好ましくは、黄斑変性は滲出型加齢黄斑変性である。
【００１９】
　以前に、出願人は、幹細胞又はその子孫が血管新生関連障害を治療する又は予防するた
めに使用できることを示した（国際公開公報第２００８／００６１６８号参照）。出願人
はまた、驚くべきことに、細胞及びＶＥＧＦシグナル伝達を破壊する化合物を含む併用療
法が、血管新生関連障害を治療する又は予防するために使用された場合、相乗作用的であ
ることを見出した。そこで、第２の態様では、本発明は、被験者において血管新生関連疾
患を治療する又は予防する方法であって、ｉ）細胞、及びｉｉ）血管内皮増殖因子（ＶＥ
ＧＦ）シグナル伝達を破壊する化合物を被験者に投与することを含む方法を提供する。
【００２０】
　本発明の方法を用いて治療又は予防できる血管新生関連疾患の例は、血管新生依存性癌
、良性腫瘍、関節リウマチ、乾癬、眼血管新生疾患、オスラー－ウェーバー症候群、心筋
血管新生、プラーク新生血管形成、毛細血管拡張症、血友病性関節症、血管線維腫、創傷
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肉芽形成、腸管癒着、アテローム性動脈硬化症、強皮症、過形成性瘢痕、ネコ引っ掻き病
及びヘリコバクターピロリ（Helicobacter pylori）潰瘍を含むが、これらに限定されな
い。
【００２１】
　１つの実施形態では、細胞は、幹細胞又はその子孫細胞である。好ましい実施形態では
、幹細胞は骨髄又は眼から得られる。
【００２２】
　好ましくは、幹細胞は間葉系前駆細胞（ＭＰＣ）である。好ましくは、間葉系前駆細胞
は、ＴＮＡＰ＋、ＳＴＲＯ－１＋、ＶＣＡＭ－１＋、ＴＨＹ－１＋、ＳＴＲＯ－２＋、Ｃ
Ｄ４５＋、ＣＤ１４６＋、３Ｇ５＋又はそれらの任意の組合せである。もう１つの実施形
態では、ＳＴＲＯ－１＋細胞の少なくとも一部はＳＴＲＯ－１ｂｒｉである。
【００２３】
　さらなる実施形態では、ＭＰＣは培養増殖されておらず、ＴＮＡＰ＋である。
【００２４】
　好ましい実施形態では、子孫細胞はＭＰＣをインビトロで培養することによって得られ
る。
【００２５】
　１つの実施形態では、化合物は、血管内皮増殖因子に結合する、及び／又は血管内皮増
殖因子の産生を低下させる。好ましくは、血管内皮増殖因子は、ＶＥＧＦ－Ａ、ＶＥＧＦ
－Ｂ、ＶＥＧＦ－Ｃ及び／又はＶＥＧＦ－Ｄである。より好ましくは、血管内皮増殖因子
はＶＥＧＦ－Ａである。
【００２６】
　１つの実施形態では、血管内皮増殖因子の産生を低下させる化合物は、低酸素誘導因子
１（ＨＩＦ－１）に結合する、及び／又は低酸素誘導因子１の産生を低下させる。
【００２７】
　選択的実施形態では、化合物は、血管内皮増殖因子受容体に結合する、及び／又は血管
内皮増殖因子受容体の産生を低下させる。好ましくは、血管内皮増殖因子受容体は、ＶＥ
ＧＦＲ１、ＶＥＧＦＲ２及び／又はＶＥＧＦＲ３から選択される。より好ましくは、血管
内皮増殖因子受容体はＶＥＧＦＲ１及び／又はＶＥＧＦＲ２である。
【００２８】
　さらにもう１つの選択的実施形態では、化合物は、血管内皮増殖因子受容体、例えばＶ
ＥＧＦＲチロシンキナーゼに結合する血管内皮増殖因子によって誘導される細胞内シグナ
ル伝達に関与する分子に結合する、及び／又は前記分子の産生を低下させる。
【００２９】
　１つの実施形態では、化合物はポリペプチドである。より好ましくは、ポリペプチドは
、抗体、抗体関連分子、及び／又はそのいずれか１つのフラグメントである。
【００３０】
　もう１つの実施形態では、化合物はポリヌクレオチドである。例としては、アンチセン
スポリヌクレオチド、センスポリヌクレオチド、触媒ポリヌクレオチド、二本鎖ＲＮＡ分
子、又はそれらのいずれか１つ又はそれ以上をコードするポリヌクレオチドを含むが、こ
れらに限定されない。
【００３１】
　１つの実施形態では、細胞の少なくとも一部は遺伝的に修飾されている。
【００３２】
　また、被験者において眼疾患を治療する又は予防するための併用療法における使用のた
めの薬剤を製造するための、細胞及びＶＥＧＦシグナル伝達を破壊する化合物の使用が提
供される。
【００３３】
　さらに、被験者において眼疾患を治療する又は予防するための併用療法における使用の
ための薬剤としての、細胞及びＶＥＧＦシグナル伝達を破壊する化合物の使用が提供され
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る。
【００３４】
　また、被験者において血管新生関連障害を治療する又は予防するための併用療法におけ
る使用のための薬剤を製造するための、細胞及びＶＥＧＦシグナル伝達を破壊する化合物
の使用が提供される。
【００３５】
　さらに、被験者において血管新生関連障害を治療する又は予防するための併用療法にお
ける使用のための薬剤としての、細胞及びＶＥＧＦシグナル伝達を破壊する化合物の使用
が提供される。
【００３６】
　さらなる態様では、本発明は、細胞及びＶＥＧＦシグナル伝達を破壊する化合物、並び
に、場合により医薬的に許容される担体を含有する組成物を提供する。
【００３７】
　もう１つの態様では、本発明は、細胞及びＶＥＧＦシグナル伝達を破壊する化合物を含
むキットを提供する。細胞及び化合物は、同じか又は異なる容器中に存在し得る。
【００３８】
　明白であるように、本発明の１つの態様の好ましい特徴及び特性は、本発明の多くの他
の態様に適用される。
【００３９】
　本明細書全体を通じて、「comprise（含む）」という語又は「comprises」若しくは「c
omprising」などの変形は、言明される要素、整数若しくは工程、又は要素、整数若しく
は工程の群の包含を意味するが、任意の他の要素、整数若しくは工程、又は要素、整数若
しくは工程の群の排除を意味しないことが了解される。
【図面の簡単な説明】
【００４０】
【図１】試験計画。
【図２】同種異系ＭＰＣは、血管漏出を低減するうえで抗ＶＥＧＦと等価であり、抗ＶＥ
ＧＦと相乗作用性である。
【図３】抗ＶＥＧＦと同種異系ＭＰＣの組合せは重度の漏出血管を除去する。
【図４】高度漏出血管への同種異系ＭＰＣと抗ＶＥＧＦの組合せの相乗作用的効果。
【図５】同種異系ＭＰＣと抗ＶＥＧＦの併用による第４期疾患の持続的な予防。しかし抗
ＶＥＧＦ単独では短命な作用しか及ぼさない。
【図６】抗ＶＥＧＦと同種異系ＭＰＣの組合せは、第１期疾患においてより高い割合のレ
ーザー損傷血管を維持する。
【図７】抗ＶＥＧＦと同種異系ＭＰＣの組合せは網膜剥離を予防する。
【図８】抗ＶＥＧＦと同種異系ＭＰＣの組合せは、レーザー誘導新生血管形成後の網膜剥
離を予防する。
【００４１】
　配列表のキーポイント
　配列番号:１－ヒトＶＥＧＦ－Ａ（活性なプロセシングされたペプチド（active proces
sed peptide））。
　配列番号:２－ヒトＶＥＧＦ－Ｂ（活性なプロセシングされたペプチド）。
　配列番号:３－ヒトＶＥＧＦ－Ｃ（活性なプロセシングされたペプチド）。
　配列番号:４－ヒトＶＥＧＦ－Ｄ（活性なプロセシングされたペプチド）。
　配列番号:５－ヒトＶＥＧＦＲ－１（マイナスシグナル配列）。
　配列番号:６－ヒトＶＥＧＦＲ－２（マイナスシグナル配列）。
　配列番号:７－ヒトＶＥＧＦＲ－３（マイナスシグナル配列）。
　配列番号:８－ヒトＨＩＦ－１α。
　配列番号:９－完全長ヒトＶＥＧＦ－Ａについてのコード配列。
　配列番号:１０－完全長ヒトＶＥＧＦ－Ｂについてのコード配列。
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　配列番号:１１－完全長ヒトＶＥＧＦ－Ｃについてのコード配列。
　配列番号:１２－完全長ヒトＶＥＧＦ－Ｄについてのコード配列。
　配列番号:１３－完全長ヒトＶＥＧＦＲ－１についてのコード配列。
　配列番号:１４－完全長ヒトＶＥＧＦＲ－２についてのコード配列。
　配列番号:１５－完全長ヒトＶＥＧＦＲ－３についてのコード配列。
　配列番号:１６－ヒトＨＩＦ－１αについてのコード配列。
【発明を実施するための形態】
【００４２】
　一般的技術
　特に明記されない限り、本明細書中で使用されるすべての技術及び学術用語は、当業者
（例えば幹細胞生物学、細胞培養、分子遺伝学、免疫学、免疫組織化学、タンパク質化学
及び生化学における当業者）によって一般的に理解されているのと同じ意味を有すると解
釈される。
【００４３】
　異なる指示がない限り、本発明において利用される組換えタンパク質、細胞培養、及び
免疫学的技術は当業者に周知の標準的手順である。そのような技術は、文献全体にわたっ
て、例えば、J. Perbal, A Practical Guide to Molecular Cloning, John Wiley and So
ns (1984), J. Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spri
ng Harbour Laboratory Press (1989), T.A. Brown (editor), Essential Molecular Bio
logy: A Practical Approach, Volumes 1 and 2, IRL Press (1991), D. M. Glover and 
B. D. Hames (editors), DNA Cloning: A Practical Approach, Volumes 1-4, IRL Press
 (1995 and 1996), and F.M. Ausubel et al. (editors), Current Protocols in Molecu
lar Biology, Greene Pub. Associates and Wiley-Interscience (1988, 現在までのすべ
ての改訂を含む), Ed Harlow and David Lane (editors) Antibodies: A Laboratory Man
ual, Cold Spring Harbour Laboratory, (1988), and J.E. Coligan et al. (editors) C
urrent Protocols in Immunology, John Wiley & Sons（現在までのすべての改訂を含む
）などの出典において記述され、説明されている。
【００４４】
　疾患の治療又は予防
　本明細書で使用される場合、「被験者」という用語（本明細書では「患者」とも称され
る）は、温血動物、好ましくはヒトを含む哺乳動物を包含する。被験者は、例えば家畜（
例えばヒツジ、ウシ、ウマ、ロバ、ブタ）、ペット動物（例えばイヌ、ネコ）、実験動物
（例えばマウス、ウサギ、ラット、モルモット、ハムスター）、又は捕獲野生動物（例え
ばキツネ、シカ）であり得る。好ましい実施形態では、被験者は霊長動物である。さらに
一層好ましい実施形態では、被験者はヒトである。
【００４５】
　本明細書で使用される場合、「治療すること」、「治療する」、又は「治療」という用
語は、眼疾患及び／又は血管新生関連障害の少なくとも１つの症状を低減する又は排除す
るために十分な、本明細書で定義される細胞の治療有効量、及び本明細書で定義される化
合物の治療有効量を投与することを含む。１つの実施形態では、疾患は滲出型加齢黄斑変
性であり、本発明の方法は、疾患の重症度を低減する及び／又は疾患の再発を遅延させる
又は予防する。もう１つの実施形態では、本発明の方法は、血管内皮増殖因子（ＶＥＧＦ
）シグナル伝達を破壊する化合物単独の投与よりも長い作用期間を有する。
【００４６】
　本明細書で使用される場合、「予防すること」、「予防する」又は「予防」という用語
は、眼疾患及び／又は血管新生関連障害の少なくとも１つの症状の発現を阻止する又は妨
げるために十分な、本明細書で定義される細胞の治療有効量、及び本明細書で定義される
化合物の治療有効量を投与することを含む。
【００４７】
　眼疾患
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　本明細書で使用される場合、「眼疾患」は、眼又は眼の部分若しくは領域の１つを侵す
又は含む疾患、病気又は状態である。眼は、眼球並びに眼球を構成する組織及び液体、眼
周囲筋（例えば斜筋及び直筋）並びに眼球内にある又は眼球に隣接する視神経の部分を含
む。
【００４８】
　１つの実施形態では、眼疾患は、少なくとも一部には、網膜剥離及び／又は血管漏出を
特徴とする。
【００４９】
　本発明の方法は、眼の何らかの疾患若しくは眼に関連する何らかの疾患、又は１つの実
施形態では、何らかの眼障害を予防する又は治療するために使用し得ることが理解される
。本発明の方法を用いて治療又は予防できる眼疾患の例は、上強膜炎、強膜炎、糖尿病性
網膜症、緑内障、黄斑変性、網膜剥離、１色覚／Ｍａｓｋｕｎ、弱視、屈折左右不同症、
アーガイル・ロバートソン瞳孔、乱視、屈折左右不同症、盲、霰粒腫、色覚異常、１色覚
／Ｍａｓｋｕｎ、内斜視、外斜視、フローター、硝子体剥離、フックスジストロフィー、
遠視（hypermetropia, hyperopia）、高血圧性網膜症、虹彩炎、円錐角膜、レーバー先天
性黒内障、レーバー遺伝性視神経障害、黄斑浮腫、近視、夜盲症、進行性外眼筋麻痺及び
内眼筋麻痺を含む眼筋麻痺、眼筋不全麻痺、老視、翼状片、赤く充血した目（red eye）
（医学）、色素性網膜炎、未熟児網膜症、網膜分離症、河川盲目症、眼筋麻痺、暗点、雪
盲／アークアイ（arc eye）、眼瞼障害、下垂症、眼球外腫瘍、斜視を含むが、これらに
限定されない。
【００５０】
　１つの好ましい実施形態では、本発明の方法は、黄斑変性を予防する又は治療するため
に使用し得る。１つの実施形態では、黄斑変性は黄斑への損傷又は黄斑の破壊を特徴とし
、これは、１つの実施形態では、眼の後部の小さな領域である。１つの実施形態では、黄
斑変性は中心視力の進行性喪失を引き起こすが、完全な失明には至らない。１つの実施形
態では、黄斑変性は萎縮型であり、また別の実施形態では、黄斑変性は滲出型である。１
つの実施形態では、委縮型は、黄斑組織の菲薄化及び機能喪失を特徴とする。１つの実施
形態では、滲出型は、黄斑の後部の異常血管の増殖を特徴とする。１つの実施形態では、
異常血管は出血又は漏出し、治療されなければ瘢痕組織の形成を生じさせる。一部の実施
形態では、委縮型の黄斑変性は滲出型に変化し得る。１つの実施形態では、黄斑変性は加
齢性であり、これは、１つの実施形態では、網膜色素上皮の下の線維血管組織の増殖を伴
うブルーフ膜の欠損を通して、脈絡膜毛細血管の内殖によって引き起こされる。
【００５１】
　もう１つの好ましい実施形態では、本発明の方法は、網膜症を予防する又は治療するた
めに使用し得る。１つの実施形態では、網膜症は網膜の疾患を指し、これは、１つの実施
形態では炎症を特徴とし、また別の実施形態では眼の内部の血管損傷に起因する。１つの
実施形態では、網膜症は糖尿病性網膜症であり、これは、１つの実施形態では、網膜の血
管の変化によって引き起こされる糖尿病の合併症である。１つの実施形態では、網膜内の
血管は、血液を漏出し及び／又は脆弱な刷毛様の分枝及び瘢痕組織を成長させ、これは、
１つの実施形態では、網膜が脳に送る像を不鮮明にする又は変形させる。もう１つの実施
形態では、網膜症は増殖性網膜症であり、これは、１つの実施形態では、網膜の表面の新
たな異常血管の増殖（新生血管形成）を特徴とする。１つの実施形態では、瞳孔の周囲の
新生血管形成は眼内の圧を上昇させ、これは、１つの実施形態では、緑内障を導く。もう
１つの実施形態では、新生血管形成は、壊れて出血する又は瘢痕組織を増殖させる脆弱な
壁を有する新しい血管を導き、これは、１つの実施形態では、網膜を眼の後部から引き離
す（網膜剥離）。１つの実施形態では、網膜症の病因は、非酵素的糖化反応、糖酸化反応
、進行した糖化反応の最終産物の蓄積、フリーラジカル媒介性タンパク質損傷、マトリッ
クスメタロプロテイナーゼの上方調節、増殖因子の精緻化（elaboration）、血管内皮中
の接着分子の分泌、又はそれらの組合せに関連する。
【００５２】
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　もう１つの好ましい実施形態では、網膜症は未熟児網膜症（ＲＯＰ）を指し、これは、
１つの実施形態では、異常な血管と瘢痕組織が網膜上で成長する場合に未熟児において起
こる。１つの実施形態では、未熟児網膜症は、未熟児の生存を促進するために必要な治療
によって引き起こされる。
【００５３】
　もう１つの好ましい実施形態では、本発明の方法は、中でも特に裂孔原性、牽引性又は
滲出性網膜剥離を含む、網膜剥離を予防する又は治療するために使用され得、網膜剥離は
、１つの実施形態では、網膜のその支持層からの分離である。１つの実施形態では、網膜
剥離は、眼内液が漏出し得ることを介した網膜における裂傷又は円孔に関連する。１つの
実施形態では、網膜剥離は、外傷、老化過程、重症糖尿病、炎症性障害、新生血管形成、
又は未熟児網膜症によって引き起こされ、また別の実施形態では、自然発生的に起こる。
１つの実施形態では、小さな網膜血管からの出血が剥離の間に硝子体を混濁させることが
あり、これは、１つの実施形態では、不鮮明な変形した像を生じさせ得る。１つの実施形
態では、網膜剥離は、失明を含む重度の視力喪失を引き起こし得る。
【００５４】
　血管新生
　本明細書で使用される場合、「血管新生」という用語は、新たな及び／又は発生中の血
管の組織内への成長を含む組織血管形成の過程と定義され、新生血管形成とも称される。
この過程は、３つの方法：血管が既存の血管から出芽し得る、血管の新たな発生が前駆細
胞から生じ得る（血管形成）、及び／又は存在する小血管の直径が拡大し得る方法のいず
れかで進行し得る。
【００５５】
　本明細書で使用される場合、「血管新生関連疾患」は、過剰な及び／又は異常な新生血
管形成を特徴とする何らかの状態である。任意の血管新生関連疾患が本発明の方法を用い
て治療又は予防され得る。血管新生関連疾患は、血管新生依存性癌、例えば固形腫瘍、血
液媒介性腫瘍、例えば白血病及び腫瘍転移；良性腫瘍、例えば血管腫、聴神経腫、神経線
維腫、トラコーマ及び化膿性肉芽腫；関節リウマチ；乾癬；眼血管新生疾患、例えば糖尿
病性網膜症、糖尿病性黄斑浮腫、未熟児網膜症、委縮型加齢黄斑変性及び滲出型加齢黄斑
変性を含む黄斑変性、角膜移植片拒絶反応、血管新生緑内障、水晶体後線維増殖症、ルベ
オーシス；オスラー－ウェーバー症候群；心筋血管新生盲（myocardial angiogenesis bl
indness）；プラーク新生血管形成；毛細血管拡張症；血友病性関節症；血管線維腫；並
びに創傷肉芽形成を含むが、これらに限定されない。本発明の方法はまた、病的結果とし
ての血管新生を有する疾患、例えばネコ引っ掻き病（Rochele minalia quintosa）及び潰
瘍（ヘリコバクターピロリ（Helicobacter pylorii））の治療又は予防においても有用で
ある。
【００５６】
　好ましい実施形態では、血管新生関連疾患は眼血管新生疾患である。本明細書で使用さ
れる場合、「眼血管新生疾患」は、過剰な及び／又は異常な新生血管形成を特徴とする何
らかの眼の疾患である。例としては、糖尿病性網膜症、糖尿病性黄斑浮腫、未熟児網膜症
、黄斑変性、角膜移植片拒絶反応、血管新生緑内障、水晶体後線維増殖症及びルベオーシ
スを含むが、これらに限定されない。
【００５７】
　幹細胞及びその子孫細胞
　細胞は、眼疾患及び／又は血管新生関連障害を治療するために使用できる任意の細胞型
であり得る。
【００５８】
　本明細書で使用される場合、「幹細胞」という用語は、表現型的及び遺伝子型的に同一
の娘細胞並びに少なくとも１つの他の最終的細胞型（例えば最終分化した細胞）を生じさ
せることができる自己更新細胞を指す。「幹細胞」という用語は、全能性、多能性（plur
ipotential）及び多分化能性（multipotential）細胞、並びにそれらの分化に由来する始
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原細胞及び／又は前駆細胞を包含する。
【００５９】
　本明細書で使用される場合、「全能細胞」又は「全能性細胞」という用語は、完全な胚
（例えば胚盤胞）を形成することができる細胞を指す。
【００６０】
　本明細書で使用される場合、「多能細胞」又は「多能性細胞」という用語は、完全な分
化多様性、すなわち哺乳動物の身体の約２６０の細胞型のいずれにも成長する能力を有す
る細胞を指す。多能細胞は自己更新性であり得、また組織内で休眠又は静止したままであ
り得る。
【００６１】
　「多分化能性細胞」又は「多分化能細胞」により、いくつかの成熟細胞型のいずれかを
生じさせることができる細胞が意味される。本明細書で使用される場合、この語句は、成
体又は胚性幹細胞及び始原細胞、例えば間葉系前駆細胞（ＭＰＣ）及びこれらの細胞の多
分化能性子孫を包含する。多能細胞とは異なり、多分化能細胞はすべての細胞型を形成す
る能力は有さない。
【００６２】
　本明細書で使用される場合、「始原細胞」という用語は、特定の細胞型に分化する又は
特定の組織型を形成するように分化決定された細胞を指す。
【００６３】
　間葉系前駆細胞（ＭＰＣ）は、骨髄、血液、歯髄細胞、脂肪組織、皮膚、脾臓、膵臓、
脳、腎臓、肝臓、心臓、網膜を含む眼、脳、毛包、腸、肺、リンパ節、胸腺、骨、靭帯、
腱、骨格筋、真皮、及び骨膜において認められる細胞であり、種々の生殖細胞系、例えば
中胚葉、内胚葉及び外胚葉に分化することができる。従って、ＭＰＣは、脂肪組織、骨組
織、軟骨組織、弾性組織、筋肉組織及び線維性結合組織を含むがこれらに限定されない、
数多くの細胞型に分化することができる。これらの細胞が入る特定系列の決定及び分化経
路は、機械的影響及び／又は内因性生物活性因子、例えば増殖因子、サイトカイン、及び
／又は宿主組織によって確立される局所的微小環境条件からの様々な影響に依存する。間
葉系前駆細胞は、従って、非造血始原細胞であり、それらが分裂して幹細胞又は前駆細胞
のいずれかである娘細胞を生じさせ、それらがやがて不可逆的に分化して１つの表現型の
細胞を生じる。
【００６４】
　好ましい実施形態では、本発明の方法において使用される細胞は、被験者から得た試料
から富化される。「富化される」、「富化」という用語又はそれらの変形は、１つの特定
細胞型の比率又は多数の特定細胞型の比率が未処理集団と比較して高められている細胞の
集団を表すために本明細書で使用される。
【００６５】
　好ましい実施形態では、本発明において使用される細胞は、ＴＮＡＰ＋、ＳＴＲＯ－１
＋、ＶＣＡＭ－１＋、ＴＨＹ－１＋、ＳＴＲＯ－２＋、ＣＤ４５＋、ＣＤ１４６＋、３Ｇ
５＋又はそれらの任意の組合せである。好ましくは、ＳＴＲＯ－１＋細胞は、ＳＴＲＯ－
１明るい（bright）である。好ましくは、ＳＴＲＯ－１明るい細胞は、さらにＶＣＡＭ－
１＋、ＴＨＹ－１＋、ＳＴＲＯ－２＋及び／又はＣＤ１４６＋の１又はそれ以上である。
【００６６】
　１つの実施形態では、間葉系前駆細胞は、国際公開公報第２００４/８５６３０におい
て定義される血管周囲間葉系前駆細胞である。
【００６７】
　本発明者らが、細胞を所与のマーカーに関して「陽性」であると称する場合、それは、
マーカーが細胞表面に存在する程度に依存して、そのマーカーの低（ｌｏ若しくは暗い(d
im)）発現因子又は高（明るい若しくはｂｒｉ）発現因子のいずれかであり得、その場合
、前記用語は、細胞の色選別工程において使用される蛍光又は他の色の強度に関する。ｌ
ｏ（又は暗い若しくはくすんだ(dull)）とｂｒｉの区別は、選別される特定細胞集団につ
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いて使用されるマーカーに関連して理解される。本発明者らが、本明細書において細胞を
所定のマーカーに関して「陰性」であると称する場合、それは、マーカーがその細胞によ
って全く発現されないことを意味するのではない。それは、マーカーがその細胞によって
相対的に非常に低いレベルで発現されること、及び検出可能に標識されたとき非常に低い
シグナルを生じることを意味する。
【００６８】
　「明るい」という用語は、本明細書で使用される場合、検出可能に標識されたとき相対
的に高いシグナルを生じる細胞表面のマーカーを指す。理論に拘束されることを望むもの
ではないが、「明るい」細胞は、試料中の他の細胞よりも多くの標的マーカータンパク質
（例えばＳＴＲＯ－１によって認識される抗原）を発現すると提案される。例えば、ＳＴ
ＲＯ－１ｂｒｉ細胞は、ＦＡＣＳ分析によって測定されるＦＩＴＣ結合ＳＴＲＯ－１抗体
で標識されたとき、明るくない細胞（ＳＴＲＯ－１くすんだ／暗い）よりも大きな蛍光シ
グナルを生じさせる。好ましくは、「明るい」細胞は、出発試料に含まれる最も明るく標
識された骨髄単核細胞の少なくとも約０．１％を構成する。他の実施形態では、「明るい
」細胞は、出発試料に含まれる最も明るく標識された骨髄単核細胞の少なくとも約０．１
％、少なくとも約０．５％、少なくとも約１％、少なくとも約１．５％、又は少なくとも
約２％を構成する。好ましい実施形態では、ＳＴＲＯ－１明るい細胞は、ＳＴＲＯ－１表
面発現の２対数分（2 log magnitude）高い発現を有する。これは、「バックグラウンド
」、すなわちＳＴＲＯ－１－である細胞と比較して計算される。比較すると、ＳＴＲＯ－
１暗い及び／又はＳＴＲＯ－１中間（intermediate）細胞は、ＳＴＲＯ－１表面発現の２
対数未満分高い発現、典型的には「バックグラウンド」より約１対数又はそれ未満分高い
発現を有する。
【００６９】
　本明細書で使用される場合、「ＴＮＡＰ」という用語は、組織非特異的アルカリホスフ
ァターゼのすべてのアイソフォームを包含することが意図されている。例えば、この用語
は、肝アイソフォーム（ＬＡＰ）、骨アイソフォーム（ＢＡＰ）及び腎アイソフォーム（
ＫＡＰ）を包含する。好ましい実施形態では、ＴＮＡＰはＢＡＰである。特に好ましい実
施形態では、本明細書で使用されるＴＮＡＰは、ブタペスト条約の規定に従って寄託アク
セッション番号ＰＴＡ－７２８２の下に２００５年１２月１９日にＡＴＣＣに寄託された
ハイブリドーマ細胞株によって産生されるＳＴＲＯ－３抗体に結合することができる分子
を指す。
【００７０】
　さらに、好ましい実施形態では、前記細胞はクローン原性ＣＦＵ－Ｆを生じさせること
ができる。
【００７１】
　有意の割合の多分化能性細胞が、少なくとも２つの異なる生殖細胞系に分化できること
が好ましい。多分化能性細胞が分化決定され得る系列の非限定的な例としては、骨前駆細
胞；胆管上皮細胞及び肝細胞への多分化能性を有する、肝細胞始原細胞；乏突起神経膠細
胞及び神経膠星状細胞へと進行する膠前駆細胞を生じることができる、神経限定細胞(neu
ral restricted cell)；ニューロンへと進行する神経前駆細胞；心筋及び心筋細胞の前駆
細胞、グルコース応答性インスリン分泌膵β細胞株を含む。他の系列は、象牙芽細胞、象
牙質産生細胞及び軟骨細胞、並びに以下の細胞の前駆細胞：網膜色素上皮細胞、線維芽細
胞、皮膚細胞、例えばケラチノサイト、樹状細胞、毛包細胞、腎管上皮細胞、平滑筋及び
骨格筋細胞、精巣始原細胞、血管内皮細胞、腱細胞、靭帯細胞、軟骨細胞、脂肪細胞、線
維芽細胞、骨髄間質細胞、心筋細胞、平滑筋細胞、骨格筋細胞、周皮細胞、血管細胞、上
皮細胞、神経膠細胞、神経細胞、神経膠星状細胞及び乏突起神経膠細胞、を含むが、これ
らに限定されない。
【００７２】
　１つの実施形態では、幹細胞及びその子孫は、周皮細胞に分化することができる。
【００７３】
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　もう１つの実施形態では、「多分化能性細胞」は、培養後、造血細胞を生じさせること
ができない。
【００７４】
　本発明の方法のために有用な幹細胞は、成体組織、胚、又は胎児に由来し得る。「成体
」という用語はその最も広い意味で使用され、出生後被験者を包含する。好ましい実施形
態では、「成体」という用語は、思春期後である被験者を指す。本明細書で使用される「
成体」という用語はまた、女性から採取される臍帯血も包含し得る。
【００７５】
　本発明はまた、本明細書で述べる幹細胞のインビトロ培養から産生される子孫細胞（増
殖細胞とも称され得る）の使用に関し、幹細胞の直接の子孫並びにその子孫等を包含する
。本発明の増殖細胞は、培養条件（培地中の刺激因子の数及び／又は種類を含む）、継代
数等に依存して多種多様な表現型を有し得る。特定実施形態では、子孫細胞は、親集団か
ら約２、約３、約４、約５、約６、約７、約８、約９又は約１０継代後に得られる。しか
し、子孫細胞は、親集団からの任意の回数の継代後に得られ得る。
【００７６】
　子孫細胞は、任意の適切な培地での培養によって得られ得る。「培地」という用語は、
細胞培養に関して使用される場合、細胞を取り囲む環境の成分を含む。培地は、固体、液
体、気体、又は相及び物質の混合物であり得る。培地は、液体増殖培地並びに細胞増殖を
維持しない液体培地を含む。培地はまた、ゼラチン状培地、例えば寒天、アガロース、ゼ
ラチン及びコラーゲン基質を含む。「培地」という用語はまた、それがまだ細胞と接触し
ていない場合でも、細胞培養における使用を意図される物質を指す。言い換えると、細菌
培養のために調製された富栄養液は培地である。同様に、水又は他の液体と混合されたと
き細胞培養に適するようになる粉末混合物は、「粉末培地」と称され得る。
【００７７】
　１つの実施形態では、本発明の方法のために有用な子孫細胞は、ＳＴＲＯ－３抗体で標
識した磁気ビーズを使用して骨髄からＴＮＡＰ＋細胞を単離し、先に記述されているよう
に２０％ウシ胎仔血清、２ｍＭ Ｌ－グルタミン及び１００μｍ Ｌ－アスコルビン酸－２
－リン酸を添加したα－ＭＥＭ中で平板培養することによって得られる（培養条件に関す
るさらなる詳細についてはGronthos et al. (1995)参照）。
【００７８】
　１つの実施形態では、そのような増殖細胞（少なくとも５継代後）は、ＴＮＡＰ－、Ｃ
Ｃ９＋、ＨＬＡクラスＩ＋、ＨＬＡクラスＩＩ－、ＣＤ１４－、ＣＤ１９－、ＣＤ３－、
ＣＤ１１ａ～ｃ－、ＣＤ３１－、ＣＤ８６－及び／又はＣＤ８０－であり得る。しかし、
本明細書で述べるものとは異なる培養条件では、種々のマーカーの発現が異なり得る可能
性がある。また、これらの表現型の細胞は増殖（expended）細胞集団において優勢であり
得るが、それは、この（これらの）表現型を有さない細胞の小さな割合が存在しないこと
を意味しない（例えば、小さな割合の増殖細胞はＣＣ９－であり得る）。１つの好ましい
実施形態では、本発明の増殖細胞は、まだなお異なる細胞型に分化する能力を有する。
【００７９】
　１つの実施形態では、本発明の方法で使用される増殖細胞集団は、細胞の少なくとも２
５％、より好ましくは少なくとも５０％がＣＣ９＋である細胞を含む。
【００８０】
　もう１つの実施形態では、本発明の方法で使用される増殖細胞集団は、細胞の少なくと
も４０％、より好ましくは少なくとも４５％がＳＴＲＯ－１＋である細胞を含む。
【００８１】
　さらなる実施形態では、子孫細胞は、ＬＦＡ－３、ＴＨＹ－１、ＶＣＡＭ－１、ＩＣＡ
Ｍ－１、ＰＥＣＡＭ－１、Ｐ－セレクチン、Ｌ－セレクチン、３Ｇ５、ＣＤ４９ａ／ＣＤ
４９ｂ／ＣＤ２９、ＣＤ４９ｃ／ＣＤ２９、ＣＤ４９ｄ／ＣＤ２９、ＣＤ２９、ＣＤ１８
、ＣＤ６１、インテグリンβ６～１９、トロンボモジュリン、ＣＤ１０、ＣＤ１３、ＳＣ
Ｆ、ＰＤＧＦ－Ｒ、ＥＧＦ－Ｒ、ＩＧＦ１－Ｒ、ＮＧＦ－Ｒ、ＦＧＦ－Ｒ、レプチン－Ｒ
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、（ＳＴＲＯ－２＝レプチン－Ｒ）、ＲＡＮＫＬ、ＳＴＲＯ－１明るい及びＣＤ１４６か
らなる群より選択されるマーカー又はこれらのマーカーの任意の組合せを発現し得る。
【００８２】
　１つの実施形態では、子孫細胞は、国際公開公報第２００６／０３２０９２号において
定義される多分化能性増殖ＭＰＣ子孫（ＭＥＭＰ）である。子孫が由来し得るＭＰＣの富
化集団を調製するための方法は、国際公開公報第０１／０４２６８号及び同第２００４／
０８５６３０号に記載されている。インビトロの状況では、ＭＰＣが絶対的に純粋な製剤
として存在することはまれであり、一般に、組織特異的に分化決定された細胞（ＴＳＣＣ
）である他の細胞と共に存在する。国際公開公報第０１/０４２６８号は、約０．１％～
９０％の純度レベルで骨髄からそのような細胞を採集することに言及している。子孫が由
来するＭＰＣを含む集団は、組織起源から直接採集され得るか、あるいはエクスビボで既
に増殖させた集団であり得る。
【００８３】
　例えば、子孫は、それらが存在する集団の全細胞の少なくとも約０．１、１、５、１０
、２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０又は９５％を含む、採集された、未増殖の
、実質的に精製されたＭＰＣ集団から得られ得る。このレベルは、例えば、ＴＮＡＰ、Ｓ
ＴＲＯ－１明るい、３Ｇ５＋、ＶＣＡＭ－１、ＴＨＹ－１、ＣＤ１４６及びＳＴＲＯ－２
からなる群より選択される少なくとも１つのマーカーに関して陽性である細胞について選
択することによって達成され得る。
【００８４】
　ＭＰＣ出発集団は、たとえば、国際公開公報第０１／０４２６８号又は同第２００４／
０８５６３０号に記載されている任意の１又はそれ以上の組織型、すなわち骨髄、歯髄細
胞、脂肪組織及び皮膚、又はおそらくより広くは、脂肪組織、歯、歯髄、皮膚、肝臓、腎
臓、心臓、網膜、脳、毛包、腸、肺、脾臓、リンパ節、胸腺、膵臓、骨、靭帯、骨髄、腱
及び骨格筋に由来し得る。
【００８５】
　ＭＥＭＰＳは、ＳＴＲＯ－１ｂｒｉマーカーに関して陽性であり、アルカリホスファタ
ーゼ（ＡＬＰ）マーカーに関して陰性であるという点で新鮮採集されたＭＰＣと区別する
ことができる。これに対し、新鮮単離ＭＰＣは、ＳＴＲＯ－１ｂｒｉ及びＡＬＰの両方に
ついて陽性である。本発明の好ましい実施形態では、投与された細胞の少なくとも１５％
、２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％又は９５％はＳＴ
ＲＯ－１ｂｒｉ、ＡＬＰ－の表現型を有する。さらなる好ましい実施形態では、ＭＥＭＰ
Ｓは、マーカーＫｉ６７、ＣＤ４４及び／又はＣＤ４９ｃ／ＣＤ２９、ＶＬＡ－３、α３
β１の１又はそれ以上に関して陽性である。なおさらなる好ましい実施形態では、ＭＥＭ
ＰはＴＥＲＴ活性を示さない及び／又はＣＤ１８マーカーに関して陰性である。
【００８６】
　１つの実施形態では、細胞は、血管新生関連疾患を有する患者から採取され、標準的な
技術を用いてインビトロで培養され、自家移植片又は同種移植片として患者に投与される
。選択的実施形態では、樹立ヒト細胞株の１又はそれ以上の細胞が使用される。本発明の
もう１つの有用な実施形態では、非ヒト動物の（又は患者がヒトではない場合は、別の種
からの）細胞が使用される。
【００８７】
　本発明は、非ヒト霊長動物細胞、有蹄動物、イヌ、ネコ、ウサギ、げっ歯動物、鳥類及
び魚類の細胞を含むがこれらに限定されない、任意の非ヒト動物種からの細胞を使用して
実施し得る。本発明を実施し得る霊長動物細胞は、チンパンジー、ヒヒ、カニクイザル、
及び任意の他の新世界ザル又は旧世界ザルの細胞を含むが、これらに限定されない。本発
明を実施し得る有蹄動物細胞は、ウシ、ブタ、ヒツジ、ヤギ、ウマ、水牛及び野牛の細胞
を含むが、これらに限定されない。本発明を実施し得るげっ歯動物細胞は、マウス、ラッ
ト、モルモット、ハムスター及びアレチネズミ細胞を含むが、これらに限定されない。本
発明を実施し得るウサギ種の例としては、飼い慣らされたウサギ、ジャックウサギ、野ウ
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サギ、ワタオウサギ、カンジキウサギ及びナキウサギを含む。ニワトリ（ガルス・ガルス
（Gallus gallus））は、本発明を実施し得る鳥類種の一例である。
【００８８】
　本発明の方法のために有用な細胞は、使用前に貯蔵され得る。真核細胞及び特に哺乳動
物細胞を保存し、貯蔵するための方法及びプロトコールは当分野において周知である（例
えば、Pollard, J. W. and Walker, J. M. (1997) Basic Cell Culture Protocols, Seco
nd Edition, Humana Press, Totowa, N. J.; Freshney, R. I. (2000) Culture of Anima
l Cells, Fourth Edition, Wiley-Liss, Hoboken, N.J.参照）。単離された幹細胞、例え
ば、間葉系幹細胞／始原細胞、又はそれらの子孫の生物活性を維持する任意の方法が、本
発明に関連して利用され得る。１つの好ましい実施形態では、細胞は凍結保存を使用する
ことによって維持され、貯蔵される。
【００８９】
　１つの実施形態では、細胞は同種又は自家細胞である。
【００９０】
　眼疾患を治療する又は予防するために使用できる他の細胞型の例としては、国際公開公
報第０７／１３００６０号（網膜外組織からの成体網膜幹細胞）、米国特許出願第２００
８０８９８６８号（網膜幹細胞）、米国特許出願第２００１０３１２５６号（神経網膜細
胞及びブタ網膜色素上皮細胞）、米国特許出願第２００６００２９００号（網膜色素上皮
細胞）、米国特許出願第２００７２４８６４４号（ミュラー幹細胞）及び米国特許第６１
６２４２８号（ｈＮＴニューロン細胞）に記載されている細胞を含むが、これらに限定さ
れない。
【００９１】
　本発明の方法のために使用できる他の細胞型の例としては、ＣＤ３４＋造血幹細胞、脂
肪組織由来細胞、ＳＴＲＯ－１－骨髄由来のＭＰＣ、胚性幹細胞、及び骨髄又は末梢血単
核細胞を含むが、これらに限定されない。
【００９２】
　細胞選別技術
　本発明の方法のために有用な細胞は様々な技術を用いて入手できる。例えば、細胞－抗
体複合体に関連する性質又は抗体に結合された標識を参照することによって細胞を物理的
に分離する、多くの細胞選別技術が使用できる。この標識は、磁性粒子又は蛍光分子であ
り得る。抗体は、密度によって分離可能な、多数の細胞の凝集体を形成するように架させ
得る。あるいは、抗体を固定基質に結合してもよく、所望細胞がそれに接着する。
【００９３】
　好ましい実施形態では、ＴＮＡＰ＋、ＳＴＲＯ－１＋、ＶＣＡＭ－１＋、ＴＨＹ－１＋

、ＳＴＲＯ－２＋、３Ｇ５＋、ＣＤ４５＋、ＣＤ１４６＋に結合する抗体（又は他の結合
物質）を使用して細胞を単離する。より好ましくは、ＴＮＡＰ＋又はＳＴＲＯ－１＋に結
合する抗体（又は他の結合物質）を使用して細胞を単離する。
【００９４】
　抗体に結合した細胞を非結合細胞から分離する様々な方法が公知である。例えば、細胞
に結合した抗体（又は抗アイソタイプ抗体）を標識し、次にその標識の存在を検出する機
械的セルソーター（mechanical cell sorter）によって細胞を分離することができる。蛍
光活性化セルソーターは当分野において周知である。１つの実施形態では、抗ＴＮＡＰ抗
体及び／又はＳＴＲＯ－１抗体を固体支持体に結合する。様々な固体支持体が当業者に公
知であり、アガロースビーズ、ポリスチレンビーズ、中空糸膜、ポリマー、及びプラスチ
ックペトリ皿を含むが、これらに限定されない。抗体が結合している細胞は、単に細胞懸
濁液から固体支持体を物理的に分離することによって細胞懸濁液から取り出すことができ
る。
【００９５】
　超常磁性マイクロ粒子を細胞分離のために使用し得る。例えば、マイクロ粒子を抗ＴＮ
ＡＰ抗体及び／又はＳＴＲＯ－１抗体で被覆し得る。次に、抗体標識した超常磁性マイク
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ロ粒子を、対象とする細胞を含有する溶液と共にインキュベートし得る。マイクロ粒子は
所望幹細胞の表面に結合し、その後、これらの細胞を磁場で収集することができる。
【００９６】
　もう１つの例では、細胞試料を、例えば固相結合抗ＴＮＡＰモノクローナル抗体及び／
又は抗ＳＴＲＯ－１モノクローナル抗体と物理的に接触させる。固相結合は、例えば、プ
ラスチック、ニトロセルロース又は他の表面に抗体を吸着させることを含み得る。抗体は
また、中空糸膜の大きな細孔（細胞の流動を許容するのに十分な大きさ）の壁に吸着させ
ることもできる。あるいは、抗体は、ビーズ、例えばＰｈａｒｍａｃｉａ Ｓｅｐｈａｒ
ｏｓｅ ６ ＭＢマクロビーズの表面に共有結合することができる。固相結合抗体と幹細胞
含有懸濁液のインキュベーションの正確な条件及び期間は、使用される系に特異的ないく
つかの因子に依存する。適切な条件の選択は、しかし、十分に当分野の技術範囲内である
。
【００９７】
　次に、幹細胞が結合するのに十分な時間を置いた後、非結合細胞を生理緩衝液で溶離す
るか又は洗い流す。非結合細胞は、他の目的のために回収して使用することができ、又は
所望の分離が達成されたことを保証するために適切な試験を実施した後、廃棄し得る。そ
の後、主として固相と抗体の性質に依存して、任意の適切な方法によって結合細胞を固相
から分離する。例えば、激しく攪拌することによって結合細胞をプラスチックペトリ皿か
ら溶離することができる。あるいは、酵素的「ニッキング」によって又は固相と抗体の間
の酵素感受性「スペーサー」配列を消化することによって結合細胞を溶離できる。アガロ
ースビーズに結合したスペーサーは、例えばＰｈａｒｍａｃｉａから市販されている。
【００９８】
　溶離され、富化された細胞の画分を、次に、遠心分離によって緩衝液で洗浄してもよく
、前記富化画分は、従来技術によってその後の使用のために生存可能な状態で凍結保存し
得るか、培養増殖し得る及び／又は患者に導入し得る。
【００９９】
　ＶＥＧＦシグナル伝達を破壊する化合物
　本発明の方法における使用のための化合物は、ＶＥＧＦがその通常の生物学的作用を及
ぼす能力を低下させる任意の種類の分子であり得る。例えば、化合物は、ＶＥＧＦ自体、
その受容体、又はＶＥＧＦによる結合後のＶＥＧＦ受容体活性化時に活性化される及び／
又は合成される細胞内シグナル伝達タンパク質若しくは転写因子に結合し得るか、又はそ
の産生を低下させ得る。従って、本明細書で使用される場合、「ＶＥＧＦシグナル伝達を
破壊する化合物」という用語は、ＶＥＧＦ、ＶＥＧＦ受容体又はＶＥＧＦシグナル伝達に
関与する他の分子の量、及び／又はＶＥＧＦがその対応する受容体を介してシグナル伝達
し、関連する下流の生物学的作用を生じさせる、例えば細胞増殖及び／又は分裂を促進す
る能力を低下させる化合物を指す。
【０１００】
　化合物とその標的（例えばＶＥＧＦ）の間の結合は、共有結合若しくは非共有結合相互
作用又は共有結合相互作用と非共有結合相互作用の組合せによって媒介され得る。相互作
用が非共有結合的に結合した複合体を生じさせる場合、生じる結合は、典型的には静電結
合、水素結合、又は親水性／親油性相互作用の結果である。１つの実施形態では、化合物
は、精製及び／又は組換えポリペプチドである。特に好ましい化合物は、精製及び／又は
組換え抗体、抗体関連分子又はその抗原結合フラグメントである。
【０１０１】
　必須ではないが、化合物は標的に特異的に結合し得る。「特異的に結合する」という語
句は、特定条件下で、化合物が標的に結合し、他の物質、例えば他のタンパク質又は炭水
化物には有意の量で結合しないことを意味する。例えば、１つの実施形態では、化合物は
ＶＥＧＦ－Ａに特異的に結合するが、他のＶＥＧＦには結合しない。もう１つの実施形態
では、別のタンパク質と比較したとき標的への化合物の結合との間に１０倍以上の差、好
ましくは２５、５０又は１００倍大きな差がある場合、化合物は「特異的に結合する」と
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みなされる。
【０１０２】
　本発明のために有用な化合物の例としては、ＶＥＧＦのキナゾリン誘導体阻害剤（米国
特許出願第２００７２６５２８６号、同第２００３１９９４９１号及び米国特許第６８０
９０９７号）、ケルセチン（ＶＥＧＦを阻害する）（国際公開公報第０２／０５７４７３
号）、ＶＥＧＦＲチロシンキナーゼのキナゾリン誘導体阻害剤（米国特許出願第２００７
０２７１４５号）、ＶＥＧＦＲチロシンキナーゼのアミノ安息香酸誘導体阻害剤（米国特
許第６７２０４２４号）、ＶＥＧＦＲチロシンキナーゼのピリジン誘導体阻害剤（米国特
許出願第２００３１５８４０９号）、レセンチン（Recentin）（Ａｓｔｒａ　Ｚｅｎｅｃ
ａ）（３つのＶＥＧＦＲすべてを阻害する）（国際公開公報第０７／０６０４０２号）、
スニチニブ（Sunitinib）（Ｎｏｖａｒｔｉｓ）（３つのＶＥＧＦＲすべてを阻害する）
（国際公開公報第０８／０３１８３５号及び米国特許第６，５７３，２９３号）、ペガプ
タニブ（Pegaptanib）（Ｍａｃｕｇｅｎ（商標））（米国特許第６，０５１，６９８号）
、アキシチニブ（Axitinib）（Ｐｆｉｚｅｒ）（３つのＶＥＧＦＲすべてを阻害する）（
国際公開公報第２００４／０８７１５２号）、ソラフェニブ（Sorafenib）（Ｂａｙｅｒ
　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ）（国際公開公報第０７／０５３５７３号）、ＶＥＧ
ＦＲ－１結合ペプチド（米国特許出願第２００５１００９６３号）、受容体へのＶＥＧＦ
の結合をブロックするアルギニンリッチ抗血管内皮増殖因子ペプチド（米国特許第７２９
１６０１号）、ＶＥＧＦトラップ（VEGF-Trap）（Ｒｅｇｅｎｅｒｏｎ　Ｐｈａｒｍａｃ
ｅｕｔｉｃａｌｓ）（米国特許出願第２００５０３２６９９号）、可溶性ＶＥＧＦ受容体
（米国特許出願第２００６１１０３６４号及びTseng et al.、2002）、ＶＥＧＦ－Ｃ及び
ＶＥＧＦ－Ｄペプチドミメティック阻害剤（米国特許出願第２００２０６５２１８号）、
ＶＥＧＦ－ヘパリン複合体からのＶＥＧＦの放出をブロックするＰＡＩ－１（米国特許出
願第２００４１２１９５５号）、米国特許出願第２００２０６８６９７号、国際公開公報
第０２／０８１５２０号、米国特許出願第２００６０２３４９４１号、同第２００２０５
８６１９号に記載されている阻害剤、並びに以下で概説するさらなる例を含むが、これら
に限定されない。好ましい実施形態では、化合物は、ルセンティス（Lucentis）、アバス
チン（Avastin）又はＶＥＧＦトラップである。
【０１０３】
　標的分子の例
　１つの実施形態では、ＶＥＧＦシグナル伝達を破壊するための化合物の標的分子は、血
管内皮増殖因子である。
【０１０４】
　本明細書で使用される場合、「血管内皮増殖因子」又は「ＶＥＧＦ」という用語は、細
胞表面のチロシンキナーゼ受容体（ＶＥＧＦ受容体、又はＶＥＧＦＲ）に結合して、血管
新生、血管形成及び内皮細胞増殖を刺激する増殖因子のファミリーを指す（例えばBreen,
 2007参照）。
【０１０５】
　本明細書で使用される場合、「ＶＥＧＦ－Ａ」は、ＶＥＧＦＲ－１及びＶＥＧＦＲ－２
受容体に結合して、内皮細胞有糸分裂誘発及び細胞移動を刺激し、ＭＭＯＰ活性を刺激し
て、αｖβ３活性を上昇させ、血管内腔の創造と開窓を促進し、マクロファージ及び顆粒
球に対して走化性であり、同時に強力な血管拡張剤である、ＶＥＧＦポリペプチド増殖因
子ファミリーの成員を指す (Breen, 2007; Eremina and Quaggin, 2004)。あるいは、Ｖ
ＥＧＦ－Ａの多数の異なるアイソフォームを生じさせる、ＶＥＧＦ－Ａのスプライシング
された転写産物変異体が同定されている。ＶＥＧＦ－Ａポリペプチドの一例は、配列番号
:１に示すアミノ酸配列を含有するタンパク質、並びにその変異体及び／又は突然変異体
を含む。さらに、プレプロＶＥＧＦ－Ａをコードするオープンリーディングフレームの一
例を配列番号:９に示す。
【０１０６】
　本明細書で使用される場合、「ＶＥＧＦ－Ｂ」という用語は、ＶＥＧＦＲ－１受容体に
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結合して、血管新生、内皮細胞の有糸分裂誘発及び移動を刺激するＶＥＧＦポリペプチド
増殖因子ファミリーの成員を指す(Breen, 2007; Olofsson et al., 1996)。あるいは、Ｖ
ＥＧＦ－Ｂのいくつかのアイソフォームを生じさせる、ＶＥＧＦ－Ｂのスプライシングさ
れた転写産物変異体が同定されている。ＶＥＧＦ－Ｂポリペプチドの一例は、配列番号:
２に示すアミノ酸配列を含有するタンパク質、並びにその変異体及び／又は突然変異体を
含む。さらに、プレプロＶＥＧＦ－Ｂをコードするオープンリーディングフレームの一例
を配列番号:１０に示す。
【０１０７】
　本明細書で使用される場合、「ＶＥＧＦ－Ｃ」という用語は、ＶＥＧＦＲ－２及びＦｌ
ｔ４受容体に結合して、内皮細胞の有糸分裂誘発及び移動並びにリンパ脈管新生を刺激す
るＶＥＧＦポリペプチド増殖因子ファミリーの成員を指す(Breen, 2007; Su et al., 200
7)。ＶＥＧＦ－Ｃは、複雑なタンパク質分解成熟を受けていくつかのアイソフォームを形
成し、完全にプロセシングされた形態だけがそのコグネイトＶＥＧＦＲ－２受容体に結合
し、それを活性化し得る。ＶＥＧＦ－Ｃポリペプチドの一例は、配列番号:３に示すアミ
ノ酸配列を含有するタンパク質、並びにその変異体及び／又は突然変異体を含む。さらに
、プレプロＶＥＧＦ－Ｃをコードするオープンリーディングフレームの一例を配列番号:
１１に示す。
【０１０８】
　本明細書で使用される場合、「ＶＥＧＦ－Ｄ」という用語は、ＶＥＧＦＲ－２及びＶＥ
ＧＦＲ－３受容体に結合して、血管新生、リンパ脈管新生、並びに内皮細胞の有糸分裂誘
発及び移動を刺激するＶＥＧＦポリペプチド増殖因子ファミリーの成員を指す。ＶＥＧＦ
－Ｄは、複雑なタンパク質分解成熟を受けていくつかのアイソフォームを形成し、完全に
プロセシングされた形態だけがそのコグネイトＶＥＧＦＲ－２及びＶＥＧＦＲ－３受容体
に結合し、それらを活性化し得る。ＶＥＧＦ－Ｄポリペプチドの一例は、配列番号:４に
示すアミノ酸配列を含有するタンパク質、並びにその変異体及び／又は突然変異体を含む
。さらに、プレプロＶＥＧＦ－Ｄをコードするオープンリーディングフレームの一例を配
列番号:１２に示す。
【０１０９】
　１つの実施形態では、ＶＥＧＦシグナル伝達を破壊するための標的分子は、血管内皮増
殖因子受容体である。
【０１１０】
　本明細書で使用される場合、「ＶＥＧＦＲ－１」（Ｆｌｔ－１としても知られる）とい
う用語は、細胞表面に位置するＶＥＧＦチロシンキナーゼ受容体ファミリーの成員１を指
し、ＶＥＧＦＲ－１は、７つの細胞外免疫グロブリン様ドメイン、１つの膜貫通ドメイン
並びに、ＶＥＧＦ－Ａ及びＶＥＧＦ－Ｂが結合する、チロシンキナーゼ機能を含む細胞内
ドメインを含有する(Olsson et al., 2006; Cross et al., 2003)。リガンド（例えばＶ
ＥＧＦ－Ａ）の結合後、ＶＥＧＦＲ－１受容体は二量体化し、リン酸基転移を介して活性
化されて、血管新生、血管形成及び内皮細胞増殖を刺激する。ＶＥＧＦＲ－１ポリペプチ
ドの一例は、配列番号:５に示すアミノ酸配列を含有するタンパク質、並びにその変異体
及び／又は突然変異体を含む。さらに、ＶＥＧＦＲ－１をコードするオープンリーディン
グフレームの一例を配列番号:１３に示す。
【０１１１】
　本明細書で使用される場合、「ＶＥＧＦＲ－２」（ＫＤＲ又はＦｌｋ－１としても知ら
れる）という用語は、細胞表面に位置するＶＥＧＦチロシンキナーゼ受容体ファミリーの
成員２を指し、ＶＥＧＦＲ－２は、７つの細胞外免疫グロブリン様ドメイン、１つの膜貫
通ドメイン並びに、ＶＥＧＦ－Ａ、ＶＥＧＦ－Ｃ及びＶＥＧＦ－Ｄが結合する、チロシン
キナーゼ機能を含む細胞内ドメインを含有する(Olsson et al., 2006; Cross et al., 20
03)。リガンドの結合後、ＶＥＧＦＲ－２受容体は二量体化し、リン酸基転移を介して活
性化されて、血管新生、血管形成及び内皮細胞増殖を刺激する。ＶＥＧＦＲ－２ポリペプ
チドの一例は、配列番号:６に示すアミノ酸配列を含有するタンパク質、並びにその変異
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体及び／又は突然変異体を含む。さらに、ＶＥＧＦＲ－２をコードするオープンリーディ
ングフレームの一例を配列番号:１４に示す。
【０１１２】
　本明細書で使用される場合、「ＶＥＧＦＲ－３」（Ｆｌｔ－４としても知られる）とい
う用語は、細胞表面に位置するＶＥＧＦチロシンキナーゼ受容体ファミリーの成員３を指
し、ＶＥＧＦＲ－３は、７つの細胞外免疫グロブリン様ドメイン、１つの膜貫通ドメイン
並びに、ＶＥＧＦ－Ｃ及びＶＥＧＦ－Ｄが結合する、チロシンキナーゼ機能を含む細胞内
ドメインを含有する(Olsson et al., 2006; Cross et al., 2003)。リガンドの結合後、
ＶＥＧＦＲ－３受容体は二量体化し、リン酸基転移を介して活性化されて、リンパ脈管新
生を媒介する。ＶＥＧＦＲ－３ポリペプチドの一例は、配列番号:７に示すアミノ酸配列
を含有するタンパク質、並びにその変異体及び／又は突然変異体を含む。さらに、ＶＥＧ
ＦＲ－３をコードするオープンリーディングフレームの一例を配列番号:１５に示す。
【０１１３】
　さらなる実施形態では、ＶＥＧＦシグナル伝達を破壊するための標的分子は、血管内皮
増殖因子の産生を低下させる。例えば、標的は低酸素誘導因子１（ＨＩＦ－１）であり得
る。
【０１１４】
　本明細書で使用される場合、「低酸素誘導因子１」（ＨＩＦ－１）という用語は、低酸
素に対する応答に関与する遺伝子を調節する転写因子を指す。例えば、ＨＩＦ－１が低酸
素に応答してＶＥＧＦ発現を上方調節することは公知である(Zhang et al., 2007)。ＨＩ
Ｆ－１αはＨＩＦ－１の誘導性サブユニットである。ＨＩＦ－１ポリペプチドの一例は、
配列番号:８に示すアミノ酸配列を含有するタンパク質、並びにその変異体及び／又は突
然変異体を含む。さらに、ＨＩＦ－１をコードするオープンリーディングフレームの一例
を配列番号:１６に示す。
【０１１５】
　ＨＩＦ－１を標的する化合物の例としては、エキノマイシン(Kong et al., 2005)、Ｂ
ＤＤＦ－１（国際公開公報第０８／００４７９８号）、Ｓ－２－アミノ－３－［４’－Ｎ
，Ｎ，－ビス（２－クロロエチル）アミノ］フェニルプロピオン酸Ｎ－オキシドジヒドロ
クロライド（ＰＸ－４７８）（米国特許出願第２００５０４９３０９号）、ケトミン(Kun
g et al., 2004)、３－（５’－ヒドロキシメチル－２’－フリル）－１－ベンジルイン
ダゾール（ＹＣ－１）(Yeo et al., 2003)、１０３Ｄ５Ｒ(Tan et al., 2005)、キノカル
マイシン一クエン酸塩（quinocarmycin monocitrate）及びその誘導体(Rapisarda et al.
, 2002)、３－（５’－ヒドロキシメチル－２’－フリル）－１－ベンジルインダゾール
（米国特許出願第２００４１９８７９８号）、並びにＮＳＣ－１３４７５４及びＮＳＣ－
６４３７３５(Chau et al., 2005)を含むが、これらに限定されない。
【０１１６】
　さらなる実施形態では、ＶＥＧＦシグナル伝達を破壊するための標的分子は、ＶＥＧＦ
による結合後のＶＥＧＦ受容体活性化時に活性化される及び／又は合成される細胞内シグ
ナル伝達タンパク質又は転写因子である。
　抗体－概要
【０１１７】
　抗体は、無傷免疫グロブリンとして、又は様々な形態の修飾型として、例えばＶＨ又は
ＶＬドメインのいずれかを含むドメイン抗体、重鎖可変領域の二量体（ラクダについて記
述されている、ＶＨＨ）、軽鎖可変領域の二量体（ＶＬＬ）、軽鎖及び重鎖可変領域だけ
を含むＦｖフラグメント、又は重鎖可変領域とＣＨ１ドメインを含むＦｄフラグメントを
含むが、これらに限定されない修飾型として存在し得る。共に連結されて一本鎖抗体を形
成する重鎖及び軽鎖の可変領域からなるｓｃＦｖ(Bird et al., 1988; Huston et al., 1
988)、並びにｓｃＦｖのオリゴマー、例えばダイアボディ及びトリアボディも、「抗体」
という用語に包含される。少なくとも１つのＣＤＲ、より好ましくは少なくとも１つの可
変ドメインを含む、非天然に生じる形態の抗体はまた、本明細書では「抗体関連分子」と
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も称される。また、抗体のフラグメント、例えば可変領域と定常領域の一部を含むＦａｂ
、（Ｆａｂ’）２及びＦａｂＦｃ２フラグメントも包含される。ＣＤＲ移植抗体フラグメ
ント及び抗体フラグメントのオリゴマーも包含される。Ｆｖの重鎖及び軽鎖成分は、同じ
抗体に由来し得るか又はそれによりキメラＦｖ領域を生じる、異なる抗体に由来してもよ
い。抗体は、動物（例えばマウス、ウサギ又はラット）若しくはヒト起源であり得るか、
又はキメラ(Morrison et al., 1984)若しくはヒト化抗体 (Jones et al., 1986)であって
もよい。本明細書で使用される場合、「抗体」という用語はこれらの様々な形態を包含す
る。本明細書で提供されるガイドライン、並びに前記で引用した参考文献及びHarlow & L
ane（前出）のような公表文献に記載されている当業者に周知の方法を使用して、本発明
の方法における使用のための抗体が容易に作製できる。
【０１１８】
　抗体は、可変軽鎖（ＶＬ）及び可変重鎖（ＶＨ）を含むＦｖ領域であり得る。軽鎖と重
鎖は、直接連結され得るか又はリンカーを介して連結され得る。本明細書で使用される場
合、リンカーは、軽鎖及び重鎖に共有結合的に連結され、２本の鎖の間に、それらが指向
するエピトープに特異的に結合することができる立体配座を達成できるように十分な間隔
と柔軟性を与える分子を指す。タンパク質リンカーは、融合ポリペプチドのＩｇ部分の固
有の成分として発現され得るので、特に好ましい。
【０１１９】
　もう１つの実施形態では、組換え生産された一本鎖ｓｃＦｖ抗体、好ましくはヒト化ｓ
ｃＦｖが本発明の方法において使用される。
【０１２０】
　様々な免疫測定形式が、標的分子、例えばＶＥＧＦ又はその受容体と特異的に免疫反応
性である抗体を選択するために使用され得る。例えば、表面標識及びフローサイトメトリ
ー分析又は固相ＥＬＩＳＡ免疫測定法は、タンパク質又は炭水化物と特異的に免疫反応性
である抗体を選択するために常套的に使用される。特異的免疫反応性を測定するために使
用できる免疫測定法の形式及び条件の説明については、Harlow & Lane（前出）参照。
【０１２１】
　本発明の方法において使用できる抗体、抗体関連分子又はそのフラグメントの例として
は、抗ＶＥＧＦ－Ａ抗体、例えばベバシズマブ（アバスチン）（米国特許第６，０５４，
２９７号）、ラニビズマブ（ルセンティス）（米国特許第６，４０７，２１３号）並びに
米国特許第５７３０９７７号及び米国特許出願第２００２０３２３１５号に記載されてい
るもの；抗ＶＥＧＦ－Ｂ抗体、例えば米国特許出願第２００４００５６７１号及び国際公
開公報第０７／１４０５３４号に記載されているもの；抗ＶＥＧＦ－Ｃ抗体、例えば米国
特許第６４０３０８８号に記載されているもの；抗ＶＥＧＦ－Ｄ抗体、例えば米国特許第
７０９７９８６号に記載されているもの；抗ＶＥＧＦＲ－１抗体、例えば米国特許出願第
２００３０８８０７５号に記載されているもの；抗ＶＥＧＦＲ－２抗体、例えば米国特許
第６３４４３３９号、国際公開公報第９９／４０１１８号及び米国特許出願第２００３１
７６６７４号に記載されているもの）；並びに抗ＶＥＧＦＲ－３抗体、例えば米国特許第
６８２４７７７号に記載されているものを含むが、これらに限定されない。
【０１２２】
　モノクローナル抗体
　ハイブリドーマによってモノクローナル抗体を作製するための一般的な方法は周知であ
る。不死抗体産生細胞株は、細胞融合によって、及びまた他の技術、例えば腫瘍形成性Ｄ
ＮＡによるＢリンパ球の直接形質転換、又はエプスタイン－バーウイルスによるトランス
フェクションによって創製され得る。標的エピトープに対して産生されるモノクローナル
抗体のパネルを様々な性質に関して、すなわちアイソタイプ及びエピトープ親和性に関し
てスクリーニングすることができる。
【０１２３】
　動物由来のモノクローナル抗体は、インビボでの直接免疫療法及び体外免疫療法の両方
のために使用できる。しかし、例えばマウス由来モノクローナル抗体をヒトにおいて治療
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薬として使用した場合、患者はヒト抗マウス抗体を産生することが認められた。従って、
動物由来モノクローナル抗体は、治療のため、特に長期的な使用のためには好ましくない
。確立された遺伝子工学技術を用いて、しかし、動物由来部分とヒト由来部分を有するキ
メラ又はヒト化抗体を作製することが可能である。動物は、例えば、マウス又は他のげっ
歯動物、例えばラットであり得る。
【０１２４】
　キメラ抗体の可変領域が、例えばマウス由来であり、定常領域がヒト由来である場合、
そのキメラ抗体は一般に、「純粋な」マウス由来のモノクローナル抗体よりも免疫原性が
低い。これらのキメラ抗体は、「純粋な」マウス由来抗体が不適切であることが判明した
場合に、治療上の使用のためにより適すると考えられる。
【０１２５】
　キメラ抗体を作製するための方法は当業者に利用可能である。例えば、軽鎖と重鎖を、
例えば免疫グロブリン軽鎖と免疫グロブリン重鎖を別々のプラスミドにおいて使用して、
別々に発現させることができる。次にこれらを精製し、インビトロで完全な抗体に構築す
ることができる；そのような構築を達成するための方法は記述されている（例えばSun et
 al., 1986参照）。そのようなＤＮＡ構築物は、ヒト定常領域をコードするＤＮＡに連結
された、抗体の軽鎖又は重鎖の可変領域についての機能的に再編成された遺伝子をコード
するＤＮＡを含み得る。リンパ系細胞、例えば骨髄腫細胞又は軽鎖及び重鎖についてのＤ
ＮＡ構築物でトランスフェクトされたハイブリドーマは、抗体鎖を発現し、構築すること
ができる。
【０１２６】
　短縮された単離軽鎖及び重鎖からのＩｇＧ抗体の形成のためのインビトロ反応パラメー
タも記述されている。重鎖と軽鎖の完全なＨ２Ｌ２　ＩｇＧ抗体への細胞内会合及び連結
を達成するための、同じ細胞における軽鎖と重鎖の共発現も可能である。そのような共発
現は、同じ宿主細胞において同じ又は異なるプラスミドを使用して達成され得る。
【０１２７】
　本発明のもう１つの好ましい実施形態では、抗体はヒト化、すなわち分子モデリング技
術によって作製される抗体であり、ヒト化抗体では、抗体のヒト含量が最大化されており
、例えば親であるラット、ウサギ又はマウス抗体の可変領域に起因する結合親和性の喪失
をほとんど又は全く生じさせない。以下で述べる方法は抗体のヒト化に適用できる。
【０１２８】
　ヒト化においていずれのヒト抗体配列を使用するかを決定する際に考慮すべきいくつか
の因子がある。軽鎖及び重鎖のヒト化は互いに独立して考慮されるが、その根拠は各々に
関して基本的に同様である。
【０１２９】
　この選択工程は以下の論理的根拠に基づく:所与の抗体の抗原特異性及び親和性は、主
として可変領域ＣＤＲのアミノ酸配列によって決定される。可変ドメインのフレームワー
ク残基は、直接にはほとんど又は全く寄与しない。フレームワーク領域の主たる機能は、
ＣＤＲを、抗原を認識するためのそれらの適切な空間的配向に保持することである。従っ
て、動物、例えばげっ歯動物ＣＤＲをヒト可変ドメインフレームワークに置き換えること
は、ヒト可変ドメインフレームワークがそれらの起源である動物可変ドメインに高度に相
同である場合に、それらの適切な空間的配向の保持をもたらす可能性が極めて高い。好ま
しくは、それ故、動物可変ドメインに高度に相同であるヒト可変ドメインが選択されるべ
きである。適切なヒト抗体可変ドメイン配列は以下のように選択することができる。
【０１３０】
　工程１．コンピュータプログラムを使用して、動物由来抗体の可変ドメインに最も相同
なヒト抗体可変ドメイン配列に関してすべての利用可能なタンパク質（及びＤＮＡ）デー
タベースを検索する。適切なプログラムの出力は、動物由来抗体に最も相同な配列のリス
ト、各々の配列に対する相同性パーセント、及び動物由来配列に対する各々の配列のアラ
インメントである。これは、重鎖と軽鎖の両方の可変ドメイン配列に関して独立して実施
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される。上記分析は、ヒト免疫グロブリン配列だけが含まれる場合により容易に達成され
る。
【０１３１】
　工程２．ヒト抗体可変ドメイン配列を列挙し、相同性に関して比較する。主として比較
は、極めて可変性である重鎖のＣＤＲ３を除き、ＣＤＲの長さに関して実施される。ヒト
重鎖並びにκ及びλ軽鎖は小群に分けられる:重鎖の３つの小群、κ鎖の４つの小群、λ
鎖の６つの小群。各小群内のＣＤＲの大きさは同様であるが、小群間では異なる。通常、
相同性の最初の近似化として、動物由来抗体のＣＤＲをヒト小群の１つに一致させること
が可能である。次に、類似の長さのＣＤＲを担持する抗体をアミノ酸配列相同性に関して
、特にＣＤＲ内であるが、周囲のフレームワーク領域においても、比較する。最も相同な
ヒト可変ドメインをヒト化のためのフレームワークとして選択する。
【０１３２】
　実際のヒト化方法／技術
　抗体は、欧州特許出願第ＥＰ－Ａ－０２３９４００号に従って所望ＣＤＲをヒトフレー
ワークに移植することによってヒト化され得る。所望の再構成された抗体をコードするＤ
ＮＡ配列は、それ故、そのＣＤＲを再構成したいと考えるヒトＤＮＡから始まって作製さ
れ得る。所望ＣＤＲを含む動物由来可変ドメインアミノ酸配列を、選択したヒト抗体可変
ドメイン配列のものと比較する。動物由来ＣＤＲを組み込んだヒト可変領域を作製するた
めに動物における対応残基に変更する必要があるヒト可変ドメイン内の残基を選び出す。
また、ヒト配列において置換する、ヒト配列に付加する又はヒト配列から欠失させる必要
がある残基も存在し得る。
【０１３３】
　ヒト可変ドメインフレームワークを、所望残基を含むように突然変異誘発するために使
用できるオリゴヌクレオチドを合成する。それらのオリゴヌクレオチドは任意の好都合な
大きさであり得る。通常、利用可能な特定の合成装置の能力によって長さだけが限定され
る。オリゴヌクレオチド指定インビトロ突然変異誘発の方法は周知である。
【０１３４】
　あるいは、ヒト化は、国際公開公報第９２／０７０７５号の組換えポリメラーゼ連鎖反
応（ＰＣＲ）を使用して達成され得る。この方法を用いて、ＣＤＲをヒト抗体のフレーム
ワーク領域の間でスプライシングし得る。一般に、国際公開公報第９２／０７０７５号の
技術は、２つのヒトフレームワーク領域、ＡＢ及びＣＤ、そしてそれらの間に、ドナーＣ
ＤＲによって置換されるべきＣＤＲを含有する鋳型を使用して実施され得る。プライマー
ＡとＢを使用してフレームワーク領域ＡＢを増幅し、プライマーＣとＤを使用してフレー
ムワーク領域ＣＤを増幅する。しかし、プライマーＢとＣの各々はまた、それらの５'末
端に、ドナーＣＤＲ配列の全部又は少なくとも一部に対応する付加的な配列を含む。プラ
イマーＢとＣは、ＰＣＲが実施されることを可能にする条件下で互いにそれらの５’末端
をアニーリングさせるのに十分な長さだけ重複する。従って、増幅された領域ＡＢ及びＣ
Ｄは、オーバーラップ伸長によって遺伝子スプライシングを受けて、単一反応でヒト化産
物を生成し得る。
【０１３５】
　抗体を再構成する突然変異誘発反応後、突然変異したＤＮＡを、軽鎖又は重鎖定常領域
をコードする適切なＤＮＡに連結し、発現ベクターにクローニングして、宿主細胞、好ま
しくは哺乳動物細胞にトランスフェクトすることができる。これらの工程は常套的な方法
で実施され得る。再構成された抗体は、それ故、
　（ａ）少なくともＩｇ重鎖又は軽鎖の可変ドメイン、ヒト抗体からのフレームワーク領
域を含む可変ドメイン及び本発明のヒト化抗体のために必要なＣＤＲをコードするＤＮＡ
配列に作動可能に連結された適切なプロモーターを含む第１の複製可能な発現ベクターを
調製すること；
　（ｂ）それぞれ相補的なＩｇ軽鎖又は重鎖の少なくとも可変ドメインをコードするＤＮ
Ａ配列に作動可能に連結された適切なプロモーターを含む第２の複製可能な発現ベクター
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を調製すること；
　（ｃ）第１の又は両方の調製したベクターで細胞株を形質転換すること；及び
　（ｄ）前記形質転換細胞株を培養して前記の変化した抗体を生成すること
を含む工程によって作製され得る。
【０１３６】
　好ましくは、工程（ａ）のＤＮＡ配列は、可変ドメインとヒト抗体鎖の各々の定常ドメ
インの両方をコードする。ヒト化抗体は、任意の適切な組換え発現系を使用して作製され
得る。変化した抗体を産生するように形質転換される細胞株は、チャイニーズハムスター
卵巣（ＣＨＯ）細胞株又は、好都合にはリンパ系起源、例えば骨髄腫、ハイブリドーマ、
トリオーマ又はクアドローマ細胞株である、不死化哺乳動物細胞株であり得る。細胞株は
また、ウイルス、例えばエプスタイン－バーウイルスでの形質転換によって不死化された
、正常リンパ系細胞、例えばＢ細胞を含み得る。最も好ましくは、不死化細胞株は骨髄腫
細胞株又はその誘導体である。
【０１３７】
　抗体の発現のために使用されるＣＨＯ細胞は、ジヒドロ葉酸レダクターゼ（ｄｈｆｒ）
欠損であり得、それ故増殖のためにチミジン及びヒポキサンチン依存性であり得る。親ｄ
ｈｆｒ－　ＣＨＯ細胞株を、抗体及びｄｈｆｒ陽性表現型のＣＨＯ細胞形質転換体の選択
を可能にするｄｈｆｒ遺伝子をコードするＤＮＡでトランスフェクトする。選択は、チミ
ジン及びヒポキサンチンを欠く培地でコロニーを培養することによって実施され、チミジ
ン及びヒポキサンチンの不在は、非形質転換細胞が増殖すること及び形質転換細胞が葉酸
経路を再利用し、それによって選択系を迂回することを防止する。これらの形質転換体は
、通常、対象とするトランスフェクトＤＮＡとｄｈｆｒをコードするＤＮＡの同時組込み
によって低レベルの対象ＤＮＡを発現する。抗体をコードするＤＮＡの発現レベルは、メ
トトレキサート（ＭＴＸ）を使用した増幅によって上昇させ得る。この薬剤は酵素ｄｈｆ
ｒの直接の阻害剤であり、これらの条件下で生存するのに十分なそれらのｄｈｆｒ遺伝子
コピー数を増幅する耐性コロニーの単離を可能にする。ｄｈｆｒ及び抗体をコードするＤ
ＮＡ配列はもとの形質転換体において密接に連結されているので、通常同時増幅が生じ、
それ故所望抗体の発現上昇が起こる。
【０１３８】
　ＣＨＯ又は骨髄腫細胞での使用のためのもう１つの好ましい発現系は、国際公開公報第
８７／０４４６２号に記載されているグルタミンシンテターゼ（ＧＳ）増幅系である。こ
の系は、ＧＳ酵素をコードするＤＮＡと所望抗体をコードするＤＮＡでの細胞のトランス
フェクションを含む。次に、グルタミン不含培地で増殖し、それ故ＧＳをコードするＤＮ
Ａを組み込んだと推測できる細胞を選択する。次に、これらの選択したクローンを、メチ
オニンスルホキシミン（Ｍｓｘ）を使用したＧＳ酵素の阻害に供する。細胞は、生存する
ために、抗体をコードするＤＮＡの同時増幅を伴ってＧＳをコードするＤＮＡを増幅する
。
【０１３９】
　ヒト化抗体を作製するために使用される細胞株は、好ましくは哺乳動物細胞株であるが
、任意の他の適切な細胞株、例えば細菌細胞株又は酵母細胞株も選択的に使用され得る。
特に、大腸菌由来細菌株が使用できると予想される。得られた抗体を機能性に関して検査
する。機能性が失われている場合は、工程（２）に戻って、抗体のフレームワークを変化
させる必要がある。
【０１４０】
　ひとたび発現されれば、全長抗体、それらの二量体、個々の軽鎖及び重鎖、又は他の免
疫グロブリン形態を当分野の標準的な手順、例えば硫酸アンモニウム沈殿、アフィニティ
ーカラム、カラムクロマトグラフィー、ゲル電気泳動等によって回収し、精製することが
できる（一般に、Scopes, R., Protein Purification, Springer- Verlag, N. Y. (1982)
参照）。少なくとも約９０～９５％の均一性の実質的に純粋な免疫グロブリンが好ましく
、医薬用途のためには、９８～９９％又はそれ以上の均一性が最も好ましい。所望に応じ
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て部分的又は均一に、ひとたび精製されれば、ヒト化抗体は、その後治療において又はア
ッセイ手順、免疫蛍光染色等を開発し、実施するのに使用され得る（一般に、Lefkovits 
and Pernis (editors), Immunological Methods, VoIs. I and II, Academic Press, (19
79 and 1981)参照）。
【０１４１】
　完全なヒト可変領域を有する抗体も、抗原投与に応答してそのような抗体を産生するよ
うに改変されているが、その内在性遺伝子座が無効にされたトランスジェニック動物に抗
原を投与することによって作製できる。様々なその後の操作を実施して、抗体自体又はそ
の類似体のいずれかを得ることができる（例えば米国特許第６，０７５,１８１号参照）
。
　遺伝子サイレンシング
【０１４２】
　１つの実施形態では、ＶＥＧＦシグナル伝達は遺伝子サイレンシングを用いて破壊され
る。「ＲＮＡ干渉」、「ＲＮＡｉ」又は「遺伝子サイレンシング」という用語は、一般に
、二本鎖ＲＮＡ（ｄｓＲＮＡ）分子が、その二本鎖ＲＮＡが実質的な又は完全な相同性を
共有する核酸配列の発現を低下させる過程を指す。しかし、最近になって、非ＲＮＡ二本
鎖分子を使用して遺伝子サイレンシングが達成され得ることが示された（例えば米国特許
出願第２００７０００４６６７号参照）。
【０１４３】
　ＲＮＡ干渉（ＲＮＡｉ）は、特定のＲＮＡ及び／又はタンパク質の産生を特異的に阻害
するために特に有用である。理論に拘束されることを望むものではないが、Waterhouse e
t al. (1998)は、ｄｓＲＮＡ（二本鎖ＲＮＡ）がタンパク質産生を低下させるために利用
し得る機構についてのモデルを提供した。この技術は、対象とする遺伝子又はその一部の
ｍＲＮＡ、この場合は本発明によるポリペプチドをコードするｍＲＮＡと基本的に同一の
配列を含むｄｓＲＮＡ分子の存在に基づく。好都合にも、ｄｓＲＮＡは組換えベクター又
は宿主細胞において単一プロモーターから作製することができ、前記組換えベクター又は
宿主細胞では、センス配列とアンチセンス配列が無関係な配列に隣接されており、その無
関係な配列は、センス配列とアンチセンス配列がハイブリダイズしてｄｓＲＮＡ分子を形
成することを可能にし、無関係な配列がループ構造を形成する。本発明のための適切なｄ
ｓＲＮＡ分子の設計と作製は、特にWaterhouse et al. (1998), Smith et al. (2000)、
国際公開公報第９９／３２６１９号、同第９９／５３０５０号、同第９９／４９０２９号
及び同第０１／３４８１５号を考慮して、十分に当業者の能力の範囲内である。
【０１４４】
　本発明は、遺伝子サイレンシングのための二本鎖領域を含む及び／又はコードする核酸
分子の使用を含む。核酸分子は、典型的にはＲＮＡであるが、ＤＮＡ、化学修飾されたヌ
クレオチド及び非ヌクレオチドを含み得る。
【０１４５】
　二本鎖領域は、少なくとも１９個の隣接ヌクレオチド、例えば約１９～２３ヌクレオチ
ドであるべきであるか、又はより長くてもよく、例えば３０若しくは５０ヌクレオチド、
又は１００ヌクレオチド若しくはそれ以上であり得る。遺伝子転写産物全体に対応する完
全長配列も使用し得る。好ましくは、それらは約１９～約２３ヌクレオチド長である。
【０１４６】
　標的される転写産物への核酸分子の二本鎖領域の同一性の程度は、少なくとも９０％、
より好ましくは９５～１００％であるべきである。核酸分子の同一性％は、ギャップ生成
ペナルティー＝５、ギャップ伸長ペナルティー＝０．３でＧＡＰ(Needleman and Wunsch,
 1970)分析（ＧＣＧプログラム）によって決定される。好ましくは、２つの配列をそれら
の長さ全体にわたって整列させる。
【０１４７】
　核酸分子は、言うまでもなく、分子を安定化するように機能し得る無関係な配列を含み
得る。
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【０１４８】
　本明細書で使用される「低分子干渉ＲＮＡ」又は「ｓｉＲＮＡ」という用語は、例えば
ＲＮＡｉを配列特異的に媒介することによって、遺伝子発現を阻害する又は下方調節する
ことができるリボヌクレオチドを含む核酸分子を指し、この場合、二本鎖部分は５０ヌク
レオチド未満の長さ、好ましくは約１９～約２３ヌクレオチド長である。例えばｓｉＲＮ
Ａは、自己相補的センス及びアンチセンス領域を含む核酸分子であり得、前記アンチセン
ス領域は、標的核酸分子内のヌクレオチド配列又はその一部に相補的なヌクレオチド配列
を含み、センス領域は、標的核酸配列又はその一部に対応するヌクレオチド配列を有する
。ｓｉＲＮＡは２つの別々のオリゴヌクレオチドから構築することができ、一方の鎖はセ
ンス鎖であり、他方はアンチセンス鎖であって、アンチセンス鎖とセンス鎖は自己相補的
である。
【０１４９】
　本明細書で使用される場合、ｓｉＲＮＡという用語は、配列特異的ＲＮＡｉを媒介する
ことができる核酸分子を表すために使用される他の用語、例えばマイクロＲＮＡ（ｍｉＲ
ＮＡ）、低分子ヘアピンＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ）、低分子干渉オリゴヌクレオチド、低分子
干渉核酸（ｓｉＮＡ）、低分子干渉修飾オリゴヌクレオチド、化学修飾ｓｉＲＮＡ、転写
後遺伝子サイレンシングＲＮＡ（ｐｔｇｓＲＮＡ）等に等しいことが意図されている。加
えて、本明細書で使用される場合、ＲＮＡｉという用語は、配列特異的ＲＮＡ干渉を表す
ために使用される他の用語、例えば転写後遺伝子サイレンシング、翻訳阻害、又はエピジ
ェネティクスに等しいことが意図されている。例えば、本発明のｓｉＲＮＡ分子を使用し
て、転写後レベル又は転写前レベルの両方で遺伝子を後成的に沈黙させることができる。
非限定的な例では、本発明のｓｉＲＮＡ分子による遺伝子発現のエピジェネティック調節
は、遺伝子発現を変化させるためのｓｉＲＮＡを介した染色質構造の修飾から生じ得る。
【０１５０】
　好ましい低分子干渉ＲＮＡ（「ｓｉＲＮＡ」）分子は、標的ｍＲＮＡの約１９～２３個
の隣接ヌクレオチドに同一であるヌクレオチド配列を含む。１つの実施形態では、標的ｍ
ＲＮＡ配列は、ジヌクレオチドＡＡから始まり、約３０～７０％（好ましくは３０～６０
％、より好ましくは４０～６０％、さらに好ましくは約４５％～５５％）のＧＣ含量を含
み、例えば標準的なＢＬＡＳＴ検索によって決定されるように、それが導入される鳥類（
好ましくはニワトリ）のゲノム内に標的以外のいかなるヌクレオチド配列に対しても高い
同一性パーセントを有さない。
【０１５１】
　「ｓｈＲＮＡ」又は「低分子ヘアピンＲＮＡ」により、約５０ヌクレオチド未満、好ま
しくは約１９～約２３ヌクレオチドが同じＲＮＡ分子上に位置する相補的配列と塩基対合
しており、前記配列と相補的配列は少なくとも約４～１５ヌクレオチドの非対合領域によ
って分けられ、前記非対合領域が塩基相補性の２つの領域によって創造されるステム構造
の上に一本鎖ループを形成する、ｓｉＲＮＡ分子が意味される。一本鎖ループの配列の例
は、５’ＵＵＣＡＡＧＡＧＡ３’及び５’ＵＵＵＧＵＧＵＡＧ３’である。
【０１５２】
　含まれるｓｈＲＮＡは、ＲＮＡ分子が、一本鎖スペーサー領域によって分けられた２又
はそれ以上のそのようなステムループ構造を含む、デュアル又はバイフィンガー及びマル
チフィンガーヘアピンｄｓＲＮＡである。
【０１５３】
　ｓｉＲＮＡを設計するための十分に確立された判定基準がある（例えばElbashire et a
l., 2001 ; Amarzguioui et al., 2004; Reynolds et al., 2004参照）。詳細は、いくつ
かの商業的供給者、例えばＡｍｂｉｏｎ、Ｄｈａｒｍａｃｏｎ、ＧｅｎＳｃｒｉｐｔ、及
びＯｌｉｇｏＥｎｇｉｎｅのウエブサイトにおいて見出される。典型的には、多くのｓｉ
ＲＮＡを、それらの有効性を比較するために作製し、スクリーニングしなければならない
。
【０１５４】
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　ひとたび設計されれば、本発明の方法における使用のためのｄｓＲＮＡは、当分野にお
いて公知の任意の方法によって、例えばインビトロ転写によって、組換え法によって、又
は合成手段によって作製され得る。ｓｉＲＮＡは、組換え酵素、例えばＴ７　ＲＮＡポリ
メラーゼとＤＮＡオリゴヌクレオチド鋳型を使用することによってインビトロで作製でき
るか、又は、例えば培養細胞においてインビボで調製することができる。好ましい実施形
態では、核酸分子は合成によって生産される。
【０１５５】
　加えて、例えばＲＮＡポリメラーゼＩＩＩプロモーターを含む、ベクターからヘアピン
ｓｉＲＮＡを作製するために方法が記述されている。様々なベクターが、Ｈ１－ＲＮＡ又
はｓｎＵ６　ＲＮＡプロモーターのいずれかを使用して宿主細胞においてヘアピンｓｉＲ
ＮＡを作製するために構築されている。前述したＲＮＡ分子（例えば第１部分、連結配列
、及び第２部分）をそのようなプロモーターに作動可能に連結することができる。ＲＮＡ
ポリメラーゼＩＩＩによって転写される場合、第１部分と第２部分がヘアピンの二本鎖ス
テムを形成し、連結配列がループを形成する。ｐＳｕｐｅｒベクター（ＯｌｉｇｏＥｎｇ
ｉｎｅｓ　Ｌｔｄ．，Ｓｅａｔｔｌｅ，Ｗａｓｈ．）も、ｓｉＲＮＡを作製するために使
用できる。
【０１５６】
　本発明の核酸分子の性質を改善するためにヌクレオチドの修飾型又は類似体を導入する
ことができる。改善された性質は、高いヌクレアーゼ抵抗性及び／又は細胞膜を透過する
高い能力を含む。従って、「ポリヌクレオチド」及び「二本鎖ＲＮＡ分子」等の用語は、
例えばイノシン、キサンチン、ヒポキサンチン、２－アミノアデニン、６－メチル－、２
－プロピル－及び他のアルキル－アデニン、５－ハロウラシル、５－ハロシトシン、６－
アザシトシン及び６－アザチミン、プソイドウラシル、４－チオウラシル、８－ハロアデ
ニン、８－アミノアデニン、８－チオールアデニン、８－チオールアルキルアデニン、８
－ヒドロキシルアデニン及び他の８－置換アデニン、８－ハログアニン、８－アミノグア
ニン、８－チオールグアニン、８－チオアルキルグアニン、８－ヒドロキシルグアニン及
び他の置換グアニン、他のアザ及びデアザアデニン、他のアザ及びデアザグアニン、５－
トリフルオロメチルウラシル並びに５－トリフルオロシトシンなどの、しかしこれらに限
定されない、合成的に修飾された塩基を含む。
【０１５７】
　１つの実施形態では、ｄｓ分子、好ましくはｄｓＲＮＡは、ＴがＵで置換された、配列
番号：９～１６として提供されるヌクレオチドの配列の任意の１又はそれ以上の少なくと
も１９個の隣接ヌクレオチドを含有するオリゴヌクレオチドを含み、二本鎖である分子の
部分は少なくとも１９塩基対の長さであり、前記オリゴヌクレオチドを含有する。
【０１５８】
　本発明の方法において使用できるｄｓ分子の例は、中国特許第１８０４０３８号、中国
特許第１８３４２５４号、国際公開公報第０８／０４５５７６号、米国特許出願第２００
６０２５３７０号、米国特許出願第２００６０９４０３２号、英国特許第２４０６５６９
号、カナダ特許第２５３７０８５号、国際公開公報第０３／０７０９１０号、米国特許出
願第２００６２１７３３２号、同第２００５２２２０６６号、同第２００５０５４５９６
号、同第２００４２０９８３２号、同第２００４１３８１６３号、同第２００５１４８５
３０号及び同第２００５１７１０３９号に記載されているものを含むが、これらに限定さ
れない。
【０１５９】
　アンチセンスポリヌクレオチド
　「アンチセンスポリヌクレオチド」という用語は、本発明のポリペプチドをコードし、
転写後事象、例えばｍＲＮＡ翻訳に干渉することができる特異的ｍＲＮＡ分子の少なくと
も一部に相補的なＤＮＡ又はＲＮＡ又はそれらの組合せの分子を意味すると解釈される。
アンチセンス法の使用は当分野において周知である（例えばG. Hartmann and S. Endres,
 Manual of Antisense Methodology, Kluwer (1999)参照）。Senior (1998)は、アンチセ
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ンス法は、現在、遺伝子発現を操作するための極めて広く確立された技術であると述べて
いる。
【０１６０】
　本発明のアンチセンスポリヌクレオチドは、生理的条件下で標的ポリヌクレオチドにハ
イブリダイズする。本明細書で使用される場合、「生理的条件下でハイブリダイズするア
ンチセンスポリヌクレオチド」という用語は、ポリヌクレオチド（完全に又は部分的に一
本鎖である）が、少なくとも、細胞、好ましくはヒト細胞において通常の条件下でタンパ
ク質、例えば配列番号：９～１６のいずれか１つにおいて提供されるものをコードするｍ
ＲＮＡと共に二本鎖ポリヌクレオチドを形成することができることを意味する。
【０１６１】
　アンチセンス分子は、構造遺伝子又は遺伝子発現若しくはスプライシング事象に対する
制御を生じさせる配列に対応する配列を含み得る。例えば、アンチセンス配列は、本発明
の遺伝子の標的コード領域、又は５’非翻訳領域（ＵＴＲ）若しくは３’－ＵＴＲ若しく
はこれらの組合せに対応し得る。アンチセンス配列は、イントロン配列に対して部分的に
相補的であり得、イントロン配列は転写の間又は転写後にスプライシングによって除去さ
れ、好ましくは標的遺伝子のエクソン配列だけになり得る。一般にＵＴＲのより大きな相
違を考慮して、これらの領域を標的することは遺伝子阻害のより大きな特異性を提供する
。
【０１６２】
　アンチセンス配列の長さは、少なくとも１９個の隣接ヌクレオチド、好ましくは少なく
とも５０ヌクレオチド、より好ましくは少なくとも１００、２００、５００又は１０００
ヌクレオチドであるべきである。遺伝子転写産物全体に相補的な完全長配列が使用され得
る。長さは、最も好ましくは１００～２０００ヌクレオチドである。標的転写産物へのア
ンチセンス配列の同一性の程度は、少なくとも９０％、より好ましくは９５～１００％で
あるべきである。アンチセンスＲＮＡ分子は、言うまでもなく、分子を安定化するように
機能し得る無関係な配列を含み得る。
【０１６３】
　本発明の方法において使用できるアンチセンスポリヌクレオチドの例は、米国特許出願
第２００３１８６９２０号及び国際公開公報第０７／０１３７０４号に記載されているも
のを含むが、これらに限定されない。
【０１６４】
　触媒ポリヌクレオチド
　触媒ポリヌクレオチド／核酸という用語は、個別の基質を特異的に認識し、この基質の
化学的修飾を触媒する、ＤＮＡ分子若しくはＤＮＡ含有分子（当分野では「デオキシリボ
ザイム」としても知られる）又はＲＮＡ若しくはＲＮＡ含有分子（「リボザイム」として
も知られる）を指す。触媒核酸における核酸塩基は、塩基Ａ、Ｃ、Ｇ、Ｔ（及びＲＮＡに
ついてはＵ）であり得る。
【０１６５】
　典型的には、触媒核酸は、標的核酸の特異的認識のためのアンチセンス配列、及び核酸
を切断する酵素活性（本明細書では「触媒ドメイン」とも称される）を含む。本発明にお
いて特に有用なリボザイムの種類は、ハンマーヘッド型リボザイム(Haseloff and Gerlac
h, 1988; Perriman et al, 1992)及びヘアピン型リボザイム(Shippy et al, 1999)である
。
【０１６６】
　本発明における使用のためのリボザイム及びリボザイムをコードするＤＮＡは、当分野
で周知の方法を用いて化学合成することができる。リボザイムはまた、ＲＮＡポリメラー
ゼプロモーター、例えばＴ７ ＲＮＡポリメラーゼ又はＳＰ６ ＲＮＡポリメラーゼについ
てのプロモーターに作動可能に連結されたＤＮＡ分子（転写後、ＲＮＡ分子を生じる）か
ら調製され得る。従って、本発明の触媒ポリヌクレオチドをコードする核酸分子、すなわ
ちＤＮＡ又はｃＤＮＡも、本発明によって提供される。ベクターが、ＤＮＡ分子に作動可
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能に連結されたＲＮＡポリメラーゼプロモーターも同時に含む場合、ＲＮＡポリメラーゼ
及びヌクレオチドとのインキュベーション後にインビトロでリボザイムを生産することが
できる。別の実施形態では、ＤＮＡを発現カセット又は転写カセットに挿入し得る。合成
後、リボザイムを安定化し、ＲＮアーゼに対して抵抗性にする能力を有するＤＮＡ分子へ
の連結によってＲＮＡ分子を修飾することができる。
【０１６７】
　本明細書で述べるアンチセンスポリヌクレオチドに関して、本発明の触媒ポリヌクレオ
チドはまた、「生理的条件」下で、すなわち細胞内の条件（特に動物細胞、例えばヒト細
胞内の条件）下で標的核酸分子（例えば配列番号：１～８において提供される任意のポリ
ペプチドをコードするｍＲＮＡ）にハイブリダイズすることができるべきである。
【０１６８】
　本発明の方法において使用できるリボザイムの例は、米国特許第６，３４６，３９８,
号、Ciafre et al. (2004)及び Weng et al. (2005)に記載されているものを含むが、こ
れらに限定されない。
【０１６９】
　遺伝子治療
　本明細書で述べる治療用ポリヌクレオチドは、しばしば「遺伝子治療」と称される治療
形式でのそのようなポリヌクレオチドの発現により、本発明に従って使用され得る。そこ
で、患者からの細胞を、エクスビボでポリヌクレオチドをコードするようにポリヌクレオ
チド、例えばＤＮＡ又はＲＮＡを用いて操作し得る。操作した細胞を、次に、ポリヌクレ
オチド、又は該当する場合はそれによってコードされるポリペプチド（例えばＶＥＧＦ抗
体）で治療される患者に提供することができる。この実施形態では、例えば形質転換する
ためのレトロウイルスプラスミドベクターの使用によって、細胞、例えば幹細胞又は分化
した幹細胞をエクスビボで操作し得る。そのような方法は当分野において周知であり、本
発明におけるそれらの使用は、本明細書における教示から明らかである。
【０１７０】
　さらに、当分野で公知の手順により、インビボでのポリヌクレオチドの発現のために細
胞をインビボで操作し得る。例えば、ポリヌクレオチドを、複製欠損レトロウイルスベク
ター又はアデノウイルスベクター又は他のベクター（例えばポックスウイルスベクター）
における発現のために操作し得る。次に発現構築物を単離し得る。パッケージング細胞に
、本明細書で述べるポリヌクレオチドをコードするＲＮＡを含むプラスミドベクターを形
質導入すると、パッケージング細胞は、今や、対象とする遺伝子を含む感染性ウイルス粒
子を産生するようになる。これらのプロデューサー細胞を、インビボでの細胞の操作及び
インビボでのポリヌクレオチドの発現のために患者に投与し得る。ポリヌクレオチドを投
与するためのこれらや他の方法は、本発明の教示から当業者には明らかなはずである。
【０１７１】
　上記で言及したレトロウイルスプラスミドベクターが由来し得るレトロウイルスは、モ
ロニーマウス白血病ウイルス、脾臓壊死ウイルス、ラウス肉腫ウイルス、ハーベイ肉腫ウ
イルス、トリ白血病ウイルス、テナガザル白血病ウイルス、ヒト免疫不全ウイルス、アデ
ノウイルス、骨髄増殖性肉腫ウイルス、及び乳癌ウイルスを含むが、これらに限定されな
い。好ましい実施形態では、レトロウイルスプラスミドベクターはモロニーマウス白血病
ウイルスに由来する。
【０１７２】
　そのようなベクターは、ポリヌクレオチドを発現するために１又はそれ以上のプロモー
ターを含む。使用し得る適切なプロモーターは、レトロウイルスＬＴＲ；ＳＶ４０プロモ
ーター；及びヒトサイトメガロウイルス（ＣＭＶ）プロモーターを含むが、これらに限定
されない。細胞プロモーター、例えば、ヒストン、ＲＮＡポリメラーゼＩＩＩ、メタロチ
オネインプロモーター、熱ショックプロモーター、アルブミンプロモーター、ヒトグロビ
ンプロモーター及びα－アクチンプロモーターを含むがこれらに限定されない、真核細胞
プロモーターも使用できる。使用し得るさらなるウイルスプロモーターは、アデノウイル
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スプロモーター、チミジンキナーゼ（ＴＫ）プロモーター、及びＢ１９パルボウイルスプ
ロモーターを含むが、これらに限定されない。適切なプロモーターの選択は、本明細書に
含まれる教示から当業者には明らかである。
【０１７３】
　レトロウイルスプラスミドベクターを使用してパッケージング細胞株に形質導入し、プ
ロデューサー細胞株を形成することができる。トランスフェクトし得るパッケージング細
胞の例としては、ＰＥ５０１、ＰＡ３１７、Ｙ－２、Ｙ－ＡＭ、ＰＡ１２、Ｔ１９－１４
Ｘ、ＶＴ－１９－１７－Ｈ２、ＹＣＲＥ、ＹＣＲＩＰ、ＧＰ＋Ｅ－８６、ＧＰ＋ｅｎｖＡ
ｍ１２、及びMiller(1990)によって記述されたＤＡＮ細胞株を含むが、これらに限定され
ない。ベクターは、当分野で公知の任意の手段を介してパッケージング細胞に形質導入し
得る。そのような手段は、エレクトロポレーション、リポソームの使用、及びＣａＰＯ４

沈降を含むが、これらに限定されない。１つの選択的な方法では、レトロウイルスプラス
ミドベクターをリポソーム中に封入し得るか、又は脂質に結合して、その後宿主に投与し
得る。
【０１７４】
　プロデューサー細胞株は、ポリヌクレオチドを含む感染性レトロウイルスベクター粒子
を生成する。次にそのようなレトロウイルスベクター粒子を、インビトロ又はインビボで
真核細胞に形質導入するために使用し得る。形質導入された真核細胞はポリヌクレオチド
を発現し、該当する場合はそれによってコードされるポリペプチドを産生する。形質導入
し得る真核細胞は、胚性幹細胞、網膜幹細胞、胚性癌腫細胞、並びに造血幹細胞、肝細胞
、線維芽細胞、筋芽細胞、ケラチノサイト、筋細胞（特に骨格筋細胞）、内皮細胞及び気
管支上皮細胞を含むが、これらに限定されない。
【０１７５】
　１つの実施形態では、併用療法の一部として投与される細胞は、それらが化合物を産生
するように遺伝的に修飾された細胞ではない。特に好ましい実施形態では、併用療法の一
部として投与される細胞は、それらが抗ＶＥＧＦモノクローナル抗体を産生するように遺
伝的に修飾された細胞ではない。
【０１７６】
　遺伝子修飾の成功を観測するため及びポリヌクレオチドが組み込まれた細胞の選択のた
めに、選択マーカーを構築物又はベクターに含めてもよい。非限定的例としては、薬剤耐
性マーカー、例えばＧ１４８又はハイグロマイシンを含む。加えて、例えばマーカーがＨ
ＳＶ－ｔｋ遺伝子である場合、陰性選択も使用し得る。この遺伝子は、細胞を作用物質、
例えばアシクロビル及びガンシクロビルに対して感受性にする。ＮｅｏＲ（ネオマイシン
／Ｇ１４８耐性）遺伝子が一般的に使用されるが、その遺伝子配列が標的細胞内に既に存
在していない任意の好都合なマーカー遺伝子が使用できる。さらなる非限定的な例として
は、低親和性神経成長因子（ＮＧＦＲ）、強化緑色蛍光タンパク質（ＥＦＧＰ）、ジヒド
ロ葉酸レダクターゼ遺伝子（ＤＨＦＲ）、細菌ｈｉｓＤ遺伝子、マウスＣＤ２４（ＨＳＡ
）、マウスＣＤ８ａ（ｌｙｔ）、ピューロマイシン又はフレオマイシンへの耐性を付与す
る細菌遺伝子、及びβ－ガラクトシダーゼを含む。
【０１７７】
　付加的なポリヌクレオチド配列を同じベクター上で細胞に導入してもよく、又は第２の
ベクター上で宿主細胞へ導入してもよい。好ましい実施形態では、選択マーカーはポリヌ
クレオチドと同じベクター上に含まれる。
【０１７８】
　本発明はまた、内因性遺伝子の発現が上方調節されて、野生型細胞と比較してコードさ
れるタンパク質の産生上昇を生じさせるように、内因性遺伝子のプロモーター領域を遺伝
的に修飾することを包含する。
【０１７９】
　本発明の有用な実施形態では、血管新生を破壊する又は阻害する遺伝子を含むように細
胞を遺伝的に修飾する。遺伝子は、細胞傷害性物質、例えばリシンをコードし得る。もう
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１つの実施形態では、遺伝子は、免疫拒絶反応を惹起する細胞表面分子をコードする。例
えば、α１，３ガラクトシルトランスフェラーゼを産生するように細胞を細胞を遺伝的に
修飾することができる。この酵素は、主要な異好性抗原であるα１，３ガラクトシルエピ
トープを合成し、その発現は、前形成された循環抗体によって及び／又はＴ細胞媒介性免
疫拒絶反応によってトランスジェニック内皮細胞の超急性免疫拒絶反応を引き起こす。
【０１８０】
　本発明に従った遺伝子治療は、患者における遺伝子治療ポリヌクレオチドの一過性の（
一時的な）存在又は患者へのポリヌクレオチドの永続的な導入を含み得る。
【０１８１】
　組成物及びその投与
　典型的には、本発明の細胞及び化合物は、少なくとも１つの医薬的に許容される担体を
含有する医薬組成物中で投与される。さらに、本発明の１つの態様は、細胞及びＶＥＧＦ
シグナル伝達を破壊する化合物、並びに、場合により医薬的に許容される担体を含有する
組成物に関する。
【０１８２】
　「医薬的に許容される」という語句は、健全な医学的判断の範囲内で、過度の毒性、刺
激、アレルギー反応又は他の問題若しくは合併症を伴わずにヒト及び動物の組織と接触さ
せる使用に適し、妥当な利益／危険度比に釣り合う、化合物、材料、組成物及び／又は投
与形態を指す。本明細書で使用される「医薬的に許容される担体」という語句は、医薬的
に許容される材料、組成物又はビヒクル、例えば液体若しくは固体充填剤、希釈剤、賦形
剤、又は溶媒封入材料を意味する。
【０１８３】
　医薬的に許容される担体は、食塩水、水性緩衝液、溶媒及び／又は分散媒を含む。その
ような担体の使用は当分野において周知である。溶液は、好ましくは無菌であり、容易に
注射できる程度に流動性である。好ましくは、溶液は、製造及び貯蔵条件下で安定であり
、例えばパラベン、クロロブタノール、フェノール、アスコルビン酸、チメロサール等の
使用を介して微生物、例えば細菌及び真菌の汚染作用から保護される。
【０１８４】
　医薬的に許容される担体としての役割を果たすことができる材料及び溶液の一部の例と
しては、（１）糖類、例えばラクトース、グルコース及びスクロース；（２）デンプン、
例えばトウモロコシデンプン及びジャガイモデンプン；（３）セルロース及びその誘導体
、例えばカルボキシメチルセルロースナトリウム、エチルセルロース及び酢酸セルロース
；（４）粉末トラガカントガム；（５）麦芽；（６）ゼラチン；（７）滑石；（８）賦形
剤、例えばココアバター及び坐剤ワックス；（９）油、例えば落花生油、綿実油、ベニバ
ナ油、ゴマ油、オリーブ油、トウモロコシ油及びダイズ油；（１０）グリコール、例えば
プロピレングリコール；（１１）ポリオール、例えばグリセリン、ソルビトール、マンニ
トール及びポリエチレングリコール；（１２）エステル、例えばオレイン酸エチル及びラ
ウリン酸エチル；（１３）寒天；（１４）緩衝剤、例えば水酸化マグネシウム及び水酸化
アルミニウム；（１５）アルギン酸；（１６）発熱物質不含水；（１７）等張食塩水；（
１８）リンガー液；（１９）エチルアルコール；（２０）ｐＨ緩衝液；（２１）ポリエス
テル、ポリカーボネート及び／又はポリ無水物；並びに（２２）医薬製剤において使用さ
れる他の非毒性適合性物質を含む。
【０１８５】
　本発明の方法のために有用な細胞を含有する医薬組成物は、ポリマー担体又は細胞外マ
トリックスを含有し得る。
【０１８６】
　様々な生物学的又は合成固体マトリックス材料（すなわち固体支持体マトリックス、生
体接着剤又は包帯、及び生物学的／医学的足場）が本発明における使用に適する。マトリ
ックス材料は、好ましくはインビボ適用における使用のために医学的に許容される。その
ような医学的に許容される及び／又は生物学的若しくは生理学的に許容される若しくは適
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合性の材料の非限定的な例としては、吸収性及び／又は非吸収性である固体マトリックス
材料、例えば小腸粘膜下組織（ＳＩＳ）、例えばブタ由来（及び他のＳＩＳソース）のも
の；架橋又は非架橋アルギネート、親水コロイド、発泡体、コラーゲンゲル、コラーゲン
スポンジ、ポリグリコール酸（ＰＧＡ）メッシュ、ポリグラクチン（ＰＧＬ）メッシュ、
フリース、発泡包帯、生体接着剤（例えばフィブリン糊及びフィブリンゲル）並びに１又
はそれ以上の層の脱表皮化死滅皮膚等価物（dead de-epidermized skin equivalents）を
含むが、これらに限定されない。
【０１８７】
　フィブリン糊は、様々な臨床環境で使用されてきた外科用シーラントの１つのクラスで
ある。当業者が認識するように、数多くのシーラントが本発明の方法で使用するための組
成物において有用である。しかし、本発明の好ましい実施形態は、本明細書で述べる細胞
とフィブリン糊の使用に関する。
【０１８８】
　本明細書で使用される場合、「フィブリン糊」という用語は、カルシウムイオンの存在
下でフィブリンポリマーの架橋によって形成される不溶性マトリックスを指す。フィブリ
ン糊は、フィブリンマトリックスを形成する生体組織又は生体液に由来するフィブリノー
ゲン又はその誘導体若しくは代謝産物、フィブリン（可溶性モノマー若しくはポリマー）
及び／又はそれらの複合体から形成され得る。あるいは、フィブリン糊は、組換えＤＮＡ
技術によって生産される、フィブリノーゲン又はその誘導体若しくは代謝産物、又はフィ
ブリンから形成され得る。
【０１８９】
　フィブリン糊はまた、フィブリノーゲンとフィブリン糊形成の触媒（例えばトロンビン
及び／又は第ＸＩＩＩ因子）との相互作用によっても形成され得る。当業者に認識される
ように、フィブリノーゲンは触媒（例えばトロンビン）の存在下でタンパク質分解によっ
て切断され、フィブリンモノマーに変換される。フィブリンモノマーは、その後ポリマー
を形成し、それらが架橋してフィブリン糊マトリックスを形成し得る。フィブリンポリマ
ーの架橋は、触媒、例えば第ＸＩＩＩ因子の存在によって促進され得る。フィブリン糊形
成の触媒は、血漿、寒冷沈降物又はフィブリノーゲン若しくはトロンビンを含有する他の
血漿画分に由来し得る。あるいは、触媒は組換えＤＮＡ技術によって生産され得る。
【０１９０】
　血餅が形成する速度は、フィブリノーゲンと混合されるトロンビンの濃度に依存する。
酵素依存性反応であるので、温度が高いほど（３７℃まで）、血餅形成速度は速くなる。
血餅の引張強度は、使用されるフィブリノーゲンの濃度に依存する。
【０１９１】
　フィブリン糊の使用及びその調製と使用のための方法は、米国特許第５，６４３，１９
２号に記載されている。米国特許第５，６４３，１９２号は、単一ドナーからのフィブリ
ノーゲン及びトロンビン成分の抽出、並びにフィブリン糊として使用するためのこれらの
成分だけの組合せを開示する。米国特許第５，６５１，９８２号は、フィブリン糊につい
ての別の調製及び使用方法を記載する。米国特許第５，６５１，９８２号は、哺乳動物に
おける局所シーラントとしての使用のためのリポソームとフィブリン糊を提供する。
【０１９２】
　いくつかの公表文献は、治療薬の送達のためのフィブリン糊の使用を述べている。例え
ば米国特許第４，９８３，３９３号は、アガロース、寒天、塩類溶液、グリコサミノグリ
カン、コラーゲン、フィブリン及び酵素を含む、膣内挿入物として使用するための組成物
を開示する。さらに、米国特許第３，０８９，８１５号は、フィブリノーゲン及びトロン
ビンから構成される注射用医薬製剤を開示し、米国特許第６，４６８，５２７号は、体内
の特定部位への様々な生物学的及び非生物学的製剤の送達を容易にするフィブリン糊を開
示する。そのような手順は本発明の方法において使用できる。
【０１９３】
　適切なポリマー担体は、合成又は天然ポリマーで形成される多孔性メッシュ又はスポン
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ジ、並びにポリマー溶液を含む。マトリックスの１つの形態はポリマーメッシュ又はスポ
ンジである；他の形態はポリマーヒドロゲルである。使用できる天然ポリマーは、タンパ
ク質、例えばコラーゲン、アルブミン及びフィブリン；並びに多糖類、例えばアルギネー
ト及びヒアルロン酸のポリマーが挙げられる。合成ポリマーは、生分解性ポリマー及び非
生分解性ポリマーの両方を含む。生分解性ポリマーの例としては、ヒドロキシ酸のポリマ
ー、例えばポリ乳酸（ＰＬＡ）、ポリグリコール酸（ＰＧＡ）及びポリ乳酸－グリコール
酸（ＰＬＧＡ）、ポリオルトエステル、ポリ無水物、ポリホスファゼン、並びにそれらの
組合せを含む。非生分解性ポリマーは、ポリアクリレート、ポリメタクリレート、エチレ
ンビニルアセテート、及びポリビニルアルコールを含む。
【０１９４】
　展性のあるイオン架橋した又は共有結合で架橋したヒドロゲルを形成することができる
ポリマーが、細胞を封入するために使用される。ヒドロゲルは、有機ポリマー（天然又は
合成）が共有結合、イオン結合又は水素結合によって架橋されて三次元開格子構造を創造
し、それが水分子を捕捉してゲルを形成する場合に作られる物質である。ヒドロゲルを形
成するために使用できるマトリックスの例としては、多糖類、例えばアルギネート、ポリ
ホスファジン、及びイオン架橋しているポリアクリレート、又はそれぞれ温度又はｐＨに
よって架橋される、ブロックコポリマー、例えばＰｌｕｒｏｎｉｃｓ（商標）若しくはＴ
ｅｔｒｏｎｉｃｓ（商標）、ポリエチレンオキシド－ポリプロピレングリコールブロック
コポリマーを含む。他の材料は、タンパク質、例えばフィブリン、ポリマー、例えばポリ
ビニルピロリドン、ヒアルロン酸及びコラーゲンを含む。
【０１９５】
　一般に、荷電側基又はその一価イオン塩を有するこれらのポリマーは、水溶液、例えば
水、緩衝塩類溶液、又はアルコール水溶液に少なくとも部分的に可溶性である。陽イオン
と反応し得る酸性側基を有するポリマーの例は、ポリホスファゼン、ポリアクリル酸、ポ
リメタクリル酸、アクリル酸とメタクリル酸のコポリマー、ポリビニルアセテート、及び
スルホン化ポリマー、例えばスルホン化ポリスチレンである。アクリル酸又はメタクリル
酸とビニルエーテルモノマー又はポリマーとの反応によって形成される、酸性側基を有す
るコポリマーも使用できる。酸性基の例は、カルボン酸基、スルホン酸基、ハロゲン化（
好ましくはフッ素化）アルコール基、フェノール性ＯＨ基、及び酸性ＯＨ基である。陰イ
オンと反応し得る塩基性側基を有するポリマーの例は、ポリビニルアミン、ポリビニルピ
リジン、ポリビニルイミダゾール、及び一部のイミノ置換ポリホスファゼンである。ポリ
マーのアンモニウム塩又は第四級塩も、それらの骨格窒素又はペンダントイミノ基から形
成することができる。塩基性側基の例は、アミノ基及びイミノ基である。
【０１９６】
　さらに、本発明の方法のために使用される組成物は、少なくとも１つの他の治療薬を含
有し得る。例えば、組成物は、炎症若しくは疼痛を治療するのを助ける鎮痛薬、別の抗血
管新生化合物、又は組成物で治療される部位の感染を予防するための抗感染薬を含有し得
る。より具体的に、有用な治療薬の非限定的な例としては以下の治療カテゴリーを含む：
鎮痛薬、例えば非ステロイド系抗炎症薬、アヘン剤アゴニスト及びサリチル酸塩；抗感染
薬、例えば駆虫薬、抗嫌気性菌薬、抗生物質、アミノグリコシド系抗生物質、抗真菌性抗
生物質、セファロスポリン系抗生物質、マクロライド系抗生物質、その他のβ－ラクタム
系抗生物質、ペニシリン系抗生物質、キノロン系抗生物質、スルホンアミド系抗生物質、
テトラサイクリン系抗生物質、抗マイコバクテリア薬、抗結核性抗マイコバクテリア薬、
抗原虫薬、抗マラリア性抗原虫薬、抗ウイルス薬、抗レトロウイルス薬、殺疥癬虫薬、抗
炎症薬、コルチコステロイド抗炎症薬、かゆみ止め／局所麻酔薬、局所抗感染薬、抗真菌
性局所抗感染薬、抗ウイルス性局所抗感染薬；電解質及び腎臓薬、例えば酸性化薬、アル
カリ化薬、利尿薬、炭酸脱水酵素阻害剤利尿薬、ループ利尿薬、浸透圧利尿薬、カリウム
保持性利尿薬、チアジド系利尿薬、電解質補充薬、及び尿酸排泄薬；酵素、例えば、膵酵
素及び血栓溶解酵素；胃腸薬、例えば、下痢止め薬、胃腸抗炎症薬、胃腸抗炎症薬、制酸
性抗潰瘍薬、胃酸ポンプ阻害剤抗潰瘍薬、胃粘膜抗潰瘍薬、Ｈ２ブロッカー抗潰瘍薬、胆
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石溶解薬、消化薬、催吐薬、緩下剤及び便軟化剤、並びに消化管運動改善薬；全身麻酔薬
、例えば吸入麻酔薬、ハロゲン化吸入麻酔薬、静脈麻酔薬、バルビツール酸系静脈麻酔薬
、ベンゾジアゼピン系静脈麻酔薬、及びアヘン剤アゴニスト静脈麻酔薬；ホルモン及びホ
ルモン調節剤、例えば堕胎薬、副腎薬、コルチコステロイド副腎薬、アンドロゲン、抗ア
ンドロゲン物質、免疫生物学的薬剤、例えば免疫グロブリン、免疫抑制薬、トキソイド、
及びワクチン；局所麻酔薬、例えば、アミド型局所麻酔薬及びエステル型局所麻酔薬；筋
骨格薬、例えば抗痛風抗炎症薬、コルチコステロイド抗炎症薬、金化合物抗炎症薬、免疫
抑制性抗炎症薬、非ステロイド系抗炎症薬（ＮＳＡＩＤ）、サリチル酸系抗炎症薬、無機
物；並びにビタミン、例えばビタミンＡ、ビタミンＢ、ビタミンＣ、ビタミンＤ、ビタミ
ンＥ、及びビタミンＫ。
【０１９７】
　単一組成物又は併用療法のいずれかとして、本発明と共に使用し得る他の抗血管新生因
子の例としては、血小板第４因子；硫酸プロタミン；硫酸化キチン誘導体（ズワイガニの
甲羅から調製される）；硫酸化多糖ペプチドグリカン複合体（ＳＰ－ＰＧ）（この化合物
の機能はステロイド類、例えばエストロゲン及びクエン酸タモキシフェンの存在によって
増強され得る）；スタウロスポリン；例えばプロリン類似体、シスヒドロキシプロリン、
ｄ，Ｌ－３，４－デヒドロプロリン、チアプロリン、α，α－ジピリジル、アミノプロピ
オニトリルフマレートを含む、マトリックス代謝の調節剤；４－プロピル－５－（４－ピ
リジニル）－２（３Ｈ）－オキサゾロン；メトトレキサート；ミトキサントロン；ヘパリ
ン；インターフェロン；２マクログロブリン－血清；ＣｈＩＭＰ－３；キモスタチン；シ
クロデキストリンテトラデカスルフェート；エポネマイシン；カンプトテシン；フマギリ
ン；金チオリンゴ酸ナトリウム；抗コラゲナーゼ血清；α２－抗プラスミン；ビサントレ
ン（Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｃａｎｃｅｒ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ）；ロベンザリット二ナトリウ
ム（Ｎ－（２）－カルボキシフェニル－４－クロロアントロニル酸二ナトリウム）；サリ
ドマイド；血管新生抑制性ステロイド；ＡＧＭ－１４７０；カルボキシアミノイミダゾー
ル；及びメタロプロテイナーゼ阻害剤、例えばＢＢ９４を含むが、これらに限定されない
。
【０１９８】
　特定実施形態では、その他の治療薬は、増殖因子又は細胞の分化及び／又は増殖に影響
を及ぼす他の分子であり得る。最終分化状態を誘導する増殖因子は当分野において周知で
あり、最終分化状態を誘導することが示されている任意のそのような因子から選択され得
る。本明細書で述べる方法における使用のための増殖因子は、特定実施形態では、天然に
生じる増殖因子の変異体又はフラグメントであり得る。
【０１９９】
　細胞を含有する本発明の方法のために有用な組成物は、細胞培養成分、例えば、アミノ
酸、金属、補酵素因子を含む培地、並びに他の細胞の小集団、例えば幹細胞のその後の分
化によって生じ得るものの一部を含有し得る。
【０２００】
　細胞を含有する本発明の方法のために有用な組成物は、例えば、培地から対象細胞を沈
降させ、それらを所望溶液又は物質に再懸濁することによって調製し得る。前記細胞は、
例えば遠心分離、ろ過、限外ろ過等によって培地から沈降させ得る及び／又は変化させ得
る。
【０２０１】
　組成物は、経口的、非経口的、口腔内、経膣、経直腸、吸入、吹送、舌下、筋肉内、皮
下、局所、鼻内、眼内、腹腔内、胸腔内、静脈内、硬膜外、髄腔内、脳室内経路で、及び
関節への注射によって投与し得る。
【０２０２】
　細胞及び／又は化合物は、例えば点眼剤、軟膏、クリーム、ゲル、懸濁液、インプラン
ト等を使用して、眼又は眼瞼に投与し得る。もう１つの実施形態では、眼内注射を使用し
て眼疾患を治療する。１つの実施形態では、細胞及び／又は化合物は硝子体内に投与され
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得、もう１つの実施形態では網膜下に、もう１つの実施形態では網膜内に、もう１つの実
施形態では眼周囲に投与され得る。１つの実施形態では、細胞及び／又は化合物は、手術
中に挿入される眼内レンズインプラントに結合されたデポー剤を介して、又は前眼房若し
くは硝子体において縫合された眼内に設置されたデポー剤を介して、前眼房又は硝子体内
に前房内経路で投与され得る。細胞及び／又は化合物は、賦形剤、例えばメチルセルロー
ス、ヒドロキシプロピルメチルセルロース、ヒドロキシプロピルセルロース、ポリビニル
ピロリジン、中性ポリアクリレート（メタクリレート）エステル、及び他の粘度増強剤と
共に製剤され得る。細胞及び／又は化合物は、例えば結膜下若しくはテノン嚢下注射、硝
子体内注射、又は球後注射によって眼に注入され得る。細胞及び／又は化合物は、徐放性
薬物送達システム、例えばポリマー、マトリックス、マイクロカプセル、又は例えば、単
独の又はポリエチレングリコールと組み合わせた、グリコール酸、乳酸、グリコール酸と
乳酸の組合せ、リポソーム、シリコーン、ポリ無水物、ポリビニルアセテート等から製剤
される他の送達システムで投与され得る。送達装置は、長期的な薬物送達のために眼内に
移植することができ、例えば結膜下に移植、眼壁に移植、強膜に縫合することができる。
導入の方法は、さらに、非生分解性装置によって提供され得る。特に、細胞及び／又は化
合物は移植可能レンズによって投与され得る。細胞及び／又は化合物は、レンズ上に被覆
されるか、レンズ全体に分散される又はその両方であり得る。
【０２０３】
　注射用途に適する医薬組成物は、滅菌水溶液（水溶性の場合）又は分散液及び滅菌注射
用溶液又は分散液の即時調製のための滅菌粉末を含む。静脈内投与については、適切な担
体は、生理食塩水、静菌水、ＣＲＥＭＯＰＨＯＲ　ＥＬ（ＢＡＳＦ，Ｐａｒｓｉｐｐａｎ
ｙ，Ｎ．Ｊ．）又はリン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ）を含む。すべての場合に、組成物は無菌
でなければならず、また容易に注射できる程度に流動性であるべきである。組成物は、製
造及び貯蔵条件下で安定であり、微生物、例えば細菌及び真菌の汚染作用から保護される
べきである。担体は、例えば水、エタノール、ポリオール（例えばグリセロール、プロピ
レングリコール及び液体ポリエチレングリコール等）、及びそれらの適切な混合物を含む
溶媒又は分散媒であり得る。適切な流動性は、例えば被覆剤、例えばレシチンの使用によ
って、分散の場合は必要な粒径に維持によって及び界面活性剤に使用によって維持され得
る。微生物の作用の防止は、様々な抗菌薬及び抗真菌薬、例えばパラベン、クロロブタノ
ール、フェノール、アスコルビン酸、チメロサール等によって達成され得る。等張剤、例
えば糖類、多価アルコール、例えばマンニトール、ソルビトール、塩化ナトリウムも組成
物に含めることができる。吸収を遅延させる物質、例えばモノステアリン酸アルミニウム
又はゼラチンを組成物に含めることにより、注射用組成物の持続的吸収を生じさせ得る。
【０２０４】
　滅菌注射用溶液は、所要量の化合物及び／又は細胞を、必要に応じて上記に列挙した成
分の１つ又はそれらの組合せと共に適切な溶媒に組み込み、その後ろ過滅菌することによ
って調製できる。一般に、分散液は、塩基性分散媒及び上記に列挙したものの中から必要
な他の成分を含有する滅菌ビヒクル中にポリヌクレオチドを組み込むことによって調製さ
れる。滅菌注射用溶液を調製するための滅菌粉末の場合は、適切な調製方法は真空乾燥及
び凍結乾燥を含み、前記方法は、有効成分及び任意の付加的な所望成分の粉末を、事前に
滅菌ろ過したそれらの溶液から生成する。
【０２０５】
　経口組成物は、一般に不活性希釈剤又は食用担体を含有する。経口治療投与のために、
化合物又は細胞を賦形剤と共に組み込むことができ、錠剤、トローチ、又はカプセル、例
えばゼラチンカプセルの形態で使用できる。経口組成物はまた、含そう薬としての使用の
ために流体担体を用いて調製することもできる。医薬的に適合性の結合剤及び／又はアジ
ュバント物質が組成物の一部として含まれてもよい。錠剤、丸剤、カプセル、トローチ等
は、以下の成分又は同様の性質を備える化合物のいずれかを含有し得る：結合剤、例えば
微結晶セルロース、トラガカントガム若しくはゼラチン；賦形剤、例えばデンプン若しく
はラクトース、崩壊剤、例えばアルギン酸、ＰＲＩＭＯＧＥＬ若しくはトウモロコシデン
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プン；潤滑剤、例えばステアリン酸マグネシウム若しくはＳｔｅｒｏｔｅｓ；流動促進剤
、例えばコロイド状二酸化ケイ素；甘味料、例えばスクロース若しくはサッカリン；又は
、香味料、例えばペパーミント、サリチル酸メチル若しくはオレンジフレーバー。
【０２０６】
　担体が固体である、経鼻投与に適する製剤は、例えば約２０～約５００ミクロンの範囲
の粒径を有する粗い粉末を含み、鼻から吸い込むように、すなわち鼻の近くに保持した粉
末の容器からの鼻道を通る迅速な吸入によって投与される。ネブライザによる投与のため
の、担体が液体である適切な製剤は、作用物質の水溶液又は油性溶液を含む。吸入による
投与のためには、化合物又は細胞を、適切な推進剤、例えば二酸化炭素などのガスを含有
する加圧容器若しくはディスペンサー、又はネブライザから、点滴剤又はエアロゾルスプ
レーの形態で送達することもできる。そのような方法は、米国特許第６，４６８，７９８
号に記載されているものを含む。
【０２０７】
　全身投与はまた、経粘膜又は経皮手段によってであり得る。経粘膜又は経皮投与のため
に、浸透すべきバリアに対して適切な浸透剤が製剤において使用される。そのような浸透
剤は一般に当分野において公知であり、例えば経粘膜投与については、界面活性剤、胆汁
酸塩及びフシジン酸誘導体を含む。経粘膜投与は、鼻スプレー、点眼剤又は坐剤の使用を
通して達成できる、経皮投与については、活性化合物は、当分野において一般に公知のよ
うに、軟膏（ointments, salves）、ゲル又はクリームに製剤される。
【０２０８】
　当業者は、本発明の組成物中の及び本発明の方法において投与される細胞、化合物及び
任意の担体（１又はそれ以上）の量を容易に決定することができる。１つの実施形態では
、任意の添加物（活性細胞又は化合物に加えて）がリン酸緩衝食塩水中に０．００１～５
０％（重量）の量で存在し、有効成分は、ほぼ数マイクログラムから数ミリグラム程度、
例えば約０．０００１～約５重量％、好ましくは約０．０００１～約１重量％、さらに一
層好ましくは約０．０００１～約０．０５重量％又は約０．００１～約２０重量％、好ま
しくは約０．０１～約１０重量％、さらに一層好ましくは約０．０５～約５重量％存在す
る。言うまでもなく、動物又はヒトに投与される任意の組成物に関して、及び任意の特定
投与方法に関して、それ故、毒性を測定すること、例えば適切な動物モデル、例えばげっ
歯動物、例えばマウスにおいて致死用量（ＬＤ）及びＬＤ５０を測定することによって；
並びに適切な応答を惹起する、組成物（１又はそれ以上）の用量、その中の成分の濃度及
び組成物（１又はそれ以上）を投与する時期を測定することが好ましい。そのような測定
は、当業者の知識、本開示及び本明細書で引用する資料から、過度の実験を必要としない
。また、過度の実験を伴わずに、連続投与のための時間を確認することができる。
【０２０９】
　本発明の組成物中の細胞の濃度は、少なくとも約５×１０５細胞／ｍＬ、少なくとも約
１×１０６細胞／ｍＬ、少なくとも約５×１０６細胞／ｍＬ、少なくとも約１０７細胞／
ｍＬ、少なくとも約２×１０７細胞／ｍＬ、少なくとも約３×１０７細胞／ｍＬ、又は少
なくとも約５×１０７細胞／ｍＬであり得る。
【０２１０】
　化合物は、各投与当たり約０．００１～２０００ｍｇ／ｋｇ体重、より好ましくは各投
与当たり約０．０１～５００ｍｇ／ｋｇ体重の量で投与され得る。反復用量は、治療する
医師によって処方されるように投与され得る。
【０２１１】
　本発明は、血管新生関連疾患を治療する又は予防するための、細胞とＶＥＧＦシグナル
伝達を破壊する化合物の併用に関する。「と組み合わせて」若しくは「併用療法」という
用語又はその変形は、細胞と化合物が、同じ組成物中又は別々（例えば互いに約５分以内
に）のいずれかで同時に、連続的に、又はその両方で、並びに数時間、数日間又は数週間
の時間間隔をおいて順に投与できることを意味する。そのような併用治療はまた、単回以
上の投与を含み得る。そのような併用療法は、１つの治療薬を他方の投与薬の投与の間に
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複数回投与することを含み得ることが企図される。投与と投与の間の期間は、数秒間（又
はそれ以下）から数時間又は数時間までにわたってよく、例えば細胞又は化合物の性質（
例えば効力、溶解度、バイオアベイラビリティー、半減期及び動態プロフィール）、並び
に患者の状態に依存する。
【０２１２】
　１つの実施形態では、化合物は細胞の前に投与される。これは、特に作用物質がＶＥＧ
Ｆ又はその受容体に結合する場合である。１つの実施形態では、化合物は、細胞の約１日
前、３日前、５日前、７日前、９日前又は１４日前に投与される。
【０２１３】
　本発明の方法は、眼疾患及び／又は血管新生関連疾患を治療する又は予防するための他
の療法と組み合わせ得る。これらの他の療法の性質は、特定の血管新生関連疾患に依存す
る。例えば、黄斑変性の治療又は予防のためには、本発明の方法の使用は、抗酸化薬及び
／又は亜鉛補充剤（zinc supplements）、米国特許第６，９４２，６５５号に定義されて
いる方法を用いたマクゲン（Ｐｅｇａｐｔａｎｉｂ）の投与、ステロイド療法及び／又は
レーザー治療（例えばＶｉｓｕｄｙｎｅ（商標））と組み合わせ得る。癌に関しては、本
発明の方法による治療は、手術、放射線療法及び／又は化学療法と組み合わせることがで
きる。
【実施例】
【０２１４】
　本発明を、以下の非限定的実施例によって及び添付の図面を参照して、下記で説明する
。
【０２１５】
　試験計画の要約を図１に示す。
　材料及び方法
　受容者
　種　　　　　　カニクイザル（マカカ・ファシキュラリス（Macaca fascicularis））
　系統　　　　　シノモルガス（Cynomolgus）
　供給元　　　　ＰＣＳ　Ｐｒｅｆｅｒｒｅｄ　Ｓｕｐｐｌｉｅｒ
　年齢　　　　　治療開始時に約１歳半～３歳半
　体重範囲　　　治療開始時に約２～４ｋｇ
　群の数　　　　７
　動物の数　　　雄性６匹／群及び予備の２匹（合計４４匹の動物）
【０２１６】
　飼育施設
　動物を、格子型の床（bar-type floor）と自動給水弁を備えたステンレススチールケー
ジに、可能な場合はグループで収容した（２又は３匹）。各々のケージに、プロジェクト
、群、動物番号及び入れ墨を示す色分けしたケージカードを明瞭に貼付した。
【０２１７】
　各々の動物を永続的な皮膚の入れ墨によって独自に同定した。動物室の環境及び光周期
についての目標条件は以下のとおりである：
　温度　　　２４±３℃
　湿度　　　５０±２０％
　光周期　　明１２時間及び暗１２時間（指定された手順の間を除く）。
【０２１８】
　食餌
　すべての動物に、指定された手順の間を除き、市販の標準認定ペレット化霊長類飼料（
standard certified pelleted commercial primate food）（２０５０Ｃ　Ｃｅｒｔｉｆ
ｉｅｄ　Ｇｌｏｂａｌ　２０％　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｐｒｉｍａｔｅ　Ｄｉｅｔ：Ｈａｒｌ
ａｎ）を１日２回摂取させた。加えて、各々の動物に以下の補助食餌を任意の組合せで毎
日与えた：Ｇｏｌｄｅｎ　Ｂａｎａｎａ　Ｓｏｆｔｙ（登録商標）、Ｐｒｉｍａ－Ｔｒｅ
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ａｔ（登録商標）（５ｇ体裁）及び／又は新鮮若しくは乾燥果物並びに環境エンリッチメ
ントプログラムの一部として少なくとも週に１回Ｐｒｉｍａ－Ｆｏｒａｇｉｎｇ　Ｃｒｕ
ｍｂｌｅｓ（登録商標）。麻酔からの回復後には、食欲を刺激し、栄養状態を維持するた
めに付加的な補助果物を与えた。
【０２１９】
　食餌中の夾雑物（例えば重金属、アフラトキシン、有機リン酸化合物、塩素化炭化水素
、ＰＣＢ）の最大許容濃度を管理し、製造者によって常套的に分析させた。軟化され、逆
浸透法によって精製され、紫外光に暴露された都市水道水を自由に摂取させた（指定され
た手順の間を除く）。試験の目的に干渉し得る食餌中の公知の夾雑物は存在しなかったと
考えられる。
【０２２０】
　群の割り当て
　治療の開始前に、パラメータとして体重による層別化を用いたコンピュータでの無作為
化手順を使用して動物を処置群に割り当てた（健康状態が悪い動物も群に割り当てた）（
表１）。
【０２２１】
　細胞の調製
　サル骨髄前駆細胞－カニクイザル（ｓｍＭＰＣ－ｃｙｎｏ）（この実施例ではＭＰＣと
も称される）を、Ｍａｓｔｅｒ　Ｂａｔｃｈ　Ｒｅｃｏｒｄ　３００１．ＭＥＳを通して
２００７年６月２５日に雌性カニクイザル（Ｄ．Ｏ．Ｂ．２００５年３月１２日）から収
集した骨髄吸引物約１５ｍｌから単離した。骨髄吸引物懸濁液をフィコール処理し（Fico
lled）、洗浄して、無核細胞（赤血球）を除去した。有核細胞を計数し、次に、ＣＡ１２
抗体（ＳＴＲＯ－３抗体としても知られる－国際公開公報第２００６／１０８２２９号参
照）及びＤｙｎａｌｂｅａｄｓに結合することによって分離した。抗体及びビーズが結合
した細胞をＭＰＣ－１磁石の磁場によって陽性選択した。陽性選択した細胞を計数し、増
殖培地中第０継時に、Ｔフラスコに接種した。選択前、陽性及び陰性細胞をコロニー形成
アッセイ（ＣＦＵ－Ｆ）において使用した。
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【表１】

 
【０２２２】
　ｓｍＭＰＣ－ｃｙｎｏ細胞に増殖培地を供給した。すべての培養物（第０継代～第５継
代）に、それらが所望の集密度に達するまで２～４日ごとに供給した。その後、ＨＢＳＳ
洗浄、次にコラゲナーゼ、続いてトリプシン／ベルセンを使用して継代又は採集した。第
１継代細胞を計数し、Ｔフラスコに接種した。第１継代のｓｍＭＰＣ－ｃｙｎｏが所望集
密度に達したとき、細胞を採集し、制御された速度の冷凍庫を使用して凍結保存した。
【０２２３】
　第１継代の凍結保存したｓｍＭＰＣ－ｃｙｎｏを解凍し、Ｔフラスコに接種した（第２
継代）。第２継代細胞を第３継代でＣｅｌｌ　Ｆａｃｔｏｒｙに継代した。第３継代細胞
を採集し、Ｃｅｌｌ　Ｆａｃｔｏｒｙに第４継代へと継代した。余分な第３継代細胞を凍
結保存した。第４継代細胞を第５継代で６×Ｃｅｌｌ　Ｆａｃｔｏｒｙに継代した。第５
継代のｓｍＭＰＣ－ｃｙｎｏが所望集密度に達したとき、細胞を採集し、制御された速度
の冷凍庫を使用して凍結保存した。細胞を５０％ＡｌｐｈａＭＥＭ、４２．５％Ｐｒｏｆ
ｒｅｅｚｅ、及び７．５％ＤＭＳＯ中で凍結保存した（表２及び３）。試料をＣＦＵ－Ｆ
アッセイ、ＦＡＣＳ、滅菌性、マイコプラズマ、及び内毒素に関して試験した（表４）。



(40) JP 2011-526892 A 2011.10.20

10

20

30

40

50

【表２】

【表３】

【表４】

 
【０２２４】
　凍結保存ｓｍＭＰＣ－ｃｙｎｏ及びヒトＭＳＣ（ｈｕＭＰＣ）を解凍し、軟骨形成、脂
質生成及び骨形成経路に沿ったヒトＭＰＣ分化のために最適化された分化アッセイに接種
した。脂質生成分化及びインビトロでの無機化をそれぞれオイルレッドＯ及びアリザリン
レッド染色によって評価した。
【０２２５】
　ｈｕＭＰＣ対応物と同様に、ｓｍＭＰＣは脂肪生成分化することができた（データは示
していない）。ｓｍ及びｈｕＭＰＣの１８日目の培養物を、脂肪細胞の存在に関してオイ
ルレッドＯで染色した。ｓｍＭＰＣの第１継代及び第５継代培養物はどちらも、脂肪生成
培養条件で培養したとき、数多くの脂質担持脂肪細胞を保持していた。
【０２２６】
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　骨形成培養の２１日後、細胞をアリザリンレッドで染色した。赤く染色された無機質の
形成によって骨形成分化が証明された。ｈｕＭＰＣと同様に、ｓｍＭＰＣは骨形成能を有
する。
【０２２７】
　レーザー誘導脈絡膜新生血管形成
　レーザー誘導脈絡膜新生血管形成（ＣＮＶ）を試験物質投与と同じ日に実施した。手順
の前に動物を一晩絶食させた。
【０２２８】
　手順に先立ち、散瞳点眼薬（１％ミドリアシル（mydriacyl））を両眼に適用した。動
物にグリコピロレート、ケタミン及びキシラジンの鎮静薬カクテルの筋肉内注射を実施し
、その後イソフルラン／酸素で麻酔した。麻酔下に、２５０～３００ｍＷの初期出力設定
で０．１秒間、８１０ｎｍダイオードレーザーを使用して各々の眼の黄斑の周囲に９スポ
ットパターンを作製した（黄斑内には作製しなかった）。特定スポットに関してブルーフ
膜の裂傷が確認されない場合、動物眼科医が適切とみなしたときには付加的なスポットを
追加した。
【０２２９】
　手順の間、食塩水で眼の水分補給を維持した。何らかの注目すべき事象、例えば網膜出
血を各々のレーザースポットについて記録した。
【０２３０】
　試験物質の投与
　ルセンティス（商標）（０．５ｍｇ／ｍＬ、０．３ｍＬ／バイアル；Ｎｏｖａｒｔｉｓ
　Ｃａｎａｄａ）をレーザー治療の時点で投与し、ＭＰＣ＋ルセンティスを摂取する群に
はレーザー損傷の７日後にＭＰＣを投与した。局所眼科用抗生物質（ゲンタマイシン）を
、治療の前日に２回、最後の注射の直後及び注射の翌日に２回（午前及び午後）適用した
。レーザー治療の前に１回だけ注射を実施した場合は、レーザー治療後に抗生物質を適用
した。
【０２３１】
　結膜を、滅菌水、Ｕ．Ｓ．Ｐ．で１：１０，０００（ｖ／ｖ）に希釈した塩化ベンザル
コニウム（Ｚｅｐｈｉｒａｎ（商標））で洗った。局所麻酔薬（プロパラカイン、０．５
％）をＺｅｐｈｉｒａｎ（商標）の前と後に両眼に適用した。３０ゲージ、１／２インチ
針を用いて、各々の注射について新しい注射器を使用した。ビヒクル、試験物質細胞懸濁
液及び／又はルセンティス５０μＬを両眼に投与した。治療後直ちに両眼を検査し（倒像
及び／又は直像眼底検査及び／又は細隙灯生体顕微鏡検査）、注射手順によって引き起こ
された異常を記録した。
【０２３２】
　眼評価
　眼検査
　２、１４、２６、３４及び４０日目に動物を眼科学的評価に供した。
【０２３３】
　使用した散瞳薬は１％ミドリアシルであった。検査のために動物を鎮静させた。鎮静薬
である注射用塩酸ケタミン（Ketamine）（登録商標）、Ｕ．Ｓ．Ｐ．を適切な絶食期間後
に筋肉内注射によって投与した。
【０２３４】
　検査は、最初は散瞳薬なしで（細隙灯のみ）、認定専門医の動物眼科医によって実施さ
れ、次に散瞳薬投与後に反復された（細隙灯及び／又は倒像及び／又は直像眼底検査）。
各動物の治療前、及び眼検査時に動物眼科医が必要とみなした場合に、眼底写真を撮影し
た。
【０２３５】
　眼圧測定
　眼検査後（投与直後の検査を除く）、眼内圧（ＩＯＰ）を測定した。測定の前に局所麻
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酔薬（アルカイン、０．５％）を点眼した。Ｔｏｎｏ－Ｐｅｎ　ＸＬ（商標）又はＴｏｎ
ｏＶｅｔを使用して測定を行った。試験全体を通じて同じ装置型を使用した。
【０２３６】
　網膜電図検査
　網膜電図記録をすべての動物に関して治療前に１回及び２７日目と４１日目に実施した
。ＥＲＧ記録の少なくとも３０分前に動物を暗所適応させた。動物にグリコピロレート、
ケタミン及びキシラジンの鎮静薬カクテルの筋肉内注射を実施した。試験の約５～１０分
前にミドリアシル（１％）を各々の眼に適用した。眼瞼を開瞼器によって牽引し、コンタ
クトレンズ電極を各眼の表面に位置づけた。針電極を各眼の下（参照）及び額の後の頭部
（グラウンド）の皮膚に設置した。眼にそれらを設置する前にカルボキシメチルセルロー
ス（１％）点眼薬をコンタクトレンズ電極の内部表面に適用した。
【０２３７】
　各々のＥＲＧ検査は、以下の一連の暗順応単回閃光刺激からなるものであった：
　１）－３０ｄＢ単回閃光、平均５回の単回閃光、閃光の間隔は１０秒間
　２）－１０ｄＢ単回閃光、平均５回の単回閃光、閃光の間隔は１５秒間
　３）０ｄＢ、平均２回の単回閃光、閃光の間隔は約１２０秒間。
【０２３８】
　暗順応応答の記録後、動物を約２５～３０ｃｄ／ｍ２のバックグラウンド光に約５分間
適応させ、続いて平均２０掃引の１Ｈｚの明所視白色フリッカー、次に２０掃引の２９Ｈ
ｚの明所視フリッカーに適応させた。
【０２３９】
　フルオレセイン血管造影（第７群を除く）
　フルオレセイン血管造影図（ＦＡ）を投与前に１回並びに１５、２８、３５及び４２日
目に得た。適切な絶食期間後、動物にプロポフォールの静脈内注射を実施し、その後挿管
した。
【０２４０】
　試験の約５～１０分前にミドリアシル（１％）を各々の眼に適用した。眼瞼を開瞼器に
よって牽引した。食塩水で頻繁に洗浄して眼の水分補給を維持した。１０％フルオレセイ
ンナトリウム１ｍＬを迅速に静脈内注射し、その時点で右眼の充満（filling）を動画モ
ードで約２０秒間記録した。フルオレセイン注射の約２分後及び１０分後に両眼から静止
画像を記録した。充満の順序を定性的に評価した。静止画像での個々のレーザースポット
を漏出に関して１～４の尺度で半定量的に評価した。
【０２４１】
　統計分析
　第１～４群から試験の実施期間中に得た数値データ（主試験のみ）を群平均値及び標準
偏差の算定に供した。対象とする各パラメータについて（ＥＲＧ、眼圧測定及びＦＡを除
く）、０．０５の有意レベルでルビーン検定を使用して群分散を比較した。群分散の間の
差が有意と認められなかった場合は、一方向分散分析（ＡＮＯＶＡ）を実施した。ＡＮＯ
ＶＡによって平均値間で有意差が指示された場合（ｐ≦０．０５）は、ダネット「ｔ」検
定を使用して対照群と各々の処置群の間で群平均の比較を実施した。
【０２４２】
　ルビーン検定が不等群分散を指示した場合（ｐ≦０．０５）は常に、クラスカル－ウォ
リス検定を使用してすべての検討群を比較した。クラスカル－ウォリス検定が有意であっ
た場合（ｐ≦０．０５）は、ダン検定を用いて対照群と各々の試験群との間の差の有意性
を評価した。データを個体ベースで評価し、適宜に群平均及び標準偏差を算定した。
【０２４３】
　対象とする各々のペアワイズ群比較に関しては、０．０５、０．０１及び０．００１レ
ベルで有意性を報告した。
【０２４４】
　結果
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　図２Ａは、レーザー光凝固後の非ヒト霊長動物眼に注射した、抗ＶＥＧＦモノクローナ
ル抗体（ルセンティス０．５ｍｇ／５０μｌ）又は低（７８，１００細胞／５０μｌ）、
中（３１２，５００細胞／５０μｌ）若しくは高（１，２５０，０００細胞／５０μｌ）
濃度で投与した同種ＭＰＣの単回用量のいずれかの硝子体内注射後４２日目のフルオレセ
イン血管造影の結果を示す。硝子体内注射後４２日目に、血管漏出／新生血管形成の程度
は同等であり、いずれの群間でも有意に異ならなかった。
【０２４５】
　図２Ｂは、レーザー光凝固の直後の硝子体内ルセンティス（０．５ｍｇ／５０μｌ）投
与から７日後の、最高濃度（１，２５０，０００細胞／５０μｌ）の硝子体内同種ＭＰＣ
の追加注射が、４２日目に有意に低い平均フルオレセイン血管造影図スコアを生じさせた
ことを示し、併用の相乗作用を明らかにした（ｐ＝０．０３）。
【０２４６】
　１０％フルオレセインナトリウムを使用したフルオレセイン血管造影図（ＦＡ）は、投
与の約２～５分後に記録された各々の眼の静止画像で、速やかに静脈内に注入された。血
管造影図を、レーザー光凝固を受けた各々のスポットについて１～４の半定量的評価尺度
を用いて４２日目に漏出に関して評価した。
【０２４７】
　レーザー光凝固の直後のルセンティス（０．５ｍｇ／５０μｌ）投与から７日後の最高
濃度（１，２５０，０００細胞／５０μｌ）の同種ＭＰＣの併用治療は（下のパネル）、
検討したすべての時点で（１５、２８、３５及び４２日目）最も重篤な形態の血管漏出（
グレード４のスコア）の完全な予防をもたらしたが、これに対しルセンティス単独群では
１５日目を越えたすべての時点で多くのグレード４の重度の血管漏出が認められた（図３
）。
【０２４８】
　すべての重症病変（グループ３又は４の重症度の病変）を分析した場合、レーザー光凝
固の直後のルセンティス（０．５ｍｇ／５０μｌ）投与から７日後の最高濃度（１，２５
０，０００細胞／５０μｌ）の同種ＭＰＣの併用は、ルセンティス単独と比較してすべて
の時点で血管漏出の重症度を軽減することが示された（図４）。この作用は、試験終了時
である４２日目に最も有意であり（ｐ＝０．０１３）、相乗作用の長期的な効果を示した
。
【０２４９】
　媒質単独の硝子体内注射を受けた対照と比較して、ルセンティス治療はグレード４の重
症血管漏出を軽減するうえで１５日目に卓越していることが認められた（図５）。この作
用は、おそらく抗体の短い半減期を反映して、１５日目を越えると漸進的に失われた。こ
れに対し、レーザー凝固損傷後７日目の最高用量の同種ＭＰＣとルセンティスの併用は、
４２日の試験期間全体にわたっていかなるグレード４の重症血管病変も完全に予防した。
これらの結果は、ルセンティスに同種ＭＰＣを追加することが、血管漏出への抗ＶＥＧＦ
療法の一時的な作用を長期の持続的な効果に変化させたことを示す。
【０２５０】
　レーザー誘導光凝固損傷後のルセンティス投与から７日後の同種高用量ＭＰＣの併用は
、対照又はルセンティスだけを投与された動物と比較して、試験期間全体を通じて低グレ
ード（グレード１）血管漏出の数の増加を生じさせた（図６）。これは、併用療法が、初
期に認められ、試験期間を通じて維持された作用である、低重症度血管の高重症度血管へ
の進行を予防したことを示す。
【０２５１】
　４２日目の組織病理学的分析は、併用療法が、試験したその他の群の各々と比較して、
網膜剥離の発生率を有意に低下させた（ｐ＜０．０１）ことを明らかにした（図７）。網
膜剥離は、レーザー光凝固直後のルセンティス（０．５ｍｇ／５０μｌ）投与から７日後
の最高濃度（１，２５０，０００細胞／５０μｌ）の同種ＭＰＣの併用を受けた１２匹の
動物のうち１匹においてのみ認められた。これに対し、対照１２匹のうち７匹、高用量Ｍ
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ＰＣ単独で治療された１２匹のうち８匹、及びルセンティス単独で治療された１２匹のう
ち７匹で網膜剥離が見られた。
【０２５２】
　レーザー光凝固を受けたすべての動物における網膜剥離の高い発生率（３７／７２、５
１％）と比較して、レーザー光凝固直後のルセンティス（０．５ｍｇ／５０μｌ）投与か
ら７日後の最高濃度（１，２５０，０００細胞／５０μｌ）の同種ＭＰＣの併用を受けた
１２匹の動物のうち１匹（８．５％）だけが網膜剥離を発症した（ｐ＜０．０１）（図８
）。これらの結果は、併用療法が、レーザー光凝固が誘導する新生血管形成に関連した網
膜剥離の危険度を、硝子体内注射手順単独で認められた基線レベルまで低下させたことを
示す。
【０２５３】
　広く説明した本発明の精神又は範囲から逸脱することなく、特定実施形態において示し
た本発明に対して数多くの変形及び／又は変更を施し得ることは当業者に認識される。本
実施形態は、それ故、すべての点で例示とみなされるべきであり、限定と解釈されてはな
らない。
【０２５４】
　上記で論じたすべての公表文献は、それらの全体が本明細書に組み込まれる。
【０２５５】
　本出願は、どちらもそれらの全体が参照により本明細書に組み込まれる、２００８年６
月３０日出願のオーストラリア特許出願第２００８９０３３４９号及び２００８年６月３
０日出願の米国特許出願第６１／１３３，６０７号の優先権を主張するものである。
【０２５６】
　本明細書に含まれる資料、行為、物質、装置、物品等についてのいかなる考察も、もっ
ぱら本発明についての背景を提供するためのものである。これらの事柄のいずれか又はす
べては、本出願の各々の特許請求の範囲の優先日以前に存在していたので、先行技術の基
礎の一部を構成する又は本発明の関連分野における共通一般知識であったということの承
認と解釈されるべきでない。
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