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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　関節炎患者の滑膜の微小血管系を特異的に標的とし、かつ
　（ｉ）配列番号９に示されるようなＶＨ配列または少なくとも９５％の配列同一性を有
するそのバリアント；および
　（ｉｉ）配列番号１０に示されるようなＶＬ配列または少なくとも９５％の配列同一性
を有するそのバリアント
を含む、抗原結合ポリペプチド。
【請求項２】
配列番号５～８からなる群より選択される１つ以上の相補性決定領域（ＣＤＲ）を含む、
請求項１に記載の抗原結合ポリペプチド。
【請求項３】
微小血管系の間質区画と反応する、請求項１または２に記載の抗原結合ポリペプチド。
【請求項４】
血管周囲細胞と反応する、請求項１～３のいずれか一項に記載の抗原結合ポリペプチド。
【請求項５】
血管周囲性反応を示す、請求項１～４のいずれか一項に記載の抗原結合ポリペプチド。
【請求項６】
ｓｃＦｖである、請求項１～５のいずれか一項に記載の抗原結合ポリペプチド。
【請求項７】
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ヒト抗体である、請求項１～６のいずれか一項に記載の抗原結合ポリペプチド。
【請求項８】
変形性関節症および／または関節リウマチの患者の滑膜の微小血管系を特異的に標的とす
る、請求項１～７のいずれか一項に記載の抗原結合ポリペプチド。
【請求項９】
治療用サイトカイン、抗血管新生剤、抗リウマチ薬、感光性物質または磁性ナノ粒子のう
ちの１つ以上と結合体化されている、請求項１～８のいずれか一項に記載の抗原結合ポリ
ペプチド。
【請求項１０】
関節の血管系の画像化において使用するためのものである、請求項１～９のいずれかに記
載の抗原結合ポリペプチドを含む組成物。
【請求項１１】
関節炎の診断、モニタリングまたは予後診断において使用するためのものである、請求項
１０に記載の抗原結合ポリペプチドを含む組成物。
【請求項１２】
被験体における関節炎を処置するための組成物であって、
　請求項１～９のいずれかに記載の抗原結合ポリペプチドを含み、ここで、該抗原結合ポ
リペプチドは、感光性物質に結合体化されており、該感光性物質に結合体化された抗原結
合ポリペプチドが関節の滑膜の血管系を標的とし；そして
　該滑膜の血管系内の該感光性物質は、該関節に光を適用することにより活性化され、該
物質の活性化が、既存の血管系の破壊をもたらすことを特徴とする、組成物。
【請求項１３】
被験体における関節炎を処置するための組成物であって、
　請求項１～９のいずれかに記載の抗原結合ポリペプチドを含み、ここで、該抗原結合ポ
リペプチドは、磁性ナノ粒子に結合体化されており、該磁性ナノ粒子に結合体化された抗
原結合ポリペプチドが関節の滑膜の血管系を標的とし；そして
　該滑膜の血管系内の該磁性ナノ粒子は、該関節に磁場を適用することにより活性化され
、該物質の活性化が、既存の血管系の破壊をもたらすことを特徴とする、組成物。
【請求項１４】
前記組成物が、ＴＮＦ－α遮断治療薬と組み合わせて投与されることを特徴とする、請求
項１２または１３に記載の組成物。
【請求項１５】
患者に投与されたときに滑膜の微小血管系を標的とする物質を生成するための方法であっ
て、該方法は、インビトロにおいて該物質を請求項１～８のいずれかに記載の抗原結合ポ
リペプチドに結合体化する工程を包含する、方法。
【請求項１６】
前記物質が、治療用の物質、画像化の物質または診断用の物質である、請求項１５に記載
の方法。
【請求項１７】
前記物質が、治療用サイトカイン、抗血管新生剤、抗リウマチ薬、感光性物質または磁性
ナノ粒子である、請求項１５または１６に記載の方法。
【請求項１８】
請求項１～９のいずれかに記載の抗原結合ポリペプチドをコードする核酸配列を含む単離
核酸。
【請求項１９】
配列番号１２として示される配列またはそのバリアントを含む、請求項１８に記載の単離
核酸。
【請求項２０】
請求項１８または１９に記載の核酸配列を含む、ベクター。
【請求項２１】
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請求項２０に記載のベクターを含む、宿主細胞。
【請求項２２】
請求項１～８のいずれかに記載の抗原結合ポリペプチドを含む二機能性抗体。
【請求項２３】
Ａｄａｌｉｍｕｍａｂもまた含む、請求項２２に記載の二機能性抗体。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　発明の分野
　本発明は、関節炎患者の滑膜の微小血管系を特異的に標的とする抗原結合ポリペプチド
に関する。そのポリペプチドおよびその結合体は、関節の血管系の画像化において、なら
びに関節炎の診断および処置のために、使用され得る。
【背景技術】
【０００２】
　発明の背景
　関節リウマチ（ＲＡ）は、最も一般的な自己免疫疾患の１つであり、欧州だけで３００
万人超に影響を与えている、慢性疼痛の主な原因である。集団の１～２％が関節リウマチ
に罹患している。Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｅｘｐｅｎｄｉｔｕｒｅ　Ｐａｎｅｌ　Ｓｕｒｖｅｙ
（ＭＥＰＳ）データによると、米国では、２００３年に関節リウマチおよび関連する関節
炎の処置に費やされた総コストは、１２８０億ドルだった；１人あたりの平均コストは、
現在、８５００ドルである。毎年、関節炎およびその関連合併症は、７５０，０００件を
超える入院および３６００万人の外来患者の来診を招いている。任意のタイプの関節炎に
苦しんでいる人々の最大１５％は、行うことができる身体活動の量の減少に悩まされてい
る。代表的には、身体活動が減少すると、独立性および自由を欠くので、患者は、うつを
発症する傾向にある。
【０００３】
　英国では、およそ４００，０００人の成人が関節リウマチを有し、関節炎は、人々が障
害生活手当（Ｄｉｓａｂｉｌｉｔｙ　Ｌｉｖｉｎｇ　Ａｌｌｏｗａｎｃｅ）を受ける最も
一般的な状態である。５０万人を超える人々が、関節炎の結果としてＤＬＡを受け（全Ｄ
ＬＡ受給者の１８パーセント超に相当する）、これは、心臓疾患、脳卒中、胸部疾患およ
びがんの組み合わせについての合計よりも多い。
【０００４】
　ＲＡは、一般に身体の両側の手首、指、膝、足および足首に影響を及ぼす、滑膜性関節
の炎症性疾患である。関節および腱を裏打ちし、保護し、関節の滑らかで自由な動きを可
能にする滑膜の炎症を、ＲＡは引き起こす。滑膜の炎症は、患部の関節の腫脹を引き起こ
し、最終的には進行性の軟骨の破壊および骨の侵食に至り、可動範囲を損ない、変形をも
たらす。
【０００５】
　ＲＡは、身体の他の臓器にも影響し、深刻な障害および命に関わる合併症をもたらし得
る持続的な進行性疾患である。ゆえに、ＲＡは、関連する有意な罹患率および死亡率を有
する障害の主な原因である。
【０００６】
　ＲＡの発病年齢は、様々であり、小児から９０歳代の個体に及ぶ。西ヨーロッパおよび
米国の集団におけるＲＡの有病率は、およそ１％であり、女性と男性の比率は３：１であ
る。さらに、関節リウマチに関する１年間の経済的影響の総額は、西ヨーロッパにおいて
およそ３５０億ポンドと見積もられている。
【０００７】
　細胞レベルにおいて、滑膜は、プロテオグリカン凝集体を含むよく組織化されたマトリ
ックス、毛細血管およびリンパ管のネットワーク、ならびに内在の線維芽細胞およびマク
ロファージ様細胞から構成されている。しかしながら、ＲＡでは、滑膜は、Ｔヘルパー細
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胞、Ｂ細胞、マクロファージおよび形質細胞によって浸潤されるようになる。さらに、滑
膜は、過形成、および軟骨と骨との間の境界領域において局所的に侵襲性になっており、
関節軟骨、軟骨下骨および関節周囲の軟部組織の破壊を引き起こし、長期間の関節の損傷
、変形および深刻な障害をもたらす（図１を参照のこと）。
【０００８】
　現在、滑膜における血管新生（既存の血管からの新しい血管の成長）が、この疾患の病
因および進行に対して有意な寄与を有することが十分に確立されている。滑膜の細胞過多
が、滑膜の血管の数および密度の代償的増加を伴うので、実際に、滑膜の血管新生は、Ｒ
Ａの他の病理学的特徴に先行し得る。
【０００９】
　関節リウマチの処置の最終目的は、関節の損傷を防ぐこと、機能喪失を防ぐこと、およ
びＲＡに関連する疼痛を減少させることである。非ステロイド性抗炎症薬（ＮＳＡＩＤ）
および疾患修飾性抗リウマチ薬（ＤＭＡＲＤ）は、現在、ＲＡ処置の主要な形態であるが
、著しい副作用を伴うことが多い。ＮＳＡＩＤは、胃への刺激、胃腸の潰瘍および腎臓損
傷を引き起こし得る。ＤＭＡＲＤの副作用は、使用される薬物のタイプ次第である。アザ
チオプリンは、感染、肝臓損傷、毛髪脱落および下痢のリスクを上昇させる。シクロスポ
リンは、腎臓損傷、高血圧および歯肉肥厚を引き起こす。クロロキン群は、胃炎、下痢お
よび視覚の問題を引き起こす。金塩は、舌の腫大、歯肉の出血、発疹および腎臓損傷を引
き起こし得る。メトトレキサートは、肝臓損傷および骨髄抑制を引き起こし得る。スルフ
ァサラジンは、胃腸の不調およびアレルギー反応を引き起こし得る。より新しい生物反応
修飾物質は、免疫系を抑制し、結核のような潜伏感染の再活性化を引き起こし得る。
【００１０】
　ＲＡの治療は、一連のサイトカイン、Ｔ細胞およびＢ細胞を標的とする組換え抗体の導
入によって、この１０年間で有意に改善されてきた。
【００１１】
　最初のＥｔａｎｅｒｃｅｐｔおよびその後すぐのＩｎｆｌｉｘｉｍａｂの認可以来、さ
らに３つのＴＮＦ中和抗体（Ａｄａｌｉｍｕｍａｂ、Ｃｅｒｔｕｌｉｚｕｍａｂ　ｐｅｇ
ｏｌおよびＧｏｌｉｍｕｍａｂ）が認可された。さらに、Ｔ細胞［および／または樹状細
胞］（Ａｂａｔａｃｅｐｔ）、Ｂ細胞（Ｒｉｔｕｘｉｍａｂ）およびサイトカインＩＬ－
６に対するレセプター（Ｔｏｃｉｌｉｚｕｍａｂ）を標的とする組換え抗体もまた、ＦＤ
ＡによってＲＡの処置に対して認可された（非特許文献１）、（非特許文献２）。
【００１２】
　しかしながら、現在の治療の明らかな効果にもかかわらず、長期間にわたって処置から
解放される緩解は、得られていない。持続性かつ高度の臨床反応は、少数によってしか達
成されず（非特許文献１，上記）、およそ２０～４０％の患者は、抗サイトカイン治療に
反応しない（非特許文献３）。また、現在の治療薬は、関連するいくつかの悪影響（例え
ば、持続的な投与を望ましくないものとする感染症および悪性疾患の高リスク）を示す（
非特許文献１，上記）。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【００１３】
【非特許文献１】ＴａｙｌｏｒおよびＦｅｌｄｍａｎｎ，　Ｎａｔ　Ｒｅｖ　Ｒｈｅｕｍ
ａｔｏｌ　２００９　５（１０）：５７８－５８２
【非特許文献２】Ｉｓａａｃｓ，　Ａｒｔｈｒｉｔｉｓ　Ｒｅｓ　Ｔｈｅｒ　２００９　
１１（３）：２２５
【非特許文献３】Ｋｒｅｍｅｒ，　Ａｎｎａｌｓ　ｏｆ　Ｉｎｔｅｒｎａｌ　Ｍｅｄｉｃ
ｉｎｅ　２００１　１３４（８）：６９５－７０６
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１４】
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　ゆえに、ＲＡにおいて未だ対処されていない大きな臨床的ニーズが存在し、緩解誘導の
頻度がより高く、全身毒性が低い改善された安全性プロファイルを有する、代替の治療法
の選択肢が必要とされている。
【課題を解決するための手段】
【００１５】
　発明の態様の要旨
　本発明者らは、正常な組織に対しては、ほとんどまたはまったく反応性を有しないが、
ＲＡ患者由来の滑膜組織の微小血管系との、血管周囲性反応を示す、ｓｃＦｖ抗体を同定
した。
【００１６】
　第１の態様において、本発明は、関節炎患者の滑膜の微小血管系を特異的に標的とし、
かつ配列番号１～４からなる群より選択される１つ以上の相補性決定領域（ＣＤＲ）を含
む、抗原結合ポリペプチドを提供する。
【００１７】
　その抗原結合ポリペプチドは、配列番号５～８からなる群より選択される１つ以上の相
補性決定領域（ＣＤＲ）を含み得る。
【００１８】
　その抗原結合ポリペプチドは、微小血管系の間質区画および／または血管周囲細胞と反
応し得、血管周囲性反応を示し得る。
【００１９】
　その抗原結合ポリペプチドは、配列番号９に示されるようなＶＨ配列および／または配
列番号１０に示されるようなＶＬ配列を含み得る。
 
【００２０】
　その抗原結合ポリペプチドは、ｓｃＦｖであり得る。
【００２１】
　その抗原結合ポリペプチドは、完全にヒトのポリペプチドであり得る。
【００２２】
　その抗原結合ポリペプチドは、変形性関節症（ｏｓｔｅｏａｒｔｒｉｔｉｓ）および／
または関節リウマチの患者の滑膜の微小血管系を特異的に標的とし得る。
【００２３】
　本発明はまた、本発明の第１の態様に係る抗原結合ポリペプチドと同じエピトープに結
合する、抗原結合ポリペプチドも提供する。その抗原結合ポリペプチドは、配列番号１１
として示されるアミノ酸配列を含む抗原結合ポリペプチドと同じエピトープに結合し得る
。
【００２４】
　本発明はまた、別の物質と結合している抗原結合ポリペプチドも提供する。その抗原結
合ポリペプチドは、例えば、他の物質に結合体化され得る。その物質は、以下：治療用サ
イトカイン、抗血管新生剤、抗リウマチ薬、感光性物質または磁性ナノ粒子のうちの１つ
以上を含み得る。
【００２５】
　本発明はまた、ＲＡの処置において使用するための、関節の血管系の画像化において使
用するための、および／または関節炎の診断、モニタリングもしくは予後診断において使
用するための、本発明の第１の態様に係る抗原結合ポリペプチドまたはその結合体も提供
する。
【００２６】
　第２の態様において、本発明は、被験体における関節炎を処置するための方法を提供し
、その方法は、本発明の第１の態様に係る抗原結合ポリペプチドまたはその結合体を被験
体に投与する工程を包含する。
【００２７】
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　その方法は、以下の工程：
（ｉ）感光性物質に結合体化された本発明の第１の態様に係る抗原結合ポリペプチドを被
験体に投与する工程；
（ｉｉ）その結合体が関節の滑膜の血管系を標的とする工程；
（ｉｉ）その滑膜の血管系内で感光性物質を活性化するために、その関節に光を適用する
工程
を包含し得る。
【００２８】
　上記方法は、以下の工程：
（ｉ）磁性ナノ粒子に結合体化された本発明の第１の態様に係る抗原結合ポリペプチドを
被験体に投与する工程；
（ｉｉ）その結合体が関節の滑膜の血管系を標的とする工程；
（ｉｉ）その滑膜の血管系内で磁性ナノ粒子を活性化するために、その関節に磁場を適用
する工程
を包含し得る。
【００２９】
　そのような方法において、上記物質の活性化は、既存の血管系の破壊をもたらし得る。
【００３０】
　上記方法は、別の治療薬の同時の、別個のまたは逐次的な使用を含む、組み合わせの方
法であり得る。例えば、処置は、ＴＮＦ－α遮断治療薬の投与も含み得る。
【００３１】
　上記方法は、変形性関節症および／または関節リウマチを処置するための方法であり得
る。
【００３２】
　第３の態様において、本発明は、ある物質が滑膜の微小血管系を標的とするための方法
を提供し、その方法は、その物質と本発明の第１の態様の抗原結合ポリペプチドとの結合
をインビトロで形成する工程を包含する。その物質は、例えば、その抗原結合ポリペプチ
ドに結合体化され得る。その結合は、その物質／抗原結合ポリペプチドが関節炎患者に投
与されると、その物質が血管新生部位に選択的に蓄積するような結合であり得る。
【００３３】
　上記物質は、治療用の物質、画像化の物質または診断用の物質であり得る。例えば、そ
の物質は、治療用サイトカイン、抗血管新生剤、抗リウマチ薬、感光性物質（ｐｈｏｔｏ
ｓｅｎｓｅｎｓｉｔｉｖｅ　ａｇｅｎｔ）または磁性ナノ粒子であり得る。
【００３４】
　第４の態様において、本発明は、本発明の第１の態様に係る抗原結合ポリペプチドまた
はその結合体をコードする核酸配列を提供する。
【００３５】
　その核酸配列は、配列番号１２として示される配列またはそのバリアントを含み得る。
【００３６】
　第５の態様において、本発明は、本発明の第４の態様に係る核酸配列を含むベクターを
提供する。
【００３７】
　第６の態様において、本発明は、本発明の第４の態様に係る核酸または本発明の第６の
態様に係るベクターを含む宿主細胞を提供する。
【００３８】
　本発明の抗原結合ポリペプチドは、例えば、リウマチ様疾患の処置のための選択的生物
製剤において使用され得る、多用途の血管標的化物質として役立つ独特のツールである。
【００３９】
　本発明の抗原結合ポリペプチドは、関節炎の処置のための既存の組換え抗体療法に関連
する問題の多くに応えている。例えば、本ポリペプチドが、正常な組織との有意な反応性
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なしに、滑膜組織内で血管周囲性反応を示すという事実に起因して、本ポリペプチドは、
高濃度の従来のまたは生物学的な薬物を疾患部位に送達するために使用され得る。
　特定の実施形態では、例えば以下が提供される：
（項目１）
　関節炎患者の滑膜の微小血管系を特異的に標的とし、かつ
　配列番号１～４からなる群より選択される１つ以上の相補性決定領域（ＣＤＲ）を含む
、
抗原結合ポリペプチド。
（項目２）
配列番号５～８からなる群より選択される１つ以上の相補性決定領域（ＣＤＲ）を含む、
項目１に記載の抗原結合ポリペプチド。
（項目３）
微小血管系の間質区画と反応する、項目１または２に記載の抗原結合ポリペプチド。
（項目４）
血管周囲細胞と反応する、前述の項目のいずれかに記載の抗原結合ポリペプチド。
（項目５）
血管周囲性反応を示す、前述の項目のいずれかに記載の抗原結合ポリペプチド。
（項目６）
配列番号９に示されるようなＶＬ配列を含む、前述の項目のいずれかに記載の抗原結合ポ
リペプチド。
（項目７）
配列番号１０に示されるようなＶＨ配列を含む、前述の項目のいずれかに記載の抗原結合
ポリペプチド。
（項目８）
ｓｃＦｖである、前述の項目のいずれかに記載の抗原結合ポリペプチド。
（項目９）
ヒト抗体である、前述の項目のいずれかに記載の抗原結合ポリペプチド。
（項目１０）
変形性関節症および／または関節リウマチの患者の滑膜の微小血管系を特異的に標的とす
る、前述の項目のいずれかに記載の抗原結合ポリペプチド。
（項目１１）
配列番号１１として示されるアミノ酸配列を含む項目１または２に記載の抗原結合ポリペ
プチドと同じエピトープに結合する、抗原結合ポリペプチド。
（項目１２）
治療用サイトカイン、抗血管新生剤、抗リウマチ薬、感光性物質または磁性ナノ粒子のう
ちの１つ以上と結合体化されている、前述の項目のいずれかに記載の抗原結合ポリペプチ
ド。
（項目１３）
ＲＡの処置において使用するためのものである、前述の項目のいずれかに記載の抗原結合
ポリペプチド。
（項目１４）
関節の血管系の画像化において使用するためのものである、項目１～１２のいずれかに記
載の抗原結合ポリペプチド。
（項目１５）
関節炎の診断、モニタリングまたは予後診断において使用するためのものである、項目１
４に記載の抗原結合ポリペプチド。
（項目１６）
被験体における関節炎を処置するための方法であって、項目１～１１のいずれかに記載の
抗原結合ポリペプチドまたは項目１２に記載の結合体を被験体に投与する工程を包含する
、方法。
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（項目１７）
被験体における関節炎を処置するための方法であって、
　（ｉ）感光性物質に結合体化された項目１～１２のいずれかに記載の抗原結合ポリペプ
チドを被験体に投与する工程；
　（ｉｉ）該結合体が関節の滑膜の血管系を標的とする工程；
　（ｉｉ）該滑膜の血管系内で該感光性物質を活性化するために、該関節に光を適用する
工程
を包含する、方法。
（項目１８）
被験体における関節炎を処置するための方法であって、
　（ｉ）磁性ナノ粒子に結合体化された項目１～１２のいずれかに記載の抗原結合ポリペ
プチドを被験体に投与する工程；
　（ｉｉ）該結合体が関節の滑膜の血管系を標的とする工程；
　（ｉｉ）該滑膜の血管系内で該磁性ナノ粒子を活性化するために、該関節に磁場を適用
する工程
を包含する、方法。
（項目１９）
前記物質の活性化が、既存の血管系の破壊をもたらす、項目１７または１８に記載の方法
。
（項目２０）
ＴＮＦ－α遮断治療薬の投与も包含する、項目１７～１９のいずれかに記載の組み合わせ
の方法。
（項目２１）
変形性関節症および／または関節リウマチを処置するための、項目１７～２０のいずれか
に記載の方法。
（項目２２）
患者に投与されたときに滑膜の微小血管系を標的とする物質を生成するための方法であっ
て、該方法は、インビトロにおいて該物質を項目１～１１のいずれかに記載の抗原結合ポ
リペプチドに結合体化する工程を包含する、方法。
（項目２３）
前記物質が、治療用の物質、画像化の物質または診断用の物質である、項目２２に記載の
方法。
（項目２４）
前記物質が、治療用サイトカイン、抗血管新生剤、抗リウマチ薬、感光性物質または磁性
ナノ粒子である、項目２２または２３に記載の方法。
（項目２５）
項目１～１２のいずれかに記載の抗原結合ポリペプチドをコードする核酸配列。
（項目２６）
配列番号１２として示される配列またはそのバリアントを含む、項目２５に記載の核酸配
列。
（項目２７）
項目２５または２６に記載の核酸配列を含む、ベクター。
（項目２８）
項目２７に記載のベクターを含む、宿主細胞。
【図面の簡単な説明】
【００４０】
【図１】正常な関節と関節リウマチの関節との比較。健常な関節（ａ）では、薄い滑膜が
関節の非荷重面を裏打ちしている。関節リウマチ（ｂ）では、滑膜は、過形成になってお
り、慢性炎症細胞によって浸潤されている。最終的には、それは、「パンヌス」になり、
関節軟骨およびその下にある骨の上および中に移動する。
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【図２】滑膜組織に対するｓｃＦｖ　Ａ７抗体のインビトロ反応性の免疫組織学的分析。
滑膜組織の切片に対するｓｃＦｖ　Ａ７の反応性を、ビオチン化ｓｃＦｖ　Ａ７を用いて
調べた。
【図３】滑膜の微小血管系内でのｓｃＦｖ　Ａ７の細胞反応性の特徴づけ。滑膜の微小血
管系の細胞成分に対するｓｃＦｖの反応性を、内皮特異的マーカーのフォン・ビルブラン
ト因子（ｖＷＦ）およびＣＤ３１ならびに血管周囲細胞特異的マーカーのＮＧ２を用いた
、ＲＡ患者由来の凍結ヒト滑膜組織の二重染色によって調べた。結合したｓｃＦｖ　Ａ７
をそのビオチン化タグによって、Ｔｅｘａｓ　Ｒｅｄ－アビジン抗体を用いて検出した。
ｖＷＦ、ＣＤ３１およびＮＧ２の結合を、Ａｌｅｘａ４８８（緑色）またはＡｌｅｘａ５
９４（赤色）によって検出した。
【図４】Ｉ１２５ｓｃＦｖ　Ａ７によるヒト滑膜組織のインビボ標的化。インビボにおい
てｓｃＦｖが滑膜異種移植片の微小血管系を優先的に標的とする能力を、滑膜および皮膚
の異種移植片を二重で有するＳＣＩＤマウスにヨウ素化ｓｃＦｖを注射することによって
調べた。抗体投与の４時間後および２４時間後に、γカウントによって移植片組織を調べ
た。続いて、結果を、組織重量および血液プールにおけるバックグラウンド放射能に対し
て補正し、注射量に対する組織と血液との比のパーセンテージとして表した。各条件につ
いてＮ＝５。ヨウ素化ｓｃＦｖ　ＨＥＬをネガティブコントロールとして使用した。
【図５】免疫組織化学によって評価された、正常ヒト組織に対するｓｃＦｖクローンＡ７
の反応性の発現プロファイル。正常ヒト組織に対するｓｃＦｖ　Ａ７の反応性を、様々な
臓器由来の正常ヒト組織のパラフィン包埋組織マイクロアレイを用いて調べた。結合した
ビオチン化ｓｃＦｖ　Ａ７抗体を、アビジンＨＲＰ（茶色）によって検出した。抗フォン
・ビルブラント因子を、組織切片内の血管の存在を検出するために使用した。スケールバ
ー＝２０μｍ。
【図６】ｓｃＦｖ　Ａ７の重鎖および軽鎖のＣＤＲ２およびＣＤＲ３アミノ酸配列。可変
アミノ酸ドメインを赤色で示している。ライブラリー中に存在するすべての抗体クローン
は、これらの位置だけで異なり、他の箇所は同一である。
【図７】ｓｃＦｖ　Ａ７の配列。（Ａ）ｓｃＦｖ　Ａ７の模式図。（Ｂ）ｓｃＦｖ　Ａ７
のＤＮＡ配列。（Ｃ）ｓｃＦｖ　Ａ７の予測されるアミノ酸配列。ペプチドリンカー配列
（赤色）およびＣＤＲ領域配列（茶色）が強調されている。
【図８】正常ヒト組織におけるｓｃＦｖ　Ａ７の免疫組織化学。正常ヒト滑膜組織に対す
るｓｃＦｖ　Ａ７の反応性。連続的な切片は、ｖＷＦおよびα－アクチンで染色される血
管を示している。ｓｃＦｖ　Ａ７抗体を用いたとき、反応性は観察されない。示されてい
る像は、調べた１１個の独立したサンプルの代表的な像である。スケールバー＝５０μｍ
。Ａ：ｖＷＦＢ：α－アクチンＣ：ｓｃＦｖ　Ａ７
【図９】炎症性組織の微小血管系に対するｓｃＦｖ　Ａ７抗体の反応性。正常な結腸、ク
ローン病の結腸、正常な皮膚および乾癬の皮膚に対するｓｃＦｖ　Ａ７の反応性を評価し
た。微小血管系の存在を、抗ヒトｖＷＦ抗体を用いて可視化した。ビオチン化ｓｃＦｖ　
Ａ７を、ＡＢＣ－ＨＲＰを用いて検出した。ｖＷＦ抗体の反応性を、ＨＲＰ標識された二
次抗体を用いて検出した。示されている像は、調べた５つの正常結腸サンプル、７つのク
ローン病の結腸サンプルおよび５つの皮膚サンプルの代表的な像である。スケールバー＝
１００μｍ。
【図１０】ＰＣ３細胞に対するｓｃＦｖ　Ａ７の反応性。免疫細胞化学を用いて、前立腺
がん細胞株ＰＣ３の細胞表面に対するｓｃＦｖ　Ａ７の反応性を調べた。その細胞表面に
対する反応性を、ホルムアルデヒド固定されたが透過処理されていない細胞を使用するこ
とによって調べた。結合したｓｃＦｖ　Ａ７を、抗ｃ－Ｍｙｃ抗体に続いてＡｌｅｘａ４
８８を使用することによって、そのＭｙｃタグを介して検出した。
【発明を実施するための形態】
【００４１】
　詳細な説明
　抗原結合ポリペプチド
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　本発明の第１の態様は、抗原結合ポリペプチドに関する。
【００４２】
　用語「抗原結合ポリペプチド」は、１つ以上の相補性決定領域（ＣＤＲ）を含み、かつ
抗体または抗体様分子と同様に抗原に結合するポリペプチドを意味するために使用される
。
【００４３】
　伝統的な抗体分子は、ジスルフィド結合によって相互に接続された４本のポリペプチド
鎖：２本の重（Ｈ）鎖；および２本の軽（Ｌ）鎖を含む。各重鎖は、重鎖可変領域（ＶＨ
）および重鎖定常領域を含む。重鎖定常領域は、３つのドメイン、ＣＨ１、ＣＨ２および
ＣＨ３を含む。各軽鎖は、軽鎖可変領域（ＶＬ）および軽鎖定常領域を含む。軽鎖定常領
域は、１つのドメイン、ＣＬを含む。ＶＨおよびＶＬ領域は、フレームワーク領域（ＦＲ
）と呼ばれるより保存された領域の間に散在する、相補性決定領域（ＣＤＲ）１と呼ばれ
る超可変性の領域にさらに細分され得る。ＶＨおよびＶＬの各々は、アミノ末端からカル
ボキシ末端に向かって以下の順序：ＦＲ１、ＣＤＲ１、ＦＲ２、ＣＤＲ２、ＦＲ３、ＣＤ
Ｒ３、ＦＲ４で配置される３つのＣＤＲおよび４つのＦＲから構成される。
【００４４】
　伝統的な抗体分子では、重鎖と軽鎖の対形成によって、各鎖のＣＤＲが引き合わされる
ことにより、各Ｆａｂアームの先端に抗原結合部位を形成する単一の超可変表面が生じる
。合計６つのＣＤＲのうちの１つのサブセットだけが、抗原結合に寄与するのが通常であ
る。例えば、抗体ＭＯＰＣ６０３が、ホスホコリンに結合するとき、軽鎖可変領域は、Ｃ
ＤＲ３だけを結合部位に与えるのに対し、重鎖は３つすべてのＣＤＲが関わる。
【００４５】
　本抗原結合ポリペプチドは、配列番号１～４として示される群からの２、３または４つ
のＣＤＲを含み得る。
【００４６】
　例えば、ドメイン抗体（ｄＡｂ、下記を参照のこと）では、単一のＶＨまたはＶＬ鎖が
抗原に結合することも可能である。本抗原結合ポリペプチドは、両方のＶＨ　ＣＤＲ（配
列番号１および２）および／または両方のＶＬ　ＣＤＲ（配列番号３および４）を含み得
る。
【００４７】
　用語「抗体」は、インタクトな抗体、抗体のフラグメント、例えば、Ｆａｂ、Ｆ（ａｂ
’）２フラグメント、ならびにその定常および／または可変領域において変異（例えば、
キメラ抗体、部分的ヒト化抗体または完全ヒト化抗体を生成する変異、ならびに所望の形
質、例えば、高いＩＬ１３結合性および／または低いＦｃＲ結合性を有する抗体を生成す
る変異）を有するインタクトな抗体およびフラグメントを包含する。
【００４８】
　用語「フラグメント」とは、インタクトなまたは完全な抗体または抗体鎖よりも少ない
アミノ酸残基を含む、抗体または抗体鎖の一部または部分のことを指す。フラグメントは
、インタクトなまたは完全な抗体または抗体鎖の化学的または酵素的な処理を介して得る
ことができる。フラグメントは、組換え手段によっても得ることができる。結合フラグメ
ントには、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆａｂｃ、Ｆｄ、ｄＡｂ、Ｆｖ、一本鎖
、一本鎖抗体、例えば、ｓｃＦｖ、単一ドメイン抗体（Ｍｕｌｄｅｒｍａｎｓら、２００
１Ｊ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．２６：２３０－５）および単離された相補性決定領域（Ｃ
ＤＲ）が含まれる。
【００４９】
　Ｆａｂフラグメントは、ＶＬ、ＶＨ、ＣＬおよびＣＨ１ドメインからなる一価のフラグ
メントである。Ｆ（ａｂ’）２フラグメントは、ヒンジ領域においてジスルフィド架橋に
よって連結された２つのＦａｂフラグメントを含む二価のフラグメントである。Ｆｄフラ
グメントは、ＶＨおよびＣＨ１ドメインからなり、Ｆｖフラグメントは、抗体の単一アー
ムのＶＬおよびＶＨドメインからなる。
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【００５０】
　ｄＡｂフラグメントは、単独で抗体に結合することができる単一のＶＨドメインまたは
ＶＬドメインからなる（ＷＯ９０／０５１４４；ＷＯ０３／００２６０９）。ダイアボデ
ィなどの他の形態の一本鎖抗体も包含される。ダイアボディは、二価の二重特異性抗体で
あり、ここで、ＶＨおよびＶＬドメインは単一のポリペプチド鎖上で発現させられるが、
短すぎて同じ鎖上のそれらの２つのドメインを対形成させることができないリンカーを用
いることにより、それらのドメインは別の鎖の相補的なドメインと対形成せざるを得ず、
それによって、２つの抗原結合部位が生成される（例えば、Ｈｏｌｌｉｇｅｒら、１９９
３，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９０：６４４４－６４４８を参照
のこと）。
【００５１】
　実施例に記載される抗原結合ポリペプチドは、ｓｃＦｖフラグメントである。伝統的な
抗体分子では、Ｆｖフラグメントの２つのドメインであるＶＬおよびＶＨは、別個の遺伝
子によってコードされる。しかしながら、それらは、組換え方法を用いて、ＶＬおよびＶ
Ｈ領域が対形成して一価の分子を形成する一本鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）として知られる単一の
タンパク質鎖として生成されることを可能にする合成リンカーによって、連結され得る（
Ｂｉｒｄら、１９８８，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４２：４２３－４２６）。
【００５２】
　抗体様分子は、合成分子（例えば、ＳＭＩＰおよび低分子抗体模倣物）における、ＣＤ
Ｒの別々のまたは組み合わせた使用を含む。特異性決定領域（ＳＤＲ）は、抗原と直接相
互作用するＣＤＲ内の残基である。そのＳＤＲは、超可変残基に対応する。（Ｐａｄｌａ
ｎら（１９９５）ＦＡＳＥＢ　Ｊ．９：１３３－１３９）を参照のこと。ＣＤＲは、２つ
のＣＤＲ領域およびフレームワーク領域を含む低分子抗体模倣物においても使用され得る
（Ｑｕｉら、Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｖｏｌ　２５；９２１－９２
９；Ａｕｇｕｓｔ　２００７）。
【００５３】
　抗体またはその結合部分は、その抗体または抗体部分と１つ以上の他のタンパク質また
はペプチドとの共有結合性または非共有結合性の結合によって形成されるより大きな免疫
接着分子（ｉｍｍｕｎｏａｄｈｅｓｉｏｎ　ｍｏｌｅｃｕｌｅ）の一部でもあり得る。そ
のような免疫接着分子の例としては、四量体のｓｃＦｖ分子を生成するストレプトアビジ
ンコア領域の使用（Ｋｉｐｒｉｙａｎｏｖ，Ｓ．Ｍ．ら（１９９５）Ｈｕｍａｎ　Ａｎｔ
ｉｂｏｄｉｅｓ　ａｎｄ　Ｈｙｂｒｉｄｏｍａｓ　６：９３－１０１）、ならびにビオチ
ン化された二価のｓｃＦｖ分子を生成する、システイン残基、マーカーペプチドおよびＣ
末端ポリヒスチジンタグの使用（Ｋｉｐｒｉｙａｎｏｖ，Ｓ．Ｍ．ら（１９９４）Ｍｏｌ
．Ｉｍｍｕｎｏｌ．３１：１０４７－１０５８）が挙げられる。
【００５４】
　本発明の抗原結合ポリペプチドは、配列番号１～４からなる群より選択される１つ以上
の相補性決定領域（ＣＤＲ）を含む。
【００５５】
　ＣＤＲ
【００５６】
【化１】

　Ｘは、任意のアミノ酸であり得る。
【００５７】
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　所与のＣＤＲについて、配列番号１～４においてＸで表されているアミノ酸の１つ以上
は、配列番号５～８に示されるとおりのものであり得る。
【００５８】
【化２】

　例えば、配列番号１に記載のＣＤＲは、以下：
【００５９】
【化３】

のうちの１つであり得る。
【００６０】
　所与のＣＤＲについて、Ｘで表されているアミノ酸の２、３、４、５個またはそれ以上
は、配列番号５～８に示されたとおりのものであり得る。
【００６１】
　本発明の抗原結合ポリペプチドは、配列番号５～８からなる群より選択される少なくと
も１つのＣＤＲを含み得る。
【００６２】
　Ｖ領域
　本発明の抗原結合ポリペプチドは、配列番号１、２、５および６からなる群より選択さ
れるＣＤＲをＶＨ領域の一部として含み得る。
【００６３】
　本発明の抗原結合ポリペプチドは、配列番号３、４、７および８からなる群より選択さ
れるＣＤＲをＶＬ領域の一部として含み得る。
【００６４】
　本発明の抗原結合ポリペプチドは、配列番号１、２、５および６からなる群より選択さ
れるＣＤＲをＶＨ領域の一部として；ならびに配列番号３、４、７および８からなる群よ
り選択されるＣＤＲをＶＬ領域の一部として含み得る。
【００６５】
　本発明の抗原結合ポリペプチドは、配列番号１および２（または５および６）に対応す
る２つのＣＤＲをＶＨ領域の一部として含み得る。
【００６６】
　本発明の抗原結合ポリペプチドは、配列番号３および４（または７および８）に対応す
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る２つのＣＤＲをＶＬ領域の一部として含み得る。
【００６７】
　本発明の抗原結合ポリペプチドは、配列番号１および２（または５および６）に対応す
る２つのＣＤＲをＶＨ領域の一部として；ならびに配列番号３および４（または７および
８）に対応する２つのＣＤＲをＶＬ領域の一部として含み得る。
【００６８】
　その抗原結合ポリペプチドは、配列番号９に示されるようなＶＨ領域、または例えば、
少なくとも７０、８０、９０、９５もしくは９９％の配列同一性を有するそのバリアント
を含み得る。
 
【００６９】
【化４】

　その抗原結合ポリペプチドは、配列番号１０に示されるようなＶＬ領域、または例えば
、少なくとも７０、８０、９０、９５もしくは９９％の配列同一性を有するそのバリアン
トを含み得る。
【００７０】

【化５】

　ＶＨ領域とＶＬ領域の両方について、配列内のバリエーションは、そのポリペプチドの
フレームワーク領域（すなわち、図７Ｂにおいて黒色で示される部分）に集中し得る。Ｃ
ＤＲ（茶色で示される部分に対応する）は、比較的少ないアミノ酸置換を含み得る。ＣＤ
Ｒは、図６において赤色で示される位置、すなわち、配列番号１～４においてアミノ酸Ｘ
で表される位置に対応する位置にだけ、置換を含むべきであり、他のＣＤＲの位置（図６
において黒色で示される位置）には置換を含むべきではない。
【００７１】
　ＳＣＦＶ
　本抗原結合ポリペプチドは、配列番号１１として示される配列、または例えば、少なく
とも７０、８０、９０、９５もしくは９９％の配列同一性を有するそのバリアントを有す
るｓｃＦｖであり得る。
【００７２】
【化６】

　また、この配列内のバリエーションは、そのポリペプチドのフレームワーク領域および
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リンカー領域（すなわち、図７Ｂにおいてそれぞれ黒色および赤色で示される部分）に集
中し得る。ＣＤＲ（茶色で示される部分に対応する）は、比較的少ないアミノ酸置換を含
み得る。ＣＤＲは、図６において赤色で示される位置、すなわち、配列番号１～４におい
てアミノ酸Ｘで表される位置に対応する位置にだけ、置換を含み得る。
【００７３】
　配列比較
　同一性の比較は、目視によって、またはより通常では、容易に入手可能な配列比較プロ
グラムの助けを借りて、行われ得る。これらの商業的に入手可能なコンピュータプログラ
ムは、２つ以上の配列間の％同一性を計算することができる。そのようなアラインメント
の実行に適したコンピュータプログラムは、ＧＣＧ　Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ　Ｂｅｓｔｆｉ
ｔパッケージ（Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ，Ｕ．Ｓ．Ａ．；Ｄｅ
ｖｅｒｅｕｘら、１９８４，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　１２：３
８７）である。配列比較を行うことができる他のソフトウェアの例としては、ＢＬＡＳＴ
パッケージ（Ａｕｓｕｂｅｌら、１９９９　同書－Ｃｈａｐｔｅｒ　１８を参照のこと）
、ＦＡＳＴＡ（Ａｔｓｃｈｕｌら、１９９０，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，４０３－４１０
）および比較ツールのＧＥＮＥＷＯＲＫＳ一式が挙げられるが、これらに限定されない。
ＢＬＡＳＴとＦＡＳＴＡの両方が、オフラインおよびオンラインの検索に利用可能である
（Ａｕｓｕｂｅｌら、１９９９　同書，７－５８から７－６０頁を参照のこと）。しかし
ながら、いくつかの用途では、ＧＣＧ　Ｂｅｓｔｆｉｔプログラムを使用することが好ま
しい。ＢＬＡＳＴ２　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓと呼ばれる新しいツールもまた、タンパク質お
よびヌクレオチド配列を比較するために利用可能である（ＦＥＭＳ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ
　Ｌｅｔｔ　１９９９　１７４（２）：２４７－５０；ＦＥＭＳ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ　
Ｌｅｔｔ　１９９９　１７７（１）：１８７－８およびｔａｔｉａｎａ＠ｎｃｂｉ．ｎｌ
ｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖを参照のこと）。
【００７４】
　配列は、サイレントな変化を生成して機能的に等価な分子をもたらす、アミノ酸残基の
１つ以上の欠失、挿入または置換を有し得る。活性が保持される限り、それらの残基の極
性、電荷、溶解性、疎水性、親水性および／または両親媒性の性質の類似性に基づいて、
計画的なアミノ酸置換が行われ得る。例えば、負に帯電したアミノ酸には、アスパラギン
酸およびグルタミン酸が含まれ；正に帯電したアミノ酸には、リジンおよびアルギニンが
含まれ；類似の親水性の値を有する非荷電極性の頭部を有するアミノ酸には、ロイシン、
イソロイシン、バリン、グリシン、アラニン、アスパラギン、グルタミン、セリン、トレ
オニン、フェニルアラニンおよびチロシンが含まれる。
【００７５】
　保存的置換は、例えば下記の表に従って、行われ得る。第２列の同じブロックおよび好
ましくは第３列の同じ行のアミノ酸が、互いに対して置換され得る。
【００７６】
【表１】

　ヒト抗体
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　本抗原結合ポリペプチドは、非ヒト、キメラ、ヒト化または完全ヒトであり得る。
【００７７】
　非ヒト抗体には、マウス、ラット、ウサギ、ヒツジ、ヤギまたは他の哺乳動物由来の、
ポリクローナルまたはモノクローナル抗体調製物が含まれる。
【００７８】
　本明細書中で使用されるとき、用語「モノクローナル抗体」とは、構造および抗原特異
性が均一である、抗体産生細胞（例えば、Ｂリンパ球またはＢ細胞）のクローン集団に由
来する抗体のことを指す。用語「ポリクローナル抗体」とは、構造およびエピトープ特異
性が不均一であるが共通の抗原を認識する、抗体産生細胞の異なるクローン集団を起源と
する複数の抗体のことを指す。粗ポリクローナル抗体調製物は、動物を抗原で免疫化する
ことによって得られる場合がある。
【００７９】
　キメラ抗体は、少なくとも２つの異なる種由来の配列を含む。１つの例として、組換え
クローニング法を用いることにより、非ヒト抗体（すなわち、抗原で免疫化された非ヒト
種において調製された抗体）由来の可変領域（抗原結合部位を含む）およびヒト免疫グロ
ブリンに由来する定常領域が含められ得る。
【００８０】
　本抗原結合ポリペプチドは、ヒト化され得る。
【００８１】
　非ヒト（例えば、マウス）抗体の「ヒト化」型は、レシピエントの超可変領域由来の残
基が、所望の特異性、親和性および能力を有する非ヒト種（例えば、マウス、ラット、ウ
サギまたは非ヒト霊長類）（ドナー抗体）の超可変領域由来の残基によって置換された、
ヒト免疫グロブリン（レシピエント抗体）である。いくつかの場合では、ヒト免疫グロブ
リンのＦＲ残基が、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
シピエント抗体またはドナー抗体に見られない残基を含み得る。これらの改変は、抗体の
性能をさらに洗練させるために行われる。一般に、ヒト化抗体は、少なくとも１つおよび
代表的には２つの可変ドメインの実質的にすべてを含み、ここで、超可変領域のすべてま
たは実質的にすべては、非ヒト免疫グロブリンのものに対応し、ＦＲ領域のすべてまたは
実質的にすべては、ヒト免疫グロブリン配列のものである。ヒト化抗体は、必要に応じて
、免疫グロブリン定常領域（Ｆｃ）、代表的にはヒト免疫グロブリンのものの少なくとも
一部分も含み得る。
【００８２】
　本抗原結合ポリペプチドは、実施例に記載されるｓｃＦｖの場合のように、完全にヒト
であり得る。
【００８３】
　用語「ヒト抗体」は、Ｋａｂａｔらによって記載されたようなヒト生殖細胞系列免疫グ
ロブリン配列に対応する可変領域および定常領域を有する抗体を含む（Ｋａｂａｔら（１
９９１）Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃ
ａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ，Ｆｉｆｔｈ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｕ．Ｓ．Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ
　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ　ａｎｄ　Ｈｕｍａｎ　Ｓｅｒｖｉｃｅｓ，ＮＩＨ　Ｐｕｂｌｉｃ
ａｔｉｏｎ　Ｎｏ．９１－３２４２を参照のこと）。本発明のヒト抗体は、ヒト生殖細胞
系列免疫グロブリン配列によってコードされないアミノ酸残基（例えば、インビトロでの
ランダムもしくは部位特異的な変異誘発またはインビボでの体細胞変異によって導入され
た変異）を、例えば、ＣＤＲおよび特にＣＤＲ３に含み得る。その変異は、例えば、選択
的変異誘発アプローチを用いて、導入され得る。ヒト抗体は、ヒト生殖細胞系列免疫グロ
ブリン配列によってコードされないアミノ酸残基（例えば、活性を増強させるアミノ酸残
基）で置き換えられた少なくとも１つの位置を有し得る。ヒト抗体は、ＣＤＲ領域内にい
くつかのアミノ酸の変更を有し得る。しかしながら、用語「ヒト抗体」は、本明細書中で
使用されるとき、マウスなどの別の哺乳動物種の生殖細胞系列に由来するＣＤＲ配列がヒ
トフレームワーク配列に移植された抗体を含まないと意図されている。
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【００８４】
　完全ヒト組換え抗体は、実質的には外来配列を含まないので、治療のために使用される
とき、非ヒト（例えば、マウス）抗体、キメラ抗体またはヒト化抗体よりも免疫原性が相
当に低い可能性がある。
【００８５】
　反応性
　本発明の抗原結合ポリペプチドは、関節炎患者の微小血管系を特異的に標的とする。例
えば、その抗原結合ポリペプチドは、変形性関節症または関節リウマチ（ＲＡ）の患者の
微小血管系を標的とし得る。
【００８６】
　図１に示されるように、正常な関節では、滑膜は、関節の非荷重面を裏打ちしている。
関節炎において、滑膜は、Ｔヘルパー細胞、Ｂ細胞、マクロファージおよび形質細胞によ
って浸潤されるようになる。その滑膜では大規模な血管新生が生じ、有意に微小血管系が
増加する。本発明の抗原結合ポリペプチドは、この滑膜の微小血管系に対して特異的な反
応性を示す。
【００８７】
　本抗原結合ポリペプチドは、微小血管系の間質（すなわち、結合組織）区画と反応し得
る。微小血管系の間質区画は、安定しており、豊富に存在するので、その区画は、抗体に
基づく標的化用途にとって魅力的である。
【００８８】
　本抗原結合ポリペプチドは、血管周囲細胞と反応し得る。ルジェー細胞または壁細胞と
しても知られる血管周囲細胞は、すべての毛細血管および後毛細管小静脈と反管腔側で（
ａｂｌｕｍｉｎａｌｌｙ）結合する。血管周囲細胞特異性は、実施例に記載されるような
ＮＧ２などの血管周囲細胞特異的マーカーで二重染色することによって調べられ得る。
【００８９】
　本抗原結合ポリペプチドは、滑膜の微小血管系に見られる平滑筋細胞の細胞表面に結合
し得る。
【００９０】
　本抗原結合ポリペプチドは、血管周囲性反応を示し得、すなわち、滑膜の微小血管系内
の血管の周囲の部位に優先的に結合し得る。
【００９１】
　本発明の抗原結合ポリペプチドは、患者への投与後にその抗原結合ポリペプチドが他の
組織（例えば、皮膚）とは対照的に、滑膜に対して優先的な結合能を示すという意味にお
いて、関節炎患者の滑膜の血管系を「特異的に標的とする」。本抗原結合ポリペプチドは
、他の組織に対して、関節炎の滑膜への２、３または４倍の優先的な結合能を示し得る。
【００９２】
　本発明の抗体結合ポリペプチドは、生命維持に必要な臓器（例えば、心臓、肝臓、肺、
膵臓、大脳皮質および消化系）とは有意な反応性を示すべきではない。
【００９３】
　本発明の抗体結合ポリペプチドは、正常な組織（例えば、リンパ、胸腺、副腎、卵巣お
よび精巣）とは有意な反応性を示すべきではない。
【００９４】
　本発明の抗体結合ポリペプチドは、正常な非関節炎の関節を有意に標的とすべきではな
い。例えば、その抗体結合ポリペプチドは、関節炎の関節と正常な関節との組み合わせを
有する関節炎患者に投与されたとき、関節炎の関節を優先的に標的とすべきである。その
抗体結合ポリペプチドは、最大量の滑膜の血管新生を示している関節を優先的に標的とし
得、および／またはその関節に蓄積し得る。
【００９５】
　反応性および／または標的化は、抗体結合ポリペプチドに基づく診断用生成物が高いバ
ックグラウンドレベルに起因して使用に不適となるか、または抗原結合ポリペプチドに基
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づく治療用生成物が低い特異性レベルに起因して使用するのに安全でなくなるかもしくは
有効でなくなる場合、「有意」とみなされる。
【００９６】
　複合体／結合体
　本抗原結合ポリペプチドは、リウマチ様疾患の診断および／もしくは処置または関節の
血管系の画像化において使用するための別の物質と結合され得る。
【００９７】
　その結合は、抗原結合ポリペプチド／物質の複合体が、関節炎の被験体に投与されると
、その物質が、抗原結合ポリペプチドとの結合によって滑膜の微小血管系を標的とするよ
うな結合である。
【００９８】
　その物質は、ナノキャリア（例えば、ナノ粒子またはリポソーム）の一部であり得、ま
たはその中にあり得る。そのナノキャリアは、本抗原結合ポリペプチドと結合され得、例
えば、それでコーティングされ得る（Ｐｅｔｒｏｓ　ａｎｄ　ＤｅＳｉｍｏｎｅ　２０１
０　Ｎａｔｕｒｅ　Ｒｅｖｉｅｗｓ　Ｄｒｕｇ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ　９，ｐ６１５－６
２７；Ｔｏｒｃｈｉｌｉｎ　Ｔｈｅ　ＡＡＰＳ　Ｊｏｕｒｎａｌ　２００７；９（２）ｐ
１２９－１４７０）。
【００９９】
　あるいは、本抗原結合ポリペプチドは、上記物質に結合体化され得る。タンパク質を結
合体化するための手法は、当該分野で公知である。例えば、本抗原結合ポリペプチドおよ
び物質は、リンカー、通常、可撓性リンカー（例えば、ポリペプチド鎖）または化学的連
結基を介して連結され得る。
【０１００】
　上記抗原結合ポリペプチドおよび物質は、単一の核酸配列によってコードされ、融合タ
ンパク質として一緒に発現され得る。あるいは、上記抗原結合ポリペプチドおよび物質は
、別個に発現され、続いて、例えば、化学的連結物質を用いて、共に連結されてもよい。
【０１０１】
　上記物質が、それ自体が抗体またはその一部である場合、本発明の抗原結合ポリペプチ
ドおよびその物質は、二機能性抗体などの二重特異性リガンドとして結合され得る。その
物質は、例えば、ＲＡの処置のために現在使用されている抗体（例えば、Ａｄａｌｉｍｕ
ｍａｂ、Ｃｅｒｔｕｌｉｚｕｍａｂ　ｐｅｇｏｌ、Ｇｏｌｉｍｕｍａｂ、Ａｂａｔａｃｅ
ｐｔ、ＲｉｔｕｘｉｍａｂまたはＴｏｃｉｌｉｚｕｍａｂ）に基づき得る。
【０１０２】
　上記物質は、以下：治療用サイトカイン、抗血管新生剤、抗リウマチ薬、感光性物質ま
たは磁性ナノ粒子のうちの１つ以上であり得る。
【０１０３】
　上記物質は、１つ以上のサイトカインを遮断することができる場合がある。例えば、そ
の物質は、ＴＮＦα、ＩＬ－１、ＩＬ－６、ＩＬ－１５、ＩＬ－１２／２３、ＩＬ－１７
、ＩＬ－１８、ＩＬ－２７またはＩＬ－３２を遮断することができる場合がある。
【０１０４】
　上記物質は、直接サイトカインまたはそのレセプターと（例えば、サイトカインレセプ
ターアンタゴニストであることによって）相互作用し得る。
【０１０５】
　抗血管新生剤は、３つの方法：（ｉ）成長因子が細胞に到達するのを阻止する方法；（
ｉｉ）細胞内のシグナル伝達を遮断する方法；（ｉｉｉ）細胞間のシグナル伝達に干渉す
る方法のうちの１つにおいて血管の成長を阻止するように働く。
【０１０６】
　血管内皮成長因子（ＶＥＧＦ）は、新しい血管の成長に関与する。それは、この成長を
、内皮細胞を刺激することによって（これは、血管の壁を形成し、栄養分および酸素を組
織に輸送する）、促進する。ゆえに、ＶＥＧＦを阻止することによって、新しい血管の成
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長が阻害される。ベバシズマブ（Ａｖａｓｔｉｎ）は、ＶＥＧＦを阻止する臨床的に認可
されたモノクローナル抗体治療薬である。
【０１０７】
　他の処置は、そうでなければ血管新生をもたらす、内皮細胞内の細胞内シグナル伝達を
阻止する。１つのそのようなタイプの薬物は、Ｓｕｎｉｔｉｎｉｂ（Ｓｕｔｅｎｔ）など
のチロシンキナーゼインヒビター（ＴＫＩ）である。
【０１０８】
　血管の形成に影響する別の処置は、細胞シグナル伝達に干渉するサリドマイドである。
レナリドマイド（Ｒｅｖｌｉｍｉｄ）は、副作用がより少なくなるように開発されたサリ
ドマイド薬である。
【０１０９】
　抗リウマチ薬の主要なクラスには：非ステロイド性抗炎症薬（ＮＳＡＩＤ）；コルチコ
ステロイド；疾患修飾性抗リウマチ薬（ＤＭＡＲＤ）；遅効性抗リウマチ薬（ＳＡＡＲＤ
）；および免疫抑制性細胞傷害薬が含まれる。
【０１１０】
　非ステロイド性抗炎症薬（ＮＳＡＩＤ）は、炎症と疼痛の両方の症状軽減をもたらすが
、関節リウマチに関連する進行性の骨および軟骨の減少には限定的な作用しか有しない。
それらは、身体のプロスタグランジンの産生を遅延させることによって作用する。一般的
なＮＳＡＩＤとしては：イブプロフェン（Ｍｏｔｒｉｎ、ＮｕｐｒｉｎまたはＡｄｖｉｌ
）、ナプロキセン（Ｎａｐｒｏｓｙｎ、Ａｌｅｖｅ）およびインドメタシン（Ｉｎｄｏｃ
ｉｎ）が挙げられる。
【０１１１】
　コルチコステロイドは、非常に強力な抗炎症剤である。それらは、身体によって産生さ
れるコルチゾンの合成アナログである。コルチコステロイドは、炎症を減少させるため、
および免疫系の活性を抑制するために使用される。最もよく処方されるのは、プレドニゾ
ンおよびデキサメタゾンである。
【０１１２】
　疾患修飾性抗リウマチ薬（ＤＭＡＲＤ）は、症状を処置するだけでなく、疾患プロセス
自体に影響を及ぼす。ＤＭＡＲＤは、抗炎症作用も有し、ほとんどが、がんおよびマラリ
アなどの他の疾患の処置から得られた。抗マラリア薬のＤＭＡＲＤとしては、クロロキン
（Ａｒａｌｅｎ）およびヒドロキシクロロキン（Ｐｌａｑｕｅｎｉｌ）が挙げられる。強
力なＤＭＡＲＤとしては：メトトレキサート（Ｒｈｅｕｍａｔｒｅｘ）、スルファサラジ
ン、シクロスポリン、アザチオプリン（Ｉｍｕｒａｎ）およびシクロホスファミド（Ｃｙ
ｔｏｘａｎ）、アザチオプリン、スルファサラジン、ペニシラミンおよび有機金化合物（
例えば、金チオグルコース（Ｓｏｌｇａｎｏｌ）、金チオリンゴ酸ナトリウム（Ａｕｒｏ
ｌａｔｅ）およびオーラノフィン（Ｒｉｄａｕｒａ））が挙げられる。
【０１１３】
　遅効性抗リウマチ薬（ＳＡＡＲＤ）は、ＤＭＡＲＤの特別なクラスであり、これらの薬
物の作用は、遅効性であり、ＮＳＡＩＤの作用ほど迅速に明らかにならない。例としては
、ヒドロキシクロロキンおよび金チオグルコースである。
【０１１４】
　免疫抑制性細胞傷害薬は、ＮＳＡＩＤおよびＳＡＡＲＤによる処置が効果を有しなかっ
た場合に、使用され得る。免疫抑制薬は、免疫系への安定化効果を有する。慢性関節炎に
関連する炎症は、免疫系の機能不全に起因するので、このクラスの薬物の使用は、関節リ
ウマチの処置にも有益であると示されている。例としては：メトトレキサート、メクロレ
タミン、シクロホスファミド、クロラムブシルおよびアザチオプリンである。
【０１１５】
　上記物質は、プロドラッグ活性化酵素などの酵素であり得る。
【０１１６】
　感光性物質は、滑膜に存在し、かつ光によって活性化されるとき、既存の血管系の破壊
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を引き起こす物質である。そのような物質の例は、当該分野で公知であり、例えば、Ｄｏ
ｌｍａｎｓら、Ｎａｔｕｒｅ　Ｒｅｖｉｅｗｓ　Ｃａｎｃｅｒ　２００３，３，３８０－
３８７；Ｈｕａｎｇ，Ｔｅｃｈｎｏｌ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ　Ｔｒｅａｔ．２００５，
４（３）：２８３－２９３；Ｈｅｎｄｒｉｃｈら、Ｋｎｅｅ　Ｓｕｒｇ，Ｓｐｏｒｔｓ　
Ｔｒａｕｍａｔｏｌ，Ａｒｔｈｒｏｓｃ（２０００）８：１９０－１９４に記載されてい
るものである。
【０１１７】
　光増感剤は、照射されたとき、および酸素の存在下において、一重項酸素または反応性
ラジカルなどの毒性の拡散性物質を放出する分子である。抗ＥＤ－Ｂ抗体フラグメントｓ
ｃＦｖ（Ｌ１９）は、眼球の血管新生のウサギモデルにおいて、新しく形成された血管に
選択的に局在化する。この免疫結合体は、光増感剤に化学的に結合され、赤色光で照射さ
れると、眼球の新生血管系の完全かつ選択的な閉塞を媒介し、対応する内皮細胞のアポト
ーシスを促進する。光増感剤は、ある特定の形態の加齢黄斑変性症の光線力学的療法のた
めに、クリニックにおいて既に使用されている。
【０１１８】
　上記物質は、磁性ナノ粒子であり得るか、またはそれを含み得る。その物質は、磁場に
よって活性化されると、既存の滑膜の微小血管系の破壊を引き起こすことができる場合が
ある。好適な磁性ナノ粒子は、当該分野で公知であり、例えば、Ｖｉｇｏｒら、Ｂｉｏｍ
ａｔｅｒｉａｌｓ．２０１０　Ｆｅｂ；３１（６）：１３０７－１５に記載されているも
のである。
【０１１９】
　本発明はまた、本発明の第１の態様に係る抗原結合ポリペプチドおよびある物質を含む
、結合体などの複合体も提供する。
【０１２０】
　その複合体は、治療的および／または診断的な使用のためのものであり得る。
【０１２１】
　核酸配列
　本発明はまた、本発明に係る抗原結合ポリペプチドまたはその結合体をコードすること
ができるヌクレオチド配列も提供する。
【０１２２】
　その核酸配列は、配列番号１２として示される配列のすべてもしくは一部、または少な
くとも７０、８０、９０、９５もしくは９９％の配列同一性を有するそのバリアントを含
み得る。
【０１２３】
【化７】

　ヌクレオチド配列は、天然の配列、合成の配列または組換えの配列であり得る。それは
、二本鎖であっても一本鎖であってもよく、ＤＮＡもしくはＲＮＡまたはそれらの組み合
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わせであり得る。それは、例えば、ｃＤＮＡ、ＰＣＲ産物、ゲノム配列またはｍＲＮＡで
あり得る。
【０１２４】
　ヌクレオチド配列は、最適な宿主／宿主細胞における産生のために、コドン最適化され
得る。
【０１２５】
　それは、単離された状態であり得るか、またはプラスミド、ベクターもしくは宿主細胞
の一部として存在し得る。
【０１２６】
　２つのヌクレオチド配列間の同一性パーセントは、比較目的でアラインメントされ得る
各配列における位置を比較することによって、決定され得る。同一性のパーセンテージと
しての表現は、比較される配列によって共有される位置における同一の核酸の数の関数の
ことを指す。ＦＡＳＴＡ、ＢＬＡＳＴまたはＥＮＴＲＥＺをはじめとした様々なアライン
メントアルゴリズムおよび／またはプログラムが使用され得る。ＦＡＳＴＡおよびＢＬＡ
ＳＴは、ＧＣＧ配列分析パッケージ（Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ
，Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩｓ．）の一部として入手可能であり、例えば、デフォルトの設定
を用いて、使用され得る。ＥＮＴＲＥＺは、Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ　ｆｏｒ　
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ，Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｌｉｂｒａ
ｒｙ　ｏｆ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ　ｏｆ　Ｈｅ
ａｌｔｈ，Ｂｅｔｈｅｓｄａ，Ｍｄを介して入手可能である。２つの配列の同一性パーセ
ントは、１のギャップウェイトを用いたＧＣＧプログラムによって決定され得、例えば、
各ギャップは、それが２つの配列間の単一のヌクレオチドミスマッチであるように重みづ
けられる。
【０１２７】
　バリアント配列は、１つ以上のヌクレオチド置換、挿入または欠失を含み得る。挿入お
よび欠失は、全体的に見て、コード配列の大部分が、配列番号１２を基準として「インフ
レーム」であるようなものであり得る。ヌクレオチド置換は、遺伝暗号における縮重に起
因してそのコドンが同じアミノ酸をコードするような「サイレント」な置換であり得る。
【０１２８】
　ヌクレオチド置換が、コードされるアミノ酸配列を変化させる場合、これらは、ポリペ
プチドのフレームワーク領域およびリンカー領域（すなわち、図７Ｂにおいてそれぞれ黒
色および赤色で示される部分）に集中し得る。ＣＤＲをコードする領域（図７Ｂにおいて
茶色で示される部分に対応する）は、比較的少ない変異を含み得る。ＣＤＲをコードする
領域は、図６において赤色で示される位置、すなわち、配列番号１～４においてアミノ酸
Ｘで表される位置に対応する位置におけるアミノ酸に影響し、他のＣＤＲ残基には影響し
ない、変異だけを含むべきである。
【０１２９】
　ベクター
　用語「ベクター」とは、それに連結された別の核酸を輸送することができる核酸分子の
ことを指す。ベクターの１つのタイプは、エピソーム、すなわち、染色体外での複製が可
能な核酸である。別のタイプのベクターは、宿主細胞の遺伝物質と再結合するように設計
された組み込みベクターである。ベクターは、自律的に複製するもの、および組み込まれ
るものの両方であり得、ベクターの特性は、細胞の状況に応じて異なり得る（すなわち、
ベクターは、１つの宿主細胞型では自律的に複製し、別の宿主細胞型では完全に組み込ま
れ得る）。作動可能に連結された発現可能な核酸の発現を指示することができるベクター
は、「発現ベクター」と称される。
【０１３０】
　プラスミドは、染色体ＤＮＡから独立して複製することができる、染色体ＤＮＡとは別
個の染色体外のＤＮＡ分子である。それらは通常、環状かつ二本鎖である。
【０１３１】
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　プラスミドは、宿主細胞においてタンパク質を発現するために使用され得る。例えば、
特定のタンパク質を発現するために、細菌宿主細胞は、そのタンパク質をコードすること
ができるプラスミドでトランスフェクトされ得る。この用語は、ＤＮＡのより長い部分を
収容できる酵母人工染色体および細菌人工染色体も包含する。
【０１３２】
　宿主細胞
　本発明はさらに、本発明の抗原結合ポリペプチドを産生することができる細胞および細
胞株を提供する。代表的な宿主細胞としては、細菌、酵母、哺乳動物およびヒトの細胞（
例えば、ＣＨＯ細胞、ＨＥＫ－２９３細胞、ＨｅＬａ細胞、ＣＶ－１細胞およびＣＯＳ細
胞）が挙げられる。異種の構築物を宿主細胞に形質転換した後に、安定的な細胞株を作製
するための方法は、当該分野で公知である。代表的な非哺乳動物の宿主細胞としては、昆
虫細胞が挙げられる（Ｐｏｔｔｅｒら（１９９３）Ｉｎｔ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１
０（２－３）：１０３－１１２）。抗体は、トランスジェニック動物（Ｈｏｕｄｅｂｉｎ
ｅ（２００２）Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．１３（６）：６２５－６２
９）およびトランスジェニック植物（Ｓｃｈｉｌｌｂｅｒｇら（２００３）Ｃｅｌｌ　Ｍ
ｏｌ．Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉ．６０（３）：４３３－４５）においても産生され得る。
【０１３３】
　治療方法
　本発明の抗原結合ポリペプチドは、関節炎またはリウマチ性疾患の処置において使用さ
れ得る。
【０１３４】
　関節炎は、通常、疼痛および硬直を伴い、感染、外傷、変性変化、自己免疫疾患または
他の原因に由来する、１つ以上の関節の急性または慢性炎症を特徴とする疾患に関する一
般的な用語である。
【０１３５】
　変形性関節炎または変性関節疾患としても知られる変形性関節症は、関節軟骨および軟
骨下骨を含む関節の分解を含む機械的異常の一群である。症状は、関節痛、圧痛、硬直、
ロッキング（ｌｏｃｋｉｎｇ）および時折、滲出を含み得る。種々の原因（遺伝性、発育
性、代謝性および機械的）が、軟骨の減少をもたらすプロセスを惹起し得る。
【０１３６】
　関節リウマチ（ＲＡ）は、慢性の全身性炎症性障害であり、これは、多くの組織および
臓器に影響し得るが、主として滑膜性関節を攻撃する。そのプロセスは、滑膜細胞の過形
成、過剰な滑液および滑膜におけるパンヌスの発生に続発する、滑膜の炎症反応（滑膜炎
）をもたらす。この疾患プロセスの病態は、関節軟骨の破壊および関節の強直に至ること
が多い。関節リウマチは、肺、心膜、胸膜および強膜における広汎性炎症、ならびに、最
も一般的には皮膚の下の皮下組織における結節性病変ももたらし得る。関節リウマチの原
因は不明であるが、自己免疫が、その慢性化と進行の両方において中心的役割を果たし、
ＲＡは、全身性の自己免疫疾患と考えられている。
【０１３７】
　本発明の抗原結合ポリペプチドは、関節炎の処置において単独で使用され得る。本抗原
結合ポリペプチドは、固有の抗血管形成活性を有し得、例えば、血管の増殖に不可欠なメ
ディエーターを阻止することが可能であり得る。現在臨床試験中のそのような物質の例は
、抗ＶＥＧＦ抗体およびＶＥＧＦレセプターまたはαｖβ３インテグリンに対する抗体を
中和することができる薬物である。
【０１３８】
　あるいは、本抗原結合ポリペプチドは、複合体、例えば、結合体として、または別の物
質との組み合わせ療法において、使用され得る（下記を参照のこと）。
【０１３９】
　血管系の破壊
　本発明は、既存の滑膜の微小血管系の破壊を含む方法にも関する。
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【０１４０】
　その方法は、本発明に係る抗原結合ポリペプチドを用いて、ある物質が滑膜の微小血管
系を標的とすることを含み得、その物質は、既存の微小血管系を破壊することができる。
【０１４１】
　正常な組織および血管に対する損傷を回避するために、その物質は、滑膜の微小血管系
に対して標的化した後にインサイチュで活性化され得るように、選択的に活性化可能であ
り得る。例えば、その物質は、感光性であり、光によって活性化され得るか；またはその
物質は、磁性ナノ粒子を含み、磁場によって活性化され得る。
【０１４２】
　組み合わせ療法
　本発明の抗原結合ポリペプチド、またはその結合体の複合体は、別の治療と組み合わせ
て使用され得る。その２つの治療薬は、別個の、逐次の、または同時の投与についてのも
のであり得る。
【０１４３】
　他の治療は、上に記載されたような、治療用サイトカイン、抗血管新生剤または抗リウ
マチ薬を含み得る。
【０１４４】
　本発明の抗原結合ポリペプチドは、関節炎の処置のために使用される別の組換え抗体と
組み合わせて使用され得る。
【０１４５】
　現在、一連のサイトカイン、Ｔ細胞およびＢ細胞を標的とする、関節リウマチ（Ｒｈｅ
ｕｍａｔｏｉｄ　Ａｒｔｈｉｔｉｓ）を処置するための使用における組換え抗体がいくつ
か存在する。最初のＥｔａｎｅｒｃｅｐｔおよびその後すぐのＩｎｆｌｉｘｉｍａｂの認
可以来、さらに３つのＴＮＦ中和抗体（Ａｄａｌｉｍｕｍａｂ、Ｃｅｒｔｕｌｉｚｕｍａ
ｂ　ｐｅｇｏｌおよびＧｏｌｉｍｕｍａｂ）が認可された。さらに、Ｔ細胞［および／ま
たは樹状細胞］（Ａｂａｔａｃｅｐｔ）、Ｂ細胞（Ｒｉｔｕｘｉｍａｂ）およびサイトカ
インＩＬ－６に対するレセプター（Ｔｏｃｉｌｉｚｕｍａｂ）を標的とする組換え抗体も
また、ＲＡの処置に対してＦＤＡによって認可された（Ｔａｙｌｏｒ　ａｎｄ　Ｆｅｌｄ
ｍａｎｎ　２００９；Ｉｓａａｃｓ　２００９、両方とも上記のとおり）。
【０１４６】
　他の処置は、腫瘍壊死因子（ＴＮＦ）経路の阻止を含み得る。ＴＮＦは、炎症反応を促
進し、それにより、関節リウマチなどの自己免疫障害に関連する多くの臨床上の問題を引
き起こす。
【０１４７】
　ＴＮＦの阻害は、モノクローナル抗体（例えば、インフリキシマブ（Ｒｅｍｉｃａｄｅ
）、アダリムマブ（Ｈｕｍｉｒａ）、セルトリズマブペゴール（Ｃｉｍｚｉａ）およびゴ
リムマブ（Ｓｉｍｐｏｎｉ））、またはエタネルセプト（Ｅｎｂｒｅｌ）などの循環レセ
プター融合タンパク質を用いて達成され得る。最も臨床的に有用なＴＮＦインヒビターは
、モノクローナル抗体であるが、いくつかは、キサンチン誘導体（例えば、ペントキシフ
ィリン）およびブプロピオンなどの単純な分子である。
【０１４８】
　第２世代の組換えＴＮＦ－α遮断治療薬と組み合わせた血管標的化治療の使用は、現在
可能な単一の免疫治療薬でのＲＡの処置よりも効果的であることを証明し得る。
【０１４９】
　キット
　本発明は、本発明の第１の態様に係る抗原結合ポリペプチドまたはその複合体もしくは
結合体を備えるキットも提供する。
【０１５０】
　そのキットは、被験体に投与する前に本抗原結合ポリペプチドと結合するための物質も
備え得る。次いで、結合している物質／抗原結合ポリペプチドは、被験体に投与されると
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、滑膜の微小血管系（ｍｉｃｏｖａｓｃｕｌａｔｕｒｅ）を標的とし得る。
【０１５１】
　本抗原結合ポリペプチドが、診断で使用するためのものである場合、そのキットは、さ
らに画像化の試薬および／または装置も備え得る。
【０１５２】
　そのキットが、組み合わせ療法において使用するためのものである場合、そのキットは
、同時の、逐次の、または別個の投与のための第２の治療薬も備え得る。
【０１５３】
　画像化
　本抗原結合ポリペプチドは、画像化の用途において、例えば、関節炎の関節の血管系を
画像化する際に、使用され得る。
【０１５４】
　現在までに、内皮細胞上または改変されたＥＣＭにおける血管新生の上質なマーカーは
、少ししか知られていない。それらのマーカーの多くに関する最大の問題は、それらが、
血管新生を起こしている組織において、十分に特異的な発現または有意なアップレギュレ
ーションを欠くという点である。
【０１５５】
　いくつかのインテグリン、特にαｖβ３およびαｖβ５は、腫瘍および眼球の新生血管
障害において、血管新生のマーカーと機能的メディエーターの両方として提案されている
。インテグリンαｖβ３の発現はまた、関節リウマチを有する患者由来の滑膜の血管にお
いて増大することが示された。しかしながら、最近の免疫組織化学的研究では、見かけ上
は正常な組織における血管系ならびにいくつかの血管外の細胞のタイプが、血管新生を起
こしている組織よりも低い強度であるが、αｖβ３に対してポジティブ染色されると示さ
れた。
【０１５６】
　多くの最近の研究は、新生血管形成の魅力的なマーカーとして、トランスフォーミング
成長因子－βレセプター複合体の構成要素であるエンドグリン（ＣＤ１０５）を記載して
いる。エンドグリンは、増殖中の内皮においてかなり高い発現を示すが、ヒトとマウスの
両方の起源の正常な健常成体組織の大部分における内皮細胞も弱く染色する。エンドグリ
ンに対するいくつかのモノクローナル抗体が、特徴づけられており、最近、腫瘍の治療お
よび画像化のための標的化物質として試験されている。予想外にも、マウスにおいて得ら
れた標的化の結果は、内皮細胞上の抗原が到達可能に局在化していたにもかかわらず、比
較的中程度だった。
【０１５７】
　ゆえに、関節炎の関節の微小血管系（ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｔｕｒｒｅ）を画像化
するための改善された物質が必要である。
【０１５８】
　本発明の抗原結合ポリペプチドは、画像化の手法のために、例えば、蛍光標識または放
射性標識で標識され得る。
【０１５９】
　抗体を用いたインビボでの画像化の手法は、当該分野で周知であり、それらとしては、
生物発光イメージング（ＢＬＩ）および生物蛍光（ｂｉｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ）イ
メージング（ＢＦＩ）が挙げられる。
【０１６０】
　診断方法
　本発明は、本発明の第１の態様に係る抗原結合ポリペプチドを用いて疾患を診断するた
めの方法も提供する。
【０１６１】
　本発明はまた、本発明の第１の態様に係る抗原結合ポリペプチドを用いて、疾患の進行
をモニタリングするための方法および薬物処置の有効性を評価するための方法も提供する
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。
【０１６２】
　その疾患は、滑膜の微小血管系における変化、例えば、増加に関連し得る。その疾患は
、変形性関節症または関節リウマチなどの関節炎の形態であり得る。
【０１６３】
　背景の項で説明したように、滑膜の血管新生は、ＲＡの他の病理学的特徴に先行する可
能性があるので、本発明の抗原結合ポリペプチドは、他の症状が出現する前の初期におけ
る、ＲＡの診断のために有用であり得る。
【０１６４】
　上記方法は、１つまたは複数の時点において患者の関節の滑膜の微小血管系を画像化す
ることを含み得る。
【０１６５】
　標的化方法
　本発明はまた、ある物質が滑膜の微小血管系を標的とするための方法も提供し、その方
法は、インビトロにおいてその物質を本発明に係る抗原結合ポリペプチドと結合する工程
を包含する。
【０１６６】
　その結合は、結合している物質／抗原結合ポリペプチドが関節炎患者に投与されると、
その物質が、滑膜の微小血管系（ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｔｕｔｅ）を標的とするよう
な結合であり得る。次いで、その物質は、血管新生部位に選択的に蓄積し得る。
【０１６７】
　上記物質は、例えば、本抗原結合ポリペプチドに結合体化され得る。
【０１６８】
　本発明はここで、実施例によってさらに記載され、この実施例は、本発明を実施する際
に当業者を助けるように役立つことを意図されており、決して本発明の範囲を限定すると
は意図されていない。
【実施例】
【０１６９】
　実施例１－ｓｃＦｖ抗体クローンのインビボファージディスプレイ選択
　本発明者らは、異種移植片内に含まれているヒト滑膜の血管系に対して特異性を有する
ｓｃＦｖ抗体クローンを作製するために、Ｔｏｍｌｉｎｓｏｎライブラリーのインビボフ
ァージディスプレイスクリーニングにおいて、ＳＣＩＤマウスにおける滑膜の異種移植片
モデルを使用した。
【０１７０】
　未処理の（ｎａｔｉｖｅ）Ｔｏｍｌｉｎｓｏｎライブラリーファージを、尾静脈を介し
て注射し、１５分間循環させた。非特異的な未結合ファージを、通常の食塩水を用いた動
物の心灌流によって循環から除去した。次いで、滑膜の移植片を動物から取り出し、ファ
ージの回収および力価測定のために処理した。同時に、マウスが有していた皮膚組織異種
移植片を、スクリーニングに対するコントロール組織として使用した。次いで、滑膜の移
植片のみから回収されたファージを、ＴＧ１大腸菌において増幅し、レスキューし、その
後のインビボ選択のラウンドのために調製した。滑膜特異性を有する抗体について濃縮す
るために、この親和性選択のプロセスをさらに３回繰り返した。
【０１７１】
　実施例２－ヒト滑膜組織に対するｓｃＦｖ　Ａ７の反応性
　免疫組織学的分析を用いて、本発明者らは、ｓｃＦｖ　Ａ７が、変形性関節症および関
節リウマチの滑膜組織の微小血管系に対して特異的な反応性を示すことを証明した（図２
）。
【０１７２】
　実施例３－滑膜の微小血管系内のｓｃＦｖ　Ａ７についての標的細胞型の同定
　微小血管系内のどの細胞型が、この抗体と反応し得るのかを特異的に決定するために、
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本発明者らは、内皮特異的マーカーであるフォン・ビルブラント因子（ｖＷＦ）およびＣ
Ｄ３１ならびに血管周囲細胞特異的マーカーであるＮＧ２とともに、ｓｃＦｖ　Ａ７を用
いて、ＲＡ滑膜組織の二重染色を行った。結果は、ｓｃＦｖ　Ａ７および血管周囲細胞マ
ーカーＮＧ２によるこの組織の二重染色が、観察された細胞染色のパターンにおいて完全
な重複を示すことを明らかに証明し、このことは、ｓｃＦＶ　Ａ７が、ＲＡ滑膜組織の微
小血管系の血管周囲細胞および間質の構成要素に対して反応性を有することを証明する（
図３）。微小血管系（ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒｔｕｒｅ）の間質区画は、安定してお
り、豊富に存在するので、この区画の構成要素は、抗体に基づく標的化の用途にとって魅
力的である。
【０１７３】
　実施例４－ｓｃＦｖ　Ａ７による滑膜組織のインビボ標的化
　インビボにおいて可溶性ｓｃＦｖ　Ａ７の反応性の特異性を確かめるために、インビボ
においてヨウ素化ｓｃＦｖ　Ａ７がヒト滑膜組織異種移植片を標的とする能力を調べた。
データから、注射の４時間後に、放射標識されたｓｃＦｖ　Ａ７が、ＳＣＩＤマウスに移
植されたヒト皮膚とは対照的に、ヒト滑膜に対して３倍の優先的な結合能を示すことから
、その親のファージクローンの滑膜特異性が保持されていることが証明される。さらに、
２４時間後の滑膜におけるｓｃＦｖ　Ａ７の活性の明らかな低下にもかかわらず、この組
織は、皮膚と比べて、反応性の有意な差をなおも維持している（図４）。
【０１７４】
　実施例５－ｓｃＦｖ　Ａ７の反応性の特異性
　ｓｃＦｖ　Ａ７の反応性の特異性を調べるために、本発明者らは、調査用全身正常組織
アレイ（ｗｈｏｌｅ　ｂｏｄｙ，ｎｏｒｍａｌ　ｓｕｒｖｅｙ　ｔｉｓｓｕｅ　ａｒｒａ
ｙ）を用いて、一連の正常なヒト組織に対するこの抗体の反応性を調べた。図５に示され
るデータから、ｓｃＦｖ　Ａ７が、生命維持に必要な臓器（例えば、心臓、肺、肝臓、膵
臓、大脳皮質および消化管の構成要素）に対して検出可能な反応性を示さないことが証明
される。さらに、その抗体は、リンパ、胸腺、副腎、卵巣および精巣に対して反応性を示
さないことから、その優れた滑膜組織特異性がさらに確かめられる。
【０１７５】
　実施例６－正常なヒト滑膜に対するｓｃＦｖ　Ａ７の反応性
　ｓｃＦｖ　Ａ７が、細胞成分に対しても、広範囲の正常組織の微小血管系に対しても反
応性を示さないことが確立されたので、正常なヒト滑膜組織の微小血管系に対するこの抗
体の反応性を調べることによって、正常な組織に対するｓｃＦｖ　Ａ７の反応性の特異性
に関する研究を広げた。これを行うために、５年間の追跡調査において関節炎の状態に進
行していない、長期間の未解明の膝痛に対して関節鏡検査を受けている被験体から、正常
なヒト滑膜組織を得た。図８に示される結果は、１１個のサンプルの代表的な結果であり
、ｖＷＦ反応性によって検出された正常なヒト滑膜に見られる微小血管系が、α平滑筋ア
クチン反応性によって検出された間質の血管構成要素を含むことを証明している。しかし
ながら、ｓｃＦｖ　Ａ７は、これらの滑膜サンプルに見られる微小血管系に対して反応性
を示さない。
【０１７６】
　実施例７－他の炎症性疾患からの組織に対するｓｃＦｖ　Ａ７の反応性
　ｓｃＦｖ　Ａ７の反応性が、関節炎の滑膜の微小血管系に特異的であるのか、または炎
症の存在に関する新生血管形成に共通の特徴に特異的であるのかを確認するために、本発
明者らは、クローン病（ｎ＝７）および乾癬（ｎ＝５）を有する患者由来の組織サンプル
におけるｓｃＦｖ　Ａ７染色を調べた（ここで、微小血管系の存在は、抗ヒトｖＷＦを用
いて検出された）。図９に示される結果から、ｓｃＦｖが、クローン病または乾癬の組織
に見られる微小血管系に対しては検出可能な反応性を示さないことが証明される。
【０１７７】
　これらの結果は、ｓｃＦｖ　Ａ７に対する標的エピトープが、正常なヒト組織および微
小血管系に存在せず、炎症状態に見られる新生血管形成において発現されないことを証明
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する。まとめると、これらの結果は、ｓｃＦｖ　Ａ７が、関節炎の滑膜に見られる微小血
管系に特異的であるという結論をさらに裏付ける。
【０１７８】
　方法および材料
　ＳｃＦｖファージライブラリー
　Ｈｕｍａｎ　Ｓｉｎｇｌｅ　Ｆｏｌｄ　ｓｃＦｖ　Ｌｉｂｒａｒｉｅｓ　Ｉ＋Ｊ（Ｔｏ
ｍｌｉｎｓｏｎ　Ｉ＋Ｊ）を、ＭＲＣ（Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｃｏｕｎｃ
ｉｌ）Ｒｅｓｏｕｒｃｅ　Ｃｅｎｔｒｅ（Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ，ＵＫ）から入手し、選択
を供給者の指示書（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｌｉｆｅｓｃｉｅｎｃｅｓ．ｓｏｕｒｃｅｂ
ｉｏｓｃｉｅｎｃｅ．ｃｏｍ／ｃｌｏｎｅ－ｐｒｏｄｕｃｔｓ／ｐｒｏｔｅｏｍｉｃ－ｒ
ｅｓｏｕｒｃｅｓ／ｈｕｍａｎ－ｓｉｎｇｌｅ－ｆｏｌｄ－ｓｃｆｖ－ｌｉｂｒａｒｉｅ
ｓ－ｉ－ｐｌｕｓ－ｊ．ａｓｐｘにおけるオンラインのもの）に従って行った。
【０１７９】
　そのＴｏｍｌｉｎｓｏｎ　Ｉ＋Ｊライブラリーは、半合成であり、最も一般的なヒトの
標準的な構造をコードするＶＨ（Ｖ３－２３／ＤＰ－４７およびＪＨ４ｂ）およびＶｋ（
Ｏ１２／Ｏ２／ＤＰＫ９およびＪｋ１）についての単一のヒトフレームワークに基づく。
その重鎖のＣＤＲ３は、可能な限り短く設計されているが、なおも抗原結合表面を形成す
ることができる。さらに、ＣＤＲ１領域は、一定に維持されているが、側鎖の多様性が、
ＣＤＲ３およびＣＤＲ２領域内の位置（これは、抗原と接触し、その成熟ネイティブレパ
ートリーにおいて高度に多様である）に組み込まれている。両方のライブラリーのサイズ
は、約１．４×１０８であり、ＶＨ生殖細胞系列遺伝子ＤＰ４７は、プロテインＡへの結
合性を付与する。
【０１８０】
　ＳＣＩＤマウスへのヒト組織の移植
　４～１０週齢のベージュＳＣＩＤ　ＣＢ－１７マウスを本研究において使用した。ヒト
組織（滑膜および皮膚）を、以前に記載されたように（Ｗａｈｉｄ，Ｂｌａｄｅｓら、２
０００　Ｃｌｉｎ　Ｅｘｐ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　１２２：１３３－１４２）、肩関節に対し
て遠位の背側の位置の皮下に移植した（動物１匹あたり２つの移植片）。マウスを毎日検
査し、Ｐｒｏｊｅｃｔ　Ｌｉｃｅｎｓｅ（ＰＰＬ７０－６１０９）の下で動物試験を行っ
た。
【０１８１】
　ヒト滑膜組織を、関節置換術を受けているＲＡまたは変形性関節症（ＯＡ）を有する患
者から得た。ヒト皮膚組織を、美容外科術を受けている患者から得た。個々の患者からイ
ンフォームドコンセントを得た。さらに、研究目的でヒト滑膜および皮膚組織を利用する
倫理的承認をＥｔｈｉｃｓ　Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ　ｏｆ　Ｋｉｎｇ’ｓ　Ｃｏｌｌｅｇｅ
　Ｈｏｓｐｉｔａｌから得た（ＬＲＥＣ　ｎ０５／Ｑ０７０３／１９８）。
【０１８２】
　滑膜特異的ファージのインビボ選択
　ペプチドライブラリーに対して以前に記載されたもの（Ｌｅｅ，Ｂｕｃｋｌｅｙら、２
００２　Ａｒｔｈｒｉｔｉｓ　Ｒｈｅｕｍ　４６：２１０９－２１２０）と類似の実験モ
デルにおいて、ヒト関節炎の滑膜組織および皮膚組織の異種移植片を有するＳＣＩＤマウ
スにおける４ラウンドの濃縮後に、滑膜特異的ファージを単離した。簡潔には、ヒトの滑
膜および皮膚組織の移植の４週間後に、２００μｌの無菌食塩水中に調製された１０１１

ｔｕ（形質転換単位）のＴｏｍｌｉｎｓｏｎファージライブラリーを、ＳＣＩＤマウスの
尾静脈に注射した。そのファージを１５分間循環させた後、動物を末端麻酔した。非特異
的な未結合ファージを、通常の食塩水での動物の心灌流によって循環から除去した。次い
で、移植片（および時折、マウス臓器）を取り出し、ファージ回収（トリプシンを用いる
）および力価測定のために処理した。滑膜の移植片のみから回収されたファージをＴＧ１
大腸菌において増幅し、レスキューし、その後のインビボ選択のラウンドのために調製し
た。最後の選択ラウンドからのファージ粒子によって発現されたｓｃＦｖフラグメントの
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完全性をＰＣＲによって評価した。次いで、完全なｓｃＦｖフラグメントの発現を保持し
たクローンを、可溶性ｓｃＦｖタンパク質の発現のためにレスキューした。
【０１８３】
　ｓｃＦｖ　Ａ７ファージのインビボ局在化
　ヒト滑膜および皮膚組織の異種移植片を有する２匹のＳＣＩＤマウスに、移植の４週間
後にｓｃＦｖ　Ａ７ファージクローンを１０１１ｔｕで注射した。ファージ粒子を１５分
間循環させた後、それらの動物において灌流を行い、２つの移植片内に保持されたファー
ジ数を、ホモジナイズされた溶出液の力価測定によって測定した。続いて、皮膚移植片と
滑膜移植片との間の異なったファージ局在化を定量化した。
【０１８４】
　ｓｃＦｖ遺伝子の配列決定
　最後の濃縮ラウンドから選択されたクローンを配列決定することにより、単離されたフ
ァージのｓｃＦｖ挿入配列をコードするＤＮＡ配列を決定した。ｓｃＦｖクローンの配列
決定を、ｓｃＦｖインサート特異的プライマーＬＭＢ３（ＣＡＧＧＡＡＡＣＡＧＣＴＡＴ
ＧＡＣ）およびｐＨＥＮ　ｓｅｑ（ＣＴＡＴＧＣＧＧＣＣＣＣＡＴＴＣＡ）を用いて行っ
た。配列決定を、Ｂｉｇ　Ｄｙｅ（登録商標）Ｔｅｒｍｉｎａｔｏｒ　ｖ３．１　Ｃｙｃ
ｌｅ　Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇキット（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）を用いて
、ＡＢＩ　ＰＲＩＳＭ　３１３０　Ｇｅｎｅｔｉｃアナライザーにおいて行った。
【０１８５】
　可溶性ｓｃＦｖ抗体フラグメントの作製
　最後の選択ラウンドのファージからレスキューされたｓｃＦｖフラグメントを、上清中
に可溶性ｓｃＦｖフラグメントを産生させるために、ＨＢ２１５１大腸菌において発現さ
せた。各クローンによるｓｃＦｖタンパク質の産生効率を、モノクローナルＥＬＩＳＡに
おいて評価した。続いて、ｓｃＦｖタンパク質を、Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ａ　Ｓｅｐｈａｒｏ
ｓｅ　Ｆａｓｔ　Ｆｌｏｗ　Ｒｅｓｉｎ（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）を用いたアフィ
ニティークロマトグラフィーによって培養上清から精製した。精製された抗体を、ＳＤＳ
－ＰＡＧＥ、およびＳｕｐｅｒｄｅｘ７５　ＨＲ１０／３０カラム（Ａｍｅｒｓｈａｍ　
Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）におけるサイズ排除クロマトグラフィーによって分析した。可
溶性ｓｃＦｖ　Ａ７を、単量体タンパク質として０．５～１ｍｇ／ｍｌの収量で精製した
。
【０１８６】
　ｓｃＦｖ抗体フラグメントのビオチン化
　ＥＺ－Ｌｉｎｋ　Ｓｕｌｆｏ－ＮＨＳ－ＳＳ－Ｂｉｏｔｉｎｙｌａｔｉｏｎキット（Ｐ
ｅｒｂｉｏ，Ｃｒａｍｌｉｎｇｔｏｎ　ＵＫ）を用いてｓｃＦｖ抗体をビオチン化した。
簡潔には、ビオチン化される所望のｓｃＦｖの濃縮物を、０．５～２ｍｌのＰＢＳ中に希
釈し、２０倍過剰のモル濃度の１０ｍＭスルホ－ＮＨＳ－ＳＳ－ビオチンに加え、氷上で
１時間インキュベートした。続いて、脱塩カラムを製造者の指示書に従って使用して、ビ
オチン化されたタンパク質を単離した。
【０１８７】
　ｓｃＦｖ抗体フラグメントのヨウ素化
　Ｉｏｄｏｇｅｎ法を用いて、Ｎａ１２５ＩでｓｃＦｖ抗体フラグメントを放射標識した
。Ｉｏｄｏｇｅｎで予めコーティングされたＰｉｅｒｃｅ　Ｉｏｄｉｎａｔｉｏｎ　Ｔｕ
ｂｅを、製造者の指示書（Ｐｅｒｂｉｏ，Ｃｒａｍｌｉｎｇｔｏｎ　ＵＫ）に従って使用
した。代表的には、１５０μｌ中の２５μｇの精製ｓｃＦｖを、０．１５～０．２ＭＢｑ
／μｇという比放射能に放射標識した。標識効率をインスタント薄層クロマトグラフィー
によって試験し（代表的には９０％を超える）、標識されたｓｃＦｖの純度は、逆相ＨＰ
ＬＣによって測定した。
【０１８８】
　可溶性ｓｃＦｖ　Ａ７抗体フラグメントのインビボ局在化
　移植の４週間後に、ヒト関節炎の滑膜および皮膚組織の２種類の異種移植片（動物１匹
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あたり２つの関節炎滑膜移植片および２つのヒト皮膚移植片）を有する２匹のＳＣＩＤマ
ウスに６μｇのビオチン化ｓｃＦｖ　Ａ７を注射した。ビオチン化された抗鶏卵リゾチー
ム抗体フラグメントであるｓｃＦｖ　ＨＥＬを抗体ネガティブコントロールとして使用し
た。そのビオチン化抗体フラグメントを、総容積２００μｌで尾静脈を介して投与し、１
５分間循環させ、その後、末端麻酔下のマウスにおいて灌流を行った。続いて、マウス組
織とともにヒト移植片を収集し、組織学的検査のために直ちに急凍した。関節炎の滑膜組
織移植片の微小血管系への可溶性ｓｃＦｖ　Ａ７の組織特異的局在化を、アビジン－ビオ
チン－ＨＲＰ（ＡＢＣ－ＨＲＰ）複合体（Ｄａｋｏ　Ｌｔｄ，Ｅｌｙ　ＵＫ）を用いて、
組織切片におけるビオチン化ｓｃＦｖ　Ａ７の免疫組織化学的検出によって調べた。イン
ビトロで加えられたｓｃＦｖ　Ａ７の反応性も、これらのサンプルにおいて調べた。
【０１８９】
　ヨウ素化ｓｃＦｖ　Ａ７抗体フラグメントのインビボにおける標的化能力
　移植の４週間後に、二重移植された５匹のＳＣＩＤマウス（動物１匹あたり２つの関節
炎滑膜移植片および２つのヒト皮膚移植片）にヨウ素化ｓｃＦｖ抗体を注射した。動物１
匹あたりの注射量は、０．２Ｍｂｑという総放射能を有する１．２５μｇのｓｃＦｖを含
む、無菌食塩水中で調製された２００μｌという総容積だった。標識された抗体フラグメ
ントを、尾静脈を介して投与した。注射の４時間後および２４時間後にマウスを屠殺し、
ガンマカウントのために移植片ならびにマウス臓器を収集した。続いて、結果を、組織重
量および血液プールにおけるバックグラウンド放射能に対して補正し、総注射量に対する
パーセンテージとして表した。ヨウ素化ｓｃＦｖ　ＨＥＬをネガティブコントロール抗体
として使用した。
【０１９０】
　免疫組織化学的分析
　組織の凍結切片を氷冷アセトン中で固定し、１μｇのビオチン化されたｓｃＦｖ　Ａ７
で染色した。パラフィン包埋組織を脱ろうし、続いて、抗原回復のために室温で４分間、
プロテイナーゼＫ（Ｄａｋｏ　Ｌｔｄ，ＵＫ）で処理した。ｓｃＦｖ　Ａ７を、４μｇで
使用し、そのビオチン標識によって、アビジン－ビオチン－ＨＲＰ（ＡＢＣ－ＨＲＰ）複
合体（Ｄａｋｏ　Ｌｔｄ，ＵＫ）を用いて検出した。組織切片内のヒト血管の存在は、抗
ヒトｖＷＦ（Ｄａｋｏ）に続いてＨＲＰ結合体化抗マウス抗体を用いて、表された。抗マ
ウスＣＤ３１を使用して、マウス組織におけるマウス内皮血管を検出した。スライドを、
ヘマトキシリンで対比染色し、Ｄｅｐｅｘマウンティングメディウム（ｍｏｕｎｔｉｎｇ
　ｍｅｄｉｕｍ）（Ｄａｋｏ）とともにマウントし、光学顕微鏡（Ｏｌｙｍｐｕｓ，Ｗａ
ｔｆｏｒｄ，ＵＫ）を用いて分析した。
【０１９１】
　免疫蛍光分析
　抗体染色の前に、組織の凍結切片を氷冷アセトン中で固定した。ビオチン化されたｓｃ
Ｆｖ　Ａ７の反応性を、Ｔｅｘａｓ　Ｒｅｄ結合体化ＮｅｕｔｒＡｖｉｄｉｎ（Ｉｎｖｉ
ｔｒｏｇｅｎ）を使用することによって検出した。抗ヒトｖＷＦ（Ｄａｋｏ）、抗ヒトＣ
Ｄ３１（Ｓｉｇｍａ）および抗ＮＧ２抗体（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）の反応性を、Ａｌｅｘ
ａ４８８またはＡｌｅｘａ５９４（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を用いて検出した。その後、
核の対比染色のためのＤＡＰＩ（Ｖｅｃｔｏｒ　Ｌａｂｓ．ＵＫ．）とともに、蛍光マウ
ンティングメディアＶｅｃｔａｓｈｉｅｌｄにおいて切片をマウントし、Ａｘｉｏｓｋｏ
ｐ２顕微鏡（Ｃａｒｌ　Ｚｅｉｓｓ　Ｌｔｄ，ＵＫ）を用いて調べた。ＫＳ３００画像分
析ソフトウェア（Ｚｅｉｓｓ，ＵＫ）を用いて、ＡｘｉｏＣａｍデジタルカラーカメラに
よって像を取得した。
【０１９２】
　組織移植片内のヒト血管系の評価および定量
　ヒト移植片の血管新生の程度を評価するために、抗ヒトｖＷＦを用いて、ヒト内皮表面
を免疫組織学的に決定した。簡潔には、ヒト滑膜および皮膚移植片の切片を抗ｖＷＦ抗体
で染色し、免疫染色されたヒト血管の体積率（（ｖｏｌｕｍｅ　ｆｒａｃｔｉｏｎ）Ｖｖ
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）を、以前に記載されたポイントカウンティング法（ｐｏｉｎｔ　ｃｏｕｎｔｉｎｇ　ｍ
ｅｔｈｏｄ）（Ｌｅｅ，Ｂｕｃｋｌｅｙら、２００２　上記）を用いて顕微鏡的に決定し
た。
【０１９３】
　統計
　結果は、平均値および標準偏差（ＳＤ）、または平均値の標準誤差（ＳＥＭ）として表
される。Ｇｒａｐｈｐａｄ　Ｐｒｉｓｍソフトウェア（Ｇｒａｐｈｐａｄ　Ｓｏｆｔｗａ
ｒｅ，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ　ＵＳＡ）を用いて、通常、対応のない両側ｔ検定によって、
パラメータ分析を行った。
【０１９４】
　上記の明細書において言及されたすべての刊行物は、本明細書中で参考として援用され
る。記載された本発明の方法および系の、本発明の範囲および精神から逸脱することのな
い様々な改変および変更は、当業者に明らかだろう。本発明は、特定の好ましい実施形態
に関連して記載されてきたが、特許請求される本発明が、そのような特定の実施形態に不
当に限定されるべきではないことが理解されるべきである。実際に、分子生物学または関
連分野の当業者に明らかな、本発明を実施するための記載された様式の様々な改変は、以
下の特許請求の範囲内であると意図される。

【図１】 【図２】
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