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(57)【要約】
ある局面において、本開示は、アクチビン様キナーゼI(ALK1)ポリペプチドの細胞外ドメ
インのリガンド結合部分を含むポリペプチドを用いて、インビボの腎細胞癌(RCC)の腫瘍
成長を阻害することができるという洞察に関する。付加的な局面において、本開示は、AL
K1の細胞外ドメインのリガンド結合部分を含むポリペプチドが、標準治療である受容体チ
ロシンキナーゼ阻害剤の、インビボのRCCの腫瘍成長を阻害する能力を劇的に増大させる
という洞察に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　腎細胞癌(RCC)を有する哺乳動物に、受容体チロシンキナーゼ阻害剤(RTKI)、ならびに
(a) ALK1の細胞外ドメインのリガンド結合部分を含むALK1ポリペプチド；
(b) ヒトALK1の細胞外ドメインに結合する抗体；
(c) ヒトBMP9に結合する抗体；および
(d) ヒトBMP10に結合する抗体
より選択される薬剤の有効量を投与する段階を含む、哺乳動物におけるRCCを治療する方
法。
【請求項２】
　ALK1ポリペプチドが、SEQ ID NO:1のアミノ酸22～118の配列と少なくとも90%同一であ
るアミノ酸配列を有するポリペプチドを含み、かつALK1ポリペプチドが、GDF5、GDF6、GD
F7、BMP9、およびBMP10より選択されるALK1リガンドに結合する、請求項1に記載の方法。
【請求項３】
　ALK1ポリペプチドが、SEQ ID NO:1のアミノ酸22～120の配列と少なくとも90%同一であ
るアミノ酸配列を有するポリペプチドを含む、請求項2に記載の方法。
【請求項４】
　ALK1ポリペプチドが免疫グロブリンの定常ドメインをさらに含む、請求項2または3に記
載の方法。
【請求項５】
　ALK1ポリペプチドが免疫グロブリンのFc部分をさらに含む、請求項2または3に記載の方
法。
【請求項６】
　Fc部分がヒトIgG1のFc部分である、請求項5に記載の方法。
【請求項７】
　ALK1ポリペプチドが、SEQ ID NO:3またはSEQ ID NO:14の配列と少なくとも90%同一であ
るアミノ酸配列を含む、請求項1に記載の方法。
【請求項８】
　(b)の抗体が、SEQ ID NO:1のアミノ酸22～118の配列内のエピトープに結合し、GDF5、G
DF6、GDF7、BMP9、およびBMP10より選択されるリガンドの結合を阻害する、請求項1に記
載の方法。
【請求項９】
　(c)の抗体が、SEQ ID NO:12のアミノ酸1～111の配列内のエピトープに結合し、受容体
に対するBMP9の結合を阻害する、請求項1に記載の方法。
【請求項１０】
　(d)の抗体が、SEQ ID NO:13のアミノ酸1～108の配列内のエピトープに結合し、受容体
に対するBMP10の結合を阻害する、請求項1に記載の方法。
【請求項１１】
　RTKIがスニチニブである、請求項1に記載の方法。
【請求項１２】
　RTKIがソラフェニブである、請求項1に記載の方法。
【請求項１３】
　RTKIがパゾパニブである、請求項1に記載の方法。
【請求項１４】
　RTKIがアキシチニブである、請求項1に記載の方法。
【請求項１５】
　RTKIがチボザニブまたはバンデタニブである、請求項1に記載の方法。
【請求項１６】
　哺乳類ラパマイシン標的タンパク質(mTOR)標的阻害剤を投与する段階をさらに含む、請
求項1に記載の方法。
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【請求項１７】
　mTOR標的阻害剤がエベロリムスである、請求項16に記載の方法。
【請求項１８】
　mTOR標的阻害剤がテムシロリムスである、請求項16に記載の方法。
【請求項１９】
　RCCが腎明細胞癌である、請求項1～18のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２０】
　RCCが腎洞に浸潤している、請求項1～19のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２１】
　RCCが転移性RCCである、請求項1～20のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２２】
　RCCが肺、腹腔内リンパ節、骨、脳、または肝臓に転移している、請求項1～21のいずれ
か一項に記載の方法。
【請求項２３】
　以前にRCC治療薬を受けた哺乳動物における腎細胞癌を治療する方法であって、
(a) ALK1の細胞外ドメインのリガンド結合部分を含むALK1ポリペプチド；
(b) ヒトALK1の細胞外ドメインに結合する抗体；
(c) ヒトBMP9に結合する抗体；および
(d) ヒトBMP10に結合する抗体
より選択される薬剤の有効量を該哺乳動物に投与する段階を含む、方法。
【請求項２４】
　ALK1ポリペプチドが、SEQ ID NO:1のアミノ酸22～118の配列と少なくとも90%同一であ
るアミノ酸配列を有するポリペプチドを含み、かつALK1ポリペプチドが、GDF5、GDF6、GD
F7、BMP9、およびBMP10より選択されるALK1リガンドに結合する、請求項23に記載の方法
。
【請求項２５】
　ALK1ポリペプチドが、SEQ ID NO:1のアミノ酸22～120の配列と少なくとも90%同一であ
るアミノ酸配列を有するポリペプチドを含む、請求項23に記載の方法。
【請求項２６】
　ALK1ポリペプチドが免疫グロブリンの定常ドメインをさらに含む、請求項24または25に
記載の方法。
【請求項２７】
　ALK1ポリペプチドが免疫グロブリンのFc部分をさらに含む、請求項24または25に記載の
方法。
【請求項２８】
　Fc部分がヒトIgG1のFc部分である、請求項27に記載の方法。
【請求項２９】
　ALK1ポリペプチドが、SEQ ID NO:3またはSEQ ID NO:14の配列と少なくとも90%同一であ
るアミノ酸配列を含む、請求項23に記載の方法。
【請求項３０】
　(b)の抗体が、SEQ ID NO:1のアミノ酸22～118の配列内のエピトープに結合し、GDF5、G
DF6、GDF7、BMP9、およびBMP10より選択されるリガンドの結合を阻害する、請求項23に記
載の方法。
【請求項３１】
　(c)の抗体が、SEQ ID NO:12のアミノ酸1～111の配列内のエピトープに結合し、受容体
に対するBMP9の結合を阻害する、請求項23に記載の方法。
【請求項３２】
　(d)の抗体が、SEQ ID NO:13のアミノ酸1～108の配列内のエピトープに結合し、受容体
に対するBMP10の結合を阻害する、請求項23に記載の方法。
【請求項３３】
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　以前に受けたRCC治療薬がRTKIである、請求項23～32のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３４】
　RTKIが、スニチニブ、ソラフェニブ、パゾパニブ、アキシチニブ、チボザニブ、および
バンデタニブより選択される、請求項33に記載の方法。
【請求項３５】
　以前に受けたRCC治療薬が哺乳類ラパマイシン標的タンパク質(mTOR)標的阻害剤である
、請求項23～34のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３６】
　mTOR標的阻害剤が、エベロリムスおよびテムシロリムスより選択される薬剤である、請
求項35に記載の方法。
【請求項３７】
　以前に受けた治療薬がインターフェロンα(IFN-α)またはインターロイキン-2(IL-2)で
ある、請求項23～34のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３８】
　RTKIを投与する段階をさらに含む、請求項23～37のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３９】
　RTKIが、スニチニブ、ソラフェニブ、パゾパニブ、アキシチニブ、チボザニブ、および
バンデタニブより選択される薬剤である、請求項38に記載の方法。
【請求項４０】
　mTOR標的阻害剤を投与する段階をさらに含む、請求項23～37のいずれか一項に記載の方
法。
【請求項４１】
　mTOR標的阻害剤が、エベロリムスおよびテムシロリムスより選択される薬剤である、請
求項40に記載の方法。
【請求項４２】
　RCCが腎明細胞癌である、請求項23～41のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４３】
　RCCが腎洞に浸潤している、請求項42に記載の方法。
【請求項４４】
　RCCが転移性RCCである、請求項23～43のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４５】
　RCCが肺、腹腔内リンパ節、骨、脳、または肝臓に転移している、請求項23～44のいず
れか一項に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【背景技術】
【０００１】
背景
　腎細胞癌(RCC)は、悪性腎腫瘍全体の90%までを占め、米国の男性および女性において最
も多く診断される癌の第8位である。米国国立癌研究所は、2012年に米国ではおよそ65,00
0例の腎癌の新たな症例が診断される、およびおよそ13,600件の死亡が腎癌によって起こ
ると推定している。世界的には、毎年200,000例を超える新たな症例が診断され、100,000
名を超える人々がRCCで死亡すると推定されている。世界的に見て、RCCの発生率および死
亡率はいずれも増加している。
【０００２】
　RCCは、腎臓またはごく周辺の組織にまだ限局している時点で診断され、治療されるの
であれば、腫瘍または腎臓の外科的切除によって治癒し得る場合が多い。しかしながら、
癌が血管新生された状態になり、身体の遠隔部位に転移するにつれて、無病生存率は有意
に減少する。RCCの3分の1は転移性疾患として現れ、5年生存率は10%未満である。
【０００３】
　転移性RCC(mRCC)は、歴史的に見て化学療法およびホルモン療法に非感受性であり、ご
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く最近まで、全身治療は、インターロイキン2(IL-2)またはインターフェロンα(IFN-α)
による非特異的な免疫ベースのサイトカイン療法に限定されていた。これらの療法は、低
い奏功率および高い毒性率を伴う。
【０００４】
　過去10年間の研究は、RCC腫瘍形成および進行疾患と関連した遺伝的事象を解明するの
に役立っている。特に、腫瘍細胞内および腫瘍細胞と周辺組織（例えば、常在内皮細胞お
よび周皮細胞）との間の血管内皮増殖因子(VEGF)、血小板由来増殖因子(PDGF)、およびAK
T/mTOR（哺乳類ラパマイシン標的タンパク質）シグナル伝達経路の異常なシグナル伝達が
、RCC血管新生、細胞生存、および腫瘍増殖の駆動において影響力のある役割を果たすこ
とが同定された。これらの経路における異常とRCCとの関連性は、次いで、VEGF、PDGF、
およびmTORシグナル伝達経路の重要な段階を標的化する相次ぐ治療法の開発をもたらした
。特に、2005年以来、進行性RCC適応に対して、VEGFおよびPDGF経路を標的化する5種類の
薬剤（すなわち、ソラフェニブ、スニチニブ、ベバシズマブ、パゾパニブ、およびアキシ
チニブ）、および2種類のmTOR経路標的療法（すなわち、テムシロリムスおよびエベロリ
ムス）がFDAによって認可されている。
【０００５】
　ベバシズマブ（VEGFと結合するヒト化抗体であり、AVASTIN（登録商標）として一般に
知られている）を除いて、VEGF経路を標的化する認可されたRCC治療法は、小分子ATP模倣
阻害剤化合物である。これらの小分子阻害剤は、VEGFR1、VEGFR2、およびVEGFR3などの受
容体チロシンキナーゼの高度に保存されたATP結合触媒部位と結合し、それにより、結合
された該受容体の細胞内シグナル伝達を遮断することによって作用する。しかしながら、
一部には、プロテインキナーゼの間でATP結合触媒部位は高度に保存された構造であるた
めに、大部分の小分子受容体チロシンキナーゼ阻害剤は、異なった、意図されない受容体
チロシンキナーゼ、および場合によってはさらに他のキナーゼファミリーのメンバーにも
結合し、これらを阻害する。受容体チロシンキナーゼ阻害剤のこのような「オフターゲッ
ト」の作用は、該薬物の治療適用および／または有効性を限定する有害事象および毒性を
頻繁に引き起こす。
【０００６】
　スニチニブ（SUTENT（登録商標）として一般に知られている）は、c-Met受容体チロシ
ンキナーゼの小分子阻害剤として最初に開発された多標的受容体チロシンキナーゼ阻害剤
である。スニチニブは、c-Metに加えて、VEGFR1、VEGFR2、VEGFR3、PDGFRa、PDGFRb、flt
-3、c-KIT(CD117)、RET、およびCSF-1R受容体チロシンキナーゼの活性を競合的に阻害す
る。スニチニブは、スニチニブがインターフェロン-αと比較して進行疾患患者の全生存
をほぼ5カ月延長する（26.4カ月対21.8カ月）ことを実証する主試験を終えた後に、進行
性RCCの治療における一次治療として認可を受けた。わずかではあるものの、患者生存の
この改善によって、スニチニブは、進行性RCCを有する治療未経験患者の新たな標準治療
となった。スニチニブに伴う顕著な毒性を管理するために、RCC患者の50%において用量低
減が必要とされることによって実証されるように、スニチニブ療法は顕著な副作用を伴う
。
【０００７】
　RCC治療法の最近の進歩にも関わらず、満たされていない重要な必要性がなお存在して
いる。現在利用可能な治療法は、疾患進行のない1年未満の生存を患者に提供し、顕著な
毒性を伴う。その上、治療に対する腫瘍の適応により、治療の中断および腫瘍成長の加速
が頻繁に起こる。
【発明の概要】
【０００８】
概要
　本開示は、アクチビン様キナーゼI(ALK1)制御系のアンタゴニスト、および腎細胞癌(RC
C)を治療するためのそのようなアンタゴニストの使用を提供する。特定の局面において、
RCCは腎明細胞癌である。さらなる局面において、RCCはTNM（腫瘍／リンパ節／転移分類
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）ステージIII疾患である。付加的な局面において、RCCはTNMステージIV疾患である。付
加的な局面において、RCCは腎内血管内に認められる。他の局面において、RCCは腎洞に浸
潤している。さらなる局面において、RCCは副腎またはリンパ節に転移している。さらな
る局面において、RCCは肺、腹腔内リンパ節、骨、脳、または肝臓に転移している。
【０００９】
　本明細書に記載されるように、ALK1は、GDF6およびGDF7を含むGDF5（増殖分化因子5）
群のリガンドの受容体であり、またBMP10を含むBMP9（骨形成タンパク質5）群のリガンド
の受容体でもある。本開示は、ALK1および上記リガンドによって媒介されるシグナル伝達
がインビボの血管新生に関与すること、ならびにこの制御系の阻害が強力な抗血管新生効
果を有することを実証する。
【００１０】
　本開示はまた、ALK1-Fc融合タンパク質などのALK1制御系アンタゴニストの使用により
、ヒトRCC異種移植動物モデルにおいて腫瘍成長が阻害されることを実証する。本開示は
さらに、ALK1のALK1-Fc融合タンパク質アンタゴニストが、ヒトRCC異種移植動物モデルに
おいて、VEGF受容体チロシンキナーゼ阻害剤であるスニチニブと組み合わせて投与された
場合に、スニチニブの腫瘍成長阻害活性を有意に増強することをさらに実証する。したが
って、ある局面において、本開示は、腎細胞癌の治療に使用するための、ALK1受容体また
は1つもしくは複数のALK1リガンドのアンタゴニストを含む、ALK1制御系のアンタゴニス
トを提供する。特定の局面において、ALK1アンタゴニストはALK1-Fc融合タンパク質（例
えば、本明細書に記載されるALK1-Fc融合タンパク質）である。ある局面において、本開
示は、腎細胞癌の治療に使用するための、ALK1受容体または1つもしくは複数のALK1リガ
ンドのアンタゴニストを含む、ALK1制御系のアンタゴニストを提供する。特定の局面にお
いて、腎細胞癌は腎明細胞癌である。付加的な局面において、治療される腎細胞癌は腎洞
に浸潤している。いくつかの局面において、RCCはTNMステージIII疾患である。付加的な
局面において、RCCはTNMステージIV疾患である。付加的な局面において、RCCは腎内血管
内に認められる。他の局面において、RCCは腎洞に浸潤している。さらなる局面において
、RCCは副腎またはリンパ節に転移している。さらなる局面において、RCCは肺、腹腔内リ
ンパ節、骨、脳、または肝臓に転移している。
【００１１】
　ある局面において、本開示は、血管新生の阻害に使用するための、ALK1の細胞外ドメイ
ンのリガンド結合部分を含むポリペプチド（「ALK1 ECDポリペプチド」）を提供する。付
加的な局面において、本開示は、RCC（例えば、腎明細胞癌）の治療に使用するための、A
LK1 ECDポリペプチドを含むポリペプチドを提供する。いかなる特定の作用機序に拘束さ
れることも望まないが、このようなポリペプチドは、ALK1のリガンドに結合し、これらの
リガンドがALK1および他の受容体と相互作用する能力を阻害することによって作用すると
予測される。ある態様において、ALK1 ECDポリペプチドは、SEQ ID NO:1のヒトALK1配列
のアミノ酸22～118の配列と少なくとも70%、80%、90%、95%、96%、97%、98%、99%、また
は100%同一であるアミノ酸配列を含む。ある態様において、ALK1 ECDポリペプチドは、SE
Q ID NO:1のヒトALK1配列のアミノ酸22～120の配列と少なくとも70%、80%、90%、95%、96
%、97%、98%、99%、または100%同一であるアミノ酸配列を含む。ALK1 ECDポリペプチドは
、小さな単量体タンパク質として、または二量体化形態（例えば、Fc融合タンパク質とし
て発現される）で使用することができる。ALK1 ECDを第2のポリペプチド部分に融合して
、リガンド結合親和性の改善、半減期の延長、またはより容易な産生もしくは精製などの
、改善されたまたは所望の特性を提供することもできる。免疫グロブリンのFc部分への融
合またはポリオキシエチレン部分（例えば、ポリエチレングリコール）への連結は、全身
投与（例えば、静脈内、動脈内、および腹腔内投与）におけるALK1 ECDポリペプチドの血
清半減期の延長に特に有用である。
【００１２】
　本明細書において実証されるように、全身投与されたALK1-Fc融合タンパク質は、ヒトR
CCマウス異種移植モデルにおいて単独で投与された場合に、強力な腫瘍成長阻害効果を有
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し、また試験されたヒトRCCマウス異種移植モデルにおいてスニチニブと共に全身投与さ
れた場合に、スニチニブRCC腫瘍成長阻害を劇的に増加させる。ある態様において、ALK1-
Fc融合タンパク質は、SEQ ID NO:1のアミノ酸22～118または22～120の配列と少なくとも7
0%、80%、90%、95%、96%、97%、98%、99%、または100%同一であるアミノ酸配列を有する
ポリペプチドを含み、このポリペプチドは、介在リンカーを伴うかまたは伴わずに免疫グ
ロブリンのFc部分に融合されており、この場合、該ALK1-Fc融合タンパク質は、GDF5（例
えば、Genbankアクセッション番号CAA56874に記載される配列を有する）、GDF6（例えば
、Genbankアクセッション番号AAH43222に記載される配列を有する）、GDF7（例えば、Gen
bankアクセッション番号NP_878248に記載される配列を有する）、BMP9（例えば、Genbank
アクセッション番号AF156891、AF188285、AK314956、BC069643、またはBC074921に記載さ
れる配列を有する）、およびBMP10（例えば、Genbankアクセッション番号095393に記載さ
れる配列を有する）より選択されるALK1リガンドに結合する。さらなる局面において、AL
K1-Fc融合タンパク質は、1×10-7 M未満のKDで、GDF5、GDF7、およびBMP9より選択される
ALK1リガンドにに結合し、1×10-6 Mを超えるKDでTGFβ-1に結合する。Fc融合タンパク質
のFc部分は、治療される生物に適切であるように、ならびに所望の薬物動態学的特性およ
び薬力学的特性を示すように選択される。任意に、Fc部分はヒトIgG1のFc部分である。好
ましい態様において、ALK1-Fc融合タンパク質は、SEQ ID NO:1のアミノ酸22～118または2
2～120を含む。任意に、ALK1-Fc融合タンパク質はSEQ ID NO:3のアミノ酸配列を含む。任
意に、ALK1-Fc融合タンパク質はSEQ ID NO:14のアミノ酸配列を含む。任意に、ALK1-Fc融
合タンパク質は、哺乳動物細胞株、特にチャイニーズハムスター卵巣(CHO)細胞株におけ
るSEQ ID NO:4の核酸の発現によって産生されるタンパク質である。ALK1-ECDポリペプチ
ドは、実質的に発熱物質を含まない薬学的調製物として製剤化される。薬学的調製物は、
全身送達（例えば、静脈内、動脈内、または皮下送達）または局所送達用に調製すること
ができる。
【００１３】
　ある局面において、本開示は、治療設定において使用するためのALK1-Fc融合タンパク
質の比較的均一な調製物の開発における困難に取り組む。本明細書において記載されるよ
うに、ALK1-Fc融合タンパク質は、より高次の多量体へと凝集する傾向がある。本開示は
、これらの困難に対する解決法を提供し、したがって、少なくとも85%、90%、95%、96%、
97%、98%、または99%の二量体ALK1-Fc融合タンパク質から構成される、ALK1-Fc融合タン
パク質を含む薬学的調製物を提供する。したがって、ある局面において、本開示は、SEQ 
ID NO:1のアミノ酸22～118または22～120の配列と少なくとも90%、95%、96%、または97%
同一であるアミノ酸配列を有するポリペプチドを含むALK1-Fc融合タンパク質を含む薬学
的調製物を提供し、このポリペプチドは免疫グロブリンのFc部分に融合されており、この
場合、該ALK1-Fc融合タンパク質は、GDF5、GDF6、GDF7、BMP9、およびBMP10より選択され
るリガンドに結合する。さらなる局面において、ALK1-Fc融合タンパク質は、1×10-7 M未
満のKDでGDF5、GDF7、およびBMP9と結合し、1×10-6 Mを超えるKDでTGFβ-1に結合し、こ
の場合、該ALK1-Fc融合タンパク質の少なくとも85%、90%、95%、96%、97%、98%、または9
9%は二量体形態で存在する。
【００１４】
　ALK1-Fc融合タンパク質のFc部分は、ヒトIgG1、またはIgG2もしくはIgG3などの別のヒ
ト免疫グロブリンサブクラスのFc部分であってよい。いくつかの局面において、ALK1-Fc
融合タンパク質はSEQ ID NO:3のアミノ酸配列を含む。他の局面において、ALK1-Fc融合タ
ンパク質はSEQ ID NO:14のアミノ酸配列を含む。さらなる局面において、ALK1-Fc融合タ
ンパク質は、チャイニーズハムスター卵巣(CHO)細胞株などの哺乳動物細胞株におけるSEQ
 ID NO:4の核酸の発現によって産生される。このような薬学的調製物は、公知の技法およ
び試薬を用いて、ALK1-Fc融合タンパク質の所望の特性を最適化する目的で製剤化するこ
とができる。
【００１５】
　本発明の薬学的調製物は、血管新生の阻害およびRCCの治療を含む、本明細書に記載さ
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れる種々の治療目的のために用いることができる。特定の局面において、本薬学的調製物
は腎明細胞癌を治療するために用いられる。さらなる局面において、本薬学的調製物は、
以前にRCC治療薬を受けた哺乳動物におけるRCCを治療するために用いられる。別の局面に
おいて、本薬学的調製物は、RCCを有し、かつRCCを治療するための医学的手技を受けたか
または受ける準備をしている哺乳動物を治療するために用いられる。さらなる局面におい
て、本発明の薬学的調製物は、進行性（転移性）RCCを治療するために用いられる。付加
的な局面において、本発明の薬学的調製物は、血管新生を阻害するために、および／また
は血管新生の阻害が望ましい疾患もしくは障害を治療するために用いられる。
【００１６】
　いくつかの態様において、ALK1-Fc薬学的調製物、およびALK1またはALK1の1つもしくは
複数のリガンド（例えば、BMP9および／またはBMP10）に対する抗体を含む調製物は、血
管新生を阻害する薬剤と共に用いられる。いくつかの態様において、ALK1-Fc薬学的調製
物、およびALK1またはALK1の1つもしくは複数のリガンド（例えば、BMP9および／またはB
MP10）に対する抗体を含む調製物は、VEGFシグナル伝達経路アンタゴニスト（例えば、VE
GFと結合する抗体（例えば、AVASTIN（登録商標））、VEGF受容体（例えば、VEGFR1、VEG
FR2、およびVEGFR3）と結合する抗体、およびVEGF受容体トラップ）と共に用いられる。
特定の局面において、本薬学的調製物は、VEGF受容体チロシンキナーゼ阻害剤を含む。さ
らなる局面において、VEGF受容体チロシンキナーゼ阻害剤は、スニチニブ（SUTENT（登録
商標））、ソラフェニブ（NEXAVAR（登録商標））、パゾパニブ（VOTRIENT（登録商標）
）、アキシチニブ（INLYTA（登録商標））、チボザニブ、およびバンデタニブより選択さ
れる薬剤である。
【００１７】
　ある局面において、本開示は、RCCを有する哺乳動物にALK1 ECDポリペプチドを投与す
ることにより、哺乳動物における腎細胞癌を治療する方法を提供する。さらなる局面にお
いて、本開示は、RCCを有する哺乳動物に、アクチビン様キナーゼI(ALK1)-Fc融合タンパ
ク質およびVEGF受容体チロシンキナーゼ阻害剤の有効量を投与する段階を含む、哺乳動物
におけるRCCを治療する方法を提供する。1つの局面において、治療されるRCCは腎明細胞
癌である。別の局面において、治療されるRCCは腎洞に浸潤している。いくつかの局面に
おいて、RCCはTNMステージIII疾患である。付加的な局面において、RCCはTNMステージIV
疾患である。付加的な局面において、RCCは腎内血管内に認められる。さらなる局面にお
いて、RCCは副腎またはリンパ節に転移している。さらなる局面において、RCCは肺、腹腔
内リンパ節、骨、脳、または肝臓に転移している。
【００１８】
　ある局面において、本発明の方法に従って投与されるALK1-Fc融合タンパク質は、SEQ I
D NO:1のアミノ酸22～118または22～120の配列と少なくとも80%、90%、95%、96%、97%、9
8%、99%、または100%同一であるアミノ酸配列を有するポリペプチドを含み、このポリペ
プチドは、免疫グロブリンのFc部分に融合されており、この場合、該ALK1-Fc融合タンパ
ク質は、GDF5、GDF6、GDF7、BMP9、およびBMP10より選択されるALKリガンドに結合する。
さらなる局面において、ALK1-Fc融合タンパク質は、1×10-6 Mを超えるKDでTGFβ-1と結
合する。任意に、ALK1-Fc融合タンパク質はSEQ ID NO:3の配列を有する。別の選択肢にお
いて、ALK1-Fc融合タンパク質はSEQ ID NO:14の配列を有する。ALK1 ECDポリペプチドは
、局所的にまたは全身に（例えば、静脈内、動脈内、または皮下に）送達することができ
る。
【００１９】
　さらなる局面において、ALK1-Fc融合タンパク質と共に投与されるVEGF受容体チロシン
キナーゼ阻害剤は、スニチニブ（SUTENT（登録商標））、ソラフェニブ（NEXAVAR（登録
商標））、パゾパニブ（VOTRIENT（登録商標））、アキシチニブ（INLYTA（登録商標））
、チボザニブ、およびバンデタニブより選択される薬剤である。
【００２０】
　別の局面において、本開示は、RCCを有する哺乳動物に、アクチビン様キナーゼI(ALK1)
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-Fc、VEGF受容体チロシンキナーゼ阻害剤、および哺乳類ラパマイシン標的タンパク質(mT
OR)阻害剤の有効量を投与する段階を含む、哺乳動物におけるRCCを治療する方法を提供す
る。さらなる局面において、ALK1-Fc融合タンパク質およびVEGF受容体チロシンキナーゼ
阻害剤は、mTOR標的阻害剤であるエベロリムスまたはテムシロリムスと共に投与される。
他の局面において、mTOR阻害剤は、WYE354、YE132(Pfizer)、PP30およびPP242、AZD8055
、OSI-027、Torin1、BEZ235、XL765、GDC-0980、PF-04691502およびPF-05212384より選択
される薬剤である。
【００２１】
　1つの局面において、治療されるRCCは腎明細胞癌である。別の局面において、治療され
るRCCは腎洞に浸潤している。いくつかの局面において、RCCはTNMステージIII疾患である
。付加的な局面において、RCCはTNMステージIV疾患である。付加的な局面において、RCC
は腎内血管内に認められる。さらなる局面において、RCCは副腎またはリンパ節に転移し
ている。さらなる局面において、RCCは肺、腹腔内リンパ節、骨、脳、または肝臓に転移
している。
【００２２】
　別の局面において、本開示は、以前にRCC治療薬を受けた哺乳動物における腎細胞癌を
治療する方法であって、アクチビン様キナーゼI(ALK1)-Fc融合タンパク質の有効量を該哺
乳動物に投与する段階を含む方法を提供する。1つの局面において、以前に受けた治療薬
は、VEGF受容体チロシンキナーゼ阻害剤である。さらなる局面において、VEGF受容体チロ
シンキナーゼ阻害剤は、スニチニブ、ソラフェニブ、パゾパニブ、アキシチニブ、チボザ
ニブ、およびバンデタニブより選択される薬剤である。別の局面において、以前に受けた
治療薬は、哺乳類ラパマイシン標的タンパク質(mTOR)標的阻害剤である。さらなる局面に
おいて、mTOR標的阻害剤は、エベロリムスおよびテムシロリムスより選択される薬剤であ
る。他の局面において、mTOR標的阻害剤は、WYE354、YE132(Pfizer)、PP30およびPP242、
AZD8055、OSI-027、Torin1、BEZ235、XL765、GDC-0980、PF-04691502およびPF-05212384
より選択される薬剤である。付加的な局面において、以前に受けた治療薬は全身サイトカ
イン療法剤である。さらなる局面において、全身サイトカイン療法剤はインターフェロン
α(IFN-α)またはインターロイキン-2(IL-2)である。1つの局面によると、治療されるRCC
は腎明細胞癌である。別の局面において、治療されるRCCは腎洞に浸潤している。いくつ
かの局面において、RCCはTNMステージIII疾患である。付加的な局面において、RCCはTNM
ステージIV疾患である。付加的な局面において、RCCは腎内血管内に認められる。さらな
る局面において、RCCは副腎またはリンパ節に転移している。さらなる局面において、RCC
は肺、腹腔内リンパ節、骨、脳、または肝臓に転移している。
【００２３】
　付加的な局面において、本開示は、以前にRCC治療薬を受けた哺乳動物における腎細胞
癌を治療する方法であって、アクチビン様キナーゼI(ALK1)-Fc融合タンパク質およびVEGF
受容体チロシンキナーゼ阻害剤の有効量を該哺乳動物に投与する段階を含む方法を提供す
る。さらなる態様において、VEGF受容体チロシンキナーゼ阻害剤は、スニチニブ、ソラフ
ェニブ、パゾパニブ、アキシチニブ、チボザニブ、およびバンデタニブより選択される薬
剤である。別の局面において、治療されるRCCは腎洞に浸潤している。1つの局面によると
、治療されるRCCは腎明細胞癌である。別の局面において、治療されるRCCは腎洞に浸潤し
ている。いくつかの局面において、RCCはTNMステージIII疾患である。付加的な局面にお
いて、RCCはTNMステージIV疾患である。付加的な局面において、RCCは腎内血管内に認め
られる。さらなる局面において、RCCは副腎またはリンパ節に転移している。さらなる局
面において、RCCは肺、腹腔内リンパ節、骨、脳、または肝臓に転移している。
【００２４】
　付加的な局面において、本開示は、以前にRCC治療薬を受けた哺乳動物における腎細胞
癌を治療する方法であって、アクチビン様キナーゼI(ALK1)-Fc融合タンパク質、および受
容体チロシンキナーゼと結合する抗体の有効量を該哺乳動物に投与する段階を含む方法を
提供する。さらなる局面において、該抗体は、VEGF、VEGFR1、VEGFR2、VEGFR3、PDGFRa、



(10) JP 2015-506961 A 2015.3.5

10

20

30

40

50

PDGFRb、c-KIT、MET FAK、RET、βFGF、TiE-1、Tie-2、およびEGFRより選択される受容体
チロシンキナーゼと結合する。付加的な局面において、投与される抗体はベバシズマブで
ある。1つの局面によると、治療されるRCCは腎明細胞癌である。別の局面において、治療
されるRCCは腎洞に浸潤している。いくつかの局面において、RCCはTNMステージIII疾患で
ある。付加的な局面において、RCCはTNMステージIV疾患である。付加的な局面において、
RCCは腎内血管内に認められる。さらなる局面において、RCCは副腎またはリンパ節に転移
している。さらなる局面において、RCCは肺、腹腔内リンパ節、骨、脳、または肝臓に転
移している。
【００２５】
　付加的な局面において、本開示は、以前にRCC治療薬を受けた哺乳動物における腎細胞
癌を治療する方法であって、アクチビン様キナーゼI(ALK1)-Fc融合タンパク質およびmTOR
標的阻害剤の有効量を該哺乳動物に投与する段階を含む方法を提供する。さらなる局面に
おいて、mTOR標的阻害剤は、エベロリムスおよびテムシロリムスより選択される薬剤であ
る。他の局面において、mTOR阻害剤は、WYE354、YE132(Pfizer)、PP30およびPP242、AZD8
055、OSI-027、Torin1、BEZ235、XL765、GDC-0980、PF-04691502およびPF-05212384より
選択される薬剤である。1つの局面によると、RCCは腎明細胞癌である。別の局面において
、治療されるRCCは腎洞に浸潤している。いくつかの局面において、RCCはTNMステージIII
疾患である。付加的な局面において、RCCはTNMステージIV疾患である。付加的な局面にお
いて、RCCは腎内血管内に認められる。さらなる局面において、RCCは副腎またはリンパ節
に転移している。さらなる局面において、RCCは肺、腹腔内リンパ節、骨、脳、または肝
臓に転移している。
【００２６】
　付加的な局面において、本開示は、以前にRCC治療薬を受けた哺乳動物における腎細胞
癌を治療する方法であって、アクチビン様キナーゼI(ALK1)-Fc融合タンパク質および免疫
刺激性サイトカインの有効量を該哺乳動物に投与する段階を含む方法を提供する。さらな
る態様において、投与される免疫刺激性サイトカインはIFN-αまたはIL-2である。別の局
面によると、治療されるRCCは腎明細胞癌である。別の局面において、治療されるRCCは腎
洞に浸潤している。いくつかの局面において、RCCはTNMステージIII疾患である。付加的
な局面において、RCCはTNMステージIV疾患である。付加的な局面において、RCCは腎内血
管内に認められる。さらなる局面において、RCCは副腎またはリンパ節に転移している。
さらなる局面において、RCCは肺、腹腔内リンパ節、骨、脳、または肝臓に転移している
。
【００２７】
　付加的な局面において、本開示は、RCCを有し、かつRCCを治療するための医学的手技を
受けたかまたは受ける準備をしている哺乳動物に、アクチビン様キナーゼI(ALK1)-Fc融合
タンパク質の有効量を投与する段階を含む、哺乳動物におけるRCCを治療する方法を提供
する。1つの局面において、医学的手技は、腎保存手術、腎部分切除術、腎全摘除術、お
よび熱焼灼より選択される。いくつかの局面において、RCCは腎明細胞癌である。付加的
な局面において、RCCは腎洞に浸潤している。いくつかの局面において、RCCはTNMステー
ジIII疾患である。付加的な局面において、RCCはTNMステージIV疾患である。付加的な局
面において、RCCは腎内血管内に認められる。さらなる局面において、RCCは副腎またはリ
ンパ節に転移している。さらなる局面において、RCCは肺、腹腔内リンパ節、骨、脳、ま
たは肝臓に転移している。
【００２８】
　1つの局面おいて、RCCを有し、かつRCCを治療するための医学的手技を受けたかまたは
受ける準備をしている哺乳動物に投与されるALK1-Fc融合タンパク質は、SEQ ID NO:1のア
ミノ酸22～118または22～120の配列と少なくとも85%、90%、95%、96%、97%、98%、99%、
または100%同一であるアミノ酸配列を有するポリペプチドを含み、この場合、該ALK1-Fc
融合タンパク質は、GDF5、GDF6、GDF7、BMP9、およびBMP10より選択されるALK1リガンド
に結合する。付加的な局面において、ALK1-Fc融合タンパク質のFc部分は、ヒトIgG1免疫
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グロブリンのFc部分である。さらなる局面において、ALK1-Fc融合タンパク質はSEQ ID NO
:3またはSEQ ID NO:14のアミノ酸配列を含む。
【００２９】
　さらなる局面において、本開示は、RCCを治療するための医学的手技を受けたかまたは
受ける準備をしている哺乳動物におけるRCCを治療する方法であって、アクチビン様キナ
ーゼI(ALK1)-Fc融合タンパク質およびVEGF受容体チロシンキナーゼ阻害剤の有効量を該哺
乳動物に投与する段階を含む方法を提供する。1つの局面によると、VEGF受容体チロシン
キナーゼ阻害剤は、スニチニブ、ソラフェニブ、パゾパニブ、アキシチニブ、チボザニブ
、およびバンデタニブより選択される薬剤である。
【００３０】
　別の局面において、本開示は、RCCを治療するための医学的手技を受けたかまたは受け
る準備をしている哺乳動物におけるRCCを治療する方法であって、ALK1-Fc融合タンパク質
、VEGF受容体チロシンキナーゼ阻害剤、およびmTOR標的阻害剤の有効量を該哺乳動物に投
与する段階を含む方法を提供する。1つの局面において、mTOR標的阻害剤は、エベロリム
スおよびテムシロリムスより選択される薬剤である。別の局面において、mTOR阻害剤は、
WYE354、YE132(Pfizer)、PP30およびPP242、AZD8055、OSI-027、Torin1、BEZ235、XL765
、GDC-0980、PF-04691502およびPF-05212384より選択される薬剤である。
【００３１】
　別の局面において、本開示は、RCCを治療するための医学的手技を受けたかまたは受け
る準備をしている哺乳動物におけるRCCを治療する方法であって、ALK1-Fc融合タンパク質
、VEGF受容体チロシンキナーゼ阻害剤、および免疫刺激性サイトカインの有効量を該哺乳
動物に投与する段階を含む方法を提供する。1つの局面において、投与される免疫刺激性
サイトカインはIFN-αまたはIL-2である。
【００３２】
　ある局面において、本開示は、RCCを治療するための医学的手技を受けたかまたは受け
る準備をしている哺乳動物におけるRCCを治療する方法であって、ALK1リガンドに結合し
、該ALK1リガンドのALK1への結合を阻害する抗体を該哺乳動物に投与する段階を含む方法
を提供する。いくつかの態様において、該抗体は、5×10-8 M未満のKDでALK1リガンドに
結合する。いくつかの態様において、該抗体は、ALK1リガンドによって促進される血管新
生を阻害する。ある局面において、該抗体は、細胞外ドメインであるSEQ ID NO:1のアミ
ノ酸22～118または22～120においてALK1に結合し、GDF5、GDF6、GDF7、BMP9、およびBMP1
0からなる群より選択される少なくとも1つのALK1リガンドへのALK1の結合を阻害する。AL
K1に対するこれらのリガンドの親和性に基づいて、抗体は、5×10-8 M未満、および任意
に5×10-8 M～1×10-10 MのKDで結合し得る。この範囲内の親和性を有する抗体は、GDF5
、GFD6、およびGFD7のうちの1つまたは複数によるシグナル伝達を阻害するが、BMP9およ
びBMP10によるシグナル伝達に及ぼす効果はより低いと予測される。このような抗体は、
好ましくは、GDF5、GDF6、およびGDF7からなる群より選択される少なくとも1つのALK1リ
ガンドによって促進される血管新生を阻害する。特定の機構に拘束されることは望まない
が、このような抗体はALK1活性を直接阻害することによって作用すると予測され、これは
ALK1リガンドの活性を阻害すると予測されるALK1-Fc融合タンパク質の活性と対比される
べきである。抗ALK1抗体は、GDF5、GDF6、GDF7、BMP9、またはBMP10が、BMPR1a、BMPR1b
、およびBMPRII複合体などの別の受容体系を介してシグナル伝達する能力を妨害しないと
予測される。しかしながら、たとえALK1 ECDが低親和性リガンドに結合し得ないかまたは
阻害し得ないとしても、抗ALK1抗体は、ALK1の低親和性リガンド（例えば、結合が比較的
弱いにもかかわらず、ALK1を介して有意なシグナル伝達事象を誘発すると一般に認識され
ているTGF-β）がALK1を介してシグナル伝達する能力を妨害すると予測される。いくつか
の態様において、1×10-10 M未満のKDでALK1ポリペプチドに結合する。この範囲内の親和
性を有する抗体は、BMP9またはBMP10によるシグナル伝達を阻害すると予測される。この
ような抗体は、好ましくは、BMP9およびBMP10のALK1への結合を阻害する。
【００３３】
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　機能的なシグナル伝達複合体を形成するために、BMP9、BMP10、GDF5、GDF6、およびGDF
7を含むBMP/GDFファミリーのメンバーは、I型およびII型受容体に結合する。これら2つの
型の受容体に対する結合部位は異なる。したがって、ある態様において、ALK1リガンドに
結合し、そのリガンドのALK1への結合を阻害する抗体は、リガンドのI型受容体結合部位
またはその近傍において結合する抗体である。
【００３４】
　著しくは、本明細書に開示されるデータに基づいて、ALK1に比較的弱く結合する抗体は
、ALK1に対するTGFβ結合を阻害することができる一方で、GDF5またはBMP9などのより強
く結合するリガンドを阻害することができない。本明細書に記載される抗体は、好ましく
は組換え抗体であり、これはヒト化抗体、または一本鎖抗体から開発された完全ヒト抗体
などの、分子生物学の技法を用いて構築された核酸から発現された抗体を意味する。Fv、
Fab、および一本鎖抗体もまた、「組換え抗体」という用語内に含まれる。抗体はまた、
ポリクローナル抗体または非組換えモノクローナル抗体（ヒトまたはマウス形態、および
トランスジェニックマウスから得られるヒト抗体を含む）であってよい。抗体およびALK1
-ECDポリペプチドは、実質的に発熱物質を含まない薬学的調製物として容易に製剤化する
ことができる。薬学的調製物は、全身送達（例えば、静脈内、動脈内、または皮下送達）
または局所送達用に調製することができる。国際特許出願公開第WO 2007/040912号記載さ
れている抗体は、本明細書に記載される様々な方法に有用であり得る。
【００３５】
　ある局面において、本開示は、本明細書において一般的にまたは具体的に記載される、
ALK1ポリペプチドに結合する抗体の有効量を哺乳動物に投与することにより、哺乳動物に
おける腎細胞癌を治療する方法を提供する。1つの局面において、腎細胞は腎明細胞癌で
ある。別の局面において、RCCは腎洞に浸潤している。いくつかの局面において、RCCはTN
MステージIII疾患である。付加的な局面において、RCCはTNMステージIV疾患である。付加
的な局面において、RCCは腎内血管内に認められる。さらなる局面において、RCCは副腎ま
たはリンパ節に転移している。さらなる局面において、RCCは肺、腹腔内リンパ節、骨、
脳、または肝臓に転移している。
【００３６】
　この目的に有用な抗体は、ALK1の細胞外ドメインに結合する（例えば、SEQ ID NO:1の
アミノ酸22～118からなるポリペプチドに結合する）か、またはALK1の別の部分に結合す
る。1つの態様において、該抗体は、SEQ ID NO:1のアミノ酸22～118からなるポリペプチ
ドに結合し、GDF5、GDF6、GDF7、BMP9、およびBMP10からなる群より選択される少なくと
も1つのALK1リガンドの結合を阻害する。別の態様において、該抗体は、5×10-8 M未満、
および任意に5×10-8 M～1×10-10 MのKDでALK1ポリペプチドに結合する。付加的な態様
において、該抗体は、GDF5、GDF6、およびGDF7からなる群より選択される少なくとも1つ
のALK1リガンドによって促進される血管新生を阻害する。いくつかの態様において、BMP9
またはBMP10によるシグナル伝達と比較してGDF5、GDF6、またはGDF7によって媒介される
シグナル伝達を選択的に阻害する抗体は、GDF5、GDF6、またはGDF7が局在する組織：主に
骨または関節で起こる血管新生の選択的阻害剤として用いられる。いくつかの態様におい
て、該抗体は、1×10-10 M未満のKDでALK1ポリペプチドに結合する。付加的な態様におい
て、該抗体は、ALK1のALK1リガンドへの結合を阻害し、この場合、該ALK1リガンドはBMP9
およびBMP10からなる群より選択される。抗ALK1抗体は、局所的にまたは全身に（例えば
、静脈内、動脈内、または皮下に）に送達することができる。特定の態様において、本開
示は、抗ALK1抗体を投与することにより、哺乳動物の進行性腎細胞癌を治療する方法を提
供する。
【００３７】
　別の特定の態様において、本開示は、本明細書に記載される抗ALK1抗体およびVEGF受容
体チロシンキナーゼ阻害剤を投与することにより、腎細胞癌を有する哺乳動物を治療する
方法を提供する。特定の態様において、本開示は、RCCを有する哺乳動物に抗ALK1抗体お
よびVEGF受容体チロシンキナーゼ阻害剤を投与することにより、腎明細胞癌を有する哺乳
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動物を治療する方法を提供する。1つの局面において、RCCは腎明細胞癌である。別の局面
において、治療されるRCCは腎洞に浸潤している。いくつかの局面において、RCCはTNMス
テージIII疾患である。付加的な局面において、RCCはTNMステージIV疾患である。付加的
な局面において、RCCは腎内血管内に認められる。さらなる局面において、RCCは副腎また
はリンパ節に転移している。さらなる局面において、RCCは肺、腹腔内リンパ節、骨、脳
、または肝臓に転移している。
【００３８】
　ある局面において、本開示は、VEGF受容体チロシンキナーゼ阻害剤、およびALK1リガン
ドに結合し、該ALK1リガンドのALK1への結合を阻害する抗体を含む組成物を提供し、この
場合、該ALK1リガンドはBMP9およびBMP10からなる群より選択される。著しくは、本明細
書に示されるように、中和抗BMP9抗体は、インビボの血管新生を阻害する。加えて、本明
細書で実証されるように、BMP-10は血管新生を促進し、BMP-10のアンタゴニストは血管新
生を阻害する。上記抗体は、1×10-10 M未満のKDでALK1リガンドに結合し得る。このよう
な抗体は好ましくは組換え抗体であり、実質的に発熱物質を含まない薬学的調製物として
製剤化することができる。薬学的調製物は、全身送達（例えば、静脈内、動脈内、または
皮下送達）または局所送達用に調製することができる。
【００３９】
　ある局面において、本開示は、哺乳動物における腎細胞癌を治療する方法であって、受
容体チロシンキナーゼ阻害剤(RTKI)、およびALK1リガンドに結合し、該ALK1リガンドのAL
K1への結合を阻害する抗体の有効量を該哺乳動物に投与する段階を含む方法を提供し、こ
の場合、該ALK1リガンドは、GDF5、GDF6、GDF7、BMP9、およびBMP10からなる群より選択
される。該抗体は、GDF5、GDF6、およびGDF7からなる群より選択される少なくとも1つのA
LK1リガンドによって促進される血管新生を阻害し得る。さらなる局面において、治療さ
れる腎細胞癌はリンパ節に転移している。付加的な局面において、治療される腎細胞癌は
腎明細胞癌である。
【００４０】
　ある局面において、本開示は、RCCを有する哺乳動物に、VEGF受容体チロシンキナーゼ
阻害剤、およびALK1、GDF5、GDF6、GDF7、BMP9、またはBMP10の産生を減少させる核酸（
例えば、アンチセンスまたはRNAi構築物）を含むがこれらに限定されない、ALK1シグナル
伝達系の阻害剤の有効量を投与することにより、哺乳動物における腎細胞癌を治療する方
法を提供する。別の局面において、治療されるRCCは腎洞に浸潤している。いくつかの局
面において、RCCはTNMステージIII疾患である。付加的な局面において、RCCはTNMステー
ジIV疾患である。付加的な局面において、RCCは腎内血管内に認められる。さらなる局面
において、RCCは副腎またはリンパ節に転移している。さらなる局面において、RCCは肺、
腹腔内リンパ節、骨、脳、または肝臓に転移している。ALK1シグナル伝達のこのような阻
害剤には、アプタマー、ランダムペプチド、および選択された標的に結合できるように改
変され得るタンパク質骨格（このような骨格の例には、アンチカリンおよびFNIIIドメイ
ンが含まれる）などの親和性結合試薬が含まれるが、これらに限定されない。これらの結
合試薬を用いて、ALK1‐リガンド相互作用を破壊するか、または結合後に起こるシグナル
伝達を阻害するかのいずれかにより、ALK1制御系を破壊する親和性結合試薬を同定し、選
択することができる。1つの局面において、本方法に従って治療されるRCCは腎明細胞癌で
ある。別の局面において、治療されるRCCは腎洞に浸潤している。いくつかの局面におい
て、RCCはTNMステージIII疾患である。付加的な局面において、RCCはTNMステージIV疾患
である。付加的な局面において、RCCは腎内血管内に認められる。さらなる局面において
、RCCは副腎またはリンパ節に転移している。さらなる局面において、RCCは肺、腹腔内リ
ンパ節、骨、脳、または肝臓に転移している。
【００４１】
　本開示のさらなる局面において、RCCを有する哺乳動物に、BMP9および／またはBMP10の
アンタゴニストならびにVEGF受容体チロシンキナーゼ阻害剤の有効量を投与する段階を含
む、哺乳動物における腎細胞癌を治療する方法を提供する。いくつかの態様において、該



(14) JP 2015-506961 A 2015.3.5

10

20

30

40

50

アンタゴニストは、BMP9および／またはBMP10に結合する抗体である。該抗体は、ポリク
ローナル抗体、モノクローナル抗体、およびキメラ抗体またはヒト化抗体であってよい。
該アンタゴニストは、Fd、Fv、Fab、F(ab')、F(ab)2、もしくはF(ab')2断片、一本鎖Fv(s
cFv)、ダイアボディ(diabody)、トリアボディ(triabody)、テトラボディ(tetrabody)、ミ
ニボディ(minibody)、またはペプチボディ(peptibody)であってよい。いくつかの態様に
おいて、該アンタゴニストはアプタマー（ペプチドまたは核酸）である。本明細書で実証
されるようなBMP9およびBMP10のアンタゴニストの重複効果を前提として、本開示は、両
タンパク質と効率的に交差反応し、ひいてはこれらを遮断する抗体（例えば、BMP9および
BMP10の両方に対する10 nM未満または1 nM未満の親和性）のような、BMP9およびBMP10の
両方のアンタゴニストを提供する。BMP9およびBMP10の両方と結合するALK1アンタゴニス
トの別の例は、BMP9およびBMP10の両方に結合し、両リガンドの活性を阻害するALK1-Fc融
合タンパク質である。本発明のさらなる局面において、本方法は、mTOR標的阻害剤の有効
量を哺乳動物に投与する段階をさらに含む。さらなる局面において、上記アンタゴニスト
は、BMP9および／またはBMP10の発現を阻害する。いくつかの局面において、該アンタゴ
ニストは、BMP9および／またはBMP10の発現を阻害する核酸である。例えば、1つの局面に
おいて、該核酸はアンチセンスまたはRNAi核酸である。他の局面において、該アンタゴニ
ストは、BMP9および／またはBMP10に結合する、抗体以外のタンパク質である。1つの局面
において、該アンタゴニストは、GDF Trapファミリーのメンバーである。GDF Trapファミ
リーの例には、フォリスタチン、FLRG、ノギン、およびグレムリンが含まれるが、これら
に限定されない。いくつかの態様において、該アンタゴニストは、BMP9およびBMP10に結
合するアミノ酸配列を検出する段階を含む方法によって、アミノ酸配列のライブラリーよ
り選択されたアミノ酸配列を含むポリペプチドである。
【００４２】
　ある局面において、本開示は、哺乳動物における転移性腎細胞癌を治療する方法を提供
する。例えば、そのような方法は、転移性腎細胞癌を有する哺乳動物に、RTKIと、ALK1 E
CDタンパク質；ALK1リガンドに結合し、該ALK1リガンドのALK1への結合を阻害する抗体で
あって、該ALK1リガンドが、GDF5、GDF6、GDF7、BMP9、およびBMP10からなる群より選択
される、抗体；SEQ ID NO:1のアミノ酸22～118からなるALK1ポリペプチドに結合し、GDF5
、GDF6、GDF7、BMP9、およびBMP10からなる群より選択される少なくとも1つのALK1リガン
ドの結合を阻害する抗体からなる群より選択される薬剤の有効量を投与する段階を含み得
る。
【００４３】
　各場合において、本明細書に記載される薬剤は、血管新生を阻害する付加的な薬剤と共
に投与することができる。
【００４４】
　いくつかの態様において本発明は、ALK1シグナル伝達系の阻害剤（例えば、ALK1-Fc）
の有効量をそれを必要とする哺乳動物に投与する段階を含む、哺乳動物における血管新生
を阻害する方法を提供する。腫瘍の血管新生を阻害することが望ましい場合には、該薬剤
は任意に、化学療法剤または生物学的抗癌剤などの、抗癌効果を有する第2の薬剤と共に
投与される。さらなる局面において、該薬剤はMTOR（哺乳類ラパマイシン標的タンパク質
）阻害剤と共に投与される。いくつかの態様において、本発明の方法は、腫瘍、抗VEGF療
法に抵抗性である腫瘍、多発性骨髄腫腫瘍、および肺、腹腔内リンパ節、骨、脳、または
肝臓に転移した腫瘍からなる群より選択される血管新生関連疾患を治療するために用いら
れる。
【図面の簡単な説明】
【００４５】
【図１】ヒトアクチビン様キナーゼ1、すなわちALK1のアミノ酸配列(SEQ ID NO:1)を示す
。一重下線は、予測される細胞外ドメインを示す。二重下線は細胞内ドメインを示す。シ
グナルペプチドおよび膜貫通ドメインには下線を引いていない。
【図２】ヒトALK1 cDNAの核酸配列(SEQ ID NO:2)を示す。コード配列に下線を引いてある
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。細胞外ドメインをコードする部分に二重下線を引いてある。
【図３】図3Aおよび3Bは、Fcドメインに対するヒトALK1の細胞外ドメインの融合物の例(S
EQ ID NO:3)および(SEQ ID NO:14)を示す。hALK1-Fcタンパク質は、C末端でリンカー（下
線）およびIgG1 Fc領域に融合された、ヒトALK1タンパク質のアミノ酸22～120を含む。
【図４】SEQ ID NO:3のhALK1-Fcポリペプチドを発現させるための核酸配列を示す。コー
ドされるアミノ酸配列も示す。Asp22が分泌タンパク質のN末端アミノ酸となるように、リ
ーダー配列が切断される。
【図５】内皮細胞管形成アッセイにおけるマウスALK1-Fc（「RAP」）およびヒトALK1-Fc
（「ACE」）の抗血管新生効果を示す。あらゆる濃度のRAPおよびACEが、内皮細胞成長補
充物(ECGS)に応答した管形成のレベルを、陽性対照、エンドスタチンよりも大きな程度で
低下させた。
【図６】ニワトリ絨毛尿膜(CAM)アッセイにおけるGDF7の血管新生効果を示す。GDF7効果
は、VEGFの効果に匹敵する。
【図７】CAMアッセイにおけるヒトALK1-Fc融合物の抗血管新生効果を示す。hALK1-Fcは、
VEGF、FGF、およびGDF7によって促進される血管新生を阻害する。
【図８】マウスALK1-Fc(mALK1-Fc)、hALK1-Fc、市販の抗ALK1モノクローナル抗体（抗ALK
1 mAb）および市販の中和抗VEGFモノクローナル抗体の比較抗血管新生効果を示す。ALK1-
Fc構築物の抗血管形成効果は、抗VEGF抗体の効果に匹敵する。
【図９】インビボでのhALK1-Fcおよび抗VEGF抗体の抗血管新生効果を示す。マウス角膜マ
イクロポケットアッセイにより測定したところ、hALK1-Fcおよび抗VEGFは、眼における血
管新生に対して同等の効果を及ぼした。
【図１０】関節リウマチのマウスコラーゲン誘導性関節炎(CIA)モデルにおけるmALK1-Fc
の効果を示す。このグラフは、コラーゲン誘導性の雄DBA/1関節炎マウスにおいて42日間
の観察期間中に決定された群の関節炎スコアの平均値を示す。RAP-041はmALK1-Fcである
。Avastin（商標）は抗VEGF抗体ベバシズマブである。
【図１１】Superose 12 10/300 GLサイズ排除カラム（Amersham Biosciences、Piscatawa
y, NJ）による、hALK1-Fc(SEQ ID NO:3)、およびR&D Systems(Minneapolis, MN)からのhA
LK1-Fc融合タンパク質の分離を示す。R&D Systemsの物質は、グラフの左側にあるピーク
によって示されるような、およそ13%の凝集タンパク質、およびいくつかのより低分子量
の種を含む。SEQ ID NO:3の物質は、99%を超える割合で、適切な分子サイズの二量体から
構成される。
【図１２】PBSで処置したマウス（丸）およびmALK1-Fcで処置したマウス（四角）におけ
る、ルシフェラーゼを発現するルイス肺癌(LL/2-luc)細胞からの蛍光シグナルを示す。腫
瘍細胞を尾静脈に注射し、処置（PBSまたは10 mg/kg mALK1-FcのIP、週2回）を細胞投与
当日に開始した。PBS処置マウスは、瀕死であるために22日目に屠殺した。処置群および
対照群はそれぞれ、動物7匹からなった(n=7)。
【図１３】CAMアッセイにおけるVEGF媒介性血管新生に及ぼす組換えヒトBMP9（「rhB9」
）および市販の抗BMP9モノクローナル抗体（「mabB9」）の効果を示す。興味深いことに
、BMP9処理および抗BMP9処理の両方が、VEGF媒介性血管新生を阻害する。
【図１４】ER-乳癌細胞株由来の細胞株であるMDA-MB-231細胞株を用いた同所異種移植モ
デルに及ぼすmALK1-Fcの効果を示す。30 mg/kgの用量において、mALK1-Fcは異種移植腫瘍
に対して有意な成長遅延効果を及ぼす。
【図１５】エストロゲン受容体陽性(ER+)乳癌細胞由来の細胞株であるMCF7細胞株を用い
た同所異種移植モデルに及ぼすhALK1-Fcの効果を示す。10または30 mg/kgの用量において
、hALK1-Fcは異種移植腫瘍に対して有意な成長遅延効果を及ぼす。
【図１６】細胞ベースのアッセイにおいてBMP10によって誘導される転写レポーター活性
を80%超阻害するhALK1-Fcの能力を示す。
【図１７】ヒトBMP9タンパク質(SEQ ID NO:12)とヒトBMP10タンパク質(SEQ ID NO:13)の
成熟部分のアラインメントを示す。同一性の領域を星印で示す。
【図１８】786-OヒトRCC異種移植モデルにおけるスニチニブによる腫瘍成長阻害を増強す
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るhALK1-Fcの能力を示す。hALK1-Fcは、単剤として腫瘍成長を阻害する傾向をさらに示し
た。
【図１９】A498ヒトRCC異種移植モデルにおいて単剤として腫瘍成長を阻害するhALK1-Fc
の能力を示す。
【図２０】A498ヒトRCC異種移植モデルにおけるスニチニブによる腫瘍成長阻害を増強す
るhALK1-Fcの能力を示す。
【発明を実施するための形態】
【００４６】
詳細な説明
1. 概要
腎細胞癌
　世界保健機関は、50種を超える異なるタイプの腎臓癌をリストアップしている。腎細胞
癌(RCC)は成人で最もよく見られるタイプの腎臓癌であり、腎臓で尿細管の内層に癌細胞
が生じた場合に起こる。RCCは、初期兆候の欠如、多様な臨床所見、ならびに化学療法お
よび放射線に対する抵抗性を特徴とする。大部分のRCC腫瘍は50～70歳の患者に現れ、こ
の疾患の発生率は男性において2～3倍高い。フォンヒッペル・リンダウ(VHL)症候群、遺
伝性乳頭状腎癌、バート・ホッグ・デュベ症候群に付随する家族性腎オンコサイトーマ、
および遺伝性腎癌を含むある種の遺伝子状態は、RCCの発生率上昇と関連している。患者
の30%は、転移性疾患または切除不能疾患のいずれかを有してRCCの進行期にあり、このコ
ホートの2年全生存は<10%である。Reeves et al., Cancer Chemotherapy and Pharmacolo
gy 2009; 64(1):11-25。
【００４７】
　最もよく見られるRCCサブタイプである明細胞RCC、乳頭状RCC（I型およびII型）、嫌色
素性RCC、集合管RCC、および未分類RCCを含む、5種類の主要なサブタイプのRCCが現在認
識されている。その上、RCCの異なる病期を区別するために、解剖学的基準が伝統的に用
いられている。腫瘍、リンパ節、および転移(TMN)分類システムは、RCCの病期を区別する
ために、腫瘍の原発巣のサイズ、腫瘍のリンパ節への伝播の程度、および転移の存在に基
づいている。腫瘍病期は、RCCにおいて生存を予測する最も重要な因子である。Koul et a
l., Am. J. Cancer Research 2011; 1(2):240-254。早期RCC患者の50%超は治癒する。あ
る特定の状況下において、根治的腎摘出術はまた、局所進行性RCCおよび転移性RCCを治療
するためにも適応される。臨床的限局性疾患を有する患者の23%は、腎摘出術後に転移性
疾患を発症する。Koul et al., Am. J. Cancer Research 2011; 1(2):240-254。しかしな
がら、例えば、主要静脈もしくは副腎における腫瘍の存在、またはリンパ節関与（ステー
ジIII）、および腎臓外部の疾患の存在(IV)を特徴とするTNMステージIII疾患およびステ
ージIV疾患については、転帰は不良である。
【００４８】
　腎明細胞癌は、典型的には、腎皮質においてネフロンの近位曲尿細管の上皮細胞から生
じ、血管浸潤を通じて伝播する傾向があり、器官限局腫瘍の18～29%において腎臓内血管
内に悪性細胞が認められる。Delahunt et al., Clin. Lab. Med. 2005; 25(2):231-46；
およびBonsib et al., Mod. Pathol. 2006; 19(5):746-53。120例の腎明細胞癌の広範な
病理学的検査により、試験された腫瘍のおよそ半数において腎洞浸潤が示された。RCCは
、最も一般的には、肺（33～72%）、腹腔内リンパ節（3～35%）、骨（21～25%）、脳（7
～13%）、および肝臓（5～10%）に転移する。例えば、Klatte et al., Urol. Oncol. 200
8; 26(6):604-9を参照されたい。
【００４９】
　腎臓に限局するかまたは腎臓内の小さな腫瘍は、しばしば腎部分切除術（「腎保存手術
」としても知られる）によって除去される。限局性腫瘍に対する付加的な外科的手技には
、組織焼灼治療（例えば、凍結手術およびラジオ波焼灼(RFA)）が含まれる。癌が、サイ
ズ、および／または腎臓内のもしくは腎臓を超えた分布の点で進行している場合、外科的
介入は典型的には腎全摘除術（すなわち、隣接する副腎および腎臓周囲の脂肪組織を伴う
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かまたは伴わない腎臓全体の切除）を含む。この手術は、腎臓癌の伝統的な標準的介入で
ある。ある特定の状況下において、根治的腎摘出術はまた、局所進行性RCCおよび転移性R
CCを治療するためにも適応される。臨床的限局性疾患を有する患者の23%は、腎摘出術後
に転移性疾患を発症する。Koul et al., Am. J. Cancer Research 2011; 1(2):240-254。
【００５０】
　インターロイキン-2(IL-2)およびインターフェロン-α(IFN-α)などの免疫刺激性サイ
トカインによる免疫療法は、RCCの中軸的な系統的療法である。高用量静脈内IL-2は、奏
功率15～20％、完全寛解率6～8%、および治癒率およそ5%をもたらすことが報告された。K
oul et al., Am J Cancer Research 2011; 1(2):240-254。しかしながら、この治療計画
には毒性がかなりある。IFN-αはより程度の低い生存利点をもたらしたが、より好ましい
毒性プロファイルを有する。
【００５１】
ALK1
　ALK1は、TGF-βスーパーファミリーのリガンドのI型細胞表面受容体であり、ACVRL1お
よびACVRLK1としても知られている。ALK1は、TGF-β1、TGF-β3、およびBMP-9の受容体と
して意味づけられている（Marchuk et al., 2003; Hum. Mol. Genet. 12:R97-R112、およ
びBrown et al., 2005; J. Biol. Chem. 280(26):25111-8）。
【００５２】
　マウスでは、ALK1の機能喪失変異によって、発生中の脈管構造に種々の異常が生じる（
Oh et al., 2000; Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97:2626-31、およびUrness et al., 200
0; Nat. Genet. 26:328-31）。
【００５３】
　ヒトでは、ALK1の機能喪失変異は遺伝性出血性毛細血管拡張症（HHT、またはオスラー
・ランデュ・ウェーバー症候群）と関連し、その患者は、介在する毛細血管床を欠いて、
動脈から静脈への直接的な流動（連通）（動静脈シャント）を作製する動静脈奇形を発症
する。HHT患者の典型的な症状には、反復性鼻出血、胃腸出血、皮膚および粘膜皮膚の毛
細血管拡張症、ならびに肺、大脳、または肝臓の脈管構造の動静脈奇形(AVM)が含まれる
。
【００５４】
　David et al.,(Blood 2007; 109(5):1953-61)およびScharpfenecker et al.,(J. Cell 
Sci. 2007 120(6):964-72)による最近の出版物では、BMP9およびBMP10は内皮細胞におい
てALK1を活性化する、ならびにこの活性化の結果は内皮細胞の増殖および遊走を阻害する
ことであると結論づけている。ALK1活性化のこのように提唱された効果は、VEGFなどの血
管新生促進因子の効果と正反対である。したがって、これらの出版物は、BMP9およびBMP1
0自体が抗血管新生因子である、ならびにさらに、ALK1活性化は抗血管新生効果を有する
と結論づけている。対照的に、本開示は、BMP9およびBMP10のアゴニストよりもむしろア
ンタゴニストが抗血管新生効果を有することを実証する。
【００５５】
　本開示は、ALK1の細胞外ドメイン（「ALK1 ECDポリペプチド」）の部分を含むポリペプ
チドが、インビボのRCC癌成長を阻害し得るという発見に関する。より詳細には、後述さ
れるように、本開示は、VEGF非依存性血管新生、ならびにVEGF、FGF、およびPDGFを含む
複数の血管新生因子によって媒介される血管新生の両方に影響を及ぼすALK1の関与を実証
するための、ALK1 ECDアンタゴニストの使用を記載する。本開示はまた、ALK1-FcなどのA
LK1 ECDアンタゴニストが、インビボのヒトRCC異種移植モデルにおいてRCC腫瘍成長を阻
害することができ、およびまたヒトRCC異種移植モデルにおいてスニチニブの腫瘍阻害活
性を劇的に改善することができるという驚くべき発見に関する。
【００５６】
　本開示は加えて、ALK1の細胞外ドメイン（「ALK1 ECDポリペプチド」）の部分を含むポ
リペプチドを用いて、VEGF非依存性血管新生、ならびにVEGF、FGF、およびPDGFを含む複
数の血管新生因子によって媒介される血管新生の両方を含む、インビボの血管新生を阻害
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することができるという発見に関する。
【００５７】
　本開示はまた、ALK1の細胞外ドメイン（「ALK1 ECDポリペプチド」）の部分を含むポリ
ペプチドを用いて、VEGF非依存性血管新生、ならびにVEGF、FGF、およびPDGFを含む複数
の血管新生因子によって媒介される血管新生を含む、インビボの血管新生を阻害すること
ができるという発見に関する。一部には、本開示は、ALK1の生理学的な高親和性リガンド
の同一性を提供し、ALK1 ECDポリペプチドが血管新生を阻害することを実証する。
【００５８】
　一部には、本開示は、ALK1の生理学的な高親和性リガンドの同一性を提供し、ALK1 ECD
ポリペプチドが血管新生を阻害することを実証する。本明細書に示されるデータは、ALK1
 ECDポリペプチドがTGF-β1への有意な結合を示さない場合でさえ、ALK1 ECDポリペプチ
ドが抗血管新生効果を発揮し得ることを実証する。その上、ALK1 ECDポリペプチドは、VE
GF、FGF、およびGDF7を含む多くの異なる血管新生促進因子によって促進される血管新生
を阻害する。したがって、本開示はALK1制御系の説明を提供し、ここで、ALK1は、GDF6お
よびGDF7を含むGDF5群のリガンドの受容体であり、またBMP10を含むBMP9群のリガンドの
受容体でもあり、この2つのリガンド群は異なる親和性を有する。さらに、本開示は、ALK
1および上記リガンドによって媒介されるシグナル伝達がインビボにおいて血管新生促進
性であること、ならびにこの制御系の阻害がインビボで強力な抗血管新生効果を有するこ
とを実証する。
【００５９】
　したがって、ある局面において、本開示は、VEGF依存性血管新生およびVEGF非依存性血
管新生の両方を含む血管新生の阻害に使用するための、ALK1受容体または1つもしくは複
数のALK1リガンドのアンタゴニストを含む、ALK1制御系のアンタゴニストを提供する。し
かしながら、ALK1自体に対する抗体はALK1 ECDポリペプチドとは異なる効果を有すると予
測されることに留意すべきである。ALK1に対する汎中和抗体（強いリガンドまたは弱いリ
ガンドすべての結合を阻害する抗体）は、ALK1を介したそのようなリガンドのシグナル伝
達を阻害すると予測されるが、そのようなリガンドが他の受容体（例えば、GDF5～7およ
びBMP9～10の場合のBMPR1a、BMPR1b、BMPRII、ならびにTGFβの場合のTBRIおよびTBRII）
を介してシグナル伝達する能力を阻害しないと予測される。一方、ALK1 ECDポリペプチド
は、例えば実施例に示されるような構築物、GDF5～7およびBMP9～10を含む、それが強く
結合するリガンドのすべてを阻害すると予測されるが、TGF-βなどの、それが弱く結合す
るリガンドには影響を及ぼさない。そのため、ALK1に対する汎中和抗体は、ALK1を介した
BMP9およびTGF-βシグナル伝達を遮断する一方で、この抗体は別の受容体を介したBMP9お
よびTGF-βシグナル伝達を遮断せず、ALK1 ECDポリペプチドは、全受容体（ALK1以外の受
容体でさえ）を介したBMP9シグナル伝達を阻害することができる一方で、ALK1であっても
任意の受容体を介したTGF-βシグナル伝達を阻害しないと予測される。
【００６０】
　本明細書で用いられる用語は一般に、本開示の状況および各用語が用いられる特定の状
況における、当技術分野での通常の意味を有する。本明細書で開示される組成物および方
法、ならびにそれらの作製および使用方法の記載に際して、実施者にさらなる手引きが提
供されるように、いくつかの用語を本明細書において考察する。用語のいかなる使用の範
囲または意味も、その用語が用いられる特定の状況から明らかになるであろう。
【００６１】
2. 可溶性ALK1ポリペプチド
　天然ALK1タンパク質は膜貫通タンパク質であり、細胞の外部に位置するタンパク質の部
分（細胞外部分）および細胞の内部に位置するタンパク質の部分（細胞内部分）を有する
。本開示の局面は、ALK1の細胞外ドメインの部分を含むポリペプチドを包含する。
【００６２】
　ある態様において、本開示は、「ALK1 ECDポリペプチド」を提供する。「ALK1 ECDポリ
ペプチド」という用語は、任意のシグナル配列、およびN末端からシグナル配列までの配
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列を含むかもしくは排除した、天然ALK1ポリペプチドの細胞外ドメインのアミノ酸配列、
または天然ALK1ポリペプチドの細胞外ドメインと少なくとも33%同一である、および任意
に天然ALK1ポリペプチドの細胞外ドメインの配列と少なくとも60%、少なくとも70%、少な
くとも80%、少なくとも85%、少なくとも90%、少なくとも95%、少なくとも96%、少なくと
も97%、少なくとも98%、少なくとも99%、もしくは100%同一であるアミノ酸配列からなる
かまたはこれらを含むポリペプチドを指すことを意図し、これは、SEQ ID NO:1のアミノ
酸34～95のシステインノット領域、またはSEQ ID NO. 1のアミノ酸22～118もしくは22～1
20などの該システインノット＋細胞外ドメインのN末端およびC末端における付加的なアミ
ノ酸によって例証される。
【００６３】
　同様に、ALK1 ECDポリペプチドは、SEQ ID NO:2のヌクレオチド100～285もしくはその
サイレント変種、またはストリンジェントなハイブリダイゼーション条件（一般に、この
ような条件は当技術分野で公知であるが、例えば、50% v/vホルムアミド、5×SSC、2% w/
vブロッキング剤、0.1% N-ラウロイルサルコシン、0.3% SDS中での65℃で一晩のハイブリ
ダイゼーション、および例えば5×SSC中で約65℃での洗浄を含み得る）下でその相補体と
ハイブリダイズする核酸によってコードされるポリペプチドを含み得る。加えて、ALK1 E
CDポリペプチドは、SEQ ID NO:2のヌクレオチド64～384もしくはそのサイレント変種、ま
たはストリンジェントなハイブリダイゼーション条件（一般に、このような条件は当技術
分野で公知であるが、例えば、50% v/vホルムアミド、5×SSC、2% w/vブロッキング剤、0
.1% N-ラウロイルサルコシン、0.3% SDS中での65℃で一晩のハイブリダイゼーション、お
よび例えば5×SSC中で約65℃での洗浄を含み得る）下でその相補体とハイブリダイズする
核酸によってコードされるポリペプチドを含み得る。したがって、「ALK1 ECDポリペプチ
ド」という用語は、ALK1ポリペプチドの単離された細胞外部分、その変種（例えば、SEQ 
ID NO:1のアミノ酸22～118または22～120に対応する配列中に2、3、4、5、または10個以
下のアミノ酸の置換、付加、または欠失を含む変種を含み、およびSEQ ID NO:1のアミノ
酸34～95に対応する配列中に2、3、4、5、または10個以下のアミノ酸の置換、付加、また
は欠失を含む変種を含む）、その断片、および上記のいずれかを含む融合タンパク質を包
含するが、いずれの場合にも、前記ALK1 ECDポリペプチドのいずれもが、GDF5、GDF6、GD
F7、BMP9、またはBMP10のうちの1つまたは複数に対する実質的な親和性を保持することが
好ましい。「ALK1 ECDポリペプチド」という用語は、任意の全長天然ALK1ポリペプチドを
除外することが明確に意図される。一般に、ALK1 ECDポリペプチドは、生物学的に関連し
た温度、pHレベル、および浸透圧の水溶液中で溶解性となるように設計される。
【００６４】
　上記のように、本開示は、天然ALK1ポリペプチドと特定の程度の配列同一性または配列
類似性を共有するALK1 ECDポリペプチドを提供する。2つのアミノ酸配列の同一性パーセ
ントを決定するためには、最適に比較できるようにそれらの配列を整列させる（例えば、
最適なアラインメントのために第1および第2のアミノ酸配列または核酸配列の一方または
両方にギャップを導入することができ、比較のために非相同配列を無視することができる
）。次いで、対応するアミノ酸位置のアミノ酸残基を比較する。第1配列中のある位置を
、第2配列中の対応する位置と同じアミノ酸残基が占めている場合、それらの分子はその
位置で同一である（本明細書で用いられる場合、アミノ酸「同一性」はアミノ酸「相同性
」と等価である）。2つの配列間の同一性パーセントは、2つの配列の最適なアラインメン
トのために導入される必要があるギャップの数および各ギャップの長さを考慮した、それ
らの配列によって共有される同一の位置の数の関数である。
【００６５】
　配列の比較および2つの配列間の同一性パーセントおよび類似性パーセントの決定は、
数学アルゴリズムを用いて達成することができる。（Computational Molecular Biology,
 Lesk, A. M., ed., Oxford University Press, New York, 1988；Biocomputing: Inform
atics and Genome Projects, Smith, D. W., ed., Academic Press, New York, 1993；Co
mputer Analysis of Sequence Data, Part 1, Griffin, A. M., and Griffin, H. G., ed
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s., Humana Press, New Jersey, 1994；Sequence Analysis in Molecular Biology, von 
Heinje, G., Academic Press, 1987；およびSequence Analysis Primer, Gribskov, M. a
nd Devereux, J., eds., M Stockton Press, New York, 1991）。
【００６６】
　1つの態様では、2つのアミノ酸配列間の同一性パーセントを、GCGソフトウェアパッケ
ージ（http://www.gcg.comで利用可能）中のGAPプログラムに組み込まれているNeedleman
 and Wunsch(J. Mol. Biol. 1970; (48):444-453)アルゴリズムを用いて決定する。特定
の態様において、以下のパラメータをGAPプログラムで使用する：Blosum62行列またはPAM
250行列のいずれか、ならびにギャップ加重16、14、12、10、8、6、または4、および長さ
加重1、2、3、4、5、または6。さらに別の態様では、2つのヌクレオチド配列間の同一性
パーセントを、GCGソフトウェアパッケージ(Devereux et al., Nucleic Acids Res. 1984
; 12(1):387)（http://www.gcg.comで利用可能）中のGAPプログラムを用いて決定する。
例示的なパラメータには、NWSgapdna.CMP行列、ならびにギャップ加重40、50、60、70、
または80、および長さ加重1、2、3、4、5、または6の使用が含まれる。他に特に既定のな
い限り、2つのアミノ酸配列間の同一性パーセントは、Blosum62行列、GAP加重10、長さ加
重3を使用して、GAPプログラムを用いて決定し、そのようなアルゴリズムが所望の同一性
パーセントを計算できない場合には、本明細書に開示される適切な代替法が選択されるべ
きである。
【００６７】
　別の態様では、2つのアミノ酸配列間の同一性パーセントを、PAM120加重残基表(weight
 residue table)、ギャップ長ペナルティ12、およびギャップペナルティ4を使用して、AL
IGNプログラム（バージョン2.0）に組み込まれているE．Myers and W．Miller(CABIOS, 1
989; 4:11-17)のアルゴリズムを用いて決定する。
【００６８】
　2つのアミノ酸配列間の最良の全アラインメントを決定するための別の態様は、Brutlag
 et al.,(Comp. App. Biosci., 1990;6:237-245)のアルゴリズムに基づいたFASTDBコンピ
ュータプログラムを用いて決定することができる。配列アラインメントでは、クエリー配
列および対象配列は共にアミノ酸配列である。そのような大域配列アラインメントの結果
は、同一性パーセントで示される。1つの態様では、アミノ酸配列同一性を、Brutlag et 
al.,(Comp. App. Biosci., 1990;6:237-245)のアルゴリズムに基づいたFASTDBコンピュー
タプログラムを用いて行う。特定の態様において、アミノ酸アラインメントの同一性パー
セントおよび類似性パーセントを算出するために使用されるパラメータは、以下を含む：
行列＝PAM 150、k-タプル＝2、ミスマッチペナルティ＝1、結合ペナルティ(Joining Pena
lty)＝20、ランダム化グループ長(Randomization Group Length)＝0、カットオフスコア
＝1、ギャップペナルティ＝5、およびギャップサイズペナルティ＝0.05。
【００６９】
　ある態様において、ALK1 ECDポリペプチドは、SEQ ID NO:1の配列などの天然ALK1タン
パク質の細胞外部分、および好ましくはALK1細胞外ドメインのリガンド結合部分を含む。
態様において、可溶性ALK1 ECDポリペプチドは、SEQ ID NO:1のアミノ酸22～118または22
～120のアミノ酸配列と少なくとも60%、70%、80%、85%、90%、95%、96%、97%、98%、また
は99%同一であるアミノ酸配列を含む。ある態様において、切断型細胞外ALK1ポリペプチ
ドは、SEQ ID NO:1の細胞外部分のアミノ酸配列の少なくとも30、40、または50個の連続
したアミノ酸を含む。
【００７０】
　好ましい態様において、ALK1 ECDポリペプチドは、GDF5、GDF6、GDF7、BMP9、およびBM
P10のうちの1つまたは複数に結合する。任意に、ALK1ポリペプチドは、TGF-β1またはTGF
-β3に対する実質的結合を示さない。結合は、溶液中で、またはBiacore（商標）システ
ムなどの表面プラズモン共鳴システムで、精製タンパク質を用いて評価することができる
。好ましい可溶性ALK1ポリペプチドは、抗血管新生活性を示す。血管新生阻害活性のため
のバイオアッセイには、ニワトリ絨毛尿膜(CAM)アッセイ、マウス角膜マイクロポケット
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アッセイ、または移植腫瘍に及ぼす単離タンパク質もしくは合成タンパク質投与の効果を
測定するための当技術分野で公知のアッセイが含まれる。CAMアッセイは、O'Reilly, et 
al.により「Angiogenic Regulation of Metastatic Growth」 Cell, 1994;79 (2):315-32
8に記載されている。簡潔に説明すると、無傷の卵黄を有する3日齢のニワトリ胚を卵から
分離し、ペトリ皿に入れる。3日間のインキュベーション後、試験すべきタンパク質を含
むメチルセルロースディスクを、個々の胚のCAMに適用する。48時間のインキュベーショ
ン後、胚およびCAMを観察して、内皮増殖が阻害されたかどうかを判定する。マウス角膜
マイクロポケットアッセイは、疑わしい内皮増殖阻害剤を含む別のペレットと共に、増殖
因子含有ペレットをマウスの角膜中に移植し、角膜中に構成される毛細血管のパターンを
観察することを含む。その他のアッセイを実施例に記載する。
【００７１】
　ALK1 ECDポリペプチドは、ALK1 ECDポリペプチドの細胞質尾部および膜貫通領域を除去
することによって生成することができる。あるいは、膜貫通ドメインを構成する通常は疎
水性のアミノ酸残基の欠失または親水性アミノ酸残基との置換によって、膜貫通ドメイン
を不活化してもよい。いずれの場合にも、実質的に親水性のヒドロパシープロファイルを
作出し、それによって脂質親和性が減少し、水溶性が改善される。親水性アミノ酸残基と
の置換よりも膜貫通ドメインの欠失が好ましく、これは潜在的免疫原性エピトープの導入
が回避されるためである。
【００７２】
　ALK1 ECDポリペプチドは、様々なリーダー配列のいずれかをN末端に付加的に含み得る
。このような配列によって、ペプチドが発現され、真核生物系の分泌経路に標的化される
ことが可能になる。例えば、Ernst et al.、米国特許第5,082,783号を参照されたい。あ
るいは、天然ALK1シグナル配列を用いて、細胞から押し出すこともできる。可能なリーダ
ー配列には、天然、tPa、およびミツバチメリチンリーダー（それぞれSEQ ID No. 7～9）
が含まれる。シグナルペプチドのプロセシングは、いくつかある可変要素の中でも、選択
されたリーダー配列、使用される細胞型、および培養条件応じて変化し得、したがって成
熟ALK1 ECDポリペプチドの実際のN末端開始部位は、SEQ ID NO:5のものを含め、N末端方
向またはC末端方向のいずれかにアミノ酸1～5個だけ移動し得る。
【００７３】
　ある態様において、本開示は、ポリペプチドのグリコシル化を変更するためのALK1ポリ
ペプチドの特定の変異を意図する。このような変異は、O-結合型またはN-結合型グリコシ
ル化部位などの1つまたは複数のグリコシル化部位を導入または排除するように選択する
ことができる。アスパラギン結合型グリコシル化認識部位は、一般に、適切な細胞グリコ
シル化酵素によって特異的に認識されるトリペプチド配列、アスパラギン‐X‐スレオニ
ン（またはアスパラギン‐X‐セリン）（式中、「X」は任意のアミノ酸である）を含む。
変更はまた、野生型ALK1ポリペプチドの配列に対する1つもしくは複数のセリンもしくは
スレオニン残基の付加、またはそれらによる置換（O-結合型グリコシル化部位のため）に
よって行うこともできる。グリコシル化認識部位の第1または第3のアミノ酸位置の一方ま
たは両方における種々のアミノ酸置換または欠失（および／または第2位におけるアミノ
酸欠失）により、改変トリペプチド配列で非グリコシル化が生じる。ALK1ポリペプチド上
の炭水化物部分の数を増加させる別の手段は、ALK1ポリペプチドへのグリコシドの化学的
または酵素的結合による。使用する結合様式に応じて、糖を、(a) アルギニンおよびヒス
チジン；(b) 遊離カルボキシル基；(c) 遊離スルフヒドリル基、例えばシステインのもの
など；(d) 遊離ヒドロキシル基、例えば、セリン、スレオニン、もしくはヒロドキシプロ
リンのものなど；(e) 芳香族残基、例えば、フェニルアラニン、チロシン、もしくはトリ
プトファンのものなど；または(f) グルタミンのアミド基に結合することができる。これ
らの方法は、1987年9月11日に公開されたWO 87/05330、およびAplin and Wriston, (1981
) CRC Crit. Rev. Biochem., pp. 259-306に記載されており、これらは参照により本明細
書に組み入れられる。ALK1ポリペプチド上に存在する1つまたは複数の炭水化物部分の除
去は、化学的および／または酵素的に達成することができる。化学的脱グルコシル化は、
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例えば、化合物トリフルオロメタンスルホン酸または同等の化合物へのALK1ポリペプチド
の曝露を含み得る。この処理によって、アミノ酸配列をそのままにしつつ、連結糖（N-ア
セチルグルコサミンまたはN-アセチルガラクトサミン）を除く大部分またはすべての糖が
切断される。化学的脱グリコシル化は、Hakimuddin et al., (1987) Arch. Biochem. Bio
phys. 259:52、およびEdge et al., Anal. Biocehm. 1981; 118:131によってさらに記載
されている。ALK1ポリペプチド上の炭水化物部分の酵素的切断は、Thotakura et al., (1
987) Meth. Enzymol. 138:350により記載されているように、種々のエンドグリコシダー
ゼおよびエキソグリコシダーゼを使用することによって達成することができる。哺乳動物
、酵母、昆虫、および植物細胞はすべて、ペプチドのアミノ酸配列によって影響され得る
異なるグリコシル化パターンを導入し得るため、ALK1ポリペプチドの配列は、使用する発
現系の種類に応じて適切に調節することができる。一般に、ヒトにおいて使用するための
ALK1タンパク質は、HEK293またはCHO細胞株などの、適切なグリコシル化を提供する哺乳
動物細胞株で発現されるが、他の哺乳動物発現細胞株、グリコシル化酵素が操作されてい
る酵母細胞株、および昆虫細胞も同様に有用であると予測される。
【００７４】
　本開示は、ALK1ポリペプチドの変異体、特にコンビナトリアル変異体のセット、および
切断変異体を作製する方法をさらに意図する；コンビナトリアル変異体のプールは、機能
的変種配列を同定するのに特に有用である。そのようなコンビナトリアルライブラリーを
スクリーニングする目的は、例えば、アゴニストもしくはアンタゴニストのいずれかとし
て作用し得るか、またはあるいは全体として新規な活性を有するALK1ポリペプチド変種を
作製することであってよい。種々のスクリーニングアッセイを以下に提供するが、そのよ
うなアッセイを用いて変種を評価することができる。例えば、ALK1ポリペプチド変種は、
ALK1リガンドに結合する能力、ALK1リガンドのALK1ポリペプチドへの結合を妨げる能力、
またはALK1リガンドによって起こるシグナル伝達を妨害する能力についてスクリーニング
することができる。ALK1ポリペプチドまたはその変種の活性はまた、細胞ベースのアッセ
イまたはインビボアッセイ、特に実施例に開示されるアッセイのいずれかで試験すること
もできる。
【００７５】
　天然ALK1ポリペプチドの細胞外ドメインを含むALK1 ECDポリペプチドと比較して選択的
効力または一般的に増加した効力を有する、コンビナトリアル由来変種を作製することが
できる。同様に、突然変異誘発により、対応する野生型ALK1 ECDポリペプチドと劇的に異
なる血清半減期を有する変種を生成することができる。例えば、改変タンパク質は、タン
パク質分解、または天然ALK1 ECDポリペプチドを破壊するかまたは別の方法で除去もしく
は不活化する他の過程に対して、安定性を高めるかまたは下げることができる。そのよう
な変種およびそれらをコードする遺伝子を利用して、ALK1ポリペプチドの半減期を調節す
ることによって、ALK1 ECDポリペプチドレベルを変更することができる。例えば、短い半
減期は、より一時的な生物学的効果をもたらすことができ、それによって、患者内の組換
えALK1 ECDポリペプチドレベルをより厳密に制御することが可能になる。Fc融合タンパク
質では、リンカー（存在する場合）および／またはFc部分を変異させて、そのタンパク質
の半減期を変更することができる。
【００７６】
　それぞれが潜在的ALK1ポリペプチド配列の少なくとも一部を含むポリペプチドのライブ
ラリーをコードする遺伝子の縮重ライブラリーにより、コンビナトリアルライブラリーを
作製することができる。例えば、潜在的ALK1ポリペプチドヌクレオチド配列の縮重セット
が個々のポリペプチドとして、またはあるいはより大きな融合タンパク質のセットとして
（例えば、ファージディスプレイ用に）発現され得るように、合成オリゴヌクレオチドの
混合物を遺伝子配列へと酵素的に連結することができる。
【００７７】
　潜在的ALK1 ECD変種のライブラリーを縮重オリゴヌクレオチド配列から作製することが
できる、多くの方法が存在する。縮重遺伝子配列の化学合成を自動DNA合成機で行い、次
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いでこの合成遺伝子を発現用の適切なベクターに連結することができる。縮重オリゴヌク
レオチドの合成は、当技術分野で周知である（例えば、Narang, SA Tetrahedron 1983;39
:3；Itakura et al., Recombinant DNA, Proc. 3rd Cleveland Sympos. Macromolecules,
 ed. AG Walton, Amsterdam: Elsevier pp273-289；Itakura et al., (1984) Annu. Rev.
 Biochem. 1981; 53:323；Itakura et al., (1984) Science 1984;198:1056；Ike et al.
, Nucleic Acid Res.1983:1983; 11:477を参照されたい）。他のタンパク質の定方向進化
に、このような技法が使用されている（例えば、Scott et al., 1990;249:386-390；Robe
rts et al.,(1992) PNAS USA 89:2429-2433；Devlin et al.,; Science 1990;249: 404-4
06；Cwirla et al., (1990) PNAS USA 87: 6378-6382；ならびに米国特許第5,223,409号
、第5,198,346号、および第5,096,815号を参照されたい）。
【００７８】
　あるいは、他の形態の突然変異誘発を利用して、コンビナトリアルライブラリーを作製
することができる。例えば、例としてアラニンスキャン突然変異誘発などを用いて（Ruf 
et al., Biochemistry 1994; 33:1565-1572；Wang et al., J. Biol. Chem. 1994; 269:3
095-3099；Balint et al., Gene 1993; 137:109-118；Grodberg et al., (1993) Eur. J.
 Biochem. 218:597-601；Nagashima et al., J. Biol. Chem. 1993; 268:2888-2892；Low
man et al., Biochemistry 1991;30:10832-10838；およびCunningham et al., (1989) Sc
ience 244:1081-1085）、リンカースキャン突然変異誘発により（Gustin et al., Virolo
gy 1993;193:653-660；Brown et al., Mol. Cell Biol. 1992; 12:2644-2652；McKnight 
et al., Science 1982; 232:316）；飽和突然変異誘発により(Meyers et al., Science 1
986; 232:613)；PCR突然変異誘発により(Leung et al., Method Cell Mol. Biol., 1989;
1:11-19)；または化学的突然変異誘発などを含むランダム突然変異誘発により（Miller e
t al., (1992) A Short Course in Bacterial Genetics, CSHL Press, Cold Spring Harb
or, NY；およびGreener et al., Strategies in Mol Biol 1994;7:32-34）、ALK1ポリペ
プチド変種を作製し、スクリーニングによりライブラリーから単離することができる。特
に組み合わせ設定におけるリンカースキャン突然変異誘発は、切断（生理活性）型のALK1
ポリペプチドを同定するための魅力的な方法である。
【００７９】
　点突然変異および切断により作製されたコンビナトリアルライブラリーの遺伝子産物を
スクリーニングするため、およびさらには特定の性質を有する遺伝子産物に関してcDNAラ
イブラリーをスクリーニングするための幅広い技法が当技術分野で公知である。このよう
な技法は、一般に、ALK1ポリペプチドのコンビナトリアル突然変異誘発によって作製され
た遺伝子ライブラリーの迅速なスクリーニングに適応できる。大きな遺伝子ライブラリー
をスクリーニングするために最も広く用いられている技法は、典型的に、遺伝子ライブラ
リーを複製可能な発現ベクターにクローニングすること、得られたベクターのライブラリ
ーで適切な細胞を形質転換すること、および、所望の活性を検出すれば検出された産物の
遺伝子をコードするベクターを比較的容易に単離できるような条件下で、コンビナトリア
ル遺伝子を発現させることを含む。好ましいアッセイには、ALK1リガンド結合アッセイお
よびリガンド媒介性細胞シグナル伝達アッセイが含まれる。
【００８０】
　ある態様において、ALK1 ECDポリペプチドは、ALK1ポリペプチド中に天然に存在する翻
訳後修飾に加えて、翻訳後修飾をさらに含み得る。そのような修飾には、アセチル化、カ
ルボキシル化、グリコシル化、リン酸化、脂質化、およびアシル化が含まれるが、これら
に限定されない。結果として、修飾ALK1 ECDポリペプチドは、ポリエチレングリコール、
脂質、多糖または単糖、およびリン酸などの非アミノ酸要素を含み得る。そのような非ア
ミノ酸要素がALK1 ECDポリペプチドの機能性に及ぼす効果は、他のALK1 ECDポリペプチド
変種に関して本明細書に記載されるように試験することができる。ALK1 ECDポリペプチド
が、細胞内で新生型のALK1ポリペプチドの切断によって産生される場合、翻訳後プロセシ
ングはまた、そのタンパク質の正確な折りたたみおよび／または機能にも重要であり得る
。異なる細胞（CHO、HeLa、MDCK、293、WI38、NIH-3T3、またはHEK293など）は、特定の
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細胞機構およびそのような翻訳後活性のための特徴的な機構を有し、ALK1ポリペプチドの
正確な修飾およびプロセシングを確実にするよう選択することができる。
【００８１】
　ある局面において、ALK1 ECDポリペプチドの機能的変種または改変型は、ALK1 ECDポリ
ペプチドの少なくとも一部および1つまたは複数の融合ドメインを有する融合タンパク質
を含む。このような融合ドメインの周知の例には、ポリヒスチジン、Glu-Glu、グルタチ
オンSトランスフェラーゼ(GST)、チオレドキシン、プロテインA、プロテインG、免疫グロ
ブリン重鎖定常領域(Fc)、マルトース結合タンパク質(MBP)、またはヒト血清アルブミン
が含まれるが、これらに限定されない。融合ドメインは、所望の特性を付与するように選
択することができる。例えば、いくつかの融合ドメインは、アフィニティークロマトグラ
フィーによる融合タンパク質の単離に特に有用である。アフィニティー精製を目的とする
場合には、グルタチオン、アミラーゼ、およびニッケルまたはコバルト結合樹脂などの、
アフィニティークロマトグラフィーのための関連した充填剤を使用する。このような充填
剤の多くは「キット」の形態で入手することができ、例えば、Pharmacia GST精製システ
ム、および(HIS6)融合パートナーと共に使用して有用であるQIAexpress（商標）システム
(Qiagen)などがある。
【００８２】
　別の例として、融合ドメインは、ALK1 ECDポリペプチドの検出が容易になるよう選択す
ることができる。そのような検出ドメインの例には、様々な蛍光タンパク質（例えば、GF
P）、ならびに特異的抗体が入手可能な、通常短いペプチド配列である「エピトープタグ
」が含まれる。特異的モノクローナル抗体が容易に入手可能な周知のエピトープタグには
、FLAG、インフルエンザウイルス赤血球凝集素(HA)、およびc-mycタグが含まれる。場合
によっては、融合ドメインは、関連プロテアーゼが融合タンパク質を部分消化し、それに
よってそこから組換えタンパク質を遊離させることを可能にする、第Xa因子またはトロン
ビンなどのプロテアーゼ切断部位を有する。次いで、遊離したタンパク質を、その後のク
ロマトグラフィー分離により融合ドメインから単離することができる。ある好ましい態様
では、ALK1 ECDポリペプチドを、インビボでALK1ポリペプチドを安定化するドメイン（「
安定化」ドメイン）と融合させる。「安定化」とは、これが破壊の減少によるのか、腎臓
によるクリアランスの減少によるのか、または他の薬物動態学的効果によるのかにかかわ
らず、血清半減期を延長させるいかなるものも意味する。免疫グロブリンのFc部分との融
合は、広範なタンパク質に対して所望の薬物動態学的特性を付与することが知られている
。同様に、ヒト血清アルブミンとの融合も所望の特性を付与し得る。選択され得る他の種
類の融合ドメインには、多量体化（例えば、二量体化、四量体化）ドメインおよび機能的
ドメインが含まれる。
【００８３】
　具体例として、本開示は、Fcドメインに融合されたALK1の可溶性細胞外ドメインを含む
融合タンパク質を提供する（例えば、SEQ ID NO:6）。

【００８４】
　任意に、Fcドメインは、Asp-265、リジン322、およびAsn-434などの残基において1つま
たは複数の変異を有する。ある場合において、これらの変異うちの1つまたは複数（例え
ば、Asp-265変異）を有する変異体Fcドメインは、野生型Fcドメインと比較して、Fcγ受
容体に結合する能力が低い。その他の場合において、これらの変異のうちの1つまたは複
数（例えば、Asn-434変異）を有する変異体Fcドメインは、野生型Fcドメインと比較して
、MHCクラスI関連Fc受容体(FcRN)に結合する能力が高い。
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【００８５】
　融合タンパク質の異なる要素は、所望の機能性と一致する任意の様式で配置できること
が理解される。例えば、ALK1 ECDポリペプチドを異種ドメインのC末端側に配置してもよ
いし、またはあるいは異種ドメインをALK1 ECDポリペプチドのC末端側に配置してもよい
。ALK1 ECDポリペプチドドメインと異種ドメインは融合タンパク質内で隣接する必要はな
く、付加的なドメインまたはアミノ酸配列を、いずれかのドメインのC末端側もしくはN末
端側に、またはそれらのドメインの間に含めることも可能である。
【００８６】
　本明細書で用いられる場合、「免疫グロブリンFc領域」または単に「Fc」という用語は
、免疫グロブリン鎖定常領域、好ましくは免疫グロブリン重鎖定常領域のカルボキシル末
端部分、またはその一部を意味すると理解される。例えば、免疫グロブリンFc領域は、1)
 CH1ドメイン、CH2ドメイン、およびCH3ドメイン、2) CH1ドメインおよびCH2ドメイン、3
) CH1ドメインおよびCH3ドメイン、4) CH2ドメインおよびCH3ドメイン、または5) 2つも
しくはそれ以上のドメインと免疫グロブリンヒンジ領域の組み合わせを含み得る。好まし
い態様において、免疫グロブリンFc領域は、少なくとも免疫グロブリンヒンジ領域、CH2
ドメイン、およびCH3ドメインを含み、好ましくはCH1ドメインを欠いている。
【００８７】
　1つの態様において、重鎖定常領域が由来する免疫グロブリンのクラスは、IgG(Igγ)（
γサブクラス1、2、3、または4）である。免疫グロブリンの他のクラス、IgA(Igα)、IgD
(Igδ)、IgE(Igε)、およびIgM(Igμ)も使用することができる。適切な免疫グロブリン重
鎖定常領域の選択は、米国特許第5,541,087号および第5,726,044号に詳細に考察されてい
る。特定の結果を達成するための、ある免疫グロブリンクラスおよびサブクラスからの特
定の免疫グロブリン重鎖定常領域配列の選択は、当業者のレベルの範囲内であると見なさ
れる。免疫グロブリンFc領域をコードするDNA構築物の部分は、ヒンジドメインの少なく
とも一部、および好ましくはFcγのCH3ドメイン、またはIgA、IgD、IgE、もしくはIgMの
うちのいずれかにおける相同ドメインの少なくとも一部を含むことが好ましい。
【００８８】
　さらに、免疫グロブリン重鎖定常領域内でのアミノ酸の置換または欠失が、本明細書に
開示される方法の実施および組成物で有用であり得ることが意図される。一例は、CH2領
域の上部にアミノ酸置換を導入して、Fc受容体に対する親和性が減少したFc変種を作出す
ることである(Cole et al., (1997) J. Immunol. 159:3613)。
【００８９】
　ある態様において、本開示は、他のタンパク質および／または他のALK1 ECDポリペプチ
ド種から単離されるか、またはさもなくばこれらを実質的に含まない（例えば、少なくと
も80%、90%、95%、96%、97%、98%、または99%含まない）、単離型および／または精製型
のALK1 ECDポリペプチドを利用可能にする。ALK1 ECDポリペプチドは、一般に、組換え核
酸からの発現によって産生される。
【００９０】
　ある態様において、本開示は、ALK1タンパク質の細胞外部分のコード配列を含む可溶性
ALK1ポリペプチドをコードする核酸を含む。さらなる態様において、本開示はまた、その
ような核酸を含む宿主細胞に関する。宿主細胞は、任意の原核細胞または真核細胞であっ
てよい。例えば、本開示のポリペプチドは、大腸菌(E. coli)などの細菌細胞、昆虫細胞
（例えば、バキュロウイルス発現系を使用する）、酵母、または哺乳動物細胞中で発現さ
せることができる。他の適切な宿主細胞は、当業者に公知である。したがって、本開示の
いくつかの態様はさらに、ALK1 ECDポリペプチドを生成する方法に関する。本明細書にお
いて実証されるように、SEQ ID NO:14に記載され、かつCHO細胞中で発現されたALK1-Fc融
合タンパク質は、強力な抗血管新生活性を有する。
【００９１】
3. ALK1ポリペプチドをコードする核酸
　ある局面において、本開示は、本明細書で開示される断片、機能的変種、および融合タ
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ンパク質をはじめとするALK1ポリペプチド（例えば、ALK1 ECDポリペプチド）のいずれか
をコードする単離および／または組換え核酸を提供する。例えば、SEQ ID NO:2は天然ヒ
トALK1前駆体ポリペプチドをコードし、SEQ ID NO:4は、IgG1 Fcドメインに融合されたAL
K1細胞外ドメインの前駆体をコードする。本核酸は、一本鎖または二本鎖であってよい。
そのような核酸は、DNA分子またはRNA分子であってよい。これらの核酸は、例えば、ALK1
ポリペプチドを作製する方法において、または直接的な治療物質として（例えば、アンチ
センス、RNAi、または遺伝子治療アプローチにおいて）使用することができる。
【００９２】
　ある局面において、ALK1ポリペプチドをコードする本核酸は、SEQ ID NO:2または4の変
種である核酸を含むことがさらに理解される。変種ヌクレオチド配列は、例えば対立遺伝
子変種のような、1つまたは複数のヌクレオチド置換、付加、または欠失によって異なる
配列を含む。
【００９３】
　ある態様において、本開示は、SEQ ID NO:2または4と少なくとも80%、85%、90%、95%、
96%、97%、98%、99%、または100%同一である単離または組換え核酸配列を提供する。当業
者は、SEQ ID NO:2または4と相補的な核酸配列およびSEQ ID NO:2または4の変種もまた、
本開示の範囲内に入ることを認識するであろう。さらなる態様において、本開示の核酸配
列は、単離されても、組換えであっても、および／もしくは異種核酸配列と融合されても
、またはDNAライブラリー中に存在してもよい。
【００９４】
　他の態様において、本開示の核酸はまた、SEQ ID NO:2もしくは4に示されるヌクレオチ
ド配列に高ストリンジェント条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配列、SEQ ID NO:
2もしくは4の相補配列、またはそれらの断片を含む。上記のように、当業者は、DNAハイ
ブリダイゼーションを促進する適切なストリンジェンシー条件を変更できることを容易に
理解するであろう。当業者は、DNAハイブリダイゼーションを促進する適切なストリンジ
ェンシー条件を変更できることを容易に理解するであろう。例えば、約45℃にて6.0×塩
化ナトリウム／クエン酸ナトリウム(SSC)でハイブリダイゼーションを行い、その後50℃
にて2.0×SSCで洗浄を行うことができる。例えば、洗浄段階の塩濃度は、50℃における約
2.0×SSCという低ストリンジェンシーから、50℃における約0.2×SSCという高ストリンジ
ェンシーまでから選択することができる。加えて、洗浄段階の温度は、室温、約22℃にお
ける低ストリンジェンシー条件から、約65℃における高ストリンジェンシー条件まで上げ
ることができる。温度および塩の両方を変更することも可能であるし、またはその他の変
数を変更して、温度または塩濃度を一定に維持してもよい。1つの態様において、本開示
は、室温における6×SSCおよびその後の室温における2×SSCでの洗浄という低ストリンジ
ェンシー条件下でハイブリダイズする核酸を提供する。
【００９５】
　遺伝暗号の縮重により、SEQ ID NO:2または4に記載の核酸とは異なる単離された核酸も
また、本開示の範囲内である。例えば、多くのアミノ酸は2種以上のトリプレットにより
指定される。同じアミノ酸を特定するコドン、または同義コドン（例えば、CAUおよびCAC
はヒスチジンに関して同義コドンである）は、タンパク質のアミノ酸配列に影響しない「
サイレント」変異を生じ得る。しかしながら、本タンパク質のアミノ酸配列に変化をもた
らすDNA配列多型が、哺乳動物細胞間に存在すると予測される。当業者は、特定のタンパ
ク質をコードする核酸の1つまたは複数のヌクレオチド（ヌクレオチドの約3～5%まで）に
おけるこれらの変異が、自然の対立遺伝子変異に起因して、所与の種の個体間に存在し得
ることを認識するであろう。ありとあらゆるそのようなヌクレオチド変異および生じるア
ミノ酸多型も、本開示の範囲内である。
【００９６】
　ある態様では、本開示の組換え核酸を、発現構築物内で1つまたは複数の調節ヌクレオ
チド配列に機能的に連結することができる。調節ヌクレオチド配列は、一般に、発現に用
いられる宿主細胞に適したものである。種々の宿主細胞に関して、多くの種類の適切な発
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現ベクターおよび適切な調節配列が、当技術分野において公知である。典型的に、そのよ
うな1つまたは複数の調節ヌクレオチド配列には、プロモーター配列、リーダー配列また
はシグナル配列、リボソーム結合部位、転写開始配列および転写終結配列、翻訳開始配列
および翻訳終結配列、ならびにエンハンサー配列またはアクチベーター配列が含まれ得る
が、これらに限定されない。本開示では、当技術分野で公知である構成的プロモーターま
たは誘導性プロモーターが意図される。プロモーターは、天然のプロモーター、または2
つ以上のプロモーターのエレメントを組み合わせたハイブリッドプロモーターのいずれか
であってよい。発現構築物は、細胞内でプラスミドなどのエピソーム上に存在してよく、
または発現構築物を染色体中に挿入することもできる。好ましい態様において、発現ベク
ターは、形質転換された宿主細胞の選択を可能にする選択マーカー遺伝子を含む。選択マ
ーカー遺伝子は当技術分野で周知であり、用いられる宿主細胞によって異なる。
【００９７】
　本明細書で開示されるある局面において、本核酸は、ALK1 ECDポリペプチドをコードし
、かつ少なくとも1つの調節配列に機能的に連結されたヌクレオチド配列を含む発現ベク
ターとして提供される。調節配列は当技術分野で認識されており、ALK1ポリペプチドの発
現を指示するように選択される。したがって、調節配列という用語は、プロモーター、エ
ンハンサー、およびその他の発現制御エレメントを含む。例示的な調節配列は、Goeddel;
 Gene Expression Technology: Methods in Enzymology, Academic Press, San Diego, C
A (1990)に記載されている。例えば、これに機能的に連結された場合にDNA配列の発現を
制御する多種多様な発現制御配列のいずれかを、これらのベクター中で使用して、ALK1ポ
リペプチドをコードするDNA配列を発現させることができる。そのような有用な発現制御
配列には、例えば、SV40の初期および後期プロモーター、tetプロモーター、アデノウイ
ルスまたはサイトメガロウイルスの前初期プロモーター、RSVプロモーター、lac系、trp
系、TAC系またはTRC系、発現がT7 RNAポリメラーゼにより指示されるT7プロモーター、フ
ァージλの主要なオペレーター領域およびプロモーター領域、fdコートタンパク質の制御
領域、3-ホスホグリセリン酸キナーゼまたは他の解糖系酵素のプロモーター、酸性ホスフ
ァターゼのプロモーター、例えばPho5、酵母α接合因子のプロモーター、バキュロウイル
ス系の多核体プロモーター、および原核細胞もしくは真核細胞またはそれらのウイルスの
遺伝子発現を制御することが知られている他の配列、ならびにそれらの様々な組み合わせ
が含まれる。発現ベクターの設計は、形質転換しようとする宿主細胞の選択、および／ま
たは発現が所望されるタンパク質の種類などの要因に依存し得ることが理解されるべきで
ある。その上、ベクターのコピー数、そのコピー数を制御する能力、およびベクターによ
ってコードされる、抗生物質マーカーなどの任意の他のタンパク質の発現もまた考慮すべ
きである。
【００９８】
　本開示に含まれる組換え核酸は、クローン化遺伝子またはその一部を、原核細胞、真核
細胞（酵母、トリ、昆虫、または哺乳動物)、またはその両方での発現に適したベクター
中に連結することによって、産生させることができる。組換えALK1ポリペプチドを産生さ
せるための発現媒体には、プラスミドおよび他のベクターが含まれる。例えば、適切なベ
クターには、大腸菌などの原核細胞における発現用の以下の種類のプラスミドが含まれる
：pBR322由来プラスミド、pEMBL由来プラスミド、pEX由来プラスミド、pBTac由来プラス
ミド、およびpUC由来プラスミド。
【００９９】
　いくつかの哺乳動物発現ベクターは、細菌中でのベクターの増殖を容易にするための原
核生物配列、および真核細胞中で発現される1つまたは複数の真核生物転写単位の両方を
含む。pcDNAI/amp、pcDNAI/neo、pRc/CMV、pSV2gpt、pSV2neo、pSV2-dhfr、pTk2、pRSVne
o、pMSG、pSVT7、pko-neo、およびpHyg由来ベクターは、真核細胞のトランスフェクショ
ンに適した哺乳動物発現ベクターの例である。これらベクターのいくつかは、原核細胞お
よび真核細胞の両方における複製および薬物耐性選択を容易にするために、pBR322などの
細菌プラスミド由来の配列を用いて修飾される。あるいは、ウシパピローマウイルス(BPV
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-1)またはエプスタイン・バーウイルス（pHEBo、pREP由来、およびp205）などのウイルス
の派生物を、真核細胞におけるタンパク質の一過性発現に使用することができる。他のウ
イルス（レトロウイルスを含む）発現系の例は、下記の遺伝子治療送達系の説明において
見出すことができる。プラスミドの調製および宿主生物の形質転換で用いられる様々な方
法が、当技術分野で周知である。原核細胞および真核細胞の両方に適した他の発現系、な
らびに一般的な組換え手順については、Molecular Cloning A Laboratory Manual, 3rd E
d., ed. by Sambrook, Fritsch and Maniatis (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 
2001)を参照されたい。場合によっては、バキュロウイルス発現系を使用して、組換えポ
リペプチドを発現させることが望ましいと考えられる。そのようなバキュロウイルス発現
系の例には、pVL由来ベクター（pVL1392、pVL1393、およびpVL941など）、pAcUW由来ベク
ター（pAcUW1など）、およびpBlueBac由来ベクター（β-gal含有pBlueBac IIIなど）が含
まれる。
【０１００】
　好ましい態様において、Pcmv-Scriptベクター（Stratagene、La Jolla, Calif.）、pcD
NA4ベクター（Invitrogen、Carlsbad, Calif.）、およびpCI-neoベクター（Promega、Mad
ison, Wisc.）などのベクターは、CHO細胞において本ALK1ポリペプチドが産生されるよう
に設計される。明らかなように、本遺伝子構築物を用いて、例えば精製を目的として融合
タンパク質または変種タンパク質をはじめとするタンパク質を産生させるために、培養で
増殖させた細胞中で本ALK1ポリペプチドを発現させることができる。
【０１０１】
　本開示はまた、本ALK1 ACDポリペプチドの1つまたは複数のコード配列（例えば、SEQ I
D NO:2または4）を含む組換え遺伝子をトランスフェクトされた宿主細胞に関する。宿主
細胞は、任意の原核細胞または真核細胞であってよい。例えば、本明細書に開示されるAL
K1ポリペプチドは、大腸菌などの細菌細胞、昆虫細胞（例えば、バキュロウイルス発現系
を使用する）、酵母、または哺乳動物細胞中で発現させることができる。他の適切な宿主
細胞は、当業者に公知である。
【０１０２】
　したがって、本開示はさらに、ALK1 ECDポリペプチドをはじめとする本ALK1ポリペプチ
ドを生成する方法に関する。例えば、ALK1ポリペプチドをコードする発現ベクターをトラ
ンスフェクトされた宿主細胞を、ALK1ポリペプチドの発現を起こし得るのに適した条件下
で培養することができる。ALK1ポリペプチドを分泌させ、細胞とALK1ポリペプチドを含む
培地との混合物から単離することができる。あるいは、ALK1ポリペプチドを細胞質中また
は膜画分中に保持し、細胞を回収し、溶解して、タンパク質を単離することもできる。細
胞培養物は、宿主細胞、培地、および他の副産物を含む。細胞培養に適した培地は、当技
術分野で周知である。
【０１０３】
　本ALK1ポリペプチドは、イオン交換クロマトグラフィー、ゲル濾過クロマトグラフィー
、限外濾過、電気泳動、ALK1ポリペプチドの特定のエピトープに特異的な抗体による免疫
アフィニティー精製、およびALK1ポリペプチドに融合されているドメインに結合する作用
物質によるアフィニティー精製（例えば、プロテインAカラムを用いて、ALK1-Fc融合物を
精製することができる）をはじめとする、タンパク質を精製するための当技術分野で公知
の技法を用いて、細胞培養液、宿主細胞、またはその両方から単離することができる。好
ましい態様において、ALK1ポリペプチドは、その精製を容易にするドメインを含む融合タ
ンパク質である。好ましい態様において、精製は、例えば以下のうちの3つまたはそれ以
上を任意の順番で含む一連のカラムクロマトグラフィー段階により達成される：プロテイ
ンAクロマトグラフィー、Qセファロースクロマトグラフィー、フェニルセファロースクロ
マトグラフィー、サイズ排除クロマトグラフィー、および陽イオン交換クロマトグラフィ
ー。ウイルス濾過および緩衝液交換により、精製を完了することができる。
【０１０４】
　別の態様においては、組換えALK1ポリペプチドの所望の部分のN末端における、ポリ-(H
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is)／エンテロキナーゼ切断部位配列などの精製リーダー配列をコードする融合遺伝子に
よって、Ni2+金属樹脂を用いたアフィニティークロマトグラフィーによる、発現された融
合タンパク質の精製が可能になる。その後、エンテロキナーゼによる処理により精製リー
ダー配列を除去して、精製ALK1ポリペプチドを提供することができる（例えば、Hochuli 
et al., (1987) J. Chromatography 411:177；およびJarknecht et al., PNAS USA 88:89
72を参照されたい）。
【０１０５】
　融合遺伝子を作製する技法は周知である。本質的に、異なるポリペプチド配列をコード
する様々なDNA断片の結合は、連結のための平滑末端またはねじれ末端(stagger-ended te
rmini)、適切な末端をもたらすための制限酵素消化、必要に応じた付着末端の充填、望ま
しくない結合を回避するためのアルカリホスファターゼ処理、および酵素による連結を使
用する、従来の技法に従って行われる。別の態様では、融合遺伝子を、自動DNA合成機を
含む従来の技法によって合成することができる。あるいは、2つの連続した遺伝子断片の
間に相補的なオーバーハングを生じるアンカープライマーを用いて遺伝子断片のPCR増幅
を行うことができ、その後アニーリングさせて、キメラ遺伝子配列を作製することもでき
る（例えば、Current Protocols in Molecular Biology, eds. Ausubel et al., John Wi
ley & Sons: 1992を参照されたい）。
【０１０６】
　ALK1、BMP9、BMP10、GDF5、GDF6、またはGDF7のアンタゴニストである核酸化合物のカ
テゴリーの例には、アンチセンス核酸、RNAi構築物、および触媒核酸構築物が含まれる。
核酸化合物は、一本鎖または二本鎖であってよい。二本鎖化合物はまたオーバーハングま
たは非相補性の領域を含んでもよく、そこでは鎖の一方または他方は一本鎖である。一本
鎖化合物は自己相補性領域を含んでよく、このことは、該化合物が、二重らせん構造の領
域を有して、いわゆる「ヘアピン」または「ステム－ループ」構造を形成することを意味
する。核酸化合物は、全長ALK1核酸配列またはリガンド核酸配列の1000ヌクレオチド以下
、500ヌクレオチド以下、250ヌクレオチド以下、100ヌクレオチド以下、または50、35、3
0、25、22、20、もしくは18ヌクレオチド以下からなる領域に相補的なヌクレオチド配列
を含み得る。相補性の領域は、好ましくは少なくとも8ヌクレオチド、および任意に少な
くとも10ヌクレオチドまたは少なくとも15ヌクレオチド、および任意に15～25ヌクレオチ
ドである。相補性の領域は、標的転写物のイントロン、コード配列、または非コード配列
、例えばコード配列部分などの範囲内にあってよい。一般に、核酸化合物は約8～約500ヌ
クレオチド長または塩基対長の長さを有し、任意にその長さは約14～約50ヌクレオチドで
ある。核酸は、DNA（特に、アンチセンスとして使用するため）、RNA、またはRNA:DNAハ
イブリッドであってよい。いずれかの1本鎖は、DNAとRNAとの混合物、およびDNAまたはRN
Aのいずれかとして容易に分類できない修飾形態を含み得る。同様に、二本鎖化合物はDNA
:DNA、DNA:RNA、またはRNA:RNAであってよく、かついずれかの1本鎖はまた、DNAとRNAと
の混合物、およびDNAまたはRNAのいずれかとして容易に分類できない修飾形態を含み得る
。核酸化合物は、骨格（ヌクレオチド間結合を含む、天然核酸中の糖－リン酸部分）また
は塩基部分（天然核酸のプリンまたはピリミジン部分）に対する1つまたは修飾をはじめ
とする、種々の修飾のいずれかを含み得る。アンチセンス核酸化合物は、好ましくは約15
～約30ヌクレオチドの長さを有し、多くの場合に、血清中、細胞中、または経口送達化合
物の場合の胃および吸入化合物の場合の肺など、該化合物が送達される可能性が高い場所
での安定性などの特徴を改善するための1つまたは複数の修飾を含む。RNAi構築物の場合
、標的転写物に相補的な鎖は、一般にRNAまたはその修飾物である。他方の鎖は、RNA、DN
A、または任意の他の変化形であってよい。二本鎖RNAi構築物または一本鎖「ヘアピン」R
NAi構築物の二重鎖部分は、ダイサー基質としての機能を果たす限り、好ましくは18～40
ヌクレオチド長、および任意に約21～23ヌクレオチド長の長さを有する。触媒核酸または
酵素核酸はリボザイムまたはDNA酵素であってよく、修飾形態もまた含み得る。核酸化合
物は、生理学的条件下で、かつ非センスまたはセンス対照がほとんど影響を及ぼさない濃
度で細胞と接触した場合、標的の発現を約50%、75%、90%、またはそれ以上阻害し得る。
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核酸化合物の効果を試験するための好ましい濃度は、1、5、および10マイクロモルである
。核酸化合物はまた、例えば血管新生に及ぼす効果について試験することもできる。
【０１０７】
4. 抗体
　本開示の別の局面は、ALK1ポリペプチドの細胞外部分と反応する抗体、好ましくはALK1
ポリペプチドと特異的に反応する抗体に関する。好ましい態様において、そのような抗体
は、GDF5、GDF6、GDF7、BMP-9、またはBMP-10などのリガンドへのALK1結合を妨害し得る
‐ALK1のリガンドに対する抗体は、成熟したプロセシングされた形態の関連タンパク質に
結合すべきであることが理解されるであろう。本開示はまた、GDF5、GDF6、GDF7、BMP9、
および／またはBMP10に結合し、そのようなリガンドへのALK1結合を阻害する抗体を提供
する。好ましい抗体は、CAMアッセイまたは角膜マイクロポケットアッセイ（上記参照）
などのバイオアッセイにおいて、抗血管新生活性を示す。好ましい抗BMP9抗体を、以下の
実施例10に記載する。ある態様において、BMP9およびBMP10の両方を阻害する抗体が望ま
しいと考えられる；そのような抗体は、ALK1結合アッセイ、血管新生アッセイ（例えば、
HUVEC菅形成アッセイ、CAMアッセイ、マトリゲルアッセイ、または本明細書に記載される
他のそのようなアッセイ）において両リガンドを阻害し得る。
【０１０８】
　本明細書で用いられる「抗体」という用語は、例えば任意のアイソタイプ（IgG、IgA、
IgM、IgE等）の全抗体を含むことが意図され、選択された抗原と反応する免疫グロブリン
の断片またはドメインも含む。従来技法を用いて抗体を断片化し、その断片を有用性およ
び／または関心対象の特異的エピトープとの相互作用についてスクリーニングすることが
できる。したがって、この用語は、あるタンパク質と選択的に反応し得る、タンパク質分
解により切断された、または組換えによって調製された抗体分子の部分のセグメントを含
む。このようなタンパク質分解断片および／または組換え断片の非限定的な例には、Fab
、F(ab')2、Fab'、Fv、ならびにペプチドリンカーによって結合しているV[L]ドメインお
よび／またはV[H]ドメインを含む一本鎖抗体(scFv)が含まれる。scFvを共有結合または非
共有結合して、2つまたはそれ以上の結合部位を有する抗体を形成することができる。抗
体という用語はまた、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、または抗体の他の精製
調製物および組換え抗体を含む。「組換え抗体」という用語は、ヒト化抗体、または一本
鎖抗体から開発された完全ヒト抗体などの、分子生物学の技法を用いて構築された核酸か
ら発現される抗体または免疫グロブリンの抗原結合ドメインを意味する。単一ドメイン抗
体および一本鎖抗体もまた、「組換え抗体」という用語に含まれる。
【０１０９】
　抗体は、動物への抗原の投与、ヒト免疫グロブリン遺伝子を保有する動物への抗原の投
与、または抗体（しばしば、一本鎖抗体または抗体ドメイン）のライブラリーに対する抗
原を使用したスクリーニングを含む、当技術分野で公知の様々な方法のいずれかによって
生成することができる。抗原結合活性が検出されたならば、タンパク質の関連部分を、全
長IgGフレームワークをはじめとする他の抗体フレームワークに移植することができる。
例えば、ALK1ポリペプチドまたはALK1リガンド由来の免疫原（例えば、BMP9もしくはBMP1
0、またはBMP9およびBMP10の両方に共通する免疫原）を使用して、標準的プロトコールに
より、抗タンパク質／抗ペプチド抗血清またはモノクローナル抗体を作製することができ
る（例えば、Antibodies: A Laboratory Manual ed. by Harlow and Lane (Cold Spring 
Harbor Press: 1988)を参照されたい）。図19に示されるように、BMP9とBMP10はかなりの
アミノ酸同一性を有し、したがって各タンパク質を免疫原として使用して、BMP9およびBM
P10の両方と交差反応し得る抗体を生成することができる。高度に類似している配列の断
片を、免疫原として使用することもできる。マウス、ハムスター、またはウサギなどの哺
乳動物を、ペプチドの免疫原性形態（例えば、ALK1ポリペプチドもしくは抗体応答を誘発
し得る抗原性断片、または融合タンパク質）で免疫化することができる。タンパク質また
はペプチドに免疫原性を付与する技法には、担体への複合化、または当技術分野で周知の
他の技法が含まれる。ALK1ポリペプチドの免疫原性部分（好ましくは、細胞外部分）、ま
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たはBMP9もしくはBMP10などのALK1リガンドの免疫原性部分を、アジュバントの存在下で
投与することができる。免疫化の進行は、血漿または血清中の抗体価の検出によってモニ
ターすることができる。前記免疫原を抗体のレベルを評価するための抗原として用いて、
標準的なELISAまたは他の免疫アッセイを使用することができる。
【０１１０】
　ALK1ポリペプチドまたはリガンドポリペプチド（例えば、BMP9またはBMP10）の抗原性
調製物で動物を免疫化した後、抗ALK1または抗リガンド抗血清を得ることができ、必要に
応じて、血清からポリクローナル抗体を単離することができる。モノクローナル抗体を作
製するには、免疫化動物から抗体産生細胞（リンパ球）を回収し、標準的な体細胞融合手
順により骨髄腫細胞などの不死化細胞と融合させて、ハイブリドーマ細胞を創出すること
ができる。このような技法は当技術分野で周知であり、これには、例えば、ハイブリドー
マ技法（Kohler and Milstein, Nature, 1975;256: 495-497により最初に開発された）、
ヒトB細胞ハイブリドーマ技法(Kozbar et al., Immunology Tody, (1983;4:72、およびヒ
トモノクローナル抗体を作製するためのEBV‐ハイブリドーマ技法(Cole et al., (1985) 
Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc. pp. 77-96)が含まれ
る。ハイブリドーマ細胞を、本開示の哺乳動物ALK1ポリペプチドまたはBMP9もしくはBMP1
0などのリガンドと特異的に反応する抗体の産生について免疫化学的にスクリーニングす
ることができ、このようなハイブリドーマ細胞を含む培養物からモノクローナル抗体を単
離することができる。BMP9およびBMP10の両方に対する特異性を有する抗体は、BMP9また
はBMP10のいずれかを単独で接種した動物から得られたハイブリドーマから選択すること
ができる。
【０１１１】
　本明細書で用いられる抗体という用語は、本ALK1ポリペプチドもしくはALK1リガンドポ
リペプチドの1つ、または標的抗原の組み合わせ（例えば、BMP9およびBMP10）とやはり特
異的に反応するその断片を含むことが意図される。従来技法を用いて抗体を断片化し、そ
れらの断片を、全抗体について上記したのと同様の様式で有用性についてスクリーニング
することができる。例えば、F(ab)2断片は、抗体をペプシンで処理することにより生成す
ることができる。得られたF(ab)2断片をジスルフィド架橋を還元するように処理して、Fa
b断片を生成することができる。本開示の抗体は、抗体の少なくとも1つのCDR領域によっ
て付与されるALK1ポリペプチドに対する親和性を有する、二重特異性分子、一本鎖分子、
ならびにキメラ分子およびヒト化分子を含むことがさらに意図される。好ましい態様にお
いて、抗体は、これに結合されて検出され得る標識（例えば、標識は、放射性同位体、蛍
光化合物、酵素、または酵素補因子であってよい）をさらに含む。
【０１１２】
　ある好ましい態様において、本開示の抗体は、組換え抗体、特にヒト化モノクローナル
抗体または完全ヒト組換え抗体である。
【０１１３】
　抗体に関して用いられる場合の「に特異的に反応する」という形容詞は、当技術分野で
一般的に理解されているように、抗体が、関心対象の抗原（例えば、ALK1ポリペプチドま
たはALK1リガンド）と関心対象ではない他の抗原との間で十分に選択的であること、抗体
が、少なくとも、特定の種類の生体試料中の関心対象の抗原の存在の検出に有用であるこ
とを意味することが意図される。この抗体を使用するある方法においては、より高度の結
合特異性が望ましいと考えられる。例えば、関心対象ではない、存在量が非常に多い1つ
または複数のタンパク質の存在下において、関心対象の、存在量が少ないタンパク質を検
出する際に使用するための抗体は、抗体が関心対象の抗原と他の交差反応物との間でより
高度の選択性を有する場合に、より良好に作用し得る。モノクローナル抗体は、一般に、
（ポリクローナル抗体と比較して）所望の抗原と交差反応性ポリペプチドとを効果的に識
別する傾向がより強い。加えて、あるタイプの生体試料（例えば、糞便試料）中の関心対
象の抗原を選択的に同定するのに効果的な抗体は、異なる種類の生体試料（例えば、血液
試料）中の同じ抗原を選択的に同定するのに、同程度に効果的でない場合がある。同様に
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、他の生物混入物を欠く精製タンパク質調製物中の関心対象の抗原を同定するのに効果的
な抗体は、血液試料または尿試料などの粗製生体試料中の関心対象の抗原を同定するのに
、同程度に効果的でない場合がある。したがって、好ましい態様において、本願は、抗体
の使用に選択される試料型である可能性が高い試料型中の関心対象の抗原に対する特異性
が実証された抗体を提供する。
【０１１４】
　抗体：抗原の相互作用の特異性に影響を及ぼす1つの特徴は、抗原に対する抗体の親和
性である。所望の特異性は異なる親和性の範囲で達成され得るが、一般に好ましい抗体は
、約10-6、10-7、10-8、10-9、またはそれ未満の親和性（解離定数）を有する。ALK1に対
するTGFβの結合親和性が明らかに低いことを考えると、多くの抗ALK1抗体はTGFβ結合を
阻害すると予測される。しかしながら、GDF5、6、7群のリガンドはおよそ5×10-8 MのKD
で結合し、BMP9、10リガンドはおよそ1×10-10 MのKDで結合する。したがって、これらの
リガンドのシグナル伝達活性を妨害するように、適切な親和性の抗体を選択することがで
きる。
【０１１５】
　加えて、所望の抗体を同定する目的で抗体をスクリーニングするために使用される技法
は、得られる抗体の特性に影響を及ぼし得る。例えば、ある治療目的のために使用される
抗体は、特定の細胞型を標的化し得ることが好ましい。したがって、このタイプの抗体を
得るには、関心対象の抗原を発現する細胞に結合する抗体をスクリーニングすることが望
ましいと考えられる（例えば、蛍光活性化細胞選別による）。同様に、例えば、抗体を溶
液中の抗原と結合させるために用いるのであれば、溶液結合を試験することが望ましいと
考えられる。抗体：抗原の相互作用を試験して、特定の所望の抗体を同定するためには、
種々の異なる技法が利用可能である。そのような技法には、ELISA、表面プラズモン共鳴
結合アッセイ（例えば、Biacore結合アッセイ、Bia-core AB、Uppsala，Sweden）、サン
ドイッチアッセイ（例えば、IGEN International, Inc.、Gaithersburg，Marylandの常磁
性ビーズシステム）、ウエスタンブロット、免疫沈降アッセイ、および免疫組織化学が含
まれる。
【０１１６】
　好ましい態様において、本明細書に開示される抗体は、ヒトBMP9の成熟部分に結合する
抗体であり、そのアミノ酸配列を以下に示す：

【０１１７】
　付加的な態様において、本明細書に開示される抗体は、ヒトBMP10の成熟部分に結合す
る抗体であり、そのアミノ酸配列を以下に示す：

【０１１８】
　加えて、ライブラリーからの選択により、BMP9またはBMP10に結合する非抗体タンパク
質を生成することができる。特定のリガンドに結合するランダムペプチドおよびフレーム
ワークベースのタンパク質を選択するために、多種多様な技術が利用可能である。一般に
、有用な非抗体タンパク質を同定するためのアプローチは、BMP9および／もしくはBMP10
に結合するか、または受容体（例えば、ALK1）結合もしくは細胞シグナル伝達（例えば、
SMAD1/5シグナル伝達）などのBMP9もしくはBMP10活性を阻害するタンパク質をライブラリ
ーからスクリーニングまたは選択することを含む。
【０１１９】
5. 抗体およびFc融合タンパク質における改変
　本出願はさらに、操作されたFc領域または変種Fc領域を含む抗体およびALK1-Fc融合タ
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ンパク質を提供する。そのような抗体およびFc融合タンパク質は、例えば、抗原依存性細
胞傷害(ADCC)および補体依存性細胞傷害(CDC)などのエフェクター機能の調節に有用であ
り得る。加えて、改変により、抗体およびFc融合タンパク質の安定性を改善することがで
きる。抗体およびFc融合タンパク質のアミノ酸配列変種は、DNAに適切なヌクレオチド変
化を導入すること、またはペプチド合成によって調製される。そのような変種は、例えば
、本明細書に開示される抗体およびFc融合タンパク質のアミノ酸配列内の残基からの欠失
、および／または該残基への挿入、および／または該残基の置換を含む。最終構築物が所
望の特徴を有するという条件で、欠失、挿入、および置換を任意に組み合わせて、最終構
築物に到達させる。アミノ酸変化はまた、グリコシル化部位の数または位置の変化など、
抗体およびFc融合タンパク質の翻訳後過程を変更することもできる。
【０１２０】
　アミノ酸配列に変化を導入することにより、エフェクター機能が低下した抗体およびFc
融合タンパク質を生成することができ、そのような変化には、Bluestone et al.に記載さ
れているAla-Ala変異（WO 94/28027およびWO 98/47531を参照されたい；Xu et al., 2000
 Cell Immunol 200; 16-26もまた参照されたい）が含まれるが、これに限定されない。し
たがって、ある態様において、定常領域内にAla-Ala変異をはじめとする変異を含む本開
示の抗体およびFc融合タンパク質を用いて、エフェクター機能を低下させるかまたは消失
させることができる。これらの態様に従って、抗体およびFc融合タンパク質は、234位の
アラニンへの変異、もしくは235位のアラニンへの変異、またはそれらの組み合わせを含
み得る。1つの態様において、抗体またはFc融合タンパク質はIgG4フレームワークを含み
、この場合、Ala-Ala変異は、234位のフェニルアラニンからアラニンへの変異、および／
または235位のロイシンからアラニンへの変異を示す。別の態様において、抗体またはFc
融合タンパク質はIgG1フレームワークを含み、この場合、Ala-Ala変異は、234位のロイシ
ンからアラニンへの変異、および／または235位のロイシンからアラニンへの変異を示す
。抗体またはFc融合タンパク質は、あるいはまたは加えて、CH2ドメイン中の点変異K322A
をはじめとする他の変異を保有し得る(Hezareh et al., 2001; J. Virol. 75: 12161-8)
。
【０１２１】
　特定の態様において、抗体またはFc融合タンパク質は、補体依存性細胞傷害(CDC)を増
強または阻害するために改変される。CDC活性の調節は、Fc領域に1つまたは複数のアミノ
酸の置換、挿入、または欠失を導入することによって達成することができる（例えば、米
国特許第6,194,551号を参照されたい）。あるいはまたは加えて、システイン残基をFc領
域に導入してもよく、それによりこの領域における鎖間ジスルフィド結合形成が可能にな
る。このようにして生成されたホモ二量体抗体は、改善されたもしくは低下した内部移行
能、および／または増加したもしくは減少した補体媒介性細胞死滅を有し得る。Caron et
 al.; J. Exp Med. 1992; 176:1191-1195、およびShopes, B. (1992); J. Immunol. 148:
2918-2922、W099/51642、Duncan & Winter Natureb, 1988; 322: 738-40；米国特許第5,6
48,260号；米国特許第5,624,821号；ならびにW094/29351を参照されたい。
【０１２２】
6. 腎細胞癌を治療するため、血管新生を調節するため、および他の障害を治療するため
の方法および組成物
　本開示は、ALK1-Fc融合タンパク質などのALK1 ECDポリペプチド、またはGDF5、GDF6、G
DF7、BMP9、BMP10、もしくはALK1のECDに対する抗体などの本明細書に開示される抗体、
または以下まとめて「治療薬」もしくは「ALK1アンタゴニスト」と称される上記のいずれ
かの核酸アンタゴニスト（例えば、アンチセンスまたはsiRNA）の有効量を哺乳動物に投
与することにより、哺乳動物における腎細胞癌を治療する方法を提供する。これらの治療
薬は、単一の薬剤として、または他のRCC治療薬と組み合わせて、腎細胞癌を治療するの
に有用であると予測される。
【０１２３】
　特に、本開示のポリペプチド治療薬は、RCCの治療における治療薬として特に魅力的と
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なるいくつかの特性を有する。例えば、大部分の生物学的薬剤とは異なり、ALK1 ECDポリ
ペプチドは、腫瘍の成長、増殖、および腫瘍血管新生を促進し維持する複数の因子を調節
することによって腎細胞成長に影響を及ぼす。癌が、例えば、腫瘍の成長、増殖、血管新
生、および転移を駆動する複数の異なるシグナル伝達経路と関連した変異を頻繁に有する
場合、これは癌と高度に関連性がある。したがって、本明細書に開示される治療薬は、単
一の血管新生因子を標的化する薬物（例えば、VEGFを標的化するベバシズマブ）による治
療に抵抗性である腎細胞癌などの腫瘍の治療に特に効果的であり、それと同時に、活性化
内皮細胞上に選択的に発現され、腫瘍血管新生および細胞増殖を駆動するBMP9、VEGF、お
よびFGFなどの複数の因子に対するこれらの細胞の反応を制御する上で有益な役割を果た
すと考えられるALK1の活性を遮断する可能性を提供する。
【０１２４】
　本明細書で実証されるように、ALK1-Fc融合タンパク質は、ヒトRCC異種移植モデルにお
いてインビボの腫瘍の腫瘍成長を減少させるのに効果的である。したがって、ALK1-Fc融
合タンパク質などのALK1 ECDポリペプチド、および本明細書で開示される他の治療薬は、
腎細胞癌を治療するための単独の（すなわち、単剤の）治療法において有用であると予測
される。加えて、本明細書でさらに開示されるように、ALK1-Fc融合タンパク質は、試験
されたヒトRCC異種移植モデルのそれぞれにおいて、進行性RCCの現在の標準治療であるス
ニチニブの腫瘍成長阻害活性を有意に増加させる。したがって、ALK1-Fc融合タンパク質
などのALK1 ECDポリペプチド、および本明細書で開示される他の治療薬は、腎細胞癌を治
療するための受容体チロシンキナーゼ阻害剤などの他の薬剤との併用療法において有用で
あると予測される。
【０１２５】
　本明細書で用いられる場合、「治療する」または「治療」という用語は、哺乳動物（例
えば、ヒト）、対象、細胞、組織、器官、または生体液に対する外因性治療薬、診断薬、
または組成物の接触または投与を指し、例えば、治療方法、薬物動態学的方法、診断方法
、研究方法、および実験方法を指し得る。「治療すること」または「治療」は、疾患、病
態、もしくは障害の症状、合併症、もしくは生化学的兆候の発症を予防するかまたは遅延
させる、その疾患、病態、もしくは障害の症状を軽減するか、またはさらなる進行を停止
させるかもしくは阻害するための、ALK1-Fc融合タンパク質などのALK1 ECDポリペプチド
、または他のALKアンタゴニストの投与を含む。治療は、予防的（疾患の発症を予防する
かもしくは遅延させる、またはその臨床的もしくは準臨床的症状の発現を予防するため）
であってよく、または疾患、病態、もしくは障害の発現後の症状の治療的抑制もしくは軽
減であってもよい。治療は、単独の、または1つもしくは複数の付加的な治療薬と組み合
わせたALK1 ECDポリペプチド（例えば、ALK1-Fc融合タンパク質）または他のALK1アンタ
ゴニストで行うことができる。本明細書で用いられる場合、「哺乳動物」または「対象」
という用語は、哺乳動物（ウシ、ブタ、ウマ、ヒツジ、ウシ、イヌ、ネコ、ラット、およ
びマウスなどの非霊長類を含むがこれらに限定されない）、より具体的には霊長類（サル
、類人猿、およびヒトを含むがこれらに限定されない）、およびさらにより具体的にはヒ
トを指す。
【０１２６】
　本明細書で用いられる場合、（例えば、治療のためなどの）「有効な量」または「有効
量」という用語は、任意の臨床的に測定可能な程度まで症状もしくは影響の退行を誘導す
ることによるか、またはその進行を阻害することによるかにかかわらず、治療された対象
または集団において1つまたは複数の疾患症状または影響を軽減するなど、所望の効果を
達成するのに十分である、治療薬、例えばALK1-Fc融合タンパク質などのALK1 ECDポリペ
プチドの量を指す。任意の特定の疾患症状もしくは影響を軽減する（「治療有効量」とも
称される）、または特定の疾患症状もしくは影響を予防する（「予防有効量」とも称され
る）のに効果的である治療薬の量は、疾患状態、患者の年齢および体重、ならびに患者に
おいて所望の応答を誘発する薬物の能力などの要因に応じて変動し得る。疾患症状または
影響が軽減されているかどうかは、その症状または影響の重症度または進行状態を評価す
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るために（例えば、医療提供者または実験臨床医により）典型的に使用される任意の臨床
測定によって評価することができる。
【０１２７】
　本明細書で用いられる場合、頭字語「RTKI」という用語は、VEGFR1、VEGFR2、またはVE
GFR3に結合し、そのシグナル伝達を阻害する小分子受容体チロシンキナーゼ阻害剤を指す
。RTKIは、VEGFRに加えて、PDGFRa、PDGFRb、RET、およびc-Metなどの受容体チロシンキ
ナーゼに結合し、これを阻害し得る。同様に、RTKIは、異なるクラスのキナーゼ、ならび
にセリンキナーゼであるB-rafキナーゼおよびc-rafキナーゼなどの、細胞表面受容体では
ないキナーゼを阻害し得る。
【０１２８】
　したがって、1つの局面において、本開示は、腎細胞癌(RCC)を有する哺乳動物に、RTKI
、およびALK1-Fc融合タンパク質などのALK1 ECDポリペプチド、または本明細書で開示さ
れる他のALKアンタゴニストの有効量を投与する段階を含む、哺乳動物におけるRCCを治療
する方法に関する。1つの局面において、ALKアンタゴニストは、(a) ALK1の細胞外ドメイ
ンのリガンド結合部分を含むALK1ポリペプチド；(b) ヒトALK1の細胞外ドメインに結合す
る抗体；(c) ヒトBMP9に結合する抗体；および(d) ヒトBMP10に結合する抗体より選択さ
れる薬剤である。いくつかの局面において、本方法に従って用いられるALK1ポリペプチド
は、SEQ ID NO:1のアミノ酸22～120の配列と少なくとも90%同一であるアミノ酸配列を有
するポリペプチドを含む。さらなる局面において、ALK1ポリペプチドは、免疫グロブリン
の定常ドメインをさらに含む。さらなる局面において、ALK1ポリペプチドは、免疫グロブ
リンのFc部分をさらに含み、付加的な局面において、Fc部分はヒトIgG1のFc部分である。
他の局面において、ALK1ポリペプチドは、SEQ ID NO:3またはSEQ ID NO:14の配列と少な
くとも90%同一であるアミノ酸配列を含む。
【０１２９】
　付加的な局面において、本開示は、RCCを有し、かつRCCを治療するための医学的手技を
受けた哺乳動物における腎細胞癌を治療する方法を包含する。特定の態様において、医学
的手技は、腎保存手術、腎摘出術、腎全摘除術、および組織焼灼より選択される。さらな
る局面おいて、治療は、医学的手技後の1、2、3、4、5、6、または1カ月以内に哺乳動物
に施行される。
【０１３０】
　いくつかの局面において、本開示の方法に従って用いられる抗体は、SEQ ID NO:1のア
ミノ酸22～118の配列内のエピトープと結合し、GDF5、GDF6、GDF7、BMP9、およびBMP10よ
り選択されるリガンドの結合を阻害する。付加的な局面において、該抗体は、SEQ ID NO:
12のアミノ酸1～111の配列内のエピトープに結合し、受容体に対するBMP9の結合を阻害す
る。さらなる局面において、該抗体は、SEQ ID NO:13のアミノ酸1～108の配列内のエピト
ープに結合し、受容体に対するBMP10の結合を阻害する。
【０１３１】
　いくつかの局面において、本開示の方法に従って用いられるRTKIはスニチニブである。
【０１３２】
　他の態様において、本開示の方法に従って用いられるRTKIはスニチニブではない。
【０１３３】
　いくつかの局面において、本開示の方法に従って用いられるRTKIはソラフェニブである
。付加的な局面において、RTKIはパゾパニブである。付加的な局面において、RTKIはアキ
シチニブある。別の局面において、RTKIはチボザニブまたはバンデタニブである。付加的
な局面において、本方法に従って用いられるRTKIは、モテサニブ(AMG-706)、バタラニブ(
PTK787/ZK)、サマキサニブ(samaxanib)(SU5416)、SU6668、AZD2171、XL184、XL880/GSK13
63089、PF-2351066、MGCD265、ZD6474、AEE788、AG-013736、AG-013737、GW786034、およ
びABT-869より選択される薬剤である。さらなる局面において、薬学的調製物は、国際特
許出願公開第W097/22596号、第WO 97/30035号、第WO 97/32856号、またはWO 98/13354号
に開示されているVEGF受容体チロシンキナーゼ阻害薬を含む。付加的な局面において、本
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開示は、腎細胞癌(RCC)を有する哺乳動物に、(1) RTKI、(2) ALK1-Fc融合タンパク質など
のALK1 ECDポリペプチド、または開示される他のALKアンタゴニスト、および(3) 哺乳類
ラパマイシン標的タンパク質(mTOR)標的阻害剤の(1)有効量を投与する段階を含む、哺乳
動物におけるRCCを治療する方法に関する。本明細書で用いられる場合、「mTOR標的阻害
剤」という用語は、AKT/mTORシグナル伝達経路に結合し、そのシグナル伝達を阻害する小
分子阻害剤を指す。mTOR標的阻害剤、および本開示の方法に従って使用され得るmTOR標的
阻害剤を同定するためのアッセイは、当技術分野で公知である。いくつかの局面において
、本発明の方法に従って用いられるmTOR阻害剤はエベロリムスである。他の局面において
、mTOR阻害剤はテムシロリムスである。付加的な局面において、mTOR阻害剤は、WYE354、
YE132(Pfizer)、PP30およびPP242、AZD8055、OSI-027、Torin1、BEZ235、XL765、GDC-098
0、PF-04691502およびPF-05212384より選択される薬剤である。
【０１３４】
　付加的な局面において、本開示の方法に従って治療される腎細胞癌(RCC)は、腎明細胞
癌である。いくつかの局面において、RCCはTNMステージIII疾患である。付加的な局面に
おいて、RCCはTNMステージIV疾患である。付加的な局面において、RCCは腎内血管内に認
められる。他の局面において、RCCは腎洞に浸潤している。さらなる局面において、RCCは
副腎またはリンパ節に転移している。さらなる局面において、RCCは肺、腹腔内リンパ節
、骨、脳、または肝臓に転移している。
【０１３５】
　したがって、1つの局面によれば、本開示は、転移性腎細胞癌(RCC)を有する哺乳動物に
、RTKI、およびALK1-Fc融合タンパク質などのALK1 ECDポリペプチド、または本明細書で
開示される他のALKアンタゴニストの有効量を投与する段階を含む、哺乳動物における転
移性RCCを治療する方法に関する。1つの局面において、本開示は、RCCを有し、かつRCCを
治療するための医学的手技を受けた哺乳動物における腎細胞癌を治療する方法を包含する
。特定の態様において、医学的手技は、腎保存手術、腎摘出術、腎全摘除術、および組織
焼灼より選択される。さらなる局面おいて、治療は、医学的手技後の1、2、3、4、5、6、
または1カ月以内に哺乳動物に施行される。
【０１３６】
　さらなる局面において、本開示は、RCC治療薬による前治療を受けた哺乳動物を治療す
る方法に関する。さらなる局面において、本開示は、以前にRCC治療薬を受けた哺乳動物
における腎細胞癌を治療する方法であって、(a) ALK1の細胞外ドメインのリガンド結合部
分を含むALK1ポリペプチド；(b) ヒトALK1の細胞外ドメインに結合する抗体；(c) ヒトBM
P9に結合する抗体；および(d) ヒトBMP10に結合する抗体より選択される薬剤の有効量を
該哺乳動物に投与する段階を含む方法を包含する。いくつかの局面において、本方法に従
って用いられるALK1ポリペプチドは、SEQ ID NO:1のアミノ酸22～120の配列と少なくとも
90%同一であるアミノ酸配列を有するポリペプチドを含む。さらなる局面において、ALK1
ポリペプチドは、免疫グロブリンの定常ドメインをさらに含む。さらなる局面において、
ALK1ポリペプチドは、免疫グロブリンのFc部分をさらに含み、付加的な局面において、Fc
部分はヒトIgG1のFc部分である。他の局面において、ALK1ポリペプチドは、SEQ ID NO:3
またはSEQ ID NO:14の配列と少なくとも90%同一であるアミノ酸配列を含む。
【０１３７】
　いくつかの局面において、本開示の方法に従って用いられる抗体は、SEQ ID NO:1のア
ミノ酸22～118の配列内のエピトープに結合し、GDF5、GDF6、GDF7、BMP9、およびBMP10よ
り選択されるリガンドの結合を阻害する。付加的な局面において、該抗体は、SEQ ID NO:
12のアミノ酸1～111の配列内のエピトープに結合し、受容体に対するBMP9の結合を阻害す
る。さらなる局面において、該抗体は、SEQ ID NO:13のアミノ酸1～108の配列内のエピト
ープに結合し、受容体に対するBMP10の結合を阻害する。
【０１３８】
　1つの局面において、以前に受けたRCC治療薬はRTKIである。さらなる局面において、RT
KIは、スニチニブ、ソラフェニブ、パゾパニブ、アキシチニブ、チボザニブ、およびバン
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デタニブより選択される薬剤である。別の局面において、以前に受けたRCC治療薬は、哺
乳類ラパマイシン標的タンパク質(mTOR)標的阻害剤である。さらなる局面において、mTOR
標的阻害剤は、エベロリムスおよびテムシロリムスより選択される薬剤である。他の局面
において、mTOR阻害剤は、WYE354、YE132(Pfizer)、PP30およびPP242、AZD8055、OSI-027
、Torin1、BEZ235、XL765、GDC-0980、PF-04691502およびPF-05212384より選択される薬
剤である。
【０１３９】
　付加的な局面において、以前に受けたRCC治療薬は全身サイトカイン療法剤である。さ
らなる局面において、以前に受けたRCC治療薬はインターフェロンα(IFN-α)またはイン
ターロイキン-2(IL-2)である。
【０１４０】
　いくつかの局面において、RCC治療薬による前治療を受けた哺乳動物を治療する方法に
従って用いられるRTKIは、スニチニブである。
【０１４１】
　他の態様において、RCC治療薬による前治療を受けた哺乳動物を治療する方法に従って
用いられるRTKIは、スニチニブではない。
【０１４２】
　いくつかの局面において、RCC治療薬による前治療を受けた哺乳動物を治療する方法に
従って用いられるRTKIは、ソラフェニブである。付加的な局面において、RTKIはパゾパニ
ブである。付加的な局面において、RTKIはアキシチニブある。別の態様において、RTKIは
チボザニブまたはバンデタニブである。付加的な局面において、本方法に従って用いられ
るRTKIは、モテサニブ(AMG-706)、バタラニブ(PTK787/ZK)、サマキサニブ(SU5416)、SU66
68、AZD2171、XL184、XL880/GSK1363089、PF-2351066、MGCD265、ZD6474、AEE788、AG-01
3736、AG-013737、GW786034、およびABT-869より選択される薬剤である。さらなる局面に
おいて、薬学的調製物は、国際特許出願公開第W097/22596号、第WO 97/30035号、第WO 97
/32856号、またはWO 98/13354号に開示されているVEGF受容体チロシンキナーゼ阻害薬を
含む。
【０１４３】
　付加的な局面において、本開示は、以前に腎細胞癌(RCC)治療薬を受けた哺乳動物にお
けるRCCを治療する方法であって、(1) RTKI、(2) ALK1-Fc融合タンパク質などのALK1 ECD
ポリペプチド、または開示される他のALKアンタゴニスト、および(3) 哺乳類ラパマイシ
ン標的タンパク質(mTOR)標的阻害剤の有効量を該哺乳動物に投与する段階を含む方法に関
する。mTOR標的阻害剤、および本開示の方法に従って使用され得るmTOR標的阻害剤を同定
するためのアッセイは、当技術分野で公知である。いくつかの局面において、本発明の方
法に従って用いられるmTOR阻害剤はエベロリムスである。他の局面において、mTOR阻害剤
はテムシロリムスである。他の局面において、mTOR阻害剤は、WYE354、YE132(Pfizer)、P
P30およびPP242、AZD8055、OSI-027、Torin1、BEZ235、XL765、GDC-0980、PF-04691502お
よびPF-05212384より選択される薬剤である。
【０１４４】
　付加的な局面において、本開示は、以前に腎細胞癌(RCC)治療薬を受けた哺乳動物にお
けるRCCを治療する方法であって、本開示の方法に従って治療される腎細胞癌(RCC)が腎明
細胞癌である、方法に関する。いくつかの局面において、RCCはTNMステージIII疾患であ
る。付加的な局面において、RCCはTNMステージIV疾患である。付加的な局面において、RC
Cは腎内血管内に認められる。他の局面において、RCCは腎洞に浸潤している。さらなる局
面において、RCCは転移性腎細胞癌である。付加的な局面において、RCCは副腎またはリン
パ節に転移している。さらなる局面において、RCCは肺、腹腔内リンパ節、骨、脳、また
は肝臓に転移している。
【０１４５】
　さらなる局面において、本開示は、RCCを有し、かつRCCを治療するための医学的手技を
受ける準備をしている哺乳動物を治療する方法に関する。1つの局面において、本開示は
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、RCCを有し、かつRCCを治療するための医学的手技を受ける準備をしている哺乳動物にお
ける腎細胞癌を治療する方法であって、(a) ALK1の細胞外ドメインのリガンド結合部分を
含むALK1ポリペプチド；(b) ヒトALK1の細胞外ドメインに結合する抗体；(c) ヒトBMP9に
結合する抗体；および(d) ヒトBMP10に結合する抗体より選択される薬剤の有効量を該哺
乳動物に投与する段階を含む方法を包含する。いくつかの局面において、本方法に従って
用いられるALK1ポリペプチドは、SEQ ID NO:1のアミノ酸22～120の配列と少なくとも90%
同一であるアミノ酸配列を有するポリペプチドを含む。さらなる局面において、ALK1ポリ
ペプチドは、免疫グロブリンの定常ドメインをさらに含む。さらなる局面において、ALK1
ポリペプチドは、免疫グロブリンのFc部分をさらに含み、付加的な局面において、Fc部分
はヒトIgG1のFc部分である。他の局面において、ALK1ポリペプチドは、SEQ ID NO:3また
はSEQ ID NO:14の配列と少なくとも90%同一であるアミノ酸配列を含む。1つの局面におい
て、薬剤は、医学的手技の少なくとも1、2、3、4、5、6、または7日前に投与される。別
の局面において、哺乳動物は、手術の前に、該薬剤による少なくとも1、2、3、または4回
の一連の治療を受けている。別の局面において、薬剤は、腎保存手術、腎摘出術、腎全摘
除術、および組織焼灼より選択される医学的手技の前に投与される。
【０１４６】
　いくつかの態様では、RCCを有し、かつRCCを治療するための医学的手技を受ける準備を
している哺乳動物を治療するために、抗体が投与される。さらなる態様において、投与さ
れる抗体は、SEQ ID NO:1のアミノ酸22～118の配列内のエピトープと結合し、GDF5、GDF6
、GDF7、BMP9、およびBMP10より選択されるリガンドの結合を阻害する。付加的な局面に
おいて、該抗体は、SEQ ID NO:12のアミノ酸1～111の配列内のエピトープに結合し、受容
体に対するBMP9の結合を阻害する。さらなる局面において、該抗体は、SEQ ID NO:13のア
ミノ酸1～108の配列内のエピトープに結合し、受容体に対するBMP10の結合を阻害する。
【０１４７】
　いくつかの局面では、医学的手技を受ける前の哺乳動物を治療するために、本明細書に
開示されるALK-1アンタゴニストと共にRTKIが投与される。いくつかの局面において、RCC
を治療するための医学的手技を受ける前の哺乳動物を治療する方法に従って用いられるRT
KIは、スニチニブである。他の態様において、RCCを治療するための医学的手技を受ける
前の哺乳動物を治療する方法に従って用いられるRTKIは、スニチニブではない。
【０１４８】
　いくつかの局面において、RCCを治療するための医学的手技を受ける前の哺乳動物を治
療する方法に従って用いられるRTKIは、ソラフェニブである。付加的な局面において、RT
KIはパゾパニブである。付加的な局面において、RTKIはアキシチニブある。別の態様にお
いて、RTKIはチボザニブまたはバンデタニブである。付加的な局面において、本方法に従
って用いられるRTKIは、モテサニブ(AMG-706)、バタラニブ(PTK787/ZK)、サマキサニブ(S
U5416)、SU6668、AZD2171、XL184、XL880/GSK1363089、PF-2351066、MGCD265、ZD6474、A
EE788、AG-013736、AG-013737、GW786034、およびABT-869より選択される薬剤である。さ
らなる局面において、薬剤は、国際特許出願公開第W097/22596号、第WO 97/30035号、第W
O 97/32856号、またはWO 98/13354号に開示されているRTKIを含む。
【０１４９】
　いくつかの局面において、本開示は、RCCを有し、かつRCCを治療するための医学的手技
を受ける準備をしている哺乳動物を治療する方法であって、(1) RTKI、(2) ALK1-Fc融合
タンパク質などのALK1 ECDポリペプチド、または開示される他のALKアンタゴニスト、お
よび(3) 哺乳類ラパマイシン標的タンパク質(mTOR)標的阻害剤の有効量を該哺乳動物に投
与する段階を含む方法に関する。いくつかの局面において、本発明の方法に従って用いら
れるmTOR阻害剤はエベロリムスである。他の局面において、mTOR阻害剤はテムシロリムス
である。他の局面において、mTOR阻害剤は、WYE354、YE132(Pfizer)、PP30およびPP242、
AZD8055、OSI-027、Torin1、BEZ235、XL765、GDC-0980、PF-04691502およびPF-05212384
より選択される薬剤である。
【０１５０】
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　付加的な局面において、本開示は、腎細胞癌(RCC)を治療するための医学的手技を受け
る前の、RCCを有する哺乳動物におけるRCCを治療する方法であって、該腎細胞癌(RCC)が
腎明細胞癌である、方法に関する。いくつかの局面において、RCCはTNMステージIII疾患
である。付加的な局面において、RCCはTNMステージIV疾患である。付加的な局面において
、RCCは腎内血管内に認められる。他の局面において、RCCは腎洞に浸潤している。さらな
る局面において、RCCは転移性腎細胞癌である。付加的な局面において、RCCは副腎または
リンパ節に転移している。さらなる局面において、RCCは肺、腹腔内リンパ節、骨、脳、
または肝臓に転移している。
【０１５１】
　さらなる局面において、本開示は、RCCを有し、かつRCCを治療するための医学的手技を
受けた哺乳動物を治療する方法に関する。1つの局面において、本開示は、RCCを有し、か
つRCCを治療するための医学的手技を受けた哺乳動物における腎細胞癌を治療する方法で
あって、(a) ALK1の細胞外ドメインのリガンド結合部分を含むALK1ポリペプチド；(b) ヒ
トALK1の細胞外ドメインに結合する抗体；(c) ヒトBMP9に結合する抗体；および(d) ヒト
BMP10に結合する抗体より選択される薬剤の有効量を該哺乳動物に投与する段階を含む方
法を包含する。いくつかの局面において、本方法に従って用いられるALK1ポリペプチドは
、SEQ ID NO:1のアミノ酸22～120の配列と少なくとも90%同一であるアミノ酸配列を有す
るポリペプチドを含む。さらなる局面において、ALK1ポリペプチドは、免疫グロブリンの
定常ドメインをさらに含む。さらなる局面において、ALK1ポリペプチドは、免疫グロブリ
ンのFc部分をさらに含み、付加的な局面において、Fc部分はヒトIgG1のFc部分である。他
の局面において、ALK1ポリペプチドは、SEQ ID NO:3またはSEQ ID NO:14の配列と少なく
とも90%同一であるアミノ酸配列を含む。1つの局面において、薬剤は、医学的手技の少な
くとも1、2、3、4、5、6、または7日後に投与される。別の局面において、薬剤は、医学
的手技の1週間、1カ月、または3カ月以内に投与される。別の局面において、薬剤は少な
くとも1、2、3、4、5、6、または7日後に投与される。別の局面において、哺乳動物は、
手術後に、該薬剤による少なくとも1、2、3、または4回の一連の治療を受ける。別の局面
において、薬剤は、腎保存手術、腎摘出術、腎全摘除術、および組織焼灼より選択される
医学的手技の後に投与される。
【０１５２】
　いくつかの態様では、RCCを有し、かつRCCを治療するための医学的手技を受けた哺乳動
物を治療するために、抗体が投与される。いくつかの局面において、該抗体は、SEQ ID N
O:1のアミノ酸22～118の配列内のエピトープに結合し、GDF5、GDF6、GDF7、BMP9、および
BMP10より選択されるリガンドの結合を阻害する。付加的な局面において、該抗体は、SEQ
 ID NO:12のアミノ酸1～111の配列内のエピトープに結合し、受容体に対するBMP9の結合
を阻害する。さらなる局面において、該抗体は、SEQ ID NO:13のアミノ酸1～108の配列内
のエピトープに結合し、受容体に対するBMP10の結合を阻害する
【０１５３】
　いくつかの局面では、RCCを有し、かつRCCを治療するための医学的手技を受けた哺乳動
物を治療するために、本明細書に開示されるALK-1アンタゴニストと共にRTKIが投与され
る。いくつかの局面において、医学的手技を受けた後の哺乳動物を治療する方法に従って
用いられるRTKIは、スニチニブである。他の態様において、RCCを治療するための医学的
手技を受けた後の哺乳動物を治療する方法に従って用いられるRTKIは、スニチニブではな
い。いくつかの局面において、RCCを治療するための医学的手技を受けた後の哺乳動物を
治療する方法に従って用いられるRTKIは、ソラフェニブである。付加的な局面において、
RTKIはパゾパニブである。付加的な局面において、RTKIはアキシチニブある。別の態様に
おいて、RTKIはチボザニブまたはバンデタニブである。付加的な局面において、本方法に
従って用いられるRTKIは、モテサニブ(AMG-706)、バタラニブ(PTK787/ZK)、サマキサニブ
(SU5416)、SU6668、AZD2171、XL184、XL880/GSK1363089、PF-2351066、MGCD265、ZD6474
、AEE788、AG-013736、AG-013737、GW786034、およびABT-869より選択される薬剤である
。さらなる局面において、薬剤は、国際特許出願公開第W097/22596号、第WO 97/30035号
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、第WO 97/32856号、またはWO 98/13354号に開示されているRTKIを含む。
【０１５４】
　付加的な局面において、本開示は、腎細胞癌(RCC)を治療するための医学的手技を受け
た後の哺乳動物におけるRCCを治療する方法であって、(1) RTKI、(2) ALK1-Fc融合タンパ
ク質などのALK1 ECDポリペプチド、または開示される他のALKアンタゴニスト、および(3)
 哺乳類ラパマイシン標的タンパク質(mTOR)標的阻害剤の有効量を該哺乳動物に投与する
段階を含む方法に関する。いくつかの局面において、本発明の方法に従って用いられるmT
OR阻害剤はエベロリムスである。他の局面において、mTOR阻害剤はテムシロリムスである
。他の局面において、mTOR阻害剤は、WYE354、YE132(Pfizer)、PP30およびPP242、AZD805
5、OSI-027、Torin1、BEZ235、XL765、GDC-0980、PF-04691502およびPF-05212384より選
択される薬剤である。
【０１５５】
　付加的な局面において、本開示は、RCCを治療するための医学的手技を受けた後の、RCC
を有する哺乳動物におけるRCCを治療する方法であって、該腎細胞癌(RCC)が腎明細胞癌で
ある、方法に関する。いくつかの局面において、RCCはTNMステージIII疾患である。付加
的な局面において、RCCはTNMステージIV疾患である。付加的な局面において、RCCは腎内
血管内に認められる。他の局面において、RCCは腎洞に浸潤している。さらなる局面にお
いて、RCCは転移性腎細胞癌である。付加的な局面において、RCCは副腎またはリンパ節に
転移している。さらなる局面において、RCCは肺、腹腔内リンパ節、骨、脳、または肝臓
に転移している。
【０１５６】
　さらなる局面において、本開示は、転移性RCCを有する哺乳動物を治療する方法に関す
る。1つの局面において、本開示は、転移性RCCを治療する方法であって、(a) ALK1の細胞
外ドメインのリガンド結合部分を含むALK1ポリペプチド；(b) ヒトALK1の細胞外ドメイン
に結合する抗体；(c) ヒトBMP9に結合する抗体；および(d) ヒトBMP10に結合する抗体よ
り選択される薬剤の有効量を哺乳動物に投与する段階を含む方法を包含する。いくつかの
局面において、本方法に従って用いられるALK1ポリペプチドは、SEQ ID NO:1のアミノ酸2
2～120の配列と少なくとも90%同一であるアミノ酸配列を有するポリペプチドを含む。さ
らなる局面において、ALK1ポリペプチドは、免疫グロブリンの定常ドメインをさらに含む
。さらなる局面において、ALK1ポリペプチドは、免疫グロブリンのFc部分をさらに含み、
付加的な局面において、Fc部分はヒトIgG1のFc部分である。他の局面において、ALK1ポリ
ペプチドは、SEQ ID NO:3またはSEQ ID NO:14の配列と少なくとも90%同一であるアミノ酸
配列を含む。
【０１５７】
　いくつかの態様では、転移性RCCを有する哺乳動物を治療するために、抗体が投与され
る。さらなる態様において、投与される抗体は、SEQ ID NO:1のアミノ酸22～118の配列内
のエピトープと結合し、GDF5、GDF6、GDF7、BMP9、およびBMP10より選択されるリガンド
の結合を阻害する。付加的な局面において、該抗体は、SEQ ID NO:12のアミノ酸1～111の
配列内のエピトープに結合し、受容体に対するBMP9の結合を阻害する。さらなる局面にお
いて、該抗体は、SEQ ID NO:13のアミノ酸1～108の配列内のエピトープに結合し、受容体
に対するBMP10の結合を阻害する。
【０１５８】
　1つの局面に従って、本開示は、転移性腎細胞癌(RCC)を有する哺乳動物に、RTKI、およ
びALK1-Fc融合タンパク質などのALK1 ECDポリペプチド、または本明細書で開示される他
のALKアンタゴニストの有効量を投与する段階を含む、哺乳動物における転移性RCCを治療
する方法に関する。いくつかの局面において、RTKIはスニチニブである。他の態様におい
て、RTKIはスニチニブではない。いくつかの局面において、RTKIはソラフェニブである。
付加的な局面において、RTKIはパゾパニブである。付加的な局面において、RTKIはアキシ
チニブある。別の態様において、RTKIはチボザニブまたはバンデタニブである。付加的な
局面において、RTKIは、モテサニブ(AMG-706)、バタラニブ(PTK787/ZK)、サマキサニブ(S
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U5416)、SU6668、AZD2171、XL184、XL880/GSK1363089、PF-2351066、MGCD265、ZD6474、A
EE788、AG-013736、AG-013737、GW786034、およびABT-869より選択される薬剤である。さ
らなる局面において、薬剤は、国際特許出願公開第W097/22596号、第WO 97/30035号、第W
O 97/32856号、またはWO 98/13354号に開示されているRTKIを含む。
【０１５９】
　いくつかの局面において、本開示は、転移性RCCを有する哺乳動物を治療する方法であ
って、(1) RTKI、(2) ALK1-Fc融合タンパク質などのALK1 ECDポリペプチド、または開示
される他のALKアンタゴニスト、および(3) 哺乳類ラパマイシン標的タンパク質(mTOR)標
的阻害剤の有効量を該哺乳動物に投与する段階を含む方法に関する。いくつかの局面にお
いて、本発明の方法に従って用いられるmTOR阻害剤はエベロリムスである。他の局面にお
いて、mTOR阻害剤はテムシロリムスである。他の局面において、mTOR阻害剤は、WYE354、
YE132(Pfizer)、PP30およびPP242、AZD8055、OSI-027、Torin1、BEZ235、XL765、GDC-098
0、PF-04691502およびPF-05212384より選択される薬剤である。
【０１６０】
　本開示は、ALK1-Fc融合タンパク質などのALK1 ECDポリペプチド、または本明細書に開
示される他の「治療薬」もしくは「ALK1アンタゴニスト」の有効量を哺乳動物に投与する
段階により、哺乳動物における血管新生を阻害する方法を提供する。これらの治療薬は、
骨および関節、ならびに腫瘍、特に骨および関節と関連した腫瘍における血管形成を阻害
するのにも有用であると予測される。
【０１６１】
　血管新生関連疾患には、例えば、固形癌、白血病などの血液由来腫瘍、および腫瘍転移
を含む血管新生依存性癌；良性腫瘍、例えば、血管腫、聴神経腫、神経線維腫、トラコー
マ、および化膿性肉芽腫；関節リウマチ；乾癬；ルベオーシス；オスラー・ウェーバー症
候群；心筋血管新生；プラーク新血管新生；毛細血管拡張症；血友病性関節（hemophilia
c joint）；ならびに血管線維腫が含まれるが、これらに限定されない。
【０１６２】
　特に、本開示のポリペプチド治療薬は、癌（腫瘍）、および特に成長を支持するために
血管新生過程に依存することが知られているような癌を治療または予防するのに有用であ
る。大部分の抗血管新生薬とは異なり、ALK1 ECDポリペプチドは、複数の因子によって促
進される血管新生に影響を及ぼす。癌が、腫瘍血管新生を支持する複数の因子を高頻度で
獲得する場合、これは癌と高度に関連性がある。したがって、本明細書に開示される治療
薬は、単一の血管新生因子を標的化する薬物（例えば、VEGFを標的化するベバシズマブ）
による治療に抵抗性である腫瘍の治療に特に効果的である。本明細書で実証されるように
、ALK1-Fc融合タンパク質は、メラノーマ、肺癌、および多発性骨髄腫の病理学的影響を
減少させるのに効果的である。多発性骨髄腫は、重要な血管新生成分を含む癌として広く
認識されている。したがって、ALK1-Fc融合タンパク質および本明細書に開示される他の
治療薬は、多発性骨髄腫および骨と関連する他の腫瘍を治療するのに有用であると予測さ
れる。本明細書で実証されるように、本明細書に開示される治療薬を用いて、多発性骨髄
腫と関連する骨損傷を改善することができ、したがってこれを用いて、乳房腫瘍または前
立腺腫瘍などの他の腫瘍の骨転移と関連する骨損傷を改善することができる。本明細書に
記載されるように、GDF5～7リガンドは骨において高度に発現され、またいかなる特定の
機構に制限されることも望まないが、これらのリガンドの干渉により、骨における腫瘍発
達に必要とされる過程が破壊され得る。
【０１６３】
　いくつかの局面において、本開示は、血管新生阻害が望ましい状態を有する哺乳動物に
おける血管新生を阻害する方法であって、(a) ALK1の細胞外ドメインのリガンド結合部分
を含むALK1ポリペプチド；(b) ヒトALK1の細胞外ドメインに結合する抗体；(c) ヒトBMP9
に結合する抗体；および(d) ヒトBMP10に結合する抗体より選択される薬剤の有効量を該
哺乳動物に投与する段階を含む方法に関する。いくつかの局面において、本方法に従って
用いられるALK1ポリペプチドは、SEQ ID NO:1のアミノ酸22～120の配列と少なくとも90%
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同一であるアミノ酸配列を有するポリペプチドを含む。さらなる局面において、ALK1ポリ
ペプチドは、免疫グロブリンの定常ドメインをさらに含む。さらなる局面において、ALK1
ポリペプチドは、免疫グロブリンのFc部分をさらに含み、付加的な局面において、Fc部分
はヒトIgG1のFc部分である。他の局面において、ALK1ポリペプチドは、SEQ ID NO:3また
はSEQ ID NO:14の配列と少なくとも90%同一であるアミノ酸配列を含む。
【０１６４】
　いくつかの態様では、哺乳動物における血管新生を阻害するために、抗体が投与される
。さらなる態様において、投与される抗体は、SEQ ID NO:1のアミノ酸22～118の配列内の
エピトープと結合し、GDF5、GDF6、GDF7、BMP9、およびBMP10より選択されるリガンドの
結合を阻害する。付加的な局面において、該抗体は、SEQ ID NO:12のアミノ酸1～111の配
列内のエピトープに結合し、受容体に対するBMP9の結合を阻害する。さらなる局面におい
て、該抗体は、SEQ ID NO:13のアミノ酸1～108の配列内のエピトープに結合し、受容体に
対するBMP10の結合を阻害する。
【０１６５】
　いくつかの局面では、哺乳動物における血管新生を阻害するために、本明細書に開示さ
れるALK-1アンタゴニストと共にRTKIが投与される。いくつかの局面において、RTKIはス
ニチニブである。他の態様において、RTKIはスニチニブではない。いくつかの局面におい
て、RTKIはソラフェニブである。付加的な局面において、RTKIはパゾパニブである。付加
的な局面において、RTKIはアキシチニブある。別の態様において、RTKIはチボザニブまた
はバンデタニブである。付加的な局面において、RTKIは、モテサニブ(AMG-706)、バタラ
ニブ(PTK787/ZK)、サマキサニブ(SU5416)、SU6668、AZD2171、XL184、XL880/GSK1363089
、PF-2351066、MGCD265、ZD6474、AEE788、AG-013736、AG-013737、GW786034、およびABT
-869より選択される薬剤である。さらなる局面において、国際特許出願公開第W097/22596
号、第WO 97/30035号、第WO 97/32856号、またはWO 98/13354号に開示されているRTKI。
【０１６６】
　いくつかの局面において、本開示は、血管新生を阻害する方法であって、(1) RTKI、(2
) ALK1-Fc融合タンパク質などのALK1 ECDポリペプチド、または開示される他のALKアンタ
ゴニスト、および(3) 哺乳類ラパマイシン標的タンパク質(mTOR)標的阻害剤の有効量を哺
乳動物に投与する段階を含む方法に関する。いくつかの局面において、本発明の方法に従
って用いられるmTOR阻害剤はエベロリムスである。他の局面において、mTOR阻害剤はテム
シロリムスである。他の局面において、mTOR阻害剤は、WYE354、YE132(Pfizer)、PP30お
よびPP242、AZD8055、OSI-027、Torin1、BEZ235、XL765、GDC-0980、PF-04691502およびP
F-05212384より選択される薬剤である。
【０１６７】
　本開示に従って、本明細書に記載される抗血管新生薬を、疾患治療のための他の組成物
および手順と併用することができる。例えば、ALK1またはALK1リガンドアンタゴニストと
組み合わせて、手術、放射線、または化学療法で従来通りに腫瘍を治療することができ、
その後、該アンタゴニストを患者に投与して、微小転移の休止状態を延長し、任意の残存
原発性腫瘍を安定化することができる。
【０１６８】
　血管新生阻害薬はまた、新たな癌または再発癌を発症するリスクが高いことがわかって
いる個体に予防的に投与することもできる。したがって、本開示の局面は、ALK1もしくは
ALK1リガンドアンタゴニストおよび／またはその誘導体、または本開示の別の血管新生阻
害薬の有効量を対象に投与する段階を含む、対象における癌を予防的に防止する方法を包
含する。
【０１６９】
　本明細書で実証されるように、ALK1-Fcは、関節リウマチのマウスモデルの表現型を弱
めるのに効果的である。したがって、本明細書に開示される治療薬を、関節リウマチおよ
び他のタイプの骨または関節炎症の治療に使用することができる。
【０１７０】
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　例えば、排卵、月経、および胎盤形成などのある正常な生理学的過程もまた、血管新生
と関連している。本開示の血管新生阻害タンパク質は、内皮細胞が過剰または異常に刺激
される疾患の治療に有用である。これらの疾患には、腸管癒着症、アテローム性動脈硬化
症、強皮症、および肥厚性瘢痕、すなわちケロイドが含まれるが、これらに限定されない
。これらは、ネコ引っ掻き病（Rochele minalia quintosa）および潰瘍（ピロリ菌(Helic
obacter pylori)）などの、病理学的結果として血管新生を有する疾患の治療にも有用で
ある。
【０１７１】
　一般的な血管新生阻害タンパク質は、胚着床に必要な子宮血管新生を減少させるかまた
は防ぐことによって、受胎調節薬として使用することができる。したがって、本開示は、
胚着床を防ぐのに十分な量の阻害タンパク質が女性に投与された場合の、効果的な受胎調
節方法を提供する。受胎調節方法の1つの局面では、胚着床を阻止するのに十分な量の阻
害タンパク質が、性交および受精が起こる前または後に投与され、そのようにして受胎調
節の効果的な方法、おそらくは「事後」方法が提供される。この記述によって拘束される
ことは望まないが、子宮内膜の血管新生の阻害は胚盤胞の着床を妨害すると考えられる。
卵管粘膜の血管新生の同様の阻害も胚盤胞の着床を妨害し、卵管妊娠の発生を妨げる。本
開示の血管新生阻害薬の投与は、胎盤の正常な血管新生の増強を妨害し、ならびにまた首
尾よく着床した胚盤胞内の血管の発達、ならびに発達中の胚および胎児を妨害することも
また考えられる。
【０１７２】
　投与方法には、丸剤、注射（静脈内、皮下、筋肉内）、座剤、膣スポンジ、膣タンポン
、および子宮内器具が含まれるが、これらに限定されない。ある態様では、1つまたは複
数の治療薬を共に（同時に）または異なる時間に（連続して）投与することができる。加
えて、治療薬は、癌を治療するためまたは血管新生を阻害するための別の種類の化合物と
共に投与することができる。ある態様において、本開示の本方法は単独で使用することが
できる。あるいは、本方法は、増殖性障害（例えば、腫瘍）の治療または予防に向けられ
た他の従来の抗癌治療アプローチと併用することもできる。例えば、このような方法は、
予防的な癌防止において、癌再発および術後転移の予防において、ならびに他の従来の癌
療法の補助剤として使用することができる。本開示は、本ポリペプチド治療薬の使用によ
って、従来の癌療法（例えば、化学療法、放射線療法、光療法、免疫療法、および手術）
の有効性を増強することができることを認識する。
【０１７３】
　広範な一連の従来の化合物は、抗新生物活性を有することが示されている。これらの化
合物は、固形腫瘍を縮小させる、転移およびさらなる成長を防ぐ、または白血病性もしく
は骨髄性の悪性腫瘍における悪性細胞の数を減少させるために、化学療法における薬学的
薬剤として使用されている。化学療法は様々なタイプの悪性腫瘍を治療するのに効果的で
あるが、多くの抗新生物化合物は望ましくない副作用を誘導する。2つまたはそれ以上の
異なる治療を組み合わせた場合、治療は相乗的に作用し得、治療の各々の投与量の減少が
可能となり、それによってより高投与量の各化合物によってもたらされる有害な副作用が
軽減されることが示されている。他の例において、治療に対して不応性である悪性腫瘍が
、2つまたはそれ以上の異なる治療の併用療法に応答する場合がある。
【０１７４】
　本明細書に開示されるポリペプチド治療薬が、別の従来の抗新生物薬と組み合わせて同
時にまたは連続して投与される場合、このような治療薬は、抗新生物薬の治療効果を増強
し得るか、またはそのような抗新生物薬に対する細胞の耐性を克服し得る。これにより抗
新生物薬の投与量の減少が可能となり、それによって望ましくない副作用が軽減されるか
、または耐性細胞における抗新生物薬の有効性が回復される。
【０１７５】
　本開示の方法はまた、眼の状態を治療するために用いられる他の医薬品との同時投与を
含む。2つ以上の薬剤または薬剤と医薬品との組み合わせを投与する場合、投与は同時に
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または時間内に連続して行うことができる。治療薬および／または医薬品は、異なる投与
経路または同じ投与経路によって投与することができる。
【０１７６】
7. 製剤および有効用量
　本明細書に記載される治療薬は、薬学的組成物に製剤化することができる。本開示に従
って使用するための薬学的組成物は、1つまたは複数の生理学的に許容される担体または
賦形剤を用いて、従来の様式で製剤化することができる。このような製剤は、一般に、大
部分の規制要件に従って実質的に発熱物質を含まない。
【０１７７】
　ある態様において、本開示の治療法は、組成物を全身投与する段階、または移植片もし
くは器具として局所投与する段階を含む。投与される場合、本開示において使用するため
の治療組成物は、発熱物質を含まない生理学的に許容される形態である。本明細書に開示
される方法において、上記組成物中に同様に任意に含まれ得る、ALK1シグナル伝達アンタ
ゴニスト以外の治療的に有用な薬剤を、本化合物（例えば、ALK1 ECDポリペプチドまたは
本明細書に開示される抗体のいずれか）と同時または連続して投与することができる。
【０１７８】
　典型的に、本明細書に開示されるタンパク質治療薬は、非経口投与、特に静脈内投与ま
たは皮下投与される。非経口投与に適した薬学的組成物は、1つまたは複数のALK1 ECDポ
リペプチドまたは他の抗体を、1つまたは複数の薬学的に許容される無菌等張水溶液もし
くは非水溶液、分散液、懸濁液、または乳濁液、あるいは使用直前に無菌注射液または分
散液に再構成され得る無菌粉末と組み合わせて含んでよく、これは抗酸化剤、緩衝剤、静
菌剤、製剤を対象となるレシピエントの血液と等張にする溶質、または懸濁剤もしくは増
粘剤を含み得る。本開示の薬学的組成物中で使用され得る適切な水性および非水性担体の
例には、水、エタノール、ポリオール（グリセロール、プロピレングリコール、ポリエチ
レングリコール等など）、およびこれらの適切な混合物、オリーブ油などの植物油、なら
びにオレイン酸エチルなどの注射可能な有機エステルが含まれる。適切な流動性は、例え
ば、レシチンなどの被覆材の使用により、分散剤の場合には必要とされる粒径の維持によ
り、および界面活性剤の使用により維持することができる。
【０１７９】
　組成物および製剤は、必要に応じて、有効成分を含む1つまたは複数の単位剤形を含み
得るパックまたはディスペンサー装置で提供することができる。パックは、例えば、ブリ
スターパックのように金属またはプラスチックホイルを含み得る。パックまたはディスペ
ンサー装置には、投与のための説明書が添付され得る。
【実施例】
【０１８０】
実施例1：ALK1-Fc融合タンパク質の発現
　本出願者らは、その間に最小リンカーを有してヒトFcに融合されたヒトALK1の細胞外ド
メインを有するか、またはマウスFcドメインに融合されたマウスALK1の細胞外ドメインを
有する可溶性ALK1融合タンパク質を構築した。これらの構築物は、それぞれhALK1-Fcおよ
びmALK1-Fcと称される。
【０１８１】
　hALK1-Fcを、CHO細胞株から精製されたものとして図3Bに示す(SEQ ID NO:14)。注目す
べきは、ヒトALK1タンパク質の細胞外ドメインの従来のC末端はSEQ ID NO:1のアミノ酸11
8であるが、本発明者らは、グルタミン残基で終結するドメインを有するのを回避するこ
とが望ましいと判断した。したがって、ヒトALK1に由来するSEQ ID NO:14の部分は、Q118
のC末端側に2つの残基、ロイシンおよびアラニンを取り込んでいる。したがって本開示は
、Q118の上流側の1～5アミノ酸（SEQ ID NO:1に対して113～117）または下流側の1～5ア
ミノ酸（119～123）のどこかであるALK1由来配列のc末端を有するALK1 ECDポリペプチド
（Fc融合タンパク質を含む）を提供する。
【０１８２】
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　hALK1-Fcタンパク質およびmALK1-Fcタンパク質をCHO細胞株において発現させた。3つの
異なるリーダー配列を検討した。
(i) ミツバチメリチン(HBML)：

(ii) 組織プラスミノーゲンアクチベーター(TPA)：

(iii) 天然：

【０１８３】
　選択された形態はTPAリーダーを使用し、図4に示されるプロセシングされていないアミ
ノ酸配列(SEQ ID NO:5)を有する。
【０１８４】
　このポリペプチドは、図4に示される核酸配列(SEQ ID NO:4)によってコードされる。
【０１８５】
　精製は、例えば以下のうちの3つまたはそれ以上を任意の順番で含む一連のカラムクロ
マトグラフィー段階によって達成することができる：プロテインAクロマトグラフィー、Q
セファロースクロマトグラフィー、フェニルセファロースクロマトグラフィー、サイズ排
除クロマトグラフィー、および陽イオン交換クロマトグラフィー。ウイルス濾過および緩
衝液交換により、精製を完了することができる。hALK1-Fcタンパク質は、サイズ排除クロ
マトグラフィーにより判定して>98%の純度、およびSDS PAGEにより判定して>95%の純度に
精製された。
【０１８６】
　タンパク質の産生および精製の過程において、本発明者らは、hALK1-Fcが、二量体と、
変性還元条件（例えば、還元SDS-PAGE）下では純粋であるようであるが、患者に投与する
には問題のあるより高次の凝集物との混合物として発現される傾向があることを認めた。
凝集物は免疫原性があるかまたは生物学的利用能が不十分である可能性があり、またそれ
らの不均一性のために、これらの凝集物によって、薬学的調製物を薬物開発に望ましいレ
ベルで特徴づけることが難しくなる。したがって、最終調製物中の凝集物の量を減らすた
めに、様々なアプローチを試験した。
【０１８７】
　1つのアプローチにおいて、いくつかの異なる細胞培養培地を試験した。IS CHO-CD（Ca
t. No. 91119、Irvine Scientific、Santa Ana, CA）は、hALK1-Fcの高レベルの産生を維
持しつつ、凝集生成物の産生の顕著な減少を示した。加えて、pH 8.0での疎水性相互作用
カラム（例えば、フェニルセファロース）からの物質の溶出により、凝集生成物のさらな
る分離が起こった。得られた物質は、99%を超える二量体からなる。R&D Systemsによって
販売されているALK1-Fc融合タンパク質（cat. No. 370-AL、Minneapolis, MN）との比較
から、NSO細胞において産生されたこのタンパク質は84%が二量体であり、残りのタンパク
質はサイズ排除クロマトグラフィーによって高分子量種として現れることが示される。調
製物についてのサイズ分離カラムプロファイルの比較を図11に示す。凝集物形成がALK1-F
c生成における重大な問題として特定されたことにより、付加的な精製段階を伴うアプロ
ーチ（しかし、そのようなアプローチは精製タンパク質のより低い収率をもたらし得る）
を含めた、他のアプローチが開発され得ることが予測される。
【０１８８】
実施例2：ALK1-Fcリガンドの同定
　ALK1はTGFβファミリーのリガンドの1型受容体である。Biacore（商標）システムを用
いて、TGFβファミリーの複数のメンバーをヒトALK1-Fc融合タンパク質に対する結合につ
いて試験した。TGFβ自体、GDF8、GDF11、BMP2、およびBMP4はすべて、hALK1-Fc融合タン
パク質に対する実質的な結合を示すことができなかったが、BMP2およびBMP4は限定された
結合を示した。対照的に、GDF5およびGDF7は、いずれの場合にもおよそ5×10-8 MのKD値
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を有して、有意な結合を示した。GDF5およびGDF7のGDF6との構造類似性に基づいて、GDF6
が類似の親和性で融合タンパク質と結合することが予測される。hALK1-Fcに対する最も高
い親和性は、1×10-10～2×10-9のKD値でBMP9について、およびおよそ3×10-9のKD値でBM
P10について観察された。
【０１８９】
実施例3：内皮細胞に及ぼすALK1-Fcおよび抗ALK1抗体の効果の特徴づけ
　Smad1/5/8媒介性シグナル伝達に応答する4つの連続するコンセンサスSBE部位の制御下
にあるルシフェラーゼレポーター構築物（SBE4-luc）を用いて、本発明者らは、HMVEC細
胞においてhALK1-Fc薬物または中和ALK1特異的モノクローナル抗体の存在下および非存在
下で、BMP-9媒介性活性を測定した。HMVEC細胞をrhBMP-9(50 ng/ml)で刺激し、これによ
り、この場合にはSBE4-luc調節の転写上方制御の増加によって証明されるSmad1/5/8媒介
性の転写活性化を誘導した。添加した場合に、hALK1-Fc化合物(10μg/ml)または抗体(10
μg/ml)は、この転写応答をそれぞれほぼ60%減少させ、このことから、ALK1-Fcの存在がB
MP9シグナル伝達を有意に減少させること、およびその上、BMP9シグナル伝達がALK1活性
に関連することが示される。
【０１９０】
　上流アクチビン受容体の活性化をアッセイするために、SMADリン酸化の活性化が一般的
に用いられる。ALK1は、そのリガンドによる活性化に際して、SMADタンパク質1、5、およ
び8のリン酸化を調節することが知られている。ここで、本発明者らは、30分の時間経過
にわたってrhBMP-9(50 ng/ml)を添加して、ALK1受容体を生来的に発現するヒト内皮細胞
株であるHUVEC細胞においてSMADリン酸化を開始させた。リガンドで細胞を処理してから5
分後に、SMAD1/5/8のリン酸化が認められ、リン酸化は全30分間にわたって維持された。
比較的低濃度のhALK1-Fc(250 ng/ml)の存在下で、SMAD1/5/8のリン酸化が減少し、このこ
とから、この薬剤が内皮細胞におけるSmad1/5/8活性化を阻害することが確認された。
【０１９１】
　インビトロ系におけるALK1-Fcの血管新生効果を評価するために、本発明者らは、マト
リゲル基材上での内皮細胞の管形成を減少させる際の該化合物の有効性をアッセイした。
この技法は、新血管新生を評価するために一般的に使用されており、迅速かつ再現性の高
い結果をもたらす。内皮細胞成長補充物(ECGS)を用いて、マトリゲル上の内皮細胞から微
小血管の形成を誘導し、次いで、18時間の時間経過にわたって、薬物およびECGSの両方の
存在下において、抗血管新生化合物の有効性を索形成の減少として計測する。予測通り、
ECGS(200 ng/ml)の添加は、マトリゲル基材上で生じる内皮細胞索形成の基礎レベルを示
す陰性対照（処理が加えられない）と比較して、有意な索形成を誘導した（図5）。hALK1
-Fc(100 ng/ml)またはmALK1-Fc(100 ng/ml)のいずれかを添加すると、索形成は明白に減
少した。全試料における血管長の最終的な定量により、あらゆる濃度のhALK1-fcまたはmA
LK1-Fcが、新血管新生を基礎レベルにまで低下させることが明らかとなった。加えて、強
い血管新生促進因子ECGSの存在下におけるhALK1-FcおよびmALK1-Fcは、新血管新生の強力
な阻害を維持し、このことから、陰性対照エンドスタチン(100 ng/ml)よりもさらにより
強力な抗血管新生活性が実証された。
【０１９２】
実施例4：CAMアッセイ
　VEGFおよびFGFは、血管新生を促進することが周知である。CAM（ニワトリ絨毛尿膜）ア
ッセイ系を用いて、GDF7の血管新生効果を評価した。図6に示されるように、GDF7は、VEG
Fの効力と同様の効力で血管新生を促進する。GDF5およびGDF6でも同様の結果が認められ
た。
【０１９３】
　ALK1-Fc融合物をCAMアッセイにおいて抗血管新生活性について試験した。これらの融合
タンパク質は、VEGF、FGF、およびGDF7によって促進される血管新生に対して強力な抗血
管新生効果を示した。図7を参照されたい。BMP9およびPDGFは、このアッセイにおいて血
管新生を誘導する比較的不十分な能力を示したが、これらの因子のそのような血管新生効
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果は、それでもなおALK1によって阻害された。
【０１９４】
　ALK1-Fcタンパク質および市販の抗血管新生抗VEGFモノクローナル抗体を、CAMアッセイ
で比較した。ALK1-Fcタンパク質は、抗VEGFと比較して同様の効力を有した。抗VEGF抗体
ベバシズマブは、現在、ヒトにおける癌および黄斑変性症の治療に用いられている。図8
を参照されたい。
【０１９５】
　興味深いことに、抗ALK1抗体(R&D Systems)は、このアッセイ系で血管新生を有意に阻
害することができなかった。本発明者らは、これは異なる種におけるALK1配列の相違を反
映し得ると予測する。
【０１９６】
実施例5：マウス角膜マイクロポケットアッセイ
　マウス角膜マイクロポケットアッセイを用いて、ALK1-Fcがマウス眼における血管新生
に及ぼす効果を評価した。腹腔内投与したhALK1-Fcは、眼の血管新生を有意に阻害した。
図9に示されるように、hALK1-Fcは、眼の血管新生を抗VEGFと同程度にまで阻害した。hAL
K1-Fcおよび抗VEGFは、同一の重量／重量投与量で使用した。VEGFを含浸させたマトリゲ
ルプラグが眼以外の位置に移植された場合にも、同様のデータが得られた。
【０１９７】
　これらのデータは、ALK1に対する高親和性リガンドが血管新生を促進すること、および
ALK1-Fc融合タンパク質が強力な抗血管新生活性を有することを実証する。ALK1に対する
リガンドは、ALK1に対して中程度の親和性を有するGDF5、6、7群と、ALK1に対して高親和
性を有するBMP9、BMP10群との2つのカテゴリーに分類される。
【０１９８】
　GDF5、6、および7は主に骨および関節に局在化し、BMP9は血液中を循環する。したがっ
て、ALK1、GDF5、6、および7を含む骨および関節の血管新生促進系、ならびにALK1および
BMP9（およびおそらくはBMP10）を含む全身性の血管新生系が存在するようである。
【０１９９】
実施例6：関節リウマチのマウスモデル
　マウスコラーゲン誘導性関節炎モデルは、関節リウマチの広く受け入れられているモデ
ルである。本研究では、マウス10匹の群を、媒体、抗VEGF（ベバシズマブ‐陰性対照とし
て、これはベバシズマブがマウスVEGFを阻害しないためである）、または1 mg/kg、10 mg
/kg、もしくは25 mg/kgの用量のmALK1-Fc（「RAP-041」）で処置した。21日目のコラーゲ
ン追加免疫後、関節炎スコア（図10を参照されたい）および足の腫脹は全群で着実に増加
し、およそ38日目にピークに達した。mALK1-Fc（「RAP-041」）で処置したマウスは、特
に最も高い用量(25 mg/kg)において両方の特徴についてスコアの低下を示したが、低下は
統計学的有意性を達成しなかった。それにもかかわらず、用量に関連した傾向は明らかで
ある。
【０２００】
　42日目の研究終了時までに、関節炎の発生率は、媒体対照処置マウスでは10/10に、ベ
バシズマブ処置マウスでは9/10に、1 mg/kgのmALK1-Fcで処置した群では8/10に、および1
0 mg/kgのmALK1-Fcで処置した群では9/10に達していた。25 mg/kgのmALK1-Fcで処置した
群では、疾患発生率はより低く、6/10であった。
【０２０１】
実施例7：CAMアッセイにおいて腫瘍血管新生を減少させるALK1-Fc
　腫瘍は、いずれの組織とも同様に、基本的な栄養および酸素所要量を有する。小さい腫
瘍は、隣接する血管から拡散によって十分な量を獲得することができるが、腫瘍のサイズ
が増加するにつれて、腫瘍は、既存の毛細血管を補充し維持することによって栄養分を確
保しなければならない。ALK1-Fcタンパク質が血管阻害により腫瘍成長を制限する能力を
試験するために、本発明者らは、メラノーマ外植片CAMアッセイにおいて様々な濃度のmAL
K1-Fcを試験した。上記のCAMアッセイと同様に、各卵の表面に小さい窓を作製し、そこを
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介して5×105個のB16メラノーマ細胞を移植した。その後、卵を、1週間の期間にわたって
0.02 mg/ml mALK1-Fc、0.2 mg/ml mALK1-Fcで毎日処理するか、または未処理のままにし
た。実験の終了時に、腫瘍を注意深く取り出し、重量測定し、デジタル画像を撮影した。
mALK1-Fcで処理したCAMに由来する腫瘍は、未処理のCAM腫瘍と比較してサイズの有意な減
少を示した。腫瘍重量の定量により、0.02 mg/mlまたは0.2 mg/ml mALK1-Fcのいずれかで
毎日処理した腫瘍の重量が、未処理のCAMと比較して65%および85%の減少を示したことが
実証された（図6E）。結論として、新血管新生および腫瘍成長は、ALK1-Fcの添加により
用量反応的な様式で有意に抑制され、このことから、ALK1-Fcが強力な抗血管新生薬であ
ることが示される。
【０２０２】
実施例8：肺癌の実験モデル
　腫瘍進行に及ぼすALK1-Fcの効果をさらに確認するために、肺癌のマウスモデルを試験
した。蛍光標識されたマウスルイス肺癌細胞(LL/2-luc)を、尾静脈からアルビノBlack 6
マウスに投与した。同じ日に、そのマウスにおいて、腹腔内投与したPBS対照(n=7)または
10 mg/kg mALK1-Fc (n=7)のいずれかによる処置を開始した。生存中の蛍光画像法により
、対照マウスにおいて肺に局在化する腫瘍の実質的な発達が示され、マウスが移植後22日
目までに瀕死になり、屠殺されなければならないほどであった。それに反して、ALK1-Fc
処置マウスは肺腫瘍の成長の実質的遅延を示し、22日目現在で100%の生存を示した。図12
を参照されたい。
【０２０３】
　これらのデータは、ALK1-Fcが肺癌のマウスモデルにおいて腫瘍成長に実質的な効果を
及ぼし、延命効果をもたらすことを実証する。
【０２０４】
実施例9. 血管新生に及ぼすBMP9および抗BMP9の効果
　CAM（ニワトリ絨毛尿膜）アッセイ系を用いて、組換えヒトBMP9(rhB9)および抗BMP9モ
ノクローナル抗体(mabB9)（R&D Systems、Minneapolis, MN、Cat. No. MAB3209）の血管
新生効果を評価した。この抗体は、BMP9/ALK1シグナル伝達を中和することが知られてい
る。例えば、Scharpfenecker et al., J Cell Sci. 2007 Mar 15;120(Pt 6):964-72；Dav
id et al., (2007); Blood Mar 1;109(5):1953-61；David et al., Circ. Res. 2008 Apr
 25;102(8);914-22を参照されたい。
【０２０５】
　おそらくは、外因性VEGFの非存在下における血管新生の欠如によって、このアッセイの
感度が低下するために、BMP9も抗BMP9も外因性VEGFの非存在下では血管新生に実質的な効
果を及ぼさなかった。図13の右側の棒グラフを参照されたい。VEGFの非存在下において、
両タンパク質は、5日サイクルの1日目および3日目に、1日に50 ngを1回投与して使用した
。しかしながら、VEGFの存在下では、BMP9およびその抗体はいずれも、実質的な抗血管新
生効果を及ぼした。図13を参照されたい。これらのデータは、BMP9とVEGFの組み合わせに
関して、Scharpfenecker et al.のデータと一致し、またBMP9自体の抗血管新生効果に関
して、Scharpfenecker et al.およびDavid et al.の結論と一致する。しかしながら、抗B
MP9抗体の効果は、発表された文献とは顕著に対照的である。これらのデータに基づいて
、本発明者らは、適切な血管新生には最適なレベルまたは生理学的レベルのBMP9が必要で
あり得る、およびBMP9の過剰または欠乏が血管新生を阻害すると仮定する。
【０２０６】
　興味深いことに、抗BMP9抗体の効果は、ALK1-Fc（別のBMP9アンタゴニストである）も
また血管新生を阻害することを示す、本明細書に示されるデータと一致する。したがって
、これらのデータは、ALK1-Fcおよび抗BMP9がそれぞれ抗血管新生効果を有すること、お
よび抗BMP9抗体が、ALK1-Fcが示されるのとほぼ同じように、腫瘍、関節リウマチ、およ
び眼障害などの血管新生障害の治療において有用である可能性が高いことを実証する。
【０２０７】
　MAB3209の抗血管新生活性を前提として、本発明者らは、このマウスモノクローナル抗
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体をヒト化して、ヒトで使用するための治療薬を提供することができることを提唱する。
抗体は、キメラ化、CDR移植、表面再処理(resurfacing)、復帰突然変異、超ヒト化(super
humanization)、ヒトストリング含有量最適化(human string content optimization)、な
らびに経験的方法、例えば、FRライブラリーの作製および選択、FRシャッフリング、およ
びヒューマニア化(humaneering)などを含む、当技術分野で認識されている種々の技法に
よりヒト化することができる。例えば、Almagro and Fransson, Frontiers in Bioscienc
es, 13: 1619-1633, 2008を参照されたい。
【０２０８】
実施例10. 乳癌腫瘍モデルに及ぼすALK1-Fc融合タンパク質の効果
　mALK1-Fcは、エストロゲン受容体陽性腫瘍細胞(ER+)およびエストロゲン受容体陰性腫
瘍細胞(ER-)の両方に由来する乳癌腫瘍細胞株の成長を遅らせるのに効果的であった。
【０２０９】
　腫瘍成長および潜在的転移のインビボ検出を可能にするために、MDA-MB-231乳癌細胞株
（ER-細胞に由来）にルシフェラーゼ遺伝子を安定にトランスフェクトした。本研究では
、1×106個のMDA-MB-231-Luc細胞を、胸腺欠損ヌードマウス(Harlan)の乳房脂肪パッドに
同所的に移植した。腫瘍進行を、IVIS Spectrum画像化システム(Caliper Life Sciences)
を使用して生物発光検出により追跡した。発光（検出された光子の数）の増加は、腫瘍量
の増加に対応する。
【０２１０】
　雌のヌードマウス30匹の乳房脂肪パッドに、1×106個の腫瘍細胞を注射した。腫瘍移植
の3日後に、マウスを、皮下(SC)注射によって週に2回、媒体対照またはmALK1-Fc(30 mg/k
g)のいずれかで処置した。処置を継続し、腫瘍進行を10週間にわたって生物発光画像法に
よりモニターした。30 mg/kgでのmALK1-Fc処置により、生物発光検出により判断して、媒
体処置対照と比較して腫瘍進行が遅くなった（図14）。mALK1-Fcによる処置は、このモデ
ルにおいて腫瘍成長を遅らせたが、これを回復させなかった。腫瘍は、継続した成長を支
持するための新たな血管形成を必要とするまでは特定のサイズにまで生存可能であり得る
という点で、このことは抗血管新生化合物に予測され得る。同様の実験において、hALK1-
Fcは、3 mg/kgもの低い用量レベルで、たとえわずかにより少ないとしても、同様の効果
をもたらした。
【０２１１】
　エストロゲン受容体陽性(ER+)のルシフェラーゼ発現細胞株であるMCF-7もまた、同所移
植モデルにおいて試験した。このモデルでは、雌のヌードマウスの皮下に、17β-エスト
ラジオールの60日間徐放性ペレットを移植する。ペレット移植の2日後に、5×106個のMCF
-7腫瘍細胞を乳房脂肪パッドに移植した。マウスを、IP経路により、3、10、および30 mg
/kgのhALK1-Fcまたは媒体対照で週に2回処置した。腫瘍進行を、IVIS-Spectrum撮像装置(
Caliper Life Sciences)を用いて、生物発光画像法により週ベースで追跡した。媒体処置
マウスでは、腫瘍は研究26日目まで急速に進行した（図15）。26日目以降は、60日目の研
究の終了時（エストラジオールペレットが枯渇した時点）まで、腫瘍生物発光の変動が認
められた。これらの変動は、急速な腫瘍成長が宿主動物の血管新生応答を超えて、腫瘍壊
死およびそれに伴う発光シグナルの減少を引き起こし得るという、このモデルの共通の特
徴のためである。残りの細胞は成長し続け、シグナルの増加をもたらす。10または30 mg/
kgのhALK1-Fcで処置したマウスは、媒体処置対照と比較して、腫瘍サイズを研究期間中に
一定レベルで維持することができ、このことから、腫瘍成長に及ぼすこの分子の強力な効
果が示される。
【０２１２】
実施例11. 細胞ベースのアッセイにおけるhALK1-FcによるBMP10シグナル伝達の阻害
　ヒト神経膠芽腫T98G細胞に3つのプラスミド：1) 全長ALK1をコードする発現構築物；2)
 Smad1/5/8媒介性シグナル伝達に応答するホタル‐ルシフェラーゼレポーター構築物（実
施例3参照）、および3) ウミシイタケ‐ルシフェラーゼ対照構築物をトランスフェクトし
た細胞ベースのアッセイにおいて、BMP10シグナル伝達に及ぼすhALK1-Fcの効果を決定し
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た。トランスフェクト細胞を組換えヒトBMP10(1 ng/ml)で処理すると、ウミシイタケルシ
フェラーゼ活性に対して、ホタルルシフェラーゼ活性が強く促進された（図16）。ALK1発
現構築物を省略すると、BMP10促進性の活性はおよそ2/3減少し（データは示さず）、した
がってこのことから、ALK1がBMP10シグナル伝達の主要なメディエーターであることが示
唆される。完全トランスフェクト細胞をhALK1-Fc(65 ng/ml)およびBMP10(1 ng/ml)で処理
すると、単独のBMP10と比較して転写応答が80%を超えて減少した（図16）。まとめると、
これらの結果から、ALK1がBMP10シグナル伝達の主要なメディエーターであること、およ
びALK1-Fcがそのようなシグナル伝達を顕著に阻害し得ることが示される。
【０２１３】
実施例13. 786-O腫瘍異種移植モデルにおいてスニチニブの活性を増強するALK-Fc
　フォンヒッペル・リンダウ(VHL)欠損ヒト腎細胞癌(RCC)細胞株である786-O細胞（Iliop
oulos et al., Nature Medicine 1995; 1 :822-6を参照されたい）をアメリカン・タイプ
・カルチャー・コレクション(American Type Culture Collection)より入手し、RPMI 164
0培地(Cellgro)で培養した。培地には2 mmol/L L-グルタミン、10% FCS、および1%ストレ
プトマイシン(50μg/mL)を補充し、細胞は5% CO2と共に37℃で培養した。0.25%トリプシ
ンおよび0.02% EDTAに短時間曝露することにより、786-O細胞をサブコンフルエントな培
養物から回収した。10%ウシ胎仔血清を含む培地でトリプシン処理を停止し、細胞を無血
清培地で1度洗浄し、PBS中に再懸濁した。>90%の生存度を有する単一細胞からなる懸濁液
のみを、注射に使用した。
【０２１４】
　ヒトRCC異種移植片を確立するために、786-O腫瘍細胞を、平均体重20 gである6～8週齢
の雌の胸腺欠損ヌード／ベージュマウス(Charles River Laboratories)の側腹部に皮下注
射した（1×107個細胞）。マウスの>80%において腫瘍が生じ、腫瘍は通常、移植の数日以
内に目で見て明らかとなった。腫瘍が直径12 mmまで成長した時点で、マウスを媒体＋Fc
、スニチニブ＋Fc、媒体＋ALK-Fc、またはスニチニブ＋ALK-Fcで処置した。スニチニブ（
53.6 mg/kg；Pfizer）は、経管栄養の開始により、週7日のうち6日投与した。ALK1-Fc(10
 mg/kg)は、腹腔内に週に3回投与した。マウスを処置している間、2日ごとに腫瘍を測定
した。
【０２１５】
　図18に示されるように、スニチニブ＋Fcによる処置により、786-Oマウスヒト腫瘍異種
移植モデルにおいて腫瘍成長が遅くなった。この効果は、腫瘍をスニチニブ＋ALK-Fcで処
置した場合にさらに増強され、このことから、腎明細胞癌のモデルにおいて、ALK-FCがス
ニチニブの腫瘍成長阻害活性を増強することが示される。
【０２１６】
実施例14. A498腫瘍異種移植モデルにおいて単剤活性を有するALK-Fc
　VHL欠損ヒトRCC細胞株であるA498細胞（Iliopoulos et al., Nature Medicine 1995; 1
 :822-6を参照されたい）をアメリカン・タイプ・カルチャー・コレクションより入手し
、イーグル最小必須培地で培養した。培地には2 mmol/L L-グルタミン、10% FCS、および
1%ストレプトマイシン(50μg/mL)を補充し、細胞は5% CO2と共に37℃で培養した。0.25%
トリプシンおよび0.02% EDTAに短時間曝露することにより、786-O細胞をサブコンフルエ
ントな培養物から回収した。10%ウシ胎仔血清を含む培地でトリプシン処理を停止し、細
胞を無血清培地で1度洗浄し、PBS中に再懸濁した。>90%の生存度を有する単一細胞からな
る懸濁液のみを、注射に使用した。
【０２１７】
　ヒトRCC異種移植片を確立するために、A498腫瘍細胞を、平均体重20 gである6～8週齢
の雌の胸腺欠損ヌード／ベージュマウス(Charles River Laboratories)の側腹部に皮下注
射した（1×107個細胞）。マウスの>80%において腫瘍が生じ、腫瘍は通常、移植の数日以
内に目で見て明らかとなった。腫瘍が直径12 mmまで成長した時点で、マウスをFcまたはA
LK-Fcで処置した。ALK-Fc(10 mg/kg)は、腹腔内に週に3回投与した。マウスを処置してい
る間、毎日、腫瘍を測定した。
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【０２１８】
　図19に示されるように、単独のALK-Fcによる処置により、A498マウスヒト腫瘍異種移植
モデルにおいて腫瘍成長が劇的に遅くなったことから、ALK-FCは単剤活性を有する。
【０２１９】
実施例15. A498腫瘍異種移植モデルにおいても同様にスニチニブの活性を増強するALK-Fc
　A498の細胞培養および異種移植片の確立は、実施例14に記載されている通りに実施した
。腫瘍が直径12 mmまで成長した時点で、マウスを媒体＋Fc、スニチニブ＋Fc、媒体＋ALK
-Fc、またはスニチニブ＋ALK-Fcで処置した。スニチニブ（53.6 mg/kg；Pfizer）は、経
管栄養の開始により、週7日のうち6日投与した。ALK1-Fc(10 mg/kg)は、腹腔内に週に3回
投与した。マウスを処置している間、毎日、腫瘍を測定した。
【０２２０】
　図20に示されるように、スニチニブ＋Fcまたは媒体＋ALK-Fcによる処置により、A498腫
瘍異種移植モデルにおいて腫瘍成長が遅くなった。しかしながら、組み合わせて投与した
場合、ALK-FCは、A498腫瘍成長に対するスニチニブの腫瘍成長阻害活性を実質的に増加さ
せた。
【０２２１】
参照による組込み
　本明細書で言及された出版物および特許はすべて、個々の出版物または特許がそれぞれ
詳細にかつ個別に参照により組み入れられることが示されるがごとく、全体として参照に
より本明細書に組み入れられる。矛盾する場合には、本明細書におけるいかなる定義も含
め、本出願が優先する。
【０２２２】
均等物
　本発明の特定の態様を本明細書において明確に開示するが、上記の明細書は例示的なも
のであって、限定的なものではない。本明細書および添付の特許請求の範囲を再検討すれ
ば、本発明の多くの変化形が当業者に明らかとなるであろう。本発明の全範囲は、特許請
求の範囲をそれらの均等物の全範囲と共に、および本明細書をそのような変化形と共に参
照して決定されるべきである。
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【配列表】
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【手続補正書】
【提出日】平成27年1月14日(2015.1.14)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　受容体チロシンキナーゼ阻害剤(RTKI)、ならびに
(a) ALK1の細胞外ドメインのリガンド結合部分を含むALK1ポリペプチドであって、任意で
、SEQ ID NO:1のアミノ酸22～120の配列、SEQ ID NO:3の配列またはSEQ ID NO:14の配列
と少なくとも90%同一であるアミノ酸配列を有するポリペプチドを含み、かつ任意で、GDF
5、GDF6、GDF7、BMP9、およびBMP10より選択されるALK1リガンドに結合する、ALK1ポリペ
プチド；
(b) ヒトALK1の細胞外ドメインに結合する抗体であって、任意で、SEQ ID NO:1のアミノ
酸22～118の配列内のエピトープに結合し、かつGDF5、GDF6、GDF7、BMP9、およびBMP10よ
り選択されるリガンドの結合を阻害する、抗体；
(c) ヒトBMP9に結合する抗体であって、任意で、SEQ ID NO:12のアミノ酸1～111の配列内
のエピトープに結合し、かつ受容体に対するBMP9の結合を阻害する、抗体；および
(d) ヒトBMP10に結合する抗体であって、任意で、SEQ ID NO:13のアミノ酸1～108の配列
内のエピトープに結合し、かつ受容体に対するBMP10の結合を阻害する、抗体
より選択される薬剤の組み合わせを含み、哺乳動物が任意で以前に腎細胞癌(RCC)治療薬
を受けている、腎細胞癌を有する哺乳動物における腎細胞癌治療剤。
【請求項２】
　RTKIがスニチニブ、ソラフェニブ、パゾパニブ、アキシチニブ、チボザニブまたはバン
デタニブである、請求項1に記載の腎細胞癌治療剤。
【請求項３】
　哺乳類ラパマイシン標的タンパク質(mTOR)標的阻害剤をさらに含み、mTOR標的阻害剤が
、任意でエベロリムスまたはテムシロリムスである、請求項1に記載の腎細胞癌治療剤。
【請求項４】
　腎細胞癌が腎明細胞癌である、請求項1に記載の腎細胞癌治療剤。
【請求項５】
　腎細胞癌が腎洞に浸潤している、腎細胞癌が転移性腎細胞癌である、または腎細胞癌が
肺、腹腔内リンパ節、骨、脳、または肝臓に転移している、請求項1に記載の腎細胞癌治
療剤。
【請求項６】
　哺乳動物が以前にRCC治療薬を受けており、該RCC治療薬がRTKIであり、かつ以前に受け
た該RTKIが、任意でスニチニブ、ソラフェニブ、パゾパニブ、アキシチニブ、チボザニブ
、およびバンデタニブより選択される、請求項1に記載の腎細胞癌治療剤。
【請求項７】
　哺乳動物が以前にRCC治療薬を受けており、該RCC治療薬が哺乳類ラパマイシン標的タン
パク質(mTOR)標的阻害剤であり、かつ以前に受けたmTOR標的阻害剤が、任意でエベロリム
スおよびテムシロリムスより選択される、請求項1に記載の腎細胞癌治療剤。
【請求項８】
　哺乳動物が以前にRCC治療薬を受けており、以前に受けた該RCC治療薬がインターフェロ
ンα(IFN-α)またはインターロイキン-2(IL-2)である、請求項1に記載の腎細胞癌治療剤
。
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【請求項９】
　ALK1ポリペプチドが免疫グロブリンの定常ドメインまたはFc部分をさらに含み、該Fc部
分が任意でヒトIgG1のFc部分である、請求項1に記載の腎細胞癌治療剤。
【請求項１０】
　RTKIをさらに含み、かつ、該RTKIが任意で、スニチニブ、ソラフェニブ、パゾパニブ、
アキシチニブ、チボザニブ、およびバンデタニブより選択される薬剤である、請求項1～9
のいずれか一項に記載の腎細胞癌治療剤。
【請求項１１】
　mTOR標的阻害剤をさらに含み、かつ、該mTOR標的阻害剤が任意で、エベロリムスおよび
テムシロリムスより選択される薬剤である、請求項1～9のいずれか一項に記載の腎細胞癌
治療剤。
【手続補正２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００４４
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００４４】
　いくつかの態様において本発明は、ALK1シグナル伝達系の阻害剤（例えば、ALK1-Fc）
の有効量をそれを必要とする哺乳動物に投与する段階を含む、哺乳動物における血管新生
を阻害する方法を提供する。腫瘍の血管新生を阻害することが望ましい場合には、該薬剤
は任意に、化学療法剤または生物学的抗癌剤などの、抗癌効果を有する第2の薬剤と共に
投与される。さらなる局面において、該薬剤はMTOR（哺乳類ラパマイシン標的タンパク質
）阻害剤と共に投与される。いくつかの態様において、本発明の方法は、腫瘍、抗VEGF療
法に抵抗性である腫瘍、多発性骨髄腫腫瘍、および肺、腹腔内リンパ節、骨、脳、または
肝臓に転移した腫瘍からなる群より選択される血管新生関連疾患を治療するために用いら
れる。
[本発明1001]
　腎細胞癌(RCC)を有する哺乳動物に、受容体チロシンキナーゼ阻害剤(RTKI)、ならびに
(a) ALK1の細胞外ドメインのリガンド結合部分を含むALK1ポリペプチド；
(b) ヒトALK1の細胞外ドメインに結合する抗体；
(c) ヒトBMP9に結合する抗体；および
(d) ヒトBMP10に結合する抗体
より選択される薬剤の有効量を投与する段階を含む、哺乳動物におけるRCCを治療する方
法。
[本発明1002]
　ALK1ポリペプチドが、SEQ ID NO:1のアミノ酸22～118の配列と少なくとも90%同一であ
るアミノ酸配列を有するポリペプチドを含み、かつALK1ポリペプチドが、GDF5、GDF6、GD
F7、BMP9、およびBMP10より選択されるALK1リガンドに結合する、本発明1001の方法。
[本発明1003]
　ALK1ポリペプチドが、SEQ ID NO:1のアミノ酸22～120の配列と少なくとも90%同一であ
るアミノ酸配列を有するポリペプチドを含む、本発明1002の方法。
[本発明1004]
　ALK1ポリペプチドが免疫グロブリンの定常ドメインをさらに含む、本発明1002または10
03の方法。
[本発明1005]
　ALK1ポリペプチドが免疫グロブリンのFc部分をさらに含む、本発明1002または1003の方
法。
[本発明1006]
　Fc部分がヒトIgG1のFc部分である、本発明1005の方法。
[本発明1007]
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　ALK1ポリペプチドが、SEQ ID NO:3またはSEQ ID NO:14の配列と少なくとも90%同一であ
るアミノ酸配列を含む、本発明1001の方法。
[本発明1008]
　(b)の抗体が、SEQ ID NO:1のアミノ酸22～118の配列内のエピトープに結合し、GDF5、G
DF6、GDF7、BMP9、およびBMP10より選択されるリガンドの結合を阻害する、本発明1001の
方法。
[本発明1009]
　(c)の抗体が、SEQ ID NO:12のアミノ酸1～111の配列内のエピトープに結合し、受容体
に対するBMP9の結合を阻害する、本発明1001の方法。
[本発明1010]
　(d)の抗体が、SEQ ID NO:13のアミノ酸1～108の配列内のエピトープに結合し、受容体
に対するBMP10の結合を阻害する、本発明1001の方法。
[本発明1011]
　RTKIがスニチニブである、本発明1001の方法。
[本発明1012]
　RTKIがソラフェニブである、本発明1001の方法。
[本発明1013]
　RTKIがパゾパニブである、本発明1001の方法。
[本発明1014]
　RTKIがアキシチニブである、本発明1001の方法。
[本発明1015]
　RTKIがチボザニブまたはバンデタニブである、本発明1001の方法。
[本発明1016]
　哺乳類ラパマイシン標的タンパク質(mTOR)標的阻害剤を投与する段階をさらに含む、本
発明1001の方法。
[本発明1017]
　mTOR標的阻害剤がエベロリムスである、本発明1016の方法。
[本発明1018]
　mTOR標的阻害剤がテムシロリムスである、本発明1016の方法。
[本発明1019]
　RCCが腎明細胞癌である、本発明1001～1018のいずれかの方法。
[本発明1020]
　RCCが腎洞に浸潤している、本発明1001～1019のいずれかの方法。
[本発明1021]
　RCCが転移性RCCである、本発明1001～1020のいずれかの方法。
[本発明1022]
　RCCが肺、腹腔内リンパ節、骨、脳、または肝臓に転移している、本発明1001～1021の
いずれかの方法。
[本発明1023]
　以前にRCC治療薬を受けた哺乳動物における腎細胞癌を治療する方法であって、
(a) ALK1の細胞外ドメインのリガンド結合部分を含むALK1ポリペプチド；
(b) ヒトALK1の細胞外ドメインに結合する抗体；
(c) ヒトBMP9に結合する抗体；および
(d) ヒトBMP10に結合する抗体
より選択される薬剤の有効量を該哺乳動物に投与する段階を含む、方法。
[本発明1024]
　ALK1ポリペプチドが、SEQ ID NO:1のアミノ酸22～118の配列と少なくとも90%同一であ
るアミノ酸配列を有するポリペプチドを含み、かつALK1ポリペプチドが、GDF5、GDF6、GD
F7、BMP9、およびBMP10より選択されるALK1リガンドに結合する、本発明1023の方法。
[本発明1025]
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　ALK1ポリペプチドが、SEQ ID NO:1のアミノ酸22～120の配列と少なくとも90%同一であ
るアミノ酸配列を有するポリペプチドを含む、本発明1023の方法。
[本発明1026]
　ALK1ポリペプチドが免疫グロブリンの定常ドメインをさらに含む、本発明1024または10
25の方法。
[本発明1027]
　ALK1ポリペプチドが免疫グロブリンのFc部分をさらに含む、本発明1024または1025の方
法。
[本発明1028]
　Fc部分がヒトIgG1のFc部分である、本発明1027の方法。
[本発明1029]
　ALK1ポリペプチドが、SEQ ID NO:3またはSEQ ID NO:14の配列と少なくとも90%同一であ
るアミノ酸配列を含む、本発明1023の方法。
[本発明1030]
　(b)の抗体が、SEQ ID NO:1のアミノ酸22～118の配列内のエピトープに結合し、GDF5、G
DF6、GDF7、BMP9、およびBMP10より選択されるリガンドの結合を阻害する、本発明1023の
方法。
[本発明1031]
　(c)の抗体が、SEQ ID NO:12のアミノ酸1～111の配列内のエピトープに結合し、受容体
に対するBMP9の結合を阻害する、本発明1023の方法。
[本発明1032]
　(d)の抗体が、SEQ ID NO:13のアミノ酸1～108の配列内のエピトープに結合し、受容体
に対するBMP10の結合を阻害する、本発明1023の方法。
[本発明1033]
　以前に受けたRCC治療薬がRTKIである、本発明1023～1032のいずれかの方法。
[本発明1034]
　RTKIが、スニチニブ、ソラフェニブ、パゾパニブ、アキシチニブ、チボザニブ、および
バンデタニブより選択される、本発明1033の方法。
[本発明1035]
　以前に受けたRCC治療薬が哺乳類ラパマイシン標的タンパク質(mTOR)標的阻害剤である
、本発明1023～1034のいずれかの方法。
[本発明1036]
　mTOR標的阻害剤が、エベロリムスおよびテムシロリムスより選択される薬剤である、本
発明1035の方法。
[本発明1037]
　以前に受けた治療薬がインターフェロンα(IFN-α)またはインターロイキン-2(IL-2)で
ある、本発明1023～1034のいずれかの方法。
[本発明1038]
　RTKIを投与する段階をさらに含む、本発明1023～1037のいずれかの方法。
[本発明1039]
　RTKIが、スニチニブ、ソラフェニブ、パゾパニブ、アキシチニブ、チボザニブ、および
バンデタニブより選択される薬剤である、本発明1038の方法。
[本発明1040]
　mTOR標的阻害剤を投与する段階をさらに含む、本発明1023～1037のいずれかの方法。
[本発明1041]
　mTOR標的阻害剤が、エベロリムスおよびテムシロリムスより選択される薬剤である、本
発明1040の方法。
[本発明1042]
　RCCが腎明細胞癌である、本発明1023～1041のいずれかの方法。
[本発明1043]
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　RCCが腎洞に浸潤している、本発明1042の方法。
[本発明1044]
　RCCが転移性RCCである、本発明1023～1043のいずれかの方法。
[本発明1045]
　RCCが肺、腹腔内リンパ節、骨、脳、または肝臓に転移している、本発明1023～1044の
いずれかの方法。
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