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(57)【要約】
　アンジオポエチン－２に結合する、完全ヒト化抗体などの特異的結合物質を開示する。
また、抗体の重鎖断片、軽鎖断片及びＣＤＲ、ならびにこれらの抗体を作製し使用する方
法も開示する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　アンジオポエチン－２に特異的に結合する単離ポリペプチド（該ポリペプチドは、少な
くとも１個の相補性決定領域（ＣＤＲ）を含有し、該ＣＤＲは、
　ａ）式：
　Ｘ１Ｘ２Ｘ３Ｘ４Ｘ５Ｘ６Ｘ７Ｘ８Ｘ９Ｘ１０Ｘ１１Ｘ１２Ｘ１３Ｘ１４Ｘ１５Ｘ１６

Ｘ１７（配列番号１９９）（式中、
　Ｘ１はＲ、Ｓ、Ｔ、Ｇ、Ｅ、Ｄであり；
　Ｘ２はＳ、Ｇ、Ａ、Ｒ、Ｎ、Ｔ、Ｙ、Ｈであり；
　Ｘ３はＳ、Ｄ、Ｎ、Ｑ、Ｔ、Ｙ、Ａ、Ｇ、Ｅであり；
　Ｘ４はＱ、Ｋ、Ｓ、Ｎ、Ａ、Ｇ、Ｉ、Ｍ、Ｗ、Ｌであり；
　Ｘ５はＳ、Ｌ、Ｇ、Ａ、Ｍ、Ｈ、Ｎであり；
　Ｘ６はＬ、Ｇ、Ｎ、Ｐ、Ｖ、Ｄ、Ｗ、Ｓ、Ｔ、Ｉであるか又は存在せず；
　Ｘ７はＬ、Ｙ、Ｉ、Ｋ、Ｓ、Ｎ、Ｖであるか又は存在せず；
　Ｘ８はＨ、Ｔ、Ｇ、Ｑ、Ｓ、Ａ、Ｄ、であるか又は存在せず；
　Ｘ９はＳ、Ｙ、Ｎ、Ａ、Ｔ、Ｅ、Ｇ、Ｆであるか又は存在せず；
　Ｘ１０はＮ、Ｔ、Ａ、Ｇ、Ｓ、Ｙ、Ｋ、Ｄ、Ｆ、Ｌであるか又は存在せず；
　Ｘ１１はＧ、Ｓ、Ｙ、Ｆ、Ｌ、Ｐ、Ａ、Ｆ、Ｄ、Ｎであるか又は存在せず；
　Ｘ１２はＹ、Ｖ、Ｄ、Ａ、Ｆ、Ｇ、Ｎであるか又は存在せず；
　Ｘ１３はＮ、Ｓ、Ｖ、Ｈ、Ｑ、Ｋ、Ｔであるか又は存在せず；
　Ｘ１４はＹ、Ｈ、Ｓ、Ｔであるか又は存在せず；
　Ｘ１５はＬ、Ｙであるか又は存在せず；
　Ｘ１６はＤ、Ｎ、Ｌであるか又は存在せず；
　Ｘ１７はＤ又は存在しない。）のアミノ酸配列を含有するＣＤＲ１領域；
　ｂ）式：
　Ｘ１Ｘ２Ｘ３Ｘ４Ｘ５Ｘ６Ｘ７Ｘ８Ｘ９Ｘ１０Ｘ１１Ｘ１２Ｘ１３Ｘ１４Ｘ１５Ｘ１６

Ｘ１７Ｘ１８（配列番号２００）（式中、
　Ｘ１はＬ、Ｑ、Ｄ、Ｎ、Ｋ、Ｇ、Ｈ、Ａ、Ｙ、Ｅ、Ｔ、Ｒ、Ｖ、Ｗであり；
　Ｘ２はＧ、Ｄ、Ｎ、Ａ、Ｖ、Ｔ、Ｉ、Ｆ、Ｍであり；
　Ｘ３はＳ、Ｆ、Ｎ、Ｈ、Ｇ、Ｄ、Ｋ、Ｔ、Ｉ、Ｗ、Ｙ、Ｒであり；
　Ｘ４はＮ、Ｋ、Ｅ、Ｌ、Ｓ、Ｑ、Ｈ、Ｔ、Ｇ、Ｐ、Ｙ、Ａであり；
　Ｘ５はＲ、Ｖ、Ｌ、Ｓ、Ｉ、Ｄ、Ｇ、Ｅ、Ｙ、Ｔ、Ｎであり；
　Ｘ６はＡ、Ｐ、Ｔ、Ｆ、Ｇ、Ｌ、Ｎ、Ｈ、Ｓであり；
　Ｘ７はＳ、Ｔ、Ｇ、Ｋであり；
　Ｘ８はＳ、Ｔ、Ｉ、Ｎ、Ｅ、Ｗであるか又は存在せず；
　Ｘ９はＴ、Ａ、Ｉ、Ｋ、Ｎ、Ｙ、Ｄであるか又は存在せず；
　Ｘ１０はＹ、Ｎ、Ｋ、Ｆ、Ｉ、Ｓ、Ｇ、であるか又は存在せず；
　Ｘ１１はＹ、Ｎ、Ｄ、Ａであるか又は存在せず；
　Ｘ１２はＡ、Ｓ、Ｐ、Ｙ、Ｄであるか又は存在せず；
　Ｘ１３はＤ、Ｑ、Ｓ、Ａ、Ｆであるか又は存在せず；
　Ｘ１４はＳ、Ｋ、Ｌ、Ｖであるか又は存在せず；
　Ｘ１５はＶ、Ｆ、Ｋ、Ｓ、Ｌであるか又は存在せず；
　Ｘ１６はＫ、Ｑ、Ｓ、Ｌ、Ｆ、Ｇであるか又は存在せず；
　Ｘ１７はＧ、Ｒであるか又は存在せず；
　Ｘ１８はＧであるか又は存在しない。）のアミノ酸配列を含有するＣＤＲ２領域；又は
　ｃ）式：
　Ｘ１Ｘ２Ｘ３Ｘ４Ｘ５Ｘ６Ｘ７Ｘ８Ｘ９Ｘ１０Ｘ１１Ｘ１２Ｘ１３Ｘ１４Ｘ１５Ｘ１６

Ｘ１７Ｘ１８Ｘ１９（配列番号２０１）（式中、
　Ｘ１はＤ、Ｍ、Ｇ、Ｑ、Ｆ、Ａ、Ｐ、Ｅ、Ｓであり；
　Ｘ２はＬ、Ｑ、Ｖ、Ａ、Ｒ、Ｔ、Ｓ、Ｙ、Ｅ、Ｐ、Ｈ、Ｇ、Ｉであり；
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　Ｘ３はＬ、Ａ、Ｖ、Ｗ、Ｅ、Ｐ、Ｇ、Ｓ、Ｙ、Ｉ、Ｄ、Ｔ、Ｑ、Ｆ、Ｒであり；
　Ｘ４はＤ、Ｌ、Ｇ、Ｆ、Ｔ、Ｓ、Ｗ、Ｖ、Ｙ、Ｐ、Ｎ、Ｈ、Ｉ、Ｅであり；
　Ｘ５はＹ、Ｑ、Ｄ、Ｓ、Ｔ、Ｈ、Ａ、Ｆ、Ｗ、Ｇ、Ｍ、Ｒ、Ｎであり；
　Ｘ６はＤ、Ｔ、Ｆ、Ａ、Ｓ、Ｅ、Ｗ、Ｒ、Ｇ、Ｙ、Ｉ、Ｍ、Ｎ、Ｌであり；
　Ｘ７はＩ、Ｐ、Ｄ、Ｔ、Ｍ、Ｌ、Ｓ、Ｖ、Ｇ、Ｈ、Ｙ、Ｗ、Ａ、Ｎ、Ｒであり；
　Ｘ８はＬ、Ｐ、Ｗ、Ａ、Ｖ、Ｓ、Ｄ、Ｇ、Ｆ、Ｎ、Ｙ、Ｉ、Ｒ、Ｅ、Ｔであり；
　Ｘ９はＴ、Ｌ、Ｖ、Ｆ、Ａ、Ｇ、Ｐ、Ｄ、Ｓ、Ｈ、Ｎ、Ｍ、Ｙであるか又は存在せず；
　Ｘ１０はＧ、Ｓ、Ｖ、Ｎ、Ｆ、Ａ、Ｍ、Ｄ、Ｙ、Ｌ、Ｗ、Ｉ、Ｔであるか又は存在せず
；
　Ｘ１１はＰ、Ｆ、Ｙ、Ｗ、Ｄ、Ｅ、Ｉ、Ｇ、Ａ、Ｖ、Ｌ、Ｓ、Ｍであるか又は存在せず
；
　Ｘ１２はＹ、Ｆ、Ｖ、Ｇ、Ｉ、Ｖ、Ｍ、Ａ、Ｄであるか又は存在せず；
　Ｘ１３はＡ、Ｄ、Ｙ、Ｖ、Ｆ、Ｈ、Ｉ、Ｇであるか又は存在せず；
　Ｘ１４はＹ、Ｖ、Ｄ、Ｉ、Ｓ、Ｆ、Ｍであるか又は存在せず；
　Ｘ１５はＩ、Ｄであるか又は存在せず；
　Ｘ１６はＡ、Ｉ、Ｖであるか又は存在せず；
　Ｘ１７はＦであるか又は存在せず；
　Ｘ１８はＤであるか又は存在せず；
　Ｘ１９はＩであるか又は存在しない。）のアミノ酸配列を含有するＣＤＲ３領域
　である。）。
【請求項２】
　配列番号６９から１０４及び配列番号２１３から選択される少なくとも１つのアミノ酸
配列を含有する、請求項１のポリペプチド。
【請求項３】
　配列番号１０５から１４３及び配列番号２１４から選択される少なくとも１つのアミノ
酸配列を含有する、請求項１のポリペプチド。
【請求項４】
　配列番号１４４から１９８、配列番号２１２及び配列番号２１５から選択される少なく
とも１つのアミノ酸配列を含有する、請求項１のポリペプチド。
【請求項５】
　抗体である、請求項１の単離ポリペプチド。
【請求項６】
　ポリクローナル、モノクローナル、キメラ、ヒト化又は完全ヒト抗体である、請求項５
の抗体。
【請求項７】
　一本鎖抗体である、請求項６の抗体。
【請求項８】
　請求項６に記載のモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマ。
【請求項９】
　請求項１のポリペプチドをコードする核酸分子。
【請求項１０】
　請求項９の核酸分子を含有するベクター。
【請求項１１】
　請求項１０のベクターを含有する宿主細胞。
【請求項１２】
　請求項５、６又は７の抗体をコードする核酸分子。
【請求項１３】
　請求項１２の核酸分子を含有するベクター。
【請求項１４】
　請求項１３のベクターを含有する宿主細胞。
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【請求項１５】
　抗体を作製する方法であって、
　（ａ）請求項５、６又は７の抗体をコードする少なくとも１つの核酸分子によって宿主
細胞を形質転換すること；
　（ｂ）前記宿主細胞中で核酸分子を発現させること；及び
　（ｃ）前記特異的結合物質を単離すること
を含む、方法。
【請求項１６】
　請求項１の単離ポリペプチドの治療上有効量を投与することを含む、哺乳動物において
望ましくない血管形成を阻害する方法。
【請求項１７】
　請求項１の単離ポリペプチドの治療上有効量を投与することを含む、哺乳動物において
癌を治療する方法。
【請求項１８】
　請求項５、６又は７の抗体の治療上有効量を投与することを含む、哺乳動物において望
ましくない血管形成を阻害する方法。
【請求項１９】
　請求項５、６又は７に記載の抗体の治療上有効量を投与することを含む、哺乳動物にお
いて癌を治療する方法。
【請求項２０】
　請求項１の単離ポリペプチド及び医薬的に許容される製剤物質を含有する、医薬組成物
。
【請求項２１】
　請求項５、６又は７の抗体及び医薬的に許容される製剤物質を含有する、医薬組成物。
【請求項２２】
　請求項１の単離ポリペプチドを患者に投与することを含む、アンジオポエチン－２活性
を調節又は阻害する方法。
【請求項２３】
　請求項５、６又は７の抗体を患者に投与することを含む、アンジオポエチン－２活性を
調節又は阻害する方法。
【請求項２４】
　請求項１の単離ポリペプチドの治療上有効量を哺乳動物に投与することを含む、哺乳動
物において血管透過性又は血漿漏出の少なくとも１つを調節する方法。
【請求項２５】
　請求項１の単離ポリペプチドの治療上有効量を投与することを含む、哺乳動物において
、眼の血管新生疾患、肥満、血管芽細胞腫、血管腫、動脈硬化症、炎症性の疾病、炎症性
疾患、アテローム性動脈硬化症、子宮内膜症、腫瘍性疾患、骨関連疾患又は乾癬の少なく
とも１つを治療する方法。
【請求項２６】
　請求項５、６又は７の抗体の治療上有効量を投与することを含む、哺乳動物において血
管透過性又は血漿漏出の少なくとも１つを調節する方法。
【請求項２７】
　請求項５、６又は７の抗体の治療上有効量を投与することを含む、哺乳動物において、
眼の血管新生疾患、肥満、血管芽細胞腫、血管腫、動脈硬化症、炎症性の疾病、炎症性疾
患、アテローム性動脈硬化症、子宮内膜症、腫瘍性疾患、骨関連疾患又は乾癬の少なくと
も１つを治療する方法。
【請求項２８】
　請求項１の単離ポリペプチド及び化学療法剤の治療上有効量を投与することを含む、哺
乳動物において癌を治療する方法。
【請求項２９】
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　単離ポリペプチド及び化学療法剤が同時に投与される、請求項２８に記載の方法。
【請求項３０】
　単離ポリペプチド及び化学療法剤が同時に投与されない、請求項２８に記載の方法。
【請求項３１】
　請求項５、６又は７の抗体及び化学療法剤の治療上有効量を投与することを含む、哺乳
動物において癌を治療する方法。
【請求項３２】
　配列番号６９から１０４又は配列番号２１３の何れかに示されるアミノ酸配列を含むＣ
ＤＲ１を含有する、アンジオポエチン－２に結合する単離抗体。
【請求項３３】
　配列番号１０５から１４３又は配列番号２１４の何れかに示されるアミノ酸配列を含む
ＣＤＲ２を含有する、アンジオポエチン－２に結合する単離抗体。
【請求項３４】
　配列番号１４４から１９８、配列番号２１２又は配列番号２１５の何れかに示されるア
ミノ酸配列を含むＣＤＲ３を含有する、アンジオポエチン－２に結合する単離抗体。
【請求項３５】
　請求項３２、３３又は３４の抗体をコードする核酸分子。
【請求項３６】
　請求項３５の核酸分子を含有するベクター。
【請求項３７】
　請求項３６のベクターを含有する宿主細胞。
【請求項３８】
　生物試料中のアンジオポエチン－２のレベルを検出する方法であって、
　（ａ）請求項１の単離ポリペプチドを前記試料と接触させること；及び
　（ｂ）前記試料に対する特異的結合物質の結合の程度を決定すること；
　を含む、方法。
【請求項３９】
　生物試料中のアンジオポエチン－２のレベルを検出する方法であって、
　（ａ）請求項３２、３３又は３４の抗体を前記試料と接触させること；及び
　（ｂ）前記試料に対する抗体の結合の程度を決定すること；
　を含む、方法。
【請求項４０】
　重鎖及び軽鎖を含有する抗体であって、
　前記重鎖が、
　配列番号１；配列番号３；配列番号５；配列番号７；配列番号９；配列番号１１；配列
番号１３；配列番号１５；配列番号１７；配列番号１９；配列番号２１；配列番号２３；
配列番号２５；配列番号２７；配列番号２９；配列番号３１；配列番号３３；配列番号３
５；配列番号３７；配列番号３９；配列番号４１；配列番号４３；配列番号４５；配列番
号４７；配列番号４９；配列番号５１；配列番号５３；配列番号５５；配列番号５７；配
列番号５９；配列番号６１及びその抗原結合断片からなる群から選択される重鎖可変領域
を含有し；
　及び前記軽鎖が、配列番号１２、配列番号２１０もしくは配列番号２１１のアミノ酸配
列又はその抗原結合断片を含有する軽鎖可変領域を含有する、抗体。
【請求項４１】
　請求項４０に記載の抗体をコードする核酸分子。
【請求項４２】
　請求項４１の核酸分子を含有するベクター。
【請求項４３】
　請求項４２のベクターを含有する宿主細胞。
【請求項４４】
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　重鎖及び軽鎖を含有し、アンジオポエチン－２に特異的に結合する抗体であって、軽鎖
が、配列番号１２、配列番号２１０もしくは配列番号２１１のアミノ酸配列又はその抗原
結合断片を含有する軽鎖可変領域を含有する、抗体。
【請求項４５】
　請求項４４に記載の抗体をコードする核酸分子。
【請求項４６】
　請求項４５の核酸分子を含有するベクター。
【請求項４７】
　請求項４６のベクターを含有する宿主細胞。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、アンジオポエチン２（Ａｎｇ－２）を認識し結合する特異的な結合物質に関
する。より具体的には、本発明は、Ａｎｇ－２に特異的に結合する、モノクローナル及び
ポリクローナル抗体ならびにその断片の、産生、診断での使用及び治療での使用に関する
。
【背景技術】
【０００２】
　既存の血管からの新しい血管の形成である血管形成は、多くの生理的及び病的過程にと
って不可欠である。通常、血管形成はプロ血管形成因子及び抗血管形成因子によって厳密
に調節されているが、癌、眼の血管新生疾患、関節炎及び乾癬などの疾患の場合には、そ
の過程がゆがんでしまうことがある。Ｆｏｌｋｍａｎ，Ｊ．，Ｎａｔ．Ｍｅｄ．，１：２
７－３１（１９９５）。
【０００３】
　制御不能又は望ましくない血管形成を伴うことが知られる疾患は多い。このような疾患
としては、以下に限定されないが、網膜症（糖尿病性網膜症を含む。）加齢性黄斑変性な
どの眼の血管新生疾患、乾癬、血管芽細胞腫、血管腫、動脈硬化症、リウマチ様又はリウ
マチ性炎症性疾患などの炎症性疾患、特に関節炎（関節リウマチを含む）又は慢性喘息、
動脈又は移植後アテローム性動脈硬化症、子宮内膜症などのその他の慢性炎症性疾患及び
腫瘍性疾患、例えばいわゆる固形腫瘍及び液性（又は造血系）腫瘍（白血病及びリンパ腫
など）が挙げられる。望ましくない血管形成を伴う他の疾患は、当業者にとって明らかで
ある。
【０００４】
　多くのシグナル伝達系が血管形成の調節に関与するが、最もよく特徴が分かっておりか
つ最も内皮細胞選択的な系としては、Ｔｉｅ－２受容体チロシンキナーゼ（「Ｔｉｅ－２
」又は「Ｔｉｅ－２Ｒ」（「ＯＲＫ」とも呼ばれる。）；マウスＴｉｅ－２は「ｔｅｋ」
とも呼ばれる。）及びそのリガンドであるアンジオポエチンが挙げられる（Ｇａｌｅｓ，
Ｎ．Ｗ．及びＹａｎｃｏｐｏｕｌｏｓ，Ｇ．Ｄ．，Ｇｅｎｅｓ　Ｄｅｖ．１３：１０５５
－１０６６（１９９９））。アンジオポエチン－１（「Ａｎｇ－１」）からアンジオポエ
チン－４（「Ａｎｇ－４」）まで、４種類の既知のアンジオポエチンが存在する。これら
のアンジオポエチンは「Ｔｉｅ－２リガンド」とも呼ばれる。（Ｄａｖｉｓ，Ｓ．ら、Ｃ
ｅｌｌ，８７：１１６１－１１６９（１９９６）；Ｇｒｏｓｉｏｓ，Ｋ．ら、Ｃｙｔｏｇ
ｅｎｅｔ　Ｃｅｌｌ　Ｇｅｎｅｔ，８４：１１８－１２０（１９９９）；Ｈｏｌａｓｈ，
Ｊ．ら、Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｖｅ　Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ＆Ｖｉｓｕａｌ　Ｓ
ｃｉｅｎｃｅ，４２：１６１７－１６２５（１９９９）；Ｋｏｂｌｉｚｅｋ，Ｔ．Ｉ．ら
、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，８：５２９－５３２（１９９８）；Ｌｉｎ，Ｐ．ら
、Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ，９５：８８２９－８８３４（１９９
８）；Ｍａｉｓｏｎｐｉｅｒｒｅ，Ｐ．Ｃ．ら、Ｓｃｉｅｎｃｅ，２７７：５５－６０（
１９９７）；Ｐａｐａｐｅｔｒｏｐｏｕｌｏｓ，Ａ．ら、Ｌａｂ　Ｉｎｖｅｓｔ，７９：
２１３－２２３（１９９９）；Ｓａｔｏ，Ｔ．Ｎ．ら、Ｎａｔｕｒｅ，３７５：７０－７
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４（１９９８）；Ｓｈｙｕ，Ｋ．Ｇ．ら、Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ，９８：２０８１－２
０８７（１９９８）；Ｓｕｒｉ，Ｃ．ら、Ｃｅｌｌ，８７：１１７１－１１８０（１９９
６）；Ｓｕｒｉ，Ｃ．ら、Ｓｃｉｅｎｃｅ，２８２：４６８－４７１（１９９８）；Ｖａ
ｌｅｎｚｕｅｌａ，Ｄ．Ｍ．ら、Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｎａｔｉｏｎ
ａｌ　Ａｃａｄｅｍｙ　ｏｆ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ＵＳＡ，９６：１９０
４－１９０９（１９９９）；Ｗｉｔｚｅｒｎｂｉｃｈｌｅｒ，Ｂ．ら、Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｃ
ｈｅｍ，２７３：１８５１４－１８５２１（１９９８））。Ａｎｇ－１のＴｉｅ－２への
結合は培養内皮細胞における受容体リン酸化を刺激するが、Ａｎｇ－２は、Ｔｉｅ－２受
容体リン酸化の活性化及び拮抗の両方が認められている（Ｄａｖｉｓ，Ｓ．ら、（１９９
６）、前出；Ｍａｉｓｏｎｐｉｅｒｒｅ，Ｐ．Ｃ．ら、（１９９７）、前出；Ｋｉｍ，Ｉ
．，Ｊ．Ｈ．Ｋｉｍら、Ｏｎｃｏｇｅｎｅ　１９（３９）：４５４９－４５５２（２００
０）；Ｔｅｉｃｈｅｒｔ－Ｋｕｌｉｓｚｅｗｓｋａ，Ｋ．，Ｐ．Ｃ．Ｍａｉｓｏｎｐｉｅ
ｒｒｅら、Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　４９（３）：６５９－７
０（２００１））。
【０００５】
　Ｔｉｅ－２ノックアウトマウス及びＡｎｇ－１ノックアウトマウスの表現型は類似して
おり、このことから、Ａｎｇ－１が刺激するＴｉｅ－２リン酸化が、内皮細胞－支持細胞
接着を維持することにより、胎内における発生中の脈管の再構築と安定化に介在すること
が示唆される（Ｄｕｍｏｎｔ，Ｄ．Ｊ．ら、Ｇｅｎｅｓ＆Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，８：
１８９７－１９０９（１９９４）；Ｓａｔｏ，Ｔ．Ｎ．ら、Ｎａｔｕｒｅ，３７６：７０
－７４（１９９５）；Ｓｕｒｉ，Ｃ．ら、（１９９６）、前出）。脈管安定化におけるＡ
ｎｇ－１の役割は成体において保たれていると考えられ、成体においてＡｎｇ－１は広く
かつ構成的に発現されている（Ｈａｎａｈａｎ，Ｄ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ，２７７：４８－
５０（１９９７）；Ｚａｇｚａｇ，Ｄ．ら、Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　Ｎｅｕｒｏｌｏ
ｇｙ，１５９：３９１－４００（１９９９））。これに対し、Ａｎｇ－２の発現は主とし
て血管再構築の部位に限定され、そこでＡｎｇ－２はＡｎｇ－１の機能をブロックし、そ
れによって血管形成を助ける血管可塑性の状態を誘導すると思われる（Ｈａｎａｈａｎ，
Ｄ．、（１９９７）、前出；Ｈｏｌａｓｈ，Ｊ．ら、Ｓｃｉｅｎｃｅ，２８４：１９９４
－１９９８（１９９９）；Ｍａｉｓｏｎｐｉｅｒｒｅ，Ｐ．Ｃ．ら、（１９９７）、前出
）。
【０００６】
　血管形成に関連する疾患状態における血管選択的Ａｎｇ－２発現を明らかにしたという
主旨の数多くの研究が公表されている。これらの病的状態としては、例えば乾癬、黄斑変
性及び癌が挙げられる（Ｂｕｎｏｎｅ，Ｇ．ら、Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏ
ｆ　Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ，１５５：１９６７－１９７６（１９９９）；Ｅｔｏｈ，Ｔ．ら
、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，６１：２１４５－２１５３（２００１）；Ｈａｎｇ
ａｉ，Ｍ．ら、Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｖｅ　Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ＆Ｖｉｓｕａ
ｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅ，４２：１６１７－１６２５（２００１）；Ｈｏｌａｓｈ，Ｊ．ら、
（１９９９）、前出；Ｋｕｒｏｄａ，Ｋ．ら、Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｉｎｖｅｓｔｉｇ
ａｔｉｖｅ　Ｄｅｒｍａｔｏｌｏｇｙ，１１６：７１３－７２０（２００１）；Ｏｔａｎ
ｉ，Ａ．ら、Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｖｅ　Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ＆Ｖｉｓｕａｌ
　Ｓｃｉｅｎｃｅ，４０：１９１２－１９２０（１９９９）；Ｓｔｒａｔｍａｎｎ，Ａ．
ら、Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ，１５３：１４５９
－１４６６（１９９８）；Ｔａｎａｋａ，Ｓ．ら、Ｊ　Ｃｌｉｎ　Ｉｎｖｅｓｔ，１０３
：３４－３４５（１９９９）；Ｙｏｓｈｉｄａ，Ｙ．ら、Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　
Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｏｎｃｏｌｏｇｙ，１５：１２２１－１２２５（１９９９）；Ｙ
ｕａｎ，Ｋ．ら、Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｐｅｒｉｏｄｏｎｔａｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，
３５：１６５－１７１（２０００）；Ｚａｇｚａｇ，Ｄ．ら、（１９９９）、前出。）。
これらの試験の大半が癌に焦点を合わせており、多くのタイプの腫瘍が血管Ａｎｇ－２発
現を示すと思われる。病的血管形成におけるその発現と異なり、正常組織でのＡｎｇ－２
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発現は極めて限られている（Ｍａｉｓｏｎｐｉｅｒｒｅ，Ｐ．Ｃ．ら、（１９９９）、前
出；Ｍｅｚｑｕｉｔａ，Ｊ．ら、Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ　ａｎｄ　Ｂｉｏｐｈｙｓｉｃ
ａｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ，２６０：４９２－４９８（１
９９９））。健常成人では、血管新生の３つの主要部位は卵巣、胎盤及び子宮であり；こ
れらは、Ａｎｇ－２ｍＲＮＡが検出される正常（すなわち非癌性）組織の中の主要組織で
ある。
【０００７】
　一部の機能研究により、Ａｎｇ－２が腫瘍血管形成に関与することが示唆されている。
Ａｈｍａｄら（Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．，６１：１２５５－１２５９（２００１））はＡ
ｎｇ－２の過剰発現について述べており、その報告では、それがマウス異種移植モデルに
おける腫瘍増殖の上昇と関連することを示している。Ａｎｇ－２の過剰発現と腫瘍の血管
分布過多とを結びつけることを主旨とするデータを示す、Ｅｔｏｈら、前出及びＴａｎａ
ｋａら、前出も参照のこと。しかし、一方で、Ｙｕら（Ａｍ．Ｊ．Ｐａｔｈ．，１５８：
５６３－５７０（２００１））は、ルイス肺癌腫及びＴＡ３乳癌細胞でＡｎｇ－２を過剰
発現させることにより、対応する形質転換体を注入したマウスの生存が延長されたことを
示すデータを報告している。
【０００８】
　この数年間に、様々な公表文献が抗癌治療のための可能性のある標的としてＡｎｇ－１
、Ａｎｇ－２及び／又はＴｉｅ－２を示唆してきた。例えば、米国特許第６，１６６，１
８５号、同第５，６５０，４９０号及び同第５，８１４，４６４号はそれぞれ、抗Ｔｉｅ
－２リガンド抗体及び受容体の概念を開示している。Ｌｉｎら（Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａ
ｃａｄ．Ｓｃｉ　ＵＳＡ，９５：８８２９－８８３４（１９９８））は、可溶性Ｔｉｅ－
２を発現するアデノウイルスをマウスに注入し；報告によれば、可溶性Ｔｉｅ－２により
、マウスにおいて生じる腫瘍の数及び大きさが低下した。関連する試験では、Ｌｉｎら（
Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．，１００：２０７２－２０７８（１９９９）が可溶性形態
のＴｉｅ－２をラットに注入し；報告によれば、この化合物により、ラットにおける腫瘍
の大きさが低下した。Ｓｉｅｍｅｉｓｔｅｒら（Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．，５９：３１８
５－３１８９（１９９９））は、Ｔｉｅ－２の細胞外ドメインを発現するヒト黒色腫細胞
株を作製し、これらの細胞株をヌードマウスに注入したところ、可溶性Ｔｉｅ－２により
腫瘍増殖及び腫瘍血管新生が「顕著に阻害」されると結論付けた。この情報を考慮し、か
つＡｎｇ－１及びＡｎｇ－２の両方がＴｉｅ－２に結合すると仮定して、Ａｎｇ－１、Ａ
ｎｇ－２又はＴｉｅ－２が抗癌治療のための魅力的な標的であるかどうかはこれらの試験
から明らかではない。
【０００９】
　Ｉｇ定常領域などの安定な血漿タンパク質へある種のペプチドを融合させてこれらの分
子の半減期を向上させることが、例えば、２０００年５月４日公開のＰＣＴ公開ＷＯ００
／２４７８２号に記載されている。
【００１０】
　Ｉｇ定常領域などの安定な血漿タンパク質へある種のペプチドを融合させてこれらの分
子の半減期を向上させることは、様々な文献に記載されている（例えば、米国特許第５，
４８０，９８１号；Ｚｈｅｎｇら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１５４：５５９０－５６００
（１９９５）；Ｆｉｓｈｅｒら、Ｎ．Ｅｎｇｌ．Ｊ．Ｍｅｄ．，３３４：１６９７－１７
０２（１９９６）；Ｖａｎ　Ｚｅｅ，Ｋ．ら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１５６：２２２１
－２２３０（１９９６）；１９９８年９月１５日発行の米国特許第５，８０８，０２９号
；Ｃａｐｏｎら、Ｎａｔｕｒｅ，３３７：５２５－５３１（１９８９）；Ｈａｒｖｉｌｌ
ら、Ｉｍｍｕｎｏｔｅｃｈ．，１：９５－１０５（１９９５）；１９９７年７月３日公開
のＷＯ９７／２３６１４号；１９９７年１２月１１日出願のＰＣＴ／ＵＳ９７／２３１８
３号；Ｌｉｎｓｌｅｙ，Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．，１７４：５６１－５６９（１９９１）；
１９９５年８月１０日公開のＷＯ９５／２１２５８号参照）。
【００１１】
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　大部分の固形腫瘍は直径１ｍｍから２ｍｍを超えて増殖するために血管新生を必要とす
るので、有効な抗Ａｎｇ－２治療は膨大な癌患者群に恩恵をもたらすことになろう。この
ような治療は、網膜症、関節炎及び乾癬などのその他の血管形成関連疾患においても、広
く適用されると考えられる。
【００１２】
　Ａｎｇ－２を特異的に認識し結合する新規薬剤を同定することが必要とされているが、
十分に進んでいない。このような薬剤は、Ａｎｇ－２活性に関連した疾患状態における診
断スクリーニング及び治療処置のために有用である。
【００１３】
　従って、Ａｎｇ－２活性を調節する、Ａｎｇ－２の特異的結合物質を提供することが本
発明の目的である。
【発明の開示】
【００１４】
　本発明は、重鎖及び軽鎖を含有する抗体を提供するが、この重鎖は、５２６ＨＣ（配列
番号１）；５２８ＨＣ（配列番号３）；５３１ＨＣ（配列番号５）；５３３ＨＣ（配列番
号７）；５３５ＨＣ（配列番号９）；５３６ＨＣ（配列番号１１）；５３７ＨＣ（配列番
号１３）；５４０ＨＣ（配列番号１５）；５４３ＨＣ（配列番号１７）；５４４ＨＣ（配
列番号１９）；５４５ＨＣ（配列番号２１）；５４６ＨＣ（配列番号２３）；５５１ＨＣ
（配列番号２５）；５５３ＨＣ（配列番号２７）；５５５ＨＣ（配列番号２９）；５５８
ＨＣ（配列番号３１）；５５９ＨＣ（配列番号３３）；５６５ＨＣ（配列番号３５）；Ｆ
１－Ｃ６ＨＣ（配列番号３７）；ＦＢ１－Ａ７ＨＣ（配列番号３９）；ＦＤ－Ｂ２ＨＣ（
配列番号４１）；ＦＥ－Ｂ７ＨＣ（配列番号４３）；ＦＪ－Ｇ１１ＨＣ（配列番号４５）
；ＦＫ－Ｅ３ＨＣ（配列番号４７）；Ｇ１Ｄ４ＨＣ（配列番号４９）；ＧＣ１Ｅ８ＨＣ（
配列番号５１）；Ｈ１Ｃ１２ＨＣ（配列番号５３）；ＩＡ１－１Ｅ７ＨＣ（配列番号５５
）；ＩＦ－ＩＣ１０ＨＣ（配列番号５７）；ＩＫ－２Ｅ２ＨＣ（配列番号５９）；ＩＰ－
２Ｃ１１ＨＣ（配列番号６１）及びその抗原結合断片からなる群から選択される重鎖可変
領域を含有し；及び、軽鎖は、５２６カッパ（配列番号２）；５３６（ＴＨＷ）カッパ（
配列番号１２）；５３６（ＬＱＴ）カッパ（配列番号２１０）；５４３カッパ（配列番号
１８）；５４４カッパ（配列番号２０）；５５１カッパ（配列番号２６）；５５３カッパ
（配列番号２８）；５５５カッパ（配列番号３０）；５５８カッパ（配列番号３２）；５
６５カッパ（配列番号３６）；ＦＥ－Ｂ７カッパ（配列番号４４）；ＦＪ－Ｇ１１カッパ
（配列番号４６）；ＦＫ－Ｅ３カッパ（配列番号４８）；ＩＡ１－１Ｅ７カッパ（配列番
号５６）；ＩＰ－２Ｃ１１カッパ（配列番号６２）；５２８ラムダ（配列番号４）；５３
１ラムダ（配列番号６）；５３３ラムダ（配列番号８）；５３５ラムダ（配列番号１０）
；５３７ラムダ（配列番号１４）；５４０ラムダ（配列番号１６）；５４５ラムダ（配列
番号２２）；５４６ラムダ（配列番号２４）；５５９ラムダ（配列番号３４）；Ｆ１－Ｃ
６ラムダ（配列番号３８）；ＦＢ１－Ａ７ラムダ（配列番号４０）；ＦＤ－Ｂ２ラムダ（
配列番号４２）；Ｇ１Ｄ４ラムダ（配列番号５０）；ＧＣ１Ｅ８ラムダ（配列番号５２）
；Ｈ１Ｃ１２ラムダ（配列番号５４）；ＩＦ－ＩＣ１０ラムダ（配列番号５８）；ＩＫ－
２Ｅ２ラムダ（配列番号６０）；及びその抗原結合断片からなる群から選択される軽鎖可
変領域を含有する。
【００１５】
　本発明は、次のものからなる群から選択される少なくとも１個のペプチドを含有する特
異的結合物質を提供する：
　配列番号１；配列番号３；配列番号５；配列番号７；配列番号９；配列番号１１；配列
番号１３；配列番号１５；配列番号１７；配列番号１９；配列番号２１；配列番号２３；
配列番号２５；配列番号２７；配列番号２９；配列番号３１；配列番号３３；配列番号３
５；配列番号３７；配列番号３９；配列番号４１；配列番号４３；配列番号４５；配列番
号４７；配列番号４９；配列番号５１；配列番号５３；配列番号５５；配列番号５７；配
列番号５９；配列番号６１；配列番号２；配列番号１２；配列番号１８；配列番号２０；
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配列番号２６；配列番号２８；配列番号３０；配列番号３２；配列番号３６；配列番号４
４；配列番号４６；配列番号４８；配列番号５６；配列番号６２；配列番号４；配列番号
６；配列番号８；配列番号１０；配列番号１４；配列番号１６；配列番号２２；配列番号
２４；配列番号３４；配列番号３８；配列番号４０；配列番号４２；配列番号５０；配列
番号５２；配列番号５４；配列番号５８；及び配列番号６０ならびにそれらの断片。
【００１６】
　当然のことながら、特異的結合物質は、例えば、ポリクローナル、モノクローナル、キ
メラ、ヒト化又は完全ヒト抗体などの抗体であり得る。この抗体はまた、一本鎖抗体であ
り得る。本発明はさらに、本発明によるモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマに
関する。
【００１７】
　また当然のことながら、本発明は、本明細書中の複合体に関する。この複合体は、例え
ば、本発明の特異的結合物質（抗体など）であり得る。
【００１８】
　本発明はさらに、本発明の特異的結合物質（抗体など）をコードする核酸分子、ならび
にこのような核酸分子を含有するベクター、ならびにこのベクターを含有する宿主細胞に
関する。
【００１９】
　さらに、本発明は、（ａ）請求項１の特異的結合物質をコードする少なくとも１個の核
酸分子を用いて宿主細胞を形質転換することと；（ｂ）前記宿主細胞中で核酸分子を発現
させることと；（ｃ）前記特異的結合物質を単離することとを含む、特異的結合物質を作
製する方法を提供する。本発明はさらに、（ａ）本発明による抗体をコードする少なくと
も１個の核酸分子を用いて宿主細胞を形質転換することと；（ｂ）前記宿主細胞中で核酸
分子を発現させることと；（ｃ）前記特異的結合物質を単離することとを含む、抗体を作
製する方法を提供する。
【００２０】
　さらに、本発明は、本発明による特異的結合物質の治療上有効量を投与することを含む
、哺乳動物において望ましくない血管形成を阻害する方法を提供する。本発明はまた、本
発明による特異的結合物質の治療上有効量を投与することを含む、哺乳動物において癌を
治療する方法を提供する。
【００２１】
　本発明はまた、本発明による抗体の治療上有効量を投与することを含む、哺乳動物にお
いて望ましくない血管形成を阻害する方法を提供する。本発明はさらに、本発明による抗
体の治療上有効量を投与することを含む、哺乳動物において癌を治療する方法を提供する
。
【００２２】
　当然のことながら、本発明はさらに、本発明による特異的結合物質及び医薬的に許容さ
れる製剤物質を含有する医薬組成物に関する。本医薬組成物は、本発明による抗体及び医
薬的に許容される製剤物質を含有し得る。
【００２３】
　本発明は、１以上の本発明の特異的結合物質を投与することにより、アンジオポエチン
－２活性を調節又は阻害する方法を提供する。本発明はまた、本発明の抗体を投与するこ
とにより、アンジオポエチン－２活性を調節又は阻害する方法も提供する。
【００２４】
　本発明はさらに、本発明による特異的結合物質の治療上有効量を投与することを含む、
哺乳動物において血管透過性又は血漿漏出の少なくとも１つを調節する方法に関する。本
発明はまた、本発明による特異的結合物質の治療上有効量を哺乳動物に投与することを含
む、哺乳動物において、眼の血管新生疾患、肥満、血管芽細胞腫、血管腫、動脈硬化症、
炎症性の疾病、炎症性疾患、アテローム性動脈硬化症、子宮内膜症、腫瘍性疾患、骨関連
疾患又は乾癬の少なくとも１つを治療する方法に関する。
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【００２５】
　本発明はさらに、本発明による抗体の治療上有効量を投与することを含む、哺乳動物に
おいて血管透過性又は血漿漏出の少なくとも１つを調節する方法を提供する。本発明はま
た、本発明による抗体の治療上有効量を投与することを含む、哺乳動物において、眼の血
管新生疾患、肥満、血管芽細胞腫、血管腫、動脈硬化症、炎症性の疾病、炎症性疾患、ア
テローム性動脈硬化症、子宮内膜症、腫瘍性疾患、骨関連疾患又は乾癬の少なくとも１つ
を治療する方法に関する。
【００２６】
　さらに、本発明は、本発明による特異的結合物質及び化学療法剤の治療上有効量を投与
することを含む、哺乳動物において癌を治療する方法に関する。当業者にとって当然のこ
とながら、本特異的結合物質及び化学療法剤は同時に投与する必要はない。
【００２７】
　本発明はまた、本発明による抗体及び化学療法剤の治療上有効量を投与することを含む
、哺乳動物において癌を治療する方法に関する。本特異的結合物質及び化学療法剤は同時
に投与する必要はない。
【００２８】
　本発明はまた、次の何れかの相補性決定領域１（ＣＤＲ１）を含有する特異的結合物質
を提供する：５２６ＨＣ（配列番号１）；５２８ＨＣ（配列番号３）；５３１ＨＣ（配列
番号５）；５３３ＨＣ（配列番号７）；５３５ＨＣ（配列番号９）；５３６ＨＣ（配列番
号１１）；５３７ＨＣ（配列番号１３）；５４０ＨＣ（配列番号１５）；５４３ＨＣ（配
列番号１７）；５４４ＨＣ（配列番号１９）；５４５ＨＣ（配列番号２１）；５４６ＨＣ
（配列番号２３）；５５１ＨＣ（配列番号２５）；５５３ＨＣ（配列番号２７）；５５５
ＨＣ（配列番号２９）；５５８ＨＣ（配列番号３１）；５５９ＨＣ（配列番号３３）；５
６５ＨＣ（配列番号３５）；Ｆ１－Ｃ６ＨＣ（配列番号３７）；ＦＢ１－Ａ７ＨＣ（配列
番号３９）；ＦＤ－Ｂ２ＨＣ（配列番号４１）；ＦＥ－Ｂ７ＨＣ（配列番号４３）；ＦＪ
－Ｇ１１ＨＣ（配列番号４５）；ＦＫ－Ｅ３ＨＣ（配列番号４７）；Ｇ１Ｄ４ＨＣ（配列
番号４９）；ＧＣ１Ｅ８ＨＣ（配列番号５１）；Ｈ１Ｃ１２ＨＣ（配列番号５３）；ＩＡ
１－１Ｅ７ＨＣ（配列番号５５）；ＩＦ－ＩＣ１０ＨＣ（配列番号５７）；ＩＫ－２Ｅ２
ＨＣ（配列番号５９）；ＩＰ－２Ｃ１１ＨＣ（配列番号６１）；５２６カッパ（配列番号
２）；５３６（ＴＨＷ）カッパ（配列番号１２）；５３６（ＬＱＴ）カッパ（配列番号２
１０）；５４３カッパ（配列番号１８）；５４４カッパ（配列番号２０）；５５１カッパ
（配列番号２６）；５５３カッパ（配列番号２８）；５５５カッパ（配列番号３０）；５
５８カッパ（配列番号３２）；５６５カッパ（配列番号３６）；ＦＥ－Ｂ７カッパ（配列
番号４４）；ＦＪ－Ｇ１１カッパ（配列番号４６）；ＦＫ－Ｅ３カッパ（配列番号４８）
；ＩＡ１－１Ｅ７カッパ（配列番号５６）；ＩＰ－２Ｃ１１カッパ（配列番号６２）；５
２８ラムダ（配列番号４）；５３１ラムダ（配列番号６）；５３３ラムダ（配列番号８）
；５３５ラムダ（配列番号１０）；５３７ラムダ（配列番号１４）；５４０ラムダ（配列
番号１６）；５４５ラムダ（配列番号２２）；５４６ラムダ（配列番号２４）；５５９ラ
ムダ（配列番号３４）；Ｆ１－Ｃ６ラムダ（配列番号３８）；ＦＢ１－Ａ７ラムダ（配列
番号４０）；ＦＤ－Ｂ２ラムダ（配列番号４２）；Ｇ１Ｄ４ラムダ（配列番号５０）；Ｇ
Ｃ１Ｅ８ラムダ（配列番号５２）；Ｈ１Ｃ１２ラムダ（配列番号５４）；ＩＦ－ＩＣ１０
ラムダ（配列番号５８）；及びＩＫ－２Ｅ２ラムダ（配列番号６０）。
【００２９】
　本発明はさらに、次の何れかの相補性決定領域２（ＣＤＲ２）を含有する特異的結合物
質に関する：５２６ＨＣ（配列番号１）；５２８ＨＣ（配列番号３）；５３１ＨＣ（配列
番号５）；５３３ＨＣ（配列番号７）；５３５ＨＣ（配列番号９）；５３６ＨＣ（配列番
号１１）；５３７ＨＣ（配列番号１３）；５４０ＨＣ（配列番号１５）；５４３ＨＣ（配
列番号１７）；５４４ＨＣ（配列番号１９）；５４５ＨＣ（配列番号２１）；５４６ＨＣ
（配列番号２３）；５５１ＨＣ（配列番号２５）；５５３ＨＣ（配列番号２７）；５５５
ＨＣ（配列番号２９）；５５８ＨＣ（配列番号３１）；５５９ＨＣ（配列番号３３）；５
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６５ＨＣ（配列番号３５）；Ｆ１－Ｃ６ＨＣ（配列番号３７）；ＦＢ１－Ａ７ＨＣ（配列
番号３９）；ＦＤ－Ｂ２ＨＣ（配列番号４１）；ＦＥ－Ｂ７ＨＣ（配列番号４３）；ＦＪ
－Ｇ１１ＨＣ（配列番号４５）；ＦＫ－Ｅ３ＨＣ（配列番号４７）；Ｇ１Ｄ４ＨＣ（配列
番号４９）；ＧＣ１Ｅ８ＨＣ（配列番号５１）；Ｈ１Ｃ１２ＨＣ（配列番号５３）；ＩＡ
１－１Ｅ７ＨＣ（配列番号５５）；ＩＦ－ＩＣ１０ＨＣ（配列番号５７）；ＩＫ－２Ｅ２
ＨＣ（配列番号５９）；ＩＰ－２Ｃ１１ＨＣ（配列番号６１）；５２６カッパ（配列番号
２）；５３６（ＴＨＷ）カッパ（配列番号１２）；５３６（ＬＱＴ）カッパ（配列番号２
１０）；５４３カッパ（配列番号１８）；５４４カッパ（配列番号２０）；５５１カッパ
（配列番号２６）；５５３カッパ（配列番号２８）；５５５カッパ（配列番号３０）；５
５８カッパ（配列番号３２）；５６５カッパ（配列番号３６）；ＦＥ－Ｂ７カッパ（配列
番号４４）；ＦＪ－Ｇ１１カッパ（配列番号４６）；ＦＫ－Ｅ３カッパ（配列番号４８）
；ＩＡ１－１Ｅ７カッパ（配列番号５６）；ＩＰ－２Ｃ１１カッパ（配列番号６２）；５
２８ラムダ（配列番号４）；５３１ラムダ（配列番号６）；５３３ラムダ（配列番号８）
；５３５ラムダ（配列番号１０）；５３７ラムダ（配列番号１４）；５４０ラムダ（配列
番号１６）；５４５ラムダ（配列番号２２）；５４６ラムダ（配列番号２４）；５５９ラ
ムダ（配列番号３４）；Ｆ１－Ｃ６ラムダ（配列番号３８）；ＦＢ１－Ａ７ラムダ（配列
番号４０）；ＦＤ－Ｂ２ラムダ（配列番号４２）；Ｇ１Ｄ４ラムダ（配列番号５０）；Ｇ
Ｃ１Ｅ８ラムダ（配列番号５２）；Ｈ１Ｃ１２ラムダ（配列番号５４）；ＩＦ－ＩＣ１０
ラムダ（配列番号５８）；及びＩＫ－２Ｅ２ラムダ（配列番号６０）。
【００３０】
　本発明はまた、次の何れかの相補性決定領域３（ＣＤＲ３）を含有する特異的結合物質
に関する：５２６ＨＣ（配列番号１）；５２８ＨＣ（配列番号３）；５３１ＨＣ（配列番
号５）；５３３ＨＣ（配列番号７）；５３５ＨＣ（配列番号９）；５３６ＨＣ（配列番号
１１）；５３７ＨＣ（配列番号１３）；５４０ＨＣ（配列番号１５）；５４３ＨＣ（配列
番号１７）；５４４ＨＣ（配列番号１９）；５４５ＨＣ（配列番号２１）；５４６ＨＣ（
配列番号２３）；５５１ＨＣ（配列番号２５）；５５３ＨＣ（配列番号２７）；５５５Ｈ
Ｃ（配列番号２９）；５５８ＨＣ（配列番号３１）；５５９ＨＣ（配列番号３３）；５６
５ＨＣ（配列番号３５）；Ｆ１－Ｃ６ＨＣ（配列番号３７）；ＦＢ１－Ａ７ＨＣ（配列番
号３９）；ＦＤ－Ｂ２ＨＣ（配列番号４１）；ＦＥ－Ｂ７ＨＣ（配列番号４３）；ＦＪ－
Ｇ１１ＨＣ（配列番号４５）；ＦＫ－Ｅ３ＨＣ（配列番号４７）；Ｇ１Ｄ４ＨＣ（配列番
号４９）；ＧＣ１Ｅ８ＨＣ（配列番号５１）；Ｈ１Ｃ１２ＨＣ（配列番号５３）；ＩＡ１
－１Ｅ７ＨＣ（配列番号５５）；ＩＦ－ＩＣ１０ＨＣ（配列番号５７）；ＩＫ－２Ｅ２Ｈ
Ｃ（配列番号５９）；ＩＰ－２Ｃ１１ＨＣ（配列番号６１）；５２６カッパ（配列番号２
）；５３６（ＴＨＷ）カッパ（配列番号１２）；５３６（ＬＱＴ）カッパ（配列番号２１
０）５４３カッパ（配列番号１８）；５４４カッパ（配列番号２０）；５５１カッパ（配
列番号２６）；５５３カッパ（配列番号２８）；５５５カッパ（配列番号３０）；５５８
カッパ（配列番号３２）；５６５カッパ（配列番号３６）；ＦＥ－Ｂ７カッパ（配列番号
４４）；ＦＪ－Ｇ１１カッパ（配列番号４６）；ＦＫ－Ｅ３カッパ（配列番号４８）；Ｉ
Ａ１－１Ｅ７カッパ（配列番号５６）；ＩＰ－２Ｃ１１カッパ（配列番号６２）；５２８
ラムダ（配列番号４）；５３１ラムダ（配列番号６）；５３３ラムダ（配列番号８）；５
３５ラムダ（配列番号１０）；５３７ラムダ（配列番号１４）；５４０ラムダ（配列番号
１６）；５４５ラムダ（配列番号２２）；５４６ラムダ（配列番号２４）；５５９ラムダ
（配列番号３４）；Ｆ１－Ｃ６ラムダ（配列番号３８）；ＦＢ１－Ａ７ラムダ（配列番号
４０）；ＦＤ－Ｂ２ラムダ（配列番号４２）；Ｇ１Ｄ４ラムダ（配列番号５０）；ＧＣ１
Ｅ８ラムダ（配列番号５２）；Ｈ１Ｃ１２ラムダ（配列番号５４）；ＩＦ－ＩＣ１０ラム
ダ（配列番号５８）；及びＩＫ－２Ｅ２ラムダ（配列番号６０）。
【００３１】
　本発明はさらに、本発明による特異的結合物質をコードする核酸分子を提供する。
【００３２】
　さらに、本発明は、（ａ）本発明の特異的結合物質を生物試料と接触させることと；（
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ｂ）試料に対する特異的結合物質の結合の程度を決定することと、による、生物試料中の
アンジオポエチン－２のレベルを検出する方法に関する。
【００３３】
　本発明はまた、（ａ）本発明の抗体を生物試料と接触させることと；（ｂ）試料に対す
る特異的結合物質の結合の程度を決定することと、による、生物試料中のアンジオポエチ
ン－２のレベルを検出する方法に関する。
【００３４】
　本発明はまた、本明細書中のポリペプチド又は組成物の治療上有効量を投与することを
含む、哺乳動物において望ましくない血管形成を阻害する方法に関する。本発明はまた、
本明細書中のポリペプチド又は組成物の治療上有効量を投与することを含む、哺乳動物に
おいて血管形成を調節する方法に関する。本発明はさらに、本明細書中のポリペプチド又
は組成物の治療上有効量を投与することを含む、哺乳動物において望ましくない血管形成
を特徴とする腫瘍成長を阻害する方法に関する。さらに、本発明は、本明細書中のポリペ
プチド又は組成物の治療上有効量及び化学療法剤を投与することを含む、哺乳動物におい
て癌を治療する方法に関する。好ましい実施形態において、化学療法剤は、５－ＦＵ、Ｃ
ＰＴ－１１及びタキソテールのうち少なくとも１つである。しかし、当然のことながら、
その他の適切な化学療法剤及びその他の癌療法を使用し得る。
【００３５】
　当然のことながら、本発明の特異的結合物質を使用して、制御を外れた又は望ましくな
い血管形成が関与する多くの疾患を治療することができる。このような疾患としては、以
下に限定されないが、網膜症（糖尿病性網膜症及び加齢性の黄斑変性を含む。）などの眼
の血管新生、乾癬、血管芽細胞腫、血管腫、動脈硬化症、リウマチ様又はリウマチ性炎症
性疾患などの炎症性疾患、特に関節炎（関節リウマチを含む）又は慢性喘息、動脈又は移
植後アテローム性動脈硬化症、子宮内膜症などの他の慢性炎症性疾患及び腫瘍性疾患、例
えばいわゆる固形腫瘍及び液性腫瘍（白血病など）が挙げられる。この特異的結合物質の
投与により治療できるさらなる疾患は、当業者にとって明白である。このようなさらなる
疾患としては、以下に限定されないが、肥満、血管透過性、血漿漏出及び骨関連疾患（骨
粗しょう症を含む。）が挙げられる。したがって、本発明はさらに、脱制御された、又は
望ましくない血管形成が関与するこれらの疾患を治療する方法に関する。
【００３６】
　本発明の他の実施形態は、本明細書とともに提供される開示から容易に明らかとなろう
。
【００３７】
　（本発明の詳細な説明）
　ここに使われている項目見出しは、本明細書中において構成のためにのみ使用するもの
であり、いかなる意味においても記述する対象を限定するものと解釈されるべきではない
。
【００３８】
　組換えＤＮＡ分子、タンパク質及び抗体産生、ならびに組織培養及び細胞形質転換に対
して、標準的な手法を使用し得る。酵素反応及び精製手法は、通常、製造者の使用説明書
に従って、又はＳａｍｂｒｏｏｋら（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂ
ｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａ
ｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ、ＮＹ（１９８９））に
述べられているような従来の手順を用いてこの技術分野において一般的に実施されるよう
に、又は本明細書中で述べるように実施する。特定の定義が与えられない限り、本明細書
で述べる分析化学、合成有機化学及び医薬及び製薬化学に関して使用する術語及び実験手
順及び手法は公知のものであり、かつこの技術分野で一般的に使用されるものである。化
学合成、化学分析、医薬調製、製剤及び送達、ならびに患者の処置のために、標準的な手
法を使用し得る。
【００３９】
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　定義
　この明細書を通じて使用する用語は、特定の場合に限られた別段の記載がない限り、下
記のように定義される。
【００４０】
　「Ａｎｇ－２」という用語は、米国特許第６，１６６，１８５号の図６のポリペプチド
（「Ｔｉｅ－２リガンド－２」）又はその断片ならびに、対立遺伝子変異体、スプライシ
ング変異体、誘導体、置換、欠失及び／又は挿入変異体、融合ペプチド及びポリペプチド
、ならびに種間相同体を含む関連ポリペプチドを指す。Ａｎｇ－２ポリペプチドは、調製
される方法に依存して、付加的な末端残基、例えばリーダー配列、標的配列、アミノ末端
メチオニン、アミノ末端メチオニン及びリシン残基、及び／又はタグ又は融合タンパク質
配列を含んでいてもよく又は含んでいなくてもよい。
【００４１】
　Ａｎｇ－２又はＡｎｇ－２特異的結合物質に関連して使用される場合、「生物学的に活
性」という用語は、ペプチド又はポリペプチドがＡｎｇ－２又はＡｎｇ－２特異的結合物
質の特徴である少なくとも１つの活性を有することを意味する。Ａｎｇ－２の特異的結合
物質は、少なくとも１つのＡｎｇ－２の生物活性に関して、アゴニスト活性、アンタゴニ
スト活性又は中和活性又は遮断活性を有し得る。
【００４２】
　「特異的結合物質」という用語は、他のアンジオポエチンよりも大きい親和性でＡｎｇ
－２（及び本明細書中で定義するような変異体及び誘導体）に結合する分子、好ましくは
タンパク質様分子を意味する。特異的結合物質は、Ａｎｇ－２に選択的に結合する、タン
パク質、ペプチド、核酸、糖質、脂質又は低分子量化合物であり得る。好ましい実施形態
において、本発明による特異的結合物質は、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体（
ｍＡｂ）、キメラ抗体、ＣＤＲ移植抗体、多重特異性抗体、二重特異性抗体、触媒抗体、
ヒト化抗体、ヒト抗体、抗イディオタイプ（抗－Ｉｄ）抗体及び、可溶性形態又は結合形
態で標識され得る抗体、ならびにそれらの断片、変異体又は誘導体（単独での、又は、公
知の技術により提供されるその他のアミノ酸配列と組合わされる。）などである。このよ
うな手法には、以下に限定されないが、酵素的切断、化学的切断、ペプチド合成又は組換
え手法が含まれる。本発明の抗Ａｎｇ－２特異的結合物質は、Ａｎｇ－２の生物活性及び
／又は他のＡｎｇ－２に関連する活性を調節する、例えば阻害する又は促進する、Ａｎｇ
－２の一部に結合することができる。
【００４３】
　「ポリクローナル抗体」という用語は、同じ抗原において異なるエピトープを認識しそ
れに結合する抗体の異質成分性混合物を指す。ポリクローナル抗体は、粗製の血清調製物
から得ることができるか、又は例えば抗原アフィニティークロマトグラフィーもしくはプ
ロテインＡ／プロテインＧアフィニティークロマトグラフィーを用いて精製することがで
きる。
【００４４】
　「モノクローナル抗体」という用語は、各モノクローナル抗体が典型的に抗原の同じエ
ピトープを認識するように、場合によっては１個のハイブリドーマ又はその他の細胞株に
より、もしくはトランスジェニック哺乳動物により産生される、同じ核酸分子によりコー
ドされる抗体の集合を指す。「モノクローナル」という用語は、抗体を作製するための何
らかの特定の方法に限定されず、また、この用語は、特定の種（例えば、マウス、ラット
など）において産生される抗体に限定されない。
【００４５】
　「キメラ抗体」という用語は、重／軽鎖の一部が特定の種由来の抗体又は特定の抗体ク
ラスもしくはサブクラスに属する抗体における対応する配列と同一もしくは相同であり、
その鎖の残りの部分が別の種由来の抗体又は別の抗体クラスもしくはサブクラスに属する
抗体の対応する配列と同一もしくは相同である抗体を指す。このような抗体の断片も含ま
れ、これは、所望の生物活性を示す（即ち、Ａｎｇ－２に対する特異的な結合能）。米国
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特許第４，８１６，５６７号及びＭｏｒｒｉｓｏｎら、Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　
Ｓｃｉ（ＵＳＡ）、８１：６８５１－６８５５（１９８５）を参照のこと。
【００４６】
　「ＣＤＲ移植抗体」という用語は、特定の種の又はアイソタイプのある抗体からのＣＤ
Ｒが同じもしくは異なる種又はアイソタイプの別の抗体のフレームワークに組換えにより
挿入されている抗体を指す。
【００４７】
　「多重特異性抗体」という用語は、１以上の抗原における複数のエピトープを認識する
可変領域を有する抗体を指す。このタイプの抗体のサブクラスは、同じもしくは異なる抗
原における２種類の個別のエピトープを認識する「二重特異性抗体」である。
【００４８】
　「触媒」抗体とは、１以上の細胞毒性のある、又はより一般的には、１以上の生物活性
のある部分が、標的結合物質に結合されている抗体を指す。
【００４９】
　「ヒト化抗体」という用語は、抗体フレームワーク領域がヒト由来であるが、各ＣＤＲ
が、マウスＣＤＲなどの別の種由来のもので置き換えられている、特異的なタイプのＣＤ
Ｒ移植抗体を指す。「ＣＤＲ」という用語は、前述部分で定義されている。
【００５０】
　「完全ヒト」抗体という用語は、ＣＤＲ及びフレームワークの両方が１以上のヒトＤＮ
Ａ分子由来である抗体を指す。
【００５１】
　「抗イディオタイプ」抗体という用語は、抗原を認識する別の抗体に特異的に結合する
あらゆる抗体を指す。Ａｎｇ－２特異的抗体の作製に対して本明細書中の何らかの方法に
より（これらの抗体が例えば、Ａｎｇ－２ポリペプチドそのもの又はその断片ではなく、
Ａｎｇ－２特異的抗体又はそのＡｎｇ－２結合断片を用いた動物の免疫付与から生じる事
を除く。）、抗イディオタイプ抗体の作製を行うことができる。
【００５２】
　「変異体」という用語は、本明細書中で使用する場合、アミノ酸残基が、結合物質に対
する天然の（又は少なくとも既知の）アミノ酸配列に挿入されている、そこから欠失して
いる、及び／又はそこで置換されている、ポリペプチドを含む。本発明の変異体は、下記
で述べるような融合タンパク質を含む。
【００５３】
　「誘導体」は、挿入、欠失又は置換変異体とは異なるある方法で化学修飾されている結
合物質を含む。
【００５４】
　「Ａｎｇ－２に特異的に結合する」とは、その親和性（例えば本明細書中で述べるよう
なアフィニティーＥＬＩＳＡ又はＢＩＡｃｏｒｅアッセイによって測定される。）又はそ
の中和能力（例えば本明細書中で述べる中和ＥＬＩＳＡアッセイ又は同様のアッセイによ
って測定される。）が、他の何らかのアンジオポエチン又は他のペプチド又はポリペプチ
ドに対する親和性又は中和能力よりも少なくとも１０倍高いが、場合によっては５０倍、
１００倍、２５０倍もしくは５００倍又は、少なくとも１０００倍高いというように、成
熟、全長又は部分長ヒトＡｎｇ－２ポリペプチド又はその相同分子種を認識し、それに結
合する、本発明の特異的結合物質（抗体又はその断片）の能力を指す。
【００５５】
　「抗原結合ドメイン」又は「抗原結合領域」という用語は、抗原と相互作用し、結合物
質に対して抗原に対するその特異性及び親和性を付与する特異的結合物質アミノ酸残基（
又は他の部分）を含有する特異的結合物質の一部（抗体分子など）を指す。抗体において
、抗原結合ドメインは、一般に、「相補性決定領域」又は「ＣＤＲ」と呼ばれる。
【００５６】
　「エピトープ」という用語は、特異的結合物質、例えば抗体によって、その結合物質の
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抗原結合領域の１以上において、認識され得る又は結合され得るあらゆる分子の一部を意
味する。エピトープは通常、例えばアミノ酸又は糖質側鎖などの、分子の化学的に活性な
表面配置からなり、特異的三次元構造特性ならびに特異的電荷特性を有する。本明細書中
で使用する場合、エピトープは、隣接又は非隣接であり得る。さらに、エピトープは、そ
れらが、抗体を生成させるために使用されるエピトープと同一である三次元構造を含有し
、抗体免疫応答を刺激するために使用されるＡｎｇ－２において見出されるアミノ酸残基
を含まない又は一部しか含まないことにおいて摸倣し得る。
【００５７】
　「阻害及び／又は中和エピトープ」という用語は、抗体などの特異的結合物質によって
結合された場合、その結果としてインビボ、インビトロ又はインサイチュ（ｉｎ　ｓｉｔ
ｕ）で、そのようなエピトープを含む分子、細胞又は生物の生物活性の喪失（又は少なく
とも生物活性の低下）をもたらすエピトープである。本発明に関して、中和エピトープは
、Ａｎｇ－２の生物活性領域に位置するか、又は生物活性領域に結合している。あるいは
、「活性化エピトープ」という用語は、抗体などの本発明の特異的結合物質によって結合
された場合に、結果としてＡｎｇ－２が活性化される、又は少なくともＡｎｇ－２の生物
学的に活性のある立体配座が維持されるようになるエピトープである。
【００５８】
　「抗体断片」という用語は、完全なインタクトの抗体ではないものを含むペプチド又は
ポリペプチドを指す。完全抗体は、「Ｆａｂ」として知られる抗原結合断片及び「Ｆｃ」
断片として知られるカルボキシ末端結晶化可能断片の２個の機能的に独立した部分又は断
片を含有する。特異的な抗原に結合する重及び軽鎖両方からの可変領域とともに、Ｆａｂ
断片は、重及び軽鎖（ＣＨ１及びＣＬ１）両方からの第一の定常ドメインを含む。重及び
軽鎖可変領域のそれぞれは、３個の相補性決定領域（ＣＤＲ）及び個々のＣＤＲの間にあ
るフレームワークアミノ酸残基を含む。Ｆｃ領域は、第二及び第三の重鎖定常領域（ＣＨ
２及びＣＨ３）を含み、完全活性化などのエフェクター機能に関与し、食細胞により攻撃
される。抗体の中には、全長抗体がどのようにタンパク質分解性に切断されるかに依存し
て、Ｆｃ及びＦａｂ領域が抗体「ヒンジ領域」により分離されるものがあり、ヒンジ領域
は、Ｆａｂ又はＦｃ断片の何れかと結合し得る。例えば、プロテアーゼ・パパインによる
抗体の切断の結果、ヒンジ領域は、結果として生じるＦｃ断片と会合し、一方、プロテア
ーゼ・ペプシンによる切断の場合、ヒンジはＦａｂ断片両方と同時に会合する。この２個
のＦａｂ断片は実際にペプシン切断後に共有結合するので、結果として生じる断片は、Ｆ
（Ａｂ’）２断片と呼ばれる。
【００５９】
　Ｆｃドメインは、比較的長い血清半減期を有し得、一方、Ｆａｂは半減期が短い（Ｃａ
ｐｏｎら、Ｎａｔｕｒｅ，３３７：５２５－３１（１９８９））。融合タンパク質の一部
として発現される場合、Ｆｃドメインは、半減期が長くなり得るか、又は、融合されたタ
ンパク質に対して、Ｆｃ受容体結合、プロテインＡ結合、補体結合及びおそらくは胎盤通
過などの機能を組み込み得る。Ｆｃ領域は、天然Ｆｃ領域であってもよいし、治療上の質
又は循環時間などのある種の性質を向上させるために変更されていてもよい。
【００６０】
　「可変領域」又は「可変ドメイン」という用語は、通常、重鎖においてアミノ末端約１
２０から１３０アミノ酸及び軽鎖において約１００から１１０アミノ末端アミノ酸を含む
、抗体の軽及び／又は重鎖の部分を指す。可変領域は通常、同じ種の抗体間であっても、
アミノ酸配列が大きく異なる。抗体の可変領域は通常、その特定の抗原に対する、各特定
抗体の結合及び特異性を決定する。配列の多様性は、相補性決定領域（ＣＤＲ）と呼ばれ
るこれらの領域に集中しており、一方、可変領域中のより保存性の高い領域は、フレーム
ワーク領域（ＦＲ）と呼ばれる。軽及び重鎖のＣＤＲは、その中に抗原との抗体の直接的
相互作用に大きく関与するアミノ酸を含有するが、ＦＲ中のアミノ酸は、本明細書中で下
記で考察するように、抗原結合／認識に顕著に影響を与え得る。
【００６１】
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　「軽鎖」という用語は、抗体に関して使用する場合、集合的に、定常ドメインのアミノ
酸配列を基にカッパ（κ）又はラムダ（λ）と呼ばれる２個の異なるタイプを指す。
【００６２】
　「重鎖」という用語は、抗体に関して使用する場合、集合的に、重鎖定常ドメインのア
ミノ酸配列を基にアルファ、デルタ、イプシロン、ガンマ及びミューと呼ばれる５個の異
なるタイプを指す。重及び軽鎖の組み合わせにより、５種類の既知の抗体クラス、ＩｇＡ
、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ及びＩｇＭが生じ、それぞれ、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３

及びＩｇＧ４の４種類の既知のサブクラスを含む。
【００６３】
　核酸分子、ポリペプチド、宿主細胞などの生物学的物質に関して使用される場合、「天
然に生じる」という用語は、天然において見出され、人間によって修飾されていないもの
を意味する。
【００６４】
　Ａｎｇ－２又はＡｎｇ－２の特異的結合物質に関して使用される場合、「単離された」
という用語は、その自然環境において見いだされる少なくとも１つの夾雑ポリペプチド又
は化合物を含まない、好ましくはその治療的又は診断的使用を妨害する如何なる他の夾雑
哺乳動物ポリペプチドも実質的に含まない化合物を指す。
【００６５】
　Ａｎｇ－２、抗Ａｎｇ－２抗体又はＡｎｇ－２のあらゆる他のタンパク質様特異的結合
物質に関して使用する場合、「成熟」という用語は、リーダー又はシグナル配列を欠く、
ペプチド又はポリペプチドを意味する。本発明の結合物質が、例えば原核宿主細胞におい
て発現される場合、「成熟」ペプチド又はポリペプチドは、アミノ末端メチオニン、又は
１以上のメチオニン及びリシン残基などの付加的なアミノ酸残基も含み得る（しかし、や
はりリーダー配列を欠く。）。このようにして産生されるペプチド又はポリペプチドは、
これらの付加的なアミノ酸残基を除去して、又は除去せずに使用することができる。
【００６６】
　Ａｎｇ－２の特異的結合物質に関して使用する場合、「有効量」又は「治療上有効な量
」という用語は、Ａｎｇ－２の１以上の生物活性レベルの観察可能な変化を支持するため
に有用な又は必要な特異的結合物質の量を指す。その変化とは、Ａｎｇ－２活性レベルの
上昇又は低下の何れかであり得る。好ましくは、その変化とはＡｎｇ－２活性の低下であ
る。
【００６７】
　特異的結合物質及び抗体
　本明細書中で使用する場合、「特異的結合物質」という用語は、本明細書のＡｎｇ－２
の認識及び結合に対して特異性を有する分子を指す。適切な特異的結合物質としては、以
下に限定されないが、抗体及びその誘導体、ポリペプチド及び小分子が含まれる。当業界
で公知の方法を用いて適切な特異的結合物質を調製し得る。代表的な本発明のＡｎｇ－２
ポリペプチド特異的結合物質は、Ａｎｇ－２ポリペプチドの特定部分に結合し得、好まし
くはＡｎｇ－２ポリペプチドの活性又は機能を調節し得る。
【００６８】
　Ａｎｇ－２ポリペプチドに特異的に結合する抗体及び抗体断片などの特異的結合物質は
本発明の範囲内である。この抗体は、単一特異性ポリクローナルを含むポリクローナル、
モノクローナル（ｍＡｂ）、組換え、キメラ、ＣＤＲ移植のようなヒト化、ヒト、一本鎖
、触媒、多重特異性及び／又は二重特異性、ならびにその断片、変異体及び／又は誘導体
であり得る。
【００６９】
　Ａｎｇ－２ポリペプチドに対するポリクローナル抗体は、通常、動物（例えば、ウサギ
、ハムスター、ヤギ、ヒツジ、ウマ、ブタ、ラット、アレチネズミ、モルモット、マウス
又はその他の適切な哺乳動物、ならびにその他の非哺乳動物種）において、Ａｎｇ－２ポ
リペプチド又はその断片をアジュバントと一緒に又はアジュバントなしで皮下又は腹腔内
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に複数回注射することにより産生される。このようなアジュバントとしては、以下に限定
されないが、フロイント完全及び不完全アジュバント、無機ゲル（例えば、水酸化アルミ
ニウム）及び界面活性物質（例えば、リゾレシチン、プルロニックポリオール、ポリアニ
オン、ペプチド、オイルエマルジョン、キーホールリンペットヘモシアニン及びジニトロ
フェノール）が挙げられる。ＢＣＧ（カルメット・ゲラン桿菌）及びコリネバクテリウム
・パルブムも考えられる有用なヒトアジュバントである。抗原ポリペプチドを、免疫付与
しようとする種において免疫原性である担体タンパク質、例えばキーホールリンペットヘ
モシアニン、血清、アルブミン、ウシサイログロブリン又は大豆トリプシン阻害剤に結合
させることが有用であり得る。また、免疫応答を高めるためにミョウバンなどの凝集剤も
使用される。免疫付与後、動物の放血を行い、抗－Ａｎｇ－２ポリペプチド抗体力価につ
いて血清のアッセイを行うが、この力価は本明細書の実施例のアッセイを用いて測定し得
る。ポリクローナル抗体は該抗体が検出された血清中で使用し得、例えば抗原アフィニテ
ィークロマトグラフィー又はプロテインＡ又はＧアフィニティークロマトグラフィーを用
いて血清から精製し得る。
【００７０】
　Ａｎｇ－２ポリペプチドに対するモノクローナル抗体は、例えば、以下に限定されない
が、従来の「ハイブリドーマ」法又はより新しい「ファージディスプレイ」法を用いて作
製し得る。例えば、本発明のモノクローナル抗体は、ハイブリドーマ法（Ｋｏｈｌｅｒら
、Ｎａｔｕｒｅ，２５６：４９５（１９７５））、ヒトＢ細胞ハイブリドーマ法（Ｋｏｓ
ｂｏｒら、Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｔｏｄａｙ，４：７２（１９８３）；Ｃｏｔｅら，Ｐｒｏｃ
．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．（ＵＳＡ），８０：２０２６－２０３０（１９８３）；
Ｂｒｏｄｅｕｒら、Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　
Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，ｐ．５１－６３，Ｍａｒｃ
ｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ（１９８７））及びＥＢＶ－ハイブリ
ドーマ法（Ｃｏｌｅら、Ｍｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ａｎｄ　Ｃａｎｃ
ｅｒ　Ｔｈｅｒａｐｙ，Ａｌａｎ　Ｒ　Ｌｉｓｓ　Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ　Ｎ．Ｙ
．，ｐ．７７－９６，（１９８５））を用いて作製し得る。本発明はまた、Ａｎｇ－２ポ
リペプチドと反応するモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマ細胞系も提供する。
【００７１】
　ハイブリドーマ技術を使用する場合、骨髄腫細胞株を使用し得る。ハイブリドーマ作製
融合方法で使用するのに適した細胞株は、好ましくは非抗体産生であり、高い融合効率を
有し、所望の融合細胞（ハイブリドーマ）のみの増殖を支持するある種の選択培地では増
殖し得ないようにする酵素欠乏性である。例えば、マウス融合に使用される細胞株はＳｐ
－２０、Ｐ３－Ｘ６３／Ａｇ８、Ｐ３－Ｘ６３－Ａｇ８．６５３、ＮＳ１／１．Ａｇ４　
１、Ｓｐ２１０－Ａｇ１４、ＦＯ、ＮＳＯ／Ｕ、ＭＰＣ－１１、ＭＰＣ　１１－Ｘ４５－
ＧＴＧ１．７及びＳ１９４／５ＸＸ０　Ｂｕｌであり、ラット融合に使用される細胞株は
Ｒ２１０．ＲＣＹ３、Ｙ３－Ａｇ１．２．３、ＩＲ９８３Ｆ及びＲＢ２１０である。細胞
融合に有用であるその他の細胞株は、Ｕ－２６６、ＧＭ１５００－ＧＲＧ２、ＬＩＣＲ－
ＬＯＮ－ＨＭｙ２及びＵＣ７２９－６である。モノクローナル抗体を産生するハイブリド
ーマ及び他の細胞株は本発明の新規組成物であると考えられる。
【００７２】
　ファージディスプレイ法は、何らかの種からモノクローナル抗体を作製するためにも使
用され得る。好ましくは、この方法は、単一Ｆａｂ又はＦｖ抗体断片をコードするポリヌ
クレオチドがファージ粒子の表面上で発現する、完全ヒトモノクローナル抗体を産生する
ために使用される（Ｈｏｏｇｅｎｂｏｏｍら、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，２２７：３８１
（１９９１）；Ｍａｒｋｓら、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，２２２：５８１（１９９１）；
米国特許第５，８８５，７９３号も参照のこと。）。Ａｎｇ－２に対して親和性を有する
抗体断片を同定するために、本明細書の結合アッセイを用いて各ファージを「スクリーニ
ング」し得る。したがって、これらの方法は糸状バクテリオファージの表面上に抗体断片
レパートリーを表示することによる免疫選択及びその後のＡｎｇ－２に対する結合による



(19) JP 2008-520188 A 2008.6.19

10

20

30

40

50

ファージ選択を摸倣している。このような方法の１つがＡｄａｍｓらのＰＣＴ／ＵＳ９８
／１７３６４に記載されており、ここでは、このような方法を用いたＭＰＬ－及びｍｓｋ
－受容体に対する高親和性及び機能性アゴニスト抗体断片の単離が記載されている。この
方法では、ヒト抗体遺伝子の完全レパートリーは、既に記載されているように（Ｍｕｌｌ
ｉｎａｘら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．（ＵＳＡ），８７：８０９５－８
０９９（１９９０））末梢血リンパ球由来の天然に再編成されたヒトＶ遺伝子をクローニ
ングすることにより作製することができる。
【００７３】
　本発明の完全長モノクローナル抗体の各鎖、ＦａｂもしくはＦｖ断片をコードするポリ
ヌクレオチド配列を同定した後、当技術分野で公知でありかつ日常的に実施されている組
換え法を用いてモノクローナル抗体ポリヌクレオチドを発現させるために、真核又は原核
宿主細胞を使用し得る。あるいは、所望の特異的結合物質をコードするポリヌクレオチド
配列がモノクローナル抗体又は他の特異的結合物質をコードするポリヌクレオチド分子を
発現させ得るようにレシピエント動物（例えば、マウス、ウサギ、ヤギ又はウシ）のゲノ
ムに導入されている、トランスジェニック動物を作製する。ある態様において、モノクロ
ーナル抗体又はその他の特異的結合物質をコードするポリヌクレオチドを哺乳動物特異的
調節配列にライゲーションし得、キメラポリヌクレオチドを標的動物の生殖細胞系列に導
入し得る。次いで、生じたトランスジェニック動物はその乳において所望の抗体を産生す
る（Ｐｏｌｌｏｃｋら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏ．Ｍｅｔｈ．，２３１：１４７－１５７（１９
９９）；Ｌｉｔｔｌｅら、Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｔｏｄａｙ，８：３６４－３７０（２０００
））。さらに、モノクローナル抗体又はその他の特異的結合物質をコードするポリヌクレ
オチドを適当な植物にトランスフェクトすることにより、モノクローナル抗体などのＡｎ
ｇ－２特異的結合物質を発現させ、産生させるために植物を使用し得る。
【００７４】
　本発明の別の実施形態において、ヒト種以外の他の種由来のモノクローナルもしくはポ
リクローナル抗体、又はその断片をヒト化又はキメラ化し得る。非ヒト抗体のヒト化方法
は当技術分野で周知である（米国特許第５，８５９，２０５号、同第５，５８５，０８９
号及び同第５，６９３，７６２号参照）。例えば当技術分野で公知の方法（Ｊｏｎｅｓら
、Ｎａｔｕｒｅ，３２１：５２２－５２５（１９８６）；Ｒｉｅｃｈｍａｎｎら、Ｎａｔ
ｕｒｅ，３３２：３２３－３２７（１９８８）；Ｖｅｒｈｏｅｙｅｎら、Ｓｃｉｅｎｃｅ
，２３９：１５３４－１５３６（１９８８））を用いて、例えばげっ歯類の相補性決定領
域（ＣＤＲ）の少なくとも一部をヒト抗体の対応領域に対して置換することにより、ヒト
化が行われる。本発明は、本明細書に記載されており、当技術分野で公知のこれらのヒト
抗体の変異体及び誘導体も提供する。
【００７５】
　Ａｎｇ－２ポリペプチドに結合する完全ヒト抗体、ならびにその断片、変異体及び／又
は誘導体も本発明に包含される。上記ファージディスプレイ法を用いてこのような抗体を
産生し得る。あるいは、内在性免疫グロブリン産生なくヒト抗体のレパートリーを産生し
得るトランスジェニック動物（例えば、マウス）を使用して、このような抗体を作製し得
る。これは、Ａｎｇ－２抗原又はその断片（Ａｎｇ－２断片はＡｎｇ－２に対してユニー
クなアミノ酸配列を有する。）を用いて動物に免疫付与することにより実施し得る。場合
によっては、このような免疫原を担体に結合させ得る。例えば、Ｊａｋｏｂｏｖｉｔｓら
、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ（ＵＳＡ），９０：２５５１－２５５５（１９
９３）；Ｊａｋｏｂｏｖｉｔｓら、Ｎａｔｕｒｅ，３６２：２５５－２５８（１９９３）
；Ｂｒｕｇｇｅｒｍａｎｎら、Ｙｅａｒ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏ．，７：３３（１９９３）
参照。ある方法において、重鎖及び軽鎖免疫グロブリンをコードする内在性遺伝子座を無
能にし、ヒト重鎖及び軽鎖タンパク質をコードする遺伝子座をそのゲノムに挿入すること
により、このようなトランスジェニック動物を作製する。次いで、これらの改変の完全な
ものよりも改変が少ない部分的改変動物を交雑させ、所望の免疫系改変を全て有する動物
を得る。免疫原を投与すると、これらのトランスジェニック動物は所望抗原に対して免疫
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特異的である（例えばマウスではなく）ヒトアミノ酸配列を含むヒト可変領域を有する抗
体を産生することができる。ＰＣＴ出願第ＰＣＴ／ＵＳ９６／０５９２８号及び同第ＰＣ
Ｔ／ＵＳ９３／０６９２６号を参照のこと。別の方法は米国特許第５，５４５，８０７号
、ＰＣＴ出願第ＰＣＴ／ＵＳ９１／２４５号、ＰＣＴ出願第ＰＣＴ／ＧＢ８９／０１２０
７号及びＥＰ５４６０７３Ｂ１及びＥＰ５４６０７３Ａ１に記載されている。ヒト抗体は
、宿主細胞において組換えＤＮＡ発現させるか、又は本明細書に記載されているハイブリ
ドーマ細胞において発現させることによっても産生され得る。
【００７６】
　遺伝子導入は多様な方法で実施される。例えば、Ｂｒｕｇｇｅｍａｎら，Ｉｍｍｕｎｏ
ｌ．Ｔｏｄａｙ，１７：３９１－７（１９９６）参照。ある方法において、生殖細胞系列
構成の遺伝子セグメントが相互に人工的に近づくようにミニ遺伝子座を構築する。サイズ
の制限（通常３０ｋｂ未満）のため、生じたミニ遺伝子座は限定数の異なる遺伝子セグメ
ントを含むが、依然として多数の抗体レパートリーを産生し得る。プロモーター及びエン
ハンサーを含め、ヒトＤＮＡ配列のみを含有するミニ遺伝子座は、トランスジェニックマ
ウスにおいて完全に機能的である。
【００７７】
　トランスジェニック動物において多数の遺伝子セグメントが所望される場合、酵母人工
染色体（ＹＡＣ）を用いる。ＹＡＣは数百ｋｂから１Ｍｂの範囲であり得、卵に直接マイ
クロインジェクションすることにより、又はＹＡＣを胚性幹（ＥＳ）細胞系列に導入する
ことによりマウス（又は他の適当な動物）ゲノムに導入される。通常、精製ＤＮＡ又は精
製ＤＮＡをミセル中に含む酵母スフェロプラスト融合物のリポフェクションにより、ＹＡ
ＣをＥＳ細胞に導入し、ハイブリドーマ融合プロトコルと同様の方法で融合を実施する。
ＤＮＡ導入後の所望ＥＳ細胞の選択は、当技術分野で公知の選択マーカーの何れかをＹＡ
Ｃに導入することにより実施する。
【００７８】
　代替法としては、細菌Ｅ．コリ宿主中で増幅されるバクテリオファージＰ１ベクターを
用いる。これらのベクターは通常ＹＡＣよりも少ない挿入ＤＮＡを有するが、クローンは
マウス卵に直接マイクロインジェクションするのに十分な高収率で容易に増殖する。各種
Ｐ１ベクターのカクテルを使用することにより、高レベルの相同組換えが生ずることが分
かっている。
【００７９】
　循環抗体の血清レベルを検出するための当技術分野で公知の何らかの方法（例えば、Ｅ
ＬＩＳＡ）を用いて適切なトランスジェニックマウス（又は、他の適当な動物）を同定し
た後、このトランスジェニック動物を内因性Ｉｇ遺伝子座が破壊されたマウスと交配させ
る。その結果、本質的に全てのＥＳ細胞がヒト抗体を発現する子孫が得られる。
【００８０】
　さらに別の方法として、全動物Ｉｇ遺伝子座をヒトＩｇ遺伝子座で置換するが、この場
合、得られる動物はヒト抗体のみを発現する。別の方法では、動物の遺伝子座の一部をヒ
ト遺伝子座中の特定の対応領域で置換する。場合により、この方法により得られる動物は
マウスＩｇ遺伝子座の置換の性質に応じ、完全ヒト抗体とは異なり、キメラ抗体を発現し
得る。
【００８１】
　ヒト抗体はインビトロでヒト脾細胞（Ｂ又はＴ細胞）を抗原に曝した後、免疫不全マウ
ス（例えば、ＳＣＩＤ又はｎｏｄ／ＳＣＩＤ）において曝露細胞を再構成することによっ
ても産生され得る。Ｂｒａｍｓら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ，１６０：２０５１－２０５８（
１９９８）；Ｃａｒｂａｌｌｉｄｏら，Ｎａｔ．Ｍｅｄ．，６：１０３－１０６（２００
０）参照。ある方法において、ヒト胎児組織をＳＣＩＤマウス（ＳＣＩＤ－ｈｕ）に移植
すると、長期間にわたり造血及びヒトＴ細胞発生が起こる（ＭｃＣｕｎｅら、Ｓｃｉｅｎ
ｃｅ，２４１：１５３２－１６３９（１９８８）；Ｉｆｖｅｒｓｅｎら、Ｓｅｍ．Ｉｍｍ
ｕｎｏｌ．，８：２４３－２４８（１９９６））。これらのキメラマウスにおける液性免
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疫応答は何れも、動物中のＴ細胞の同時発生に完全に依存している（Ｍａｒｔｅｎｓｓｏ
ｎら、Ｉｍｍｕｎｏｌ．，８３：１２７１－１７９（１９９４））。別の方法において、
ヒト末梢血リンパ球を腹腔内（又は他の方法で）ＳＣＩＤマウスに移植する（Ｍｏｓｉｅ
ｒら，Ｎａｔｕｒｅ，３３５：２５６－２５９（１９８８））。移植した細胞をブドウ球
菌エンテロトキシンＡ（ＳＥＡ）（Ｍａｒｔｅｎｓｓｏｎら、Ｉｍｍｕｎｏｌ．，８４：
２２４－２３０（１９９５））のようなプライミング剤又は抗－ヒトＣＤ４０モノクロー
ナル抗体（Ｍｕｒｐｈｙら、Ｂｌｏｏｄ，８６：１９４６－１９５３（１９９５））の何
れかで処理すると、より高レベルのＢ細胞産生が検出される。
【００８２】
　あるいは、各ヒトＶＨセグメントをランダムヌクレオチドのＤセグメント及びヒトＪセ
グメントとともに組み立てることにより、非再編成Ｖ遺伝子セグメントから完全合成ヒト
重鎖レパートリーが構築される（Ｈｏｏｇｅｎｂｏｏｍら，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，２
２７：３８１－３８８（１９９２））。同様に、軽鎖レパートリーは、各ヒトＶセグメン
トをＪセグメントと組み合わせることにより構築される（Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓら、ＥＭＢ
Ｏ　Ｊ．，１３：３２４５－３２６０（１９９４））。完全抗体をコードするヌクレオチ
ド（すなわち、重鎖及び軽鎖）を一本鎖Ｆｖ断片として連結し、糸状ファージマイナーコ
ートタンパク質をコードするヌクレオチドにこのポリヌクレオチドをライゲーションする
。この融合タンパク質をファージ表面で発現させると、固定化抗原を用いた選択により、
特異的抗体をコードするポリヌクレオチドが同定される。
【００８３】
　さらに別の方法において、片方の鎖をファージタンパク質に融合させ、他方鎖を細菌ペ
リプラズムに分泌させることにより、２つのＦａｂ断片として抗体断片を集合させる（Ｈ
ｏｏｇｅｎｂｏｏｍら、Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．，１９：４１３３－４１３７（
１９９１）；Ｂａｒｂａｓら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．（ＵＳＡ），８
８：７９７８－７９８２（１９９１））。
【００８４】
　キメラ、ヒト化、ＤＣＲ移植及び完全ヒト抗体又はその断片は通常、組換え法により大
規模産生される。各抗体又はその断片の重鎖及び軽鎖をコードするポリヌクレオチド分子
は、本明細書の材料及び手順を用いて宿主細胞に導入され、発現される。好ましい実施形
態において、哺乳動物宿主細胞（例えば、ＣＨＯ細胞）において抗体が産生される。この
ような産生の詳細については以下に記載する。
【００８５】
　特異的結合物質の融合パートナー
　本発明のさらなる実施形態において、Ａｎｇ－２抗体のアミノ酸配列可変領域、例えば
本明細書のアミノ酸配列を有する重鎖可変領域又は本明細書のアミノ酸配列を有する軽鎖
可変領域を含むポリペプチドを、Ｎ末端又はＣ末端の何れかでヒトＩｇＧのＦｃ領域の１
以上に融合させ得る。Ａｎｇ－２特異的抗体のＦｂなどの治療用タンパク質と共に構築し
た場合、Ｆｃドメインはより長い半減期を与え得るか又はＦｃ受容体結合、プロテインＡ
結合、補体固定及びおそらくは胎盤移行などの機能を導入し得る（Ｃａｐｏｎら、Ｎａｔ
ｕｒｅ，３３７：５２５－５３１（１９８９））。
【００８６】
　ある例において、当業界で公知の方法を用いて、例えば（例えばファージディスプレイ
ライブラリから得られる）抗－Ａｎｇ－２　Ｆａｂ又はＦｖ断片などの特異的結合物質ポ
リペプチドのＮ又はＣ末端の何れかで、抗体ヒンジのＣＨ２及びＣＨ３領域を融合させ得
る。プロティンＡ又はプロティンＧアフィニティーカラムを用い、生じた融合タンパク質
を精製し得る。Ｆｃ領域に融合させたペプチド及びタンパク質は、非融合対応物よりも実
質的に長いインビボ半減期を示すことが分かった。また、Ｆｃ領域に融合させると、融合
ポリペプチドは二量体化／多量体化し得る。Ｆｃ領域は天然に存在するＦｃ領域であるか
又は治療品質、循環時間、凝集問題の低下などのある種の品質を改善するように改変され
得る。当業界で公知の他の例としては、ヒト又は別の種であり得るか又は合成物であり得
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るＦｃ領域が、ホジキン病、未分化リンパ腫及びＴ細胞白血病を治療するためにＣＤ３０
ＬのＮ末端に融合させられているもの（米国特許第５，４８０，９８１号）、敗血症性シ
ョックを治療するためにＦｃ領域がＴＮＦ受容体に融合させられているもの（Ｆｉｓｈｅ
ｒら，Ｎ．Ｅｎｇｌ．Ｊ．Ｍｅｄ．，３３４：１６９７－１７０２（１９９６））及びＡ
ＩＤＳを治療するためにＦｃ領域がＣｄ４受容体に融合させられているもの（Ｃａｐｏｎ
ら，Ｎａｔｕｒｅ，３３７：５２５－３１（１９８９））が挙げられる。
【００８７】
　触媒抗体は別のタイプの融合分子であり、これには１以上の細胞毒性部分、より一般的
には１以上の生物活性部分が特異的結合物質に結合している抗体が含まれる。例えば、Ｒ
ａｄｅｒら、Ｃｈｅｍ．Ｅｕｒ．Ｊ．，１２：２０９１－２０９５（２０００）を参照の
こと。このタイプの細胞毒性剤は抗体介在性細胞毒性を改善し、これには、直接又は間接
的に細胞死を刺激するサイトカイン、放射性同位元素、（プロドラッグを含む）化学療法
剤、細菌毒素（例えば、シュードモナス外毒素、ジフテリア毒素など）、植物毒素（例え
ば、リシン、ゲロニンなど）、化学複合体（例えば、メイタンシノイド毒素、ｃａｌｅｃ
ｈａｅｍｉｃｉｎなど）、放射性複合体、酵素複合体（ＲＮａｓｅ複合体、抗体酵素／プ
ロドラッグ治療（ＡＤＥＰＴ））などの部分が含まれる。ある態様において、細胞毒性剤
は、この抗体上の別の抗原認識部位の１つにこの物質を結合させることにより、二重特異
性又は多重特異性抗体のある成分に「結合」させ得る。別の態様として、結合物質をコー
ドするポリヌクレオチドに毒素をコードするポリヌクレオチドをライゲーションした後、
特異的結合物質との融合タンパク質として、タンパク質細胞毒素をコードするポリヌクレ
オチドを発現させ得る。別の態様において、特異的結合物質を所望の細胞毒素を含むよう
に共有結合的に修飾し得る。
【００８８】
　このような融合タンパク質の例は、免疫グロブリン定常領域などの、長い循環半減期を
有する免疫原性ポリペプチド又はタンパク質、マーカータンパク質、所望の特異的結合物
質ポリペプチドの精製を行い易くするタンパク質又はポリペプチド、及び多量体タンパク
質の形成を促進するポリペプチド配列（例えば、二量体形成／安定性に有用なロイシンジ
ッパーモチーフなど）である。
【００８９】
　このタイプの挿入変異体は、通常、Ｎ又はＣ末端で第２のポリペプチドの全部又は一部
に結合した天然分子の全部又は大部分を有する。例えば、融合タンパク質は通常、異種宿
主でタンパク質を組換え発現し得るように他種由来のリーダー配列を使用する。別の有用
な融合タンパク質は、融合タンパク質の精製を促進するように抗体エピトープなどの免疫
学的に活性のあるドメインの付加を含む。融合ジャンクション又はその近くに開裂部位を
挿入すると、精製後異質ポリペプチドの除去が容易となる。他の有用な融合には、酵素由
来の活性部位などの機能的ドメイン、グリコシル化ドメイン、細胞標的シグナル又は膜貫
通領域の連結が含まれる。
【００９０】
　本発明で使用され得る融合タンパク質発現システムが多数市販されている。特に有用な
系としては、以下に限定されないが、グルタチオン－Ｓ－トランスフェラーゼ（ＧＳＴ）
系（Ｐｈａｒｍａｃｉａ）、マルトース結合タンパク質系（ＮＥＢ，Ｂｅｖｅｒｌｙ，Ｍ
Ａ）、ＦＬＡＧ系（ＩＢＩ，Ｎｅｗ　Ｈａｖｅｎ，ＣＴ）及び６ｘＨｉｓ系（Ｑｉａｇｅ
ｎ，Ｃｈａｔｓｗｏｒｔｈ，ＣＡ）が挙げられる。これらの系は、さらなるアミノ酸を少
数しか有さない組換えポリペプチドを産生し得、これらのアミノ酸は組換えポリペプチド
の抗原能に殆ど影響を及ぼさない。例えば、ＦＬＡＧ系及び６ｘＨｉｓ系では両者とも、
付加するのは短い配列のみであり、これらは両方とも抗原性に乏しいことが知られており
、また、ポリペプチドの天然の立体構造への折り畳みに悪影響を与えない。有用であると
考えられる別のＮ末端融合はタンパク質又はペプチドのＮ末端領域でのＭｅｔ－Ｌｙｓジ
ペプチドの融合である。このような融合により、タンパク質発現又は活性が有益に上昇し
得る。
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【００９１】
　特に有用な融合構築物は、例えば本発明の抗－イディオタイプ抗体の産生において有用
な特異的結合物質融合構築物の免疫原性を高めるために、特異的結合物質ペプチドがハプ
テンに融合しているものであり得る。免疫原性を高めるためのこのような融合構築物は当
業者にとって周知であり、例えば特異的結合物質とヘルパー抗原（ｈｓｐ７０又はジフテ
リア毒素鎖由来のものなどのペプチド配列など）又はサイトカイン（ＩＬ－２など）との
融合物が免疫応答を誘導するのに有用であろう。他の実施形態において、特定の部位又は
細胞への抗原結合物質組成物の標的化を促進する融合構築物を作製し得る。
【００９２】
　所望の特性を有する異種ポリペプチド、例えば血清半減期を延長させるＩｇ定常領域、
標的化のための抗体もしくはその断片を含む他の融合構築物も意図される。その他の融合
系により、所望ポリペプチドから融合パートナーを切り出すことが望ましいポリペプチド
ハイブリッドが産生される。ある実施形態において、プロテアーゼに対する特異的認識配
列を含むペプチド配列により、融合パートナーを組換え特異的結合物質ポリペプチドに連
結させる。適切な配列の例は、Ｔｏｂａｃｃｏ　Ｅｔｃｈ　Ｖｉｒｕｓプロテアーゼ（Ｌ
ｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｇａｉｔｈｅｒｓｂｕｒｇ，ＭＤ）又はＸａ因子（
Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ，Ｂｅｖｅｒｌｅｙ，ＭＡ）により認識される
ものである。
【００９３】
　本発明はまた、例えば本明細書に記載されているアミノ酸配列を有する重鎖可変領域又
は本明細書に記載されているアミノ酸配列を有する軽鎖可変領域などの、Ａｎｇ－２抗体
の可変領域の全部又は一部を、腫瘍血管凝固剤として作用するヒト凝固誘導タンパク質の
短縮型からなる血管標的物質である短縮型組織因子（ｔＴＦ）と組み合わせて含む融合ポ
リペプチドを提供する。抗－Ａｎｇ－２－抗体又はその断片にｔＴＦを融合させると、抗
－Ａｎｇ－２の標的細胞への送達が促進され得る。
【００９４】
　特異的結合物質の変異体
　本発明の特異的結合物質の変異体には挿入、欠失及び／又は置換変異体が含まれる。本
発明のある態様において、１以上のアミノ酸残基が特異的結合物質アミノ酸配列に付加さ
れている挿入変異体を提供する。挿入はタンパク質の片方もしくは両方の末端に位置し得
るか、又は、特異的結合物質アミノ酸配列の内部領域内に位置し得る。一方又は両方の末
端にさらなる残基を有する挿入変異体の例としては、例えば、融合タンパク質及びアミノ
酸タグ又は標識を含むタンパク質が挙げられる。挿入変異体としては、１以上のアミノ酸
残基が特異的結合物質アミノ酸配列に付加されている特異的結合物質ポリペプチド又はそ
の断片が挙げられる。
【００９５】
　本発明の変異体産物には成熟した特異的結合物質産物も含まれる。このような特異的結
合物質産物では、リーダー配列又はシグナル配列が除去されているが、生じたタンパク質
は、野生型Ａｎｇ－２ポリペプチドに比して、さらなるアミノ末端残基を有する。さらな
るアミノ末端残基は他のタンパク質由来であり得るか、又は特定タンパク質由来のものと
して同定され得ない１以上の残基を含み得る。１位にさらなるメチオニン残基を有する特
異的結合物質産物（Ｍｅｔ－１－特異的結合物質）及び２位及び１位にさらなるメチオニ
ン及びリシン残基を有する特異的結合物質（Ｍｅｔ－２－Ｌｙｓ－１－特異的結合物質）
も意図される。さらなるＭｅｔ、Ｍｅｔ－Ｌｙｓ、Ｌｙｓ残基（又は、通常１以上の塩基
性残基）を有する特異的結合物質の変異体は細菌宿主細胞における組換えタンパク質産生
を促進するために特に有用である。
【００９６】
　本発明はまた、特定発現系を使用して生じるさらなるアミノ酸残基を有する特異的結合
物質変異体も包含する。例えば、グルタチオン－Ｓ－トランスフェラーゼ（ＧＳＴ）融合
産物の一部として所望ポリペプチドを発現する市販ベクターを使用すると、所望ポリペプ
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チドからＧＳＴ成分を切断した後に、アミノ酸１位にさらなるグリシン残基を有する所望
ポリペプチドが得られる。ポリヒスチジンタグがその配列のカルボキシ及び／又はアミノ
末端においてアミノ酸配列に組み込まれたものを含む他のベクター系での発現により生ず
る変異体も考えられる。
【００９７】
　挿入変異体には、特異的結合物質ポリペプチドのアミノ及び／又はカルボキシ末端が他
のポリペプチドもしくはその断片、又は何らかの特定タンパク質配列の一部として通常認
識されないアミノ酸配列に融合している上記の融合タンパク質も含まれる。
【００９８】
　別の態様において、本発明は特異的結合物質ポリペプチド中の１以上のアミノ酸残基が
除去されている欠失変異体を提供する。欠失は特異的結合物質ポリペプチドの片方もしく
は両方の末端で起こるか、又は特異的結合物質アミノ酸配列内の１以上の残基の除去によ
り起こり得る。欠失変異体は必ず特異的結合物質ポリペプチドの全断片を含む。
【００９９】
　抗体断片は抗原ポリペプチド上のエピトープに結合する抗体の部分を含む。このような
断片の例としては、例えば完全長抗体の酵素的又は化学的切断により生じるＦａｂ及びＦ
（ａｂ’）２断片が挙げられる。他の結合断片には、抗体可変領域をコードする核酸配列
を含む組換えプラスミドの発現などの、組換えＤＮＡ法により生じるものが含まれる。本
発明はまた、Ａｎｇ－２ポリペプチドに特異的に結合する能力を維持している、Ａｎｇ－
２結合物質のポリペプチド断片を包含する。本発明では、本発明のペプチド又はポリペプ
チドの少なくとも５、１０、１５、２０、２５、３０、３５、４０、４５、５０個以上の
連続アミノ酸を含む断片が含まれる。好ましいポリペプチド断片は本発明の抗原結合物質
に対してユニーク又は特異的な免疫学的特性を示す。当技術分野で周知であり、日常的に
実施されている方法により、所望の免疫学的性質を有する本発明の断片を作製し得る。
【０１００】
　別の態様において、本発明は本発明の特異的結合物質の置換変異体を提供する。置換変
異体は通常、元のポリペプチドに「類似」しているか又は元のポリペプチドとある程度の
「同一性」を有すると考えられ、この中にはポリペプチドの１以上のアミノ酸残基が除去
されて別の残基で置換されているポリペプチドが含まれる。ある態様において、置換は保
存的であるが、本発明は非保存的な置換も包含する。
【０１０１】
　関連ポリペプチドの同一性及び類似性は既知の方法によって容易に計算できる。このよ
うな方法としては、以下に限定されないが、Ｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎａｌ　Ｍｏｌｅｃｕ
ｌａｒ　Ｂｉｏｏｌｏｇｙ，Ｌｅｓｋ，Ａ．Ｍ．編、Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔ
ｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ（１９８８）；Ｂｉｏｃｏｍｐｕｔｉｎｇ：Ｉｎｆｏ
ｒｍａｔｉｃｓ　ａｎｄ　Ｇｅｎｏｍｅ　Ｐｒｏｊｅｃｔｓ，Ｓｍｉｔｈ，Ｄ．Ｗ．編、
Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ（１９９３）；Ｃｏｍｐｕｔｅｒ　Ａ
ｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　Ｄａｔａ，Ｐａｒｔ　１，Ｇｒｉｆｆｉｎ，
Ａ．Ｍ．及びＧｒｉｆｆｉｎ，Ｈ．Ｇ．編、Ｈｕｍａｎａ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｊｅｒ
ｓｅｙ（１９９４）；Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
　Ｂｉｏｌｏｇｙ，ｖｏｎ　Ｈｅｉｎｊｅ，Ｇ．，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ（１９
８７）；Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　Ｐｒｉｍｅｒ，Ｇｒｉｂｓｋｏｖ，Ｍ．
及びＤｅｖｅｒｅｕｘ，Ｊ．編、Ｍ．Ｓｔｏｃｋｔｏｎ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ
（１９９１）；及びＣａｒｉｌｌｏら、ＳＩＡＭ　Ｊ．Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｍａｔｈ．，４
８：１０７３（１９８８）のものが挙げられる。
【０１０２】
　２個のペプチドの関連性又は％同一性の割合を決定するための好ましい方法は、調べる
配列間で最大の整合を与えるように設計される。同一性を決定するための方法は、公開さ
れているコンピュータプログラムの中で述べられている。２つの配列間の同一性を決定す
るための好ましいコンピュータプログラム法には、以下に限定されないが、ＧＡＰを含む
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、ＧＣＧプログラムパッケージが含まれる（Ｄｅｖｅｒｅｕｘら、Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄ．
Ｒｅｓ．，１２：３８７（１９８４）；Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｃｏｍｐｕｔｅｒ　Ｇｒｏｕ
ｐ，Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ，Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ、ＢＬＡ
ＳＴＰ、ＢＬＡＳＴＮ及びＦＡＳＴＡ（Ａｌｔｓｃｈｕｌら、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，
２１５：４０３－４１０（１９９０））。ＢＬＡＳＴＸプログラムは、Ｎａｔｉｏｎａｌ
　Ｃｅｎｔｅｒ　ｆｏｒ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ（ＮＣ
ＢＩ）及び他のソース（ＢＬＡＳＴ　Ｍａｎｕａｌ，Ａｌｔｓｃｈｕｌら、ＮＣＢ／ＮＬ
Ｍ／ＮＩＨ　Ｂｅｔｈｅｓｄａ，ＭＤ　２０８９４；Ａｌｔｓｃｈｕｌら、前出（１９９
０））より公に入手可能である。周知のＳｍｉｔｈ　Ｗａｔｅｒｍａｎアルゴリズムも同
一性を決定するために使用し得る。
【０１０３】
　２個のアミノ酸配列をアラインさせるためのある種のアラインメントスキームにより、
この２つの配列の短い領域のみの整合が生じることがあり、その２つの完全長配列の間に
重要な関係がない場合でも、この小さなアライン領域が非常に高い配列同一性を有し得る
。従って、ある一部の実施形態において、選択したアラインメント方法（ＧＡＰプログラ
ム）により、比較する標的ポリペプチドの完全長の少なくとも１０％に及ぶアラインメン
ト、すなわち少なくとも４００アミノ酸の配列を比較する場合は少なくとも４０個の隣接
アミノ酸、少なくとも３００から約４００アミノ酸の配列を比較する場合は３０個の隣接
アミノ酸、２００から約３００アミノ酸の配列を比較する場合は少なくとも２０個の隣接
アミノ酸、約１００から２００アミノ酸の配列を比較する場合は少なくとも１０個の隣接
アミノ酸、のアラインメントが生じる。
【０１０４】
　例えば、コンピュータアルゴリズムＧＡＰ（Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｃｏｍｐｕｔｅｒ　Ｇ
ｒｏｕｐ，Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ，Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ）
を使用して、パーセント配列同一性を決定しようとする２個のポリペプチドを、それらの
それぞれのアミノ酸の整合が最適になるように（アルゴリズムによって決定される「整合
範囲（ｍａｔｃｈｅｄ　ｓｐａｎ）」）アラインさせる。ある一部の実施形態において、
ギャップ開始ペナルティー（通常、３Ｘ平均対角線として計算される；「平均対角線」は
、使用する比較マトリックスの対角線の平均値である；「対角線」は、特定の比較マトリ
ックスによって各々完全なアミノ酸整合に割り当てられるスコア又は数値である。）及び
ギャップ伸長ペナルティー（通常ギャップ開始ペナルティーの１／１０である。）、なら
びにＰＡＭ２５０又はＢＬＯＳＵＭ６２などの比較マトリックスをこのアルゴリズムと共
に使用する。ある一部の実施形態において、標準比較マトリックス（ＰＡＭ２５０比較マ
トリックスに関しては、Ｄａｙｈｏｆｆら、Ａｔｌａｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓｅｑ
ｕｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ，５（３）（１９７８）；ＢＬＯＳＵＭ６２比
較マトリックスについてはＨｅｎｉｋｏｆｆら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ
．ＵＳＡ，８９：１０９１５－１０９１９（１９９２）を参照のこと。）もこのアルゴリ
ズムによって使用される。
【０１０５】
　ある一部実施形態において、ポリペプチド配列比較のためのパラメータには次のものが
含まれる：
　アルゴリズム：Ｎｅｅｄｌｅｍａｎら、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，４８：４４３－４５
３（１９７０）；
　比較マトリックス：Ｈｅｎｉｋｏｆｆら、前出（１９９２）からのＢＬＯＳＵＭ６２；
　ギャップペナルティー：１２
　ギャップ長ペナルティー：４
　類似性の閾値：０。
【０１０６】
　ＧＡＰプログラムは上記のパラメータに関して有用であり得る。ある一部実施形態にお
いて、上記のパラメータは、ＧＡＰアルゴリズムを使用したポリペプチド比較のための初
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期設定パラメータ（末端ギャップについてのペナルティーなし。）である。
【０１０７】
　ある一部の実施形態において、ポリヌクレオチド分子配列比較に対するパラメータには
次のものが含まれる：
　アルゴリズム：Ｎｅｅｄｌｅｍａｎら、前出（１９７０）；
　比較マトリックス：マッチ＝＋１０、ミスマッチ＝０
　ギャップペナルティー：５０
　ギャップ長ペナルティー：３。
【０１０８】
　ＧＡＰプログラムは上記のパラメータに関しても有用であり得る。上記のパラメータは
、ポリヌクレオチド分子比較のための初期設定パラメータである。
【０１０９】
　Ｐｒｏｇｒａｍ　Ｍａｎｕａｌ，Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ　Ｐａｃｋａｇｅ，バージョン９
、１９９７年９月に述べられているものを含む、他の具体例としてのアルゴリズム、ギャ
ップ開始ペナルティー、ギャップ伸長ペナルティー、比較マトリックス、類似性の閾値な
ども使用し得る。行うべき特定の選択は当業者にとって明白であり、ＤＮＡ対ＤＮＡ、タ
ンパク質対タンパク質、タンパク質対ＤＮＡ等の実施する特定の比較及びそれに加えて、
比較を所与の配列の対の間で行うか（この場合は一般にＧＡＰ又はＢｅｓｔＦｉｔが好ま
しい。）又は１個の配列と大きな配列データベースの間で行うか（この場合はＦＡＳＴＡ
又はＢＬＡＳＴＡが好ましい。）に依存する。
【０１１０】
　本明細書中で使用される場合、２０種類の通常のアミノ酸及びそれらの略語は慣例的用
法に従う。あらゆる目的のために本明細書中に参照により組み込まれる、Ｉｍｍｕｎｏｌ
ｏｇｙ－－Ａ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ（第２版、Ｅ．Ｓ．Ｇｏｌｕｂ及びＤ．Ｒ．Ｇｒｅｎ
編、Ｓｉｎａｕｅｒ　Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ，Ｓｕｎｄｅｒｌａｎｄ，Ｍａｓｓ．（１９
９１））を参照のこと。
【０１１１】
　アミノ酸はＬ型又はＤ型の立体配置の何れかを有しており（Ｇｌｙを除く、ＧｌｙはＬ
でもＤでもない。）、本発明のポリペプチド及び組成物は立体配置の組合せを含み得る。
しかし、Ｌ立体配置が好ましい。本発明はまた、アミノ酸のアミノ末端からカルボキシ末
端への配列が逆転している逆の分子（ｒｅｖｅｒｓｅ　ｍｏｌｅｃｕｌｅ）を提供する。
例えば、正常配列Ｘ１－Ｘ２－Ｘ３を有する分子の逆は、Ｘ３－Ｘ２－Ｘ１である。本発
明はまた、上記のように、アミノ酸のアミノ末端からカルボキシ末端への配列が逆転して
おり、通常「Ｌ」鏡像異性体である残基が「Ｄ」立体異性体に変化しているレトロ逆（ｒ
ｅｔｒｏ－ｒｅｖｅｒｓｅ）分子を提供する。
【０１１２】
　２０種類の通常アミノ酸、α－，α－２置換アミノ酸等の非天然アミノ酸、Ｎ－アルキ
ルアミノ酸、乳酸及び他の特殊なアミノ酸の立体異性体（例えばＤ－アミノ酸）も、本発
明のポリペプチドのための適切な成分であり得る。特殊なアミノ酸の例としては、以下に
限定されないが、アミノアジピン酸、β－アラニン、β－アミノプロピオン酸、アミノ酪
酸、ピペリジン酸、アミノカプロン酸、アミノへプタン酸、アミノイソ酪酸、アミノピメ
リン酸、ジアミノ酪酸、デスモシン、ジアミノピメリン酸、ジアミノプロピオン酸、Ｎ－
エチルグリシン、Ｎ－エチルアスパラギン、ヒドロキシリシン、アロヒドロキシリシン、
ヒドロキシプロリン、イソデスモシン、アロイソロイシン、Ｎ－メチルグリシン、サルコ
シン、Ｎ－メチルイソロイシン、Ｎ－メチルバリン、ノルバリン、ノルロイシン、オルニ
チン、４－ヒドロキシプロリン、γ－カルボキシグルタミン酸、ε－Ｎ，Ｎ，Ｎ－トリメ
チルリシン、ε－Ｎ－アセチルリシン、Ｏ－ホスホセリン、Ｎ－アセチルセリン、Ｎ－ホ
ルミルメチオニン、３－メチルヒスチジン、５－ヒドロキシリシン、σ－Ｎ－メチルアル
ギニン及び他の類似アミノ酸及びアミノ酸（例えば４－ヒドロキシプロリン）が含まれる
。
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【０１１３】
　同様に、別段の規定がない限り、一本鎖ポリヌクレオチド配列の左側の末端は５’末端
であり；二本鎖ポリヌクレオチド配列の左側方向を５’方向と呼ぶ。新生ＲＮＡ転写産物
の５’から３’への付加の方向を転写方向と呼び；ＲＮＡと同じ配列を有し、ＲＮＡ転写
産物の５’側から５’末端にあるＤＮＡ鎖上の配列領域を「上流配列」と呼び；ＲＮＡと
同じ配列を有し、ＲＮＡ転写産物の３’側から３’末端にあるＤＮＡ鎖上の配列領域を「
下流配列」と呼ぶ。
【０１１４】
　保存的アミノ酸置換は、非天然のアミノ酸残基を含み、これらは、通常、生物系におけ
る合成によるものでなく、化学的ペプチド合成により組み込まれる。これらには、ペプチ
ド摸倣体及びアミノ酸部分のその他の逆又は逆転形態が含まれる。
【０１１５】
　天然残基は、共通の側鎖特性に基づいて、クラスに分類され得る：
　１）疎水性：Ｍｅｔ、Ａｌａ、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｈｅ；
　２）中性親水性：Ｃｙｓ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、Ａｓｎ、Ｇｌｎ；
　３）酸性：Ａｓｐ、Ｇｌｕ；
　４）塩基性：Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ；
　５）鎖配向に影響を与える残基：Ｇｌｙ、Ｐｒｏ；及び
　６）芳香族：Ｔｒｐ、Ｔｙｒ、Ｐｈｅ。
【０１１６】
　例えば、非保存的置換には、別のクラスからのメンバーに対するこれらのクラスの１つ
のメンバーの変換が含まれ得る。非ヒト抗体と相同であるヒト抗体の領域に、又は分子の
非ヒト－相同領域に、このような置換残基を導入し得る。
【０１１７】
　このような変更を行う場合、ある一部の実施形態によれば、アミノ酸のハイドロパシー
指標（ｈｙｄｒｏｐａｔｈｉｃ　ｉｎｄｅｘ）を考慮し得る。各アミノ酸には、その疎水
性及び電荷特性に基づいてハイドロパシー指標が割り当てられている。それらは：イソロ
イシン（＋４．５）；バリン（＋４．２）；ロイシン（＋３．８）；フェニルアラニン（
＋２．８）；システイン／シスチン（＋２．５）；メチオニン（＋１．９）；アラニン（
＋１．８）；グリシン（－０．４）；スレオニン（－０．７）；セリン（－０．８）；ト
リプトファン（－０．９）；チロシン（－１．３）；プロリン（－１．６）；ヒスチジン
（－３．２）；グルタミン酸（－３．５）；グルタミン（－３．５）；アスパラギン酸（
－３．５）；アスパラギン（－３．５）；リシン（－３．９）；及びアルギニン（－４．
５）である。
【０１１８】
　タンパク質に相互作用性生物学的機能を付与する上でのアミノ酸のハイドロパシー指標
の重要性は当技術分野において理解されている。Ｋｙｔｅら、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，
１５７：１０５－１３１（１９８２）。ある種のアミノ酸は、類似したハイドロパシー指
標又はスコアを有する他のアミノ酸に置換され得、なお同様の生物活性が保持され得るこ
とが知られている。ハイドロパシー指標に基づいて変更を行う場合、ある一部の実施形態
において、そのハイドロパシー指標が±２以内であるアミノ酸の置換が含まれる。ある一
部の実施形態において、±１以内であるものが含まれ、またある一部の実施形態において
、±０．５以内であるものが含まれる。
【０１１９】
　また、特に、本発明の場合のように、それによって生成される生物学的機能を有するタ
ンパク質又はペプチドが免疫学的実施形態における使用を意図されるものである場合は、
類似アミノ酸の置換が親水性に基づいて有効に実施し得ることも、この技術分野において
理解されている。ある一部の実施形態において、その隣接アミノ酸の親水性に支配される
、タンパク質の最大局所的平均親水性は、その免疫原性及び抗原性、すなわちタンパク質
の生物学的特性と相関する。
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　次のような親水性値がこれらのアミノ酸残基に割り当てられている：アルギニン（＋３
．０）；リシン（＋３．０）；アスパラギン酸（＋３．０±１）；グルタミン酸（＋３．
０±１）；セリン（＋０．３）；アスパラギン（＋０．２）；グルタミン（＋０．２）；
グリシン（０）；スレオニン（－０．４）；プロリン（－０．５±１）；アラニン（－０
．５）；ヒスチジン（－０．５）；システイン（－１．０）；メチオニン（－１．３）；
バリン（－１．５）；ロイシン（－１．８）；イソロイシン（－１．８）；チロシン（－
２．３）；フェニルアラニン（－２．５）；及びトリプトファン（－３．４）。類似する
親水性値に基づいて変更を行う場合、ある一部の実施形態において、その親水性値が±２
以内であるアミノ酸の置換が含まれ、ある一部の実施形態において、±１以内であるもの
が含まれ、またある一部の実施形態において、±０．５以内であるものが含まれる。また
、親水性に基づいて一次アミノ酸配列からエピトープを同定することもできる。これらの
領域は「エピトープコア領域」とも呼ばれる。
【０１２１】
　具体例としてのアミノ酸置換を下記の表１に示す。
【０１２２】
【表１】
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【０１２３】
　当業者は、周知の手法を使用して、本明細書中で述べるようなポリペプチドの適切な変
異体を決定することができる。ある一部の実施形態において、当業者は、活性にとって重
要ではないと考えられる領域を標的とすることにより、活性を破壊することなく変更され
得る分子の適切な領域を同定し得る。ある一部の実施形態において、類似ポリペプチド間
で保存される分子の残基及び部分を同定することができる。ある一部の実施形態において
、生物活性にとって、又は構造にとって重要であり得る領域でさえも、生物活性を破壊す
ることなく、又はポリペプチド構造に有害な影響を及ぼすことなく、保存的アミノ酸置換
に供することができる。
【０１２４】
　さらに、当業者は、活性又は構造にとって重要である類似ポリペプチド内の残基を同定
する構造－機能試験を検討することができる。このような比較に鑑みて、類似タンパク質
における活性又は構造にとって重要なアミノ酸残基に対応する、あるタンパク質における
アミノ酸残基の重要性を予測することができる。当業者は、そのような予測上の重要アミ
ノ酸残基に対して化学的に類似するアミノ酸置換を選択し得る。
【０１２５】
　当業者はまた、類似ポリペプチドにおける構造に関連付けて三次元構造及びアミノ酸配
列を分析することもできる。このような情報を考慮して、当業者は、その三次元構造に関
して抗体のアミノ酸残基のアラインメントを予測し得る。ある一部の実施形態において、
当業者は、タンパク質の表面上に存在すると予測されるアミノ酸残基に根本的な変化を加
えないことを選択し得るが、これは、このような残基が他の分子との重要な相互作用に関
与し得るからである。さらに、当業者は、各所望アミノ酸残基における１個のアミノ酸置
換を含む試験変異体を生成させ得る。次に、当業者にとって公知の活性アッセイを使用し
て、その変異体をスクリーニングすることができる。このような変異体を使用して、適切
な変異体についての情報を収集し得る。例えば、特定のアミノ酸残基へと変更することに
より活性が破壊される、不適切に活性が低下する、又は不適切な活性がもたらされること
を発見した場合は、このような変更を有する変異体を回避し得る。つまり、このような通
常行われる実験から収集した情報に基づいて、当業者は、単独で、又は他の突然変異と組
み合わせて、さらなる置換を避けるべきアミノ酸を容易に決定することができる。
【０１２６】
　二次構造の予測に関する学術公表文献が数多くある。Ｍｏｕｌｔ　Ｊ．，Ｃｕｒｒ．Ｏ
ｐ．ｉｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈ．，７（４）：４２２－４２７（１９９６）、Ｃｈｏｕら、Ｂ
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ｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，１３（２）：２２２－２４５（１９７４）；Ｃｈｏｕら、Ｂｉ
ｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，１１３（２）：２１１－２２２（１９７４）；Ｃｈｏｕら、Ａｄ
ｖ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．Ｒｅｌａｔ．Ａｒｅａｓ　Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，４７：４５－１４
８（１９７８）；Ｃｈｏｕら、Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．，４７：２５１－２７
６及びＣｈｏｕら、Ｂｉｏｃｐｈｙｓ．Ｊ．，２６：３６７－３８４（１９７９）を参照
のこと。さらに、二次構造の予測を促進するために、現在、コンピュータプログラムを利
用することができる。二次構造を予測するある方法は、ホモロジーモデリングに基づく。
例えば、３０％を超える配列同一性又は４０％を超える類似性を有する２個のポリペプチ
ド又はタンパク質は、類似した構造トポロジーを有することが多い。近年のタンパク質構
造データベース（ＰＤＢ）の発展により、ポリペプチド又はタンパク質の構造内の潜在的
な折り畳み数を含め、二次構造の予測能力が高まった。Ｈｏｌｍら、Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄ
．Ｒｅｓ．，２７（１）：２４４－２４７（１９９９）参照のこと。あるポリペプチド又
はタンパク質内の折り畳み数は限られた数であること、及びひとたび重要な数の構造が解
明されれば、構造予測が劇的に正確になることが示唆されている（Ｂｒｅｎｎｅｒら、Ｃ
ｕｒｒ．Ｏｐ．Ｓｔｒｕｃｔ．Ｂｉｏｌ．，７（３）：３６９－３７６（１９９７））。
【０１２７】
　二次構造を予測するさらなる方法には、「スレッディング法」（Ｊｏｎｅｓ，Ｄ．，Ｃ
ｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｓｔｒｕｃｔ．Ｂｉｏｌ．，７（３）：３７７－８７（１９９７）；
Ｓｉｐｐｌら、Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ，４（１）：１５－１９（１９９６））、「プロファ
イル分析」（Ｂｏｗｉｅら、Ｓｃｉｅｎｃｅ，２５３：１６４－１７０（１９９１）；Ｇ
ｒｉｂｓｋｏｖら、Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍ．，１８３：１４６－１５９（１９９０）；Ｇ
ｒｉｂｓｋｏｖら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．，８４（１３）：４３５５－
４３５８（１９８７））、及び「進化的連鎖（ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ　ｌｉｎｋａｇ
ｅ）」（Ｈｏｌｍ，前出（１９９９）及びＢｒｅｎｎｅｒ，前出（１９９７））が含まれ
る。
【０１２８】
　ある一部の実施形態において、抗体変異体には、グリコシル化部位の数及び／又はタイ
プが、親ポリペプチドのアミノ酸配列と比較して、変化しているグリコシル化変異体が含
まれる。ある一部の実施形態において、タンパク質変異体は、ネイティブのタンパク質よ
りもＮ－結合グリコシル化部位の数が多いか又は少ない。Ｎ－結合グリコシル化部位の特
徴は、配列：ＡｓＮ－Ｘ－Ｓｅｒ又はＡｓＮ－Ｘ－Ｔｈｒ（式中、Ｘで表されるアミノ酸
残基はプロリン以外のあらゆるアミノ酸残基であり得る。）である。この配列を生成させ
るためのアミノ酸残基の置換により、Ｎ－結合型糖鎖の付加のための新しい候補部位が得
られる。あるいは、この配列を排除する置換により、既存のＮ－結合糖質鎖が除去される
。また、１以上のＮ－結合グリコシル化部位（通常、天然に生じるもの）を排除し、１以
上の新しいＮ－結合部位が生成されるような、Ｎ－結合糖鎖の再配列ももたらされる。さ
らなる好ましい抗体変異体は、親アミノ酸配列に対して、１以上のシステイン残基が欠失
しているか、又は別のアミノ酸（例えばセリン）で置換されているシステイン変異体を含
む。システイン変異体は、不溶性封入体の単離後など、生物学的に活性な構造に抗体が再
び折り畳まれなければならない場合、有用であり得る。システイン変異体は通常、ネイテ
ィブのタンパク質よりもシステイン残基が少なく、通常、対にならないシステインから生
じる相互作用を最小限に抑えるために偶数である。
【０１２９】
　ある実施形態によると、アミノ酸置換は、（１）タンパク質分解に対する感受性を低下
させるもの、（２）酸化に対する感受性を低下させるもの、（３）タンパク質複合体を形
成するために結合親和性を変化させるもの、（４）結合親和性を変化させるもの及び／又
は（５）このようなポリペプチドに対して他の機能を付与又は修飾するものである。ある
実施態様によれば、天然配列に（ある実施形態では、分子間コンタクトを形成するドメイ
ン外のポリペプチドの部分に）１以上のアミノ酸置換（ある実施形態では、保存的アミノ
酸置換）を加えることができる。ある実施形態において、保存的アミノ酸置換により通常



(31) JP 2008-520188 A 2008.6.19

10

20

30

40

50

親配列の構造特徴が実質的に変化しないことがある（例えば、置換アミノ酸は親配列で見
られるヘリックスを分解したり、又は、親配列の特徴となる他のタイプの二次構造を壊す
傾向を有してはならない）。当技術分野で認識されているポリペプチドの二次及び三次構
造の例は、「Ｐｒｏｔｅｉｎｓ，Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　
Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ」，Ｃｒｅｉｇｈｔｏｎ編，Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ　ａｎｄ　Ｃ
ｏｍｐａｎｙ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ（１９８４）；「Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｔｏ　Ｐ
ｒｏｔｅｉｎ　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ」，Ｃ．Ｂｒａｎｄｅｎ及びＪ．Ｔｏｏｚｅ編，Ｇａ
ｒｌａｎｄ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，ＮＹ（１９９１）；Ｔｈｏｒｎ
ｔｏｎら，Ｎａｔｕｒｅ，３５４：１０５（１９９１）に記載されている。
【０１３０】
　ポリペプチド又はペプチド置換変異体である本発明の特異的結合物質分子は、元のアミ
ノ酸配列の約１０から１２％まで置換され得る。抗体変異体の場合、重鎖は５０、４９、
４８、４７、４６、４５、４４、４３、４２、４１、４０、３９、３８、３７、３６、３
５、３４、３３、３２、３１、３０、２９、２８、２７、２６、２５、２４、２３、２２
、２１、２０、１９、１８、１７、１６、１５、１４、１３、１２、１１、１０、９、８
、７、６、５、４、３、２又は１個の置換アミノ酸を有し得、軽鎖は２５、２４、２３、
２２、２１、２０、１９、１８、１７、１６、１５、１４、１３、１２、１１、１０、９
、８、７、６、５、４、３、２又は１個の置換アミノ酸を有し得る。
【０１３１】
　特異的結合物質の誘導体
　本発明は特異的結合物質ポリペプチドの誘導体も提供する。この誘導体にはアミノ酸残
基の挿入、欠失又は置換以外の修飾を有する特異的結合物質ポリポプチドが含まれる。好
ましくは、修飾は共有結合性であり、例えばポリマー、脂質、他の有機及び無機部分との
化学的結合を含む。本発明の誘導体は特異的結合物質ポリペプチドの循環半減期を延長さ
せるように調製され得、又はポリペプチドの所望細胞、組織又は有機物へのターゲッティ
ング能力を改善するように設計され得る。
【０１３２】
　本発明はさらに、例えば、米国特許第４，６４０，８３５号；同第４，４９６，６８９
号；同第４，３０１，１４４号；同第４，６７０，４１７号；同第４，７９１，１９２号
；及び同第４，１７９，３３７号に述べられているような、ポリエチレングリコール、ポ
リオキシエチレングリコール又はポリプロピレングリコールなどの１以上の水溶性重合体
結合物を含むように共有結合修飾された誘導体特異的結合物質を包含する。この技術分野
で既知のさらなる他の有用な重合体には、モノメトキシポリエチレングリコール、デキス
トラン、セルロース又は他の糖質ベースの重合体、ポリ－（Ｎ－ビニルピロリドン）－ポ
リエチレングリコール、プロピレングリコールホモ重合体、ポリプロピレンオキシド／エ
チレンオキシド共重合体、ポリオキシエチル化ポリオール（例えばグリセロール）及びポ
リビニルアルコール、ならびにこれらの重合体の混合物が含まれる。特に好ましいのは、
ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）サブユニットで共有結合修飾された特異的結合物質産
物である。水溶性重合体は、特定位置で、例えば特異的結合物質のアミノ末端で結合し得
るか、又はポリペプチドの１以上の側鎖にランダムに結合し得る。特異的結合物質、及び
特にヒト化抗体の治療能力を向上させるためのＰＥＧの使用は、２０００年１０月１７日
発行のＧｏｎｚａｌｅｓらへの米国特許第６，１３３，４２６号に記載されている。
【０１３３】
　抗体突然変異生成のための標的部位
　Ａｎｇ－２特異的抗体の固有特性、例えば抗体のその標的に対する親和性を操作するた
めにある種のストラテジーを使用することができる。これらのストラテジーには、抗体を
コードするポリヌクレオチド分子の、部位特異的又はランダム突然変異誘発を用いて抗体
変異体を作製した後、所望の変化、例えば親和性の向上又は低下を示す抗体変異体を回復
するように設計されたスクリーニング段階を行うことが含まれる。
【０１３４】
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　突然変異ストラテジーにおいて最も一般的に標的とされるアミノ酸残基はＣＤＲ中のも
のである。上述のように、これらの領域は、実際にＡｎｇ－２と相互作用する残基及びこ
れらの残基の空間配置に影響を及ぼす他のアミノ酸を含む。しかし、ＣＤＲ領域外の可変
ドメインのフレームワーク領域中のアミノ酸が抗体の抗原結合性に実質的に寄与すること
が分かっており、このような特性を操作するために標的とされ得る。Ｈｕｄｓｏｎ，Ｃｕ
ｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｂｉｏｔｅｃｈ．，９：３９５－４０２（１９９９）及びその引用文献
を参照のこと。
【０１３５】
　抗体変異体のより小さくより効率的にスクリーニングされるライブラリは、体細胞親和
性成熟プロセス中に「過剰変異」しやすい領域に対応するＣＤＲ中の部位におけるランダ
ム又は部位特異的突然変異誘発を限定することにより構築され得る。Ｃｈｏｗｄｈｕｒｙ
及びＰａｓｔａｎ，Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈ．，１７：５６８－５７２（１９９９
）及びその引用文献を参照のこと。このようにして過剰突然変異部位を規定することが公
知のＤＮＡ因子のタイプには、直列反復、逆向き反復、ある種のコンセンサス配列、二次
構造及びパリンドロームが含まれる。コンセンサスＤＮＡ配列は４塩基配列プリン－Ｇ－
ピリミジン－Ａ／Ｔ（即ち、ＡもしくはＧ－Ｇ－Ｃ又はＴ－ＡもしくはＴ）及びセリンコ
ドンＡＧＹ（ここで、ＹはＣ又はＴであり得る。）を含む。
【０１３６】
　従って、本発明の実施形態は、抗体のその標的に対する親和性を向上させるための突然
変異ストラテジーを含む。これらのストラテジーには、全可変重鎖及び軽鎖の突然変異誘
発、ＣＤＲ領域のみの突然変異誘発、ＣＤＲ内のコンセンサス過剰変異部位の突然変異誘
発、フレームワーク領域の突然変異誘発又はこれらの方法の組合せが含まれる（これに関
連して「突然変異」はランダム又は部位特異的てあり得る。）。ＣＤＲ領域の明確な説明
及び抗体の結合部位を含む残基の同定は、Ｘ線結晶学などの当技術分野で公知の技術を用
いて問題となる抗体及び抗体－リガンド複合体の構造を解明することにより実施され得る
。このような抗体結晶構造の分析及び特徴付けに基づく各種方法は当業者にとって公知で
あり、ＣＤＲ領域を明確ではないが概算するために使用され得る。一般的に使用される方
法の例としては、Ｋａｂａｔ、Ｃｈｏｔｈｉａ、ＡｂＭ及びコンタクト定義が挙げられる
。
【０１３７】
　Ｋａｂａｔ定義は配列変動性に基づき、ＣＤＲ領域を予測するために最も一般的に使用
されている定義である（Ｊｏｈｎｓｏｎ及びＷｕ、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ
．，２８：２１４－８（２０００））。Ｃｈｏｔｈｉａ定義は構造ループ領域の位置に基
づく（Ｃｈｏｔｈｉａら、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，１９６：９０１－１７（１９８６）
；Ｃｈｏｔｈｉａら、Ｎａｔｕｒｅ，３４２：８７７－８３（１９８９））。ＡｂＭ定義
はＫａｂａｔとＣｈｏｔｈｉａ定義の折衷である。ＡｂＭはＯｘｆｏｒｄ　Ｍｏｌｅｃｕ
ｌａｒ　Ｇｒｏｕｐが作成した抗体構造モデリングに対するプログラムを一組に統合した
ものである（Ｍａｒｔｉｎら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．（ＵＳＡ），８
６：９２６８－９２７２（１９８９）；Ｒｅｅｓら、ＡＢＭＴＭ，抗体の可変領域をモデ
リングするためのコンピュータープログラム、Ｏｘｆｏｒｄ，ＵＫ，Ｏｘｆｏｒｄ　Ｍｏ
ｌｅｃｕｌａｒ，Ｌｔｄ．）。ＡｂＭスイートは公知のデーターベース及び非経験方法を
併用して一次配列決定から抗体の３次構造のモデルを作る。コンタクト定義として公知の
さらなる定義が最近導入された（ＭａｃＣａｌｌｕｍら、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，５：
７３２－４５（１９９６））。この定義は利用可能な複雑な結晶構造の分析に基づく。
【０１３８】
　慣例により、重鎖中のＣＤＲ領域は通常Ｈ１、Ｈ２及びＨ３と呼ばれ、アミノ末端から
カルボキシ末端に向かって順次番号を付す。軽鎖中のＣＤＲ領域は通常Ｌ１、Ｌ２及びＬ
３と呼ばれ、アミノ末端からカルボキシ末端に向かって順次番号を付す。
【０１３９】
　ＣＤＲ－Ｈ１は約１０から１２残基の長さを有し、通常Ｃｈｏｔｈｉａ及びＡｂＭ定義
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によるとＣｙｓの後４残基又はＫａｂａｔ定義によると通常５残基後から始まる。通常、
Ｈ１の後にはＴｒｐ、通常Ｔｒｐ－Ｖａｌ、Ｔｒｐ－Ｉｌｅ又はＴｒｐ－Ａｌａがある。
Ｈ１の長さはＡｂＭ定義によると約１０から１２残基であり、Ｃｈｏｔｈｉａ残基は最後
の４残基を排除している。
【０１４０】
　ＣＤＲ－Ｈ２は通常、Ｋａｂａｔ及びＡｂＭ定義によるとＨ１の末端の後１５残基から
始まる。Ｈ２の前の残基は通常Ｌｅｕ－Ｇｌｕ－Ｔｒｐ－Ｉｌｅ－Ｇｌｙであるが、多数
のバリエーションが存在する。通常、Ｈ２の後にアミノ酸配列Ｌｙｓ／Ａｒｇ－Ｌｅｕ／
Ｉｌｅ／Ｖａｌ／Ｐｈｅ／Ｔｈｒ／Ａｌａ－Ｔｈｒ／Ｓｅｒ／Ｉｌｅ／Ａｌａがある。Ｋ
ａｂａｔ定義によると、Ｈ２の長さは約１６から１９残基であり、ＡｂＭ定義はその長さ
を通常９から１２残基であると予測している。
【０１４１】
　ＣＤＲ－Ｈ３は通常、Ｈ２の末端の後３３残基から始まり、通常、前にアミノ酸配列（
通常、Ｃｙｓ－Ａｌａ－Ａｒｇ）がある。通常、Ｈ３の後にアミノ酸配列－Ｇｌｙがある
。Ｈ３の長さは３から２５残基であり得る。
【０１４２】
　ＣＤＲ－Ｌ１は通常、約残基２４から始まり、通常Ｃｙｓの後である。ＣＤＲ－Ｌ１の
後の残基は常にＴｒｐであり、通常配列Ｔｒｐ－Ｔｙｒ－Ｇｌｎ、Ｔｒｐ－Ｌｅｕ－Ｇｌ
ｎ、Ｔｒｐ－Ｐｈｅ－Ｇｌｎ又はＴｒｐ－Ｔｙｒ－Ｌｅｕが始まる。ＣＤＲ－Ｌ１の長さ
は約１０から１７残基である。本発明の抗体に対する推定ＣＤＲ－Ｌ１はこのパターンに
従い、正確にはＣｙｓ残基の後に１５アミノ酸、その後にＴｒｐ－Ｔｙｒ－Ｇｌｎが続く
。
【０１４３】
　ＣＤＲ－Ｌ２はＬ１の末端の後約１６残基から始まる。通常、残基Ｉｌｅ－Ｔｙｒ、Ｖ
ａ１－Ｔｙｒ、Ｉｌｅ－Ｌｙｓ又はＩｌｅ－Ｐｈｅに続く。ＣＤＲ－Ｌ２の長さは約７残
基である。
【０１４４】
　ＣＤＲ－Ｌ３は通常、Ｌ２の末端の後３３残基から始まり、通常Ｃｙｓに続く。通常、
Ｌ３の後にアミノ酸配列Ｐｈｅ－Ｇｌｙ－ＸＸＸ－Ｇｌｙがある。Ｌ３の長さは約７から
１１残基である。
【０１４５】
　抗体を修飾する様々な方法が当技術分野で公知である。例えば、米国特許第５，５３０
，１０１号（１９９６年６月２５日にＱｕｅｅｎらに付与）は、ヒト化免疫グロブリン重
鎖可変領域フレームワーク配列がドナー免疫グロブリン重鎖可変領域フレームワーク配列
と６５～９５％同一であるヒト化抗体の作製方法を記載する。各ヒト化免疫グロブリン鎖
は通常ＣＤＲに加えて、例えばＣＤＲと相互作用して結合親和性に影響を及ぼし得るドナ
ー免疫グロブリン骨格由来のアミノ酸、例えばドナー免疫グロブリン中のＣＤＲに直接隣
接する１以上のアミノ酸又は、分子モデリングにより予測した場合に約３オングストロー
ム内であるものなど、を含む。重鎖及び軽鎖は、それぞれ各種の位置基準の１又は全てを
用いて設計し得る。完全な抗体に組み合わせる際、本発明のヒト化免疫グロブリンはヒト
において実質的に非免疫原性であり、抗原（例えば、エピトープを含有する、タンパク質
又はその他の化合物）に対してドナー免疫グロブリンと実質的に同じ親和性を維持してい
る。米国特許第５，６９３，７６１号（１９９７年１２月２日にＱｕｅｅｎらに付与、「
Ｐｏｌｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ　ｅｎｃｏｄｉｎｇ　ｉｍｐｒｏｖｅｄ　ｈｕｍａｎｉ
ｚｅｄ　ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎｓ」）、米国特許第５，６９３，７６２号（１９
９７年１２月２日にＱｕｅｅｎらに付与、「Ｈｕｍａｎｉｚｅｄ　Ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂ
ｕｌｉｎｓ」）；米国特許第５，５８５，０８９号（１９９６年１２月１７日にＱｕｅｅ
ｎらに付与、「Ｈｕｍａｎｉｚｅｄ　Ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎｓ」）の関連方法も
参照のこと。
【０１４６】
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　１例として、米国特許第５，５６５，３３２号（１９９６年１０月１５日にＨｏｏｇｅ
ｎｂｏｏｍらに付与、「Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｃｈｉｍｅｒｉｃ　ａｎｔｉｂｏ
ｄｉｅｓ－ａ　ｃｏｍｂｉｎａｔｏｒｉａｌ　ａｐｐｒｏａｃｈ」）は、親抗体として類
似の結合特異性を有するが高いヒト特性を有する抗体及び抗体断片の作製方法を述べてい
る。ヒト化抗体は例えばファージディスプレイ方法を用いる鎖シャッフルにより得られ、
関心のある抗原に対して特異的な非ヒト抗体の重鎖又は軽鎖可変ドメインを含むポリペプ
チドがヒト相補性（軽又は重）鎖可変ドメインのレパートリーと組み合わされる。関心の
ある抗原に対して特異的なハイブリッドペアリングが同定され、選択したペアリングから
のヒト鎖をヒト相補性（軽又は重）鎖可変ドメインのレパートリーと組み合わせる。別の
実施形態において、非ヒト抗体由来のＣＤＲの成分をヒト抗体由来のＣＤＲの成分部分の
レパートリーと組み合わせる。得られた抗体ポリペプチド二量体のライブラリから、ハイ
ブリッドを選択し、第２のヒト化シャッフリング段階で使用する。あるいは、ハイブリッ
ドが治療価値のある十分なヒト特性を既に有している場合、この第２段階を省略する。ヒ
ト特性を向上させるための修飾方法も記載されている。Ｗｉｎｔｅｒ，ＦＥＢＳ　Ｌｅｔ
ｔｓ．，４３０：９２－９２（１９９８）も参照のこと。
【０１４７】
　別の例として、米国特許第６，０５４，２９７号（２０００年４月２５日にＣａｒｔｅ
ｒらに付与）は、ＣＤＲアミノ酸配列で対応するヒトＣＤＲアミノ酸配列を置換及び／又
はＦＲアミノ酸配列で対応するヒトＦＲアミノ酸配列で置換することによりヒト化抗体を
作製する方法を記載する。
【０１４８】
　別の例として、米国特許第５，７６６，８８６号（１９９８年６月１６日にＳｔｕｄｎ
ｉｃｋａらに付与、「Ｍｏｄｉｆｉｅｄ　ａｎｔｉｂｏｄｙ　ｖａｒｉａｂｌｅ　ｄｏｍ
ａｉｎｓ」）は、異種に関する免疫原性を低下させながら抗原結合ドメインの元来の親和
性を損なうことなく修飾され得る抗体可変ドメインのアミノ酸残基を同定する方法及び異
種に投与するために有用なこれらの修飾抗体可変ドメインの調製方法を記載している。米
国特許第５，８６９，６１９号（１９９９年２月９日にＳｔｕｄｎｉｃｋａに付与）も参
照のこと。
【０１４９】
　上述のように、当技術分野で公知の方法の何れかによる抗体の修飾は通常、抗原に対す
る結合親和性を向上させ及び／又はレシピエントにおける抗体の免疫原性を低下させるよ
うに設計される。あるアプローチでは、抗体のその同族抗原に対する親和性を向上させる
べくグリコシル化部位を除去するようにヒト化抗体を修飾し得る（Ｃｏら，Ｍｏｌ．Ｉｍ
ｍｕｎｏｌ．，３０：１３６１－１３６７（１９９３））。「再成形」、「過剰キメラ化
」及び「ベニアリング(ｖｅｎｅｅｒｉｎｇ)／再表面化」などの技術により高い治療可能
性を有するヒト化抗体が産生された（Ｖａｓｗａｍｉら、Ａｎｎａｌｓ　ｏｆ　Ａｌｌｅ
ｒｇｙ，Ａｓｔｈｍａ　＆　Ｉｍｍｕｎｏｌ，８１：１０５（１９９８）；Ｒｏｇｕｓｋ
ａら、Ｐｒｏｃ．Ｅｎｇｉｎｅｅｒ．，９：８９５－９０４（１９９６））。抗体の再成
形抗体を記載する、米国特許第６，０７２，０３５号（２０００年６月６日にＨａｒｄｍ
ａｎらに付与）も参照のこと。これらの技術は外来残基の数を減らすことにより抗体免疫
原性を低下させるが、抗体の反復投与後の抗－イディオタイプ及び抗－アロタイプ応答を
妨害しない。免疫原性を低下させるこれらの方法の代替法はＧｉｌｌｉｌａｎｄら，Ｊ．
Ｉｍｍｕｎｏｌ．，６２（６）：３６６３－７１（１９９９）に記載されている。
【０１５０】
　多くの場合、抗体をヒト化すると抗原結合能が失われる。従って、抗体の結合親和性を
回復させる試みでは元の（多くの場合げっ歯類）抗体中で見出されるアミノ酸残基の１以
上を含むようにヒト化抗体を「復帰突然変異」させることが好ましい。例えばＳａｌｄａ
ｎｈａら、Ｍｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，３６：７０９－１９（１９９９）を参照のこと。
【０１５１】
　非ペプチド特異的結合物質類似体／タンパク質摸倣物
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　さらに、安定化構造又はより少ない生分解性を与えるペプチドの非ペプチド特異的結合
物質類似体も包含される。特異的結合物質ペプチド摸倣類似体は、選択された抑制性ペプ
チドをベースとし、１以上の残基を非ペプチド部分で置換することにより調製され得る。
好ましくは、非ペプチド部分により、ペプチドはその本来の構造を保持することができ、
又はＡｎｇ－２を認識し、それに結合する能力を維持する好ましい（例えば、生物活性）
構造を安定化することができる。ある態様において、生じた類似体／模倣物はＡｎｇ－２
に対して高い結合親和性を示す。特異的結合物質ペプチドから非ペプチド摸倣類似体を調
製するための方法の１例は、Ｎａｃｈｍａｎら，Ｒｅｇｕｌ．Ｐｅｐｔ．，５７：３５９
－３７０（１９９５）に記載されている。必要に応じて、例えばグリコシル化、アミド化
、カルボキシル化又はリン酸化により、又は本発明のペプチドの酸付加塩、アミド、エス
テル（特にＣ末端エステル）及びＮ－アシル誘導体を生成することにより、本発明の特異
的結合物質ペプチドを修飾し得る。また、他の物質部分との共有結合もしくは非共有結合
複合体を形成することによって、ペプチド誘導体を生成するように特異的結合物質ペプチ
ドを修飾することもできる。特異的結合物質ペプチドを含むアミノ酸の側鎖上、又はＮ－
もしくはＣ末端の官能基に化学物質部分を連結することにより共有結合複合体を調製し得
る。
【０１５２】
　特に、以下に限定されないが、放射性標識、蛍光標識、酵素（例えば、比色又は蛍光反
応を触媒するもの）、基質、固体マトリックス又は担体（例えば、ビオチン又はアビジン
）などのレポーター基に特異的結合物質ペプチドを結合できることが期待される。従って
、本発明は、抗体分子を含む分子を提供するが、この分子は、好ましくは、さらに放射性
標識、蛍光標識、酵素、基質、固体マトリックス及び担体からなる群から選択されるレポ
ーター基を含む。このような標識は当業者にとって公知であり、例えばビオチン標識が特
に考えられる。このような標識の使用は当業者にとって周知であり、例えば米国特許第３
，８１７，８３７号、同第３，８５０，７５２号、同第３，９９６，８４５号及び同第４
，２７７，４３７号に記載されている。有用な他の標識としては、以下に限定されないが
、放射性標識、蛍光標識及び化学発光標識が挙げられる。このような標識の使用に関する
米国特許としては、例えば米国特許第３，８１７，８３７号、同第３，８５０，７５２号
、同第３，９３９，３５０号及び同第３，９９６，３４５号が挙げられる。本発明のペプ
チドは何れも１、２以上のこれらの標識を含み得る。
【０１５３】
　特異的結合物質を作製する方法
　タンパク質である本発明の特異的結合物質は、慣用技術に従い溶液中又は固体支持体上
での化学合成により作製し得る。現在、固相合成は約８５から１００アミノ酸長に限定さ
れている。しかし、完全長ポリペプチドを作成するように一連の小ペプチドを化学的にラ
イゲーションするために、化学合成法を使用できることが多い。各種の自動合成装置が市
販されており、公知のプロトコルに従って使用することができる。例えば、Ｓｔｅｗａｒ
ｔ及びＹｏｕｎｇ、Ｓｏｌｉｄ　Ｐｈａｓｅ　Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，第
２版，Ｐｉｅｒｃｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．（１９８４）；Ｔａｍら、Ｊ．Ａｍ．Ｃ
ｈｅｍ．Ｓｏｃ．，１０５：６４４２（１９８３）；Ｍｅｒｒｉｆｉｅｌｄ、Ｓｃｉｅｎ
ｃｅ，２３２：３４１－３４７（１９８６）；Ｂａｒａｎｙ及びＭｅｒｒｉｆｉｅｌｄ、
Ｔｈｅ　ｐｅｐｔｉｄｅｓ，Ｇｒｏｓｓ及びＭｅｉｅｎｈｏｆｅｒ編、Ａｃａｄｅｍｉｃ
　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１－２８４；Ｂａｒａｎｙら、Ｉｎｔ．Ｊ．Ｐｅｐｔ
ｉｄｅ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｒｅｓ．，３０：７０５－７３９（１９８７）；及び米国特許
第５，４２４，３９８号を参照のこと（それぞれ参照により本明細書中に組み込む。）。
【０１５４】
　固相ペプチド合成法はポリマー１ｇあたり０．１から１．０ｍＭのアミンを含有するコ
ポリ（スチレン－ジビニルベンゼン）を使用する。ペプチド合成のためのこれらの方法で
は、α－アミノ基の保護のためにブチルオキシカルボニル（ｔ－ＢＯＣ）又は９－フルオ
レニルメチルオキシカルボニル（ＦＭＯＣ）を用いる。両方法とも、ペプチドのＣ末端か
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ら始める各段階において１個のアミノ酸を付加する段階的合成を含む（Ｃｏｌｉｇａｎら
，Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ、Ｗｉｌｅｙ　Ｉ
ｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ，Ｕｎｉｔ９，（１９９１）参照）。化学合成完了後、ｔ－ＢＯ
Ｃ又はＦＭＯＣアミノ保護基を除去するために合成ペプチドを脱保護し、低温で酸を用い
て処理することにより（例えば、液体ＨＦ－１０％アニソールを用いて０℃で約０．２５
から約１時間）ポリマーから開裂させ得る。試薬を蒸発させた後、酢酸溶液を用いて特異
的結合物質ペプチドを１％ポリマーから抽出し、その後凍結乾燥して粗生成物を得る。こ
の粗生成物は、通常、溶媒として５％酢酸を用いたＳｅｐｈａｄｅｘＧ－１５でのゲル濾
過などの方法を用いて精製し得る。カラムの適切な分画を凍結乾燥して、均質な特異的結
合物質ペプチド又はペプチド誘導体を得て、次にアミノ酸分析、薄層クロマトグラフィー
、高速液体クロマトグラフィー、紫外吸収分光法、分子旋光度、溶解度などの標準技術を
用いて特徴を調べ、固相エドマン分解により定量し得る。
【０１５５】
　抗－Ａｎｇ－２抗体、その誘導体、変異体及び断片、ならびに他のタンパク質をベース
とするＡｎｇ－２結合物質を化学合成することにより、非天然アミノ酸を特異的結合物質
に組み込むことができる。
【０１５６】
　組換えＤＮＡ技術は、本発明の完全長抗体及び他の大きなタンパク質様特異的結合物質
又はその断片を調製するための便利な方法である。抗体又は断片をコードするｃＤＮＡ分
子を発現ベクターに挿入することができ、次いで抗体又はその断片を作製するためにその
発現ベクターを宿主細胞に挿入することができる。コドン縮重を与えるために、又は各種
宿主細胞におけるコドン優先使用を可能にするために、（ｍＲＮＡから翻訳された）「元
の」ｃＤＮＡから変化させるように、このような抗体をコードするｃＤＮＡを改変し得る
と理解されたい。
【０１５７】
　通常、抗体をコードするＤＮＡ分子は本明細書の実施例に記載されている手順を用いて
得ることができる。元の抗体分子に関連するＦａｂ分子又はＣＤＲを得ることが望ましい
場合、関連Ｆａｂ／ＣＤＲを同定、クローニングするために標準技術を用いて、適切なラ
イブラリ（ファージディスプレイライブラリ、リンパ球ライブラリなど）をスクリーニン
グすることができる。このようなスクリーニングに使用されるプローブは、元の抗体のＦ
ａｂ部分をコードする完全長又は短縮型Ｆａｂプローブ、元の抗体のＦａｂ部分由来の１
以上のＣＤＲに対するプローブ又は他の適切なプローブである。ＤＮＡ断片をプローブと
して使用する場合、通常のハイブリダイゼーション条件は、Ａｕｓｕｂｅｌら（Ｃｕｒｒ
ｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｃｕｒｒｅ
ｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　Ｐｒｅｓｓ（１９９４））により述べられているようなもの
である。ハイブリダイゼーション後、プローブの大きさ、クローンに対するプローブの予
想されるホモロジー、スクリーニングするライブラリの種類及びスクリーニングするクロ
ーンの数などの因子に依存して、適切なストリンジェンシーで試験するブロットを洗浄す
ることができる。高ストリンジェンシースクリーニングの例は、５０℃から６５℃の温度
、０．１ｘＳＳＣ及び０．１％ＳＤＳである。
【０１５８】
　本発明の特異的結合物質ポリペプチドをコードするポリヌクレオチド分子を含有し、発
現させるために様々な発現ベクター／宿主系を使用し得る。これらの系には、以下に限定
されないが、組換えバクテリオファージ、プラスミド又はコスミドＤＮＡ発現ベクターで
形質転換した細菌などの微生物；酵母発現ベクターで形質転換した酵母；ウイルス発現ベ
クター（例えばバキュロウイルス）を感染させた昆虫細胞系；ウイルス発現ベクター（例
えばカリフラワーモザイクウイルス、ＣａＭＶ；タバコモザイクウイルス、ＴＭＶ）でト
ランスフェクションした、又は細菌発現ベクター（例えばＴｉ又はｐＢＲ３２２プラスミ
ド）で形質転換した植物細胞系；又は動物細胞系が含まれる。
【０１５９】
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　組換えタンパク質産生において有用である哺乳動物細胞には、以下に限定されないが、
ＶＥＲＯ細胞、ＨｅＬａ細胞、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞株、ＣＯＳ細
胞（ＣＯＳ－７など）、Ｗ１３８、ＢＨＫ、ＨｅｐＧ２、３Ｔ３、ＲＩＮ、ＭＤＣＫ、Ａ
５４９、ＰＣ１２、Ｋ５６２及び２９３細胞ならびに本明細書中のようなハイブリドーマ
細胞株が含まれる。哺乳動物細胞は、通常グリコシル化され、活性のために適切な折り畳
みを必要とする、抗体及び抗体断片などのこれらの特異的結合物質の調製に対するものが
好ましい。好ましい哺乳動物細胞としては、ＣＨＯ細胞、ハイブリドーマ細胞及び骨髄性
細胞が挙げられる。
【０１６０】
　特異的結合物質タンパク質の組換え発現に対するいくつかの代表的プロトコルは本明細
書中において以下で述べる。
【０１６１】
　「発現ベクター」という用語は、ＤＮＡ（ＲＮＡ）配列からのポリペプチドを発現する
ためのプラスミド、ファージ、ウイルス又はベクターを指す。発現ベクターは、（１）遺
伝子発現において調節的役割を有する遺伝子エレメント（１又は複数）、例えばプロモー
ター又はエンハンサー、（２）ｍＲＮＡに転写され、タンパク質に翻訳される結合物質を
コードする、構造又は配列及び（３）適切な転写開始及び終結配列、の構築物を含む転写
ユニットを含み得る。酵母又は真核生物発現系での使用を意図した構造ユニットは、好ま
しくは、宿主細胞により翻訳されたタンパク質の細胞外分泌を可能にするリーダー配列を
含む。あるいは、組換え特異的結合物質タンパク質がリーダー又は輸送配列なしで発現さ
れる場合、それはアミノ末端メチオニン残基を含み得る。この残基はその後、最終ペプチ
ド産物を提供するように発現組換えタンパク質から切断されてもよく、又は切断されなく
てもよい。
【０１６２】
　例えば、市販の発現系、例えばＰｉｃｈｉａ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ｓｙｓｔｅｍ（
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ）を使用して、製造者の使用説明書に
従い、酵母において特異的結合物質を組換え発現させ得る。この系はまた、分泌を指令す
るためのプレ－プロ－α配列に依存するが、インサートの転写は、メタノールによる誘導
時にアルコールオキシダーゼ（ＡＯＸ１）プロモーターによって推進される。
【０１６３】
　分泌された特異的結合物質ペプチドは、例えば細菌及び哺乳動物細胞上清からペプチド
を精製するために使用される方法によって酵母増殖培地から精製される。
【０１６４】
　あるいは、特異的結合物質ペプチドをコードするｃＤＮＡをバキュロウイルス発現ベク
ターｐＶＬ１３９３（ＰｈａｒＭｉｎｇｅｎ，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ）にクローニン
グし得る。このベクターを製造者の使用説明書（ＰｈａｒＭｉｎｇｅｎ）に従って使用し
、ｓＦ９タンパク質不含培地中でＳｐｏｄｏｐｔｅｒａ　ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ細胞に感
染させて、組換えタンパク質を産生させることができる。ヘパリン－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ
カラム（Ｐｈａｒｍａｃｉａ）を用いて、この特異的結合物質タンパク質を培地から精製
して濃縮することができる。
【０１６５】
　あるいは、ペプチドを昆虫系において発現させ得る。タンパク質発現のための昆虫系は
当業者にとって周知である。このようなある系において、オートグラファ・カリフォルニ
カ（Ａｕｔｏｇｒａｐｈａ　ｃａｌｉｆｏｒｎｉｃａ）核多角体病ウイルス（ＡｃＮＰＶ
）をベクターとして使用し、スポドプテラ・フルギペルダ（Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ　ｆｒ
ｕｇｉｐｅｒｄａ）細胞又はトリコプルシア（Ｔｒｉｃｈｏｐｌｕｓｉａ）幼虫において
外来遺伝子を発現させることができる。特異的結合物質ペプチドコード配列をポリへドリ
ン遺伝子などのウイルスの非必須領域にクローニングし、ポリヘドリンプロモーターの制
御下に置くことができる。特異的結合物質ペプチドを首尾よく挿入することにより、ポリ
ヘドリン遺伝子は不活性となり、外殻タンパク質のコートを欠く組換えウイルスが産生さ
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れる。この組換えウイルスを使用して、ペプチドを発現させる、Ｓ．フルギペルダ（Ｓ．
ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ）細胞又はトリコプルシア（Ｔｒｉｃｈｏｐｌｕｓｉａ）幼虫に感
染させることができる（Ｓｍｉｔｈら、Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．４６：５８４（１９８３）；Ｅ
ｎｇｅｌｈａｒｄら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．（ＵＳＡ）９１：３２２４
－７（１９９４））。
【０１６６】
　別の例において、特異的結合物質ペプチドをコードするＤＮＡ配列をＰＣＲによって増
幅して、適切なベクター、例えばｐＧＥＸ－３Ｘ（Ｐｈａｒｍａｃｉａ）にクローニング
することができる。ｐＧＥＸベクターは、そのベクターによってコードされるグルタチオ
ン－Ｓ－トランスフェラーゼ（ＧＳＴ）及びベクターのクローニング部位に挿入されるＤ
ＮＡ断片によってコードされる特異的結合物質タンパク質を含む融合タンパク質を産生す
るように設計されている。ＰＣＲのためのプライマーは、例えば適切な切断部位を含むよ
うに作製することができる。特異的結合物質融合部分が発現を促進するためだけに使用さ
れる場合、又は対象ペプチドへの結合物として望ましくない場合は、後で組換え特異的結
合物質融合タンパク質を融合タンパク質のＧＳＴ部分から切断し得る。ｐＧＥＸ－３Ｘ／
特異的結合物質ペプチド構築物をＥ．コリＸＬ－１　Ｂｌｕｅ細胞（Ｓｔｒａｔａｇｅｎ
ｅ，Ｌａ　Ｊｏｌｌａ，ＣＡ）に形質転換し、個々の形質転換体を単離して増殖させる。
個々の形質転換体からのプラスミドＤＮＡを精製し、所望の特異的結合物質をコードする
核酸インサートが適切な方向で存在することを確認するために自動配列決定装置を使用し
て部分的に配列決定することができる。
【０１６７】
　上述の組換え系を用いた抗Ａｎｇ－２抗体をコードするポリヌクレオチド及びそれらの
断片の発現の結果、生物学的に活性となるために（様々なジスルフィド架橋を正しく作る
ために）再び折り畳まれねばならない、抗体又はその断片が産生される。このような抗体
のための代表的な再折り畳み手段は、本明細書中の実施例及び次の章で述べる。
【０１６８】
　細菌中の不溶性封入体として細菌細胞中で産生される特異的結合物質は次のようにして
精製できる。宿主細胞を遠心分離によって破壊し；０．１５Ｍ　ＮａＣｌ、１０ｍＭ　Ｔ
ｒｉｓ、ｐＨ８、１ｍＭ　ＥＤＴＡ中で洗浄し；室温で１５分間、０．１ｍｇ／ｍｌリゾ
チーム（Ｓｉｇｍａ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）で処理することができる。溶解物を超音
波破砕によって清澄化し、１２，０００ｘｇで１０分間遠心分離して細胞残屑をペレット
化することができる。特異的結合物質含有ペレットを５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ、ｐＨ８及び１
０ｍＭ　ＥＤＴＡ中で再懸濁し、５０％グリセロール上に層状に重ね、６０００ｘｇで３
０分間遠心分離することができる。Ｍｇ＋＋及びＣａ＋＋不含の標準リン酸緩衝生理食塩
水（ＰＢＳ）中でペレットを再懸濁することができる。再懸濁したペレットを変性ＳＤＳ
ポリアクリルアミドゲル（Ｓａｍｂｒｏｏｋら、前出）で分画化して、特異的結合物質を
さらに精製することができる。０．４Ｍ　ＫＣｌにゲルを浸漬してタンパク質を可視化し
、それを切り出し、ＳＤＳ不含のゲル泳動緩衝液中で電気溶出することができる。ＧＳＴ
融合タンパク質が細菌中で可溶性タンパク質として産生される場合、ＧＳＴ　Ｐｕｒｉｆ
ｉｃａｔｉｏｎ　Ｍｏｄｕｌｅ（Ｐｈａｒｍａｃｉａ）を用いて精製することができる。
【０１６９】
　組換えタンパク質の発現のための哺乳類宿主系は当業者にとって周知である。宿主細胞
株は、発現されたタンパク質をプロセシングする、又はタンパク質活性を与える上で有用
である、ある種の翻訳後修飾を生じさせる特定の能力によって選択できる。このようなポ
リペプチド修飾としては、以下に限定されないが、アセチル化、カルボキシル化、グリコ
シル化、リン酸化、脂質化及びアシル化が含まれる。ＣＨＯ、ＨｅＬａ、ＭＤＣＫ、２９
３、ＷＩ３８ならびにハイブリドーマ細胞株などの種々の宿主細胞は、そのような翻訳後
活性に対する特異的細胞機構及び特徴的機序を有しており、導入される外来タンパク質の
正しい修飾及びプロセシングが確実に行われるように選択され得る。
【０１７０】
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　組換えタンパク質産生のために形質転換された細胞を回収するために、多くの選択系を
使用することができる。このような選択系としては、以下に限定されないが、それぞれｔ
ｋ－、ｈｇｐｒｔ－又はａｐｒｔ－細胞における、ＨＳＶチミジンキナーゼ、ヒポキサン
チン－グアニンホスホリボシルトランスフェラーゼ及びアデニンホスホリボシルトランス
フェラーゼ遺伝子が挙げられる。また、メトトレキセートに対する耐性を与えるＤＨＦＲ
；ミコフェノール酸に対する耐性を与えるｇｐｔ；アミノグリコシドＧ４１８に対する耐
性を与え、かつクロルスルフロンに対する耐性を与えるｎｅｏ；及びヒグロマイシンに対
する耐性を与えるｈｙｇｒｏについての選択の基礎として、代謝拮抗物質耐性を使用でき
る。有用と考えられるさらなる選択可能遺伝子としては、細胞がトリプトファンの代わり
にインドールを利用することを可能にするｔｒｐＢ、又は細胞がヒスチジンの代わりにヒ
スチノールを利用することを可能にするｈｉｓＤが挙げられる。形質転換体を特定するた
めの視覚的指標を与えるマーカーとしては、アントシアニン、β－グルクロニダーゼ及び
その基質のＧＵＳならびにルシフェラーゼ及びその基質のルシフェリンが挙げられる。
【０１７１】
　特異的結合物質の精製及び再折り畳み
　場合により上述の手段を用いて産生される特異的結合物質は、生物活性を有するために
、適切な三次構造へと「再び折り畳まれ」て酸化され、ジスルフィド結合を生成すること
を必要とし得る。当技術分野で周知の多くの手段を用いて再折り畳みを行い得る。このよ
うな方法としては、例えば、可溶化ポリペプチド物質をカオトロピック剤の存在下で通常
７を超えるｐＨに曝露することが挙げられる。カオトロピック剤の選択は封入体の可溶化
のために用いられる選択と同様であるが、カオトロピック剤は一般に低濃度で使用される
。代表的なカオトロピック剤はグアニジンである。ほとんどの場合、再折り畳み／酸化溶
液はまた、システイン架橋形成のためのダシクファイド（ｄｕｓｙｋｆｉｄｅ）シャッフ
リングの惹起を可能にする特定の酸化還元電位を生じさせる特定比率での、還元剤＋その
酸化形態を含有する。ある一般的に使用される酸化還元対には、システイン／シスタミン
、グルタチオン／ジチオビスＧＳＨ、塩化第二銅、ジチオスレイトールＤＴＴ／ジチアン
ＤＴＴ及び２－メルカプトエタノール（ｂＭＥ）／ジチオ－ｂＭＥが含まれる。多くの場
合、再折り畳み効率を高めるために共溶媒を使用し得る。一般的に使用される共溶媒とし
ては、グリセロール、様々な分子量のポリエチレングリコール及びアルギニンが挙げられ
る。
【０１７２】
　本発明の特異的結合物質又はその変異体を精製することが望ましい。タンパク質精製手
段は当業者にとって周知である。これらの手段は、あるレベルにおいて、ポリペプチド及
び非ポリペプチド分画の粗分画を含む。特異的結合物質ポリペプチドを他のタンパク質か
ら分離した後、部分的又は完全な精製（又は均一にするための精製）を行うためのクロマ
トグラフィー及び電気泳動法により対象ポリペプチドをさらに精製し得る。純粋な特異的
結合物質ペプチドの調製に特に適する分析方法は、イオン交換クロマトグラフィー、排除
クロマトグラフィー；ポリアクリルアミドゲル電気泳動；等電点電気泳動である。特に効
率的なペプチド精製方法は、高速タンパク質液体クロマトグラフィー又はＨＰＬＣである
。
【０１７３】
　本発明のある一部の態様は、コードされる特異的結合物質タンパク質又はペプチドの精
製に関し、特定の実施形態において、実質的な精製に関する。本明細書中で使用する場合
、「精製特異的結合物質タンパク質又はペプチド」という用語は、他の成分から単離可能
な組成物を指すものとし、特異的結合物質タンパク質又はペプチドが、その天然状態と比
較してある程度精製されている。従って、精製特異的結合物質タンパク質又はペプチドは
また、それが天然に生じ得る環境から分離されている特異的結合物質タンパク質又はペプ
チドも指す。
【０１７４】
　一般に、「精製された」とは、様々な他の成分を除去するための分別に供されており、
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その組成物が実質的にその発現される生物活性を保持している特異的結合物質組成物を指
す。「実質的に精製された」という用語を使用する場合、この表現は、特異的結合物質タ
ンパク質又はペプチドが組成物の主要成分をなす特異的結合物質組成物を表し、特異的結
合物質タンパク質又はペプチドが組成物中のタンパク質の約５０％、約６０％、約７０％
、約８０％、約９０％、約９５％以上を構成する。
【０１７５】
　特異的結合物質の精製度合を定量するための様々な方法は、本発明の開示に照らして当
業者にとって公知である。これらは、例えば、活性分画の特異的結合活性を測定すること
、又はＳＤＳ／ＰＡＧＥ分析によって分画中の特異的結合物質ポリペプチドの量を評価す
ることを含む。特異的結合物質分画の純度を評価するための好ましい方法は、その分画の
結合活性を算定し、それを初期抽出物の結合活性と比較して、本明細書中では「－倍数の
精製度」として評価する、精製度合を算定することである。結合活性の量を表すために使
用する実際の単位は、言うまでもなく、精製を追跡するために選択される個々のアッセイ
手段及び、発現された特異的結合物質タンパク質又はペプチドが検出可能な結合活性を示
すか否かに依存する。
【０１７６】
　特異的結合物質タンパク質精製における使用に適切な様々な手法が当業者にとって公知
である。これらには、例えば、硫酸アンモニウム、ＰＥＧ、抗体（免疫沈降法）などによ
る沈降反応、又は熱変性とそれに続く遠心分離；アフィニティークロマトグラフィー（例
えばプロテインＡ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ）、イオン交換、ゲル濾過、逆相、ヒドロキシル
アパタイト及びアフィニティークロマトグラフィーなどのクロマトグラフィー段階；等電
点電気泳動；ゲル電気泳動；及びこれら及びその他の手段の組合せが含まれる。この技術
分野において一般的に知られるように、様々な精製段階を実施する順序を変更し得るか、
又は一部の段階を省き得、それでもなお実質的に精製された特異的結合物質の調製のため
に適切な方法をもたらし得ると考えられる。
【０１７７】
　特異的結合物質が常にその最も精製された状態で必ずしも提供される必要はない。実際
に、実質的に特異性のより低い結合物質はある種の実施形態で有用性を有し得ると想定さ
れる。より少ない精製段階を組み合わせて使用することによって、又は同じ一般的精製ス
キームの異なる形態を利用することによって、部分的精製を行い得る。例えば、ＨＰＬＣ
装置を用いて実施される陽イオン交換カラムクロマトグラフィーは、一般的に低圧クロマ
トグラフィーシステムを用いる同じ手法よりも高い「－倍数」精製となることが認められ
ている。相対的精製度が低い方法は、特異的結合物質タンパク質産物の全体的回収の点で
、又は発現される特異的結合物質タンパク質の結合活性を維持する上で有利であり得る。
【０１７８】
　ポリペプチドの移動は、ＳＤＳ／ＰＡＧＥの種々の条件によって、時として顕著に変化
し得ることが分かっている（Ｃａｐａｌｄｉら、Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｒｅ
ｓ．Ｃｏｍｍ．，７６：４２５（１９７７））。従って、当然のことながら、異なる電気
泳動条件下では、精製又は部分精製特異的結合物質発現産物の見かけ分子量が変化し得る
。
【０１７９】
　結合アッセイ
　免疫学的結合アッセイは、一般に、検体標的抗原に特異的に結合し、それをしばしば固
定するために、捕捉剤を利用する。捕捉剤は検体に特異的に結合する成分である。本発明
のある実施形態において、捕捉剤は、Ａｎｇ－２に特異的に結合する抗体又はその断片で
ある。これらの免疫学的結合アッセイはこの技術分野において周知である（Ａｓａｉ編集
、Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，第３７巻、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ
　ｉｎ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ
　Ｙｏｒｋ（１９９３））。
【０１８０】
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　免疫学的結合アッセイは、捕捉剤及び抗原によって形成される結合複合体の存在を示す
標識試薬を利用することが多い。標識試薬は結合複合体を含む分子の１つであり得る；す
なわち、標識特異的結合物質又は標識抗特異的結合物質抗体であり得る。あるいは、標識
試薬は、結合複合体に結合する第三の分子、一般的には別の抗体であり得る。標識試薬は
、例えば、標識を担う抗特異的結合物質抗体であり得る。結合複合体に特異的な二次抗体
は、標識を有していなくてもよいが、二次抗体がそのメンバーである抗体の種に特異的な
第四の分子によって結合可能である。例えば、その後酵素標識ストレプトアビジンなどの
第四の分子が結合し得る、ビオチンなどの検出可能な部分で、二次抗体を修飾することが
できる。プロテインＡ又はプロテインＧなどの、免疫グロブリン定常領域に特異的に結合
可能な他のタンパク質も標識試薬として使用し得る。これらの結合タンパク質は、連鎖球
菌属細菌の細胞壁の通常成分であり、様々な種由来の免疫グロブリン定常領域に強い非免
疫原性反応を示す。全般的に、Ａｋｅｒｓｔｒｏｍ，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１３５：２
５８９－２５４２（１９８５）；及びＣｈａｕｂｅｒｔ，Ｍｏｄ．Ｐａｔｈｏｌ．，１０
：５８５－５９１（１９９７）を参照のこと。
【０１８１】
　アッセイ全体を通じて、試薬の各組合せ後に、インキュベーション及び／又は洗浄段階
が必要な場合がある。インキュベーション段階は、約５秒間から数時間、好ましくは約５
分間から約２４時間まで様々であり得る。しかし、インキュベーション時間は、アッセイ
様式、検体、溶液の体積、濃度などに依存する。通常、アッセイは周囲温度で実施される
が、一連の温度範囲で実施することができる。
【０１８２】
　Ａ．非競合結合アッセイ：
　免疫学的結合アッセイは非競合型のものであり得る。これらのアッセイは、直接測定さ
れる捕捉検体の量を含む。例えば、ある好ましい「サンドイッチ」アッセイでは、捕捉剤
（抗体）を直接固体基質に結合させてそれに固定することができる。これらの固定化捕捉
剤は、その後、被験試料中に存在する抗原を捕捉（結合）する。次に、このようにして固
定されたタンパク質は、標識を有する二次抗体などの標識試薬に結合する。別の好ましい
「サンドイッチ」アッセイにおいて、二次抗体は標識を持たないが、その二次抗体が由来
する種の抗体に特異的な標識抗体が二次抗体に結合し得る。二次抗体はまた、ストレプト
アビジンなどの第三の標識分子が特異的に結合する、ビオチンなどの検出可能部分で修飾
することもできる。参照により本明細書中に組み込まれる、Ｈａｒｌｏｗ及びＬａｎｅ，
Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｃｈ　１４，Ｃｏｌ
ｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，ＮＹ（１９８８）参照。
【０１８３】
　Ｂ．競合結合アッセイ：
　免疫学的結合アッセイは競合型のものであり得る。置き換えられた、又は試料中に存在
する検体によって捕捉剤から競合排除された添加検体の量を測定することで、試料中に存
在する検体の量を間接的に測定する。ある好ましい競合結合アッセイにおいて、通常は標
識された既知量の検体を試料に添加し、次に試料を抗体（捕捉剤）と接触させる。抗体に
結合した標識検体の量は、試料中に存在する検体の濃度に反比例する（Ｈａｒｌｏｗ及び
Ｌａｎｅ，Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｃｈ　１
４，ｐ．５７９－５８３、前出）。
【０１８４】
　別の好ましい競合結合アッセイにおいて、抗体を固体基質に固定する。タンパク質／抗
体複合体中に存在するタンパク質の量を測定すること、又は、あるいは、残存する非複合
タンパク質の量を測定することの何れかで、抗体に結合するタンパク質の量を求め得る。
タンパク質の量は、標識タンパク質を与えることにより検出し得る。（Ｈａｒｌｏｗ及び
Ｌａｎｅ、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｃｈ１４
，前出を参照のこと。）。
【０１８５】
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　さらに別の好ましい競合結合アッセイでは、ハプテンの阻害を利用する。ここでは、既
知の検体を固体基質に固定する。既知量の抗体を試料に添加し、固定した検体に試料を接
触させる。固定検体に結合する抗体の量は、試料中に存在する検体の量に反比例する。固
定抗体の量は、抗体の固定された分画又は溶液中に残存する分画の何れかを検出すること
により検出し得る。検出は、抗体が標識されている場合は直接的であり得、又は上述のよ
うにその後抗体に特異的に結合する標識部分を添加することにより間接的であり得る。
【０１８６】
　Ｃ．競合結合アッセイの利用：
　競合結合アッセイは、当業者が、本発明の特異的結合物質によって認識されるタンパク
質又は酵素複合体が所望するタンパク質であり、交差反応分子ではないか否かを判定する
こと、又は抗体が抗原に特異的であり、非関連抗原に結合しないか否かを判定することを
可能にする、交差反応性の判定のために使用できる。この種のアッセイでは、抗原を固体
支持体に固定することができ、未知のタンパク質混合物をアッセイ系に添加し、それを固
定タンパク質への特異的結合物質の結合と競合させる。競合分子は、この抗原に関連のな
い１以上の抗原にも結合する。タンパク質混合物の交差反応性を判定するために、固定抗
原への特異的結合物質の結合とタンパク質が競合する能力を、固体支持体に固定した同じ
タンパク質による結合と比較する。
【０１８７】
　Ｄ．他の結合アッセイ：
　本発明はまた、試料中のＡｎｇ－２の存在を検出又は定量するためのウエスタンブロッ
ト法も提供する。その手法は一般に、試料タンパク質を分子量に基づいてゲル電気泳動に
よって分離することと、ニトロセルロースフィルター、ナイロンフィルター又は誘導体化
ナイロンフィルターなどの適切な固体支持体にそのタンパク質を移すこととを含む。Ａｎ
ｇ－２に特異的に結合する抗体又はその断片と共に試料をインキュベートし、生じた複合
体を検出する。これらの抗体を直接標識し得るか、又は、あるいは、その抗体に特異的に
結合する標識抗体を使用してその後検出し得る。
【０１８８】
　Ａｎｇ－２のその受容体への結合を妨害するＡｎｇ－２特異的結合物質を検出するため
の結合アッセイを本明細書中の実施例で述べる。
【０１８９】
　診断アッセイ
　本発明の抗体及びその断片は、Ａｎｇ－２又はサブユニットの発現を特徴とする状態又
は疾患の診断に、又はＡｎｇ－２の誘導剤、その断片、Ａｎｇ－２活性のアゴニスト又は
阻害剤で治療される患者をモニタリングするためのアッセイに有用である。Ａｎｇ－２に
ついての診断アッセイには、ヒト体液又は細胞もしくは組織の抽出物においてＡｎｇ－２
を検出するために特異的結合物質及び標識を利用する方法が含まれる。修飾を加えて、又
は修飾なしで、本発明の特異的結合物質を使用することができる。好ましい診断アッセイ
において、例えば標識又はレポーター分子を結合させることにより特異的結合物質を標識
する。様々な標識及びレポーター分子が既知であり、その内の一部については既に本明細
書中で既に述べている。特に、本発明はヒト疾患の診断のために有用である。
【０１９０】
　それぞれのタンパク質に特異的なポリクローナル又はモノクローナル抗体を使用してＡ
ｎｇ－２タンパク質を測定するための様々なプロトコルがこの技術分野において公知であ
る。その例には、酵素結合免疫反応吸着検定法（ＥＬＩＳＡ）、放射性免疫測定法（ＲＩ
Ａ）及び蛍光活性化細胞選別（ＦＡＣＳ）が含まれる。Ａｎｇ－２上の２個の非干渉エピ
トープに対して反応性のあるモノクローナル抗体を使用する２部位のモノクローナルに基
づく免疫測定法が好ましいが、競合結合アッセイも使用できる。これらのアッセイは、例
えばＭａｄｄｏｘら、Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．，１５８：１２１１（１９８３）に記載され
ている。
【０１９１】
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　診断の基礎となるものを提供するために、通常、ヒトＡｎｇ－２発現の正常値又は標準
値を確立する。これは、当技術分野で周知の複合体形成に適した条件下で、正常被験対象
、好ましくはヒト由来の体液又は細胞抽出物をＡｎｇ－２に対する特異的結合物質、例え
ば抗体と組み合わせることによって決定することができる。標準的な複合体形成の量は、
既知量のＡｎｇ－２タンパク質への特異的結合物質の結合を対照及び疾患試料の両方と比
較することによって定量できる。その後、正常試料から得た標準値を、疾患に罹患してい
る可能性のある被験対象由来の試料から得た値と比較することができる。標準値と被験対
照値との間の差から、疾患状態におけるＡｎｇ－２の役割が示唆される。
【０１９２】
　診断適用のために、ある一部の実施形態において、通常、特異的結合物質を検出可能部
分で標識する。この検出可能部分は、直接又は間接的に検出可能なシグナルを生じること
ができるあらゆるものであり得る。例えば、検出可能部分は、３Ｈ、１４Ｃ、３２Ｐ、３

５Ｓ又は１２５Ｉなどの放射性同位体、フルオレセインイソチオシアネート、ローダミン
又はルシフェリンなどの蛍光又は化学発光化合物又はアルカリホスファターゼ、β－ガラ
クトシダーゼもしくはホースラディッシュペルオキシダーゼなどの酵素であり得る。Ｂａ
ｙｅｒら、Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚ．，１８４：１３８－１６３（１９９０）。
【０１９３】
　疾患
　本発明は、ヒト疾患及び病的状態の治療のために有用な、Ａｎｇ－２に結合する特異的
結合物質を提供する。Ａｎｇ－２の結合活性又は他の細胞活性を調節する物質は、それら
の治療効果を増強するか又は起こり得る副作用を低下させる他の治療剤と組み合わせて使
用し得る。
【０１９４】
　ある態様において、本発明は、細胞における有害な又は異常なレベルのＡｎｇ－２活性
を特徴とする疾患及び状態を治療するために有用な試薬及び方法を提供する。これらの疾
患には、癌及びその他の過増殖状態、例えば過形成、乾癬、接触皮膚炎、免疫学的疾患及
び不妊症などが含まれる。
【０１９５】
　本発明はまた、Ａｎｇ－２活性を阻害又は低下させる特異的結合物質の有効量を動物に
投与することを含む、ヒトを含む動物において癌を治療する方法を提供する。本発明はさ
らに、生体系における細胞増殖、侵襲及び転移の過程を含む、癌細胞増殖を抑制する方法
に関する。これらの方法は、癌細胞増殖の阻害剤としての本発明の化合物の使用を含む。
好ましくは、これらの方法を使用して、哺乳動物などのの生存動物において癌細胞増殖、
侵襲、転移又は腫瘍発生を阻害又は低下させる。本発明の方法はまた、アッセイ系におけ
る使用、例えば癌細胞増殖及びその特徴をアッセイする、ならびに癌細胞増殖に影響を及
ぼす化合物を同定するアッセイ系での使用に容易に適合させ得る。
【０１９６】
　本発明の方法により治療可能な癌は、好ましくは哺乳動物において発生する。哺乳動物
には、例えばヒト及び他の霊長類、ならびにイヌ及びネコなどのペット又はコンパニオン
動物、ラット、マウス及びウサギなどの実験動物、及びウマ、ブタ、ヒツジ及びウシなど
の家畜が含まれる。
【０１９７】
　腫瘍又は新生物は、細胞の増殖が制御不能かつ進行性である組織細胞の増殖を含む。こ
のような増殖の一部は良性であるが、その他は悪性と呼ばれ、生物にとって致死性であり
得る。悪性新生物又は癌は、激しい細胞増殖を示すことに加えて、周辺組織を侵襲し、転
移し得るという点で良性増殖とは区別される。さらに、悪性新生物は、著しい低分化性（
著しい脱分化）、及び、相互に、及びそれらの周辺組織と比べて、著しく秩序が失われて
いることを特徴とする。この特徴は「退形成」とも呼ばれる。
【０１９８】
　本発明により治療し得る新生物にはまた、固形腫瘍、すなわち癌腫及び肉腫も含まれる
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。癌腫には、周辺組織に浸潤（侵襲）し、転移を生じさせる上皮細胞由来の悪性新生物が
含まれる。腺癌は、腺組織に由来する、又は認識し得る腺構造を形成する癌腫である。別
の広いカテゴリー又は癌には、細胞が胚性結合組織のような繊維状物質又は均質物質中に
埋まっている腫瘍である、肉腫が含まれる。本発明はまた、白血病、リンパ腫及び一般に
腫瘍塊を示さないが血管又はリンパ細網系に分布する他の癌を含む、骨髄系又はリンパ系
の癌の治療も可能にする。
【０１９９】
　本発明による治療に適した、癌又は腫瘍細胞のタイプには、例えば、ＡＣＴＨ産生腫瘍
、急性リンパ性白血病、急性非リンパ性白血病、副腎皮質の癌、膀胱癌、脳腫瘍、乳癌、
子宮頸癌、慢性リンパ性白血病、慢性骨髄性白血病、結腸直腸癌、皮膚Ｔ細胞リンパ腫、
子宮内膜癌、食道癌、ユーイング肉腫、胆嚢癌、有毛細胞白血病、頭部及び頸部癌、ホジ
キンリンパ腫、カポジ肉腫、腎臓癌、肝臓癌、肺癌（小細胞及び非小細胞）、悪性腹水、
悪性胸水、黒色腫、中皮腫、多発性骨髄腫、神経芽細胞腫、神経膠腫、非ホジキンリンパ
腫、骨肉腫、卵巣癌、卵巣（生殖細胞）癌、膵臓癌、陰茎癌、前立腺癌、網膜芽細胞腫、
皮膚癌、軟組織肉腫、扁平上皮癌、胃癌、精巣癌、甲状腺癌、栄養膜腫瘍、子宮癌、膣癌
、外陰癌及びウィルムス腫瘍が含まれる。
【０２００】
　特にある種の実験的に定義されている癌の治療を参照しながら、ここで本発明を説明す
る。これらの実例となる治療において、標準的技術水準のインビトロ及びインビボモデル
が使用された。これらの方法は、インビボ治療計画において有効であると期待できる物質
を同定するために使用できる。しかし、本発明の方法はこれらの腫瘍型の治療に限定され
ず、あらゆる器官系に由来するあらゆる固形腫瘍に及ぶことを理解されたい。侵襲又は転
移がＡｎｇ－２の発現又は活性に関連する癌は、特に、本発明によって阻止されやすいか
、又はさらには消退へと誘導されやすい。
【０２０１】
　本発明はまた、従来の何らかの化学療法剤などの別の抗癌化学療法剤と組み合わせて抗
体などの本発明の特異的結合物質を含むことによって実施され得る。このような他の薬剤
と特異的結合物質の組合せは、化学療法プロトコルを増強し得る。熟達した医師にとって
、数多くの化学療法プロトコルが本発明の方法に組み込むことができるものとして考えつ
く。アルキル化剤、代謝拮抗物質、ホルモン及びアンタゴニスト、放射性同位体、ならび
に天然物質を含むあらゆる化学療法剤を使用することができる。例えば、本発明の化合物
は、ドキソルビシン及び他のアントラサイクリン類似体などの抗生物質、シクロホスファ
ミドなどのナイトロジェンマスタード、５－フルオロウラシル、シスプラチン、ヒドロキ
シウレア、タキソール及びその天然及び合成誘導体などのピリミジン類似体などと共に投
与することができる。別の例として、腫瘍がゴナドトロピン依存性及びゴナドトロピン非
依存性細胞を含む、乳房の腺癌などの混合腫瘍の場合、本化合物をロイプロリド又はゴセ
レリン（ＬＨ－ＲＨの合成ペプチド類似体）と共に投与することができる。他の抗腫瘍プ
ロトコルには、本明細書中で「補助抗腫瘍治療様式」とも呼ぶ、別の治療様式、例えば手
術、放射線などを伴うテトラサイクリン系化合物の使用が含まれる。従って、副作用を低
下させ、効果を増強するという利点を有するこのような従来の処方計画で、本発明の方法
を使用することができる。
【０２０２】
　従って、本発明は、固形腫瘍及び白血病を含む極めて多様な癌の治療のために有用な組
成物及び方法を提供する。治療し得る癌の種類には、以下に限定されないが、乳房、前立
腺及び結腸の腺癌；全ての形態の肺の気管支原性癌；骨髄腫；黒色腫；肝癌、神経芽細胞
腫；乳頭腫；アプドーマ；分離腫；鰓腫；悪性カルチノイド症候群；カルチノイド心疾患
；癌腫（例えばウォーカー癌、基底細胞癌、基底有棘細胞癌、ブラウン－ピアース癌、腺
管癌、エールリッヒ腫瘍、クレブス２、メルケル細胞腫、粘液性癌腫、非小細胞肺癌、燕
麦細胞癌、乳頭状癌、硬性癌、細気管支癌、気管支原性癌、扁平上皮癌及び移行上皮癌）
；組織球性疾患；白血病；悪性組織球増殖症；ホジキン病；免疫増殖性小細胞肺癌；非ホ
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ジキンリンパ腫；形質細胞腫；細網内皮症；黒色腫；軟骨芽細胞腫；軟骨腫；軟骨肉腫；
線維腫；線維肉腫；巨細胞腫；組織球腫；脂肪腫；脂肪肉腫；中皮腫；粘液腫；粘液肉腫
；骨腫；骨肉腫；脊索腫；頭蓋咽頭腫；未分化胚細胞腫；過誤腫；間葉腫；中腎腫；筋肉
腫；エナメル上皮腫；セメント質腫；歯牙腫；奇形腫；胸腺腫；絨毛癌が含まれる。さら
に、次の種類の癌も治療し得る：腺腫；胆管腫；コレステリン腫；円柱腫；嚢胞腺癌；嚢
胞腺腫；顆粒膜細胞腫；男女性胚細胞腫；肝癌；汗腺腫；膵島細胞腫；ライディッヒ細胞
腫；乳頭腫；セルトリ細胞腫；莢膜細胞腫；平滑筋腫；平滑筋肉腫；筋原細胞腫；筋腫；
筋肉腫；横紋筋腫；横紋筋肉腫；上衣細胞腫；神経節細胞腫；神経膠腫；髄芽細胞腫；髄
膜腫；神経鞘腫；神経芽細胞腫；神経上皮腫；神経線維腫；神経腫；傍神経節腫；非クロ
ム親和性傍神経節腫；被角血管腫；好酸球増加症を伴う血管リンパ過形成；血管腫硬化；
血管腫症；グロムス血管腫；血管内皮腫；血管腫；血管周囲細胞腫；血管肉腫；リンパ管
腫；リンパ管筋腫；リンパ管肉腫；松果体腫；癌肉腫；軟骨肉腫；葉状嚢胞肉腫；線維肉
腫；血管肉腫；平滑筋肉腫；白血肉腫症；脂肪肉腫；リンパ管肉腫；筋肉腫；粘液肉腫；
卵巣癌；横紋筋肉腫；肉腫；新生物；神経線維腫症；及び子宮頸部異形成。
【０２０３】
　本発明の別の態様は、乾癬及び接触皮膚炎を含む皮膚の過剰増殖状態又は他の過増殖性
疾患を予防及び／又は治療するために本発明の物質及び方法を使用することである。乾癬
及び接触皮膚炎の患者はこれらの病巣において高いＡｎｇ－２活性を有することが明らか
にされた（Ｏｇｏｓｈｉら、Ｊ．Ｉｎｖ．Ｄｅｒｍａｔｏｌ．，１１０：８１８－２３（
１９９８））。好ましくは、これらの臨床症状を発現するヒトを治療するための他の薬剤
と組み合わせて、Ａｎｇ－２に特異的な特異的結合物質を使用する。本明細書中で述べる
投与経路及び当業者にとって周知の他の経路を介して、様々な担体の何れかを用いて、特
異的結合物質を送達することができる。
【０２０４】
　本発明の他の態様は、血管形成が関与する様々な網膜症（糖尿病性網膜症及び加齢性黄
斑変性を含む。）、ならびに子宮内膜症、子宮筋腫などの女性生殖器官の障害／疾患及び
女性生殖周期中の不正血管増殖（子宮内膜微小血管増殖を含む。）に関連する他のそのよ
うな状態を治療することを含む。
【０２０５】
　本発明のさらに別の態様は、脳動静脈奇形（ＡＶＭ）、胃腸粘膜損傷及び修復、発作か
ら生じる虚血を含む、消化性潰瘍疾患の病歴を有する患者における胃十二指腸粘膜の潰瘍
、肝疾患における広範囲の肺血管障害及び非肝門脈圧亢進を有する患者における門脈圧亢
進症を含む、血管増殖異常を治療することに関する。
【０２０６】
　本発明の別の態様は、本発明によって提供される組成物及び方法を利用した癌の予防で
ある。このような試薬には、Ａｎｇ－２に対する特異的結合物質が含まれる。
【０２０７】
　医薬組成物
　Ａｎｇ－２特異的結合物質の医薬組成物は本発明の範囲内である。抗体を含む医薬組成
物は、例えば２００１年１月９日発行の、Ｌａｍらへの米国特許第６，１７１，５８６号
で詳述されている。このような組成物は、医薬的に許容される物質と合わせて、本明細書
中で述べるような、抗体又はその断片、変異体、誘導体又は融合物などの特異的結合物質
の治療上又は予防上有効な量を含有する。好ましい実施形態において、医薬組成物は、医
薬的に許容される物質と混合して、Ａｎｇ－２の少なくとも１つの生物活性を部分的に又
は完全に変化させるアンタゴニスト特異的結合物質を含む。通常、その特異的結合物質は
、動物への投与のために十分に精製されている。
【０２０８】
　本医薬組成物は、例えば、組成物のｐＨ、浸透圧、粘度、清澄性、色、等張性、におい
、無菌性、安定性、溶解又は放出速度、吸着又は浸透を変化、維持又は保存するための製
剤物質を含有し得る。適切な製剤物質としては、これらに限定されないが、アミノ酸（グ
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リシン、グルタミン、アスパラギン、アルギニン又はリシンなど）；抗菌剤；抗酸化剤（
アスコルビン酸、亜硫酸ナトリウム又は亜硫酸水素ナトリウムなど）；緩衝剤（ホウ酸塩
、重炭酸塩、Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、クエン酸塩、リン酸塩、他の有機酸など）；充填剤（マ
ンニトール又はグリシンなど）、キレート剤（エチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）など
）；錯化剤（カフェイン、ポリビニルピロリドン、β－シクロデキストリン又はヒドロキ
シプロピル－β－シクロデキストリンなど）；充填剤；単糖類；二糖類及び他の糖質（グ
ルコース、マンノース又はデキストリンなど）；タンパク質（血清アルブミン、ゼラチン
又は免疫グロブリン等など）；着色料；着香料及び希釈剤；乳化剤；親水性重合体（ポリ
ビニルピロリドンなど）；低分子量ポリペプチド；塩形成性対イオン（ナトリウムなど）
；防腐剤（塩化ベンザルコニウム、安息香酸、サリチル酸、チメロサール、フェネチルア
ルコール、メチルパラベン、プロピルパラベン、クロルヘキシジン、ソルビン酸又は過酸
化水素など）；溶媒（グリセリン、プロピレングリコール又はポリエチレングリコールな
ど）；糖アルコール（マンニトール又はソルビトールなど）；懸濁化剤；界面活性剤又は
湿潤剤（プルロニック、ＰＥＧ、ソルビタンエステル、ポリソルベート２０、ポリソルベ
ート８０などのポリソルベート、トライトン、トロメタミン、レシチン、コレステロール
、チロキサパールなど）；安定促進剤（スクロース又はソルビトール）；等張促進剤（ハ
ロゲン化アルカリ金属など）（好ましくは塩化ナトリウム又は塩化カリウム、マンニトー
ル、ソルビトール）；送達ビヒクル；希釈剤；賦形剤及び／又は製薬補助剤が挙げられる
。（Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，第１
８版、Ａ．Ｒ．Ｇｅｎｎａｒｏ編、Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏｍｐａｎｙ，
１９９０）。
【０２０９】
　最適な医薬組成物は、例えば意図する投与経路、送達形式及び所望の用量に依存して、
当業者により決定される。例えば、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃ
ａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ、前出参照。このような組成物は、特異的結合物質の、物理的状
態、安定性、インビボでの放出速度及びインビボでのクリアランス速度に影響を与え得る
。
【０２１０】
　医薬組成物中の主要ビヒクル又は担体は、水性又は非水性の何れかであり得る。例えば
、適切なビヒクル又は担体は、できれば非経口投与用組成物に対して一般的である他の物
質を添加した、注射用水、生理食塩水又は人工脳脊髄液であり得る。中性緩衝塩類溶液又
は血清アルブミンと混合した塩類溶液はさらなる代表的ビヒクルである。他の代表的医薬
組成物としては、ソルビトール又はその適切な代用物をさらに含み得る、約ｐＨ７．０か
ら８．５のＴｒｉｓ緩衝液、又は約ｐＨ４．０から５．５の酢酸緩衝液が挙げられる。本
発明のある実施形態において、結合物質組成物は、凍結乾燥ケーキ又は水溶液の形態で、
所望の精製度の選択した組成物を任意の製剤物質（Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍ
ａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ、前出）と混合することにより保存用に調製し得
る。さらに、結合物質生成物は、スクロースなどの適切な賦形剤を用いて凍結乾燥物とし
て処方し得る。
【０２１１】
　医薬組成物を非経口的送達のために選択することができる。あるいは、その組成物は、
吸入用又は経口などの経腸的送達、耳、眼、直腸又は膣経路などの送達用に選択し得る。
このような医薬的に許容される組成物の調製は当技術分野の技術範囲内である。
【０２１２】
　製剤成分は、投与部位に許容される濃度で存在する。例えば、組成物を生理的ｐＨ又は
わずかに低いｐＨ、通常約５－約８の範囲内のｐＨに維持するために、緩衝剤を使用する
。
【０２１３】
　非経口投与を考慮する場合、本発明において使用するための治療組成物は、医薬的に許
容されるビヒクル中に所望の特異的結合物質を含む、発熱物質不含の非経口的に許容され
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る水溶液の形態であり得る。非経口注射用に特に適切なビヒクルは、適切に保存された無
菌等張溶液として結合物質が処方される無菌蒸留水である。さらに別の製剤は、蓄積注射
によって送達され得る生成物を制御放出又は持続放出させる、注射用ミクロスフェア、生
体受食性粒子、重合体化合物（ポリ乳酸、ポリグリコール酸）、ビーズ又はリポソームな
どの物質とともに所望の分子の処方物を含み得る。ヒアルロン酸も使用でき、これは循環
中の保持時間を延長する効果を有し得る。所望の分を導入するための他の適切な手段には
、埋め込み可能な薬剤送達装置が含まれる。
【０２１４】
　別の態様において、非経口投与に適する医薬組成物は、水溶液中、好ましくはハンクス
液、リンガー液又は生理緩衝食塩水などの生理的に適合性の緩衝液中で処方され得る。水
性注射懸濁液は、カルボキシメチルセルロースナトリウム、ソルビトール又はデキストラ
ンなどの懸濁液の粘度を上昇させる物質を含み得る。さらに、活性化合物の懸濁液を適切
な油性注射懸濁液として調製し得る。適切な親油性溶媒又はビヒクルには、ゴマ油などの
脂肪油、又はオレイン酸エチルなどの合成脂肪酸エステル、トリグリセリド又はリポソー
ムが含まれる。非脂質ポリカチオンアミノ重合体も送達のために使用し得る。場合によっ
ては、懸濁液はまた、化合物の溶解度を向上させ、高度濃縮溶液の調製を可能にする適切
な安定化剤又は物質も含み得る。
【０２１５】
　別の実施形態において、医薬組成物を吸入用に処方し得る。例えば、結合物質は吸入用
の乾燥粉末として処方し得る。ポリペプチド又は核酸分子吸入溶液もまた、エアロゾル送
達のために推進薬と共に処方し得る。さらに別の実施形態において、溶液を噴霧し得る。
肺投与はさらにＰＣＴ特許願第ＰＣＴ／ＵＳ９４／００１８７５号に記述されており、こ
れは化学修飾したタンパク質の肺送達について述べている。
【０２１６】
　ある一部の処方物はまた、経口投与し得ると想定される。本発明のある実施形態におい
て、このようにして投与される結合物質分子は、錠剤及びカプセルなどの固形の剤型の調
合において慣例的に使用される担体と共に又は担体なしで処方することができる。例えば
、カプセルは、生体利用効率が最大となり、全身循環前の分解（ｐｒｅ－ｓｙｓｔｅｍｉ
ｃ　ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ）が最小となる胃腸管の一定部位で処方物の活性成分を放出
するように設計され得る。結合物質分子の吸収を促進するために付加的な物質を含み得る
。希釈剤、香味剤、低融点ワックス、植物油、潤滑剤、懸濁化剤、錠剤崩壊剤及び結合剤
も使用し得る。
【０２１７】
　経口投与用の医薬組成物はまた、経口投与に適した用量で当技術分野において公知の医
薬的に許容される担体を用いて処方することができる。このような担体により、患者によ
る摂取のための、錠剤、丸剤、糖衣錠、カプセル、液体、ゲル、シロップ、スラリー、懸
濁液などに医薬組成物を処方することが可能となる。
【０２１８】
　経口使用のための医薬製剤は、錠剤又は糖衣錠コアを得るために、活性化合物を固体賦
形剤と混合し、得られた顆粒の混合物を加工する（場合によっては摩砕した後）ことによ
り得ることができる。必要であれば、適切な補助剤を加えることができる。適切な賦形剤
には、ラクトース、スクロース、マンニトール及びソルビトールを含む糖類などの糖質又
はタンパク質充填剤；トウモロコシ、コムギ、コメ、ジャガイモ又は他の植物由来のデン
プン；メチルセルロース、ヒドロキシプロピルメチルセルロース又はカルボキシメチルセ
ルロースナトリウムなどのセルロース；アラビアゴム及びトラガカントを含むゴム；及び
ゼラチン及びコラーゲンなどのタンパク質が含まれる。必要であれば、架橋ポリビニルピ
ロリドン、寒天及びアルギン酸又はアルギン酸ナトリウムといったその塩などの、崩壊剤
又は可溶化剤を添加し得る。
【０２１９】
　糖衣錠コアは、アラビアゴム、タルク、ポリビニルピロリドン、カルボポールゲル、ポ
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リエチレングリコール及び／又は二酸化チタンを同時に含み得る濃縮糖溶液、ラッカー溶
液、及び適切な有機溶媒又は溶媒混合物などの適切なコーティングと共に使用し得る。製
品の特定のために、又は活性化合物の量、すなわち用量を示すために、染料又は色素を錠
剤又は糖衣錠コ―ティングに添加し得る。
【０２２０】
　経口使用できる医薬製剤にはまた、ゼラチン製のプッシュフィットカプセル、ならびに
ゼラチン及びグリセロール又はソルビトールなどのコーティングで作られる密封軟カプセ
ルも含まれる。プッシュフィットカプセルは、ラクトース又はデンプンなどの充填剤又は
結合剤、タルク又はステアリン酸マグネシウムなどの潤滑剤及び、場合によっては、安定
化剤と混合した有効成分を含有し得る。軟カプセルの場合は、活性化合物を、安定化剤と
共に、又は安定化剤なしで、脂肪油、液体又は液状ポリエチレングリコールなどの適切な
液体に溶解し得るか、又は懸濁し得る。
【０２２１】
　別の医薬組成物は、錠剤の製造に適した無毒性賦形剤と混合して結合物質の有効量を含
み得る。滅菌水又は他の適切なビヒクルに錠剤を溶解することにより、溶液を単位用量形
態で調製することができる。適切な賦形剤には、以下に限定されないが、炭酸カルシウム
、炭酸又は重炭酸ナトリウム、ラクトースもしくはリン酸カルシウムなどの不活性希釈剤
；又はデンプン、ゼラチンもしくはアラビアゴムなどの結合剤；又はステアリン酸マグネ
シウム、ステアリン酸もしくはタルクなどの潤滑剤が含まれる。
【０２２２】
　さらなる医薬組成物は、持続又は制御送達製剤中に結合物質分子を含有する処方物を含
めて、当業者にとって明らかである。リポソーム担体、生体受食性微粒子又は多孔性ビー
ズ及び蓄積注射などの様々な他の持続又は制御送達手段を処方するための手段も、当業者
にとって公知である。例えば、医薬組成物の送達のための多孔性重合体微粒子の制御放出
を記載するＰＣＴ／ＵＳ９３／００８２９号参照。持続放出製剤のさらなる例には、成形
製品、例えばフィルム又はマイクロカプセルの形態の半透性重合体マトリックスが含まれ
る。持続放出マトリックスには、ポリエステル、ヒドロゲル、ポリラクチド（Ｕ．Ｓ．第
３，７７３，９１９号、ＥＰ第５８，４８１号）、Ｌ－グルタミン酸及びγ－エチル－Ｌ
－グルタメートとの共重合体（Ｓｉｄｍａｎら、Ｂｉｏｐｏｌｙｍｅｒｓ，２２：５４７
－５５６（１９８３））、ポリ（２－ヒドロキシエチルメタクリレート）［Ｌａｎｇｅｒ
ら、Ｊ．Ｂｉｏｍｅｄ．Ｍａｔｅｒ．Ｒｅｓ．，１５：１６７－２７７（１９８１）］及
び（Ｌａｎｇｅｒら、Ｃｈｅｍ．Ｔｅｃｈ．，１２：９８－１０５（１９８２））、エチ
レンビニルアセテート（Ｌａｎｇｅｒら、前出）又はポリ－Ｄ（－）－３－ヒドロキシ酪
酸（ＥＰ１３３，９８８号）が含まれ得る。持続放出性組成物にはまた、当技術分野で公
知のいくつか方法の何れかによって調製できるリポソームが含まれ得る。例えば、Ｅｐｐ
ｓｔｅｉｎら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．（ＵＳＡ），８２：３６８８－
３６９２（１９８５）；ＥＰ第３６，６７６号；ＥＰ第８８，０４６号；ＥＰ第１４３，
９４９号参照。
【０２２３】
　インビボ投与のために使用される医薬組成物は、一般に無菌でなければならない。これ
は滅菌濾過膜を通して濾過することによって達成し得る。組成物を凍結乾燥する場合、凍
結乾燥及び再構成の前又は後に、この方法による滅菌を実施し得る。非経口投与用の組成
物は、凍結乾燥形態又は溶液で保存され得る。さらに、非経口組成物は一般に、無菌アク
セス口を有する容器、例えば皮下注射針を刺し通すことができる栓を備える静脈内溶液バ
ッグ又はバイアル内に納められる。
【０２２４】
　医薬組成物を処方した後、溶液、懸濁液、ゲル、乳剤、固体又は脱水もしくは凍結乾燥
粉末として無菌バイアル中で保存し得る。このような処方物は、即時使用形態又は投与前
に再構成を必要とする形態（例えば凍結乾燥）で保存され得る。
【０２２５】
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　特定の実施形態において、本発明は、単回用量投与単位を調製するためのキットに関す
る。このキットは各々、乾燥タンパク質を含む第一の容器及び水性処方物を含む第二の容
器の両方を含有し得る。単一及び多区画プレフィルドシリンジ（例えば液体シリンジ及び
ｌｙｏｓｙｒｉｎｇｅ）を含むキットも本発明の範囲内に含まれる。
【０２２６】
　治療に使用される医薬組成物の有効量は、例えば治療背景及び目的に依存する。それ故
に、当業者は、治療のための適切な用量レベルが、一部には、送達される分子、結合物質
分子が使用される適応症、投与経路及び患者の体の大きさ（体重、体表面積又は器官の大
きさ）及び状態（年齢及び一般的健康状態）に依存して変化することを認識する。適宜に
、臨床医は、最適の治療効果を得るために、用量を調節し、投与経路を変更し得る。一般
的な用量は、上述の因子に依存して、約０．１ｍｇ／ｋｇから約１００ｍｇ／ｋｇ又はそ
れ以上の範囲を取り得る。他の実施形態において、用量は、０．１ｍｇ／ｋｇから約１０
０ｍｇ／ｋｇ；又は１ｍｇ／ｋｇから約１００ｍｇ／ｋｇ；又は５ｍｇ／ｋｇから約１０
０ｍｇ／ｋｇの範囲を取り得る。
【０２２７】
　いかなる化合物についても、治療上有効な用量は、細胞培養アッセイにおいて、又はマ
ウス、ラット、ウサギ、イヌ、ブタ又はサルなどの動物モデルにおいての何れかで最初に
評価することができる。動物モデルはまた、適切な濃度範囲及び投与経路を決定するため
にも使用し得る。次にそのような情報を使用して、ヒトにおける投与のための有用な用量
及び経路を決定することができる。
【０２２８】
　正確な用量は、治療を必要とする対象に関連する因子に照らして決定される。用量及び
投与は、活性化合物の十分なレベルを提供するように、又は所望の効果を維持するように
調整される。考慮し得る因子には、疾患状態の重症度、対象の全般的健康状態、対象の年
齢、体重及び性別、投与の時間及び頻度、薬剤の組合せ、反応感受性及び治療に対する応
答が含まれる。長時間作用型医薬組成物は、個々の処方物の半減期及びクリアランス速度
に依存して３日から４日ごと、週に１回又は２週間に１回投与し得る。
【０２２９】
　投与頻度は、使用する処方物中の結合物質分子の薬物動態パラメータに依存する。通常
、所望効果を達成する用量に達するまで組成物を投与する。従って、組成物は、単回投与
として、又は所与の期間にわたる複数回投与として（同じであるか又は異なる濃度／用量
で）、又は持続注入として投与し得る。適切な用量をさらに改善することは日常的に行わ
れる。適切な用量－反応データを使用して適切な用量を確認し得る。
【０２３０】
　医薬組成物の投与経路は、既知の方法による、例えば経口的、静脈内、腹腔内、大脳内
（実質内）、脳室内、筋肉内、眼内、動脈内、門脈内、病巣内経路による注射を介した、
髄内、クモ膜下腔、心室内、経皮、皮下、腹腔内、鼻内、経腸的、局所、舌下、尿道、膣
又は直腸的手段による、持続放出システムによる、又は埋め込み装置によるものである。
必要であれば、組成物は、蓄積注射によって、又は注入によって持続的に、又は埋め込み
装置により、投与し得る。
【０２３１】
　あるいは、又はさらに、所望分子が吸収されている又は封入されている、膜、海綿もし
くは別の適切な材料の埋め込みにより、組成物を局所的に投与し得る。埋め込み装置を使
用する場合、装置を適切な組織又は器官に埋め込み、拡散、持続放出型（ｔｉｍｅｄ－ｒ
ｅｌｅａｓｅ）ボーラス又は持続投与によって所望分子を送達し得る。
【０２３２】
　場合によって、エクスビボで医薬組成物を使用することが望ましいと考えられる。この
ような場合、患者から切除した、細胞、組織又は器官を医薬組成物に曝露し、その後それ
らの細胞、組織及び／又は器官を患者の体内に移植し戻す。
【０２３３】
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　他の場合において、本明細書中で述べるような方法を使用して、ポリペプチドを発現し
、分泌するように遺伝子操作したある種の細胞を移植することによって、ポリペプチドで
ある結合物質を送達することができる。このような細胞は、動物又はヒト細胞であり得、
自己由来、異種（ｈｅｔｅｒｏｌｏｇｏｕｓ又はｘｅｎｏｇｅｎｅｉｃ）であり得る。場
合によっては、細胞を不死化し得る。免疫学的応答の可能性を低下させるため、周辺組織
の浸潤を回避するようにその細胞を被包し得る。被包材料は、一般に、タンパク質産物の
放出は許容するが、患者の免疫系又は周辺組織からの他の有害因子による細胞の破壊を回
避する、生体適合性の半透性重合体エンクロージャー又は膜である。
【０２３４】
　併用療法
　Ａｎｇ－２病態の治療において他の治療法と組み合わせて本発明の特異的結合物質を使
用し得る。これらの他の治療法の例には、放射線治療、化学療法及び本明細書中で下記に
おいて述べる標的療法が含まれる。
【０２３５】
　本明細書中で具体的に挙げないさらなる併用療法も本発明の範囲内にある。
【０２３６】
　したがって、本発明は、１以上のさらなる適切な物質と組み合わせて同じ患者に投与す
る、本発明の１以上の特異的結合物質の投与を含み、それぞれがその医薬品に適切な計画
に従い投与される。これは、本発明の特異的結合物質と１以上の適切な物質との併用投与
を含む。本明細書中で使用する場合、「同時投与される」及び「同時投与」という用語は
、実質的に、１以上の本発明による特異的結合物質と１以上のさらなる適切な物質との同
時投与を包含する。
【０２３７】
　本明細書中で使用する場合、「非同時」投与という用語は、本発明による１以上の選択
的な結合物質と１以上のさらなる適切な物質とを異なる時間に、あらゆる順番で、重複す
るか又は重複せずに、投与することを包含する。これには、以下に限定されないが、併用
成分との連続処置（前処置、後処置又は重複処置など）、ならびに、薬物を変更する投与
計画、又は、ある成分を長期に投与し、他のものを断続的に投与する方法が含まれる。同
じ又は別個の組成物中で、同じもしくは異なる投与経路で、成分を投与し得る。
【０２３８】
　ある実施形態において、併用療法は、少なくとも１種類のさらなる抗血管形成物質と組
み合わせて、Ａｎｇ－２結合を可能にする特異的結合物質を含有する。その物質としては
、以下に限定されないが、インビトロで合成的に調製された化学組成物、抗体、抗原結合
領域、放射性核種及びそれらの組み合わせ及び複合体が挙げられる。ある実施形態におい
て、物質は、アゴニスト、アンタゴニスト、アロステリック調節物質又は毒素として作用
し得る。ある実施形態において、物質は、その標的を阻害又は刺激（例えば、受容体もし
くは酵素活性化又は阻害）するように作用し得、それにより、細胞死が促進されるか、又
は細胞増殖が阻止される。
【０２３９】
　化学療法は抗新生物剤を使用し得、これには例えば、メクロレタミン、シクロホスファ
ミド、イホスファミド、メルファラン及びクロラムブチルなどのナイトロジェンマスター
ド；カルムスチン（ＢＣＮＵ）、ロムスチン（ＣＣＮＵ）及びセムスチン（メチル－ＣＣ
ＮＵ）などのニトロソウレア；トリエチレンメラミン（ＴＥＭ）、トリエチレン、チオホ
スホラミド（チオテパ）及びヘキサメチルメラミン（ＨＭＭ，アルトレタミン）などのエ
チレンイミン／メチルメラミン；ブスルファンなどのアルキルスルホネート；ダカルバジ
ン（ＤＴＩＣ）などのトリアジンを含むアルキル化剤；メトトレキセート及びトレメトレ
キセートなどの葉酸類似体、５－フルオロウラシル、フルオロデオキシウリジン、ゲムシ
タビン、シトシンアラビノシド（ＡｒａＣ，シタラビン）、５－アザシチジン、２，２’
－ジフルオロデオキシシチジンなどのピリミジン類似体、６－メルカプトプリン、６－チ
オグアニン、アザチオプリン、２’－デオキシコホルマイシン（ペントスタチン）、エリ
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スロヒドロキシノニルアデニン（ＥＨＮＡ）、リン酸フルダラビン及び２－クロロデオキ
シアデノシン（クラドリビン，２－ＣｄＡ）などのプリンアナログを含む代謝拮抗剤；パ
クリタキセルなどの抗有糸分裂薬を含む天然産物、ビンブラスチン（ＶＬＢ）、ビンクリ
スチン、ビノレルビンなどのビンカアルカノイド、タキソレート、エストラムチン及びエ
ストラムチンホスフェート；エトプシド及びテニポシドなどのプピポドフィロトキシン（
ｐｐｉｐｏｄｏｐｈｙｌｏｔｏｘｉｎｓ）；アクチノマイシンＤ、ダウノマイシン（ルビ
ドマイシン）、ドキソルビシン、ミトキサントロン、イダルビシン、ブレオマイシン、プ
リカマイシン（ミトラマイシン）、マイトマイシンＣ及びアクチノマイシンなどの抗生物
質；Ｌ－アスパラギナーゼなどの酵素；インターフェロンα、ＩＬ－２、Ｇ－ＣＳＦ及び
ＧＭ－ＣＳＦなどの生物学的応答調節因子；シスプランチン及びカルボプラチンなどの白
金配位複合体、ミトザントロンなどのアントラセンジオン、ヒドロキシウレアなどの置換
ウレアを含む混合型の薬剤、Ｎ－メチルヒドラジン（ＭＩＨ）及びプロカバジンなどのメ
チルヒドラジン誘導体、ミトタン（ｏ，ｐ’－ＤＤＤ）及びアミノグルテチミドなどの副
腎皮質抑制剤；プレドニゾン及び同等物、デキサメタゾン及びアミノグルテチミドなどの
アドレノコルチコステロイドアンタゴニスト；カプロン酸ヒドロキシプロゲステロン、酢
酸メドロキシプロゲステロン及び酢酸メゲストロールなどのプロゲスチン；ジエチルスチ
ルベストロール及びエチニルエストラジオール同等物などのエストロゲン；タモキシフェ
ンなどの抗エストロゲン；プロピオン酸テストステロン及びフルオキシメステロン／同等
物を含むアンドロゲン；フルタミド、ゴナドトロピン放出ホルモン類似体及びロイプロリ
ドなどの抗アンドロゲン；及びフルタミドなどの非ステロイド抗アンドロゲンを含めたホ
ルモン及びアンタゴニストが含まれる。
【０２４０】
　Ａｎｇ－２に対する特異的結合物質とともに投与し得る癌治療としては、以下に限定さ
れないが、本明細書中の標的療法も挙げられる。標的療法の例としては、以下に限定され
ないが、治療用抗体の使用が挙げられる。代表的な治療用抗体としては、以下に限定され
ないが、マウス、マウス－ヒトキメラ、ＣＤＲ移植、ヒト化及び完全ヒト抗体ならびに合
成抗体（以下に限定されないが、スクリーニング抗体ライブラリから選択されるものを含
む。）が挙げられる。代表的な抗体としては、以下に限定されないが、腫瘍細胞上に提示
される、細胞表面タンパク質Ｈｅｒ２、ＣＤＣ２０、ＣＤＣ３３、ムチン様糖タンパク質
及び上皮細胞増殖因子受容体（ＥＧＦＲ）に結合し、場合によっては、これらのタンパク
質を示す腫瘍細胞において細胞増殖抑制及び／又は細胞毒性効果を誘導するものが挙げら
れる。代表的な抗体としてはまた、乳癌及びその他の形態の癌を治療するために使用され
得るＨＥＲＣＥＰＴＩＮＴＭ（トラスツマブ）及びＲＩＴＵＸＡＮＴＭ（リツキシマブ）
、ＺＥＶＡＬＩＮＴＭ（イブリツモマブ　チウキセタン）、ＧＬＥＥＶＥＣＴＭ及びＬＹ
ＰＨＯＣＩＤＥＴＭ（エプラツズマブ）（非ホジキンリンパ腫及びその他の形態の癌に使
用され得る。）も挙げられる。ある種の代表的な抗体としてはまた、ＥＲＢＩＴＵＸＴＭ

（ＩＭＣ－２２５）；ＩＲＥＳＳＡＴＭ（エルチノリブ）；ＢＥＸＸＡＲＴＭ（ヨウド１
３１トシツモマブ）；ＫＤＲ（キナーゼドメイン受容体）阻害剤；抗ＶＥＧＦ抗体及びア
ンタゴニスト（例えば、ＡＶＡＳＴＩＮＴＭ及びＶＥＧＡＦ－ＴＲＡＰ）；抗ＶＥＧＦ受
容体抗体及び抗原結合領域；抗Ａｎｇ－１抗体及び抗原結合領域；Ｔｉｅ－２に対する抗
体及びその他のＡｎｇ－１及びＡｎｇ－２受容体；Ｔｉｅ－２リガンド；Ｔｉｅ－２キナ
ーゼ阻害剤に対する抗体；及びＣａｍｐａｔｈ（Ｒ）（アレムツズマブ）も挙げられる。
ある実施形態において、癌治療剤は、腫瘍細胞においてアポトーシスを選択的に誘導する
ポリペプチドであり、これには、以下に限定されないが、ＴＮＦ－関連ポリペプチド、例
えばＴＲＡＩＬなど（ＴＮＦ受容体アポトーシス誘導性リガンド）が含まれる。
【０２４１】
　ある実施形態において、適切な癌治療剤は、抗血管形成性であることが知られている。
ある種のこのような物質としては、以下に限定されないが、ＩＬ－８；ＣａｍｐａｔｈＴ

Ｍ、Ｂ－ＦＧＦ；ＦＧＦアンタゴニスト；Ｔｅｋアンタゴニスト（Ｃｅｒｒｅｔｔｉら、
米国公開第２００３／０１６２７１２；Ｃｅｒｒｅｔｔｉら、米国特許第６，４１３，９
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３２号及びＣｅｒｒｅｔｔｉら、米国特許第６，５２１，４２４号、これらはそれぞれ、
あらゆる目的のために参照により本明細書中に組み込まれる。）；抗ＴＷＥＡＫ剤（これ
には、以下に限定されないが、抗体及び抗原結合領域が含まれる。）；可溶性ＴＷＥＡＫ
受容体アンタゴニスト（Ｗｉｌｅｙ、米国特許第６，７２７，２２５号）；ＡＤＡＭジス
チンテグリン（ｄｉｓｔｉｎｔｅｇｒｉｎｓ）（又はそのリガンドに対するインテグリン
の結合に拮抗するそのドメイン）（Ｆａｎｓｌｏｗら、米国公開第２００２／００４２３
６８号）；抗ｅｐｈ受容体及び抗エフリン抗体；抗原結合領域又はアンタゴニスト（米国
特許第５，９８１，２４５号；同第５，７２８，８１３号；同第５，９６９，１１０号；
同第６，５９６，８５２号；同第６，２３２，４４７号；同第６，０５７，１２４号及び
それらのパテントファミリーメンバー）；本明細書中の抗ＶＥＧＦ物質（例えば、ＶＥＧ
Ｆに特異的に結合する、抗体もしくは抗原結合領域、又は可溶性ＶＥＧＦ受容体もしくは
そのリガンド結合領域）例えば、ＡＶＡＳＴＩＴＭ又はＶＥＧＦ－ＴＲＡＰＴＭなど、及
び抗ＶＥＧＦ受容体物質（例えば、それに特異的に結合する、抗体又は抗原結合領域）、
ＥＧＦＲ阻害物質（例えば、それに特異的に結合する、抗体又は抗原結合領域）例えばパ
ニツムマブ、ＩＲＥＳＳＡＴＭ（ゲフィチニブ）、ＴＡＲＣＥＶＴＭ（エルロチニブ）、
抗Ａｎｇ－１及び抗Ａｎｇ－２物質（例えば、それに特異的に結合する、又はそれらの受
容体に特異的に結合する、抗体又は抗原結合領域、例えばＴｉｅ－２／ＴＥＫ）及び抗Ｔ
ｉｅ－２キナーゼ阻害物質（例えば、特異的に結合し、増殖因子の活性を阻害する、抗体
又は抗原結合領域、例えば、肝細胞増殖因子のアンタゴニスト（ＨＧＦ、Ｓｃａｔｔｅｒ
　Ｆａｃｔｏｒとしても知られている。）など）、及び、その受容体「ｃ－ｍｅｔ」に特
異的に結合する、抗体又は抗原結合領域；抗ＰＤＧＦ－ＢＢアンタゴニスト；ＰＤＧＦ－
ＢＢリガンドに対する、抗体及び抗原結合領域；及びＰＤＧＦＲキナーゼ阻害剤が挙げら
れる。
【０２４２】
　ある実施形態において、癌治療剤は血管形成阻害剤である。ある種のこのような阻害剤
としては、以下に限定されないが、ＳＤ－７７８４（Ｐｆｉｚｅｒ、ＵＳＡ）；シレンギ
チド（ｃｉｌｅｎｇｉｔｉｄｅ）（Ｍｅｒｃｋ　ＫＧａＡ、Ｇｅｒｍａｎｙ、ＥＰＯ７７
０６２２）；ペガプタニブ　８ナトリウム（Ｇｉｌｅａｄ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ、ＵＳＡ）
；アルファスタチン（ＢｉｏＡｃｔａ、ＵＫ）；Ｍ－ＰＧＡ（Ｃｅｌｅｇｅｎｅ、ＵＳＡ
、ＵＳ５７１２２９１）；イロマスタット（Ａｒｒｉｖａ、ＵＳＡ、ＵＳ５８９２１１２
）；セマキサニブ（Ｐｆｉｚｅｒ、ＵＳＡ、ＵＳ５７９２７８３）；バタラニブ（Ｎｏｖ
ａｒｔｉｓ、Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ）；２－メトキシエストラジオール（ＥｎｔｒｅＭ
ｅｄ、ＵＳＡ）；ＴＬＣ　ＥＬ１－１２（Ｅｌａｎ、Ｉｒｅｌａｎｄ）；酢酸アネコルタ
ブ（Ａｌｃｏｎ、ＵＳＡ）；α－Ｄ１４８Ｍａｂ（Ａｍｇｅｎ、ＵＳＡ）；ＣＥＰ－７０
５５（Ｃｅｐｈａｌｏｎ、ＵＳＡ）；抗ＶｎＭａｂ（Ｃｒｕｃｅｌｌ、Ｎｅｔｈｅｒｌａ
ｎｄｓ）ＤＡＣ：抗血管形成（ＣｏｎｊｕＣｈｅｍ、Ｃａｎａｄａ）；アンジオシジン（
ＩｎＫｉｎｅ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ、ＵＳＡ）；ＫＭ－２５５０（協和発酵、
日本）；ＳＵ－０８７９（Ｐｆｉｚｅｒ、ＵＳＡ）；ＣＧＰ－７９７８７（Ｎｏｖａｒｔ
ｉｓ、Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ、ＥＰ９７００７０）；ＡＲＧＥＮＴ技術（Ａｒｉａｄ、
ＵＳＡ）；ＹＩＧＳＲ－Ｓｔｅａｌｔｈ（Ｊｏｈｎｓｏｎ＆Ｊｏｈｎｓｏｎ、ＵＳＡ）；
フィブリノーゲンＥ断片（ＢｉｏＡｃｔａ、ＵＫ）；血管形成阻害剤（Ｔｒｉｇｅｎ、Ｕ
Ｋ）；ＴＢＣ－１６３５（Ｅｎｃｙｓｉｖｅ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ、ＵＳＡ
）；ＳＣ－２３６（Ｐｆｉｚｅｒ、ＵＳＡ）；ＡＢＴ－５６７（Ａｂｂｏｔｔ、ＵＳＡ）
；メタスタチン（ＥｎｔｒｅＭｅｄ、ＵＳＡ）；血管形成阻害剤（Ｔｒｉｐｅｐ、Ｓｗｅ
ｄｅｎ）；マスピン（Ｓｏｓｅｉ、日本）；２－メトキシエストラジオール（Ｏｎｃｏｌ
ｏｇｙ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ、ＵＳＡ）；ＥＲ－６８２０３－０
０（ＩＶＡＸ、ＵＳＡ）；ベネフィン（Ｌａｎｅ　Ｌａｂｓ、ＵＳＡ）；Ｔｚ－９３（ツ
ムラ、日本）；ＴＡＮ－１１２０（武田薬品工業、日本）；ＦＲ－１１１１４２（藤沢薬
品工業、日本、ＪＰ０２２３３６１０）；血小板第４因子（ＲｅｐｌｉＧｅｎ、ＵＳＡ、
ＥＰ４０７１２２）；血管内皮増殖因子アンタゴニスト（Ｂｏｒｅａｎ、Ｄｅｎｍａｒｋ
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）；癌治療（Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｓｏｕｔｈ　Ｃａｒｏｌｉｎａ、ＵＳＡ）；
ベバシズマブ（ｐＩＮＮ）、（Ｇｅｎｅｎｔｅｃｈ、ＵＳＡ）；血管形成阻害剤（ＳＵＧ
ＥＮ、ＵＳＡ）；ＸＬ７８４（Ｅｘｅｌｉｘｉｓ、ＵＳＡ）；ＸＬ６４７（Ｅｘｅｌｉｘ
ｉｓ、ＵＳＡ）；ＭＡｂ、α５β３インテグリン、第二世代（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｍｏｌｅ
ｃｕｌａｒ　Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ、ＵＳＡ及びＭｅｄＩｍｍｕｎｅｌ、ＵＳＡ）；遺伝子
治療、網膜症（Ｏｘｆｏｒｄ　ＢｉｏＭｅｄｉｃａ、ＵＫ）；エンザスタウリン塩酸塩（
ＵＳＡＮ）、（Ｌｉｌｌｙ、ＵＳＡ）；ＣＥＰ７０５５（Ｃｅｐｈａｌｏｎ、ＵＳＡ及び
Ｓａｎｏｆｉ－Ｓｙｎｔｈｅｌａｂｏ、Ｆｒａｎｃｅ）；ＢＣ１（Ｇｅｎｏａ　Ｉｎｓｔ
ｉｔｕｔｅ　ｏｆ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ、Ｉｔａｌｙ）；血管形成阻害剤（
Ａｌｃｈｅｍｉａ、Ａｕｓｔｒａｌｉａ）；ＶＥＧＦアンタゴニスト（Ｒｅｇｅｎｅｒｏ
ｎ、ＵＳＡ）；ｒＢＰＩ２１及びＢＰＩ－由来抗血管形成物質（ＸＯＭＡ、ＵＳＡ）；Ｐ
Ｉ８８（Ｐｒｏｇｅｎ、Ａｕｓｔｒａｌｉａ）；シレンジチド（ｐＩＮＮ）、（Ｍｅｒｃ
ｋ　ＫＧａＡ；Ｍｕｎｉｃｈ　Ｔｅｃｈｎｉｃａｌ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ、Ｇｅｒｍａ
ｎｙ、Ｓｃｒｉｐｐｓ　Ｃｌｉｎｉｃ　ａｎｄ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｆｏｕｎｄａｔｉｏ
ｎ、ＵＳＡ）；セツキシマブ（ＩＮＮ）（Ａｖｅｎｔｉｓ、Ｆｒａｎｃｅ）；ＡＶＥ８０
６２（味の素、日本）；ＡＳ１４０４（Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｌａｂｏｒａ
ｔｏｒｙ、Ｎｅｗ　Ｚｅａｌａｎｄ）；ＳＧ２９２（Ｔｅｌｉｏｓ、ＵＳＡ）；エンドス
タチン（Ｂｏｓｔｏｎ　Ｃｈｉｌｄｒｅｎｓ　Ｈｏｓｐｉｔａｌ、ＵＳＡ）；ＡＴＮ１６
１（Ａｔｔｅｎｕｏｎ、ＵＳＡ）；アンジオスタチン（Ｂｏｓｔｏｎ　Ｃｈｉｌｄｒｅｎ
ｓ　Ｈｏｓｐｉｔａｌ、ＵＳＡ）；２－メトキシエストラジオール（Ｂｏｓｔｏｎ　Ｃｈ
ｉｌｄｒｅｎｓ　Ｈｏｓｐｉｔａｌ、ＵＳＡ）；ＺＤ６４７４（ＡｓｔｒａＺｅｎｅｃａ
、ＵＫ）；ＺＤ６１２６（Ａｎｇｉｏｇｅｎｅ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ、ＵＫ
）；ＰＰＩ２４５８（Ｐｒａｅｃｉｓ、ＵＳＡ）；ＡＺＤ９９３５（ＡｓｔｒａＺｅｎｅ
ｃａ、ＵＫ）；ＡＺＤ２１７１（ＡｓｔｒａＺｅｎｅｃａ、ＵＫ）；バタラニブ（ｐＩＮ
Ｎ）（Ｎｏｖａｒｔｉｓ、Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ及びＳｃｈｅｒｉｎｇ　ＡＧ、Ｇｅｒ
ｍａｎｙ）；組織因子経路阻害剤（ＥｎｔｒｅＭｅｄ、ＵＳＡ）；ペガプタニブ（Ｐｉｎ
ｎ）（Ｇｉｌｅａｄ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ、ＵＳＡ）；キサントリゾール（Ｙｏｎｓｅｉ　
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ、Ｓｏｕｔｈ　Ｋｏｒｅａ）；ワクチン、遺伝子利用、ＶＥＧＦ-
２（Ｓｃｒｉｐｐｓ　Ｃｌｉｎｉｃ　ａｎｄ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ
、ＵＳＡ）；ＳＰＶ５．２（Ｓｕｐｒａｔｅｋ、Ｃａｎａｄａ）；ＳＤＸ１０３（Ｕｎｉ
ｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ　ａｔ　Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、ＵＳＡ）；
ＰＸ４７８（ＰｒｏＩＸ、ＵＳＡ）；メタスタチン（ＥｎｔｒｅＭｅｄ、ＵＳＡ）；トロ
ポニンＩ（Ｈａｒｖａｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ、ＵＳＡ）；ＳＵ６６６８（ＳＵＧＥ
Ｎ、ＵＳＡ）；ＯＸＩ４５０３（ＯｘｉＧＥＮＥ、ＵＳＡ）；ｏ－グアニジン（Ｄｉｍｅ
ｎｓｉｏｎａｌ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ、ＵＳＡ）；モツポラミンＣ（Ｂｒｉ
ｔｉｓｈ　Ｃｏｌｕｍｂｉａ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ、Ｃａｎａｄａ）；ＣＤＰ７９１（
Ｃｅｌｌｔｅｃｈ　Ｇｒｏｕｐ、ＵＫ）；アチプリモド（ｐＩＮＮ）（ＧｌａｘｏＳｍｉ
ｔｈＫｌｉｎｅ、ＵＫ）；Ｅ７８２０（エーザイ、日本）；ＣＹＣ３８１（Ｈａｒｖａｒ
ｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ、ＵＳＡ）；ＡＥ９４１（Ａｅｔｅｒｎａ、Ｃａｎａｄａ）；
ワクチン、血管形成（ＥｎｔｒｅＭｅｄ、ＵＳＡ）；ウロキナーゼプラスミノーゲン活性
化物質阻害剤（Ｄｅｎｄｒｅｏｎ、ＵＳＡ）；オグルファニド（ｐＩＮＮ）（Ｍｅｌｍｏ
ｔｔｅ、ＵＳＡ）；ＨＩＦ－１α阻害剤（Ｘｅｎｏｖａ、ＵＫ）；ＣＥＰ５２１４（Ｃｅ
ｐｈａｌｏｎ、ＵＳＡ）；ＢＡＹ　ＲＥＳ２６２２（Ｂａｙｅｒ、Ｇｅｒｍａｎｙ）；ア
ンジオシジン（ＩｎＫｉｎｅ、ＵＳＡ）；Ａ６（Ａｎｇｓｔｒｏｍ、ＵＳＡ）；ＫＲ３１
３７２（Ｋｏｒｅａ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｏｆ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ
　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、Ｓｏｕｔｈ　Ｋｏｒｅａ）；ＧＷ２２８６（ＧｌａｘｏＳｍｉ
ｔｈＫｌｉｎｅ、ＵＫ）；ＥＨＴ０１０１（ＥｘｏｎＨｉｔ、Ｆｒａｎｃｅ）；ＣＰ８６
８５９６（Ｐｆｉｚｅｒ、ＵＳＡ）；ＣＰ５６４９５９（ＯＳＩ、ＵＳＡ）；ＣＰ５４７
６３２（Ｐｆｉｚｅｒ、ＵＳＡ）；７８６０３４（ＧｌａｘｏＳｍｉｔｈＫｌｉｎｅ、Ｕ
Ｋ）；ＫＲＮ６３３（キリンビール、日本）；薬物送達系、眼内、２－メトキシエストラ
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ジオール（ＥｎｔｒｅＭｅｄ、ＵＳＡ）；アンギネックス（Ｍａａｓｔｒｉｃｈｔ　Ｕｎ
ｉｖｅｒｓｉｔｙ、Ｎｅｔｈｅｒｌａｎｄｓ及びＭｉｎｎｅｓｏｔａ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉ
ｔｙ、ＵＳＡ）；ＡＢＴ５１０（Ａｂｂｏｔｔ、ＵＳＡ）；ＡＡＬ９９３（Ｎｏｖａｒｔ
ｉｓ、Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ）；ＶＥＧＩ（ＰｒｏｔｅｏｍＴｅｃｈ、ＵＳＡ）；腫瘍
壊死因子－α阻害剤（Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｏｎ　Ａｇｉｎｇ、ＵＳ
Ａ）；ＳＵ１１２４８（Ｐｆｉｚｅｒ、ＵＳＡ及びＳＵＧＥＮ、ＵＳＡ）；ＡＢＴ５１８
（Ａｂｂｏｔｔ、ＵＳＡ）；ＹＨＩ６（Ｙａｎｔａｉ　Ｒｏｎｇｃｈａｎｇ、Ｃｈｉｎａ
）；Ｓ－３ＡＰＧ（Ｂｏｓｔｏｎ　Ｃｈｉｌｄｒｅｎｓ　Ｈｏｓｐｉｔａｌ、ＵＳＡ及び
ＥｎｔｒｅＭｅｄ、ＵＳＡ）；ＭＡｂ、ＫＤＲ（ＩｍＣｌｏｎｅ　Ｓｙｓｔｅｍｓ、ＵＳ
Ａ）；ＭＡｂ、α５β１、（Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｄｅｓｉｇｎ、ＵＳＡ）；ＫＤＲキナーゼ
阻害剤（Ｃｅｌｌｔｅｃｈ　Ｇｒｏｕｐ、ＵＫ及びＪｏｈｎｓｏｎ＆ＪｏｈｎｓｏｎＵＳ
Ａ）；ＧＦＢ１１６（Ｓｏｕｔｈ　Ｆｌｏｒｉｄａ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ、ＵＳＡ及び
Ｙａｌｅ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ、ＵＳＡ）；ＣＳ７０６（三共、日本）；コンブレタス
タチンＡ４プロドラッグ（Ａｒｉｚｏｎａ　Ｓｔａｔｅ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ、ＵＳＡ
）；コンドロイチナーゼＡＣ（ＩＢＥＸ、Ｃａｎａｄａ）；ＢＡＹ　ＲＥＳ２６９０（Ｂ
ａｙｅｒ、Ｇｅｒｍａｎｙ）；ＡＧＭ１４７０（Ｈａｒｖａｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ
、ＵＳＡ、武田薬品工業、日本及びＴＡＰ、ＵＳＡ）；ＡＧ１３９２５（Ａｇｏｕｒｏｎ
、ＵＳＡ）；テトラチオモリブデート（Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｍｉｃｈｉｇａｎ
、ＵＳＡ）；ＧＣＳ１００（Ｗａｙｎｅ　Ｓｔａｔｅ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ、ＵＳＡ）
ＣＶ２４７（Ｉｖｙ　Ｍｅｄｉｃａｌ、ＵＫ）；ＣＫＤ７３２（Ｃｈｏｎｇ　Ｋｕｎ　Ｄ
ａｎｇ、Ｓｏｕｔｈ　Ｋｏｒｅａ）；ＭＡｂ、血管内皮増殖因子（Ｘｅｎｏｖａ、ＵＫ）
；イルソグラジン（ＩＮＮ）（日本新薬、日本）；ＲＧ１３５７７（Ａｖｅｎｔｉｓ、Ｆ
ｒａｎｃｅ）；ＷＸ３６０（Ｗｉｌｅｘ、Ｇｅｒｍａｎｙ）；スクアラミン（ｐＩＮＮ）
（Ｇｅｎａｅｒａ、ＵＳＡ）；ＲＰＩ４６１０（Ｓｉｒｎａ、ＵＳＡ）；癌治療剤（Ｍａ
ｒｉｎｏｖａ、Ａｕｓｔｒａｌｉａ）；ヘパラナーゼ阻害剤（ＩｎＳｉｇｈｔ、Ｉｓｒａ
ｅｌ）；ＫＬ３１０６（Ｋｏｌｏｎ、Ｓｏｕｔｈ　Ｋｏｒｅａ）；Ｈｏｎｏｋｉｏｌ（Ｅ
ｍｏｒｙ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ、ＵＳＡ）；ＺＫ　ＣＤＫ（Ｓｃｈｅｒｉｎｇ　ＡＧ、
Ｇｅｒｍａｎｙ）；ＺＫ　Ａｎｇｉｏ（Ｓｃｈｅｒｉｎｇ　ＡＧ、Ｇｅｒｍａｎｙ）；Ｚ
Ｋ２２９５６１（Ｎｏｖａｒｔｉｓ、Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ及びＳｃｈｅｒｉｎｇ　Ａ
Ｇ、Ｇｅｒｍａｎｙ）；ＸＭＰ３００（ＸＯＭＡ、ＵＳＡ）；ＶＧＡ１１０２（大正製薬
、日本）；ＶＥＧＦ受容体調節物質（Ｐｈａｒｍａｃｏｐｅｉａ、ＵＳＡ）；ＶＥ－カド
ヘリン－２アンタゴニスト（ＩｍＣｌｏｎｅ　Ｓｙｓｔｅｍｓ、ＵＳＡ）；バソスタチン
（Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ、ＵＳＡ）;ワクチン
、Ｆｌｋ－１（ＩｍＣｌｏｎｅ　Ｓｙｓｔｅｍｓ、ＵＳＡ）；ＴＺ９３（ツムラ、日本）
；ＴｕｍＳｔａｔｉｎ（Ｂｅｔｈ　Ｉｓｒａｅｌ　Ｈｏｓｐｉｔａｌ、ＵＳＡ）；短縮型
可溶性ＦＬＴ１（血管内皮増殖因子受容体１）（Ｍｅｒｃｋ＆Ｃｏ．、ＵＳＡ）；Ｔｉｅ
－２リガンド（Ｒｅｇｅｎｅｒｏｎ、ＵＳＡ）；トロンボスポンジン１阻害剤（Ａｌｌｅ
ｇｈｅｎｙ　Ｈｅａｌｔｈ、Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｆｏｕｎ
ｄａｔｉｏｎ、ＵＳＡ）；２－ベンゼンスルホンアミド、４－（５－（４－クロロフェニ
ル）－３－（トリフルオロメチル）－１Ｈ－ピラゾール－１－イル）－；Ａｒｒｉｖａ；
及びＣ－Ｍｅｔ．ＡＶＥ８０６２（（２Ｓ）－２－アミノ－３－ヒドロキシ－Ｎ－［２－
メトキシ－５－［（ＩＺ）－２－（３，４，５－トリメトキシフェニル）エテニル］フェ
ニル］プロパンアミド一塩酸塩）；メテリムマブ（ｐＩＮＮ）（免疫グロブリンＧ４、抗
－（ヒト形質転換成長因子β１（ヒトモノクローナルＣＡＴ１９２.γ.４－鎖））、ヒト
モノクローナルＣＡＴ１９２.κ.４－鎖二量体を伴うジスルフィド）；Ｆｌｔ３リガンド
；ＣＤ４０リガンド；インターロイキン－２；インターロイキン－１２；４－１ＢＢリガ
ンド；抗４－１ＢＢ抗体；ＴＮＦＲ／Ｆｃを含む、ＴＮＦアンタゴニスト及びＴＮＦ受容
体アンタゴニスト、ＴＷＥＡＫアンタゴニスト及び、ＴＷＥＡＫ－Ｒ／Ｆｃを含むＴＷＥ
ＡＫ－Ｒアンタゴニスト；ＴＲＡＩＬ；抗ＶＥＧＦ抗体を含むＶＥＧＦアンタゴニスト；
ＶＥＧＦ受容体（Ｆｌｔ１及びＦｌｋ１又はＫＤＲとしても知られている、ＶＥＧＦ－Ｒ
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１及びＶＥＧＦ－Ｒ２を含む。）アンタゴニスト；ＣＤ１４８（ＤＥＰ－１、ＥＣＲＴＰ
及びＰＴＰＲＪとも呼ばれる。Ｔａｋａｈａｓｈｉら、Ｊ．Ａｍ．Ｓｏｃ．Ｎｅｐｈｒｏ
ｌ．
１０：２１３５－４５（１９９９）（あらゆる目的のために本明細書中に参照により組み
込む。）を参照のこと。）アゴニスト；トロンボスポンジン１阻害剤及び、Ｔｉｅ－２又
はＴｉｅ－２リガンドの一方もしくは両方の阻害剤（Ａｎｇ－２など）が挙げられる。多
くのＡｎｇ－２の阻害剤が当技術分野で公知であり、それには、公開米国特許出願第２０
０３０１２４１２９号（ＰＣＴ出願ＷＯ０３／０３０８３３に相当）及び米国特許第６,
１６６,１８５号（これらの内容は、その全体を参照により本明細書中に組み込む。）の
ある種の抗Ａｎｇ－２抗体が含まれる。さらに、Ａｎｇ－２ペプチ体もまた当技術分野で
公知であり、例えば、公開米国特許出願第２００３０２２９０２３号（ＰＣＴ出願ＷＯ０
３／０５７１３４に相当）及び公開米国特許出願第２００３０２３６１９３号（これらの
内容は、その全体を参照により本明細書中に組み込む。）で見出すことができる。
【０２４３】
　ある種の癌治療剤としては、以下に限定されないが、：サリドマイド及びサリドマイド
類似体（Ｎ－（２，６－ジオキソ－３－ピペリジル）フタルイミド）；テコガランナトリ
ウム（硫酸化多糖ペプチドグリカン）；ＴＡＮ１１２０（８－アセチル－７，８，９，１
０－テトラヒドロ－６，８，１１－トリヒドロキシ－１－メトキシ－１０－［［オクタヒ
ドロ－５－ヒドロキシ－２－（２－ヒドロキシプロピル）－４，１０－ジメチルピラノ［
３，４－ｄ］－１，３，６－ジオキサゾシン－８－イル］オキシ］－５，１２－ナフタセ
ンジオン）；スラジスタ（７，７’－［カルボニルビス［イミノ（１－メチル－１Ｈ－ピ
ロール－４，２－ジイル）カルボニルイミノ（１－メチル－１Ｈ－ピロール－４，２－ジ
イル）カルボニルイミノ］］ビス－１，３－ナフタレンジスルホン酸四ナトリウム塩）；
ＳＵ３０２；ＳＵ３０１；ＳＵ１４９８（（Ｅ）－２－シアノ－３－［４－ヒドロキシ－
３，５－ビス（１－メチルエチル）フェニル］－Ｎ－（３－フェニルプロピル）－２－プ
ロペンアミド）；ＳＵ１４３３（４－（６，７－ジメチル－２－キノキサリニル）－１，
２－ベンゼンジオール）；ＳＴ１５１４；ＳＲ２５９８９;可溶性Ｔｉｅ－２；ＳＥＲＭ
誘導体、Ｐｈａｒｍｏｓ；セマキサニブ（ｐＩＮＮ）（３－［（３，５－ジメチル－１Ｈ
－ピロール－２－イル）メチレン］－１，３－ジヒドロ－２Ｈ－インドール－２－オン）
；Ｓ８３６；ＲＧ８８０３；ＲＥＳＴＩＮ；Ｒ４４０（３－（１－メチル－１Ｈ－インド
ール－３－イル）－４－（１－メチル－６－ニトロ－１Ｈ－インドール－３－イル）－１
Ｈ－ピロール－２，５－ジオン）；Ｒ１２３９４２（１－［６－（１，２，４－チアジア
ゾール－５－イル）－３－ピリダジニル］－Ｎ－［３－（トリフルオロメチル）フェニル
］－４－ピペリジンアミン）；ピロリルヒドロキシラーゼ阻害剤；進行上昇遺伝子（ｐｒ
ｏｇｒｅｓｓｉｏｎ　ｅｌｅｖａｔｅｄ　ｇｅｎｅｓ）；プリノマスタット（ＩＮＮ）（
（Ｓ）－２，２－ジメチル－４－［［ｐ－（４－ピリジルオキシ）フェニル］スルホニル
］－３－チオモルホリンカルボヒドロキサミン酸）；ＮＶ１０３０；ＮＭ３（８－ヒドロ
キシ－６－メトキシ－α－メチル－１－オキソ－１Ｈ－ベンゾピラン－３－酢酸）；ＮＦ
６８１；ＮＦ０５０；ＭＩＧ；ＭＥＴＨ２；ＭＥＴＨ１；マナサンチンＢ（α－［１－［
４－［５－［４－［２－（３，４－ジメトキシフェニル）－２－ヒドロキシ－１－メチル
エトキシ］－３－メトキシフェニル］テトラヒドロ－３，４－ジメチル－２－フラニル］
－２－メトキシフェノキシ］エチル］－１，３－ベンゾジオキソール－５－メタノール）
；ＫＤＲモノクローナル抗体；α５β３インテグリンモノクローナル抗体；ＬＹ２９０２
９３（２－アミノ－４－（３－ピリジニル）－４Ｈ－ナフト［１，２－ｂ］ピラン－３－
カルボニトリル）；ＫＰ０２０１４４８；ＫＭ２５５０；インテグリン－特異的ペプチド
；ＩＮＧＮ４０１；ＧＹＫＩ６６４７５；ＧＹＫＩ６６４６２；グリーンスタチン（１０
１－３５４－プラスミノーゲン（ヒト））；関節リウマチ、前立腺癌、卵巣癌、グリオー
マ、エンドスタチン、結腸直腸癌、ＡＴＦ、ＢＴＰＩ、抗血管形成遺伝子、血管形成阻害
剤又は血管形成に対する遺伝子治療；ゲラスチナーゼ阻害剤、ＦＲ１１１１４２（４，５
－ジヒドロキシ－２－へキセン酸５－メトキシ－４－［２－メチル－３－（３－メチル－
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２－ブテニル）オキシラニル］－１－オキサスピロ［２．５］オクト－６－イルエステル
）；フォルフェニメクス（ｐＩＮＮ）（Ｓ）－α－アミノ－３－ヒドロキシ－４－（ヒド
ロキシメチル）ベンゼン酢酸）；フィブロネクチンアンタゴニスト（１－アセチル－Ｌ－
プロリル－Ｌ－ヒスチジル－Ｌ－セリル－Ｌ－システニル－Ｌ－アスパルタミド）；繊維
芽細胞増殖因子受容体阻害剤；繊維芽細胞増殖因子アンタゴニスト；ＦＣＥ２７１６４（
７，７’－［カルボニルビス［イミノ（１－メチル－１Ｈ－ピロール－４，２－ジイル）
カルボニルイミノ（１－メチル－１Ｈ－ピロール－４，２－ジイル）カルボニルイミノ］
］ビス－１，３，５－ナフタレントリスルホン酸六ナトリウム塩）；ＦＣＥ２６７５２（
８，８’－［カルボニルビス［イミノ（１－メチル－１Ｈ－ピロール－４，２－ジイル）
カルボニルイミノ（１－メチル－１Ｈ－ピロール－４，２－ジイル）カルボニルイミノ］
］ビス－１，３，６－ナフタレントリスルホン酸）；内皮単球活性化ポリペプチドＩＩ；
ＶＥＧＦＲアンチセンスオリゴヌクレオチド；抗血管形成及び栄養因子；ＡＮＣＨＯＲ血
管形成抑制剤；エンドスタチン；Ｄｅｌ－１血管形成タンパク質；ＣＴ３５７７；コント
ートロスタチン（ｃｏｎｔｏｒｔｒｏｓｔａｔｉｎ）；ＣＭ１０１；コンドロイチナーゼ
ＡＣ；ＣＤＰ８４５；ＣａｎＳｔａｔｉｎ；ＢＳＴ２００２；ＢＳＴ２００１；ＢＬＳ０
５９７；ＢＩＢＦ１０００；ＡＲＲＥＳＴＩＮ；アポミグレン（１３０４－１３８８－Ｘ
Ｖ型コラーゲン（ヒト遺伝子ＣＯＬ１５Ａ１α１鎖前駆体））；アンジオインヒビン；ａ
ａＡＴＩＩＩ；Ａ３６；９α－フルオロメドロキシプロゲステロンアセテート（（６－α
）－１７－（アセチルオキシ）－９－フルオロ－６－メチル－プレグン－４－エン－３，
２０－ジオン）；２－メチル－２－フタルイミド－グルタル酸（２－（１，３－ジヒドロ
－１－オキソ－２Ｈ－イソインドール－２－イル）－２－メチルペンタンジオン酸）；Ｙ
ｔｔｒｉｕｍ９０標識モノクローナル抗体ＢＣ－１；セマキサニブ（３－（４，５－ジメ
チルピロール－２－イルメチレン）インドリン－２－オン）（Ｃ１５Ｈ１４Ｎ２Ｏ）；Ｐ
Ｉ８８（ホスホマンノペンタオース硫酸塩）；アルボシジブ（４Ｈ－１－ベンゾピラン－
４－オン，２－（２－クロロフェニル）－５，７－ジヒドロキシ－８－（３－ヒドロキシ
－１－メチル－４－ピペリジニル）－シス－（－）－）（Ｃ２１Ｈ２０ＣｌＮＯ５）；Ｅ
７８２０；ＳＵ１１２４８（５－［３－フルオロ－２－オキソ－１，２－ジヒドロインド
ール－（３Ｚ）－イリデンメチル］－２，４－ジメチル－１Ｈ－ピロル－３－カルボン酸
（２－ジエチルアミノエチル）アミド）（Ｃ２２Ｈ２７ＦＮ４Ｏ２）；スクアラミン（コ
レスタン－７，２４－ジオール，３－［［３－［（４－アミノブチル）アミノプロピル］
アミノ］－，２４－（硫酸水素塩）、（３β、５α、７α）－）（Ｃ３４Ｈ６５Ｎ３Ｏ５
Ｓ）；Ｅｒｉｏｃｈｒｏｍｅ　Ｂｌａｃｋ　Ｔ；ＡＧＭ１４７０（カルバミン酸、（クロ
ロアセチル）－，５－メトキシ－４－［２－メチル－３－（３－メチル－２－ブテニル）
オキシラニル］－１－オキサスピロ［２，５］オクト－６－イルエステル，［３Ｒ－［３
α，４α（２Ｒ，３Ｒ），５β，６β］］）（Ｃ１９Ｈ２８ＣｌＮＯ６）；ＡＺＤ９９３
５；ＢＩＢＦ１０００；ＡＺＤ２１７１；ＡＢＴ８２８；ＫＳ－インターロイキン－２；
ウテログロビン；Ａ６；ＮＳＣ６３９３６６（１－［３－（ジエチルアミノ）－２－ヒド
ロキシプロピルアミノ］－４－（オキシラン－２－イルメチルアミノ）アントラキノンフ
メレート）（Ｃ２４Ｈ２９Ｎ３Ｏ４．Ｃ４Ｈ４Ｏ４）；ＩＳＶ６１６；抗ＥＤ－Ｂ融合タ
ンパク質；ＨＵＩ７７；トロポニンＩ；ＢＣ－１モノクローナル抗体；ＳＰＶ５．２；Ｅ
Ｒ６８２０３；ＣＫＤ７３１（３－（３，４，５－トリメトキシフェニル）－２（Ｅ）－
プロペン酸（３Ｒ，４Ｓ，５Ｓ，６Ｒ）－４－［２（Ｒ）－メチル－３（Ｒ）－３（Ｒ）
－（３－メチル－２－ブテニル）オキシラン－２－イル］－５－メトキシ－１－オキサス
ピロ［２．５］オクト－６－イルエステル）（Ｃ２８Ｈ３８Ｏ８）；ＩＭＣ－１Ｃ１１；
ａａＡＴＩＩＩ；ＳＣ７；ＣＭ１０１；アンジオコール；クリングル５；ＣＫＤ７３２（
３－［４－［２－（ジメチルアミノ）エトキシ］フェニル］－２（Ｅ）－プロペン酸）（
Ｃ２９Ｈ４１ＮＯ６）；Ｕ９９５；カンスタチン；ＳＱ８８５；ＣＴ２５８４（１－［１
１－（ドデシルアミノ）－１０－ヒドロキシウンデシル］－３，７－ジメチルキサンチン
）（Ｃ３０Ｈ５５Ｎ５Ｏ３）；サルモシン；ＥＭＡＰ　ＩＩ；ＴＸ１９２０（１－（４－
メチルピペラジノ）－２－（２－ニトロ－１Ｈ－１－イミダゾイル）－１－エタノン）（



(57) JP 2008-520188 A 2008.6.19

10

20

30

40

50

Ｃ１０Ｈ１５Ｎ５Ｏ３）；α－ｖβ－ｘ阻害剤；ＣＨＩＲ１１５０９（Ｎ－（Ｉ－プロピ
ニル）グリシル－［Ｎ－（２－ナフチル）］グリシル－［Ｎ－（カルバモイルメチル）］
グリシンビス（４－メトキシフェニル）メチルアミド）（Ｃ３６Ｈ３７Ｎ５Ｏ６）；ＢＳ
Ｔ２００２；ＢＳＴ２００１；Ｂ０８２９；ＦＲ１１１１４２；４，５－ジヒドロキシ－
２（Ｅ）－へキセン酸（３Ｒ，４Ｓ，５Ｓ，６Ｒ）－４－［１（Ｒ），２（Ｒ）－エポキ
シ－１，５－ジメチル－４－へキセニル］－５－メトキシ－１－オキサスピロ［２．５］
オクタン－６－イルエステル（Ｃ２２Ｈ３４Ｏ７）；及び、以下に限定されないがＮ－（
４－クロロフェニル）－４－（４－ピリジニルメチル）－１－フタラジンアミンを含むキ
ナーゼ阻害剤；４－［４－［［［［４－クロロ－３－（トリフルオロメチル）フェニル］
アミノ］カルボニル］アミノ］フェノキシ］－Ｎ－メチル－２－ピリジンカルボキシアミ
ド；Ｎ－［２－（ジエチルアミノ）エチル］－５－［（５－フルオロ－１，２－ジヒドロ
－２－オキソ－３Ｈ－インドール－３－イリデン）メチル］－２，４－ジメチル－１Ｈ－
ピロール－３－カルボキシアミド；３－［（４－ブロモ－２，６－ジフルオロフェニル）
メトキシ］－５－［［［［４－（１－ピロリジニル）ブチル］アミノ］カルボニル］アミ
ノ］－４－イソチアゾールカルボキシアミド；Ｎ－（４－ブロモ－２－フルオロフェニル
）－６－メトキシ－７－［（１－メチル－４－ピペリジニル）メトキシ］－４－キナゾリ
ンアミン；３－［５，６，７，１３－テトラヒドロ－９－［（１－メチルエトキシ）メチ
ル］－５－オキソ－１２Ｈ－インデノ［２，１－ａ］ピロロ［３，４－ｃ］カルバゾール
－１２－イル］プロピルエステルＮ，Ｎ－ジメチル－グリシン；Ｎ－［５－［［［５－（
１，１－ジメチルエチル）－２－オキサゾリル］メチル］チオ］－２－チアゾリル］－４
－ピペリジンカルボキシアミド；Ｎ－［３－クロロ－４－［（３－フルオロフェニル）メ
トキシ］フェニル］－６－［５－［［［２－（メチルスルホニル）エチル］アミノ］メチ
ル］－２－フラニル］－４－キナゾリンアミン；４－［（４－メチル－１－ピペラジニル
）メチル］－Ｎ－［４－メチル－３－［［４－（３－ピリジニル）－２－ピリミジニル］
アミノ］－フェニル］ベンズアミド；Ｎ－（３－クロロ－４－フルオロフェニル）－７－
メトキシ－６－［３－（４－モルホリニル）プロポキシ］－４－キナゾリンアミン；Ｎ－
（３－エチニルフェニル）－６，７－ビス（２－メトキシエトキシ）－４－キナゾリンア
ミン；Ｎ－（３－（（（（２Ｒ）－１－メチル－２－ピロリジニル）メチル）オキシ）－
５－（トリフルオロメチル）フェニル）－２－（（３－（１，３－オキサゾール－５－イ
ル）フェニル）アミノ）－３－ピリジンカルボキシアミド；２－（（（４－フルオロフェ
ニル）メチル）アミノ）－Ｎ－（３－（（（（２Ｒ）－１－メチル－２－ピロリジニル）
メチル）オキシ）－５－（トリフルオロメチル）フェニル）－３－ピリジンカルボキシア
ミド；Ｎ－［３－（アゼチジン－３－イルメトキシ）－５－トリフルオロメチル－フェニ
ル］－２－（４－フルオロ－ベンジルアミノ）－ニコチンアミド；６－フルオロ－Ｎ－（
４－（１－メチルエチル）フェニル）－２－（（４－ピリジニルメチル）アミノ）－３－
ピリジンカルボキシアミド；２－（（４－ピリジニルメチル）アミノ）－Ｎ－（３－（（
（２Ｓ）－２－ピロリジニルメチル）オキシ）－５－（トリフルオロメチル）フェニル）
－３－ピリジンカルボキシアミド；Ｎ－（３－（１，１－ジメチルエチル）－１Ｈ－ピラ
ゾール－５－イル）－２－（（４－ピリジニルメチル）アミノ）－３－ピリジンカルボキ
シアミド；Ｎ－（３，３－ジメチル－２，３－ジヒドロ－１－ベンゾフラン－６－イル）
－２－（（４－ピリジニルメチル）アミノ）－３－ピリジンカルボキシアミド；Ｎ－（３
－（（（（２Ｓ）－１－メチル－２－ピロリジニル）メチル）オキシ）－５－（トリフル
オ
ロメチル）フェニル）－２－（（４－ピリジニルメチル）アミノ）－３－ピリジンカルボ
キシアミド；２－（（４－ピリジニルメチル）アミノ）－Ｎ－（３－（（２－（１－ピロ
リジニル）エチル）オキシ）－４－（トリフルオロメチル）フェニル）－３－ピリジンカ
ルボキシアミド；Ｎ－（３，３－ジメチル－２，３－ジヒドロ－１Ｈ－インドール－６－
イル）－２－（（４－ピリジニルメチル）アミノ）－３－ピリジンカルボキシアミド；Ｎ
－（４－（ペンタフルオロエチル）－３－（（（２Ｓ）－２－ピロリジニルメチル）オキ
シ）フェニル）－２－（（４－ピリジニルメチル）アミノ）－３－ピリジンカルボキシア
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ミド；Ｎ－（３－（（３－アゼチジニルメチル）オキシ）－５－（トリフルオロメチル）
フェニル）－２－（（４－ピリジニルメチル）アミノ）－３－ピリジンカルボキシアミド
；Ｎ－（３－（４－ピペリジニルオキシ）－５－（トリフルオロメチル）フェニル）－２
－（（２－（３－ピリジニル）エチル）アミノ）－３－ピリジンカルボキシアミド；Ｎ－
（４，４－ジメチル－１，２，３，４－テトラヒドロ－イソキノリン－７－イル）－２－
（１Ｈ－インダゾール－６－イルアミノ）－ニコチンアミド；２－（１Ｈ－インダゾール
－６－イルアミノ）－Ｎ－［３－（１－メチルピロリジン－２－イルメトキシ）－５－ト
リフルオロメチル－フェニル］－ニコチンアミド；Ｎ－［１－（２－ジメチルアミノ－ア
セチル）－３，３－ジメチル－２，３－ジヒドロ－１Ｈ－インドール－６－イル］－２－
（１Ｈ－インダゾール－６－イルアミノ）－ニコチンアミド；２－（１Ｈ－インダゾール
－６－イルアミノ）－Ｎ－［３－（ピロリジン－２－イルメトキシ）－５－トリフルオロ
メチル－フェニル］－ニコチンアミド；Ｎ－（１－アセチル－３，３－ジメチル－２，３
－ジヒドロ－１Ｈ－インドール－６－イル）－２－（１Ｈ－インダゾール－６－イルアミ
ノ）－ニコチンアミド；Ｎ－（４，４－ジメチル－１－オキソ－１，２，３，４－テトラ
ヒドロ-イソキノリン－７－イル）－２－（１Ｈ－インダゾール－６－イルアミノ）－ニ
コチンアミド；Ｎ－［４－（ｔｅｒｔ－ブチル）－３－（３－ピペリジルプロピル）フェ
ニル］［２－（１Ｈ－インダゾール－６－イルアミノ）（３－ピリジル）］カルボキシア
ミド；Ｎ－［５－（ｔｅｒｔ－ブチル）イソオキサゾール－３－イル］［２－（１Ｈ－イ
ンダゾール－６－イルアミノ）（３－ピリジル）］カルボキシアミド；及びＮ－［４－（
ｔｅｒｔ－ブチル）フェニル］［２－（１Ｈ－インダゾール－６－イルアミノ）（３－ピ
リジル）］カルボキシアミド及び、米国特許第６，２５８，８１２号；同第６，２３５，
７６４号；同第６，６３０，５００号；同第６，５１５，００４号；同第６，７１３，４
８５号；同第５，５２１，１８４号；同第５，７７０，５９９号；同第５，７４７，４９
８号；同第５，９９０，１４１号；米国公開ＵＳ２００３０１０５０９１；及び特許協力
条約公開ＷＯ０１／３７８２０；ＷＯ０１／３２６５１；ＷＯ０２／６８４０６；ＷＯ０
２／６６４７０；ＷＯ０２／５５５０１；ＷＯ０４／０５２７９；ＷＯ０４／０７４８１
；ＷＯ０４／０７４５８；ＷＯ０４／０９７８４；ＷＯ０２／５９１１０；ＷＯ９９／４
５００９；ＷＯ９８／３５９５８；ＷＯ００／５９５０９；ＷＯ９９／６１４２２；ＷＯ
００／１２０８９；及びＷＯ００／０２８７１（これらの公表物はそれぞれ、あらゆる目
的のために、参照により本明細書中に組み込む。）で開示されているキナーゼ阻害剤が挙
げられる。
【０２４４】
　成長ホルモンとの併用療法には、サイトカイン、リンホカイン、成長因子又は他の造血
因子、例えばＭ－ＣＳＦ、ＧＭ－ＣＳＦ、ＴＮＦ、ＩＬ－１、ＩＬ－２、ＩＬ－３、ＩＬ
－４、ＩＬ－５、ＩＬ－６、ＩＬ－７、ＩＬ－８、ＩＬ－９、ＩＬ－１０、ＩＬ－１１、
ＩＬ－１２、ＩＬ－１３、ＩＬ－１４、ＩＬ－１５、ＩＬ－１６、ＩＬ－１７、ＩＬ－１
８、ＩＦＮ、ＴＮＦ０、ＴＮＦ１、ＴＮＦ２、Ｇ－ＣＳＦ、Ｍｅｇ－ＣＳＦ、ＧＭ－ＣＳ
Ｆ、トロンボポエチン、幹細胞因子及びエリスロポエチンが含まれ得る。その他の組成物
としては、公知のアンジオポエチン、例えばＡｎｇ－１，－２，－４，－Ｙ及び／又はヒ
トＡｎｇ様ポリペプチド、及び／又は血管内皮増殖因子（ＶＥＧＦ）が挙げられる。成長
因子としては、アンジオゲニン、骨形態形成タンパク質－１、骨形態形成タンパク質－２
、骨形態形成タンパク質－３、骨形態形成タンパク質－４、骨形態形成タンパク質－５、
骨形態形成タンパク質－６、骨形態形成タンパク質－７、骨形態形成タンパク質－８、骨
形態形成タンパク質－９、骨形態形成タンパク質－１０、骨形態形成タンパク質－１１、
骨形態形成タンパク質－１２、骨形態形成タンパク質－１３、骨形態形成タンパク質－１
４、骨形態形成タンパク質－１５、骨形態形成タンパク質受容体－ＩＡ、骨形態形成タン
パク質受容体ＩＢ、脳由来神経栄養因子、毛様体神経栄養因子、毛様体神経栄養因子受容
体、サイトカイン誘導性好中球走化因子－１、サイトカイン誘導性好中球、走化因子－２
、サイトカイン誘導性好中球走化性因子－２、内皮細胞増殖因子、エンドセリン－１、上
皮細胞増殖因子、上皮誘導好中球誘因物質、線維芽細胞増殖因子－４、線維芽細胞増殖因
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子－５、線維芽細胞増殖因子－６、線維芽細胞増殖因子－７、線維芽細胞増殖因子－８、
線維芽細胞増殖因子－８ｂ、線維芽細胞増殖因子－８ｃ、線維芽細胞増殖因子－９、線維
芽細胞増殖因子－１０、酸性線維芽細胞増殖因子、塩基性線維芽細胞増殖因子、グリア細
胞系列誘導好中球因子受容体－１、グリア細胞系列誘導好中球因子受容体－２、増殖関連
タンパク質、増殖関連タンパク質－２、増殖関連タンパク質－２、増殖関連タンパク質－
３、ヘパリン結合上皮増殖因子、肝細胞増殖因子、肝細胞増殖因子受容体、インスリン様
増殖因子Ｉ、インスリン様増殖因子受容体、インスリン様増殖因子ＩＩ、インスリン様増
殖因子結合タンパク質、ケラノサイト増殖因子、白血病阻害因子、白血病阻害因子受容体
－１、神経成長因子神経成長因子受容体、ニューロトロフィン－３、ニューロトロフィン
－４、胎盤増殖因子、胎盤増殖因子－２、血小板由来内皮細胞増殖因子、血小板由来増殖
因子、血小板由来増殖因子Ａ鎖、血小板由来増殖因子ＡＡ、血小板由来増殖因子ＡＢ、血
小板由来増殖因子Ｂ鎖、血小板由来増殖因子ＢＢ、血小板由来増殖因子受容体－１、血小
板由来増殖因子受容体－２、プレＢ細胞増殖刺激因子、幹細胞因子、幹細胞因子受容体、
形質転換増殖因子－１、形質転換増殖因子－２、形質転換増殖因子－３、形質転換増殖因
子－１．２、形質転換増殖因子－４、形質転換増殖因子－５、潜伏型形質転換増殖因子－
１、形質転換増殖因子－１結合タンパク質Ｉ、形質転換増殖因子－１結合タンパク質ＩＩ
、形質転換増殖因－１結合タンパク質ＩＩＩ、腫瘍壊死因子受容体タイプＩ（ＴＮＦ－Ｒ
１）、腫瘍壊死因子受容体タイプＩＩ（ＴＮＦ－Ｒ２）、ウロキナーゼ型プラスミノーゲ
ン活性物質受容体、血管内皮細胞増殖因子及びキメラタンパク質、ならびにその生物学的
又は免疫学的活性断片が挙げられる。
【０２４５】
　当然のことながら、１以上の抗炎症剤とともに本発明の特異的結合物質を投与し得る。
本明細書中で使用する場合、「抗炎症剤」という用語は、一般に、患者において炎症及び
腫長を軽減するあらゆる物質を指す。多くの代表的抗炎症剤を本明細書中で列挙するが、
当然のことながら、本明細書中で具体的に列挙しないさらなる適切な抗炎症剤もあり得、
これらは本発明により包含される。
【０２４６】
　抗炎症剤は、例えば、炎症性サイトカインとそれらの受容体との相互作用を阻害する化
合物であり得る。本発明の特異的結合物質との組み合わせにおいて有用なサイトカイン阻
害剤の例としては、例えば、ＴＧＦ－βのアンタゴニスト（抗体など）、ならびに炎症に
関与するインターロイキンに対するアンタゴニスト（抗体など）が挙げられる。このよう
なインターロイキンは本明細書中で記載されており、好ましくは、以下に限定されないが
、ＩＬ－１、ＩＬ－２、ＩＬ－３、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－６、ＩＬ－８、ＩＬ－９
、ＩＬ－１１、ＩＬ－１２、ＩＬ－１３、ＩＬ－１７及びＩＬ－１８が挙げられる。Ｆｅ
ｇｈａｌｉら、Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｓｃｉ．，２：１２－２６（１９９７
）を参照のこと。
【０２４７】
　本発明の特異的結合物質はまた、抗レトロウイルス療法を受けているＨＩＶ－感染患者
においてＴ細胞増殖を促進するために、タンパク質キナーゼタイプＡ１の阻害剤と組み合
わせて投与することもできる。
【０２４８】
　神経成長因子（ＮＧＦ）もまた、ある種の状態を治療するために、本発明の特異的結合
物質と組み合わせることができる。このような状態としては、神経変性疾患、脊髄損傷及
び多発性硬化症が挙げられる。この組み合わせにより治療できるその他の状態は緑内障及
び糖尿病である。
【０２４９】
　好ましい併用療法は、１以上の適切なＩＬ－１阻害剤と組み合わせて患者に投与される
本発明の特異的結合物質に関する。ＩＬ－１の阻害剤としては、以下に限定されないが、
ＩＬ－１の受容体結合ペプチド断片、ＩＬ－１又はＩＬ－１β又はＩＬ－１受容体タイプ
Ｉに対する抗体及び、ＩＬ－１に対する受容体の、全て又は一部を含有する組換えタンパ
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ク質又はその修飾変異体（遺伝子的に改変された突然変異タンパク質を含む。）、多様型
及び徐放性製剤が挙げられる。特異的アンタゴニストとしては、ＩＬ－１ｒａポリペプチ
ド、ＩＬ－１β変換酵素（ＩＣＥ）阻害剤、拮抗型のタイプＩ　ＩＬ－１受容体抗体、タ
イプＩ　ＩＬ－１受容体のＩＬ－１結合形態及びタイプＩＩ　ＩＬ－１受容体、ＩＬ－１
（ＩＬ－１α及びＩＬ－１βならびにその他のＩＬ－１ファミリーメンバーを含む。）に
対する抗体及びＩＬ－１Ｔｒａｐ（Ｒｅｇｅｎｅｒｏｎ）として知られている治療剤が挙
げられる。ＩＬ－１ｒａポリペプチドとしては、米国特許第５，０７５，２２２号のＩＬ
－１ｒａの形態及び、Ｕ．Ｓ．５，９２２，５７３、ＷＯ９１／１７１８４、ＷＯ９２／
１６２２１及びＷＯ９６／０９３２３のものを含む修飾形態及び変異体が含まれる。ＩＬ
－１β変換酵素（ＩＣＥ）阻害剤には、ペプチジル及び小分子ＩＣＥ阻害剤（ＰＣＴ特許
出願ＷＯ９１／１５５７７；ＷＯ９３／０５０７１；ＷＯ９３／０９１３５；ＷＯ９３／
１４７７７及びＷＯ９３／１６７１０；及び欧州特許出願０　５４７　６９９のものを含
む。）が挙げられる。非ペプチジル化合物としては、ＰＣＴ特許出願ＷＯ９５／２６９５
８、米国特許第５，５５２，４００号、米国特許第６，１２１，２６６号及びＤｏｌｌｅ
ら、Ｊ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．，３９，ｐｐ．２４３８－２４４０（１９９６）のものが挙
げられる。さらなるＩＣＥ阻害剤は、米国特許第６，１６２，７９０号、同第６，２０４
，２６１号、同第６，１３６，７８７号、同第６，１０３，７１１号、同第６，０２５，
１４７号、同第６，００８，２１７号、同第５，９７３，１１１号、同第５，８７４，４
２４号、同第５，８４７，１３５号、同第５，８４３，９０４号、同第５，７５６，４６
６号、同第５，６５６，６２７号、同第５，７１６，９２９号に記載されている。タイプ
Ｉ　ＩＬ－１受容体及びタイプＩＩ　ＩＬ－１受容体のＩＬ－１結合形態は、米国特許第
４，９６８，６０７号、同第４，９６８，６０７号、同第５，０８１，２２８号、同第Ｒ
ｅ３５，４５０号、同第５，３１９，０７１号及び同第５，３５０，６８３号に記載され
ている。その他の適切なＩＬ－１アンタゴニストとしては、以下に限定されないが、ＩＬ
－１シグナリング受容体、ＩＬ－１ＲタイプＩに競合的に結合可能なＩＬ－１由来のペプ
チドが挙げられる。ある種のＩＬ－１（及びその他のサイトカイン）アンタゴニストに関
するさらなる指針は米国特許第６，４７２，１７９号で見出すことができる。
【０２５０】
　さらに、ＴＮＦ阻害剤が適切であり、これには、以下に限定されないが、ＴＮＦαの受
容体結合ペプチド断片、ＴＮＦα産生を阻害する、アンチセンスオリゴヌクレオチド又は
リボザイム、ＴＮＦαに対する抗体及び、ＴＮＦαに対する受容の全て又は一部を含有す
る組換えタンパク質又はそれらの修飾変異体（遺伝子改変された突然変異タンパク質を含
む。）、多様型及び徐放性製剤が含まれる。ＴＡＣＥ（腫瘍壊死因子－α変換酵素）阻害
剤、例えばＴＡＰＩ（Ｉｍｍｕｎｅｘ　Ｃｏｒｐ．）及びＧＷ－３３３３Ｘ（Ｇｌａｘｏ
　Ｗｅｌｌｃｏｍｅ　Ｉｎｃ．）なども適切である。ＩｇＡ－α１ＡＴ複合体の形成を阻
害する分子、例えばＥＰ０　６１４　４６４Ｂで開示されているペプチドなど、又はこの
複合体に対する抗体も適切である。さらに適切な分子としては、以下に限定されないが、
ＴＮＦα－阻害二糖類、グルコサミンの硫酸化誘導体又は、米国特許第６，０２０，３２
３号のその他の同様の糖質が挙げられる。さらなる適切な分子としては、米国特許第５，
６４１，７５１号及び同第５，５１９，０００号のペプチドＴＮＦα阻害剤、米国特許第
５，７５３，６２８号のＤ－アミノ酸－含有ペプチドが挙げられる。さらに、ＴＮＦα変
換酵素の阻害剤もまた適切である。ＷＯ０１／０３７１９は、本発明による組み合わせで
使用できるさらなる物質を記載している。
【０２５１】
　さらなる適切な化合物としては、以下に限定されないが、サリドマイド又はサリドマイ
ド類似体、ペントキシフィリン又はマトリックスメタロプロテイナーゼ（ＭＭＰ）阻害剤
又はその他の小分子などの小分子が挙げられる。この目的のための適切なＭＭＰ阻害剤と
しては、例えば、米国特許第５，８８３，１３１号、同第５，８６３，９４９号及び５，
８６１，５１０号のもの、ならびに米国特許第５，８７２，１４６号のメルカプトアルキ
ルペプチジル化合物が挙げられる。ＴＮＦα産生を低下させることができるその他の小分
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子としては、例えば、米国特許第５，５０８，３００号、同第５，５９６，０１３号及び
同第５，５６３，１４３号の分子が挙げられる。さらなる適切な小分子としては、以下に
限定されないが、米国特許第５，７４７，５１４号及び同第５，６９１，３８２号のよう
なＭＭＰ阻害剤、ならびに、米国特許第５，８２１，２６２号のものなどのヒドロキサミ
ン酸誘導体が挙げられる。さらなる適切な分子としては、例えば、ホスホジエステラーゼ
ＩＶ及びＴＮＦα産生を阻害する小分子、例えば、置換オキシム誘導体（ＷＯ９６／００
２１５）、キノリンスルホンアミド（米国特許第５，８３４，４８５号）、アリールフラ
ン誘導体（ＷＯ９９／１８０９５）及びヘテロ二環式誘導体（ＷＯ９６／０１８２５；Ｇ
Ｂ２　２９１　４２２Ａ）など、が挙げられる。ＴＮＦα及びＩＦＮγを抑制するチアゾ
ール誘導体（ＷＯ９９／１５５２４）、ならびにＴＮＦα及びその他の炎症性サイトカイ
ンを抑制するキサンチン誘導体も有用である（例えば、米国特許第５，１１８，５００号
、同第５，０９６，９０６号及び同第５，１９６，４３０号を参照のこと。）。本明細書
中の状態の治療に有用なさらなる小分子としては、米国特許第５，５４７，９７９号のも
のが挙げられる。
【０２５２】
　併用療法により投与できる薬物及び薬物タイプのさらなる例としては、以下に限定され
ないが、抗ウイルス剤、抗生物質、鎮痛剤（例えばアセトアミノフェン、コデイン、ナプ
シル酸プロポキシフェン、オキシコドン塩酸塩、二酒石酸ヒドロコドン、トラマドールな
ど。）、コルチコステロイド、炎症性サイトカインのアンタゴニスト、疾患修飾性抗リウ
マチ薬（ＤＭＡＲＤ）、非ステロイド抗炎症薬（ＮＳＡＩＤ）及び遅効性抗リウマチ薬（
ＳＡＡＲＤ）が挙げられる。
【０２５３】
　代表的な疾患修飾性抗リウマチ薬（ＤＭＡＲＤ）としては、以下に限定されないが、Ｒ
ｈｅｕｍａｔｒｅｘＴＭ（メトトレキセート）；Ｅｎｂｒｅｌ（Ｒ）（エタネルセプト）
；Ｒｅｍｉｃａｄｅ（Ｒ）（インフリキシマブ）；ＨｕｍｉｒａＴＭ（アダリムマブ）；
Ｓｅｇａｒｄ（Ｒ）（アフェリモマブ）；ＡｒａｖａＴＭ（レフルノミド）；Ｋｉｎｅｒ
ｅｔＴＭ（アナキンラ）；ＡｒａｖａＴＭ（レフルノミド）；Ｄ－ペニシラミン；ミコク
リシン；プラキニル；ＲｉｄａｕｒａＴＭ（オーラノフィン）；ソルガナル；レネルセプ
ト（Ｈｏｆｆｍａｎ　ｌａ　Ｒｏｃｈｅ）；ＣＤＰ８７０（Ｃｅｌｌｔｅｃｈ）；ＣＤＰ
５７１（Ｃｅｌｌｔｅｃｈ）、ならびに、ＥＰ０　５１６　７８５Ｂ１、米国特許第５，
６５６，２７２号、ＥＰ０　４９２　４４８Ａ１の抗体；オネルセプト（ｏｎｅｒｃｅｐ
ｔ）（Ｓｅｒｏｎｏ；ＣＡＳ　ｒｅｇ．ｎｏ．１９９６８５－５７－９）；ＭＲＡ（中外
製薬）；ＩｍｕｒａｎＴＭ（アザチオプリン）；ＮＦＫＢ阻害剤；ＣｙｔｏｘａｎＴＭ（
シクロホスファミド）；シクロスポリン；硫酸ヒドロキシクロロキン；ミノサイクリン；
スルファサラジン；及び経口用金、金チオマレイン酸ナトリウム及びアウロチオグルコー
スなどの金化合物が挙げられる。
【０２５４】
　さらなる適切な分子としては、例えば、ｐ５５及びｐ７５ＴＮＦＲ以外のＴＮＦα受容
体分子の細胞外領域由来の可溶性ＴＮＦＲ、例えば、ＷＯ９９／０４００１のＴＮＦＲ（
このＴＮＦＲ由来のＴＮＦＲ－Ｉｇを含む。）が挙げられる。さらなる適切なＴＮＦα阻
害剤は、本明細書中の使用に適切である。これらには、本明細書中の、ＴＮＦα又はＴＮ
ＦＲに対する抗体の使用だけではなく、ＴＮＦαの競合的阻害剤として作用し得るＴＮＦ
α由来ぺプチド（米国特許第５，７９５，８５９号又は米国特許第６，１０７，２７３号
のものなど。）、ＴＮＦＲ－ＩｇＧ融合タンパク質、例えばｐ５５ＴＮＦα受容体の細胞
外部分を含有するものなど、ＩｇＧ融合タンパク質以外の可溶性ＴＮＦＲ、又は内在性Ｔ
ＮＦαレベルを低下させるその他の分子、例えばＴＮＦα変換酵素の阻害剤（例えばＵ．
Ｓ．５，５９４，１０６を参照のこと。）、又は小分子もしくはＴＮＦα阻害剤（本明細
書中でその多くを記載する。）の使用も含まれる。
【０２５５】
　ＴＮＦに対する抗体に関して、最適には、決まった患者の具体的な必要に応じて、経験
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のある医療サービス提供者により場合によっては用量が決定されるが、ＴＮＦαに対する
抗体のある代表的な好ましい用量範囲は、０．１から２０ｍｇ／ｋｇであり、より好まし
くは、１－１０ｍｇ／ｋｇである。抗ＴＮＦα抗体の別の好ましい用量範囲は、０．７５
から７．５ｍｇ／ｋｇ（体重）である。
【０２５６】
　本発明はまた、特異的結合物質及び何れかの１以上の非ステロイド抗炎症薬（ＮＳＡＩ
Ｄ）を利用することができる。ＮＳＡＩＤの抗炎症作用は、少なくとも部分的には、プロ
スタグランジン合成の阻害によるものである。Ｇｏｏｄｍａｎ及びＧｉｌｍａｎ、Ｔｈｅ
　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｂａｓｉｓ　ｏｆ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ，Ｍ
ａｃＭｉｌｌａｎ第７版（１９８５）。ＮＳＡＩＤは、９種類の群に特徴付けることがで
きる：（１）サリチル酸誘導体；（２）プロピオン酸誘導体；（３）酢酸誘導体；（４）
フェナム酸誘導体；（５）カルボン酸誘導体；（６）酪酸誘導体；（７）オキシカム；（
８）ピラゾール類及び（９）ピラゾロン類。ＮＳＡＩＤの例としては、以下に限定されな
いが：ＡｎａｐｒｏｘＴＭ、Ａｎａｐｒｏｘ　ＤＳＴＭ（ナプロキセンナトリウム）；Ａ
ｎｓａｉｄＴＭ（フルルビプロフェン）；ＡｒｔｈｒｏｔｅｃＴＭ（ジクロフェナックナ
トリウム＋ミソプロスチル）；ＣａｔａｆｌａｍＴＭ／ＶｏｌｔａｒｅｎＴＭ（ジクロフ
ェナックカリウム）；ＣｌｉｎｏｒｉｌＴＭ（スリンダック）；ＤａｙｐｒｏＴＭ（オキ
サプロジン）；ＤｉｓａｌｃｉｄＴＭ（サルサレート）；ＤｏｌｏｂｉｄＴＭ（ジフルニ
サル）；ＥＣ　ＮａｐｒｏｓｙｎＴＭ（ナプロキセンナトリウム）；ＦｅｌｄｅｎｅＴＭ

（ピロキシカム）；ＩｎｄｏｃｉｎＴＭ、ＩｎｄｏｃｉｎＳＲＴＭ（インドメタシン）；
ＬｏｄｉｎｅＴＭ、Ｌｏｄｉｎｅ　ＸＬＴＭ（エトドラク）；ＭｏｔｒｉｎＴＭ（イブプ
ロフェン）；ＮａｐｒｅｌａｎＴＭ（ナプロキセン）；ＮａｐｒｏｓｙｎＴＭ（ナプロキ
セン）；ＯｕｒｄｉｓＴＭ（ケトプロフェン）；ＯｒｕｖａｉｌＴＭ（ケトプロフェン）
；ＲｅｌａｆｅｎＴＭ（ナブメトン）；トレクチン（トルメチンナトリウム）；Ｔｒｉｌ
ｉｓａｔｅＴＭ（コリンマグネシウム三サリチル酸）；Ｃｏｘ－１阻害剤；Ｃｏｘ－２阻
害剤（ＶｉｏｘｘＴＭ（ロフェコキシブなど）；ＡｒｃｏｘｉａＴＭ（エトリコキシブ）
、ＣｅｌｅｂｒｅｘＴＭ（セレコキシブ）；ＭｏｂｉｃＴＭ（メロキシカム）；Ｂｅｘｔ
ｒａＴＭ（バルデコキシブ）、ＤｙｎａｓｔａｔＴＭパラコキシブナトリウム；Ｐｒｅｘ
ｉｇｅＴＭ（ルミラコキシブ）及びナムブメトンが挙げられる。さらなる適切なＮＳＡＩ
Ｄとしては、以下に限定されないが、次のものが挙げられる：ε－アセトアミドカプロン
酸、Ｓ－アデノシルメチオニン、３－アミノ－４－ヒドロキシ酪酸、アミキセトリン、ア
ニトラザフェン、アントラフェニン、ベンダザック、ベンダザックリシネート、ベンジダ
ミン、ベプロジン、ブロペラモール、ブコローム、ブフェゾラック、シプロクアゾン、ク
ロキシメート、ダジダミン、デボキサメット、デトミジン、ジフェンピラミド、ジフィサ
ラミン、ジタゾール、エモルファゾン、メシル酸フェネチゾール、フェンフルミゾール、
フロクタフェニン、フルミゾール、フルニキシン、フルプロクアゾン、フォピルトリン、
ホスホサール、グアイメサール、グアイアゾレン、イソニキシルン（ｉｓｏｎｉｘｉｒｎ
）、レフェタミンＨＣｌ、レフルノミド、ロフェミゾール、ロチファゾール、リシンクロ
ニキシネート（ｌｙｓｉｎ　ｃｌｏｎｉｘｉｎａｔｅ）、メセクラゾン、ナブメトン、ニ
クチンドール、ニメスリド、オルゴテイン、オルパノキシン、オキサセプロルム（ｏｘａ
ｃｅｐｒｏｌｍ）、オキサパドール、パラニリン、ペリソキサール、クエン酸ペリソキサ
ール、ピフォキシム、ピプロキセン、ピラゾラック、ピルフェニドン、プロクアゾン、プ
ロキサゾール、チエラビンＢ、チフラミゾール、チメガジン、トレクチン、トルパドール
、トリプタミド及び、４８０１５６Ｓ、ＡＡ８６１、ＡＤ１５９０、ＡＦＰ８０２、ＡＦ
Ｐ８６０、ＡＩ７７Ｂ、ＡＰ５０４、ＡＵ８００１、ＢＰＰＣ、ＢＷ５４０Ｃ、ＣＨＩＮ
ＯＩＮ１２７、ＣＮ１００、ＥＢ３８２、ＥＬ５０８、Ｆ１０４４、ＦＫ－５０６、ＧＶ
３６５８、ＩＴＦＩ８２、ＫＣＮＴＥＩ６０９０、ＫＭＥ４、ＬＡ２８５１、ＭＲ７１４
、ＭＲ８９７、ＭＹ３０９、ＯＮＯ３１４４、ＰＲ８２３、ＰＶ１０２、ＰＶ１０８、Ｒ
８３０、ＲＳ２１３１、ＳＣＲ１５２、ＳＨ４４０、ＳＩＲ１３３、ＳＰＡＳ５１０、Ｓ
Ｑ２７２３９、ＳＴ２８１、ＳＹ６００１、ＴＡ６０、ＴＡＩ－９０１（４－ベンゾイル
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－１－インダンカルボン酸）、ＴＶＸ２７０６、Ｕ６０２５７、ＵＲ２３０１及びＷＹ４
１７７０などの企業コード番号により命名されているものが挙げられる。ＮＳＡＩＤと同
様の鎮痛及び抗炎症特性を有する構造的に関連のあるＮＳＡＩＤもまたこの群に包含され
る。
【０２５７】
　適切なＳＡＡＲＤ又はＤＭＡＲＤＳとしては、以下に限定されないが、アロクプレイド
ナトリウム、アウラノフィン、アウロチオグルコース、アウロチオグリカニド、アザチオ
プリン、ブレキナルナトリウム、ブシラミン、カルシウム３－アウロチオ－２－プロパノ
ール－１－スルホネート、クロランブシル、クロロキン、クロブザリット、クプロキソリ
ン、シクロホスファミド、シクロスポリン、ダプソン、１５－デオキシスペルグアリン、
ジアセレイン、グルコサミン、金塩（例えばシクロキン金塩、金チオマレイン酸ナトリウ
ム、金チオ硫酸ナトリウム）、ヒドロキシクロロキン、ヒドロキシウレア、ケブゾン、レ
バミソール、ロベンザリット、メリチン、６－メルカプトプリン、メトトレキセート、ミ
ゾリビン、ミコフェノレート　モフェチル、ミオラル、ナイトロジェンマスタード、Ｄ－
ペニシラミン、ピリジノールイミダゾール（ＳＫＮＦ８６００２及びＳＢ２０３５８０な
ど）、ラパマイシン、チオール類、チモポエチン及びビンクリスチンが挙げられる。同様
の鎮痛及び抗炎症特性を有する、構造的に関連のある、ＳＡＡＲＤ又はＤＭＡＲＤＳもま
たこの群に包含されるものとする。
【０２５８】
　シグナリングカスケードにおけるキナーゼの阻害剤もまた、本発明の特異的結合物質と
の組み合わせに対して適切な物質である。これらには、以下に限定されないが、Ｐ－３８
（別名、「ＲＫ」又は「ＳＡＰＫ－２」、Ｌｅｅら、Ｎａｔｕｒｅ、３７２：７３９（１
９９４）を阻害することができる物質が含まれる。Ｐ－３８は、セリン／スレオニンキナ
ーゼとして述べられている（Ｈａｎら、Ｂｉｏｃｈｉｍｉｃａ　Ｂｉｏｐｈｙｓｉｃａ　
Ａｃｔａ、１２６５：２２４－２２７（１９９５）参照。）。Ｐ－３８の阻害剤は、細胞
外刺激と、ＩＬ－１の分泌との間に介在することが示されており、細胞からのＴＮＦαは
、シグナル経路にあるキナーゼの阻害を介したシグナル伝達の阻害に関与する。
【０２５９】
　さらに適切なものは、ＭＫ２阻害剤及びｔｐｌ－２阻害剤である。さらに、Ｔ細胞阻害
剤もまた適切であり、これには、例えば、ｃｔｌａ－４、ＣｓＡ、Ｆｋ－５０６、ＯＸ４
０、ＯＸ４０Ｒ－Ｆｃ、ＯＸ４０抗体、ＯＸ４０リガンド、ＯＸ４０リガンド抗体、ｌｃ
ｋ及びＺＡＰ７０が含まれる。経口レチノイドを含むレチノイドならびにＴＧＦ－βのア
ンタゴニストもまた適切である。
【０２６０】
　本発明の特異的結合物質との組み合わせに対するさらなる適切な物質としては、例えば
、何れかの１以上のサリチル酸誘導体、それらのプロドラッグエステル又は医薬的に許容
される塩が挙げられる。このようなサリチル酸誘導体、それらのプロドラッグエステル及
び医薬的に許容される塩は、アセトアミノサロール、アロキシプリン、アスピリン、ベノ
リレート、ブロモサリゲニン、アセチルサリチル酸カルシウム、三サリチル酸コリンマグ
ネシウムジフルシナール、エテルサレート、フェンドサール、ゲンチシン酸、サリチル酸
グリコール、サリチル酸イミダゾール、アセチルサリチル酸リシン、メサラミン、サリチ
ル酸モルホリン、サリチル酸１－ナフチル、オルサラジン、パラサルミド、アセチルサリ
チル酸フェニル、サリチル酸フェニル、サラセタミド、サリチルアミドＯ－酢酸、サルサ
レート及びスルファサラジンを含む。同様の鎮痛及び抗炎症特性を有する構造的に関連の
あるサリチル酸誘導体もまたこの群に包含されるものとする。さらに適切な物質としては
、例えば、プロピオン酸誘導体、それらのプロドラッグエステル又は医薬的に許容される
塩が挙げられる。プロピオン酸誘導体、それらのプロドラッグエステル及び医薬的に許容
される塩は、アミノプロフェン、ベノキサプロフェン、ブクロクス酸、カルプロフェン、
デキシンドプロフェン、フェノプロフェン、フルノキサプロフェン、フルプロフェン、フ
ルルビプロフェン、フルクロプロフェン、イブプロフェン、イブプロフェンアルミニウム
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、イブプロキサム、インドプロフェン、イソプロフェン、ケトプロフェン、ロキソプロフ
ェン、ミロプロフェン、ナプロキセン、オキサプロジン、ピケトプロフェン、ピメプロフ
ェン、ピルプロフェン、プラノプロフェン、プロチジ酸、ピリドキシプロフェン、スプロ
フェン、チアプロフェン酸及びチオキサプロフェンを含む。同様の鎮痛及び抗炎症特性を
有する構造的に関連のあるプロピオン酸誘導体もまたこの群に包含されるものとする。酢
酸誘導体、それらのプロドラッグエステル又は医薬的に許容される塩もまた使用に適切で
ある。酢酸誘導体、それらのプロドラッグエステル及び医薬的に許容される塩は、アセメ
タシン、アルクロフェナク、アムフェナク、ブフェキサマク、シンメタシン、クロピラク
、デルメタシン、ジクロフェナクナトリウム、エトドラク、フェルビナク、フェンクロフ
ェナク、フェンクロラク、フェンクロジン酸、フェンチアザク、フロフェナク、グルカメ
タシン、イブフェナク、インドメタシン、イソフェゾラク、イソキセパク、ロナゾラク、
メチアジン酸、オキサメタシン、オキシピナク、ピメタシン、プログルメタシン、スリン
ダク、タルメタシン、チアラミド、チオピナク、トルメチン、ジドメタシン及びゾメピラ
クを含む。同様の鎮痛及び抗炎症特性を有する構造的に関連のある酢酸誘導体もまたこの
群に包含されるものとする。本明細書中の使用に対してさらなる適切なものは、フェナム
酸誘導体、それらのプロドラッグエステル又は医薬的に許容される塩である。フェナム酸
誘導体、それらのプロドラッグエステル及び医薬的に許容される塩は、エンフェナム酸、
エトフェナメート、フルフェナム酸、イソニキシン、メクロフェナム酸、メクロフェナム
酸ナトリウム、メドフェナム酸、メファナム酸（ｍｅｆａｎａｍｉｃ　ａｃｉｄ）、ニフ
ルム酸、タルニフルメート、テロフェナメート、トルフェナム酸及びウフェナメートを含
む。同様の鎮痛及び抗炎症特性を有する構造的に関連のあるフェナム酸誘導体もまたこの
群に包含されるものとする。
【０２６１】
　使用できる、カルボン酸誘導体、それらのプロドラッグエステル及び医薬的に許容され
る塩もまた適切であり、これらは、クリダナク、ジフルニサル、フルフェニサル、イノリ
ジン、ケトロラク及びチノリジンを含む。同様の鎮痛及び抗炎症特性を有する構造的に関
連のあるカルボン酸誘導体もまたこの群に包含されるものとする。さらなる適切なものは
、酪酸誘導体、それらのプロドラッグエステル又は医薬的に許容される塩である。酪酸誘
導体、それらのプロドラッグエステル及び医薬的に許容される塩は、ブマジゾン、ブチブ
フェン、フェンブフェン及びキセンブチンを含む。同様の鎮痛及び抗炎症特性を有する構
造的に関連のある酪酸誘導体もまたこの群に包含されるものとする。オキシカム、それら
のプロドラッグエステル又は医薬的に許容される塩もまた適切である。オキシカム、それ
らのプロドラッグエステル及び医薬的に許容される塩は、ドロキシカム、エノリカム、イ
ソキシカム、ピロキシカム、スドキシカム、テノキシカム及び４－ヒドロキシル－１，２
－ベンゾチアジン１，１－ジオキシド４－（Ｎ－フェニル）－カルボキシアミドを含む。
同様の鎮痛及び抗炎症特性を有する構造的に関連のあるオキシカムもまたこの群に包含さ
れるものとする。ピラゾール類、それらのプロドラッグエステル又は医薬的に許容される
塩もまた適切である。使用できる、ピラゾール類、それらのプロドラッグエステル及び医
薬的に許容される塩は、ジフェナミゾール及びエピリゾールを含む。同様の鎮痛及び抗炎
症特性を有する構造的に関連のあるピラゾールもまたこの群に包含されるものとする。さ
らに、ピラゾロン類、それらのプロドラッグエステル又は医薬的に許容される塩が適切で
ある。使用できる、ピラゾロン類、それらのプロドラッグエステル及び医薬的に許容され
る塩には、アパゾン、アザプロパゾン、ベンズピペリロン、フェプラゾン、モフェブタゾ
ン、モラゾン、オキシフェンブタゾン、フェニルブタゾン、ピペブゾン、プロピルフェナ
ゾン、ラミフェナゾン、スキシブゾン及びチアゾリノブタゾンが含まれる。同様の鎮痛及
び抗炎症特性を有する構造的に関連のあるピラゾロン類もまたこの群に包含されるものと
する。
【０２６２】
　ＴＮＦが介在する疾患の治療に対して、プロドラッグエステル又は医薬的に許容される
それらの塩も適切である。コルチコステロイド、それらのプロドラッグエステル及び医薬
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的に許容される塩としては、ヒドロコルチゾン及びヒドロコルチゾン由来の化合物、例え
ば２１－アセトキシ－プレグネノロン、アルクロメラゾン、アルゲストン、アムシノニド
ベクロメタゾン、ベータメタゾン、吉草酸ベータメタゾン、ブデソニド、クロロプレジソ
ン、クロベタソール、プロピオン酸クロベタソール、クロベタゾン、酪酸クロベタゾン、
クロコルトロン、クロプレドノール、コルチコステロン、コルチゾン、コルチバゾール、
デフラザコン、デソニド、デソキシメラソン、デキサメタゾン、ジフロラゾン、ジフロコ
ルトロン、ジフルプレドネート、エノキソロン、フルアザコルト、フルクロロニド、フル
メタゾン、ピバル酸フルメタゾン、フルニソリド、フルシノロンアセトニド、フルシノニ
ド、フルオロシノロンアセトニド、フルオコルチンブチル、フルオコルトロン、ヘキサン
酸フルオロコルトロン、吉草酸ジフルコルトロン、フルオロメトロン、酢酸フルペロロン
、酢酸フルプレドニデン、フルプレドニゾロン、フルランデノリド、ホルモコルタル、ハ
ルシノニド、ハロメタゾン、酢酸ハロプレドン、ヒドロコルタメート、ヒドロコルチゾン
、酢酸ヒドロコルチゾン、酪酸ヒドロコルチゾン、リン酸ヒドロコルチゾン、コハク酸ヒ
ドロコルチゾン２１－ナトリウム、テブト酸ヒドロコルチゾン、マジプレドン、メドリソ
ン、メプレドニゾン、メチルプレドニコロン、フランカルボン酸モメタゾン、パラメタゾ
ン、プレドニカルベート、プレドニゾロン、プレドニゾロン２１－ジエドリアミノアセテ
ート、リン酸プレドニゾロンナトリウム、コハク酸プレドニゾロンナトリウム、２１－ｍ
－スルホ安息香酸プレドニゾロンナトリウム、２１－ステアログリコール酸プレドニゾロ
ンナトリウム、テブト酸プレドニゾロン、２１－トリメチル酢酸プレドニゾロン、プレド
ニゾン、プレドニバル、プレドニリデン、２１－ジエチルアミノ酢酸プレドニリデン、チ
クソコルトール、トリアムシノロン、トリアムシノロンアセトニド、トリアムシノロンベ
ネトニド及びトリアムシノロンヘキサセトニドが挙げられる。同様の鎮痛及び抗炎症特性
を有する構造的に関連のあるコルチコステロイドもまたこの群に包含されるものとする。
【０２６３】
　抗菌剤（及びそれらのプロドラッグエステル又は医薬的に許容される塩）もまた、本明
細書中の併用に適切である。適切な抗菌剤としては、例えば、アンピシリン、アモキシシ
リン、オーレオマイシン、バシトラシン、セフタジジム、セフトリアキソン、セフォタキ
シム、セファクロル、セファレキシン、セフラジン、シプロフロキサシン、クラブラン酸
、クロキサシリン、ジクロキサシラン、エリスロマイシン、フルクロキサシラン、ゲンタ
マイシン、グラミシジン、メチシラン、ネオマイシン、オキサシラン、ペニシリン及びバ
ンコマイシンが挙げられる。同様の鎮痛及び抗炎症特性を有する構造的に関連のある抗菌
剤もまたこの群に包含されるものとする。
【０２６４】
　さらなる適切な化合物としては、以下に限定されないが、ＢＮ５０７３０；テニダプ；
Ｅ５５３１；チアパファンＰＣＡ４２４８；ニメスリド；パナビル；ロリプラム；ＲＰ７
３４０１；ペプチドＴ；ＭＤＬ２０１，４４９Ａ；（１Ｒ，３Ｓ）－シス－１－［９－（
２，６－ジアミノプリニル）］－３－ヒドロキシ－４－シクロペンテン塩酸塩；（１Ｒ，
３Ｒ）－トランス－１－［９－（２，６－ジアミノ）プリン］－３－アセトキシシクロペ
ンタン；（１Ｒ，３Ｒ）－トランス－１－［９－アデニル）－３－アジドシクロペンタン
塩酸塩及び（１Ｒ，３Ｒ）－トランス－１－［６－ヒドロキ－プリン－９－イル）－３－
アジドシクロペンタンが挙げられる。
【０２６５】
　肺におけるＩＬ－４の過剰発現により上皮細胞肥大及びリンパ球、好酸球及び好中球の
蓄積が引き起こされる喘息などいくつかの例において、ＩＬ－４が炎症効果を誘導し得る
ことが分かっている。この反応は、その他のＴｈ２サイトカインにより誘発される炎症性
反応の主要な特性の代表的なものである。したがって、上述のように、ＩＬ－４の阻害剤
もまた、本発明に従い有用である。さらに、当然のことながら、ある種の免疫抑制剤（以
下に限定されないが、ｉＮＯＳ阻害剤及び５－リポキシゲナーゼ阻害剤など）もまた、関
節炎の治療に使用できる。
【０２６６】
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　ショウガは、ある種の抗炎症特性を有することが分かっており、したがって、コンドロ
イチンのように、本発明による抗炎症剤としての使用に適切である。
【０２６７】
　ある実施形態において、癌治療剤の前に、これと同時に、及びこれに続いて、Ａｎｇ－
２に対する特異的結合物質を投与し得る。代表的な癌としては、以下に限定されないが、
乳癌、結腸直腸癌、胃癌、神経膠腫、頭部及び頸部扁平上皮細胞癌、遺伝性及び散発性乳
頭腎臓癌、白血病、リンパ腫、リー－フラウメニ症候群、悪性胸膜中皮腫、黒色腫、多発
性骨髄腫、非小細胞肺癌、骨肉種、卵巣癌、膵臓癌、前立腺癌、小細胞肺癌、滑膜肉腫、
甲状腺癌及び膀胱の移行細胞癌が挙げられる。
【０２６８】
　ある実施形態において、Ａｎｇ－２に対する特異的結合物質を単独で、又は癌治療のた
めの少なくとも１個のさらなる治療剤と組み合わせて使用し得る。ある実施形態において
、さらなる治療剤の治療上有効量と組み合わせて、Ａｎｇ－２に対する特異的結合物質を
使用する。Ａｎｇ－２に対する特異的結合物質と共に投与し得る代表的な治療剤としては
、以下に限定されないが、アニサマイシン抗生物質のゲルダナマイシンファミリーのメン
バー；Ｐｒｏ－ＨＧＦ；ＮＫ２；ｃ－Ｍｅｔペプチド阻害剤；Ｇｒｂ２　Ｓｒｃホモロジ
ー２のアンタゴニスト；Ｇａｂ１調節因子；ドミナントネガティブＳｒｃ；ｖｏｎ－Ｈｉ
ｐｐｅｌ－Ｌａｎｄａｕ阻害剤（以下に限定されないが、ワルトマニンを含む。）；Ｐ１
３キナーゼ阻害剤、その他の抗受容体治療剤、抗ＥＧＦＲ、ＣＯＸ－２阻害剤、Ｃｅｌｅ
ｂｒｅｘＴＭ、ＶｉｏｘｘＴＭ；血管内皮増殖因子（ＶＥＧＦ）、ＶＥＧＦ調節因子、繊
維芽細胞増殖因子（ＦＧＦ）、ＦＧＦ調節因子、上皮細胞増殖因子（ＥＧＦ）；ＥＧＦ調
節因子；ケラチノサイト成長因子（ＫＧＦ）、ＫＧＦ関連分子、ＫＧＦ調節因子；マトリ
クスメタロプロテイナーゼ（ＭＭＰ）調節因子が挙げられる。
【０２６９】
　ある実施形態において、本発明は、Ａｎｇ－２に対する特異的結合物質及び少なくとも
１つのセリンプロテアーゼ阻害剤を含む治療剤及び、このような治療剤を用いる治療方法
に関する。ある実施形態において、治療剤は、Ａｎｇ－２に対する特異的結合物質及びセ
リンプロテアーゼ阻害剤及び少なくとも１つの本明細書中のさらなる分子を含む。
【０２７０】
　ある例において、プロテアーゼ／プロテアーゼ阻害剤のバランスが崩れると、以下に限
定されないが、転移が引き起される、正常組織の腫瘍侵襲を含む、プロテアーゼ介在性の
組織破壊が起こり得る。
【０２７１】
　ある実施形態において、少なくとも１つの炎症の治療剤とともに、Ａｎｇ－２に対する
特異的結合物質を使用し得る。ある実施形態において、免疫障害に対する少なくとも１つ
の治療剤とともに、Ａｎｇ－２に対する特異的結合物質を使用し得る。炎症及び免疫障害
に対する代表的な治療剤としては、以下に限定されないが、シクロオキシゲナーゼ・タイ
プ１（ＣＯＸ－１）及びシクロオキシゲナーゼ・タイプ２（ＣＯＸ－２）阻害剤、３８ｋ
Ｄａ分裂活性化タンパク質キナーゼ（ｐ３８－ＭＡＰＫ）の小分子調節因子；炎症経路に
関与する細胞内分子の小分子調節因子が挙げられ、ここで、このような細胞内分子として
は、以下に限定されないが、ｊｎｋ、ＩＫＫ、ＮＦ－κＢ、ＺＡＰ７０及びｌｃｋが挙げ
られる。炎症に対するある代表的な治療剤は、例えば、Ｃ．Ａ．Ｄｉｎａｒｅｌｌｏ及び
Ｌ．Ｌ．Ｍｏｌｄａｗｅｒ　Ｐｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ　ａｎｄ　Ａｎｔｉ－Ｉｎ
ｆｌａｍｍａｔｏｒｙ　Ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ　ｉｎ　Ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ　Ａｒｔｈｒ
ｉｔｉｓ：Ａ　Ｐｒｉｍｅｒ　ｆｏｒ　Ｃｌｉｎｉｃｉａｎｓ　第三版（２００１）Ａｍ
ｇｅｎ　Ｉｎｃ．Ｔｏｕｓａｈｎｄ　Ｏａｋｓ，ＣＡで述べられている。
【０２７２】
　ある実施形態において、医薬組成物は、複数の様々なＡｎｇ－２に対する特異的結合物
質を含む。ある実施形態において、医薬組成物は、複数のＡｎｇ－２に対する特異的結合
物質を含み、Ａｎｇ－２に対する特異的結合物質は複数のエピトープに結合する。
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【０２７３】
　免疫療法
　免疫療法は、通常、癌細胞を標的とし、破壊するための免疫エフェクター細胞及び分子
の使用に基づく。免疫エフェクターは、例えば標的細胞の表面上のあるマーカーを認識す
る本発明の抗体であり得る。この抗体は単独で治療のエフェクターとして使用し得、又は
実際細胞を殺すために他の細胞を集め得る。この抗体を薬物又は毒素（化学療法剤、放射
性核種、リシンＡ鎖、コレラ毒素、百日咳毒素など）に結合させ得、よって単に標的剤と
して使用し得る。
【０２７４】
　本発明によると、Ａｎｇ－２の変異体は、免疫療法おいて、本発明の抗体又は抗体複合
体の何れかにより標的とされ得る。本発明の抗体組成物はＡｎｇ－２標的治療と共に併用
治療法で使用し得ることが特に想定される。
【０２７５】
　受動的免疫療法は多数の癌に対して特に有効であることが判明している。例えば、ＷＯ
９８／３９０２７を参照のこと。
【０２７６】
　下記実施例は例示にすぎず、決して本発明の範囲を何ら限定するものとして解釈される
べきではない。
【実施例１】
【０２７７】
　病的及び正常組織におけるＡｎｇ－２発現
　正常組織及び病的組織においてインサイチュハイブリダイゼーションを用いて、Ａｎｇ
－２発現を試験した。ヒト（Ｇｅｎｂａｎｋ受託番号ＡＦ００４３２７、ヌクレオチド１
２７４－１７２６）及びマウス（Ｇｅｎｂａｎｋ受託番号ＡＦ００４３２６、ヌクレオチ
ド１１３５－１５８８）Ａｎｇ－２配列の断片をヒト又はマウス胎仔肺ｃＤＮＡから逆転
写酵素－ＰＣＲにより増幅し、ｐＧＥＭ－Ｔプラスミドにクローニングし、配列決定によ
り確認した。線状プラスミド鋳型から３３Ｐ－ＵＴＰ及びＲＮＡポリメラーゼを用いて３

３Ｐ標識アンチチンスＲＮＡプローブを転写した。ホルムアルデヒド固定し、パラフィン
包埋した組織のブロックを５μｍに薄切し、帯電スライド上で収集した。インサイチュハ
イブリダイゼーション前に、組織を０．２Ｍ　ＨＣｌで透徹し、プロテイナーゼＫで消化
し、トリエタノールアミン及び無水酢酸を用いてアセチル化した。切片を放射性標識プロ
ーブと５５℃で一晩ハイブリダイズさせた後、ＲＮａｓｅ消化し、約０．１ｘＳＳＣ中５
５℃で高ストリンジェント洗浄した。スライドをコダックＮＴＢ２エマルションに浸漬し
、４℃で２－３分間曝露し、発色させ、対比染色した。切片を暗野及び標準照明で調べ、
組織形態及びハイブリダイゼーションシグナルを同時に評価した。
【０２７８】
　結果から、正常出生後ヒトの場合にはＡｎｇ－２発現は卵巣、胎盤及び子宮などの血管
原性血管系を含む数少ない組織に限定されていることが示された。正常な成人心臓、脳、
腎臓、肝臓、肺、膵臓、脾臓、筋肉、扁桃、胸腺、虫垂、リンパ節、胆嚢、前立腺又は精
巣ではＡｎｇ－２発現は検出できなかった。５週齢マウス（成体サルでもヒトでもない。
）では、腎臓は直細血管で顕著なＡｎｇ－２発現を示した。この発現が胚発生の残遺物で
あったかどうかを調べるために、マウスＡｎｇ－２プローブ及び上記した条件を用いて、
１年齢までのマウス由来の腎臓でこの実験を繰り返した。Ａｎｇ－２発現は出生後発生中
に減少することが認められたが、１年齢マウスの腎臓でも依然として明らかであった。
【０２７９】
　Ａｎｇ－２発現は、大腸癌（５例）、乳癌（１０例）、肺癌（８例）及びグリア芽腫（
１例）などの原発性ヒト腫瘍；脳に転移した、乳癌（２例）、肺癌（２例）及び卵巣癌（
２例）などの転移性ヒト腫瘍；及びＣ６（ラット神経膠腫）、ＨＴ２９（ヒト大腸癌）、
Ｃｏｌｏ－２０５（ヒト大腸癌）、ＨＣＴ１１６（ヒト大腸癌）、Ａ４３１（ヒト類表皮
癌）、Ａ６７３（ヒト横紋筋肉腫）、ＨＴ１０８０（ヒト繊維肉腫）、ＰＣ－３（ヒト前
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立腺癌）、Ｂ１６Ｆ１０（マウス黒色腫）、ＭｅｔｈＡ（マウス肉腫）及びルイス肺癌な
どのげっ歯腫瘍モデルを含む、試験した実質的に全ての腫瘍タイプでも検出された。さら
に、ＶＥＧＦに応答してマトリゲル・プラグに成長する新血管及びマウスの未熟児網膜症
の低酸素モデルにおいて、Ａｎｇ－２発現が検出された。
【実施例２】
【０２８０】
　組換えｍＡｎｇ－２タンパク質及びウサギポリクローナル抗－Ａｎｇ－２抗血清の作製
　完全長のＨｉｓタグ付加マウスＡｎｇ－２　ｃＤＮＡは、完全長ヒトＡｎｇ－２に対す
るＰＣＲプライマーを用いて、マウス１５日胚ｃＤＮＡライブラリ（ＭａｒａｔｈｏＮ－
Ｒｅａｄｙ－ｃＤＮＡ：カタログ番号７４５９－１，Ｃｌｏｎｅｔｅｃｈ，Ｉｎｃ．）か
らＰＣＲ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ　Ａｄｖａｎｔａｇｅ　ＰＣＲキット；カタログ番号Ｋ１９
０５－０１）により得た。ＰＣＲ産物をＣＭＶプロモーター発現ベクターにライゲーショ
ンし、ＦｕＧＥＮＥ６トランスフェクション試薬（Ｒｏｃｈｅ；カタログ番号１８１４４
４３）を用い、ＨＴ１０８０ヒト線維肉腫細胞（ＡＴＣＣより入手）へと、得られたプラ
スミドをトランスフェクトした。安定なクローンをＧ４１８選択により単離した。抗－Ｈ
ｉｓタグＥＬＩＳＡ及びウェスタンブロッティングを用いてｍＡｎｇ－２－ｈｉｓ発現ク
ローンに対するスクリーニングを行った。
【０２８１】
　組換えｍＡｎｇ－２ポリペプチドをこれらの細胞の馴化培地（Ｃ．Ｍ．）から精製した
。ｍＡｎｇ－２－Ｈｉｓを含有するＣ．Ｍ．を２段階クロマトグラフィープロトコルによ
り精製した。簡単に述べると、Ｔｒｉｓ緩衝液（ｐＨ９．５）を約２０ｍＭの最終濃度ま
で添加することにより馴化培地をｐＨ８．９とした。さらに、界面活性剤ＣＨＡＰＳを約
５ｍＭ最終濃度まで添加した。次いでＣ．Ｍ．を陰イオン交換カラムＱ－セファロースｆ
ｆ（Ｐｈａｒｍａｃｉａ）に直接載せた。次いでカラムを約５０ｍＭ　ＮａＣｌを含有す
る約１０ｍＭＴｒｉｓ　ｐＨ８．０で洗浄した。約３５０ｍＭＮａＣｌ及び約５ｍＭ　Ｃ
ＨＡＰＳを含有する１０ｍＭＴｒｉｓ（ｐＨ８．０）を用いて、組換えｍＡｎｇ２－Ｈｉ
ｓを１段階で溶出させた。
【０２８２】
　Ｑ－セファロースカラムからの溶出液を約４ｍＭイミダゾールに調整し、固定化金属ア
フィニティーカラム（Ｎｉ－ＮＴＡスーパーフロー；Ｑｉａｇｅｎ）に載せた。約５ｍＭ
　ＣＨＡＰＳ及び約１００ｍＭイミダゾールを含有するＰＢＳを用いて、結合タンパク質
を溶出させた。次いで溶出液を約１．０ｍｇ／ｍｌに濃縮した後ＰＢＳに対して透析した
。ｍＡｎｇ－２－Ｈｉｓの純度は、ＳＤＳ－ＰＡＧＥクーマシー染色により測定したとこ
ろ９０％以上であった。
【０２８３】
　抗体を作製するために、ウサギに対して約０．２ｍｇのｍＡｎｇ－２／注射で免疫付与
を行った。Ｈｕｎｔｅｒ’ｓ　ＴｉｔｅｒＭａｘ（Ｒ）（Ｓｉｇｍａ）及びｍＡｎｇ－２
（１：１）約１ｍＬをウサギに注射した。４週間後、各ウサギに繰返し注射して追加免疫
付与した。２週間後、さらに追加免疫付与し、７週目に血清を採取し、ｍＡｎｇ－２に対
する力価を評価した。血清力価が高い場合、５０ｍｌの産生血液を連続６週間毎週採取し
た。しかしながら、血清力価が低い場合、ウサギにさらに追加免疫し、５０ｍＬの産生血
液を９週目から連続６週間毎週採取した。６回連続の産生血液採取後、ウサギを６週間安
息状態とした。さらに血清が必要な場合、最後の産生血液採取から１ヶ月後に再び追加免
疫した。
【０２８４】
　中和ＥＬＩＳＡ（上記）を用いて、２匹のウサギ（５２５４及び５２５５）からの抗ｍ
Ａｎｇ－２ウサギポリクローナル抗血清がｍＡｎｇ－２：Ｔｉｅ２相互作用を中和するこ
とが観察された。
【実施例３】
【０２８５】
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　Ａｎｇ－２抗体を評価するための分子アッセイ
　Ａｎｇ－２及び関連ファミリーメンバーへの直接抗体結合及びＡｎｇ－２：Ｔｉｅ２相
互作用に対する抗体の効果を評価するために分子アッセイ（アフィニティーＥＬＩＳＡ、
中和ＥＬＩＳＡ及びＢＩＡｃｏｒｅ）を開発した。以下、これらのインビトロ及び細胞を
利用したアッセイについて説明する。
【０２８６】
　Ａ．アフィニティーＥＬＩＳＡ
　候補となる抗－Ａｎｇ－２抗体の最初のスクリーニングのために、精製ヒトＡｎｇ－２
（Ｒ　ａｎｄ　Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．：カタログ番号６２３－ＡＮ、Ａｎｇ－２
は２つの切断型の混合物として提供される。）又はマウスＡｎｇ－２ポリペプチド（上記
のように作製）を使用した。確認結合アッセイのために、完全長ヒトＡｎｇ－２ＤＮＡを
トランスフェクトしたヒト２９３Ｔ細胞の馴化培地からヒトＡｎｇ－２を得、ウシ血清ア
ルルブミン（ＢＳＡ）約５０μｇ／ｍｌを含有する無血清ＤＭＥＭ中で培養した。
【０２８７】
　マイクロタイタープレートを用いて、Ａｎｇ－２　約１００μＬ／ウェルを各ウェルに
添加し、プレートを約２時間インキュベートした後、約０．１％Ｔｗｅｅｎ２０を含有す
るリン酸緩衝生理食塩液（ＰＢＳ）でプレートを４回洗浄した。次いで、ＰＢＳ中約５％
ＢＳＡ　約２５０μＬ／ウェルを用いてウェルに対してブロッキングを行い、プレートを
室温にて約２時間インキュベートした。インキュベート後、過剰のブロッキング液を捨て
、候補抗Ａｎｇ－２抗体約１００μＬを約４０ナノモーラーから始め、その後約１％ＢＳ
Ａ含有ＰＢＳで４倍希釈する連続希釈法で各ウェルに添加した。次いで、プレートを室温
にて一晩インキュベートした。インキュベート後、約０．１％Ｔｗｅｅｎ２０を含有する
ＰＢＳでプレートを洗浄した。洗浄をさらに４回繰り返した後、予め１％ＢＳＡ（ウシ血
清アルブミン）を含有するＰＢＳで１：５０００希釈したヤギ抗－ヒトＩｇＧ（Ｆｃ）－
ＨＲＰ（Ｐｉｅｒｃｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．，；カタログ番号３１４１６）約１０
０μＬ／ウェルを添加した。プレートを室温にて約１時間インキュベートした。次いで、
約０．１％Ｔｗｅｅｎ２０を含有するＰＢＳでプレートを５回洗浄した後、ＴＭＢ（３，
３’，５，５’－テトラメチルベンジジン液体基質システム；Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃ
ａｌ　Ｃｏｍｐａｎｙ、Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ；カタログ番号Ｔ８６６５）約１００μ
Ｌ／ウェルの基質を添加し、青色発色が起こるまでプレートを約５－１５分間インキュベ
ートした。次いで、分光光度計を用いて約３７０ｎｍで吸光度を読み取った。
【０２８８】
　Ｂ．中和ＥＬＩＳＡ
　ヒトＡｎｇ－２ポリペプチドを結合したマイクロタイタープレートをアフィニティーＥ
ＬＩＳＡに関して上述のように調製した。約１％ＢＳＡ及び約１ｎＭ　Ｔｉｅ２（Ｔｉｅ
２部分が分子の可溶性細胞外部分のみを含むＴｉｅ２－Ｆｃ分子として提供される；Ｒ　
ａｎｄ　Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．：カタログ番号３１３－ＴＩ）を含有するＰＢＳ
の溶液中でアフィニティーＥＬＩＳＡに関して上記で述べたように、候補抗－Ａｎｇ－２
抗体の連続希釈物を調製した。抗体／Ｔｉｅ２溶液約１００μＬを各ウェルに添加した後
、プレートを室温にて一晩インキュベートし、次いで約０．１％Ｔｗｅｅｎ２０含有ＰＢ
Ｓ中で５回洗浄した。洗浄後、抗－Ｔｉｅ２抗体（Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ　Ｉｎｃ．；カ
タログ番号５５７０３９）約１００μＬ／ウェルを約１μｇ／ｍＬの最終濃度まで添加し
、プレートを室温にて約１時間インキュベートした。次いで、ヤギ抗－マウス－ＩｇＧ－
ＨＲＰ（Ｐｉｅｒｃｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　ＣＯ．；カタログ番号３１４３２）約１００
μＬ／ウェルを約１％ＢＳＡ含有ＰＢＳでの１：１００００希釈状態で添加した。プレー
トを室温にて約１時間インキュベートした後、約０．１％Ｔｗｅｅｎ２０含有ＰＢＳで５
回洗浄した。次いで、ＴＭＢ基質（上述）約１００μＬ／ウェルを添加し、発色させた。
次いで、分光光度計を用いて約３７０ｎｍで吸光度を読み取った。
【０２８９】
　Ｃ．アフィニティーＢＩＡｃｏｒｅ
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　ランニング緩衝液としてＰＢＳ及び０．００５％Ｐ２０界面活性剤（ＢＩＡｃｏｒｅ，
Ｉｎｃ．，Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ，ＮＪ）を用い、ＢＩＡｃｏｒｅ（Ｒ）２０００（Ｂｉ
ａｃｏｒｅ，Ｉｎｃ．）を用いて、各候補Ａｎｇ－２抗体のアフィニティー分析を実施し
た。製造業者の示唆プロトコルに従い、アミンカップリングキット（Ｂｉａｃｏｒｅ，Ｉ
ｎｃ．）を用いて、第１級アミン基を介して研究グレードのＣＭ５センサーチップ（Ｂｉ
ａｃｏｒｅ，Ｉｎｃ．）に組換えプロテインＧ（Ｒｅｐｌｉｇｅｎ，Ｎｅｅｄｈａｍ，Ｍ
Ａ）を固定化した。
【０２９０】
　まず各候補抗－Ａｎｇ－２抗体　約１００ＲＵを固定化プロティンＧに結合させた後、
各種濃度（０～１００ｎＭ）のｈｕＡｎｇ－２又はｍＡｍｇ－２を結合抗体表面上に約５
０ｕｌ／分の流速で約３分間注入することにより、結合アッセイを行った。ＢＩＡ評価３
．１コンピュータープログラム（ＢＩＡｃｏｒｅ，Ｉｎｃ．）を用いて、ｋａ（会合速度
定数）、ｋｄ（解離速度定数）及びＫＤ（解離平衡定数）を含む抗体結合カイネティクス
を測定した。解離平衡定数が低いほど、Ａｎｇ－２に対する抗体の親和性が高いことを示
す。
【実施例４】
【０２９１】
　ファージディスプレイによる全長ヒトＡｎｇ－２抗体の作製
　次のプロトコルに従い、ヒトＡｎｇ－２ポリペプチド（Ｒ　ａｎｄ　Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍ
ｓ　Ｉｎｃ．，カタログ番号６２３－ＡＮ）に対してＴａｒｇｅｔ　Ｑｕｅｓｔファージ
ディスプレイＦａｂライブラリ（Ｔａｒｇｅｔ　Ｑｕｅｓｔ，Ｉｎｃ．）からピックアッ
プすることにより、全長ヒトＡｎｇ－２抗体を得た。
【０２９２】
　ヒトＡｎｇ－２をポリスチレン磁気ビーズの表面上に（１）４℃にて一晩５０μｇ／ｍ
ｌでＡｎｇ－２を直接コーティングする；及び（２）４℃にて一晩５０μｇ／ｍｌのヤギ
抗－Ａｎｇ－２抗体でＡｎｇ－２を間接捕捉するという２つの方法により固定化した。ビ
ーズ表面をＰＢＳ中２％ミルク（ＭＰＢＳ）によりブロッキングした。ヒトＦａｂファー
ジライブラリを予備選択して、非被覆磁気ビーズ又はヤギ抗－Ａｎｇ－２抗体に反応する
ファージクローンを除去した。次に、Ａｎｇ－２被覆磁気ビーズを室温にてライブラリフ
ァージと１．５時間インキュベートした。ファージ結合段階後、約０．１％Ｔｗｅｅｎ２
０含有ＭＰＢＳで６回、その後約０．１％Ｔｗｅｅｎ２０含有ＰＢＳで６回、その後ＰＢ
Ｓで２回、表面を洗浄した。最初に約１００ｕｇ／ｍｌのヒトＴｉｅ２－Ｆｃ（Ｒ　ａｎ
ｄ　Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｍｉｎｎｅａｐｏｌｉｓ，ＭＮ）、次いで約１００ｍＭ　トリ
エタノールアミンで結合ファージを溶出させた。溶出ファージをＥ．コリＴＧ１細胞に感
染させ、増幅し、次回スクリーニングのためにレスキューした。より厳格な洗浄を行い、
入力ファージ数を減らすことによりその後のスクリーニングにおける選択圧を上昇させた
。３回の選択後、１８個のユニークなＡｎｇ－２結合Ｆａｂクローンを同定したが、これ
らは実質的に全て上述のＥＬＩＳＡアフィニティーアッセイを用いて測定したところ、ヒ
トＡｎｇ－２、マウスＡｎｇ－２及びラットＡｎｇ－２と認められた。これらのファージ
の約１０％がヒトＡｎｇ－１にも結合した。これらのクローンを以下のようにＩｇＧ１抗
体に変換した。
【０２９３】
　さらにユニークなファージを得るために、同一ライブラリを用いるがプロトコルを若干
変更して第二のスクリーニングを行った。このプロトコルでは、ヒトＡｎｇ－２を約４℃
にて一晩、Ｎｕｎｃ　ｍａｘｉｓｏｒｐイムノチューブ中ＮａＨＣＯ３緩衝液ｐＨ９．６
において一晩プレーティングした。第１回、第２回及び第３回の絞込みでそれぞれ約１．
５、０．７４及び０．３ｕｇ／ｍｌにて、Ａｎｇ－２をプレーティングした。ＰＢＳ中約
２％ミルク（ＭＰＢＳ）を用いてイムノチューブ表面をブロッキングした後、２％ＭＰＢ
Ｓ約４ｍＬ中で上述の同じファージディスプレイライブラリ（Ｔａｒｇｅｔ　Ｑｕｅｓｔ
）からの約２兆個のファージ粒子（ライブラリ中、各ユニークなファージ約５０コピー）
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と共にインキュベートした。ファージインキュベーション段階後、ＰＢＳ＋約０．１％Ｔ
ｗｅｅｎ２０で２０回、その後ＰＢＳで２０回、表面を洗浄した。１μＭ　ｈＡｎｇ－２
又は１μＭヒトＴｉｅ２（上述のＲ　ａｎｄ　Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）を用いて結合ファー
ジを溶出させた。溶出ファージをＥ．コリＴＧ１細胞（ファージライブリーと共に提供）
に感染させ、増幅し、次回スクリーニングのためにレスキューした。１６個のユニークな
Ａｎｇ－２結合ＦａｂクローンをＰＣＲ増幅により同定し、全てのファージがｈＡｎｇ－
２又はＴｉｅ２に結合し、これらのクローンを制限消化により分析した。各クローンのＤ
ＮＡの配列決定を行った。
【０２９４】
　相補的プライマーを用いて各ファージ由来の各重鎖の可変領域をコードする配列を増幅
した。このプライマーは、可変領域の５’末端にＨｉｎｄＩＩＩ部位、ＸｂａＩ部位、コ
ザック配列及びシグナル配列（翻訳ペブチドはＭＤＭＲＶＰＡＱＬＬＧＬＬＬＬＷＬＲＧ
ＡＲＣである；配列番号２０２）を組み込むように設計されており、同時にＰＣＲ産物の
３’末端にＢｓｍＢＩ部位が付加された。重鎖をクローニング方法の例として、シグナル
配列の最後の７アミノ酸を付加するプライマー２２４８－２１（ＧＴＧ　ＧＴＴ　ＧＡＧ
　ＡＧＧ　ＴＧＣ　ＣＡＧ　ＡＴＧ　ＴＣＡ　ＧＧＴ　ＣＣＡ　ＧＣＴ　ＧＧＴ　ＧＣＡ
　Ｇ；配列番号２０３）及び可変領域の末端にＢｓｍＢＩ部位を付加するプライマー２５
０２－３１（ＡＴＴ　ＡＣＧ　ＴＣＴ　ＣＡＣ　ＡＧＴ　ＴＣＧ　ＴＴＴ　ＧＡＴ　ＣＴ
Ｃ　ＣＡＣ；配列番号２０４）を用いてクローン５４４の鋳型ファージＤＮＡ（配列番号
１９）を増幅させた。シグナルペプチドに９アミノ酸（ＡＱＬＬＧＬＬＬＬ；配列番号２
０６）を付加するプライマー２１４８－９８（ＣＣＧ　ＣＴＣ　ＡＧＣ　ＴＣＣ　ＴＧＧ
　ＧＧＣ　ＴＣＣ　ＴＧＣ　ＴＡＴ　ＴＧＴ　ＧＧＴ　ＴＧＡ　ＧＡＧ　ＧＴＧ　ＣＣＡ
　ＧＡＴ；配列番号２０５）及び２５０２－３１、プライマー２４８９－３６（ＣＡＧ　
ＣＡＧ　ＡＡＧ　ＣＴＴ　ＣＴＡ　ＧＡＣ　ＣＡＣ　ＣＡＴ　ＧＧＡ　ＣＡＴ　ＧＡＧ　
ＧＧＴ　ＣＣＣ　ＣＧＣ　ＴＣＡ　ＧＣＴ　ＣＣＴ　ＧＧＧ；配列番号２０７）及び２５
０２－３１を用い、生じた産物を増幅させた。プライマー２４８９－３６は、５’から３
’に向かってＨｉｎｄＩＩＩ部位、ＸｂａＩ部位、コザック配列及びシグナル配列の最初
の６個のアミノ酸を付加した。ＰＣＲ産物をＸｂａＩ及びＢｓｍＢＩで消化した後、ヒト
ＩｇＧ１定常領域を含む哺乳動物発現ベクターにクローニングした。このベクターはＳＶ
４０プロモーター及びＤＨＦＲ選択を含有する。
【０２９５】
　各ファージ由来の軽鎖はκ又はλクラスの何れかであった。各軽鎖について、相補的プ
ライマーは、５’から３’に向かってＨｉｎｄＩＩＩ部位、ＸｂａＩ部位、コザック配列
及びシグナル配列（上記）を付加するように設計した。誤りのないコード領域を有するこ
れらの鎖を完全長産物としてクローニングした。１例として、シグナル配列の最後の７ア
ミノ酸を付加するプライマー２６２７－６９（ＧＴＧ　ＧＴＴ　ＧＡＧ　ＡＧＧ　ＴＧＣ
　ＣＡＧ　ＡＴＧ　ＴＧＡ　ＣＡＴ　ＴＧＴ　ＧＡＴ　ＧＡＣ　ＴＣＡ　ＧＴＣ　ＴＣＣ
；配列番号２０８）及び停止コドンの後にＳａｌＩ部位を付加するプライマー２４５８－
５４（ＣＴＴ　ＧＴＣ　ＧＡＣ　ＴＴＡ　ＴＴＡ　ＡＣＡ　ＣＴＣ　ＴＣＣ　ＣＣＴ　Ｇ
ＴＴ　Ｇ；配列番号２０９）を用いて、ファージクローン５３６由来の軽鎖（配列番号１
１及び配列番号２１０）を完全長コード領域として増幅させた。次いで、上述のようにそ
れぞれプライマー２４５８－５４の対としてさらなる５’プライマー２１４８－９８及び
２４８９－３６を用いてこのＰＣＲ産物を増幅させて、シグナル配列及びクローニング部
位を付加した。上述の哺乳動物発現ベクターに完全長軽鎖をＸｂａＩ－ＳａｌＩ断片とし
てクローニングした。
【０２９６】
　ある種のλクローンは、天然のヒト定常域配列に比してその定常領域に誤りを有してい
た。これらの差異を補正するために、完全λ定常領域及びファージ由来可変領域をコード
するＤＮＡを用いて重複ＰＣＲを実施した。これらのクローンも上述のようにＸｂａＩ－
ＳａｌＩ断片としてクローニングした。
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【０２９７】
　κ可変領域を定常領域とは別にクローン化した場合、ＰＣＲ産物の３’末端にＢｓｍＢ
Ｉ部位を付加した。ＰＣＲ産物をＸｂａＩ及びＢｓｍＢＩで消化した後、ヒトκ鎖定常領
域を含む発現ベクターにκ鎖可変領域をクローニングした。
【０２９８】
　通常製造業者が示唆するプロトコルに従い、リン酸カルシウムトランスフェクションキ
ット（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｃｏｒｐ．）を用いて、各変換ファージ由来の対の軽鎖及
び重鎖構築物をＣＨＯ細胞に共トランスフェクトした。トランスフェクションから１４－
１６時間後に培地を交換し、製造業者が推奨するように約４８時間後選択のために組織培
養ディッシュに細胞を継代した。トランスフェクトされた細胞を約３週間ＨＴ選択により
単離し、この時点でトランスフェクトＣＨＯ細胞コロニーをトリプシン処理し、トランス
フェクト細胞の「プール」と合わせた。
【０２９９】
　４８時間後小規模の馴化培地を回収し、抗－ヒトＦｃ抗体、抗－ヒトκ抗体又は抗－ヒ
トλ抗体の何れかを用いるウェスタンブロット分析により抗体産生についてアッセイした
。次いで、４本の８５０ｃｍ２ローラーボトルにそれぞれ２ｘ１０７個の生存細胞を接種
し、ＤＭＳＯを用いて凍結ストック細胞株を作製するのに十分な細胞が得られるまで、一
般的な組織培養滅菌法を用いて、選択細胞集団を選択圧下で継代した。接種後、ローラー
ボトル中にグルタミン及び非必須アミノ酸を補充した約１０％血清含有ＤＭＥＭ培地（Ｇ
ｉｂｃｏ／ＢＲＬ，Ｉｎｃ）中で細胞を維持した。約８０％の細胞集密度に達するまで細
胞を２－３日間維持した。この時点で、グルタミン及び非必須アミノ酸を補充した無血清
混合培地（５０％ＤＭＥＭ、５０％Ｆ１２；Ｇｉｂｃｏ）へと、ローラーボトル中の培地
を交換した。７日後、馴化培地を回収し、１又は２回のさらなる収集毎に新しい無血清培
地を添加した。
【０３００】
　直接標準方法を用いて、プロティンＧアフィニティークロマトグラフィーにより、馴化
培地から直接抗体を精製した。プロティンＧカラムから低ｐＨ（ｐＨ約３）緩衝液を用い
て溶出させ、その後、１Ｍ　Ｔｒｉｓ（ｐＨ８．５）を用いて溶出抗体タンパク質を中和
し、次いで１０ｋＤ分子量カットオフ遠心濃縮機を用いて濃縮した。次いで、濃縮した抗
体ストックをＰＢＳへと緩衝液交換した。
【０３０１】
　３１種類の抗体を作製し、各抗体は下表２で示すように２つの重鎖及び２つの軽鎖（κ
又はλ）から構成されている。
【０３０２】
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　＊本明細書のようにｈＡｎｇ－２、ｍＡｎｇ－２及びｈＡｎｇ－１への結合に対して試
験した。
　＃いくつかのλ軽鎖定常領域は、複数の生殖系列λ定常領域遺伝子のキメラであると思
われる。Ｋａｂａｔ系を用いて番号を付して、最も近いλ定常領域生殖細胞系列遺伝子を
、生殖細胞系列遺伝子とは異なるアミノ酸とともに示す。
【０３０３】
　次の４つの表は、ファージから全長ＩｇＧ１抗体に変換した、３１種類の抗－Ａｎｇ－
２抗体の重及び軽（カッパ及びラムダ）鎖の配列及び配列番号を示す。Ｋａｂａｔら（Ｓ
ｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎ
ｔｅｒｅｓｔ（ＮＩＨ　Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎ　Ｎｏ．９１－３２４２；Ｕ．Ｓ．Ｄｅ
ｐｔ．Ｈｅａｌｔｈ　ａｎｄ　Ｈｕｍａｎ　Ｓｅｒｖｉｃｅｓ，第５版））により述べら
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れた技術を使用するＶＢＡＳＥデータベースを用いてモノクローナル抗体の相補性決定領
域（ＣＤＲ）を予想した。ＭＲＣ　Ｃｅｎｔｒｅ　ｆｏｒ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇｉｎ
ｅｅｒｉｎｇ，Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ，ＵＫから利用可能なツールを用いて、最も近い生殖
細胞系列配列を有するデータベース中の配列に対して、Ｆａｂ領域をアラインし、次いで
このような配列を目視で比較した。各可変領域に対するＣＤＲ（重又は軽鎖）を表７で示
す。
【０３０４】
【表３】
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【表４】
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【表５】
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【０３０８】
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【０３０９】
　１７個の抗体及びネガティブ対照ＩｇＧ１（ＲＤＢＩと呼ぶ）をアフィニティー及び中
和ＥＬＩＳＡ（上記実施例３に記載）ならびにＢＩＡｃｏｒｅ中和アッセイを用いて試験
して、それらの親和性、中和及び特異性の能力を調べた。結果を下表８に示し、標準的な
手順を用いて計算した。
【０３１０】
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【０３１１】
　上述のＢＩＡｃｏｒｅ分析を用いてクローン５３６及びクローン５４５の２個の抗体を
評価した。抗体結合をＢＩＡｃｏｒｅアッセイについて上述のように測定したが、ＫＤが
低いほど、親和性が高いことを示す。結果を下表９に示す。
【０３１２】
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【表９】

【０３１３】
　上記で分析したクローン５３６は、２種類の抗体変異体の混合物を含有し、これを表４
で配列番号１２（５３６κＴＨＷ）及び配列番号２１０（５３６κＬＱＴ）として示す。
これら２種類の５３６変異体を分離し、ＥＬＩＳＡ及びＨＴＲＰアッセイを用いて効力に
ついて個別に分析した。
【０３１４】
　ＥＬＩＳＡアッセイの場合、２９３Ｔ細胞馴化培地（ＤＭＥＭ／５０μｇ／ｍＬ　ＢＳ
Ａ）中で、３７℃にて１時間、９６ウェルマイクロタイタープレートを組換えアンジオポ
エチンで被覆した。１ｎＭ　ｈＴｉｅ２－Ｆｃ（Ｒ＆ＤＳｙｓｔｅｍｓ、カタログ番号３
１３－ＴＩ）に対する最大到達結合の８０％を与えるアンジオポエチン濃度で馴化培地を
使用した。ＰＢＳ／０．１％Ｔｗｅｅｎ－２０でプレートを洗浄し、次いでＰＢＳ／５％
ＢＳＡを用いて室温で２時間ブロッキングした。ＰＢＳ／１％ＢＳＡ／１ｎＭ　Ｔｉｅ２
の溶液中の１００ｎＭから０．４ｐＭまで漸増させたアンジオポエチン中和物質をアンジ
オポエチン被覆プレートに添加し、これを室温にて一晩インキュベートし、次いで、ＰＢ
Ｓ／０．１％ＴｗｅｅＮ－２０で洗浄した。マウス由来抗－Ｔｉｅ２抗体（ＢＤ　Ｐｈａ
ｒｍｉｎｇｅｎ　Ｉｎｃ．，カタログ番号５５７０３９）を各プレートに最終濃度１μｇ
／ｍＬで添加し（１時間、室温にてインキューション）、その後、プレートをＰＢＳ／０
．１％ＴｗｅｅＮ－２０中で洗浄した。ヤギ抗－マウス－ＩｇＧ－ＨＲＰ（Ｐｉｅｒｃｅ
、カタログ番号３１４３２）をＰＢＳ／１％ＢＳＡ中の１：１０，０００希釈で添加し（
１時間、室温にてインキューション）、その後、ＰＢＳ／０．１％Ｔｗｅｅｎ－２０でプ
レートを数回洗浄した。ＴＭＢ基質（Ｓｉｇｍａ、カタログ番号Ｔ８６６５）を添加し、
Ｏ．Ｄ．３７０ｎｍ吸収を測定し、Ｔｉｅ２標準曲線に対して比較することにより、アン
ジオポエチン：Ｔｉｅ２中和の程度を求めた。
【０３１５】
　ＨＴＲＦアッセイの場合、０．８ｎＭ　Ｅｕｒｏｐｉｕｍ－結合ストレプトアビジン（
ＰＥＲＫＩＮ　ＥＬＭＥＲ　ＬＩＦＥ　ＳＣＩＥＮＣＥＳ　ＩＮＣ．、カタログ番号ＡＤ
００６２）及び４．０ｎＭビオチン化ヒトアンジオポエチン１（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ
）又はアンジオポエチン２（Ａｍｇｅｎ　Ｉｎｃ．）を含有するＨＴＲＦ緩衝液（５０ｍ
Ｍ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、ｐＨ７．５、１００ｍＭ　ＮａＣｌ、０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０
、０．１％ＢＳＡ）５０μＬを各ウェルに添加することにより、９６ウェルマイクロタイ
ター「ミックスプレート」を調製した。個々のマイクロタイタープレートにおいて、アン
ジオポエチン中和物質をＨＴＲＦ緩衝液中４００ｎＭから２０ｐＭまで漸増させ、次いで
、各連続希釈アンジオポエチン中和物質５０μＬを移し、ストレプトアビジン－Ｅｕｒｏ
ｐｉｕｍ／アンジオポエチンを含有する「ミックスプレート」と混合した。次に、室温に
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て１時間、このプレートを振盪器でインキュベートした。次に、ＨＴＲＦ緩衝液中１０ｎ
Ｍヒトアロフィコシアニン結合ヒトＴｉｅ２－Ｆｃ　２０μＬを含有する「アッセイプレ
ート」に、９６ウェルのそれぞれにおいて、「ミックスプレート」の各ウェルからの２０
μＬを移した。最終「アッセイプレート」を室温で２時間振盪しながらインキュベートし
た。「アッセイプレート」の最終濃度は、１．０ｎＭアンジオポエチン、５．０ｎＭヒト
Ｔｉｅ２－Ｆｃ及び連続希釈アンジオポエチン－中和物質に対して１００ｎＭから５.０
ｐＭであった。Ｒｕｂｙｓｔａｒプレートリーダー（ＢＭＧ　Ｌａｂｔｅｃｈｎｏｌｏｇ
ｉｅｓ，Ｏｆｆｅｎｂｅｒｇ，Ｇｅｒｍａｎｙ）を用いてアッセイプレートを分析した。
「アンジオポエチン－中和物質なし」の対照（阻害ゼロを表す。）及び「アンジオポエチ
ンなし」対照（完全阻害を表す。）を用いて各アンジオポエチン－中和物質希釈物の％阻
害を計算することにより、アンジオポエチン：Ｔｉｅ２中和の程度を求めた。次に、ＧＲ
ＡＦＩＴ５．０プログラム（Ｅｒｉｔｈａｃｕｓ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ　Ｌｔｄ．）を用い
て％阻害を分析することにより、ＩＣ５０値を計算した。
【０３１６】
　結果は全て、下記式を用いてデュプリケートで試験した試料から計算したＩＣ５０曲線
として表した。ＩＣ５０の結果は、２パラメーター方程式に対する阻害データにフィット
し、ここで、データ下限値は０であり（即ち、データはバックグラウンド補正された。）
、上限値は１００（即ち、データは範囲補正された。）であった。
【０３１７】
【数１】

【０３１８】
　この方程式において、ｓは傾斜因子である。この方程式は、ｘの上昇に伴いｙが落下す
ると仮定する。ソフトウェアプログラムＧＲＡＦＩＴ５．０（Ｅｒｉｔｈａｃｕｓ　Ｓｏ
ｆｔｗａｒｅ　Ｌｉｍｉｔｅｄ）においてこの方程式を利用した。
【０３１９】
　結果を表１０及び１１で示す。
【０３２０】
【表１０】

【０３２１】
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【表１１】

【実施例５】
【０３２２】
　抗－Ａｎｇ－２抗体を用いた治療効率試験
　プロティンＧ精製したウサギ抗－Ａｎｇ－２ポリクローナル抗体の薬物動態をマウスで
調べた。ポリクローナル抗－Ａｎｇ－２ウサギ抗体（１ｍｇ／マウス）を用いて２４匹の
マウスを処置した。抗体を注射してから１時間、６時間、１日、３日、７日及び１４日後
の各時点で、処置マウス４匹を屠殺した。
【０３２３】
　結果から、トータルウサギＩｇＧの血清中循環半減期が約１９日であったのに対し、ト
ータルＩｇＧの抗－Ａｎｇ－２　ＩｇＧ成分の半減期は約８日であったことが示された。
【０３２４】
　治療効率を評価するために、異種移植後１、５、６、７、８、１２、１３、１４、１５
及び１８日目に、Ａ４３１腫瘍異種移植片を有するマウス（１群１０匹）にプロティンＧ
精製抗－Ａｎｇ－２ポリクローナル抗体を１０回腹腔内投与した（約１０ｍｇ　ＩｇＧ／
マウス／投与）。７、１２、１５、１９及び２１日目に腫瘍サイズを測定した。０、７、
１５及び２１日目に体重を測定したところ、体重は治療により影響を受けなかった。結果
から、ＡＮＯＶＡの繰り返し測定により、非免疫精製ポリクローナル抗血清（１０ｍｇ　
ＩｇＧ／マウス／投与）及びビヒクル（ＰＢＳ）の対照と比較して、抗－Ａｎｇ－２－ポ
リクローナル抗体が約５０％（ｐ＝０．００８）、Ａ４３１腫瘍異種移植片の増殖を抑制
することが示された。
【０３２５】
　完全ヒトモノクローナル抗－Ａｎｇ－２抗体の効果をインビボで試験するために、Ａ４
３１腫瘍異種移植片を有するマウス（１群１０匹）に対して抗－Ａｎｇ－２抗体のクロー
ン５３３、５３７もしくは５４４又はネガティブ対照のＰＢＳ又はヒトＩｇＧ１－κを腹
腔内投与した。最初は約４２０μｇ／マウスのタンパク質を投与し、その後３回はそれぞ
れ約１４０μｇ／マウスのタンパク質を投与し、次の４回は約５５μｇ／マウスのタンパ
ク質を投与し、１匹のマウスあたり合計８回投与した。腫瘍体積及び体重を１週間に２回
記録した。研究の最後に、動物を屠殺し、ＥＬＩＳＡにより抗体レベルを測定するために
血清を回収した。腫瘍及び一連の正常組織を全群から回収した。
【０３２６】
　図１で示されるように、抗－Ａｎｇ－２処理群とコントロール群との間で腫瘍増殖の点
で顕著な差が見られた。３種類の抗－Ａｎｇ－２処理群は全て、対照と比較して腫瘍増殖
を抑制した（３個全ての抗体についてＡＮＯＶＡの繰り返し測定を用いて、全ての処理群
でｈＩｇＧ１対照に対してｐ＜０．００５）。その一方、対照群の腫瘍は非常に速い速度
で増殖し続けた。
【実施例６】
【０３２７】
　エピトープマッピング
　Ｃ末端６ｘＨｉｓタグを有するＣＭＶ作動性哺乳動物発現ベクターに、完全長（アミノ
酸１－４９５）、Ｎ末端（アミノ酸１－２５４）及びＣ末端（アミノ酸２５５－４９５）
ヒトＡｎｇ－２（ｈＡｎｇ－２）タンパク質をクローニングした。得られた３種類の構築
物及びベクター対照を２９３Ｔ細胞に一過的に発現させた。次いで、トランスフェクトし
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ＥＬＩＳＡ及びウェスタンブロッティングにより推定した。
【０３２８】
　以下のプロトコルに従うＥＬＩＳＡにより、抗－Ａｎｇ－２抗体及びペプチ体の結合エ
ピトープが３種類のヒトｈＡｎｇ－２を結合する能力を調べた：高結合９６ウェルアッセ
イプレートを馴化培地１００μｌ／ウェルで被覆し、３７℃にて１時間インキュベートし
た。馴化培地を吸引し、ＰＢＳ中５％ＢＳＡ　２００μＬ／ウェルにより室温にて１時間
、プレートのブロッキングを行った。その後、ブロッキング溶液を吸引した。抗体、ペプ
チ体又はＴｉｅ２－Ｆｃ　１００μＬ／ウェルをＰＢＳ中１％ＢＳＡにおいて１μｇ／ｍ
Ｌになるように添加し、室温にて１時間インキュベートした。２００μＬのＰＢＳ中の０
．１％Ｔｗｅｅｎで４回ウェルを洗浄した。ＨＲＰ結合ヤギ抗－ヒトＩｇＧ又はヤギ抗－
マウスＩｇＧ　１００μＬ／ウェルを添加し、室温にて４５分間インキュベートした。次
いで、ＰＢＳ中０．１％Ｔｗｅｅｎ　２００μＬでウェルを４回洗浄した。次いで、ＴＭ
Ｂ基質１００μＬ／ウェルを添加した。Ｏ．Ｄ．を３７０ｎｍで読み取った。
【０３２９】
　結果を図２Ａ、図２Ｂ及び図２Ｃに示す。
【図面の簡単な説明】
【０３３０】
【図１】図１は、本発明の抗－Ａｎｇ－２抗体（クローン５３３、５３７又は５４４）、
対照抗体又はリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）の何れかで処置した担癌マウスにおける、
時間（ｘ軸）に対する腫瘍サイズ（ｙ軸）のグラフを示す。実施例で詳細を述べる。
【図２Ａ】図２Ａ、２Ｂ及び２Ｃは、それぞれ、本発明によるペプチ体ＴＮ８－Ｃｏｎ４
－Ｃ、Ｌ１－７－Ｎ及び１２－９－３－Ｃならびに、対照ペプチ体Ｔｉｅ－２－Ｆｃ、Ｃ
２Ｂ８又は５Ｂ１２に関する、ｈＡｎｇ－２のＮ末端及びｈＡｎｇ－２のＣ末端に対する
、全長ヒトＡｎｇ－２（ｈＡｎｇ－２）の、エピトープマッピングデータ（Ｏ．Ｄ．３７
０）を示す。実施例で詳細を述べる。
【図２Ｂ】図２Ａ、２Ｂ及び２Ｃは、それぞれ、本発明によるペプチ体ＴＮ８－Ｃｏｎ４
－Ｃ、Ｌ１－７－Ｎ及び１２－９－３－Ｃならびに、対照ペプチ体Ｔｉｅ－２－Ｆｃ、Ｃ
２Ｂ８又は５Ｂ１２に関する、ｈＡｎｇ－２のＮ末端及びｈＡｎｇ－２のＣ末端に対する
、全長ヒトＡｎｇ－２（ｈＡｎｇ－２）の、エピトープマッピングデータ（Ｏ．Ｄ．３７
０）を示す。実施例で詳細を述べる。
【図２Ｃ】図２Ａ、２Ｂ及び２Ｃは、それぞれ、本発明によるペプチ体ＴＮ８－Ｃｏｎ４
－Ｃ、Ｌ１－７－Ｎ及び１２－９－３－Ｃならびに、対照ペプチ体Ｔｉｅ－２－Ｆｃ、Ｃ
２Ｂ８又は５Ｂ１２に関する、ｈＡｎｇ－２のＮ末端及びｈＡｎｇ－２のＣ末端に対する
、全長ヒトＡｎｇ－２（ｈＡｎｇ－２）の、エピトープマッピングデータ（Ｏ．Ｄ．３７
０）を示す。実施例で詳細を述べる。
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