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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　単離された抗血管内皮増殖因子（ＶＥＧＦ）抗体であって、
 （１）配列番号：１のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ１；
 （２）配列番号：２のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ２；
 （３）配列番号：３のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ３；
 （４）配列番号：４のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ１；
 （５）配列番号：６のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ２；及び
 （６）配列番号：７のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ３
を含む抗体。
【請求項２】
　単離された抗血管内皮増殖因子（ＶＥＧＦ）抗体であって、
 （１）配列番号：１のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ１；
 （２）配列番号：２のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ２；
 （３）配列番号：３のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ３；
 （４）配列番号：５のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ１；
 （５）配列番号：６のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ２；及び
 （６）配列番号：７のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ３
を含む抗体。
【請求項３】
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　重鎖可変ドメインが配列番号：４３のアミノ酸配列を含み、軽鎖可変ドメインが配列番
号：４４又は４５のアミノ酸配列を含む単離された抗血管内皮増殖因子（ＶＥＧＦ）抗体
。
【請求項４】
　重鎖可変ドメインが配列番号：４３のアミノ酸配列を含み、軽鎖可変ドメインが配列番
号：４４のアミノ酸配列を含む請求項３に記載の抗体。
【請求項５】
　重鎖可変ドメインが配列番号：４３のアミノ酸配列を含み、軽鎖可変ドメインが配列番
号：４５のアミノ酸配列を含む請求項３に記載の抗体。
【請求項６】
　抗体がモノクローナル抗体である請求項１から５の何れか一項に記載の抗体。
【請求項７】
　抗体がヒト型である請求項１から５の何れか一項に記載の抗体。
【請求項８】
　抗体がフレームワーク配列を更に含み、フレームワーク配列の少なくとも一部がヒトコ
ンセンサスフレームワーク配列である請求項１から５の何れか一項に記載の抗体。
【請求項９】
　請求項１から５の何れか一項に記載の抗体をコードするポリヌクレオチド。
【請求項１０】
　請求項９のポリヌクレオチドを含むベクター。
【請求項１１】
　ベクターが発現ベクターである請求項１０に記載のベクター。
【請求項１２】
　請求項１０又は１１に記載のベクターを含む宿主細胞。
【請求項１３】
　宿主細胞が原核生物である請求項１２に記載の宿主細胞。
【請求項１４】
　宿主細胞が真核生物である請求項１２に記載の宿主細胞。
【請求項１５】
　宿主細胞が哺乳動物である請求項１２に記載の宿主細胞。
【請求項１６】
　抗血管内皮増殖因子（ＶＥＧＦ）抗体を作製する方法であって、（ａ）請求項１１に記
載のベクターを適切な宿主細胞中で発現させ、（ｂ）抗体を回収することを含む方法。
【請求項１７】
　抗血管内皮増殖因子（ＶＥＧＦ）免疫コンジュゲートを作製する方法であって、（ａ）
請求項１１に記載のベクターを適切な宿主細胞中で発現させ、（ｂ）免疫コンジュゲート
を回収することを含む方法。
【請求項１８】
　宿主細胞が原核生物である請求項１６又は１７に記載の方法。
【請求項１９】
　宿主細胞が真核生物である請求項１６又は１７に記載の方法。
【請求項２０】
　請求項１から５の何れか一項に記載の抗ＶＥＧＦ抗体を含む組成物。
【請求項２１】
　請求項９に記載のポリヌクレオチドを含む組成物。
【請求項２２】
　組成物が担体を更に含む請求項２０又は２１に記載の組成物。
【請求項２３】
　血管内皮増殖因子（ＶＥＧＦ）の検出方法であって、生物学的試料中のＶＥＧＦ－抗Ｖ
ＥＧＦ抗体複合体を検出することを含み、ここで、抗ＶＥＧＦ抗体のアミノ酸配列が配列
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番号：４３のアミノ酸配列を含む重鎖可変ドメインと配列番号：４４又は４５のアミノ酸
配列を含む軽鎖可変ドメインを含む方法。
【請求項２４】
　抗ＶＥＧＦ抗体のアミノ酸配列が配列番号：４３のアミノ酸配列を含む重鎖可変ドメイ
ンと配列番号：４４のアミノ酸配列を含む軽鎖可変ドメインを含む請求項２３に記載の方
法。
【請求項２５】
　抗ＶＥＧＦ抗体のアミノ酸配列が配列番号：４３のアミノ酸配列を含む重鎖可変ドメイ
ンと配列番号：４５のアミノ酸配列を含む軽鎖可変ドメインを含む請求項２３に記載の方
法。
【請求項２６】
　抗ＶＥＧＦ抗体が検出可能に標識される請求項２３から２５の何れか一項に記載の方法
。
【請求項２７】
　患者における腫瘍、癌又は細胞増殖性疾患の治療のための医薬であって、請求項１から
５の何れか一項に記載の抗ＶＥＧＦ抗体の治療的有効量を含む医薬。
【請求項２８】
　患者がヒトである請求項２７に記載の医薬。
【請求項２９】
　腫瘍、癌又は細胞増殖性疾患が結腸癌、肺癌、乳癌、又は神経膠芽腫である請求項２７
に記載の医薬。
【請求項３０】
　患者における血管新生を阻害する医薬であって、請求項１から５の何れか一項に記載の
抗ＶＥＧＦ抗体の有効量を含む医薬。
【請求項３１】
　患者における血管透過性を阻害する医薬であって、請求項１から５の何れか一項に記載
の抗ＶＥＧＦ抗体の有効量を含む医薬。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　この発明は一般に研究、治療及び診断目的に対して有益な性質を有する抗ＶＥＧＦ選択
ポリペプチド配列及び抗体に関する。
【背景技術】
【０００２】
　脈管系の発達は、多くの生理学的及び病理学的なプロセスに基本的に必要である。胚及
び腫瘍のような活発に発達する組織は十分な血液供給を必要とする。これは、血管新生と
一般に呼ばれるプロセスにより新規な血管形成及び維持を促すプロ血管新生因子を生産す
ることによってこの必要性が満たされる。脈管形成は、以下の工程のすべて又は多数を伴
う複雑であるが、規則正しい生物学的現象である：ａ）内皮細胞（ＥＣ）が既存のＥＣか
ら増殖するか又は始原細胞から分化する；ｂ）ＥＣが移動して合体し、索状構造を形成す
る；ｃ）次いで脈管性索が管形成をして中央に内腔を有する脈管を形成する、ｄ）既存の
索又は脈管から出芽して二次脈管を形成する；ｅ）原始脈管叢がさらに再造形及び再構築
する；そして、ｆ）周囲に内皮細胞が集まり、内皮管を覆い、脈管に維持及び調節的な機
能を与える；このような細胞には、小毛細管のための周細胞、より大きな脈管のための平
滑筋細胞及び心臓の心筋細胞が含まれる。Hanahan, D. Science 277:48-50 (1997)；Hoga
n, B. L. 及びKolodziej, P. A. Nature Reviews Genetics. 3:513-23 (2002)；Lubarsky
, B. 及びKrasnow, M. A. Cell. 112:19-28 (2003)。
【０００３】
　血管新生が様々な疾患の病因に関係することは、現在証明されている。これらには、固
形腫瘍及び転移、アテローム性動脈硬化、水晶体後線維増殖、血管腫、慢性炎症、増殖性
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網膜症などの眼内新生血管性疾患、例えば糖尿病性網膜症、加齢性黄斑変性（ＡＭＤ）、
新血管性緑内障、移植した角膜組織及び他の組織の免疫拒絶反応、関節リウマチ及び乾癬
が含まれる。Folkman等, J. Biol. Chem., 267:10931-10934 (1992)；Klagsbrun等, Annu
. Rev. Physiol. 53:217-239 (1991)；及びGarner A., &quot;Vascular diseases&quot;,
 In: Pathobiology of Ocular Disease. A Dynamic Approach, Garner A., Klintworth G
K, eds., 2nd Edition (Marcel Dekker, NY, 1994), pp 1625-1710。
【０００４】
　腫瘍増殖の場合、血管新生は、過形成から腫瘍形成への変化に、そして、腫瘍の増殖及
び転移のために栄養を提供するために重要であると思われる。Folkman等, Nature 339:58
 (1989)。血管新生によって、腫瘍細胞は正常細胞よりも増殖優位性と増殖自立性を獲得
しうる。通常、腫瘍は利用できる毛細管床から離れているため、数立方ミリメートルのサ
イズまでしか増殖できない単一の異常細胞として始まり、更なる増殖及び転移をせずに長
期間「休止中の」ままで存在しうる。ついで、腫瘍細胞は血管新生の表現型に切り替わり
、内皮細胞を活性化し、その内皮細胞が増殖して、新規な毛細血管の血管に成熟する。こ
れらの新しく形成された血管は原発性腫瘍の連続した増殖を促すだけでなく、転移性腫瘍
細胞の転移及び再コロニー形成化を促す。したがって、腫瘍切片の微小血管の密度と乳癌
並びに多様な他の腫瘍における患者生存との間に相関性が観察されている。Weidner等, N
. Engl. J. Med 324:1-6 (1991)；Horak等, Lancet 340:1120-1124 (1992)；Macchiarini
等, Lancet 340:145-146 (1992)。血管新生の切り替わりを制御する正確なメカニズムは
十分にわかっていないが、腫瘍質量の血管新生は多数の血管新生刺激因子及びインヒビタ
ーの正味バランスから生じる(Folkman, Nat Med 1(1): 27-31(1995))。
【０００５】
　血管性発達のプロセスは厳密に調節されている。今日まで、有意に多くの分子、主に周
辺細胞によって産生される分泌因子が、索状構造におけるＥＣ分化、増殖、移動及び合体
を制御することが示されている。例えば、血管内皮性増殖因子(ＶＥＧＦ)は、血管新生を
刺激する際及び、血管透過を誘導する際に伴う重要な因子として同定されている。Ferrar
a等, Endocr. Rev. 18: 4-25 (1997)。単一のＶＥＧＦ対立遺伝子でさえ欠失すると胚性
致死になるという発見は、この因子が血管系の発達及び分化において代替不可能な役割を
果たしていることを示唆する。さらに、ＶＥＧＦは、腫瘍及び眼内疾患と関係する血管新
生の重要なメディエーターであることが示されている。上掲のFerrara等, Endocr. Rev. 
supra。ＶＥＧＦ ｍＲＮＡは、調べた大多数のヒト腫瘍によって過剰発現される。Berkma
n等, J. Clin. Invest. 91:153-159 (1993)；Brown等, Human Pathol. 26:86-91 (1995)
；Brown等, Cancer Res. 53: 4727-4735 (1993)；Mattern等, Brit. J. Cancer 73:931-9
34 (1996)；Dvorak等, Am. J. Pathol. 146:1029-1039 (1995)。
【０００６】
　また、眼体液中のＶＥＧＦの濃度レベルは、糖尿病患者及び他の虚血関連の網膜症患者
における血管の活性な増殖の存在と非常に相関する。Aiello等, N. Engl. J. Med. 331: 
1480-1487 (1994)。さらに、研究から、ＡＭＤに影響を受ける患者の脈絡叢新生血管膜中
のＶＥＧＦの局在化が示された。Lopez等, Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 37: 855-868
 (1996)。
【０００７】
　抗ＶＥＧＦ中和抗体はヌードマウスの様々なヒト腫瘍細胞株の増殖を抑制し(Kim等, Na
ture 362:841-844 (1993)；Warren等, J. Clin. Invest. 95:1789-1797 (1995)；Borgstr
om等, Cancer Res. 56: 4032-4039 (1996)；Melnyk等, Cancer Res. 56: 921-924 (1996)
)、更に、虚血性網膜疾患のモデルの眼内血管新生も阻害する。Adamis等, Arch. Ophthal
mol. 114:66-71 (1996)。したがって、ＶＥＧＦ作用の抗ＶＥＧＦモノクローナル抗体又
は他のインヒビターは、腫瘍及び様々な眼内新生血管性疾患の治療のための候補としての
見込みがある。このような抗体は、例えば、１９９８年１月１４日に公開の欧州特許出願
公開第８１７６４８号；及び、１９９８年１０月１５日に公開の国際公開第９８／４５３
３１号及び同第９８／４５３３２号に記載されている。抗ＶＥＧＦ抗体の一つであるベバ
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シズマブは、転移性結腸直腸癌(ＣＲＣ)及び非小細胞肺癌(ＮＳＣＬＣ)を治療するために
、化学療法投薬計画との併用使用のためにＦＤＡの承認を得ている。そして、ベバシズマ
ブは、様々な癌の徴候を治療するための多くの継続臨床試験において調査されている。
【０００８】
　他の抗ＶＥＧＦ抗体、抗Ｎｒｐ１抗体及び抗Ｎｒｐ２抗体もまた知られており、例えば
、Liang等, J Mol Biol 366, 815-829 (2007)及びLiang等, J Biol Chem 281, 951-961 (
2006)、ＰＣＴ公開番号ＷＯ２００７／０５６４７０及びＰＣＴ出願ＰＣＴ／ＵＳ２００
７／０６９１７９（これらの特許出願の内容は出典明示により明示的にここに援用される
）に記載されている。
【発明の概要】
【０００９】
　本発明は新規な抗ＶＥＧＦ抗体及びその用途を提供する。
　多くの抗ＶＥＧＦ抗体が本発明において提供される。例えば、ＶＥＧＦ又はその断片に
結合する抗体が提供され、ここで、該抗体は、
（ｉ）Ｘ１Ｘ２ＲＸ３ＳＬのアミノ酸配列を含み、次の位置の任意の組合せで１、２又は
３つの置換を含むＨＶＲ－Ｌ１：Ｘ１がＧ又はＡであり；Ｘ２がＶ又はＩであり；及び／
又はＸ３がＴ又はＲである；
（ｉｉ）ＤＡＳＳＬＡ（配列番号：６）のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ２；
（ｉｉｉ）ＳＹＫＳＰＬ（配列番号：７）のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ３；
（ｉｖ）ＳＩＳＧＳＷＩＦ（配列番号：１）のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ１；
（ｖ）ＧＡＩＷＰＦＧＧＹＴＨ（配列番号：２）のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ２；及
び
（ｖｉ）ＲＷＧＨＳＴＳＰＷＡＭＤＹ（配列番号：３）のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ
３
から選択される６つのＨＶＲを含む。
【００１０】
　他の実施態様では、ＶＥＧＦ又はその断片に結合する抗体が提供され、該抗体は、
（１）配列番号：１のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ１；
（２）配列番号：２のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ２；
（３）配列番号：３のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ３；
（４）配列番号：４のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ１；
（５）配列番号：６のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ２；及び
（６）配列番号：７のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ３
を含む。
【００１１】
　他の実施態様では、ＶＥＧＦ又はその断片に結合する抗体が提供され、該抗体は、
（１）配列番号：１のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ１；
（２）配列番号：２のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ２；
（３）配列番号：３のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ３；
（４）配列番号：５のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ１；
（５）配列番号：６のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ２；及び
（６）配列番号：７のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ３
を含む。
【００１２】
　他の実施態様では、ＶＥＧＦ又はその断片に結合する抗体が提供され、そこでは、軽鎖
可変ドメインは、配列番号：４４又は　配列番号：４５のアミノ酸配列を含む。
【００１３】
　他の実施態様では、ＶＥＧＦ又はその断片に結合する抗体が提供され、該抗ＶＥＧＦ抗
体は、配列番号：４３のアミノ酸配列を含む重鎖可変ドメインを含み、軽鎖可変ドメイン
は配列番号：４４又は４５のアミノ酸配列を含む。また他の実施態様では、抗ＶＥＧＦ　
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抗体は、配列番号：４３のアミノ酸配列を含む重鎖可変ドメインを含み、軽鎖可変ドメイ
ンは配列番号：４４のアミノ酸配列を含む。また他の実施態様では、抗ＶＥＧＦ抗体は、
配列番号：４３のアミノ酸配列を含む重鎖可変ドメインを含み、軽鎖可変ドメインは配列
番号：４５のアミノ酸配列を含む。
【００１４】
　ある実施態様では、上記抗体の何れもモノクローナル抗体である。一実施態様では、抗
体は、Ｆａｂ、Ｆａｂ’－ＳＨ、Ｆｖ、ｓｃＦｖ、又は（Ｆａｂ’）２断片から選択され
る抗体断片である。一実施態様では、抗体はヒト化されている。一実施態様では、抗体は
ヒトである。また他の実施態様では、フレームワーク配列の少なくとも一部はヒトコンセ
ンサスフレームワーク配列である。
【００１５】
　上記抗体の何れかをコードするポリヌクレオチド、並びにポリヌクレオチドを含むベク
ター及び本発明のベクターを含む宿主細胞が提供される。一実施態様では、宿主細胞は真
核生物である。他の実施態様では、宿主細胞はＣＨＯ細胞である。抗ＶＥＧＦ抗体を作製
する方法がまた提供される。例えば、ある方法は、抗体をコードするポリヌクレオチドの
発現に適した条件下で宿主細胞を培養し、抗体を単離することを含む。
【００１６】
　一態様では、生物学的試料中のＶＥＧＦの存在を検出する方法が提供され、該方法は、
生物学的試料を本発明の抗体と、ＶＥＧＦへの抗体の結合を許容する条件下で接触させ、
抗体とＶＥＧＦ間に複合体が形成されるかどうかを検出することを含む。一実施態様では
、該方法は、生物学的試料中のＶＥＧＦ－抗ＶＥＧＦ抗体複合体を検出することを含み、
ここで、抗ＶＥＧＦ抗体のアミノ酸配列は配列番号：４３のアミノ酸配列を含む重鎖可変
ドメインと配列番号：４４又は４５のアミノ酸配列を含む軽鎖可変ドメインを含む。また
他の実施態様では、該方法は、生物学的試料中のＶＥＧＦ－抗ＶＥＧＦ抗体複合体を検出
することを含み、ここで、抗ＶＥＧＦ抗体のアミノ酸配列は配列番号：４３のアミノ酸配
列を含む重鎖可変ドメインと配列番号：４４のアミノ酸配列を含む軽鎖可変ドメインを含
む。また他の実施態様では、該方法は、生物学的試料中のＶＥＧＦ－抗ＶＥＧＦ抗体複合
体を検出することを含み、ここで、抗ＶＥＧＦ抗体のアミノ酸配列は配列番号：４３のア
ミノ酸配列を含む重鎖可変ドメインと配列番号：４５のアミノ酸配列を含む軽鎖可変ドメ
インを含む。また他の実施態様では、抗ＶＥＧＦ抗体は検出可能に標識される。
【００１７】
　薬学的組成物並びに治療方法がまた提供される。一態様では、本発明の抗体と薬学的に
許容可能な担体を含む薬学的組成物が提供される。他の態様では、癌の治療方法が提供さ
れ、例えば該方法は、上記抗体の何れかを含む薬学的組成物を個体に投与することを含む
。本発明の方法によって治療される癌には、限定されるものではないが、扁平上皮癌、小
細胞肺癌、非小細胞肺癌、肺の腺癌及び肺の扁平上皮癌、腹膜の癌、肝細胞癌、胃癌、胃
腸癌、消化管間質性癌、膵臓癌、グリア芽細胞腫、子宮頸癌、卵巣癌、肝臓癌、膀胱癌、
肝癌、乳癌、結腸癌、直腸結腸癌、子宮内膜又は子宮癌腫、唾液腺癌腫、腎臓又は腎癌、
肝臓癌、前立腺癌、産卵口癌、甲状腺癌、肝癌腫及び様々なタイプの頭頸部癌、黒色腫、
表在拡大型黒色腫、悪性黒子由来黒色腫、末端黒子型黒色腫、結節性黒色腫、Ｂ細胞リン
パ腫、慢性リンパ性白血病(ＣＬＬ)；急性リンパ芽球白血病(ＡＬＬ)；ヘアリー細胞白血
病；慢性骨髄芽球性白血病；移植後リンパ増殖性疾患（ＰＴＬＤ）、母斑症に関連した異
常な血管増殖、脳腫瘍に関連した浮腫、又はメイグス症候群が含まれる。ある実施態様で
は、腫瘍、癌又は細胞増殖性疾患が治療され、結腸癌、肺癌、乳癌又は神経膠芽腫が治療
される。また他の実施態様では、治療される患者はヒトである。
【００１８】
　本発明は、例えば薬物又は細胞傷害性薬剤のような薬剤にコンジュゲートした抗体を含
む免疫コンジュゲートを更に提供する。
【図面の簡単な説明】
【００１９】
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【図１】抗ＶＥＧＦ抗体の重鎖及び軽鎖ＨＶＲループ配列。該図は、重鎖ＨＶＲ　配列、
Ｈ１、Ｈ２、及びＨ３と軽鎖ＨＶＲ配列、Ｌ１、Ｌ２、及びＬ３を示す。配列番号付けは
次の通りである：クローンＢ２０－４．１．１（ＨＶＲ－Ｈ１は配列番号：１；ＨＶＲ－
Ｈ２は配列番号：２；ＨＶＲ－Ｈ３は配列番号：３；ＨＶＲ－Ｌ１は配列番号：４；ＨＶ
Ｒ－Ｌ２は配列番号：６；ＨＶＲ－Ｌ３は配列番号：７）；及びクローンＢ２０－４．１
．１ＲＲ（ＨＶＲ－Ｈ１は配列番号：１；ＨＶＲ－Ｈ２は配列番号：２；ＨＶＲ－Ｈ３は
配列番号：３；ＨＶＲ－Ｌ１は配列番号：５；ＨＶＲ－Ｌ２は配列番号：６；ＨＶＲ－Ｌ
３は配列番号：７）。アミノ酸位置は以下に記載するようにカバット番号付けシステムに
従って番号を付した。
【図２Ａ】次の通り、本発明を実施する際に使用するための例示的なアクセプターヒトコ
ンセンサスフレームワーク配列を示す：可変重鎖（ＶＨ）コンセンサスフレームワーク 
；ヒトＶＨサブグループＩコンセンサスフレームワークマイナスカバットＣＤＲ（配列番
号：８）；ヒトＶＨサブグループＩコンセンサスフレームワークマイナス伸展高頻度可変
領域（配列番号：９－１１）；ヒトＶＨサブグループＩＩコンセンサスフレームワークマ
イナスカバットＣＤＲ（配列番号：１２）；ヒトＶＨサブグループＩＩコンセンサスフレ
ームワークマイナス伸展高頻度可変領域（配列番号：１３－１５）；ヒトＶＨサブグルー
プＩＩコンセンサスフレームワークマイナス伸展；ヒトＶＨサブグループＩＩＩコンセン
サスフレームワークマイナスカバットＣＤＲ（配列番号：１６）；ヒトＶＨサブグループ
ＩＩＩコンセンサスフレームワークマイナス伸展高頻度可変領域（配列番号：１７－１９
）；ヒトＶＨアクセプターフレームワークマイナスカバットＣＤＲ（配列番号：２０）；
ヒトＶＨアクセプターフレームワークマイナス伸展高頻度可変領域（配列番号：２１－２
２）；ヒトＶＨアクセプター２フレームワークマイナスカバットＣＤＲ（配列番号：２３
）；ヒトＶＨアクセプター２フレームワークマイナス伸展高頻度可変領域（配列番号：２
４－２６）。アミノ酸位置は以下に記載するようにカバット番号付けシステムに従って番
号を付した。
【図２Ｂ】次の通り、本発明を実施する際に使用するための例示的なアクセプターヒトコ
ンセンサスフレームワーク配列を示す：可変重鎖（ＶＨ）コンセンサスフレームワーク；
ヒトＶＨサブグループＩコンセンサスフレームワークマイナスカバットＣＤＲ（配列番号
：８）；ヒトＶＨサブグループＩコンセンサスフレームワークマイナス伸展高頻度可変領
域（配列番号：９－１１）；ヒトＶＨサブグループＩＩコンセンサスフレームワークマイ
ナスカバットＣＤＲ（配列番号：１２）；ヒトＶＨサブグループＩＩコンセンサスフレー
ムワークマイナス伸展高頻度可変領域（配列番号：１３－１５）；ヒトＶＨサブグループ
ＩＩコンセンサスフレームワークマイナス伸展；ヒトＶＨサブグループＩＩＩコンセンサ
スフレームワークマイナスカバットＣＤＲ（配列番号：１６）；ヒトＶＨサブグループＩ
ＩＩコンセンサスフレームワークマイナス伸展高頻度可変領域（配列番号：１７－１９）
；ヒトＶＨアクセプターフレームワークマイナスカバットＣＤＲ（配列番号：２０）；ヒ
トＶＨアクセプターフレームワークマイナス伸展高頻度可変領域（配列番号：２１－２２
）；ヒトＶＨアクセプター２フレームワークマイナスカバットＣＤＲ（配列番号：２３）
；ヒトＶＨアクセプター２フレームワークマイナス伸展高頻度可変領域（配列番号：２４
－２６）。アミノ酸位置は以下に記載するようにカバット番号付けシステムに従って番号
を付した。
【図３】配列アイデンティファイヤーを用いて本発明を実施する際に使用する例示的なア
クセプターヒトコンセンサスフレームワーク配列を次の通り示す：可変軽鎖（ＶＬ）コン
センサスフレームワーク ；ヒトＶＬカッパサブグループＩコンセンサスフレームワーク
（配列番号：２７）；ヒトＶＬカッパサブグループＩＩコンセンサスフレームワーク（配
列番号：２８）；ヒトＶＬカッパサブグループＩＩＩコンセンサスフレームワーク（配列
番号：２９）；ヒトＶＬカッパサブグループＩＶコンセンサスフレームワーク（配列番号
：３０）。
【図４】ｈｕＭＡｂ４Ｄ５－８重鎖及び軽鎖のフレームワーク領域配列を示す。上付き／
太字の数はカバットに従うアミノ酸位置を示す。
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【図５】ｈｕＭＡｂ４Ｄ５－８重鎖及び軽鎖の修飾／変異体フレームワーク領域配列を示
す。上付き／太字の数はカバットに従うアミノ酸位置を示す。
【図６】抗ＶＥＧＦ抗体　Ｂ２０－４．１．１及び　Ｂ２０－４．１．１ＲＲに対する軽
鎖　ＨＶＲ配列Ｌ１、Ｌ２及びＬ３のアミノ酸配列。
【図７】抗ＶＥＧＦ抗体Ｂ２０－４．１．１及びＢ２０－４．１．１ＲＲに対する重鎖Ｈ
ＶＲ配列Ｈ１、Ｈ２及びＨ３のアミノ酸配列
【図８】抗体クローンＢ２０－４．１．１（配列番号：４４）及びＢ２０－４．１．１Ｒ
Ｒ（配列番号：４５）の軽鎖可変領域を示す。
【図９】抗体クローンＢ２０－４．１．１及びＢ２０－４．１．１ＲＲ（配列番号：４３
）の重鎖可変領域を示す。
【図１０】ヒトＶＥＧＦ及びマウスＶＥＧＦに対するＢ２０変異体ＩｇＧｓの動態的結合
親和性測定値をまとめた表。ヒト又はマウスＶＥＧＦを固定化しておよそ６０応答単位を
達成した。
【図１１】ヒトＶＥＧＦ及びマウスＶＥＧＦに対するＢ２０変異体ＩｇＧｓの動態的結合
親和性測定値をまとめた表。ヒト又はマウスＶＥＧＦを固定化しておよそ１０００応答単
位を達成した。
【図１２】Ｂ２０変異体がＨＵＶＥＣ細胞増殖を効果的に阻害できることを示しているＨ
ＵＶＥＣ　チミジン取り込みアッセイ。
【図１３】ＶＥＧＦ誘導ＢＲＭＥ増殖に対するＢ２０－４．１．１の効果を示す。
【図１４】治療日数にわたって腫瘍体積によって測定した異種移植ヒト腫瘍細胞（Ａ５４
９細胞）を持つヌードマウスにおける腫瘍増殖に対するＢ２０－４．１．１の効果を示す
。
【図１５】治療日数にわたって腫瘍体積によって測定した異種移植ヒト腫瘍細胞（（ＭＤ
Ａ－ＭＢ２３１細胞）を持つヌードマウスにおける腫瘍増殖に対するＢ２０－４．１．１
の効果を示す。
【図１６】ＶＥＧＦ誘導ＢＲＭＥ増殖に対するアバスチン抗体の効果を示す。ｍＶＥＧＦ
の阻害は１５００ｎＭまでの濃度のアバスチン抗体では観察されなかった。
【発明を実施するための形態】
【００２０】
　本発明はＶＥＧＦに結合する単離された抗体とその用途をここに提供する。薬学的組成
物並びに治療方法もまた提供される。
【００２１】
　発明は抗ＶＥＧＦ抗体の作製方法、及び抗ＶＥＧＦ抗体をコードするポリヌクレオチド
を更に提供する。
【００２２】
一般的技術
　本願明細書中に記載又は引用される技術及び手順は、一般に十分に理解されるものであ
り、当業者によって従来の方法論を用いて共通して実施されるものである。その例として
、以下の文献に記載される方法論が広く利用されている。Sambrook 等, Molecular Cloni
ng: A Laboratory Manual 3版(2001) Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spri
ng Harbor, N.Y.　CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY (F. M. Ausubel, 等編集 (
2003))；the series METHODS IN ENZYMOLOGY (Academic Press, Inc.): PCR 2: A PRACTI
CAL APPROACH (M. J. MacPherson, B. D. Hames 及び G. R. Taylor 編集 (1995))、Harl
ow and Lane編 (1988) ANTIBODIES, A LABORATORY MANUAL, and ANIMAL CELL CULTURE (R
. I. Freshney編 (1987))；Oligonucleotide Synthesis (M. J. Gait編 1984)；Methods 
in Molecular Biology, Humana Press; Cell Biology: A Laboratory Notebook (J. E. C
ellis編, 1998) Academic Press；Animal Cell Culture (R. I. Freshney)編, 1987)；In
troduction to Cell and Tissue Culture (J. P. Mather and P. E. Roberts, 1998) Ple
num Press；Cell and Tissue Culture: Laboratory Procedures (A. Doyle, J. B. Griff
iths, 及び D. G. Newell編, 1993-8) J. Wiley and Sons；Handbook of Experimental I
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mmunology (D. M. Weir 及び C. C. Blackwell編)；Gene Transfer Vectors for Mammali
an Cells (J. M. Miller 及び M. P. Calos編, 1987)；PCR: The Polymerase Chain Reac
tion, (Mullis 等編, 1994)；Current Protocols in Immunology (J. E. Coligan 等編, 
1991)；Short Protocols in Molecular Biology (Wiley 及び Sons, 1999)；Immunobiolo
gy (C. A. Janeway 及び P. Travers, 1997)；Antibodies (P. Finch, 1997)；Antibodie
s: a practical approach (D. Catty.編, IRL Press, 1988-1989)；Monoclonal antibodi
es: a practical approach (P. Shepherd 及び C. Dean編, Oxford University Press, 2
000)；Using antibodies: a laboratory manual (E. Harlow 及び D. Lane (Cold Spring
 Harbor Laboratory Press, 1999)；The Antibodies (M. Zanetti 及び J. D. Capra編, 
Harwood Academic Publishers, 1995)；及び Cancer: Principles and Practice of Onco
logy (V. T. DeVita 等編, J.B. Lippincott Company, 1993)。
【００２３】
定義
　この明細書を解釈する目的には、次の定義が適用され、適切な場合には、単数で使用さ
れる用語はまた複数を含み、その逆もある。以下に記載する定義が、ここに援用される何
れかの文献と矛盾する場合には、以下の定義が優先する。
【００２４】
　「抗体」という用語は最も広義に使用され、モノクローナル抗体(完全長又は無傷のモ
ノクローナル抗体を含む)、ポリクローナル抗体、多重特異性抗体(例えば二重特異性抗体
)、及びそれらが所望の生物活性を示す限り抗体断片も含む。
【００２５】
　ここで使用される「モノクローナル抗体」という用語は、実質的に均一な抗体の集団か
ら得られる抗体を意味する。すなわち、少量で存在しうる可能な変異、例えば天然に生じ
る変異を除いて、集団を構成する個々の抗体が同一である。よって、「モノクローナル」
との修飾詞は、別個の抗体の混合物ではないという抗体の性質を示すものである。ある実
施態様では、そのようなモノクローナル抗体は典型的には標的に結合するポリペプチド配
列を含む抗体を含み、該標的結合ポリペプチド配列は、複数のポリペプチド配列から単一
の標的結合ポリペプチド配列を選択することを含む方法によって得られている。例えば、
選択方法は、ハイブリドーマクローンのプール、ファージクローン又は組換えＤＮＡクロ
ーンのような複数のクローンから独特のクローンを選択することでありうる。選択された
標的結合配列は、例えば標的への親和性を改善し、標的結合配列をヒト化し、細胞培養に
おいてその生産を改善し、インビボでのその免疫原性を減少させ、多重特異的抗体を作り
出す等々のために、更に改変することができ、改変された標的結合配列を含む抗体もまた
本発明のモノクローナル抗体であることが理解されなければならない。異なった決定基（
エピトープ）に対する異なった抗体を典型的に含むポリクローナル抗体調製物とは異なり
、モノクローナル抗体調製物の各モノクローナル抗体は抗原上の単一の決定基に対する。
その特異性に加えて、モノクローナル抗体調製物は、典型的には他の免疫グロブリンによ
って汚染されていない点で有利である。
【００２６】
　「モノクローナル」との修飾語句は、実質的に均一な抗体の集団から得たものとしての
抗体の性質を表すものであり、抗体が何か特定の方法による生成を必要とするものである
と考えてはならない。例えば、本発明で使用されるモノクローナル抗体は、例えばハイブ
リドーマ法（例えばKohler及びMilstein, Nature, 256:495 (1975)；Hongo等, Hybridoma
, 14 (3): 253-260 (1995)；Harlow等, Antibodies: A Laboratory Manual, (Cold Sprin
g Harbor Laboratory Press, 2版 1988)；Hammerling等, Monoclonal Antibodies and T-
Cell Hybridomas 563-681, (Elsevier, N.Y., 1981)）、組換えＤＮＡ法（例えば米国特
許第４８１６５６７号を参照）、ファージディスプレイ法（例えばClackson等, Nature, 
352:624-628 (1991)；Marks等, J. Mol. Biol., 222:581-597 (1992)；Sidhu等, J. Mol.
 Biol. 338(2):299-310 (2004)；Lee等, J. Mol. Biol. 340(5): 1073-1093 (2004)；Fel
louse, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 101(34):12467-12472 (2004)；及びLee等 J. Immuno
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l. Methods 284(1-2):119-132 (2004)を参照）、及びヒト免疫グロブリン配列をコードす
るヒト免疫グロブリン遺伝子座又は遺伝子の一部又は全てを有する動物においてヒト又は
ヒト様抗体を産生する技術（例えば国際公開第１９９８／２４８９３号；同第１９９６／
３４０９６号；同第１９９６／３３７３５号；同第１９９１／１０７４１号；Jakobovits
等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:2551 (1993)；Jakobovits等, Nature, 362:255-25
8 (1993)；Bruggemann等, Year in Immuno., 7:33 (1993)；米国特許第５５４５８０７号
；同第５５４５８０６号；同第５５６９８２５号；同第５６２５１２６号；同第５６３３
４２５号；及び同第５６６１０１６号；Marks等, Bio/Technology, 10: 779-783 (1992)
；Lonberg等, Nature, 368: 856-859 (1994)；Morrison, Nature, 368: 812-813 (1994)
；Fishwild等, Nature Biotechnology, 14: 845-851 (1996)；Neuberger, Nature Biotec
hnology, 14: 826 (1996)；及びLonberg及びHuszar, Intern. Rev. Immunol., 13: 65-93
 (1995)を参照）を含む様々な技術によって作製することができる。
【００２７】
　ここに記載のモノクローナル抗体は、特に、重鎖及び／又は軽鎖の一部が、特定の種か
ら由来するか、特定の抗体クラス又はサブクラスに属する抗体の対応する配列と同一か相
同である一方、鎖の残りが、他の種から由来するか、他の抗体クラス又はサブクラスに属
する抗体の対応する配列と同一か相同である「キメラ」抗体(免疫グロブリン)、並びにそ
れらが所望の生物活性を示す限りはその抗体の断片を含む(例えば米国特許第４８１６５
６７号；及びMorrison等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6851-6855 (1984)を参照)。
キメラ抗体は、抗体の抗原結合領域が、例えば対象の抗原でマカクザルを免役することに
よって、生産された抗体から誘導されるプリマタイズ（PRIMATIZED(登録商標)）抗体を含
む。
【００２８】
　非ヒト(例えばマウス)抗体の「ヒト化」型は、非ヒト免疫グロブリンに由来する最小配
列を含むキメラ抗体である。大部分においてヒト化抗体はレシピエントの高頻度可変領域
からの残基が、マウス、ラット、ウサギ又は所望の特異性、親和性及び能力を有する霊長
類などの非ヒト(ドナー抗体)の高頻度可変領域からの残基によって置換されたヒト免疫グ
ロブリン(レシピエント抗体)である。ある場合には、ヒト免疫グロブリンのＦｖフレーム
ワーク領域(ＦＲ)残基は、対応する非ヒト残基によって置換されている。更に、ヒト化抗
体は、レシピエント抗体にも、もしくはドナー抗体にも見出されない残基を含んでもよい
。これらの修飾は抗体の特性を更に洗練するために行われる。一般に、ヒト化抗体は、全
てあるいはほとんど全ての高頻度可変ループが非ヒト免疫グロブリンのものに対応し、全
てあるいはほとんど全てのＦＲ領域がヒト免疫グロブリン配列のものである、少なくとも
１つ、典型的には２つの可変ドメインの実質的に全てを含む。ヒト化抗体は、場合によっ
ては免疫グロブリン定常領域又はドメイン(Ｆｃ)、典型的にはヒト免疫グロブリンのもの
の少なくとも一部を含んでなる。更なる詳細については、Jones等, Nature 321:522-525 
(1986); Riechmann等, Nature 332:323-329 (1988);及びPresta, Curr. Op. Struct. Bio
l. 2:593-596 (1992)を参照されたい。また例えば、Vaswani及びHamilton, Ann. Allergy
, Asthma & Immunol. 1:105-115 (1998); Harris, Biochem. Soc. Transactions 23:1035
-1038 (1995); Hurle and Gross, Curr. Op. Biotech. 5:428-433 (1994);及び米国特許
第6,982,321号及び同第7,087,409号を参照のこと。
【００２９】
　「ヒト抗体」は、ヒトによって生産される抗体のアミノ酸配列に一致するアミノ酸配列
を有するもの、及び／又はここで開示されたヒト抗体を製造するいずれかの技術を使用し
て製造されたものである。ヒト抗体のこの定義は、特に非ヒト抗原結合残基を含んでなる
ヒト化抗体を除く。ヒト抗体は、ファージディスプレイライブラリーを含むこの分野で知
られた種々の方法を用いて作成することができる。Hoogenboom及びWinter, J. Mol. Biol
., 227:381 (1992)；Marks等, J. Mol. Biol., 222:581 (1991)。ヒトモノクローナル抗
体の調製にまた利用できるものはCole等, Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, 
Alan R. Liss, p. 77 (1985)；Boerner等, J. Immunol., 147(1):86-95 (1991)に記載さ
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れた方法である。また van Dijk 及びvan de Winkel, Curr. Opin. Pharmacol., 5: 368-
74 (2001)を参照のこと。ヒト抗体は、抗原暴露に応答してかかる抗体を生産するように
改変されているがその内因性遺伝子座が無能にされたトランスフェニック動物、例えば免
疫化ゼノマウスに抗原を投与することによって調製されうる(XENOMOUSETM 技術に関して
は例えば米国特許第６０７５１８１号及び同第６１５０５８４号を参照)。またヒトＢ細
胞ハイブリドーマ法によって生産されるヒト抗体に関しては.Li等, Proc. Natl. Acad. S
ci. USA, 103:3557-3562 (2006) を参照のこと。
【００３０】
　「種依存性抗体」は、二番目の哺乳動物種からの抗原の相同体に対して有している結合
親和性よりも、一番目の哺乳動物種からの抗原に対してより強力な結合親和性を有するも
のである。通常、種依存性抗体は、ヒト抗原（すなわち、約１×１０－７Ｍ以下、好まし
くは約１×１０－８以下、最も好ましくは約１×１０－９Ｍ以下の結合親和性（Ｋｄ）値
を有する）と「特異的に結合」するが、そのヒト抗原に対する結合親和性よりも、少なく
とも約５０倍、又は少なくとも約５００倍、又は少なくとも約１０００倍弱い、二番目の
非ヒト哺乳動物種からの抗原の相同体に対する結合親和性を有する。種依存性抗体は、上
で定義した種々の型の抗体のいずれでもあることが可能だが、好ましくはヒト化又はヒト
抗体である。
【００３１】
　ここで用いる「抗体変異体」又は「抗体バリアント」は、種依存性の抗体のアミノ酸残
基の一つ以上が変更された種依存性の抗体のアミノ酸配列変異体を指す。このような変異
体は、必然的に種依存性の抗体と１００％未満の配列同一性又は類似性がある。一実施態
様では、抗体変異体は、種依存性の抗体の重鎖又は軽鎖の可変ドメインの何れかのアミノ
酸配列と、少なくとも７５％、他の実施態様では少なくとも８０％、他の実施態様では少
なくとも８５％、他の実施態様では少なくとも９０％、及び更に他の実施態様では少なく
とも９５％のアミノ酸配列同一性又は類似性があるアミノ酸配列を有する。ここでは、本
配列に関する同一性又は類似性は、最大のパーセント配列同一性を得るために、種依存性
の抗体残基と同一(すなわち同じ残基)又は類似(すなわち共通の側鎖の性質に基づく同じ
群由来のアミノ酸残基、以下を参照)である候補配列配列を整列し、必要であれば間隙(ギ
ャップ)を入れて、候補配列中のアミノ酸残基の割合として定義されたものである。可変
ドメインの外側の抗体配列中へのＮ末端、Ｃ末端、又は内部伸展、欠失、又は挿入の何れ
も配列同一性又は類似性に影響を及ぼすとみなしてはならない。
【００３２】
　「単離された」抗体は、その自然環境の成分から同定され分離及び／又は回収されたも
のである。その自然環境の汚染成分とは、その抗体の研究、診断又は治療への使用を妨害
する物質であり、酵素、ホルモン、及び他のタンパク質様又は非タンパク質様溶質が含ま
れうる。ある実施態様では、抗体は、(１)例えばローリー法で測定して９５重量％を越え
る抗体、ある実施態様では９９重量％を越えるまで、(２)例えばスピニングカップシーク
エネーターを使用することにより、少なくとも１５残基のＮ末端又は内部アミノ酸配列を
得るのに充分なほど、あるいは、(３)クーマシーブルー又は銀染色を用いた非還元又は還
元条件下でのＳＤＳ-ＰＡＧＥにより均一になるまで、精製される。単離された抗体には
、抗体の自然環境の少なくとも一つの成分が存在しないため、組換え細胞内のインサイツ
の抗体が含まれる。しかしながら、通常は、単離された抗体は少なくとも一つの精製工程
により調製される。
【００３３】
　「天然抗体」は、通常、２つの同一の軽(Ｌ)鎖及び２つの同一の重(Ｈ)鎖からなる約１
５００００ダルトンのヘテロ四量体糖タンパク質である。各軽鎖は一つの共有ジスルフィ
ド結合により重鎖に結合しており、ジスルフィド結合の数は、異なった免疫グロブリンア
イソタイプの重鎖の中で変化する。また各重鎖と軽鎖は、規則的に離間した鎖間ジスルフ
ィド結合を有している。各重鎖は、多くの定常ドメインが続く可変ドメイン(ＶＨ)を一端
に有する。各軽鎖は、一端に可変ドメイン(ＶＬ)を、他端に定常ドメインを有する；軽鎖
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の定常ドメインは重鎖の第一定常ドメインと整列し、軽鎖の可変ドメインは重鎖の可変ド
メインと整列している。特定のアミノ酸残基が、軽鎖及び重鎖可変ドメイン間の界面を形
成すると考えられている。
【００３４】
　抗体の「可変領域」又は「可変ドメイン」とは、抗体の重鎖又は軽鎖のアミノ末端ドメ
インを意味する。重鎖の可変ドメインは「ＶＨ」と呼ぶことができる。軽鎖の可変ドメイ
ンは「ＶＬ」と呼ぶことができる。これらのドメインは一般に抗体の最も可変の部分であ
り、抗原結合部位を含む。
【００３５】
　「可変」という用語は、可変ドメインのある部位が、抗体の中で配列が広範囲に異なっ
ており、その特定の抗原に対する各特定の抗体の結合性及び特異性に使用されているとい
う事実を意味する。しかしながら、可変性は抗体の可変ドメインにわたって一様には分布
していない。軽鎖及び重鎖の可変ドメインの両方の高頻度可変領域（ＨＶＲ）と呼ばれる
３つのセグメントに濃縮される。可変ドメインのより高度に保持された部分はフレームワ
ーク領域(ＦＲ)と呼ばれる。天然の重鎖及び軽鎖の可変ドメインは、βシート構造を結合
し、ある場合にはその一部を形成するループ結合を形成する、３つの高頻度可変領域によ
り連結されたβシート配置を主にとる４つのＦＲをそれぞれ含んでいる。各鎖のＨＶＲは
、ＦＲ領域に近接して結合され、他の鎖のＨＶＲと共に、抗体の抗原結合部位の形成に寄
与している(Kabat等, Sequence of Proteins ofImmunological Interest, 5版 Public He
alth Service, National Institutes of Health, BEthesda, MD(1991))。定常ドメインは
、抗体の抗原への結合に直接関連しているものではないが、種々のエフェクター機能、例
えば抗体依存性細胞性毒性への抗体の関与を示す。
【００３６】
　任意の脊椎動物種からの抗体（免疫グロブリン）の「軽鎖」は、それらの定常ドメイン
のアミノ酸配列に基づいて、カッパ（κ）及びラムダ（λ）と呼ばれる二つの明らかに異
なる型の一方に分類できる。
【００３７】
　それらの重鎖の定常ドメインのアミノ酸配列に依存して、抗体（免疫グロブリン）は異
なるクラスに分類できる。免疫グロブリンの五つの主要なクラス：ＩｇＡ、ＩｇＤ、Ｉｇ
Ｅ、ＩｇＧ及びＩｇＭがあり、それらの幾つかは更にサブクラス（アイソタイプ）、例え
ばＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３，ＩｇＧ４、ＩｇＡ１及びＩｇＡ２に分類される。免疫
グロブリンの異なるクラスに対応する重鎖定常ドメインはそれぞれα、δ、ε、γ、及び
μと呼ばれる。免疫グロブリンの異なるクラスのサブユニット構造及び三次元立体配位は
よく知られており、一般に例えばAbbas等, Cellular and Mol. Immunology, 4版 (W.B. S
aunders, Co., 2000)に記載されている。抗体は、一又は複数の他のタンパク質又はペプ
チドとの抗体の共有又は非共有結合によって形成される大きな融合分子の一部であっても
よい。
【００３８】
　「完全長抗体」、「インタクト抗体」及び「全抗体」という用語は、ここでは交換可能
に使用され、その実質的にインタクトな形態の抗体を指し、以下に定義するような抗体断
片は意味しない。この用語は、特にＦｃ領域を含む重鎖を有する抗体を指す。
【００３９】
　ここでの目的に対する「ネイキッド抗体」は、細胞障害性部分又は放射標識にコンジュ
ゲートされない抗体である。
【００４０】
　「抗体断片」は、無傷の抗体の一部、好ましくは無傷の抗体の抗原結合又は可変領域を
含む。抗体断片の例は、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ(ａｂ’)２、及びＦｖ断片；ダイアボディ
(diabodies)；直鎖状抗体；単鎖抗体分子；及び抗体断片から形成された多重特異性抗体
を含む。
【００４１】
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　抗体のパパイン消化は、「Ｆａｂ」断片と呼ばれる２つの同一の抗体結合断片を生成し
、その各々は単一の抗原結合部位を持ち、残りは容易に結晶化する能力を反映して「Ｆｃ
」断片と命名される。ペプシン処理は、２つの抗原結合部位を持ち、抗原になお架橋でき
るＦ(ａｂ')２断片を生じる。
【００４２】
　「Ｆｖ」は、完全な抗原結合部位を含む最小の抗体断片である。一実施態様では、二本
鎖Ｆｖ種は強固な非共有結合の一つの重鎖可変ドメインと一つの軽鎖可変ドメインの二量
体からなる。一本鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）種では、一つの重鎖か編ドメインと一つの軽鎖可変
ドメインが、軽鎖及び重鎖が二本鎖Ｆｖ種におけるものに類似した「二量体」構造で会合
しうるように、可動性ペプチドリンカーによって共有的に連結されうる。各可変ドメイン
の３つのＨＶＲが相互作用してＶＨ－ＶＬ二量体の表面に抗原結合部位を形成するのはこ
の構造においてである。集団的には、６つのＨＶＲが抗体に抗原結合特異性を付与する。
しかしながら、単一の可変ドメイン（又は抗原に特異的な３つのＨＶＲだけを含んでなる
Ｆｖの半分）でさえ、結合部位全体よりは低い親和性でではあるが、抗原を認識しそれに
結合する能力を有している。
【００４３】
　Ｆａｂ断片は重鎖及び軽鎖可変ドメインを含み、また軽鎖野定常ドメインと遊鎖野第一
定常ドメイン（ＣＨ１）を含んでいる。Ｆａｂ’断片は、抗体ヒンジ領域からの一又は複
数のシステインを含む重鎖ＣＨ１ドメインのカルボキシ末端に２，３の残基が付加される
点でＦａｂ断片とは異なる。Ｆａｂ’－ＳＨは、ここでは、定常ドメインのシステイン残
基が遊離チオール基を担持しているＦａｂ’についての標記である。Ｆ（ａｂ’）２抗体
断片は、その間にヒンジシステインを有するＦａｂ’断片対として元々は生産された。抗
体断片の他の化学的カップリングもまた知られている。
【００４４】
　「一本鎖Ｆｖ」又は「ｓＦｖ」抗体断片は、抗体のＶＨ及びＶＬドメインを含み、これ
らのドメインは単一のポリペプチド鎖に存在する。一般には、ｓＦｖポリペプチドは、ｓ
ｃＦＶが抗原結合に望まれる構造を形成するのを可能にするポリペプチドリンカーをＶＨ
及びＶＬドメイン間に更に含む。ｓｃＦｖの概説については、例えばPluckthun, The Pha
rmacology of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg及びMoore編, (Springer-Ve
rlag, New York, 1994), pp. 269-315を参照のこと。
【００４５】
　「ダイアボディ」なる用語は、二つの抗原結合部位を持ち、その断片が同一のポリペプ
チド鎖(ＶＨ－ＶＬ)内で軽鎖可変ドメイン(ＶＬ)に結合した重鎖可変ドメイン(ＶＨ)を含
む抗体断片を指す。非常に短いために同一鎖上で二つのドメイン間での対形成を可能にす
るリンカーを使用して、ドメインを他の鎖の相補ドメインと強制的に対形成させ、二つの
抗原結合部位を創製する。ダイアボディは二価又は二重特異的でありうる。ダイアボディ
は、例えば欧州特許出願公開第４０４０９７号；国際公開第９３／１１１６１号；及びHu
dson等, Nat. Med. 9:129-134 (2003)；及びHollinger等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
90: 6444-6448 (1993)に更に十分に記載されている。トリアボディ及びダイアボディはま
たHudson等, Nat. Med. 9:129-134 (2003)に記載されている。
【００４６】
　ここで使用される「高頻度可変領域」、「ＨＶＲ」又は「ＨＶ」なる用語は、配列にお
いて高頻度可変であり、及び／又は構造的に定まったループを形成する抗体可変ドメイン
の領域を意味する。一般に、抗体は６つのＨＶＲを含む；つまり、ＶＨに３つ(Ｈ１、Ｈ
２、Ｈ３)、ＶＬに３つ(Ｌ１、Ｌ２、Ｌ３)である。天然の抗体では、H3及び L3は６つの
ＨＶＲの最大の多様性を示し、特にH3は抗体に微細な特異性を付与するのに独特の役割を
果たすと考えられている。例えばXu等, Immunity 13:37-45 (2000)；Johnson及びWu, Met
hods in Molecular Biology 248:1-25 (Lo編, Human Press, Totowa, NJ, 2003)を参照。
確かに、重鎖のみからなる天然に生じるラクダ抗体は軽鎖の不存在下で機能的で安定であ
る。例えば、Hamers-Casterman等, Nature 363:446-448 (1993)；Sheriff等, Nature Str
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uct. Biol. 3:733-736 (1996)を参照。
【００４７】
　多数のＨＶＲの描写が使用され、ここに含まれる。カバット相補性決定領域(ＣＤＲ)は
配列変化に基づいており、最も一般的に使用されている(Kabat等, Sequences of Protein
s of Immunological Interest, 5版 Public Health Service, National Institutes of H
ealth, Bethesda, MD. (1991))。Chothiaは、代わりに構造的ループの位置に言及してい
る(Chothia and Lesk J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987))。ＡｂＭ ＨＶＲは、カバット
 ＨＶＲとChothia構造的ループの間の妥協を表し、Oxford MolecularのＡｂＭ抗体モデリ
ングソフトウェアにより使用される。「接触」ＨＶＲは、利用できる複合体結晶構造の分
析に基づく。これらのＨＶＲのそれぞれからの残基を以下に示す。
【００４８】
カバットループ　　ＡｂＭ　　　 Chothia　　　 接触
－－－－－－　　　－－－　　　 －－－－　　 －－－－
L1　 L24-L34　　　L24-L34　　　L26-L32　　　L30-L36
L2　 L50-L56　　　L50-L56　　　L50-L52　　　L46-L55
L3　 L89-L97　　　L89-L97　　　L91-L96　　　L89-L96
H1　 H31-H35B　　 H26-H35B　　 H26-H32　　　H30-H35B
　　 (カバット番号付け)
H1　 H31-H35　　　H26-H35　　　H26-H32　　　H30-H35
　　 (Chothia番号付け)
H2　 H50-H65　　　H50-H58　　　H53-H55　　　H47-H58
H3　 H95-H102　　 H95-H102　　 H96-H101　　 H93-H101
【００４９】
　ＨＶＲは次の通り「伸展ＨＶＲ」を含みうる：ＶＬ中において２４－３６又は２４－３
４（Ｌ１）、４６－５６又は５０－５６（Ｌ２）及び８９－９７又は８９－９６（Ｌ３）
と、ＶＨ中において２６－３５（Ｈ１）、５０－６５又は４９－６５（Ｈ２）及び９３－
１０２、９４－１０２、又は９５－１０２（Ｈ３）。これらの定義の各々に対して上掲の
カバット等に従って、可変ドメイン残基を番号付けした。
　「フレームワーク」又は「ＦＲ」残基は、ここで定義するＨＶＲ残基以外の可変ドメイ
ン残基である。
【００５０】
　「カバットの可変ドメイン残基番号付け」又は「カバットのアミノ酸位番号付け」なる
用語及びその異なる言い回しは、上掲のKabat 等の抗体の編集の重鎖可変ドメイン又は軽
鎖可変ドメインに用いられる番号付けシステムを指す。この番号付けシステムを用いると
、実際の線形アミノ酸配列は、可変ドメインのＦＲ又はＨＶＲ内の短縮又は挿入に相当す
る２、３のアミノ酸又は付加的なアミノ酸を含みうる。例えば、重鎖可変ドメインには、
重鎖ＦＲ残基８２の後に挿入された残基(例えばカバットによる残基８２ａ、８２ｂ及び
８２ｃなど)と、Ｈ２の残基５２の後に単一アミノ酸の挿入(カバットによる残基５２ａ)
を含んでもよい。残基のカバット番号は、「標準の」カバット番号付け配列によって抗体
の配列の相同領域でアライメントすることによって与えられる抗体について決定してもよ
い。
【００５１】
　可変ドメイン（およそ軽鎖の残基１－１０７及び重鎖の残基１－１１３）中の残基に言
及するとき、カバットの番号付けシステムが一般に使用される(例えばKabat等, Sequence
s of Immunological Interest. 5th Ed. Public Health Service, National Institutes 
of Health, Bethesda, Md. (1991))。免疫グロブリン重鎖定常領域（およそ軽鎖の残基１
－１０７及び重鎖の残基１－１１３）中の残基に言及するとき、「ＥＵ番号付けシステム
」又は「ＥＵインデックス」が一般に使用される（例えば上掲のＫａｂａｔ等に報告され
ているＥＵインデックス）。「カバットにおけるようなＥＵインデックス」はヒトＩｇＧ
１ ＥＵ抗体の残基番号付けを意味する。ここで別の定義を述べない限り、抗体の可変ド
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メイン内の残基番号の参照は、カバット番号付けシステムによる残基番号付けを意味する
。ここで別の定義を述べない限り、抗体の定常ドメイン内の残基番号の参照は、ＥＵ番号
付けシステムによって番号付けした残基を意味する（例えば、米国特許仮出願番号６０／
６４０３２３号、ＥＵ番号付けについての図を参照）。
【００５２】
　「親和性成熟」抗体とは、一又は複数のＨＶＲにおけるその変更を有しない親抗体と比
較し、抗原に対する抗体の親和性に改善を生じせしめる抗体の一又は複数のＨＶＲにおけ
る一又は複数の変更を伴っている抗体である。一実施態様では、親和性成熟抗体は、標的
抗原に対してナノモル又はピコモルの親和性を有する。親和性成熟抗体は、当該分野にお
いて知られるある種の手順を使用して生産されうる。例えば、Marks等 Bio/Technology, 
10:779-783(1992)は、ＶＨ及びＶＬドメインシャッフリングによる親和性成熟について記
載している。ＨＶＲ及び／又はフレームワーク残基のランダム突然変異誘発は、Barbas等
, Proc Nat Acad. Sci, USA 91: 3809-3813(1994); Schier 等, Gene, 169:147-155(1995
)；Yelton等, J. Immunol., 155:1994-2004(1995)；Jackson等, J. Immunol., 154(7):33
10-9(1995)；及びHawkins等, J. Mol. Biol., 226:889-896(1992)に記載されている。
【００５３】
　「阻止(ブロック)」抗体又は「アンタゴニスト」抗体とは、結合する抗原の生物学的活
性を阻害するか又は低下させる抗体である。ある種の阻止抗体又はアンタゴニスト抗体は
、抗原の生物学的活性を、実質的に又は完全に阻害する。
　ここで使用する「アゴニスト抗体」は、対象とするポリペプチドの機能活性の少なくと
も一つを部分的に又は完全に模倣する抗体である。
　「増殖阻害」抗体は、抗体が結合する抗原を発現している細胞の増殖を阻害又は低減す
るものである。
　抗体「エフェクター機能」は抗体のＦｃ領域(天然配列Ｆｃ領域又はアミノ酸配列変異
体Ｆｃ領域)に帰因するこれらの生物学的活性を意味する。抗体エフェクター機能の例は
、Ｃｌｑ結合及び補体依存性細胞障害活性（ＣＤＣ）；抗体依存性細胞媒介細胞障害活性
(ＡＤＣＣ)；食作用；細胞表面レセプターのダウンレギュレーション(例えばＢ細胞レセ
プター)；及びＢ細胞活性化を含む。
【００５４】
　ここでの「Ｆｃ領域」なる用語は、天然配列Ｆｃ領域及び変異体Ｆｃ領域を含む、免疫
グロブリン重鎖のＣ末端領域を定義するために使用される。免疫グロブリン重鎖のＦｃ領
域の境界は変化するかも知れないが、通常、ヒトＩｇＧ重鎖Ｆｃ領域はＣｙｓ２２６の位
置又はＰｒｏ２３０からの位置のアミノ酸残基からそのカルボキシル末端まで伸長すると
定義される。Ｆｃ領域のＣ末端リジン(ＥＵ番号付けシステムによれば残基４４７)は、例
えば、抗体の産生又は精製中に、又は抗体の重鎖をコードする核酸を組換え的に操作する
ことによって取り除かれてもよい。従って、インタクト抗体の組成物は、全てのＫ４４７
残基が除去された抗体群、Ｋ４４７残基が除去されていない抗体群、及びＫ４４７残基を
有する抗体と有さない抗体の混合を含む抗体群を含みうる。
【００５５】
　「機能的なＦｃ領域」は、天然配列のＦｃ領域のエフェクター機能を保持する。例示的
な「エフェクター機能」は、Ｃ１ｑ結合；ＣＤＣ、Ｆｃレセプター結合；ＡＤＣＣ；貪食
作用；細胞表面レセプター(すなわち、Ｂ細胞レセプター；ＢＣＲ)の下方制御などである
。このようなエフェクターの機能は、一般に、Ｆｃ領域が結合ドメイン（例えば、抗体の
可変ドメイン)に組み合わされることを必要としており、例えばここでの定義に開示され
た様々なアッセイを用いることで評価することが可能である。
　「天然配列のＦｃ領域」は、天然に見出されるＦｃ領域のアミノ酸配列と同一のアミノ
酸配列を包含する。天然配列のヒトＦｃ領域には、天然配列のヒトＩｇＧ１Ｆｃ領域(非
Ａ-及びＡ-アロタイプ)；天然配列のヒトＩｇＧ２Ｆｃ領域；天然配列のヒトＩｇＧ３Ｆ
ｃ領域；及び天然配列のヒトＩｇＧ４Ｆｃ領域；並びにその自然に生じる変異体が含まれ
る。
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【００５６】
　「変異体Ｆｃ領域」は、少なくとも一のアミノ酸修飾、好ましくは一又は複数のアミノ
酸置換により、天然配列のＦｃ領域とは異なるアミノ酸配列を包含するものである。好ま
しくは、変異体Ｆｃ領域は、天然配列のＦｃ領域もしくは親ポリペプチドのＦｃ領域と比
較した場合、少なくとも一のアミノ酸置換、例えば、天然配列のＦｃ領域又は親のポリペ
プチドのＦＣ領域におよそ１からおよそ１０のアミノ酸置換、好ましくはおよそ１からお
よそ５のアミノ酸置換を有する。ここでの変異体Ｆｃ領域は、天然配列のＦｃ領域及び/
又は親ポリペプチドのＦｃ領域と好ましくは少なくともおよそ８０％の相同性を有するか
、最も好ましくは少なくともおよそ９０％の相同性を、さらに好ましくは少なくともおよ
そ９５％の相同性を有するものであろう。
【００５７】
　「Ｆｃレセプター」又は「ＦｃＲ」は、抗体のＦｃ領域に結合するレセプターを表す。
ある実施態様では、ＦｃＲは、天然配列ヒトＦｃＲである。ある実施態様では、ＦｃＲは
、ＩｇＧ抗体(γレセプター)に結合し、ＦｃγＲＩ、ＦｃγＲＩＩ及びＦｃγＲＩＩＩサ
ブクラスのレセプターを含むものであり、これらのレセプターの対立遺伝子変異体及び選
択的スプライシング型を含む。ＦｃγＲＩＩレセプターは、ＦｃγＲＩＩＡ（「活性化レ
セプター」）及びＦｃγＲＩＩＢ（「阻害レセプター」）を含み、それらは、主としてそ
の細胞質ドメインにおいて異なる類似のアミノ酸配列を有する。活性化レセプターＦｃγ
ＲＩＩＡは、その細胞質ドメインに、免疫レセプターチロシン－ベース活性化モチーフ（
ＩＴＡＭ）を有する。阻害レセプターＦｃγＲＩＩＢは、その細胞質ドメインに、免疫レ
セプターチロシン－ベース阻害モチーフ(ＩＴＩＭ)を有する(Daeron, Annu. Rev. Immuno
l., 15:203-234(1997)参照)。ＦｃＲはRavetch及びKinet, Annu. Rev. Immunol 9:457-92
 (1991)；Capel等, Immunomethods 4:25-34 (1994)；及びde Haas等, J. Lab. Clin. Med
. 126:330-41 (1995)において概説されている。将来同定されるものも含む他のＦｃＲも
ここにおける「ＦｃＲ」なる用語によって包含される。
【００５８】
　「Ｆｃレセプター」又は「ＦｃＲ」なる用語はまた胎児への母性ＩｇＧの移動(Guyer等
, J. Immumol. 117:587 (1976)及びKim等, J. Immunol. 24:249 (1994))、免疫グロブリ
ンのホメオスタシスの調節の原因である新生児レセプターＦｃＲｎもまた含む。ＦｃＲｎ
への結合の測定方法は知られている（例えばGhetie及びWard., Immunol. Today 18(12):5
92-598 (1997)；Ghetie等, Nature Biotechnology, 15(7):637-640 (1997)；Hinton等, J
. Biol. Chem. 279(8):6213-6216 (2004)；国際公開第２００４／９２２１９号 (Hinton
等)を参照）。
【００５９】
　ヒトＦｃＲｎ高親和性結合ポリペプチドのインビボでのヒトＦｃＲｎへの結合及び血清
半減期は、例えばヒトＦｃＲｎを発現するトランスジェニックマウス又は形質移入ヒト細
胞株において、あるいは変異体Ｆｃ領域を持つポリペプチドが投与される霊長類において
アッセイすることができる。国際公開第2000/42072号(Presta)はＦｃＲｓへの改善された
又は減少した結合性を有する抗体変異体を記載している。また例えばShields等, J. Biol
. Chem. 9(2):6591-6604 (2001)を参照のこと。
【００６０】
　「ヒトエフェクター細胞」とは、一又は複数のＦｃＲｓを発現し、エフェクター機能を
実行する白血球のことである。ある実施態様では、その細胞が少なくともＦｃγＲIIIを
発現し、ＡＤＣＣエフェクター機能を実行する。ＡＤＣＣを媒介するヒト白血球の例とし
て、末梢血単核細胞(ＰＢＭＣ)、ナチュラルキラー(ＮＫ)細胞、単球、細胞傷害性Ｔ細胞
及び好中球が含まれる。エフェクター細胞は例えば血液のような天然源から単離されうる
。
【００６１】
　「抗体依存性細胞媒介性細胞傷害」又は「ＡＤＣＣ」は、ある種の細胞傷害性細胞(例
えば、ＮＫ細胞、好中球、及びマクロファージ)上に存在するＦｃレセプター(ＦｃＲ)に
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結合した分泌Ｉｇがこれらの細胞傷害性エフェクター細胞を抗原担持標的細胞に特異的に
結合させ、ついで細胞毒で標的細胞を死滅せしめる細胞毒性の一形態を意味する。ＡＤＣ
Ｃを媒介する一次細胞であるＮＫ細胞は、ＦｃγＲＩＩＩのみを発現する一方、単球はＦ
ｃγＲＩ、ＦｃγＲＩＩ及びＦｃγＲＩＩＩを発現する。造血性細胞でのＦｃＲの発現は
、Ravetch及びKinet, Annu.Rev.Immunol., 9:457-92(1991)の４６４頁の表３に要約され
ている。対象分子のＡＤＣＣ活性を評価するためには、米国特許第５５００３６２号又は
第５８２１３３７号又は米国特許第６７３７０５６（Presta）に記載されているようなイ
ンビトロＡＤＣＣアッセイが実施されうる。そのようなアッセイのための有用なエフェク
ター細胞は、ＰＢＭＣ及びＮＫ細胞を含む。あるいは、又は付加的に、対象分子のＡＤＣ
Ｃ活性は、例えばClynes等 PNAS(USA), 95:652-656(1998)に開示されたような動物モデル
において、インビボで評価されてもよい。
【００６２】
　「補体依存性細胞傷害」もしくは「ＣＤＣ」は、補体の存在下で標的を溶解することを
意味する。伝統的な補体経路の活性化は補体系(Ｃｌｑ)の第１成分が、同種抗原と結合し
た（適切なサブクラスの）抗体に結合することにより開始される。補体の活性化を評価す
るために、例えばGazzano-Santoro等, J. Immunol. Methods 202:163 (1996)に記載され
ているようなＣＤＣアッセイを実施することができる。改変されたＦｃ領域アミノ酸配列
を持ち、Ｃ１ｑ結合能が増加又は減少したポリペプチド変異体（変異体Ｆｃ領域を持つポ
リペプチド）は、例えば米国特許第６１９４５５１Ｂ１号及び国際公開第１９９９／５１
６４２号に記載されている。また例えばIdusogie等, J. Immunol. 164: 4178-4184 (2000
)を参照のこと。
【００６３】
　「Ｆｃ領域含有抗体」なる用語はＦｃ領域を含む抗体を意味する。Ｆｃ領域のＣ末端リ
ジン（ＥＵ番号付けシステムでは残基４４７）は、例えば抗体をコードする核酸の組換え
操作によって又は抗体の精製中に取り除かれうる。従って、この発明に係るＦｃ領域を有
する抗体を含む組成物は、Ｋ４４７を持つ抗体、全てのＫ４４７が除かれたもの、又はＫ
４４７残基を持つ抗体と持たない抗体の混合物を含みうる。
【００６４】
　一般的に「結合親和性」は、分子(例えば抗体)の単一結合部位とその結合パートナー(
例えば抗原)との間の非共有結合的な相互作用の合計の強度を意味する。特に明記しない
限り、ここで使用される場合、「結合親和性」は、結合対のメンバー(例えば抗体と抗原)
間の１：１の相互作用を反映する内因性結合親和性を意味する。一般的に、分子Ｘのその
パートナーＹに対する親和性は、解離定数(Ｋｄ)によって表すことができる。親和性は、
ここに記載のものを含む当該分野でありふれた方法によって測定することができる。低親
和性抗体は一般に抗原にゆっくり結合して素早く解離する傾向があるのに対し、高親和性
抗体は一般に抗原により速く結合しより長く結合したままとなる。結合親和性の様々な測
定方法が当該分野で知られており、それらの何れかを本発明の目的に用いることができる
。結合親和性を測定するための特定の例証的かつ例示的実施態様は次に記載する。
【００６５】
　一実施態様では、本発明の「Ｋｄ」又は「Ｋｄ値」は、以下のアッセイで示されるよう
に、対象の抗体のＦａｂ型とその抗原を用いて実施される放射性標識抗原結合アッセイ(
ＲＩＡ)で測定される。抗原に対するＦａｂの溶液結合親和性は、段階的な力価の非標識
抗原の存在下で、最小濃度の(１２５Ｉ)-標識抗原を用いてＦａｂを平衡化した後、抗Ｆ
ａｂ抗体コートプレートで結合抗原を捕獲することによって測定される(例えばChen等,　
J. Mol Biol 293:865-881(1999))。アッセイの条件を決めるために、マイクロタイター(
登録商標)マルチウェルプレート(Thermo Scientific)を５μｇ／ｍｌの捕獲抗Ｆａｂ抗体
(Cappel Labs)を含む５０ｍＭの炭酸ナトリウム(ｐＨ９．６)にて一晩コートし、その後
２％(w/v)のウシ血清アルブミンを含むＰＢＳにて室温(およそ２３℃)で２～５時間、ブ
ロックする。非吸着プレート(Nunc #269620)に、１００ｐＭ又は２６ｐＭの［１２５Ｉ］
抗原を段階希釈した対象のＦａｂと混合する(例えば、Presta等, (1997) Cancer Res. 57
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: 4593-4599の抗ＶＥＧＦ抗体、Ｆａｂ-１２の評価と一致する)。ついで対象のＦａｂを
一晩インキュベートする；しかし、インキュベーションは確実に平衡状態に達するまでに
長時間(例えば６５時間)かかるかもしれない。その後、混合物を捕獲プレートに移し、室
温で(例えば１時間)インキュベートする。ついで、溶液を取り除き、プレートを０．１％
のＴｗｅｅｎ-２０ＴＭを含むＰＢＳにて８回洗浄する。プレートが乾燥したら、１５０
μｌ／ウェルの閃光物質(MicroScint-20TM; Packard)を加え、プレートをTopcountTMガン
マカウンター(Packard)にて１０分間計測する。最大結合の２０％以下の濃度のＦａｂを
選択してそれぞれ競合結合測定に用いる。
【００６６】
　他の実施態様によると、～１０応答単位(ＲＵ)の固定した抗原ＣＭ５チップを用いて２
５℃のＢＩＡＣＯＲＥ(登録商標)-２０００又はＢＩＡＣＯＲＥ(登録商標)-３０００(BIA
CORE, Inc., Piscataway, NJ)にて表面プラズモン共鳴アッセイを行ってＫｄ又はＫｄ値
を測定する。簡単に言うと、カルボキシメチル化デキストランバイオセンサーチップ(CM5
, BIAcore Inc.)を、提供者の指示書に従ってＮ-エチル-Ｎ'-(３-ジメチルアミノプロピ
ル)-カルボジイミド塩酸塩(ＥＤＣ)及びＮ-ヒドロキシスクシニミド(ＮＨＳ)で活性化さ
せる。抗原を１０ｍＭの酢酸ナトリウム(ｐＨ４．８)で５μｇ／ｍｌ(～０．２μＭ)に希
釈した後、結合したタンパク質の応答単位(ＲＵ)がおよそ１０になるように５μｌ／分の
流量で注入する。抗原の注入後、反応しない群をブロックするために１Ｍのエタノールア
ミンを注入する。動力学的な測定のために、２倍に段階希釈したＦａｂ(０．７８ｎＭか
ら５００ｎＭ)を２５℃、およそ２５μｌ／分の流量で０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０TM(ＰＢ
ＳＴ)を含むＰＢＳに注入する。会合及び解離のセンサーグラムを同時にフィットさせる
ことにより単純一対一ラングミュア結合モデル(simple one-to-one Langmuir binding mo
del) (BIAcore(登録商標) Evaluationソフトウエアバージョン3.2)を用いて、会合速度(
Ｋｏｎ)と解離速度(Ｋｏｆｆ)を算出する。平衡解離定数(Ｋｄ)をＫｏｆｆ／Ｋｏｎ比と
して算出する。例として、Chen, Y.等, J. Mol Biol 293:865-881(1999)を参照。上記の
表面プラスモン共鳴アッセイによる結合速度が１０６Ｍ－１Ｓ－１を上回る場合、分光計
、例えば、流動停止を備えた分光光度計(stop-flow equipped spectrophometer)(Aviv In
struments)又は撹拌キュベットを備えた8000シリーズＳＬＭ-ＡｍｉｎｃｏTM分光光度計(
ThermoSpectronic)で測定される、漸増濃度の抗原の存在下にて、ＰＢＳ(ｐＨ７．２)、
２５℃の、２０ｎＭの抗抗原抗体(Ｆａｂ型)の蛍光放出強度(励起＝２９５ｎｍ；放出＝
３４０ｎｍ、帯域通過＝１６ｎｍ)における増加又は減少を測定する蛍光消光技術を用い
て、結合速度を測定することができる。
【００６７】
　この発明に係る「結合速度」又は「会合の速度」又は「会合速度」又は「ｋｏｎ」は、
上に記載したように、ＢＩＡＣＯＲＥ(登録商標)-２０００又はＢＩＡＣＯＲＥ(登録商標
)-３０００(BIACORE, Inc., Piscataway, NJ)を使用してまた決定することができる。
【００６８】
　ここで用いる「実質的に類似」又は「実質的に同じ」なる用語は、当業者が２つの数値
(例えば、本発明の抗体に関連するものと参照／比較抗体に関連する他のもの)の差異に、
該値(例えばＫｄ値)によって測定される生物学的性質上わずかに又は全く生物学的及び／
又は統計学的有意差がないと認められるほど、２つの数値が十分に高く類似していること
を意味する。前記２つの値間の差異は、参照／比較値の関数として例えば約５０％未満、
約４０％未満、約３０％未満、約２０％未満、及び／又は約１０％未満である。
【００６９】
　ここで用いる「実質的に減弱した」、又は「実質的に異なる」という表現は、当業者が
２つの数値(一般的には、本発明の抗体に関連するものと参照／対照抗体に関連する他の
もの)の差異に、前記値(例えばＫｄ値)によって測定される生物学的性質の上で統計学的
に有意な差異を認める程度に、２つの数値の差が有意に大きいことを意味する。前記２つ
の値の差異は、参照／比較分子の値の関数として例えば約１０％より大きく、約２０％よ
り大きく、約３０％より大きく、約４０％より大きく、及び／又は約５０％より大きい。
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【００７０】
　ここでの目的のための「アクセプターヒトフレームワーク」は、ヒト免疫グロブリンフ
レームワーク又はヒトコンセンサスフレームワークから得られるＶＬ又はＶＨフレームワ
ークのアミノ酸配列を含むフレームワークである。ヒト免疫グロブリンフレームワーク又
はヒトコンセンサスフレームワーク「から得られる」アクセプターヒトフレームワークは
、その同じアミノ酸配列を含むか、又は既存のアミノ酸配列変化を含んでいてもよい。既
存のアミノ酸変化が存在する場合、好ましくは５つのみ、好ましくは４つ以下、又は３つ
以下の既存のアミノ酸変化が存在する。ある実施態様では、既存のアミノ酸変化の数は、
１０以下、９以下、８以下、７以下、６以下、５以下、４以下、３以下又は２以下である
。既存のアミノ酸変化がＶＨ中に存在する場合、好ましくは、それらの変化は位置７１Ｈ
、７３Ｈ及び７８Ｈの内の３つ、２つ又は１つのみである；例えば、それらの位置のアミ
ノ酸残基は、７１Ａ、７３Ｔ及び／又は７８Ａであってよい。一実施態様では、ＶＬアク
セプターヒトフレームワークは、ＶＬヒト免疫グロブリンフレームワーク配列又はヒトコ
ンセンサスフレームワーク配列と配列が同一である。
【００７１】
　「ヒトコンセンサスフレームワーク」は、ヒト免疫グロブリンＶＬ又はＶＨフレームワ
ーク配列の選別において、最も一般的に生じるアミノ酸残基を表すフレームワークである
。一般に、ヒト免疫グロブリンＶＬ又はＶＨ配列は、可変ドメイン配列のサブグループか
ら選別する。一般に、配列のサブグループは上掲のKabat等におけるようなサブグループ
である。一実施態様では、ＶＬについて、サブグループはKabat等におけるようなサブグ
ループκＩである。一実施態様では、ＶＨについて、サブグループはKabat等におけるよ
うなサブグループＩＩＩである。
【００７２】
　「ＶＨサブグループＩＩＩコンセンサスフレームワーク」は、Kabat等の可変重鎖サブ
グループＩＩＩのアミノ酸配列から得られるコンセンサス配列を含む。一実施態様では、
ＶＨサブグループＩＩＩコンセンサスフレームワークアミノ酸配列は次の各配列の少なく
とも一部又は全部を含む：
ＥＶＱＬＶＥＳＧＧＧＬＶＱＰＧＧＳＬＲＬＳＣＡＡＳ（配列番号：３１）－Ｈ１－ＷＶ
ＲＱＡＰＧＫＧＬＥＷＶ（配列番号：３２）－Ｈ２－ＲＦＴＩＳＡＤＴＳＫＮＴＬＹＬＱ
ＭＮＳＬＲＡＥＤＴＡＶＹＹＣ（配列番号：３３）－Ｈ３－ＷＧＱＧＴＬＶＴＶＳＳ（配
列番号：３４）。図４を参照のこと。
【００７３】
　「ＶＬサブグループIコンセンサスフレームワーク」は、Kabat等の可変軽鎖カッパサブ
グループＩのアミノ酸配列から得られるコンセンサス配列を含む。一実施態様では、ＶＨ
サブグループＩコンセンサスフレームワークアミノ酸配列は次の各配列の少なくとも一部
又は全部を含む：
ＤＩＱＭＴＱＳＰＳＳＬＳＡＳＶＧＤＲＶＴＩＴＣ（配列番号：３５）－Ｌ１－ＷＹＱＱ
ＫＰＧＫＡＰＫＬＬＩＹ（配列番号：３６）－Ｌ２－ＧＶＰＳＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤＦＴ
ＬＴＩＳＳＬＱＰＥＤＦＡＴＹＹＣ（配列番号：３７）－Ｌ３－ＦＧＱＧＴＫＶＥＩＫ　
（配列番号：３８）。図５を参照のこと。
【００７４】
　ここで使用される場合、「コドンセット」は所望の変異体アミノ酸をコードするのに用
いられる一組の異なるヌクレオチドトリプレット配列を指す。一組のオリゴヌクレオチド
は、コドンセットによって提供されるヌクレオチドトリプレットの可能な組合せのすべて
を表し、所望のアミノ酸群をコードする配列を含み、例えば固相法によって合成すること
ができる。標準的なコドン指定形式はＩＵＢコードのそれであり、それは当該分野で知ら
れておりここに記載されている。コドンセットは、典型的には３つのイタリック大文字、
例えばＮＮＫ、ＮＮＳ、ＸＹＺ、ＤＶＫなどで表される。よって、ここで用いられる「非
ランダムコドンセット」とは、ここに記載のアミノ酸選別の基準を部分的に、好ましくは
完全に満たす選択アミノ酸をコードするコドンセットを意味する。ある位置の選択された
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ヌクレオチド「縮重」を有するオリゴヌクレオチドの合成は当該分野でよく知られており
、例えば、ＴＲＩＭ手法が知られている(Knappek等, J.Mol.Biol.(1999), 296:57-86)；G
arrard及びHenner, Gene(1993), 128:103)。そのようなある種のコドンセットを有してい
るオリゴヌクレオチドのセットは、市販の核酸シンセサイザー(Applied Biosystems, Fos
ter City, CAなどから入手可能)を使って合成することができ、又は市販品を入手するこ
とができる(例えば、Life Technologies, Rockville, MDから)。従って、特定のコドンセ
ットを有する合成オリゴヌクレオチドセットは、典型的には、異なる配列の複数のオリゴ
ヌクレオチドを含み、この相違は配列全体の中のコドンセットによるものである。本発明
で使用される、オリゴヌクレオチドは、可変ドメイン核酸テンプレートへのハイブリダイ
ゼーションを可能にする配列を有し、また、そうであるとは限らないが、例えばクローニ
ングに役立つ制限酵素部位を含むこともできる。
【００７５】
　「線状抗体」との表現は、Zapata等(1995 Protein Eng, 8(10):1057-1062)に記載の抗
体を意味する。簡単に言えば、これらの抗体は、相補的な軽鎖ポリペプチドと共に一対の
抗原結合領域を形成する一対の直列のＦｄセグメント（ＶＨ－ＣＨ１－ＶＨ－ＣＨ１）を
含む。線状抗体は二重特異性又は単一特異性でありうる。
【００７６】
　ここで用いられる場合、「ライブラリー」は、複数の抗体もしくは抗体断片配列（例え
ば、本発明のポリペプチド）、又はこれらの配列をコードする核酸を意味し、該配列は本
発明の方法によってこれら配列内に導入される変異型アミノ酸の組合せにおいて異なって
いる。
【００７７】
　「ファージディスプレイ」は、変異体ポリペプチドをファージ、例えば繊維状ファージ
の粒子の表面でコートタンパク質の少なくとも一部と融合したタンパク質として提示する
手法である。ファージディスプレイの有用性は、ランダム化タンパク質変異体の大きなラ
イブラリーから対象抗原と高親和性で結合する配列を迅速かつ効率的に選別できることに
ある。ファージ上のペプチド及びタンパク質ライブラリーの提示は、何百万ものポリペプ
チドから特異的結合特性を持つものをスクリーニングするために利用されてきた。多価フ
ァージディスプレイ方法は、繊維状ファージの遺伝子ＩＩＩ又は遺伝子ＶＩＩＩとの融合
体を通して小さなランダムペプチド及び小タンパク質を提示するために利用されてきた。
Wells及びLowman (1992) Curr. Opin. Struct. Biol., 3: 355-362とその中の引用文献。
一価のファージディスプレイでは、タンパク質又はペプチドのライブラリーが遺伝子ＩＩ
Ｉ又はその一部に融合され、ファージ粒子が融合タンパク質の１個又は０個のコピーを提
示するように野生型遺伝子ＩＩＩタンパク質の存在下で低レベルで発現される。アビディ
ティー効果は多価のファージと比較して低下しているので、選別は内在性のリガンド親和
性に基づいており、ファージミドベクターが使われるが、このベクターはＤＮＡ操作を単
純化する。Lowman及びWells (1991) Methods: A companion to Methods in Enzymology 3
:205-0216。
【００７８】
　「ファージミド」は、細菌の複製起点、例えばＣｏ１Ｅ１及びバクテリオファージの遺
伝子間領域のコピーを有するプラスミドベクターである。ファージミドはいかなる既知の
バクテリオファージ、例えば繊維状バクテリオファージ及びラムドイドバクテリオファー
ジでも使用できる。プラスミドは、一般に、抗生物質耐性の選択マーカーも含む。これら
のベクターにクローニングされたＤＮＡセグメントは、プラスミドとして増殖することが
できる。これらのベクターを備える細胞がファージ粒子の生産のために必要なすべての遺
伝子を備えているとき、プラスミドの複製様式はローリングサークル複製に変化し、プラ
スミドＤＮＡの１つの鎖のコピーとパッケージファージ粒子を生成する。ファージミドは
感染性又は非感染性ファージ粒子を形成しうる。この用語は、異種ポリペプチドがファー
ジ粒子の表面で提示されるように遺伝子融合体として異種ポリペプチド遺伝子と結合した
ファージコートタンパク質遺伝子又はその断片を含むファージミドを含む。
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【００７９】
　「ファージベクター」なる用語は、異種遺伝子を含んでいて複製ができるバクテリオフ
ァージの二本鎖複製型を意味する。ファージベクターは、ファージ複製及びファージ粒子
形成を可能にするファージ複製起点を有する。ファージは好ましくは繊維状バクテリオフ
ァージ、例えばＭ１３、ｆ１、ｆｄ、Ｐｆ３ファージもしくはその誘導体、又はラムドイ
ドファージ、例えばラムダ、２１、ファイ８０、ファイ８１、８２、４２４、４３４、そ
の他もしくはその誘導体である。
【００８０】
　ここで使用される場合、「溶媒と接触しうる位置」は抗体源又は抗原結合断片の重鎖及
び軽鎖の可変部のアミノ酸残基の位置を指し、これは、抗体又は抗原結合断片の構造、構
造アンサンブル及び／又はモデル化された構造に基づき、溶媒露出が可能及び／又は抗体
特異性抗原などの分子との接触が可能と判断されるものである。これらの位置は典型的に
はＣＤＲで、またタンパク質の外側に見られる。ここで定義されるように、抗体又は抗原
結合断片の溶媒と接触しうる位置は、当該分野で知られている多くのアルゴリズムの何れ
かを使って決定できる。一実施態様では、溶媒と接触しうる位置は抗体の三次元モデルか
らの座標を使い、好ましくはＩｎｓｉｇｈｔＩＩプログラム(Accelrys, San Diego, CA)
のようなコンピュータプログラムを使って決定される。溶媒と接触しうる位置は、当該分
野で知られているアルゴリズム(例えば、Lee及びRichards (1971) J. Mol. Biol. 55, 37
9 、及びConnolly (1983) J. Appl. Cryst. 16, 548)を使用しても決定することができる
。溶媒と接触しうる位置の決定は、タンパク質モデリングに適したソフトウェア及び抗体
から得られる三次元構造情報を使って行うことができる。これらの目的のために利用でき
るソフトウェアには、ＳＹＢＹＬ生体高分子モジュールソフトウェア(Tripos Associates
)が含まれる。一般に、アルゴリズム(プログラム)がユーザーの入力サイズパラメータを
必要とする場合は、計算において使われるプローブの「サイズ」は半径約１．４オングス
トローム以下に設定される。また、パーソナルコンピュータ用のソフトウェアを使用した
溶媒と接触しうる領域の決定法が、Pacios (1994) Comput. Chem. 18(4): 377-386に記載
されている。
【００８１】
　「血管新生因子又は作用剤」は、血管の発達を刺激する、例えば、血管新生、血管内皮
細胞増殖、血管の安定化及び／又は脈管形成などを促進する増殖因子である。例えば、血
管形成因子には、限定するものではないが、例としてＶＥＧＦ及びＶＥＧＦファミリーの
メンバー、ＰｌＧＦ、ＰＤＧＦファミリー、線維芽細胞増殖因子ファミリー(ＦＧＦ)、Ｔ
ＩＥリガンド(アンギオポイエチン)、エフリン、デルタ様リガンド４（ＤＬＬ４）、Ｄｅ
ｌ-１、線維芽細胞増殖因子：酸性(ａＦＧＦ)及び塩基性(ｂＦＧＦ)、フォリスタチン、
顆粒性コロニー刺激因子(Ｇ-ＣＳＦ)、肝細胞増殖因子(ＨＧＦ)／散乱係数(ＳＦ)、イン
ターロイキン-８(ＩＬ-８)、レプチン、ミドカイン、ニューロピリン、胎盤増殖因子、血
小板由来内皮細胞増殖因子(ＰＤ-ＥＣＧＦ)、血小板由来増殖因子、特にＰＤＧＦ-ＢＢ又
はＰＤＧＦＲ-β、プレイオトロフィン(Pleiotrophin)(ＰＴＮ)、プログラヌリン(Progra
nulin)、プロリフェリン(Proliferin)、トランスフォーミング増殖因子-α(ＴＧＦ-α)、
トランスフォーミング増殖因子-β(ＴＧＦβ)、腫瘍壊死因子-α(ＴＮＦ-α)などが含ま
れる。また、創傷治癒を促進する因子、例として成長ホルモン、インスリン様増殖因子-
Ｉ(ＩＧＦ-Ｉ)、ＶＩＧＦ、上皮細胞増殖因子(ＥＧＦ)、ＣＴＧＦ及びそのファミリーメ
ンバー、及びＴＧＦ-α及びＴＧＦ-βが含まれる。例えば、Klagsbrun及びD'Amore (1991
) Annu. Rev. Physiol. 53:217-39；Streit及びDetmar (2003) Oncogene 22:3172-3179；
Ferrara 及びAlitalo (1999) Nature Medicine 5(12):1359-1364；Tonini等 (2003) Onco
gene 22:6549-6556 (例えば、既知の血管形成因子を列挙している表１)；及びSato (2003
) Int. J. Clin. Oncol. 8:200-206を参照のこと。
【００８２】
　「抗血管新生剤」又は「血管新生(血管形成)インヒビター」は、直接的か間接的にの何
れかで、血管新生、脈管形成又は望ましくない血管透過を阻害する小分子量の物質、ポリ
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ヌクレオチド、ポリペプチド（例えば、阻害性ＲＮＡ（ＲＮＡｉ又はｓｉＲＮＡ）を含む
）、単離したタンパク質、組換えタンパク質、抗体、又はそれらのコンジュゲート又は融
合タンパク質を意味する。抗血管形成剤には、結合して血管形成因子又はそのレセプター
の血管形成活性をブロックする作用剤が含まれることが理解されなければならない。例え
ば、抗血管形成剤は、上記に定義したように血管形成剤に対する抗体又は他のアンタゴニ
スト、例えば、ＶＥＧＦ-Ａに対するか又はＶＥＧＦ―Ａレセプター(例えばＫＤＲレセプ
ター又はＦｌｔ-１レセプター)に対する抗体、ＧｌｅｅｖｅｃＴＭ(イマチニブメシレー
ト)などの抗ＰＤＧＦＲインヒビター、ＶＥＧＦ　レセプターシグナル伝達を阻止する小
分子（例えばＰＴＫ７８７／ＺＫ２２８４，ＳＵ６６６８，ＳＵＴＥＮＴＲ／ＳＵ１１２
４８（スミチニブマレート）、ＡＭＧ７０６、又は例えば国際特許出願ＷＯ２００４／１
１３３０４に記載されたもの）である。また、抗血管新生剤には、天然の血管新生インヒ
ビター、例えばアンジオスタチン、エンドスタチンなどが含まれる。Klagsbrun及びD'Amo
re (1991) Annu. Rev. Physiol. 53:217-39；Streit及びDetmar (2003) Oncogene 22:317
2-3179(例えば、悪性黒色腫の抗血管形成治療を記載している表３)；Ferrara 及びAlital
o (1999) Nature Medicine 5(12):1359-1364；Tonini等 (2003) Oncogene 22:6549-6556 
(例えば、既知の抗血管新生因子を列挙している表２)；及びSato (2003) Int. J. Clin. 
Oncol. 8:200-206(例えば、臨床試験で用いられる抗血管形成剤を列挙している表１)を参
照。
【００８３】
　ここで使用される「ＶＥＧＦ」又は「ＶＥＧＦ-Ａ」なる用語は、Leung等 (1989) Scie
nce, 246:1306 、及びHouck等 (1991) Mol. Endocrin., 5:1806 によって記載されている
ように、１６５アミノ酸のヒト血管内皮増殖因子と、関連した１２１-、１８９-、及び２
０６-アミノ酸のヒト血管内皮増殖因子、並びにそれらの天然に生じる対立遺伝子型及び
プロセシング型を意味する。また、「ＶＥＧＦ」なる用語は、非ヒト種、マウス、ラット
又は霊長類由来のＶＥＧＦも意味する。特定の種由来のＶＥＧＦは、ヒトＶＥＧＦはｈＶ
ＥＧＦ、マウスＶＥＧＦはｍＶＥＧＦなどの用語で表されることが多い。また、「ＶＥＧ
Ｆ」なる用語は、１６５アミノ酸のヒト血管内皮増殖因子のアミノ酸８～１０９、又は１
～１０９を含む切断型ポリペプチドを意味する。そのようなＶＥＧＦ型を指すときは、本
明細書では、例えば、「ＶＥＧＦ(８－１０９)」、「ＶＥＧＦ(１－１０９)」又は「ＶＥ
ＧＦ１６５」と表す。「切断型の」天然のＶＥＧＦのアミノ酸位置は、天然のＶＥＧＦ配
列に示される数で示す。例えば、切断型の天然ＶＥＧＦのアミノ酸位置１７(メチオニン)
は、天然のＶＥＧＦ中の位置１７(メチオニン)でもある。切断型の天然ＶＥＧＦは天然の
ＶＥＧＦに匹敵するＫＤＲ及びＦｌｔ－１レセプター結合親和性を有する。
【００８４】
　「抗ＶＥＧＦ抗体」は、十分な親和性及び特異性をもってＶＥＧＦと結合する抗体であ
る。一実施態様では、本発明の抗ＶＥＧＦ抗体は抗体Ｂ２０－４．１．１である。また他
の実施態様では、本発明の抗ＶＥＧＦ抗体は抗体Ｂ２０－４．１．１ＲＲである。また他
の実施態様では、本発明の抗ＶＥＧＦ抗体は、ＶＥＧＦ活性が関与する疾患又は状態を標
的として干渉する際の治療的薬剤として用いられうる。抗ＶＥＧＦ抗体は通常、ＶＥＧＦ
－Ｂ又はＶＥＧＦ－Ｃなどの他のＶＥＧＦホモログにも、ＰｌＧＦ、ＰＤＧＦ又はｂＦＧ
Ｆなどの他の増殖因子にも結合しないであろう。
【００８５】
　抗ＶＥＧＦ抗体である「ｒｈｕＭＡｂ ＶＥＧＦ」又は「Ａｖａｓｔｉｎ(登録商標)」
としても知られる「ベバシズマブ(ＢＶ)」は、Presta等 (1997) Cancer Res. 57: 4593-4
599に従って生産された組換えヒト化抗ＶＥＧＦモノクローナル抗体である。それは、ヒ
トＶＥＧＦのそのレセプターへの結合を遮断するマウスの抗ｈＶＥＧＦモノクローナル抗
体Ａ.４.６.１の抗原結合性相補性決定領域と変異したヒトのＩｇＧ１フレームワーク領
域とを含んでなる。大部分のフレームワーク領域を含むベバシズマブのアミノ酸配列のお
よそ９３％はヒトＩｇＧ１に由来し、配列のおよそ７％はマウス抗体Ａ４.６.１に由来す
る。ベバシズマブは、約１４９０００ダルトンの分子質量を有し、グリコシル化されてい
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る。
【００８６】
　ここで使用される「Ｂ２０シリーズポリペプチド」なる用語は、ＶＥＧＦに結合する抗
体を含むポリペプチドを意味する。Ｂ２０シリーズポリペプチドには、限定するものでは
ないが、米国特許出願公開第２００６０２８０７４７号、米国特許出願公開第２００７０
１４１０６５号及び／又は米国特許出願公開第２００７００２０２６７号に記載されたＢ
２０抗体又はＢ２０誘導抗体の配列から誘導された抗体が含まれ、これらの特許出願の内
容は出典明示により明示的にここに援用される。一実施態様では、Ｂ２０シリーズポリペ
プチドは、米国特許出願公開第２００６０２８０７４７号、米国特許出願公開第２００７
０１４１０６５号及び／又は米国特許出願公開第２００７００２０２６７号に記載された
Ｂ２０－４．１である。
【００８７】
　ここで使用される「Ｂ２０－４．１．１」なる用語は、ＶＥＧＦに結合し、ＨＶＲ－Ｈ
１が配列番号：１；ＨＶＲ－Ｈ２が配列番号：２；ＨＶＲ－Ｈ３が配列番号：３；ＨＶＲ
－Ｌ１が配列番号：４；ＨＶＲ－Ｌ２が配列番号：６；ＨＶＲ－Ｌ３が配列番号：７であ
る抗体を意味する。
【００８８】
　ここで使用される「Ｂ２０－４．１．１ＲＲ」なる用語は、ＶＥＧＦに結合し、ＨＶＲ
－Ｈ１が配列番号：１；ＨＶＲ－Ｈ２が配列番号：２；ＨＶＲ－Ｈ３が配列番号：３；Ｈ
ＶＲ－Ｌ１が配列番号：５；ＨＶＲ－Ｌ２が配列番号：６；ＨＶＲ－Ｌ３が配列番号：７
である抗体を意味する。
【００８９】
　ここで使用される「Ｇ６－３１」なる用語は、米国特許出願公開第２００６０２８０７
４７号、米国特許出願公開第２００７０１４１０６５号及び／又は米国特許出願公開第２
００７００２０２６７号に記載されたＧ－６シリーズのポリペプチドの一つである。米国
特許出願公開第２００６０２８０７４７号、米国特許出願公開第２００７０１４１０６５
号及び／又は米国特許出願公開第２００７００２０２６７号に記載された他のＧ－６シリ
ーズのポリペプチドは、限定しないが、Ｇ６－８及びＧ６－２３を含む。
【００９０】
　ＶＥＧＦポリペプチドに関する「生物学的な活性」及び「生物学的に活性」なる用語は
、ＶＥＧＦに関連する物理的／化学的性質及び生物学的機能を意味する。
【００９１】
　「ＶＥＧＦアンタゴニスト」は、限定しないが、一又は複数のＶＥＧＦレセプターへの
結合を含むＶＥＧＦ活性を中和、遮断、阻害、抑止、低減又は干渉することができる分子
を指す。ＶＥＧＦアンタゴニストには、限定しないが、抗ＶＥＧＦ抗体及びその抗原結合
性断片、レセプター分子及び一又は複数のレセプターへの結合を隔離することによってＶ
ＥＧＦに特異的に結合する誘導体、抗ＶＥＧＦレセプター抗体及びＶＥＧＦレセプターア
ンタゴニスト、例えばＶＥＧＦＲチロシンキナーゼの小分子インヒビターが含まれる。こ
こで使用される「ＶＥＧＦアンタゴニスト」なる用語は、ＶＥＧＦに結合し、ＶＥＧＦ活
性を中和、遮断、阻害、抑止、低減又は干渉することができる、抗体、抗体断片、他の結
合ポリペプチド、ペプチド、及び非ペプチド小分子を含む分子を特に含む。よって、「Ｖ
ＥＧＦ活性」なる用語は特にＶＥＧＦのＶＥＧＦ媒介生物学的活性（上で定義した通り）
を含む。一実施態様では、ＶＥＧＦアンタゴニストは抗ＶＥＧＦ抗体Ｂ２０－４．１．１
である。また他の実施態様では、ＶＥＧＦアンタゴニストは抗ＶＥＧＦ抗体Ｂ２０－４．
１．１ＲＲである。
【００９２】
　ここで使用される場合、「治療」（及び「治療する」又は「治療している」のような変
形語）とは、治療される個体又は細胞の自然の経過を変化させる試みにおける臨床的介入
を意味し、予防のため、又は臨床病理経過中に実施することができる。治療の所望する効
果には、疾患の発症又は再発の予防、症状の緩和、疾病の任意の直接的又は間接的な病理
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学的結果の減少、転移の防止、疾病の進行速度の低減、病状の回復又は緩和、及び寛解又
は予後の改善が含まれる。ある実施態様では、本発明の抗体は、疾病又は疾患の発症を遅
延させるため、又は疾病又は疾患の進行を遅延化させるために使用される。
【００９３】
　「慢性」投与とは、急性様式とは異なり連続的な様式での薬剤を投与し、初期の治療効
果（活性）を長時間に渡って維持することを意味する。「間欠」投与とは、中断無く連続
的になされるのではなく、むしろ本質的に周期的になされる処置である。
【００９４】
　「疾患」は、治療から利益を得る任意の症状である（例えば、異常な血管形成(過剰、
不適切又は制御不能の血管形成)又は血管透過性に罹患しているか、又はそれらに対して
予防する必要がある哺乳動物）。これには、哺乳動物の問題とする疾患の素因となる病的
状態を含む慢性及び急性の疾患又は疾病を包含する。限定するものでなく、ここで治療す
る疾患の例には、悪性及び良性の腫瘍；非白血病及びリンパ系の悪性腫瘍；特に腫瘍（例
えば癌）転移が含まれる。
【００９５】
　「細胞増殖性疾患」及び「増殖性疾患」という用語は、ある程度の異常な細胞増殖を伴
う疾患を意味する。一実施態様では、細胞増殖性疾患は癌である。
【００９６】
　ここで用いられる「腫瘍」は、悪性又は良性に関わらず、全ての腫瘍形成細胞成長及び
増殖、及び全ての前癌性及び癌性細胞及び組織を意味する。「癌」、「癌性」、「細胞増
殖性疾患」、「増殖性疾患」及び「腫瘍」なる用語は、ここでの意味は相互に排他的では
ない。
【００９７】
　「癌」及び「癌性」という用語は、典型的には調節されない細胞成長を特徴とする哺乳
動物における生理学的状態を指すか記述する。癌の例には、限定されるものではないが、
癌腫、リンパ腫、芽細胞腫、肉腫、及び白血病が含まれる。このような癌のより特定の例
には、扁平細胞癌、肺癌(小細胞肺癌、非小細胞肺癌、肺の腺癌、及び肺の扁平癌腫(squa
mous carcinoma)を含む)、腹膜癌、肝細胞癌、胃(gastric)又は腹部(stomach)癌(胃腸癌
、消化管間質性癌を含む)、膵臓癌、神経膠芽細胞腫、子宮頸管癌、卵巣癌、肝臓癌、膀
胱癌、肝癌、乳癌、結腸癌、結腸直腸癌、子宮内膜又は子宮癌、唾液腺癌、腎臓(kidney)
又は腎(renal)癌、肝臓癌、前立腺癌、産卵口癌、甲状腺癌、肝臓癌及び様々なタイプの
頭頸部癌、黒色腫、表在拡大型黒色腫、悪性黒子由来黒色腫、末端黒子型黒色腫、結節性
黒色腫、並びにＢ細胞リンパ腫（低級／濾胞性非ホジキンリンパ腫(ＮＨＬ)；小リンパ球
(ＳＬ)ＮＨＬ；中級／濾胞性ＮＨＬ；中級びまん性ＮＨＬ；高級免疫芽細胞性ＮＨＬ；高
級リンパ芽球性ＮＨＬ；高級小非分割細胞ＮＨＬ；バルキー疾患ＮＨＬ；外套細胞リンパ
腫；エイズ関連リンパ腫；及びワルデンストロームのマクログロブリン病を含む）；慢性
リンパ性白血病(ＣＬＬ)；急性リンパ芽球白血病(ＡＬＬ)；ヘアリー細胞白血病；慢性骨
髄芽球性白血病；及び移植後リンパ増殖性疾患（ＰＴＬＤ）、並びに母斑症に関連した異
常な血管増殖、浮腫（例えば脳腫瘍に関連したもの）、及びメイグス症候群が含まれる。
【００９８】
　「個体」、「被検者」又は「患者」は脊椎動物である。ある実施態様では、脊椎動物は
哺乳動物である。哺乳動物には、限定しないが、家畜(例えばウシ)、スポーツ用動物、ペ
ット（例えばネコ、イヌ及びウマ）、霊長類、マウス及びラットが含まれる。
【００９９】
　「薬学的製剤」なる用語は、活性成分の生物学的活性が効果的であることを可能にする
ような形態であり、製剤が投与される患者に毒性が許容されない更なる成分を含まない調
製物を意味する。かかる製剤は無菌であってもよい。
【０１００】
　「無菌」製剤は無菌的又はあらゆる生きている微生物やその芽胞を含まない。
【０１０１】
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　「有効量」とは所望の治療又は予防結果を達成するために必要な用量及び時間での効果
的な量を意味する。
【０１０２】
　本発明の物質／分子の「治療的有効量」は、例えば個体の疾病状態、年齢、性別、及び
体重、並びに個体に所望の応答を誘発する物質／分子の能力などの因子に従って変わりう
る。治療的有効量は物質／分子の任意の毒性又は有害な効果よりも治療的に恩恵のある効
果が上回るものである。「予防的有効量」とは所望の予防結果を達成するために必要な用
量及び時間での効果的な量を意味する。典型的には、必ずではないが、予防的用量は疾患
の初期の状態又はその前の患者に用いるので、予防的有効量は治療的有効量よりも少ない
であろう。
【０１０３】
　一又は複数の更なる治療剤との併用での投与は、同時（同時発生）及び任意の順序での
連続的投与を含む。
【０１０４】
　ここで用いられる「担体」は、用いられる服用量及び濃度でそれらに曝露される細胞又
は哺乳動物に対して非毒性である製薬的に許容されうる担体、賦形剤、又は安定化剤を含
む。生理学的に許容されうる担体は、水性ｐＨ緩衝溶液であることが多い。生理学的に許
容されうる担体の例は、リン酸塩、クエン酸塩、及び他の有機酸塩のバッファー；アスコ
ルビン酸を含む酸化防止剤；低分子量（約１０残基未満）ポリペプチド；タンパク質、例
えば血清アルブミン、ゼラチン、又は免疫グロブリン；疎水性ポリマー、例えばポリビニ
ルピロリドン；アミノ酸、例えばグリシン、グルタミン、アスパラギン、アルギニン又は
リジン；グルコース、マンノース又はデキストランを含む単糖類、二糖類、及び他の炭水
化物；ＥＤＴＡ等のキレート剤；マンニトール又はソルビトール等の糖アルコール；ナト
リウム等の塩形成対イオン；及び／又は非イオン性界面活性剤、例えば、ＴＷＥＥＮＴＭ

、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）、及びＰＬＵＲＯＮＩＣＳＴＭを含む。
【０１０５】
　「リポソーム」は、種々の型の脂質、リン脂質及び／又は界面活性剤からなる小胞体で
あり、哺乳動物への薬物（ＶＥＧＦポリペプチド又はその抗体など）の輸送に有用である
。リポソームの成分は、通常は生体膜の脂質配列に類似する二層形式に配列される。
　「抗腫瘍性組成物」なる用語は、少なくとも一つの活性治療剤、例えば「抗癌剤」を含
む、癌を治療する際に有効な組成物を指す。治療剤(抗癌剤)の例には、限定するものでは
ないが、例えば、化学療法剤、増殖阻害剤、細胞障害性薬剤、放射線療法に用いられる作
用剤、抗血管新生剤、アポトーシス剤、抗チュービュリン剤及び癌を治療するための他の
薬剤、例えば、抗ＨＥＲ-２抗体、抗ＣＤ２０抗体、表皮増殖因子レセプター(ＥＧＦＲ)
アンタゴニスト(例えばチロシンキナーゼインヒビター)、ＨＥＲ１／ＥＧＦＲインヒビタ
ー(例えばエルロチニブ(ＴａｒｃｅｖａＴＭ)、血小板由来成長因子インヒビター(例えば
ＧｌｅｅｖｅｃＴＭ(メシル酸イマチニブ))、ＣＯＸ-２インヒビター(例えばセレコキシ
ブ)、インターフェロン、サイトカイン、以下の標的ＥｒｂＢ２、ＥｒｂＢ３、ＥｒｂＢ
４、ＰＤＧＦＲ－β、ＢｌｙＳ、ＡＰＲＩＬ、ＢＣＭＡ又はＶＥＧＦレセプタの一つ以上
と結合するアンタゴニスト(例えば中和抗体)、ＴＲＡＩＬ／Ａｐｏ２及び他の生理活性的
で有機化学的作用剤などが含まれる。また、その組合せは本発明に含まれる。
【０１０６】
　ここで用いられる「細胞傷害剤」なる用語は、細胞の機能を阻害又は抑制し、及び／又
は細胞死又は破壊を生じせしめる物質を意味する。該用語は、放射性同位体(例えば、Ａ
ｔ２１１、Ｉ１３１、Ｉ１２５、Ｙ９０、Ｒｅ１８６、Ｒｅ１８８、Ｓｍ１５３、Ｂｉ２

１２、Ｐ３２、Ｐｂ２１２及びＬｕの放射性同位体)、化学療法剤（例えばメトトレキセ
ート、アドリアマイシン、ビンカアルカロイド類（ビンクリスチン、ビンブラスチン、エ
トポシド）、ドキソルビシン、メルファラン、マイトマイシンＣ、クロラムブシル、ダウ
ノルビシン又は他の挿入剤、酵素及びその断片、例えば核溶解性酵素、抗生物質、及び毒
素、例えばその断片及び／又は変異体を含む小分子毒素又は細菌、糸状菌、植物又は動物
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起源の酵素的に活性な毒素、並びに下記に開示する種々の抗腫瘍又は抗癌剤を含むことが
意図されている。他の細胞傷害剤が下記に記載されている。殺腫瘍性剤は、腫瘍細胞の破
壊を引き起こす。
【０１０７】
　「毒素」は細胞の成長又は増殖に致命的な効果を有しうる任意の物質である。
【０１０８】
　「化学療法剤」は、癌の治療に有用な化学化合物である。化学療法剤の例には、アルキ
ル化剤、例えばチオテパ及びシクロホスファミド(ＣＹＴＯＸＡＮ(登録商標))；スルホン
酸アルキル、例えばブスルファン、インプロスルファン及びピポスルファン(piposulfan)
；アジリジン類、例えばベンゾドーパ(benzodopa)、カルボコン、メツレドーパ(meturedo
pa)、及びウレドーパ(uredopa)；アルトレートアミン(altretamine)、トリエチレンメラ
ミン、トリエチレンホスホラミド、トリエチレンチオホスホラミド(triethylenethiophos
phaoramide)及びトリメチローロメラミン(trimethylolomelamine)を含むエチレンイミン
類及びメチラメラミン類；アセトゲニン（特にブラタシン及びブラタシノン）；デルタ－
９－テトラヒドロカナビノール（ドロナビノール、ＭＡＲＩＮＯＬ（登録商標）；βラパ
チョーネ；ラパコール；コルヒチン；ベツリン酸；カンプトセシン（合成アナログトポテ
カン（ＨＹＣＡＭＴＩＮ（登録商標）、ＣＰＴ－１１（イリノテカン、ＣＡＭＰＴＯＳＡ
Ｒ（登録商標））、アセチルカンプトテシン、スコポレクチン(scopolectin)及び９－ア
ミノカンプトテシンを含む）；ブリオスタチン；カリスタチン；ＣＣ-１０６５（そのア
ドゼレシン、カルゼレシン及びビゼレシン合成アナログを含む）；ポドフィロトキシン；
ポドフィリン酸(podophyllinic acid)；テニポシド；クリプトフィシン（特にクリプトフ
ィシン１及びクリプトフィシン８）；ドラスタチン；ドゥオカルマイシン（合成アナログ
、ＫＷ-２１８９及びＣＢ１-ＴＭ１を含む）；エロイテロビン；パンクラチスタチン；サ
ルコジクチン；スポンギスタチン；クロランブシル、クロロナファジン(chlornaphazine)
、チョロホスファミド(cholophosphamide)、エストラムスチン、イフォスファミド、メク
ロレタミン、メクロレタミンオキシドヒドロクロリド、メルファラン、ノベンビチン(nov
embichin)、フェネステリン(phenesterine)、プレドニムスチン(prednimustine)、トロフ
ォスファミド(trofosfamide)、ウラシルマスタードなどのナイトロジェンマスタード；カ
ルムスチン、クロロゾトシン(chlorozotocin)、フォテムスチン(fotemustine)、ロムスチ
ン、ニムスチン、ラニムスチンなどのニトロスレアス(nitrosureas)；抗生物質、例えば
エネジイン抗生物質(例えば、カリケアマイシン(calicheamicin)、特にカリケアマイシン
γ１Ｉ及びカリケアマイシンωＩ１（例えばAgnew Chem Intl. Ed. Engl. 33:183-186(19
94)参照）；ＣＤＰ３２３、経口α－４インテグリン阻害剤；ダイネマイシン(dynemicin)
Ａを含むダイネマイシン；エスペラマイシン；並びにネオカルチノスタチン発色団及び関
連する色素タンパクエネジイン抗生物質発色団)、アクラシノマイシン類(aclacinomysins
)、アクチノマイシン、オースラマイシン(authramycin)、アザセリン、ブレオマイシン、
カクチノマイシン(cactinomycin)、カラビシン(carabicin)、カルミノマイシン、カルジ
ノフィリン(carzinophilin)、クロモマイシン類、ダクチノマイシン、ダウノルビシン、
デトルビシン(detorbicin)、６-ジアゾ-５-オキソ-Ｌ-ノルロイシン、ドキソルビシン（A
DRIAMYCIN(登録商標)、モルホリノ-ドキソルビシン、シアノモルホリノ-ドキソルビシン
、２-ピロリノ-ドキソルビシン、ドキソルビシンＨＣｌリポソーム注射剤（ＤＯＸＩＬ（
登録商標）、リポソームドキソルビシンＴＬＣＤ－９９（ＭＹＯＣＥＴ（登録商標））、
ペグ化リポソームドキソルビシン（ＣＡＥＬＹＸ（登録商標）、及びデオキシドキソルビ
シンを含む)、エピルビシン、エソルビシン、イダルビシン、マーセロマイシン(marcello
mycin)、マイトマイシンＣのようなマイトマイシン、マイコフェノール酸(mycophenolic 
acid)、ノガラマイシン(nogalamycin)、オリボマイシン(olivomycins)、ペプロマイシン
、ポトフィロマイシン(potfiromycin)、ピューロマイシン、ケラマイシン(quelamycin)、
ロドルビシン(rodorubicin)、ストレプトニグリン、ストレプトゾシン、ツベルシジン(tu
bercidin)、ウベニメクス、ジノスタチン(zinostatin)、ゾルビシン(zorubicin)；代謝拮
抗剤、例えばメトトレキセート、ゲムシタビン(gemcitabine) (GEMZAR(登録商標))、テガ
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フル(tegafur) (UFTORAL(登録商標))、カペシタビン(capecitabine) (XELODA(登録商標))
、エポチロン(epothilone)、及び５-フルオロウラシル(５-ＦＵ)；コムブレタスタチン；
葉酸アナログ、例えばデノプテリン(denopterin)、メトトレキセート、プテロプテリン(p
teropterin)、トリメトレキセート(trimetrexate)；プリンアナログ、例えばフルダラビ
ン(fludarabine)、６-メルカプトプリン、チアミプリン、チオグアニン；ピリミジンアナ
ログ、例えばアンシタビン、アザシチジン(azacitidine)、６-アザウリジン(azauridine)
、カルモフール、シタラビン、ジデオキシウリジン、ドキシフルリジン、エノシタビン(e
nocitabine)、フロキシウリジン(floxuridine)；アンドロゲン類、例えばカルステロン(c
alusterone)、プロピオン酸ドロモスタノロン、エピチオスタノール、メピチオスタン、
テストラクトン(testolactone)；抗副腎剤、例えばアミノグルテチミド、ミトタン、トリ
ロスタン；葉酸リプレニッシャー(replenisher)、例えばフロリン酸(frolinic acid)；ア
セグラトン；アルドホスファミドグリコシド；アミノレブリン酸；エニルウラシル；アム
サクリン(amsacrine)；ベストラブシル(bestrabucil)；ビサントレン(bisantrene)；エダ
トラキセート(edatraxate)；デフォファミン(defofamine)；デメコルシン(demecolcine)
；ジアジコン(diaziquone)；エルフォルニチン(elfornithine)；酢酸エリプチニウム(ell
iptinium)；エポチロン；エトグルシド(etoglucid)；硝酸ガリウム；ヒドロキシ尿素；レ
ンチナン；ロニダイニン(lonidainine)；メイタンシン(maytansine)及びアンサマイトシ
ン類(ansamitocins)のようなメイタンシノイド類(maytansinoids)；ミトグアゾン(mitogu
azone)；ミトキサントロン；モピダンモール(mopidanmol)；ニトラクリン(nitracrine)；
ペントスタチン；フェナメット(phenamet)；ピラルビシン；ロソキサントロン(losoxantr
on)；２-エチルヒドラジド；プロカルバジン；ＰＳＫ(登録商標)多糖類複合体(JHS Natur
al Products, Eugene, OR)；ラゾキサン(razoxane)；リゾキシン(rhizoxin)；シゾフィラ
ン；スピロゲルマニウム(spirogermanium)；テニュアゾン酸(tenuazonic acid)；トリア
ジコン(triaziquone)；２,２',２''-トリクロロトリエチルアミン；トリコテセン(tricho
thecenes)(特に、Ｔ-２トキシン、ベラキュリンＡ(verracurin A)、ロリジンＡ(roridin 
A)及びアングイジン(anguidine))；ウレタン；ビンデシン(ELDISINE(登録商標)、FILDESI
N(登録商標))；ダカルバジン；マンノムスチン(mannomustine)；ミトブロニトール；ミト
ラクトール(mitolactol)；ピポブロマン(pipobroman)；ガシトシン(gacytosine)；アラビ
ノシド(「Ara-C」)；チオテパ；タキソイド、例えばパクリタキセル(TAXOL(登録商標))、
パクリタキセルのクレモフォー無添加アルブミン操作ナノ粒子製剤(ABRAXANETM)、及びド
キセタキセル(ＴＡＸＯＴＥＲＥ(登録商標))；クロランブシル；６-チオグアニン；メル
カプトプリン；メトトレキサート；プラチナ剤、例えばシスプラチン、オキサリプラチン
（例えばＥＬＯＸＡＴＩＮ（登録商標））及びカルボプラチン；ビンカ類でチューブリン
重合の微小管形成を阻害するもの、例えばビンブラスチン(ＶＥＬＢＡＮ(登録商標)、ビ
ンクリスチン(ＯＮＣＯＶＩＮ(登録商標))、ビンデシン(ＥＬＤＩＳＩＮＥ(登録商標)、
ＦＩＬＤＥＳＩＮ(登録商標))、及びビノレルビン(ＮＡＶＥＬＢＩＮＥ(登録商標))；エ
トポシド(ＶＰ-１６)；イホスファミド；マイトキサントロン；ロイコボビン(leucovovin
)；ノバントロン(novantrone)；エダトレキセート；ダウノマイシン；アミノプテリン；
イバンドロナート(ibandronate)；トポイソメラーゼ阻害薬ＲＦＳ２０００；ジフルオロ
メチロールニチン(ＤＭＦＯ)；レチノイン酸などのレチノイド、例えば、ベキサロテン(
ＴＡＲＧＲＥＴＩＮ(登録商標))；ビスホスホネート、例えばクロドロネート(例えばＢＯ
ＮＥＦＯＳ(登録商標)又はＯＳＴＡＣ(登録商標))、エチドロン酸(ＤＩＤＲＯＣＡＬ(登
録商標))、ＮＥ-５８０９５、ゾレドロン酸／ゾレドロネート(ＺＯＭＥＴＡ(登録商標))
、アレンドロネート(ＦＯＳＡＭＡＸ(登録商標))、パミドロン酸(ＡＲＥＤＩＡ(登録商標
))、チルドロン酸(ＳＫＥＬＩＤ(登録商標))、又はリセドロン酸(ＡＣＴＯＮＥＬ(登録商
標))；トロキサシタビン(troxacitabine)(１,３-ジオキソランヌクレオシドシトシン類似
体)；アンチセンスオリゴヌクレオチド、特に異常な細胞増殖に結びつくシグナル伝達経
路における遺伝子の発現を阻害するもの、例えばＰＫＣ-α、Ｒａｆ、及びＨ-Ｒａｓ、及
び上皮増殖因子レセプター(ＥＧＦ-Ｒ)（例えばエルロチニブ（TarcevaTM））；細胞増殖
を減少させるＶＥＧＦ－Ａ；ＴＨＥＲＡＴＯＰＥ(登録商標)ワクチン及び遺伝子治療ワク
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チン等のワクチン、例えばＡＬＬＯＶＥＣＴＩＮ(登録商標)ワクチン、ＬＥＵＶＥＣＴＩ
Ｎ(登録商標)ワクチン、及びＶＡＸＩＤ(登録商標)ワクチン；トポイソメラーゼ１阻害薬
(例えばＬＵＲＴＯＴＥＣＡＮ(登録商標))；ｒｍＲＨ(例えばＡＢＡＲＥＬＩＸ(登録商標
))；ＢＡＹ４３９００６(ソラフェニブ；Bayer)；ＳＵ-１１２４８(スニチニブ、ＳＵＴ
ＥＮＴ(登録商標)、Pfizer)；ペリフォシン(perifosine)、ＣＯＸ-２阻害剤(例えばセレ
コキシブ又はエトリコキシブ)、プロテオゾーム阻害剤(例えばＰＳ３４１)；ボルテゾミ
ブ(ＶＥＬＣＡＤＥ(登録商標))；ＣＣＩ-７７９；チピファルニブ(tipifarnib)(Ｒ１１５
７７)；オラフィニブ(orafenib)、ＡＢＴ５１０；ＢＣＬ-２阻害剤、例えばオブリメルセ
ンナトリウム(oblimersen sodium)(GENASENSE(登録商標))；ピクサントロン；ＥＧＦＲ阻
害剤；チロシンキナーゼ阻害剤；セリン－スレオニンキナーゼ阻害剤、例えばラパマイシ
ン（シロリムス、ＲＡＰＡＭＵＮＥ(登録商標)）；ファルネシルトランスフェラーゼ阻害
剤、例えばロナファーニブ（ＳＣＨ６６３６，ＳＡＲＡＳＡＲＴＭ）; 及び上述したもの
の何れかの薬学的に許容可能な塩類、酸類又は誘導体：並びに上記のうち２以上の組み合
わせ、例えば、シクロフォスファミド、ドキソルビシン、ビンクリスチン、及びプレドニ
ソロンの併用療法の略称であるＣＨＯＰ；及び５－ＦＵ及びロイコボリンとオキサリプラ
チン(ELOXATINTM)を組み合わせた治療法の略称であるＦＯＬＦＯＸ、及び上述したものの
何れかの薬学的に許容可能な塩類、酸類又は誘導体；並びに上記のうち２以上の組み合わ
せが含まれる。
【０１０９】
　ここで定義された化学療法剤には、癌の増殖を促進しうるホルモンの効果を調節、低減
、ブロック、又は阻害するように働く「抗ホルモン剤」又は「内分泌治療剤」が含まれる
。それらはそれ自体がホルモンであってもよく、限定するものではないが、抗エストロゲ
ン及び選択的エストロゲン受容体調節物質（ＳＥＲＭ）を含み、例えば、タモキシフェン
（ＮＯＬＶＡＤＥＸ(登録商標)タモキシフェンを含む）、ラロキシフェン(raloxifene)、
ドロロキシフェン、４-ヒドロキシタモキシフェン、トリオキシフェン(trioxifene)、ケ
オキシフェン(keoxifene)、ＬＹ１１７０１８、オナプリストーン(onapristone)、及びＦ
ＡＲＥＳＴＯＮ（登録商標）トレミフェン；副腎のエストロゲン産生を調節する酵素アロ
マターゼを阻害するアロマターゼ阻害剤、例えば４(５)-イミダゾール、アミノグルテチ
ミド、ＭＥＧＡＳＥ(登録商標)酢酸メゲストロール、ＡＲＯＭＡＳＩＮ(登録商標)エキセ
メスタン、フォルメスタニー(formestanie)、ファドロゾール、ＲＩＶＩＳＯＲ(登録商標
)ボロゾール、ＦＥＭＡＲＡ(登録商標)レトロゾール、及びＡＲＩＭＩＤＥＸ(登録商標)
アナストロゾール；及び抗アンドロゲン、例えばフルタミド(flutamide)、ニルタミド(ni
lutamide)、ビカルタミド、ロイプロリド、及びゴセレリン；並びにトロキサシタビン(tr
oxacitabine)（１,３-ジオキソランヌクレオシドシトシン類似体）；アンチセンスオリゴ
ヌクレオチド、特に接着細胞の増殖に結びつくシグナル伝達経路における遺伝子の発現を
阻害するもの、例えばＰＫＣ-α、Ｒａｆ、及びＨ-Ｒａｓ；リボザイム、例えばＶＥＧＦ
発現阻害剤（例えばＡＮＧＩＯＺＹＭＥ(登録商標)リボザイム）及びＨＥＲ２発現阻害剤
；遺伝子治療ワクチン等のワクチン、例えばＡＬＬＯＶＥＣＴＩＮ(登録商標)ワクチン、
ＬＥＵＶＥＣＴＩＮ(登録商標)ワクチン、及びＶＡＸＩＤ(登録商標)ワクチン；ＰＲＯＬ
ＥＵＫＩＮ(登録商標)ｒＩＬ－２；ＬＵＲＴＯＴＥＣＡＮ(登録商標)トポイソメラーゼ１
阻害剤；ＡＢＡＲＥＬＩＸ(登録商標)ｒｍＲＨ；ビノレルビン及びエスペラミシン（米国
特許第４６７５１８７号を参照）、及び上記のものの何れかの薬学的に許容可能な塩類、
酸類又は誘導体；並びに上記のものの二以上の組合せを含む。
【０１１０】
　ここで使用される「増殖阻害剤」なる用語は、インビトロ又はインビボの何れかにおい
て、（ＶＥＧＦを発現する細胞のような）細胞の増殖を阻害する化合物又は組成物を意味
する。よって、増殖阻害剤とは、Ｓ期において、（ＶＥＧＦを発現する細胞のような）細
胞の割合を有意に低減させるものである。増殖阻害剤の例には、細胞分裂周期の進行をブ
ロックする薬剤(Ｓ期以外の場所において)、例えばＧ１停止及びＭ期停止を誘発する薬剤
が含まれる。伝統的なＭ期ブロッカーには、ビンカ(ビンクリスチン及びビンブラスチン)
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、タキサン、及びトポＩＩインヒビター、例えばドキソルビシン、エピルビシン、ダウノ
ルビシン、エトポシド、及びブレオマイシンが含まれる。Ｇ１を停止させる薬剤、例えば
ＤＮＡアルキル化剤、例えばタモキシフェン、プレドニソン、ダカーバジン、メクロレタ
ミン、シスプラチン、メトトレキセート、５-フルオロウラシル、及びａｒａ-ＣがＳ期停
止に溢流する。更なる情報は、Murakami等の「Cell cycle regulation, oncogenes, and 
antineoplastic drugs」と題されたThe Molecular Basis of Cancer、Mendelsohn及びIsr
ael編、第１章(WB Saunders；Philadelphia, 1995)、例えば１３頁に見出すことができる
。タキサン類(パクリタキセル及びドセタキセル)は、共にイチイに由来する抗癌剤である
。ヨーロッパイチイに由来するドセタキセル(ＴＡＸＯＴＥＲＥ(登録商標), Rhone-Poule
nc Rorer)は、パクリタキセル(ＴＡＸＯＬ(登録商標), Bristol-Myers Squibb)の半合成
類似体である。パクリタキセル及びドセタキセルは、チューブリン二量体から微小管の集
合を促進し、細胞の有糸分裂を阻害する結果となる脱重合を防ぐことによって微小管を安
定化する。
【０１１１】
　疾患の「病理状態」には、患者の健康を損なうあらゆる現象が含まれる。癌の場合には
、これに限定されるものではないが、異常又は制御不能な細胞成長、転移、隣接細胞の正
常機能の阻害、サイトカイン又は他の分泌産物の異常なレベルでの放出、炎症又は免疫反
応の抑制又は悪化等々が含まれる。
【０１１２】
　この出願で用いられる「プロドラッグ」なる用語は、親薬剤に比較して腫瘍細胞に対す
る細胞傷害性が低く、酵素的に活性化又はより活性な親形態に変換される製薬的活性物質
の前駆体又は誘導体形態を意味する。例えば、Wilman, 「Prodrugs in Cancer Chemother
apy」, Biochemical Society Transactions, 14, :375-382, 615th Meeting, Belfast (1
986)、及びStella 等, 「Prodrugs: A Chemical Approach to Targeted Drug Delivery」
、Directed Drug Delivery, Borchardt等(編), 247-267項, Humana Press (1985)参照。
本発明のプロドラッグは、限定するものではないが、ホスフェート含有プロドラッグ、チ
オホスフェート含有プロドラッグ、サルフェート含有プロドラッグ、ペプチド含有プロド
ラッグ、Ｄ-アミノ酸修飾プロドラッグ、グリコシル化プロドラッグ、β-ラクタム含有プ
ロドラッグ、置換されていてもよいフェノキシアセトアミド含有プロドラッグ又は置換さ
れていてもよいフェニルアセトアミド含有プロドラッグ、より活性のある細胞毒のない薬
剤に転換可能な５-フルオロシトシン及び他の５-フルオロウリジンプロドラッグを含む。
限定はしないが、本発明で使用されるプロドラッグ形態に誘導体化可能な細胞傷害性剤の
例には、前記の化学療法剤が含まれる。
【０１１３】
　「小分子」は約５００ダルトン以下の分子量を有するものとここでは定義される。
【０１１４】
　「精製された」よは、分子が試料中に少なくとも９５重量％の濃度で、又はそれが含ま
れる思料の少なくとも９８重量％で存在することを意味する。
【０１１５】
　「単離された」核酸分子は、例えばその天然の環境において通常は付随している少なく
とも一の他の汚染核酸分子から分離された核酸分子である。単離された核酸分子は、該核
酸分子を通常は発現する細胞に含まれる核酸分子を更に含むが、該核酸分子はその天然の
染色体位置とは異なった染色体位置に又は染色体外に存在する。
【０１１６】
　ここで使用される「ベクター」という用語は、それが連結しているその他の核酸を輸送
することのできる核酸分子を指す。一つのタイプのベクターは「プラスミド」であり、付
加的なＤＮＡセグメントをライゲーションすることができる環状二本鎖ＤＮＡを指す。他
のタイプのベクターはファージベクターである。その他の型のベクターはウイルスベクタ
ーであり、付加的なＤＮＡセグメントをウイルスゲノムへライゲーションすることができ
る。ある種のベクターは、それらが導入される宿主内において自己複製することができる
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(例えば、細菌の複製開始点を有する細菌ベクター、及びエピソーム哺乳動物ベクター)。
他のベクター(例えば、非エピソーム哺乳動物ベクター)は、宿主細胞への導入によって宿
主細胞のゲノムに組み込まれ、宿主ゲノムと共に複製される。更に、ある種のベクターは
、それらが作用可能に連結している遺伝子の発現を方向づけ得る。このようなベクターは
、ここでは、「組換え発現ベクター」(あるいは単に「組換えベクター」)と呼ばれる。一
般に、組換えＤＮＡ技術で利用する発現ベクターは、しばしばプラスミドの形をとる。本
明細書では、プラスミドが最も広く使用されているベクターの形態であるので、「プラス
ミド」及び「ベクター」は相互交換可能に使用されうる。
【０１１７】
　ここで交換可能に使用される「ポリヌクレオチド」又は「核酸」は、任意の長さのヌク
レオチドのポリマーを意味し、ＤＮＡ及びＲＮＡを含む。ヌクレオチドは、デオキシリボ
ヌクレオチド、リボヌクレオチド、修飾されたヌクレオチド又は塩基、及び／又はそれら
の類似体(アナログ)、又はＤＮＡもしくはＲＮＡポリメラーゼにより、もしくは合成反応
によりポリマー中に取り込み可能な任意の基質とすることができる。ポリヌクレオチドは
、修飾されたヌクレオチド、例えばメチル化ヌクレオチド及びそれらの類似体を含み得る
。存在するならば、ヌクレオチド構造に対する修飾は、ポリマーの組み立ての前又は後に
なされ得る。ヌクレオチドの配列は非ヌクレオチド成分により中断されてもよい。ポリヌ
クレオチドは合成後に、例えば標識との結合により、さらに修飾されてもよい。他のタイ
プの修飾には、例えば「キャップ(caps)」、類似体との自然に生じたヌクレオチドの一又
は複数の置換、ヌクレオチド間修飾、例えば非荷電連結(例えばホスホン酸メチル、ホス
ホトリエステル、ホスホアミダート、カルバマート等)及び荷電連結(ホスホロチオアート
、ホスホロジチオアート等)を有するもの、ペンダント部分、例えばタンパク質(例えばヌ
クレアーゼ、毒素、抗体、シグナルペプチド、ｐｌｙ－Ｌ－リジン等)を含むもの、イン
ターカレータ(intercalators)を有するもの(例えばアクリジン、ソラレン等)、キレート
剤(例えば金属、放射性金属、ホウ素、酸化的金属等)を含むもの、アルキル化剤を含むも
の、修飾された連結を含むもの(例えばアルファアノマー核酸等)、並びにポリヌクレオチ
ド(類)の未修飾形態が含まれる。更に、糖類中に通常存在する任意のヒドロキシル基は、
例えばホスホナート基、ホスファート基で置き換えられてもよく、標準的な保護基で保護
されてもよく、又は付加的なヌクレオチドへのさらなる連結を調製するように活性化され
てもよく、もしくは固体又は半固体担体に結合していてもよい。５'及び３'末端のＯＨは
ホスホリル化可能であり、又は１～２０の炭素原子を有する有機キャップ基部分又はアミ
ンで置換することもできる。また他のヒドロキシルは標準的な保護基に誘導体化されても
よい。またポリヌクレオチドは当該分野で一般的に知られているリボース又はデオキシリ
ボース糖類の類似形態のものをさらに含み得、これらには例えば２'-Ｏ-メチル-、２'-Ｏ
-アリル、２'-フルオロ又は２'-アジド-リボース、炭素環式糖の類似体、アルファ-アノ
マー糖、エピマー糖、例えばアラビノース、キシロース類又はリキソース類、ピラノース
糖、フラノース糖、セドヘプツロース、非環式類似体、及び非塩基性ヌクレオシド類似体
、例えばメチルリボシドが含まれる。一又は複数のホスホジエステル連結は代替の連結基
で置き換えてもよい。これらの代替の連結基には、限定されるものではないが、ホスファ
ートがＰ(Ｏ)Ｓ(「チオアート」)、Ｐ(Ｓ)Ｓ(「ジチオアート」)、「(Ｏ)ＮＲ２(「アミ
ダート」)、Ｐ(Ｏ)Ｒ、Ｐ(Ｏ)ＯＲ'、ＣＯ又はＣＨ２(「ホルムアセタール」)と置き換え
られた実施態様のものが含まれ、ここでそれぞれのＲ及びＲ'は独立して、Ｈ又は、エー
テル(-Ｏ-)結合を含んでいてもよい置換もしくは未置換のアルキル(１-２０Ｃ)、アリー
ル、アルケニル、シクロアルキル、シクロアルケニル又はアラルジル(araldyl)である。
ポリヌクレオチド中の全ての結合が同一である必要はない。先の記述は、ＲＮＡ及びＤＮ
Ａを含むここで引用される全てのポリヌクレオチドに適用される。
【０１１８】
　ここで使用される「オリゴヌクレオチド」とは、短く、一般的に単鎖であり、また必ず
しもそうではないが、一般的に約２００未満のヌクレオチド長さの、一般的に合成のポリ
ヌクレオチドを意味する。「オリゴヌクレオチド」及び「ポリヌクレオチド」なる用語は
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、相互に排他的なものではない。ポリヌクレオチドについての上述した記載はオリゴヌク
レオチドと等しく、十分に適用可能である。
【０１１９】
　参照ポリペプチド配列に関する「パーセント(％)アミノ酸配列同一性」とは、配列を整
列させ、最大のパーセント配列同一性を得るために必要ならば間隙を導入し、如何なる同
類置換も配列同一性の一部と考えないとした後の、特定のペプチド又はポリペプチド配列
のアミノ酸残基と同一である候補配列中のアミノ酸残基のパーセントとして定義される。
パーセントアミノ酸配列同一性を決定する目的のためのアラインメントは、当業者の技量
の範囲にある種々の方法、例えばＢＬＡＳＴ、ＢＬＡＳＴ-２、ＡＬＩＧＮ、又はＭｅｇ
ａｌｉｇｎ(ＤＮＡＳＴＡＲ)ソフトウエアのような公に入手可能なコンピュータソフトウ
エアを使用することにより達成可能である。当業者であれば、比較される配列の完全長に
対して最大のアラインメントを達成するために必要な任意のアルゴリズムを含む、アライ
ンメントを測定するための適切なパラメータを決定することができる。しかし、ここでの
目的のためには、％アミノ酸配列同一性値は、配列比較コンピュータプログラムＡＬＩＧ
Ｎ-２を使用することによって得られる。ＡＬＩＧＮ-２配列比較コンピュータプログラム
はジェネンテック社によって作成され、そのソースコードは米国著作権庁,ワシントン D.
C.，20559に使用者用書類とともに提出され、米国著作権登録番号ＴＸＵ５１００８７の
下で登録されている。ＡＬＩＧＮ-２プログラムはジェネンテック社、サウスサンフラン
シスコ, カリフォルニアから公的に入手可能であり、又はソースコードからコンパイルし
てもよい。ＡＬＩＧＮ-２プログラムは、ＵＮＩＸ（登録商標）オペレーティングシステ
ム、好ましくはデジタルＵＮＩＸ（登録商標）Ｖ４．０Ｄでの使用のためにコンパイルさ
れなければならない。全ての配列比較パラメータは、ＡＬＩＧＮ-２プログラムによって
設定され変動しない。
【０１２０】
　アミノ酸配列比較にＡＬＩＧＮ-２が用いられる状況では、与えられたアミノ酸配列Ａ
の、与えられたアミノ酸配列Ｂへの、それとの、又はそれに対する％アミノ酸配列同一性
(あるいは、与えられたアミノ酸配列Ｂへの、それとの、又はそれに対する或る程度の％
アミノ酸配列同一性を持つ又は含む与えられたアミノ酸配列Ａと言うこともできる)は次
のように計算される：
　　　分率Ｘ／Ｙの１００倍
ここで、Ｘは配列アラインメントプログラムＡＬＩＧＮ-２のＡ及びＢのプログラムアラ
インメントによって同一であると一致したスコアのアミノ酸残基の数であり、ＹはＢの全
アミノ酸残基数である。アミノ酸配列Ａの長さがアミノ酸配列Ｂの長さと異なる場合、Ａ
のＢに対する％アミノ酸配列同一性は、ＢのＡに対する％アミノ酸配列同一性とは異なる
と認識されるであろう。特に断らない限りは、ここで使用される全ての％アミノ酸配列同
一性値は、ＡＬＩＧＮ-２コンピュータプログラムを用いて直ぐ上の段落に記載されるよ
うにして得られる。
【０１２１】
　「コントロール配列」という表現は、特定の宿主生物において作用可能に結合したコー
ド配列を発現するために必要なＤＮＡ配列を指す。例えば原核生物に好適なコントロール
配列は、プロモーター、場合によってはオペレータ配列、及びリボソーム結合部位を含む
。真核生物の細胞は、プロモーター、ポリアデニル化シグナル及びエンハンサーを利用す
ることが知られている。
【０１２２】
　核酸は、他の核酸配列と機能的な関係にあるときに「作用可能に結合し」ている。例え
ば、プレ配列あるいは分泌リーダーのＤＮＡは、ポリペプチドの分泌に参画するプレタン
パク質として発現されているなら、そのポリペプチドのＤＮＡに作用可能に結合している
；プロモーター又はエンハンサーは、配列の転写に影響を及ぼすならば、コード配列に作
用可能に結合している；又はリボソーム結合部位は、もしそれが翻訳を容易にするような
位置にあるなら、コード配列と作用可能に結合している。一般的に、「作用可能に結合し
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ている」とは、結合したＤＮＡ配列が近接しており、分泌リーダーの場合には近接してい
て読みフェーズにあることを意味する。しかし、エンハンサーは必ずしも近接している必
要はない。結合は簡便な制限部位でのライゲーションにより達成される。そのような部位
が存在しない場合は、従来の手法に従って、合成オリゴヌクレオチドアダプターあるいは
リンカーが使用される。
【０１２３】
　ここで使用される場合、「細胞」、「細胞株」及び「細胞培養」という表現は相互に交
換可能に用いられ、その全ての用語は子孫を含む。従って、「形質転換体」及び「形質転
換細胞」という語句は、最初の対象細胞及び何度培養が継代されたかに関わらず最初のも
のから誘導された培養を含む。また、全ての子孫が、意図的な変異あるいは意図しない変
異の影響で、正確に同一のＤＮＡを有するわけではないことも理解される。元々の形質転
換細胞についてスクリーニングしたものと同じ機能又は生物活性を有する変異体子孫が含
まれる。命名を区別することが意図される場合は、文脈から明らかであろう。
【０１２４】
　「同時」なる用語はここでは投与の少なくとも一部が時間的にオーバーラップする二又
はそれ以上の治療剤の投与を意味するために使用される。従って、同時投与は、一又は複
数の薬剤の投与が一又は複数の他の薬剤の投与を中断した後に続く場合の投薬計画を含む
。
【０１２５】
　ここでは「癌再発」は治療後に癌が再び現れることを意味する。一実施態様では、癌再
発は乳房における癌の再発、並びに癌が乳房の外側で再発する遠隔再発を含む。
【０１２６】
本発明の組成物
　本発明は単離された抗体とポリヌクレオチド実施態様を包含する。一実施態様では、抗
ＶＥＧＦ抗体が精製される。
【０１２７】
　この発明はまた抗ＶＥＧＦ抗体を含む薬学的組成物を含む組成物；及び抗ＶＥＧＦ抗体
をコードする配列を含むポリヌクレオチドを包含する。ここで使用される場合、組成物は
ＶＥＧＦに結合する一又は複数の抗体、及び／又はＶＥＧＦに結合する一又は複数の抗体
を含む一又は複数のポリヌクレオチドを含む。これらの組成物は、当該分野で翼知られて
いるバッファーを含む薬学的に許容可能な賦形剤のような、適切な担体を更に含みうる。
【０１２８】
　一実施態様では、本発明の抗ＶＥＧＦ抗体はモノクローナルである。また他の実施態様
では、抗ＶＥＧＦ抗体はポリクローナルである。また本発明の範囲に包含されるものは、
ここに提供された抗ＶＥＧＦ抗体のＦａｂ、Ｆａｂ’、Ｆａｂ’－ＳＨ及びＦ（ａｂ’）

２断片である。これらの抗体断片は、例えば酵素的消化のような伝統的な手段によって創
製することができ、又は組換え法によって生産することができる。かかる抗体断片はキメ
ラでもヒト化されてもよい。これらの断片は診断及び以下に記載する目的に対して有用で
ある。一実施態様では、抗ＶＥＧＦ抗体はキメラ、ヒト化、又はヒト抗体である。
【０１２９】
　モノクローナル抗体は、実質的に均一な抗体の集団から得られる。すなわち、少量で存
在しうる可能な天然に生じる変異を除いて、集団を構成する個々の抗体が同一である。よ
って、「モノクローナル」との修飾詞は、別個の抗体の混合物ではないという抗体の性質
を示す。
【０１３０】
　ファージライブラリーから得られた例示的モノクローナル抗体がここに提供され、実施
例１に記載される。その抗体は Ｂ２０－４．１．１及びＢ２０－４．１．１ＲＲと命名
される。Ｂ２０－４．１．１及びＢ２０－４．１．１ＲＲの重鎖及び軽鎖可変ドメインの
配列は図１及び６－９に示している。
【０１３１】
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　対象の抗原上の特定のエピトープに結合する抗体をスクリーニングするには、常套的な
交差ブロックアッセイ、例えばAntibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor 
Laboratory, Ed Harlow及びDavid Lane (1988)に記載されたものを実施することができる
。あるいは、例えばChampe等(1995) J. Biol. Chem. 270:1388-1394に記載されたような
エピトープマッピングを実施して、抗体が興味あるエピトープに結合するかどうかを決定
することができる。抗ＶＥＧＦ抗体の更なる例示的な実施態様は以下に提供する。
【０１３２】
抗ＶＥＧＦ抗体の特定の実施態様
一実施態様では、本発明は、
（ｉ）配列番号：１の配列を含むＨＶＲ－Ｈ１配列；
（２）配列番号：２の配列を含むＨＶＲ－Ｈ２配列；
（３）配列番号：３の配列を含むＨＶＲ－Ｈ３配列；
（４）配列番号：４の配列を含むＨＶＲ－Ｌ１配列；
（５）配列番号：６の配列を含むＨＶＲ－Ｌ２配列；
（６）配列番号：７の配列を含むＨＶＲ－Ｌ３
を含む抗体を提供する。
【０１３３】
　他の実施態様では、本発明は、
（１）配列番号：１の配列を含むＨＶＲ－Ｈ１配列；
（２）配列番号：２の配列を含むＨＶＲ－Ｈ２配列；
（３）配列番号：３の配列を含むＨＶＲ－Ｈ３配列；
（４）配列番号：５の配列を含むＨＶＲ－Ｌ１配列；
（５）配列番号：６の配列を含むＨＶＲ－Ｌ２配列；
（６）配列番号：７の酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ３配列
を含む抗体を提供する。
【０１３４】
　配列番号：１から７のアミノ酸配列は、図１に示すように、個々のＨＶＲ（つまり、Ｈ
１、Ｈ２又はＨ３）に関して番号付けされている、番号付けはここに記載のカバット番号
付けシステムに一致している。
【０１３５】
　一態様では、本発明は図１に示される重鎖ＨＶＲ配列を含む抗体を提供する。
【０１３６】
　本発明の抗体のある実施態様は、以下の配列番号：３９に示すように、ヒト化４Ｄ５抗
体（ｈｕＭＡｂ４Ｄ５－８） (HERCEPTIN(登録商標), Genentech, Inc., South San Fran
cisco, CA, USA) (米国特許第６４０７２１３号及びLee等, J. Mol. Biol. (2004), 340(
5):1073-93も参照される) の軽鎖可変ドメインを含む。
【０１３７】

【０１３８】
　一実施態様では、ｈｕＭＡｂ４Ｄ５－８　軽鎖可変ドメイン配列は、位置３０、６６及
び９１の一又は複数で修飾されている（Ａｓｎ、Ａｒｇ及びＨｉｓは上ではそれぞれ太字
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／イタリック体で示す）。一実施態様では、修飾されたｈｕＭＡｂ４Ｄ５－８配列は３０
位にＳｅｒを、６６位にＧｌｙを、及び／又は９１位にＳｅｒを含む。従って、一実施態
様では、本発明の抗体は、以下の配列番号：４０に示した配列を含む軽鎖可変ドメインを
含む：
【０１３９】

【０１４０】
　ｈｕＭＡｂ４Ｄ５－８に関して置換された残基は上では太字／イタリック体で示される
。
【０１４１】
　本発明の抗体は、ＶＥＧＦに対する結合活性が実質的に保持されている限り、任意の適
したフレームワーク可変ドメイン配列を含む。例えば、ある実施態様では、本発明の抗体
は、ヒトサブグループＩＩＩ重鎖フレームワークコンセンサス配列を含む。これらの抗体
の一実施態様では、フレームワークコンセンサス配列は７１、７３及び／又は７８位に置
換を含む。これらの抗体のある実施態様では、７１位がＡであり、７３位がＴであり、及
び／又は７８位がＡである。一実施態様では、これらの抗体は、ｈｕＭＡｂ４Ｄ５－８ (
HERCEPTIN(登録商標), Genentech, Inc., South San Francisco, CA, USA) (米国特許第
６４０７２１３号及び５８２１３３７号及びLee等, J. Mol. Biol. (2004), 340(5):1073
-93も参照される)の重鎖可変ドメインフレームワーク 配列を含む。一実施態様では、こ
れらの抗体はヒトκＩ軽鎖フレームワークコンセンサス配列を更に含む。一実施態様では
、これらの抗体は、米国特許第６４０７２１３号及び５８２１３３７号に記載されたｈｕ
ＭＡｂ４Ｄ５－８の軽鎖ＨＶＲ配列を含む。一実施態様では、これらの抗体は、ｈｕＭＡ
ｂ４Ｄ５－８ (HERCEPTIN(登録商標), Genentech, Inc., South San Francisco, CA, USA
) (米国特許第６４０７２１３号及び５８２１３３７号及びLee等, J. Mol. Biol. (2004)
, 340(5):1073-93も参照される)の軽鎖可変ドメイン 配列を含む。
【０１４２】
　一実施態様では、本発明の抗体は重鎖可変ドメインを含み、ここで、フレームワーク配
列が、配列番号：８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１
９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、及び／又は２６（図２ａ及び２ｂ）の配列を
含み、ＨＶＲ Ｈ１、Ｈ２及び　Ｈ３　配列がそれぞれ配列番号：１、２及び／又は３で
ある。一実施態様では、本発明の抗体は軽鎖可変ドメインを含み、ここで、フレームワー
ク配列が、配列番号：２７、２８、２９及び／又は３０（図３）の配列を含み、ＨＶＲ 
Ｌ１配列が配列番号：４又は５であり、ＨＶＲ Ｌ２配列が配列番号：６であり、ＨＶＲ 
Ｌ３配列が配列番号：７である。
【０１４３】
　一実施態様では、本発明の抗体は、配列番号：４３の配列を含む重鎖可変ドメインを含
む。一実施態様では、本発明の抗体は、配列番号：４４又は４５の配列を含む軽鎖可変ド
メインを含む。一実施態様では、本発明の抗体は、配列番号：４３の配列を含む重鎖可変
ドメインと、配列番号：４５の配列を含む軽鎖可変ドメインを含む。また他の実施態様で
は、本発明の抗体は、配列番号：４４の配列を含む重鎖可変ドメインと、配列番号：４５
の配列を含む軽鎖可変ドメインを含む。
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【０１４４】
　一態様では、本発明は、ＶＥＧＦへの結合について上述の抗体の何れかと競合する抗体
を提供する。一態様では、本発明は、上述の抗体の何れかと同じＶＥＧＦ上のエピトープ
に結合する抗体を提供する。
【０１４５】
抗体断片
　本発明は抗体断片を包含する。抗体断片は伝統的な手段、例えば酵素的消化によって、
あるいは組換え法によって生産することができる。ある状況下では、抗体全体よりも、抗
体断片を用いることに利点がある。より小さなサイズの断片によって迅速なクリアランス
が可能となり、固形腫瘍への接近の改良につながり得る。ある種の抗体断片の概説につい
ては、Hudson等 (2003) Nat. Med. 9:129-134を参照のこと。
【０１４６】
　抗体断片を産生するために様々な技術が開発されている。伝統的には、これらの断片は
、無傷の抗体のタンパク分解性消化によって誘導された(例えば、Morimoto等, Journal o
f Biochemical and Biophysical Methods 24:107-117 (1992)及びBrennan等, Science, 2
29:81(1985)を参照のこと)。しかし、これらの断片は、現在は組換え宿主細胞により直接
産生することができる。Ｆａｂ、Ｆｖ及びＳｃＦｖ抗体断片は全て、大腸菌で発現させ分
泌させることができ、従って、大量のこれら断片の産生が容易となった。抗体断片は、上
で検討した抗体ファージライブラリーから単離することができる。別法として、Ｆａｂ'-
ＳＨ断片は大腸菌から直接回収することができ、化学的に結合させてＦ(ａｂ')２断片を
形成することができる(Carter等, Bio/Technology 10:163-167(1992))。他のアプローチ
法では、Ｆ(ａｂ')２断片を組換え宿主細胞培養から直接分離することができる。インビ
ボ半減期が増した、サルベージレセプター結合性エピトープ残基を含むＦａｂ及びＦ（ａ
ｂ’）２が、米国特許第５８６９０４６号に記載されている。抗体断片を生成するのため
の他の方法は、当業者には明らかであろう。ある実施態様では、抗体は単鎖Ｆｖ断片(ｓ
ｃＦｖ)である。国際公開９３／１６１８５号；米国特許第５５７１８９４号；及び米国
特許第５５８７４５８号を参照のこと。Ｆｖ及びｓＦｖは、定常領域を欠く無傷の連結部
位を有する唯一の種である；従って、インビボで使用している間の減少した非特異的結合
に適している。ｓＦｖ融合タンパク質は、ｓＦｖのアミノ又はカルボキシ末端のどちらか
で、エフェクタータンパク質の融合体が生成されるように構成されうる。上掲のAntibody
 Engineering, Borrebaeck編を参照のこと。また、抗体断片は、例えば米国特許第５６４
１８７０号に記載されているような「線状抗体」であってもよい。そのような線状抗体断
片は単一特異性又は二重特異性であってもよい。
【０１４７】
ヒト化抗体
　本発明は、ヒト化抗体を含む。非ヒト抗体をヒト化するための様々な方法が従来技術に
既知である。例えば、ヒト化抗体は、非ヒトのソースからそれに導入された一以上のアミ
ノ酸残基を有することができる。これらの非ヒトアミノ酸残基は、しばしば「移入」残基
と呼ばれ、一般に「移入」可変ドメインに由来する。ヒト化は、基本的にヒト抗体の該当
する配列を高頻度可変領域配列で置換することにより、Winter及び共同研究者(Jones等(1
986)Nature 321:522-525；Riechmann等(1988)Nature, 332:323-327；Verhoeyen等(1988)S
cience 239:1534-1536)の方法に従って実施される。よって、このような「ヒト化」抗体
は、インタクトなヒト可変ドメインより実質的に少ない分が非ヒト種由来の対応する配列
で置換されたキメラ抗体(米国特許第４８１６５６７号)である。実際には、ヒト化抗体は
典型的には幾つかの高頻度可変領域残基が、及び場合によっては幾つかのＦＲ残基が齧歯
類抗体の類似する部位由来の残基によって置換されたヒト抗体である。
【０１４８】
　ヒト化抗体の作製に使用されるヒト可変ドメインの選択は、軽鎖及び重鎖いずれも、抗
原性を減らすために重要である。いわゆる「最良に適合する(ベストフィット)」方法によ
れば、齧歯類抗体の可変ドメインの配列を、既知のヒト可変ドメイン配列のライブラリー
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全体に対してスクリーニングする。ついで、齧歯類の配列に最も近いヒト配列を、ヒト化
抗体のヒトフレームワークとして受け入れる(Sims等(1993)J. Immunol. 151:2296; Choth
ia等(1987)J. Mol. Biol. 196:901)。別の方法では、軽鎖又は重鎖の特定のサブグループ
の全ヒト抗体のコンセンサス配列から得られた特定のフレームワークを使用する。同じフ
レームワークを数種の異なるヒト化抗体に使用することができる(Carter等(1992)Proc. N
atl. Acad. Sci. USA, 89:4285; Presta等(1993)J. Immunol., 151:2623)。
【０１４９】
　更には、抗体は、抗原に対する高い親和性及びその他の望ましい生物学的特性を保持し
てヒト化されることが一般に好ましい。この目的を達成するために、一方法では、親の配
列及びヒト化配列の三次元モデルを用いて、親配列及び様々な概念上のヒト化産物を分析
するプロセスにより、ヒト化抗体を調製する。三次元免疫グロブリンモデルは一般に利用
可能であり、当業者に周知である。選択された候補免疫グロブリン配列の、ありそうな三
次元立体配置的構造を図解し表示するコンピュータプログラムが利用可能である。このよ
うな表示を検査することにより、候補免疫グロブリン配列が機能する際に残基が果たすと
思われる役割を分析することができ、つまり候補免疫グロブリンの、その抗原に対する結
合能に影響する残基を分析することができる。このように、レシピエント及び重要な配列
からＦＲ残基を選択して組み合わせることにより、所望の抗体特性、例えば標的とする抗
原に対する親和性の増大を達成することができる。一般に、高頻度可変領域残基は、抗原
の結合に対する影響に、直接的に且つ最も実質的に関わっている。
【０１５０】
ヒト抗体
　本発明のヒト抗体は、上記のように、ヒト由来のファージディスプレイライブラリーか
ら選択したＦｖクローン可変ドメイン配列を既知のヒト定常ドメイン配列と組み合わせる
ことによって構築することができる。あるいは、本発明のヒトモノクローナル抗体は、ハ
イブリドーマ法によって作製することができる。ヒトモノクローナル抗体の生産のための
ヒトミエローマ及びマウス-ヒトヘテロミエローマ細胞株は、例えば、Kozbor, J. Immuno
l. 133, 3001(1984)；Brodeur等, Monoclonal Antibody Production Techniques and App
lications, pp.51-63(Marcel Dekker, Inc., New York, 1987)；及びBoerner 等, J. Imm
unol., 147: 86 (1991)に記載されている。
【０１５１】
　免疫化することで、内因性免疫グロブリンの生産なしに、ヒト抗体の完全なレパートリ
ーを生産することが可能なトランスジェニック動物(例えばマウス)を生産することが現在
は可能である。例えば、キメラ及び生殖細胞系変異体マウスでの抗体重鎖結合領域(ＪＨ)
遺伝子のホモ接合体欠失は、内因性抗体の生産の完全な阻害をもたらすことが記載されて
いる。そのような生殖細胞系変異体マウスでのヒト生殖細胞系免疫グロブリン遺伝子配列
の転移は、抗原の投与によってヒト抗体の生産を引き起こす。例えば、Jakobovits等, Pr
oc. Natl. Acad. Sci. USA 90, 2551-255(1993)；Jakobovits等, Nature 362, 255-258(1
993)；Bruggermann等, Year in Immunol., 7: 33 (1993)を参照のこと。
【０１５２】
　また、遺伝子シャフリングは、ヒト抗体が開始非ヒト、例えば齧歯類の抗体と類似した
親和性及び特性を有している場合、非ヒト、例えば齧歯類の抗体からヒト抗体を得るため
に使用することもできる。「エピトープインプリンティング」とも呼ばれるこの方法によ
り、上記のファージディスプレイ技術により得られた非ヒト抗体断片の重鎖又は軽鎖可変
領域の何れかをヒトＶドメイン遺伝子のレパートリーで置換し、非ヒト鎖／ヒト鎖ｓｃＦ
ｖないしＦａｂキメラの集団を作成する。抗原を選択することにより、ヒト鎖が初めのフ
ァージディスプレイクローンにおいて一致した非ヒト鎖の除去により破壊された抗原結合
部位を回復する、非ヒト鎖／ヒト鎖キメラｓｃＦｖないしＦａｂが単離される、つまり、
エピトープがヒト鎖パートナーの選択をつかさどる（インプリントする）。残りの非ヒト
鎖を置換するためにこの工程を繰り返すと、ヒト抗体が得られる（１９９３年４月１日公
開のＰＣＴ特許出願ＷＯ９３／０６２１３を参照）。伝統的なＣＤＲ移植による非ヒト抗
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体のヒト化と異なり、この技術により、非ヒト起源のＦＲ又はＣＤＲ残基を全く持たない
完全なヒト抗体が得られる。
【０１５３】
二重特異性抗体
　二重特異性抗体は、少なくとも２つの異なるエピトープに対して結合特異性を有するモ
ノクローナル抗体である。ある実施態様では、二重特異性抗体はヒト抗体又はヒト化抗体
である。ある実施態様では、結合特異性の一つはＶＥＧＦに対するものであり、他方は任
意の他の抗原に対するものである。ある実施態様では、二重特異性抗体は、ＶＥＧＦの２
つの異なるエピトープに結合しうる。ある実施態様では、二重特異性抗体はＶＥＧＦを発
現する細胞に細胞傷害剤を局在化するためにも使用されうる。これらの抗体はＶＥＧＦ結
合アーム及び細胞傷害剤、例えば、サポリン(saporin)、抗インターフェロン-α、ビンカ
アルカロイド、リシンＡ鎖、メトトレキセート又は放射性同位体ハプテンと結合するアー
ムを有する。二重特異性抗体は完全長抗体又は抗体断片(例えばＦ(ａｂ')２二重特異性抗
体)として調製することができる。
【０１５４】
　二重特異性抗体を作製する方法は当該分野において既知である。二重特異性抗体の伝統
的な組換え産生は二つの免疫グロブリン重鎖-軽鎖対の同時発現に基づき、ここで二つの
重鎖は異なる特異性を持っている(Millstein及びCuello, Nature, 305:537-539(1983))。
免疫グロブリン重鎖及び軽鎖が無作為に取り揃えられているため、これらのハイブリドー
マ(四部雑種)は１０個の異なる抗体分子の可能性ある混合物を産生し、そのうちただ一つ
が正しい二重特異性構造を有する。通常、アフィニティークロマトグラフィー工程により
行われる正しい分子の精製は、かなり煩わしく、生成物収率は低い。同様の方法が１９９
３年５月１３日に公開の国際公開第９３／０８８２９号及びTraunecker等, EMBO J. 10:3
655-3659(1991)に開示されている。
【０１５５】
　異なったアプローチ法では、所望の結合特異性を有する抗体可変ドメイン(抗原－抗体
結合部位)を免疫グロブリン定常ドメイン配列と融合させる。該融合は例えば、少なくと
もヒンジの一部、ＣＨ２及びＣＨ３領域を含む免疫グロブリン重鎖定常ドメインとの融合
である。ある実施態様では、軽鎖の結合に必要な部位を含む第一の重鎖定常領域(ＣＨ１)
を、融合の少なくとも一つに存在させる。免疫グロブリン重鎖の融合体と、望まれるなら
ば免疫グロブリン軽鎖をコードしているＤＮＡを、別個の発現ベクター中に挿入し、適当
な宿主生物に同時形質移入する。これにより、コンストラクトに使用される三つのポリペ
プチド鎖の等しくない比率が最適な収率をもたらす態様において、三つのポリペプチド断
片の相互の割合の調節に大きな融通性が与えられる。しかし、少なくとも二つのポリペプ
チド鎖の等しい比率での発現が高収率をもたらすとき、又はその比率が特に重要性を持た
ないときは、２又は３個全てのポリペプチド鎖のためのコード化配列を一つの発現ベクタ
ーに挿入することが可能である。
【０１５６】
　このアプローチ法の一実施態様では、二重特異性抗体は、第一の結合特異性を有する一
方のアームのハイブリッド免疫グロブリン重鎖と他方のアームのハイブリッド免疫グロブ
リン重鎖-軽鎖対(第二の結合特異性を提供する)とからなる。二重特異性分子の半分にし
か免疫グロブリン軽鎖がないと容易な分離法が提供されるため、この非対称的構造は、所
望の二重特異性化合物を不要な免疫グロブリン鎖の組み合わせから分離することを容易に
することが分かった。このアプローチ法は、国際公開第９４／０４６９０号に開示されて
いる。二重特異性抗体を産生する更なる詳細については、例えばSuresh等, Methods in E
nzymology, 121:210 (1986)を参照されたい。
【０１５７】
　他のアプローチ法によれば、一対の抗体分子間の界面を操作して組換え細胞培養から回
収されるヘテロダイマーのパーセントを最大にすることができる。好適な界面は抗体定常
ドメインのＣＨ３ドメインの少なくとも一部を含む。この方法では、第１抗体分子の界面
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からの一又は複数の小さいアミノ酸側鎖がより大きな側鎖(例えばチロシン又はトリプト
ファン)と置き換えられる。大きな側鎖と同じ又は類似のサイズの相補的「キャビティ」
を、大きなアミノ酸側鎖を小さいもの(例えばアラニン又はスレオニン)と置き換えること
により第２の抗体分子の界面に作り出す。これにより、ホモダイマーのような不要の他の
最終産物に対してヘテロダイマーの収量を増大させるメカニズムが提供される。
【０１５８】
　二特異性抗体は架橋又は「ヘテロコンジュゲート」抗体を含む。例えば、ヘテロコンジ
ュゲートの一方の抗体がアビジンと結合し、他方はビオチンと結合しうる。このような抗
体は、例えば、免疫系細胞を不要な細胞に対してターゲティングさせること(米国特許第
４６７６９８０号)及びＨＩＶ感染の治療(国際公開第９１／００３６０号、国際公開第９
２／００３７３号及び欧州特許出願公開第０３０８９号)への用途が提案されている。ヘ
テロコンジュゲート抗体は任意の簡便な架橋方法によって作製できる。適切な架橋剤は当
該分野において周知であり、多くの架橋法と共に米国特許第４６７６９８０号に記されて
いる。
【０１５９】
　抗体断片から二重特異性抗体を産生する技術もまた文献に記載されている。例えば、化
学結合を使用して二重特異性抗体を調製することができる。Brennan等, Science, 229:81
 (1985) はインタクトな抗体をタンパク分解性に切断してＦ(ａｂ')２断片を産生する手
順を記述している。これらの断片は、ジチオール錯体形成剤亜砒酸ナトリウムの存在下で
還元して近接ジチオールを安定化させ、分子間ジスルヒド形成を防止する。産生されたＦ
ａｂ'断片はついでチオニトロベンゾアート(ＴＮＢ)誘導体に転換される。Ｆａｂ'-ＴＮ
Ｂ誘導体の一つをついでメルカプトエチルアミンでの還元によりＦａｂ'-チオールに再転
換し、他のＦａｂ'-ＴＮＢ誘導体の等モル量と混合して二重特異性抗体を形成する。生産
された二重特異性抗体は酵素の選択的固定化のための薬剤として使用することができる。
【０１６０】
　最近の進歩により大腸菌からＦａｂ'-ＳＨ断片を直接回収することが容易となっており
、これにより化学的にカップリングされて二重特異性抗体にを形成する。Shalaby 等, J.
 Exp. Med., 175: 217-225 (1992)は、完全なヒト化二重特異性抗体Ｆ(ａｂ')２分子の産
生について記述している。各々のＦａｂ'断片は大腸菌から別々に分泌されて、インビト
ロで化学的にカップリングされて、二重特異性抗体を形成する。従って、形成された二重
特異性抗体は、ＨＥＲ２レセプターを過剰発現する細胞及び正常ヒトＴ細胞に結合するだ
けでなく、ヒト乳房腫瘍の標的に対するヒト細胞毒性リンパ球の溶解活性を引き起こすこ
とができた。
【０１６１】
　組換え細胞培養から直接的に二重特異性抗体断片を作成し分離する様々な方法もまた記
述されている。例えば、二重特異性抗体はロイシンジッパーを使用して生産されている。
Kostelny等, J.Immunol., 148(5):1547-1553 (1992)。Ｆｏｓ及びＪｕｎタンパク質から
のロイシンジッパーペプチドを遺伝子融合により二つの異なった抗体のＦａｂ'部分に結
合させた。抗体ホモダイマーはヒンジ領域で還元されてモノマーを形成し、ついで再酸化
させて抗体ヘテロダイマーを形成する。この方法はまた抗体ホモダイマーの生産に対して
使用することができる。Hollinger等, Proc.Natl.Acad.Sci. USA, 90:6444-6448 (1993)
により記述された「ダイアボディ」技術は二重特異性抗体断片を作製する別のメカニズム
を提供した。断片は、同一鎖上の２つのドメイン間の対形成を可能にするのに十分に短い
リンカーにより軽鎖可変ドメイン(ＶＬ)に重鎖可変ドメイン(ＶＨ)を結合してなる。従っ
て、一つの断片のＶＨ及びＶＬドメインは他の断片の相補的ＶＬ及びＶＨドメインと強制
的に対形成させられ、２つの抗原結合部位を形成する。単鎖Ｆｖ(ｓＦｖ)ダイマーを使用
する他の二重特異性抗体断片の製造方策もまた報告されている。Gruber等, J.Immunol., 
152:5368 (1994)を参照のこと。
【０１６２】
　二価より多い抗体も考えられる。例えば、三重特異性抗体を調製することができる。Tu
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tt等 J.Immunol. 147:60(1991)。
【０１６３】
多価抗体
　多価抗体は、抗体が結合する抗原を発現する細胞により、二価抗体よりも早くインター
ナリゼーション(及び／又は異化)されうる。本発明の抗体は、３又はそれ以上の結合部位
を有する多価抗体(ＩｇＭクラス以外のもの)であり得(例えば四価抗体)、抗体のポリペプ
チド鎖をコードする核酸の組換え発現により容易に生成することができる。多価抗体は二
量化ドメインと３又はそれ以上の抗原結合部位を有する。ある実施態様では、二量化ドメ
インはＦｃ領域又はヒンジ領域を有する(又はそれらからなる)。このシナリオでは、抗体
はＦｃ領域と、Ｆｃ領域のアミノ末端に３又はそれ以上の抗原結合部位を有しているであ
ろう。ある実施態様では、多価抗体は３から約８の抗原結合部位を有する(又はそれらか
らなる)。かかる一実施態様では、多価抗体は４つの抗原結合部位を有する(又はそれらか
らなる)。多価抗体は少なくとも１つのポリペプチド鎖(例えば２つのポリペプチド鎖)を
有し、ポリペプチド鎖は２又はそれ以上の可変ドメインを有する。例えば、ポリペプチド
鎖はＶＤ１-(Ｘ１)ｎ-ＶＤ２-(Ｘ２)ｎ-Ｆｃを有し、ここでＶＤ１は第１の可変ドメイン
であり、ＶＤ２は第２の可変ドメインであり、ＦｃはＦｃ領域のポリペプチド鎖の一つで
あり、Ｘ１及びＸ２はアミノ酸又はポリペプチドを表し、ｎは０又は１である。例えば、
ポリペプチド鎖は、ＶＨ-ＣＨ１-可動性リンカー-ＶＨ-ＣＨ１-Ｆｃ領域鎖；又はＶＨ-Ｃ
Ｈ１-ＶＨ-ＣＨ１-Ｆｃ領域鎖を有し得る。ここでの多価抗体は、少なくとも２つ(例えば
４つ)の軽鎖可変ドメインポリペプチドをさらに有する。ここでの多価抗体は、例えば約
２から約８の軽鎖可変ドメインポリペプチドを含む。ここで考えられる軽鎖可変ドメイン
ポリペプチドは軽鎖可変ドメインを含み、場合によってはＣＬドメインを更に含む。
【０１６４】
単一ドメイン抗体
　ある実施態様では、本発明の抗体は単一ドメイン抗体である。単一ドメイン抗体は、抗
体の重鎖可変ドメインの全て又は一部又は軽鎖可変ドメインの全て又は一部を含む単一ポ
リペプチド鎖である。ある実施態様では、単一ドメイン抗体はヒト単一ドメイン抗体(Dom
antis, Inc., Waltham, MA; 例えば米国特許第６２４８５１６Ｂ１号を参照)。一実施態
様では、単一ドメイン抗体は抗体の重鎖可変ドメインの全て又は一部からなる。
【０１６５】
抗体変異体
　ある実施態様では、ここに記載された抗体のアミノ酸配列の修飾を考える。例えば、抗
体の結合親和性及び／又は生物学的特性を向上することができれば望ましい。抗体のアミ
ノ酸配列変異体は、抗体の核酸に適切なヌクレオチド変化を導入して、又はペプチド合成
により調製されうる。そのような修飾は、抗体のアミノ酸配列内の残基の、例えば、欠失
型、及び／又は挿入及び／又は置換を含む。最終構成物が所望する特徴を有していれば、
欠失、挿入及び置換をどのように組合せてもよい。アミノ酸変化は、配列ができるときに
被検体の抗体アミノ酸配列中に導入されうる。
【０１６６】
　突然変異誘発に好ましい位置である抗体の特定の残基又は領域の同定に有益な方法は、
Cunningham及びWells (1989) Science, 244:1081-1085に開示されているように「アラニ
ンスキャニング突然変異誘発」と呼ばれる。ここで、標的となる残基又は残基の組が同定
され(例えば、Ａｒｇ、Ａｓｐ、Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、及びＧｌｕなどの荷電した残基)、中性
の、又は負に荷電したアミノ酸(例えばアラニン又はポリアラニン)で置換され、アミノ酸
の抗原との相互作用に影響を与える。ついで、置換に対する機能的感受性を示しているそ
れらアミノ酸位置を、置換の部位において、又は置換の部位のために、更なる又は他の変
異体を導入することにより精製する。このように、アミノ酸配列変異体を導入する部位は
予め決定されるが、突然変異自体の性質は予め決定される必要はない。例えば、与えられ
た部位における突然変異のパーフォーマンスを分析するために、標的コドン又は領域にお
いてａｌａスキャンニング又はランダム突然変異誘発を実施し、発現した免疫グロブリン
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を所望の活性についてスクリーニングする。
【０１６７】
　アミノ酸配列挿入には、１残基から１００以上の残基を有するポリペプチドまでの長さ
に亘るアミノ末端融合及び／又はカルボキシ末端融合、並びに単一又は複数アミノ酸残基
の配列内挿入を含む。端末挿入の例には、Ｎ末端メチオニル残基を持つ抗体が含まれる。
抗体分子の他の挿入変異体には、抗体の血清半減期を増加させるポリペプチド又は(例え
ばＡＤＥＰＴのための)酵素への抗体のＮ末端又はＣ末端の融合が含まれる。
【０１６８】
　ある実施態様では、本発明の抗体は、抗体がグリコシル化される度合いを増加又は減少
させるために改変される。ポリペプチドのグリコシル化は、典型的には、Ｎ結合又はＯ結
合の何れかである。Ｎ結合とは、アスパラギン残基の側鎖への炭水化物部分の結合を意味
する。アスパラギン-Ｘ-セリン及びアスパラギン-Ｘ-スレオニン(ここでＸはプロリンを
除く任意のアミノ酸)のトリペプチド配列は、アスパラギン側鎖への糖鎖部分の酵素的結
合のための認識配列である。従って、ポリペプチド中にこれらのトリペプチド配列の何れ
かが存在すると、潜在的なグリコシル化部位が作出される。Ｏ結合グリコシル化は、ヒド
ロキシアミノ酸、最も一般的にはセリン又はスレオニンに、糖類Ｎ-アセチルガラクトサ
ミン、ガラクトース、又はキシロースの一つが結合することを意味するが、５-ヒドロキ
シプロリン又は５-ヒドロキシリジンもまた用いることができる。
【０１６９】
　抗体へのグリコシル化部位の付加又は欠失は、アミノ酸配列を、上述のトリペプチド配
列(Ｎ結合グリコシル化部位のもの)の一又は複数が作製され又は取り除かれるように変化
させることによって簡便に達成される。該変化はまた元の抗体の配列への一又は複数のセ
リン又はスレオニン残基の付加、欠失、又は置換によってなされる(Ｏ-結合グリコシル化
部位の場合)。
【０１７０】
　抗体がＦｃ領域を含む場合、それに結合する炭水化物を変更してもよい。哺乳動物細胞
によって生産される天然の抗体は典型的にはＦｃ領域のＣＨ２ドメインのＡｓｎ２９７へ
のＮ結合によって一般に結合させられる分岐した二分岐オリゴ糖を含む。例えばWright等
 (1997) TIBTECH 15:26-32を参照。オリゴ糖は様々な炭水化物、例えばマンノース、Ｎ－
アセチルグルコサミン（ＧｌｃＮＡｃ）、ガラクトース、及びシアル酸、並びに二分岐オ
リゴ糖構造の「ステム部」としてＧｌｃＮＡｃに結合したフコースを含みうる。ある実施
態様では、本発明の抗体におけるオリゴ糖の修飾を、ある種の改善された性質を有する抗
体を作り出すためになしてもよい。
【０１７１】
　例えば、Ｆｃ領域に（直接的に又は間接的に）結合したフコースを欠く糖鎖構造を有す
る抗体変異体が提供される。かかる変異体は改善されたＡＤＣＣ機能を有しうる。例えば
米国特許出願公開第２００３／０１５７１０８号 (Presta, L.)；米国特許出願公開第２
００４／００９３６２１号（協和発酵工業）を参照のこと。「脱フコース化」又は「フコ
ース欠失」抗体変異体に関する文献の例には以下のものが含まれる：米国特許出願公開第
２００３／０１５７１０８号；国際公開第２０００／６１７３９号；国際公開第２００１
／２９２４６号；米国特許出願公開第２００３／０１１５６１４号；米国特許出願公開第
２００２／０１６４３２８号；米国特許出願公開第２００４／００９３６２１号；米国特
許出願公開第２００４／０１３２１４０号；米国特許出願公開第２００４／０１１０７０
４号；米国特許出願公開第２００４／０１１０２８２号；米国特許出願公開第２００４／
０１０９８６５号；国際公開第２００３／０８５１１９；国際公開第２００３／０８４５
７０号；国際公開第２００５／０３５５８６号；国際公開第２００５／０３５７７８号；
国際公開第２００５／０５３７４２号；国際公開第２００２／０３１１４０号；Okazaki 
等 J. Mol. Biol. 336:1239-1249 (2004)；Yamane-Ohnuki 等 Biotech. Bioeng.87: 614 
(2004)。脱フコース化抗体を産生する細胞株の例として、タンパク質フコシル化欠損Ｌｅ
ｃ１３　ＣＨＯ細胞 (Ripka 等 Arch. Biochem. Biophys. 249:533-545 (1986)；米国特
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許出願公開２００３／０１５７１０８号, Presta, L；及び国際公開第２００４／０５６
３１２号, Adams 等, 特に実施例１１)、及びノックアウト細胞株、例としてα－１，６
－フコシルトランスフェラーゼ遺伝子、ＦＵＴ８，ノックアウトＣＨＯ細胞 (Yamane-Ohn
uki 等 Biotech. Bioeng. 87: 614 (2004); Kanda, Y. 等, Biotechnol. Bioeng., 94(4)
:680-688 (2006)；及び国際公開第２００３／０８５１０７号)などがある。
【０１７２】
　例えば抗体のＦｃ領域に結合した二分岐オリゴ糖がＧｌｃＮＡｃによって二分された二
分オリゴ糖を有する抗体変異体が更に提供される。かかる抗体変異体は低減したフコシル
化及び／又は改善されたＡＤＣＣ機能を有しうる。かかる抗体変異体の例は、例えば、国
際公開第２００３／０１１８７８号（Jean-Mairet等）；米国特許第６６０２６８４号（U
mana等）；及び米国特許出願公開第２００５／０１２３５４６号（Umana等）に記載され
ている。Ｆｃ領域に結合したオリゴ糖内の少なくとも一のガラクトース残基を有する抗体
もまた提供される。かかる抗体変異体は、例えば国際公開第９７／３００８７号（Patel
等）；国際公開第９８／５８９６４号（Raju, S.）；及び国際公開第９９／２２７６４号
（Raju, S.）に記載されている。
【０１７３】
　ある実施態様では、抗体変異体は、ＡＤＣＣを更に改善する一又は複数のアミン酸置換
を含むＦｃ領域を含み、例えばＦｃ領域の２９８、３３３、及び／又は３３４位（残基の
Ｅｕ番号付け）の置換である。かかる置換は上述の変異の何れかとの組合せで起こりうる
。
【０１７４】
　ある実施態様では、本発明は、これをインビボでの抗体の半減期が重要であるがある種
のエフェクター機能（例えば補体及びＡＤＣＣ）が不必要であるか有害である多くの用途
のための望ましい候補にする、エフェクター機能の全てではないが幾らかを有する抗体変
異体を考慮する。ある実施態様では、所望の性質のみが維持されるようにする抗体のＦｃ
活性が測定される。インビトロ及び／又はインビボ細胞傷害性アッセイを実施して、ＣＤ
Ｃ及び／又はＡＤＣＣ活性の減少／枯渇を確認できる。例えば、Ｆｃレセプター（ＦｃＲ
）結合アッセイを実施して、抗体がＦｃγＲ結合を欠く（よってＡＤＣＣ活性を欠く可能
性がある）が、ＦｃＲｎ結合能を保持していることを確認する。ＡＤＣＣを媒介する一次
細胞のＮＫ細胞はＦｃγＲＩＩＩのみを発現する一方、単球はＦｃγＲＩ、ＦｃγＲＩＩ
及びＦｃγＲＩＩＩを発現する。造血細胞上のＦｃＲの発現がRavetch及びKinet, Annu. 
Rev. Immunol. 9:457-92 (1991)の４６４頁の表３にまとめられている。興味ある分子の
ＡＤＣＣ活性を評価するためのインビトロアッセイの非限定的な例は、米国特許第５５０
０３６２号(例えばHellstrom, I.等 Proc. Nat’l Acad. Sci. USA 83:7059-7063 (1986)
を参照)及び Hellstrom, I 等, Proc. Nat’l Acad. Sci. USA 82:1499-1502 (1985)；第
５８２１３３７号(Bruggemann, M. 等, J. Exp. Med. 166:1351-1361 (1987)を参照)に記
載されている。あるいは、非放射性アッセイ法を用いることができる(例えばフローサイ
トメトリーのためのACTITM非放射性細胞傷害性アッセイ(CellTechnology, Inc. Mountain
 View, CA；及びCytoTox 96(登録商標)非放射性細胞傷害性アッセイ (Promega, Madison,
 WI)。このようなアッセイのために有用なエフェクター細胞は末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ
）及びナチュラルキラー（ＮＫ）細胞を含む。あるいは、又は加えて、興味ある分子のＡ
ＤＣＣ活性はインビボで、例えばClynes等 Proc. Nat’l Acad. Sci. USA　95:652-656 (
1998)に開示されているもののような動物モデルにおいて評価することができる。Ｃ１ｑ
結合アッセイをまた実施して、抗体がＣ１ｑに結合できず、よってＣＤＣ活性を欠くこと
を確認することができる。補体活性化を評価するために、ＣＤＣアッセイを実施してもよ
い(例えばGazzano-Santoro等, J. Immunol. Methods 202:163 (1996)；Cragg, M.S. 等, 
Blood 101:1045-1052 (2003)；及びCragg, M.S.及びM.J. Glennie, Blood 103:2738-2743
 (2004)を参照のこと)。ＦｃＲｎ結合及びインビボクリアランス／半減期決定はまた当該
分野で知られている方法を使用して実施することもできる(例えばPetkova, S.B. 等, Int
’l. Immunol. 18(12):1759-1769 (2006)を参照)。
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【０１７５】
　一又は複数のアミノ酸置換を有する他の抗体が提供される。置換突然変異について関心
ある部位は高度可変領域を含むが、ＦＲ改変もまた考慮される。保存的置換は、「好まし
い置換」と題して表１に示す。「例示的置換」と名前を付けたより実質的な変化が表１に
提供され、又はアミノ酸クラスに関連して以下に更に記載される。アミノ酸置換を、興味
有る抗体中に導入し、例えば所望される活性、例えば改善された抗原結合性、免疫原性の
低減、改善されたＡＤＣＣ又はＣＤＣ等について生成物をスクリーニングできる。
【０１７６】

【０１７７】
　抗体の生物学的性質における修飾は、（ａ）置換領域のポリペプチド骨格の構造、例え
ばシート又は螺旋配置、（ｂ）標的部位の分子の電荷又は疎水性、又は（ｃ）側鎖の嵩に
影響を及ぼす置換を選択することにより達成されうる。アミノ酸は、その側鎖の特性の類
似性に従ってグループ化することができる(A. L. Lehninger, in Biochemistry, 2版, pp
. 73-75, Worth Publishers, New York (1975))：
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（１）無極性：Ａｌａ（Ａ），Ｖａｌ（Ｖ），Ｌｅｕ（Ｌ），Ｉｌｅ（Ｉ），Ｐｒｏ（Ｐ
），Ｐｈｅ（Ｆ），Ｔｒｐ（Ｗ），Ｍｅｔ（Ｍ）
（２）無電荷極性：Ｇｌｙ（Ｇ），Ｓｅｒ（Ｓ），Ｔｈｒ（Ｔ），Ｃｙｓ（Ｃ），Ｔｙｒ
（Ｙ），Ａｓｎ（Ｎ），Ｇｌｎ（Ｑ）
（３）酸性：Ａｓｐ（Ｄ），Ｇｌｕ（Ｅ）
（４）塩基性：Ｌｙｓ（Ｋ），Ａｒｇ（Ｒ），Ｈｉｓ（Ｈ）
　別法では、天然に生じる残基は共通の側鎖特性に基づいて群に分けることができる：
（１）疎水性：ノルロイシン、Ｍｅｔ、Ａｌａ、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ；
（２）中性の親水性：Ｃｙｓ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、Ａｓｎ、Ｇｌｎ；
（３）酸性：Ａｓｐ、Ｇｌｕ；
（４）塩基性：Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ；
（５）鎖配向に影響する残基：Ｇｌｙ、Ｐｒｏ；及び
（６）芳香族：Ｔｒｐ、Ｔｙｒ、Ｐｈｅ。
【０１７８】
　非保存的置換は、これらの分類の一つのメンバーを他の分類に交換することを必要とす
るであろう。このような置換された残基も、保存的置換部位か、更に好ましくは残存する
(非保存的)部位に、導入することができる。
【０１７９】
　一つの種類の置換による変異体は、親抗体(例えばヒト化抗体又はヒト抗体)の一以上の
高頻度可変領域残基を置換することを含む。一般に、更なる開発用に選択される得られた
変異体は、それらが生産された親抗体に対して変更された（例えば改善された）生物学的
特性を有しているであろう。例示的な置換変異体は、ファージディスプレイを用いた親和
性成熟法を使用して簡便に生産されうる親和性成熟抗体である。簡単に述べると、幾つか
の高頻度可変領域部位(例えば６～７の部位)を変異させることにより、各部位に可能な全
てのアミノ酸置換を生じさせる。このようにして生成された抗体は、各粒子内にパッケー
ジされたファージコートタンパク質(例えば、Ｍ１３の遺伝子ＩＩＩ産物)の少なくとも一
部への融合物として、糸状のファージ粒子から表示される。ついで、ファージディスプレ
イされた変異体は、その生物的活性(例えば結合親和性)についてスクリーニングされる。
修飾のための候補高頻度可変領域部位を同定するために、系統的変異導入法(例えばアラ
ニンスキャニング)を行って、抗原結合に有意に貢献する高頻度可変領域残基を同定する
ことができる。別法として、又は付加的に、抗原抗体複合体の結晶構造を分析することに
より、抗体と抗原との接触点を同定することが有効である。このような接触残基及び隣接
残基は、ここに説明するものを含む当該分野で知られている技術による置換の候補である
。そのような変異体がひとたび生成されたら、ここに記載のものを含む当該分野で知られ
ている技術を用いて変異体パネルのスクリーニングを行い、更なる開発のために一又は複
数の関連アッセイで優れた特性を有する抗体を選択することができる。
【０１８０】
　抗体のアミノ酸配列変異体をコードする核酸分子は当該分野で知られている様々な方法
により調製される。これらの方法は、天然源からの単離(天然に生じるアミノ酸配列変異
体の場合)又はオリゴヌクレオチド媒介性(又は部位特異的)突然変異による調製、ＰＣＲ
突然変異誘発、及び前もって調製された変異体又は抗体の非変異型のカセット変異導入法
を含むが、これらに限定されない。
【０１８１】
　本発明の抗体のＦｃ領域に一又は複数のアミノ酸修飾を導入することにより、Ｆｃ領域
変異体を生成することが望ましい場合がある。Ｆｃ領域変異体は、ヒンジシステインのア
ミノ酸位置を含む一以上のアミノ酸位置に一のアミノ酸修飾(例えば置換)を含むヒトＦｃ
領域配列(例えば、ヒトＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３又はＩｇＧ４のＦｃ領域)を含みう
る。
【０１８２】
　本明細書及び従来技術の教示によれば、ある実施態様では、本発明の抗体は、対応する
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野生型の抗体と比較した場合、例えばＦｃ領域内に、一又は複数の変更を有すると考えら
れる。それでも、これらの抗体は、その野生型の同等物と比較した場合、治療的有効性に
必要なほぼ同一の特性を保持している。例えば、国際公開第９９／５１６４２号等に記載
されているように、Ｆｃ領域に、Ｃ１ｑ結合及び／又は補体依存性細胞傷害性(ＣＤＣ)に
変化(つまり効果の改善又は低減)をもたらす特定の変更を実施することが考慮される。Ｆ
ｃ領域の変異体の他の例に関し、Ducan及びWinter, Nature 322:738-40 (1998)；米国特
許第５６４８２６０号；同第５６２４８２１号；及び国際公開第９４／２９３５１号も参
照されたい。国際公開第００／４２０７２号(Presta)及び国際公開第ＷＯ　２００４／０
５６３１２号(Lowman)はFcRへの結合が改善された又は低減された抗体変異体を記載して
いる。これらの特許文献の内容は出典明示により特にここに援用される。またShields等,
 J. Biol. Chem. 9(2): 6591-6604 (2001)を参照のこと。増加した半減期と新生児型Fcレ
セプター(FcRn)への結合が改善された抗体は、母体IgGsの胎児への移動の原因であるが(G
uyer等, J. Immunol. 117:587 (1976)及びKim等, J. Immunol. 24:249 (1994))、米国特
許出願公開第２００５／００１４９３４Ａ１号(Hinton等)に記載されている。これらの抗
体はＦｃＲｎへのＦｃ領域の結合を改善する一又は複数の置換を有するＦｃ領域を含む。
変更されたＦｃ領域アミノ酸と増加又は減少したＣ１ｑ結合能を有するポリペプチド変異
体は、米国特許第６１９４５５１Ｂ１号、国際公開第９９／５１６４２号に記載されてい
る。この特許文献の内容を出典明示により特にここに援用する。またIdusogie等, J. Imm
unol. 164: 4178-4184 (2000)も参照のこと。
【０１８３】
　他の態様では、本発明は、Ｆｃ領域を含むＦｃポリペプチドの界面に修飾を含み、該修
飾がヘテロ二量体化を容易にし及び／又は促進するむ抗体を提供する。これらの修飾は、
第一のＦｃポリペプチド内に突部を、第二のＦｃポリペプチド内にキャビティを導入する
ことを含み、ここで、第一及び第二Ｆｃポリペプチドの複合体化を促進するように突部が
キャビティに位置させ得る。これらの修飾を有する抗体の生産方法は当該分野で知られて
おり、例えば米国特許第５７３１１６８号に記載されている。
【０１８４】
　また他の態様では、抗体の一又は複数の残基がシステイン残基で置換されているシステ
イン操作抗体、例えば「ｔｈｉｏＭＡｂｓ」を作製することが望ましい場合がある。特定
の実施態様では、置換される残基は抗体の接近可能部位で生じる。その残基をシステイン
で置換することによって、反応性チオール基が抗体の接近可能部位に位置させられ、ここ
で更に記載されるように、薬剤部分又はリンカー-薬剤部分のような他の部分に抗体をコ
ンジュゲートさせるために使用されうる。ある実施態様では、次の残基の何れか一又は複
数がシステインで置換されうる：軽鎖のＶ２０５（カバット番号付け）；重鎖のＡ１１８
（ＥＵ番号付け）；及び重鎖Ｆｃ領域のＳ４００（ＥＵ番号付け）。
【０１８５】
抗体誘導体
　本発明の抗体は当該分野において知られ直ぐに利用できる更なる非タンパク質性部分を
含むように更に修飾することができる。好ましくは、抗体の誘導体化に適した部分は水溶
性ポリマーである。水溶性ポリマーの非限定的な例には、限定されるものではないが、ポ
リエチレングリコール（ＰＥＧ）、エチレングリコール／プロピレングリコールのコポリ
マー、カルボキシメチルセルロース、デキストラン、ポリビニルアルコール、ポリビニル
ピロリドン、ポリ-１,３-ジオキソラン、ポリ-１,３,６-トリオキサン、エチレン／無水
マレイン酸コポリマー、ポリアミノ酸（ホモポリマーかランダムコポリマー）、及びデキ
ストラン又はポリ(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
ルホモポリマー、プロリプロピレンオキシド／エチレンオキシドコポリマー、ポリオキシ
エチレン化ポリオール（例えばグリセロール）、ポリビニルアルコール、及びそれらの混
合物が含まれる。ポリエチレングリコールプロピオンアルデヒドは水中におけるその安定
性のために製造の際に有利であろう。ポリマーは任意の分子量であってよく、分枝状でも
非分枝状でもよい。抗体に結合するポリマーの数は変化してもよく、一を超えるポリマー
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が結合する場合、それらは同じでも異なった分子でもよい。一般に、誘導体化に使用され
るポリマーの数及び／又はタイプは、限定されるものではないが、その抗体誘導体が定ま
った条件下での治療に使用されるかどうか、改善される抗体の特定の性質又は機能を含む
考慮事項に基づいて決定することができる。
【０１８６】
　他の実施態様では、放射線への暴露によって選択的に加熱されうる非タンパク質様部分
及び抗体のコンジュゲートが提供される。一実施態様では、非タンパク質様部分はカーボ
ンナノチューブである(Kam等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA 102: 11600-11605 (2005))
。放射線は任意の波長のものであってよく、限定するものではないが、通常の細胞に害を
与えないが、抗体-非タンパク質様部分に近位の細胞が死滅させられる温度まで非タンパ
ク質様部分を加熱する波長が含まれる。
【０１８７】
免疫コンジュゲート
　本発明は、また化学療法剤、薬剤、成長阻害剤、毒素(例えば、細菌、糸状菌、植物又
は動物由来の酵素活性性毒素、又はその断片)、又は放射性同位体(すなわち放射性コンジ
ュゲート)などの一又は複数の細胞傷害剤にコンジュゲートした抗体を含んでなる、免疫
コンジュゲート（交換可能に「抗体-薬剤コンジュゲート」又は「ＡＤＣ」とも称される
）を提供する。
【０１８８】
　免疫コンジュゲートは、細胞傷害剤、すなわち癌治療において腫瘍細胞を殺す又は阻害
するための薬剤の局所的デリバリーに使用されている(Lambert, J. (2005) Curr. Opinio
n in Pharmacology 5:543-549；Wu 等 (2005) Nature Biotechnology 23(9):1137-1146；
Payne, G. (2003) i 3:207-212；Syrigos及びEpenetos (1999) Anticancer Research 19:
605-614；Niculescu-Duvaz及びSpringer (1997) Adv. Drg Del. Rev. 26:151-172；米国
特許第４９７５２７８号)。免疫コンジュゲートは、腫瘍への薬剤成分の標的とする運搬
とそこでの細胞内集積を可能とするものであり、この非コンジュゲート薬物作用剤の全身
性投与により正常細胞並びに除去しようとする腫瘍細胞への毒性が容認できないレベルと
なりうる(Baldwin等, (1986) Lancet pp. (Mar. 15, 1986):603-05；Thorpe, (1985) 「A
ntibody Carriers Of Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A Review,」 Monoclonal A
ntibodies '84: Biological And Clinical Applications, A. Pinchera等 (編), pp. 475
-506)。ポリクローナル抗体及びモノクローナル抗体はこの方策に有用であると報告され
ている(Rowland等, (1986) Cancer Immunol. Immunother., 21:183-87)。この方法に用い
る薬物には、ダウノマイシン、ドキソルビジン、メトトレキサート及びビンデジンが含ま
れる(Rowland等, (1986)、上掲)。抗体-毒素コンジュゲートに用いる毒素には、ジフテリ
ア毒素などの細菌性毒素、リシンのような植物毒素、ゲルダナマイシン(Mandler等(2000)
 Jour. of the Nat. Cancer Inst. 92(19):1573-1581；Mandler等(2000) Bioorganic & M
ed. Chem. Letters 10:1025-1028；Mandler等(2002) Bioconjugate Chem. 13:786-791)、
メイタンシノイド(欧州特許出願公開第１３９１２１３号；Liu等, (1996) Proc. Natl. A
cad. Sci. USA 93:8618-8623)、及びカリケアマイシン(Lode等 (1998) Cancer Res. 58:2
928；Hinman等 (1993) Cancer Res. 53:3336-3342)などの小分子毒素が含まれる。該毒素
は、チューブリン結合、ＤＮＡ結合又はトポイソメラーゼ阻害を含む機能によりその細胞
傷害性効果を奏しうる。ある種の細胞傷害性剤は、大きな抗体又はタンパク質レセプター
リガンドにコンジュゲートした場合に、不活性又は活性が低減する傾向がある。
【０１８９】
　ゼバリン(ZEVALIN)(登録商標)(イブリツモマブチウキセタン(ibritumomab tiuxetan), 
Biogen/Idec)は正常及び悪性のＢリンパ球の細胞表面上にみられるＣＤ２０抗原に対する
マウスＩｇＧ１κモノクローナル抗体と１１１Ｉｎ又は９０Ｙ放射性同位体とがチオウレ
アリンカーキレート剤にて結合した抗体-放射性同位体コンジュゲートである(Wiseman等 
(2000) Eur. Jour. Nucl. Med. 27(7):766-77；Wiseman等 (2002) Blood 99(12):4336-42
；Witzig等 (2002) J. Clin. Oncol. 20(10):2453-63；Witzig等 (2002) J. Clin. Oncol
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. 20(15):3262-69)。ゼバリンはＢ細胞非ホジキン性リンパ球(ＮＨＬ)に対して活性を有
するが、投与によってほとんどの患者に重症で長期の血球減少を引き起こす。カリケアマ
イシンに連結したｈｕＣＤ３３抗体からなる抗体薬剤コンジュゲートであるマイロターグ
(MYLOTARG)(登録商標)(ゲムツズマブオゾガミシン(gemtuzumab ozogamicin), Wyeth Phar
maceuticals)は、急性骨髄性白血病の治療用注射剤として２０００年に認可された(Drugs
 of the Future (2000) 25(7):686；米国特許第４９７０１９８号；同第５０７９２３３
号；同第５５８５０８９号；同第５６０６０４０号；同第５６９３７６２号；同第５７３
９１１６号；同第５７６７２８５号；同第５７７３００１号)。ジスルフィドリンカーＳ
ＰＰを介してメイタンシノイド薬剤分子ＤＭ１と連結しているｈｕＣ２４２抗体からなる
抗体薬剤コンジュゲートであるカンツズマブメルタンシン(Cantuzumab mertansine)(Immu
nogen, Inc.)を、ＣａｎＡｇを発現する癌、例として大腸、膵臓、胃などの治療について
試験する第二相治験に入っている。メイタンシノイド薬剤分子ＤＭ１と連結している抗前
立腺特異的膜抗原(ＰＳＭＡ)モノクローナル抗体からなる抗体薬剤コンジュゲートである
ＭＬＮ-２７０４(Millennium Pharm., BZL Biologics, Immunogen Inc.)は、前立腺癌の
潜在的治療用に開発中である。アウリスタチン(auristatin)ペプチド、アウリスタチンＥ
(ＡＥ)及びモノメチルアウリスタチン(ＭＭＡＥ)、ドラスタチン(dolastatin)の合成類似
体は、キメラモノクローナル抗体ｃＢＲ９６(癌細胞上のルイスＹに特異的)及びｃＡＣ１
０(血液系悪性腫瘍上のＣＤ３０に特異的)(Doronina等 (2003) Nature Biotechnology 21
(7):778-784)にコンジュゲートしており、治療薬開発段階にある。
【０１９０】
　ある実施態様では、免疫コンジュゲートは抗体と化学療法剤又は他の毒素を含有する。
免疫コンジュゲートの生成に有用な化学治療薬を本明細書中(上記)に記載した。用いるこ
とのできる酵素活性毒素及びその断片には、ジフテリアＡ鎖、ジフテリア毒素の非結合活
性断片、(緑膿菌からの)外毒素Ａ鎖、リシンＡ鎖、アブリンＡ鎖、モデクシン(modeccin)
Ａ鎖、アルファ-サルシン、アレウリテス・フォーディ(Aleurites fordii)タンパク質、
ジアンチン(dianthin)タンパク質、フィトラカ・アメリカーナ(Phytolaca americana)タ
ンパク質(PAPI、PAPII、及びPAP-S)、モモルディカ・チャランチア(momordica charantia
)インヒビター、クルシン(curcin)、クロチン(crotin)、サパオナリア・オフィシナリス(
sapaonaria officinalis)インヒビター、ゲロニン(gelonin)、ミトゲリン(mitogellin)、
レストリクトシン(restrictocin)、フェノマイシン(phenomycin)、エノマイシン(enomyci
n)及びトリコテセン(tricothecene)が含まれる。例として１９９３年１０月２８日に公開
の国際公開第９３／２１２３２号を参照のこと。放射性コンジュゲート抗体の生成には、
様々な放射性ヌクレオチドが利用可能である。例としては、２１２Ｂｉ、１３１Ｉ、１３

１Ｉｎ、９０Ｙ及び１８６Ｒｅが含まれる。抗体及び細胞傷害剤のコンジュゲートは、種
々の二官能性タンパク質カップリング剤、例えば、Ｎ-スクシンイミジル-３-(２-ピリジ
ルジチオール)プロピオナート(ＳＰＤＰ)、イミノチオラン(ＩＴ)、イミドエステルの二
官能性誘導体(ジメチルアジピミデートＨＣＬ等)、活性エステル(ジスクシンイミジルス
ベレート等)、アルデヒド(グルタルアルデヒド等)、ビス-アジド化合物(ビス(ｐ-アジド
ベンゾイル)ヘキサンジアミン等)、ビス-ジアゾニウム誘導体(ビス-(ｐ-ジアゾニウムベ
ンゾイル)-エチレンジアミン等)、ジイソシアネート(トリエン２，６-ジイソシアネート
等)、及びビス-活性フッ素化合物(１，５-ジフルオロ-２，４-ジニトロベンゼン等)を用
いて作製できる。例えば、リシン免疫毒素は、Vitetta等, Science 238: 1098 (1987)に
記載されているように調製することができる。カーボン-１４-標識１-イソチオシアナト
ベンジル-３-メチルジエチレントリアミン五酢酸(ＭＸ-ＤＴＰＡ)は、放射性ヌクレオチ
ドの抗体への抱合のためのキレート剤の例である。国際公開９４／１１０２６参照。
【０１９１】
　抗体と一又は複数の小分子毒素、例えばカリケアマイシン、メイタンシノイド、ドラス
タチン、アウロスタチン、トリコセン及びＣＣ１０６５のコンジュゲート、並びに毒素活
性を有するこれら毒素の誘導体もまたここで検討される。
【０１９２】
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メイタンシン及びメイタンシノイド
　ある実施態様では、免疫コンジュゲートは、一又は複数のメイタンシノイド分子にコン
ジュゲートした抗体（完全長又は断片）を含んでなる。
【０１９３】
　メイタンシノイドは、チューブリン重合を阻害することによって作用する分裂阻害剤で
ある。メイタンシンは、最初、東アフリカシラブMaytenus serrataから単離されたもので
ある(米国特許第３８９６１１１号)。その後、ある種の微生物がメイタンシノイド類、例
えばメイタンシノール及びＣ-３メイタンシノールエステルを生成することが発見された(
米国特許第４１５１０４２号)。合成メイタンシノール及びその誘導体及び類似体は、例
えば米国特許第４１３７２３０号；同４２４８８７０号；同４２５６７４６号；同４２６
０６０８号；同４２６５８１４号；同４２９４７５７号；同４３０７０１６号；同４３０
８２６８号；同４３０８２６９号；同４３０９４２８号；同４３１３９４６号；同４３１
５９２９号；同４３１７８２１号；同４３２２３４８号；同４３３１５９８号；同４３６
１６５０号；同４３６４８６６号；同４４２４２１９号；同４４５０２５４号；同４３６
２６６３号；及び同４３７１５３３号に開示されている。
【０１９４】
　メイタンシノイド薬剤部分は、（ｉ）発酵又は化学修飾、発酵産物の誘導体化によって
調製するために相対的に利用可能である、（ｉｉ）抗体に対する非ジスルフィドリンカー
による共役に好適な官能基による誘導体化に従う、（ｉｉｉ）血漿中で安定、そして（ｉ
ｖ）様々な腫瘍細胞株に対して有効であるため、抗体薬剤コンジュゲートの魅力的な薬剤
部分である。
【０１９５】
　メイタンシノイドを含む免疫コンジュゲート、その作製方法及びそれらの治療用途は、
例えば米国特許第５２０８０２０号、同５４１６０６４号、欧州特許第０４２５２３５号
Ｂ１に開示されており、その開示は出典を明示してここに援用される。Liu等, Proc. Nat
l. Acad. Sci. USA 93：8618-8623(1996)には、ヒト結腸直腸癌に対するモノクローナル
抗体Ｃ２４２に結合するＤＭ１と命名されたメイタンシノイドを含有する免疫コンジュゲ
ートが記載されている。前記コンジュゲートは培養された結腸癌細胞に対して高い細胞傷
害性を有することが見出されており、インビボ腫瘍成長アッセイにおいて抗腫瘍活性を示
す。Chari等, Cancer Research, 52：127-131(1992)には、メイタンシノイドが、ジスル
フィド結合を介して、ヒト結腸癌株化細胞の抗原に結合するマウス抗体Ａ７、又はＨＥＲ
-２／ｎｅｕオンコジーンに結合する他のマウスモノクローナル抗体ＴＡ.１に結合してい
る免疫コンジュゲートが記載されている。ＴＡ.１-メイタンシノイドコンジュゲートの細
胞傷害性は、細胞当たり３×１０５ＨＥＲ-２表面抗原を発現するヒト乳癌株化細胞ＳＫ-
ＢＲ-３におけるインビトロで試験した。薬剤コンジュゲートにより、遊離のメイタンシ
ノイド剤に類似した細胞傷害度が達成され、該細胞傷害度は、抗体分子当たりのメイタン
シノイド分子の数を増加させることにより増加し得た。Ａ７-メイタンシノイドコンジュ
ゲートはマウスにおいては低い全身性細胞傷害性を示した。
【０１９６】
　抗体-メイタンシノイドコンジュゲートは、抗体又はメイタンシノイド分子のいずれの
生物学的活性もほとんど低減することなく、メイタンシノイド分子に抗体を化学的に結合
させることにより調製される。例えば、米国特許第５２０８０２０号(この開示内容は出
典明記により特別に組み込まれる)を参照。１分子の毒素／抗体は、裸抗体の使用におい
て細胞傷害性を高めることが予期されているが、抗体分子当たり、平均３－４のメイタン
シノイド分子が結合したものは、抗体の機能又は溶解性に悪影響を与えることなく、標的
細胞に対する細胞傷害性を向上させるといった効力を示す。メイタンシノイドは当該技術
分野でよく知られており、公知の技術で合成することも、天然源から単離することもでき
る。適切なメイタンシノイドは、例えば米国特許第５２０８０２０号、及び他の特許、及
び上述した非特許刊行物に開示されている。好ましいメイタンシノイドは、メイタンシノ
ール、及び種々のメイタンシノールエステル等の、メイタンシノール分子の芳香環又は他
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の位置が修飾されたメイタンシノール類似体である。
【０１９７】
　例えば、米国特許第５２０８０２０号又は欧州特許第０４２５２３５号Ｂ１、Chari等,
 Cancer Research, 52：127-131(1992)、及び２００４年１０月８日に出願の米国特許出
願第１０／９６０６０２号(これらの開示内容は出典明記により明示的に援用される)に開
示されているもの等を含め、抗体-メイタンシノイドコンジュゲートを作製するために、
当該技術で公知の多くの結合基がある。リンカー成分ＳＭＣＣを含んでなる抗体-メイタ
ンシノイドコンジュゲートは、２００４年１０月８日に出願の米国特許出願第１０／９６
０６０２号に開示されるように調製されうる。結合基には、上述した特許に開示されてい
るようなジスルフィド基、チオエーテル基、酸不安定性基、光不安定性基、ペプチターゼ
不安定性基、又はエステラーゼ不安定性基が含まれるが、ジスルフィド及びチオエーテル
基が好ましい。更なる結合基をここに記載し、例示する。
【０１９８】
　抗体とメイタンシノイドとのコンジュゲートは、種々の二官能性タンパク質カップリン
グ剤、例えばＮ-スクシンイミジル-３-(２-ピリジルジチオ)プロピオナート(ＳＰＤＰ)、
スクシンイミジル-４-(Ｎ-マレイミドメチル)シクロヘキサン-１-カルボキシラート(ＳＭ
ＣＣ)、イミノチオラン(ＩＴ)、イミドエステル類の二官能性誘導体(例えばジメチルアジ
ピミダートＨＣＬ)、活性エステル類(例えば、スベリン酸ジスクシンイミジル)、アルデ
ヒド類(例えば、グルタルアルデヒド)、ビスアジド化合物(例えば、ビス(ｐ-アジドベン
ゾイル)ヘキサンジアミン)、ビス-ジアゾニウム誘導体(例えば、ビス-(ｐ-ジアゾニウム
ベンゾイル)エチレンジアミン)、ジイソシアネート(例えば、トルエン-２,６-ジイソシア
ネート)、及び二活性フッ素化合物(例えば、１,５-ジフルオロ-２,４-ジニトロベンゼン)
を使用して作製することができる。特に好ましいカップリング剤には、ジスルフィド結合
により提供されるＮ-スクシンイミジル-４-(２-ピリジルチオ)ペンタノアート(ＳＰＰ)及
びＮ-スクシンイミジル-３-(２-ピリジルジチオ)プロピオナート(ＳＰＤＰ)(Carlsson等,
 Biochem. J. 173：723-737(1978))が含まれる。
【０１９９】
　リンカーは結合の種類に応じて、種々の位置でメイタンシノイド分子に結合し得る。例
えば、常套的なカップリング技術を使用してヒドロキシル基と反応させることによりエス
テル結合を形成することができる。反応はヒドロキシル基を有するＣ-３位、ヒドロキシ
メチルで修飾されたＣ-１４位、ヒドロキシル基で修飾されたＣ-１５位、及びヒドロキシ
ル基を有するＣ-２０位で生じる。好ましい実施態様において、結合はメイタンシノール
又はメイタンシノール類似体のＣ-３位で形成される。
【０２００】
アウリスタチン類及びドラスタチン類
　ある実施態様では、免疫コンジュゲートは、ドラスタチン又はドロスタチンペプチジル
類似体及び誘導体、アウリスタチン(auristatin) (米国特許第５６３５４８３号；同第５
７８０５８８号)にコンジュゲートした抗体を含んでなる。ドラスタチン及びアウリスタ
チンは、微小管動態、ＧＴＰ加水分解及び核と細胞の分割を妨げ(Woyke 等 (2001) Antim
icrob. Agents and Chemother. 45(12): 3580-3584)、抗癌活性(米国特許第５６６３１４
９号)及び抗真菌性活性(Pettit 等 (1998) Antimicrob. Agents Chemother. 42:2961-296
5)を有することが示されている。ドラスタチン又はアウリスタチン薬剤成分は、ペプチジ
ル薬剤分子のＮ(アミノ)末端又はＣ(カルボキシル)末端により抗体に接着しうる(国際公
開第０２／０８８１７２号)。
【０２０１】
　例示的なアウリスタチンの実施態様は、Ｎ末端連結モノメチルアウリスタチン薬剤成分
ＤＥ及びＤＦを含み、"Monomethylvaline Compounds Capable of Conjugation to Ligand
s"、２００４年１１月５日に出願の米国特許出願公開第１０／９８３３４０号に開示され
る。この開示内容は出典明記によってその全体が明示的に援用される。
【０２０２】
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　典型的には、ペプチドベースの薬剤成分は、２以上のアミノ酸及び／又はペプチド断片
間でペプチド結合を形成することによって調製されうる。このようなペプチド結合は、例
えば、ペプチド化学の分野において周知の液相合成方法に従って調製することができる(E
. Schroder and K. Lubke, "The Peptides", volume 1, pp 76-136, 1965, Academic Pre
ssを参照)。アウリスタチン／ドラスタチン薬剤成分は、米国特許第５６３５４８３号；
米国特許第５７８０５８８号；Pettit 等 (1989) J. Am. Chem. Soc. 111: 5463-5465；P
ettit 等 (1998) Anti-Cancer Drug Design 13:243-277；Pettit, G.R., 等 Synthesis, 
1996, 719-725；及びPettit 等 (1996) J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1 5:859-863の方
法に従って調製されうる。また、Doronina (2003) Nat Biotechnol 21(7): 778-784; "Mo
nomethylvaline Compounds Capable of Conjugation to Ligands"、２００４年１１月５
日に出願の米国特許出願公開第１０／９８３３４０号も参照のこと。これらは出典明示に
よってその全体がここに援用される(例えば、リンカー及びモノメチルバリン化合物、例
えばＭＭＡＥ及びリンカーにコンジュゲートしたＭＭＡＦの調製方法を開示している)。
【０２０３】
カリケアマイシン
　他の実施態様では、免疫コンジュゲートは、一又は複数のカリケアマイシン分子と結合
した抗体を含んでなる。抗生物質のカリケアマイシンファミリーはサブピコモル濃度で二
重鎖ＤＮＡ破壊を生じることができる。カリケアマイシンファミリーのコンジュゲートの
調製については、米国特許第５７１２３７４号、同５７１４５８６号、同５７３９１１６
号、同５７６７２８５号、同５７７０７０１号、同５７７０７１０号、同５７７３００１
号、同５８７７２９６号(全て、American Cyanamid Company)を参照のこと。使用可能な
カリケアマイシンの構造類似体には、限定するものではないが、γ１Ｉ、α２Ｉ、α３Ｉ
、Ｎ-アセチル-γ１Ｉ、ＰＳＡＧ及びθＩ１(Hinman等, Cancer Research, 53：3336-334
2(1993)、Lode等 Cancer Research, 58：2925-2928(1998)及び上述したAmerican Cyanami
dの米国特許)が含まれる。抗体が結合可能な他の抗腫瘍剤は、葉酸代謝拮抗薬であるＱＦ
Ａである。カリケアマイシン及びＱＦＡは双方共、細胞内に作用部位を有し、原形質膜を
容易に通過しない。よって、抗体媒介性インターナリゼーションによるこれらの薬剤の細
胞への取込により、細胞傷害効果が大きく向上する。
【０２０４】
　他の細胞傷害剤
　抗体と結合可能な他の抗腫瘍剤には、ＢＣＮＵ、ストレプトゾイシン、ビンクリスチン
及び５-フルオロウラシル、米国特許第５０５３３９４号、同５７７０７１０号に記載さ
れており、集合的にＬＬ-Ｅ３３２８８複合体として知られている薬剤ファミリー、並び
にエスペラマイシン(esperamicine)(米国特許第５８７７２９６号)が含まれる。
【０２０５】
　使用可能な酵素活性毒及びその断片には、ジフテリアＡ鎖、ジフテリア毒素の非結合性
活性断片、外毒素Ａ鎖(シュードモナス・アエルギノーサ(Pseudomonas aeruginosa))、リ
シンＡ鎖、アブリンＡ鎖、モデシン(modeccin)Ａ鎖、アルファ-サルシン(sarcin)、アレ
ウライツ・フォルディイ(Aleurites fordii)プロテイン、ジアンシン(dianthin)プロテイ
ン、フィトラッカ・アメリカーナ(Phytolaca americana)プロテイン(PAPI、PAPII及びPAP
-S)、モモルディカ・キャランティア(momordica charantia)インヒビター、クルシン(cur
cin)、クロチン、サパオナリア(sapaonaria)オフィシナリスインヒビター、ゲロニン(gel
onin)、マイトゲリン(mitogellin)、レストリクトシン(restrictocin)、フェノマイシン
、エノマイシン及びトリコセセンス(tricothecenes)が含まれる。例えば、１９９３年１
０月２８日公開の国際公開第９３／２１２３２号を参照のこと。
【０２０６】
　本発明は、抗体と核酸分解活性を有する化合物(例えばリボヌクレアーゼ又はＤＮＡエ
ンドヌクレアーゼ、例えばデオキシリボヌクレアーゼ；ＤＮアーゼ)との間に形成される
免疫コンジュゲートを更に考察する。
【０２０７】
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　腫瘍を選択的に破壊するため、抗体は高い放射性を有する原子を含有してよい。放射性
コンジュゲートした抗体を生成するために、種々の放射性同位体が利用される。例には、
Ａｔ２１１、Ｉ１３１、Ｉ１２５、Ｙ９０、Ｒｅ１８６、Ｒｅ１８８、Ｓｍ１５３、Ｂｉ
２１２、Ｐ３２、Ｐｂ２１２及びＬｕの放射性同位体が含まれる。コンジュゲートが検出
に使用される場合、それはシンチグラフィー研究用の放射性原子、例えばｔｃ９９ｍ又は
Ｉ１２３、又は核磁気共鳴(ＮＭＲ)映像(磁気共鳴映像、ｍｒｉとしても知られている)用
のスピン標識、例えばヨウ素-１２３、ヨウ素-１３１、インジウム-１１１、フッ素-１９
、炭素-１３、窒素-１５、酸素-１７、ガドリニウム、マンガン又は鉄を含有し得る。
【０２０８】
　放射又は他の標識が、既知の方法でコンジュゲートに導入される。例えば、ペプチドは
生物合成されるか、又は水素の代わりにフッ素-１９を含む適切なアミノ酸前駆体を使用
する化学的なアミノ酸合成により合成される。標識、例えばｔｃ９９ｍ又はＩ１２３、Ｒ
ｅ１８６、Ｒｅ１８８及びＩｎ１１１は、ペプチドのシステイン残基を介して結合可能で
ある。イットリウム-９０はリジン残基を介して結合可能である。ＩＯＤＯＧＥＮ法(Frak
er等(1978) Biochem. Biophys. Res. Commun. 80：49-57)は、ヨウ素-１２３の導入に使
用することができる。他の方法の詳細は、「Monoclonal Antibodies in Immunoscintigra
phy」(Chatal, CRC Press 1989)に記載されている。
【０２０９】
　抗体と細胞傷害剤のコンジュゲートは、種々の二官能性タンパク質カップリング剤、例
えばＮ-スクシンイミジル-３-(２-ピリジルジチオ)プロピオナート(ＳＰＤＰ)、スクシン
イミジル-４-(Ｎ-マレイミドメチル)シクロヘキサン-１-カルボキシラート(ＳＭＣＣ)、
イミノチオラン(ＩＴ)、イミドエステル類の二官能性誘導体(例えばジメチルアジピミダ
ートＨＣＬ)、活性エステル類(例えば、スベリン酸ジスクシンイミジル)、アルデヒド類(
例えば、グルタルアルデヒド)、ビスアジド化合物(例えば、ビス(ｐ-アジドベンゾイル)
ヘキサンジアミン)、ビス-ジアゾニウム誘導体(例えば、ビス-(ｐ-ジアゾニウムベンゾイ
ル)エチレンジアミン)、ジイソシアネート(例えば、トリエン-２,６-ジイソシアネート)
、及び二活性フッ素化合物(例えば、１,５-ジフルオロ-２,４-ジニトロベンゼン)を使用
して作製することができる。例えば、リシン免疫毒素は、Vitetta等, Science 238:1098(
1987)に記載されているようにして調製することができる。炭素-１４標識１-イソチオシ
アナトベンジル-３-メチルジエチレン-トリアミン五酢酸(ＭＸ-ＤＴＰＡ)が抗体に放射性
ヌクレオチドをコンジュゲートするためのキレート剤の例である。国際公開第９４／１１
０２６号を参照されたい。リンカーは細胞中の細胞傷害剤の放出を容易にするための「切
断可能リンカー」であってよい。例えば、酸不安定性リンカー、ペプチダーゼ過敏性リン
カー、光不安定性リンカー、ジメチルリンカー又はジスルフィド含有リンカーが使用され
得る(Chari等, Cancer Research, 52：127-131(1992)；米国特許第５２０８０２０号)。
【０２１０】
　該化合物は、限定するものではないが、架橋剤：(例えば、Pierce Biotechnology, Inc
., Rockford, IL., U.S.Aより)市販されているＢＭＰＳ、ＥＭＣＳ、ＧＭＢＳ、ＨＢＶＳ
、ＬＣ-ＳＭＣＣ、ＭＢＳ、ＭＰＢＨ、ＳＢＡＰ、ＳＩＡ、ＳＩＡＢ、ＳＭＣＣ、ＳＭＰ
Ｂ、ＳＭＰＨ、スルホ-ＥＭＣＳ、スルホ-ＧＭＢＳ、スルホ-ＫＭＵＳ、スルホ-ＭＢＳ、
スルホ-ＳＩＡＢ、スルホ-ＳＭＣＣ、及びスルホ-ＳＭＰＢ、及びＳＶＳＢ (スクシンイ
ミジル-(4-ビニルスルホン)安息香酸塩)で調製されるＡＤＣが明示的に考えられる。2003
-2004 Applications Handbook and Catalogの４６７－４９８頁を参照。
【０２１１】
抗体薬剤コンジュゲートの調製
　抗体薬剤コンジュゲート(ＡＤＣ)において、抗体(Ａｂ)はリンカー(Ｌ)を介して、一又
は複数の薬剤部分(Ｄ)、例えば１抗体につき約１から約２０の薬剤部分にコンジュゲート
される。式ＩのＡＤＣは、（１）抗体の求核基を二価のリンカー試薬と反応させて共有結
合を介してＡｂ-Ｌを形成した後、薬剤部分Ｄと反応させること；及び（２）薬剤部分の
求核基を二価のリンカー試薬と反応させて共有結合を介してＤ-Ｌを形成した後、抗体の
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求核基と反応させることを含み、当業者に知られている有機化学反応、状態及び試薬を用
いる幾つかの手段によって調製されうる。ＡＤＣを調製するための更なる方法はここに記
載される。
　　　　Ａｂ－(Ｌ－Ｄ)ｐ　　　　　　Ｉ
【０２１２】
　リンカーは、一又は複数のリンカー成分から構成されてもよい。例示的なリンカー成分
は、６-マレイミドカプロイル(「ＭＣ」)、マレイミドプロパノイル(「ＭＰ」)、バリン-
シトルリン(「ｖａｌ－ｃｉｔ」)、アラニン-フェニルアラニン(「ａｌａ－ｐｈｅ」)、
ｐ-アミノベンジルオキシカルボンイル(「ＰＡＢ」)、Ｎ-スクシンイミジル４(２-ピリジ
ルチオ)ペンタノエート(「ＳＰＰ」)、Ｎ-スクシンイミジル４-(Ｎ-マレイミドメチル)シ
クロヘキサン-１カルボキシレート(「ＳＭＣＣ」)、及びＮ-スクシンイミジル(４-イオド
-アセチル)アミノ安息香酸エステル(「ＳＩＡＢ」)を含む。更なるリンカー成分は当該分
野で知られており、その幾つかはここに記載される。また、その内容の全体が出典明示に
よりここに援用される"Monomethylvaline Compounds Capable of Conjugation to Ligand
s"、２００４年１１月５日に出願された米国特許出願公開第１０／９８３３４０号も参照
のこと。
【０２１３】
　ある実施態様では、リンカーはアミノ酸残基を含みうる。例示的なアミノ酸リンカー成
分には、ジペプチド、トリペプチド、テトラペプチド又はペンタペプチドがある。例示的
なジペプチドは、バリン-シトルリン(ｖｃ又はｖａｌ－ｃｉｔ)、アラニン-フェニルアラ
ニン(ａｆ又はａｌａ－ｐｈｅ)を含む。例示的なトリペプチドは、グリシン-バリン-シト
ルリン(ｇｌｙ－ｖａｌ－ｃｉｔ)及びグリシン-グリシン-グリシン(ｇｌｙ－ｇｌｙ－ｇ
ｌｙ)を含む。アミノ酸リンカー成分を含んでなるアミノ酸残基は、天然に生じるもの、
並びに微量のアミノ酸及び非天然に生じるアミノ酸類似体、例えばシトルリンを含む。ア
ミノ酸リンカー成分は設計され、特に酵素、例えば腫瘍関連プロテアーゼ、カテプシンＢ
、Ｃ及びＤ又はプラスミンプロテアーゼによる酵素的切断の選択性で最適化できる。
【０２１４】
　抗体上の求核基には、限定するものでなく、以下のものを含む：（ｉ）Ｎ末端アミン基
、（ｉｉ）側鎖アミン基、例えばリシン、（ｉｉｉ）側鎖チオール基、例えばシステイン
、及び（ｉｖ）　抗体がグリコシル化される糖水酸基又はアミノ基。アミン、チオール及
び水酸基は、求核であり、反応して、リンカー部分上の求電子性の群及びリンカー試薬に
より共有結合を形成することができる：（ｉ）活性エステル、例えばＮＨＳエステル、Ｈ
ＯＢｔエステル、ハロギ酸及び酸ハロゲン化物；（ｉｉ）　アルキル及びベンジルハライ
ド、例えばハロアセトアミド；（ｉｉｉ）アルデヒド、ケトン、カルボキシル及びマレイ
ミド群、が含まれる。特定の抗体は、還元しうる鎖間ジスルフィド、すなわちシステイン
架橋を有する。抗体は、還元剤、例えばＤＴＴ(ジチオトレイトール)による処置によって
、リンカー試薬を用いたコンジュゲート反応を行ってもよい。よって、各々のシステイン
架橋は、理論的には２の反応性のチオール求核基を形成する。更なる求核基は、チオール
にアミンを転換させる２-イミノチオラン(トラウトの試薬)を用いてリシンを反応させる
ことによって抗体に導入することができる。反応性のチオール基は、１、２、３、４又は
それ以上のシステイン残基を導入する(例えば、一又は複数の非天然のシステインアミノ
酸残基を含んでなる変異体抗体を調製する)ことによって抗体(又はその断片)に導入され
うる。
【０２１５】
　また、抗体薬剤コンジュゲートは、リンカー試薬又は薬剤上の求核置換基と反応しうる
求電子性の部分を導入する抗体の修飾によって生産してもよい。グリコシル化された抗体
の糖鎖を、例えば過ヨウ素酸塩酸化剤を用いて酸化して、リンカー試薬又は薬剤部分のア
ミン基と反応するアルデヒド又はケトン基を形成させてもよい。生じたイミンシッフ塩基
群が安定結合を形成するか、又は例えば安定アミン結合を形成させるホウ化水素試薬によ
って、還元してもよい。一実施態様では、ガラクトースオキシダーゼ又はナトリウムメタ
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過ヨウ素酸塩の何れかによるグリコシル化抗体の炭水化物部分の反応により、薬剤(Herma
nson, Bioconjugate Techniques)上の適当な基と反応することができるタンパク質のカル
ボニル(アルデヒド及びケトン)基が生じうる。他の実施態様では、Ｎ末端セリン又はスレ
オニン残基を含んでいるタンパク質はナトリウムメタ過ヨウ素酸塩と反応して、第一のア
ミノ酸の代わりにアルデヒドを生成する(Geoghegan及びStroh, (1992) Bioconjugate Che
m. 3:138-146；US 5362852)。このようなアルデヒドは、薬剤部分又はリンカー求核基と
反応させることができる。
【０２１６】
　同様に、薬剤部分上の求核基には、限定するものではないが、以下のものを含む：アミ
ン、チオール、ヒドロキシル、ヒドラジド、オキシム、ヒドラジン、チオセミカルバゾン
、ヒドラジンカルボン酸エステル及びアリールヒドラジド基で、リンカー部分上の求電子
性の基及び（ｉ）活性エステル(例えばＮＨＳエステル、ＨＯＢｔエステル、ハロギ酸及
び酸ハロゲン化物)；（ｉｉ）アルキル及びベンジルハライド、例えばハロアセトアミド
；（ｉｉｉ）アルデヒド、ケトン、カルボキシル及びマレイミド基を含むリンカー試薬と
反応して共有結合を形成可能なもの。
【０２１７】
　別法として、抗体及び細胞傷害剤を含む融合タンパク質は、例えば組換え技術又はペプ
チド合成により作製されうる。ＤＮＡの長さは、コンジュゲートの所望する特性を破壊し
ないリンカーペプチドをコードする領域により離間しているか又は互いに隣接しているコ
ンジュゲートの２つの部分をコードする領域をそれぞれ含みうる。
【０２１８】
　また他の実施態様では、腫瘍の事前ターゲティングに利用するために、「レセプター」
(例えばストレプトアビジン)に抗体をコンジュゲートしてもよく、ここで抗体-レセプタ
ーコンジュゲートを患者に投与した後、清澄剤を使用し、循環から未結合コンジュゲート
を除去し、細胞傷害剤(例えば放射性ヌクレオチド)にコンジュゲートする「リガンド」(
例えばアビジン)を投与する。
【０２１９】
所定の抗体作製方法
所定のハイブリドーマベース法
　本発明のモノクローナル抗体は、Kohler等, Nature, 256:495 (1975)により最初に記述
され、更に例えばHongo等, Hybridoma, 14 (3): 253-260 (1995), Harlow等, Antibodies
: A Laboratory Manual, (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2版 1988)； Hammerl
ing等, Monoclonal Antibodies and T-Cell Hybridomas 563-681 (Elsevier, N.Y., 1981
)、及びNi, Xiandai Mianyixue, 26(4):265-268 (2006)でヒト-ヒトハイブリドーマに関
するものた記載されたハイブリドーマ法を使用して作製することができる。更なる方法に
は、例えばハイブリドーマ細胞株からのモノクローナルヒト天然ＩｇＭ抗体の生産に関す
る米国特許第７１８９８２６号に記載されているものが含まれる。ヒトハイブリドーマ技
術(トリオーマ技術)はVollmers及びBrandlein, Histology and Histopathology, 20(3):9
27-937 (2005)並びに Vollmers及びBrandlein, Methods and Findings in Experimental 
and Clinical Pharmacology, 27(3):185-91 (2005)に記載されている。
【０２２０】
　様々な他のハイブリドーマ技術については、例えば、米国特許出願公開第２００６／２
５８８４１号；米国特許出願公開第２００６／１８３８８７号（完全なヒト抗体）、米国
特許出願公開第２００６／０５９５７５号；米国特許出願公開第２００５／２８７１４９
号；米国特許出願公開第２００５／１００５４６号；米国特許出願公開第２００５／０２
６２２９号、及び米国特許第７０７８４９２号及び第７１５３５０７号を参照のこと。　
ハイブリドーマ法を使用するモノクローナル抗体を製造するための例示的プロトコルは次
のように記載されている。一実施態様では、マウス又は他の適切な宿主動物、例えばハム
スターを免疫して、免疫化に使用されたタンパク質に特異的に結合する抗体を製造するか
又は製造できるリンパ球を誘発する。ＶＥＧＦ又はその断片を含んでなるポリペプチドと
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アジュバント、例えばモノホスホリル脂質Ａ（ＭＰＬ）／ジクリノミコール酸トレハロー
ス（ＴＤＭ）(Ribi Immunochem. Research, Inc., Hamilton, MT)の複数回の皮下（ｓｃ
）又は腹腔内（ｉｐ）注射によって抗体を動物中に産生させる。ＶＥＧＦ又はその断片を
含んでなるポリペプチドは、当該分野で知られている方法、例えばその幾らかがここに更
に記載されている組換え法を使用して調製することができる。免疫化した動物からの血清
を抗ＶＥＧＦ抗体についてアッセイし、追加免疫を場合によっては行う。抗ＶＥＧＦ抗体
を生産する動物からのリンパ球が単離される。あるいは、リンパ球をインビトロで免疫化
してもよい。
【０２２１】
　ついで、リンパ球は、ポリエチレングリコール等の適当な融合剤を使用してハイブリド
ーマ細胞と融合されてハイブリドーマ細胞が形成される。例えば、Goding，Monoclonal A
ntibodies: Principles and Practice，pp.59-103 (Academic Press，1986)を参照のこと
。効率的に融合し、選択された抗体産生細胞による安定した高水準の抗体発現を支持し、
かつＨＡＴ培地等の培地に感受性のミエローマ細胞を使用することができる。例示的なミ
エローマ細胞には、限定されないが、マウスミエローマ株、例えば
ソークインスティチュート細胞分譲センター(Salk Institute Cell Distribution Center
)、San Diego，California，USAから入手可能なＭＯＰＣ－２１及びＭＰＣ－１１マウス
腫瘍から誘導されるもの、及びアメリカンタイプカルチャーコレクション、Rockville，M
aryland USAから入手可能なＳＰ－２又はＸ６３－Ａｇ８－６５細胞等が含まれる。ヒト
ミエローマ及びマウス－ヒト異種ミエローマ細胞株もまたヒトモノクローナル抗体の産生
に関して記載されている(Kozbor, J. Immunol., 133:3001 (1984)；Brodeur等, Monoclon
al Antibody Production Techniques and Applications, pp. 51-63 (Marcel Dekker, In
c., New York, 1987))。
【０２２２】
　このようにして調製されたハイブリドーマは、例えば非融合の親ミエローマ細胞の成長
又は生存を妨げる一又は複数の物質を含む培地のような適切な培地に播種され増殖される
。例えば、親ミエローマ細胞が、酵素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（ＨＧＰＲＴ又はＨＰＲＴ）を欠く場合には、ハイブリドーマ用の培養培地は、
典型的にはＨＧＰＲＴ欠損細胞の増殖を妨げる物質であるヒポキサンチン、アミノプテリ
ン及びチミジン（ＨＡＴ培地）を含む。好ましくは、無血清ハイブリドーマ細胞培養法を
用いて、例えばEven等, Trends in Biotechnology, 24(3), 105-108 (2006)に記載されて
いるように、仔ウシ血清のような動物由来血清の使用を減じる。
【０２２３】
　ハイブリドーマ細胞培養の生産性を改善するためのツールとしてオリゴペプチドがFran
ek, Trends in Monoclonal Antibody Research, 111-122 (2005)に記載されている。すな
わち、標準培養培地にある種のアミノ酸（アラニン、セリン、アスパラギン、プロリン）
を富ませ、又はタンパク加水分解産物画分を富ませ、３から６のアミノ酸残基からなる合
成オリゴヌクレオチドによってアポトーシスを有意に抑制することができる。ペプチドは
ミリモル以上の濃度で存在する。
【０２２４】
　ハイブリドーマ細胞が増殖している培養培地について、ＶＥＧＦに結合するモノクロー
ナル抗体の生産をアッセイできる。ハイブリドーマ細胞によって生産されるモノクローナ
ル抗体の結合特異性は、免疫沈降により、あるいはラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）又は
酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）等のインビトロ結合アッセイにより測定するこ
とができる。モノクローナル抗体の結合親和性は、例えばスキャッチャード分析により決
定することができる。例えば、Munson等, Anal. Biochem., 107:220 (1980)を参照のこと
。
【０２２５】
　所望の特異性、親和性及び／又は活性の抗体を産生するハイブリドーマ細胞が同定され
た後に、クローンが制限希釈法によりサブクローニングされ、標準的方法で増殖されうる
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。例えば上掲のGodingを参照。この目的のために好適な培養培地は、例えばＤ－ＭＥＭ又
はＲＰＭＩ－１６４０培地を含む。また、ハイブリドーマ細胞は、動物の腹水腫瘍として
インビボで増殖されうる。サブクローンにより分泌されるモノクローナル抗体は、培養培
地、腹水、又は血清から、例えば、プロテインＡ－セファロース、ヒドロキシルアパタイ
トクロマトグラフィー、ゲル電気泳動、透析、又はアフィニティクロマトグラフィー等の
慣用の免疫グロブリン精製方法により好適に分離される。ハイブリドーマ細胞からのタン
パク質の単離のための一手順は米国特許出願公開第２００５／１７６１２２号及び米国特
許第６９１９４３６号に記載されている。該方法は、結合法においてリオトロピックな塩
のような最小の塩を用いること、また好ましくは溶離法において少量の有機溶媒を用いる
ことを含む。
【０２２６】
ある種のライブラリースクリーニング方法
　本発明の抗体は、所望の活性又は活性群を持つ抗体をスクリーニングするためにコンビ
ナトリアルライブラリーを使用することによって作製されうる。例えば、ファージディス
プレイライブラリーを作製し、所望される結合特性を有する抗体のためにかかるライブラ
リーをスクリーニングするために様々な方法が知られている。かかる方法は一般にHoogen
boom等 Methods in Molecular Biology 178:1-37 (O’Brien等編, Human Press, Totowa,
 NJ, 2001)に記載されている。例えば、興味ある抗体を生産する一方法は、Lee等, J. Mo
l. Biol. (2004), 340(5):1073-93に記載されたファージ抗体ライブラリーを使用するこ
とによる。
【０２２７】
　原理的には、合成クローンが、ファージコートタンパク質に融合した抗体可変領域（Ｆ
ｖ）の様々な断片を表示するファージを含むファージライブラリーをスクリーニングする
ことによって選択される。かかるファージライブラリーは、所望の抗原に対するアフィニ
ティクロマトグラフィーによってパニングされる。所望の抗原に結合可能なＦｖ断片を発
現するクローンを抗原に吸着させ、よってライブラリー中の非結合クローンから分離させ
る。ついで、結合クローンを抗原から溶離させ、抗原吸着／溶離の更なるサイクルによっ
て更に濃縮されうる。本発明の抗体の何れも、興味あるファージクローンを選択するため
に適切な抗原スクリーニング手法を設計し、続いて、興味あるファージクローンからのＦ
ｖ配列、及びKabat等, Sequences of Proteins of Immunological Interest, Fifth Edit
ion, NIH Publication 91-3242, Bethesda MD (1991), 1-3巻に記載の適切な定常領域（
Ｆｃ）配列を用いての完全長抗体クローンの構築によって得ることができる。
【０２２８】
　ある実施態様では、抗体の抗原結合ドメインは、各一が軽（ＶＬ）鎖及び重（ＶＨ）鎖
由来で双方が３つの超可変ループ又は相補鎖決定領域（ＣＤＲｓ）を提示する約１１０ア
ミノ酸の２つの可変（Ｖ）領域から形成される。可変ドメインは、Winter等，Ann. Rev. 
Immunol., 12: 433-455(1994)に記載のように、ＶＨ及びＶＬが短く可動性のペプチドを
介して共有結合している一本鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）断片として、又はそれぞれ定常ドメイン
と融合して非共有的に相互作用しているＦａｂ断片として、ファージ上に機能的にディス
プレイされ得る。ここで使用される場合、ｓｃＦｖをコードするファージクローン及びＦ
ａｂをコードするファージクローンは、総称して「Ｆｖファージクローン」又は「Ｆｖク
ローン」と呼ぶ。
【０２２９】
　ＶＨ及びＶＬ遺伝子のレパートリーを、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）によって別個
にクローニングし、ファージライブラリーにおいてランダムに組換えることができ、これ
を、Winter等，Ann. Rev. Immunol., 12: 433-455(1994)に記載のように抗原結合クロー
ンについて探索することができる。免疫化源からのライブラリーは、ハイブリドーマを構
築する必要がなく、免疫原に対して高親和性抗体を提供する。あるいは、ナイーブレパー
トリーをクローニングして、Griffiths等，EMBO J, 12: 725-734(1993)に記載のように如
何なる免疫化もせずに、幅広い非自己抗原及び自己抗原に対するヒト抗体の単一源を提供
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することが可能である。最終的には、ナイーブライブラリーは、また、Hoogenboom及びWi
nter, J. Mol. Biol. 227: 381-388(1992)に記載のように、幹細胞からの再配列されてい
ないＶ遺伝子セグメントをクローニングし、ランダム配列を含むＰＣＲプライマーを利用
して高度可変ＣＤＲ３領域をコードせしめ、インビトロでの再配列を達成させることによ
って合成的に作製することができる。
【０２３０】
　ある実施態様では、繊維状ファージは、マイナーコートタンパク質ｐＩＩＩへの融合に
よって、抗体断片をディスプレイするのに用いられる。該抗体断片は、例えば、Marks等
，J. Mol. Biol. 222: 581-597(1991)に記載のように、ＶＨ及びＶＬドメインが可動性ポ
リペプチドスペーサーによって同じポリペプチド鎖上に連結されている一本鎖Ｆｖ断片と
して、あるいは、例えば、Hoogenboom等，Nucl. Acids. Res., 19: 4133-4137(1991)に記
載のように、一つの鎖がｐＩＩＩと融合し、他方の鎖が、幾つかの野生型コートタンパク
質を置換することによってファージ表面上にＦａｂコートタンパク質構造のアセンブリが
ディスプレイされるようになる細菌宿主細胞のペリプラズムへ分泌されるＦａｂ断片とし
て、ディスプレイされうる。
【０２３１】
　一般に、抗体遺伝子断片をコードする核酸は、ヒト又は動物から収集した免疫細胞から
得られる。抗ＶＥＧＦクローンに有利になるように偏ったライブラリーが望ましい場合に
は、検体をＶＥＧＦで免疫化して抗体応答を生じさせ、脾臓細胞及び／又は他の末梢血リ
ンパ球（ＰＢＬｓ）である循環Ｂ細胞を、ライブラリー構築のために回収する。好ましい
実施態様では、ＶＥＧＦ免疫化により、ＶＥＧＦに対するヒト抗体を産生するＢ細胞が生
じるように、抗ＶＥＧＦクローンに好ましいヒト抗体遺伝子断片ライブラリーは、機能的
ヒト免疫グロブリン遺伝子アレイを有する（及び機能的な内因性抗体産生系を欠く）トラ
ンスジェニックマウス中で抗ヒトＶＥＧＦ抗体応答を生じせしめることによって得られる
。ヒト抗体産生トランスジェニックマウスの作製は以下に記載する。
【０２３２】
　抗ＶＥＧＦ反応性細胞集団の更なる濃縮は、適切なスクリーニング手法を使用してＶＥ
ＧＦ特異的膜結合抗体を発現するＢ細胞を単離すること、例えば、ＶＥＧＦアフィニティ
クロマトグラフィーによる細胞分離、又は蛍光色素標識ＶＥＧＦへの細胞の吸着とその後
の蛍光標示式細胞分取器（ＦＡＣＳ）によって得ることができる。
【０２３３】
　あるいは、非免疫化ドナーからの脾臓細胞及び／又はＢ細胞又は他のＰＢＬの利用によ
って可能な抗体レパートリーのより良い提示が得られ、またＶＥＧＦが免疫原性ではない
任意の動物（ヒト又は非ヒト）種を利用した抗体ライブラリーの構築が可能となる。イン
ビトロの抗体遺伝子構築を取り込むライブラリーに関しては、幹細胞を被検体から収集し
て非再配列の抗体遺伝子セグメントをコードする核酸を提供する。興味ある免疫細胞は、
様々な動物種、例えばヒト、マウス、ラット、ウサギ目、オオカミ、犬科、ネコ科、ブタ
、ウシ、ウマ、及びトリ種等から得ることができる。
【０２３４】
　抗体可変遺伝子セグメント（ＶＨ及びＶＬセグメントを含む）をコードする核酸を、興
味ある細胞から回収して増幅する。再配列したＶＨ及びＶＬ遺伝子ライブラリーの場合、
所望されるＤＮＡは、Orlandi等，Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), 86: 3833-3837 (1989
)に記載されているように、リンパ球からのゲノムＤＮＡ又はｍＲＮＡを単離し、再配列
したＶＨ及びＶＬ遺伝子の５’及び３’末端と一致するプライマーによるポリメラーゼ連
鎖反応（ＰＣＲ）を行うことによって得ることが可能であり、これによって発現のための
多様なＶ遺伝子レパートリーを作製することができる。該Ｖ遺伝子は、Orlandi等, (1989
)及びWard等，Nature, 341: 544-546(1989)に記載のように、成熟Ｖドメインをコードす
るエクソンの５’末端のバックプライマーとＪセグメントに基づいた順方向プライマーに
より、ｃＤＮＡ及びゲノムＤＮＡから増幅することが可能である。しかしながら、ｃＤＮ
Ａからの増幅のためには、バックプライマーは、また、Jones等，Biotechnol., 9:88-89(
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1991)に記載のようにリーダーエクソンに、順方向プライマーは、Sastry等，Proc. Natl.
 Acad. Sci. (USA) 86:5728-5732(1989)に記載のように定常領域内に基づくことが可能で
ある。相補性を最大にするために、Orlandi等(1989)又はSastry等(1989)に記載のように
、縮重をプライマーへ取り込むことが可能である。ある実施態様では、例えば、Marks等
，J. Mol. Biol., 222: 581-597(1991)の方法に記載のように、又はOrum等，Nucleic Aci
ds Res., 21: 4491-4498(1993)の方法に記載のように、免疫細胞の核酸試料に存在する全
ての入手可能なＶＨ及びＶＬ配置を増幅するために、各Ｖ遺伝子ファミリーを標的にした
ＰＣＲプライマーを用いて、そのライブラリーの多様性を最大にする。発現ベクターへの
増幅ＤＮＡのクローニングに関しては、希な制限部位を、Orlandi等(1989)に記載のよう
にＰＣＲプライマー内の一端へタグとして導入することができ、又はClackson等，Nature
, 352: 624-628(1991)に記載のようにタグプライマーを用いて更なるＰＣＲ増幅を行う。
【０２３５】
　合成的に再配列したＶ遺伝子のレパートリーは、Ｖ遺伝子セグメントからインビボで誘
導することができる。殆どのヒトＶＨ遺伝子セグメントはクローニングされ配列決定され
(Tomlinson等, J. Mol. Biol. 227: 776-798(1992)に報告されている)、マッピングがさ
れている(Matsuda等，Nature Genet., 3: 88-94(1993))；これらクローニングされたセグ
メント(Ｈ１及びＨ２ループの全ての主要なコンホメーションを含む)は、Hoogenboom及び
Winter, J. Mol. Biol. 227: 381-388(1992)に記載のように、多様な配列と長さのＨ３ル
ープをコードするＰＣＲプライマーによる多様なＶＨ遺伝子レパートリーを作製するのに
用いられる。ＶＨレパートリーは、また、Barbas等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89: 
4457-4461(1992)に記載されているように、単一の長さの長いＨ３ループに焦点を合わせ
た全ての配列多様性をともなって作製することができる。ヒトＶκ及びＶλセグメントは
クローニング及び配列決定がなされており(Williams及びWinter， Eur. J. Immunol., 23
: 1456-1461(1993))、合成軽鎖レパートリーを作製するのに利用することができる。ＶＨ
及びＶＬフォールドの範囲及びＬ３及びＨ３の長さに基づく合成的Ｖ遺伝子レパートリー
は、かなりの構造的多様性を有する抗体をコードする。ＤＮＡをコードするＶ遺伝子の増
幅に続いて、生殖系のＶ遺伝子セグメントを、Hoogenboom及びWinter, J. Mol. Biol. 22
7: 381-388(1992)の方法に従ってインビトロで再配列することができる。
【０２３６】
　抗体断片のレパートリーは、幾つかの方法でＶＨ及びＶＬ遺伝子レパートリーを共に組
み合わせることによって構築することができる。各レパートリーを異なるベクターで作製
し、そのベクターを、例えばHogrefe等, Gene, 128: 119-126(1993)に記載のようにイン
ビトロで、又はコンビナトリアル・インフェクション、例えばWaterhouse等, Nucl. Acid
s Res., 21: 2265-2266(1993)に記載のloxP系によってインビボで作製することが可能で
ある。このインビボの組換え手法では、大腸菌の形質転換効率によって強いられるライブ
ラリーの大きさの限界を克服するために、二本鎖種のＦａｂフラグメントが利用される。
ナイーブＶＨ及びＶＬレパートリーは、１つはファージミドへ、他方はファージベクター
へと個別にクローニングされる。この２つのライブラリーは、その後、各細胞が異なる組
み合わせを有し、そのライブラリーの大きさが、存在する細胞の数（約１０１２クローン
）によってのみ限定されるように、ファージミド含有細菌のファージ感染によって組み合
わせられる。双方のベクターは、ＶＨ及びＶＬ遺伝子が単一のレプリコンへ組換えられ、
ファージビリオンへ共にパッケージされるように、インビボの組換えシグナルを有する。
これら巨大なライブラリーは、良好な親和性（約１０－８ＭのＫｄ

－１）の多くの多様な
抗体を提供する。
【０２３７】
　別法として、該レパートリーは、例えばBarbas等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 7
978-7982(1991)に記載のように同じベクターへ連続してクローニングし、又はClakson等,
 Nature, 352: 624-628(1991)に記載のようにＰＣＲによってアセンブリした後にクロー
ニングすることができる。ＰＣＲアセンブリは、また、可動ペプチドスペーサーをコード
しているＤＮＡとＶＨ及びＶＬ ＤＮＡを連結させて、単鎖のＦｖ（ｓｃＦｖ）レパート
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リーを形成することに利用することができる。更に他の技術では、「細胞内でのPCRアセ
ンブリ」は、Embleton等, Nucl. Acids Res., 20: 3831-3837(1992)に記載のように、Ｐ
ＣＲによってリンパ球内のＶＨ及びＶＬ遺伝子を組み合わせて、その後、連結した遺伝子
のレパートリーをクローニングするのに利用される。
【０２３８】
　ナイーブライブラリー(天然又は合成のいずれか)によって産生された抗体は中程度の親
和性（約１０６～１０７Ｍ－１のＫｄ－１）である可能性があるが、上掲のWinter等(199
4)に記載のように二次ライブラリーから構築して再選択することによって、親和性成熟を
もインビトロで模倣することが可能である。例えば、Hawkins等, J. Mol. Biol. 226: 88
9-896(1992)の方法、又はGram等, Proc. Natl. Acad. Sci USA, 89: 3576-3580(1992)の
方法においてエラー・プローンポリメラーゼ(Leung等, Technique, 1:11-15(1989)で報告
されている)を利用することによって、突然変異をインビトロでランダムに導入すること
ができる。更には、一又は複数のＣＤＲをランダムに変異させることによって、例えば、
選択した個々のＦｖクローンにおいて、対象のＣＤＲまで及ぶランダム配列を有するプラ
イマーによるＰＣＲを利用して、より高い親和性クローンをスクリーニングすることで親
和性成熟を行うことが可能である。国際公開第９６０７７５４号（１９９６年３月１４日
に公開）は、免疫グロブリン軽鎖の相補性決定領域へ突然変異生成を誘導して軽鎖遺伝子
のライブラリーを作製する方法を記載している。その他の有効な手法は、Marks等, Biote
chnol. 10: 779-783(1992)に記載のように、非免疫化ドナーから得られた天然に生じるＶ
ドメイン変異体のレパートリーによるファージディスプレイによって選択されたＶＨ又は
ＶＬドメインを組換えること、及び数回のチェーン・リシャッフリングにおいてより高い
親和性についてスクリーニングすることである。この技術は、約１０－９Ｍ又はそれ未満
の親和性の抗体及び抗体断片の産生を可能にする。
【０２３９】
　ライブラリーのスクリーニングは当該分野で知られている様々な技術によって達成する
ことができる。例えば、ＶＥＧＦを使用して吸着プレートのウェルをコーティングし、吸
着プレートへ付着させた宿主細胞上で発現させるか又はセルソーティングで利用し、又は
ストレプトアビジンでコーティングしたビーズでの捕獲のためにビオチンにコンジュゲー
トさせ、又はファージディスプレイライブラリーをパニングするための任意の他の当該分
野の方法において利用することが可能である。
【０２４０】
　ファージ粒子の少なくとも一部分を吸着剤に結合させるのに適した条件下で、ファージ
ライブラリーの試料を固定化ＶＥＧＦと接触させる。通常は、ｐＨ、イオン強度、温度等
を含む条件を選択して、生理学的条件を模倣する。固相と結合したファージを洗浄し、そ
の後、例えばBarbas等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88: 7978-7982(1991)に記載され
ているように酸で、又は例えばMarks等, J. Mol. Biol. 222: 581-597(1991)に記載にさ
れているようにアルカリで、又は例えばClackson等, Nature, 352: 624-628(1991)の抗原
競合法に類似の手法であるＶＥＧＦ抗原競合によって溶出させる。ファージは、１回目の
選択で２０～１０００倍に濃縮することが可能である。更に、この濃縮されたファージを
細菌培養液で増殖させ、更なる回の選択に供することが可能である。
【０２４１】
　選択の効率は、洗浄の間の解離の動力学、及び単一のファージ上の複数の抗体断片が同
時に抗原と関われるかどうかを含む多くの要因に依存する。速い解離動態(及び弱い結合
親和性)を有する抗体は、短い洗浄、多価ファージディスプレイ及び固相の抗原の高いコ
ーティング密度の利用によって保持することが可能である。高い密度は、多価相互作用を
介してファージを安定化するだけでなく、解離したファージの再結合に有利に作用する。
遅い解離動態(及び良好な結合親和性)を有する抗体の選択は、Bass等, Proteins, 8: 309
-314(1990)及び国際公開第９２／０９６９０号に記載されているような長い洗浄と一価フ
ァージディスプレイの利用、及びMarks等, Biotechnol., 10: 779-783(1992)に記載され
ているような抗原の低コーティング密度によって促進することが可能である。



(58) JP 5577254 B2 2014.8.20

10

20

30

40

50

【０２４２】
　親和性に僅かな違いがあったとしても、ＶＥＧＦに対する異なる親和性のファージ抗体
の中で選択することは可能である。しかしながら、選択した抗体のランダム変異(例えば
、幾つかの親和性成熟の技術で行われているような)は、多くの変異体を生じやすく、そ
の殆どが抗原と結合し、僅かがより高い親和性である。ＶＥＧＦを限定すると、希な高い
親和性のファージが競合して除かれることが可能である。全てのより高い親和性の変異体
を保持するため、ファージを、過剰のビオチン化ＶＥＧＦとインキュベートすることが可
能であるが、ＶＥＧＦの標的モル濃度親和定数よりも低いモル濃度のビオチン化ＶＥＧＦ
と共にインキュベーションできる。ついで、高親和性結合ファージをストレプトアビジン
でコーティングした常磁性体ビーズによって捕獲することが可能である。そのような「平
衡捕獲」は、結合の親和性に従い、親和性の低い大過剰のファージから、僅かに２倍高い
親和性の変異体クローンの単離を可能にする感度で抗体を選択することを可能にする。固
相と結合したファージを洗浄するのに用いる条件を操作して、解離定数に基づいて識別す
ることも可能である。
【０２４３】
　抗ＶＥＧＦクローンは活性に基づいて選択されうる。ある実施態様では、本発明はＶＥ
ＧＦを天然に発現する生きている細胞に結合する抗ＶＥＧＦ抗体を提供する。一実施態様
では、本発明は、ＶＥＧＦリガンドとＶＥＧＦとの結合をブロックするが、ＶＥＧＦリガ
ンドと第二タンパク質との結合をブロックしない抗ＶＥＧＦ抗体を提供する。このような
抗ＶＥＧＦ抗体に対応するＦｖクローンは、（１）上述のようなファージライブラリーか
ら抗ＶＥＧＦクローンを単離して、場合によって、好適な細菌宿主中で集団を増殖させる
ことによって、ファージクローンの単離した集団を増幅する；（２）ブロック活性及び非
ブロック活性がそれぞれ望まれる第二タンパク質とＶＥＧＦを選択する；（３）固定され
たＶＥＧＦに抗ＶＥＧＦファージクローンを吸着する；（４）過剰の第二タンパク質を用
いて、第二タンパク質の結合決定基と共有するかオーバーラップするＶＥＧＦ－結合決定
基を認識する任意の望ましくないクローンを溶出する；そして、（５）工程（４）の後に
吸着されたまま残ったクローンを溶出する、ことによって、選別できる。場合によっては
、所望のブロック／非ブロック特性を有するクローンを、ここに記載の選別手順を一又は
複数回繰り返すことによって、更に濃縮できる。
【０２４４】
　ハイブリドーマ由来のモノクローナル抗体をコードするＤＮＡ又は本発明のファージデ
ィスプレイＦｖクローンは、常法を用いて(例えば、ハイブリドーマの対象の領域をコー
ドする重鎖及び軽鎖又はファージＤＮＡ鋳型を特異的に増幅するように設計したオリゴヌ
クレオチドプライマーを用いることにより)即座に分離されて、配列決定される。ひとた
び分離されたならば、ＤＮＡを発現ベクター中に入れ、ついでこれを、この状況以外では
抗体タンパク質を産生しない大腸菌細胞、サルＣＯＳ細胞、チャイニーズハムスター卵巣
(ＣＨＯ)細胞、又はミエローマ細胞のような宿主細胞中に形質移入し、組換え宿主細胞に
おけるモノクローナル抗体の合成を達成することができる。抗体をコードするＤＮＡの細
菌での組換え発現に関する概説論文には、Skerra等, Curr. Opinion in Immunol., 5:256
-262(1993)及びPluckthun, Immunol. Revs. 130: 151-188(1992)が含まれる。
【０２４５】
　本発明のＦｖクローンをコードするＤＮＡは、重鎖及び／又は軽鎖定常領域をコードす
る既知のＤＮＡ配列(例えば好適なＤＮＡ配列は上掲のカバット等から得ることができる)
と組み合わせて、完全長ないし部分長の重鎖及び／又は軽鎖をコードするクローンを形成
できる。このために、何れかのアイソタイプの定常領域、例えばＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ
、ＩｇＤ及びＩｇＥ定常領域を用いることができ、このような定常領域は任意のヒト又は
動物種から得ることができることが理解されるであろう。ある動物(例えばヒト)種の可変
ドメインＤＮＡから得て、ついで「ハイブリッド」である完全長重鎖及び／又は軽鎖のコ
ード配列を形成するために他の動物種の定常領域ＤＮＡに融合したＦｖクローンは、ここ
で用いられる「キメラ」及び「ハイブリッド」抗体の定義に含まれる。ある実施態様では
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、ヒト可変ＤＮＡから得たＦｖクローンをヒト定常領域ＤＮＡに融合して、完全長又は部
分長のヒト重鎖及び／又は軽鎖のコード配列を形成する。
【０２４６】
　また、本発明のハイブリドーマ由来の抗ＶＥＧＦ抗体をコードするＤＮＡは、例えば、
ハイブリドーマクローン由来の相同的マウス配列の代わりにヒト重鎖及び軽鎖定常ドメイ
ンのコード化配列を置換すること(例えばMorrison等, Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 81:6
851(1984)の方法)によって修飾することができる。ハイブリドーマ又はＦｖクローン由来
の抗体又は断片をコードするＤＮＡは、免疫グロブリンコード化配列に非免疫グロブリン
ポリペプチドのコード化配列の全て又は一部を共有結合させることによってさらに修飾す
ることができる。このようにして、本発明のＦｖクローン又はハイブリドーマクローン由
来の抗体の結合特異性を有する「キメラ」又は「ハイブリッド」抗体が調製される。
【０２４７】
ベクター、宿主細胞及び組換え方法
　抗体はまた組換え法を使用して生産することができる。抗ＶＥＧＦ抗体の組換え生産の
ために、抗体をコードする核酸が単離され、更なるクローニング(ＤＮＡの増幅)又は発現
のために、複製可能なベクター中に挿入される。抗体をコードするＤＮＡは直ぐに単離さ
れ、常套的な手法を用いて(例えば、抗体の重鎖及び軽鎖をコードする遺伝子に特異的に
結合可能なオリゴヌクレオチドを使用することによって)配列決定される。多くのベクタ
ーが利用可能である。ベクター成分には、一般に、これらに制限されるものではないが、
次のものの一又は複数が含まれる：シグナル配列、複製開始点、一又は複数のマーカー遺
伝子、エンハンサーエレメント、プロモーター、及び転写終結配列である。
【０２４８】
シグナル配列成分
　本発明の抗体は直接的に組換え手法によって生産されるだけではなく、シグナル配列あ
るいは成熟タンパク質あるいはポリペプチドのＮ末端に特異的切断部位を有する他のポリ
ペプチドである異種性ポリペプチドとの融合ペプチドとしても生産される。好ましく選択
された異種シグナル配列は宿主細胞によって認識され加工される(すなわち、シグナルペ
プチダーゼによって切断される)ものである。天然抗体シグナル配列を認識せずプロセシ
ングしない原核生物宿主細胞に対して、シグナル配列は、例えばアルカリホスファターゼ
、ペニシリナーゼ、ｌｐｐあるいは熱安定なエンテロトキシンＩＩリーダーの群から選択
される原核生物シグナル配列により置換される。酵母での分泌に対して、天然シグナル配
列は、例えば酵母インベルターゼリーダー、α因子リーダー(酵母菌属(Saccharomyces)及
びクルイベロマイシス(Kluyveromyces)α因子リーダーを含む)、又は酸ホスフォターゼリ
ーダー、白体(C.albicans)グルコアミラーゼリーダー、又は国際公開第９０／１３６４６
号に記載されているシグナルにより置換されうる。哺乳動物細胞での発現においては、哺
乳動物のシグナル配列並びにウイルス分泌リーダー、例えば単純ヘルペスｇＤシグナルが
利用できる。
【０２４９】
複製起点成分
　発現及びクローニングベクターは共に一又は複数の選択された宿主細胞においてベクタ
ーの複製を可能にする核酸配列を含む。一般に、クローニングベクターにおいて、この配
列は宿主染色体ＤＮＡとは独立にベクターが複製することを可能にするものであり、複製
開始点又は自律的複製配列を含む。そのような配列は多くの細菌、酵母及びウイルスに対
してよく知られている。プラスミドｐＢＲ３２２に由来する複製開始点は大部分のグラム
陰性細菌に好適であり、２μプラスミド開始点は酵母に適しており、様々なウイルス開始
点(ＳＶ４０、ポリオーマ、アデノウイルス、ＶＳＶ又はＢＰＶ)は哺乳動物細胞における
クローニングベクターに有用である。一般には、哺乳動物の発現ベクターには複製開始点
成分は不要である(ＳＶ４０開始点が典型的にはただ初期プロモーターを有しているため
に用いられる)。
【０２５０】
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選択遺伝子成分
　発現及びクローニングベクターは、典型的には、選択可能マーカーとも称される選択遺
伝子を含む。典型的な選択遺伝子は、(ａ)アンピシリン、ネオマイシン、メトトレキセー
トあるいはテトラサイクリンのような抗生物質あるいは他の毒素に耐性を与え、(ｂ)栄養
要求性欠陥を補い、又は(ｃ)例えばバシリに対する遺伝子コードＤ-アラニンラセマーゼ
のような、複合培地から得られない重要な栄養素を供給するタンパク質をコードする。
【０２５１】
　選択方法の一例では、宿主細胞の成長を抑止する薬物が用いられる。異種性遺伝子で首
尾よく形質転換した細胞は、薬物耐性を付与するタンパク質を生産し、よって選択工程を
生存する。このような優性選択の例は、薬剤ネオマイシン、ミコフェノール酸及びハイグ
ロマイシンを使用する。
【０２５２】
　哺乳動物細胞に適切な選択可能なマーカーの他の例は、抗体核酸を捕捉することのでき
る細胞成分を同定することを可能にするもの、例えばＤＨＦＲ、グルタミンシンテターゼ
（ＧＳ）、チミジンキナーゼ、メタロチオネインＩ及びＩＩ、好ましくは、霊長類メタロ
チオネイン遺伝子、アデノシンデアミナーゼ、オルニチンデカルボキシラーゼ等々である
。
【０２５３】
　例えば、ＤＨＦＲ選択遺伝子によって形質転換された細胞は、ＤＨＦＲの競合的アンタ
ゴニストであるメトトリキセート(Ｍｔｘ)を含む培地において形質転換物を培養すること
で同定される。これらの条件下で、ＤＨＦＲ遺伝子は任意の他の同時形質転換された核酸
と共に増幅される。内因性ＤＨＦＲ活性が欠損したチャイニーズハムスター卵巣(ＣＨＯ)
株化細胞（例えばＡＴＣＣ ＣＲＬ－９０９６）を使用することができる。
【０２５４】
　あるいは、ＧＳ遺伝子で形質転換された細胞は、ＧＳの阻害剤であるＬ－メチオニンス
ルホキシイミン（Ｍｓｘ）を含む培養培地中で形質転換体を培養することによって同定さ
れる。これらの条件下で、ＧＳ遺伝子は任意の他の同時形質転換された核酸と共に増幅さ
れる。ＧＳ選択／増幅系は、上述のＤＨＦＲ選択／増幅系と組み合わせて使用することが
できる。
【０２５５】
　あるいは、興味ある抗体をコードするＤＮＡ配列、野生型ＤＨＦＲ遺伝子、及びアミノ
グリコシド３'-ホスホトランスフェラーゼ(ＡＰＨ)のような他の選択可能マーカーと共に
形質転換あるいは同時形質転換した宿主細胞(特に、内在性ＤＨＦＲを含む野生型宿主)は
、カナマイシン、ネオマイシンあるいはＧ４１８のようなアミノグリコシド抗生物質のよ
うな選択可能マーカーの選択剤を含む培地中での細胞増殖により選択することができる。
米国特許第４９６５１９９号を参照のこと。
【０２５６】
　酵母中での使用に好適な選択遺伝子は酵母プラスミドＹＲｐ７に存在するｔｒｐ１遺伝
子である(Stinchcomb等, Nature, 282：39(1979))。ｔｒｐ１遺伝子は、例えば、ＡＴＣ
Ｃ第４４０７６号あるいはＰＥＰ４-１のようなトリプトファン内で増殖する能力に欠け
る酵母の突然変異株に対する選択マーカーを提供する。Jones, Genetics, 85:12 (1977)
。酵母宿主細胞ゲノムにｔｒｐ１破壊が存在することは、ついでトリプトファンの不存在
下における増殖による形質転換を検出するための有効な環境を提供する。同様に、Ｌｅｕ
２欠陥酵母株(ＡＴＣＣ２０６２２あるいは３８６２６)は、Ｌｅｕ２遺伝子を有する既知
のプラスミドによって補完される。
【０２５７】
　また、１．６μｍの円形プラスミドｐＫＤ１由来のベクターは、クルイヴェロマイシス
(Kluyveromyces)酵母の形質転換に用いることができる。あるいは、組換え仔ウシのキモ
シンの大規模生産のための発現系がＫ.ラクティス(lactis)に対して報告されている。Van
 den Berg, Bio/Technology, 8:135 (1990)。クルイヴェロマイシスの工業的な菌株によ
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る、組換え体成熟ヒト血清アルブミンの分泌のための安定した複数コピー発現ベクターも
また開示されている。Fleer 等, Bio/Technology,9:968-975 (1991)。
【０２５８】
プロモーター成分
　発現及びクローニングベクターは一般に宿主生物体によって認識され抗体核酸に作用可
能に結合しているプロモーターを含む。原核生物宿主での使用に好適なプロモーターは、
ｐｈｏＡプロモーター、βラクタマーゼ及びラクトースプロモーター系、アルカリホスフ
ァターゼ、トリプトファン(ｔｒｐ)プロモーター系、及びハイブリッドプロモーター、例
えばｔａｃプロモーターを含む。しかし、他の既知の細菌プロモーターも好適である。細
菌系で使用するプロモータもまた抗体をコードするＤＮＡと作用可能に結合したシャイン
・ダルガーノ(Ｓ.Ｄ.)配列を含むであろう。
【０２５９】
　真核生物に対してもプロモーター配列が知られている。実質的に全ての真核生物の遺伝
子が、転写開始部位からおよそ２５から３０塩基上流に見出されるＡＴリッチ領域を有し
ている。多数の遺伝子の転写開始位置から７０から８０塩基上流に見出される他の配列は
、Ｎが任意のヌクレオチドであるＣＮＣＡＡＴ領域である。大部分の真核生物遺伝子の３
'末端には、コード配列の３'末端へのポリＡ尾部の付加に対するシグナルであるＡＡＴＡ
ＡＡ配列がある。これらの配列は全て真核生物の発現ベクターに適切に挿入される。
【０２６０】
　酵母宿主と共に用いて好適なプロモーター配列の例としては、３-ホスホグリセラート
キナーゼ又は他の糖分解酵素、例えばエノラーゼ、グリセルアルデヒド-３-リン酸デヒド
ロゲナーゼ、ヘキソキナーゼ、ピルビン酸デカルボキシラーゼ、ホスホフルクトキナーゼ
、グルコース-６-リン酸イソメラーゼ、３-ホスホグリセレートムターゼ、ピルビン酸キ
ナーゼ、トリオセリン酸イソメラーゼ、ホスホグルコースイソメラーゼ、及びグルコキナ
ーゼが含まれる。
【０２６１】
　他の酵母プロモーターは、増殖条件によって転写が制御される付加的効果を有する誘発
的プロモーターであり、アルコールデヒドロゲナーゼ２、イソチトクロムＣ、酸ホスファ
ターゼ、窒素代謝と関連する分解性酵素、メタロチオネイン、グリセルアルデヒド-３-リ
ン酸デヒドロゲナーゼ、及びマルトース及びガラクトースの利用を支配する酵素のプロモ
ーター領域である。酵母の発現に好適に用いられるベクターとプロモータは欧州特許出願
公開第７３６５７号に更に記載されている。また酵母エンハンサーも酵母プロモーターと
共に好適に用いられる。
【０２６２】
　哺乳動物の宿主細胞におけるベクターからの抗体の転写は、例えば、ポリオーマウィル
ス、伝染性上皮腫ウィルス、アデノウィルス(例えばアデノウィルス２)、ウシ乳頭腫ウィ
ルス、トリ肉腫ウィルス、サイトメガロウィルス、レトロウィルス、Ｂ型肝炎ウィルス、
サルウィルス４０(ＳＶ４０)のようなウィルスのゲノムから得られるプロモーター、又は
異種性哺乳動物プロモーター、例えばアクチンプロモーター又は免疫グロブリンプロモー
ター、熱ショックプロモーターによって、このようなプロモーターが宿主細胞系に適合し
得る限り、調節されうる。
【０２６３】
　ＳＶ４０ウィルスの初期及び後期プロモーターは、ＳＶ４０ウイルスの複製起点を更に
含むＳＶ４０制限断片として簡便に得られる。ヒトサイトメガロウィルスの最初期プロモ
ーターは、ＨｉｎｄＩＩＩＥ制限断片として簡便に得られる。ベクターとしてウシ乳頭腫
ウィルスを用いて哺乳動物宿主中でＤＮＡを発現させる系が、米国特許第４４１９４４６
号に開示されている。この系の変形例は米国特許第４６０１９７８号に開示されている。
また、単純ヘルペスウイルス由来のチミジンキナーゼプロモーターの調節下でのマウス細
胞中でのヒトβインターフェロンｃＤＮＡの発現について、Reyes等, Nature, 297：598-
601(1982)を参照のこと。あるいは、ラウス肉腫ウィルス長末端反復をプロモーターとし
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て使用することができる。
【０２６４】
エンハンサーエレメント成分
　より高等の真核生物によるこの発明の抗体をコードしているＤＮＡの転写は、ベクター
中にエンハンサー配列を挿入することによってしばしば増強される。哺乳動物遺伝子由来
の多くのエンハンサー配列が現在知られている(グロビン、エラスターゼ、アルブミン、
α-フェトプロテイン及びインスリン)。しかしながら、典型的には、真核細胞ウィルス由
来のエンハンサーが用いられるであろう。例としては、複製起点の後期側のＳＶ４０エン
ハンサー(１００－２７０塩基対)、サイトメガロウィルス初期プロモーターエンハンサー
、複製起点の後期側のポリオーマエンハンサー及びアデノウィルスエンハンサーが含まれ
る。真核生物プロモーターの活性化のための増強要素については、Yaniv, Nature, 297:1
7-18 (1982)もまた参照のこと。エンハンサーは、抗体コード配列の５'又は３'位でベク
ター中にスプライシングされうるが、好ましくはプロモーターから５'位に位置している
。
【０２６５】
転写終結成分
　真核生物宿主細胞(酵母、真菌、昆虫、植物、動物、ヒト、又は他の多細胞生物由来の
有核細胞)に用いられる発現ベクターは、また転写の終結及びｍＲＮＡの安定化に必要な
配列を含む。このような配列は、真核生物又はウィルスのＤＮＡ又はｃＤＮＡの５'、時
には３'の非翻訳領域から一般に取得できる。これらの領域は、抗体をコードしているｍ
ＲＮＡの非翻訳部分にポリアデニル化断片として転写されるヌクレオチドセグメントを含
む。一つの有用な転写終結成分はウシ成長ホルモンポリアデニル化領域である。国際公開
第９４／１１０２６号とそこに開示された発現ベクターを参照のこと。
【０２６６】
宿主細胞の選択及び形質転換
　ここに記載のベクター中のＤＮＡをクローニングあるいは発現させるために適切な宿主
細胞は、上述の原核生物、酵母、又は高等真核生物細胞である。この目的にとって適切な
原核生物は、限定するものではないが、真正細菌、例えばグラム陰性又はグラム陽性生物
体、例えばエシェリチアのような腸内菌科、例えば大腸菌、エンテロバクター、エルウィ
ニア(Erwinia)、クレブシエラ、プロテウス、サルモネラ、例えばネズミチフス菌、セラ
チア属、例えばセラチア・マルセスキャンス及び赤痢菌属、並びに桿菌、例えば枯草菌及
びバシリ・リチェフォルミス(licheniformis)(例えば、１９８９年４月１２日に公開され
たＤＤ２６６７１０に開示されたバシリ・リチェニフォルミス４１Ｐ)、シュードモナス
属、例えば緑膿菌及びストレプトマイセス属を含む。一つの好適な大腸菌クローニング宿
主は大腸菌２９４(ＡＴＣＣ３１４４６)であるが、他の大腸菌Ｂ、大腸菌Ｘ１７７６(Ａ
ＴＣＣ３１５３７)及び大腸菌Ｗ３１１０(ＡＴＣＣ２７３２５)のような株も好適である
。これらの例は限定するものではなく例示的なものである。
【０２６７】
　完全長抗体、抗体融合タンパク質、及び抗体断片は、治療用の抗体が細胞傷害剤（例え
ば、毒素）と結合し、それ自身が腫瘍細胞の破壊において効果を示す場合など、特にグリ
コシル化及びＦｃエフェクター機能が必要ない場合に、細菌で産生させることができる。
完全長抗体は、循環中でより長い半減期を有する。大腸菌での産生が、より迅速でより費
用効率的である。細菌での抗体断片及びポリペプチドの発現については、例えば、米国特
許第５６４８２３７号（Carter等）、米国特許第５７８９１９９号（Joly等）、及び翻訳
開始部位（ＴＩＲ）及び発現と分泌を最適化するシグナル配列を記載している米国特許第
５８４０５２３号（Simmons等）を参照のこと。また大腸菌中での抗体断片の発現につい
て記載しているCharlton, Methods in Molecular Biology, Vol. 248 (B.K.C. Lo編, Hum
ana Press, Totowa, NJ, 2003), pp. 245-254を参照のこと。発現の後、抗体は、大腸菌
細胞ペーストから可溶性分画へ分離し、例えば、アイソタイプに応じてプロテインＡ又は
Ｇカラムを介して精製することができる。最終精製は、例えば、ＣＨＯ細胞で発現させた
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抗体を精製するための工程と同じようにして行うことができる。
【０２６８】
　原核生物に加えて、糸状菌又は酵母菌のような真核微生物は、抗体をコードするベクタ
ーのための適切なクローニング又は発現宿主である。サッカロミセス・セレヴィシア、又
は一般的なパン酵母は下等真核生物宿主微生物のなかで最も一般的に用いられる。しかし
ながら、多数の他の属、種及び菌株も、一般的に入手可能でここで使用でき、例えば、シ
ゾサッカロマイセスポンベ；クルイベロマイセス宿主、例えばＫ.ラクティス、Ｋ．フラ
ギリス(ＡＴＣＣ１２４２４)、Ｋ.ブルガリカス(ＡＴＣＣ１６０４５)、Ｋ．ウィッケラ
ミイ(ＡＴＣＣ２４１７８)、Ｋ.ワルチイ(ＡＴＣＣ５６５００)、Ｋ．ドロソフィラルム(
ＡＴＣＣ３６９０６)、Ｋ．サーモトレランス、及びＫ．マルキシアナス；ヤローウィア(
ＥＰ４０２２２６)；ピチアパストリス(ＥＰ１８３０７０)；カンジダ；トリコデルマ・
リーシア(ＥＰ２４４２３４)；アカパンカビ；シュワニオマイセス、例えばシュワニオマ
イセスオクシデンタリス；及び糸状真菌、例えばパンカビ属、アオカビ属、トリポクラジ
ウム、及びコウジカビ属宿主、例えば偽巣性コウジ菌及びクロカビが使用できる。治療用
タンパク質の生産のための酵母及び糸状真菌の使用を検討している概説には、例えばGern
gross, Nat. Biotech. 22:1409-1414 (2004)を参照のこと。
【０２６９】
　グリコシル化経路が「ヒト化」されており、部分的又は完全なヒトグリコシル化パター
ンを持つ抗体の生産を生じるある種の真菌及び酵母株を選択することができる。例えば、
Li等., Nat. Biotech. 24:210-215 (2006) (ピキア・パストリスにおけるグリコシル化経
路のヒト化を記載)；及び上掲のGerngross等を参照のこと。
【０２７０】
　グリコシル化抗体の発現に適切な宿主細胞はまた多細胞生物（無脊椎動物及び脊椎動物
）から誘導される。無脊椎動物細胞の例としては植物及び昆虫細胞が含まれる。多数のバ
キュロウィルス株及び変異体及び対応する許容可能な昆虫宿主細胞、例えばスポドプテラ
・フルギペルダ(毛虫)、アエデス・アエジプティ(蚊)、アエデス・アルボピクトゥス(蚊)
、ドゥロソフィラ・メラノガスター(ショウジョウバエ)、及びボンビクス・モリが同定さ
れている。トランスフェクションのための種々のウィルス株、例えば、オートグラファ・
カリフォルニカＮＰＶのＬ-１変異体とボンビクス・モリ ＮＰＶのＢｍ-５株が公に利用
でき、そのようなウィルスは本発明においてここに記載したウィルスとして使用でき、特
にスポドプテラ・フルギペルダ細胞の形質転換に使用できる。
【０２７１】
　綿花、コーン、ジャガイモ、大豆、ペチュニア、トマト、ウキクサ(Lemnaceae)、アル
ファルファ(M. truncatula)、及びタバコのような植物細胞培養を宿主として利用するこ
ともできる。例えば米国特許第５９５９１７７号、第６０４０４９８号、第６４２０５４
８号、第７１２５９７８号及び第６４１７４２９号（トランスジェニック植物中で抗体を
生産するためのＰＬＡＮＴＩＢＯＤＩＥＳTMを記載）を参照のこと。
【０２７２】
　脊椎動物細胞を宿主として使用することができ、培養(組織培養)中での脊椎動物細胞の
増殖は常套的な手順になっている。有用な哺乳動物宿主株化細胞の例は、ＳＶ４０によっ
て形質転換されたサル腎臓ＣＶ１株 (ＣＯＳ-７, ＡＴＣＣ ＣＲＬ１６５１);ヒト胚腎臓
株(２９３又は懸濁培養での増殖のためにサブクローン化された２９３細胞、Graham等, J
. Gen Virol., 36:59 (1977))；ハムスター乳児腎細胞(ＢＨＫ, ＡＴＣＣ ＣＣＬ１０)；
マウスのセルトリ細胞(ＴＭ４, Mather, Biol. Reprod., 23:243-251 (1980))；サルの腎
細胞 (ＣＶ１ ＡＴＣＣ ＣＣＬ７０)；アフリカミドリザルの腎細胞(ＶＥＲＯ-７６, Ａ
ＴＣＣ ＣＲＬ-１５８７)；ヒト子宮頸癌細胞 (ＨＥＬＡ, ＡＴＣＣ ＣＣＬ２)；イヌ腎
細胞 (ＭＤＣＫ, ＡＴＣＣ ＣＣＬ３４)；バッファローラット肝細胞 (ＢＲＬ３Ａ, ＡＴ
ＣＣ ＣＲＬ１４４２)；ヒト肺細胞 (Ｗ１３８, ＡＴＣＣ ＣＣＬ７５)；ヒト肝細胞 (Ｈ
ｅｐ Ｇ２, ＨＢ８０６５)；マウス乳房腫瘍細胞 (ＭＭＴ０６０５６２, ＡＴＣＣ ＣＣ
Ｌ５１)；ＴＲＩ細胞(Mather等, Annals N.Y. Acad. Sci., 383:44-68 (1982))；ＭＲＣ
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５細胞；ＦＳ４細胞；及びヒト肝癌株(ＨｅｐＧ２)である。他の有用な哺乳動物宿主細胞
株には、ＤＨＦＲ－ＣＨＯ細胞（Urlaub等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216 (1980
)）を含むチャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞；及びＮＳ０及びＳｐ２／０のよ
うなミエローマ細胞株が含まれる。抗体生産に適したある種の哺乳動物宿主細胞株につい
ては、例えば、Yazaki及びWu, Methods in Molecular Biology, Vol. 248 (B.K.C. Lo編,
 Humana Press, Totowa, NJ, 2003), pp. 255-268を参照のこと。
【０２７３】
　宿主細胞を抗体生産のための上述の発現又はクローニングベクターで形質転換し、プロ
モーターを誘導し、形質転換体を選択し、又は所望の配列をコードする遺伝子を増幅させ
るために適切に変性された常套的な栄養培地中で培養する。
【０２７４】
宿主細胞の培養
　この発明の抗体を産生するために用いられる宿主細胞は種々の培地において培養するこ
とができる。市販培地の例としては、ハム(Ｈａｍ)のＦ１０(シグマ)、最小必須培地((Ｍ
ＥＭ),(シグマ)、ＲＰＭＩ-１６４０(シグマ)及びダルベッコの改良イーグル培地((ＤＭ
ＥＭ),シグマ)が宿主細胞の培養に好適である。また、Ham等, Meth. Enz. 58:44 (1979),
 Barnes等, Anal. Biochem. 102:255 (1980), 米国特許第４７６７７０４号；同４６５７
８６６号；同４９２７７６２号；同４５６０６５５号；又は同５１２２４６９号；国際公
開第９０／０３４３０号；国際公開第８７／００１９５号；又は米国再発行特許第３０９
８５号に記載された何れの培地も宿主細胞に対する培地として使用できる。これらの培地
には何れもホルモン及び／又は他の増殖因子(例えばインシュリン、トランスフェリン、
又は表皮成長因子)、塩類(例えば、塩化ナトリウム、カルシウム、マグネシウム及びリン
酸塩)、バッファー(例えばＨＥＰＥＳ)、ヌクレオチド(例えばアデノシン及びチミジン)
、抗生物質(例えば、ＧＥＮＴＡＭＹＣＩＮTM薬)、微量元素(最終濃度がマイクロモル範
囲で通常存在する無機化合物として定義される)及びグルコース又は等価なエネルギー源
を必要に応じて補充することができる。任意の他の必要な補充物質もまた当業者に知られ
ている適当な濃度で含むことができる。培養条件、例えば温度、ｐＨ等々は、発現のため
に選ばれた宿主細胞について過去に用いられているものであり、当業者には明らかであろ
う。
【０２７５】
抗体の精製
　組換え技術を用いる場合、抗体は細胞内、細胞膜周辺腔に生産され、又は培地内に直接
分泌される。抗体が細胞内に生産された場合、第１の工程として、宿主細胞か溶解された
断片の何れにしても、粒子状の細片が、例えば遠心分離又は限外濾過によって除去される
。Carter等, Bio/Technology 10: 163-167 (1992)は、大腸菌の細胞膜周辺腔に分泌され
た抗体の単離方法を記載している。簡単に述べると、細胞ペーストを、酢酸ナトリウム(
ｐＨ３．５)、ＥＤＴＡ、及びフェニルメチルスルホニルフルオリド(ＰＭＳＦ)の存在下
で約３０分間解凍する。細胞細片は遠心分離で除去できる。抗体が培地に分泌された場合
は、そのような発現系からの上清を、一般的には先ず市販のタンパク質濃縮フィルター、
例えばＡｍｉｃｏｎ又はＰｅｌｌｉｃｏｎの限外濾過装置を用いて濃縮する。ＰＭＳＦな
どのプロテアーゼ阻害剤を上記の任意の工程に含めて、タンパク質分解を阻害してもよく
、また抗生物質を含めて外来性の汚染物の増殖を防止してもよい。
【０２７６】
　細胞から調製した抗体組成物は、例えば、ヒドロキシアパタイトクロマトグラフィー、
疎水性相互作用クロマトグラフィー、ゲル電気泳動、透析、及びアフィニティークロマト
グラフィーを用いて精製でき、アフィニティクロマトグラフィーが典型的には好ましい精
製工程である。アフィニティーリガンドとしてのプロテインＡの適合性は、抗体中に存在
する免疫グロブリンＦｃ領域の種及びアイソタイプに依存する。プロテインＡは、ヒトγ
１、γ２、又はγ４重鎖に基づく抗体の精製に用いることができる(Lindmark等, J. immu
nol. Meth. 62: 1-13 (1983))。プロテインＧは、全てのマウスアイソタイプ及びヒトγ
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３に推奨されている(Guss等, EMBO J. 5: 16571575 (1986))。アフィニティーリガンドが
結合されるマトリクスはアガロースであることが最も多いが、他の材料も使用可能である
。孔制御ガラスやポリ(スチレンジビニル)ベンゼン等の機械的に安定なマトリクスは、ア
ガロースで達成できるものより早い流量及び短い処理時間を可能にする。抗体がＣＨ３ド
メインを含む場合、Ｂａｋｅｒｂｏｎｄ ＡＢＸＴＭ樹脂(J.T. Baker, Phillipsburg, NJ
)が精製に有用である。イオン交換カラムでの分画、エタノール沈殿、逆相ＨＰＬＣ、シ
リカでのクロマトグラフィー、ヘパリンでのクロマトグラフィー、アニオン又はカチオン
交換樹脂上でのＳＥＰＨＡＲＯＳＥＴＭクロマトグラフィー(ポリアスパラギン酸カラム)
、クロマトフォーカシング、ＳＤＳ-ＰＡＧＥ、及び硫酸アンモニウム沈殿法も、回収さ
れる抗体に応じて利用可能である。
【０２７７】
　予備的精製工程に続いて、目的の抗体及び混入物を含む混合液に、ｐＨ約２．５－４．
５、好ましくは低塩濃度(例として、約０－０．２５Ｍ塩)の溶出緩衝液を用いて低ｐＨ疎
水性作用クロマトグラフィーを施すことができる。
【０２７８】
　一般に、研究、試験及び臨床に使用される抗体を調製するための様々な方法は、当該分
野で十分に確立されており、上述の方法と一致し、及び／又は対象の特定の抗体に対して
当業者が適切と考えるものである。
【０２７９】
薬学的製剤及び投薬量
　抗体組成物は、良好な医療実務に合致した形で製剤され、用量決定され、投与される。
この点で考慮される要因には、治療されている特定の疾患、治療されている特定の哺乳動
物、個々の患者の臨床状態、疾患の原因、薬剤の送達部位、投与方法、投与スケジュール
、及び医療実務家に既知の他の要因が含まれる。投与される抗体の「治療的に有効な量」
はかかる考慮によって支配され、疾病又は疾患を予防し、寛解させ、又は治療するのに必
要な最少量である。抗体は、必要ではないが、場合によっては、問題の疾患を防止又は治
療するために現在使用されている一又は複数の薬剤と共に製剤される。そのような他の薬
剤の有効量は製剤中に存在する抗体の量、疾患又は治療のタイプ、及び上で検討した他の
因子に依存する。これらは一般に又上述のものと同じ用量及び投与経路で、あるいはこれ
まで用いられた用量の約１ないし９９％で使用される。一般に、疾患又は疾病の寛解又は
治療は、疾患又は疾病と関連する一つ以上の症状又は医学的な問題を少なくすることを伴
う。癌の場合、薬剤の治療上の有効量により、以下の一つ又は組合せを達成することがで
きる：癌細胞の数を減少する；腫瘍サイズを減少する；末梢器官への癌細胞浸潤を阻害す
る（すなわち、ある程度減退させ及び／又は停止する）；腫瘍転移を阻害する；ある程度
腫瘍増殖を阻害する；及び／又は、ある程度、癌と関連する一以上の症状を取り除く。薬
剤が、既存の癌細胞の成長を予防したり、及び／又は殺すのであれば、細胞増殖抑止剤及
び／又は細胞障害能がありうる。ある態様では、この発明の組成物は、患者又は哺乳動物
の疾患又は疾病の発症又は再発を予防するために用いることができる。
【０２８０】
　疾患の予防又は治療のために、（単独で又は一又は複数の他の更なる治療剤と組み合わ
せて使用される場合の）本発明の抗体の適切な用量は、治療する疾患のタイプ、疾患の重
症度及び経過、抗体を予防目的で投与するか治療目的で投与するか、以前の治療法、患者
の病歴及び抗体への応答性、及び担当医師の判断に依存するであろう。抗体は一度に又は
一連の治療にわたって適切に患者に投与される。
【０２８１】
　ある実施態様では、疾患のタイプ及び重症度に応じて、約１μｇ／ｋｇ～５０ｍｇ／ｋ
ｇ(例えば０．１～２０ｍｇ／ｋｇ)の抗体が、例えば一以上の分割投与又は連続注入によ
る患者投与の初期候補用量である。他の実施態様では、約１μｇ／ｋｇ～１５ｍｇ／ｋｇ
(例えば０．１ｍｇ／ｋｇ～１０ｍｇ／ｋｇ)の抗体が、患者投与の初期候補用量である。
ある典型的な１日量は、上記の要因に応じて、約１μｇ／ｋｇ～約１００ｍｇ／ｋｇ以上
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の範囲であろう。症状に応じて、数日間以上にわたる繰り返し投与は、所望の疾患症状の
抑制が得られるまで持続する。
【０２８２】
　抗体の例示的な一投薬量は、約０．０５ｍｇ／ｋｇから約１５ｍｇ／ｋｇの範囲であろ
う。よって、約０．５ｍｇ／ｋｇ、２．０ｍｇ／ｋｇ、４．０ｍｇ／ｋｇ、７．５ｍｇ／
ｋｇ、１０ｍｇ／ｋｇ又は１５ｍｇ／ｋｇ（又は任意のその組合せ）を患者に投与するこ
とができる。このような用量は、間欠的に、例えば毎日、３日ごと、毎週又は２週又は３
週ごとに投与してもよい(例えば患者に約２から約２０、例えば約６用量の抗体が投与さ
れる)。一実施態様では、約10mg/kgの用量が３日毎に投与される。初期のより高い負荷投
与量の後、一以上のより低い用量を投与してもよい。一実施態様では、例示的用量療法は
、約４ｍｇ／ｋｇの初期負荷投与量の後、約２ｍｇ／ｋｇの毎週の維持用量抗体を投与す
ることを含む。しかしながら、他の投与計画も有用であり得る。
【０２８３】
　ある実施態様では、ここで検討した投薬計画は、転移性結腸直腸癌を治療するための第
一線療法として、化学療法投薬計画と組み合わせて使われる。ある態様では、化学療法投
薬計画は、従来の高用量間欠投与が含まれる。幾つかの他の態様では、化学療法剤は、定
期的に中断することなく、よりわずかでより頻繁な用量を用いて投与される(「メトロノ
ーム的化学療法」)。
【０２８４】
　本発明の治療法の経過は、常套的な技術及びアッセイによって容易にモニターされる。
【０２８５】
　本発明の抗体（及び任意の更なる治療剤又はアジュバント）は、非経口、皮下、腹腔内
、肺内、及び鼻腔内を含む任意の適した手段によって、所望されるならば局所治療、病巣
内投与のために投与することができる。非経口注入は、筋肉内、静脈内、動脈内、腹腔内
、又は皮下投与を含む。また、抗体は、特に減少用量で、抗体をパルス注入することによ
って好適に投与される。投薬量は、任意の適した経路、例えば投与が一時的か又は慢性か
に部分的に応じて、例えば、静脈内又は皮下注射のような注射によってなされうる。
【０２８６】
　ここでの薬学的製剤はまた治療されている特定の適応症に必要な一を越える活性化合物
、好ましくは互いに悪影響を及ぼさない相補的活性を持つものを含みうる。そのような分
子は、好適には、意図される目的に効果的な量で組み合わせて存在する。
【０２８７】
　本発明の抗体を含有する薬学的製剤は、所望の純度を持つ抗体と、任意成分の生理学的
に許容される担体、賦形剤又は安定化剤を混合することにより(Remington: The Science 
and Practice of Pharmacy 20版(2000))、水溶液製剤、凍結乾燥又は他の乾燥製剤の形態
に調製されて保存される。許容される担体、賦形剤又は安定化剤は、用いられる用量と濃
度でレシピエントに非毒性であり、ホスフェート、シトレート、ヒスチジン及び他の有機
酸等のバッファー；アスコルビン酸及びメチオニンを含む酸化防止剤；保存料(例えばオ
クタデシルジメチルベンジルアンモニウムクロリド；ヘキサメトニウムクロリド；ベンザ
ルコニウムクロリド、ベンズエトニウムクロリド；フェノール、ブチル又はベンジルアル
コール；メチル又はプロピルパラベン等のアルキルパラベン；カテコール；レゾルシノー
ル；シクロヘキサノール；３-ペンタノール；及びｍ-クレゾール)；低分子量(約１０残基
未満)のポリペプチド；血清アルブミン、ゼラチン、又は免疫グロブリン等のタンパク質
；ポリビニルピロリドン等の親水性ポリマー；グリシン、グルタミン、アスパラギン、ヒ
スチジン、アルギニン又はリシン等のアミノ酸；グルコース、マンノース、又はデキスト
リンを含む単糖類、二糖類、及び他の炭水化物；ＥＤＴＡ等のキレート化剤；スクロース
、マンニトール、トレハロース又はソルビトール等の糖；ナトリウム等の塩形成対イオン
；金属錯体(例えば、Ｚｎ-タンパク質複合体)；及び／又はＴＷＥＥＮＴＭ、ＰＬＵＲＯ
ＮＩＣＳＴＭ又はポリエチレングリコール(ＰＥＧ)等の非イオン性界面活性剤を含む。
【０２８８】
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　また活性成分は、例えばコアセルベーション技術あるいは界面重合により調製されたマ
イクロカプセル、例えばそれぞれヒドロキシメチルセルロース又はゼラチンマイクロカプ
セル及びポリ-(メタクリル酸メチル)マイクロカプセルに、コロイド状ドラッグデリバリ
ー系(例えば、リポソーム、アルブミンミクロスフィア、マイクロエマルション、ナノ-粒
子及びナノカプセル)に、あるいはマクロエマルションに捕捉させてもよい。このような
技術は、Remington: The Science and Practice of Pharmacy 20版(2000)に開示されてい
る。
【０２８９】
　インビボ投与に使用される製剤は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り容易に達成される。
【０２９０】
　徐放性調合物を調製してもよい。徐放性調合物の好ましい例は、本発明の免疫グロブリ
ンを含む疎水性固体ポリマーの半透性マトリクスを含み、そのマトリクスは成形物、例え
ばフィルム又はマイクロカプセルの形態である。徐放性マトリクスの例には、ポリエステ
ル、ヒドロゲル(例えば、ポリ(２-ヒドロキシエチルメタクリレート)、又はポリ(ビニル
アルコール))、ポリラクチド(米国特許第３７７３９１９号)、Ｌ-グルタミン酸とγエチ
ル-Ｌ-グルタメートのコポリマー、非分解性エチレン-酢酸ビニル、分解性乳酸-グリコー
ル酸コポリマー、例えばＬＵＰＲＯＮ ＤＥＰＯＴＴＭ(乳酸-グリコール酸コポリマー及
び酢酸ロイプロリドからなる注射可能なミクロスフィア)、及びポリ-Ｄ-(-)-３-ヒドロキ
シブチル酸が含まれる。エチレン-酢酸ビニル及び乳酸-グリコール酸等のポリマーは、分
子を１００日以上かけて放出することを可能にするが、ある種のヒドロゲルはタンパク質
をより短い時間で放出する。カプセル化された抗体が体内に長時間残ると、３７℃の水分
に暴露された結果として変性又は凝集し、生物活性を喪失させ免疫原性を変化させるおそ
れがある。合理的な戦略を、関与するメカニズムに応じて安定化のために案出することが
できる。例えば、凝集機構がチオ-ジスルフィド交換による分子間Ｓ-Ｓ結合の形成である
ことが見いだされた場合、安定化はスルフヒドリル残基を修飾し、酸性溶液から凍結乾燥
させ、水分含有量を制御し、適当な添加剤を使用し、また特定のポリマーマトリクス組成
物を開発することによって達成されうる。
【０２９１】
方法
治療方法
　本発明の抗体は、例えばインビトロ、エキソビボ、及びインビボの治療方法で使用する
ことができる。
　一態様では、本発明は、有効量の抗ＶＥＧＦ抗体を、治療を必要とする患者に投与する
ことを含む、腫瘍、癌、及び／又は細胞増殖性疾患(例えば、ＶＥＧＦの発現及び／又は
活性の増加に関連した疾患)を治療又は予防する方法を提供する。
　一態様では、本発明は、腫瘍又は癌の増殖を減少させ、阻害し、ブロックし、又は予防
する方法であって、有効量の抗ＶＥＧＦ抗体をかかる治療を必要とする患者に投与するこ
とを含む方法を提供する。
【０２９２】
　一態様では、本発明は、有効量の抗ＶＥＧＦ抗体を、治療を必要とする患者に投与する
ことを含む血管新生を阻害するための方法を提供する。
　一態様では、本発明は、有効量の抗ＶＥＧＦ抗体を、治療を必要とする患者に投与する
ことを含む血管透過性を阻害するための方法を提供する。
【０２９３】
　一態様では、本発明は有効量の抗ＶＥＧＦ抗体を、治療を必要とする患者に投与するこ
とを含む、血管新生に関連する病理状態を治療するための方法を提供する。あす実施態様
では、血管新生に関連する病理状態は、腫瘍、癌、及び／又は細胞増殖性疾患である。
【０２９４】
　本発明の抗体は治療目的でヒトに投与することができる。一実施態様では、本発明の抗



(68) JP 5577254 B2 2014.8.20

10

20

30

40

50

体は、ＶＥＧＦの発現及び／又は活性の増加に関連した疾患に罹患している個体において
ＶＥＧＦを結合させる方法に使用され、該方法は、個体中のＶＥＧＦが結合するように個
体に抗体を投与することを含む。一実施態様では、VEGFはヒトVEGFであり、個体はヒト個
体である。あるいは、個体は、本発明の抗体が結合するＶＥＧＦを発現する哺乳動物であ
りうる。また更に、個体はＶＥＧＦが導入された（例えばＶＥＧＦの投与により、又はＶ
ＥＧＦをコードする導入遺伝子の発現により）哺乳動物でありうる。
【０２９５】
　一態様では、本発明の抗体の少なくとも幾つかはヒト以外の種由来のＶＥＧＦに結合し
うる。従って、本発明の抗体は、ヒト患者又は本発明の抗体が交差反応する抗原を有する
他の哺乳動物患者（例えば、チンパンジー、ヒヒ、マーモセット、カニクイザル、及び　
アカゲザル、ブタ又はマウス）において、例えば抗原を含む細胞培養において特異的抗癌
活性を結合させるために使用できる。一実施態様では、本発明の抗体は、抗原活性が阻害
されるように抗原に抗体を接触させることによって抗原活性を阻害するために使用するこ
とができる。好ましくは、抗原はヒトタンパク質分子である。
【０２９６】
　更に、本発明の抗体は、獣医目的又はヒト疾患の動物モデルとして、抗体が交差反応す
るＶＥＧＦを発現する非ヒト哺乳動物（例えば、霊長類、ブタ、ラット、又はマウス）に
投与できる。後者に関して、かかる動物モデルは本発明の抗体の治療的効能（例えば、投
薬量及び投与の時間過程の試験）を評価するために有用でありうる。
【０２９７】
　本発明の抗体は、一又は複数の抗原分子の発現及び／又は活性に関連した疾病、疾患又
は症状を治療し、阻害し、その進行を遅らせ、その再発を予防／遅延させ、寛解し、又は
予防するために使用することができる。
【０２９８】
　本発明は、腫瘍転移の予防及び治療及び抗血管新生癌療法、腫瘍増殖を支援するための
栄養分を提供するために必要とされる腫瘍血管の発生を阻害することを狙った新規な癌治
療方策を包含する。本発明は特に原発部位での腫瘍の新生物増殖の阻害、並びに続発部位
での腫瘍の転移の予防及び／又は治療を含み、よって他の治療薬による腫瘍の攻撃を可能
にする。治療される（予防を含む）癌の例には、限定されるものではないが、癌腫、リン
パ腫、芽細胞腫、肉腫、及び白血病が含まれる。このような癌のより特定の例には、扁平
細胞癌（例えば、上皮扁平細胞癌）、小細胞肺癌、非小細胞肺癌、肺の腺癌、及び肺の扁
平癌腫(squamous carcinoma)を含む肺癌、腹膜癌、肝細胞癌、胃腸癌、消化管間質性癌を
含む胃(gastric)又は腹部(stomach)癌、膵臓癌、神経膠芽細胞腫、子宮頸管癌、卵巣癌、
肝臓癌、膀胱癌、尿路癌、肝癌、乳癌、結腸癌、結腸直腸癌、子宮内膜又は子宮癌、唾液
腺癌、腎臓(kidney)又は腎(renal)癌、前立腺癌、産卵口癌、甲状腺癌、肝臓癌及び癌腫
、陰茎癌、黒色腫、表在拡大型黒色腫、悪性黒子由来黒色腫、末端黒子型黒色腫、結節性
黒色腫、多発性骨髄腫及びＢ細胞リンパ腫（低級／濾胞性非ホジキンリンパ腫(ＮＨＬ)；
小リンパ球(ＳＬ)ＮＨＬ；中級／濾胞性ＮＨＬ；中級びまん性ＮＨＬ；高級免疫芽細胞性
ＮＨＬ；高級リンパ芽球性ＮＨＬ；高級小非分割細胞ＮＨＬ；バルキー疾患ＮＨＬ；外套
細胞リンパ腫；エイズ関連リンパ腫；及びワルデンストロームのマクログロブリン病を含
む）；慢性リンパ性白血病(ＣＬＬ)；急性リンパ芽球白血病(ＡＬＬ)；ヘアリー細胞白血
病；慢性骨髄芽球性白血病；及び移植後リンパ増殖性疾患（ＰＴＬＤ）、並びに母斑症に
関連した異常な血管増殖、浮腫（例えば脳腫瘍に関連したもの）、メイグス症候群、脳、
並びに頭頸部癌及び関連した転移が含まれる。ある実施態様では、本発明の抗体による治
療に受け入れられる癌には、乳癌、結腸直腸癌、直腸癌、非小細胞癌、非ホジキンリンパ
腫（ＮＨＬ）、腎細胞癌、前立腺癌、肝臓癌、膵癌、軟部組織肉腫、カポジ肉腫、カルチ
ノイド癌腫、頭頸部癌、卵巣癌、 中皮腫、及び多発性骨髄腫が含まれる。ある実施態様
では、癌は小細胞肺癌、神経芽細胞腫、黒色腫、乳癌、胃癌、結腸直腸癌（ＣＲＣ）、及
び肝細胞癌からなる群から選択される。また、ある実施態様では、癌は、非小細胞肺癌、
結腸直腸癌及び乳癌で、これら癌の転移型を含むものからなる群から選択される。
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【０２９９】
　ある実施態様では、一又は複数の細胞傷害剤とコンジュゲートされた抗体を含む免疫コ
ンジュゲートが患者に投与される。ある実施態様では、それが結合する免疫コンジュゲー
ト及び／又は抗原は細胞によってインターナライズされ、それが結合する標的細胞を死滅
させる細胞傷害剤の治療効果を増大させる。一実施態様では、細胞傷害剤が標的細胞にお
ける核酸を標的とし又はそれに干渉する。一実施態様では、細胞傷害剤は微小管重合を標
的とし又はそれに干渉する。そのような細胞傷害剤の例には、ここに記載された化学療法
剤（例えばメイタンシノイド、オーリスタチン、ドラスタチン、又はカリケアマイシン）
、放射性同位元素、又はリボヌクレアーゼ又はＤＮＡエンドヌクレアーゼの何れかが含ま
れる。
【０３００】
　抗体の結合標的が脳に位置している場合、本発明のある実施態様は、血液脳関門を横切
る抗体を提供する。限定するものではないが、物理的方法、脂質ベースの方法、幹細胞ベ
ースの方法、及びレセプター及びチャンネルベースの方法を含み、血液脳関門を横切って
分子を輸送するための幾つかの当該分野で知られているアプローチ法が存在する。
【０３０１】
　血液脳関門を横切る抗体輸送の物理的方法は、限定されるものではないが、血液脳関門
を完全に回避すること、又は血液脳関門に開口部をつくることを含む。回避方法は、限定
されるものではないが、脳への直接の注射 (例えば、Papanastassiou等, Gene Therapy 9
: 398-406 (2002)を参照)、間質注入／対流亢進デリバリー(例えば、Bobo等, Proc. Natl
. Acad. Sci. USA 91: 2076-2080 (1994)を参照)、及び脳内にデリバリー装置を移植する
こと (例えば、Gill等, Nature Med. 9: 589-595 (2003)；及びGliadel WafersTM, Guild
ford Pharmaceuticalを参照)を含む。障壁内に開口部をつくる方法は、限定されるもので
はないが、超音波(例えば、米国特許出願公開第２００２／００３８０８６号を参照)、浸
透圧(例えば、高張マンニトールの投与(Neuwelt, E. A., Implication of the Blood-Bra
in Barrier and its Manipulation, Vols 1 & 2, Plenum Press, N.Y. (1989))、例えば
ブラジキニン又は透過剤Ａ－７による透過(例えば、米国特許第５１１２５９６号、第５
２６８１６４号、第５５０６２０６号及び第５６８６４１６号を参照)、及び抗体をコー
ドする遺伝子を含むベクターで血液脳関門をまたがるニューロンを形質移入すること（例
えば、米国特許出願公開第２００３／００８３２９９号を参照）を含む。
【０３０２】
　血液脳関門にわたって抗体を輸送する脂質ベースの方法は、限定されるものではないが
、血液脳関門の血管内皮上のレセプターに結合する抗体結合断片にカップリングしたリポ
ソームで抗体をカプセル化すること（例えば、米国特許出願公開第２００２００２５３１
３号を参照）、及び低密度リポタンパク質粒子（例えば、米国特許出願公開第２００４０
２０４３５４号を参照）又はアポリポタンパク質Ｅ（例えば、米国特許出願公開第２００
４０１３１６９２号を参照)での抗体の被覆を含む。
【０３０３】
　血液脳関門にわたって抗体を輸送する幹細胞ベースの方法は、神経前駆細胞（ＮＰＣ）
を遺伝子操作して興味ある抗体を発現させ、ついで治療される個体の脳内に幹細胞を移植
することを必要とする。（神経栄養因子ＧＤＮＦを発現するように遺伝子操作されたＮＰ
Ｃが齧歯類及び霊長類モデルの脳内に移植されるとパーキンソン病の徴候を減じたことを
報告している）Behrstock等(2005) Gene Ther. 15 Dec. 2005アドバンストオンライン刊
行物を参照のこと。
【０３０４】
　血液脳関門にわたって抗体を輸送するレセプター及びチャンネルベースの方法は、限定
されるものではないが、血液脳関門の透過性を増大させるためにグルココルチコイドブロ
ッカーを使用すること（例えば、米国特許出願公開第２００２／００６５２５９号、第２
００３／０１６２６９５号、及び第２００５／０１２４５３３号を参照）；カリウムチャ
ンネルの活性化（例えば、米国特許出願公開第２００５／００８９４７３号を参照）、Ａ
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ＢＣ薬トランスポーターの阻害（例えば、米国特許出願公開第２００３／００７３７１３
号を参照）；抗体をトランスフェリンで被覆し、一又は複数のトランスフェリンレセプタ
ーの活性を調節すること（例えば、米国特許出願公開第２００３／０１２９１８６号を参
照）、及び抗体をカチオン化すること（例えば、米国特許第５００４６９７号を参照）を
含む。
【０３０５】
　上記治療方法の何れも抗ＶＥＧＦ抗体の代わりに又はそれに加えて本発明の免疫コンジ
ュゲートを使用して実施することができることが理解される。
【０３０６】
併用療法
　本発明の抗体は単独で又は治療において他の組成物との併用で使用することができる。
例えば、本発明の抗体は、他の抗体、化学療法剤（化学療法剤のカクテル剤を含む）、他
の細胞傷害剤、抗血管新生剤、サイトカイン、及び／又は増殖阻害剤と同時投与されうる
。本発明の抗体が腫瘍増殖を阻害する場合、腫瘍増殖をまた阻害する一又は複数の治療剤
、例えば抗血管新生剤及び／又は化学療法剤とそれを組み合わせることが特に望ましい。
あるいは、又は加えて、患者は併用して放射線療法（例えば外部放射線照射又は抗体のよ
うな放射性標識剤を用いた療法）を受けてもよい。上述のかかる併用療法には、併用投与
（二以上の薬剤が同一又は別個の製剤中に含まれる場合）、及び本発明の抗体の投与が、
補助治療の投与の前、及び／又は後に、本発明の抗体の投与がなされうる別個の投与が含
まれる。
【０３０７】
　一実施態様では、本発明の抗体は、少なくとも一種の更なる治療剤及び／又はアジュバ
ントと同時投与されうる。例えば、抗ＶＥＧＦ抗体は、様々な腫瘍性又は非腫瘍性症状を
治療するための抗癌治療剤又は抗血管新生治療剤との併用で使用される。一実施態様では
、腫瘍性又は非腫瘍性症状は、異常な又は望まれない血管新生に関連した病理疾患によっ
て特徴付けられる。抗ＶＥＧＦ抗体は、連続的に又は同じ組成物においてか又は別個の組
成物として、その目的に対して効果的な他の薬剤と連続して又は併用して、投与すること
ができる。あるいは、又は加えて、複数のＶＥＧＦ阻害剤を投与することができる。
【０３０８】
　典型的には、抗ＶＥＧＦ抗体及び抗癌剤は、腫瘍、癌又は細胞増殖性疾患のような病理
疾患をブロックし又は減じるために同じ又は類似の疾患に適している。一実施態様では、
抗癌剤は抗血管新生剤である。
【０３０９】
　例えば「定義」として、また、例えば、Carmeliet及びJain, Nature 407:249-257 (200
0)；Ferrara等, Nature Reviews: Drug Discovery, 3:391-400 (2004)；及びSato Int. J
. Clin. Oncol., 8:200-206 (2003)により列挙されたものなど、ここに列挙されたものを
含む多くの抗血管新生剤が同定されており、当該分野で知られている。また米国特許出願
公開第２００３００５５００６号を参照のこと。
【０３１０】
　一実施態様では、本発明の抗ＶＥＧＦは、一又は複数の抗ＶＥＧＦ中和抗体(又は断片)
、他のＶＥＧＦファミリー（例えば、ＶＥＧＦ－Ｂ、ＶＥＧＦ－Ｃ、ＶＥＧＦ－Ｄ、胎盤
増殖因子（ＰＬＧＦ））に対するアンタゴニスト又はＶＥＧＦレセプターアンタゴニスト
で、限定するものではないが可溶型ＶＥＧＦレセプター（例えば、ＶＥＧＦＲ－１、ＶＥ
ＧＦＲ－２、ＶＥＧＦＲ－３、ニューロピリン（例えば、ＮＲＰ１、ＮＲＰ２））断片、
ＶＥＧＦ又はＶＥＧＦＲをブロック可能なアプタマー、中和抗ＶＥＧＦＲ抗体、ＶＥＧＦ
Ｒチロシンキナーゼ（ＲＴＫ）の低分子量阻害剤、ＶＥＧＦのアンチセンス方策、ＶＥＧ
Ｆ又はＶＥＧＦレセプターに対するリボザイム、ＶＥＧＦのアンタゴニスト変異体；及び
その任意の組合せを含むものとの併用で使用される。
【０３１１】
　他の実施態様では、本発明の抗ＶＥＧＦ抗体は、ＶＥＧＦレセプター、ＦＧＦレセプタ
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ー、ＥＧＦレセプター及びＰＤＧＦレセプターなどの一又は複数のチロシンキナーゼレセ
プターを標的とする小分子レセプターチロシンキナーゼ阻害剤(ＲＴＫＩ)と組み合わせて
使用されうる。多くの治療用小分子ＲＴＫＩが当該分野で知られており、限定するもので
はないが、バタラニブ(vatalanib)(ＰＴＫ７８７)、エルロチニブ(erlotinib)(ＴＡＲＣ
ＥＶＡ(登録商標))、ＯＳＩ-７９０４、ＺＤ６４７４(ＺＡＣＴＩＭＡ(登録商標))、ＺＤ
６１２６(ＡＮＧ４５３)、ＺＤ１８３９、スニチニブ(sunitinib)(ＳＵＴＥＮＴ(登録商
標))、セマキサニブ(semaxanib)(ＳＵ５４１６)、ＡＭＧ７０６、ＡＧ０１３７３６、イ
マチニブ(Imatinib)(ＧＬＥＥＶＥＣ(登録商標))、ＭＬＮ-５１８、ＣＥＰ-７０１、ＰＫ
Ｃ-４１２、ラパチニブ(Lapatinib)(ＧＳＫ５７２０１６)、ＶＥＬＣＡＤＥ(登録商標)、
ＡＺＤ２１７１、ソラフェニブ(sorafenib)(ＮＥＸＡＶＡＲ(登録商標))、ＸＬ８８０及
びＣＨＩＲ-２６５が含まれる。
【０３１２】
　本発明の抗体を用いた併用腫瘍治療に対して有用な他の治療剤には、ＥＧＦＲ、Ｅｒｂ
Ｂ２（またＨｅｒ２としても知られている）、ＥｒｂＢ３、ＥｒｂＢ４、又はＴＮＦのよ
うな、腫瘍増殖に関与する他の因子のアンタゴニストが含まれる。
【０３１３】
　ある実施態様では、ＶＥＧＦアンタゴニスト及び他の薬剤に加えて、二以上の血管新生
阻害剤が場合によっては患者に同時投与されうる。また他の実施態様では、一又は複数の
更なる治療剤、例えば、抗癌剤が、本発明の抗ＶＥＧＦ抗体、他のＶＥＧＦファミリーに
対するアンタゴニスト、及び／又は抗血管新生剤と併用されて投与されうる。
【０３１４】
　本発明のある態様では、抗ＶＥＧＦ抗体での腫瘍併用治療に有用な他の治療剤は、他の
癌療法（例えば、外科手術、放射線学的治療（例えば、放射性物質の照射又は投与を含む
）、化学療法、ここに列挙され当該分野で知られている抗癌剤での治療、又はその組合せ
を含む。考えられる化学療法剤の例示的な非限定的リストは、「定義」の元でここに提供
されている。
【０３１５】
　あるいは、又は付加的に、ここに開示された同一の又は二以上の異なった抗原に結合す
る二以上の抗体を患者に同時投与することができる。しばしば、患者に一又は複数のサイ
トカインを投与することもまた有益でありうる。
【０３１６】
　抗ＶＥＧＦ抗体との併用で投与される治療剤の有効量は、医師又は獣医の裁量による。
投薬量の管理及び調節が、治療される症状の最大の管理を達成するためになされる。用量
はまた使用される治療剤のタイプ及び治療される特定の患者のような因子に依存する。抗
癌剤の適切な用量は現在使用されているものであり、抗癌剤と抗ＶＥＧＦ抗体の併用作用
（相乗効果）のために低減させることができる。ある実施態様では、阻害剤の併用は単一
の阻害剤の効能を増強する。「増強する」なる用語は、その通用の又は承認された用量で
の治療剤の効果の改善を意味する。またここで薬学的製剤及び投薬量と題したセクション
を参照のこと。
【０３１７】
化学療法剤
　一態様では、本発明は、有効量の抗ＶＥＧＦ抗体及び／又は血管新生阻害剤及び一又は
複数の化学療法剤を投与することにより疾患（例えば腫瘍、癌又は細胞増殖性疾患）を治
療する方法を提供する。様々な化学療法剤を本発明の併用治療法において使用することが
できる。考えられる化学療法剤の例示的な非限定的リストは「定義」の元でここに提供さ
れる。抗ＶＥＧＦ抗体及び化学療法剤の投与は、例えば単一組成物として、又は同じ又は
異なった投与経路を使用して二以上の区別される組成物として、同時になすことができる
。あるいは、又は加えて、投与は、任意の順序で連続的に行うことができる。あるいは、
又は加えて、工程は、任意の順序での、連続的と同時の組合せで実施することができる。
ある実施態様では、分から日数、週から月の範囲の間隔が、二以上の組成物の投与間に存
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在しうる。例えば、化学療法剤を最初に、抗ＶＥＧＦ抗体をその後に投与することができ
る。しかしながら、同時投与又は最初の抗ＶＥＧＦ抗体の投与もまた考えられる。従って
、一態様では、本発明は、抗ＶＥＧＦ抗体（例えばＢ２０－４．１．１抗体又はＢ２０－
４．１．１ＲＲ抗体）の投与の後に化学療法剤の投与を含む方法を提供する。ある実施態
様では、分から日数、週から月の範囲の間隔が、二以上の組成物の投与間に存在しうる。
【０３１８】
　当業者によって理解されるように、化学療法剤の適切な用量は、化学療法剤が単独で又
は他の化学療法剤との併用で投与される臨床治療において既に用いられているものと略同
量である。投薬量における変動は治療される症状に応じて生じる可能性がある。治療を管
理する医師が個々の患者に対して適した用量を決定することができるであろう。
【０３１９】
再発腫瘍増殖
　本発明はまた再発腫瘍増殖又は再発癌細胞増殖を阻害し又は予防するための方法及び組
成物を提供する。再発腫瘍増殖又は再発癌細胞増殖は、一又は複数の現在利用可能な治療
法（例えば、癌療法、例えば化学療法、放射線療法、外科手術、ホルモン療法及び／又は
生物学的療法／免疫療法、抗ＶＥＧＦ抗体療法、特に特定の癌に対する標準的な治療計画
）を受けるか又はそれで治療される患者が、患者を治療するのに臨床的に十分ではないか
、又は患者が有益な効果をもはや受けずこれらの患者が更なる効果的な治療を必要とする
症状を記載するために使用される。ここで使用される場合、該語句は、例えば、治療に応
答するが、副作用を被る、耐性を発現する、治療に応答しない、治療には満足に応答しな
い等の患者を記述する「非反応性／難治性」の患者の症状をまた意味する。様々な実施態
様では、癌は、癌細胞の数が有意には減少しないか、又は増加したか、又は腫瘍サイズが
有意には減少しないか、又は増加し、又は癌細胞のサイズ又は数において更なる低減に失
敗した再発腫瘍増殖又は再発癌細胞増殖である。癌細胞が再発腫瘍増殖か又は再発癌細胞
増殖であるかどうかの決定は、「再発」又は「難治性」又は「非反応性」の当該分野で受
け入れられている意味を使用して、癌細胞についての治療効果をアッセイするための当該
分野で知られている任意の方法によってインビボ又はインビトロの何れかで行うことがで
きる。抗ＶＥＧＦ治療に対して耐性の腫瘍は再発腫瘍増殖の例である。
【０３２０】
　本発明は、本発明の一又は複数の抗ＶＥＧＦ抗体を投与して患者においてブロックし又
は減少させることにより、患者における再発腫瘍増殖又は再発癌細胞増殖をブロックし又
は減少させるために方法を提供する。ある実施態様では、抗体は癌治療に続いて投与され
うる。ある実施態様では、抗ＶＥＧＦ抗体は癌治療と同時に投与される。あるいは、又は
加えて、抗ＶＥＧＦ抗体療法は、他の癌療法と交互になされ、これは任意の順で実施され
うる。本発明は癌になりやすい患者における癌の発症又は再発を防止するために一又は複
数の阻害抗体を投与するための方法をまた包含する。一般に、患者は癌療法を同時に受け
たか受けている。一実施態様では、癌療法は、抗血管新生剤、例えばＶＥＧＦ－Ｃアンタ
ゴニストでの治療である。抗血管新生剤には、限定されないが、当該分野で知られている
ものとここでの「定義」の元に見出されるものが含まれる。一実施態様では、抗血管新生
剤は抗ＶＥＧＦ中和抗体又は断片（例えば、ヒト化Ａ４．６．１，ＡＶＡＳＴＩＮ（登録
商標）(Genentech, South San Francisco, CA)、Ｙ０３１７、Ｍ４、Ｇ６、Ｂ２０、２Ｃ
３等）である。例えば、米国特許第６５８２９５９号、第６８８４８７９号、第６７０３
０２０号；国際公開第９８／４５３３２号；国際公開第９６／３００４６号；国際公開第
９４／１０２０２号；欧州特許第０６６６８６８Ｂ１号；米国特許出願公開第２００３０
２０６８９９号、第２００３０１９０３１７号、第２００３０２０３４０９号、及び第２
００５０１１２１２６号；Popkov等, Journal of Immunological Methods 288:149-164 (
2004)；及び国際公開第２００５０１２３５９号を参照のこと。更なる薬剤は、再発腫瘍
増殖又は再発癌細胞増殖をブロックし又は減少させるために更なる薬剤を抗ＶＥＧＦ抗体
との併用で投与することができ、例えば、ここで併用療法と題された項を参照のこと。
【０３２１】
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診断方法及び検出方法
　一態様では、本発明はＶＥＧＦの発現増加に関係した疾患を診断する方法を提供する。
ある実施態様では、該方法は、試験細胞を抗ＶＥＧＦ抗体に接触させ; ＶＥＧＦに対する
抗ＶＥＧＦ抗体の結合を検出することによって試験細胞によるＶＥＧＦの発現レベルを決
定（定量的にか定性的に）し；試験細胞によるＶＥＧＦの発現レベルをコントロール細胞
（例えば、試験細胞と同じ組織由来の正常細胞又はそのような正常細胞に匹敵するレベル
でＶＥＧＦを発現する細胞）によるＶＥＧＦの発現レベルと比較することを含み、コント
ロール細胞と比較した試験細胞によるＶＥＧＦのより高い発現レベルがＶＥＧＦの発現増
加に関係した疾患の存在を示している。ある実施態様では、試験細胞は、ＶＥＧＦの発現
増加に関係した疾患を有することが疑われる個体から得られる。ある実施態様では、疾患
は腫瘍、癌、及び／又は細胞増殖性疾患である。
【０３２２】
　本発明の抗体を使用して診断されうる例示的な疾患は、限定されるものではないが、扁
平上皮癌、小細胞肺癌、非小細胞肺癌、肺の腺癌及び肺の扁平上皮癌、腹膜の癌、肝細胞
癌、胃癌、胃腸癌、消化管間質性癌、膵臓癌、グリア芽細胞腫、子宮頸癌、卵巣癌、肝臓
癌、膀胱癌、肝癌、乳癌、結腸癌、直腸結腸癌、子宮内膜又は子宮癌腫、唾液腺癌腫、腎
臓又は腎癌、肝臓癌、前立腺癌、産卵口癌、甲状腺癌、肝癌腫及び様々なタイプの頭頸部
癌、黒色腫、表在拡大型黒色腫、悪性黒子由来黒色腫、末端黒子型黒色腫、結節性黒色腫
、Ｂ細胞リンパ腫、慢性リンパ性白血病(ＣＬＬ)；急性リンパ芽球白血病(ＡＬＬ)；ヘア
リー細胞白血病；慢性骨髄芽球性白血病；移植後リンパ増殖性疾患（ＰＴＬＤ）、母斑症
に関連した異常な血管増殖、脳腫瘍に関連した浮腫、又はメイグス症候群が含まれる。
【０３２３】
　他の態様では、本発明はここに記載の抗ＶＥＧＦ抗体の何れかとＶＥＧＦの複合体を提
供する。ある実施態様では、複合体はインビボ又はインビトロである。ある実施態様では
、複合体は癌細胞を含む。
【０３２４】
　他の態様では、本発明は生物学的試料中においてＶＥＧＦの存在を検出する方法を提供
する。ここで使用される「検出する」なる用語は定量的又は定性的検出を包含する。
【０３２５】
　ある実施態様では、該方法は、生物学的試料を抗ＶＥＧＦ抗体に、ＶＥＧＦへの抗ＶＥ
ＧＦ抗体の結合を許容する条件下で接触させ、抗ＶＥＧＦ抗体とＶＥＧＦとの間に複合体
が形成されるかどうかを検出することを含む。
【０３２６】
　抗ＶＥＧＦ抗体は、多くの良く知られた検出アッセイ法の何れか一において、ＶＥＧＦ
の検出に利用することができる。例えば、所望する起源から試料を得て、抗体が混合物に
存在する任意のＶＥＧＦと抗体／ＶＥＧＦ複合体を形成するように試料を抗ＶＥＧＦ抗体
と混合し、混合物に存在する任意の抗体／ＶＥＧＦ複合体を検出することによって、ＶＥ
ＧＦに関して生物学的試料をアッセイすることができる。特定の試料に適した当該分野で
知られた方法によって、アッセイのために生物学的試料を調製することができる。用いら
れるアッセイの型によって、抗体と試料を混合させる方法、及び抗体／ＶＥＧＦ複合体を
検出する方法を選択する。
【０３２７】
　ＶＥＧＦについての分析法では、全て、次の試薬の一又は複数を使用する：標識ＶＥＧ
Ｆアナログ、固定化ＶＥＧＦアナログ、標識抗ＶＥＧＦ抗体、固定化抗ＶＥＧＦ抗体及び
／又は立体コンジュゲート。標識試薬は「トレーサー」としても知られている。
【０３２８】
　ある実施態様では、抗ＶＥＧＦ抗体は検出可能に標識される。利用される標識は、ＶＥ
ＧＦと抗ＶＥＧＦ抗体の結合を妨害しない任意の検出可能な官能性である。標識には、限
定されるものではないが、直接検出される標識又は部分（例えば蛍光色素、発色団、電子
密度、化学発光剤、及び放射性標識）、並びに例えば酵素反応又は分子相互作用を通して
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間接的に検出される酵素又はリガンドのような部分が含まれる。標識の例には、限定され
るものではないが、放射性同位体３２Ｐ、１４Ｃ、１２５Ｉ、３Ｈ、及び１３１Ｉ、フル
オロフォア、例えば希土類キレート又はフルオレセイン及びその誘導体、ローダミン及び
その誘導体、ダンシル、ウンベリフェロン、ルシェフェラーゼ、例えばホタルルシェフェ
ラーゼ及び細菌ルシェフェラーゼ（米国特許第４７３７４５６号）、ルシェフェリン、２
，３－ジヒドロフタルジネジオン、西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）、アルカリフ
ォスファターゼ、β－ガラクトシダーゼ、グルコアミラーゼ、リゾチーム、糖オキシダー
ゼ、例えばグルコースオキシダーゼ、ガラクトースオキシダーゼ、及びグルコース－６－
リン酸デヒドロゲナーゼ、ヘテロサイクリックオキシダーゼ、例えばウリカーゼ及びキサ
ンチンオキシダーゼであり、色素前駆体、例えばＨＲＰ、ラクトペルオキシダーゼ、又は
マイクロペルオキシダーゼ、ビオチン／アビジン、スピン標識、バクテリオファージ標識
、安定なフリーラジカルなどを酸化する過酸化水素を利用する酵素とカップリングさせた
ものを含む。
【０３２９】
　これら標識を共有的にタンパク質又はポリペプチドと結合させるために、常套的方法が
利用可能である。例えば、カップリング剤、例えばジアルデヒド、カルボジイミド、ジマ
レイミド、ビス-イミデート、ビス-ジアゾ化ベンジジン等が、上記の蛍光剤、化学発光剤
、及び酵素標識で抗体をタグ化するのに利用することが可能である。例えば、米国特許第
３９４０４７５号(蛍光定量)及び第３６４５０９０号(酵素)；Hunter等, Nature, 144: 9
45(1962); David等, Biochemistry, 13: 1014-1021(1974)；Pain等, J. Immunol. Method
s, 40: 219-230(1981)；及びNygren, J. Histochem. and Cytochem., 30: 407-412(1982)
を参照のこと。ここでの好ましい標識は、西洋ワサビペルオキシダーゼ及びアルカリフォ
スファターゼ等の酵素である。抗体への酵素を含むそのような標識のコンジュゲーション
は、免疫アッセイ技術において当業者に標準的な操作法である。例えば、O'Sullivan等, 
"Methods for Preparation of Enzyme-Antibody Conjugates for Use in Enzyme Immunoa
ssay,"　Methods in Enzymology, J. J. Langone及びH. Van Vunakis編, 73巻(Academic 
Press, ニューヨーク, ニューヨーク, 1981), 147-166頁を参照のこと。
【０３３０】
　ある実施態様では、抗体は不溶性基質に固定される。固定化は、溶液で遊離に存在する
あらゆるＶＥＧＦから抗ＶＥＧＦ抗体を分離することを伴う。これは、常套的には、水不
溶性基質又は表面への吸着による(Bennich等, 米国特許第３７２０７６０号)か、又は共
有結合により(例えば、グルタルアルデヒド架橋を利用して)アッセイ手順前に抗ＶＥＧＦ
抗体を不溶化するか、あるいは例えば免疫沈降による抗ＶＥＧＦ抗体とＶＥＧＦの間の複
合体の形成後に抗ＶＥＧＦ抗体を不溶化することによって、達成される。
【０３３１】
　ＶＥＧＦへの抗ＶＥＧＦ抗体の結合を検出するため使用されるアッセイには、限定する
ものではないが、当該分野でよく知られている抗原結合アッセイ、例えばウェスタンブロ
ット、ラジオイムノアッセイ、ＥＬＩＳＡ（酵素結合免疫吸着検定法）、競合及び「サン
ドウイッチ」アッセイ、免疫沈降アッセイ、蛍光免疫アッセイ、プロテインＡ免疫アッセ
イ、免疫組織化学（ＩＨＣ）及び立体阻害アッセイが含まれる。
【０３３２】
　一実施態様では、試料におけるタンパク質の発現は、免疫組織化学及び染色プロトコー
ルを用いて試験しうる。組織切片の免疫組織化学染色は、試料中のタンパク質の存在を評
価ないしは検出するための確実な方法であることが示されている。免疫組織学法(「ＩＨ
Ｃ」)技術は、抗体を用いて、一般的には発色性又は蛍光性方法によって、インサイツで
細胞性抗原を探索して視覚化する。試料の調製では、哺乳動物(典型的にはヒト患者)の組
織又は細胞試料を用いることができる。試料の例として、大腸、乳房、前立腺、卵巣、肺
、胃、膵臓、リンパ系及び白血球などの癌細胞が含まれるが、これらに限定するものでは
ない。該試料は、限定するものではないが、外科的切除、吸引又は生検を含む当該分野で
知られている様々な手順によって得ることができる。組織は新鮮なものでも凍結したもの
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でもよい。一実施態様では、試料は固定され、パラフィンなどに包埋される。組織試料は
常套的な方法によって固定(すなわち保存)されうる。当業者であれば、組織学的染色ない
しは他の分析に供する試料の目的に応じて固定液の選択をなすことは分かるであろう。ま
た、当業者であれば、組織試料の大きさ及び用いる固定液に応じて固定の長さを決定する
ことも理解するであろう。
【０３３３】
　ＩＨＣは、形態学的染色及び／又は蛍光発光インサイツハイブリダイゼーションなどの
付加的な技術と組み合わせて実施されうる。ＩＨＣの直接アッセイ及び間接アッセイの２
つの一般的な方法が利用できる。第一のアッセイでは、標的抗原(例えばＶＥＧＦ)に対す
る抗体の結合は、直接的に測定される。この直接アッセイは、更なる抗体相互作用を必要
とせずに可視化されうる蛍光タグ又は酵素標識一次抗体などの標識された試薬を用いる。
典型的な間接アッセイでは、コンジュゲートしていない一次抗体が抗原と結合し、ついで
標識された二次抗体が一次抗体と結合する。二次抗体が酵素標識にコンジュゲートされる
場合、抗原を視覚化させるために発色性又は蛍光発生基質が加えられる。二次抗体の中に
は一次抗体上の異なるエピトープと反応するものもあるので、シグナルの増幅が起こる。
典型的には、免疫組織化学に使用する一次及び／又は二次抗体は、検出可能な部分で標識
される。
【０３３４】
　上で検討した試料調製手順以外に、ＩＨＣ前、ＩＨＣの間又はＩＨＣ後に組織切片の更
なる処置が所望されうる。例えば、クエン酸塩バッファー中で組織サンプルを加熱するな
どのエピトープ検索方法が実施されうる(例として、Leong 等 Appl. Immunohistochem. 4
(3): 201 (1996)を参照)。
【０３３５】
　場合によって行うブロック処置の後に、一次抗体が組織試料中の標的タンパク質抗原と
結合するような好適な条件下と十分な時間、組織切片を一次抗体に曝露させる。これを達
成するための好適な条件は常套的な実験によって決定できる。試料に対する抗体の結合の
度合いは、上で検討した検出可能な標識の何れか一つを用いて決定される。好ましくは、
標識は、３，３’－ジアミノベンジジンクロモゲンなどの発色性基質の化学変化を触媒す
る酵素標識(例えばＨＲＰＯ)である。好ましくは、酵素標識は、一次抗体に特異的に結合
する抗体にコンジュゲートさせる(例えば、一次抗体はウサギポリクローナル抗体であり
、二次抗体はヤギ抗ウサギ抗体である)。
【０３３６】
　このようにして調製される検査材料をマウントし、カバーグラスをかけてもよい。その
後、例えば顕微鏡を使用してスライドの評価を行い、当該分野で常套的に使用されている
染色強度判定基準を用いることができる。染色強度判定基準は以下の通りに評価されうる
：
【０３３７】

【０３３８】
　典型的には、ＩＨＣアッセイの約２＋以上の染色パターンスコアは診断及び／又は予後
を予測するものである。ある実施態様では、約１＋以上の染色パターンスコアは診断及び
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／又は予後を予測するものである。他の実施態様では、約３以上の染色パターンスコアは
診断及び／又は予後を予測するものである。腫瘍又は結腸腺腫の細胞及び／又は組織をＩ
ＨＣを用いて試験する場合、一般的に、染色は(試料中に存在しうる間質性又は周辺組織
とは対照的に)腫瘍細胞及び／又は組織内で決定され又は評価されることが理解される。
【０３３９】
　競合アッセイ又はサンドイッチアッセイとして知られている他のアッセイ方法も十分に
確立されており、市販の診断法産業において広く使われている。
【０３４０】
　競合アッセイは、限られた数の抗ＶＥＧＦ抗体抗原結合部位について試験試料ＶＥＧＦ
と競合するトレーサーＶＥＧＦ類似体の能力に依存する。一般的に、抗ＶＥＧＦ抗体は、
競合の前又は競合の後に不溶化し、ついで抗ＶＥＧＦ抗体に結合したトレーサーとＶＥＧ
Ｆを結合していないトレーサーとＶＥＧＦから分離する。この分離は、デカント（結合パ
ートナーが予め不溶化された場合)か、又は遠心分離する(結合パートナーが競合反応の後
で沈殿した場合)ことにより達成される。試験試料ＶＥＧＦの量は、マーカー物質の量で
測定される結合トレーサーの量に反比例する。ＶＥＧＦの既知量による用量反応曲線を作
成して、試験結果と比較して、試験試料に存在するＶＥＧＦの量を定量的に決定する。検
出可能なマーカーとして酵素が用いられる場合、これらのアッセイはＥＬＩＳＡ系と呼ば
れる。
【０３４１】
　「均質な」アッセイと呼ばれる競合アッセイの他の種類は、相分離を必要としない。こ
こで、ＶＥＧＦと酵素とのコンジュゲートが調製され、抗ＶＥＧＦ抗体がＶＥＧＦに結合
する場合に抗ＶＥＧＦ抗体の存在により酵素活性が修飾されるように用いられる。この場
合、ＶＥＧＦ又はその免疫学的に活性な断片が、二官能性有機架橋によって、ペルオキシ
ダーゼなどの酵素にコンジュゲートされる。抗ＶＥＧＦ抗体の結合が標識の酵素活性を阻
害するか又は強化するために、抗ＶＥＧＦ抗体との使用のためにコンジュゲートが選別さ
れる。この方法自体は、ＥＭＩＴという名前で広く実施されている。
【０３４２】
　立体的コンジュゲートは、均質なアッセイの立体障害方法で用いられる。ハプテンに対
する抗体は抗ＶＥＧＦ抗体と同時にコンジュゲートを結合することが実質的にできないの
で、これらのコンジュゲートは低分子量のハプテンを小さいＶＥＧＦ断片に共有的に結合
させることにより合成される。このアッセイ手順で、試験試料に存在するＶＥＧＦが抗Ｖ
ＥＧＦ抗体を結合し、それによって、抗ハプテンがコンジュゲートを結合でき、その結果
、コンジュゲートハプテンの性質の変化、例えばハプテンが蛍光体である場合の蛍光の変
化が生じる。
【０３４３】
　サンドイッチアッセイは、ＶＥＧＦ又は抗ＶＥＧＦ抗体の測定のために特に有用である
。一連のサンドイッチアッセイでは、固定された抗ＶＥＧＦ抗体を用いて、試験試料ＶＥ
ＧＦを吸着し、洗浄によって試験試料を除去し、結合したＶＥＧＦを用いて第二の標識し
た抗ＶＥＧＦ抗体を吸着して、結合した材料をついで残留するトレーサーから分離する。
結合したトレーサーの量は、試験試料ＶＥＧＦに正比例する。「同時の」サンドイッチア
ッセイでは、試験試料は、標識した抗ＶＥＧＦを加える前には分離されない。一抗体とし
て抗ＶＥＧＦモノクローナル抗体を、他方の抗体としてポリクローナル抗ＶＥＧＦ抗体を
用いる一連のサンドイッチアッセイは、試料をＶＥＧＦについて試験する際に有用である
。
【０３４４】
　前記のものはＶＥＧＦのための単に例示的な検出アッセイである。ＶＥＧＦの決定のた
めに抗ＶＥＧＦ抗体を使用する現在又はこれから開発される他の方法もこの範囲内に含め
られる。
【０３４５】
　診断又は検出の上記実施態様の何れかは、抗ＶＥＧＦ抗体の代わりに又はそれに加えて
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本発明の免疫コンジュゲートを使用して実施することができる。
【０３４６】
製造品
　本発明の他の態様では、上述の疾患の治療、予防及び／又は診断に有用な物質を含む製
造品が提供される。該製造品は容器と該容器の又は該容器に付随するラベル又はパッケー
ジ挿入物を具備する。好適な容器には、例えば、ビン、バイアル、シリンジ等々が含まれ
る。容器は、様々な材料、例えばガラス又はプラスチックから形成されうる。容器は、そ
れのみによって又は他の組成物と組み合わせて症状を治療、予防及び／又は診断するのに
有効な組成物を収容し、滅菌アクセスポートを有しうる（例えば、容器は皮下注射針が貫
通可能なストッパーを有するバイアル又は静脈内投与溶液バッグでありうる）。組成物中
の少なくとも一つの活性剤は本発明の抗体又は免疫コンジュゲートである。ラベル又はパ
ッケージ挿入物は、組成物が選択した症状の治療に使用されることを示す。更に、製造品
は、（ａ）組成物を中に収容し、その組成物が本発明の抗体又は免疫コンジュゲートを含
む第一の容器と；（ｂ）組成物を中に収容し、その組成物が更なる細胞傷害剤又は他の治
療剤を含む第二の容器とを含みうる。本発明のこの実施態様における製造品は、組成物を
特定の症状の治療に使用することができることを示しているパッケージ挿入物を更に含む
。あるいは、もしくは付加的に、製造品は、薬学的に許容されるバッファー、例えば注射
用の静菌水（ＢＷＦＩ）、リン酸緩衝生理食塩水、リンガー液及びデキストロース溶液を
含む第二の（又は第三の）容器を更に具備してもよい。更に、他のバッファー、希釈剤、
フィルター、針、シリンジを含む、商業上及び使用者の見地から望ましい他の材料を含ん
でもよい。
【０３４７】
　次の実施例は本発明の実施を単に例証するためのものであり限定するものではない。こ
こで引用される全ての特許及び科学文献の開示はその全体が出典明示により明示的にここ
に援用される。
【実施例】
【０３４８】
実施例１
抗ＶＥＧＦ抗体の生産と特徴付け
　合成ファージ抗体ライブラリーを、重鎖及び軽鎖の相補性決定領域（ＣＤＲ）内に多様
性を導入することにより(Lee, C. V.等 J Mol Biol 340, 1073-93 (2004))単一フレーム
ワーク（ヒト化抗ＥｒｂＢ２抗体，４Ｄ５）に構築した。簡単に言うと、ファージディス
プレイ合成抗体ライブラリーを、重鎖相補性決定領域（ＣＤＲ）内の溶媒暴露位置に合成
多様性を導入することによって単一ヒトフレームワークに構築した。ライブラリー性能を
改善するために、一価及び二価抗原結合断片（Ｆａｂ）ライブラリーを構築し、アミノ酸
組成及びＣＤＲ長を変化させることによって異なったＣＤＲ－Ｈ３多様性を探索した。つ
いで、ライブラリーを、ＣＤＲ－Ｈ３長の変動性を増大させ、天然のＣＤＲ－Ｈ３　配列
のアミノ酸組成を模倣したオーダーメイドのコドンを使用して拡張した。単一のスキャフ
ォールドにディスプレイした完全に合成のＣＤＲを持つこれらライブラリーを使用して、
高親和性抗体を産生した。単一の鋳型を持つ合成抗体を生産するための方策及び方法の更
なる詳細については、その全体の開示を出典明示によりここに明示的に援用する２００５
年２月１０日に公開された国際公開第２００５／０１２３５９号を参照のこと。
【０３４９】
　ナイーブライブラリーを持つ溶液相パンニングを溶液中のビオチン化マウスＶＥＧＦに
対して実施し、ついでＭａｘｉＳｏｒｐＴＭイムノプレートに固定した５ｕｇ／ｍｌのニ
ュートラアビジンによって捕捉した。ビオチン化マウスＶＥＧＦの減少濃度での３回の選
択後、クローンを無作為に拾い、特異的バインダーを、ファージＥＬＩＳＡを使用して同
定した。各陽性ファージクローンに対して、重鎖及び軽鎖の可変領域を、完全長ＩｇＧ鎖
を発現するように操作されたｐＲＫ発現ベクター中にサブクローン化した。重鎖及び軽鎖
コンストラクトを２９３又はＣＨＯ細胞中に同時形質移入し、発現された抗体を、プロテ
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インＡアフィニティカラムを使用して無血清培地から精製した。親和性成熟のためには、
興味ある初期クローンから誘導されたＣＤＲループの異なった組合せ（ＣＤＲ－Ｈ１及び
Ｈ２、ＣＤＲ－Ｌ１、Ｌ２及びＬ３）を持つファージライブラリーを、ソフトな無作為化
方策によって構築し、各々選択された位置を非野生型残基に変異させ、又は約５０：５０
の頻度で野生型として維持した。ついで、高親和性クローンを、記載されたようにビオチ
ン化ヒトＶＥＧＦに対する４回の溶液相パンニングを通じて同定した。減少したビオチン
化抗原濃度はパンニングにおけるより高いストリンジェンシーを可能にした。
【０３５０】
実施例２
抗ＶＥＧＦ抗体結合親和性
　抗ＶＥＧＦ ＩｇＧの結合親和性を決定するために、ＢＩＡｃｏｒｅＴＭ－３０００機
器を用いた表面プラズモン共鳴（ＳＲＰ）測定を使用した。カルボキシメチル化デキスト
ランバイオセンサーチップ(CM5, BIAcore Inc.)を、供給者の指示に従って、Ｎ－エチル
－Ｎ’－（３－ジメチルアミノプロピル）－カルボジイミド塩酸塩（ＥＤＣ）及びＮ－ヒ
ドロキシスクシンイミド（ＮＨＳ）で活性化した。ヒト又はマウスＶＥＧＦを固定して、
およそ６０反応単位（ＲＵ）の結合タンパク質を達成した。図１０を参照のこと。動態測
定では、２倍連続希釈の抗ＶＥＧＦ ＩｇＧ（７．８ｎＭから５００ｎＭ）を、２５ｍｌ
／分の流量で３７℃にてＰＢＴバッファー（０．０５％（ｖ／ｖ）のＴｗｅｅｎ２０を含
むＰＢＳ）中で別個に注射した。会合速度（ｋｏｎ）及び解離速度（ｋｏｆｆ）を、二価
結合モデル（ＢＩＡｃｏｒｅ評価ソフトウェアバージョン３．２）を使用して計算した。
平衡解離定数（ＫＤ）を比ｋｏｆｆ／ｋｏｎとして計算した。
【０３５１】
　Ｂ２０．４．１の測定できない解離速度のため、ＩｇＧｓを固定化しておよそ１０００
反応単位（ＲＵ）の結合タンパク質を達成した。図１１を参照のこと。２倍連続希釈のヒ
ト又はマウスＶＥＧＦ（７．８ｎＭから５００ｎＭ）を、２５ｍｌ／分の流量で３７℃に
てＰＢＴバッファー（０．０５％（ｖ／ｖ）のＴｗｅｅｎ２０を含むＰＢＳ）中で注射し
た。会合速度（ｋｏｎ）及び解離速度（ｋｏｆｆ）を、単純なものから一つのラングミュ
ア結合モデル（ＢＩＡｃｏｒｅ評価ソフトウェアバージョン３．２）を使用して計算し、
平衡解離定数（ＫＤ）を得た。
【０３５２】
実施例３
ＨＵＶＥＣチミジン取り込みアッセイ
　ＶＥＧＦ誘導細胞増殖を阻害することにより抗ＶＥＧＦ抗体の機能を研究するために、
ＨＵＶＥＣチミジン取り込みアッセイを実施した。ヒト臍帯静脈内皮細胞（ＨＵＶＥＣ）
 (Clontech, Mountain View, CA)を、記載されているようにして増殖させ、アッセイした
。およそ３０００のＨＵＶＥＣを、９６ウェル細胞培養プレートの各ウェルに播種し、ダ
ルベッコ変法イーグル培地（ＤＭＥＭ）／１．５％（ｖ／ｖ）仔ウシ血清を補填したＦ１
２培地（アッセイ培地）中で１８時間インキュベートした。固定量のヒトＶＥＧＦ（０．
１ｎＭの最終濃度）を含む新鮮なアッセイ培地を、準最大のDNA合成を刺激することがで
きるＶＥＧＦを最初に用量決定することによって決定し、増加濃度の抗ＶＥＧＦ ＩｇＧ
をついで細胞に加えた。３７℃で１８時間のインキュベーション後、細胞を０．５ｍＣｉ
／ウェルの［３Ｈ］チミジンで２４時間パルス処理し、収集し、記載されたようにTopCou
nt Microplate シンチレーションカウンターを用いて計数した。
　ＨＵＶＥＣチミジン取り込みアッセイは、Ｂ２０変異体が効果的にＨＵＶＥＣ細胞増殖
を阻害できることを示している。図１２は、Ｂ２０－４．１．１及びＢ２０－４．１．１
ＲＲがＧ６－３１と同様の阻害性を有していることを示している。
【０３５３】
実施例４
内皮細胞細胞増殖アッセイ
　Ｂ２０－４．１．１の結合特異性及びブロック活性を決定するために、ウシ網膜微小血
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管内皮細胞（ＢＲＭＥ）を使用する細胞ベースアッセイを実施し、ここで、抗体を、ヒト
又はマウスＶＥＧＦ誘導細胞増殖をブロックするその能力について試験した。増殖培地（
１０％のウシ血清、２ｍＭのグルタミン、及び抗生物質を補填した低グルコースＤＭＥＭ
）中の９６ウェルプレートに５００細胞／ウェルの密度でＢＲＭＥを播種した。阻害アッ
セイに対しては、Ｂ２０－４．１．１を三通りのウェルに示された濃度（ｎｇ／ｍｌ）で
加えた（図１３）。０．５時間後、ヒトＶＥＧＦ－Ａ（ｈＶＥＧＦ）又はマウスＶＥＧＦ
－Ａ（ｍＶＥＧＦ）を最終濃度６ｎｇ／ｍｌまで加えた。６から７日後に、細胞増殖をア
ラマーブルー(BioSource; Invitrogen)によって決定した。蛍光は５３０ｎｍの励起波長
及び５９０ｎｍの発光波長でモニターした。
　図１３に示されるように、Ｂ２０－４．１．１はｈＶＥＧＦ及びｍＶＥＧＦ双方のＢＲ
ＭＥ増殖を促進する能力を減少させた。図１６に示されるように、アバスチン抗体はＢＲ
ＭＥ増殖を促進するｈＶＥＧＦの能力を減少させた。１５００ｎＭまでのアバスチン抗体
濃度でｍＶＥＧＦの阻害が観察されなかったので、アバスチン抗体は、ｍＶＥＧＦ誘導増
殖を阻害しなかった。
【０３５４】
実施例５
腫瘍阻害インビボ実験
　Ａ５４９細胞（ヒト肺癌細胞）及びＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞　（ヒト乳癌細胞）を細胞
培養で増殖させ、～５×１０６細胞／マウスの細胞密度で８から１２週齢のベージュのヌ
ードマウスに皮下注射した。腫瘍細胞接種の４８時間後、又は腫瘍がおよそ２００ｍｍ３

のサイズに達したときに、マウス（ｎ＝１０）に５ｍｇ／ｋｇの濃度のＢ２０－４．１．
１又はビヒクルバッファーを腹腔内注射した。その後、抗体を毎週２回投与した。示され
た時点で腫瘍体積をノギスで測定した。
　図１４及び１５に示されるように、Ｂ２０－４．１．１は、Ａ５４９細胞（図１４）又
はＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞（図１５）の何れかが注射されたマウスの腫瘍体積を効果的に
減少させた。　
【０３５５】
　上記明細書において、本発明は所定の実施態様を参照して説明したが、それに限定され
るものではない。確かに、ここに示され記載されたものに加えて本発明の様々な変更が上
記明細書から当業者には明らかであり、添付の特許請求の範囲に入るであろう。
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