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(57)【要約】
　糖尿病性黄斑浮腫、加齢黄斑浮腫、脈絡膜血管新生、糖尿病性網膜症、外傷、眼虚血お
よびぶどう膜炎などの血管不安定性、血管漏出および血管新生により特徴づけられる眼疾
患または状態を治療する方法を開示する。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　眼疾患を治療または予防する方法であって、対象に有効量のΗΡΤΡβ－ＥＣＤ結合剤
またはその薬剤的に許容可能な塩を含む組成物を投与することを含む、方法。
【請求項２】
　前記組成物が薬剤的に許容可能な担体をさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記眼疾患が、眼の血管新生、眼の浮腫、網膜浮腫、網膜血管新生、糖尿病性網膜症、
糖尿病性黄斑浮腫、加齢黄斑変性症、脈絡膜血管新生、網膜中心静脈閉塞症、網膜静脈分
枝閉塞症、眼外傷、手術による浮腫、手術による血管新生、嚢胞様黄斑浮腫、眼虚血、非
増殖性網膜症、網膜血管腫性増殖、黄斑毛細血管拡張症またはぶどう膜炎である、請求項
１または請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記眼疾患が網膜浮腫である、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　前記眼疾患が網膜血管新生である、請求項３に記載の方法。
【請求項６】
　前記眼疾患が糖尿病性網膜症である、請求項３に記載の方法。
【請求項７】
　前記眼疾患が糖尿病性黄斑浮腫である、請求項３に記載の方法。
【請求項８】
　ＨＰＴＰβ－ＥＣＤ結合剤が、ＨＰＴＰβの細胞外部分に結合する抗体、タンパク質、
ペプチド、アプタマー、ペプチボディー、アドネクチンまたは核酸である、請求項１～７
のいずれかに記載の方法。
【請求項９】
　前記ＨＰＴＰβ－ＥＣＤ結合剤が、モノクローナル抗体若しくはその抗原結合断片また
はポリクローナル抗体若しくはその抗原結合断片である、請求項１～７のいずれかに記載
の方法。
【請求項１０】
　前記ＨＰＴＰβ－ＥＣＤ結合剤が、モノクローナル抗体またはその抗原結合断片である
、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　前記ＨＰＴＰβ－ＥＣＤ結合剤が、ハイブリドーマ細胞株ＡＴＣＣ番号ＰＴＡ－７６８
０により産生されたモノクローナル抗体またはその抗原結合断片である、請求項１～７の
いずれかに記載の方法。
【請求項１２】
　前記ＨＰＴＰβ－ＥＣＤ結合剤が、ハイブリドーマ細胞株ＡＴＣＣ番号ＰＴＡ－７６８
０により産生された前記モノクローナル抗体またはその抗原結合断片と同じまたは実質的
に同じ生物学的特徴を有する、請求項１～８のいずれかに記載の方法。
【請求項１３】
　前記ＨＰＴＰβ－ＥＣＤ結合剤が抗体の抗原結合断片であり、前記抗原結合断片はＦ（
ａｂ’）２、Ｆａｂ、Ｆａｂの二量体、Ｆｖ、Ｆｖの二量体、またはｓｃＦｖの二量体で
ある、請求項９～１２のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１４】
　前記ＨＰＴＰβ－ＥＣＤ結合剤が抗体の抗原結合断片であり、前記抗原結合断片はＦ（
ａｂ’）２、Ｆａｂの二量体、Ｆｖの二量体、またはｓｃＦｖの二量体である、請求項９
～１２のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１５】
　前記ＨＰＴＰβ－ＥＣＤ結合剤が、タンパク質、ペプチド、アプタマー、ペプチボディ
ー、核酸またはアドネクチンである、請求項８に記載の方法。



(3) JP 2014-532072 A 2014.12.4

10

20

30

40

50

【請求項１６】
　前記対象に投与される前記ＨＰＴＰβ－ＥＣＤ結合剤またはその薬剤的に許容可能な塩
の用量が、前記対象の体重により約０．０１ｍｇ／ｋｇ～約５００ｍｇ／ｋｇである、請
求項１～１５のいずれかに記載の方法。
【請求項１７】
　前記対象に投与される前記ＨＰＴＰβ－ＥＣＤ結合剤またはその薬剤的に許容可能な塩
の用量が、前記対象の体重により約０．１ｍｇ／ｋｇ～約１０ｍｇ／ｋｇである、請求項
１～１５のいずれかに記載の方法。
【請求項１８】
　前記用量が、１日１回、毎週３回、毎週２回、毎週１回、毎月３回、毎月２回、毎月１
回、および隔月に１回で投与される、請求項１６または請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　前記ＨＰＴＰβ－ＥＣＤ結合剤がビヒクルに結合されている、請求項１～１８のいずれ
か一項に記載の方法。
【請求項２０】
　前記ビヒクルがＰＥＧである、請求項１９に記載の方法。
【請求項２１】
　前記ＨＰＴＰβ－ＥＣＤ結合剤が眼内注射により投与される、請求項１～２０のいずれ
か一項に記載の方法。
【請求項２２】
　前記ＨＰＴＰβ－ＥＣＤ結合剤が皮下注射により投与される、請求項１～２０のいずれ
か一項に記載の方法。
【請求項２３】
　前記ＨＰＴＰβ－ＥＣＤ結合剤が静脈内注射により投与される、請求項１～２０のいず
れか一項に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願の相互参照
　本願は、２０１１年１０月１３日に出願された米国仮特許出願第６１／５４６，７０８
号の優先権を主張する。米国仮特許出願第６１／５４６，７０８号の全容を参照により本
明細書に組み込む。
【０００２】
　電子提出資料の参照による組込
　全容を参照により組み込まれるのは、本明細書と共に同時に提出され、次のように特定
されるコンピューター可読配列表である：９２ＫＢのＡＳＣＩＩ（テキスト）ファイル１
件、ファイル名「233106-331562_Seq_Listing_ST25.txt」、２０１２年１０月１２日午後
１２時４２分作成。
【０００３】
　眼の浮腫、眼の血管新生、糖尿病性黄斑浮腫、加齢黄斑変性症、脈絡膜血管新生、糖尿
病性網膜症、網膜静脈閉塞（中心または分枝）、眼虚血、眼外傷、手術による浮腫および
ぶどう膜炎などの、血管不安定性、血管漏出および血管新生により特徴づけられる眼疾患
または病状を治療する方法。
【背景技術】
【０００４】
　眼は、視力の維持に重要な眼の構成要素に供給する、複数の構造的および機能的に異な
る血管床を含む。これらには、網膜のそれぞれ内部および外部に供給する網膜血管系およ
び脈絡膜血管系と、角膜の周囲に位置する角膜縁血管系が含まれる。これら血管床の正常
な構造または機能を損なう傷害および疾患は、視力障害および失明の筆頭原因として挙げ
られる。例えば、糖尿病性網膜症は、網膜血管系に影響を及ぼす最も一般的な疾患であり



(4) JP 2014-532072 A 2014.12.4

10

20

30

40

50

、米国の労働年齢人口の視力喪失の筆頭原因である。傷害または疾患の二次的な角膜血管
新生はさらに別分類の、重篤な視力障害をもたらし得る眼血管疾患である。
【０００５】
　「黄斑変性症」は、一般的な医学用語であり、網膜中央の黄斑領域の細胞と組織の変性
による視力の漸進的損失または障害を含む、複数の疾患の症候群のすべてに適用される。
黄斑変性症は、非滲出性（乾燥型）または滲出性（湿潤型）の２タイプのいずれかとして
しばしば特徴付けられる。どちらのタイプも両眼性かつ進行性であるが、それぞれのタイ
プが異なる病理学的過程を反映し得る。加齢黄斑変性症（ＡＭＤ）の湿潤型は、最も典型
的な脈絡膜血管新生のタイプで、高齢者の筆頭失明原因である。ＡＭＤは６０歳以上の何
百万人もの米国人に影響を及ぼし、高齢者における新たな失明の筆頭原因である。
【０００６】
　脈絡膜新生血管膜（ＣＮＶＭ）は多様な網膜疾患に関連する問題であるが、加齢黄斑変
性症と最も関係深い。ＣＮＶＭでは、脈絡膜（網膜直下の血管に富んだ組織層）から出た
異常な血管が網膜層を通って成長する。これらの新たな血管は非常に脆いので容易に破れ
、網膜の層内に血液と体液が貯留される原因となる。
【０００７】
　糖尿病（真性糖尿病）は代謝性疾患であり、膵臓がインスリンを産生することまたは産
生されたインスリンを使用することができないことを原因とする。最も一般的な糖尿病の
タイプは、Ｉ型糖尿病（しばしば若年発症糖尿病と呼ばれる）およびＩＩ型糖尿病（しば
しば成人発症糖尿病と呼ばれる）である。Ｉ型糖尿病は、インスリン産生細胞の欠失によ
り体がインスリンを産生できない結果生じ、現在は当人がインスリンを注射することを必
要とする。ＩＩ型糖尿病は一般に、インスリン耐性、つまり細胞がインスリンを適切に使
用できない状態により生じる。ＩＩ型糖尿病は、インスリン欠乏の構成要素も有し得る。
【０００８】
　糖尿病は、ほとんどの先進国において視力喪失と失明の筆頭原因である糖尿病性網膜症
（ＤＲ）および糖尿病性黄斑浮腫（ＤＭＥ）を含む眼の状態または疾患を含む多くの疾患
状態の直接的原因である。世界中で増加しつつある糖尿病人口は、ＤＲとＤＭＥが将来も
引き続き視力喪失とそれに付随する機能障害の主要な原因となることを示唆している。
【０００９】
　糖尿病性網膜症は、眼の後部の光を感じる組織（網膜）の血管の損傷を原因とする、糖
尿病の合併症である。糖尿病性網膜症は最初は何ら症状がないかまたは軽度な視力問題の
原因となるのみである。しかし、糖尿病性網膜症は徐々に失明につながり得る。糖尿病性
網膜症はＩ型糖尿病またはＩＩ型糖尿病をもっていれば誰でも発症し得る。
【００１０】
　最初のステージでは、非増殖性網膜症、毛細血管瘤が網膜の微小血管内で生じる。疾患
が進行すると、これらの血管のより多くが損傷するか詰まり、網膜のこれらの領域は栄養
供給のため新血管を成長させるよう局所組織にシグナルを送る。このステージは、増殖性
網膜症と呼ばれている。新血管は、網膜と、眼の内部を満たす透明な硝子体ゲル表面に沿
って成長する。
【００１１】
　これらの血管自体が症状または視力喪失の原因となるわけではない。しかし、これらの
新血管は薄く脆い壁を有するので、タイムリーな治療をしなければ血液（全血またはその
構成要素）を漏出しかねず、血液漏出は重篤な視力喪失または失明さえもたらし得る。
【００１２】
　また、体液は、鋭敏な、真っ直ぐ前方の視覚が生じる眼の部位である黄斑の中心部内に
漏出し得る。体液とそれに付随するタンパク質は黄斑上または下に堆積し始め、その結果
、患者の中心視覚は歪んでくる。この状態は黄斑浮腫と呼ばれている。これは糖尿病性網
膜症のどのステージでも発症し得るが、疾患の進行にしたがって発症しやすい。増殖性網
膜症を有する人の約半数が黄斑浮腫も有する。
【００１３】
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　ぶどう膜炎は、ぶどう膜が炎症をきたす状態である。眼はテニスボールとよく似た形状
をしており、内部は空洞になっていて、異なる３つの組織層が中心の腔を取り囲んでいる
。最外層は強膜（眼の白い被覆）であり、最内層は網膜である。強膜と網膜の間の中央層
はぶどう膜と呼ばれている。ぶどう膜は眼に栄養を与える血管の多くを含む。ぶどう膜炎
の合併症には、緑内障、白内障または新血管形成（血管新生）が含まれる。
【００１４】
　滲出性（湿潤型）黄斑変性症、糖尿病性網膜症、糖尿病性黄斑浮腫、脈絡膜新生血管膜
、ぶどう膜炎または眼外傷の合併症に対する現在利用可能な介入には、レーザー光凝固治
療、低線量放射線（遠隔照射治療）および血管新生膜の外科的除去（硝子体切除）が含ま
れる。レーザー治療の成功率は限られており、当初はレーザー治療に応答する選択された
脈絡膜新生血管膜は再発率が高い。レーザー治療を原因とする失明の可能性もある。低線
量放射線を適用しても、脈絡膜血管新生の退縮は有効に誘発されない。最近、血管内皮増
殖因子（ＶＥＧＦ）アンタゴニスト、ラニビズマブおよびアフリベルセプトが、加齢黄斑
変性症、糖尿病性黄斑浮腫および網膜静脈閉塞（ＲＶＯ）への使用を承認された。
【００１５】
　（ＲＶＯ）は、糖尿病性網膜症の次に最も一般的な網膜血管疾患である。網膜静脈還流
が有効に閉塞されている領域により、網膜中心静脈閉塞症（ＣＲＶＯ）、半側網膜静脈閉
塞症（ＨＲＶＯ）または網膜静脈分枝閉塞症（ＢＲＶＯ）のいずれかに大きく分類される
。これらにはそれぞれ２つのサブタイプがあることが観察されている。ＲＶＯの症状は一
般に、網膜血管蛇行、網膜出血（染み状および火炎状）、綿状白斑、視神経円板膨張およ
び黄斑浮腫からなる眼底所見の任意の組合せを含む様々な無痛の失明を含む。網膜出血は
、ＣＲＶＯでは眼底の４つの４分円のすべてに見いだされるが、ＨＲＶＯではこれらは眼
底半球の上方か下方のいずれかに限定されている。ＢＲＶＯでは、出血は主として網膜静
脈内の閉塞により還流される領域に特化されている。
【００１６】
　したがって、血管不安定性、血管漏出および血管新生に特徴づけられる眼疾患を治療す
る方法が長い間、相当に必要とされている。
【発明の概要】
【００１７】
　細胞外部分に結合し、ヒトタンパク質チロシンホスファターゼベータ（ＨＰＴＰβ）を
阻害する剤が開示される。眼の浮腫、眼の血管新生、糖尿病性黄斑浮腫、加齢黄斑変性症
、脈絡膜血管新生、糖尿病性網膜症、網膜静脈閉塞（中心または分枝）、眼虚血、眼外傷
、手術による浮腫およびぶどう膜炎などの、血管不安定性、血管漏出および血管新生によ
り特徴づけられる眼疾患または状態を治療する方法も開示される。
【図面の簡単な説明】
【００１８】
【図１】モノクローナル抗体Ｒ１５Ｅ６は内皮細胞上の内在性ΗΡΤΡβを認識する。（
パネルＡ）内皮細胞溶解物は対照抗体（レーン１）、Ｒ１５Ｅ６（レーン２）、または抗
Ｔｉｅ２抗体と抗ＶＥＧＦＲ２抗体の混合物（レーン３）を用いて免疫沈降される。免疫
沈降物は、ＳＤＳ－ＰＡＧＥで分離され、ＰＶＤＦ膜に転写され、Ｒ１５Ｅ６、抗Ｔｉｅ
２および抗ＶＥＧＦＲ２抗体の混合物を用いてウエスタンブロットにより検出される。Η
ΡΤΡβと一致する１つの主要な高分子量バンドがＲ１５Ｅ６（レーン２）では見られる
が、対照抗体（レーン１）または抗Ｔｉｅ２および抗ＶＥＧＦＲ２混合物（レーン３）で
は見られない。（パネルＢ）内皮細胞をＲ１５Ｅ６（白色ピーク）または１次抗体なしの
対照（黒色ピーク）を用いるＦＡＣＳ分析に供する。強力な蛍光シフトは、Ｒ１５Ｅ６が
無傷の内皮細胞の表面でＨＰＴＰβに結合することを示す。
【図２】モノクローナル抗体Ｒ１５Ｅ６がＨＵＶＥＣにおけるＴｉｅ２受容体活性化を増
大させる。Ｔｉｅ２活性化は、実施例４に記載するように、ヒト内皮細胞において測定さ
れる。Ｒ１５Ｅ６は、基礎のおよびＡｎｇ１に誘導されるＴｉｅ２活性化の両方を用量依
存的に増大させる。
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【図３】眼のレーザー傷害後１４日目の、１μｇまたは２μｇの抗ＶＥ－ＰＴＰ細胞外ド
メイン抗体の硝子体内注射により片眼を処置され、もう一方の眼に対照で同様の処置をさ
れた、Ｃ５７ＢＬ／６マウスにおける脈絡膜血管新生の平均面積のグラフ表示である。
【図４】マウスを７５％の酸素雰囲気中にＰ５～Ｐ１２まで閉じ込め、大気に戻したとき
Ｐ１２に抗ＶＥ－ＰＴＰ細胞外ドメイン抗体の硝子体内注射をした後の、Ｐ１７日目のＣ
５７ＢＬ／６マウスの網膜血管新生の平均面積（ｍｍ２）を示す。
【図５】ビヒクルまたは２μｇの抗ＶＥ－ＰＴＰ細胞外ドメイン抗体の硝子体内注射後の
酸素誘発網膜症モデルにおけるマウス網膜の代表的な蛍光顕微鏡写真を示す。
【図６】マウスを７５％の酸素雰囲気中にＰ５～Ｐ１２まで閉じ込め、Ｐ１２に大気に戻
し、１ｍｇ／ｋｇの抗ＶＥ－ＰＴＰ細胞外ドメイン抗体をＰ１２、１４および１６日目に
皮下投与した後の、Ｐ１７日目のＣ５７ＢＬ／６マウスの網膜血管新生平均面積（ｍｍ２

）を示す。
【図７】マウスを７５％の酸素雰囲気中にＰ５～Ｐ１２まで閉じ込め、Ｐ１２に大気に戻
し、２ｍｇ／ｋｇの抗ＶＥ－ＰＴＰ細胞外ドメイン抗体をＰ１２、１４および１６日目に
皮下投与した後の、Ｐ１７日目のＣ５７ＢＬ／６マウスの網膜血管新生平均面積（ｍｍ２

）を示す。
【発明を実施するための形態】
【００１９】
　一般的な定義
　この明細書およびそれに続く特許請求の範囲において、いくつかの用語が参照されるが
、それらは以下の意味を有すると定義される。
【００２０】
　「ＨＰＴＰβ－ＥＣＤ結合剤」と「特異的結合剤」という用語は本明細書では交換可能
に使用され、ＨＰＴＰβのＴｉｅ２デホスホリラーゼ活性を阻害する、ＨＰＴＰβの細胞
外部分並びに本明細書で定義されるその変異体および誘導体に特異的に結合する分子を指
す。
【００２１】
　「剤（agent）」は、本明細書では特に断らない限り「ＨＰＴＰβ結合剤」を指す。
【００２２】
　「ＨＰＴＰβ－ＥＣＤを特異的に結合する」は、本発明の特異的結合剤がＨＰＴＰβの
細胞外ドメインのエピトープを認識し、他の関連および／または非関連分子に対するより
も高い親和性でそれに結合する能力を指す。特異的結合剤は、タンパク質および／または
巨大分子の複雑な混合物において優先的にＨＰＴＰβに結合する。特異的結合剤は、好ま
しくはＨＰＴＰβに対し選択的である。「選択的」とは、剤が、他の分子に対し全く不活
性であるということではなく、他の関連および／または非関連分子に対するよりもＨＰＴ
Ｐβに対しはるかに大きい活性を有するという意味である。例えば、選択的剤は、他の関
連または非関連分子に対するよりもＨＰＴＰβに対し１０倍、１００倍または１０００倍
の選択性を示しうる。
【００２３】
　「抗ΗΡΤΡβ－ＥＣＤ抗体」という用語は、ΗΡΤΡβの細胞外ドメインに結合する
抗体または抗体断片を指す。抗ΗΡΤΡβ－ΕＣＤ抗体は、本明細書で定義されるような
種類のΗΡΤΡβ－ＥＣＤ結合剤である。
【００２４】
　「ＶＥ－ＰＴＰ」という用語は、ΗΡΤΡβのマウスオーソログを指す。
【００２５】
　全てのパーセンテージ、比率および割合は、本明細書では、特に断らない限り、重量に
よる。全ての温度は特に断らない限り摂氏（℃）である。
【００２６】
　本明細書では範囲は１つの特定の値から別の特定の値まで、両端の値を含んで表され得
る。例えば、「１ｍｇ～５０ｍｇ」の範囲には１ｍｇと５０ｍｇの特定の値が含まれる。
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「約」という先行詞は値が近似値であることを意味する。例えば、「約１ｍｇ～約５０ｍ
ｇ」の範囲とは、値が近似値であることを意味する。さらに、このような範囲が示される
場合、「１ｍｇ～５０ｍｇ」の範囲が含まれる。範囲の両端の値は、互いの関係において
、および互いに独立して有意味であることがさらに理解されよう。例えば、「１ｍｇ～５
０ｍｇ」の範囲は「３０ｍｇ～４０ｍｇ」の範囲を含む。
【００２７】
　「有効量」とは、治療される患者の症状を寛解または予防するか、または生存期間を延
長する効果のある活性剤またはその併用の量を意味する。有効量は、当技術分野で既知の
、治療されるヒトまたは動物の疾患状態、年齢、性別および体重などの要因により変わり
得る。本明細書では実施例の中で特定の投与レジメンを記載する場合があるが、当業者で
あれば、投与レジメンは、最適の治療反応を得るために変更され得ることを理解しよう。
例えば、用量を何回かに分けて毎日投与してもよいし、治療状況の緊急事態によっては比
例的に減量してもよい。さらに、本開示の組成物は、治療量を得るため必要に応じた頻度
で投与してよい。治療上有効な量は、当業者であれば、特に本明細書における詳細な開示
に鑑み決定する能力が十分ある。
【００２８】
　本明細書では、「阻害する」または「阻害している」という用語は、統計的に有意かつ
測定可能な活性の低下、好ましくは、対照に対し少なくとも約１０％の低下、より好まし
くは約５０％以上の低下、さらに好ましくは約８０％以上の低下を指す。
【００２９】
　本明細書では、「増加させる」または「増加する」という用語は、統計的に有意かつ測
定可能な活性の増加、好ましくは、対照に対し少なくとも約１０％の増加、より好ましく
は約５０％以上の増加、さらに好ましくは約８０％以上の増加を指す。
【００３０】
　「ＨＰＴＰベータ」または「ΗΡΤΡβ」は本明細書では交換可能に使用され、ヒトタ
ンパク質チロシンホスファターゼベータの略語である。
【００３１】
　本明細書では、「対象」とは個体を意味する。したがって、「対象」は、飼われる動物
（例えばネコ、イヌなど）、家畜（例えばウシ、ウマ、ブタ、ヒツジ、ヤギなど）、実験
動物（例えば、マウス、ウサギ、ラット、モルモットなど）およびトリを含み得る。「対
象」は、霊長類またはヒトなどの哺乳動物も含み得る。本明細書では「対象」と「患者」
は交換可能に使用される。好ましくは、対象はヒトである。
【００３２】
　「低下させる（reduce）」または「低下する」または「低下」などの変化形は、ある事
象または特徴（例えば血管漏出）を低下させることを意味する。これは、典型的には何ら
かの標準または期待値との関係において、言い換えれば相対的であるが、必ずしも標準ま
たは相対値に言及する必要はないことが理解される。
【００３３】
　「治療」、「治療している」「治療する」などの用語は、宿主の疾患または疾病を緩和
する、および／または疾患（例えば眼浮腫）関連の特定の特徴または事象を軽減する、阻
害する、または除去するなどの所望の薬理学的および／または生理学的効果を得ることを
指す。したがって、「治療」という用語には、特に宿主がその疾患にかかる素因を有する
がまだその疾患とは診断されていない場合に宿主における疾病の発症を予防すること；そ
の疾病を阻害すること；および／またはその疾病を軽減または逆転することを含む。本発
明の方法は疾病予防に関するが、「予防」という用語は、疾患状態が完全に妨害されてい
ることは要しない。むしろ、本明細書では、予防という用語は、本発明の組成物の投与が
疾患発症前に生じ得るように、疾病にかかりやすい集団を同定する当業者の能力を指す。
この用語は疾患状態の完全回避は含意しない。
【００３４】
　特に断らない限り、糖尿病性網膜症は、非増殖性網膜症と増殖性網膜症のすべてのステ
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ージを含む。
【００３５】
　本明細書の説明と特許請求の範囲を通して、「含む」という用語および「含んでいる」
「含む（三人称）」などの変化形は、限定ではなく含むことを意味し、例えば他の添加剤
、成分、整数またはステップを除外する意図はない。
【００３６】
　本明細書および添付の特許請求の範囲において、単数形の「ａ」、「ａｎ」および「ｔ
ｈｅ」は、別途文脈が明確に指示しない限り、複数形の指示物を包含する。したがって、
例えば、「（単数形の）組成物」への言及は、１つの組成物またはそのような組成物の２
以上の混合物を含む。
【００３７】
　「所望の」または「所望により」とは、その後ろに記載された事象又は状況が発生する
こともしないこともでき、および、該記載は事象又は状況が発生する場合と発生しない場
合を含む。
【００３８】
　「ＨＰＴＰβを特異的に結合する」は、本発明の剤がＨＰＴＰβの細胞外ドメインのエ
ピトープを認識し、他の関連および／または非関連分子に対するよりも高い親和性でそれ
に結合する能力を指す。剤は、好ましくはＨＰＴＰβに対し選択的である。「特異的」と
は、剤が、他の分子に対し全く不活性であるということではなく、他の関連および／また
は非関連分子に対するよりもＨＰＴＰβに対しはるかに大きい活性を有するという意味で
ある。例えば、選択的剤は、他の関連または非関連分子に対するよりもＨＰＴＰβに対し
１０倍、１００倍または１０００倍の選択性を示しうる。
【００３９】
　「エピトープ」という用語は、剤の抗原結合領域の１つ以上において剤に認識され結合
される能力のある任意の分子の任意の部分を指す。エピトープは通常、アミノ酸、糖、脂
質、ホスホリルまたはスルホニルなどの異なる認識可能な表面基からなり、ある特定の実
施形態では、特異的な３次元構造特徴および／または特異的な電荷特徴を有し得る。本明
細書ではエピトープは立体構造でも直線型でもよい。
【００４０】
　「ペプチボディー」は、少なくとも１つのペプチドに付着した抗体Ｆｃドメインを含む
分子である。ペプチボディーの生産は一般に国際公開第２００２／２４７８２号に記載さ
れている。
【００４１】
　「断片」は剤の一部分を指す。断片は、剤の望ましい生物学的活性を保持し得、剤自体
と見なされ得る。例えば、アミノ末端および／またはカルボキシ末端および／または内部
アミノ酸残基が欠失している切断されたタンパク質は、そのタンパク質の断片であり、イ
ムノグロブリン分子のＦａｂは該イムノグロブリンの断片である。そのような断片は、直
接的な結合（例えばペプチドまたはジスルフィド結合）により、またはリンカーにより、
別の分子に結合され得る。
【００４２】
　「タンパク質」は本明細書ではペプチドとポリペプチドと交換可能に使用される。
【００４３】
　本発明のペプチドは、限定ではなく、約３～約７５のアミノ酸、または約５～約５０の
アミノ酸、または約１０～約２５のアミノ酸を有するアミノ酸配列を含む。ペプチドは、
天然または人工的なアミノ酸配列であり得る。
【００４４】
　本発明のタンパク質は、当技術分野では周知の、例えば標準的直接的ペプチド合成法を
使用して、例えば固相合成により得てよい。遺伝子シーケンスが既知であるか推定できる
場合は、そのタンパク質は標準的な組換え法により生産され得る。タンパク質は当業者に
知られる様々な方法で単離または精製され得る。標準的な精製法は、塩を用いての沈殿、
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電気泳動、クロマトグラフィー法などを含む。
【００４５】
　剤は、ビヒクルに共有結合的に結合していても、非共有結合的に結合していてもよい。
「ビヒクル」という用語は、剤の劣化を回避しおよび／または半減期を増加し、毒性を低
下し、免疫原性を低下し、または生物学的活性を増加する分子を指す。例示的ビヒクルに
は、限定ではなく、イムノグロブリンのＦｃドメイン；ポリマー、例えば：ポリエチレン
グリコール（ＰＥＧ）、ポリリジン、デキストラン；脂質；コレステロール群（ステロイ
ドなど）；炭水化物、またはオリゴ糖；または任意の天然または合成タンパク質；または
サルベージ受容体に結合するペプチドが含まれる。
【００４６】
　「誘導体」は、挿入、欠失または置換変異体とは異なる何らかの方法で化学的に修飾さ
れている結合剤を含む。例えば、結合剤がタンパク質である場合、カルボキシル末端はＮ
Ｈ２などのアミノ基でキャップされ得る。
【００４７】
　いくつかの実施形態では、１以上の分子は互いに結合して剤を形成する。例えば抗体断
片はリンカーにより結合され得る。一般に、リンカーは主として空間として働くのでその
化学構造は重要ではない。ある実施形態では、リンカーは、ペプチド結合により互いに結
合するアミノ酸でできている。別の実施形態では、リンカーは、非立体的障害Ｃ１～Ｃ６

アルキル基などの非ペプチドリンカーである。別の実施形態では、リンカーは、ＰＥＧリ
ンカーである。リンカーは、分子上の多くの場所に挿入され得ることをさらに理解された
い。
【００４８】
　剤の変異体が本発明の範囲に含まれる。「変異体（単数）」または「変異体（複数）」
は、本明細書では非変異体剤のタンパク質またはヌクレオチド配列と実質的に同じタンパ
ク質またはヌクレオチド配列を有し、非変異体剤と同様の活性を有する剤を意味する。タ
ンパク質またはヌクレオチド配列は、本発明が包含する変異体を生じる、置換、欠失、切
断、挿入および他の修飾を含むあらゆる方法で改変され得る。そのような操作方法は、当
技術分野では周知である。例えば、Current Protocols in Molecular Biology (およびア
ップデート版) Ausubel et al., Eds (1996), John Wiley and Sons, New York: Methods
 in Molecular Biology, Vol. 182, In Vitro Mutagenesis Protocols, 2ndEdition, Bar
man Ed. (2002), Humana Press）およびそこに引用される文献を参照されたい。例えば、
変異体は、アミノ酸残基が結合剤の既知のアミノ酸配列に挿入、そこから欠失および／ま
たはそこに置換されたペプチドおよびポリペプチドを含む。ある実施形態では、アミノ酸
の置換は、変異体の生化学的特性を最小限しか改変しない点において保存的である。他の
実施形態では、変異体は、インビボ若しくはインビトロのタンパク質酵素処理、化学修飾
、または修飾アミノ酸を用いてのタンパク質合成で達成され得る、全長タンパク質の活性
断片、化学修飾タンパク質、親和性若しくはエピトープタグまたは蛍光若しくは他の標識
部分を付加されて修飾されたタンパク質であり得る。
【００４９】
　融合タンパク質も本明細書で企図される。当業者は、既知の方法を用いて、天然型とは
異なるが有用であり得る、本発明のタンパク質の融合タンパク質を作製できよう。例えば
、融合パートナーは、合成部位から別の部位へのタンパク質の転移を共翻訳的または翻訳
後に指令するシグナル（またはリーダー）ポリペプチド配列であり得る（例えば酵母α因
子リーダー）。あるいは、それは本発明のタンパク質の精製または同定を促進するために
付加され得る（例えば、ポリＨｉｓ、Ｆｌａｇペプチドまたは蛍光タンパク質）。
【００５０】
　標準的な技法が組換えＤＮＡ、オリゴヌクレオチド合成、および組織培養と形質転換（
例えば電気穿孔、リポフェクション）に使用され得る。酵素反応および精製技法が製造者
または業者の仕様書に従って、または当技術分野で一般的に達成されるように、または本
明細書に記載されるように、実行される。技法と手順は、一般に、当技術分野で公知の一
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般的な方法に従い、本明細書全体で引用され論じられる様々な一般的およびより具体的な
参照物において記載されるように、実施される。特に断らない限り、本明細書に記載され
る分析化学、合成有機化学および医薬化学と関連して使用される命名法およびそれらの実
験手順および技法は当技術分野で既知であり一般的に使用されているものである。標準的
技法は、化学合成、化学分析、医薬調製、製剤および送達、および患者治療に使用され得
る。
【００５１】
【表１】

【００５２】
　ＨＰＴＰβ－ＥＣＤ結合剤
　本発明において有用な剤には、限定ではなく、ΗΡΤΡβの細胞外部分に特異的に結合
し、少なくとも１つのΗΡΤΡβのホスファターゼ活性を阻害する抗体、タンパク質、ダ
ルピンズ（darpins）、ペプチド、アプタマー、アドネクチン、ペプチボディーまたは核
酸が含まれる。本明細書では「ホスファターゼ活性」は、酵素活性および生物学的活性を
含み、生物学的活性はＴｉｅ２リン酸化を評価して測定される。
【００５３】
　本発明において有用な剤は、以下をさらに含む：ΗΡΤΡβの細胞外部分に結合する抗
体またはそれらの抗原結合断片であって、抗体またはその抗原結合断片は少なくとも１つ
のΗΡΤΡβ活性を阻害する。これらの剤は、モノクローナルおよびポリクローナル抗体
を含む。剤は、抗体の断片であってもよく、本明細書で断片は重鎖および軽鎖可変領域を
含み、または断片はＦ（ａｂ’）２であり、または断片はＦａｂ、Ｆｖ、ｓｃＦｖの二量
体または三量体、または抗体由来のジアボディ、トリアボディまたはテトラボディである
。
【００５４】
　例えば、剤は、限定ではなく、ΗΡΤΡβの細胞外部分に結合する抗体または抗体断片
；または具体的にはΗΡΤΡβのＦＮ３繰り返し体に結合する抗体、またはより具体的に
はΗΡΤΡβの第１のＦＮ３繰り返し体に結合する抗体であり得る。
【００５５】
　剤は、その全容が本明細書に組み込まれている米国特許第７，９７３，１４２号に記載
されるモノクローナル抗体Ｒ１５Ｅ６をさらに含む。（抗体の産生に使用され得るマウス
ハイブリドーマ、Ｂａｌｂｃ脾臓細胞（Ｂ細胞）は郵便番号２０１０８、米国バージニア
州マナサス私書箱１５４９のアメリカ合衆国培養細胞系統保存機関（ＡＴＣＣ）に２００
６年５月４日に寄託され、ＡＴＣＣ番号ＰＴＡ－７５８０を割り当てられている）（本明
細書ではＲ１５Ｅ６と呼ばれる））Ｒ１５Ｅ６と実質的に同じ生物学的特徴を有する抗体
；Ｒ１５Ｅ６の抗体断片であって、断片は重鎖および軽鎖可変領域を含む；Ｒ１５Ｅ６の
Ｆ（ａｂ’）２；Ｆａｂ、Ｆｖ、ｓｃＦｖの二量体または三量体；およびＲ１５Ｅ６由来
のジアボディ、トリアボディまたはテトラボディ。
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【００５６】
　具体的には、本発明での使用に適する剤は、既知の技法により得られる、単独または他
のアミノ酸配列との併用の抗体、抗体断片、その変異体または誘導体である。そのような
技法には、限定ではなく、酵素的切断、化学的切断、ペプチド合成または組換えの技法が
含まれる。本発明はさらに誘導体剤、例えばペプチボディーを包含する。
【００５７】
　したがって、ΗΡΤΡβ－ＥＣＤ結合剤の１つの実施形態は抗体であり、別の実施形態
はタンパク質であり、さらに別の実施形態はペプチドであり、別の実施形態はダルピンで
あり、別の実施形態はアプタマーであり、別の実施形態はペプチボディーであり、さらに
別の実施形態はアドネクチンであり、別の実施形態は核酸である。いくつかの実施形態で
は、ΗΡΤΡβ－ＥＣＤ結合剤はモノクローナル抗体であるか、ポリクローナル抗体であ
る。特定の実施形態では、ΗΡΤΡβ－ＥＣＤ結合剤は、ΗΡΤΡβ－ＥＣＤに結合でき
る抗体断片である。好ましくは、ＨＰＴＰβ－ＥＣＤ結合剤は、抗体または抗体断片であ
り、限定ではなくＨＰＴＰβの細胞外部分に結合するＦ（ａｂ’）２、Ｆａｂ、Ｆａｂの
二量体、Ｆｖ、Ｆｖの二量体、ｓｃＦｖ、ｓｃＦｖの二量体、Ｆａｂの二量体、Ｆｖ、Ｆ
ｖの二量体、ｓｃＦｖ、ｓｃＦｖの二量体、Ｆａｂの三量体、Ｆｖの三量体、ｓｃＦｖの
三量体、ミニボディ、ジアボディ、トリアボディ、テトラボディ、直鎖状抗体、タンパク
質、ペプチド、アプタマー、ペプチボディー、アドネクチンまたは核酸を含む。ある特定
の実施形態では、ＨＰＴＰβ－ＥＣＤ結合剤はモノクローナル抗体のＦ（ａｂ’）２であ
る。いくつかの実施形態では、ＨＰＴＰβ－ＥＣＤ結合剤は複数のＨＰＴＰβ－ＥＣＤ結
合部位を含み、例えばＨＰＴＰβ－ＥＣＤ結合剤は無傷の抗体、またはＦ（ａｂ’）２、
またはＦａｂの二量体、またはＦａｂの三量体である。例えば、いくつかの実施形態では
ＨＰＴＰβ－ＥＣＤ結合剤は、同一または別のエピトープで同時に２つのＨＰＴＰβ分子
に結合でき、それによって該２つのＨＰＴＰβ分子を互いに近接させる。別の実施形態で
はＨＰＴＰβ－ＥＣＤ結合剤は、同一または別のエピトープで同時に３つのＨＰＴＰβ分
子に結合でき、それによって該３つのＨＰＴＰβ分子を互いに近接させる。別の実施形態
では、ＨＰＴＰβ－ＥＣＤ結合剤は、ハイブリドーマ細胞株ＡＴＣＣ番号ＰＴＡ－７６８
０により産生されたモノクローナル抗体である。さらに別の実施形態では、ＨＰＴＰβ－
ＥＣＤ結合剤は、ハイブリドーマ細胞株ＡＴＣＣ番号ＰＴＡ－７６８０により産生された
モノクローナル抗体の抗原結合断片である。さらに別の実施形態では、ＨＰＴＰβ－ＥＣ
Ｄ結合剤は、ハイブリドーマ細胞株ＡＴＣＣ番号ＰＴＡ－７６８０により産生されたモノ
クローナル抗体と同じまたは実質的に同じ生物学的特徴を有する抗体またはその抗原結合
断片である。
【００５８】
　本願に開示のＨＰＴＰβ－ＥＣＤ結合剤のどの実施形態も、ビヒクルに共有結合または
非共有結合していてよい。「ビヒクル」という用語は、剤の生物学的特性に影響を及ぼす
分子を指す。例えば、ビヒクルは、剤の分解を回避および／または半減期、吸収を増加、
毒性を低下、免疫原性を低下、または生物学的活性を増加し得る。例示的ビヒクルには、
限定ではなく、イムノグロブリンのＦｃドメイン；ポリマー、例えば：ポリエチレングリ
コール（ＰＥＧ）、ポリリジン、デキストラン；脂質；コレステロール群（ステロイドな
ど）；炭水化物、デンドリマー、オリゴ糖またはサルベージ受容体に結合するペプチドが
含まれる。いくつかの実施形態では、ビヒクルはポリエチレングリコール（ＰＥＧ）であ
り、他の実施形態ではビヒクルはポリリジンであり、さらに別の実施形態ではビヒクルは
デキストランであり、さらに他の実施形態ではビヒクルは脂質である。
【００５９】
　それらの全容が本明細書に組み込まれる米国特許第４，６４０，８３５号、同第４，４
９６，６８９号、同第４，３０１，１４４号、同第４，６７０，４１７号、同第４，７９
１，１９２号および同第４，１７９，３３７号に記載されるような、ポリエチレングリコ
ール、ポリオキシエチレングリコールまたはポリプロピレングリコールなどの水溶性ポリ
マー付着物（attachments）。さらに他の当技術分野で既知の有用なポリマーには、モノ
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メトキシ－ポリエチレングリコール、デキストラン、セルロースまたは他の糖質系ポリマ
ー、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、ポリ酸化プロピレン／エチレンオキシドコポリマー、ポリオキシエチル化ポ
リオール（例えば、グリセロール）およびポリビニルアルコール、並びにこれらのポリマ
ーの混合物が含まれる。特に好ましいのは、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）サブユニ
ットで共有結合的に修飾されたペプチボディーである。水溶性ポリマーは、特定の位置、
例えばペプチボディーのアミノ末端、またはポリペプチドの１以上の側鎖にランダムに結
合し得る。剤、例えばペプチボディーおよび具体的にはヒト化抗体の治療能力を向上させ
るためのＰＥＧの使用が米国特許第６，１３３，４２６号に記載されている。本発明はま
た、ペプチドおよび／または剤のビヒクル部分（portion）の誘導体化も企図する。その
ような誘導体は、剤の溶解性、吸収、生物学的半減期などを改良し得る。部分（moieties
）は代わりに剤の任意の望ましくない副作用などを排除または緩和し得る。
【００６０】
　「抗体」（Ａｂ）という用語は、本明細書では、モノクローナル抗体、ポリクローナル
抗体、多特異性抗体（例えば二特異性抗体）、一本鎖抗体、例えば、ラマおよびラクダ由
来の抗体、所望の生物学的活性、例えば抗原結合活性を示す限り抗体断片、例えば、可変
領域および／または定常領域断片を含む。「イムノグロブリン」（Ｉｇ）という用語は、
本明細書では「抗体」と交換可能に使用される。
【００６１】
　「抗原結合断片」は、本明細書では、ＨＰＴＰβの一部分に結合しＨＰＴＰβの活性を
阻害する剤の断片である。
【００６２】
　「単離抗体」は、その天然環境から特定された、および／または分離された、および／
または回収された抗体である。
【００６３】
　基本の４本鎖抗体ユニットは、２本の同一の軽（Ｌ）鎖と２本の同一の重（Ｈ）鎖で構
成されるヘテロ四量体糖タンパク質である（ＩｇＭ抗体は、追加のＪ鎖と呼ばれるポリペ
プチドと共に、５つの基本ヘテロ四量体ユニットからなるので、１０個の抗原結合部位を
含むが、分泌されたＩｇＡ抗体は重合して、Ｊ鎖と共に塩基性４本鎖ユニット２～５つを
含む多価の集合を形成し得る）。ＩｇＧの場合、４本鎖ユニットは一般に約１５０キロダ
ルトン（ｋＤａ）である。各Ｌ鎖は１つのＨ鎖に１つの共有結合的ジスルフィド結合で連
結され、２本のＨ鎖は、Ｈ鎖イソタイプによって、互いに１以上のジスルフィド結合で連
結されている。各Ｈ鎖とＬ鎖は、規則的な間隔で鎖内ジスルフィド架橋も有する。各Ｈ鎖
はＮ末端に可変ドメイン（ＶＨ）を有し、それに続きα鎖とγ鎖のそれぞれは３つの定常
ドメイン（ＣＨ）を、μイソタイプとεイソタイプは４つのＣＨドメインを有する。各Ｌ
鎖は、Ｎ末端に可変ドメイン（ＶＬ）と、それに続く定常ドメイン（ＣＬ）を他端に有す
る。ＶＬはＶＨと整列し、ＣＬは重鎖の第１の定常ドメイン（ＣＨ１）と整列する。特定
のアミノ酸残基が軽鎖と重鎖可変ドメインの界面を形成すると考えられている。ＶＨとＶ

Ｌの対合は共に１つの抗原結合性部位を形成する。抗体の異なるクラスの構造と特性につ
いては、例えばBasic and Clinical Immunology, 8th edition, Daniel P. Stites, Abba
 I. Terr and Tristram G. Parslow (eds.), Appleton & Lange, 1994の71ページ第６章
を参照されたい。
【００６４】
　どの脊椎動物種由来のＬ鎖も、定常ドメインのアミノ酸配列によって、明白に区別でき
るカッパとラムダと呼ばれる２種類のうち１つに割り当てられる。重鎖定常ドメイン（Ｃ

Ｈ）のアミノ酸配列により、イムノグロブリンは５つの別々のクラスまたはイソタイプに
割り当てられ得る。イムノグロブリンには５つのクラス：ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、Ｉｇ
ＧおよびＩｇＭがあり、それぞれアルファ、デルタ、イプシロン、ガンマおよびミューと
命名された重鎖を有する。ガンマとアルファのクラスは、ＣＨ配列および機能の比較的マ
イナーな差に基づいてさらにサブクラスに分けられ、例えば、ヒトは次のサブクラスを発



(13) JP 2014-532072 A 2014.12.4

10

20

30

40

50

現する：ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ１およびＩｇＡ２。
【００６５】
　ラクダ科を構成する、例えばラマ、ラクダおよびヒトコブラクダは、軽鎖が欠失してい
るうえにＣＨ１ドメインも欠失している独特の種類の抗体を有する（Muyldermans, S., R
ev. Mol. Biotechnol., Vol. 74, pp. 277-302 (2001)）。これら重鎖抗体の可変領域は
、ＶＨＨまたはＶＨＨと命名され、機能性イムノグロブリン由来の入手可能な最小（１５
ｋＤａ）の無傷の抗原結合断片を構成している。
【００６６】
　「可変」という用語は、可変ドメインのある特定のセグメントの配列が抗体間で大きく
異なる事実を指す。Ｖドメインは抗原結合を媒介し、特定の抗体の抗原に対する特異性を
定める。しかし、可変性は可変ドメインの１１０個のアミノ酸全長にわたって均等に分布
しているわけではない。代わりに、Ｖ領域は、各９～１２アミノ酸長と短い高可変性の「
超可変領域」と呼ばれる領域により分離された、フレームワーク領域（ＦＲ）と呼ばれる
比較的可変性のない１５～３０個のアミノ酸の伸長部からなる。天然の重鎖および軽鎖の
可変ドメインはそれぞれ、４つのＦＲを含み、主としてβシート構造をとり、該βシート
構造を接続し場合によっては一部を形成しているループを形成する３つの超可変領域によ
り接続されている。各鎖の超可変領域はＦＲにより互いに近接近しており、他方の鎖の超
可変領域と共に抗体の抗原結合部位の形成に貢献する。定常ドメインは抗体の抗原結合に
直接は関与しないが、抗体依存性細胞毒性（ＡＤＣＣ）における抗体の関与など様々なエ
フェクター機能を呈する。
【００６７】
　「超可変領域」という用語は本明細書では抗原結合を担う抗体のアミノ酸残基を指す。
超可変領域は一般に、「相補性決定領域」または「ＣＤＲ」由来のアミノ酸残基（例えば
ＶＬのだいたい残基２４～３４（Ｌ１）、５０～５６（Ｌ２）および８９～９７（Ｌ３）
の周り、およびＶＨのだいたい１～３５（Ｈ１）、５０～６５（Ｈ２）および９５～１０
２（Ｈ３）の周り；Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest,
 5th Ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, Md. (19
91)）および／または「超可変ループ」由来の残基を含む。
【００６８】
　「モノクローナル抗体」という用語は、本明細書では実質的に均質な抗体の母集団から
得られた抗体を指し、すなわち、母集団を構成する個々の抗体は、ごく少量で存在し得る
可能な天然の突然変異を除き同一である。異なるエピトープに対する異なる抗体を含むポ
リクローナル抗体の調製とは対照的に、各モノクローナル抗体は単一のエピトープすなわ
ち単一の抗原決定基に対する。その特異性に加えて、モノクローナル抗体は、他の抗体に
汚染されることなく合成され得るという点が利点である。「モノクローナル」という修飾
語は、何らかの特定の方法で抗体を産生することを要するとみなしてはならない。例えば
、本発明で有用なモノクローナル抗体は、ハイブリドーマ法で調製してもよいし、細菌、
真核生物の動物または植物の細胞において組換えＤＮＡ法を用いて作製してもよい（例え
ば米国特許第４，８１６，５６７号を参照）。「モノクローナル抗体」は、ファージ抗体
ライブラリから利用可能な技法、例えばClackson et al., Nature, Vol. 352, pp. 624-6
28 (1991)を利用して単離してもよい。
【００６９】
　モノクローナル抗体は、本明細書では、重鎖および／または軽鎖の一部分が特定の種由
来の抗体の対応する配列と同一か類似であるか、または特定の抗体クラスまたはサブクラ
スに属し、鎖（複数可）の残りの部分が別の種由来の抗体の対応する配列と同一か類似で
あるか、または別の抗体クラスまたはサブクラスに属する「キメラ」抗体、並びに所望の
生物学的活性を示す限りそのような抗体の断片を含む（米国特許第４，８１６，５６７号
および Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol. 81, 6851- 6855 (1984)を
参照）。
【００７０】
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　「抗体断片」は、マルチマー抗体の一部分、好ましくは無傷の抗体の抗原結合または可
変領域を含む。抗体断片の例には、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆａｂ複合体の
二量体および三量体、Ｆｖ、ｓｃＦｖ、ミニボディ；ジアボディ、トリアボディおよびテ
トラボディ；直鎖状抗体（Hudson et al., Nature Med. Vol. 9, pp. 129-134 (2003)を
参照）が含まれる。
【００７１】
　「Ｆｖ」は最小の抗体断片であり完全な抗原結合部位を含む。この断片は、緊密に非共
有結合した１つの重鎖と１つの軽鎖可変領域ドメインの二量体からなる。これらの２つの
ドメインの折り畳みから、アミノ酸残基を抗原結合に寄与して抗体に抗原結合特異性を与
える６つの可変ループ（Ｈ鎖とＬ鎖からそれぞれ３つずつ）が出ている。しかし、１個の
可変ドメイン（またはある抗原に特異的なＣＤＲを３つだけ含むＦｖの半分）であっても
抗原を認識し結合する能力があるので、Ｆｖの定義に含まれる。
【００７２】
　一本鎖可変断片（ｓｃＦｖ）は、イムノグロブリンの重鎖可変領域（ＶＨ）および軽鎖
可変領域（ＶＬ）が１０～約２５アミノ酸長の短いリンカーペプチドで連結された融合タ
ンパク質である。リンカーは通常、溶解性のためのセリンまたはスレオニンのみならず柔
軟性のためのグリシンにも富み、ＶＨのＮ末端をＶＬのＣ末端と、またはその逆のいずれ
かを連結できる。このタンパク質は、定常領域の除去とリンカーの導入にもかかわらず、
もとのイムノグロブリンの特異性を保持している。
【００７３】
　二価（divalentまたはbivalent）の一本鎖可変断片（ｄｉ－ｓｃＦｖ、ｂｉ－ｓｃＦｖ
）が２つのｓｃＦｖを結合することにより設計され得る。このことは、２つのＶＨと２つ
のＶＬ領域を有する単一のペプチド鎖を生産しタンデムｓｃＦｖを得ることにより実施さ
れ得る。別の可能性は、２つの可変領域を共に折り畳むには短すぎるリンカーペプチド（
約５アミノ酸）を用いてｓｃＦｖを作製しｓｃＦｖを二量体化させることである。このタ
イプはジアボディとして知られる。ジアボディは、対応するｓｃＦｖよりも４０倍まで低
い解離定数を有することが知られ、これは標的に対しはるかに高い親和性を有することを
意味する。したがって、ジアボディ薬物は他の抗体医薬よりもはるかに低用量で投与でき
、インビボではるかに高い特異性で腫瘍を標的化する能力がある。さらに短いリンカー（
１または２つのアミノ酸）は、いわゆるトリアボディまたはトリ（トライ）ボディと呼ば
れる三量体の形成をもたらす。テトラボディは、標的に対しジアボディよりもはるかに高
い親和性を示すことが知られ、それが示されている。
【００７４】
　「ヒト化抗体」または「ヒト抗体」は、非ヒト種（例えばマウス）由来の重鎖および軽
鎖可変領域の配列を含むが、少なくともＶＨおよび／またはＶＬ配列の一部分はより「ヒ
ト様」に、すなわちヒト生殖系の可変配列に類似して改変されている抗体を指す。ヒト化
抗体の１つのタイプはＣＤＲグラフト化抗体であり、ヒトＣＤＲ配列が非ヒトＶＨおよび
ＶＬ配列に導入されて、対応する非ヒトＣＤＲ配列と置き換わっている。キメラ、ＣＤＲ
グラフト化およびヒト化抗体を作製する方法は当業者には既知である（例えば米国特許第
４，８１６，５６７号および同第５，２２５，５３９号を参照）。ヒト抗体を作製する１
つの方法ではトランスジェニックマウスなどのトランスジェニック動物を使用する。これ
らのトランスジェニック動物は、それら自体のゲノムに挿入されたヒト抗体産生ゲノムの
相当な部分を含み、動物自体の内在性の抗体産生は抗体産生において不十分にされている
。そのようなトランスジェニック動物を作製する方法は、当技術分野では既知である。そ
のようなトランスジェニック動物は、ＸｅｎｏＭｏｕｓｅ．ＲＴＭ．技法を使用して、ま
たは「小遺伝子座（minilocus）」法を使用して作製してよい。ＸｅｎｏＭｉｃｅ．ＲＴ
Ｍ．を作製する方法は米国特許第６，１６２，９６３号、同第６，１５０，５８４号、同
第６，１１４，５９８号および同第６，０７５，１８１号に記載されている。「小遺伝子
座」方を使用してトランスジェニック動物を作製する方法は、米国特許第５，５４５，８
０７号、同第第５，５４５，８０６号、同第第５，６２５，８２５号および国際公開第９
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３／１２２２７号に記載されている。
【００７５】
　非ヒト抗体のヒト化は近年ルーチンになり、今や当業者に既知である。例えばXoma社、
Aries社、Medarex社、PDL社およびCambridge Antibody Technologies社などのいくつかの
企業がヒト化抗体を作製するサービスを提供している。ヒト化プロトコルは、例えば、Ki
priyanov and Le Gall, Molecular Biotechnol, Vol. 26, pp. 39-60 (2004), Humana Pr
ess, Totowa, N.J.; Lo, Methods Mol. Biol., Vol. 248, pp. 135-159 (2004), Humana 
Press, Totowa, N.J.; Wu et al., J. Mol. Biol., Vol. 294, pp. 151-162 (1999)など
の技術文献に広く記載されている。
【００７６】
　特定の実施形態では、本発明において有用な抗体は、ハイブリドーマ細胞株以外の細胞
株において発現され得る。特定の抗体をコードする配列を、例えばポリヌクレオチドをウ
イルス（またはウイルスベクター）内に包み宿主細胞にウイルス（またはベクター）を形
質導入する、または米国特許第４，３９９，２１６号、同第４，９１２，０４０号、同第
４，７４０，４６１号および同第４，９５９，４５５号に例示されるような当技術分野で
既知の形質移入手順を含む、ポリヌクレオチオドを宿主細胞に導入する既知の方法により
、適当な哺乳動物宿主細胞の形質転換に使用してよい。使用される形質転換手順は形質転
換される宿主により得る。異種性ポリヌクレオチオドを哺乳動物細胞に導入する方法は当
技術分野で既知であり、限定ではなく、デキストラン媒介形質移入、カルシウムリン酸沈
殿、ポリブレン媒介形質移入、原形質体融合、電気穿孔、ポリヌクレオチド（複数可）の
リポソーム内への封入、核酸と正に帯電した脂質の混合、およびＤＮＡの核への直接的マ
イクロインジェクションが含まれる。
【００７７】
　抗体の重鎖定常領域、重鎖可変領域、軽鎖定常領域または軽鎖可変領域、またはその断
片のアミノ酸配列をコードする核酸分子を、所望により適当に組み合わせて、標準的なラ
イゲーション法を用いて適切な発現ベクターに挿入する。抗体重鎖または軽鎖定常領域は
、適切な可変領域のＣ末端に付けられ結合されて発現ベクターにされ得る。ベクターは、
典型的には使用する特定の宿主細胞において機能的であるように選択される（すなわち、
ベクターは宿主細胞の機構と適合するので遺伝子の増幅および／または遺伝子発現が生じ
得る）。発現ベクターの概説については、Methods Enzymol., Vol. 185 (Goeddel, ed.),
 1990, Academic Pressを参照されたい。
【００７８】
　特異的結合剤の特定
　適切なＨＰＴＰβ－ＥＣＤ結合剤は、当技術分野で既知の様々な技法を用いて特定され
得る。例えば、候補剤は、ＨＰＴＰβへの結合についてスクリーニングされ得、および活
性についてスクリーニングされ得る。一般に、候補剤は、最初に結合ついてスクリーニン
グされ、選択的結合を示すものは次いでＴｉｅ２のＨＰＴＰβ媒介脱リン酸化を阻害する
能力を決定するスクリーニングに供される。しかし、場合によっては候補剤は最初にイン
ビトロで活性をスクリーニングされる。
【００７９】
　結合活性の決定
　特異的結合剤の特定に使用される適切なアッセイの選択は、スクリーニングされる候補
剤の性質による。当業者であれば、特定の候補剤の適切なアッセイを選択できよう。
【００８０】
　例えば、候補が抗体またはＦｃ部分を有するペプチボディーである場合、実施例３Ｂに
記載するようなＦＡＣＳ分析により、ＨＰＴＰβを発現する細胞に結合する能力に基づき
候補剤が選択できる。細胞は、内在的にＨＰＴＰβを発現してもよいし、遺伝子操作され
てＨＰＴＰβを発現してもよい。
【００８１】
　アプタマーなどの他の候補剤については、他の技法が当技術分野で知られている。例え
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ば、ＨＰＴＰβに特異的に結合するアプタマーは、ＳＥＬＥＸ（試験管内進化法）として
知られる、反復回のインビトロの選択を通じて特異的なアプタマーを選択する技法を用い
て選択され得る。
【００８２】
　ウエスタンブロットによる阻害剤の活性決定
　実施例４に例示されるように、１つの適切なアッセイではＨＵＶＥＣが無血清培地にお
いて様々な濃度の候補剤の存在または非存在下で培養され、細胞溶解物が調製され、Ｔｉ
ｅ２抗体を用いて免疫沈降され、ポリアクリルアミドゲル電気泳動により分離され、ＰＶ
ＤＦ膜に転写される。膜に結合した免疫沈降されたタンパク質は次いで連続的ウエスタン
ブロットに供され、抗ホスホチロシン抗体を用いてＴｉｅ２リン酸化を定量化してからＴ
ｉｅ２抗体を用いて全Ｔｉｅ２を定量化する。Ｔｉｅ２リン酸化は、抗ホスホチロシンシ
グナルの全Ｔｉｅ２シグナルに対する比率として表す。抗ホスホチロシンシグナルのレベ
ルのほうが大きいことは、候補剤によりＨＰＴＰβがより阻害されていることを示す。
【００８３】
　スクリーニングされ得る候補剤は、限定ではなく、植物または動物の抽出物などの天然
物を含む既知の剤のライブラリ、タンパク質、限定ではなくランダムペプチドライブラリ
およびコンビナトリアルケミストリー由来のＤ体またはＬ体アミノ酸でできた分子ライブ
ラリのメンバーを含むペプチド、限定ではなくポリクローナル、モノクローナル、キメラ
、ヒト、一本鎖抗体、Ｆａｂ、Ｆ（ａｂ）２およびＦａｂ発現ライブラリ断片およびその
エピトープ結合断片を含む抗体を含む生物学的活性分子を含む。
【００８４】
　本明細書では「抗体断片」は、限定ではなく、抗体由来のＦ（ａｂ’）２、Ｆａｂの二
量体または三量体、Ｆｖ、ｓｃＦｖまたはジアボディ、トリアボディまたはテトラボディ
を含む。
【００８５】
　方法
　眼の疾患または状態、特に網膜症、眼の浮腫および眼の血管新生を治療する方法が開示
される。これらの疾患または状態の非限定的な例は、糖尿病性黄斑浮腫、加齢黄斑変性症
（湿潤型）、脈絡膜血管新生、糖尿病性網膜症、眼虚血、ぶどう膜炎、網膜静脈閉塞（中
心または分枝）、眼外傷、手術による浮腫、手術による血管新生、嚢胞様黄斑浮腫、眼虚
血、ぶどう膜炎、などを含む。これらの疾患または状態は、進行性であれ非進行性であれ
、急性の疾患または状態、または慢性の疾患または状態の結果であれ、眼の血管系の変化
により特徴づけられる。
【００８６】
　本開示の方法の１つの態様は、糖尿病、とりわけ糖尿病性黄斑浮腫および糖尿病性網膜
症の直接的または間接的な結果である疾患に関する。糖尿病患者の眼の血管系は時間が経
つと不安定になり、非増殖性網膜症、黄斑浮腫および増殖性網膜症などの病状につながる
。体液が、鋭敏な、真っ直ぐ前方の視覚が生じる眼の部位である黄斑の中心部内に漏出す
ると、体液とそれに付随するタンパク質の蓄積が黄斑上または下に堆積し始める。その結
果、対象の中心視覚を乱す膨張が生じる。この状態は「黄斑浮腫」と呼ばれている。生じ
得る別の病状は、毛細血管瘤などの血管に変化が生じる非増殖性網膜症であり、眼の黄斑
領域の外側で生じ得る。
【００８７】
　これらの状態は、進行して血管新生に特徴づけられる糖尿病性増殖性網膜症になること
もならないこともある。これらの新血管は脆く出血しやすい。結果として網膜は瘢痕化し
、新血管の過形成により眼を通る光路が閉塞または完全に塞がる。典型的には、糖尿病性
黄斑浮腫を有する対象は、糖尿病性網膜症の非増殖性ステージに苦しんでいるが、増殖性
ステージの発症時に初めて対象に黄斑浮腫が生じることは珍しくはない。
【００８８】
　糖尿病性網膜症は、治療しなければ、最終的には失明につながり得る。実際、糖尿病性
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網膜症は、労働年齢人口の視力喪失の筆頭原因である。
【００８９】
　したがって、本開示の方法は、糖尿病を有する対象または糖尿病と診断された対象にお
ける眼の血管新生を予防、治療、制御、軽減、および／またはその他最小限化することに
関する。さらに、糖尿病を有する対象または糖尿病と診断された対象は、糖尿病関連の失
明が発症するリスクについて注意または認識し得、したがって本発明の方法は、リスクが
あるとわかっている対象における非増殖性網膜症を予防または発症を遅延させるのに使用
され得る。同様に、本発明の方法は、非増殖性糖尿病性網膜症を有するかまたはそう診断
された対象を治療し病状の進行を予防するのに使用され得る。
【００９０】
　本開示の方法は、対象に有効量のＨＰＴＰβ－ＥＣＤ結合剤またはその薬剤的に許容可
能な塩を投与することにより、眼の血管新生を予防または制御する、または眼の血管新生
の発症に関する疾患または状態を治療することに関する。
【００９１】
　この方法の１つの態様は、対象に有効量のＨＰＴＰβ－ＥＣＤ結合剤またはその薬剤的
に許容可能な塩を投与することにより、眼の血管新生を治療または予防することに関する
。この態様の１つの実施形態は、対象に有効量のＨΡΤΡβ－ＥＣＤ結合剤またはその薬
剤的に許容可能な塩および１以上の担体または適合性のある賦形剤を含む組成物を投与す
ることを含む、眼の血管新生を治療する方法に関する。
【００９２】
　したがって、本開示の１つの実施形態は、対象における眼の血管新生を治療または予防
する方法であって、有効量のΗΡΤΡβ－ＥＣＤ結合剤またはその薬剤的に許容可能な塩
を投与することを含む。本開示の別の実施形態は、対象における眼の血管新生を治療また
は予防する方法であって、ＨΡΤΡβ－ＥＣＤ結合剤またはその薬剤的に許容可能な塩お
よび１以上の担体または適合性のある賦形剤を含む有効量の組成物を投与することを含む
。本開示のさらに別の実施形態は、眼の血管新生の治療におけるＨΡΤΡβ－ＥＣＤ結合
剤の使用である。
【００９３】
　本開示の方法は、対象にＨＰＴＰβ－ＥＣＤ結合剤を投与することにより、眼の浮腫を
予防または制御する、または眼の浮腫の発症に関する疾患または状態を治療することにも
関する。
【００９４】
　この方法の１つの態様は、対象に有効量のＨＰＴＰβ－ＥＣＤ結合剤またはその薬剤的
に許容可能な塩を投与することにより、眼の浮腫を治療または予防することに関する。こ
の態様の１つの実施形態は、眼の浮腫を治療する方法に関し、該方法は、以下を含む組成
物を対象に投与することを含む：
ａ．有効量のＨＰＴＰβ－ＥＣＤ結合剤またはその薬剤的に許容可能な塩；および
ｂ．１以上の担体または適合性のある賦形剤。
【００９５】
　したがって、本開示の１つの実施形態は、対象における眼の浮腫を治療または予防する
方法であって、有効量のΗΡΤΡβ－ＥＣＤ結合剤またはその薬剤的に許容可能な塩を投
与することを含む。本開示の別の実施形態は、対象における眼の浮腫を治療または予防す
る方法であって、ＨΡΤΡβ－ＥＣＤ結合剤またはその薬剤的に許容可能な塩および１以
上の担体または適合性のある賦形剤を含む有効量の組成物を投与することを含む。本開示
の１つの実施形態は、眼の浮腫の治療におけるＨΡΤΡβ－ＥＣＤ結合剤の使用である。
【００９６】
　本開示の別の方法は、対象にＨＰＴＰβ－ＥＣＤ結合剤を投与することにより、網膜浮
腫または網膜血管新生を予防または制御する、または網膜浮腫または網膜の血管新生の発
症に関する疾患または状態を治療することに関する。この方法の１つの態様は、対象に有
効量のＨＰＴＰβ－ＥＣＤ結合剤またはその薬剤的に許容可能な塩を投与することにより
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、網膜浮腫または網膜血管新生を治療または予防することに関する。この態様の１つの実
施形態は、に関する。この態様の１つの実施形態は、対象に有効量のＨＰＴＰβ－ＥＣＤ
結合剤またはその薬剤的に許容可能な塩、および１以上の担体または適合性のある賦形剤
を含む組成物を投与することを含む、網膜浮腫または網膜血管新生を治療する方法に関す
る。
【００９７】
　したがって、本開示の１つの実施形態は、対象における網膜浮腫を治療または予防する
方法であって、有効量のΗΡΤΡβ－ＥＣＤ結合剤またはその薬剤的に許容可能な塩を投
与することを含む。別の実施形態は、網膜血管新生を治療または予防する方法であって、
有効量のΗΡΤΡβ－ＥＣＤ結合剤またはその薬剤的に許容可能な塩を投与することを含
む。本開示の１つの実施形態は、有効量のＨΡΤΡβ－ＥＣＤ結合剤またはその薬剤的に
許容可能な塩および１以上の担体または適合性のある賦形剤を含む組成物を投与すること
により、対象における網膜浮腫を治療または予防する方法である。別の実施形態は、有効
量のＨΡΤΡβ－ＥＣＤ結合剤またはその薬剤的に許容可能な塩および１以上の担体また
は適合性のある賦形剤を投与することにより、網膜血管新生を治療または予防する方法で
ある。別の実施形態は、網膜浮腫の治療におけるＨΡΤΡβ－ＥＣＤ結合剤の使用である
。さらなる実施形態は、網膜血管新生の治療におけるＨΡΤΡβ－ＥＣＤ結合剤の使用で
ある。
【００９８】
　さらに開示される方法は、対象にＨＰＴＰβ－ＥＣＤ結合剤を投与することにより、糖
尿病性網膜症を治療、予防または制御する、または糖尿病性網膜症の発症に関する疾患ま
たは状態を治療することに関する。
【００９９】
　この方法の１つの態様は、対象に有効量のＨＰＴＰβ－ＥＣＤ結合剤またはその薬剤的
に許容可能な塩を投与することにより、糖尿病性網膜症を治療または予防することに関す
る。この態様の１つの実施形態は、対象に有効量のＨΡΤΡβ－ＥＣＤ結合剤またはその
薬剤的に許容可能な塩および１以上の担体または適合性のある賦形剤を含む組成物を投与
することを含む、糖尿病性網膜症を治療する方法に関する。
【０１００】
　したがって、本開示の１つの実施形態は、対象における糖尿病性網膜症を治療または予
防する方法であって、有効量のΗΡΤΡβ－ＥＣＤ結合剤またはその薬剤的に許容可能な
塩を投与することを含む。本開示の別の実施形態は、有効量のＨΡΤΡβ－ＥＣＤ結合剤
またはその薬剤的に許容可能な塩および１以上の担体または適合性のある賦形剤を含む組
成物を投与することにより、対象における糖尿病性網膜症を治療または予防する方法であ
る。本開示のさらに別の実施形態は、糖尿病性網膜症の治療におけるＨΡΤΡβ－ＥＣＤ
結合剤の使用である。
【０１０１】
　さらに開示される方法は、対象に有効量のＨＰＴＰβ－ＥＣＤ結合剤またはその薬剤的
に許容可能な塩を投与することを含む、非増殖性網膜症を治療または予防する方法に関す
る。
【０１０２】
　この態様の別の実施形態は、対象に有効量のＨΡΤΡβ－ＥＣＤ結合剤またはその薬剤
的に許容可能な塩および１以上の担体または適合性のある賦形剤を含む組成物を投与する
ことを含む、非増殖性網膜症を治療または予防する方法に関する。
【０１０３】
　したがって、本開示の１つの実施形態は、対象における非増殖性網膜症を治療または予
防する方法であって、有効量のΗΡΤΡβ－ＥＣＤ結合剤またはその薬剤的に許容可能な
塩を投与することを含む。本開示の別の実施形態は、有効量のＨΡΤΡβ－ＥＣＤ結合剤
またはその薬剤的に許容可能な塩および１以上の担体または適合性のある賦形剤を含む組
成物を投与することにより、対象における非増殖性網膜症を治療または予防する方法であ
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る。本開示のさらに別の実施形態は、非増殖性網膜症の治療におけるＨΡΤΡβ－ＥＣＤ
結合剤の使用である。
【０１０４】
　さらに開示される方法は、対象にＨＰＴＰβ－ＥＣＤ結合剤を投与することにより、糖
尿病性黄斑浮腫を予防または制御する、または糖尿病性黄斑浮腫の発症に関する疾患また
は状態を治療することに関する。
【０１０５】
　この方法の１つの態様は、対象に有効量のＨＰＴＰβ－ＥＣＤ結合剤またはその薬剤的
に許容可能な塩を投与することにより、糖尿病性黄斑浮腫を治療または予防することに関
する。この態様の１つの実施形態は、対象に、（ａ）有効量の１以上のＨΡΤΡβ－ＥＣ
Ｄ結合剤またはその薬剤的に許容可能な塩および（ｂ）１以上の担体または適合性のある
賦形剤、を含む組成物を投与することを含む、糖尿病性黄斑浮腫を治療する方法に関する
。
【０１０６】
　したがって、本開示の１つの実施形態は、対象における糖尿病性黄斑浮腫を治療または
予防する方法であって、有効量のΗΡΤΡβ－ＥＣＤ結合剤またはその薬剤的に許容可能
な塩を投与することを含む。本開示の別の実施形態は、有効量のＨΡΤΡβ－ＥＣＤ結合
剤またはその薬剤的に許容可能な塩および１以上の担体または適合性のある賦形剤を含む
組成物を投与することにより、対象における糖尿病性黄斑浮腫を治療または予防する方法
である。本開示のさらに別の実施形態は、糖尿病性黄斑浮腫の治療におけるＨΡΤΡβ－
ＥＣＤ結合剤の使用である。
【０１０７】
　本開示の別の実施形態は、対象における湿潤型加齢黄斑変性浮腫を治療または予防する
方法であって、有効量のΗΡΤΡβ－ＥＣＤ結合剤またはその薬剤的に許容可能な塩を投
与することを含む。本開示の別の実施形態は、有効量のＨΡΤΡβ－ＥＣＤ結合剤または
その薬剤的に許容可能な塩および１以上の担体または適合性のある賦形剤を含む組成物を
投与することにより、対象における湿潤型加齢黄斑変性浮腫を治療または予防する方法で
ある。本開示のさらに別の実施形態は、湿潤型加齢黄斑変性浮腫の治療におけるＨΡΤΡ
β－ＥＣＤ結合剤の使用である。
【０１０８】
　さらなる実施形態は、対象に有効量のＨＰＴＰβ－ＥＣＤ結合剤またはその薬剤的に許
容可能な塩を投与することにより、脈絡膜血管新生、網膜中心静脈閉塞症、網膜静脈分枝
閉塞症、眼外傷、手術による浮腫、手術による血管新生、嚢胞様黄斑浮腫、眼虚血または
ぶどう膜炎を治療、予防または制御する方法である。別の実施形態は、対象に有効量のＨ
ＰＴＰβ－ＥＣＤ結合剤またはその薬剤的に許容可能な塩および１以上の担体または適合
性のある賦形剤を含む組成物を投与することにより、脈絡膜血管新生、網膜中心静脈閉塞
症、網膜静脈分枝閉塞症、眼外傷、手術による浮腫、手術による血管新生、嚢胞様黄斑浮
腫、眼虚血、網膜血管腫性増殖、黄斑毛細血管拡張症またはぶどう膜炎を治療、予防また
は制御する方法である。本開示のさらに別の実施形態は、脈絡膜血管新生、網膜中心静脈
閉塞症、網膜静脈分枝閉塞症、眼外傷、手術による浮腫、手術による血管新生、嚢胞様黄
斑浮腫、眼虚血、網膜血管腫性増殖、黄斑毛細血管拡張症またはぶどう膜炎の治療におけ
るＨＰＴＰβ－ＥＣＤ結合剤の使用である。
【０１０９】
　別の実施形態は、ＨΡΤΡβ－ＥＣＤ結合剤またはその薬剤的に許容可能な塩および１
以上の薬剤的に許容可能な担体を含む、眼疾患を治療または予防するための組成物である
。さらに別の実施形態は、ＨＰＴＰβ－ＥＣＤ結合剤またはその薬剤的に許容可能な塩お
よび１以上の薬剤的に許容可能な担体の組成物を含む、眼疾患を治療または予防する組成
物であり、該眼疾患は、眼の血管新生、眼の浮腫、網膜血管新生、糖尿病性網膜症、糖尿
病性黄斑浮腫、加齢黄斑変性症、脈絡膜血管新生、網膜中心静脈閉塞症、網膜静脈分枝閉
塞症、眼外傷、手術による浮腫、手術による血管新生、嚢胞様黄斑浮腫、眼虚血、非増殖
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性網膜症、網膜血管腫性増殖、黄斑毛細血管拡張症またはぶどう膜炎である。
【０１１０】
　いくつかの実施形態では、ＨＰＴＰβ－ＥＣＤ結合剤またはその薬剤的に許容可能な塩
が眼疾患の治療に使用される。いくつかの実施形態では、ＨＰＴＰβ－ＥＣＤ結合剤また
はその薬剤的に許容可能な塩が眼疾患の治療に使用され、該眼疾患は、眼の血管新生、眼
の浮腫、網膜血管新生、糖尿病性網膜症、糖尿病性黄斑浮腫、加齢黄斑変性症、脈絡膜血
管新生、網膜中心静脈閉塞症、網膜静脈分枝閉塞症、眼外傷、手術による浮腫、手術によ
る血管新生、嚢胞様黄斑浮腫、眼虚血、非増殖性網膜症、網膜血管腫性増殖、黄斑毛細血
管拡張症またはぶどう膜炎である。
【０１１１】
　さらに他の実施形態では、ＨＰＴＰβ－ＥＣＤ結合剤またはその薬剤的に許容可能な塩
が眼疾患を治療する医薬の製造に使用される。いくつかの実施形態では、眼疾患は、眼の
血管新生、眼の浮腫、網膜血管新生、糖尿病性網膜症、糖尿病性黄斑浮腫、加齢黄斑変性
症、脈絡膜血管新生、網膜中心静脈閉塞症、網膜静脈分枝閉塞症、眼外傷、手術による浮
腫、手術による血管新生、嚢胞様黄斑浮腫、眼虚血、非増殖性網膜症、網膜血管腫性増殖
、黄斑毛細血管拡張症またはぶどう膜炎である。
【０１１２】
　用量
　ＨＰＴＰβ－ＥＣＤ結合剤投与の有効な用量とスケジュールは経験的に決定してよく、
このような決定をすることは当該分野の範囲内である。当業者であれば、投与されなけれ
ばならない剤の用量は、例えば、剤を受ける対象、投与経路、使用される剤の特定の種類
、および対象に投与されている他の薬物により異なることを理解しよう。例えば、抗体の
適切な用量を選択する案内が、抗体医薬の文献、例えば、Handbook of Monoclonal Antib
odies, Ferrone et al., eds., Noges Publications, Park Ridge, N.J., (1985) ch. 22
 and pp. 303-357; Smith et al., Antibodies in Human Diagnosis and Therapy, Haber
 et al., eds., Raven Press, New York (1977) pp. 365-389に見られる。単独で使用す
る場合の剤の典型的な用量は、上述の要因により、１日当たり体重の約０．０１ｍｇ／ｋ
ｇ～５００ｍｇ／ｋｇ以上、または約０．０１ｍｇ／ｋｇ～約５０ｍｇ／ｋｇ、または約
０．１ｍｇ／ｋｇ～約５０ｍｇ／ｋｇ、または約０．１ｍｇ／ｋｇ～約１０ｍｇ／ｋｇま
で、または約０．２ｍｇ／ｋｇ～約１ｍｇ／ｋｇの範囲であり得る。
【０１１３】
　１つの実施形態は、対象に約０．０１ｍｇ／ｋｇ～約５０ｍｇ／ｋｇのＨＰＴＰβ－Ｅ
ＣＤ結合剤またはその薬剤的に許容可能な塩を投与することを含む、眼の浮腫および／ま
たは血管新生を治療する方法に関する。この実施形態の別の繰り返しは、対象に、ＨＰＴ
Ｐβ－ＥＣＤ結合剤またはその薬剤的に許容可能な塩を治療対象の体重により約０．１ｍ
ｇ／ｋｇ～約１０ｍｇ／ｋｇ投与することに関する。この実施形態のさらなる繰り返しは
、治療対象の体重により約１ｍｇ／ｋｇ～約１０ｍｇ／ｋｇのＨＰＴＰβ－ＥＣＤ結合剤
またはその薬剤的に許容可能な塩を対象に投与することを含む、眼の浮腫および／または
血管新生に関する疾患または状態を治療または予防する方法に関する。この実施形態のさ
らに別の繰り返しは、治療対象の体重により約５ｍｇ／ｋｇ～約１０ｍｇ／ｋｇのＨＰＴ
Ｐβ－ＥＣＤ結合剤またはその薬剤的に許容可能な塩を対象に投与することを含む、眼の
浮腫および／または血管新生に関する疾患または状態を治療または予防する方法に関する
。この実施形態のさらなる繰り返しでは、治療対象の体重により約１ｍｇ／ｋｇ～約５ｍ
ｇ／ｋｇのＨＰＴＰβ－ＥＣＤ結合剤またはその薬剤的に許容可能な塩を対象に投与する
ことを含む、眼の浮腫および／または血管新生に関する疾患または状態を治療または予防
する方法に関する。この実施形態のさらなる繰り返しでは、治療対象の体重により約３ｍ
ｇ／ｋｇ～約７ｍｇ／ｋｇのＨＰＴＰβ－ＥＣＤ結合剤またはその薬剤的に許容可能な塩
を対象に投与することを含む、眼の浮腫および／または血管新生に関する疾患または状態
を治療または予防する方法に関する。
【０１１４】
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　ＨＰＴＰβ－ＥＣＤ結合剤の投与スケジュールは、限定ではなく、１日１回、毎週３回
、毎週２回、毎週１回、毎月３回、２回、毎月１回、および隔月に１回、を含む。
【０１１５】
　別の薬剤的活性剤の投与の結果である、眼浮腫および／または血管新生に関する本明細
書で上述した１以上の疾患または状態を治療または予防する方法がさらに開示される。し
たがって、この態様は、対象に、（ａ）有効量のＨΡΤΡβ－ＥＣＤ結合剤またはその薬
剤的に許容可能な塩、（ｂ）１以上の追加の薬剤的活性剤、および（ｃ）１以上の担体ま
たは適合性のある賦形剤を含む組成物を投与することを含む方法に関する。
【０１１６】
　本発明の方法は、限定ではなくレーザー治療を含む標準治療と組み合わせてよい。
【０１１７】
　ＨＰＴＰβ－ＥＣＤ結合剤との併用に適した薬剤的活性剤の非限定的な例は、感染症治
療薬、すなわちアミノグリコシド、抗ウイルス剤、抗菌剤、抗コリン剤/鎮痙剤、抗糖尿
病薬、降圧薬、抗腫瘍薬、心血管薬、中枢神経系薬、凝固調節剤、ホルモン類、免疫剤、
免疫抑制剤、眼科用調製物などを含む。
【０１１８】
　本開示の方法は、本開示の剤と組成物の投与にも関する。投与は、皮下または静脈を介
する全身的投与であり得、またはＨＰＴＰ－β阻害剤は直接眼に、例えば局所投与されよ
う。局所投与の方法には、例えば、点眼剤により、結膜下注射または埋め込み、硝子体内
注射または埋め込み、テノン下注射または埋め込み、外科的洗浄液への添加などを含む。
【０１１９】
　本開示の方法は、医薬組成物の一部としてＨＰＴＰβ－ＥＣＤ結合剤を投与することに
関する。局所投与に適する組成物は当業界で既知である（例えば米国特許公報第２００５
／００５９６３９号を参照）。様々な実施形態において、本発明の組成物は、溶液、懸濁
液、またはその両方中に活性剤を含む液体を含み得る。本明細書では、液体組成物はゲル
を含む。１つの実施形態では、液体組成物は水性である。あるいは、組成物は、軟膏形態
をとり得る。別の実施形態では、組成物はインサイツのゲル化水性組成物である。そのよ
うな組成物は、眼または眼の外部で涙液と接触した際にゲル化を促進するのに有効な濃度
のゲル化剤を含み得る。本発明の水性組成物は、眼と適合するｐＨと浸透圧を有する。組
成物は、結膜下投与用の活性剤を含む眼科用徐放性製剤を含み得る。活性剤を含む微粒子
が、生体適合性の薬剤的に許容可能なポリマーまたは脂質被包剤に埋め込まれ得る。徐放
性製剤は、長時間に渡り活性物質を全て、または実質的に全て放出するようにされてよい
。ポリマーまたは脂質マトリックスが存在する場合は、十分に分解されて、全てのまたは
実質的に全ての活性物質の放出後、投与部位から輸送されるようにされてよい。徐放性製
剤は、薬剤的に許容可能なポリマーと溶解または分散活性剤を含む液体製剤であり得る。
注射されると、ポリマーは例えばゲル化または沈降により注射部位にデポーを形成する。
組成物は、眼と瞼の間、または結膜嚢の中などの眼の適切な場所に挿入され得、そこで活
性剤を放出する固形物を含み得る。そのような態様で眼内埋め込みに適する固形物は、一
般にポリマーを含み、生体内分解性であっても非生体内分解性であってもよい。
【０１２０】
　本開示の方法の１つの実施形態では、少なくとも片方の眼に視覚障害をもつヒト対象を
、硝子体内注射により２～４０００μｇのＨＰＴＰβ－ＥＣＤ結合剤で治療する。臨床症
状の改善は、当業界に既知の１以上の方法、例えば間接的眼底検査、眼底写真、フルオレ
セイン血管障害、網膜電図検査、眼外部の検査、細隙灯生体顕微鏡検査、圧平眼圧測定、
パキメトリー、光干渉断層撮影および自動屈折（autorefaction）によりモニタリングさ
れる。２回目以降の投薬は、毎週または毎月、例えば２～８週または１～１２か月おきの
頻度で投与され得る。
【０１２１】
　本開示の方法は、本開示の剤を薬剤的に許容可能な担体と併用で投与することを含む。
「薬剤的に許容可能な」とは、生物学的にまたはその他の望ましくないものではない物質
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を意味し、すなわち、物質は、何らの所望でない生物学的効果を引き起こすことなく、ま
たはそれが含有される医薬製剤の他のすべての成分と有害な態様で相互作用することなく
、対象に投与され得る。担体は、当然ながら、あらゆる活性成分の分解を最小限化し、当
業者には周知であるような、対象におけるあらゆる有害な副作用を最小限化するように、
選択される。別の態様では、本開示の剤の多くが予防的に、すなわち予防薬として、その
ままでも薬剤的に許容可能な担体と共にでも、使用され得る。本明細書に開示されるイオ
ン性の液体組成物は、便利にも、イオン性液体そのものからなる、または薬剤的に許容可
能な担体と共に、医薬組成物へと製剤され得る。本明細書に記載される剤の製剤の調製と
関連して使用され得る典型的な担体と医薬組成物を調製する従来の方法を開示しているRe
mington's Pharmaceutical Sciences, 18th ed., Gennaro, AR. Ed., Mack Publishing, 
Easton Pa.（1990）（参照として本明細書に組み込まれる）を参照されたい。そのような
医薬担体は、最も典型的には、無菌水、生理学的ｐＨの生理食塩緩衝溶液などの溶液を含
む、ヒトと非ヒトに組成物を投与する標準的担体であろう。他の剤が、当業者に使用され
る標準的手順により投与され得る。例えば、医薬組成物は、抗微生物剤、抗炎症剤、麻酔
剤などの１以上の追加の活性成分も含み得る。
【０１２２】
　薬剤的に許容可能な担体の例は、限定ではなく、食塩水、リンゲル液およびデキストロ
ース溶液を含む。溶液のｐＨは好ましくは約５～約８、より好ましくは約７～約７．５で
ある。さらなる担体は、本開示の剤を含む固形疎水性ポリマーの半透過性マトリックスな
どの徐放調整物を含み、該マトリックスは形のある物品、例えばフィルム、リポソーム、
微粒子またはマイクロカプセルの形をとる。当業者であれば、例えば投与経路および投与
される組成物の濃度により、ある特定の担体がより好ましい場合があることを理解されよ
う。他の剤が、当業者に使用される標準的手順により投与され得る。
【０１２３】
　医薬製剤は、本明細書に開示の剤に加え、追加の担体並びに増粘剤、希釈物、バッファ
ー、保存料、表面活性因子などを含み得る。医薬製剤は、抗微生物剤、抗炎症剤、麻酔剤
などの１以上の追加の活性成分も含み得る。
【０１２４】
　本開示の目的に関し、「賦形剤」と「担体」という用語は本開示の記載全体で交換可能
に使用され、本明細書では「安全で有効な医薬組成物の製剤の実施で使用される成分」と
定義される。
【０１２５】
　製剤業者は、賦形剤は、主として安全で安定した機能的な医薬を送達する働きをし、送
達用の全ビヒクルの一部としてだけではなく、活性成分がレシピエントにおいて有効に吸
収される手段としても作用するのに使用されることを理解しよう。賦形剤は、不活性フィ
ラーとして単純で直接的な役割を果たし得るか、または賦形剤は本明細書ではｐＨ安定化
システムの一部であり得る。製剤業者は、本発明の剤が改良された細胞能力、薬物動態学
的特性を有するという事実を利用することもできる。
【０１２６】
　本開示の剤は、活性治療薬を送達する液体、乳剤または懸濁液中にも存在し得る。液体
の薬剤的に投与可能な組成物は、例えば、本明細書に記載される活性因子および所望によ
り薬剤的アジュバントを、例えば、水、食塩水、水性デキストロース、グリセロール、エ
タノールなどの賦形剤中に溶解、分散させるなどして調整され得、それによって溶液また
は懸濁液が生成する。所望であれば、投与される医薬組成物は、湿潤または乳化剤、ｐＨ
緩衝剤など、例えば酢酸ナトリウム、モノラウリン酸ソルビタン、トリエタノールアミン
酢酸ナトリウム、オレイン酸トリエタノールアミンなどの少量の非毒性補助剤も含み得る
。そのような剤形を調製する実際の方法は、当業者には既知であるまたは明らかになろう
。例えば、上記参照のRemington's Pharmaceutical Sciencesを参照されたい。
【０１２７】
　キット
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　ヒト、哺乳動物または細胞に送達される剤および組成物を含むキットも開示される。キ
ットは、ヒト、哺乳動物または細胞内に送達される１以上の剤を含む組成物の１以上の包
装された単位用量を含み得る。送達される剤が使用前に包装されている単位用量のアンプ
ルまたは複数用量の容器は、組成物の単位用量または複数の単位用量を封入する気密密封
容器を含み得る。剤は、無菌製剤として包装され得、使用時まで製剤の無菌性を保つ気密
密封容器が設計される。
【実施例１】
【０１２８】
　ＨＰＴＰβ細胞外ドメインタンパク質の産生
　全長ＨＰＴＰβｃＤＮＡ（配列番号１）を、製造者（Ｏｒｉｇｅｎｅ社）の指示に従い
ヒト胎盤ライブラリーからクローン化する。全ての可溶性のＨＰＴＰβの細胞外ドメイン
（ＥＣＤ）をコードするｃＤＮＡを、c末端にＨｉｓ－Ｈｉｓ－Ｈｉｓ－Ｈｉｓ－Ｈｉｓ
－Ｈｉｓ－Ｇｌｙ（６Ｈｉｓ－Ｇｌｙ）（配列番号３）を付加されたアミノ酸１～１６２
１をコードする全長ｃＤＮＡからＰＣＲによりクローン化する。得られたｃＤＮＡを、Ｈ
ＥＫ２９３細胞における一過性（ｐＳｈｕｔｔｌｅ－ＣＭＶ）または安定した（ｐｃＤＮ
Ａ３．１（－））発現のため、哺乳動物発現ベクターにクローン化する。精製ＨＰＴＰβ
ＥＣＤ（βＥＤ）を得るため、βＥＣＤ発現ベクターで形質移入したＨＥＫ２９３細胞を
ＯｐｔｉＭＥＭ無血清（Ｇｉｂｃｏ社）中通常の成長条件下で２４時間培養する。次いで
培養上清を回収し、遠心分離してデブリを除去し、１ｍＬの洗浄済みＮｉ－ＮＴＡアガロ
ース（Ｑｉａｇｅｎ社）（５００μＬのパック入り）を各清澄培地１０μＬに加えて、４
℃で一晩振とうする。翌日、混合物をカラムに充填し、２０ベッド体積のｐＨ８の５０ｍ
ＭのＮａＨ２ＰＯ４、３００ｍＭのＮａＣｌ、２０ｍＭのイミダゾールで洗浄する。次い
で、精製したＨＰＴＰβ細胞外ドメインタンパク質（配列番号４）をｐＨ８の５０ｍＭの
ＮａＨ２ＰＯ４、３００ｍＭのＮａＣｌ、２５０ｍＭのイミダゾール中２００μＬ／溶出
で溶出する。画分のタンパク質含有量を還元－変性ＳＤＳ－ポリアクリルイミドゲル電気
泳動法を用い、銀染色（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社）により検出し、質量分析により確認し
て分析する。
【実施例２】
【０１２９】
　ＨＰＴＰβ細胞外ドメインに対するモノクローナル抗体の生成
　精製されたＨＰＴＰβ細胞外ドメインタンパク質を、例えば実施例１に記載の手順によ
り産生する。ＨＰＴＰβ細胞外ドメイン免疫原を産生するため、精製されたＨＰＴＰβ細
胞外ドメイン－６－Ｈｉｓタンパク質をＥＤＣ結合化学を用いてブタのサイログロブリン
（Ｓｉｇｍａ社）に結合させる（Hockfield, S. et al., (1993) Cold Spring Habor Lab
oratory Press. Vol. 1 pp. 111-201, Immunocytochemistry）。得られたＨＰＴＰβ細胞
外ドメイン－サイログロブリン複合体をｐＨ７．４のＰＢＳに対し透析する。次に、成体
Ｂａｌｂ／ｃマウスを複合体（１００～２００μｇ）と完全フロイントアジュバントの１
：１の混合物で皮下免疫感作する。２～３週後、マウスに不完全フロイントアジュバント
と複合体の１：１の混合物を腹腔内または皮下注射する。注射を４～６週に繰り返す。３
回目の注射から７日後にマウスから血清を採取し、ＨＰＴＰβ細胞外ドメイン抗原に対す
る免疫反応性をＥＬＩＳＡおよびウエスタンブロット法でアッセイする。抗原に対し良好
な応答を示すマウスは、３１ゲージの超長針を用いて５０μｌの精製されたＨＰＴＰβ細
胞外ドメインタンパク質を１：１で水酸化ミョウバンと混合した単回脾臓内注射でブース
トする（Coding, J. W., (1996) Monoclonal Antibodies: Principles and Practices. T
hird Edition, Academic Press Limited, p.145）。マウスは２．５％アベルチンで短時
間麻酔し、皮膚と左斜体壁を１センチ切開する。抗原混合物を、針を脾臓の後方部分から
前方部分に挿入し、長手方向に注入して投与する。体壁を縫合し、皮膚を２つの小型金属
クリップで封着する。マウスの無事な回復をモニタリングする。術後４日目にマウスの脾
臓を除去し、単一細胞の懸濁液を作製してマウス骨髄腫細胞と融合させハイブリドーマ細
胞株を作製する（Spitz, M., (1986) Methods In Enzymology, Vol. 121. Eds. John J, 



(24) JP 2014-532072 A 2014.12.4

10

20

30

40

50

Lagone and Helen Van Vunakis. pp. 33-41 (Academic Press, New York, NY)）。得られ
たハイブリドーマを１５％のウシ胎児血清（Ｈｙｃｌｏｎｅ社）とヒポキサンチン、アミ
ノプテリンとチミジンを補充したダルベッコ変法培地（Ｇｉｂｃｏ社）中で培養する。
【０１３０】
　陽性ハイブリドーマのスクリーニングは融合の８日後から開始し、１５日間継続する。
ハイブリドーマ産生抗ＨＰＴＰβ細胞外ドメイン抗体は、２組の９６ウェルのプレート上
でＥＬＩＳＡにより同定され、１組はヒスチジンタグをつけたＨＰＴＰβ細胞外ドメイン
でコートされ、もう一方は陰性対照としてヒスチジンタグをつけた細菌性ＭｕｒＡタンパ
ク質でコートされる。二次抗体は西洋わさびペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）（Ｊａｃｋｓｏ
ｎ　Ｉｍｍｕｎｏｒｅｓｅａｒｃｈ社）で標識されたロバ抗マウスＩｇＧである。免疫応
答性は、ＡＢＴＳ錠剤をｐＨ７．５のＴＢＳバッファーに溶解させて開始される発色を用
いてウェル内でモニタリングされる。個々のＨＲＰ反応混合物は、１００マイクロリット
ルの１％ＳＤＳを添加されて停止され、分光光度計で４０５ｎｍで吸光度を読み取られる
。ＨＰＴＰβ細胞外ドメイン－６Ｈｉｓと相互作用するがｍｕｒＡ－６Ｈｉｓタンパク質
とは相互作用しないハイブリドーマ産生抗体は、さらなる分析に使用される。限界希釈（
０．８細胞／ウェル）を９６ウェルプレートの陽性クローンに２回行い、クローン性は、
ウェルの９９％超が陽性反応を有することと定義される。抗体イソタイプを、イソストリ
ップ手法（Ｒｏｃｈｅ社）を用いて決定する。さらなる評価用に精製抗体を得るために、
組織培地上清をプロテインＡまたはプロテインＧカラムを用いて親和性精製する。
【０１３１】
　ＨＰＴＰβ－ＥＣＤタンパク質に対し免疫応答性のある５つのモノクローナル抗体が単
離され、以下のとおり命名された：Ｒ１５Ｅ６、Ｒ１２Ａ７、Ｒ３Ａ２、Ｒ１１Ｃ３、Ｒ
１５Ｇ２およびＲ５Ａ８。ＥＬＩＳＡとウエスタンブロット法におけるＨＰＴＰβ－ΕＣ
Ｄタンパク質との反応に基づき、Ｒ１５Ｅ６がさらなる研究用に選ばれた。
【実施例３】
【０１３２】
　モノクローナル抗体Ｒ１５Ｅ６
　モノクローナル抗体Ｒ１５Ｅ６を本願の実施例２と米国特許第７，９７３，１４２号に
記載されるように同定し特徴づけた；手順と結果を以下に要約する。
【０１３３】
　Ａ．免疫沈降により示されるようにＲ１５Ｅ６は内在性のＨＰＴＰβと結合する。
　材料：Ｃａｍｂｒｅｘ社のヒト臍帯静脈内皮細胞（ＨＵＶＥＣ）、ＥＧＭ培地、および
トリプシン中和液；ＯＰＴＩＭＥＭＩ（Ｇｉｂｃｏ社）、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ；
Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ社）、リン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ；Ｇｉｂｃｏ社）、アンジオポエ
チン１（Ａｎｇ１）、血管内皮増殖因子（ＶＥＧＦ）および線維芽細胞増殖因子（ＦＧＦ
）を含む増殖因子（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ社）、Ｔｉｅ２モノクローナル抗体（Ｄｕｋ
ｅ大学／Ｐ＆ＧＰ社）、ＶＥＧＦ受容体２（ＶＥＧＦＲ２）ポリクローナル抗体（Whitak
er et.al）、タンパク質Ａ／Ｇアガロース（Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ社）、トリス－グリシ
ンプレキャストゲル電気泳動／転写システム（６～８％）（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社）、
ＰＶＤＦ膜（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社）、溶解バッファー（２０ｍｍのトリス－ＨＣｌ、
１３７ｍｍのＮａＣｌ、１０％のグリセロール、１％のトリトン－Ｘ－１００、２ｍＭの
ＥＤＴＡ、１ｍＭのＮａＯＨ、１ｍＭのＮａＦ、１ｍＭのＰＭＳＦ、１μｇ／ｍｌのロイ
ペプチン、１μｇ／ｍｌのペプスタチン）
【０１３４】
　方法：ＨＵＶＥＣを抗体（ＯＰＴＩＭＥＭ中）またはＯＰＴＩＭＥＭ　Ｉのみで３０分
間前処理した。前処理除去後、細胞をＡｎｇ１（１００ｎｇ／ｍｌ）で６分間ＰＢＳ＋０
．２％ＢＳＡ中で処理し、溶解バッファー中で溶解させた。溶解物をトリス－グリシンゲ
ルに直接通すか、または２～５μｇ／ｍｌのＴｉｅ－２抗体または１０μｇ／ｍｌのＲ１
５Ｅ６抗体とプロテインＡ／Ｇアガロースを用いて免疫沈降させた。免疫沈降した試料を
溶解バッファーで１回すすぎ、１倍濃度の試料バッファー中、５分間沸騰させた。試料を
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トリス－グリシンゲルで分離し、ＰＶＤＦ膜に転写し、表示された抗体（ｐＴＹＲ　Ａｂ
　（ＰＹ９９、Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ社）、Ｔｉｅ－２、ＶＥＧＦＲ２および／またはＲ
１５Ｅ６）を用いてウエスタンブロット法で検出した。
【０１３５】
　結果：ＩＰ／ウエスタンブロット法により、Ｒ１５Ｅ６はＨＰＴＰβのサイズと一致す
る主要な高分子量のバンドを認識する（図１、パネルＡ、レーン２）。強度がより低い、
低分子量のバンドは、ＨＰＴＰβの低グリコシル化前駆体をおそらく表している。対照の
非免疫ＩｇＧを用いての免疫沈降（ＩＰ）は、ＨＰＴＰβの分子量範囲内にバンドを示さ
ず（図１、パネルＡ、レーン１）、併用Ｔｉｅ２／ＶＥＧＦＲ２のＩＰは、予測された分
子量のバンドを示す（図１、パネルＡ、レーン３）。この結果は、Ｒ１５Ｅ６がＨＰＴＰ
βを認識し、ＨＰＴＰβに対し特異的であることを示す。
【０１３６】
　Ｂ．ＦＡＣＳ分析で示されるように、Ｒ１５Ｅ６は内在性のＨＰＴＰβに結合する。
　材料：Ｃａｍｂｒｅｘ社のＨＵＶＥＣ、ＥＧＭ培地およびトリプシン中和液；Ｍｏｌｅ
ｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ社の二次Ａｌｅｘｆｌｕｏｒ　４８８－タグ付き抗体；ハンク
ス平衡塩類溶液（Ｇｉｂｃｏ社）；ＦＡＣＳＣＡＮフローサイトメーターおよびＢｅｃｔ
ｏｎ　Ｄｉｃｋｅｎｓｏｎ社のＣｅｌｌＱｕｅｓｔソフトウェア。
【０１３７】
　方法：ＨＵＶＥＣをトリプシン化し、トリプシン中和液で処理し、ＨＢＳＳですすぐ。
Ｒ１５Ｅ６抗体（０．６μｇ）を５０μｌのＨＢＳＳ中２５０，０００個の細胞に加え、
氷中２０分インキュベートする。細胞を１ｍｌのＨＢＳＳですすいだ後、２μｇの蛍光結
合二次抗体を氷中２０分かけて加えた。細胞をすすいで１ｍｌのＨＢＳＳ中に再懸濁させ
てから、ＣｅｌｌＱｕｅｓｔソフトウェアを用いてＦＡＣＳＣＡＮフローサイトメーター
で分析した。対照細胞は蛍光結合二次抗体のみで処理した。
【０１３８】
　結果：ＦＡＣＳ分析により、蛍光シグナルにおいて、無傷のＨＵＶＥＣ、Ｒ１５Ｅ６は
、二次抗体のみと比較して強力なシフト（細胞の９０超）をもたらす（図１、パネルＢ）
。この結果は、Ｒ１５Ｅ６が無傷の内皮細胞表面に提示される内在性のＨＰＴＰβに結合
することを示す。
【実施例４】
【０１３９】
　Ｒ１５Ｅ６はＴｉｅ２活性化を増大させる。
　Ｒ１５Ｅ６は、Ｔｉｅ２リガンドであるアンジオポエチン１（Ａｎｇ１）の存在下およ
び非存在下でＴｉｅ２リン酸化を増大させる。
【０１４０】
　方法：様々な濃度のＲ１５Ｅ６の存在または非存在下で、Ａｎｇ１の添加ありまたはな
しで、ＨＵＶＥＣを上述したように無血清培地で培養する。溶解物が調製され、Ｔｉｅ２
抗体を用いて免疫沈降され、ポリアクリルアミドゲル電気泳動で分離され、ＰＶＤＦ膜に
転写される。膜に結合した免疫沈降されたタンパク質は次いで連続的ウエスタンブロット
に供され、抗ホスホチロシン抗体を用いてＴｉｅ２リン酸化を定量化してからＴｉｅ２抗
体を用いて全Ｔｉｅ２を定量化する。Ｔｉｅ２リン酸化は、抗ホスホチロシンシグナルの
全Ｔｉｅ２シグナルに対する比率として表す。
【０１４１】
　結果：Ｒ１５Ｅ６は、Ａｎｇ１の存在下および非存在下の両方でＴｉｅ２リン酸化を増
大させる（図２）。この結果は、内皮細胞表面のＨＰＴＰβにＲ１５Ｅ６が結合すること
で、その生物学的機能が調節され、その結果としてリガンドの有無にかかわらずＴｉｅ２
の活性化が増大することを示す。
【実施例５】
【０１４２】
　抗ＶＥ－ＰＴＰ細胞外ドメイン抗体の生成
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Ａ．マウスＶＥ－ＰＴＰ細胞外ドメインタンパク質（ＶＥ－ＰＴＰ－ＥＣＤ）の産生
　ＶＥ－ＰＴＰ－ＥＣＤは任意適当な方法により産生され得る。そのような操作方法は、
当技術分野では周知である。例えば、ＶＥ－ＰＴＰ－ＥＣＤは、ＨＰＴＰβ－ＥＣＤをコ
ードするｃＤＮＡの代わりにＶＥ－ＰＴＰ－ＥＣＤｃＤＮＡが使用される、本開示の実施
例１に類似の方法を用いて産生され得る。配列番号７は、ＶＥ－ＰＴＰ－ＥＣＤをコード
するヌクレオチド配列を提供する。配列番号８は、ＶＥ－ＰＴＰ－ＥＣＤのアミノ酸配列
を提供する。
【０１４３】
　Ｂ．ＶＥ－ＰＴＰ　ＥＣＤに対する抗体の生成
　抗ＶＥ－ＰＴＰ抗体は、当技術分野では周知の方法により、容易に生成される。例えば
、抗ＶＥ－ＰＴＰ抗体は、ＶＥ－ＰＴＰ－ＥＣＤをＨＰＴＰβ細胞外ドメインの代わりに
し、得られたタンパク質でラットを免疫感作することにより、本開示の実施例２の方法を
用いて生成され得る。この研究で使用されたラット抗マウスＶＥ－ＰＴＰ抗体は、Ｄ．Ｖ
ｅｓｔｗｅｂｅｒ博士のご厚意により提供された（ｍＡｂ　１０９）。抗体は、Baumer S
. et al., Blood, 2006; 107: 4754-4762に記載のように生成した。簡単に説明すると、
抗体は、ラットをＶＥ－ＰＴＰ－Ｆｃ融合タンパク質で免疫感作することで生成された。
免疫感作、ハイブリドーマ融合、およびスクリーニングは、Gotsch U., et al., J Cell 
Sci. 1997, Vol. 110, pp. 583-588およびBosse R. and Vestweber D., Eur J Immunol. 
1994, Vol. 24, pp. 3019-3024に記載のように実施した。
【０１４４】
　融合タンパク質を構築し、ＶＥ－ＰＴＰの７３２位のアミノ酸で終わる最初の８個のフ
ィブロネクチンＩＩＩ型様リピートがヒトＩｇＧ１のＦｃ部分とフレームを合わせて融合
されるようにした（２３９位のアミノ酸プロリンから始まる）。このｐｃＤＮＡ３（Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ社）にクローン化した構築物をＣＨＯ細胞細胞に安定的に形質移入し、
融合タンパク質をプロテインＡセファロース親和性精製により精製した。
【実施例６】
【０１４５】
　抗ＶＥ－ＰＴＰ ＥＣＤ抗体の硝子体内注射
　レーザー誘発脈絡膜血管新生モデル：脈絡膜血管新生モデルは、血管新生加齢黄斑変性
モデルを代表すると考えられている。脈絡膜血管新生を前述のように生成した。Tobe T, 
et al., Am. J. Pathol. 1998, Vol. 153, pp. 1641-1646を参照されたい。成体Ｃ５７Ｂ
Ｌ／６マウスは、各眼のブルッフ膜の３か所にレーザー誘発性裂創を有し、１または２μ
ｇのＶＥ－ＰＴＰ－ＥＣＤ抗体（ＩｇＧ２ａ）の硝子体内注射１μＬを片眼に受け、もう
一方の眼にはビヒクル（５％のデキストロース）を受けた。これらの処置を７日目に反復
した。レーザーの１４日後、マウスをフルオレセイン標識デキストラン（平均分子量２×
ｌ０６、Ｓｉｇｍａ社、ミズーリ州セントルイス）で潅流し、血管新生の程度を蛍光顕微
鏡により脈絡膜フラットマウントにおいて評価した。各ブルッフ膜裂創部位における脈絡
膜血管新生の面積を、治療群については観察者に隠して画像分析により測定した。脈絡膜
血管新生の面積は、片眼の３つの裂創の平均である。図３に示すように、ＶＥ－ＰＴＰ－
ＥＣＤ抗体での処置は、１および２μｇの両用量で、ビヒクル対照での処置に対し、脈絡
膜血管新生を有意に減少させた。
【実施例７】
【０１４６】
　酸素誘発虚血性網膜症
酸素誘発虚血性網膜症モデルは、増殖性糖尿病性網膜症モデルを代表すると考えられてい
る。虚血性網膜症は、Smith, L.E.H., et al. Oxygen-induced retinopathy in the mous
e. Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 35, 101-111 (1994)に記載された方法により、Ｃ５
７ＢＬ／６マウスにおいて作製された。
【０１４７】
　出生後７日目（Ｐ７）のＣ５７ＢＬ／６マウスとそれらの母マウスを気密チャンバに入
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　酸素コントローラ（Ｒｅｍｉｎｇ　Ｂｉｏｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ　Ｃｏ．社、ニュー
ヨーク州レッドフィールド）により継続的にモニタリングした。Ｐ１２にマウスは大気に
戻され、手術用顕微鏡下で、ハーバードポンプマイクロインジェクションシステムおよび
引いた（pulled）ガラスピペットを使用して、１または２μｇのＶＥ－ＰＴＰ－ＥＣＤ抗
体の１μｌの硝子体内注射を片眼に送達し、もう一方の眼にビヒクルを注射した。Ｐ１７
に、前述したように、網膜表面の血管新生の面積をＰ１７に測定した。Shen J, et al., 
Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 2007, Vol. 48, pp. 4335- 4341を参照されたい。簡単
に説明すると、マウスに０．５μｇのラット抗マウスＰＥＣＡＭ抗体（Ｐｈａｒｍｉｎｇ
ｅｎ社、カリフォルニア州サンノゼ）を含む１μｌの眼内注射をした。１２時間後、マウ
スを安楽死させ、眼を１０％ホルマリン中に固定した。網膜を切除し、１：５００で、Ａ
ｌｅｘａ４８８を結合させたヤギ抗ラットＩｇＧ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社、カリフォル
ニア州カールスバッド）中、４０分かけてインキュベートし、洗浄し、全載した。治療群
について隠された観察者が、ニコン蛍光顕微鏡を用いてスライドを検査し、ＩｍａｇｅＰ
ｒｏ　Ｐｌｕｓソフトウェア（Ｍｅｄｉａ　Ｃｙｂｅｒｎｅｔｉｃｓ社、メリーランド州
シルバースプリング）を用いてコンピュータ化画像分析により網膜当たりの血管新生面積
を測定した。図４は、ＶＥ－ＰＴＰ－ＥＣＤ抗体での処置が、１および２μｇの両用量で
、ビヒクル対照での処置に対し、網膜の脈絡膜血管新生を有意に減少させたことを示す。
図５は、ビヒクル処置のマウス対２μｇのＶＥ－ＰＴＰ－ＥＣＤ抗体で処置したマウスの
代表的なホールマウントを示す。
【実施例８】
【０１４８】
　ＶＥ－ＰＴＰ－ＥＣＤ抗体の皮下注射
　硝子体内投与の酸素誘発虚血性網膜症モデルを実施例７に記載のように実施したが（Ｐ
５～Ｐ１２まで７５％の酸素雰囲気中に閉じ込める）、ＶＥ－ＰＴＰ－ＥＣＤ抗体（１ｍ
ｇ／ｋｇ）は、マウスが大気に戻されたＰ１２と、Ｐ１４とＰ１６に再度（全部で３回投
与）皮下投与した。血管新生は上述のようにＰ１７日目に評価した。図６は、ＶＥ－ＰＴ
Ｐ－ＥＣＤ抗体の皮下投与により、網膜血管新生の面積が減少することを示す。
【実施例９】
【０１４９】
　実施例８に記載した実験を２ｍｇ／ｋｇの皮下投与量で反復した（図７）。
【０１５０】
　本開示の多くの実施形態が記載されるが、基本例が変更されて、本発明のＨＰＴＰβ－
ＥＣＤ結合剤、方法および過程を利用または包含する他の実施形態を提供し得ることは、
明らかである。実施形態と例は例示目的であり、本開示を限定するものと解釈してはなら
ず、むしろ、添付の特許請求の範囲が本発明の範囲を規定する。
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