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(57)【要約】
本発明は、抗癌剤に対する応答の可能性の増加、及び転
移を受ける可能性が増加している患者を同定する方法を
提供する。本発明はまた、抗癌剤に対する患者の応答を
モニタリングする方法を提供する。本発明はまた、本方
法で使用するためのキット及び製造品を提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　抗癌剤に応答する可能性がある患者を同定する方法であって、
（ａ）抗癌剤の少なくとも一回の投与量を受けた患者に造影剤を投与し、
（ｂ）患者の腫瘍流入領域リンパ節に付随するリンパ管におけるリンパ脈動周波数を検出
し、及び、
（ｃ）リンパ脈動周波数を抗癌剤による治療前のリンパ管における脈動周波数と比較する
ことを含み、
　リンパ管におけるリンパ脈動周波数の少なくとも約１０％の減少が、抗癌剤に応答して
いる可能性が増加している患者を同定する方法。
【請求項２】
　リンパ管が鼠径リンパ節を腋窩リンパ節へ接続する、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　造影剤が蛍光色素を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　蛍光色素がＡｌｅｘａｆｌｕｏｒ６８０である、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　リンパ脈動周波数が蛍光顕微鏡を用いて検出される、請求項３に記載の方法。
【請求項６】
　患者がヒトである、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　患者が、結腸直腸癌、乳癌、肺癌、神経膠芽腫、腎癌、及びそれらの組み合わせからな
る群から選択された癌と診断されている、請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　（ｄ）少なくとも約１０％のリンパ管におけるリンパ脈動周波数の減少が検出された場
合、患者へ抗癌剤の有効量を投与すること
を更に含む請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　抗癌剤が、ＮＲＰ２アンタゴニスト、ＶＥＧＦ－Ｃアンタゴニスト、及びそれらの組み
合わせからなる群から選択されるメンバーである、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　ＮＲＰ２アンタゴニストが抗ＮＲＰ２抗体である、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　ＶＥＧＦ－Ｃアンタゴニストが抗ＶＥＧＦ－Ｃ抗体である、請求項９に記載の方法。
【請求項１２】
　（ｅ）患者へ第二の抗癌剤の有効量を投与すること
を更に含む請求項８に記載の方法。
【請求項１３】
　第二の抗癌剤がＶＥＧＦアンタゴニストである、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　ＶＥＧＦアンタゴニストが抗ＶＥＧＦ抗体である、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　抗ＶＥＧＦ抗体がベバシズマブである、請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
　転移を受ける可能性が増加している患者を同定する方法であって、
（ａ）抗癌剤の少なくとも１回の投与量を受けた患者に造影剤を投与し、
（ｂ）患者の腫瘍流入領域リンパ節に付随するリンパ管におけるリンパ脈動周波数を検出
し、及び
（ｃ）リンパ脈動周波数を抗癌剤による治療前のリンパ管における脈動周波数と比較する
ことを含み、
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　リンパ管におけるリンパ脈動周波数の少なくとも約１０％の増加が、転移を受ける可能
性が増加している患者を同定する方法。
【請求項１７】
　リンパ管が、鼠径リンパ節を腋窩リンパ節へ接続する、請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
　造影剤が、蛍光色素を含む、請求項１６に記載の方法。
【請求項１９】
　蛍光色素がＡｌｅｘａｆｌｕｏｒ６８０である、請求項１８に記載の方法。
【請求項２０】
　リンパ脈動周波数が、蛍光顕微鏡を用いて検出される、請求項１８に記載の方法。
【請求項２１】
　患者がヒトである、請求項１６に記載の方法。
【請求項２２】
　患者が、結腸直腸癌、乳癌、肺癌、神経膠芽腫、腎癌、及びそれらの組み合わせからな
る群から選択された癌と診断されている、請求項１６に記載の方法。
【請求項２３】
　（ｄ）リンパ管におけるリンパ脈動周波数の少なくとも約１０％の増加が検出された場
合、患者へ抗癌剤の有効量を投与すること
を更に含む請求項１に記載の方法。
【請求項２４】
　抗癌剤が、ＮＲＰ２アンタゴニスト、ＶＥＧＦ－Ｃアンタゴニスト、及びそれらの組み
合わせからなる群から選択されるメンバーである、請求項２３に記載の方法。
【請求項２５】
　ＮＲＰ２アンタゴニストが抗ＮＲＰ２抗体である、請求項２４に記載の方法。
【請求項２６】
　ＶＥＧＦ－Ｃアンタゴニストが抗ＶＥＧＦ－Ｃ抗体である、請求項２４に記載の方法。
【請求項２７】
　（ｅ）患者へ第二の抗癌剤の有効量を投与すること
を更に含む請求項２３に記載の方法。
【請求項２８】
　第二の抗癌剤がＶＥＧＦアンタゴニストである、請求項２７に記載の方法。
【請求項２９】
　ＶＥＧＦアンタゴニストが抗ＶＥＧＦ抗体である、請求項２８に記載の方法。
【請求項３０】
　抗ＶＥＧＦ抗体がベバシズマブである、請求項２９に記載の方法。
【請求項３１】
　抗癌剤療の有効性をモニタリングする方法であって、
（ａ）抗癌剤の少なくとも１回の投与量を受けた患者に造影剤を投与し、
（ｂ）患者の腫瘍流入領域リンパ節に付随するリンパ管におけるリンパ脈動周波数を検出
し、及び
（ｃ）リンパ脈動周波数を抗癌剤による治療前のリンパ管における脈動周波数と比較する
ことを含み、
　リンパ管におけるリンパ脈動周波数の少なくとも約１０％の減少が、有効な抗癌剤を同
定する方法。
【請求項３２】
　リンパ管が、鼠径リンパ節を腋窩リンパ節へ接続する、請求項３１に記載の方法。
【請求項３３】
　造影剤が、蛍光色素を含む、請求項３１に記載の方法。
【請求項３４】
　蛍光色素がＡｌｅｘａｆｌｕｏｒ６８０である、請求項３３に記載の方法。



(4) JP 2013-504595 A 2013.2.7

10

20

30

40

50

【請求項３５】
　リンパ脈動周波数が、蛍光顕微鏡を用いて検出される、請求項３３に記載の方法。
【請求項３６】
　患者がヒトである、請求項３１に記載の方法。
【請求項３７】
　患者が、結腸直腸癌、乳癌、肺癌、神経膠芽腫、腎癌、及びそれらの組み合わせからな
る群から選択された癌と診断されている、請求項３１に記載の方法。
【請求項３８】
　（ｄ）リンパ管におけるリンパ脈動周波数の少なくとも約１０％の減少が検出された場
合、患者へ抗癌剤の有効量を投与すること
を更に含む請求項３１に記載の方法。
【請求項３９】
　抗癌剤が、ＮＲＰ２アンタゴニスト、ＶＥＧＦ－Ｃアンタゴニスト、及びそれらの組み
合わせからなる群から選択されるメンバーである、請求項３８に記載の方法。
【請求項４０】
　ＮＲＰ２アンタゴニストが抗ＮＲＰ２抗体である、請求項３９に記載の方法。
【請求項４１】
　ＶＥＧＦ－Ｃアンタゴニストが抗ＶＥＧＦ－Ｃ抗体である、請求項３９に記載の方法。
【請求項４２】
　（ｅ）患者へ第二の抗癌剤の有効量を投与すること
を更に含む請求項３８に記載の方法。
【請求項４３】
　第二の抗癌剤が、ＶＥＧＦアンタゴニストである、請求項４２に記載の方法。
【請求項４４】
　ＶＥＧＦアンタゴニストが抗ＶＥＧＦ抗体である、請求項４３に記載の方法。
【請求項４５】
　抗ＶＥＧＦ抗体がベバシズマブである、請求項４４に記載の方法。
【請求項４６】
　抗癌剤の投与量を最適化する方法であって、
（ａ）抗癌剤の少なくとも１回の投与量を受けた患者に造影剤を投与し、
（ｂ）患者の腫瘍流入領域リンパ節に付随するリンパ管におけるリンパ脈動周波数を検出
し、及び
（ｃ）リンパ脈動周波数を抗癌剤による治療前のリンパ管における脈動周波数と比較する
ことを含み、
　リンパ管におけるリンパ脈動周波数の変化が、有効な投与量を同定する方法。
【請求項４７】
　抗癌剤が、ＮＲＰ２アンタゴニスト、ＶＥＧＦ－Ｃアンタゴニスト、及びそれらの組み
合わせからなる群から選択されるメンバーである、請求項４６に記載の方法。
【請求項４８】
　抗癌剤の投与量を最適化する方法であって、該方法が、
（ａ）抗癌剤の少なくとも１回の投与量を受けた患者に造影剤を投与し、
（ｂ）患者の腫瘍流入領域リンパ節に付随するリンパ管におけるリンパ脈動周波数を検出
し、及び
（ｃ）リンパ脈動周波数を抗癌剤による治療前のリンパ管における脈動周波数と比較する
ことを含み、
リンパ管におけるリンパ脈動周波数の変化が無いことが、最大有効投与量としての投与量
を同定する方法。
【請求項４９】
　抗癌剤が、ＮＲＰ２アンタゴニスト、ＶＥＧＦ－Ｃアンタゴニスト、及びそれらの組み
合わせからなる群から選択されるメンバーである、請求項４８に記載の方法。
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【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
（関連出願）
　本出願は、２００９年９月１１日に出願された米国特許仮出願番号６１／２４１７６９
の優先権を主張し、この内容全体を出典明記により本明細書に援用する。
（発明の分野）
　本発明は、どの患者が抗癌剤による治療の恩恵を受けるかを同定し、及び抗癌剤による
治療に対するそれらの感受性及び反応性について患者をモニタリングするための方法に向
けられている。
【背景技術】
【０００２】
　癌はヒトの健康に最も致命的な脅威の一つである。米国だけでも、癌は毎年約１３０万
人の新規患者に影響を及ぼし、心臓病に続く死亡原因の第２位であり、死者４人に約１人
を占める。固形腫瘍は、これらの死亡の大半に関連する。特定の癌の治療に大きな進歩が
あったものの、全ての癌の５年生存率は全体的に過去２０年間におよそ１０％向上してい
るにすぎない。癌、又は悪性腫瘍は、転移、制御不能な形で急速に成長し、時宜を得た検
出と治療を非常に難しくしている。
【０００３】
　癌の種類に応じて、患者は通常、化学療法、放射線及び抗体ベースの治療薬を含めた患
者に利用可能ないくつかの治療オプションを有する。異なる治療計画から臨床転帰を予測
するための有用な診断方法はこれらの患者の臨床管理に大きく役立つであろう。
【０００４】
　従って、患者がどの治療に反応するかを決定するためのより有効な方法、及びそうした
判断を、単一薬剤として使用されるか又は他の薬剤と併用されようが、患者のために抗癌
療法によるより有効な治療計画へ組込む必要性がある。
【発明の概要】
【０００５】
　本発明は、抗癌剤による治療に反応する患者を同定するための方法を提供する。
【０００６】
　本発明の一実施態様は抗癌剤に感受性である可能性が高い患者を同定する方法を提供す
る。本方法は、（ａ）抗癌剤の少なくとも一回の投与量を受けた患者に造影剤を投与する
こと、（ｂ）患者の腫瘍流入領域リンパ節に付随するリンパ管のリンパ脈動周波数を検出
し、及び（ｃ）リンパ脈動周波数を抗癌剤による治療前のリンパ管の脈動周波数と比較す
ることを含み、リンパ管におけるリンパ脈動周波数の少なくとも約１０％の減少が抗癌剤
に反応する可能性が増加している患者を同定する。いくつかの実施態様では、リンパ管は
、鼠径リンパ節を腋窩リンパ節へ接続する。いくつかの実施態様において、造影剤は、蛍
光色素（例えば、Ａｌｅｘａｆｌｕｏｒ６８０）を含む。いくつかの実施態様では、リン
パ脈動周波数は、蛍光顕微鏡を用いて検出される。いくつかの実施態様では、患者はヒト
である。いくつかの実施態様では、患者は結腸直腸癌、乳癌、肺癌、神経膠芽腫、腎癌、
及びそれらの組み合わせから選択された癌と診断されている。いくつかの実施態様では、
本方法はさらに（ｄ）リンパ管のリンパ脈動周波数の少なくとも約１０％の減少が検出さ
れる場合、患者に抗癌剤の有効量を投与することを含む。いくつかの実施態様においては
、抗癌剤は、ＮＲＰ２アンタゴニスト、ＶＥＧＦ－Ｃアンタゴニスト、及びそれらの組み
合わせから選択される。いくつかの実施態様では、ＮＲＰ２アンタゴニストは抗ＮＲＰ２
抗体である。いくつかの実施態様では、ＶＥＧＦ－Ｃアンタゴニストは抗ＶＥＧＦ－Ｃ抗
体である。いくつかの実施態様では、本方法はさらに（ｅ）患者に第二の抗癌剤の有効量
を投与することを含む。いくつかの実施態様では、第二の抗癌剤は、ＶＥＧＦアンタゴニ
ストである。いくつかの実施態様では、ＶＥＧＦアンタゴニストは、抗ＶＥＧＦ抗体であ
る。いくつかの実施態様においては、抗ＶＥＧＦ抗体はベバシズマブである。
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【０００７】
　本発明の別の実施態様は、転移を受ける可能性が増加している患者を同定する方法を提
供する。本方法は、（ａ）抗癌剤の少なくとも一回の投与量を受けた患者に造影剤を投与
すること、（ｂ）患者の腫瘍流入領域リンパ節に付随するリンパ管のリンパ脈動周波数を
検出し、及び（ｃ）リンパ脈動周波数を抗癌剤による治療前のリンパ管の脈動周波数と比
較することを含み、リンパ管におけるリンパ脈動周波数の少なくとも約１０％の増加が、
転移を受ける可能性が増加している患者を同定する。いくつかの実施態様では、リンパ管
は、鼠径リンパ節を腋窩リンパ節へ接続する。いくつかの実施態様において、造影剤は、
蛍光色素を含む。いくつかの実施態様において、蛍光色素はＡｌｅｘａｆｌｕｏｒ６８０
である。いくつかの実施態様では、リンパ脈動周波数は、蛍光顕微鏡を用いて検出される
。いくつかの実施態様では、患者はヒトである。いくつかの実施態様では、患者は結腸直
腸癌、乳癌、肺癌、神経膠芽腫、腎癌、及びそれらの組み合わせから選択された癌と診断
されている。いくつかの実施態様にて、本方法はさらに（ｄ）リンパ管のリンパ脈動周波
数の少なくとも約１０％の増加が検出される場合、患者に抗癌剤の有効量を投与すること
を含む。いくつかの実施態様においては、抗癌剤は、ＮＲＰ２アンタゴニスト、ＶＥＧＦ
－Ｃアンタゴニスト、及びそれらの組み合わせからなる群から選択されるメンバーである
。いくつかの実施態様では、ＮＲＰ２アンタゴニストは抗ＮＲＰ２抗体である。いくつか
の実施態様では、ＶＥＧＦ－Ｃアンタゴニストは抗ＶＥＧＦ－Ｃ抗体である。いくつかの
実施態様では、本方法はさらに（ｅ）患者に第二の抗癌剤の有効量を投与することを含む
。いくつかの実施態様では、第二の抗癌剤は、ＶＥＧＦアンタゴニストである。いくつか
の実施態様では、ＶＥＧＦアンタゴニストは、抗ＶＥＧＦ抗体である。いくつかの実施態
様においては、抗ＶＥＧＦ抗体はベバシズマブである。
【０００８】
　本発明の更なる実施態様は、抗癌剤治療の有効性をモニタリングするための方法を提供
する。本方法は、（ａ）抗癌剤の少なくとも一つの投与を受けた患者に造影剤を投与する
こと、（ｂ）患者における腫瘍流入領域リンパ節に付随するリンパ管のリンパ脈動周波数
を検出し、及び（ｃ）リンパ脈動周波数を抗癌剤による治療前のリンパ管の脈動周波数と
比較することを含み、リンパ管におけるリンパ脈動周波数の少なくとも約１０％の減少が
有効な抗癌剤を同定する。いくつかの実施態様では、リンパ管は、鼠径リンパ節を腋窩リ
ンパ節へ接続する。いくつかの実施態様において、造影剤は蛍光色素を含む。いくつかの
実施態様において、蛍光色素はＡｌｅｘａｆｌｕｏｒ６８０である。いくつかの実施態様
では、リンパ脈動周波数は、蛍光顕微鏡を用いて検出される。いくつかの実施態様では、
患者はヒトである。いくつかの実施態様では、患者は結腸直腸癌、乳癌、肺癌、神経膠芽
腫、腎癌、及びそれらの組み合わせから選択された癌と診断されている。いくつかの実施
態様にて、本方法はさらに（ｄ）リンパ管のリンパ脈動周波数の少なくとも約１０％の減
少が検出される場合、患者に抗癌剤の有効量を投与することを含む。いくつかの実施態様
においては、抗癌剤は、ＮＲＰ２アンタゴニスト、ＶＥＧＦ－Ｃアンタゴニスト、及びそ
れらの組み合わせからなる群から選択されるメンバーである。いくつかの実施態様では、
ＮＲＰ２アンタゴニストは抗ＮＲＰ２抗体である。いくつかの実施態様では、ＶＥＧＦ－
Ｃアンタゴニストは抗ＶＥＧＦ－Ｃ抗体である。いくつかの実施態様では、本方法はさら
に（ｅ）患者に第二の抗癌剤の有効量を投与することを含む。いくつかの実施態様では、
第二の抗癌剤は、ＶＥＧＦアンタゴニストである。いくつかの実施態様では、ＶＥＧＦア
ンタゴニストは、抗ＶＥＧＦ抗体である。いくつかの実施態様においては、抗ＶＥＧＦ抗
体はベバシズマブである。
【０００９】
　本発明の別の実施態様は、抗癌剤の投与量を最適化する方法を提供する。本方法は、（
ａ）抗癌剤の少なくとも一つの投与を受けた患者に造影剤を投与すること、（ｂ）患者に
おける腫瘍流入領域リンパ節に付随するリンパ管のリンパ脈動周波数を検出し、及び（ｃ
）抗癌剤による治療に先立ち、リンパ脈動周波数をリンパ管の脈動周波数と比較すること
を含み、リンパ管のリンパ脈動周波数の変化は最小有効用量としての投与量を同定し、リ
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ンパ脈動周波数の無変化は最大有効用量としての投与量を同定する。いくつかの実施態様
においては、抗癌剤は、ＮＲＰ２アンタゴニスト、ＶＥＧＦ－Ｃアンタゴニスト、及びそ
れらの組み合わせから選択される。
【００１０】
　これら及び他の実施態様は、さらに以下の詳細な説明により記載される。
【図面の簡単な説明】
【００１１】
【図１】図１は、リンパ脈動周波数を測定するリンパ機能アッセイの結果を示す。図１Ａ
は、色素１５μｌボーラス注射後の管を通じた脈動リンパの動きの代表的な時間経過画像
を示す。図１Ｂは、～２４事象／５分間、ｎ＝６匹におけるベースラインの活性を示す。
【図２】図２はイメージングの開始時に尾の付け根の近くに、５μＬ／分で１５分間、色
素を注入後に、鼠径リンパ節へのバルクリンパ輸送を測定するリンパ機能アッセイの結果
を示す。図２Ａは、鼠径リンパ節、続く腋窩リンパ節の初期負荷を示す代表的な時間経過
画像を示す。図２Ｂは、ｎ＝４匹において、ベースラインの負荷速度及び鼠径リンパ節の
最大シグナル強度に至る時間を示す。
【図３】図３は、リンパ機能アッセイの結果を示し、バルクリンパ輸送がリンパネットワ
ークに付随した腫瘍においてアップレギュレートされていることを実証している。図３Ａ
は、ｎ＝６匹／群の腫瘍を移植したマウスにおいて、リンパ脈動周波数が～５０％アップ
レギュレートされていることを実証するデータを示す。図３Ｂは、ｎ＝４匹／群の腫瘍を
移植したマウスにおいて、バルクリンパ輸送もまたアップレギュレートされていることを
実証するデータを示す。図３Ｃは、Ｎ＝１２匹／群の腫瘍移植マウスにおけるリンパ脈動
アップレギュレーションの経時変化を実証するデータを示す。
【図４】図４は、ＶＥＧＦ－Ｃ経路の阻害は、腫瘍に結びついたネットワークにおいてリ
ンパ輸送を減少させることを実証するデータを示す。図４Ａは、ｎ＝６匹／群の担癌マウ
スにおいて、抗ＮＲＰ２、抗ＶＥＧＦ－Ｃ、又は抗ＶＥＧＦ－Ａによる長期的治療は、有
意にリンパ脈動周波数を減少させたことを実証するデータを示す。図４Ｂは、ｎ＝６匹／
群の担癌マウスにおいて、抗ＮＲＰ２、抗ＶＥＧＦ－Ｃ、又は抗ＶＥＧＦ－Ａによる長期
的治療は、有意にバルクリンパ輸送を減少させたことを実証するデータを示す。
【図５】図５は、ＶＥＧＦ－Ｃ経路の阻害は、非腫瘍担癌マウスにおけるリンパ管機能を
有意には変化させなかったことを実証するデータを示す。図５Ａは、ｎ＝６匹／群で、３
週間にわたって測定した場合、非担腫瘍マウスにおける抗ＶＥＧＦ－Ｃによる長期的治療
がリンパ脈動周波数を有意には変化させなかったことを実証するデータを示す。図５Ｂは
、ｎ＝４匹／群で、３週間にわたって測定した場合、非担腫瘍マウスにおける抗ＮＲＰ２
による長期的治療がリンパ脈動周波数を有意には変化させなかったことを実証するデータ
を示す。
【図６】図６は、抗癌剤の急性注入がリンパ機能を変更しないことを実証するデータを示
す。図６Ａは、ｎ＝６匹／群で、担腫瘍マウスにおける抗ＮＲＰ２、抗ＶＥＧＦ－Ｃ又は
抗ＶＥＧＦ－Ａの急性注入がリンパ脈動周波数に有意な変化をもたらさないことを実証す
るデータを示す。図６Ｂは、ｎ＝６匹／群で、非担腫瘍マウスにおける組換えＶＥＧＦ－
Ｃタンパク質又は組換えＶＥＧＦ－Ａ蛋白質の急性注入がリンパ脈動周波数に有意な変化
をもたらさないことを実証するデータを示す。
【図７】図７は、尾及び背中に腫瘍を持つマウスにおいてリンパ脈動周波数がアップレギ
ュレートされるが、耳に腫瘍のあるマウスではアップレギュレートされないことを実証す
るデータを示す。
【発明を実施するための形態】
【００１２】
好ましい実施態様の詳細な記述
１．序論
　本発明は、抗癌剤に応答する可能性が増加しているか又は転移を受ける可能性が増加し
ている患者を同定する方法を提供する。また、本発明は、抗癌剤に対する患者の応答をモ
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ニタリングする方法を提供する。本発明は、腫瘍流入領域リンパ管のリンパ機能（例えば
、脈動周波数又はバルクリンパ輸送）の測定は、抗癌剤による治療に対して感受性がある
か又は反応する患者を同定するために、又は転移を受ける可能性が増加している患者を同
定するために使用することができるという発見に基づいている。
【００１３】
ＩＩ．定義
　「リンパ輸送」なる用語はリンパ管を介したリンパ液の移動を指す。リンパ管は、組織
に始まり、リンパ液を局所リンパ節（例えば、頸部リンパ節、腋窩リンパ節、鎖骨上リン
パ節、縦隔リンパ節、腸間膜リンパ節、鼠径リンパ節及び大腿部のリンパ節）へ運搬し又
は「排出」し、そこで液体は濾過され、処理され、腺の下流の次のリンパ節（例えば、頸
部リンパ節、腋窩リンパ節、鎖骨上リンパ節、縦隔リンパ節、腸間膜リンパ節、鼠径リン
パ節及び大腿部のリンパ節）へと送られ、液が血流に入る胸管にまで到達する。全てのリ
ンパ節は流入領域リンパ節であり得る。「腫瘍流入領域リンパ節」は腫瘍からリンパ液を
受け取る任意のリンパ節である。リンパ輸送は、例えば、「リンパ脈動」、及び「バルク
リンパ輸送」を含む。「リンパ脈動」とは、それがリンパ管を介してポンピングされると
きのリンパ液の推進力を指す。
【００１４】
　ある実施態様では、「増加」なる用語は、抗癌剤による治療前のリンパ管のリンパ脈動
周波数と比較して、本明細書に記載の方法によって検出されたリンパ管のリンパ脈動周波
数における、５％、１０％、２０％、２５％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％
、８０％、８５％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％又はそれ以上の全
体的な増加を指す。ある実施態様では、増加なる用語は、リンパ管のリンパ脈動周波数の
増加を指し、該増加は抗癌剤による治療前のリンパ管のリンパ脈動周波数の少なくともお
よそ１．５倍、１．７５倍、２倍、３倍、４倍、５倍、６倍、７倍、８倍、９倍、１０倍
、２５倍、５０倍、７５倍、又は１００倍である。
【００１５】
　ある実施態様では、「減少」なる用語は、抗癌剤による治療前のリンパ管のリンパ脈動
周波数と比較して、本明細書に記載の方法によって検出されたリンパ管のリンパ脈動周波
数における、５％、１０％、２０％、２５％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％
、８０％、８５％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％又はそれ以上の全
体的減少を指す。ある実施態様では、減少なる用語は、本明細書に記載の方法によって検
出されたリンパ管のリンパ脈動周波数の減少を指し、該減少は抗癌剤による治療前のリン
パ管のリンパ脈動周波数の少なくともおよそ０．９倍、０．８倍、０．７倍、０．６倍、
０．５倍、０．４倍、０．３倍、０．２倍、０．１倍、０．０５倍、又は０．０１倍であ
る。
【００１６】
　「造影剤」は、励起光にさらされた場合、近赤外の波長での蛍光を示す任意の化合物を
指す。造影剤の例として、例えば、インドールを含有する色素、カルボシアニンを含有す
る色素、ポリメチン色素、アクリジン、アントラキノン、ベンズイミダゾール、インドレ
ニン、ナフタルイミド、オキサジン、オキソノール、ポリエン、ポルフィン、スクアライ
ン、スチリル、チアゾ－ル、キサンチン、当業者に公知の他のＮＩＲ色素、又はそれらの
組み合わせを含む。造影剤は、通常、近赤外領域で励起波長を持つ。特に、造影剤は、約
５５０ｎｍから約１０００ｎｍ、約６００ｎｍから約９５０ｎｍ、約７００ｎｍから約９
００ｎｍ、又は約７５０ｎｍから約８５０ｎｍの励起波長を有し得る。
【００１７】
　「ニューロピリン２」、「ＮＲＰ２」又は「ＮＲＰ２」は、同義で使用され、Rossigno
l et al. (2000) Genomics 70:21 1-222に記載されるように、ニューロピリン２（ＮＲＰ
２、ＮＲＰ２）及びそのアイソフォーム及びその変異体を総称する。ニューロピリンは１
２０ｋＤａから１３０ｋＤａの非チロシンキナーゼレセプターである。複数のＮＲＰ－２
のスプライス変異体と可溶性アイソフォームがある。ニューロピリンの基本構造は３つの



(9) JP 2013-504595 A 2013.2.7

10

20

30

40

50

細胞外ドメイン（ａｌａ２、ｂｌｂ２及び、ｃ）、膜貫通ドメイン、及び細胞質ドメイン
の５つのドメインを含む。ａｌａ２ドメインは、相補成分であるＣＩｒ及びＣＩｓ（ＣＵ
Ｂ）に相同であり、一般に２つのジスルフィド結合を形成する４つのシステイン残基を含
む。ｂｌｂ２ドメインは、凝固因子Ｖ及びＶＩＩＩに相同である。Ｃドメインの中央部分
はメプリン、Ａ５及びレセプターチロシンフォスファターゼμタンパク質と相同であるた
め、ＭＡＭと名付けられる。ａｌａ２及びｂｌｂ２ドメインはリガンド結合に関与し、一
方ｃドメインはホモ二量体化又はヘテロ二量体化のために重要である。Gu et al. (2002)
 J. Biol Chem. 211; 18069-76; He and Tessier-Lavigne (1997) Cell 90:739-51。
【００１８】
　「ニューロピリン媒介生物学的活性」は一般に生理学的又は病理学的事象を指し、そこ
ではニューロピリン－１及び／又はニューロピリン－２が、実質的な役割を果たしている
。そのような活性の非限定的な例として、胚の神経系の発達や神経細胞の再生中の軸索ガ
イダンス、血管新生（血管のモデリングを含む）、腫瘍形成、及び腫瘍転移がある。
【００１９】
　本明細書中で使用される「ニューロピリ－２媒介生物学的活性」又は「Ｎｒｐ２を介し
た生物活性」は生理学的又は病理学的事象を一般的に指し、そこではＮｒｐ２が、例えば
、ＶＥＧＦレセプターの活性化の増強、及び特にリンパ内皮細胞（ＥＣ）への移行を調節
する能力、成人リンパ管新生における役割、特に腫瘍リンパ管新生及び腫瘍の転移など、
実質的な役割を果たしている。
【００２０】
　「血管内皮増殖因子－Ｃ」、「ＶＥＧＦ－Ｃ」、「ＶＥＧＦＣ」、「ＶＥＧＦ関連タン
パク質」、「ＶＲＰ」、「ＶＥＧＦ２」及び「ＶＥＧＦ－２」なる用語は同じ意味で用い
られ、ＶＥＧＦファミリーのメンバーを言い、チロシンキナーゼＶＥＧＦレセプター及び
ニューロフィリン(Ｎｒｐ)レセプターといった少なくとも２つの細胞表面レセプターファ
ミリ－を結合することが知られている。３つのＶＥＧＦレセプターのうち、ＶＥＧＦ－Ｃ
はＶＥＧＦＲ２(ＫＤＲレセプター)及びＶＥＧＦＲ３(Ｆｌｔ－４レセプター)を結合し、
レセプター二量体化(Shinkai et al., J Biol Chem 273, 31283-31288 (1998))、キナー
ゼ活性化及び自己リン酸化(Heldin, Cell 80, 213-223 (1995)；Waltenberger et al., J
. Biol Chem 269, 26988-26995 (1994))を引き起こしうる。リン酸化されたレセプターは
、複数の基質の活性化を誘導し、脈管形成及びリンパ管形成を引き起こす(Ferrara et al
., Nat Med 9, 669-676 (2003))。腫瘍細胞におけるＶＥＧＦ－Ｃの過剰発現は、腫瘍関
連リンパ管形成を促し、その結果として局所のリンパ節への転移が亢進されることが示さ
れた(Karpanen et al., Faseb J 20, 1462-1472 (2001)；Mandriota et al., EMBO J 20,
 672-682 (2001)；Skobe et al., Nat Med 7, 192-198 (2001)；Stacker et al., Nat Re
v Cancer 2, 573-583 (2002)；Stacker et al., Faseb J 16, 922-934 (2002))。また、
ＶＥＧＦ－Ｃ発現は多くのヒトの癌についての腫瘍関連リンパ管形成及びリンパ節転移と
相関していた(上掲のAchen et al., 2006に概説される)。加えて、ＶＥＧＦ－Ｃが媒介す
るシグナル伝達の遮断は、マウスにおける腫瘍リンパ管形成とリンパ節転移を抑制するこ
とが示されている(Chen et al., Cancer Res 65, 9004-9011 (2005)；He et al., J. Nat
l Cancer Inst 94, 8190825 (2002)；Krishnan et al., Cancer Res 63, 713-722 (2003)
；Lin et al., Cancer Res 65, 6901-6909 (2005))。
【００２１】
　「血管内皮増殖因子－Ｃ」、「ＶＥＧＦ－Ｃ」、「ＶＥＧＦＣ」、「ＶＥＧＦ関連タン
パク質」、「ＶＲＰ」、「ＶＥＧＦ２」及び「ＶＥＧＦ－２」なる用語は、完全長ポリペ
プチド及び／又は完全長ポリペプチドの活性断片を指す。一実施態様では、活性断片には
、米国特許第６４５１７６４号の配列番号３に示す完全長アミノ酸配列の全４１９アミノ
酸より少ない完全長アミノ酸配列の何れかの部分が含まれる。この開示内容の全体は出典
明記によって明示的にここに援用される。このような活性断片には、ＶＥＧＦ－Ｃ生物学
的活性が含まれ、限定するものではないが、成熟したＶＥＧＦ－Ｃが含まれる。一実施態
様では、完全長ＶＥＧＦ－Ｃポリペプチドは、蛋白質加水分解処理されて、成熟ＶＥＧＦ
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－Ｃとも称されるＶＥＧＦ－Ｃポリペプチドの成熟形態を生産する。このようなプロセシ
ングには、シグナルペプチドの切断及びアミノ末端ペプチドの切断及びカルボキシル末端
ペプチドの切断が含まれ、十分にプロセシングされた成熟形態を生産する。実験的所見は
、完全長ＶＥＧＦ－Ｃ、ＶＥＧＦ－Ｃの部分的プロセシング型及びＶＥＧＦ－Ｃの完全プ
ロセシング成熟型はＶＥＧＦＲ３(Ｆｌｔ－４レセプター)を結合することができる。しか
しながら、ＶＥＧＦＲ２への高い結合親和性はＶＥＧＦ－Ｃの完全プロセシング成熟型に
しか生じない。
【００２２】
　ＶＥＧＦ－Ｃポリペプチドに関して、「生物学的活性」及び「生物学的に活性な」なる
用語は、完全長の及び／又は成熟したＶＥＧＦ－Ｃに関連付けられた物理的／化学的性質
及び生物学的機能を指す。ある実施態様にて、「生物学的活性」はＦｌｔ－４レセプター
（ＶＥＧＦＲ３）に結合し、そのリン酸化を刺激する能力を有することを意味する。一般
に、ＶＥＧＦ－Ｃは、ＦＬＴ－４レセプターの細胞外ドメインに結合し、それによって、
その細胞内チロシンキナーゼドメインを活性化又は阻害する。その結果、レセプターへの
ＶＥＧＦ－Ｃの結合は、インビボ又はインビトロでＶＥＧＦ－ＣのＦＬＴ－４受容体を有
する細胞の増殖及び／又は分化及び／又は活性化を増強又は阻害する可能性がある。ＦＬ
Ｔ－４レセプターへのＶＥＧＦ－Ｃの結合は、ＲＩＡ、ＥＬＩＳＡ法、及び他の競合的結
合アッセイなどの競合的結合方法を含む従来の技法を用いて決定することができる。リガ
ンド／レセプター複合体は、ろ過、遠心分離、フローサイトメトリーなどの分離方法を用
いて同定することができる（例えば、Lyman et al., Cell, 75:1157-1167 [1993]; Urdal
 et al., J. Biol. Chem., 263:2870-2877 [1988]; 及びGearing et al., EMBO J., 8:36
67-3676 [1989]を参照）。結合試験の結果はスキャッチャード分析(Scatchard, Ann. NY 
Acad. Sci.,51:660-672 [1949]; Goodwin et al., Cell, 73:447-456 [1993])など、結合
データのいずれかの従来のグラフ表示を用いて分析することができる。ＶＥＧＦ－Ｃは、
ＦＬＴ－４レセプターのリン酸化を誘導するので、従来のチロシンリン酸化アッセイはま
た、ＦＬＴ－４レセプター／ＶＥＧＦ－Ｃ複合体の形成の指標として使用することができ
る。別の実施態様では、ＶＥＧＦ－Ｃ「生物学的活性」はＫＤＲレセプター（ＶＥＧＦＲ
２）に結合する能力、血管透過性、並びに血管内皮細胞の遊走及び増殖を有することを意
味する。ある実施態様では、ＫＤＲレセプターへのＶＥＧＦ－Ｃの結合が血管透過性の増
強又は抑制、並びにインビボ又はインビトロにおけるＶＥＧＦ－ＣのＫＤＲレセプターを
持つ血管内皮細胞の移行及び／又は増殖及び／又は分化及び／又は活性化をもたらす結果
となり得る。
【００２３】
　「ＶＥＧＦ－Ｃアンタゴニスト」なる用語は、ＶＥＧＦ－Ｃの活性を中和、遮断、阻害
、無効化、低減又は干渉することができる分子を指すために本明細書中で用いられる。所
定の実施態様において、ＶＥＧＦ－Ｃアンタゴニストは、血管新生、リンパの内皮細胞(
ＥＣ)移動、増殖又は成体リンパ管形成、特に腫瘍性リンパ管形成及び腫瘍転移を調整す
るＶＥＧＦの能力を中和、遮断、阻害、無効化、低減又は干渉することができる分子を指
す。ＶＥＧＦ－Ｃアンタゴニストには、抗ＶＥＧＦ－Ｃ抗体及びその抗原結合性断片、Ｖ
ＥＧＦ－Ｃに特異的に結合しそれによって一又は複数のレセプターへの結合を隔離するレ
セプター分子及びその誘導体、抗ＶＥＧＦ－Ｃレセプター抗体、及びＶＥＧＦＲ２及びＶ
ＥＧＦＲ３の小分子インヒビターといったＶＥＧＦ－Ｃレセプターアンタゴニストが挙げ
られるが、これらに限定されるものではない。本明細書中の「ＶＥＧＦ－Ｃアンタゴニス
ト」なる用語には、具体的に、ＶＥＧＦ－Ｃに結合し、ＶＥＧＦ－Ｃの活性を中和、遮断
、阻害、無効化、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が含まれる。ゆえに、「ＶＥＧＦ－Ｃ活性
」なる用語には特に、ＶＥＧＦ－ＣのＶＥＧＦ－Ｃが媒介する生物学的活性(先に定義す
る)が含まれる。
【００２４】
　「抗ＶＥＧＦ－Ｃ抗体」又は「ＶＥＧＦ－Ｃに結合する抗体」なる用語とは、抗体が
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ＶＥＧＦ－Ｃを標的とする診断薬及び／又は治療剤として有用であるように、十分な親和
性でＶＥＧＦ－Ｃに結合することが可能な抗体を意味する。抗ＶＥＧＦ－Ｃ抗体は、例え
ば、代理人明細書ＰＲ４３９１に記載されており、その特許出願の内容全体が明示的に参
照により本明細書に援用される。一実施態様では、関係のない、非ＶＥＧＦ－Ｃタンパク
質に対する抗ＶＥＧＦ－Ｃ抗体の結合の程度は、ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）により
測定される場合、ＶＥＧＦ－Ｃに対する抗体の結合の約１０％未満である。ある実施態様
では、ＶＥＧＦ－Ｃに結合する抗体は、≦１μＭ、≦１００ｎＭ、≦１０ｎＭ、≦ｎＭ、
又は≦０．１ｎＭの解離定数（Ｋｄ）を有する。ある実施態様では、抗ＶＥＧＦ－Ｃ抗体
は異なる種に由来するＶＥＧＦ－Ｃ間で保存されているＶＥＧＦ－Ｃのエピトープに結合
する。
【００２５】
　本明細書中で用いる「ＶＥＧＦ」又は「ＶＥＧＦ-Ａ」なる用語は、Leung et al. Scie
nce, 246:1306 (1989)、及びHouck et al. Mol. Endocrin., 5:1806 (1991)によって記載
されているように、１６５アミノ酸の血管内皮細胞増殖因子と、関連した１２１-、１８
９-、及び２０６-アミノ酸のヒト血管内皮細胞増殖因子、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」は、マウス、ラット又は
霊長類などの非ヒト動物腫由来のＶＥＧＦも意味する。時には、特定の種由来のＶＥＧＦ
は、ヒトＶＥＧＦはｈＶＥＧＦ、マウスＶＥＧＦはｍＶＥＧＦなどの用語で表される。ま
た、「ＶＥＧＦ」なる用語は、１６５アミノ酸のヒト血管内皮細胞増殖因子のアミノ酸８
～１０９、又は１～１０９を含むポリペプチドの切断型を意味するために用いられる。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「ＶＥＧＦ１６５」と表す。「切断した(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。
【００２６】
　「ＶＥＧＦ生物学的活性」には、任意のＶＥＧＦレセプターへの結合又は任意のＶＥＧ
Ｆシグナル伝達活性、例えば正常及び異常な血管形成及び脈管形成の調節(Ferrara and D
avis-Smyth (1997) Endocrine Rev. 18: 4-25；Ferrara (1999) J. Mol. Med. 77: 527-5
43)、胚性の脈管形成及び血管形成の促進(Carmeliet et al. (1996) Nature 380:435-439
；Ferrara et al. (1996) Nature 380:439-442)、及び雌生殖管における、及び骨の成長
及び軟骨形成のための周期的血管増殖の調節(Ferrara et al. (1998) Nature Med. 4: 33
6-340；Gerber et al. (1999) Nature Med. 5: 623-628)が含まれる。血管形成及び脈管
形成における血管新生因子であることに加えて、多面発現増殖因子としてのＶＥＧＦは、
他の生理的過程、例えば内皮細胞生存、脈管透過性及び血管拡張、単球走化性、及びカル
シウム流入において複数の生物学的効果を示す(上掲のFerrara and Davis-Smyth (1997)
、及びCebe-Suarez et al. Cell. Mol. Life Sci. 63: 601-615 (2006))。さらに、近年
の研究では、わずかな内皮性以外の細胞種、例えば網膜色素上皮細胞、膵管細胞及びシュ
ワン細胞に対するＶＥＧＦの分裂促進効果が報告されている。Guerrin et al. (1995) J.
 Cell Physiol. 164:385-394；Oberg-Welsh et al. (1997) Mol. Cell. Endocrinol. 126
:125-132；Sondell et al. (1999) J. Neurosci. 19:5731-5740。
【００２７】
　「ＶＥＧＦアンタゴニスト」又は「ＶＥＧＦ特異的アンタゴニスト」は、ＶＥＧＦへ結
合し、ＶＥＧＦ発現レベルを低減させ、又は一又は複数のＶＥＧＦレセプターへの結合、
ＶＥＧＦ媒介性の血管新生及び血管内皮細胞生存又は増殖を含むがこれに限定されないＶ
ＥＧＦの生物学的活性を中和、遮断、阻害、無効化、低減又は干渉することができる分子
を指す。本発明の方法において有用なＶＥＧＦ特異的アンタゴニストとして含まれるのは
、ＶＥＧＦ、抗ＶＥＧＦ抗体、及びその抗原結合断片、ＶＥＧＦに特異的に結合しそれに
よって一又は複数のレセプターへの結合を隔離するレセプター分子及びその誘導体、融合
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タンパク質（例えばＶＥＧＦ－Ｔｒａｐ（Ｒｅｇｅｎｅｒｏｎ））、及びＶＥＧＦ１２１

－ゲロニン（Ｐｅｒｅｇｒｉｎｅ）に特異的に結合するポリペプチドが含まれる。ＶＥＧ
Ｆ特異的アンタゴニストはまた、ＶＥＧＦポリペプチドのアンタゴニスト変異体、ＶＥＧ
Ｆに対するアンチセンス核酸塩基オリゴマー、ＶＥＧＦに対する低分子ＲＮＡ分子、ＲＮ
Ａアプタマー、ペプチボディ(peptibodies)、及びＶＥＧＦに対するリボザイムを含む。
ＶＥＧＦ特異的アンタゴニストには、ＶＥＧＦに結合し、ＶＥＧＦの生物学的活性を遮断
、阻害、無効化、低減又は干渉することができる非ペプチド性小分子をも含む。ゆえに、
「ＶＥＧＦ活性」なる用語はＶＥＧＦのＶＥＧＦ媒介生物活性を明確に含む。ある実施態
様では、ＶＥＧＦアンタゴニストは、ＶＥＧＦの発現レベル又は生物学的活性を少なくと
も１０％、２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％又はそれ
以上低減するか又は阻害する。
【００２８】
　「抗ＶＥＧＦ抗体」は、十分な親和性と特異性を有してＶＥＧＦに結合する抗体である
。ある実施態様では、選択された抗体は通常、ＶＥＧＦに対して十分に強い結合親和性を
有しており、例えば該抗体は１００ｎＭ～１ｐＭのＫｄ値を有してｈＶＥＧＦを結合しう
る。抗体親和性は、例えば、表面プラスモン共鳴ベースのアッセイ(例えばＰＣＴ出願公
開番号ＷＯ２００５／０１２３５９に記載される、ＢＩＡｃｏｒｅアッセイ)、酵素結合
免疫吸着アッセイ(ＥＬＩＳＡ)、及び競合アッセイ(例えばＲＩＡのもの)で測定されても
よい。
【００２９】
　ある実施態様では、抗ＶＥＧＦ抗体は、ＶＥＧＦ活性が伴う疾患又は症状を標的及び干
渉する際の治療用薬剤として用いられうる。また、抗体は、例えばその治療上の有効性を
評価するために、他の生物学的活性アッセイの対象とされうる。このようなアッセイは従
来技術において周知であり、標的抗原と抗体の使用目的に依存する。例として、ＨＵＶＥ
Ｃ阻害アッセイ、腫瘍細胞増殖阻害アッセイ(例えば国際公開８９／０６６９２にて説明
される)、抗体依存性細胞傷害活性(ＡＤＣＣ)及び補体媒介性細胞障害活性(ＣＤＣ)アッ
セイ(米国特許第５５００３６２号)、及びアゴニスト活性又は造血アッセイ(国際公開９
５／２７０６２を参照)などがある。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、ＰＩＧＦ、ＰＤＧＦ又はｂＦＧＦなどの他の増殖
因子にも結合しないであろう。一実施態様では、抗ＶＥＧＦ抗体は、ハイブリドーマＡＴ
ＣＣ ＨＢ１０７０９によって産生されるモノクローナル抗ＶＥＧＦ抗体Ａ４.６.１と同
じエピトープに結合するモノクローナル抗体である。他の実施態様では、抗ＶＥＧＦ抗体
は、ベバシズマブ(ＢＶ；ＡＶＡＳＴＩＮ(登録商標))として知られる抗体を含むがこれに
限定されない組換えヒト化抗ＶＥＧＦモノクローナル抗体(Presta et al. (1997) Cancer
 Res. 57: 4593-4599を参照)である。
【００３０】
　「ｒｈｕＭＡｂ ＶＥＧＦ」又は「アバスチン(登録商標)」としても知られる抗ＶＥＧ
Ｆ抗体「ベバシズマブ(ＢＶ)」は、 Presta et al. (1997) Cancer Res. 57:4593-4599に
従って生成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、変異した
ヒトＩｇＧ１フレームワーク領域及びヒトＶＥＧＦのそのレセプターへの結合をブロック
するマウス抗ｈＶＥＧＦモノクローナル抗体Ａ４.６.１由来の抗原結合相補性決定領域を
含有する。ほとんどのフレームワーク領域を含む、ベバシズマブのおよそ９３％のアミノ
酸配列はヒトＩｇＧ１由来のものであり、配列のおよそ７％はマウス抗体Ａ４.６.１由来
である。ベバシズマブは、およそ１４９０００ダルトンの分子量であり、グリコシル化さ
れている。ベバシズマブ及び他のヒト化抗ＶＥＧＦ抗体は２００５年２月２６日発行の米
国特許第６８８４８７９号にさらに記載されており、その開示内容の全体は出典明記によ
って明示的に本明細書中に援用される。
【００３１】
　２つの最も良好に特徴付けられたＶＥＧＦレセプターは、ＶＥＧＦＲ１(別名Ｆｌｔ－
１)及びＶＥＧＦＲ２(別名マウスホモログのＫＤＲ及びＦＬＫ－１)である。各々のＶＥ
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ＧＦファミリメンバーの各々のレセプターの特異性は変化するが、ＶＥＧＦ－ＡはＦｌｔ
－１及びＫＤＲに結合する。完全長Ｆｌｔ－１レセプターは、７つのＩｇドメイン、膜貫
通ドメイン、及びチロシンキナーゼ活性を有する細胞内ドメインを有する細胞外ドメイン
を含む。細胞外ドメインはＶＥＧＦの結合に関与しており、細胞内ドメインはシグナル伝
達に関与している。
【００３２】
　ＶＥＧＦに特異的に結合するＶＥＧＦレセプター分子又はその断片は、ＶＥＧＦタンパ
ク質に結合して補足し、それによってシグナル伝達を妨げるＶＥＧＦインヒビターとして
用いられうる。ある実施態様では、ＶＥＧＦレセプター分子又はそのＶＥＧＦ結合断片は
、可溶型、例えばｓＦｌｔ－１である。レセプターの可溶型は、ＶＥＧＦに結合して標的
細胞の表面上に存在する天然のレセプターへのその結合を妨げることによって、ＶＥＧＦ
タンパク質の生物活性に対して阻害作用を及ぼす。また、ＶＥＧＦレセプター融合タンパ
ク質も包含され、その例を後述する。
【００３３】
　キメラＶＥＧＦレセプタータンパク質は、少なくとも２つの異なるタンパク質由来のア
ミノ酸配列を有するレセプター分子であり、そのうちの少なくとも一つはＶＥＧＦレセプ
タータンパク質(例えばｆｌｔ－１又はＫＤＲレセプター)であり、ＶＥＧＦに結合してＶ
ＥＧＦの生物活性を阻害することができる。ある実施態様では、本発明のキメラＶＥＧＦ
レセプタータンパク質は、２つの異なるＶＥＧＦレセプター分子だけから得られるアミノ
酸配列からなるが、ｆｌｔ－１及び／又はＫＤＲレセプターの細胞外リガンド結合領域の
１、２、３、４、５、６又は７つすべてのＩｇ様ドメインを含むアミノ酸配列は、他の無
関係なタンパク質、例えば免疫グロブリン配列のアミノ酸配列に連結されうる。Ｉｇ様ド
メインが結合される他のアミノ酸配列は、当業者に容易に明らかであろう。キメラＶＥＧ
Ｆレセプタータンパク質の例には、限定するものではないが、可溶性Ｆｌｔ－１／Ｆｃ、
ＫＤＲ／Ｆｃ又はＦＬｔ－１／ＫＤＲ／Ｆｃ(別名ＶＥＧＦ Ｔｒａｐ)が含まれる。(例と
してＰＣＴ出願公開番号ＷＯ９７／４４４５３を参照のこと)。
【００３４】
　本発明の可溶性ＶＥＧＦレセプタータンパク質又はキメラＶＥＧＦレセプタータンパク
質には、膜貫通ドメインを介して細胞の表面に固定されていないＶＥＧＦレセプタータン
パク質が含まれる。そのようなものとして、キメラレセプタータンパク質を含むＶＥＧＦ
レセプター可溶型は、ＶＥＧＦに結合してＶＥＧＦを不活性化することができるが、膜貫
通領域を含んでおらず、したがって一般に、この分子が発現される細胞の細胞膜に結合し
たものとならない。
【００３５】
　他のＶＥＧＦインヒビターは、例えば国際公開９９／２４４４０、ＰＣＴ国際出願ＰＣ
Ｔ／ＩＢ９９／００７９７、国際公開９５／２１６１３、国際公開９９／６１４２２、米
国特許第６５３４５２４号、米国特許第５８３４５０４号、国際公開９８／５０３５６、
米国特許第５８８３１１３号、米国特許第５８８６０２０号、米国特許第５７９２７８３
号、米国特許第６６５３３０８号、国際公開９９／１０３４９、国際公開９７／３２８５
６、国際公開９７／２２５９６、国際公開９８／５４０９３、国際公開９８／０２４３８
、国際公開９９／１６７５５、及び国際公開９８／０２４３７に記載されており、これら
すべては出典明記によってその全体がここに援用される。
【００３６】
　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誘導抗体の配列に由来する抗体が含まれ、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２００７０１
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４１０６５号及び／又は米国特許出願公開第２００７００２０２６７号に記載されたＢ２
０－４．１である。他の実施態様では、Ｂ２０シリーズポリペプチドは米国特許出願第６
０／９９１３０２に記載されたＢ２０-４.１.１であり、この開示内容の全体は出典明示
により明示的にここに援用される。
【００３７】
　ここで使用される「Ｇ６シリーズポリペプチド」は、ＶＥＧＦに結合する抗体を含むポ
リペプチドを指す。Ｇ６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
公開第２００６０２８０７４７号、米国特許公開第２００７０１４１０６５号及び／又は
米国特許公開第２００７００２０２６７号に記載されたＧ６抗体又はＧ６由来の抗体の配
列から由来する抗体が含まれる。米国特許公開第２００６０２８０７４７号、米国特許公
開第２００７０１４１０６５号及び／又は米国特許公開第２００７００２０２６７号に記
載されたＧ６シリーズポリペプチドには、限定するものではないが、Ｇ６-８、Ｇ６-２３
及びＧ６-３１が含まれる。
【００３８】
　更なる抗体については、米国特許第７０６０２６９号、同第６５８２９５９号、同第６
７０３０２０号；同第６０５４２９７号；国際公開９８／４５３３２；国際公開９６／３
００４６；国際公開９４／１０２０２；欧州特許第０６６６８６８号Ｂ１；米国特許公開
２００６００９３６０、２００５０１８６２０８、２００３０２０６８９９、２００３０
１９０３１７、２００３０２０３４０９及び２００５０１１２１２６；及びPopkov et al
., Journal of Immunological Methods 288:149-164 (2004)を参照のこと。ある実施態様
では、他の抗体には、残基Ｆ１７、Ｍ１８、Ｄ１９、Ｙ２１、Ｙ２５、Ｑ８９、Ｉ９１、
Ｋ１０１、Ｅ１０３及びＣ１０４を含むか、あるいは残基Ｆ１７、Ｙ２１、Ｑ２２、Ｙ２
５、Ｄ６３、Ｉ８３及びＱ８９を含むヒトＶＥＧＦ上の機能的エピトープに結合するもの
を含む。
【００３９】
　他の抗ＶＥＧＦ抗体もまた知られており、例えば、Liang et al., J Biol Chem 281, 9
51-961 (2006)に記載されている。
【００４０】
　抗癌剤による治療に対する、患者の「有効な応答」又は患者の「応答」又は「感受性」
は、抗ＶＥＧＦ抗体、抗ＶＥＧＦ－Ｃ抗体、又は抗ＮＲＰ２抗体などの抗癌剤による治療
の結果、又は治療により、癌のリスクがあるか、又は癌に罹患している患者に付与された
臨床的又は治療上の利益を言う。このような利点は、細胞性応答又は生物学的応答、完全
寛解、部分寛解、安定した疾患（進行又は再発なし）、又はアンタゴニストによる治療に
より、又は治療の結果、患者の後に再発した応答を含む。例えば、有効な応答は、少なく
とも抗癌剤による一回の治療後に、腫瘍流入領域リンパ節に付随するリンパ管におけるリ
ンパ脈動周波数の減少を有すると診断された患者の腫瘍の大きさ又は無増悪生存期間を減
少させることができる。リンパ脈動周波数の低下は、そうした効果的な応答を効果的に予
測したり、高感度に予測する。
【００４１】
　本明細書中で使用されるアンタゴニストは、それらが結合する分子の生物学的活性を阻
害又は低下させる化合物又は薬剤を言う。アンタゴニストは、ＶＥＧＦに結合し、場合に
よっては他の分子に結合し又は融合した、合成によるペプチド又は天然配列のペプチド、
イムノアドヘシン、及び小分子アンタゴニストを含む。「ブロッキング」抗体又は「アン
タゴニスト」抗体は阻害又はそれが結合する抗原の生物学的活性を減少させるものである
。
【００４２】
　本明細書中で使用される「アゴニスト抗体」は、部分的又は完全に目的のポリペプチド
の機能的活性の少なくとも1つを模倣する抗体である。
【００４３】
　本明細書中の「抗体」は最も広義に用いられ、具体的にはモノクローナル抗体、ポリク
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ローナル抗体、少なくとも２つのインタクトな抗体から形成される多特異性抗体(例えば
二重特異性抗体)、及び所望の生物学的活性を表す限りにおける抗体断片を包含する。
【００４４】
　「単離された」抗体とは、その自然環境の成分から同定され分離され及び／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、抗体の研究、診断又は治療的な使用を妨
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
まれる。ある実施態様では、抗体又は、(１)例えばローリー法で測定した場合９５％を超
える抗体又は他のポリペプチド、ある実施態様では９９重量％を超えるまで、(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のＮ末端ある
いは内部アミノ酸配列の残基を得るのに十分なほど、あるいは、(３)例えばクーマシーブ
ルーあるいは銀染色を用いた非還元あるいは還元条件下でのＳＤＳ-ＰＡＧＥにより均一
になるまで十分なほど精製される。その自然環境の少なくとも一の成分が存在しないため
、単離された抗体には、組換え細胞内のインサイツでの抗体が含まれる。しかしながら、
通常は、単離された抗体又は他のポリペプチドは少なくとも一の精製工程により調製され
る。
【００４５】
　「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
１５０，０００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イン
ターフェイスを形成すると考えられている。
【００４６】
　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」と称されうる。軽鎖の可変ドメインは「
ＶＬ」と称されうる。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。
【００４７】
　「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ＨＶＲにより連結され
たβシート配置を主にとる４つのＦＲ領域をそれぞれ含んでいる。各鎖のＨＶＲは、ＦＲ
によって近接して結合され、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ら, Sequence of Proteins ofImmunological Interest, 5th Ed. 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毒
性における抗体の関与を示す。
【００４８】
　任意の脊椎動物種からの抗体(イムノグロブリン)の「軽鎖」には、その定常ドメインの
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２つの明確に区別される
型の一つが割り当てられる。
【００４９】
　ここで使用するＩｇＧ「アイソタイプ」又は「サブクラス」は、その定常領域の化学的
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及び抗原的特徴によって定義される免疫グロブリンの何れかのサブクラスを意味する。そ
の重鎖の定常ドメインのアミノ酸配列に基づいて、抗体(免疫グロブリン)は異なるクラス
が割り当てられる。免疫グロブリンには５つの主なクラスがある：ＩｇＡ、ＩｇＤ、Ｉｇ
Ｅ、ＩｇＧ及びＩｇＭ、更にそれらは、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、Ｉｇ
Ａ１、及びＩｇＡ２等のサブクラス(アイソタイプ)に分かれる。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、
例えば、Abbas等．Cellular and Mol. Immunology, 第４版(2000)(W.B. Saunders, Co., 
2000)に概説されている。抗体は、抗体と１以上の他のタンパク質又はペプチドとの共有
結合性又は非共有結合性の会合により形成された融合大分子の一部であり得る。
【００５０】
　「完全長抗体」、「インタクトな抗体」及び「全抗体」という用語は、本明細書では交
換可能に使用され、実質的にインタクトな形態の抗体を指す。この用語は、特にＦｃ領域
を含む重鎖を有する抗体を指す。
【００５１】
　本明細書中の「ネイキッド抗体」は、細胞障害性部分又は放射性標識にコンジュゲート
していない抗体である。
【００５２】
　「抗体断片」は、好ましくは抗原結合領域を含む、インタクトな抗体の一部を含む。抗
体断片の例には、Ｆａｂ、Ｆａｂ'、Ｆ(ａｂ')２及びＦｖ断片；ダイアボディ；線形抗体
；単鎖抗体分子；及び抗体断片から形成される多特異性抗体が含まれる。
【００５３】
　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Ｆ(ａｂ')２断片を生じ、それは２つの抗原結合部
位を持ち、抗原を交差結合することができる。
【００５４】
　「Ｆｖ」は、完全な抗原結合部位を含む最小抗体断片である。一実施態様では、二本鎖
Ｆｖ種は、堅固な非共有結合をなした一つの重鎖及び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、柔軟なペプチドリンカーによって１の重鎖及び１
の軽鎖可変ドメインは共有結合性に連結することができ、よって軽鎖及び重鎖は、二本鎖
Ｆｖ種におけるものと類似の「二量体」構造に結合することができる。この配置において
、各可変ドメインの３つのＨＶＲは相互作用し、ＶＨ-ＶＬ二量体表面に抗原結合部位を
形成する。集合的に、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(又は抗原に対して特異的な３つのＨＶＲのみを含むＦｖの半分)でさ
え、全結合部位よりも親和性が低くなるが、抗原を認識して結合する能力を有している。
【００５５】
　またＦａｂ断片は、重鎖及び軽鎖の可変ドメインを含み、軽鎖の定常ドメインと重鎖の
第一定常ドメイン(ＣＨ１)を有する。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数個の残基が付加している点
でＦａｂ断片とは異なる。Ｆａｂ'-ＳＨは、定常ドメインのシステイン残基が一つの遊離
チオール基を担持しているＦａｂ'に対するここでの命名である。Ｆ(ａｂ')２抗体断片は
、間にヒンジシステインを有するＦａｂ'断片の対として生産された。また、抗体断片の
他の化学結合も知られている。
【００５６】
　「一本鎖Ｆｖ」又は「ｓｃＦｖ」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。通常、ｓｃＦｖポリペプチドはＶＨ
及びＶＬドメイン間にポリペプチドリンカーを更に含み、それはｓｃＦｖが抗原結合に望
まれる構造を形成するのを可能にする。ｓｃＦｖの概説については、The Pharmacology o
f Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg及びMoore編, Springer-Verlag, New Yo
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rk,頁 269-315 (1994)のPluckthunを参照のこと。
【００５７】
　「ダイアボディ」なる用語は、２つの抗原結合部位を持つ抗体断片を指し、その断片は
同一のポリペプチド鎖(ＶＨ－ＶＬ)内で軽鎖可変ドメイン(ＶＬ)に重鎖可変ドメイン(Ｖ
Ｈ)が結合してなる。非常に短いために同一鎖上で２つのドメインの対形成ができないリ
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、２つの抗原
結合部位を創製する。ダイアボディは二価でも二特異性であってもよい。ダイアボディは
、例えば、欧州特許第４０４０９７号；国際公開第１９９３／１１１６１号；Hudson等 (
2003) Nat. Med. 9:129-134；及びHollinger等, Proc.Natl.Acad.Sci. USA 90:6444-6448
 (1993)に更に詳細に記載されている。トリアボディ及びテトラボディもまたHudson等 (2
003) Nat. Med. 9:129-134に記載されている。
【００５８】
　ここで使用される「モノクローナル抗体」なる用語は、実質的に均一な抗体の集団から
得られる抗体を指し、すなわち、集団に含まれる個々の抗体は、少量で存在しうる可能性
がある突然変異、例えば自然に生じる突然変異を除いて同一である。従って、「モノクロ
ーナル」との形容は、別々の抗体の混合物ではないという抗体の性質を示す。ある実施態
様では、このようなモノクローナル抗体は、通常、標的に結合するポリペプチド配列を含
む抗体を含み、この場合、標的に結合する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プロセスにより得られる。例
えば、この選択プロセスは、雑種細胞クローン、ファージクローン又は組換えＤＮＡクロ
ーンのプールのような複数のクローンからの、唯一のクローンの選択とすることができる
。選択された標的結合配列は、例えば標的への親和性の向上、標的結合配列のヒト化、細
胞培養液中におけるその産生の向上、インビボでの免疫原性の低減、多選択性抗体の生成
等のために更に変化させることができ、変化させ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。異なる決定基(エピトープ)に対する異なる抗体を典型的
に含むポリクローナル抗体の調製物とは異なり、モノクローナル抗体の調製物の各モノク
ローナル抗体は、抗原の単一の決定基に対するものである。それらの特異性に加えて、モ
ノクローナル抗体の調製物は、それらが他の免疫グロブリンで通常汚染されていないとい
う点で有利である。
【００５９】
　「モノクローナル」との形容は、抗体の、実質的に均一な抗体の集団から得られたもの
であるという特性を示し、抗体を何か特定の方法で生産しなければならないと解釈される
べきものではない。例えば、本発明に従って使用されるモノクローナル抗体は様々な技術
によって作製することができ、それらの技術には、例えば、ハイブリドーマ法(例えば、K
ohler and Milstein, Nature, 256:495-97 (1975)；Hongo等, Hybridoma, 14 (3): 253-2
60 (1995)；Harlow等, Antibodies: A Laboratory Manual, (Cold Spring Harbor Labora
tory Press, 2nd ed. 1988)；Hammerling等: Monoclonal Antibodies and T-Cell hybrid
omas 563-681 (Elsevier, N. Y., 1981))、組換えＤＮＡ法(例えば、米国特許第４８１６
５６７号参照)、ファージディスプレイ技術(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)；Fellouse, Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA 101(34):12467-12472 (2004)；及びLee等, J. Immounol. Methods
 284(1-2): 119-132 (2004))、並びに、ヒト免疫グロブリン座位の一部又は全部、又はヒ
ト免疫グロブリン配列をコードする遺伝子を有する動物にヒト又はヒト様抗体を生成する
技術(例えば、国際公開第９８／２４８９３号；国際公開第９６／３４０９６号；国際公
開第９６／３３７３５号；国際公開第９１／１０７４１号；Jakobovits等, Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 90: 2551 (1993)；Jakobovits等, Nature 362: 255-258 (1993)；Brugge
mann等, Year in Immunol. 7:33 (1993)；米国特許第５５４５８０７号；同第５５４５８
０６号；同第５５６９８２５号；同第５６２５１２６号；同第５６３３４２５号；同第５
６６１０１６号; Marks等, Bio.Technology 10: 779-783 (1992)；Lonberg等, Nature 36
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8: 856-859 (1994)；Morrison, Nature 368: 812-813 (1994)；Fishwild等, Nature Biot
echnol. 14: 845-851 (1996)；Neuberger, Nature Biotechnol. 14: 826 (1996)及びLonb
erg及びHuszar, Intern. Rev. Immunol. 13: 65-93 (1995)参照)が含まれる。
【００６０】
　ここでモノクローナル抗体は、特に「キメラ」抗体を含み、重鎖及び／又は軽鎖の一部
は、特定の種由来又は特定の抗体クラスもしくはサブクラスに属する抗体において、対応
する配列に一致するか又は相同であり、残りの鎖は、所望の生物学的活性を表す限り、他
の種由来又は他の抗体クラス又はサブクラスに属する抗体、並びにそのような抗体の断片
において、対応する配列に一致するか又は類似するものである(米国特許第４８１６５６
７号；及びMorrison等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6851-6855(1984))。キメラ抗体
には、抗体の抗原結合領域が例えば対象の抗原をマカクザルに免疫投与することによって
作製される抗体に由来する、ＰＲＩＭＡＴＩＺＥＤ(登録商標)抗体が含まれる。
【００６１】
　非ヒト(例えばマウス)の抗体の「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。一実施態様では、ヒト化抗体は、レシピエントの高頻度可
変領域の残基が、マウス、ラット、ウサギ又は所望の特異性、親和性及び／又は能力を有
する非ヒト霊長類のような非ヒト種(ドナー抗体)からの高頻度可変領域の残基によって置
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る。さら
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
含んでいてもよい。これらの修飾は抗体の特性をさらに洗練するために行われる。一般に
、ヒト化抗体は、全てあるいは実質的に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、全てあるいは実質的に全てのＦＲが、ヒト免疫グロブリン配列のもので
ある少なくとも一又は典型的には２つの可変ドメインの実質的に全てを含むであろう。ま
た、ヒト化抗体は、場合によっては免疫グロブリン定常領域(Ｆｃ)の少なくとも一部、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も含む。さらなる詳細については、
例えばJones等, Nature 321:522-525(1986)；Riechmann等, Nature 332:323-329(1988)；
及びPresta, Curr. Op. Struct. Biol. 2:593-596(1992)を参照のこと。また例としてVas
wani及びHamilton, Ann. Allergy, Asthma & Immunol. 1:105-115 (1998)；Harris, Bioc
hem. Soc. Transactions 23:1035-1038 (1995)；Hurle及びGross, Curr. Op. Biotech. 5
:428-433 (1994)；米国特許第６９８２３２１号及び同第７０８７４０９号も参照のこと
。
【００６２】
　「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対応するアミノ酸配列
を有するもので、及び／又はここで開示されたヒト抗体を製造するための何れかの技術を
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を含む、当該分
野で知られている様々な技術を使用して生産することが可能である。Hoogenboom and Win
ter, J. Mol. Biol., 227:381 (1991)；Marks et al., J. Mol. Biol., 222:581 (1991)
。また、Cole et al., Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, 頁7
7 (1985)；Boerner et al., J. Immunol., 147(1): 86-95 (1991)において記述される方
法は、ヒトモノクローナル抗体の調製に利用できる。van Dijk and van de Winkel, Curr
. Opin. Pharmacol., 5: 368-74 (2001)も参照のこと。ヒト化抗体は、抗原刺激に応答し
て抗体を産生するように修飾されているが、その内在性遺伝子座が無効になっているトラ
ンスジェニック動物、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するこ
とができる(例として、ＸＥＮＯＭＯＵＳＥＴＭ技術に関する米国特許第６０７５１８１
号及び同第６１５０５８４号を参照)。また、例えば、ヒトのＢ細胞ハイブリドーマ技術
によって生成されるヒト抗体に関するLi et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 103:355
7-3562 (2006)も参照のこと。
【００６３】
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　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つの高頻度可変領域を含み；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
つの高頻度可変領域のうちで最も高い多様性を示す、特にＨ３は抗体に良好な特異性を与
える際に特有の役割を果たすように思われる。例としてXu等 (2000) Immunity 13:37-45
；Methods in Molecular Biology 248:1-25 (Lo, ed., Human Press, Totowa, NJ)のJohn
son and Wu (2003)を参照。実際、重鎖のみからなる天然に生じるラクダ科の抗体は機能
的であり、軽鎖が無い状態で安定である。例としてHamers-Casterman等 (1993) Nature 3
63:446-448；Sheriff等 (1996) Nature Struct. Biol. 3:733-736を参照。
【００６４】
　多数のＨＶＲの描写が使用され、ここに含まれる。Ｋａｂａｔ相補性決定領域(ＣＤＲ)
であるＨＶＲ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 et al., S
equences of Proteins of Immunological Interest, 5th Ed. Public Health Service, N
ational Institutes of Health, 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、ＫａｂａｔのＣＤＲ及びＣｈｏｔｈｉａの構造的ループの間の折衷
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Ｈ
ＶＲのそれぞれに由来する残基を以下に示す。

【００６５】
　ＨＶＲは、次のような「拡大ＨＶＲ」を含むことができる、即ち、ＶＬの２４－３６又
は２４－３４(Ｌ１)、４６－５６又は５０－５６(Ｌ２)及び８９－９７又は８９－９６(
Ｌ３)と、ＶＨの２６－３５(Ｈ１)、５０－６５又は４９－６５(Ｈ２)及び９３－１０２
、９４－１０２、又は９５－１０２(Ｈ３)である。可変ドメイン残基には、これら拡大Ｈ
ＶＲの各々を規定するために、上掲のKabat等に従って番号を付した。
【００６６】
　「フレームワーク」又は「ＦＲ」残基は、ここで定義する高頻度可変領域(ＨＶＲ)残基
以外の可変ドメイン残基である。
【００６７】
　「Ｋａｂａｔによる可変ドメイン残基番号付け」又は「Ｋａｂａｔに記載のアミノ酸位
番号付け」なる表現及びその異なる言い回しは、上掲のＫａｂａｔ等の抗体の編集の軽鎖
可変ドメイン又は重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の短縮
又はＦＲ又はＨＶＲへの挿入に対応する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、Ｈ２の残基５２の後に単一アミノ酸の挿入(Kabatに
よる残基５２ａ)、及び重鎖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
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基８２ａ、８２ｂ及び８２ｃなど)を含んでもよい。残基のＫａｂａｔ番号は、「標準の
」カバット番号付け配列による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。
【００６８】
　「親和性成熟」抗体とは、その改変を有していない親抗体と比較して、抗原に対する抗
体の親和性に改良を生じせしめる、その一又は複数のＨＶＲにおいて一又は複数の改変を
持つものである。一実施態様では、親和成熟抗体は、標的抗原に対してナノモル又はさら
にピコモルの親和性を有する。親和成熟抗体は、当該分野において知られているある手順
を用いて生産される。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導は、例としてBarbas等, Proc Nat Acad. Sci
, USA 91：3809-3813(1994)；Schier等, Gene, 169：147-155(1995)；Yelton等, J. Immu
nol.155：1994-2004(1995)；Jackson等, J. Immunol.154(7)：3310-9(1995)；及びHawkin
s等, J. Mol. Biol.226：889-896(1992)に記載されている。
【００６９】
　「増殖阻害性」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妨げるか又は
低減するものである。
【００７０】
　「アポトーシスを誘導する」抗体とは、アネキシンＶの結合、ＤＮＡの断片化、細胞の
縮み、小胞体の拡張、細胞断片化、及び／又は膜小胞の形成(アポトーシス性本体と呼ば
れる)といった、標準的なアポトーシスアッセイにより決定される、プログラムされた細
胞死を誘導するものである。
【００７１】
　抗体の「エフェクター機能」とは、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)に帰する生物学的活性を意味し、抗体のアイソタイプにより変わる。
抗体のエフェクター機能の例には、Ｃ１ｑ結合及び補体依存性細胞障害；Ｆｃレセプター
結合；抗体依存性細胞媒介性細胞障害(ＡＤＣＣ)；貪食作用；細胞表面レセプター(例え
ば、Ｂ細胞レセプター)のダウンレギュレーション；及びＢ細胞活性化が含まれる。
【００７２】
　本明細書の「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
領域の境界は変化し得るが、通常、ヒトＩｇＧ重鎖Ｆｃ領域はＣｙｓ２２６の位置のアミ
ノ酸残基又はＰｒｏ２３０から、Ｆｃ領域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み換え遺伝子操作することに
よって取り除かれてもよい。従って、インタクトな抗体の組成物は、すべての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
する抗体及び有さない抗体の混合を含む抗体群を含みうる。
【００７３】
　本明細書中で特に明記しない限り、免疫グロブリン重鎖の残基の番号付けは、上掲のＫ
ａｂａｔらによるＥＵインデックスのそれである。「ＫａｂａｔによるＥＵインデックス
」はヒトＩｇＧ１のＥＵ抗体の残基番号付けを指す。
【００７４】
　「機能的Ｆｃ領域」は、天然配列Ｆｃ領域の「エフェクター機能」を有する。例示的な
「エフェクター機能」には、Ｃ１ｑ結合、補体依存性細胞障害作用(ＣＤＣ)、Ｆｃレセプ
ター結合、ＡＤＣＣ、食作用、細胞表面レセプター(例えばＢ細胞レセプター；ＢＣＲ)の
下方制御などが含まれる。そのようなエフェクター機能は、通常、Ｆｃ領域が結合ドメイ
ン(例えば、抗体可変ドメイン)と組み合わさることを必要とし、例えば本明細書中の定義
に開示される様々なアッセイを使用して評価される。
【００７５】
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　「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ＩｇＧ３Ｆｃ領
域；及び天然配列のヒトＩｇＧ４Ｆｃ領域；並びに、これらの自然に生じる変異体が含ま
れる。
【００７６】
　「変異体Ｆｃ領域」は、少なくとも１つのアミノ酸修飾、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１つのアミノ酸置換、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。本明細書中の変異体Ｆｃ領域は、好ましくは、天然
配列のＦｃ領域及び／又は親ポリペプチドのＦｃ領域と、少なくともおよそ８０％の同一
性を有するか、最も好ましくは少なくともおよそ９０％の配列同一性を、より好ましくは
少なくともおよそ９５％の配列又はそれ以上の同一性を有するものであろう。
【００７７】
　「Ｆｃ領域含有抗体」なる用語は、Ｆｃ領域を含む抗体を指す。Ｆｃ領域のＣ末端リジ
ン(ＥＵ番号付けシステムに従うと残基４４７)は、例えば、抗体の精製中又は抗体をコー
ドする核酸を組み換え操作することによって除去してもよい。従って、本発明のＦｃ領域
を有する抗体を含んでなる組成物は、Ｋ４４７を有する抗体、すべてのＫ４４７が除去さ
れた抗体、又はＫ４４７残基を有する抗体とＫ４４７残基を有さない抗体の混合を包含し
うる。
【００７８】
　「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記載す
るものである。ある実施態様では、ＦｃＲは天然のヒトＦｃＲである。ある実施態様では
、ＦｃＲはＩｇＧ抗体(ガンマレセプター)と結合するもので、ＦｃγＲＩ、ＦｃγＲＩＩ
及びＦｃγＲＩＩＩサブクラスのレセプターを含み、これらのレセプターの対立遺伝子変
異体、選択的にスプライシングされた形態のものも含まれる。ＦｃγＲＩＩレセプターに
は、ＦｃγＲＩＩＡ(「活性型レセプター」)及びＦｃγＲＩＩＢ(「阻害型レセプター」)
が含まれ、主としてその細胞質ドメインは異なるが、類似のアミノ酸配列を有するもので
ある。活性型レセプターＦｃγＲＩＩＡは、細胞質ドメインにチロシン依存性免疫レセプ
ター活性化モチーフ(immunoreceptor tyrosine-based activation motif ;ＩＴＡＭ)を含
んでいる。阻害型レセプターＦｃγＲＩＩＢは、細胞質ドメインにチロシン依存性免疫レ
セプター阻害性モチーフ(immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif；ＩＴＩＭ)
を含んでいる(例としてDaeron, Annu. Rev. Immunol. 15:203-234 (1997)を参照)。Ｆｃ
Ｒに関しては、例としてRavetch and Kinet, Annu. Rev. Immunol. 9:457-492 (1991)；C
apel等, Immunomethods 4:25-34 (1994)；及びde Haas等, J.Lab. Clin. Med. 126:330-4
1 (1995)に概説されている。将来的に同定されるものも含む他のＦｃＲはここでの「Ｆｃ
Ｒ」という言葉によって包含される。
【００７９】
　「Ｆｃレセプター」又は「ＦｃＲ」なる用語もまた、母性ＩｇＧの胎児への移送(Guyer
等, J. Immunol. 117:587 (1976) Kim等, J. Immunol.24:249 (1994))、及び免疫グロブ
リンのホメオスタシスの調節を担う新生児性レセプターＦｃＲｎも含まれる。ＦｃＲｎへ
の結合の測定方法は公知である(例としてGhetie and Ward., Immunol. Today 18(12):592
-598 (1997)；Ghetie et al., Nature Biotechnology, 15(7):637-640 (1997)；Hinton e
t al., J. Biol. Chem. 279(8):6213-6216 (2004)：国際公開第２００４／９２２１９号(
Hinton et al.)を参照)。
【００８０】
　インビボでのヒトＦｃＲｎへの結合とヒトＦｃＲｎ高親和性結合ポリペプチドの血清半
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転換されたヒ
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ト細胞株、又は変異体Ｆｃ領域を有するポリペプチドを投与された霊長類動物においてア
ッセイすることができる。国際公開公報００／４２０７２(Presta)にＦｃＲへの結合を向
上又は減弱させた抗体変異型が述べられている。例としてShields等, J. Biol. Chem. 9(
2): 6591-6604 (2001)も参照のこと。
【００８１】
　「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ことが望ましい。ＡＤＣＣを媒介するヒ
ト白血球の例として、末梢血液単核細胞(ＰＢＭＣ)、ナチュラルキラー(ＮＫ)細胞、単球
、細胞障害性Ｔ細胞及び好中球が含まれる。エフェクター細胞は天然源、例えば血液から
単離してもよい。
【００８２】
　「抗体依存性細胞媒介性細胞障害」又は「ＡＤＣＣ」とは、ある種の細胞障害細胞(例
えば、ナチュラルキラー(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)と結合した分泌Ｉｇにより、これらの細胞障害エフェクター細胞が抗原-
担持標的細胞に特異的に結合し、続いて細胞毒性により標的細胞を死滅させることを可能
にする細胞障害性の形態を意味する。ＡＤＣＣを媒介する主要な細胞ＮＫ細胞はＦｃγＲ
ＩＩＩのみを発現するのに対し、単球はＦｃγＲＩ、ＦｃγＲＩＩ及びＦｃγＲＩＩＩを
発現する。造血細胞でのＦｃＲの発現は、Ravetch and Kinet, Annu. Rev. Immunol 9:45
7-92 (1991)の４６４頁の表３に要約されている。対象の分子のＡＤＣＣ活性をアッセイ
するために、米国特許第５５００３６２号又は同第５８２１３３７号、又は米国特許第６
７３７０５６号（Presta）に記載されているようなインビトロＡＤＣＣアッセイを実施す
ることができる。このようなアッセイにおいて有用なエフェクター細胞には、末梢血液単
核細胞(ＰＢＭＣ)及びナチュラルキラー細胞(ＮＫ細胞)が含まれる。代わりとして、もし
くは付加的に、対象の分子のＡＤＣＣ活性は、例えば、Clynes et al. PNAS(USA) 95:652
-656 (1998)において開示されているような動物モデルにおいて、インビボで評価するこ
とが可能である。
【００８３】
　「補体依存性細胞障害」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。典型的な補体経路の活性化は補体系(Ｃｌｑ)の第１補体が、同族抗原と結合し
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、ＣＤＣアッセイを、例えばGazzano-Santoro等, J. Immunol. Methods 202:163 (
1996)に記載されているように実施することができる。Ｆｃ領域アミノ酸配列を変更して(
変異体Ｆｃ領域を有するポリペプチド)Ｃ１ｑ結合能力が増大又は減少したポリペプチド
変異体は、例として米特許第６１９４５５１号Ｂ１及び国際公開第１９９９／５１６４２
号に記述される。また例としてIdusogie等 J. Immunol. 164: 4178-4184 (2000)を参照の
こと。
【００８４】
　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総合的な強度を意味する。特に明記しな
い限り、「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)として表される。親和性は、本明細書中に記載のものを含む当業
者に公知の共通した方法によって測定することができる。低親和性抗体は抗原にゆっくり
結合して素早く解離する傾向があるのに対し、高親和性抗体は抗原により密接により長く
結合したままとなる。結合親和性の様々な測定方法が当分野で公知であり、それらの何れ
かを本発明のために用いることができる。以下に結合親和性を測定するための具体的な例
示的実施態様を記載する。
【００８５】
　一実施態様では、本発明の「Ｋｄ」又は「Ｋｄ値」は、以下のアッセイにより説明され
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る目的の抗体のＦａｂ型（バージョン）で実施される放射性標識した抗原結合アッセイ(
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)-標識抗原にてＦａｂを均衡化して、抗Ｆａｂ抗
体コートプレートと結合した抗原を捕獲することによって測定される（例えば、Chen et 
al., J. Mol. Biol. 293:865-881 (1999)を参照）。アッセイの条件を決めるために、ミ
クロタイタープレート（Ｄｙｎｅｘ）を５μｇ／ｍｌの捕獲抗Ｆａｂ抗体（Ｃａｐｐｅｌ
 Ｌａｂｓ）を含む５０ｍＭ炭酸ナトリウム(ｐＨ９．６)にて一晩コートして、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目的のＦａｂと混合する(例えば、Presta等, (1997) Canc
er Res. 57: 4593-4599の抗ＶＥＧＦ抗体、Ｆａｂ-１２の評価と一致する)。ついで目的
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。そして、溶液を取り除き、プレート
を０．１％のＴｗｅｅｎ２０ＴＭ界面活性剤を含むＰＢＳにて８回洗浄する。プレートが
乾燥したら、１５０μｌ／ウェルの閃光物質（ＭｉｃｒｏＳｃｉｎｔ－２０ＴＭ；　Ｐａ
ｃｋａｒｄ）を加え、プレートをＴｏｐｃｏｕｎｔγ計測器（Ｐａｃｋａｒｄ）にて１０
分間計測する。最大結合の２０％か又はそれ以下濃度のＦａｂを選択してそれぞれ競合結
合測定に用いる。
【００８６】
　他の実施態様によると、Ｋｄ又はＫｄ値は、～１０反応単位(ＲＵ)の固定した抗原ＣＭ
５チップを用いて２５℃のＢＩＡｃｏｒｅ（登録商標）－２０００又はＢＩＡｃｏｒｅ（
登録商標）－３０００（ＢＩＡｃｏｒｅ，Ｉｎｃ．，Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ，ＮＪ）を用
いて表面プラズモン共鳴アッセイを使用して測定される。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)で活性化した。抗原を１０ｍＭの酢酸
ナトリウム(ｐＨ４．８)で５μｇ／ｍｌ(～０．２μＭ)に希釈し、結合したタンパク質の
反応単位(ＲＵ)がおよそ１０になるように５μｌ／分の流速で注入した。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した。動力学的な測定
のために、２倍の段階希釈したＦａｂ(０．７８ｎＭから５００ｎＭ)を２５℃、およそ２
５μｌ／分の流速で０．０５％ＴＷＥＥＮ２０ＴＭ界面活性剤(ＰＢＳＴ)を含むＰＢＳに
注入した。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る単純一対一
ラングミュア結合モデル（ｓｉｍｐｌｅ ｏｎｅ－ｔｏ－ｏｎｅ Ｌａｎｇｍｕｉｒ ｂｉ
ｎｄｉｎｇ ｍｏｄｅｌ）（ＢＩＡｃｏｒｅ Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎソフトウェアバージョ
ン３．２）を用いて、会合速度(ｋｏｎ)及び解離速度(ｋｏｆｆ)を算出した。平衡解離定
数(Ｋｄ)をｋｏｆｆ／ｋｏｎ比として算出した。例えば、Chen et al., J. Mol. Biol. 2
93:865-881 (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１０６

Ｍ－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 Ｉｎｓｔｒ
ｕｍｅｎｔｓ）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。
【００８７】
　また、本発明の「結合速度」又は「会合の速度」又は「会合速度」又は「ｋｏｎ」は、
ＢＩＡＣＯＲＥ（登録商標）－２０００又はＢＩＡＣＯＲＥ（登録商標）－３０００シス
テム（ＢＩＡｃｏｒｅ，Ｉｎｃ．，Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ,ＮＪ）を用いて上記のように
表面プラズモン共鳴アッセイにて測定される。
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【００８８】
　本明細書で用いる「実質的に類似」、「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、及び参照／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つの数値が有意に類似しているこ
とを意味する。前記２つの値間の差異は、参照／比較抗体についての値の好ましくは約５
０％以下、好ましくは約４０％以下、好ましくは約３０％以下、好ましくは約２０％以下
、及び／又は好ましくは約１０％以下である。
【００８９】
　本明細書で用いる「実質的に減少」、又は「実質的に異なる」という句は、当業者が２
つの数値(一般に、本発明の抗体に関連するもの、及び参照／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統計学的に有意で
あると認められるほど、２つの数値が有意に異なっていることを意味する。前記２つの値
間の差異は、例えば、参照／比較抗体に対する値に応じて、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。
【００９０】
　所定の実施態様において、本明細書にて有用なヒト化抗体はさらにＩｇＧのＦｃにアミ
ノ酸改変を含み、ヒト化ＦｃＲｎに対して、更に野生型ＩｇＧのＦｃを有する抗体に対し
て、少なくとも６０倍、少なくとも７０倍、少なくとも８０倍、更に好ましくは少なくと
も１００倍、好ましくは少なくとも１２５倍、更により好ましくは少なくとも１５０倍か
ら約１７０倍増加した結合親和性を示す。
【００９１】
　「疾病」又は「疾患」は、本発明の物質／分子又は方法を用いた治療によって恩恵を得
る任意の症状である。これには、問題とする疾患に哺乳動物がかかりやすくなる病理学的
症状を含む慢性及び急性の疾病又は疾患を含む。ここで治療されるべき疾患の限定されな
い例として、悪性及び良性の腫瘍；非白血病及びリンパ系悪性腫瘍；神経、グリア、アス
トロサイト、視床下部、及び他の腺、マクロファージ、上皮、間質と割腔、疾患、及び炎
症、免疫学的及び他の血管新生関連の疾患を含む。
【００９２】
「細胞増殖性疾患」及び「増殖性疾患」なる用語は、ある程度の異常な細胞増殖と関係し
ている疾患を指す。一実施態様では、細胞増殖性疾患は癌である。一実施態様では、細胞
増殖性疾患は血管形成である。
【００９３】
　本明細書中の「腫瘍」とは、悪性か良性かにかかわらず、すべての腫瘍性細胞成長及び
増殖と、すべての前癌性及び癌性細胞及び組織を指す。「癌」、「癌性」「細胞増殖性疾
患」、「増殖性疾患」及び「腫瘍」なる用語は、本明細書に参照される場合互いに排他的
でない。
【００９４】
　「癌」及び「癌性」なる用語は、一般的に調節不可能な細胞増殖に特徴がある哺乳動物
の生理学的状態を指すか又は表す。癌の例には、上皮癌、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具体的な例には、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(squamous carcinoma)を含む)、腹膜癌、
肝細胞癌、胃(gastric)又は腹部(stomach)癌(消化器癌を含む)、膵臓癌、神経膠芽細胞腫
、子宮頸管癌、卵巣癌、肝臓癌、膀胱癌、尿路の癌、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、肝細胞癌、及び様々なタイプの頭頸部癌、並びにＢ細胞リンパ腫(低
悪性度／濾胞性非ホジキンリンパ腫(ＮＨＬ)；小リンパ球(ＳＬ)ＮＨＬ；中悪性度／濾胞
性ＮＨＬ；中悪性度びまん性ＮＨＬ；高悪性度免疫芽細胞性ＮＨＬ；高悪性度リンパ芽球
性ＮＨＬ；高悪性度小非分割細胞ＮＨＬ；バルキー疾患ＮＨＬ；マントル細胞リンパ腫；
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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、母斑症と関係する異常な
血管性増殖、浮腫(脳腫瘍と関係するものなど)、メイグス症候群が含まれる。
【００９５】
　「抗新生物性組成物」、「抗癌組成物」、又は「抗癌剤」なる用語は、少なくとも一の
活性な治療剤、例えば「抗癌剤」を含む癌の治療に有用な組成物を指す。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、細胞障害性剤、放
射線療法において使用する薬剤、抗血管新生剤、抗リンパ脈管新生剤、アポトーシス剤、
抗チューブリン剤、毒素、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、上皮性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(Ta
rcevaTM)、血小板由来増殖因子インヒビター（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、
ＥｒｂＢ２、ＥｒｂＢ３、ＥｒｂＢ４又はＶＥＧＦレセプターの一又は複数に結合するア
ンタゴニスト(例えば、中和抗体)を含み、それらは以下のターゲット、ＥｒｂＢ２、Ｅｒ
ｂＢ３、ＥｒｂＢ４、ＰＤＧＦＲ－ｂｅｔａ、ＢｌｙＳ、ＡＰＲＩＬ、ＢＣＭＡ ＶＥＧ
Ｆ、又はＶＥＧＦレセプター、ＴＲＡＩＬ／Ａｐｏ２、及び他のバイオ活性がある有機化
学的薬剤の一以上に結合する。それらの組合せも本発明に包含される。
【００９６】
　「血管形成因子又は薬剤」は、血管の発達を刺激するのに伴う、例えば脈管形成、血管
内皮細胞増殖、血管の安定性及び／又は脈管形成などを促進する増殖因子又はそのレセプ
ターである。例えば、血管形成因子には、例えば、ＶＥＧＦ及びＶＥＧＦファミリのメン
バー及びそれらのレセプター(ＶＥＧＦ-Ｂ、ＶＥＧＦ-Ｃ、ＶＥＧＦ-Ｄ、ＶＥＧＦＲ１、
ＶＥＧＦＲ２及びＶＥＧＦＲ３)、ＰｌＧＦ、ＰＤＧＦファミリー、線維芽細胞増殖因子
ファミリー(ＦＧＦ)、ＴＩＥリガンド(アンギオポイエチン、ＡＮＧＰＴ１、ＡＮＧＰＴ
２)、ＴＩＥ１、ＴＩＥ２、エフリン、Ｂｖ８、デルタ様リガンド４(ＤＬＬ４)、Ｄｅｌ-
１、線維芽細胞増殖因子：酸性(ａＦＧＦ)及び塩基性(ｂＦＧＦ)、ＦＧＦ４、ＦＧＦ９、
ＢＭＰ９、ＢＭＰ１０、ホリスタチン、顆粒性コロニー刺激因子(Ｇ－ＣＳＦ)、ＧＭ－Ｃ
ＳＦ、肝細胞増殖因子(ＨＧＦ)／スキャッター因子(ＳＦ)、インターロイキン-８(ＩＬ-
８)、ＣＸＣＬ１２、レプチン、ミドカイン、ニューロフィリン、ＮＲＰ１、ＮＲＰ２、
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、ＰＤＧＦＲ－α又はＰＤＧＦＲ－β、プレイオトロフィン(ＰＴＮ)、
Ｐｒｏｇｒａｎｕｌｉｎ、Ｐｒｏｌｉｆｅｒｉｎ、形質転換増殖因子-α(ＴＧＦ-α)、形
質転換増殖因子-β(ＴＧＦ-β)、腫瘍壊死因子-α(ＴＮＦα)、Ａｌｋ１、ＣＸＣＲ４、
Ｎｏｔｃｈ１、Ｎｏｔｃｈ４、Ｓｅｍａ３Ａ、Ｓｅｍａ３Ｃ、Ｓｅｍａ３Ｆ、Ｒｏｂｏ４
などが含まれるが、これらに限定されるものではない。さらに、ＥＳＭ１及びパールカン
のような、血管新生を促進する因子が含まれる。また、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
リのメンバー、及びＴＧＦ－α及びＴＧＦ－βなどの、創傷治癒を促進する因子を含むで
あろう。例として、Klagsbrun and D'Amore(1991)Annu. Rev. Physiol. 53:217-39；Stre
it and Detmar (2003) Oncogene 22:3172-3179；Ferrara & Alitalo (1999) Nature Medi
cine 5(12): 1359-1364；Tonini et al. (2003) Oncogene 22:6549-6556(例えば、公知の
血管形成因子の一覧を示す表１)；及びSato (2003) Int. J. Clin. Oncol. 8:200-206を
参照。
【００９７】
　本明細書中で用いる「ＶＥＧＦ」なる用語は、Leung et al. Science, 246:1306 (1989
)、及びHouck et al. Mol. Endocrin., 5:1806 (1991)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細胞増殖因子及び、関連した１２１-、１８９-、及び２０
６-アミノ酸のヒト血管内皮細胞増殖因子、並びにそれらの天然に生じる対立遺伝子型及
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びプロセシング型を意味する。また、「ＶＥＧＦ」は、マウス、ラット又は霊長類などの
非ヒト動物腫由来のＶＥＧＦも意味する。ときには、特定の種由来のＶＥＧＦは、ヒトＶ
ＥＧＦはｈＶＥＧＦ、マウスＶＥＧＦはｍＶＥＧＦなどの用語で表される。また、「ＶＥ
ＧＦ」なる用語は、１６５アミノ酸のヒト血管内皮細胞増殖因子のアミノ酸８～１０９、
又は１～１０９を含むポリペプチドの切断型を意味するために用いられる。そのようなＶ
ＥＧＦ型を指すときは、本明細書では、例えば、「ＶＥＧＦ(８－１０９)」、「ＶＥＧＦ
(１－１０９)」又は「ＶＥＧＦ１６５」と表す。「切断した(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ＶＥ
ＧＦ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。好ましい実施態様によれば、ＶＥＧＦはヒトＶＥＧＦである。
【００９８】
　「ＶＥＧＦアンタゴニスト」は、ＶＥＧＦ又は一又は複数のＶＥＧＦレセプター、又は
それらをコードする核酸への結合を含む、ＶＥＧＦ活性を中和、遮断、阻害、無効化、低
減又は干渉することができる分子を指す。好ましくは、ＶＥＧＦアンタゴニストは、ＶＥ
ＧＦ又はＶＥＧＦレセプターに結合する。ＶＥＧＦアンタゴニストは、抗ＶＥＧＦ抗体及
びその抗原結合断片、ＶＥＧＦ及びＶＥＧＦレセプターに結合し、リガンド－レセプター
相互作用（例えば、イムノアドヘシン、ペプチボディ（peptibodies））をブロックする
ポリペプチド、抗ＶＥＧＦレセプター抗体、及びＶＥＧＦＲチロシンキナーゼの小分子阻
害剤などのＶＥＧＦレセプターアンタゴニスト、ＶＥＧＦに結合するアプタマー、ストリ
ンジェントな条件下でＶＥＧＦ又はＶＥＧＦレセプターをコードする核酸配列にハイブリ
ダイズする核酸（例えば、ＲＮＡｉ）を含む。
【００９９】
　好ましい一実施態様によれば、ＶＥＧＦアンタゴニストはＶＥＧＦに結合し、インビト
ロでＶＥＧＦ誘導性血管内皮細胞増殖を阻害する。好ましい一実施態様によれば、ＶＥＧ
Ｆアンタゴニストは、非ＶＥＧＦ又は非ＶＥＧＦレセプターよりも大きい親和性を有する
ＶＥＧＦ又はＶＥＧＦレセプターに結合する。好ましい一実施態様によれば、ＶＥＧアン
タゴニストは、１ｕＭと１ｐＭの間のＫｄを持つＶＥＧＦ又はＶＥＧＦレセプターに結合
する。別の好ましい実施態様によれば、ＶＥＧＦアンタゴニストは、ＶＥＧＦ又はＶＥＧ
Ｆレセプターに５００ｎＭから１ｐＭの間で結合する。
【０１００】
　好ましい実施態様によると、ＶＥＧＦアンタゴニストは、抗体、ペプチボディ(peptibo
dy)、イムノアドヘシン、小分子又はアプタマーなどのポリペプチドなどから選択される
。好ましい実施態様では、抗体は、ＡＶＡＳＴＩＮ（登録商標）抗体又は抗ＶＥＧＦＲ２
又は抗ＶＥＧＦＲ３抗体などの抗ＶＥＧＦレセプター抗体などの抗ＶＥＧＦ抗体である。
ＶＥＧＦアンタゴニストの他の例は、ＶＥＧＦ－Ｔｒａｐ、Ｍｕｃａｇｅｎ、ＰＴＫ７８
７、ＳＵ１１２４８、ＡＧ－０１３７３６、Ｂａｙ４３９００６（ソラフェニブ）、ＺＤ
－６４７４、ＣＰ６３２、ＣＰ－５４７６３２、ＡＺＤ－２１７１、ＣＤＰ－１７１、Ｓ
Ｕ－１４８１３、ＣＨＩＲ－２５８、ＡＥＥ－７８８、ＳＢ７８６０３４、ＢＡＹ５７９
３５２、ＣＤＰ－７９１、ＥＧ－３３０６、ＧＷ－７８６０３４、ＲＷＪ－４１７９７５
／ＣＴ６７５８及びＫＲＮ－６３３を含む。
【０１０１】
　「抗ＶＥＧＦ抗体」は、十分な親和性と特異性を有してＶＥＧＦと結合する抗体である
。好ましくは、本発明の抗ＶＥＧＦ抗体が、ＶＥＧＦ活性を伴う疾患又は症状を標的とし
て妨げる際の治療薬として用いることができる。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ｂＦＧＦな
どの他の成長因子にも結合しない。好ましい抗ＶＥＧＦ抗体は、ハイブリドーマＡＴＣＣ
 ＨＢ １０７０９により生産されるモノクローナル抗ＶＥＧＦ抗体Ａ４.６.１と同じエピ
トープと結合するモノクローナル抗体である。より好ましい抗ＶＥＧＦ抗体は、Presta e
t al. (1997) Cancer Res. 57: 4593-4599に従って生成される組み換えヒト化抗ＶＥＧＦ
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モノクローナル抗体であり、限定するものではないがベバシズマブ(bevacizumab)（ＢＶ
；アバスチン(登録商標))として知られる抗体が含まれる。別の実施態様によれば、使用
することができる抗ＶＥＧＦ抗体は、限定されないが、国際公開第２００５／０１２３５
９号に開示された抗体を含む。一実施態様によれば、抗ＶＥＧＦ抗体は、国際公開第２０
０５／０１２３５９号の図２４、２５、２６、２７及び２９に開示されている抗体のいず
れか１つの可変重鎖及び可変軽領域を含む（例えば、Ｇ６、Ｇ６－２３、Ｇ６－３１、Ｇ
６－２３．１、Ｇ６－２３．２、Ｂ２０、Ｂ２０－４及びＢ２０．４．１）。別の好まし
い実施態様では、ラニビズマブとして知られている抗ＶＥＧＦ抗体は、糖尿病性神経障害
及びＡＭＤなどの眼疾患に対して投与するＶＥＧＦアンタゴニストである。
【０１０２】
　「ｒｈｕＭＡｂ ＶＥＧＦ」又は「アバスチン(登録商標)」としても知られる抗ＶＥＧ
Ｆ抗体「ベバシズマブ(ＢＶ)」は、Presta等(1997) Cancer Res. 57: 4593-4599に従って
生成される組み換えヒト化抗ＶＥＧＦモノクローナル抗体である。これは、変異したヒト
ＩｇＧ１フレームワーク領域及びヒトＶＥＧＦのそのレセプターへの結合をブロックする
マウス抗ｈＶＥＧＦモノクローナル抗体Ａ４.６.１由来の抗原結合相補性決定領域を含有
する。ほとんどのフレームワーク領域を含む、ベバシズマブのおよそ９３％のアミノ酸配
列はヒトＩｇＧ１由来のものであり、配列のおよそ７％はマウス抗体Ａ４.６.１由来であ
る。ベバシズマブは、およそ１４９，０００ダルトンの分子質量であり、グリコシル化さ
れる。他の抗ＶＥＧＦ抗体は、米国特許第６８８４８７９号及び国際公開第２００５／０
４４８５３号に記載の抗体を含む。
【０１０３】
　抗ＶＥＧＦ抗体ラニビズマブ又はＬＵＣＥＮＴＩＳ（登録商標）抗体又はｒｈｕＦａｂ
 Ｖ２は、ヒト化、親和性成熟した抗ヒトＶＥＧＦ Ｆａｂ断片である。ラニビズマブは、
大腸菌の発現ベクター及び細菌発酵の標準的な組換え技術の方法によって製造される。ラ
ニビズマブは、グリコシル化されておらず、～４８０００ダルトンの分子量を有する。国
際公開第９８／４５３３１号及び米国特許出願公開第２００３０１９０３１７号を参照。
【０１０４】
　血管形成調節不全により、異常な血管形成につながる可能性があり、例えば、病態にお
いて、新しい血管の過度の、不十分な、あるいは不適切な成長（例えば、医学的見地から
好ましくない血管形成の場所、時期又は開始）、又は血管形成疾患などの病態を引き起こ
す。病気の状態の悪化に寄与したり、病気の状態を引き起こす新しい血管の成長がある場
合、過度の、不適切な又は調節できない血管新生が発生する。新しい血管は、病変組織を
供給する正常組織を破壊し、癌の場合には、新しい血管は、腫瘍細胞が循環へと逃れ、他
の臓器にとどまる（腫瘍転移）ことを可能とする。異常な血管形成（すなわち、脈管形成
疾患）を含む疾患の状態は、非腫瘍性及び腫瘍性の条件の両方を含み、例えば、癌、特に
血管固形腫瘍及び転移性腫瘍（大腸癌、乳癌、肺癌（特に小細胞肺癌）、脳腫瘍（特に神
経膠芽腫）や前立腺癌を含む）、望ましくない又は異常な肥大、関節炎、慢性関節リウマ
チ（ＲＡ）、乾癬、乾癬の斑、サルコイドーシス、アテローム性動脈硬化、アテローム動
脈硬化性斑、未熟児の網膜症を含む糖尿病性及び他の増殖性の網膜症、水晶体後繊維増殖
、血管新生緑内障、年齢関連性黄斑変性、糖尿病性黄斑浮腫、角膜血管新生、角膜移植片
血管新生、角膜移植片拒絶、網膜／脈絡叢血管新生、虹彩前面（ルベオーシス）の血管新
生、眼性新生血管疾患、脈管再狭窄、動静脈奇形（ＡＶＭ）、髄膜腫、血管腫、血管線維
腫、甲状腺の過形成（グレーブズ病を含む）、角膜及び他の組織移植、慢性炎症、肺炎症
、急性肺損傷／ＡＲＤＳ、敗血症、原発性肺高血圧症、悪性の肺滲出、大脳浮腫（例えば
、急性脳卒中／非開放性頭部損傷／外傷と関連している）、滑液炎症、ＲＡのパンヌス形
成、筋炎骨化、高親和性骨形成、骨関節炎（ＯＡ）、抵抗性腹水、多嚢胞性卵巣の疾患、
子宮内膜症、液体性疾患の第３の間隔(3rd spacing)（膵炎、コンパートメント症候群、
熱傷、腸疾患）、子宮類線維腫、早産、慢性炎症、例えばＩＢＤ（クローン病及び潰瘍性
大腸炎）、腎臓同種異系移植片拒絶反応、炎症性腸疾患、ネフローゼ症候群、望ましくな
い又は異常な組織塊成長（癌以外）、血友病関節、肥大した瘢痕、体毛成長の抑制、Ｏｓ
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ｌｅｒ-Ｗｅｂｅｒ症候群、化膿性肉芽腫水晶体後繊維増殖、強皮症、トラコーマ、脈管
粘着力、関節滑膜炎、皮膚炎、子癇前症、腹水、心嚢貯留液（例えば心外膜炎と関連して
いるもの）及び胸水が含まれる。
【０１０５】
ここで使用される「治療」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学的結果の減少、転移の予防、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、疾患
又は疾病の進行を遅らせるために用いられる。
【０１０６】
　「有効量」とは、所望される治療的又は予防的結果を達成するのに必要な期間、必要な
用量での有効量を意味する。
【０１０７】
　個体に所望する反応を引き出すために、本発明の物質／分子、アゴニスト又はアンタゴ
ニストの「治療的有効量」は、病状、年齢、性別、個体の体重、及び、物質／分子、アゴ
ニスト又はアンタゴニストの能力等の要因に応じて変わり得る。また、治療的有効量とは
、物質／分子、アゴニスト又はアンタゴニストの任意の毒性又は有害な影響を、治療的に
有益な効果が上回る量である。「治療的有効量」なる用語は、哺乳動物（別名患者）にお
ける疾患又は障害を「治療」するために有効な、本発明の抗体、ポリペプチド又はアンタ
ゴニストの量を指す。癌の場合には、薬剤の治療的有効量は、癌細胞の数を減らし、腫瘍
の大きさや重量を減少させ、末梢器官へのの癌細胞の浸潤を阻害し（すなわち、ある程度
ゆっくりと好ましくは停止させ）、腫瘍転移を阻害し（すなわち、ある程度ゆっくりと、
好ましくは停止させ）、ある程度、腫瘍の成長を阻害し、及び/又は、ある程度癌に伴う
症状の一又は複数の症状を緩和する。薬が既存の癌細胞の成長を防ぐか及び／又は死滅さ
せることができる程度に、それは細胞増殖抑制性及び／又は細胞傷害性であり得る。一実
施態様では、治療上有効な量は、増殖阻害量である。別の実施態様では、治療的有効量は
患者の生存期間を延長させるする量である。別の実施態様では、治療的有効量は患者の無
増悪生存期間を改善する量である。
【０１０８】
「予防的有効量」は、所望する予防的結果を達成するのに必要な期間、用量で有効な量を
意味する。必ずではないが、典型的には、しかし必ずではないが、予防的用量は、疾病の
前又は初期の段階に患者に使用されるので、予防的有効量は治療的有効量よりも少ない。
【０１０９】
　ここで用いられる「細胞障害性剤」という用語は、細胞の機能を阻害又は阻止し及び／
又は細胞死又は破壊を生ずる物質を意味する。この用語は、放射性同位元素(例えば、Ａ
ｔ２１１、Ｉ１３１、Ｉ１２５、Ｙ９０、Ｒｅ１８６、Ｒｅ１８８、Ｓｍ１５３、Ｂｉ２

１２、Ｐ３２、及びＬｕの放射性同位元素)、化学治療薬、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、例えば核酸分解酵素、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、植物又は動物起源の酵素
的に活性な毒素、そして下記に開示する種々の抗腫瘍又は抗癌剤を含むように意図されて
いる。他の細胞毒性剤を以下に記載する。殺腫瘍性剤は、腫瘍細胞の破壊を引き起こす。
【０１１０】
　「化学療法剤」は、癌の治療に有用な化学的化合物である。化学療法剤の例には、チオ
テパ及びシクロホスファミド（ＣＹＴＯＸＡＮ（商標登録))のようなアルキル化剤；ブス
ルファン、インプロスルファン及びピポスルファンのようなスルホン酸アルキル類；ベン
ゾドーパ(benzodopa)、カルボコン、メツレドーパ(meturedopa)、及びウレドーパ(uredop
a)のようなアジリジン類；アルトレートアミン(altretamine)、トリエチレンメラミン、
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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(triethiylenethiophosphora
mide)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
ラヒドロカンナビノール(ドロナビロール、ＭＡＲＩＮＯＬ（登録商標))；β－ラパコン
；ラパコール；コルヒチン；ベツリン酸；カンプトテシン(合成アナログトポテカン（Ｈ
ＹＣＡＭＴＩＮ（登録商標)、ＣＰＴ－１１(イリノテカン、ＣＡＭＰＴＯＳＡＲ（登録商
標))、アセチルカンプトテシン、スコポレチン、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；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)；エリュテロ
ビン；パンクラチスタチン；サルコジクチン；スポンジスタチン；クロランブシル、クロ
ルナファジン(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(novembichin)、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(calich
eamicin)、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Angew. Chem
 Intl. Ed. Engl., 33: 183-186 (1994)参照)；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（ＡＤＲＩＡＭ
ＹＣＩＮ（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、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(marcellomycin)、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(noga
lamycin)、オリボマイシン(olivomycins)、ペプロマイシン、ポトフィロマイシン(potfir
omycin)、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(tubercidin)、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、及び５-フルオロウラシル(５-ＦＵ)；葉酸アナログ、例えばデノプテリン(denopteri
n)、メトトレキセート、プテロプテリン(pteropterin)、トリメトレキセート(trimetrexa
te)；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(aza
citidine)、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(enocitabine)、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(calusterone)、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(bestra
bucil)；ビサントレン(bisantrene)；エダトラキセート(edatraxate)；デフォファミン(d
efofamine)；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(elliptinium)；エポチロン(epothilone)；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；ロニダミン(lonidainin
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e)；メイタンシノイド(maytansinoid)類、例えばメイタンシン(maytansine)及びアンサミ
トシン(ansamitocine)；ミトグアゾン(mitoguazone)；ミトキサントロン；モピダモール(
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；２-エチルヒドラジド；プロカルバジン；ＰＳＫ(登録
商標)多糖複合体(JHS Natural Products, Eugene, OR)；ラゾキサン(razoxane)；リゾキ
シン；シゾフィラン；スピロゲルマニウム(spirogermanium)；テニュアゾン酸(tenuazoni
c 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
コテセン類(特にＴ-２毒素、ベラクリン(verracurin)Ａ、ロリジン(roridine)Ａ及びアン
グイジン(anguidine))；ウレタン；ビンデシン(ＥＬＩＤＩＳＩＮＥ(登録商標)、ＦＩＬ
ＤＥＳＩＮ(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(gacytosin
e)；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(ＴＡ
ＸＯＬ(登録商標)、Bristol-Myers Squibb Oncology, Princeton, N.J.)、パクリタキセ
ルのアルブミン操作ナノ粒子製剤(American Pharmaceutical Partners, シャンバーグ、
イリノイ州)及びドセタキセル(ＴＡＸＯＴＥＲＥ(登録商標)、Rhome-Poulene Rorer, Ant
ony, France)；クロランブシル；６-チオグアニン；メルカプトプリン；メトトレキセー
ト；プラチナアナログ、例えばシスプラチン、及びカルボプラチン；ビンブラスチン(Ｖ
ＥＬＢＡＮ(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
；ビンクリスチン（ＯＮＣＯＶＩＮ（登録商標））、オキサリプラチン、ロイコボビン、
ビノレルビン（ＮＡＶＥＬＢＩＮＥ（登録商標））；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剤ＲＦＳ２０００；ジフルオロメチルオルニチン(ＤＭＦＯ)；レチノ
イン酸などのレチノイド；カペシタビン（ＸＥＬＯＤＡ（登録商標）)；上述したものの
薬学的に許容可能な塩類、酸類又は誘導体、並びに、上記のうちの２つ以上の組み合わせ
、例えば、ＣＨＯＰ(シクロホスファミド、ドキソルビシン、ビンクリスチン、及びプレ
ドニゾロンの併用療法の略称)、及びＦＯＬＦＯＸ(５－ＦＵ及びロイコボリンと組み合わ
せたオキサリプラチン(ＥＬＯＸＡＴＩＮＴＭ)を用いる治療計画の略称)が含まれる。追
加の化学療法剤は、メイタンシノイド（ＤＭ１など）、例えばアウリスタチン（auristat
ins）ＭＭＡＥ及びＭＭＡＦ、などの抗体薬物結合体として有用な細胞傷害性薬剤が含ま
れる。
【０１１１】
　本明細書中に定義される化学療法剤には、癌の成長を促しうるホルモンの作用を調節、
低減、遮断又は阻害するように働く、「抗ホルモン剤」が含まれ、しばしば全身性の、又
は全身治療の形態であってもよい。それらはそれ自体がホルモンであってよい。例として
、抗エストロゲン及び選択的エストロゲン受容体モジュレータ(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）、ＥＶＩＳＴ
Ａ（登録商標）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)、ＬＹ１１７０
１８、オナプリストーン(onapristone)、及びＦＡＲＥＳＴＯＮ（登録商標)トレミフェン
；抗プロゲステロン、エストロゲン受容体ダウンレギュレーター（ＥＲＤ）；卵巣を抑制
又は活動停止することに機能する薬剤、例えば、ＬＵＰＲＯＮ（登録商標）及びＥＬＩＧ
ＡＲＤ（登録商標）酢酸ロイプロリド、酢酸ゴセレリン、酢酸ブセレリン及びトリプトレ
リン（tripterelin）などの黄体形成ホルモン放出ホルモンアゴニスト、フルタミド（flu
tamide）、ニルタミド（nilutamide）、ビカルタミド（bicalutamide）などの他の抗アン
ドロゲン；及び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、ＦＥＭＡＲ
Ａ（登録商標)レトロゾール、及びＡＲＩＭＩＤＥＸ（登録商標)アナストロゾールを含む
。更に、化学療法剤のその定義では、ビスフォスフォネートを含み、例えば、クロドロネ
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ート（例えば、ＢＯＮＥＦＯＳ（登録商標）又はＯＳＴＡＣ（登録商標））、ＤＩＤＲＯ
ＣＡＬ（登録商標）エチドロネート、ＮＥ－５８０９５、ＺＯＭＥＴＡ（登録商標）ゾレ
ドロン酸／ゾレドロネート、ＦＯＳＡＭＡＸ（登録商標）アレンドロネート、ＡＲＥＤＩ
Ａ（登録商標）パミドロネート、ＳＫＥＬＩＤ（登録商標）チルドロネート、又はＡＣＴ
ＯＮＥＬ（登録商標）リセドロネート、並びにトロキサシタビン(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、Ｈ－Ｒａｓ、及び上皮成長因子レセプター（ＥＧＦ－Ｒ）、ＴＨＥ
ＲＡＴＯＰＥ（登録商標）ワクチン及び遺伝子治療ワクチン、例えばＡＬＬＯＶＥＣＴＩ
Ｎ（登録商標）、ＬＥＵＶＥＣＴＩＮ（登録商標）及びＶＡＸＩＤ（登録商標）などのワ
クチン、ＬＵＲＴＯＴＥＣＡＮ（登録商標）トポイソメラーゼ１インヒビター、ＡＢＡＲ
ＥＬＩＸ（登録商標）ｒｍＲＨ、ラパチニブジトシラート（またＧＷ５７２０１６として
知られているのＥｒｂＢ－２及びＥＧＦＲ二重チロシンキナーゼ小分子阻害剤）、及び上
記何れかの薬学的に許容可能な塩類、酸類及び誘導体類を含む。
【０１１２】
　ここで用いられる際の「増殖阻害剤」は、細胞の成長及び／又は増殖を阻害する化合物
又は組成物を意味する。増殖阻害剤の例は、細胞周期の進行を(Ｓ期以外の位置で)阻害す
る薬剤、例えばＧ１停止又はＭ期停止を誘発する薬剤を含む。古典的なＭ期ブロッカーは
、ビンカス(ビンクリスチン及びビンブラスチン)、タキサン類、及びトポイソメラーゼＩ
Ｉ阻害剤、例えばアントラサイクリン系抗生物質ドキソルビシン（(8S-シス)-10-[(3-ア
ミノ-2,3,6-トリデオキ-α-L-リキソ-ヘキサピラノシル)オキシ]-7,8,9,10-テトラヒドロ
-6,8,11-トリヒドロキシル-8-(ヒドロキシアセチル)-1-メトキシ-5,12-ナフタセンジオン
)、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を含む。またＧ１
停止させるこれらの薬剤は、Ｓ期停止にも波及し、例えば、ＤＮＡアルキル化剤、例えば
、タモキシフェン、プレドニゾン、ダカルバジン、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、及びアラ-Ｃである。更なる情報は、The Molecula
r Basis of Cancer, Mendelsohn及びIsrael,編, 第一章, 表題「Cell cycle regulation,
 oncogene, and antineoplastic drugs」,Murakami et al., (WB Saunders: Philadelphi
a, 1995)、特に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）、ローン・プーラン　ローラー）は、パクリタキセル
（ＴＡＸＯＬ（登録商標）、ブリストル－マイヤー スクウィブ)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にする。
【０１１３】
　本明細書において使用される用語「患者」は、任意の一動物、より好ましくは哺乳動物
（例えば、イヌ、ネコ、ウマ、ウサギ、動物園の動物、ウシ、ブタ、ヒツジ、及びヒト以
外の霊長類いった非ヒト哺乳動物を含む）を意味する。最も好ましくは、本明細書の患者
はヒトである。
【０１１４】
　本明細書中における「被検体」は、血管新生疾患の１つ以上の徴候、症状又は他の指標
を経験しているか又は経験した治療の資格のある患者を含む、任意の単一のヒト被験体で
ある。被検体として含まれると意図されるのは、疾患の臨床的兆候を見せていない臨床研
究臨床試験に関与している任意の被検体、又は、疫学研究に関与している被検体、又はコ
ントロールとして一度使用された被検体である。被検体は、以前は抗癌剤で治療されたか
、又はそのように治療されていない場合があり得る。被検体は、本明細書の治療が開始さ
れるとき、使用されている第二の医薬に対してナイーブである可能性があり、すなわち、
「ベースライン」で（すなわち、本明細書中の治療における抗癌剤の最初の用量の投与前
の設定時点において、例えば、治療が開始される前に被検体を検診する日に）、被検体は
、例えば、抗腫瘍剤、化学療法剤、成長阻害剤、細胞傷害性薬剤で以前に治療されていな
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い可能性がある。このような「ナイーブ」な被験者は、一般的に、第二の医薬による治療
の候補と見なされる。
【０１１５】
　「有効量」なる用語は、例えば、癌を含む血管障害又はリンパ管疾患の治療に有効であ
る医薬の量を指す。
【０１１６】
　「薬学的製剤」なる用語は、医薬の生物学的活性を有効にする形態で存在し、製剤を投
与する被検体にとって許容できない毒性がある他の成分を含まない無菌の調製物を指す。
【０１１７】
　「無菌の」製剤は、防腐性であるか、又は生きているすべての微生物及びそれらの胞子
を含まない。
【０１１８】
　「パッケージ挿入物」という用語は、効能、用法、用量、投与、禁忌、そのパッケージ
製品と組み合わされる他の治療製品、及び／又は治療製品又は医薬の使用に関する警告に
ついての情報を含む、治療製品又は医薬の商業的包装に慣習的に含まれた指示書を指す。
【０１１９】
　「キット」は、少なくとも一の試薬、例えば、血管新生障害の治療のための医薬、又は
本発明のバイオマーカー遺伝子又はタンパク質を特異的に検出するためのプローブを含む
任意の製造品(例えば、パッケージ又は容器)である。製造品は、本発明の方法を行うため
のユニットとして宣伝され、流通され、又は市販されることが好ましい。
【０１２０】
　薬剤に対する非応答のために、一又は複数の医薬による以前又は現在の治療から「毒性
の臨床的に容認できないほど高いレベル」を経験した患者は、経験豊かな臨床医により重
大であると見なされたそれに関連する負の副作用又は有害事象、例えば、重篤な感染症、
うっ血性心不全、脱髄（多発性硬化症につながる）、重要な過敏症、神経病理学的事象、
高度の自己免疫、子宮内膜癌、非ホジキンリンパ腫、乳癌、前立腺癌、肺癌、卵巣癌など
の癌、又は黒色腫、結核（ＴＢ）などを経験する。
【０１２１】
　「負の副作用のリスクを軽減する」により、以前に投与した薬剤により同じ患者又は他
の患者の治療に起因する観察されたリスクよりも低い程度で、本明細書のアンタゴニスト
による治療に起因する副作用のリスクを減らすことを意味する。そのような副作用は、毒
性に関する上述したものを含み、好ましくは感染症、癌、心不全、又は脱髄である。
【０１２２】
「相関」又は「相関する」は、任意の方法で、第一の分析又はプロトコルの成績及び／又
は結果を、第二の分析又はプロトコルの成績及び／又は結果と比較することを意味する。
例えば、第二のプロトコルを行う際に第一の分析又はプロトコルの結果を用いてもよいし
、及び／又は第一の分析又はプロトコルの結果を用いて、第二の分析又はプロトコルを行
うかどうかを決定してもよい。遺伝子発現分析又はプロトコルの実施態様に関し、遺伝子
発現分析又はプロトコルの結果を用いて、特定の治療投薬計画を実行するかどうかを決定
してもよい。本明細書の様々な実施態様に関して、抗ＶＥＧＦ抗体などの抗癌剤を使用し
て、特定の治療計画を実行すべきかどうかを判断するために、分析アッセイの結果を用い
ても良い。
【０１２３】
ＩＩＩ．方法
　本発明は、抗癌剤に感受性である可能性が高い患者を同定するための方法、抗癌剤治療
の有効性をモニタリングするための方法、転移を受ける可能性が増加している患者を同定
するための方法、及び抗癌剤の投与量を最適化するための方法を提供する。本方法は、（
ａ）抗癌剤の少なくとも一回の投与量を受けた患者に造影剤を投与すること、（ｂ）患者
における腫瘍流入領域リンパ節に付随するリンパ管のリンパ脈動周波数を検出し、及び（
ｃ）リンパ脈動周波数を抗癌剤による治療前のリンパ管の脈動周波数と比較することを含



(33) JP 2013-504595 A 2013.2.7

10

20

30

40

50

む。リンパ管におけるリンパ脈動周波数の少なくとも約１０％の減少が抗癌剤に応答する
可能性が増加している患者を同定する。リンパ管におけるリンパ脈動周波数の少なくとも
約１０％の増加が転移を受ける可能性が増加している患者を同定する。リンパ管のリンパ
脈動周波数の変化は有効用量としての投与量を同定する。リンパ脈動周波数の無変化は最
大有効用量としての投与量を同定する。いくつかの実施態様において、本方法はさらに、
患者への抗癌剤の有効量を投与することを含む。いくつかの実施態様において、方法はさ
らに、患者に対する第二、第三、又は第四の抗癌剤の有効量を投与することを含む。
【０１２４】
Ａ．イメージング方法
　開示された方法及びアッセイは、リンパ管の機能（例えば、リンパ脈動周波数又はバル
クリンパ輸送）を検出することにより、患者を治療するための適切な又は効果的な治療法
を評価する上で有用なデータと情報を得るための簡便で、効率的で、潜在的に費用対効果
の高い手段を提供する。本方法は、様々な造影剤及びデバイスを用いて実施され得る。適
切な検出方法及びデバイスが例えば、Sharma et al., Am. J. Physiol. Heart. Circ. Ph
ysiol. 292:H3109-3118 (2007); Sharma et al., Ann. N.Y. Acad. Sci. 1131:13-36 (20
08), Rasmussen et al., Curr. Opin. Biotech. 20: 74-78 (2009)、及びＰＣＴ国際公開
第２００８／／０２５００５号及び国際公開第２００８／０２５００号に記載される。本
明細書に記載の方法を使用して、例えば、組織又皮膚表面下の少なくとも約１ｃｍ、２ｃ
ｍ、又は３ｃｍの深さに位置するリンパ管を含む、組織又皮膚表面の奥深くにあるリンパ
管を撮像することができる。
【０１２５】
　造影剤が腫瘍流入領域リンパ節に付随するリンパ管に到達し、当該分野で公知の方法及
び装置を用いて検出することができるように、造影剤が患者に投与される。造影剤は、注
射器又はカテーテルを含む任意の適切な手段を通じて、及び皮内、皮下、又は筋肉内を含
む任意の適切な経路を介して個々に投与することができる。造影剤は例えば、生理食塩水
などの溶液中に適切な濃度に希釈することができる。例えば、溶液中で変更される造影剤
の濃度は約１μＭから約４００μＭ、約１０μＭから約２００μＭ、又は約２５μＭから
約１００μＭであり得る。任意の適切な量の造影剤を投与することができる。例えば、投
与量は約１μｇから約１００μｇ、約１μｇから約７５ｍｇ、約１μｇから約５０ｍｇ、
約１μｇから約２５ｍｇ、約１μｇから約１０ｍｇ、約１μｇから約５ｍｇ、又は約１μ
ｇから約１ｍｇであり得る。
【０１２６】
　リンパ系で造影剤を励起するために、励起光源により励起光が目的の標的領域上の組織
表面に照射され得る。適切な光源の例としては、例えば、レーザーダイオード、半導体レ
ーザー、ガスレーザー、発光ダイオード（ＬＥＤ）、又はそれらの組み合わせが含まれる
。いくつかの実施態様では、励起光源は、連続波光源、すなわち、光の連続的な強度を発
する光源である。光源は、約５５０ｎｍから約１０００ｎｍ、約６００ｎｍから約９５０
ｎｍ、約７００ｎｍから約９００ｎｍ、又は約７５０ｎｍから約８５０ｎｍの波長を有す
る光を発しうる。あるいは、励起光源は、時間的に変化する光源、すなわち、変化する光
の強度を発する光源であり得る。励起光源の強度変調は、例えば正弦波、方形波、ランプ
波変調であり得る。いくつかの実施態様では、励起光源は、特定の周波数及び繰り返し率
でパルス化され得る。周波数及び繰り返し率も時間とともに可変させることができる。励
起光源の時間変化は、本明細書中に記載の方法と組み合わせて使用される造影剤の寿命の
大きさの約１桁から約３桁であり得る。
【０１２７】
　励起光による組織表面のイルミネーションにより、患者に投与された造影剤は、蛍光を
発する。センサーが、蛍光造影剤からの発光を検出又は感知するために使用することがで
きる。センサーは、好ましくは、蛍光ターゲットから発光した蛍光を検出でき、及び媒体
から反射された励起光を検出することができる。実施態様では、センサーは電荷結合カメ
ラ（ＣＣＤ）を含み得る。適切なセンサーの他の例は、限定されないが、ゲート又は非ゲ
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ート電子倍増（ＥＭ）-ＣＣＤカメラ又は増感（ＩＣＣＤ）カメラを含む。センサーは、
さらに蛍光光トモグラフィー及びイメージングに必要な光の適切な波長を測定するために
必要な任意の適切なフィルター又は偏光板を含み得る。
【０１２８】
　一実施態様では、リンパ構造を介するリンパ推進力の一連のリアルタイム画像（すなわ
ち、映画又はビデオ）を作成するために、造影剤から放出される光の画像を連続的に撮る
か又は取得することで、造影剤からの蛍光発光が連続的に検出され得る。画像は、例えば
、約１００ミリ秒から約３０分、約１分から約２０分、又は約５分から約１５分の期間取
り込まれ得る。更に画像は、例えば約１ミリ秒から約５秒、約１０ミリ秒から約１秒、又
は約１００ミリ秒から約８００ミリ秒の任意の適正な積分時間で取り込まれるか又は記録
され得る。したがって、時間間隔及びフレームレートに応じて、収集された画像は１００
画像から１０００画像を越える範囲となり得る。リンパ構造を介してポンピングされる造
影剤を追跡することによって、リンパ推進力及び機能を定量的かつ正確に測定することが
できる。加えて、記録された画像の配列がリンパ構造（例えば、リンパ管）を介して推進
され又は輸送される造影剤の一又は複数のパケット又は塊の永久的な光学的記録を与え、
それについて、更なる分析がリンパ機能（例えば、リンパ脈動周波数又はバルクリンパ輸
送などのリンパ輸送）を評価するために実施され得る。リンパ脈動周波数を定量化するた
めに、静止標的領域又は目的の領域が蛍光リンパ管で同定され得る。標的領域又は目的の
領域は、測定が具体的に行われうるリンパ管に沿った点である。特定の標的領域又は目的
の領域での蛍光強度はその後一定の期間にわたって連続的に測定することができる。造影
剤のパケットがリンパ管を通過すると、蛍光強度において対応するスパイク又はピークを
測定することができる。リンパ管のリンパ脈動周波数は、測定したパルスの数を測定期間
で割ることによって定量化することができる。例えば、８つの強度ピークが５分の期間に
わたって測定された場合、パルス周波数はおよそ１．６パルス／分に等しくなる。したが
って、上記に開示される方法は、リンパ脈動周波数を評価するための定量的及び非侵襲的
な方法である。
【０１２９】
　いくつかの実施態様において、本明細書に記載の方法は、断層撮影と組み合わせて使用
され得る。
【０１３０】
　当技術分野で公知の任意の適切な造影剤を本発明の方法において使用することができる
。適切な造影剤の例として、例えば、トリカルボシアニン色素、ビス（カルボシアニン）
色素、カルボシアニン色素、インドール含有色素、ポリメチン染料、アクリジン、アント
ラキノン、ベンズイミダゾール、インドレニン、ナフタルイミド、オキサジン、オキソノ
ール、ポリエン、ポルフィン、スクアライン、スチリル、チアゾ－ル、キサンチン、又は
それらの組み合わせを含む。適切な造影剤の例としてはまた、例えば、インドシアニング
リーン、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ（登録商標）色素（インビトロジェン）；Ａｌｅｘａ Ｆ
ｌｕｏｒ ５４６、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ５５５、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ５６８、Ａ
ｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ５９４、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ６１０、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ 
６３３、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ６３５、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ６４７、Ａｌｅｘａ 
Ｆｌｕｏｒ ６６０、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ６８０、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ７００及
びＡｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ７５０、ｙ色素（ＧＥ）、Ｃｙ３、Ｃｙ３．５、Ｃｙ５、Ｃｙ
５．５、Ｃｙ７、ＩＲＤｙｅｓ（Ｌｉ－Ｃｏｒ）；ＩＲＤｙｅ７００、ＩＲＤｙｅ８００
、Ｑｕａｎｔｕｍ ｄｏｔｓ（インビトロジェン）；Ｑｄｏｔ５６５、Ｑｄｏｔ５８５、
Ｑｄｏｔ６０５、Ｑｄｏｔ６２５、Ｑｄｏｔ６５５、Ｑｄｏｔ７０５、Ｑｄｏｔ８００、
ＡｎｇｉｏＳｅｎｓｅ６８０及び７５０、ＡｎｇｉｏＳｐａｒｋ６８０及び７５０、Ｖｉ
ｖｏＴａｇ６８０及び７５０（ＶｉｓＥｎ）、ＩＲｄｙｅ（シグマ）；ＩＲｄｙｅ７４０
、ＩＲｄｙｅ７０７、ＩＲｄｙｅ７４３、ＩＲｄｙｅ６４８、ＩＲｄｙｅ８１４、ＩＲｄ
ｙｅ６３８、ＩＲｄｙｅ７６２、ＩＲｄｙｅ７１１、ＩＲｄｙｅ７８４、ＩＲｄｙｅ７０
１、ＩＲｄｙｅ７１２、ＩＲｄｙｅ７６８、ＩＲｄｙｅ６８３、ＩＲｄｙｅ６９５、ＩＲ
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ｄｙｅ６６８、ジピコリルシアニン(dipicolylcyanine)（ＤＩＰＣＹ）、蛍光タンパク質
：ｍＣｈｅｒｒｙ、ＩＦＰ１．４、ＤｓＲｅｄ、ＨｃＲｅｄ、ｍＰｌｕｍ、ｍＲＦＰ(Wan
g et al 2008にレビューされる), Ｘ－Ｓｉｇｈｔ色素（Ｃａｒｅｓｔｒｅａｍ Ｈｅａｌ
ｔｈ）；Ｘ－Ｓｉｇｈｔ ６４０、Ｘ－Ｓｉｇｈｔ ６７０、Ｘ－Ｓｉｇｈｔ ５４９ナノ
粒子、Ｘ－Ｓｉｇｈｔ ６５０ナノ粒子 Ｘ－Ｓｉｇｈｔ ６９１ナノ粒子、Ｘ－Ｓｉｇｈ
ｔ ７６１ナノ粒子，ローダミン、テトラメチルローダミンイソチオシアネート（ＴＲＩ
ＴＣ）、ＤｙＬｉｇｈｔ（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｃｅｒ）；ＤｙＬｉｇｈｔ５４９、Ｄｙ
Ｌｉｇｈｔ５９４、ＤｙＬｉｇｈｔ６３３、ＤｙＬｉｇｈｔ６４９ ＤｙＬｉｇｈｔ６８
０、ＤｙＬｉｇｈｔ７５０、ＤｙＬｉｇｈｔ８００、ナイルレッド、ＣＦ色素（Ｂｉｏｔ
ｉｕｍ）；ＣＦ６８０、ＣＦ７５０、ＣＦ７７０、ＸｅｎｏＬｉｇｈｔ（Ｃａｌｉｐｅｒ
）；ＸｅｎｏＬｉｇｈｔＣＦ６８０、ＸｅｎｏＬｉｇｈｔＣＦ７５０、ＸｅｎｏＬｉｇｈ
ｔＣＦ７７０、ＸｅｎｏＦｌｕｏｒ６８０、ＸｅｎｏＦｌｕｏｒ７５０、ＴｒａｎｓＦｌ
ｕｏＳｐｈｅｒｅｓ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｐｒｏｂｅｓ）：５４３／６２０、６３３／
７２０、６３３／７６０、ＦｌｕｏＳｐｈｅｒｅｓ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｐｒｏｂｅｓ
）：橙色、赤橙色、赤、カルミン、深紅色、緋色、暗赤色。
【０１３１】
　いくつかの実施態様では、造影剤は、例えば、ポリエチレングリコール、メトキシポリ
（エチレングリコール）、デキストラン、又はアルブミンを含めむ担体に結合される。
【０１３２】
　当該分野で公知の任意の適切な検出装置を、本明細書中に記載の方法において使用する
ことができる。
【０１３３】
　好ましくは、検出装置は、１ｍｍの最小視野を有し、及び３）フレームレートが０．５
Ｈｚで、個々のリンパ管を可視化する分解能を有する。適切な装置の一般的なコンポーネ
ントは、例えば、光源（ＬＥＤ、白色光、レーザー等）、フィルター、レンズ（複数）、
検出器（ＣＣＤ、ＩＣＣＤ、ＥＭＣＣＤ、ＰＭＴ等）及び、フレームグラバーを搭載した
コンピュータが含まれる。適切な検出装置は、例えば、蛍光内視鏡、落射蛍光顕微鏡、共
焦点顕微鏡、及び２光子顕微鏡、マクロイメージングシステム及び動物全体のイメージン
グシステムが含まれる。
【０１３４】
　当該分野で公知の他の非蛍光ベースのイメージングの方法論は、本明細書中に記載の方
法において使用することができる。いくつかの実施態様において、発光剤は適切な担体に
結合したり、又は発光イメージング機器によりリンパ脈動及びリンパ輸送を視覚化し及び
測定するために遊離型薬剤(free agents)として使用される。適切な発光イメージング薬
剤は、例えば、ルシフェラーゼ及びＢＲＥＴ－Ｑｄｏｔｓを含む(Kosaka et al., Contra
st Media and Mol. Im. DOI:10.1002/cmmi.395 (2010)。
【０１３５】
　いくつかの実施態様において、光音響イメージングによりリンパ脈動及び輸送を視覚化
し、測定するために、光音響イメージング剤は、適当な担体に結合されるか又は遊離型薬
剤として使用される(Song et al., Med. Phys. 36:3724-9 (2009), Erpelding et al., R
adiology 256:102-10 (2010), Kim et al., Radiology 255:442-50 (2010))。適切な光音
響イメージング剤は、例えばエバンスブルー (Song et al., Med. Phys. 36:3724-9 (200
9))、メチレンブルー (Erpelding et al., Radiology 256:102-10 (2010))及びインドシ
アニングリーン(Kim et al., Radiology 255:442-50 (2010))を含む。
【０１３６】
　いくつかの実施態様では、リンパ管は、光コヒーレンス・トモグラフィー(McLaughlin 
et al., Cancer Res. 70:2579-84 (2010))、及び光周波数領域イメージング（ＯＦＤＩ）
(Vakoc et al., Nat. Med. 15:1219-24 (2009))を含む、当該分野で公知の他のイメージ
ング方法を用いて直接観察することができる。検出及び感度を高めるために、コントラス
ト剤をこれらの方法で使用することができる。
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【０１３７】
　当該分野で公知の他の非光学に基づく検出装置は、本明細書中に記載の方法で使用され
得る(Clement and Luciani Eur. Radiol. 14:1498-1507 (2004), Barrett et al. Contra
st Media and Mol. Img. 1:230-245 (2006))。いくつかの実施態様では、磁気共鳴イメー
ジング（ＭＲＩ）剤は、ＭＲＩによってリンパ脈動及び輸送を視覚化し測定するために使
用される(Motoyama et al., Surgery 141:736-47 (2007), Ruddel et al. Neoplasia 10:
706-13 (2008)及びNotohamiprodjo et al., Eur. Radiol. 19:2771-8 (2009))。適切な造
影剤は、例えば、酸化鉄粒子(Motoyama et al., Surgery 141:736-47 (2007))、ナノチュ
ーブ(Ananta et al., Nano Lett. 9:1023-27 (2009))、ガドリニウムジメグルミン(Notoh
amiprodjo et al., Eur. Radiol. 19:2771-8 (2009))、及びガドリニウムベースのナノチ
ューブ(Sitharaman and Wilson J. Nanomed. 1:291-5 (2006))を含む。ＭＲＩ薬剤は、適
切な担体に結合したり、又は遊離型薬剤として使用することができる。
【０１３８】
　いくつかの実施態様では、超音波造影剤が、超音波イメージングによるリンパ脈動及び
輸送を視覚化し及び測定するために使用される(Curry et al., Ann. Otol Rhinol Laryng
ol. 118:645-50 (2009))。適切な超音波造影剤は、例えば、パーフルオロブタンマイクロ
バブル（Ｓｏｎａｚｏｉｄ、アマシャム）を含む。超音波造影剤は、適切な担体に結合し
たり、又は遊離型薬剤として使用することができる。
【０１３９】
　いくつかの実施態様では、放射性ヌクレオチドが、陽電子放出型断層撮影（ＰＥＴ）、
単光子放射型コンピュータ断層撮影（ＳＰＥＣＴ）又は時間分解Ｘ線撮影イメージングに
より、リンパ脈動及び輸送を視覚化し及び測定するために使用される(Weiss et al., Eur
. J. Nuc. Med. Mol. Img. 30:202-6 (2003), Mar et al., J. Nuc. Med. Tech 35:10-16
 (2007))。適切な放射性核種は、例えば、Ｔｃ-９９、Ｆ-１８、Ｃｕ-６４Ｉ-１２４、Ｂ
ｒ-７６、Ｂｒ７７、Ｃ-１１、Ｉｎ-１１１、Ｉ-１２３、Ｙ-８６、Ｃｕ-６０、Ｃｕ-６
１、及びＺｒ-８９を含む。放射性核種は、適切な担体に結合したり、又は遊離型薬剤と
して使用することができる。
【０１４０】
　いくつかの実施態様では、コンピュータ断層撮影（ＣＴ）造影剤が、コンピュータ断層
撮影イメージングによるリンパ脈動及び輸送を視覚化し及び測定するために使用される(S
uga et al., Radiology 230:543-552 (2004), Suga et al., Radiology 237:952-60 (200
5))。適切なＣＴ造影剤は、例えば、イオパミドールを含む(Suga et al., Radiology 230
:543-552 (2004))。ＣＴ造影剤は適切な担体に結合したり、又は遊離型薬剤として使用す
ることができる。
【０１４１】
Ｂ．更なる方法
　造影剤を使用する本明細書の上記記載の方法に加えて、臨床医は、抗癌剤の特定の投与
方式の有効性を測るために、当技術分野で知られているいくつかの方法のいずれかを使用
することができる。例えば、インビボでのイメージング（例えば、ＭＲＩ）は、治療に対
して相対的に効果的な反応性を決定するために、腫瘍の大きさを決定し、任意の転移を同
定するために使用することができる。投薬計画は、最適な所望の応答（例えば、治療応答
）を提供するように調整することができる。例えば、一服用量を投与されてよく、いくつ
かの分割用量が時間をかけて投与されてもよく、又は治療状況の緊急性により示される通
りに、その用量は比例して減少されるか又は増加させることができる。
【０１４２】
　当該技術分野における通常の技術を有する医師は、抗癌剤の特定の種類などの要因に応
じて、必要な薬学的組成物の有効量を容易に決定し、処方することができる。例えば、医
師は、薬学的組成物で用いられる抗ＮＲＰ２抗体、抗ＶＥＧＦ－Ｃ抗体、又は抗ＶＥＧＦ
抗体などの抗癌剤の投与量を、望ましい治療効果を達成するために必要な用量よりも低い
レベルで開始し、所望の効果が達成されるまで徐々に用量を増加させることができる。ア
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ンタゴニストの与えられた用量の有効性又は治療計画は、例えば、有効性の標準的な指標
を用いて、患者の兆候又は症状を評価することによって、決定することができる。
【０１４３】
　更に別の実施態様では、被験体は、少なくとも二回、抗ＮＲＰ２抗体、抗ＶＥＧＦ－Ｃ
抗体、又は抗ＶＥＧＦ抗体等の同一の抗癌剤で治療される。従って、初回及び第二回目の
アンタゴニストの曝露は、同じアンタゴニストによるのが好ましく、及びより好ましくは
アンタゴニストの曝露の全ては、同じアンタゴニストにより、すなわち、最初の２回の曝
露、及び好ましくは全ての曝露に対する治療は、一種類の型の抗癌剤により、例えば、抗
ＶＥＧＦ抗体などのＶＥＧＦに結合するアンタゴニストにより、例えば全てはベバシズマ
ブによる。
【０１４４】
　本明細書に定めるすべての本発明の方法では、抗癌剤は（例えばＶＥＧＦに結合する抗
体など）、ネイキッド抗体など非結合型であって良く、又は更なる有効性のため、例えば
半減期を向上するために、別の分子に結合されても良い。
【０１４５】
　本明細書における一つの好ましい抗癌剤は、キメラ抗体、ヒト化抗体又はヒト抗体、例
えば、抗ＶＥＧＦ抗体であり、好ましくはベバシズマブである。
【０１４６】
　別の実施態様では、ＶＥＧＦアンタゴニスト（例えば、抗ＶＥＧＦ抗体）は被験体に投
与する唯一の医薬である。
【０１４７】
　一実施態様では、アンタゴニストは抗ＶＥＧＦ抗体であり、約１００ｍｇ又は４００ｍ
ｇの投与量を毎週、２週間ごと、３週間ごと、又は４週間ごとに投与され、もしくは１ｍ
ｇ／ｋｇ、３ｍｇ／ｋｇ、５ｍｇ／ｋｇ、１０ｍｇ／ｋｇ、１５ｍｇ／ｋｇ、又は２０ｍ
ｇ／ｋｇの投与量を毎週、２週間ごと、３週間ごと、又は４週間ごとに投与される。投与
量は注入などによる単回投与又は複数回の投与（例えば、２回又は３回の投与）で投与さ
れ得る。
【０１４８】
　更に別の態様において、本発明は、診断ステップの後に、癌と診断された被検体に抗癌
剤（例えば、抗ＶＥＧＦ抗体）の投与を続けるかどうかを決定する方法を提供し、該方法
は、最初にアンタゴニストを投与した後に、Ｘ線及び／又はＭＲＩなどのイメージング技
術を用いて、腫瘍の大きさの縮小を測定することを含み、２回目にアンタゴニストを投与
した後に、Ｘ線及び／又はＭＲＩなどのイメージング技術を用いて、腫瘍の大きさの縮小
を測定することを含み、初回及び２回目の被検体における画像上の知見を比較し、もしそ
のスコアが初回よりも２回目で小さい場合には、アンタゴニストの投与を続行することを
含む。
【０１４９】
　更に別の実施態様では、投与段階後に治療に対する患者の応答を試験し、その応答のレ
ベルが血管新生疾患の治療に有効であることを決定するために、一段階が治療方法に含ま
れる。例えば、一段階は投与後のイメージング（Ｘ線及び／又はＭＲＩ）スコアを試験し
、それを投与前に得た基準のイメージング結果と比較し、それが変化しているか、及びど
の程度変化しているかを測定することにより、治療が効果的であるかを決定することを含
む。この試験は、部分的又は完全な寛解の維持を確定するため、投与後に、定期に又は不
定期に様々な時間間隔で繰り返され得る。
【０１５０】
　本発明の一実施態様では、ＶＥＧＦアンタゴニスト、例えば抗ＶＥＧＦ抗体以外の医薬
は、癌を治療するために被験体に投与されない。
【０１５１】
　本明細書のいずれかの方法では、抗癌剤は、第二の医薬の有効量と組み合わせて投与さ
れ得る。適切な第二の医薬は、例えば、抗リンパ管新生剤、抗血管新生剤、抗新生物剤、
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化学療法剤、増殖阻害剤、細胞毒性剤、又はそれらの組み合わせを含む。
【０１５２】
　これらのすべての第二の医薬は、第一の医薬とともにお互いに組み合わせるか又は単独
で使用され得、本明細書で使用される「第二の医薬」なる表現は、それが第一の医薬に加
えて唯一の医薬であることを意味しない。従って、第二の医薬は単一の医薬である必要は
なく、複数のそうした薬物を構成するか又は含み得る。
【０１５３】
　本明細書に記載のこれらの第二の医薬は、一般的には本明細書の以上で使用されるのと
同じ用量でかつ同じ投与経路によるか、又は従来用いられる投与量の約１％から９９％で
使用される。仮にそうした第二の医薬が使用される場合、好ましくは、第一の医薬が存在
していなかった場合、それによって引き起こされる副作用を除去又は減少させるように、
特に第一の医薬の初回投薬後の続く投薬におけるよりも低量で使用される。
【０１５４】
　第二医薬がアンタゴニストの曝露により効果的な量で投与される、本明細書に記載の再
治療法において、第二医薬は例えば一回の曝露によるのみか又は複数の曝露によるかなど
、任意の曝露で投与され得る。一実施態様において、第二の医薬は、初回の曝露により投
与される。その他の実施態様において、第二の医薬は、初回及び２回目の曝露により投与
される。更に他の実施態様では、第二の医薬は、全ての曝露により投与される。ステロイ
ド等の初回曝露後に、プレドニゾン、プレドニゾロン、メチルプレドニゾロン、及びシク
ロホスファミド等の副作用を持つ薬剤に対する被検体の曝露を減少させるように、そうし
た第二の医薬の量は減少され又は除去されるのが望ましい。
【０１５５】
　第二の医薬の併用投与は共投与（同時投与）を含み、別々の製剤か又は単一の薬学的製
剤、及び何れかの順番による連続投与を用い、好ましくは両方（又は全て）の活性薬剤（
医薬）が同時にその生物学的活性を発揮する期間がある。
【０１５６】
　抗癌剤は、非経口、局所、皮下、腹腔内、肺内、鼻腔内、及び/又は病巣内投与を含む
任意の適当な手段によって投与される。非経口注入は、静脈内(ｉ.ｖ.)、動脈内、腹腔内
、又は皮下投与を含む。髄腔内投与もまた考慮される。更に、抗癌剤は、例えば抗癌剤の
用量を減少させつつ、パルス注入により、適切に投与することができる。好ましくは、投
薬は、静脈内又は皮下に与えられ、より好ましくは静脈内注入で与えられる。
【０１５７】
　抗癌剤の複数の曝露が与えられる場合は、それぞれの曝露は同一か又は異なる投与手段
を用いて与えられ得る。一実施態様では、各曝露は、静脈内投与によるものである。別の
実施態様では、各暴露は皮下投与で与えられる。更に別の実施態様では、曝露は静脈内及
び皮下投与の両方で与えられる。
【０１５８】
　一実施態様では、抗ＶＥＧＦ抗体などの抗癌剤は静脈内プッシュ又はボーラス投与より
も遅い静脈内注入として投与される。例えば、プレドニゾロン又はメチルプレドニゾロン
等のステロイド（例えば、約８０－１２０ｍｇの静脈内投与、より好ましくは約１００ｍ
ｇの静脈内投与）が、抗ＶＥＧＦ抗体の任意の注入前の約３０分に投与される。抗ＶＥＧ
Ｆ抗体は、例えば、専用ラインを介して注入される。
【０１５９】
　抗ＶＥＧＦ抗体に対する複数投与量暴露の初回投与において、又は曝露は一投与量のみ
を含む場合の単回投与において、そうした注入は、好ましくは約５０ｍｇ／時間の速度で
開始される。これは例えば約３０分ごとに約５０ｍｇ／時間の増分速度で最大で約４００
ｍｇ／時間まで増大させることができる。しかしながら、もし被検体が注入に関連した反
応を経験している場合には、注入速度は好ましくは、例えば現在の速度の半分に、例えば
１００ｍｇ／時間から５０ｍｇ／時間に減少される。好ましくは抗ＶＥＧＦ抗体のそうし
た投与量の注入は（例えば、約１０００ｍｇの総投与量）、約２５５分（４時間１５分）
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で完結する。場合によっては、被検体はアセトアミノフェン／パラセタモール（例えば約
１ｇ）の予防的治療及びジフェンヒドラミン塩酸（例えば、約５０ｍｇ又は類似薬の等価
な投与量）を注入開始前の約３０分から６０分に口から受ける。
【０１６０】
　抗ＶＥＧＦ抗体の複数の注入（投与量）が、総曝露量を達成するために与えられる場合
は、この注入の実施態様の２回目又はそれに続く抗ＶＥＧＦ抗体注入は、好ましくは、最
初の注入よりも速い速度で、例えば約１００ｍｇ／時間で開始される。この速度は、例え
ば約３０分ごとに約１００ｍｇ／時間の増分で、最大４００ｍｇ／時間まで増大させるこ
とができる。注入に関連した反応を経験している被検体は、注入速度を好ましくは、例え
ば１００ｍｇ／時間から５０ｍｇ／時間に減少させる。好ましくは抗ＶＥＧＦ抗体のそう
した第２回目又はそれに続く投与量の注入は（例えば、約１０００ｍｇの総投与量）、約
１９５分（３時間１５分）で完結する。
【０１６１】
　好ましい実施態様では、抗癌剤は、抗ＶＥＧＦ抗体であり、約０．４から４グラムの用
量で投与され、より好ましくは、抗体は、約一ヶ月の期間内に１回からに４回までの頻度
で、０．４から１．３グラムの用量で投与される。更により好ましくは、投与量は約５０
０ｍｇから１．２ｍｇであり、他の実施態様では約７５０ｍｇから１．１グラムである。
そのようなの態様では、アンタゴニストは、好ましくは２回から３回投与され、及び／又
は約２週間から３週間の期間内に投与される。
【０１６２】
　１つの態様において、被検体は、癌を治療するために、以前に任意の薬剤（複数）を投
与されていない。別の実施態様では、被験体又は患者は以前に癌を治療する1つ又は複数
の医薬を投与されている。更なる実施態様では、被験体又は患者は以前に投与された医薬
の１つ又は複数に対して応答はなかった。被験体が応答しないかもしれない薬剤としては
、例えば、抗悪性腫瘍薬、化学療法剤、細胞傷害性剤、及び／又は増殖阻害剤が含まれる
。より具体的には、被検体には応答しないような薬は抗ＶＥＧＦ抗体などのＶＥＧＦアン
タゴニストが含まれ得る。更なる態様では、そうした抗癌剤は、抗体又はイムノアドヘシ
ンを含み、被検体が以前には非応答性であった本発明による一つ又は複数の抗体又はイム
ノアドヘシンによる再治療が熟考される。
【０１６３】
ＩＶ．抗癌剤による治療
　アンタゴニストによる治療に最も応答し又は感受性のある患者集団が同定されると、単
独で又は他の医薬との併用した抗癌剤による治療は、癌の好転の結果をもたらす。例えば
、そのような治療は、腫瘍の大きさ又は無増悪生存期間の減少を結果としてもたらし得る
。更に、抗癌剤及び少なくとも一つの第二の医薬の組み合わせによる治療は、好ましくは
相加的、より好ましくは相乗的な（あるいは相加的より大きい）患者への治療効果を得る
結果となる。好ましくは、この組み合わせ法において、第二の医薬の少なくとも一回の投
与及び抗癌剤の少なくとも一回の投与の間のタイミングは約１ヶ月以内、より好ましくは
約２週間以内である。
【０１６４】
　抗癌剤に対する患者の応答可能性の診断後に、前記患者に抗癌剤の治療的有効量を投与
する正確な方法は、主治医の裁量であることが医療分野における当業者によって理解され
るであろう。投与量、他の薬剤との併用、タイミング及び投与の頻度などを含む投与方式
は、このような抗癌剤に対する患者の応答可能性の診断、並びに患者の状態や病歴によっ
て影響を受ける可能性がある。従って、障害と診断され、抗癌剤に対して比較的無反応で
あることが予測される患者でさえもなお、特に、抗癌剤に対する患者の応答を変えうる薬
剤を含む他の薬剤と組み合わせて、それによる治療の恩恵を受ける可能性がある。
【０１６５】
　抗癌剤を含む組成物が調剤され、投薬され、良好な医療行為と一致した方式で投与され
るであろう。この文脈において考慮すべき要因は、治療される疾患の特定の型、治療され



(40) JP 2013-504595 A 2013.2.7

10

20

30

40

50

る疾患の哺乳動物、薬の送達部位、可能性のある副作用、アンタゴニストの型、投与方法
、投与のスケジュール、及び医療従事者に知られている他の要因を含む。投与されるべき
抗癌剤の有効量はそのような考え方に支配され得る。
【０１６６】
　一般的な提案として、投与量あたり非経口で投与される抗癌剤の有効量は、１回又は複
数の投薬により、約２０ｍｇから約５０００ｍｇの範囲であろう。抗ＶＥＧＦ抗体などの
抗体における例示的な投薬レジメンは、毎週、２週間ごと、３週間ごと又は４週間ごとに
１００ｍｇ又は４００ｍｇを含み、あるいは、毎週、２週間ごと、３週間ごと又は４週間
ごとに約１ｍｇ／ｋｇ、３ｍｇ／ｋｇ、５ｍｇ／ｋｇ、１０ｍｇ／ｋｇ、１５ｍｇ／ｋｇ
、又は２０ｍｇ／ｋｇの投与量が投与される。投与量は、注入などによる単回投与として
、又は複数回投与（例えば、２回又は３回投与）として投与され得る。
【０１６７】
　上述したように、しかしながら、抗癌剤のこれらの提案された量は、治療の裁量に大き
く依存する。適切な投与量及びスケジューリングを選択する上で重要な要因が、上に示さ
れるように、得られた結果である。いくつかの実施態様において、抗癌剤はできるだけ最
初の徴候、診断、所見、又は障害の発生に忠実に投与される。
【０１６８】
　抗癌剤は、非経口、局所、皮下、腹腔内、肺内、鼻腔内、及び/又は病巣内投与を含む
任意の適当な手段によって投与される。非経口注入は、筋肉内、静脈内、腹腔、動脈内、
腹腔内、又は皮下投与が含まれる。髄腔内投与もまた考慮される。更に、アンタゴニスト
は、例えばアンタゴニストの用量を減少させるパルス注入により、適切に投与され得る。
最も好ましくは、投薬は静脈注射で与えられる。
【０１６９】
　上記のように、本明細書に記載の抗癌剤と共に、第二の医薬を投与することができる。
併用投与は、別々の調剤又は単一の薬学的製剤、及び何れかの順番の連続投与を用いた共
投与を含み、好ましくは両方（又は全て）の活性剤が同時にその生物学的活性を発揮する
期間がある。
【０１７０】
　上記のような従来の経路による抗癌剤の患者への投与の他に、本発明は遺伝子治療によ
る投与を考察する。抗癌剤をコードする核酸のそのような投与は「抗癌剤の有効量を投与
する」という表現に含まれる。細胞内抗体を産生する遺伝子治療の使用に関しては、例え
ば国際公開第１９９６／０７３２１号を参照。
【０１７１】
　核酸(場合によってはベクター内に含まれたもの)を患者の細胞に入れるために、インビ
ボ及びエキソビボという２つの主要な方法がある。インビボ送達では、核酸は患者に直接
、通常はアンタゴニストが必要とされている部位に注入される。エキソビボ処置では、患
者の細胞を取り出し、核酸がこれらの単離された細胞に導入され、修飾された細胞が患者
に直接に、又は例えば患者に埋め込まれる多孔性膜にカプセル化して投与される(米国特
許第４８９２５３８号及び第５２８３１８７号参照)。核酸を生細胞に導入するために利
用可能な種々の技術がある。これらの技術は、核酸が培養された細胞にインビトロで移入
されるか、又は対象とする宿主にインビボで移入されるかによって異なる。哺乳動物細胞
にインビトロで核酸を移入するのに適した技術は、リポソーム、エレクトロポレーション
、マイクロインジェクション、細胞融合、ＤＥＡＥ-デキストラン、リン酸カルシウム沈
降法などの使用を含む。遺伝子のエキソビボ送達に通常用いられるベクターはレトロウイ
ルスである。
【０１７２】
　現在好適なインビボでの核酸移入技術には、ウイルスベクター(アデノウイルス、単純
ヘルペスＩウイルス、又はアデノ随伴ウイルスなど)及び脂質ベースのシステム(遺伝子の
脂質介在移入のために有用な脂質は例えばＤＯＴＭＡ、ＤＯＰＥ及びＤＣ-Ｃｈｏｌであ
る)によるトランスフェクションが含まれる。場合によっては、標的細胞に特異的な薬剤
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、例えば標的細胞上の細胞表面膜タンパク質に特異的な抗体、標的細胞上のレセプターに
対するリガンドなどにより核酸供給源を提供するのが好ましい。リポソームを用いる場合
、エンドサイトーシスに関係する細胞表面膜タンパク質に結合するタンパク質、例えば、
特定の種類の細胞に対するキャプシドタンパク質ないしはその断片、循環への内部移行を
起こすタンパク質に対する抗体、並びに、細胞内局在化を標的とし細胞内半減期を上げる
タンパク質は、ターゲティングのため及び／又は取込を促すために用いられてもよい。レ
セプターが媒介するエンドサイトーシスの技術は、例えば、Wu等, J. Biol. Chem. 262:4
429-4432 (1987)、及びWagner等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:3410-3414 (1990)に
記載されている。遺伝子マーキング及び遺伝子治療プロトコールは、例えばAnderson等, 
Science 256:808-813 (1992)及び国際公開第１９９３／２５６７３号に記載されている。
【０１７３】
　抗癌剤は、医薬の組み合わせ製剤で、又は抗癌特性を有する少なくとも１つの追加の化
合物とともに、併用療法としての投与計画において組み合わせることができる。薬学的組
合せ製剤又は投与計画の少なくとも一つの追加の化合物は、好ましくは互いに悪影響を及
ぼさないようなＶＥＧＦアンタゴニスト組成物に対する相補的な活性を有する。
【０１７４】
　少なくとも一つの追加の化合物は、化学療法剤、細胞傷害剤、サイトカイン、成長阻害
剤、抗ホルモン剤、抗血管新生剤、抗リンパ管新生剤、及びそれらの組み合わせであり得
る。このような分子は、意図する目的のために有効である量で組み合わせて適切に存在し
ている。ＶＥＧＦアンタゴニストを含有する薬学的組成物（例えば、抗ＶＥＧＦ抗体）は
、抗腫瘍剤、化学療法剤、成長阻害剤、細胞毒性剤、又はそれらの組み合わせの治療的有
効量を含み得る。
【０１７５】
　一態様では、第一の化合物は、抗ＶＥＧＦ抗体であり、少なくとも１つの追加の化合物
は、抗ＶＥＧＦ抗体以外の治療用抗体である。一実施態様では、少なくとも１つの追加の
化合物は癌細胞表面マーカーを結合する抗体である。一実施態様では、少なくとも一つの
追加の化合物は、抗ＨＥＲ２抗体のトラスツズマブ（ハーセプチン（登録商標）、ジェネ
ンテック・インク、カリフォルニア州サウスサンフランシスコ）である。一実施態様では
、少なくとも一つの追加の化合物は、抗ＨＥＲ２抗体のペルツズマブ（オムニターグＴＭ

、ジェネンテック・インク、カリフォルニア州サウスサンフランシスコ、米国特許第６９
４９２４５号参照）である。一実施態様では、少なくとも一つの追加の化合物は抗体であ
り（ネイキッド抗体ないしはＡＤＣ）、追加の抗体は、第２、第３、第４、第５、第６、
又はそれ以上の抗体であり、第２、第３、第４、第５、第６、又はそれ以上の追加の抗体
（ネイキッド抗体ないしはＡＤＣ）を組み合わせることが、血管形成性疾患の治療に効果
的である。
【０１７６】
　本発明に従った他の治療的投薬計画は、限定されないが放射線療法及び／又は骨髄及び
末しょう血液移植、及び／又は細胞障害剤、化学療法剤又は増殖阻害剤を含む、ＶＥＧＦ
アンタゴニスト抗癌剤の投与を含み得る。そうした実施態様の一つにおいて、化学療法剤
は、例えば、シクロホスファミド、ヒドロキシダウノルビシン、アドリアマイシン、ドキ
ソルビシン、ビンクリスチン(オンコビンTM)、プレドニゾロン、ＣＨＯＰ、ＣＶＰないし
はＣＯＰ、又は抗ＰＳＣＡ、抗ＨＥＲ２(例えばハーセプチン(登録商標)、オムニターグ
ＴＭ)などの薬剤又は薬剤の組合せである。併用療法は同時又は連続的な投薬計画として
投与されてもよい。連続して投与される場合、組合せは２以上の投与で投与されてもよい
。組合せ投与には、別々の製剤又は単一の製薬的製剤を用いての同時投与や、いずれかの
順序での連続投与が含まれ、このとき、両方(又はすべて)の活性剤が同時にその生物学的
活性を及ぼす一定時間があるのが好ましい。
【０１７７】
　一実施態様では、抗ＶＥＧＦによる治療は、本明細書において同定される抗癌剤、及び
異なる化学療法剤の混合物の同時投与を含む一又は複数の化学療法剤又は増殖阻害性剤の
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併用投与を伴う。化学療法剤には、タキサン(例えばパクリタキセル及びドセタキセル)及
び／又はアントラサイクリン抗生物質が含まれる。このような化学療法剤のための調製や
投薬計画は、製造業者の指示従って使われてもよいし、又は熟練した専門家によって経験
的に決定されうる。このような化学療法の調製や投薬計画は、“Chemotherapy Service”
, (1992)Ed., M.C. Perry, Williams & Wilkins, Baltimore, Mdにも記載される。
【０１７８】
　上記いずれかの同時に投与される薬剤の適切な用量は現在用いられている通りでもよい
し、新規に同定される薬剤及び他の化学療法剤ないしは治療の組み合わされる作用(相乗)
に応じて低くしてもよい。
【０１７９】
　併用療法により「相乗効果」を与えることがあり、「相乗的」、すなわち、一緒に用い
た活性成分が別々に該化合物を用いて生じる作用の和よりも多い場合に得られる効果を証
明し得る。活性成分が、（１）組み合わせた単位用量製剤において同時に処方され、投与
されるか、又は同時に送達される場合、（２）別々の製剤として交互に又は同時に送達さ
れる場合、又は、（３）他の投薬計画による場合に、相乗効果が達成されうる。交互療法
で送達される場合、例えば別々の注射器での異なる注入によって、化合物が順次投与され
るか又は送達される場合に、相乗効果が達成されてもよい。一般に、交互療法の間、各々
の活性成分の有効用量は順次、すなわち連続的に投与されるのに対して、併用療法では、
２つ以上の活性成分の有効用量が一緒に投与される。
【０１８０】
　病気の予防又は治療のため、追加の治療剤の適切な投与量は、治療すべき疾患の種類、
抗体の種類、疾患の重症度及び経過、ＶＥＧＦアンタゴニスト及び追加の薬剤が予防又は
治療の目的で投与されるのかどうか、以前の治療、患者の病歴及びＶＥＧＦアンタゴニス
ト及びその他の薬剤への応答、及び主治医の裁量に依存する。ＶＥＧＦアンタゴニスト及
びその他の薬剤が一度に、又は一連の治療において患者に適切に投与される。ＶＥＧＦア
ンタゴニストは、通常、上記のように投与される。疾患の種類や重症度に応じて、追加剤
の約２０ｍｇ／ｍ２から６００ｍｇ／ｍ２が、例えば、１回又は複数の別々の投与による
か、又は連続注入によるに関わらず、患者への投与における初回候補投与量である。上記
の因子に依存して、典型的な毎日の投与量は、約２０ｍｇ／ｍ２、８５ｍｇ／ｍ２、９０
ｍｇ／ｍ２、１２５ｍｇ／ｍ２、２００ｍｇ／ｍ２、４００ｍｇ／ｍ２、５００ｍｇ／ｍ
２かそれ以上かの範囲である可能性がある。数日間か又はより長きにわたる反復投与につ
いては、状況に応じて、病気の症状の所望の抑制がおきるまで、その治療が継続される。
約２０ｍｇ／ｍ２、８５ｍｇ／ｍ２、９０ｍｇ／ｍ２、１２５ｍｇ／ｍ２、２００ｍｇ／
ｍ２、４００ｍｇ／ｍ２、５００ｍｇ／ｍ２、６００ｍｇ／ｍ２（又はその組合わせ）の
一回又は複数の投与量が患者に投与され得る。そうした投与量は断続的に投与される場合
があり、例えば、毎週、又は２週間ごとに、３週間ごとに、４回，５回，又は６回（例え
ば、患者が追加の薬剤を約２回から約２０回まで、例えば約６回の投与量を受けるように
）。最初の高い負荷投与量の後に１回又は複数の低投与量が投与されても良い。しかし、
他の投与計画が有用である場合もある。この治療の進捗は従来の技術及びアッセイにより
容易にモニタリングされる。
【０１８１】
Ｖ．薬学的製剤
　本発明にしたがって使用されるアンタゴニストの治療用製剤は、所望の純度を持つアン
タゴニストを、任意で薬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、凍結乾燥又は水溶液の形態で保存のために調製される。製剤に関する一般的な情報に
ついては、Gilman et al.,(eds.) (1990), The Pharmacological Bases of Therapeutics
, 8th Ed., Pergamon Press；A. Gennaro (ed.), Remington's Pharmaceutical Sciences
, 18th Edition, (1990), Mack Publishing Co., Eastori, Pennsylvania.；Avis et al.
, (eds.) (1993) Pharmaceutical Dosage Forms: Parenteral Medications Dekker, New 
York；Lieberman et al.., (eds.) (1990) Pharmaceutical Dosage Forms: Tablets Dekk
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er, New York；及びLieberman et al., (eds.) (1990), Pharmaceutical Dosage Forms: 
Disperse Systems Dekker, New York、Kenneth A. Walters (ed.) (2002) Dermatologica
l and Transdermal Formulations (Drugs and the Pharmaceutical Sciences), Vol 119,
 Marcel Dekkerを参照のこと。
【０１８２】
　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においてレシピエント
に非毒性であり、リン酸、クエン酸、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、アルギニン又はリジン等の
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、ＰＬＵＲＯＮＩＣＳＴＭ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が含まれる。
【０１８３】
　例示的な抗ＶＥＧＦ抗体製剤は、米国特許第６８８４８７９号に記載されている。ある
実施態様において、抗ＶＥＧＦ抗体は、単回使用バイアル２５ｍｇ／ｍＬにて処方される
。ある実施態様において、１００ｍｇの抗ＶＥＧＦ抗体が、米国薬局方による、１４０ｍ
ｇのα，α－トレハロース二水和物、２３．２ｍｇリン酸ナトリウム（一塩基性、一水和
物）、４．８ｍｇリン酸ナトリウム（二塩基性で無水）、１．６ｍｇポリソルベート２０
、及び注射用の水に処方される。ある実施態様においては、４００ｍｇの抗ＶＥＧＦ抗体
が、米国薬局方による、９６０ｍｇのα，α－トレハロース二水和物、９２．８ｍｇリン
酸ナトリウム（一塩基性、一水和物）、１９．２ｍｇリン酸ナトリウム（二塩基性で無水
）、６．４ｍｇポリソルベート２０、及び注射用の水に処方される。
【０１８４】
　皮下投与に適した凍結乾燥製剤は、例えば、米国特許第６２６７９５８(Andya et al.)
において記述される。このような凍結乾燥製剤は適切な希釈液により高タンパク濃度に再
編成され得、再構成された製剤は本明細書中において治療されるべき哺乳動物の皮下に投
与され得る。
【０１８５】
　アンタゴニストの結晶化形態もまた考えられる。例えば米国特許公開公報第２００２／
０１３６７１９（Ａ１）号(Shenoy et al.）を参照。
【０１８６】
　本明細書に記載の製剤はまた、二以上の活性化合物(上述したような第二の医薬)、好適
には互いに悪影響を及ぼさない相補的活性を有するものを含み得る。このような医薬の種
類及び有効量は、例えば製剤中に存在するＶＥＧＦアンタゴニストの量及びタイプ、及び
被検体の臨床上のパラメーターに依存する。このような第二医薬の好適なものは上述した
とおりである。
【０１８７】
　また、活性成分は、例えばコアセルベーション技術又は界面重合により調製されたマイ
クロカプセル、例えばコロイド薬剤送達システム(例えばリポソーム、アルブミンミクロ
スフェア、マイクロエマルジョン、ナノ粒子及びナノカプセル)又はマクロエマルジョン
において、それぞれ、ヒドリ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-(メチルメタアシレート)マイクロカプセルに封入されうる。このような技術は、
例えばRemington's Pharmaceutical Sciences 16th edition, Osol, A. Ed. (1980)に開
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示されている。
【０１８８】
　持続放出調製物が調製され得る。適切な持続放出調製物の例は、アンタゴニストを含む
固体疎水性ポリマーの半透明マトリックスを含み、該マトリックスは、形成品、例えばフ
ィルム又はマイクロカプセルの形態である。持続放出マトリックスの例には、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-ビニル酢酸塩、非分解性乳酸-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入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。
【０１８９】
　インビボ投与に使用される製剤は無菌でなくてはならない。これは滅菌濾過膜を通す濾
過によって容易に達成される。
【０１９０】
ＶＩ．キット
　リンパ機能の検出に使用するために、本発明ではキット又は製造品も提供される。この
ようなキットは、癌を有する被験体が抗癌剤に対して効果的に対応するかどうかを決定す
るために使用することができる。このようなキットは、ガラス瓶、チューブなどの一ない
し複数の容器内に厳重な管理下で収容するために区分けされている運搬容器を含み得、そ
れぞれの容器には本方法に使用する別個の成分の何れか一つを含む。例えば、容器の一つ
には造影剤を含み得る。
【０１９１】
　そのようなキットは典型的には、上記の容器及び商業的及び使用者の観点からみて望ま
しい物質、例えばバッファー、希釈液、フィルター、針、注射器、及び使用のための指示
書を有するパッケージ挿入物を収容する一ないし複数のその他の容器とを具備する。特定
の用途に該組成物が使用されることを示すために容器上にラベルがあってもよく、またそ
のラベルは上記のようなインビボの使用又はインビトロの使用の何れかについての指導を
示すものであってもよい。
【０１９２】
　本発明のキットは多くの実施態様を有する。典型的な実施態様は、容器、前記容器上の
ラベル、及び前記容器内に収容される組成物を具備するキットであり、組成物は造影剤を
含み、及び該容器のラベルは組成物がリンパ脈動周波数に使用可能であることを示してお
り、及びキットはリンパ脈動周波数を検出のため造影剤の使用説明書を含んでいる。キッ
トは、さらに準備して造影剤の調製及び投与のための説明書及び材料のセットを含むこと
ができる。
【０１９３】
　キットの他の任意の組成物は一以上のバッファー（例えば、希釈バッファー）、担体（
例えば、デキストラン、アルブミン）などの他の薬剤を含む。キットはまたキットを用い
て得られた結果を解釈するための説明書を含めることができる。
【０１９４】
実施例
　次の例は、例示するために提供されるが、現在の請求項に係る発明を限定するものでは
ない。
実施例１：材料及び方法
【０１９５】
動物：
　チャールズリバー研究所（Charles River Laboratory）由来のメスのＢａｌｂ－ｃヌー
ドマウスが６－８週齢で使用された。ベースラインの脈動周波数及びリンパ節の負荷率を
確立するために我々は、非担腫瘍マウスを撮像した。幾つかの場合、マウスは脈動につい
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て長期的に撮像され、すなわち同じマウスが７日間以上毎日撮像された。マウスは２％イ
ソフルランで麻酔され、実験の間３７℃に維持された。ＰｕｌｓｅＯｘプローブが脈動ア
ッセイを実行する前の心拍数をモニターするために、大腿部（注射部位の反対）に取り付
けられた。
【０１９６】
造影剤：
　全ての実験に対して蛍光色素の注入が１ｍｌの無菌ＰＢＳ中でデキストラン７０ｋｄ（
ＭｏｌｅｃｕｌａｒＰｒｏｂｅｓ）に結合した５ｍｇのＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６８０によ
り行われた。
【０１９７】
リンパ脈動周波数アッセイ：
　色素は２８ 1/2ゲージ針の付いた３／１０ｃｃシリンジを使用して送達された（Ｂｅｃ
ｋｔｏｎ Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ）。１５μｌのボーラス投与が尾の付け根近く、直腸の横
５ミリメートルで皮内注入された。注射部位はわずかに隆起し、次いでリンパ管を通じて
流れだし５分以内に鼠径リンパ節に至った。
【０１９８】
　落射蛍光顕微鏡による脈動流の活性が、Ｃｙ５．５ Ｒｅｄフィルターセット（Ｃｈｒ
ｏｍａ）、ハロゲン光源（ＥｘＦｏ Ｅｘｃｉｔｅ Ｓｅｒｉｅｓ １２０）、４倍の対物
レンズ（Ｏｌｙｍｐｕｓ）及び電荷結合素子（ＣＣＤ）カメラ（Ｓ９７８２７，Ｏｌｙｍ
ｐｕｓ）を装備した落射蛍光顕微鏡を用いて観察された。マウスは色素注入後直ちに対物
レンズの下の加熱したプラットフォームに移された。動物は、横方向に横たわるように配
置され、鼠径リンパ節から腋窩リンパ節にわたる色素を充填したリンパ管を露出させた。
血管に沿って～５ミリメートルの切片が、脈動リンパ流（すなわち、リンパ脈動周波数）
のイメージングに対する目的領域として同定された。次いで、この切片は、平らな表面を
提供し、かつ呼吸による人為現象を低減するために、可動スライドガラスでそっと覆われ
た。脈動及び心拍数は、ビデオキャプチャの前に１０分間、安定のためにをモニターされ
た（ＰｕｌｓｅＯｘ）。ステージは麻酔のために垂直にされ（plumbed）、動物の温度を
３７℃で維持するために熱調節された。
【０１９９】
　脈動のデジタルビデオ（５分）がタイムラプス設定（２８２ミリ秒の露出、フレーム間
の遅延無し、５分の合計取得時間）を使用して、ＰｉｃｔｕｒｅＦｒａｍｅソフトウェア
（オプトロニクス）で得られた。データは記録されたタイムラプスビデオからオフライン
で分析された。
【０２００】
バルクリンパ輸送アッセイ：
　色素は、尾の付け根近くの、直腸の横５ミリメートルの皮内注射部位に埋め込まれたカ
テーテルに取り付けられた輸液ポンプによって送達された。カテーテルは、２８ 1/2ゲー
ジ針の付いた３／１０ｃｃシリンジの針の先端を切断し、７５μｌの色素を負荷されたＭ
ｉｃｒｏ－Ｒｅｎａｔｈａｎｅ（Ｂｒａｉｎｔｒｅｅ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）チューブ
中へ設置され準備された。
【０２０１】
　鼠径リンパ節へのバルクリンパ輸送の動物全体の近赤外蛍光（ＮＩＲＦ）イメージング
は、コダック４０００ＦＸ Ｐｒｏ ＮＩＲＦイメージングシステムを用いて観察された。
カテーテルを埋め込んだ後、マウスはコダックイメージングプラットフォームに移され、
カテーテルは、外の注入ポンプへ送られた。
【０２０２】
　マウスは、それらの側面が接した撮像面上に配置され、視野（ＦＯＶ）の中で鼠径リン
パ節、及び腋窩リンパ節に至る管を捉えた。
【０２０３】
　注射部位から鼠径リンパ節、次いで腋窩リンパ節への輸送は、コダックのイメージング
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ソフトウェアを使用して捉えた。タイムラプス設定は、２秒露光、１５秒間隔で、２１．
５ｍｍのＦＯＶ、ｅｘ６５０ｎｍ／ｅｍ７００ｎｍ、３０分総収集時間）に設定された。
輸送の記録は注入ポンプ開始と同時に開始された（５μＬ／ｍｉｎ）。データは記録され
たタイムラプス画像からオフラインで分析された。
【０２０４】
画像解析／定量化：
　コダックのシステムで収集された画像は、Ｍａｔｌａｂのカスタムルーチンを使用して
ＴＩＦＦ形式に変換された。脈動周波数及びバルクリンパ輸送の両方の測定について、Ｎ
ＩＨ ＩｍａｇｅＪのソフトウェアが分析のために使用された。
【０２０５】
　脈動周波数を決定するために、注目画像領域（ＲＯＩ）が、視野を介してリンパの動き
を明瞭に示した血管の切片上に描かれた。リンパがＲＯＩを通して、内へ／外へ流れると
きの強度の変化は、ＴｉｍｅＳｅｒｉｅｓＡｎａｌｙｚｅｒ（ＮＩＨ ＩｍａｇｅＪを通
じて利用可能なプラグイン）を使用して、スタック全体にわたって測定された。生じた平
均強度の値は、Ｅｘｃｅｌにエクスポートし、時間についてプロットした。得られた脈動
トレースは５分の撮像シーケンスに存在するピークの数を数えることによって定量化され
た。
【０２０６】
　色素のバルク負荷速度を決定するために、ＲＯＩは鼠径リンパ節の上に直接描かれた。
強度の変化は、ＴｉｍｅＳｅｒｉｅｓＡｎａｌｙｚｅｒ（ＮＩＨ ＩｍａｇｅＪを通じて
利用可能なプラグイン）を使用して、画像スタック全体にわたって測定された。生じた平
均強度の値は、Ｅｘｃｅｌにエクスポートし、時間についてプロットした。ピークに至る
時間、最大負荷速度及びｄＦ／Ｆが平均強度の値から計算された。
【０２０７】
　図１は、リンパ脈動周波数を測定するリンパ機能アッセイの結果を示す。図１Ａは、色
素１５μｌのボーラス注入後の管を通じた脈動リンパの動きの代表的な時間経過画像を示
す。図１Ｂは、～２４事象／５分間、ｎ＝６匹におけるベースラインの活性を示す。
【０２０８】
　図２は、イメージングの開始時に尾の付け根の近くに、５μＬ／分で、１５分間、色素
を注入後に、鼠径リンパ節へのバルクリンパ輸送を測定するリンパ機能アッセイの結果を
示す。図２Ａは、鼠径リンパ節、続く腋窩リンパ節の初期負荷を示す代表的な時間経過の
画像を示す。図２Ｂは、ｎ＝４匹において、ベースラインの負荷速度及び鼠径リンパ節の
最大シグナル強度に至る時間を示す。
【０２０９】
実施例２：抗癌剤の有効性をモニタリングするためのリンパ管機能の測定
　この例では、リンパ管の機能（例えば、リンパ脈動周波数及びバルクリンパ輸送）を測
定することによって、抗癌剤（例えば、抗ＶＥＧＦ－Ｃ又は抗ＮＲＰ２）の有効性のモニ
タリングを示す。
【０２１０】
　メスのＢａｌｂ－ｃヌードマウスは、以下のように治療群に無作為に割り付けられた。
１）コントロール－腫瘍無し
２）コントロール－腫瘍
３）抗ＶＥＧＦＣ ４０ｍｇ／ｋｇ、腹腔内（ＩＰ）、１００μｌ、１回／週
４）抗ＶＥＧＦ １０ｍｇ／ｋｇ、腹腔内（ＩＰ）、１００μｌ、１回／週
５）抗ＮＲＰ２ ４０ｍｇ／ｋｇ、腹腔内（ＩＰ）、１００μｌ、１回／週
【０２１１】
　Ｃ６ラット神経膠芽腫細胞（２００μＬのＰＢＳ中に５．０×１０５細胞）をマウスの
尾の付け根、マウスの右耳、又は尾の注入部位の付け根の上およそ２０ｍｍの背中の中央
に皮下移植した。続いてマウスは治療を受けないか、又は移植後第３週の週に一度、腹腔
内に、抗ＶＥＧＦ－Ｃ（１０ｍｇ／ｋｇ）、抗ＶＥＧＦ－Ａ（１０ｍｇ／ｋｇ）、又は抗
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Ｎｒｐ２（１０ｍｇ／ｋｇ）投与で治療された。マウスは、画像化の前にほとんど同一の
平均腫瘍サイズを与えるようにソートされ、移植後第７日、第１４日及び／又は第２１日
に画像化された。上記実施例１に記載のようにマウスは画像化され、そのデータは図３、
図４、図５、図６及び図７に示される。
【０２１２】
　図３は、マウスのリンパ機能アッセイの結果を示し、バルクリンパ輸送がリンパネット
ワークに付随した腫瘍においてアップレギュレートされていることを実証している。図３
Ａは、ｎ＝６匹／群の腫瘍を移植したマウスにおいて、リンパ脈動周波数が～５０％アッ
プレギュレートされていることを実証するデータを示す。図３Ｂは、ｎ＝４匹／群の腫瘍
を移植したマウスにおいて、バルクリンパ輸送もまたアップレギュレートされていること
を実証するデータを示す。図３Ｃは、Ｎ＝１２匹／群の腫瘍移植マウスにおけるリンパ脈
動アップレギュレーションの経時変化を実証するデータを示す。マウス腫瘍の大きさのた
め２１日後に屠殺された。
【０２１３】
　図４は、ＶＥＧＦ－Ｃ経路の阻害は、腫瘍に結びついたネットワークにおいてリンパ輸
送を減少させることを実証するデータを示す。図４Ａは、ｎ＝６匹／群の担癌マウスにお
いて、抗ＮＲＰ２、抗ＶＥＧＦ－Ｃ、又は抗ＶＥＧＦ－Ａによる長期的治療は、有意にリ
ンパ脈動周波数を減少させたことを実証するデータを示す。図４Ｂは、ｎ＝６匹／群の担
癌マウスにおいて、抗ＮＲＰ２、抗ＶＥＧＦ－Ｃ、又は抗ＶＥＧＦ－Ａによる長期的治療
は、有意にバルクリンパ輸送を減少させたことを実証するデータを示す。
【０２１４】
　図５は、ＶＥＧＦ－Ｃ経路の阻害は、非腫瘍担癌マウスにおけるリンパ管機能を有意に
は変化させなかったことを実証するデータを示す。図５Ａは、ｎ＝６匹／群で、３週間に
わたって測定した場合、非担腫瘍マウスにおける抗ＶＥＧＦ－Ｃによる長期的治療がリン
パ脈動周波数を有意には変化させなかったことを実証するデータを示す。図５Ｂは、ｎ＝
４匹／群で、３週間にわたって測定した場合、非担腫瘍マウスにおける抗ＮＲＰ２による
長期的治療がリンパ脈動周波数を有意には変化させなかったことを実証するデータを示す
。
【０２１５】
　図６は、抗癌剤の急性注入がリンパ機能を変更しないことを実証するデータを示す。図
６Ａは、ｎ＝６匹／群で、担腫瘍マウスにおける抗ＮＲＰ２、抗ＶＥＧＦ－Ｃ又は抗ＶＥ
ＧＦ－Ａの急性注入がリンパ脈動周波数に有意な変化をもたらさないことを実証するデー
タを示す。図６Ｂは、ｎ＝６匹／群で、非担腫瘍マウスにおける組換えＶＥＧＦ－Ｃタン
パク質又は組換えＶＥＧＦ－Ａ蛋白質の急性注入がリンパ脈動周波数に有意な変化をもた
らさないことを実証するデータを示す。
【０２１６】
　図７は、リンパ脈動周波数のアップレギュレーションの特異性を実証するデータを示す
。えデータはリンパ脈動周波数は尾及び背中に腫瘍を持つマウスにおいてアップレギュレ
ートされるが、耳に腫瘍のあるマウスではアップレギュレートされないことを実証してい
る。
【０２１７】
実施例３：投与量を決定するためのリンパ脈動の測定
　この例では、前臨床的に、例えば、最小有効用量（ＭｉＥＤ）又は最大有効用量（Ｍｘ
ＥＤ）を含み、治療剤（例えば、抗癌剤）の投与量を決定するためのリンパ脈動の測定に
ついて説明する。担腫瘍マウスは、投与量の広い範囲（例えば、１ｍｇ／ｋｇから２００
ｍｇ／ｋｇ－１、５ｍｇ／ｋｇ、１０ｍｇ／ｋｇ、２０ｍｇ／ｋｇ、４０ｍｇ／ｋｇ、８
０ｍｇ／ｋｇ、１５０ｍｇ／ｋｇ、２００ｍｇ／ｋｇ）で３週間、プラセボ及び可能性の
ある治療薬で治療される。造影剤が、腫瘍流入領域リンパ節に付随するリンパ管に到達す
るようにマウスに投与される。脈動周波数が測定される。プラセボ処置群の脈動周波数に
比べて、脈動周波数における統計的に有意な変化を与える最低用量はＭｉＥＤとして定義
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される。プラセボ処置値群の脈動周波数に比べて、脈動周波数の最大の変化（すなわち、
更なる増加が脈動周波数に更なる変化を与えない投与量）を与える最低用量はＭｘＥＤと
して定義される。
【０２１８】
　ＭｉＥＤ及びＭｘＥＤにおいて可能性のある治療薬の動態解析は、曲線（ＡＵＣ）の下
の領域、これらの用量の両方でのＣｍａｘ及びＣｔｒｏｕｇｈで定義される曝露を決定す
るための、例えば、Bagri et al., Clin Cancer Res. 16(15):3887-900 (2010))に記載の
方法を含む当該分野で公知の方法を用いて行われる。ＭｉＥＤで決定された曝露は最小の
曝露であり、ＭｘＥＤで決定された曝露は標的とする曝露である。
【０２１９】
　治療薬を受けている患者の臨床試験において、リンパ管の脈動速度は、本明細書に記載
の通りに測定される。測定は、治療薬の初回投与前、及び治療薬の各投与後の適切な時期
（例えば、１日、２日、３日、又はそれ以上の数日間又は数週間）行われる。平均脈動速
度及び脈動速度の平均変化が決定される。同じ患者の治療前の周波数に比べて「治療中及
び治療後」の脈動周波数における統計的に有意な変化を与える最低用量はＭｉＥＤとして
定義される。治療前の脈動周波数に比べて「治療中及び治療後」の脈動周波数における最
大変化を与える最低用量（すなわち、更なる増加が脈動周波数に更なる変化を与えない投
与量）はＭｘＥＤとして定義される。
【０２２０】
　更に、薬剤の薬物動態解析が行われ、平均ＡＵＣ、Ｃｍａｘ及びＣｔｒｏｕｇｈが各投
与量群について決定される。脈動速度の平均変化は、前臨床解析を検証する前臨床実験で
決定された最小かつ標的とする曝露と同等の暴露で評価されるであろう。
【０２２１】
　前述の発明は、理解を明確にする目的のために例示及び実施例により詳細に記載されて
いるが、説明及び例は、本発明の範囲を限定するものとして解釈されるべきではない。本
明細書中に引用される全ての特許、特許出願、科学的な文献、及びＧｅｎｂａｎｋ受入番
号は、各特許、特許出願、科学的な文献、及びＧｅｎｂａｎｋ受入番号が具体的かつ個々
に参照として援用されるかのように、全ての目的のためにその全体が出典明示により明示
的に援用される。
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