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(57)【要約】
　血管内皮増殖因子（ＶＥＧＦ）の過剰発現は、異常な脈管形成を伴うさまざまな状態と
関係している。本明細書中で開示されるものは、ヒトＶＥＧＦに特異的に結合し、そして
、ＶＥＧＦ－Ｒ１およびＶＥＧＦ－Ｒ２に結合するＶＥＧＦを阻害し、したがって、ＶＥ
ＧＦシグナル伝達を阻害する、完全ヒト抗体である。ＶＥＧＦシグナル伝達を阻害するそ
れらの能力に基づいて、本明細書中で開示される抗体は、生体内および試験管内の両方で
、脈管形成および脈管形成を伴う状態を処置するのに用いられうる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　１）配列番号：６、配列番号：７または配列番号：８記載の重鎖ＣＤＲアミノ酸配列を
含む重鎖可変領域、および／または
　２）（ａ）配列番号：９、配列番号：１０または配列番号：１１、あるいは（ｂ）配列
番号：１２、配列番号：１３または配列番号：１４記載の軽鎖ＣＤＲアミノ酸配列を含む
軽鎖可変領域
を含む、単離された抗体またはその抗原結合断片。
【請求項２】
　重鎖可変領域が、配列番号：２記載のアミノ酸配列を含むところの、請求項１記載の抗
体またはその抗原結合断片。
【請求項３】
　重鎖可変領域が、配列番号：４記載のアミノ酸配列を含むところの、請求項１記載の抗
体またはその抗原結合断片。
【請求項４】
　軽鎖可変領域が、配列番号：３記載のアミノ酸配列を含むところの、請求項１記載の抗
体またはその抗原結合断片。
【請求項５】
　軽鎖可変領域が、配列番号：５記載のアミノ酸配列を含むところの、請求項１記載の抗
体またはその抗原結合断片。
【請求項６】
ＩｇＧ２定常領域をさらに含む、請求項１～５のいずれか一項記載の、抗体またはその抗
原結合断片。
【請求項７】
　抗体が、ｈＶＥＧＦ１６５にＫＤ＜２．０ｎＭでもって結合するところの、請求項１～
５のいずれか一項記載の、抗体またはその抗原結合断片。
【請求項８】
　抗体が、ベバシズマブにより結合されるエピトープと重複する、ｈＶＥＧＦ１６５上の
エピトープに結合するところの、請求項１～５のいずれか一項記載の、抗体またはその抗
原結合断片。
【請求項９】
　抗体が、ｈＶＥＧＦ１６５のＶＥＧＦ－Ｒ１およびＶＥＧＦ－Ｒ２に対する結合をブロ
ックするところの、請求項１～５のいずれか一項記載の、抗体またはその抗原結合断片。
【請求項１０】
　それを必要とする被検体における脈管形成を阻害する方法であって、該被検体に、治療
上の有効量の、請求項１～５のいずれか一項記載の抗体またはその抗原結合断片を投与す
ることを含む、方法。
【請求項１１】
　それを必要とする被検体における異常な脈管形成を伴う疾患を処置する方法であって、
該被検体に、治療上の有効量の、請求項１～５のいずれか一項記載の抗体またはその抗原
結合断片を投与することを含む、方法。
【請求項１２】
　それを必要とする被検体におけるＶＥＧＦシグナル伝達と関係する炎症性疾患を処置す
る方法であって、該被検体に、治療上有効量の、請求項１記載の抗体またはその抗原結合
断片を投与することを含む、方法。
【請求項１３】
　該疾患が、リウマチ性関節炎、乾癬、強皮症、慢性閉塞性肺疾患、および喘息からなる
群より選択されるところの、請求項１２記載の方法。
【請求項１４】
　それを必要とする被検体における湿潤型急性黄斑変性または糖尿病性網膜症を処置する
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方法であって、該被検体に、治療上有効量の、請求項１～５のいずれか一項記載の抗体ま
たはその抗原結合断片を投与することを含む、方法。
【請求項１５】
　それを必要とする被検体における増大したＶＥＧＦシグナル伝達と関係する癌を処置す
る方法であって、該被検体に、治療上有効量の、請求項１記載の抗体またはその抗原結合
断片を投与することを含む、方法。
【請求項１６】
　抗体またはその抗原結合断片が、コンジュゲートをさらに含むところの、請求項１５記
載の方法。
【請求項１７】
　コンジュゲートが、トキシン、サイトカインおよび化学療法剤からなる群より選択され
るところの、請求項１６記載の方法。
【請求項１８】
　請求項１～５のいずれか一項記載の抗体またはその抗原結合断片を含む、キット。
【請求項１９】
　配列番号：２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３または１４のい
ずれかに記載のアミノ酸配列をコードする、単離されたポリヌクレオチド。
【請求項２０】
　請求項１９記載のポリヌクレオチドを含む、単離されたベクター。
【請求項２１】
　請求項２０記載のベクターを含む、単離された宿主細胞。
【請求項２２】
　完全ヒト抗体であって、以下：
　（１）該抗体がｍＶＥＧＦ１６５に結合するＫＤよりも１０倍以上小さいＫＤでもって
ｈＶＥＧＦ１６５に結合すること；
　（２）ｈＶＥＧＦ１６５にＫＤ＜２．０ｎＭでもって結合すること；
　（３）ベバシズマブにより結合されるエピトープと重複する、ｈＶＥＧＦ１６５上のエ
ピトープに結合すること；
　（４）ｈＶＥＧＦ１６５のＶＥＧＦ受容体に対する結合をブロックすること；および
　（５）ＶＥＧＦ受容体のｈＶＥＧＦ１６５誘導性リン酸化を阻害すること
よりなる群から選択される特徴を１つまたは複数有する、抗体。
【請求項２３】
　ｈＶＥＧＦ１６５にＫＤ＜２．０ｎＭでもって結合するところの、請求項２２記載の完
全ヒト抗体。
【請求項２４】
　ベバシズマブにより結合されるエピトープと重複する、ｈＶＥＧＦ１６５上のエピトー
プに結合するところの、請求項２２記載の完全ヒト抗体。
【請求項２５】
　ｈＶＥＧＦ１６５のＶＥＧＦ受容体に対する結合をブロックするところの、請求項２２
記載の完全ヒト抗体。
【請求項２６】
　ＶＥＧＦ受容体が、ＶＥＧＦ－Ｒ１またはＶＥＧＦ－Ｒ２であるところの、請求項２５
記載の完全ヒト抗体。
【請求項２７】
　ＶＥＧＦ受容体のｈＶＥＧＦ１６５誘導性リン酸化を阻害するところの、請求項２２記
載の完全ヒト抗体。
【請求項２８】
　以下の重鎖ＣＤＲアミノ酸配列：配列番号：６、配列番号：７または配列番号：８を含
む、重鎖可変領域を有するところの、請求項２２記載の完全ヒト抗体。
【請求項２９】
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　以下の軽鎖ＣＤＲアミノ酸配列：配列番号：９、配列番号：１０または配列番号：１１
を含む、軽鎖可変領域をさらに有する、請求項２８記載の完全ヒト抗体。
【請求項３０】
　重鎖可変領域が、配列番号：２記載のアミノ酸配列を含み、そして、軽鎖可変領域が、
配列番号：３記載のアミノ酸配列を含むところの、請求項２９記載の完全ヒト抗体。
【請求項３１】
　以下の軽鎖ＣＤＲアミノ酸配列：配列番号：１２、配列番号：１３または配列番号：１
４を含む、軽鎖可変領域をさらに有する、請求項２８記載の完全ヒト抗体。
【請求項３２】
　重鎖可変領域が、配列番号：４記載のアミノ酸配列を含み、そして軽鎖可変領域が、配
列番号：５記載のアミノ酸配列を含むところの、請求項３１記載の完全ヒト抗体。
【請求項３３】
　完全な抗体である請求項１～５のいずれか一項記載の、抗体またはその抗原結合断片。
【請求項３４】
　モノクローナル抗体であるところの、請求項３３記載の抗体。
【請求項３５】
　ポリクローナル抗体であるところの、請求項３３記載の抗体。
【請求項３６】
　組み換え抗体であるところの、請求項３３記載の抗体。
【請求項３７】
　二重特異性抗体であるところの、請求項３３記載の抗体。
【請求項３８】
　ヒト化抗体であるところの、請求項３３記載の抗体。
【請求項３９】
　キメラ抗体であるところの、請求項３３記載の抗体。
【請求項４０】
　完全ヒト抗体であるところの、請求項３３記載の抗体。
【請求項４１】
　配列番号：３記載のアミノ酸配列を含む軽鎖可変領域；および配列番号：２記載のアミ
ノ酸配列を含む重鎖可変領域を有する、単離されたヒト抗体。
【請求項４２】
　配列番号：５記載のアミノ酸配列を含む軽鎖可変領域；および配列番号：４記載のアミ
ノ酸配列を含む重鎖可変領域を有する、単離されたヒト抗体。
【請求項４３】
　請求項４１記載の抗体および医薬上許容される担体を含む、医薬組成物。
【請求項４４】
　請求項４２記載の抗体および医薬上許容される担体を含む、医薬組成物。
【請求項４５】
　請求項１～５のいずれか一項記載の抗体またはその抗原結合断片、および医薬上許容さ
れる担体を含む、医薬組成物。
【請求項４６】
　少なくとも１つの、ＸＰＡ．１０．０６４またはＸＰＡ．１０．０７２の重鎖相補性決
定領域、および少なくとも１つの、ＸＰＡ１０．０６４またはＸＰＡ１０．０７２の軽鎖
相補性決定領域を含む、単離された抗体またはその抗原結合断片。
【請求項４７】
　重鎖相補性決定領域が、ＸＰＡ．１０．０６４またはＸＰＡ１０．０７２の、ＨＣＤＲ
１、ＨＣＤＲ１、ＨＣＤＲ３およびそれらの組み合わせからなる群より選択されるところ
の、請求項４６記載の単離された抗体またはその抗原結合断片。
【請求項４８】
　軽鎖相補性決定領域が、ＸＰＡ．１０．０６４またはＸＰＡ１０．０７２の、ＬＣＤＲ
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１、ＬＣＤＲ１、ＬＣＤＲ３およびそれらの組み合わせからなる群より選択されるところ
の、請求項４６記載の単離された抗体またはその抗原結合断片。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
（関連分野）
　本出願は、２００６年１０月２０日に出願された米国仮出願番号第６０／８５３，２６
０号（出典明示により完全に本明細書の一部とされる）についての優先権を主張する。
【背景技術】
【０００２】
　血管内皮増殖因子（ＶＥＧＦ）は、特に、網膜増殖疾患および腫瘍形成時における内皮
細胞活性化、増殖および生存に関与する、脈管形成蛋白質の主要ファミリーである。ＶＥ
ＧＦは、ＶＥＧＦ－ＰＤＧＦ（血小板由来増殖因子）超遺伝子ファミリーに属しており、
脈管内皮細胞とリンパ内皮細胞上に発現される受容体に結合するスモール糖タンパク質二
量体である。ＶＥＧＦファミリーには、現在、７つの既知リガンド：ＶＥＧＦ－Ａ（ＶＥ
ＧＦ）、ＶＥＧＦ－Ｂ、ＶＥＧＦ－Ｃ、ＶＥＧＦ－Ｄ、ＶＥＧＦ－Ｅ（ウイルス由来）お
よび胎盤増殖（ＰＩＧＦ）－１と－２がある。これらのＶＥＧＦリガンドは、それぞれが
受容体チロシンキナーゼ活性を備えている、３つの既知のＶＥＧＦ受容体（ＶＥＧＦ－Ｒ
）の１つまたは複数と結合することによって、それらの効果をメディエートする。ＶＥＧ
Ｆ－Ｒ１（Ｆｌｔ－１）は、内皮細胞と単球上で主に発現され、ＶＥＧＦとＶＥＧＦ－Ｂ
に結合して、内皮および単球遊走をメディエートするようである。ＶＥＧＦ－Ｒ２（すな
わち、ヒトＫＤＲまたはネズミＦｌｋ－１）は、主に内皮細胞上に発現され、ＶＥＧＦ（
および、ＶＥＧＦ－ＣおよびＶＥＧＦ－Ｄの特定の断片）に選択性があり、ＶＥＧＦ誘導
性内皮細胞増殖、生存および遊走、ならびに血管透過性をメディエートする。ＶＥＧＦ－
Ｒ３（Ｆｌｔ－４）は、主にリンパ内皮細胞上に発現され、ＶＥＧＦ－ＣとＶＥＧＦ－Ｄ
に結合してリンパ管発生を促進する。ＶＥＧＦ－Ｒ１、－Ｒ２、および－Ｒ３は、それぞ
れ、いくつかの腫瘍細胞上に発現される。ＶＥＧＦのＶＥＧＦ受容体への結合は、受容体
の二量体化を引き起こし、そして後の受容体活性化およびシグナル伝達を導く。ＶＥＧＦ
－Ｒ２に結合するＶＥＧＦは、脈管形成を促進する際に優性となるシグナル伝達経路を開
始する。この経路は、細胞内シグナル伝達の後の誘導を伴う、受容体活性化と関係する。
この場合の受容体活性化は、３つの基本的な事象：（ｉ）ＶＥＧＦ－Ｒ２に対するＶＥＧ
Ｆの結合、（ｉｉ）受容体の二量体化、そして（ｉｉｉ）受容体チロシンキナーゼによる
受容体の自己リン酸化（それによる、活性化）、を必然的に伴う。細胞内メッセンジャー
、例えば、ホスホリパーゼＣおよびホスファチジルイノシトール－３－キナーゼは、自己
リン酸化型のＶＥＧＦ－Ｒ２と直接結合し、そして、その受容体チロシンキナーゼによっ
てリン酸化され、その後、それが、最終的に細胞増殖、遊走および生存（抗－アポトーシ
ス）を促進し、そして血管透過性を増大させる核シグナルに至る、シグナル伝達事象の細
胞内カスケードを誘発する。
【０００３】
　異常脈管形成は、癌を含む、さまざまな疾患状態と関係する（Holash 2002）。ＶＥＧ
Ｆ経路は、正常な脈管発生と様々な疾患に付随する異常な脈管形成の両方に役割を果たす
ことが実証された、唯一のシグナル伝達経路である（Erikkson 1999; Ferrara 1999; Yan
copoulos 2000）。ＶＥＧＦは、脈管血管内皮細胞増殖を促進し、血管透過性を増大させ
る（Ferrara 2004）。
【０００４】
　先行研究は、大多数の腫瘍型における高いＶＥＧＦ発現レベルを明らかにした（Berkma
n 1993; Brown 1993; Brown 1995; Dvorak 1995; Mattern 1996）。研究は、眼性脈管形
成疾患、例えば湿潤型ＡＭＤを患う被験者における増大したＶＥＧＦレベルも明らかにし
た。湿潤型ＡＭＤは、ＡＭＤ疾患全体の約１０％を占めるだけであるが、ＡＭＤに起因す
る失明の約９０％を引き起こす。湿潤型ＡＭＤは、脈絡膜新生血管（ＣＮＶ）、網膜の網
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膜色素上皮層下の異常な血管の発生によって特徴づけられる。ＶＥＧＦ－Ａは、これらの
脈管形成において主要な役割を果たすと考えられており、それは、斑の下に滲み出し、レ
チナール歪曲および視力悪化を引き起こす。
【０００５】
　ＶＥＧＦとその受容体との相互作用を阻害する、またはＶＥＧＦ受容体のチロシンキナ
ーゼ活性を阻害するいくつかの分子が開発され、そして臨床開発のさまざまなステージに
ある。例えば、ＢＡＹ　４３－９００６（Sorafenib, Bayer）、ＳＵ１１２４８（Suniti
nib）およびバタラニブ（Novartis）は、潜在的な癌治療として開発されたＶＥＧＦ－Ｒ
２キナーゼ阻害剤である。ＶＥＧＦ－ＴＲＡＰ（Regeneron, Sanofi-Aventis）は、ＶＥ
ＧＦ－Ｒ１の細胞外ドメインとＶＥＧＦと高い結合能を有するＶＥＧＦ－Ｒ２のハイブリ
ッドである（Holash 2002; Dupont 2005)。ＶＥＧＦ－ＴＲＡＰは、現在、固形腫瘍の処
置に関して臨床試験中である。抗体も、ＶＥＧＦ経路の阻害剤として使用するために広く
開発されている。例えば、IMC-1C11（Imclone）は、ＶＥＧＦ－Ｒ２と結合するキメラ・
モノクローナル抗体である（Hunt 2001）。転移結腸直腸癌腫の処置におけるＩＭＣ－１
Ｃ１１の効果を決定するための、臨床研究が、現在行われている。ＣＤＰ－７９１（Imcl
one）は、ＶＥＧＦ－Ｒ２に結合するＰＥＧ化されたヒト化Ｆａｂである。ＩＭＣ－１１
２１Ｂ（Imclone）は、ＶＥＧＦ－Ｒ２と高親和性でもって結合し、そしてＶＥＧＦとＶ
ＥＧＦ－Ｒ２との相互作用を阻害する、完全ヒト・モノクローナル抗体である（Miao, H.
 Q.ら、2005. Biochem Biophys Res Commun 345:438-445）。ＩＭＣ－１８Ｆ１（Imclone
）は、ＶＥＧＦ－Ｒ１と高親和性でもって結合し、そしてＶＥＧＦとＶＥＧＦ－Ｒ１との
相互作用をブロックする、完全ヒト・モノクローナル抗体である。２Ｃ３（Peregrine）
は、ＶＥＧＦと結合し、そしてＶＥＧＦとＶＥＧＦ－Ｒ２（ＶＥＧＦ－Ｒ１ではなく）と
結合をブロックする、マウス抗体である。ラニビズマブ（Ranibizumab）（Lucentis（登
録商標）, Genentech）は、湿潤型の急性黄斑変性（ＡＭＤ）の処置に関して最近承認さ
れた、ベバシズマブから誘導された、ヒト化Ｆａｂである（Michels 2004; Rosenfeld 20
05）。
【０００６】
　最も一般に用いられている、ＶＥＧＦを標的とする生物学的治療は、ヒト化ＩｇＧＩモ
ノクローナル抗体、ベバシズマブである（別名、アバスチン（Avastin）（登録商標）、G
enentech；また、ＢＭ－１とも称される）。ベバシズマブは、マウス・モノクローナル抗
体Ａ．４．６．１をヒト化することによって開発され、そして、それは、約９３％のヒト
配列と７％のネズミ配列を含む（Presta 1997; Ferrara 2004）。ベバシズマブは、約５
００ｐＭの親和性でもってＶＥＧＦと結合し、ＶＥＧＦのＶＥＧＦ－Ｒ１とＶＥＧＦ－Ｒ
２に対する結合を阻害する。ヒトにおけるベバシズマブの消失半減期は、１７日～２１日
である（Ferrara 2004）。ベバシズマブは、転移結腸直腸癌の処置に関して承認されてい
る（Presta 1997; Rosenfeld 2005）。研究は、ベバシズマブが血管新生ＡＭＤの処置で
も有用でありうることを示唆する（Michels 2005）。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００７】
【非特許文献１】Holash, J.ら、2002. Proc Natl Acad Sci USA 99:11393-11398
【非特許文献２】Erikkson, U., Alitalo, K. 1999. Curr Top Microbiol Immunol 237:4
1-57
【非特許文献３】Ferrara, N. 1999. Curr Top Microbiol Immunol 237:1-30
【非特許文献４】Yancopoulos, G.D.ら、2000. Nature (London）407:242-248
【非特許文献５】Ferrara, N.ら、2004. Nat Rev Drug Discov 3:391-395
【非特許文献６】Berkman, R.A.ら、1993. J Clin Invest 91:153-159
【非特許文献７】Brown, L.F.ら、1993. Cancer Res 53:4727-4735.
【非特許文献８】Brown, L.F.ら、1995. Human Pathol 26:86-91
【非特許文献９】Dvorak, H.F.ら、1995. Am J Pathol 146:1029-1039
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【非特許文献１０】Mattern, J., Koomaqi, R., Volm, M. 1996. Brit J Cancer 73:931-
934
【非特許文献１１】Dupont, J.ら、2005. Proc Am Soc Clin Oncol 23:199
【非特許文献１２】Hunt, S. 2001. Curr Opin Mol Ther 3:418-424
【非特許文献１３】Miao, H. Q.ら、2005. Biochem Biophys Res Commun 345:438-445
【非特許文献１４】Michels, S., Rosenfeld, P.J. 2004. Retinal Physician 1:16-22
【非特許文献１５】Rosenfeld, P.J., Moshfeghi, A.A., Puliafito, C.A. 2005. Ophtha
lmic Surg Lasers Imaging 36:331-335
【非特許文献１６】Presta, L.G.ら、1997. Cancer Res 57:4593-4599
【非特許文献１７】Michels, S.ら、2005. Opthamology 112:1035-1047
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　ＶＥＧＦ経路の阻害のために開発された分子の多様性にもかかわらず、改善された結合
特徴および治療プロフィールを有するさらなる分子の必要性がある。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　本発明は、ＶＥＧＦに結合してＶＥＧＦ経路を阻害する、完全ヒト抗体を提供する。こ
れらの抗体は完全ヒト抗体であるため、それらは、以前に開発されたヒト以外の抗体、キ
メラ抗体またはヒト化抗体に付随する不都合な免疫原性がなく、治療薬として投与するこ
とができる。
【００１０】
　特定の実施形態において、配列番号：２記載の重鎖配列と配列番号：３記載の軽鎖配列
を有する抗体が、提供される。特定の他の実施形態において、配列番号：４記載の重鎖配
列と配列番号：５記載の軽鎖配列を有する抗体が、提供される。上記実施形態のいくつか
において、抗体は、ＩｇＧ２定常領域を有する。特定の実施形態において、抗体は、＜２
．０ｎＭ．のＫＤでもってｈＶＥＧＦ１６５と結合する。特定の実施形態において、抗体
は、ベバシズマブにより結合されるエピトープと重複するｈＶＥＧＦ１６５上のエピトー
プと結合する。特定の実施形態において、抗体は、ｈＶＥＧＦ１６５のＶＥＧＦ－Ｒ１お
よびＶＥＧＦ－Ｒ２に対する結合をブロックする。
【００１１】
　特定の実施形態において、それを必要とする被検体に、治療上有効量の、配列番号：２
記載の重鎖配列と配列番号：３記載の軽鎖配列を有する抗体を投与することによって、該
被検体における脈管形成を阻害するための方法が、提供される。特定の他の実施形態にお
いて、それを必要とする被検体に、治療上有効量の、配列番号：４記載の重鎖配列と配列
番号：５記載の軽鎖配列を有する抗体を投与することによって、該被検体における脈管形
成を阻害するための方法が、提供される。
【００１２】
　特定の実施形態において、それを必要とする被検体における異常脈管形成を伴う疾患を
処置するための方法であって、該被検体に、治療上有効量の、配列番号：２記載の重鎖配
列と配列番号：３記載の軽鎖配列を有する抗体を投与することを含む方法が、提供される
。特定の他の実施形態において、それを必要とする被検体における異常脈管形成を伴う疾
患を処置するための方法であって、該被検体に、治療上有効量の、配列番号：４記載の重
鎖配列と配列番号：５記載の軽鎖配列を有する抗体を投与することを含む方法が、提供さ
れる。
【００１３】
　特定の実施形態において、それを必要とする被検体におけるＶＥＧＦシグナル伝達と関
係する炎症性疾患を処置するための方法であって、該被検体に、治療上有効量の、配列番
号：２記載の重鎖配列と配列番号：３記載の軽鎖配列を有する抗体を投与することを含む
方法が、提供される。特定の他の実施形態において、それを必要とする被検体におけるＶ
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ＥＧＦシグナル伝達と関係する炎症性疾患を処置するための方法であって、該被検体に、
治療上有効量の、配列番号：４記載の重鎖配列と配列番号：５記載の軽鎖配列を有する抗
体を投与することを含む方法が、提供される。
【００１４】
　特定の実施形態において、それを必要とする被検体における湿潤型の急性黄斑変性また
は糖尿病網膜症を処置するための方法であって、該被検体に、治療上有効量の、配列番号
：２記載の重鎖配列と配列番号：３記載の軽鎖配列を有する抗体を投与することを含む方
法が、提供される。特定の他の実施形態において、それを必要とする被検体における湿潤
型の急性黄斑変性または糖尿病網膜症を処置するための方法であって、該被検体に、治療
上有効量の、配列番号：４記載の重鎖配列と配列番号：５記載の軽鎖配列を有する抗体を
投与することを含む方法が、提供される。
【００１５】
　特定の実施形態において、それを必要とする被検体における増大したＶＥＧＦシグナル
伝達と関係する癌を処置するための方法であって、該被検体に、治療上有効量の、配列番
号：２記載の重鎖配列と配列番号：３記載の軽鎖配列を有する抗体を投与することを含む
方法が、提供される。特定の他の実施形態において、それを必要とする被検体における増
大したＶＥＧＦシグナル伝達と関係する癌を処置するための方法であって、該被検体に、
治療上有効量の、配列番号：４記載の重鎖配列と配列番号：５記載の軽鎖配列を有する抗
体を投与することを含む方法が、提供される。
【００１６】
　特定の実施形態において、配列番号：２記載の重鎖配列と配列番号：３記載の軽鎖配列
を有する抗体を含むキットが、提供される。特定の他の実施形態において、配列番号：４
記載の重鎖配列と配列番号：５記載の軽鎖配列を有する抗体を含むキットが、提供される
。
【００１７】
　特定の実施形態において、配列番号：２、配列番号：３、配列番号：４、および／また
は配列番号：５記載のアミノ酸配列をコードするポリヌクレオチドが、提供される。特定
の他の実施形態において、これらのポリヌクレオチドを含むベクターが、提供され、そし
て、特定の他の実施形態において、これらのベクターを含む宿主細胞が、提供される。
【図面の簡単な説明】
【００１８】
【図１】ＸＰＡ．１０．０６４およびＸＰＡ．１０．０７２の重鎖可変領域（ＨＣＤＲ）
および軽鎖可変領域（ＬＣＤＲ）を示す。
【図２】ヒトｈＶＥＧＦ１６５に対するＸＰＡ．１０．０６４ＩｇＧ２結合のビアコア分
析を示す。
【図３】ヒトｈＶＥＧＦ１６５に対するＸＰＡ．１０．０７２ＩｇＧ２結合のビアコア分
析を示す。
【図４】ヒトｈＶＥＧＦ１６５に対するベバシズマブ結合のビアコア分析を示す。
【図５】ベバシズマブ（ＢＭ１）、ＸＰＡ．１０．０６４およびＸＰＡ．１０．０７２に
よる、ＶＥＧＦ－Ｒ１に対するｈＶＥＧＦ１６５の結合阻害を示す。
【図６】ベバシズマブ（ＢＭ１）、ＸＰＡ．１０．０６４およびＸＰＡ．１０．０７２に
よる、ＶＥＧＦ－Ｒ２に対するｈＶＥＧＦ１６５の結合阻害を示す。
【図７】ベバシズマブ（ＢＭ１）、ＸＰＡ．１０．０６４およびＸＰＡ．１０．０７２に
より結合される、ｈＶＥＧＦ１６５エピトープ解析を示す。
【図８】ＸＰＡ．１０．０６４とＧ１５３－６９４の共局在。パネルＡは、ＸＰＡ．１０
．０６４での染色を示す。パネルＢは、Ｇ１５３－６９４での染色を示す。パネルＣは、
核色素での染色を示す。パネルＤは、マージした画像を示し、ここで、より強い強度（白
）は共存を反映する。
【図９】ＸＰＡ．１０．０７２とＧ　１５３－６９４の共局在。パネルＡは、ＸＰＡ．１
０．０７２での染色を示す。パネルＢは、Ｇ１５３－６９４での染色を示す。パネルＣは
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、核色素での染色を示す。パネルＤは、マージした画像を示し、ここで、より強い強度（
白）は共存を反映する。
【図１０】（Ａ）ＸＰＡ．１０．０６４ＩｇＧ２および（Ｂ）ＸＰＡ．１０．０７２Ｉｇ
Ｇ２によるＨＵＶＥＣ増殖の阻害を示す。
【図１１】ｈＶＥＧＦ１６５の用量滴定によるＨＵＶＥＣの処置は、ＶＥＧＦ－Ｒ２のリ
ン酸化の増加となる。
【図１２】ｈＶＥＧＦ１６５に加えてベバシズマブの用量滴定によるＨＵＶＥＣの処置は
、ＶＥＧＦ－Ｒ２のリン酸化の減少となる。
【図１３】ＸＰＡ．１０．０６４（０６４）およびＸＰＡ．１０．０７２（０７２）Ｉｇ
Ｇ２は、ＶＥＧＦ－Ｒ２のｈＶＥＧＦ１６５誘導性リン酸化を阻害する。
【図１４】マトリゲル・プラグの視覚によるスコアリングを示す。ＰＨ０７－ＶＡＬ－０
２１に関するヘモグロビン・アッセイが、プラグにおいて見られたことを捕らえて記録で
きなかったので、視覚によるスコアリングが開発された。
【図１５】さまざまな投薬量のベバシズマブ（ＢＭ－１）、ＸＰＡ．１０．０６４（０６
４）およびＸＰＡ．１０．０７２（０７２）の存在下で脈管形成阻害のレベルを示す、マ
トリゲル・プラグ・アッセイ。
【図１６】マトリゲル・プラグ・アッセイにより決定された、脈管形成の阻害を示す。数
字は、２人の盲検式の記録者からの結果の平均である。（Ａ）細胞なし；（Ｂ）ＤＵ１４
５＋αＫＬＨ；（Ｃ）ベバシズマブ（０．１ｍｇ／ｋｇ）；（Ｄ）ベバシズマブ（１ｍｇ
／ｋｇ）；（Ｅ）ベバシズマブ（５ｍｇ／ｋｇ）；（Ｆ）ＸＰＡ．１０．０６４（０．１
ｍｇ／ｋｇ）；（Ｇ）ＸＰＡ．１０．０６４（１ｍｇ／ｋｇ）；（Ｈ）ＸＰＡ．１０．０
６４（５ｍｇ／ｋｇ）；（Ｉ）ＸＰＡ．１０．０７２（０．１ｍｇ／ｋｇ）；（Ｊ）ＸＰ
Ａ．１０．０７２（１ｍｇ／ｋｇ）；（Ｋ）ＸＰＡ．１０．０７２（５ｍｇ／ｋｇ）。
【図１７】ＸＰＡ．１０．０６４およびＸＰＡ．０７２による生体内Ａ６７３腫瘍成長の
阻害を示す。（１）賦形剤のみ；（２）０．５ｍｇ／ｋｇのＸＰＡ．１０．０６４ＩｇＧ
２；（３）５ｍｇ／ｋｇのＸＰＡ．１０．０６４ＩｇＧ２；（４）０．５ｍｇ／ｋｇのＸ
ＰＡ．１０．０７２ＩｇＧ２；（５）５ｍｇ／ｋｇのＸＰＡ．１０．０７２ＩｇＧ２；（
６）５ｍｇ／ｋｇのＣＨＯ．ＫＬＨＩｇＧ２；（７）０．５ｍｇ／ｋｇのベバシズマブ；
（８）５ｍｇ／ｋｇのベバシズマブ（群８）。
【発明を実施するための形態】
【００１９】
本発明の以下の説明は、単に本発明のさまざまな実施形態を例示することを目的とするも
のである。このように、記載の特定のモディフィケーションは、本発明の範囲を制限する
ものと解釈されるべきでない。当業者であれば、さまざまな均等物、変更およびモディフ
ィケーションが、本発明の範囲から逸脱することなくなしうることは認められよう、さら
に、そのような均等な実施形態は、本明細書中に含まれるものと理解される。
【００２０】
略語
　以下の略語が、本明細書中で用いられる：ＡＤＣＣ、抗体依存性細胞障害活性；ＡＭＤ
、加齢性黄斑変性；ＣＤＣ、補体依存性細胞毒性；ＣＮＶ、脈絡膜新生血管；ＣＯＰＤ、
慢性閉塞性肺疾患；ＨＵＶＥＣ、ヒト臍静脈内皮細胞；ｈＶＥＧＦ、ヒトＶＥＧＦ；ｍＶ
ＥＧＦ、ネズミＶＥＧＦ；ＰＤ、薬力学；ＰＫ、薬物動力学；ＲＡ、関節リウマチ；ＲＩ
Ａ、放射性免疫沈降法；ＶＥＧＦ、血管内皮増殖因子；ＶＥＧＦ－Ｒ、血管内皮成長因子
受容体；ＶＨＬ、フォンヒッペル／リンダウ；Ｘ－反応性、交差反応性。
【００２１】
定義
　本明細書中で用いられる用語「抗体」は、特定の抗原と結合する、モノクローナル抗体
、ポリクローナル抗体または多特異的もしくは二重特異的抗体を含む、いずれかの免疫グ
ロブリンを意味する。完全抗体は、２個の重鎖と２個の軽鎖を含む。各軽鎖は、可変領域
と定常領域からなるが、各重鎖は、可変領域と第１、第２および第３の定常領域からなる
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。抗体は、ジスルフィド結合を介して互いに結合した２個の重鎖の第２および第３の定常
領域からなる「Ｙ」字の幹を有する、「Ｙ」字型の形状を有する。「Ｙ」の各腕は、単一
の軽鎖の可変部分と定常領域に結合された、単一の重鎖の可変領域と第１の定常領域から
なる。軽鎖および重鎖の可変領域が、抗原結合に関与する。両方の鎖の可変領域は、相補
性決定領域（ＣＤＲ）（ＬＣＤＲ１、ＬＣＤＲ２およびＬＣＤＲ３を含む軽鎖（Ｌ）ＣＤ
Ｒ、ＨＣＤＲ１、ＨＣＤＲ２およびＨＣＤＲ３を含む重鎖（Ｈ）ＣＤＲ）と呼ばれる３つ
の超可変ループを、一般に含む。この３つのＣＤＲは、ＣＤＲと比べて高度に保存された
、超可変ループを支持する足場を形成する、枠組み構造領域（ＦＲ）として知られる、フ
ランキング・ストレッチ（flanking stretch）間に挿入されている。重鎖および軽鎖の定
常領域は、抗原結合に関与しないが、さまざまなエフェクター機能を示す。抗体は、それ
らの重鎖の定常領域のアミノ酸配列に基づいて、クラス分けされる。抗体の主要なクラス
は、ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧおよびＩｇＭがあり、これらのクラスのいくつかは
、サブクラス、例えばＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ１またはｌｇＡ
２に分けられる。
【００２２】
　本明細書中で用いられる用語「抗原結合性断片」は、免疫グロブリン断片またはその抗
体断片（すなわち、免疫グロブリン分子の少なくとも１つの免疫活性部分）、例えば、Ｆ
ａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆｖ断片、一本鎖抗体分子、１個または複数のＣＤＲ
を含む免疫グロブリン分子のいずれかの断片から形成される多特異的な抗体を、さらに意
味する。加えて、本明細書中で用いられる「抗原結合性断片」は、１個または複数の異な
るヒト免疫グロブリンからの枠組み構造領域に継ぎ足された、特定のヒト免疫グロブリン
からの１個または複数のＣＤＲを含んでもよい。抗原結合性断片は、親の免疫グロブリン
または抗体が結合する標的に結合しうる。
【００２３】
　抗体に関する「Ｆａｂ」は、ジスルフィド結合により、単一の重鎖の可変領域と第１の
定常領域に結合された単一の軽鎖（可変領域と定常領域の両方）からなる、抗体部分を意
味する。
　「Ｆａｂ’」は、ヒンジ領域の一部を含む、Ｆａｂ断片を意味する。
　「Ｆ（ａｂ’）２」は、Ｆａｂの二量体を意味する。
　抗体に関する「Ｆｃ」は、ジスルフィド結合を介し、第２の重鎖の第２と第３の定常領
域と結合した、第１の重鎖の第２と第３の定常領域からなる、抗体の部分を意味する。抗
体のＦｃ部分は、ＡＤＣＣおよびＣＤＣなどのさまざまなエフェクター機能の要因となる
が、抗原結合には機能しない。
【００２４】
　抗体に関する「Ｆｖ」は、完全な抗原結合部位を有する、抗体の最小断片を意味する。
Ｆｖ断片は、単一の重鎖の可変領域に結合された、単一の軽鎖の可変領域からなる。
　「一本鎖Ｆｖ抗体」または「ｓｃＦｖ」は、互いに直接もしくはペプチドリンカー配列
を介して連結された、軽鎖可変領域および重鎖可変領域からなる、改変抗体を意味する（
Houston 1988）。
　「一本鎖Ｆｖ－Ｆｃ抗体」または「ｓｃＦｖ－Ｆｃ」は、抗体のＦｃ領域に連結された
ｓｃＦｖからなる、改変抗体を意味する。
【００２５】
　本明細書中で用いられる用語「エピトープ」は、抗体が結合する抗原分子上の原子また
はアミノ酸群を意味する。本明細書中で用いられるように、それらがある抗原に対して競
争的結合を示す場合、その２つの抗体は、その抗原内の同じエピトープに結合する。例え
ば、本明細書中で開示されるように、抗体が、ＶＥＧＦ結合に対してベバシズマブと競争
する場合、その抗体はベバシズマブと同じエピトープに結合すると考えられる。
【００２６】
　本明細書中で用いられる「ＶＥＧＦ」または「ＶＥＧＦリガンド」は、現在既知の、７
つのＶＥＧＦリガンド：ＶＥＧＦ－Ａ、ＶＥＧＦ－Ｂ、ＶＥＧＦ－Ｃ１、ＶＥＧＦ－Ｄ、
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ＶＥＧＦ－Ｅ（ウイルス誘導体）または胎盤成長因子（ＰＩＧＦ）－１または－２、のう
ちのいずれかを意味する。ＶＥＧＦ－Ａに関して、現在、それぞれ固有の生体機能を示す
、４つの既知のスプライシング・アイソフォームがある。１６５アミノ酸アイソフォーム
（ＶＥＧＦ１６５、配列番号：１）は、ヘパリン結合型および可溶性型の両方に存在する
。ＶＥＧＦ１６５の１１５残基と１５９残基間の領域に対応する断片を失っている、１２
１アミノ酸アイソフォーム（ＶＥＧＦ１２Ｉ）は、可溶性型にのみ存在する。より長い１
８９アミノ酸および２０６アミノ酸アイソフォーム（それぞれ、ＶＥＧＦ１８９およびＶ
ＥＧＦ２０６）は、ヘパリンに結合する能力を維持している。本明細書中で提供される抗
体は、ヒトＶＥＧＦ１６５に対して高い結合能を示すが、いくつかの実施形態において、
ヒト以外のＶＥＧＦ蛋白質と、もしくは他のＶＥＧＦアイソフォームと、交差反応しうる
か、または低レベルの結合能を示しうる。
【００２７】
　本明細書中で用いられる、ある状態を「処置する」または「処置」は、その状態を予防
または緩和すること、その状態の発症または進行速度を低下させること、その状態が進行
する危険性を低下させること、その状態を伴う症状の侵攻を予防または遅延させること、
その状態の完全もしくは部分的な回復を果たすこと、あるいはそれらのいくつかの組み合
わせを意味しうる。腫瘍に関して、「処置する」または「処置」は、腫瘍の全部または一
部を根絶すること、腫瘍増殖および転移を阻害または遅延させること、腫瘍の進行を予防
または遅延させること、あるいはそれらのいくつかの組み合わせを意味しうる。
【００２８】
　本明細書中で用いられる用語「特異的に結合する」は、２個の分子間、例えば、抗体と
その抗体が産生されたリガンド間の無作為でない結合反応を意味する。本明細書中で用い
られるように、第１のリガンドと特異的に結合する抗体は、第２のリガンドと交差反応性
または低レベルの結合能を示しうる。特定の実施形態において、リガンドに特異的に結合
する抗体は、＜１０－７Ｍ（例えば５×１０－８Ｍ、１０－８Ｍ、５×１０－９Ｍ、１０
－９Ｍ、１０－１０Ｍ）の結合親和性（ＫＤ）でもってリガンドと結合する。本明細書中
で用いられるＫＤは、解離速度の結合速度に対する割合（ｋｏｆｆ／ｋｏｎ）を意味し、
当分野で既知の方法を用いて決定されうる。他の実施形態において、抗体は、その抗体が
第２のリガンドに結合する結合親和性よりも１０倍以上高いもしくは低い（例えば、＞１
５倍、＞２０倍、＞５０倍、＞１０２倍、＞１０３倍、または＞１０４倍）結合親和性で
もって、第１のリガンドと特異的に結合する。他の実施形態において、特異的にリガンド
と結合する抗体は、＜１０－７の結合親和性でもってそのリガンドと結合するが、第２の
リガンドとはほとんど結合親和性を示さない。
【００２９】
　本明細書中で用いられる用語「単離された」は、天然状態から「ヒトの手により」改変
される手段を意味する。「単離された」組成物または基質が天然に生じる場合、それは、
変更されまたはその元の環境から取り出されたものであり、または、その両方である。例
えば、生きている動物中に天然に存在するポリヌクレオチドまたはポリペプチドは「単離
されていない」が、それが、実質的に純粋な状態で存在するよう、その天然状態の並存す
る材料から十分に分離された場合には、その同じポリヌクレオチドまたはポリペプチドは
「単離されている」。本明細書中で用いられる「単離された」は、人工物または他の化合
物もしくは材料との合成混合物、または活性を妨げない不純物の存在を排除しない。
【００３０】
　本明細書中で用いられる用語「ベクター」は、ある蛋白質をコードするポリヌクレオチ
ドが、その蛋白質の発現を示すよう、操作可能に挿入されうる、媒体を意味する。ベクタ
ーは、ある宿主細胞内に、それが運搬する遺伝因子の発現を示すよう、宿主細胞を形質転
換、形質導入またはトランスフェクトするのに用いられうる。ベクターの例は、プラスミ
ド、ファージミド、コスミド、人工染色体、例えば酵母人工染色体（ＹＡＣ）、大腸菌人
工染色体（ＢＡＣ）またはＰ１誘導人工染色体（ＰＡＣ）、バクテリオファージ、例えば
ラムダファージまたはＭ１３ファージ、および動物ウイルスを、含む。ベクターとして用
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いられる動物ウイルスのカテゴリーは、レトロウイルス（レンチウイルスを含む）、アデ
ノウイルス、アデノ－付随ウイルス、ヘルペスウイルス（例えば、単純ヘルペスウイルス
）、ポックスウイルス、バキュロウイルス、乳頭腫ウイルス、およびパポーバウイルス（
例えばＳＶ４０）を含む。ベクターは、プロモーター配列、転写開始配列、エンハンサー
配列、選択可能な因子およびとレポーター遺伝子を含み、発現を制御するための様々な構
成部分を含んでいてよい。加えて、ベクターは、複製開始点を含みうる。ベクターは、限
定するものではないが、ウイルス粒子、リポソームまたは蛋白質コーティングを含み、細
胞へのその侵入を補助するための材料を含んでもよい。
【００３１】
　本明細書中で用いられる成句「宿主細胞」は、ベクターが導入された細胞を意味する。
宿主細胞は、例えば、細菌細胞、例えば大腸菌（E. coli）または古草菌（B. subtilis）
細胞、菌類の細胞、例えば酵母細胞またはアスペルギルス細胞、昆虫細胞、例えばショウ
ジョウバエＳ２またはスポドプテラ（Spodoptera）、Ｓｆ９細胞、または動物細胞、例え
ば繊維芽細胞、ＣＨＯ細胞、ＣＯＳ細胞、ＮＳＯ細胞、ＨｅＬａ細胞、ＢＨＫ細胞、ＨＥ
Ｋ２９３細胞もしくはヒト細胞を含む様々な細胞型から選択されうる。
【００３２】
　本明細書中で用いられる「異常脈管形成を伴う疾患」は、ＶＥＧＦシグナル伝達経路に
より生じる、増悪される、あるいは増大した脈管形成に関連する、ＶＥＧＦシグナル伝達
経路と関係する脈管形成を特異的に増大する、いずれかの状態を意味する。そのような状
態は、増殖が血管新生に依存する癌型、眼疾患、例えば湿潤型ＡＭＤ、および炎症状態、
例えば関節リウマチ、乾癬、強皮症、慢性閉塞性肺疾患または喘息を、含む。
【００３３】
　本明細書中で用いられる「結合をブロックする」または「結合を競合する」能力は、2
個の分子間結合相互作用を、５０％もしくはそれ以上まで阻害する抗体の能力を、意味す
る。特定の実施形態において、この阻害は、６０％を超えるでもよく、特定の実施形態に
おいては、７０％を超え、特定の実施形態においては、８０％を超え、そして特定の実施
形態においては、９０％を超えてもよい。特定の実施形態において、阻害される結合相互
作用は、ベバシズマブのｈＶＥＧＦ１６５に対する結合相互作用でありうる。特定の他の
実施形態において、阻害される相互作用は、ｈＶＥＧＦ１６５のＶＥＧＦ－Ｒ１および／
またはＶＥＧＦ－Ｒ２に対する相互作用であってよい。
【００３４】
　本明細書中で用いられる用語「治療上の有効量」は、疾患または状態を処置するのに有
効な薬物の量または濃度を意味する。例えば、癌を処置するための本明細書中で開示され
る抗体の使用に関しては、抗体の治療上の有効量は、腫瘍の全部または一部を根絶するこ
と、腫瘍成長および転移を抑制または緩徐すること、腫瘍の進行を予防または遅延させる
こと、あるいはそれらの幾つかの組み合わせを可能にする抗体の投薬量または濃度である
。別の例について、処置のための投薬量は、約０．０１ｍｇ／ｋｇから約１００ｍｇ／ｋ
ｇまでの範囲、例えば、約０．０１ｍｇ／ｋｇ～約５０ｍｇ／ｋｇの間（例えば、約０．
１ｍｇ／ｋｇ、１ｍｇ／ｋｇまたは１０ｍｇ／ｋｇ）にある。特定の実施形態において、
初期の処置用量は、約１００ｍｇ／ｋｇまたは５０ｍｇ／ｋｇを上回らない、そして継続
処置投薬量は、少なくとも０．０１ｍｇ／ｋｇである。所定の投薬量が、毎日、隔週、毎
週または毎月投与されうる。
【００３５】
完全ヒトＶＥＧＦ抗体
　完全ヒト抗体は、安全性と効能に関して、ネズミ、キメラ、ヒト化抗体より、いくつか
の潜在的な利点を有する。第１に、ヒト以外の残基がないことは、完全ヒト抗体が、投与
後の宿主免疫応答を生じさせないようにする。第２に、完全ヒト抗体は、一般に、他の抗
体型よりも低いクリアランス速度を示す。この減少したクリアランス速度は、低投薬量お
よび低頻度の使用を可能にする。
【００３６】
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　本明細書中で提供されるものは、ｈＶＥＧＦ１６５に特異的に結合する、２個の完全ヒ
ト抗体、ＸＰＡ．１０．０６４とＸＰＡ．１０．０７２である。ＸＰＡ．１０．０６４と
ＸＰＡ．１０．０７２は、ファージディスプレイｓｃＦｖライブラリをｈＶＥＧＦ１６５

に対してパニングして同定された。ＸＰＡ．１０．０７２の重鎖および軽鎖可変領域配列
は、配列番号：２および３にそれぞれ記載され、ＸＰＡ．１０．０６４の重鎖および軽鎖
可変領域配列は、配列番号：４および５にそれぞれ記載される。配列番号：２に記載され
るように、ＸＰＡ．１０．０７２の重鎖可変領域は、ＣＤＲを、３１残基～３５残基（Ｃ
ＤＲＨ１、配列番号：６）、５０残基～６６残基（ＣＤＲＨ２、配列番号：７）、そして
９９残基～１０８残基（ＣＤＲＨ３、配列番号：８）に含む。配列番号：３に記載される
ようにＸＰＡ．１０．０７２の軽鎖可変領域は、ＣＤＲを、２６残基～３５残基（０７２
ＣＤＲＬ１、配列番号：９）、５１残基～５７残基（０７２ＣＤＲＬ２、配列番号：１０
）、そして９０残基～１００残基（０７２ＣＤＲＬ３、配列番号１１）に含む。配列番号
：４に記載されるように、ＸＰＡ．１０．０６４の重鎖可変領域は、ＣＤＲを、３１残基
～３５残基（ＣＮＲＨ１、配列番号：６）、５０残基～６６残基（ＣＤＲＨ２、配列番号
：７）、そして９９残基～１０８残基（ＣＤＲＨ３、配列番号：８）に含む。配列番号：
５に記載されるように、ＸＰＡ．１０．０６４の軽鎖可変領域は、ＣＤＲを、２６残基～
３５残基（０６４ＣＤＲＬ１、配列番号：１２）、５１残基～５７残基（０６４ＣＤＲＬ
２、配列番号：１３）、そして９０残基～１００残基（０６４ＣＤＲＬ３、配列番号：１
４）に含む。
【００３７】
　ＥＬＩＳＡにおいてｈＶＥＧＦ１６５と高親和性でもって結合し、そしてｈＶＥＧＦ１

６５のＶＥＧＦ－Ｒ１およびＶＥＧＦ－Ｒ２に対する結合を阻害する、ＸＰＡ．１０．０
６４とＸＰＡ．１０．０７２ｓｃＦｖｓの能力に基づいて、それらの抗体は、さらなる機
能的研究のためにｓｃＦｖ－ＦｃおよびＩｇＧ２への転換のために選択された。ビアコア
（Biacore）分析により決定されたところでは、ＸＰＡ．１０．０６４およびＸＰＡ．１
０．０７２ＩｇＧ２は、ｈＶＥＧＦ１６５に対して類似の高い結合能を示し、その一方で
、ｍＶＥＧＦ１６５とは弱い結合を示すのみであった。両方の抗体、ｈＶＥＧＦ１２１と
も結合する。ＸＰＡ．１０．０６４およびＸＰＡ．１０．０７２ＩｇＧ２のｈＶＥＧＦ１

６５に対する結合親和性は、それぞれ１．５ｎＭおよび１．７ｎＭであり、そして、両方
の抗体は、ベバシズマブの約二倍の速さの解離速度を示した。ビアコア分析は、ＸＰＡ．
１０．０６４およびＸＰＡ．１０．０７２ＩｇＧ２が、ベバシズマブより高い程度で、ｈ
ＶＥＧＦ１６５のＶＥＧＦ－Ｒ１およびＶＥＧＦ－Ｒ２に対する結合をブロックすること
も明らかにした。ＶＥＧＦシグナル伝達を阻害するＸＰＡ．１０．０６４とＸＰＡ．１０
．０７２の能力は、両方の抗体がｈＶＥＧＦ１６５誘導性ＶＥＧＦ－Ｒ２リン酸化を阻害
することを示す、ＥＬＩＳＡ実験により確認された。
【００３８】
　エピトープ分析は、ＸＰＡ．１０．０６４およびＸＰＡ．１０．０７２が、ｈＶＥＧＦ

１６５のリニア・エピトープと結合すること、ならびに、これらのエピトープが、ベバシ
ズマブにより結合されるエピトープと少なくともある程度重複することを明らかにした。
免疫組織化学分析は、ベバシズマブとは異なり、ＸＰＡ．１０．０６４とＸＰＡ．１０．
０７２の両方が、広範囲の組織交差反応性を示した。両方の抗体は、ＨＵＶＥＣ増殖を阻
害し、そして両方とも、生体内で脈管形成および腫瘍成長を阻害する。ＸＰＡ．１０．０
６４とＸＰＡ．１０．０７２の特徴の概要は、表１に記載される。
【００３９】
　従って、本明細書中の特定の実施形態において提供されるものは、配列番号：４および
５記載の、ＸＰＡ．１０．０６４の重鎖および軽鎖を含む、抗体である。他の実施形態に
おいて、それぞれ配列番号：２および３に記載の、ＸＰＡ．１０．０７２の重鎖および軽
鎖を含む抗体が、提供される。ｈＶＥＧＦ１６５とｈＶＥＧＦ１２１に対するそれらの高
い結合能、およびＶＥＧＦ－Ｒ１およびＶＥＧＦ－Ｒ２に対するＶＥＧＦ結合およびＶＥ
ＧＦ誘導性受容体リン酸化を阻害するそれらの能力に基づいて、本明細書中で提供される
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抗体は、ＶＥＧＦシグナル伝達を阻害して、ＶＥＧＦ経路をブロックするために用いられ
うる。この基礎に則り、本抗体は、ＶＥＧＦ発現に付随する様々な状態を処置するのに用
いられうる。
【００４０】
　本明細書中で提供される抗体は、ＨＵＶＥＣ増殖を阻害し、試験管内で脈管形成を阻害
することが見出された。したがって、該抗体は、増大した脈管形成を伴うさまざまな状態
を処置するために用いられうる。例えば、該抗体は、腫瘍部位からの血管の増殖を妨げて
、かくして腫瘍成長を阻害することによって、癌を処置するために用いられうる。同様に
、該抗体は、腫瘍部位で血管を破壊し、結果として腫瘍壊死とすることにより、癌を処置
するために用いられうる。癌の処置に関する本明細書中で開示される抗体の効能は、生体
内で確認された。
【００４１】
　特定の実施形態において、本明細書中で提供される抗体は、ベバシズマブと類似もしく
はより大きなレベルで、脈管形成および／または腫瘍成長を阻害しうる。生体内Ａ６７３
腫瘍成長阻害実験において、ＸＰＡ．１０．０６４およびＸＰＡ．１０．０７２の両方が
、試験されたすべての投薬量で、ベバシズマブと類似のレベルで、Ａ６７３腫瘍成長を阻
害した。特定の実施形態において、本明細書中で開示される抗体は、低投薬量または濃度
で投与された場合に、ベバシズマブのレベルと類似もしくはそれ以上のレベルで脈管形成
および／または腫瘍成長を阻害しうる。本明細書中で提供される抗体は、ベバシズマブと
比較して、類似のまたは改善された薬物動力学（ＰＫ）特性を示しうる。例えば、抗体は
、ベバシズマブと比較して、増加した循環半減期または低下された免疫原性を示しうる。
抗体がベバシズマブに対する類似のまたは改善された薬物動力学特性を示す、特定の実施
形態において、該抗体は、ベバシズマブ投与の増加した間隔に伴う悪影響を示すことなく
、ベバシズマブよりも長期の間隔にわたって投与されうる。
【００４２】
　本明細書中で開示される抗体は、少なくとも部分的にＶＥＧＦ経路により制御される異
常脈管形成を伴ういずれかの状態の処置に、用いられうる。増加したＶＥＧＦ発現レベル
を一般に伴うこれらの状態は、増加した脈管形成を伴う眼疾患、例えば湿潤型ＡＭＤまた
は増殖性網膜症、例えば、糖尿病網膜症、糖尿病性腎臓病および他の糖尿病性脈管増殖疾
患、嚢胞性線維症およびさまざまな腫瘍型を含む（Amoroso 1997; McColley 2000; Khama
isi 2003）。
【００４３】
　本明細書中で開示される抗体を用いて処置されうる腫瘍型は、限定するものではないが
、癌腫、リンパ腫、芽細胞腫、肉腫、白血病またはリンパ系悪性腫瘍を含む。より詳細に
は、本明細書中で開示される抗体を用いて処置されうる腫瘍型は、限定するものではない
が、扁平上皮癌（例えば、上皮扁平上皮癌）、肺癌（小細胞肺癌および非小細胞肺癌を含
む）、腹膜の癌、肝細胞癌、胃の癌または胃癌、例えば消化管癌、膵癌、グリア芽細胞腫
、子宮頸癌、卵巣癌、肝癌、膀胱癌、肝癌、子宮内膜癌または子宮癌、唾液腺癌腫、腎臓
の癌または腎臓癌、前立腺癌、乳癌、大腸癌、直腸癌、結腸直腸癌、外陰部癌、甲状腺癌
、肝癌、肛門癌、陰茎癌腫、頭頸部癌、および小児癌（例えば、小児肉腫）を含む。加え
て、腫瘍は、悪性（例えば、癌）であっても、良性（例えば、過形成、嚢胞、偽嚢胞、過
誤腫および良性新生物）であってもよい。
【００４４】
　本明細書中で開示される抗体を用いて処置されうる腫瘍型は、特定のバイオマーカを伴
う癌も含む。例えば、バイオマーカは、限定されるものではないが、フォンヒッペル・リ
ンダウ（ＶＨＬ）癌抑制遺伝子における変異および／または低酸素誘導因子－１ａ（ＨＩ
Ｆ－１）の過剰発現を含む。特定の実施形態において、抗体は、ＶＨＬ癌抑制遺伝子にお
ける変異を示す癌を処置するために用いられうる。ＶＨＬ遺伝子における変異は、結果と
して低酸素誘導性転写因子－１αおよび２αを構成的に安定化し、それがＶＥＧＦ遺伝子
中のエンハンサー因子と結合し、脈管形成を刺激する（Harris 2000）。本明細書中で開
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示される抗体を用いて処置されうるＶＨＬ変異腫瘍型は、例えば、中枢神経系の血管芽腫
、レチナール血管芽腫、内リンパ嚢腫瘍、明細胞、腎細胞癌、および／または腎嚢胞、褐
色細胞腫、膵嚢胞、神経内分泌腫瘍、ならびに精巣上体および広間膜嚢腺腫を含む。被検
体は、既知の方法、例えば、ネステッド（nested）逆転写ポリメーラゼ連鎖反応またはネ
ステッド一本鎖高次構造多型分析を用いた分子検出を通じて、ＶＨＬ遺伝子変異の存在に
つて、選択またはスクリーニングされる（Ashidaら、J. Urol. 169:20898-93 (2003)）。
確認された被検体は、次いで、本発明による抗体を用いた処置を受ける。他の実施形態に
おいて、抗体は、被検体のＨＩＦ－１αの過剰発現を示す癌を処置するために、用いられ
てもよい。このＨＩＦ－１α過剰発現は、組織（例えば、脳、胸部、頸部、食道、口腔咽
頭、卵巣および前立腺組織）の生検を通じて調べることができる。確認された被検体は、
抗体による処置、または抗体とＨＩＦ－１α阻害剤、例えば２－メトキシエストラジオー
ル、４－Ｏ－メチルサルセルネオール（methylsarcerneol）、マナッサチン（manassanti
n）Ａ、マナサッチンＢ１、ＮＳＣ－１３４７５４、ＮＳＣ－６４３７３５、トポテカン
、ＳＣＨ６６３３６、ＰＸ－４７８、Ｒ１１５７７７、セテュキマブ（Cetuximab）、１
０３Ｄ５ＲおよびＮＳＡＩＤ（KimbroおよびSimons, Endocrine-Related Cancer, 13:739
-749 (2006)を参照のこと）との組み合わせによる処置について、選択およびスクリーニ
ングされる。
【００４５】
　本明細書中で記載される抗体によって処置されうる他の状態は、炎症性条件、例えば関
節リウマチ、乾癬、強皮症、慢性閉塞性肺疾患および喘息を含む。特定の実施形態におい
て、本明細書中で提供される抗体は、ベバシズマブにより処置に対して耐性となる状態を
処置するのに用いられうる。
【００４６】
　本明細書中で提供される抗体は、さまざまな治療目的ではない用途に利用することもで
きる。特定の実施形態において、該抗体は、ｈＶＥＧＦ１６５、他のＶＥＧＦアイソフォ
ームまたはそれらの断片を精製するための結合性精製物質として用いることもできる。こ
れらの実施形態において、抗体は、当分野で既知の方法を用いて、レジンまたは濾紙など
の固相上に固定されうる。該抗体は、溶液からｈＶＥＧＦ１６５、他のＶＥＧＦアイソフ
ォームまたはそれらの断片を沈殿させるために用いることもできる。他の治療目的ではな
い実施形態において、該抗体は、さまざまな試験管内または生体内での診断用途または検
出用途に用いられうる。これらの実施形態のいくつかにおいて、該抗体は、検出可能な標
識とコンジュゲートされていてもよい。他の実施形態において、該抗体は、検出可能な標
識とコンジュテートされていなくてもよく、該抗体と結合する標識化抗体を用いて検出さ
れてもよい。特定の実施形態において、本明細書中で開示される抗体は、ｈＶＥＧＦ１６

５発現を検出するために用いることもできる。これらの実施形態のいくつかにおいて、該
抗体は、増加したｈＶＥＧＦ１６５発現に付随する状態を診断するために用いることもで
きる。例えば、該抗体は、被検体における増大したｈＶＥＧＦ１６５に付随する状態を診
断するために、被検体からの生体試料と接触させうる。同様に、該抗体は、直接被検体に
投与されてもよく、そして、ｈＶＥＧＦ１６５に対する結合は、当分野で既知の方法を用
いていて検出される。
【００４７】
　変異体エピトープ結合試験は、本明細書中で開示される抗体が、少なくとも部分的にベ
バシズマブにより認識されるエピトープと重複するＶＥＧＦ上のリニア・エピトープに結
合することを、示す。従って、特定の実施形態において、本明細書中で開示される抗体は
、ｈＶＥＧＦ１６５（配列番号：１）の７９残基～９４残基からなるもしくは含むエピト
ープと結合しうる。同様に、抗体は、完全にもしくは部分的に、配列番号：１記載の７９
残基～９４残基に相当する配列と重複するエピトープに結合しうる。エピトープの重複に
基づき、特定の実施形態において、本明細書中で開示される抗体は、ｈＶＥＧＦ１６５に
結合するベバシズマブを競争的に阻害しうる。
【００４８】
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　好ましくは、本明細書中で提供される抗体は、ヒトにおける消失半減期（Ｔ１／２）が
１７日～２１日であるベバシズマブの消失半減期と同等もしくはそれ以上の、ヒトにおけ
る消失半減期を有していてもよい。消失半減期は、投与された抗体の血漿濃度が半分にま
で減少するのに要する時間を意味し、それは、当分野で既知の方法を用いて算出すること
ができる。特定の実施形態において、本明細書中で開示された抗体の消失半減期は、少な
くとも１７日でありうる。特定の他の実施形態において、それは１７日～２１日であって
もよいし、これらの実施形態のいくつかにおいて、２１日を超えてもよい。
【００４９】
　本明細書中で開示される抗原結合断片は、全長抗体の断片または断片群、例えば、Ｆａ
ｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、ＦｖまたはｓｃＦｖ断片を含みうる。これらの断片は、
当分野で周知の方法、例えばＦａｂ断片を産生するパパインまたはＦ（ａｂ’）２を産生
するペプシンなどの酵素を用いた蛋白分解開裂を用いて、全長の抗体から産生されうる。
特定の実施形態において、本明細書中で開示される抗体は、１つまたは複数のヒト枠組み
構造領域に継ぎ足された配列番号：２～５の１つまたは複数のＣＤＲを含んでもよい。
【００５０】
　さまざまなコンジュゲートが、本明細書にて提供される抗体と、連結されてもよいし、
会合されてもよく、または、組み合わせて用いられてもよいことは、当業者には認められ
よう（例えば、「Conjugate Vaccines」, Contributions to Microbiology and Immunolo
gy, J. M. CruseおよびR. E. Lewis, Jr. (編), Carger Press, New York, (1989)を参照
のこと）提供した。これらのコンジュゲートは、共有結合、親和結合、相互作用、配位結
合、複合体化、会合化、混和または付加、その他の方法により抗体と連結されてもよい。
特定の実施形態において、本発明の抗体は、１つまたは複数のコンジュゲートに結合する
ために利用されうるエピトープ結合部分の外側に特異的な部位を含むよう作製されてもよ
い。例えば、そのような部位には、コンジュゲートに対する共有結合を容易にするための
１つまたは複数の反応性のアミノ酸残基、例えばシステインまたはヒスチジン残基が挙げ
られる。特定の実施形態において、抗体は、コンジュゲートと間接的に連結されてもよく
、または別のコンジュゲートを通じて連結されてもよい。例えば、抗体は、ビオチンに接
合され、次いで、アビジンに連結された第２のコンジュゲートと間接的に連結されてもよ
い。
【００５１】
　特定の実施形態において、本明細書中で開示される抗体に連結され、または組み合わせ
て用いられるコンジュゲートは、該抗体の、例えば半減期を増加させる、または該抗体の
免疫原性を低下させるポリエチレングリコール（ＰＥＧ）、１つまたは複数の薬物動力学
（ＰＫ）特性を改変することを意味する、１つまたは複数の試薬を含んでいてよい（例え
ば、Katre 1990を参照のこと）。
【００５２】
　特定の実施形態において、コンジュゲートは、本明細書中で用いられるような細胞間メ
ディエイタとして細胞に作用するいずれかの蛋白質を意味する、１つまたは複数のサイト
カインを含んでもよい。サイトカインの例には、限定するものではないが、リンフォカイ
ン、モノカイン、ヒト成長ホルモン、Ｎ－メチオニル・ヒト成長ホルモン、ウシ成長ホル
モン、副甲状腺ホルモン、サイロキシン、インスリン、プロインスリン、レラキシン、プ
ロレラキシン、卵胞刺激ホルモン（ＦＳＨ）、甲状腺刺激ホルモン（ＴＳＨ）、黄体形成
ホルモン（ＬＨ）、肝臓の成長因子、線維芽細胞成長因子、プロラクチン、胎盤性ラクト
ゲン、腫瘍壊死因子αおよびβ、ミュラー阻害物質、マウス・ゴナドトロピン関連ペプチ
ド、インヒビン、アクチビン、インテグリン、トロンボポエチン（ＴＰＯ）、神経成長因
子、例えばＮＧＦ－β、血小板成長因子、トランスフォーミング成長因子、例えばＴＧＦ
－αおよびＴＧＦ－β、インスリン様成長因子ＩおよびＩＩ、エリスロポイエチン（ＥＰ
Ｏ）、骨誘導因子（osteoinductive factor）、インターフェロン、例えばインターフェ
ロン－α、－βおよび－γ、コロニー刺激因子、例えばマクロファージＣＳＦ、顆粒球・
マクロファージＣＳＦおよび顆粒球ＣＳＦ、インターロイキン、例えばＩＬ－１、ＩＬ－
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１α、ＩＬ－２、ＩＬ－３、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－６、ＩＬ－７、ＩＬ－８、ＩＬ
－９、ＩＬ－１０、ＩＬ－１１およびＩＬ－１２、腫瘍壊死因子、例えばＴＮＦ－αおよ
びＴＮＦ－β、そして他のポリペプチド因子が含まれる。本発明の抗体およびその抗原結
合断片は、前述のサイトカインのいずれかと組み合わせて提供および／または投与されて
よい。
【００５３】
　特定の実施形態において、本明細書中で開示された抗体と連結され、または組み合わせ
て用いられるコンジュゲートは、本明細書中で用いられるような癌の処置に有用ないずれ
かの試薬を意味する、１つまたは複数の化学療法剤を含んでいてもよい。化学療法剤の例
には、限定するものではないが、テモゾロマイド、特異的にＩＧＦ１受容体と結合する抗
体、ロナファーニブ、カルシトリオール、テムシロリムス、イリノテカン、カンプトセシ
ン、ドキスルビシン（doxurubicin）、アドリアマイシン、毒素（例えば、リシン）、ジ
フテリア（diptheria）毒素または別の細菌の、菌類の、植物のまたは動物起源の毒素、
凝血剤、アルキル化剤（例えば、チオテパおよびシクロスフォスミド（ＣＹＴＯＸＡＮ（
登録商標））、スルホン酸アルキル類（例えば、ブスルファン、インプロスルファンおよ
びピポスルファン）、アジリジン（例えば、ベンゾドーパ、カルボクオン、メツレドーパ
（meturedopa）およびウレドーパ（uredopa））、メチレンイミンおよびメチルアメラミ
ン（例えば、アルトレタミン、トリエチレンメラミン、トリエチレンホスホラミド（trie
tylenephosphoramide）、トリエチレンチオホスホルアミド（triethylenethiophosphaora
mide）およびトリメチロールメラミン（trimethylolomelamine））、ナイトロジェンマス
タード（例えば、クロランブシル、クロルナファジン、クロフォスファミド（cholophosp
hamide）、エストラムスチン、イホスファミド、メクロレタミン、塩酸メクロレタミンオ
キシド（mechlorethamine oxide hydrochloride）、メルファラン、ノベムビチン（novem
bichin）、フェネステリン（phenesterine）、プレドニムスチン（prednimustine）、ト
ロホスファミド（trofosfamide）およびウラシルマスタードなど）、ニトロソウレア（ni
trosurea）（例えば、カルムスチン、クロロゾトシン（chlorozotocin）、ホテムスチン
（fotemustine）、ロムスチン、ニムスチン、ラニムスチン）、
【００５４】
　抗生物質（例えば、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、カ
リケアマイシン、カラビシン（carabicin）、カルノマイシン（carnomycin）、カルジノ
フィリン（carzinophilin）、クロモマイシン、ダクチノマイシン、ダウノルビシン、デ
トルビシン（detorubicin）、６－ジアゾ－５－オキソ－Ｌ－ノルロイシン、ドキソルビ
シン、エピルビシン、エソルビシン（esorubicin）、イダルビシン、マルセロマイシン、
マイトマイシン、ミコフェノール酸、ノガラマイシン、オリボマイシン（olivomycin）、
ペプロマイシン、ポトフィロマイシン（potfiromycin）、ピューロマイシン、ケラマイシ
ン（quelamycin）、ロドルビシン（rodorubicin）、ストレプトニグリン、ストレプトゾ
シン、ツベルシジン、ウベニメクス、ジノスタチン、ゾルビシン）、抗代謝剤（例えば、
メトトレキサートおよび５‐フルオロウラシル（５－ＦＵ））、葉酸類似体（例えばデノ
プテリン、メトトレキサート、プテロプテリン、トリメトレキサート）、プリン類似体（
例えば、フルダラビン、６‐メルカプトプリン、チアミプリン（thiamiprine）、チオグ
アニン）、ピリミジン類似体（例えば、アンシタビン、アザシチジン（azacitidine）、
６‐アザウリジン、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、フロキシウリジン、５－ＦＵ）、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）、抗副腎（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、アムサクリン、ベ
ストラブシル（bestrabucil）、ビサントレン、エダトラキセート（edatraxate）、デフ
ォファミン（defofamine）、デメコルチン、ジアジクオン、エルフォルニチン（elformit
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hine）、エリプチニウム・アセテート、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（Ionidamine）、ミトグアゾン（mitoguazone）
、ミトキサントロン、モピダモール（mopidamol）、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、ポドフィリン酸、２－エチルヒ
ドラジン、プロカルバジン、
【００５５】
　ＰＳＫ（登録商標）、ラゾキサン、シゾフィラン、スピロゲルマニウム、テヌアゾン酸
、トリアジクオン、２，２’，２’’－トリクロロトリエチルアミン、ウレタン、ビンデ
シン、ダカルバジン、マンノムスチン、ミトブロニトール、ミト・ラクトール、ピポブロ
マン、ガシトシン（gacytosine）、アラビノシド（「ＡｒａＣ」）、シクロホスファミド
、チオテパ、タキサン類（例えば、パクリタキセル（ＴＡＸＯＬ（登録商標）、Bristol-
Myers Squibb Oncology、プリンストン、ニュージャージー州）およびドセタキセル（Ｔ
ＡＸＯＴＥＲＥ（登録商標）、Rhone-Poulenc Rorer、アントニー、フランス）、ＡＢＲ
ＡＸＡＮＥ（登録商標）（約１３０ｎｍの粒径を有する注射用懸濁剤のためのパクリタキ
セル・アルブミン結合粒子））、クロランブシル、ゲムシタビン、６－チオグアニン、メ
ルカプトプリン、メトトレキサート、プラチナ類似体（例えば、シスプラチンおよびカル
ボプラチン）、サトラプラチン、オキサリプラチン、ビンブラスチン、プラチナ、エトポ
シド（ＶＰ－１６）、イホスファミド、マイトマイシンＣ、ミトキサントロン、ビンクリ
スチン、ビノレルビン、ナベルビン（navelbine）、ノバントロン（novantrone）、テニ
ポシド、ダウノマイシン、アミノプテリン、キセローダ（xeloda）、イバンドロナート（
ibandronate）、ＣＰＴ－１１、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）、レチン酸、エスペラマイシン（esperamicin）、カペシタ
ビン、ゲムシタビン、および上記のいずれかの医薬上許容される塩類、酸類および／また
は誘導体が、含まれる。化学療法剤には、腫瘍におけるホルモン作用を調節もしくは阻害
するよう働く抗ホルモン剤（例えば、タモキシフェン、ラロキシフェン、アロマターゼ阻
害性４（５）－イミダゾール、４－ヒドロキシタモキシフェン、トリオキシフェン（trio
xifene）、ケオキシフェン（keoxifene）、ＬＹ１１７０１８、オナプリストン（onapris
tone）およびトレミフェン（Fareston）を含む抗エストロゲン、ならびにフルタミド、ニ
ルタミド（nilutamide）、ビカルタミド（bicalutamide）、ロイプロリドおよびゴセレリ
ンを含む抗アンドロゲン物質）が、含まれうる。本発明の抗体およびその抗原結合断片は
、前述の化学療法剤のいずれかと組み合わせて提供および／または投与されうる。
【００５６】
　特定の実施形態において、本明細書中で開示される抗体に連結されるコンジュゲートは
、１つまたは複数の検出可能な標識を含んでもよい。そのような標識には、限定するもの
ではないが、１２３Ｉ、１２４Ｉ、１２５Ｉ、１３１Ｉ、３５Ｓ、３Ｈ、１１１Ｉｎ、１

１２Ｉｎ、１４Ｃ、６４Ｃｕ、６７Ｃｕ、８６Ｙ、８８Ｙ、９０Ｙ、１７７Ｌｕ、２１１

Ａｔ、１８６Ｒｅ、１８８Ｒｅ、１５３Ｓｍ、２１２Ｂｉおよび３２Ｐのような放射性同
位元素、他のランタニド、発光標識、蛍光標識（例えば、フルオレセイン、ローダミン、
ダンシル、フィコエリトリンまたはテキサス・レッド）および酵素－基質標識（例えば、
西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼまたはβ－Ｄ－ガラクトシダーゼ
）が、含まれる。
【００５７】
　高ＶＥＧＦ発現レベルおよび／または増加した新脈管形成を伴う疾患の処置のために、
本発明の抗体は、医薬上許容される培地内で製剤として有効量で調製されうる。この製剤
は、生理学的に寛容される液剤、ゲル剤、固体担体、希釈剤、アジュバントもしくは賦形
剤またはそれらいくつかの組み合わせを含んでもよい。有効な投薬量は、部分的に被検体
の体重、年齢および健康状態ならびに投与経路や腫瘍進行の程度に依存するであろう。抗
体を含む医薬製剤は、単独で、または、他の既知の治療薬と組み合わせて投与されてよい
。例えば、抗体は、ＶＥＧＦ経路を阻害することが知られている、他の抗体または抗体に
基づく治療薬を含む、いずれかの治療薬と組み合わせて投与されてよい。同様に、抗体は
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、ＶＥＧＦ経路を阻害しないが、代わりに、標的疾患に関連する他の経路または徴候を標
的とする、治療化合物と組み合わせて投与されてもよい。例えば、本明細書中で開示され
る抗体は、癌の処置のための化学療法、放射線治療および／または手術と組み合わせて投
与されてもよい。他の治療薬と「組み合わせ」て投与される抗体は、その試薬と同時に投
与される必要はない。この成句が本明細書中で用いられる場合、他の試薬の前後に投与さ
れる抗体は、その試薬と「組み合わせて」投与されると考えられる。抗体は、皮下、腹膜
内、血管内、筋肉内、皮内、経皮注射、その他の方法によって投与されてもよい。
【００５８】
　特定の実施形態において、本明細書中で開示される抗体を発現するための発現系が、提
供される。これらの発現系は、抗体をコードするポリヌクレオチド、これらのポリヌクレ
オチドを含むベクターおよびこれらのベクターを含む宿主細胞を包含する。抗体をコード
するポリヌクレオチドは、当分野で既知の方法を用いて、単離もしくは合成され、そして
増幅またはクローニングのための複製ベクターに挿入されてよい。抗体の可変軽鎖（ＶＬ
）および可変重鎖（ＶＨ）をコードするポリヌクレオチドは、単一のベクターから発現さ
れてもよいし、または、それらは、二個の別々のベクターを用いて発現され、続いて試験
管内でアセンブリされてもよい。特定の実施形態において、それらは、同じ細胞およびア
ッセンブルされた細胞内で二個の別々のベクターから共発現されてもよい（米国特許第５
，５９５，８９８号を参照のこと）。適切なベクターは、種々の調節配列、例えばプロモ
ーター、エンハンサーまたは転写開始配列、ならびに表現型選択のためのマーカーをコー
ドする遺伝子を含んでもよい。そのようなさらなる配列は当分野で周知である。特定の実
施形態において、ベクターは、ヒトＩｇＧ２免疫グロブリンの重鎖（ＣＨ）および軽鎖（
ＣＬ）の定常領域をコードするポリヌクレオチド配列を含んでもよい。別には、ベクター
は、抗体全体というよりもＦｖ断片を含む発現されたポリペプチドによる、抗体のＶＨ鎖
とＶＬ鎖だけ発現してもよい。ベクターは、ポリヌクレオチド配列の増幅または発現のた
めに適切な宿主細胞に挿入されうる。宿主細胞は、当分野で既知のさまざまな培地、例え
ば最小必須培地（Minimal Essential Medium）（MEM）（Sigma）、RPMI-1640（Sigma）、
ダルベッコ改変イーグル培地（Dulbecco's Modified Eagle's Medium）（DMEM）（Sigma
）とハム（Ham's）F10（Sigma）において抗体産生のために培養されうる。培地は、様々
な試薬、例えばホルモン類、成長因子、塩類、緩衝剤、ヌクレオチド、抗生物質、微量元
素（trace element）、グルコースまたは他のエネルギー源が補充されてもよい。温度お
よびｐＨなどの培養条件は、当分野で周知のパラメータを用いて調整されうる。
【００５９】
　本発明の抗体は、癌細胞に対する特異的な送達のためのコンジュゲートを含んでもよい
。加えて、腫瘍細胞に対する抗体の結合は、宿主の免疫応答を集めるために用いられても
よい。この宿主免疫応答は、本明細書中で提供される完全ヒト抗体に対応する１つの結合
部位と、細胞障害性Ｔ細胞を認識する別の結合部位を有する、二価の抗体を利用すること
により増大されうる。
【００６０】
　特定の実施形態において、本発明の抗体は、高フコース含量のオリゴ糖を含んでもよい
。他の実施形態において、本発明の抗体は、低フコース含量であってよく、例えばフコー
スを含まないＦｃ抗体であってもよい。本発明の低フコース抗体は、低フコシル化活性を
有する細胞系、例えばラットＹＢ２／０細胞（Shinkawa 2003）またはＣＨＯ変異細胞系
統Ｌｅｄ３（Shields 2002））を用いて生成することができる。
【００６１】
　医薬組成物（群）。医薬上許容される担体と共に本発明の抗体またはその抗原結合性断
片を含む医薬組成物も、本発明の範囲内にある（例えば、単回組成物またはキットで別々
に）。医薬組成物は、医薬当分野で周知のいずれかの方法によって調製されうる：例えば
、Gilmanら、（編）（1990）, The Pharmacological Bases of Therapeutics, 第８版, P
ergamon Press; A. Gennaro（編），Remington's Pharmaceutical Sciences, 第１８版,
（1990）, Mack Publishing Co., Easton, Pennsylvania.; Avisら、（編）（1993）Phar
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maceutical Dosage Forms: Parenteral Medications Dekker, New York; Liebermanら、
（編）（1990）Pharmaceutical Dosage Forms: Tablets Dekker, New York;およびLieber
manら、（編）（1990）, Pharmaceutical Dosage Forms: Disperse Systems Dekker, New
 Yorkを参照のこと。
【００６２】
　さらなる化学療法剤を伴ってもよい、本発明の抗体またはその抗原結合性断片を含む医
薬組成物は、典型的に医薬上許容される賦形剤および添加剤そして通常の技術を用いて調
製されうる。そのような医薬上許容される賦形剤および添加剤には、無毒で適合性のある
充填剤、結合剤、崩壊剤、緩衝剤、防腐剤、抗酸化剤、潤滑剤、調味料、増粘剤、着色剤
、乳化剤およびその類似物が含まれる。すべての投与経路が考えられ、限定するものでは
ないが、非経口投与、（例えば、皮下、静脈内、腹腔内、筋肉内、局所、腹腔内、吸入、
頭蓋内）、および非経口でない投与（例えば、経口、経皮、鼻腔内、眼内、舌下、直腸お
よび局所）が含まれる。
【００６３】
　注射可能物質は、通常の剤形、溶液剤または懸濁剤、注射前に液体の液剤または懸濁剤
に適した固体剤形として、あるいはエマルジョンとしてのいずれかで、調製されてもよい
。注射可能薬物質、液剤およびエマルジョンは、１つまたは複数の賦形剤を含んでもよい
。賦形剤には、例えば、水、食塩水、デキストロース、グリセリンまたはエタノールが含
まれる。加えて、所望により、投与される医薬組成物は、湿潤剤または乳化剤、ｐＨ緩衝
剤、安定剤、溶解性増化剤および他のそのような試薬（例えば、酢酸ナトリウム、ソルビ
タンモノラウレート、トリエタノールアミンオレアートおよびシクロデキストリン）など
、少量の無毒な補助剤を含んでもよい。
【００６４】
　本発明の実施形態において、非経口調製で用いられる医薬上許容される担体には、水性
賦形剤、非水性賦形剤、抗菌剤、等張剤、緩衝剤、抗酸化剤、局所麻酔薬、懸濁剤および
分散剤、乳化剤、金属イオン封鎖剤またはキレート試薬、および医薬上許容される物質が
含まれる。
【００６５】
　水性賦形剤の例には、生食注射、リンゲル注射、等張デキストロース注射、無菌水注射
、デキストロースと乳酸加リンゲル注射が含まれる。非水性非経口賦形剤には、植物起源
の不揮発性油、綿実油、とうもろこし油、胡麻油および落花生油が含まれる。静菌性また
は静真菌性濃度での抗菌物質が、フェノールまたはクレゾール、水銀剤、ベンジルアルコ
ール、クロロブタノール、メチルおよびプロピルｐ－ヒドロキシ安息香酸エステル、チメ
ロサール、塩化ベンザルコニウムおよび塩化ベンゼトニウムを含む、多回投与容器にパッ
ケージにされた非経口調製に加えられてもよい。等張剤には、塩化ナトリウムおよびデキ
ストロースが含まれる。緩衝剤には、リン酸塩とクエン酸塩が含まれる。抗酸化剤には、
重硫酸ナトリウムが含まれる。局所麻酔薬には、塩酸プロカインが含まれる。懸濁剤およ
び分散剤には、カルボキシメチルセルロースナトリウム、ヒドロキシプロピルメチルセル
ロースおよびポリビニルピロリドンが含まれる。。乳化剤には、ポリソルベート（Polyso
rbate）８０（ＴＷＥＥＮ－８０）が含まれる。金属イオン封鎖剤または金属イオンのキ
レート剤は、ＥＤＴＡ（エチレンジアミン四酢酸）またはＥＧＴＡ（エチレングリコール
四酢酸）を含む。医薬担体は、水混和性賦形剤に関するエチルアルコール、ポリエチレン
グリコールおよびプロピレングリコール；そして、ｐＨ調整のための水酸化ナトリウム、
塩酸、クエン酸または乳酸を含んでもよい。
【００６６】
　本発明の実施形態において、非経口投与のための調剤には、注射に直ぐ使用できる滅菌
液剤、
使用直前に溶媒と組み合わせて直ぐ使用できる、皮下注射用錠剤を含む凍結乾燥粉剤など
の滅菌乾燥可溶性品、注射に直ぐ使用できる滅菌懸濁剤、使用直前に賦形剤と組み合わせ
て直ぐに使用できる滅菌乾燥不溶性製品、および滅菌乳剤が含まれる。溶液は、水性でも
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、または非水系でもよい。
【００６７】
　さらなる化学療法剤と組み合わされてもよい本発明の抗体またはその抗原結合断片の濃
度は、注射が所望の薬理効果を発揮するのに有効な量を提供するよう、調整されうる。当
分野で知られていているように、その正確な用量は、特に患者または動物の年齢、体重お
よび状態に依存する。
【００６８】
　本発明の実施形態において、単位用量の非経口調剤は、アンプル、バイアルまたは針を
有する注射器にパーケージされる。非経口投与のための調剤はすべて、当分野で知られて
いる、もしくは熟知されているように、無菌でなければならない
【００６９】
　本発明の実施形態において、無菌の、凍結乾燥粉剤は、抗体またはその抗原結合性断片
を溶解することによって調製され、それは、適切な溶媒中で、さらなる化学療法剤または
その医薬上許容される誘導体と組み合わされていてもよい。溶媒は、粉剤またはその粉剤
から調製された再構成された溶剤の安定性または他の医薬成分を改善する賦形剤を含んで
もよい。用いられうる賦形剤は、限定するものではないが、デキストロース、ソルビトー
ル（sorbital）、フルクトース、コーンシロップ、キシリトール、グリセリン、グルコー
ス、シュークロースまたは他の適当な物質が挙げられる。溶媒は、緩衝液、例えば、クエ
ン酸塩、リン酸ナトリウムまたはリン酸カリウム、または当業者には既知の他の緩衝液を
含んでいてもよく、１つの実施例においては、およそ中性のｐＨである。次に、当業者で
あれば既知の一般的な条件下での凍結乾燥前の溶液の濾過滅菌法により、所望の製剤が提
供される。１つの実施形態において、結果として生じる溶液は、凍結乾燥のためにバイア
ルに分配される。各バイアルは、抗ＶＥＧＦ抗体またはその抗原結合断片あるいはその組
み合わせの単回投薬量または複数回分の投薬量を含んでもよい。厳密な試料撤回および厳
密な投薬を助けるため、投薬量または投薬量セットに必要とされる量よりも少し多い量（
例えば、約１０％）で過剰充填したバイアルが許容される。凍結乾燥粉剤は、適当な条件
下、例えば４℃～室温で保存することができる。
【００７０】
　凍結乾燥粉剤の注射用蒸留水による再構成は、非経口投与に使用するための製剤を提供
する。本発明の実施形態において、再構成のために、凍結乾燥粉粉剤は、滅菌水または他
の適当な液体担体に加えられる。正確な量は、所定の選択された治療に依存する。その量
は、経験的に決定されてもよい。
【００７１】
　以下の実施例は、特許請求される発明をよりよく例示するために提供されるものであっ
て、本発明の範囲を制限するものと解釈されるべきではない。それは単に例示の目的にな
されるものであって、特定の材料が言及される範囲に、本発明を制限することを目的とす
るものでない。当業者であれば、発明の能力を行使することなく、そして、本発明の範囲
から逸脱することなく、同等の手段または反応物を創り出すことができる。まだ本発明の
範囲内に属しながらも、多くの改変が、本明細書中に記載の手順においてなされ得ること
は理解されよう。そのような改変が本発明の範囲内に含まれることは、発明者の意図する
ところである。
【００７２】
実施例
実施例１：ｈＶＥＧＦ１６５に結合する抗体の創出：
　ｈＶＥＧＦ１６５に結合する能力を有する抗体断片パネルを同定するために、ヒト一本
鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）ファージディスプレイ・ライブラリを、固定したｈＶＥＧＦ１６５に
対してパニングした。パニングは、標準的なプロトコルを用いて行った（例えば、Method
s in Molecular Biology, vol. 178： Antibody Phage Display： Methods and Protocol
s: P.M. O'BrienおよびR. Aitken（編）, Humana Press；「Panning of Antibody Phage-
Display Libraries」、Coomber, D.W.J. , pp. 133-145、および「Selection of Antibod
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ies Against Biotinylated Antigens」、Chames, P.ら、pp. 147-157を参照のこと）。
【００７３】
　簡単には、ＮＵＮＣ（登録商標）ＭＡＸＩＳＯＲＰプレートの３個のウェルを、ＰＢＳ
中、濃度１０μｇ／ｍｌの組み換えｈＶＥＧＦ１６５（Ｒ＆Ｄシステムズ、カタログ番号
２９３－ＶＥ）５０μｌを用いて被覆した。４℃で一晩インキュベートした後、結合して
いない部分を、ＰＢＳ中の５％ミルクを用いて、室温で１時間ブロックした。次いで、５
％ミルク／ＰＢＳ中の約２００μｌのファージ・ライブラリーを、そのブロックしたウェ
ルに加え、室温で約１時間～２時間インキュベートした。ウェルを洗浄し、結合したファ
ージを標準的な方法（例えば、SambrookおよびRussell, Molecule Cloning：A Laborator
y Manual, 第３版, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2001を参照のこと）を用い
て溶出した。溶出されたファージを、対数増殖期の大腸菌ＴＧ１宿主細胞への３７℃で１
時間の感染を介して増幅した。感染ＴＧ１細胞を、２，５００ｒｐｍ、５分の遠心分離に
より回収し、１５ｃｍ、２ＹＴ－アンピシリン２％グルコース・アガー・プレート上に撒
き、そして３０℃で一晩インキュベートした。次いで、このパニング処理を、増幅したフ
ァージを用いて再び行った。
【００７４】
　この、パニング、溶出および増幅のサイクルは、濃度を低下させながら（例えば、ラウ
ンド１では５０μｇ／ｍｌｈＶＥＧＦ１６５、ラウンド２では１０μｇ／ｍｌ、そしてラ
ウンド３では１０μｇ／ｍｌ）、３ラウンド繰り返し、撒かれたＴＧ１細胞からポイント
単一コロニーを用いて、９６ウェル・プレート中の培地に植菌した。ミクロ培養をＯＤ６

００で０．６まで生育させ、可溶性のｓｃＦｖのポイント発現を、１ｍＭ　ＩＰＴＧの添
加により誘導し、３０℃で振盪器にて一晩インキュベートした。細菌をスピンダウンし、
ペリプラズム抽出物を使用して、固定したｈＶＥＧＦ１６５に結合するｓｃＦｖを標準的
なＥＬＩＳＡアッセイを用いて試験した。
【００７５】
実施例２：ＸＰＡ．１０．０６４およびＸＰＡ．１０．０７２　ｓｃＦｖによる、ＶＥＧ
Ｆ受容体に結合するｈＶＥＧＦ１６５のブロッキング：
　ｈＶＥＧＦ１６５結合を示す、実施例１からのファージ・クローンを、マイクロプレー
ト・ベースド・コンペティテブ・スクリーニングＤＥＬＦＩＡ（登録商標）アッセイ（Pe
rkins Elmer, Waltham, MA）を用いて、ＶＥＧＦ－Ｒ１および／またはＶＥＧＦ－Ｒ２に
結合するｈＶＥＧＦ１６５をブロックする、その能力について試験した。
【００７６】
　簡単には、ビオチン化ｈＶＥＧＦ１６５溶液を、１：１の容量で、終濃度０．５μｇ／
ｍｌとなるよう、実施例１からのペリプラズム抽出物に加えた。この混合物の１００μｌ
を、ＶＥＧＦ－Ｒ１またはＶＥＧＦ－Ｒ２（Ｒ＆Ｄシステムズ：ＶＥＧＦ－Ｒ１／Ｆｌｔ
－１、カタログ番号３２１－ＦＬ；ＶＥＧＦ－Ｒ２／ＫＤＲ／Ｆｌｋ－１、カタログ番号
３５７－ＫＤ）で被覆したプレートに加え、室温で１．５時間インキュベートした。プレ
ートを、ＰＢＳＴで洗浄し、１：２５０希釈の、ＤＥＬＩＡアッセイ・バッファー中のユ
ーロピュリウム－ストレプトアビジン（Europrium-Streptavidin）を５０μｌ／ウェルで
加えた。プレートを室温で１時間インキュベートし、次いで、ＤＥＬＦＩＡウォッシュ・
バッファーを用いて洗浄した。ＤＥＬＦＩＡエンハンスメント・バッファーを５０μｌ／
ウェルで加え、プレートを室温で５分間インキュベートした。プレートを、タイム－リゾ
ルブド・フルオレセンス・ジェミニ（Time-Resolved Fluorescence Gemini）プレート・
リーダーで読み取った。
【００７７】
実施例３：ｓｃＦｖのｓｃＦｖ－ＦｃおよびＩｇＧへの転換
　６０％以上までＶＥＧＦ－Ｒ１またはＶＥＧＦ－Ｒ２に結合するｈＶＥＧＦ１６５を阻
害する、実施例２からの２個のｓｃＦｖ、ＸＰＡ．１０．０６４およびＸＰＡ．１０．０
７２を、ｓｃＦｖ－Ｆｃおよび／またはＩｇＧ転換のために選択した。ＸＰＡ．１０．０
６４およびＸＰＡ．１０．０７２の重鎖可変領域（重鎖ＣＤＲを含む）および軽鎖可変領
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域（軽鎖ＣＤＲを含む）を、図１に示す。その重鎖ＣＤＲ（例えば、ＨＣＤＲ１、ＨＣＤ
Ｒ２およびＨＣＤＲ３）と軽鎖ＣＤＲ（例えば、ＬＣＤＲ１、ＬＣＤＲ２およびＬＣＤＲ
３）は、カバット・ナンバリング・システム（Kabat, E.A.ら、1987, in Sequences of P
roteins of Immunological Interest, US Department of Health and Human Services, N
IH, USA）により決定された。ＸＰＡ．１０．０６４およびＸＰＡ．１０．０７２の両方
のＨＣＤＲ１、ＨＣＤＲ２そしてＨＣＤＲ３は、それぞれ、配列番号：６、７および８記
載のアミノ酸配列であると決定された。ＸＰＡ．１０．０６４のＬＣＤＲ１、ＬＣＤＲ２
およびＬＣＤＲ３は、それぞれ、配列番号：１２、１３および１４記載のアミノ酸配列と
決定された。ＸＰＡ．１０．０７２のＬＣＤＲ１、ＬＣＤＲ２およびＬＣＤＲ３は、それ
ぞれ、配列番号：９、１０および１１記載のアミノ酸配列であると決定された。
【００７８】
　ＸＰＡ．１０．０６４およびＸＰＡ．１０．０７２のｓｃＦｖ－Ｆｃ融合蛋白質への転
換については、ｓｃＦｖのｃＤＮＡを、ガンマ２（γ２）重鎖定常領域遺伝子のＣＨ２お
よびＣＨ３ドメインをコードするようモディファイされた真核生物用発現ベクター（米国
特許第７，１９２，７３７；国際特許公報第２００４／０３３６８３）にクローン化した
。
【００７９】
　ＸＰＡ．１０．０６４およびＸＰＡ．１０．０７２のＩｇＧへの転換については、重鎖
および軽鎖の両方の可変領域が、カッパ（κ）、ラムダ（λ）またはガンマ２（γ２）重
鎖および軽鎖定常領域をコードする真核生物用発現ベクター（米国第２００６／０１２１
６０４）にクローン化した。
【００８０】
　ＸＰＡ．１０．０６４およびＸＰＡ．１０．０７２のｓｃＦｖ－ＦｃおよびＩｇＧ抗体
を、既報のように（米国特許第２００６／０１２１６０４）２９３Ｅ細胞に一過性に発現
させた。形質転換した細胞からの上清を、培養の６日目に回収し、ＩｇＧを、プロテイン
Ａクロマトグラフィーにより精製した。
【００８１】
実施例４：ＸＰＡ．１０．０６４およびＸＰＡ．１０．０７２のｓｃＦｖ－ＦｃおよびＩ
ｇＧ結合動力学のビアコア分析：
　ＸＰＡ．１０．０６４およびＸＰＡ．１０．０７２のｓｃＦｖ－Ｆｃの結合親和性を、
ＢＩＡＣＯＲＥ２０００とプロテインＡ／Ｇ（Ｐｉｅｃｅ）を高密度でフローセルに固定
化したＣＭ５センサーチップ（Ｂｉａｃｏｒｅ）を用いて、評価した。この試験のための
希釈バッファーおよびランニングバッファーは、１：５０希釈のＣｈｅｍｉｂｌｏｃｋｅ
ｒ（登録商標）（Ｃｋｅｍｉｃｏｎ）を含むＨＢＳ－ＥＰ（Ｂｉａｃｏｒｅ）であった。
抗体キャプチャー（捕捉）は、約５０ＲＵ～７０ＲＵの抗体キャプチャーを達成するため
、様々な容量の希釈したＸＰＡ．１０．０６４およびＸＰＡ．１０．０７２のｓｃＦｖ－
Ｆｃを２０μｌ／分でフローセル２（ｆｃ２）に注入して行った。抗体濃度は、約０．５
μｇ／ｍｌであった。ｓｆ２１細胞により発現されるｈＶＥＧＦ１６５を、５分かけ、３
０μｇ／ｍｌで、ｆｃ１およびｆｃ２に対して１５分の解離を含むＫｉｎｊｅｃｔの態様
を用いて注入した。３倍希釈系列のｈＶＥＧＦ１６５の４個の希釈物、濃度５μｇ／ｍｌ
（１１９ｎＭ）、１．６６７μｇ／ｍｌ（３９．７ｎＭ）、０．５５μｇ／ｍｌ（１３．
２ｎＭ）そして０．１８５μｇ／ｍｌ（４．４ｎＭ）を、調製した。リジェネレーション
（再生）は、５０μｌ／分で１００ｍＭ　ＨＣｌを２回、各１２秒で注入することで行っ
た。データは、対照フローセルとブランク注入を二重に参照した後、Ｓｃｒｕｂｂｅｒ２
と１：１ラングミュア・インターラクション・モデル（Langmuir interaction model）で
処理した。ＸＰＡ．１０．０６４およびＸＰＡ．１０．０７２のｓｃＦｖ－Ｆｃは、ｈＶ
ＥＧＦ１６５に対して高親和性で、ほぼ同一の結合親和性を示した。
【００８２】
　同様のプロトコルを、ＸＰＡ．１０．０６４およびＸＰＡ．１０．０７２のＩｇＧ２の
結合動力学を評価するために用いた。ＸＰＡ．１０．０６４およびＸＰＡ．１０．０７２
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のＩｇＧ２は両方とも、類似の低い一桁台のナノモーラーの親和性でもってｈＶＥＧＦ１

６５と特異的に結合し（図２～４）、ｍＶＥＧＦ１６５に対しては弱い結合を示すのみで
あった。この抗体は両方とも、ベバシズマブのｋａ値と類似するｋａ値を示した（表２）
。
【００８３】
実施例５：ＸＰＡ．１０．０６４およびＸＰＡ．１０．０７２のＩｇＧによるＶＥＧＦ受
容体に結合するｈＶＥＧＦ１６５のブロッキング
　ｈＶＥＧＦ１６５のＶＥＧＦ－Ｒ１および／またはＶＥＧＦ－Ｒ２への結合をブロック
する、ＸＰＡ．１０．０６４およびＸＰＡ．１０．０７２ＩｇＧ２の能力を、ＣＭ５チッ
プを用いたＢｉａｃｏｒｅ２０００により評価した。
【００８４】
　ＶＥＧＦ受容体（Ｒ＆Ｄシステムズ）を、アミンカップリング（Ｂｉａｃｏｒｅ）を介
して約１５，０００の密度でＣＭ５チップに固定した。ＶＥＧＦ－Ｒ２はｆｃ２に固定し
、ＶＥＧＦ－Ｒ１はｆｃ４に固定した。フローセル１および３は、リファレンスとして用
い、受容体を固定化したフローセルと同様に活性化およびブロックした。ＨＢＳ－ＥＰラ
ンニングバッファー中の０．１５μｇ／ｍｌのｈＶＥＧＦ１６５は、抗体試料またはバッ
ファーを用いて１：１で混合された。最終の抗体濃度は、１５μｇ／ｍｌ、５μｇ／ｍｌ
、１．６６７μｇ／ｍｌ、０．５５６μｇ／ｍｌ、０．１８５μｇ／ｍｌ、０．０６１７
μｇ／ｍｌ、０．０２０６μｇ／ｍｌ、および０μｇ／ｍｌであった。試料は、ビアコア
分析試験による阻害前に少なくとも１時間インキュベートされた。すべての試料は２回で
注入され、各組みの抗体の重複測定は、それ自身の陽性対照および陰性対照（それぞれ、
ＶＥＧＦを用いるが抗体を用いない、およびＶＥＧＦを用いない）を含んだ。試料は、１
０μｌ／分で１５分間すべてのフローセルに対して注入された。リジェネレーションは、
グリセン（Glycene）、ｐＨ１．７５を５０μｌ／分で１２秒間注入することにより行わ
れた。
【００８５】
　データ解析について、結合相における結合の直線部分の傾き（３０秒～１分）は、直線
フィットを用いて決定された。各点からのシグナルは、最も近いブランクを差し引き、次
いで、適合する１００％シグナル（抗体を用いない）対照で割り付けられ、そのサイクル
の阻害パーセントが得られた。データはGraphPad Prismで作図され、Ｓ字用量反応曲線を
用いてフィットして、ＥＣ５０を算出した。
【００８６】
　ＸＰＡ．１０．０６４とＸＰＡ．１０．０７２のＩｇＧ２は両方とも、ベバシズマブと
同様のレベルで、ｈＶＥＧＦ１６５のＶＥＧＦ－Ｒ１およびＶＥＧＦ－Ｒ２に対する結合
を阻害した（図５－６、表３）。
【表１】

【００８７】
実施例６：ＸＰＡ．１０．０６４およびＸＰＡ．１０．０７２によって結合されるｈＶＥ
ＧＦ１６５エピトープの解析：
　ＸＰＡ．１０．０６４およびＸＰＡ．１０．０７２により認識されるｈＶＥＧＦ１６５
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エピトープがリニアであるか、それとも立体構造依存的であるかを決定するため、非還元
または還元の、加熱変性組み換えｈＶＥＧＦ１６５の２００ｎｇ試料３つを用い、３つの
別々のＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルにおいて電気泳動にかけた。電気泳動にかけられた蛋白質は
、Ｉｍｍｕｌｏｎ－Ｐメンブレンにトランスファーされ、そして、そのブロットは、ＸＰ
Ａ．１０．０６４　ＩｇＧ、ＸＰＡ．１０．０７２　ＩｇＧまたはベバシズマブ抗体を用
いてハイブリダイズされ、１μｇ／ｍｌのヤギ抗ヒトＩｇＧ　ＨＲＰ複合二次抗体と共に
インキュベートされた。結合は、増強されたケミルミネセンス（ＥＣＬ）基質（Pierce）
で検出された。
　ＸＰＡ．１０．０６４、ＸＰＡ．１０．０７２およびベバシズマブはすべて、ｈＶＥＧ
Ｆ１６５上のリニア・エピトープに結合した（図７）。
【００８８】
実施例７：ＸＰＡ．１０．０６４およびＸＰＡ．１０．０７２　ｈＶＥＧＦ１２１エピト
ープ結合試験：
　ＸＰＡ．１０．０６４およびＸＰＡ．１０．０７２が、ベバシズマブと同じｈＶＥＧＦ
１２１エピトープと結合するかどうかを決定するため、３回のＥＬＩＳＡ競合結合アッセ
イを、さまざまなｈＶＥＧＦ１２１変異体を用いて実施した。
　これまでの突然変異分析は、ＶＥＧＦ残基Ｍ８１、Ｇ８８、Ｑ８９およびＧ９２が、ｈ
ＶＥＧＦ１６５に対するベバシズマブ結合に重要であることを明らかにした（Fuh 2006）
。これらの残基が、ＸＰＡ．１０．０６４とＸＰＡ．１０．０７２の結合に重要であるか
どうかを決定するため、以下のｈＶＥＧＦ１２１変異体を作製した：ｈＶＥＧＦ１２１－
Ｍ８１Ａ、ｈＶＥＧＦ１２１－Ｑ８９Ａ、ｈＶＥＧＦ１２１－Ｇ９２ＡおよびｈＶＥＧＦ
１２１－Ｇ８８Ｓ。変異体を、ＣＨＯ－Ｋ１細胞で一過性に発現させ、そして、細胞上清
を、ＥＬＩＳＡによる結合分析のために回収した。
【００８９】
　マイクロタイタープレートを、１μｇ／ｍｌ、２μｇ／ｍｌもしくは５μｇ／ｍｌの濃
度で、ＸＰＡ．１０．０６４、ＸＰＡ．１０．０７２、ベバシズマブまたは対照ポリクロ
ーナル・ヤギ抗ヒトＶＥＧＦ（ＰＡＢ）を用いて被覆し、４℃で一晩インキュベートした
。そのプレートを、室温で１時間、ＰＢＳ中の３０％　ChemiBlock（登録商標）（Millip
ore）を用いてブロックし、３０μｌ、６０μｌ、もしくは１００μｌの、各変異体のＣ
ＨＯ－Ｋ１培養上清、または１μｇ／ｍｌの野生型ｈＶＥＧＦ１２１、組み換えｈＶＥＧ
Ｆ１６５、もしくは組み換えｍＶＥＧＦ１６５を、適当なウェルに加えた。１時間のイン
キュベーション後に、そのプレートを洗浄し、室温で１時間、ビオチン化ヤギ・ポリクロ
ーナル抗ＶＥＧＦ抗体とともにインキュベートした。検出は、製造業者プロトコルを用い
て、ＨＲＰコンジュゲート・ストレプトアビジン、続いて、ＴＭＢ色素基質（Calbiochem
）を用いて行われた。
【００９０】
　ＸＰＡ．１０．０６４とＸＰＡ．１０．０７２のｈＶＥＧＦ１２１変異体に対する結合
パターンは、ベバシズマブのそれと類似しており（表４－５）、このことは、これらの抗
体が、重複するまたは類似するエピトープと結合することを示す。
【００９１】
実施例８：ＸＰＡ．１０．０６４とＸＰＡ．１０．０７２の組織交差反応性：
　凍結された正常なヒト組織アレイ（ＴＭＡ）は、単一色発色技術（single-color chrom
ogenic technique）を用い、ＸＰＡ．１０．０６４とＸＰＡ．１０．０７２の免疫組織化
学（ＩＨＣ）反応を評価するために用いられた。ＴＭＡは、３２の正常なヒト組織型を含
み、各型は、２人～３人の異なるドナーからの組織からなる。ＴＭＡに加えて、正常なヒ
ト肝臓、腎臓、ファローピウス管、膵臓、尿管および副腎のより多数の切片が、ＴＭＡで
の染色結果を確認するために、あるいはＴＭＡに含まれない組織に代えて用いられた。陽
性対照は、ＵＶ－樹脂スライド上にスポットされたｈＶＥＧＦ蛋白質、および抗ｈＶＥＧ
Ｆウサギ・モノクローナル抗体による強い染色によって評価された、高レベルのｈＶＥＧ
Ｆを発現する腎臓癌腫組織を含んだ。
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【００９２】
　ＴＭＡおよび正常なヒト組織、そしてｈＶＥＧＦ蛋白質スポットおよび腎臓癌腫の陽性
対照は、ヒト－ヒトＩＨＣ染色プロトコルを用いて、２０μｇ／ｍｌのＸＰＡ．１０．０
６４、ＸＰＡ．１０．０７２（ヒトＩｇＧ２）またはベバシズマブを用いて染色された。
ヒト扁桃炎の場合も、染色プロトコルの効果を観察するために含まれた。最終的なプロト
コルは、扁桃組織のＢ細胞領域中の、組織の内在性の免疫グロブリンと反応性を示さなか
った。陰性対照抗体は、ヒトＩｇＧＩとＩｇＧ２（Sigma, St. Louis, MO）およびヒトＫ
ＬＨ抗体のＣＨＯ．ＫＬＨＧ２．６０（ＩｇＧ２）であった。
【００９３】
　ＸＰＡ．１０．０６４、ＸＰＡ．１０．０７２およびベバシズマブは、すべて、ｈＶＥ
ＧＦ蛋白質スポットと、０－４＋の尺度で２－３＋（ここで、４＋は、最も強い染色強度
を示す）で反応した。腎癌組織に関して、ＸＰＡ．１０．０６４とＸＰＡ．１０．０７２
が、腫瘍細胞の細胞原形質を染色したが、ベバシズマブは不確かな染色を示した。
【００９４】
　ヒトＩｇＧ１とＩｇＧ２は、最小のバックグラウンド染色を与えるのみで、いずれの組
織因子も染色しなかった。ＣＨＯ．ＫＬＨＧ２．６０は、副腎皮質の細胞と、食道、乳腺
、膵臓、前立腺、胃、甲状腺、尿管、子宮頸部およびファローピウス管の上皮細胞と、反
応性を示した。この反応性のため、ヒトＩｇＧ１およびＩｇＧ２は、陰性対照の参照物と
して用いられた。
【００９５】
　ＸＰＡ．１０．０６４は、試験抗体の中で、最も幅広い組織反応性スペクトルを示した
。ＸＰＡ．１０．０６４は、膀胱、ＧＩ管、ファローピウス管、乳腺、前立腺、尿管およ
び子宮の平滑筋細胞で、そして、ファローピウス管、前立腺、皮膚、小腸、胃、甲状腺、
尿管、子宮の子宮内膜腺および子宮頸部の上皮細胞で、強く染色した。加えて、ＸＰＡ．
１０．０６４は、小脳、大脳皮質および脊髄のニューロンおよび神経線維のいくつか、な
らびに心臓筋細胞と骨格筋細胞、下垂体の細胞、腎糸球体、肝臓シヌソイド内皮、胸腺の
間質細胞、肺のマクロファージおよび副腎皮質の細胞を染色した。ＸＰＡ．１０．０７２
は、小脳、大脳皮質および脊髄で神経繊維を強く染色した。ＸＰＡ．１０．０７２は、Ｇ
Ｉ管、ファローピウス管、前立腺、尿管および子宮の平滑筋、食道、ファローピウス管、
乳腺、前立腺、胃、小腸、甲状腺および尿管の上皮細胞、肺のマクロファージと胎盤の繊
維芽細胞／組織球も染色した。ベバシズマブは、正常なヒト組織を染色しなかった。
【００９６】
　ＸＰＡ．１０．０６４とＸＰＡ．１０．０７２の免疫組織化学的な反応性が、標的結合
のオン－もしくはオフ－に応答するかを決定するため、多色の免疫蛍光法に基づくアプロ
ーチを利用した。このアプローチは、抗体を試験するための、既知の「金基準（究極の判
断基準）」である抗ＶＥＧＦ抗体の免疫反応性との同時比較に基づく。共局在していない
ことは、標的なしの反応性を示すが、試験抗体の標的ありの反応性は、「金基準」抗体と
の共局在として現れる。
【００９７】
　陽性対照細胞（Ｄｕ１４５）および陰性対照細胞（Ｈｅｋ２９３）からの細胞ペレット
の凍結切片を、最初の実験で用いられたものと同じ発色ＩＨＣ方法論を用いて、商業的な
マウス抗ヒト抗ＶＥＧＦ抗体（BD Pharmingen、クローンＧ１５３－６９４）により染色
した。この抗体はＤｕ１４５細胞を染色したが、Ｈｅｋ２９３細胞を染色しなかった。加
えて、この抗体を用いて染色した結腸癌の凍結切片は、良好な内部の陰性対照を含む、上
皮および腫瘍関連基質成分の反応性において特徴的パターンを示した。従って、Ｇ１５３
－６９４を、「金基準」ポジコン抗体に指定した。
【００９８】
　ゼノンＩｇＧラベリング・キット（Molecular Probes）のプロトコルを用い、一次抗体
を、蛍光色素コンジュゲートされたＦｃを標的とする抗ヒトＦａｂと予めインキュベート
し、続いて、適当な正常血清のモル過剰量で未反応のＦａｂを中和した。染色試薬として



(27) JP 2010-507594 A 2010.3.11

10

20

30

40

50

蛍光抗体－Ｆａｂ複合体を用い、続いてＤＡＰＩにより核の対比染色を行った。結腸（組
織番号４５５８）の腺癌からの凍結切片を、この共局在研究の対照ＶＥＧＦ陽性組織とし
て用いた。ＸＰＡ．１０．０６４およびＸＰＡ．１０．０７２抗体は、赤色（Ａｌｅｘａ
　Ｆｌｕｏｒ５９４）で標識され、そして、「金基準」抗体は、緑色（Ａｌｅｘａ　Ｆｌ
ｕｏｒ４８８）で標識された。このアッセイを、逆の色の組合せを用いて繰り返し行った
が、本質的に同じ結果が得られた。画像は、ライカＴＣＳ－ＳＰ、モデルＤＭ　ＲＸＥレ
ーザー走査型共焦点顕微鏡、およびライカ・コンフォーカル・ソフトウェア、バージョン
２．０（Leica Microsystems、ウェッツラー、ドイツ）を用いて取得した。複数の視野は
、４００×で画像化され（少なくとも３回）、そして、代表的な視野を、イメージ・プロ
・ソフトウェア（Image Pro software）(Media Cybernetics, Silver Spring, MD)を用い
て、共局在を分析した。ベバシズマブが、結腸癌と凍結されたペレット切片の両方で最初
のＩＨＣ研究のすべてで本質的に陰性だったので、それは共局在研究に含めなかった。
　最初のＩＨＣ実験に基づいて予想されたように、ＸＰＡ．１０．０６４とＸＰＡ．１０
．０７２は、似通った高い程度の局在を示し、そしてＸＰＡ．１０．０６４は組織染色で
最も大きな強度を示した（図８－９）。
【００９９】
実施例９：ＸＰＡ．１０．０６４およびＸＰＡ．１０．０７２によるＨＵＶＥＣ増殖の阻
害：
　ＸＰＡ．１０．０６４およびＸＰＡ．１０．０７２　ｓｃＦｖ－ＦｃおよびＩｇＧ２は
、ＨＵＶＥＣの増殖をブロックする、それらの能力用について試験された。
　プールされたＨＵＶＥＣ（Clonetics番号ＣＣ－２５１９）は、ＢｕｌｌｅｔＫｉｔ－
２（ｒｈＥＧＦ、ｒｈＦＧＦ、ｒｈＶＧＥＦ、アスコルビン酸、ヒドロコルチゾン、ＩＧ
Ｆ、ヘパリン、ゲンタマイシン／アンホテリシンおよび２％ＦＢＳが補充される）を含む
ＥＣＧＭ完全培地（Clonetics番号ＣＣ－３０２４）中で、生育された。細胞は、Ｔ－７
５フラスコにて２～３×１０５細胞で播種され、３～４日目にコンフルエントに達した。
コンフルエント前の単層を、ＰＢＳを用いて洗浄し、トリプシン処理し、ＰＢＳを含む完
全培地で中和した。
【０１００】
　ｈＶＥＧＦ１６５の存在下でのＨＵＶＥＣ増殖を測定するため、ＨＥＫ２９３細胞から
発現されたｈＶＥＧＦ１６５の１６点の用量滴定を、基礎増殖培養液中に希釈することに
よって設けた（最終的に０－２００ｎｇ／ｍｌ、２×希釈、２×濃度、５０μｇ／ウェル
）。ＨＵＶＥＣ細胞を、冷基礎培地／０．１％　ＢＳＡ中に２×１０５細胞／ｍｌで再懸
濁し、そして５０μｌの細胞（１×１０４ｃ／ｗ）を、最終容量１００μｌ／ウェルのｈ
ＶＥＧＦ１６５滴定プレートの各ウェルに加えた。外側のウェルをＰＢＳで浸水し、プレ
ートが、脱水するのを防げるため、パラフィルムで密閉した。プレートを、９６時間、５
％ＣＯ２、３７℃でインキュベートし、次いで、約１５分～２０分、室温に移した。Cell
 TiterGlo（TTG、Promega）を解凍して、基質温度にし、１００μｌの基質/バッファー混
合液を、各ウェルに加えた。プレートは、１分～２分間、オービタルプレート撹拌器で攪
拌し、各ウェルから１５０μｌを、白底、白壁のプレートに移し、暗所で５分～１０分間
インキュベートした。このプレートを、１秒積算の照度計で読み取った。
【０１０１】
　増殖阻害アッセイに関して、ＸＰＡ．１０．０６４、ＸＰＡ．１０．０７２およびベバ
シズマブの滴定が、作られた（最終的に０μｇ／ｍｌ～５０μｇ／ｍｌ、３×希釈、４×
濃度、２５μｇ／ウェルの最終容量）。１：１のｈＶＥＧＦ１６５：抗体を、成長因子と
抗体の両方の４×濃度で加え、そして、プレートを、２時間、５％ＣＯ２、３７℃でイン
キュベートした。５０μｌ／ウェルのＶＥＧＦ／抗体複合体を、再懸濁したＨＵＶＥＣ細
胞に加え、そのプレートを、９６時間インキュベートし、そして上記のように、Ｔｉｔｅ
ｒＧｌｏバッファーで処理した。
【０１０２】
　ＸＰＡ．１０．０６４およびＸＰＡ．１０．０７２　ｓｃＦｖｓおよびＩｇＧ２は、Ｈ
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ＵＶＥＣ増殖を阻害した。ＩｇＧ２の結果は、図１０および表６に記載する。
表６：ＸＰＡ．１０．０６４、ＸＰＡ．１０．０７２およびベバシズマブによるＨＵＶＥ
Ｃ増殖の阻害
【表２】

【０１０３】
実施例１０：ＸＰＡ．１０．０６４およびＸＰＡ．１０．０７２によるＶＥＧＦ－Ｒ２リ
ン酸化の阻害：
　ｈＶＥＧＦ１６５によるＶＥＧＦ－Ｒ２リン酸化を阻害するＸＰＡ．１０．０６４およ
びＸＰＡ．１０．０７２の能力は、ＥＬＩＳＡにより分析した。
　溶菌産物プレートを作製するため、２～６継代のＨＵＶＥＣ細胞を溶解し、ＥＧＭ２完
全培地（Lonza）のＴＣフラスコに蒔き、そして、１～２継代生育させた。コンフルエン
ト前の細胞をトリプシン処理し、完全培地を用いてで中和し、ＰＢＳで２回洗浄し、そし
て計数した。細胞を、２４ｗ形式（三重のウェル）において、完全培地中１×１０５細胞
／ウェルで蒔き、２４時間３７℃でインキュベートした。インキュベーション後、細胞を
、室温のＰＢＳで２回洗浄し、５時間０．１％ＢＳＡを含むＥＢＭ２培地（Ｌｏｎｚａ）
中で枯渇させた。ＰＢＳを静かに注ぎ、細胞を、用量滴定のｈＶＥＧＦ１６５（刺激）ま
たは複合体形成前のＶＰＡ．１０．０６４＋ｈＶＥＧＦ１６５、ＶＰＡ．１０．０７２＋
ｈＶＥＧＦ１６５もしくはベバシズマブ＋ｈＶＥＧＦ１６５（阻害）とともに５分間イン
キュベートした。ＶＰＡ．１０．０６４＋ｈＶＥＧＦ１６５およびＶＰＡ．１０．０７２
＋ｈＶＥＧＦ１６５は、２×の用量滴定の抗体と２×のｈＶＥＧＦ１６５を１：１で混合
し（終濃度：２０ｎｇ／ｍｌ）、そして、２４時間３７℃でインキュベートすることによ
り、作製された。ｈＶＥＧＦ１６５、ＶＰＡ．１０．０６４＋ｈＶＥＧＦ１６５およびＶ
ＰＡ．１０．０７２＋ｈＶＥＧＦ１６５を静かに注ぎ、細胞を氷冷ＰＢＳで２回洗浄した
。６５μｇ／ウェルの溶菌バッファー／ウェル（１％　ＮＰ－４０、２０ｍＭトリス、ｐ
Ｈ　８．０、１３７ｍＭ　ＮａＣＩ、１０％グリセリン、２ｍＭ　ＥＤＴＡ、１ｍＭ　活
性オルトバナジウム酸ナトリウム、１０μｇ／ｍｌ　ロイペプチン）を加え、細胞を、必
要とされるまで、３０分間４℃で揺らした。
【０１０４】
　ＶＥＧＦ－Ｒ２に特異的な捕捉抗体（R&D Systems、ＶＥＧＦ－Ｒ２／ＫＤＲ／Ｆｌｋ
－１、カタログ番号３５７－ＫＤ）を、ＰＢＳ中８．０ｇ／ｍｌの実施濃度に希釈し、１
００μｌ／ウェルで９６ウェル・マイクロプレートに被覆した。ＶＥＧＦ－Ｒ２／ＫＤＲ
／Ｆｌｋ－１は、リン酸化および非リン酸化ＶＥＧＦ－Ｒ２の両方と結合する。このプレ
ートは、密封され、一晩インキュベートされた。各ウェルを、吸水し、洗浄バッファーで
５回洗浄し、そして、プレートを３００μｇ／ウェルのブロックバッファーを加えること
によりブロックし、そして室温で１時間～２時間インキュベートした。各ウェルを、吸水
し、洗浄バッファーでさらに５回以上洗浄し、１００μｌのＨＵＶＥＣ溶菌産物を、各ウ
ェルに加えた。プレートを、２時間室温でインキュベートし、そして、ウェルを吸水し、
洗浄バッファーで５回洗浄した。１００μｌのリン酸化チロシンに特異的なＨＰＲコンジ
ュゲート検出抗体を、各ウェルに加え、プレートを被覆し、２時間室温で直射光を遮って
インキュベートした。ウェルを吸水し、洗浄バッファーで５回洗浄し、そして基質溶液１
００μｌを、各ウェルに加えた。プレートは、２０分間室温で直射光を遮ってインキュベ
ートされ、そして、停止液５０μｌを各ウェルに加えた。各ウェルの光学濃度は、４５０
ｎｍにてマイクロプレート・リーダーで読み取られた。
【０１０５】
　ｈＶＥＧＦ１６５の用量滴定で処置されたＨＵＶＥＣは、リン酸化ＶＥＧＦ－Ｒ２にお
いて増加を示した（図１１）。ベバシズマブ＋ｈＶＥＧＦ１６５の用量滴定で処置された
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ＨＵＶＥＣは、ＶＥＧＦ－Ｒの２リン酸化で低下を示した（図１２）。ＸＰＡ．１０．０
６４＋ｈＶＥＧＦ１６５またはＸＰＡ．１０．０７２＋ｈＶＥＧＦ１６５の用量滴定で処
置されたＨＵＶＥＣは、ＶＥＧＦ－Ｒ２リン酸化で低下を示した。各抗体の結果は、図１
３にまとめた。
【０１０６】
　実施例１１：ＸＰＡ．１０．０６４およびＸＰＡ．１０．０７２による脈管形成阻害：
マトリゲル・プラグ・アッセイを用いて、生体内で脈管形成を阻害するＸＰＡ．１０．０
６４とＸＰＡ．１０．０７２の能力を測定した。
　６～７週齢の雌のＮＵ／ＮＵマウスは、脈管形成を誘導するためのヒトＶＥＧＦを産生
する、２×１０６ＤＵ１４５細胞を含む０．５ｍｌのマトリゲルを腹部にｓ．ｃ．注射さ
れた。マウスは、０日と３日目に賦形剤対照または０．１μｇ／ｋｇ、１μｇ／ｋｇ、ま
たは５ｍｇ／ｋｇのＸＰＡ．１０．０６４、ＸＰＡ．１０．０７２またはベバシズマブで
ｉ．ｐ．注射された。７日目に、マウスは屠殺され、そして、マトリゲル・プラグが取り
出され、測量され、撮影された。プラグは、以下のスキーム：０は、着色または明らかな
血管がない；１は、着色とわずかな血管をうかがわせる；２は、黄色から赤色ではっきり
識別できる血管がある；そして、３は、均一な赤もしくはピンク色の黒ずんだ血管、に基
づいて、０～３の視覚によるスコアが与えられた（図１４）。プラグは、プラグの順序は
ばらばらにされた状態で、写真を受け取った盲検式の記録者により評価された。
【０１０７】
　ＸＰＡ．１０．０７２の投与が、１ｍｇ／ｋｇと５ｍｇ／ｋｇで脈管形成に有意な減少
をもたらした一方で、ＸＰＡ．１０．０６４の投与は、試験したすべての投薬量で脈管形
成に有意な減少をもたらした（図１５および１６）。脈管形成阻害のレベルは、ベバシズ
マブ存在下で観察されたレベルと類似した。
　マウス血清中のＸＰＡ．１０．０６４、ＸＰＡ．１０．０７２およびベバシズマブ濃度
は、最後の抗体投薬後の４日目に、ＥＬＩＳＡにより測定した。試験したいずれの投薬量
でも、３つの抗体の間には、抗体レベルに有意な差はなかった。
【０１０８】
実施例１２：ＸＰＡ．１０．０６４とＸＰＡ．１０．０７２による腫瘍成長の阻害：
　腫瘍成長を阻害するＸＰＡ．１０．０６４とＸＰＡ．１０．０７２の能力は、以前に開
示されたプロトコル（Liang 2006）を用いた、Ａ６７３横紋筋肉腫腫瘍増殖モデルにより
試験された。培養液中で維持されたＡ６７３細胞は、コンフルエントまで生育され、次い
で、回収され、そして無菌のマトリゲル（Matrigel）に再懸濁された。異種移植は、マト
リゲル中の５×１０６個の細胞を６週間齢の雌のヌードマウスの横腹に、ｓ．ｃ．注射す
ることにより樹立された。腫瘍サイズが約１００ｍｍ３に達したときに、マウスを、無作
為に１０匹の８群にわけ、賦形剤のみ（群１）、０．５ｍｇ／ｋｇのＸＰＡ．１０．０６
４ＩｇＧ２（群２）、５ｍｇ／ｋｇのＸＰＡ．１０．０６４ＩｇＧ２（群３）、０．５ｍ
ｇ／ｋｇのＸＰＡ．１０．０７２ＩｇＧ２（群４）、５ｍｇ／ｋｇのＸＰＡ．１０．０７
２ＩｇＧ２（群５）、５ｍｇ／ｋｇのＣＨＯ．ＫＬＨＩｇＧ２（群６）、０．５ｍｇ／ｋ
ｇのベバシズマブ（群７）、または５ｍｇ／ｋｇのベバシズマブ（群８）のみを用いて、
１８日間週に２回（総投薬６回）ｉ．ｐ．注射した。血液試料および組織試料は、最後の
投薬後２４時間、７２時間および１６８時間で採取した。
【０１０９】
　ＸＰＡ．１０．０６４とＸＰＡ．１０．０７２の投与は、試験した両方の投薬量で、有
意に生体内の腫瘍成長を阻害する結果となった（図１７）。両方の抗体の成長阻害のレベ
ルは、試験した投薬量すべてで、ベバシズマブにより観察されたレベルよりもわずかに高
かった。血清レベルは、すべての投与された抗体について、所定の投薬量で類似していた
（０．５ｍｇ／ｋｇの血清レベルは約５μｇ／ｍｌ～７μｇ／ｍｌであり；５ｍｇ／ｋｇ
の血清レベルは約７５μｇ／ｍｌ～１００μｇ／ｍｌであった）。
【０１１０】
　上述のように、これまでの記載は、単に本発明のさまざまな実施形態を例示することを
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目的とするものである。上述の具体的なモディフィケーションは、本発明の範囲を制限す
るものと解釈されるべきではない。当業者であれば、本発明の範囲から逸脱することなく
、さまざまな均等物、変更およびモディフィケーションを行いうることは認められよう、
そして、そのように均等な実施形態が本明細書中に含まれることも理解されよう。本明細
書中で言及されるすべての引用文献は、あたかも本明細書中に記載されたかのように、完
全に出典明示により本明細書の一部とされる。
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