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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　アミノ酸配列TLSSQHSTYTIGからなるＣＤＲ－Ｌ１；アミノ酸配列LNSDSSHNKGSからなる
ＣＤＲ－Ｌ２；及びアミノ酸配列AAYYAYGYVからなるＣＤＲ－Ｌ３を含むＶＬドメイン；
並びに
　アミノ酸配列GFTFSARWIYからなるＣＤＲ－Ｈ１；アミノ酸配列GIKTKPAIYATEYADSVKGか
らなるＣＤＲ－Ｈ２；及びアミノ酸配列LTGMKYFDYからなるＣＤＲ－Ｈ３を含むＶＨドメ
イン
を含んでなる抗α５β１抗体。
【請求項２】
　請求項１に記載の抗α５β１抗体であって、
　ＶＬドメインが配列番号：８に示されるアミノ酸配列を含み、
　ＶＨドメインが配列番号：１４に示されるアミノ酸配列を含む、抗α５β１抗体。
【請求項３】
　ヒト化、キメラ、二重特異性又は多重特異性抗体である請求項１又は２に記載の抗α５
β１抗体。
【請求項４】
　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、及び多重特異性抗体からなる群から選択される請求項１から３の何れか一項に記
載の抗α５β１抗体。
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【請求項５】
　完全長ＩｇＧ１抗体である請求項１から３の何れか一項に記載の抗α５β１抗体。
【請求項６】
　抗体がＮ２９７Ａ置換を含むＦｃ部分を含み、ここでアミノ酸残基はＥＵ番号付けシス
テムにより番号付けされる請求項５に記載の抗α５β１抗体。
【請求項７】
　請求項１から６の何れか一項に記載の抗α５β１抗体をコードする単離された核酸分子
。
【請求項８】
　請求項７に記載の核酸を含んでなる宿主細胞。
【請求項９】
　請求項８に記載の宿主細胞を、抗体が産生されるように培養することを含んでなる抗α
５β１抗体の製造方法。
【請求項１０】
　請求項１から６の何れか一項に記載の抗α５β１抗体と細胞傷害剤を含んでなる免疫コ
ンジュゲート。
【請求項１１】
　請求項１から６の何れか一項に記載の抗α５β１抗体と薬学的に許容可能な担体を含有
する薬学的組成物。
【請求項１２】
　抗ＶＥＧＦ抗体を更に含有してなる請求項１１に記載の薬学的組成物。
【請求項１３】
　抗ＶＥＧＦ抗体がベバシズマブである請求項１２に記載の薬学的組成物。
【請求項１４】
　検出可能な標識を更に含んでなる請求項１から６の何れか一項に記載の抗α５β１抗体
。
【請求項１５】
　検出可能な標識が、放射性同位体、蛍光染料、及び酵素からなる群から選択されるメン
バーである請求項１４に記載の抗α５β１抗体。
【請求項１６】
　医薬として使用される請求項１から６の何れか一項に記載の抗α５β１抗体。
【請求項１７】
　異常な血管新生及び／又は血管透過もしくは漏出に関与する疾患又は障害を有する個体
を治療する際に使用されるための請求項１から６の何れか一項に記載の抗α５β１抗体。
【請求項１８】
　疾患が癌、眼疾患、又は自己免疫疾患である請求項１７に記載の抗α５β１抗体。
【請求項１９】
　血管新生の阻害に使用される請求項１から６の何れか一項に記載の抗α５β１抗体。
【請求項２０】
　α５β１タンパク質を含んでいることが疑われる試料中のα５β１タンパク質を検出す
るインビトロの方法において、
　（ａ）請求項１４又は１５に記載の抗α５β１抗体を試料と接触させ；
　（ｂ）抗α５β１抗体とα５β１タンパク質との間の複合体の形成を検出する
ことを含む方法。
【請求項２１】
　試料が、異常な血管新生、異常な血管透過性、及び／又は血管漏出に関与する疾患と診
断された患者からのものである請求項２０に記載のインビトロの方法。
【請求項２２】
　異常な血管新生及び／又は血管透過性もしくは血管漏出に関与する疾患又は障害を持つ
個体を治療するための医薬において、請求項１から６の何れか一項に記載の抗α５β１抗
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体を含有してなる医薬。
【請求項２３】
　疾患又は障害が、癌、眼疾患、及び自己免疫疾患からなる群から選択されるメンバーで
ある請求項２２に記載の医薬。
【請求項２４】
　癌が、結腸直腸癌、肺癌、乳癌、腎細胞癌、及び神経膠芽腫からなる群から選択される
請求項２３に記載の医薬。
【請求項２５】
　疾患又は障害が、網膜症、加齢性黄斑変性症、角膜血管新生、角膜移植血管新生、網膜
血管新生、及び血管新生緑内障からなる群から選択されるメンバーである請求項１７に記
載の抗α５β１抗体。
【請求項２６】
　抗α５β１抗体が個体に抗ＶＥＧＦ抗体の有効量と組み合わせて投与される請求項１７
に記載の抗α５β１抗体。
【請求項２７】
　抗ＶＥＧＦ抗体がベバシズマブである請求項２６に記載の抗α５β１抗体。
【請求項２８】
　抗ＶＥＧＦ抗体が抗α５β１抗体の前に投与される請求項２６に記載の抗α５β１抗体
。
【請求項２９】
　抗ＶＥＧＦ抗体及び抗α５β１抗体が同時に投与される請求項２６に記載の抗α５β１
抗体。
【請求項３０】
　個体は、個体が抗ＶＥＧＦ抗体治療に対して非応答性になるまで抗ＶＥＧＦ抗体で最初
に治療され、ついで個体は抗α５β１抗体で治療される請求項２６に記載の抗α５β１抗
体。
【請求項３１】
　上記抗体が、抗血管新生剤、化学療法剤、増殖阻害剤及び細胞傷害剤からなる群から選
択される治療剤と共に投与される請求項２６に記載の抗α５β１抗体。
【請求項３２】
　抗ＶＥＧＦ抗体で治療された対象におけるα５β１を検出するためのキットにおいて、
（ａ）請求項１から６の何れか一項に記載の抗α５β１抗体と；
（ｂ）使用のための指示書
を具備するキット。
【請求項３３】
　請求項１から６の何れか一項に記載の抗α５β１抗体を含有する血管新生を阻害するた
めの医薬。
【請求項３４】
　疾患又は障害が、網膜症、加齢性黄斑変性症、角膜血管新生、角膜移植血管新生、網膜
血管新生、及び血管新生緑内障からなる群から選択されるメンバーである請求項２２に記
載の医薬。
【請求項３５】
　抗α５β１抗体が個体に抗ＶＥＧＦ抗体の有効量と組み合わせて投与される請求項２２
に記載の医薬。
【請求項３６】
　抗ＶＥＧＦ抗体がベバシズマブである請求項３５に記載の医薬。
【請求項３７】
　抗ＶＥＧＦ抗体が抗α５β１抗体の前に投与される請求項３５に記載の医薬。
【請求項３８】
　抗ＶＥＧＦ抗体及び抗α５β１抗体が同時に投与される請求項３５に記載の医薬。



(4) JP 6051048 B2 2016.12.21

10

20

30

40

50

【請求項３９】
　個体は、個体が抗ＶＥＧＦ抗体治療に対して非応答性になるまで抗ＶＥＧＦ抗体で最初
に治療され、ついで個体は抗α５β１抗体で治療される請求項３５に記載の医薬。
【請求項４０】
　上記抗体が、抗血管新生剤、化学療法剤、増殖阻害剤及び細胞傷害剤からなる群から選
択される治療剤と共に投与される請求項３５に記載の医薬。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
（関連出願へのクロスリファレンス）
　この出願は、その開示の全体が全ての目的に対して出典明示によりここに援用される２
００９年３月２５日出願の米国仮出願第６１／１６３２４１号の優先権を主張する。
【０００２】
（発明の分野）
　本発明は、新規なα５β１抗体、該抗体を含んでなる組成物及びキット、及び該抗体を
使用する方法に関する。
【背景技術】
【０００３】
　α５β１インテグリンは、その主要なリガンドであるフィブロネクチンを介して細胞－
ＥＣＭ相互作用を媒介する細胞膜糖タンパク質である。α５β１インテグリンは細胞の遊
走、分化及び生存においてある役割を担っている。α５β１インテグリンのレベルは腫瘍
血管内皮（例えば、胃、結腸直腸、肝細胞、子宮頸部、及び乳癌）及びその他の血管新生
血管において上昇している。α５β１インテグリンは、内皮細胞との壁細胞の結合及び血
管新生中の内皮性細胞外マトリックスの構築を調節する。しかして、α５β１インテグリ
ンは、血管新生の阻害、及びＶＥＧＦアンタゴニストの影響への細胞の感作のための有用
な標的である。
【０００４】
　よって、当該分野ではα５β１インテグリンを標的とする組成物及び方法が必要とされ
ている。
【発明の概要】
【０００５】
　本発明は、モノクローナル抗体１８Ｃ１２から誘導される新規な抗α５β１抗体、新規
な抗α５β１抗体を含んでなるキット及び組成物、及びそれらを作製し及び／又は使用す
る方法を提供する。
　本発明の一実施態様は、ＴＬ－Ｓ／Ｔ－Ｓ／Ｐ／Ｔ－Ｑ／Ｎ－Ｈ－Ｆ／Ｓ－Ｔ／Ｉ－Ｙ
－Ｋ／Ｔ－Ｉ－Ｇ／Ｄ／Ｓ(配列番号：１５)を含むＣＤＲ－Ｌ１；Ｌ／Ｉ－Ｎ／Ｔ－Ｓ－
Ｄ／Ｈ／Ｓ－Ｇ／Ｓ－Ｓ／Ｌ／Ｔ－Ｈ／Ｙ－Ｎ／Ｋ／Ｑ／Ｉ－Ｋ／Ｔ－Ｇ／Ａ－Ｄ／Ｓ／
Ｖ(配列番号：１６)を含むＣＤＲ－Ｌ２；Ｇ／Ａ－Ｓ／Ａ／Ｙ－Ｓ／Ｙ－Ｙ－Ｓ／Ａ／Ｙ
－Ｓ／Ｙ／Ｔ－ＧＹ－Ｖ／Ｉ(配列番号：１７)を含むＣＤＲ－Ｌ３を含むＶＬドメイン；
及びＧＦＴＦＳ－Ｎ／Ａ－ＲＷ－Ｉ／Ｖ－Ｙ(配列番号：１８)を含むＣＤＲ－Ｈ１；ＧＩ
ＫＴＫＰ－Ｎ／Ａ／Ｔ－Ｉ／Ｒ－ＹＡＴ－Ｅ／Ｑ－ＹＡＤＳＶＫＧ(配列番号：１９)を含
むＣＤＲ－Ｈ２；及びＬ／Ｖ－ＴＧ－Ｍ／Ｋ－Ｒ／Ｋ－ＹＦＤＹ(配列番号：２０)を含む
ＣＤＲ－Ｈ３を含むＶＨドメインを含んでなる抗α５β１抗体を提供する。幾つかの実施
態様では、抗α５β１抗体は、それぞれ図３に記載される配列を有するＣＤＲ－Ｌ１、Ｃ
ＤＲ－Ｌ２、及びＣＤＲ－Ｌ３を含むＶＬドメイン、及びそれぞれ図３に記載される配列
を有するＣＤＲ－Ｈ１、ＣＤＲ－Ｈ２、及びＣＤＲ－Ｈ３を含むＶＨドメイン、すなわち
配列番号：２１、２２、２３、又は２４に記載される配列を有するＣＤＲ－Ｌ１、配列番
号：２５、２６、２７、又は２８に記載される配列を有するＣＤＲ－Ｌ２、及び配列番号
：２９、３０、３１、又は３２に記載される配列を有するＣＤＲ－Ｌ３を含むＶＬドメイ
ン；及び配列番号：３４又は３５に記載される配列を有するＣＤＲ－Ｈ１、配列番号：３
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６又は３７に記載される配列を有するＣＤＲ－Ｈ２、及び配列番号：３８、３９、又は４
０に記載される配列を有するＣＤＲ－Ｈ３を含むＶＨドメインを含む。幾つかの実施態様
では、抗α５β１抗体は、配列番号：３－８の任意の一つを有するＶＬドメイン、及び配
列番号：１１－１４の任意の一つを有するＶＨドメインを含む。幾つかの実施態様では、
抗α５β１抗体は、配列番号：４を有するＶＬドメイン、及び配列番号：１１を有するＶ
Ｈドメインを含む。幾つかの実施態様では、抗α５β１抗体は、配列番号：５を有するＶ
Ｌドメイン、及び配列番号：１２を有するＶＨドメインを含む。幾つかの実施態様では、
抗α５β１抗体は、配列番号：６を有するＶＬドメイン、及び配列番号：１３を有するＶ
Ｈドメインを含む。幾つかの実施態様では、抗α５β１抗体は、配列番号：７を有するＶ
Ｌドメイン、及び配列番号：１３を有するＶＨドメインを含む。幾つかの実施態様では、
抗α５β１抗体は、配列番号：８を有するＶＬドメイン、及び配列番号：１４を有するＶ
Ｈドメインを含む。幾つかの実施態様では、抗α５β１抗体は、ヒト、ヒト化又はキメラ
である。幾つかの実施態様では、抗α５β１抗体はモノクローナル抗体である。幾つかの
実施態様では、抗α５β１抗体は、α５β１インテグリンへの結合について１８Ｃ１２抗
体と競合する。幾つかの実施態様では、モノクローナル抗体はキメラ抗体である。幾つか
の実施態様では、抗α５β１抗体は、α５β１に結合する抗体断片である。幾つかの実施
態様では、抗α５β１抗体は、Ｆａｂ、Ｆａｂ'、Ｆ(ａｂ)'２、単鎖Ｆｖ(ｓｃＦｖ)、Ｆ
ｖ断片；ダイアボディ及び線形抗体から選択される。幾つかの実施態様では、抗α５β１

抗体は、全長ＩｇＧ１又は全長ＩｇＧ４である。幾つかの実施態様では、抗α５β１抗体
は、二重特異性抗体又は多重特異性抗体である。幾つかの実施態様では、二重特異性抗体
は、ＶＥＧＦ及びα５β１に結合し、ＶＥＧＦアンタゴニストである。幾つかの実施態様
では、抗α５β１抗体は改変されたエフェクター機能を有する。幾つかの実施態様では、
抗α５β１抗体は、抗体依存性細胞傷害（ＡＤＣＣ）又は補体依存性細胞傷害（ＣＤＣ）
活性を低減し又は防止するように改変される（例えば、抗体のＦｃ部分をコードする核酸
配列を変化させることによる）。幾つかの実施態様では、抗体のＦｃ部分はＮ２９７Ａ置
換を含む。幾つかの実施態様では、抗α５β１抗体は、ヒトにおいてその半減期を増加さ
せ又は低減させるように修飾されている（例えば、抗体のＦｃ部分をコードする核酸配列
を改変させることによる）。幾つかの実施態様では、抗α５β１抗体は、他の実体（例え
ば、治療剤又は検出可能な標識）にコンジュゲートした免疫コンジュゲートの一部である
。幾つかの実施態様では、治療用実体は細胞傷害剤（例えば、放射性同位元素、毒素、増
殖阻害剤、又は化学療法剤）である。幾つかの実施態様では、検出可能な標識は蛍光染料
、放射性同位元素、又は酵素である。
【０００６】
　本発明の更なる実施態様は、ここに記載の抗α５β１抗体の何れかをコードする核酸分
子、核酸を含む発現ベクター、及び核酸を含む宿主細胞を提供する。本発明の更なる実施
態様は、ここに記載の抗α５β１抗体の何れかを生産する方法を提供し、該方法は抗体が
産生されるように宿主細胞を培養することを含む。幾つかの実施態様では、本方法は、宿
主細胞から抗体を回収することを更に含む。
【０００７】
　本発明の更なる実施態様は、この発明のα５β１抗体と薬学的に許容可能な担体を含有
する薬学的組成物を提供する。幾つかの実施態様では、薬学的組成物は、例えばＶＥＧＦ
アンタゴニストを含む、少なくとも１、２、３、４、又はそれ以上の付加的な薬剤を更に
含有する。幾つかの実施態様では、付加的な薬剤は、細胞傷害剤、化学療法剤、増殖阻害
剤、又は抗血管新生剤から選択される。幾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。幾つかの実施態様では、抗ＶＥＧＦ抗体はベバシズマブである
。また本発明は（例えば、ＶＥＧＦアンタゴニストで治療されている被験者において）α

５β１を検出するための使用説明書を含む製造品及びキットを提供する。
【０００８】
　本発明の他の実施態様は、異常な血管新生、血管透過性、又は血管漏出に関与する疾患
又は障害に罹患している被験者を治療する方法を提供する。本方法は、ここに記載の抗α
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５β１抗体の治療的有効量を被験者に投与し、それによって疾患又は障害を（例えば、異
常な血管新生、血管透過性、又は血管漏出を部分的又は完全に阻害することにより）治療
することを含む。また幾つかの実施態様では、ＶＥＧＦアンタゴニストが被験者に投与さ
れる。幾つかの実施態様では、ＶＥＧＦアンタゴニストと抗α５β１抗体が同時に投与さ
れる。幾つかの実施態様では、ＶＥＧＦアンタゴニストと抗α５β１抗体が逐次投与され
る。幾つかの実施態様では、疾患又は障害は、ＶＥＧＦアンタゴニスト治療に対して応答
性である。幾つかの実施態様では、疾患又は障害は、癌、免疫疾患、又は癌性疾患から選
択される。一実施態様では、疾患又は障害は、固形腫瘍、転移性腫瘍、軟部組織腫瘍、眼
の新生血管を有する疾患、異常な血管新生を有する炎症性疾患、被験者への移植後に生じ
た疾患、異常な血管結合組織の増殖を有する疾患から選択される。他の実施態様では、癌
は、乳癌（転移性乳癌を含む）、子宮頸癌、結腸直腸癌（転移性結腸直腸癌を含む）、肺
癌（非小細胞肺癌を含む）、非ホジキンリンパ腫（ＮＨＬ）、慢性リンパ性白血病、腎細
胞癌、ホルモン不応性前立腺癌を含む前立腺癌、肝臓癌、頭部及び頸部の癌、メラノーマ
、卵巣癌、中皮腫、軟部組織癌、消化管間葉性腫瘍、多形神経膠芽腫及び多発性骨髄腫か
ら選択される。他の実施態様では、疾患は、網膜症、加齢黄斑変性（例えば、滲出型ＡＭ
Ｄ）、糖尿病黄斑、浮腫、網膜静脈閉塞症（ＲＶＯ）、及び乾性ＡＭＤ／地図状萎縮（滲
出型ＡＭＤの進行の予防）ルベオーシス；乾癬、炎症性腎疾患、溶血性尿毒症症候群、糖
尿病性腎症（例えば、増殖糖尿病網膜症）、関節炎（例えば、乾癬性関節炎、骨関節炎、
関節リウマチ）、炎症性腸疾患、慢性炎症、慢性網膜剥離、慢性ブドウ膜炎、慢性硝子体
炎、角膜移植後拒絶反応、角膜血管新生、角膜移植血管新生、クローン病、近視、眼の新
生血管病、パジェット病、類天疱瘡、多発動脈炎、ポストレーザー放射状角膜切開、網膜
血管新生、シェーグレン症候群、潰瘍性大腸炎、移植片拒絶、肺炎症、ネフローゼ症候群
、浮腫、悪性腫瘍を有する腹水、脳卒中、血管線維腫、及び血管新生緑内障から選択され
る。一実施態様では、本方法は、付加的な治療剤（例えば、抗悪性腫瘍剤、化学療法剤、
増殖阻害剤、又は細胞傷害剤）を被験者に投与することを更に含む。
【０００９】
　本発明の更に他の実施態様は、被験者の癌を治療する方法を提供するものであり、該方
法は、被験者に治療的有効量のＶＥＧＦアンタゴニストと抗α５β１抗体を投与すること
を含む。幾つかの実施態様では、ＶＥＧＦアンタゴニストと抗α５β１抗体が同時に投与
される。幾つかの実施態様では、ＶＥＧＦアンタゴニストと抗α５β１抗体が逐次投与さ
れる。幾つかの実施態様では、癌はＶＥＧＦアンタゴニスト治療に対して応答性である。
【００１０】
　本発明の更なる実施態様は、加齢黄斑変性（ＡＭＤ）（例えば、滲出型加齢黄斑変性を
含む）を患っている被験者において、ＡＭＤを治療する方法を提供するものであり、該方
法は、被験者に治療的有効量のＶＥＧＦアンタゴニストと抗α５β１抗体を投与すること
を含む。幾つかの実施態様では、ＶＥＧＦアンタゴニストと抗α５β１抗体が同時に投与
される。幾つかの実施態様では、ＶＥＧＦアンタゴニストと抗α５β１抗体が逐次投与さ
れる。更なる他の実施態様では、治療的有効量のＶＥＧＦアンタゴニストとα５β１アン
タゴニストを同時又は逐次投与する工程を含む、被験者における自己免疫疾患を治療する
方法が提供される。
【００１１】
　幾つかの実施態様では、ＶＥＧＦアンタゴニストは治療される被験者に最初に投与され
、抗α５β１抗体が被験者に続いて投与される。幾つかの実施態様では、ＶＥＧＦアンタ
ゴニストとα５β１アンタゴニストは、被験者に同時に投与される。幾つかの実施態様で
は、抗α５β１抗体　ＶＥＧＦアンタゴニストは治療される被験者に最初に投与され、Ｖ
ＥＧＦアンタゴニストが被験者に続いて投与される。幾つかの実施態様では、被験者はＶ
ＥＧＦアンタゴニストに対して不反応性になるまでＶＥＧＦアンタゴニストを用いて治療
され、ついで、被験者は抗α５β１抗体を用いて治療される。特定の一実施態様では、被
験者は、癌が非浸潤性又は初期段階である場合はＶＥＧＦアンタゴニストで治療され、癌
が浸潤性である場合は抗α５β１抗体を用いて治療される。他の実施態様では、抗α５β
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１抗体を用いて治療された被験者では、疾患に罹患していない被験者からの組織又は疾患
のない組織と比較して、疾患組織においてα５β１レベルが上昇している。この例におい
て、本方法は、被験者、例えばＶＥＧＦアンタゴニストで治療された後の疾患組織におい
て、α５β１を検出する工程を更に含むことができる。一実施態様では、浸潤性癌は転移
性癌である。他の実施態様では、初期段階の癌はアジュバント療法（例えば、化学治療又
は外科的除去）により治療される癌である。
【００１２】
　この発明の一実施態様によれば、抗α５β１抗体を用いて治療されるべき被験者は、Ｖ
ＥＧＦアンタゴニスト用後に再発を被っているか、又はＶＥＧＦアンタゴニスト治療に対
して抵抗性を有するようになっている。他の実施態様によれば、抗α５β１抗体とＶＥＧ
Ｆアンタゴニストで治療される被験者は転移性癌に罹患しているか、又は以前にアジュバ
ント療法で治療されている。一実施態様では、候補患者は再発性であり、化学療法剤、例
えばイリノテカンに対して抵抗性又は耐性である。このような疾患の例には、限定される
ものではないが、転移性結腸直腸癌、再発した転移性結腸直腸癌、転移性乳癌、再発した
転移性乳癌、転移性ＨＥＲ２＋乳癌、アジュバント乳癌、アジュバントＨＥＲ２＋乳癌、
転移性膵臓癌、アジュバント結腸癌、アジュバント非小細胞肺癌、アジュバント直腸癌、
アジュバント非小細胞肺、転移性小細胞肺癌、転移性卵巣癌、転移性腎細胞癌、及びアジ
ュバント腎細胞癌が含まれる。
【００１３】
　一実施態様によれば、ここに記載の疾患に罹患している被験者は、ＶＥＧＦアンタゴニ
ストを用いた疾患の治療後に、維持療法がなされ、ここで維持療法は、単独であるか又は
ＶＥＧＦアンタゴニストと逐次又は同時のα５β１アンタゴニストである。
【００１４】
　幾つかの実施態様では、ＶＥＧＦアンタゴニストは、抗体、イムノアドヘシン、ペプチ
ボディ(peptibody)、小分子、ストリンジェントな条件下でＶＥＧＦをコードする核酸分
子にハイブリダイズする核酸（例えば、リボザイム、ｓｉＲＮＡ、及びアプタマー）から
選択される。幾つかの実施態様では、ＶＥＧＦアンタゴニストは抗体（例えば、モノクロ
ーナル抗体）である。一実施態様によれば、抗ＶＥＧＦ抗体は、アバスチン（登録商標）
抗体によるヒトＶＥＧＦへの結合から競合的に阻害され得る。他の実施態様では、抗ＶＥ
ＧＦ抗体は、ヒト、ヒト化又はキメラである。特定の一実施態様では、抗ＶＥＧＦ抗体は
アバスチン（登録商標）抗体である。他の実施態様では、抗ＶＥＧＦ抗体は、Ｆａｂ、Ｆ
ａｂ'、Ｆ(ａｂ)'２、単鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）、Ｆｖ断片；ダイアボディ及び線形抗体から
なる群から選択される。他の実施態様では、ＶＥＧＦアンタゴニストは、ＶＥＧＦ及びα

５β１の双方に結合し、またα５β１アンタゴニストでもある二重特異性抗体である。
【００１５】
　本発明の更なる実施態様は、α５β１タンパク質を含んでいることが疑われる試料にお
けるα５β１タンパク質を検出する方法を提供する。本方法は、（１）ここに記載の抗体
を試料と接触させ；抗α５β１抗体とα５β１タンパク質との間の複合体の形成を検出す
ることを含む。幾つかの実施態様では、試料は、異常な血管新生、異常な血管透過性、及
び／又は血管漏出により特徴付けられる疾患に罹患していると診断された患者からのもの
である。
【００１６】
　本発明のこれらの及び他の実施態様は、次の詳細な説明に更に記載される。
【図面の簡単な説明】
【００１７】
【図１Ａ】図１Ａは、次のものについての軽鎖可変ドメインの配列のアラインメントを示
す：ヒトラムダＩＩＩ；ハムスター１８Ｃ１２；キメラ１８Ｃ１２．ｖ．１．１；ｈ１８
Ｃ１２．ｖ３；ｈ１８Ｃ１２．ｖ６；ｈ１８Ｃ１２．ｖ６．１．Ｌａｍ３；ｈ１８Ｃ１２
．ｖ６．２Ｌａｍ３；及びｈ１８Ｃ１２．ｖ６．１．５。
【図１Ｂ】図１Ｂは、次のものについての軽鎖可変ドメインの配列のアラインメントを示
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す：ヒトラムダＩＩＩ；ハムスター１８Ｃ１２；キメラ１８Ｃ１２．ｖ．１．１；ｈ１８
Ｃ１２．ｖ３；ｈ１８Ｃ１２．ｖ６；ｈ１８Ｃ１２．ｖ６．１．Ｌａｍ３；ｈ１８Ｃ１２
．ｖ６．２Ｌａｍ３；及びｈ１８Ｃ１２．ｖ６．１．５。
【図２Ａ】図２Ａは、次のものについての重鎖可変ドメインの配列のアラインメントを示
す：ハムスター１８Ｃ１２；ｈ１８Ｃ１２．ｖ３；ｈ１８Ｃ１２．ｖ６；ｈ１８Ｃ１２．
ｖ６．１．Ｌａｍ３；ｈ１８Ｃ１２．ｖ６．２Ｌａｍ３；及びｈ１８Ｃ１２．ｖ６．１．
５。
【図２Ｂ】図２Ｂは、次のものについての重鎖可変ドメインの配列のアラインメントを示
す：ハムスター１８Ｃ１２；ｈ１８Ｃ１２．ｖ３；ｈ１８Ｃ１２．ｖ６；ｈ１８Ｃ１２．
ｖ６．１．Ｌａｍ３；ｈ１８Ｃ１２．ｖ６．２Ｌａｍ３；及びｈ１８Ｃ１２．ｖ６．１．
５。
【図３】図３は、ｈ１８Ｃ１２．ｖ３及びｈ１８Ｃ１２．ｖ３親和成熟変異体ｈ１８Ｃ１
２．ｖ６；ｈ１８Ｃ１２．ｖ７；ｈ１８Ｃ１２．ｖ９；ｈ１８Ｃ１２．ｖ１５；ｈ１８Ｃ
１２．ｖ１６；ｈ１８Ｃ１２．ｖ２８；ｈ１８Ｃ１２．ｖ３０；ｈ１８Ｃ１２．ｖ５１；
ｈ１８Ｃ１２．ｖ５４；ｈ１８Ｃ１２．ｖ７０；及びｈ１８Ｃ１２．ｖ７８のＣＤＲ配列
を示す。
【図４】図４は、ｈ１８Ｃ１２．ｖ３親クローン、及び１８Ｃ１２親和成熟変異体ｈ１８
Ｃ１２．ｖ６；ｈ１８Ｃ１２．ｖ７；ｈ１８Ｃ１２．ｖ９；ｈ１８Ｃ１２．ｖ１５；ｈ１
８Ｃ１２．ｖ１６；ｈ１８Ｃ１２．ｖ２８；ｈ１８Ｃ１２．ｖ３０；ｈ１８Ｃ１２．ｖ５
１；ｈ１８Ｃ１２．ｖ５４；ｈ１８Ｃ１２．ｖ７０；及びｈ１８Ｃ１２．ｖ７８のヒトα

５β１インテグリンへの結合を証明するファージ競合ＥＬＩＳＡの結果を示す。
【図５】図５は、ｈ１８Ｃ１２．ｖ３親クローン、及びｈ１８Ｃ１２．ｖ３親和成熟変異
体ｈ１８Ｃ１２．ｖ６；ｈ１８Ｃ１２．ｖ１５；ｈ１８Ｃ１２．ｖ５４；及びｈ１８Ｃ１
２．ｖ７０の、ヒトα５β１インテグリンへの結合を証明するＢＩＡＣＯＲＥ(登録商標)
分析の結果を示す。
【図６】図６は、キメラ１８Ｃ１２及びｈ１８Ｃ１２．ｖ６．１．Ｌａｍ３の、ヒトα５

β１インテグリンへの結合性のＢＩＡＣＯＲＥ(登録商標)分析の結果を示す。
【図７】図７は、ｈ１８Ｃ１２．ｖ６．１クローンｈ１８Ｃ１２．ｖ６．１．１、ｈ１８
Ｃ１２．ｖ６．１．２、ｈ１８Ｃ１２．ｖ６．１．３、ｈ１８Ｃ１２．ｖ６．１．４、及
びｈ１８Ｃ１２．ｖ６．１．５の結合性のＢＩＡＣＯＲＥ(登録商標)分析の結果を示し、
ｈ１８Ｃ１２．ｖ６．１クローンのそれぞれの位置５０ａ、５０ｂ、５０ｃ、及び５０ｄ
でのＣＤＲ-Ｌ２配列を示す。
【図８】図８は、フィブロネクチンへのＵ９３７細胞の結合を妨害するキメラ１８Ｃ１２
及びｈ１８Ｃ１２．ｖ６．１の能力を比較するフィブロネクチン結合アッセイの結果を示
す。
【図９】図９は、フィブロネクチンへのＵ９３７細胞の結合を妨害するハムスター１８Ｃ
１２及びｈ１８Ｃ１２．ｖ６．１．５の能力を比較するフィブロネクチン結合アッセイの
結果を示す。
【図１０】図１０は、フィブロネクチンへのα５β１の結合を妨害するハムスター１８Ｃ
１２及びｈ１８Ｃ１２．ｖ６．１．５の能力を比較するフィブロネクチン結合アッセイの
結果を示す。
【図１１】図１１は、フィブロネクチンへのＨＵＶＥＣ細胞の移動を妨害するキメラ１８
Ｃ１２及びｈ１８Ｃ１２．ｖ６．１の能力を比較するＨＵＶＥＣ遊走アッセイの結果を示
す。
【図１２】図１２は、生存率を高めるｈ１８Ｃ１２．ｖ６．１．５＋／－抗ＶＥＧＦの能
力を測定する腫瘍異種移植アッセイの結果を示す。
【図１３】図１３は、腫瘍量を低減させるｈ１８Ｃ１２．ｖ６．１．５＋／－抗ＶＥＧＦ
の能力を測定する腫瘍異種移植アッセイの結果を表す。
【発明を実施するための形態】
【００１８】
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Ｉ．序
　本発明は、α５β１インテグリンに結合する新規な抗体の同定に基づく。α５β１抗体
はモノクローナル抗体１８Ｃ１２から誘導され、様々な治療及び診断方法に使用すること
ができる。例えば、α５β１抗体は、単独で、又は異常な血管新生、腫瘍、眼疾患及び自
己免疫疾患を治療するための他の薬剤と組合せて使用することができる。抗体は、患者に
おけるα５β１タンパク質に対する抗体を投与し、患者からの試料中のα５β１タンパク
質に結合した抗α５β１抗体を（例えば、インビボ又はエクスビボで）検出することによ
り、又は患者からの試料と抗体を接触させ、α５β１タンパク質に結合する抗α５β１抗
体を定性的又は定量的に検出することにより、患者又は患者試料中のα５β１タンパク質
を検出するためにまた使用することができる。
【００１９】
ＩＩ．定義
　「アルファ５ベータ１」又は「α５β１」又は「ａ５ｂ１」又は「α５β１」は、二つ
の異なるタンパク質（すなわち、サブユニットアルファ５とベータ１）を有するインテグ
リンである。α５β１は、フィブロネクチン、Ｌ１－ＣＡＭ及びフィブリノーゲンに結合
することが示されている。また、α５β１インテグリンは、最晩期活性化-５、ＶＬＡ-５
、アルファ５ベータ１、ＣＤ４９ｅ／ＣＤ２９、フィブロネクチンレセプター、ＦＮＲ、
及びＧＰＩｃ-ＩＩａとしても知られている。一実施態様によれば、α５β１はヒトα５
β１である。
【００２０】
　「アルファ５」は、ここでは、ＣＤ４９ｅ、α５、インテグリンアルファ５サブユニッ
ト、ＶＬＡ-５アルファサブユニットと交換可能に使用され、ＧＰＩｃ-ＩＩａ及びＦＮＲ
アルファ鎖のＩＣサブユニットは、α５β１インテグリンの一つのサブユニットを意味す
る。アルファ５は、選択的スプライシングにより産生され、それらの細胞質ドメイン内で
変化する４つのアイソフォーム（Ａ－Ｄ）を有している。アルファ５のヒトアイソフォー
ムのアミノ酸配列は、それぞれ例えばＧｅｎｂａｎｋ受託番号：Ｘ０７９７９、Ｕ３３８
７９、Ｕ３３８８２及びＵ３３８８０で見出すことができる。
【００２１】
　また、「ベータ１」は、ＣＤ２９、ベータ１、血小板ＧＰＩＩａ；ＶＬＡ-ベータ鎖；
ベータ-１インテグリン鎖、ＣＤ２９；ＦＮＲＢ；ＭＤＦ２；ＶＬＡＢ；ＧＰＩＩＡ；Ｍ
ＳＫ１２及びＶＬＡ５Ｂとも呼ばれる。ヒトベータ１のアミノ酸配列は、例えばＧｅｎｂ
ａｎｋ受託番号：Ｘ０６２５６に見出すことができる。
【００２２】
　ここで使用される「ＶＥＧＦ」なる用語は、Leung等 Science, 246:1306 (1989)、及び
Houck等 Mol. Endocrin., 5:1806 (1991)により記載されているように、自然に生じたア
レル及びそのプロセシング形態と共に、１６５-アミノ酸ヒト血管内皮細胞増殖因子、及
び関連する１２１-、１８９-、及び２０６-アミノ酸ヒト血管内皮細胞増殖因子を意味す
る。また、「ＶＥＧＦ」なる用語は、非ヒト種、例えばマウス、ラット又は霊長類からの
ＶＥＧＦもまた意味する。しばしば、特定の種からのＶＥＧＦは、例えばヒトＶＥＧＦに
対してｈＶＥＧＦ、又はマウスＶＥＧＦに対してｍＶＥＧＦ等の用語で示される。また、
「ＶＥＧＦ」なる用語は、１６５-アミノ酸ヒト血管内皮細胞増殖因子のアミノ酸８～１
０９又は１～１０９を含有するポリペプチドの切断型を意味するために使用される。任意
のこのような形態のＶＥＧＦに対する引用は、本出願において、例えば「ＶＥＧＦ（８－
１０９）」、「ＶＥＧＦ（１－１０９）」又は「ＶＥＧＦ１６５」と特定されうる。「切
断型」天然ＶＥＧＦについてのアミノ酸位置は、天然ＶＥＧＦ配列において示されたよう
に番号付けされる。例えば、切断型天然ＶＥＧＦにおけるアミノ酸位置１７(メチオニン)
は、天然ＶＥＧＦにおいても１７位(メチオニン)である。切断型天然ＶＥＧＦは、天然Ｖ
ＥＧＦに匹敵するＫＤＲ及びＦｌｔ-１レセプターに対する結合親和性を有する。一実施
態様では、ＶＥＧＦはヒトＶＥＧＦである。
【００２３】
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　「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その結合を含むＶＥＧＦ活性を中和し、ブロックし、阻害
し、抑制し、低減し、又は妨害することができる分子を意味する。好ましくは、ＶＥＧＦ
アンタゴニストは、ＶＥＧＦ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をブロックするポリペプチド（例えば、イムノアドヘシ
ン、ペプチボディ）、抗ＶＥＧＦレセプター抗体及びＶＥＧＦレセプターアンタゴニスト
、例えばＶＥＧＦＲチロシンキナーゼの小分子インヒビター、ＶＥＧＦに結合するアプタ
マー及びＶＥＧＦ又はＶＥＧＦレセプターをコードする核酸配列にストリンジェントな条
件下でハイブリダイズする核酸（例えば、ＲＮＡｉ）を含む。一実施態様によれば、ＶＥ
ＧＦアンタゴニストはＶＥＧＦに結合し、インビトロでＶＥＧＦ誘導性内皮細胞増殖を阻
害する。一実施態様によれば、ＶＥＧＦアンタゴニストは、非ＶＥＧＦ又は非ＶＥＧＦレ
セプターよりも大きな親和性でＶＥＧＦ又はＶＥＧＦレセプターに結合する。一実施態様
によれば、ＶＥＧアンタゴニストは、１μＭ～１ｐＭのＫｄでＶＥＧＦ又はＶＥＧＦレセ
プターに結合する。他の実施態様によれば、ＶＥＧＦアンタゴニストは、５００ｎＭ～１
ｐＭでＶＥＧＦ又はＶＥＧＦレセプターに結合する。
【００２４】
　一実施態様によれば、ＶＥＧＦアンタゴニストは、ポリペプチド、例えば抗体、ペプチ
ボディ、イムノアドヘシン、小分子又はアプタマーからなる群から選択される。一実施態
様では、抗体は抗ＶＥＧＦ抗体、例えばアバスチン(登録商標)抗体又は抗ＶＥＧＦレセプ
ター抗体、例えば抗ＶＥＧＦＲ２又は抗ＶＥＧＦＲ３抗体である。ＶＥＧＦアンタゴニス
トの他の例には、ＶＥＧＦ-Ｔｒａｐ、ムカゲン、ＰＴＫ７８７、ＳＵ１１２４８、ＡＧ-
０１３７３６、Ｂａｙ４３９００６（ソラフェニブ）、ＺＤ-６４７４、ＣＰ６３２、Ｃ
Ｐ-５４７６３２、ＡＺＤ-２１７１、ＣＤＰ-１７１、ＳＵ-１４８１３、ＣＨＩＲ-２５
８、ＡＥＥ-７８８、ＳＢ７８６０３４、ＢＡＹ５７９３５２、ＣＤＰ-７９１、ＥＧ-３
３０６、ＧＷ-７８６０３４、ＲＷＪ-４１７９７５／ＣＴ６７５８及びＫＲＮ-６３３が
含まれる。
【００２５】
　「抗ＶＥＧＦ抗体」は、十分な親和性と特異性でＶＥＧＦに結合する抗体である。好ま
しくは、本発明の抗ＶＥＧＦ抗体は、ＶＥＧＦ活性が関与する疾患又は病状を標的とし、
また干渉する治療剤として使用することができる。抗ＶＥＧＦ抗体は、通常、他のＶＥＧ
Ｆホモログ、例えばＶＥＧＦ-Ｂ又はＶＥＧＦ-Ｃにも、又は他の増殖因子、例えばＰｌＧ
Ｆ、ＰＤＧＦ又はｂＦＧＦにも結合しない。抗ＶＥＧＦ抗体は、ハイブリドーマＡＴＣＣ
 ＨＢ１０７０９により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。より好ましくは、抗ＶＥＧＦ抗体は、Pr
esta等 (1997) Cancer Res. 57:4593-4599に従って産生される組換えヒト化抗ＶＥＧＦ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（ＢＶ；アバスチン(
登録商標）として知られている抗体を含む。他の実施態様では、使用可能な抗ＶＥＧＦ抗
体には、限定されるものではないが、国際公開第２００５／０１２３５９号に開示の抗体
が含まれる。一実施態様によれば、抗ＶＥＧＦ抗体は、国際公開第２００５／０１２３５
９号の図２４、２５、２６、２７及び２９に開示されている抗体の何れか一つの可変重領
域及び可変軽領域を含む（例えば、Ｇ６、Ｇ６-２３、Ｇ６-３１、Ｇ６-２３．１、Ｇ６-
２３．２、Ｂ２０、Ｂ２０-４及びＢ２０．４．１）。他の実施態様では、ラニビズマブ
として知られている抗ＶＥＧＦ抗体は、糖尿病性網膜症及び滲出型ＡＭＤ等の眼疾患に対
して投与されるＶＥＧＦアンタゴニストである。
【００２６】
　「ｒｈｕＭＡｂ ＶＥＧＦ」又は「アバスチン(登録商標)」としても知られている抗Ｖ
ＥＧＦ抗体「ベバシズマブ(ＢＶ)」は、Presta等 (1997) Cancer Res. 57:4593-4599に従
い産生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、そのレセプタ
ーへのヒトＶＥＧＦの結合をブロックするマウス抗ｈＶＥＧＦモノクローナル抗体Ａ．４
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．６．１からの、抗原-結合相補性-決定領域及び変異したヒトＩｇＧ１フレームワーク領
域を含む。ほとんどのフレームワーク領域を含む、ベバシズマブのアミノ酸配列のおよそ
９３％が、ヒトＩｇＧ１から誘導され、配列の約７％がマウス抗体Ａ４．６．１から誘導
される。ベバシズマブは、約１４９０００ダルトンの分子量を有し、グリコシル化されて
いる。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。
【００２７】
　抗ＶＥＧＦ抗体ラニビズマブ又はＬＵＣＥＮＴＩＳ(登録商標)抗体又はｒｈｕＦａｂ 
Ｖ２は、ヒト化された親和成熟抗ヒトＶＥＧＦ Ｆａｂ断片である。ラニビズマブは、大
腸菌発現ベクター及び細菌発酵における標準的な組換え技術法により生成される。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２００３／０１９０３１７号を参照。
【００２８】
　標的上で重複するか又は類似の領域に結合することにより特徴付けられる分子、例えば
抗体は、競合阻害／結合アッセイにより同定することができる。
【００２９】
　一実施態様では、ＨＵＶＥＣ又はα５β１を発現する他の細胞が競合阻害アッセイに使
用され、ＦＡＣＳが、互いに関連する二つの抗α５β１抗体の結合位置を評価するために
使用される。例えば、ＨＵＶＥＣ細胞はコニカルチューブで洗浄され、１０００ｒｐｍ５
分でスピンされうる。ペレットは典型的には２回洗浄される。ついで、細胞は再懸濁され
、計測され、使用するまで氷上で維持されうる。１００μｌの第一の抗α５β１抗体（例
えば、１μｇ／ｍｌ濃度又は低濃度で出発）をウェルに添加することができる。次に、１
００μｌ（例えば２０×１０５細胞）の細胞がウェル当たりに添加され、氷上で３０分間
インキュベートされうる。ついで、１００μｌのビオチン化抗α５β１抗体（５μｇ／ｍ
ｌの原液）が各ウェルに添加され、氷上で３０分間インキュベートされうる。ついで、細
胞が洗浄され、１０００ｒｐｍで５分間ペレット化される。上清が吸引される。Ｒ-フィ
コエリトリンコンジュゲートストレプトアビジン(Jackson 016-110-084)がウェル(１００
μｌ＠１：１０００)に添加される。次に、プレートがホイルで包装され、氷上で３０分
間インキュベートされうる。インキュベーション後、ペレットが洗浄され、１０００ｒｐ
ｍで５分間ペレット化されうる。ペレットは再懸濁され、ＦＡＣＳ分析用のマイクロタイ
ターチューブに移されうる。
【００３０】
　「血管新生因子又は薬剤」は、血管の発生の刺激、例えば血管新生の促進、内皮細胞の
増殖、血管の安定性、及び／又は脈管形成等に関与する増殖因子又はそのレセプターであ
る。例えば血管新生因子には、限定されるものではないが、例えばＶＥＧＦ及びＶＥＧＦ
ファミリー及びそれらのレセプターのメンバー(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(ＦＧＦｓ)、ＴＩＥリガンド(アンジオポエチン、ＡＮＧＰ
Ｔ１、ＡＮＧＰＴ２)、ＴＩＥ１、ＴＩＥ２、エフリン、Ｂｖ８、デルタ様リガンド４(Ｄ
ＬＬ４)、Ｄｅｌ-１、線維芽細胞増殖因子：酸性(ａＦＧＦ)及び塩基性(ｂＦＧＦ)、ＦＧ
Ｆ４、ＦＧＦ９、ＢＭＰ９、ＢＭＰ１０、フォリスタチン、顆粒球コロニー刺激因子(Ｇ-
ＣＳＦ)、ＧＭ-ＣＳＦ、肝細胞増殖因子(ＨＧＦ)／散乱因子(ＳＦ)、インターロイキン-
８(ＩＬ-８)、ＣＸＣＬ１２、レプチン、ミッドカイン、ニューロピリン、ＮＲＰ１、Ｎ
ＲＰ２、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-アルファ、又はＰＤＧＦＲ-ベータ、プレイオト
ロフィン(ＰＴＮ)、プログラニュリン、プロリフェリン(Proliferin)、トランスフォーミ
ング増殖因子-アルファ(ＴＧＦ-アルファ)、トランスフォーミング増殖因子-ベータ(ＴＧ
Ｆ-ベータ)、腫瘍壊死因子-アルファ(ＴＮＦ-アルファ)、Ａｌｋ１、ＣＸＣＲ４、Ｎｏｔ
ｃｈ１、Ｎｏｔｃｈ４、Ｓｅｍａ３Ａ、Ｓｅｍａ３Ｃ、Ｓｅｍａ３Ｆ、Ｒｏｂｏ４等が含
まれる。それは、血管新生を促進する因子、例えばＥＳＭ１及びパールカンを更に含む。
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それは、創傷治癒を促進する因子、例えば成長ホルモン、インスリン様増殖因子-Ｉ（Ｉ
ＧＦ-Ｉ）、ＶＩＧＦ、上皮細胞成長因子（ＥＧＦ）、ＥＧＦ様ドメイン，マルチプル７
（ＥＧＦＬ７）、ＣＴＧＦ及びそのファミリーのメンバー、及びＴＧＦ-α及びＴＧＦ-β
をまた含む。例えば、Klagsbrun及びD’Amore (1991) Annu. Rev. Physiol. 53:217-39；
Streit及びDetmar (2003) Oncogene 22:3172-3179；Ferrara及びAlitalo (1999) Nature 
Medicine 5(12):1359-1364；Tonini等 (2003) Oncogene 22:6549-6556 (例えば既知の血
管新生因子をリストに挙げる表１)；及びSato (2003) Int. J. Clin. Oncol. 8:200-206
を参照のこと。
【００３１】
　「抗血管新生剤」又は「血管新生インヒビター」は、小分子量物質、ポリヌクレオチド
(例えば、抑制性ＲＮＡ(ＲＮＡｉ又はｓｉＲＮＡ)を含む)、ポリペプチド、単離されたタ
ンパク質、組換えタンパク質、抗体、又はそのコンジュゲート又は融合タンパク質で、血
管新生、脈管形成、又は所望しない血管透過性を、直接的に又は間接的に阻害するものを
意味する。抗血管新生剤には、血管新生因子又はそのレセプターに結合しその血管新生活
性を阻害する薬剤が含まれることが理解されなければならない。例えば、抗血管新生剤は
、上述の血管新生剤に対する抗体又は他のアンタゴニスト、例えばＶＥＧＦ-Ａ又はＶＥ
ＧＦ-Ａレセプター(例えば、ＫＤＲレセプター又はＦｌｔ-１レセプター)に対する抗体、
抗ＰＤＧＦＲインヒビター、ＶＥＧＦレセプターシグナル伝達をブロックする小分子(例
えば、ＰＴＫ７８７／ＺＫ２２８４、ＳＵ６６６８、ＳＵＴＥＮＴ(登録商標)／ＳＵ１１
２４８(リンゴ酸スニチニブ)、ＡＭＧ７０６、又は例えば国際特許出願国際公開第２００
４／１１３３０４号に記載されているものである。抗血管新生剤には、限定されるもので
はないが、次の薬剤：ＶＥＧＦインヒビター、例えばＶＥＧＦ特異性アンタゴニスト、Ｅ
ＧＦインヒビター、ＥＧＦＲインヒビター、アービタックス(登録商標)(セチキシマブ、I
mClone Systems, Inc., Branchburg, N.J.)、ベクティビックス(登録商標)(パニツムマブ
、Amgen, Thousand Oaks, CA)、ＴＩＥ２インヒビター、ＩＧＦ１Ｒインヒビター、ＣＯ
Ｘ-ＩＩ(シクロオキシゲナーゼＩＩ)インヒビター、ＭＭＰ-２(マトリックス-メタロプロ
テイナーゼ２)インヒビター、及びＭＭＰ-９(マトリックス-メタロプロテイナーゼ９)イ
ンヒビター、ＣＰ-５４７,６３２(Pfizer Inc., NY, USA)、アキシチニブ(Pfizer Inc.；
ＡＧ-０１３７３６)、ＺＤ-６４７４(AstraZeneca)、ＡＥＥ７８８(Novartis)、ＡＺＤ-
２１７１)、ＶＥＧＦ Ｔｒａｐ(Regeneron/Aventis)、バタラニブ(ＰＴＫ-７８７、ＺＫ-
２２２５８４としても知られている：Novartis & Schering AG)、マクジェン(ペガプタニ
ブ八ナトリウム塩、ＮＸ-１８３８、ＥＹＥ-００１、Pfizer Inc./Gilead/Eyetech)、Ｉ
Ｍ８６２(Cytran Inc. of Kirkland, Wash., USA)；及びアンギオザイム(angiozyme)、及
びRibozyme (Boulder, Colo.)及び Chiron (Emeryville, Calif.)からの合成リボザイム
、及びその組合せが含まれる。他の血管新生インヒビターには、トロンボスポンジン１、
トロンボスポンジン２、コラーゲンＩＶ及びコラーゲンＸＶＩＩＩが含まれる。ＶＥＧＦ
インヒビターは、その双方の全体が全ての目的に対して援用される米国特許第６５３４５
２４号及び同第６２３５７６４号に開示されている。また抗血管新生剤には、天然の血管
新生インヒビター、例えばアンジオスタチン、エンドスタチン等が含まれる。例えば、Kl
agsbrun及びD'Amore (1991) Annu. Rev. Physiol. 53:217-39；Streit及びDetmar (2003)
 Oncogene 22:3172-3179(例えば、悪性メラノーマにおける抗血管新生治療剤を列挙する
表３)；Ferrara及びAlitalo (1999) Nature Medicine 5(12):1359-1364；Tonini等 (2003
) Oncogene 22:6549-6556(例えば、既知の抗血管新生因子を列挙する表２)；及びSato (2
003) Int. J. Clin. Oncol. 8:200-206(例えば、臨床治験に使用される抗血管新生剤を列
挙する表１)を参照。
【００３２】
　「抗血管新生治療」なる用語は、抗血管新生剤の投与を含む血管新生の阻害に有用な治
療を意味する。
【００３３】
　この発明に係る抗体、抗ＶＥＧＦ抗体の「Ｋｄ」又は「Ｋｄ値」は、一実施態様では、
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ＶＥＧＦに対するＦａｂの溶液結合親和性を測定する次のアッセイによって、又は段階的
な力価の非標識ＶＥＧＦの存在下で、最小濃度の(１２５Ｉ)標識ＶＥＧＦ（１０９）でＦ
ａｂを平衡化し、ついで抗Ｆａｂ抗体被覆プレートで結合ＶＥＧＦを捕獲することによっ
て(Chen等, (1999) J. Mol Biol 293:865-881)、抗体のＦａｂ型とＶＥＧＦ分子を用いて
実施される放射標識ＶＥＧＦ結合評価(ＲＩＡ)で測定される。アッセイの条件を樹立する
ために、マイクロタイタープレート（Ｄｙｎｅｘ）を５０ｍＭの炭酸ナトリウム(ｐＨ９
．６)中の５ｕｇ／ｍｌの捕獲抗Ｆａｂ抗体（Cappel Labs）で一晩被覆し、続いてＰＢＳ
中の２％（ｗ／ｖ）ウシ血清アルブミンで室温(およそ２３℃)で２から５時間ブロックす
る。非吸着プレート（Ｎｕｎｃ＃２６９６２０）において、１００ｐＭ又は２６ｐＭの［
１２５Ｉ］ＶＥＧＦ（１０９）を段階希釈した興味あるＦａｂ（例えば、Ｆａｂ-１２（P
resta等, (1997) Cancer Res. 57: 4593-4599））と混合する。ついで、興味ある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平衡状態に達することを担保
するために６５時間継続してもよい。その後、混合物を捕獲プレートに移し、室温で１時
間インキュベートする。ついで、溶液を取り除き、プレートをＰＢＳ中０．１％のＴｗｅ
ｅｎ２０で８回洗浄する。プレートが乾燥したら、１５０ｕｌ／ウェルの閃光物質（Micr
oScint-20;Packard）を加え、プレートをＴｏｐｃｏｕｎｔγカウンター（Packard）で１
０分間計数する。最大結合の２０％以下の濃度の各Ｆａｂを選択して競合結合アッセイに
用いる。他の実施態様によれば、～１０応答単位（ＲＵ）の固定した標的分子ｈＶＥＧＦ
（８－１０９）ＣＭ５チップを用いて２５℃でＢＩＡｃｏｒｅ(商標)-２０００又はＢＩ
Ａｃｏｒｅ(商標)-３０００（BIAcore, Inc., Piscataway, NJ）を使用する表面プラズモ
ン共鳴アッセイを使用してＫｄ又はＫｄ値を測定する。簡潔には、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
ドロキシスクシンイミド（ＮＨＳ）で活性化させる。ヒトＶＥＧＦを注入前に１０ｍＭの
酢酸ナトリウム（ｐＨ４．８）で５μｇ／ｍｌ（約０．２μＭ）に希釈し、結合したタン
パク質の応答単位（ＲＵ）がおよそ１０応答単位（ＲＵ）になるように５μｌ／分の流量
で注入する。ヒトＶＥＧＦの注入後、未反応群をブロックするために１Ｍのエタノールア
ミンを注入する。動態測定のために、２倍の段階希釈したＦａｂ（０．７８ｎＭから５０
０ｎＭ）を２５℃、約２５μｌ／分の流量で０．０５％のＴｗｅｅｎ２０を含むＰＢＳ（
ＰＢＳＴ）に注入する。会合及び解離のセンサーグラムの同時フィッティングによる単純
な一対一ラングミュア結合モデル（ＢＩＡｃｏｒｅ Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎソフトウェア
バージョン３．２）を用いて、会合速度（ｋｏｎ）と解離速度（ｋｏｆｆ）を算出する。
平衡解離定数（Ｋｄ）をｋｏｆｆ／ｋｏｎ比として算出した。Chen, Y.,等, (1999) J. M
ol Biol 293:865-881を参照のこと。上記の表面プラスモン共鳴アッセイによる結合速度
が１０６Ｍ－１Ｓ－１を上回る場合、結合速度は、分光計、例えば、ストップフロー装備
分光光度計（Aviv Instruments）又は撹拌キュベットを備えた８０００シリーズＳＬＭ-
Ａｍｉｎｃｏ分光光度計（ThermoSpectronic）で測定される、漸増濃度のヒトＶＥＧＦ切
断型（８－１０９）又はマウスＶＥＧＦの存在下で、ＰＢＳ（ｐＨ７．２）中、２５℃の
、２０ｎＭの抗ＶＥＧＦ抗体（Ｆａｂ型）の蛍光発光強度（励起＝２９５ｎｍ；発光＝３
４０ｎｍ、バンドパス＝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
て測定することができる。同様の結合アッセイは、抗α５β１Ｆａｂ抗体又はα５β１を
標的として使用する抗体のＫｄを決定するために実施することができる。
【００３４】
　ここで使用される場合、治療される被験者は哺乳動物(例えば、ヒト、非-ヒト霊長類、
ラット、マウス、ウシ、ウマ、ブタ、ヒツジ、ヤギ、イヌ、ネコ等)である。被験者は臨
床患者、臨床治験ボランティア、実験動物等でありうる。被験者は、癌、免疫疾患、異常
な血管新生を伴う任意の他の疾患への罹患が疑われているか、又は罹患する危険性のある
もの、癌、免疫疾患、異常な血管新生を伴う任意の他の疾患に罹患していると診断されて
いるものでありうる。癌、免疫疾患、又は異常な血管新生を示す任意の他の疾患のための
多くの診断方法、及びこれらの疾患の臨床描写は、当該分野で知られている。一実施態様
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によれば、この発明に従って治療される被験者はヒトである。
【００３５】
　「異常な血管新生」は、疾患状態において又は疾患状態を引き起こすように、新規な血
管が過剰に又は他に不適切に成長する場合に（例えば、医学的見地から望ましくない血管
新生の位置、時間、度合い、又は発生）起きる。ある場合には、癌、特に血管新生化固形
腫瘍及び転移性腫瘍（結腸癌、肺癌（特に小細胞肺癌）又は前立腺癌を含む）、眼性新血
管形成による疾患、特に糖尿病性盲目、網膜症、一次性糖尿病性網膜症又は加齢黄斑変性
、脈絡膜血管新生（ＣＮＶ）、糖尿病性黄斑浮腫、病的近視、フォン・ヒッペル・リンド
ウ病、眼のヒストプラスマ症、網膜中心静脈閉塞症（ＣＲＶＯ）、角膜血管新生、及び網
膜血管新生及びルベオーシス；乾癬、関乾癬関節炎、血管腫のような血管芽細胞腫；炎症
性腎疾患、例えば糸球体腎炎、特に糸球体間質性増殖性の糸球体腎炎、溶血性尿毒症性症
候群、糖尿病性ネフロパシ又は高血圧の腎硬化症；様々な炎症疾患、例えば、関節炎、特
に関節リウマチ、炎症性腸疾患、乾癬、類肉腫症、移植後に生じる動脈の動脈硬化及び疾
患、子宮内膜症又は慢性喘息、及び７０以上の他の症状のような幾つかの場合において、
病状の悪化又は疾患を引き起こす新生血管成長がある時に過度の、制御されていない、又
は他の不適切な血管新生が起きる。新生血管が疾患組織を育て、正常な組織を破壊し、癌
の場合には、新生血管が腫瘍細胞を血流に逃れさせ、他の器官に留まらせる（腫瘍転移）
。本発明は、上述の病気を発生させるリスクがある患者を治療することを考える。
【００３６】
　「異常な血管透過性」は血管と血管外区画間の血流、分子（例えば、イオンと栄養）及
び細胞（例えば、リンパ球）が過剰又は不適切な場合（例えば、医学的見地から望ましく
ない血管透過性の場所、時間、程度、又は発生）に起きる。異常な血管透過性は血管を介
したイオン、水、栄養、又は細胞の過剰又は不適切な「漏れ」を起こし得る。幾つかの場
合において、過剰な、制御されない、又は不適切な血管透過又は血管漏出は、例えば、腫
瘍を伴う、例えば、脳腫瘍；悪性腹水；メイグス症候群；肺炎；ネフローゼ症候群；心嚢
貯留液；胸水；心筋梗塞および脳卒中などに続く状態のような心血管疾患と関連した透過
性を含む浮腫を含む病状を悪化又は誘導する。本発明は、異常な血管透過及び漏出を伴う
疾患又は障害を発生又は発生させるリスクがある患者を治療することを考慮する。
【００３７】
　本発明の抗体又はポリペプチドを投与する候補となる他の患者は、血管結合組織組織の
異常な増殖、赤瘡、後天性免疫不全症候群、動脈閉塞、アトピー性角膜炎、細菌性潰瘍、
ベーチェット病、血液由来の腫瘍、頸動脈閉塞性疾患、脈絡叢血管新生、慢性炎症、慢性
網膜剥離、慢性ブドウ膜炎、慢性硝子体炎、コンタクトレンズ過剰装着、角膜移植片拒絶
、角膜血管新生、角膜移植片血管新生、クローン病、イールズ病、流行性角結膜炎、細菌
性潰瘍、単純ヘルペス感染症、帯状疱疹、過粘稠度症候群、カポジ肉腫、白血病、脂質退
化、ライム病、辺縁潰瘍性角膜炎、モーレン潰瘍、ハンセン病以外のマイコバクテリア感
染症、近視、眼性新生血管疾患、視覚穴、オスラー-ウェーバー症候群(オスラー-ウェー
バー-ランデュ)、骨関節炎、パジェット病、毛様体扁平部炎、類天疱瘡、フリクテン症、
多発動脈炎、レーザー治療後合併症、原生動物の感染症、弾性線維性偽性黄色腫、鰭角膜
炎シッカ、放射状角膜切開、網膜血管新生、未熟児の網膜症、水晶体後繊維増殖、類肉腫
、強膜炎、鎌状赤血球貧血、シェーグレン症候群、固形腫瘍、シュタルガルト病、スティ
ーブンジョンソン疾患、上部の辺縁角膜炎、梅毒、全身狼瘡、テリアンの周縁退化、トキ
ソプラズマ症、外傷、ユーイング肉腫の腫瘍、神経芽細胞腫の腫瘍、骨肉腫の腫瘍、網膜
芽細胞腫の腫瘍、横紋筋肉腫の腫瘍、潰瘍性大腸炎、静脈閉塞、ビタミンＡ欠乏およびウ
ェゲナーサルコイドーシス、糖尿病と関連している望ましくない血管新生、寄生虫病、異
常な創傷治癒、手術、損傷又は外傷後肥大、体毛成長の抑制、排卵および黄体形成の抑制
、移植の阻害及び子宮の胚の発達の阻害を有しているか又は発症するリスクがある。
【００３８】
　抗血管新生治療は、移植片拒絶、肺炎症、ネフローゼ症候群、子癇前症、心嚢貯留液、
例として、心外膜炎及び胸水が関連するもの、望ましくない血管透過又は漏出によって特
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徴づけられる疾患及び疾患、例えば、脳腫瘍と関連している浮腫、悪性腫瘍と関連してい
る腹水、メイグス症候群、肺炎症、ネフローゼ症候群、心嚢浮腫、胸水、心血管疾患と関
連している透過性、例えば心筋梗塞及び脳卒中などの後の症状の一般的な処置に有用であ
る。
【００３９】
　本発明の他の血管新生依存性疾患には、血管線維腫(出血傾向がある異常な血管)、血管
新生緑内障(目の血管成長)、動静脈奇形(動脈および静脈間の異常な連通)、結合しない骨
折(治癒しない骨折)、アテローム動脈硬化性斑(動脈硬化)、化膿肉芽腫(血管から成る一
般的な皮膚病変)、強皮症(結合織病の形)、血管腫(血管から成る腫瘍)、トラコーマ(発展
途上国の盲目の主要な原因)、血友病関節、血管粘着力および肥大した瘢痕(異常な瘢痕形
成)が含まれる。
【００４０】
　ここで使用される場合、「治療」(及びその文法的変形例、例えば「治療」又は「治療
する」)は、予防的／治療的目的のために、化合物又は薬学的組成物を投与することを含
む。「疾患を治療する」又は「治療的処置」への使用は、被験者の状態を改善するために
、既に疾患に罹患している被験者に、処置を施すことを意味する。処置に所望される効果
には、限定されるものではないが、疾患の再発予防、症状の軽減、任意の直接的又は間接
的な疾患の病的結果の低減、転移予防、疾患の進行速度の低減、疾患状態の寛解又は軽減
、及び予後の緩解又は改善が含まれる。幾つかの実施態様では、本発明の抗体は、疾患発
症の遅延化、又は疾患進行の遅延化に使用される。好ましくは、被験者は、以下に記載さ
れる特徴的症状の何れかの特定又はここに記載された診断方法の使用に基づき、異常な血
管新生を有する疾患に罹患していると診断されている。「疾患を予防する」とは、まだ病
気に罹患していないが、特定の疾患に罹患しやすい、又は発症する危険性のある被験者を
、予防的処置することを意味する。好ましくは、被験者は、ここに記載の診断方法を使用
して、異常な血管新生を伴う疾患を発症する危険があることが判定される。
【００４１】
　「処置又は緩解」とは、発症前又は発症後の症状又は症状の徴候を緩解することを意味
する。同等の未処置のコントロールと比較して、このような緩解又は治療度合いは、任意
の標準的な技術で測定して、少なくとも５％、１０％、２０％、３０％、４０％、５０％
、６０％、７０％、８０％、９０％、９５％、又は１００％である。
【００４２】
　「再発(recurrence)」、「再発(relapse)」又は「再発した」なる用語は、疾患の消失
の臨床的な評価後に、癌又は疾患が戻ることを意味する。遠隔転移又は局所再起の診断は
再発と見なすことができる。
【００４３】
　「難治性」とは、治療に対する疾患又は病状の抵抗性又は非応答性を意味する（例えば
、腫瘍性形質細胞の数が、たとえ治療が与えられても増加する）。ある実施態様では、「
難治性」なる用語は、限定されるものではないが、ＶＥＧＦアンタゴニスト、抗血管新生
剤、及び化学療法処置を含む、任意の過去の処置に対して抵抗性又は非応答性があること
を意味する。ある実施態様では、「難治性」なる用語は、ＶＥＧＦアンタゴニスト、抗血
管新生剤及び／又は化学療法処置を含む任意の過去の処置に対する疾患又は病状の内因的
な非応答性を意味する。ある実施態様では、ＶＥＧＦアンタゴニストは抗ＶＥＧＦ抗体で
ある。
【００４４】
　「再発」は、患者の病気が、その以前の疾患状態にまで戻る退行、特に回復したと思わ
れるか又は部分的に回復した後に、症状が戻ってくることを意味する。ある実施態様では
、再発状態とは、限定されるものではないが、ＶＥＧＦアンタゴニスト、抗血管新生剤、
及び化学治療的処置を含む先の治療の前の病気にまで戻る過程又は戻ることを意味する。
ある実施態様では、再発状態は、ＶＥＧＦアンタゴニスト、抗血管新生剤、及び／又は化
学療法処置を含む癌治療に対して、最初の強い応答後に病気にまで戻る過程又は戻ること
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を意味する。ある実施態様では、ＶＥＧＦアンタゴニストは抗ＶＥＧＦ抗体である。
【００４５】
　「アジュバント療法」なる用語は、主要な治療、通常は外科手術の後になされる治療で
ある。癌又は疾患のアジュバント療法は、免疫療法、化学療法、放射線療法及びホルモン
療法を含みうる。
【００４６】
　「維持療法」なる用語は、過去の治療の効果の維持を補助するためになされる計画され
た治療を意味する。維持療法はしばしば癌を寛解に維持するのを補助し、又は疾患の進行
にかかわらず特定の治療に対する応答を延長するために与えられる。
【００４７】
　「浸潤性癌」なる用語は、正常な周辺組織に入り始めた組織の層を越えて広がった癌を
意味する。浸潤性癌は転移性であってもなくてもよい。
【００４８】
　「非浸潤性癌」なる用語は、非常に早期の癌又は元の組織を越えて広がらなかった癌を
意味する。
【００４９】
　腫瘍学における「無増悪生存期間」なる用語は、癌が増殖しない治療中及び治療後の期
間の長さを意味する。無増悪生存期間は、患者が完全奏功又は部分奏功を経験した時間量
、並びに患者が安定な疾患を経験した時間量を含む。
【００５０】
　腫瘍学における「進行性疾患」なる用語は、量の増加か腫瘍の拡がりの何れかによる、
治療開始から２０％より多い腫瘍の増殖を意味しうる。
【００５１】
　「疾患」は、抗体を用いて治療することによって利益を得る任意の症状である。例えば
、異常な血管形成（過剰、不適切又は制御不能の血管形成）又は血管透過性又は漏出に罹
患しているか、又はそれらに対して予防する必要がある哺乳動物。これには、哺乳動物の
問題とする疾患の素因となる病的状態を含む慢性及び急性の疾患又は障害を包含する。こ
こで治療される疾患の非限定的な例には、悪性及び良性の腫瘍；非白血病及びリンパ系の
悪性腫瘍；神経系、神経膠系、星状膠系、視床下部性及び他の腺性、マクロファージ系、
上皮性、間質性、胞胚腔系の疾患；及び炎症性、血管原性及び免疫性の疾患が包含される
。
【００５２】
　「癌」及び「癌性」なる用語は、典型的には制御されない細胞増殖を特徴とする哺乳動
物における生理学的状態を指すか記述する。癌の例には、これらに限定されるものではな
いが、癌腫、リンパ腫、芽細胞腫、肉腫、及び白血病が含まれる。このような癌のより具
体的な例には、扁平細胞癌、神経膠芽細胞腫、子宮頸管癌、卵巣癌、肝臓癌、膀胱癌、肝
癌、乳癌、大腸癌、結腸直腸癌、子宮内膜癌、唾液腺癌、腎臓癌、腎癌、前立腺癌、産卵
口癌、甲状腺癌、肝癌、頭頸部癌、直腸癌、結腸直腸癌、小細胞肺癌を含む肺がん、非小
細胞肺癌、肺の腺癌及び肺の扁平上皮癌、扁平細胞癌(例えば上皮の扁平細胞癌)、前立腺
ガン、腹膜ガン、肝細胞性癌、胃腸癌を含む胃または胃癌、膵癌、神経膠芽腫、網膜芽細
胞腫、星状細胞腫、莢膜細胞腫、男化腫瘍、肝癌、非ホジキンリンパ腫を含む血液悪性腫
瘍(ＮＨＬ)、多発性骨髄腫及び急性の血液系悪性腫瘍、子宮内膜ないし子宮カルチノーマ
、子宮内膜症、線維肉腫、絨毛膜癌、唾液腺カルチノーマ、外陰部癌、甲状腺癌、食道カ
ルチノーマ、肝癌、肛門部のカルチノーマ、陰茎カルチノーマ、上咽頭癌、喉頭のカルチ
ノーマ、カポシ肉腫、メラノーマ、皮膚カルチノーマ、シュワン腫、乏突起細胞腫、神経
芽細胞腫、横紋筋肉腫、骨原性肉種、平滑筋肉腫、尿路カルチノーマ、甲状腺カルチノー
マ、ウィルムス腫瘍、並びにＢ細胞リンパ腫(低級／濾胞性非ホジキンリンパ腫(ＮＨＬ)
；小リンパ球(ＳＬ)ＮＨＬ；中級／濾胞性ＮＨＬ；中級びまん性ＮＨＬ；高級免疫芽細胞
性ＮＨＬ；高級リンパ芽球性ＮＨＬ；高級小非分割細胞ＮＨＬ；バルキー疾患ＮＨＬ；外
套細胞リンパ腫；エイズ関連リンパ腫；及びワルデンストロームのマクログロブリン病を
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含む)；慢性リンパ球性白血病(ＣＬＬ)；急性リンパ芽球性白血病(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
症及びメイグス症候群と関係している異常な血管性増殖が含まれる。
【００５３】
　ここで使用される「腫瘍」なる用語は、悪性又は良性に関わらず、全ての腫瘍形成細胞
成長及び増殖、及び全ての前癌性及び癌性細胞及び組織を意味する。
【００５４】
　「抗腫瘍性組成物」又は「抗腫瘍薬」なる用語は、少なくとも一つの活性治療的作用剤
、例えば「抗癌剤」を含む、癌を治療する際に有効な組成物を指す。治療的作用剤(抗癌
剤)の例には、制限するものではないが、例えば、化学療法剤、増殖阻害性作用剤、細胞
傷害性作用剤、放射線療法に用いられる作用剤、抗血管新生作用剤、アポトーシス作用剤
、抗チューブリン作用剤および癌を治療する他の作用剤、例えば、抗ＨＥＲ-２抗体、抗
ＣＤ２０抗体、上皮増殖因子レセプター(ＥＧＦＲ)アンタゴニスト(例えばチロシンキナ
ーゼインヒビター)、ＨＥＲ１／ＥＧＦＲインヒビター(例えばエルロチニブ(TarcevaＴＭ

)、血小板由来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、以下の標的
ＥｒｂＢ２、ＥｒｂＢ３、ＥｒｂＢ４、ＰＤＧＦＲ－β、ＢＡＦＦ、ＢＲ３、ＡＰＲＩＬ
、ＢＣＭＡ又はＶＥＧＦレセプタの一つ以上と結合するアンタゴニスト(例えば中和抗体)
、ＴＲＡＩＬ／Ａｐｏ２および他の生理活性的で有機化学的作用剤などが含まれる。また
、その組合せがこの発明において考えられる。
【００５５】
　ここで使用される場合、「増殖阻害剤」は、細胞の成長又は増殖をインビトロ及び／又
はインビボで阻害する化合物又は組成物を意味する。よって、増殖阻害剤は、Ｓ期で細胞
の割合を有意に減少させるものである。増殖阻害剤の例は、細胞周期の進行を(Ｓ期以外
の位置で)ブロックする薬剤、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)、タキソール(登
録商標)、及びトポＩＩインヒビター、例えばドキソルビシン、エピルビシン、ダウノル
ビシン、エトポシド、及びブレオマイシンを含む。Ｇ１を停止するこれらの薬剤は、Ｓ期
停止にも溢流し、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ａｒａ-Ｃである。更なる情報は、The Molecular Basis of Cancer, Mendelso
hn and Israel編, Chapter 1, 表題「Cell cycle reguration, oncogene, and antineopl
astic drugs」, Murakami等, (WB Saunders: Philadelphia, 1995)、特に１３頁に見出す
ことができる。
【００５６】
　ここで使用される場合、「細胞傷害剤」なる用語は、細胞の機能を阻害又は阻止し、及
び／又は細胞破壊をもたらす物質を意味する。この用語は、放射性同位体(例えば、Ｉ１

３１、Ｉ１２５、Ｙ９０、及びＲｅ１８６)、増殖阻害剤、化学療法剤、及び細菌、真菌
、植物、又は動物起源の酵素活性毒素又はその断片などの毒素を含むことを意図する。
【００５７】
　「化学療法剤」は、癌の処置に有用な化学化合物である。化学療法剤の例には、癌の処
置に有用な化学化合物が含まれる。化学療法剤の例には、チオテパ及びCYTOXAN(登録商標
)シクロスホスファミド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(uredopa)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、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(acetogenins）(特にブラタシン(bu
llatacin)及びブラタシノン(bullatacinone)）；カンプトセシン(合成類似体トポテカン
（topotecan）を含む）；ブリオスタチン；カリスタチン(callystatin）；ＣＣ-１０６５
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(そのアドゼレシン(adozelesin)、カルゼレシン(carzelesin)及びバイゼレシン(bizelesi
n）合成類似体を含む）；クリプトフィシン(cryptophycin）(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(dolastatin）；デュオカルマイシン(duocarmyci
n ）（合成類似体、KW-2189及びCBI-TM1を含む）；エレトロビン(eleutherobin）；パン
クラチスタチン(pancratistatin）；サルコディクチン(sarcodictyin）；スポンジスタチ
ン(spongistatin）；クロランブシル、クロルナファジン(chlornaphazine)、クロロホス
ファミド(cholophosphamide)、エストラムスチン、イホスファミド、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；ニトロスレアス(nitrosureas)、例えばカルムスチ
ン(carmustine)、クロロゾトシン(chlorozotocin)、フォテムスチン(fotemustine)、ロム
スチン(lomustine)、ニムスチン、及びラニムスチン；エネジイン(enediyne) 抗生物質等
の抗生物質（例えば、カリケアマイシン(calicheamicin)、特にカリケアマイシンガンマ
１Ｉ及びカリケアマイシンオメガＩ１、(例えば、Agnew,　Chem Intl. Ed. Engl., 33：1
83-186(1994)を参照)；ダイネミシンＡ(dynemicinＡ）を含むダイネミシン；クロドロネ
ート(clodronate)などのビスホスホネート(bisphosphonates)；エスペラマイシン(espera
micin）；同様にネオカルチノスタチン発光団及び関連色素蛋白エネジイン抗生物質発光
団）、アクラシノマイシン(aclacinomysins)、アクチノマイシン、オースラマイシン(aut
hramycin)、アザセリン、ブレオマイシン(bleomycins)、カクチノマイシン(cactinomycin
)、カラビシン(carabicin)、カルミノマイシン(carminomycin）、カルジノフィリン(carz
inophilin)、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(detor
ubicin）、６-ジアゾ-５-オキソ-Ｌ-ノルロイシン、ADRIAMYCIN(登録商標)ドキソルビシ
ン (モルフォリノ-ドキソルビシン、シアノモルフォリノ-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(eso
rubicin）、イダルビシン、マセロマイシン(marcellomycin）、マイトマイシンＣなどの
マイトマイシン(mitomycins）、マイコフェノール酸(mycophenolic acid)、ノガラマイシ
ン(nogalamycin)、オリボマイシン(olivomycins)、ペプロマイシン、ポトフィロマイシン
(potfiromycin)、ピューロマイシン、クエラマイシン(quelamycin)、ロドルビシン(rodor
ubicin)、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)；メトトレキセート及び５-
フルオロウラシル(５-ＦＵ）のような抗代謝産物；デノプテリン(denopterin)、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(trimetrexate)のような
葉酸類似体；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
アニンのようなプリン類似体；アンシタビン、アザシチジン(azacitidine)、６-アザウリ
ジン(azauridine)、カルモフール、シタラビン、ジデオキシウリジン、ドキシフルリジン
、エノシタビン(enocitabine)、フロキシウリジン(floxuridine)のようなピリミジン類似
体；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)のようなアンドロゲン類；アミノグル
テチミド、ミトタン、トリロスタンのような抗副腎剤；フロリン酸(frolinic acid)のよ
うな葉酸リプレニッシャー(replenisher)；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(eniluracil)；アムサクリン(amsacrine)；ベス
トラブシル(bestrabucil)；ビサントレン(bisantrene)；エダトラキセート(edatraxate)
；デフォファミン(defofamine)；デメコルシン(demecolcine)；ジアジコン(diaziquone)
；エルフォルニチン(elfornithine)；酢酸エリプチニウム(elliptinium acetate)；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；ロニダイニン(lonidainine)；メイタンシン(maytansine)及びアンサマイトシン(
ansamitocin)のようなメイタンシノイド(maytansinoid)；ミトグアゾン(mitoguazone)；
ミトキサントロン；モピダンモール(mopidanmol)；ニトラエリン(nitraerine)；ペントス
タチン；フェナメット(phenamet)；ピラルビシン；ラソキサントロン；ポドフィリン酸(p
odophyllinic acid)；２-エチルヒドラジド；プロカルバジン；ＰＳＫ(登録商標)多糖類
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複合体(JHS Natural Products, Eugene, OR)；ラゾキサン(razoxane)；リゾキシン(rhizo
xin)；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(trichothecenes)(特に、Ｔ-２トキシン、ベラキュリンＡ(verracurin A)、ロリ
デンＡ(roridin A)及びアングイジン(anguidine)）；ウレタン；ビンデシン；ダカルバジ
ン；マンノムスチン(mannomustine)；ミトブロニトール；ミトラクトール(mitolactol)；
ピポブロマン(pipobroman)；ガシトシン(gacytosine)；アラビノシド（「Ara-C」）；シ
クロホスファミド；チオテパ；タキソイド、例えばタキソール(登録商標)パクリタキセル
、（Bristol-Myers Squibb Oncology, Princeton, NJ）、ABRAXANETM クレモフォール(Cr
emophor)-フリー、アルブミン設計のナノ粒子形状のパクリタキセル(American　Pharmace
utical Partners, Schaumberg, Illinois)、及びタキソテア(登録商標)ドキセタキセル(R
hone-Poulenc Rorer, Antony, France）；クロランブシル；GEMZAR(登録商標)ゲンシタビ
ン(gemcitabine)；６-チオグアニン；メルカプトプリン；メトトレキセート；シスプラチ
ン及びカルボプラチンのようなプラチナ類似体；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；ミトキサントロン；ビンクリスチン；NAVELBINE(登録商
標)ビノレルビン；ノバントロン(novantrone)；テニポシド；エダトレキセート；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)；イ
リノテカン(Camptosar、CPT-11)(５-ＦＵとロイコボリンを用いたイリノテカンの処置レ
ジメを含む)；トポイソメラーゼインヒビターＲＦＳ２０００；ジフルオロメチロールニ
チン(ＤＭＦＯ)；レチノイン酸などのレチノイド類；カペシタビン(capecitabine)；コン
ブレタスタチン；ロイコボリン(ＬＶ)；オキサリプラチン処置レジメ(FOLFOX)を含むオキ
サリプラチン；例えばＰＫＣ-アルファ、Ｒａｆ、Ｈ-Ｒａｓ、ＥＧＦＲ(例えば、エルロ
チニブ(タルセバＴＭ))のインヒビターで、細胞増殖を低減するもの、上述したものの薬
学的に許容可能な塩、酸又は誘導体が含まれる。
【００５８】
　また、化学療法剤には、腫瘍に対するホルモン作用を調節又は阻害するように働く抗ホ
ルモン剤、例えば抗エストロゲン及び選択的エストロゲンレセプターモジュレーター（Ｓ
ＥＲＭ）など、例えばタモキシフェン(NOLVADEX(登録商標)タモキシフェンを含む)、ラロ
キシフェン(raloxifene)、ドロロキシフェン、４-ヒドロキシタモキシフェン、トリオキ
シフェン(trioxifene)、ケオキシフェン(keoxifene)、ＬＹ１１７０１８、オナプリスト
ーン(onapristone)、及びFARESTON トレミフェン；アロマターゼ酵素を阻害するアロマタ
ーゼインヒビターで、副腎でのエストロゲン産生を調節するもの、例えば４(５)-イミダ
ゾール類、アミノグルテチミド、MEGASE(登録商標)メゲストロールアセテート、AROMASIN
(登録商標)エキセメスタン、ホルメスタイン(formestanie)、ファドロゾール、RIVISOR(
登録商標)ボロゾール、FEMARA(登録商標)レトロゾール、及びARIMIDEX(登録商標)アナス
トロゾール；及び抗アンドロゲン、例えばフルタミド(flutamide)、ニルタミド(nilutami
de)、ビカルタミド、ロイプロリド、及びゴセレリン；並びにトロキサシタビン(troxacit
abine)（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、特に不粘着性細胞増殖に関係するシグナル伝達経路の遺伝子の発現を抑制するも
の、例えばＰＫＣ-アルファ、Ｒａｆ及びＨ-Ｒａｓ；ＶＥＧＦ発現インヒビター(例えばA
NGIOZYME(登録商標)リボザイム)及びＨＥＲ２発現インヒビターなどのリボザイム；遺伝
子治療ワクチンなどのワクチン、例えばALLOVECTIN(登録商標)ワクチン、LEUVECTIN(登録
商標)ワクチン及びVAXID(登録商標)ワクチン；PROLEUKIN(登録商標)ｒＩＬ-２；LURTOTEC
AN(登録商標)トポイソメラーゼ１インヒビター；ABARELIX(登録商標)ｒｍＲＨ；ビノレル
ビン及びエスペラミシン(例えば、米国特許第４６７５１８７号を参照)、及び上記のもの
の薬学的に許容可能な塩、酸又は誘導体が含まれる。
【００５９】
　この出願で用いられる「プロドラッグ」なる用語は、親薬剤に比較して疾患細胞に対す
る細胞傷害性が低く、酵素的に活性化又はより活性な親形態に変換可能な薬学的活性物質
の前駆体又は誘導体形態（例えば、小分子）を意味する。例えば、Wilman, 「Prodrugs i
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n Cancer Chemotherapy」, Biochemical Society Transactions, 14, pp.375-382, 615th
 Meeting, Belfast (1986)、及びStella等, 「Prodrugs: A Chemical Approach to Targe
ted Drug Delivery」、Directed Drug Delivery, Borchardt等(編), pp247-267, Humana 
Press (1985)を参照のこと。本発明のプロドラッグは、限定するものではないが、ホスフ
ェート含有プロドラッグ、チオホスフェート含有プロドラッグ、サルフェート含有プロド
ラッグ、ペプチド含有プロドラッグ、Ｄ-アミノ酸修飾プロドラッグ、グリコシル化プロ
ドラッグ、β-ラクタム含有プロドラッグ、置換されていてもよいフェノキシアセトアミ
ド含有プロドラッグ又は置換されていてもよいフェニルアセトアミド含有プロドラッグ、
５-フルオロシトシン及び他の５-フルオロウリジンプロドラッグで、より活性のある細胞
毒のない薬剤に転換可能なものを含む。限定はしないが、この発明で使用されるプロドラ
ッグ形態に誘導体化可能な細胞傷害剤の例には、前記の化学療法剤が含まれる。
【００６０】
　「単離された」とは、ここで開示された様々なポリペプチドを記述するために使用する
場合、それが発現する細胞又は細胞培養物から同定され分離され及び／又は回収されたポ
リペプチドを意味する。その自然環境の汚染成分とは、ポリペプチドの診断又は治療的な
使用を典型的には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。実施態様では、ポリペプチドは、(１)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
の残基を得るのに充分なほど、あるいは、(２)クーマシーブルーあるいは好ましくは銀染
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充分な
ほど精製される。ポリペプチド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
されたポリペプチドには、組換え細胞内のインサイツでのポリペプチドが含まれる。しか
しながら、通常は、単離された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
。
【００６１】
　「単離された」ポリペプチドコード核酸分子又は他のポリペプチドコード化核酸分子は
、ポリペプチドコード化核酸の天然源に通常は伴う少なくとも一種の汚染核酸分子から同
定され分離される核酸分子である。単離されたポリペプチドコード化核酸分子は、それが
天然に見出される形態又は設定以外のものである。従って、単離されたポリペプチドコー
ド化核酸分子は、それらが天然の細胞中に存在しているコード核酸分子から区別される。
しかしながら、単離されたポリペプチドコード化核酸分子は、例えば、核酸分子が天然細
胞の位置とは異なる染色体位置にあるポリペプチドを通常は発現する細胞中に含まれるポ
リペプチドコード化核酸分子を含む。
【００６２】
　「コントロール配列」なる用語は、特定の宿主生物において作用可能に結合したコード
配列を発現させるために必要なＤＮＡ配列を意味する。原核生物に好適なコントロール配
列は、例えばプロモーター、場合によってはオペレータ配列、及びリボソーム結合部位を
含む。真核生物の細胞は、プロモーター、ポリアデニル化シグナル及びエンハンサーを利
用することが知られている。
【００６３】
　核酸は、他の核酸配列と機能的な関係に配されている場合「作用可能に結合している」
。例えば、プレ配列あるいは分泌リーダーのＤＮＡは、ポリペプチドの分泌に参画するプ
レタンパク質として発現されているならば、そのポリペプチドのＤＮＡに作用可能に結合
している；プロモーター又はエンハンサーは、配列の転写に影響を及ぼすならば、コード
配列に作用可能に結合している；又はリボソーム結合部位は、それが翻訳を容易にするよ
うな位置にあるなら、コード配列と作用可能に結合している。一般に、「作用可能に結合
している」とは、結合したＤＮＡ配列が近接しており、分泌リーダーの場合には近接して
いて読み枠にあることを意味する。しかし、エンハンサーは必ずしも近接している必要は
ない。結合は簡便な制限部位でのライゲーションにより達成される。そのような部位が存
在しない場合は、一般的な手法に従って、合成オリゴヌクレオチドアダプターあるいはリ
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ンカーが使用される。
【００６４】
　ここで定義される「ストリンジェントな条件」又は「高度にストリンジェントな条件」
は、（１）例えば５０℃の０．０１５Ｍの塩化ナトリウム／０．００１５Ｍのクエン酸ナ
トリウム／０．１％のドデシル硫酸ナトリウムと、洗浄に低イオン強度及び高温度を用い
る；（２）例えば４２℃の５０％（ｖ／ｖ）ホルムアミドに０．１％ウシ血清アルブミン
／０．１％フィコール／０．１％のポリビニルピロリドン／５０ｍＭのｐＨ６．５のリン
酸ナトリウムバッファー、及び７５０ｍＭの塩化ナトリウム、７５ｍＭのクエン酸ナトリ
ウムと、ホルムアミド等の変性剤をハイブリダイゼーションに用いる；又は（３）５０％
ホルムアミド、５×ＳＳＣ（０．７５ＭのＮａＣｌ、０．０７５Ｍのクエン酸ナトリウム
）、５０ｍＭのリン酸ナトリウム（ｐＨ６．８）、０．１％のピロリン酸ナトリウム、５
×デンハルト液、超音波処理サケ精子ＤＮＡ（５０μｇ／ｍｌ）、０．１％ＳＤＳ、及び
１０％の硫酸デキストラン溶液を４２℃で用い、０．２×ＳＳＣ（塩化ナトリウム／クエ
ン酸ナトリウム）での４２℃での洗浄と５０％のホルムアミドでの５５℃での洗浄に、５
５℃でのＥＤＴＡを含む０．１×ＳＳＣからなる高ストリンジェンシー洗浄が続くものに
よって同定されうる。
【００６５】
　ここに記載のアミノ酸配列は、特定しない限り、近接アミノ酸配列である。
【００６６】
　ここで使用される場合、「イムノアドヘシン」なる用語は、免疫グロブリン定常ドメイ
ンのエフェクター機能と異種タンパク質(「アドヘシン」)の結合特異性を組合わせた抗体
様分子を意味する。構造的には、イムノアドヘシンは、抗体の抗原認識及び結合部位(抗
原結合部位)以外の所望の結合特異性を備えた(つまり、「異種性」である)アドヘシンア
ミノ酸配列と免疫グロブリン定常ドメイン配列の融合体を含んでなる。イムノアドヘシン
分子のアドへシン部分は、典型的には少なくともレセプター又はリガンド－例えばＶＥＧ
ＦＲ又はフィブロネクチンリガンドの結合部位を含む近接アミノ酸配列である。イムノア
ドヘシン中の免疫グロブリン定常ドメイン配列は、任意の免疫グロブリン、例えばＩｇＧ
-１、ＩｇＧ-２、ＩｇＧ-３、又はＩｇＧ-４サブタイプ、ＩｇＡ（ＩｇＡ-１及びＩｇＡ-
２を含む）、ＩｇＥ、ＩｇＤ又はＩｇＭから得ることができる。しばしば免疫グロブリン
のＦｃ部分に融合する標的に特異的に結合する配列のファージディスプレイ選択から誘導
された配列を含むペプチボディがここでのイムノアドヘシンと考えることができる。
【００６７】
　「抗体」という用語は最も広義で使用され、例えば、単一のモノクローナル抗体(アゴ
ニスト、アンタゴニスト、及び中和抗体を含む)、多エピトープ特異性を持つ抗体組成物
、ポリクローナル抗体、単鎖抗抗体、及びこの発明の生物活性又は免疫学的活性を示す及
び／又は天然ポリペプチドに特異的に結合する限り、抗体の断片（下記参照）を特にカバ
ーしている。一実施態様によれば、抗体は標的タンパク質のオリゴマー形態、例えば三量
体形態に結合する。他の実施態様によれば、抗体は、結合がこの発明のモノクローナル抗
体により阻害可能なタンパク質（例えば、この発明の貯蔵(deposited)抗体)に特異的に結
合する。抗体の「機能的断片又はアナログ」なる表現は、言及される抗体に共通した定性
的生物活性を有する化合物である。例えばこの発明の抗体の機能的断片又はアナログは、
ＶＥＧＦ又はα５β１に特異的に結合可能なものでありうる。一実施態様では、抗体は、
細胞増殖を誘発するＶＥＧＦの能力を防止し又は実質的に低減させることができる。
【００６８】
　「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、抗体の診断又は治療への使用に干渉す
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を含みう
る。実施態様では、抗体は、（１）ローリー法で測定して抗体の９５重量％を越え、最も
好ましくは９９重量％を越えるまで；（２）スピニングカップシークエネーターを使った
Ｎ末端又は内在するアミノ酸配列の少なくとも１５残基を得るのに十分な程度まで、又は
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（３）クーマシーブルー又は好ましくは銀染色を用いた還元又は非還元状態の下でのＳＤ
Ｓ-ＰＡＧＥにより均一になるまで、精製される。単離された抗体は、抗体の自然環境の
少なくとも一成分が存在しないことから、組換え細胞にインサイツで抗体を含む。しかし
ながら、通常は、単離された抗体は少なくとも一の精製工程によって調製されるであろう
。
【００６９】
　基本的な４-鎖抗体ユニットは２つの同一の軽(Ｌ)鎖と２つの同一の重(Ｈ)鎖から構成
されるヘテロ四量体の糖タンパクである（ＩｇＭ抗体は、基本的なヘテロ四量体ユニット
とそれに付随するＪ鎖と称される付加的なポリペプチドの５つからなり、よって１０の抗
原結合部位を有するが、分泌されたＩｇＡ抗体は重合して、２－５の基本的４-鎖ユニッ
トとそれ付随するＪ鎖を含む多価集合体を形成可能である)。ＩｇＧの場合、４-鎖ユニッ
トは一般的に約１５００００ダルトンである。それぞれのＬ鎖は一つの共有ジスルフィド
結合によってＨ鎖に結合するが、二つのＨ鎖はＨ鎖のアイソタイプに応じて一又は複数の
ジスルフィド結合により互いに連結している。また各Ｈ及びＬ鎖は、規則的に離間した鎖
内ジスルフィド架橋を有している。各Ｈ鎖は、Ｎ末端に可変ドメイン(ＶＨ)と、これに続
いてα及びγ鎖それぞれに対しては３つの定常ドメイン(ＣＨ)、及びμ及びεアイソタイ
プに対しては４つのＣＨドメインを有する。各Ｌ鎖は、Ｎ末端に可変ドメイン(ＶＬ)と、
これに続いてその他端に定常ドメイン(ＣＬ)を有する。ＶＬはＶＨに整列されており、Ｃ

Ｌは重鎖の第１定常ドメイン(ＣＨ１)に整列されている。特定のアミノ酸残基は軽鎖と重
鎖の可変ドメインの界面を形成すると考えられている。ＶＨとＶＬは対になって、互いに
単一の抗原結合部位を形成している。異なったクラスの抗体の構造及び特性については、
例えば、BASIC AND CLINICAL IMMUNOLOGY, 第8版, Daniel P. Stites, Abba I. Terr and
 Tristram G. Parslow(編), Appleton & Lange, Norwalk, CT, 1994, 71頁, 6章を参照の
こと。
【００７０】
　任意の脊椎動物種からのＬ鎖は、それらの定常ドメインのアミノ酸配列に基づき、カッ
パ及びラムダと称される、明確に区別される二つのタイプの一方を割り当てることができ
る。それらの重鎖の定常ドメイン(ＣＨ)のアミノ酸配列に基づき、免疫グロブリンは、異
なったクラス又はアイソタイプに割り当てることができる。免疫グロブリンには、それぞ
れ、α、δ、ε、γ及びμと命名される重鎖を有する、ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ
及びＩｇＭの５つのクラスがある。γ及びαクラスは、更にＣＨ配列及び機能の比較的小
さな差異に基づいてサブクラスに分割され、例えばヒトでは、次のサブクラス：ＩｇＧ１
、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ１及びＩｇＡ２と表される。
【００７１】
　「可変」なる用語は、可変ドメインのあるセグメントが、抗体間で配列が広範囲に異な
るという事実を意味する。Ｖドメインは抗原結合性を媒介し、その特定の抗原に対する特
定の抗体の特異性を定める。しかし、可変性は可変ドメインの１１０-アミノ酸スパンに
わたって均一に分布しているのではない。代わりに、Ｖ領域は、それぞれ９－１２アミノ
酸長である「高頻度可変領域」と称される極度の可変性を有するより短い領域によって分
離された１５－３０アミノ酸のフレームワーク領域(ＦＲ)と呼ばれる比較的不変の伸展か
らなる。天然重鎖及び軽鎖の可変ドメイン各々は、大きなβ-シート配置をとり、３つの
高頻度可変領域により連結された４つのＦＲ領域を含み、それはループ状の接続を形成し
、βシート構造の一部を形成することもある。各鎖の高頻度可変領域はＦＲにより他の鎖
からの高頻度可変領域と共に極近傍に保持され、抗体の抗原結合部位の形成に寄与してい
る（Kabat等,SEQUENCES OF PROTEINS OF IMMUNOLOGICAL Interest, 第5版. Public Healt
h Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991)を参照)。定常ドメ
インは抗体の抗原への結合に直接は関係ないが、様々なエフェクター機能、例えば抗体依
存性細胞傷害(ＡＤＣＣ)における抗体の寄与を示
【００７２】
　ここで使用される「高頻度可変領域」なる用語は、抗原結合を担う抗体のアミノ酸残基
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を指す。高頻度可変領域は、一般に、「相補性決定領域」又は「ＣＤＲ」由来のアミノ酸
残基（例えば、ＶＬの、概ね残基２４－３４（Ｌ１）、５０－５６（Ｌ２）及び８９－９
７（Ｌ３）周辺と、ＶＨの概ね３１－３５（Ｈ１）、５０－６５（Ｈ２）及び９５－１０
２（Ｈ３）（一実施態様では、Ｈ１は約３１－３５である）；上掲のKabat等、及び／又
は「高頻度可変ループ」由来のそれらの残基（例えば、ＶＬの残基２６－３２（Ｌ１）、
５０－５１（Ｌ２）及び９１－９６（Ｌ３）と、ＶＨの２６－３２（Ｈ１）、５３－５５
（Ｈ２）及び９６－１０１（Ｈ３）；Chothia及びLesk J. Mol. Biol. 196:901-917 (198
7)）とを含む。
【００７３】
　本明細書及び特許請求の範囲において、カバット番号付けシステムは、可変ドメインの
残基（ほぼ、軽鎖の残基１－１０７、及び重鎖の残基１－１１３）を指す場合に一般的に
使用される（例えば、上掲のKabat等(1991)）。「ＥＵ番号付けシステム」又は「ＥＵイ
ンデックス」は、免疫グロブリン重鎖定常領域の残基を指す場合に一般的に使用される（
例えば、出典明示によりここに援用される上掲のKabat等(1991)に報告されているＥＵイ
ンデックス）。ここで他の定義が記載されない限りは、抗体の可変ドメインにおける残基
番号の言及は、カバット番号付けシステムによる残基番号付けを意味する。ここで他の定
義が記載されない限りは、抗体の定常ドメインにおける残基番号の言及は、ＥＵ番号付け
システムによる残基番号付けを意味する。
【００７４】
　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
得られる抗体を意味する、すなわち、集団に含まれる個々の抗体が、少量で存在しうる自
然に生じる可能性のある突然変異を除いて同一である。モノクローナル抗体は高度に特異
的であり、一つの抗原部位に対している。更に、異なる決定基(エピトープ)に対する異な
る抗体を含むポリクローナル抗体調製物に対して、各モノクローナル抗体は、抗原上の単
一の決定基に対するものである。その特異性に加えて、モノクローナル抗体は、他の抗体
によって汚染されずに合成される点で有利である。「モノクローナル」との修飾詞は、抗
体を何か特定の方法で生産することを必要とすると解してはならない。例えば、本発明に
おいて有用なモノクローナル抗体は、最初にKohler等, Nature 256, 495 (1975)により記
載されたハイブリドーマ法によって作ることができ、あるいは組換えＤＮＡ法によって、
細菌、真核細胞動物又は植物細胞から作ることができる（例えば、米国特許第４８１６５
６７号参照）。また「モノクローナル抗体」は、例えばClackson等, Nature 352:624-628
(1991)、及びMarks等, J. Mol. Biol. 222:581-597(1991) に記載された技術を用いてフ
ァージ抗体ライブラリーから、又は以下の実施例に記載された方法を使用して、単離する
こともできる。
【００７５】
　ここでのモノクローナル抗体は、重鎖及び／又は軽鎖の一部が、特定の種由来の抗体、
あるいは特定の抗体クラス又はサブクラスに属する抗体の対応する配列と同一であるか又
は相同性があり、鎖の残りが他の種由来の抗体、あるいは他の抗体クラス又はサブクラス
に属する抗体の対応する配列と同一であるか又は相同である「キメラ」抗体、並びにそれ
が所望の生物的活性を有する限りこのような抗体の断片を特に含む（米国特許第４８１６
５６７号;及びMorrison等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:6851-6855(1984))。ここで
対象のキメラ抗体には、非ヒト霊長類(例えば旧世界ザル、類人猿等)から由来する可変ド
メイン抗原-結合配列及びヒト定常領域配列を含む「プリマタイズ(primatized)」抗体を
含む。
【００７６】
　「親和性成熟」抗体は、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
和性に改善を生じせしめるその一又は複数のＣＤＲに一又は複数の改変を持つものである
。好ましい親和性成熟抗体は、標的抗原に対してナノモル又はピコモルの親和性を有する
。親和性成熟抗体は、当該分野で知られている手段により生産される。Marks等 Bio/Tech
nology 10:779-783(1992)には、ＶＨ及びＶＬドメインシャッフリングによる親和性成熟
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が記載されている。ＣＤＲ及び／又はフレームワーク残基のランダム突然誘発は、Barbas
等 PNAS USA 91:3809-3813(1994)；Schier等 Gene 169:147-155(1995)；Yelton等 J. Imm
unol. 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。
【００７７】
　「阻止」抗体又は「アンタゴニスト」抗体は、それが結合する抗原の生物学的活性を阻
害し又は低減させるものである。例えば、阻止又はアンタゴニスト抗α５β１抗体は、α
５β１に結合することにより、血管新生を部分的に又は完全に阻害する。
【００７８】
　「アゴニスト」抗体は、それが結合する抗原の生物学的活性を向上させ又は増加させる
ものである。例えば、アゴニスト抗体抗α５β１抗体は、α５β１に結合することにより
、血管新生を亢進する。
【００７９】
　「インタクトな」抗体は、抗原結合部位並びにＣＬ、及び少なくとも重鎖定常ドメイン
、ＣＨ１、ＣＨ２及びＣＨ３を含むものである。定常ドメインは、天然配列定常ドメイン
(例えば、ヒト天然配列定常ドメイン)又はそのアミノ酸配列変異体であってよい。好まし
くは、インタクトな抗体は一又は複数のエフェクター機能を有する。
【００８０】
　「抗体断片」は、インタクトな抗体の一部、好ましくはインタクトな抗体の抗原結合又
は可変領域を含む。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（米国特許第５６４１８７０号、実施例２；Zapata等 Protein E
ng. 8(10): 1057-1062[1995]）；単鎖抗体分子；及び抗体断片から形成される多重特異性
抗体が含まれる。
【００８１】
　「線形抗体」なる表現は、一般的にZapata等 Protein Eng. 8(10):1057-1062(1995)に
記載された抗体を意味する。簡潔に述べると、これらの抗体は、相補的軽鎖ポリペプチド
と共に、一対の抗原結合領域を形成する一対のタンデム型Ｆｄセグメント（ＶＨ-ＣＨ１-
ＶＨ-ＣＨ１）を含む。線形抗体は二重特異性又は単一特異性とすることができる。
【００８２】
　抗体のパパイン消化は、「Ｆａｂ」断片と呼ばれる二つの同一の抗体結合断片、及び容
易に結晶化する能力を反映する命名である残留「Ｆｃ」断片を生じる。Ｆａｂ断片は、Ｈ
鎖（ＶＨ）の可変領域ドメイン、及び一方の重鎖の第１定常ドメインと共に、全Ｌ鎖とか
らなる。各Ｆａｂ断片は抗原結合に対して一価である、すなわち単一の抗原結合部位を有
する。抗体のペプシン処理により、抗原を架橋結合でき、二価の抗原結合活性を有するＦ
ａｂ断片に連結した二つのジスルフィドにほぼ相当する単一の大きなＦ(ａｂ')２断片が
生じる。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ＣＨ１ド
メインのカルボキシ末端に数個の残基が付加されていることにより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遊離チオール基を担持しているＦａ
ｂ'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。抗体断片の他の化学結合も知られている。
【００８３】
　Ｆｃ断片は、ジスルフィドにより互いに保持された双方のＨ鎖のカルボキシ末端部分を
含む。抗体のエフェクター機能はＦｃ領域における配列により決定され、該領域はまたあ
るタイプの細胞に見出されるＦｃレセプター(ＦｃＲ)により認識される部分である。
【００８４】
　「変異体Ｆｃ領域」は、ここで定義される少なくとも一の「アミノ酸修飾」により、天
然配列Ｆｃ領域のものとは異なるアミノ酸配列を含む。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領域と比較して少なくとも一のアミノ
酸置換、例えば、天然配列のＦｃ領域又は親ポリペプチドのＦｃ領域に約１から約１０の
アミノ酸置換、好ましくは約１から約５のアミノ酸置換を有する。一実施態様では、変異
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体Ｆｃ領域は、天然配列のＦｃ領域と、少なくとも約８０％の相同性、少なくとも約８５
％の相同性、少なくとも約９０％の相同性、少なくとも約９５％の相同性、又は少なくと
も約９９％の相同性を有する。他の実施態様によれば、ここでの変異体Ｆｃ領域は、親ポ
リペプチドのＦｃ領域と、少なくとも約８０％の相同性、少なくとも約８５％の相同性、
少なくとも約９０％の相同性、少なくとも約９５％の相同性、又は少なくとも約９９％の
相同性を有する。
【００８５】
　「Ｆｃ領域含有ポリペプチド」なる用語は、ポリペプチド、例えばＦｃ領域を含む抗体
又はイムノアドヘシン(以下の定義を参照)を意味する。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、例えばポリペプチドの精製中に、又は抗体をコ
ードする核酸を組換え的に操作することによって、取り除くことができる。従って、この
発明のＦｃ領域を有する抗体を含むポリペプチドを含む組成物は、全てのＫ４４７残基が
除去された抗体、Ｋ４４７残基が除去されていないポリペプチド集団、又はＫ４４７残基
を有する又は有さないポリペプチドの混合物を有するポリペプチド集団を含みうる。
【００８６】
　「Ｆｖ」は、完全な抗原認識及び結合部位を含む最小抗体断片である。この断片は、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領域ドメインの二量体からなる。
これら二つのドメインの折り畳みから、抗原結合に対するアミノ酸残基に寄与し、抗体に
抗原結合特異性を付与する６つの高頻度可変ループ（Ｈ及びＬ鎖からそれぞれ３つのルー
プ）が生じる。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Ｃ
ＤＲ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。
【００８７】
　「ｓＦｖ」又は「ｓｃＦｖ」と省略される「単鎖Ｆｖ」は、単一のポリペプチド鎖に連
結するＶＨ及びＶＬ抗体ドメインを含む抗体断片である。好ましくは、ｓＦｖポリペプチ
ドは、ｓＦｖが抗原結合に対する所望の構造を形成するようにするポリペプチドリンカー
をＶＨとＶＬドメインの間に更に含む。ｓＦｖの概説については、Pluckthun, The Pharm
acology of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg及びMoore編, Springer-Verla
g, New York, pp. 269-315 (1994)；以下のBorrebaeck 1995を参照のこと。
【００８８】
　「ダイアボディ」なる用語は、Ｖドメインの鎖内ではなく鎖間ペアリングが達成され、
よって二価断片、すなわち二つの抗原-結合部位を有する断片を生じるように、ＶＨ及び
ＶＬドメイン間に、短いリンカー（約５－１０残基）を有するｓＦｖ断片（先の段落を参
照）を構築することにより調製される小さい抗体断片を意味する。二重特異性ダイアボデ
ィは、二つの「クロスオーバー」ｓＦｖ断片のヘテロ二量体であり、二つの抗体のＶＨ及
びＶＬドメインは異なるポリペプチド鎖上に存在している。ダイアボディは、例えば欧州
特許出願公開第４０４０９７号；国際公開第９３／１１１６１号；及びHollinger等, PNA
S USA 90: 6444-6448 (1993)に更に十分に記載されている。
【００８９】
　「ヒト化」抗体は、非ヒト抗体に由来する最小配列を含むキメラ抗体である非ヒト(例
えば齧歯類)抗体の形態である。大部分において、ヒト化抗体は、レシピエントの高頻度
可変領域の残基が、マウス、ラット、ウサギ又は所望の抗体特異性、親和性及び能力を有
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。幾つかの例では、ヒト免疫グロ
ブリンのフレームワーク領域(ＦＲ)残基が、対応する非ヒト残基によって置換される。更
に、ヒト化抗体は、レシピエント抗体にも、もしくはドナー抗体にも見出されない残基を
含んでいてもよい。これらの修飾は抗体の特性を更に洗練するために行われる。一般に、
ヒト化抗体は、全てあるいは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二つの可変ドメインの実質的に全てを含むであろう。また
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、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をまた含む。更なる詳細については、Jones等, Natur
e 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。
【００９０】
　「種依存性抗体」は、第２の哺乳動物種からの抗原のホモログに対してよりも、第１の
哺乳動物種からの抗原に対して、より強い結合親和性を有する抗体である。通常、種依存
性抗体はヒト抗原に「特異的に結合する」(すなわち、約１×１０－７Ｍ以下、約１×１
０－８Ｍ以下、又は約１×１０－９Ｍ以下の結合親和性(Ｋｄ)値を有する)が、第２の非
ヒト哺乳動物種からの抗原のホモログに対しては、ヒト抗原に対する結合親和性よりも、
少なくとも約５０倍、又は少なくとも約５００倍、又は少なくとも約１０００倍弱い結合
親和性を有する。種依存性抗体は、上述した種々の種類の抗体の何れであってもよいが、
ヒト化又はヒト抗体であることが好ましい。
【００９１】
　そのような実施態様では、「非標的」タンパク質に対するポリペプチド、抗体、アンタ
ゴニスト又は組成物の結合の程度は、蛍光標示式細胞分取器（ＦＡＣＳ）分析又は放射免
疫沈降（ＲＩＡ）によって定量して、その特定の標的タンパク質へのポリペプチド、抗体
、アンタゴニスト又は組成物の結合の約１０％よりも低い。標的分子へのポリペプチド、
抗体、アンタゴニスト又は組成物の結合に関して、特定のポリペプチド、又は特定のポリ
ペプチド標的上のエピトープと「特異的結合」又は「特異的に結合する」、又はそれに対
して「特異的である」という用語は、非特異的な相互作用とは測定して異なる結合を意味
する。特異的な結合は、例えば、一般に結合活性を持たない類似した構造の分子であるコ
ントロール分子の結合性と比較して、分子の結合性を定量することによって測定すること
ができる。例えば、特異的な結合性は、標的、例えば過剰の非標識標的に類似したコント
ロール分子との競合によって定量することができる。この場合、プローブに対する標識標
的の結合が過剰の非標識標的によって競合的に阻害されるならば、特異的結合が示される
。ここで使用される特定のポリペプチド又は特定のポリペプチド標的上のエピトープと「
特異的結合」又は「特異的に結合する」、又はそれに対して「特異的である」という用語
は、例えば標的に対して少なくとも約１０－４Ｍ、あるいは少なくとも約１０－５Ｍ、あ
るいは少なくとも約１０－６Ｍ、あるいは少なくとも約１０－７Ｍ、あるいは少なくとも
約１０－８Ｍ、あるいは少なくとも約１０－９Ｍ、あるいは少なくとも約１０－１０Ｍ、
あるいは少なくとも約１０－１１Ｍ、あるいは少なくとも約１０－１２Ｍ、あるいはそれ
以上のＫｄを持つ分子によって示されうる。一実施態様では、「特異的結合」という用語
は、如何なる他のポリペプチド又はポリペプチドエピトープへも実質的に結合することな
く、分子が特定のポリペプチド又は特定のポリペプチドのエピトープに結合する結合を意
味する。
【００９２】
　抗体「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Ｆｃ領域）に起因するそれらの生物活性を意味し、抗体のアイソタイプにより変化す
る。抗体エフェクター機能の例には、Ｃ１ｑ結合及び補体依存性細胞傷害（ＣＤＣ）；Ｆ
ｃレセプター結合；抗体依存性細胞媒介性細胞傷害（ＡＤＣＣ）；ファゴサイトーシス；
細胞表面レセプターのダウンレギュレーショ；及びＢ細胞活性化等が含まれる。「天然配
列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含む
。Ｆｃ配列の例は、例えば限定されるものではないが、上掲のKabat等(1991)に記載され
ている。
【００９３】
　ここで同定されるポリペプチド及び抗体配列に対する「パーセント(％)アミノ酸配列同
一性」又は「相同性」は、任意の保存的置換を配列同一性の一部として考慮して配列を整
列させた後、比較されるポリペプチドにおけるアミノ酸残基と同一である候補配列中のア
ミノ酸残基のパーセントとして定義される。パーセントアミノ酸配列同一性を決定する目
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的のためのアラインメントは、当業者の技量の範囲にある種々の方法、例えばＢＬＡＳＴ
、ＢＬＡＳＴ-２、ＡＬＩＧＮ又はＭｅｇａｌｉｇｎ（ＤＮＡＳＴＡＲ）ソフトウエアの
ような公に入手可能なコンピュータソフトウエアを使用することにより達成可能である。
当業者であれば、比較される配列の全長に対して最大のアラインメントを達成するために
必要な任意のアルゴリズムを含む、アラインメントを測定するための適切なパラメータを
決定することができる。しかし、ここでの目的のためには、％アミノ酸配列同一性値は、
配列比較コンピュータプログラムＡＬＩＧＮ-２を用いて得られる。ＡＬＩＧＮ-２配列比
較コンピュータプログラムはジェネンテック社によって作成され、ソースコードは米国著
作権庁（Washington D.C., 20559）に使用者用書類とともに提出され、米国著作権登録番
号ＴＸＵ５１００８７の下で登録されている。ＡＬＩＧＮ-２プログラムはジェネンテッ
ク社（South San Francisco, California）を通して公的に入手可能である。ＡＬＩＧＮ-
２プログラムは、ＵＮＩＸオペレーティングシステム、好ましくはデジタルＵＮＩＸ Ｖ
４．０Ｄでの使用のためにコンパイルされる。全ての配列比較パラメータは、ＡＬＩＧＮ
-２プログラムによって設定され、変動しない。
【００９４】
　「Ｆｃレセプター」又は「ＦｃＲ」なる用語は、抗体のＦｃ領域に結合するレセプター
を記述するために使用される。一実施態様では、この発明のＦｃＲは、ＩｇＧ抗体(γレ
セプター)に結合し、ＦｃγＲＩ、ＦｃγＲＩＩ及びＦｃγＲＩＩＩサブクラスのレセプ
ターを含むものであり、これらのレセプターの対立遺伝子変異体及び選択的スプライシン
グ型を含む。ＦｃγＲＩＩレセプターは、ＦｃγＲＩＩＡ(「活性化レセプター」)及びＦ
ｃγＲＩＩＢ(「阻害レセプター」)を含み、それらは、主としてその細胞質ドメインにお
いて異なる類似のアミノ酸配列を有する。活性化レセプターＦｃγＲＩＩＡは、その細胞
質ドメインに、免疫レセプターチロシンベースの活性化モチーフ(ＩＴＡＭ)を有する。阻
害レセプターＦｃγＲＩＩＢは、その細胞質ドメインに、免疫レセプターチロシンベース
の阻害モチーフ(ＩＴＩＭ)を有する(M. Daeron, Annu. Rev. Immunol., 15:203-234(1997
)参照)。本用語は、アロタイプ、例えばＦｃγＲＩＩＩＡアロタイプ：ＦｃγＲＩＩＩＡ
-Ｐｈｅ１５８、ＦｃγＲＩＩＩＡ-Ｖａｌ１５８、ＦｃγＲＩＩＡ-Ｒ１３１及び／又は
ＦｃγＲＩＩＡ-Ｈ１３１を含む。ＦｃＲは、Ravetch及びKinet, Annu. Rev. Immunol 9:
457-92 (1991)；Capel等, Immunomethods 4:25-34 (1994)；及びde Haas等, J. Lab. Cli
n. Med. 126:330-41(1995)において概説されている。将来同定されるものも含む他のＦｃ
Ｒが、ここでの用語「ＦｃＲ」によって包含される。またこの用語は胎児への母性ＩｇＧ
の移動の原因である新生児レセプターＦｃＲｎもまた含む（Guyer等, J. Immumol. 117:5
87(1976)及びKim等, J. Immunol. 24:249 (1994)）。
【００９５】
　「ＦｃＲｎ」なる用語は、新生児レセプター(ＦｃＲｎ)を意味する。ＦｃＲｎは主要組
織適合複合体(ＭＨＣ)と構造的に類似しており、β２-マイクログロブリンに非共有的に
結合したα-鎖からなる。新生児ＦｃレセプターＦｃＲｎの複数の機能は、Ghetie及びWar
d (2000) Annu. Rev. Immunol. 18, 739-766に概説されている。ＦｃＲｎは、母から若者
への免疫グロブリンＩｇＧの受動的送達及び血清ＩｇＧレベルの調節における役割を担っ
ている。ＦｃＲｎはサルベージレセプターとして作用可能であり、細胞内及び細胞を渡っ
て、インタクトな形態で飲作用ＩｇＧに結合し、移送し、デフォルト分解経路からそれら
を救う。
【００９６】
　国際公開第００／４２０７２号 (Presta)、及びShields等 J. Biol. Chem. 9(2): 6591
-6604 (2001)には、ＦｃＲｓへの結合性が改善され又は低減された抗体変異体が記載され
ている。これらの文献の内容は出典明示により特にここに援用される。
【００９７】
　ヒトＩｇＧ Ｆｃ領域の「ＣＨ１ドメイン」(「Ｈ１」ドメインの「Ｃ１」とも称される
)は、通常、約アミノ酸１１８から約アミノ酸２１５まで(ＥＵ番号付けシステム)伸長す
る。
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【００９８】
　「ヒンジ領域」は、一般的に、ヒトＩｇＧ１のＧｌｕ２１６からＰｒｏ２３０までの伸
長として定義される(Burton, Molec. Immunol.22:161-206 (1985))。他のＩｇＧアイソタ
イプのヒンジ領域は、最初と最後のシステイン残基を置き換え、同じ位置に重鎖内Ｓ-Ｓ
結合を形成させることにより、ＩｇＧ１配列と整列させることができる。
【００９９】
　Ｆｃ領域の「下方ヒンジ領域」は、Ｃ末端の直ぐからヒンジ領域までの残基の伸長、す
なわちＦｃ領域の残基２３３から２３９として通常は定義される。過去の報告では、Ｆｃ
Ｒ結合は、ＩｇＧ Ｆｃ領域の下方ヒンジ領域中のアミノ酸残基に一般に起因する。
【０１００】
　ヒトＩｇＧ Ｆｃ領域の「ＣＨ２ドメイン」(「Ｈ２」ドメインの「Ｃ２」とも称される
)は、通常約アミノ酸２３１から約アミノ酸３４０まで伸長する。ＣＨ２ドメインは、他
のドメインと密には対をなしていない点で独特である。むしろ、二つのＮ結合した分枝状
炭水化物鎖は、インタクトな天然ＩｇＧ分子の二つのＣＨ２ドメイン間に割り込んでいる
。炭水化物はドメイン-ドメインペアリングの代替を提供し、ＣＨ２ドメインの安定化に
役立つ。Burton, Molec. Immunol.22:161-206 (1985)。
【０１０１】
　「ＣＨ３ドメイン」(「Ｃ２」又は「Ｈ３」ドメインとも称される)は、Ｆｃ領域におい
て、Ｃ末端からＣＨ２ドメインまでの残基(すなわち、約アミノ酸残基３４１から抗体配
列のＣ末端、典型的にはＩｇＧのアミノ酸残基４４６又は４４７)の伸長を含む。
【０１０２】
　「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」は、Ｃ１ｑ結合；補体依存性細胞傷害；Ｆｃレセプター結合；抗体
依存性細胞媒介性細胞傷害(ＡＤＣＣ)；ファゴサイトーシス；細胞表面レセプター(例え
ば、Ｂ細胞レセプター；ＢＣＲ)のダウンレギュレーション等を含む。このようなエフェ
クター機能は、一般的に、Ｆｃ領域を結合ドメイン(例えば、抗体可変ドメイン)と組合せ
ることを必要とし、例えばここで開示されているような様々なアッセイを使用して評価す
ることができる。
【０１０３】
　「Ｃ１ｑ」は、免疫グロブリンのＦｃ領域に対する結合部位を含むポリペプチドである
。Ｃ１ｑは、二つのセリンプロテアーゼＣ１ｒ及びＣ１ｓと共に、複合体Ｃ１、つまり補
体依存性細胞傷害(ＣＤＣ)経路の第一成分を形成する。ヒトＣ１ｑは、例えばQuidel, Sa
n Diego, CAから商業的に購入可能である。
【０１０４】
　「結合ドメイン」なる用語は、他の分子に結合するポリペプチドの領域を意味する。Ｆ
ｃＲの場合、結合ドメインは、Ｆｃ領域に結合する原因であるそのポリペプチド鎖の一部
(例えば、そのα鎖)を含みうる。有用な一つの結合ドメインは、ＦｃＲアルファ鎖の細胞
外ドメインである。
【０１０５】
　「変化した」ＦｃＲ結合親和性又はＡＤＣＣ活性を有する変異体ＩｇＧ Ｆｃの抗体又
はペプチボディは、親ポリペプチド又は天然配列Ｆｃ領域を有するポリペプチドと比較し
て、高められた又は低減したＦｃＲ結合活性(例えば、ＦｃγＲ又はＦｃＲｎ)及び／又は
ＡＤＣＣ活性を有するものである。ＦｃＲに対する「増加した結合性を示す」変異体Ｆｃ
は、親ポリペプチド又は天然配列ＩｇＧ Ｆｃよりも高い親和性(例えば、より低い見かけ
Ｋｄ又はＩＣ５０値)を有する少なくとも一のＦｃＲに結合する。幾つかの実施態様では
、親ポリペプチドと比較した結合性の改善度合いは、約３倍、好ましくは約５、１０、２
５、５０、６０、１００、１５０、２００、２５０、３００、３５０、４００、４５０、
又は５００倍であり、又は約２５％～１０００％の改善度合いである。ＦｃＲに対して「
低減した結合性」を示すポリペプチド変異体は、親ポリペプチドよりも低い親和性(例え
ば、より高い見かけＫｄ又はＩＣ５０値)を有する少なくとも一のＦｃＲに結合する。親



(29) JP 6051048 B2 2016.12.21

10

20

30

40

50

ポリペプチドと比較した結合性の低減度合いは、約５％、１０％、２０％、３０％、４０
％、５０％、６０％、又はそれ以上であってよい。
【０１０６】
　「抗体依存性細胞媒介性細胞傷害」又は「ＡＤＣＣ」は、所定の細胞傷害性細胞(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)に結合した分泌型Ｉｇがこれらの細胞傷害性エフェクター細胞を抗原保持
標的細胞に特異的に結合させ、続いて標的細胞を細胞毒によって死滅させる細胞傷害性の
形態を指す。抗体は細胞傷害性細胞「を装備し」、そのような死滅に必ず必要である。Ａ
ＤＣＣを媒介する一次細胞であるＮＫ細胞は、ＦｃγＲＩＩＩのみを発現する一方、単球
はＦｃγＲＩ、ＦｃγＲＩＩ及びＦｃγＲＩＩＩを発現する。造血性細胞でのＦｃＲの発
現は、Ravetch及びKinet, Annu.Rev.Immunol., 9:457-92(1991)の４６４頁の表３に要約
されている。対象分子のＡＤＣＣ活性を評価するためには、米国特許第５５００３６２号
又は第５８２１３３７号、又は以下の実施例に記載されているようなインビトロＡＤＣＣ
アッセイが実施されうる。そのようなアッセイのための有用なエフェクター細胞は、末梢
血単核細胞（ＰＢＭＣ）及びナチュラルキラー細胞（ＮＫ）細胞を含む。あるいは、又は
付加的に、対象分子のＡＤＣＣ活性は、例えばClynes等 .PNAS(USA), 95:652-656(1998)
に開示されたもののような動物モデルにおいて、インビボで評価されうる。
【０１０７】
　野生型ＩｇＧ Ｆｃを有するポリペプチド又は親ポリペプチドより効果的に、ヒトエフ
ェクター細胞の存在下で、「亢進したＡＤＣＣを示す」か又は抗体依存性細胞媒介傷害性
（ＡＤＣＣ）を媒介する変異Ｆｃ領域を含むポリペプチドは、アッセイにおける変異型Ｆ
ｃ領域を含むポリペプチド及び野生型Ｆｃ領域を含むポリペプチド（又は親ポリペプチド
）の量が本質的に同じ場合に、インビトロ又はインビボで、ＡＤＣＣの媒介について実質
的により効果的であるものである。一般的に、このような変異体は、ここに開示されたイ
ンビトロＡＤＣＣアッセイを用いて同定されるが、例えば、動物モデルにおける、他のア
ッセイ又はＡＤＣＣ活性を決定するための方法が考えられる。一実施態様では、好ましい
変異体は、ＡＤＣＣの媒介で、野生型のＦｃ（又は親ポリペプチド）より約５倍から約１
００倍、例えば約２５倍から約５０倍、より効果的である。
【０１０８】
　「補体依存性細胞傷害」もしくは「ＣＤＣ」は、補体の存在下での標的の溶解を意味す
る。古典的な補体経路の活性化は、補体系(Ｃｌｑ)の第一成分が、その同族抗原に結合し
た(適切なサブクラスの)抗体に結合することにより開始される。補体の活性化を評価する
ために、例えばGazzano-Santoro等, J. Immunol. Methods 202:163 (1996)に記載されて
いるような、ＣＤＣアッセイを実施することができる。
【０１０９】
　Ｆｃ領域アミノ酸配列が改変され、Ｃ１ｑ結合能力が増大又は減少させられたポリペプ
チド変異体は、米特許第６１９４５５１号及び国際公開第９９／５１６４２号に記載され
ている。その特許文献の内容は、出典明示によって特にここに援用される。またIdusogie
 等 J. Immunol. 164: 4178-4184 (2000)を参照のこと。
【０１１０】
　「ヒトエフェクター細胞」とは、一又はそれ以上のＦｃＲｓを発現し、エフェクターと
しての機能を発揮する白血球のことである。一実施態様では、その細胞が少なくともＦｃ
γＲＩＩＩを発現し、ＡＤＣＣエフェクター機能を発揮する。ＡＤＣＣを媒介するヒト白
血球の例として、末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）、ナチュラルキラー（ＮＫ）細胞、単球、
細胞傷害性Ｔ細胞及び好中球が含まれるが、ＰＢＭＣｓとＮＫ細胞が好ましい。エフェク
ター細胞は、その天然源、例えばここに記載される血液やＰＭＢＣから単離されうる。
【０１１１】
　ＦｃＲｎへの結合を測定する方法は知られている（例えばGhetie 1997, Hinton 2004を
参照）。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
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れたヒト細胞株、又はＦｃ変異形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。一実施態様では、変異ＩｇＧ Ｆｃを有する本発明の抗α５β１抗体
は、野生型ＩｇＧ Ｆｃを有するポリペプチドよりも、少なくとも２倍、少なくとも５倍
、少なくとも１０倍、少なくとも５０倍、少なくとも６０倍、少なくとも７０倍、少なく
とも８０倍、少なくとも１００倍、少なくとも１２５倍、少なくとも１５０倍、亢進した
ヒトＦｃＲｎへの結合親和性を示す。特定の実施態様では、ヒトＦｃＲｎに対する結合親
和性は、約１７０倍亢進する。
【０１１２】
　ＦｃＲｎへの結合親和性について、一実施態様では、ポリペプチドのＥＣ５０又は見か
けのＫｄ(ｐＨ６．０での)は１μＭ未満、より好ましくは１００ｎＭ以下、更に好ましく
は１０ｎＭ以下である。ＦｃγＲＩＩＩ（Ｆ１５８；すなわち低親和性アイソタイプ）へ
の増加した結合親和性について、一実施態様では、ＥＣ５０又は見かけのＫｄは１０ｎＭ
以下であり、ＦｃγＲＩＩＩ（Ｖ１５８；高親和性アイソタイプ）について、ＥＣ５０又
は見かけのＫｄは３ｎＭ以下である。他の実施態様では、試験抗体とコントロール抗体の
結合曲線の中間点における吸光度の値の比（例えばＡ４５０ｎｍ（抗体）／Ａ４５０ｎｍ

（コントロールＡｂ））が４０％以下である場合に、コントロール抗体（例えばハーセプ
チン（登録商標)抗体)との相対的なＦｃレセプターに対する抗体結合の減少は、コントロ
ール抗体と有意に相関しているとみなしうる。他の実施態様によれば、試験抗体とコント
ロール抗体の結合曲線の中間点における吸光度の値の比（例えばＡ４５０ｎｍ（抗体）／
Ａ４５０ｎｍ（コントロールＡｂ））が１２５％以上である場合に、コントロール抗体（
例えばハーセプチン(登録商標)抗体)との相対的なＦｃレセプターに対する抗体結合の増
加は、コントロール抗体と有意に相関しているとみなしうる。
【０１１３】
　「親ポリペプチド」又は「親抗体」は、変異体ポリペプチド又は抗体が生じるアミノ酸
配列及び変異体ポリペプチドないし抗体が比較されるアミノ酸配列を含んでなるポリペプ
チドないし抗体である。典型的には、親ポリペプチドないし親抗体は、ここに開示した一
又は複数のＦｃ領域修飾を欠き、ここに開示したポリペプチド変異体と比較してエフェク
ター機能が異なる。親ポリペプチドは天然配列のＦｃ領域又は（例えば付加、欠失及び／
又は置換のような）本来存在するアミノ酸配列の修飾を有するＦｃ領域を含みうる。
【０１１４】
　この発明の抗体はファージディスプレイから得られる。ここで使用される場合、「ライ
ブラリー」は複数の抗体又は抗体断片配列、又はこれらの配列をコードする核酸を意味し
、該配列は本発明の方法によってこれらの配列中に導入される変異アミノ酸の組合せにお
いて異なっている。
【０１１５】
　「ファージディスプレイ」は、変異体ポリペプチドを、ファージ、例えば糸状ファージ
粒子の表面上のコートタンパク質の少なくとも一部への融合タンパク質としてディスプレ
イする。ファージディスプレイの有用性は、ランダム化タンパク質変異体の大きなライブ
ラリーを、高親和性で標的分子に結合する配列について迅速にかつ効率的に選別できると
いう点にある。ファージ上へのペプチド及びタンパク質ライブラリーのディスプレイは、
特異的結合特性を持つものについて何百万ものポリペプチドをスクリーニングするために
使用されている。多価ファージディスプレイ法は、糸状ファージの遺伝子ＩＩＩ又は遺伝
子ＶＩＩＩへの融合体を通してランダム小ペプチド及び小タンパク質をディスプレイする
ために使用されている。Wells及びLowman, Curr. Opin. Struct. Biol., 3:355-362 (199
2)と、そこで引用されている文献。一価ファージディスプレイでは、タンパク質又はペプ
チドライブラリーは遺伝子ＩＩＩ又はその一部に融合させられ、ファージ粒子が融合タン
パク質の１コピーをディスプレイするか何もディスプレイしないように野生型遺伝子ＩＩ
Ｉタンパク質の存在下で低レベルで発現される。選別が内因的なリガンド親和性に基づく
ように結合活性効果が多価ファージに対して低減され、ファージミドベクターが使用され
、これがＤＮＡ操作を単純にする。Lowman及びWells, Methods: A companion to Methods
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 in Enzymology, 3:205-0216 (1991)。
【０１１６】
　「ファージミド」は、細菌の複製起点、例えばＣｏ１Ｅ１、及びバクテリオファージの
遺伝子間領域のコピーを有するプラスミドベクターである。ファージミドは、糸状バクテ
リオファージ及びラムドイドバクテリオファージを含む任意の既知のバクテリオファージ
で使用されうる。プラスミドはまた一般には抗生物質耐性の選択可能マーカーも含む。こ
れらのベクターにクローニングされるＤＮＡのセグメントはプラスミドとして増殖するこ
とができる。これらのベクターを内部に持つ細胞がファージ粒子の生産に必要な全ての遺
伝子を備えているとき、プラスミドの複製様式はローリングサークル複製に変化し、プラ
スミドＤＮＡの一つの鎖のコピーとパッケージファージ粒子を生成する。ファージミドは
感染性または非感染性ファージ粒子を形成しうる。この用語は、異種ポリペプチドがファ
ージ粒子表面に提示されるように遺伝子融合体としてこの異種ポリペプチドの遺伝子と結
合したファージコートタンパク質遺伝子又はその断片を含むファージミドを含む。
【０１１７】
　「ファージベクター」なる用語は、異種遺伝子を含んでいて複製ができるバクテリオフ
ァージの二本鎖複製型を意味する。ファージベクターは、ファージ複製及びファージ粒子
形成を可能にするファージ複製起点を有している。ファージは糸状バクテリオファージ、
例えばＭ１３、ｆ１、ｆｄ、Ｐｆ３ファージもしくはその誘導体、又はラムドイドファー
ジ、例えばラムダ、２１、ｐｈｉ８０、ｐｈｉ８１、８２、４２４、４３４等、もしくは
その誘導体でありうる。
【０１１８】
　ペプチボディ、イムノアドヘシン、抗体及び短いペプチドのようなポリペプチドの共有
結合的修飾は本発明の範囲内に含まれる。共有結合的修飾の一タイプには、ポリペプチド
の標的とするアミノ酸残基を、ポリペプチドの選択された側鎖又はＮ又はＣ末端残基と反
応できる有機誘導体化試薬と反応させることが含まれる。二官能性試薬による誘導体化は
、例えばポリペプチドを、抗体の精製方法で用いる水不溶性支持体マトリクス又は表面と
架橋させるために有用であり、その逆も同じである。通常用いられる架橋剤には、例えば
、１,１-ビス（ジアゾアセチル）-２-フェニルエタン、グルタルアルデヒド、Ｎ-ヒドロ
キシスクシンイミドエステル、例えば４-アジドサリチル酸を有するエステル、３,３'-ジ
チオビス（スクシンイミジルプロピオネート）等のジスクシンイミジルエステルを含むホ
モ二官能性イミドエステル、ビス-Ｎ-マレイミド-１,８-オクタン等の二官能性マレイミ
ド、及びメチル-３-[(ｐ-アジドフェニル)-ジチオ］プロピオイミダート等の試薬が含ま
れる。
【０１１９】
　他の修飾には、グルタミニル及びアスパラギニル残基の各々対応するグルタミル及びア
スパルチル残基への脱アミノ化、プロリン及びリシンのヒドロキシル化、セリル又はトレ
オニル残基のヒドロキシル基のリン酸化、リシン、アルギニン、及びヒスチジン側鎖のα
-アミノ基のメチル化[T.E. Creighton, Proteins: Structure and Molecular Properties
, W.H. Freeman ＆ Co., San Francisco, pp.79-86 (1983)]、Ｎ末端アミンのアセチル化
、及び任意のＣ末端カルボキシル基のアミド化を含む。
【０１２０】
　他の修飾はメイタンシン及びメイタンシノイド、カリケアマイシン及び他の細胞傷害剤
のようなアンタゴニストへの毒素のコンジュゲーションを含む。
【０１２１】
　ポリペプチドの共有結合的修飾の他のタイプは、ポリペプチドを、種々の非タンパク質
様ポリマーの一つ、例えばポリエチレングリコール(ＰＥＧ)、ポリプロピレングリコール
、又はポリオキシアルキレンへ、米国特許第４６４０８３５号；第４４９６６８９号；第
４３０１１４４号；第４６７０４１７号；第４７９１１９２号又は第４１７９３３７号に
記載された方法で結合させることを含む。
【０１２２】
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　本発明のポリペプチドは、別の非相同のポリペプチド又はアミノ酸配列（例えば、イム
ノアドヘシン又はペプチボディ）に融合させたポリペプチドを含むキメラ分子を形成する
のに有利な場合、修飾することもできる。
【０１２３】
　一実施態様では、そのようなキメラ分子はポリペプチドと、例えば、ヒト免疫不全ウイ
ルスＴＡＴタンパク質のタンパク質伝達ドメイン(Schwarze等, 1999, Science 285: 1569
-72)を使用して、種々の組織へ及び特に血液脳関門を越えて運搬するためにポリペプチド
を標的とするタンパク質伝達ドメインとの融合を含むものである。
【０１２４】
　他の実施態様では、このようなキメラ分子は、抗タグ抗体が選択的に結合できるエピト
ープを提供するタグポリペプチドとポリペプチドとの融合を含む。エピトープタグは、一
般的にはポリペプチドのアミノ又はカルボキシル末端に位置する。このようなポリペプチ
ドのエピトープタグ形態の存在は、タグポリペプチドに対する抗体を用いて検出すること
ができる。また、エピトープタグの提供は、抗タグ抗体又はエピトープタグに結合する他
の型の親和性マトリクスを用いたアフィニティ精製によって、ポリペプチドを容易に精製
できるようにする。様々なタグポリペプチド及びそれら各々の抗体が当該分野で知られて
いる。例としては、ポリ－ヒスチジン（ポリ－Ｈｉｓ）又はポリ－ヒスチジン－グリシン
（ポリ－Ｈｉｓ－Ｇｌｙ）タグ；ｆｌｕ ＨＡタグポリペプチド及びその抗体１２ＣＡ５
［Field等, Mol. Cell. Biol., 8:2159-2165 (1988)］；ｃ-ｍｙｃタグ及びそれに対する
８Ｆ９、３Ｃ７、６Ｅ１０、Ｇ４、Ｂ７及び９Ｅ１０抗体［Evan等, Molecular and Cell
ular Biology, 5:3610-3616 (1985)］；及び単純ヘルペスウイルス糖タンパク質Ｄ（ｇＤ
）タグ及びその抗体［Paborsky等, Protein Engineering, 3(6):547-553 (1990)］を含む
。他のタグポリペプチドは、フラッグペプチド［Hopp等, BioTechnology, 6:1204-1210 (
1988)］；ＫＴ３エピトープペプチド［Martin等, Science, 255:192-194 (1992)］；α-
チューブリンエピトープペプチド［Skinner等, J. Biol. Chem., 266:15163-15166 (1991
)］；及びＴ７遺伝子１０タンパク質ペプチドタグ［Lutz-Freyermuth等, PNAS USA, 87:6
393-6397 (1990)］を含む。
【０１２５】
　別の実施態様では、キメラ分子はポリペプチドの免疫グロブリン又は免疫グロブリンの
特定領域との融合体を含みうる。キメラ分子の二価形態（「イムノアドヘシン」とも呼ば
れる）については、そのような融合体はＩｇＧ分子のＦｃ領域でありうる。この発明のＩ
ｇ融合体は、Ｉｇ分子中の少なくとも一の可変領域に、概ね又は唯、ヒトの残基９４－２
４３、残基３３－５３又は残基３３－５２を含むポリペプチドを含む。特定の実施態様で
は、免疫グロブリン融合体は、ヒンジ、ＣＨ２及びＣＨ３、又はＩｇＧ１分子のヒンジ、
ＣＨ１、ＣＨ２及びＣＨ３領域を含む。免疫グロブリン融合体の製造については、米国特
許第５４２８１３０号を参照のこと。
【０１２６】
　本発明は腫瘍増殖の再発又は癌細胞増殖の再発を抑制又は阻害するための方法及び組成
物を提供する。様々な実施態様では、癌は、癌細胞の数が有意には減少しないか、もしく
は増加しているか、又は腫瘍サイズが有意には減少していないか、もしくは増加しており
、又は癌細胞のサイズ又は数の更なる減少に失敗した、再発性腫瘍増殖又は再発性癌細胞
の増殖である。癌細胞の治療効果をアッセイするための当該分野で知られている任意の方
法で、インビトロ又はインビボにおいて、癌細胞が再発性腫瘍増殖か又は再発性癌細胞の
増殖かどうかの決定がなされうる。抗ＶＥＧＦ治療に対して耐性の腫瘍は再発性腫瘍増殖
の一例である。
【０１２７】
　ここに開示されるポリペプチド、抗体、アンタゴニスト又は組成物の「有効量」とは特
に述べられた目的を実施するのに十分な量である。「有効量」は経験的にかつ述べられた
目的に関連して既知の方法を用いて決定されうる。
【０１２８】
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　「治療的有効量」という用語は、哺乳動物の疾病や疾患（患者としても知られている）
の「治療」の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称す
る。癌の場合は、治療的有効量の医薬により、癌細胞の数を減少させ；腫瘍の大きさ又は
重さを小さくし；癌細胞の周辺器官への浸潤を阻害(すなわち、ある程度に遅く、好まし
くは止める)し；腫瘍の転移を阻害(すなわち、ある程度に遅く、好ましくは止める)し；
腫瘍の成長をある程度阻害し；及び／又は癌に関連する一又は複数の症状をある程度和ら
げることが可能である。ある程度、医薬は、成長を妨げ及び／又は現存の癌細胞を殺すこ
とが可能で、細胞分裂停止性及び／又は細胞傷害性である。一実施態様では、治療的有効
量は成長阻害量である。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、患者の無進行生存期間を改善する量であ
る。
【０１２９】
　創傷治癒の場合、「有効量」又は「治療的有効量」なる用語は患者の創傷治癒を加速し
又は改善するために有効な医薬の量を意味する。治療的投与量とは患者に治療効果を示す
用量であり、治療的投与量未満とは治療される患者に治療効果を示さない投与量を意味す
る。
【０１３０】
　「慢性創傷」は、治癒しない創傷を意味する。例えば、Lazarus等, Definitions and g
uidelines for assessment of wounds and evaluation of healing, Arch. Dermatol. 13
0:489-93 (1994)を参照。慢性創傷には、例えば、動脈の潰瘍、糖尿病性潰瘍、褥瘡、静
脈潰瘍などが含まれるが、これに限定されるものではない。急性創傷は慢性創傷に発達し
うる。急性創傷には、例えば、熱傷害、外傷、手術、広範囲な皮膚癌の切除、深在性真菌
及び細菌の感染、血管炎、強皮症、天疱瘡、中毒性表皮壊死症などによって生じる創傷が
含まれるが、これに限定されるものではない。例えば、Buford, Wound Healing and Pres
sure Sores, Healing Well.com, published on: October 24, 2001を参照。「通常の創傷
」は、通常の創傷治癒修復を経る創傷を意味する。
【０１３１】
　この発明のポリペプチド、抗体、アンタゴニスト又は組成物の「増殖阻害量」は、細胞
、特に腫瘍、例えば癌細胞の増殖をインビトロ又はインビボで阻害できる量である。腫瘍
性細胞増殖の阻害の目的のためのこの発明のポリペプチド、抗体、アンタゴニスト又は組
成物の「増殖阻害量」は、経験的にかつ知られている方法によって又はここに提供される
実施例により決定することができる。
【０１３２】
　この発明のポリペプチド、抗体、アンタゴニスト又は組成物の「細胞傷害量」は、細胞
、特に腫瘍、例えば癌細胞の破壊を、インビトロ又はインビボで生じせしめることができ
る量である。腫瘍性細胞増殖の阻害の目的のためのこの発明のポリペプチド、抗体、アン
タゴニスト又は組成物の「細胞傷害量」は、経験的にかつ当該分野で知られている方法で
決定することができる。
【０１３３】
　ここでの「自己免疫疾患」は、個体自身の組織から生じまたそれに対して向けられた疾
患又は障害、あるいはその同時分離又は徴候又はそれから生じる症状である。自己免疫疾
患又は障害の例には、限定されないが、関節炎（関節リウマチ、例えば急性関節炎、慢性
関節リウマチ、痛風性関節炎、急性痛風性関節炎、慢性炎症性関節炎、変形性関節症、感
染性関節炎、ライム病関節炎、増殖性関節炎、乾癬性関節炎、脊椎関節炎、及び若年発症
関節リウマチ、骨関節炎、関節炎慢性化、関節炎変形、関節炎慢性原発、反応性関節炎、
及び強直性脊椎炎)、炎症性過剰増殖性皮膚病、乾癬、例えばプラーク乾癬、滴状乾癬、
膿疱性乾癬及び爪乾癬、皮膚炎、例えば接触皮膚炎、慢性接触皮膚炎、アレルギー性皮膚
炎、アレルギー性接触皮膚炎、ヘルペス状皮膚炎、及びアトピー性皮膚炎、ｘ連鎖性高Ｉ
ｇＭ症候群、蕁麻疹、例えば慢性特発性蕁麻疹、例えば慢性自己免疫蕁麻疹、多発性筋炎
／皮膚筋炎、若年性皮膚筋炎、中毒性上皮性表皮壊死症、強皮症(全身強皮症を含む)、硬
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化症、例えば全身性硬化症、多発性硬化症(ＭＳ)、例えば脊椎眼(spino-optical) ＭＳ)
、原発性進行性ＭＳ、及び再発性寛解ＭＳ、進行性全身性硬化症、アテローム性動脈硬化
、動脈硬化症、硬化症汎発、及び失調性硬化症、炎症性腸疾患(ＩＢＤ)(例えばクローン
病、大腸炎、例えば潰瘍性大腸炎、大腸性潰瘍、微細な大腸炎、膠原性大腸炎、大腸ポリ
ープ、壊死性全腸炎及び貫壁性大腸炎、及び自己免疫炎症性腸疾患)、膿皮症壊疽、結節
性紅斑、原発性硬化性胆管炎、上強膜炎）、呼吸窮迫症候群、例えば成人性又は急性の呼
吸窮迫症候群(ＡＲＤＳ)、髄膜炎、葡萄膜の全部又は一部の炎症、虹彩炎、脈絡膜炎、自
己免疫血液疾患、リウマチ様脊椎炎、突発性聴力障害、ＩｇＥ媒介性疾患、例えばアナフ
ィラキシー及びアレルギー性鼻炎及びアトピー性鼻炎、脳炎、例えばラスマッセンの脳炎
及び辺縁及び／又は脳幹脳炎、ブドウ膜炎、例えば前部ブドウ膜炎、急性前ブドウ膜炎、
肉芽腫ブドウ膜炎、非顆粒性ブドウ膜炎、水晶体抗原性ブドウ膜炎、後部ブドウ膜炎、又
は自己免疫ブドウ膜炎、ネフローゼ症候群を有する又は有さない糸球体腎炎(ＧＮ)、例え
ば慢性又は急性の糸球体腎炎、例えば原発性ＧＮ、免疫性ＧＮ、膜性ＧＮ(膜性ネフロパ
シー)、特発性膜性ＧＮ、膜性増殖性ＧＮ(ＭＰＧＮ)(タイプＩ及びタイプＩＩを含む)、
及び急速進行性ＧＮ、アレルギー性症状、アレルギー性反応、アレルギー性又はアトピー
性湿疹を含む湿疹、喘息、例えば喘息気管支炎、気管支喘息、及び自己免疫喘息、Ｔ細胞
の浸潤を伴う症状及び慢性炎症反応、慢性肺炎症性疾患、自己免疫心筋炎、白血球接着不
全症、全身性エリテマトーデス(ＳＬＥ)又は全身性エリテマトーデス、例えば皮膚ＳＬＥ
、亜急性皮膚エリテマトーデス、新生児期ループス症候群(ＮＬＥ)、紅班性狼瘡汎発、(
腎炎、脳炎、小児、非腎性、円板状、脱毛症を含む)ループス、若年発症(Ｉ型)真正糖尿
病、例えば小児インシュリン依存性真正糖尿病(ＩＤＤＭ)、成人発症型真正糖尿病(ＩＩ
型糖尿病)、自己免疫性糖尿病、特発性の尿崩症、サイトカイン及びＴリンパ球によって
媒介される急性及び遅発性過敏症と関係する免疫応答、結核、サルコイドーシス、肉芽腫
症、例としてリンパ腫肉芽腫症、ヴェゲナーの肉芽腫症、無顆粒球症、脈管炎、(大脈管
脈管炎(リウマチ性多発性筋痛及び巨細胞(高安)動脈炎を含む)血管炎を含む、中脈管脈管
炎(川崎病及び結節性多発動脈炎を含む)、微小多発動脈炎、ＣＮＳ脈管炎、壊死性血管炎
、皮膚性血管炎又は過敏性血管炎、全身性壊死性血管炎、及びＡＮＣＡ関連の脈管炎、例
としてチャーグ-ストラウス脈管炎又は症候群(ＣＳＳ))、側頭動脈炎、無形成性貧血、自
己免疫無形成性貧血、クームズ陽性貧血症、ダイアモンドブラックファン貧血症、溶血性
貧血又は免疫溶血性貧血、例として自己免疫溶血性貧血(ＡＩＨＡ)、悪性貧血(貧血症悪
性熱)、アジソン病、純粋な赤血球貧血症又は形成不全(ＰＲＣＡ)、第ＶＩＩＩ因子欠損
症、血友病Ａ、自己免疫好中球減少症、汎血球減少症、白血球減少症、白血球血管外遊出
を伴う疾患、ＣＮＳ炎症性疾患、多器官損傷症候群、例えば敗血症、外傷又は出血の二次
症状、抗原-抗体複合体関連疾患、抗糸球体基底膜疾患、抗リン脂質抗体症候群、アレル
ギー性神経炎、ベーチェット(Bechet)又はベーチェット(Behcet)病、カールスマン症候群
、グッドパスチャー症候群、レイノー症候群、シェーグレン症候群、スティーブンスジョ
ンソン症候群、類天疱瘡、例えば類水疱性天疱瘡及び類天疱瘡皮膚、天疱瘡(尋常性天疱
瘡、落葉状天疱瘡、ペンフィグス粘液膜類天疱瘡及び天疱瘡エリテマトーデスを含む)、
自己免疫多腺性内分泌障害、ライター病又は症候群、免疫複合体腎炎、抗体媒介性腎炎、
慢性神経障害、例えばＩｇＭ多発性神経炎又はＩｇＭ媒介性神経障害、血小板減少(例え
ば心筋梗塞患者によるもの)、血栓性血小板減少性紫斑病(ＴＴＰ)、例えば慢性及び急性
のＩＴＰを含む特発性血小板減少性紫斑病(ＩＴＰ)、自己免疫性精巣炎及び卵巣炎を含む
精巣及び卵巣の自己免疫性疾患、原発性甲状腺機能低下症、副甲状腺機能低下症、自己免
疫内分泌性疾患、例えば甲状腺炎、例えば自己免疫性甲状腺炎、橋本病、慢性甲状腺炎(
橋本甲状腺炎)又は亜急性の甲状腺炎、自己免疫甲状腺性疾患、特発性甲状腺機能低下症
、グレーブ病、多腺性症候群、例として自己免疫多腺性症候群(又は多腺性内分泌障害症
候群)、腫瘍随伴症候群、例として神経系新生物関連症候群、例えばランバート-イートン
筋無力症症候群又はイートン―ランバート症候群、スティッフマン(stiff-man)又はステ
ィッフパーソン(stiff-person)症候群、脳脊髄炎、例として、アレルギー性脳脊髄炎又は
脳脊髄炎性アレルギー及び実験的アレルギー性脳脊髄炎(ＥＡＥ)、重症筋無力症、小脳性
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退化、神経ミオトニ、眼球クローヌス又は眼球クローヌス筋硬直症候群(ＯＭＳ)及び感覚
系神経障害、シーハン症候群、自己免疫肝炎、慢性肝炎、類狼瘡肝炎、巨細胞肝炎、慢性
活動性肝炎又は自己免疫慢性活動性肝炎、リンパ系間隙間質性肺炎、閉塞性細気管支炎(
非移植)対ＮＳＩＰ、ギラン‐バレー症候群、ベルガー病(ＩｇＡネフロパシー)、特発性
ＩｇＡネフロパシ、線状ＩｇＡ皮膚病、原発性胆管萎縮症、肺線維症、自己免疫腸疾患症
候群、セリアック病、コエリアック病、セリアックスプルー(グルテン腸疾患)、抵抗性ス
プルー、特発性スプルー、クリオグロブリン血症、アミロトロフィック側索硬化症(ＡＬ
Ｓ；筋萎縮性側索硬化症(ルー・ゲーリック病))、冠状動脈疾患、自己免疫内耳疾患(ＡＩ
ＥＤ)、又は自己免疫聴力障害、眼球クローヌス筋硬直徴候(ＯＭＳ）、多発性軟骨炎、例
として、抵抗性又は再発性多発性軟骨炎、肺胞状蛋白症、アミロイドーシス、強膜炎、非
癌性リンパ球増多症、モノクローナルＢ細胞リンパ球増多症(例えば良性モノクローナル
免疫グロブリン症及び意義未確定のモノクローナル免疫グロブリン血症(monoclonal garn
mopathy of undetermined significance)ＭＧＵＳ)を含む原発性リンパ球増多症、末梢性
神経障害、腫瘍随伴症候群、チャネル病、例として、癲癇、片頭痛、不整脈、筋疾患、難
聴、盲目、周期性麻痺及びＣＮＳのチャネル病、自閉症、炎症性ミオパシー、局所性分節
性糸球体硬化症(ＦＳＧＳ)、内分泌性眼障害、ブドウ膜網膜炎、脈絡網膜炎、自己免疫性
肝臓病、線維症、多内分泌性不全、シュミット症候群、副腎炎、胃萎縮、初老期痴呆、脱
髄疾患、例として、自己免疫脱髄性病、糖尿病性腎症、ドレスラー症候群、円形脱毛症、
ＣＲＥＳＴ症候群(石灰沈着、レイノー現象、食道運動障害、強指症、及び毛細管拡張症)
、雌雄自己免疫性不妊性、混合性結合組織病、シャーガス病、リウマチ熱、再発性中絶、
農夫肺、多形性紅斑、心切開術後症候群、クッシング症候群、愛鳥家肺、アレルギー性肉
芽腫性脈管炎、良性リンパ球血管炎、アルポート症候群、肺胞炎、例えばアレルギー性肺
胞炎及び繊維化肺胞炎、間隙肺疾患、輸血反応、ハンセン病、マラリア、リーシュマニア
症、キパノソミアシス(kypanosomiasis)、住血吸虫症、蛔虫症、アスペルギルス症、サン
プター症候群、カプラン症候群、デング熱、心内膜炎、心内膜心筋線維形成、びまん性間
質性肺線維症、間質性肺線維症、特発性肺線維症、嚢胞性線維症、眼内炎、持久性隆起性
紅斑、胎児赤芽球症、好酸性筋膜炎(eosinophilic faciitis)、シャルマン症候群、フェ
ルティー症候群、フィラリア(flariasis)、毛様体炎、例えば慢性毛様体炎、ヘテロ慢性
毛様体炎、虹彩毛様体炎、又はフックス毛様体炎、ヘーノホ-シェーンライン紫斑病、ヒ
ト免疫不全ウイルス(ＨＩＶ)感染、エコーウィルス感染、心筋症、アルツハイマー病、パ
ルボウィルス感染、風疹ウィルス感染、種痘後症候群、先天性風疹感染、エプスタインバ
ーウイルス感染、耳下腺炎、エヴァン症候群、自己免疫性腺機能不全、シドナム舞踏病、
連鎖球菌感染後腎炎、閉塞性血栓性血管炎(thromboangitis ubiterans)、甲状腺中毒症、
脊髄癆、脈絡膜炎、巨細胞多発性筋痛、内分泌性眼障害、慢性過敏性肺炎、乾性角結膜炎
、流行性角結膜炎、特発性腎臓症候群、微小変化ネフロパシ、良性家族性及び乏血-再灌
流障害、網膜自己免疫、関節炎症、気管支炎、慢性閉塞性気道疾患、珪肺症、アフタ、ア
フタ性口内炎、動脈硬化症疾患、アスペルミオジェネース(aspermiogenese)、自己免疫性
溶血、ベック病、クリオグロブリン血症、デュピュイトラン拘縮、水晶体過敏性眼内炎、
腸炎アレルギー、癩性結節性紅斑、特発性顔麻痺、慢性疲労症候群、リウマチ性熱、ハン
マンリッチ病、感音性(sensoneural)聴力障害、血色素尿症発作(haemoglobinuria paroxy
smatica)、性機能低下、回腸炎領域、白血球減少症、単核細胞増加症感染、横移動脊髄炎
、原発性特発性粘液水腫、ネフローゼ、交感神経(symphatica)眼炎、精巣炎肉芽腫症、膵
炎、多発性神経根炎急性、膿皮症壊疽、Ｑｕｅｒｖａｉｎ甲状腺炎、後天性脾臓萎縮、抗
精子抗体による不妊性、非悪性胸腺腫、白斑、ＳＣＩＤ及びエプスタインバーウイルス関
連疾患、後天性免疫不全症候群(エイズ)、寄生虫病、例えばリーシュマニア属、毒性ショ
ック症候群、食中毒、Ｔ細胞の浸潤を伴う症状、白血球接着不全症、サイトカイン及びＴ
リンパ球に媒介される急性及び遅発性過敏症関連免疫応答、白血球血管外遊出を伴う疾患
、多器官損傷症候群、抗原-抗体複合体媒介性疾患、抗糸球体基底膜疾患、アレルギー性
神経炎、自己免疫多腺性内分泌障害、卵巣炎、原発性粘液水腫、自己免疫萎縮性胃炎、交
感性眼炎、リウマチ性疾患、混合性結合組織病、ネフローゼ症候群、膵島炎、多内分泌性
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不全、末梢性神経障害、自己免疫多腺性症候群Ｉ型、成人発症型特発性副甲状腺機能低下
症(ＡＯＩＨ)、完全脱毛症、拡張型心筋症、後天性表皮水疱症(ＥＢＡ)、ヘモクロマトー
シス、心筋炎、ネフローゼ症候群、原発性硬化性胆管炎、化膿性又は非化膿性副鼻腔炎、
急性又は慢性副鼻腔炎、篩骨、正面、上顎骨又は蝶形骨副鼻腔炎、好酸球性関連疾患、例
えば好酸球増加症、肺浸潤好酸球増加症、好酸球増加症-筋肉痛症候群、レフラー症候群
、慢性好酸性肺炎、熱帯肺好酸球増加症、気管支肺炎アスペルギルス症、アスペルギロー
ム、又は好酸球性を含有する肉芽腫、アナフィラキシー、血清陰性脊椎関節炎疹、多内分
泌性自己免疫性疾患、硬化性胆管炎、強膜、上強膜、慢性皮膚粘膜カンジダ症、ブラット
ン症候群、乳児期の一過性低ガンマグロブリン血症、ウィスコット‐アルドリッチ症候群
、毛細血管拡張性失調症候群、膠原病と関係する自己免疫疾患、リウマチ、神経病学的疾
患、リンパ節炎、虚血性再灌流障害、血圧応答の減退、血管機能不全、脈管拡張(antgiec
tasis)、組織損傷、心血管乏血、痛覚過敏、脳虚血、及び脈管化を伴う疾患、アレルギー
性過敏症疾患、糸球体腎炎、再灌流障害、心筋又は他の組織の再灌流損傷、急性炎症性成
分を有する皮膚病、急性化膿性髄膜炎又は他の中枢神経系炎症性疾患、顆粒球輸血関連症
候群、サイトカイン誘発性毒性、急性重症炎症、慢性難治性炎症、腎盂炎、肺線維症、糖
尿病性網膜症、糖尿病性大動脈疾患、動脈内過形成、消化性潰瘍、弁膜炎、及び子宮内膜
症が含まれる。
【０１３４】
　「検出する」なる用語は、物質の存在又は不存在を決定すること又は物質の量を定量す
ることを含むことを意図する。従って、該用語は、定量的及び定性的な決定のための本発
明の物質、組成物、及び方法の使用を意味する。一般的に、検出に使用される特定の技術
は、本発明の実施に重要ではない。
【０１３５】
　例えば、本発明に係る「検出する」は、α５遺伝子産物、β１遺伝子産物（例えば、ｍ
ＲＮＡ分子）、又はα５もしくはα５β１ポリペプチドの存在又は非存在；α５もしくは
α５β１ポリペプチドのレベル又は標的に結合した量の変化；α５もしくはα５β１ポリ
ペプチドの生物学的機能／活性の変化を観察することを含み得る。幾つかの実施態様では
、「検出する」は野生型α５又はα５β１のレベル（例えば、ｍＲＮＡもしくはポリペプ
チドのレベル）を検知することを含みうる。検出することは、コントロールと比較した際
に、少なくとも約５％、１０％、１５％、２０％、２５％、３０％、３５％、４０％、４
５％、５０％、５５％、６０％、６５％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９
５％、１００％、又はそれ以上の任意の値の変化（例えば、増加又は減少）を定量するこ
とを含みうる。検出することは、少なくとも約２倍、３倍、４倍、５倍、６倍、７倍、８
倍、９倍、１０倍、又はそれ以上、例えば２０倍、３０倍、４－倍、５０倍、６０倍、７
０倍、８０倍、９０倍、１００倍又はそれ以上の任意の値の変化を定量することを含みう
る。
【０１３６】
　ここで使用される場合、「標識」は抗体に直接的に又は間接的にコンジュゲートされる
検出可能な化合物又は組成物を意味する。標識はそれ自体が検出可能である（例えば、放
射性同位体又は蛍光標識）か、又は酵素標識の場合では、検出可能な基質化合物又は組成
物の化学変化を触媒しうる。
【０１３７】
ＩＩＩ．抗α５β１抗体
　ヒトα５β１に結合し、抗α５β１ １８Ｃ１２抗体のヒトα５β１への結合を競合的
に阻害しうる抗体がここで提供される。従って、本発明の一実施態様は、配列番号：２、
３、４、５、６、７又は８の何れか一に記載の可変軽鎖（ＶＬ）配列、及び配列番号：９
、１０、１１、１２、１３、又は１４の何れか一に記載の可変重鎖（ＶＨ）ドメインを含
む抗体を提供する。ここに記載の抗α５β１抗体のヒト又はキメラ(例えばヒト化を含む)
形態の抗体もまた考慮される。
【０１３８】
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　一実施態様によれば、抗体は、５００ｎＭから１ｐＭの間のＫｄでヒトα５β１に結合
する。ある実施態様では、ここで提供される抗体は、解離定数（Ｋｄ）≦１μＭ、≦１０
０ｎＭ、≦１０ｎＭ、≦１ｎＭ、≦０．１ｎＭ、≦０．０１ｎＭ、又は≦０．００１ｎＭ
（例えば、１０－８Ｍ未満、例えば１０－８Ｍ～１０－１３Ｍ、例えば１０－９　Ｍ～１
０－１３Ｍ）を有する。他の実施態様によれば、抗体はαＶβ３又はαＶβ５又はαＶβ
１に結合しない。別の実施態様によれば、抗体は例えばヒトＩｇＧ１又はヒトＩｇＧ４の
ようなヒトＩｇＧのＦｃ配列を含む。別の実施態様では、Ｆｃ配列は、それらのＦｃレセ
プター（ＦｃＲ）への結合にしばしば関連する抗体依存性細胞傷害（ＡＤＣＣ）エフェク
ター機能を欠くように改変又は変化等される。エフェクター機能を変えることが可能なＦ
ｃ配列の変化又は変異の例は多い。例えば、国際公開第００／４２０７２号及びShields
等 J. Biol. Chem. 9(2): 6591-6604 (2001)は、ＦｃＲへの結合が改善又は減少した抗体
変異体を記載している。その刊行物の内容はここで出典明示により特に援用される。抗体
はＦａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ）'２、単鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）、Ｆｖ断片；ダイアボディ
及び線形抗体の形態でありうる。また、抗体はα５β１に結合し、α５β１アンタゴニス
トであるが、また一又は複数の他の標的に結合しその機能（例えばＶＥＧＦ）を阻害する
多重特異性抗体、又はα５β１上の２又はそれ以上の異なる部位に結合する多重特異性抗
体でありうる。抗体は治療剤（例えば、細胞傷害剤、放射性同位体及び化学療法剤）又は
患者の試料中又はイメージングを用いたインビボにおいてα５β１を検知するための標識
（例えば、放射性同位体、蛍光色素及び酵素）とコンジュゲートされうる。
【０１３９】
　抗α５β１抗体をコードする核酸分子、一方又は双方の可変ドメインをコードする核酸
分子を含む発現ベクター、及び核酸分子を含む細胞も意図される。これらの抗体はここで
記載される治療法において、また患者の試料（例えば、ＦＡＣＳ、免疫組織化学（ＩＨＣ
）、ＥＬＩＳＡアッセイ）又は患者中のα５β１タンパク質を検出するために使用されう
る。
【０１４０】
Ａ．モノクローナル抗体
　モノクローナル抗体は、例えば、Kohler及びMilsin, Nature, 256:495 (1975)により記
載されたハイブリドーマ法を使用して調製でき、又は組換えＤＮＡ法（米国特許第４８１
６５６７号）によって作製することができ、又はここで以下の実施例に記載された方法で
作製することができる。ハイブリドーマ法では、ハムスター、マウス又はその他の適当な
宿主動物を、典型的には免疫化剤を（例えば、α５、β１、又はα５β１ポリペプチドを
単独で、又は適切な担体と組み合わせて）用いて免疫し、免疫化剤と特異的に結合する抗
体を生産するか又は生産することのできるリンパ球を導き出す。別法として、リンパ球を
インビトロで免疫することもできる。
【０１４１】
　免疫化剤は典型的にはポリペプチド又は関心あるタンパク質の融合タンパク質又は該タ
ンパク質を含有する組成物を含む。一般にヒト由来の細胞が望まれる場合には末梢血リン
パ球(「ＰＢＬ」)が使用され、あるいは非ヒト哺乳動物源が望まれている場合は、脾臓細
胞又はリンパ節細胞が使用される。ついで、ポリエチレングリコール等の適当な融合剤を
用いてリンパ球を不死化株化細胞と融合させ、ハイブリドーマ細胞を形成せしめる。GODI
NG, MONOCLONAL ANTIBODIES：PRINCIPLES AND PRACTICE(New York：Academic Press, 198
6) pp. 59-103。不死化株化細胞は、通常は、形質転換した哺乳動物細胞、特に齧歯動物
、ウシ、及びヒト由来のミエローマ細胞である。通常、ラット又はマウスのミエローマ細
胞株が使用される。ハイブリドーマ細胞は、好ましくは、未融合の不死化細胞の生存又は
増殖を阻害する一又は複数の物質を含む適切な培地で培養されうる。例えば、親細胞が、
酵素ヒポキサンチングアニンホスホリボシルトランスフェラーゼ（ＨＧＰＲＴ又はＨＰＲ
Ｔ）を欠いていると、ハイブリドーマの培地は、典型的には、ヒポキサチン、アミノプチ
リン及びチミジンを含み（「ＨＡＴ培地」）、この物質がＨＧＰＲＴ欠乏性細胞の増殖を
阻止する。
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【０１４２】
　好ましい不死化株化細胞は、効率的に融合し、選択された抗体産生細胞による安定した
高レベルの抗体発現を支援し、ＨＡＴ培地のような培地に対して感受性である。より好ま
しい不死化株化細胞はマウスミエローマ株であり、これは、例えば、カリフォルニア州サ
ンディエゴのSalk Institute Cell Distribution Centerやバージニア州マナッサスのア
メリカン・タイプ・カルチャー・コレクションより入手可能である。ヒトモノクローナル
抗体産生ためにヒトミエローマ及びマウス-ヒトヘテロミエローマ細胞株も記載されてい
る。Kozbor, J. Immunol., 133：3001 (1984)；Brodeur等, MONOCLONAL ANTIBODY PRODUC
TION TECHNIQUES AND APPLICATIONS (Marcel Dekker, Inc., New York, (1987) pp. 51-6
3。
【０１４３】
　ついで、ハイブリドーマ細胞が培養される培養培地を、ポリペプチドに対するモノクロ
ーナル抗体の存在についてアッセイすることができる。ハイブリドーマ細胞によって産生
されるモノクローナル抗体の結合特異性は、免疫沈降によって又はラジオイムノアッセイ
(ＲＩＡ)や酵素結合免疫測定法(ＥＬＩＳＡ)等のインビトロ結合アッセイによって測定さ
れうる。このような技術及びアッセイは、当該分野において知られている。モノクローナ
ル抗体の結合親和性は、例えば、Munson及びPollard, Anal.Biochem., 107:220(1980)に
よるスキャッチャード分析法によって測定することができる。
【０１４４】
　所望のハイブリドーマ細胞を同定した後、クローンを限定希釈手順によってサブクロー
ニングし、標準的方法で増殖させる。上掲のGoding。この目的のために適切な培養培地は
、例えば、ダルベッコの改良イーグル培地及びＲＰＭＩ-１６４０培地を含む。別法では
、ハイブリドーマ細胞は哺乳動物中に腹水としてインビボで増殖させることができる。
【０１４５】
　サブクローンによって分泌されたモノクローナル抗体は、例えばプロテインＡ－セファ
ロース法、ヒドロキシルアパタイトクロマトグラフィー法、ゲル電気泳動法、透析法又は
アフィニティークロマトグラフィー等の一般的な免疫グロブリン精製法によって培養培地
又は腹水液から単離され又は精製されうる。
【０１４６】
　また、モノクローナル抗体は、組換えＤＮＡ法、例えば米国特許第４８１６５６７号に
記載された方法により産生せしめることができる。本発明のモノクローナル抗体をコード
するＤＮＡは、常套的な方法を用いて（例えば、マウス抗体の重鎖及び軽鎖をコードする
遺伝子に特異的に結合可能なオリゴヌクレオチドプローブを使用して）、容易に単離し配
列決定することができる。本発明のハイブリドーマ細胞はそのようなＤＮＡの好ましい供
給源となる。ひとたび単離されたら、ＤＮＡは発現ベクター内に配することができ、これ
が宿主細胞、例えばサルＣＯＳ細胞、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞、ある
いは免疫グロブリンタンパク質を生成しないミエローマ細胞内に形質移入され、組換え宿
主細胞内でモノクローナル抗体の合成をすることができる。また、ＤＮＡは、例えば相同
マウス配列に換えてヒト重鎖及び軽鎖定常ドメインのコード配列を置換することにより（
上掲の米国特許第４８１６５６７号；Morrison等）、又は免疫グロブリンコード配列に非
免疫グロブリンポリペプチドのコード配列の一部又は全部を共有結合することにより修飾
することができる。このような非免疫グロブリンポリペプチドは、本発明の抗体の定常ド
メインに置換でき、あるいは本発明の抗体の一つの抗原結合部位の可変ドメインに置換で
き、キメラ性二重特異性抗体を生成する。
【０１４７】
　抗体は一価抗体でありうる。一価抗体の調製方法は当該分野において知られている。例
えば、一つの方法は免疫グロブリン軽鎖と修飾重鎖の組換え発現を含む。重鎖は一般的に
重鎖の架橋を防止するようにＦｃ領域の任意の点で切断される。あるいは、関連するシス
テイン残基を他のアミノ酸残基で置換するか欠失させて架橋を防止する。
【０１４８】
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　一価抗体の調製にはまたインビトロ法が適している。その断片、特にＦａｂ断片を生産
するための抗体の消化は、限定されるものではないが、当該分野において知られている技
術を使用して達成することができる。
【０１４９】
Ｂ．ヒト抗体
　ある実施態様では、ここで提供される抗体はヒト抗体である。ヒト抗体は、当該分野で
知られている様々な技術を使用して産生せしめることができる。ヒト抗体は、一般的に、
van Dijk及びvan de Winkel, Curr. Opin. Pharmacol. 5: 368-74 (2001)及びLonberg, C
urr. Opin. Immunol. 20:450-459 (2008)に記載されている。
【０１５０】
　ヒト抗体は、抗原投与に反応してインタクトなヒト抗体又はヒト可変領域を有するイン
タクトな抗体を産生するように修飾されたトランスジェニック動物に免疫源を投与するこ
とによって調製することができる。このような動物は、ヒト免疫グロブリン座位の全て又
は一部を典型的には含み、内在性免疫グロブリン座位を置き換えるか、又は染色体外、又
は動物の染色体内にランダムに組み込まれて存在する。このようなトランスジェニックマ
ウスにおいて、内在性免疫グロブリン座位は、一般的に不活性化される。トランスジェニ
ック動物からヒト抗体を得る方法の概説は、Lonberg, Nat. Biotech. 23:1117-1125 (200
5)を参照のこと。また、ＸＥＮＯＭＯＵＳＥＴＭ技術を記載する米国特許第６０７５１８
１号及び同６１５０５８４号；ＨＵＭＡＢ（登録商標）技術を記載した米国特許第５７７
０４２９号；Ｋ－Ｍ ＭＯＵＳＥ（登録商標）技術を記載した米国特許第７０４１８７０
号；ＶＥＬＯＣＩＭＯＵＳＥ（登録商標）を記載した米国特許出願公開第２００７／００
６１９００号を参照。このような動物により産生されるインタクトな抗体からのヒト可変
領域は、例えば異なるヒト定常領域と組合せることにより、更に修飾することができる。
【０１５１】
　また、ヒト抗体は、ハイブリドーマベースの方法により作製することもできる。ヒトモ
ノクローナル抗体の生産のためのヒトミエローマ及びマウス-ヒトヘテロミエローマ細胞
株が記載されている。（例えば、Kozbor J. Immunol., 133: 3001 (1984)；Brodeur等, M
onoclonal Antibody Production Techniques and Applications, pp. 51-63 (Marcel Dek
ker, Inc., New York, 1987)；及びBoerner等, J. Immunol., 147: 86 (1991)を参照）。
ヒトＢ細胞ハイブリドーマ技術を介して産生されるヒト抗体は、Li等, PNAS. USA, 103:3
557-3562 (2006)にまた記載されている。付加的な方法には、例えば米国特許第７１８９
８２６号（ハイブリドーマ細胞株からのモノクローナルヒトＩｇＭ抗体の生産を記載）、
及びNi, Xiandai Mianyixue, 26(4):265-268 (2006)（ヒト-ヒトハイブリドーマを記載）
に記載されている。また、ヒトハイブリドーマ技術（トリオーマ技術）は、Vollmers 及
びBrandlein, Histology and Histopathology, 20(3):927-937 (2005) 及び Vollmers及
びBrandlein, Methods and Findings in Experimental and Clinical Pharmacology, 27(
3):185-91 (2005)にも記載されている。
【０１５２】
　ヒト抗体は、ヒト由来ファージディスプレイライブラリーから選択されるＦｖクローン
可変ドメイン配列を単離することにより産生せしめることもできる。ついで、このような
可変ドメイン配列は、所望のヒト定常ドメインと組合せられうる。抗体ライブラリーから
ヒト抗体を選択するための技術を以下に記載する。
【０１５３】
Ｃ．ライブラリー由来抗体
　本発明の抗体は、所望の活性を有する抗体についてコンビナトリアルライブラリーをス
クリーニングすることにより単離することができる。例えば、ファージディスプレイライ
ブラリーを作製し、所望の結合特性を有する抗体について、このようなライブラリーをス
クリーニングするための様々な方法が当該分野で知られている。このような方法は、例え
ばHoogenboom等 Methods in Molecular Biology 178:1-37 (O'Brien等編, Human Press, 
Totowa, NJ, 2001)において概説され、更に、例えばMcCafferty等, Nature 348:552-554
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；Clackson等, Nature 352: 624-628 (1991)；Marks等, J. Mol. Biol. 222: 581-597 (1
992)；Marks及びBradbury, Methods in Molecular Biology 248:161-175(Lo編, Human Pr
ess, Totowa, NJ, 2003)；Sidhu等, J. Mol. Biol. 338(2): 299-310 (2004)；Lee等, J.
 Mol. Biol. 340(5): 1073-1093 (2004)；Fellouse, PNAS USA 101(34): 12467-12472 (2
004)；及びLee等, J. Immunol. Methods 284(1-2): 119-132(2004)に記載されている。
【０１５４】
　ある種のファージディスプレイ法では、ＶＨ及びＶＬ遺伝子のレパートリーが、ポリメ
ラーゼ連鎖反応(ＰＣＲ)により別々にクローニングされ、ファージライブラリーにおいて
ランダムに組換えられ、これがついで、Winter等, Ann. Rev. Immunol., 12: 433-455 (1
994)に記載されているように、抗原-結合クローンについてスクリーニングされうる。フ
ァージは、典型的には、単鎖Ｆｖ(ｓｃＦｖ)断片又はＦａｂ断片として、抗体断片をディ
スプレイする。免疫化されたソースからのライブラリーにより、ハイブリドーマを構築す
る必要なく、免疫原に対して高親和性の抗体が提供される。あるいは、天然レパートリー
を、Griffiths等, EMBO J, 12: 725-734 (1993)に記載されているように、免疫化をする
ことなく、広範囲の非自己、更には自己抗原に対するヒト抗体の単一供給源を提供するた
めに(例えばヒトから)クローニングすることができる。最後に、天然ライブラリーは、幹
細胞から再配置されていないＶ-遺伝子セグメントをクローニングし、ランダム配列を含
むＰＣＲプライマーを使用することで合成的に作製することができ、高頻度可変ＣＤＲ３
領域をコードし、Hoogenboom 及び Winter, J. Mol. Biol., 227: 381-388 (1992)により
記載されているような、再配置をインビトロで達成することができる。ヒト抗体ファージ
ライブラリーを記載する特許文献には、例えば米国特許第５７５０３７３号、及び米国特
許出願第２００５／００７９５７４号、同２００５／０１１９４５５号、同２００５／０
２６６０００号、同２００７／０１１７１２６号、同２００７／０１６０５９８号、同２
００７／０２３７７６４号、同２００７／０２９２９３６号、及び同２００９／０００２
３６０号が含まれる。
【０１５５】
　ヒト抗体ライブラリーから単離される抗体又は抗体断片は、ここでのヒト抗体又はヒト
抗体断片と考えられる。
【０１５６】
Ｄ．キメラ及びヒト化抗体
　ある実施態様では、ここで提供される抗体はキメラ抗体である。あるキメラ抗体は、例
えば米国特許第４８１６５６７号；及びMorrison等, PNAS USA, 81:6851-6855 (1984)に
記載されている。一例では、キメラ抗体は非ヒト可変領域（例えば、マウス、ラット、ハ
ムスター、ウサギ、又は非ヒト霊長類、例えばサル由来の可変領域）とヒト定常領域を含
む。更なる例では、キメラ抗体はクラス及びサブクラスが親抗体のものとは変化せられた
「クラススイッチ」抗体である。キメラ抗体はその抗原結合断片を含む。
【０１５７】
　ある種の実施態様では、キメラ抗体はヒト化抗体である。典型的には、非ヒト抗体は、
親非ヒト抗体の特異性及び親和性を保持しながら、ヒトに対する免疫原性を低下させるた
めにヒト化される。一般的に、ヒト化抗体は、ＨＶＲ、例えばＣＤＲ（又はその一部）が
非ヒト抗体由来であり、ＦＲ（又はその一部）がヒト抗体配列由来である一又は複数の可
変ドメインを含む。場合によっては、ヒト化抗体は、ヒト定常領域の少なくとも一部を含
むであろう。幾つかの実施態様では、ヒト化抗体における幾つかのＦＲ残基は、非ヒト抗
体（例えば、ＨＶＲ残基が誘導される抗体）からの対応する残基で置換され、例えば抗体
特異性又は親和性が回復又は改善される。
【０１５８】
　ヒト化抗体及びそれらを作製する方法は、例えばAlmagro 及び Fransson, Front. Bios
ci. 13:1619-1633 (2008)に概説されており、更に例えば、Riechmann等, Nature 332:323
-329 (1988)；Queen等, PNAS USA 86:10029-10033 (1989)；米国特許第５８２１３３７号
、同７５２７７９１号、同６９８２３２１号、及び同７０８７４０９号；Kashmiri等, Me



(41) JP 6051048 B2 2016.12.21

10

20

30

40

50

thods 36:25-34 (2005)（ＳＤＲ（ａ-ＣＤＲ）グラフトを記載）；Padlan, Mol. Immunol
. 28:489-498 (1991)（「リサーフェシング(resurfacing)」を記載）；Dall'Acqua等, Me
thods 36:43-60 (2005) （「ＦＲシャッフリング」を記載）；及びOsbourn等, Methods 3
6:61-68 (2005) 及び Klimka等, Br. J. Cancer, 83:252-260 (2000)（ＦＲシャッフリン
グに対する「案内選別(guided selection)」アプローチ法を記載）に記載されている。
【０１５９】
　ヒト化に使用されうるヒトフレームワーク領域には、限定されるものではないが、「ベ
ストフィット法」を使用して選択されるフレームワーク領域（例えば、Sims等 J. Immuno
l. 151:2296 (1993)を参照）；軽鎖又は重鎖可変ドメインの特定のサブグループのヒト抗
体のコンセンサス配列から誘導されるフレームワーク領域（例えば、Carter等 PNAS USA,
 89:4285 (1992)；及び Presta等 J. Immunol., 151:2623 (1993)）；ヒト成熟（体細胞
的に変異された）フレームワーク領域又はヒト生殖系列フレームワーク領域（例えば、Al
magro及びFransson, Front. Biosci. 13:1619-1633 (2008)を参照）；及びＦＲライブラ
リーのスクリーニング由来のフレームワーク領域（例えば、Baca等, J. Biol. Chem. 272
:10678-10684 (1997) 及び Rosok等, J. Biol. Chem. 271:22611-22618 (1996)を参照）
が含まれる。
【０１６０】
Ｆ．多重特異性抗体
　ある種の実施態様では、ここで提供される抗体は多重特異性抗体、例えば二重特異性抗
体である。多重特異性抗体は、少なくとも二つの異なる部位に対して結合特異性を有する
モノクローナル抗体である。ある種の実施態様では、結合特異性の一つはα５β１に対し
てであり、他方は任意の他の抗原(例えば、ＶＥＧＦ)に対してである。ある種の実施態様
では、二重特異性抗体は、α５β１の二つの異なるエピトープに結合しうる。また二重特
異性抗体はα５β１を発現する細胞に細胞傷害剤を局在化させるために使用することがで
きる。二重特異性抗体は、完全長抗体又は抗体断片から調製することができる。
【０１６１】
　多重特異性抗体を作製するための技術には、限定されるものではないが、異なる特異性
を有する二つの免疫グロブリン重鎖-軽鎖対の組換え同時発現（Milstein及びCuello, Nat
ure 305: 537 (1983)を参照）、国際公開第９３／０８８２９号、及びTraunecker等, EMB
O J. 10: 3655 (1991))、及び「ノブ-イン-ホール」技術（例えば、米国特許第５７３１
１６８号を参照）が含まれる。また、多重特異性抗体は、抗体ヘテロ二量体分子を作製す
るための静電気操縦効果の設計（国際公開第２００９／０８９００４Ａ１号）；２又はそ
れ以上の抗体又は断片の架橋（例えば、米国特許第４６７６９８０号、及びBrennan等, S
cience, 229: 81 (1985)を参照）；二重特性抗体の産生のためのロイシンジッパーの使用
（例えば、Kostelny等, J. Immunol., 148(5):1547-1553 (1992)）；二重特異性抗体断片
を作製するための「ダイアボディ」技術の使用（例えば、Hollinger等, PNAS USA, 90:64
44-6448 (1993)を参照）；及び単鎖Ｆｖ(ｓＦｖ)ダイマーの使用（例えば、Gruber等, J.
 Immunol., 152:5368 (1994)を参照）；及びTutt等 J. Immunol. 147: 60 (1991)に記載
されているような三重特異性抗体の調製により、作製することができる。
【０１６２】
　「オクトパス抗体」を含む３又はそれ以上の機能的抗原結合部位を有する操作抗体もこ
こに含まれる（例えば、米国特許第２００６／００２５５７６Ａ１号を参照）。また、こ
こでの抗体又は断片は、α５β１並びに他の異なる抗原に結合する抗原結合部位を含む「
二重作用ＦＡｂ」又は「ＤＡＦ」も含む（例えば、米国特許第２００８／００６９８２０
号を参照）。
【０１６３】
Ｆ．抗体変異体
　ある実施態様では、ここに提供される抗体のアミノ酸配列変異体が考えられる。例えば
、抗体の結合親和性及び／又は生物学的性質を改善させることが望ましい場合がある。抗
体のアミノ酸配列変異体は、抗体をコードするヌクレオチド配列中に適切な修飾を導入し
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て、又はペプチド合成により調製されうる。そのような修飾は、抗体のアミノ酸配列内の
残基の、例えば、欠失、及び／又は挿入及び／又は置換を含む。最終コンストラクトが所
望の特性、例えば抗原結合性を有している限り、欠失、挿入又は置換をどのように組合せ
て、最終コンストラクトに到達してもよい。
【０１６４】
１．置換、挿入、及び欠失変異体
　ある実施態様では、一又は複数のアミノ酸置換を有する抗体変異体が提供される。置換
的突然変異誘発に対して興味のある部位は、HVRs 及び FRsを含む。保存的置換は、「保
存的置換」の見出しで表１に示される。より実質的な置換は「例示的置換」の見出しで表
１に提供され、更にアミノ酸側鎖クラスと関連して以下に更に記載する。アミノ酸置換を
興味ある抗体中に導入し、所望の活性、例えば保持された／改善された抗原結合性、減少
した免疫原性、又は改善されたＡＤＣＣ又はＣＤＣについて生成物をスクリーニングする
ことができる。

【０１６５】
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　アミノ酸は共通の側鎖特性に基づいて群に分けることができる：
（１）疎水性：ノルロイシン、Ｍｅｔ、Ａｌａ、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ；
（２）中性の親水性：Ｃｙｓ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、Ａｓｎ、Ｇｌｎ；
（３）酸性：Ａｓｐ、Ｇｌｕ；
（４）塩基性：Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ；
（５）鎖配向に影響する残基：Ｇｌｙ、Ｐｒｏ；
（６）芳香族：Ｔｒｐ、Ｔｙｒ、Ｐｈｅ。
　非保存的置換は、これらの分類の一つのメンバーを他の分類に交換することを必要とす
るであろう。
【０１６６】
　一タイプの置換変異体は、親抗体（例えばヒト化又はヒト抗体）の一又は複数の高頻度
可変領域残基を置換することを含む。一般的に、更なる開発のために選択される、得られ
た変異体は、親抗体と比較して所定の生物学的性質（例えば増加した親和性、減少した免
疫原性）における修飾(例えば改善)を有するであろう。例示的な置換変異体は、親和性成
熟抗体であり、これは、ここに記載されたもののようなファージディスプレイベースの親
和性成熟技術を使用して簡便に産生せしめることができる。簡潔に言えば、一又は複数の
ＨＶＲ残基を突然変異させ、変異体抗体をファージにディスプレイさせ、特定の生物学的
活性（例えば結合親和性）についてスクリーニングする。
【０１６７】
　改変（例えば置換）は、例えば抗体親和性を改善するために、ＨＶＲｓにおいてなされ
うる。このような改変はＨＶＲ「ホットスポット」、つまり体細胞成熟プロセス中に高頻
度で変異を受けるコドンによってコードされる残基（例えばChowdhury, Methods Mol. Bi
ol. 207:179-196 (2008)を参照）、及び／又はＳＤＲｓ（ａ－ＣＤＲｓ）においてなされ
る場合があり、得られる変異体ＶＨ又はＶＬが結合親和性について試験される。二次ライ
ブラリーを構築しそれから再選択することによる親和性成熟は、例えばHoogenboom等 Met
hods in Molecular Biology 178:1-37 (O’Brien等編, Human Press, Totowa, NJ, (2001
))に記載されている。親和性成熟の幾つかの実施態様では、様々な方法（例えばエラープ
ローンＰＣＲ、鎖シャフリング、又はオリゴヌクレオチド特異的突然変異誘発）の何れか
によって成熟のために選択された可変遺伝子中に多様性が導入される。ついで、二次抗体
が作製される。ついで、ライブラリーがスクリーニングされ、所望の親和性を有する任意
の抗体変異体が同定される。多様性を導入する他の方法は、幾つかのＨＶＲ残基（例えば
一度に４－６残基）が無作為化されるＨＶＲ指向性アプローチを含む。抗原結合に関与す
るＨＶＲ残基が、例えばアラニンスキャン突然変異誘発又はモデリングを使用して、特に
同定されうる。特にＣＤＲ－Ｈ３及びＣＤＲ－Ｌ３がしばしば標的とされる。
【０１６８】
　ある実施態様では、置換、挿入、又は欠失は、そのような改変が抗原に結合する抗体の
能力を実質的に低下させない限り、一又は複数のＨＶＲｓ内で生じてもよい。例えば、結
合親和性を実質的に減少させない保存的改変（例えばここで提供される保存的置換）をＨ
ＶＲｓにおいてなすことができる。そのような改変はＨＶＲ「ホットスポット」又はＳＤ
Ｒｓの外側でありうる。上に提供された変異ＶＨ及びＶＬ配列の所定の実施態様では、何
れかの各ＨＶＲが改変されず、又は一、二又は三のアミノ酸置換を含む。
【０１６９】
　突然変異誘発に対して標的とされうる抗体の残基又は領域の同定のための有用な方法は
、Cunningham及びWells (1989) Science, 244:1081-1085に記載されたような「アラニン
スキャニング突然変異誘発法」と呼ばれる。この方法では、残基又は標的残基群（例えば
、ａｒｇ、ａｓｐ、ｈｉｓ、ｌｙｓ、及びｇｌｕのような荷電残基）が同定され、中性の
又は負に荷電したアミノ酸（例えば、アラニン又はポリアラニン）によって置換され、抗
原との抗体の相互作用が影響を受けるかどうかを決定する。最初の置換に対して機能的感
受性を示すアミノ酸位置に、更なる置換が導入されうる。あるいは、又は加えて、抗体及
び抗原間の接触点を同定するための抗原抗体複合体の結晶構造である。そのような接触残
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基及び隣接する残基を置換のための候補として標的化し又は削除することができる。変異
体は、それらが所望の性質を含むかどうかを決定するためにスクリーニングしうる。
【０１７０】
　アミノ酸配列挿入は、長さが１残基から百以上の残基を含むポリペプチドまで及ぶ、ア
ミノ末端及び／又はカルボキシ末端融合、並びに単一の又は複数のアミノ酸残基の配列内
挿入を含む。末端挿入の例は、Ｎ末端メチオニル残基を有する抗体を含む。抗体分子の他
の挿入変異体は、抗体の血清半減期を増加させる酵素（例えばＡＤＥＰＴ）又はポリペプ
チドへの抗体のＮ又はＣ末端の融合を含む。
【０１７１】
２．グリコシル化変異体
　ある実施態様では、ここで提供される抗体は、抗体がグリコシル化される度合いを増大
又は減少させるように改変される。抗体へのグリコシル化部位の付加又は欠失は、アミノ
酸配列を、一又は複数のグリコシル化部位が作られ又は除去されるように改変させること
によって、簡便に達成されうる。
【０１７２】
　抗体がＦｃ領域を含む場合、そこに結合される炭水化物が改変されうる。哺乳動物細胞
により産生される天然抗体は、典型的には、Ｆｃ領域のＣＨ２ドメインのＡｓｎ２９７に
対してＮ結合により一般的に結合する分枝状、二分岐のオリゴ糖を含む。例えば、Wright
等 TIBTECH 15:26-32 (1997)を参照。オリゴ糖は様々な炭水化物、例えばマンノース、Ｎ
-アセチルグルコサミン(ＧｌｃＮＡｃ)、ガラクトース、及びシアル酸を含み得、並びに
フコースが二分岐オリゴ糖構造の「幹」のＧｌｃＮＡｃに結合される。幾つかの実施態様
では、本発明の抗体におけるオリゴ糖の修飾が、ある種の改善された特性を有する抗体変
異体を生じせしめるために、なされうる。
【０１７３】
　一実施態様では、Ｆｃ領域に(直接又は間接的に)結合したフコースを欠く炭水化物構造
を有する抗体変異体が提供される。例えば、かかる抗体におけるフコースの量は、１％か
ら８０％、１％から６５％、５％から６５％、又は２０％から４０％でありうる。フコー
スの量は、例えば国際公開第２００８／０７７５４６号に記載されているように、ＭＡＬ
ＤＩ-ＴＯＦ質量分析法によって測定して、Ａｓｎ２９７（例えば複合のハイブリッド及
び高マンノース構造）に結合した全ての糖構造の合計に対してＡｓｎ２９７の糖鎖内のフ
コースの平均量を計算することによって決定される。Ａｓｎ２９７はＦｃ領域内の約２９
７位（Ｆｃ領域のＥｕ番号付け）に位置したアスパラギン残基を意味する；しかしながら
、Ａｓｎ２９７は、抗体中のマイナーな配列変異のために、２９７位から約±３アミノ酸
上流又は下流に、つまり２９４位と３００位の間に位置している場合がありうる。そのよ
うなフコシル化変異体は改善されたＡＤＣＣ機能を有しうる。例えば、米国特許出願公開
第２００３／０１５７１０８号(Presta, L.)；米国特許出願公開第２００４／００９３６
２１号(Kyowa Hakko Kogyo Co., Ltd)を参照。「脱フコシル化された」又は「フコース欠
損」抗体変異体に関連した刊行物の例には、米国特許出願公開第２００３／０１５７１０
８号；国際公開第２０００／６１７３９号；国際公開第２００１／２９２４６号；米国特
許出願公開第２００３／０１１５６１４号；米国特許出願公開第２００２／０１６４３２
８号；米国特許出願公開第２００４／００９３６２１号；米国特許出願公開第２００４／
０１３２１４０号；米国特許出願公開第２００４／０１１０７０４号；米国特許出願公開
第２００４／０１１０２８２号；米国特許出願公開第２００４／０１０９８６５号；国際
公開第２００３／０８５１１９号；国際公開第２００３／０８４５７０号；国際公開第２
００５／０３５５８６号；国際公開第２００５／０３５７７８号；国際公開第２００５／
０５３７４２号；国際公開第２００２／０３１１４０号；Okazaki等 J. Mol. Biol. 336:
1239-1249(2004)；Yamane-Ohnuki等 Biotech. Bioeng. 87: 614 (2004)が含まれる。脱フ
コシル化抗体を生産可能な細胞株の例には、タンパク質フコシル化に欠けているＬｅｃ１
３ＣＨＯ細胞（Ripka等 Arch. Biochem. Biophys. 249:533-545 (1986)；米国特許出願公
開第２００３／０１５７１０８Ａ１号, Presta, L；及び国際公開第２００４／０５６３
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１２Ａ１号, Adams等，特に実施例１１）、及びノックアウト細胞株、例えばアルファ-１
,６-フコシルトランスフェラーゼ遺伝子、ＦＵＴ８、ノックアウトＣＨＯ細胞（例えば、
Yamane-Ohnuki等 Biotech. Bioeng. 87: 614 (2004)；Kanda, Y等, Biotechnol. Bioeng.
, 94(4):680-688 (2006)；及び国際公開第２００３／０８５１０７号を参照）が含まれる
。
【０１７４】
　例えば抗体のＦｃ領域に結合した二分オリゴ糖がＧｌｃＮＡｃにより二分される二分オ
リゴ糖を有する抗体変異体が更に提供される。そのような抗体変異体は、フコシル化が低
減され、及び／又はＡＤＣＣ機能が改善されている場合がある。そのような抗体変異体の
例は、例えば、国際公開第２００３／０１１８７８号(Jean-Mairet等)；米国特許第６６
０２６８４号(Umana等)；及び米国特許出願公開第２００５／０１２３５４６号(Umana等)
に記載されている。Ｆｃ領域に結合したオリゴ糖に少なくとも一のガラクトース残基を有
する抗体変異体も提供される。このような抗体変異体は、改善されたＣＤＣ機能を有して
いる場合がある。このような抗体変異体は、例えば国際公開第１９９７／３００８７号(P
atel等)；国際公開第１９９８／５８９６４号(Raju, S.)；及び国際公開第１９９９／２
２７６４号(Raju, S.)に記載されている。
【０１７５】
３．Ｆｃ領域変異体
　ある実施態様では、一又は複数のアミノ酸修飾が、例えば異常な血管新生及び／又は異
常な血管透過性又は漏出に関与する疾患又は障害の治療における抗体の効能を、亢進する
ように、ここに提供される抗体のＦｃ領域に導入し、それによりＦｃ領域変異体を産生せ
しめてもよい。Ｆｃ領域変異体は、一又は複数のアミノ酸位置にアミノ酸修飾（例えば、
置換）を含んでなるヒトＦｃ領域配列（例えば、ヒトＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、又
はＩｇＧ４Ｆｃ領域）を含みうる。
【０１７６】
　ある実施態様では、本発明は、幾つかであるが全てではないエフェクター機能を持つ抗
体変異体を考察し、これは、抗体を、インビボでの抗体の半減期は重要であるが、あるエ
フェクター機能（例えば、補体及びＡＤＣＣ）は不要か又は有害である用途のために望ま
しい候補とする。ＣＤＣ及び／又はＡＤＣＣ活性の減少／喪失を確認するために、インビ
トロ及び／又はインビボ細胞傷害性アッセイが実施されうる。例えば、Ｆｃレセプター（
ＦｃＲ）結合アッセイは、抗体がＦｃγＲ結合を欠く（よってＡＤＣＣ活性を欠くと思わ
れる）が、ＦｃＲｎ結合能力を保持していることを確かめるために実施されうる。ＡＤＣ
Ｃを媒介する主要な細胞であるＮＫ細胞はＦｃγＲＩＩＩのみを発現するのに対し、単球
はＦｃγＩ、ＦｃγＩＩ及びＦｃγＩＩＩを発現する。造血細胞上のＦｃＲ発現は、Rave
tch及びKinet, Annu. Rev. Immunol 9:457-492(1991)の４６４頁の表３に要約されている
。対象とする分子のＡＤＣＣ活性を評価するための非限定的なインビトロアッセイが米国
特許第５５００３６２号(例えばHellstrom, I.等 Proc. Nat’l Acad. Sci. USA 83:7059
-7063 (1986)を参照)及びHellstrom, I等, Proc. Nat’l Acad. Sci. USA 82:1499-1502 
(1985)；5,821,337 (Bruggemann, M.等, J. Exp. Med. 166:1351-1361 (1987)を参照)に
記載されている。別法では、非放射性アッセイ法が用いられ得る（例えば、フローサイト
メトリーのためのＡＣＴＩ(商標)非放射性細胞傷害性アッセイ(CellTechnology, Inc. Mo
untain View, CA；及びＣｙｔｏ Ｔｏｘ９６(登録商標)非放射性細胞傷害性アッセイ(Pro
mega, Madison, WI)を参照）。このようなアッセイのために有用なエフェクター細胞は、
末梢血単核細胞(ＰＢＭＣ)及びナチュラルキラー(ＮＫ)細胞を含む。あるいは、又は付加
的に、対象とする分子のＡＤＣＣ活性は、例えばClynes等PNAS(USA)95:652-656(1998)に
記載されているような動物モデルにおいてインビボで評価されうる。Ｃｌｑ結合アッセイ
が、抗体がＣｌｑに結合できず、よってＣＤＣ活性を欠くことを確認するためにまた実施
されうる。例えば、国際公開第２００６／０２９８７９号及び国際公開第２００５／１０
０４０２号におけるＣ１ｑ及びＣ３ｃ結合ＥＬＩＳＡを参照。補体活性化を評価するため
に、ＣＤＣアッセイを実施することができる（Gazzano-Santoro等, J. Immunol. Methods
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 202:163 (1996)；Cragg, M.S.等, Blood 101:1045-1052 (2003)；及びCragg, M.S. and 
M.J. Glennie, Blood 103:2738-2743 (2004)を参照）。ＦｃＲｎ結合及びインビボクリア
ランス／半減期定量も当該分野で知られている方法を使用して実施することがまたできる
（例えば、Petkova, S.B.等, Int’l. Immunol. 18(12):1759-1769 (2006)を参照）。
【０１７７】
　減少したエフェクター機能を有する抗体は、Ｆｃ領域残基２３８、２６５、２６９、２
７０、２９７、３２７及び３２９の一又は複数の置換を有するものを含む（米国特許第６
７３７０５６号）。このようなＦｃ変異体は、二又はそれ以上のアミノ酸位２６５、２６
９、２７０、２９７及び３２７に置換を有するＦｃ変異体を含み、アラニンへの残基２６
５及び２９７の置換を有するいわゆる「ＤＡＮＡ」Ｆｃ変異体を含む（米国特許第７３３
２５８１号）。
【０１７８】
　ＦｃＲへの改良又は減少された結合を有するある種の抗体変異体が記載されている（例
えば米国特許第６７３７０５６号；国際公開第２００４／０５６３１２号、及びShields
等, J. Biol. Chem. 9(2): 6591-6604 (2001)を参照）。
【０１７９】
　ある実施態様では、抗体変異体は、ＡＤＣＣを改善する一又は複数のアミノ酸置換、例
えば、Ｆｃ領域の位置２９８、３３３、及び／又は３３４での置換(残基のＥＵ番号付け)
を有するＦｃ領域を含む。
【０１８０】
　幾つかの実施態様では、例えば米国特許第６１９４５５１号、国際公開第９９／５１６
４２号、及びIdusogie等 J. Immunol. 164: 4178-4184 (2000)に記載されているように、
改変された（つまり、改善され又は減少した）Ｃｌｑ結合及び／又は補体依存性細胞傷害
性（ＣＤＣ）を生じる改変がＦｃ領域に改変がなされる。
【０１８１】
　Ｆｃ領域配列における変異又は改変を、ＦｃＲ結合を改善するためになすことができる
（例えばＦｃγＲ，ＦｃＲｎ）。一実施態様によれば、本発明の抗体は、天然のＩｇＧ又
は親抗体と比較して、ＡＤＣＣ、ＣＤＣ及び改善したＦｃＲｎ結合からなる群から選択さ
れる少なくとも一のエフェクター機能を変更している。幾つかの有用な特定の変異の例は
、例えばShields, RL等 (2001) JBC 276(6)6591-6604；Presta, L.G., (2002) Biochemic
al Society Transactions 30(4):487-490；及び国際公開第００／４２０７２号に記載さ
れている。増加した半減期及び胎児への母性ＩｇＧｓの移動に関与する新生児Ｆｃレセプ
ター（ＦｃＲｎ）(Guyer等, J. Immunol. 117:587 (1976)及びKim等, J. Immunol. 24:24
9 (1994))への改善された結合性を有する抗体が、米国特許出願公開第２００５／００１
４９３４Ａ１（Hinton等)に記載されている。これらの抗体は、ＦｃＲｎへのＦｃ領域の
結合を改善する一又は複数の置換を有するＦｃ領域を含む。このようなＦｃ変異体は、Ｆ
ｃ領域残基：２３８、２５６、２６５、２７２、２８６、３０３、３０５、３０７、３１
１、３１２、３１７、３４０、３５６、３６０、３６２、３７６、３７８、３８０、３８
２、４１３、４２４又は４３４の一又は複数での置換、例えば、Ｆｃ領域残基４３４の置
換を有するものを含む（米国特許第７３７１８２６号）。
【０１８２】
　Ｆｃ領域変異体の他の例に関しては、Duncan及びWinter, Nature 322:738-40 (1988)；
米国特許第５６４８２６０号；米国特許第５６２４８２１号；及び国際公開第９４／２９
３５１号も参照のこと。
【０１８３】
４．システイン操作抗体変異体
　ある実施態様では、システイン操作抗体、例えば抗体の一又は複数の残基がシステイン
残基で置換される「ｔｈｉｏＭＡｂｓ」を作ることが望ましいことがある。特定の実施態
様では、置換される残基が抗体の接近可能な部位で生じる。これらの残基をシステインと
置換することによって、反応性チオール基が抗体の接近可能な部位に位置させられ、抗体
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を他の部分、例えば薬剤部分又はリンカー薬剤部分に結合させ、ここで更に記載されるよ
うに免疫コンジュゲートを作るために使用されうる。ある実施態様では、以下の残基の任
意の一又は複数がシステインと置換されうる：軽鎖のＶ２０５（カバット番号付け）；重
鎖のＡ１１８（ＥＵ番号付け）；及び重鎖Ｆｃ領域のＳ４００（ＥＵ番号付け）。システ
イン操作抗体は、例えば米国特許第７５２１５４１号に記載されるようにして、産生され
うる。
【０１８４】
　ある実施態様では、Ｆｃ領域にシステイン残基を導入することができ、それによってこ
の領域での鎖間ジスルフィド結合形成が起こりうる。このようにして生成されたホモ二量
体抗体は改善された内部移行能及び／又は増強された補体媒介性細胞死滅化及び抗体依存
性細胞傷害性(ＡＤＣＣ)を有しうる。Caron等, J. Exp Med. 176:1191-1195 (1992)及びS
hopes, B. J. Immunol. 148:2918-2922 (1992)を参照。抗腫瘍活性が亢進されたホモ二量
体抗体もまたWolff等 Cancer Research 53:2560-2565 (1993)に記載されているヘテロ二
官能性架橋剤を用いて調製されうる。あるいは、抗体を二重のＦｃ領域を持つように操作
することができ、それによって亢進された補体溶解及びＡＤＣＣ能を有しうる。Stevenso
n等 Anti-Cancer Drug Design 3:219-230 (1989)を参照のこと。
【０１８５】
５．抗体誘導体
　ある実施態様では、ここに提供される抗体は、当該分野において知られ直ぐに利用でき
る更なる非タンパク質性部分を含むように更に修飾することができる。抗体の誘導体化に
適した部分は、限定しないが、水溶性ポリマーを含む。水溶性ポリマーの非限定的な例に
は、限定されるものではないが、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）、エチレングリコー
ル／プロピレングリコールのコポリマー、カルボキシメチルセルロース、デキストラン、
ポリビニルアルコール、ポリビニルピロリドン、ポリ-１,３-ジオキソラン、ポリ-１,３,
６-トリオキサン、エチレン／無水マレイン酸コポリマー、ポリアミノ酸（ホモポリマー
かランダムコポリマー）、及びデキストラン又はポリ(ｎ-ビニルピロリドン)ポリエチレ
ングリコール、プロピレングリコールホモポリマー、プロリプロピレンオキシド／エチレ
ンオキシドコポリマー、ポリオキシエチレン化ポリオール（例えばグリセロール）、ポリ
ビニルアルコール、及びそれらの混合物が含まれる。ポリエチレングリコールプロピオン
アルデヒドは水中におけるその安定性のために製造の際に有利でありうる。ポリマーは任
意の分子量であってよく、分枝状でも非分枝状でもよい。抗体に結合するポリマーの数は
変化してもよく、一を超えるポリマーが結合する場合、それらは同じでも異なった分子で
もよい。一般に、誘導体化に使用されるポリマーの数及び／又はタイプは、限定されるも
のではないが、その抗体誘導体が定まった条件下での治療に使用されるかどうか等を含む
、改善される抗体の特定の性質又は機能を含む考慮事項に基づいて決定することができる
。
【０１８６】
　他の実施態様では、放射線への暴露によって選択的に加熱されうる非タンパク質様部分
及び抗体のコンジュゲートが提供される。一実施態様では、非タンパク質様部分はカーボ
ンナノチューブである(Kam等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA 102: 11600-11605 (2005))
。放射線は任意の波長のものであってよく、限定するものではないが、通常の細胞に害を
与えないが、抗体-非タンパク質様部分に近位の細胞が死滅させられる温度まで非タンパ
ク質様部分を加熱する波長が含まれる。
【０１８７】
免疫コンジュゲート
　本発明は、また、例えば化学療法剤又は薬物、増殖阻害剤、毒素（例えばタンパク質毒
素、酵素的に活性な細菌、真菌、植物、又は動物由来の毒素、又はその断片）、又は放射
性同位体のような一又は複数の細胞傷害性薬剤とここでコンジュゲートされた抗α５β１
抗体を含む免疫コンジュゲートを提供する。
【０１８８】
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　一実施態様では、免疫コンジュゲートは、限定しないが、メイタンシノイド（米国特許
第５２０８０２０号、第５４１６０６４号及び欧州特許第０４２５２３５Ｂ１号を参照）
；アウリスタチン、例えばモノメチルアウリスタチン薬剤部分ＤＥ及びＤＦ（ＭＭＡＥ及
びＭＭＡＦ）（米国特許第５６３５４８３号及び同第５７８０５８８号及び同第７４９８
２９８号を参照）；ドラスタチン；カリケアマイシン又はその誘導体（米国特許第５７１
２３７４号、同第５７１４５８６号、同第５７３９１１６号、同第５７６７２８５号、同
第５７７０７０１号、同第５７７０７１０号、同第５７７３００１号、及び同第５８７７
２９６号；Hinman等, Cancer Res. 53:3336-3342 (1993)；及びLode等, Cancer Res. 58:
2925-2928 (1998)を参照）；アントラサイクリン、例えばダウノマイシン又はドキソルビ
シン（Kratz等, Current Med. Chem. 13:477-523 (2006)；Jeffrey等, Bioorganic & Med
. Chem. Letters 16:358-362 (2006)；Torgov等, Bioconj. Chem. 16:717-721 (2005)；N
agy等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97:829-834 (2000)；Dubowchik等, Bioorg. & Med.
 Chem. Letters 12:1529-1532 (2002)；King等, J. Med. Chem. 45:4336-4343 (2002)；
及び米国特許第６６３０５７９号を参照）；メトトレキセート；ビンデシン；タキサン、
例えばドセタキセル、パクリタキセル、ラロタキセル、テセタキセル、及びオルタタキセ
ル；トリコテシン及びＣＣ１０６５を含む一又は複数の薬物に抗体がコンジュゲートされ
る抗体薬剤コンジュゲート（ＡＤＣ）である。
【０１８９】
　他の実施態様では、免疫コンジュゲートは、限定しないが、ジフテリアＡ鎖、ジフテリ
ア毒素の非結合性活性断片、外毒素Ａ鎖(シュードモナス・アエルギノーサ(Pseudomonas 
aeruginosa)由来)、リシンＡ鎖、アブリンＡ鎖、モデシン(modeccin)Ａ鎖、アルファ-サ
ルシン(sarcin)、アレウライツ・フォルディイ(Aleurites fordii)プロテイン、ジアンチ
ンタンパク質、フィトラッカ・アメリカーナ(Phytolaca americana)プロテイン(ＰＡＰＩ
、ＰＡＰＩＩ及びＰＡＰ-Ｓ)、モモルディカ・キャランティア(momordica charantia)イ
ンヒビター、クルシン(curcin)、クロチン、サパオナリア(sapaonaria)オフィシナリスイ
ンヒビター、ゲロニン、ミトゲリン(mitogellin)、レストリクトシン(restrictocin)、フ
ェノマイシン、エノマイシン及びトリコテシンを含む酵素的に活性な毒素及びその断片に
コンジュゲートされたここに記載の抗体を含む。
【０１９０】
　他の実施態様では、免疫コンジュゲートは放射性コンジュゲートを形成するために放射
性原子にコンジュゲートされたここに記載の抗体を含む。様々な放射性同位元素が放射性
コンジュゲートの生産に利用できる。例にはＡｔ２１１、Ｉ１３１、Ｉ１２５、Ｙ９０、
Ｒｅ１８６、Ｒｅ１８８、Ｓｍ１５３、Ｂｉ２１２、Ｐ３２、Ｐｂ２１２及びＬｕの放射
性同位元素が含まれる。放射性コンジュゲートが検出に使用される場合、それはシンチグ
ラフィー研究用の放射性原子、例えばｔｃ９９ｍ又はＩ１２３、又は核磁気共鳴(ＮＭＲ)
画像法(磁気共鳴画像法、mriとしても知られている)用のスピン標識、例えばヨウ素-１２
３、ヨウ素-１３１、インジウム-１１１、フッ素-１９、炭素-１３、窒素-１５、酸素-１
７、ガドリニウム、マンガン又は鉄を含みうる。
　抗体と細胞傷害剤のコンジュゲートは、様々な二官能性タンパク質カップリング剤、例
えばＮ-スクシンイミジル-３-(２-ピリジルジチオ)プロピオネート(ＳＰＤＰ)、スクシン
イミジル-４-(Ｎ-マレイミドメチル)シクロヘキサン-１-カルボキシレート、イミノチオ
ラン(ＩＴ)、イミドエステル類の二官能性誘導体(例えばジメチルアジピミデートＨＣＬ)
、活性エステル類(例えば、スベリン酸ジスクシンイミジル)、アルデヒド類(例えば、グ
ルタルアルデヒド)、ビス-アジド化合物(例えば、ビス(ｐ-アジドベンゾイル)ヘキサンジ
アミン)、ビス-ジアゾニウム誘導体(例えば、ビス-(ｐ-ジアゾニウムベンゾイル)-エチレ
ンジアミン)、ジイソシアネート(例えば、トルエン２,６-ジイソシアネート)、及び二活
性フッ素化合物(例えば、１,５-ジフルオロ-２,４-ジニトロベンゼン)を使用して作製す
ることができる。例えば、リシン免疫毒素は、Vitetta等, Science 238:1098(1987)に記
載されているようにして調製することができる。炭素-１４標識１-イソチオシアナトベン
ジル-３-メチルジエチレン-トリアミン五酢酸(ＭＸ-ＤＴＰＡ)が抗体に放射性ヌクレオチ
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ドをコンジュゲートするための例示的キレート剤である。国際公開第９４／１１０２６号
を参照のこと。リンカーは細胞中の細胞傷害剤の放出を容易にする「切断可能なリンカー
」でありうる。例えば、酸不安定性リンカー、ペプチダーゼ過敏性リンカー、光不安定性
リンカー、ジメチルリンカー又はジスルフィド含有リンカーが使用されうる(Chari等, Ca
ncer Research, 52：127-131(1992)；米国特許第５２０８０２０号)。
【０１９１】
　ここでの免疫コンジュゲート又はＡＤＣｓは、限定されないが、（例えば米国イリノイ
州ロックフォードのPierce Biotechnology社より）市販されているＢＭＰＳ、ＥＭＣＳ、
ＧＭＢＳ、ＨＢＶＳ、ＬＣ－ＳＭＣＣ、ＭＢＳ、ＭＰＢＨ、ＳＢＡＰ、ＳＩＡ、ＳＩＡＢ
、ＳＭＣＣ、ＳＭＰＢ、ＳＭＰＨ、スルホ－ＥＭＣＳ、スルホ－ＧＭＢＳ、スルホ－ＫＭ
ＵＳ、スルホ－ＭＢＳ、スルホ－ＳＩＡＢ、スルホ－ＳＭＣＣ、及びスルホ－ＳＭＰＢ、
及びＳＶＳＢ（スクシンイミジル-(４-ビニルスルホン）ベンゾエート）を含む架橋試薬
を用いて調製されるコンジュゲートを明示的に考慮する。
【０１９２】
Ｈ．免疫リポソーム
　ここに開示される抗体は免疫リポソームとして製剤化することもできる。抗体を含むリ
ポソームは、例えばEpstein等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:3688(1985)；Hwang等, 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4030(1980)；及び米国特許第４４８５０４５号及び同４
５４４５４５号に記載されているように、当該分野において既知の方法により調製される
。循環時間が増したリポソームは米国特許第５０１３５５６号に開示されている。
【０１９３】
　特に有用なリポソームは、ホスファチジルコリン、コレステロール及びＰＥＧ-誘導体
化ホスファチジルエタノールアミン(ＰＥＧ-ＰＥ)を含有する脂質組成物を用いた逆相蒸
発法により作製することができる。リポソームは孔径が定められたフィルターを通して押
し出され、所望の直径を有するリポソームが得られる。本発明の抗体のＦａｂ'断片は、
ジスルフィド交換反応を介して、Martin等, J. Biol. Chem. 257:286-288(1982)に記載さ
れているようにしてリポソームにコンジュゲートすることができる。場合によっては、抗
悪性腫瘍剤、増殖阻害剤、又は化学療法剤(ドキソルビジンなど)がリポソーム内にまた包
含される。Gabizon等, J. National Cancer Inst. 81(19)1484(1989)を参照のこと。
【０１９４】
ＩＶ．抗α５β１抗体を使用する治療方法
　ここで提供される抗α５β１抗体の何れも治療方法において使用することができる。こ
こに記載された製剤又は治療方法の何れかにおいて抗α５β１抗体の代わりに又はそれに
加えて本発明の免疫コンジュゲートが使用されうることが理解される。
【０１９５】
　一態様では、医薬として使用される抗α５β１抗体が提供される。更なる態様では、例
えば、癌、眼疾患、及び免疫疾患（例えば、自己免疫疾患）を含む異常血管新生及び／又
は血管透過又は血管漏出を含む疾患及び障害の治療に使用される抗α５β１抗体が提供さ
れる。ある実施態様では、治療方法に使用される抗α５β１抗体が提供される。ある実施
態様では、本発明は、有効量の抗α５β１抗体を個体に投与することを含む、異常血管新
生及び／又は血管透過又は血管漏出を含む疾患又は障害を有する個体を治療する方法に使
用される抗α５β１抗体を提供する。そのような一実施態様では、該方法は、例えばここ
に記載の抗血管新生剤、抗腫瘍剤、増殖阻害剤、又は化学治療薬を含む少なくとも一、二
、三、四、又はそれ以上の更なる治療剤の有効量を個体に投与することを更に含む。更な
る実施態様では、本発明は、異常血管新生及び／又は血管透過又は血管漏出を阻害するた
めに使用される抗α５β１抗体を提供する。ある実施態様では、本発明は、異常血管新生
及び／又は血管透過又は血管漏出を阻害するために有効量の抗α５β１抗体を個体に投与
することを含む、個体における異常血管新生及び／又は血管透過又は血管漏出を阻害する
方法に使用するための抗α５β１抗体を提供する。上記実施態様の何れかに係る「個体」
とは好ましくはヒトである。
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【０１９６】
　更なる態様では、本発明は、医薬の製造又は調製における抗α５β１抗体の使用を提供
する。一実施態様では、医薬は、異常血管新生及び／又は血管透過又は血管漏出に関与す
る疾患又は障害の治療のためのものである。更なる実施態様では、医薬は、異常血管新生
及び／又は血管透過又は血管漏出に関与する疾患又は障害を有する個体に有効量の医薬を
投与することを含む異常血管新生及び／又は血管透過又は血管漏出に関与する疾患又は障
害を治療する方法に使用するためのものである。そのような一実施態様では、方法は、例
えばここに記載の抗血管新生剤、抗腫瘍剤、増殖阻害剤、又は化学治療薬を含む少なくと
も一、二、三、四、又はそれ以上の更なる治療剤の有効量を個体に投与することを更に含
む。更なる実施態様では、医薬は、異常血管新生及び／又は血管透過又は血管漏出を阻害
するためのものである。更なる実施態様では、医薬は、異常血管新生及び／又は血管透過
又は血管漏出を阻害するために有効量の医薬を個体に投与することを含む、個体における
異常血管新生及び／又は血管透過又は血管漏出を阻害する方法に使用するためのものであ
る。上記実施態様の何れかに係る「個体」とはヒトでありうる。
【０１９７】
　更なる態様では、本発明は、異常血管新生及び／又は血管透過又は血管漏出に関与する
疾患又は障害を治療する方法を提供する。一実施態様では、該方法は、異常血管新生及び
／又は血管透過又は血管漏出に関与するような疾患又は障害を有する個体に有効量の抗α
５β１抗体を投与することを含む。そのような一実施態様では、該方法は、以下に記載の
ような、有効量の少なくとも一の更なる治療剤を個体に投与することを更に含む。上記実
施態様に係る「個体」とはヒトでありうる。
【０１９８】
　更なる態様では、本発明は、個体における異常血管新生及び／又は血管透過又は血管漏
出を阻害する方法を提供する。一実施態様では、該方法は、異常血管新生及び／又は血管
透過又は血管漏出を阻害するための有効量の抗α５β１抗体を個体に投与することを含む
。一実施態様では、「個体」はヒトである。
【０１９９】
　更なる態様では、本発明は、例えば上記の治療方法の何れかに使用するための、ここで
提供される抗α５β１抗体の何れかを含む薬学的製剤を提供する。一実施態様では、薬学
的製剤は、ここに提供される抗α５β１抗体の何れかと薬学的に許容可能な担体を含有す
る。他の実施態様では、薬学的製剤はここに提供される抗α５β１抗体の何れかと例えば
ここに記載されるもののような少なくとも一の更なる治療剤を含有する。
【０２００】
　ここに記載される併用療法は、併用投与（二、三、四又はそれ以上の治療剤が同じ又は
別の製剤に含められる）及び別個の投与を包含し、後者では、本発明の抗体の投与が
更なる治療剤及び／又はアジュバントの投与の前に、その投与と同時に、及び／又はその
投与の後に生じうる。本発明の抗体はまた放射線療法と組み合わせて使用することができ
る。
【０２０１】
　ある実施態様では、更なる治療剤はＶＥＧＦアンタゴニスト（例えば抗ＶＥＧＦ抗体、
例えばベバシズマブ）である。幾つかの実施態様では、抗α５β１抗体はＶＥＧＦアンタ
ゴニストと組み合わせて投与される。抗α５β１抗体及び更なる薬剤（例えば、ＶＥＧＦ
アンタゴニスト）は同時に又は連続的に投与されうる。別法では、被験者はＶＥＧＦアン
タゴニストを投与され、ついでα５β１アンタゴニストを投与され得、例えば、被験者が
ＶＥＧＦアンタゴニスト治療に応答しなくなるまでＶＥＧＦアンタゴニストで処置し、つ
いで被験者をα５β１アンタゴニストで処置する。一実施態様によれば、癌が非浸潤性の
場合、被験者はＶＥＧＦアンタゴニストで治療され、ついで癌が浸潤性の場合、α５β１
アンタゴニストで治療される。非疾患患者又はコントロールと比較して、自然にα５β１
レベルが上昇し、又はＶＥＧＦアンタゴニスト治療に応答するある患者は、特にこの併用
療法に応答性でありうる。治療剤（例えば、抗腫瘍剤、化学療法剤、増殖阻害剤及び細胞
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傷害剤）を更に含む組み合わせが考えられる。例えば、化学治療（例えば、イリノテカン
）及びα５β１アンタゴニストで治療されることになるか、又は化学治療及びα５β１ア
ンタゴニストで治療されている患者はＶＥＧＦアンタゴニスト治療の恩恵を受けうる。別
法では、化学治療及びＶＥＧＦアンタゴニストで治療されている患者はα５β１アンタゴ
ニスト治療の恩恵を受けうる。一実施態様では、抗ＶＥＧＦ抗体はベバシズマブである。
別の実施態様では、抗α５β１抗体はここに記載される抗α５β１抗体である。
【０２０２】
　本発明の抗体（及び任意の更なる治療剤）は、非経口、腹腔内、及び鼻腔内、及び局所
治療が望まれるならば、病巣内投与を含む任意の適切な手段によって投与されうる。非経
口注入は、筋肉内、静脈内、動脈内、腹腔内、又は皮下投与を含む。投薬は、任意の適切
な経路、例えば投与が短期か慢性であるかどうかに部分的に依存して、静脈内又は皮下注
射のような注射によるものとできる。限定しないが、単一又は様々な時点にわたる複数回
の投与、ボーラス投与、及びパルス注入を含む様々な投薬スケジュールがここで考えられ
る。
【０２０３】
　本発明の抗体は、良好な医療実務に一致した形で製剤化され、用量決定され、投与され
る。この文脈で考慮される因子は、治療される特定の疾患、治療される特定の哺乳動物、
個々の患者の臨床状態、疾患の原因、薬剤のデリバリー部位、投与の方法、投与のスケジ
ューリング、及び医師に知られている他の因子を含む。抗体は、必要ではないが、場合に
よっては、問題の疾患を予防し又は治療するために現在使用されている一又は複数の薬剤
と共に製剤化される。そのような他の薬剤の有効量は製剤中に存在する抗体の量、疾患又
は治療のタイプ、及び上で検討した他の因子に依存する。これらは一般にここに記載のも
のと同じ投薬量及び投与経路で、あるいはここに記載された投薬量の約１から９９％で、
あるいは経験的／臨床的に適切であると判定される任意の投薬量及び任意の経路で、使用
される。
【０２０４】
　疾患の予防又は治療に対して、本発明の抗体の適切な投薬量（単独で又は一又は複数の
他の更なる治療剤と組み合わせて使用される場合）は、治療される疾患のタイプ、抗体の
タイプ、疾患の重篤度及び経過、抗体が予防目的か又は治療目的で投与されるかどうか、
過去の治療法、患者の臨床履歴及び抗体に対する応答、及び主治医の裁量に依存する。抗
体は一度に又は一連の治療にわたって患者に適切に投与される。疾患のタイプ及び重篤度
に応じて、約１μｇ／ｋｇから１５ｍｇ／ｋｇ（例えば、０．１ｍｇ／ｋｇ－１０ｍｇ／
ｋｇ）の抗体が、例えば一又は複数の別個の投与であれ、又は連続的注入によるものであ
れ、患者への投与に対する最初の候補投薬量でありうる。典型的な毎日の一投薬量は、上
述の因子に依存して、約１μｇ／ｋｇから１００ｍｇ／ｋｇ又はそれ以上の範囲であるか
も知れない。数日又はそれ以上にわたる繰り返し投与の場合、症状に応じて、治療は、疾
患症状の所望の抑制が生じるまで一般に維持されるであろう。抗体の例示的な一投薬量は
、約０．０５ｍｇ／ｋｇから約１０ｍｇ／ｋｇの範囲でありうる。よって、約０．５ｍｇ
／ｋｇ、２．０ｍｇ／ｋｇ、４．０ｍｇ／ｋｇ又は１０ｍｇ／ｋｇ（又はその任意の組合
せ）の一又は複数の用量が患者に投与されうる。そのような用量は、間欠的に、例えば毎
週又は３週毎に（例えば患者が約２から約２０、又は例えば約６の用量の抗体を受けるよ
うに）投与されうる。ある実施態様では、最初の高い負荷用量と続く一又は複数の低用量
を投与することができる。初期の高負荷用量と、続く一又は複数の低用量を投与すること
ができる。しかしながら、他の投薬計画も有用な場合がある。この治療法の進行は一般的
な技術及びアッセイによって容易にモニターされる。
【０２０５】
　治療される適応症及び当該分野の医師が熟知している投薬に関連した因子に依存して、
本発明の抗体は、毒性と副作用を最小にしながら、その適応症の治療に効果的な投与量で
投与される。
【０２０６】
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　癌治療は、例えば、限定されるものではないが、腫瘍の縮退、癌の重量又は大きさの縮
退、無増悪期間、生存期間、無増悪生存期間、奏功率、奏功期間、生活の質、タンパク質
発現及び／又は活性で評価されうる。ここに記載の抗血管新生剤は腫瘍血管を標的とし、
必ずしも腫瘍細胞自体を標的としていないため、それらは独特のクラスの抗癌剤であり、
従って、薬剤に対する臨床的応答の独特の尺度及び定義を必要としうる。例えば、２次元
解析において５０％より大きい腫瘍の縮退は、応答を断定するための標準的なカットオフ
である。しかしながら、本発明のα５β１アンタゴニスト及びＶＥＧＦアンタゴニストは
、原発腫瘍が縮退せずに、転移の拡がりを阻害せしめうるか、又は単に腫瘍抑制効果を発
揮しうる。従って、例えば、血管新生の血漿又は尿マーカーの測定及び放射線イメージン
グの応答の測定を含む、治療の効果を決定するアプローチ法が採用されうる。
【０２０７】
　加齢黄斑変性（ＡＭＤ）の治療評価は、限定されるものではないが、更なる視力の喪失
の速度低下又は更なる視力の抑制を含む。ＡＭＤの治療では、インビボの効能は、例えば
、以下の一又は複数により測定され得る：所望の時間での、ベースラインから最高矯正視
力（ＢＣＶＡ）までの平均変化の評価、ベースラインと比較して、所望の時間で１５文字
より少ない視力の喪失する患者の割合を評価し、ベースラインと比較して、所望の時間で
１５文字以上の視力を獲得する患者の割合を評価し、所望の時間で、スネレン等価視力が
２０／２０００又はより低い患者の割合を評価し、ＮＥＩ視力機能アンケートを評価し、
所望の時点におけるＣＮＶの大きさ及びＣＮＶの漏出量を、蛍光眼底観察法で評価する等
。
【０２０８】
Ｖ．薬学的製剤
　抗α５β１抗体は、投与に適切になるように、適切な担体又は賦形剤を用いて製剤化さ
れうる。抗体の適切な製剤は、所望の純度を持つ抗体を、任意成分の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（Remington's Pharmaceutical Science
s 16版, Osol, A.編(1980)）、凍結乾燥製剤又は水溶液の形態に調製される。許容される
担体、賦形剤又は安定化剤は、用いられる投薬量と濃度でレシピエントに非毒性であり、
ホスフェート、シトレート、及び他の有機酸等のバッファー；アスコルビン酸及びメチオ
ニンを含む酸化防止剤；保存料（例えばオクタデシルジメチルベンジルアンモニウムクロ
リド；ヘキサメトニウムクロリド；ベンザルコニウムクロリド、ベンズエトニウムクロリ
ド；フェノール、ブチル又はベンジルアルコール；メチル又はプロピルパラベン等のアル
キルパラベン；カテコール；レゾルシノール；シクロヘキサノール；３-ペンタノール；
及びｍ-クレゾール）；低分子量（約１０残基未満）のポリペプチド；血清アルブミン、
ゼラチン、又は免疫グロブリン等のタンパク質；ポリビニルピロリドン等の親水性ポリマ
ー；グリシン、グルタミン、アスパラギン、ヒスチジン、アルギニン又はリシン等のアミ
ノ酸；グルコース、マンノース又はデキストリンを含む単糖類、二糖類、及び他の炭水化
物；ＥＤＴＡ等のキレート化剤；スクロース、マンニトール、トレハロース又はソルビト
ール等の糖；ナトリウム等の塩形成対イオン；金属錯体（例えば、Ｚｎ-タンパク質複合
体）；及び／又はＴＷＥＥＮ（商標）、ＰＬＵＲＯＮＩＣＳ（商標）又はポリエチレング
リコール（ＰＥＧ）等の非イオン性界面活性剤を含む。典型的な抗体製剤は、出典明示に
よりここに援用される国際公開第９８／５６４１８号に記載される。ここでの例示的な薬
学的に許容可能な担体は、間質内薬剤分散剤、例えば可溶型中性活性ヒアルロニダーゼ糖
タンパク質（ｓＨＡＳＥＧＰ）、例えばヒト可溶型ＰＨ－２０ヒアルロニダーゼ糖タンパ
ク質、例えばｒＨｕＰＨ２０（ＨＹＬＥＮＥＸ（登録商標），Ｂａｘｔｅｒ Ｉｎｔｅｒ
ｎａｔｉｏｎａｌ，Ｉｎｃ．）を更に含む。ｒＨｕＰＨ２０を含むある種の例示的ｓＨＡ
ＳＥＧＰｓ及び使用方法は米国特許出願公開第２００５／０２６０１８６号及び第２００
６／０１０４９６８号に記載されている。一態様では、ｓＨＡＳＥＧＰは、コンドロイチ
ナーゼのような一又は複数の更なるグリコサミノグリカナーゼと組み合わせられる。皮下
的投与に適合化された凍結乾燥製剤は国際公報９７／０４８０１に記載されている。その
ような凍結乾燥製剤は適当な希釈剤で高いタンパク質濃度に再構成され得、再構成された
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製剤はここで治療される哺乳動物に皮下的に投与されうる。
【０２０９】
　また、ここでの製剤は治療を治療される特定の適応症に必要な一を越える活性化合物、
好ましくは互いに悪影響を及ぼさない相補的活性を持つものを含みうる。例えば、抗腫瘍
剤、増殖阻害剤、細胞傷害剤、及び／又は化学療法剤を更に提供することが望ましい場合
がある。このような分子は意図された目的のために有効な量で組合わせて適切に存在する
。このような他剤の有効量は製剤中に存在する抗体量、疾患又は障害又は治療のタイプ、
及び上で検討した他の因子に依存する。これらは一般に同じ投薬量及びここに記載された
投与経路又はこれまで用いられている用量のおよそ１から９９％量で用いられる。
【０２１０】
　活性成分もまた、例えばコアセルベーション法又は界面重合により調製されたマイクロ
カプセル、例えばそれぞれ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
マイクロスフィア、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
ルジョンで、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Remi
ngton's Pharmaceutical Sciences 16版, Osol, A.編 (1980)に開示されている。
【０２１１】
　徐放性調製物を調製することができる。徐放性調製物の好適な例は、アンタゴニストを
含む固体疎水性ポリマーの半透性マトリクスを含み、このマトリクスは成形品、例えばフ
ィルム、又はマイクロカプセルの形態である。除放性マトリクスの例は、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-グルタマートのコポリマー、非分解性エチレン-酢酸ビニル、ＬＵＰＲＯＮ ＤＥＰ
ＯＴ（商標）（乳酸-グリコール酸コポリマーと酢酸リュープロリドからなる注射可能な
ミクロスフィア）等の分解性乳酸-グリコール酸コポリマー、ポリ-(Ｄ)-３-ヒドロキシブ
チル酸を含む。
【０２１２】
　リポフェクション又はリポソームを使用して、細胞中に本発明のポリペプチド及び抗体
、又は組成物を送達することができる。抗体断片が使用される場合、標的タンパク質の結
合ドメインに特異的に結合する最小の断片が好ましい。例えば、抗体の可変領域配列に基
づいて、標的タンパク質配列に結合する能力を保持するペプチド分子を設計することがで
きる。このようなペプチドは化学的に合成し、及び／又は組換えＤＮＡ技術により生産す
ることができる。Marasco等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:7889-7893 (1993)を参照
のこと。
【０２１３】
　また、活性成分は、例えばコアセルベーション技術により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、各々ヒドロキシメチルセルロース又はゼラチン-マイクロ
カプセル及びポリ（メタクリル酸メチル）マイクロカプセル中、コロイド状薬物送達系（
例えば、リポソーム、アルブミン小球、マイクロエマルション、ナノ粒子及びナノカプセ
ル）中、又はマイクロエマルション中に包括されていてもよい。これらの技術は、上掲の
Remington's PHARMACEUTICAL SCIENCESに開示されている。
【０２１４】
　徐放性調製物を調製することもできる。徐放性調製物の好適な例は、抗体を含む固体疎
水性ポリマーの半透性マトリクスを含み、このマトリクスは成形品、例えばフィルム、又
はマイクロカプセルの形態である。除放性マトリクスの例は、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
マートのコポリマー、非分解性エチレン-酢酸ビニル、ＬＵＰＲＯＮ ＤＥＰＯＴ（商標）
（乳酸-グリコール酸コポリマーと酢酸リュープロリドからなる注射可能なミクロスフィ
ア）等の分解性乳酸-グリコール酸コポリマー、ポリ-(Ｄ)-３-ヒドロキシブチル酸を含む
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。エチレン-酢酸ビニル及び乳酸-グリコール酸などのポリマーは分子を１００日に亘って
放出することができるが、ある種のヒドロゲルはより短時間でタンパク質を放出する。カ
プセル化された抗体が身体内に長時間残ると、それらは３７℃の水分に露出されることに
より変性又は凝集し、その結果、生物学的活性の低下及び起こりうる免疫原性の変化をも
たらす。合理的な方法は、含まれる機構に依存する安定化について工夫することができる
。例えば、凝集機構がチオ-ジスルフィド交換を通した分子間Ｓ-Ｓ結合形成であると発見
された場合、安定化はスルフヒドリル残基の修飾、酸性溶液からの凍結乾燥、水分含有量
の制御、適切な添加剤の使用、及び特異的ポリマーマトリクス組成物の開発によって達成
されうる。
【０２１５】
　インビボ投与に使用される製剤は無菌でなければならない。これは滅菌フィルター膜を
通して濾過することによって直ぐに達成される。
【０２１６】
ＶＩ．抗α５β１抗体を使用する診断及びイメージングの方法
　α５β１ポリペプチドに特異的に結合する
　標識された抗α５β１抗体、及びその誘導体及びアナログは、α５β１の発現、異常な
発現及び／又は活性に関する疾患及び／又は疾病を診断又はモニターするために使用する
ことができる。例えば、本発明の抗α５β１抗体は、インサイツ、インビボ、エクスビボ
、及びインビトロ診断アッセイ又はイメージングアッセイに使用することができる。
【０２１７】
　α５β１ポリペプチドの発現を検検出する方法は、（ａ）本発明の一又は複数の抗体を
用いて、個体の細胞（例えば、組織）又は体液中におけるポリペプチドの発現をアッセイ
し、（ｂ）標準の遺伝子発現レベルと遺伝子発現のレベルを比較することを含み、これに
よって標準の発現レベルと比較してアッセイした遺伝子の発現が増加しているか減少して
いるかが異常な発現を示している。
【０２１８】
　本発明の更なる実施態様は動物中（例えば、ヒトのような哺乳動物）におけるα５β１
の発現又は異常な発現に関連する疾患又は障害を診断する方法を含む。該方法は、哺乳動
物中のα５β１分子の検出を含む。一実施態様では、ＶＥＧＦアンタゴニストを投与後、
診断は、（ａ）標識した抗α５β１抗体の哺乳動物への有効量の投与（ｂ）α５β１分子
が発現される被検体内の部位に標識したα５β１抗体が優先的に濃縮するように（また、
結合していない標識分子がバックグラウンドレベルにまで除去されるように）、投与後一
定期間をおくこと；（ｃ）バックグラウンドレベルを測定すること；及び（ｄ）被検体内
の標識した分子を検出することを含み、バックグラウンドレベル以上に標識した分子が検
出されれば、該被検体がα５β１の発現ないし異常発現に関する特定の疾患ないし疾病を
有することが示される。バックグラウンドレベルは、様々な方法、例えば特定のシステム
について既に測定された標準値と検出された標識分子との量を比較することによって決定
することができる。
【０２１９】
　本発明のα５β１抗体を、当業者に知られている古典的な免疫組織学的方法を用いて生
体試料中のタンパク質のレベルをアッセイするために用いることができる（例えば、Jalk
anen, 等, J. Cell. Biol. 101:976-985 (1985)；Jalkanen, 等, J. Cell. Biol. 105:30
87-3096 (1987)を参照）。タンパク質遺伝子発現を検出するために有用な他の抗体ベース
の方法には、イムノアッセイ、例えば酵素結合免疫測定法(ＥＬＩＳＡ)及び放射性免疫測
定法(ＲＩＡ)が含まれる。好適な抗体アッセイ標識は当該分野で知られており、酵素標識
、例えばグルコースオキシダーゼ；放射性同位体、例えばヨウ素（１３１Ｉ、１２５Ｉ、
１２３Ｉ、１２１Ｉ）、炭素（１４Ｃ）、イオウ（３５Ｓ）、トリチウム（３Ｈ）、イン
ジウム（１１５ｍＩｎ、１１３ｍＩｎ、１１２Ｉｎ、１１１Ｉｎ）、及びテクネチウム（
９９Ｔｃ、９９ｍＴｃ）、タリウム（２０１Ｔｉ）、ガリウム（６８Ｇａ、６７Ｇａ）、
パラジウム（１０３Ｐｄ）、モリブデン（９９Ｍｏ）、キセノン（１３３Ｘｅ）、フッ素
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（１８Ｆ）、１５３Ｓｍ、１７７Ｌｕ、１５９Ｇｄ、１４９Ｐｍ、１４０Ｌａ、１７５Ｙ
ｂ、１６６Ｈｏ、９０Ｙ、４７Ｓｃ、１８６Ｒｅ、１８８Ｒｅ、１４２Ｐｒ、１０５Ｒｈ
、９７Ｒｕ；ルミノール；及び蛍光標識、例えばフルオレセイン、ローダミン及びビオチ
ンが含まれる。
【０２２０】
　当該分野で知られている技術は、本発明の標識された抗体に適用することができる。こ
のような技術には、限定するものではないが、二官能性コンジュゲート剤の使用が含まれ
る（例えば、米国特許第５７５６０６５号；同第５７１４６３１号；同第５６９６２３９
号；同第５６５２３６１号；同第５５０５９３１号；同第５４８９４２５号；同第５４３
５９９０号；同第５４２８１３９号；同第５３４２６０４号；同第５２７４１１９号；同
第４９９４５６０号；及び同第５８０８００３号を参照）。
【０２２１】
　特定の一実施態様では、α５β１ポリペプチド発現又は過剰発現は、ＶＥＧＦアンタゴ
ニスト治療薬を投与後に細胞の表面上に存在するα５β１のレベルを評価することにより
診断又は予後アッセイにおいて決定される（例えば、抗α５β１抗体を使用する免疫組織
アッセイを介して）。あるいは又は加えて、例えば、α５β１をコードした核酸又はその
相補鎖に対応する核酸ベースのプローブを使用した蛍光インサイツハイブリダイゼーショ
ン法；（ＦＩＳＨ；１９９８年１０月公開の国際公開第９８／４５４７９号を参照）、サ
ザンブロット法、ノーザンブロット法、又は実時間定量ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）等のポリ
メラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）技術により、細胞内のα５β１ポリペプチドコード化核酸又
はｍＲＮＡのレベルを測定することができる。また、例えば抗体ベースのアッセイ（例え
ば、１９９０年６月１２日発行の米国特許第４９３３２９４号、１９９１年４月１８日公
開の国際公開第９１／０５２６４号、１９９５年３月２８日発行の米国特許５４０１６３
８号、及びSias等, J. Immunol. Methods 132: 73-80 (1990)を参照）を使用して、血清
等の生物学的流体中に流れる抗原を測定することにより、α５β１の過剰発現を研究する
ことができる。上記アッセイ以外にも、当業者であれば様々なインビボ及びエクスビボア
ッセイが利用できる。例えば、哺乳動物の体内の細胞を、放射性同位元素等の検出可能な
ラベルで場合によっては標識される抗体に曝すことができ、例えば外側から放射能をスキ
ャンしたり、又は事前に抗体に曝された哺乳動物から採取した試料（例えば、生検又は他
の生物学的試料）を分析することで、抗体の結合を評価することができる。
【０２２２】
ＶＩＩ．製造品及びキット
　本発明の別の実施態様では、癌治療（例えば、腫瘍）、眼疾患（例えば、滲出性ＡＭＤ
）又は自己免疫疾患及び関連の症状の治療に有用な物質を含む製造品である。該製造品は
、容器及び容器の上に又は容器に付属してラベル又はパッケージ挿入物を含みうる。適切
な容器には、例えば、瓶、バイアル、シリンジ等が含まれる。容器はガラス又はプラスチ
ック等の様々な材料から形成されうる。一般的に、容器は該症状の治療に有効な組成物を
収容し、無菌のアクセスポートを有しうる（例えば、容器は、静脈注射用溶液のバッグ又
は皮下注射針で穿孔可能なストッパを有するバイアルでありうる）。組成物中の少なくと
も一つの活性剤は本発明のＶＥＧＦアンタゴニスト又はα５β１アンタゴニスト又はアゴ
ニスト又はα５β１アゴニストである。ラベル又はパッケージ挿入物は、組成物が対象の
特定の症状を治療するために使用されること示す。ラベル又はパッケージ挿入物は、抗体
組成物を患者に投与するための指示書を更に含む。ここに記載される併用療法を含む製造
品及びキットもまた考えられる。
【０２２３】
　パッケージ挿入物は、治療用製品の商業パッケージに慣例的に含まれる指示書を意味し
、そのような治療用製品の使用に関する適応症、用法、用量、投与法、禁忌、及び／又は
警告を含む。
【０２２４】
　加えて、製造品は薬学的に許容可能なバッファー、例えば注射用の静菌水（ＢＷＦＩ）
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、リン酸緩衝生理食塩水、リンゲル液、及びはデキストロース溶液を含む第二の容器を更
に含みうる。それは更に、他のバッファー、希釈剤、フィルター、針、及びシリンジを含
む商業的及び使用者の視点から望ましいその他の材料を含みうる。
【０２２５】
　例えば、場合によっては製造品と組み合わせることにより、患者中のα５β１及び／又
はＶＥＧＦの単離又は検知のような、様々な目的のために有用なキットがまた提供される
。α５β１の単離及び精製のために、キットは、ビーズ（例えば、セファロースビーズ）
と連結させた抗α５β１抗体を含みうる。α５β１及び／又はＶＥＧＦを、例えば、ＥＬ
ＩＳＡ又はウェスタンブロットで、インビトロで定量又は検知するための抗体を含むキッ
トが提供されうる。製造品と同様に、キットは容器と容器の上に又は付随してラベル又は
パッケージ挿入物を含む。例えば、容器は少なくとも一の本発明の抗α５β１抗体を含む
組成物を収容する。例えば、希釈剤及びバッファー、コントロール抗体を含む更なる容器
が含められうる。ラベル又はパッケージ挿入物は組成物の処方並びにインビトロ又は診断
用途を意図した使用法を提供しうる。
【０２２６】
　実施例で言及されている市販試薬は、特に示さない限りは製造者の使用説明に従い使用
した。ＡＴＣＣ受託番号により次の実施例及び明細書全体を通して特定されている細胞の
供給源はアメリカン・タイプ・カルチャー・コレクション、マナッサス、ＶＡである。特
に記さない限り、本発明は上記及び以下のテキストに記載されたもののような組換えＤＮ
Ａ技術の標準的な手法を用いている：上掲のSambrook等；Ausubel等, CURRENT PROTOCOLS
 IN MOLECULAR BIOLOGY (Green Publishing Associates and Wiley Interscience, N.Y.,
 1989)；Innis等, PCR PROTOCOLS: A GUIDE TO METHODS AND APPLICATIONS (Academic Pr
ess, Inc.: N.Y., 1990)；Harlow等, ANTIBODIES: A LABORATORY MANUAL (Cold Spring H
arbor Press: Cold Spring Harbor, 1988)；Gait, OLIGONUCLEOTIDE SYNTHESIS (IRL Pre
ss: Oxford, 1984)；Freshney, ANIMAL CELL CULTURE, 1987；Coligan等, CURRENT PROTO
COLS IN IMMUNOLOGY, 1991。
【実施例】
【０２２７】
　次の実施例は請求項記載の発明を例証するものであって、限定するものではない。当業
者であれば、本質的に同じ結果を生じせしめるために変更又は修正することができる様々
な非臨床パラメータが直ぐに分かるであろう。
【０２２８】
実施例１：材料と方法
Ａ．バイアコア分析：
　ここに記載した抗体の結合動態及び親和性を決定するために、ＢＩＡｃｏｒｅＴＭ－３
０００機器を用いた表面プラスモン共鳴（ＳＲＰ）測定を使用した。抗体を、およそ１５
０ＲＵ（応答単位）を達成するために異なったフローセル上に前もって固定化したウサギ
抗ヒトＦｃ ＣＭ５バイオセンサーチップによって最初に捕捉した。動態測定のために、
２倍段階希釈したヒトインテグリンα５β１（３００ｎＭから１．２ｎＭ）を、２５℃、
３０μｌ／分の流量でＰＢＴバッファー（０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０を含むＰＢＳ）に注
入した。単純な一対一ラングミュア結合モデル（ＢＩＡｃｏｒｅ Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ
ソフトウェアバージョン３．２）を用いて、会合速度（ｋｏｎ）と解離速度（ｋｏｆｆ）
を算出した。平衡解離定数（ＫＤ）をｋｏｆｆ／ｋｏｎ比として算出した。
【０２２９】
Ｂ．Ｕ９３７細胞でのフィブロネクチン結合アッセイ
　ＰＢＳ（ｐＨ７．４）に希釈した１００μｌの１０μｇ／ｍｌのフィブロネクチン（Ｒ
＆Ｄ Ｓｙｓｔｅｍｓ）を、９６ウェルプレート（Ｎｕｃｎ ＭａｘｉＳｏｒｐ）のウェル
に添加し、２－８℃で一晩インキュベートした。プレートを２００μＬのＰＢＳ（ｐＨ７
．４）で３回洗浄した。２００μｌのＰＢＳ（ｐＨ７．４）／１％ＢＳＡを全てのウェル
に添加し、プレートを穏やかに攪拌しながら室温で少なくとも６０分インキュベートした
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。プレートを２００μＬのＰＢＳｐＨ７．４で３回洗浄した。
【０２３０】
　５０μｌの希釈した抗α５β１抗体を各ウェルに加え（１０μｇ／ｍＬの段階希釈１：
３を１０回）、直ぐ後に５０μｌのＵ９３７細胞（ＡＴＣＣ，Ｃａｔ＃ＣＲＬ－１５９３
．２）を、アッセイ培地（ＲＰＭＩ１６４０（Ｍｅｄｉａ Ｐｒｅｐ Ａ０８０６），５ｍ
ｇ／ｍＬＢＳＡ，１ｍＭＬ－グルタミン，１ｍＭＭｇＣｌ２）中１×１０６細胞／ｍＬの
濃度で加えた。
【０２３１】
　プレートを３７℃で３０分インキュベートし、未結合細胞を破棄し、プレートを１５０
μＬのアッセイ培地で２回洗浄した。１００μｌのアッセイ培地と１００μｌのＣｅｌｌ
－ＴｉｔｅｒＧｌｏｗ（Ｐｒｏｍｅｇａカタログ＃Ｇ７５７３）を各ウェルに加えた。プ
レートを室温で１０－１５分インキュベートし、カバーした。発光をＶＩＣＴＯＲ２Ｖ（
Ｐｅｒｋｉｎ－Ｅｌｍｅｒ）プレートリーダーで検出し、非線形最小自乗フィッティング
法を使用して、アッセイで使用した抗体に対して発光単位を解析してＩＣ５０値を得た。
【０２３２】
Ｃ．α５β１でのフィブロネクチン結合アッセイ 
　ＰＢＳに希釈した25 μlの1μg/mlのフィブロネクチン（Ｒ＆Ｄ Ｓｙｓｔｅｍｓ）を３
８４ウェルプレート（Ｎｕｃｎ ＭａｘｉＳｏｒｐ）のウェルに添加し、２－８℃で一晩
インキュベートした。プレートを８０μＬのＰＢＴバッファーで３回洗浄した。５０μｌ
のＰＢＳ／１％ＢＳＡを全てのウェルに添加し、プレートを穏やかに攪拌しながら室温で
少なくとも６０分インキュベートし、ついで８０μＬのＰＢＴバッファーで３回洗浄した
。
【０２３３】
　抗α５β１抗体（３０μｇ／ｍＬ）を１：３で１１回、段階希釈した。５０μｌの段階
希釈した抗α５β１抗体を０．６５ｍＬのマイクロチューブに加え、穏やかに攪拌しなが
ら室温で６０分、ＥＬＩＳＡバッファー（１５０ｍＭのＮａＣｌ，１０ｍＭのトリス，ｐ
Ｈ７．５、５ｍｇ／ｍＬのＢＳＡ、１ｍＭのＭｎＣｌ２）中５０μＬの２００ｎｇ／ｍＬ
のα５β１（Ｒ＆Ｄ Ｓｙｓｔｅｍｓ）と共にプレミックス（１：１）した。２５μＬの
プレミックスしたα５β１及び抗α５β１抗体を、フィブロネクチン被覆ウェルに加え、
プレートを穏やかに攪拌しながら室温で６０分インキュベートした。プレートをＰＢＴバ
ッファーで６回洗浄し、ＥＬＩＳＡバッファー中１００ｎｇ／ｍＬの抗β１－ビオチンを
各ウェルに加え、プレートを穏やかに攪拌しながら室温で６０分インキュベートした。プ
レートを８０μＬのＰＢＴバッファーで６回洗浄し、２５μＬのストレプトアビジン－Ｈ
ＲＰ（ＥＬＩＳＡバッファー中１：５００００，ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）を各ウェ
ルに加え、プレートを穏やかに攪拌しながら室温で６０分インキュベートした。プレート
を８０μＬのＰＢＴバッファーで６回洗浄し、２５μＬのＴＭＢ基質（Ｋｉｒｋｇａａｒ
ｄ ａｎｄ Ｐｅｒｒｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）を各ウェルに加え、プレートを室温
で約６分インキュベートし、反応を、２５μＬの１Ｍのリン酸で停止させた。吸光度を４
５０ｎｍで読み取り、ＩＣ５０値を、上のセクションＢに記載したようにして分析した。
【０２３４】
Ｄ．ＨＵＶＥＣ遊走アッセイ
　ＨＵＶＥＣ細胞を標準培地中で８０％の培養密度になるまで増殖させた。該細胞をトリ
プシン処理し、計数し、０．１％のＢＳＡを含むＥＢＭ－２培地に５×１０５細胞／ｍｌ
の濃度で再懸濁させた。アッセイでは、ＢＤ Ｆａｌｃｏｎ ＨＴＳマルチウェルシステム
２４ウェル（ＢＤ参照番号：３５１１８５，孔径８μｍ）中にウェル当たり１００μｌの
細胞（５×１０４細胞／ウェル）を播種した。該ＨＴＳプレートに一晩かけてフィブロネ
クチン（１－２μｇ／ｍｌ）を予め被覆した。プレートをＰＢＳで洗浄し、５００μｌ（
０．１％ＢＳＡを含むＥＢＭ）溶液を底部チャンバーに加えた。各試料に対して、３－６
ウェルを使用した。遊走刺激物（例えばＶＥＧＦ）はネガティブコントロールのウェルに
は加えなかった。
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【０２３５】
　アッセイを開始するために、１００μｌの細胞（５×１０４細胞／ウェル）を上部チャ
ンバーに加えた。下部チャンバーは５００μｌの培地（０．１％ＢＳＡを含むＥＢＭ）を
含んでいた。抗インテグリンα５β１抗体及びアイソタイプコントロールを、０μｇ／ｍ
ｌ、１μｇ／ｍｌ又は５μｇ／ｍｌの最終濃度で細胞を含む上部チャンバーに一般に加え
、１５分インキュベートした後、遊走刺激物（ＶＥＧＦ）を下部チャンバーに加えた。
【０２３６】
　刺激物を下部チャンバー（１０ｎｇ／ｍｌＶＥＧＦ－Ａ）に加え、プレートを４－６時
間又は一晩インキュベートした。細胞を、スポンジスワブを使用して上部チャンバーから
掻き取り、ＰＢＳを添加した後、上部チャンバーから細胞を再び掻き取った。培地を下部
チャンバーから排出させ、細胞を、５００μｌの１００％メタノールを用いて５分間固定
させた。
【０２３７】
　ついで、細胞を、５００μｌのＳＹＴＯＸ（登録商標）Ｇｒｅｅｎ核酸染色（ＰＢＳ中
１：５０００又は１：１００００希釈）（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｐｒｏｂｅｓ Ｓ７０２０
）を用いて少なくとも１０分（暗所にて）染色した。ついで、顕微鏡を使用して各ウェル
の個々の写真を撮った。写真はＡｘｉｏＶｉｓｉｏｎ ＡＣプログラム及び５×対物を使
用して撮った。
【０２３８】
　ＩｍａｇｅＪを使用して結果を分析した（最小５ピクセル、二値５）。ウェル当たりの
細胞数を記録しマイクロソフトのエクセルを使用して解析した。
【０２３９】
実施例２：抗α５β１抗体の産生
　抗α５β１抗体を、組換えヒトα５β１細胞外ドメインポリペプチドを用いてハムスタ
ーを免疫することによって産生した。図１及び２に記載されたＶＨ及びＶＬ配列を含むハ
ムスターモノクローナル抗体１８Ｃ１２を選択した。
【０２４０】
　キメラハムスター１８Ｃ１２の二つの型　ｈ１８Ｃ１２．ｖ１．１及びｈ１８Ｃ１２．
ｖ２．１を、ハムスター１８Ｃ１２からの軽鎖をＣＤＲ－Ｈ３接触領域においてのみ異な
る二つのコンセンサスＶＬｋａｐｐａ１／ＶＨＩＩＩフレームワーク：ｈ１８Ｃ１２．ｖ
１．１及びｈ１８Ｃ１２．ｖ２．１中にクローニングすることによって産生せしめた。す
なわち、ｈ１８Ｃ１２．ｖ１．１のＣＤＲ－Ｈ３接触領域は次の残基：Ｃ９２Ａ９３Ｒ９

４を含み、ｈ１８Ｃ１２．ｖ２．１のＣＤＲ－Ｈ３接触領域は次の残基：ｃＣ９２Ｔ９３

Ｓ９４を含む。ｈ１８Ｃ１２．ｖ１．１及びｈ１８Ｃ１２．ｖ２．１双方がＦａｂフォー
マットのファージに成功裏にディスプレイされ、結合をファージ競合ＥＬＩＳＡによって
観察した。結合における有意差はｈ１８Ｃ１２．ｖ１．１　とｈ１８Ｃ１２．ｖ２．１の
間では観察されなかった。ｈ１８Ｃ１２．ｖ１．１を更なるヒト化のために選択した。ヒ
ト化１８Ｃ１２．ｖ３は、軽鎖中の次の残基：Ｙ３６、Ａ４３、及びＹ４９を除いて、ｈ
１８Ｃ１２．ｖ１．１の軽鎖フレームワークの殆どをヒトコンセンサスλＩＶフレームワ
ークと交換することによって産生させた。また、ヒトＶＨＩＩＩフレームワーク中の次の
残基：Ｇ４９及びＤ７３を保持した。
【０２４１】
　ｈ１８Ｃ１２．ｖ３を親和性成熟させ、次のクローンを産生せしめた：ｈ１８Ｃ１２．
ｖ６；ｈ１８Ｃ１２．ｖ７；ｈ１８Ｃ１２．ｖ９；ｈ１８Ｃ１２．ｖ１５；ｈ１８Ｃ１２
．ｖ１６；ｈ１８Ｃ１２．ｖ２８；ｈ１８Ｃ１２．ｖ３０；ｈ１８Ｃ１２．ｖ５１；ｈ１
８Ｃ１２．ｖ５４；ｈ１８Ｃ１２．ｖ７０；ｈ１８Ｃ１２．ｖ７８。各クローンＣＤＲ配
列は図３に記載する。ｈ１８Ｃ１２．ｖ６クローンのＣＤＲ配列を次のように修飾した：
ＣＤＲ－Ｌ２：Ｄ５０ｃＳ及びＤ５６Ｓ；ＣＤＲ－Ｈ１：Ｎ３１Ａ；及びＣＤＲ－Ｈ２：
Ｎ５３Ａ。修飾されたＣＤＲ配列をついで修飾されたヒトλＩＩＩ／／ＶＨＩＩＩフレー
ムワーク中に挿入し、ｈ１８Ｃ１２．ｖ６．１Ｌａｍ３（ｈ１８Ｃ１２．ｖ６．１）及び
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ｈ１８Ｃ１２．ｖ６．２Ｌａｍ３（ｈ１８Ｃ１２．ｖ６．２）を産生せしめた。ｈ１８Ｃ
１２．ｖ６．１に対する修飾されたヒトλＩＩＩフレームワークは次の修飾を含んでいた
：Ｌ４６Ｙ；Ｖ４７Ｌ；Ｉ４８Ｍ；Ｎ６９Ａ；Ａ７１Ｒ；及びＧ７７Ｎ。ｈ１８Ｃ１２．
ｖ６．２に対する修飾されたヒトλＩＩＩフレームワークは次の修飾を含んでいた：Ｎ６
９Ａ；Ａ７１Ｒ；及びＧ７７Ｎ。修飾されたＶＨＩＩＩフレームワークは次の修飾を含ん
でいた：Ｓ４９Ｇ及びＮ７３Ｄ。
【０２４２】
　クローンｈ１８Ｃ１２．ｖ６．１を更に修飾してＣＤＲ－Ｌ２中のアスパラギン（Ｎ）
を除去した（Ｎ５０ａＳ５０ｂＳ５０ｃＧ５０ｄ）。次のクローンを産生せしめた：ｈ１
８Ｃ１２．ｖ６．１．１；ｈ１８Ｃ１２．ｖ６．１．２；ｈ１８Ｃ１２．ｖ６．１．３；
ｈ１８Ｃ１２．ｖ６．１．４；及びｈ１８Ｃ１２．ｖ６．１．５。各ｈ１８Ｃ１２．ｖ６
．１クローンの５０ａ、５０ｂ、５０ｃ、及び５０ｄ位のＣＤＲ－Ｌ２配列を図７に記載
する。
【０２４３】
実施例３：ファージ競合ＥＬＩＳＡ
　ＭＡＸＩＳＯＲＰＴＭマイクロタイタープレートに一晩かけてＰＢＳ中５μｇ／ｍｌの
組換えヒトインテグリンα５β１（Ｒ＆Ｄ）を被覆し、ついで室温で１時間、ＰＢＳＴバ
ッファー（ＰＢＳ中０．５％ＢＳＡ及び０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０）でブロックした。培
養上清からのファージを、組織培養マイクロタイタープレート中において１時間、ＰＢＳ
Ｔバッファー中の段階希釈したヒトインテグリンα５β１と共にインキュベートし、その
後、８０μｌの混合物を１５分間、標的被覆ウェルに移し、未結合ファージを捕捉した。
プレートをＰＢＴバッファー（ＰＢＳ中０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０）で洗浄し、ＨＲＰコ
ンジュゲート抗－Ｍ１３（Ａｍｅｒｓｈａｍ Ｐｈａｒｍａｃｉａ Ｂｉｏｔｅｃｈ）を４
０分かけて（ＰＢＳＴバッファー中１：５０００で）加えた。プレートをＰＢＴバッファ
ーで洗浄し、テトラメチルベンジジン基質（Ｋｉｒｋｅｇａａｒｄ ａｎｄ Ｐｅｒｒｙ 
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｇａｉｔｈｅｒｓｂｕｒｇ，ＭＤ）を加えることによって反
応させた。４５０ｎｍでの吸光度を溶液中の標的濃度の関数としてプロットし、ファージ
ＩＣ５０を決定した。これを、ファージの表面にディスプレイされたＦａｂクローンに対
する親和性推定値として使用した。図４は、親和性成熟１８Ｃ１２変異体ｈ１８Ｃ１２．
ｖ３；ｈ１８Ｃ１２．ｖ６；ｈ１８Ｃ１２．ｖ７；ｈ１８Ｃ１２．ｖ９；ｈ１８Ｃ１２．
ｖ１５；ｈ１８Ｃ１２．ｖ１６；ｈ１８Ｃ１２．ｖ２８；ｈ１８Ｃ１２．ｖ３０；ｈ１８
Ｃ１２．ｖ５１；ｈ１８Ｃ１２．ｖ５４；ｈ１８Ｃ１２．ｖ７０；及びｈ１８Ｃ１２．ｖ
７８のヒトα５β１インテグリンに対する結合性を証明するファージ競合アッセイからの
結果を示している。
【０２４４】
実施例４：バイアコアによる抗体親和性の定量
　キメラ１８Ｃ１２、ｈ１８Ｃ１２．ｖ６．１、ｈ１８Ｃ１２．ｖ６．１．１、ｈ１８Ｃ
１２．ｖ６．１．２、ｈ１８Ｃ１２．ｖ６．１．３、ｈ１８Ｃ１２．ｖ６．１．４、ｈ１
８Ｃ１２．ｖ６．１．５ＩｇＧｓの結合動態及び親和性を決定するために、実施例１に記
載したように、ＢＩＡｃｏｒｅＴＭ－３０００機器を用いた表面プラスモン共鳴（ＳＲＰ
）測定を使用した。
【０２４５】
　図５は、ヒトα５β１インテグリンに対する親和性成熟１８Ｃ１２変異体の結合のＢＩ
Ａｃｏｒｅ分析の結果を示す。図６は、ヒトα５β１インテグリンに対する図１に記載さ
れたハムスターＶＬ及びＶＨ配列を含むキメラ１８Ｃ１２（図１に記載された配列とＩｇ
Ｇ１のＦｃ部分を含む１８Ｃ１２）及びｈ１８Ｃ１２．ｖ６．１の結合のＢＩＡｃｏｒｅ
分析の結果を示す。該データは、ヒトα５β１インテグリンに対するハムスター１８Ｃ１
２の結合親和性よりもおよそ２倍高いヒトα５β１インテグリンに対する結合親和性を有
していることを証明している。図７は各ｈ１８Ｃ１２．ｖ６．１クローンに対するＢＩＡ
ｃｏｒｅ分析の結果を示す。
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【０２４６】
実施例５：１８Ｃ１２抗体はフィブロネクチンへの結合を阻害する
　フィブロネクチンへの結合に対するキメラ１８Ｃ１２及びｈ１８Ｃ１２．ｖ６．１又は
ｈ１８Ｃ１２．ｖ６．１．５ＩｇＧｓの効果を比較するために、実施例１に記載されたフ
ィブロネクチン結合アッセイを使用した。
【０２４７】
　図８は、フィブロネクチンに対するＵ９３７細胞の結合を妨害するキメラ１８Ｃ１２及
びｈ１８Ｃ１２．ｖ６．１の能力を比較するフィブロネクチン結合アッセイの結果を示す
。図９は、フィブロネクチンに対するＵ９３７細胞の結合を妨害するハムスター１８Ｃ１
２及びｈ１８Ｃ１２．ｖ６．１．５の能力を比較するフィブロネクチン結合アッセイの結
果を示す。図１０は、フィブロネクチンに対する組換えα５β１細胞外ドメインの結合を
妨害するハムスター１８Ｃ１２及びｈ１８Ｃ１２．ｖ６．１．５の能力を比較するフィブ
ロネクチン結合アッセイの結果を示す。データは、ハムスター１８Ｃ１２、キメラ１８Ｃ
１２、ｈ１８Ｃ１２．ｖ６．１、及びｈ１８Ｃ１２．ｖ６．１．５がフィブロネクチンに
対するＵ９３７細胞又は組換えα５β１細胞外ドメインの結合を阻害することを証明して
いる。
【０２４８】
実施例６：１８Ｃ１２抗体はＨＵＶＥＣ遊走を阻害する
　ＨＵＶＥＣ細胞の遊走に対するキメラ１８Ｃ１２及びｈ１８Ｃ１２．ｖ６．１ＩｇＧｓ
の効果を比較するために、上の実施例１に記載されたＨＵＶＥＣ遊走アッセイを使用した
。
【０２４９】
　図１１は、フィブロネクチンに対するＨＵＶＥＣ細胞の遊走を妨害するキメラ１８Ｃ１
２及びｈ１８Ｃ１２．ｖ６．１の能力を比較するＨＵＶＥＣ遊走アッセイの結果を示す。
データは、キメラ１８Ｃ１２及びｈ１８Ｃ１２．ｖ６．１がフィブロネクチンに対するＨ
ＵＶＥＣ細胞の遊走を阻害することを証明している。
【０２５０】
実施例７：胚発生アッセイ
　キメラα５β１インテグリン（ヒトα５及びマウスβ１）を発現するα５トランスジェ
ニックマウスを胚発生アッセイにおいて使用して、ここに記載の１８Ｃ１２抗体の効能を
証明した。ヒトα５を発現しマウスα５を発現しない雄のトランスジェニックマウスを、
ヒトα５を発現せずマウスα５に対してヘテロ接合性の雌のマウスに交配した。妊娠した
マウスに、性交後９．５日に開始して２×／週で１０ｍｇ／ｋｇの抗α５β１抗体（ｈ１
８Ｃ１２．ｖ６．１．５）又はネガティブコントロール抗体を腹腔内注射した。性交後１
４．５日目に、胚を集め、遺伝子型を同定し、胚脈管構造評価した。結果を以下の表にま
とめる。

　これらの結果は、ｈ１８Ｃ１２．ｖ６．１．５が血管発生中にインビボでα５β１イン
テグリン機能を破壊することを証明している。
【０２５１】
実施例８：腫瘍同種移植アッセイ
　Ｃ５７／Ｂｌ６同種移植腫瘍モデルを、ここに記載の１８Ｃ１２抗体の効力を証明する
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ために研究で使用する。Ｃ５７／Ｂｌ６腫瘍細胞をマウスαノックアウト：：ヒトα５ト
ランスジェニックマウス中に移植し、マウスを抗α５β１抗体で処理する。
【０２５２】
　樹立された腫瘍を有するマウスを４群に無作為化し、全ての群が類似の腫瘍体積を有し
ているようにする。投薬レジメンは次の通りである：
（１）ネガティブコントロール抗体（１３．５ｍｇ／ｋｇ，２ｘ／週）
（２）抗ＶＥＧＦ抗体（３．５ｍｇ／ｋｇ，２ｘ／週＋ネガティブコントロール抗体（１
０ｍｇ／ｋｇ，２ｘ／週）
（３）ネガティブコントロール抗体（３．５ｍｇ／ｋｇ，２ｘ／週）＋抗α５β１抗体（
１８Ｃ１２）（１０ｍｇ／ｋｇ，２ｘ／週）
（４）　抗ＶＥＧＦ抗体（３．５ｍｇ／ｋｇ，２ｘ／週）＋抗α５β１抗体（１８Ｃ１２
）（１０ｍｇ／ｋｇ，２ｘ／週）
【０２５３】
　腫瘍の長さと幅をノギスを使用して週二回測定し、腫瘍体積を式：腫瘍体積（ｍｍ３）
＝（ｗ２×ｌ）／２（ここでｗ＝幅ｍｍ及びｌ＝長さｍｍ）を使用して計算する。腫瘍体
積は腫瘍増殖速度を反映させるために時間に対してプロットする。
【０２５４】
実施例９：腫瘍異種移植アッセイ
　ここに記載された１８Ｃ１２抗体の効力を証明するための研究において腫瘍異種移植ア
ッセイを使用した。ルシフェラーゼレポーター遺伝子を有するヒトU87 グリオーマ細胞を
ヌードマウスの脳内に移植し、マウスを抗α５β１抗体で処理する。
【０２５５】
　樹立された腫瘍を有するマウスをバイオルミネセンスイメージングを使用して画像化し
、３群に無作為化し、全ての群が類似の出発腫瘍量を有しているようにする。投薬レジメ
ンは次の通りである：
（１）ネガティブコントロール抗体（ブタクサ）（５ｍｇ／ｋｇ，２ｘ／週）＋抗ｇＤ（
１０ｍｇ／ｋｇ，２ｘ／週）　
（２）抗ＶＥＧＦ抗体（Ｂ２０－４．１）（５ｍｇ／ｋｇ，２ｘ／週）＋ネガティブコン
トロール抗体抗ｇＤ（１０ｍｇ／ｋｇ，２Ｘ／週）
（３）抗ＶＥＧＦ抗体（Ｂ２０－４．１）（５ｍｇ／ｋｇ，２ｘ／週）＋抗α５β１抗体
（ｈ１８Ｃ１２．ｖ６．１．５）（１０ｍｇ／ｋｇ，２ｘ／週）
【０２５６】
　腫瘍細胞の外科的移植後にこれらのマウスノ生存を毎日モニターした。抗ＶＥＧＦ抗体
と組み合わせた抗α５β１抗体ｈ１８Ｃ１２．ｖ６．１．５での治療は抗ＶＥＧＦ単独に
対してマウスの生存率を向上させた。結果を図１２に示す。腫瘍量はまたバイオルミネセ
ンスイメージングを使用して移植後の１、３、４、及び５週目にも測定した。抗ＶＥＧＦ
と組み合わせて抗α５β１抗体ｈ１８Ｃ１２．ｖ６．１．５で治療したマウスは抗ＶＥＧ
Ｆ単独で治療したマウスに対して減少した腫瘍量を有していた。結果を図１３に示す。
【０２５７】
　ここで引用される（例えば特許、公開特許出願、及びＧｅｎｂａｎｋ受託番号を含む）
全ての刊行物を、あたかも各文献が出典明示により特にかつ個々に援用されているかの如
く、あらゆる目的に対してその全体を出典明示によりここに援用する。
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