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(57)【要約】
本発明は、次の工程を含むことを特徴とする、血管新生
の調節に関わる細胞成分をコードする新規遺伝子の同定
方法に関する：ａ）４種類の異なる条件に従った、細胞
外基質蛋白質上での内皮細胞の培養：標準条件、血管新
生促進条件、血管新生阻害条件、対照条件、ｂ）種々の
条件に従って培養した細胞から誘導されるメッセンジャ
ーＲＮＡの分離、ｃ）血管新生の調節に関わる細胞成分
をコードする遺伝子に対応する、血管新生を刺激する条
件下及び／又は阻害する条件下での細胞培養から独占的
に誘導される又は特に高い量で誘導されるメッセンジャ
ーＲＮＡを同定するための、メッセンジャーＲＮＡの種
々の個体群の定性的及び／又は定量的比較。本発明はま
た、上記の方法を実施するためのキットに関する。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  血管新生の調節に関わる細胞成分をコードする遺伝子を同定

するための方法であって、

  ａ）以下の４種類の異なる条件に従って、細胞外基質蛋白質上で内皮細胞を培

養する工程と、

  ‐  標準条件

  ‐  血管新生を促進する条件

  ‐  血管新生を阻害する条件

  ‐  対照条件

  ｂ）種々の条件に従って培養した細胞から誘導されるメッセンジャーＲＮＡを

分離する工程と、

  ｃ）血管新生の調節に関わる細胞成分をコードする遺伝子に対応する、血管新

生を刺激する及び／又は阻害する条件下での細胞培養から独占的に誘導される又

は特に高い量で誘導されるメッセンジャーＲＮＡを同定するために、メッセンジ

ャーＲＮＡの種々の個体群を定性的及び／又は定量的に比較する工程とを含むこ

とを特徴とする、血管新生の調節に関わる細胞成分をコードする遺伝子を同定す

るための方法。

    【請求項２】  ‐  工程（ｃ）で同定されたメッセンジャーＲＮＡを分離し

、それらを増幅して精製する工程と、

  ‐  上記工程で得られた核酸分子をクローニングして配列決定する工程と、

  ‐  分離した核酸分子に対応する１つ又はそれ以上の遺伝子を同定する工程と

をさらに含むことを特徴とする、請求項１に記載の方法。

    【請求項３】  ‐  標準条件（ＣＲ）下で培養する細胞は刺激せず、

  ‐  血管新生促進条件（ＣＰＡ）で培養する細胞は血管新生因子によって刺激

し、

  ‐  血管新生阻害条件（ＣＩＡ）で培養する細胞は血管新生因子によって刺激

して、１つ又はそれ以上の抗血管新生因子と共にインキュベートし、

  ‐  対照条件（ＣＣ）下で培養する細胞は抗血管新生因子と共にインキュベー

トすることを特徴とする、請求項１又は２のいずれかに記載の方法。
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    【請求項４】  細胞外基質がフィブリン、コラーゲン、ラミニン、マトリゲ

ル（Ｍａｔｒｉｇｅｌ）、フィブロネクチン又は細胞外基質蛋白質ファミリーに

属する他の何らかの蛋白質であることを特徴とする、請求項１乃至３のいずれか

に記載の方法。

    【請求項５】  工程（ａ）で使用する血管新生促進因子が：

  ‐  線維芽細胞増殖因子１‐１５（ＦＧＦ１‐ＦＧＦ１５）

  ‐  表皮細胞増殖因子（ＥＧＦ）

  ‐  血管内皮細胞増殖因子（ＶＥＧＦ）

  ‐  肝細胞増殖因子（ＨＧＦ）

  ‐  血小板由来増殖因子（ＰＤＧＦ）

  ‐  インターロイキン８（ＩＬ‐８）

  ‐  アンジオゲニン

  ‐  トランスフォーミング増殖因子（ＴＧＦ）

  ‐  ニューロカインミドカイン（ｎｅｕｒｏｋｉｎｅ  ｍｉｄｋｉｎｅ）

  ‐  プレイオトロピン

又は血管新生を誘導する蛋白質性の他の何らかの因子から選択されることを特徴

とする、請求項１乃至４のいずれかに記載の方法。

    【請求項６】  本発明における方法の工程（ａ）で使用する血管新生阻害因

子が：

  ‐  トロンボスポンジン

  ‐  アンジオスタチン

  ‐  エンドスタチン

  ‐  血小板第４因子

  ‐  インターロイキン１０（ＩＬ‐１０）

  ‐  インターロイキン１２（ＩＬ‐１２）

  ‐  キミオキングロ‐α及びβ

  ‐  ヒト軟骨細胞由来阻害因子

  ‐  白血病阻害因子

  ‐  腫瘍壊死因子（ＴＮＦ）
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又は血管新生を阻害する蛋白質性の他の何らかの因子から選択されることを特徴

とする、請求項１乃至５のいずれかに記載の方法。

    【請求項７】  血管新生を刺激する又は阻害することができる１つ又はそれ

以上の因子を、細胞培養において１つ又はそれ以上の因子の合成を可能にするよ

うに構築された発現ベクターの形態で培養中の細胞に加えることを特徴とする、

請求項１乃至６のいずれかに記載の方法。

    【請求項８】  メッセンジャーＲＮＡの種々の個体群の分析を、

  ‐  メッセンジャーＲＮＡを逆転写する工程と、

  ‐  逆転写によって得られたＤＮＡ分子を電気泳動によって分離する工程と、

  ‐  対象とするＤＮＡ分子を検出して、その後電気泳動の支持体から切り出す

工程と、

  ‐  対象ＤＮＡを精製する工程と、

  ‐  精製したＤＮＡを場合によってプローブとして使用する工程と、

  ‐  精製したＤＮＡを場合によってサブクローニングして配列決定する工程と

を含むディファレンシャルディスプレイ法によって実施することを特徴とする、

請求項１乃至７のいずれかに記載の方法。

    【請求項９】  メッセンジャーＲＮＡの種々の個体群の分析をサブトラクシ

ョンハイブリダイゼーションによって実施することを特徴とする、請求項１乃至

８のいずれかに記載の方法。

    【請求項１０】  血管新生に関連する疾患の診断及び／又は治療を意図した

製薬組成物における、請求項１乃至９のいずれかに記載の方法を用いて同定され

る遺伝子の使用。

    【請求項１１】  血管新生に関連する疾患の診断及び／又は治療を意図した

検査キットであって、請求項１乃至９のいずれかに記載の方法を実施することが

できる１つ又はそれ以上の血管新生因子又は抗血管新生因子と組み合わせて、細

胞外基質蛋白質上で内皮細胞の培養を行うために有用な物質と試薬を含むことを

特徴とするキット。

    【請求項１２】  血管新生因子及び抗血管新生因子のうちの１つ又はそれ以

上の因子を患者の血清に置き換えることができることを特徴とする、請求項１１
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に記載の診断を意図した検査キット。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  本発明は、血管新生の調節に関わる細胞成分をコードする新規遺伝子の同定を

対象とする。本発明は特に、これらの遺伝子の同定を可能にする方法に関する。

本発明はまた、同定された遺伝子によってコードされる因子の、血管新生の過程

についての臨床試験のため、この過程に関連する疾患の診断及び治療のため、な

らびに薬理学的、薬理ゲノム学的又は薬理信号伝達学的試験のための使用に関す

る。

      【０００２】

  血管新生は新しい血管が形成される基本的なプロセスである。このプロセスは

生殖、発生、またさらには瘢痕化のようないくつかの正常な生理現象において重

要である。これらの正常な生物学的現象においては、血管新生は厳密な制御下に

ある、すなわち数日間の短い期間中に開始され、その後完全に抑制される。しか

し、一部の疾患は侵襲性で制御されない血管新生に結びつく。例えば、関節炎は

侵襲性の新生血管による軟骨の損傷に起因する疾患である。糖尿病性網膜症では

、新生血管による網膜の侵襲が患者の失明を導く、すなわち眼装置の新生血管形

成は失明の主要な原因であり、この新生血管形成は２０にも上る眼疾患を支配し

ている。最後に、腫瘍の成長と転移は新生血管形成に直接結びついており、血管

新生に依存する。腫瘍は自らの成長のために新生血管の増殖を刺激する。さらに

、これらの新生血管は、血液循環に連結して、肝臓や肺又は骨といった離れた部

位での転移を引き起こすための腫瘍の漏出経路を備えている。

      【０００３】

  心臓血管疾患、末梢動脈疾患、脈管又は脳病変のような他の疾病においては、

血管新生は重要な治療基盤を提供しうる。実際に、損傷された領域における血管

新生の促進は、血液を供給する、そしてその結果として酸素及び関係組織の生存

に必要な他の栄養素と生物学的因子を供給する、損傷血管に代わる側方新生血管

の形成を導くことができる。

      【０００４】

  内皮細胞による新生血管の形成は、内皮細胞の移動、増殖及び分化を含む。こ
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れらの生物学的現象の調節は遺伝子発現に直接結びついている。血管新生に関し

ては、絶え間なく増え続ける数の試験が、血管新生が内皮細胞に直接作用する因

子間の平衡を通して行われることを明らかにしている。これらの因子は、一方で

はＶＥＧＦ、ＦＧＦ、ＩＬ‐８、ＨＧＦ／ＳＦ、ＰＤＧＦ、等々のような刺激因

子であると考えられる。また他方では、ＩＬ‐１０、ＩＬ‐１２、グロ‐α及び

β、血小板第４因子、アンジオスタチン、ヒト軟骨細胞由来阻害因子、トロンボ

スポンジン、白血病阻害因子、等々のような阻害因子でありうる（Ｊｅｎｓｅｎ

，Ｓｕｒｇ．Ｎｅｕｒａｌ．，１９９８，４９，１８９‐１９５；Ｔａｍａｔａ

ｎｉら、Ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ，１９９９，２０，９５７‐９６２；Ｔ

ａｎａｋａら、Ｃａｎｃｅｒ  Ｒｅｓ．，１９９８，５８，３３６２‐３３６９

；Ｇｈｅら、Ｃａｎｃｅｒ  Ｒｅｓ．，１９９７，５７，３７３３‐３７４０；

Ｋａｗａｈａｒａら、Ｈｅｐａｔｏｌｏｇｙ，１９９８，２８，１５１２‐１５

１７；Ｃｈａｎｄｈｕｎｉら、Ｃａｎｃｅｒ  Ｒｅｓ．，１９９７，５７，１８

１４‐１８１９；ＪｅｎｄｒａｓｃｈａｋとＳａｇｅ，Ｓｅｍｉｎ．Ｃａｎｃｅ

ｒ  Ｂｉｏｌ．，１９９６，７，１３９‐１４６；Ｍａｊｅｗｓｋｉら、Ｊ．Ｉ

ｎｖｅｓｔ．Ｄｅｒｍａｔｏｌ．，１９９６，１０６，１１１４‐１１１９）。

      【０００５】

  血管新生の制御は、それ故、血管新生に結びつく多くの病理現象について我々

の理解を高めるための基礎研究の１つの戦略基軸であるのみならず、血管新生に

関連する疾患を治療することを意図した新しい治療法の開発のための基盤でもあ

る。

      【０００６】

  血管新生を制御するために、いくつかの製薬グループが、血管新生を促進する

又は阻害するための作用物質として、パラクリンシグナルである刺激因子及び阻

害因子の使用に直接基づく治療戦略を開発した。これらの戦略は基本的に、血管

新生の刺激因子及び阻害因子としてこれらの因子を蛋白質形態で使用すること、

あるいはより最近では選択された因子をコードする発現ベクターの形態で使用す

ることに基づいている。

      【０００７】
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  試験管内で実験を行うことを可能にする試験モデルが使用できれば、血管新生

に関連する疾患の治療において有用な有効成分として使用しうる新規分子の発見

がより容易になるであろう。

      【０００８】

  内皮細胞は培養することができる。培養の最初の方法は、培養フラスコの平底

に細胞を付着させて培地中に液浸し、その後集密な細胞層が得られるまでインキ

ュベートすることから成る。培養の他の方法は、細胞外基質蛋白質と称される蛋

白質ファミリーに属する蛋白質の層であらかじめ被覆しておいた培養フラスコの

平底に内皮細胞を付着させることを特徴とする。さらに別の方法では、それぞれ

コラーゲン及びフィブリンの格子を形成する、コラーゲン又はフィブリンのよう

なこのファミリーの蛋白質を収縮させる（ｒｅｔｒａｃｔａｎｔ）ことによって

得られる格子で内皮細胞を被覆する。

      【０００９】

  内皮細胞の培養においては、使用する手法に関わらず、一定時間のインキュベ

ーション後均質な細胞個体群の単層が得られる。それにもかかわらず、このよう

にして得られた各々の個体群は、新生血管を形成する分化された内皮細胞の機構

とは関係のない構造を有する。

      【００１０】

  コラーゲン又はフィブリン格子下での内皮細胞培養では、血管新生を促進する

パラクリンシグナルの１つによる内皮細胞層の刺激後、毛細管を形成する分化し

た内皮膚細胞が得られることが既に明らかにされている（Ｍｏｎｔｅｓａｎｏら

、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＳＵＡ，１９８６，８３，７２９７

‐７３０１）。刺激された内皮細胞によって試験管内で形成されたこれらの毛細

管は、血管新生の際に生体内で同じ細胞型によって形成される新生血管に類似す

る。それ故、これらは血管新生の調節に関与する新しい因子の研究に適したモデ

ルを構成する。

        【００１１】

  血管新生の調節は、刺激因子の作用と阻害因子の作用の平衡を通して行われる

。それ自体が遺伝子発現の産物であるこれらの因子は有糸分裂促進性である。そ
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れらは、血管新生の調節に関与し、また他の生理的あるいは病理的過程にも関わ

ると考えられるいくつかの遺伝子の発現を制御する。２つの遺伝子ファミリーが

血管新生の調節に関与する。一方は、刺激因子又は阻害因子をコードする第一世

代の遺伝子ファミリーである。他方は、細胞レセプタ、細胞外基質蛋白質、ドッ

キング蛋白質（「ｄｏｃｋｉｎｇ  ｐｒｏｔｅｉｎｓ」）、架橋蛋白質（「アダ

プター蛋白質（ａｄａｐｔａｔｏｒ  ｐｒｏｔｅｉｎｓ）」）、キナーゼ、ホス

ファターゼ、プロテアーゼ、グリコシルトランスフェラーゼ、等々のような血管

新生の調節に密接に関わる細胞成分をコードする遺伝子ファミリーである。この

遺伝子ファミリーは、それ故、「血管新生の第二世代遺伝子ファミリー」を構成

する。

      【００１２】

  本発明は、血管新生の調節に密接に関与する細胞成分をコードし、血管新生の

第二世代遺伝子ファミリーに属する遺伝子の同定方法に関する。細胞成分とは、

第二世代ファミリーの遺伝子によってコードされる産物について下記に定義され

る種類の蛋白質、蛋白質群又は蛋白質の集合を意味する。当該過程を刺激する又

は阻害する因子は、血管新生の増大又は抑制に関わる遺伝子の発現を制御する。

それ故、２種類の遺伝子発現プロフィールを検討しなければならない。まず最初

は血管新生の促進条件下に置かれた細胞のプロフィールであり、２番目は血管新

生の阻害条件下に置かれた細胞に相当する。

      【００１３】

  血管新生の阻害条件下にある細胞と刺激されない内皮細胞の生理的状態は似通

っているが、２つの場合における遺伝子発現を識別することが重要である。実際

に、例えばＦＧＦ１のような血管新生を促進する因子で刺激して、血管新生阻害

因子と共にインキュベートした内皮細胞は、新生血管を形成することができない

。さらに、血管新生を阻害するいくつかの因子は有糸分裂促進因子であり、ＩＬ

‐１０、ＩＬ‐１２、グロ‐α及びβ、等々のように遺伝子発現に影響を及ぼす

。従って内皮細胞は、刺激を受けない内皮細胞の遺伝子発現とは異なる血管新生

阻害条件で遺伝子発現を示しうる。それ故、細胞を種々の培養条件下に置いたと

き、すなわち血管新生刺激条件と阻害条件下に置いたときの細胞の遺伝子発現プ
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ロフィールを、厳密に定義された標準培養条件と比較することが重要である。

      【００１４】

  本発明に従った方法により、血管新生の調節に関わる細胞成分をコードする遺

伝子の同定が可能となる。この方法は以下の工程を含む：

  ａ）４種類の異なる条件に従った、細胞外基蛋白質上での内皮細胞の培養：標

準条件、血管新生促進条件、血管新生阻害条件、対照条件、

  ｂ）種々の条件に従って培養した細胞から誘導されるメッセンジャーＲＮＡの

分離、

  ｃ）血管新生の調節に関わる細胞成分をコードする遺伝子に対応する、血管新

生を刺激する条件下及び／又は阻害する条件下での細胞培養から独占的に誘導さ

れる又は特に高い量で誘導されるメッセンジャーＲＮＡを同定するための、メッ

センジャーＲＮＡの種々の個体群の定性的及び／又は定量的な比較、

  ｄ）場合によって、工程（ｃ）で同定されたメッセンジャーＲＮＡの分離、そ

れらの増幅及び精製、

  ｅ）場合によって、上記の工程で得られた核酸分子のクローニング及び配列決

定、

  ｆ）場合によって、適切な系における上記遺伝子の発現及びそのようにして産

生された蛋白質の血管新生調節における特性についての試験を含む、分離した核

酸分子に対応する１つ又はそれ以上の遺伝子の同定。

      【００１５】

  血管新生の調節に関わる遺伝子の第二世代ファミリーの成員を同定するため、

発明者は内皮細胞培養の４種類の実験条件を決定した：

  ‐  標準条件（ＣＲ）下で培養する細胞は刺激しない。

  ‐  血管新生促進条件（ＣＰＡ）で培養する細胞は血管新生因子によって刺激

する。血管新生因子は、例えばＦＧＦ１、ＦＧＦ２、ＨＧＦ、ＰＤＧＦ、等々で

ありうる。

  ‐  血管新生阻害条件（ＣＩＡ）で培養する細胞は血管新生因子によって刺激

し、１つ又はそれ以上の抗血管新生因子と共にインキュベートする。刺激因子は

ＦＧＦ２であり、阻害因子は、例えばＩＬ‐１０、ＩＬ‐１２、ケモカインのグ
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ロ‐α又はβ、等々の中から選択されうる。

‐対照条件（ＣＣ）下で培養する細胞は抗血管新生因子と共にインキュベートす

る。抗血管新生因子は、例えばＩＬ‐１０、ＩＬ‐１２、ケモカインのグロ‐α

又はβ、等々でありうる。

      【００１６】

  これらの実験培養条件は、当業者に既知の方法のいずれかに従って培養される

内皮細胞に適用される。細胞外蛋白質基質は、特に、フィブリン、コラーゲン、

ラミニン、マトリゲル（Ｍａｔｒｉｇｅｌ）、フィブロネクチン又は細胞外基質

蛋白質ファミリーに属する他の何らかの蛋白質によって構成されうる。

      【００１７】

  血管新生を刺激する又は阻害することができる因子は、血管新生のプロセスに

対する作用が明らかにされている因子の中から選択される（Ｊｅｎｓｅｎ，Ｓｕ

ｒｇ．Ｎｅｕｒａｌ．，１９９８，４９，１８９‐１９５；Ｔａｍａｔａｎｉら

、Ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ，１９９９，２０，９５７‐９６２；Ｔａｎａ

ｋａら、Ｃａｎｃｅｒ  Ｒｅｓ．，１９９８，５８，３３６２‐３３６９；Ｇｈ

ｅら、Ｃａｎｃｅｒ  Ｒｅｓ．，１９９７，５７，３７３３‐３７４０；Ｋａｗ

ａｈａｒａら、Ｈｅｐａｔｏｌｏｇｙ，１９９８，２８，１５１２‐１５１７；

Ｃｈａｎｄｈｕｎｉら、Ｃａｎｃｅｒ  Ｒｅｓ．，１９９７，５７，１８１４‐

１８１９；ＪｅｎｄｒａｓｃｈａｋとＳａｇｅ，Ｓｅｍｉｎ．Ｃａｎｃｅｒ  Ｂ

ｉｏｌ．，１９９６，７，１３９‐１４６；Ｍａｊｅｗｓｋｉら、Ｊ．Ｉｎｖｅ

ｓｔ．Ｄｅｒｍａｔｏｌ．，１９９６，１０６，１１１４‐１１１９）。

      【００１８】

  本発明に従った方法の工程（ａ）で使用される血管新生刺激因子は次の中から

選択される：

  ‐  線維芽細胞増殖因子１‐１５（ＦＧＦ１‐ＦＧＦ１５）

  ‐  表皮細胞増殖因子（ＥＧＦ）

  ‐  血管内皮細胞増殖因子（ＶＥＧＦ）

  ‐  肝細胞増殖因子（ＨＧＦ）

  ‐  血小板由来増殖因子（ＰＤＧＦ）



(12) 特表２００３－５１５３１８

  ‐  インターロイキン８（ＩＬ‐８）

  ‐  アンジオゲニン

  ‐  トランスフォーミング増殖因子（ＴＧＦ）

  ‐  ニューロカインミドカイン（ｎｅｕｒｏｋｉｎｅ  ｍｉｄｋｉｎｅ）

  ‐  プレイオトロピン

又は血管新生を誘導する蛋白質性の他の何らかの因子。

      【００１９】

  本発明に従った方法の工程（ａ）で使用される血管新生阻害因子は次の中から

選択される：

  ‐  トロンボスポンジン

  ‐  アンジオスタチン

  ‐  エンドスタチン

  ‐  血小板第４因子

  ‐  インターロイキン１０（ＩＬ‐１０）

  ‐  インターロイキン１２（ＩＬ‐１２）

  ‐  キミオキングロ‐α及びβ

  ‐  ヒト軟骨細胞由来阻害因子

  ‐  白血病阻害因子

  ‐  腫瘍壊死因子（ＴＮＦ）

又は血管新生を阻害する蛋白質性の他の何らかの因子。

      【００２０】

  血管新生を調節する種々の因子を当業者に周知の方法に従って細胞培養に加え

る（Ｍｏｎｔｅｓａｎｏら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，

１９８６，８３，７２９７‐７３０１）。種々の因子の各々について使用すべき

有効濃度は、有利には次のとおりである：１ｎｇ／ｍｌ‐２００ｎｇ／ｍｌ。

      【００２１】

  本発明に従った方法では、血管新生を刺激する又は阻害することができる１つ

又はそれ以上の因子を、細胞培養において１つ又はそれ以上の因子の合成を可能

にするように構築された発現ベクターの形態で培養中の細胞に加える。そのよう
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なベクターの例はＴａｎａｋａら（Ｃａｎｃｅｒ  Ｒｅｓ．，１９９８，５８，

３３６２‐３３６９）の中で引用されている。

      【００２２】

  本発明に従った方法は、工程（ｃ）において、血管新生の刺激又は阻害条件下

での細胞の遺伝子発現プロフィールの分析を含む。この分析は、標準条件下及び

対照条件下での細胞のメッセンジャーＲＮＡと比較した、血管新生刺激又は阻害

条件下での内皮細胞のメッセンジャーＲＮＡの試験に基づく。これらのメッセン

ジャーＲＮＡは、他の細胞成分からＲＮＡを分離することができる古典的手法に

よって細胞から抽出される（Ｖａｎｃｏｐｏｕｌｏｓら、１９９０、「真核生物

遺伝子のクローニングと分析のための方法（Ｍｅｔｈｏｄｓ  ｆｏｒ  ｃｌｏｎ

ｉｎｇ  ａｎｄ  ａｎａｌｙｓｉｓ  ｏｆ  ｅｕｃａｒｙｏｔｉｃ  ｇｅｎｅｓ

）」より、ｐ．８‐２３、ＪｏｎｅｓとＢａｒｔｌｅｔｔ編集、Ｂｏｓｔｏｎ）

。メッセンジャーＲＮＡは、例えばそれらの末端にあるポリ‐Ａ配列の存在を利

用して他のＲＮＡから分離される。

      【００２３】

  メッセンジャーＲＮＡの種々の個体群の分析は、次の工程を含むディファレン

シャルディスプレイ法によって実施することができる：

  ‐  メッセンジャーＲＮＡを逆転写する

  ‐  逆転写によって得られたＤＮＡ分子を電気泳動によって分離する

  ‐  対象とするＤＮＡ分子を検出して、その後電気泳動の支持体から切り出す

  ‐  対象ＤＮＡを精製する

  ‐  精製したＤＮＡは、ｃＤＮＡライブラリーをスクリーニングするためのプ

ローブとして使用することができ、また直接サブクローニングして配列決定する

こともできる。

      【００２４】

  精製したＤＮＡは、特にｃＤＮＡライブラリーをスクリーニングするため、又

はノーザンブロット法によって相補的核酸配列を検出するためのプローブとして

使用することができる。

      【００２５】
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  ディファレンシャルディスプレイ法は、識別的に発現される２つの群の遺伝子

の同時検出、例えば（ａ）の中から選択される血管新生因子に関連する一部の遺

伝子と、（ｂ）の中から選択される抗血管新生因子に関連する別の遺伝子の同時

検出を可能にする。ディファレンシャルディスプレイの手法はまた、まれなｍＲ

ＮＡを検出することができ、重複と偽陽性クローンを最小限に抑えることができ

る。

      【００２６】

  本発明に従った方法では、メッセンジャーＲＮＡの種々の個体群の分析をサブ

トラクションハイブリダイゼーションによって実施することもできる。

      【００２７】

  サブトラクションハイブリダイゼーションは、ｍＲＮＡの分離、ｍＲＮＡの逆

転写、ｃＤＮＡライブラリーの構築、サブトラクション、及びディファレンシャ

ルハイブリダイゼーションによるスクリーニングを含む。

      【００２８】

  これら２つの方法は補完的であり、血管新生に対応するｍＲＮＡを同定するた

めに使用される。

      【００２９】

  本発明に従った方法は、それ故、血管形成性と抗血管形成性の２種類のパラク

リンシグナルの作用下で、血管新生の定性的及び定量的評価を可能にするという

点で卓越している。

      【００３０】

  その上に、この方法は、パラクリンシグナルと組み合わせた細胞外基質として

の種々の蛋白質（フィブリン、コラーゲン、ラミニン、マトリゲル、フィブロネ

クチン、等々）の作用を試験することができる。さらに、かかる方法は内皮細胞

に加えて他の細胞型を含むように容易に修正することができる。

      【００３１】

  本発明のもう１つの局面は、当該方法を用いて同定された因子を血管新生に関

連する疾患、例えば関節炎、糖尿病性網膜症、癌又は心臓血管疾患のような疾患

の診断及び／又は治療を意図した製薬組成物において使用することから成る。本
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発明に従った方法を用いて同定される因子はまた、薬理学的、薬理ゲノム学的又

は薬理信号伝達学的試験のために使用することができる。

      【００３２】

  本発明の補足的な局面は、本発明の対象である方法を実施するための検査キッ

トから成る。そのようなキットは、１つ又はそれ以上の血管新生因子又は抗血管

新生因子と組み合わせて、細胞外基質蛋白質上で内皮細胞の培養を行うために有

用な物質と試薬を含む。有利には、診断を意図した検査キットの場合には、血管

新生因子及び抗血管新生因子のうちの１つ又はそれ以上の因子を患者の血清に置

き換えることができる。

      【００３３】

  本発明の他の利点及び特徴は、図１を参照しながら非制限的な例として示す下

記の実施例を読めば明らかになるであろう。

      【００３４】

実施例１：ディファレンシャルディスプレイ：

  図１は、血管新生に関わる遺伝子のディファレンシャルディスプレイの方法を

図式的に示す。

      【００３５】

  ｍＲＮＡは、オリゴ（ｄＴ）プライマー、Ｔ１２ＭＮ［式中、ＭはＧ、Ａ又は

Ｃでありうる；ＮはＧ、Ａ、Ｔ又はＣでありうる］の４つの縮重群の各々を使用

して特異的に抽出し、逆転写する。

      【００３６】

  プライマーの各々の群は、（Ｍ）位置における縮退と共に、３’（Ｎ）末端の

塩基によって定義される。例えば、Ｎ＝Ｇであるプライマーの群は下記によって

構成される：

  ５’‐ＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＧＧ‐３’

  ５’‐ＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＡＧ‐３’

  ５’‐ＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＣＧ‐３’

      【００３７】

  ゲルのダイアグラムは、３つの実験条件下での内皮細胞に関する第一世代群だ
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けの使用結果を図式化したものである：ＣＲ＝標準条件（刺激なしでの培養内皮

細胞）、ＣＰＡ＝血管新生促進条件（ＦＧＦ２のような、（ａ）の中から選択さ

れる血管新生因子によって刺激した内皮細胞）、ＣＩＡ＝血管新生阻害条件（（

ａ）からの血管新生因子と（ｂ）からの抗血管新生因子によって同時に刺激した

内皮細胞）、ＣＣ＝対照条件（（ｂ）の中から選択される抗血管新生因子によっ

て刺激した内皮細胞）。

      【００３８】

  図１の点線はＲＮＡを表わし、実線はＤＮＡを表わす。Ｔ１２ＭＮはオリゴ（

ｄＴ）の縮重プライマーである；ＭはＡ、Ｇ又はＧ（縮重位置）でありうる；Ｎ

はＡ、Ｃ、Ｇ又はＴでありうる。

      【００３９】

実施例２：サブトラクションハイブリダイゼーション

  図２は、ｃＤＮＡのサブトラクションハイブリダイゼーションの方法を図式的

に表わしたものである。

      【００４０】

  種々の操作条件下に置いた細胞において発現されるＲＮＡの配列を表わす一本

鎖ｃＤＮＡを得るために、上記細胞からｍＲＮＡを抽出し、逆転写する。

      【００４１】

  ある操作条件、例えば血管新生刺激条件下に置いた細胞に由来する一本鎖ｃＤ

ＮＡを、他の操作条件、例えば標準条件下に置いた細胞に由来する過剰のＲＮＡ

とハイブリイダイズする。そのようなハイブリダイゼーション反応では、２つの

操作条件において発現される配列に対応するｃＤＮＡはＲＮＡとのハイブリッド

を形成する。逆に、ＲＮＡにおいて表わされないｃＤＮＡは一本鎖ｃＤＮＡの形

態で残る。

      【００４２】

  好都合には、ハイブリダイゼーション反応において使用するｍＲＮＡの量を制

限することにより、この方法はまた、所与の操作条件、例えば血管新生刺激条件

下に置いた細胞において過剰発現される１つ又はそれ以上のｍＲＮＡを表わすｃ

ＤＮＡ配列を分離するためにも使用できる。
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      【００４３】

  二本鎖ｃＤＮＡと一本鎖ｃＤＮＡは、特にヒドロキシアパタイトカラムでのク

ロマトグラフィーによって分離することができる。このようにして分離した一本

鎖ｃＤＮＡは、特定の培養条件下に置いた細胞において特異的に存在する又は過

剰発現されるｍＲＮＡに対応する。このｃＤＮＡは、対応する遺伝子を同定し、

分離してクローニングするためにｃＤＮＡライブラリーをスクリーニングするの

に使用できる。

【図面の簡単な説明】

    【図１】

  血管新生に関わる遺伝子のディファレンシャルディスプレイの方法を図式的に

示す。

    【図２】

  ｃＤＮＡのサブトラクションハイブリダイゼーションの方法を図式的に表わし

たものである。
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【図１Ａ】
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【図１Ｂ】
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【図２Ａ】
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【図２Ｂ】
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【手続補正書】特許協力条約第３４条補正の翻訳文提出書

【提出日】平成１３年１０月８日（２００１．１０．８）

【手続補正１】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】特許請求の範囲

【補正方法】変更

【補正の内容】

【特許請求の範囲】

    【請求項１】  血管新生の調節に関わる細胞成分をコードする遺伝子を同定

するための方法であって、

  ａ）以下の４種類の異なる条件に従って、細胞外基質蛋白質上で内皮細胞を培

養する工程と、

  ‐  標準条件

  ‐  血管新生を促進する条件

  ‐  血管新生を阻害する条件

  ‐  対照条件

  ｂ）種々の条件に従って培養した細胞から誘導されるメッセンジャーＲＮＡを

分離する工程と、

  ｃ）血管新生の調節に関わる細胞成分をコードする遺伝子に対応する、血管新

生を刺激する及び／又は阻害する条件下での細胞培養から独占的に誘導される又

は特に高い量で誘導されるメッセンジャーＲＮＡを同定するために、メッセンジ

ャーＲＮＡの種々の個体群を定性的及び／又は定量的に比較する工程とを含むこ

とを特徴とする、血管新生の調節に関わる細胞成分をコードする遺伝子を同定す

るための方法。

    【請求項２】  ‐  工程（ｃ）で同定されたメッセンジャーＲＮＡを分離し

、それらを増幅して精製する工程と、

  ‐  上記の工程で得られた核酸分子をクローニングして配列決定する工程と、

  ‐  分離した核酸分子に対応する１つ又はそれ以上の遺伝子を同定する工程と

をさらに含むことを特徴とする、請求項１に記載の方法。
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    【請求項３】  ‐  標準条件（ＣＲ）下で培養する細胞は刺激せず、

  ‐  血管新生促進条件（ＣＰＡ）で培養する細胞は血管新生因子によって刺激

し、

  ‐  血管新生阻害条件（ＣＩＡ）で培養する細胞は血管新生因子によって刺激

して、１つ又はそれ以上の抗血管新生因子と共にインキュベートし、

  ‐  対照条件（ＣＣ）下で培養する細胞は抗血管新生因子と共にインキュベー

トすることを特徴とする、請求項１又は２のいずれかに記載の方法。

    【請求項４】  細胞外基質がフィブリン、コラーゲン、ラミニン、マトリゲ

ル（Ｍａｔｒｉｇｅｌ）、フィブロネクチン又は細胞外基質蛋白質ファミリーに

属する他の何らかの蛋白質であることを特徴とする、請求項１乃至３のいずれか

に記載の方法。

    【請求項５】  工程（ａ）で使用する血管新生促進因子が：

  ‐  線維芽細胞増殖因子１‐１５（ＦＧＦ１‐ＦＧＦ１５）

  ‐  表皮細胞増殖因子（ＥＧＦ）

  ‐  血管内皮細胞増殖因子（ＶＥＧＦ）

  ‐  肝細胞増殖因子（ＨＧＦ）

  ‐  血小板由来増殖因子（ＰＤＧＦ）

  ‐  インターロイキン８（ＩＬ‐８）

  ‐  アンジオゲニン

  ‐  トランスフォーミング増殖因子（ＴＧＦ）

  ‐  ニューロカインミドカイン（ｎｅｕｒｏｋｉｎｅ  ｍｉｄｋｉｎｅ）

  ‐  プレイオトロピン

又は血管新生を誘導する蛋白質性の他の何らかの因子から選択されることを特徴

とする、請求項１乃至４のいずれかに記載の方法。

    【請求項６】  本発明に従った方法の工程（ａ）で使用する血管新生阻害因

子が：

  ‐  トロンボスポンジン

  ‐  アンジオスタチン

  ‐  エンドスタチン
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  ‐  血小板第４因子

  ‐  インターロイキン１０（ＩＬ‐１０）

  ‐  インターロイキン１２（ＩＬ‐１２）

  ‐  キミオキングロ‐α及びβ

  ‐  ヒト軟骨細胞由来阻害因子

  ‐  白血病阻害因子

  ‐  腫瘍壊死因子（ＴＮＦ）

又は血管新生を阻害する蛋白質性の他の何らかの因子から選択されることを特徴

とする、請求項１乃至５のいずれかに記載の方法。

    【請求項７】  血管新生を刺激する又は阻害することができる１つ又はそれ

以上の因子を、細胞培養において１つ又はそれ以上の因子の合成を可能にするよ

うに構築された発現ベクターの形態で培養中の細胞に加えることを特徴とする、

請求項１乃至６のいずれかに記載の方法。

    【請求項８】  メッセンジャーＲＮＡの種々の個体群の分析を、

  ‐  メッセンジャーＲＮＡを逆転写する工程と、

  ‐  逆転写によって得られたＤＮＡ分子を電気泳動によって分離する工程と、

  ‐  対象とするＤＮＡ分子を検出して、その後電気泳動の支持体から切り出す

工程と、

  ‐  対象ＤＮＡを精製する工程と、

  ‐  精製したＤＮＡを場合によってプローブとして使用する工程と、

  ‐  精製したＤＮＡを場合によってサブクローニングして配列決定する工程と

を含むディファレンシャルディスプレイ法によって実施することを特徴とする、

請求項１乃至７のいずれかに記載の方法。

    【請求項９】  メッセンジャーＲＮＡの種々の個体群の分析をサブトラクシ

ョンハイブリダイゼーションによって実施することを特徴とする、請求項１乃至

８のいずれかに記載の方法。

    【請求項１０】  請求項１乃至９のいずれかに記載の方法を用いて同定され

る血管新生の調節に関わる遺伝子の、血管新生に関連する疾患の診断及び／又は

治療を意図した製薬組成物における使用。
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    【請求項１１】  血管新生に関連する疾患の診断及び／又は治療を意図した

検査キットであって、請求項１乃至９のいずれかに記載の方法を実施することが

できる１つ又はそれ以上の血管新生因子又は抗血管新生因子と組み合わせて、細

胞外基質蛋白質上で内皮細胞の培養を行うために有用な物質と試薬を含むことを

特徴とするキット。

    【請求項１２】  血管新生因子及び抗血管新生因子のうちの１つ又はそれ以

上の因子が患者の血清に置き換えられていることを特徴とする、請求項１１に記

載の診断を意図した検査キット。
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【国際調査報告】
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