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(57)【要約】
【課題】リンパ組織、とくにたとえばリンパ管腫、転移性リンパ節ならびに炎症性疾患、
感染性疾患および免疫性疾患などの疾患状態のリンパ管および高内皮性小静脈における変
化を検出するための診断道具を提供すること。
【解決手段】モノクローナル抗ＦＬＴ４抗体は、リンパ管および高内皮性小静脈の内皮細
胞に対する特異的マーカーとして、リンパ組織、とくにたとえばリンパ管腫、転移性リン
パ節ならびに炎症性疾患、感染性疾患および免疫性疾患などの疾患状態のリンパ管および
高内皮性小静脈における変化を検出するための診断道具として有用である。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
受容体チロシンキナーゼＦＬＴ４の細胞外ドメインに対するモノクローナル抗体の、転移
性癌、リンパ腫、リンパ管腫、炎症性疾患（慢性または急性）、感染性疾患および免疫性
疾患からなる群より選ばれる疾患と関連するＦＬＴ－４が介在するリンパ血管新生を阻害
するための医薬組成物の製造における使用。
【請求項２】
前記モノクローナル抗体がＤＳＭ　ＡＣＣ　２２１０として寄託されているハイブリドー
マ細胞系により産生されるものである請求項１記載の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は概して、受容体チロシンキナーゼ、核酸プローブおよび前記受容体を特異的に
認識する抗体、ならびに動物およびヒト組織中のリンパ管と高内皮性小静脈（high endot
helial venules）（ＨＥＶ）を、そして培養物中（in culture）のリンパ内皮細胞（lymp
hatic endothelial cells）を同定するための前記プローブおよび抗体の使用に関する。
さらに詳しくは、本発明は受容体チロシンキナーゼであるＦＬＴ４に特異的な抗体、リン
パ管におけるＦＬＴ４の発現を同定する方法ならびに究極的には、たとえば炎症性疾患、
感染性疾患および免疫性疾患、転移性リンパ節ならびにリンパ管腫などのリンパ組織にお
ける変化を含む動物およびヒトにおける疾患の状態の診断ならびに治療に関する。
【背景技術】
【０００２】
　いくつかの疾患と同様、胚の脈管形成および血管形成（embryonic vasculogenesis and
 angiogenesis）、血液凝固ならびに創傷の治癒および再生などの脈管系の生理機能は、
血管に並ぶ脈管内皮（vascular endothelium）に関係している。脈管枝（vascular tree
）の発達は血管形成を経ておこり、いくつかの理論によると、リンパ系の形成は、静脈か
らの発芽（sprouting）により動脈および静脈の発達（development）後すぐに開始する(1

、2)。
【０００３】
　胎児期（fetal period）ののち、新生血管形成に関連した脈管形成の期間を除いて、内
皮細胞は非常にゆっくりと増殖する。脈管形成を刺激する成長因子は、特異的な内皮細胞
表面受容体であるチロシンキナーゼを介してそれらの効果を及ぼす。
【０００４】
　ヒト赤白血病細胞系からクローニングした受容体チロシンキナーゼであるＦＬＴ４のｃ
ＤＮＡのタンパク質産物は、Ｎを介してグリコシル化（Ｎ－glycosylated）され、その細
胞外ドメインには７つの免疫グロブリン様ループを含んでいる。ＦＬＴ４の細胞質チロシ
ンキナーゼドメインは、ＦＬＴ１およびＫＤＲの対応するドメインとアミノ酸レベルで約
８０％同一であり、血小板由来成長因子に対する受容体、コロニー刺激因子－１に対する
受容体、幹細胞因子に対する受容体および受容体ＦＬＴ３と約６０％同一である(3)。
【０００５】
　ＦＬＴ４の生物学的機能は現在までのところ知られていないが、その制限された発現の
パターンは前記機能が脈管内皮に関係しているかもしれないということを示した。本発明
者らが以前にえた結果から、ジャーナル・オブ・エクスペリメンタル・メディスン（J.Ex
p.Med.）、１７８巻、２０７７～２０８８頁（１９９３年）にカイパイネン（Kaipainen
）らが開示したように、いくつかの胎児の器官の発達中の管（vessels）の内皮細胞にお
けるＦＬＴ４のｍＲＮＡの発現が明らかになった。受容体ＦＬＴ４、ＦＬＴ１およびＫＤ
Ｒ／ＦＬＫ－１のｍＲＮＡシグナルは、重複（overlapping）を示したが、研究した組織
においては異なる発現パターンを示した(4)。これらのデータは、この遺伝子ファミリー
によってコードされる受容体チロシンキナーゼは血管の成長の調節および／または分化に
おいて異なる機能を有するかもしれないことを示唆している。
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【０００６】
　リンパ系の主要な機能は、組織から流体が戻るようにし、多くの脈管外物質（extravas
cular substances）を血液へ戻すことである。さらに、成熟過程のあいだ、リンパ球は血
液を離れ、リンパ系器官および他の組織を通り移動してリンパ管に入り、胸管を通り血液
に戻る。専門化した小静脈である高内皮性小静脈（ＨＥＶ）は再びリンパ球に結合し、組
織への管外遊出を引きおこす。したがって、リンパ管、とくにリンパ節は免疫学における
重要な役割を果たしており、異なる腫瘍の転移が発達する部位でもある。
【０００７】
　２０世紀以来、リンパ系の胚起源（embryonic origin）に関する３つの異なる理論が提
起されている。しかしながら、リンパ管に対して利用できる特異的マーカーは存在しなか
ったため、本発明より前は、リンパ管を同定することは困難であった。
【０００８】
　リンパ管は、リンパ管造影法を用いてもっとも一般的に研究される。リンパ管造影法に
おいて、エックス線造影剤はリンパ管に直接注射される。前記造影剤はリンパ系の輸出ド
レナージ管（efferent drainage vessels）に沿って分配される。前記造影剤はリンパ節
に集められ、半年間はそこにとどまり、そのあいだにエックス線解析によりリンパ節の大
きさと構造を追跡することができる。この診断は、リンパ節に転移を有する癌患者および
たとえばリンパ腫などのリンパの悪性疾患においてとくに重要である。
【発明の概要】
【０００９】
　本発明は、ＦＬＴ４ペプチドおよびその他の構築物、ならびにリンパ内皮細胞に対する
特異的マーカーとしてのＦＬＴ４の用途に関する。
【００１０】
　また本発明は、核酸プローブおよびＦＬＴ４を特異的に認識する抗体、とくにモノクロ
ーナル抗体ならびに前記抗体を含む組成物に関する。さらに本出願では、組織、とくにリ
ンパ組織およびリンパ内皮細胞における受容体ＦＬＴ４を検出し、その量を測定する診断
目的への前記モノクローナル抗体の使用が開示される。
【００１１】
　好ましい態様において、本発明は受容体ＦＬＴ４を特異的に認識するモノクローナル抗
体を提供する。より明確には、本発明は９Ｄ９Ｆ９と名付けられたモノクローナル抗体を
提供する。モノクローナル抗体９Ｄ９Ｆ９を産生するハイブリドーマ細胞系は、ブダペス
ト条約の規定によりドイチェ・サムルング・フォン・ミクロオルガニスメン・ウント・ツ
エルクルツレン・ゲゼルシャフト・ミット・ベシュレンクテル・ハフツング（Deutsche S
ammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen Gmb H）（ＤＳＭ）に寄託されている（
ＤＳＭ受託番号ＡＣＣ２２１０）。
【００１２】
　また検出しうるマーカーで標識したモノクローナル抗体も提供する。本明細書で使用す
るとき、「検出しうるマーカー」という用語は当業者に知られたあらゆる検出しうるマー
カーを包含する。しかしながら、本発明の好ましい態様における検出しうるマーカーは、
放射性同位体、蛍光色素、色素、酵素およびビオチンからなる群より選ばれる。本発明の
目的に対して、適当な放射性同位体は125Ｉおよび131Ｉを含むがこれらに限定されるもの
ではない。
【００１３】
　本発明のモノクローナル抗体は、細胞サンプル中の受容体ＦＬＴ４の存在を検出する方
法に使用しうる。前記方法は、細胞サンプルを本発明のモノクローナル抗体にさらす工程
および前記モノクローナル抗体の受容体ＦＬＴ４への結合を検出する工程からなる。
【００１４】
　したがって、本発明の別の面は、細胞サンプル中の受容体ＦＬＴ４の存在を決定する方
法であって、
（ａ）細胞サンプルを本発明のモノクローナル抗体にさらす工程、および
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（ｂ）前記モノクローナル抗体の受容体ＦＬＴ４への結合を検出する工程
からなる方法に関する。
【００１５】
　細胞混合物を本発明のモノクローナル抗体にさらすことは、蛍光により活性化された細
胞の選別（fluorescence-activated cell sorting）のばあいは、溶液中で行なうことが
でき、たとえば生検材料などの固形組織標本上でも行なうこともでき、またカラムクロマ
トグラフィーまたは直接免疫接着（direct immune adherence）を用いるばあいは、固体
担体に固定化されたモノクローナル抗体を用いて行なうことができる。モノクローナル抗
体にさらされる細胞混合物は、血液細胞または組織細胞のいかなる溶液であってもよい。
好ましくは、細胞混合物はリンパ内皮細胞を含むかまたは含むことが疑われる正常または
病的な組織に由来する。細胞混合物を前記モノクローナル抗体にさらしたのち、受容体Ｆ
ＬＴ４を有する細胞は前記モノクローナル抗体と結合し、抗体－受容体ＦＬＴ４複合体を
形成するであろう。抗体－受容体ＦＬＴ４複合体の存在、したがって受容体ＦＬＴ４の存
在は、当該技術分野において既知の方法によって検出することができる。これらの方法は
たとえば蛍光抗体法、ＦＡＣＳ分析、ＥＬＩＳＡ、ＩＲＭＡ（サンドイッチ型免疫化学分
析法）、免疫組織化学的方法、125Ｉ標識およびオートラジオグラフィーを用いたＲＩＡ
などの当該技術分野において標準的な免疫組織化学的方法を含む。
【００１６】
　本発明はまた映像化しうる試薬に接合（conjugated）したモノクローナル抗体も提供す
る。本明細書で使用するとき、「映像化しうる試薬」という用語は放射性同位体を含むが
、これに限定されるものではない。好ましい放射性同位体はテクネチウム９９ｍである。
【００１７】
　特定の態様において、本発明は組織サンプルおよび生物中のリンパ管およびその内皮細
胞をモニターする方法に関する。さらに本発明はリンパ組織、とくにリンパ管の状態（炎
症、感染、外傷（traumas)、成長、新形成など）を描く臨床的検出方法および生物中のリ
ンパ管、したがってリンパ系血管新生（lymphatic vascularization）を検出する方法を
提供する。
【００１８】
　さらに具体的には、本発明は、転移性癌、炎症状態、感染状態および免疫状態に関係し
たＦＬＴ４の発現によって特徴付けられるリンパ系の変化（lymphatic changes）を検出
し、同定する方法を提供する。前記方法は、
（ａ）リンパ系の変化が疑われる組織および／または体液サンプルをうる工程、
（ｂ）前記サンプルを、ＦＬＴ４に特異的なモノクローナル抗体とその抗原の複合体を形
成するのに適した条件下で、ＦＬＴ４に特異的なモノクローナル抗体と接触させる工程、
および
（ｃ）形成されたあらゆる複合体の存在を検出する工程
からなる。
【００１９】
　前記方法により検出されうる組織は、ＦＬＴ４を含むリンパ系細胞（lymphatic cells
）または受容体ＦＬＴ４を発現している細胞を有するあらゆる正常な、前癌性のまたは癌
性の固形腫瘍組織である。本発明の１つの態様において、モノクローナル抗体は本明細書
に記載されたような検出しうるマーカーで標識される。本発明の方法は様々な形態の癌、
とくにリンパ節における転移およびリンパ管腫に加えて、たとえばリンパ腫などのその他
のリンパの悪性疾患の検出および識別に有用である。
【００２０】
　ヒト患者におけるリンパ管、高内皮性小静脈またはリンパ節の存在を映像化する方法も
本発明によって提供される。前記方法は標識した抗体を投与し、リンパ管またはリンパ節
においてＦＬＴ４を発現している細胞が存在する部位を映像化することにより検出するこ
とからなる。
【００２１】
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　本発明はさらにリンパ血管新生ならびに炎症状態、感染状態および免疫状態におけるＦ
ＴＬ４の機能を刺激するまたは拮抗する方法に関する。前記方法は、このような反応に関
与するＦＬＴ４内皮細胞部位、とくにＦＬＴ４の機能が、たとえば転移性癌、リンパ腫、
炎症性疾患（慢性または急性）、感染性疾患および免疫性疾患などの疾患に関連している
部位をブロックするのに充分な量のＦＬＴ４に結合する化合物を投与することによりＦＬ
Ｔ４が介在するリンパ血管新生を阻害することからなる。
【図面の簡単な説明】
【００２２】
【図１】図１はマウス組織におけるＦＬＴ４のｍＲＮＡの発現を表わし、Ａは成体のマウ
スの表示した組織から単離したポリアデニル化ＲＮＡ（polyadenylated ＲＮＡ）のハイ
ブリダイゼーションを表わす。ＦＬＴ４のｍＲＮＡのバンドの大きさはｋｂで示す。Ｂは
様々な存胎齢（Ｅ８～Ｅ１８）のマウス胚および新生マウス（１日）から単離したＲＮＡ
のＲＮアーゼプロテクション分析（ＲＮＡ se protection analysis）を表わしている。
サンプルＥ８＋Ｐは胎盤も含んでいる。プローブおよび保護されたＦＬＴ４断片の大きさ
はヌクレオチドで示し、β－アクチンを対照として使用した。
【図２】図２は交尾後７．５日、８．５日および１１．５日の胚におけるＦＬＴ４のｍＲ
ＮＡの発現を表わしている。インサイチュ・オートラジオグラムの暗視野（darkfield）
および明視野（brightfield）の顕微鏡写真を示す。ＦＬＴ４のｍＲＮＡの発現は、７．
５日の胚（Ａ）においては検出することができなかった。交尾後８．５日のマウス胚のＦ
ＬＴ４の発現を（Ｂ）および（Ｃ）に示す。矢印は、後主静脈の内皮（ｃｖ）、（Ｂ）に
おける尿膜（ａｌ）および（Ｃ）の頭部間葉の血管芽細胞（ａｂ）におけるＦＬＴ４陽性
細胞を示している。交尾後８．５日の胎盤において、ＦＬＴ４転写物は、静脈裂孔（veno
us lacunae）（ｖｌ）の内皮細胞において見ることができた（Ｄ）。パネルＥおよびＦは
、交尾後１１．５日の胚におけるＦＬＴ４およびＴｉｅのハイブリダイゼーションシグナ
ルの比較を示している。発達中の胸部大動脈および後腎（ｍｎ）領域を示す（２０×）。
胸部大動脈はＦＬＴ４に対して陰性であるがＴｉｅのｍＲＮＡに対しては陽性であるのに
対して、両方のプローブはともに心内膜下静脈（subendocardial vein）（ｓｖ）の内皮
とハイブリダイズすることに注意すべきである。またＦＬＴ４のプローブは、後腎静脈（
ｖ）からシグナルを出すが、Ｔｉｅは後腎毛細管（metanephric capillaries）（ｃ、矢
印）と大部分がハイブリダイズする。ｄａは胸部大動脈を、ｎｇは神経溝を示す。スケー
ルバーは３０μｍである。
【図３】図３は交尾後１２．５日の胚におけるＦＬＴ４のｍＲＮＡの発現を表わしている
。腋窩面（axillar plane）を通る矢状切断図を示す。ＦＬＴ４のｍＲＮＡは、腋窩（ａ
ｘ）の拡張された管（dilated vessels）、眼窩周辺（ｐｏ）領域の叢様パターン、脊椎
傍組織（矢じり）および皮下（ｓｃ）組織において顕著であった。ｂは脳を、ｌｉは肝臓
を示す。スケールバーは５μｍである。
【図４】図４は交尾後１４日および１６．５日の胚におけるＦＬＴ４を表わしている。パ
ネルＡおよびＢは、正中矢状切断図の明視野および暗視野の映像を示している。ｐｏは眼
窩領域を、ｌｊは下顎を、ｎｅは頸領域を、ｓｃは皮下組織を、ｍｔは腸間膜を、ａｏは
大動脈を、ｄｔは胸管を示す。（Ｃ）はヘマトキシリン－エオシン染色した１６．５日の
胚の横断面を示す。ｔｈは胸腺を、ｔｒは気管を、ｅは食道を、ｃａは頸動脈を、ｂａは
腕頭の動脈を、ｄｔは胸郭を示す。（Ｄ）は胸管領域の高拡大図（４０ｘ）を示し、オー
トラジオグラフィーの粒子が内皮細胞全体に見ることができる。また、前記写真の上の部
分における小管（ｖ）は陽性である。スケールバーは１０μｍ（Ａ～Ｃ）および１μｍ（
Ｄ）である。
【図５】図５は培養した内皮細胞におけるＦＬＴ４およびＴｉｅのｍＲＮＡ発現の比較を
表わしている。ヒトの包皮の微小管（ＭＶ）、大腿の静脈（ＶＥ）、大動脈（ＡＯ）およ
び臍帯の静脈（ＨＵ）の内皮細胞由来のポリアデニル化ＲＮＡのノーザンブロット分析を
示す。比較のために、受容体チロシンキナーゼであるＴｉｅのｍＲＮＡのハイブリダイゼ
ーションシグナルを示す。プローブのリボソームＲＮＡへの非特異的結合の結果生じたバ
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ンドをアスタリスクで印をつけた。
【図６】図６は成人のヒト腸間膜（Ａ、Ｂ）、肺（Ｃ、Ｄ）および扁桃（Ｅ、Ｆ）のリン
パ管におけるＦＬＴ４を表わしている。ＡおよびＣにおけるリンパ管のみがＦＬＴ４シグ
ナルを出し、静脈、毛細管および動脈ではＦＬＴ４のｍＲＮＡに対して陰性であることに
注意すべきである。扁桃において、シグナルはいくらかのＨＥＶの内皮において見出され
た。スケールバーは２００μｍである。
【図７】図７は正常（Ａ、Ｂ）および転移性（Ｃ、Ｄ）リンパ節ならびにリンパ管腫（Ｅ
～Ｇ）におけるＦＬＴ４のｍＲＮＡを表わしている。矢じりは、ＦＬＴ４陽性であるリン
パ洞およびＨＥＶに印をつけている。ＦＬＴ４およびフォンビルブラント因子のシグナル
の比較では、両方がリンパ内皮において示されるが、毛細管（ｃ）および静脈（ｖ）の内
皮においてはフォンビルブラント因子のシグナルのみが示された。スケールバーは１０μ
ｍ（Ａ～Ｄ）および１００μｍ（Ｅ～Ｇ）である。
【図８】図８はイムノペルオキシダーゼ染色によって検出された胎児の腸間膜管（mesent
erial vessels）におけるＦＬＴ４の発現を表している。親和性により精製した抗ＦＬＴ
４抗体（Ａ）、抗原でブロックした抗血清（Ｂ）、あらかじめ免疫した血清（Ｃ）および
第VIII因子関連抗原に対して特異的な抗血清（Ｄ）を用いて断片を染色した。染色はいく
らかのものに制限されるが、すべての管（ｖ）には制限されないことに注意すべきである
。スケールバーは０．０５ｍｍである。
【発明を実施するための形態】
【００２３】
　リンパ組織、とくに転移性癌および免疫性疾患状態に関連するリンパ節における変化を
同定することの重要性を認識して、本発明者らはＦＬＴ４がリンパ管内皮を検出する特異
的なマーカーであり、したがってヒトの病的状態におけるリンパ系の変化に対するマーカ
ーとして有用であることを示した。
【００２４】
　本発明者らは以前に、ＦＬＴ１およびＫＤＲと比較したＦＬＴ４の発現パターンは、妊
娠１８週目のヒト胎児の組織において大きく異なることを示した(4)。発達におけるＦＬ
Ｔ４の役割を理解するために、本発明者らはマウスＦＬＴ４の部分的なｃＤＮＡをクロー
ニングした。これらのプローブをインサイチュ・ハイブリダイゼーションに使用して、マ
ウスの発達におけるＦＬＴ４のｍＲＮＡの発現を分析し、ＦＬＴ４はリンパ系の脈管形成
中に発現することを見出した。ＦＬＴ４はいくらかの高内皮性小静脈（ＨＥＶ）と同様に
、正常および病的な状態の成人の組織のリンパ内皮細胞において見出されたので、前記の
知見の妥当性は正常および病的な成人の組織においても確認された。
【００２５】
　マウスＦＬＴ４のｃＤＮＡ断片のクローニングにより、前記断片から推定されるアミノ
酸配列は対応するヒトの配列とほとんど同一であることが示された（研究した両方の区域
におけるアミノ酸の同一性は約９６％）。マウスＦＬＴ４のｃＤＮＡの同一性のさらなる
証拠はノーザンハイブリダイゼーションによりえられ、そこでは両方の種に由来するプロ
ーブが典型的なマウス組織から５．８ｋｂのｍＲＮＡシグナルを出した。成体マウスの様
々な組織から単離したＲＮＡの解析は、肝臓、肺、心臓、脾臓および腎臓におけるＦＬＴ
４の発現を示し、脳および精巣においてはまったくないかまたはわずかのハイブリダイゼ
ーションを示した。このパターンは先にガランド（Galland）らにより報告されたパター
ンと類似している(5)。ＲＮアーゼプロテクション（RNase protection）の結果により、
ＦＬＴ４遺伝子は交尾後８．５日の胚から始まって、マウスの発達中必要であることが示
唆され、相対的な発現レベルはかなり安定しているようであった。
【００２６】
　インサイチュ・ハイブリダイゼーションのために、細胞外ドメイン配列をコードするマ
ウスＦＬＴ４のｃＤＮＡ断片を２つ選んだ。このことによりハイブリダイゼーションパタ
ーンを関連の受容体ＦＬＫ－１およびＦＬＴ－１のパターンと明確に区別することができ
る。このことは細胞外領域におけるＦＬＴ４との配列同一性が非常に低い程度のものでし
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かないことを示している(6、7、8、9)。内皮の受容体チロシンキナーゼであるＦＬＫ－１
、ＦＬＴ－１、ＴｉｅおよびＴｅｋの遺伝子と同様に、ＦＬＴ４の遺伝子は、交尾後７．
５日の胚では発現しなかった。交尾後８．５日の胚においては、強いＦＬＴ４シグナルが
尿膜、頭部間葉（head mesenchyme）の血管芽細胞および主静脈に局在した。対照的に、
胸部大動脈（dorsal aorta）、心臓の心内膜および卵黄包の血管芽細胞は、Ｔｉｅ、Ｔｅ
ｋ、ＦＬＫ－１ならびにＦＬＴ－１、ＴｉｅおよびＴｅｋに対してとは異なり、ＦＬＴ４
に対して陰性であった(10、8)。ＦＬＴ４発現の静脈系（venous system）への限定は、１
１．５日のマウス胚由来のサンプルにおいてよりいっそう明確になり、ここではＴｉｅの
ｍＲＮＡは動脈においても発現した。交尾後１２．５日の胚においては、ＦＬＴ４シグナ
ルは発達中の静脈性内皮および推定リンパ内皮を装飾したが、内皮の受容体チロシンキナ
ーゼであるＴｉｅに対してとは異なり、動脈内皮は陰性であった。発達の後半段階中、Ｆ
ＬＴ４のｍＲＮＡは、発達中のリンパ管を表わす血液細胞を欠いた脈管叢（vascular ple
xuses）に限定されるようになった。成人の組織において、リンパ内皮およびいくらかの
高内皮性小静脈のみがＦＬＴ４のｍＲＮＡを発現した。増加した発現が転移性リンパ節お
よびリンパ管腫におけるリンパ洞および高内皮性小静脈においておこった。
【００２７】
　マウス胚からえたデータの解釈が困難であり、ヒトのリンパ系は非常によく定義されて
いるため、ヒト内皮を研究した。また、様々な内皮から確立した細胞を、ＦＬＴ４の発現
の特異性がインビトロ条件において持続するかどうかをみるために、細胞培養中で研究す
ることができた。内皮細胞系はインビトロ培養において分化した特徴（differentiated f
eatures）を失うことが知られている。それゆえ、前記内皮細胞系がＦＬＴ４に対して陰
性であることは予期されないことではなかった。培養した大動脈の内皮細胞もまたＦＬＴ
４のｍＲＮＡを欠いていた。しかしながら、微小脈管構造ならびに大腿および臍帯の静脈
から成長したヒト内皮細胞からシグナルはえられた。したがって、少なくともＦＬＴ４発
現の特異性のいくらかは細胞培養中で維持されていた。
【００２８】
　成人の組織のインサイチュ・ハイブリダイゼーション分析は、発達中のマウス胚におい
てみられたＦＬＴ４のリンパ系への限定を確認した。ＦＬＴ４の発現はリンパ内皮および
ヒトリンパ節のリンパ洞においてみられた。興味深いことに、立方体様内皮（cuboidal e
ndothelium）を有し、白血球のリンパ節への取り引き（trafficking）における機能を示
すいくらかのＨＥＶもまたＦＬＴ４陽性であった。さらに、パラレル・ハイブリダイゼー
ション（parallel hybridization）分析により、正常なリンパ節と比較して、転移性のこ
れらの構造においてはＦＬＴ４のｍＲＮＡレベルが上ったことが示された。またＦＬＴ４
は、結合組織基質（connective tissue stroma）および成長している、内皮に並んだリン
パチャネル（endothelial-lined lymphatic channels）からなる良性腫瘍であるリンパ管
腫において非常に目立った。ＦＬＴ４のｍＲＮＡは、前記腫瘍のリンパ内皮に限定され、
前記腫瘍の動脈、静脈および毛細管には存在しなかった。ヒトの肺において、本発明者ら
は、この組織における唯一のＦＬＴ４に陽性な管であるリンパ構造を同定することができ
た。
【００２９】
　前記の結果は、ＦＬＴ４は成人の組織におけるリンパ管およびいくらかの高内皮性小静
脈に対する新規なマーカーであることを示唆している。また前記の結果は、リンパ管の静
脈起源（venous origin）についての理論を支持する。成長因子の受容体としてのＦＬＴ
４は前記の管の分化および機能に関係しているかもしれない。
【００３０】
　本発明に係るＦＬＴ４結合化合物（ＦＬＴ４－binding compounds）を組合わせた結果
は、とくに可視化することができる放射性の、電子的に密集した（electron-dense）また
はその他のリポーター物質につないだ本発明の抗体を使用することによって、リンパ内皮
を選択的に標識することができる。受容体ＦＬＴ４の内在化を誘導するモノクローナル抗
体を含む物質をリンパ系に注射し、それによってあらかじめ定義した（predefined）分子
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をリンパ内皮に運ぶことが可能であろう。また、前記の本発明に係るＦＬＴ４結合化合物
を高内皮性小静脈、とくに受容体ＦＬＴ４を高いレベルで発現する活性化ＨＥＶの検出に
使用することが可能であろう。本発明者らが知る限り、リンパ内皮に対する特異的なマー
カーは現在入手できない。
【００３１】
　以下の実施例は本発明を説明するためのみに与えられるものであり、いかなるばあいも
本発明の範囲を限定するものではない。
【実施例】
【００３２】
実施例１
マウスＦＬＴ４のｃＤＮＡプローブのクローニング
　１２９ＳＶマウス由来のイフィックス（登録商標）ツー　ゲノムライブラリー（ｉＦＩ
Ｘ（登録商標） II genomic library）（ストラタジーン（Stratagene））の約１０6のプ
ラークを、細胞外ドメインを含むＳ２．５ヒト受容体ＦＬＴ４のｃＤＮＡ断片を用いてス
クリーニングした(3)。２．５ｋｂのＢａｍ　ＨＩ断片を陽性のプラークからサブクロー
ニングし、両方の末端から配列決定を行なった。前記サブクローニング物から、ポリメラ
ーゼ連鎖反応を使用して増幅し、マウスＦＬＴ４のｃＤＮＡ配列のヌクレオチド１７４５
～２０４９を含むエクソン断片をpBluescript ＫＳII＋／－ベクター（ストラタジーン）
へクローニングした(9)。
【００３３】
　ヌクレオチド１～１９２を含む第２の断片も同様にクローニングした。
【００３４】
実施例２
マウス組織におけるＦＬＴ４のｍＲＮＡの分析
　コムチュンスキー（Chomczynski）らにしたがい、発達中の胚（交尾後８～１８日のマ
ウスおよび１日齢のマウス）から全ＲＮＡを単離した(11)。交尾後８日の胚由来のサンプ
ルは胎盤も含んでいた。
【００３５】
　ＲＮアーゼプロテクション分析のために、ＲＮＡプローブを、アンチセンス配向（anti
sense orientation）のために［32Ｐ］－ＵＴＰおよびＴ７ポリメラーゼを使用して、実
施例１にしたがってえた直線状ＦＬＴ４プラスミドから生成した。使用したβ－アクチン
プローブは公開されているマウスβ－アクチン配列のヌクレオチド１１８８～１２７９に
対応する(12)。６％ポリアクリルアミド／７Ｍ尿素ゲル中で精製したのち、標識した転写
物を３０μｇの全ＲＮＡと５２℃で一晩ハイブリダイズさせた。ハイブリダイズしなかっ
たＲＮＡを、ＲＮアーゼＡ（１０Ｕ／ｍｌ）およびＴ１（１μｇ／ｍｌ）を用い３７℃、
ｐＨ７．５で１時間かけて消化した。ＲＮアーゼを、プロテイナーゼＫを用いた３７℃で
の１５分間の消化により不活性化し、サンプルを６％ポリアクリルアミド／７Ｍ尿素ゲル
中で分析した。
【００３６】
　本実験において分析したＦＬＴ４の発現パターンにより、肺、肝臓、心臓、腎臓、骨格
筋および脾臓からは非常に弱いｍＲＮＡシグナルがえられたが、精巣および脳には明白に
特異的なシグナルはないということが示された（図１Ａ）。ＲＮアーゼプロテクション法
による、マウス発生の異なる時期（phase）に採取した一連のＲＮＡの分析によって、Ｆ
ＬＴ４のｍＲＮＡは、交尾後８日から新生マウスまで終始シグナル強度における大きな変
動なしに発現することが示された（図１Ｂ）。
【００３７】
実施例３
マウス胚におけるＦＬＴ４に対するインサイチュ（in situ）・ハイブリダイゼーション
　ＦＬＴ４転写物を細胞および組織に首尾よくもどすために、交尾後７．５日および８．
５日のマウス胚の切片を、標識したＦＬＴ４のＲＮＡとハイブリダイズさせた。マウス胚
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はＣＢＡおよびＮＭＲＩマウスの交配に由来した。妊娠したマウスを頸部の脱臼（cervic
al dislocation）により屠殺し、胚をただちに凍結するかまたはリン酸緩衝液を経て４％
パラホルムアルデヒド中へ移した。胚および単離したマウスの器官を４℃で１８時間かけ
て固定し、脱水し、パラフィン中に包埋し、ついで６μｍ切片に切出した。
【００３８】
　１９２ヌクレオチドおよび３４９ヌクレオチドのＲＮＡプローブ（アンチセンスおよび
センス）（実施例１参照）を、［35Ｓ］－ＵＴＰを使用して、直線状プラスミドから生成
した。切片のインサイチュ・ハイブリダイゼーションを、ウィルキンソン（Wilkinson）
らの文献(13、14)にしたがい、以下に示す改変、１）パラフィンワックス中への包埋前に
、トルエンの代わりにキシレンを使用し、２）６μｍ切片を切出し、２％の３－トリエト
キシシリルプロピルアミンを用いて前処理したガラススライド表面上のジエチルピロ炭酸
塩で処理した水の層に置き、３）プローブのアルカリ加水分解を省略し、４）ハイ・スト
リンジェンシー・ウオッシュ（high stringency wash）を、３０ｍＭ　ＤＴＴおよび１×
ＳＳＣを含む溶液中、６５℃で８０分間かけて行なうという改変を加えて行なった。切片
をＮＴＢ－２エマルジョン（コダック（Kodak））でおおい、４℃で貯蔵した。スライド
を１４日間さらし、現像し（developed）、ヘマトキシリンを用いて染色した。センス鎖
およびＲＮアーゼＡで処理した切片を用いた対照のハイブリダイゼーションはバックグラ
ウンドをこえる特異的なシグナルを出さなかった。
【００３９】
　図２Ａおよび２Ｂに示したように、ＦＬＴ４のｍＲＮＡは交尾後７．５日のマウス胚に
おいては発現しなかったが、発生８．５日の後主静脈（ｃｖ）においては明るいシグナル
が検出された。対照的に、発達中の心臓（データは示さず）および胸部大動脈（ｄａ）は
ＦＬＴ４陰性であった。胚外の組織において、ＦＬＴ４は尿膜（パネルＢにおけるａｌ）
においては顕著に発現したが、発達中の卵黄包の血島は陰性であった（データは示さず）
。一方、頭部の間葉の血管芽細胞（ａｂ）は強いＦＬＴ４陽性であった（Ｃ）。発達中の
胎盤において、ＦＬＴ４シグナルは、末梢の洞様毛細血管静脈（peripheral sinusoidal 
veins）において最初に見られた（データは示さず）。交尾後９．５日の胎盤において、
静脈の裂孔（venous lacunae）の内皮（Ｄにおけるｖｌ）およびレイチャート膜（Reiche
rt´s membrane）に部分的に融合した巨細胞（データは示さず）はＦＬＴ４のｍＲＮＡを
発現した。
【００４０】
　したがって、ＦＬＴ４の発現は、もっとも初期の内皮細胞前駆体である血管芽細胞にお
いて非常に顕著であるが、交尾後８．５日のマウス胚の特定の管のみに限定されるように
思われる。受容体Ｔｉｅは発達中のマウス胚のすべての内皮細胞において発現し、したが
って前記細胞に対するマーカーを提供することが知られている。とくに、Ｔｉｅプローブ
とは対照的に、ＦＬＴ４プローブは、交尾後１１．５日のマウス胚の動脈性内皮、たとえ
ば発達中の胸部大動脈（図２のＥ、Ｆにおけるｄａ）または頸動脈（データは示さず）の
内皮細胞とハイブリダイズしたとしても非常に弱かった。その代わりに、ＦＬＴ４シグナ
ルは発達中の静脈において非常に顕著であった。たとえば、ＦＬＴ４シグナルは発達中の
後腎を囲む静脈（Ｅにおけるｖ、ｓｖ）において検出され、Ｔｉｅプローブは後腎内の毛
細管(ｃ)を顕著に認識した(Ｆ)。
【００４１】
　図３から理解されうるように、ＦＬＴ４のｍＲＮＡは交尾後１２．５日のマウス胚のい
くつかの領域に分布し、とくに腋窩領域（ａｘ）の拡張された管において顕著である。類
似したＦＬＴ４陽性の管構造が、頸静脈域における正中矢状切断図において見られた（デ
ータは示さず）。ＦＬＴ４を発現している管の叢様パターンは、眼窩周辺領域（ｐｏ）お
よび発生中の椎骨の周囲（ｖｂ）において見られた。また、発達中の皮膚のちょうど下の
ＦＬＴ４陽性脈管網（ＦＬＴ４－positive vascular network）が明らかになった（ｓｃ
）。より弱い毛細管シグナルが発達中の脳（ｂ）を含むいくつかの領域からえられた。Ｆ
ＬＴ４のｍＲＮＡは、尾の領域と同様、頸の領域の小管、発達中の鼻の小管および発達中
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の舌の基底部（base）においても検出することができた（データは示さず）。そのうえ、
肝臓（ｌｉ）は斑点様のパターンでＦＬＴ４のｍＲＮＡに対して強い陽性であった。
【００４２】
　さらなる発達のあいだ、ＦＬＴ４のＲＮＡは胚の特定の管にさらに限定されるようにな
ったと思われる。交尾後１４．５日のマウス胚はこの限定された発現パターンを精密に示
している（図４Ａ、Ｂ）。図４の正中矢状切断図において、最も顕著なＦＬＴ４のシグナ
ルは、前記切断図の前方部分における発達中の脊柱に沿って見られる。前記シグナルは、
発達のこの時点において形成された最大のリンパ管である胸管（ｄｔ）の内皮細胞に由来
していると思われた。対照的に、胸部大動脈（ｄａ）および下大静脈（ｖｃ）は陰性であ
った。また腸間膜領域の拡張された管もＦＬＴ４に対して強い陽性であった。さらに、交
尾後１２．５日のマウス胚において、頸（ｎｅ）の領域と同様、眼窩周辺（ｐｏ）、下顎
（ｌｊ）における解剖学的な境界線に沿った管の網（vessel networks）はＦＬＴ４陽性
の内皮を含んでいた。類似した構造は心膜空間（pericardial space）および皮下（ｓｃ
）組織のいたる所に存在した。とくに、ＦＬＴ４陰性の管とは対照的に、すべてのＦＬＴ
４陽性の管は、それらの管腔（lumen）に血液細胞を欠いていた。前記発現パターンは、
発達のこの時点においてリンパ管の内皮にＦＬＴ４が限定されることを示唆している。本
発明者らがＦＬＴ４発現を見たさらなる部位は、発達中の骨髄（ｂｍ）の洞様毛細血管に
あった。
【００４３】
　ＦＬＴ４プローブとハイブリダイズした交尾後１６．５日の胚の上部胸郭（upper thor
ax）の横径切断写真を図４のパネルＣおよびＤに示す。Ｃに示される切片を、ヘマトキシ
リン－エオシンを用いて染色し、前記区域における異なる型の管を可視化した。前記区域
は頸の動脈（ｃａ）、腕頭の動脈（ｂａ）、大静脈（ｖｃ）およびサイズが小さく筋肉お
よび結合組織の周囲には存在しない胸管（矢印）を含んでいる。胸管領域の拡大図をパネ
ルＤに示し、ここではＦＬＴ４のオートラジオグラフィーの粒子を見ることができる。周
辺の小管（ｖ）と同様、胸管の内皮細胞はＦＬＴ４プローブとハイブリダイズする。
【００４４】
実施例４
培養した内皮細胞におけるＦＬＴ４のｍＲＮＡの分析
　実施例３に記載したインサイチュ・ハイブリダイゼーションの結果により、ＦＬＴ４は
静脈の内皮細胞ならびに後にはリンパ管およびいくらかの静脈の内皮細胞では発現するが
、動脈の内皮では発現しないことが示された。前記のような調節がインビトロで維持され
るかどうかを見るために、本発明者らはノーザンブロッティングおよびハイブリダイゼー
ション分析を使用して培養した内皮細胞を研究した。
【００４５】
　ヒトの大動脈、大腿静脈、臍帯静脈および包皮微小管由来の内皮細胞を単離し、培養し
て、ファン　ヒンスバーグ（Van Hinsberg）によりすでに記載されたように特徴づけを行
なった(15、16)。前記内皮細胞を、ポリアデニル化ＲＮＡを単離するために、５～８回継
代（分裂比（split ratio）１：３）したのち、コンフルエントな密度（confluent densi
ty）で使用した。
【００４６】
　内皮細胞系ＥＡ・ｈｙ９２６、ＢＣＥおよびＬＥＩＩはＦＬＴ４を発現しなかった（デ
ータは示さず）。しかしながら、培養したヒトの微小管、静脈および臍帯の静脈の内皮細
胞は、ＦＬＴ４に特異的な５．８ｋｂおよび４．５ｋｂのｍＲＮＡに関して陽性であり、
一方大動脈の内皮細胞は陰性であった（図５）。対照的に、別の内皮の受容体チロシンキ
ナーゼの遺伝子であるＴｉｅは、研究したすべての型の内皮細胞において４．４ｋｂのｍ
ＲＮＡとして発現した。
【００４７】
実施例５
成人組織におけるＦＬＴ４のｍＲＮＡ
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　実施例３においてえられた結果により、ＦＬＴ４のｍＲＮＡは、発達中、リンパ管の内
皮に大規模に制限されるようになることが示された。ヒトにおけるこの知見の潜在的な重
要性のため、本発明者らは、ヒトＦＬＴ４プローブを使用して成人組織におけるＦＬＴ４
も研究した。使用したヒトＦＬＴ４プローブは、ｃＤＮＡの塩基対１～５９５を含むＥｃ
ｏＲＩ－ＳｐｈＩ断片であった(3)。フォンビルブラント因子プローブは塩基対１～２３
３４を含むＥｃｏＲＩ－ＨｉｎｄIII断片であった(17)。
【００４８】
　本発明者らは、組織病理学的診断に送るための、慣用の操作で固定された材料を使用し
た。正常な肺組織を類表皮癌におかされた左の肺の下葉の切除によりえた。腸間膜および
腸間膜のリンパ節を、結腸の腺癌を有する患者からえた。異常な大きさであったので、睡
液腺に隣接した正常なリンパ節を摘出した。２人の患者由来の扁桃およびその２つの垂（
appendixes）は診断上の変化はなかった。２つのリンパ管筋腫瘍（lymphangiomyomas）お
よび３つの嚢胞性リンパ管腫を研究し類似した結果をえた。
【００４９】
　ヒト組織について、ヒト組織は組織病理学的診断のために１０％ホルマリンを用いて固
定した慣用サンプルであり、正常なインサイチュでの手順は単にバックグラウンドのみを
与えるが、プロテイナーゼＫの代わりのマイクロ波処理は特異的ハイブリダイゼーション
を可能にした(18、19)。
【００５０】
　腸間膜において、肺および垂のリンパ内皮（ｌｖ）はＦＬＴ４シグナルを出すが、静脈
（ｖ）、動脈（ａ）および毛細管（ｃ）は陰性であった（図６Ａ～Ｄおよびデータは示さ
ず）。ＦＬＴ４がＨＥＶで発現するかどうかを研究するために、扁桃を研究した。実際に
扁桃について、ＦＬＴ４に特異的なオートラジオグラフィーの粒子が、いくらかのＨＥＶ
においては検出された(Ｅ、Ｆ)。
【００５１】
実施例６
正常および転移性リンパ節ならびにリンパ管腫におけるＦＬＴ４のｍＲＮＡの分析
　ヒト腸間膜リンパ節の一部（実施例５参照）をＦＬＴ４の発現について分析した。結果
を図７に示す。
【００５２】
　ＦＬＴ４はリンパ洞（ｌｓ）ならびに輸入（afferent）および輸出（efferent）のリン
パ管において発現する（データは示さず）。同じパターンが腺癌の転移を含むリンパ節に
おいて見られる（Ｃ、Ｄ）。正常および転移性リンパ節の両方におけるいくつかのＨＥＶ
も陽性であった。パネルＥにおいて、ＦＬＴ４の発現は嚢胞性リンパ管腫において見られ
る（Ｆにおけるヘマトキシリン－エオシンで染色した切片と比較した）。とくに、ＦＬＴ
４のリンパ内皮に対する特異性は、すべての血管におけるフォンビルブラント因子に対す
るインサイチュでのシグナルとの比較により明らかである（Ｆ）。
【００５３】
実施例７
胎児の内皮細胞におけるＦＬＴ４の局在化
　短型（short form）のカルボキシ末端側の４０のアミノ酸をコードするＦＬＴ４のｃＤ
ＮＡ断片を、６５７ｂｐのＥｃｏＲＩ断片として、読み取り枠（frame）中にグルタチオ
ン－Ｓ－トランスフェラーゼをコードする領域を有するｐＧＥＸ－１ＩＴ細菌性発現ベク
ター（ファルマシア（Pharmacia））にクローニングした。えられたＧＳＴ－ＦＬＴ４融
合タンパク質を大腸菌中で産生し、グルタチオン－セファロース　４Ｂ　カラムを使用し
たアフィニティークロマトグラフィーにより精製した。精製したタンパク質を凍結乾燥し
、ＰＢＳ中に溶解し、フロイントアジュバントと混合し、ウサギの免疫に使用した。抗血
清は４回のブースター免疫ののちのものを使用した。
【００５４】
　１７週齢および２０週齢のヒト胎児由来の組織を、プロスタグランジンを用いて誘導し
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た合法の流産よりえた。研究はヘルシンキ大学中央病院の倫理委員会の承認を受けた。存
胎齢は胎児の脚の長さより推定した。胎児の組織をティシュー－テック（Tissue-Tek）（
マイルス（Miles））中に包埋し、直ちに凍結し、－７０℃で貯蔵した。
【００５５】
　抗ＦＬＴ４抗血清をＧＳＴ－セファロースカラムに交差吸収（cross-absorbed）させて
抗ＧＳＴ抗体を除去し、ついでＧＳＴ－ＦＬＴ４アフィニティークロマトグラフィーによ
り精製した。厚さ６μｍのいくつかの組織のクリオスタット切片（cryostat sections）
をアセトンを用いて固定し、メタノール中の０．３％Ｈ2Ｏ2で３０分間処理し内因性ペル
オキシダーゼ活性をブロックした。洗浄後、切片を５％正常ブタ血清とともにインキュベ
ートした。ついで切片をＦＬＴ４に対する抗体とともにインキュベートし、洗浄して、結
合した抗体をペルオキシダーゼが結合したブタ抗ウサギＩｇＧを用いて検出し、続いて基
質として０．２％の３，３－ジアミノベンジジン（アマシャム（Amersham））を使用して
ペルオキシダーゼ活性に対する染色を行なった。切片をマイヤーのヘマトキシリン（Meye
r´s hematoxylin）中で対比染色した。
【００５６】
　ヒト胎児の腸間膜の抗ＦＬＴ４イムノペルオキシダーゼ染色は、いくつかの管の内皮中
のＦＬＴ４タンパク質を示したが（図８Ａ）、抗原でブロックした抗ＦＬＴ４抗体（Ｂ）
およびあらかじめ免疫した血清（Ｃ）は陰性であった。比較のために、図８Ｄは、脈管の
内皮細胞に特異的な第VIII因子関連抗原に対する抗血清を使用した染色の結果を示す。
【００５７】
実施例８
ＦＬＴ４に対するモノクローナル抗体の産生
融合Ｉ：
　４月齢のＢａｌｂ／ｃ雄マウスを、フロイント完全アジュバントを用いて乳化した濃縮
培地（１５０μｇ／マウス）中の組換えにより産生したＦＬＴ４タンパク質（実施例７参
照）の腹腔内注射により免疫した。３～４週間おきに１５０μｇのブースター注射をし、
さらに３週間の間隔をおいたのち最終ブースター（ＰＢＳ中の１０μｇのＦＬＴ４の腹腔
内投与）を行なった。最終ブースター投与から４日後、マウスを屠殺し、マウス脾リンパ
様細胞（lymphoid cells）をＳＰ２／０プラスマ細胞腫細胞とそれぞれ２：１の割合で融
合させた。
【００５８】
　融合細胞を、２０％ウシ胎児血清およびＨＡＴ補足物（ＨＡＴ supplement）（ヒポキ
サンチン－アミノプテリン－チミジン、ギブコ（GIBCO）、０４３－０１０６０Ｈ、５０
倍希釈）を含むイーエックス－セル３２０（EX-Cell ３２０）培地（セララブ（SERALAB
））を添加した９６ウェル培養プレート（ヌンク（NUNC））中からえた。細胞を５％ＣＯ
2雰囲気下、＋３７℃で培養した。１０日後、ＨＡＴ補足培地をＨＴ補足細胞培養培地（
ギブコ、０４３－０１０６５Ｈ、５０倍希釈）に交換した。ＨＴ培地はアミノプテリンを
含まないことを除くとＨＡＴ培地と同一である。
【００５９】
　３週間後、特異的な抗体の産生を、実施例１０に記載されている抗原特異的免疫蛍光分
析法（antigen-specific immunofluorometric assay）であるＩＦＭＡにより決定した。
マスタークローンを、スタスツェウスキー（Staszewski）ら、エール・ジャーナル・オブ
・バイオロジー・アンド・メディシン（Yale Journal of Biology and Medicine）、５７
巻、８６５～８６８頁（１９８４年）に記載された限界希釈（limited dilutions）によ
りクローニングした。陽性クローンを２４ウェル組織培養プレート（ヌンク）上で増やし
、再クローニングし、前記と同様の方法により再試験を行なった。陽性のクローンを蛍光
活性化細胞選別法（ＦＡＣＳ）により試験した。
【００６０】
　安定したクローンは、おそらくクラスＩｇＡに属するＩｇを産生した１つのクローンを
除いて、ＩｇＧ１クラスに属する免疫グロブリンを分泌した。モノクローナル抗体のサブ
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クラスを、ＩＦＭＡにおいて、マウスのサブクラスに対するラットのモノクローナル抗体
をビオチン接合物（biotin conjugate）（セロテック（SEROTEC））として使用して決定
した。
【００６１】
　腹水（ascites fluid）中にモノクローナル抗体を産生するためにＢａｌｂ／ｃマウス
を使用した。プリスタン（pristane）（２，６，１０，１４－テトラメチルペンタデカン
、９８％、アルドリッチ－ケミエ（ALDRICH-CHEMIE）、デー（Ｄ）－７９２４、シュタイ
ンハイム（Steinheim）、カタログ番号　Ｔ２，２８０－２）でマウスを前処理したのち
、前記ハイブリドーマを前記マウスに腹腔内注射した。ハイブリドーマ細胞注射の約２週
間前に、プリスタン０．５ｍｌを（静脈内）注射した。注射した細胞量はマウス１匹あた
り約７．５～９×１０6であった。ハイブリドーマ注射後１０～１４日後、腹水を集めた
。
【００６２】
融合II：
　２月齢のＢａｌｂ／ｃマウス（雌）を、フロイント完全アジュバントを用いて乳化した
組換えにより産生したＦＬＴ４タンパク質（実施例７参照）（２０μｇ／マウス）の腹腔
内注射により免疫した。３～４週間おきに２０μｇのブースター注射をし、さらに３週間
の間隔をおいたのち最終ブースター（ＰＢＳ中に１０μｇのＦＬＴ４、静脈内投与）を行
なった。最終ブースター投与から４日後、マウスを屠殺し、マウス脾リンパ様細胞をＳＰ
２／０プラスマ細胞腫細胞とそれぞれ２：１の割合で融合させた。
【００６３】
　融合細胞を、２０％ウシ胎児血清およびＨＡＴ補足物（ヒポキサンチン－アミノプテリ
ン－チミジン、ギブコ　ビーアールエル（GIBCO BRL）２１０６０－０１７、１：５０に
希釈）を含むオプティエムイーエム（OptiMEM）１（グルタマックス（Glutamax）１を有
する、５１９８５－０２６、ギブコ　ビーアールエル）を添加した９６ウェル培養プレー
ト（ファルコン（ＦＡＬＣＯＮ））中からえた。細胞を５％ＣＯ2雰囲気下、＋３７℃で
培養した。１０日後、ＨＡＴ補足培地をＨＴ補足細胞培養培地（ギブコ　ビーアールエル
、４１０６５－０１２、１：５０倍に希釈）に交換した。ＨＴ培地はアミノプテリンを含
まないことを除くとＨＡＴ培地と同一である。
【００６４】
　３週間後、特異的な抗体の産生を、実施例９に記載されている抗原特異的免疫蛍光分析
法（ＩＦＭＡ）により決定した。マスタークローンを、スタスツェウスキーら、エール・
ジャーナル・オブ・バイオロジー・アンド・メディシン、５７巻、８６５～８６８頁（１
９８４年）に記載された限界希釈によりクローニングした。陽性クローンを２４ウェル組
織培養プレート（ファルコン）上で増やし、再クローニングし、前記と同様の方法により
再試験を行なった。陽性のクローンを蛍光活性化細胞選別法（ＦＡＣＳ）により試験した
。
【００６５】
　２Ｅ１１および６Ｂ２クローンは、ＩｇＧ1クラスに属する免疫グロブリンを分泌し、
２Ｂ１２クローンはサブクラスＩｇＭに属するＩｇを産生した。マウスのサブクラスのＩ
ｇＧ1を、ＩＦＭＡにおいて、マウスのサブクラスの重鎖に対するラットモノクローナル
抗体をビオチン接合物（セロテック）として使用して決定し、マウスのサブクラスのＩｇ
Ｍを、マウスモノクローナル抗体アイソタイピング・キット（Mouse Monoclonal Antibod
y Isotyping Kit）（ディップスティック　フォーマット（Dipstick Format））（１９６
６３－０１２、ライフ　テクノロジーズ社（Life Technologies Inc.））を用いて決定し
た。
【００６６】
実施例９
ＦＬＴ４に対するモノクローナル抗体の特異性
融合Ｉの抗体：
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　実施例７に記載したＦＬＴ４の細胞外ドメインを、アナリティカル・バイオケミストリ
ー（Anal.Biochem.）、１７６巻（２）、３１９～３２５頁（１９８９年）に記載された
ムッカラ（Mukkala）らの方法に、以下に示す改変：２５０倍をこえるモル量のイソチオ
シアネートＤＴＴＡ－Ｅｕ（Ｎ１キレート（Ｎ１ chelate）、ワラック（Wallac）、フィ
ンランド共和国）をＦＬＴ４溶液（ＰＢＳ中に０．５ｍｇ／ｍｌ）に添加し、ｐＨを０．
５ｍｏｌ／Ｌ炭酸ナトリウム緩衝液、ｐＨ９．８を添加することにより約９に調整したこ
とを加えて標識化した。標識化を＋４℃で一晩行なった。結合しなかった標識を、溶離液
としてのＴＳＡ緩衝液（０．１５ｍｏｌ／ｌのＮａＣｌを含む５０ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉ
ｓ－ＨＣｌ、ｐＨ７．８）とともにＰＤ－１０（ファルマシア、スウェーデン王国）を用
いて除去した。
【００６７】
　精製後、標識されたＦＬＴ４に１ｍｇ／ｍｌウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）を添加し、
標識物を＋４℃で貯蔵した。既知のＥｕＣｌ3標準の蛍光に対する蛍光の割合を測定する
ことにより決定したＦＬＴ４の１分子あたりに取り込まれたユウロピウムイオン数は１．
９であった（ヘミッラ（Hemmilae）ら、アナリティカル・バイオケミストリー、１３７巻
、３３５～３４３頁（１９８４年））。
【００６８】
　実施例８において産生した抗体を、ウサギ抗マウスＩｇ（Ｚ２５９、ダコパッツ（DAKO
PATTS））で被覆したマイクロタイトレーション・ストリップ・ウェル（microtitration 
strip wells）（ヌンク（NUNC）、ポリソーブ（polysorb））を用いたサンドイッチ型免
疫蛍光分析法を使用してスクリーニングした。あらかじめ被覆したウェルをデルフィア（
DELFIA）洗浄溶液を用いたプレートウォッシュ（Platewash）１２９６－０２４（ワラッ
ク）により一度洗浄した。デルフィア分析緩衝液を、細胞培養上清および予備的スクリー
ニング分析（preliminary screening assays）における正の対照として使用した脾摘出し
たマウスの血清（１：１０００～１：１０００００の希釈）の希釈緩衝液として使用した
。
【００６９】
　＋４℃で一晩（または室温で２時間）のインキュベーションを、プレートシェイク振と
う機（Plateshake shaker）（１２９６－００１、ワラック）上での５分間の振とうによ
り開始し、続いて前記洗浄溶液を用いて４回洗浄した。
【００７０】
　ユウロピウムで標識したＦＬＴ４を、分析緩衝液１００μｌ中、１：５００の希釈で添
加した。プレートシェイク振とう機上で５分間および室温（ＲＴ）で１時間インキュベー
トしたのち、前記と同様にストリップを洗浄した。
【００７１】
　エンハンスメント溶液（Enhancement solution）（デルフィア）を２００μｌ／ウェル
の濃度で添加した。ついで、プレートを、プレートシェイク振とう機上で５分間振とうし
、アルクス（ARCUS）－１２３０（ワラック）により蛍光強度を１０～１５分間測定した
（レブグレン（Loevgren）ら、コリンス　ダブリュー　ピー（Collins W.P.）（編）、オ
ルターナティブ・イムノアッセイズ（Alternative Immunoassays）、ジョン・ウィレー・
アンド・ソンズ社（John Wiley & Sons Ltd.）、２０３～２１６頁（１９８５年））。
【００７２】
　えられたＦＬＴ４に対するモノクローナル抗体および対応するＦＡＣＳの結果を表１に
要約する。
【００７３】
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【表１】

【００７４】
　抗ＦＬＴ４の９Ｄ９Ｆ９と名付けられた１つのクローンは、ＩＦＭＡにより免疫グロブ
リンクラスＩｇＧ1に属することが決定されたモノクローナル抗体を安定して分泌した。
ハイブリドーマ９ｄ９ｆ９は、１９９５年３月２３日に、ドイツ連邦共和国、３３００　
ブラウンシュヴァイク（Braunschweig）、マシェロデル　ヴェク　１ベー（Mascheroder 
Weg １ｂ）のドイツ微生物および細胞培養コレクション（German Collection of Microor
ganisms and Cell Cultures）、ヒトおよび動物細胞ならびにウイルス部門（Department 
of Human and Animal Cell Cultures and Viruses）に寄託され、受託番号ＡＣＣ２２１
０を与えられている。
【００７５】
融合IIの抗体：
　実施例７に記載したＦＬＴ４の細胞外ドメインを、アナリティカル・バイオケミストリ
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ー、１７６巻（２）、３１９～３２５頁（１９８９年）に記載されたムッカラらの方法に
、以下に示す改変：２５０倍をこえるモル量のイソチオシアネートＤＴＴＡ－Ｅｕ（Ｎ１
キレート、ワラック、フィンランド共和国）をＦＬＴ４溶液（ＰＢＳ中に０．５ｍｇ／ｍ
ｌ）に添加し、ｐＨを０．５ｍｏｌ／Ｌ炭酸ナトリウム緩衝液、ｐＨ９．８を添加するこ
とにより約９に調整したことを加えて標識化した。標識化を＋４℃で一晩行なった。結合
しなかった標識は、溶離液としてのＴＳＡ緩衝液（０．１５ｍｏｌ／ＬのＮａＣｌを含む
５０ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、ｐＨ７．８）とともにＰＤ－１０（ファルマシア
）を用いて除去した。
【００７６】
　精製後、標識されたＦＬＴ４に１ｍｇ／ｍｌウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）を添加し、
標識物を＋４℃で貯蔵した。既知のＥｕＣｌ3標準の蛍光に対する蛍光の割合を測定する
ことにより決定したＦＬＴ４の１分子あたりに取り込まれたユウロピウムイオン数は１．
９であった（ヘミッリ（Hemmil）ら、アナリティカル・バイオケミストリー、１３７巻、
３３５～３４３頁（１９８４年））。
【００７７】
　実施例８において産生した抗体を、ウサギ抗マウスＩｇ（Ｚ２５９、ダコ（ＤＡＫＯ）
）で被覆したマイクロタイトレーション・ウェル（ヌンク、ポリソーブ）を用いたＦＬＴ
４特異的ＩＦＭＡを使用してスクリーニングした。あらかじめ被覆したウェルをデルフィ
ア・プレート・ウォッシュにより洗浄溶液（ワラック）を用いて一度洗浄した。
【００７８】
　デルフィア分析緩衝液を、細胞培養上清（予備的スクリーニングにおいて１：２の希釈
）および正の対照として使用した脾摘出したマウスの血清（１：１０００～１：１０００
００の希釈）の希釈緩衝液として使用した。標準として、精製した抗ＦＬＴ４の９Ｄ９Ｆ
９（マウスのサブクラスＩｇＧ１）を１．０ｎｇ／ｍｌ～２５０ｎｇ／ｍｌのあいだの濃
度で使用した。サンプルをはじめに室温下、プレート・シェイク（ワラック）上で５分間
振とうし、ついで＋４℃で約１８時間インキュベートした。はじめにフレーム（frames）
を４回洗浄し、ついでユウロピウムで標識したＦＬＴ４（分析緩衝液１００μｌ中、１：
２０００）を添加し、最終的に前記フレームを室温下で１時間インキュベートした。前記
のように洗浄したのち、エンハンスメント溶液（２００μｌ／ウェル、ワラック）を添加
し、プレートをプレート・シェイク上で５分間振とうした。蛍光強度をアルクス－１２３
０（ワラック）により測定した。
【００７９】
　えられたＦＬＴ４に対するモノクローナル抗体および対応する結果を表２に要約する。
【００８０】
　抗ＦＬＴ４抗体の定量の標準曲線を、親和性により精製した抗ＦＬＴ４である９Ｄ９Ｆ
９を使用して作成した。直線の範囲は１．０ｎｇ／ｍｌ～２５０ｎｇ／ｍｌに達した。
【００８１】
　細胞表面上に全長のＦＬＴ４を発現するｐＬＴＲＦＬＴ４構築物を同時にトランスフェ
クト（cotransfected）したＮＩＨ３Ｔ３細胞の細胞溶解物を、６．５％ＳＤＳ－ＰＡＧ
Ｅ中で電気泳動し、タンパク質をニトロセルロース硝酸塩（nitrocellulose nitrate）膜
（０．４５μｍ、シュレイチャー　アンド　シュエル（SCHLEICHER & SCHUELL））上に移
し、モノクローナル抗体細胞培養上清（１：１０に希釈、５０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＴＲＩＳ－
４％メタノールを含む４０ｍｍｏｌ／Ｌグリシン緩衝液、０．０４％ＳＤＳ）を用いてイ
ムノブロットした。モノクローナル抗体の特異性をエイチアールピー（ＨＲＰ）接合ウサ
ギ抗マウスＩｇ（Ｐ１６１、ダコ、１５０ｍｍｏｌ／Ｌ食塩水および５％ミルク粉末を含
む２０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＴＲＩＳ緩衝液、ｐＨ７．５中、１：１０００に希釈）およびイー
シーエル（ＥＣＬ）（エンハンスド　ケミルミネッセンス（Enhanced chemiluminescence
）、アマシャム）とのインキュベーションを使用して検出した。
【００８２】
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【表２】

【００８３】
　前記より明らかなように、本発明に係る抗体は、リンパ管、リンパ内皮細胞、高内皮性
小静脈、リンパ管腫、転移性リンパ節およびその他のリンパ系の疾患状態の診断ならびに
同定、転移の蔓延（metastatic spread）の検出およびモニタリングに、リンパ管および
高内皮性小静脈の内皮細胞の刺激ならびに阻害に、内皮細胞への分子の選択的な導入に、
そしてリンパ管およびリンパ管の疾患状態の映像化において有用である。本明細書におい
て請求した主題の他の用途は当業者にとって明らかである。
【００８４】
［参考文献］
1. Sabin,F.R.１９０９.リンパ系全体としての形態を考慮した、ヒト胚のリンパ系。Am.J
.Anat.９：４３.
2. van der Putte,S.C.J.１９７５.ヒトにおけるリンパ系の発達。Adv.Anat.Embryol.Cel
l Biol.５１：３．
3. Pajusola,K.,O.Aprelikova,J.Korhonen,A.Kaipainen,L.Pertovaara,R.Alitalo,and K.
Alitalo.１９９２.受容体チロシンキナーゼであるＦＬＴ４は７つの免疫グロブリン様ル
ープを含み、多数のヒト組織および細胞系で発現する。Cancer Res.５２：５７３８.
4. Kaipainen,A.,J.Korhonen,K.Pajusola,O.Aprelikova,M.G.Persico,B.I.Terman,and K.
Alitalo.１９９３.受容体チロシンキナーゼである関連したＦＬＴ４、ＦＬＴ１およびＫ
ＤＲは、ヒト胎児の内皮細胞において異なる発現パターンを示す。J.Exp.Med.１７８：２
０７７.
5. Galland,F.,A.Karamysheva,M.-J.Pebusque,J.-P.Borg,R.Rottapel,P.Dubreuil,O.Rosn
et,and D.Birnbaum.１９９３.ＦＬＴ４遺伝子は、脈管の内皮成長因子受容体に関係する
トランスメンブレン型チロシンキナーゼをコードする。Oncogene.８：１２３３.
6. Millauer,B.,S.Wizigmann-Voos,H.Schnuerch,R.Martinez,N.-P.H.Moller,W.Risau,and
 A.Ullrich.１９９３.高親和性のＶＥＧＦの結合および発達上の発現は、脈管形成および



(18) JP 2012-193191 A 2012.10.11

10

20

30

40

50

血管形成の主要なレギュレーターとしてのＦｌｋ－１を示唆する。Cell.７２：８３５.
7. Yamaguchi,T.P.,D.Dumont,R.A.Conlon,M.L.Breitman,and J.Rossant.１９９３.ｆｌｔ
関連チロシンキナーゼであるｆｌｋ－１は内皮細胞前駆体に対する早期のマーカーである
。Development.１１８：４８９.
8. Peters,K.G.,C.De Vries,and L.T.Williams.１９９３.脈管内皮の成長因子の受容体の
胚形成および組織修復中の発現は、内皮の分化および血管の成長における役割を示唆する
。Proc.Natl.Acad.Sci.USA ９０：８９１５.
9. Finnerty,H.,K.Kelleher,G.Morris E.,K.Bean,D.Merberg,R.Kritz,J.Morris C.,H.Soo
kdeo,K.J.Turner,and C.R.Wood １９９３．マウスのＦＬＴおよびＦＬＴ４の分子クロー
ニング。Oncogene.８：２２９３．
10. Korhonen,J.,A.Polvi,J.Partanen,and K.Alitalo.１９９３.マウスの受容体チロシン
キナーゼであるｔｉｅ遺伝子：胚の血管形成中の発現。Oncogene.８：３９５.
11. Chomczynski,P.,and N.Sacchi.１９８７.酸性グアニジンチオシアネート－フェノー
ル－クロロホルム抽出によるＲＮＡ単離の単一工程方法。Anal.Biochem.１６２：１５６.
12. Tokunaga,K.,H.Taniguchi,K.Yoda,M.Shimizu,and S.Sakiyama.１９８６.マウスの細
胞骨格βに作用するｍＲＮＡに対する全長のｃＤＮＡのヌクレオチド配列。Nucleic.Acid
.Res.１４：２８２９.
13. Wilkinson,D.G.,J.A.Bailes,J.E.Champion,andA.P.McMahon.１９８７.交尾後（post 
coitum）８～１０日のマウスの発達の分子解析により胚のグロビン発現のみに変化が検出
される。Development.９９：４９３.
14. Wilkinson,D.G.,J.A.Bailes,and A.P.McMahon.１９８７.プロトオンコジーンである
ｉｎｔ－１の発現は、発達中のマウスの胚の特定の神経細胞に限定される。Cell.５０：
７９.
15. Van Hinsberg,V.W.M.,D.Binnema,M.A.Scheffer,E.D.Sprengers,T.Kooistra,and D.C.
Rijken.１９８７.成人のヒト血管由来の連続的に増殖した内皮細胞によるプラスミノーゲ
ン活性化因子および阻害因子の産生。Arteriosclerosis.７：３８９.
16. Van Hinsberg,V.W.M.,M.A.Scheffer,and T.Kooistra.１９８７.ヒト包皮微小管の内
皮細胞によるプラスミノーゲン活性化因子およびＰＡ阻害因子－１産生に対するトロンビ
ンの作用。Thromb.Haemostas.５７：１４８.
17. Bonthron,D.T.,E.C.Orr,L.M.Mitsock,D.Ginsberg,R.I.Handin,and S.H.Orkin.１９８
６.プレ－プロ－フォンビルブラント因子のｃＤＮＡのヌクレオチド配列。Nucleic Acids
 Res.１４１：７１２５.
18. Shi,E.,M.Kan,J.Xu,and W.L.McKeehan.１９９１.（繊維芽細胞）成長因子結合型の１
６キロダルトンのヘパリンのあるものは、受容体に依存した内在化ののち、安定な４０キ
ロダルトンの複合体として生じる。J.Biol.Chem.２６６：５７７４.
19. Catoretti,G.,M.H.G.Becker,G.Key,M.Duchrow,C.Schlueter,J.Galle,and J.Gerdest.
１９９２．Ｋｉ－６７抗原の組換え部分に対するモノクローナル抗体（ＭＩＢ１およびＭ
ＩＢ３）は、マイクロ波で処理したホルマリン固定化パラフィン切片中の増殖している細
胞を検出した。J.of Pathol.１６８：３５７.
【００８５】
［配列の表示］
（１）一般情報
　（ｉ）出願人：
　　（Ａ）名称：ヘルシンキ　ユニバシティ　ライセンシング　リミテッド　オケサ　ユ
キチュア
　　（Ａ）名称：オリオン　コーポレーション
　（ii）発明の名称：受容体チロシンキナーゼであるＦＬＴ４ならびに診断および治療に
おけるその用途
　（iii）配列の数：１
　（iv）コンピュータ読取フォーム：
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　　（Ａ）ソフトウェア：PatentIn Release 1.0、バージョン1.25（ヨーロッパ特許局）
　（ｖ）優先権データ：
　　（Ａ）出願番号：アメリカ合衆国、０８／２５７７５４
　　（Ｂ）出願日：１９９４年６月９日
（２）配列番号：１
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