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(54)【発明の名称】 インスリン様増殖因子結合タンパク質－４プロテアーゼ

(57)【要約】
妊娠関連血漿タンパク質A(PAPP-A)のレベルを
検出することを含む、非妊娠被験体における変化した局
所的増殖状態のスクリーニング方法が記載される。PA
PP-Aのプロテアーゼ活性を変化させる薬剤を同定す
る方法、並びにそのような薬剤を含む医薬組成物及び医
療器具も記載される。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  非妊娠被験体における増殖促進状態のスクリーニング又は診

断のための方法であって、

a) 該非妊娠被験体からの生物学的サンプル中の妊娠関連血漿タンパク質－A (PA

PP-A)のレベルを検出すること、及び

b) 該非妊娠被験体におけるPAPP-Aの該レベルと、非妊娠被験体におけるPAPP-A

の標準レベルとを比較し、該非妊娠被験体におけるPAPP-Aの該レベルの増加が該

増殖促進状態の存在を示すこと、

を含む前記方法。

    【請求項２】  前記増殖促進状態が再狭窄、アテローム性動脈硬化、排卵、

創傷治癒、線維症、又は癌である、請求項１に記載の方法。

    【請求項３】  PAPP-Aの前記レベルがプロテアーゼ活性として測定される、

請求項１に記載の方法。

    【請求項４】  前記レベルがPAPP-Aタンパク質の量として測定される、請求

項１に記載の方法。

    【請求項５】  前記レベルがPAPP-AメッセンジャーRNAの量として測定され

る、請求項１に記載の方法。

    【請求項６】  PAPP-Aタンパク質の量が免疫学的に検出される、請求項４に

記載の方法。

    【請求項７】  PAPP-Aタンパク質の量が少なくとも１種のモノクローナル抗

体により検出される、請求項６に記載の方法。

    【請求項８】  生物学的サンプルが血液、尿、胸膜液、口内洗浄液、組織生

検、及び卵胞液からなる群より選択される、請求項１に記載の方法。

    【請求項９】  生物学的サンプルが血液である、請求項１に記載の方法。

    【請求項１０】  前記PAPP-Aが少なくとも１種の他のタンパク質とのPAPP-A

複合体中で検出される、請求項１に記載の方法。

    【請求項１１】  前記PAPP-AがPAPP-Aの二量体として検出される、請求項１

に記載の方法。

    【請求項１２】  前記PAPP-AがPAPP-Aの単量体として検出される、請求項１
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に記載の方法。

    【請求項１３】  プロMBPを含まないPAPP-Aに対して特異的結合親和性を有

するモノクローナル抗体。

    【請求項１４】  製薬上許容し得る担体と、PAPP-Aのプロテアーゼ活性を変

化させる薬剤とを含む、医薬組成物。

    【請求項１５】  PAPP-Aのプロテアーゼ活性を阻害する薬剤を同定するため

の方法であって、単離されたPAPP-Aポリペプチド、プロテアーゼ活性のアクチベ

ーター、及びPAPP-Aの基質を、該薬剤と共にインキュベートし、該基質のタンパ

ク質分解が阻害されるか否かを判定することを含む、前記方法。

    【請求項１６】  前記基質がIGFBP-4又はその断片である、請求項１５に記

載の方法。

    【請求項１７】  プロテアーゼ活性のアクチベーターがインスリン様増殖因

子I又はインスリン様増殖因子IIである、請求項１５に記載の方法。

    【請求項１８】  PAPP-Aのプロテアーゼ活性を増強する薬剤を同定するため

の方法であって、単離されたPAPP-Aポリペプチド及びPAPP-Aの基質と、該薬剤と

をインキュベートし、該基質のタンパク質分解が増強されるか否かを判定するこ

とを含む、前記方法。

    【請求項１９】  前記薬剤がインスリン様増殖因子の断片である、請求項１

８に記載の方法。

    【請求項２０】  PAPP-Aの基質が固定化される、請求項１８に記載の方法。

    【請求項２１】  PAPP-Aの基質がIGFBP-4である、請求項１８に記載の方法

。

    【請求項２２】  IGFBP-4がそのN末端又はC末端上でタグ付けされる、請求

項２１に記載の方法。

    【請求項２３】  PAPP-Aプロテアーゼ活性を変化させる薬剤を含む、被験体

に配置するための医療器具。

    【請求項２４】  前記薬剤がPAPP-Aプロテアーゼ活性を増強する、請求項２

３に記載の医療器具。

    【請求項２５】  前記薬剤がPAPP-Aプロテアーゼ活性を阻害する、請求項２
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３に記載の医療器具。

    【請求項２６】  前記医療器具が前記薬剤で含浸されている、請求項２３に

記載の医療器具。

    【請求項２７】  前記医療器具が前記薬剤で被覆されている、請求項２３に

記載の医療器具。

    【請求項２８】  PAPP-Aプロテアーゼ活性の阻害剤が抗体である、請求項２

３に記載の医療器具。

    【請求項２９】  PAPP-Aプロテアーゼ活性の阻害剤がメタロプロテアーゼ阻

害剤である、請求項２３に記載の医療器具。

    【請求項３０】  メタロプロテアーゼ阻害剤が1,10－フェナントロリンであ

る、請求項２９に記載の医療器具。

    【請求項３１】  前記阻害剤がプロMBPである、請求項２５に記載の医療器

具。

    【請求項３２】  前記医療器具が被験体の管腔に配置するためのステントで

ある、請求項２３に記載の医療器具。

    【請求項３３】  PAPP-Aに対する特異的結合親和性を有するモノクローナル

抗体の作製方法であって、

a) プロ主要塩基性タンパク質を含まないPAPP-Aポリペプチドで宿主動物を免疫

して、抗体クローンを取得すること、及び

b) PAPP-Aに対する結合親和性を有するが、PAPP-Aプロ主要塩基性タンパク質複

合体に対する結合親和性を有しないモノクローナル抗体を選択すること、

を含む、前記方法。

    【請求項３４】  非妊娠被験体における増殖抑制状態のスクリーニングのた

めの方法であって、

a) 該非妊娠被験体からの生物学的サンプル中のPAPP-Aのレベルを検出すること

、及び

b) 該非妊娠被験体におけるPAPP-Aの該レベルと、非妊娠被験体におけるPAPP-A

の標準レベルとを比較し、該非妊娠被験体におけるPAPP-Aの該レベルの減少が該

増殖抑制状態の存在を示すこと、
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を含む前記方法。

    【請求項３５】  増殖抑制状態が骨粗鬆症又は癌である、請求項３４に記載

の方法。

    【請求項３６】  生物学的サンプルと、PAPP-Aに対する特異的結合親和性を

有するが、PAPP-A／プロ主要塩基性タンパク質複合体に対する特異的結合親和性

を有しない抗体とを接触させて、該生物学的サンプル中のPAPP-Aを検出すること

を含む、生物学的サンプル中のPAPP-Aの検出方法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

技術分野

  本発明は、非妊娠被験体における局所的増殖状態(focal growth state)のマー

カー及び治療標的としての妊娠関連血漿タンパク質Aの使用に関する。

      【０００２】

発明の背景

  ６つの既知のインスリン様増殖因子結合タンパク質(IGFBP)のタンパク質分解

的切断は、これらの重要な増殖調節タンパク質を迅速に構造的及び機能的に改変

するための強力な手段である。無傷のIGFBP-4は、in vitroでのインスリン様増

殖因子(IGF)活性の効力のある阻害剤であり、IGFBP-4の切断により、種々の系に

おいてIGF刺激作用を阻害するその能力が破壊されることが示され、このことはI

GFBP-4タンパク質分解がIGFの生物学的利用能の正の調節因子として働くことを

示唆している。

      【０００３】

発明の概要

  本発明は、部分的には、ヒト線維芽細胞ならし培地(HFCM)からのIGF依存性IGF

BP-4特異的プロテアーゼの単離及び妊娠中の母体循環系に高濃度で認められるタ

ンパク質である妊娠関連血漿タンパク質A(PAPP-A)としてのその同定に基づく。I

GF依存性IGFBP-4特異的プロテアーゼとしてのPAPP-Aの同定は、増殖促進状態及

び増殖抑制状態を含めた、非妊娠被験体における変化した増殖状態のスクリーニ

ング方法を提供する。IGFBP-4プロテアーゼとしてのPAPP-Aの同定はまた、PAPP-

Aのプロテアーゼ活性を増強又は阻害し、ひいては生物学的に利用可能なIGFのレ

ベルを調節する薬剤のための治療標的をも提供する。

      【０００４】

  一態様において、本発明の特徴は、非妊娠被験体における増殖促進又は増殖抑

制状態のスクリーニング方法である。この方法は、非妊娠被験体からの生物学的

サンプル中のPAPP-Aのレベルを検出すること、及び非妊娠被験体におけるPAPP-A

の該レベルと、非妊娠被験体におけるPAPP-Aの標準レベルとを比較することを含
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む。生物学的サンプルは、血液、尿、胸膜液、口内洗浄液、組織生検、及び卵胞

液からなる群より選択することができる。非妊娠被験体におけるPAPP-Aのレベル

の増加は、増殖促進状態の存在を示し、PAPP-Aのレベルの減少は、増殖抑制状態

の存在を示す。増殖促進状態とは、例えば、再狭窄、アテローム性動脈硬化、排

卵、創傷治癒、線維症、及び癌であり得る。増殖抑制状態とは、例えば、骨粗鬆

症又は癌であり得る。

      【０００５】

  PAPP-Aのレベルは、PAPP-Aプロテアーゼ活性として、又はPAPP-Aタンパク質も

しくはメッセンジャーRNAの量として測定することができる。PAPP-Aタンパク質

は、例えば、少なくとも１種のモノクローナル抗体により、免疫学的に検出する

ことができる。PAPP-Aは、少なくとも１種の他のタンパク質、例えば、プロ主要

塩基性タンパク質とのPAPP-A複合体中で、PAPP-Aの二量体として、又はPAPP-A単

量体として検出することができる。

      【０００６】

  また、本発明の特徴は、プロ主要塩基性タンパク質を含まないPAPP-Aに対する

特異的結合親和性を有するモノクローナル抗体、及びそのようなモノクローナル

抗体の作製方法でもある。この方法は、プロ主要塩基性タンパク質を含まないPA

PP-Aポリペプチドで宿主動物を免疫して、抗体クローンを取得することを含む。

次いで、PAPP-Aに対する結合親和性を有するが、PAPP-A／プロ主要塩基性タンパ

ク質複合体に対する結合親和性を有しないモノクローナル抗体を選択する。また

、生物学的サンプル中のPAPP-Aを検出する方法は、生物学的サンプルと、PAPP-A

に対する結合親和性を有するが、PAPP-A／プロ主要塩基性タンパク質複合体に対

する結合親和性を有しない抗体とを接触させて、該生物学的サンプル中のPAPP-A

を検出することを含むことを特徴とする。

      【０００７】

  別の態様において、本発明は、製薬上許容し得る担体と、PAPP-Aのプロテアー

ゼ活性を変化させる薬剤とを含む医薬組成物、並びにそのような薬剤の同定方法

に関する。PAPP-A活性の阻害剤を同定するための方法は、単離されたPAPP-Aポリ

ペプチド、プロテアーゼ活性のアクチベーター、及びIGFBP-4などのPAPP-Aの基
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質を、該薬剤と共にインキュベートして、該基質のタンパク質分解が阻害される

か否かを判定することを含む。プロテアーゼ活性のアクチベーターは、インスリ

ン様増殖因子I又はインスリン様増殖因子IIであってよい。PAPP-Aのプロテアー

ゼ活性を増強する薬剤を同定するための方法は、単離されたPAPP-Aポリペプチド

及びPAPP-Aの基質(例えば、IGFBP-4)を、該薬剤と共にインキュベートして、該

基質のタンパク質分解が増強されるか否かを判定することを含む。PAPP-Aを固定

化することができる。例えば、PAPP-A活性を増強する薬剤は、インスリン様増殖

因子の断片であってよい。

      【０００８】

  本発明はまた、PAPP-Aプロテアーゼ活性を変化させる薬剤を含む、被験体に配

置するための医療器具に関する。該薬剤は、PAPP-Aプロテアーゼ活性を増強又は

阻害し得る。該医療器具は、該薬剤で含浸又は被覆されていてもよい。PAPP-Aプ

ロテアーゼ活性の阻害剤は、例えば、プロMBP、抗体又は1,10－フェナントロリ

ンなどのメタロプロテアーゼ阻害剤であってよい。該医療器具は、被験体の管腔

に配置するためのステントであってよい。

      【０００９】

  特に定義しない限り、本明細書で用いられる全ての技術用語及び科学用語は、

本発明が属する技術分野における通常の知識を有する者が一般的に理解するもの

と同じ意味を有する。本発明を実施するために、本明細書に記載のものと類似す

るか、又は等価な方法及び材料を用いることができるが、好適な方法及び材料を

以下に記載する。本明細書に引用される全ての刊行物、特許出願及び他の参考文

献は、参照により本明細書にその全体が組み入れられるものとする。コンフリク

トの場合、定義を含む本明細書が支配するであろう。さらに、材料、方法及び実

施例は、単に例示的なものであり、限定することを意図したものではない。

      【００１０】

  本発明の他の特徴及び利点は、以下の詳細な説明及び特許請求の範囲から明ら

かになるであろう。

      【００１１】

詳細な説明
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  インスリン様増殖因子(IGF)は、in vivo及びin vitroの両方で強力な同化作用

及び分裂促進作用を有する必須ポリペプチドである。IGFの生物学的活性は、別

個の高親和性IGF結合タンパク質(IGFBP)により調節され、現在までにそのうちの

６つが同定されている。IGFBPは限定的なタンパク質分解を受け、その結果、IGF

BPの構造及び機能が改変され、従ってIGF作用も改変される。

      【００１２】

  IGFBP-4特異的メタロプロテアーゼ活性は、培養中で正常ヒト線維芽細胞によ

り分泌される。無細胞条件下でのヒト線維芽細胞ならし培地(HFCM)におけるIGFB

P-4のインキュベーションの結果、分子の中央部でIGFBP-4(非還元下で約24 kDa

、還元下で約32 kDa)の切断が起こり、約18 kDa及び約14 kDaの異なる断片が産

生される。このIGFBP-4タンパク質分解反応の顕著な特徴は、機能活性に関するI

GFに対する絶対的な依存性である。極めて低濃度のIGFのみを必要とし、一般的

には、タンパク質分解の活性化においてはIGF-IIがIGF-Iよりも強力である。同

様のIGF依存性IGFBP-4タンパク質分解は、例えば、正常ヒト骨芽細胞、血管平滑

筋細胞、子宮内膜の間質細胞、脱落膜細胞、及び顆粒膜細胞の培養物、並びに卵

胞液中で説明されてきた。以前は、原因となる酵素がPAPP-Aであることは知られ

ておらず、IGFBP-4タンパク質分解の生理学的役割の記述を極めて困難にしてい

た。

      【００１３】

  本明細書に記載のように、IGF依存性IGFBP-4プロテアーゼは、HFCMから精製さ

れ、PAPP-Aとして同定された。用語「IGFBP-4プロテアーゼ」及び「PAPP-A」は

、本文中を通して互換的に用いられる。PAPP-Aは、妊娠中を通して高濃度で妊婦

の血清中に存在する大きな胎盤糖タンパク質として説明されてきた。妊娠血清中

のPAPP-Aは、プロ型のエオシノフィル主要塩基性タンパク質(プロMBP)にジスル

フィド結合し、約500 kDaの2:2複合体(PAPP-A／プロMBPと呼ばれる)を形成する

。PAPP-AとプロMBPは共に、妊娠中の胎盤で産生されるが、in situハイブリダイ

ゼーションにより示されるように、主に異なる細胞タイプにおいて産生される。

この組織では、大部分のPAPP-Aは合胞体層で合成され、全てのプロMBPは細胞外

栄養膜で合成される。
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      【００１４】

  PAPP-AのcDNA配列は、この血清型が推定22残基のシグナルペプチド、58残基の

プロ部分、及び1547残基の循環する成熟ポリペプチドを有するプレプロタンパク

質から誘導されることを示している。この配列は、全般的にはいかなる既知のタ

ンパク質に対しても類似性を示さないが、メタロプロテアーゼのスーパーファミ

リーであるメトジンシンと共通の2つの配列モチーフ、Notchタンパク質スーパー

ファミリーとして知られる3つのLin-12/Notch反復配列、及び補体系の成分とし

て知られる5つの短い共通反復配列を含む。プロMBPと複合体を形成していないPA

PP-Aは、妊娠血清からは単離されていないが、本明細書に記載されるように、ヒ

ト線維芽細胞、ヒト骨芽細胞、ヒト冠状動脈平滑筋細胞、及びPAPP-A cDNAでト

ランスフェクトされた哺乳動物細胞に由来するならし培地から単離することがで

きる。PAPP-A/プロMBP複合体は、母体がコルネリア・ド・ランゲ症候群を有する

胎児を宿している場合には、妊娠中の母体血清には存在しないことが報告された

。最近、SP1と結合したPAPP-A及びプロMBPは、妊娠7～12週のダウン症候群に冒

された胎児を検出するための有効なマーカーであることが示された。

      【００１５】

  IGF依存性IGFBP-4プロテアーゼとしてのPAPP-Aの同定は、胎盤の機能及び胎児

の発達に関する隣接する分岐を有する。さらに、現在では、PAPP-AとしてのIGF

依存性IGFBP-4プロテアーゼの同定、並びに純粋なタンパク質及び関連分子ツー

ルの利用可能性により、そのIGF依存性の基礎をなす機構の決定並びに創傷治癒

、骨の再造形、癌、アテローム性動脈硬化症及び卵胞の発達などの多様な系にお

ける局在化したIGF依存性IGFBP-4タンパク質分解の生物学的役割の決定が可能に

なっている。

      【００１６】

  従って、IGFBP-4プロテアーゼとしてのPAPP-Aの同定は、非妊娠被験体におけ

る変化した局所的増殖状態をスクリーニングするための方法を提供する。「変化

した局所的増殖状態」とは、増殖促進状態及び増殖抑制状態の両方を指す。本明

細書で用いられる、「増殖促進」とは、細胞数の増加、細胞の大きさの増大、又

は分化した細胞機能の増加のうちの一つ以上を指す。増殖促進状態の非限定的な
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例としては、アテローム性動脈硬化症、再狭窄、線維症、創傷治癒、癌細胞のIG

F依存的増殖、及び卵胞の発達を含む排卵などが挙げられる。「増殖抑制」とは

、細胞の増殖速度又は細胞の大きさの減少を指し、骨粗鬆症及び癌近傍の組織／

細胞を含む。癌細胞は、典型的には増殖に関してIGFに依存しないため、癌細胞

ではPAPP-Aの発現がダウンレギュレートされることがある。PAPP-A発現の低下は

、周囲の細胞に損傷を与えることがあるが、これは周囲の細胞がIGFに依存する

ためである。妊娠におけるPAPP-Aの大幅な上昇は、PAPP-Aレベルにおけるより小

さな変化を目立たなくするため、非妊娠被験体を試験する。健常な男性ボランテ

ィアの正常条件下での血清PAPP-Aレベルは低いが、検出可能ではある(4.32±1.5

4 mIU/L、n＝30)。それに比べて、PAPP-Aは、妊娠中に上昇し、妊娠満期には約1

00,000 mIU/Lまでに達する。

      【００１７】

PAPP-Aタンパク質の検出

  非妊娠被験体に由来する生物学的サンプルを、PAPP-Aのタンパク質、メッセン

ジャーRNA(mRNA)、又は活性のレベルなどのPAPP-Aのレベルについて評価する。

好適な生物学的サンプルとしては、例えば、血液、尿、胸膜液、口内洗浄液、皮

膚、骨、又は血管プラークなどの組織生検、及び卵胞液などが挙げられる。血液

は、特に有用な生物学的サンプルである。

      【００１８】

  PAPP-Aタンパク質は、例えば、免疫学的に検出することができる。例えば、PA

PP-Aに対する特異的な結合親和性を有する抗体を用いて、生物学的アッセイに由

来するPAPP-Aを捕捉することにより、サンドイッチアッセイを行うことができる

。次いで、PAPP-Aに対する特異的な結合親和性を有する標識抗体を用いて、PAPP

-Aを検出することができる。あるいは、標準的な免疫組織化学的技術により、そ

のような抗体を用いてPAPP-Aタンパク質を検出することもできる。PAPP-A／プロ

MBP複合体に対する親和性を有する抗体が利用可能である。例えば、Qinら、Clin

. Chem., 1997, 43(12):2323-2332を参照されたい。PAPP-Aに対する特異的結合

親和性を有するが、PAPP-A／プロMBP複合体に対する特異的結合親和性を有さな

いモノクローナル抗体を、標準的な方法により製造することができる。妊娠血漿
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中及び妊娠血清中では、PAPP-Aの約1％がプロMBPタンパク質と複合体を形成して

いないが、非複合体化PAPP-A二量体として存在する。PAPP-Aの非複合体化形態の

みを認識するモノクローナル抗体を用いた、複合体を形成しないPAPP-Aの画分の

測定は、ポリクローナル抗体又はモノクローナル抗体を用いて全PAPP-Aを測定す

ることとは異なる。妊娠血清中の非複合体化PAPP-Aの測定は、診断的な価値を有

する。プロMBPはPAPP-A活性の阻害剤として機能するため、所与のサンプルのPAP

P-A活性を測定することにより、非複合体化PAPP-Aの量を評価することもできる

。

      【００１９】

  一般的には、プロMBPと複合体を形成しないPAPP-Aを、組換えなどの種々の方

法で製造するか、又は生物学的サンプルから精製して、これを用いて動物を免疫

することができる。組換えPAPP-Aを製造するためには、PAPP-Aポリペプチドをコ

ードする核酸配列を発現ベクター中に連結し、これを用いて細菌又は真核宿主細

胞を形質転換することができる。一般的には、核酸構築物は、PAPP-A核酸配列に

機能し得る形で連結された調節配列を含む。典型的には、調節配列は遺伝子産物

をコードしないが、その代わりに該核酸配列の発現に影響する。細菌系において

は、BL-21などの大腸菌株を用いることができる。好適な大腸菌ベクターとして

は、グルタチオンS－トランスフェラーゼ(GST)との融合タンパク質を産生するpG

EXシリーズのベクターが挙げられる。典型的には、形質転換された大腸菌を指数

的に増殖させ、次いで、回収前にイソプロピルチオガラクトピラノシド(IPTG)で

刺激する。一般的には、そのような融合タンパク質は可溶性であり、グルタチオ

ン－アガロースビーズに吸着させ、次いで遊離グルタチオンの存在下で溶出させ

ることにより、溶解した細胞から容易に精製することができる。このpGEXベクタ

ーは、トロンビン又はXa因子のプロテアーゼ切断部位を含むように設計されてい

るので、クローニングされた標的遺伝子産物をGST部分から遊離させることがで

きる。

      【００２０】

  PAPP-Aを安定に発現する哺乳動物細胞系を、適当な制御エレメント及び選択マ

ーカーを有する発現ベクターを用いることにより作製することができる。例えば
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、真核細胞発現ベクターpCDNA.3.1＋(Invitrogen, San Diego, CA)が、例えば、

COS細胞又はHEK293細胞におけるPAPP-Aの発現に好適である。エレクトロポレー

ション、DEAEデキストラン、又は他の好適な方法により発現ベクターを導入した

後、安定な細胞系を選択する。pCDNA.3.1＋とHEK293細胞とを用いる発現系にお

いては、タンパク質の収率は約5μg/mlであった。分泌された産物はプロMBPを欠

く二量体であった。あるいは、小麦麦芽抽出物又はウサギ網状赤血球溶解物を用

いて、PAPP-Aをin vitroで転写及び翻訳することもできる。

      【００２１】

  真核宿主細胞においては、いくつかのウイルスに基づく発現系を用いてPAPP-A

を発現させることができる。PAPP-Aをコードする核酸を、例えば、バキュロウイ

ルスベクター中にクローニングした後、これを用いて昆虫細胞をトランスフェク

トすることができる。あるいは、PAPP-Aをコードする核酸をSV40、レトロウイル

ス又はワクシニアウイルスに基づくウィルスベクター中に導入し、これを用いて

宿主細胞に感染させてもよい。

      【００２２】

  本明細書に記載の通り、組換えPAPP-A(rPAPP-A)は、ELISA及びウェスタンブロ

ッティングにおいて、入手可能な全てのモノクローナル抗体と免疫反応する。組

換えPAPP-Aは、約400 kDaのホモ二量体として分泌され、グリコシル化の程度が

低いため、還元すると妊娠血清のPAPP-Aから200 kDaサブユニットよりわずかに

小さい単量体が得られる。rPAPP-Aは活性で、IGF依存的な様式でIGFBP-4と反応

し、これを切断する。組換えPAPP-Aは、妊娠血清中のPAPP-Aより約100倍強い活

性を有する。

      【００２３】

  本明細書に記載の通り、PAPP-Aを精製してもよい。例えば、Zn2+を負荷したSe

harose 6Bに固定化したイミノ二酢酸上を通過させることにより、HFCMからPAPP-

Aを精製することができる。徐々に減少するpH勾配を用いて結合したタンパク質

を溶出した後、pH 5.0の画分を小麦麦芽アグルチニンカラム上を通過させること

によりさらに精製することができる。Tris塩溶液、次いでN－アセチルグルコサ

ミンを用いて、結合したタンパク質を溶出させることができる。あるいは、ヘパ
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リンセファロースカラムを用いて、1000 mMまで塩濃度を増加させてPAPP-Aを溶

出させることもできる。PAPP-A特異的抗体又は特異的プロテアーゼ活性アッセイ

を用いて測定されるような、PAPP-Aを含む画分をプールし、濃縮した後、SDSポ

リアクリルアミドゲル電気泳動によりアッセイすることができる。還元的SDS／P

AGEにおいては、PAPP-A単量体の分子量は約200 kDaである。

      【００２４】

  PAPP-Aの注入により、種々の宿主動物を免疫することができる。宿主動物とし

ては、ウサギ、ニワトリ、マウス、モルモット、及びラットが挙げられる。免疫

応答を上昇させるのに用いることができる種々のアジュバントは宿主の種に依存

し、そのようなアジュバントとしては、Freundのアジュバント(完全及び不完全)

、水酸化アルミニウムなどの無機ゲル、リゾレシチンなどの界面活性物質、プル

ロニックポリオール、ポリアニオン、ペプチド、油乳化物、キーホールリンペッ

トヘモシアニン及びジニトロフェノールなどが挙げられる。ポリクローナル抗体

は、免疫した動物の血清中に含まれる抗体分子の異種集団である。特定の抗原に

対する抗体の同種集団であるモノクローナル抗体は、PAPP-Aポリペプチド及び標

準的なハイブリドーマ技術を用いて調製することができる。特に、モノクローナ

ル抗体は、Kohler, G.ら、Nature, 256;495(1975)により記載されるような培養

における連続的な細胞系により抗体分子の製造を提供する任意の技術、ヒトB細

胞ハイブリドーマ技術(Kosborら、Immunology Today, 4:72(1983); Coleら、Pro

c. Natl. Acad. Sci. USA, 80:2026(1983))、及びEBV－ハイブリドーマ技術(Col

eら、「モノクローナル抗体と癌の治療」(Monoclonal Antibodies and Cancer T

herapy)、Alan R. Liss, Inc., pp. 77-96(1983))により取得することができる

。このような抗体は、IgG、IgM、IgE、IgA、IgDを含む任意の免疫グロブリンク

ラス及びそれらの任意のサブクラスであってよい。本発明のモノクローナル抗体

を産生するハイブリドーマは、in vitro及びin vivoで培養することができる。

      【００２５】

  PAPP-Aポリペプチドに対する特異的結合親和性を有する抗体フラグメントを、

公知の技術により作製することができる。例えば、そのようなフラグメントとし

ては、限定されるものではないが、抗体分子のペプシン消化により作製すること
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ができるF(ab')2フラグメント、及びF(ab')2フラグメントのジスルフィド架橋を

還元することにより作製することができるFabフラグメントが挙げられる。ある

いは、Fab発現ライブラリーを構築することもできる。例えば、Huseら、Science

, 246:1275(1989)を参照されたい。一度製造すれば、抗体又はそのフラグメント

を、ELISA技術、ラジオイムノアッセイ及びウェスタンブロッティングなどの標

準的な免疫アッセイ法により、PAPP-Aの認識について試験する。Short Protocol

s in Molecular Biology、第11章、Green Publishing Associates and John Wil

ey & Sons, Ausubel. F. M.ら(編)、1992を参照されたい。PAPP-Aに対して親和

性を有する抗体を、陽性選択で同定する。そのような選択で同定された抗体を、

PAPP-A／プロMBPに対して陰性選択をして、PAPP-AとプロMBPとの特異的複合体中

では入手不可能なPAPP-Aのエピトープに対する特異的結合親和性を有する抗体を

同定することができる。

      【００２６】

PAPP-Aメッセージの検出

  PAPP-Aメッセージは、ポリメラーゼ連鎖反応(PCR)アッセイにより検出するこ

とができる。一般的には、PCRとは、目的の領域の末端からの配列情報などを用

いて、増幅しようとする鋳型の反対の鎖と同一か、もしくは類似の配列を有する

オリゴヌクレオチドプライマーを設計し、標的核酸を増幅することを指す。PCR

を用いて、全ゲノムDNA又は全細胞RNAに由来する配列などのDNA並びにRNAに由来

する特異的配列を増幅することができる。プライマーの長さは、典型的には14～

40ヌクレオチドであるが、10ヌクレオチドから数百ヌクレオチドまで変えること

ができる。PCRは、例えば、PCR Primer: A Laboratory Manual, Dieffenbach. C

.及びDveksler, G.(編)、Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1995に記載さ

れている。また、核酸は、リガーゼ連鎖反応、鎖置換増幅、自己持続的(self-su

stained)配列複製又は核酸配列に基づく増幅により増幅することもできる。例え

ば、Lewis, R., Genetic Engineering News, 12(9):1 (1992)、Guatelliら、Pro

c. Natl. Acad. Sci. USA, 87:1874-1878 (1990)及びWeiss, R., Science, 254:

1292 (1991)を参照されたい。

      【００２７】
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  例えば、PAPP-A mRNAのレベルを、感度がよく、半定量的な逆転写－ポリメラ

ーゼ連鎖反応(RT-PCR)アッセイを用いて検出することができる。この方法は、PA

PP-A cDNA及び内部標準(IS)として用いられるその欠失変異体の同時増幅に基づ

くものである。PAPP-Aの量を、サンプル中のmRNAの全量に対して正規化し、β－

アクチンのmRNAの量として決定する。RT-PCRは、従来のRNAブロッティング技術

よりも1,000～10,000倍感度がよいことが示され、試験した全ての組織においてP

APP-AとプロMBPのmRNAの双方を検出及び定量することができた。大腸、前立腺、

子宮(子宮内膜及び子宮筋層)などのこれらの組織のいくつかにおいては、PAPP-A

又はプロMBP特異的プローブを用いる市販のRNAドットブロットをスクリーニング

した場合、PAPP-A mRNAもプロMBP mRNAも検出されなかった。

      【００２８】

  競合的PCRに由来する産物を、PCR後の最小限の操作を含む正確な方法である、

HPLCシステム上のイオン交換クロマトグラフィーにより定量化することができる

。例えば、ゲル電気泳動により判定された、ほぼ等量のcDNA及びIS PCR産物を含

むサンプルを、直線状の塩勾配を用いて、Waters Gen-Pak4,4IJ FAX非多孔性イ

オン交換カラムを備えたHewlett-Packard 1084 HPLC装置で分離することができ

る。希釈値DIeqは、ほぼ等モル量のcDNA及びIS PCR産物が得られる希釈率であり

、式１から算出することができる。

      【００２９】

  式中、CPは、全A260吸収として決定されるcDNA PCR産物の量であり、IPは、cD

NA産物との大きさの差異に関して補正された全A260吸収として決定されるIS PCR

産物の量であり、Dは、cDNA調製物の実際の希釈率であり、DIeq(x)は、等モル量

のIS及びcDNA PCR産物が得られる希釈率である(xはPAPP-A、プロMBP、β－アク

チン又はGADPHのいずれかである)。

      【００３０】

  PAPP-A又はプロMBP mRNAの比存在率Axを決定することができる(式2)。

      【００３１】
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  式中、A(x)は個々のmRNA種の比存在率である。

      【００３２】

  従って、比存在率は、サンプル中の全mRNAの分量に対して正規化された、目的

遺伝子のmRNAレベルの分量である。合理的な仮定であるが、細胞当たり一定量の

β－アクチンのmRNA分子が存在するとすると、比存在率Aは、用いた組織の量に

依存しない。本明細書に記載されるように、PAPP-A及びプロMBPは、分析した他

の組織においてよりも、妊娠満期の胎盤において有意に豊富に存在していた。子

宮内膜、子宮筋層、大腸、及び腎臓を含む、分析した全ての組織に、PAPP-A及び

プロMBP双方のmRNAが含まれていた。

      【００３３】

  この方法の変法として、ABI PRISM 7700 Sequence Detection System及びTaqm

an蛍光プローブを用いるリアルタイム定量的PCRが挙げられる。限定的なプライ

マー濃度を用いた28S rRNAの増幅などの内部参照を使用する。この方法により、

約500コピーまでの標的配列を定量化することができる。

      【００３４】

  あるいは、特異的mRNAの存在に関する異なる組織の試験は、ノーザン又はドッ

トブロッティングなどのRNAブロッティング技術により慣例的に行うこともでき

る。本明細書に記載のように、PAPP-A及びプロMBPのmRNAは、異なるヒト組織に

由来する正規化された量のRNAを含む市販のRNAドットブロット又はノーザンブロ

ットをスクリーニングすることにより、種々の組織において検出された。PAPP-A

は、胎盤並びに腎臓、心臓、副腎皮質、副腎髄質、精巣、小腸及び胃などの非胎

盤組織において検出された。PAPP-Aは非胎盤組織では低レベルで検出された。

      【００３５】

  本明細書に記載のように、PAPP-A及びプロMBPのmRNAの比存在率は、組織間で

大きく異なる。妊娠満期の胎盤では、試験したどの非胎盤組織よりも200倍以上

高いレベルであり、これは妊娠中のPAPP-A及びプロMBP合成の主要な部位が胎盤

であることを示している。非胎盤組織の低いmRNAレベルは、非妊娠個体において
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はPAPP-A及びプロMBP抗原の血清濃度が極めて低いことに反映されている。PAPP-

A及びプロMBPは共に、胎盤において最も高度に発現される遺伝子であり、２つの

胎盤cDNAライブラリー(それぞれ、UniGene  http://www.ncbi.nlm.nih. gov/Uni

Gene/Hs.Home.htmlライブラリー398及び399)のクローンの総数のうち、1％(PAPP

-A)及び5％(プロMBP)を占める。これらのライブラリーにおいては、PAPP-A及び

プロMBPクローンは、5つの中で最も豊富であった。従って、いくつかの組織につ

いてここで算出されるmRNAの比存在率は、胎盤におけるレベルと比較して低い。

胎盤においては、PAPP-A及びプロMBPは共にin situハイブリダイゼーションによ

り容易に検出される。

      【００３６】

  PAPP-A mRNAは試験した全ての組織(生殖組織並びに非生殖組織)で合成される

という知見は、PAPP-Aが妊娠以外に機能することを示唆している。分析したほと

んどの組織では、2つのmRNA種のうちの１つのみが転写されるため、プロMBPはPA

PP-Aの機能又はPAPP-A活性のいずれかの調節に必要であるのかもしれない。具体

的には、プロMBPは、PAPP-Aタンパク質分解活性の阻害剤であり得る。妊娠血清

中の測定可能なPAPP-A活性は、阻害されないPAPP-A二量体として存在するPAPP-A

の小画分に由来するようである。大部分の組織では、妊娠満期の胎盤に関するmR

NAの存在量は、プロMBPよりもPAPP-Aについての方が高い。しかしながら、それ

でもなお、該組織におけるPAPP-Aのモル濃度はプロMBPのモル濃度を必ずしも超

えるわけではない。妊娠満期の胎盤におけるレベルに関しては、全てのmRNAレベ

ルが発現するが、プロMBP mRNAの存在量はPAPP-Aの存在量よりも多い。興味深い

ことに、プロMBP又はMBPがPAPP-Aより過剰に存在することが知られている組織、

すなわち骨髄細胞(好酸球)及び胎盤においては、妊娠満期の胎盤に関しては、プ

ロMBP mRNAの比存在率は、PAPP-Aの非存在率よりも高い。

      【００３７】

  組織におけるPAPP-Aの局在に関する初期の報告では、矛盾する結果が得られて

いたが、非胎盤性のPAPP-A合成に関する疑問が議論の課題であった。以前の調査

は全て、ポリクローナル抗血清に基づくものであり、多くの報告がこれらの抗血

清の種々の調製物の多特異性及び不均一性を説明していたようである。抗血清調
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製物を精製して多特異性を最小化してきたが、現在ではPAPP-A／プロMBPである

ことが知られている、PAPP-Aに対するポリクローナル抗血清は、PAPP-A／プロMB

P複合体、成熟好酸球MBP並びにSP1及びハプトグロビンの一部であるプロMBPを常

に認識してしまうであろう。

      【００３８】

  in situハイブリダイゼーションを用いて、PAPP-Aメッセージを検出すること

もできる。この技術の利点は、mRNAを合成する細胞を突き止めることができると

いうことであるが、RT-PCRよりは感度が低い。本明細書に記載のように、いくつ

かの組織におけるmRNAレベルは相対的に低く、このことはPAPP-A及びプロMBPのm

RNAの合成はおそらく該組織中のほんのいくつかの特定の細胞に限定されること

を示している。

      【００３９】

PAPP-A活性の検出

  生物学的サンプル中のIGFBP-4タンパク質分解活性を試験することにより、PAP

P-A活性を検出することができる。例えば、検出可能に標識された基質を、生物

学的サンプルの存在下、適当な条件でインキュベートした後、タンパク質分解産

物を検出することができる。例えば、基質は、IGFBP-4又はその断片であってよ

い。一般的には、反応は37℃にて、IGF-IIもしくはその断片、又はその他の任意

のプロテアーゼアクチベーターを含む2 mM CaCl2/50 mM Tris (pH 7.5)などのバ

ッファー中で行うことができる。典型的には、基質を125Iもしくは32Pなどの同

位体で放射標識するか、又はビオチン、ジゴキシゲニン、もしくは発蛍光団で非

放射標識する。例えば、IGFBP-4の18及び14 kDaの反応生成物などのタンパク質

分解産物を試験することにより、IGFBP-4のタンパク質分解を検出する。還元15

％ SDS／PAGEにより放射性タンパク質を分離し、オートラジオグラフィーにより

可視化することができる。また、タンパク質分解的切断産物を、免疫ブロッティ

ングにより検出することもできる。

      【００４０】

  例えば、マイクロタイタープレートのウェルに固定化したポリクローナル又は

モノクローナル抗体を用いてPAPP-Aを捕捉した後、PAPP-A活性を検出することも
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できる。生物学的サンプルの未結合タンパク質を洗い流した後、分光光度法で検

出し得る着色産物を遊離する低分子量の合成基質を用いてPAPP-Aの活性を測定す

ることができる。IGF-II又はその他のPAPP-Aアクチベーターを基質と共に添加す

ることができる。

      【００４１】

  さらに、固定化した基質、例えばIGFBP-4を含むウェル中でサンプルをインキ

ュベートすることにより、PAPP-A活性を検出することができる。基質を特異的に

(放射性又は非放射性)標識する。基質をタンパク質分解的に切断するときには、

標識断片を液相中に遊離させ、これを検出することができる。例えば、抗体又は

IGF-IIで被覆することにより、基質を固定化することができる。

      【００４２】

  また、タンパク質のN末端又はC末端上に種々のタグ(例えば、N末端のFLAGタグ

及びC末端のc-mycタグ)が発現したIGFBP-4を用いて、標識を行うこともできる。

これにより、IGFBP-4を、これらのタグのうちの１つに結合するモノクローナル

抗体で固定化することができる。次いで、例えば、他のタグを認識するペルオキ

シダーゼ結合モノクローナル抗体を用いる標準的なELISA法により、結合したIGF

BP-4の検出を行うことができる。また、IGFBP-4を固定化し、それぞれN末端及び

C末端を認識するモノクローナル抗体を用いて検出することもできる。タンパク

質分解活性によりシグナルの低下がもたらされるが、これはプロテイナーゼ活性

の量及びインキュベーションの時間に依存する。

      【００４３】

PAPP-Aプロテアーゼ活性を変化させる薬剤

  本発明はまた、PAPP-Aのプロテアーゼ活性を変化させる薬剤を同定するための

方法を提供する。「変化した」とは、PAPP-A活性を阻害又は増強することを指す

。本明細書で用いられる「薬剤」とは、オリゴヌクレオチドもしくはペプチドな

どの生物学的巨大分子、化合物、化合物の混合物、又は細菌、植物、菌類もしく

は動物の材料から単離された抽出物を指す。単離されたPAPP-Aポリペプチド、プ

ロテアーゼ活性のアクチベーター、及びPAPP-Aの基質を、該薬剤と共にインキュ

ベートし、基質のタンパク質分解が阻害されるか否かを決定することにより、阻
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害剤を同定する。本明細書で用いられる「単離されたPAPP-Aポリペプチド」は、

それを天然に伴う細胞成分から分離される。典型的には、ポリペプチドは、それ

と天然に関連するタンパク質及び天然の有機分子を含まない、少なくとも60重量

％(例えば、70重量％、80重量％、90重量％又は95重量％)である場合、単離され

たと言う。本明細書で用いる「ポリペプチド」とは、プロテアーゼ活性を有する

、任意の長さのPAPP-Aポリペプチドを指す。標準的なアクチベーター(例えば、

インスリン様増殖因子I又はII)を反応から除く以外は同様の方法により、アクチ

ベーターを同定する。IGFBP-4又はその断片は、PAPP-Aの基質として特に有用で

ある。阻害剤又はアクチベーターを同定するための反応を、上記のように行う。

この方法は、潜在的な阻害剤又はアクチベーターの大きいライブラリーをスクリ

ーニングするのに好適である。

      【００４４】

  PAPP-Aは細胞表面に結合するので、細胞表面へのPAPP-Aの結合を阻害又は防止

することは、PAPP-Aの活性部位を妨害することによるタンパク質分解活性の阻害

と等価でありうる。細胞表面へのPAPP-Aの結合を阻害又は防止する薬剤を、フロ

ーサイトメトリーを用いて同定することができる。一般的には、細胞を潜在的な

遮断剤と共にインキュベートした後、PAPP-Aに対する特異的結合親和性を有する

モノクローナル抗体と接触させ、フローサイトメトリーを用いて細胞表面への結

合を評価する。接着遮断剤としては、例えば、細胞表面受容体への結合に必要な

エピトープに結合するモノクローナル抗体又はその他のポリペプチドが挙げられ

る。

      【００４５】

医療器具

  本発明はまた、PAPP-Aプロテアーゼ活性を阻害又は活性化する薬剤を含む、患

者における配置(例えば、植込み)のための医療器具を特徴とする。好適な薬剤は

、本明細書に記載の方法を用いて容易に同定される。該器具を、該薬剤で含浸す

るか、又は該薬剤で被覆することができる。阻害剤の非限定的な例としては、抗

PAPP-Aポリクローナルもしくはモノクローナル抗体などの抗体、又は1,10-フェ

ナントロリンなどのメタロプロテアーゼ阻害剤が挙げられる。PAPP-AのIGFBP-4
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プロテアーゼ活性は、1,10-フェナントロリンにより強力に阻害されるが、マト

リックスメタロプロテアーゼ(TIMP'S)の組織阻害剤によっては阻害されない。IG

FBP-4プロテアーゼ活性の他の阻害剤としては、ヒドロキサム酸の誘導体などの

小分子が挙げられる。非特異的ウサギIgGではなく、抗PAPP-A／プロMBPポリクロ

ーナルIgGもまた、用量依存的にHFCM中のIGF依存性IGFBP-4プロテアーゼ活性を

阻害する。さらに、修飾ポリペプチドを含むポリペプチド(すなわち、長さ又は

翻訳後修飾に関わらず、アミノ酸の任意の鎖)が、阻害剤として機能し得る。例

えば、プロMBPは、PAPP-AのIGFBP-4プロテアーゼ活性の阻害剤として機能し、こ

れを用いて医療器具を被覆又は含浸することができる。修飾ポリペプチドは、対

応する野生型配列と比較して、アミノ酸配列中にアミノ酸置換、欠失又は挿入、

並びに化学的修飾を含む。プロテアーゼ耐性IGFBP-4は、それ自体はPAPP-AのIGF

BP-4プロテアーゼ活性の阻害剤ではないが、プロテアーゼ耐性IGFBP-4を医療器

具を被覆又は含浸するために用いる場合には、同様の結果が得られると期待され

る。

      【００４６】

  例えば、医療器具のPAPP-A阻害剤による被覆又は含浸は、バルーン血管形成術

後の再狭窄の発生の防止を促進するか、又はアテローム性動脈硬化症のプラーク

の大きさの更なる増加を防止し得る。ステントの配置を用いる冠状血管形成術は

、現在では冠状アテローム性動脈硬化症のための主要な治療法である。冠状動脈

疾患の血管形成術の重要な目標は、急性及び慢性の両方の合併症を防止すること

である。現代の方法は、直接的な問題の排除には大変成功している。残念なこと

に、依然として、ステントを配置した患者の20～30％に再狭窄が起こる。再狭窄

を防止するために利用可能な医薬的介入は知られていない。特定の機構に束縛さ

れるものではないが、冠状平滑筋細胞によるIGFBP-4プロテアーゼ発現の増加は

、ヒトにおいては、血管形成術に応答する新生内膜肥厚(neointimal formation)

に先行する。

      【００４７】

  例えば、増強されたPAPP-A活性は、創傷治癒、骨折、骨粗鬆症又は排卵に有用

であり得る。骨粗鬆症又はその他の骨の破壊状態は、骨形成の増加及び骨吸収の
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減少によって利益を得るであろう。PAPP-A活性を増強する薬剤は、例えば、改変

されたIGF、すなわちIGF類似体であってよい。類似体には、アミノ酸の挿入、欠

失又は置換並びに化学的修飾を含むIGFポリペプチドが含まれる。アミノ酸置換

は、保存的及び非保存的アミノ酸置換を含んでもよい。保存的アミノ酸置換は、

あるアミノ酸を、同じクラスのアミノ酸に置換するものであり、非保存的アミノ

酸置換は、あるアミノ酸を、異なるクラスのアミノ酸に置換するものである。非

保存的置換により、ポリペプチドの疎水性又は残基側鎖の大きさが変化する。さ

らに、非保存的置換は、ポリペプチドの電荷に実質的な変化をもたらし得る(正

の電荷の減少又は負の電荷の導入など)。非保存的置換の例としては、非極性ア

ミノ酸については塩基性アミノ酸、又は酸性アミノ酸については極性アミノ酸が

挙げられる。アミノ酸の挿入、欠失及び置換は、ランダム突然変異誘発、部位特

異的突然変異誘発、又はその他の当業界で公知の組換え技術を用いて行うことが

できる。

      【００４８】

  医療器具は、例えば、骨を安定化させるのに用いられる骨板もしくは骨ねじ、

又は典型的には骨の内腔の開通性を回復するか、もしくは維持するために体内で

用いられるステントであってもよい。例えば、血管は、血液の通過を制限するア

テローム動脈硬化症のプラークによって閉塞され得る。典型的には、ステントは

管状構造を有し、体腔内の流動を調節する内部の経路(channel)を規定する。ス

テントの外壁は体腔の内壁に相当する。影響を受けた領域内でのステントの配置

は、体腔のさらなる閉塞を防止するのに役立ち、流動を継続させる。典型的には

、ステントは、ステントを担持するカテーテル又はガイドワイヤの経皮的な挿入

により配置される。通常、ステントは伸展性の構造を有する。所望の部位に送達

する際に、カテーテル上に取り付けたバルーンを用いて、ステントを伸展させる

ことができる。あるいは、ステントは、鞘の中に保持されるか、もしくは圧縮さ

れた状態で拘束された、偏った構造、又は弾性の構造を有してもよい。拘束を除

去するとき、ステントは自発的に伸展する。どちらの場合も、ステントの壁は伸

展して、体腔の内壁として使用され、一般的には所望の位置にステントが固定さ

れる。
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      【００４９】

医薬組成物

  IGFBP-4プロテアーゼとしてのPAPP-Aの同定は、治療の標的としてPAPP-Aを用

いることにより、in vivoにおける増殖及び分化に変化をもたらす方法を提供す

る。PAPP-Aの阻害剤は、生物学的利用可能なIGF-I及びIGF-IIの量を減少させる

。例えば、PAPP-A活性の阻害は、再狭窄、アテローム性動脈硬化症及び線維症な

どの障害において有用であり得る。PAPP-Aの活性を増加させるアクチベーター又

は薬剤は、生物学的利用可能なIGF-I及びIGF-IIの量を増加させるだろう。

      【００５０】

  PAPP-A活性を変化させる薬剤、又は細胞表面へのPAPP-Aの接着性を変化させる

薬剤を、医薬組成物中に組み入れることができる。例えば、抗PAPP-Aポリクロー

ナル又はモノクローナル抗体などの抗体を、製薬上許容される非毒性の賦形剤又

は担体と混合することにより、医薬組成物中に製剤化することができる。非経口

投与のためには、特に液体の溶液又は水性の生理学的バッファー溶液中の懸濁液

の形態で、経口投与のためには、特に錠剤又はカプセル剤の形態で、鼻内投与の

ためには、特に粉末、点鼻又はエアロゾルの形態で、そのような化合物及び組成

物を調製してもよい。他の投与経路のための組成物は、標準的な方法を用いて所

望のように調製することができる。

      【００５１】

  非経口投与のための製剤は、一般的な賦形剤(すなわち、製薬上許容される担

体)として、滅菌された水又は生理食塩水、ポリエチレングリコールなどのポリ

アルキレングリコール、野菜起源の油、水素化されたナフタレンなどを含んでも

よい。特に、生物学的互換性で生物学的分解可能なラクチドポリマー、ラクチド

／グリコリドコポリマー、又はポリオキシエチレン-ポリオキシプロピレンコポ

リマーは、in vivoにおける本発明の化合物の放出を制御するための賦形剤の例

である。他の好適な非経口送達系としては、エチレン-酢酸ビニルコポリマー粒

子、浸透ポンプ、埋め込み可能な注入系、及びリポソームが挙げられる。吸入投

与のための製剤は、必要に応じてラクトースなどの賦形剤を含んでもよい。吸入

のための製剤は、例えば、ポリオキシエチレン-9-ラウリルエーテル、グリココ
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ール酸塩及びデオキシコール酸塩を含む水性溶液であってもよく、又は点鼻剤形

における投与のための油性溶液であってもよい。必要に応じて、該化合物をゲル

として製剤化し、鼻内的に適用することができる。また、非経口投与のための製

剤としては、口腔投与のためのグリココール酸塩も挙げることができる。

      【００５２】

  本発明を、以下の実施例でさらに説明するが、特許請求の範囲に記載される本

発明の範囲を限定するものではない。

      【００５３】

実施例

実施例１  PAPP-AとしてのIGFBP-4プロテアーゼの同定

  正常な男性ドナーから得たヒト線維芽細胞(GM03652, Coriell Institute, Cam

den, NJ)を、T65フラスコ中で集密になるまで増殖させ、DMEMで2回洗浄した後、

15 mlの50:50のWaymouth培地：DMEM培地(100ユニット/mlのペニシリン、100μg/

mlのストレプトマイシン／4 mMグルタミン／0.1％ BSAを含む)に換え、37℃にて

6時間インキュベートした。細胞を再び洗浄し、10 mlの無血清培地に換え、37℃

にて72時間インキュベートした。ヒト線維芽細胞ならし培地(HFCM)を滅菌コニカ

ルチューブに入れ、4℃にて30分間、2,500 rpmで遠心分離して、細胞の破片を除

去し、別の滅菌コニカルチューブにデカンテーションで移し、-30℃にて保存し

た。

      【００５４】

PAPP-A活性

  得られたサンプルを、総容量25μlの5 nM IGF-IIの非存在下及び存在下で、2 

mM CaCl2/50 mM Tris (pH 7.5)/10,000 cpmの[125I]IGFBP-4と共に、37℃にて一

晩インキュベートすることにより、IGFBP-4タンパク質分解をアッセイした。還

元化15％ SDS／PAGEによりタンパク質を分離し、オートラジオグラフィーにより

可視化した。いくつかの実験については、PAPP-Aポリクローナル抗体又は非特異

的ウサギIgGをアッセイ混合物に添加するか、またはこれをプロテインGプラスプ

ロテインA-アガロース(Oncogene Science)に結合させて用い、IGFBP-4プロテア

ーゼ活性を免疫沈降させた後、アッセイした。
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      【００５５】

PAPP-Aの精製

  6つの130～150 mlのバッチ中のHFCM(800 ml)を、Zn2+を充填し、50 mM Tris/5

0 mM NaCl, pH 7.4で平衡化させたSepharose 6B (Sigma)に固定化し、25 ml床容

量のイミノ二酢酸に通過させた。各50 mlの0.5 pH単位で徐々に減少する勾配を

用いて、結合したタンパク質を連続的に溶出させた。直ちに、pH 5.0画分をpH 7

.4に調整し、4℃にて、20 mM Tris/100 mM NaCl (pH 7.5)で平衡化した小麦麦芽

カラム1 ml床容量に通過させた。各15 mlの50 mM Tris/100 mM NaCl (pH 7.5)の

みを用いてタンパク質を溶出させた後、25 mM及び500 mMのN-アセチルグルコサ

ミンで溶出させた。5 ml画分を回収し、IGFBP-4プロテアーゼ活性についてアッ

セイした。6つのクロマトグラフィー流出物からの画分をプールし、限界濾過に

より濃縮し、還元条件下で5％アクリルアミドSDS／PAGEゲルを通して電気泳動し

た。SDS／PAGEゲルを銀染色し、IGFBP-4プロテアーゼ活性に相関する400、230、

200及び175 kDaの4つのバンドを切り出し、質量分光分析を行った。

      【００５６】

  切り出したバンドを、ゲル内トリプシン消化に供した。消化物から可溶性断片

を回収した後、再溶解し、マイクロカラム高速液体クロマトグラフィー及び自動

化タンデム型質量分光測定により特性評価した。マイクロ電子スプレーカラムを

、開口部が5～10μmまでしだいに細くなるカラムチップを有する、360μm o.d x

 100μm i.d.に融合したシリカキャピラリーから構築した。このマイクロカラム

を、POROS 10 R2 (PerSeptive Biosystems, Framingham, MA)で、長さ10～15 cm

まで充填した。勾配溶出に用いた移動相は、(i)0.5％酢酸及び(ii)0.5％酢酸を

含むアセトニトリル／水(80：20 vol/vol)から構成されていた。勾配は、30分間

で0～40％及び5分間で40～60％の直線状であった。用いた質量分析計は、マイク

ロ電子スプレーイオン化源を備えたFinnigan-MAT (San Jose, CA) LCQであった

。タンデム型質量スペクトルは、自動的に全体の勾配ランの間中に獲得された。

コンピュータープログラムSEQUESTを利用することにより、タンデム型質量スペ

クトルを用いて、タンパク質配列及びヌクレオチド配列のデータベースを直接検

索した。得られたアミノ酸配列と対応するタンデム型質量スペクトルとの適合を
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精査することにより、SEQUESTにより返答された各配列を確認した。

      【００５７】

  標準的なプロトコールに従って、ポリ(A)テイルを有するmRNA (10μg)を1.5％

アガロースゲルを通して電気泳動し、ナイロンメンブラン(Hybond-N, Amersham 

Pharmacia)に転写した。このメンブランを6時間プレハイブリダイズした後、43

℃にて一晩、ヌクレオチド10～2365に対応する107 cpmの32P標識PAPP-A cDNAプ

ローブ(GenBank 登録番号X68280)とハイブリダイズさせた。このメンブランを3

回洗浄し、乾燥し、フィルムに露出させた。

      【００５８】

ウェスタンブロッティング

  ウェスタン分析のために、サンプルを8％ Tris／トリシンゲル上に流し、ポリ

ビニリデンジフルオリドメンブラン(Millipore)上にブロッティングした。メン

ブランを2％ Tween 20中でブロッキングし、5 mM Tris/500 mM NaCl/0.1％ Twee

n 20/1％ ウシ胎児血清、pH 9.0で洗浄した。次いで、ブロットをモノクローナ

ルPAPP-A抗体234-2と共にインキュベートした。Qinら、Clin. Chem., 1997, 43:

 2323-2332を参照されたい。二次抗体はペルオキシダーゼ結合抗(マウスIgG) P2

60 (Dako)であった。増強された化学発光(ECL, Amersham)を用いて、ブロットを

展開した。

      【００５９】

ELISA

  標準的なサンドイッチELISAを用いて、PAPP-A抗原を測定した。捕捉抗体はポ

リクローナル抗PAPP-A/プロMBPであり、抗PAPP-Aモノクローナル抗体234-2及び2

34-5、次いでペルオキシダーゼ結合抗(マウスIgG)P260を用いて、検出を行った

。Oxvigら、Biochim. Biophys. Acta, 1994, 1201: 415-423により記載されたよ

うに調製された、高度に精製されたPAPP-A/プロMBPを用いてキャリブレーション

を行った。

      【００６０】

  IGF依存性IGFBP-4プロテアーゼの精製を、特異的生物アッセイ、すなわち、添

加されたIGF-IIの非存在下ではなく、存在下での、18及び14 kDaの放射標識断片
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への[125I]IGFBP-4の無細胞分解を用いてモニターした。この手法は、目的の特

異的酵素の精製を確認するという明らかな利点を有する。高度に精製されたIGF

依存性IGFBP-4プロテアーゼを、亜鉛キレートとレクチン親和性クロマトグラフ

ィーの組合せにより、800 mLのHFCMから取得した。結合しなかったタンパク質又

は弱く結合したタンパク質は、流出物中に出現するか、又は0 mM N-アセチルグ

ルコサミンで3回、及び25 mM N-アセチルグルコサミンで3回、洗浄することによ

り溶出した。IGF依存性IGFBP-4プロテアーゼ活性は、500 mM N-アセチルグルコ

サミンの3回の洗浄で溶出した。IGF依存性IGFBP-4プロテアーゼ活性を、5 nM IG

F-Iの非存在下ではなく、存在下での無傷の24 kD [125I]IGFBP-4の損失並びに18

及び14 kDa放射標識断片の出現として規定した。

      【００６１】

  SDS／PAGEにより、IGF依存性IGFBP-4プロテアーゼ活性を含む最終画分をさら

に分析したところ、400、230、200及び175 kDaに4つの高分子量のバンドが示さ

れた。これらのバンドのタンパク質を、タンデム型質量分光マイクロ配列決定分

析により同定した。これらのペプチドは全て、既知のタンパク質であるか、又は

既知のcDNA配列から推定されたタンパク質であった。175 kDaのバンドで同定さ

れるペプチドとしては、ヒトα-2-マクログロブリン、ヒトトロンボスポンジン1

、ヒトコラーゲン、ウシα-1-アンチキモトリプシンのアイソフォームpHHK1、ヒ

トsoares精巣NHT cDNAクローン727252.5'、sommer Pristionchus pacificus、ヒ

トリボヌクレアーゼ6、及びCaenorhabditis elegans cDNAクローンyk 182d6が挙

げられた。200 kDaのバンドで同定されるペプチドとしては、ヒトPAPP-A、ラッ

トヘミフェリン、及びウシトランスフェリンが挙げられた。230 kDのバンドでは

、ヒトラミニンγ-1鎖及びヒトラミニンβ-鎖が同定され、400 kDのバンドでは

、ヒトコラーゲンα-1が同定された。

      【００６２】

  HFCMに由来するIGF依存性IGFBP-4プロテアーゼの特徴とタンデム型質量分光測

定によって同定されたタンパク質の特徴との比較に関する広範囲の文献検索によ

り、１つだけ合致した。この候補タンパク質はPAPP-Aであった。PAPP-Aとして同

定されたタンパク質は、残基110～116 (ADLELPR、配列番号１)、133～143 (SPAV
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ITGLYDK、配列番号２)、190～209 (SYLPGQWVYLAATYDGQFMK、配列番号３)、373～

387 (EQVDFQHHQLAEAFK、配列番号４)、1071～1087 (TISYPYSOLAQTTFWLR、配列番

号５)、及び1180～1195 (SFDNFDPVTLSSCQRG、配列番号６)を含んでいた。PAPP-A

は、もともと正常なヒトの妊娠血清から単離された4つのタンパク質のうちの１

つである。Linら、Am. J. Obstet. Gynecol., 1974, 118: 223-236を参照された

い。PAPP-Aは、胎盤機能の指標及びダウン症候群の最初のトリメスターのスクリ

ーニングの指標として用いられてきた。さらに、ヒトにおける胎盤のPAPP-Aの「

ノックアウト」は、不完全な胎児の発生及びそれに続く奇形を含む症状であるコ

ルネリア・ド・ランゲ症候群と関連するようである。HFCMに由来するPAPP-AとIG

F依存性IGFBP-4プロテアーゼは、これらが共にZn2+に結合する高分子量のグリコ

シル化されたタンパク質であるという点で類似している。さらに、PAPP-Aをコー

ドするクローン化されたcDNAから誘導されるアミノ酸配列は、位置482～492に特

異的なZn2+結合モチーフ(HEXXHXXGXXH、配列番号７)及びさらにメトジンシンフ

ァミリーのメタロプロテアーゼのみにC末端に見出されるMetターンを有する。PA

PP-Aは個々のメトジンシンスーパーファミリーメンバーの他の規定的特徴に従わ

ず、興味深いことに、PAPP-Aにおいては、亜鉛結合モチーフと保存されたMet残

基の間の直線距離は63アミノ酸であるのに対して、他のメトジンシンにおいては

、この距離は7～44残基である。

      【００６３】

  PAPP-AとしてのIGF依存性IGFBP-4プロテアーゼの同定を、さらなる生化学的ア

ッセイを用いて検査した。非特異的ウサギIgGではなく、抗PAPP-A／プロMBPポリ

クローナルIgGは、用量依存的にHFCMにおけるIGF依存性IGFBP-4プロテアーゼ活

性を阻害した(図1A)。これらの無細胞アッセイにおいて、抗PAPP-A／プロMBPポ

リクローナル抗体の力価が1:50のとき、IGFBP-4タンパク質分解が完全に阻害さ

れ、力価が1:500のとき、プロテアーゼ活性の84％が阻害されたが、力価が1:5,0

00のとき、IGFにより誘導されたIGFBP-4プロテアーゼ活性の15％が阻害された。

他の実験において、抗PAPP-A／プロMBPポリクローナルIgGを用いて、培地から、

IGFBP-4プロテアーゼ活性を特異的かつ完全に免疫枯渇させた(図1B)。さらに、

妊娠した女性の血清から精製されたPAPP-A／プロMBPは、IGF依存性IGFBP-4プロ
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テアーゼ活性を示した(図1C)。無細胞アッセイにおいては、PAPP-A／プロMBPは

単独では[125I]IGFBP-4に作用しなかったが、IGF-IIの添加により、18及び14 kD

aの放射標識断片へのタンパク質分解が開始された。これはHFCMを用いたときに

認められるものと同じである。高度に精製されたPAPP-A／プロMBPの４つの異な

る調製物を用いた場合も同様の結果が得られた。

      【００６４】

  PAPP-Aは、妊娠中にPAPP-Aを循環させる主要な源である胎盤の合胞体層におい

て最も多く発現する。Bonneら、Lab. Invest., 1994, 71:560-566を参照された

い。しかし、PAPP-Aは、非妊娠並びに妊娠女性からの血清及び排卵前の卵胞液に

おいて検出され、PAPP-A及びプロMBPの双方と反応し、かつ、どの程度かは不明

であるが他のタンパク質とも反応するポリクローナル抗血清を用いた場合、分泌

性子宮内膜、血管内皮、及び活発に増殖する胎児組織及び成人組織に免疫局在化

した。

      【００６５】

  ノーザン分析及びウェスタン分析を行って、培養されたヒト線維芽細胞及び骨

細胞における明確なPAPP-A発現を証明した。ノーザン分析については、培養され

たヒト細胞から得たポリAテイルを有するmRNA(10μg)を、32P標識PAPP-A cDNAを

用いて精査した。試験されたヒト細胞は、成人線維芽細胞、成人骨芽細胞、全骨

芽細胞、骨髄間質細胞、MG63骨肉種細胞、U2骨肉種細胞、及びTE85骨肉種細胞で

あった。これらの実験に基づいて、ヒト線維芽細胞が13及び8.5 kBにPAPP-A転写

産物を発現することが観察された。また、ノーザンブロッティングから得られた

結果は、PAPP-A mRNAは、成人及び胎児起源の正常ヒト骨芽細胞によって、及び

前骨芽細胞によって発現されるが、いくつかの骨肉種細胞系によっては発現され

ないことを示している。これらの知見は、正常なヒト骨芽細胞によって馴化され

た培地中ではIGF依存性IGFBP-4プロテアーゼ活性を示すが、形質転換された骨芽

細胞によって馴化された培地中では示さないという以前の研究の結果と一致する

ものである。Durhamら、Endocrinology, 1995, 80:987-993を参照されたい。ヒ

ト線維芽細胞によって発現されるのは、PAPP-A mRNAだけではなく、実際に、培

養されたヒト線維芽細胞はPAPP-Aタンパク質を分泌する。ELISAによると、HFCM



(31) 特表２００２－５３８８０４

は0.18±0.02μg/mlのPAPP-A(n＝4)を含むことが判明した。比較としては、妊娠

満期の血清は、約25μg/mlのPAPP-Aを含む。HFCM(10μlの30x濃縮物(ELISAによ

ると0.05μgのPAPP-Aに相当する))及び妊娠血清から精製されたPAPP-A／プロMBP

(0.05μg)を用いて、ウェスタン免疫ブロッティングを行った。非還元的及び還

元的条件下でSDS／PAGEによりタンパク質を分離し、メンブランに転写し、PAPP-

A特異的モノクローナル抗体を用いて免疫ブロットした。

      【００６６】

  ウェスタンブロッティング分析により、HFCMがPAPP-Aに特異的なモノクローナ

ル抗体と反応することが示された。非還元的SDS／PAGEにおいては、HFCMから得

られたPAPP-Aは、分子量400 kDaを有し、妊娠血清から単離されたPAPP-A／プロM

BPよりはいくらか速く移動するが、還元的SDS／PAGEにおいて200 kDaに認められ

るPAPP-A単量体よりはゆっくり移動する。線維芽細胞によるプロMBPの発現は、E

LISA、ウェスタン又はノーザンブロッティングによっては検出されなかった。従

って、HFCM中のPAPP-Aは、モノ二量体を形成する。

      【００６７】

実施例２  生殖組織及び非生殖組織におけるPAPP-Aの発現

  帝王切開で得られた妊娠満期の胎盤組織(母体側の外)は、Aarhus University 

HospitalのDepartment of Gynecology and Obstetricsから提供されたものであ

る。最初のトリメスターの栄養膜組織は、AarhusのDanish Cancer Societyから

提供された。過形成及び腺癌に由来する前立腺組織は、Aarhus University Hosp

italのDepartment of Experimental Clinical Oncologyから提供された。骨髄に

由来する単核細胞は、記載のように調製され、Aarhus County Hospital, Denmar

kのDepartment of Hematologyから取得した。正常な乳腺組織並びに小葉乳腺癌

及び乳腺管癌に由来するサンプルは、Aarhus County Hospital, DenmarkのDepar

tment of Pathologyから提供された。Aarhus University HospitalのDepartment

 of Gynecology and Obstetricsから提供された、卵巣、子宮内膜、子宮筋層、

及び卵管に由来するサンプルは、正常な閉経後の女性(年齢＜50歳)から子宮摘出

術により得たものであった。血液サンプルは、妊娠女性(最初のトリメスター)か

ら採取した。組織サンプルは全て、液体窒素中で保存した。
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      【００６８】

mRNAの抽出とcDNAの合成

  ドライアイス中に埋め込んだ乳鉢を用いて、凍結した組織サンプルを粉末状に

した。次いで、約20 mgの組織粉末又は106細胞を、ガラスホモジェニセーター(W

heaton, USA)を用いて、1 mlの溶解／結合バッファー(0.5 M LiCl、10 mM EDTA

、5 mM ジチオトレイトール、1％ SDS、100 mM Tris-HCl、pH 8.0)中で溶解した

。製造業者の指示に従って、Dynabeads mRNA DIRECTキット(Dynal A/S, Norway)

を用いて、ポリA＋RNAを単離した。20μlの2 mM EDTA中で2分間、65℃にてイン

キュベートすることにより、オリゴdT DynabeadsからポリA＋RNAを溶出させた。

この直後、50％の溶出したポリA＋RNAを、20μlの供給バッファー中に溶解した4

ユニットのトリ骨髄芽細胞症ウイルス逆転写酵素、10 pmolのオリゴdT24、1 pmo

lの5'-AAACCCATTTTATTGCAGGGAGG-3' (MBP特異的プライマー(プロMBP cDNA配列中

のnt 840-818、配列番号８))、1 pmolの5'-CTGTGGTTGTGTGACAAATGGC-3' (PAPP-A

特異的プライマー(PAPP-A cDNA配列中のnt 4936-4915、配列番号９)、40ユニッ

トのRNAsin、1 mM dNTP、及び5 mMのMg2+と共に、60分間、42℃にてインキュベ

ートすることにより、第1鎖cDNAを合成した。プライマー以外の全ての試薬はPro

megaから入手した。残りのポリA＋3 RNAを、逆転写酵素を加えずに同様に処理し

た。得られたcDNAをddH2O中に希釈し(1:44, n=1～10)、競合的PCRの鋳型として

直接用いるか、又は使用するまで－20℃で保存した。

      【００６９】

内部標準鋳型の調製

  内部標準(IS)は、cDNAと同じプライマーで増幅することができる各cDNA PCR産

物の欠失変異体(図２)である。先に記載された通り、プライマーを介する欠失に

より、PAPP-AのISを構築した。簡単に述べると、鋳型として胎盤由来の第1鎖cDN

Aを用いて、プライマーとしての5'-GGAGGCTCTGGGACTGCAC-3' (nt 4904-4886、配

列番号１１)と共に、5'-CAGTCAGCTGCTCAACGGAAGGACTCACATTGG-3' (PAPP-A cDNA

配列中のnt 4712-4731及び4789-4805、配列番号１０)を用いてPCRを行い、PAPP-

A cDNAと同じプライマー結合配列を有するPAPP-A cDNA PCR産物の62 bp欠失変異

体を作製した。HinPII-MspI断片(プロMBP cDNA配列中のnt 447-522)の切り出し
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により、MBPのISを構築したところ、cDNA PCR産物の76 bp欠失変異体が得られた

。HinPII-MspI断片(β－アクチン cDNA配列中のnt 1045-1136)の切り出しにより

、β－アクチンのISを構築したところ、92 bp欠失変異体が得られた。グリセル

アルデヒド－3－リン酸デヒドロゲナーゼ(GAPDH)のISの構築のために、鋳型とし

て第1鎖cDNAを用いて、プライマー5'-AACGGGAAGCTCACTGGCATGATGACATCAAGAAGGTG

GTG-3' (GAPDH cDNA配列中のnt 674-694及び765-787、配列番号１２)を、5'-CCA

CCACCCTGATGCTGTAGC-3' (nt 977-957、配列番号１３)と共に用いてPCRを行い、c

DNA PCR産物と同じプライマー結合配列を有するGAPDH PCR産物の73 bp欠失変異

体を作製した。ISをアガロースゲルから精製し、配列分析により確認した。各PC

Rに添加された固定量のISを、即時使用可能なアリコートで－20℃にて保存され

た同じバッチから取得した。

      【００７０】

競合的ポリメラーゼ連鎖反応のためのプライマー

  βアクチン：5’-CACCCAGCACAATGAAGATCAAG-3’(ヌクレオチド1003-1025, 配

列番号14）および5’-GTCAAGAAAGGGTGTAACGCAAC-3’(ヌクレオチド1207-1185, 

配列番号15）；PAPP-A：5’-CAGTCAGCTGCTCAACGGAA-3’(ヌクレオチド4712-4731

, 配列番号16）および5’-GGAGGCTCTGGGACTGCAC-3’(ヌクレオチド4904-4886, 

配列番号17）；MBP：5’-TTAGTCAAGCTTGGTTTACTTGC-3’(ヌクレオチド423-445, 

配列番号18）および5’-GGAAGTCTTCTGAGGCAGTGG-3’(ヌクレオチド720-700, 配

列番号19）；GAPDH：5’-AACGGGAAGCTCACTGGCATG-3’(ヌクレオチド674-694, 配

列番号20)および5’-CCACCACCCTGTTGCTGTAGC-3’(ヌクレオチド977-957, 配列番

号21）。括弧の中の数字は対応するcDNA配列中の位置を意味する。遺伝子および

cDNA配列は、Genbankから得た（登録番号：GAPDH:J02642およびJ04038;βアクチ

ン:X00351およびM10277; MBP:X14088およびM34462; PAPP-A:X68280)。全てのプ

ライマーは、DNA Technology, Aarhus, Denmarkから得た。

      【００７１】

競合的ポリメラーゼ連鎖反応

  全てのPCRを、1.5ユニットSuperTaq(HT Biotechnology, UK)、0.25nM dNTP(Ph

armacia, Sweden)、80pmolの各々のプライマー、1x SuperTaqバッファー、1μl
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内部標準鋳型(ブランク対照を除く)を総容量50μlで、ランプ速度4℃/sでAbacus

サーマルサイクラー(Denzyme, Denmark)を用いてガラス管内で行なった。全ての

試薬(-20℃で保存)の希釈したアリコートを使用して反応混合物を調製し、この

うち49μlを一連のPCR実験においてそれぞれのガラス管へピペットで移した。1

シリーズには、1組織からの第1鎖cDNAの希釈シリーズ、別の組織からの希釈シリ

ーズ、唯一の鋳型としてISを用いた1つの対照、および1つのブランク対照（これ

はISの添加前にマスターPCR混合物から選ばれる）が含まれる。1μlの希釈cDNA

鋳型の添加後、37サイクルのPCRを次のパラメーターを用いて行なった：94℃で3

0秒間（最初のサイクルでは90秒間）、アニーリングを30秒間（下記参照）、72

℃で40秒間（最後のサイクルでは400秒間）。アニーリング温度は、βアクチン

およびGAPDHに対しては62℃、PAPP-Aに対しては60℃、およびMBPに対しては58℃

であった。IS鋳型量は、希釈因子の関数としてのPCR産物の両対数プロット(doub

le logarithmic plot)の直線部分中に存在した。このことは、増幅が37サイクル

を通して指数期にあったことを確実なものとする。各々のプライマー対のPCRプ

ライマーは、可能性のあるゲノムDNAの混入の容易な検出を可能にする異なるエ

キソン上に位置していた（図2および表1）。cDNA調製物中へのゲノムDNAの混入

は、調べた組織のいずれにおいても観察されなかった。

      【００７２】

【表１】

      【００７３】

定量化
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  各希釈シリーズのために、ほぼ同量のcDNAおよびIS PCR産物を有する2つのサ

ンプルを、2.5％アガロースゲルでゲル電気泳動によって判断するのに、20分間

、TEバッファー中0.3～0.7Mの直線濃度勾配NaCl、pH 7.5、60℃の条件で使用す

るWaters Gen-Pak4,41J FAX無孔イオン交換カラムを備えたHewlett-Packard 108

4 HPLC装置で分離した（図3）。等モル量のcDNAおよびIS PCR産物を生じるであ

ろう希釈率DIeqは、上記式1から計算した。

      【００７４】

  DIeq値は、2つの別々の希釈シリーズのPCRから、および各々のシリーズの2つ

のcDNA希釈から得られる平均値として、それぞれの遺伝子産物に対して測定した

。最終的に、PAPP-AまたはプロMBP mRNAの比存在率 Axは、上記の式2から決定し

た。

      【００７５】

  したがって、該特定の存在比は、サンプル中の全mRNAの尺度に対して正規化さ

れた、目的遺伝子のmRNAレベルの尺度である。合理的な仮定であるが、細胞当た

り一定量のβ－アクチンのmRNA分子が得られ、比存在率Aは、用いた組織の量に

依存しない。

      【００７６】

RNAドットブロット分析

  32P標識PAPP-A cDNA断片pPa-1および32P標識MBP PCR産物（上記参照）を、製

造業者の教示に従い、ヒトRNAマスターブロット(Clontech)にハイブリダイズさ

せた。0.15M NaCl、15mM クエン酸ナトリウム、0.1％ SDSを用いてpH7.0、65℃

で30分間の条件で２回洗浄した後、オートラジオグラフィーをフォスフォイメー

ジャー(phosphorimager；Molecular Dynamics)を使用して、２４時間行なった。

前記ヒトRNAマスターブロットは、対照DNAサンプルに加えて、膜上にスポットさ

れた以下の５０の異なる組織からのサンプルを含む：全脳；小脳扁桃；尾状核；

小脳；大脳皮質；前頭葉；海馬；延髄；大脳後頭極；果核；黒質；側頭葉；視床

；視床下核；脊髄；心臓；大動脈；骨格筋；結腸；膀胱；子宮；前立腺；胃；精

巣；卵巣；膵臓；脳下垂体；副腎；甲状腺；唾液腺；乳腺；腎臓；肝臓；小腸；

脾臓；胸腺；末梢白血球；リンパ節；骨髄；虫垂；肺；気管；胎盤；胎児脳；胎
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児心臓；胎児腎臓；胎児肝臓；胎児脾臓；胎児胸腺；胎児肺；酵母全RNA；酵母t

RNA；大腸菌rRNA；大腸菌DNA；ポリr(A)；ヒトゲノム反復DNA；およびヒトDNA。

全組織からのRNA量は、マスターブロット上の８種のハウスキーピング遺伝子産

物に対して正規化した。

      【００７７】

  メッセンジャーRNAは、凍結ホモジナイズ組織サンプルからオリゴdT連結磁気

ビーズを使用して抽出した。これは最小限度の分解を保証する迅速かつ容易なプ

ロトコールである。感度を増大させるために、プロMBP、PAPP-AおよびオリゴdT

特異的プライマー両方を第1鎖cDNA合成で使用した。連続希釈物を逆転写反応で

得たcDNAプールを用いて作製した。これらのcDNA希釈物を競合的PCRの鋳型とし

て、添加する固定量の遺伝子特異的IS鋳型と共に使用した。βアクチンmRNAレベ

ルの測定値から、比存在率を上記の各々の組織について計算した。グリセルアル

デヒド-3-リン酸 脱水素酵素(GAPDH)mRNAレベルも測定した。予想通り、GAPDH m

RNAの比存在率は最小の変化量を示した(128±58 SD)。このことは、βアクチンm

RNAに対する正規化が有効であることを実証する。

      【００７８】

  13の異なる組織由来の合計43サンプルにおけるPAPP-AおよびプロMBP mRNAの比

存在率を、上記の半定量的RT-PCR法を用いて測定した。結果を図４に概説し、こ

こで各組織に対する平均比mRNA存在率を、妊娠満期の胎盤における比存在率の相

対値として示す。妊娠満期の胎盤は、PAPP-AおよびプロMBPの両方について最高

レベルの測定値を有していた。評価した組織には、妊娠満期の胎盤、最初のトリ

メスターの胎盤、子宮筋層、子宮内膜、卵管、卵巣、乳房、乳癌、前立腺、前立

腺癌、骨髄、結腸、および腎臓が含まれる。最初のトリメスターの胎盤における

PAPP-AおよびプロMBP mRNAの比存在率は、妊娠満期の胎盤よりも劇的に低かった

（それぞれ75倍および17倍）。また、試験した全ての組織が測定可能な量の両mR

NA種を含有していたことは明白である（図４）。閉経後の女性の子宮内膜におい

ては、PAPP-A mRNAレベルは妊娠満期の胎盤よりも250倍低かった。試験した大部

分の他の組織では、比PAPP-A mRNA存在率が妊娠満期の胎盤よりも500～3000倍低

かった。骨髄細胞ではプロMBP mRNAは比較的高いレベルが予想されていたが、そ
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の比プロMBP mRNA存在率は妊娠満期の胎盤よりも230倍低かった。胸部組織では

、プロMBP mRNA存在率は妊娠満期の胎盤よりも800倍低かったが、一方で、試験

した全ての他の組織では妊娠満期の胎盤よりも1300倍以上低かった。

      【００７９】

  妊娠女性から採血した1.5ml全血のmRNA分析では、非常に低いβアクチンmRNA

レベルが示され、PAPP-AまたはプロMBP mRNAは検出不能であった。したがって、

組織サンプル中に存在する血液は、mRNA種の比存在率の測定を妨害することはで

きない。

      【００８０】

  半定量的RT-PCR法によって分析した組織サンプルに加えて、大量のPAPP-Aまた

はプロMBP mRNAを産生する組織に対する迅速なスクリーニングを実施した。これ

は、特異的32P標識PAPP-A(pPA-1)またはプロMBP cDNAプローブを、50の異なるヒ

ト組織由来のRNAを含有する膜にハイブリダイズさせることによって行なった。

      【００８１】

  予想通り、胎盤は両mRNA種に対して非常に高いシグナルを示した。バックグラ

ウンドより高いPAPP-Aシグナルを有する唯一他の組織は腎臓であった。この方法

を用いて、プロMBP mRNAを胎盤、骨髄、および非常に低いレベルで腎臓において

検出した。

      【００８２】

実施例３  ブタ平滑筋及びブタ冠状血管再狭窄モデルにおけるPAPP-A発現

  ブタ血管平滑筋培養細胞（vSMC）及びヒトの皮膚線維芽細胞（HF）のポリA+に

富むmRNAをPAPP-A及びIGFBP-4の発現について調べた。図５に示すように、PAPP-

A mRNA及びその基質であるIGFBP-4はvSMCにおいて発現していた。

      【００８３】

  IGF-依存型IGFBP-4プロテアーゼ活性も、vSMC及びHF由来の細胞ならし培地で

検出された。実施例１に記載したように、［１２５Ｉ］IGFBP-4を用い、IGF-II

の存在下または不存在下、無細胞アッセイでプロテアーゼ活性を6時間モニター

した。反応産物をSDS-PAGE及びオートラジオグラフィーで分析した。血管平滑筋

細胞は、PAPP-Aと同一のプロテアーゼを分泌する。
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      【００８４】

  PAPP-Aタンパク質はまた、in vivoにおいて血管組織、特にブタ冠状動脈のバ

ルーン損傷7日後の新生内膜（neointima）の内皮細胞及び平滑筋細胞で検出され

た。新生内膜の過形成を刺激するために、若い雌ブタで特大のバルーンによる血

管形成術を行った。Schwartz, R. S.ら, Circulation, 82:2190-2200, 1990。未

成熟雌ブタ（Sus scrofa）で特大のバルーンによる血管形成術及びステント移植

を行った。血小板凝集及び冠状血管の痙縮による急死を抑制するために、術前24

時間に全ての動物に対して650mgのアスピリンと250mgのクロピドグレル、及び12

0mgのイソプチン-SRRを投与した。標準的な外科手術の方法で動脈切開術を実施

し、頚動脈に導入用シースを入れた。シースを通してヘパリン（200units/kg）

を投与して活性化凝固時間（ACT）＞300を維持した。次いでガイド用カテーテル

をシース内に入れ、必要に応じてＸ線透視下で冠状動脈内まで進行させた。0.01

4ガイドワイヤーを使用して所定の部位までデバイスを送達した。ステント設置

直後に脈管内超音波を実施してステントの拡張及び付着特性を実証し、血管の直

径を測定した。次いでカテーテルを取り出し、ステントの配置特性に留意し、動

脈の切開部位を修復し、被験動物を回復させた。屠殺時には市販の静脈内バルビ

ツレートの過剰量（Sleepaway、耳の静脈から１０ml）を投与して安楽死させた

。心臓を取り出して冷却した生理的溶液（クレブス－リンゲル）中に入れた。冠

状動脈を切り出して輪状に切断し、切片を４％パラホルムアルデヒドを含有する

NaPO４緩衝液（ｐＨ7.4）に浸漬して固定した。次いでこの切片をパラフィン中

に包埋し、正常な動脈から損傷部を経て正常な動脈へと戻る３ｍｍの横断切片に

スライスした。切片はヘマトキシリン及びエオシン（Ｈ＆Ｅ）、弾性のある（el

astic）ヴァン・ギーソンで染色するか、または凍結して保存した。血管形成術

によって引き起こされた動脈損傷の度合いはSchwartzら, Circulation, 1990, 8

2:2190-2200による損傷スコアに従って評価した。

      【００８５】

  施術１、７、１４、２８及び９０日後、損傷していない血管及び損傷した血管

から冠状動脈を切り出してパラフィンに包埋した。免疫組織化学染色のために、

モノクローナルヒトIGFBP-4プロテアーゼ（PAPP-A）抗体を使用した。Qin Q-Pら
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, Clin. Chem. 1997, 43:2323-2332。中間層及び新生内膜の細胞は血管形成術後

７日目にIGFBP-4プロテアーゼに対して強い免疫染色性を示し、２８日目に発現

がピークとなった。１日目では染色は観察されず、９０日目で最小の染色が観察

された。損傷のない切片ではIGFBP-4プロテアーゼ染色は見られなかった。市販

の抗体を用いた場合、IGFBP-4染色は弱くぼやけており、IGFBP-5に対しては特異

的な染色はなかった。PAPP-Aは、PAPP-Aマウスモノクローナル抗体（234-5）、

ビオチニル化二次抗体である抗マウスIgG、及びストレプトアビジン－西洋ワサ

ビペルオキシダーゼによって検出された。３－アミノ－９－エチルカルバゾール

基質で発色させた。

      【００８６】

実施例４  組み換えPAPP-Aの発現

  本実施例では、哺乳動物細胞における組み換えPAPP-A（rPAPP-A）の発現につ

いて記載する。これはIGF/IGFBP系におけるPAPP-Aの役割に関する更なる研究、

及び独特なメタロプロテイナーゼとしてのPAPP-Aの研究のための重要な知見を示

す。興味深いことに、妊娠時血清中のrPAPP-A及びPAPP-A/プロMBP複合体の比較

から、タンパク質分解活性における明白な差異が明らかにされた。これらの研究

に基づき、プロMBPがin vivoにおいてプロテイナーゼ阻害剤として機能すること

が考えられる。この知見から、好酸球以外でのプロMBPの生物学的役割が明らか

となった。また、ジスルフィド結合によって阻害剤に共有結合した酵素と協同し

てのプロテイナーゼ阻害の新たな様式が提示される。

      【００８７】

プラスミドの構築

  ３個の重複する部分PAPP-A cDNAクローンである、p29-2、pPA3、及びpPA1から

、PAPP-A発現プラスミドを構築した。Kristensen, T.ら, Biochemistry, 1994, 

33:1592-1598, Haaning, J.ら, Eur. J. Biochem., 1996, 237(1):159-63。PAPP

-Aの残基6-228をコードするp29-2のBbeI-EcoRI断片（及び残基１であるN末端Glu

残基、及びヌクレオチド1-3としてGlu-1(GAG)をコードするコドンと共に番号付

けされるcDNA配列）をそれぞれ部分消化及び完全消化によって切り出し、合成シ

グナルペプチド（MKDSCITVMAMALLSGFFFFAPASSYAA；配列番号２２）をコードする
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ヌクレオチド断片及びPAPP-Aの残基1-5に連結した。簡単に説明すれば、後者の

断片を、鋳型として重複オリゴヌクレオチド：

5’-CCTGCATCACTGTGATGGCCATGGCGCTGC-3’    （配列番号２３）、

5’-TGTCTGGGTTCTTTTTCTTCGCGCCGGCCTC-3’   （配列番号２４）、

5’-GAGCTATGCCGCGGAAGCTAGGGGCGCCAT-3’    （配列番号２５）、および

5’-GCGGCATAGCTCGAGGCCGGCGCGAAGAAA-3’    （配列番号２６）

5’-AAGAACCCAGACAGCAGCGCCATGGCCATC-3’    （配列番号２７）

5’-ACAGTGATGCAGGAATCCTTCATAAGCTTAG-3’    （配列番号２８）

の混合物、及びHindIII制限部位（5’-CTAAGCTTATGAAGGATT-3’；配列番号２９

）及びBbeI制限部位（5’-ATGGCGCCCCTAGCTTCC-3’；配列番号３０）を含むプラ

イマーを用いてPCRで作製した。連結した生成物をpBluescript II（Stratagene

）のHindIII/EcoRI部位にクローニングしてpBN-228を作製した。PAPP-Aの残基22

9-784をコードするpPA3のEcoRI-ClaI断片を切断してpBN-228のHindIII-EcoRI断

片に連結し、pBluescript IIのHindIII/ClaI部位にクローニングしてpBN-784を

作製した。更に、PAPP-Aの残基785-1547をコードし、3'UTRの一部を含むpPA-1の

ClaI-EcoRI断片を切断してpBN-784のHindIII-ClaI断片に連結し、pBluescript I

IのHindIII/EcoRI部位にクローニングしてpBN-1547を作製した。PAPP-A cDNAのC

laI部位はメチル化に対して感受性を有するため、必要な場合にはプラスミドを

大腸菌dam株中で増殖させた。

      【００８８】

  最後に、合成シグナルペプチド及びPAPP-Aの残基1-1547をコードするpBN-1547

のHindIII-XbaI断片を、哺乳動物発現ベクターpcDNA3.1+（Invitrogen）のHindI

II/XbaI部位にクローニングしてpcDNA3.1-PAPP-Aを作製した。この構築物は配列

解析によって確認された。ハイグロマイシンB（Invitrogen）による選択を可能

にするために、pcDNA3.1-PAPP-AのHindIII-XbaI断片を切り出してpcDNA3.1/Hygr

o(+)（Invitrogen）にクローニングし、安定にトランスフェクトされた細胞の作

製のためにpcDNA3.1/Hygro-PAPP-Aを得た。トランスフェクションのためのプラ

スミドDNAはQIAprep Spin Kit（Qiagen）で調製した。

      【００８９】
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  公表されているPAPP-A cDNA配列との相違は1箇所で見られた。ヌクレオチド78

-80（AGT）は存在せず、その結果Val-27がなかった。元のcDNAクローン（p29-2

及びpPA3）においても、再度の配列決定において同じ相違が見られた。

      【００９０】

組織培養、トランスフェクション及びタンパク質の発現

  ヒト胚腎293T細胞（293tsA1609neo）を、10％ウシ胎児血清、２mMグルタミン

、非必須アミノ酸、及びゲンタマイシン（Life Technologies）を添加した高グ

ルコースDMEM培地で維持した。細胞を６ｃｍの組織培養皿上にまき、１８時間後

に１０μｇのDNA（pcDNA3.1-PAPP-A）を用いてリン酸カルシウム共沈降法により

トランスフェクトした。更に４８時間後、上清を回収して遠心分離により清澄化

した。PAPP-Aを安定に発現する293T細胞系を作製するために、細胞をFspI-線状

化pcDNA3.1/Hygro-PAPP-Aで同じ方法によってトランスフェクトし、400μg/mlの

ハイグロマイシンB（Invitrogen）に対する抵抗性によって選択した。単一コロ

ニーを拾って増殖させ、安定な細胞系を100μg/mlのハイグロマイシンBを含む培

地中に維持した。COS-7細胞は同じ培地中に維持したが、SuperFect（Qiagen）を

用い、製造業者のプロトコルに従ってトランスフェクトした。

      【００９１】

  トランスフェクションの2日後、上清は、PAPP-Aに特異的なELISAによる測定で

およそ５μg/mlの組み換えPAPP-A（rPAPP-A）を含有していた。擬似トランスフ

ェクト細胞由来の上清では、PAPP-Aは検出できなかった。rPAPP-A抗原は、入手

可能な全てのモノクローナル抗体によってELISAで認識され、タンパク質の完全

性（integrity）はウエスタンブロッティングによって確認された。同様の結果

はトランスフェクトされたCOS-7細胞においても得られた。

      【００９２】

ELISA

  上清中の組み換えPAPP-Aのレベルは標準的なサンドイッチELISAによって測定

した。PAPP-Aポリクローナル抗体、抗(PAPP-A/プロMBP)を捕捉のために用い、検

出のためにPAPP-Aモノクローナル抗体（mAb）（234-2、234-5、234-4．234-6、2

34-3、または234-7）、次いでペルオキシダーゼ結合抗マウスIgG（P260、DAKO）
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を用いた。妊娠時血清から精製されたPAPP-A/プロMBPまたは精製rPAPP-Aを使用

して標準曲線を確立した。Qin, Q.P.ら, Clin. Chem., 1997, 43:2323-2332を参

照のこと。標準におけるタンパク質の量はアミノ酸分析によって決定した。

      【００９３】

タンパク質の分画

  細胞培養上清からのrPAPP-Aの精製は、沈降、ヘパリンクロマトグラフィー、

及びゲル濾過の手順によって行った。妊娠時血清からのPAPP-A/プロMBP複合体の

精製のためのプロトコルは、PEGによる沈降における相違（プロMBP/PAPP-A複合

体で16％に対し、rPAPP-Aで4-12％）のために、rPAPP-Aの精製には有用ではなか

った。組み換えPAPP-Aは、10％(w/v)PEG6000によって細胞培養上清（５０ml）か

ら本質的には定量的に沈降した。沈降物を、標準的なプロテアーゼ阻害剤を含有

する５０mM Tris、５０mM NaCl、ｐH8.0に溶解し、同じ緩衝液で平衡化したHiTr

apヘパリンセファロース（５ml）(Pharmacia)にのせた。結合したタンパク質を

、１ml/分で３０分間かけて塩濃度を1000mMまで直線的に増加させて溶出させた

。組み換えPAPP-Aは、主として600mM NaClのあたりで単一のピークとして溶出し

た。最後に、集めた画分を限外濾過によって濃縮し、PBSで平衡化したSuperose 

6HR 10/30（Pharmacia）上で0.5ml/分でクロマトグラフにかけた。PAPP-A/プロM

BPは、Oxvig, C.ら, Biochem. Biophys. Acta., 1994, 1201:415-423に先に記載

されたように、満期妊娠時血清から精製した。

      【００９４】

  分析目的のために、集めた妊娠時血清、妊娠時血漿または培養上清を、５０mM

 Tris、５０mM NaCl、ｐH8.0で平衡化したMono Q HR 10/10（Pharmacia）にかけ

た。カラムにのせる前に、2倍容量の水の添加によってサンプルを希釈した。１m

l/分で４０分間かけて５０mMから1000mMまでの直線状塩勾配で溶出を実施し、１

mlの画分を回収した。全ての実験において、塩濃度は画分１０で５０mM、画分５

０で1000mMであった（図６A）。280nmにおける吸光度は、同じ血清の１／１０濃

度の２度目の実験で記録し、それに１０をかけて得た。得られた２個のクロマト

グラムは重ね合わせることができ、PAPP-Aのより大きいピーク（およそ画分４３

）の形及び位置は同じであった。PAPP-Aのより小さいピーク（およそ画分２４）
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も２回の実験で同じ位置にきたが、ELISAを使用した場合には、PAPP-A抗原のレ

ベルは２度目の実験からの画分では正確には決定できなかった。従って、最初の

実験におけるELISAの値を使用する。

      【００９５】

種々の手順

  SDS-PAGEはTris-グリシンゲル（10～20％もしくは15％）または予め作製した3

～8％のTris-酢酸ゲル（Novex）で実施した。分離したタンパク質はゲルのクー

マシー染色によって可視化するか、あるいは、オンラインHPLCを備えたApplied 

Biosystems 477A配列決定装置による配列解析のために、まずPVDF膜上にブロッ

トした。免疫的可視化（Immunovisualization）は、化学発光の増大を利用して

実施例2のようにして実施した。ブロットは２％のTween20でブロックし、５０mM

 Tris、500mM NaCl、0.1％Tween20、ｐH9.0（TST）で平衡化した。一次抗体（PA

PP-Aに対してmAb234-2、プロMBPに対してmAb234-10）を0.5％ウシ胎児血清を含

有するTSTで希釈し、ブロットを３７℃で１時間インキュベートした。TSTで希釈

したペルオキシダーゼ結合二次抗体（P260、DAKO）とのインキュベーションは、

室温で1時間行った。アミノ酸及びアミノ糖の加水分解及び定量は、Oxvig, C.ら

, Biochem. Biophys. Acta., 1994, 1201:415-423に先に記載されたように行っ

た。

      【００９６】

PAPP-Aのタンパク質分解活性の測定

  IGFBP-4のタンパク質分解は、実施例１に記載したようにアッセイした。より

反応容積を大きくした２つの並行経時的実験において、PAPP-A/プロMBP複合体の

活性をrPAPP-Aの活性と比較した。等量のサンプルA（精製PAPP-A/プロMBPで較正

したELISAによる測定で７μg/mlのPAPP-A/プロMBPに希釈した妊娠時血清プール

）及びサンプルB（サンプルAと同様であるが、精製rPAPP-Aで較正したELISAによ

る測定で７μg/mlまで添加したrPAPP-A上清）を、５nMのIGF-IIの存在下で［125

Ｉ］IGFBP-4と共にインキュベートした。レーンあたり10,000cpmに相当するサン

プルを所定の時点でとり、EDTAを５mMまで添加することによって反応を止めた。

また、サンプルAでの実験は、ポリクローナル抗(PAPP-A/プロMBP)の存在下でも
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行った。同様の経時的実験を、選択したカラム画分におけるPAPP-A活性の比較の

ために行った。

      【００９７】

rPAPP-Aの特徴付け

  精製したrPAPP-Aは、SDS-PAGEにおいて、妊娠血清から精製されたジスルフィ

ド結合したPAPP-A/プロMBP 2:2複合体よりも速く移動した。還元されたrPAPP-A

および還元されたPAPP-A/プロMBPからのPAPP-Aは、双方ともおよそ200kDaのバン

ドとして移動した。従って、rPAPP-Aは、約400kDaの二量体として分泌される。

防止できないと思われる限られた程度の分解が、ジスルフィド結合の還元後の双

方の種類、および還元していない妊娠血清由来のPAPP-A/プロMBPについて見られ

る。

      【００９８】

  無傷のrPAPP-A単量体の配列分析により、N-末端Gluの前にアラニン残基が付加

されている、予想されたN-末端配列(Ala-Glu-Ala-Arg-Gly-Ala-Thr-Glu)が明ら

かになり、さらにPAPP-A単量体あたりのN-アセチル-グルコサミン(GlcN)モノサ

ッカライドの数は、酸加水分解を通じて22個であることが見出された。PAPP-A/

プロMBPから単離されたPAPP-Aは、PAPP-Aポリペプチド鎖あたり44個のGlcN単量

体を含有する。

      【００９９】

  唯一知られているPAPP-Aの基質であるIGFBP-4に対するrPAPP-Aの活性を分析し

たところ、予想した通り、IGFBP-4は、IGFの存在下で切断されるが、IGFの不在

下では切断されなかった。rPAPP-Aの活性は、ポリクローナル抗(PAPP-A/プロMBP

)抗体、EDTAおよび1,10-フェナントロリンによって阻害されるが、マトリックス

メタロプロテイナーゼの広域スペクトルの阻害剤であるTIMP-1によっては阻害さ

れなかった。偽形質転換された細胞由来の上清は、IGFを添加してもしなくとも

、IGFBP-4タンパク質分解活性を含んでいなかった。

      【０１００】

  初期実験により、妊娠血清から精製されたPAPP-A/プロMBP複合体は、0.1ngのr

PAPP-Aと同程度のIGFBP-4切断を得るためにおよそ50ng必要とされることが明か
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にされた。仮説としては、この相違は、クロマトグラフィー処理の間のPAPP-A/

プロMBPの活性低下によって引き起こされ得る。従って、未分画妊娠血清のIGFBP

-4タンパク質分解活性を経時的実験で測定し、平行した実験において妊娠血清PA

PP-Aと同じ濃度にrPAPP-Aを添加した妊娠血清の活性を測定した。妊娠血清中のP

APP-AとrPAPP-Aとの比活性の相違は、この実験から約100倍であると概算された

。妊娠血清とポリクローナル抗(PAPP-A/プロMBP)抗体とのインキュベーションは

、IGFBP-4の切断を無効にした。阻害性抗(PAPP-A/プロMBP)抗体の存在下にて2倍

量の妊娠血清とのより長いインキュベーション(24h)は、どのようなIGFBP-4分解

も示さなかった。このことから判断すると、PAPP-Aは、IGFBP-4を切断すること

ができる、優勢な、おそらく妊娠血清中唯一の、プロテイナーゼである。従って

、妊娠血清中に存在するPAPP-Aは、プロMBPに結合することによって強く阻害さ

れる。

      【０１０１】

  上記の実験に基づいて、妊娠血清が、プロMBPと複合体を形成することなく、

阻害されないPAPP-Aの痕跡量を含有するかどうかを調べた。妊娠血清をロードし

たMono Qカラムからの画分中のPAPP-A抗原の分布は、予想された通り、広範囲で

かつ後期に溶出するPAPP-A/プロMBPピークを画分43付近に示した(図６Ａ)。この

ピークの前に、より小さく、あまり広範囲ではない最大ピークが画分24に示され

た。興味深いことに、同様のクロマトグラフシステムで分析したとき、このピー

クの溶出位置および形状がrPAPP-Aのものに対応した。IGFBP-4に対する活性の比

較から、PAPP-A抗原の比活性は、後期に溶出するピークよりも初期に溶出するピ

ークにおいて高く、25倍を超えることが実証された。従って、画分24付近で溶出

するPAPP-A抗原が、複合体を形成していないPAPP-Aである可能性が大である。2

つのPAPP-Aピークはうまく分離されないので、初期のピークの画分はまた、比較

的多量のPAPP-A/プロMBP複合体を含有する。この解釈は、2つのピークの物質の

ウェスタンブロッティングにより確認された(図６Ｂ)。プロMBP特異的モノクロ

ーナル抗体を用いた、平行したウェスタンブロッティングにより、プロMBPは、

初期のピークの上部PAPP-Aバンドには存在するが、下方PAPP-Aバンドには存在し

ないことが示された。複合体を形成していない二量体PAPP-Aは、妊娠血清中には
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これまで証明されていない。プロMBPとの複合体形成は血液凝固の結果ではない

ことを確認するため、新たに採取されたEDTA処理妊娠血漿の別個の実験を同一の

系で分析した。この場合も、2つのPAPP-Aピークが見出され、初期および後期に

溶出するピークの高さの相違は、血清における場合と同じであった。従って、PA

PP-Aの大部分は、PAPP-A/プロMBP複合体として妊娠血清および血漿の双方に存在

するが、PAPP-Aの少量画分（<1%）は、複合体を形成していないPAPP-A二量体と

して存在する。この複合体を形成していない画分が、非常に高い比活性を有する

。

      【０１０２】

  結論として、プロMBPは、PAPP-Aと共有結合性複合体を形成することによって

妊娠血清中のPAPP-A活性を劇的に阻害する。妊娠血清の測定可能なPAPP-A活性は

、阻害されていないPAPP-A二量体として存在する、1％未満のPAPP-A画分に由来

する。しかしながら、後期に溶出するPAPP-Aが完全に不活性というわけではない

ので、少量の、仮説的には不完全に阻害されるPAPP-A/プロMBP 2:1複合体もまた

、寄与しているかもしれない。かかる複合体は、主として、プロMBP炭水化物の

極端な異種性によってPAPP-A/プロMBP 2:2複合体と一緒に溶出するだろう。

      【０１０３】

  多くのプロテイナーゼは、折りたたみおよび/または分泌を手助けするための

プロペプチドを必要とする。しかしながら、成熟rPAPP-Aは、抗原性があり、機

能的であり、予想されるサイズの二量体として培養培地に豊富に分泌されるので

、推定上のPAPP-Aプロペプチドは折りたたみにも分泌にも必要とされない。多く

の場合、プロペプチドは、プロペプチド切断後のみに細胞外コンパートメントに

おいて活性型となるチモーゲンのタンパク質分解活性を保持するように機能する

。しかし、PAPP-Aの残基1のすぐ前の4残基のストレッチArg-Gln-Gln-Argは、コ

ンセンサスフューリン切断部位に類似する。従って、PAPP-Aは、in vivoで活性

型プロテイナーゼとして分泌されると思われる。PAPP-Aポリペプチドの他の領域

(おそらくはタンパク質分解ドメインのC-末端側の領域)は、別のメツジネイン（

metzinein）メタロプロテイナーゼであるメプリン(meprin)Aについて最近見出さ

れたように、適切な折りたたみおよび分泌にとっておそらく重要である。
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      【０１０４】

実施例５  卵胞液中のIGFBP-4:

  卵胞液を、体外受精(IVF)術のための卵胞吸引の際に採取し、さらに先に記載

されるように（Chandrasekher, Y.A.ら, J. Clin. Endocrinol. Metab., 1995, 

80:2734-2739）定期的に生理のある女性から採取して、遠心することで細胞コン

パートメントを除去し、-20℃で凍結保存した。アンドロステンジオン対エスト

ラジオールの比が4以下であった個々の卵胞を、エストロゲン優先体としてみな

し、この比が4より大きい卵胞を、アンドロゲン優先体とみなした。ヘルシンキ

宣言に応じたインフォームドコンセントが被験者より得られた後に、卵胞液サン

プルを回収した。この研究は、医学的研究におけるヒト被験者の使用に関するス

タンフォード大学委員会により承認された。先に記載されたように(Cataldo, N.

A.ら, J. Clin. Endocrinol. Metab., 1993. 76:207-215)、顆粒膜細胞を培養し

、無血清ならし培地を回収した。ヒトIGFBP-4およびIGFBP-5は、それぞれS. Moh

an博士(Loma Linda, CA)およびD. L. Andress博士(Seattle, WA)により提供され

た。TIMP-1はG. Murphy博士(Norwich, England)より提供された。

      【０１０５】

  IGFBP-4タンパク質分解は、実施例１に記載のように、サンプルを[125I]IGFBP

-4とともに37℃で6時間インキュベーションすることによってアッセイした。反

応産物を、非還元の7.5～15％勾配SDS-PAGEによって分離し、オートラジオグラ

フィーによって視覚化した。

      【０１０６】

  幾つかの実験において、プロテアーゼ阻害剤（表２を参照）もしくはPAPP-Aポ

リクローナル抗体を6時間のインキュベーションの間、アッセイ混合物に添加し

た。他の実験において、PAPP-A抗体もしくは非特異的ウサギIgGをプロテインG-

プラス/プロテイン-A-アガロース(Oncogene Science)に結合させて用い、IGFBP-

4プロテアーゼ活性を免疫沈降させ、次いでサンプルの上清をプロテアーゼアッ

セイに用いた。

      【０１０７】

PAPP-A ELISA
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  サンドイッチビオチン-チラミド(tyramide)増幅ELISAを、捕獲用のPAPP-Aポリ

クローナル抗体および検出用のPAPP-Aモノクローナル抗体のコレクションを用い

て実施した（実施例４を参照のこと）。妊娠血清から精製したPAPP-Aを、較正の

ために用いた。

      【０１０８】

  IVF卵胞液を[125I]IGFBP-4と共にインキュベーションすると、無傷のIGFBP-4

（非還元SDS-PAGEで24-kD、還元SDS-PAGEで32-kD）の低下を招き、放射線標識さ

れた18-および14-kDaの断片が生成された。アッセイ混合物に、非特異的ウサギI

gGではなく、PAPP-Aポリクローナル抗体を含めると、卵胞液中のIGFBP-4プロテ

アーゼ活性が完全に阻害された。この阻害は、IGFBP-4タンパク質分解に特異的

であった。というのは、PAPP-A抗体は、卵胞液中の別のセリンプロテアーゼによ

り誘導される[125I]IGFBP-5タンパク質分解を阻害しなかったからである。他の

実験において、IGFBP-4タンパク質分解活性は、特異的PAPP-A抗体を用いて卵胞

液から効果的に免疫枯渇された(immunodepleted)。

      【０１０９】

  IVF卵胞液中のIGFBP-4プロテアーゼ活性は、EDTAおよび1,10-フェナントロリ

ンにより完全に抑制されたが、セリンプロテアーゼ阻害剤であるPMSFおよびぺフ

ァブロック（pefabloc）によっては抑制されなかった。TIMP-1は何の影響も及ぼ

さなかった。これらの実験を2回にわたり実施して、同様の結果を得たので、表

２に要約した。この結果は、精製PAPP-A (上記参照)、ヒト線維芽細胞ならし培

地中のIGFBP-4プロテアーゼ活性(Conover C.A.ら, J. Clin. Invest., 1993, 91

:1129-1137)および上記の組換え発現されたPAPP-A についての阻害剤プロファイ

ルと一致した。

      【０１１０】

【表２】
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      【０１１１】

  様々な卵巣液中のPAPP-Aレベルに関するデータを表３に示した。特異的なPAPP

-A ELISAを用いたところ、FFe(IVF)卵胞液は、260～3728mlU/Lの範囲にある1604

±315mIU/LのPAPP-Aを含有していた。FFe(IVFではない)は、160 mIU/Lを有して

いた。比較したところ、IGFBP-4プロテアーゼ活性の欠如に関する先の論文に一

致して、どのFFaサンプルにおいても検出可能なPAPP-Aは存在しなかった。培養

下の黄体化顆粒膜細胞由来の無血清ならし培地にはまた、PAPP-A免疫反応性物質

が含まれていたが、非黄体化顆粒膜細胞由来の無血清ならし培地には含まれなか

った。ヒト線維芽細胞ならし培地中のPAPP-Aレベルを比較のために用いた。

      【０１１２】

【表３】
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      【０１１３】

  卵胞液中のIGFBP-4プロテアーゼ活性は、外因性IGFとは無関係であった。この

ことは、卵胞液がIGFBP-4タンパク質分解を活性化させるのに十分なIGFペプチド

、主としてIGF-II、を含有するという事実により説明できる。VanDessel, T.J.H

.M., J. Clin. Endocrinol. Metab., 1996, 81:1224-1231。実際に、黄体化顆粒

膜細胞由来のならし培地は、無細胞アッセイにおいてIGF-依存的IGFBP-4プロテ

アーゼ活性を明かに示した。Cataldo, N.A.ら, J. Clin. Endocrinol. Metab., 

1998, 83:179-186;およびChandrakher, Y.A.ら, Proceedings of the 28th Annu

al Meeting of the Society for the Study of Reproduction , 1995, Davis, C

A(抄録102)。見かけ上構成的なIGFBP-4活性はヒト骨芽細胞においても報告され

ており、IGFの内因的生産に起因することが示された。

      【０１１４】

  特定の作用機構に拘束されるものではないが、卵胞発生の正確な段階での卵巣

におけるPAPP-Aの発現は、IGFBP-4を切断するように作用し、局所の生物学的に

利用可能なIGFの増加がステロイド産生を刺激し、排卵のための優性卵胞の発生

を促進することを可能にする。このことは、無傷のIGFBP-4がヒト果粒膜細胞に

おいてIGF刺激エストラジオール産生を阻害する一方で、タンパク質分解されたI

GFBP-4は何の影響も及ぼさないことを示すin vitro研究により支持される。Iwas

hita Mら, Horm. Res., 1996. 46(補遺.1):31-36。

      【０１１５】

実施例６  ヒト冠状動脈平滑筋細胞はIGFBPを発現する:

  成人のヒト冠状動脈平滑筋細胞(hCASMC)の一次培養物を、Clonetics(Walkersv

ille, MD)から得て、5％のウシ胎児血清および抗生物質(50mg/mlのゲンタマイシ

ン、50mg/mlのアンホテリシン-B)を含有する平滑筋細胞基礎培地(SmBM, 改変さ

れたMCDB 131)中で培養した。この細胞培養物を5％CO2/95％空気の湿潤雰囲気中

で37℃に維持し、実験には5～7回継代して使用した。これらの細胞は、α-アク

チン平滑筋発現について陽性に染色され、第VIII因子関連抗原については陰性に

染色される。

      【０１１６】
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  細胞ならしhCASMC培地は、細胞を2回洗浄し、6時間のウォッシュアウト期間、

無血清培地(SFM, SmBM+0.1％ RIA等級のウシ血清アルブミン)に交換することに

より得た。培養物を、もう一度洗浄し、実験添加物を含む新鮮なSFMに交換した

。インキュベーションの終わりに、細胞ならし培地を、2500rpmで30分間、4℃で

遠心分離し、細胞の破片を除去して-80℃で保存した。

      【０１１７】

  培養hCASMCは特異的なIGFBPを発現する。3種のhCASMC培養物由来の24時間無血

清ならし培地のウエスタンリガンドブロッティングは、24kD、29～32kDおよび38

/42kDの主要なIGFBPを示した。特異的抗体を用いたイムノブロッティングは、こ

れらの形態がそれぞれIGFBP-4、IGFBP-5およびIGFBP-3を表すことを示した。hCA

SMCから抽出したRNAのノーザン分析は、基礎培養条件下でのIGFBP-3、-4および-

5 mRNAの強い発現、IGFBP-2および-6 mRNAの弱い発現およびIGFBP-1 mRNAの検出

不可能な発現を示した。

      【０１１８】

  培養hCASMCはまた、特異的なIGFBPプロテアーゼを分泌する。hCASMCは、PAPP-

A mRNAを発現し、さらにPAPP-A抗原はならし培地中にELISAによって検出された(

24時間、48時間、72時間でそれぞれ105細胞あたり572±38、740±69および1224

±515mIU/L；１群あたりn = 4)。hCASMCならし培地中のIGFBP-4プロテアーゼ活

性は、特異的PAPP-A抗体によって阻害された。hCASMCはまた、IGFBP-5に特異的

なセリンプロテアーゼ活性を分泌する。この酵素の正体は決定されないままであ

るが、その活性はPAPP-A抗体によって阻害されなかった。プロMBPはhCASMCなら

し培地中に検出されなかった。

      【０１１９】

実施例７  細胞表面に結合するPAPP-A

  フローサイトメトリーを用いて、空の発現ベクターまたはrPAPP-Aをコードす

るcDNAを含むベクターのいずれかでトランスフェクトしたHEK 293細胞の細胞表

面へのPAPP-Aの結合を評価した (ベクターおよびトランスフェクションの説明に

ついては実施例４を参照されたい)。トランスフェクトして48時間後の細胞を、5

 mMのEDTA で剥がし、2％ FBSを含むL15培地 (L15/FBS)中で洗浄し、同一の培地
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中に、約1,000,000 細胞/ml となるように再懸濁した。15μlの細胞懸濁液を一

次抗体とともに(精製したPAPP-A特異的mAb 234-2の最終濃度を5μg/mlとした) 

氷上で30分間インキュベートした。次に、細胞をL15/FBS で3回洗浄し、フルオ

レセインイソチオシアネートが結合したヤギ抗マウスIgG（重鎖および軽鎖、Zym

ed Laboratories, San Francisco, CA）とともに氷上で30分間インキュベートし

た。１％ ホルムアルデヒドを含むバッファー中で細胞を固定し、Becton Dickin

sonの装置でフローサイトメトリーにかけた。結果は、PAPP-AがHEK 293細胞の表

面に結合することを示した。同様の結果が、その他のPAPP-Aモノクローナル抗体

(234-3、234-4、234-5および234-7) でも得られた。

      【０１２０】

実施例８  プロテアーゼ耐性IGFBP-4変異体によって被覆された生物活性ステン

ト（stent）

  この研究では、プロテアーゼ耐性IGFBP-4変異体によって被覆された生物活性

ステントを使用する。IGFBP-4 変異体は既にステントに結合しているので、所望

の作用部位に直接送達される。生物活性ステントの移植は、全身的送達に比較し

て、応答を引き出すのに要する分量を大幅に減じる可能性を有する。金属表面に

直接物理的に結合しているIGFBP-4変異体により、治療用タンパク質は移植片と

同時に送達され、さらなる介入の必要性を排除する。

      【０１２１】

  共有結合法を使用して、プロテアーゼ耐性IGFBP-4をステントストラット表面

に架橋する。プロテアーゼ耐性IGFBP-4の説明については、Qin, X.ら、J. Bone 

Min. Res., 1999,14: 2079-2088を参照されたい。ステントあたり約１mgおよび1

0 mgのIGFBP-4変異体を試験する。IGF系タンパク質を金属表面に架橋するための

技術では、オルガノシランおよび二官能性架橋剤を利用する。この方法では、最

初にオルガノシランを金属表面の酸化物に結合させ、続いてタンパク質をオルガ

ノシラン上のアミノ基に、二官能性架橋剤を用いて物理的に架橋することが必要

である。これまでに、ヘパリン、細胞接着タンパク質および成長因子を含む生体

分子を、金属を含む様々な表面に結合するために、様々な架橋法が使用されてき

た。IGFBP-4変異体を移植片に架橋するための調製方法は、ステントを、2.5％フ
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ッ化水素酸-10.5％硝酸で１分間酸処理し、高純度の水で徹底的に洗浄すること

からなる。酸処理したステントは、3-アミノプロピルトリエトキシシラン (95% 

ETOH 中1: 50 v/v)で30分間、23℃でシリコン化する。シリコン化したステント

を高純度の水で徹底的に洗浄し、110℃のオーブン中に10分間置き、次に45℃の

オーブンに一晩置いた。IGFBP-4 (1mgまたは 10 mg) はステントに、PBS中のビ

ス-（スルホスクシンイミジル）スベレートを用い、23℃にて30分間で架橋した

。架橋反応は、25 mM Tris、 pH 7.5を用い 、23℃にて30分間で停止させた。対

照ステントは、上記のように酸処理し、さらなる処理は次の洗浄工程の後に停止

させる。準備したステントは凍結乾燥し、in vitro またはin vivo実験まで4℃

で保存する。照射または冷気による滅菌を使用して、移植片を滅菌する。

      【０１２２】

  IGFBP-4が結合した材料の生物学的有効性は、該材料を37℃で最大28日間、バ

ッファー中および血清含有培地中でインキュベートした後、IGF-I結合およびIGF

-I誘導性のｈCASMC遊走の阻害が示されることによりin vitroで証明される。非

架橋材料をこの研究における対照として使用する。

      【０１２３】

  生物活性ステント（プロテアーゼ耐性IGFBP-4変異体）と非被覆(対照)ステン

トとの直接的比較は、次のように実施する。10匹の非近交系若年ブタを、各グル

ープにつき5匹ずつ使用する。1個の被覆ステントを血管造影に好適な（適した直

径で、大きな分岐がない）冠状動脈中に留置し、同様の大きさの1個の非被覆対

照ステントを別の好適な大きさの冠状動脈中に留置する。以前の経験に基づくと

、新生内膜肥厚（neointimal formation）および内腔の減少における有意な違い

を検出するのには、10個の処理動脈および10個の対照動脈で十分である。

      【０１２４】

  主な応答変数は、28日目の２つの状態における新生内膜肥厚の程度、ブタモデ

ルに再狭窄が生じるのに要する時間である。処理の28日後（±2日）、動物は、

処理した冠状動脈の定量的血管造影評価を実施した後で安楽死させる。続いて、

心臓の血流を留め、ステントが留置されたセグメントを標準的なHistology ラボ

プロトコールに従って処理し、切断し、そして染色した。H & E染色およびエラ
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スチカ-バンギーソン（elastic van Gieson）染色 を、ステントの長さにわたる

連続的な切片に対して実施する。

      【０１２５】

  定量的血管造影は、ステント留置前および後、ならびに28日後の血管直径を測

定するために重要である。実施する定量的冠状動脈造影 (QCA)測定には次のもの

が含まれる：最小内腔直径；遠位および近位参照内腔直径；狭窄症％［最小内腔

直径/参照内腔直径（近位および遠位）×100］。

      【０１２６】

  組織学的測定は、双方のステント（被覆と対照）の異なる効果についての知見

をもたらす。これらは、被覆ステントおよび対照ステントの近位、中位および遠

位から得られる。横断面測定には、内腔領域、内弾性板（IEL）および/またはス

テント領域、新生内膜領域（neointimal area）、内膜領域、外弾性板（EEL） 

領域、外膜領域、各ストラットワイア（strut wire）の内膜橈側厚(新生内膜厚)

、ステント内狭窄％、各ストラットワイアの傷害スコアを含む。血管傷害スコア

はSchwartzら（前掲）が記載した方法を用いて次のように計算する。0、 無傷の

平均的内皮； 1、内皮露出； 2、 IEL 裂傷； 3、 IELおよび中膜の裂傷； 4、 

EEL裂傷。新生内膜厚は各ワイア部位で測定する。参照血管内腔領域は、ステン

トが留置されていない近位および遠位部位から得られる。

      【０１２７】

  1グループあたり10匹の動物サンプルの大きさは、考えられる新生内膜厚の相

違0.1ｍｍの0.8倍を検出できるように選択する。統計的分析を、各ワイア部位の

傷害および新生内膜について実施する。回帰モデルを使用して、傷害および傷害

依存性新生内膜応答を説明する。３つのモデルを使用して、調査した２つのグル

ープ間の、インターセプトもしくはスロープにおける相違、またはインターセプ

トとスロープの双方における相違の有無を確認する。これらの変数の統計的有意

性は、そのグループが新生内膜および傷害のスロープまたはインターセプトのい

ずれに有意性があるかを決定する。各障害レベルでの治療グループ間の相違はTu

key-Kramer多比較t検定で解析する。

      【０１２８】
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  in vitro実験は、架橋IGFBP-4変異体が生理学的条件下で長期にわたり機能性

であることを示す。これらの実験は、IGFBP-4変異体が血清プロテアーゼによる

全般的タンパク質分解に対して耐性を有することを実証する。7日間のインキュ

ベーション後の架橋IGFBP-4変異体によるhCASMC遊走の有意な阻害が終点となる

。In vivo研究の終点は、非被覆ステントと比較した、被覆ステントにおいて観

察される血管造影（ステント内の狭窄）の低減および組織（内膜肥厚）の減少と

して測定される。さらに、実験用ステントから得られるデータを、組織に被覆さ

れたステントのデータと比較する。

      【０１２９】

実施例９  ヒトアテローム性冠状動脈硬化症プラークはIGFBP-4プロテアーゼを

発現する

  ４つの安定プラーク、5つの破裂プラークおよび５つの侵食プラークを含む14

のプラークで、突然心臓死した患者の検死体から得たものを試験した。免疫組織

化学的染色を、PAPP-A、IGF-IおよびIGFBP-4について実施した。プラークの細胞

組成は、α平滑筋アクチンおよびマクロファージに対する抗体を使用して決定し

た。PAPP-Aの発現は、冠状動脈中膜、プラークおよび 脈管の脈管の中膜に由来

するβアクチン細胞内で、かなり高度であった。内皮および外膜は、有意に低い

PAPP-Aレベルを示した (p < 0.05)。マクロファージではPAPP-Aは全く検出され

ず、安定プラークと不安定プラークの間に差異は観察されなかった。検出可能な

IGF-I発現は見られず、IGFBP-4染色は全ての細胞種に散在した。

      【０１３０】

  従って、PAPP-Aはヒトアテローム性動脈硬化症プラーク中に存在する。 PAPP-

A は、IGF-Iの局所的な生物学的利用可能性を増大させ、アテローム性動脈硬化

症の進行に対するマーカーならびにプラークの成長を制限する治療上の標的とな

りうる。

      【０１３１】

その他の実施例

  本発明を詳細な説明とともに記載したが、上記の記載は説明を意図するもので

あって、本発明の範囲を制限することを意図するものではないことが理解されよ
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う。本発明の範囲は、添付の特許請求の範囲によって規定される。その他の態様

、有利な効果および改変は、特許請求の範囲に包含される。

    【配列表】
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【図面の簡単な説明】
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    【図１】

  図1A～1Cは、PAPP-AとしてのIGF依存性IGFBP-4プロテアーゼの正体を確認する

オートラジオグラムである。図1Aは、IGFBP-4プロテアーゼ活性が、示された力

価のポリクローナルPAPP-A／プロ主要塩基性タンパク質(MBP)抗体(抗PAPP-A)の

存在により阻害されるが、示された力価の非特異的ウサギIgGの存在下では阻害

されないことを示す。図1Bは、HFCMからのIGFBP-4プロテアーゼ活性の免疫枯渇

を示す。HFCMは、1:50の力価の非特異的ウサギIgGで予備除去し、次いで、示さ

れた力価のPAPP-A抗体で免疫枯渇させ、その後、IGFBP-4プロテアーゼ活性につ

いてアッセイした。図1Cは、5 nMのIGF-IIの非存在下(－)又は存在下(＋)で妊娠

血清から精製されたPAPP-A／プロMBP(0.5μg)のIGF依存性IGFBP-4プロテアーゼ

活性を示す。

    【図２】

  図２は、増幅産物を比較する図表である。鋳型としてゲノムDNA (産物1)、cDN

A(産物2)、又は内部標準(IS、産物3)を用いたPCR産物の長さをβ－アクチンにつ

いて示す。PCR産物1及び2の間の産物の大きさに相当の差異があるので、mRNA調

製におけるゲノムDNAによる汚染を容易に検出することができる。A及びBは、そ

れぞれ5'-及び3'-競合的PCRプライマーを表す。ボックスは、ゲノムDNA又はcDNA

中のエキソンを表す。影付きのボックスは、ISを作製するために制限断片の切り

出し又はプライマー介在欠失により欠失されるcDNAの一部を表す。

    【図３】

  図３は、PAPP-A特異的プライマーを用いたPCR産物のイオン交換クロマトグラ

フィー分離からのA260溶出プロフィールである。バッファー成分、dNTP及びプラ

イマーが最初に溶出する。cDNA(A)及び内部標準(B)鋳型のPCR産物は、良好に分

離されており、容易に定量化することができる。縦の矢印は、スケールの変化(

感度の8倍増加)を示す。

    【図４】

  図４は、平均妊娠満期胎盤比存在率(average term placenta specific abunda

nce)に対して正規化した、試験した組織におけるPAPP-A及びプロMBPのmRNAの比

存在率を示す棒グラフである。標準偏差を誤差バーとして示す。各組織について
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のサンプル数を棒グラフの上に示す。

    【図５】

  図５は、IGFBP-4プロテアーゼ／PAPP-A及びIGFBP-4発現について精査された、

培養ブタ血管平滑筋(vSMC)及びヒト皮膚線維芽細胞(HF)に由来するポリA＋富化R

NAのオートラジオグラムである。

    【図６】

  図６A～６Bは、それぞれ選択された画分の陰イオン交換クロマトグラム及びウ

ェスタンブロットである。図６Aは、Mono Q HR 10/10カラム上の陰イオン交換ク

ロマトグラフィーを示す。妊娠血清(3.2 ml)を水で希釈し、カラムに載せ、次第

に増加する塩濃度の勾配で溶出した。流速は1 ml/分であり、1 mlの画分を回収

した。PAPP-A抗原の濃度を、ELISAにより全画分において測定し、クロマトグラ

ム上にプロットした。PAPP-A軸は対数目盛りを有することに留意されたい。哺乳

動物細胞中で発現された組換えPAPP-Aは、画分24の周辺に溶出する。図６Bは、3

～8％のSDS-PAGEで分離されたクロマトグラフィー画分のウェスタンブロットで

ある。陰イオン交換体から初期及び後期に溶出する妊娠血清PAPP-Aを、PAPP-A特

異的モノクローナル抗体234-2を用いて分析した。画分24の周辺の画分(画分22～

25)をプールし、ヘパリンクロマトグラフィーによりPAPP-A抗原を精製し、ゲル

上に載せた(レーン1)。画分43からの物質(後期溶出PAPP-A)を、ゲル上に直接載

せた(レーン2)。レーン2中の1つのバンドは、プロMBP特異的MABと反応した。レ

ーン1中に認められる2つのバンドのうち、上部のバンドのみがプロMBP特異的mAb

である234-10と反応した
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【図１Ａ】

【図１Ｂ】

【図１Ｃ】
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【図２】

【図３】
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【図４】
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【図５】
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【図６Ａ】
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【図６Ｂ】
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