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(57)【要約】
ポリペプチド増殖因子、それらの製造方法、それらをコ
ードするポリヌクレオチド、それらに対する抗体および
それらの使用方法が開示される。ポリペプチドは、配列
番号２の残基52～179または配列番号２の残基25
8～370と少なくとも70％同一であるアミノ酸セグ
メントを含む。ポリペプチドの多量体も開示される。ポ
リペプチド、多量体タンパク質およびポリヌクレオチド
は、細胞培地の構成成分として、ならびに診断薬として
、細胞および組織発達の研究および調節に用いられ得る
。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  配列番号２のタンパク質のエピトープ担持部分を含む少なく

とも15のアミノ酸残基の単離されたポリペプチド。

    【請求項２】  前記ポリペプチドが、

  （ａ）配列番号２の残基52～179；および

  （ｂ）配列番号２の残基258～370；

から成る群から選択される配列と少なくとも70％同一であるセグメントを含む、

請求項１に記載のポリペプチド。

    【請求項３】  前記ポリペプチドが、

  配列番号２の残基19～179；

  配列番号２の残基52～179；

  配列番号２の残基19～253；

  配列番号２の残基52～253；

  配列番号２の残基19～255；

  配列番号２の残基52～255；

  配列番号２の残基19～257；

  配列番号２の残基52～257；

  配列番号２の残基19～253；

  配列番号２の残基52～253；

  配列番号２の残基19～370；

  配列番号２の残基52～370；

  配列番号２の残基180～370；および

  配列番号２の残基258～370

から成る群から選択される請求項１に記載の単離されたポリペプチド。

    【請求項４】  式Ｒ１x－Ｒ２y－Ｒ３z

（式中、Ｒ１は長さ100～130残基のポリペプチドであり、配列番号２の残基52～

179と少なくとも70％同一であり、そして配列番号２の残基109～131に対応する

配列モチーフC[KR]Y[DNE][WYF]X{11,15}G[KR][WYF]C（配列番号４）を含み、

      Ｒ２は、配列番号２の残基180～257と少なくとも90％同一であるポリペプ
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チドであり、

      Ｒ３は配列番号２の残基258～370とアミノ酸配列と少なくとも70％同一で

あるポリペプチドであり、そして配列番号２の残基272、302、306、318、360お

よび362に対応する位置にシステイン残基を、配列番号２の残基304に対応する位

置にグリシン残基を、そして配列番号２の残基272～362に対応する配列モチーフ

CX{18,33}CXGXCX{6,33}CX{20,50}CXC（配列番号３）を含み、

      ｘ、ｙおよびｚは各々別々に０または１であり、以下の制限：

        ｘおよびｚの少なくとも一方は１であり、そして

        ｘおよびｚが各々１である場合には、ｙは１である、

      を受ける）

のアミノ酸の配列を含む単離されたポリペプチド。

    【請求項５】  ｘ＝１である請求項４に記載の単離されたポリペプチド。

    【請求項６】  Ｒ１が配列番号２に記載の残基52～179と少なくとも90％同

一である請求項５の単離されたポリペプチド。

    【請求項７】  Ｒ１が配列番号２に記載の残基52～179を含む請求項５の単

離されたポリペプチド。

    【請求項８】  Ｒ１が配列番号２の残基19～179と少なくとも90％同一であ

る請求項５に記載の単離されたポリペプチド。

    【請求項９】  ｙ＝１である請求項５に記載の単離されたポリペプチド。

    【請求項１０】  ｚ＝１である請求項９に記載の単離されたポリペプチド。

    【請求項１１】  Ｒ３が配列番号２の残基258～370と少なくとも90％同一で

ある請求項１０に記載の単離されたポリペプチド。

    【請求項１２】  前記ポリペプチドが配列番号２の残基52～253、配列番号

２の残基180～370または配列番号２の残基52～370を含む請求項４に記載の単離

されたポリペプチド。

    【請求項１３】  ｚ＝１である請求項４に記載の単離されたポリペプチド。

    【請求項１４】  Ｒ３が配列番号２の残基258～370と少なくとも90％同一で

ある請求項１３に記載の単離されたポリペプチド。

    【請求項１５】  Ｒ３が配列番号２の残基258～370を含む請求項１３に記載
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の単離されたポリペプチド。

    【請求項１６】  ｙ＝１である請求項１３に記載の単離されたポリペプチド

。

    【請求項１７】  ｘ＝１であり、そしてＲ１が配列番号２の残基52～179と

少なくとも90％同一である請求項１６に記載の単離されたポリペプチド。

    【請求項１８】  Ｒ３が配列番号２の残基258～370と少なくとも90％同一で

ある請求項１７に記載の単離されたポリペプチド。

    【請求項１９】  配列番号２の残基308～316に対応する位置にシステイン残

基をさらに含む請求項１３に記載の単離されたポリペプチド。

    【請求項２０】  アフィニティータグをさらに含む請求項４に記載の単離さ

れたポリペプチド。

    【請求項２１】  免疫グロブリン定常ドメインをさらに含む請求項４に記載

の単離されたポリペプチド。

    【請求項２２】  二次ポリペプチドと作用可能に連結された一次ポリペプチ

ドを含む単離されたタンパク質であって、前記一次ポリペプチドが式Ｒ１x－Ｒ

２y－Ｒ３z

（式中、Ｒ１は長さ100～130残基のポリペプチドであり、配列番号２の残基52～

179と少なくとも70％同一であり、そして配列番号２の残基109～131に対応する

配列モチーフC[KR]Y[DNE][WYF]X{11,15}G[KR][WYF]C（配列番号４）を含み、

      Ｒ２は、配列番号２の残基180～257と少なくとも90％同一であるポリペプ

チドであり、

      Ｒ３は配列番号２の残基258～370とアミノ酸配列と少なくとも70％同一で

あるポリペプチドであり、そして配列番号２の残基272、302、306、318、360お

よび362に対応する位置にシステイン残基を、配列番号２の残基304に対応する位

置にグリシン残基を、そして配列番号２の残基272～362に対応する配列モチーフ

CX{25,33}CXGXCX{10,33}CX{20,50}CXC（配列番号３）を含み、

      ｘ、ｙおよびｚは各々別々に０または１であり、以下の制限：

        ｘおよびｚの少なくとも一方は１であり、そして

        ｘおよびｚが各々１である場合には、ｙは１である、
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      を受ける）

のアミノ酸の配列を含み、そして前記タンパク質が細胞増殖、アポトーシス、分

化、代謝または移動を調整する単離されたタンパク質。

    【請求項２３】  前記タンパク質がヘテロ二量体である請求項２２に記載の

単離されたタンパク質。

    【請求項２４】  ｚが１であり、そして前記二次ポリペプチドがＶＥＧＦ、

ＶＥＧＦ－Ｂ、ＶＥＧＦ－Ｃ、ＶＥＦＧ－Ｄ、ｚｖｅｇｆ３、Ｐ１ＧＦ、ＰＤＧ

Ｆ－ＡおよびＰＤＧＦ－Ｂから成る群から選択される請求項２３に記載の単離さ

れたタンパク質。

    【請求項２５】  ｘ＝１、ｚ＝１であり、前記二次ポリペプチドが配列番号

３２の残基46～345を含み、

  ｘ＝１であり、前記二次ポリペプチドが配列番号３２の残基46～170を含み、

  ｚ＝１であり、前記二次ポリペプチドが配列番号３２の残基235～345を含む

請求項２３に記載の単離されたタンパク質。

    【請求項２６】  前記タンパク質がホモ二量体である請求項２２に記載の単

離されたタンパク質。

    【請求項２７】  ｚ＝１である請求項２６に記載の単離されたタンパク質。

    【請求項２８】  前記一次および二次ポリペプチドの各々が配列番号２の残

基258～370を含む請求項２７に記載の単離されたタンパク質。

    【請求項２９】  ｘ＝１である請求項２６に記載の単離タンパク質。

    【請求項３０】  前記一次および二次ポリペプチドが配列番号２の残基52～

179を含む請求項２９に記載の単離されたタンパク質。

    【請求項３１】  以下の：

  （ａ）以下の作用可能に連結された要素：

    転写プロモーター、

    以下の：

      ｉ）配列番号２の残基52～370、

      ｉｉ）配列番号２の残基52～253、

      ｉｉｉ）配列番号２の残基180～370、および
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      ｉｖ）配列番号２の残基258～370

    から成る群から選択されるアミノ酸残基の配列を含むポリペプチドをコード

するＤＮＡセグメント、

    転写ターミネーター、

  を含む発現ベクターを含有する宿主細胞をＤＮＡセグメントが発現される条件

下で培養し、

  （ｂ）ＤＮＡ構築物の発現のタンパク質産物を細胞から回収する、

過程を包含する方法により産生される単離されたタンパク質。

    【請求項３２】  長さが約4.4 Kbまでの単離されたポリヌクレオチドであっ

て、式Ｒ１x－Ｒ２y－Ｒ３z

（式中、Ｒ１は長さ100～130残基のポリペプチドであり、配列番号２の残基52～

179と少なくとも70％同一であり、そして配列番号２の残基109～131に対応する

配列モチーフC[KR]Y[DNE][WYF]X{11,15}G[KR][WYF]C（配列番号４）を含み、

      Ｒ２は、配列番号２の残基180～257と少なくとも90％同一であるポリペプ

チドであり、

      Ｒ３は配列番号２の残基258～370とアミノ酸配列が少なくとも70％同一で

あるポリペプチドであり、そして配列番号２の残基272、302、306、318、360お

よび362に対応する位置にシステイン残基を、配列番号２の残基304に対応する位

置にグリシン残基を、そして配列番号２の残基272～362に対応する配列モチーフ

CX{25,33}CXGXCX{10,33}CX{20,50}CXC（配列番号３）を含み、

      ｘ、ｙおよびｚは各々別々に０または１であり、以下の制限：

        ｘおよびｚの少なくとも一方は１であり、そして

        ｘおよびｚが各々１である場合には、ｙは１である、

      を受ける）

のアミノ酸の配列を含むポリペプチドをコードする単離ポリヌクレオチド。

    【請求項３３】  ＤＮＡである請求項３２に記載のポリヌクレオチド。

    【請求項３４】  配列番号６のヌクレオチド1～1110を含む請求項３３に記

載のポリヌクレオチド。

    【請求項３５】  配列番号１のヌクレオチド226～1335を含む請求項３３に
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記載のポリヌクレオチド。

    【請求項３６】  以下の作用可能に連結された要素：

  転写プロモーター、

  請求項３２に記載のＤＮＡポリヌクレオチド、および

  転写ターミネーター、

を含む発現ベクター。

    【請求項３７】  ＤＮＡポリヌクレオチドに作用可能に連結された分泌シグ

ナル配列をさらに含む請求項３６に記載の発現ベクター。

    【請求項３８】  請求項３６に記載の発現ベクターを導入された培養細胞で

あって、ＤＮＡポリヌクレオチドによりコードされるポリペプチドを発現する細

胞。

    【請求項３９】  請求項２２に記載のタンパク質を製薬上許容可能なビヒク

ルと組合せて含む製剤組成物。

    【請求項４０】  ｘ＝１である請求項３９の製剤組成物。

    【請求項４１】  ｚ＝１である請求項３９の製剤組成物。

    【請求項４２】  請求項３６の発現ベクターを導入された細胞であって、Ｄ

ＮＡセグメントによりコードされるポリペプチドを発現する細胞を培養し、そし

て

  発現タンパク質を回収する

過程を包含するタンパク質の製造方法。

    【請求項４３】  請求項４に記載のポリペプチドのエピトープと特異的に結

合する抗体。

    【請求項４４】  モノクローナル抗体である請求項４３に記載の抗体。

    【請求項４５】  一本鎖抗体である請求項４３に記載の抗体。

    【請求項４６】  レポーター分子に作用可能に連結された請求項４３に記載

の抗体。

    【請求項４７】  患者における遺伝子異常の検出方法であって、

  患者から遺伝子試料を得て、

  配列番号１または配列番号１の相補体の少なくとも14連続ヌクレオチドを含む
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ポリヌクレオチドとともに、遺伝子試料を、前記ポリヌクレオチドが相補的ポリ

ヌクレオチド配列とハイブリダイズして一次反応産物を生成する条件下でインキ

ュベートし、

  前記一次反応産物を対照反応産物と比較するが、この場合、前記一次反応産物

および前記対照反応産物間の差が患者の遺伝子異常を示す、

過程を包含する方法。

    【請求項４８】  配列番号２の残基258～370に作用可能に連結された配列番

号３３の残基46～234、

  配列番号２の残基180～370に作用可能に連結された配列番号３３の残基46～17

0、

  配列番号３３の残基235～345に作用可能に連結された配列番号２の残基52～25

7、

  配列番号３３の残基171～345に作用可能に連結された配列番号２の残基52～17

9、

から成る群から選択される配列を含むポリペプチド。

    【請求項４９】  細胞表面ＰＤＧＦ受容体の活性化方法であって、請求項１

～３１のいずれか１項に記載のポリペプチドまたはタンパク質に細胞表面ＰＤＧ

Ｆ受容体を含む細胞を曝露し、それによりポリペプチドまたはタンパク質が受容

体と結合しそれを活性化する方法。

    【請求項５０】  受容体がＰＤＧＦα－受容体である請求項４９に記載の方

法。

    【請求項５１】  受容体がＰＤＧＦβ－受容体である請求項４９に記載の方

法。

    【請求項５２】  ＰＤＧＦ受容体媒介性細胞過程の抑制方法であって、受容

体との請求項１～３１のいずれか１項に記載のポリペプチドまたはタンパク質の

結合を抑制する化合物に細胞表面ＰＤＧＦ受容体を含む細胞を曝露することを包

含する方法。

    【請求項５３】  骨組織の増殖の刺激方法であって、増殖刺激量の請求項１

～３１のいずれか１項に記載のポリペプチドまたはタンパク質を骨に適用するこ



(9) 特表２００２－５４２８２５

とを包含する方法。

    【請求項５４】  骨細胞の増殖、分化、移動または代謝の調整方法であって

、有効量の請求項１～３１のいずれかのポリペプチドまたはタンパク質に骨細胞

を曝露することを包含する方法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  発明の背景

  多細胞動物においては、細胞の増殖、分化および移動は、ポリペプチド増殖因

子により制御される。これらの増殖因子は、正常発達および疾病の成り立ち、例

えば固形腫瘍の発達の両方において一役を演じる。

  ポリペプチド増殖因子は、その多くがチロシンキナーゼである細胞表面受容体

との結合により細胞事象に影響を及ぼす。結合は、シグナリング事象の連鎖を開

始し、これが最後に表現型変化、例えば細胞分裂、プロテアーゼ産生および細胞

移動を引き起こす。

      【０００２】

  増殖因子は、構造類似性に基づいてファミリーに分類され得る。このようなフ

ァミリーの１つであるＰＤＧＦ（血小板由来増殖因子）は、ジスルフィド結合に

より安定化される二量体構造を特徴とする。このファミリーには、ＰＤＧＦ、胎

盤増殖因子（ＰｌＧＦ）および血管内皮細胞増殖因子（ＶＥＧＦ）が含まれる。

これらのタンパク質の個々のポリペプチド鎖は、システイン残基対間のジスルフ

ィド結合により形成されるシスチンノットについて蝶ネクタイ様形状を有する特

徴的高次構造を形成する。

      【０００３】

  ループ間の疎水性相互作用は、２つの単量体の二量体化に寄与する（Daopin e

t al., Science 257:369, 1992; Lapthon et al., Nature 369:455, 1994参照）

。このファミリーの成員は、ホモ二量体およびヘテロ二量体としてともに活性で

ある（例えば、Heldin et al., EMBO J. 7:1387-1393, 1988; Cao et al., J. B

iol. Chem. 271:3154-3162, 1996参照）。シスチンノットモチーフおよび「蝶ネ

クタイ」折り畳みは、増殖因子トランスフォーミング増殖因子－β（ＴＧＦ－β

）および神経成長因子（ＮＧＦ）、ならびに糖タンパク質ホルモンの特徴を示す

。それらのアミノ酸配列は非常に異なるが、しかし、これらのタンパク質はすべ

て、シスチンノットの6つの保存システイン残基を含有する。

      【０００４】
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  5つの血管内皮増殖因子が同定されている：血管透過性因子としても既知のＶ

ＥＧＦ（Dvorak et al., Am. J. Pathol. 146:1029-1039, 1995）；ＶＥＧＦ－

Ｂ（Olofsson et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:2567-2581, 1996; Hayw

ard et al., WIPO Publication WO 96/27007）；ＶＥＧＦ－Ｃ（Joukov et al.,

 EMBO J. 15:290-298, 1996）；ＶＥＧＦ－Ｄ（Oliviero, WO 97/12972; Achen 

et al., WO 98/07832）およびｚｖｅｇｆ３（配列番号３２および３３；同時係

属中米国特許出願60/111,173、60/142,576および60/161,653）。5つのＶＥＧＦ

ポリペプチド（121、145、165、189および206アミノ酸）は、ＶＥＧＦ  ｍＲＮ

Ａの代替的スプライシングから生じる。

      【０００５】

  ＶＥＧＦは、新血管形成として知られている過程による血管系の発達を刺激す

るが、この場合、血管内皮細胞は細胞周期に再加入し、下層にある基底膜を退化

させ、移動して新規の毛管芽を形成する。次にこれらの細胞は分化し、成熟血管

が形成される。この成長および分化過程は、プロ血管新生促進因子および抗血管

新生促進因子の平衡により調節される。新血管形成は、組織の正常形成および修

復の中心であり、胚発生および創傷治癒において起こる。新血管形成は、ある種

の疾患、例えば固形腫瘍、慢性関節リウマチ、糖尿病性網膜症、黄斑変性および

アテローム硬化症の発症における一因子でもある。

      【０００６】

  脊椎動物および無脊椎動物からの多数のタンパク質が、ニューロン発達に影響

を及ぼすと同定されている。それらの分子の中でも、ニューロピリンファミリー

およびセマフォリン／コラプシンファミリーの成員である。

  ＶＥＧＦに関する3つの受容体が同定されている：ＫＤＲ／Ｆｌｋ－１（Matth

ews et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:9026-9030, 1991）、Ｆｌｔ－１

（de Vries et al., Science 255:989-991, 1992）およびニューロピリン－１（

Soker et al., Cell 92:735-745, 1998）。ニューロピリンは、ＰｌＧＦ－２に

関する受容体でもある（Migdal et al., J. Biol. Chem. 273:22272-22278, 199

8）。

      【０００７】
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  ニューロピリン－１は、アフリカツメガエルのオタマジャクシの神経組織で最

初に、そしてニワトリ、マウスおよびヒトで同定された細胞表面糖タンパク質で

ある。ニューロピリン－１の一次構造は、これらの脊椎動物種の間で高度に保存

される。ニューロピリン－１は、セマフォリンＩＩＩ（Kolodkin et al.,Cell 9

0:753-762, 1997）、セマSemaＥおよびセマＩＶ（Chen et al., Neuron 19:547-

559, 1997）を含めたセマフォリンファミリーの種々の成員に関する受容体であ

ることが実証されている。種々の活性は、そのリガンドとのニューロピリン－１

の結合に関連している。

      【０００８】

  例えば、ニューロピリン－１とのセマフォリンＩＩＩの結合は、ニューロン成

長錐体崩壊およびin vitroでの神経突起の相反を誘導し得る（Kitsukawa et al.

, Neuron 19: 995-1005, 1997）。トランスジェニックマウスを用いた実験は、

心臓血管系、神経系および四肢の発達におけるニューロピリン－１の関与を示す

（例えば、Kitsukawa et al., Development 121:4309-4318, 1995; およびTakas

hima et al., American Heart Association 1998 Meeting, Abstract #3178参照

）。

      【０００９】

  セマフォリンは、約500アミノ酸の限定セマフォリンドメインを共有する分子

の大ファミリーである。二量化は、機能的活性のために重要であると考えられる

（Klostermann et al., J. Biol. Chem. 273:7326-7331, 1998）。軸索ガイダン

スタンパク質のセマフォリンファミリーうちの最初に同定された脊椎動物成員で

あるコラプシン－１は、崩壊活性に必要な二量体化に伴い、共有二量体を構成す

ることも示されている（Koppel et al., J. Biol. Chem. 27315708-15713, 1998

）。セマフォリンＩＩＩは、増殖クローン崩壊および神経突起の化学相反の調節

にin vitroで関連した。

      【００１０】

  セマフォリンは、感覚求心性神経支配、骨格および心臓発達（Fehar et al., 

Nature 383:525-528, 1996）、サイトカインの阻害を介した免疫抑制（Mangasse

r-Stephan et al., Biochem. Biophis. Res. Comm. 234:153-156, 1997）ならび
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にＢ細胞凝集および分化の促進（Hall et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93

:11780-11785, 1996）を含めた種々の発達作用に関与することが示されている。

ＣＤ100は、多数のＴ細胞リンパ腫において発現されることも示されており、悪

性Ｔ細胞新生物のマーカーであり得る（Dorfman et al., Am. J. Pathol. 153:2

55-262, 1998）。マウスセマフォリン遺伝子Ｍ－ｓｅｍａＨの転写は、マウス主

要細胞株の転移能力と相関する（Christensen et al., Cancer Res. 58:1238-12

44, 1998）。

      【００１１】

  細胞過程の制御における増殖因子、その他の調節分子およびそれらの受容体の

役割により、それらは療法的介入のための有望な候補および標的となり得る。例

えば血小板由来増殖因子は、歯周病（米国特許第5,124,316号）、胃腸性潰瘍（

米国特許第5,234,908号）および皮膚潰瘍（Robson et al., Lancet 339:23-25, 

1992）の治療に関して開示されている。ＰＤＧＦ受容体活性の抑制は、損傷ヒヒ

動脈における内膜過形成を低減することが示されている（Giese et al., Resten

osis Summit VIII, Poster Session #23, 1996; 米国特許第5,620,687号）。

      【００１２】

  ＰＤＧＦは、骨細胞複製を刺激し（Canalis et al.,Endocrinology and Metab

olism Clinics of North America 18:903-918, 1989 により検討されている）、

骨細胞によるコラーゲンの産生を刺激し（Centrella et al., Endocrinology 12

5:13-19, 1989）、そして歯周組織の再生に有用である（米国特許第5,124,316号

; Lynch et al., J. Clin. Periodontol. 16:545-548, 1989）ことも示されてい

る。

      【００１３】

  血管内皮増殖因子（ＶＥＧＦ）は、虚血性四肢における血管の成長を促進する

ことが示されており（Isner et al., The Lancet 348:370-374, 1996）、歯周病

の治療のための、血管移植手術における内皮化を促進するためのそして心筋梗塞

後の側副循環を促すための創傷治癒薬としての使用が提唱されている（WIPO公告

WO 95/24473；米国特許第5,219,739号）。ＶＥＧＦは、培養中の血管内皮細胞の

増殖を促すためにも有用である。可溶性ＶＥＧＦ受容体（可溶性ｆｉｔ－１）は
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、細胞表面受容体とのＶＥＧＦの結合を遮断し、in vitroでの血管組織の増殖を

抑制するということが判明している（Biotechnology News 16（17）:5-6, 1996

）。

      【００１４】

  ポリペプチド増殖因子の立証済み臨床的実用性の点からみて、治療薬、診断薬

および研究道具および試薬として用いるためのさらなるこのような分子に対する

必要性が当業界には存在する。

  本発明は、本明細書中の教示から当業者には明らかであるこれらのおよびその

他の使用のためのこのようなポリペプチドを提供する。

      【００１５】

  発明の説明

  本発明は、配列番号２のタンパク質のエピトープ担持部分を含む少なくとも15

のアミノ酸残基の単離ポリペプチドを提供する。ある種の実施態様内では、ポリ

ペプチドは、配列番号２の残基52～179または配列番号２の残基258～370と少な

くとも70％同一であるセグメントを含む。その他の実施態様内では、ポリペプチ

ドは、配列番号２の残基19～179、配列番号２の残基52～179、配列番号２の残基

19～257、配列番号２の残基52～257、配列番号２の残基19～253、配列番号２の

残基52～253、配列番号２の残基19～370、配列番号２の残基52～370、配列番号

２の残基258～370および配列番号２の残基180～370から成る群から選択される。

      【００１６】

  本発明は、式Ｒ１x－Ｒ２y－Ｒ３z（式中、Ｒ１は長さ100～130残基のポリペ

プチドであり、配列番号２の残基52～179と少なくとも70％同一であり、そして

配列番号２の残基109～131に対応する配列モチーフC[KR]Y[DNE][WYF]X{11,15}G[

KR][WYF]C（配列番号４）を含み、Ｒ２は、配列番号２の残基180～257と少なく

とも90％同一であるポリペプチドであり、Ｒ３は配列番号２の残基258～370とア

ミノ酸配列が少なくとも70％同一であるポリペプチドであり、そして配列番号２

の残基272、302、306、318、360および362に対応する位置にシステイン残基を、

配列番号２の残基304に対応する位置にグリシン残基を、ならびに配列番号２の

残基272～362に対応する配列モチーフCX{18,33}CXGXCX{6,33}CX{20,50}CXC（配
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列番号３）を含み、ｘ、ｙおよびｚは各々別々に０または１であって、ｘおよび

ｚの少なくとも一方は１であり、そしてｘが各々１である場合には、ｙは１であ

るという制限を受ける）のアミノ酸の配列を含む単離ポリペプチドも提供する。

      【００１７】

  したがって、（ａ）ｘ＝１、（ｂ）ｚ＝１および（ｃ）ｘ＝１およびｚ＝１で

ある本明細書中に開示した式の単離ポリペプチドが提供される。ある種の実施態

様内では、ｘ＝１であり、Ｒ１は配列番号２の残基52～179または配列番号２の

残基19～179と少なくとも90％同一である。関連実施態様内では、ｘ＝１であり

、Ｒ１は配列番号２の残基52～179を含む。その他の実施態様内では、ｚ＝１で

あり、そしてＲ３は配列番号２の残基258～370と少なくとも90％同一であるか、

またはＲ３は配列番号２の残基258～370を含む。

      【００１８】

  その他の実施態様内では、ｘ＝１、ｚ＝１であり、そしてＲ３は配列番号２の

残基258～370と少なくとも90％同一であり、ならびにｘ＝１、およびｚ＝１で、

Ｒ１は配列番号２の残基52～179と少なくとも90％同一であり、ならびにＲ２は

配列番号２の残基180～257と少なくとも90％同一である。さらに別の実施態様内

では、ｘ＝１、ｚ＝１であり、そしてポリペプチドは配列番号２の残基19～370

または配列番号２の残基52～370を含む。単離ポリペプチドは、配列番号２の残

基308～316に対応する位置にシステイン残基をさらに含み得る。その他の実施態

様内では、単離ポリペプチドは、アフィニティータグをさらに含む。関連実施態

様内では、単離ポリペプチドは、免疫グロブリン定常ドメインを含む。

      【００１９】

  本発明は、二次ポリペプチドと作用可能に連結された一次ポリペプチドであっ

て、本明細書中に開示したような式Ｒ１x－Ｒ２y－Ｒ３zのアミノ酸配列を含む

一次ポリペプチドを含む単離タンパク質も提供する。タンパク質は、細胞増殖、

アポトーシス、分化、代謝または移動を調整する。一実施態様内では、タンパク

質はヘテロ二量体である。関連実施態様内では、二次ポリペプチドは、ＶＥＧＦ

、ＶＥＧＦ－Ｂ、ＶＥＧＦ－Ｃ、ＶＥＦＧ－Ｄ、ｚｖｅｇｆ３（配列番号３３）

、Ｐ１ＧＦ、ＰＤＧＦ－ＡおよびＰＤＧＦ－Ｂから成る群から選択される。その
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他の関連実施態様内では、ｘ＝１、ｚ＝１であり、そして二次ポリペプチドは配

列番号３３の残基46～345を含み、ｘ＝１であり、そして二次ポリペプチドは配

列番号３３の残基46～170を含み、あるいはｚ＝１であり、そして二次ポリペプ

チドは配列番号３３の残基235～345を含む。

      【００２０】

  別の実施態様内では、タンパク質はホモ二量体である。

  （ａ）以下の作用可能に連結された要素：転写プロモーター；ｉ）配列番号２

の残基52～370、ｉｉ）配列番号２の残基52～253、ｉｉｉ）配列番号２の残基18

0～370、およびｉｖ）配列番号２の残基258～370から成る群から選択されるアミ

ノ酸残基の配列を含むポリペプチドをコードするＤＮＡセグメント；転写ターミ

ネーターを含む発現ベクターを含有する宿主細胞をＤＮＡセグメントが発現され

る条件下で培養し、そして（ｂ）ＤＮＡ構築物の発現のタンパク質産物を細胞か

ら回収する過程を包含する方法により産生される単離タンパク質も提供される。

  本発明の別の局面内では、長さが約4.4 Kbまでの単離ポリヌクレオチドであっ

て、前記に開示したようなポリペプチドをコードするポリヌクレオチドが提供さ

れる。本発明の一実施態様内では、ポリヌクレオチドはＤＮＡである。

      【００２１】

  本発明のさらに別の局面内では、以下の作用可能に連結された要素：（ａ）転

写プロモーター、（ｂ）本明細書中に開示したようなＤＮＡポリヌクレオチド、

および（ｃ）転写ターミネーターを含む発現ベクターが提供される。ベクターは

、ＤＮＡポリヌクレオチドに作用可能に連結される分泌シグナル配列をさらに含

み得る。

  本明細書中に開示した発現ベクターを導入された培養細胞であって、ＤＮＡポ

リヌクレオチドによりコードされるポリペプチドを発現する細胞も本発明により

提供される。培養細胞は、細胞を培養し、そして発現ポリペプチドを回収するこ

とを包含するポリペプチドの製造方法内で用いられ得る。

      【００２２】

  本明細書中で提供されるタンパク質は、製薬上許容可能なビヒクルと組合わさ

れて、製剤組成物を提供し得る。
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  本発明は、本明細書中に開示したポリペプチドのエピトープと特異的に結合す

る抗体も提供する。本発明の抗体は、中でもモノクローナル抗体および一本鎖抗

体を含み、レポーター分子に連結され得る。

      【００２３】

  本発明は、患者における遺伝子異常の検出方法であって、（ａ）患者から遺伝

子試料を得て、（ｂ）配列番号１または配列番号１の相補体の少なくとも14連続

ヌクレオチドを含むポリヌクレオチドとともに遺伝子試料を、ポリヌクレオチド

が相補的ポリヌクレオチド配列とハイブリダイズして一次反応産物を生成する条

件下でインキュベートし、そして（ｃ）一次反応産物を対照反応産物と比較する

が、この場合、一次反応産物および対照反応産物間の差が患者の遺伝子異常を示

す過程を包含する方法をさらに提供する。

      【００２４】

  本発明は、配列番号２の残基258～370に作用可能に連結された配列番号３３の

残基46～234、配列番号２の残基180～370に作用可能に連結された配列番号３３

の残基46～170、配列番号３３の残基235～345に作用可能に連結された配列番号

２の残基52～257、および配列番号３３の残基171～345に作用可能に連結された

配列番号２の残基52～179から成る群から選択される配列を含むポリペプチドも

提供する。

      【００２５】

  本発明は、細胞表面ＰＤＧＦ受容体の活性化方法であって、本明細書中に開示

したポリペプチドまたはタンパク質に細胞表面ＰＤＧＦ受容体を含む細胞を曝露

し、それによりポリペプチドまたはタンパク質が受容体と結合し受容体を活性化

する方法も提供する。

  本発明は、ＰＤＧＦ受容体媒介性細胞過程の抑制方法であって、受容体との本

明細書中に開示したポリペプチドまたはタンパク質の結合を抑制する化合物に細

胞表面ＰＤＧＦ受容体を含む細胞を曝露することを包含する方法も提供する。

  本発明は、骨組織の増殖の刺激方法であって、増殖刺激量の本明細書中に開示

したポリペプチドまたはタンパク質を骨に適用することを包含する方法も提供す

る。



(18) 特表２００２－５４２８２５

      【００２６】

  本発明は、骨細胞の増殖、分化、移動または代謝の調整方法であって、有効量

の本明細書中に開示したポリペプチドまたはタンパク質に骨細胞を曝露すること

を包含する方法も提供する。

  本発明のこれらのおよびその他の局面は、以下の本発明の詳細な説明および添

付の図面を参照すれば明らかになる。

      【００２７】

  「親和性タグ」という用語は、二次ポリペプチドの精製または検出を提供する

ために、あるいは二次ポリペプチドの基質との結合のための部位を提供するため

に二次ポリペプチドに取り付けられ得るポリペプチドセグメントを示すために本

明細書中で用いられる。主に、抗体またはその他の特異的結合物質が利用可能で

ある任意のペプチドまたはタンパク質が親和性タグとして用いられ得る。

      【００２８】

  親和性タグとしては、ポリヒスチジン索、プロテインＡ（Nilsson et al., EM

BO J.4:1075, 1985; Nilsson et al., Methods Enzymol. 198:3, 1991）、グル

タチオンＳトランスフェラーゼ（Smith and Johnson, Gene 67:31, 1988）、マ

ルトース結合タンパク質（Kellerman and Ferenci, Methods Enzymol. 90:459-4

63, 1982; Guan et al., Gene 67:21-30, 1987）、Glu-Glu親和性タグ（Grussen

meyer et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:7952-4, 1985；配列番号５参照

）、サブスタンスＰ、フラッグTMペプチド（Hopp. et al., Biotechnology 6:12

04-10, 1988）、ストレプトアビジン結合ペプチド、チオレドキシン、ユビキチ

ン、セルロース結合タンパク質、Ｔ７ポリメラーゼ、あるいはその他の抗原性エ

ピトープまたは結合ドメインが挙げられる（全般に、Ford et al., Protein Exp

ression and Purification 2:95-107, 1991参照）。ＤＮＡコード親和性タグお

よびその他の試薬は、商業的供給元（例えば、Pharmacia Biotech、Piscataway

、NJ; New England Biolabs, Beverly, MA；およびEastman Kodak, New Haven, 

CT）から入手可能である。

      【００２９】

  「対立遺伝子変異体」という用語は、同一染色体遺伝子座を占める遺伝子の任
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意の２つまたはそれ以上の代替的形態を示すために本明細書中で用いられる。対

立遺伝子変異は、突然変異により天然に起こり、集団内に表現型多型性を生じ得

る。遺伝子突然変異は無症候性である（コード化ポリペプチドに変化なし）か、

またはアミノ酸配列変化を有するポリペプチドをコードし得る。対立遺伝子変異

体という用語は、遺伝子の対立遺伝子変異体によりコードされるタンパク質を意

味するためにも本明細書中で用いられる。

      【００３０】

  「アミノ末端」および「カルボキシル末端」という用語は、ポリペプチド内の

位置を示すために本明細書中で用いられる。情況が許す場合には、これらの用語

は、近接または相対的位置を示すためにポリペプチドの特定の配列または位置に

関連して用いられる。例えば、ポリペプチド内の参照配列に対してカルボキシル

末端に位置するある配列は、参照配列のカルボキシル末端に近位に置かれるが、

しかし必ずしも完全ポリペプチドのカルボキシル末端ではない。

      【００３１】

  「β－鎖様領域」とは、ポリペプチド主鎖二面角ファイ（φ）およびプサイ（

Ψ）のある種の組合せにより特性化されるタンパク質の領域である。φが-60°

未満であり、Ψが90°より大きい領域は、β鎖様である。β鎖の限界はやや不明

確であり、それらを限定するために用いられる判定規準に伴って変わり得る、と

当業者は認識する（例えば、Richardson and Richardson in Fasman, ed., Pred

iction of Protein Structure and the Principles of Protein Conformation, 

Plenum Press, New York, 1989;およびLesk, Protein Architecture: A Practic

al Approach, Oxford University Press, New York, 1991参照）。

      【００３２】

  ポリヌクレオチド分子の「相補体」という用語は、参照配列と比較した場合の

、相補的塩基配列および逆配向を有するポリヌクレオチド分子である。例えば、

配列5’ATGCACGGG3’は、5’CCCGTGCAT3’と相補的である。

  「～に対応する」とは、ヌクレオチドまたはアミノ酸配列に関連して用いられ

る場合、２つの配列が最適に整列される場合に参照位置と並列する二次配列中の

位置を示す。
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      【００３３】

  「縮重ヌクレオチド配列」という用語は、１つ又はそれ以上の縮重コドンを含

むヌクレオチドの配列を意味する（ポリペプチドをコードする参照ポリヌクレオ

チド分子と比較して）。縮重コドンは、ヌクレオチドの異なるトリプレットを含

有するが、しかし同一アミノ酸残基をコードする（即ち、ＧＡＵおよびＧＡＣト

リプレットは各々Ａｓｐをコードする）。

      【００３４】

  「発現ベクター」という用語は、その転写に備える付加的セグメントと作用可

能に連結される当該ポリペプチドをコードするセグメントを包含する線状または

環状のＤＮＡ分子を意味する。このような付加的セグメントはプロモーターおよ

びターミネーター配列を含み、そして１つ又はそれ以上の複製の起点、１つ又は

それ以上の選択可能マーカー、エンハンサー、ポリアデニル化シグナル等も含み

得る。発現ベクターは一般にプラスミドまたはウイルスＤＮＡに由来するか、あ

るいは両方の素子を含有し得る。

      【００３５】

  「単離された」という用語は、ポリヌクレオチドに適用される場合、ポリヌク

レオチドがその天然遺伝子環境から除去された、したがって他の外来のまたは望

ましくないコード配列を含有せず、遺伝子工学処理タンパク質産生系内で用いる

のに適した形態であることを意味する。このような単離分子はそれらの天然環境

から分離されるものであり、ｃＤＮＡおよびゲノムクローンを含む。本発明の単

離ポリヌクレオチド分子は、それらが普通では会合される他の遺伝子を含有しな

いが、しかし天然５‘および３’非翻訳領域、例えばプロモーターおよびターミ

ネーターを含み得る。会合領域の同定は、当業者には明らかである（例えば、Dy

nan and Tijan, Nature 316:774-78, 1985参照）。

      【００３６】

  「単離された」ポリペプチドまたはタンパク質は、その生来の環境以外の、例

えば血液および動物組織とは別の条件中で見出されるポリペプチドまたはタンパ

ク質である。位置実施態様内では、単離ポリペプチドまたはタンパク質は、他の

ポリペプチドまたはタンパク質、特に動物起源の他のポリペプチドまたはタンパ
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ク質を実質的に含有しない。ポリペプチドまたはタンパク質は、高精製形態、即

ち95％より高い純度の、さらに好ましくは99％より高い純度で提供され得る。こ

の情況で用いられる場合、「単離された」という用語は、代替的物理的形態の、

例えば二量体あるいはグリコシル化または誘導化形態の同一ポリペプチドまたは

タンパク質の存在を排除しない。

      【００３７】

  「モチーフ」とは、ある種のアミノ酸残基が必要とされるタンパク質配列中の

一連のアミノ酸位置である。モチーフは、各々のこのような位置で考え得る残基

組を限定する。

  「作用可能に連結された」とは、 それらがその意図された目的と共同して機

能するよう、２つまたはそれ以上の存在物が一緒に連結されることを意味する。

ＤＮＡセグメントに言及する場合、この語句は、例えば、コード配列が正しい読

取枠で連結され、転写がプロモーターにおいて開始し、コードセグメント（単数

または複数）を介してターミネーターに進行することを示す。ポリペプチドに言

及する場合、「作用可能に連結される」という用語は、共有的に（例えばジスル

フィド結合により）および非共有的に（例えば、水素結合、疎水性相互作用また

は塩架橋相互作用により）連結された配列の両方を含み、この場合、配列の所望

の機能（単数または複数）は保持される。

      【００３８】

  「オルトログ」という用語は、異なる種からのポリペプチドまたはタンパク質

の機能的同等物であるある種から得られるポリペプチドまたはタンパク質を指す

。オルトログ間の配列差は、種分化の結果である。

      【００３９】

  「ポリヌクレオチド」とは、５‘から３’末端まで読み取られるデオキシリボ

ヌクレオチドまたはリボヌクレオチド塩基の一本または二本鎖ポリマーである。

ポリヌクレオチドとしてはＲＮＡおよびＤＮＡが挙げられ、天然供給源から単離

され、in vitroで合成されるか、または天然および合成分子の組合せから調製さ

れ得る。ポリペプチドのサイズは、塩基対（略号「ｂｐ」）、ヌクレオチド（「

ｎｔ」）またはキロ塩基（「ｋｂ」）として表される。
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      【００４０】

  情況が許す場合、後者２つの用語は、一本鎖または二本鎖化されるポリヌクレ

オチドを説明し得る。用語が二本鎖分子に適用される場合、それは全長を意味す

るために用いられ、「塩基対」という用語と等価であると理解される。二本鎖ポ

リヌクレオチドの２本の鎖は長さがわずかに異なり、そしてその末端は酵素的切

断の結果としてずれて並べられ、したがって二本鎖化ポリペプチド分子内のすべ

てのヌクレオチドが対合されるわけではない、と当業者に認識される。このよう

な非対合化末端は、概して、長さが20 ntを超えない。

      【００４１】

  「ポリペプチド」とは、天然に産生されたかまたは合成的に産生されたかにか

かわらず、ペプチド結合により連結されるアミノ酸残基のポリマーである。約10

アミノ酸残基未満のポリペプチドは、一般に「ペプチド」と呼ばれる。

  「プロモーター」という用語は、ＲＮＡポリメラーゼの結合および転写の開始

に備えるＤＮＡ配列を含有する遺伝子の一部を意味するためのその当業界認識意

図に関して、本明細書中で用いられる。プロモーター配列は一般に遺伝子の５‘

非コード領域中に見出されるが、必ずというわけではない。

      【００４２】

  「タンパク質」とは、１つ又はそれ以上のポリペプチド鎖を包含する高分子で

ある。タンパク質は、非ペプチド構成成分、例えば炭水化物基も包含し得る。炭

水化物およびその他の非ペプチド置換基は、タンパク質が産生される細胞により

タンパク質に付加され得るし、そして細胞の種類に伴って変わる。タンパク質は

、それらのアミノ酸主鎖構造に関して本明細書中で定義される。炭水化物基のよ

うな置換基は一般に特定されないが、しかしそれでもなお存在し得る。

      【００４３】

  「分泌シグナル配列」という用語は、大型ポリペプチドの一構成成分として、

それが合成される細胞の分泌経路を介して大型ポリペプチドを指図するポリペプ

チド（「分泌ペプチド」）をコードするＤＮＡ配列である。大型ポリペプチドは

一般に、切断されて、分泌経路を通って通過中に分泌ペプチドを除去する。

  「セグメント」とは、特殊化属性を有する大型分子（例えば、ポリヌクレオチ
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ドまたはポリペプチド）の一部である。例えば、特殊化ポリペプチドをコードす

るＤＮＡセグメントは、５‘から３’方向に読み取る場合に特殊化ポリペプチド

のアミノ酸の配列をコードするプラスミドまたはプラスミド断片のような長いＤ

ＮＡ分子の一部である。

      【００４４】

  不正確な分析法（例えばゲル電気泳動）により決定されるポリマーの分子量お

よび長さは、およその値であると理解される。このような値が「約」Ｘまたは「

およそ」Ｘとして表される場合、Ｘの記述された値は±20％の精度であると理解

される。

  本明細書中に引用された参考文献はすべて、その記載内容が参照により本明細

書中に含まれる。

      【００４５】

  本発明は、増殖因子ドメインおよびＣＵＢドメインを含むポリペプチドをコー

ドする新規のＤＮＡ配列の発見に一部基づいている。増殖因子ドメインは、シス

テイン残基と、ＰＤＧＦファミリーの「シスチンノット」構造を特徴とするβ鎖

との配置により特性化される。ＣＵＢドメインは、ニューロピリン（Takagi et 

al., Neuron 7:295-307, 1991; Soker et al.,同上）、ヒト骨形態形成タンパク

質－１（Wozney et al., Science 242:1528-1534, 1988）、ブタ精液プラスマタ

ンパク質およびウシ酸性精液流体タンパク質（Romero et al., Nat. Struct. Bi

ol. 4:783-788, 1997）、ならびにアフリカツメガエルX. laevisトロイド様タン

パク質（Lin et al., Dev. Growth Differ. 39:43-51, 1997）中のＣＵＢドメイ

ンと配列相同を示す。この新規のＤＮＡに対応するｍＲＮＡの組織分布の分析は

、発現が成人ヒト組織中で一般的であることを示した。ポリペプチドは、増殖因

子ドメインにおけるＶＥＧＦとのその相同性の点から見て、「ｚｖｅｇｆ４」と

呼ばれた。

      【００４６】

  ｚｖｅｇｆ４配列およびその他の増殖因子とのその相同性に基づいた構造予測

は、細胞の増殖、移動、分化または代謝を調整することにより器官発生を制御す

るよう組織に作用するホモ多量体またはヘテロ多量体をポリペプチド形成し得る
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、ということを示唆する。実験的証拠は、これらの予測を支持する。ｚｖｅｇｆ

４ヘテロ多量体は、ＶＥＧＦ、ＶＥＧＦ－Ｂ、ＶＥＧＦ－Ｃ、ＶＥＧＦ－Ｄ、ｚ

ｖｅｇｆ３、ＰｌＧＦ（Maglione et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:926

7-9271, 1991）、ＰＤＧＦ－Ａ（米国特許第4,899,919号（Murray等）；米国特

許第5,219,579号（Heldin等））またはＰＤＧＦ－Ｂ（Chiu et al., Cell 37:12

3-129, 1984; Johnsson et al., EMBO J. 3:921-928, 1984）を含めたＰＤＧＦ

／ＶＥＧＦファミリーのタンパク質の別の成員からのポリペプチドを含み得る。

このファミリーのポリペプチドの成員は、器官発生および再生、発生後器官成長

および器官保持、ならびに組織保持および修復過程を調節する。

      【００４７】

  これらの因子は、治療的処置が必要な病理学的過程、例えば癌、慢性関節リウ

マチ、糖尿病性網膜症、虚血性四肢疾患、末梢血管性疾患、心筋虚血、血管内膜

過形成、アテローム硬化症および血管腫形成にも関与する。これらの病状を治療

するために、ＰＤＧＦ／ＶＥＧＦファミリーのタンパク質の成員またはそれらの

それぞれの受容体を中和する化合物を開発することがしばしば必要となる。これ

は、中和抗体、小分子アンタゴニスト、受容体結合活性は保持するが、しかし活

性を活性化する受容体を欠く修飾化形態の増殖因子、可溶性受容体（受容体－免

疫グロブリン融合タンパク質を含む）あるいはポリペプチド産生を遮断するアン

チセンスまたはリボザイム分子の開発を含み得る。

      【００４８】

  代表的ヒトｚｖｅｇｆ４ポリペプチド配列は、配列番号２で示され、そして代

表的マウスｚｖｅｇｆ４ポリペプチド配列は、配列番号５３で示される。これら

のポリペプチドをコードするＤＮＡは、それぞれ配列番号１および５２で示され

る。配列番号２で示されるアミノ酸配列の分析は、残基１～18が分泌ペプチドを

形成することを示す。ＣＵＢドメインは、残基52から残基179まで延びる。ポリ

ペプチド様配列は、残基180から、残基245、残基249または残基257まで延び、そ

のカルボキシル末端の４つの考え得る切断部位、残基245および残基249での一塩

基部位、残基254～255での二塩基部位、ならびに残基254～257でのフューリン様

プロテアーゼのための標的部位を含む。
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      【００４９】

  バキュウロウイルス発現系で産生されるタンパク質は、残基250～259間の開裂

を示し、ならびにより長い種は残基19および35でアミノ末端を有した。増殖因子

ドメインは残基258から残基370まで延び、Ｎ末端に付加的残基を含み得る（例え

ば、このドメインは残基250～370または残基246～370を含み得る）。ドメイン境

界はやや不明確であり、特定位置から±5残基まで変わると予測され得る、と当

業者は認識する。プラスミンによる全長ｚｖｅｇｆ４の切断は、ｚｖｅｇｆ４ポ

リペプチドの活性化を生じた。ウエスタン分析により、増殖因子ドメインとほぼ

同サイズで移動する帯域が観察された。適合化非開裂化全長ｚｖｅｇｆ４試料は

、活性化を実証しなかった。

      【００５０】

  シグナルペプチド切断は、残基18（±3残基）後にヒトｚｖｅｇｆ４で起こる

と予測される。ヒトおよびマウスｚｖｅｇｆ４配列の比較においては、残基23お

よび／または残基24後に、代替的シグナルペプチド切断部位が予測される。ｚｖ

ｅｇｆ４ポリペプチド鎖は切断されて複数の単量体種を生成する、ということを

この分析は示唆する。そのいくつかを表１に示す。ある種の宿主細胞では、Ｌｙ

ｓ－255後の切断は、残基254～255のその後の除去を生じると予測されるが、し

かし残基255にカルボキシル末端を有するポリペプチドも調製され得る。Ｌｙｓ

－257後の切断は、残基257のその後の除去を生じると予測される。これらの切断

部位は修飾されてタンパク質分解を防止し、したがって非切断化ｚｖｅｇｆ４ポ

リペプチドおよびそれらを含む多量体の産生を提供する。実際的切断パターンは

、宿主細胞間で変わると予測される。

      【００５１】

    【表１】
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      【００５２】

  表１に開示したポリペプチドと少なくとも70％、80％、90％および95％同一で

あるポリペプチドも本発明内に含まれ、この場合、これらの付加的ポリペプチド

は、以下に開示されるようなある種の特徴的配列を保持する。

  ｚｖｅｇｆ４ポリペプチドは、本明細書中では、アミノ酸残基を示す下付文字

を伴って示される。例えば、表１に開示されたＣＵＢドメインポリペプチドは、

「ｚｖｅｇｆ４19-179」、「 ｚｖｅｇｆ４35-179」および「 ｚｖｅｇｆ４52-1
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79」と示される。

      【００５３】

  ｚｖｅｇｆ４ポリペプチドのより高次構造は、既知の相同体との配列アライン

メントおよび利用可能なソフトウェア（例えば、Insight II（商標）viewer and

 homology modeling tools; MSI, San Diego, CA）を用いたコンピューター分析

により予測され得る。配列番号２の分析は、可変性β鎖様領域を一緒に結び付け

、輪を作って蝶ネクタイ様構造にするシスチンノットにより増殖因子ドメインの

二次構造が支配されることを予測する。配列アラインメントは、位置272、302、

306、318、360および362の増殖因子ドメイン内のＣｙｓ残基、ならびにＧｌｙ30

4がファミリー内で高度に保存されることを示す。さらなる分析は、シスチンノ

ットを形成するためのＣｙｓ残基272および318、302および360、ならびに306お

よび362の対合を示唆する。

      【００５４】

  保存残基のこのアラインメントは、式CX{18,33}CXGXCX{6,33}CX{20,50}CXC（

配列番号３）により表され得るが、式中、アミノ酸残基は慣用的一文字コードで

表され、Ｘは任意のアミノ酸残基であり、そして［ｙ，ｚ］は、ｙからｚまでの

長さの可変残基（Ｘ）の領域を示す。コンセンサス蝶ネクタイ構造は、以下のよ

うに形成される：シスチンノットに対するアミノ末端→β鎖様領域１→可変ルー

プ１→β鎖様領域２→シスチンノット→β鎖様領域３→可変ループ２→β鎖様領

域４→シスチンノット→β鎖様領域５→可変ループ３→β鎖様領域６→シスチン

ノット。

      【００５５】

  可変ループ１および２は、蝶ネクタイの一側を形成し、可変ループ３は他側を

形成する。ｚｖｅｇｆ４増殖因子ドメインの構造は、ループ２ならびにβ鎖様領

域３および４における他のファミリー成員のコンセンサス構造から分岐すると思

われるが、この場合、すべてが短縮され、残基307（Ｇｌｙ）～317（Ｔｈｒ）を

含むシステイン群により本質的には置換されるが、これは、配列番号２の位置30

8および316にＣｙｓ残基を含む。配列番号２中のβ鎖様領域のおよその境界を以

下に示す：領域１、残基273～281；領域２、残基297～301；領域５、残基319～3
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24；領域６、残基355～358。ループは領域１と２，ならびに領域５と６を分離す

る。

      【００５６】

  ｚｖｅｇｆ４のＣＵＢドメインは、９つの異なるβ鎖様領域を有するβ胴部構

造を形成すると考えられる。これらの領域は、配列番号２の残基54～57、61～65

、79～84、90～95、97～99、112～115、126～130、146～150および163～170を含

む。アフリカツメガエルXenopus laevisニューロピリン前駆体のＣＵＢドメイン

の多重アラインメント（Takagi et al.、同上）、ヒトＢＭＰ－１（Wozney et a

l.,同上）およびアフリカツメガエルトロイド様タンパク質（Lin et al.,同上）

は、配列番号２の残基109～131に対応する保存モチーフの存在を示す。このモチ

ーフは、式C[KR]Y[DNE][WYF]X{11,15}G[KR][WYF]C（配列番号４）により表され

得るが、式中、四角括弧は所定位置の許容可能な残基を示し、そしてＸ｛ｙ，ｚ

｝は前記と同様である。

      【００５７】

  本発明のタンパク質は、ｚｖｅｇｆ４のＣＵＢドメインと相同のＣＵＢドメイ

ンを含むタンパク質を包含する。これらの相同ドメイン100～120残基長であり、

配列番号２の残基109～131に対応する配列C[KR]Y[DNE][WYF]X{11,15}G[KR][WYF]

C（配列番号４）のモチーフを含む。これらの相同ＣＵＢドメインは、配列番号

２の残基52～179と少なくとも70％、少なくとも80％、少なくとも90％または少

なくとも95％同一である。

      【００５８】

  本発明のＣＵＢドメイン含有タンパク質は、ｚｖｅｇｆ４ドメイン間領域また

はその相同体をさらに含み得る。ドメイン間領域は、配列番号２の残基180～253

と少なくとも70％同一である。

  前記のように、配列番号２の残基254～257は、フューリンまたはその他のプロ

テアーゼのための切断部位を提供すると考えられる。しかしながら、Ｃ末端ドメ

イン間領域を含むポリペプチド（例えば、ｚｖｅｇｆ４52-257）は、アミノ末端

に１つ又はそれ以上の残基254～257を有してまたは有さずに調製され得る。さら

に、別のＣ末端ドメイン間領域を含むポリペプチド（例えば、ｚｖｅｇｆ４52-2
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45）が調製され得る。

      【００５９】

  本発明の付加的タンパク質は、ｚｖｅｇｆ４増殖因子ドメインまたはその相同

体を含む。これらのタンパク質は、したがって、配列番号２の残基258～370と少

なくとも70％、80％、90％または95％同一であるポリペプチドセグメントを含み

、この場合、ポリペプチドセグメントは、配列番号２の残基272、302、306、318

、360および362に対応する位置にシステイン残基を、配列番号２の残基304に対

応する位置にグリシン残基を、ならびに配列番号２の残基272～362に対応する配

列モチーフCX{18,33}CXGXCX{6,33}CX{20,50}CXC（配列番号３）を含む。

      【００６０】

  ＣＵＢドメイン、ドメイン間領域および増殖因子ドメインの組合せを含む付加

的タンパク質は、表１に前記されている。各々の場合、本発明は、前記のような

相同ドメインを含む相同タンパク質も包含する。特に、ヒトｚｖｅｇｆ４タンパ

ク質中のドメインまたは領域に対応するマウスｚｖｅｇｆ４タンパク質中のドメ

インまたは領域は、本発明内に含まれる。

      【００６１】

  構造分析および相同は、ｚｖｅｇｆ４ポリペプチドが二次ポリペプチドと複合

して多量体タンパク質を形成することを予測する。これらのタンパク質は、ホモ

二量体およびヘテロ二量体を含む。後者の場合には、二次ポリペプチドは切頭化

またはその他の変異体ｚｖｅｇｆ４ポリペプチドまたは別のポリペプチド、例え

ばＰｌＧＦ、ＰＤＧＦ－Ａ、ＰＤＧＦ－Ｂ、ＶＥＧＦ、ＶＥＧＦ－Ｂ、ＶＥＧＦ

－Ｃ、ＶＥＧＦ－Ｄまたはｚｖｅｇｆ３ポリペプチドであり得る。

      【００６２】

  本発明内の二量体タンパク質は、二次ｚｖｅｇｆ４ポリペプチドまたはその他

の二次サブユニットである二次サブユニットとの非共有的会合（例えば疎水性相

互作用）により、あるいは構成成分単量体のシステイン残基間の分子間ジスルフ

ィド結合により安定化される共有的会合により形成される二量体である。配列番

号２内では、位置296、308、316および364のＣｙｓ残基は、分子内または分子間

ジスルフィド結合を形成し得る。
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      【００６３】

  したがって、本発明は、前記のようなｚｖｅｇｆ４ポリペプチドを含む種々の

多量体タンパク質を提供する。これらのｚｖｅｇｆ４ポリペプチドとしては、ｚ

ｖｅｇｆ４19-179、ｚｖｅｇｆ４35-179、ｚｖｅｇｆ４52-179、ｚｖｅｇｆ４19

-245、ｚｖｅｇｆ４35-245、ｚｖｅｇｆ４52-245、ｚｖｅｇｆ４19-249、ｚｖｅ

ｇｆ４35-249、ｚｖｅｇｆ４52-249、ｚｖｅｇｆ４19-253、ｚｖｅｇｆ４35-253

、ｚｖｅｇｆ４52-253、ｚｖｅｇｆ４19-255、ｚｖｅｇｆ４35-255、ｚｖｅｇｆ

４52-255、ｚｖｅｇｆ４19-257、ｚｖｅｇｆ４35-257、ｚｖｅｇｆ４52-257、ｚ

ｖｅｇｆ４19-370、ｚｖｅｇｆ４35-370、ｚｖｅｇｆ４52-370、ｚｖｅｇｆ４24

6-370、ｚｖｅｇｆ４250-370およびｚｖｅｇｆ４258-370、ならびに本明細書中

に開示されるようなこれらのポリペプチドの変異体および誘導体が挙げられる。

      【００６４】

  これらのｚｖｅｇｆ４ポリペプチドは、関連ファミリー成員の対応する領域と

のホモ二量体として、またはヘテロ二量体として調製され得る。例えば、ｚｖｅ

ｇｆ４ＣＵＢドメインポリペプチドは、配列番号３３の残基46～170を含むポリ

ペプチドを用いて二量体化され、ｚｖｅｇｆ４増殖因子ドメインポリペプチドは

、配列番号３３の残基235～345を含むポリペプチドで二量体化され、そして、ｚ

ｖｅｇｆ４ＣＵＢドメイン－ドメイン間－増殖因子ドメインポリペプチドは、配

列番号３３の残基46～345を含むポリペプチドで二量体化され得る。

      【００６５】

  配列同一性％は、慣用的方法により確定される（例えば、Altschul et al., B

ull. Math. Bio. 48:603-616, 1986およびHenikoff and Henikoff, Proc. Natl.

 Acad. Sci. USA 89:10915-10919, 1992参照）。要するに、２つのアミノ酸配列

は、表2（アミノ酸は標準一文字コードで示されている）に示したように、gapオ

ープニングペナルティー=10、gapエキステンションペナルティー=1および「BLOS

UM62」を用いてHenikoff and Henikoff（同上）のマトリックスを採点すること

によりアラインメントスコアを最適化するよう整列される。次に、同一性パーセ

ントが以下のように算出される：

      【００６６】
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    【数１】

      【００６７】

    【表２】



(32) 特表２００２－５４２８２５

      【００６８】

  アミノ酸配列間の同一性のレベルは、PearsonとLipman（Proc. Natl. Acad. S

ci. USA 85:2444, 1988）およびPearson（Meth. Enzymol. 183:63, 1990）の「

ＦＡＳＴＡ」類似性検索アルゴリズムを用いて確定され得る。要するに、ＦＡＳ

ＴＡは先ず、保存アミノ酸置換、挿入または欠失を考慮せずに、疑問配列（例え

ば配列番号２）と、最高密度の同一性（ktupが１である場合）または同一性対（

ktup＝２の場合）を有する被験配列により共有される領域を同定することにより
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配列類似性を特性化する。

      【００６９】

  最高密度の同一性を有する10の領域は次に、アミノ酸置換マトリックスを用い

てすべての対合化アミノ酸の類似性を比較することにより再評価され、領域の末

端は、最高スコアに寄与する残基のみを含むよう「刈り込まれ」る。「カットオ

フ」値（配列の長さおよびktup値に基づいた予定式により算定）より大きいスコ

アを有するいくつかの領域が存在する場合には、その領域が連結されてギャップ

と近似アラインメントを生成し得るか否かを確定するために、刈込み初期領域が

検査される。

      【００７０】

  最後に、アミノ酸挿入および欠失を可能にするNeedleman-Wunsch-Sellersアル

ゴリズム（Needleman and Wunsch, J. Mol. Biol. 48:444, 1970; Sellers, SIA

M J. Appl. Math. 26:787, 1974）の変法を用いて、２つのアミノ酸配列の最高

スコアリング領域が整列される。ＦＡＳＴＡ分析のための例証的パラメーターを

以下に示す：ktup=1、gapオープニングペナルティー=10、gapエキステンション

ペナルティー=1および置換マトリックス＝BLOSUM62。これらのパラメーターは、

Peason, 1990（同上）の付録２に説明されているように、スコアリングマトリッ

クスファイル（「SMATRIX」）を修正することによりＦＡＳＴＡプログラムに導

入され得る。

      【００７１】

  ＦＡＳＴＡは、前記のような比を用いて核酸分子の配列同一性を確定するため

にも用いられ得る。ヌクレオチド配列比較のために、ktup値は１～６、好ましく

は４～６の間の範囲であり得る。

  本発明のある種の実施態様内では、配列番号２または配列番号５３のアミノ酸

配列と比較した場合のアミノ酸置換は、保存的置換である。BLOSUM62マトリック

ス（表２）は、タンパク質配列セグメントの約2,000の局所的多重アラインメン

トから得られるアミノ酸置換マトリックスであって、500群より多い関連タンパ

ク質の高度保存領域を表している（Henikoff and Henikoff、同上）。

      【００７２】
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  したがって、BLOSUM62置換頻度を用いて、本発明のアミノ酸配列中に導入され

得る保存的アミノ酸置換を限定し得る。本明細書中で用いる場合、「保存的アミ

ノ酸置換」という用語は、-1より大きいBLOSUM62値により表される置換を指す。

例えば、アミノ酸置換は、置換が0、1、2または3のBLOSUM62値により特性化され

る場合には、保存的である。さらなる保存的アミノ酸置換は少なくとも1（例え

ば１、２または３）のBLOSUM62値により特性化されるが、一方さらなる保存的ア

ミノ酸置換は、少なくとも2（例えば2または3）のBLOSUM62値により特性化され

る。

      【００７３】

  本発明のポリペプチドは、配列番号２または配列番号５３と比較した場合、１

つ又はそれ以上のアミノ酸置換、欠失または付加を用いて調製され得る。これら

の変化は小特質を有するものであり、即ち保存的アミノ酸置換ならびにタンパク

質またはポリペプチドの折り畳みまたは活性に有意に影響しないその他の変化で

あり得る。その例としては、アミノ－またはカルボキシル末端延長、例えばマレ

イミド活性化カギアナカサガイヘモシアニン、約20～25残基までの小リンカーペ

プチドまたは前記のようなアフィニティータグとのその後の連結を促すアミノ末

端メチオニン残基、アミノまたはカルボキシル末端システイン残基が挙げられる

。

      【００７４】

  ２つまたはそれ以上のアフィニティータグが、組合せて用いられ得る。アフィ

ニティータグを含むポリペプチドは、ポリペプチドリンカーおよび／またはｚｖ

ｅｇｆ４ポリペプチドとアフィニティータグとの間のタンパク質分解的切断部位

をさらに含み得る。切断部位の例としては、トロンビン切断部位およびＸａ因子

切断部位が挙げられるが、これらに限定されない。

      【００７５】

  本発明は、種々のその他のポリペプチド融合および１つ又はそれ以上のポリペ

プチド融合を含む関連多量体タンパク質をさらに提供する。例えば、ｚｖｅｇｆ

４ポリペプチドは、米国特許第5,155,027号および第5,567,584号に開示されてい

るように二量体化タンパク質との融合体として調製され得る。この点における二
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量体化タンパク質の例としては、免疫グロブリン定常部ドメインが挙げられる。

二量体化は、ｚｖｅｇｆ４ポリペプチドをロイシンジッパー配列と融合すること

によっても安定化され得る（Riley et al., Protein Eng. 9:223-230, 1996; Mo

hamed et al., J. Steroid Biochem. Mol. Biol. 51:241-250, 1994）。

      【００７６】

  免疫グロブリン－ｚｖｅｇｆ４ポリペプチド融合体およびロイシンジッパー融

合体は、遺伝子工学処理細胞中で発現されて、種々の多量体ｚｖｅｇｆ４類似体

を産生し得る。補助ドメインは、ｚｖｅｇｆ４ポリペプチドと融合されてそれら

を特定の細胞、組織または高分子（例えばコラーゲン）に対して標的化し得る。

例えば、ｚｖｅｇｆ４ポリペプチドまたはタンパク質は、標的細胞の表面で受容

体と特異的に結合するリガンドとｚｖｅｇｆ４ポリペプチドを融合することによ

り、予定細胞型に対して標的化され得る。

      【００７７】

  このようにして、ポリペプチドおよびタンパク質は、治療的または診断的目的

のために標的化され得る。ｚｖｅｇｆ４ポリペプチドは、２つまたはそれ以上の

部分、例えば精製用アフィニティータグおよび標的化ドメインと融合され得る。

ポリペプチド融合体は、特にドメイン間に、１つ又はそれ以上の切断部位も含み

得る（Tuan et al., Connective Tissue Research 34:1-9, 1996参照）。

      【００７８】

  ｚｖｅｇｆ４ポリペプチド融合体は、一般に約1,500以下のアミノ酸残基、し

ばしば約1,200以下の残基、さらにしばしば約1,000以下の残基を含有し、多くの

場合、相対的に小さい。例えば、352残基（配列番号２の残基19～370）のｚｖｅ

ｇｆ４ポリペプチドは、大腸菌β－ガラクトシダーゼ（1,021残基；Casadaban e

t al., J. Bacteriol. 143:971-980, 1980参照）、10残基スペーサーおよび4－

残基Ｘａ因子切断部位と融合されて、1.387残基のポリペプチドを産生し得る。

台にの例では、配列番号２の残基250～370は、マルトース結合タンパク質（約37

0残基）、４－残基切断部位および６－残基ポリヒスチジンタグと融合され得る

。

      【００７９】
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  ｚｖｅｇｆ４増殖因子ドメインを含むポリペプチド（ｚｖｅｇｆ４258-370ま

たはｚｖｅｇｆ４180-370）は、非ｚｖｅｇｆ４ＣＵＢドメインと融合され得る

。本発明の関連実施態様内では、ｚｖｅｇｆ４増殖因子およびＣＵＢドメインを

含むｚｖｅｇｆ４ポリペプチドは、非ｚｖｅｇｆ４ＣＵＢドメイン、例えばＣＵ

Ｂドメイン含有ニューロピリンポリペプチドと融合される。

      【００８０】

  本発明はさらに、ｚｖｅｇｆ４ＣＵＢドメインを含むポリペプチド融合体（例

えばｚｖｅｇｆ４52-179）を提供する。 ニューロピリン－１とのその相同性を

有するＣＵＢドメインを用いて、細胞表面セマフォリンを含有する細胞、例えば

内皮細胞、神経細胞、リンパ球および腫瘍細胞に対して、ｚｖｅｇｆ４またはそ

れを含有するその他のタンパク質を標的化し得る。したがって、ｚｖｅｇｆ４Ｃ

ＵＢドメインは、他の部分、例えばポリペプチド（例えばその他の増殖因子、抗

体および酵素）および非ペプチド部分（例えば放射性核種、造影剤等）と連結さ

れて、細胞表面セマフォリンを発現する細胞に対してそれらを標的化し得る。ｚ

ｖｅｇｆ４のＣＵＢおよび増殖因子ドメイン間の切断部位は、組織内の既存の局

所的プロテアーゼを介して、または外因性供給源から付加されたプロテアーゼに

より、増殖因子ドメインまたはその他の部分のタンパク質分解的放出を可能にし

得る。標的化部分の放出は、より局所化された生物学的作用を提供し得る。

      【００８１】

  本発明のポリペプチド融合体は、ｚｖｅｇｆ４およびｚｖｅｇｆ３間の融合体

をさらに含むが、この場合、ｚｖｅｇｆ４のドメインは、ｚｖｅｇｆ３の対応す

るドメインまたはその変異体に置換される。代表的ヒトｚｖｅｇｆ３ポリペプチ

ド配列は配列番号３３で示され、代表的マウス配列は配列番号３５で示される。

配列番号３３内では、ＣＵＢドメインは残基46～170を含み、ドメイン間領域は

残基171～234を含み、そして増殖因子ドメインは残基235～345を含む（すべて、

±5残基）。分泌ペプチドは、残基14（±3残基）後でポリペプチドから切断され

ると予測される。切断部位は、残基249、残基254～255および残基254～257で予

測される。

      【００８２】
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  マウスｚｖｅｇｆ３およびその他のオルトログ配列中のドメイン境界は、本明

細書中に開示されたヒト配列を用いたアラインメントにより、当業者によって容

易に確定され得る。特に興味深いのは、ｚｖｅｇｆ３ＣＵＢドメインがｚｖｅｇ

ｆ４増殖因子ドメインと組合される融合体、およびｚｖｅｇｆ４ＣＵＢドメイン

がｚｖｅｇｆ３増殖因子ドメインと組合される融合体である。これらのポリペプ

チド融合体内では、ドメイン間領域はｚｖｅｇｆ３またはｚｖｅｇｆ４に由来し

得る。ｚｖｅｇｆ３およびｚｖｅｇｆ４配列を含むポリペプチド融合体は、全長

および切頭化配列、例えば前記の表１に開示されたものと類似する配列をともに

含む。

      【００８３】

  野生型ｚｖｅｇｆ４ＣＵＢドメインおよびその変異体を含むタンパク質を用い

て、細胞表面セマフォリンにより媒介される活性を調整し得る。理論的に結びつ

けたくはないが、ｚｖｅｇｆ４はそのＣＵＢドメインを介してセマフォリンと結

合し得る。セマフォリンＩＩＩが血管発生に関与するという観察は、特にニュー

ロピリン－１とのＶＥＧＦおよびセマフォリンの同時結合活性のために、血管増

殖因子ファミリーのタンパク質の成員も関与し得ることを示唆する。したがって

、ｚｖｅｇｆ４は、ニューロピリン－１－セマフォリン相互作用のアゴニストお

よびアンタゴニストを設計するために用いられ得る。

      【００８４】

  例えば、本明細書中に開示したｚｖｅｇｆ４配列は、セマフォリン刺激性活性

、例えば神経突起成長、心臓血管性発達、軟骨および四肢発達ならびにＴおよび

Ｂ細胞機能を中和する分子の設計のための出発点を提供する。付加的用途として

は、種々の病状、例えば慢性関節リウマチ、種々の形態の癌、自己免疫疾患、炎

症、網膜症、血管腫、心臓、腎臓および末梢動脈を含めた組織内の虚血性事象、

ニューロパシー、急性神経損傷、ならびに卒中を含めた中枢および末梢神経系の

疾患における介入が挙げられる。

      【００８５】

  マウスまたはヒトｚｖｅｇｆ４（およびその多量体）の単離ＣＵＢドメインは

、細胞表面分子および／または細胞外結合Ｖとの他のｚｖｅｇｆ４分子（例えば
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、全長ポリペプチド、単離増殖因子ドメインまたはその多量体）の結合を、それ

自体このような分子または部位と結合することにより、遮断するのにも有用であ

り得る。さらに、マウスまたはヒトｚｖｅｇｆ４の単離ＣＵＢドメインは、ニュ

ーロピリン－１とのｚｖｅｇｆ４結合および／またはさらに一般的には血管内皮

増殖因子結合を遮断するのに有用であり得る（M.L. Gagnon et al., Proc. Natl

. Acad. Sci. USA 97:2573-78, 2000参照）。

      【００８６】

  さらに、ｚｖｅｇｆ４の第二主要ループ（残基308～316）は、ｚｖｅｇｆ４の

受容体結合ループを表し（例えば、WO 99/13329; WO 98/10795およびW.J. LaRoc

helle et al., J. Biol. Chem. 267:17074-77, 1992参照）、したがって、ｚｖ

ｅｇｆ４活性のアンタゴニストとして有用であり得る。このペプチド（ｚｖｅｇ

ｆ４残基308～316）内では、Ｃｙｓ308およびＣｙｓ316はジスルフィド結合され

得ることもあり、そうでないこともある。さらに、このペプチドの二量体は、残

基Ｃｙｓ308がホモ二量体相手ペプチドのＣｙｓ308またはＣｙｓ316にジスルフ

ィド結合されるように構築され得る。

      【００８７】

  アミノ酸配列変化は、生物学的活性に不可欠な高次構造の崩壊を最小限にする

ためにｚｖｅｇｆ４ポリペプチド中になされる。前記のように、保存的アミノ酸

変化は一般に、非保存的変化より活性を無効にすることが少ないと思われる。ア

ミノ酸残基の変化は、タンパク質ファミリーの特徴を示す増殖因子ドメインにお

けるループのシスチンノットおよび「蝶ネクタイ」配置を崩壊しないようなされ

る。保存モチーフも保持される。アミノ酸配列変化の作用は、前記のようなコン

ピューターモデリングにより予測され、あるいは結晶構造の分析により確定され

得る（例えば、Lapthorn et al.、同上参照）。

      【００８８】

  配列番号２の親水性度プロフィールは、図１に示されている。この親水性度は

、全体的プロフィールを崩壊しないよう、ｚｖｅｇｆ４ポリペプチドのアミノ酸

配列における変化を意図する場合に考慮される、と当業者は認識する。アミノ酸

置換を選択するに際してのさらなる指針は、マウス（配列番号５３）およびヒト
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（配列番号２）ｚｖｅｇｆ４配列の比較により提供される。アミノ酸配列は、マ

ウスおよびヒトｚｖｅｇｆ４間で高度に保存され、全体的アミノ酸配列同一性は

85.1％である。

      【００８９】

  本発明のポリペプチドは、非天然アミノ酸残基も含み得る。非天然アミノ酸と

しては、トランス－３－メチルプロリン、２，４－メタノプロリン、シス－４－

ヒドロキシプロリン、トランス－４－ヒドロキシプロリン、Ｎ－メチルグリシン

、アロ－トレオニン、メチルトレオニン、ヒドロキシエチルシステイン、ヒドロ

キシエチルホモシステイン、ニトログルタミン、ホモグルタミン、ピペコリン酸

、ｔｅｒｔ－ロイシン、ノルバリン、２－アザフェニルアラニン、３－アザフェ

ニルアラニン、４－アザフェニルアラニンおよび４－フルオロフェニルアラニン

が挙げられるが、これらに限定されない。

      【００９０】

  タンパク質中に非天然アミノ酸残基を組み入れるためのいくつかの方法が、当

業界で既知である。例えば、化学的アミノアシル化サプレッサーｔＲＮＡを用い

てナンセンス突然変異が抑制されるin vitro系が用いられ得る。アミノ酸を合成

し、ｔＲＮＡをアミノアシル化するための方法は、当業界で既知である。ナンセ

ンス突然変異を含有するプラスミドの転写および翻訳は、大腸菌S30抽出物なら

びに市販酵素およびその他の試薬を包含する無細胞系で実行される。

      【００９１】

  タンパク質は、クロマトグラフィーにより精製される（例えば、Robertson et

 al., J. Am. Chem. Soc. 113:2722, 1991; Ellman et al., Methods Enzymol. 

202:301, 1991; Chung et al., Science 259:806-809, 1993;およびChung et al

., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:10145-10149, 1993参照）。第二の方法では

、翻訳は、突然変異化ｍＲＮＡおよび化学的アミノアシル化サプレッサーｔＲＮ

Ａのマイクロインジェクションにより、アフリカツメガエル卵細胞で実行される

（Turcatti et al., J. Biol. Chem. 271:19991-19998, 1996）。

      【００９２】

  第三の方法内では、置換される天然アミノ酸（例えばフェニルアラニン）の非
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存在下で且つ所望の非天然アミノ酸（単数または複数）（例えば、２－アザフェ

ニルアラニン、３－アザフェニルアラニン、４－アザフェニルアラニンまたは４

－フルオロフェニルアラニン）の存在下で、大腸菌細胞が培養される。非天然ア

ミノ酸は、その天然の片方の代わりにタンパク質中に組み入れられる（Koide et

 al., Biochem. 33:7470-7476, 1994参照）。天然アミノ酸残基は、in vitro化

学修飾により非天然種に転換され得る。化学修飾は、部位特異的突然変異誘発と

組合されて、置換の範囲をさらに拡大し得る（Wynn and Richards, Protein Sci

. 2:395-403, 1993）。

      【００９３】

  本発明のポリペプチド中の必須アミノ酸は、当業界で既知の手法により、例え

ば部位特異的突然変異誘発またはアラニンスキャニング突然変異誘発により同定

され得る（Cunningham and Wells, Science 244:1081-1085, 1989; Bass et al.

, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:4498-4502, 1991）。後者の技法では、単一

アラニン突然変異が分子中のすべての残基に導入され、その結果生じる突然変異

体分子は、他の特性の生物学的活性に関して試験されて、分子の活性に重要なア

ミノ酸残基を同定する。

      【００９４】

  多重アミノ酸置換は、突然変異誘発およびスクリーニングの既知の方法、例え

ばReidhaar-Olsonと Sauer（Science 241:53-7, 1988）またはBowieとSauer（Pr

oc. Natl. Acad. Sci. USA 86:2152-2156, 1989）により開示された方法を用い

て作製され、試験され得る。要するに、これらの著者等は、ポリペプチド中の２

またはそれ以上の位置を同時的に無作為化し、機能的ポリペプチドを選択し、次

に突然変異化ポリペプチドをシーケンシングして、各位置での許容可能な置換の

範囲を確定するための方法を開示する。

      【００９５】

  用いられ得るその他の方法としては、ファージ表示（例えば、Lowman et al.,

 Biochem. 30:10832-10837, 1991; Ladner et al.、米国特許第5,223,409号； H

use,WIPO公告WO 92/06204 ）、および領域特異的突然変異誘発（Derbyshire et 

al., Gene 46:145, 1986; Ner et al., DNA 7:127, 1988）が挙げられる。



(41) 特表２００２－５４２８２５

      【００９６】

  開示されたｚｖｅｇｆ４ＤＮＡおよびポリペプチド配列の変異体は、Stemmer,

 Nature 370:389-91, 1994およびStemmer,Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:1074

7-10751, 1994に開示されたようなＤＮＡシャッフリングにより生成され得る。

要するに、変異体遺伝子は、親遺伝子の無作為断片化とその後のＰＣＲを用いた

再アッセンブリーによるin vivo相同組換えにより生成されて、無作為導入化点

突然変異を生じる。この技法は、工程に付加的変異性を導入するために、親遺伝

子のファミリー、例えば対立遺伝子変異体または異なる種からの遺伝子を用いる

ことにより修飾され得る。所望の活性のための選択またはスクリーニングと、そ

の後の突然変異誘発および検定の付加的相互作用は、有害変化に対して同時的に

選択しながら、所望の突然変異を選択することにより配列の迅速「進化」に備え

る。

      【００９７】

  前記に開示したような突然変異誘発方法は、細胞増殖または細胞分化を調整す

る場合の特定の生物学的活性における、ｚｖｅｇｆ４変異体ポリペプチドの生物

学的活性を検出するために、高容積または高スループットスクリーニング法と組

合せられ得る。例えば、染料取込みまたは3Ｈ－チミジン取込みを測定する有糸

分裂検定は、レポーター遺伝子（例えばルシフェラーゼ遺伝子）の発現を検出す

る細胞ベースの検定と同様に、多数の試料に関して実行され得る。ＣＵＢドメイ

ンの突然変異誘発を用いて、選定ファミリー成員との結合の増強または抑制を含

めて、セマフォリンファミリーの成員とのその結合を調整し得る。

      【００９８】

  結合活性の修飾化範囲は、ｚｖｅｇｆ４ＣＵＢドメインを含むタンパク質の治

療的および／または診断的実用性を最適化するために望ましい。標識化ＣＵＢタ

ンパク質を利用する直接結合は、選定セマフォリンファミリー成員とのＣＵＢド

メイン結合活性の変化をモニタリングするために用いられ得る。この点で興味深

いセマフォリンには、単離タンパク質、細胞膜中に存在するタンパク質および細

胞表面に存在するタンパク質が含まれる。ＣＵＢドメインは、アイソトープ、例

えば125Ｉによる放射能標識、酵素、例えばアルカリ性ホスファターゼまたはホ
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ースラディッシュペルオキシダーゼとの連結、ビオチンとの連結、ならびにＦＩ

ＴＣを含めた種々の蛍光マーカーとの連結を含めた種々の方法により標識され得

る。

      【００９９】

  これらのおよびその他の検定は、以下でさらに詳細に開示される。活性ｚｖｅ

ｇｆ４ポリペプチドをコードする突然変異誘発化ＤＮＡ分子は宿主細胞から回収

され、現代装置を用いて迅速にシーケンシングされ得る。これらの方法は、当該

ポリペプチド中の個々のアミノ酸残基の重要性の迅速な決定を可能にし、そして

未知の構造のポリペプチドに適用され得る。

      【０１００】

  前記で考察した方法を用いて、当業者は、表１に前記したｚｖｅｇｆ４ポリペ

プチドと相同であり、そして野生型タンパク質の生物学的特性を保持する種々の

ポリペプチドを同定しおよび／または調製し得る。このようなポリペプチドは、

前記で一般的に開示されたような付加的ポリペプチドセグメントも含み得る。

      【０１０１】

  本発明は、前記のｚｖｅｇｆ４ポリペプチドをコードするポリヌクレオチド分

子、例えばＤＮＡおよびＲＮＡ分子も提供する。本発明のポリヌクレオチドとし

ては、センス鎖、アンチセンス鎖、ならびに水素結合により一緒にアニーリング

されたセンスおよびアンチセンス鎖をともに有する二本鎖化されたようなＤＮＡ

を含む。ヒトｚｖｅｇｆ４ポリペプチドをコードする代表的ＤＮＡ配列は配列番

号１で記述され、そしてマウスｚｖｅｇｆ４ポリペプチドをコードする代表的Ｄ

ＮＡ配列は配列番号５２で記述される。ｚｖｅｇｆ４ポリペプチドをコードする

付加的ＤＮＡ配列は、遺伝子コードに基づいて、当業者により容易に生成され得

る。等価物ＲＮＡ配列は、ＵをＴの代わりに置換することにより生成され得る。

      【０１０２】

  遺伝子コードの縮重の点から見て、相当の配列変異がｚｖｅｇｆ４ポリペプチ

ドをコードするポリヌクレオチド分子の間で可能であるということを、当業者は

容易に認識する。配列番号６は、配列番号２のｚｖｅｇｆ４ポリペプチドをコー

ドするすべてのＤＮＡを包含する縮重ＤＮＡ配列である。配列番号６の縮重配列
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は、ＵをＴの代わりに置換することにより配列番号２をコードするすべてのＲＮ

Ａ配列も提供するということを、当業者は認識する。

      【０１０３】

  したがって、配列番号６のヌクレオチド1～1110、1～537、55～537、103～537

、154～537、55～771、103～771、154～771、55～765、103～765、154～765、55

～759、103～759、154～759、55～747、103～747、154～747、55～735、103～73

5、154～735、55～1110、103～1110、154～1110、772～1110、748～1110、736～

1110および538～1110ならびにそれらのＲＮＡ等価物を含むｚｖｅｇｆ４ポリペ

プチドコードポリヌクレオチドが、本発明により意図される。

      【０１０４】

  表３は、縮週ヌクレオチド位置を示すために配列番号６内に用いられる一文字

コードを記述する。「分解体」とは、コード文字により示されるヌクレオチドで

ある。「相補体」とは、相補的的ヌクレオチド（単数または複数）に対するコー

ドを示す。例えば、コードＹはＣまたはＴを意味し、そしてその相補体ＲはＡま

たはＧを意味し、ＡはＴと相補的であり、そしてＧはＣと相補的である。

      【０１０５】

    【表３】



(44) 特表２００２－５４２８２５

  所定のアミノ酸に対するすべての考え得るコドンを包含する配列番号６で用い

られる縮重コドンを、以下の表４に記述する。

      【０１０６】

    【表４】
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      【０１０７】

  縮重コドンを確定する場合には多少の多義性が導入され、すべての考え得るコ

ドンの代表は各アミノ酸をコードする、と当業者は理解する。例えば、セリンの

縮重コドン（WSN）は、いくつかの情況では、アルギニン（AGR）をコードし、ア

ルギニンに対する縮重コドン（MGN）は、いくつかの情況では、セリン（AGY）を
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コードする。同様の関係は、フェニルアラニンおよびロイシンをコードするコド

ン間に存在する。したがって、縮重配列により包含されるいくつかのポリヌクレ

オチドは変異体アミノ酸配列をコードし得るが、しかし、配列番号２のそして配

列番号５３のアミノ酸配列を参照することにより、当業者はこのような変異体配

列を容易に同定し得る。変異体配列は、本明細書中に記載したような機能性に関

して容易に試験され得る。

      【０１０８】

  本発明のある種の実施態様内では、単離ポリヌクレオチドは、緊縮条件下で、

配列番号１または配列番号５２の同様サイズの領域あるいはそれと相補的な配列

とハイブリダイズする。概して、緊縮条件は、限定イオン強度およびｐＨで、特

定の配列に関する熱融点（Ｔｍ）より約5℃低い温度であるよう選択される。Ｔ

ｍは、標的配列の50％が、完全適合化プローブとハイブリダイズする温度（限定

イオン強度およびｐＨ下で）である。典型的緊縮条件は、塩濃度がｐＨ7で約0.0

3 Mであり、そして温度が少なくとも約60℃である条件である。

      【０１０９】

  前記のように、本発明の単離ポリヌクレオチドは、ＤＮＡおよびＲＮＡを含む

。ＤＮＡおよびＲＮＡの製造方法は、当業者には周知である。相補的ＤＮＡ（ｃ

ＤＮＡ）クローンは、大量のｚｖｅｇｆ４ＲＮＡを産生する組織または細胞から

単離されるＲＮＡから調整される。このような組織および細胞は、ノーザンブロ

ッティングにより同定され（Thomas, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:5201, 19

80）、心臓、膵臓、胃および副腎を含む。全ＲＮＡは、グアニジンＨＣｌ抽出と

その後のＣｓＣｌ勾配中での遠心分離による単離を用いて調製され得る（Chirgw

in et al., Biochemistry 18:52-94, 1979）。

      【０１１０】

  ポリ（Ａ）+ＲＮＡは、AvivとLeder（Proc. Natl. Acad. Sci. USA 69:1408-1

412, 1972）の方法を用いて全ＲＮＡから調製される。相補的ＤＮＡ（ｃＤＮＡ

）は、既知の方法を用いてポリ（Ａ）+ＲＮＡからから調製される。代替的方法

では、ゲノムＤＮＡが単離され得る。いくつかの用途（例えば、トランスジェニ

ック動物中での発現）に関しては、ゲノムクローンを用いるのが、またはｃＤＮ
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Ａクローンを修飾して少なくとも１つのゲノムイントロンを含むのが有益であり

得る。

      【０１１１】

  ｃＤＮＡおよびゲノムクローンの同定および単離方法は、当業者には周知であ

り、彼等のレベル内である。例としては、ライブラリーをプローブまたはプライ

ムするための本明細書中に開示した配列またはその一部の使用が挙げられる。ｚ

ｖｅｇｆ４ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドは、例えばハイブリダイ

ゼーションまたはポリメラーゼ連鎖反応（「ＰＣＲ」、米国特許第4,683,202号

（Mullis））により同定および単離される。発現ライブラリーは、ｚｖｅｇｆ４

に対する抗体、受容体断片またはその他の特異的結合相手を用いてプローブされ

得る。

      【０１１２】

  配列番号１および２で開示された配列はヒトｚｖｅｇｆ４の単一対立遺伝子を

表し、そして配列番号５２および５３で開示された配列はマウスｚｖｅｇｆ４の

単一対立遺伝子を表す、と当業者は認識する。これらの配列の対立遺伝子変異体

は、標準手法により異なる個体からｃＤＮＡまたはゲノムライブラリーをプロー

ブすることによりクローン化され得る。あるいは、ｚｖｅｇｆ４のスプライス化

形態が存在することも予測される。

      【０１１３】

  本明細書中に開示されたｚｖｅｇｆ４ポリヌクレオチドは、その他のｚｖｅｇ

ｆ４タンパク質をコードするポリヌクレオチドを単利するために用いられ得る。

このようなその他のポリヌクレオチドとしては、対立遺伝子変異体、代替的スプ

ライス化ｃＤＮＡおよび他の種からの片方のポリヌクレオチド（オルトログ）が

挙げられる。こられのオルトログポリヌクレオチドは、とりわけ、それぞれのオ

ルトログタンパク質を調製するために用いられ得る。その他の当該種としては、

哺乳類、鳥類、両生類、爬虫類、魚類、昆虫およびその他の脊椎動物ならびに無

脊椎動物種が挙げられるが、これらに限定されない。

      【０１１４】

  特に興味深いのは、その他の哺乳類種からのｚｖｅｇｆ４ポリヌクレオチドお
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よびタンパク質、例えば非ヒト霊長類、ネズミ、ブタ、ヒツジ、ウシ、イヌ、ネ

コおよびウマポリヌクレオチドおよびタンパク質である。ヒトｚｖｅｇｆ４のオ

ルトログは、本発明により提供される情報および組成物を、慣用的クローニング

技術と組合せて用いて、クローン化され得る。例えば、ｃＤＮＡは、本明細書中

に開示したようなｚｖｅｇｆ４を発現する種類の組織または細胞から得られるｍ

ＲＮＡを用いてクローン化され得る。ｍＲＮＡの適切な供給源は、本明細書中に

開示した配列から設計されるプローブを用いてノーザンブロットをプロービング

することにより同定され得る。

      【０１１５】

  次にライブラリーは、陽性組織または細胞株のｍＲＮＡから調製される。次に

ｚｖｅｇｆ４コードｃＤＮＡは、種々の方法により、例えば完全または部分ヒト

ｃＤＮＡを用いて、あるいは開示配列を基礎にした１つ又はそれ以上の組の縮重

プローブを用いてプロービングすることにより単離され得る。ハイブリダイゼー

ションは一般に、低緊縮条件下で実行されるが、この場合、洗浄は１ｘＳＳＣ中

で、最初に40℃で洗浄し、その後5℃で、高間隔で、バックグラウンドが適切に

低減されるまで実行される。

      【０１１６】

  ｃＤＮＡは、ポリメラーゼ連鎖反応またはＰＣＲ（Mullis、米国特許第4,683,

202号）を用いて、本明細書中に開示した代表的ヒトｚｖｅｇｆ４配列から設計

されたプライマーを用いてもクローン化され得る。さらに別の方法内では、ｃＤ

ＮＡライブラリーを用いて宿主細胞を形質転換またはトランスフェクトし得るし

、当該ｃＤＮＡの発現は、ｚｖｅｇｆ４ポリペプチドに対する抗体を用いて検出

され得る。同様の技法は、ゲノムクローンの単離にも適用され得る。

      【０１１７】

  変異体および融合タンパク質を含めた任意のｚｖｅｇｆ４ポリペプチドに関し

ては、前記の表３および４に記載した情報を用いて、その変異体をコードする完

全縮重ポリヌクレオチド配列を、当業者は容易に生成し得る。

  他のファミリー成員の配列を用いたアラインメントにより同定されるｚｖｅｇ

ｆ４の保存領域は、関連ポリヌクレオチドおよびタンパク質を同定するために用
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いられ得る。例えば、逆転写ポリメラーゼ連鎖反応（ＲＴ－ＰＣＲ）および当業

界で既知のその他の技法を用いて、種々の組織供給源から得られたＲＮＡからの

ｚｖｅｇｆ４中に存在する保存モチーフをコードする配列を増幅し得る。

      【０１１８】

  特に、表５で以下に示されるような高度縮重プライマー（ＰＤＧＦ  Ａおよび

Ｂ鎖、ＶＥＧＦ、ＶＥＧＦ－Ｂ、ＶＥＧＦ－Ｃ、ＶＥＧＦ－Ｄおよびｚｖｅｇｆ

３を有するｚｖｅｇｆ４のアラインメントから設計）は、相同性増殖因子ドメイ

ンをコードするポリヌクレオチドをクローニングするために有用である。アフリ

カツメガエルニューロピリン前駆体、ヒトＢＭＰ－１、ヒトｚｖｅｇｆ３および

アフリカツメガエルトロイド様タンパク質を用いたｚｖｅｇｆ４のアラインメン

トから設計される表６に示されたプライマーは、ＣＵＢドメインをコードするポ

リヌクレオチドをクローニングするために有用である。したがって、表５および

６のプライマーを用いて、配列番号１および配列番号２のｚｖｅｇｆ４配列の相

同体をコードする付加的ポリヌクレオチドを生成し得る。

      【０１１９】

    【表５】
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      【０１２０】

    【表６】
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      【０１２１】

  本明細書中に開示したｚｖｅｇｆ４ポリヌクレオチド配列は、プロモーター配

列を含めたｚｖｅｇｆ４遺伝子の５‘非コード領域をクローン化するためのプロ

ーブまたはプライマーとしても用いられ得る。５’非コードおよびコード配列を

含むヒトｚｖｅｇｆ４ゲノム断片は、配列番号３６で示される。これらのフラン

キング配列は、ｚｖｅｇｆ４およびその他の組換え体タンパク質の発現を指図す

るために用いられ得る。さらに、５‘フランキング配列は、米国特許第5,641,67

0号（Treco等）により開示されたような内因性ｚｖｅｇｆ４遺伝子の発現を活性

化または増大するための調節構築物のための標的化部位として用いられ得る。５

’非コード配列および約100ヌクレオチドのコード配列を含むヒトｚｖｅｇｆ４

ゲノム配列は、配列番号３６に示される。

      【０１２２】

  本発明のポリヌクレオチドは、自動合成によっても調製され得る。短い二本鎖

セグメント（60～80 bp）の産生は、技術的に簡単であり、相補鎖を合成紙、次

にそれらをアニーリングすることにより成し遂げられ得る。長いセグメント（典

型的には＞300 bp）は、長さ20～100ヌクレオチドの一本鎖断片からモジュール

形態でアッセンブルされる。ポリヌクレオチドの自動合成は当業者のレベル内で

あり、適切な装置および試薬は商業的供給元から入手可能である（概して、Glic

k and Pasternak, Molecular Biotechnology, Principle & Applications of Re

combinant DNA, ASM Press, Washington, D.C. 1994; Itakura et al., Annu. R

ev. Biochem. 53:323-56, 1984およびClimie et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 

USA 87:633-7, 1990参照）。

      【０１２３】

  本発明のポリペプチドは、全長ポリペプチド、生物学的活性断片および融合ポ

リペプチドを含めて、慣用的技法により遺伝子工学処理宿主細胞中で生成され得

る。適切な宿主細胞は、外因性ＤＮＡで形質転換またはトランスフェクトされ、

培養中で増殖され得る種類の細胞であって、その例としては、細菌、真菌細胞お

よび培養高等真核生物細胞、例えば多細胞生物体の培養細胞が挙げられる。クロ

ーン化ＤＮＡ分子を操作し、外因性ＤＮＡを種々の宿主細胞中に導入するための
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技法は、Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd ed.

, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989およ

びAusubel et al., eds., Current Protocols in Molecular Biology, Green an

d Wiley and Sons, NY, 1993により開示されている。

      【０１２４】

  概して、ｚｖｅｇｆ４ポリペプチドをコードするＤＮＡ配列は、発現ベクター

内で、一般的に転写プロモーターおよびターミネーターを含めて、その発現に必

要なその他の遺伝素子と作用可能に連結される。ベクターは、一般的に１つ又は

それ以上の選択可能マーカーおよび１つ又はそれ以上の複製の起点も含有するが

、しかし、ある種の系内では、選択可能マーカーは別個のベクター上に提供され

、外因性ＤＮＡの複製は宿主細胞ゲノム中への組込みにより提供され得る、と当

業者は認識する。プロモーター、ターミネーター、選択可能マーカー、ベクター

およびその他の素子の選択は、当業者のレベル内のルーチン設計の事柄である。

多数のこのような素子が文献中には記載されており、商業的供給元を介して入手

可能である。

      【０１２５】

  宿主細胞の分泌経路にｚｖｅｇｆ４ポリペプチドを向けるために、分泌シグナ

ル配列（リーダー配列、プレプロ配列またはプレ配列としても知られている）が

発現ベクター中に提供される。分泌シグナル配列はｚｖｅｇｆ４の配列であり得

るし、または別の分泌タンパク質（例えば、ｔ－ＰＡ；米国特許第5,641,655号

参照）から得られるか、またはde novoに合成され得る。分泌シグナル配列は、

ｚｖｅｇｆ４ＤＮＡ配列と作用可能に連結され、即ち２つの配列は、正確な読取

枠中で連結され、宿主細胞の分泌経路中に新規に合成されたポリペプチドを向け

るように置かれる。分泌シグナル配列は一般に、当該ポリペプチドをコードする

ＤＮＡ配列に対して５‘に位置するが、しかしある種のシグナル配列は、当該Ｄ

ＮＡ配列中の別の場所に置かれ得る（例えば、Welch et al.米国特許第5,037,74

3号；Holland et al.米国特許第5,143,830号参照）。

      【０１２６】

  宿主細胞分泌経路を介したｚｖｅｇｆ４ポリペプチド発現は、多量体タンパク
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質の産生を生じると予測される。前記のように、このような多量体としては、ホ

モ多量体およびヘテロ多量体の療法が挙げられ、後者は、ｚｖｅｇｆ４ポリペプ

チドのみを含むタンパク質と、ｚｖｅｇｆ４および異種ポリペプチドを含むタン

パク質を含有する。例えば、ｚｖｅｇｆ４ポリペプチドおよび関連ファミリー成

員（例えば、ＶＥＧＦ、ＶＥＧＦ－Ｂ、ＶＥＧＦ－Ｃ、ＶＥＧＦ－Ｄ、ｚｖｅｇ

ｆ３、ＰｌＧＦ、ＰＤＧＦ－ＡまたはＰＤＧＦ－Ｂ）からのポリペプチドを含む

ヘテロ多量体は、宿主細胞中での２つのポリペプチドの同時発現により産生され

得る。

      【０１２７】

  これらのその他のファミリー成員をコードする配列は既知である（例えば、Dv

orak et al.、同上；Olofsson et al.、同上、Hayward et al.同上、Joukov et 

al.、同上、Oliviero et al.、同上、Achen et al.、同上、Maglione et al.、

同上、Heldin et al.、米国特許第5,219,759号およびJohnsson et al.、同上参

照）。タンパク質の混合物が発現に起因する場合、個々の種は慣用的方法により

単離される。単量体、二量体および高次多量体は、例えばサイズ排除クロマトグ

ラフィーにより分離される。ヘテロ多量体は、慣用的クロマトグラフィーにより

、または個々の二量体に特異的な抗体を用いるイムノアフィニティークロマトグ

ラフィーにより、または個々の構成成分ポリペプチドに特異的な抗体を用いる逐

次イムノアフィニティー過程により、ホモ多量体から分離され得る（概して、米

国特許第5,094,941号参照）。

      【０１２８】

  培養哺乳類細胞は、本発明内で用いるための適切な宿主である。外因性ＤＮＡ

を哺乳類宿主細胞中に導入するための方法としては、リン酸カルシウム介在性ト

ランスフェクション（Wigler et al., Cell 14:725, 1978; Corsaro and Pearso

n, Somatic Cell Genetics 7:603, 1981; Graham and Van der Eb, Virology 52

:456, 1973）、エレクトロポレーション（Neumann et al., EMBO J. 1:841-5, 1

982）、ＤＥＡＥ－デキストラン介在性トランスフェクション（Ausbel et al.同

上）、およびリポソーム介在性トランスフェクション（Hawley-Nelson et al., 

Focus 15:73, 1993; Ciccarone et al., Focus 15:80, 1993）が挙げられる。
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      【０１２９】

  培養哺乳類細胞中の組換え体ポリペプチドの産生は、例えばLevinson et al.

米国特許第4,713,339号；Hagen et al.米国特許第4,784,950号；Palmiter et al

.米国特許第4,579,821号；およびRingold、米国特許第4,656,134号により開示さ

れている。適切な培養哺乳類細胞としては、ＣＯＳ－１（ATCC No. CRL 1650）

、ＣＯＳ－７（ATCC No. CRL 1651）、ＢＨＫ（ATCC No. CRL 1632）、ＢＨＫ57

0（ATCC No. CRL 10314）、293（ATCC No. CRL 1573; Graham et al., J. Gen. 

Virol. 36:59-72, 1977）およびチャイニーズハムスター卵巣（例えば、ＣＨＯ

－Ｋ１；ATCC No. CCL 61）細胞株が挙げられる。

      【０１３０】

  さらに別の適切な細胞株が当業界で既知であり、アメリカ培養細胞コレクショ

ン（American Type Culture Collection, Manassas, Virginia）のような公的貯

蔵所から入手可能である。強力な転写プロモーター、例えばＳＶ－40またはサイ

トメガロウイルスからのプロモーターが用いられ得る（例えば、米国特許第4,95

6,288号参照）。その他の適切なプロモーターとしては、メタロチオネイン遺伝

子（米国特許第4,579,821号および第4,601,978号）からのものおよびアデノウイ

ルス主要後期プロモーターが挙げられる。哺乳類細胞中で用いるための発現ベク

ターとしては、ｐＺＰ－１およびｐＺＰ－９が挙げられるが、これらはそれぞれ

寄託番号98669および98668としてアメリカ培養細胞コレクション（American Typ

w Culture Collection, 10801 University Blvd., Manassas, VA, USA）に寄託

されている。

      【０１３１】

  薬剤選択は一般に、外来ＤＮＡが挿入された培養哺乳類細胞に関して選択する

ために用いられる。このような細胞は、一般に、「トランスフェクタント」と呼

ばれる。選択性物質の存在下で培養された、そしてそれらの子孫に当該遺伝子を

受け渡し得る細胞は、「安定トランスフェクタント」と呼ばれる。選択可能マー

カーの一例は、抗生物質ネオマイシンに対する耐性をコードする遺伝子である。

選択は、ネオマイシン型薬剤、例えばＧ－418等の存在下で実行される。

      【０１３２】
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  選択系は、「増幅」と呼ばれる過程である当該遺伝子の発現レベルを増大する

ためにも用いられ得る。増幅は、低レベルの選択的物質の存在下でトランスフェ

クタントを培養し、次に選択的物質の量を増大して、導入遺伝子の高レベル生成

物を生成する細胞を選択することにより実行される。増幅性選択可能マーカーの

好例は、メトトレキセートに対する耐性を付与するジヒドロフォレートレダクタ

ーゼである。他の薬剤耐性遺伝子（例えば、ヒグロマイシン耐性、多剤耐性、プ

ロマイシンアセチルトランスフェラーゼ）も用いられ得る。

      【０１３３】

  その他の高等真核生物細胞、例えば昆虫細胞、植物細胞および鳥類細胞も宿主

として用いられ得る。植物細胞中で遺伝子を発現するためのベクターとしての土

壌細菌アグロバクテリウム・リゾゲネス（Agrobacterium rhizogenes）の使用は

、Sinkar et al., J. Biosci（Bangalore）11:47-58, 1987により検討されてい

る。昆虫細胞の形質転換およびそこでの外来ポリペプチドの産生は、Guarino et

 al.米国特許第5,162,222号およびWIPO公告WO94/06463により開示されている。

      【０１３４】

  昆虫細胞は、一般にアウトグラファ・カリフォルニカ（Autographa californi

ca）核多角体病ウイルス（ＡｃＮＰＶ）に由来する組換えバキュウロウイルスに

感染され得る（King and Possee, The Baculovirus Expression System: A Labo

ratory Guide, London, Chapman & Hall; O’Reilly et al., Baculovirus Expr

ession Vectors: A Laboratory Manual, New York, Oxford University Press, 

1994;およびRichardson, Ed., Baculovirus Expression Protocols, Methods in

 Molecular Biology, Totowa, NJ, Humana Press, 1995参照）。組換えバキュウ

ロウイルスは、Luckow等（J. Virol. 67:4566-4579, 1993）により記載されたト

ランスポゾンベース系を利用する。

      【０１３５】

  トランスファーベクターを利用するこの系は、キット形態（Bac-to-BacTMキッ

ト；Life Technologies, Rockville, MD）で販売されている。トランスファーベ

クター（例えば、 ｐＦａｓｔＢａｃ１TM；Life Technologies）は、「バクミド

」と呼ばれる大型プラスミドとして大腸菌中に保持されるバキュウロウイルスゲ
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ノム中に当該タンパク質をコードするＤＮＡを移動させるためにＴｎ７トランス

ポゾンを含有する（Hill-Perkins and Possee, J. Gen. Virol. 71:971-6, 1990

; Bonning et al., J. Gen. Virol. 75:1551-6, 1994;およびChazenbalk and Ra

poport, J. Biol. Chem.270:1543-9, 1995参照）。さらに、トランスファーベク

ターは、前記のようなポリペプチド延長またはアフィニティータグをコードする

ＤＮＡとの枠内融合物を含み得る。

      【０１３６】

  当業界で既知の技法を用いて、ｚｖｅｇｆ４コード配列を含有するトランスフ

ァーベクターが大腸菌宿主細胞中で形質転換され、組換えバキュウロウイルスを

示す中断ｌａｃＺ遺伝子を含有するバクミドに関して細胞がスクリーニングされ

る。組換えバキュウロウイルスゲノムを含有するバクミドＤＮＡは、一般的技法

を用いて単離され、ヨトウガSpodoptera frugiperda細胞、例えばＳｆ９細胞を

トランスフェクトするために用いられる。その後、ｚｖｅｇｆ４タンパク質を発

現する組換えウイルスが産生される。組換えウイルスストックは、当業界で一般

的に用いられる方法により作製される。

      【０１３７】

  タンパク質産生のために、組換えウイルスは、昆虫宿主細胞、典型的にはスポ

ドプテラ・フルギペルダ（Spodoptera frugiperda）（例えば、Ｓｆ９またはＳ

ｆ21細胞）またはTrichoplusia ni（例えば、ハイファイブHigh FiveTM細胞；In

vitrogen, Carlsbad, CA）由来の細胞株を感染させるために用いられる（全般的

に、Glick and Pasternak, Molecular Biotechnology: Principles and Applica

tions of Recombinant DNA, ASM Press, Washington, D.C., 1994参照）（米国

特許第5,300,435号も参照）。血清無含有培地は、細胞を増殖および保持するた

めに用いられる。

      【０１３８】

  適切な培地処方物は当業界で既知であり、商業的供給元から入手され得る。細

胞は、約2～5 x 105細胞の接種密度から1～2 x 106細胞の密度に増殖され、この

時点で、組換えウイルスストックが0.1～10、さらに典型的にはほぼ3の感染多重

度（ＭＯＩ）で付加される。用いられる手法は一般に、利用可能な実験室マニュ
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アルに記載されている（例えば、King and Possee同上；O’Reilly et al.同上

；Richardson同上）。

      【０１３９】

  真菌細胞、例えば酵母細胞も、本発明内で用いられ得る。これに関する特定の

当該酵母種としては、ビール酵母菌、子嚢菌類のピキア  パストリスPichia pas

torisおよびピキア・メタノリカ（Pichia methanolica）が挙げられる。外因性

ＤＮＡでビール酵母菌を形質転換し、それから組換えポリペプチドを産生するた

めの方法は、例えば米国特許第4,599,311号（Kawasaki）、米国特許第4,931,373

号（Kawasaki）、米国特許第4,870,008号（Brake）、米国特許第5,037,743号（W

elch等）および米国特許第4,845,075号（Murray等）に開示されている。形質転

換細胞は、選択可能マーカー、市販薬剤耐性または特定の栄養素（例えばロイシ

ン）の非存在下で増殖する能力により確定される表現型により選択される。

      【０１４０】

  ビール酵母菌で用いるための好例のベクター系は、米国特許第4,931,373号（K

awasaki）に開示されているＰＯＴ１ベクター系であって、これはグルコース含

有培地中での増殖により形質転換細胞を選択させ得る。酵母菌中で用いるための

適切なプロモーターおよびターミネーターとしては、解糖酵素遺伝子（例えば、

米国特許第4,599,311号（Kawasaki）、米国特許第4,615,974号（Kingsman等）お

よび米国特許第4,977,092号（Bitter）参照）およびアルコールデヒドロゲナー

ゼ遺伝子からのものが挙げられる（米国特許第4,990,446号、第5,063,154号、第

5,139,936号および第4,661,454号も参照）。

      【０１４１】

  他の酵母菌、例えばHansenula polymorpha、Schizosaccharomyces pombe、Klu

yveromyces lactis、Kluyveromyces fragilis、Ustilago maydis、Pichia pasto

ris、Pichia methanolica、Pichia guillermondilおよびCandida maltosaのため

の形質転換系が当業界で既知である（例えば、Gleeson et al., J. Gen. Microb

iol 132:3459-3465, 1986；米国特許第4,882,279号（Cregg）；およびRaymond e

t al., Yeast 14, 11-23, 1998参照）。

      【０１４２】
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  アスペルギルス細胞は、米国特許第4,935,349号（McKnight等）の方法により

利用され得る。アクレモニウム属のAcremonium chrysogenumを形質転換するため

の方法は、米国特許第5,162,228号（Sumino等）に開示されている。アカパンカ

ビNeurosporaを形質転換するための方法は、米国特許第4,486,533号（Lambowitz

）に開示されている。 Pichia methanolicaにおける組換えタンパク質の産生は

、米国特許第5,716,808号、第5,736,383号、第5,854,039号および第5,888,768号

に開示されている。

      【０１４３】

  原核生物宿主細胞、例えば大腸菌、バチルス属およびその他の属の細菌株も、

本発明内の有用な宿主細胞である。これらの宿主を形質転換し、その中でクロー

ン化された外来ＤＮＡ配列を発現するための技法は、当業界で周知である（例え

ば、Sambrook等、同上参照）。大腸菌のような細菌中でｚｖｅｇｆ４ポリペプチ

ドを発現する場合、ポリペプチドは、典型的には不溶性顆粒として細胞質中に保

持され得るか、または細菌分泌配列により細胞周辺腔に向けられる。前者の場合

、細胞は溶解され、顆粒が回収されて、例えば、グアニジンイソチオシアネート

または尿素を用いて変性される。次に変性ポリペプチドは再フォールディングさ

れ、変性体を稀釈することにより、例えば尿素の溶液に対する透析により、還元

および酸化グルタチオンとその後の緩衝化食塩水溶液に対する透析を組合せるこ

とにより、二量体化される。

      【０１４４】

  後者の場合、タンパク質は、可溶性形態で細胞質から回収され、変性体を用い

ずに単離され得る。多ｐは、例えばリン酸塩緩衝化生理食塩水中で水性抽出物と

して細胞から回収される。当該タンパク質を捕獲するために、抽出物はクロマト

グラフィー媒質、例えば固定化抗体またはヘパリン－セファロースカラムに直接

適用される。分泌ポリペプチドは、細胞周辺腔の内容物を放出するために細胞を

破裂させ（例えば、音波処理または浸透性ショックにより）、タンパク質を回収

し、それにより変性および再フォールディングの必要性をなくすることにより、

可溶性および機能的形態で細胞周辺腔から回収され得る。

      【０１４５】
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  形質転換化またはトランスフェクト化宿主細胞は、栄養素および選定宿主細胞

の増殖に必要なその他の構成成分を含有する培地中で、慣用的手法により培養さ

れる。種々の適切な培地、例えば限定培地および複合培地は当業界で既知であり

、一般的に炭素源、窒素源、必須アミノ酸、ビタミンおよびミネラルを含む。培

地は、必要な場合には、増殖因子または血清のような構成成分も含有し得る。

      【０１４６】

  増殖培地は、一般的に、例えば薬剤選択または必須栄養素の欠損により、外因

的付加ＤＮＡを含有する細胞に関して選択するが、これは、例えば発現ベクター

上に保有されまたは宿主細胞中に同時トランスフェクトされる選択可能マーカー

により補足される。例えばP. methanolica細胞は、約25℃～35℃の温度で、炭素

、窒素および微量栄養素の適切な供給源を含む培地中で培養される。液体培地は

、慣用的手段により、例えば小フラスコの振盪または発酵器の散布により十分な

曝気を提供される。

      【０１４７】

  ｚｖｅｇｆ４ポリペプチドまたはその断片は、当業界で既知の方法による化学

合成より、例えば排除的固相合成、部分固相法、断片縮合または古典的溶液合成

によっても調製され得る（例えば、Merrifield, J. Am. Chem. Soc. 85:2149, 1

963; Stewart et al., Solid Phase Peptide Synthesis（2nd edition）, Pierc

e Chemical Co., Rockford, IL, 1984; Bayer and Rapp, Chem. Pept. Prot. 3:

3, 1986;およびAtherton et al., Solid Phase Peptide Synthesis: A Practica

l Approach, IRL Press, Oxford, 1989参照）。

      【０１４８】

  共有的多量体複合体は、所望の構成成分ポリペプチドを単離子、それらをin v

itroで組合せることにより製造され得る。この方法で調製され得る共有複合体と

しては、ｚｖｅｇｆ４ポリペプチドのホモ二量体、２つの異なるｚｖｅｇｆ４ポ

リペプチドのヘテロ二量体およびｚｖｅｇｆ４ポリペプチドとタンパク質のＶＥ

ＧＦ／ＰＤＧＦファミリーの別のファミリー成員からのポリペプチドのヘテロ二

量体が挙げられる。

      【０１４９】
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  ２つのポリペプチドは、変性および還元条件下で一緒に混合され、その後、変

性体の除去によりタンパク質を再生する。除去は、例えば透析またはサイズ排除

クロマトグラフィーにより実行されて、緩衝液交換を提供する。２つの異なるポ

リペプチドを組合せる場合、その結果生じる再生タンパク質は個々の構成成分の

ホモ二量体、ならびに２つのポリペプチド構成成分のヘテロ二量体を形成し得る

（Cao et al., J. Biol. Chem. 271:3154-3162, 1996参照）。

      【０１５０】

  ｚｖｅｇｆ４を含む非共有複合体は、ｚｖｅｇｆ４ポリペプチドおよび二次ポ

リペプチド（例えば、ｚｖｅｇｆ４ポリペプチドまたはＰＤＧＦ／ＶＥＧＦファ

ミリーの別のペプチド）をほぼ生理学的ｐＨでインキュベートすることにより調

製され得る。典型的反応では、約0.1～0.5μg/μｌの濃度のポリペプチドは、弱

緩衝液（例えば、0.01 Mリン酸塩または酢酸塩緩衝液）中でｐＨ≒7.4でインキ

ュベートされる。塩化ナトリウムは、約0.1 Mの濃度で含まれる。37℃で、反応

は本質的には4～24時間で完了する（例えば、Weintraub et al., Endocrinology

 101:225-235, 1997参照）。

      【０１５１】

  意図される用途によって、本発明のポリペプチドおよびタンパク質は、高分子

、特にその他のタンパク質および核酸の夾雑に関して、純度≧80％、純度≧90％

、純度≧95％に、または製薬上純粋な状態に、即ち純度99.9％より高くまで精製

され、感染性および発熱性作用物質を含有しない。

      【０１５２】

  ｚｖｅｇｆ４タンパク質（キメラポリペプチドおよびポリペプチド多量体を含

む）は、分別および／または慣用的精製方法ならびに培地を用いて、例えばクロ

マトグラフィー技法の組合せにより、精製され得る（概して、Affinity Chromat

ography:Principles & Methods, Pharmacia LKB Biotechnology, Uppsala, Swed

en, 1988；およびScopes, Protein Purification:Principles and Practice, Sp

ringer-Verlag, New York, 1994参照）。ポリヒスチジンアフィニティータグ（

典型的には、約6ヒスチジン残基）を含むタンパク質は、ニッケルまたはコバル

トキレート樹脂上でのアフィニティークロマトグラフィーにより精製される（例
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えば、Houchuli et al., Bio/Technol. 6:1321-1325, 1988参照）。

      【０１５３】

  Ｇｌｕ－Ｇｌｕタグを含むタンパク質は、慣用的手法にしたがってイムノアフ

ィニティークロマトグラフィーにより精製され得る（例えば、Grussenmeyer et 

al.、同上参照）。マルトース結合タンパク質融合体は、当業界で既知の方法に

したがってアミロースカラム上で精製される。

  当業界で既知の方法を用いて、ｚｖｅｇｆ４タンパク質は、単量体または多量

体として調製され、グルコシル化または非グルコシル化、ペギル化または非ペギ

ル化去れ、そして最初のメチオニンアミノ酸残基を含む場合も含まない場合もあ

る。

      【０１５４】

  本発明はさらに、配列番号２で示されるようなタンパク質のエピトープ担持部

分を含むポリペプチドを提供する。「エピトープ」は、抗体が結合し得るタンパ

ク質の領域である（例えば、Geysen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:3

998-4002, 1984参照）。エピトープは線状または配座的であり、後者はタンパク

質のフォールディング時にエピトープを形成するタンパク質の不連続領域で構成

される。線状エピトープは一般に、少なくとも６アミノ酸残基長である。タンパ

ク質配列の一部がよく似ている相対的に短い合成ペプチドは、部分的によく似た

タンパク質と反応する抗血清をルーチンに引き出し得る（Sutcliffe et al., Sc

ience 219:660-666, 1983参照）。

      【０１５５】

  短い線状のエピトープを認識する抗体は、変性タンパク質を用いる分析的およ

び診断的用途、例えばウエスタンブロッティングに特に有用である（Tobin, Pro

c. Natl. Acad. Sci. USA 76:4350-4356, 1979）。抗ペプチド抗体は、配座依存

性でなく、体液または細胞培地中で起こり得るような、断片化形態またはそうで

ない場合には変化形態のタンパク質を検出するために用いられ得る（Niman et a

l., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:7924-7928, 1985）。短いペプチドに対す

る抗体は、ネイティブ配座のタンパク質も認識し得るし、したがって、タンパク

質発現およびタンパク質単離をモニタリングするのに、そしてＥＬＩＳＡのよう



(62) 特表２００２－５４２８２５

な溶液中でのｚｖｅｇｆ４タンパク質の検出に、あるいは免疫沈降試験に有用で

ある。

      【０１５６】

  本発明の抗原性エピトープ担持ポリペプチドは、ｚｖｅｇｆ４タンパク質と特

異的に結合する抗体、例えばモノクローナル抗体を産生するのに有用である。抗

原性エピトープ担持ポリペプチドは、ｚｖｅｇｆ４タンパク質（例えば配列番号

２）の少なくとも６つの、他の実施態様内では少なくとも９つの、その他の実施

態様内では15～約30の連続アミノ酸残基の配列を含有する。ｚｖｅｇｆ４タンパ

ク質の大きい部分、即ち30～50または100残基あるいは全配列までを含むポリペ

プチドが包含される。

      【０１５７】

  エピトープ担持ポリペプチドのアミノ酸配列は、水溶性溶媒中で実質的可溶性

を提供するよう選択されるのが好ましく、即ち、配列は、相対的に親水性の残基

を含み、疎水性残基は実質的に回避される。配列番号２のこのような領域として

は、例えば残基39～44、252～257、102～107、264～269および339～344が挙げら

れる。長いペプチド免疫原の好例としては、配列番号２の残基（ｉ）131～148、

（ｉｉ）230～253または（ｉｉｉ）333～355を含むペプチドが挙げられる。ペプ

チド（ｉｉ）は、付加的Ｃ末端ｃｙｓ残基を用いて調製され、ペプチド（ｉｉｉ

）は付加的Ｎ末端ｃｙｓ残基を用いて調製されて、カップリングを促し得る。

      【０１５８】

  本明細書中で用いる場合、「抗体」という用語は、ポリクローナル抗体、アフ

ィニティー精製ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体および抗原結合断片、

例えば、Ｆ（ａｂ‘）2およびＦａｂタンパク質分解性断片を含む。遺伝子工学

処理無傷抗体または断片、例えばキメラ抗体、Ｆｖ断片、一本鎖抗体等、ならび

に合成抗原結合ペプチドおよびポリペプチドも含まれる。

      【０１５９】

  非ヒト抗体は、非ヒトＣＤＲをヒト枠組み構造および定常部上に移植すること

により、または非ヒト可変ドメインを組み入れることにより、ヒト化され得る（

任意に、曝露残基の置換によりヒト様表面でそれらを「被う」が、この場合、結
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果は「張り合わせ」抗体である）。いくつかの場合には、ヒト化抗体は、ヒト可

変部枠組み構造ドメイン内に非ヒト残基を保持して、適正結合特性を増強し得る

。抗体をヒト化することにより、生物学的半減期は増大され、ヒトへの投与時の

悪免疫反応の可能性は低減され得る。モノクローナル抗体は、ヒト構造を有する

抗体を産生するよう遺伝的に変更されたマウスにおいても産生され得る。

      【０１６０】

  ポリクローナルおよびモノクローナル抗体の調製および単離方法は、当業界で

周知である（例えば、Cooligan, et al.（eds.）,Current Protocols in Immuno

logu, National Institutes of Health, John Wiley and Sons, Inc., 1995; Sa

mbrook et al., Molecular Cloning:A Laboratory Manual, second edition, Co

ld Spring Harbor, NY, 1989; およびHurrell, J. G. R.（ed.）, Monoclonal H

ybridoma Antibodies:Techniques and Applications, CRC Press, Inc., Boca R

aton, FL, 1982参照）。

      【０１６１】

  当業者に明らかなように、ポリクローナル抗体は、種々の温血動物、例えばウ

マ、ウシ、ヤギ、ヒツジ、イヌ、ニワトリ、ウサギ、マウスおよびラットにｚｖ

ｅｇｆ４ポリペプチドまたはその断片を接種することにより生成され得る。ｚｖ

ｅｇｆ４ポリペプチドの免疫原性は、亜襦袢後、例えばアルム（水酸化アルミニ

ウム）またはフロイント完全または不完全アジュバントの使用により増大され得

る。免疫感作に有用なポリペプチドとしては、融合ポリペプチド、例えばｚｖｅ

ｇｆ４またはその一部と免疫グロブリンポリペプチドとのまたはマルトース結合

タンパク質との融合体も挙げられる。ポリペプチド部分が「ハプテン様」である

場合、このような部分は、免疫感作のために、高分子担体（例えばカギアナカサ

ガイヘモシアニン（ＫＬＨ）、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）または破傷風トキ

ソイド）と有益に接合されるかまたは連結され得る。

      【０１６２】

  本明細書中で有用な抗体を産生または選択するための代替的技法としては、ｚ

ｖｅｇｆ４タンパク質またはペプチドへのリンパ球のin vitro曝露、およびファ

ージまたは同様のベクター中の抗体表示ライブラリーの選択（例えば、固定化ま
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たは標識化ｚｖｅｇｆ４タンパク質またはペプチドの使用による）が挙げられる

。考え得るｚｖｅｇｆ４ポリペプチド結合ドメインを有するポリペプチドをコー

ドする遺伝子は、ファージ上に表示される（ファージ表示）、または細菌、例え

ば大腸菌上に表示される無作為ペプチドライブラリーをスクリーニングすること

により得られる。

      【０１６３】

  ポリペプチドをコードするヌクレオチド配列は、多数の方法で、例えば無作為

突然変異誘発および無作為ポリヌクレオチド合成により得られる。これらの無作

為ペプチド表示ライブラリーを用いて、リガンドまたは受容体、生物学的または

剛性高分子、あるいは有機または無機物質であり得る既知の標的と相互作用する

ペプチドに関してスクリーニングし得る。このような無作為ペプチド表示ライブ

ラリーの作製およびスクリーニング技法は、当業界で既知であり（米国特許第5,

223,409号（Ladner等）、米国特許第4,946,778号（Ladner等）、米国特許第5,40

3,484号（Ladner等）および米国特許第5,571,698号（Ladner等））、無作為ペプ

チド表示ライブラリーおよびこのようなライブラリーをスクリーニングするため

のキットは、例えば、Clontech（Palo Alto, CA）、Invtrogen（San Diego, CA

）、New England Biolabs, Inc.（Beverly, MA）およびPharmacia LKB Biotechn

ology Inc.（Piscataway, NJ）から商業的に入手可能である。

      【０１６４】

  無作為ペプチド表示ライブラリーは、本明細書中に開示したｚｖｅｇｆ４配列

を用いてスクリーニングして、ｚｖｅｇｆ４と結合するタンパク質を同定し得る

。ｚｖｅｇｆ４ポリペプチドと相互作用するこれらの「結合タンパク質」は、細

胞をタグするために、またはアフィニティ精製により相同体ポリペプチドを単離

するために用いられ得るし、あるいはそれらは、直接または間接的に、薬剤、毒

素、放射能核種等に連結され得る。

      【０１６５】

  結合タンパク質は、分析方法に、例えば発現ライブラリーをスクリーニングす

るために、ｚｖｅｇｆ４活性の中和するために、例えば配位子と受容体との間の

相互作用を遮断するために、あるいはポリペプチドの循環レベルを確定するため
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の、根元的病態または疾患のマーカーとしての可溶性ポリペプチドを検出または

定量するための診断的検定のために、そしてin vitroおよびin vivoでのｚｖｅ

ｇｆ４結合およびシグナル伝達を遮断するためのｚｖｅｇｆ４アンタゴニストと

して用いられ得る。

      【０１６６】

  対照（非ｚｖｅｇｆ４）ポリペプチドまたはタンパク質との結合親和性より少

なくとも10倍高い親和性を有するｚｖｅｇｆ４ポリペプチド、ペプチドまたはエ

ピトープと結合する場合、抗体は特異的に結合すると決定される。この点で、「

非ｚｖｅｇｆ４ポリペプチド」は、関連分子ＶＥＧＦ、ＶＥＧＦ－Ｂ、ＶＥＧＦ

－Ｃ、ＶＥＧＦ－Ｄ、ｚｖｅｇｆ３、ＰｌＧＦ、ＰＤＧＦ－ＡおよびＰＤＧＦ－

Ｂを含むが、しかし非ヒト種からのｚｖｅｇｆ４ポリペプチドを排除する。ｚｖ

ｅｇｆ４オルトログ間で予測される高レベルのアミノ酸配列同一性のために、ヒ

トｚｖｅｇｆ４に特異的な抗体は他の種からのｚｖｅｇｆ４とも結合し得る。抗

体の結合親和性は、例えばScatchard分析（Scatchard, G., Ann. NY Acad. Sci.

 51:660-672, 1949）により、当業者に容易に確定され得る。

      【０１６７】

  特異的抗体のスクリーニングおよび単離方法は、当業界で周知である（例えば

、Paul（ed.）, Fundamental Immunology, Raven Press, 1993; Getzoff et al.

, Adv. in Immunol. 43:1-98, 1988; Goding, J.W.（ed.）, Monoclonal Antibo

dies:Principles and Practice, Academic Press Ltd., 1996; Benjamin et al.

, Ann. Rev. Immnol. 2:67-101, 1984参照）。

      【０１６８】

  当業界で既知の種々の検定は、ｚｖｅｇｆ４タンパク質またはペプチドと特異

的に結合する抗体を検出するために利用され得る。検定の好例は、Antibodies: 

A Laboratory Manual, Harlow and Lane（Eds.）, Cold Spring Harbor Laborat

ory Press, 1988に詳細に記載されている。このような検定の代表例としては、

同時免疫電気泳動、ラジオイムノアッセイ、放射性免疫沈降法、酵素結合イムノ

ソルベント検定（ＥＬＩＳＡ）、ドットブロットまたはウエスタンブロット検定

、阻害または競合検定、ならびにサンドイッチ検定が挙げられる。さらに、抗体
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は、野生型対突然変異体ｚｖｅｇｆ４タンパク質またはポリペプチドとの結合に

関してスクリーニングされ得る。

      【０１６９】

  特に興味深いのは、中和抗体、即ち、ｚｖｅｇｆ４生物学的活性を遮断する抗

体である。本発明内では、抗体は、1000倍モル過剰量で存在する場合に、ｚｖｅ

ｇｆ４タンパク質の生物学的活性を少なくとも50％遮断すると、中和するとみな

される。本発明のある種の実施態様内では、抗体は、100倍モル過剰量でまたは1

0倍モル過剰量で存在する場合、生物学的活性の50％を中和する。その他の実施

態様内では、抗体は、ｚｖｅｇｆ４活性の少なくとも60％、ｚｖｅｇｆ４活性の

少なくとも70％、ｚｖｅｇｆ４活性の少なくとも80％、またはｚｖｅｇｆ４活性

の少なくとも90％を中和する。

      【０１７０】

  ｚｖｅｇｆ４に対する抗体は、ｚｖｅｇｆ４を発現する細胞をタグするために

、アフィニティー精製によりｚｖｅｇｆ４を単離するために、ｚｖｅｇｆ４ポリ

ペプチドの循環レベルを確定するための診断検定のために、根元的病態または疾

患のマーカーとしての可溶性ｚｖｅｇｆ４を検出または定量するために、ＦＡＣ

Ｓを用いた分析的方法に、発現ライブラリーをスクリーニングするために、抗イ

ディオタイプ抗体を生成するために、そして中和抗体として、またはｚｖｅｇｆ

４活性を遮断するためのアンタゴニストとして、in vitroおよびin vivoで用い

られ得る。適切な直接タグまたは標識としては、放射性核種、酵素、基質、コフ

ァクター、阻害剤、蛍光マーカー、化学発光マーカー、磁気粒子等が挙げられる

。

      【０１７１】

  間接的タグまたは標識は、中間体としてのビオチン－アビジンまたはその他の

補体／抗補体対の使用を特徴とし得る。抗体は、薬剤、毒素、放射性核種等と直

接または間接的に共役され得るし、そしてこれらの共役体は、in vivo診断また

は治療用途に用いられる。さらに、ｚｖｅｇｆ４またはその断片に対する抗体は

、検定において、例えばウエスタンブロットまたは当業界で既知のその他の検定

において、変性ｚｖｅｇｆ４またはその断片を検出するためにin vitroで用いら
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れ得る。抗体は、ｚｖｅｇｆ４またはｚｖｅｇｆ４に対する受容体を発現する細

胞に対して結合里長的または診断的部分を標的化するためにも用いられ得る。ｚ

ｖｅｇｆ４はＰＤＧＦαおよび／またはβ受容体を結合し得る、ということを実

験データは示唆する。

      【０１７２】

  抗ｚｖｅｇｆ４抗体は、骨増殖または分化の低減から利益を受けるレシピエン

ト、例えば骨肉腫または大理石骨病に罹患したレシピエントに投与され得る。ｚ

ｖｅｇｆ４を過剰発現する動物においては、組織学的分析は、いくつかの場合に

、骨髄のほとんどに取って代わる骨内膜骨（特に海綿質中の）の増殖、ならびに

骨中の基質細胞の増殖を示した。抗ｚｖｅｇｆ４抗体はこれらの過程を妨げ、お

よび／または骨芽細胞増殖および骨成長刺激を減少する。抗ｚｖｅｇｆ４抗体は

、軟骨細胞の発達または増殖を刺激するｚｖｅｇｆ４の能力を妨害することによ

り軟骨の生成を相殺するためにも用いられ得る。

      【０１７３】

  さらに、抗ｚｖｅｇｆ４抗体は、前繊維症性応答を減少するために用いられ得

る。ｚｖｅｇｆ４を過剰発現する動物の組織学的分析は、ある種の器官、特に肝

臓、腎臓および肺における前繊維症性応答を検出した。いくつかの疾患または症

状は、肝臓、肺および腎臓における繊維症を包含する。特に、アルコール中毒お

よびウイルス性肝炎は一般に肝臓繊維症を包含するが、これはしばしば肝硬変へ

の前駆症状であって、これは次に冠不全の不可逆的状態へと進み得る。環境的作

用物質への曝露に起因する肺繊維症（例えば石綿肺症、珪肺症）はしばしば、肺

胞炎または間隙性炎症として発現する。

      【０１７４】

  さらに、肺繊維症は、いくつかの癌療法、例えば電離放射線または化学療法薬

の副作用として起こり得る。さらに、膠原病、例えば強皮症および狼瘡も肺繊維

症を生じ得る。腎臓においては、膜性増殖性糸球体腎炎のヒト症状は、ｚｖｅｇ

ｆ４を過剰発現する動物において観察される前繊維症性応答に対応し得る。狼瘡

、Ｂ型およびＣ型肝炎で観察されるような慢性免疫複合体沈着、ならびに慢性膿

瘍も、腎臓における前繊維症性応答を生じ得る。抗ｚｖｅｇｆ４抗体の投与は、
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ｚｖｅｇｆ４刺激性前繊維症性応答を有益に妨害し得る。このような応答として

は、硬化性腹膜炎、手術、特に腹腔鏡手術後の癒着、および再狭窄が挙げられる

。

      【０１７５】

  ｚｖｅｇｆ４タンパク質の活性は、培養細胞を用いてin vitroで、または適切

な動物モデルに本発明の分子を投与することによりin vivoで、測定され得る。

ｚｖｅｇｆ４活性検定で用いるための標的細胞としては、血管細胞（特に内皮細

胞、血管周囲細胞および平滑筋細胞）、造血性（骨髄性およびリンパ系）細胞、

肝細胞（例えば肝実質細胞、有窓性内皮細胞、クップファー細胞および伊東細胞

）、繊維芽細胞（例えば、ヒト皮膚繊維芽細胞および肺繊維芽細胞）、神経突起

細胞（星状細胞、グリア細胞、樹状細胞およびＰＣ－12細胞）、胎児肺細胞、関

節滑膜細胞、周皮細胞、軟骨細胞、骨芽細胞、腎臓メサンギウム細胞、骨髄基質

細胞（K. Satomura et al., J. Cell. Physiol. 177:426-38, 1998参照）ならび

に細胞表面ＰＤＧＦ受容体を有するその他の細胞が挙げられる。

      【０１７６】

  ｚｖｅｇｆ４タンパク質は、当業界で周知の種々の方法、例えば受容体競合検

定（Bowen-Pope and Ross, Methods Enzymol. 109:69-100, 1985）、可溶性受容

体の使用およびＩｇＧ融合タンパク質として産生される受容体の使用（米国特許

第5,750,375号）により、受容体結合活性に関して分析され得る。受容体結合検

定は、評価のための既知の細胞表面受容体を含有する細胞株に関して実施され得

る。受容体は細胞中に天然に存在し得る化、または遺伝子工学処理細胞により発

現される組換え体受容体であり得る。ｚｖｅｇｆ４を結合し得る細胞型は、サイ

トトキシンまたはその他の検出可能分子に連結されたｚｖｅｇｆ４ポリペプチド

の使用により同定され得る。

      【０１７７】

  適切な検出可能分子としては、放射性核種、酵素、基質、コファクター、阻害

剤、蛍光マーカー、化学発光マーカー、磁気粒子等が挙げられる。適切な細胞傷

害性分子としては、細菌または植物毒素（例えばジフテリア毒素、シュードモナ

ス外毒素、リシン、アブリン、サポリン等）、ならびに治療的放射性核種、例え
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ばヨウ素－131、レニウム－188またはイットリウム－90が挙げられる。これらは

、ポリペプチドに直接結合されるか、または既知の方法により、例えばキレート

部分を介して間接的に結合され得る。ポリペプチドは、細胞傷害性薬剤、例えば

アドリアマイシンとも連結され得る。

      【０１７８】

  検出可能または細胞傷害性分子の間接的結合のためには、検出可能または細胞

傷害性分子は、相補的／抗相補的対の一員と連結され、この場合、他方の成員は

ポリペプチドまたは抗体部分に結合される。これらの目的のために、ビオチン／

ストレプタビジンは、相補的／抗相補的対の好例である。組織培養における、器

官培養における、またはin vivoでの、細胞によるｚｖｅｇｆ４－毒素複合体の

結合は、細胞中への複合体の取込みを可能にし、細胞死を引き起こす。この活性

は、ｚｖｅｇｆ４を結合し、インターナライズし得る細胞型を同定するために用

いられ得る。応答性細胞型の同定を可能にする他に、毒素複合体は、複合体の注

入後の動物体内の病態を探すことにより、ｚｖｅｇｆ４が生物学的活性を有する

器官および細胞を同定するためのin vivo試験に用いられ得る。

      【０１７９】

  ｚｖｅｇｆ４タンパク質の活性は、培養細胞を用いてin vitroで測定され得る

。有糸分裂活性は、既知の検定、例えば3Ｈ－チミジン取込み検定（例えば、Rai

nes and Ross, Methods Enzymol. 109:749-773, 1985およびWahl et al., Mol. 

Cell Biol. 8:5016-5025, 1988により開示されているような）、染料取込み検定

（例えば、Mosman, J. Immunol. Meth. 65:55-63, 1983およびRaz et al., Acta

 Trop. 68:139-147, 1997に開示されているような）または細胞計数を用いて測

定され得る。

      【０１８０】

  有糸分裂検定例は、（１）増殖中の細胞をさらに刺激するｚｖｅｇｆ４タンパ

ク質の能力を求めるための20％集密培養、および（２）接触誘導性増殖抑制を克

服するｚｖｅｇｆ４タンパク質の能力を求めるための48時間集密に保持された休

止細胞への3Ｈ－チミジンの取込みを測定する（Gospodarowicz et al., J. Cell

. Biol. 70:395-405, 1976; Ewton and Florini, Endocrinol. 106:577-583, 19
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80;およびGospodarowicz et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:7311-7315, 

1989も参照）。細胞分化は、さらなる成熟表現型に分化するよう誘導され得る適

切な前駆体を用いて検定され得る。

      【０１８１】

  例えば、内皮細胞および造血細胞は、共通先祖細胞である血管芽細胞に由来す

る（Choi et al., Development 125:725-732, 1998）。間葉性幹細胞も、骨芽細

胞への分化を刺激するｚｖｅｇｆ４タンパク質の能力を測定するために用いられ

得る。分化は、オステオカルシンの発現、鉱化する細胞の能力およびアルカリ性

ホスファターゼの発現により示され、これらはすべて、当業界で既知のルーチン

法により測定され得る。腫瘍細胞増殖および転移に及ぼすｚｖｅｇｆ４タンパク

質の作用は、例えば、Cao et al., J. Exp. Med. 182:2069-2077, 1995に記載さ

れているように、ルイス肺癌モデルを用いて分析され得る。神経起源の細胞に及

ぼすｚｖｅｇｆ４タンパク質の活性は、神経突起発達に及ぼす作用を測定する検

定を用いて分析され得る。ｚｖｅｇｆ４は、大動脈輪外方成長検定においても検

定され得る（Nicosia and Ottinetti, Laboratory Investigation 63:115, 1990

; Villaschi and Nicosia, Am. J. Pathology 143:181-190, 1993）。

      【０１８２】

  ｚｖｅｇｆ４活性は、１つ又はそれ以上の付加的増殖因子またはその他の高分

子のｚｖｅｇｆ４誘導性産生を測定するよう意図された検定を用いても検出され

得る。このような検定としては、肝細胞増殖因子（ＨＧＦ）、上皮増殖因子（Ｅ

ＧＦ）、トランスフォーミング増殖因子α（ＴＧＦα）、インターロイキン－６

（ＩＬ－６）、ＶＥＧＦ、酸性繊維芽細胞増殖因子（ａＦＧＦ）およびアンギオ

ゲニンの存在を確定するものが挙げられる。適切な検定としては、当該高分子に

応答する標的細胞を用いた有糸分裂検定、受容体結合検定、競合結合検定、免疫

学的検定（例えば、ＥＬＩＳＡ）および当業界で既知のその他のフォーマットが

挙げられる。

      【０１８３】

  メタロプロテアーゼ分泌は、処置済一次ヒト皮膚繊維芽細胞、滑膜細胞および

軟骨細胞から測定される。ｚｖｅｇｆ４タンパク質の存在下での培養に応答して



(71) 特表２００２－５４２８２５

産生されるコラゲナーゼ、ゼラチナーゼおよびストロマリシンの相対レベルは、

ザイモグラムゲルを用いて測定される（Loita and Stetler-Stevenson, Cancer 

Biology 1:96-106, 1990）。被験タンパク質に応答する皮膚繊維芽細胞および軟

骨細胞によるプロコラーゲン／コラーゲン合成は、発生期分泌コラーゲンへの3

Ｈ－プロリン取込みを用いて測定される。

      【０１８４】

  3Ｈ－標識コラーゲンは、ＳＤＳ－ＰＡＧＥとその後のオートラジオグラフィ

ーにより可視化される（Unemori and Amento, J. Biol. Chem. 265:10681-10685

, 1990）。皮膚繊維芽細胞および軟骨細胞からのグリコサミノグリカン（ＧＡＧ

）分泌は、１，９－ジメチルメチレンブルー染料結合検定を用いて測定される（

Farndale et al., Biochim. Biophys. Acta 883:173-177, 1986）。コラーゲン

およびＧＡＧ検定は、ＩＬ－１βまたはＴＧＦ－βの存在下でも実行されて、こ

れらのサイトカインに対する確立された応答を変更するｚｖｅｇｆ４タンパク質

の能力を検査し得る。

      【０１８５】

  単球活性化検定は、（１）単球活性化をさらに刺激するｚｖｅｇｆ４タンパク

質の能力を求め、そして（２）付着誘導性または内毒素誘発性単球活性化を調整

するｚｖｅｇｆ４タンパク質の能力を検査するために実行される（Fuhlbrigge e

t al., J. Immunol. 138:3799-3802, 1987）。活性化に応答して産生されるＩＬ

－１βおよびＴＮＦαレベルは、ＥＬＩＳＡにより測定される（Biosource, Inc

. Camarillo, CA）。単球／マクロファージ細胞は、ＣＤ14（ＬＰＳ受容体）の

点から見て、内毒素に非常に感受性であり、中等度レベルの内毒素様活性を有す

るタンパク質は、これらの細胞を活性化する。

      【０１８６】

  ｚｖｅｇｆ４タンパク質の造血活性は、培養中の種々の造血細胞に関して検定

され得る。適切な検定としては、一次骨髄または末梢血白血球コロニー検定およ

び後期血統制限コロニー検定が挙げられるが、これらは当業界で既知である（例

えば、Holly et al., WIPO公告WO 95/21920）。適切な半固体培地（例えば、15

％ウシ胎仔血清、10％ウシ血清アルブミンおよび0.6％ＰＳＮ抗生物質ミックス
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を含有する50％メチルセルロース）上にプレート化された骨髄細胞は、ポリペプ

チドの存在下でインキュベートされ、次にコロニー形成に関して顕微鏡的に検査

される。既知の造血因子は、対照として用いられる。

      【０１８７】

  造血細胞株に及ぼすｚｖｅｇｆ４ポリペプチドの有糸分裂活性は、3Ｈ－チミ

ジン取込み検定、染料取込み検定または細胞計数を用いて測定され得る（Raines

 and Ross, Methods Enzymol. 109:749-773, 1985およびFoster et al., 米国特

許第5,641,655号）。例えば、細胞は、多重ウエル微小滴定プレート中で培養さ

れる。被験試料および3Ｈ－チミジンが付加され、細胞は37℃で一夜インキュベ

ートされる。

      【０１８８】

  ウエルの内容物はフィルターに移されて、乾燥され、標識の取込みを確定する

ために計数される。細胞増殖は、３－（４，５－ジメチルチアゾール－２－イル

）－２，５－ジフェニルテトラゾリウムブロミド（ＭＴＴ）の代謝分解を基礎に

した比色検定を用いても測定され得る（Mosman、同上）。要するに、ＭＴＴの溶

液が100μlの検定細胞に付加され、細胞は37℃でインキュベートされる。4時間

後、イソプロパノール中の0.04 NＨＣｌ  200μlが付加され、溶液が混合されて

、思慮の吸光度が570 nmで測定される。

      【０１８９】

  細胞移動は、Kahler等（Arteriosclerosis, Thrombosis, and Vascular Biolo

gy 17:932-939, 1997）により開示されたのと本質的には同様に検定される。タ

ンパク質は、低タンパク質濃度の領域から高タンパク質濃度の領域への細胞の移

動を誘導する場合、走化性であるとみなされる。検定は、２つの小室を分離する

ポリスチレン膜を有する変法ボイデン小室を用いて実施される（Transwell; Cor

ning Costar Corp.）。

      【０１９０】

  1％ＢＳＡを含有する培地中に稀釈された被験試料は、Transwellを含入する24

ウエルプレートの低い方の小室に付加される。細胞は次に、0.2％ゼラチンで予

備処理されたTranswell挿入物上に置かれる。細胞移動は、37℃で４時間のイン



(73) 特表２００２－５４２８２５

キュベーション後に測定される。非移動細胞はTranswell膜の上部から拭い取ら

れ、膜の低表面に付着された細胞が固定され、0.1％クリスタルバイオレットで

染色される。次に、染色細胞を顕微鏡を用いて直接計数されるか、または10％酢

酸で抽出して、600 nmで吸光度を測定される。次に、標準検量線から移動が算定

される。

      【０１９１】

  細胞付着活性は、LaFleur等（J. Biol. Chem. 272:32798-32803, 1997）によ

り開示されたのと本質的に同様に検定される。要するに、微小滴定プレートは被

験タンパク質で被覆され、非特異的部位がＢＳＡで遮断され、そして細胞（例え

ば平滑筋細胞、白血球または内皮細胞）は、約104～105細胞／ウエルの密度でプ

レート化される。ウエルは37℃で（典型的には約60分間）インキュベートされ、

次に、静かに洗浄することにより、付着細胞が除去される。付着細胞は、慣用的

方法により（例えば、クリスタルバイオレットで染色し、細胞を溶解し、そして

溶解物の光学濃度を確定することにより）定量される。対照ウエルは、既知の付

着性タンパク質、例えばフィブロネクチンまたはビトロネクチンで被覆される。

      【０１９２】

  血管新生活性に関する検定も、当業界で既知である。例えば、新血管形成にお

ける原基内皮細胞に及ぼすｚｖｅｇｆ４タンパク質の作用は、ヒヨコ漿尿膜血管

新生検定で検定され得る（Leung, Science 246:1306-1309, 1989; Ferrara, Ann

. NY Acad. Sci. 752:246-256, 1995）。要するに、８日齢孵化卵のからに小窓

が開けられて、被験物質が漿尿膜に適用される。72時間後、膜は新生血管形成に

関して検査される。その他の適切な検定としては、Drake等（Proc. Natl. Acad.

 Sci. USA 92:7657-7661, 1995）が開示したような初期ウズラ（Coturnix cotur

nix japonica）胚のマイクロインジェクション、MuthukkaruppanおよびAuerbach

（Science 205:1416-1418, 1979）が開示したような角膜新生血管形成の齧歯類

モデル（この場合、被験物質は近交系マウスの角膜のポケットに挿入される）、

およびハムスター頬袋検定（Hockel et al., Arch. Surg. 128:423-429, 1993）

が挙げられる。

      【０１９３】
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  血管形成活性を示す血管透過性の誘導は、被験化合物の投与後の被験動物（例

えばマウスまたはモルモット）の血管系からのタンパク質の漏出を検出するよう

意図された検定で測定される（Miles and Miles, J. Physiol. 118:228-257, 19

52; Feng et al., J. Exp. Med. 183:1981-1986, 1996）。血管新生活性に関す

るin vitro検定は、微小血管内皮細胞による管様構造の形成を測定する三次元コ

ラーゲンゲルマトリックスモデル（Pepper et al., Biochem. Biophys. Res. Co

mm. 189:824-831, 1992およびFerrara et al., Ann. NY Acad. Sci. 732:246-25

6, 1995）、ならびにラミニン（Matrigel（商標）; Becton Dickinson, Frankli

n Lakes, NJ）を濃化した基底膜抽出物中に植え付けられた内皮細胞による細胞

移動および管形成に及ぼす作用を確定するために用いられる基底膜マトリックス

モデル（Grant et al., “Angiogenesis as a component of epithelial-mesenc

hymal interactions” in Goldberg and Rosen, Epithelial-Mesenchymal Inter

action in Cancer, Birkhauser Verlag, 1995, 235-248; Baatout, Anticancer 

Research 17:451-456, 1997）を含む。血管新生検定は、ＶＥＧＦの存在下およ

び非存在下で実行して、考え得る組合せ作用を査定し得る。ＶＥＧＦは、in viv

o検定内では対照として用いられ得る。

      【０１９４】

  本発明のｚｖｅｇｆ４タンパク質、アゴニスト、アンタゴニストおよび抗体の

活性が測定され、軸索指針および成長を測定する検定を用いて、アゴニストおよ

びアンタゴニストを同定するために化合物がスクリーニングされる。特に興味深

いのは、ニューロン成長パターンの変化を示す検定であって、これはHastings, 

WIPO公告WO 97/29189およびWalter et al., Development 101:685-96, 1987に開

示されている。ニューロン成長に及ぼす作用を測定するための検定は、当業界で

周知である。例えば、Ｃ検定（例えば、Raper and Kapfhammer, Neuron 4:21-9,

 1990およびLuo et al., Cell 75:217-27, 1993）は、成長中のニューロンに及

ぼすｚｖｅｇｆ４の崩壊活性を確定するために用いられ得る。神経突起伸長のｚ

ｖｅｇｆ４誘導性抑制を査定するかまたはこのような伸長を牽制し得るその他の

方法も既知である（Goodman, Annu. Rev. Neurosci. 19:341-77, 1996参照）。

      【０１９５】
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  ｚｖｅｇｆ４タンパク質、ｚｖｅｇｆ４アゴニストまたはｚｖｅｇｆ４アンタ

ゴニストを発現する細胞あるいはこのような細胞の集塊からの状態調節培地は、

神経成長因子と同時培養された脊髄神経節（ＤＲＧ）または交感神経節外植片の

ような適切な神経細胞に接してゲルマトリックス中に入れる。対照細胞と比較し

て、ニューロン成長のｚｖｅｇｆ４誘導性変化が測定され得る（例えば、Messer

smith et al., Neuron 14:949-59, 1995およびPuschel et al., Neuron 14:941-

8, 1995に開示されているように）。同様に、神経突起外方成長は、本発明の分

子の存在下で成長したニューロン細胞懸濁液を用いて測定され得る（例えば、O

’Shea et al., Neuron 7:231-7, 1991およびDeFreitas et al., Neuron 15:333

-43, 1995参照）。

      【０１９６】

  ＰＣ12クロム親和性細胞腫細胞（Banker and Goslin, in Culturing Nerve Ce

lls, chapter 6, “Culture and experimental use of the PC12 rat Pheochrom

ocytoma cell line”参照；さらにRydel and Greene, J. Neuroscience 7（11）

:3639-53, November 1987参照）は、神経突起外方成長に及ぼす作用を調べるた

めにｚｖｅｇｆ４の存在下で増殖され得る。ニューロン集団への分化を誘導する

ためにＮＧＦで前処理したＰＣ12細胞も、ニューロン細胞の生存を促進するｚｖ

ｅｇｆ４の能力を確定するために、ｚｖｅｇｆ４に曝露され得る。

      【０１９７】

  ｚｖｅｇｆ４タンパク質の生物学的活性は、外因性タンパク質の投与により、

ｚｖｅｇｆ４コードポリヌクレオチドの発現により、そしてアンチセンスまたは

ノックアウト技法を介した内因性ｚｖｅｇｆ４発現の抑制により、非ヒト動物で

試験され得る。ｚｖｅｇｆ４タンパク質は、別々に、他のｚｖｅｇｆ４タンパク

質と組合せて、あるいは非ｖｅｇｆ３タンパク質、例えばその他の増殖因子（例

えば、その他のＶＥＧＦ、ＰｌＧＦまたはＰＤＧＦ）と組合せて投与されまたは

発現され得る。例えば、ｚｖｅｇｆ４ポリペプチドの組合せ（例えばｚｖｅｇｆ

４19-179およびｚｖｅｇｆ４258-370の組合せ）は、被験動物に投与されるかま

たは動物中で発現され得る。被験動物は、臨床症状、体重、血球数、臨床化学、

組織病理学などのようなパラメーターの変化に関してモニタリングされる。



(76) 特表２００２－５４２８２５

      【０１９８】

  冠状動脈側副成長の刺激は、既知の動物モデル、例えば末梢四肢虚血および後

肢虚血のウサギモデルおｙび慢性心筋虚血のブタモデルで測定され得る（Ferrar

a et al., Endocrine Reviews 18:4-25, 1997）。ｚｖｅｇｆ４タンパク質は、

ＶＥＧＦ、アンギオポイエチンおよび塩基性ＦＧＦの存在下および非存在下で検

定されて、組合せ作用に関して試験する。これらのモデルは、下記でさらに詳細

に開示されるような遺伝子送達のためのアデノウイルスまたは裸ＤＮＡの使用に

より修飾されて、被験タンパク質（単数または複数）の局所発現を生じ得る。

      【０１９９】

  創傷治癒を促す場合のｚｖｅｇｆ４ポリペプチドの効力は、動物モデルで検定

され得る。このようなモデルの１つは、Mustoe等（Science 237:1333, 1987）の

線状皮膚切開モデルである。典型的手法では、6-cm切開が成体ラットの背中毛皮

に作製され、その後それは創傷クリップで閉じられる。被験物質および対照（溶

液、ゲルまたは粉末形態で）が初回閉鎖前に適用される。投与は一般に１回適用

に限定されるが、しかし、切開したのいくつかの部位での注意深い注入により、

後日、付加的適用がなされ得る。創傷裂け目強度は、創傷後3～21日目に評価さ

れる。

      【０２００】

  第二モデルでは、多数の小さい全厚切除が、ウサギの耳になされる。耳の軟骨

は創傷を副木のように固定して、閉鎖の評価から創傷収縮の変数を除外する。実

験的処置および対照処置が適用される。創傷部位の幾何学および解剖学的構造は

、細胞内方成長および上皮移動の信頼できる定量、ならびに創傷の生化学の定量

分析（例えば、コラーゲン含量）を可能にする（Mustoe et al., J. Clin. Inve

st. 87:694, 1991参照）。ウサギ耳モデルは、臨床症状に非常によく似た虚血性

創傷環境を作製するよう修正され得る（Ahn et al., Ann. Plast. Surg. 24:17,

 1990）。

      【０２０１】

  第三モデル内では、ブタまたはモルモットにおける部分厚皮膚創傷の治癒が評

価される（LeGrand et al., Growth Factors 8:307, 1993）。実験的処置が、包
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帯上または下に毎日適用される。創傷後数日目に、顆粒形成組織厚が確定される

。このモデルは、創傷治癒の他のin vivoモデルより定量てきであるので、一般

に用量－応答試験のために用いられる。全厚切除モデルも用いられ得る。このモ

デル内では、上皮および真皮は、齧歯類においては皮筋層まで、またはブタにお

いては皮下脂肪まで除去される。実験的処置は、包帯の上または下に局所的に適

用され、所望により毎日適用され得る。

      【０２０２】

  創傷は、収縮と細胞内方成長および増殖の組合せにより閉鎖する。測定可能終

点としては、創傷閉鎖までの時間、組織学的スコアおよび創傷組織の生化学的パ

ラメーターが挙げられる。創傷治癒欠陥モデルも当業界で既知である（例えば、

Cromack et al., Surgery 113:36, 1993; Pierce et al., Proc. Natl. Acad. S

ci. USA 86:2229, 1989; Greenhalgh et al., Amer. J. Pathol. 136:1235, 199

0）。創傷治癒過程の遅延または延長は、ステロイドによる処置、創傷部位の刺

激により薬理学的に、または併在疾患状態（例えば糖尿病）により誘導され得る

。線状切開または全厚切除は、実験的創傷として最も一般的に用いられる。

      【０２０３】

  終点は、各種類の創傷に関して前記のようである。皮下移植片は、創傷治癒の

各段階に作用する化合物を査定するために用いられ得る（Broadley et al., Lab

. Invest. 61:571, 1985; Sprugel et al., Amer. J. Pathol. 129:601, 1987）

。移植片は、多孔質の相対的に非炎症性容器（例えば、ウシコラーゲンを充填し

たポリエチレンスポンジまたは発泡ポリテトラフルオロエチレン移植片）中に調

製され、マウスまたはラットの皮下に配置される。移植片の内部は、細胞を欠い

ており、十分に限定された、そして先在組織から分離可能な「創傷間隙」を生じ

る。この配置は、細胞流入および細胞型の査定、ならびに脈管形成／血管新生お

よび細胞外マトリックス産生の測定を可能にする。

      【０２０４】

  動物体内のｚｖｅｇｆ４タンパク質の発現は、in vivoでのタンパク質活性の

過剰生成または抑制の生物学的作用の試験のためのモデルを提供する。ｚｖｅｇ

ｆ４コードポリヌクレオチドは、ウイルスベクターまたは裸ＤＮＡを用いて被験
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動物、例えばマウス中に導入され得るし、あるいはトランスジェニック動物が産

生され得る。ｚｖｅｇｆ４タンパク質は一般に、分泌ペプチドを用いて発現され

る。適切な分泌ペプチドとしては、ｚｖｅｇｆ４分泌ペプチド（例えば、配列番

号２の残基1～18）および異種分泌ペプチドが挙げられる。異種分泌ペプチドの

好例は、ヒト組織プラスミノーゲン活性剤（ｔ－ＰＡ）のものである。ｔ－ＰＡ

分泌ペプチドは、米国特許第5,641,655号に開示されているように所望のタンパ

ク質分解的切断を低減するよう修飾され得る。

      【０２０５】

  本発明のタンパク質を検定するためのin vivoアプローチの１つは、ウイルス

送達系を利用する。この目的のためのウイルスの齢としては、アデノウイルス、

ヘルペスウイルス、レトロウイルス、ワクシニアウイルスおよびアデノ随伴ウイ

ルス（ＡＡＡ）が挙げられる。二本鎖ＤＮＡウイルスであるアデノウイルスは、

今日、異種核酸の送達のための最もよく研究された遺伝子導入ベクターである（

再検討のためには、Becker et al., Meth. Cell Biol. 43:161-89, 1994; およ

びDouglas and Curiel, Science & Medicine 4:44-53, 1997参照）。アデノウイ

ルス系は、いくつかの利点を提供する。

      【０２０６】

  アデノウイルスは、（ｉ）相対的に大型のＤＮＡ挿入物を収容し、（ｉｉ）高

力価に増殖され、（ｉｉｉ）広範囲の哺乳類細胞型に感染し、そして（ｉｖ）多

数の異なるプロモーター、例えば遍在する、組織特異的なおよび調節可能なプロ

モーターとともに用いられ得る。アデノウイルスは血流中で安定であるため、そ

れらは静脈内注入により投与され得る。

  アデノウイルスゲノムの一部が欠失されたアデノウイルスを用いて、直接連結

によりまたは同時トランスフェクト化プラスミドとの同種組換えにより、挿入物

はウイルスＤＮＡ中に取り込まれる。

      【０２０７】

  例示的系では、必須Ｅ１遺伝子はウイルスベクターから欠失されており、Ｅ１

遺伝子が宿主細胞（ヒト293細胞株が好例である）により提供されない限り、ウ

イルスは複製しない。無傷動物に静脈内投与した場合、アデノウイルスは主に肝
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臓を標的にする。アデノウイルス送達系がＥ１遺伝子欠失を有する場合、ウイル

スは宿主細胞中で複製できない。しかしながら、宿主の組織（例えば肝臓）は、

異種タンパク質を発現し、加工処理する（そして、分泌シグナル配列が存在する

場合には、分泌する）。分泌タンパク質は、高血管新生化肝臓中の循環に進入し

、感染動物に及ぼす作用が確定され得る。

      【０２０８】

  ｚｖｅｇｆ４を発現するアデノウイルスの鼻腔内送達は、肺組織に対してｚｖ

ｅｇｆ４タンパク質を標的化する。さらに、ｚｖｅｇｆ４を発現するアデノウイ

ルスは、脳組織に直接投与され得る。ウイルス遺伝子の種々の欠失を含有するア

デノウイルスベクターは、ベクターに対する免疫応答を低減または排除するため

の試みに用いられ得る。このようなアデノウイルスは、Ｅ１欠失性であり、さら

に、Ｅ２ＡまたはＥ４の欠失を含有する（Lusky et al., J. Virol. 72:2022-20

32, 1998; Raper et al., Human Gene Therapy 9:671-679, 1998）。

      【０２０９】

  さらに、免疫応答を低減するためのＥ２ｂの欠失が報告されている（Amalfita

no, et al., J. Virol. 72:926-933, 1998）。すべてのウイルス転写単位が欠失

されたいわゆる「中身のない」アデノウイルスの生成は、異種ＤＮＡの大型挿入

物の挿入のために特に有益である（再検討のためには、Yeh and Perricaudet, F

ASEB J. 11:615-623, 1997参照）。

      【０２１０】

  別の実施態様では、ｚｖｅｇｆ４遺伝子は、例えば米国特許第5,399,346号（A

nderson等）；Mann et al., Cell 33:153, 1983；米国特許第4,650,764号（Temi

n等）；米国特許第4,980,289号（Temin等）；Markowitz et al., J. Virol. 62:

1120, 1988；米国特許第5,124,263号（Temin等）；WIPO公告WO95/07358（Doughe

rty等、1995年3月16日公開）；およびKuo et al., Blood 82:845, 1993に記載さ

れているように、レトロウイルスベクター中に導入され得る。

      【０２１１】

  代替的方法では、ベクターは、リポソームを用いたin vivoでの「リポフェク

ション」により導入され得る。合成陽イオン性脂質は、マーカーをコードする遺
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伝子のin vivoトランスフェクションのためのリポソームを調製するために用い

られ得る（Felgner et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:7413-7, 1987; Ma

ckey et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:8027-31, 1988）。特定器官にin

 vivoで外因性遺伝子を導入するためのリポフェクションの使用は、ある種の実

際的利点を有する。

      【０２１２】

  特定細胞に対するリポソームの分子ターゲッティングは、利点の一領域を示す

。例えば、特定の細胞型にトランスフェクションを向けることは、細胞不均一性

を有する組織、例えば膵臓、肝臓、腎臓および脳において特に有益である。脂質

は、ターゲッティングの目的のために他の分子と化学的にカップリングされ得る

。標的化ペプチド（例えばホルモンまたは神経伝達物質）、抗体のようなタンパ

ク質、あるいは非ペプチド分子は、リポソームに化学的に結合され得る。

      【０２１３】

  別の実施態様内では、標的細胞は動物から取り出され、ＤＮＡが裸ＤＮＡプラ

スミドとして導入される。次に動物の身体中に形質転換化細胞が再移植される。

裸ＤＮＡベクターは、当業界で既知の方法により、例えばトランスフェクション

、エレクトロポレーション、マイクロインジェクション、形質導入、細胞融合、

ＤＥＡＥデキストラン、リン酸カルシウム沈澱、遺伝子銃の使用またはＤＮＡベ

クター運搬体の使用により、所望の宿主細胞中に導入され得る（例えば、Wu et 

al., J. Biol. Chem. 267:963-7, 1992; Wu et al., J. Biol. Chem. 263:14621

-4, 1988 参照）。

      【０２１４】

  「トランスジェニックマウス」と呼ばれるｚｖｅｇｆ４遺伝子を発現するよう

工学処理されたマウス、および「ノックアウトマウス」と呼ばれるｚｖｅｇｆ４

遺伝子機能の完全非存在を示すマウスも生成され得る（Snouwaert et al., Scie

nce 257:1083, 1992; Lowell et al., Nature 366:740-42, 1993; Capecchi, Sc

ience 244:1288-1292, 1989; Palmiter et al., Ann. Rev. Genet. 20:465-499,

 1986）。トランスゲネシス実験は、正常マウスおよび遺伝子疾患またはその他

の表現型変更を有するマウスを用いて実施され得る。遍在的、あるいは組織特異
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的または組織制限性プロモーター下で、ｚｖｅｇｆ４を過剰発現するトランスジ

ェニックマウスは、過剰発現が表現型変化を生じるか否かを確定ために用いられ

得る。

      【０２１５】

  プロモーターの例としては、メタロチオネイン、アルブミン、ＡｐｏＡ１およ

びエノラーゼ遺伝子プロモーターが挙げられる。メタロチオネイン－１（ＭＴ－

１）プロモーターは、肝臓およびその他の組織における発現を提供し、しばしば

高レベルの循環タンパク質をもたらす。野生型ｚｖｅｇｆ４ポリペプチド、ポリ

ペプチド断片またはその突然変異体の過剰発現は、正常細胞過程を変えて、ｚｖ

ｅｇｆ４発現が機能的に関連する組織を同定する表現型を生じ得るし、ｚｖｅｇ

ｆ４、そのアゴニストまたはアンタゴニストに対する治療的標的を示し得る。例

えば、トランスジェニックマウスは、全長ｚｖｅｇｆ４配列を過剰発現するよう

工学処理され、これがヒト疾患との類似性を示す表現型を生じ得る。

      【０２１６】

  同様に、ノックアウトｚｖｅｇｆ４マウスは、ｚｖｅｇｆ４がin vivoで絶対

に必要であるか否かを確定するために用いられ得る。ノックアウトマウスの表現

型は、ｚｖｅｇｆ４アンタゴニストのin vivo作用を予測する。ノックアウトマ

ウスは、例えば癌、アテローム硬化症、慢性関節リウマチ、虚血および心臓血管

性疾患を含めた疾患のモデルにおけるｚｖｅｇｆ４タンパク質の作用を試験する

ためにも用いられ得る。ヒトｚｖｅｇｆ４ＤＮＡは、その後ノックアウトマウス

を生成するために用いられる前記のようなネズミｚｖｅｇｆ４ｍＲＮＡ、ｃＤＮ

ＡおよびゲノムＤＮＡを単離するために用いられ得る。

      【０２１７】

  これらのマウスは、ｚｖｅｇｆ４遺伝子およびそれによりコードされるタンパ

ク質をin vivo系で調べるために用いられ得るし、対応するヒト疾患に対するin 

vivoモデルとして用いられ得る。さらに、本明細書中に記載したｚｖｅｇｆ４ア

ンチセンスポリヌクレオチドまたはｚｖｅｇｆ４に対して向けられるリボザイム

を発現するトランスジェニックマウスは、前記のノックアウトマウスと同様に用

いられ得る。



(82) 特表２００２－５４２８２５

      【０２１８】

  アンチセンス法は、ｚｖｅｇｆ４遺伝子転写を抑制して、このような抑制のin

 vivoでの作用を調べるために用いられ得る。ｚｖｅｇｆ４コードポリヌクレオ

チド（例えば、配列番号１で記述されるようなポリヌクレオチド）のセグメント

と相補的であるポリヌクレオチドは、ｚｖｅｇｆ４コードｍＲＮＡと結合し、こ

のようなｍＲＮＡの翻訳を抑制するよう意図される。このようなアンチセンスポ

リヌクレオチドは、細胞培養中のｚｖｅｇｆ４ポリペプチドコード遺伝子の発現

を抑制するためにも用いられ得る。

      【０２１９】

  ｚｖｅｇｆ４タンパク質は、ヒト医学および獣医学に療法的に用いて、組織の

発達または修復を、あるいは細胞分化または増殖を刺激し得る。特定の用途とし

ては、全厚皮膚創傷、例えば静脈うっ滞性潰瘍および、その他の、特に真正糖尿

病のための弱体化創傷治癒の場合における慢性非治癒性創傷、結合組織性疾患、

喫煙、熱傷およびその他の悪化性症状の治療；骨折修復；皮膚移植；新生血管形

成を促し、皮膚フラップ生存を増大するための再構成的手術内；移植細胞および

組織、例えば移植ランゲルハンス島における血管網を確立するため；女性生殖器

性疾患、例えば急性または慢性胎盤不全（周産期病的状態および死亡を引き起こ

す重要因子）および長期出血を治療すること；歯周病により損傷された組織の増

殖を促すため；

      【０２２０】

  血管移植片およびステントの内皮化を促すため；微小血管の欠損を特徴とする

消化管の急性および慢性病変、例えば十二指腸潰瘍の治療に；血管新生を促し、

急性または慢性脳虚血によるニューロン変性を防止するため；虚血性四肢におけ

る側副血管の形成を促進するため；バルーン血管形成およびステント留置のよう

な侵襲性手法後の血管再内皮化を促し、内膜過形成を低減するため；虚血性損傷

を限定するよう、心筋梗塞後の側副循環の血管修復および発達を促すため；そし

て造血を刺激するための用途が挙げられるが、これらに限定されない。ポリペプ

チドは、治癒組織の再血管形成を促すための組織接着における有用な添加剤でも

ある。
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      【０２２１】

  特に興味深いのは、慢性活動性肝炎および多数の他の種類の肝硬変を含めた慢

性肝臓疾患のための損傷を含めた肝臓損傷の治療または修復のためのｚｖｅｇｆ

４の使用である。ほとんど全部の肝臓の破壊を含めた広範な塊状壊死は、とりわ

け、激症ウイルス性肝炎；鎮痛薬アセトアミノフェンの過剰投与；他の薬剤およ

び化学物質、例えばハロタン、モノアミンオキシダーゼ阻害剤、結核の治療に用

いられる作用物質、リン、四塩化炭素、ならびにその他の工業的化学物質への曝

露により引き起こされ得る。

      【０２２２】

  明白な肝細胞壊死を必ずしも生じない微細構造病変に関連した症状としては、

小児におけるライ症候群、テトラサイクリン中毒および妊娠の急性脂肪肝が挙げ

られる。肝硬変、繊維症により特性化される散在性過程、および構造的異常小結

節への正常構造物の変換は、アルコール乱用、壊死後肝硬変（通常は慢性活動性

肝炎による）、胆汁性肝硬変、色素肝硬変、特発性肝硬変、ウィルソン病および

α－１－アンチトリプシン欠損症を含めた種々の理由のために起こり得る。ｚｖ

ｅｇｆ４は、右側心不全において現れる連続対を示す２つの循環性変化である肝

性慢性受動性うっ血（ＣＰＣ）および中心出血性壊死（ＣＨＮ）の治療のために

も有用であり得る。ｚｖｅｇｆ４により治療され得るその他の循環性障害として

は、肝静脈血栓症および心臓硬化症が挙げられる。

      【０２２３】

  肝臓繊維症の場合、繊維症性肝臓における細胞外マトリックスの産生に関与し

た星状細胞の活性化を抑制するためにｚｖｅｇｆ４アンタゴニストを投与するの

が有益であり得る（Li and Friedman, J. Gastroenterol. Hepatol. 14:618-633

, 1999）。一般的に、ｚｖｅｇｆ４は抗繊維症薬として有益に用いられ得る。前

繊維症性応答により特性化される症状としては、硬化性腹膜炎；手術（特に腹腔

鏡手術）後癒着（これらは小腸閉塞、再手術時の困難性、骨盤癒着および骨盤痛

を引き起こし得る）（N. Panay and A.M. Lower, Curr. Opin. Obstet. Gynecol

. 11:379-85, 1999参照）；肺性繊維症；ならびに再狭窄が挙げられる。

      【０２２４】
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  ｚｖｅｇｆ４ポリペプチドは、単独でまたはその他の脈管形成または血管形成

剤、例えばＶＥＧＦおよびアンギオポイエチン１および２と組合せて投与され得

る。例えば、塩基性および酸性ＦＧＦ、Ａｎｇ－１、Ａｎｇ－２およびＶＥＧＦ

は、側副循環の発達に一役を演じることが判明しており、１つ又はそれ以上のこ

れらの因子とのｚｖｅｇｆ４の併用は、有益であり得る。ＶＥＧＦは、移植島細

胞の生存にも関連があった（Gorden et al., Transplantation 63:436-443, 199

7; Pepper, Arteriosclerosis, Throm. and Vascular Biol.17:605-619, 1997）

。

      【０２２５】

  塩基性ＦＧＦは、実験動物において、血管新生を誘導し、潰瘍の治癒を促進す

ることが示されている（Folkman, Nature Medicine 1:27-31, 1995により再検討

）。ＶＥＧＦは、再狭窄の動物モデルにおいて、脈管再内皮化を促し、内膜過形

成を低減することが示されている（Asahara et al., Circulation 91:2802-2809

, 1995; Callow et al., Growth Factors 10:223-228, 1994）。ｚｖｅｇｆ４ポ

リペプチドの効力は、これらのそしてその他の既知のモデルにおいて試験され得

る。付加的作用物質と組合せてｚｖｅｇｆ４を用いる場合、２つの化合物は、特

定の症状が治療されるのに適した時に同時にまたは順次投与され得る。

      【０２２６】

  ｚｖｅｇｆ４タンパク質は、単独で、またはその他の造血因子、例えばＩＬ－

３、Ｇ－ＣＳＦ、ＧＭ－ＣＳＦまたは幹細胞因子と組合せて用いて、内皮前駆体

幹細胞を含めた造血性幹細胞の拡張および可動化を増強し得る。この方法で増殖

され得る細胞としては、骨髄から単離される細胞、例えば骨髄基質細胞（K. Sat

omura et al., J. Cell. Physiol. 177:426-38, 1998参照）、または血液から単

離される細胞が挙げられる。ｚｖｅｇｆ４タンパク質は、固体に直接投与されて

、処置固体内の内皮性幹細胞酸性および分化を増強し得る。幹細胞は、患者体内

で発生したものも、あるいは患者に提供し戻されたものも、その後、身体内の虚

血領域を調整するのに一役を演じ、それにより治療作用を提供し得る。

      【０２２７】

  これらの細胞は、血管移植片、血管ステントのような内皮到達範囲を欠く領域
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、ならびに内皮到達範囲が損傷されるかまたは除去されていた領域（例えば、血

管形成術領域）の再内皮かを増強するのにも有用であり得る。ｚｖｅｇｆ４タン

パク質は、虚血（心臓または末梢虚血）、器官移植片、創傷治癒および組織移植

の領域を含めた新生血管形成を必要とする領域における新規の血管形成を作製し

、安定化するのに役立てるために、その他の増殖および分化因子、例えばアンギ

オポイエチン－１（Davis et al., Cell 87:1161-1169, 1996）と組合せて用い

られ得る。

      【０２２８】

  ｚｖｅｇｆ４タンパク質、アゴニストおよびアンタゴニストは、神経突起増殖

および発達を調整し、そして神経系構造を区分するために用いられ得る。このよ

うなものとして、ｚｖｅｇｆ４タンパク質、アゴニストおよびアンタゴニストは

、脊髄および感覚神経突起外方成長を増大することにより、末梢ニューロパシー

の治療として有用である。ｚｖｅｇｆ４アンタゴニストは、卒中、頭部損傷によ

り引き起こされる脳損害、および脊髄損傷により引き起こされる麻痺後の神経突

起外方成長の再生のための療法的処置の一部であり得る。適用は、神経変性疾患

、例えば多発性硬化症、アルツハイマー病病およびパーキンソン病を治療する場

合にもなされ得る。適用は、胃組織の発達および神経支配パターンを媒介する場

合にもなされ得る。

      【０２２９】

  ｚｖｅｇｆ４は、ＰＤＧＦ様活性、例えば繊維芽細胞、血管平滑筋細胞および

周皮細胞に及ぼす有糸分裂活性を有することが判明している。ｚｖｅｇｆ４は、

動物モデルにおける骨成長を刺激することも判明している。これらの結果は、ｚ

ｖｅｇｆ４タンパク質が骨および靱帯の成長を促進するのに有用である、という

ことを示唆する。このような用途としては、例えば歯周病、骨折（非融合性骨折

を含む）、移植片受容部位、骨移植片ならびに軟骨および／または靱帯損傷を包

含する関節損傷の治療が挙げられる。ｚｖｅｇｆ４は、その他の骨刺激因子、例

えばＩＧＦ－１、ＥＧＦ、ＴＧＦ－β、ＰＤＧＦおよびＢＭＰと組合せて用いら

れ得る。歯周病の治療に増殖因子を用いるための方法は、当業界で既知である（

例えば、米国特許第５，１２４，３１６号およびLynch et al.同上、参照）。
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      【０２３０】

  製薬的使用のために、ｚｖｅｇｆ４タンパク質、アンタゴニストおよび抗体は

、慣用的方法にしたがって、局所的または非経口的、特に静脈内または皮下送達

のために処方される。概して、製剤処方物は、製薬上許容可能なビヒクル、例え

ば生理食塩水、緩衝化生理食塩水、水中の5％デキストロース等と組合せて、ｚ

ｖｅｇｆ４ポリペプチドを含む。処方物は、１つ又はそれ以上の賦形剤、防腐剤

、可溶化剤、緩衝剤、バイアル表面のタンパク質損失を防止するためのアルブミ

ン、増粘剤、ゲル化剤等をさらに含み得る。

      【０２３１】

  処方方法は、当業界で周知であり、例えばRemington: The Science and Pract

ice of Pharmacy, Gennaro, ed., Mack Publishing Co., Easton, PA, 19th ed.

, 1995に開示されている。ｚｖｅｇｆ４は、普通は約10～100μg/ml総容量の濃

度で用いられるが、しかし1 ng/ml～1000μg/mlの範囲の濃度も用いられ得る。

局所適用のために、例えば創傷治癒の促進のために、タンパク質は、0.1～10μg

/cm2創傷面積の範囲で適用される。的確な用量は、治療される症状の性質および

重症度、患者の体質等を考慮しながら、容認された標準にしたがって臨床医によ

り確定される。用量の決定は、当業者のレベル内である。

      【０２３２】

  治療的処方物は一般に、新生血管形成に要する期間中、典型的には１～数ヶ月

間、そして慢性症状の治療の場合には１年またはそれ以上、投与される。投与は

、治療期間中、毎日または間欠的になされる。静脈内投与は、１～数時間の典型

的期間中のボーラス注射または注入による。持放性処方物も用いられ得る。概し

て、ｚｖｅｇｆ４の治療的有効量は、処置症状における臨床的有意変化、例えば

創傷閉鎖に必要とされる時間の臨床的に有意の低減、創傷面積の有意の低減、血

管新生の有意の改善、病的状態の有意の低減または組織学的スコアの有意の増大

を生じるのに十分な量である。

      【０２３３】

  本発明のタンパク質は、始原細胞および培養細胞株の両方を含む応答性細胞型

の増殖、分化、移動または代謝を調整するために有用である。この点で特に興味
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深いのは、造血細胞（幹細胞および成熟骨髄およびリンパ様細胞を含む）、内皮

細胞、神経細胞、間葉細胞（繊維芽細胞、周皮細胞、星状細胞、糸球体間質細胞

、軟骨細胞および平滑筋細胞を含む）、および骨由来細胞（骨芽細胞および破骨

細胞前駆体を含む）である。ｚｖｅｇｆ４ポリペプチドは、約10 pg/ml～約1000

 ng/mlの濃度で、これらの細胞型のための組織培地に付加される。ｚｖｅｇｆ４

タンパク質は培地中でその他の増殖因子と有益に組合され得る、と当業者は認識

する。

      【０２３４】

  実験室研究分野内では、ｚｖｅｇｆ４タンパク質は、分子量標準として、タン

パク質の循環レベルを決定するための検定における、例えばｚｖｅｇｆ４タンパ

ク質の過剰－または過小酸性により特性化される障害の診断における試薬として

、または細胞表現型の分析における標準としても用いられ得る。

      【０２３５】

  ｚｖｅｇｆ４タンパク質は、それらの活性の阻害剤を同定するためにも用いら

れ得る。被験化合物は、前記の検定に付加されて、ｚｖｅｇｆ４タンパク質の活

性を抑制する化合物を同定する。前記の検定の他に、試料は、受容体結合あるい

はｚｖｅｇｆ４依存性細胞応答の刺激／抑制を測定するよう意図された種々の検

定内のｚｖｅｇｆ４活性の抑制に関して試験され得る。例えば、ｚｖｅｇｆ４応

答性細胞株は、ｚｖｅｇｆ４刺激性細胞経路に応答性であるレポーター遺伝子構

築物でトランスフェクト化され得る。

      【０２３６】

  この型のレポーター遺伝子構築物は当業界で既知であり、検定可能タンパク質

、例えばルシフェラーゼをコードする遺伝子と作用可能に連結されるｚｖｅｇｆ

４活性化血清応答素子（ＳＲＥ）を一般に含む。候補化合物、溶液、混合物また

は抽出物は、レポーター遺伝子発現のｚｖｅｇｆ４刺激の低減により立証される

ような標的細胞上のｚｖｅｇｆ４の活性を抑制する能力に関して試験される。こ

の種類の検定は、細胞表面受容体と結合するｚｖｅｇｆ４を直接遮断する化合物

、ならびに受容体－リガンド結合後の細胞経路における過程を遮断する化合物を

検出する。
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      【０２３７】

  代替的検定では、化合物およびその他の試料は、検出可能標識（例えば125Ｉ

、ビオチン、ホースラディッシュペルオキシダーゼ、ＦＩＴＣ等）でタグされた

ｚｖｅｇｆ４を用いて受容体に結合するｚｖｅｇｆ４の直接遮断に関して検定さ

れ得る。この種の検定内では、受容体との標識化ｚｖｅｇｆ４の結合を抑制する

被験試料の能力は、抑制活性を示し、これは、二次検定により確証され得る。結

合検定内で用いられる受容体は、細胞性受容体または単離固定化受容体であり得

る。

      【０２３８】

  ｚｖｅｇｆ４タンパク質の活性は、受容体結合およびその後の生理学的細胞応

答に関連した細胞外酸性化速度または陽子排出を測定するシリコーンベースのバ

イオセンサーマイクロフィジオメーターで測定され得る。このような装置の例は

、Molecular Devices, Sunnyvale, CA製造のサイトセンサーTMマイクロフィジオ

メーターである。種々の細胞応答、例えば細胞増殖、イオン輸送、エネルギー産

生、炎症性応答、調節および受容体活性化等は、この方法で測定され得る（例え

ば、McConnell et al., Science 257:1906-1912, 1992; Pitchford et al., Met

h. Enzymol. 228:84-108, 1997; Arimilli et al., J. Immunol. Meth. 212:49-

59, 1998;およびVan Liefde et al., Eur. J. Pharmacol. 346:87-95, 1998参照

）。

      【０２３９】

  マイクロフィジオメーターは、接着性または非接着性真核生物または原核生物

細胞を検定するために用いられ得る。細胞培地中の細胞外酸性化変化を長時間測

定することにより、マイクロフィジオメーターは、ｚｖｅｇｆ４タンパク質、そ

れらのアゴニストおよびアンタゴニストを含めた種々の刺激に対する細胞応答を

直接測定する。マイクロフィジオメーターは、ｚｖｅｇｆ４ポリペプチドに応答

しない対照真核生物細胞と比較した場合の、ｚｖｅｇｆ４応答性真核生物細胞の

応答を測定するために用いられ得る。ｚｖｅｇｆ４応答性真核生物細胞は、ｚｖ

ｅｇｆ４に対する受容体がトランスフェクトされてｚｖｅｇｆ４に応答する細胞

を作製する細胞、ならびに血管または神経組織由来の細胞のようにｚｖｅｇｆ４
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に天然に応答する細胞を含む。

      【０２４０】

  対照と比較してｚｖｅｇｆ４ポリペプチドに曝露された細胞の応答における、

細胞外酸性化の変化により測定される差は、ｚｖｅｇｆ４調整細胞応答の直接測

定値である。さらに、このようなｚｖｅｇｆ４調整応答は、種々の刺激下で検定

され得る。したがって本発明は、ｚｖｅｇｆ４タンパク質のアゴニストおよびア

ンタゴニストの同定方法であって、ｚｖｅｇｆ４ポリペプチドに応答性の細胞を

提供し、被験化合物の非存在下で細胞の第一部分を培養し、被験化合物の存在下

で細胞の第二部分を培養し、そして細胞の第一部分と比較した場合の細胞の第二

部分の細胞応答の変化を検出することを包含する方法を提供する。

      【０２４１】

  細胞応答の変化は、細胞外酸性化速度の測定可能変化として示される。ｚｖｅ

ｇｆ４の存在下および被験化合物の非存在下での細胞の第三部分の培養は、ｚｖ

ｅｇｆ４応答性細胞に関する陽性対照を、そしてｚｖｅｇｆ４ポリペプチドの活

性を有する被験化合物のアゴニスト活性を比較するための対照を提供する。ｚｖ

ｅｇｆ４のアンタゴニストは、被験化合物の存在下および非存在下でｚｖｅｇｆ

４タンパク質に細胞を曝露することにより同定され得るが、それによるｚｖｅｇ

ｆ４刺激性活性の低減は被験化合物のアンタゴニスト活性を示す。

      【０２４２】

  ｚｖｅｇｆ４タンパク質は、ｚｖｅｇｆ４刺激性経路に応答する細胞、組織ま

たは細胞株を同定するためにも用いられ得る。前記のマイクロフィジオメーター

は、リガンド応答性細胞、例えばｚｖｅｇｆ４タンパク質に応答する細胞を迅速

に同定するために用いられ得る。細胞は、ｚｖｅｇｆ４ポリペプチドの存在下ま

たは非存在下で培養される。ｚｖｅｇｆ４の存在下で細胞外酸性化の測定可能変

化を引き出すｓぼは、ｚｖｅｇｆ４に応答性である。応答細胞は、次に、前記の

ようなｚｖｅｇｆ４ポリペプチドのアンタゴニストおよびアゴニストを同定する

ために用いられ得る。

      【０２４３】

  ｚｖｅｇｆ４活性の阻害剤（ｚｖｅｇｆ４アンタゴニスト）としては、抗ｚｖ
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ｅｇｆ４抗体および可溶性ｚｖｅｇｆ４受容体、ならびにその他のペプチドおよ

び非ペプチド作用物質、例えばリボザイム、小分子阻害剤、およびｚｖｅｇｆ４

ポリペプチドの血管新生的または有糸分裂的不活性受容体結合断片が挙げられる

。このようなアンタゴニストは、有糸分裂性、走化性または血管新生性作用を含

めたｚｖｅｇｆ４の生物学的活性を遮断するために用いられ得る。

      【０２４４】

  これらのアンタゴニストは、したがって、発達中の腫瘍の新生血管形成を抑制

することにより、または腫瘍細胞増殖を直接遮断することにより、固形腫瘍の増

殖を低減するのに、糖尿病性網膜症、乾癬、関節炎および強皮症の治療に、なら

びに瘢痕形成を含めた繊維症を低減するのに有用である。ｚｖｅｇｆ４の阻害剤

は、ｚｖｅｇｆ４活性が病原性である増殖性血管性疾患の治療にも有用であり得

る。このような障害としては、血管形成術、動脈内膜切除術、血管移植、器官移

植または血管ステント留置後のアテローム硬化症および内膜過形成性再狭窄が挙

げられる。これらの症状は、ある種の因子が臨床結果に有用であり、他のものは

病原性である複合増殖因子媒介性応答を包含する。

      【０２４５】

  ｚｖｅｇｆ４の阻害剤は、眼の新生血管形成、例えば糖尿病性網膜症および年

齢関連黄斑変性の治療にも有用であることも立証し得る。実験的証拠は、これら

の書状が網膜における低酸素症により誘導される血管軽視絵因子の発現に起因す

る、ということを示唆する。

  ｚｖｅｇｆ４アンタゴニストは、炎症性障害、例えば慢性関節リウマチおよび

乾癬の治療においても興味深い。慢性関節リウマチにおいては、ＶＥＧＦは、軟

骨に侵襲し、破壊する広範血管化組織であるパンヌスの形成に重要な役割を演じ

ることを、試験は示唆する。乾癬性病変は、血管過多であり、血管新生性ポリペ

プチドＩＬ－８を過剰発現する。

      【０２４６】

  ｚｖｅｇｆ４アンタゴニストは、増殖期中のＶＥＧＦおよびｂＦＧＦの過剰発

現を示す乳児期血管腫の治療にゆうようであることも立証し得る。

  阻害剤の正確な化学的および物理的性質ならびに処置される症状を考慮しなが
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ら、一般的に前記に開示されたような製薬的使用のために、阻害剤は処方される

。関連する決定は、処方業界の当業者のレベル内である。その他の血管新生性お

よび脈管形成性因子、例えばＶＥＧＦおよびｂＦＧＦは、病理学的新生血管形成

に関係があった。このような場合、これらのその他の因子の１つ又はそれ以上の

阻害剤とｚｖｅｇｆ４阻害剤を併用するのが有益であり得る。

      【０２４７】

  本発明のポリペプチド、核酸および抗体は、細胞損失または異常細胞増殖（癌

を含む）、例えば損傷性または過剰脈管形成または血管新生、ならびに神経系の

疾患の診断または治療に用いられ得る。標識化ｚｖｅｇｆ４ポリペプチドは、腫

瘍または異常細胞増殖のその他の部位をイメージングするために用いられ得る。

成体動物における血管新生は一般に創傷治癒および女性生殖周期に限定されるた

め、それは病理学的過程の非常に特異的な指標である。血管新生は、例えば発達

中の固形腫瘍、網膜症および関節炎を示す。

      【０２４８】

  ｚｖｅｇｆ４ポリペプチドおよび抗ｚｖｅｇｆ４抗体は、薬剤、毒素、放射性

核種等と直接または間接的に連結され得るし、そしてこれらの連結体は、in viv

o診断または治療用途に用いられる。例えば、本発明のポリペプチドまたは抗体

は、対応する抗相補的分子（例えば、それぞれ受容体または抗原）を発現する組

織または器官を同定または治療するために用いられ得る。さらに、ｚｖｅｇｆ４

ポリペプチドまたは抗ｚｖｅｇｆ４抗体、あるいはその生物活性断片または部分

は、検出可能または細胞傷害性分子と結合され、そして抗相補的分子を発現する

細胞、組織または器官を有する哺乳類に送達され得る。

      【０２４９】

  例えば、ｚｖｅｇｆ４のＣＵＢドメインは、前記の湯なセマフォリンに対して

ペプチドおよび非ペプチド部分を標的にするために用いられ得る。別の実施態様

では、ポリペプチド－毒素融合タンパク質または抗体／断片－毒素融合タンパク

質は、標的化細胞あるいは組織抑制または除去のために、例えば癌療法において

、用いられ得る。この点で特に興味深いのは、ｚｖｅｇｆ４ポリペプチドとサイ

トトキシンの連結体であり、これは、腫瘍、あるいは望ましくない血管新生また
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は新脈管形成が進行中のその他の組織に対してサイトトキシンを標的にするため

に用いられ得る。

      【０２５０】

  別の実施態様では、ｚｖｅｇｆ４－サイトカイン融合タンパク質または抗体／

断片－サイトカイン融合タンパク質は、in vitro細胞傷害性（例えば、腫瘍標的

に対するモノクローナル抗体により媒介される）を増強するために、そして標的

組織（例えば、血液および骨髄癌）のin vivo殺害を増強するために用いられ得

る（全般的に、Hornick et al., Blood 89:4437-4447, 1997参照）。概して、サ

イトカインは、全身投与される場合、毒性である。

      【０２５１】

  記載された融合タンパク質は、所望の作用部位、例えばｚｖｅｇｆ４に関する

結合部位を有する細胞に対するサイトカインのターゲッティングを可能にし、そ

れによりサイトカインの局所濃度増大を提供する。この目的のための適切なサイ

トカインとしては、例えばインターロイキン２および顆粒球－マクロファージコ

ロニー刺激因子（ＧＭ－ＣＳＦ）が挙げられる。このような融合タンパク質は、

腫瘍および血管新生または新脈管形成が進行中のその他の組織のサイトカイン誘

導性殺害を引き起こすために用いられ得る。

      【０２５２】

  さらに別の実施態様では、ｚｖｅｇｆ４ポリペプチドまたは抗ｚｖｅｇｆ４抗

体は、放射性核種と、特にβ放射性放射能核種と共役されて、再狭窄を低減し得

る。例えば、必要な放射線量が送達されるまで患者のステント処置血管中に置か

れるイリジウム－192含浸リボンは、血管中での組織増殖低減、ならびにプラセ

ボリボンを施された対照群より大きい管腔直径を示した。さらに、再血管形成お

よびステント血栓症は、治療群では有意に低かった。同様の結果は、本明細書中

に記載したように、放射性核種を含有する生物活性共役体のターゲッティングに

関して予測される。

      【０２５３】

  本明細書中に記載した生物活性ポリペプチドまたは抗体共役体は、静脈内、動

脈内または導管内的に送達され得るし、あるいは意図された作用部位に局所的に
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導入され得る。

  ｚｖｅｇｆ４ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドは、ｚｖｅｇｆ４活

性を増大または抑制するのが望ましい遺伝子療法用途内で有用である。例えば、

Isner等（The Lancet（同上））は、ＶＥＧＦ遺伝子療法が虚血四肢の血管成長

を促進すると報告した。ｚｖｅｇｆ４遺伝子療法のさらに別の用途としては、創

傷治癒の刺激、血管移植片の再集団化、神経突起成長の刺激、ならびに癌増殖お

よび転移の抑制が挙げられる。この点で有用な遺伝子送達系としては、アデノウ

イルス、アデノ随伴ウイルスおよび裸ＤＮＡベクターが挙げられる。

      【０２５４】

  本発明は、診断的使用のためのポリヌクレオチドも提供する。例えば、ｚｖｅ

ｇｆ４遺伝子、ｚｖｅｇｆ４ＤＮＡまたはＲＮＡを含むプローブ、あるいはその

亜配列は、突然変異がヒト第１１染色体上のｚｖｅｇｆ４遺伝子座で起きている

か否かを確定するために用いられ得る。ｚｖｅｇｆ４遺伝子座での検出可能染色

体異常としては、異数性、遺伝子コピー数変化、挿入、欠失、制限部位変化、お

よび再配列が挙げられるが、これらに限定されない。このような異常は、分子遺

伝子技法、例えば制限断片長多型性（ＲＦＬＰ）分析、ＰＣＲ法を用いる短タン

デム反復（ＳＴＲ）分析、および当業界で既知のその他の遺伝子連鎖分析技法を

用いることにより、本発明のポリヌクレオチドを用いて検出され得る（Sambrook

 et al.同上；Ausubel et al.同上；A.J.Marian, Chest 108:255-265, 1995）。

  以下の実施例により本発明をさらに説明するが、本発明はこれらに限定されな

い。

      【０２５５】

  実施例

  実施例１．

  ヒト多組織ノーザンブロットＩ、ＩＩ、ＩＩＩおよびヒトＲＮＡマスターブロ

ット（Clontech Laboratories, Inc., Palo Alto, CA）をプローブして、ｚｖｅ

ｇｆ４の組織発現を確定した。5分間沸騰させ、次に1分間氷冷させた、1 mgのサ

ケ精子ＤＮＡを含有するハイブリダイゼーション溶液（ExpressHybTMハイブリダ

イゼーション溶液：Clontech Laboratories, Inc.）10 ml中で65℃で3時間、ブ
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ロットを予備ハイブリダイズした。

      【０２５６】

  用いたプローブは、市販のキット（MarathonTMｃＤＮＡ増幅キット（Clontech

 Laboratories, Inc.））を用いて、各々20 pmolのプライマーＺＣ21,119（配列

番号２５）およびＺＣ21,120（配列番号２６）ならびに心臓ＲＮＡから調製した

5μlの心臓ｃＤＮＡライブラリーを用いて生成した251-bpＰＣＲ断片であった。

反応は以下のように実行した：94℃で1分；次に94℃で20秒、67℃で1分を30サイ

クル；そして72℃で5分で終了した。ＰＣＲ産物をゲル精製し、シリカゲル膜を

含有するスピンカラム（QIAquickTM Gel Extraction Kit; Qiagen, Inc., Valen

cia, CA）を用いてゲルスラブからＤＮＡを溶離した。

      【０２５７】

  その結果生じたｚｖｅｇｆ４断片51 ngを、市販キット（RediprimeTMII無作為

プライム標識系；Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, N.J.）を用いて32

Ｐで標識した。プッシュカラム（Nuc Trap（商標）カラム；Stratagene, La Jol

la, CA；米国特許第5,336,412号参照）を用いて非取込み放射能を除去した。10 

x 106 cpmのその結果生じた標識化プローブおよび1 mgのサケ精子ＤＮＡを5分間

沸騰させ、1分間氷冷して、次に10 mlのハイブリダイゼーション溶液（ExpressH

ybTM）と混合し、ブロットに付加した。ハイブリダイゼーションは、65℃で一夜

実施し、その後2XＳＳＣ、0.1％ＳＤＳ中で、室温で、次に50℃で0.1XＳＳＣ、0

.1％ＳＤＳ中で起きた。ブロットを-80℃で一夜、フィルムに露出させた。

  骨髄以外のすべての組織中に、約4.4 kbの転写体が存在した。心臓、膵臓、胃

および副腎は、ノーザンブロット上に最強ｚｖｅｇｆ４発現を示し、ドットブロ

ットはさらに、下垂体および卵巣中の強発現を示した。

      【０２５８】

  実施例２．

  ＶＥＧＦファミリーとのその相同により、ヒト慢性骨髄性白血病細胞（Ｋ562

）ライブラリーからのクローンの配列から、ｚｖｅｇｆ４を同定した。下垂体ラ

イブラリーからのクローンの長配列読み取りから、付加的配列を解明した。ｚｖ

ｅｇｆ４に関するアンチセンス発現配列タグ（ＥＳＴ）を見出し、それに関して
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、その５‘相手を同定した。この５’ＥＳＴ（ＥＳＴ448186; GenBank）は、ｚ

ｖｅｇｆ４に関する５‘非翻訳化配列を含有すると思われた。ＥＳＴ448186から

プライマーを設計し、配列中のギャップを閉じた。

      【０２５９】

  各々20 pmのＺＣ21,987（配列番号２７）およびＺＣ21,120（配列番号２６）

ならびに1.93μgの甲状腺ライブラリーをＰＣＲ反応に用いた。それは、5％ＤＭ

ＳＯおよび1/10容積の市販試薬（ＧＣ－MeltTM; Clontech Laboratories, Inc.

）を用いた変法ＰＣＲ反応であった。反応を94℃で1分間実行し、次に94℃で20

秒、67℃で1分を30サイクル；そして72℃で最終5分のインキュベーションを実行

した。その結果生じた833-bp産物をシーケンシングし、開始ＭＥＴコドン、上流

終止コドンおよび５’非翻訳化配列を有するコード配列の残りを含有するｚｖｅ

ｇｆ４断片であることが判明した。複合配列は、1,110 bp（配列番号１）の開放

読取枠を包含した。

      【０２６０】

  実施例３．

  ｚｖｅｇｆ４遺伝子を発現するトランスジェニック動物を作製するためには、

成体の生殖能力のある雄（種牡）（Ｂ６Ｃ３ｆ１、2～8か月齢（Taconic Farms,

 Germantown, NY））、精管切除雄（非種牡）（Ｂ６Ｄ２ｆ１、2～8か月齢（Tac

onic Farms））、前思春期の生殖能力のある雌（ドナー）（Ｂ６Ｃ３ｆ１、4～5

週齢（Taconic Farms））および成体の生殖能力のある雌（レシピエント）（Ｂ

６Ｄ２ｆ１、2～4か月齢（Taconic Farms））を要する。

      【０２６１】

  ドナーを１週間順化させた後、約8ＩＵ／マウスの妊娠雌ウマ血清ゴナドトロ

ピン（Sigma, St. Louis, MO）を腹腔内注射し、46～47時間後、8ＩＵ／マウス

のヒト絨毛膜ゴナドトロピン（ｈＣＧ（Sigma））を腹腔内投与して、過剰排卵

を誘導する。ホルモン注射後にドナーを種牡と交配させた。排卵は一般に、ｈＣ

Ｇ注射の13時間いないに起こる。交配翌朝、膣栓の存在により交尾を確証する。

      【０２６２】

  手術鏡（Leica MZ12 Stereo Microscope; Leica, Wetzlar, Germany）下で受
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精卵を収集する。卵管を収集し、ヒアルロニダーゼ（Sigma Chemical Co.）を含

入する検尿スライドに卵を放出させる。卵をヒアルロニダーゼ中で1回、5％ＣＯ

2、5％Ｏ2および90％Ｎ2とともに37℃でインキュベートさせておいたWhittenの

Ｗ640培地（氷７；試薬はすべて、Sigma Chemical Co.から入手可能）で2回洗浄

する。マイクロインジェクションまで、卵を37℃／5％ＣＯ2インキュベーター中

に保存する。

      【０２６３】

    【表７】

      【０２６４】

  ｚｖｅｇｆ４ＤＮＡを発現ベクターｐＨＢ12-8に挿入する（図２参照）。ベク

ターｐＨＢ12-8は、Ｎｒｕ  Ｉ部位へのラットインスリンＩＩイントロン（約20

0 bp）およびポリリンカー（Ｆｌｅ  Ｉ／Ｐｍｅ  Ｉ／Ａｓｃ  Ｉ）の挿入によ

り、ｐ2999Ｂ4（Palmiter et al., Mol. Cell Biol. 13:5266-5275, 1993）から

得た。ベクターは、マウスメタロチオネイン（ＭＴ－１）プロモーター（約750 

bp）およびヒト成長ホルモン（ｈＧＨ）非翻訳化領域および10 kbのＭＴ－１5’

フランキング配列および7 kbのＭＴ－１3’フランキング配列に挟まれたポリア
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デニル化シグナル（約650 bp）を含む。ｃＤＮＡをインスリンＩＩおよびｈＧＨ

配列間に挿入する。

      【０２６５】

  10～20μgのプラスミドＤＮＡを線状化し、ゲル精製して、10 mMトリスｐＨ7.

4、0.25mMＥＤＴＡｐＨ8.0中に再懸濁させて、マイクロインジェクション用に最

終濃度を5～10 ng/μlとする。

  温ＣＯ2平衡化鉱油を上に被せた一滴のＷ640培地中に含入された収穫した卵に

プラスミドＤＮＡをマイクロインジェクトする。ＤＮＡを注射針（内径0.75mm、

外径1mmのホウケイ酸ガラス毛管から引き込まれる）中に引き入れて、個々の卵

に注入する。各卵に注射針を突き刺して、一倍体前核の一方または両方に入れる

。

      【０２６６】

  ピコリットルのＤＮＡを前核中に注入し、核小体と接触することなく注射針を

引き抜く。すべての卵に注入するまで、操作を反復する。首尾よくマイクロイン

ジェクト処理された卵を、予備ガス処理したＷ640培地を含入する器官組織培養

皿に移して、37℃／5％ＣＯ2インキュベーター中で一夜保存する。

  翌日、2細胞胚を偽妊娠レシピエントに移す。精管切除生殖不能牡との交尾後

、交尾栓の存在により、レシピエントを同定する。レシピエントを麻酔処置し、

背左側部を剃毛して、手術顕微鏡に移す。胸郭、鞍状部および後足、膝と脾臓の

間の中程で輪郭された腹部領域の中央で、筋壁を経て皮膚中に小切開を作製する

。生殖器官を小外科用布上に外出させる。脂肪パッドを外科用布上に延ばして、

止血小鉗子（Roboz, Rockville, MD）を脂肪パッドに取り付形質転換、マウスの

背中上に吊したままにして、器官が滑り戻るのを防止する。

      【０２６７】

  鉱油、その後に交互にＷ640および気泡を含入する細い移入用ピペットを用い

て、前日の注入からの12～17個の健常2細胞胚をレシピエントに移す。腫脹膨大

部を突き止め、膨大部と包との間の卵管を保持し、包の知覚に28 g針を用いて卵

管の切れ目を作り、膨大部または包を引き裂かないよう確かめる。

  ピペットを卵管の切れ目に移して、胚を吹き出して、最初の気泡をピペットか
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ら逃がす。脂肪パッドを静かに腹膜に押しつ形質転換、生殖器官を滑り込ませる

。腹壁を一本の縫い糸で閉じて、皮膚を創傷クリップで塞ぐ。37℃スライドウォ

ーマー上で最低４時間、マウスを回復させる。

  レシピエントを対でケージに戻し、19～21日間妊娠させる。出産後、産後19～

21日経過後に、離乳させる。離乳仔を雌雄鑑別し、性別ケージに分けて入れ、0.

5 cm生検（遺伝子型分類に用いる）を清潔な鋏で尾部から切り取る。

      【０２６８】

  メーカーの使用説明書にしたがって市販キット（DNeasyTM 96組織キット；Qia

gen, Valencia, CA）を用いて、尾部小片からゲノムＤＮＡを調製する。トラン

スジェニックベクターのヒト成長ホルモン（ｈＧＨ）３‘ＵＴＲ部分に指示され

たプライマーを用いてＰＣＲにより、ゲノムＤＮＡを分析する。ヒト配列に独特

の領域（ヒトおよびマウス成長ホルモン３’ＵＴＲ  ＤＮＡ配列のアラインメン

トから同定）の使用は、ＰＣＲ反応がマウス配列を増幅しないことを確証する。

      【０２６９】

  プライマーＺＣ17,251（配列番号２８）およびＺＣ17,252（配列番号２９）は

、ｈＧＨの368塩基対断片を増幅する。さらに、ベクター配列とハイブリダイズ

し、ｃＤＮＡ挿入物を増幅するプライマーＺＣ17,156（配列番号３０）およびＺ

Ｃ17,157（配列番号３１）は、ｈＧＨプライマーとともに用いられ得る。これら

の実験では、導入遺伝子に対して陽性である動物からのＤＮＡは、２つの帯域、

即ちｈＧＨ３‘ＵＴＲ断片に対応する368塩基対帯域およびｃＤＮＡ挿入物に対

応する可変サイズの帯域を生じる。

      【０２７０】

  動物がトランスジェニック（ＴＧ）であることが確証されれば、ＴＧ雌に野生

型雄を、あるいはＴＧ雄に１匹または２匹の野生型雌を手配することより、それ

らは純系系統に戻し交配される。仔を産ませ、離乳させたら、性別に分けて、遺

伝子型分類のためにそれらの尾を切り取る。

  生きている動物中の導入遺伝子の発現に関して調べるために、部分肝切除を実

施する。剣状突起真下の上腹部の手術準備をする。滅菌技法を用いて、1.5～2 c

mの小切開を胸骨下に作製し、肝臓の左側葉を外出させる。4-0絹糸を用いて、下
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葉周囲に結び目を作って、体腔の外側にそれをしっかり確保する。

      【０２７１】

  非外傷性鉗子を用いて結び目を保持し、一方で吸収性Dexon（American Cyanam

id, Wayne, N.J.）の第二ループを最初の結び目の近位におく。Dexon結び目から

遠位切断をおこなって、約100 mgの切除肝組織を滅菌ペトリ皿に入れる。切除肝

切片を14 mlポリプロピレン丸底管に移して、液体窒素中で急速凍結させ、ドラ

イアイス上に保存する。手術部位を縫い糸および創傷クリップで閉じて、動物の

ケージを37℃加熱パッド上に術後24時間載せる。動物を術後毎日点検し、術後7

～10日目に創傷クリップをはずす。

  メーカーの説明書にしたがって、ＲＮＡ溶液ハイブリダイゼーション検定、ま

たはＡＢＩ  Prism 7700（PE Applied Biosystems, Inc., Fosger City, CA）上

でのリアルタイムＰＣＲを用いて、各導入遺伝子のｍＲＮＡ発現レベルの分析を

実行する。

      【０２７２】

  実施例４．

  相同組換えにより、ｚｖｅｇｆ４をコードするポリヌクレオチドの全部または

一部を含有する発現プラスミドを構築する。ｚｖｅｇｆ４挿入点を挟むベクター

配列に対応する５‘および３’末端にフランキング領域を有する配列番号１のポ

リヌクレオチド配列を用いるＰＣＲにより、ｚｖｅｇｆ４ｃＤＮＡの断片を単利

する。ＰＣＲのためのプライマーは、各々、５‘～３’末端：ベクターからの40

 bpのフランキング配列、ならびにｚｖｅｇｆ４の開放読取枠からのアミノおよ

びカルボキシル末端に対応する17 bpを含む。

      【０２７３】

  10μlの100μlＰＣＲ反応液を、分析のために1 xＴＢＥ緩衝液を含有する0.8

％ＬＭＰアガロースゲル（Seaplaque GTG）上で実行する。残りの90μlのＰＣＲ

反応液を、5μlの1MＮａＣｌおよび250μLの無水エタノールの付加により沈澱さ

せる。ＳｍａＩで切断させておいたプラスミドｐＺＭＰ６を、ＰＣＲ断片を用い

る組換えのために使用する。

      【０２７４】
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  ｐＲＳ316（寄託番号77145でアメリカ培養細胞コレクションAmerican Type Cu

lture Collection, 10801 University Boulevard, Manassas, VA 20110-2209に

寄託）から採取した酵母遺伝子要素、ポリオウイルスからの内部リボソーム進入

部位（ＩＲＥＳ）素子、および膜貫通ドメインのＣ末端で切頭化されたＣＤ８の

細胞外ドメインを用いて、ｐＺＰ９（寄託番号98668でアメリカ培養細胞コレク

ションAmerican Type Culture Collection, 10801 University Boulevard, Mana

ssas, VA 20110-2209に寄託）からプラスミドｐＺＭＰ６を構築する。ｐＺＭＰ

６は、マウスメタロチオネイン－１プロモーター、コード配列の挿入のための多

制限部位、終止コドンおよびヒト成長ホルモンターミネーターを有する発現カセ

ットを含有する哺乳類発現ベクターである。

      【０２７５】

  プラスミドは、大腸菌の複製起点；ＳＶ40プロモーター、エンハンサーおよび

複製起点を含む哺乳類選択可能マーカー発現単位、ＤＨＦＲ遺伝子およびＳＶ40

ターミネーター；ならびにサッカロミセス・セレビシエー（S. cerevisiae）に

おける選択および複製に必要なＵＲＡ３およびＣＥＮ－ＡＲＳ配列も含有する。

      【０２７６】

  100μlのコンピテントサッカロミセス・セレビシエー（S. cerevisiae）を別

々に、前記からの10μlの種々のＤＮＡ混合物と併合し、0.2 cm電気穿孔キュベ

ットに移す。酵母／ＤＮＡ混合物を0.75 kV（5 kV/cm）、∞オーム、25μFで電

気穿孔処理する。各キュベットに、600μLの1.2Mソルビトールを付加し、２つの

ＵＲＡ－Ｄプレート上の２つの300μlアリコートに酵母を入れて、30℃でインキ

ュベートする。約48時間後、１つのプレートからのＵｒａ+酵母形質転換体をＨ2

Ｏ中に再懸濁して、短時間回転させて酵母細胞をペレット化する。

      【０２７７】

  細胞ペレットを1 mlの溶解緩衝液（2％トリトンＸ-100、1％ＳＤＳ、100mMＮ

ａＣｌ、10mMトリス、ｐＨ8.0、1mMＥＤＴＡ）中に再懸濁する。300μlの酸洗浄

済ガラスビーズおよび200μlのフェノール－クロロホルムを含入するエッペンド

ルフ管に500μlの溶解混合物を付加し、1分間隔で2または3回掻き混ぜて、エッ

ペンドルフ遠心管中で最大速度で5分間、回転させる。300μlの水性相を新しい
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管に移して、600μlのエタノール（ＥｔＯＨ）でＤＮＡを沈澱させた後、4℃で1

0分間遠心分離する。ＤＮＡペレットを10μlのＨ2Ｏ中に再懸濁する。

      【０２７８】

  0.5～2 mlの酵母ＤＮＡプレップおよび40μlの細胞を用いて、エレクトロコン

ピテント大腸菌宿主細胞（Electormax DH10BTM細胞；Life Technologies, Inc.,

 Gaithersburg, MDから入手）の形質転換を実行する。1.7 Kv、25μFおよび400 

ohmで細胞を電気パルス処理する。電気穿孔後、1 mlＳＯＣ（2％BactoTM トリプ

トン（Difco, Detroit, MI）、0.5％酵母抽出物（Difco）、10mMＮａＣｌ、2.5m

MＫＣｌ、10mMＭｇＣｌ2、10mMＭｇＳＯ4、20mMグルコース）を、４つのＬＢ  

ＡＭＰプレート（ＬＢブロス（Lennox）、1.8％ BactoTM 寒天（Difco）、100 m

g/Lのアンピシリン）上の250μlアリコート中に入れる。

      【０２７９】

  制限消化によりｚｖｅｇｆ４に関する正しい発現構築物を保有する個々のクロ

ーンを同定して、前駆体不挿入物の存在を立証し、種々のＤＮＡ配列が互いに正

しく連結されていたことを確証する。陽性クローンの挿入物に配列分析を施す。

メーカーの使用説明書にしたがって、市販キット（QIAGENプラスミドマキシキッ

ト、Qiagen, Valencia, CA）を用いて、大型プラスミドＤＮＡを単離する。正し

い構築物は、ｚｖｅｇｆ４／ｐＺＭＰ６と呼ばれる。

      【０２８０】

  実施例５．

  ＣＨＯ  ＤＧ44細胞（Chasin et al., Som. Cell. Molec. Genet. 12:555-566

, 1986）を10 cm組織培養皿に入れ、HamのＦ12／ＦＢＳ培地（HamのＦ12培地、L

ife Technologies）、5％ウシ胎仔血清（Hyclone, Logan, UT）、１％Ｌ－グル

タミン（JRH Biosciences, Lenexa, KS）、1％ピルビン酸ナトリウム（Life Tec

hnologies）中で、37℃／5％ＣＯ2で一夜、約50％～70％集密に増殖させる。

      【０２８１】

  次に、血清無含有（ＳＦ）培地処方物（HamのＦ12、10 mg/mlトランスフェリ

ン、5 mg/mlインスリン、2 mg/mlフェチュイン、1％Ｌ－グルタミンおよび1％ピ

ルビン酸ナトリウム）中の膜濾過水（LipofectamineTM試薬、Life Technologies
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）中のポリ陽イオン性脂質２，３－ジオレイルオキシ－Ｎ－［２（スペルミンカ

ルボキサミド）エチル］－Ｎ，Ｎ－ジメチル－１－プロパンイミニウム－トリフ

ルオロアセテートおよび中性脂質ジオレオイルホスファチジルエタノールアミン

の3:1（w/w）リポソーム処方物を用いて、リポソーム媒介性トランスフェクショ

ンにより、細胞をプラスミドｚｖｅｇｆ４／ｐＺＭＰ６でトランスフェクトする

。

      【０２８２】

  ｚｖｅｇｆ４／ｐＺＭＰ６を15 ml管中で、ＳＦ培地により最終総容量640μl

に稀釈する。35μlのリポフェクタミンTMを605μlのＳＦ培地と混合する。リポ

フェクタミンTM混合物をＤＮＡ混合物に付加し、室温で約30分間インキュベート

させる。5 mlのＳＦ培地をＤＮＡ：リポフェクタミンTM混合物に付加する。細胞

を5 mlのＳＦ培地で1回すすぎ、吸引して、ＤＮＡ：リポフェクタミンTM混合物

を付加する。細胞を37℃で5時間インキュベートし、次に6.4 mlのHamのＦ12/10

％ＦＢＳ、1％ＰＳＮ培地を各プレートに付加する。

      【０２８３】

  プレートを37℃で一夜インキュベートし、翌日、ＤＮＡ：リポフェクタミンTM

混合物を新鮮な5％ＦＢＳ／Ham培地に取り換える。トランスフェクション後3日

目に、細胞をＴ－175フラスコ中の増殖培地に滑り込ませる。トランスフェクシ

ョン後7日目に、ＦＩＴＣ－抗ＣＤ８モノクローナル抗体（Pharmacia, San Dieg

o, CA）で、その後抗ＦＩＴＣ連結磁気ビーズ（Miltenyi Biotec, Auburn, CA）

で染色する。メーカーの指示にしたがって市販カラム（MiniMACS分離ユニット；

Miltenyi Biotec）を用いてＣＤ８陽性細胞を分離し、ヌクレオシドを含有しな

いが、50 nMメトトレキセートを含有するＤＭＥＭ／HamのＦ12／5％ＦＢＳ（選

択培地）中に入れる。

      【０２８４】

  選択培地中の96ウエル皿中に0.5、1および5細胞／ウエルの密度で、サブクロ

ーニングのために、細胞をプレート化し、約2週間増殖させる。培地の蒸発に関

してウエルを点検し、この過程中、必要な場合には200μl／ウエルに足し戻す。

プレート中の大きいパーセンテージのコロニーがほぼ集密になったら、ドットブ



(103) 特表２００２－５４２８２５

ロットによる分析のために100μlの培地を各ウエルから収集して、新鮮な選択培

地を供給する。上清をドットブロット装置中のニトロセルロースフィルターに適

用し、フィルターを真空炉中で100℃で処理してタンパク質を変性させる。フィ

ルターを625mMトリス－グリシン、ｐＨ9.1、5mMβ－メルカプトエタノール中で6

5℃で10分間インキュベートし、次に2.5％脱脂粉乳ウエスタンＡ緩衝液（0.25％

ゼラチン、50mMトリス－ＨＣｌ、ｐＨ7.4、150mMＮａＣｌ、5mMＥＤＴＡ、0.05

％イゲパルＣＡ－630）中で、回転振盪器上で4℃で一夜、インキュベートする。

      【０２８５】

  フィルターを抗ＣＤ８抗体－ＨＲＰ連結体とともに2.5％脱脂粉乳ウエスタン

Ａ緩衝液中で、回転振盪器上で室温で1時間、インキュベートする。次に、ＰＢ

Ｓ＋0.01％トゥイーン20中で、フィルターを室温で3回、１回当たり15分間洗浄

する。メーカーの指示にしたがって化学発光試薬（ECLTM直接標識キット；Amers

ham Corp., Arlington Heights, IL）を用いてフィルターを発現させて、約5分

間、フィルム（Hyperfilm ECL, Amersham）に曝露させる。陽性クローンをトリ

プシン処理して、96ウエル皿からスケールアップのために選択培地中の6ウエル

さらに移し、ウエスタンブロットにより分析する。

      【０２８６】

  実施例６．

  ＦｓｅＩおよびＡｓｃＩ制限Ｖをそれぞれ５‘および３’末端に付加するプラ

イマーを用いて、ＰＣＲによりｚｖｅｇｆ４のタンパク質コード領域を増幅する

。ＰＣＲプライマーを、以下のようにＰＣＲ反応液中の全長ｚｖｅｇｆ４ｃＤＮ

Ａを含有する鋳型とともに用いる：95℃で5分間を1サイクル；その後、95℃で1

分間、58℃で1分間および72℃で1.5分間を15サイクル；その後72℃で7分間；そ

の後、4℃で浸漬。ＰＣＲ反応産物を、ＴＡＥ緩衝液中の1.2％（低溶融）（SeaP

laque GTGTM;FMC, Rockland, ME）ゲル上に載せる。ｚｖｅｇｆ４ＰＣＲ産物を

ゲルから切り出して、シリカゲル膜（QIAquickTMゲル抽出キット；Qiagen, Inc.

, Valencia, CA）を含有する回転カラムを用いて、キット使用説明書にしたがっ

て精製する。

      【０２８７】
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  次にＰＣＲ産物を消化し、フェノール／クロロホルム抽出して、ＥｔＯＨ沈澱

処理し、20 mlＴＥ（トリス／ＥＤＴＡ、ｐＨ8）中で再水和させる。次にｚｖｅ

ｇｆ４断片をトランスジェニックベクターｐＨＢ12-8のクローニング部位に連結

して、電気穿孔により大腸菌宿主細胞（Electromax DH10BTM細胞；Life Technol

ogies, Inc., Gaithersburg, MDから入手）中で形質転換させる。制限分析によ

り、ｚｖｅｇｆ４ＤＮＡを含有するクローンを同定する。直接シーケンシングに

より、陽性クローンを確証する。

      【０２８８】

  ＦｓｅＩおよびＡｓｃＩ酵素を用いて、ｐＴＧ12-8ベクターからｚｖｅｇｆ４

ｃＤＮＡを放出させる。1％低溶融アガロースゲル上でｃＤＮＡを単離し、次に

ゲルから切り出す。ゲル薄片を70℃で溶融させて、等容量のトリス緩衝化フェノ

ールで２回抽出し、ＥｔＯＨ沈澱させる。ＤＮＡを10μlＨ2Ｏ中に再懸濁させる

。

      【０２８９】

  修飾ｐＡｄＴｒａｃｋ  ＣＭＶのＦｓｅＩ－ＡｓｃＩ部位にｚｖｅｇｆ４  ｃ

ＤＮＡをクローン化する（He et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:2509-25

14, 1998）。この構築物は、ＧＦＰマーカー遺伝子を含有する。ＧＦＰ発現を駆

動するＣＭＶプロモーターをＳＶ40プロモーターに置き換えておき、そしてＳＶ

40ポリアデニル化シグナルはヒト成長ホルモンポリアデニル化シグナルに置き換

えておいた。さらに、ネイティブポリリンカーはＦｓｅＩ、ＥｃｏＲＶおよびＡ

ｓｃＩ部位に置き換えておいた。この修飾化形態のｐＡｄＴｒａｃｋ ＣＭＶは

、ｐＺｙＴｒａｃｋと命名した。ＤＮＡ連結およびスクリーニングキット（Fast

-LinkTM；Epicentre Technologies, Madison, WI）を用いて、連結を実施する。

      【０２９０】

  プラスミドを線状化するために、約5μgのｐＺｙＴｒａｃｋ  ｚｖｅｇｆ４プ

ラスミドをＰｍｅＩで消化する。約1μgの線状化プラスミドを、200ngの超らせ

ん化ｐＡｄＥａｓｙ（He et al.、同上）とともにＢＪ5183細胞中で同時形質転

換する。同時形質転換は、2.5kV、200 ohmおよび25μFでBio-Rad遺伝子パルサー

を用いて実行する。25μg/mlカナマイシンを含有する４ＬＢプレート上で、全同
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時形質転換をプレート化する。最小コロニーを摘出して、ＬＢ／カナマイシン中

で拡大させて、標準ＤＮＡミニプレプ手法により組換えアデノウイルスＤＮＡを

同定する。ＦｓｅＩ－ＡｓｃＩによる組換えアデノウイルスＤＮＡの消化は、ｚ

ｖｅｇｆ４ＤＮＡの存在を確証する。組換えアデノウイルスミニプレプＤＮＡを

大腸菌ＤＨ10Ｂコンピテント細胞中で形質転換させて、ＤＮＡをそれから調製す

る。

      【０２９１】

  約5μgの組換えアデノウイルスＤＮＡを、20～30ＵのＰａｃＩを含有する100

μlの反応容量中で、ＰａｃＩ酵素（New England Biolabs）で37℃で3時間消化

する。消化ＤＮＡを等容量のフェノール／クロロホルムで2回抽出して、エタノ

ールで沈澱させる。ＤＮＡペレットを10μlの蒸留水中に再懸濁させる。前日に

植え付け、60～70％集密まで増殖させたＱＢＩ－293Ａ細胞（Quantum Biotechno

logies, Inc., Montreal, Canada）のＴ25フラスコを、ＰａｃＩ消化ＤＮＡでト

ランスフェクトした。ＰａｃＩ消化ＤＮＡを、滅菌ＨＢＳ（150mMＮａＣｌ、20m

MＨＥＰＥＳ）で50μlの総容量まで稀釈する。分離管中で、20μlの1 mg/mlＮ－

［１－（２，３－ジオレオイルオキシ）プロピル］－Ｎ，Ｎ，Ｎ－トリメチル－

アンモニウムメチルスルフェート（ＤＯＴＡＰ；Boehringer Mannheim）を、Ｈ

ＢＳで100μlの総容量に稀釈する。

      【０２９２】

  ＤＮＡをＤＯＴＡＰに付加し、上下にピペッティングすることにより静かに混

合し、15分間室温で放置する。293Ａ細胞から培地を除去し、1Mmピルビン酸ナト

リウム（Life Technologies）、0.1mMＭＥＭ非必須アミノ酸（Life Technologie

s）および25mMＨＥＰＥＳ緩衝液（Life Technologies）を含有する5 ml血清無含

有ＭＥＭ－α（Life Technologies, Gaithersburg, MD）で洗浄する。5 mlの血

清無含有ＭＥＭを293Ａ細胞のＴ25フラスコに滴下し、静かに混合して、37℃で4

時間インキュベートする。4時間後、ＤＮＡ／脂質混合物を含有する培地を吸引

し、5％ウシ胎仔血清を含有する5 mlの完全ＭＥＭに置き換える。グリーン蛍光

タンパク質（ＧＦＰ）発現および病巣の形成（ウイルスプラーク）に関して、ト

ランスフェクト化細胞をモニタリングする。
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      【０２９３】

  組換えアデノウイルスＤＮＡによる293Ａ細胞のトランスフェクションの数日

後に、ＧＦＰタンパク質を発現する細胞は病巣を形成し始める。これらの病巣は

、ウイルス「プラーク」であり、細胞スクレーパーにより粗いウイルス溶解物を

収集して、すべての293Ａ細胞を収集する。溶解物を50 ml円錐管に移す。細胞か

らのウイルス粒子のほとんどを放出するために、ドライアイス／エタノール浴中

および37℃水浴中で、３回の凍結／解氷サイクルを実行する。

      【０２９４】

  ほぼ集密（80～90％）293Ａ細胞の10 cmプレートを感染前に20時間置く。粗溶

解物を増幅（一次増幅）させて、ｚｖｅｇｆ４  ｒＡｄＶ溶解物の作業用「スト

ック」を生成する。200 mlの粗ｒＡｄＶ溶解物を各10 cmプレートに付加し、プ

レートを48～72時間モニタリングして、白色光顕微鏡下での細胞障害作用（ＣＰ

Ｅ）および蛍光顕微鏡下でのＧＦＰの発現を探す。すべての293Ａ細胞がＣＰＥ

を示す場合、この1°ストック溶解物を収集し、前記と同様に凍結／解氷サイク

ルを実施する。

      【０２９５】

  80～90％集密293Ａ細胞の20の15 cm組織培養皿から、ｚｖｅｇｆ４  ｒＡｄＶ

の二次（1°）増幅を得る。すべてのしかし20 mlの5％ＭＥＭ培地を取り出し、

各皿に300～500mlの1°増幅ｒＡｄＶ溶解物を接種する。48時間後、293Ａ細胞を

ウイルス産生から溶解させて、溶解物を250 mlポリプロピレン遠心分離瓶中に収

集し、ｒＡｄＶを精製する。

      【０２９６】

  全細胞を溶解するために粗溶解物の瓶にＮＰ－40洗剤を付加して、最終濃度を

0.5％とする。瓶を回転プラットフォーム上に10分間載せて、できるだけ速く掻

き混ぜる。20,000 XGで15分間の遠心分離により、破砕屑をペレット化する。上

清を250 mlポリカルボネート遠心分離瓶に移して、0.5容積の20％ＰＥＧ800／2.

5 MＮａＣｌ溶液を付加する。瓶を氷上で一夜振盪させる。瓶を20,000 XGで15分

間、遠心分離して、女性を漂白剤溶液中に廃棄する。白色沈澱（沈澱ウイルス／

ＰＥＧ）は、回転マークのいずれかの側の瓶の壁に沿って、2つの垂直線で生成
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する。

      【０２９７】

  滅菌細胞スクレーパーを用いて、２つの瓶からの沈殿物を2.5 mlＰＢＳ中に再

懸濁させる。ウイルス溶液を2 ml微小遠心分離管中に入れて、微小遠心分離器中

で14,000 XGで10分間遠心分離して、付加的細胞破砕屑を除去する。2 ml微小遠

心分離管からの上清を15 mlポリプロピレンスナップカップ管中に移して、Ｃｓ

Ｃｌで密度を1.34 g/mlに調整する。ウイルス溶液の容量を概算して、0.55 g/ml

のＣｓＣｌを付加する。ＣｓＣｌを溶解し、1 mlのこの溶液を計量する。溶液を

ポリカルボネート厚壁3.2 ml遠心管（Beckman）に移して、348,000 XGで25℃で3

～4時間、回転させる。ウイルスは、白色帯域を形成する。広口ピペット先端を

用いて、ウイルス帯域を収集する。

      【０２９８】

  勾配からのウイルスは、細胞に用いられ得る前に除去しなければならない多量

のＣｓＣｌを有する。セファデックスSephadex（商標）G-25M（Pharmacia）で事

前包装されたPharmacia PD-10かラムを用いて、ウイルス製剤を脱塩する。カラ

ムを20 mlのＰＢＳで平衡させる。ウイルスを負荷し、カラム中で走行させる。5

 mlのＰＢＳをカラムに付加し、8～10滴の分画を収集する。各分画の1:50稀釈液

の光学濃度を分光光度計で260 nmで測定し、明白な吸光度ピークを同定する。こ

れらの分画をプールし、1:25稀釈液の光学濃度（ＯＤ）を測定する。式（260 nm

でのＯＤ）（25）（1.1 x 1012）＝ビリオン／mlを用いて、ＯＤをウイルス濃度

に変換する。

      【０２９９】

  ウイルスを保存するために、グリセロールを精製ウイルスに付加して最終濃度

を15％とし、静かに混合して、-80℃でアリコートで保存する。

  Quantum Biotechnologie, Inc.（Montreal, Canada）により開発されたプロト

コールにしたがって、組換えウイルス感染性を測定する。要するに、検定される

各組換えウイルスに関して、2％ウシ胎仔血清を含有するＭＥＭ中の1 x 104の29

3Ａ細胞／ウエルを２つの96ウエル組織培養プレートに植え付ける。24時間後、1

 x 10-2～1 x 10-14の各ウイルスの10倍稀釈液を、2％ウシ胎仔血清を含有する
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ＭＥＭ中に作る。100μlの各稀釈液を20のウエルの各々に入れる。37℃で5日後

、ウエルをＣＰＥに対する陽性または陰性を読み取って、ＰＦＵ／mlを算定する

。

      【０３００】

  使用するＴＣＩＤ50処方は、前記のQuantum Biotechnologie, Inc.にしたがう

。用いられるウイルスが10-2～10-14に稀釈されたプレートから力価（Ｔ）を測

定し、感染5日後に読み取る。各稀釈液で、ＣＰＥに関する陽性ウエル比（Ｒ）

／ウエル総数を確定する。非稀釈試料の力価はＴ＝10(1+F)＝ＴＣＩＤ50／ml（

式中、Ｆ＝1＋ｄ（Ｓ－0.5）で、Ｓは比（Ｒ）の合計であり、ｄは稀釈シリーズ

のLog10（例えば、10倍稀釈シリーズに関してはｄ＝１）である。ＴＣＩＤ50／m

lをpfu/mlに変換するために、力価（Ｔ）に関する算定における指数から0.7を引

く。

      【０３０１】

  実施例７．

  慣用的方法によりバキュウロウイルス発現系で、カルボキシル末端Ｇｌｕ－Ｇ

ｌｕアフィニティータグを有する組換えｚｖｅｇｆ４を産生した。培養を収穫し

、0.02 Mトリス－ＨＣｌ、ｐＨ8.3、1 MmＥＤＴＡ、1mMＤＴＴ、1mM４－（２－

アミノエチル）－ベンゼンスルホニルフルオリドヒドロクロリド（Pefabloc（商

標）SC; Boehringer-Mannheim）、0.5μMアプロチニン、4Mmロイペプチン、4mM

Ｅ－64、1％ＮＰ－40の溶液を用いて、ローター上で4℃で15分間、細胞を溶解さ

せた。溶液を遠心分離し、上清を回収した。20 mlの抽出物を、50μl緩衝液中の

セファロースSepharose（商標）ビーズに連結された50μlの抗Ｇｌｕ－Ｇｌｕ抗

体と併合した。混合物をローター上で4℃で一夜インキュベートした。

      【０３０２】

  遠心分離によりビーズを回収し、4℃で3 x 15分間洗浄した。ペレットを還元

剤を含有する試料緩衝液と併合し、98℃で5分間加熱した。還元条件下でのポリ

アクリルアミドゲル電気泳動と、その後のアフィニティータグに対する抗体を用

いたＰＶＤＦ膜上でのウエスタンブロッティングにより、タンパク質を分析した

。２つの帯域を検出した。一方はＭr≒49 kDであり、他方はＭr≒21 kDであった
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。配列分析は、一方が配列番号２のＡｒｇ－19で開始し、他方が配列番号２のＡ

ｓｎ－35で開始する２つの配列を含む大帯域を示した。アスパラギン残基は、ア

スパラギン酸に脱アミド化されていたようであった。小さい方の帯域は、配列番

号２のＳｅｒ－250で開始した。

      【０３０３】

  実施例８．

  修飾ｐＡｄＴｒａｃｋ  ＣＭＶのＥｃｏＲＶ－ＡｓｃＩ部位にｚｖｅｇｆ４  

ｃＤＮＡをクローン化する（He et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:2509-

2514, 1998）。この構築物は、グリーン蛍光タンパク質（ＧＦＰ）マーカー遺伝

子を含有する。ＧＦＰ発現を駆動するＣＭＶプロモーターをＳＶ40プロモーター

に置き換え、そしてＳＶ40ポリアデニル化シグナルをヒト成長ホルモンポリアデ

ニル化シグナルに置き換えた。さらに、ネイティブポリリンカーをＦｓｅＩ、Ｅ

ｃｏＲＶおよびＡｓｃＩ部位に置き換えた。この修飾化形態のｐＡｄＴｒａｃｋ

 ＣＭＶをｐＺｙＴｒａｃｋと命名した。市販ＤＮＡ連結およびスクリーニング

キット（Fast-LinkTM；Epicentre Technologies, Madison, WI）を用いて、連結

を実施した。

      【０３０４】

  大動脈輪外方成長検定（Nicosia and Ottinetti、同上； Villaschi and Nico

sia、同上）で、ｚｖｅｇｆ４を検定した。1～2か月齢ＳＤ雄ラットから胸大動

脈を単離し、ハンクス緩衝塩溶液を含有するペトリ皿に移した。付加的ハンクス

緩衝塩溶液で大動脈の血液を洗い流し、大動脈周囲の血管外膜組織を注意深く除

去した。きれいになった大動脈を、血清無含有のＥＢＭ基本培地（Clonetics, S

an Diego, CA）を含入するペトリ皿に移した。メスの刃を用いて約1 mm切片に薄

切することにより、大動脈輪を得た。適所に大動脈を保持するために用いられる

大動脈の末端は、用いなかった。

      【０３０５】

  輪を新鮮なＥＢＭ基本培地ですすぎ、基底膜マトリックス（Matrigel（商標）

; Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ）で被覆した24ウエルプレートのウエ

ル中に別々に入れた。輪を付加的50μlマトリックス溶液で覆い、37℃で30分間
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置いて、マトリックスをゲルにさせた。100単位／mlペニシリン、100 μg/mlス

トレプトマイシンおよびＨＥＰＥＳ緩衝液を補給したＥＢＭ基本血清無含有培地

中に被験試料を稀釈し、1 ml/ウエルで付加した。バックグラウンド対照は、Ｅ

ＢＭ基本血清無含有培地単独であった。陽性対照として、基本ＦＧＦ（R & D Sy

stems, Minneapolis, MN）を20 ng/mlで用いた。

      【０３０６】

  ｚｖｅｇｆ４アデノウイルスをウエルに付加し、細胞数を500,000、感染多重

性5000粒子／細胞と想定した。ゼロアデノウイルス（「ｚＰａｒ」と呼ばれる）

を対照として用いた。試料は、最小四重項で付加した。輪を37℃で5～7日間イン

キュベートし、増殖に関して分析した。成長なしの0から最大成長の４までのス

コアを用いて、多数の盲検観察者により、大動脈外方成長を採点した。ｚｖｅｇ

ｆ４アデノウイルスは外方成長の有意の増大を生じ、これは最も有効な対照（ｂ

ＦＧＦ）に匹敵した。

      【０３０７】

  実施例９．

  雌ニュージーランドシロウサギをペプチドhuzvegf4-1（CGHKEVPPRIKSRTNQIK:

配列番号３９）、huzvegf4-2（ESWQEDLENMYLDTPRYRGRSYHDC:配列番号４０）また

はhuzvegf4-3（CFEPGHIKRRGRAKTMALVDIQLD:配列番号４１）で免疫感作すること

により、ポリクローナル抗ペプチド抗体を調製した。メーカーの使用説明書にし

たがって、Applied Biosystemsモデル431Ａペプチド合成機（Applied Biosystem

s, Inc., Foster City, CA）を用いて、ペプチドを合成した。

      【０３０８】

  ペプチドを、マレイミド活性化カギアナカサガイヘモシアニン（ＫＬＨ）と連

結させた。ウサギに、完全フロイントアジュバント中の200μgのペプチドの初回

腹腔内（ｉｐ）注射とその後の不完全フロイントアジュバント中の100μgペプチ

ドのブースターｉｐ注射を3週間毎に投与した。第２回追加免疫注射（計3回注射

）の投与後7～10日後に、動物を採血して、血清を収集した。次に動物を追加免

疫して、3週間毎に採血した。

      【０３０９】



(111) 特表２００２－５４２８２５

  抗体標的として抗体を作製するために用いられる1μg/mlのペプチドを用いて

、ＥＬＩＳＡ力価検査により、ｚｖｅｇｆ４ペプチド特異的ウサギ血清を特性化

した。huzvegf4-1ペプチドに対する２つのウサギ血清は、1:5,000,000の稀釈で

、それらの特異的ペプチドに対して力価を有した。huzvegf4-2ペプチドに対する

２つのウサギ血清は、1:5,000,000の稀釈で、それらの特異的ペプチドに対して

力価を有した。huzvegf4-3ペプチドに対する２つのウサギ血清は、1:500,000の

稀釈で、それらの特異的ペプチドに対して力価を有した。

      【０３１０】

  10 mgの特定のペプチド／ ＣＮＢｒ－セファロース1gを用いて調製されたＣＮ

Ｂｒ－セファロース４Ｂタンパク質カラム（Pharmacia LKB）を用いて、ｚｖｅ

ｇｆ４ペプチド特異的ポリクローナル抗体をアフィニティー精製し、その後、Ｐ

ＢＳ中で一夜20X透析した。1μg/mlの適切なペプチド抗原を抗体標的として用い

るＥＬＩＳＡ力価検査により、ｚｖｅｇｆ４特異的抗体を特性化した。その特異

的抗原（huzvegf4-1ペプチド）に関する抗huzvegf4-1アフィニティー精製抗体の

検出下限（ＬＬＤ）は、0.1 pg/mlの稀釈であった。その特異的抗原（huzvegf4-

2ペプチド）に関する抗huzvegf4-2アフィニティー精製抗体のＬＬＤは、5 ng/ml

の稀釈であった。その特異的抗原（huzvegf4-3ペプチド）に関する抗huzvegf4-3

アフィニティー精製抗体のＬＬＤは、5 ng/mlの稀釈であった。

      【０３１１】

  実施例１０．

  組換えバキュウロウイルス感染昆虫細胞から、組換えカルボキシル末端Ｇｌｕ

－Ｇｌｕタグ化ｚｖｅｇｆ４（ｚｖｅｇｆ４－ｃｅｅ）を産生した。2リットル

培養を収穫し、0.2μmフィルターを用いて培地を滅菌濾過した。

  抗Ｇｌｕ－Ｇｌｕ（抗ＥＥ）ペプチド抗体アフィニティークロマトグラフィー

およびＳ－200ゲル排除クロマトグラフィーの組合せにより、状態調節培地から

タンパク質を精製した。培地（ｐＨ6.0，伝導率7 mS）を20 x 80 mm（25 ml床容

積）抗ＥＥ抗体アフィニティーカラム上に6 ml／分の流速で直接負荷した。

      【０３１２】

  10カラム容量のＰＢＳでカラムを洗浄した後、結合タンパク質を2カラム容量
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の0.4 mg/mlＥＹＭＰＴＤペプチド（配列番号４２）（Princeton BioMolecules 

Corp., Langhorne, PA）で溶離した。5 ml分画を収集した。銀染色を用いるＳＤ

Ｓ－ＰＡＧＥおよびウエスタンブロッティング（下記）により、ｚｖｅｇｆ４－

ｃｅｅの存在に関して抗ＥＥ抗体アフィニティーカラム空の試料を分析した。

      【０３１３】

  ｚｖｅｇｆ４－ｃｅｅ含有分画をプールし、BiomaxTM-5濃縮機（Millipore Co

rp., Bedford, MA）を用いて濾過により3.8 mlに濃縮し、16 x 1000 mmゲル濾過

カラム（SephacrylTM S-200 HR;Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ

）上に負荷した。精製ｚｖｅｇｆ４－ｃｅｅを含有する分画をプールし、0.2μm

フィルターを通して濾過し、各々100μlにアリコート化し、-80℃で凍結させた

。比色検定（BCA検定試薬；Pierce, Rockford, IL）およびＨＰＬＣ－アミノ酸

分析により、最終精製タンパク質の濃度を確定した。

      【０３１４】

  銀染色（FAST銀TM,Geno Technology, Inc., Maplewood, MO）を用いるＳＤＳ

－ＰＡＧＥ（NuPAGETM4～12％ゲル；Novex, San Diego, CA）およびhuzvegf4-1

、huzvegf4-2およびhuzvegf4-3ペプチドに対する抗体ならびに抗ＥＥ抗体を用い

るウエスタンブロッティングにより、組換えｚｖｅｇｆ４－ｃｅｅを分析した。

電気泳動ミニセル（XCell IITMミニセル； Novex, San Diego, CA）を用いて状

態調節培地または精製タンパク質を電気泳動処理し、 計器マニュアルに示され

た指示にしたがって撹拌しながらXCell IITMブロットモジュール（Novex）を用

いて室温で、ニトロセルロース（0.2μm;Bio Rad Laboratories, Hercules, CA

）に移した。

      【０３１５】

  25mMトリス塩基、200mMグリシンおよび20％メタノールを含有する緩衝液中で5

00 mAで1時間、移動を実行させた。次にフィルターを、室温で10分間、ＰＢＳ中

の10％脱脂粉乳で遮断した。ニトロセルロースを迅速にすすぎ、次に第一抗体を

、2.5％脱脂粉乳を含有するＰＢＳ中で付加した。静かに振盪しながら、室温で2

時間または4℃で一夜、ブロットをインキュベートした。インキュベーション後

、ブロットをＰＢＳ中で3回、各々10分間洗浄した。2.5％脱脂粉乳を含有するＰ
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ＢＳ中に1:2000で稀釈された第二抗体（ホースラディッシュペルオキシダーゼと

連結されたヤギ抗ウサギＩｇＧ；Rockland Inc., Gilbertsville, PAから入手）

を付加し、静かに振盪しながら室温で2時間、ブロットをインキュベートした。

      【０３１６】

  次にブロットをＰＢＳ中で3回、各々10分間洗浄し、次にＨ2Ｏ中で迅速にすす

いだ。市販化学発光基質試薬（SuperSignal（商標）ULTRA試薬１および２（1:1

で混合）；試薬はPierceから入手）を用いてブロットを発現させて、画像分析ソ

フトウェア（Lumi-ImagerTM Lumiアナライザー3.0；Roche Molecular Biochemic

als, Indianapolis, IN）を用いて、10秒～5分間または必要に応じた範囲の時間

、シグナルを捕獲した。

  精製ｚｖｅｇｆ４－ｃｅｅは、還元条件下で約85 kDaの単一帯域として出現し

たが、これは、非還元条件下での二量体形態のｚｖｅｇｆ４－ｃｅｅを示唆した

。

      【０３１７】

  4-1、4-3または抗ＥＥ抗体を用いた場合、精製ｚｖｅｇｆ４－ｃｅｅは銀染色

ゲルと同一結果を示した；4-3抗体は、非常に弱いシグナルを生じた。しかしな

がら、非還元条件下での85 kDa帯域および還元条件下での50 kDaを認識するほか

に、4-2抗体は35kDaおよび32 kDaで２つの帯域を、そして還元条件下で38kDaお

よび35 kDaで２つの帯域を認識した。理論と結びつけたくはないが、小さい方の

帯域は4-1抗体により認識されるタンパク質のＮ末端部分を失った切断形態のｚ

ｖｅｇｆ４－ｃｅｅであると思われる。

      【０３１８】

  実施例１１．

  ラット肝臓星状細胞（N. Fausto, University of Washingtonから入手）、ヒ

ト大動脈平滑筋細胞（Clonetics Corp., Walkersville, MD）、ヒト網膜周皮細

胞（Clonetics Corp.）、およびヒト肝臓繊維芽細胞（Clonetics Corp.）におい

て、有糸分裂活性に関して組換えｚｖｅｇｆ４を分析した。被験試料は、全長ｚ

ｖｅｇｆ４を発現するアデノウイルス感染ＨａＣａＴヒトケラチノサイト細胞（

Boukamp et al., J. Cell. Biol. 106:761-771, 1988; Skobe and Fusenig,Proc
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. Natl. Acad. Sci. USA 95:1050-1055, 1998;Dr. Norbert E. Fusenig, Deutsc

hes Krebsforschungszentrum, Heidelberg, Germanyから入手）からの条件調節

培地（ＣＭ）から成った。

      【０３１９】

  対照ＣＭは、親ＧＦＰ発現アデノウイルス（ｚＰａｒ）に感染させたＨａＣａ

Ｔ細胞から生成した。10K膜フィルター（Ultrafree（商標）; Millipore Corp.,

 Bedford, MA）を含有する15 ml遠心分離フィルター装置を用いて、ＣＭを10倍

濃縮し、次にＩＴＳ培地（5μg/mlインスリン、20μg/mlトランスフェリンおよ

び16 pg/mlセレンを含有する血清無含有ＤＭＥＭ／HamのＦ-12培地）で1 xに稀

釈し戻した。96ウエル培養プレート中で2,000細胞／ウエルの密度で細胞をプレ

ート化し、10％ウシ胎仔血清を含有するＤＭＥＭ中で37℃で約42時間、細胞を増

殖させた。

      【０３２０】

  インスリン（5μg/ml）、トランスフェリン（20μg/ml）およびセレン（16 pg

/ml）を含有する血清無含有ＤＭＥＭ／HamのＦ-12培地（ＩＴＳ）中で約20時間

それらをインキュベートすることにより、細胞を休止させた。検定時に、培地を

除去し、被験試料のウエル付加を３操作実施した。［3Ｈ］チミジン取込みの測

定のために、ＤＭＥＭ中の50μCi/mlストック20μlを細胞に直接付加し、最終活

性を1μCi/ウエルとした。さらに24時間後、培地を除去し、細胞を0.1mlのトリ

プシンとともに細胞が分離するまでインキュベートした。

      【０３２１】

  試料収穫器（FilterMateTM収穫器；Packard Instrument Co., Meriden,CT）を

用いて、96ウエルフィルタープレート上で細胞を収穫した。次にプレートを65℃

で15分間乾燥し、40μl／ウエルシンチレーションカクテル（MicroscintTMO; Pa

ckard Instrument Co.）付加後に密封し、マイクロプレートシンチレーションカ

ウンター（Topcount（商標）; Packard Instrument Co.）で計数した。表８に示

した結果は、ｚｖｅｇｆ４ＣＭが、周皮細胞に関して対照ＣＭの約７倍の有糸分

裂活性を、そして試験したその他の細胞型に関しては約1.5～2.4倍の有糸分裂活

性を有することを実証した。
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      【０３２２】

    【表８】

      【０３２３】

  実施例１２．

  ヒト大動脈平滑筋細胞（ＨＡｏＳＭＳ）（Clonetics）、ヒト網膜周皮細胞（C

lonetics）、およびヒト大動脈外膜繊維芽細胞（ＡｏＡＦ）（Clonetics）にお

いて、有糸分裂活性に関して組換え体Ｃ末端glu-gluタグ化ｚｖｅｇｆ４を分析

した。96ウエル培養プレート中で2,000細胞／ウエルの密度で細胞をプレート化

し、10％ウシ胎仔血清を含有するＤＭＥＭ中で37℃で約72時間、細胞を増殖させ

た。ＩＴＳ培地中で約20時間それらをインキュベートすることにより、細胞を休

止させた。検定時に、培地を除去し、被験試料のウエル付加を３操作実施した。

      【０３２４】

  被験試料は、バキュウロウイルス感染細胞中で発現した精製全長タグ化ｚｖｅ

ｇｆ４から成った。0.1％ＢＳＡを含有する緩衝液中の精製タンパク質を、1μg/

ml～1 ng/mlの濃度でＩＴＳ培地中に連続稀釈し、試験プレートに付加した。0.1

％ＢＳＡの対照緩衝液を同様にｚｖｅｇｆ４タンパク質の最高濃度に稀釈し、プ

レートに付加した。［3Ｈ］チミジン取込みの測定のために、ＤＭＥＭ中の50μC

i/mlストック20μlを細胞に直接付加し、最終活性を1μCi/ウエルとした。さら

に24時間後、［3Ｈ］チミジン取込みを測定することにより、有糸分裂活性を査

定した。
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      【０３２５】

  培地を除去し、細胞を0.1mlのトリプシンとともに細胞が分離するまでインキ

ュベートした。試料収穫器（FilterMateTM収穫器；Packard Instrument Co., Me

riden,CT）を用いて、96ウエルフィルタープレート上で細胞を収穫した。次にプ

レートを65℃で15分間乾燥し、40μl／ウエルシンチレーションカクテル（Micro

scintTMO; Packard Instrument Co.）付加後に密封し、マイクロプレートシンチ

レーションカウンター（Topcount（商標）; Packard Instrument Co.）で計数し

た。表９に示した結果は、80 ng/mlのｚｖｅｇｆ４が、周皮細胞に関して対照Ｃ

Ｍの約1.7倍の有糸分裂活性を、大動脈ＳＭＣに関しては3.2倍の、そして大動脈

繊維芽細胞に関しては約2.6倍の有糸分裂活性を有することを実証した。

      【０３２６】

    【表９】

      【０３２７】

  実施例１３．

  マウス（Ｃ57ＢＬ6）にｚｖｅｇｆ４コードアデノウイルスベクター（ＡｄＺ

ｙｖｅｇｆ４）を感染させて、血清化学作用、全血球数（ＣＢＣ）、体重および

器官重量変化ならびに組織学的知見を確定した。１日目に、マウスをタグ化し、

個々に計量して、処置群（４匹／ケージ）に分けるために群を標準化した。群１

マウス（ｎ＝雌８匹、雄７匹）には、ＧＦＰ（対照）アデノウイルス1 x 1011粒

子を投与した。群２マウス（ｎ＝雌８匹、雄６匹）には、ｚｖｅｇｆ４アデノウ



(117) 特表２００２－５４２８２５

イルス1 x 1011粒子を投与した。群３マウス（ｎ＝雌８匹、雄８匹）には、非処

置対照を投与した。０日目に、適切なアデノウイルス溶液の注射をマウスに施し

た。10日目に、ＣＢＣおよび臨床化学測定のために血液を採取した（エーテル麻

酔下）。組織病理学的検査ように組織を採取した。観察結果を以下に示す：

      【０３２８】

  血清化学変化：ＡｄＺｙｖｅｇｆ４処置マウスは低血糖であった。この作用は

、経時的に大きさが増大した（10日目対20日目）。血清コレステロールレベルは

、両時点で有意に増大した（２倍）。アルブミンおよび酵素ＡＬＴ、ＡＳＴおよ

びアルカリ性ホスファターゼの血清レベルは、ＡｄＺｙｖｅｇｆ４処置マウスに

おいてはすべて有意に増大した。血清カルシウムおよび総ビリルビンも有意に増

大し、時間を追ってさらに上昇した。

      【０３２９】

  ＣＢＣ変化：ＡｄＺｙｖｅｇｆ４処置マウスは、両時点で有意に高いリンパ球

数を有した（平均＞10）。血小板数は、20日目に有意に低下した。赤血球数は10

日目の雌で有意に高く、20日目の雄で有意に高かった。

  体重／器官重量：ＡｄＺｙｖｅｇｆ４処置雄は、実験経過中、体重を損失した

。この結果は、体重が増加した対照動物とは有意に異なった。雌マウス間に差は

認められず、全軍で同様に体重増加した。脾臓重量は、全ＡｄＺｙｖｅｇｆ４処

置マウスで有意に大きかった（約４倍）。肝臓重量も全ＡｄＺｙｖｅｇｆ４処置

マウスで有意に大きかった。腎臓重量の群間の有意差は認められなかった。

      【０３３０】

  組織学的知見：肝臓では、洞様毛細血管内皮細胞の増殖が観察された。脾臓で

は、細網内皮細胞の増殖が観察された。腎臓では、増殖性糸球体症が観察された

。理論に結びつけたくはないが、この糸球体症は毛細血管内皮細胞の増殖による

ものであった。大腿骨では、骨内膜骨の増殖が認められ（ほとんど小柱骨）、い

くつかの場合には、骨髄のほとんどに取って代わっていた。基質細胞の増殖も骨

において観察された。肺では、気管支肺胞リンパ様組織の出現頻度が増大した。

      【０３３１】

  実施例１４．
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  2 mCiＮａ－125Ｉ（Amersham Corp.）を含有する500μlのＰＢＳ中に90μgの

組換えｚｖｅｇｆ４タンパク質を溶解させた。一誘導化非多孔質ポリスチレンビ

ーズ（IODO-Beads（商標）; Pierce, Rockford, IL）を付加し、反応混合物を氷

上で1分間インキュベートした。10％酢酸、150mMＮａＣｌおよび0.25％ゼラチン

の溶離緩衝液を用いて、ゲル濾過によりヨウ素化タンパク質を非取込み125Ｉか

ら分離した。活性分画は、29μg/mlの125Ｉ－ｚｖｅｇｆ４を含有し、3.0 X 104

 cpm/ngの特異的活性を有した。

      【０３３２】

  以下の細胞株を24ウエル組織培養皿に入れ、増殖培地中で3日間培養した：

  １．ヒト網膜周皮細胞、継代数６（周皮細胞）

  ２．ラット星状細胞、継代数８

  ３．ヒト臍帯静脈内皮細胞、継代数４（ＨＵＶＥＣ）

  ４．ヒト大動脈外膜繊維芽細胞、継代数５（ＡｏＡＦ）

  ５．ヒト大動脈平滑筋細胞、継代数２（ＡｏＳＭＣ）

      【０３３３】

  細胞を氷冷結合緩衝液（2.5 mg/mlＢＳＡ、20mMＨＥＰＥＳ、ｐＨ7.2を含有す

るHAM’S F-12）で１回洗浄し、次に250μlの以下の溶液を、被験細胞を含有す

る培養皿の３つのウエルの各々に付加する。250 pMの125Ｉ－ｚｖｅｇｆ４を含

有する結合緩衝液5 ml中に結合溶液を調製する：

  １．付加なし

  ２．25 nMｚｖｅｇｆ４

  ３．25 nMｚｖｅｇｆ３

  ４．25 nMＰＤＧＦ－ＡＡ

  ５．25 nMＰＤＧＦ－ＢＢ

      【０３３４】

  反応混合物を氷上で2時間インキュベートして、次に1 mlの氷冷結合緩衝液で3

回洗浄した。細胞のトリトンＸ－100抽出物をガンマ計数することにより結合125

Ｉ－ｚｖｅｇｆ４を定量した。

  表１０に示した結果は、ｚｖｅｇｆ４は周皮細胞、星状細胞、ＡｏＡＦおよび
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ＡｏＳＭＣとは結合するが、ＨＵＶＥＣとは結合しないことを示す。第一カラム

は、結合した総ＣＰＭ125Ｉ－ｚｖｅｇｆ４／ウエルを表す。第二カラムは、冷

リガンドで遮断した場合の結合した125Ｉ－ｚｖｅｇｆ４／ウエルである。２つ

の数値間の差は、特異的結合を表す。

      【０３３５】

    【表１０】

      【０３３６】

  実施例１５．

  市販バージョンのStanfordＧ３放射線ハイブリッドマッピングパネル（Resear

ch Genetics, Inc., Huntsville, AL）を用いて、ヒト第１１染色体に対してｚ

ｖｅｇｆ４をマッピングした。このパネルは、全ヒトゲノムの83の放射線ハイブ

リッドクローンの各々からのＰＣＲ可能ＤＮＡ＋２つの対照ＤＮＡ（ＲＭドナー

およびＡ３レシピエント）を含有する。公的利用可能なWWWサーバー（http://sh

gc-www.stanford.edu）は、マーカーの染色体位置決定を可能にする。20μl反応

混合物を96ウエル微小滴定プレート（Stratagene, La Jolla, CA）中に用意して

、加熱サイクラー（RoboCycler（商標）Gradient 96；Stratagene）中で用いた

。

      【０３３７】

  85個のＰＣＲ混合物の各々は、2μlの緩衝液（10X KlenTaqＰＣＲ反応緩衝液

、Clontech Laboratories, Inc., Palo Alto, CA）、1.6μlのｄＮＴＰミックス
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（各2.5 mM、PERKIN-ELMER, Foster City, CA）、１μlのセンスプライマー、Ｚ

Ｃ22,685（配列番号３７）、１μlのアンチセンスプライマー、ＺＣ22,6869（配

列番号３８）、2μlの濃度増加剤およびトラッキング染料（RediLoad、Research

 Genetics, Inc., Huntsville, AL）、0.4μlの市販ＤＮＡポリメラーゼ／抗体

ミックス（50X AdvantageTM KlenTaqポリメラーゼミックス、Clontech Laborato

ries, Inc., Palo Alto, CAから入手）、個々のハイブリッドクローンまたは対

照からの25 ngのＤＮＡ、ならびに総容量を20μlとするためのｘμlのｄｄＨ2Ｏ

で構成された。

      【０３３８】

  反応混合物に等量の鉱油を被せて、密封した。ＰＣＲサイクラー条件を以下に

示す：94℃で5分間の変性を最初に１サイクル；94℃で45秒間の変性、64℃で45

秒間のアニーリングおよび72℃で75秒間の伸長を35サイクル；その後最後に、72

℃で7分間の伸長を1サイクル。2％アガロースゲル上での電気泳動により、反応

生成物を分離した。結果は、ｚｖｅｇｆ４が第１１染色体枠組み構造マーカーＳ

ＨＧＣ－34226との連鎖を示し、ＬＯＤスコアは14.90、そしてマーカーからの距

離は0ｃＲ  10000であった。周囲遺伝子／マーカーの使用は、11q22.3 q23.1染

色体領域にｚｖｅｇｆ４を突き止める

      【０３３９】

  実施例１６．

  慣用的技法を用いたウエスタンブロッティングにより、組換えｚｖｅｇｆ４の

構造を分析した。 ＨａＣａＴヒトケラチノサイト細胞株中に産生されたタンパ

ク質を、還元および非還元条件下で電気泳動処理し、フィルターに移して、タン

パク質のドメイン間およびＣＵＢドメイン領域に対する抗体を用いてプローブし

た。還元化タンパク質は、グリコシル化単量体タンパク質と一致する約53 kDの

明白なＭrを有する単一帯域として出現した。非還元化タンパク質は、ジスルフ

ィド連結二量体と一致する約85 kDの明白なＭrを有する単一帯域として出現した

。

      【０３４０】

  実施例１７．
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  発現ベクターｐＥＺＥ２を用いて、全長ｚｖｅｇｆ４を含有する発現プラスミ

ドを構築した。ｐＥＺＥ２は、多クローニング部位へのさらに別の制限酵素認識

部位の付加によりｐＤＣ312から得られる。ｐＤＣ312およびｐＥＺＥ２は、WO 9

7/25420に記載されているようなＥＡＳＥセグメントを含有し、これが哺乳類細

胞、好ましくはチャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞における組換えタン

パク質の発現を2～8倍に改善し得る。

      【０３４１】

  ｐＥＺＥ２発現単位は、ＣＭ部位エンハンサー／プロモーター、アデノウイル

ス３粒子リーダー配列、組換えタンパク質のためのコード領域の挿入のための多

クローニング部位、脳心筋炎ウイルス内部リボソーム進入部位、マウスジヒドロ

フォレートレダクターゼに関するコードセグメントおよびＳＶ40転写ターミネー

ターを含有する。さらに、ｐＥＺＥ２は、大腸菌複製起点および細菌β－ラクタ

マーゼ遺伝子を含有する。

      【０３４２】

  発現ベクターへの直接クローニングのための５‘ＦｓｅＩおよび３’ＡｓｃＩ

部位を用いたＰＣＲ（Advantage2ＰＣＲキット、Clontech, Palo Alto, CA）に

より、ｚｖｅｇｆ４ＤＮＡ断片を生成した。５‘プライマーは、ＦｓｅＩ部位、

Kozak配列およびｚｖｅｇｆ４に関するネイティブリーダー配列の最初の21塩基

対を含有した（ＺＣ26,136;配列番号４３）。３’プライマーは、ｚｖｅｇｆ４

の最後の21塩基対、終止コドンおよびＡｓｃＩ部位を含有した（ＺＣ26.137;配

列番号４４）。ＰＣＲ反応は、1 Lの鋳型（ＥＳＴＥＰプラスミドｚｖｅｇｆ４

ｐｃｒｆ１＃３）を含み、以下のように実行した：94℃で1分を1サイクル；次に

94℃で30秒、55℃で30秒、68℃で1分間を25サイクル；最後に72℃で7分間の伸長

。

      【０３４３】

  ＥＳＴＥＰプラスミドｚｖｅｇｆ４ｐｃｒｆ１＃３は、全長ヒトｚｖｅｇｆ４

断片を含有する。各々20 pmのＺＣ22,341（配列番号４５）およびＺＣ22,342（

配列番号４６）プライマー、ならびに3 Lの甲状腺ライブラリーを用いたＰＣＲ

により、この断片を生成した。反応は以下のように実行した：94℃で1分を1サイ
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クル；次に94℃で20秒、66℃で1.5分間を30サイクル；最後に72℃で5分間の伸長

。1％ＴＢＥゲル上で1,272 bp生成物をゲル精製し、QIAquickゲル抽出キット（Q

iagen, Valencia, CA）を用いてゲルスラブからＤＮＡを抽出した。この1,272 b

p断片をｐＣＲ2.1（Invitrogen, Carlsbad, CA）中にサブクローニングし、 ｚ

ｖｅｇｆ４ｐｃｒｆ１＃３と命名した。

      【０３４４】

  ＰＣＲ生成断片を精製し（QiaquickＰＣＲクリーンアップキット、Qiagen, Va

lencia, CA）、単一100 L反応液中の制限酵素ＡｓｃＩおよびＦｓｅＩ（New Eng

land Biolabs, Beverly, MA）で消化した。5μgの発現ベクターｐＥＺＥ２も単

一100 L反応液中のＦｓｅＩおよびＡｓｃＩで消化した。アガロースゲル電気泳

動により消化ＤＮＡを分別し、ＤＮＡ断片を単離して、精製した（QIAquickゲル

抽出キット、Qiagen）。

      【０３４５】

  5μlのｚｖｅｇｆ４ＤＮＡ断片および1LのｐＥＺＥ２ベクター断片を室温で一

夜、連結した（New England Biolabs高濃縮リガーゼおよび供給緩衝液）。1μl

の連結反応物を、0.2 cmキュベット中の25 Lのエレクトロコンピテント大腸菌Ｄ

Ｈ10Ｂ株（Life Technologies）に付加した。1mLのＬＢブロスを付加し、100 L

のミックスをＬＢ／アンピリシン寒天プレート上に載せた。プレートを37℃で一

夜インキュベートし、8つの単離コロニーをＤＮＡミニプレップ（QIAquickミニ

－プレップキット、Qiagen）用に摘み取った。前記のプライマーを用いて、ｚｖ

ｅｇｆ４ＤＮＡの存在に関して、ＰＣＲにより個々のクローンをスクリーニング

した。クローン＃１～６でＤＮＡシーケンシングを実施して、正しい全長配列を

立証した。一クローンは、正しい予測配列を含有し、ＤＮＡのMaxi prepが作製

された（Qiagenプラスミドマキシキット、Qiagen）。

      【０３４６】

  ＣＨＯ  ＤＧ４４（Chasin et al., Som. Cell. Molec. Genet. 12:555-666, 

1986）をプレート化し、ＭＥＭα培地（JRH Bioscience, Lenexa, KS）、7.5％

ウシ胎仔血清（Hyclone, Logan, UT）、１％Ｌ－グルタミン（Life Technologie

s）、1％ピルビン酸ナトリウム（Life Technologies）、1％ＨＴ溶液（Life Tec
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hnologies）および1％ペニシリン／ストレプトマイシン（Life Technologies）

中で、37℃で一夜、約50％～70％集密に増殖させた。

      【０３４７】

  次に、血清無含有（ＳＦ）培地処方物（ＤＭＥＭ／Ｆ12（Life Technologies

）、非必須アミノ酸（Life Technologies）、1％Ｌ－グルタミンおよび1％ピル

ビン酸ナトリウム）中のポリ陽イオン性脂質ジオクタルデシルアミドグリシルス

ペルミンの10:1（w/w）リポソーム処方物を用いて、リポソーム媒介性トランス

フェクションにより、細胞をプラスミドｐＥＺＥ２／ｚｖｅｇｆ４でトランスフ

ェクトした。プラスミドｐＥＺＥ２／ｚｖｅｇｆ４を15 ml円錐管中で、ＳＦ培

地により最終総容量500μlに稀釈し、20 LのトランスフェクタムTransfectam（P

romega, Madison, WI）試薬を付加し、十分に混合して、室温で10分間インキュ

ベートした。

      【０３４８】

  35μlのリポフェクタミンTMを605μlのＳＦ培地と混合した。インキュベーシ

ョン後、4.5 mlのＳＦ培地をＤＮＡ混合物に付加し、5 Mlピペットを用いてよく

混合した。細胞をＳＦ培地で３回すすぎ、5mLのＤＮＡ溶液を細胞単一層上に被

せた。細胞を37℃、5％ＣＯ2で2時間インキュベートした。次に6 mlの完全培地

（ＭＥＭα、7.5％ＦＢＳ、1％Ｌ－グルタミン、1％ピルビン酸ナトリウム、1％

ＨＴ、1％Ｐｅｎ／Ｓｔｒｅｐ）および細胞をさらに48時間インキュベートした

。

      【０３４９】

  48時間後、0.25％トリプシン／1mMＥＤＴＡ（Life Technologies）を用いてプ

レートから細胞をトリプシン処理し、ヌクレオシドを含有しない完全培地（ＭＥ

Ｍα、7.5％透析ＦＢＳ、1％Ｌ－グルタミン、1％ピルビン酸ナトリウム、1％Ｐ

ｅｎ／Ｓｔｒｅｐ ）4mLを用いて抑制した。500μlの細胞懸濁液を、ヌクレオシ

ドを含有しない10mLの完全培地を含入するプレートに移した。直径約0.25 cmの

単一コロニーにが出現するまで、14日間培養を増殖させた。クローニング環（Be

llco Glass, Inc., Vineland, NJ）を用いて24の単一コロニーを単離し、これを

トリプシンで除去して、６ウエル細胞集団プレート（Costar, Corning, NY）に
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移し、4日間インキュベートした。

      【０３５０】

  ＳＦ培地で細胞ウエルをすすぎ、2mLのＳＦ培地を付加し、培養を24時間イン

キュベートした。10K遠心装置（ Millipore Corporation, Bedford, MA）を用い

て、状態調節ＳＦ培地を約20倍に濃縮した。25μlの濃縮物を、50Mmのβ－メル

カプトエタノールを含有する4X試料緩衝液（Novex, San Diego, CA）15 Lに付加

し、混合物を4～12％ＮｕＰＡＧＥゲル（Novex）上で走行させた。ゲルからのタ

ンパク質をニトロセルロース膜（Novex）に移し、ウエスタンＡ緩衝液（0.25％

ゼラチン、50mMトリス－ＨＣｌ、ｐＨ7.4、150mMＮａＣｌ、5mMＥＤＴＡ、0.05

％イゲパルＣＡ－630）中の10％脱脂粉乳で、回転振盪器台上で室温で一夜、ブ

ロットを遮断した。

      【０３５１】

  膜をウエスタンＡ中で3回すすいた。ｚｖｅｇｆ４タンパク質のＮ末端に対す

る抗体を、ウエスタンＡ中の5％脱脂粉乳50mL中で1:3000に稀釈した。抗体溶液

を膜の上に被せ、揺動台上で室温で1時間、インキュベートした。1時間インキュ

ベーション後、溶液を廃棄し、膜をウエスタンＡで３回、ウエスタンＢ（50mMト

リス、ｐＨ7.4、5mMＥＤＴＡ、0.05％イゲパルＣＡ－630、1 MＮａＣｌ、0.25％

ゼラチン）で1回すすいだ。第二抗体、即ちロバ－抗ウサギ－ＨＲＰ（Amersham 

Corp., Arlington Heights, IL）のＦ（ａｂ‘）2断片をウエスタンＡ中で1:300

0に稀釈して、膜上に被せ、揺動台上で室温で1時間インキュベートした。

      【０３５２】

  第二抗体溶液を廃棄し、膜をウエスタンＡ中で３回、ウエスタンＢ中で３回洗

浄した。化学発光を用いて、メーカーの使用説明書（Pierce, Rockford, IL）に

したがって、ｚｖｅｇｆ４の全長またはプロテアーゼ消化Ｎ末端を検出し、Lumi

分析機（Roche/Boehringer Mannheim, Mannheim, Germany）により分析した。12

のクローンのうちの4つはｚｖｅｇｆ４に対して陽性で、第７番と第12番をトリ

プシン処理し、ヌクレオシドを含有しない完全培地中でＴ175フラスコ（Costar,

 Corning, NY）に移した。

      【０３５３】
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  実施例１８．

  ｚｖｅｇｆ４の増殖因子ドメインをコードする発現構築物を調製する。５‘Ｂ

ａｍＨＩ制限部位、Ｎ末端ＥＥタグおよびｚｖｅｇｆ４アミノ酸残基258～381（

終止コドンを含む）を含有するＰＣＲ断片を生成した（Clontech Advantage 2Ｐ

ＣＲキット）。５’オリゴプライマーは、ＢａｍＨＩ部位、Ｎ末端ＥＥタグ配列

、および増殖因子ドメインのＮ末端に対応するｚｖｅｇｆ４塩基対を含有する（

ＺＣ27,116；配列番号４７）。３‘オリゴプライマーは、ｚｖｅｇｆ４の少なく

とも21塩基対（終止コドンを含む）を含有する（ＺＣ27,137；配列番号４８）。

      【０３５４】

  ＣＭＶ極初期プロモーター、マウス免疫グロブリン重鎖遺伝子座の可変部から

のコンセンサスイントロン、Kozak配列、最適化ｔ－ＰＡ分泌シグナル配列（米

国特許第5,641,655号）、コード配列の挿入のための多制限部位、終止コドンお

よびヒト成長ホルモンターミネーターを含有する発現ベクターｐＺＭＰ20を用い

た。

      【０３５５】

  プラスミドは、ポリオウイルスからのＩＲＥＳ素子、膜貫通ドメインのＣ末端

で切頭化されたＣＤ８の細胞外ドメイン、大腸菌の複製起点、ＤＨＦＲ遺伝子、

ＳＶ40ターミネーター、ならびにビール酵母菌S. cerevisiaeにおける複製に必

要なＵＲＡ３およびＣＥＮ－ＡＲＳ配列も含有する。その結果生じるプラスミド

は、ｐＺＭＰ20／ＧＦＤ．ＮＥＥと呼ばれる。ＣＨＯ  ＤＧ44細胞における発現

のためのｐＥＺＥ２発現ベクター（５’ＦｓｅＩ、３‘ＡｓｃＩ ）との連結の

ために、５’ＦｓｅＩ部位および３‘ＡｓｃＩ部位を有する504塩基対断片をこ

のプラスミドから単離する。

      【０３５６】

  実施例１９．

  Ａ．マウスゲノムライブラリースクリーン

  完全コード配列を含有するヒトｚｖｅｇｆ４制限消化断片でマウスゲノムライ

ブラリーをプローブすることにより、部分マウスｚｖｅｇｆ４配列を得た。Ｅｃ

ｏＲＩ（Gibco BRL, Gaithersburg, MD）で8 gの全長ヒトｚｖｅｇｆ４プラスミ
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ドを消化することにより、プローブを生成した。2.3％ＴＢＥゲル上で1,289 bp

断片をゲル精製し、QIAquickゲル抽出キット（Qiagen）を用いてアガローススラ

ブからＤＮＡを抽出した。マウスゲノムライブラリーは、24ＮＺＹプレート上の

K802宿主芝上にプレート化されたｅｍｂｌ３  ＳＰ６／Ｔ７λＢａｍＨＩクロー

ン化ライブラリー（Clontech, Palo Alto, CA）であって、7.2 X 105 pfusに相

当した。

      【０３５７】

  5分間沸騰させ、その後冷却しておいた0.1 mg/mlのサケ精子ＤＮＡを含有する

EXPRESSHYB溶液中で24のフィルターリフトを予備ハイブリダイズした。ハイブリ

ダイゼーションは50℃で一夜実施した。63 ngの前記のヒト断片を、Rediprime I

I無作為プライム標識系（Amersham Pharmacia, Buckinghamshire, England）を

用いて32Ｐで標識した。 Nuc Trapプッシュカラム（Stratagene, La Jolla, CA

）を用いて非取込み放射能を除去した。10 x 106 cpm/mlｚｖｅｇｆ４プローブ

、0.1 mg/mlサケ精子ＤＮＡおよび0.5 g/mlネズミｃｏｔ－１ＤＮＡ（5分間沸騰

させ、その後冷却しておいた）を含有するEXPRESSHYB溶液中で、フィルターをハ

イブリダイズさせた。ハイブリダイゼーションは50℃で一夜実施した。フィルタ

ーリフトを2 x ＳＳＣ、0.1％ＳＤＳ中で、室温で2時間洗浄し、次に１時間、温

度を60℃に上げた。-80℃での一夜曝露は、7つの推定主要ヒットを示した。

      【０３５８】

  Ｋ802宿主培養を調製して、二次スクリーンのための主ヒットをプレート化し

た。パスツールピペットで7つの主要ヒットを摘出し、2～3滴のクロロホルムを

含有する1 mlＳＭ（0.1 MＮａＣｌ、50mMトリス、ｐＨ7.5、10mMＭｇＳＯ4、0.0

2％ゼラチン）中で4℃で一夜溶離した。力価を確定するためのプレート化後、オ

リジナルpfuの10倍の数のプラークを、10mMＭｇＳＯ4／ＮＺＹトップアガロース

および4つの主ヒットに関するＫ802細胞の芝を含有するＮＺＹmaxiプレート上で

プレート化し、37℃で一夜増殖させた。Hybond-Ｎフィルター（Amersham Pharma

cia）を用いて、リフトを実行した。

      【０３５９】

  熱針を用いて、配向に関してフィルターに印を付形質転換、1.5 MＮａＣｌお
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よび0.5 MＮａＯＨ中で10分間変性させた後、1.5 MＮａＣｌおよび0.5 Mトリス

－ＨＣｌ、ｐＨ7.2中で10分間中和させた。STRATALINKERＵＶ架橋剤（Stratagen

e, La Jolla, CA）を用いて、1200 jouleでＤＮＡをフィルターに固定し、0.25 

xＳＳＣ、0.25％ＳＤＳおよび1mMＥＤＴＡからなる予洗緩衝液中で65℃で予洗し

、溶液を3回、合計45分間変えて、細胞破砕屑を除去した。5つのリフトを合計3

つの各バイアルに入れた。5分間沸騰させ、その後冷却しておいた1.3 mgのサケ

精子ＤＮＡと混合したEXPRESSHYBハイブリダイゼーション溶液（Clontech）13 m

l中で50℃で一夜、各バイアルのリフトを予備ハイブリダイズした。

      【０３６０】

  63 ngのヒトｚｖｅｇｆ４断片を、前記のようなプローブに関して標識した。0

.99～1.1 x 106ヒトｚｖｅｇｆ４プローブ、0.5 g/mlネズミｃｏｔ－１ＤＮＡお

よび0.9 mg/mlサケ精子ＤＮＡ （5分間沸騰させ、その後冷却しておいた）と混

合させたEXPRESSHYBハイブリダイゼーション溶液9 ml中で、各バイアルのフィル

ターをハイブリダイズさせた。ハイブリダイゼーションは50℃で一夜実施した。

主要スクリーンに関する前記の洗浄条件を、この二次スクリーンのために反復し

た。試験した4つの主要推定ヒットが-80℃での一夜曝露後、陽性となった。

      【０３６１】

  200 lのＳＭ中で単離プラーク＃７ｃ１および＃18ｂ2を4℃で溶離し、新鮮な

宿主Ｋ802細胞を調製した。10-2～10-3の範囲の連続稀釈液をプレート化して、

力価概算を得た。＃18ｂ2のみがあらゆるプラークを生じ（2.6～ 3.0 x 103ファ

ージ／lに関して）、このプラークをさらに追跡した。プレート溶解物から、フ

ァージＤＮＡに関して、105 pfu／プレートを含有する2つのプレートを調製した

。ファージが集密に達し始めるまで、プレートを37℃で6時間増殖させ、次に12 

mlのＳＭ／プレートを付加して、4℃で一夜、ファージを溶離させた。この時点

で、プレートを室温で1時間浸透し、上清を取り出して、1％クロロホルムを付加

し、上清を15分間浸透させた。WizardλプレップＤＮＡ精製系（Promega）、セ

クションＩＶおよびＶＩを用いて、ＤＮＡを調製した。

      【０３６２】

  プラーク＃18ｂ2ＤＮＡをいくつかの制限酵素で切断して、断片を精製し、サ
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ザンゲル上を走行させた。消化物を1％ＴＢＥアガロースゲル上を走行させた。

ゲルを0.25 MＨＣｌ中に30分間浸漬し、蒸留水ですすぎ、0.5 MＮａＯＨおよび1

.5 MＮａＣｌ中に40分間浸漬しながら、溶液を1回取り換え、1.5 MＮａＣｌおよ

び0.5 Mトリス－ＨＣｌ（ｐＨ7.2）中で溶液を1回取り換えながら40分間中和し

た。TURBOBLOTTER迅速下方移動系（Schleicher & Schuell, Keene, NH）を用意

して、Nytran/BA-S膜（Schleicher & Schuell）上で一夜、ＤＮＡを移動させた

。STRATALINKERＵＶ架橋剤（Stratagene, La Jolla, CA）を用いて、1200 joule

でＤＮＡをNytranに固定した。

      【０３６３】

  5分間沸騰させ、その後冷却しておいた1.2 mgのサケ精子ＤＮＡと混合したEXP

RESSHYBハイブリダイゼーション溶液（Clontech）12 ml中で50℃で一夜、ブロッ

トを予備ハイブリダイズした。69 ngのヒトｚｖｅｇｆ４断片を、前記のような

プローブに関して標識した。市販プッシュカラム（NUCTRAPカラム；Stratagene

）を用いてクロマトグラフィーにより、非取込み放射能を除去した。 EXPRESSHY

Bハイブリダイゼーション溶液10 mlを、1.0 x 106 cpmのヒトｚｖｅｇｆ４プロ

ーブ、0.5 g/mlネズミｃｏｔ－１ＤＮＡおよび0.1 mg/mlサケ精子ＤＮＡ （5分

間沸騰させ、その後冷却しておいた）と混合させた後、ブロットに付加した。ハ

イブリダイゼーションは50℃で一夜実施した。前記と同様にブロットを洗浄し、

-80℃で一夜、フィルムに曝露した。

      【０３６４】

  サザンゲルは、2.0～2.9 kbの範囲のサイズのプローブとハイブリダイズした

ＢａｍＨＩ／ＰｓｔＩ消化物からの断片を有し、これを追跡した。プラーク＃18

ｂ2λＤＮＡ（28 g）を20単位のBamHI（Boehringer Mannheim, Indianapolis, I

N）および20 lのＰｓｔＩ（Life Technologies）で、37℃で2時間切断した。消

化物を1％ＴＢＥアガロースゲル上を走行させ、2.0 kb二重項、ならびに2.7 kb/

2.9 kb帯域をゲルから切り出した。QIAquickゲル抽出キット（Qiagen）を用いて

アガロースからＤＮＡを抽出した。18ｂ2断片を、ＢａｍＨＩ、ＰｓｔＩおよび

ＢａｍＨＩ／ＰｓｔＩで切断したpbluescriptIIKS+ベクター（Stratagene）に連

結した。
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      【０３６５】

  これらの連結物からのＰｓｔＩ挿入物を含有する３つのクローンおよびＢａｍ

ＨＩ／ＰｓｔＩ挿入物を有する４つのクローンを、別のサザンブロットのために

それらのそれぞれの挿入物部位制限酵素で消化して、オリジナルハイブリダイズ

断片であったモノを確定した。１％ＴＢＥゲルを処理し、ＤＮＡを前記と同様に

Nytranブロットに移した。13 mlのハイブリダイゼーション溶液中で前記と同様

にブロットを予備ハイブリダイズさせた。前記と同様に69 ngのヒトｚｖｅｇｆ

４断片を標識し、非取込み放射能を除去した。

      【０３６６】

  ヒトｚｖｅｇｆ４プローブ（8.4 x 105 /ml cpm）、0.1 mg/mlのサケ精子ＤＮ

Ａおよび0.5 g/mlネズミｃｏｔ－１ＤＮＡを5分間沸騰させ、その後冷却して、E

XPRESSHYBハイブリダイゼーション溶液7 mlと混合させた後、ブロットに付加し

た。ハイブリダイゼーションは50℃で一夜実施した。前記と同一の洗浄手法を用

いた。ブロットを-80℃で3時間、フィルムに曝露した。両2.0 kb帯域挿入物はプ

ローブと強力にハイブリダイズした。これらのクローンをシーケンシングした結

果、ネズミｚｖｅｇｆ４ｃｕｂドメインの一部を含有することが判明した。ＰＣ

Ｒ  ｃＤＮＡスクリーニングのために、この配列からプライマーを消化した。

      【０３６７】

  Ｂ．マウスｃＤＮＡパネルのＰＣＲスクリーニング

  家および商業的マウスｃＤＮＡにおいて利用可能なパネルを、各々20 pmのＺ

Ｇ26,317（配列番号４９）およびＺＧ26,318（配列番号５０）プライマーを用い

てスクリーニングした。ＰＣＲ反応条件を以下に示す：94℃で2分；次に94℃で1

0秒、65℃で20秒、72℃で30秒を35サイクル；そして72℃で5分の伸長で終了した

。胚、唾腺、新生児皮膚および精巣は、予測された200 bpサイズの強度の生成物

を示した。

      【０３６８】

  Ｃ．全長マウスｚｖｅｇｆ４配列

  前記の条件にしたがってプライマーＺＧ26,317（配列番号４９）およびＺＧ26

,318（配列番号５０）を用いたＰＣＲにより、9.6 x 105クローンを表示する家
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マウス精巣整列ライブラリーをスクリーニングした。このライブラリーを250ク

ローンの陽性プールにほどいた。メーカーのプロトコールにしたがって、電気穿

孔により、このプールを用いて大腸菌ＤＨ10Ｂ細胞（Gibco BRL）を形質転換さ

せた。形質転換化培養を滴定して、～20細胞／ウエルで96ウエルに整列させた。

      【０３６９】

  ＬＢ＋ａｍｐ中で37℃で一夜、細胞を増殖させた。細胞のアリコートをペレッ

ト化して、ＰＣＲを用いて陽性プールを同定した。サーモサイクラー条件は、前

記と同様であった。陽性プールからの残りの細胞をプレート化し、ＰＣＲにより

コロニーをスクリーニングして、陽性クローンを同定した。配列分析は、「zveg

f4mpzp7x-6」と呼ばれるこのクローンが５‘末端で不完全で、５’末端にイント

ロンを含有すると思われる、ということを示した。

      【０３７０】

  前記の条件にしたがってプライマーＺＧ26,317（配列番号４９）およびＺＧ26

,318（配列番号５０）を用いたＰＣＲにより、9.6 x 105クローンを表示するマ

ウス唾腺ライブラリーをスクリーニングした。ライブラリーを250クローンの陽

性プールにほどいた。この250クローンプールは、ＲＡＣＥにより、５‘末端を

有すると立証された。各々20 pmのＺＧ26,318（配列番号５０）およびＺＧ14,06

3（配列番号５１）プライマーおよび3:1のそのプールを用いた。反応は以下のよ

うに実行した：94℃で2分；次に94℃で15秒、70℃で30秒を5サイクル；94℃で15

秒、62℃で20秒、7℃で30秒を30サイクル；そして最後に72℃で7分の伸長。

      【０３７１】

  シーケンシング時に得られたＲＡＣＥ生成物は、このプールが開始Ｍｅｔを含

有することを確証した。前記と同一プロトコールを実行して、プールから単一ク

ローンを単離した。配列分析は、「zvegf4mpzp7x-7」と呼ばれるこのクローンが

、クローン＃６（最終配列中の塩基対865～塩基対1079）と比較した場合、コー

ド中に225 bpの欠失を有することを明示した。

  zvegf4mpzp7x-6由来および zvegf4mpzp7x-7由来配列を組合せて、全長マウス

ｚｖｅｇｆ４ポリヌクレオチド配列（配列番号５２）およびマウスｚｖｅｇｆ４

ポリペプチド配列（配列番号５３）を得た。
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      【０３７２】

  Ｄ．全長マウスｚｖｅｇｆ４クローン

  前記のクローン＃６およびクローン＃７からの断片の二段階連結により、全長

ｃＤＮＡクローンを生成した。先ず、ＥｃｏＲ１／Ｈｉｎｄ３の３プライム断片

をクローン＃６から生成した。9 gのクローン＃６を15単位のＥｃｏＲ１（Gibco

 BRL, Gaithersburg, MD）および15単位のＨｉｎｄ３（Gibco BRL）を用いて、3

7℃で2時間消化した。1％ＴＢＥゲル上で528 bp断片をゲル精製し、QIAquickゲ

ル抽出キット（Qiagen）を用いてゲルスラブからｃＤＮＡを抽出した。

      【０３７３】

  それを、ＲｃｏＲ１およびＨｉｎｄ３で消化したpbluescriptIIKS+（Stratage

ne）に連結した。このｚｖｅｇｆ４挿入物を含有する3 gのクローンを、15単位

のＥｃｏＲ１（Gibco BRL）で消化し、1％ＴＢＥゲル上でゲル精製して、前記の

キットを用いてＤＮＡを抽出した。クローン＃７からの５‘ ＥｃｏＲ１ｚｖｅ

ｇｆ４断片を前記のＥｃｏＲ１消化クローンと連結した。このＥｃｏＲ１断片は

、8 gのクローン＃７を30単位のＥｃｏＲ１（Gibco BRL）で37℃で2時間消化す

ることにより生成した。前記と同様に1％ＴＢＥゲル上で754 bp断片をゲル精製

し、ゲルスラブからＤＮＡを抽出した。

      【０３７４】

  実施例２０．

  Ａ．ｚｖｅｇｆ４条件調節培地によるネイティブＰＣ12細胞の処理

  ＨａＣａｔ細胞を、対照としてゼロアデノウイルス（ｚＰａｒ）に感染させる

か、またはアデノウイルス発現ｚｖｅｇｆ４に感染させた。これらのトランスフ

ェクト化細胞からの状態調節培地（ＣＭ）を、ＰＣ12クロム親和性細胞腫細胞（

Banker and Goslin, in Culturing Nerve Cells, chapter 6, “Culture and ex

perimental use of the PC12 rat Pheochromocytoma cell line”参照；さらにR

ydel and Greene, J. Neuroscience 7（11）:3639-53, November 1987参照）に

おいて神経突起外方成長を誘導するその能力に関して検定した。

      【０３７５】

  要するに、ＲＰＭＩ1640培地（Gibco/BRL, Gaithersburg, MD）、10％ウマ血



(132) 特表２００２－５４２８２５

清（Sigma, St. Louis, MO）および5％ウシ胎仔血清（ＦＢＳ；Hyclone, Logan,

 UT）を用いて、ＰＣ12細胞培養（ATCC#CRL 1721）を増殖させた。プラスチック

培養皿（Beckton Dickinson, Bedford, MA）をラット尾Ｉ型コラーゲンで被覆し

、ＰＣ12細胞を24ウエルプレート中に2 x 104細胞／mlでＲＰＭＩ＋1％ＦＢＳ中

でプレート化し、5％ＣＯ2中で37℃で一夜インキュベートした。

      【０３７６】

  次にＰＣ12培地を除去し、ｚｖｅｇｆ４－ＣＭまたは対照－ＣＭに入れ替えて

、２倍稀釈液中に付加した（5 x稀釈で開始）。組換えヒトＮＧＦ（R+D, Minnea

polis, MN）を陽性対照として100または30 ng/mlの濃度で付加した。陰性対照と

して、ゼロアデノウイルス（ｚｐａｒ）のＣＭを用いた。ｚｖｅｇｆ４およびＮ

ＧＦの共働作用を調べるために、ＰＣ12細胞の付加的ウエルを、亜最適濃度のＮ

ＧＦ（3 ng/ml）と組合せたｚｖｅｇｆ４－ＣＭで処理した。インキュベーショ

ンの全長が7日に達するまで、第２日毎に培地をＲＰＭＩ＋1％ＦＢＳに取り換え

た。

      【０３７７】

  ＮＧＦ処理ＰＣ12細胞は、安定した神経突起外方成長およびニューロン分化を

示した。ｚｖｅｇｆ４－ＣＭに曝露したＰＣ12細胞は、細胞平板化、ならびに短

い突起を有する細胞外観といった形態学的変化を示したが、これは、神経細胞系

統への分化を示唆する。亜最適用量のＮＧＦ＋ｚｖｅｇｆ４とともにインキュベ

ートされたＰＣ12細胞に関しては、短い突起を有する細胞の集団の増大が観察さ

れた。

      【０３７８】

  Ｂ．ｚｖｅｇｆ４状態調節培地によるプライム化神経突起保有ＰＣ12細胞の処

理

  ｚｖｅｇｆ４－ＣＭおよび対照－ＣＭ（ｚｐａｒ）（前記の実施例20Ａに記載

）を、分化したＰＣ12ニューロンの生存を促すそれらの能力に関して検定した（

Banker and Goslin、上記、Rydel and Greene、上記参照）。

  要するに、前記の実施例２０Ａに記載されたようにＰＣ12を保持し、適量のＮ

ＧＦで処理して、有糸分裂後交感神経の特性を発現する細胞への分化を誘導した
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。特に、組換えヒトＮＧＦ（R+D, Minneapolis, MN）を50 ng/mlの濃度で用いて

6日間、ＰＣ12細胞を処理し、翌日には培地を取り換えた。細胞を24ウエルプレ

ート中に一夜プレート化して、培地をｚｖｅｇｆ４－ＣＭまたは対照－ＣＭ（２

倍稀釈液中、5 xで開始）と、あるいは陽性対照としてＮＧＦ（3倍稀釈液中100 

ng/mlで開始）と取り換えた。

      【０３７９】

  1％ＦＢＳまたは血清無含有培養（ＳＦ）培地を用いて、培養を用意した。細

胞を9日間増殖させて、第２日目毎に培地を取り換えた。ＮＧＦによる連続処理

は、全神経細胞集団の生存を促し、神経突起外方成長増大を生じた。ｚｖｅｇｆ

４－ＣＭは神経細胞の亜集団の生存を促したが、しかし付加的神経突起外方成長

を誘導しなかった。対照－ＣＭ中で培養された細胞は、変性した。

  前記から、説明のために本発明の特定の実施態様を本明細書中に記載したが、

本発明の精神および範囲を逸脱しない限り、種々の修正が成され得る、と理解さ

れる。したがって、本発明は、添付の特許請求の範囲による以外には限定されな

い。

    【配列表】
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【図面の簡単な説明】

    【図１】

  図１は、配列番号２で示されるアミノ酸配列のHopp/Woods親水性度プロフィー

ルである。プロフィールは、スライディング６残基ウインドウを基礎にする。隠

されたＧ、ＳおよびＴ残基ならびに露呈されたＨ、ＹおよびＷ残基は無視された

。これらの残基は、低い法の事例文字により図面に示される。

    【図２】

  図２は、トランスジェニック動物におけるｃＤＮＡの発現に用いるためのベク

ターｐＨＢ12-8の図である。
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【図１－１】
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【図１－２】



(170) 特表２００２－５４２８２５

【図１－３】
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【図１－４】
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【図１－５】
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【図１－６】
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【図１－７】
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【図２】
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【手続補正書】

【提出日】平成１３年１１月２７日（２００１．１１．２７）

【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】  配列番号２の少なくとも１５の連続アミノ酸残基を含む単離

されたポリペプチド。

    【請求項２】  配列番号２の３０連続アミノ酸残基を含む請求項１に記載の

単離されたポリペプチド。

    【請求項３】  前記ポリペプチドが、

  配列番号２の残基１９～１７９；

  配列番号２の残基５２～１７９；

  配列番号２の残基１９～２５３；

  配列番号２の残基５２～２５３；

  配列番号２の残基１９～２５５；

  配列番号２の残基５２～２５５；

  配列番号２の残基１９～２５７；

  配列番号２の残基５２～２５７；

  配列番号２の残基１９～２５３；

  配列番号２の残基５２～２５３；

  配列番号２の残基１９～３７０；

  配列番号２の残基５２～３７０；

  配列番号２の残基１８０～３７０；

  配列番号２の残基２４６～３７０；

  配列番号２の残基２５０～３７０；または

  配列番号２の残基２５８～３７０
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を含む請求項１または請求項２に記載の単離されたポリペプチド。

    【請求項４】  アフィニティータグをさらに含む請求項１～３のいずれか１

項に記載の単離されたポリペプチド。

    【請求項５】  免疫グロブリン定常ドメインをさらに含む請求項１～３のい

ずれか１項に記載の単離されたポリペプチド。

    【請求項６】  二次ポリペプチドと作用可能に連結された一次ポリペプチド

を含む単離されたタンパク質であって、前記一次ポリペプチドが配列番号２の残

基２５８～３７０を含み、そして前記タンパク質が細胞増殖、アポトーシス、分

化、代謝または移動を調整する、単離されたタンパク質。

    【請求項７】  前記一次ポリペプチドが、

  配列番号２の残基１９～３７０；

  配列番号２の残基５２～３７０；

  配列番号２の残基１８０～３７０；

  配列番号２の残基２４６～３７０；または

  配列番号２の残基２５０～３７０；

を含む請求項６に記載の単離されたタンパク質。

    【請求項８】  前記一次ポリペプチドが１１３～１２０アミノ酸残基長であ

る請求項６に記載の単離されたタンパク質。

    【請求項９】  前記タンパク質がヘテロ二量体である請求項６～８のいずれ

かの単離されたタンパク質。

    【請求項１０】  前記二次ポリペプチドがＶＥＧＦ，ＶＥＧＦ－Ｂ，ＶＥＧ

Ｆ－Ｃ，ＶＥＦＧ－Ｄ，ｚｖｅｇｆ３，Ｐ１ＧＦ，ＰＤＧＦ－ＡおよびＰＤＧＦ

－Ｂから成る群から選択される請求項９の単離されたタンパク質。

    【請求項１１】  前記タンパク質がホモ二量体である請求項６～８のいずれ

か１項の単離されたタンパク質。

    【請求項１２】  （ａ）以下の作用可能に連結された要素：

  転写プロモーター、

  以下の：

    ｉ）配列番号２の残基５２～３７０、
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    ii）配列番号２の残基５２～２５３、

    iii)配列番号２の残基１８０～３７０、および

    iv）配列番号２の残基２５８～３７０

  から成る群から選択されるアミノ酸残基の配列を含むポリペプチドをコードす

るＤＮＡセグメント、

  転写ターミネーター、

  を含む発現ベクターを含有する宿主細胞をＤＮＡセグメントが発現される条件

下で培養し、

  （ｂ）ＤＮＡ構築物の発現のタンパク質産物を細胞から回収する、

工程を含む方法により産生される単離されたタンパク質。

    【請求項１３】  長さが約４．４kbまでの単離されたポリヌクレオチドであ

って、配列番号２の残基２５８～３７０を含むポリペプチドをコードする単離さ

れたポリヌクレオチド。

    【請求項１４】  ＤＮＡである請求項１３に記載のポリヌクレオチド。

    【請求項１５】  配列番号６のヌクレオチド１～１１１０を含む請求項１４

に記載のポリヌクレオチド。

    【請求項１６】  配列番号１のヌクレオチド２２６～１３３５を含む請求項

１４に記載のポリヌクレオチド。

    【請求項１７】  以下の作用可能に連結された要素：

  転写プロモーター、

  請求項１４のＤＮＡポリヌクレオチド、および

  転写ターミネーター、

を含む発現ベクター。

    【請求項１８】  ＤＮＡポリヌクレオチドに作用可能に連結された分泌シグ

ナル配列をさらに含む請求項１７の発現ベクター。

    【請求項１９】  請求項１７または請求項１８の発現ベクターを導入された

培養細胞であって、ＤＮＡポリヌクレオチドによりコードされるポリペプチドを

発現する細胞。

    【請求項２０】  請求項６～１２のいずれか１項に記載のタンパク質を製薬
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上許容可能なビヒクルと組合せて含む製剤組成物。

    【請求項２１】  請求項１７または請求項１８の発現ベクターを導入された

細胞であって、ＤＮＡポリヌクレオチドを発現してポリヌクレオチドによりコー

ドされるタンパク質を産生する細胞を培養し、そして

  タンパク質を回収する、

工程を含むタンパク質の製造方法。

    【請求項２２】  請求項１２に記載のポリペプチドのエピトープと特異的に

結合する抗体。

    【請求項２３】  モノクローナル抗体である請求項２２に記載の抗体。

    【請求項２４】  一本鎖抗体である請求項２２に記載の抗体。

    【請求項２５】  レポーター分子に作用可能に連結された請求項２２に記載

の抗体。

    【請求項２６】  遺伝子異常の検出方法であって、

  配列番号１または配列番号１の相補体の少なくとも１４連続ヌクレオチドを含

むポリヌクレオチドとともに遺伝子試料を、前記ポリヌクレオチドが相補的ポリ

ヌクレオチド配列とハイブリダイズして一次反応産物を生成する条件下でインキ

ュベートし、

  前記一次反応産物を対照反応産物と比較し、この場合、前記一次反応産物およ

び前記対照反応産物間の差が遺伝子異常を示す、

工程を含む方法。

    【請求項２７】  配列番号２の残基２５８～３７０に作用可能に連結された

配列番号３３の残基４６～２３４、

  配列番号２の残基１８０～３７０に作用可能に連結された配列番号３３の残基

４６～１７０、

  配列番号３３の残基２３５～３４５に作用可能に連結された配列番号２の残基

５２～２５７、

  配列番号３３の残基１７１～３４５に作用可能に連結された配列番号２の残基

５２～１７９

から成る群から選択される配列を含むポリペプチド。
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    【請求項２８】  請求項１～１２のいずれかのポリペプチドまたはタンパク

質を含んで成る細胞表面ＰＤＧＦ受容体の活性化剤。

    【請求項２９】  受容体がＰＤＧＦα－受容体である請求項２８に記載の活

性化剤。

    【請求項３０】  受容体がＰＤＧＦβ－受容体である請求項２８に記載の活

性化剤。

    【請求項３１】  請求項１～１２のいずれか１項に記載のポリペプチドまた

はタンパク質を含んで成るＰＤＧＦ受容体媒介性細胞過程の抑制剤。

    【請求項３２】  請求項１～１２のいずれかのポリペプチドまたはタンパク

質を含んで成る骨組織の増殖の刺激剤。

    【請求項３３】  請求項１～１２のいずれかのポリペプチドまたはタンパク

質を含んで成る骨細胞の増殖、分化、移動または代謝の調整剤。

【手続補正２】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】００４９

【補正方法】変更

【補正の内容】

      【００４９】

  バキュウロウイルス発現系で産生されるタンパク質は、残基250～249間の開裂

を示し、ならびにより長い種は残基19および35でアミノ末端を有した。増殖因子

ドメインは残基258から残基370まで延び、Ｎ末端に付加的残基を含み得る（例え

ば、このドメインは残基250～370または残基246～370を含み得る）。ドメイン境

界はやや不明確であり、特定位置から±5残基まで変わると予測され得る、と当

業者は認識する。プラスミンによる全長ｚｖｅｇｆ４の切断は、ｚｖｅｇｆ４ポ

リペプチドの活性化を生じた。ウエスタン分析により、増殖因子ドメインとほぼ

同サイズで移動する帯域が観察された。適合化非開裂化全長ｚｖｅｇｆ４試料は

、活性化を実証しなかった。

【手続補正３】

【補正対象書類名】明細書
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【補正対象項目名】０３４２

【補正方法】変更

【補正の内容】

      【０３４２】

  発現ベクターへの直接クローニングのための５‘ＦｓｅＩおよび３’ＡｓｃＩ

部位を用いたＰＣＲ（Advantage2ＰＣＲキット、Clontech, Palo Alto, CA）に

より、ｚｖｅｇｆ４ＤＮＡ断片を生成した。５‘プライマーは、ＦｓｅＩ部位、

Kozak配列およびｚｖｅｇｆ４に関するネイティブリーダー配列の最初の21塩基

対を含有した（ＺＣ26,136;配列番号４３）。３’プライマーは、ｚｖｅｇｆ４

の最後の21塩基対、終止コドンおよびＡｓｃＩ部位を含有した（ＺＣ26.137;配

列番号４４）。ＰＣＲ反応は、1μLの鋳型（ＥＳＴＥＰプラスミドｚｖｅｇｆ４

ｐｃｒｆ１＃３）を含み、以下のように実行した：94℃で1分を1サイクル；次に

94℃で30秒、55℃で30秒、68℃で1分間を25サイクル；最後に72℃で7分間の伸長

。

【手続補正４】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】０３４３

【補正方法】変更

【補正の内容】

      【０３４３】

  ＥＳＴＥＰプラスミドｚｖｅｇｆ４ｐｃｒｆ１＃３は、全長ヒトｚｖｅｇｆ４

断片を含有する。各々20 pmのＺＣ22,341（配列番号４５）およびＺＣ22,342（

配列番号４６）プライマー、ならびに3μLの甲状腺ライブラリーを用いたＰＣＲ

により、この断片を生成した。反応は以下のように実行した：94℃で1分を1サイ

クル；次に94℃で20秒、66℃で1.5分間を30サイクル；最後に72℃で5分間の伸長

。1％ＴＢＥゲル上で1,272 bp生成物をゲル精製し、QIAquickゲル抽出キット（Q

iagen, Valencia, CA）を用いてゲルスラブからＤＮＡを抽出した。この1,272 b

p断片をｐＣＲ2.1（Invitrogen, Carlsbad, CA）中にサブクローニングし、 ｚ

ｖｅｇｆ４ｐｃｒｆ１＃３と命名した。
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【手続補正５】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】０３４５

【補正方法】変更

【補正の内容】

      【０３４５】

  5μlのｚｖｅｇｆ４ＤＮＡ断片および1μLのｐＥＺＥ２ベクター断片を室温で

一夜、連結した（New England Biolabs高濃縮リガーゼおよび供給緩衝液）。1μ

lの連結反応物を、0.2 cmキュベット中の25μLのエレクトロコンピテント大腸菌

ＤＨ10Ｂ株（Life Technologies）に付加した。1mLのＬＢブロスを付加し、100

μLのミックスをＬＢ／アンピリシン寒天プレート上に載せた。プレートを37℃

で一夜インキュベートし、8つの単離コロニーをＤＮＡミニプレップ（QIAquick

ミニ－プレップキット、Qiagen）用に摘み取った。前記のプライマーを用いて、

ｚｖｅｇｆ４ＤＮＡの存在に関して、ＰＣＲにより個々のクローンをスクリーニ

ングした。クローン＃１～６でＤＮＡシーケンシングを実施して、正しい全長配

列を立証した。一クローンは、正しい予測配列を含有し、ＤＮＡのMaxi prepが

作製された（Qiagenプラスミドマキシキット、Qiagen）。

【手続補正６】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】０３４７

【補正方法】変更

【補正の内容】

      【０３４７】

  次に、血清無含有（ＳＦ）培地処方物（ＤＭＥＭ／Ｆ12（Life Technologies

）、非必須アミノ酸（Life Technologies）、1％Ｌ－グルタミンおよび1％ピル

ビン酸ナトリウム）中のポリ陽イオン性脂質ジオクタルデシルアミドグリシルス

ペルミンの10:1（w/w）リポソーム処方物を用いて、リポソーム媒介性トランス

フェクションにより、細胞をプラスミドｐＥＺＥ２／ｚｖｅｇｆ４でトランスフ

ェクトした。プラスミドｐＥＺＥ２／ｚｖｅｇｆ４を15 ml円錐管中で、ＳＦ培
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地により最終総容量500μlに稀釈し、20μLのトランスフェクタムTransfectam（

Promega, Madison, WI）試薬を付加し、十分に混合して、室温で10分間インキュ

ベートした。

【手続補正７】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】０３５０

【補正方法】変更

【補正の内容】

      【０３５０】

  ＳＦ培地で細胞ウエルをすすぎ、2mLのＳＦ培地を付加し、培養を24時間イン

キュベートした。10K遠心装置（ Millipore Corporation, Bedford, MA）を用い

て、状態調節ＳＦ培地を約20倍に濃縮した。25μlの濃縮物を、50Mmのβ－メル

カプトエタノールを含有する4X試料緩衝液（Novex, San Diego, CA）15μLに付

加し、混合物を4～12％ＮｕＰＡＧＥゲル（Novex）上で走行させた。ゲルからの

タンパク質をニトロセルロース膜（Novex）に移し、ウエスタンＡ緩衝液（0.25

％ゼラチン、50mMトリス－ＨＣｌ、ｐＨ7.4、150mMＮａＣｌ、5mMＥＤＴＡ、0.0

5％イゲパルＣＡ－630）中の10％脱脂粉乳で、回転振盪器台上で室温で一夜、ブ

ロットを遮断した。

【手続補正８】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】０３５６

【補正方法】変更

【補正の内容】

      【０３５６】

  実施例１９．

  Ａ．マウスゲノムライブラリースクリーン

  完全コード配列を含有するヒトｚｖｅｇｆ４制限消化断片でマウスゲノムライ

ブラリーをプローブすることにより、部分マウスｚｖｅｇｆ４配列を得た。Ｅｃ

ｏＲＩ（Gibco BRL, Gaithersburg, MD）で8μgの全長ヒトｚｖｅｇｆ４プラス
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ミドを消化することにより、プローブを生成した。2.3％ＴＢＥゲル上で1,289 b

p断片をゲル精製し、QIAquickゲル抽出キット（Qiagen）を用いてアガロースス

ラブからＤＮＡを抽出した。マウスゲノムライブラリーは、24ＮＺＹプレート上

のK802宿主芝上にプレート化されたｅｍｂｌ３  ＳＰ６／Ｔ７λＢａｍＨＩクロ

ーン化ライブラリー（Clontech, Palo Alto, CA）であって、7.2 X 105 pfusに

相当した。

【手続補正９】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】０３５７

【補正方法】変更

【補正の内容】

      【０３５７】

  5分間沸騰させ、その後冷却しておいた0.1 mg/mlのサケ精子ＤＮＡを含有する

EXPRESSHYB溶液中で24のフィルターリフトを予備ハイブリダイズした。ハイブリ

ダイゼーションは50℃で一夜実施した。63 ngの前記のヒト断片を、Rediprime I

I無作為プライム標識系（Amersham Pharmacia, Buckinghamshire, England）を

用いて32Ｐで標識した。 Nuc Trapプッシュカラム（Stratagene, La Jolla, CA

）を用いて非取込み放射能を除去した。10 x 106 cpm/mlｚｖｅｇｆ４プローブ

、0.1 mg/mlサケ精子ＤＮＡおよび0.5μg/mlネズミｃｏｔ－１ＤＮＡ（5分間沸

騰させ、その後冷却しておいた）を含有するEXPRESSHYB溶液中で、フィルターを

ハイブリダイズさせた。ハイブリダイゼーションは50℃で一夜実施した。フィル

ターリフトを2 x ＳＳＣ、0.1％ＳＤＳ中で、室温で2時間洗浄し、次に１時間、

温度を60℃に上げた。-80℃での一夜曝露は、7つの推定主要ヒットを示した。

【手続補正１０】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】０３６０

【補正方法】変更

【補正の内容】

      【０３６０】
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  63 ngのヒトｚｖｅｇｆ４断片を、前記のようなプローブに関して標識した。0

.99～1.1 x 106ヒトｚｖｅｇｆ４プローブ、0.5μg/mlネズミｃｏｔ－１ＤＮＡ

および0.9 mg/mlサケ精子ＤＮＡ （5分間沸騰させ、その後冷却しておいた）と

混合させたEXPRESSHYBハイブリダイゼーション溶液9 ml中で、各バイアルのフィ

ルターをハイブリダイズさせた。ハイブリダイゼーションは50℃で一夜実施した

。主要スクリーンに関する前記の洗浄条件を、この二次スクリーンのために反復

した。試験した4つの主要推定ヒットが-80℃での一夜曝露後、陽性となった。

【手続補正１１】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】０３６１

【補正方法】変更

【補正の内容】

      【０３６１】

  200 lのＳＭ中で単離プラーク＃７ｃ１および＃18ｂ2を4℃で溶離し、新鮮な

宿主Ｋ802細胞を調製した。10-2～10-3の範囲の連続稀釈液をプレート化して、

力価概算を得た。＃18ｂ2のみがあらゆるプラークを生じ（2.6～ 3.0 x 103ファ

ージ／μLに関して）、このプラークをさらに追跡した。プレート溶解物から、

ファージＤＮＡに関して、105 pfu／プレートを含有する2つのプレートを調製し

た。ファージが集密に達し始めるまで、プレートを37℃で6時間増殖させ、次に1

2 mlのＳＭ／プレートを付加して、4℃で一夜、ファージを溶離させた。この時

点で、プレートを室温で1時間浸透し、上清を取り出して、1％クロロホルムを付

加し、上清を15分間浸透させた。WizardλプレップＤＮＡ精製系（Promega）、

セクションＩＶおよびＶＩを用いて、ＤＮＡを調製した。

【手続補正１２】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】０３６３

【補正方法】変更

【補正の内容】

      【０３６３】
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  5分間沸騰させ、その後冷却しておいた1.2 mgのサケ精子ＤＮＡと混合したEXP

RESSHYBハイブリダイゼーション溶液（Clontech）12 ml中で50℃で一夜、ブロッ

トを予備ハイブリダイズした。69 ngのヒトｚｖｅｇｆ４断片を、前記のような

プローブに関して標識した。市販プッシュカラム（NUCTRAPカラム；Stratagene

）を用いてクロマトグラフィーにより、非取込み放射能を除去した。 EXPRESSHY

Bハイブリダイゼーション溶液10 mlを、1.0 x 106 cpmのヒトｚｖｅｇｆ４プロ

ーブ、0.5μg/mlネズミｃｏｔ－１ＤＮＡおよび0.1 mg/mlサケ精子ＤＮＡ （5分

間沸騰させ、その後冷却しておいた）と混合させた後、ブロットに付加した。ハ

イブリダイゼーションは50℃で一夜実施した。前記と同様にブロットを洗浄し、

-80℃で一夜、フィルムに曝露した。

【手続補正１３】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】０３６４

【補正方法】変更

【補正の内容】

      【０３６４】

  サザンゲルは、2.0～2.9 kbの範囲のサイズのプローブとハイブリダイズした

ＢａｍＨＩ／ＰｓｔＩ消化物からの断片を有し、これを追跡した。プラーク＃18

ｂ2λＤＮＡ（28μg）を20単位のBamHI（Boehringer Mannheim, Indianapolis, 

IN）および20μlのＰｓｔＩ（Life Technologies）で、37℃で2時間切断した。

消化物を1％ＴＢＥアガロースゲル上を走行させ、2.0 kb二重項、ならびに2.7 k

b/2.9 kb帯域をゲルから切り出した。QIAquickゲル抽出キット（Qiagen）を用い

てアガロースからＤＮＡを抽出した。18ｂ2断片を、ＢａｍＨＩ、ＰｓｔＩおよ

びＢａｍＨＩ／ＰｓｔＩで切断したpbluescriptIIKS+ベクター（Stratagene）に

連結した。

【手続補正１４】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】０３６６

【補正方法】変更
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【補正の内容】

      【０３６６】

  ヒトｚｖｅｇｆ４プローブ（8.4 x 105 /ml cpm）、0.1 mg/mlのサケ精子ＤＮ

Ａおよび0.5μg/mlネズミｃｏｔ－１ＤＮＡを5分間沸騰させ、その後冷却して、

EXPRESSHYBハイブリダイゼーション溶液7 mlと混合させた後、ブロットに付加し

た。ハイブリダイゼーションは50℃で一夜実施した。前記と同一の洗浄手法を用

いた。ブロットを-80℃で3時間、フィルムに曝露した。両2.0 kb帯域挿入物はプ

ローブと強力にハイブリダイズした。これらのクローンをシーケンシングした結

果、ネズミｚｖｅｇｆ４ｃｕｂドメインの一部を含有することが判明した。ＰＣ

Ｒ  ｃＤＮＡスクリーニングのために、この配列からプライマーを消化した。

【手続補正１５】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】０３７０

【補正方法】変更

【補正の内容】

      【０３７０】

  前記の条件にしたがってプライマーＺＧ26,317（配列番号４９）およびＺＧ26

,318（配列番号５０）を用いたＰＣＲにより、9.6 x 105クローンを表示するマ

ウス唾腺ライブラリーをスクリーニングした。ライブラリーを250クローンの陽

性プールにほどいた。この250クローンプールは、ＲＡＣＥにより、５‘末端を

有すると立証された。各々20 pmのＺＧ26,318（配列番号５０）およびＺＧ14,06

3（配列番号５１）プライマーおよび3μLのそのプールを用いた。反応は以下の

ように実行した：94℃で2分；次に94℃で15秒、70℃で30秒を5サイクル；94℃で

15秒、62℃で20秒、7℃で30秒を30サイクル；そして最後に72℃で7分の伸長。

【手続補正１６】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】０３７２

【補正方法】変更

【補正の内容】
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      【０３７２】

  Ｄ．全長マウスｚｖｅｇｆ４クローン

  前記のクローン＃６およびクローン＃７からの断片の二段階連結により、全長

ｃＤＮＡクローンを生成した。先ず、ＥｃｏＲ１／Ｈｉｎｄ３の３プライム断片

をクローン＃６から生成した。9μgのクローン＃６を15単位のＥｃｏＲ１（Gibc

o BRL, Gaithersburg, MD）および15単位のＨｉｎｄ３（Gibco BRL）を用いて、

37℃で2時間消化した。1％ＴＢＥゲル上で528 bp断片をゲル精製し、QIAquickゲ

ル抽出キット（Qiagen）を用いてゲルスラブからｃＤＮＡを抽出した。

【手続補正１７】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】０３７３

【補正方法】変更

【補正の内容】

      【０３７３】

  それを、ＲｃｏＲ１およびＨｉｎｄ３で消化したpbluescriptIIKS+（Stratage

ne）に連結した。このｚｖｅｇｆ４挿入物を含有する3μgのクローンを、15単位

のＥｃｏＲ１（Gibco BRL）で消化し、1％ＴＢＥゲル上でゲル精製して、前記の

キットを用いてＤＮＡを抽出した。クローン＃７からの５‘ ＥｃｏＲ１ｚｖｅ

ｇｆ４断片を前記のＥｃｏＲ１消化クローンと連結した。このＥｃｏＲ１断片は

、8μgのクローン＃７を30単位のＥｃｏＲ１（Gibco BRL）で37℃で2時間消化す

ることにより生成した。前記と同様に1％ＴＢＥゲル上で754 bp断片をゲル精製

し、ゲルスラブからＤＮＡを抽出した。
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【国際調査報告】
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