
(57)【要約】
【課題】血管内皮増殖因子ファミリーの新規なタンパク質をコードするヒトｃＤＮＡを提
供、及びその利用。
【解決手段】ＰＤＧＦファミリーの増殖因子の新規なメンバーであり、特に内皮細胞増殖
および血管新生を刺激し、血管透過性を増大させる、ＶＥＧＦ－Ｄが記載される。また、
それをコードするヌクレオチド配列、その生産方法、それに対する抗体およびその他のア
ンタゴニスト、それが発現するようにトランスフェクトまたはトランスフォームされた宿
主細胞、それを含有する医薬組成物、そして医学上および診断上の適用におけるそれらの
利用。
【選択図】なし 10
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 配 列 番 号 ５ の ９ ３ ～ ２ ０ １ の ア ミ ノ 酸 残 基 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 、 少 な く と も
１ の ア ミ ノ 酸 の 置 換 ま た は 欠 失 を 有 す る 対 応 の ポ リ ペ プ チ ド 、 を コ ー ド す る 単 離 核 酸 分 子
で あ っ て 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 、 細 胞 増 殖 、 細 胞 分 化 、 細 胞 遊 走 、 細 胞 生 存 お よ び 血 管 透
過 性 か ら な る グ ル ー プ か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 一 つ の 内 皮 細 胞 生 物 活 性 を 刺 激 す る 能 力
を 有 す る か 、 あ る い は 、 内 皮 細 胞 に 結 合 す る 能 力 を 有 す る が 少 な く と も 一 つ の 前 記 生 物 活
性 を 刺 激 す る 能 力 を 有 さ な い 、 配 列 番 号 ５ の ９ ３ ～ ２ ０ １ の ア ミ ノ 酸 残 基 か ら な る ポ リ ペ
プ チ ド 、 ま た は 、 少 な く と も １ の ア ミ ノ 酸 の 置 換 ま た は 欠 失 を 有 す る 対 応 の ポ リ ペ プ チ ド
、 を コ ー ド す る 単 離 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ２ 】
　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ３ 】
　 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 、 更 に ア フ ィ ニ テ ィ ー タ グ ペ プ チ ド 配 列 を 有 す る 、 請 求 項 １ ～ ３ の
い ず れ か の 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ５ 】
　 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か 記 載 の 核 酸 分 子 を 有 す る ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ６ 】
　 請 求 項 ５ に 記 載 の ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ７ 】
　 配 列 番 号 ５ の ９ ３ ～ ２ ０ １ の ア ミ ノ 酸 残 基 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 、 少 な く と も
１ の ア ミ ノ 酸 の 置 換 ま た は 欠 失 を 有 す る 対 応 の ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド
が 、 細 胞 増 殖 、 細 胞 分 化 、 細 胞 遊 走 、 細 胞 生 存 お よ び 血 管 透 過 性 か ら な る グ ル ー プ か ら 選
択 さ れ る 少 な く と も 一 つ の 内 皮 細 胞 生 物 活 性 を 刺 激 す る 能 力 を 有 す る か 、 あ る い は 、 内 皮
細 胞 に 結 合 す る 能 力 を 有 す る が 少 な く と も 一 つ の 前 記 生 物 活 性 を 刺 激 す る 能 力 を 有 さ な い
、 配 列 番 号 ５ の ９ ３ ～ ２ ０ １ の ア ミ ノ 酸 残 基 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 、 少 な く と も
１ の ア ミ ノ 酸 の 置 換 ま た は 欠 失 を 有 す る 単 離 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ 】
　 更 に ア フ ィ ニ テ ィ ー タ グ ペ プ チ ド 配 列 を 有 す る 、 請 求 項 ７ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ９ 】
　 請 求 項 ７ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 特 異 的 な 反 応 性 を 有 す る 抗 体 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 抗 体 が 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 請 求 項 ９ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 抗 体 が 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 請 求 項 ９ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 抗 体 が 、 ヒ ト 化 抗 体 で あ る 請 求 項 ９ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 抗 体 が 、 キ メ ラ 抗 体 で あ る 請 求 項 ９ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 抗 体 が 、 検 出 可 能 な ラ ベ ル で 標 識 さ れ て い る 請 求 項 ９ ～ １ ３ の い ず れ か に 記 載 の 抗
体 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 請 求 項 ７ ま た は ８ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 作 る 方 法 で あ っ て 、 前 記 方 法 が 以 下 の 工 程 ：
　 ｉ ） 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 が 発 現 す る よ う に 、 プ ロ モ ー タ ー 配 列 に 操
作 可 能 に 結 合 し た 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 有 す る ベ ク タ ー を 有 す る 宿 主
細 胞 を 培 養 す る 工 程 ； そ し て
　 ｉ ｉ ） 前 記 宿 主 細 胞 か ら 、 ま た は 、 前 記 宿 主 細 胞 が 培 養 さ れ る 増 殖 培 地 か ら 前 記 ポ リ ペ
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プ チ ド を 単 離 す る 工 程 、 を 有 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 請 求 項 ７ ま た は ８ の ポ リ ペ プ チ ド を 単 離 す る 方 法 で あ っ て 、 下 記 の 工 程 ：
　 ｉ ） 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 細 胞 か ら の 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 放 出 を 促 進 す る た め に
、 前 記 細 胞 を ヘ パ リ ン に 曝 す 工 程 と 、 そ し て 、
　 ｉ ｉ ） そ の よ う に し て 放 出 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 精 製 す る 工 程 、
と を 有 す る 、 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か に 記 載 の 核 酸 分 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す
る 能 力 の あ る ベ ク タ ー を 作 る 方 法 で あ っ て 、 前 記 方 法 が 、 前 記 核 酸 分 子 が 少 な く と も 一 つ
の プ ロ モ ー タ ー と 作 用 す る よ う に 結 合 す る 位 置 に お い て 、 前 記 核 酸 分 子 を ベ ク タ ー に 挿 入
す る 工 程 を 有 す る 、 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 ア ン チ セ ン ス ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る ベ ク タ ー で あ っ て 、 前 記 ア ン チ セ ン ス ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 が 、 請 求 項 ７ ま た は ８ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し 、 血 管 透 過 性 、 内 皮 細 胞
の 増 殖 お よ び 内 皮 細 胞 分 化 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 一 つ の 生 物 活 性 を 促 進 す る 、 ゲ ノ ム
Ｄ Ｎ Ａ 配 列 、 Ｒ Ｎ Ａ 配 列 、 ま た は ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 少 な く と も 一 部 に 対 し て 相 補 的 で あ っ て
、 前 記 ベ ク タ ー が 前 記 少 な く と も 一 つ の 活 性 を 阻 害 す る た め に 使 用 可 能 で あ る 、 ア ン チ セ
ン ス ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 内 皮 細 胞 の 増 殖 を 生 体 外 に お い て 刺 激 す る 方 法 で あ っ て 、 内 皮 細 胞 を 増 殖 す る の に 有 効
な 量 の 請 求 項 ７ ま た は ８ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド に 接 触 さ せ る 工 程 を 有 す る 、 内 皮 細 胞 の 増
殖 を 生 体 外 に お い て 刺 激 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 内 皮 細 胞 が 、 血 管 内 皮 細 胞 ま た は リ ン パ 内 皮 細 胞 で あ る 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 請 求 項 ７ ま た は ８ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び 薬 学 で 許 容 さ れ る キ ャ リ ア ま た は ア ジ
ュ バ ン ト を 有 す る 、 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 更 に 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ ， Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｂ ， Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ ， Ｐ ｌ Ｇ Ｆ ， Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ ， Ｆ Ｇ Ｆ お よ び ヘ
パ リ ン か ら な る グ ル ー プ か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 一 つ の 物 質 を 有 す る 、 請 求 項 ２ １ に 記
載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 請 求 項 ９ に 記 載 の 抗 体 、 お よ び 薬 学 で 許 容 さ れ る キ ャ リ ア ま た は ア ジ ュ バ ン ト を 有 す る
、 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 記 抗 体 が 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 、 お よ び 、 キ メ ラ 抗 体 か ら な る グ ル ー プ
か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 請 求 項 ７ ま た は ８ に 記 載 の 第 一 の ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び 第 二 の ポ リ ペ プ チ ド か ら な る 、
タ ン パ ク 質 ダ イ マ ー 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 前 記 タ ン パ ク 質 ダ イ マ ー が ホ モ ダ イ マ ー で あ り 、 前 記 第 二 の ポ リ ペ プ チ ド が 、 前 記 第 一
の ポ リ ペ プ チ ド と 同 じ で あ る 、 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の タ ン パ ク 質 ダ イ マ ー 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 前 記 タ ン パ ク 質 ダ イ マ ー が ヘ テ ロ ダ イ マ ー で あ り 、 前 記 第 二 の ポ リ ペ プ チ ド が 、 Ｖ Ｅ Ｇ
Ｆ ， Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｂ ， Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ ， Ｐ ｌ Ｇ Ｆ お よ び Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ か ら な る グ ル ー プ か ら 選 択 さ
れ る 、 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の タ ン パ ク 質 ダ イ マ ー 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 生 物 試 料 中 に お け る 請 求 項 ７ ま た は ８ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
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前 記 試 料 を 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 能 力 の あ る 抗 体 に 接 触 さ せ る 工 程 と 、 前 記 抗 体
の 結 合 の 発 生 を 検 出 す る 工 程 と を 有 す る 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 生 体 外 に お け る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 受 容 体 ２ の 活 性 化 方 法 で あ っ て 、 前 記 受 容 体 を 有 す る 細 胞 を 、
前 記 受 容 体 を 活 性 化 す る の に 有 効 な 用 量 の 請 求 項 ７ ま た は ８ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド に 曝 す
工 程 を 有 す る 、 生 体 外 に お け る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 受 容 体 ２ の 活 性 化 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 生 体 外 に お け る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 受 容 体 ３ の 活 性 化 方 法 で あ っ て 、 前 記 受 容 体 を 有 す る 細 胞 を 、
受 容 体 を 活 性 化 す る の に 有 効 な 用 量 の 請 求 項 ７ ま た は ８ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド に 曝 す 工 程
を 有 す る 、 生 体 外 に お け る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 受 容 体 ３ の 活 性 化 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 請 求 項 ９ に 記 載 の 抗 体 と 、 前 記 抗 体 の 結 合 を 検 出 す る た め の 手 段 を 有 す る 、 診 断 ま た は
予 知 の テ ス ト キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 ポ リ メ ラ ー ゼ に 作 用 す る よ う に 結 合 す る 、 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か に 記 載 の 核 酸 分 子 に
対 し て 特 異 的 な プ ラ イ マ ー の 対 を 有 す る 、 診 断 ま た は 予 知 の テ ス ト キ ッ ト で あ っ て 、 前 記
ポ リ メ ラ ー ゼ が Ｄ Ｎ Ａ サ ン プ ル か ら の 前 記 核 酸 分 子 を 選 択 的 に 増 幅 す る こ と が 可 能 と な る
、 診 断 ま た は 予 知 の テ ス ト キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 内 皮 細 胞 に 対 す る 増 殖 因 子 、 そ し て 具 体 的 に は 新 規 な 血 管 内 皮 増 殖 因 子 、 そ
の 因 子 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 、 お よ び そ の 因 子 を 利 用 す る 、 ま た は そ の 因 子 に 由 来 す る 、 医
薬 お よ び 診 断 の 組 成 物 な ら び に 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】

　 血 管 新 生 は 、 組 織 の 正 常 な 成 長 お よ び 発 達 に 必 要 と さ れ る 基 礎 的 な プ ロ セ ス で あ り 、 先
在 血 管 か ら の 新 し い 毛 細 血 管 の 増 殖 に 関 す る 。 血 管 新 生 は 、 胚 発 生 お よ び 正 常 な 組 織 の 成
長 、 修 復 、 お よ び 再 生 に 関 す る だ け で な く 、 女 性 の 生 殖 周 期 、 妊 娠 の 確 立 と 維 持 、 お よ び
創 傷 と 骨 折 の 修 復 に も 関 与 し て い る 。 正 常 の 個 体 に お い て 起 こ る 血 管 新 生 の 他 に 、 血 管 形
成 の 現 象 は 、 多 く の 病 的 プ ロ セ ス 、 特 に 、 腫 瘍 の 増 殖 お よ び 転 移 、 そ し て 特 に 微 小 血 管 系
の 、 血 管 増 殖 が 増 大 す る そ の 他 の 状 態 、 例 え ば 、 糖 尿 病 性 網 膜 症 、 乾 癬 、 お よ び 関 節 症 な
ど に 関 係 し て い る 。 血 管 新 生 の 阻 害 は こ れ ら の 病 的 プ ロ セ ス の 阻 止 ま た は 緩 和 に お い て 有
用 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 一 方 で 、 血 管 新 生 （ 化 ） が 確 立 ま た は 拡 張 す る べ き 状 況 、 例 え ば 組 織 ま た は 臓 器 移 植 後
、 ま た は 虚 血 性 心 疾 患 お よ び 血 栓 性 閉 塞 性 動 脈 炎 の よ う な 、 組 織 の 梗 塞 ま た は 動 脈 狭 窄 に
お い て 側 副 循 環 の 確 立 を 刺 激 す る た め に お い て は 血 管 新 生 の 促 進 が 望 ま し い 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 血 管 新 生 が 、 非 常 に 多 く の 生 理 学 的 お よ び 病 理 学 的 な プ ロ セ ス に お い て 重 大 な 役 割 を 果
た し て い る た め 、 血 管 新 生 の コ ン ト ロ ー ル に 関 与 す る 因 子 に つ い て 熱 心 に 研 究 が 行 わ れ て
き た 。 多 数 の 増 殖 因 子 が 血 管 新 生 の 調 節 に 関 与 し て い る こ と が 示 さ れ て い る ； こ れ ら に は
、 繊 維 芽 細 胞 増 殖 因 子 （ Ｆ Ｇ Ｆ ） 、 血 小 板 由 来 増 殖 因 子 （ Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ ） 、 ト ラ ン ス フ ォ ー ミ
ン グ 増 殖 因 子 α （ Ｔ Ｇ Ｆ α ） そ し て 肝 細 胞 増 殖 因 子 （ Ｈ Ｇ Ｆ ） が 含 ま れ る 。 例 え ば 、 概 説
と し て 、 フ ォ ー ク マ ン （ Folkman） 他 , “ Angiogenesis” , J. Biol. Chem., 1992  10
931-10934を 参 照 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 内 皮 細 胞 － 特 異 的 増 殖 因 子 の 特 定 の フ ァ ミ リ ー お よ び そ れ ら に 対 応 す る 受 容 体 は 、 主 と
し て 内 皮 細 胞 の 増 殖 お よ び 分 化 に 対 す る 刺 激 、 お よ び 、 分 化 し た 細 胞 の 特 定 の 機 能 に つ い
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て の 、 原 因 で あ る と 示 唆 さ れ て き た 。 こ れ ら の 因 子 は Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ
り 、 内 皮 受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ （ Ｒ Ｔ Ｋ ） を 介 し て 作 用 す る と 考 え ら れ る 。 こ れ ま で に
４ つ の 血 管 内 皮 増 殖 因 子 の サ ブ タ イ プ が 同 定 さ れ て い る 。 現 在 で は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ と し て 知
ら れ て い る 、 血 管 内 皮 増 殖 因 子 （ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ ） は 、 い く つ か の ソ ー ス か ら 単 離 さ れ て い る 。
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ は 、 内 皮 細 胞 に 対 し て 高 度 に 特 異 的 な 分 裂 促 進 活 性 を 示 し 、 血 管 新 生 を 引 き
起 こ す 連 続 し た 現 象 全 体 を 刺 激 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 そ れ は 単 球 に 対 す る 強 い 化 学
遊 走 活 性 を 有 し 、 内 皮 細 胞 に お い て プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン 活 性 化 因 子 お よ び プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン
活 性 化 因 子 阻 害 剤 を 誘 導 す る こ と が で き 、 そ し て 微 小 血 管 の 透 過 性 に も 影 響 を 及 ぼ す こ と
が で き る 。 後 者 の 活 性 の た め に 、 そ れ は 、 血 管 透 過 性 因 子 （ Ｖ Ｐ Ｆ ） と 称 さ れ る こ と も あ
る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ の 単 離 お よ び 特 性 に つ い て は レ ビ ュ ー に お い て 概 説 さ れ て い る ； 　 フ ァ ー ラ ラ
(Ferrara) 他 , “ The Vascular Endothelial Growth Factor Family of Polypeptides”  
J. Cellular Biochem., 1991  212-218お よ び Connolly, “ Vascular Permeability Fac
tor: A Unique Regulator of Blood Vessel Function” , J. Cellular Biochem., 1991 
 219-223 を 参 照 。

【 ０ ０ ０ ７ 】
　 よ り 最 近 に は 、 ３ つ の 更 な る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー が 同 定 さ れ た 。 こ れ ら は Ｖ
Ｅ Ｇ Ｆ － Ｂ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ お よ び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ ２ と 命 名 さ れ て い る 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｂ は 、 Ludwig
 Institute for Cancer Researchお よ び The University of Helsinkiに よ る 国 際 特 許 出 願
第 Ｐ Ｃ Ｔ ／ Ｕ Ｓ ９ ６ ／ ０ ２ ９ ５ ７ （ Ｗ Ｏ ９ ６ ／ ２ ６ ７ ３ ６ ） に お い て 記 載 さ れ て お り 、 Ｖ
Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ は 、 ヨ ウ コ フ （ Joukov） 他 , The EMBO Journal, 1996  290-298に お い て 記
載 さ れ て お り 、 そ し て Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ ２ は 、 Human Genome Sciences, Inc. に よ る 国 際 特 許 出 願
第 Ｐ Ｃ Ｔ ／ Ｕ Ｓ ９ ４ ／ ０ ５ ２ ９ １ （ Ｗ Ｏ ９ ５ ／ ２ ４ ４ ７ ３ ） に お い て 記 載 さ れ て い る 。 Ｖ
Ｅ Ｇ Ｆ － Ｂ は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ の も の と 非 常 に よ く 似 た 血 管 形 成 お よ び そ の 他 の 特 性 を 有 す る が
、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ と は 異 な る 組 織 に お い て 分 布 、 発 現 し て い る 。 具 体 的 に は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｂ は 、
心 臓 に お い て 非 常 に 強 く 発 現 し て お り 、 そ し て 肺 に お い て は 弱 く し か 発 現 し て お ら ず 、 こ
れ は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ の 場 合 と 逆 で あ る 。 こ れ は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ と Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｂ は 、 多 く の 組 織 に お い
て 共 発 現 (co-expressed)し て い る と い う 事 実 に か か わ ら ず 、 機 能 に お い て 異 な っ て い る 可
能 性 が あ る と い う こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｂ は 、 細 胞 の レ チ ノ イ ン 酸 結 合 タ ン パ ク 質 タ イ プ Ｉ （ Ｃ Ｒ Ａ Ｂ Ｐ － Ｉ ） と 相
互 作 用 す る 可 能 性 の あ る 細 胞 タ ン パ ク 質 の た め の ス ク リ ー ニ ン グ 法 で あ っ た 、 酵 母 共 ハ イ
ブ リ ッ ド 相 互 作 用 ト ラ ッ プ ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 を 用 い て 単 離 さ れ た 。 そ の 単 離 と 特 徴 に つ
い て は 、 Ｐ Ｃ Ｔ ／ Ｕ Ｓ ９ ６ ／ ０ ２ ９ ５ ７ お よ び オ ロ フ ソ ン （ Olofsson） 他 , Proc. Natl. 
Acad. Sci., 1996  2576-2581に お い て 詳 細 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ は 、 Ｐ Ｃ － ３ 前 立 腺 ガ ン 細 胞 ラ イ ン （ Ｃ Ｒ Ｌ １ ４ ３ ５ ） の 条 件 培 地 か ら 、
Ｆ ｔ ｌ ４ を 発 現 す る よ う に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 を 用 い た 、 内 皮 細 胞 － 特 異 的 受 容
体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ Ｆ ｔ ｌ ４ の チ ロ シ ン リ ン 酸 化 を 生 じ さ せ る 培 地 の 能 力 に つ い て の ス ク
リ ー ニ ン グ に よ っ て 単 離 さ れ た 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ は 、 組 換 え Ｆ ｔ ｌ ４ を 用 い た ア フ ィ ニ テ ィ
ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 使 用 し て 精 製 さ れ 、 Ｐ Ｃ － ３ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー か ら ク ロ ー
ニ ン グ さ れ た 。 そ の 単 離 と 特 徴 に つ い て は 、 ヨ ウ コ フ （ Joukov） 他 , The EMBO Journal, 
1996  290-298に お い て 詳 細 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ ２ は 、 高 度 に 腫 瘍 形 成 性 の (tumorgenic)、 エ ス ト ロ ゲ ン 非 依 存 性 の ヒ ト 乳 ガ ン
細 胞 ラ イ ン か ら 単 離 さ れ た 。 こ の 分 子 は Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ に 対 し て 約 ２ ２ ％ の ホ モ ロ ジ ー 、 お よ び
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ に 対 し て ３ ０ ％ の ホ モ ロ ジ ー を 有 す る と 述 べ ら れ て い る が 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ ２ を コ ー ド
す る 遺 伝 子 の 単 離 方 法 に つ い て は 明 ら か で は な く 、 生 物 活 性 の キ ャ ラ ク タ リ ゼ ー シ ョ ン に
つ い て は 開 示 さ れ て い な い 。
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【 ０ ０ １ １ 】
　 血 管 内 皮 増 殖 因 子 は Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － 受 容 体 フ ァ ミ リ ー の 受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ に 結 合 す る
こ と に よ っ て 作 用 し て い る と 考 え ら れ る 。 ５ つ の 内 皮 細 胞 － 特 異 的 受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー
ゼ 、 即 ち 、 Ｆ ｌ ｔ － １ （ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － １ ） 、 Ｋ Ｄ Ｒ ／ Ｆ ｌ ｋ － １ （ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ２ ） 、 Ｆ
ｌ ｔ ４ （ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ ） 、 Ｔ ｉ ｅ お よ び Ｔ ｅ ｋ ／ Ｔ ｉ ｅ － ２ 、 が 同 定 さ れ て い る 。 こ れ
ら の す べ て が シ グ ナ ル 伝 達 の た め に 必 要 な 内 因 性 の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 活 性 を 有 す る 。 重 要
な 、 Ｆ ｌ ｔ － １ 、 Ｆ ｌ ｋ － １ 、 Ｔ ｉ ｅ お よ び Ｔ ｅ ｋ ／ Ｔ ｉ ｅ － ２ の 血 管 形 成 と 血 管 新 生 に
お け る 特 異 的 な 役 割 は 、 マ ウ ス 胚 に お い て こ れ ら 受 容 体 を 不 活 性 化 す る よ う な 標 的 化 (tar
geted) 突 然 変 異 に よ っ て 実 証 さ れ た 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － １ と Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ２ と は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ
に 高 い ア フ ィ ニ テ ィ ー で 結 合 し 、 そ し て Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － １ は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｂ お よ び 胎 盤 増 殖
因 子 （ Ｐ ｌ Ｇ Ｆ ） に も 結 合 す る 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ は Ｆ ｌ ｔ ４ （ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ ） に 対 す る リ
ガ ン ド で あ る こ と が 示 さ れ 、 そ し て Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ２ も 活 性 化 す る (ヨ ウ コ フ （ Joukov） 他 ,
 1996)。 Ｔ ｅ ｋ ／ Ｔ ｉ ｅ － ２ に 対 す る リ ガ ン ド は 記 載 さ れ て い る (Regeneron Pharmaceuti
cals, Inc.に よ る 国 際 特 許 出 願 第 Ｐ Ｃ Ｔ ／ Ｕ Ｓ ９ ５ ／ １ ２ ９ ３ ５ （ Ｗ Ｏ ９ ６ ／ １ １ ２ ６ ９
） )； し か し Ｔ ｉ ｅ に 対 す る リ ガ ン ド は ま だ 同 定 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 受 容 体 Ｆ ｌ ｔ － ４ は 胎 児 に お い て は 静 脈 お よ び リ ン パ 内 皮 に 発 現 し て お り 、 そ し て 成 人
に お い て は 主 に リ ン パ 内 皮 に 発 現 し て い る (カ イ パ イ ネ ン （ Kaipainen） 他 , Cancer Res, 
1994  6571-6577; Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1995  3566-3570)。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ
は リ ン パ 内 皮 に お い て 第 一 の 機 能 を 有 し て お り 、 血 管 新 生 と 透 過 性 の 制 御 に お い て 、 Ｖ Ｅ
Ｇ Ｆ と 共 有 さ れ る 第 二 の 機 能 を 有 し て い る 可 能 性 が あ る と い う こ と が 示 唆 さ れ て い る (ヨ
ウ コ フ （ Joukov） 他 , 1996)。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　 血 管 内 皮 増 殖 因 子 フ ァ ミ リ ー の 新 規 な タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヒ ト ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 提 供 、 及
び そ の 利 用 を 目 的 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ４ 】
　 今 回 我 々 は 血 管 内 皮 増 殖 因 子 フ ァ ミ リ ー の 新 規 な タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヒ ト
ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 単 離 し た 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ と 称 す る 、 そ の 新 規 な タ ン パ ク 質 は 、 こ の フ ァ ミ リ ー
の そ の 他 の メ ン バ ー と 構 造 的 類 似 性 を 示 す 。
【 ０ ０ １ ５ 】

　 本 発 明 は 、 概 し て 、 内 皮 細 胞 の 増 殖 ま た は 分 化 を 刺 激 お よ び ／ ま た は 増 強 す る 能 力 を 有
す る 新 規 に 単 離 さ れ た 増 殖 因 子 、 そ の 新 規 な 増 殖 因 子 を コ ー ド す る 単 離 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 、 お よ
び 診 断 お よ び ／ ま た は 治 療 上 の 適 用 の た め に 有 用 な 組 成 物 を 提 供 す る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ６ 】
　 第 １ の 側 面 に よ れ ば 、 本 発 明 は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ と 命 名 さ れ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｂ お
よ び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ に 構 造 的 に ホ モ ロ ガ ス な (homologous)新 規 な ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
、 単 離 お よ び 精 製 さ れ た 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。 好 適 な 実 施 態 様 に お い て 、 前 記 核 酸 分 子 は
配 列 番 号 １ 、 配 列 番 号 ４ 、 配 列 番 号 ６ ま た は 配 列 番 号 ７ に 示 す 配 列 を 含 む ｃ Ｄ Ｎ Ａ で あ る
。 本 発 明 の こ の 側 面 は 、 配 列 番 号 １ 、 配 列 番 号 ４ 、 配 列 番 号 ６ ま た は 配 列 番 号 ７ の Ｄ Ｎ Ａ
に 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る よ う な 配 列 の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 も 包 含 す る
。 好 ま し く は 前 記 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る Ｄ Ｎ Ａ 分
子 は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の ア ミ ノ 酸 残 基 ９ ３ か ら ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ０ １ の 部 分 を コ ー ド す る も の
で あ り 、 任 意 に （ 随 意 に optionally） Ｆ Ｌ Ａ Ｇ Ｔ Ｍ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 、
作 用 す る よ う に 結 合 さ れ る (operatively linked)。
【 ０ ０ １ ７ 】
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発 明 の 概 要



　 好 ま し く は 、 前 記 ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 配 列 番 号 ４ 、 配 列 番 号 ６ ま た は 配 列 番 号 ７ に 示 す 配 列 を
有 し 、 よ り 好 ま し く は 配 列 番 号 ４ に 示 す 配 列 を 有 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 第 ２ の 側 面 に よ れ ば 、 本 発 明 は 、 下 記 の 特 徴 的 な ア ミ ノ 酸 配 列 ：
　 　 Pro-Xaa-Cys-Val-Xaa-Xaa-Xaa-Arg-Cys-Xaa-Gly-Cys-Cys（ 配 列 番 号 ２ ）
を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 内 皮 細 胞 の 増 殖 を 刺 激 す る 能 力 を
有 し 、 そ し て 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ３ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は 、 内 皮 細 胞 の
増 殖 、 分 化 、 遊 走 ま た は 生 存 の 内 、 少 な く と も １ つ を 刺 激 す る 能 力 を 有 す る 、 そ の フ ラ グ
メ ン ト ま た は ア ナ ロ グ に 実 質 的 に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 こ れ ら の 能 力 は 、 こ こ で は “ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の 生 物 活 性 ” と 称 し 、 そ し て 当 業 者 に 周 知 の
方 法 に よ っ て 簡 単 に テ ス ト す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 限 定 さ れ
る も の で は な い が 、 血 管 内 皮 細 胞 お よ び ／ ま た は リ ン パ 内 皮 細 胞 の 増 殖 ま た は 分 化 を 含 む
、 内 皮 細 胞 の 増 殖 ま た は 分 化 を 刺 激 す る 能 力 を 有 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 よ り 好 ま し く は 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ５ 、 配 列 番 号 ８ ま た は 配 列 番 号 ９ に 示
す 配 列 を 有 し 、 そ し て 最 も 好 ま し く は 配 列 番 号 ５ に 示 す 配 列 を 有 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 、 好 適 な フ ラ グ メ ン ト は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の ア ミ ノ 酸 残 基 ９
３ か ら ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ０ １ の 部 分 で あ り 、 任 意 に （ optionally） Ｆ Ｌ Ａ Ｇ Ｔ Ｍ ペ プ チ ド に
、 結 合 さ れ る 。 前 記 フ ラ グ メ ン ト が Ｆ Ｌ Ａ Ｇ Ｔ Ｍ に 結 合 し て い る 例 と し て 、 前 記 フ ラ グ メ
ン ト は 、 本 出 願 に お い て 定 義 さ れ る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｄ △ Ｎ △ Ｃ が あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 し た が っ て 、 保 存 的 な 置 換 、 挿 入 ま た は 欠 失 を 有 す る が 、 依 然 と し て Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の 生
物 活 性 を 保 持 し て い る ポ リ ペ プ チ ド は 、 明 ら か に 本 発 明 の 範 囲 内 に 含 ま れ る こ と が 理 解 さ
れ る べ き で あ る 。 当 業 者 で あ れ ば 、 例 え ば 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 の 使 用 、 ま た は 特 異 的
な 酵 素 に よ る 切 断 お よ び ラ イ ゲ ー シ ョ ン 等 の 、 そ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド を 作 成 す る の に 簡
単 に 使 用 で き る 方 法 を 熟 知 し て い る で あ ろ う 。 当 業 者 は ま た 、 ペ プ チ ド 擬 態 性 の 化 合 物 (p
eptidomimetic compounds)ま た は 、 １ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 非 － 自 然 発 生 の ア ミ ノ 酸 ま た
は ア ミ ノ 酸 ア ナ ロ グ に よ っ て 置 換 さ れ て い る 化 合 物 が 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の 生 物 活 性 に 要 求 さ
れ る 側 面 を 保 持 し て い る 可 能 性 が あ る と い う こ と に つ い て も 知 っ て い る で あ ろ う 。 そ の よ
う な 化 合 物 は 、 簡 単 に 作 る こ と が で き 、 ま た 当 業 者 に 周 知 の 方 法 に よ っ て テ ス ト す る こ と
が で き 、 そ し て ま た 、 本 発 明 の 範 囲 内 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 さ ら に 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ に お い て 起 こ る こ と が 知 ら れ て い る 、 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ の 結
果 生 じ る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ ポ リ ペ プ チ ド の 変 異 体 (variant)形 態 、 お よ び 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ を コ
ー ド す る 核 酸 配 列 の 自 然 発 生 の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 (allelic variant)は 、 本 発 明 の 範 囲 内
に 含 ま れ る 。 対 立 遺 伝 子 変 異 体 は 、 当 業 者 に 周 知 で あ り 、 置 換 、 欠 失 、 ま た は １ 以 上 の ヌ
ク レ オ チ ド の 付 加 を 含 む が 、 そ の 結 果 と し て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に 何 ら 実 質 的 な 機
能 的 変 化 を 起 こ さ な い 、 別 の (alternative)形 態 ま た は 核 酸 配 列 を 表 す 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 出 願 に お い て 使 用 さ れ る “ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ ” と い う 用 語 は 、 配 列 番 号 ３ 、 配 列 番 号 ５ 、
配 列 番 号 ８ 、 配 列 番 号 ９ の ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び 本 出 願 に お い て 定 義 す る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の
生 物 活 性 を 有 す る 、 そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト ま た は ア ナ ロ グ を 、 集 合 的 に 指 す も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 そ の よ う な Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の 変 異 体 形 態 は 、 修 飾 (modification)の た め に Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ ポ
リ ペ プ チ ド の 、 非 － 必 須 領 域 を 標 的 化 す る こ と に よ っ て 調 製 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の
非 － 必 須 領 域 は 、 本 出 願 の 図 面 、 特 に 図 ２ お よ び 図 １ ０ に お い て 示 さ れ る 強 く 保 存 さ れ た
領 域 の 外 側 に あ る と 予 想 さ れ る 。 具 体 的 に は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ を 含 む 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ フ ァ ミ リ ー の 増
殖 因 子 は 二 量 体 で あ り 、 そ し て Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｂ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ 、 Ｐ ｌ Ｇ Ｆ 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ａ お
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よ び Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｂ は Ｎ － 末 端 ド メ イ ン 、 即 ち 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － 様 ド メ イ ン に お い て 、 ８ つ の シ
ス テ イ ン 残 基 の 完 全 な 保 存 を 示 す (オ ロ フ ソ ン （ Olofsson） 他 , 1996; ヨ ウ コ フ （ Joukov
） 他 , 1996)。 こ れ ら の シ ス テ イ ン は 分 子 内 お よ び 分 子 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に 関 与 す る と
考 え ら れ て い る 。 更 に 、 完 全 で は な い が 強 く 保 存 さ れ た 更 な る シ ス テ イ ン 残 基 が Ｃ － 末 端
ド メ イ ン に お い て 存 在 す る 。 分 子 内 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ っ て 形 成 さ れ た 、 各 サ ブ ユ ニ ッ
ト の 、 ル ー プ １ 、 ２ お よ び ３ は 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ ／ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ フ ァ ミ リ ー の 増 殖 因 子 に 対 す る 受 容
体 へ の 結 合 に 関 与 し て い る (ア ン ダ ー ソ ン （ Andersson） 他 : Growth Factors, 1995  15
9-164)。 本 出 願 に お い て 示 す よ う に 、 以 前 か ら 知 ら れ て い る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ フ ァ ミ リ ー の メ ン バ
ー に お い て 保 存 さ れ た シ ス テ イ ン は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ に お い て も 保 存 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 し た が っ て 、 当 業 者 で あ れ ば 、 提 案 さ れ る い か な る 変 異 体 形 態 に お い て も こ れ ら の シ ス
テ イ ン 残 基 は 保 存 さ れ る べ き で あ る と い う こ と 、 そ し て ル ー プ １ 、 ２ お よ び ３ に 存 在 す る
活 性 部 位 も 保 存 さ れ る べ き で あ る と い う こ と を 、 よ く 理 解 す る で あ ろ う 。 し か し 、 こ の 分
子 の そ の 他 の 領 域 は 生 物 学 的 機 能 に お い て 重 要 性 は 低 く 、 そ れ ゆ え 修 飾 (modification)の
た め の 好 適 な 標 的 を 提 供 す る と い う こ と が 期 待 さ れ 得 る 。 修 飾 さ れ た (modified)ポ リ ペ プ
チ ド は 、 細 胞 増 殖 テ ス ト の よ う な ル ー チ ン 活 性 ア ッ セ イ 方 法 に よ っ て Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の 生 物
活 性 を 示 す 能 力 に つ い て 簡 単 に テ ス ト す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 修 飾 さ れ た Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ ポ リ ペ プ チ ド の 中 に は 、 内 皮 細 胞 に 、 即 ち Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 受 容 体
に 結 合 す る 能 力 を 有 す る が 、 内 皮 細 胞 の 増 殖 、 分 化 、 遊 走 、 ま た は 生 存 を 刺 激 す る 能 力 を
有 さ な い よ う な も の が あ る と 考 え ら れ る 。 こ れ ら の 修 飾 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ
－ Ｄ の 競 合 性 ま た は 非 競 合 性 の 阻 害 剤 と し て 作 用 す る こ と が で き る と 期 待 さ れ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ
－ Ｄ 作 用 の 阻 止 ま た は 低 下 が 望 ま し い よ う な 状 況 に お い て 有 用 で あ る と 期 待 さ れ る 。 し た
が っ て 、 そ の よ う な 受 容 体 － 結 合 性 で あ る が 、 非 － 分 裂 促 進 性 、 非 － 分 化 誘 導 性 、 非 － 遊
走 誘 導 性 、 ま た は 非 － 生 存 促 進 性 の 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の 変 異 体 も 、 本 発 明 の 範 囲 内 に 含 ま れ
、 本 出 願 に お い て “ 受 容 体 － 結 合 性 だ が 、 そ の 他 の 点 で は 不 活 性 な 変 異 体 ” と 称 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 第 ３ の 側 面 に よ れ ば 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン
ト を コ ー ド す る 、 精 製 お よ び 単 離 さ れ た 核 酸 を 提 供 す る 。 前 記 核 酸 は Ｄ Ｎ Ａ 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ
Ａ 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ の い ず れ で も よ く 、 一 本 鎖 で も 二 本 鎖 で も よ い 。 前 記 核 酸 は 、
細 胞 ま た は 組 織 ソ ー ス か ら 単 離 し て も 、 ま た は 、 組 換 え あ る い は 合 成 起 源 の も の で も よ い
。 遺 伝 暗 号 の 縮 重 の た め に 、 各 配 列 が 、 配 列 番 号 ３ 、 配 列 番 号 ５ 、 配 列 番 号 ８ ま た は 配 列
番 号 ９ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 、 そ れ ら の 活 性 フ ラ グ メ ン ト ま た は ア ナ ロ グ 、 ま た は 、 受 容 体
－ 結 合 性 だ が そ の 他 の 点 で は 不 活 性 あ る い は 部 分 的 に 不 活 性 な そ れ ら の 変 異 体 、 を コ ー ド
す る よ う な 、 多 く の コ ー ド 配 列 が 可 能 で あ る と い う こ と を 当 業 者 で あ れ ば 理 解 す る で あ ろ
う 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の 第 ４ の 側 面 は 、 本 発 明 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ま た は 本 発 明 の 第 ３ の 側 面 に よ る 核 酸 を 含 む
ベ ク タ ー 、 お よ び 、 本 発 明 の 核 酸 ま た は ベ ク タ ー で ト ラ ン ス フ ォ ー ム ま た は ト ラ ン ス フ ェ
ク ト さ れ た 宿 主 細 胞 を 提 供 す る 。 こ れ ら の 細 胞 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 の た め に
特 に 好 適 で あ り 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー で ト ラ ン ス フ ォ ー ム さ れ た 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ (the A
merican Type Culture Collection)か ら 入 手 可 能 な Ｓ ｆ ９ 細 胞 （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｓ Ｒ Ｌ － １ ７
１ ） の よ う な 昆 虫 細 胞 、 お よ び 好 適 な 発 現 プ ラ ス ミ ド に よ っ て ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た ヒ
ト 胚 腎 臓 細 胞 ラ イ ン ２ ９ ３ Ｅ Ｂ Ｎ Ａ を 含 む 。 本 発 明 の 好 適 な ベ ク タ ー は 、 本 発 明 に よ る 核
酸 が 、 １ 以 上 の 適 切 な プ ロ モ ー タ ー お よ び ／ ま た は そ の 他 の 調 節 配 列 （ 制 御 配 列 ） に 、 作
用 す る よ う に (operatively)結 合 さ れ る （ connected)発 現 ベ ク タ ー で あ り 、 そ の よ う な ベ
ク タ ー で ト ラ ン ス フ ォ ー ム ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 適 切 な 宿 主 細 胞 は 、 本 発 明 の ポ
リ ペ プ チ ド を 発 現 す る こ と が 可 能 と な る 。 そ の 他 の 好 適 な ベ ク タ ー は 、 哺 乳 動 物 細 胞 の ト
ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の た め 、 ま た は 遺 伝 子 治 療 の た め に 好 適 な 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ま た は レ
ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー ま た は リ ポ ソ ー ム な ど で あ る 。 多 く の そ の よ う な ベ ク タ ー は 当 業 者
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に 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 に よ る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る こ と
が で き る ベ ク タ ー の 製 造 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 、 上 述 し た よ う に 、 前 記 核 酸 を 、 １
以 上 の 適 切 な プ ロ モ ー タ ー お よ び ／ ま た は そ の 他 の 調 節 配 列 （ 制 御 配 列 ） に 、 作 用 す る よ
う に 結 合 さ せ る 工 程 を 含 む も の で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 は 更 に 、 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド の 製 造 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 、 本 発 明
の 核 酸 ま た は ベ ク タ ー を 宿 主 細 胞 中 で 発 現 さ せ る 工 程 、 お よ び 前 記 宿 主 細 胞 ま た は 前 記 宿
主 細 胞 の 増 殖 培 地 か ら 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 単 離 す る 工 程 と を 含 む も の で あ る 。 本 発 明 の こ
の 側 面 の １ つ の 好 適 な 実 施 態 様 に お い て 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る 前 記
ポ リ ペ プ チ ド の 精 製 を 促 進 す る た め に 、 発 現 ベ ク タ ー に 更 に 、 Ｆ Ｌ Ａ Ｇ Ｔ Ｍ ま た は ヘ キ サ
ヒ ス チ ジ ン (hexahistidine)な ど の ア フ ィ ニ テ ィ ー タ グ を コ ー ド す る 配 列 を 含 ま せ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 さ ら に 別 の 側 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド と 特 異 的 に 反 応 す る 抗 体 を
提 供 す る 。 本 発 明 の こ の 側 面 は 、 前 述 し た Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の 変 異 体 形 態 、 フ ラ グ メ ン ト お よ
び ア ナ ロ グ に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 を 含 む 。 そ の よ う な 抗 体 は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の 阻 害 剤 ま た
は ア ゴ ニ ス ト と し て 、 お よ び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の 検 出 お よ び 定 量 化 の た め の 診 断 剤 と し て 、 有
用 で あ る 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 も モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 も 利 用 で き る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル お よ
び ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 当 該 技 術 分 野 に お け る 標 準 的 方 法 を 使 用 し て 、 本 発 明 の ポ リ ペ
プ チ ド に 対 し て 産 生 す る こ と が で き る 。 あ る 種 の 目 的 の た め に 、 例 え ば 、 臨 床 状 況 に お い
て Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の 効 果 を 阻 害 す る た め に モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 す る べ き 場 合 な ど で は
、 ヒ ト 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は キ メ ラ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 す る の が 望 ま し い で
あ ろ う 。 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 法 を 含 む 、 こ れ ら の 産 生 方 法 も 、 当 業 者 に 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 の こ の 側 面 は ま た 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ を 認 識 し 、 そ し て 適 切 に 標 識 さ れ た 抗 体 も 含 む
。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド ま た は 抗 体 は 、 検 出 可 能 な ラ ベ ル （ 標 識 ） で 標 識 し て 、 診 断
目 的 の た め に 利 用 す る こ と が で き る 。 同 様 に そ の よ う に 標 識 さ れ た 　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ
ド は 、 そ れ に 対 応 す る 受 容 体 を in situで 同 定 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 ポ リ ペ
プ チ ド ま た は 抗 体 を 、 イ メ ー ジ ン グ の た め に 好 適 な 、 超 － 磁 性 の (supermagnetic)、  常 磁
性 の 、 高 電 子 密 度 の 、 エ コ ジ ェ ニ ッ ク の (ecogenic)、 ま た は 放 射 性 の 作 用 剤 と 、 共 有 結 合
で 、 ま た は 非 － 共 有 結 合 で 、 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 診 断 ア ッ セ イ に お け る 使 用 の た め
に 、 放 射 性 ま た は 非 放 射 性 ラ ベ ル を 使 用 す る こ と が で き 、 後 者 は 酵 素 標 識 ま た は ビ オ チ ン
／ ア ビ ジ ン 系 の ラ ベ ル を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 の 臨 床 応 用 は 、 診 断 上 の 応 用 、 創 傷 治 癒 、 組 織 ま た は 臓 器 移 植 に お い て 、 ま た は
、 虚 血 性 心 疾 患 な ど の 、 組 織 梗 塞 ま た は 動 脈 狭 窄 に お け る 側 副 循 環 の 確 立 の た め に お け る
血 管 新 生 の 促 進 、 お よ び ガ ン ま た は 糖 尿 病 性 網 膜 症 の 治 療 に お け る 血 管 新 生 の 阻 害 を 含 む
。 ガ ン の 生 検 材 料 に お け る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の 定 量 化 は 、 将 来 の 転 移 の リ ス ク の 指 標 と し て 利
用 で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ は 、 肺 に お い て 高 度 に 発 現 し て お り 、 そ し て ま た 、 そ れ は 血 管 透 過 性 を 増
大 さ せ る の で 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ は 様 々 な 肺 の 病 状 に 関 連 す る 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ ア ッ セ イ は 様 々
な 肺 の 疾 患 の 診 断 に お い て 利 用 す る こ と が で き る 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ は ま た 、 肺 に お け る 血 液
循 環 お よ び ／ ま た は 肺 と 血 流 と の 間 の ガ ス 交 換 を 改 善 す る た め の 、 肺 の 疾 患 の 治 療 に お い
て 利 用 す る こ と が で き る 。 同 様 に Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ は 、 心 不 全 の 場 合 に お い て 、 心 臓 へ の 血 液
循 環 お よ び Ｏ ２ ガ ス 透 過 性 を 改 善 す る た め に 利 用 す る こ と が で き る 。 同 様 に 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ －
Ｄ は 、 慢 性 閉 塞 性 気 道 疾 患 に お い て 、 血 流 お よ び ガ ス 交 換 を 改 善 す る た め に 利 用 す る こ と
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が で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 逆 に 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ ア ン タ ゴ ニ ス ト （ 例 え ば 、 抗 体 お よ び ／ ま た は 阻 害 剤 ） は 、 鬱 血 心
不 全 な ど の 、 例 え ば 肺 に お い て 、 血 管 透 過 性 の 増 大 に よ っ て 生 じ る 体 液 の 蓄 積 に 関 連 す る
病 状 を 治 療 す る た め に 利 用 す る こ と が で き る 。 こ れ は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ ア ン タ ゴ ニ ス ト が 、 体
液 の 蓄 積 に 対 し て 反 作 用 す る （ 体 液 の 蓄 積 を 相 殺 す る ） た め に 、 血 管 透 過 性 を 相 殺 す る 効
果 を 及 ぼ す こ と に よ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ は 小 腸 お よ び 大 腸 に お い て も 発 現 し て お り 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の 投 与 は 、 そ の
血 液 循 環 増 大 活 性 お よ び 血 管 透 過 性 増 大 活 性 に よ り 、 腸 管 に お け る 吸 収 不 良 症 候 群 を 治 療
す る た め に 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 血 管 新 生 お よ び ／ ま た は 新 血 管 新 生 を 刺 激 す る よ う な 治 療 を 必
要 と す る 哺 乳 類 に お い て 、 血 管 新 生 お よ び ／ ま た は 新 血 管 新 生 を 刺 激 す る 方 法 を 提 供 す る
。 こ の 方 法 は 、 有 効 量 の 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 、 ま た は 、 内 皮 細 胞 の 増 殖 を 刺 激 す る 能 力 を 有 す
る そ の フ ラ グ メ ン ト ま た は ア ナ ロ グ を 、 哺 乳 類 に 投 与 す る 工 程 を 含 む も の で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ を Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｂ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ 、 Ｐ ｌ Ｇ Ｆ 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ 、 Ｆ
Ｇ Ｆ お よ び ／ ま た は ヘ パ リ ン の う ち １ 以 上 と 同 時 に 、 あ る い は 共 同 さ せ て 任 意 に 投 与 し て
も よ い 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 逆 に 、 本 発 明 は 、 血 管 新 生 お よ び ／ ま た は 新 血 管 新 生 を 阻 害 す る よ う な 治 療 を 必 要 と す
る 哺 乳 類 に お い て 、 血 管 新 生 お よ び ／ ま た は 新 血 管 新 生 を 阻 害 す る 方 法 を 提 供 す る  。 こ
の 方 法 は 、 有 効 量 の 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ ア ン タ ゴ ニ ス ト を 、 哺 乳 類 に 投 与 す る 工 程 を 含 む も の
で あ る 。 前 記 ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の 、 そ の 対 応 す る 受 容 体 ま た は 標 的 細 胞 へ
の 結 合 を 阻 止 す る こ と に よ り 、 あ る い は 、 前 記 受 容 体 か ら そ の 細 胞 の 作 用 部 位 へ の シ グ ナ
ル ト ラ ン ス デ ュ ー サ ー の 活 性 化 を 阻 止 す る こ と に よ り 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の 作 用 を 阻 止 す る 薬
剤 で あ れ ば い か な る も の で あ っ て も よ い 。 好 適 な ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ に 対 す
る 抗 体 ； 前 述 し た 、 受 容 体 － 結 合 性 で あ る が 、 非 － 分 裂 促 進 性 の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 変 異 体 な ど
の 、 競 合 性 ま た は 非 － 競 合 性 の 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 受 容 体 へ の 結 合 の 阻 害 剤 ；
お よ び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 少 な く と も １ 部 分 に 対 し て 相 補 的 な ア ン チ
セ ン ス ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 を 含 む が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 は ま た 、 生 物 試 料 （ サ ン プ ル ） 中 の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ
の 方 法 は 、 前 記 試 料 を 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ に 結 合 す る 能 力 を 有 す る 試 薬 に 接 触 さ せ る 工 程 、 お
よ び 結 合 を 検 出 す る 工 程 を 含 む も の で あ る 。 好 ま し く は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ に 結 合 す る 能 力 を
有 す る 試 薬 は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ に 対 す る 抗 体 で あ り 、 よ り 好 ま し く は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で
あ る 。 好 適 な 実 施 態 様 に お い て 、 結 合 お よ び ／ ま た は 結 合 の 程 度 は 検 出 可 能 な ラ ベ ル 手 段
に よ っ て 検 出 さ れ る ； 好 適 な ラ ベ ル は 前 述 の も の で あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト が 治 療 の 目 的 の た め に 使 用 さ れ る 場 合 、 適 用 用 量 お
よ び 経 路 は 、 治 療 さ れ る も の の 状 態 に 依 存 し 、 そ し て 主 治 医 ま た は 獣 医 の 判 断 の 自 由 （ 裁
量 ） に よ る で あ ろ う 。 好 適 な 経 路 は 、 皮 下 、 筋 肉 内 、 ま た は 静 脈 内 の 注 射 、 局 所 適 用 、 イ
ン プ ラ ン ト 、 等 を 含 む 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の 局 所 適 用 は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ と 同 様 の 方 法 で 行 え ば よ い
。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 更 に 別 の 側 面 に よ る と 、 本 発 明 は 、 典 型 的 に は テ ス ト キ ッ ト の 形 態 の 、 診 断 ／ 予 知 （ 予
後 prognostic） の 手 段 を 提 供 す る 。 例 え ば 、 本 発 明 の １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ
－ Ｄ に 対 す る 抗 体 お よ び 検 出 の た め の 手 段 を 含 み 、 そ し て よ り 好 ま し く は 、 前 記 抗 体 と Ｖ
Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の 間 の 結 合 を 評 価 す る 工 程 を 含 む 、 診 断 ／ 予 知 の テ ス ト キ ッ ト を 提 供 す る 。 本
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発 明 に よ る 前 記 診 断 ／ 予 知 の 手 段 の 、 １ つ の 好 適 な 実 施 態 様 に お い て 、 前 記 抗 体 ま た は 前
記 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の い ず れ か が 検 出 可 能 な ラ ベ ル （ 標 識 ） で 標 識 さ れ 、 そ し て 前 記 抗 体 ま た
は 前 記 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の い ず れ か が 基 体 (substrate) に 結 合 さ れ 、 そ う す る こ と に よ っ て 前
記 抗 体 と 前 記 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の 間 の 結 合 の 後 に 、 前 記 基 体 (substrate) に 付 着 し た ラ ベ ル の
量 を 測 定 す る こ と に よ っ て 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ － 抗 体 相 互 作 用 を 調 べ る こ と が で き る 。 本 発 明
の 特 に 好 適 な 実 施 態 様 に お い て 、 前 記 診 断 ／ 予 知 の 手 段 を 、 通 常 の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ キ ッ ト と し
て 提 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 更 に 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 前 記 診 断 ／ 予 知 の 手 段 は 、 試 験 個 体 の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 遺 伝 子
の ゲ ノ ム 配 列 構 造 を 明 ら か に す る た め の 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 手 段 、 お よ び 、 こ の 配 列
構 造 を 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 発 現 に お け る 何 ら か の 異 常 が 所 与 の 疾 患 状 態 と 関 連 し て い る か 否 か
を 明 ら か に す る た め に 、 何 ら か の 異 常 を 検 出 す る 目 的 で 、 本 出 願 に お い て 開 示 さ れ た 配 列
構 造 と 比 較 す る 工 程 を 有 す る も の と す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 更 な る 側 面 に よ る と 、 本 発 明 は 、 試 験 対 象 に お け る 疾 患 状 態 と 関 連 し て い る 可 能 性 が あ
る 、 試 験 対 象 の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 遺 伝 子 構 造 に お け る 異 常 を 検 出 す る 方 法 に 関 す る 。 こ の 方 法
は 、 前 期 試 験 対 象 か ら Ｄ Ｎ Ａ サ ン プ ル を 用 意 す る 工 程 ； 前 記 Ｄ Ｎ Ａ サ ン プ ル を 、 ポ リ メ ラ
ー ゼ に 作 用 す る よ う に 結 合 し た Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 　 Ｄ Ｎ Ａ に 対 し て 特 異 的 な プ ラ イ マ ー の セ ッ
ト と 接 触 さ せ 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 に よ っ て 前 記 サ ン プ ル か ら の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 　 Ｄ Ｎ Ａ
を 選 択 的 に 増 幅 す る 工 程 、 お よ び 、 前 記 サ ン プ ル か ら の 前 記 増 幅 さ れ た Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 　 Ｄ
Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 、 配 列 番 号 １ ま た は 配 列 番 号 ４ に 示 す ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 比 較
す る 工 程 、 を 含 む も の で あ る 。 本 発 明 は ま た 、 ポ リ メ ラ ー ゼ に 作 用 す る よ う に 結 合 し た Ｖ
Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 　 Ｄ Ｎ Ａ に 対 し て 特 異 的 な プ ラ イ マ ー 対 を 含 む テ ス ト キ ッ ト の 提 供 も 含 む も の
で あ り 、 こ こ で 前 記 ポ リ メ ラ ー ゼ は Ｄ Ｎ Ａ サ ン プ ル か ら の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 　 Ｄ Ｎ Ａ を 選 択 的
に 増 幅 す る 能 力 を 有 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 の 別 の 側 面 は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 、 内 皮 細 胞 の 増 殖 を 促 進 す る
そ の フ ラ グ メ ン ト ま た は ア ナ ロ グ 、 ま た は 、 そ れ に 対 す る 抗 体 の い ず れ か を 含 む 医 薬 組 成
物 の 提 供 に 関 す る 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 組 成 物 は 、 任 意 に 、 更 に Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 、
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｂ お よ び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ 、 お よ び ／ ま た は ヘ パ リ ン の う ち 一 以 上 を 含 む も の と す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 更 な る 側 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ ポ リ ペ プ チ ド を 含 む タ ン パ ク 質 ダ イ マ ー
、 特 に ジ ス ル フ ィ ド 結 合 し た ダ イ マ ー に 関 す る 。 本 発 明 の タ ン パ ク 質 ダ イ マ ー は 、 Ｖ Ｅ Ｇ
Ｆ － Ｄ ポ リ ペ プ チ ド の ホ モ ダ イ マ ー 、 お よ び 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ と 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｂ
、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ 、 Ｐ ｌ Ｇ Ｆ ま た は Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ と か ら な る ヘ テ ロ ダ イ マ ー の 両 方 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 の 更 に 別 の 側 面 に よ る と 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の 単 離 の た め の 方 法 が 提 供 さ れ 、 こ の 方
法 は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ を 発 現 す る 細 胞 を ヘ パ リ ン に 曝 し て 前 記 細 胞 か ら の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の 放
出 を 促 進 す る 工 程 と 、 そ の よ う に し て 放 出 さ れ た Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ を 精 製 す る 工 程 と を 含 む も
の で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 の 別 の 側 面 は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ ま た は 内 皮 細 胞 の 増 殖 を 促 進 す る そ の フ ラ グ メ ン ト
ま た は ア ナ ロ グ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 少 な く と も 一 部 に 対 し て 相 補 的 な ア ン チ セ ン ス
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 、 ベ ク タ ー の 提 供 に 関 す る 。 本 発 明 の 更 に 別 の 側 面 に よ る と 、
ア ン チ セ ン ス 配 列 を 有 す る よ う な ベ ク タ ー は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の 発 現 を 阻 害 す る た め 、 ま た
は 少 な く と も 弱 め る た め に 、 利 用 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の 発 現 を 阻 害 す る た め の こ の タ イ プ の ベ ク タ ー の 使 用 は 、 例 え ば 、 血 管 新
生 の 用 意 の た め に 、 腫 瘍 が Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ を 産 生 す る 場 合 な ど の 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の 発 現 が 、
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疾 患 に 関 連 し て い る よ う な 場 合 に お い て 好 ま し い 。 ア ン チ セ ン ス ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す
る ベ ク タ ー で そ の よ う な 腫 瘍 細 胞 を ト ラ ン ス フ ォ ー メ ー シ ョ ン す る こ と に よ り 、 血 管 新 生
が 抑 制 ま た は 遅 延 さ れ 、 そ し て そ の 腫 瘍 の 増 殖 を 阻 害 、 あ る い は 遅 ら せ る こ と に な る で あ
ろ う 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 上 述 の よ う な 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 そ れ ら ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の フ ラ グ メ ン ト 、 お
よ び 、 そ れ ら ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 非 － コ ー ド 鎖 と そ れ ら に 対 し て ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件
下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る の に 十 分 な 類 似 性 を 有 す る そ れ ら ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 変 異 体 は 、
す べ て 、 そ の 他 の 、 非 － ヒ ト の 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の 哺 乳 類 の 形 態 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド を 、 同 定 、 精 製 、 お よ び 単 離 す る た め に 有 用 で あ る 。 し た が っ て 、 そ の よ う な ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド の フ ラ グ メ ン ト お よ び 変 異 体 は 、 本 発 明 の 側 面 で あ る と 考 え ら れ る 。 ス ト リ ン
ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 の 例 は 以 下 の 通 り で あ る ： ５ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ 、 ２ ０ ｍ Ｍ
　 Ｎ ａ Ｐ Ｏ ４ 、 ｐ Ｈ ６ ． ８ 、 ５ ０ ％ ホ ル ム ア ミ ド 中 で ４ ２ ℃ で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
； そ し て ０ ． ２ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ 中 で ４ ２ ℃ で の 洗 浄 、 で あ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 配 列 の 長 さ
お よ び Ｇ Ｃ ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 含 量 に 基 づ い て 、 経 験 的 に こ れ ら の 条 件 を 変 化 さ せ る こ と が
望 ま し い と い う こ と 、 お よ び そ の よ う な 変 化 量 を 決 定 す る た め の 式 が 存 在 す る と い う こ と
は 、 当 業 者 に 理 解 さ れ て い る 。 例 え ば 、 サ ム ブ ル ッ ク （ Sambrook） 他 , “ Molecular Clon
ing: A Laboratory Manual” , Second Edition, Cold Spring Harbor, New York: Cold S
pring Harbor Laboratory(1989)を 参 照 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 更 に 、 精 製 お よ び 単 離 さ れ た 、 そ の 他 の 、 非 － ヒ ト の 、 哺 乳 類 の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の 形 態 を
コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド も ま た 、 そ れ に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 、 そ し て 非
－ ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 変 異 体 に 対 し て 特 異 的 に 免 疫 反 応 性 で あ る 抗 体 と 同 様 に 、 本 発 明 の 側
面 で あ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 精 製 お よ び 単 離 さ れ た 哺 乳 類 の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ ポ リ ペ プ
チ ド 、 そ し て ま た 、 そ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 精 製 お よ び 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド を 含 む も の で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 発 明 の 核 酸 お よ び ポ リ ペ プ チ ド は 、 合 成 的 手 段 ま た は 組 換 え 手 段 に よ っ て 調 製 す る こ
と が で き 、 ま た は 、 天 然 の ソ ー ス か ら 精 製 す る こ と が で き る 、 と い う こ と が 明 ら か に 理 解
さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ５ ５ 】

　 図 １ は 、 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ と ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ １ ６ ５ （ 図 １ ａ ） 、 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ と ヒ ト
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｂ （ 図 １ ｂ ） 、 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ と ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ （ 図 １ ｃ ） 、 そ し て ヒ ト
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ と ヒ ト Ｐ ｌ Ｇ Ｆ （ 図 １ ｄ ） の 、 配 列 間 の 比 較 を 示 す 。 箱 は 、 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ －
Ｄ と 正 確 に 一 致 す る 残 基 を 示 す 。
　 図 ２ は 、 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 、 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ １ ６ ５ 、 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｂ 、 ヒ ト
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ 、 お よ び ヒ ト Ｐ ｌ Ｇ Ｆ の 配 列 間 の 、 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト を 示 す 。 箱 は 、 Ｖ Ｅ
Ｇ Ｆ － Ｄ 配 列 と 正 確 に 一 致 す る 残 基 を 示 す ； そ し て 、
　 図 ３ は 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 （ 配 列 番 号 １ ） か ら 予 測 し た 、 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の ア ミ ノ 酸 配 列
（ 配 列 番 号 ３ ） を 示 す 。 箱 は 、 Ｎ － 結 合 型 グ リ コ シ ル 化 の 可 能 性 の あ る 部 位 を 示 す 。
　 図 ４ は 、 市 販 の ヒ ト 肺 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー か ら ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 単 離
し た 、 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ を コ ー ド す る 第 ２ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号
４ ） を 示 す ； こ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の 全 体 の コ ー ド 領 域 を 含 む 。
　 図 ５ は 、 図 ４ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 か ら 推 定 し た (deduced) 、 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の ア ミ ノ 酸 配
列 （ 配 列 番 号 ５ ） を 示 す 。
　 図 ６ は 、 市 販 の マ ウ ス 肺 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー か ら ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ス ク リ ー ニ
ン グ に よ っ て 単 離 し た 、 マ ウ ス Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ １ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列
（ 配 列 番 号 ６ ） を 示 す 。
　 図 ７ は 、 図 ６ と 同 じ ラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 し た 、 マ ウ ス Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ ２ を コ ー ド す る ｃ
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Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ７ ） を 示 す 。
　 図 ８ は 、 マ ウ ス Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ １ の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ８ ） と マ ウ ス
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ ２ の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ９ ） を 示 す 。
　 図 ９ は 、 マ ウ ス Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ １ 、 マ ウ ス Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ ２ 、 お よ び ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の 推
定 ア ミ ノ 酸 配 列 間 の 、 比 較 を 示 す 。
　 図 １ ０ は 、 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 、 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ １ ６ ５ 、 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｂ 、 ヒ ト
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ 、 お よ び ヒ ト Ｐ ｌ Ｇ Ｆ の ア ミ ノ 酸 配 列 間 の 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト を 示 す ； そ し
て 、
　 図 １ １ は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ ま た は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の い ず れ か を 発 現 す る Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 か ら の 条
件 培 地 を 、 Ｂ ａ ／ Ｆ ３ 細 胞 に お い て 発 現 し た キ メ ラ 受 容 体 の 細 胞 外 ド メ イ ン に 対 し て 結 合
す る 能 力 に つ い て テ ス ト し た 、 バ イ オ ア ッ セ イ の 結 果 を 示 す 。
　 図 １ ２ は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ ペ プ チ ド の 免 疫 沈 降 お よ び ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 分 析 の 結
果 を 示 す 。
（ Ａ ） ｐ Ｅ Ｆ Ｂ Ｏ Ｓ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｄ ｆ ｕ ｌ ｌ Ｆ Ｌ Ａ Ｇ お よ び ｐ Ｃ Ｄ Ｎ Ａ － １ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ を Ｃ
Ｏ Ｓ 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 生 合 成 的 に ３ ５ Ｓ － シ ス テ イ ン ／ メ チ オ ニ ン で ４ 時 間 標
識 し た 。 こ れ ら 培 養 か ら の 上 清 を 、 Ｍ ２ ゲ ル ま た は プ ロ テ イ ン Ａ に 結 合 し た Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ
に 対 す る 抗 血 清 の い ず れ か で 免 疫 沈 降 し た 。 洗 浄 し た ビ ー ズ を 等 容 量 の ２ ｘ Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ
Ｇ Ｅ サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー で 溶 出 し 、 ボ イ ル し た 。 サ ン プ ル を 次 に １ ２ ％ 　 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ
Ｅ に よ っ て 分 離 し た 。 星 印 （ ★ ） で マ ー ク し た レ ー ン は 、 サ ン プ ル を ジ チ オ ス レ イ ト ー ル
で 還 元 し 、 ヨ ー ド ア セ ト ア ミ ド で ア ル キ ル 化 し た も の を 示 す 。 分 子 量 マ ー カ ー が 示 さ れ て
い る 。 ｆ Ａ お よ び ｆ Ｂ は 、
ｐ Ｅ Ｆ Ｂ Ｏ Ｓ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｄ ｆ ｕ ｌ ｌ Ｆ Ｌ Ａ Ｇ を 発 現 す る Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 か ら の 、 Ｍ ２ ゲ ル に よ っ
て 免 疫 沈 降 さ れ た 、 ４ ３ ｋ Ｄ お よ び ２ ５ ｋ Ｄ 種 を 示 す 。
（ Ｂ ） 精 製 し た Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｄ △ Ｎ △ Ｃ の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 分 析 で あ る 。
Ｍ ２ ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム か ら 溶 出 し た 物 質 の ア リ コ ッ ト （ フ ラ ク シ ョ ン ＃ ３ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ
Ｄ △ Ｎ △ Ｃ ） を 、 ２ ｘ Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー と 混 合 し 、 そ し て １ ５ ％ 　 Ｓ
Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ゲ ル で 分 離 し た 。 タ ン パ ク 質 を 次 に ニ ト ロ セ ル ロ ー ス メ ン ブ ラ ン に ト ラ ン
ス フ ァ ー し 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｍ ２ ま た は コ ン ト ロ ー ル の ア イ ソ タ イ プ が 一 致 し た 抗 体
（ Ｎ ｅ ｇ ） の い ず れ か で 探 索 し た (probed)。 ブ ロ ッ ト を 、 ヤ ギ 抗 － マ ウ ス － Ｈ Ｒ Ｐ 二 次 抗
体 お よ び 化 学 発 光 (ECL, Amersham)を 使 用 し て 現 像 し た 。 単 量 体 の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｄ △ Ｎ △ Ｃ 、
お よ び こ の ペ プ チ ド の 推 定 上 の 二 量 体 形 態 （ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｄ △ Ｎ △ Ｃ ” ） を 矢 印 で 示 す 。 分 子
量 マ ー カ ー が 示 さ れ て い る 。
　 図 １ ３ は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ２ バ イ オ ア ッ セ イ を 用 い た 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｄ △ Ｎ △ Ｃ タ ン パ ク 質 の 分
析 の 結 果 を 示 す 。 組 換 え Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｄ △ Ｎ △ Ｃ 、 お よ び Ｍ ２ ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー に よ っ て 精 製 し た 物 質 を 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ２ バ イ オ ア ッ セ イ を 用 い て 評 価 し た 。 Ｉ Ｌ － ３
を 除 去 す る た め に 洗 浄 さ れ た バ イ オ ア ッ セ イ 細 胞 （ １ ０ ４ ） を 、 Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 で ト ラ ン ス フ
ェ ク ト さ れ た Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ か ら の 条 件 培 地 の ア リ コ ッ ト 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム か ら の フ
ラ ク シ ョ ン ＃ １ （ ボ イ ド 容 量 ） ま た は ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム か ら の フ ラ ク シ ョ ン ＃ ３ （ Ｖ
Ｅ Ｇ Ｆ Ｄ △ Ｎ △ Ｃ を 含 有 す る ） と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 す べ て の サ ン プ ル は 初 濃 度
２ ０ ％ （ 即 ち １ ／ ５ ） で 、 そ の 後 倍 加 希 釈 し て テ ス ト し た 。 細 胞 を １ ０ ％ Ｃ Ｏ ２ の 加 湿 雰
囲 気 に お い て ３ ７ ℃ で ４ ８ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 細 胞 の 増 殖 を 、 １ μ Ｃ ｉ の ３ Ｈ － チ
ミ ジ ン を 添 加 し 、 そ し て ４ 時 間 以 上 か け て 取 り 込 ま れ た 量 を カ ウ ン ト す る こ と に よ っ て 定
量 化 し た 。
　 図 １ ４ は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ で ト ラ ン ス フ ォ ー ム さ れ た 組 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー で
感 染 さ せ た Ｈ Ｆ 細 胞 か ら の 培 養 上 清 に よ る 、 Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ 細 胞 上 の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ３ 受 容 体 （
Ｆ ｌ ｔ ４ ） の チ ロ シ ン リ ン 酸 化 の 刺 激 を 示 す 。
　 図 １ ５ は 、 図 １ ４ に お け る も の と 同 様 に 調 製 し た 培 養 上 清 に よ る 、 Ｐ Ａ Ｅ 細 胞 に お け る
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ２ 受 容 体 （ Ｋ Ｄ Ｒ ） の チ ロ シ ン リ ン 酸 化 の 刺 激 を 示 す 。
　 図 １ ６ は 、 ウ シ の 大 動 脈 の 内 皮 細 胞 （ Ｂ Ａ Ｅ ） に 対 す る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｄ △ Ｎ △ Ｃ の 分 裂 促 進
効 果 を 示 す 。 Ｂ Ａ Ｅ を 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｄ △ Ｎ △ Ｃ を 含 有 す る フ ラ ク シ ョ ン ＃ ３ 、 お よ び ポ ジ テ
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ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て テ キ ス ト に お い て 記 載 さ れ た 精 製 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ を 用 い て 処 理 し た
。 増 殖 因 子 を 添 加 し て い な い 培 地 を 用 い て 得 ら れ た 結 果 を 、 培 地 コ ン ト ロ ー ル と 示 す 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 発 明 を 図 面 お よ び 、 以 下 の 限 定 す る も の で は な い 諸 例 に 言 及 す る こ と に よ っ て 詳 細 に
説 明 す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】

　 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ フ ァ ミ リ ー に お い て 、 オ ー フ ァ ン 受 容 体 は 知 ら れ て い な い た め 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ フ
ァ ミ リ ー の 更 な る メ ン バ ー は 見 い だ さ れ な い だ ろ う と 考 え ら れ て き た 。 さ ら に 、 我 々 は 従
来 技 術 に お い て 、 そ の 他 の そ の よ う な フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー が 存 在 す る で あ ろ う と い う 示 唆
に つ い て 何 ら 知 ら な い 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 核 酸 デ ー タ ベ ー ス の コ ン ピ ュ ー タ ー サ ー チ を 、 他 の プ ロ ジ ェ ク ト に 付 随 し て 、 サ ー チ ト
ピ ッ ク ス と し て Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｂ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ お よ び Ｐ ｌ Ｇ Ｆ の ア ミ ノ 酸 配 列 を
使 用 し て 行 っ た 。 こ の サ ー チ に よ っ て い く つ か の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 が 同 定 さ れ た 。 こ れ ら の 配
列 の １ つ で あ る 、 GenBank登 録 番 号 Ｈ ２ ４ ８ ２ ８ は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ の シ ス テ イ ン リ ッ チ Ｃ
－ 末 端 領 域 に 似 た 構 造 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い た 。 こ の 配 列 は 、 Ｅ Ｓ Ｔ デ ー タ ベ ー
ス (database of expressed sequence tags)（ ｄ ｂ Ｅ Ｓ Ｔ ） か ら 得 た も の で あ り 、 こ の 明
細 書 で こ れ を 特 定 す る た め に Ｘ Ｐ Ｔ と 命 名 す る 。 こ の Ｘ Ｐ Ｔ ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 ” Soares Breas
t 3NbHBst” と 称 さ れ る 、 成 人 女 性 の 乳 房 組 織 か ら の ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 用 い て 構 築 さ れ た 、 ヒ ト
ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 さ れ た も の で あ る 。 確 認 で き る 限 り 、 こ れ は 正 常 な 乳 房 組
織 で あ っ た 。 世 界 中 の 研 究 所 か ら ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 集 め 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 配 列
を 整 え (array)、 配 列 決 定 の た め に 他 の 組 織 に そ れ ら を 提 供 し て い る 、 the Integrated Mo
lecular Analysis of Genome Expression Consortium(IMAGE Consortium)に し た が っ て 、
Ｘ Ｐ Ｔ 　 Ｄ Ｎ Ａ の 配 列 決 定 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 デ ー タ ベ ー ス に お い て 示 さ れ た Ｘ Ｐ Ｔ 配 列 は 、 ４ １ ９ ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ り 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ
－ Ｃ の Ｃ － 末 端 の １ ０ ０ ア ミ ノ 酸 、 即 ち ヨ ウ コ フ （ Joukov） 他  (1996)の ナ ン バ リ ン グ 方
法 を 用 い る と 、 お よ そ 残 基 ２ ５ ０ か ら ３ ５ ０ 、 に 類 似 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド し て い た
。 同 様 に そ の 他 の タ ン パ ク 質 に お い て シ ス テ イ ン リ ッ チ 領 域 が み ら れ る が 、 こ れ ら は 、 例
え ば 、 ユ ス リ カ 類 の Chironomus tentansの 唾 液 腺 に お い て 合 成 さ れ る 分 泌 絹 － 様 タ ン パ ク
質 ｓ ｐ １ ８ ５ の よ う に 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ フ ァ ミ リ ー と は 機 能 に お い て 全 く 無 関 係 の も の で あ る 。
こ の タ ン パ ク 質 は 、 バ ル ビ ア ニ 環 、 即 ち 、 ユ ス リ カ 唾 液 腺 に お け る 多 糸 染 色 体 に み ら れ る
、 組 織 特 異 的 染 色 体 “ パ フ ” に 位 置 す る 、 遺 伝 子 Ｂ Ｒ ３ に よ っ て コ ー ド さ れ る も の で あ る
(Dignam and Case: Gene, 1990  133-140; ポ ー ル ソ ン （ Paulsson） 他 , J. Mol. Biol.
, 1990  331-349) 。 ヨ ウ コ フ （ Joukov） 他  (1996)に お い て は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ に お け
る ｓ ｐ １ ８ ５ － 様 構 造 モ チ ー フ は 、 フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ て 独 立 し た ド メ イ ン に な る 可 能
性 が あ り 、 そ れ は 生 合 成 の 後 少 な く と も 部 分 的 に 切 断 さ れ る と 考 え ら れ る と い う こ と 、 そ
し て Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ の Ｃ － 末 端 領 域 に お い て 、 ｓ ｐ １ ８ ５ 型 の 少 な く と も 一 つ の シ ス テ イ ン モ チ
ー フ が 存 在 す る と い う こ と が 述 べ ら れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 ヨ ウ コ フ （ Joukov） 他 の 図 ３ は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ の Ｃ － 末 端 の 、 シ ス テ イ ン リ ッ チ 領 域 の
最 後 の ３ 分 の ２ は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ ま た は Ｐ ｌ Ｇ Ｆ と 整 列 化 (align)せ ず 、 実 際 に Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ ま た
は Ｐ ｌ Ｇ Ｆ に お い て は 存 在 し な い Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ の Ｃ － 末 端 延 長 （ 部 ） と 考 え ら れ る で あ ろ
う と い う こ と を 示 し て い る 。 Ｘ Ｐ Ｔ に よ っ て コ ー ド さ れ る 配 列 は こ の 延 長 部 と 類 似 し て い
る 。 Ｘ Ｐ Ｔ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ は そ の ５ ’ 末 端 に お い て 切 断 さ れ て お り （ 切 形 （ truncated） で あ
り ） 、 そ の た め シ ス テ イ ン リ ッ チ ド メ イ ン に 対 し て Ｎ － 末 端 側 の 領 域 に つ い て の ア ミ ノ 酸
配 列 は 推 定 す る こ と も 予 想 す る こ と も 全 く 不 可 能 で あ っ た 。 し た が っ て 、 Ｘ Ｐ Ｔ － 由 来 の
配 列 に 類 似 し て い る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ の 部 分 は 、 そ の 他 の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー の 間
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で 保 存 さ れ て い る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ の 領 域 ま で 延 長 し て い な い 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 上 述 の よ う に 、 全 長 Ｘ Ｐ Ｔ 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の Ｎ － 末 端 領 域 （ ｄ
ｂ Ｅ Ｓ Ｔ に お い て 報 告 さ れ て い る 切 形 （ truncated） の Ｘ Ｐ Ｔ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ と は 異 な る の で
） が 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー の い ず れ か 、 特 に 、 さ ら に Ｎ － 末 端 の ２ ５ ０ ア ミ ノ
酸 を 有 す る 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ 、 に 対 し て な ん ら か の さ ら な る ホ モ ロ ジ ー を 示 す か 否 か を 予 想
す る の は 不 可 能 で あ っ た 。 例 え ば 、 全 長 Ｘ Ｐ Ｔ 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る 自 然 発 生 の タ ン
パ ク 質 が 、 ユ ス リ カ 唾 液 腺 タ ン パ ク 質 の ヒ ト ホ モ ロ ー グ で あ る か も し れ な い 。 そ う で は な
く 、 切 形 の Ｘ Ｐ Ｔ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ に よ っ て コ ー ド さ れ る シ ス テ イ ン リ ッ チ モ チ ー フ の タ イ プ が
、 多 く の 構 造 ド メ イ ン と 同 様 に 、 複 数 の タ ン パ ク 質 の 間 に 広 く 分 布 し て い る か も し れ な い
。 例 え ば 、 シ ス テ イ ン 残 基 の ク ラ ス タ ー は 、 金 属 結 合 、 正 確 な タ ン パ ク 質 の 折 り た た み （
フ ォ ー ル デ ィ ン グ ） を 促 進 す る た め の 分 子 内 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 形 成 、 ま た は 、 タ ン パ ク
質 サ ブ ユ ニ ッ ト か ら 複 合 体 の 構 築 （ ア セ ン ブ リ ー ） の た め の 分 子 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 形
成 に 関 与 し て い る 可 能 性 が あ る (Dignam and Chase, 1990)。 切 形 の Ｘ Ｐ Ｔ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ が 、
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － 関 連 分 子 を コ ー ド す る 配 列 に 由 来 す る も の で あ っ た か を 判 定 す る た め に は 、 よ
り 長 い ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 単 離 す る 必 要 が あ っ た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】

　
　 ｄ ｂ Ｅ Ｓ Ｔ に お い て 報 告 さ れ て い る Ｘ Ｐ Ｔ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の サ ン プ ル を 、 the IMAGE Consor
tiumに よ っ て 得 ら れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 登 録 供 給 者 で あ る 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ (the American Ty
pe Culture Collection)か ら 入 手 し た 。 Ｘ Ｐ Ｔ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ア イ デ ン テ ィ テ ィ （ 同 一 性 ）
を 、 ジ デ オ キ シ チ ェ ー ン タ ー ミ ネ ー シ ョ ン 法 (サ ン ガ ー （ Sanger） 他 , Proc. Natl. Acad.
 Sci. USA, 1977  5463-5467)を 使 用 し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 決 定 に よ っ て 確 認 し た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 Ｘ Ｐ Ｔ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 、 Clontechか ら 購 入 し た 、 ヒ ト 乳 房 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ
ー ニ ン グ す る た め の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ と し て 使 用 し た 。 １ つ の 陽 性 ク ロ ー
ン が 単 離 さ れ 、 そ し て こ の ク ロ ー ン を 次 に 両 鎖 に つ い て 配 列 決 定 し た 。 ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 編 集 し 、 そ し て オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 同 定 し た 。 こ の 核 酸 配 列 を 配 列 番 号 １
に 示 す 。 こ の 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ と 命 名 し 、 そ し て 配
列 番 号 ３ に 表 示 し た そ の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 図 ３ に 示 す 。 図 ３ に お い て 、 コ ン セ ン サ ス
配 列 Ｎ － Ｘ － Ｓ ／ Ｔ 、 た だ し Ｘ は 任 意 の ア ミ ノ 酸 、 を 有 す る 、 推 定 上 の Ｎ － 結 合 型 グ リ コ
シ ル 化 部 位 を 箱 で 囲 っ て 示 し て あ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】

　
　 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ １ ６ ５ ， Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｂ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ －
Ｃ 、 お よ び Ｐ ｌ Ｇ Ｆ の ア ミ ノ 酸 配 列 と 比 較 し た 。 こ れ ら の 比 較 を そ れ ぞ れ 、 図 １ ａ か ら １
ｄ に 示 す 。 配 列 ホ モ ロ ジ ー の 程 度 を 計 算 し た と こ ろ 、 配 列 内 に ア ラ イ ン メ ン ト （ 整 列 化 ）
の 目 的 で 導 入 さ れ た 間 隙 を 計 算 に お い て 考 慮 し な い 場 合 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ と ３
１ ％ 同 一 で あ り 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ と ４ ８ ％ 同 一 で あ り 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｂ と ２ ８ ％ 同 一 で あ り 、
そ し て Ｐ ｌ Ｇ Ｆ と ３ ２ ％ 同 一 で あ る 。 し た が っ て 、 確 認 さ れ た 最 も 近 い 関 係 に あ る タ ン パ
ク 質 は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ で あ っ た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 The GenBank, EMBLお よ び SwissProt核 酸 デ ー タ ベ ー ス で の コ ン ピ ュ ー タ ー サ ー チ で は Ｖ
Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ と 同 一 の (identical)タ ン パ ク 質 配 列 は 全 く 見 ら れ な か っ た 。 前 述 の 配 列 ア ラ
イ ン メ ン ト か ら 予 測 さ れ る よ う に 、 こ れ ら の デ ー タ ベ ー ス に お い て み ら れ る 、 最 も 近 い 関
係 に あ る タ ン パ ク 質 は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ で あ っ た 。 ｄ ｂ Ｅ Ｓ Ｔ の サ ー チ も 行 っ た が 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ
－ Ｄ の 完 全 な コ ー ド 領 域 を 包 含 す る 配 列 は 全 く 見 ら れ な か っ た 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の 配 列 は 、
WO96/11269に 開 示 さ れ て い る Ｔ ｉ ｅ － ２ リ ガ ン ド １ の 配 列 と は 無 関 係 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 検 出 さ れ た ホ モ ロ ジ ー は 単 に 、 ア ミ ノ 酸 配 列 の レ ベ ル に お け る も の に す ぎ な い も の で あ
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っ た と い う こ と を 留 意 す る こ と が 重 要 で あ る 。 し た が っ て 他 の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ フ ァ ミ リ ー の メ ン
バ ー を コ ー ド す る 核 酸 配 列 に よ る 低 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の
よ う な 方 法 に よ っ て 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ま た は ｇ Ｄ Ｎ Ａ を 単 離 す る の は
不 可 能 で あ っ た で あ ろ う 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ フ ァ ミ リ ー の す べ て の メ ン バ ー の 中 で Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ に 最 も 近
い 関 係 に あ る よ う で あ る 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ ア ミ ノ 酸 配 列 は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ に お い て 見 ら れ る シ
ス テ イ ン リ ッ チ ｓ ｐ ８ １ ５ － 様 モ チ ー フ を 含 ん で い る の で 、 本 発 明 の こ の ポ リ ペ プ チ ド は
リ ン パ 内 皮 に お い て 重 要 な 機 能 的 役 割 を 果 た し て い る 可 能 性 が あ る 。 我 々 は 提 案 さ れ て い
る い か な る メ カ ニ ズ ム に も 拘 束 さ れ る 意 図 は な い が 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ と Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ と は 、
そ の 上 で 内 皮 細 胞 が 成 長 す る こ と が 可 能 な 絹 － 様 マ ト リ ッ ク ス を 構 成 し て い る 可 能 性 が あ
る と 考 え ら れ る 。 リ ン パ 管 は 基 底 膜 を 有 し て お ら ず 、 し た が っ て 絹 － 様 マ ト リ ッ ク ス が 基
底 膜 － 様 の 物 質 を 形 成 す る こ と が 可 能 で あ る 。 こ れ は 、 細 胞 増 殖 の 促 進 お よ び ／ ま た は 細
胞 分 化 に お い て 重 要 で あ る 可 能 性 が あ り 、 そ し て 、 ガ ン 、 特 に 転 移 、 薬 物 療 法 、 ガ ン の 予
後 （ 予 知 ） 等 に 関 連 し て い る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】

　
　 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 使 用 し て 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 、 強 塩 基 性
、 強 酸 性 、 疎 水 性 お よ び 極 性 ア ミ ノ 酸 の 数 、 分 子 量 、 等 電 点 、 ｐ Ｈ ７ に お け る 電 荷 、 お よ
び タ ン パ ク 質 全 体 の 組 成 分 析 を 含 む 、 コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 生 化 学 的 な 特 性 を 予 想
し た 。 こ の 分 析 は Proteanタ ン パ ク 質 分 析 プ ロ グ ラ ム 、 バ ー ジ ョ ン 1.20(DATASTAR)を 使 用
し て 行 っ た 。 こ れ ら の 結 果 を 以 下 の 表 １ と 表 ２ と に 要 約 す る 。 表 １ は コ ド ン の 使 用 (codon
 usage)も 示 し て い る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ０ 】
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【 表 １ － １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ １ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ２ 】
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【 表 ２ － １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

【 ０ ０ ７ ３ 】
　 こ の 分 析 に よ り 、 プ ロ セ シ ン グ さ れ て い な い Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ モ ノ マ ー の 分 子 量 は ３ ７ キ ロ
ダ ル ト ン （ ｋ Ｄ ） で あ る と 予 想 さ れ る 。 こ れ に 比 べ て （ 完 全 に プ ロ セ シ ン グ さ れ た ペ プ チ
ド に 関 す る ） 実 験 に よ る 測 定 値 は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ モ ノ マ ー に つ い て は ２ ０ か ら ２ ７ ｋ Ｄ で
あ り 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｂ モ ノ マ ー に つ い て は ２ １ ｋ Ｄ で あ り 、 そ し て Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ モ ノ マ ー に
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つ い て は ２ ３ ｋ Ｄ で あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】

　 例 ２ に 記 載 し た 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ に 対 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 最 初 の 単 離 は 、 ヒ ト 乳 房 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ
イ ブ ラ リ ー の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ス ク リ ー ニ ン グ に よ る も の で あ っ た 。 そ の よ う に し
て 単 離 さ れ た Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ に 対 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン は た だ １ つ だ け だ っ た の で 、 他 の 別
個 に 単 離 さ れ た Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ と の 比 較 に よ っ て ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 構 造 を 確 認 す る こ と
は 不 可 能 で あ っ た 。 こ の 例 で 記 載 す る 研 究 は 、 更 な る ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー
ン の 単 離 に 関 す る も の で あ り 、 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 構 造 を 確 認 す る た め に 行 わ
れ た も の で あ る 。 そ れ に 加 え て 、 マ ウ ス Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン を 単 離 し た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 Stratageneか ら 購 入 し た ２ つ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー 、 １ つ は ヒ ト 肺 か ら の も の 、 そ し
て １ つ は マ ウ ス 肺 か ら の も の （ そ れ ぞ れ カ タ ロ グ 番 号 ９ ３ ７ ２ １ ０ 、 ９ ３ ６ ３ ０ ７ ） 、 を
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 用 い た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ス ク リ ー ニ ン グ の た め
に 使 用 し た 。 例 ２ に 記 載 し た ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ に 対 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド １ ８ １ ７
か ら ２ ４ ９ ５ に わ た る プ ロ ー ブ を 、 テ ン プ レ ー ト と し て Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 含 む プ
ラ ス ミ ド と 、 下 記 の ２ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ：
　 ５ ’ － Ｇ Ｇ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ｔ Ｔ Ｇ Ｇ Ａ Ｇ （ 配 列 番 号 １ ０ ） 、
お よ び 、
　 ５ ’ － Ｃ Ａ Ｃ Ｔ Ｃ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｃ Ｇ Ａ Ｔ Ｃ Ｔ Ｔ Ｃ Ｇ Ｔ Ｃ （ 配 列 番 号 １ １ ）
を 使 用 し て ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） に よ っ て 作 成 し た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 お よ そ ２ ０ ０ 万 の 組 換 え バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ を 、 前 記 ２ つ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の そ
れ ぞ れ か ら 、 こ の プ ロ ー ブ で ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 ９ つ の ヒ ト の 、 そ し て ６ つ の マ ウ ス の
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ に 対 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン が 続 い て 単 離 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 前 記 ９ つ の ヒ ト の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ に 対 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の う ち ２ つ に つ い て ジ デ オ キ
シ チ ェ ー ン タ ー ミ ネ ー シ ョ ン 法 (サ ン ガ ー （ Sanger） 他 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1
977  5463-5467)を 使 用 し て 完 全 に 配 列 決 定 し た 。 こ の ２ つ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ
Ｆ － Ｄ の コ ー ド 領 域 の 全 体 を 含 ん で お り 、 一 方 の ク ロ ー ン が 他 方 よ り も ５ ’ － 末 端 に お い
て ５ ヌ ク レ オ チ ド 長 か っ た と い う こ と を 除 い て は 同 一 で あ っ た 。 こ の 短 い 方 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ の
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 図 ４ に 示 し 、 配 列 番 号 ４ に 表 示 す る 。 こ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ か ら 推 定 さ れ る ヒ
ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ （ ｈ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 ３ ５ ４ 残 基 長 で あ り 、 こ れ を 図 ５
に 示 す ； こ れ を 配 列 番 号 ５ に 表 示 す る 。 そ の 他 の ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の
う ち ５ つ の ５ ’ 領 域 の 配 列 も 決 定 し た 。 そ れ ぞ れ の ク ロ ー ン に つ い て 、 キ ャ ラ ク タ ラ イ ズ
さ れ た 配 列 は 、 コ ー ド 領 域 の 翻 訳 開 始 部 位 か ら す ぐ に 下 流 に １ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 以 上 の Ｄ
Ｎ Ａ を 含 ん で い た 。 す べ て の ケ ー ス に お い て こ れ ら の 領 域 の 配 列 は 、 図 ４ に 示 す ヒ ト Ｖ Ｅ
Ｇ Ｆ － Ｄ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 、 対 応 す る 領 域 と 同 一 で あ っ た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 ６ つ の マ ウ ス の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ に 対 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の す べ て を 完 全 に 配 列 決 定 し た
。 こ れ ら ク ロ ー ン の 内 、 ２ つ だ け は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の コ ー ド 領 域 全 体 を 含 ん で い た ； そ の 他
の ク ロ ー ン は 切 形 (truncated)で あ っ た 。 コ ー ド 領 域 全 体 を 有 す る ２ つ の ク ロ ー ン の ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 は 異 な っ て お り 、 異 な る サ イ ズ の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド し て い る 。 長 い 方 の
ア ミ ノ 酸 配 列 を ｍ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ １ と 命 名 し 、 そ し て 短 い 方 の 配 列 を ｍ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ ２ と 命
名 し た 。 ｍ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ １ お よ び ｍ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ ２ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド
配 列 を 、 そ れ ぞ れ 図 ６ お よ び 図 ７ に 示 す 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 ｍ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ １ お よ び ｍ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ ２ に 対 す る 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を 図 ８ に 示 す 。 こ
れ ら の 配 列 を そ れ ぞ れ 、 配 列 番 号 ６ ， ７ ， ８ お よ び ９ に 表 示 す る 。 こ れ ら ア ミ ノ 酸 配 列 間
の 相 違 は ：
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　 ｉ ） ｍ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ ２ と の 比 較 に お い て 、 ｍ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ １ に は 残 基 ３ ０ の 後 に ５ ア ミ
ノ 酸 （ Ｄ Ｆ Ｓ Ｆ Ｅ ） が 挿 入 さ れ て い る こ と ； 　
　 ｉ ｉ ） ｍ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ １ の 残 基 ３ １ ７ 、 お よ び ｍ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ ２ の 残 基 ３ １ ２ の 後 の 、
Ｃ － 末 端 の 終 わ り の 部 分 に 完 全 な 相 違 が あ り 、 そ の 結 果 ｍ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ １ が か な り 長 く な
っ て い る こ と 、 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 マ ウ ス Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ に 対 す る ４ つ の 切 形 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ の う ち ３ つ は 、 Ｃ － 末 端 領 域 を コ ー
ド し て い た が 、 Ｎ － 末 端 の ５ ０ ア ミ ノ 酸 を コ ー ド し て い な か っ た 。 こ れ ら ３ つ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ
の す べ て は 、 ｍ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ ２ の Ｃ － 末 端 と 同 じ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の Ｃ － 末 端 を コ ー ド し て
い た 。 そ の 他 の 切 形 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の Ｎ － 末 端 側 の 半 分 の み を コ ー ド し て い
た 。 こ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ か ら 推 定 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 ｍ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ ２ に は 見 ら れ な い が ｍ
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ １ に は 見 ら れ る 、 残 基 ３ ０ の 直 後 の ５ ア ミ ノ 酸 、 Ｄ Ｆ Ｓ Ｆ Ｅ を 含 有 し て い た
。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 前 述 の よ う に 、 こ の 例 に お い て 報 告 し た ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 全 体 の
配 列 は 、 第 ２ の ヒ ト ク ロ ー ン の 配 列 と の 比 較 に よ っ て 確 証 さ れ た 。 さ ら に 、 コ ー ド 領 域 の
５ ’ － 末 端 の 配 列 は ５ つ の 他 の ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン に お い て 同 一 で あ る
こ と が 判 明 し た 。 一 方 、 例 ２ に お い て 報 告 さ れ た 配 列 は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の コ ー ド 領 域 の ほ
と ん ど を 含 ん で い る が 、 こ の 領 域 の ５ ’ － 末 端 付 近 が 不 正 確 で あ っ た 。 こ れ は お そ ら く Ｖ
Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ が コ ー ド 領 域 の ５ ’ － 末 端 付 近 で 切 断 さ れ (truncated)、 そ し て そ
の 位 置 が 他 の 未 同 定 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ と 結 合 し 、 そ の 結 果 、 真 の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の コ ー ド 配 列 の 最
初 の ３ ０ コ ド ン が 欠 失 し 、 そ し て メ チ オ ニ ン 残 基 と 置 換 し た た め で あ る と 考 え ら れ る 。 こ
の メ チ オ ニ ン 残 基 は 、 例 ２ に お い て 示 さ れ た Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 配 列 の Ｎ － 末 端 ア ミ ノ 酸 で あ る
と さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 マ ウ ス Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ １ お よ び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ ２ の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 の Ｎ － 末 端 領 域 は 、 ヒ
ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ か ら 推 定 さ れ る も の と 非 常 に よ く 似 て い る （ 図 ９ を 参 照 ） 。 こ れ は ま た 、
ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ に 対 す る 正 確 な 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 が こ の 例 に お い て 報 告 さ れ た も の で あ
る こ と を 示 し て い る 。 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の Ｎ － 末 端 の ２ ５ ア ミ ノ 酸 は 、 非 常 に 疎 水 性 の 領
域 を 形 成 し て お り 、 こ れ は 、 こ の 領 域 の 部 分 が タ ン パ ク 質 分 泌 の た め の シ グ ナ ル 配 列 で あ
る 可 能 性 が あ る と い う 意 見 と 一 致 す る も の で あ る 。 図 １ ０ は ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の 配 列 と 、
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ フ ァ ミ リ ー の 増 殖 因 子 の そ の 他 の メ ン バ ー 、 即 ち ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ １ ６ ５ （ ｈ Ｖ Ｅ Ｇ
Ｆ １ ６ ５ ） 、 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｂ （ ｈ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｂ ） 、 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ （ ｈ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ
） お よ び ヒ ト 胎 盤 増 殖 因 子 （ ｈ Ｐ ｌ Ｇ Ｆ ） 、 の 配 列 と の ア ラ イ ン メ ン ト を 示 す 。 ア ラ イ ン
メ ン ト 中 の 間 隙 を 計 算 の た め に 無 視 し た 場 合 、 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ は ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て
、 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ １ ６ ５ と ３ １ ％ 同 一 で あ り 、 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｂ と ２ ８ ％ 同 一 で あ り 、 Ｖ Ｅ
Ｇ Ｆ － Ｃ と ４ ８ ％ 同 一 で あ り 、 そ し て ヒ ト Ｐ ｌ Ｇ Ｆ と ３ ２ ％ 同 一 で あ る こ と が 判 明 し た 。
明 ら か に 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ が 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ に 最 も 近 い 関 係 に あ る こ の フ ァ ミ リ ー の メ ン バ
ー で あ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 マ ウ ス Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ １ お よ び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ ２ の 配 列 に お け る 違 い は 、 お そ ら く デ ィ フ ァ
レ ン シ ャ ル ｍ Ｒ Ｎ Ａ ス プ ラ イ シ ン グ に 起 因 す る 可 能 性 が 高 い 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ １ の Ｃ － 末 端
の ４ １ ア ミ ノ 酸 残 基 は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ ２ に お い て 欠 失 し て お り 、 そ し て Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ １ 配 列
と は 近 い 関 係 に な い ９ 残 基 と 置 換 さ れ て い る 。 し た が っ て 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ １ の Ｃ － 末 端 付
近 に 存 在 す る ４ つ の シ ス テ イ ン 残 基 は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ ２ に お い て 欠 失 し て い る 。 こ の 変 化 に
よ っ て 、 タ ン パ ク 質 の 三 次 構 造 ま た は 四 次 構 造 が 変 わ る 可 能 性 が あ り 、 ま た 、 細 胞 内 ま た
は 細 胞 外 の 環 境 に お け る タ ン パ ク 質 の 局 在 に 影 響 を 及 ぼ す 可 能 性 が あ る 。 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ －
Ｄ の Ｃ － 末 端 は マ ウ ス Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ １ の も の に 似 て い る が 、 マ ウ ス Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ ２ に は 似
て い な い 。 マ ウ ス Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ １ の 残 基 ３ ０ の 後 に あ り 、 マ ウ ス Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ ２ に も ヒ ト
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ に も 存 在 し な い 、 小 さ な ５ ア ミ ノ 酸 の 挿 入 が タ ン パ ク 質 の タ ン パ ク 分 解 性 プ
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ロ セ シ ン グ に 影 響 し て い る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ は 、 マ ウ ス と ヒ ト の 間 で 高 度 に 保 存 さ れ て い る 。 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の ア ミ
ノ 酸 残 基 の ８ ５ パ ー セ ン ト が マ ウ ス Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ １ に お け る も の と 同 一 で あ る 。 こ れ は お
そ ら く タ ン パ ク 質 機 能 の 保 存 を 反 映 す る も の で あ る 。 推 定 上 の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の 機 能 は こ こ
で 提 案 し た 。 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の オ ル タ ー ナ テ ィ ブ な 形 態 は 見 つ か ら な か っ た
が 、 マ ウ ス Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 多 様 な 形 態 を 引 き 起 こ す Ｒ Ｎ Ａ ス プ ラ イ シ ン グ の 異
形 (variation)が 、 ヒ ト 組 織 に お い て も 起 こ っ て い る か も し れ な い と い う 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】

　
　 図 ４ に 示 す 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド １ か ら １ ５ ２ ０ に 渡 り 、 全 体 の コ ー ド 領 域 を 含 ん で い る
、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ に 対 す る ヒ ト ｃ Ｄ Ｎ Ａ の フ ラ グ メ ン ト を 、 哺 乳 類 の 発 現 ベ ク タ ー ｐ Ｃ Ｄ Ｎ
Ａ １ － ａ ｍ ｐ に 挿 入 し た 。 こ の ベ ク タ ー を 用 い て 、 以 前 に 記 載 さ れ た Ｄ Ｅ Ａ Ｅ － デ キ ス ト
ラ ン 法 (ア ル ッ フ ォ （ Aruffo） お よ び シ ー ド （ Seed） , 1987)に よ っ て Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 を 一 過 性
に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 そ し て そ の 結 果 得 ら れ た 条 件 細 胞 培 養 培 地 (conditioned cell cu
lture media)を ７ 日 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 に 収 集 し 、 Amicon濃 縮 器 （ １ ０ ， ０ ０ ０ 分
子 量 を カ ッ ト オ フ す る Centricon 10） を 用 い て 、 製 造 業 者 の 指 示 に 従 っ て 濃 縮 し た 。 ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン の た め に 用 い た プ ラ ス ミ ド は ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の た め の 発 現 コ ン ス ト ラ
ク ト と 、 ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 、 マ ウ ス Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を ｐ Ｃ Ｄ Ｎ Ａ １
－ ａ ｍ ｐ に 挿 入 す る こ と に よ っ て 作 成 し た コ ン ス ト ラ ク ト で あ っ た 。 条 件 培 地 を 以 下 に 記
載 す る よ う に ２ 種 類 の バ イ オ ア ッ セ イ で テ ス ト し 、 そ し て そ の 結 果 は Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 が 実 際 に
生 物 学 的 に 活 性 の （ 有 効 な ） Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ を 発 現 お よ び 分 泌 し て い た と い う こ と を 実 証 す
る も の で あ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】

　
　 例 ５ に お い て 示 し た よ う に 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ フ ァ ミ リ ー の 他 の メ ン バ ー に 、 一
次 構 造 に お い て 近 い 関 係 に あ る 。 こ の タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー の ほ と ん ど は 、 内
皮 細 胞 に 対 し て 、 （ 細 胞 ） 分 裂 促 進 性 (mitogenic)お よ び ／ ま た は 走 化 性 を 有 す る (ケ ッ ク
（ Keck） 他 , 1989; リ ョ ン （ Leung） 他 , 1989; ヨ ウ コ フ （ Joukov） 他 , 1996; オ ロ フ ソ
ン （ Olofsson） 他 , 1996)。 さ ら に 文 献 に 記 載 さ れ た 最 初 の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ フ ァ ミ リ ー の メ ン バ
ー で あ る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ （ 以 前 は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ と し て 知 ら れ て い た ） は 、 血 管 透 過 性 の 強 力 な 誘
導 物 質 （ イ ン デ ュ ー サ ー ） で あ る (ケ ッ ク （ Keck） 他 , 1989)。 タ ン パ ク 質 の 構 造 は 、 タ ン
パ ク 質 の 機 能 の 重 要 な 決 定 要 因 で あ る の で 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ も 内 皮 細 胞 に 対 し て 分 裂 促 進 性
で あ る か 、 ま た は 血 管 透 過 性 を 誘 導 す る (induce)可 能 性 が あ る と 考 え ら れ る 。 し た が っ て
、 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ を バ イ オ ア ッ セ イ に て 、 そ れ が 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ に よ っ て 活 性 化 さ れ る
と 分 裂 （ 促 進 ） シ グ ナ ル を 引 き 起 こ す と 考 え ら れ て い る 内 皮 細 胞 － 特 異 的 受 容 体 で あ る 、
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 受 容 体 － ２ （ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ２ ； Ｆ ｌ ｋ － １ と し て も 知 ら れ て い る ） (ス ト ロ ー ン （ S
trawn） 他 , 1996)に 結 合 す る 能 力 に つ い て テ ス ト し た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ２ に 結 合 す る 増 殖 因 子 の 検 出 の た め の バ イ オ ア ッ セ イ は 、 因 子 -依 存 性 の 細
胞 ラ イ ン Ｂ ａ ／ Ｆ ３ に お い て 開 発 (develop)さ れ て お り 、 我 々 の 以 前 の 特 許 出 願 番 号 Ｐ Ｃ
Ｔ ／ Ｕ Ｓ ９ ５ ／ １ ６ ７ ５ ５ に お い て 記 載 さ れ て い る 。 こ れ ら の 細 胞 は イ ン タ ー ロ イ キ ン －
３ （ Ｉ Ｌ － ３ ） の 存 在 下 で 成 長 す る ； し か し 、 こ の 因 子 を 除 去 す る と 、 結 果 と し て ４ ８ 時
間 以 内 に 細 胞 死 が 起 こ る 。 も し 増 殖 刺 激 を 送 達 す る 能 力 の あ る そ の 他 の 受 容 体 が Ｂ ａ ／ Ｆ
３ 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た ら 、 そ れ ら 細 胞 は 、 Ｉ Ｌ － ３ を 含 ま な い 培 地 に お い て 細
胞 が 成 長 す る 場 合 、 そ の 受 容 体 を 活 性 化 す る 特 異 的 な 増 殖 因 子 に よ っ て 救 出 （ レ ス キ ュ ー
） さ れ 得 る 。 受 容 体 － 型 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ の 特 定 の ケ ー ス に お い て は （ 例 え ば 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ
Ｒ ２ ） 、 受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ の 細 胞 外 ド メ イ ン と エ リ ス ロ ポ エ チ ン 受 容 体 （ Ｅ ｐ ｏ Ｒ
） の 膜 貫 通 お よ び 細 胞 質 内 ド メ イ ン と を 含 む キ メ ラ 受 容 体 が 利 用 可 能 で あ る 。 こ の 場 合 、
キ メ ラ 受 容 体 の 細 胞 外 ド メ イ ン に 結 合 す る リ ガ ン ド （ 例 え ば 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ ） に よ る 刺 激 に よ
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例 ６ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 に お け る 発 現

例 ７ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ が Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 受 容 体 － ２ に 結 合 す る 能 力 に つ い て の バ イ オ ア ッ セ イ



り 、 結 果 と し て Ｅ ｐ ｏ Ｒ 細 胞 質 内 ド メ イ ン を 介 す る シ グ ナ ル 伝 達 、 お よ び そ れ に 続 い て Ｉ
Ｌ － ３ を 含 ま な い 増 殖 培 地 に お け る 前 記 細 胞 ラ イ ン の 救 出 （ レ ス キ ュ ー ） が 起 こ る 。 こ の
研 究 に お い て 使 用 す る 、 マ ウ ス Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ２ の 細 胞 外 ド メ イ ン と マ ウ ス Ｅ ｐ ｏ Ｒ の 膜 貫 通
お よ び 細 胞 質 内 ド メ イ ン と か ら な る キ メ ラ 受 容 体 の コ ン ス ト ラ ク シ ョ ン と バ イ オ ア ッ セ イ
自 体 に つ い て 以 下 に 記 載 す る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
プ ラ ス ミ ド コ ン ス ト ラ ク シ ョ ン
ｉ ） キ メ ラ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ２ 受 容 体 を 産 生 す る た め の プ ラ ス ミ ド の コ ン ス ト ラ ク シ ョ ン
　 マ ウ ス Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ２ の 細 胞 外 ド メ イ ン を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ と 、 他 の タ ン パ ク 質 ド メ イ ン
を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ と を 簡 単 に 結 合 す る こ と が 可 能 と な る よ う な プ ラ ス ミ ド コ ン ス ト ラ ク
ト を 得 る た め に 、 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 を 使 用 し て 、 マ ウ ス Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ２ の 、 細 胞 外 ド
メ イ ン と 膜 貫 通 ド メ イ ン と の 移 行 部 （ ジ ャ ン ク シ ョ ン ） を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 位 置 に 、
Ｂ ｇ ｌ Ｉ Ｉ 制 限 酵 素 部 位 を 生 成 し た 。 エ ル リ ッ ヒ ス （ Oelrichs） 他  (1993)に よ っ て 記 載
さ れ た マ ウ ス Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ２ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 全 長 ク ロ ー ン を 哺 乳 類 発 現 ベ ク タ ー ｐ Ｃ Ｄ Ｎ Ａ １
－ ａ ｍ ｐ 中 に 、 Ｂ ｓ ｔ Ｘ Ｉ 制 限 酵 素 部 位 を 利 用 し て サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 一 本 鎖 Ｕ Ｔ Ｐ
＋ Ｄ Ｎ Ａ を Ｍ １ ３ 複 製 起 点 （ ori領 域 ） を 使 用 し て 生 成 し 、 そ し て こ れ を テ ン プ レ ー ト と
し て 使 用 し て 、 所 望 の 位 置 に Ｂ ｇ ｌ Ｉ Ｉ 部 位 を 含 む マ ウ ス Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ２ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 生 成
し た 。 こ の 変 更 し た (altered) Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ２ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 含 む プ ラ ス ミ ド を ｐ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ
２ Ｂ ｇ ｌ と 命 名 し た 。 キ メ ラ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ２ 受 容 体 を 産 生 す る た め に 、 あ ら ゆ る 受 容 体 の 膜
貫 通 お よ び 細 胞 質 内 ド メ イ ン を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト を ｐ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ２ Ｂ ｇ ｌ の
Ｂ ｇ ｌ Ｉ Ｉ 部 位 に 挿 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
ｉ ｉ ） Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ２ ／ Ｅ ｐ ｏ Ｒ キ メ ラ 受 容 体 の コ ン ス ト ラ ク シ ョ ン
　 マ ウ ス Ｅ ｐ ｏ Ｒ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 発 現 ベ ク タ ー ｐ Ｃ Ｄ Ｎ Ａ １ － ａ ｍ ｐ 中 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ
し 、 そ し て 突 然 変 異 誘 発 の た め の テ ン プ レ ー ト と し て 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ を 生 成 し た 。 Ｅ ｐ ｏ Ｒ
の 、 膜 貫 通 ド メ イ ン と 細 胞 外 ド メ イ ン と の 移 行 部 （ ジ ャ ン ク シ ョ ン ） を コ ー ド す る 位 置 に
お い て 、 Ｅ ｐ ｏ Ｒ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 、 Ｂ ｇ ｌ Ｉ Ｉ 制 限 酵 素 部 位 を 挿 入 し 、 こ の Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ
ン ト が 、 ｐ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ２ Ｂ ｇ ｌ 中 の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ２ 細 胞 外 ド メ イ ン を コ ー ド す る 前 記 の 変 更
し た (modified)ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 直 接 ラ イ ゲ ー シ ョ ン で き る よ う に し た 。 さ ら に Ｅ ｐ ｏ Ｒ の 細 胞
質 内 ド メ イ ン に お け る Ｂ ｇ ｌ Ｉ Ｉ 部 位 を 、 無 変 化 の （ サ イ レ ン ト な ） 単 一 ヌ ク レ オ チ ド 置
換 に よ っ て 除 い た 。 Ｅ ｐ ｏ Ｒ の 膜 貫 通 ド メ イ ン と 細 胞 質 内 ド メ イ ン を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ フ
ラ グ メ ン ト を 用 い て 、 次 に 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ２ の 膜 貫 通 ド メ イ ン と 細 胞 質 内 ド メ イ ン を コ ー ド
す る 、 ｐ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ２ Ｂ ｇ ｌ の 部 分 と 置 換 し た 。 こ の よ う に し て Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ２ の 細 胞 外 ド
メ イ ン と 、 Ｅ ｐ ｏ Ｒ の 膜 貫 通 お よ び 細 胞 質 内 ド メ イ ン と か ら な る キ メ ラ 受 容 体 を コ ー ド す
る 、 単 一 の 読 み 枠 が 生 成 し た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 こ の キ メ ラ 受 容 体 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト を 発 現 ベ ク タ ー ｐ Ｂ Ｏ Ｓ に サ ブ ク ロ
ー ニ ン グ し 、 そ し て プ ラ ス ミ ド ｐ ｇ ｋ － ｎ ｅ ｏ と と も に 、 １ ： ２ ０ の 比 で Ｂ ａ ／ Ｆ ３ 細 胞
ラ イ ン に 、 共 － ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ２ － Ｅ ｐ ｏ Ｒ タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 細
胞 を 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ２ 細 胞 外 ド メ イ ン に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Ｍ Ａ ｂ 　 ４ Ｈ ３ ） を 用
い た フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 解 析 に よ っ て 選 抜 し た 。 こ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 １ ９ ９ ４
年 ２ 月 １ ０ 日 に 出 願 さ れ た オ ー ス ト ラ リ ア 特 許 出 願 第 Ｐ Ｍ ３ ７ ９ ４ 号 に 記 載 さ れ て い る 。
高 レ ベ ル の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ２ － Ｅ ｐ ｏ Ｒ を 発 現 す る 細 胞 ラ イ ン を 、 細 胞 を 、 ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｍ
Ａ ｂ 　 ４ Ｈ ３ 、 ま た は 、 ２ ５ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ の 組 換 え Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 中 に て 成 長 さ せ る こ と に よ っ て
選 抜 し た 。 高 レ ベ ル の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ２ － Ｅ ｐ ｏ Ｒ を 発 現 す る 細 胞 ラ イ ン を 、 Ｂ ａ ／ Ｆ ３ － Ｎ
Ｙ Ｋ － Ｅ ｐ ｏ Ｒ と 命 名 し 、 バ イ オ ア ッ セ イ の た め に 使 用 し た 。
【 ０ ０ ９ １ 】
バ イ オ ア ッ セ イ
　 前 述 の Ｂ ａ ／ Ｆ ３ － Ｎ Ｙ Ｋ － Ｅ ｐ ｏ Ｒ 細 胞 を 、 す べ て の Ｉ Ｌ － ３ を 除 去 す る た め に Ｐ Ｂ
Ｓ 中 で ３ 回 洗 浄 し 、 １ ３ ． ５ μ ｌ の 培 地 当 た り １ ０ ０ ０ 細 胞 の 濃 度 と な る よ う に 再 懸 濁 し
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、 そ し て ６ ０ 穴 テ ラ サ キ プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル 当 た り １ ３ ． ５ μ ｌ の ア リ コ ッ ト に 分 け た 。
ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 か ら の 条 件 培 地 を 次 に 細 胞 培 養 培 地 中 に 希 釈 し た 。 内
皮 細 胞 受 容 体 Ｔ ｉ ｅ ２ の 細 胞 外 ド メ イ ン と Ｅ ｐ ｏ Ｒ の 膜 貫 通 お よ び 細 胞 質 内 ド メ イ ン と か
ら な る キ メ ラ 受 容 体 を 発 現 す る 細 胞 を 非 － 応 答 性 コ ン ト ロ ー ル 細 胞 ラ イ ン と し て 用 い た 。
細 胞 を ４ ８ － ９ ６ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 間 に 細 胞 培 養 培 地 単 独 で イ ン キ ュ ベ ー ト し
た 細 胞 は 死 に 、 そ の 他 の ウ ェ ル （ 即 ち Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 － 条 件 培 地 の 存 在 下 の も の ） に お い て み
ら れ た 相 対 的 な 生 存 ／ 増 殖 を 、 ウ ェ ル 当 た り に 存 在 す る 生 細 胞 を 数 え る こ と に よ っ て ス コ
ア し た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 発 現 プ ラ ス ミ ド で 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 か ら の 条 件 培 地 を ３ ０ 倍
濃 縮 し 、 そ し て Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ２ バ イ オ ア ッ セ イ に 使 用 し た 。 ｐ Ｃ Ｄ Ｎ Ａ １ － ａ ｍ ｐ で ト ラ ン
ス フ ェ ク ト さ れ た Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 か ら の 濃 縮 さ れ た 条 件 培 地 を ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て
使 用 し た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 結 果 を 図 １ １ に 示 す 。 こ こ で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 培 地 中 の ３ ０ 倍 濃 縮 さ れ た Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞
－ 条 件 培 地 の パ ー セ ン テ ー ジ （ ｖ ｏ ｌ ／ ｖ ｏ ｌ ） に 対 し て 、 ４ ８ 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ
ン 後 の ウ ェ ル に お け る 生 細 胞 の 数 が プ ロ ッ ト さ れ て い る 。 明 ら か に Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ ま た は Ｖ
Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の い ず れ か を 含 有 す る 条 件 培 地 は こ の ア ッ セ イ に お い て 細 胞 の 生 存 を 促 進 す る
能 力 が あ り 、 こ れ は こ れ ら 両 方 の タ ン パ ク 質 が Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ２ に 結 合 し て そ れ を 活 性 化 す る
こ と が で き る こ と を 示 唆 し て い た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】

　
　 例 ６ の よ う に 調 製 し て ３ ０ 倍 に 濃 縮 さ れ た ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ を 、 麻 酔 さ れ た モ ル モ ッ ト
（ ア ル ビ ノ ／ 白 色 、 ３ ０ ０ － ４ ０ ０ ｇ ） に お い て 行 っ た Ｍ ｉ ｌ ｅ ｓ 血 管 透 過 性 ア ッ セ イ (
マ イ ル ズ （ Miles） お よ び マ イ ル ズ （ Miles） , 1952) に お い て テ ス ト し た 。 ｐ Ｃ Ｄ Ｎ Ａ １
－ ａ ｍ ｐ で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 か ら の 濃 縮 さ れ た 条 件 培 地 を 再 び ネ ガ テ ィ
ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 使 用 し た 。 モ ル モ ッ ト を 抱 水 ク ロ ラ ー ル で 麻 酔 し た （ ３ ． ６ ｇ ／ １
０ ０ ｍ ｌ ； 体 重 １ ０ ｇ 当 た り ０ ． １ ｍ ｌ ） 。 次 に こ れ ら 動 物 の 背 中 を ク リ ッ パ ー で 注 意 深
く 剪 毛 し た 。 動 物 に 対 し て エ バ ン ス ブ ル ー 色 素 （ Ｍ Ｔ 　 Ｐ Ｂ Ｓ 中 ０ ． ５ ％ 、 ０ ． ５ ｍ ｌ ）
の 心 臓 内 注 入 を ２ ３ Ｇ 針 を 使 用 し て 行 い 、 そ し て 次 に １ ０ ０ － １ ５ ０ μ ｌ の 濃 縮 さ れ た Ｃ
Ｏ Ｓ 細 胞 － 条 件 培 地 を 皮 内 に 注 射 し た 。 １ ５ － ２ ０ 分 後 こ れ ら 動 物 を 殺 し (sacrificed)、
そ し て 背 中 の 皮 膚 の 層 を 切 除 し て 下 に あ る 血 管 を 露 出 さ せ た 。 定 量 化 の た め に そ れ ぞ れ の
注 射 部 分 を 切 除 し そ し て ２ － ５ ｍ ｌ の ホ ル ム ア ミ ド 中 で ４ ５ ℃ に 加 熱 し た 。 そ の 結 果 得 ら
れ た 血 管 外 遊 出 し た 色 素 を 含 有 す る 上 清 を 、 次 に ６ ２ ０ ｎ ｍ で 分 光 光 度 的 に 調 べ た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 動 物 １ に つ い て は 、 ３ ０ 倍 濃 縮 さ れ た Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ 条 件 培 地 の 注 射 に 起 因 す る ６ ２ ０ ｎ
ｍ で の 吸 光 度 は ０ ． １ ７ ８ で あ り 、 ３ ０ 倍 濃 縮 さ れ た Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 条 件 培 地 の 注 射 に 起 因
す る ６ ２ ０ ｎ ｍ で の 吸 光 度 は ０ ． １ １ ４ で あ り 、 そ し て ３ ０ 倍 濃 縮 さ れ た ｐ Ｃ Ｄ Ｎ Ａ １ －
ａ ｍ ｐ で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 か ら の 培 地 の 注 射 に 起 因 す る ６ ２ ０ ｎ ｍ で の 吸 光 度
は ０ ． ０ ０ ４ で あ っ た 。 動 物 ２ に つ い て は 、 ３ ０ 倍 濃 縮 さ れ た 培 地 を 皮 内 注 射 の 前 に 細 胞
培 養 培 地 中 で ４ 倍 希 釈 し た 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ 条 件 (conditioned)サ ン プ ル に 起 因 す る ６ ２ ０
ｎ ｍ で の 吸 光 度 は ０ ． １ ４ １ で あ り 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 条 件 サ ン プ ル に 起 因 す る ６ ２ ０ ｎ ｍ で
の 吸 光 度 は ０ ． １ １ ６ で あ り 、 ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 血 清 含 量 を 整 合 し た サ ン プ
ル に 起 因 す る ６ ２ ０ ｎ ｍ で の 吸 光 度 は ０ ． ０ １ ７ で あ っ た 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ ま た は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ
－ Ｄ の 存 在 下 で 両 方 の 動 物 に つ い て 観 察 さ れ た 、 色 素 の 血 管 外 遊 出 の 増 強 は 、 こ れ ら タ ン
パ ク 質 の 両 方 が 血 管 透 過 性 を 強 く 誘 導 す る こ と を 示 す も の で あ っ た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 こ こ で 記 載 さ れ た デ ー タ は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ が 分 泌 タ ン パ ク 質 で あ り 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ の 様 に
、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ２ に 結 合 し て Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ２ を 活 性 化 し 、 血 管 透 過 性 を 誘 導 す る こ と が で き る
と い う こ と を 示 し て い る 。

10

20

30

40

50

(25) JP 2007-167072 A 2007.7.5

例 ８ 血 管 透 過 性 ア ッ セ イ



【 ０ ０ ９ ７ 】
　

　 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 他 の す べ て の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー の 配
列 に 類 似 し た 中 央 部 分 を 含 ん で い る （ 図 １ ０ に お け る ア ラ イ ン メ ン ト に 示 す よ う に 、 ヒ ト
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ ア ミ ノ 酸 配 列 の お よ そ 残 基 １ ０ ０ か ら １ ９ ６ ） 。 し た が っ て Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の
生 理 活 性 の 部 分 は 、 こ の 保 存 領 域 に 存 在 す る で あ ろ う と 考 え ら れ て い た 。 こ の 仮 説 に つ い
て テ ス ト す る た め に 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の 生 合 成 に つ い て 研 究 し 、 そ し て ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の
前 記 保 存 領 域 を 哺 乳 動 物 細 胞 に お い て 発 現 さ せ 、 精 製 し 、 そ し て 以 下 に 記 載 す る バ イ オ ア
ッ セ イ に お い て テ ス ト し た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
プ ラ ス ミ ド コ ン ス ト ラ ク シ ョ ン
　 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の 残 基 ９ ３ か ら ２ ０ １ の 部 分 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト 、 即 ち
Ｎ － 末 端 お よ び Ｃ － 末 端 領 域 を 除 去 し た も の 、 を テ ン プ レ ー ト と し て 全 長 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ －
Ｄ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 含 む プ ラ ス ミ ド を 使 用 し て 、 Ｐ ｆ ｕ 　 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い て 、 ポ リ
メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 に よ っ て 増 幅 し た 。 増 幅 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト は 、 そ の 配 列 を ヌ ク
レ オ チ ド シ ー ク エ ン シ ン グ に よ っ て 確 認 し 、 そ し て 発 現 ベ ク タ ー ｐ Ｅ Ｆ Ｂ Ｏ Ｓ Ｓ Ｆ Ｌ Ａ Ｇ
に 挿 入 し 、 そ れ に よ っ て 生 じ た プ ラ ス ミ ド を ｐ Ｅ Ｆ Ｂ Ｏ Ｓ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｄ △ Ｎ △ Ｃ と 命 名 し た
。 ｐ Ｅ Ｆ Ｂ Ｏ Ｓ Ｓ Ｆ Ｌ Ａ Ｇ ベ ク タ ー は 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン － ３ （ Ｉ Ｌ － ３ ） 遺 伝 子 由 来 の
タ ン パ ク 質 分 泌 の た め の シ グ ナ ル 配 列 お よ び Ｆ Ｌ Ａ Ｇ Ｔ Ｍ オ ク タ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ
Ｎ Ａ を 含 ん で い る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 Ｆ Ｌ Ａ Ｇ Ｔ Ｍ オ ク タ ペ プ チ ド は 、 Ｍ ２ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (IBI/Kodak)等 の 市 販 の 抗 体
に よ っ て 認 識 さ れ る こ と が で き る 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 　 Ｐ Ｃ Ｒ フ ラ グ メ ン ト を 、 Ｉ Ｌ － ３ シ グ
ナ ル 配 列 が Ｆ Ｌ Ａ Ｇ Ｔ Ｍ 配 列 の す ぐ に 上 流 と な り 、 そ し て Ｆ Ｌ Ａ Ｇ Ｔ Ｍ 配 列 が Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ －
Ｄ 配 列 の す ぐ に 上 流 と な る よ う に 、 そ の ベ ク タ ー に 挿 入 し た 。 ３ つ の 配 列 す べ て が 同 じ 読
み 枠 内 と な り 、 そ の た め 哺 乳 動 物 細 胞 へ の ｐ Ｅ Ｆ Ｂ Ｏ Ｓ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｄ △ Ｎ △ Ｃ の ト ラ ン ス フ
ェ ク シ ョ ン の 結 果 と し て 起 こ る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 翻 訳 に よ り 、 そ の Ｎ － 末 端 に Ｉ Ｌ － ３ シ グ ナ ル
配 列 を 有 し 、 続 い て 、 Ｆ Ｌ Ａ Ｇ Ｔ Ｍ オ ク タ ペ プ チ ド お よ び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 配 列 が 並 ぶ タ ン パ
ク 質 が 生 じ る で あ ろ う 。 シ グ ナ ル 配 列 の 切 断 と 引 き 続 い て 起 こ る 細 胞 か ら の タ ン パ ク 質 の
分 泌 に よ り 、 Ｎ － 末 端 に 隣 接 し て Ｆ Ｌ Ａ Ｇ Ｔ Ｍ オ ク タ ペ プ チ ド が タ グ 付 加 さ れ た Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ
－ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド が 生 じ る で あ ろ う 。 こ の タ ン パ ク 質 を Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｄ △ Ｎ △ Ｃ と 命 名 し た 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 さ ら に 、 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の 全 長 コ ー ド 配 列 が 、 Ｆ Ｌ Ａ Ｇ Ｔ Ｍ オ ク タ ペ プ チ ド の 配 列 が
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の コ ー ド 配 列 の す ぐ 下 流 と な り 、 そ し て Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の コ ー ド 配 列 と 同 じ 読
み 枠 と な る よ う に ｐ Ｅ Ｆ Ｂ Ｏ Ｓ Ｉ Ｆ Ｌ Ａ Ｇ に 挿 入 さ れ た 、 ｐ Ｅ Ｆ Ｂ Ｏ Ｓ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｄ ｆ ｕ ｌ
ｌ Ｆ Ｌ Ａ Ｇ と 称 す る 第 ２ の プ ラ ス ミ ド を 構 築 し た 。 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｅ Ｆ Ｂ Ｏ Ｓ Ｉ Ｆ Ｌ Ａ Ｇ は
Ｉ Ｌ － ３ シ グ ナ ル 配 列 を 有 さ ず 、 し た が っ て Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ ／ Ｆ Ｌ Ａ Ｇ 融 合 タ ン パ ク 質 の 分
泌 は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の シ グ ナ ル 配 列 に よ っ て 行 わ れ た 。 ｐ Ｅ Ｆ Ｂ Ｏ Ｓ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｄ ｆ ｕ ｌ ｌ Ｆ
Ｌ Ａ Ｇ は Ｃ － 末 端 に Ｆ Ｌ Ａ Ｇ Ｔ Ｍ オ ク タ ペ プ チ ド が タ グ 付 加 さ れ た 全 長 の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ を
哺 乳 動 物 細 胞 中 で 発 現 さ せ る よ う に デ ザ イ ン さ れ た 。 こ の タ ン パ ク 質 を Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｄ ｆ ｕ ｌ
ｌ Ｆ Ｌ Ａ Ｇ と 命 名 し 、 こ れ は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 生 合 成 の 研 究 に と っ て 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の 翻 訳 後 プ ロ セ シ ン グ に つ い て の 分 析
　 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ ポ リ ペ プ チ ド が プ ロ セ シ ン グ さ れ て 成 熟 し た 完 全 に 活 性 の あ る タ ン パ ク 質
と な る か 否 か を 調 べ る た め 、 ｐ Ｅ Ｆ Ｂ Ｏ Ｓ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｄ ｆ ｕ ｌ ｌ Ｆ Ｌ Ａ Ｇ を Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 に 一
過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た (ア ル ッ フ ォ （ Aruffo） お よ び シ ー ド （ Seed） , 1987)。 Ｃ Ｏ
Ｓ 細 胞 中 で の 発 現 、 そ し て そ の 後 の ３ ５ Ｓ － メ チ オ ニ ン ／ シ ス テ イ ン で の 生 合 成 ラ ベ リ ン
グ お よ び Ｍ ２ ゲ ル で の 免 疫 沈 降 に よ っ て 、 お よ そ ４ ３ ｋ Ｄ （ ｆ Ａ ） お よ び ２ ５ ｋ Ｄ （ ｆ Ｂ
） の 種 が 示 さ れ た （ 図 １ ２ Ａ ） 。 こ れ ら の バ ン ド は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ は 切 断 さ れ て Ｃ － 末 端
フ ラ グ メ ン ト （ Ｆ Ｌ Ａ Ｇ Ｔ Ｍ が タ グ 付 加 ） お よ び 内 部 ペ プ チ ド （ ほ ぼ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｄ △ Ｎ △ Ｃ
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タ ン パ ク 質 に 対 応 す る ） を 生 じ る と い う 考 え に 一 致 す る 。 免 疫 沈 降 の 還 元 （ Ｍ ２ ★ ） に よ
っ て い く ら か ｆ Ａ バ ン ド が 還 元 さ れ 、 こ れ は ２ つ の フ ラ グ メ ン ト の 間 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合
の 可 能 性 を 示 す も の で あ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
内 部 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 お よ び 精 製
　 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｅ Ｆ Ｂ Ｏ Ｓ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｄ △ Ｎ △ Ｃ を 用 い て 、 以 前 に 記 載 さ れ た Ｄ Ｅ Ａ Ｅ － デ
キ ス ト ラ ン 法 (ア ル ッ フ ォ （ Aruffo） お よ び シ ー ド （ Seed） , 1987)に よ っ て Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 に
一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 そ の 結 果 得 ら れ る 条 件 細 胞 培 養 培 地 （ お よ そ １ ５ ０ ｍ ｌ
） を 、 ７ 日 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 収 集 し 、 Ｍ ２ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 結 合 さ せ た 樹
脂 を 用 い た ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に か け た 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 前 記 培 地 を
、 １ ｍ ｌ の Ｍ ２ 抗 体 カ ラ ム に 、 お よ そ ４ 時 間 、 ４ ℃ で バ ッ チ 式 に 流 し た 。 カ ラ ム を 次 に １
０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ８ ． ０ 、 １ ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ で 十 分 に 洗 浄 し 、 そ の 後
同 じ バ ッ フ ァ ー 中 で ２ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 遊 離 の Ｆ Ｌ Ａ Ｇ Ｔ Ｍ ペ プ チ ド で 溶 出 し た 。 そ の 結 果
得 ら れ た 物 質 を 以 下 に 記 載 す る バ イ オ ア ッ セ イ に お い て 使 用 し た 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 精 製 さ れ た Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｄ △ Ｎ △ Ｃ を 検 出 す る た め に Ｍ ２ ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム か ら 溶 出 さ
れ た フ ラ ク シ ョ ン を ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に か け た 。 カ ラ ム フ ラ ク シ ョ ン の ア リ コ ッ ト
を ２ ｘ Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー と 混 ぜ ボ イ ル し て １ ５ ％ Ｓ Ｄ Ｓ ポ リ ア ク リ ル
ア ミ ド ゲ ル に ロ ー デ ィ ン グ し た 。 分 離 し た フ ラ ク シ ョ ン を ニ ト ロ セ ル ロ ー ス メ ン ブ ラ ン に
ト ラ ン ス フ ァ ー し 、 そ し て 非 － 特 異 的 結 合 部 位 を 、 Ｔ ｒ ｉ ｓ ／ Ｎ ａ Ｃ ｌ ／ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０
（ Ｔ Ｓ Ｔ ） お よ び １ ０ ％ 脱 脂 粉 乳 (BLOTTO)中 で の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ り ブ ロ ッ キ ン グ
し た 。 メ ン ブ ラ ン を 次 に ３ μ ｇ ／ ｍ ｌ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｍ ２ ま た は コ ン ト ロ ー ル 抗 体
と と も に 室 温 で ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 後 Ｔ Ｓ Ｔ 中 で 十 分 に 洗 浄 し た 。 次 に メ ン ブ
ラ ン を 二 次 ヤ ギ 抗 － マ ウ ス Ｈ Ｒ Ｐ － 結 合 抗 血 清 と と も に 室 温 で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、
そ の 後 Ｔ Ｓ Ｔ バ ッ フ ァ ー 中 で 洗 浄 し た 。 タ ン パ ク 質 種 の 検 出 は 化 学 発 光 試 薬 (ECL, Amersh
am)を 用 い て 行 っ た （ 図 １ ２ Ｂ ） 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 非 還 元 条 件 下 に お い て 分 子 量 お よ そ ２ ３ ｋ Ｄ の 種 （ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｄ △ Ｎ △ Ｃ ） が 、 Ｍ ２ 抗 体
に よ っ て 検 出 さ れ た 。 こ れ は 、 こ の 内 部 フ ラ グ メ ン ト に 対 す る 予 想 分 子 量 （ １ ２ ， ８ ０ ０
） に Ｎ － 結 合 型 グ リ コ シ ル 化 を 足 し た も の と 一 致 す る ； Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｄ △ Ｎ △ Ｃ は ２ つ の 潜 在
的 Ｎ － 結 合 型 グ リ コ シ ル 化 部 位 を 含 ん で い る 。 お よ そ ４ ０ ｋ Ｄ の 種 も 検 出 さ れ た が 、 こ れ
は 前 記 ２ ３ ｋ Ｄ タ ン パ ク 質 （ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｄ △ Ｎ △ Ｃ ） の 非 － 共 有 結 合 性 の ダ イ マ ー を 表 す も
の で あ る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
バ イ オ ア ッ セ イ
　 ポ リ ペ プ チ ド が Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 受 容 体 － ２ に 結 合 す る 能 力 に つ い て の バ イ オ ア ッ セ イ に 関 し て
は 例 ７ に お い て 詳 細 に 記 載 さ れ て い る 。 Ｍ ２ ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム か ら 溶 出 し た Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ
Ｄ △ Ｎ △ Ｃ タ ン パ ク 質 を 含 有 す る フ ラ ク シ ョ ン の ア リ コ ッ ト を 培 地 で 希 釈 し 、 そ し て 以 前
に 記 載 さ れ た よ う に Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ２ バ イ オ ア ッ セ イ に お い て テ ス ト し た 。 精 製 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｄ △
Ｎ △ Ｃ タ ン パ ク 質 を 含 有 す る こ と が 示 さ れ た （ 図 １ ２ Ｂ ） 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム か ら の
フ ラ ク シ ョ ン ＃ ３ は 、 こ の 精 製 フ ラ ク シ ョ ン の 希 釈 度 １ ／ １ ０ ０ ま で 、 バ イ オ ア ッ セ イ 細
胞 ラ イ ン の 増 殖 を 誘 導 す る 明 ら か な 能 力 を 示 し た （ 図 １ ３ ） 。 そ れ に 対 し て 、 ア フ ィ ニ テ
ィ ー カ ラ ム の ボ イ ド 容 量 （ フ ラ ク シ ョ ン ＃ １ ） は 活 性 を 示 さ ず 、 一 方 オ リ ジ ナ ル の Ｖ Ｅ Ｇ
Ｆ Ｄ △ Ｎ △ Ｃ 条 件 培 地 は 弱 い 活 性 し か 示 さ な か っ た 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 血 管 透 過 性 ア ッ セ イ (マ イ ル ズ （ Miles） お よ び マ イ ル ズ （ Miles） , 1952)は 例 ８ に お い
て 簡 単 に 記 載 さ れ て い る 。 精 製 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｄ △ Ｎ △ Ｃ の ア リ コ ッ ト お よ び Ｍ ２ ア フ ィ ニ テ ィ
ー カ ラ ム の ボ イ ド 容 量 の サ ン プ ル （ ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル ） を 培 地 と 混 合 し 、 モ ル モ ッ
ト の 皮 膚 に 、 皮 内 注 入 （ 注 射 ） し た 。 注 射 部 位 の 皮 膚 の 領 域 を 切 除 し 、 そ し て 血 管 外 遊 出
し た 色 素 を 溶 出 さ せ た 。 精 製 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｄ △ Ｎ △ Ｃ の 注 入 に 起 因 す る ６ ２ ０ ｎ ｍ に お け る 血
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管 外 遊 出 し た 色 素 の 吸 光 度 は ０ ． １ ３ １ ± ０ ． ０ ０ ９ で あ っ た 。 そ れ に 対 し て ボ イ ド 容 量
の サ ン プ ル の 注 入 に 起 因 す る 吸 光 度 値 は ０ ． ０ ９ ２ ± ０ ． ０ ２ ０ で あ っ た 。 し た が っ て Ｖ
Ｅ Ｇ Ｆ Ｄ △ Ｎ △ Ｃ は 血 管 透 過 性 を 誘 導 し た が 、 そ の 効 果 は 僅 か な (marginal)も の で し か な
か っ た 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ２ に 結 合 す る 能 力 が あ る こ と 、 お よ び 、 全 長 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ に 比 べ て 血 管 透 過
性 の 誘 導 が 低 い と い う こ と か ら 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ △ Ｎ △ Ｃ は 競 合 阻 害 に よ っ て 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ －
Ｄ に よ る 血 管 透 過 性 の 誘 導 を 相 対 的 に 低 下 さ せ る と い え る か も し れ な い 。 こ の 意 味 に お い
て 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ △ Ｎ △ Ｃ フ ラ グ メ ン ト は 、 血 管 透 過 性 の 誘 導 に 関 し て Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ に 対
す る ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る と 考 え ら れ る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
要 約
　 ２ つ の 要 因 に よ っ て 我 々 は 活 性 の 促 進 に つ い て Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の 内 部 フ ラ グ メ ン ト を 探 索
す る こ と に し た 。 ま ず 第 １ に 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ フ ァ ミ リ ー の そ の 他 の す べ て の メ ン バ ー と ア ミ ノ
酸 ホ モ ロ ジ ー を 示 す の は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の 中 央 部 分 で あ る と い う こ と が あ る 。 第 ２ に 、 Ｐ
Ｄ Ｇ Ｆ － Ｂ Ｂ 等 の 他 の 増 殖 因 子 で は 内 部 生 理 活 性 ポ リ ペ プ チ ド の 生 成 を 引 き 起 こ す タ ン パ
ク 分 解 性 プ ロ セ シ ン グ が 起 こ る と い う こ と が あ る 。 更 に Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 中 の 全 長 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ
タ ン パ ク 質 に つ い て 見 ら れ る 活 性 は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ を ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞
か ら の 条 件 培 地 に 対 応 す る も の よ り も 低 か っ た 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 成 熟 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 配 列 は 、 Ｆ Ａ Ａ ∧ Ｔ Ｆ Ｙ お よ び Ｉ Ｉ Ｒ Ｒ ∧ Ｓ Ｉ Ｑ Ｉ で 切 断 さ れ 、 残 基
９ ２ － ２ ０ ５ 内 に 含 ま れ る フ ラ グ メ ン ト に 由 来 す る で あ ろ う と い う こ と が 予 想 さ れ た 。 Ｃ
Ｏ Ｓ 細 胞 中 で 発 現 さ せ た Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ ｆ ｕ ｌ ｌ Ｆ Ｌ Ａ Ｇ 　 の 免 疫 沈 降 分 析 か ら 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ
－ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド の 、 こ れ ら の 部 位 に お け る 内 部 タ ン パ ク 分 解 性 切 断 物 (cleavage)と 一 致
す る 種 が 生 じ て い た 。 し た が っ て 、 Ｎ － 末 端 お よ び Ｃ － 末 端 領 域 が 除 去 さ れ た （ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ
Ｄ △ Ｎ △ Ｃ ） 、 切 形 (truncated)形 態 の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ が 、 Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 中 で 産 生 お よ び 発 現
さ れ て い た 。 こ の タ ン パ ク 質 を Ｍ ２ 抗 体 を 用 い て 同 定 お よ び 精 製 し た 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｄ △ Ｎ △
Ｃ タ ン パ ク 質 は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の ９ ２ － ２ ０ ５ フ ラ グ メ ン ト 内 の ペ プ チ ド を 認 識 す る 、 Ａ
２ 抗 体 に よ っ て も 検 出 さ れ た （ こ こ で は 示 さ れ て い な い ） 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｄ △ Ｎ △ Ｃ を Ｖ Ｅ Ｇ
Ｆ Ｒ ２ バ イ オ ア ッ セ イ お よ び Ｍ ｉ ｌ ｅ ｓ 血 管 透 過 性 ア ッ セ イ に よ っ て 評 価 し た と こ ろ 、 Ｖ
Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ２ の 細 胞 外 ド メ イ ン と の ク ロ ス リ ン ク を 検 出 す る よ う に デ ザ イ ン さ れ た バ イ オ ア
ッ セ イ に お い て 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ２ 受 容 体 に 結 合 し て そ れ を 活 性 化 す る こ と が 示 さ れ た 。 Ｍ ｉ
ｌ ｅ ｓ ア ッ セ イ に お け る こ の ポ リ ペ プ チ ド に よ る 血 管 透 過 性 の 誘 導 は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ の 効
果 と は 対 照 的 に 最 低 限 の も の で あ っ た 。
【 ０ １ １ ０ 】

　
　 組 換 え Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の 産 生 の た め に 、 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を バ キ ュ ロ ウ イ ル ス
シ ャ ト ル ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 無 修 飾 の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ “ 全 長 Ｖ Ｅ Ｇ
Ｆ － Ｄ ” と 称 す る ） を 含 む 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス シ ャ ト ル ベ ク タ ー の 他 に 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 　
ｃ Ｄ Ｎ Ａ が 以 下 の よ う に 修 飾 さ れ た ２ 種 の バ キ ュ ロ ウ イ ル ス シ ャ ト ル ベ ク タ ー を 構 築 し た
。
【 ０ １ １ １ 】
　 一 つ の コ ン ス ト ラ ク ト （ “ 全 長 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ － Ｈ ６ ” と 称 す る ） に お い て は 、 Ｃ － 末 端
に ヒ ス チ ジ ン タ グ を 付 加 し た 。 も う 一 方 の コ ン ス ト ラ ク ト に お い て は 、 推 定 上 の Ｎ － 末 端
お よ び Ｃ － 末 端 の プ ロ ペ プ チ ド を 除 去 し 、 メ リ チ ン シ グ ナ ル ペ プ チ ド を イ ン ・ フ レ ー ム に
て Ｎ － 末 端 に 融 合 さ せ 、 そ し て 残 り の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ ホ モ ロ ジ ー ド メ イ ン の Ｃ － 末 端 に ヒ ス チ ジ
ン タ グ を 付 加 し た （ “ △ Ｎ △ Ｃ － Ｍ Ｅ Ｌ ｓ ｐ － Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ － Ｈ ６ ” と 称 す る ） 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 前 記 ３ つ の コ ン ス ト ラ ク ト の そ れ ぞ れ に つ い て 、 ２ ま た は ３ の 独 立 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ
ョ ン の 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス の ク ロ ー ン を 増 幅 し た 。 Ｈ ｉ ｇ ｈ 　 Ｆ ｉ ｖ ｅ  （ Ｈ Ｆ ） 細 胞 の
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例 １ ０ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ に 対 す る 結 合 お よ び 活 性 化



上 清 を 、 高 い タ イ タ ー の ウ イ ル ス ス ト ッ ク で の 感 染 の ４ ８ 時 間 後 に 収 集 し た 。 上 清 を 、 Ｎ
ａ Ｏ Ｈ で ｐ Ｈ ７ に 調 整 し 、 一 容 量 の Ｄ － Ｍ Ｅ Ｍ （ ０ ． ２ ％  Ｆ Ｃ Ｓ ） で 希 釈 し た 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 ヨ ウ コ フ （ Joukov） 他 , 1996に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 サ ン プ ル を Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ 細 胞 上
の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ （ Ｆ ｌ ｔ ４ 受 容 体 ） の チ ロ シ ン リ ン 酸 化 を 刺 激 す る 能 力 に つ い て テ ス ト
し た 。 感 染 し て い な い 細 胞 の 上 清 と 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ の チ ロ シ ン リ ン 酸 化 を 刺 激 し な い 、
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ の 短 い (short)ス プ ラ イ ス バ リ ア ン ト で 感 染 さ せ た 細 胞 の 上 清 と を 、 ネ ガ テ
ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 使 用 し た 。 △ Ｎ △ Ｃ － ｍ ｅ ｌ Ｓ Ｐ － Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ － Ｈ ６ と 同 じ 様
に 修 飾 し た Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ を ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 使 用 し た 。 結 果 を 図 １ ４ に 示 す
。
【 ０ １ １ ４ 】
　 １ ２ ５ お よ び １ ９ ５ ｋ Ｄ の 新 し い バ ン ド の 出 現 は 、 受 容 体 の リ ン 酸 化 、 し た が っ て 受 容
体 の 活 性 化 を 示 す 。
【 ０ １ １ ５ 】

　
　 例 １ ０ に お い て 記 載 さ れ て い る よ う に 組 換 え Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の 産 生 の た め に 、 修 飾 お よ び
無 修 飾 の ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を バ キ ュ ロ ウ イ ル ス シ ャ ト ル ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン
グ し た 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 前 記 ３ つ の コ ン ス ト ラ ク ト 、 全 長 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 、 全 長 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ － Ｈ ６ 、 お よ び △ Ｎ
△ Ｃ － ｍ ｅ ｌ Ｓ Ｐ － Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ － Ｈ ６ の そ れ ぞ れ に つ い て 、 ２ ま た は ３ の 独 立 の ト ラ ン
ス フ ェ ク シ ョ ン の 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス の ク ロ ー ン を 増 幅 し た 。 Ｈ ｉ ｇ ｈ 　
Ｆ ｉ ｖ ｅ （ Ｈ Ｆ ） 細 胞 の 上 清 を 、 高 い タ イ タ ー の ウ イ ル ス ス ト ッ ク で の 感 染 の ４ ８ 時 間 後
に 収 集 し た 。 上 清 を 、 Ｎ ａ Ｏ Ｈ で ｐ Ｈ ７ に 調 整 し 、 一 容 量 の Ｄ － Ｍ Ｅ Ｍ （ ０ ． ２ ％ 　 Ｆ Ｃ
Ｓ ） で 希 釈 し た 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 ヒ ス チ ジ ン タ グ 付 加 さ れ た タ ン パ ク 質 に よ っ て 条 件 づ け ら れ た (conditioned)上 清 に つ
い て 、 ヨ ウ コ フ （ Joukov） 他 , 1996に し た が っ て 、 Ｋ Ｄ Ｒ 受 容 体 の チ ロ シ ン リ ン 酸 化 を 刺
激 す る 能 力 に つ い て テ ス ト し た 。 Ｋ Ｄ Ｒ は 、 ｆ ｌ ｋ １ （ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ２ ） の ヒ ト ホ モ ロ ー グ
で あ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 感 染 し て い な い 細 胞 の 上 清 と 、 Ｋ Ｄ Ｒ を 刺 激 し な い 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ 　 １ ５ ６ Ｓ ミ ュ ー タ
ン ト で 感 染 さ せ た 細 胞 の 上 清 と を 、 ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 使 用 し た 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ １

６ ５ と △ Ｎ △ Ｃ － ｍ ｅ ｌ Ｓ Ｐ － Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ － Ｈ ６ と 同 じ 様 に 修 飾 し た Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ と を
ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 使 用 し た 。 結 果 を 図 １ ５ に 示 す 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 お よ そ ２ １ ０ ｋ Ｄ の 新 し い バ ン ド の 出 現 は 、 受 容 体 の リ ン 酸 化 、 し た が っ て 受 容 体 の 活
性 化 を 示 す 。
【 ０ １ ２ ０ 】

　
　 ヒ ト お よ び マ ウ ス 胚 に お け る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 遺 伝 子 発 現 の パ タ ー ン を キ ャ ラ ク タ ラ イ ズ す
る た め に 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 さ れ た ヒ ト Ｒ Ｎ Ａ の ノ ー ザ ン ブ ロ
ッ ト 分 析 、 お よ び マ ウ ス 胚 を 用 い た in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 分 析 の た め の 、 ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ と し て 使 用 し た 。
【 ０ １ ２ １ 】
成 人 (adult human)に お け る 遺 伝 子 発 現
　 図 ４ （ 配 列 番 号 ４ ） に 示 す ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 、 Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｖ 部 位 か ら ３ ’ －
末 端 に わ た る （ ヌ ク レ オ チ ド ９ １ １ か ら ２ ０ ２ ９ ） １ ． １ ｋ ｂ フ ラ グ メ ン ト を Megaprime
　 Ｄ Ｎ Ａ ラ ベ リ ン グ シ ス テ ム (Amersham)を 用 い て 製 造 業 者 の 指 示 に 従 っ て 、 ［ α － ３ ２ Ｐ
］ ｄ Ａ Ｔ Ｐ で 標 識 し た 。 こ の プ ロ ー ブ を 用 い て 、 再 び 製 造 業 者 の 指 示 に 従 っ て 、 ヒ ト 多 組
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例 １ １ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ２ に 対 す る 結 合 お よ び 活 性 化

例 １ ２ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 遺 伝 子 発 現 の 分 析



織 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト (Clontech)を 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て ス ク リ ー ニ ン グ し た
。 こ れ ら の ブ ロ ッ ト は 、 見 か け 上 病 気 を 患 っ て い な い 成 人 の 組 織 か ら 得 ら れ た ポ リ ア デ ニ
ル 化 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ を 含 む も の で あ っ た 。 標 識 さ れ た ブ ロ ッ ト の オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー に
よ り 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 心 臓 、 肺 、 お よ び 骨 格 筋 に お い て 最 も 大 量 で あ る こ と
が 明 ら か に な っ た 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 脾 臓 、 卵 巣 、 小 腸 お よ び 大 腸 に お い て は 中 程 度 に 豊 富 で あ
り 、 そ し て 腎 臓 、 膵 臓 、 胸 腺 、 前 立 腺 お よ び 精 巣 に お い て は 少 量 で あ っ た 。 脳 、 胎 盤 、 肝
臓 ま た は 末 梢 血 白 血 球 か ら の Ｒ Ｎ Ａ に お い て は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 検 出 さ れ な か
っ た 。 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ が 検 出 さ れ た 組 織 の ほ と ん ど に お い て は 転 写 産 物 の サ イ
ズ は ２ ． ３ ｋ ｂ で あ っ た 。 唯 一 の 例 外 は 骨 格 筋 で あ り 、 ２ ． ３ ｋ ｂ と ２ ． ８ ｋ ｂ の ２ 種 の
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 転 写 産 物 が 検 出 さ れ た 。 骨 格 筋 に お い て ２ ． ３ ｋ ｂ の 転 写 産 物 の 方 が 、 ２ ．
８ ｋ ｂ の 転 写 産 物 よ り も 大 量 で あ っ た 。
【 ０ １ ２ ３ 】
マ ウ ス 胚 に お け る 遺 伝 子 発 現
　 マ ウ ス Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 対 す る ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 生 成 す る た め に
、 図 ７ （ 配 列 番 号 ７ ） に 示 す マ ウ ス Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ ２ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 、 転 写 ベ ク タ ー ｐ Ｂ ｌ ｕ
ｅ ｓ ｃ ｒ ｉ ｐ ｔ Ｉ Ｉ Ｋ Ｓ ＋ (Stratagene)に 挿 入 し た 。 そ の 結 果 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド を 制 限
酵 素 （ 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ ） Ｆ ｏ ｋ Ｉ で 完 全 に (to completion)消 化 し 、 そ し て Ｔ ３
Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い た in vitro転 写 反 応 の た め の テ ン プ レ ー ト と し て 使 用 し た 。 こ
の 転 写 反 応 は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ ２ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ 図 ７ ） の ３ ’ － 末 端 か ら 、 最 も ３ ’ － 末 端 に
近 い Ｆ ｏ ｋ Ｉ 切 断 部 位 に わ た る 領 域 （ ヌ ク レ オ チ ド １ １ ３ ５ か ら ７ ０ ０ ） に 対 し て 、 配 列
に お い て 相 補 的 な Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 対 す る ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 生 じ さ
せ る も の で あ っ た 。 こ の ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 、 交 尾 後 １ ５ ． ５ 日 の マ ウ ス 胚 か
ら 作 成 し た パ ラ フ ィ ン 包 埋 し た 組 織 切 片 と 、 高 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー に て ハ イ ブ リ ダ イ ズ
さ せ た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と 洗 浄 は 、 本 質 的 に 以 前 に 記 載 さ れ た も の と 同 様 で あ っ
た (ア ー ヘ ン （ Achen） 他 , 1995)。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 洗 浄 と 乾 燥 の 後 、 ス ラ イ ド を ６ 日 間 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー フ ィ ル ム に 露 光 し た 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー フ ィ ル ム の 現 像 に よ り 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 交 尾 後 １
５ ． ５ 日 の 胚 の 発 生 中 の 肺 に 局 在 し て い る こ と が 明 ら か に な っ た 。 肺 に お け る こ の Ｖ Ｅ Ｇ
Ｆ － Ｄ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 対 す る シ グ ナ ル は 、 強 く 、 そ し て 高 度 に 特 異 的 な も の で あ っ た 。 セ ン
ス プ ロ ー ブ で の コ ン ト ロ ー ル ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン で は 、 肺 に お い て も そ の 他 の 組 織 に
お い て も 検 出 可 能 な バ ッ ク グ ラ ウ ン ド は 見 ら れ な か っ た 。
【 ０ １ ２ ６ 】
要 約
　 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 遺 伝 子 は 成 人 に お い て 広 く 発 現 し て い る が 、 確 実 に 遍 在 性 に 発 現 し て い る
訳 で は な い 。 最 も 強 い 発 現 は 、 心 臓 、 肺 お よ び 骨 格 筋 に お い て 検 出 さ れ た 。 交 尾 後 １ ５ ．
５ 日 の マ ウ ス 胚 に お い て 、 強 い 特 異 的 な Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 遺 伝 子 発 現 が 肺 に お い て 検 出 さ れ た
。 こ れ ら の デ ー タ は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ が 肺 の 発 達 に お い て 役 割 を 果 た し て い る 可 能 性 が あ る
こ と 、 お よ び 肺 に お け る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 遺 伝 子 発 現 が 、 少 な く と も ヒ ト で は 成 体 に お い て も
持 続 し て い る こ と を 示 唆 し て い る 。 成 人 に お け る 他 の 組 織 で の 遺 伝 子 発 現 は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ －
Ｄ が そ の 他 の 成 体 組 織 に お い て 別 の 機 能 を 果 た し て い る と い う こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ １ ２ ７ 】

　
　 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ フ ァ ミ リ ー の タ ン パ ク 質 の い く ら か の メ ン バ ー 、 す な わ ち Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ (リ ョ
ン （ Leung） 他 , 1989)お よ び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｂ (オ ロ フ ソ ン （ Olofsson） 他 , 1996)は 、 内 皮 細
胞 に 対 し て （ 細 胞 ） 分 裂 促 進 性 で あ る 。 内 皮 細 胞 に 対 す る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｄ △ Ｎ △ Ｃ の 分 裂 促 進
能 力 を テ ス ト す る た め に 、 こ の タ ン パ ク 質 を 例 ９ に 記 載 さ れ て い る よ う に 発 現 さ せ 、 ア フ

10

20

30

40

50

(30) JP 2007-167072 A 2007.7.5

例 １ ３ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ は 内 皮 細 胞 に 対 し て （ 細 胞 ） 分 裂 促 進 性 で あ る



ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 精 製 し た 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｄ △ Ｎ △ Ｃ を 含 有 す る 、 Ｍ ２
ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム か ら 溶 出 し た 、 フ ラ ク シ ョ ン ＃ ３ を 、 ５ ％ 血 清 を 含 む 細 胞 培 養 培 地
中 で １ ０ 分 の １ に 希 釈 し 、 そ し て １ ０ ％ 血 清 を 含 む 培 地 中 で 増 殖 さ せ た ウ シ 大 動 脈 内 皮 細
胞 （ Ｂ Ａ Ｅ ） に 与 え た 。 Ｂ Ａ Ｅ は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｄ △ Ｎ △ Ｃ の 添 加 の 前 日 に ウ ェ ル 当 た り １ ０
， ０ ０ ０ 細 胞 の 密 度 で ２ ４ － 穴 シ ャ ー レ に 播 い て お き 、 こ の ポ リ ペ プ チ ド の 添 加 の ３ 日 後
、 細 胞 を ト リ プ シ ン に よ っ て 解 離 さ せ 、 数 え た 。 ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て こ の 実 験
に 精 製 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ を 用 い た 。 結 果 を 図 １ ６ に 示 す 。 細 胞 培 養 培 地 に フ ラ ク シ ョ ン ＃ ３ を
添 加 す る こ と に よ り 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の ３ 日 後 の Ｂ Ａ Ｅ の 数 は ２ ． ４ 倍 に 増 加 し 、 こ
の 結 果 は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ に つ い て 得 ら れ た も の に 匹 敵 す る も の で あ っ た 。 明 ら か に Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ
Ｄ △ Ｎ △ Ｃ は 内 皮 細 胞 に 対 し て 分 裂 促 進 性 で あ る 。
【 ０ １ ２ ８ 】

　
　 ヒ ト 染 色 体 上 の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 遺 伝 子 の 局 在 化 の た め の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ
を 作 成 す る た め に 、 ヒ ト ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー (Clontech)か ら 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の ヒ ト
ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン を 単 離 し た 。 ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー を 、 標 準 的 方 法 (サ ム ブ ル ッ ク （ S
ambrook） 他 , 1989)を 用 い て 、 図 ４ に 示 す ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ で の ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン に よ っ て ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 そ の よ う に し て 単 離 し た ク ロ ー ン の １ つ は 、 ヒ
ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ か ら の 配 列 に 由 来 す る 多 数 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 対 す る ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 遺 伝 子 の 部 分 を 含 ん で い る こ と が 示 さ れ た 。 お
よ そ １ ３ ｋ ｂ の サ イ ズ の 、 こ の ゲ ノ ム ク ロ ー ン の 領 域 を ア ガ ロ ー ス ゲ ル か ら 精 製 し 、 ビ オ
チ ン － １ ４ － ｄ Ａ Ｔ Ｐ で ニ ッ ク ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン に よ っ て 標 識 し 、 そ し て ２ 人 の 正 常 ヒ
ト 男 性 か ら の （ 分 裂 ） 中 期 (metaphase)に 対 し て 最 終 濃 度 ２ ０ ｎ ｇ ／ μ ｌ に て in situで ハ
イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 蛍 光 in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン （ Ｆ Ｉ Ｓ Ｈ ） 法 を 以 前 に 記 載
さ れ た も の (カ レ ン （ Callen） 他 , 1990)か ら 以 下 の 点 に お い て 改 変 し た 。 つ ま り 、 染 色 体
を よ う 化 プ ロ ピ ジ ウ ム （ 対 比 染 色 と し て ） と Ｄ Ａ Ｐ Ｉ （ 染 色 体 同 定 の た め ） で 分 析 の 前 に
染 色 し た 。 中 期 標 本 の イ メ ー ジ （ 像 ） を 、 the CytoVision Ultra image collection and 
enhancement system(Applied Imaging Int. Ltd.)を 用 い て 、 冷 却 Ｃ Ｃ Ｄ カ メ ラ で 捕 ら え
た 。 Ｆ Ｉ Ｓ Ｈ シ グ ナ ル と Ｄ Ａ Ｐ Ｉ 結 合 パ タ ー ン を 分 析 の た め に 組 み 合 わ せ た (merged)。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 一 人 目 の 正 常 男 性 か ら の １ ５ の 中 期 (metaphases)を 蛍 光 シ グ ナ ル に つ い て 調 べ た 。 中 期
の う ち １ ０ は 、 Ｘ 染 色 体 の バ ン ド ｐ ２ ２ ． １ の 、 １ つ の 染 色 分 体 上 （ ３ 細 胞 ） ま た は 両 方
の 染 色 分 体 上 （ ７ 細 胞 ） に シ グ ナ ル を 示 し た 。 こ れ ら １ ５ の 中 期 に お い て 、 全 部 で ９ の 非
－ 特 異 的 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド ド ッ ト (dots)が 観 察 さ れ た 。 二 人 目 の 正 常 男 性 か ら の １ ５ の 中
期 に 対 す る プ ロ ー ブ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン か ら も 同 様 の 結 果 が 得 ら れ 、 そ の 際 、 シ グ
ナ ル は ７ 細 胞 に お い て は １ つ の 染 色 分 体 上 、 そ し て ４ 細 胞 に お い て は 両 方 の 染 色 分 体 上 に
、 Ｘ ｐ ２ ２ ． １ に お い て 観 察 さ れ た 。 結 論 を 述 べ る と 、 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 遺 伝 子 は Ｘ 染 色
体 の バ ン ド ｐ ２ ２ ． １ 上 に 位 置 し て い る 。
【 ０ １ ３ ０ 】

　
　 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 遺 伝 子 の マ ウ ス 染 色 体 の 位 置 を 、 以 前 に 記 載 さ れ て い る よ う に (コ ー プ ラ
ン ド （ Copeland） お よ び ジ ェ ン キ ン ス （ Jenkins） , 1991)、 （ Ｃ ５ ７ Ｂ Ｌ ／ ６ Ｊ ｘ Mus Sp
retus） Ｆ １ 雌 と Ｃ Ｂ ７ Ｂ Ｌ ／ ６ ７ 雄 と を 交 配 す る こ と に よ っ て 得 ら れ た 子 孫 を 用 い た 種
間 戻 し 交 雑 分 析 に よ っ て 決 定 し た 。 こ の 種 間 戻 し 交 雑 マ ッ ピ ン グ パ ネ ル は 、 す べ て の 常 染
色 体 お よ び Ｘ 染 色 体 の 間 に 広 く 分 布 す る 、 ２ ４ ０ ０ 以 上 の 遺 伝 子 座 に つ い て タ イ プ さ れ て
い る (コ ー プ ラ ン ド （ Copeland） お よ び ジ ェ ン キ ン ス （ Jenkins） , 1991)。 Ｃ ５ ７ Ｂ Ｌ ／
６ Ｊ お よ び M. Spretusの Ｄ Ｎ Ａ を い く つ か の 酵 素 で 消 化 し 、 そ し て 情 報 源 で あ る (informa
tive) 制 限 断 片 長 多 型 （ Ｒ Ｆ Ｌ Ｐ ） に つ い て 、 本 質 的 に 記 載 さ れ た よ う に (ジ ェ ン キ ン ス
（ Jenkins） 他 , 1982)、 １ ． ３ ｋ ｂ の マ ウ ス Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 用 い て サ
ザ ン ブ ロ ッ ト ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 分 析 し た 。 Ｔ ａ ｑ Ｉ で 消 化 し た Ｃ ５ ７ Ｂ Ｌ
／ ６ Ｊ 　 Ｄ Ｎ Ａ に お い て 、 ７ ． １ 、 ６ ． ３ 、 ４ ． ７ 、 ２ ． ５ お よ び ２ ． ２ ｋ ｂ の フ ラ グ メ

10

20

30

40

50

(31) JP 2007-167072 A 2007.7.5

例 １ ４ ヒ ト 染 色 体 上 の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 遺 伝 子 の 局 在

例 １ ５ マ ウ ス 染 色 体 上 の マ ウ ス Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 遺 伝 子 の 局 在



ン ト が 検 出 さ れ 、 そ し て Ｔ ａ ｑ Ｉ で 消 化 し た M. Spretus　 Ｄ Ｎ Ａ に お い て 、 ７ ． １ 、 ３ ．
７ 、 ２ ． ７ 、 お よ び ２ ． ２ ｋ ｂ の 主 要 な フ ラ グ メ ン ト が 検 出 さ れ た 。 同 時 分 離 し た 、 ３ ．
７ お よ び ２ ． ７ の Ｔ ａ ｑ Ｉ M. Spretus　 特 異 的 フ ラ グ メ ン ト の 存 在 ま た は 不 在 は 戻 し 交 雑
し た マ ウ ス に お い て 伴 っ た (followed)。 マ ッ ピ ン グ の 結 果 は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 遺 伝 子 が 、 Ｂ
ｉ ｋ 、 Ｄ ｘ Ｐ ａ ｓ Ｉ お よ び Ｐ ｔ ｍ ｂ ４ に 連 鎖 （ リ ン ク ） し て 、 マ ウ ス Ｘ 染 色 体 の 末 端 領 域
に 位 置 す る と い う こ と を 示 す 。 ８ ９ の マ ウ ス に お い て は す べ て の マ ー カ ー に つ い て 分 析 し
た が 、 １ ３ ３ の マ ウ ス は い く つ か の マ ー カ ー の 対 に つ い て タ イ プ し た 。 そ れ ぞ れ の 遺 伝 子
座 を 、 追 加 の デ ー タ を 用 い て 組 換 え 頻 度 に つ い て 対 の 組 み 合 わ せ に お い て 分 析 し た 。 各 遺
伝 子 座 の 対 に つ い て 分 析 し た マ ウ ス の 総 数 に 対 す る 、 組 換 え 染 色 体 を 示 す マ ウ ス の 総 数 の
比 、 お よ び 最 も 確 か ら し い 遺 伝 子 順 序 は 以 下 の 通 り で あ る ： セ ン ト ロ メ ア － Ｂ ｔ ｋ － １ ４
／ １ ２ １ ― Ｄ ｘ Ｐ ａ ｓ Ｉ ― ３ ／ ９ ９ ― Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ ― ５ ／ １ ３ ３ － Ｐ ｔ ｍ ｂ ４ 。 Map Mana
ger(version 2.6.5)を 用 い て 算 出 し た 組 換 え 頻 度 ［ 遺 伝 的 距 離 と し て 、 セ ン チ モ ル ガ ン （
ｃ Ｍ ） ± 標 準 誤 差 に て 表 現 し た ］ は 、 － Ｂ ｔ ｋ － １ １ ． ６ ＋ ／ － ２ ． ９ ― Ｄ ｘ Ｐ ａ ｓ Ｉ ―
３ ． ０ ＋ ／ － １ ． ７ ― Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ ― ３ ． ８ ＋ ／ － １ ． ７ － Ｐ ｔ ｍ ｂ ４ で あ る 。 Ｂ ｔ ｋ 、
Ｄ ｘ Ｐ ａ ｓ Ｉ 、 お よ び Ｐ ｔ ｍ ｂ ４ を 含 む 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 遺 伝 子 に 連 鎖 し た 遺 伝 子 座 に つ い
て の プ ロ ー ブ お よ び Ｒ Ｆ Ｌ Ｐ の 記 載 は 、 以 前 に 報 告 さ れ た も の で あ る (ハ ッ ク フ リ ガ ー （ H
acfliger） 他 , 1992; ホ ロ ウ ェ イ （ Holloway） 他 , 1997)。
【 ０ １ ３ １ 】
　 我 々 は 、 我 々 の Ｘ 染 色 体 の 種 間 （ 遺 伝 学 的 ） 地 図 と 、 多 く の ク ロ ー ニ ン グ さ れ て い な い
突 然 変 異 の 地 図 位 置 を 報 告 し て い る 複 合 性 の マ ウ ス 連 鎖 地 図 （ The Jackson Library, Bar
 Harbor, MEに 維 持 さ れ て い る コ ン ピ ュ ー タ 処 理 し た デ ー タ ベ ー ス で あ る 、 Mouse Genome 
Databaseか ら 提 供 さ れ た も の ） と を 比 較 し た 。 内 皮 細 胞 分 裂 促 進 因 子 の 遺 伝 子 座 に お け る
変 化 に 関 し て 予 期 さ れ る で あ ろ う 、 マ ウ ス の 表 現 型 の 突 然 変 異 を 欠 く も の で あ る 、 複 合 性
の （ 遺 伝 学 的 ） 地 図 の 領 域 に Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 遺 伝 子 を 、 （ 染 色 体 上 に ） 位 置 づ け た 。 マ ウ ス
Ｘ 染 色 体 の 末 端 領 域 は 、 ヒ ト 染 色 体 の 短 腕 と 、 ホ モ ロ ジ ー 領 域 を 共 有 し て い る (Mouse Gen
ome Database)。 マ ウ ス に お け る こ の 間 隔 で の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 遺 伝 子 の 配 置 は 、 ヒ ト ホ モ ロ
ー グ が 染 色 体 上 で Ｘ ｐ ２ ２ に 位 置 す る で あ ろ う と い う こ と を 示 唆 し て い る 。 こ れ は 、 こ の
ヒ ト 遺 伝 子 が Ｘ ｐ ２ ２ ． １ に 局 在 す る と し た 我 々 の Ｆ Ｉ Ｓ Ｈ 分 析 と 一 致 す る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 多 数 の 疾 患 状 態 が 、 ヒ ト に お い て 、 Ｘ ｐ ２ ２ ． １ お よ び こ の 領 域 の す ぐ 周 囲 の 位 置 に 位
置 づ け ら れ た 未 知 の 遺 伝 子 に お け る 突 然 変 異 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 。 こ れ ら の 疾 患 状 態
に は 、 カ ル マ ン 症 候 群 、 眼 球 白 子 症 （ Ｎ ｅ ｔ ｔ ｌ ｅ ｓ ｈ ｉ ｐ － Ｆ ａ ｌ ｌ ｓ 型 ） 、 眼 球 白 子
症 お よ び 感 音 系 難 聴 、 Ｐ ａ ｒ ｔ ｉ ｎ ｇ ｔ ｏ ｎ 症 候 群 、 脊 椎 骨 異 形 成 症 （ 遅 発 型 ） 、 網 膜 色
素 変 性 症 １ ５ 、 性 腺 形 成 異 常 症 （ Ｘ Ｙ 　 女 性 型 ） 、 Ｎ ａ ｎ ｃ ｅ － Ｈ ｏ ｒ ａ ｎ 白 内 障 － 歯 症
候 群 、 網 膜 分 離 症 、 シ ャ ル コ ー -マ リ ー -ツ ー ス 病 、 Ｆ － 細 胞 産 生 、 低 マ グ ネ シ ウ ム 血 症 、
毛 包 性 角 化 症 ｓ ｐ ｉ ｎ ｕ ｌ ｏ ｓ ａ 　 ｄ ｅ ｃ ａ ｌ ｖ ａ ｎ ｃ ｅ 、 コ フ ィ ン -ロ ー リ ー 症 候 群 、
角 膜 類 皮 腫 、 低 リ ン 酸 塩 血 症 、 無 ガ ン マ グ ロ ブ リ ン 血 症 、 エ カ ル デ ィ 症 候 群 、 遺 伝 性 低 リ
ン 酸 血 症 II、 精 神 薄 弱 （ 非 － 異 形 ） 、 オ ピ ッ ツ Ｇ 症 候 群 、 色 素 障 害 （ 網 状 ） 、 ｄ ｏ ｓ ａ ｇ
ｅ － ｓ ｅ ｎ ｓ ｉ ｔ ｉ ｖ ｅ 性 転 換 、 副 腎 形 成 不 全 、 網 膜 色 素 変 性 症 － ６ 、 難 聴 － ４ （ 先 天 性
感 音 性 ） 、 お よ び ウ ィ ル ソ ン － タ ー ナ ー 症 候 群 が 含 ま れ る 。 こ れ ら の 疾 病 状 態 に 関 与 す る
遺 伝 子 の 位 置 は 、 Johns Hopkins University (USA)の Dr. Victor McKusickお よ び そ の 同
僚 に よ っ て 編 集 さ れ た OMIM遺 伝 子 地 図 に 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ３ ３ 】

　 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ が 、 内 皮 細 胞 に 対 す る 機 能 、 血 管 新 生 お よ び 創 傷 治 癒 に 関 し て 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ
と 類 似 の 活 性 を 有 す る か 否 か を 評 価 す る た め の 他 の ア ッ セ イ を 行 っ た 。 受 容 体 結 合 分 布 研
究 の 結 果 に よ っ て は 更 な る ア ッ セ イ を 行 っ て も よ い で あ ろ う 。
【 ０ １ ３ ４ 】
Ｉ ． 内 皮 細 胞 に 対 す る 機 能 に つ い て の ア ッ セ イ
ａ ） 内 皮 細 胞 増 殖

10

20

30

40

50

(32) JP 2007-167072 A 2007.7.5

Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の 機 能 の 判 定 の た め の バ イ オ ア ッ セ イ



　 内 皮 細 胞 増 殖 ア ッ セ イ を 、 例 え ば フ ァ ー ラ ラ （ Ferrara） お よ び ヘ ン ゼ ル （ Henzel）  (1
989), ゴ ス ポ ダ ロ ヴ ィ ッ ツ （ Gospodarowicz） 他 (1989),お よ び ／ ま た は ク ラ ッ フ ェ イ （ Cl
affey） 他 , Biochim. Biophys. Acta, 1995 1246 1-9の 方 法 な ど の 、 当 業 者 に 周 知 の 方 法
に よ っ て 行 う 。
【 ０ １ ３ ５ 】
ｂ ） 細 胞 接 着 ア ッ セ イ
　 多 形 核 顆 粒 球 の 内 皮 細 胞 に 対 す る 接 着 に 関 す る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の 効 果 に つ い て テ ス ト す る
。
【 ０ １ ３ ６ 】
ｃ ） 走 化 性
　 標 準 的 な ボ イ デ ン チ ャ ン バ ー (BoydenChamber) 走 化 性 ア ッ セ イ を 用 い て 、 走 化 性 に 関 す
る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の 効 果 に つ い て テ ス ト す る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
ｄ ） プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン 活 性 化 因 子 ア ッ セ イ
　 ペ ッ パ ー （ Pepper） 他  (1991)の 方 法 を 用 い て 、 内 皮 細 胞 を 、 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン 活 性 化
因 子 お よ び プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン 活 性 化 因 子 阻 害 剤 の 産 生 に 関 す る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の 効 果 に つ い
て テ ス ト す る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
ｅ ） 内 皮 細 胞 遊 走 ア ッ セ イ
　 モ ン テ サ ノ （ Montesano） 他  (1986)に 記 載 さ れ て い る よ う に し て 、 内 皮 細 胞 の 遊 走 お よ
び 管 （ チ ュ ー ブ ） の 形 成 を 刺 激 す る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の 能 力 に つ い て ア ッ セ イ す る 。 別 法 と し
て 、 ヨ ウ コ フ （ Joukov） 他  (1996)に よ っ て 記 載 さ れ た 三 次 元 コ ラ ー ゲ ン ゲ ル ア ッ セ イ ま
た は 改 変 ボ イ デ ン チ ャ ン バ ー (Boyden Chamber)に お け る ゼ ラ チ ン 化 メ ン ブ ラ ン (グ レ イ ザ
ー （ Glaser） 他 , 1980)を 用 い て も よ い 。
【 ０ １ ３ ９ 】
Ｉ Ｉ ． 血 管 新 生 ア ッ セ イ
　 リ ョ ン （ Leung） 他  (1989)に 記 載 さ れ て い る よ う に し て 、 ニ ワ ト リ 漿 尿 膜 に お け る 血 管
形 成 応 答 を 誘 導 す る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の 能 力 に つ い て テ ス ト す る 。 別 法 と し て ラ ス テ ィ ネ ジ ャ
ド （ Rastinejad） 他  (1989)の ラ ッ ト 角 膜 ア ッ セ イ を 用 い て も よ い ； こ れ は in vivo血 管 新
生 ア ッ セ イ に つ い て 受 け 入 れ ら れ て い る 方 法 で あ り 、 そ の 結 果 は そ の 他 の in vivoシ ス テ
ム に す ぐ に 移 行 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
Ｉ Ｉ Ｉ ． 創 傷 治 癒
　 創 傷 治 癒 を 刺 激 す る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の 能 力 に つ い て 、 シ リ ン グ （ Schilling） 他  (1959)に
よ っ て 記 載 さ れ 、 ハ ン ト （ Hunt） 他  (1967)に よ っ て 利 用 さ れ た 、 使 用 可 能 な 臨 床 的 に 最
も 関 連 性 の あ る モ デ ル に お い て テ ス ト す る 。
【 ０ １ ４ １ 】
Ｉ Ｖ ． 造 血 系 　
　 造 血 系 に 特 異 的 な 細 胞 集 団 を 用 い た 多 様 な in vitro お よ び in vivoの ア ッ セ イ が 当 業 者
に 知 ら れ て い る が 、 以 下 に そ の 概 要 を 述 べ る 。 具 体 的 に は 、 蛍 光 活 性 化 セ ル ソ ー タ ー で 精
製 し た 細 胞 を 用 い た 多 様 な in vitroマ ウ ス 幹 細 胞 ア ッ セ イ が 特 に 便 利 で あ る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
ａ ） 再 増 殖 幹 細 胞
　 こ れ ら は 致 死 照 射 さ れ た マ ウ ス の 骨 髄 を 再 増 殖 さ せ る こ と が で き 、 そ し て Ｌ ｉ ｎ － 、 Ｒ
ｈ ｈ １ ， Ｌ ｙ － ６ Ａ ／ Ｅ ＋ 、 ｃ － ｋ ｉ ｔ ＋ の 表 現 型 を 有 す る 細 胞 で あ る 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ を
、 こ れ ら の 細 胞 単 独 と 、 ま た は そ の 他 の 因 子 と と も に 、 共 － イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 そ の
後 ３ Ｈ － チ ミ ジ ン 取 り 込 み に よ る 細 胞 の 増 殖 の 測 定 を 行 う こ と に よ っ て テ ス ト す る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
ｂ ） 後 期 段 階 幹 細 胞
　 こ れ ら は 比 較 的 弱 い 骨 髄 再 増 殖 能 力 を 有 す る が 、 Ｄ １ ３ 　 Ｃ Ｆ Ｕ － Ｓ を 産 生 す る こ と が
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で き る 細 胞 で あ る 。 こ れ ら の 細 胞 は Ｌ ｉ ｎ － 、 Ｒ ｈ ｈ １ ， Ｌ ｙ － ６ Ａ ／ Ｅ ＋ 、 ｃ － ｋ ｉ ｔ
＋ の 表 現 型 を 有 す る 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ を 、 こ れ ら の 細 胞 と と も に 一 定 期 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し
、 致 死 照 射 さ れ た レ シ ピ エ ン ト に 注 入 し 、 そ し て Ｄ １ ３ 脾 コ ロ ニ ー の 数 を 数 え る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
ｃ ） 前 駆 (progenitor)-濃 縮 細 胞
　 こ れ ら は in vitroで 単 一 の 増 殖 因 子 に 応 答 し 、 Ｌ ｉ ｎ － 、 Ｒ ｈ ｈ １ ， Ｌ ｙ － ６ Ａ ／ Ｅ ＋

、 ｃ － ｋ ｉ ｔ ＋ の 表 現 型 を 有 す る 細 胞 で あ る 。 こ の ア ッ セ イ は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ が 直 接 的 に
造 血 前 駆 細 胞 に 対 し て 作 用 す る こ と が で き る か 否 か を 示 す も の で あ る 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ を こ
れ ら の 細 胞 と と も に 寒 天 培 養 に お い て イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ し て ７ － １ ４ 日 後 に 存 在 す る
コ ロ ニ ー の 数 を 数 え る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
Ｖ ． ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症
　 平 滑 筋 細 胞 は ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 の 発 達 ま た は 惹 起 に お い て 重 大 な 役 割 を 果 た し て
お り 、 そ れ は そ れ ら の 表 現 型 が 収 縮 性 か ら 合 成 の 状 態 へ と 変 化 す る こ と を 必 要 と す る 。 マ
ク ロ フ ァ ー ジ 、 内 皮 細 胞 、 Ｔ リ ン パ 球 お よ び 血 小 板 は す べ て 、 平 滑 筋 細 胞 の 増 殖 お よ び 表
現 型 の 変 調 に 影 響 を 与 え る こ と に よ っ て 、 ア テ ロ ー ム 斑 の 発 達 に お い て 役 割 を 果 た し て い
る 。 そ の 中 に お い て 異 な る 細 胞 タ イ プ が 対 の (opposite)カ バ ー グ ラ ス に 播 か れ る 、 改 変 Ｒ
ｏ ｓ ｅ チ ャ ン バ ー を 使 用 し た in vitroア ッ セ イ は 、 多 細 胞 の 環 境 に お け る 平 滑 筋 細 胞 の 増
殖 速 度 お よ び 表 現 型 の 変 調 を 測 定 す る も の で あ り 、 そ れ を 用 い て Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の 平 滑 筋 細
胞 に 対 す る 効 果 が 評 価 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
Ｖ Ｉ ． 転 移
　 転 移 を 阻 害 す る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の 能 力 に つ い て 、 例 え ば カ オ （ Cao） 他 (1995)の 方 法 を 使
用 し て 、 ル イ ス 肺 癌 モ デ ル を 用 い て ア ッ セ イ す る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
Ｖ Ｉ Ｉ ． そ の 他 の 細 胞 タ イ プ に お け る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ
　 他 の 細 胞 タ イ プ 、 例 え ば 肝 臓 細 胞 、 心 筋 お よ び そ の 他 の 細 胞 、 内 分 泌 細 胞 そ し て 骨 芽 細
胞 （ 造 骨 細 胞 ） の 、 増 殖 、 分 化 そ し て 機 能 に 対 す る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の 効 果 は 、 in vitro培 養
に よ る ３ Ｈ － チ ミ ジ ン 取 り 込 み な ど の 当 業 者 に 周 知 の 方 法 に よ っ て 簡 単 に ア ッ セ イ す る こ
と が で き る 。 こ れ ら お よ び そ の 他 の 組 織 に お け る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の 発 現 は 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ
テ ィ ン グ お よ び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 等 の 技 術 、 ま た は in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン に よ っ て 判 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ ． Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 変 異 体 (variant)お よ び ア ナ ロ グ の 作 成
　 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ は 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ フ ァ ミ リ ー の 増 殖 因 子 の メ ン バ ー で あ り 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ フ ァ ミ リ
ー の そ の 他 の メ ン バ ー と 高 度 な ホ モ ロ ジ ー を 示 す 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ は こ の フ ァ ミ リ ー の 増 殖
因 子 に 特 有 の ８ つ の 保 存 さ れ た シ ス テ イ ン 残 基 を 含 む 。 こ れ ら の 保 存 さ れ た シ ス テ イ ン 残
基 は 、 シ ス テ イ ン ノ ッ ト 構 造 を 作 る 、 鎖 内 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 、 お よ び Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ フ ァ ミ リ ー
の 増 殖 因 子 の メ ン バ ー の 特 徴 で あ る タ ン パ ク 質 ダ イ マ ー を 作 る 、 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を
形 成 す る 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ は 、 タ ン パ ク 質 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 増 殖 因 子 受 容 体 と 相 互 作 用 す る
。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 受 容 体 へ の 結 合 お よ び そ の 結 果 と し て の 活 性 の た め に 必 要 と さ れ る 、 タ ン パ ク 質 の 構 造
お よ び 活 性 部 位 に つ い て 、 ほ と ん ど ま た は ま っ た く 知 ら れ て い な い タ ン パ ク 質 と は 対 照 的
に 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の 活 性 の あ る ミ ュ ー タ ン ト の デ ザ イ ン は 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ フ ァ ミ リ ー の 増 殖 因
子 の メ ン バ ー の 、 活 性 部 位 お よ び 重 要 な ア ミ ノ 酸 に つ い て 多 く の 知 見 が 得 ら れ て い る と い
う 事 実 に よ っ て 大 幅 に 促 進 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ フ ァ ミ リ ー の 増 殖 因 子 の メ ン バ ー の 、 構 造 ／ 活 性 の 関 係 を 明 ら か に す る 既 発 表
論 文 に は 、 以 下 の も の が 含 ま れ る 。 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ に つ い て ： エ ス ト マ ン （ Oestman） 他 , J. Bi
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ol. Chem., 1991  10073-10077; ア ン ダ ー ソ ン （ Andersson） 他 , J. Biol. Chem., 19
92  11260-1266; エ フ ナ ー （ Oefner） 他 , EMBO J., 1992  3921-3926; フ レ ミ ン グ
（ Flemming） 他 , Molecular and Cell Biol., 1993  4066-4067お よ び ア ン ダ ー ソ ン （ A
ndersson） 他 , Growth Factors, 1995  159-164;そ し て Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ に つ い て ： キ ム （ Kim
） 他 , Growth Factors, 1992  53-64; ペ ト ジ ェ ン ス （ Poetgens） 他 , J. Biol. Chem., 
1994  32879-32885お よ び ク ラ ッ フ ェ イ （ Claffey） 他 , Biochem. Biophys. Acta, 199
5 1-9。 こ れ ら の 出 版 物 か ら 、 ８ つ の 保 存 さ れ た シ ス テ イ ン 残 基 の た め に 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ
フ ァ ミ リ ー の 増 殖 因 子 の メ ン バ ー は 、 特 徴 的 な ノ ッ ト の あ る 折 り た た み 構 造 お よ び 二 量 体
化 を 示 し 、 そ の 結 果 、 二 量 体 化 し た 分 子 の そ れ ぞ れ の 端 に お い て ３ つ の 露 出 さ れ た ル ー プ
領 域 が 形 成 さ れ 、 そ こ に お い て 活 性 受 容 体 結 合 部 位 が 位 置 し て い る と 予 想 さ れ 得 る と い う
こ と が 明 ら か で あ る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 こ の 情 報 に 基 づ い て 、 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 技 術 分 野 に 習 熟 し た 当 業 者 は 、 ノ ッ ト の あ る
折 り た た み 配 列 お よ び 二 量 体 化 の 原 因 で あ る ８ つ の シ ス テ イ ン 残 基 を 保 存 す る こ と に よ っ
て 、 お よ び タ ン パ ク 質 構 造 の ル ー プ １ 、 ル ー プ ２ 、 ル ー プ ３ 領 域 に お け る お そ ら く 受 容 体
配 列 で あ る 配 列 を 保 存 す る か 、 ま た は 保 存 的 な ア ミ ノ 酸 置 換 の み を 行 う こ と に よ っ て も 、
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 活 性 を 高 い 確 率 で 保 持 す る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ ミ ュ ー タ ン ト を デ ザ イ ン す る こ と が
で き る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 タ ン パ ク 質 構 造 に お い て 、 特 異 的 に 標 的 と す る 部 位 に お け る 所 望 の （ 突 然 ） 変 異 の 形 成
は タ ン パ ク 質 化 学 者 の 技 術 の 蓄 積 に お い て 標 準 的 な 技 術 で あ る と 考 え ら れ る (ク ン ケ ル （ K
unkel） 他 , Methods in Enzymol., 1987 367-382)。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ に 関 す る そ の よ う な 部
位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 の 例 は 、 ペ ト ジ ェ ン ス （ Poetgens） 他 , J. Biol. Chem., 1994 
 32879-32885お よ び ク ラ ッ フ ェ イ （ Claffey） 他 , Biochim. Biophys. Acta, 1995 1-
9に お い て 見 る こ と が で き る 。 事 実 、 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 は 、 非 常 に 一 般 的 な も の で
あ る の で そ の よ う な 方 法 を 容 易 に す る キ ッ ト は 市 販 さ れ て い る （ 例 え ば Promega 1994-199
5 Catalog., Pages 142-145） 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ ミ ュ ー タ ン ト の 内 皮 細 胞 増 殖 活 性 は 、 よ く 確 立 さ れ て い る ス ク リ ー ニ ン グ
手 法 に よ っ て に 簡 単 に 確 認 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ク ラ ッ フ ェ イ （ Claffey） 他 ,( Bi
ochim. Biophys. Acta, 1995  1-9)に よ っ て 記 載 さ れ て い る 内 皮 細 胞 有 系 分 裂 ア ッ セ
イ に 類 似 の 手 法 を 利 用 す る こ と が で き る 。 同 様 に 、 そ の 他 の 細 胞 タ イ プ の 増 殖 、 細 胞 分 化
お よ び ヒ ト の 転 移 に 対 す る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の 効 果 は 、 当 業 者 に 周 知 の 方 法 を 用 い て テ ス ト す
る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 本 発 明 を 明 瞭 化 お よ び 理 解 の 目 的 で か な り 詳 細 に 記 載 し た が 、 こ の 明 細 書 に お い て 開 示
し た 発 明 の 概 念 の 範 囲 か ら 逸 脱 す る こ と な く 、 こ こ に 記 載 し た 態 様 お よ び 方 法 に 対 す る 様
々 な 改 変 お よ び 変 更 を 行 う こ と が で き る と い う こ と は 、 当 業 者 に と っ て 明 ら か で あ ろ う 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 こ こ で 引 用 し た 文 献 を 以 下 の 頁 に お い て リ ス ト し 、 こ の 記 載 に よ り 、 そ れ ら は 参 考 文 献
と し て 本 出 願 に そ の 内 容 が 合 体 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ６ 】

ア ー ヘ ン ， エ ム ， ジ ー  (Achen, M.G.), ク ラ ウ ス ， エ ム （ Clauss, M.） , シ ュ ニ ュ ル ヒ ，
エ イ チ （ Schnuerch, H.） お よ び リ ソ ー ， ダ ブ リ ュ （ Risau, W.）
Differentiation, 1995  15-24
 
ア ン ダ ー ソ ン ， エ ム （ Andersson, M.） , エ ス ト マ ン ， エ イ （ Oestman, A.） , ベ ッ ク ス ト
レ ー ム ， ジ ー （ Baeckstroem, G.） , ヘ ル マ ン ， ユ ー （ Hellman, U.） , ジ ョ ー ジ ‐ ナ ス キ
メ ン ト ， シ ー （ George-Nascimento, C.） , ウ ェ ス タ ー マ ー ク ， ビ ー （ Westermark, B.）
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ５ ７ 】
【 図 １ ａ 】 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ と ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ １ ６ ５ の 配 列 間 の 比 較 を 示 す 図 で あ っ て 、 箱
は 、 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ と 正 確 に 一 致 す る 残 基 を 示 す 。
【 図 １ ｂ 】 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ と ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｂ の 配 列 間 の 比 較 を 示 す 図 で あ っ て 、 箱 は
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、 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ と 正 確 に 一 致 す る 残 基 を 示 す 。
【 図 １ ｃ 】 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ と ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ の 配 列 間 の 比 較 を 示 す 図 で あ っ て 、 箱 は
、 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ と 正 確 に 一 致 す る 残 基 を 示 す 。
【 図 １ ｄ 】 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ と ヒ ト Ｐ ｌ Ｇ Ｆ の 配 列 間 の 比 較 を 示 す 図 で あ っ て 、 箱 は 、 ヒ
ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ と 正 確 に 一 致 す る 残 基 を 示 す 。
【 図 ２ 】 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 、 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ １ ６ ５ 、 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｂ 、 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ
、 お よ び ヒ ト Ｐ ｌ Ｇ Ｆ の 配 列 間 の 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト を 示 す 図 で あ っ て 、 箱 は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ
－ Ｄ 配 列 と 正 確 に 一 致 す る 残 基 を 示 す 。
【 図 ３ 】 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 （ 配 列 番 号 １ ） か ら 予 測 し た 、 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の ア ミ ノ 酸 配 列 （
配 列 番 号 ３ ） を 示 す 図 で あ っ て 、 箱 は 、 Ｎ － 結 合 型 グ リ コ シ ル 化 の 可 能 性 の あ る 部 位 を 示
す 。
【 図 ４ 】 市 販 の ヒ ト 肺 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー か ら ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 単 離 し
た 、 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ を コ ー ド す る 第 ２ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ４
） を 示 す 図 で あ っ て 、 こ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の 全 体 の コ ー ド 領 域 を 含 む 。
【 図 ５ 】 図 ４ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 か ら 推 定 し た (deduced) 、 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の ア ミ ノ 酸 配 列
（ 配 列 番 号 ５ ） を 示 す 図 。
【 図 ６ 】 市 販 の マ ウ ス 肺 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー か ら ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ス ク リ ー ニ ン
グ に よ っ て 単 離 し た 、 マ ウ ス Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ １ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （
配 列 番 号 ６ ） を 示 す 図 。
【 図 ７ 】 図 ６ と 同 じ ラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 し た 、 マ ウ ス Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ ２ を コ ー ド す る ｃ Ｄ
Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ７ ） を 示 す 図 。
【 図 ８ 】 マ ウ ス Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ １ の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ８ ） と マ ウ ス Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ
２ の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ９ ） を 示 す 図 。
【 図 ９ 】 マ ウ ス Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ １ 、 マ ウ ス Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ ２ 、 お よ び ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の 推 定
ア ミ ノ 酸 配 列 間 の 比 較 を 示 す 図 。
【 図 １ ０ 】 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 、 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ １ ６ ５ 、 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｂ 、 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ －
Ｃ 、 お よ び ヒ ト Ｐ ｌ Ｇ Ｆ の ア ミ ノ 酸 配 列 間 の 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト を 示 す 図 。
【 図 １ １ 】 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ ま た は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の い ず れ か を 発 現 す る Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 か ら の 条 件
培 地 を 、 Ｂ ａ ／ Ｆ ３ 細 胞 に お い て 発 現 し た キ メ ラ 受 容 体 の 細 胞 外 ド メ イ ン に 対 し て 結 合 す
る 能 力 に つ い て テ ス ト し た 、 バ イ オ ア ッ セ イ の 結 果 を 示 す 図 。
【 図 １ ２ ａ 】 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ ペ プ チ ド の 免 疫 沈 降 お よ び ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 分 析 の 結
果 を 示 す 図 で あ っ て 、 ｐ Ｅ Ｆ Ｂ Ｏ Ｓ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｄ ｆ ｕ ｌ ｌ Ｆ Ｌ Ａ Ｇ お よ び ｐ Ｃ Ｄ Ｎ Ａ － １ Ｖ
Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ を Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 生 合 成 的 に ３ ５ Ｓ － シ ス テ イ ン ／ メ チ オ
ニ ン で ４ 時 間 標 識 し 、 こ れ ら 培 養 か ら の 上 清 を 、 Ｍ ２ ゲ ル ま た は プ ロ テ イ ン Ａ に 結 合 し た
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ に 対 す る 抗 血 清 の い ず れ か で 免 疫 沈 降 し た 。 洗 浄 し た ビ ー ズ を 等 容 量 の ２ ｘ
Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー で 溶 出 し 、 ボ イ ル し た 。 サ ン プ ル を 次 に １ ２ ％ 　 Ｓ
Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ っ て 分 離 し 、 星 印 （ ★ ） で マ ー ク し た レ ー ン は 、 サ ン プ ル を ジ チ オ ス
レ イ ト ー ル で 還 元 し 、 ヨ ー ド ア セ ト ア ミ ド で ア ル キ ル 化 し た も の を 示 し 、 分 子 量 マ ー カ ー
が 示 さ れ て お り 、 ｆ Ａ お よ び ｆ Ｂ は 、 ｐ Ｅ Ｆ Ｂ Ｏ Ｓ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｄ ｆ ｕ ｌ ｌ Ｆ Ｌ Ａ Ｇ を 発 現 す
る Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 か ら の 、 Ｍ ２ ゲ ル に よ っ て 免 疫 沈 降 さ れ た 、 ４ ３ ｋ Ｄ お よ び ２ ５ ｋ Ｄ 種 を 示
す 。
【 図 １ ２ ｂ 】 精 製 し た Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｄ △ Ｎ △ Ｃ の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 分 析 の 結 果 を 示 す
図 で あ っ て 、 Ｍ ２ ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム か ら 溶 出 し た 物 質 の ア リ コ ッ ト （ フ ラ ク シ ョ ン ＃
３ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｄ △ Ｎ △ Ｃ ） を 、 ２ ｘ Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー と 混 合 し 、 そ し
て １ ５ ％ 　 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ゲ ル で 分 離 し 、 タ ン パ ク 質 を 次 に ニ ト ロ セ ル ロ ー ス メ ン ブ ラ
ン に ト ラ ン ス フ ァ ー し 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｍ ２ ま た は コ ン ト ロ ー ル の ア イ ソ タ イ プ が 一
致 し た 抗 体 （ Ｎ ｅ ｇ ） の い ず れ か で 探 索 し た (probed)。 ブ ロ ッ ト を 、 ヤ ギ 抗 － マ ウ ス － Ｈ
Ｒ Ｐ 二 次 抗 体 お よ び 化 学 発 光 (ECL, Amersham)を 使 用 し て 現 像 し 、 単 量 体 の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｄ △
Ｎ △ Ｃ 、 お よ び こ の ペ プ チ ド の 推 定 上 の 二 量 体 形 態 （ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｄ △ Ｎ △ Ｃ ” ） を 矢 印 で 示
し 、 分 子 量 マ ー カ ー が 示 さ れ て い る 。
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【 図 １ ３ 】 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ２ バ イ オ ア ッ セ イ を 用 い た 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｄ △ Ｎ △ Ｃ タ ン パ ク 質 の 分 析
の 結 果 を 示 す 図 で あ っ て 、 組 換 え Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｄ △ Ｎ △ Ｃ 、 お よ び Ｍ ２ ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 精 製 し た 物 質 を 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ２ バ イ オ ア ッ セ イ を 用 い て 評 価 し 、 Ｉ
Ｌ － ３ を 除 去 す る た め に 洗 浄 さ れ た バ イ オ ア ッ セ イ 細 胞 （ １ ０ ４ ） を 、 Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 で ト ラ
ン ス フ ェ ク ト さ れ た Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ か ら の 条 件 培 地 の ア リ コ ッ ト 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム か
ら の フ ラ ク シ ョ ン ＃ １ （ ボ イ ド 容 量 ） ま た は ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム か ら の フ ラ ク シ ョ ン ＃
３ （ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｄ △ Ｎ △ Ｃ を 含 有 す る ） と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 す べ て の サ ン プ ル は 初
濃 度 ２ ０ ％ （ 即 ち １ ／ ５ ） で 、 そ の 後 倍 加 希 釈 し て テ ス ト し た も の で あ り 、 細 胞 を １ ０ ％
Ｃ Ｏ ２ の 加 湿 雰 囲 気 に お い て ３ ７ ℃ で ４ ８ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 細 胞 の 増 殖 を 、 １ μ
Ｃ ｉ の ３ Ｈ － チ ミ ジ ン を 添 加 し 、 そ し て ４ 時 間 以 上 か け て 取 り 込 ま れ た 量 を カ ウ ン ト す る
こ と に よ っ て 定 量 化 し た 。
【 図 １ ４ 】 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ で ト ラ ン ス フ ォ ー ム さ れ た 組 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー で 感
染 さ せ た Ｈ Ｆ 細 胞 か ら の 培 養 上 清 に よ る 、 Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ 細 胞 上 の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ３ 受 容 体 （ Ｆ
ｌ ｔ ４ ） の チ ロ シ ン リ ン 酸 化 の 刺 激 を 示 す 図 。
【 図 １ ５ 】 図 １ ４ に お け る も の と 同 様 に 調 製 し た 培 養 上 清 に よ る 、 Ｐ Ａ Ｅ 細 胞 に お け る Ｖ
Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ２ 受 容 体 （ Ｋ Ｄ Ｒ ） の チ ロ シ ン リ ン 酸 化 の 刺 激 を 示 す 図 。
【 図 １ ６ 】 ウ シ の 大 動 脈 の 内 皮 細 胞 （ Ｂ Ａ Ｅ ） に 対 す る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｄ △ Ｎ △ Ｃ の 分 裂 促 進 効
果 を 示 す 図 で あ っ て 、 Ｂ Ａ Ｅ を 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｄ △ Ｎ △ Ｃ を 含 有 す る フ ラ ク シ ョ ン ＃ ３ 、 お よ
び ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て テ キ ス ト に お い て 記 載 さ れ た 精 製 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ を 用 い て
処 理 し た も の で あ り 、 増 殖 因 子 を 添 加 し て い な い 培 地 を 用 い て 得 ら れ た 結 果 を 、 培 地 コ ン
ト ロ ー ル と し て 示 す 。
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【 図 １ ｃ 】 【 図 １ ｄ 】

【 図 ２ 】 【 図 ３ 】
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【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】 【 図 ９ 】
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【 図 １ ０ 】 【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ ａ 】

【 図 １ ２ ｂ 】

【 図 １ ３ 】
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【 図 １ ４ 】 【 図 １ ５ 】

【 図 １ ６ 】

【 配 列 表 】
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摘要(译)

要解决的问题：提供编码血管内皮细胞生长因子家族新蛋白的人cDNA和
cDNA的用途。解决方案：本发明提供VEGF-D，其是PDGF家族生长因
子的新成员，尤其是刺激内皮细胞增殖和血管生成以及增加血管通透
性。本发明进一步提供了编码VEGF-D的核苷酸序列，产生该因子的方
法，抗体和其它抗因子拮抗剂，用于表达该因子的转染或转化的宿主细
胞，含有该因子的药物组合物等，及其在医疗和诊断应用中的应用。 Ž


