
(57)【要約】
【課題】
血管新生に関わる細胞増殖抑制作用を有する網膜周皮細胞由来の細胞増殖抑制因子タンパ
ク質を単離し、アミノ酸配列及び塩基配列を得ること。
【解決手段】
以下の手順により、目的とするタンパク質、そのアミノ酸配列及び塩基配列を得た。
（１）網膜毛細血管周皮細胞の濃縮培地からの内皮細胞増殖抑制効果を指標にした蛋白群
を絞り込み。
（２）蛋白群に含まれるタンパク質を質量分析系等によってそのアミノ酸配列を同定。
（３）アミノ酸配列を元に、該当アミノ酸配列を含むポリペプチドをコードする複数の塩
基配列を決定。
（４）塩基配列情報を元にＰＣＲ等で、該当する内皮細胞増殖抑制効果を持つ蛋白をコー
ドする塩基配列の全長を決定。
（５）単離した遺伝子を大腸菌等に導入して蛋白を調製。
本発明のタンパク質は、内皮細胞増殖抑制作用を有し、血管新生を伴う糖尿病網膜症の治
療薬に有用である。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
配 列 番 号 １ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ 】
配 列 番 号 １ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ も し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 、 欠 失 、 付
加 お よ び ／ ま た は 挿 入 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 配 列 番 号 １ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か
ら な る タ ン パ ク 質 と 機 能 的 に 同 等 な タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ３ 】
配 列 番 号 ２ に 記 載 の 塩 基 配 列 か ら な る Ｄ Ｎ Ａ と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ
ズ す る Ｄ Ｎ Ａ に よ っ て コ ー ド さ れ 、 配 列 番 号 １ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質
と 機 能 的 に 同 等 な タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ４ 】
請 求 項 １ ～ ３ に 記 載 の タ ン パ ク 質 の い ず れ か を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 。
【 請 求 項 ５ 】
配 列 番 号 ２ に 記 載 の 塩 基 配 列 の コ ー ド 領 域 を 含 む 請 求 項 ４ に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 。
【 請 求 項 ６ 】
請 求 項 ４ ま た は ５ に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ が 挿 入 さ れ た ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ７ 】
遺 伝 子 治 療 用 で あ る 請 求 項 ６ に 記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ８ 】
請 求 項 ６ に 記 載 の ベ ク タ ー を 保 持 す る 形 質 転 換 体 。
【 請 求 項 ９ 】
請 求 項 ８ に 記 載 の 形 質 転 換 体 を 培 養 し 、 発 現 産 物 を 回 収 す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 １ ～ ３ に
記 載 の タ ン パ ク 質 の い ず れ か を 製 造 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
請 求 項 １ ～ ３ に 記 載 の タ ン パ ク 質 の い ず れ か に 対 す る 抗 体 。
【 請 求 項 １ １ 】
抗 体 が モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 で あ る 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ２ 】
抗 体 が 、 少 な く と も そ の 一 部 を ヒ ト 化 し た も の で あ る 請 求 項 １ ０ ま た は １ １ に 記 載 の 抗 体
。
【 請 求 項 １ ３ 】
請 求 項 １ ０ ～ １ ２ の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の タ ン パ ク 質 の 検 出 試
薬 。
【 請 求 項 １ ４ 】
請 求 項 １ ３ に 記 載 の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 発 明 は 、 網 膜 周 皮 細 胞 由 来 の 内 皮 細 胞 増 殖 抑 制 作 用 を 有 す る タ ン パ ク 質 及 び 当 該 タ ン パ
ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 に 関 す る も の で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
糖 尿 病 網 膜 症 の 網 膜 毛 細 血 管 で は 選 択 的 に 周 皮 細 胞 が 脱 落 し 、 内 皮 細 胞 が 増 殖 す る こ と で
血 管 新 生 が 起 き て い る 。 内 皮 細 胞 と 周 皮 細 胞 を 共 培 養 す る こ と で 、 周 皮 細 胞 が 内 皮 細 胞 の
増 殖 を 抑 え る こ と が 非 特 許 文 献 １ に 開 示 さ れ て い る 。 こ の 知 見 は 、 周 皮 細 胞 に 内 皮 細 胞 増
殖 を 抑 制 す る 物 質 が 存 在 す る こ と に 結 び つ く 。 周 皮 細 胞 に お け る 内 皮 細 胞 増 殖 抑 制 因 子 を
同 定 す る こ と は 、 網 膜 に お け る 血 管 新 生 を 抑 制 す る こ と に 結 び つ き 、 糖 尿 病 網 膜 症 治 療 薬
と し て 応 用 す る こ と が 可 能 で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
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内 皮 細 胞 増 殖 抑 制 因 子 と し て は 、 形 質 転 換 因 子 β １ [transforming growth factor-β 1 (T
GF-β 1)］ が 知 ら れ て お り 、 ま た TGF-β 1は 周 皮 細 胞 に 存 在 す る と き は 活 性 を 有 さ ず 、 内 皮
細 胞 に お け る プ ラ ス ミ ン で 活 性 型 に 変 換 さ れ る こ と が 知 ら れ て い る （ 非 特 許 文 献 ２ ） 。 し
か し 、 こ の 現 象 は イ ン ビ ト ロ (in vitro)で は 観 察 さ れ る も の の 、 イ ン ビ ボ (in vivo)に お
け る 内 皮 細 胞 増 殖 抑 制 効 果 は 説 明 で き な い 。 周 皮 細 胞 の 培 養 濃 縮 液 は 内 皮 細 胞 増 殖 抑 制 効
果 を 示 す が 、 抗 TGF-β 1抗 体 で TGF-β 1の 作 用 を 中 和 し た 場 合 、 TGF-β 1の 効 果 は 、 周 皮 細
胞 の 内 皮 細 胞 増 殖 抑 制 効 果 の 10％ 程 度 で あ る （ 非 特 許 文 献 ３ ） 。 ま た 、 網 膜 血 管 新 生 を 抑
制 す る 因 子 と し て は 、 網 膜 色 素 上 皮 細 胞 の 培 養 上 清 か ら 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ る 色 素
上 皮 由 来 因 子 [pigmented epithelium-derived factor (PEDF)]が あ る （ 特 許 文 献 １ ） 。 さ
ら に 、 コ ラ ー ゲ ン XVIIIの C末 端 断 片 で あ る エ ン ド ス タ チ ン (endostatin)も 細 胞 増 殖 抑 制 因
子 と し て 知 ら れ て い る （ 特 許 文 献 ２ ） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
【 非 特 許 文 献 １ 】 J. Cell Biol., 105, 1455-1462 (1987).
【 非 特 許 文 献 ２ 】 J. Cell Biol., 109, 309-315 (1989).
【 非 特 許 文 献 ３ 】 J. Cell Physiol., 203, 378-386 (2005).
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Kondo T, Hosoya K et al., Cell Struct. Funct., 28, 145-153 (2003
)
【 特 許 文 献 １ 】 特 表 2003-522160
【 特 許 文 献 ２ 】 特 表 2002-501362
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
上 記 し た よ う に 複 数 の 内 皮 細 胞 増 殖 抑 制 因 子 が 従 来 ま で に 知 ら れ て い る が 、 網 膜 周 皮 細 胞
由 来 で 、 特 異 的 に 内 皮 細 胞 増 殖 抑 制 に 作 用 す る 因 子 は 同 定 さ れ て い な い 。 こ れ は 、 網 膜 が
非 常 に 小 さ な 組 織 で あ る た め に 、 網 膜 周 皮 細 胞 か ら 分 泌 さ れ る 蛋 白 を 解 析 で き な い た め で
あ る 。 す な わ ち 、 網 膜 周 皮 細 胞 か ら 分 泌 さ れ る 特 定 の 活 性 を 持 つ 蛋 白 を 解 析 す る 手 法 の 確
立 が 課 題 と な っ て い る 。 網 膜 周 皮 細 胞 由 来 で 、 特 異 的 に 内 皮 細 胞 増 殖 抑 制 に 作 用 す る 因 子
が 同 定 で き れ ば 、 血 管 新 生 抑 制 剤 、 特 に 糖 尿 病 網 膜 症 治 療 薬 と し て 非 常 に 有 用 で あ る 。 糖
尿 病 網 膜 症 時 に お け る 網 膜 毛 細 血 管 内 皮 細 胞 の 異 常 増 殖 機 構 に 関 す る 知 見 は 、 未 知 の 部 分
が 多 く 、 新 規 の 内 皮 細 胞 増 殖 抑 制 因 子 が 同 定 に よ っ て 、 新 た な 血 管 新 生 抑 制 剤 や 糖 尿 病 網
膜 症 の 重 傷 化 の 防 止 に 大 い に 役 立 つ 。 そ の 様 な 目 的 で 、 新 規 な 血 管 新 生 に 関 わ る 細 胞 増 殖
抑 制 作 用 を 有 す る 網 膜 周 皮 細 胞 由 来 の 細 胞 増 殖 抑 制 因 子 タ ン パ ク 質 を 単 離 し 、 そ の ア ミ ノ
酸 配 列 及 び 塩 基 配 列 を 得 る こ と が 、 本 発 明 の 課 題 で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
か か る 課 題 を 達 成 す る た め に 、 本 発 明 者 ら は 網 膜 毛 細 血 管 周 皮 細 胞 株 を 樹 立 し （ 非 特 許 文
献 ４ ） 、 培 養 液 を ５ 倍 濃 縮 し て 網 膜 毛 細 血 管 内 皮 細 胞 株 で 増 殖 抑 制 効 果 を 観 察 し た と こ ろ
、 約 65％ の 阻 害 効 果 が 示 さ れ た 。 さ ら に 、 虚 血 誘 導 性 網 膜 症 モ デ ル マ ウ ス に 濃 縮 培 地 を 投
与 し て も 網 膜 血 管 新 生 抑 制 効 果 は 示 さ れ た 。 す な わ ち 、 網 膜 毛 細 血 管 周 皮 細 胞 を 樹 立 し 、
培 養 上 清 を 用 い る こ と に よ っ て 、 初 め て 蛋 白 を 精 製 す る こ と が 可 能 と な り 、 上 記 課 題 を 解
決 す る こ と が 可 能 と な っ た 。 そ の 手 順 の 概 略 は 以 下 の と お り で あ る 。
（ １ ） 網 膜 毛 細 血 管 周 皮 細 胞 の 濃 縮 培 地 か ら タ ン パ ク 質 を 分 子 量 、 電 荷 の フ ラ ク シ ョ ン で
分 け 、 内 皮 細 胞 増 殖 抑 制 効 果 を 指 標 に 蛋 白 を 絞 り 込 む 。
（ ２ ） 絞 り 込 ん だ 蛋 白 群 に 含 ま れ る タ ン パ ク 質 を 質 量 分 析 系 等 に よ っ て そ の ア ミ ノ 酸 配 列
を 同 定 す る 。
（ ３ ） 同 定 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 元 に 、 該 当 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
複 数 の 塩 基 配 列 を 決 定 す る 。
（ ４ ） 決 定 し た 塩 基 配 列 情 報 を 元 に Ｐ Ｃ Ｒ 法 や ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 を 用 い 、 該 当 す
る 内 皮 細 胞 増 殖 抑 制 効 果 を 持 つ 蛋 白 を コ ー ド す る 塩 基 配 列 の 全 長 を 決 定 す る 。
（ ５ ） 単 離 し た 遺 伝 子 を 用 い 大 腸 菌 や 哺 乳 類 培 養 細 胞 、 昆 虫 細 胞 を 用 い 該 当 遺 伝 子 が コ ー
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ド す る 蛋 白 を 調 製 し 、 培 養 網 膜 毛 細 血 管 内 皮 細 胞 や 生 体 内 に 投 与 す る こ と に よ っ て 内 皮 細
胞 増 殖 抑 制 活 性 を 発 現 さ せ る 。
以 下 、 本 発 明 を 詳 細 に 説 明 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
本 発 明 は 、 網 膜 周 皮 細 胞 由 来 の 細 胞 増 殖 抑 制 因 子 タ ン パ ク 質 （ 配 列 番 号 １ ） と 機 能 的 に 同
等 な タ ン パ ク 質 を 含 む 。 本 発 明 に お い て 、 機 能 的 に 同 等 な タ ン パ ク 質 を ホ モ ロ グ と 呼 ぶ 。
ホ モ ロ グ は 、 具 体 的 に は 、 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ も し く は 数 個 の ア ミ ノ
酸 が 置 換 、 欠 失 、 挿 入 お よ び ／ ま た は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 配 列 番 号 １ の ア
ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質 と 機 能 的 に 同 等 な タ ン パ ク 質 を 含 む 。 ア ミ ノ 酸 配 列 に お け
る 変 異 の 数 や 部 位 は 、 タ ン パ ク 質 の 機 能 を 維 持 で き る 限 り 制 限 さ れ な い 。 変 異 の 数 は 、 通
常 は 全 ア ミ ノ 酸 の ４ ０ ％ 以 内 で あ り 、 好 ま し く は 全 ア ミ ノ 酸 の ３ ０ ％ 以 内 で あ り 、 さ ら に
好 ま し く は 全 ア ミ ノ 酸 の ２ ０ ％ 以 内 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
本 発 明 の ホ モ ロ グ は 、 前 記 ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 塩 基 配 列 か ら な る Ｄ Ｎ Ａ に 変 異 を 導
入 す る こ と に よ っ て 得 る こ と が で き る 。 Ｄ Ｎ Ａ に 変 異 を 導 入 す る た め に は 、 例 え ば 「 Mole
cular Cloning: A Laboratory Manual第 ２ 版 第 １ -３ 巻 」 （ Cold Spring Harber Laborato
ry Press出 版  New York 1989年 ） に 記 載 の 部 位 特 異 的 変 異 誘 発 法 や Ｐ Ｃ Ｒ 法 な ど の 方 法 を
用 い る こ と が で き る 。 変 異 を 導 入 し た Ｄ Ｎ Ａ を 、 適 当 な ベ ク タ ー お よ び 宿 主 系 を 用 い て 、
例 え ば 「 Molecular Cloning: A Laboratory Manual第 ２ 版 第 １ -３ 巻 」 に 記 載 の 方 法 に よ
り 遺 伝 子 工 学 的 に 発 現 さ せ れ ば よ い 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
本 発 明 に お け る ホ モ ロ グ に は 、 配 列 番 号 ２ に 記 載 の 塩 基 配 列 か ら な る Ｄ Ｎ Ａ と ス ト リ ン ジ
ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る Ｄ Ｎ Ａ に よ っ て コ ー ド さ れ 、 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸
配 列 か ら な る タ ン パ ク 質 と 機 能 的 に 同 等 な タ ン パ ク 質 が 含 ま れ る 。 配 列 番 号 ２ に 記 載 の 塩
基 配 列 か ら な る Ｄ Ｎ Ａ は 、 本 発 明 の 網 膜 周 皮 細 胞 由 来 の 細 胞 増 殖 抑 制 因 子 タ ン パ ク 質 の ア
ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 塩 基 配 列 を 含 ん で い る 。 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 は 、 構 造 的 に 相 同 性 の 高 い タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 可 能
性 が 高 い 。 し た が っ て 、 こ の よ う な タ ン パ ク 質 に は 機 能 的 に 同 等 な タ ン パ ク 質 が 多 く 含 ま
れ る 。 本 発 明 に お い て 、 高 い 相 同 性 と は 、 少 な く と も ６ ０ ％ 以 上 、 好 ま し く は ７ ０ ％ 以 上
、 さ ら に 好 ま し く は ８ ０ ％ 以 上 の 配 列 の 同 一 性 を 言 う 。 ア ミ ノ 酸 配 列 の 相 同 性 は 、 BLAST
検 索 ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
本 発 明 に お い て 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 と は 、 以 下 の よ う な 条 件 を 示 す こ と が で き る 。
例 え ば ロ ン グ プ ロ ー ブ （ ５ ０ 塩 基 以 上 ） で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 う 場 合 に は 、 ５ ０
％ の 解 離 を 生 ず る 温 度 （ Ｔ ｍ ） の 目 安 を 下 記 計 算 式 か ら 求 め 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の
温 度 を 以 下 の よ う に 設 定 で き る 。
Tm=81.5+16.6(log10[Na+])+0.41(% G+C)-0.63(% formamide)-(600/n)-1.5(% mismatch)
［ Ｎ ａ ＋ ］ は Ｎ ａ イ オ ン 濃 度 ； ［ Ｍ ］ 、 ｎ は プ ロ ー ブ の 塩 基 数 で あ る 。
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 温 度 ＝ Ｔ ｍ － ２ ５ ℃
も し 、 １ ０ ０ ％ 相 同 性 で １ ０ ０ 塩 基 以 上 の プ ロ ー ブ を 用 い る 場 合 に は 、 温 度 条 件 は 下 記 の
よ う に 設 定 で き る 。
（ １ ） ６ ５ ～ ７ ５ ℃ （ フ ォ ル ム ア ミ ド 無 添 加 ）
（ ２ ） ３ ５ ～ ４ ５ ℃ （ フ ォ ル ム ア ミ ド 存 在 下 ）
短 い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を プ ロ ー ブ と し て 用 い る 場 合 に は 、 以 下 の 計 算 式 を 目 安 に 設 定 で
き る 。
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 温 度 ＝ Ｔ ｍ － ５ ℃ ＝ ２ ℃ × （ Ａ ＋ Ｔ の 数 ） ＋ ４ ℃ × （ Ｃ ＋ Ｇ の 数
） － ５ ℃
本 発 明 に お け る ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 と は 、 上 記 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 後 、 ０ ．
２ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 ０ ． ５ ％ Ｓ Ｄ Ｓ の 溶 液 中 で 　 ６ ５ ℃ に て 洗 浄 す る 条 件 で も 依 然 と し て 陽 性 の
シ グ ナ ル が 観 察 さ れ る こ と を 表 す 。 こ れ ら の 条 件 の 組 み 合 わ せ は あ く ま で も 一 例 で あ る 。
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当 業 者 で あ れ ば 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー を 決 定 す る 各 種 の 要 素 を
調 整 し 、 目 的 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー を 経 験 的 に 設 定 す る こ と は 自 明 で あ る 。 ス ト リ ン ジ ェ
ン シ ー を 決 定 す る 要 因 に は 上 記 条 件 の 他 に 、 例 え ば 、 プ ロ ー ブ 濃 度 や ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン 反 応 時 間 な ど も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
Ｐ Ｃ Ｒ の よ う な 遺 伝 子 増 幅 技 術 を 用 い て 本 発 明 の ホ モ ロ グ を 得 る こ と も で き る 。 す な わ ち
、 配 列 番 号 ２ に 記 載 の 塩 基 配 列 か ら な る DNA配 列 を も と に プ ラ イ マ ー を 設 計 し 、 本 発 明 の
タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 ま た は そ の 一 部 と 相 同 性 の 高 い Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 単 離 す る
こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
本 発 明 に お い て 、 「 網 膜 周 皮 細 胞 由 来 の 細 胞 増 殖 抑 制 因 子 タ ン パ ク 質 （ 配 列 番 号 １ ） と 機
能 的 に 同 等 」 と は 、 対 象 と な る タ ン パ ク 質 が 内 皮 細 胞 増 殖 抑 制 活 性 を 有 す る こ と を 指 す 。
【 ０ ０ １ ３ 】
こ の 活 性 は 、 公 知 の 方 法 に よ っ て 確 認 す る こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、 網 膜 毛 細 血 管 内 皮
細 胞 株 の 培 養 液 に 、 対 象 と な る タ ン パ ク 質 溶 液 を 添 加 し 、 一 定 時 間 培 養 し 、 細 胞 増 殖 を 抑
制 す る 作 用 で あ れ ば 、 該 タ ン パ ク 質 は 網 膜 周 皮 細 胞 由 来 の 細 胞 増 殖 抑 制 因 子 タ ン パ ク 質 と
機 能 的 に 同 等 で あ る と 判 定 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
本 発 明 の 網 膜 周 皮 細 胞 由 来 の 細 胞 増 殖 抑 制 因 子 タ ン パ ク 質 は 、 該 タ ン パ ク 質 が 発 現 し て い
る 細 胞 や 組 織 の よ う な 生 体 材 料 の み な ら ず 、 こ れ を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 適 当 な 発 現 系 に 組
み 込 ん で 遺 伝 子 組 み 換 え 体  (recombinant)と し て 得 る こ と も で き る 。 網 膜 周 皮 細 胞 由 来 の
細 胞 増 殖 抑 制 因 子 タ ン パ ク 質 を 遺 伝 子 工 学 的 な 手 法 に よ っ て 得 る た め に は 、 後 に 述 べ る よ
う に 網 膜 周 皮 細 胞 由 来 の 細 胞 増 殖 抑 制 因 子 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 適 当 な 発 現 系
に 組 み 込 ん で 発 現 さ せ れ ば 良 い 。 一 方 、 網 膜 周 皮 細 胞 由 来 の 細 胞 増 殖 抑 制 因 子 タ ン パ ク 質
を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 網 膜 周 皮 細 胞 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー 等 を 鋳 型 と し て Ｐ Ｃ Ｒ 等 で
増 幅 す る こ と に よ り 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
本 発 明 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 あ る い は こ れ ら の ホ モ ロ グ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ に 関 す る 。
本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ は 、 配 列 番 号 １ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 、 あ る い は そ の ホ モ ロ グ を コ ー ド す
る も の で あ れ ば 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 、 あ る い は 合 成 Ｄ Ｎ Ａ な ど 、 そ の 由 来 は 制 限 さ
れ な い 。 例 え ば 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ は 、 配 列 番 号 ２ に 記 載 の 塩 基 配 列 の コ ー ド 領 域 か ら な る
Ｄ Ｎ Ａ を 化 学 的 に 合 成 す る こ と に よ っ て 得 る こ と が で き る 。 ま た 、 網 膜 周 皮 細 胞 や そ の 他
の 細 胞 ・ 組 織 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 鋳 型 と し て 、 前 記 塩 基 配 列 に 基 づ い て 設 計 し た プ
ラ イ マ ー に よ る Ｐ Ｃ Ｒ で 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ を 増 幅 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
本 発 明 に 含 ま れ る Ｄ Ｎ Ａ の ホ モ ロ グ は 、 配 列 番 号 ２ に 記 載 の 塩 基 配 列 の コ ー ド 領 域 に 対 し
て 、 少 な く と も ８ ０ ％ 以 上 、 よ り 望 ま し く は ９ ０ ％ 以 上 の ホ モ ロ ジ ー を 有 す る 塩 基 配 列 を
含 む Ｄ Ｎ Ａ で あ る 。 Ｄ Ｎ Ａ を 構 成 す る 塩 基 配 列 の ホ モ ロ ジ ー は 、 遺 伝 子 解 析 ソ フ ト GENETY
X-SV/RC Ver4.01（ ソ フ ト ウ ェ ア 開 発 社 製 ） や 、 遺 伝 子 解 析 プ ロ グ ラ ム BLASTに よ っ て 決 定
す る こ と が で き る 。 更 に 、 他 の 種 由 来 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 鋳 型 に 用 い る こ と に よ り 、 本 発 明 に 基
づ く ホ モ ロ グ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 増 幅 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
網 膜 周 皮 細 胞 な ど 、 本 発 明 の 遺 伝 子 を 発 現 す る 細 胞 か ら 調 製 し た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を
、 前 記 塩 基 配 列 か ら な る Ｄ Ｎ Ａ を プ ロ ー ブ と し て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 、 本 発
明 の Ｄ Ｎ Ａ を 単 離 す る こ と も で き る 。 Ｐ Ｃ Ｒ と 同 様 に 他 の 種 由 来 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 用 い れ ば 、
他 の 種 に 由 来 す る 、 網 膜 周 皮 細 胞 由 来 の 細 胞 増 殖 抑 制 因 子 の ホ モ ロ グ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ
を 単 離 す る こ と が で き る 。 プ ロ ー ブ は 、 先 に 述 べ た よ う な ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ
イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 。 ラ ッ ト 以 外 の 動 物 と し て は 、 例 え ば 、 マ ウ ス 、 ウ サ ギ 、 イ ヌ 、 ヒ ト
な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
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そ の 他 、 一 般 に 真 核 生 物 の 遺 伝 子 は 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 遺 伝 子 等 で 知 ら れ て い る よ う に 、
多 型 現 象 (polymorphism)を 示 す と 考 え ら れ て お り 、 こ の 多 型 現 象 に よ っ て １ ま た は 複 数 個
の ア ミ ノ 酸 が 置 換 さ れ る 場 合 も あ れ ば 、 塩 基 配 列 の 変 化 は あ っ て も ア ミ ノ 酸 は 全 く 変 わ ら
な い 場 合 も あ る 。 こ れ ら 多 型 に 基 づ い て 塩 基 配 列 に 変 異 を 生 じ た Ｄ Ｎ Ａ も 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ
Ａ に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ を 用 い て 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 組 み 換 え 体 と し て 得 る こ と が で き る 。 組
み 換 え 体 を 産 生 す る た め に 必 要 な 操 作 は 、 例 え ば 前 記 の 「 Molecular Cloning」 な ど の 多
く の 文 献 に 詳 細 に 記 述 さ れ て い る 。 具 体 的 に は 、 発 現 さ せ た い Ｄ Ｎ Ａ の 上 流 に 翻 訳 開 始 コ
ド ン を 付 加 し 、 下 流 に は 翻 訳 終 止 コ ド ン を 付 加 す る 。 さ ら に 、 転 写 を 制 御 す る プ ロ モ ー タ
ー 配 列 （ 例 え ば 、 ｔ ｒ ｐ 、 ｌ ａ ｃ 、 Ｔ ７ 、 Ｓ Ｖ ４ ０ 初 期 プ ロ モ ー タ ー ） 等 の 制 御 遺 伝 子 を
付 加 し 、 適 当 な ベ ク タ ー に 組 み 込 ん で 宿 主 細 胞 内 で 複 製 し 、 機 能 す る 発 現 プ ラ ス ミ ド を 作
製 す る こ と が で き る 。 適 切 な 発 現 ベ ク タ ー と し て は 、 例 え ば 、 細 菌 に つ い て は ｐ Ｒ Ｓ Ｅ Ｔ
、 ｐ Ｅ Ｔ 、 　 ｐ Ｇ Ｅ Ｍ Ｅ Ｘ 、 ｐ Ｋ Ｋ ２ ３ ３ － ２ な ど 、 酵 母 に つ い て は ｐ Ｙ Ｅ Ｓ ２ 、 昆 虫 細
胞 に つ い て は ｐ Ｖ Ｌ １ ３ ９ ３ 、 ｐ Ｆ ａ ｓ ｔ Ｂ ａ ｃ １ 、 動 物 細 胞 に つ い て は ｐ Ｅ Ｆ － 　 Ｂ Ｏ
Ｓ 、 ｐ Ｓ Ｒ α 、 ｐ Ｄ Ｒ ２ 、 ｐ Ｃ Ｒ ３ ． １ 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ は 、 遺 伝 子 治 療 に 有 用 で あ る 。 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ に よ っ て コ ー ド さ れ る 蛋 白
質 は 、 細 胞 増 殖 抑 制 因 子 タ ン パ ク 質 と し て 機 能 す る 。 従 っ て 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ を 生 体 に 導
入 し て 発 現 さ せ る こ と に よ り 、 例 え ば 、 血 管 新 生 を 伴 う 糖 尿 病 網 膜 症 の 治 療 に 利 用 す る こ
と が で き る 。
本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ は 、 公 知 の 方 法 に よ っ て 生 体 に 導 入 す る こ と が で き る 。 外 来 遺 伝 子 を 治 療
を 目 的 と し て 生 体 に 導 入 す る 手 法 は 公 知 で あ る 。 例 え ば 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 ア デ
ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 あ る い は ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 等 に 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ を 組 み 込
む こ と に よ り 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 導 入 用 の ベ ク タ ー と す る こ と が で き る 。 こ の ベ ク タ ー を 、
例 え ば 単 離 し た リ ン パ 球 な ど に 感 染 さ せ た 後 、 再 び 生 体 に 返 す こ と に よ り 、 エ キ ソ ビ ボ (e
x vivo)で 本 発 明 の 遺 伝 子 を 生 体 に 導 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
発 現 プ ラ ス ミ ド を 適 当 な 宿 主 細 胞 に 導 入 す れ ば 、 形 質 転 換 体 を 得 る こ と が で き る 。 宿 主 細
胞 と し て は 、 大 腸 菌 な ど の 原 核 生 物 、 酵 母 な ど の 単 細 胞 真 核 生 物 、 昆 虫 、 哺 乳 類 な ど の 多
細 胞 生 物 の 細 胞 な ど が 挙 げ ら れ る 。 好 ま し く は 、 哺 乳 類 の 細 胞 で あ り 、 哺 乳 類 の 細 胞 と し
て は 、 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 、 ２ ９ ３ 細 胞 、 Ｃ Ｏ Ｓ ７ 細 胞 な ど が 例 示 で き る 。 こ の 形 質 転 換 体 を 培 養
す る こ と に よ り 、 タ ン パ ク 質 を 産 生 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
得 ら れ た タ ン パ ク 質 は 、 当 業 者 に 周 知 の 硫 安 沈 殿 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、
イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ゲ ル 濾 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 逆 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
、 疎 水 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 単 独 あ る い は 組 み 合 わ せ て 精 製 す る こ と が で き る 。 ま た 、 本
発 明 の タ ン パ ク 質 を 、 Ｈ ｉ ｓ タ グ や Ｈ Ａ タ グ の よ う な 結 合 親 和 性 を 持 つ タ ン パ ク 質 と の 融
合 タ ン パ ク 質 と し て 発 現 さ せ る こ と に よ り 、 ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い た 精
製 方 法 を 適 用 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
本 発 明 は 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 、 あ る い は そ の 相 補 鎖 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る Ｄ Ｎ Ａ で あ っ て 、
少 な く と も １ ４ ヌ ク レ オ チ ド の 鎖 長 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ に 関 す る 。 こ の よ う な Ｄ Ｎ Ａ は 、 本 発
明 の Ｄ Ｎ Ａ を 合 成 す る た め の プ ラ イ マ ー と し て 、 あ る い は 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ や そ れ を 転 写 し
た ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 検 出 す る た め の プ ロ ー ブ と し て 用 い る こ と が で き る 。 与 え ら れ た 塩 基 配 列 に
基 づ い て プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 を 設 計 す る こ と は 、 当 業 者 が 通 常 行 い う る こ と で あ る 。 ま
た 、 検 出 す べ き 塩 基 配 列 と 公 知 の 塩 基 配 列 を 比 較 し て 、 適 切 な プ ロ ー ブ を 設 計 す る こ と も
当 業 者 に は 自 明 で あ る 。 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ を プ ロ ー ブ と し て 用 い る と き に は 、 ジ ゴ キ シ ゲ ニ
ン や ビ オ チ ン の よ う な 親 和 性 物 質 、 あ る い は Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ や ロ ー ダ ミ ン の よ う な 蛍 光 物 質 を 利
用 し て 公 知 の 方 法 に よ っ て 標 識 す る こ と が で き る 。 必 要 な 塩 基 配 列 を 持 つ Ｄ Ｎ Ａ は 、 化 学
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的 に 、 あ る い は 酵 素 的 に 合 成 す る こ と に よ っ て 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
本 発 明 に 基 づ く プ ロ ー ブ 、 あ る い は プ ラ イ マ ー は 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ や そ れ が 転 写 さ れ た ｍ
Ｒ Ｎ Ａ の 検 出 に 用 い る こ と が で き る 。 ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 法 や Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 法
に よ り 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
更 に 本 発 明 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 に 関 す る 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 モ ノ ク ロ ナ
ー ル 抗 体 お よ び ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 の い ず れ を も 含 む 。 こ れ ら の 抗 体 は 、 本 発 明 の タ ン パ
ク 質 、 ま た は そ の 断 片 を 免 疫 原 と し て 公 知 の 方 法 に 基 づ い て 作 成 す る こ と が で き る 。
本 発 明 の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 は 、 例 え ば 、 次 の よ う に し て 得 る こ と が で き る 。 具 体 的 に は
、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 抗 原 と し て マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 あ る い は ハ ム ス タ ー 等 を 免 疫 す る 。
免 疫 し た 動 物 の 脾 臓 ま た は リ ン パ 節 か ら リ ン パ 球 を 取 り 出 し 、 ミ エ ロ ー マ 細 胞 と 融 合 さ せ
て Ｋ ｏ ｈ ｅ ｒ と Ｍ ｉ ｌ ｓ ｔ ｅ ｉ ｎ の 方 法 （ Nature, 256, 495-497,1975） 、 ま た は そ の 改
良 法 で あ る Ｕ ｅ ｄ ａ ら の 方 法 （ Proc. Natl. Acad. Sci.USA,79, 4386-4390, 1982） 等 に
従 っ て ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 製 す る 。 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ の う ち 、 目 的 と す る 反 応 特 性
を 持 つ 抗 体 を 産 生 す る も の を ク ロ ー ニ ン グ し 、 こ れ を 培 養 す る こ と に よ っ て モ ノ ク ロ ナ ー
ル 抗 体 を 産 生 さ せ る こ と が で き る 。 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 は 、 免 疫 原 の タ ン パ ク 質 に 特 徴 的
に 見 出 さ れ る 構 造 を 認 識 す る も の を 選 択 す る こ と に よ り 、 そ の タ ン パ ク 質 を 特 異 的 に 認 識
す る モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 と す る こ と が で き る 。 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 特 徴 的 な 構 造 は 、 例
え ば 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 配 列 に 特 異 的 に 見 出 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 選
択 す る こ と に よ っ て 推 測 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
本 発 明 に よ る モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 は 、 そ の 定 常 領 域 を ヒ ト の イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 分 子 に 組 み
換 え る こ と に よ っ て キ メ ラ 抗 体 と す る こ と が で き る 。 キ メ ラ 抗 体 は 、 遺 伝 子 工 学 的 に 作 製
さ れ る モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 の ひ と つ で あ る 。 例 え ば 、 そ の 可 変 領 域 （ Ｖ ） が マ ウ ス イ ム ノ
グ ロ ブ リ ン 由 来 の 可 変 領 域 （ Ｖ Ｈ 、 Ｖ Ｌ ） で あ り 、 か つ そ の 定 常 領 域 （ Ｃ ） が ヒ ト イ ム ノ
グ ロ ブ リ ン 由 来 の 定 常 領 域 （ Ｃ Ｈ 、 Ｃ Ｌ ） で あ る マ ウ ス ／ ヒ ト キ メ ラ モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体
が 公 知 で あ る 。 ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 由 来 の 定 常 領 域 は 、 Ｉ ｇ Ｇ 、 Ｉ ｇ Ｍ 、 Ｉ ｇ Ａ お よ び
Ｉ ｇ Ｅ い ず れ の ク ラ ス に 属 す る ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン の 定 常 領 域 で も 利 用 す る こ と が で き
る 。 好 ま し く は 、 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ の 定 常 領 域 が 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
更 に 、 可 変 領 域 に お け る フ レ ー ム ワ ー ク を ヒ ト 化 す る こ と に よ っ て 、 い わ ゆ る ヒ ト 化 抗 体
と す る こ と が で き る 。 ヒ ト 型 抗 体 （ Ｃ Ｄ Ｒ － ｇ ｒ ａ ｆ ｔ ｅ ｄ 抗 体 ） も 、 遺 伝 子 工 学 的 に 作
製 さ れ る モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 の ひ と つ で あ る 。 例 え ば 、 可 変 領 域 （ Ｖ ） 中 の 超 可 変 領 域 (H
ypervariable region:HV)が マ ウ ス 由 来 で あ り 、 そ の 可 変 領 域 （ Ｖ ） の フ レ ー ム ワ ー ク 領
域 が ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン に 由 来 す る ヒ ト 化 抗 体 が 公 知 で あ る 。 Ｈ Ｖ は 相 補 性 決 定 領 域 （
Complementarity determining region： CDR） と も 呼 ば れ 、 可 変 領 域 中 に ３ 箇 所 存 在 す る
。 そ れ ぞ れ Ｈ Ｖ １ （ Ｃ Ｄ Ｒ １ ） 、 Ｈ Ｖ ２ （ Ｃ Ｄ Ｒ ２ ） 、 Ｈ Ｖ ３ （ Ｃ Ｄ Ｒ ３ ） と 名 づ け ら れ
て い る 。 こ れ ら の 領 域 は 、 可 変 領 域 に お い て 抗 原 結 合 特 異 性 を 決 定 す る 重 要 な 領 域 で あ る
。
一 方 フ レ ー ム ワ ー ク （ framework region)と は 、 Ｖ 領 域 に お い て ア ミ ノ 酸 配 列 の 多 様 性 は
比 較 的 少 な い 領 域 で あ る 。 Ｖ 領 域 に お い て Ｈ Ｖ を は さ む 形 で ４ つ の 領 域 を 占 め て い る 。 そ
れ ぞ れ 　 Ｆ Ｒ １ 、 Ｆ Ｒ ２ 、 Ｆ Ｒ ３ 、 Ｆ Ｒ ４ と 呼 ば れ る 。 ヒ ト 化 抗 体 は 可 変 領 域 の み で 構 成
す る こ と も で き る 。 あ る い は そ の 定 常 領 域 と し て ヒ ト の イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 由 来 の 構 造 を 持
た せ る こ と に よ っ て 、 完 全 な イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 分 子 と し て 構 成 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
動 物 の 胚 を 操 作 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 技 術 に よ り 、 マ ウ ス に ヒ ト 抗 体 遺 伝 子 を 導 入 し 、
こ の マ ウ ス を 免 疫 す る こ と に よ っ て ヒ ト 抗 体 を 作 ら せ る 方 法 も 確 立 さ れ て い る (日 経 サ イ
エ ン ス 1995年 、 6月 号 、 P40-50)。 こ の 方 法 に よ っ て 得 る こ と が で き る イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 分
子 は 、 完 全 な ヒ ト ・ イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 分 子 で あ る 。 こ の よ う に 、 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン の 一 部
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、 あ る い は 全 て を ヒ ト 化 し た も の も 、 そ の 抗 体 が 本 発 明 の 網 膜 周 皮 細 胞 由 来 の 細 胞 増 殖 抑
制 因 子 タ ン パ ク 質 を 認 識 す る も の で あ る 限 り 、 本 発 明 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
キ メ ラ 抗 体 は 、 例 え ば 次 の よ う に し て 得 る こ と が で き る
ま ず 、 本 発 明 の マ ウ ス モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 、 活 性 な 　 Ｖ Ｈ
遺 伝 子 （ Ｈ 鎖 可 変 領 域 を コ ー ド す る 再 構 成 さ れ た Ｖ Ｄ Ｊ 遺 伝 子 ） と 、 活 性 な Ｖ Ｌ 遺 伝 子 （
Ｌ 鎖 可 変 領 域 を コ ー ド す る 再 構 成 さ れ た Ｖ Ｊ 遺 伝 子 ） を 単 離 す る 。 他 方 で 、 ヒ ト イ ム ノ グ
ロ ブ リ ン を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ か ら Ｃ Ｈ 遺 伝 子 （ Ｈ 鎖 定 常 領 域 を コ ー ド す る Ｃ 遺 伝 子 ） と 、
Ｃ Ｌ 遺 伝 子 （ Ｌ 鎖 定 常 領 域 を コ ー ド す る Ｃ 遺 伝 子 ） を 取 得 す る 。 次 い で 、 Ｖ Ｈ の 下 流 に Ｃ
Ｈ を 発 現 可 能 な よ う に 配 列 し て 発 現 ベ ク タ ー （ ｐ Ｓ Ｖ ２ ｎ ｅ ｏ な ど ） に 組 み 込 む 。 同 様 に
Ｖ Ｌ に つ い て も 、 そ の 下 流 に 　 Ｃ Ｌ を 発 現 可 能 な よ う に 配 列 し て 発 現 ベ ク タ ー に 組 み 込 む
。 Ｖ Ｈ ＋ Ｃ Ｌ と Ｖ Ｌ ＋ Ｃ Ｌ は 、 １ つ の ベ ク タ ー 上 に 組 み 込 む こ と も で き る し 、 別 の ベ ク タ
ー に 挿 入 す る こ と も で き る 。 こ の よ う に し て 作 製 し た 発 現 ベ ク タ ー を 適 当 な 宿 主 細 胞 に 導
入 す る 。 Ｖ Ｈ ＋ Ｃ Ｌ と Ｖ Ｌ ＋ Ｃ Ｌ を 別 の ベ ク タ ー に 挿 入 し た 場 合 に は 、 ２ 種 の ベ ク タ ー で
コ ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 。 ス ク リ ー ニ ン グ を 容 易 に す る た め に 、 宿 主 細 胞 と し て は 、 自 ら
は 抗 体 を 産 生 し て い な い 細 胞 株 が 有 利 で あ る 。 具 体 的 に は 、 　 Ｐ ３ Ｘ ６ ３ Ａ ｇ ８ ． ６ ５ ３
細 胞 （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｃ Ｒ Ｌ １ ５ ８ ０ ） や Ｓ Ｐ ２ ／ ０ 　 － Ａ ｇ １ ４ 細 胞 （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｃ Ｒ Ｌ １
５ ８ １ ） 等 の 骨 髄 腫 細 胞 を 利 用 す る こ と が で き る 。 ベ ク タ ー は 、 Ｄ Ｅ Ａ Ｅ － デ キ ス ト ラ ン
法 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法 あ る い は エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 な ど に よ り 形 質 転 換 す る こ と
が で き る 。 形 質 転 換 細 胞 は 、 ま ず 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 さ れ た 薬 物 耐 性 遺 伝 子 を 指 標 と し て
ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。 更 に 目 的 と す る 抗 体 分 子 を 発 現 し て い る 形 質 転 換 体 を ス ク リ ー ニ
ン グ し て 、 目 的 の キ メ ラ モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 産 生 細 胞 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
更 に 、 ヒ ト 化 抗 体 は 、 例 え ば 次 の よ う に し て 得 る こ と が で き る 。
ま ず 、 マ ウ ス Ｈ 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ 遺 伝 子 と そ れ に 対 応 す る マ ウ ス Ｌ 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ 遺 伝 子 を 単 離 す る 。 一
方 、 ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 か ら は 、 前 記 マ ウ ス Ｈ 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ に 対 応 す る ヒ ト Ｈ 鎖 Ｃ Ｄ
Ｒ 以 外 の 全 領 域 を コ ー ド す る ヒ ト Ｈ 鎖 遺 伝 子 と 、 マ ウ ス Ｌ 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ に 対 応 す る ヒ ト Ｌ 鎖 遺
伝 子 を 単 離 す る 。 単 離 し た マ ウ ス Ｈ 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ 遺 伝 子 と ヒ ト Ｈ 鎖 遺 伝 子 を 発 現 可 能 な よ う に
適 当 な ベ ク タ ー に 導 入 す る 。 同 様 に マ ウ ス Ｌ 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ 遺 伝 子 と ヒ ト Ｌ 鎖 遺 伝 子 を 発 現 可 能
な よ う に 適 当 な も う 一 つ の 発 現 ベ ク タ ー に 導 入 す る 。 ま た は 、 マ ウ ス Ｈ 　 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ ／ ヒ ト
Ｈ 鎖 遺 伝 子 と マ ウ ス Ｌ 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ ／ ヒ ト Ｌ 鎖 遺 伝 子 を 同 一 の 発 現 ベ ク タ ー に 発 現 可 能 な よ う
に 導 入 す る こ と も で き る 。 こ の よ う に し て 作 製 さ れ た 発 現 ベ ク タ ー で 、 適 当 な 宿 主 細 胞 を
形 質 転 換 す る こ と に よ り 、 ヒ ト 化 抗 体 産 生 形 質 転 換 細 胞 を 得 ら れ る 。 宿 主 細 胞 の 形 質 転 換
と ス ク リ ー ニ ン グ は 、 キ メ ラ 抗 体 と 同 様 に 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 は 、 例 え ば 、 「 Antibodies; A Laboratory Manual, Lane, H.D.ら 編
」 (Cold Spring Harber Laboratory Press出 版  New York 1989年 )な ど に 記 載 の 方 法 に 従
っ て 作 製 す る こ と が で き る 。
す な わ ち 精 製 し た 本 発 明 の タ ン パ ク 質 、 あ る い は そ の 断 片 を 抗 原 と し て 用 い て 、 適 切 な 方
法 で 動 物 を 免 疫 す る こ と に よ り 、 抗 原 と な る タ ン パ ク 質 を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 を 容 易 に
作 製 し 、 精 製 す る こ と が で き る 。 ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を 得 る た め の 免 疫 動 物 と し て は 、 一
般 に マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー 、 あ る い は ウ サ ギ 等 が 用 い ら れ る 。 い ず れ の 場 合 に お い
て も 、 タ ン パ ク 質 断 片 を 免 疫 原 に 用 い る に は 、 Ｋ Ｌ Ｈ や ア ル ブ ミ ン の よ う な キ ャ リ ア ー タ
ン パ ク 質 と 結 合 さ せ る こ と に よ っ て 、 免 疫 原 性 を 高 め る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
本 発 明 の 抗 体 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 検 出 に 用 い る こ と が で き る 。 試 料 中 の タ ン パ ク 質
を 抗 体 に よ っ て 検 出 す る 方 法 は 、 イ ム ノ ブ ロ ッ ト 法 、 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 、 あ る い は 免 疫 染
色 法 等 と し て 公 知 で あ る 。 ま た 、 こ れ ら の 検 出 方 法 に 用 い る た め に 、 抗 体 を 直 接 、 あ る い
は 間 接 的 に 標 識 す る 方 法 も 公 知 で あ る 。 標 識 に は 、 一 般 に 酵 素 、 放 射 性 同 位 元 素 、 あ る い
は 蛍 光 物 質 な ど が 用 い ら れ る 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 緩 衝 液 、 安 定 剤 、 懸 濁 剤 、 塩 な ど の 溶 媒

10

20

30

40

50

(8) JP 2006-238844 A 2006.9.14



お よ び 溶 質 を 適 宜 組 み 合 わ せ て 、 本 発 明 の 網 膜 周 皮 細 胞 由 来 の 細 胞 増 殖 抑 制 因 子 タ ン パ ク
質 の 検 出 試 薬 キ ッ ト と す る こ と が で き る 。
以 下 、 実 施 例 に よ り 本 発 明 を 更 に 詳 細 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は こ れ ら に 何 ら 制 限 さ れ る も
の で は な い 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ３ ３ 】
［ 実 施 例 ］
（ 細 胞 増 殖 抑 制 タ ン パ ク 質 の 同 定 ）
網 膜 毛 細 血 管 周 皮 細 胞 株 の 培 養 濃 縮 液 か ら 硫 安 沈 殿 に よ っ て タ ン パ ク を 回 収 し 、 陰 イ オ ン
交 換 カ ラ ム （ Econo-Pac High Q 1mL cartrige; Bio-rad） に 通 し て タ ン パ ク 質 を 保 持 さ せ
た 。 陰 イ オ ン 交 換 カ ラ ム か ら の タ ン パ ク 質 溶 出 に は 0.01～ 1M塩 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 を 用 い て
分 画 し た 。 分 画 サ ン プ ル の 一 部 を 限 外 濾 過 に よ っ て バ ッ フ ァ ー 交 換 し て 10%Ｆ Ｂ Ｓ － Ｄ Ｍ
Ｅ Ｍ に 溶 解 し て 網 膜 毛 細 血 管 内 皮 細 胞 株 に 添 加 し 、 5-ブ ロ モ -2'-デ オ キ シ ウ リ ジ ン (Ｂ ｒ
ｄ Ｕ )の 取 り 込 み 量 を 測 定 す る こ と で 、 細 胞 増 殖 抑 制 活 性 を 評 価 し た 。 合 計 で 60に 分 け た
フ ラ ク シ ョ ン の 中 で 、 No.21～ 35で 顕 著 な Ｂ ｒ ｄ Ｕ 取 り 込 み 抑 制 が 示 さ れ た 。 次 に 、 ハ イ
ド ロ キ シ ア パ タ イ ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 に よ る さ ら な る 分 画 の た め 、 Ｂ ｒ ｄ Ｕ 取 り 込 み
抑 制 が 示 さ れ た フ ラ ク シ ョ ン の タ ン パ ク 質 を ハ イ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト カ ラ ム （ CHT-1、 セ
ラ ミ ッ ク ハ イ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト 2mL colume; Bio-rad） に 保 持 さ せ 、 0.01～ 0.5Mリ ン 酸
緩 衝 液 を 用 い て 分 画 し た 。 分 画 サ ン プ ル の 一 部 を 限 外 濾 過 に よ っ て バ ッ フ ァ ー 交 換 し て 10
%Ｆ Ｂ Ｓ － Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ に 溶 解 し て 網 膜 毛 細 血 管 内 皮 細 胞 株 に 添 加 し 、 Ｂ ｒ ｄ Ｕ の 取 り 込 み 量
を 測 定 す る と 、 フ ラ ク シ ョ ン 25付 近 で 強 い Ｂ ｒ ｄ Ｕ 取 り 込 み 抑 制 が 示 さ れ た 。 さ ら に 、 ハ
イ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト カ ラ ム で 分 画 し 、 Ｂ ｒ ｄ Ｕ 取 り 込 み 抑 制 が 示 さ れ た フ ラ ク シ ョ ン の
タ ン パ ク 質 を ２ 次 元 電 気 泳 動 で 分 離 し た 。 １ 次 元 目 等 電 点 電 気 泳 動 に Immnobiline DryStr
ip（ pH3.0～ 10.0NL, 7cm； Amersham Biosciences） を 用 い 、 ２ 次 元 目 に Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ
（ ExcelGel 2-D Homogeneous 12.5； Amersham Biosciences） を 用 い て 分 離 し た 。 泳 動 後
の ゲ ル を ク マ ー シ ー ・ ブ リ リ ア ン ト ・ ブ ル ー で 染 色 し 、 可 視 化 し た 。 得 ら れ た ス ポ ッ ト を
切 り 出 し 、 ト リ プ シ ン を 用 い て ゲ ル 内 消 化 に よ っ て 断 片 化 し た 。 タ ン パ ク 質 量 分 析 法 と し
て は マ ト リ ッ ク ス 支 援 レ ー ザ ー 脱 離 イ オ ン 化 飛 行 時 間 型 質 量 分 析 装 置 （ MALDI-TOFMS, AXI
MA-CFR; Shimadzu） を 用 い た 。 算 出 さ れ た モ ノ ア イ ソ ト ピ ッ ク イ オ ン の ピ ー ク 値 を 基 に デ
ー タ ベ ー ス Ｐ ｒ ｏ Ｆ ｏ ｕ ｎ ｄ で 検 索 し て Ｐ Ｍ Ｆ 法 に よ る タ ン パ ク 質 同 定 を 行 っ た 。 そ の 結
果 ト ロ ポ ミ オ シ ン [tropomyosin(TM)]で あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。 こ の 段 階 で は Ｔ Ｍ α （ MW=
28.33kDa, pI=4.8, NCBI番 号 ＝ 167850） 、 Ｔ Ｍ ３ （ MW=28.77kDa, pI=4.7, NCBI番 号 ＝ NP4
76556） 、 Ｔ Ｍ ６ （ MW=29.30kDa, pI=4.7, NCBI番 号 =Np775134） で あ る 可 能 性 が あ っ た 。
ラ ッ ト Ｔ Ｍ ３ を 特 異 的 に 認 識 す る プ ラ イ マ ー を 作 製 し て Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 法 で オ ー プ ン リ ー デ
ィ ン グ フ レ ー ム （ Ｏ Ｒ Ｆ ） の ク ロ ー ニ ン グ を 行 っ た 。 さ ら に 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 解 析 か ら ラ ッ
ト 網 膜 、 網 膜 毛 細 血 管 周 皮 細 胞 株 に 発 現 が 示 さ れ た 。 増 幅 さ れ た 網 膜 毛 細 血 管 周 皮 細 胞 株
の Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を Ｄ Ｎ Ａ シ ー ク エ ン サ ー 解 析 し た 結 果 、 配 列 表 ２ に 示 す 配 列 を 得 た 。 得 ら れ
た 配 列 は ラ ッ ト Ｔ Ｍ ３ 、 ラ ッ ト Ｔ Ｍ ６ と 異 な る 配 列 を 示 し た 。 さ ら に 、 塩 基 配 列 を ア ミ ノ
酸 に 変 換 し た （ 配 列 表 １ ） と こ ろ 、 や は り 両 者 と は 異 な っ て い た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
（ 同 定 タ ン パ ク 質 の 細 胞 増 殖 抑 制 活 性 ）
配 列 表 ２ に あ る 遺 伝 子 配 列 に 制 限 酵 素 サ イ ト が 付 く よ う な プ ラ イ マ ー で Ｐ Ｃ Ｒ を 行 い 、 得
ら れ た 増 幅 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を タ ン パ ク 質 発 現 誘 導 さ せ る た め 、 pGEX-6P-1ベ ク タ ー （ Amersham 
Biosciences） に 導 入 し た 。 目 的 遺 伝 子 の Ｏ Ｒ Ｆ を 導 入 し た pGE-6P-1溶 液 5μ Lに Ｂ Ｌ ２ １
（ Ｄ Ｅ ３ ） コ ン ピ テ ン ト セ ル （ STRATGENE） を 100μ L加 え 、 ヒ ー ト シ ョ ッ ク を 加 え 、 Ｓ Ｏ
Ｃ 培 地 200μ Lを 加 え 、 37℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 、 Ｌ Ｂ 　 Ａ ｍ ｐ ｐ ｌ ａ ｔ ｅ
に 播 き 、 37℃ 、 12～ 16時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ っ て 、 コ ロ ニ ー を 形 成 さ せ た
。 4～ 5mLの Ｌ Ｂ 　 Ａ ｍ ｐ 　 ｍ ｅ ｄ ｉ ｕ ｍ に 形 成 さ れ た コ ロ ニ ー を 加 え て 、 37℃ 、 11時 間 の
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ っ て 大 量 培 養 後 、 遠 心 し て 集 菌 し た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
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集 菌 し た Ｂ Ｌ ２ １ （ Ｄ Ｅ ３ ） を リ ン 酸 緩 衝 液 （ pH7.5） に 懸 濁 さ せ 、 超 音 波 細 胞 破 砕 機 （ M
ISONIX; Farmingdale, NY） で 破 砕 後 、 遠 心 し て 上 清 を 回 収 し た 。 得 ら れ た タ ン パ ク 質 は
グ ル タ イ オ ン ・ セ フ ァ ロ ー ス ４ Ｂ （ Amersham Biosciences） を 用 い て 精 製 し た 。 精 製 し た
タ ン パ ク 質 は 、 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ Ｍ Ｓ に よ っ て タ ン パ ク 質 量 の 測 定 し 、 さ ら に プ ロ テ イ
ン シ ー ク エ ン サ ー （ PPSQ-21; Shimadzu） を 用 い て Ｎ 末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 の 解 析 を 行 い 確 認
し た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
網 膜 毛 細 血 管 内 皮 細 胞 株 を コ ラ ー ゲ ン コ ー ト プ レ ー ト （ Biocoat Collagen I Cellware 96
-Well plate; BD Biosciences） に 750セ ル ／ ウ ェ ル の 割 合 で 播 種 し 、 24時 間 培 養 し た 。 濃
縮 し た リ コ ン ビ ナ ン ト タ ン パ ク 質 溶 液 を 設 定 し た 濃 度 に な る よ う に 希 釈 し 、 各 濃 度 の タ ン
パ ク 質 、 ま た は 、 網 膜 毛 細 血 管 周 皮 細 胞 株 の 培 養 濃 縮 液 （ ５ 倍 、 5x rPCT1-CM） を 含 む 10%
Ｆ Ｂ Ｓ － Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ で 48時 間 培 養 し た 。 細 胞 測 定 は 、 同 仁 化 学 研 究 所 製 の 細 胞 増 殖 ア ッ セ イ
キ ッ ト (Cell Counting Kit-8)用 い て 行 っ た 。 細 胞 増 殖 抑 制 活 性 を 表 １ に 示 す 。 本 発 明 の
タ ン パ ク 質 1～ 37μ Mに て 顕 著 な 内 皮 細 胞 増 殖 抑 制 効 果 を 示 し た 。
表 ２ に は 同 じ 濃 度 の ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン を 用 い た 結 果 を 示 し て い る 。 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン
で は 同 濃 度 を 用 い て も 内 皮 細 胞 増 殖 に 全 く 影 響 を 与 え な い こ と か ら 、 本 発 明 で 得 ら れ た 内
皮 細 胞 増 殖 因 子 タ ン パ ク 質 の 効 果 が 特 異 的 で あ る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
Control:培 地 の み
5x CM:培 地 に 網 膜 毛 細 血 管 周 皮 細 胞 の 培 養 濃 縮 液 (５ 倍 )を 添 加
0.1μ M： 培 地 に 本 発 明 タ ン パ ク 質 (TM3 sv)濃 度 0.1μ Mで 添 加
1μ M： 培 地 に 本 発 明 タ ン パ ク 質 濃 度 (TM3 sv)1μ Mで 添 加
10μ M： 培 地 に 本 発 明 タ ン パ ク 質 濃 度 (TM3 sv)10μ Mで 添 加
【 ０ ０ ３ ８ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
Control:培 地 の み
5x CM:培 地 に 網 膜 毛 細 血 管 周 皮 細 胞 の 培 養 濃 縮 液 (５ 倍 )を 添 加
0.1μ M： 培 地 に ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (BSA)濃 度 0.1μ Mで 添 加
1μ M： 培 地 に ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (BSA)濃 度 1μ Mで 添 加
10μ M： 培 地 に ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (BSA)濃 度 10μ Mで 添 加
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ ０ ３ ９ 】
本 発 明 に よ り 、 新 規 な 血 管 新 生 に 関 わ る 細 胞 増 殖 抑 制 作 用 を 有 す る タ ン パ ク 質 及 び タ ン パ
ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 が 得 ら れ た 。 本 発 明 の 遺 伝 子 が コ ー ド す る タ ン パ ク 質 は 内 皮 細 胞
増 殖 抑 制 作 用 を 有 し 、 血 管 新 生 を 伴 う 糖 尿 病 網 膜 症 の 治 療 薬 に 有 用 で あ る 。 さ ら に 、 本 発
明 に 係 る 血 管 新 生 に 関 わ る 細 胞 増 殖 抑 制 作 用 を 有 す る タ ン パ ク 質 は 、 未 熟 児 網 膜 症 の 血 管
新 生 を 伴 う 疾 病 、 悪 性 腫 瘍 に お け る 血 管 新 生 お よ び 炎 症 疾 患 に お け る 血 管 新 生 等 に お け る
細 胞 増 殖 抑 制 剤 と し て 様 々 な 疾 病 に 適 用 で き る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
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【 ０ ０ ４ ０ 】
【 図 １ 】 ラ ッ ト 網 膜 毛 細 血 管 周 皮 細 胞 由 来 の 細 胞 増 殖 抑 制 因 子 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列
で あ る 。
【 図 ２ 】 ラ ッ ト 網 膜 毛 細 血 管 周 皮 細 胞 由 来 の 細 胞 増 殖 抑 制 因 子 タ ン パ ク 質 の DNA配 列 で あ
る 。

【 図 １ 】

【 図 ２ 】
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【 配 列 表 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 18年 3月 2日 (2006.3.2)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 配 列 表
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 配 列 表 】
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摘要(译)

亲切代码： 为了分离源自视网膜周细胞的细胞生长抑制因子蛋白，其具
有与血管生成相关的细胞增殖抑制作用，以获得氨基酸序列和碱基序
列。 一 通过以下步骤获得所需蛋白质，其氨基酸序列和碱基序列。 
（1）基于视网膜毛细血管周细胞富集培养基的内皮细胞增殖抑制作用，
缩小蛋白质组。 （2）通过质谱法等鉴定蛋白质组中包含的蛋白质的氨
基酸序列。 （3）基于氨基酸序列，确定编码含有相关氨基酸序列的多
肽的多个碱基序列。 （4）基于碱基序列信息，通过PCR等确定编码具
有相关内皮细胞增殖抑制作用的蛋白质的碱基序列的总长度。 （5）通
过将分离的基因导入大肠杆菌等中来制备蛋白质。 本发明的蛋白质具有
内皮细胞增殖抑制作用，可用作伴随血管生成的糖尿病性视网膜病的治
疗剂。 系统技术领域
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