
(57)【要約】
本発明は、細胞の混合集団から、リンパ管内皮細胞を単離する方法および組成物に関する
。より詳しくは、本発明者らは、ＶＥＧＦＲ－３の細胞外ドメインを認識する特定の抗体
を用いて、他の非リンパ管内皮細胞が実質的に混入していないリンパ管内皮細胞を特異的
に単離することができることを発見した。前記細胞の作製および前記細胞の使用のための
方法および組成物を記載する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 含 む 生 物 学 的 サ ン プ ル か ら リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 単 離 す る 方 法 で あ っ て
、
ａ ） 前 記 サ ン プ ル と 、 他 の 内 皮 細 胞 に 比 べ て リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 優 先 的 に 認 識 す る 抗 体 と
を 、 該 抗 体 が リ ン パ 管 内 皮 細 胞 と 結 合 す る 条 件 下 に て 接 触 さ せ 、 さ ら に
ｂ ） 前 記 抗 体 と 結 合 し て い る リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 単 離 す る こ と
を 含 ん で な る 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
前 記 抗 体 が 、 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 に 特 異 的 な Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ の 細 胞 外 ド メ イ ン の エ ピ ト ー プ
と 免 疫 反 応 性 の あ る 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
前 記 生 物 学 的 サ ン プ ル が 、 ヒ ト 患 者 由 来 の も の で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
前 記 抗 体 が 固 相 支 持 体 上 に 固 定 化 さ れ 、 か つ 、 前 記 生 物 学 的 サ ン プ ル が 該 支 持 体 と 接 触 し
て 、 前 記 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 が 前 記 抗 体 と 結 合 す る こ と を 可 能 と す る も の で あ る 、 請 求 項 １
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
前 記 抗 体 を 蛍 光 ラ ベ ル に て 標 識 し 、 か つ 、 前 記 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 が 蛍 光 活 性 化 セ ル ソ ー テ
ィ ン グ に よ っ て 単 離 す る も の で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
前 記 抗 体 を 磁 気 ラ ベ ル に て 標 識 し 、 か つ 、 前 記 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 が 磁 気 活 性 化 セ ル ソ ー テ
ィ ン グ に よ っ て 単 離 す る も の で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
前 記 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 が 、 免 疫 組 織 化 学 に よ っ て 単 離 す る も の で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
リ ン パ 管 内 皮 細 胞 が 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 単 離 す る も の で あ る 、 請 求 項 １ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
前 記 抗 体 が ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る も の で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
前 記 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る も の で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
前 記 抗 体 が 、 ２ Ｅ １ １ Ｄ １ １ の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト を 含 ん で な る 結 合 試 薬 で あ る も の で
あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
前 記 抗 体 が 、 ２ Ｅ １ １ Ｄ １ １ に よ っ て 認 識 さ れ る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ タ ン パ ク 質 の 同 じ エ ピ ト
ー プ を 認 識 す る も の で あ る 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
前 記 抗 体 が 、 ２ Ｅ １ １ Ｄ １ １ で あ る も の で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
前 記 抗 体 が 、 抗 ポ ド プ ラ ニ ン で あ る も の で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
微 小 血 管 内 皮 細 胞 の サ ン プ ル か ら 血 管 内 皮 細 胞 を 単 離 す る 方 法 で あ っ て 、
ａ ） 前 記 細 胞 と 、 他 の 内 皮 細 胞 に 比 べ て リ ン パ 管 内 皮 細 胞 と 優 先 的 に 結 合 す る 抗 体 と を 、
前 記 抗 体 が リ ン パ 管 内 皮 細 胞 と 結 合 す る 条 件 下 に て 接 触 さ せ 、 さ ら に
ｂ ） 前 記 抗 体 と 結 合 し て い な い 微 小 血 管 細 胞 か ら 、 前 記 抗 体 が 結 合 し て い る リ ン パ 管 内 皮
細 胞 を 取 り 除 く も の で あ り 、 こ こ で 、 前 記 抗 体 と 結 合 し て い な い 前 記 微 小 血 管 細 胞 が 、 リ
ン パ 管 内 皮 細 胞 を 実 質 的 に 含 ま な い 血 管 内 皮 細 胞 集 団 を 含 ん で な る こ と
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を 含 ん で な る 、 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
前 記 抗 体 が 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ の 細 胞 外 ド メ イ ン と 免 疫 反 応 性 の あ る 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １
５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
ａ ） リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 含 む 生 物 学 的 サ ン プ ル と 、 他 の 内 皮 細 胞 に 比 べ て リ ン パ 管 内 皮 細
胞 と 優 先 的 に 結 合 す る 抗 体 と を 、 前 記 抗 体 が リ ン パ 管 内 皮 細 胞 と 結 合 す る 条 件 下 に て 接 触
さ せ 、 さ ら に
ｂ ） 該 抗 体 が 結 合 し て い る リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 単 離 す る こ と
を 含 ん で な る 方 法 に よ っ て 単 離 さ れ た も の で あ る 、 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 集 団 。
【 請 求 項 １ ８ 】
前 記 抗 体 が Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ の 細 胞 外 ド メ イ ン と 免 疫 反 応 性 の あ る 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ ７
に 記 載 の リ ン パ 管 内 皮 細 胞 集 団 。
【 請 求 項 １ ９ 】
細 胞 の 前 記 生 物 学 的 サ ン プ ル が 、 内 皮 細 胞 の 異 種 集 団 を 含 ん で な る も の で あ る 、 請 求 項 １
７ に 記 載 の リ ン パ 管 内 皮 細 胞 集 団 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
細 胞 の 前 記 生 物 学 的 サ ン プ ル が 、 微 小 血 管 内 皮 細 胞 集 団 で あ る も の で あ る 、 請 求 項 １ ７ に
記 載 の リ ン パ 管 内 皮 細 胞 集 団 。
【 請 求 項 ２ １ 】
血 管 内 皮 細 胞 が 実 質 的 に 混 入 し て い な い 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の リ ン パ 管 内 皮 細 胞 集 団 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
前 記 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 増 殖 さ せ る こ と を 含 ん で な る 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
ａ ） 微 小 血 管 内 皮 細 胞 集 団 と 、 血 管 内 皮 細 胞 に 比 べ て リ ン パ 管 内 皮 細 胞 と 優 先 的 に 結 合 す
る 抗 体 と を 、 該 抗 体 が リ ン パ 管 内 皮 細 胞 と 結 合 す る 条 件 下 に て 接 触 さ せ 、 さ ら に
ｂ ） 前 記 抗 体 と 結 合 し て い な い 微 小 血 管 細 胞 か ら 、 前 記 抗 体 が 結 合 し て い る リ ン パ 管 内 皮
細 胞 を 取 り 除 き 、 こ こ で 、 前 記 抗 体 と 結 合 し て い な い 微 小 血 管 細 胞 が 、 リ ン パ 管 内 皮 細 胞
を 実 質 的 に 含 ま な い 血 管 内 皮 細 胞 集 団 を 含 ん で な る こ と
を 含 ん で な る 方 法 に よ っ て 単 離 さ れ た 、 血 管 内 皮 細 胞 集 団 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
前 記 抗 体 が 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ の 細 胞 外 ド メ イ ン と 免 疫 反 応 性 の あ る 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ２
３ に 記 載 の 血 管 細 胞 集 団 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
前 記 血 管 内 皮 細 胞 集 団 を 増 殖 さ せ る こ と を さ ら に 含 ん で な る 、 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 血 管 細
胞 集 団 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
他 の 内 皮 細 胞 が 実 質 的 に 混 入 し て い な い 、 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 集 団 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
他 の 内 皮 細 胞 が 実 質 的 に 混 入 し て い な い 、 血 管 内 皮 細 胞 集 団 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
リ ン パ 管 内 皮 細 胞 の 部 分 集 団 が 実 質 的 に 富 化 さ れ た も の で あ る 組 成 物 を 得 る 方 法 で あ っ て
、
（ ａ ） 微 小 血 管 内 皮 細 胞 を 含 ん で な る 細 胞 源 を 用 意 し 、
（ ｂ ） 該 細 胞 と 、 他 の 内 皮 細 胞 に 比 べ て リ ン パ 管 内 皮 細 胞 と 優 先 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 と を 、 該 抗 体 が リ ン パ 管 内 皮 細 胞 と 結 合 し う る 条 件 下 に て 接 触 さ せ 、
（ ｃ ） 前 記 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 特 異 的 に 結 合 す る 細 胞 を 分 離 し て 、 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 の
部 分 集 団 が 実 質 的 に 富 化 さ れ た も の で あ る 組 成 物 を 得 る こ と
を 含 ん で な る 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
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前 記 抗 体 が 、 抗 ポ ド プ ラ ニ ン 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
前 記 抗 体 が 、 ２ Ｅ １ １ Ｄ １ １ で あ る 、 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
請 求 項 ２ ８ 、 ２ ９ ま た は ３ ０ に 記 載 の 方 法 に よ っ て 得 ら れ 、 実 質 的 に 富 化 さ れ た リ ン パ 管
内 皮 細 胞 部 分 集 団 を 含 ん で な る も の で あ る 、 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
リ ン パ 管 内 皮 細 胞 障 害 を 改 善 す る 方 法 で あ っ て 、 治 療 剤 を 用 い て リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 標 的
化 す る こ と を 含 ん で な り 、 前 記 治 療 剤 が 、 他 の 内 皮 細 胞 に 比 べ て リ ン パ 管 内 皮 細 胞 と 優 先
的 に 結 合 す る 抗 体 を 用 い て リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 標 的 化 し 、 前 記 抗 体 が 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ の
細 胞 外 ド メ イ ン と 免 疫 反 応 性 の あ る 抗 体 で あ る も の で あ る 、 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
前 記 障 害 が 、 リ ン パ 腫 、 遺 伝 性 リ ン パ 水 腫 、 リ ン パ 水 腫 、 リ ン パ 管 腫 、 リ ン パ 管 肉 腫 、 リ
ン パ 管 腫 症 、 リ ン パ 管 拡 張 症 、 お よ び 頸 部 水 嚢 胞 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る も の で あ る 、
請 求 項 ３ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
ex vivo治 療 を 含 ん で な る も の で あ る 、 リ ン パ 系 疾 患 を 改 善 す る 方 法 で あ っ て 、
前 記 ex vivo治 療 が 、
ａ ） 該 治 療 を 必 要 と す る 患 者 の 微 小 血 管 内 皮 細 胞 を 用 意 し 、
ｂ ） 微 小 血 管 内 皮 細 胞 と 、 他 の 内 皮 細 胞 に 比 べ て リ ン パ 管 内 皮 細 胞 と 優 先 的 に 結 合 す る 抗
体 と を 、 該 抗 体 と リ ン パ 管 内 皮 細 胞 と の 結 合 を 可 能 に す る 条 件 下 に て 接 触 さ せ 、
ｃ ） 前 記 抗 体 が 結 合 し て い る リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 単 離 し 、
ｄ ） 該 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 発 現 構 築 物 に て ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 こ こ で 、 該 発 現 構 築 物 は
、 プ ロ モ ー タ ー に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た 治 療 用 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 を 含 ん で な り
、 前 記 細 胞 内 に て 前 記 タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る の に 有 効 な 量 で あ り 、 さ ら に
ｅ ） 該 ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 を 前 記 患 者 に 再 導 入 す る こ と
を 含 ん で な る 、 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
前 記 抗 体 が 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ の 細 胞 外 ド メ イ ン と 免 疫 反 応 性 の あ る 抗 体 で あ る も の で あ る
、 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
リ ン パ 管 内 皮 細 胞 培 養 系 の 増 殖 を 促 進 す る 方 法 で あ っ て 、
ａ ） 請 求 項 １ に 記 載 の よ う に リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 用 意 し 、
ｂ ） 該 細 胞 を Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ リ ガ ン ド に よ り 刺 激 す る こ と
を 含 ん で な り 、
こ こ で 、 前 記 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ リ ガ ン ド に よ る 前 記 細 胞 の 増 殖 刺 激 が 、 該 刺 激 の 不 在 下 に お
け る 増 殖 に 比 べ て 前 記 培 養 細 胞 の 生 存 を 促 進 す る も の で あ る 、 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
前 記 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ リ ガ ン ド が 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ １ ５ ６ Ｓ ま た は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ －
Ｄ で あ る 、 請 求 項 ３ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
前 記 細 胞 を 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ２ リ ガ ン ド に よ り 刺 激 す る こ と を さ ら に 含 ん で な る 、 請 求 項 ３
６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
前 記 細 胞 の 刺 激 が 、 該 細 胞 を ア ポ ト ー シ ス か ら 防 護 す る も の で あ る 、 請 求 項 ３ ６ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
前 記 細 胞 の 防 護 が 、 Ａ ｋ ｔ ま た は ｐ ４ ２ ／ Ｍ Ａ Ｐ Ｋ シ グ ナ ル 伝 達 分 子 の 活 性 化 に よ り 媒 介
さ れ る も の で あ る 、 請 求 項 ３ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
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前 記 刺 激 が 前 記 細 胞 の 分 化 内 皮 細 胞 の 特 性 の 維 持 を 可 能 に す る も の で あ る 、 請 求 項 ３ ６ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
哺 乳 類 生 物 体 の リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 選 択 的 に 調 節 す る 方 法 で あ っ て 、
ａ ） 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 に よ っ て 哺 乳 類 生 物 体 か ら リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 単 離 し 、
ｂ ） 単 離 さ れ た 前 記 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 、 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 調 節 す る 薬 剤 と 接 触 さ せ 、
さ ら に
ｃ ） 該 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 、 前 記 生 物 体 に 再 導 入 す る こ と
を 含 ん で な る 、 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
前 記 接 触 工 程 が 、 外 因 性 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 前 記 細 胞 へ 導 入 す る こ と を 含 ん で な る 、 請 求
項 ４ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
前 記 生 物 体 が 、 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 内 で 発 現 さ れ る 遺 伝 子 内 の 遺 伝 子 突 然 変 異 を 特 徴 と す る
疾 患 を 有 し 、 か つ 、 前 記 接 触 が 、 外 因 性 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 前 記 細 胞 へ 導 入 し て 前 記 遺 伝
子 内 の 遺 伝 子 突 然 変 異 の 影 響 を 克 服 す る こ と を 含 ん で な る 、 請 求 項 ４ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
前 記 疾 患 が 、 遺 伝 性 リ ン パ 水 腫 で あ る 、 請 求 項 ４ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
脊 椎 動 物 生 物 体 由 来 の 組 織 の リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を イ メ ー ジ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） リ ン パ 管 内 皮 細 胞 含 有 の 疑 い の あ る 脊 椎 動 物 組 織 と 、 他 の 内 皮 細 胞 に 比 べ て リ ン パ
管 内 皮 細 胞 と 優 先 的 に 結 合 す る 抗 体 を 含 ん で な る 組 成 物 と を 、 該 抗 体 と リ ン パ 管 内 皮 細 胞
と の 結 合 を 可 能 に す る 条 件 下 に て 接 触 さ せ 、
（ ｂ ） 前 記 組 織 の リ ン パ 管 内 皮 細 胞 と 結 合 し た 前 記 抗 体 を 検 出 し 、 さ ら に
（ ｃ ） 前 記 抗 体 が 結 合 し て い る リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 同 定 す る こ と に よ っ て 前 記 組 織 の リ ン
パ 管 内 皮 細 胞 を イ メ ー ジ ン グ す る こ と を 含 ん で な り 、 こ こ で 、 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 と 前 記 抗
体 と の 結 合 が 前 記 組 織 内 の リ ン パ 管 内 皮 細 胞 の 存 在 お よ び 位 置 を 示 す も の で あ る 、 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
前 記 組 織 が ヒ ト 組 織 を 含 ん で な る 、 請 求 項 ４ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
接 触 工 程 の 後 、 イ メ ー ジ ン グ 工 程 の 前 に 、 前 記 組 織 の リ ン パ 管 内 皮 細 胞 と 結 合 し て い な い
抗 体 を 、 前 記 組 織 か ら 取 り 除 く 条 件 下 に て 、 前 記 組 織 を 洗 浄 す る 工 程 を さ ら に 含 ん で な る
、 請 求 項 ４ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
前 記 抗 体 が 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ の 細 胞 外 ド メ イ ン と 免 疫 反 応 性 の あ る 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ４
６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
前 記 抗 体 が 抗 ポ ド プ ラ ニ ン 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ４ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
前 記 抗 体 が 、 共 有 結 合 し た 検 出 可 能 な ラ ベ ル を さ ら に 含 ん で な る 、 請 求 項 ４ ６ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
前 記 組 織 を 、 血 管 内 皮 に は 実 質 的 に 存 在 し な い リ ン パ 管 内 皮 マ ー カ ー と 特 異 的 に 結 合 す る
第 ２ の 化 合 物 と 接 触 さ せ 、 さ ら に
前 記 組 織 の 細 胞 と 結 合 し た 前 記 第 ２ の 化 合 物 を 検 出 す る こ と
を さ ら に 含 ん で な り 、 こ こ で 、 前 記 イ メ ー ジ ン グ 工 程 が 、 前 記 抗 体 お よ び 第 ２ の 化 合 物 の
両 方 に て 標 識 さ れ た リ ン パ 管 を 同 定 す る こ と を 含 ん で な り 、 前 記 抗 体 お よ び 第 ２ の 化 合 物
の 両 方 に て 標 識 さ れ た リ ン パ 管 が 、 前 記 組 織 に お け る リ ン パ 管 内 皮 細 胞 の 存 在 お よ び 位 置
と 相 関 す る も の で あ る 、 請 求 項 ４ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
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前 記 抗 体 が Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ の 細 胞 外 ド メ イ ン と 免 疫 反 応 性 の あ る 抗 体 で あ り 、 か つ 、 前 記
第 ２ の 化 合 物 が 抗 ポ ド プ ラ ニ ン 抗 体 で あ る も の で あ る 、 請 求 項 ５ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
リ ン パ 管 内 皮 細 胞 に お け る 変 化 を 特 徴 と す る 疾 病 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ
て 、
（ ａ ） リ ン パ 管 内 皮 細 胞 に お け る 変 化 を 特 徴 と す る 病 態 の 疑 い の あ る 脊 椎 動 物 生 物 体 か ら
組 織 サ ン プ ル を 用 意 し 、
（ ｂ ） 該 組 織 サ ン プ ル を 、 他 の 内 皮 細 胞 に 比 べ て リ ン パ 管 内 皮 細 胞 と 優 先 的 に 結 合 す る 抗
体 を 含 ん で な る 組 成 物 に 対 し 、 前 記 抗 体 と 前 記 生 物 体 の リ ン パ 管 内 皮 細 胞 と の 結 合 を 可 能
に す る 条 件 下 に て 曝 し 、
（ ｃ ） 前 記 組 織 サ ン プ ル を 洗 浄 し 、 さ ら に
（ ｄ ） 前 記 組 織 サ ン プ ル 中 の 前 記 結 合 抗 体 の 存 在 、 量 、 ま た は 分 布 を 検 出 す る こ と に よ り
、 前 記 疾 病 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と
を 含 ん で な る 、 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
哺 乳 類 の リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 特 異 的 に 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 前 記 哺 乳 類 に 、 他 の 内 皮 細 胞 に 比 べ て リ ン パ 管 内 皮 細 胞 と 優 先 的 に 結 合 す る 抗 体 を
含 ん で な る 組 成 物 を 、 該 抗 体 と リ ン パ 管 内 皮 細 胞 と の 結 合 を 可 能 に す る 条 件 下 に て 投 与 し
、 さ ら に
（ ｂ ） リ ン パ 管 内 皮 細 胞 と 結 合 し た 前 記 抗 体 を 検 出 し て 、 前 記 生 物 体 に お け る リ ン パ 管 内
皮 細 胞 を 検 出 す る こ と
を 含 ん で な る 、 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
前 記 哺 乳 類 に 、 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 マ ー カ ー と 特 異 的 に 結 合 す る 第 ２ の 化 合 物 を 投 与 す る こ
と を さ ら に 含 ん で な り 、 こ こ で 、 前 記 検 出 工 程 が 、 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 と 結 合 し た 前 記 抗 体
お よ び 第 ２ の 化 合 物 の 検 出 を 含 ん で な る も の で あ る 、 請 求 項 ５ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 改 変 す る 方 法 で あ っ て 、
ａ ） 微 小 血 管 内 皮 細 胞 を 用 意 し 、
ｂ ） 該 微 小 血 管 内 皮 細 胞 と 、 他 の 内 皮 細 胞 に 比 べ て リ ン パ 管 内 皮 細 胞 と 優 先 的 に 結 合 す る
抗 体 と を 、 該 抗 体 と リ ン パ 管 内 皮 細 胞 と の 結 合 を 可 能 に す る 条 件 下 に て 接 触 さ せ 、
ｃ ） 前 記 抗 体 が 結 合 し て い る リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 単 離 し 、 さ ら に
ｄ ） 該 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 、 発 現 構 築 物 に て ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 該 発 現 構 築 物 は プ ロ モ
ー タ ー に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た 治 療 用 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 を 含 ん で な り 、 前 記 細
胞 内 に て 前 記 タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る の に 有 効 な 量 で あ り 、 こ こ で 、 前 記 ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン が 、 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 改 変 す る こ と
を 含 ん で な る 、 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
請 求 項 ５ ７ に 記 載 の 方 法 に よ っ て 作 製 さ れ た も の で あ る 、 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 発 明 は 、 一 般 に 、 内 皮 細 胞 の 単 離 に 関 す る 材 料 お よ び 方 法 、 な ら び に 本 発 明 に よ り 単 離
さ れ る 細 胞 に 関 す る 。 さ ら に 詳 し く は 、 本 発 明 は 、 単 離 さ れ た リ ン パ 管 内 皮 細 胞 集 団 の 獲
得 に 関 す る 。
【 発 明 の 背 景 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
リ ン パ 系 は 、 循 環 系 に 匹 敵 す る 組 織 化 さ れ た 複 雑 な 構 造 で あ る 。 血 液 を 全 身 に 送 り 込 む の
に 心 臓 を 用 い る 循 環 系 と は 対 照 的 に 、 リ ン パ 系 は リ ン パ 管 本 来 の 収 縮 性 を 利 用 し て リ ン パ
液 を 送 り 込 む 。 リ ン パ 管 は 血 管 と 同 じ 様 に 相 互 に 連 結 し て い な い が 、 毛 細 リ ン パ 管 に 流 れ
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込 む 最 初 の リ ン パ 洞 [Jeltsch et al., Science, 276: 1423-1425 (1997); お よ び Castenh
olz, A., in Olszewski, W. L. (ed.), Lymph Stasis: Pathophysiology, Diagnosis, an
d Treatment. CRC Press: Boca Raton, Florida (1991), pp. 15-42]、 さ ら に リ ン パ 本 幹
に 流 れ 込 む 集 合 リ ン パ 管 に 続 い て 、 最 後 に 静 脈 循 環 に 流 れ 込 む 胸 管 を 含 む 一 連 の 組 織 的 構
造 を 形 成 し て い る 。 リ ン パ 液 が 流 れ る チ ャ ン ネ ル の 構 成 は 、 最 初 の リ ン パ 管 の 単 一 内 皮 層
、 内 皮 、 筋 層 お よ び 外 膜 層 を 含 む 集 合 リ ン パ 管 の 多 層 、 な ら び に リ ン パ 節 の 複 雑 な 組 織 を
は じ め と し て 様 々 で あ る [Olszewski, W. L., in Olszewski, W. L. (ed), Lymph Stasis:
 Pathophysiology, Diagnosis, and Treatment. CRC Press: Boca Raton, Florida (1991
), pp. 235-258; お よ び Kinmonth, J. B., in Kinmonth, J. B. (ed), The Lymphatics: 
Diseases, Lymphography and Surgery. Edward Arnold Publishers: London, England (1
972), pp. 82-86]。 皮 膚 、 肺 、 お よ び 胃 腸 管 な ど の 体 の 様 々 な 器 官 の リ ン パ 成 分 は 様 々 な
独 特 の 特 徴 を 有 す る [Ohkuma, M., in Olszewski (1991), 前 記 , at pp. 157-190; Uhley,
 H. and Leeds, S., in Olszewski (1991), 前 記 , at pp. 191-210; お よ び Barrowman, J
. A., in Olszewski (1991), at pp. 221-234).を 参 照 ]。
【 ０ ０ ０ ３ 】
血 管 内 皮 増 殖 因 子 （ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ ） は 内 皮 細 胞 増 殖 、 血 管 新 生 (angiogenesis)、 脈 管 形 成 (vas
culogenesis)お よ び 血 管 透 過 性 の 最 も 重 要 な レ ギ ュ レ ー タ ー で あ る (Ferrara, J Mol Med 
77: 527-543, 1999)。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ の 他 、 増 殖 因 子 の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ フ ァ ミ リ ー に は 現 在 、 そ の 他 の
５ 種 の 周 知 の メ ン バ ー 、 す な わ ち 、 胎 盤 増 殖 因 子 （ Ｐ Ｉ Ｇ Ｆ ） 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｂ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ
－ Ｃ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ お よ び オ ル フ ウ イ ル ス Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ ホ モ ロ グ が 存 在 す る (Eriksson and Al
i talo, Curr Top Microbiol Immunol., 237: 41-57; 1999)。 さ ら に 新 規 な Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 様 ヘ
パ リ ン 結 合 タ ン パ ク 質 が 最 近 ヘ ビ 毒 か ら 単 離 さ れ て い る (Gasmi et al., Biochem Biophys
 Res Commun. 268(1): 69-72, 2000; Gasmi et al., Biochim Biophys Acta 1481(1): 20
9-12, 2000; Komori et al., 1999)。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ ま た は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ フ ァ ミ リ ー の ３ 種 の 受 容 体
、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － １ ／ Ｆ ｌ ｔ １ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ２ ／ Ｆ ｌ ｔ １ ／ Ｋ Ｄ Ｒ も し く は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ －
３ ／ Ｆ ｌ ｔ ４ の い ず れ か を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 破 壊 に よ っ て 血 管 発 生 の 不 全 に よ る 胚 の 致
死 が 起 こ る (Dumont et al., Science, 282: 946-949, 1998; Fong et al., Nature, 376:
 66-70, 1995; Shalaby et al., Nature, 376: 62-66, 1995)。 こ れ ら の 受 容 体 お よ び そ
れ ら の リ ガ ン ド に つ い て の 詳 細 な 説 明 は 、 米 国 特 許 第 ５ ， ７ ７ ６ ， ７ ５ ５ 号 ； 同 第 ５ ， ６
０ ７ ， ９ １ ８ 号 ； 同 第 ５ ， ８ ４ ０ ， ６ ９ ３ 号 ； 同 第 ５ ， ９ ２ ８ ， ９ ３ ９ 号 ； 同 第 ６ ， １ ３
０ ， ０ ７ １ 号 ； 同 第 ６ ， ２ ２ １ ， ８ ３ ９ 号 ； 同 第 ６ ， ２ ３ ５ ， ７ １ ３ 号 ； 同 第 ６ ， ２ ４ ５
， ５ ３ ０ 号 ； １ ９ ９ ９ 年 １ ０ 月 ２ ６ 日 出 願 の 米 国 特 許 出 願 第 ０ ９ ／ ４ ２ ７ ， ６ ５ ７ 号 ； ２
０ ０ ０ 年 ３ 月 ２ ４ 日 出 願 の 同 第 ０ ９ ／ ５ ３ ４ ， ３ ７ ６ 号 ； ２ ０ ０ １ 年 １ 月 １ ７ 日 出 願 の 同
第 ６ ０ ／ ２ ６ ２ ， ４ ７ ６ 号 ； な ら び に １ ９ ９ ８ 年 ２ 月 ２ 日 出 願 の Ｐ Ｃ Ｔ 出 願 第 Ｐ Ｃ Ｔ ／ Ｕ
Ｓ ９ ８ ／ ０ １ ９ ７ ３ 号 で 示 さ れ て い る 。 こ れ ら 各 々 の 文 献 は 、 特 に 全 開 示 内 容 が 引 用 す る
こ と に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と さ れ る 。 血 管 内 皮 増 殖 因 子 お よ び そ れ ら の 受 容 体 に 関 す る さ
ら な る 開 示 は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 ６ ， ２ ４ ５ ， ５ １ ２ 号 ； 同 第 ６ ， １ ６ ８ ， ７ ７ ８ 号 ；
同 第 ６ ， １ ０ ０ ， ０ ７ １ 号 ； 同 第 ６ ， ０ ５ １ ， ６ ９ ８ 号 ； 同 第 ６ ， ０ ４ ０ ， １ ５ ７ 号 ； 同
第 ６ ， ０ ２ ０ ， ４ ７ ３ 号 ； お よ び 同 第 ６ ， ０ １ １ ， ０ ０ ３ 号 に お い て 得 ら れ る も の で あ り
、 こ れ ら は 各 々 、 引 用 す る こ と に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ２ は 血 管 新 生 お よ び 内 皮 細 胞 の 有 糸 分 裂 に つ い て の 主 要 な シ グ ナ ル 伝 達 Ｖ Ｅ
Ｇ Ｆ 受 容 体 で あ る と 考 え ら れ る 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ２ の 活 性 化 、 さ ら に そ の 後 の
、 Ｍ Ａ Ｐ （ 有 糸 分 裂 促 進 物 質 活 性 化 タ ン パ ク 質 ） キ ナ ー ゼ ／ Ｅ Ｒ Ｋ （ 細 胞 外 シ グ ナ ル 調 節
キ ナ ー ゼ ） お よ び ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル （ Ｐ Ｉ ） ３ － キ ナ ー ゼ 経 路 を は じ め と す る
シ グ ナ ル 変 換 経 路 に よ っ て 内 皮 細 胞 増 殖 、 移 動 お よ び 生 存 を 誘 導 す る (総 説 に つ い て は 、 P
etrova et al., Exp. Cell. Res. 253: 117-130, 1999; Shibuya et al., In Claesson-W
elsh, L (ed.) Vascular growth factors and angiogenesis. Springer Verlag, GmbH&Co
., KG, Heidelberg, 237: 59-83, 1999を 参 照 )。 ｐ ４ ２ ／ ｐ ４ ４ 　 Ｍ Ａ Ｐ Ｋ （ Ｅ Ｒ Ｋ １ ／
Ｅ Ｒ Ｋ ２ ） カ ス ケ ー ド の 活 性 化 は 多 数 の 細 胞 の 増 殖 応 答 に 関 連 し て い る 。 さ ら に 、 こ の 経
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路 は 生 存 促 進 遺 伝 子 の 転 写 の 刺 激 、 さ ら に 細 胞 死 機 構 の 要 素 の 翻 訳 後 修 飾 お よ び 不 活 性 化
に よ り 細 胞 生 存 の 高 ま り を も た ら し う る (Bonni et al., Science, 286: 1358-1362, 1999
; Gupta et al., Exp. Cell. Res., 247: 495-504, 1999)。 ま た 、 当 初 、 Ｐ Ｉ ３ － キ ナ ー
ゼ 経 路 は 有 糸 分 裂 に も 関 連 し て い る と さ れ て い た が 、 後 に い く つ か の 研 究 に よ っ て こ の 経
路 が セ リ ン ／ ト レ オ ニ ン キ ナ ー ゼ 　 Ａ ｋ ｔ （ タ ン パ ク 質 キ ナ ー ゼ Ｂ ） の 活 性 化 に よ る 細 胞
生 存 の 調 節 に お い て 重 要 な 機 能 を 有 す る こ と が 示 さ れ た (Datta et al., Genes Dev. 13: 
2905-2927, 1999)。 さ ら に 、 最 近 の 研 究 で は Ｍ Ａ Ｐ Ｋ お よ び Ｐ Ｉ ３ － キ ナ ー ゼ シ グ ナ ル 伝
達 経 路 間 の い く つ か の ク ロ ス ト ー ク (crosstalk):Ａ ｋ ｔ に よ る Ｒ ａ ｆ の リ ン 酸 化 反 応 に よ
っ て Ｒ ａ ｆ － Ｍ Ｅ Ｋ （ Ｍ Ａ Ｐ キ ナ ー ゼ キ ナ ー ゼ ） － Ｅ Ｒ Ｋ 経 路 の 阻 害 が も た ら さ れ る こ と
も 示 さ れ た (Rommel et al., Science 286: 1738-1741, 1999; Zimmermann and Moelling,
 Science 286: 1741-1744, 1999)。
【 ０ ０ ０ ５ 】
分 子 生 物 学 で は リ ン パ 系 の 増 殖 お よ び ／ ま た は 胚 発 生 を 媒 介 す る 役 割 を 有 す る と 仮 定 さ れ
る 少 な く と も い く つ か の 遺 伝 子 お よ び タ ン パ ク 質 を 同 定 し て き た 。 １ つ の こ の よ う な 遺 伝
子 ／ タ ン パ ク 質 が Ｆ ｌ ｔ ４ （ ｍ ｓ － ｉ ｋ ｅ 　 ｙ ｒ ｏ ｓ ｉ ｎ ｅ 　 ｋ ｉ ｎ ａ ｓ ｅ ； 血
管 内 皮 細 胞 増 殖 因 子 受 容 体 ３ ま た は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ と も い う ） と 称 す る ヒ ト 赤 白 血 病 細 胞
お よ び 胎 盤 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー か ら ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ で あ る
[米 国 特 許 第 ５ ， ７ ７ ６ ， ７ ５ ５ 号 お よ び 同 第 ６ ， １ ０ ７ ， ０ ４ ６ 号 ; Aprelikova et al.
, Cancer Res., 52: 746-748 (1992); Galland et al., Genomics, 13: 475-478 (1992);
 Galland et al., Oncogene, 8: 1233-1240 (1993);お よ び Pajusola et al., Cancer Res
., 52: 5738-5743 (1992)を 参 照 。 こ こ で 全 開 示 内 容 は 引 用 す る こ と に よ り 本 明 細 書 の 一
部 と さ れ る 。 ]。 研 究 で は マ ウ ス 胚 に お け る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 遺 伝 子 の 標 的 破 壊 に よ っ て 一
次 血 管 網 再 構 築 が 不 全 と な り 、 さ ら に ９ ． ５ 日 後 の 胚 が 死 に 至 る こ と が 示 さ れ た [Dumont 
et al., Science, 282: 946-949 (1998)]。 さ ら な る 研 究 に よ っ て Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ に お け
る 特 定 の 変 異 に は 明 ら か に 遺 伝 性 リ ン パ 水 腫 の 原 因 と な る 役 割 が あ る こ と が わ か っ て き た
（ Ｐ Ｃ Ｔ 公 報 第 Ｗ Ｏ ０ ０ ／ ５ ８ ５ １ １ 号 ） 。 し か し な が ら 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ は リ ン パ 管 だ
け に 限 定 さ れ て い な い 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ は リ ン パ 管 の 発 生 前 に 胚 血 管 構 造 の 形 成 に お い て
重 要 な 役 割 を 有 す る 。 し か し な が ら 、 さ ら な る 研 究 に よ っ て 、 さ ら に 進 ん だ 発 達 段 階 で は
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ の 発 現 が 主 と し て リ ン パ 管 に 限 定 さ れ る よ う に な る こ と が わ か っ た [Kaipa
inen, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 92: 3566-3570 (1995)]。 し か し 、 Ｖ Ｅ Ｇ
Ｆ Ｒ － ３ 発 現 は 少 な く と も い く つ か の 腫 瘍 の 新 生 血 管 (neovascular blood vessel)に も 認
め ら れ る （ Ｐ Ｃ Ｔ 公 報 第 Ｗ Ｏ ０ ０ ／ ２ １ ５ ６ ０ 号 )。
【 ０ ０ ０ ６ 】
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 遺 伝 子 の 発 現 は 、 血 管 が 発 生 す る マ ウ ス ８ ． ５ 日 胚 時 に 始 ま る が 、 Ｖ Ｅ Ｇ
Ｆ Ｒ － ３ 欠 損 胚 は 、 一 次 血 管 網 再 構 築 の 欠 如 に よ り 妊 娠 中 期 に 死 に 至 る (Dumont et al., 
Science, 282: 946-949, 1998)。 し か し な が ら 、 成 体 組 織 で は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 発 現 は 、 主
と し て リ ン パ 管 内 皮 で 起 こ り (Kaipainen, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 92: 35
66-3570, 1995; Partanen et al., FASEB J., 14: 2087-2096, 2000)、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ リ
ガ ン ド 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ お よ び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ は リ ン パ 管 の 増 殖 を 誘 導 し う る (Jeltsch et al
., Science, 276: 1423-1425, 1997; Veikkola et al., EMBO J. 20: 1223-1231, 2001)
。 そ の 一 方 、 可 溶 性 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ タ ン パ ク 質 の 使 用 に よ る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ シ グ ナ ル 伝 達
の 遮 断 に よ っ て 内 皮 細 胞 ア ポ ト ー シ ス の 誘 導 よ る リ ン パ 管 の 発 生 の 退 行 が も た ら さ れ る (M
akinen et al., Nature Med., 7: 199-205, 2001)。 し か し な が ら 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ を 介
し て 活 性 化 さ れ る 生 化 学 的 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ２ の も の ほ ど 特 徴 付 け ら れ て
お ら ず 、 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 機 能 の こ れ ら の 重 要 な レ ギ ュ レ ー タ ー の 作 用 機 構 を 解 明 す る ま
で に は な か な か 至 ら な い 。 こ の よ う な 情 報 が な い た め に 、 こ れ ら の 相 互 作 用 の 機 能 障 害 に
関 す る 治 療 的 ・ 診 断 的 関 連 は 依 然 と し て 解 明 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
例 え ば 、 米 国 特 許 第 ６ ， １ ０ ７ ， ０ ４ ６ 号 （ 引 用 す る こ と に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と さ れ る
） に 見 ら れ る よ う に 、 こ れ ま で に 多 く の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 抗 体 が 記 載 さ れ て き た 。 さ ら に 、
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最 近 、 ポ ド プ ラ ニ ン (podoplanin)が リ ン パ 管 内 皮 の 特 異 的 マ ー カ ー と し て 同 定 さ れ (Breit
eneder-Geleff et al., Am. J. Path., 154(2) 385-394, 1999)、 さ ら に 、 Ｌ Ｙ Ｖ Ｅ － １
、 す な わ ち 、 Ｃ Ｄ ４ ４ 糖 タ ン パ ク 質 の ホ モ ロ グ が ヒ ア ル ロ ン の リ ン パ 特 異 的 受 容 体 で あ る
と さ れ て い る (Banerji et al., J. Biol. Chem., 144(4) 789-801, 1999)。 し か し な が ら
、 こ れ ら の マ ー カ ー が 利 用 で き る に も か か わ ら ず 、 現 在 の と こ ろ 単 離 さ れ た リ ン パ 管 内 皮
細 胞 を 得 る 適 切 な 方 法 が な い 。 こ の よ う な 単 離 内 皮 細 胞 が 得 ら れ 、 分 子 研 究 に 提 供 し う る
な ら ば 、 種 々 の リ ン パ 管 細 胞 障 害 の 診 断 お よ び 治 療 と 関 連 す る 研 究 の 大 き な 助 け と な る で
あ ろ う 。 さ ら に 、 こ の よ う な 細 胞 が 利 用 で き る こ と に よ り リ ン パ 管 内 皮 細 胞 の 特 性 に つ い
て の 有 用 な 情 報 が 提 供 さ れ 、 そ れ に よ り 治 療 的 介 入 の た め の 特 定 の 領 域 の さ ら な る 特 定 が
容 易 に な る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
遺 伝 性 リ ン パ 水 腫 、 癌 転 移 お よ び 手 術 後 浮 腫 な ど 、 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 お よ び そ れ に つ い て
の 受 容 体 の 異 常 に 関 与 す る 多 く の 病 態 が あ る 。 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 単 離 し 、 増 殖 さ せ 、 さ
ら に 置 換 す る 能 力 が あ れ ば 、 こ の よ う な 疾 患 に 対 し て 有 効 な 緩 和 介 入 、 治 療 ま た は そ の 他
の 改 善 法 と な る だ ろ う 。 こ の よ う な 介 入 は 例 え ば 、 創 傷 誘 導 性 リ ン パ 水 腫 に 対 し て 特 に 有
効 で あ ろ う 。 さ ら に 、 こ の よ う な 細 胞 が 利 用 で き る な ら ば 、 細 胞 特 異 的 な 治 療 法 に 特 に 用
い 易 く 、 そ れ に よ っ て 、 例 え ば 、 非 細 胞 特 異 的 な 遺 伝 子 療 法 ま た は 化 学 療 法 プ ロ ト コ ー ル
に 見 ら れ る よ う な 望 ま し く な い 副 作 用 が か な り 軽 減 さ れ る と 思 わ れ る 。
【 発 明 の 概 要 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
本 発 明 は 、 医 薬 お よ び 分 子 生 物 学 に お い て 、 多 く の 実 用 性 が あ る 内 皮 細 胞 な ら び に リ ン パ
お よ び 血 管 系 を 操 作 す る 能 力 の 向 上 を 提 供 す る 。 よ り 詳 し く は 、 本 発 明 は リ ン パ 管 内 皮 細
胞 を 含 む 生 物 学 的 サ ン プ ル か ら リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 単 離 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 生 物 学 的
サ ン プ ル と 、 そ の 他 の 内 皮 細 胞 と 比 較 し て リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 優 先 的 に 認 識 す る も の で あ
る 抗 体 と を 、 そ の 抗 体 が リ ン パ 管 内 皮 細 胞 と 結 合 す る 条 件 下 に て 接 触 さ せ 、 さ ら に そ の 抗
体 と 結 合 し て い る リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 単 離 す る こ と を 含 ん で な る 方 法 を 提 供 す る 。 本 明 細
書 に お い て 使 用 す る 「 抗 体 」 と は 、 標 的 抗 原 （ 例 え ば 、 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 ） と 特 異 的 に 結
合 す る 全 て の 抗 体 薬 ま た は  抗 原 を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト を 含 ん で な る
全 て の ポ リ ペ プ チ ド を い う 。 よ り 詳 し く は 、 上 記 抗 体 は リ ン パ 管 内 皮 細 胞 に 特 異 的 な Ｖ Ｅ
Ｇ Ｆ Ｒ － ３ の 細 胞 外 ド メ イ ン の エ ピ ト ー プ と 免 疫 反 応 性 の あ る も の で あ る 。 本 発 明 に お い
て 、 「 優 先 的 な 」 ま た は 「 特 異 的 な 」 と は 、 抗 体 が 標 的 抗 原 （ 例 え ば 、 リ ン パ 管 内 皮 細 胞
に お け る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ ) と 、 そ の 他 の 細 胞 の 類 似 抗 原 （ 例 え ば 、 血 管 内 皮 細 胞 に お け る
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ ） と 結 合 す る よ り も 高 い 親 和 性 ま た は ア ビ デ ィ テ ィ に て 結 合 す る こ と を 意
味 す る 。 こ の 結 合 の 違 い に よ っ て 、 あ る 細 胞 種 を 別 の も の か ら 単 離 す る こ と が 可 能 に な る
。
【 ０ ０ １ ０ 】
生 物 学 的 サ ン プ ル は ど ん な 哺 乳 類 生 物 体 由 来 の も の で あ っ て も よ く 、 さ ら に リ ン パ 管 内 皮
細 胞 を 含 む と 考 え ら れ る あ ら ゆ る 組 織 ま た は 体 液 サ ン プ ル で あ っ て も よ い こ と は 分 か る で
あ ろ う 。 特 に 好 ま し く は 、 生 物 学 的 サ ン プ ル は ヒ ト 患 者 由 来 の も の で あ る 。 好 ま し い 態 様
に よ れ ば 抗 体 を 固 相 支 持 体 上 に 固 定 化 し 、 こ の 支 持 体 に 前 記 生 物 学 的 サ ン プ ル を 接 触 さ せ
、 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 が 前 記 抗 体 と 結 合 し 、 そ れ に よ っ て 支 持 体 と 結 合 す る こ と が 可 能 と な
る 。 他 の 好 ま し い 態 様 に よ れ ば 、 抗 体 を 蛍 光 ラ ベ ル で 標 識 し 、 さ ら に リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を
蛍 光 活 性 化 セ ル ソ ー テ ィ ン グ (cell sorting)に よ っ て 単 離 す る 。 別 の 好 ま し い 態 様 に よ れ
ば 、 抗 体 を 磁 気 ラ ベ ル で 標 識 し 、 さ ら に リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 磁 気 活 性 化 セ ル ソ ー テ ィ ン グ
に よ っ て 単 離 す る 。 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の リ ン パ 管 内 皮 細 胞 は 、 免 疫 組 織 化 学 に よ っ て 単
離 し う る と 考 え ら れ る 。 他 の 態 様 に よ れ ば 、 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 単 離 す る た め の 免 疫 ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー の 使 用 が 意 図 さ れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
抗 体 は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て も よ い し 、 ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て も よ い
こ と は 分 か る で あ ろ う 。 好 ま し い 態 様 に よ れ ば 、 抗 体 は ２ Ｅ １ １ Ｄ １ １ の 抗 原 結 合 フ ラ グ
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メ ン ト を 含 ん で な る 結 合 剤 で あ る 。 他 の 態 様 に よ れ ば 、 抗 体 が ２ Ｅ １ １ Ｄ １ １ の 誘 導 体 で
あ る 。 さ ら な る 態 様 に よ れ ば 、 抗 体 は 、 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 に 特 異 的 な Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ エ ピ
ト ー プ に 対 し て 高 い 結 合 特 異 性 を 有 す る よ う に 変 異 ま た は 改 変 さ せ た ２ Ｅ １ １ Ｄ １ １ の 抗
原 結 合 フ ラ グ メ ン ト か ら 誘 導 さ れ た 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト を 含 ん で な る 結 合 剤 で あ る 。 他
の 態 様 に よ れ ば 、 抗 体 は 、 ２ Ｅ １ １ Ｄ １ １ に よ っ て 認 識 さ れ る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ タ ン パ ク 質
の 同 じ エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 。 特 に 好 ま し い 態 様 に よ れ ば 、 抗 体 は ２ Ｅ １ １ Ｄ １ １ で あ る
(European Collection of Cell Cultures, Center for Applied Microbiology and Resea
rch, Porton Down Salisbury, U.K.に お い て 受 託 番 号 01083129と し て 寄 託 )。 こ の 抗 体 の
作 製 に つ い て は 米 国 特 許 第 ６ ， １ ０ ７ ， ０ ４ ６ 号 （ 引 用 す る こ と に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と
さ れ る ） に 記 載 さ れ て い る 。 他 の 好 ま し い 態 様 に よ れ ば 、 抗 体 は 抗 ポ ド プ ラ ニ ン で あ る 。
特 定 の 態 様 に よ れ ば 、 抗 体 は リ ン パ 管 内 皮 細 胞 に 対 し て 結 合 特 異 性 を 有 す る 抗 ポ ド プ ラ ニ
ン 抗 体 変 異 体 ま た は 誘 導 体 で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
本 発 明 の 特 定 の 態 様 に よ れ ば 、 微 小 血 管 内 皮 細 胞 を 含 む 生 物 学 的 サ ン プ ル か ら 血 管 内 皮 細
胞 を 単 離 す る 方 法 で あ っ て 、 生 物 学 的 サ ン プ ル と 、 そ の 他 の 内 皮 細 胞 に 比 べ て リ ン パ 管 内
皮 細 胞 を 優 先 的 に 認 識 す る 抗 体 と を 接 触 さ せ 、 こ こ で 、 前 記 抗 体 は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ の 細 胞
外 ド メ イ ン と 免 疫 性 を 有 す る 抗 体 で あ り 、 さ ら に 前 記 抗 体 と 結 合 し て い な い 微 小 血 管 細 胞
か ら 、 前 記 抗 体 が 結 合 し て い る リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 取 り 除 く こ と （ こ こ で 、 前 記 抗 体 と 結
合 し て い な い 微 小 血 管 細 胞 は 、 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 実 質 的 に 含 ま な い 血 管 内 皮 細 胞 集 団 を
含 む ） を 含 ん で な る 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
本 発 明 の 他 の 態 様 に よ れ ば 、 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 集 団 で あ っ て 、 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 含 む 生
物 学 的 サ ン プ ル と 、 こ こ で 前 記 抗 体 は 、 他 の 内 皮 細 胞 に 比 べ て リ ン パ 管 内 皮 細 胞 と 優 先 的
に 結 合 す る 抗 体 と を 接 触 さ せ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ の 細 胞 外 ド メ イ ン と 免 疫 反 応 性 の あ る 抗 体
で あ り 、 さ ら に 前 記 抗 体 が 結 合 し て い る リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 単 離 す る こ と を 含 ん で な る 方
法 に よ っ て 単 離 さ れ る も の で あ る 、 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 集 団 が 提 供 さ れ る 。 好 ま し い 態 様 に
よ れ ば 、 生 物 学 的 サ ン プ ル は 内 皮 細 胞 の 異 種 集 団 を 含 ん で な る 。 他 の 好 ま し い 態 様 に よ れ
ば 、 細 胞 の サ ン プ ル は 微 小 血 管 内 皮 細 胞 集 団 で あ る 。 特 に 好 ま し い 態 様 に よ れ ば 、 リ ン パ
管 内 皮 細 胞 集 団 に は 血 管 内 皮 細 胞 が 実 質 的 に 混 入 し て い な い 。 好 ま し い 態 様 に よ れ ば 、 細
胞 を 単 離 す る 方 法 は 、 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 培 養 増 殖 さ せ る こ と を 含 ん で な る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
本 発 明 の さ ら な る 態 様 に よ れ ば 、 血 管 内 皮 細 胞 集 団 で あ っ て 、 微 小 血 管 内 皮 細 胞 集 団 と 、
血 管 内 皮 細 胞 に 比 べ て リ ン パ 管 内 皮 細 胞 と 優 先 的 に 結 合 す る 抗 体 と を 接 触 さ せ 、 こ こ で 、
前 記 抗 体 は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ の 細 胞 外 ド メ イ ン と 免 疫 反 応 性 の あ る 抗 体 で あ り 、 さ ら に 前
記 抗 体 と 結 合 し て い な い 微 小 血 管 細 胞 か ら 前 記 抗 体 が 結 合 し て い る リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 取
り 除 く こ と （ こ こ で 、 前 記 抗 体 と 結 合 し て い な い 微 小 血 管 細 胞 は リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 実 質
的 に 含 ま な い 血 管 内 皮 細 胞 集 団 を 含 む ） を 含 ん で な る 方 法 に よ っ て 単 離 さ れ る も の で あ る
、 血 管 内 皮 細 胞 集 団 が 提 供 さ れ る 。 特 定 の 態 様 に よ れ ば 、 血 管 細 胞 集 団 は 、 血 管 内 皮 細 胞
集 団 を 増 殖 さ せ る こ と を さ ら に 含 ん で な る 方 法 に よ っ て 作 製 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
本 発 明 の 好 ま し い 態 様 に よ れ ば 、 特 に そ の 他 の 内 皮 細 胞 が 実 質 的 に 混 入 し て い な い リ ン パ
管 内 皮 細 胞 集 団 が 意 図 さ れ る 。 本 発 明 の も う １ つ の 好 ま し い 態 様 で は 、 そ の 他 の 内 皮 細 胞
が 実 質 的 に 混 入 し て い な い 血 管 内 皮 細 胞 集 団 を 記 載 し て い る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
本 発 明 の 他 の 好 ま し い 態 様 は リ ン パ 管 内 皮 細 胞 の 部 分 集 団 が 実 質 的 に 富 化 さ れ た 組 成 物 を
得 る 方 法 で あ っ て 、 微 小 血 管 内 皮 細 胞 を 含 む 細 胞 源 を 準 備 し 、 そ の 細 胞 と 、 他 の 内 皮 細 胞
に 比 べ て リ ン パ 管 内 皮 細 胞 と 優 先 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と を 、 そ の 抗 体 と リ ン
パ 管 内 皮 細 胞 と の 結 合 を 可 能 に す る 条 件 下 に て 接 触 さ せ 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 特 異 的 に
結 合 す る そ れ ら の 細 胞 を 分 離 す る こ と に よ っ て 、 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 の 部 分 集 団 が 実 質 的 に
富 化 さ れ た 組 成 物 を 得 る こ と を 含 ん で な る 、 方 法 に 関 す る 。 好 ま し い 態 様 に よ れ ば 、 抗 体
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は 、 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 に て 発 現 さ れ る 抗 原 の 細 胞 外 ド メ イ ン と 免 疫 反 応 性 の あ る 抗 体 で あ
る 。 さ ら に 好 ま し い 態 様 に よ れ ば 、 抗 原 は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ で あ る 。 ま た 、 本 発 明 は 、 好 ま
し い 態 様 に お い て 、 こ の よ う な 方 法 に よ っ て 得 ら れ る 実 質 的 に 富 化 さ れ た リ ン パ 管 内 皮 細
胞 の 部 分 集 団 を 含 ん で な る 組 成 物 を 含 む 。 好 ま し い 態 様 に よ れ ば 、 抗 体 は 抗 ポ ド プ ラ ニ ン
で あ る 。 他 の 好 ま し い 態 様 に よ れ ば 、 抗 体 は リ ン パ 管 内 皮 細 胞 に て 発 現 さ れ る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ
－ ３ を 優 先 的 に 認 識 す る ２ Ｅ １ １ Ｄ １ １ で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
他 の 態 様 に よ れ ば 、 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 障 害 を 改 善 （ ameliorate)す る 方 法 で あ っ て 、 治 療
剤 に よ っ て リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 標 的 化 す る こ と を 含 ん で な い 、 こ こ で 、 こ の 治 療 剤 は 、 他
の 内 皮 細 胞 に 比 べ て リ ン パ 管 内 皮 細 胞 と 優 先 的 に 結 合 す る 抗 体 を 用 い て リ ン パ 管 内 皮 細 胞
を 標 的 と す る も の で あ り 、 前 記 抗 体 は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ の 細 胞 外 ド メ イ ン と 免 疫 反 応 性 の あ
る 抗 体 で あ る 、 方 法 が 提 供 さ れ る 。 特 定 の 態 様 に よ れ ば 、 前 記 障 害 は リ ン パ 腫 、 遺 伝 性 リ
ン パ 水 腫 、 リ ン パ 水 腫 、 リ ン パ 管 腫 、 リ ン パ 管 肉 腫 、 リ ン パ 管 腫 症 、 リ ン パ 管 拡 張 症 、 お
よ び 頸 部 水 嚢 胞 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
本 発 明 に よ れ ば 、 さ ら に 、 リ ン パ 系 疾 患 を 改 善 す る 方 法 で あ っ て 、 ex vivo治 療 を 含 ん で
な り 、 こ の ex vivo治 療 は 、 そ の 治 療 を 必 要 と す る 患 者 か ら 微 小 血 管 内 皮 細 胞 を 含 む 生 物
学 的 サ ン プ ル を 得 て 、 こ の 微 小 血 管 内 皮 細 胞 と 、 他 の 内 皮 細 胞 に 比 べ て リ ン パ 管 内 皮 細 胞
と 優 先 的 に 結 合 す る 抗 体 で あ っ て 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ の 細 胞 外 ド メ イ ン と 免 疫 反 応 性 の あ る
抗 体 と 接 触 さ せ 、 そ の 抗 体 が 結 合 し て い る リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 単 離 し 、 そ の リ ン パ 管 内 皮
細 胞 を 、 発 現 構 築 物 で あ っ て 、 プ ロ モ ー タ ー に 作 動 可 能 に 連 結 し て タ ン パ ク 質 を コ ー ド す
る 核 酸 を 含 ん で な る 発 現 構 築 物 を 前 記 細 胞 内 で そ の タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る の に 有 効 な 量
で 用 い て ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 さ ら に そ の ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 を 前 記 患 者 に 再 導 入 す る
こ と を 含 ん で な る 、 方 法 を 提 供 す る 。 こ の コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 は （ 例 え ば 、 疾 病 を 治
療 す る 、 疾 病 の 症 状 を 緩 和 す る 、 ま た は 診 断 ま た は イ メ ー ジ ン グ (imaging)を 向 上 さ せ る
た め に ） リ ン パ 管 内 皮 細 胞 内 で 発 現 さ せ よ う と す る タ ン パ ク 質 で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
本 発 明 は ま た 、 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 培 養 系 の 増 殖 を 改 善 す る 方 法 で あ っ て 、 本 発 明 の 方 法 に
よ っ て リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 得 て 、 さ ら に そ の 細 胞 を Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ リ ガ ン ド に よ り 刺 激 す
る こ と を 含 ん で な り 、 こ こ で 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ リ ガ ン ド に よ る 前 記 細 胞 の 増 殖 刺 激 が 、 そ
の 刺 激 の 不 在 下 に お け る 増 殖 に 比 べ て 前 記 培 養 細 胞 の 生 存 を 促 進 す る も の で あ る 、 方 法 を
提 供 す る 。 特 に 好 ま し い 態 様 に よ れ ば 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ リ ガ ン ド は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ 、 Ｖ Ｅ
Ｇ Ｆ － Ｃ １ ５ ６ Ｓ ま た は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ で あ る 。 こ の 方 法 は 、 細 胞 を Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ２ リ ガ ン
ド に よ り 刺 激 す る こ と を さ ら に 含 ん で い て も よ い 。 特 定 の 態 様 に よ れ ば 、 細 胞 の 刺 激 は そ
の 細 胞 を ア ポ ト ー シ ス か ら 防 護 す る も の と さ れ る 。 好 ま し い 態 様 に よ れ ば 、 細 胞 の ア ポ ト
ー シ ス か ら の 防 護 は 、 Ａ ｋ ｔ ま た は ｐ ４ ２ ／ Ｍ Ａ Ｐ Ｋ シ グ ナ ル 伝 達 分 子 の 活 性 化 に よ り 媒
介 さ れ る 。 好 ま し い 態 様 に よ れ ば 、 細 胞 の 刺 激 は 、 前 記 細 胞 の 分 化 内 皮 細 胞 の 特 性 の 維 持
を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
ま た 、 哺 乳 類 生 物 体 の リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 選 択 的 に 調 節 す る 方 法 で あ っ て 、 本 発 明 に 記 載
の よ う に 哺 乳 類 生 物 体 か ら リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 単 離 し 、 単 離 さ れ た リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を リ
ン パ 管 内 皮 細 胞 と 、 調 節 す る た め の 薬 剤 と を 接 触 さ せ 、 さ ら に そ の リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 前
記 生 物 体 に 再 導 入 す る こ と を 含 ん で な る 、 方 法 も 本 発 明 に 含 ま れ る 。 好 ま し い 態 様 に よ れ
ば 、 接 触 工 程 が 、 外 因 性 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 前 記 細 胞 へ 導 入 す る こ と を 含 ん で な る 。 他 の
好 ま し い 態 様 に よ れ ば 、 生 物 体 が リ ン パ 管 内 皮 細 胞 内 に て 発 現 さ れ る 遺 伝 子 内 の 遺 伝 子 突
然 変 異 を 特 徴 と す る 疾 患 を 有 し 、 か つ 前 記 は 、 接 触 外 因 性 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 前 記 細 胞 へ
導 入 し て 前 記 遺 伝 子 内 に お け る 遺 伝 子 突 然 変 異 の 影 響 を 克 服 す る こ と を 含 ん で な る 。 特 定
の 態 様 に よ れ ば 、 前 記 疾 患 は 遺 伝 性 リ ン パ 水 腫 で あ る 。 例 え ば 、 前 記 疾 患 は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ －
３ 変 異 を 特 徴 と す る 遺 伝 性 リ ン パ 水 腫 で あ り 、 か つ 治 療 は 野 生 型 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 対 立 遺 伝
子 を 導 入 す る こ と を 含 ん で な る 。
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【 ０ ０ ２ １ 】
本 発 明 の 他 の 態 様 に よ れ ば 、 脊 椎 動 物 生 物 体 由 来 の 組 織 の リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を イ メ ー ジ ン
グ (imaging)す る 方 法 で あ っ て 、 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 含 有 の 疑 い の あ る 脊 椎 動 物 組 織 と 、 他
の 内 皮 細 胞 に 比 べ て リ ン パ 管 内 皮 細 胞 と 優 先 的 に 結 合 す る 抗 体 を 含 ん で な る 組 成 物 と を 、
そ の 抗 体 と リ ン パ 管 内 皮 細 胞 と の 結 合 を 可 能 に す る 条 件 下 に て 接 触 さ せ 、 そ の 組 織 に お け
る リ ン パ 管 内 皮 細 胞 と 結 合 し た 前 記 抗 体 を 検 出 し 、 さ ら に 前 記 抗 体 が 結 合 し て い る リ ン パ
管 内 皮 細 胞 を 同 定 す る こ と に よ っ て そ の 組 織 の リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を イ メ ー ジ ン グ す る こ と
を 含 ん で な り 、 こ こ で 、 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 と 前 記 抗 体 と の 結 合 が 、 そ の 組 織 内 に お け る リ
ン パ 管 内 皮 細 胞 の 存 在 お よ び 位 置 を 示 す も の で あ る 、 方 法 が 記 載 さ れ る 。 よ り 詳 し く は 、
前 記 組 織 は 、 ヒ ト 組 織 を 含 ん で な る も の で あ る 。 特 定 の 態 様 に よ れ ば 、 こ の 方 法 は 、 接 触
工 程 の 後 、 イ メ ー ジ ン グ 工 程 の 前 に 前 記 組 織 か ら 前 記 組 織 の リ ン パ 管 内 皮 細 胞 と 結 合 し て
い な い 抗 体 を 取 り 除 く 条 件 下 に て 前 記 組 織 を 洗 浄 す る 工 程 を さ ら に 含 ん で な る 。 抗 体 は Ｖ
Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ の 細 胞 外 ド メ イ ン と 免 疫 反 応 性 の あ る 抗 体 で あ っ て よ い 。 そ の 他 の 態 様 に よ
れ ば 、 抗 体 は 抗 ポ ド プ ラ ニ ン 抗 体 で あ る 。 好 ま し い 態 様 に よ れ ば 、 抗 体 は 、 そ れ と 共 有 結
合 し た 検 出 可 能 な ラ ベ ル を さ ら に 含 ん で な る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
こ の 方 法 は 、 前 記 組 織 と 、 血 管 内 皮 に は 実 質 的 に 存 在 し な い リ ン パ 管 内 皮 マ ー カ ー と 特 異
的 に 結 合 す る 第 ２ の 化 合 物 と を 接 触 さ せ 、 さ ら に 前 記 組 織 の 細 胞 と 結 合 し た そ の 第 ２ の 化
合 物 を 検 出 す る こ と を 含 ん で な り 、 こ こ で 、 イ メ ー ジ ン グ 工 程 が 抗 体 お よ び 第 ２ の 化 合 物
の 両 方 で 標 識 さ れ た リ ン パ 管 を 同 定 す る こ と を 含 ん で な り 、 抗 体 お よ び 第 ２ の 化 合 物 の 両
方 に て 標 識 さ れ た リ ン パ 管 が そ の 組 織 に お け る リ ン パ 管 内 皮 細 胞 の 存 在 お よ び 位 置 と 相 関
す る も の で あ っ て も よ い 。 好 ま し い 態 様 に よ れ ば 、 抗 体 が Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ の 細 胞 外 ド メ イ
ン と 免 疫 反 応 性 の あ る 抗 体 で あ り 、 か つ 第 ２ の 化 合 物 が 抗 ポ ド プ ラ ニ ン 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
さ ら に 、 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 に お け る 変 化 を 特 徴 と す る 疾 病 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る 方
法 で あ っ て 、 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 に お け る 変 化 を 特 徴 と す る 病 態 の 疑 い の あ る 脊 椎 動 物 生 物
体 か ら 組 織 サ ン プ ル を 得 て 、 そ の 組 織 サ ン プ ル を 、 そ の 他 の 内 皮 細 胞 に 比 べ て リ ン パ 管 内
皮 細 胞 と 優 先 的 に 結 合 す る 抗 体 を 含 ん で な る 組 成 物 に 、 そ の 抗 体 と 前 記 生 物 体 の リ ン パ 管
内 皮 細 胞 と の 結 合 を 可 能 に す る 条 件 下 に て 曝 し 、 そ の 組 織 サ ン プ ル を 洗 浄 し 、 さ ら に そ の
組 織 サ ン プ ル 中 の 前 記 結 合 抗 体 の 存 在 、 量 、 ま た は 分 布 を 検 出 す る こ と に よ り 前 記 疾 病 に
つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と を 含 ん で な る 方 法 も 本 発 明 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
他 の 態 様 に よ れ ば 、 哺 乳 類 の リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 特 異 的 に 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 哺 乳 類
に 、 他 の 内 皮 細 胞 に 比 べ て リ ン パ 管 内 皮 細 胞 と 優 先 的 に 結 合 す る 抗 体 を 含 ん で な る 組 成 物
を 、 そ の 抗 体 と リ ン パ 管 内 皮 細 胞 と の 結 合 を 可 能 に す る 条 件 下 に て 投 与 し 、 さ ら に リ ン パ
管 内 皮 細 胞 と 結 合 し た そ の 抗 体 を 検 出 す る こ と に よ っ て 前 記 生 物 体 に お け る リ ン パ 管 内 皮
細 胞 を 検 出 す る こ と を 含 ん で な る 、 方 法 が 挙 げ ら れ る 。 こ の 方 法 は 、 哺 乳 類 に リ ン パ 管 内
皮 細 胞 マ ー カ ー と 特 異 的 に 結 合 す る 第 ２ の 化 合 物 を 投 与 す る こ と を さ ら に 含 ん で な り 、 こ
こ で 、 検 出 工 程 は リ ン パ 管 内 皮 細 胞 と 結 合 し た 前 記 抗 体 お よ び 第 ２ の 化 合 物 を 検 出 す る こ
と を 含 ん で い て も よ い 。 本 発 明 の 全 て の イ メ ー ジ ン グ 方 法 に お い て 、 イ メ ー ジ ン グ 方 法 が
リ ン パ 管 の 疾 患 に お い て 疾 患 の 存 在 を 決 定 す る だ け で な く 、 疾 患 の 治 療 の 効 果 を モ ニ タ リ
ン グ す る の に も 用 い ら れ る と 考 え ら れ る 。 こ の よ う な 方 法 は 特 に リ ン パ 水 腫 、 例 え ば 、 遺
伝 性 リ ン パ 水 腫 ま た は 創 傷 誘 導 性 水 腫 お よ び そ の 他 の リ ン パ 管 疾 患 の 評 価 に お い て 有 用 で
あ ろ う 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
本 願 全 体 か ら 当 業 者 な ら ば 本 発 明 の さ ら な る 特 徴 お よ び 変 形 が 明 ら か で あ ろ う 。 こ の よ う
な 全 て の 特 徴 が 本 発 明 の 態 様 と さ れ る 。 同 様 に 、 本 明 細 書 に 記 載 の 特 徴 を 組 み 合 わ せ て さ
ら な る 態 様 と す る こ と が で き 、 そ の 組 合 せ が 本 発 明 の 態 様 ま た は 具 体 例 と し て 上 文 で 明 示
さ れ て い る か ど う か に よ ら ず 、 本 発 明 の 態 様 と さ れ る 。 さ ら に 、 本 明 細 書 に お い て 、 本 発
明 に と っ て 重 要 で あ る と 記 載 し た 限 定 だ け を 、 そ れ と し て 見 る べ き で あ り 、 本 明 細 書 に お
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い て 重 要 で あ る と は 記 載 し て い な い 、 限 定 さ れ な い 本 発 明 の 変 形 は 本 発 明 の 態 様 と さ れ る
。
【 ０ ０ ２ ６ 】
本 発 明 の 態 様 は 分 類 ご と に 要 約 さ れ て い る が 、 そ の 分 類 に 属 す る 個 々 の も の が 本 発 明 の 個
々 の 態 様 と さ れ る こ と が 分 か る で あ ろ う 。
【 発 明 の 具 体 的 説 明 】
【 ０ ０ ２ ７ 】
本 発 明 に お い て 、 本 発 明 者 ら は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ お よ び そ の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 特 異 的 変 異 体 （ Ｖ
Ｅ Ｇ Ｆ Ｃ １ ５ ６ Ｓ ） を 用 い て Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ シ グ ナ ル 伝 達 の 研 究 を 行 い 、 こ の シ グ ナ ル 伝
達 を さ ら に 詳 細 に 特 徴 付 け た 。 ヒ ト 皮 膚 内 皮 細 胞 の 初 代 培 養 物 が 、 異 な る 系 統 の 血 管 お よ
び リ ン パ 管 内 皮 細 胞 か ら な る こ と 、 さ ら に 後 者 が Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ に 対 す る 抗 体 を 用 い て 単
離 で き る こ と が 初 め て 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
特 に 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ が リ ン パ 管 内 皮 細 胞 で 特 異 的 に 発 現 さ れ 、 そ の 刺 激 が こ れ ら の 細 胞
を 血 清 飢 餓 誘 発 性 ア ポ ト ー シ ス か ら 防 護 し 、 さ ら に 細 胞 移 動 を 増 進 す る こ と が 示 さ れ て い
る 。 さ ら に 、 本 明 細 書 で 示 し た デ ー タ で は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ Ｐ Ｋ Ｃ は 、 依 存 的 ｐ ４ ２ ／ ｐ
４ ４ 　 Ｍ Ａ Ｐ Ｋ 活 性 化 お よ び Ａ ｋ ｔ の ワ ー ト マ ニ ン (wortmannin)感 受 性 リ ン 酸 化 反 応 を 誘
導 し う る こ と が 示 さ れ る 。 こ れ ら の ２ つ の 重 要 な シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド は 細 胞 生 存 に 関
連 す る と さ れ て い る (Bonni et al., Science, 286: 1358-1362, 1999; Datta et al., Ge
nes Dev. 13: 2905-2927, 1999)。
【 ０ ０ ２ ９ 】
当 業 者 な ら ば 本 明 細 書 で 提 供 さ れ る 詳 細 に 鑑 み て 、 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 の 単 離 に Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ
－ ３ な ど の 分 子 マ ー カ ー を 使 用 す る こ と が で き る で あ ろ う 。 さ ら に 、 本 発 明 で は 、 特 異 的
増 殖 因 子 の 存 在 下 で の こ れ ら の 細 胞 の 培 養 は 、 こ れ ら の 細 胞 の 分 化 特 性 の 喪 失 な く 行 う こ
と が で き る こ と を 教 示 し て い る 。 さ ら に 、 特 異 的 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ リ ガ ン ド は 細 胞 移 動 を 誘
導 し 、 さ ら に 細 胞 生 存 に 関 連 し た ２ つ の 重 要 な シ グ ナ ル 伝 達 分 子 、 Ａ ｋ ｔ お よ び ｐ ４ ２ ／
ｐ ４ ４ 　 Ｍ Ａ Ｐ Ｋ の 活 性 化 を 介 し て 血 清 飢 餓 状 態 の リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を ア ポ ト ー シ ス か ら
防 護 し う る こ と を 示 し て い る 。 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 培 養 す る 能 力 に よ っ て 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ －
３ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 、 な ら び に リ ン パ 管 内 皮 細 胞 と 対 比 し た 血 管 内 皮 細 胞 の 分 子 の 特 徴 お
よ び 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル の さ ら な る 特 徴 付 け が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】

本 発 明 者 ら は 微 小 血 管 内 皮 細 胞 が 内 皮 細 胞 、 す な わ ち 、 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 お よ び 血 管 内 皮
細 胞 の ２ つ の 異 な る 集 団 か ら な る こ と を 見 出 し た 。 本 発 明 は 、 初 め て 、 微 小 血 管 内 皮 細 胞
の 混 合 集 団 か ら リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 単 離 す る 方 法 を 提 供 す る も の で あ る 。 こ れ に 関 連 し て
、 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 除 去 し た 単 離 血 管 内 皮 細 胞 を 提 供 す る こ と が で き る と い う こ と が で
き る 。 本 節 で は 本 発 明 の 概 要 を 示 す が 、 本 明 細 書 を 通 じ 他 の 場 所 に お い て も 本 発 明 の 種 々
の 態 様 の さ ら な る 詳 細 を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
本 発 明 の 教 示 に よ り 、 両 方 の 種 類 の 内 皮 細 胞 を 培 養 す る こ と が 可 能 と な る 。 こ の よ う な 培
養 物 は 、 内 皮 細 胞 の 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 お よ び 機 能 を 理 解 す る 上 で の 手 掛 か り と す る の に 有
用 な だ け で な く 、 血 管 新 生 、 リ ン パ 管 新 生 、 遺 伝 性 リ ン パ 水 腫 な ど を は じ め と す る 新 生 脈
管 形 成 (neovascularization)を 伴 う 疾 病 の 治 療 的 介 入 も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
当 業 者 が 利 用 可 能 な 微 小 血 管 内 皮 細 胞 に つ い て の 商 業 的 に 入 手 可 能 な 供 給 元 は 数 多 く あ る
。 こ の よ う な 商 業 的 に 入 手 可 能 な 供 給 元 と し て は 、 例 え ば 、 Promocell(Heidelberg, Germ
any; Ｈ Ｄ Ｍ Ｅ Ｃ の 供 給 業 者 、 増 殖 さ せ た ま た は 低 温 保 存 し た 微 小 血 管 内 皮 細 胞 )； Cell A
pplications Inc.,(San Diego, Ca, USA, Ｃ Ａ Ｄ Ｍ Ｅ Ｃ （ 商 標 ） の 供 給 業 者 、 正 常 ヒ ト 新
生 児 包 皮 （ ま た は 成 人 皮 膚 ） 毛 細 血 管 か ら 単 離 し た 微 小 血 管 内 皮 細 胞 )が 挙 げ ら れ る 。 ま
た 、 さ ら な る 商 業 的 に 入 手 可 能 な 供 給 元 に つ い て は 当 業 者 な ら ば 周 知 で あ ろ う 。 こ れ ら の
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供 給 元 は 、 細 胞 の 他 、 通 常 、 細 胞 を 増 殖 状 態 に 維 持 す る の に 用 い る べ き 、 典 型 的 な 増 殖 培
養 条 件 を 提 供 す る 。 こ の よ う に 、 市 販 に て 供 給 さ れ る 細 胞 系 お よ び 培 養 物 が 本 発 明 の 方 法
の 特 に 有 用 な 出 発 材 料 で あ る 。 微 小 血 管 内 皮 細 胞 を 含 ん で な る 全 て の 細 胞 培 養 物 が 本 発 明
に お い て 用 い る こ と が で き る と 考 え ら れ る 。 こ の よ う な 細 胞 培 養 物 は 、 好 ま し く は 微 小 血
管 内 皮 細 胞 の み 含 む も の で あ る が 、 培 養 細 胞 の 一 部 が リ ン パ 管 内 皮 細 胞 で あ る 限 り 、 リ ン
パ 管 お よ び 血 管 内 皮 細 胞 以 外 の 細 胞 を 含 む 細 胞 培 養 物 も ま た 十 分 に 本 発 明 の 出 発 宿 主 細 胞
培 養 物 で あ る こ と が 分 か る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
商 業 的 に 入 手 可 能 な 提 供 元 の 他 、 ヒ ト を は じ め と す る 様 々 な 種 か ら 微 小 血 管 内 皮 細 胞 を 単
離 し て も よ い 。 ま た 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 イ ヌ 、 ブ タ 、 ウ マ 、 お よ び 霊 長 類 を は じ
め と す る そ の 他 の 種 由 来 の 細 胞 で あ っ て も よ い 。 よ っ て 、 本 発 明 で は 特 に 、 一 次 細 胞 培 養
物 、 と り わ け 、 一 次 ヒ ト 微 小 血 管 細 胞 培 養 物 の 使 用 が 意 図 さ れ る 。 出 発 一 次 細 胞 培 養 物 は
内 皮 細 胞 の み 含 む も の で あ る が 、 一 次 細 胞 培 養 物 が 被 験 体 か ら 最 初 に 単 離 さ れ る 場 合 、 こ
の よ う な 細 胞 培 養 物 は 、 繊 維 芽 細 胞 、 平 滑 筋 細 胞 、 周 皮 細 胞 、 お よ び 内 皮 細 胞 が 単 離 さ れ
て い る 組 織 に 特 異 的 な 他 の 細 胞 な ど 、 さ ら な る 細 胞 も 含 む 。 こ の よ う な 混 入 細 胞 は 、 例 え
ば 、 密 度 勾 配 遠 心 分 離 法 、 細 胞 の 特 異 的 マ ー カ ー を 用 い る 免 疫 吸 着 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、
蛍 光 活 性 化 細 胞 ス ク リ ー ニ ン グ 、 磁 気 活 性 化 細 胞 ス ク リ ー ニ ン グ お よ び そ の 他 の セ ル ソ ー
テ ィ ン グ 技 術 を 用 い て 容 易 に 除 去 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
一 般 に 、 微 小 血 管 内 皮 細 胞 の 重 大 な 器 官 特 異 性 が 存 在 す る 場 合 に お い て は 、 一 次 微 小 血 管
内 皮 細 胞 培 養 物 は 、 研 究 ま た は 調 節 す る こ と が 望 ま れ る 疾 病 に 関 与 す る 組 織 か ら 誘 導 さ れ
る べ き で あ る 。 一 般 に 、 こ れ ら の 細 胞 を 単 離 す る 方 法 に つ い て は 当 業 者 な ら ば 周 知 で あ り
、 所 定 の 組 織 の ト リ プ シ ン お よ び コ ラ ゲ ナ ー ゼ に よ る 消 化 、 例 え ば 、 ヒ ト 血 漿 へ の 暴 露 に
よ り 誘 導 さ れ る 微 小 血 管 内 皮 細 胞 の 凝 集 、 密 度 遠 心 分 離 、 例 え ば 、 パ ー コ ー ル 密 度 遠 心 分
離 、 お よ び 光 学 顕 微 鏡 使 用 下 、 ト リ プ シ ン ／ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ に よ る 局 部 消 化 後 の 細 胞 の 最 終 的 な
選 抜 お よ び 培 養 を 伴 う も の で あ ろ う 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
本 発 明 の 細 胞 は 内 皮 細 胞 の 増 殖 に 好 適 な 培 地 、 例 え ば 、 ハ ム Ｆ １ ２ 培 地 － １ ０ ％ ウ シ 胎 児
血 清 （ Ｆ Ｃ Ｓ ） で 増 殖 さ せ る 。 ひ と た び 、 こ の よ う な 培 養 物 が 生 じ る と 、 当 業 者 な ら ば 、
例 え ば 、 接 触 阻 止 （ す な わ ち 、 単 層 に 増 殖 す る ） 、 お よ び フ ォ ン ・ ヴ ィ レ ブ ラ ン ド (von w
illebrand)因 子 （ ｖ Ｗ Ｆ ） 、 血 小 板 内 皮 細 胞 接 着 分 子 １ （ Ｐ Ｅ Ｃ Ａ Ｍ － １ 、 Ｃ Ｄ ３ １ ） 、
お よ び ア ン ジ オ テ ン シ ン 変 換 酵 素 （ Ａ Ｃ Ｅ ） の 転 写 物 を は じ め と す る 従 来 の 内 皮 マ ー カ ー
の 発 現 の 存 在 、 毛 細 血 管 様 構 造 の 形 成 な ど の 微 小 血 管 内 皮 細 胞 に 関 係 の あ る 特 徴 を 観 察 す
る こ と に よ っ て 微 小 血 管 内 皮 細 胞 の 存 在 を 確 認 す る こ と が で き る 。 微 小 血 管 内 皮 細 胞 の 典
型 的 な 機 能 ア ッ セ イ に つ い て の 詳 細 は 本 明 細 書 の 他 の 場 所 に 示 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
上 記 の よ う に 、 当 業 者 な ら ば 、 一 般 に 微 小 血 管 内 皮 細 胞 を 増 殖 さ せ る 条 件 が 分 か っ て い る
。 本 発 明 で は 、 細 胞 の 培 地 に 種 々 の 増 殖 因 子 お よ び 刺 激 因 子 を 添 加 す る こ と が で き る 。 好
ま し い 態 様 で は 、 以 下 に 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ -Ｃ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ
－ Ｃ １ ５ ６ Ｓ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ お よ び Ｏ Ｒ Ｆ Ｖ ２ － Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ を は じ め と す る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３
の 刺 激 因 子 お よ び ／ ま た は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ２ の 刺 激 因 子 の 存 在 下 に て 細 胞 を 増 殖 さ せ て も よ
い 。 こ れ ら お よ び 他 の 関 連 薬 剤 に つ い て は 、 当 業 者 な ら ば 十 分 に 周 知 で あ り 、 本 明 細 書 の
他 の 場 所 に さ ら に 詳 細 に 記 載 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
本 発 明 の 好 ま し い 使 用 に お い て は 、 単 離 さ れ た 内 皮 細 胞 を 長 期 間 培 養 増 殖 さ せ る こ と が 有
利 で あ り う る 。 一 般 に 、 こ の よ う な 細 胞 の 培 地 で の 増 殖 は 、 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス に よ っ て
妨 げ ら れ る こ と が 多 い 。 本 発 明 で は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ お よ び ／ ま た は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ２ の 刺
激 因 子 で の 細 胞 の 刺 激 に よ っ て 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス が 阻 害 さ れ 、 遅 延 さ れ 、 あ る い は 回 避
さ れ う る こ と を 示 し て い る 。 特 に 好 ま し い 態 様 に よ れ ば 、 微 小 血 管 内 皮 細 胞 の 混 合 集 団 に
お け る リ ン パ 管 内 皮 細 胞 ま た は 他 の 内 皮 細 胞 が 実 質 的 に 混 入 し て い な い 実 際 に 単 離 さ れ た

10

20

30

40

50

(14) JP 2005-500045 A 2005.1.6



リ ン パ 管 内 皮 細 胞 の 培 養 物 の 生 存 は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ ま た は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ １ ５ ６ Ｓ を 培 地 に
添 加 す る こ と に よ り 促 進 ま た は 高 め ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
内 皮 細 胞 培 養 物 を 増 殖 さ せ た こ と か ら 、 本 発 明 の 方 法 は 、 他 の 内 皮 細 胞 に 比 べ て リ ン パ 管
内 皮 細 胞 を 優 先 的 に 認 識 す る 抗 体 を 用 い る こ と に よ っ て 、 混 合 細 胞 集 団 の 微 小 血 管 内 皮 細
胞 か ら リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 単 離 す る 方 法 を 提 供 す る 。 さ ら に 詳 し く は 、 抗 体 は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ
－ ３ の 細 胞 外 ド メ イ ン と 免 疫 反 応 性 の あ る も の で あ る 。 本 発 明 の 特 に 好 ま し い 態 様 に よ れ
ば 、 抗 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 抗 体 ２ Ｅ １ １ Ｄ １ １ は リ ン パ 管 内 皮 細 胞 に 特 異 的 で あ る こ と が 示 さ
れ て い る 。 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 に 特 異 的 な 他 の 典 型 的 な 抗 体 は 、 抗 ポ ド プ ラ ニ ン 抗 体 で あ る
。 本 明 細 書 に お け る 多 く の 例 で は こ れ ら の 抗 体 を 使 用 し て い る が 、 本 発 明 の 教 示 を 考 え れ
ば 、 本 発 明 に お け る 単 離 の 目 的 に 役 立 つ 他 の 抗 体 を 同 定 し う る こ と が 分 か る で あ ろ う 。 例
え ば 、 以 下 に 記 載 す る よ う に 、 こ の よ う な 他 の 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る た め
の 従 来 の 方 法 に て 作 製 さ れ 、 こ れ ら の 典 型 的 な 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る 同 じ エ ピ ト ー プ を
使 用 す る も の で あ る 。 あ る い は 、 そ の よ う な 他 の 抗 体 を 作 製 し 、 当 業 者 に 周 知 の フ ァ ー ジ
デ ィ ス プ レ イ 技 術 に よ り 単 離 し て も よ い 。 さ ら に 他 の 代 替 法 は 、 ２ Ｅ １ １ Ｄ １ １ ま た は 抗
ポ ド プ ラ ニ ン 抗 体 に 関 連 す る 抗 体 の 作 製 で あ り 、 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 に 特 異 的 な 第 二 世 代 抗
体 を 作 製 す る 抗 体 の 特 定 部 位 で の 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 で あ ろ う 。 こ の よ う な 抗 体 を 作
製 す る 方 法 に つ い て は 、 以 下 に お い て さ ら に 詳 細 に 記 載 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
「 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 に 特 異 的 な 」 と は 、 こ の 抗 体 が 内 皮 細 胞 の 混 合 集 団 中 の リ ン パ 管 内 皮
細 胞 を 優 先 的 に 認 識 す る が 、 血 管 内 皮 細 胞 系 統 の 内 皮 細 胞 は 認 識 し な い か 、 ま た は 認 識 し
て も そ の 程 度 は 低 い こ と を 意 味 す る 。 こ の 結 合 の 違 い に よ っ て 、 あ る 細 胞 種 を 混 合 集 団 か
ら 単 離 す る こ と が 可 能 に な る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
本 発 明 が 微 小 血 管 内 皮 細 胞 が 一 般 に 血 管 内 皮 細 胞 と リ ン パ 管 内 皮 細 胞 の 混 合 集 団 か ら な る
こ と を 示 し 、 さ ら に 本 発 明 が 初 め て 、 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 に 他 の 内 皮 細 胞 、 例 え ば 、 血 管 内
皮 細 胞 が 実 質 的 に 混 入 し な い よ う に 、 微 小 血 管 内 皮 細 胞 培 養 物 か ら リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 単
離 す る 方 法 の 詳 細 を 提 供 し て い る こ と を 示 し て い る こ と か ら 、 本 発 明 が 他 の 内 皮 細 胞 、 例
え ば 、 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 が 実 質 的 に 混 入 し て い な い 血 管 内 皮 細 胞 を 単 離 す る 方 法 も ま た 包
含 す る こ と も わ か る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ４ １ 】
あ る 細 胞 が 「 実 質 的 に 混 入 し て い な い 」 細 胞 集 団 と は 、 本 発 明 で は 、 細 胞 培 養 物 に お い て
、 混 入 細 胞 が 全 く 存 在 し な い こ と が 求 め ら れ る と い う 意 味 で は な い 。 む し ろ 、 培 養 細 胞 の
大 半 が 所 定 の 細 胞 種 の も の で あ る と い う 意 味 で あ る 。 例 え ば 、 そ の 他 の 内 皮 細 胞 が 実 質 的
に 混 入 し て い な い リ ン パ 管 内 皮 細 胞 培 養 物 で は 、 少 な く と も ５ １ ％ の 細 胞 が リ ン パ 管 内 皮
細 胞 で あ る と 考 え ら れ る 。 さ ら に 好 ま し く は 、 少 な く と も ６ ０ ％ の 細 胞 が リ ン パ 管 内 皮 細
胞 で あ る 。 な お さ ら に 好 ま し く は 、 少 な く と も ７ ０ ％ の リ ン パ 管 内 皮 細 胞  、 い っ そ う 好
ま し く は ７ ５ ％ 、 ８ ０ ％ 、 ８ ５ ％ 、 ８ ６ ％ 、 ８ ７ ％ 、 ８ ８ ％ 、 ８ ９ ％ 、 ９ ０ ％ の リ ン パ 管
内 皮 細 胞 を 含 ん で な る 細 胞 培 養 物 で あ ろ う 。 本 発 明 の 特 に 好 ま し い 方 法 は 、 培 養 物 が ９ ０
％ を 超 え る リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 含 ん で な る よ う に リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 単 離 す る も の で あ る
。 言 う ま で も な く 、 培 養 物 を よ り 精 製 す れ ば 培 養 物 中 の リ ン パ 管 内 皮 細 胞 の 割 合 は 高 ま り
、 ９ ５ ％ 、 ９ ６ ％ 、 ９ ７ ％ 、 ９ ８ ％ 、 ９ ９ ％ 、 さ ら に 当 然 の こ と で は あ る が 、 １ ０ ０ ％ の
リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 含 ん で な る 細 胞 培 養 物 が 最 も 好 ま し い で あ ろ う 。 当 然 の こ と で は あ る
が 、 こ れ ら の 数 値 は リ ン パ 管 内 皮 細 胞 に 限 定 さ れ る も の で は な く 、 血 管 内 皮 細 胞 の か な り
精 製 さ れ た 集 団 に も 適 用 さ れ る こ と が 分 か る で あ ろ う 。 当 業 者 は 、 細 胞 種 を 決 定 す る た め
に 、 所 定 の 細 胞 に 特 異 的 な マ ー カ ー の 存 在 を 調 べ て も よ い 。 例 え ば 、 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 は
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ の 存 在 、 ポ ド プ ラ ニ ン の 存 在 、 お よ び Ｌ Ｙ Ｖ Ｅ － １ な ど の 他 の リ ン パ 管 細
胞 マ ー カ ー に よ っ て 同 定 し て も よ い 。 上 記 の マ ー カ ー と 組 み 合 わ せ て 有 用 で あ る そ の 他 の
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 特 異 的 抗 体 と し て は 、 ９ Ｄ ９ Ｆ ９ お よ び ７ Ｂ ３ Ｆ ９ 、 お よ び 米 国 特 許 第 ６
， １ ０ ７ ， ０ ４ ６ 号 に 記 載 の 抗 体 が 挙 げ ら れ る 。 当 然 の こ と で は あ る が 、 マ ー カ ー の 組 合
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せ が 特 に 有 用 で あ る こ と は 分 か る で あ ろ う 。 細 胞 機 能 を 調 べ る 他 の ア ッ セ イ に つ い て は 本
明 細 書 に 記 載 し て い る が 、 当 業 者 な ら ば 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
別 の 態 様 に よ れ ば 、 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 作 製 し た 細 胞 培 養 物 は 、 混 入 細 胞 が 最 少 量 で あ
る と い う 点 か ら 、 極 め て 精 製 さ れ た も の で あ る リ ン パ 管 内 皮 細 胞 培 養 物 ま た は 極 め て 精 製
さ れ た も の で あ る 内 皮 細 胞 培 養 物 と 定 義 さ れ る 。 混 入 細 胞 と は 、 培 養 物 の 大 部 分 を 構 成 す
る 細 胞 種 で は な い 全 て の 細 胞 を 意 味 す る 。 例 え ば 、 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 培 養 物 に お け る 混 入
細 胞 は 、 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 で な い 全 て の 細 胞 で あ る 。 同 様 に 、 血 管 内 皮 細 胞 培 養 物 に お け
る 混 入 細 胞 は 、 血 管 内 皮 細 胞 で な い 全 て の 細 胞 で あ る 。 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 培 養 物 の 混 入 細
胞 の 例 と し て は 、 血 管 内 皮 細 胞 で あ り 、 そ の 逆 も ま た 同 様 で あ る 。 当 然 の こ と で は あ る が
、 例 え ば 、 繊 維 芽 細 胞 な ど の そ の 他 の 細 胞 種 も 混 入 細 胞 の カ テ ゴ リ ー に 入 る 。 例 え ば 、 特
異 的 マ ー カ ー を 調 査 す る こ と に よ り 混 入 細 胞 を 同 定 す る こ と は 比 較 的 容 易 で あ る 。 よ っ て
、 好 ま し い 態 様 に よ れ ば 、 本 発 明 に よ る 方 法 に よ っ て 、 ４ ９ ％ 未 満 の 混 入 細 胞 を 含 有 す る
細 胞 培 養 物 が 生 じ 、 さ ら に 好 ま し く は 、 こ れ ら の 培 養 物 が ４ ５ ％ 未 満 、 ４ ０ ％ 未 満 、 ３ ５
％ 未 満 、 ３ ０ ％ 未 満 、 ２ ５ ％ 未 満 、 ２ ０ ％ 未 満 、 １ ５ ％ 未 満 、 １ ４ ％ 未 満 の 混 入 細 胞 、 １
３ ％ 未 満 の 混 入 細 胞 、 １ ２ ％ 未 満 の 混 入 細 胞 、 １ １ ％ 未 満 の 混 入 細 胞 ま た は １ ０ ％ 未 満 の
混 入 細 胞 を 含 有 む 。 言 う ま で も な く 、 培 養 物 を よ り 精 製 す れ ば 培 養 細 胞 中 に 存 在 す る 混 入
細 胞 の 割 合 は 減 少 し 、 特 に 好 ま し く は 、 細 胞 培 養 物 は 、 ９ ％ 未 満 の 混 入 細 胞 、 ８ ％ 未 満 の
混 入 細 胞 、 ７ ％ 未 満 の 混 入 細 胞 、 ６ ％ 未 満  の 混 入 細 胞 、 ５ ％ 未 満 の 混 入 細 胞 、 ４ ％ 未 満
の 混 入 細 胞 、 ３ ％ 未 満 の 混 入 細 胞 、 ２ ％ 未 満 の 混 入 細 胞 、 さ ら に 当 然 の こ と で は あ る が 、
１ ％ 未 満 の 混 入 細 胞 し か 含 ん で い な い こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
本 発 明 の 特 定 の 態 様 に よ れ ば 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 単 離 細 胞 集 団 を 用 い た 治 療 お よ び 診 断
方 法 を 提 供 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 に 関 す る ま た は 実 際 に は 血 管 内
皮 細 胞 に 関 す る 疾 患 を 有 す る 疑 い の あ る 個 体 か ら 細 胞 を 単 離 す る の に 本 発 明 の 方 法 を 用 い
て も よ い 。 診 断 用 途 で は 、 患 者 個 体 の 細 胞 を 解 析 し て 、 特 定 の 細 胞 の 、 ま た は 生 化 学 的 な
マ ー カ ー ま た は 病 態 を 示 す と 思 わ れ る 細 胞 の 特 徴 の 存 在 、 不 在 も し く は 変 化 を 調 べ る 。 予
後 用 途 で は 細 胞 に 関 連 す る 疾 患 の 治 療 に 対 し て 行 わ れ る 特 別 な 治 療 法 の 実 施 前 後 に 細 胞 を
単 離 し 、 同 様 の 解 析 を 行 っ て 治 療 的 介 入 が 望 ま し い 効 果 を 及 ぼ す か ど う か の 判 定 が で き る
。 さ ら な る 態 様 に よ れ ば 、 本 発 明 の 単 離 細 胞 は 、 細 胞 の 物 理 的 、 生 化 学 的 ま た は 分 子 特 性
に お け る 異 常 に 関 連 す る 疾 患 の 有 効 な 治 療 を 促 進 す る の に 用 い て も よ い 。 典 型 的 な 態 様 に
よ れ ば 、 可 能 性 あ る 治 療 法 の 効 果 を 、 in vitroに て 患 者 の 細 胞 を 用 い て 試 験 し 、 そ の 患 者
の 細 胞 が こ の よ う な 介 入 に 反 応 す る か ど う か を 判 定 す る こ と に よ り 治 療 を 促 進 す る 。 あ る
い は 、 患 者 か ら 単 離 し た 細 胞 を in vitroに お い て 遺 伝 子 発 現 構 築 物 で 変 換 し 、 増 殖 さ せ 、
さ ら に 個 体 に 再 送 達 し て 患 者 の 疾 患 を 分 子 レ ベ ル で 矯 正 す る も の で あ る ex vivo遺 伝 子 療
法 に 、 前 記 細 胞 を 用 い て も よ い 。 な お も う １ つ の 代 替 法 で は 、 本 発 明 の 単 離 、 増 殖 し た 細
胞 を 、 治 療 効 果 を 特 定 部 位 に 送 達 す る の に 用 い て も よ い 。 例 え ば 、 細 胞 の 患 者 へ の 再 送 達
の 前 に 、 細 胞 を 細 胞 傷 害 性 薬 剤 と 結 合 さ せ る こ と に よ っ て 、 例 え ば 、 個 体 の リ ン パ 管 内 皮
細 胞 だ け を 特 異 的 に タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ す る 。 本 発 明 の こ れ ら お よ び そ の 他 の 態 様 に つ い て
は 本 明 細 書 の 下 記 で さ ら に 詳 細 に 記 載 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】

本 発 明 が 初 め て 、 混 入 細 胞 を 実 質 的 に 含 ま な い リ ン パ 管 内 皮 細 胞 集 団 の 単 離 を 可 能 に す る
と い う こ と か ら 考 え れ ば 、 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 に お け る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ シ グ ナ ル 伝 達 の 分 か
り に く い 役 割 、 リ ン パ 管 新 生 な ど の 現 象 お よ び リ ン パ 系 疾 患 に お け る こ れ ら の 細 胞 の 役 割
が 解 明 で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ２ に よ る 刺 激 は 細 胞 生 存 能 力 を 促 進 す る が 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ の 中 断 に よ り 内 皮 細 胞
ア ポ ト ー シ ス が 起 こ り 、 血 管 新 生 が 阻 害 さ れ 、 さ ら に in vivoに て 血 管 退 行 が も た ら さ れ
る (Aiello et al., Proc. Nat'l Acad. Sci., 92: 10457-10461, 1995; Ferrara et al.,
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Ｂ ． 　 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 役 割 の 解 明



 Nature Med., 4: 336-340, 1998; Gerber et al., Development, 126: 1149-1159, 1999
)。 同 様 に 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ シ グ ナ ル 伝 達 の 阻 害 に よ っ て リ ン パ 管 発 生 の 退 行 が 起 こ る (Ma
kinen et al., Nature Med., 7: 199-205, 2001)。 こ れ ま で に 公 開 さ れ た 研 究 に 一 致 し て
、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ２ に よ る 刺 激 は 、 血 清 飢 餓 状 態 の 一 次 内 皮 細 胞 を ア ポ ト ー シ ス か ら 強 く 防
護 し た 。 こ の 効 果 は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ２ 単 独 （ Ｏ Ｒ Ｆ Ｖ ２ － Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ に よ る 刺 激 ） に て 、 お
よ び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － １ に よ る 刺 激 （ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ に よ る ） ま た は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ に よ る 刺 激 （ Ｖ
Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ に よ る ） と の 組 み 合 わ せ に よ っ て も 生 じ た 。 し か し な が ら 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － １ （
Ｐ Ｉ Ｇ Ｆ に よ る 刺 激 )で は 細 胞 生 存 シ グ ナ ル が あ っ て も 伝 達 は 非 常 に 弱 か っ た 。 さ ら に 、
血 清 飢 餓 誘 発 性 ア ポ ト ー シ ス の 阻 害 に は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ シ グ ナ ル 伝 達 単 独 で 十 分 で あ っ
た 。 興 味 深 い こ と に 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ は 血 管 内 皮 細 胞 に 対 し て Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ よ り も 弱 い 生 存 因 子
で あ っ た が 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ を 発 現 す る リ ン パ 管 内 皮 細 胞 の 生 存 を 強 く 促 進 し た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ は ２ つ の 重 要 な 生 存 シ グ ナ ル 伝 達 分 子 、 ｐ ４ ２ ／ ｐ ４ ４ 　 Ｍ Ａ Ｐ Ｋ お よ び
Ａ ｋ ｔ の リ ン 酸 化 反 応 を 誘 導 し た 。 Ｐ Ｋ Ｃ 阻 害 剤 に よ っ て Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ が 媒 介 す る ｐ ４
２ ／ ｐ ４ ４ 　 Ｍ Ａ Ｐ Ｋ リ ン 酸 化 反 応 が 大 幅 に 減 少 し た こ と か ら 、 こ の 経 路 が Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ －
２ に 関 し て こ れ ま で に 示 さ れ た も の と 同 様 に 、 Ｒ ａ ｓ で は な く Ｐ Ｋ Ｃ に よ っ て 主 と し て 伝
達 さ れ て い る こ と が 示 唆 さ れ る (Doanes et al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 255: 
545-548, 1999; Takahashi et al., Oncogene, 18: 2221-2230, 1999; Yoshiji et al., 
Cancer Res., 59: 4413-4418, 1999)。 一 般 に 、 Ｐ Ｋ Ｃ 依 存 的 Ｍ Ａ Ｐ Ｋ 活 性 化 は 主 と し て
特 定 の ７ 回 膜 貫 通 型 Ｇ タ ン パ ク 質 結 合 受 容 体 に よ り 必 要 と さ れ て い る と 考 え ら れ る た め 、
こ の よ う な 経 路 は 受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ の 中 で は 特 異 で あ る 。 Ｐ Ｋ Ｃ は 、 内 皮 細 胞 増 殖
お よ び 移 動 を は じ め と す る 血 管 新 生 に 関 連 す る 多 く の 内 皮 細 胞 プ ロ セ ス を 調 節 す る (Harri
ngton et al., Biochem, Biophys. Res. Commun., 271: 499-508, 2000; Harrington et 
al ., J. Biol. Chem., 272: 7390-7397, 1997;Ilan et al., J. Cell Sci., 111: 3621-
3631, 1998)が 、 Ｐ Ｋ Ｃ の 阻 害 に よ り 腫 瘍 新 生 脈 管 形 成 を 遮 断 す る こ と が で き た (Yoshiji 
et al., Cancer Res., 59: 4413-4418, 1999)。
【 ０ ０ ４ ７ 】
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ ま た は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ に よ り 刺 激 さ れ た Ｈ Ｍ Ｖ Ｅ 細 胞 に お い て ｐ ４ ２ ／ ｐ ４ ４ 　 Ｍ
Ａ Ｐ Ｋ 活 性 化 は 類 似 の 動 態 に よ っ て 起 こ っ た が 、 後 者 は よ り 持 続 し た 応 答 を 誘 導 し た 。 活
性 化 期 間 お よ び ｐ ４ ２ ／ ｐ ４ ４ 　 Ｍ Ａ Ｐ Ｋ の 細 胞 内 分 布 の 違 い に よ っ て 、 異 な る 細 胞 応 答
が 誘 導 さ れ る こ と が 報 告 さ れ た (Kaiser et al., Exp. Cell Res., 249: 349-358, 1999; 
Marshall, Cell 80: 179-185, 1995; Pang et al., J. Biol. Chem., 270: 13585-13588,
 1995)。 こ の 違 い は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ だ け が Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ２ お よ び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ を 介 し て 同
時 に シ グ ナ ル 伝 達 が で き る と い う 事 実 に あ る と 考 え ら れ る 。 し か し な が ら 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ に よ
り 誘 導 さ れ た Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － １ と Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ２ と の ホ モ ま た は ヘ テ ロ ダ イ マ ー 複 合 体 が 有
糸 分 裂 を 異 な っ た 形 で 調 節 す る こ と が 示 さ れ て い た に も か か わ ら ず (Rahimi et al., J. B
iol. Chem., 275: 16986-16992, 2000)、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ に よ り 刺 激 さ れ た 細 胞 で の Ｖ Ｅ Ｇ
Ｆ Ｒ － ２ お よ び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ に よ る ヘ テ ロ ダ イ マ ー 形 成 は 我 々 に は 検 出 で き な か っ た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 特 異 的 変 異 型 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ １ ５ ６ Ｓ が Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ が
媒 介 す る シ グ ナ ル 伝 達 の 研 究 に 向 け た 有 益 な ツ ー ル で あ る こ と が 分 か っ た (Joukov et al.
, EMBO J., 15: 290-298, 1998; Veikkola et al., EMBO J., 20: 1223-1231, 2001; 米
国 特 許 第 ６ ， １ ３ ０ ， ０ ７ １ 号 )。 バ イ オ セ ン サ ー 解 析 で は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ １ ５ ６ Ｓ の Ｖ
Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ に 対 す る 親 和 性 が 、 野 生 型 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ に 比 べ て 低 下 し て い た 。 さ ら に 、 Ｖ
Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ １ ５ ６ Ｓ に よ っ て 誘 導 さ れ る 最 大 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ リ ン 酸 化 反 応 ま た は ｐ ４ ２ ／
ｐ ４ ４ 　 Ｍ Ａ Ｐ Ｋ 活 性 化 は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ ほ ど 強 く は な か っ た 。 こ の 理 由 は 分 か ら な い が
、 シ ス チ ン ノ ッ ト 増 殖 因 子 ド メ イ ン を 形 成 す る ８ つ の 保 存 さ れ た シ ス テ イ ン 残 基 の １ つ が
セ リ ン 残 基 に 変 化 し た こ と か ら 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ １ ５ ６ Ｓ は 野 生 型 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ よ り も 不 安
定 で あ る と 考 え ら れ る 。 し か し な が ら 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク モ デ ル で は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ １
５ ６ Ｓ は 、 リ ン パ 管 新 生 の 促 進 に お い て 、 野 生 型 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ と 同 じ く ら い 有 効 で あ っ た
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(Veikkola et al., EMBO J., 20: 1223-1231, 2001)。 さ ら に 、 本 明 細 書 に 記 載 の ア ッ セ
イ に 用 い る 濃 度 は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 飽 和 状 態 に し て お く と よ い 。 そ の 結 果 、 最 高 濃 度 の Ｖ
Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ １ ５ ６ Ｓ で さ え も 、 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス か ら の 防 護 に お い て は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ
ほ ど 有 効 で は な か っ た た め 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ に よ り 誘 導 さ れ る リ ン パ 管 内 皮 細 胞 の 最 大 生 存
に は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ２ お よ び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ の 同 時 活 性 化 が 必 要 で あ る と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】

本 発 明 で は 、 培 養 し た ヒ ト 一 次 微 小 血 管 内 皮 細 胞 を 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ の 細 胞 外 ド メ イ ン に
対 す る 特 定 の 抗 体 を 用 い る こ と に よ り 、 血 管 お よ び リ ン パ 管 内 皮 細 胞 の 識 別 可 能 な 安 定 し
た 系 統 に 分 け る こ と が で き 、 さ ら に 両 系 統 が 培 養 増 殖 で き る こ と を 示 し て い る 。 本 節 で は
、 こ れ ら の 分 離 技 術 に 用 い た 抗 体 を 説 明 し 、 本 発 明 に 使 用 し う る さ ら な る 抗 体 の 作 製 方 法
を さ ら に 説 明 す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
本 発 明 の 特 に 好 ま し い 抗 体 と し て は 、 例 え ば 、 ２ Ｅ １ １ Ｄ １ １ (Jussila et al., Cancer 
Res. 58: 1599-1604, 1998; 米 国 特 許 ６ ， １ ０ ７ ， ０ ４ ６ 号 )、 お よ び 抗 ヒ ト ポ ド プ ラ ニ
ン (Breiteneder-Geleff et al., et al., Am. J. Path., 154(2) 385-394, 1999)が 挙 げ
ら れ る 。 こ れ ら の 抗 体 は 当 業 者 な ら ば 周 知 で あ る 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ に 特 異 的 な 抗 体 （ Ｆ ｌ
ｔ ４ と し て も 知 ら れ る ） の 作 製 に つ い て は 、 特 に 引 用 す る こ と に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と さ
れ る 、 米 国 特 許 第 ６ ， １ ０ ７ ， ０ ４ ６ 号 で 詳 述 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
２ Ｅ １ １ Ｄ １ １ お よ び 抗 ポ ド プ ラ ニ ン が リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 特 異 的 に 認 識 す る と い う 本 発
明 の 教 示 を 考 え れ ば 、 当 業 者 な ら ば 、 こ れ ら の 抗 体 が 認 識 す る 特 異 的 エ ピ ト ー プ を 認 識 す
る さ ら な る 抗 体 を 作 製 で き る 。 従 っ て 、 当 業 者 な ら ば 、 ２ Ｅ １ １ Ｄ １ １ が 認 識 す る Ｖ Ｅ Ｇ
Ｆ Ｒ － ３ の 部 分 を 用 い て 、 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 認 識 す る さ ら な る 抗 体 を 作 製 で き る 。 こ の
よ う に 、 前 記 抗 体 は 、 好 ま し く は ２ Ｅ １ １ Ｄ １ １ が 認 識 す る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 分 子 の 部 分 、
ま た は 前 記 抗 体 に 他 の 細 胞 種 に 比 べ て 優 先 的 に リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 特 異 的 に 認 識 さ せ る こ
と を 可 能 と す る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ の 他 の 部 分 、 と 免 疫 反 応 性 の あ る も の で あ る 。 「 他 の 細 胞
種 に 対 し て 優 先 的 に 」 と は 、 前 記 抗 体 が 、 血 管 内 皮 細 胞 な ど の 他 の 内 皮 細 胞 を は じ め と す
る そ の 他 の 細 胞 と 比 べ て 、 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 と よ り 強 い 反 応 性 が あ る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
さ ら に 、 ２ Ｅ １ １ Ｄ １ １ 抗 体 が 、 血 管 内 皮 細 胞 で 発 現 さ れ る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ に 比 べ て 、 リ
ン パ 管 内 皮 細 胞 で 発 現 さ れ る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ を 優 先 的 に 認 識 す る と い う 発 見 に よ っ て 、 従
来 の 免 疫 法 お よ び ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 を 用 い て 、 前 記 抗 体 を 単 離 す る こ と が 実 現 可 能 性 で
あ る こ と が 示 さ れ て い る (例 え ば 、 Harlow and Lane, ANTIBODIES: A LABORATORY MANUAL,
 Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y., 1988を 参 照 )。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ
Ｒ － ３ 抗 体 の 集 団 は 、 本 明 細 書 に 記 載 の 異 な る 細 胞 集 団 に 対 す る 結 合 特 異 性 ま た は 交 差 反
応 性 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
本 発 明 に 用 い ら れ る 抗 体 と し て は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 、 モ ノ ク
ロ ー ナ ル 、 キ メ ラ 、 単 鎖 、 Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト お よ び Ｆ ａ ｂ 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー に よ り 作 製
さ れ た フ ラ グ メ ン ト 、 二 価 性 ／ 二 重 特 異 性 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 、 Ｃ Ｄ Ｒ 移 植 抗 体 、 ヒ ト 抗 体
な ら び に Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ に 特 異 的 で あ る Ｃ Ｄ Ｒ 配 列 の 部 分 を 含 む 抗 体 が 挙 げ ら れ る 。 中 和
抗 体 、 す な わ ち 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 活 性 を 阻 害 す る も の も 、 ま た 有 用 で あ り う る 。 好 ま し い
態 様 に よ れ ば 、 抗 体 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 抗 体 を 作 製 し 、 特 性 決 定 す る 手 段 に
つ い て は 当 技 術 分 野 で は 十 分 に 公 知 で あ る (例 え ば 、 Harlow and Lane, ANTIBODIES: A LA
BORATORY MANUAL, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y., 1988を
参 照 )。
【 ０ ０ ５ ４ 】
要 す る に 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で な る 免 疫 原 に て 動 物 を
免 疫 化 し 、 そ の 免 疫 化 し た 動 物 か ら 抗 血 清 を 採 取 す る こ と に よ り 準 備 す る 。 抗 血 清 の 作 製
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に は 様 々 な 動 物 種 が 使 用 で き る 。 一 般 に は 、 抗 血 清 の 作 製 に 使 用 す る 動 物 は 、 ウ サ ギ 、 マ
ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー 、 ヤ ギ 、 ヒ ツ ジ 、 ブ タ ま た は ウ マ を は じ め と す る 非 ヒ ト 動 物 で
あ る 。 ウ サ ギ は 血 液 量 が 比 較 的 多 い た め 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製 に と っ て ウ サ ギ が 好
ま し い 選 択 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
宿 主 種 に 応 じ て 、 種 々 の ア ジ ュ バ ン ト を 用 い て 免 疫 反 応 を 高 め て も よ い 。 こ の よ う な ア ジ
ュ バ ン ト と し て は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 フ ロ イ ン ト 、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム な ど の
無 機 ゲ ル 、 な ら び に リ ゾ レ シ チ ン 、 プ ル ロ ニ ッ ク ポ リ オ ー ル 、 ポ リ ア ニ オ ン 、 ペ プ チ ド 、
油 エ マ ル シ ョ ン 、 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ・ ヘ モ シ ニ ア ン お よ び ジ ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル な ど の
界 面 活 性 物 質 が 挙 げ ら れ る 。 Ｂ Ｃ Ｇ （ 弱 毒 ウ シ 結 核 菌 株 (Bacilli Calm ette-Guerin)） お
よ び コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ パ ル ヴ ム (Corynebacterium parvum)が 潜 在 的 に 有 用 性 の あ る ヒ
ト ア ジ ュ バ ン ト で あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
一 般 に 当 業 者 に は 周 知 で あ る が 、 イ ソ 型 の 抗 原 に 特 異 的 な ポ リ ク ロ ー ナ ル お よ び モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 の い ず れ も 、 従 来 の 免 疫 化 技 術 を 用 い て 作 製 し う る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 す
る 「 特 異 的 な 」 と は 、 抗 体 の 可 変 領 域 が 、 前 記 抗 体 に 特 異 的 か つ 優 先 的 に リ ン パ 管 内 皮 細
胞 を 認 識 さ せ う る エ ピ ト ー プ を 認 識 し て 結 合 し 、 さ ら に 、 こ の よ う な エ ピ ト ー プ を 、 そ の
他 の 抗 原 、 例 え ば 、 他 の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 受 容 体 ま た は 非 リ ン パ 管 細 胞 で 発 現 さ れ る 同 じ 受 容 体 と
識 別 し う る こ と を 意 味 す る 。 ２ Ｅ １ １ Ｄ １ １ ま た は 抗 ポ ド プ ラ ニ ン が 認 識 す る よ う な 抗 原
性 エ ピ ト ー プ を 含 む 組 成 物 を 用 い て 、 ウ サ ギ ま た は マ ウ ス な ど の １ 種 以 上 の 実 験 動 物 を 免
疫 化 す る こ と が で き る が 、 後 に こ れ ら に よ っ て 、 本 発 明 の 化 合 物 に 対 す る 特 異 的 抗 体 の 作
製 を 行 う 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 血 清 は 、 抗 体 産 生 の 時 間 を 考 慮 に 入 れ 、 単 に 動 物 か ら 血 を 抜
き 、 全 血 か ら 血 清 サ ン プ ル を 調 製 す る こ と に よ っ て 作 製 す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
本 発 明 で 用 い る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 連 続 継 代 性 培 養 細 胞 系 に よ っ て 、 抗 体 分 子 の 産 生
を 提 供 す る い ず れ か の 技 術 を 用 い て 作 製 し う る 。 こ れ ら と し て は 、 限 定 さ れ る も の で は な
い が 、 最 初 に Koehler and Milsteinが 記 載 し た ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 (Nature 256: 495-497
, 1975)、 ヒ ト Ｂ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 (Kosbor et al., Immunol Today 4: 72, 1983; 
Cote et al., Proc Natl Acad Sci 80: 2026-2030, 1983)お よ び Ｅ Ｂ Ｖ － ハ イ ブ リ ド ー マ
技 術 (Cole et al., Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R Liss Inc, New
 York N.Y., pp 77-96, (1985)が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 を 用 い る 場 合 に は 、 骨 髄 腫 細 胞 系 を 用 い て も よ い 。 こ の よ う な ハ イ ブ
リ ド ー マ を 作 製 す る 融 合 法 で 用 い る の に 好 適 な 細 胞 系 は 、 好 ま し く は 抗 体 産 生 を せ ず 、 高
い 融 合 効 率 を 有 し 、 か つ 、 目 的 と す る 融 合 細 胞 （ ハ イ ブ リ ド ー マ ） の 増 殖 だ け を 助 け る 特
定 の 選 択 培 地 に お い て 、 増 殖 で き な い 酵 素 の 欠 乏 を 有 す る も の で あ る 。 例 え ば 、 免 疫 化 し
た 動 物 が マ ウ ス で あ る 場 合 で は 、 Ｐ ３ － Ｘ ６ ３ ／ Ａ ｇ ８ 、 Ｐ ３ － Ｘ ６ ３ － Ａ ｇ ８ ． ６ ５ ３
、 Ｎ Ｓ １ ／ １ ． Ａ ｇ ４ １ 、 Ｓ ｐ ２ １ ０ － Ａ ｇ １ ４ 、 Ｆ Ｏ 、 Ｎ Ｓ Ｏ ／ Ｕ 、 Ｍ Ｐ Ｃ － １ １ 、 Ｍ
Ｐ Ｃ １ １ － Ｘ ４ ５ － Ｇ Ｔ Ｇ 　 １ ． ７ お よ び Ｓ １ ９ ４ ／ ５ Ｘ Ｘ ０ 　 Ｂ ｕ ｌ を 用 い 、 ラ ッ ト の
場 合 で は 、 Ｒ ２ １ ０ ． Ｒ Ｃ Ｙ ３ 、 Ｙ ３ － Ａ ｇ 　 １ ． ２ ． ３ 、 Ｉ Ｒ ９ ８ ３ Ｆ お よ び ４ Ｂ ２ １
０ を 用 い う る が 、 細 胞 融 合 に 関 し て は Ｕ － ２ ６ ６ 、 Ｇ Ｍ １ ５ ０ ０ － Ｇ Ｒ Ｇ ２ 、 Ｌ Ｉ Ｃ Ｒ －
Ｌ Ｏ Ｎ － Ｈ Ｍ ｙ ２ お よ び Ｕ Ｃ ７ ２ ９ － ６ 全 て が 有 用 で あ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す
る こ れ ら の 技 術 に よ っ て 作 製 さ れ る ハ イ ブ リ ド ー マ お よ び 細 胞 系 が 、 本 発 明 の 新 規 な 組 成
物 で あ る と 考 え ら れ る こ と に は 注 目 す べ き で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
選 択 さ れ た Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ エ ピ ト ー プ と 免 疫 反 応 性 の あ る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 血 清 を 作 製 す
る 典 型 的 な 方 法 で は 、 ウ サ ギ の 免 疫 化 の た め 、 ５ ０ μ ｇ の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 抗 原 を フ ロ イ ン
ト の 完 全 ア ジ ュ バ ン ト に 乳 化 さ せ る 。 例 え ば 、 ２ １ 日 お き に 、 追 加 免 疫 の た め 、 ５ ０ μ ｇ
の エ ピ ト ー プ を 、 フ ロ イ ン ト の 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト に 乳 化 さ せ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
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モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る た め に 、 抗 体 を す る 惹 起 す る も の で あ る 組 換 え Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ
－ ３ を 、 マ ウ ス に 定 期 的 に 注 射 す る （ 例 え ば 、 １ ０ ～ ２ ０ μ ｇ を フ ロ イ ン ト の 完 全 ア ジ ュ
バ ン ト に 乳 化 す る ） 。 Ｐ Ｂ Ｓ 中 の リ ン パ 管 内 皮 細 胞 の 特 異 的 認 識 を 可 能 に す る エ ピ ト ー プ
を 含 む Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ ポ リ ペ プ チ ド の 融 合 前 最 終 の 追 加 免 疫 を 、 マ ウ ス に 施 し 、 ４ 日 後 に
マ ウ ス を 犠 牲 に し 、 そ の 脾 臓 を 取 り 出 す 。 脾 臓 を １ ０ ｍ Ｌ 血 清 フ リ ー Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ に
入 れ 、 ２ ｍ Ｍ 　 Ｌ － グ ル タ ミ ン 、 １ ｍ Ｍ ピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 １ ０ ０ 単 位 ／ ｍ Ｌ ペ ニ シ
リ ン 、 お よ び １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ Ｌ ス ト レ プ ト マ イ シ ン （ Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ ） (Gibco, Canada)を 添 加
し た 血 清 フ リ ー Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ に 浸 漬 し た ２ 枚 の 顕 微 鏡 用 ガ ラ ス ス ラ イ ド の フ ロ ス ト 処
理 し た 端 部 間 に て 、 脾 臓 を 強 く こ す り 付 け て 、 単 一 細 胞 懸 濁 物 を 調 製 す る 。 こ の 細 胞 懸 濁
物 を 滅 菌 ７ ０ メ ッ シ ュ Ｎ ｉ ｔ ｅ ｘ 細 胞 濾 過 器 (Becton Dickinson, Parsippany, New Jerse
y)で 濾 過 し 、 さ ら に ２ ０ ０ ｇ に て ５ 分 間 遠 心 分 離 し 、 ペ レ ッ ト を ２ ０ ｍ Ｌ 血 清 フ リ ー Ｒ Ｐ
Ｍ Ｉ に 再 懸 濁 さ せ る こ と に よ り ２ 回 洗 浄 す る 。 ３ 匹 の 実 験 未 使 用 の Ｂ ａ ｌ ｂ ／ ｃ マ ウ ス か
ら 採 取 し た 脾 臓 細 胞 を 同 様 に 準 備 し 、 対 照 と し て 用 い る 。 融 合 に 先 立 ち 、 ３ 日 間 、 １ １ ％
ウ シ 胎 児 血 清 （ Ｆ Ｂ Ｓ ） (Hyclone Laboratories, Inc., Logan, Utah)を 加 え た Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ
に お い て 対 数 期 (log phase)に 維 持 し た Ｎ Ｓ － １ 骨 髄 腫 細 胞 を 、 上 記 の パ ラ グ ラ フ で 記 載
し た よ う に ２ ０ ０ ｇ に て ５ 分 間 遠 心 分 離 し 、 ペ レ ッ ト を ２ 回 洗 浄 す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
１ × １ ０ ８ 脾 臓 細 胞 を ２ ． ０ × １ ０ ７ Ｎ Ｓ － １ 細 胞 と 合 わ せ て 遠 心 分 離 し 、 上 清 を 吸 引 す
る 。 管 を 軽 く た た い て こ の 細 胞 ペ レ ッ ト を 取 り 出 し 、 １ ｍ Ｌ の ３ ７ ℃ 　 Ｐ Ｅ Ｇ 　 １ ５ ０ ０
（ ７ ５ ｍ Ｍ 　 Ｈ ｅ ｐ ｅ ｓ 、 ｐ Ｈ ８ ． ０ 中 ５ ０ ％ ） (Boehringer, Mannheim)を 攪 拌 し な が ら
１ 分 間 に わ た っ て 添 加 し 、 次 に 、 ７ 分 間 に わ た っ て ７ ｍ Ｌ の 血 清 フ リ ー Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ を 添 加 す
る 。 さ ら に ８ ｍ Ｌ 　 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ を 添 加 し 、 細 胞 を ２ ０ ０ ｇ で １ ０ 分 間 遠 心 分 離 す る 。 上 清 を
廃 棄 し た 後 、 ペ レ ッ ト を １ ５ ％ Ｆ Ｂ Ｓ 、 １ ０ ０ μ Ｍ ヒ ポ キ サ ン チ ン ナ ト リ ウ ム 、 ０ ． ４ μ
Ｍ ア ミ ノ プ テ リ ン 、 １ ６ μ Ｍ チ ミ ジ ン （ Ｈ Ａ Ｔ ） (Gibco)、 ２ ５ 単 位 ／ ｍ Ｌ 　 Ｉ Ｌ － ６ (Bo
ehringer, Mannheim)お よ び １ ． ５ × １ ０ ６ 脾 臓 細 胞 ／ ｍ Ｌ を 含 有 す る ２ ０ ０ ｍ Ｌ 　 Ｒ Ｐ
Ｍ Ｉ に 再 懸 濁 し 、 １ ０ の Corning平 底 ９ ６ ウ ェ ル 組 織 培 養 プ レ ー ト (Corning, Corning New
 York)に 播 種 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
融 合 後 ２ 、 ４ お よ び ６ 日 目 に 融 合 プ レ ー ト の ウ ェ ル か ら １ ０ ０ μ Ｌ の 培 地 を 取 り 除 き 、 新
鮮 培 地 と 交 換 す る 。 ８ 日 目 に 融 合 物 を Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り ス ク リ ー ニ ン グ し 、 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ
の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ と の 結 合 の 存 在 に つ い て は 次 の よ う に 試 験 す る 。 Ｉ ｍ ｍ ｕ ｌ ｏ ｎ 　 ４ プ
レ ー ト (Dynatech, Cambridge, MA)を 、 ２ ５ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ で 希 釈 し た Ｖ Ｅ
Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 　 １ ０ ０ ｎ ｇ ／ ウ ェ ル で ３ ７ ℃ に て ２ 時 間 コ ー テ ィ ン グ す る 。 コ ー テ ィ ン グ 液
を 吸 引 し 、 ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 （ Ｃ Ｍ Ｆ － Ｐ Ｂ Ｓ に て 希 釈 し た ０ ． ５ ％  魚 皮 ゼ ラ チ ン (Sign
ia)） ２ ０ ０ μ Ｌ ／ ウ ェ ル を 添 加 し 、 ３ ７ ℃ で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 プ レ ー ト を
０ ． ０ ５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ （ Ｐ Ｂ Ｓ Ｔ ） を 含 有 す る Ｐ Ｂ Ｓ で ３ 回 洗 浄 し 、 ５ ０ μ Ｌ  培 養
上 清 を 添 加 す る 。 ３ ７ ℃ で ３ ０ 分 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 上 記 の よ う に 洗 浄 し 、 Ｐ Ｂ
Ｓ Ｔ で １ ： ３ ５ ０ ０ 希 釈 し た ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ・ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ コ ン ジ ュ ゲ ー ト ヤ ギ
抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ （ ｆ ｃ ） (Jackson ImmunoResearch, West Grove, Pennsylvania)５ ０ μ Ｌ
を 添 加 す る 。 プ レ ー ト を 上 記 の よ う に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 Ｐ Ｂ Ｓ Ｔ で ４ 回 洗 浄 し 、 １ ｍ ｇ
／ ｍ Ｌ  ｏ － フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン (Sigma)お よ び ０ ． １ μ Ｌ ／ ｍ Ｌ  １ ０ ０ ｍ Ｍ ク エ ン 酸 塩
、 ｐ Ｈ ４ ． ５ 中 ３ ０ ％ Ｈ ２ ０ ２ か ら な る １ ０ ０ μ Ｌ  基 質 を 添 加 す る 。 ５ 分 間 後 に ５ ０ μ
Ｌ の １ ５ ％ Ｈ ２ Ｓ ０ ４ を 添 加 し て 、 呈 色 反 応 を 停 止 さ せ る 。 Ａ ４ ９ ０ を プ レ ー ト リ ー ダ ー
(Dynatech)で 読 み 取 る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
選 択 さ れ た 融 合 ウ ェ ル を 、 ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト へ の 希 釈 お よ び ５ 日 後 の コ ロ ニ ー 数 ／ ウ ェ
ル の 目 視 評 価 に よ り 、 ２ 回 ク ロ ー ニ ン グ す る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ に よ り 産 生 さ れ た モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 は 、 Ｉ ｓ ｏ ｓ ｔ ｒ ｉ ｐ シ ス テ ム (Boehringer, Mannheim, Indianapolis, IN)を
用 い て イ ソ 型 決 定 す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
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モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製 に 加 え 、 「 キ メ ラ 抗 体 」 の 作 製 に 向 け て 開 発 さ れ た 技 術 で あ る
、 好 適 な 抗 原 特 異 性 お よ び 生 物 活 性 を 有 す る 分 子 を 得 る た め の マ ウ ス 抗 体 遺 伝 子 の ヒ ト 抗
体 遺 伝 子 へ の ス プ ラ イ シ ン グ を 用 い る こ と が で き る (Morrison et al., Proc Natl Acad S
ci 81: 6851-6855, 1984; Neuberger et al., Nature 312: 604-608, 1984; Takeda et a
l., Nature 314: 452-454; 1985)。 あ る い は 、 単 鎖 抗 体 の 作 製 に 関 し て 記 載 さ れ る 技 術 （
米 国 特 許 第 ４ ， ９ ４ ６ ， ７ ７ ８ 号 ） を 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 特 異 的 単 鎖 抗 体 の 作 製 に 適 合 さ せ
る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ ま た は そ の 他 の リ ン パ 管 内 皮 細 胞 抗 原 と 結 合 す る こ と が 分 か っ て い る 抗 体
集 団 か ら 、 血 管 内 皮 細 胞 を 用 い て 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ ま た は そ の 細 胞 の 他 の エ ピ ト ー プ と 交
差 反 応 す る 抗 体 を 「 取 り 去 る 」 こ と が で き る 。 残 る 抗 体 集 団 は 、 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 エ ピ ト
ー プ に 特 異 的 な 抗 体 に 富 む こ と に な る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
ま た 、 Orlandi et al(Proc Natl Acad Sci 86:3833-3837; 1989)、 お よ び Winter G and M
ilstein C(Nature 349: 293-299, 1991)で 開 示 さ れ た よ う に 、 リ ン パ 球 集 団 に お け る in v
ivo産 生 を 誘 導 す る か 、 ま た は 組 換 え 免 疫 グ ロ ブ リ ン ラ イ ブ ラ リ ー ま た は 高 特 異 性 結 合 試
薬 の パ ネ ル を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 、 抗 体 を 作 製 し て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
本 発 明 に よ る 抗 体 は 、 本 発 明 に よ る 単 離 方 法 に お け る 使 用 に 加 え 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ お よ び ウ エ
ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 な ど の 標 準 的 な 免 疫 化 学 法 お よ び 組 織 染 色 な ど の 免 疫 組 織 化 学 法 、 な ら
び に Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 関 連 抗 原 エ ピ ト ー プ に 特 異 的 な 抗 体 を 使 用 す る と 思 わ れ る そ の 他 の 手
法 に お い て 、 有 益 な 用 途 が 見 出 せ る も の と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
一 般 に 、 本 発 明 に 向 け て 作 製 し た ポ リ ク ロ ー ナ ル お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 い ず れ も
種 々 の 他 の 態 様 に お い て 用 い て よ い 。 特 定 の 態 様 で は 、 抗 体 は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 活 性 の 阻
害 が 望 ま れ る 治 療 用 途 に 用 い ら れ る 。 抗 体 を 用 い て Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ 作 用 お よ び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ －
３ 受 容 体 機 能 を 遮 断 し 、 そ れ に よ っ て リ ン パ 管 新 生 に 関 連 し た 過 増 殖 性 疾 患 を 治 療 し う る
。 ま た 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 診 断 用 途 、 例 え ば 、 疑 わ し い 病 態 部 位 の サ ン プ ル を 含 む 組 織 サ
ン プ ル 内 の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ タ ン パ ク 質 の 増 加 ま た は 減 少 を 検 出 す る の に も 有 用 で あ る こ と
が 示 さ れ る 。 さ ら な る 態 様 に よ れ ば 、 抗 体 ク ロ ー ニ ン グ プ ロ ト コ ー ル に お い て 本 発 明 の 抗
体 を 使 用 し 、 そ の 他 の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ま た は 遺 伝 子 を 得
る 。 ま た 、 そ れ ら を 阻 害 研 究 に 用 い て 、 細 胞 ま た は 動 物 に お け る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 関 連 ペ プ
チ ド の 効 果 を 解 析 し て も よ い 。 さ ら に 、 本 発 明 に 向 け て 作 製 さ れ た 抗 体 は 、 種 々 の 細 胞 事
象 中 の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ の 分 布 を 解 析 す る も の で あ り 、 例 え ば 、 細 胞 周 期 の 異 な る 時 点 に お
け る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ ポ リ ペ プ チ ド の 細 胞 ま た は 組 織 特 異 的 分 布 を 解 明 す る 免 疫 学 的 局 在 性
研 究 に お い て も 有 用 で あ る 。 こ の よ う な 抗 体 の 特 に 有 用 な 用 途 は 、 未 変 性 ま た は 組 換 え Ｖ
Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ を 精 製 ず る 場 合 、 例 え ば 、 抗 体 ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム を 用 い て 精 製 す る 場 合
に あ る 。 こ の よ う な 免 疫 学 的 技 術 全 て の 操 作 は 本 開 示 に 照 ら し て み る と 、 当 業 者 な ら ば 分
か る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
ま た 、 本 発 明 で 用 い る 抗 体 を 作 製 す る 上 記 の 「 従 来 」 法 に 加 え て 、 本 明 細 書 に お い て 使 用
す る 抗 体 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 法 も 提 供 さ れ る も の で あ る 。
２ Ｅ １ １ Ｄ １ １ お よ び 抗 ポ ド プ ラ ニ ン 抗 体 が リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 特 異 的 に 認 識 す る こ と が
、 現 在 判 っ て い る 。 こ れ ら ２ 種 の 抗 体 を 使 用 し て 単 離 さ れ た 細 胞 は 、 ２ Ｅ １ １ Ｄ １ １ ま た
は 抗 ポ ド プ ラ ニ ン 関 連 分 子 の あ ら ゆ る 可 能 性 あ る 変 異 の フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ を 利 用 し て
提 示 さ れ る そ の 他 の 関 連 抗 体 を 、 読 み 出 す （ read out） た め に 使 用 で き る 。 ま た 、 提 示 さ
れ た 抗 体 は 、 ２ Ｅ １ １ Ｄ １ １ ま た は 抗 ポ ド プ ラ ニ ン が 認 識 す る 特 定 の エ ピ ト ー プ に 対 す る
結 合 能 に よ っ て 選 択 す る こ と が で き る 。 新 規 抗 体 を 単 離 す る こ の 方 法 に つ い て は 、 当 業 者
に は 周 知 公 知 で あ り 、 さ ら に 例 え ば 、 引 用 す る こ と に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と さ れ る 、 結 合
タ ン パ ク 質 の 定 向 進 化 を 記 載 す る 米 国 特 許 第 ５ ， ２ ２ ３ ， ４ ０ ９ 号 で 詳 述 さ れ て い る 。 ま
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た 、 関 連 法 が 米 国 特 許 第 ５ ， ４ ０ ３ ， ４ ８ ４ 号 ； 同 第 ５ ， ５ ７ １ ， ６ ９ ８ 号 ； 同 第 ５ ， ８
３ ７ ， ５ ０ ０ 号 ； 同 第 ５ ， ７ ０ ２ ， ８ ９ ２ 号 に も 記 載 さ れ て い る 。 さ ら に 、 米 国 特 許 第 ５
， ７ ８ ０ ， ２ ７ ９ 号 ； 同 第 ５ ， ８ ２ １ ， ０ ４ ７ 号 ； 同 第 ５ ， ８ ２ ４ ， ５ ２ ０ 号 ； 同 第 ５ ，
８ ５ ５ ， ８ ８ ５ 号 ； 同 第 ５ ， ８ ５ ８ ， ６ ５ ７ 号 ； 同 第 ５ ， ８ ７ １ ， ９ ０ ７ 号 ； 同 第 ５ ， ９
６ ９ ， １ ０ ８ 号 ； 同 第 ６ ， ０ ５ ７ ， ０ ９ ８ 号 ； 同 第 ６ ， ２ ２ ５ ， ４ ４ ７ 号 に 記 載 の 技 術 も
本 発 明 に 向 け た 抗 体 の 作 製 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
さ ら に 、 本 発 明 で 用 い る 抗 体 を 作 製 す る も う １ つ の 有 用 な 技 術 は 、 合 理 的 設 計 様 式 の ア プ
ロ ー チ を 用 い る も の で あ っ て よ い 。 合 理 的 設 計 の 目 的 は 、 生 物 学 的 に 活 性 な ポ リ ペ プ チ ド
ま た は そ れ ら が 相 互 作 用 す る 化 合 物 （ ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 阻 害 剤 、 ペ プ チ ド ミ
メ テ ィ ク ス 、 結 合 パ ー ト ナ ー な ど ） の 構 造 的 類 似 体 を 作 製 す る こ と で あ る 。 こ の 場 合 の 活
性 な ポ リ ペ プ チ ド は 、 本 明 細 書 を 通 じ て 記 載 さ れ る ２ Ｅ １ １ Ｄ １ １ お よ び 抗 ポ ド プ ラ ニ ン
抗 体 で あ る 。 こ の よ う な 類 似 体 を 作 製 す る こ と に よ り 、 未 変 性 ま た は 天 然 ２ Ｅ １ １ Ｄ １ １
ま た は 抗 ポ ド プ ラ ニ ン 分 子 よ り も 高 い 免 疫 反 応 性 の あ る 他 の 抗 体 を 作 出 す る こ と が で き る
。 あ る ア プ ロ ー チ に よ れ ば 、 抗 体 ま た は そ の エ ピ ト ー プ 結 合 フ ラ グ メ ン ト の ３ 次 元 構 造 を
作 成 す る 。 こ れ は Ｘ 線 結 晶 写 真 、 コ ン ピ ュ ー タ ー モ デ リ ン グ ま た は 両 ア プ ロ ー チ の 組 合 せ
に よ り 行 う こ と が で き る 。 別 の ア プ ロ ー チ 、 「 ア ラ ニ ン ス キ ャ ン 」 で は 、 分 子 中 の 残 基 の
ア ラ ニ ン に よ る ラ ン ダ ム 置 換 、 お よ び そ の 結 果 と し て 機 能 に 及 ぼ さ れ る 影 響 の 判 定 を 伴 う
。
【 ０ ０ ７ １ 】
ま た 、 特 異 的 抗 体 の 結 晶 構 造 を 解 明 す る こ と も で き る 。 原 則 的 に は 、 こ の ア プ ロ ー チ に よ
れ ば 、 今 後 の 医 薬 品 設 計 の 基 本 と な り う る フ ァ ー マ コ ア が 得 ら れ る 。 機 能 的 、 薬 理 的 に 活
性 な 抗 体 に 対 す る 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 を 作 製 す る こ と に よ っ て 、 タ ン パ ク 質 結 晶 写 真 は
全 て 省 く こ と が で き る 。 鏡 像 の 鏡 像 と し て 、 抗 イ デ ィ オ タ イ プ の 結 合 部 位 は 最 初 の 抗 原 の
類 似 体 で あ る と 考 え ら れ る 。 そ こ で 、 抗 イ デ ィ オ タ イ プ を 用 い て 同 定 し 、 化 学 的 ま た は 生
物 学 的 に 作 製 さ れ た ペ プ チ ド の バ ン ク か ら さ ら な る 抗 体 を 単 離 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】

本 発 明 は 、 混 合 細 胞 培 養 物 か ら リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 単 離 す る 方 法 を 提 供 す る 。 特 に 、 こ の
単 離 方 法 で は 、 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 優 先 的 に 認 識 す る 抗 体 を 使 用 す る 。 こ の よ う な 抗 体 の
作 製 お よ び そ の 例 に つ い て は 上 記 し た 。 本 節 で は 、 抗 体 と 併 せ て 用 い て 細 胞 を 単 離 し う る
特 定 の 技 術 を 記 載 し た 。 こ れ ら は 典 型 的 な 技 術 に す ぎ ず 、 本 明 細 書 に 記 載 の 方 法 と 組 み 合
わ せ て 使 用 可 能 な 細 胞 を 単 離 す る 他 の 方 法 に つ い て 、 当 業 者 な ら ば 周 知 の こ と で あ ろ う 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
本 発 明 に よ る 細 胞 の 分 離 に は 、 種 々 の 技 術 が 用 い ら れ る 。 抗 体 を 固 相 支 持 体 と 結 合 さ せ る
と 粗 分 離 が 可 能 で あ る 。 用 い る 分 離 技 術 は 、 回 収 す べ き 画 分 の 生 存 能 力 の 保 持 を 最 大 に す
る も の で あ る べ き で あ る 。 異 な る 効 果 の 種 々 の 技 術 を 用 い る と 、 「 比 較 的 粗 」 な 分 離 が も
た ら さ れ る 。 こ の よ う な 分 離 で は 、 マ ー カ ー を 有 し て い な い 現 存 全 細 胞 の 最 大 １ ０ ％ 、 通
常 約 ５ ％ 以 下 、 好 ま し く は 約 １ ％ 以 下 が 細 胞 集 団 に 保 持 さ れ る 。 用 い る 特 定 の 技 術 は 、 分
離 効 率 、 関 連 細 胞 傷 害 性 、 動 作 の 容 易 さ お よ び 速 度 、 な ら び に 最 新 式 の 設 備 お よ び 技 術 的
熟 練 の 必 要 性 に 依 存 す る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
分 離 の 手 法 と し て は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 磁 気 分 離 、 抗 体 被 覆 磁 気 ビ ー ズ の 使 用
、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 補 体 お よ び 細 胞 毒 素
を は じ め と す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 結 び 付 け た ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 併 せ て 用 い
る 細 胞 傷 害 性 薬 剤 、 お よ び 固 相 マ ト リ ッ ク ス 、 例 え ば 、 プ レ ー ト に 結 合 さ せ た 抗 体 と の 「
パ ン ニ ン グ (panning)」 、 水 簸 ま た は そ の 他 の 便 宜 な 技 術 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
分 離 技 術 の 使 用 に お い て は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 物 理 性 （ 密 度 勾 配 遠 心 分 離 法 お
よ び 向 流 遠 心 水 簸 法 ） 、 細 胞 表 面 （ レ ク チ ン お よ び 抗 体 ア フ ィ ニ テ ィ ー ） 、 な ら び に 生 体
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染 色 特 性 （ ミ ト コ ン ド リ ア 結 合 色 素 ｒ ｈ ｏ １ ２ ３ お よ び Ｄ Ｎ Ａ 結 合 色 素 Ｈ ｏ ｅ ｃ ｈ ｓ ｔ ３
３ ３ ４ ２ ） の 違 い に 基 づ く も の が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
精 密 な 分 離 を 提 供 す る 技 術 と し て は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 種 々 の 精 度 、 例 え ば 、
複 数 の 色 成 分 、 小 角 お よ び 鈍 角 光 散 乱 検 出 チ ャ ン ネ ル 、 イ ン ピ ー ダ ン ス チ ャ ン ネ ル な ど 、
を 有 し う る 蛍 光 活 性 化 セ ル ソ ー テ ィ ン グ （ Ｆ Ａ Ｃ Ｓ ） Ｆ Ａ Ｃ Ｓ が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
Ｆ Ａ Ｃ Ｓ は 浮 遊 状 態 の 細 胞 を 細 胞 表 面 マ ー カ ー の 違 い に 基 づ い て 分 離 で き る セ ル ソ ー テ ィ
ン グ 法 で あ る 。 本 発 明 に お い て は 、 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ を 用 い て 細 胞 の 混 合 集 団 か ら リ ン パ 管 内 皮 細
胞 を 特 異 的 に 取 り 出 す 。 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ は 異 種 集 団 か ら 目 的 と す る 細 胞 ま た は 粒 子 を 物 理 的 に 分
離 す る 。 こ の 技 術 を 用 い て 、 回 収 し た 細 胞 の 培 養 を 可 能 に す る 滅 菌 環 境 に て 細 胞 を 選 別 で
き る 。 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 は 本 明 細 書 に 記 載 の 抗 体 が 認 識 す る 抗 原 の 存 在 に よ っ て 選 別 さ れ
る 。 さ ら に 、 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ を 用 い て 、 細 胞 培 養 物 か ら 、 抗 原 発 現 の 認 識 、 Ｇ Ｆ Ｐ 発 現 、 混 入 細
胞 の Ｄ Ｎ Ａ 含 量 ま た は 細 胞 機 能 （ 例 え ば 、 カ ル シ ウ ム 流 動 ま た は ア ポ ト ー シ ス ） に よ り 混
入 細 胞 を 除 去 し て も よ い 。 混 入 細 胞 は リ ン パ 管 内 皮 細 胞 が 単 離 さ れ る 前 、 後 ま た は 前 後 の
い ず れ も に お い て 除 去 し う る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
Ｆ Ａ Ｃ Ｓ は 、 細 胞 ま た は 粒 子 が 浮 遊 状 態 で 検 出 点 を 過 ぎ て １ 個 １ 個 進 む た め 、 そ れ ら の 特
定 の 物 理 的 お よ び 化 学 的 特 性 を 測 定 す る 手 段 で あ る フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に 基 づ い て い る
。 そ の た め 、 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー は 特 殊 化 し た 蛍 光 顕 微 鏡 で あ る と 考 え ら れ る 。 現 在 あ
る フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー は 光 源 、 集 光 系 (collector)、 電 子 機 器 お よ び コ ン ピ ュ ー タ ー か
ら な り 、 シ グ ナ ル を デ ー タ に 変 換 す る 。 最 新 の サ イ ト メ ー タ ー に お い て は 、 指 定 の 波 長 で
干 渉 性 光 を 放 つ レ ー ザ ー が 光 源 と し て 最 適 で あ る 。 散 乱 放 射 さ れ た 蛍 光 は ２ つ の レ ン ズ （
１ 枚 は 光 源 の 前 に 置 き 、 １ 枚 は 直 角 に 置 く ） 、 さ ら に 一 連 の 構 成 部 分 、 ビ ー ム ス プ リ ッ タ
ー お よ び フ ィ ル タ ー に よ り 集 め ら れ 、 特 定 バ ン ド の 蛍 光 性 が 測 定 で き る 。 フ ロ ー サ イ ト メ
ト リ ー 技 術 に よ り 測 定 で き る 物 理 的 特 性 と し て は 、 細 胞 の 大 き さ 、 形 態 お よ び 内 部 複 雑 性
な ど の 特 性 が 挙 げ ら れ る が 、 さ ら に 当 然 の こ と で は あ る が 、 蛍 光 化 合 物 に よ っ て 検 出 で き
る 細 胞 成 分 ま た は 機 能 を 調 べ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
一 般 に 、 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー は 帯 電 液 滴 の 静 電 偏 向 に 関 す る 原 則 を 用 い る 。 細 胞 を サ ン
プ ル か ら 吸 引 し 、 通 常 Ｐ Ｂ Ｓ で あ る が イ オ ン 化 液 で も よ い シ ー ス 液 の 流 れ 中 に あ る ノ ズ ル
か ら １ 個 １ 個 出 す 。 細 胞 が レ ー ザ ー 光 線 を 遮 る た め 、 散 乱 光 お よ び 蛍 光 シ グ ナ ル が 生 じ 、
ソ ー ト ロ ジ ッ ク ボ ー ド が 細 胞 を 選 別 す べ き か 否 か を （ ユ ー ザ ー 定 義 の 基 準 に よ り ） 判 断 す
る 。 こ の 場 合 、 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 選 別 す る た め の ユ ー ザ ー 定 義 の 基 準 は 、 細 胞 が ２ Ｅ １
１ Ｄ １ １ 、 抗 ポ ド プ ラ ニ ン な ど の よ う な リ ン パ 管 内 皮 細 胞 特 異 的 抗 体 と 結 合 す る ま た は そ
れ ら に よ っ て 認 識 さ れ る か 否 か で あ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
レ ー ザ ー イ ン タ ー セ プ ト と ブ レ イ ク オ フ ポ イ ン ト (break-off point)間 の 距 離 が ド ロ ッ プ
デ ラ イ (drop delay)と 呼 ば れ る 。 目 的 の 細 胞 、 す な わ ち 選 別 し よ う と す る も の 、 が 検 出 さ
れ る と 、 そ の 細 胞 が イ ン タ ー セ プ ト か ら ブ レ イ ク オ フ ポ イ ン ト ま で 進 む ま で サ イ ト メ ー タ
ー は 待 機 し 、 そ の 後 そ の 流 れ に チ ャ ー ジ を か け る 。 目 的 の 細 胞 を 含 む 液 滴 は 、 固 体 を 液 体
流 に す る た め に 正 ま た は 負 の い ず れ か の 電 荷 を 帯 び る 。 帯 電 液 滴 は 流 れ に 沿 っ て さ ら に 進
み ２ 枚 の 高 電 圧 偏 向 板 を 通 過 し 、 異 極 性 の プ レ ー ト に 引 き 付 け ら れ る 。 こ の よ う に 、 同 じ
サ ン プ ル か ら ２ つ の 別 個 の 集 団 が 選 別 で き る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
第 １ の 分 離 で は 、 典 型 的 に は 約 １ × １ ０ ８ － ９ 、 好 ま し く は 約 ５ × １ ０ ８ － ９ 細 胞 で 開 始
し て 、 リ ン パ 管 細 胞 特 異 的 抗 体 を あ る 蛍 光 色 素 で 標 識 し 、 様 々 な そ の 他 の 細 胞 に 対 す る 抗
体 ま た は 抗 ｇ ｐ ８ ０ 抗 体 を 少 な く と も １ つ の 異 な る 蛍 光 色 素 と 結 合 さ せ て も よ い 。 各 系 統
を 分 離 工 程 で 分 離 し す る こ と が で き 、 所 望 に よ り 、 ２ Ｅ １ １ Ｄ １ １ お よ び ／ ま た は そ の 他
の リ ン パ 管 内 皮 マ ー カ ー が 認 識 す る エ ピ ト ー プ に つ い て 陽 性 選 抜 す る の と 同 時 に 系 統 を 分

10

20

30

40

50

(23) JP 2005-500045 A 2005.1.6



離 す る 。 細 胞 を 死 滅 細 胞 に 関 連 す る 色 素 （ 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ
ム （ Ｐ Ｉ ） な ど ） を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 死 滅 細 胞 に つ い て 選 択 し て も よ い 。 好 ま し く
は 、 細 胞 の 増 殖 ま た は 保 存 に 好 適 な 培 地 に 細 胞 を 回 収 す る 。 細 胞 は 光 散 乱 特 性 、 な ら び に
種 々 の 細 胞 表 面 抗 原 の そ れ ら の 発 現 に 基 づ い て 選 抜 し て も よ い 。 当 業 者 な ら ば 、 本 発 明 に
向 け た 細 胞 の Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 選 抜 に 用 い う る 特 定 の プ ロ ト コ ー ル に つ い て は 十 分 に 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
典 型 的 な Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 手 法 で は 、 微 小 血 管 内 皮 細 胞 を 、 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 認 識 す る １ 種 以 上
の 抗 体 と と も に ４ ℃ で ４ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ り 浮 遊 状 態 で 標 識 す る 。 選 別
前 後 の 細 胞 を ４ ℃ で 好 適 な 培 地 で 維 持 す る 。 抗 体 標 識 完 了 後 、 最 終 濃 度 １ ０ μ ｇ ／ ｍ Ｌ で
ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム （ 死 滅 細 胞 の 確 認 用 ） を 各 サ ン プ ル 試 験 管 に 添 加 し た 。 蛍 光 活 性 化 セ
ル ソ ー テ ィ ン グ は 、 出 力 ６ ０ ｍ Ｗ お よ び ノ ズ ル １ ０ ０ μ ｍ で ４ Ｗ ア ル ゴ ン レ ー ザ ー を 用 い
る Becton Dickinson　 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ Ｔ Ａ Ｒ ｐ ｌ ｕ ｓ (San Jose, Calif.)に よ り 実 施 す る 。 ま た
、 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ は 、 細 胞 の Ｆ Ｓ Ｃ お よ び Ｓ Ｓ Ｃ 散 乱 を 調 べ る こ と に よ り 物 理 的 特 性 を 測 定 す る
の に も 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
Ｆ Ａ Ｃ Ｓ の 他 、 Ｍ Ａ Ｃ Ｓ も ま た セ ル ソ ー テ ィ ン グ に は 有 用 な 技 術 で あ る 。 細 胞 の 単 離 方 法
と し て 免 疫 蛍 光 検 査 を 用 い る 代 わ り に 、 細 胞 を 免 疫 磁 気 標 識 し 、 磁 場 を 用 い て 分 離 す る 。
ま た 、 抗 体 を 付 け た 磁 気 ビ ー ズ に 用 い て も 混 合 集 団 培 養 物 か ら リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 分 離 す
る こ と が で き る 。 抗 体 を 提 示 す る 磁 気 ビ ー ズ は 、 磁 場 を 帯 び た カ ラ ム 内 で 結 合 さ れ る 。 そ
こ で 、 微 小 血 管 細 胞 集 団 が カ ラ ム を 通 り 抜 け 、 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 は 抗 体 と 結 合 し た 状 態 と
な り 、 残 り の 細 胞 は カ ラ ム フ ロ ー ス ル ー で 回 収 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
ま た 、 従 来 の 免 疫 吸 着 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー も 、 リ ン パ 管 細 胞 の 単 離 に 用 い
る こ と が で き る 。 こ の よ う な 技 術 で は 、 抗 体 を 不 活 性 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ビ ー ズ と
結 合 さ せ 、 ビ ー ズ を カ ラ ム に 充 填 す る 。 微 小 血 管 細 胞 集 団 が カ ラ ム を 通 り 抜 け る と 、 リ ン
パ 管 内 皮 細 胞 は 抗 体 と 結 合 し た 状 態 に あ り 、 非 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 は 通 り 抜 け て カ ラ ム フ ロ
ー ス ル ー に 入 る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
ま た 、 パ ン ニ ン グ 技 術 を 用 い て 、 本 発 明 の リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 単 離 し て も よ い 。 細 胞 の パ
ン ニ ン グ は 、 抗 体 を 用 い て 細 胞 を ペ ト リ 皿 な ど の 固 相 支 持 体 と 結 合 さ せ る と い う よ く 知 ら
れ た 技 術 で あ る 。 基 本 的 に は 、 例 え ば 、 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 に 特 異 的 な ２ Ｅ １ １ Ｄ １ １ に つ
い て パ ン ニ ン グ し よ う と す る 細 胞 特 異 的 な 抗 体 を 付 着 細 胞 培 養 プ レ ー ト に コ ー テ ィ ン グ す
る 。 そ の 後 、 細 胞 の 混 合 集 団 を プ レ ー ト に 添 加 し 、 細 胞 が プ レ ー ト 表 面 に 固 定 化 し た 抗 体
と 十 分 に 接 触 す る よ う プ レ ー ト を 回 転 さ せ る 。 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ な い 細 胞 を 含 む 残 り
の 細 胞 培 養 培 地 を プ レ ー ト か ら 除 去 し 、 抗 体 と 結 合 し た 、 混 入 細 胞 を 実 質 的 に 含 ま な い リ
ン パ 管 内 皮 細 胞 を 残 す 。 細 胞 は 回 収 す る か 、 ま た は 増 殖 用 の 新 鮮 培 地 に 移 す こ と が 可 能 で
あ る 。 あ る い は 新 鮮 培 地 を 抗 体 と 付 着 し た 細 胞 に 添 加 し て も よ い 。 微 小 血 管 細 胞 集 団 の 場
合 、 浮 遊 状 態 に あ り 、 か つ 付 着 し た リ ン パ 管 細 胞 か ら 除 去 さ れ た 細 胞 が 、 リ ン パ 管 内 皮 細
胞 が 実 質 的 に 混 入 し て い な い 血 管 内 皮 細 胞 集 団 で あ る こ と は 分 か る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
典 型 的 な パ ン ニ ン グ プ ロ ト コ ー ル で は 、 ９ ｍ Ｌ の 好 適 な バ ッ フ ァ ー で 希 釈 し た 抗 体 （ ０ ．
５ ｍ ｇ ／ 皿 ） を １ ０ ０ ｍ ｍ ２ 細 菌 用 ポ リ ス チ レ ン ペ ト リ 皿 (Falcon, Lincoln Park, N.J.)
に 注 ぐ 。 表 面 を 均 一 に コ ー テ ィ ン グ す る よ う そ の 皿 を 回 転 さ せ 、 室 温 で ４ ０ 分 間 イ ン キ ュ
ベ ー ト す る 。 使 用 前 に コ ー テ ィ ン グ し た 皿 を バ ッ フ ァ ー で 洗 浄 し 、 ペ ト リ 皿 の 表 面 に は 付
着 し な か っ た 残 留 抗 体 を 除 去 す る 。 例 え ば 、 最 大 ３ × １ ０ ７ 細 胞 を 含 む １ ０ ｍ Ｌ 量 の 微 小
血 管 細 胞 懸 濁 物 を ４ ℃ で １ ０ 分 間 抗 体 に て コ ー テ ィ ン グ し た 皿 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 非
付 着 細 胞 を 吸 引 除 去 し 、 プ レ ー ト を バ ッ フ ァ ー ま た は 細 胞 に 好 適 な 培 地 で 洗 浄 す る 。 非 付
着 細 胞 を 遠 心 分 離 沈 降 さ せ て 、 再 び 培 養 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
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Ｅ ． 　 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 活 性 の 存 在 を 調 べ る ア ッ セ イ



Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ ／ Ｄ の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 受 容 体 フ ァ ミ リ ー と の 結 合 に よ っ て 媒 介 さ れ る 多 く の
生 物 学 的 活 性 （ 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 血 管 内 皮 細 胞 お よ び 血 管 の 増 殖 お よ び 移 動 に
影 響 を 与 え る ； リ ン パ 管 内 皮 細 胞 お よ び リ ン パ 管 の 増 殖 を 促 進 す る ； 血 管 透 過 性 を 高 め る
； な ら び に 骨 髄 造 血 に 影 響 を 与 え る な ど ） は 本 発 明 の 単 離 細 胞 に 関 す る 多 く の in vitroお
よ び in vivo 臨 床 的 有 用 性 を 裏 付 け る 。 非 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 が 原 因 と 考 え ら れ て き た 汚 染
の 影 響 の な い リ ン パ 管 内 皮 細 胞 培 養 物 に お い て 初 め て こ の よ う な 活 性 が 明 確 に モ ニ タ リ ン
グ で き る 。 こ れ ら の 細 胞 で は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 結 合 お よ び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ ／ Ｄ の 活 性 、 な ら び
に 結 合 を 調 節 す る 化 合 物 に つ い て モ ニ タ リ ン グ で き る 。 従 っ て 、 本 発 明 に よ る 細 胞 は 、 モ
ジ ュ レ ー タ ー 、 好 ま し い 具 体 例 で は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ ／ Ｄ が 媒 介 す る 生 物 学 的 反 応 の 阻 害 剤 の
同 定 に 有 効 で あ る 。 本 節 で は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 結 合 お よ び ／ ま た は 活 性 の 存 在 を 調 べ る た
め の 種 々 の ア ッ セ イ に つ い て 説 明 す る 。 本 発 明 に よ っ て 単 離 さ れ た 細 胞 に お け る こ の よ う
な 活 性 の 存 在 を 用 い て 、 こ の よ う な 細 胞 が リ ン パ 管 内 皮 細 胞 で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
リ ン パ 管 内 皮 細 胞 の 存 在 は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 結 合 活 性 を 示 す 細 胞 の 能 力 に よ っ て モ ニ タ リ
ン グ し う る 。 典 型 的 な 結 合 ア ッ セ イ に つ い て は 全 開 示 内 容 が 引 用 す る こ と に よ り 本 明 細 書
の 一 部 と さ れ る 、 Achen et al., Proc Natl Acad Sci USA 95: 548-53 (1998)に 記 載 さ れ
て い る 。 一 般 に 。 こ れ ら の ア ッ セ イ は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 受 容 体 を 発 現 す る 本 発 明 の 細 胞 と 受
容 体 の リ ガ ン ド （ 例 え ば 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ ） と を 混 合 し 、 さ ら に 受 容 体 結 合 を 調 べ る こ と を
含 ん で な る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
細 胞 を Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 受 容 体 の 阻 害 に お け る 薬 剤 の 治 療 効 果 が 望 ま れ る 用 途 に 用 い て 薬 剤
を 個 体 に 投 与 す る 前 に 調 べ る こ と が で き る 。 活 性 の 指 標 と し て 、 治 療 薬 の 細 胞 に お け る Ｖ
Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 受 容 体 の 自 己 リ ン 酸 化 反 応 を 変 化 さ せ る 能 力 も 調 べ る こ と が で き る 。 候 補 治
療 薬 を 細 胞 に 添 加 し た 後 、 細 胞 を 溶 解 し 、 抗 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 受 容 体 抗 血 清 に よ り 免 疫 沈 降 さ せ 、
抗 ホ ス ホ チ ロ シ ン 抗 体 を 用 い た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ り 解 析 し て Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 受 容 体 の リ
ン 酸 化 反 応 を 調 べ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
こ れ ら の ア ッ セ イ で は 、 細 胞 を 当 業 者 な ら ば 十 分 に 周 知 の 技 術 を 用 い て 増 殖 さ せ る 。 例 え
ば 、 細 胞 を ハ ム Ｆ １ ２ 培 地 － １ ０ ％ ウ シ 胎 児 血 清 （ Ｆ Ｃ Ｓ ） で 増 殖 さ せ る 。 細 胞 を ０ ． ２
％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ Ｂ Ｓ Ａ ） を 添 加 し た Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 培 地 ま た は ハ ム Ｆ １ ２ で 一 晩 飢 餓 状
態 に し た 後 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ 単 独 ま た は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ と と も に 治 療 薬 を 加 え て ５ 分 間 イ ン キ
ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ の 添 加 後 、 細 胞 を １ ０ ０ ｍ Ｍ オ ル ト バ ナ ジ ウ ム 酸 ナ ト リ ウ ム を 含 有 す る 氷 冷
Ｔ ｒ ｉ ｓ 緩 衝 溶 液 （ Ｔ Ｂ Ｓ ） で ２ 回 洗 浄 し 、 １ ｍ Ｍ フ ッ 化 フ ェ ニ ル メ チ ル ス ル ホ ニ ル （ Ｐ
Ｍ Ｓ Ｆ ） 、 ０ ． １ Ｕ ／ ｍ Ｌ ア プ ロ チ ニ ン お よ び １ ｍ Ｍ オ ル ト バ ナ ジ ウ ム 酸 ナ ト リ ウ ム を 含
有 す る Ｒ Ｉ Ｐ Ａ バ ッ フ ァ ー に 溶 解 す る 。 溶 解 物 を 超 音 波 処 理 し 、 １ ６ ， ０ ０ ０ × ｇ で ２ ０
分 間 の 遠 心 分 離 に よ り 明 澄 化 し 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ ま た は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ２ に 特 異 的 な 抗 血 清
３ ～ ５ μ Ｌ と と も に 氷 上 に て ３ ～ ６ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 免 疫 沈 降 物 を プ ロ テ イ ン Ａ
－ セ フ ァ ロ ー ス と 結 合 さ せ 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｐ Ｍ Ｓ Ｆ 、 １ ｍ Ｍ オ ル ト バ ナ ジ ウ ム 酸 ナ ト リ ウ ム を
含 有 す る Ｒ Ｉ Ｐ Ａ バ ッ フ ァ ー に て ３ 回 洗 浄 し 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ （ ｐ Ｈ ７ ． ４
） に て ２ 回 洗 浄 し 、 ７ ％ ゲ ル を 用 い て Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に 付 す 。 ポ リ ペ プ チ ド を ウ エ ス タ
ン ブ ロ ッ ト 法 に よ り ニ ト ロ セ ル ロ ー ス に 移 し 、 Ｐ Ｙ ２ ０ ホ ス ホ チ ロ シ ン 特 異 的 モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 (Transduction Laboratories)ま た は 受 容 体 特 異 的 抗 血 清 お よ び Ｅ Ｃ Ｌ 検 出 法 (Am
ersham Corp.)を 用 い て 解 析 す る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
候 補 治 療 用 物 質 の 自 己 リ ン 酸 化 反 応 に 影 響 を 与 え る 能 力 （ 抗 ホ ス ホ チ ロ シ ン 抗 体 を 用 い て
検 出 さ れ る ） を 受 容 体 の 調 節 と し て 評 価 す る 。 既 知 の 濃 度 の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ に 対 し て 種 々 の
濃 度 の 治 療 薬 で 認 め ら れ る 変 化 の レ ベ ル が 、 受 容 体 調 節 に 関 す る 有 効 性 の 判 定 の 指 標 と な
る 。 受 容 体 と 結 合 す る こ と は 分 か っ て い る が 受 容 体 リ ン 酸 化 反 応 を 刺 激 す る こ と が で き な

10

20

30

40

50

(25) JP 2005-500045 A 2005.1.6



い 治 療 用 物 質 を 阻 害 剤 と し て 評 価 す る 。 組 換 え Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ な ど の 既 知 の 受 容 体 ア ゴ ニ ス
ト を 培 地 単 独 ま た は 濃 縮 し た な ら し 培 地 の い ず れ か と 混 合 す る こ と に よ っ て 、 阻 害 活 性 を
さ ら に ア ッ セ イ し 、 濃 縮 し た な ら し 培 地 に よ っ て Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ が 媒 介 す る 受 容 体 リ ン 酸 化
反 応 が 阻 害 さ れ る か 否 か を 調 べ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
ま た 、 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 の 存 在 は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ の 天 然 ま た は 組 換 え リ ガ ン ド の 結 合 ア
ッ セ イ を 用 い て モ ニ タ リ ン グ で き る 。 選 択 さ れ た リ ガ ン ド の 結 合 親 和 性 を 測 定 す る た め に
Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ タ イ プ の ア プ ロ ー チ を 用 い て も よ い 。 例 え ば 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ の 結 合 親 和 性 を
調 べ る た め 、 競 合 す る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ － Ｉ ｇ Ｇ 融 合 タ ン パ ク 質 の 連 続 希 釈 物 と ｍ ｙ ｃ エ ピ
ト ー プ で タ グ 付 け し た 亜 飽 和 濃 度 の 候 補 リ ガ ン ド を Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ で コ ー テ ィ ン グ し た マ
イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に 添 加 し 、 平 衡 が 成 立 す る ま で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 次 い で 、 こ
の プ レ ー ト を 洗 浄 し て 結 合 し て い な い タ ン パ ク 質 を 除 去 す る 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ コ ー テ ィ ン
グ し た プ レ ー ト と 結 合 し た 状 態 に あ る リ ガ ン ド は 容 易 に 検 出 可 能 な 標 識 、 例 え ば 、 セ イ ヨ
ウ ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ と 結 合 し た 抗 ｍ ｙ ｃ 抗 体 を 用 い て 検 出 さ れ る 。 結 合 親 和 性 （ Ｅ
Ｃ ５ ０ ） は 競 合 す る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － Ｉ ｇ Ｇ 融 合 タ ン パ ク 質 の 半 最 大 量 の 結 合 を 生 じ る 濃 度 と
し て 算 出 で き る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ は コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 中 の 内 皮 細 胞 移 動 を 刺 激 す る 。 本 発 明 に よ る 細 胞 を 調 べ て
、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ が 媒 介 す る コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 中 の 内 皮 細 胞 移 動 を 解 明 す る こ と に よ り 、 単 離
さ れ た 細 胞 が 確 か に リ ン パ 管 内 皮 細 胞 で あ る と い う も う １ つ の 証 が 提 供 さ れ る 。 典 型 的 な
細 胞 移 動 ア ッ セ イ に つ い て は 引 用 す る こ と に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と さ れ る 、 国 際 特 許 公 開
番 号 第 Ｗ Ｏ ９ ８ ／ ３ ３ ９ １ ７ 号 に 記 載 さ れ て い る 。 要 す る に 、 本 発 明 に お い て 単 離 さ れ た
リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 、 組 織 培 養 プ レ ー ト の コ ラ ー ゲ ン 層 の 上 に 播 種 す る 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ を
付 け た リ ン パ 管 内 皮 細 胞 の 位 置 か ら 約 ４ ｍ ｍ 離 し て コ ラ ー ゲ ン ゲ ル で 作 製 し た ウ ェ ル に 入
れ る 。 そ の 後 、 コ ラ ー ゲ ン ゲ ル に 付 け た 最 初 の 範 囲 か ら Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ を 含 有 す る ウ ェ ル に
向 か っ て 移 動 し た 内 皮 細 胞 数 を 計 数 し て Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ に よ り 誘 導 さ れ た 細 胞 移 動 を 評 価 す
る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
こ れ ら の ア ッ セ イ で の コ ラ ー ゲ ン ゲ ル は Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 原 液 （ １ ｍ Ｍ 　 Ｈ Ｃ ｌ 中 ５ ｍ ｇ ／
ｍ Ｌ ） を 等 容 量 の ２ × Ｍ Ｅ Ｍ お よ び ２ 容 量 の １ ０ ％ 新 生 仔 ウ シ 血 清 を 含 有 す る Ｍ Ｅ Ｍ と 混
合 す る こ と に よ っ て 調 製 し て 最 終 コ ラ ー ゲ ン 濃 度 １ ． ２ ５ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ を 得 る 。 組 織 培 養 プ
レ ー ト （ ５ ｃ ｍ 径 ） を 約 １ ｍ ｍ 厚 の 溶 液 層 で 覆 い 、 こ れ を ３ ７ ℃ で 重 合 さ せ る 。 本 発 明 の
リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を こ の 層 の 上 に 播 種 す る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
移 動 ア ッ セ イ で は 、 細 胞 を 第 １ の コ ラ ー ゲ ン 層 の 上 に 置 か れ た プ ラ ス チ ッ ク リ ン グ （ １ ｃ
ｍ 径 ） の 内 側 に 付 着 さ せ る 。 ３ ０ 分 後 、 リ ン グ を 取 り 除 き 、 付 着 し て い な い 細 胞 を 洗 い 流
す 。 ０ ． ７ ５ ％ 低 融 点 寒 天 （ Ｆ Ｍ Ｃ 　 BioProducts, Rockland, ME)に よ っ て 凝 固 さ せ た コ
ラ ー ゲ ン の 第 ２ の 層 お よ び 増 殖 培 地 の 層 （ ５ ％ 新 生 仔 ウ シ 血 清 （ Ｎ Ｃ Ｓ ） ） を 添 加 す る 。
細 胞 ス ポ ッ ト の 両 側 に ４ ｍ ｍ 離 し て 、 全 て の 層 を 打 ち 抜 く ウ ェ ル （ ３ ｍ ｍ 径 ） を 設 け 、 Ｖ
Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 す る 培 地 を 毎 日 ピ ペ ッ ト で ウ ェ ル に 取 る 。 ス ポ ッ ト 端 部 か
ら 移 動 し 始 め た 細 胞 の 顕 微 鏡 写 真 を 、 例 え ば 、 ６ 日 後 に Olympus Ｃ Ｋ ２ 倒 立 型 位 相 差 顕 微
鏡 に よ っ て 撮 影 す る 。 蛍 光 色 素 ビ ス ベ ン ズ イ ミ ド （ １ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ 、 Ｈ ｏ ｅ ｃ ｈ ｓ ｔ ３ ３ ２
５ ８ , Sigma） で の 核 染 色 後 に 移 動 細 胞 を 計 数 す る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
付 着 さ せ た 最 初 の 範 囲 か ら Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ を 含 有 す る ウ ェ ル に 向 か っ て 異 な る 距 離 を 移 動 す
る 細 胞 数 を 培 地 の 添 加 ６ 日 後 に 判 定 す る 。 付 着 さ せ た 最 初 の リ ン グ か ら 移 動 し 始 め て い る
細 胞 数 を 蛍 光 顕 微 鏡 の 顕 微 鏡 接 眼 レ ン ズ の グ リ ッ ド お よ び 倍 率 １ ０ × を 用 い 、 隣 接 す る ５
箇 所 の ０ ． ５ ｍ ｍ × ０ ． ５ ｍ ｍ 四 方 に お い て 計 数 す る 。 ０ ． ５ ｍ ｍ よ り 先 に 移 動 し て い る
細 胞 は グ リ ッ ド を ０ ． ５ ｍ ｍ 動 か し て 同 様 に 計 数 す る 。 本 発 明 の 細 胞 の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ が 媒
介 す る 移 動 を 行 う 能 力 に よ っ て 単 離 さ れ た 細 胞 が Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ を 発 現 す る リ ン パ 管 内 皮
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細 胞 で あ る こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
さ ら に 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ の 細 胞 分 裂 誘 起 活 性 を 全 開 示 内 容 が 引 用 す る こ と に よ り 本 明 細 書 の
一 部 と さ れ る 、 Breier et al., Dev 114: 521-532 (1992)に 記 載 さ れ た も の な ど の 内 皮 細
胞 増 殖 ア ッ セ イ を 用 い て 調 べ る こ と が で き る 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ を 細 胞 に 添 加 す る こ と に よ り
細 胞 の こ の 作 用 に つ い て ア ッ セ イ し う る 。 ３ 日 後 、 細 胞 を ト リ プ シ ン に よ り 解 離 し 、 サ イ
ト メ ー タ ー を 用 い て 計 数 し て ペ プ チ ド の リ ン パ 管 内 皮 細 胞 の 増 殖 活 性 へ の 影 響 を 調 べ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】

本 明 細 書 に 示 す よ う に 、 単 離 さ れ た リ ン パ 管 内 皮 細 胞 は 、 培 養 中 の そ れ ら の 生 存 が 促 進 さ
れ る よ う な 様 式 で 培 養 増 殖 し う る と 考 え ら れ る 。 特 定 の 態 様 に よ れ ば 、 細 胞 を 、 限 定 さ れ
る も の で は な い が 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ １ ５ ６ Ｓ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ お よ
び Ｏ Ｒ Ｆ Ｖ ２ － Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ を は じ め と す る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ の 刺 激 因 子 お よ び ／ ま た は Ｖ Ｅ Ｇ
Ｆ Ｒ － ２ の 刺 激 因 子 の 存 在 下 に て 増 殖 さ せ て も よ い 。 こ れ ら の 刺 激 因 子 お よ び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 受
容 体 へ の そ れ ら の 影 響 は 本 節 に お い て さ ら に 詳 細 に 記 載 す る 。 こ れ ら の 因 子 を 、 そ れ ら と
本 発 明 の 細 胞 と の 併 用 を 可 能 に す る 製 剤 に 調 製 し う る こ と は 分 か る で あ ろ う 。 さ ら に 、 こ
れ ら の 刺 激 因 子 は 、 単 独 ま た は リ ン パ 管 内 皮 細 胞 培 養 系 の ア ポ ト ー シ ス の 阻 害 、 抑 制 、 減
少 、 あ る い は 阻 止 の 混 用 に て 本 発 明 の 細 胞 に 供 給 し て も よ い 。
【 ０ １ ０ ０ 】
上 記 の 刺 激 因 子 は Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ ／ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ フ ァ ミ リ ー の 増 殖 因 子 に 属 し て お り 、 こ れ ら の も の
と し て は 、 少 な く と も 次 の メ ン バ ー ： Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ａ （ 例 え ば 、 Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 受 託 番 号 Ｘ
０ ６ ３ ７ ４ を 参 照 ） 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ -Ｂ （ 例 え ば 、 Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 受 託 番 号 Ｍ １ ２ ７ ８ ３ を 参
照 ） 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ （ 例 え ば 、 Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 受 託 番 号 Ｑ １ ６ ８ ８ ９ を 参 照 、 本 明 細 書 に お い
て は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ と し て ま た は 特 定 の イ ソ 型 に よ り 明 確 に 示 さ れ る ） 、 Ｐ Ｉ Ｇ Ｆ （ 例 え ば
、 Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 受 託 番 号 Ｘ ５ ４ ９ ３ ６ を 参 照 、 胎 盤 増 殖 因 子 ） 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｂ （ 例 え ば
、 Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 受 託 番 号 Ｕ ４ ８ ８ ０ １ を 参 照 ； Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 関 連 因 子 （ Ｖ Ｒ Ｆ ） と し て も 知
ら れ る ） 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ （ 例 え ば 、 Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 受 託 番 号 Ｘ ９ ４ ２ １ ６ を 参 照 ； Ｖ Ｅ Ｇ
Ｆ 関 連 タ ン パ ク 質 （ Ｖ Ｒ Ｐ ） と し て も 知 ら れ る ） 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ （ ｃ － ｆ ｏ ｓ － 誘 導 性 増
殖 因 子 （ Ｆ Ｉ Ｇ Ｆ ） と し て も 知 ら れ る ； 例 え ば 、 Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 受 託 番 号 Ａ Ｊ ０ ０ ０ １ ８
５ を 参 照 ） 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｅ （ Ｎ Ｚ ７ 　 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ ま た は Ｏ Ｖ 　 Ｎ Ｚ ７ と し て も 知 ら れ る ； 例
え ば 、 Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 受 託 番 号 Ｓ ６ ７ ５ ２ ２ を 参 照 ） 、 Ｎ Ｚ ２ 　 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ （ Ｏ Ｖ 　 Ｎ Ｚ ２
と し て も 知 ら れ る ； 例 え ば 、 Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 受 託 番 号 Ｓ ６ ７ ５ ２ ０ を 参 照 ） 、 Ｄ １ ７ ０ １
　 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 様 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 受 託 番 号 Ａ Ｆ １ ０ ６ ０ ２ ０ を 参 照 ； Me
yer et al., EMBO J 18: 363-374） 、 な ら び に Ｎ Ｚ １ ０ 　 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 様 タ ン パ ク 質 （ 国 際 特
許 出 願 Ｐ Ｃ Ｔ ／ Ｕ Ｓ ９ ９ ／ ２ ５ ８ ６ ９ に 記 載 ） [Stacker and Achen, Growth Factors 17:
 1-11(1999); Neufeld et al., FASEB J 13: 9-22(1999); Ferrara, J Mol Med 77: 527-
543(1999)]が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ は ア ミ ノ 酸 レ ベ ル に お い て Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ と 約 ３ ０ ％ 同 一 で あ る Ｖ Ｈ Ｄ を 含 ん
で な る 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ は 当 初 、 広 範 な ア ミ ノ お よ び カ ル ボ キ シ 末 端 ペ プ チ ド 配 列 が フ ラ ン
キ ン グ す る Ｖ Ｈ Ｄ と バ ル ビ ア ニ 環 ３ タ ン パ ク 質 に 典 型 的 な モ チ ー フ に お い て 、 タ ン デ ム 反
復 シ ス テ イ ン 残 基 を 含 有 す る Ｃ 末 端 ペ プ チ ド と を 有 す る 大 型 前 駆 体 タ ン パ ク 質 、 プ レ プ ロ
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ と し て 表 さ れ て い る 。 プ レ プ ロ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ は シ グ ナ ル ペ プ チ ド 、 Ｃ 末 端 プ
ロ ペ プ チ ド 、 お よ び Ｎ 末 端 プ ロ ペ プ チ ド の 連 続 切 断 を 伴 う 広 範 な タ ン パ ク 質 分 解 性 成 熟 を
受 け る 。 分 泌 さ れ た Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ タ ン パ ク 質 は 各 モ ノ マ ー が Ｖ Ｈ Ｄ を 含 有 す る 非 共 有 結 合
ホ モ ダ イ マ ー か ら な る 。 部 分 的 タ ン パ ク 質 分 解 プ ロ セ シ ン グ に よ っ て 生 成 さ れ た 中 間 体 Ｖ
Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 受 容 体 に 対 す る 親 和 性 を 高 め 、 さ ら に 成 熟 タ ン パ ク 質 は Ｖ
Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ２ 受 容 体 と 結 合 す る こ と も で き る [Joikov et al., EMBO J., 16: (13): 3898-
3911(1997).]。 ま た 、 １ ５ ６ 位 の た だ １ つ の シ ス テ イ ン が 別 の ア ミ ノ 酸 で 置 換 さ れ て い る
か 、 ま た は 欠 失 し て い る 変 異 型 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ２ と の 結 合 能 は 喪 失 し て い る
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Ｆ ． 　 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ の 刺 激 因 子



が 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ と 結 合 し 、 活 性 化 す る こ と は 依 然 可 能 で あ る こ と も 示 さ れ て き た [国
際 特 許 公 開 番 号 第 Ｗ Ｏ ９ ８ /３ ３ ９ １ ７ 号 ]。 マ ウ ス 胚 で は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、
主 と し て 尿 嚢 、 頸 部 領 域 、 お よ び 後 腎 で 発 現 さ れ る 。 [Joikov et al., J Cell Physiol 1
73: 211-215 (1997)].Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ は リ ン パ 管 新 生 の 調 節 に 関 与 し て い る 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ
が ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 皮 膚 で 過 剰 発 現 さ れ た 場 合 に は 、 過 形 成 性 リ ン パ 管 網 が 観
察 さ れ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ に よ っ て リ ン パ 管 増 殖 が 誘 導 さ れ た こ と が 示 さ れ る [Jeltsch et al
., Science, 276: 1423-1425 (1997)]。 ま た 、 成 体 に お け る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ の 継 続 発 現 に よ
っ て も 、 分 化 し た リ ン パ 管 内 皮 の 維 持 に お け る 役 割 が 示 さ れ る [Ferrara, J Mol Med 77: 
527-543 (1999)]。 さ ら に 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ は 血 管 形 成 特 性 も 示 す 。 こ れ は コ ラ ー ゲ ン に お
け る ウ シ 毛 細 管 内 皮 （ Ｂ Ｃ Ｅ ） 細 胞 の 移 動 を 刺 激 し て 、 ヒ ト 内 皮 細 胞 の 増 殖 を 促 進 す る こ
と が で き る [例 え ば 、 引 用 す る こ と に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と さ れ る 、 国 際 特 許 公 開 番 号 第
Ｗ Ｏ ９ ８ /３ ３ ９ １ ７ 号 を 参 照 ]。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ １ ５ ６ Ｓ は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ と 結 合 す る Ｖ
Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ シ ス テ イ ン 欠 失 変 異 体 で あ る が 、 （ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ と 比 べ て ） Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ２ と
の 結 合 が 低 下 し て い る こ と が 示 さ れ て い る 。 本 発 明 に お い て 用 い う る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ に 特
異 的 な Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ １ ５ ６ Ｓ お よ び 関 連 リ ガ ン ド に つ い て は 、 特 に 全 開 示 内 容 が 引 用 す る
こ と に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と さ れ る 、 米 国 特 許 第 ６ ， １ ３ ０ ， ０ ７ １ 号 に 記 載 さ れ て い る
。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ 材 料 お よ び 方 法 に つ い て は 、 引 用 す る こ と に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と さ れ る
、 米 国 特 許 第 ６ ， ２ ４ ５ ， ５ ３ ０ 号 お よ び 第 ６ ， ２ ２ １ ， ８ ３ ９ 号 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ は 、 構 造 的 に も 機 能 的 に も Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ と 最 も 密 接 な 関 係 が あ る [引 用 す る
こ と に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と さ れ る 、 国 際 特 許 公 開 番 号 第 Ｗ Ｏ ９ ８ /０ ７ ８ ３ ２ 号 お よ び
米 国 特 許 第 ６ ， ２ ３ ５ ， ７ １ ３ 号 を 参 照 ]。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ の よ う に 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ は 、 Ｎ
末 端 お よ び Ｃ 末 端 タ ン パ ク 質 分 解 性 プ ロ セ シ ン グ を 受 け る プ レ プ ロ ペ プ チ ド と し て 初 期 発
現 さ れ 、 非 共 有 結 合 ダ イ マ ー を 形 成 す る 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ は in vitroに お い て 内 皮 細 胞 に お
け る 細 胞 分 裂 誘 起 反 応 を 刺 激 す る 。 胚 形 成 時 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ は 時 間 的 お よ び 空 間 的 複 合 パ
タ ー ン に て 発 現 さ れ 、 そ の 発 現 は 成 体 の 心 臓 、 肺 、 お よ び 骨 格 筋 に お い て 可 能 で あ る 。 Ｖ
Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ Δ Ｎ Δ Ｃ と 呼 ば れ る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の 生 物 学 的 に 活 性 な 断 片 の 単 離 に つ い て は 、
引 用 す る こ と に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と さ れ る 、 国 際 特 許 公 開 番 号 第 Ｗ Ｏ ９ ８ /０ ７ ８ ３ ２
号 に 記 載 さ れ て い る 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ Δ Ｎ Δ Ｃ は 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー タ グ ペ プ チ ド Ｆ Ｌ Ａ Ｇ （
登 録 商 標 ） と 連 結 し た Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の ア ミ ノ 酸 残 基 ９ ３ ～ ２ ０ １ 番 か ら な る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ は 当 初 、 数 種 類 の 起 源 か ら 内 皮 細 胞 に 対 す る そ の 細 胞 分 裂 誘 起 活 性 に 基 づ い
て 、 さ ら に は 微 小 血 管 透 過 性 を 誘 導 す る そ の 能 力 に よ っ て も 精 製 さ れ た こ と か ら 、 血 管 透
過 性 因 子 （ Ｖ Ｐ Ｆ ） と も 呼 ば れ て い る 。 後 に 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ は 、 細 胞 内 カ ル シ ウ ム の 移 行
、 プ ラ ス ミ ノ ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー お よ び プ ラ ス ミ ノ ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー 阻 害 剤 － １ 合 成 の
誘 導 、 in vitroに お け る 単 球 移 動 の 促 進 、 ヒ ト 内 皮 細 胞 に お け る 抗 ア ポ ト ー シ ス タ ン パ ク
質 発 現 の 誘 導 、 内 皮 細 胞 に お け る 窓 形 成 の 誘 導 、 内 皮 細 胞 に お け る 細 胞 接 着 分 子 発 現 の 促
進 な ら び に 一 酸 化 窒 素 を 介 し た 血 管 拡 張 お よ び 低 血 圧 の 誘 導 を は じ め と す る 多 く の 生 物 学
的 過 程 を 誘 導 す る こ と が 分 か っ て き た [Ferrara, J Mol Med 77: 527-543 (1999); Neufel
d et al., FASEB J 13: 9-22(1999); Zachary, Intl J Biochem Cell Bio 30: 1169-1174
(1998)]。
【 ０ １ ０ ４ 】
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ は 、 ２ ３ ｋ Ｄ サ ブ ユ ニ ッ ト か ら な る 分 泌 性 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 ホ モ ダ イ マ ー 糖
タ ン パ ク 質 で あ る 。 異 な る ｍ Ｒ Ｎ Ａ ス プ ラ イ ス 変 異 体 に よ っ て コ ー ド さ れ る １ ２ １ 、 １ ４
５ 、 １ ６ ５ 、 １ ８ ９ ま た は ２ ０ ６ ア ミ ノ 酸 長 の ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ イ ソ 型 ５ 種 （ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ １

２ １ － ２ ０ ６ ） に つ い て は 記 載 さ れ て お り 、 そ の 全 て が 内 皮 細 胞 に お い て 有 糸 分 裂 を 刺 激
す る こ と が で き る 。 し か し な が ら 、 各 々 の イ ソ 型 は 生 物 活 性 、 受 容 体 特 異 性 、 お よ び Ｖ Ｅ
Ｇ Ｆ － Ａ の 低 親 和 性 受 容 体 と し て 挙 動 す る 細 胞 表 面 お よ び 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 関 連 ヘ パ ラ
ン 硫 酸 プ ロ テ オ グ リ カ ン に 対 す る 親 和 性 の 点 で 異 な る 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ １ ２ １ は 、 ヘ パ リ ン お よ
び ヘ パ ラ ン 硫 酸 の い ず れ と も と 結 合 し な い 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ １ ４ ５ お よ び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ １ ６ ５ （ Ｇ ｅ
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ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 受 託 番 号 Ｍ ３ ２ ９ ７ ７ ） は い ず れ も ヘ パ リ ン と 結 合 で き る 。 さ ら に Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ １

８ ９ お よ び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ ２ ０ ６ は ヘ パ リ ン お よ び ヘ パ ラ ン 硫 酸 に 対 す る 最 も 強 い 親 和 性 を 示 す
。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ １ ２ １ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ １ ４ ５ お よ び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ １ ６ ５ は 可 溶 形 で 分 泌 さ れ る が 、 大 部
分 の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ １ ６ ５ は 細 胞 表 面 お よ び 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス プ ロ テ オ グ リ カ ン に 限 定 さ れ る
。 一 方 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ １ ８ ９ お よ び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ ２ ０ ６ は 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス と 結 合 し て と ど ま っ
て い る 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ １ ８ ９ お よ び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ ２ ０ ６ は い ず れ も ヘ パ リ ン ま た は ヘ パ リ ナ ー ゼ で
の 処 理 に よ り 放 出 さ せ る こ と が で き る こ と か ら 、 こ れ ら の イ ソ 型 が プ ロ テ オ グ リ カ ン を 介
し て 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス と 結 合 さ れ る こ と が 示 さ れ る 。 ま た 、 細 胞 結 合 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ １ ８ ９ は
プ ラ ス ミ ン な ど の プ ロ テ ア ー ゼ に よ っ て 切 断 さ れ 、 そ の 結 果 と し て 活 性 可 溶 性 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ １

１ ０ の 放 出 が 起 こ る 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ を 発 現 す る 大 部 分 の 組 織 で は 数 種 類 の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ イ ソ 型 の 同
時 発 現 が 観 察 さ れ る が 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ １ ２ １ お よ び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ １ ６ ５ が プ レ ド ミ ナ ン ト 型 で あ り
、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ ２ ０ ６ は ほ と ん ど 検 出 さ れ な い [Ferrara, J Mol Med 77: 527-543 (1999)]。
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ １ ４ ５ は 主 と し て 生 殖 器 官 由 来 の 細 胞 で 発 現 さ れ る と い う 点 で 異 な る [Neufeld e
t al., FASEB J 13: 9-22(1999)]。
【 ０ １ ０ ５ 】
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ 発 現 の パ タ ー ン は 正 常 な 脈 管 系 の 形 成 お よ び 維 持 、 お よ び 腫 瘍 増 殖 お よ び 慢
性 関 節 リ ウ マ チ な ど の そ の 他 の 病 的 状 態 に 関 係 す る 血 管 新 生 へ の そ の 関 与 を 示 唆 し て い る
。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ は 脈 管 系 の 形 成 に 関 係 す る 胎 児 組 織 で 発 現 さ れ 、 多 く の 腫 瘍 細 胞 系 に よ っ
て 分 泌 さ れ る 。 標 的 遺 伝 子 破 壊 に よ っ て Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ を ノ ッ ク ア ウ ト し た マ ウ ス の 解 析 で
は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ が 生 存 に 重 要 で あ る こ と 、 さ ら に 心 臓 血 管 系 の 形 成 が Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ 濃 度 勾
配 に 高 感 受 性 で あ る こ と が わ か る 。 単 一 コ ピ ー の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ を 欠 い た マ ウ ス は 、 妊 娠 １
１ ～ １ ２ 日 間 に 死 ぬ 。 こ れ ら の 胚 は 増 殖 異 常 お よ び 心 臓 血 管 構 造 の 形 成 不 全 を は じ め と す
る い く つ か の 発 達 異 常 を 示 す 。 ま た 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ は 生 後 の 生 育 、 器 官 形 成 、 成 長 板 形 態
形 成 の 調 節 お よ び 軟 骨 内 性 骨 形 成 に も 必 要 と さ れ る 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ の 必 要 性 は 年 齢 と と も
に 、 特 に 生 後 ４ 週 後 に 減 少 す る 。 成 熟 動 物 で は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ は 主 と し て 創 傷 治 癒 お よ び
黄 体 の 形 成 な ど の プ ロ セ ス に お い て 活 性 な 血 管 新 生 に 必 要 で あ る [Neufeld et al., FASEB
 J 13: 9-22(1999); Ferrara, J Mol Med 77: 527-543 (1999)]。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ 発 現 は 主
と し て 低 酸 素 状 態 、 な ら び に 多 く の ホ ル モ ン 類 お よ び 上 皮 細 胞 増 殖 因 子 （ Ｅ Ｇ Ｆ ） 、 Ｔ Ｇ
Ｆ － β 、 お よ び 種 々 の イ ン タ ー ロ イ キ ン 類 を は じ め と す る サ イ ト カ イ ン 類 の 影 響 を 受 け る
。 調 節 は 転 写 に よ り 、 さ ら に は ｍ Ｒ Ｎ Ａ 安 定 性 の 高 ま り に よ る な ど 転 写 後 に 生 じ る [Ferra
ra, J Mol Med 77: 527-543 (1999)]。
【 ０ １ ０ ６ 】
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ サ ブ フ ァ ミ リ ー の さ ら な る ４ 種 の メ ン バ ー が ヒ ト 、 ヒ ツ ジ お よ び ヤ ギ に 感 染 す る
ポ ッ ク ス ウ イ ル ス で 同 定 さ れ た 。 オ ル フ ウ イ ル ス に よ っ て コ ー ド さ れ る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｅ お よ
び Ｎ Ｚ ２ 　 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ は 有 力 な 有 糸 分 裂 促 進 物 質 で あ り 、 透 過 性 増 強 因 子 で あ る 。 い ず れ も
哺 乳 類 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ と 約 ２ ５ ％ ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 示 し 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 ホ モ ダ イ マ ー と
し て 表 さ れ る 。 こ れ ら の ウ イ ル ス に よ る 感 染 は こ れ ら の ウ イ ル ス Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ タ ン パ ク 質 に よ
っ て 誘 導 さ れ る 内 皮 細 胞 増 殖 お よ び 血 管 透 過 性 に 関 連 す る と 考 え ら れ る 膿 疱 性 皮 膚 炎 を 特
徴 と す る [Ferrara, J Mol Med 77: 527-543 (1999); Stacker and Achen, 増 殖  Factors 
17: 1-11 (1999)]。
【 ０ １ ０ ７ 】
ま た 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 様 タ ン パ ク 質 も 、 オ ル フ ウ イ ル ス の さ ら な る ２ 種 類 の 株 、 Ｄ １ ７ ０ １ [Ｇ
ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 受 託 番 号 Ａ Ｆ １ ０ ６ ０ ２ ０ ； Meyer et al., EMBO J 18: 363-374 (1999)に
記 載 さ れ て い る ]お よ び Ｎ Ｚ １ ０ [引 用 す る こ と に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と さ れ る 、 国 際 特 許
出 願 Ｐ Ｃ Ｔ ／ Ｕ Ｓ ９ ９ ／ ２ ５ ８ ６ ９ に 記 載 さ れ て い る ]か ら 同 定 さ れ た 。 こ れ ら の ウ イ ル
ス Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 様 タ ン パ ク 質 は 、 宿 主 の 内 皮 に 存 在 す る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ２ と 結 合 す る こ と が 示 さ
れ て お り 、 こ の 結 合 は 感 染 の 進 行 お よ び 血 管 新 生 の ウ イ ル ス 誘 導 に 重 要 な も の で あ る [Mey
er et al., EMBO J 18: 363-374 (1999)； 国 際 特 許 出 願 Ｐ Ｃ Ｔ ／ Ｕ Ｓ ９ ９ ／ ２ ５ ８ ６ ９ ]
。
【 ０ １ ０ ８ 】
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ま た 、 本 発 明 は 、 ま た 、 他 の 態 様 に お い て 、 リ ガ ン ド が 媒 介 す る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ の 活 性 を
特 徴 と す る 病 状 の 診 断 お よ び 治 療 を 含 ん で な る 。 こ の よ う に 、 介 入 に よ っ て 恩 恵 を 受 け る
と 考 え ら れ る 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 癌 、 慢 性 炎 症 性 疾 患 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ 、 乾
癬 、 糖 尿 病 性 網 膜 症 な ど を は じ め と す る 多 く の 疾 患 が あ る 。 特 定 の 態 様 に よ れ ば 、 リ ン パ
系 疾 患 の 治 療 に 本 発 明 の 治 療 方 法 が 用 い ら れ る 。 本 発 明 の 細 胞 は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ と Ｖ Ｅ Ｇ
Ｆ Ｒ － ３ と の 結 合 に よ り 媒 介 さ れ る こ の よ う な 疾 患 を 有 す る 疑 い の あ る 患 者 か ら 単 離 さ れ
る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
「 リ ン パ 系 疾 患 」 と は 、 リ ン パ 系 に 影 響 を 与 え る 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、  リ ン パ
水 腫 、 リ ン パ 管 腫 、 リ ン パ 管 肉 腫 、 リ ン パ 管 腫 症 、 リ ン パ 管 拡 張 症 お よ び 頸 部 水 嚢 胞 を は
じ め と す る 臨 床 症 状 を 意 味 す る 。 好 ま し い 態 様 は 、 ヒ ト 被 験 体 を リ ン パ 水 腫 疾 患 、 す な わ
ち 、 医 師 が リ ン パ 水 腫 と 診 断 す る 、 リ ン パ 液 の 貯 留 に 関 係 す る 腫 脹 を 特 徴 と す る 非 遺 伝 的
原 因 （ 例 え ば 、 寄 生 生 物 、 外 科 処 置 ） で あ る こ と が 分 か っ て い る リ ン パ 水 腫 以 外 の 疾 患 、
を 発 症 す る 高 い 危 険 性 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ る 。 例 証 と し て 、 リ ン パ 水 腫
疾 患 は 、 一 般 に 独 立 し た 存 在 と し て 記 載 さ れ 、 い ず れ も が 優 性 遺 伝 を 特 徴 と す る 、 ミ ル ロ
イ － ノ ン ネ （ Ｏ Ｍ Ｉ Ｍ 　 １ ５ ３ １ ０ ０ ） 症 候 群 － 早 期 リ ン パ 水 腫 [Milroy, N.Y. Med. J.,
 56: 505-508 (1892);お よ び Dale, J. Med. Genet., 22: 274-278 (1985)]お よ び 早 発 性
リ ン パ 水 腫 （ メ ー ジ 症 候 群 、 Ｏ Ｍ Ｉ Ｍ 　 １ ５ ３ ２ ０ ０ ） － 遅 発 性 リ ン パ 水 腫 [Lewis et al
., J. Ped., 104: 641-648 (1984); Holmes et al., Pediatrics 61: 575-579 (1978);お
よ び Wheeler et al., Plastic Reconstructive Surg., 67: 362-364 (1981)]が 挙 げ ら れ
る 。 し か し な が ら 、 文 献 に お い て こ れ ら の 疾 患 の 区 別 に 関 す る 混 乱 が あ る 。 ミ ル ロ イ 症 候
群 で は 、 一 般 に 下 肢 で 比 較 的 重 症 で あ る 水 腫 の 存 在 が 出 生 直 後 か ら 認 め ら れ る 。 早 発 性 リ
ン パ 水 腫 は 同 様 に 現 わ れ る が 、 腫 脹 の 徴 候 は 通 常 思 春 期 頃 で あ る 。 思 春 期 後 に 発 症 し た と
い う い く つ か の 症 例 が 報 告 さ れ て い る 。 本 明 細 書 に 記 載 の 特 定 の 分 析 で は 、 ５ q３ ４ － ｑ
３ ５ と の 関 連 を 示 す リ ン パ 水 腫 系 は 罹 患 し た 個 体 の 大 部 分 に お い て 早 期 の も の で あ っ た が
、 こ れ ら の 系 統 の 個 体 で は 思 春 期 中 ま た は 後 に 現 れ た 。
【 ０ １ １ ０ 】
特 に 、 本 発 明 の 治 療 で は 、 遺 伝 子 的 原 因 が 特 定 で き る 遺 伝 性 リ ン パ 水 腫 を 意 図 し て い る 。
例 え ば 、 国 際 特 許 公 開 番 号 第 Ｗ Ｏ ０ ０ ５ ／ ５ ８ ５ １ １ 号 で は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 変 異 に 関 連
す る リ ン パ 水 腫 に つ い て の ス ク リ ー ニ ン グ お よ び 治 療 法 が 記 載 さ れ て い る 。 こ の よ う な 患
者 か ら リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 単 離 す る 能 力 は 、 ex vivoに お い て 標 的 細 胞 を 治 療 薬 と 接 触 さ
せ 、 さ ら に そ の 細 胞 を 再 導 入 す る こ と に よ る タ ン パ ク 質 ま た は 遺 伝 子 に 基 づ く 治 療 法 を 向
上 さ せ る 。
【 ０ １ １ １ 】
さ ら に 、 本 発 明 に よ り 治 療 し う る 他 の 種 類 の 疾 患 は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｃ お よ び ／ ま た は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ
－ ３ が 関 与 す る と い う こ と に よ っ て の み 限 定 さ れ る 。 従 っ て 、 例 え ば 、 本 発 明 の 細 胞 を 用
い て 脳 （ 膠 芽 細 胞 腫 、 星 状 細 胞 腫 、 乏 突 起 膠 腫 、 上 衣 細 胞 腫 ） 、 肺 、 肝 臓 、 脾 臓 、 腎 臓 、
リ ン パ 節 、 膵 臓 、 小 腸 、 血 液 細 胞 、 大 腸 、 胃 、 乳 房 、 子 宮 内 膜 、 前 立 腺 、 精 巣 、 卵 巣 、 皮
膚 、 頭 頸 部 、 食 道 、 骨 髄 、 血 液 ま た は そ の 他 の 組 織 の 癌 を は じ め と す る 様 々 な 腫 瘍 を 評 価
す る こ と を 意 図 す る 。 こ れ ら の 疾 病 を 有 す る 患 者 か ら 単 離 し た 細 胞 は 個 体 に 治 療 法 を 提 供
す る た め に 用 い る 。
多 く の 状 況 で は 、 治 療 法 を 提 供 す る に あ た り 腫 瘍 細 胞 を 死 滅 さ せ る 、 ま た は 正 常 な 細 胞 死
ま た は 「 ア ポ ト ー シ ス 」 を 誘 導 す る 必 要 が な い 。 む し ろ 、 有 意 義 な 治 療 を な し 遂 げ る の に
必 要 な こ と は 腫 瘍 増 殖 を あ る 程 度 遅 延 さ せ る か 、 ま た は 特 定 の 場 所 に 限 局 し て 本 質 的 に 異
な る 部 位 へ の 拡 大 を 阻 害 す る こ と だ け で あ る 。 こ れ は 腫 瘍 増 殖 を 完 全 に 阻 止 す る こ と 、 ま
た は 幾 分 か の 腫 瘍 の 退 行 (regression)を な し 遂 げ る こ と で あ ろ う 。 ま た 、 「 緩 解 (remissi
on)」 お よ び 「 全 身 腫 瘍 組 織 量 の 減 少 (reduction)」 な ど の 臨 床 医 学 用 語 が 一 般 的 に 用 い ら
れ る 。 本 発 明 に 関 し て は 、 治 療 効 果 は 血 管 形 成 の 阻 害 お よ び ／ ま た は リ ン パ 管 新 生 の 阻 害
に よ っ て も た ら さ れ る 。
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【 ０ １ １ ２ 】

本 発 明 に よ っ て 単 離 さ れ た 細 胞 は 核 酸 形 態 で 提 供 さ れ る 遺 伝 子 に 基 づ く 治 療 法 を 用 い て 処
置 さ れ 、 患 者 に 再 導 入 さ れ て ex vivo 遺 伝 子 治 療 効 果 を 達 成 す る 。 ex vivoに お け る 態 様
に よ れ ば 、 患 者 由 来 の 細 胞 を 取 り 出 し 、 少 な く と も し ば ら く の 間 体 外 で 維 持 す る 。 こ の 期
間 中 に は 治 療 効 果 が 送 達 さ れ る た め 、 そ の 後 、 細 胞 を 患 者 に 再 導 入 す る ； う ま く い け ば 、
サ ン プ ル 中 の い ず れ の 腫 瘍 細 胞 も 死 滅 す る 。 特 に 、 細 胞 を 治 療 用 遺 伝 子 を リ ン パ 管 ま た は
血 管 細 胞 の 腫 瘍 に 提 供 し う る 発 現 構 築 物 と そ の 脈 管 構 造 に お け る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ の 阻 害 が
可 能 に な る 様 式 で 接 触 さ せ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
こ れ ら の 態 様 で は 、 典 型 的 な 発 現 構 築 物 は ウ イ ル ス ま た は ウ イ ル ス ゲ ノ ム か ら 誘 導 し た 操
作 構 築 物 を 含 む 。 一 般 に 、 発 現 構 築 物 は 発 現 さ せ よ う と す る 治 療 用 遺 伝 子 を コ ー ド す る 核
酸 と 、 さ ら に そ れ が 投 与 さ れ る 細 胞 に お い て 遺 伝 子 の 発 現 を 達 成 さ せ る さ ら な る 調 節 領 域
を 含 ん で な る 。 こ の よ う な 調 節 領 域 と し て は 、 例 え ば 、 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 、 ポ
リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル な ど が 挙 げ ら れ る 。
現 在 で は 種 々 の ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 用 い て Ｄ Ｎ Ａ を 細 胞 に 導 入 し う る こ と は 広 く 知 ら れ て
い る 。 こ の よ う な 態 様 で は 、 目 的 と す る 遺 伝 子 を 含 む ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 含 ん で な る 発 現
構 築 物 が 、 ア デ ノ ウ イ ル ス （ 例 え ば 、 各 々 が 引 用 す る こ と に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と さ れ る
、 米 国 特 許 第 ５ ， ８ ２ ４ ， ５ ４ ４ 号 ； 同 第 ５ ， ７ ０ ７ ， ６ １ ８ 号 ； 同 第 ５ ， ６ ９ ３ ， ５ ０
９ 号 ； 同 第 ５ ， ６ ７ ０ ， ４ ８ ８ 号 ； 同 第 ５ ， ５ ８ ５ ， ３ ６ ２ 号 を 参 照 ） 、 レ ト ロ ウ イ ル ス
（ 例 え ば 、 各 々 が 引 用 す る こ と に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と さ れ る 米 国 特 許 第 ５ ， ８ ８ ８ ， ５
０ ２ 号 ； 同 第 ５ ， ８ ３ ０ ， ７ ２ ５ 号 ； 同 第 ５ ， ７ ７ ０ ， ４ １ ４ 号 ； 同 第 ５ ， ６ ８ ６ ， ２ ７
８ 号 ； 同 第 ４ ， ８ ６ １ ， ７ １ ９ 号 を 参 照 ） 、 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス （ 例 え ば 、 各 々 が 引 用 す
る こ と に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と さ れ る 、 米 国 特 許 第 ５ ， ４ ７ ４ ， ９ ３ ５ 号 ； 同 第 ５ ， １ ３
９ ， ９ ４ １ 号 ； 同 第 ５ ， ６ ２ ２ ， ８ ５ ６ 号 ； 同 第 ５ ， ６ ５ ８ ， ７ ７ ６ 号 ； 同 第 ５ ， ７ ７ ３
， ２ ８ ９ 号 ； 同 第 ５ ， ７ ８ ９ ， ３ ９ ０ 号 ； 同 第 ５ ， ８ ３ ４ ， ４ ４ １ 号 ； 同 第 ５ ， ８ ６ ３ ，
５ ４ １ 号 ； 同 第 ５ ， ８ ５ １ ， ５ ２ １ 号 ； 同 第 ５ ， ２ ５ ２ ， ４ ７ ９ 号 を 参 照 ） 、 ア デ ノ ウ イ
ル ス － ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス ハ イ ブ リ ッ ド （ 例 え ば 、 引 用 す る こ と に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と
さ れ る 米 国 特 許 第 ５ ， ８ ５ ６ ， １ ５ ２ 号 を 参 照 ） ま た は ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス も し く は ヘ ル
ペ ス ウ イ ル ス （ 例 え ば 、 各 々 が 引 用 す る こ と に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と さ れ る 、 米 国 特 許 第
５ ， ８ ７ ９ ， ９ ３ ４ 号 ； 同 第 ５ ， ８ ４ ９ ， ５ ７ １ 号 ； 同 第 ５ ， ８ ３ ０ ， ７ ２ ７ 号 ； 同 第 ５
， ６ ６ １ ， ０ ３ ３ 号 ； 同 第 ５ ， ３ ２ ８ ， ６ ８ ８ 号 を 参 照 ） ベ ク タ ー で あ っ て よ い 。
【 ０ １ １ ４ 】
そ の 他 の 態 様 に よ れ ば 、 非 ウ イ ル ス 性 送 達 が 提 供 さ れ る 。 こ れ ら と し て は 、 リ ン 酸 カ ル シ
ウ ム 沈 降 (Graham and Van Der Be, Virology, 52: 456-467, 1973; Chen and Okayama, M
ol. Cell Biol., 7: 2745-2752, 1987; Rippe et al., Mol. Cell Biol., 10: 689-695, 
1990)、 Ｄ Ｅ Ａ Ｅ － デ キ ス ト ラ ン (Gopal, Mol. Cell Biol., 5: 1188-1190, 1985)、 エ レ
ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン (Tur-Kaspa et al., Mol. Cell Biol., 6: 716-718, 1986; Potter e
t al., Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 81: 7161-7165, 1984)、 直 接 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ
ョ ン (Harland and Weintraub, J. Cell Biol., 101: 1094-1099, 1985)、 Ｄ Ｎ Ａ 封 入 リ ポ
ソ ー ム (Nicolau and Sene, Biochim. Biophys. Acta, 721: 185-190, 1982; Fraley et a
l., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 76: 3348-3352, 1979; Felgner, Sci Am. 276 (6): 1
02-6, 1997; Felgner, Hum Gene Ther. 7(l5): 1791-3, 1996)、 細 胞 超 音 波 処 理 (Fechhei
mer et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84: 8463-8467, 1987)、 高 速 マ イ ク ロ プ ロ ジ
ェ ク タ イ ル を 用 い る 遺 伝 子 衝 撃 (gene bombardment)(Yang et al., Proc. Natl. Acad. Sc
i USA, 87: 9568-9572, 1990)、 お よ び 受 容 体 媒 介 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン (Wu and Wu, J
. Biol. Chem., 262: 4429-4432, 1987; Wu and Wu, Biochemistry, 27: 887-892, 1988;
 Wu and Wu, Adv. Drug Deli very Rev., 12:159-167, 1993)が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
本 発 明 の 特 定 の 態 様 に よ れ ば 、 発 現 構 築 物 (す な わ ち 、 実 際 に は 上 記 の ペ プ チ ド ） を リ ポ
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ソ ー ム に 封 入 す る 。 リ ポ ソ ー ム は リ ン 脂 質 二 重 層 膜 と 内 部 水 性 媒 質 と を 特 徴 と す る 小 胞 構
造 で あ る 。 多 重 膜 リ ポ ソ ー ム は 水 性 媒 質 に よ っ て 隔 て ら れ た 多 重 脂 質 層 で あ る 。 こ れ ら は
リ ン 脂 質 が 過 剰 の 水 性 溶 液 に 懸 濁 さ れ る と 自 然 に 形 成 さ れ る 。 脂 質 成 分 は 閉 構 造 形 成 前 に
自 己 再 構 成 し 、 脂 質 二 重 層 間 の 水 お よ び 溶 解 し た 溶 質 を 取 り 込 む (Ghosh and Bachhawat, 
In: Liver diseases, targeted diagnosis and therapy using specific receptors and 
ligands, Wu G, Wu C ed., New York: Marcel Dekker, pp. 87-104, 1991)。 Ｄ Ｎ Ａ の カ
チ オ ン 性 リ ポ ソ ー ム へ の 導 入 に よ り リ ポ ソ ー ム か ら 光 学 的 複 屈 折 液 晶 凝 縮 球 へ の 位 相 遷 移
が 起 こ る (Radler et al., Science, 275(5301): 810-4, 1997)。 こ れ ら の Ｄ Ｎ Ａ － 脂 質 複
合 体 が 遺 伝 子 療 法 お よ び 送 達 用 に 有 望 な 非 ウ イ ル ス ベ ク タ ー で あ る 。
【 ０ １ １ ６ 】
in vitroに お け る 異 質 Ｄ Ｎ Ａ の リ ポ ソ ー ム 媒 介 性 核 酸 送 達 お よ び 発 現 で は 、 非 常 に よ い 結
果 が 得 ら れ た 。 さ ら に 、 本 発 明 で は 「 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 」 テ ク ノ ロ ジ ー を 要 す る 種 々 の 商
業 的 ア プ ロ ー チ も 意 図 す る 。 本 発 明 の 特 定 の 態 様 に よ れ ば 、 リ ポ ソ ー ム と セ ン ダ イ ウ イ ル
ス （ Ｈ Ｖ Ｊ ） と で 複 合 体 を 形 成 す る 。 こ れ が 細 胞 膜 と の 融 合 を 容 易 に し 、 リ ポ ソ ー ム カ プ
セ ル 封 入 し た Ｄ Ｎ Ａ の 細 胞 侵 入 を 促 進 す る こ と は 分 か っ て い る (Kaneda et al., Science,
 243: 375-378, 1989)。 そ の 他 の 態 様 に よ れ ば 、 リ ポ ソ ー ム を 核 非 ヒ ス ト ン 染 色 体 タ ン パ
ク 質 （ Ｈ Ｍ Ｇ － １ ） と 複 合 体 化 す る か 、 ま た は そ れ と 併 用 す る (Kato et al., J. Biol. C
hem., 266: 3361-3364, 1991)。 な お さ ら な る 態 様 に よ れ ば 、 リ ポ ソ ー ム を Ｈ Ｖ Ｊ お よ び
Ｈ Ｍ Ｇ － １ の 両 方 と 複 合 体 化 す る か 、 ま た は そ れ ら と 併 用 す る 。 こ の よ う な 発 現 構 築 物 は
in vitroお よ び in vivoで の 核 酸 移 入 お よ び 発 現 に お け る 使 用 に 成 功 し た こ と か ら 、 こ れ
ら は 本 発 明 に 適 用 で き る 。
【 ０ １ １ ７ 】
治 療 用 遺 伝 子 を コ ー ド す る 核 酸 の 細 胞 へ の 送 達 に 使 用 で き る そ の 他 の ベ ク タ ー 送 達 系 と し
て は 、 受 容 体 媒 介 性 送 達 ビ ヒ ク ル が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら は ほ ぼ 全 て の 真 核 生 物 細 胞 に お け
る 受 容 体 媒 介 性 エ ン ド サ イ ト ー シ ス に よ る 高 分 子 の 選 択 的 取 込 み を う ま く 利 用 す る 。 種 々
の 受 容 体 は 細 胞 種 特 異 的 な 分 布 を し て い る た め 、 送 達 は 高 度 に 特 異 的 で あ り う る (Wu and 
Wu, 1993, 上 記 )。
【 ０ １ １ ８ 】
一 般 に 、 受 容 体 媒 介 性 遺 伝 子 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ ビ ヒ ク ル は 、 ２ 成 分 ： 細 胞 受 容 体 特 異 的 リ
ガ ン ド お よ び Ｄ Ｎ Ａ 結 合 剤 か ら な る 。 い く つ か の リ ガ ン ド は 受 容 体 媒 介 性 遺 伝 子 移 入 に 用
い ら れ て き た 。 最 も 広 く 知 ら れ て い る リ ガ ン ド が 、 ア シ ア ロ オ ロ ソ ム コ イ ド （ Ａ Ｓ Ｏ Ｒ ）
(Wu and Wu, 1987, 上 記 )お よ び ト ラ ン ス フ ェ リ ン (Wagner et al., Proc. Nat'l. Acad S
ci. USA, 87(9): 3410-3414, 1990)で あ る 。 最 近 で は 、 Ａ Ｓ Ｏ Ｒ と 同 じ 受 容 体 を 認 識 す る
合 成 ネ オ 糖 タ ン パ ク 質 が 、 遺 伝 子 送 達 ビ ヒ ク ル と し て 用 い ら れ (Ferkol et al., FASEB J.
, 7: 1081-1091, 1993; Pexales et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA 91: 4086-4090,
 1994)、 さ ら に 上 皮 細 胞 増 殖 因 子 （ Ｅ Ｇ Ｆ )が 遺 伝 子 を 扁 平 上 皮 癌 細 胞 へ 送 達 す る の に 用
い ら れ て い る (Myers, EPO 0273085)。
【 ０ １ １ ９ 】
そ の 他 の 態 様 に よ れ ば 、 送 達 ビ ヒ ク ル が リ ガ ン ド と リ ポ ソ ー ム と を 含 ん で な る 。 例 え ば 、
Nicolau et al.(Methods Enzymol., 149: 157-176, 1987)は ラ ク ト シ ル セ ラ ミ ド 、 ガ ラ ク
ト ー ス 末 端 ア シ ア ロ ガ ン グ リ オ シ ド を 使 用 し 、 リ ポ ソ ー ム に 組 み 込 ん で 肝 細 胞 に よ る イ ン
ス リ ン 遺 伝 子 の 取 込 み の 増 大 が 観 察 さ れ た 。 こ の よ う に 、 リ ポ ソ ー ム を 用 い て ま た は 用 い
な く と も 多 く の 受 容 体 － リ ガ ン ド 系 に よ っ て 治 療 用 遺 伝 子 を コ ー ド す る 核 酸 を 特 定 の 細 胞
種 に 特 異 的 に 送 達 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
本 発 明 の 他 の 態 様 に よ れ ば 、 発 現 構 築 物 が ｎ ａ ｋ ｅ ｄ 　 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ ま た は プ ラ ス ミ ド だ
け か ら な る 。 構 築 物 の 導 入 は 物 理 的 ま た は 化 学 的 に 細 胞 膜 を 透 過 さ せ る こ と が 可 能 な 上 記
の い ず れ か の 方 法 に よ っ て な し 遂 げ ら れ る 。 こ れ は in vitroに お け る 導 入 に 特 に 適 し て お
り 、 ま た in vivoに お け る 使 用 に も 適 合 す る 。 Dubensky et al.,(Proc. Nat. Acad. Sci. 
USA, 81: 7529-7533, 1984)は 、 ポ リ オ ー マ ウ イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ の Ｃ ａ Ｐ ０ ４ 沈 降 物 と し て の
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成 体 お よ び 新 生 マ ウ ス の 肝 臓 お よ び 脾 臓 へ の 注 入 に 成 功 し 、 活 性 ウ イ ル ス 複 製 お よ び 急 性
感 染 を 証 明 し た 。 ま た 、 Benvenisty and Neshif(Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 83: 9551-
9555, 1986)は プ ラ ス ミ ド Ｃ ａ Ｐ ０ ４ 沈 降 物 の 直 接 腹 腔 内 注 射 に よ っ て ト ラ ン ス フ ェ ク ト
し た 遺 伝 子 の 発 現 が 生 じ る こ と も 証 明 し た 。
【 ０ １ ２ １ 】
ｎ ａ ｋ ｅ ｄ 　 Ｄ Ｎ Ａ 発 現 構 築 物 の 細 胞 へ の 導 入 に つ い て の 本 発 明 の 他 の 態 様 は 、 粒 子 衝 撃
に 関 す る も の で あ る 。 こ の 方 法 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 被 覆 し た マ イ ク ロ プ ロ ジ ェ ク タ イ ル を 、 そ れ ら
が 細 胞 膜 を 貫 通 し 、 そ れ ら を 死 滅 さ せ る こ と な く 細 胞 に 侵 入 す る こ と が 可 能 な 高 速 に 加 速
す る 能 力 に よ る も の で あ る (Klein et al., Nature, 327: 70-73, 1987)。 小 粒 子 を 加 速 す
る た め の い く つ か の 装 置 が 開 発 さ れ た 。 あ る こ の よ う な 装 置 は 高 圧 放 電 を 利 用 す る も の で
あ り 、 生 じ た 電 流 が そ の 推 進 力 と な る (Yang et al., Proc. Natl. Acad. Sci USA, 87: 9
568-9572, 1990)。 用 い る マ イ ク ロ プ ロ ジ ェ ク タ イ ル は 、 タ ン グ ス テ ン ま た は 金 ビ ー ズ な
ど の 生 物 学 的 に 不 活 性 な 物 質 で 構 成 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
遺 伝 子 送 達 を in vivoお よ び ex vivo状 況 に 適 合 さ せ る 方 法 に つ い て は 、 当 業 者 な ら ば 十 分
に 周 知 な こ と で あ る 。 ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 場 合 に は 通 常 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 材 料 を 調 製 す る
。 ウ イ ル ス の 種 類 お よ び 達 成 可 能 な 力 価 に 応 じ て 、 １ × １ ０ ４ 、 １ × １ ０ ５ 、 １ × １ ０ ６

、 １ × １ ０ ７ 、 １ × １ ０ ８ 、 １ × １ ０ ９ 、 １ × １ ０ １ ０ 、 １ × １ ０ １ １ ま た は １ × １ ０ １

２ 感 染 粒 子 を 患 者 に 送 達 す る 。 リ ポ ソ ー ム ま た は そ の 他 の 非 ウ イ ル ス 製 剤 の 場 合 で も 、 相
対 的 取 り 込 み 効 率 を 比 較 す る こ と に よ っ て 同 様 の 数 字 が 予 想 さ れ る 。 医 薬 上 許 容 さ れ る 組
成 物 と し て の 製 剤 は 以 下 で 説 明 す る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
種 々 の 腫 瘍 型 に 対 し て 様 々 な 経 路 が 考 え ら れ る 。 経 路 に つ い て の 以 下 の 節 で は 有 力 な 候 補
経 路 に つ い て の 広 範 な リ ス ト を 示 し て い る 。 実 際 に は い ず れ の 腫 瘍 に も 全 身 送 達 を 意 図 す
る 。 こ れ は 特 に 、 顕 微 鏡 的 ま た は 転 移 性 の 癌 の 攻 撃 に 重 要 で あ る こ と が 分 か る 。 離 散 性 の
腫 瘍 塊 が 確 認 さ れ る 場 合 に は 様 々 な 直 接 、 局 部 的 お よ び 限 局 性 ア プ ロ ー チ が 採 ら れ る 。 例
え ば 、 腫 瘍 に 直 接 発 現 ベ ク タ ー ま た は タ ン パ ク 質 を 注 射 し て も よ い 。 切 除 前 、 切 除 中 ま た
は 切 除 後 に 腫 瘍 床 を 治 療 し て も よ い 。 一 般 的 に は 、 切 除 後 、 外 科 処 置 後 に も 配 置 さ れ て い
る カ テ ー テ ル に よ っ て ベ ク タ ー を 送 達 す る 。
【 ０ １ ２ ４ 】

一 般 に 、 免 疫 療 法 で は 癌 細 胞 を 標 的 化 し て 破 壊 す る 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 お よ び 分 子 の 使
用 を 利 用 す る 。 免 疫 エ フ ェ ク タ ー は 、 例 え ば 、 腫 瘍 細 胞 表 面 の い く つ か の マ ー カ ー に 対 し
て 特 異 的 な 抗 体 で あ る 。 抗 体 単 独 で 治 療 用 の エ フ ェ ク タ ー と し て 作 用 し う る し 、 ま た は 実
際 に 細 胞 致 死 を も た ら す そ の 他 の 細 胞 を 補 充 も し う る 。 ま た 、 抗 体 を 薬 剤 ま た は 毒 素 （ 化
学 療 法 薬 、 放 射 性 核 種 、 リ シ ン Ａ 鎖 、 コ レ ラ 毒 素 、 百 日 咳 毒 素 な ど ） と 結 合 し て 単 に 標 的
化 剤 と し て 用 い て も よ い 。 別 法 で は 、 エ フ ェ ク タ ー が 直 接 ま た は 間 接 的 に 腫 瘍 細 胞 標 的 と
相 互 作 用 す る 表 面 分 子 を 有 す る リ ン パ 球 で あ っ て も よ い 。 種 々 の エ フ ェ ク タ ー 細 胞 と し て
は 、 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 お よ び Ｎ Ｋ 細 胞 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
本 発 明 に 関 し て は 、 抗 体 、 抗 体 複 合 体 ま た は 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 に よ っ て 治 療 に 向 け て
選 択 さ れ た 腫 瘍 を 標 的 化 し 、 さ ら に 免 疫 療 法 と 併 用 さ れ る 本 発 明 の ペ プ チ ド に よ っ て 腫 瘍
の 脈 管 構 造 を 標 的 化 す る こ と に よ り 複 合 的 な 治 療 効 果 を 得 る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
併 用 療 法 で の 一 般 的 な ア プ ロ ー チ に つ い て は 、 以 下 で 説 明 す る 。 本 発 明 に 関 し て は 、 ２ Ｅ
１ １ Ｄ １ １ お よ び 抗 ポ ド プ ラ ニ ン 抗 体 が リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 特 異 的 に 認 識 で き る こ と が 判
明 し た た め 、 細 胞 傷 害 性 薬 剤 に よ っ て こ れ ら の 細 胞 を 標 的 化 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、
種 々 の 癌 に 関 連 す る リ ン パ 管 新 生 を 本 明 細 書 に 記 載 の 方 法 を 用 い て 阻 害 し て も よ い 。
【 ０ １ ２ ７ 】
い く つ か の 態 様 で は 、 抗 体 を 用 い て 治 療 用 タ ン パ ク 質 を リ ン パ 管 内 皮 細 胞 に 向 け る 。 こ れ
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II.　 免 疫 療 法



ら の 治 療 法 は 、 抗 リ ン パ 管 新 生 お よ び ／ ま た は 抗 血 管 形 成 治 療 と し て 特 に 有 用 で あ る が 、
本 発 明 は こ れ ら の 有 益 な 効 果 に 限 定 さ れ る も の で は な い と 考 え ら れ る 。 組 成 物 の 投 与 は 全
身 ま た は 局 部 的 で あ っ て よ く 、 治 療 上 有 効 な 量 の タ ン パ ク 質 の 単 一 箇 所 へ の 注 射 も 含 ま れ
る 。 本 発 明 の 治 療 用 組 成 物 の 投 与 で は 、 例 え ば 、 静 脈 内 、 筋 肉 内 、 皮 下 ま た は 長 期 投 与 用
の カ テ ー テ ル を は じ め と す る 当 業 者 な ら ば 周 知 の い ず れ の 経 路 も 考 え ら れ る 。 ま た 、 治 療
用 組 成 物 を 患 者 の 複 数 箇 所 に 送 達 さ せ て も よ い と 考 え ら れ る 。 同 時 に 複 数 箇 所 の 投 与 を 行
っ て も よ い し 、 ま た は 数 時 間 に わ た っ て 投 与 し て も よ い 。 特 定 の 症 例 で は 、 治 療 用 組 成 物
の 連 続 流 を 提 供 す る こ と が 効 果 的 で あ る 。 付 加 治 療 と し て 定 期 的 に 、 例 え ば 、 １ 日 １ 回 、
週 １ 回 ま た は 月 １ 回 管 理 す る 。 さ ら に 、 化 学 療 法 薬 を リ ン パ 管 内 皮 細 胞 に 向 け て も よ い 。
本 発 明 の 治 療 用 途 に 有 用 な こ の よ う な 薬 剤 に つ い て は 以 下 で さ ら に 詳 細 に 記 載 し て い る 。
【 ０ １ ２ ８ 】

Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 剤 耐 性 の 腫 瘍 細 胞 は 、 臨 床 腫 瘍 学 に お け る 大 き な 問 題 と な っ て い る 。 現 在 の 癌
研 究 の １ つ の 目 標 は 化 学 お よ び 放 射 線 療 法 の 効 果 を 向 上 さ せ る 方 法 を 見 つ け る こ と で あ る
。 １ つ に は 、 こ の よ う な 従 来 の 治 療 法 と 遺 伝 子 療 法 と を 併 用 し た 方 法 が あ る 。 例 え ば 、 単
純 ヘ ル ペ ス － チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ （ Ｈ Ｓ － ｔ ｋ ） 遺 伝 子 を レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 系 に よ り
脳 腫 瘍 に 送 達 す る と 、 抗 ウ イ ル ス 薬 ガ ン シ ク ロ ビ ル 感 受 性 が う ま く 誘 導 さ れ た (Culver et
 al., 1992)。 本 発 明 の あ る 具 体 例 で は 、 本 発 明 の ペ プ チ ド を 化 学 ま た は 放 射 線 療 法 的 介
入 、 免 疫 療 法 と 、 ま た は そ の 他 の 抗 血 管 形 成 ／ 抗 リ ン パ 管 新 生 療 法 と 併 せ て 投 与 し て も よ
い と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
一 般 に 、 本 発 明 の 方 法 お よ び 組 成 物 を 用 い て 、 細 胞 を 死 に 至 ら し め る 、 Ｔ 細 胞 増 殖 を 阻 害
す る 、 転 移 を 阻 害 す る 、 血 管 形 成 を 阻 害 す る 、 あ る い は そ う で な け れ ば 、 悪 性 表 現 型 の 腫
瘍 細 胞 を 改 善 す る ま た は 減 少 さ せ る た め に は 「 標 的 」 細 胞 、 腫 瘍 ま た は そ の 脈 管 構 造 を 少
な く と も ２ つ の 異 な る 治 療 用 組 成 物 と 接 触 さ せ る 。 こ れ ら の 組 成 物 は 、 癌 細 胞 お よ び ／ ま
た は 癌 細 胞 を 供 給 し て そ れ を 発 す る 血 管 お よ び リ ン パ 管 の 内 皮 の 増 殖 を 絶 つ お よ び ／ ま た
は 阻 害 す る こ と に よ っ て 、 癌 の 増 殖 を 絶 つ お よ び ／ ま た は 阻 害 す る の に 有 効 な 混 合 量 で 提
供 さ れ る で あ ろ う 。 こ の 方 法 で は 、 細 胞 を ペ プ チ ド ま た は 発 現 構 築 物 お よ び 薬 剤 ま た は 因
子 と 同 時 に 接 触 さ せ る 必 要 が あ る 。 こ れ は 細 胞 を 両 方 の 薬 剤 を 含 有 す る 単 一 組 成 物 ま た は
薬 理 学 的 製 剤 と 接 触 さ せ る こ と に よ り 、 ま た は 細 胞 を ２ つ の 異 な る 組 成 物 ま た は 製 剤 と 同
時 に 接 触 さ せ る こ と に よ り 達 成 さ れ う る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
あ る い は 、 ２ つ の 異 な る 処 置 を 数 分 間 ～ 数 週 間 と い う 間 隔 で 分 割 し て も よ い 。 ２ 種 類 の 療
法 を 別 々 に 管 理 す る 態 様 で は 、 一 般 に 、 第 １ お よ び 第 ２ の 療 法 が な お 有 利 な 併 用 効 果 を 与
え う る よ う に 、 各 送 達 の 合 間 に 有 効 期 限 が 終 了 し な い よ う に す る 。 こ の よ う な 場 合 で は 、
両 方 の 治 療 を 互 い に 約 １ ２ ～ ２ ４ 時 間 以 内 、 さ ら に 好 ま し く は 、 互 い に 約 ６ ～ １ ２ 時 間 以
内 に 行 い 、 遅 延 時 間 が 約 １ ２ 時 間 の み で あ る こ と が 最 も 好 ま し い と 考 え ら れ る 。 し か し な
が ら 、 治 療 期 間 を か な り 延 長 す る こ と が 望 ま し い と 思 わ れ る 状 況 も あ り 、 そ の 場 合 に は 各
投 与 の 間 に 数 日 （ ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 、 ６ ま た は ７ ） ～ 数 週 （ １ 、 ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 、 ６ 、 ７ ま
た は ８ ） 間 が 経 過 す る 。 １ 種 ま た は 両 方 の 療 法 に よ る 反 復 治 療 が 特 に 意 図 さ れ る 。 特 定 の
態 様 に よ れ ば 、 癌 細 胞 を 死 に 至 ら せ る 、 阻 害 す る 、 ま た は 壊 死 さ せ る よ う に 癌 細 胞 を 直 接
攻 撃 す る 抗 癌 治 療 を 遂 行 し 、 併 せ て 、 抗 血 管 形 成 お よ び ／ ま た は 抗 リ ン パ 管 新 生 効 果 に 基
づ く 治 療 用 組 成 物 も 投 与 す る 。 抗 リ ン パ 管 新 生 組 成 物 は そ の 他 の 抗 癌 剤 の 後 、 そ の 他 の 抗
癌 剤 の 前 、 ま た は 実 際 に は そ の 他 の 抗 癌 剤 と 同 時 に 投 与 し て も よ い 。
【 ０ １ ３ １ 】
併 用 療 法 で の 使 用 に 好 適 な 薬 剤 ま た は 因 子 は 、 細 胞 に 適 用 す る と Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 を 誘 導 す る 全
て の 化 合 物 ま た は 治 療 方 法 で あ る 。 こ の よ う な 薬 剤 ま た は 因 子 と し て は 、 γ 線 照 射 、 Ｘ 線
、 Ｕ Ｖ 照 射 、 マ イ ク ロ 波 、 電 子 放 出 な ど の よ う な Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 を 誘 導 す る 放 射 線 お よ び 波 動
が 挙 げ ら れ る 。 「 化 学 療 法 薬 」 と し て も 記 載 さ れ る 種 々 の 化 合 物 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 を 誘 導 す
る 働 き を す る も の で あ り 、 そ の 全 て が 本 明 細 書 に 記 載 の 併 用 療 法 に 有 用 で あ る と さ れ る 。
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有 用 と 考 え ら れ る 化 学 療 法 薬 と し て は 、 例 え ば 、 ア ド リ ア マ イ シ ン 、 ５ － フ ル オ ロ ウ ラ シ
ル （ ５ Ｆ Ｕ ） 、 エ ト ポ シ ド （ Ｖ Ｐ － １ ６ ） 、 カ ン プ ト セ シ ン 、 ア ク チ ノ マ イ シ ン － Ｄ 、 マ
イ ト マ イ シ ン Ｃ 、 シ ス プ ラ チ ン （ Ｃ Ｄ Ｄ Ｐ ） お よ び 過 酸 化 水 素 ま で も 挙 げ ら れ る 。 ま た 、
本 発 明 は 、 放 射 線 に 基 づ く も の で あ っ て も 、 ま た は 実 際 の 化 合 物 で あ っ て も よ い 、 Ｘ 線 と
シ ス プ ラ チ ン と の 併 用 ま た は シ ス プ ラ チ ン と エ ト ポ シ ド と の 併 用 な ど の １ 種 以 上 の Ｄ Ｎ Ａ
損 傷 作 用 因 子 の 組 合 せ の 使 用 も 包 含 す る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
本 発 明 に よ る 癌 の 治 療 に お い て は 、 腫 瘍 細 胞 お よ び ／ ま た は 腫 瘍 血 管 の 内 皮 を 抗 リ ン パ 管
新 生 治 療 薬 と 併 せ て 作 用 因 子 と 接 触 さ せ る 。 こ れ は 限 局 し た 腫 瘍 部 位 に Ｘ 線 、 Ｕ Ｖ 光 線 、
γ 線 あ る い は マ イ ク ロ 波 な ど の 放 射 線 を 照 射 す る こ と に よ っ て 達 成 さ れ う る 。 あ る い は 、
被 験 体 に ア ド リ ア マ イ シ ン 、 ５ － フ ル オ ロ ウ ラ シ ル 、 エ ト ポ シ ド 、 カ ン プ ト セ シ ン 、 ア ク
チ ノ マ イ シ ン － Ｄ 、 マ イ ト マ イ シ ン Ｃ 、 ま た は シ ス プ ラ チ ン な ど の 化 合 物 を 含 ん で な る 治
療 上 有 効 な 量 の 医 薬 組 成 物 を 投 与 す る こ と に よ っ て 腫 瘍 細 胞 を 薬 剤 と 接 触 さ せ て も よ い 。
ま た 、 キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 も 本 発 明 の ペ プ チ ド と の 併 用 療 法 に 有 用 で あ る と 考 え ら れ る 。 こ の
薬 剤 は 、 引 用 す る こ と に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と さ れ る 、 ２ ０ ０ １ 年 １ 月 １ ７ 日 出 願 の 米 国
特 許 第 ６ ０ ／ ２ ６ ２ 、 ４ ７ ６ 号 に 記 載 の も の な ど の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ ／ Ｄ 阻 害 剤 ペ プ チ ド と 合
わ す こ と に よ っ て 、 併 用 療 法 用 組 成 物 、 ま た は キ ッ ト と し て 調 製 さ れ 、 用 い ら れ る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
核 酸 、 特 に Ｄ Ｎ Ａ を 直 接 架 橋 す る 薬 剤 は Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 を 促 進 す る た め 、 抗 リ ン パ 管 新 生 薬 と
の 相 乗 的 抗 新 生 物 性 の 組 合 せ を 生 み 出 す と 考 え ら れ る 。 シ ス プ ラ チ ン な ど の 薬 剤 、 お よ び
そ の 他 の Ｄ Ｎ Ａ ア ル キ ル 化 剤 が 用 い ら れ る 。 シ ス プ ラ チ ン は 臨 床 応 用 に 用 い る 有 効 用 量 ３
週 間 お き に ５ 日 間 ２ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ２ 、 合 計 ３ ク ー ル に よ り 癌 の 治 療 に 広 く 用 い ら れ て い る 。
シ ス プ ラ チ ン は 経 口 摂 取 さ れ な い た め 、 静 脈 内 、 皮 下 、 腫 瘍 内 ま た は 腹 腔 内 注 射 に よ っ て
送 達 す る 必 要 が あ る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
ま た 、 Ｄ Ｎ Ａ を 損 傷 さ せ る 薬 剤 と し て は 、 Ｄ Ｎ Ａ 複 製 、 有 糸 分 裂 お よ び 染 色 体 分 離 を 妨 げ
る 化 合 物 が 挙 げ ら れ る 。 こ の よ う な 化 学 療 法 化 合 物 と し て は 、 ド キ ソ ル ビ シ ン と し て も 知
ら れ る ア ド リ ア マ イ シ ン 、 エ ト ポ シ ド 、 ベ ラ パ ミ ル 、 ポ ド フ ィ ロ ト キ シ ン な ど が 挙 げ ら れ
る 。 新 生 物 の 治 療 で 広 く 臨 床 応 用 さ れ る こ れ ら の 化 合 物 は 、 ア ド リ ア マ イ シ ン の 場 合 の ２
１ 日 お き に ２ ５ ～ ７ ５ ｍ ｇ ／ ｍ ２ か ら エ ト ポ シ ド の 場 合 の ３ ５ ～ ５ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ２ ま で の 範
囲 の 量 で の 静 脈 内 ボ ー ラ ス に よ る 、 静 脈 内 ま た は 静 脈 内 用 量 を ２ 倍 に し た 経 口 投 与 が 行 わ
れ る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
ま た 、 核 酸 前 駆 体 お よ び サ ブ ユ ニ ッ ト の 合 成 お よ び 忠 実 性 を 混 乱 さ せ る 薬 剤 に よ っ て も Ｄ
Ｎ Ａ 損 傷 が 起 こ る 。 そ れ に よ っ て 、 多 く の 核 酸 前 駆 体 も 開 発 さ れ た 。 広 範 な 試 験 を 受 け た
、 容 易 に 入 手 可 能 な 薬 剤 が 特 に 有 用 で あ る 。 従 っ て 、 ５ － フ ル オ ロ ウ ラ シ ル （ ５ － Ｆ Ｕ )
な ど の 薬 剤 は 、 こ の 薬 剤 が 新 生 物 細 胞 を 標 的 化 す る の に 特 に 有 用 な も の と な る 新 生 物 組 織
付 近 で 、 優 先 的 に 用 い ら れ る 。 ５ － Ｆ Ｕ は 相 当 な 毒 性 が あ る が 、 様 々 な 担 体 に よ り 、 一 般
的 に 用 い ら れ る ３ ～ １ ５ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ ／ 日 の 範 囲 の 用 量 で の 局 所 、 ま た は 静 脈 内 投 与 な ど に
よ っ て 適 用 で き る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
例 証 と し て 、 以 下 に 化 学 療 法 薬 お よ び こ の よ う な 薬 剤 の 投 与 に よ っ て 管 理 さ れ る こ と が わ
か っ て き た 癌 を 挙 げ る 。 こ れ ら の 化 学 療 法 薬 と 本 発 明 の ペ プ チ ド と の 併 用 が 種 々 の 新 生 物
性 疾 患 の 軽 減 に 有 用 で あ る こ と が 分 か る で あ ろ う 。 こ れ ら の 化 合 物 の 例 と し て は 、 ア ド リ
ア マ イ シ ン （ ド キ ソ ル ビ シ ン と し て も 知 ら れ る ） 、 Ｖ Ｐ － １ ６ （ エ ト ポ シ ド と し て も 知 ら
れ る ） な ど 、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン （ Ｄ Ｎ Ａ に イ ン タ ー カ レ ー ト し 、 Ｄ Ｎ Ａ 依 存 性 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ
ラ ー ゼ を 遮 断 し 、 Ｄ Ｎ Ａ 合 成 を 阻 害 す る ） が 挙 げ ら れ る 。 マ イ ト マ イ シ ン （ ミ ュ ー タ マ イ
シ ン お よ び ／ ま た は マ イ ト マ イ シ ン Ｃ と し て も 知 ら れ る ） は 抗 腫 瘍 活 性 を 有 す る こ と が 分
か っ て き た 放 線 菌 (Streptomyces caespitosus)の ブ ロ ス か ら 単 離 さ れ た 抗 生 物 質 で あ る 。
全 身 療 法 に 反 応 し な い 腫 瘍 が 放 射 線 療 法 を 増 強 す る こ と で も 知 ら れ る ダ ク チ ノ マ イ シ ン の
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局 所 潅 流 に 反 応 す る こ と も あ る こ と か ら 、 ア ク チ ノ マ イ シ ン Ｄ も ま た 本 発 明 の ペ プ チ ド と
組 み 合 わ せ て 使 用 す る の に 有 用 な 薬 剤 で あ る と 考 え ら れ る 。 ま た 、 こ れ は 一 次 手 術 、 放 射
線 療 法 、 お よ び そ の 他 の 薬 剤 、 特 に 、 ビ ン ク リ ス チ ン お よ び シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド と の 組 合
わ せ で も 用 い ら れ 、 ユ ー イ ン グ 腫 瘍 、 カ ポ ジ 肉 腫 お よ び 軟 組 織 肉 腫 、 絨 毛 癌 、 転 移 性 睾 丸
癌 、 ホ ジ キ ン 病 お よ び 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 に 対 し て 有 効 で あ る こ と が 見 出 さ れ た 。
【 ０ １ ３ ７ 】
ブ レ オ マ イ シ ン は 放 線 菌 (Streptomyces verticillus)株 か ら 単 離 さ れ た 細 胞 傷 害 性 糖 ペ プ
チ ド 抗 生 物 質 の 混 合 物 で あ り 、 単 一 薬 剤 と し て ま た は 頭 頸 部 （ 口 、 舌 、 扁 桃 、 鼻 咽 頭 、 中
咽 頭 、 洞 、 口 蓋 、 唇 、 頬 粘 膜 、 歯 肉 、 喉 頭 蓋 、 喉 頭 を 含 む ） 、 皮 膚 、 陰 茎 、 子 宮 頸 管 、 お
よ び 外 陰 部 な ど の 扁 平 上 皮 細 胞 癌 に お い て 立 証 さ れ た そ の 他 の 承 認 化 学 療 法 薬 と の 組 合 わ
せ で 、 以 下 の 新 生 物 の 管 理 に 有 効 で あ る 。 ま た 、 こ れ は リ ン パ 腫 お よ び 睾 丸 癌 の 治 療 に お
い て も 用 い ら れ て い る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
シ ス プ ラ チ ン は 転 移 性 睾 丸 ま た は 卵 巣 癌 、 進 行 性 膀 胱 癌 、 頭 部 ま た は 頸 部 癌 、 子 宮 頸 癌 、
肺 癌 ま た は そ の 他 の 腫 瘍 な ど の 癌 の 治 療 に 広 く 用 い ら れ て き た が 、 本 発 明 の ペ プ チ ド と 組
み 合 わ せ て も 有 用 で あ る と 考 え ら れ る 。 Ｖ Ｐ １ ６ （ エ ト ポ シ ド ） は 睾 丸 腫 瘍 の 治 療 に は 主
と し て ブ レ オ マ イ シ ン お よ び シ ス プ ラ チ ン と 組 み 合 わ せ て 用 い ら れ る が 、 肺 の 小 細 胞 癌 に
は シ ス プ ラ チ ン と 組 み 合 わ せ て 用 い ら れ る 。 こ れ は 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 、 急 性 非 リ ン パ 性
白 血 病 、 乳 癌 、 お よ び 後 天 性 免 疫 不 全 症 候 群 （ Ａ Ｉ Ｄ Ｓ ） に 伴 う カ ポ ジ 肉 腫 に 対 し て も 活
性 で あ る 。 あ る 種 類 の 癌 細 胞 を 死 に 至 ら し め 、 サ イ ト カ イ ン 産 生 を 活 性 化 し 、 マ ク ロ フ ァ
ー ジ お よ び 内 皮 細 胞 を 活 性 化 し 、 コ ラ ー ゲ ン お よ び コ ラ ゲ ナ ー ゼ の 生 成 を 促 進 す る 腫 瘍 壊
死 因 子 ［ Ｔ Ｎ Ｆ ； カ ケ ク チ ン ］ 糖 タ ン パ ク 質 は 炎 症 メ デ ィ エ ー タ ー 、 さ ら に 敗 血 性 シ ョ ッ
ク の メ デ ィ エ ー タ ー で も あ り 、 異 化 、 発 熱 お よ び 睡 眠 を 促 す 。 Ｔ Ｎ Ｆ は 単 独 で 有 効 量 で 用
い た 場 合 に は か な り の 毒 性 が あ る た め 、 最 善 の 計 画 で は 恐 ら く そ の 他 の 薬 剤 と 組 み 合 わ せ
て 低 用 量 で 用 い ら れ る で あ ろ う 。 そ の 免 疫 抑 制 作 用 が γ － イ ン タ ー フ ェ ロ ン に よ っ て 増 強
さ れ る た め 、 そ の 組 合 せ は 潜 在 的 に 危 険 で あ る 。 ま た 、 Ｔ Ｎ Ｆ と イ ン タ ー フ ェ ロ ン － α と
の ハ イ ブ リ ッ ド も 抗 癌 活 性 を 有 す る こ と が 認 め ら れ た 。
【 ０ １ ３ ９ 】
タ ク ソ ー ル 、 ト ネ リ コ 、 セ イ ヨ ウ イ チ イ (Taxus brevifolia)の 樹 皮 か ら 最 初 に 単 離 さ れ た
細 胞 分 裂 抑 制 薬 、 お よ び そ の 誘 導 体 パ ク リ タ ク ソ ー ル は 乳 癌 に 対 し て 有 効 で あ る こ と が 確
認 さ れ て お り 、 本 発 明 の 併 用 療 法 に お い て も 用 い ら れ る 。 ビ ン ク リ ス チ ン に 対 す る 有 益 な
反 応 は 、 そ の 他 の 様 々 な 新 生 物 、 特 に 、 ウ ィ ル ム ス 腫 瘍 、 神 経 芽 細 胞 腫 、 脳 腫 瘍 、 横 紋 筋
肉 腫 、 お よ び 乳 房 、 膀 胱 、 お よ び 男 性 お よ び 女 性 生 殖 器 官 の 癌 を 有 す る 患 者 で 報 告 さ れ て
い る 。 ま た 、 ビ ン ブ ラ ス チ ン も ビ ン ク リ ス チ ン と 同 じ 癌 に お い て 有 用 な 治 療 用 物 質 と し て
示 さ れ て い る 。 ビ ン ブ ラ ス チ ン は 転 移 性 睾 丸 腫 瘍 の 治 癒 的 治 療 に お い て ブ レ オ マ イ シ ン お
よ び シ ス プ ラ チ ン と も に 頻 繁 に 臨 床 に 用 い ら れ る 。 ま た 、 こ れ は カ ポ ジ 肉 腫 、 神 経 芽 細 胞
腫 お よ び レ ッ テ レ ル ・ シ ヴ ェ 病 （ ヒ ス チ オ サ イ ト ー シ ス Ｘ ） 、 な ら び に 女 性 の 乳 癌 お よ び
絨 毛 癌 に お い て も 活 性 で あ る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
ア ル ケ ラ ン 、 Ｌ － フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン マ ス タ ー ド 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン マ ス タ ー ド 、 Ｌ － Ｐ Ａ
Ｍ 、 ま た は Ｌ － サ ル コ リ シ ン と し て も 知 ら れ る メ ル フ ァ ラ ン は ナ イ ト ロ ジ ェ ン マ ス タ ー ド
の フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 誘 導 体 で あ る 。 メ ル フ ァ ラ ン は 選 択 的 ヒ ト 新 生 物 性 疾 患 に 対 し て 活 性
で あ る 二 官 能 性 ア ル キ ル 化 剤 で あ る 。 メ ル フ ァ ラ ン は 、 メ ド フ ァ ラ ン と し て 知 ら れ る Ｄ －
異 性 体 の 活 性 な Ｌ － 異 性 体 で あ り 、 こ れ は 特 定 の 動 物 腫 瘍 に 対 す る 活 性 が 低 く 、 染 色 体 に
影 響 を 与 え る の に 必 要 な 量 は Ｌ － 異 性 体 で 必 要 な 量 よ り も 多 い 。 メ ル フ ァ ラ ン は 経 口 投 与
に 好 適 な 形 態 で 入 手 可 能 で あ り 、 多 発 性 骨 髄 腫 の 治 療 に 用 い ら れ て い る 。 多 発 性 骨 髄 腫 を
有 す る 患 者 の 約 ３ 分 の １ ～ ２ 分 の １ が 、 薬 剤 の 経 口 投 与 に 好 反 応 を 示 す こ と を 示 唆 す る 確
証 も 得 る こ と が で き る 。 メ ル フ ァ ラ ン は 上 皮 性 卵 巣 癌 の 治 療 に お い て も 用 い ら れ て い る 。
【 ０ １ ４ １ 】
シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド は 、 胃 腸 管 内 で 安 定 し 、 耐 容 性 に 優 れ 、 経 口 お よ び 非 経 口 経 路 に よ っ
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て 有 効 で あ り 、 局 部 的 発 疱 疹 、 壊 死 、 静 脈 炎 ま た は 痛 み す ら 生 じ な い 。 ク ロ ラ ム ブ シ ル は
、 ナ イ ト ロ ジ ェ ン マ ス タ ー ド 種 の 二 官 能 性 ア ル キ ル 化 剤 で あ り 、 選 択 さ れ た ヒ ト 新 生 物 性
疾 患 に 対 し て 活 性 で あ る こ と が 認 め ら れ て い る 。 ク ロ ラ ム ブ シ ル は 、 慢 性 リ ン パ 性 （ リ ン
パ 球 性 ） 白 血 病 、 リ ン パ 肉 腫 、 巨 大 濾 胞 性 リ ン パ 腫 お よ び ホ ジ キ ン 病 を は じ め と す る 悪 性
リ ン パ 腫 の 治 療 に お い て 必 要 で あ る 。 こ れ は 、 こ れ ら の 疾 患 の い ず れ に お い て も 治 療 効 果
は な い が 、 臨 床 的 に 有 用 な 苦 痛 緩 和 を も た ら し う る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 を 引 き 起 こ す 、 広 範 に 用 い ら れ て い る そ の 他 の 因 子 と し て は 、 γ 線 、 Ｘ 線 お よ
び ／ ま た は 放 射 性 同 位 元 素 の 腫 瘍 細 胞 へ の 直 接 送 達 と し て 一 般 的 に 知 ら れ て い る も の が 挙
げ ら れ る 。 ま た 、 そ の 他 の 種 類 の Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 因 子 と し て マ イ ク ロ 波 お よ び Ｕ Ｖ 照 射 な ど も
考 え ら れ る 。 こ れ ら の 因 子 が 全 て 、 多 様 な Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 を Ｄ Ｎ Ａ の 前 駆 体 、 Ｄ Ｎ Ａ の 複 製 お
よ び 修 復 、 な ら び に 染 色 体 の 構 成 お よ び 維 持 に お い て 行 う 可 能 性 が 最 も 高 い 。 Ｘ 線 の 線 量
範 囲 は 長 期 （ ３ ～ ４ 週 間 ） の 場 合 の １ 日 線 量 ５ ０ ～ ２ ０ ０ レ ン ト ゲ ン か ら １ 回 線 量 ２ ０ ０
０ ～ ６ ０ ０ ０ レ ン ト ゲ ン ま で の 範 囲 で あ る 。 放 射 性 同 位 元 素 の 線 量 範 囲 は 、 広 く 多 様 で あ
り 、 同 位 元 素 の 半 減 期 、 照 射 す る 放 射 線 の 強 度 お よ び 種 類 、 な ら び に 新 生 物 細 胞 に よ る 取
込 み に 依 存 し て い る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
当 業 者 は "Remington's Pharmaceutical Sciences" 15th Edition, chapter 33、 特 に page
s 624-652を 教 示 と す る 。 治 療 す る 被 験 体 の 症 状 に 応 じ て 線 量 の 変 更 を 行 う 必 要 が あ る 。
い ず れ に せ よ 、 投 与 責 任 者 が 各 被 験 体 に 好 適 な 線 量 を 決 定 す る 。 さ ら に 、 ヒ ト 投 与 で は 、
調 製 物 が FDA Office of Biologics standardsの 定 め る と こ ろ に よ る 無 菌 性 、 発 熱 性 、 総
括 的 な 安 全 性 お よ び 純 度 基 準 を 満 た さ な け れ ば な ら な い 。
【 ０ １ ４ ４ 】
本 発 明 者 ら は 、 治 療 効 果 の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 関 連 癌 を 有 す る 患 者 へ の 局 所 送 達 が 、 疾 患 の 影
響 を 弱 め る た め の 治 療 上 有 効 な 遺 伝 子 の 送 達 に は 極 め て 有 効 な 方 法 で あ る こ と を 提 示 し て
い る 。 同 様 に 、 化 学 ま た は 放 射 線 療 法 も 被 験 体 の 特 定 の 罹 患 部 位 を 対 象 と し て よ い 。 も う
１ つ の 方 法 と し て 、 発 現 構 築 物 お よ び ／ ま た は 薬 剤 の 全 身 送 達 も 特 定 の 状 況 に お い て 、 例
え ば 、 広 範 な 転 移 が 起 こ っ て い る 場 合 に は 好 適 で あ り う る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
上 記 の 抗 癌 治 療 用 物 質 の 他 、 本 発 明 の ペ プ チ ド を そ の 他 の 血 管 形 成 阻 害 剤 と 組 み 合 わ せ て
も よ い と 考 え ら れ る 。 本 発 明 の ペ プ チ ド は 、 抗 リ ン パ 管 新 生 お よ び 抗 血 管 形 成 特 性 の い ず
れ も を 有 す る と 思 わ れ る 。 ま た 、 多 く の 抗 血 管 形 成 剤 も リ ン パ 管 新 生 特 性 を 有 し う る 。 ht
tp:/cancertrials.nci.nih.gov/news/angioは 米 国 国 立 衛 生 研 究 所 (National Institutes 
of Health)が 維 持 す る 、 抗 血 管 形 成 剤 を 用 い て 現 在 行 わ れ て い る 試 験 に 関 す る 最 新 情 報 を
提 供 す る ウ ェ ブ サ イ ト で あ る 。 こ れ ら の 薬 剤 と し て は 、 例 え ば 、 マ リ マ ス タ ッ ト （ Britis
h Biotech, Annapolis MD； 非 小 細 胞 肺 、 小 細 胞 肺 お よ び 乳 癌 に 用 い ら れ る ） ； Ａ Ｇ ３ ３
４ ０ （ Agouron, LaJolla, CA； 多 形 性 膠 芽 腫 )； Ｃ Ｏ Ｌ -３ （ Collagenex, Newtown PA； 脳
腫 瘍 ） ； ネ オ バ ス タ ッ ト （ Aeterna, Quebec, Canada； 腎 臓 お よ び 非 小 細 胞 肺 癌 ） ； Ｂ Ｍ
Ｓ － ２ ７ ５ ２ ９ １ （ Bristol-Myers Squibb, Wallingford CT； 転 移 性 非 小 細 胞 肺 癌 )； サ
リ ド マ イ ド （ Celgen； 黒 色 腫 、 頭 頸 部 癌 、 卵 巣 、 転 移 性 前 立 腺 、 お よ び カ ポ ジ 肉 腫 ； 再 発
性 ま た は 転 移 性 結 腸 直 腸 癌 （ 補 助 薬 を 使 用 ） ； 婦 人 科 肉 腫 、 肝 臓 癌 ； 多 発 性 骨 髄 腫 ； Ｃ Ｌ
Ｌ 、 再 発 性 ま た は 進 行 性 脳 癌 、 多 発 性 骨 髄 腫 、 非 小 細 胞 肺 、 非 転 移 性 前 立 腺 、 難 治 性 多 発
性 骨 髄 腫 、 お よ び 腎 癌 ） ； ス ク ア ラ ミ ン （ Magainin Pharmaceuticals Plymouth Meeting,
 PA； 非 小 細 胞 癌 お よ び 卵 巣 癌 )； エ ン ド ス タ チ ン （ EntreMEd, Rockville, MD； 固 形 腫 瘍
） ； Ｓ Ｕ ５ ４ １ ６ （ Sugen, San Francisco, CA； 再 発 性 頭 頸 部 、 進 行 性 固 形 腫 瘍 、 IIIBま
た は IV期 乳 癌 ； 再 発 性 ま た は 進 行 性 脳 （ 小 児 ） ） ； 卵 巣 、 Ａ Ｍ Ｌ ； 神 経 膠 腫 、 進 行 性 悪 性
腫 瘍 、 進 行 性 結 腸 直 腸 、 フ ォ ン ヒ ッ ペ ル リ ン ダ ウ 病 、 進 行 性 軟 組 織 ； 前 立 腺 癌 、 結 腸 直 腸
癌 、 転 移 性 黒 色 腫 、 多 発 性 骨 髄 腫 、 悪 性 中 皮 腫 ； 転 移 性 腎 臓 、 進 行 性 ま た は 再 発 性 頭 頸 部
、 転 移 性 結 腸 直 腸 癌 ） ； Ｓ Ｕ ６ ６ ６ ８ （ Sugen San Francisco, CA； 進 行 性 腫 瘍 ） ； イ ン
タ ー フ ェ ロ ン － α ； 抗 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 抗 体 （ National Cancer ln stitute, Bethesda MD; Genen
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tech San Eranscisco, CA； 難 治 性 固 形 腫 瘍 ； 転 移 性 腎 細 胞 癌 、 未 治 療 進 行 性 結 腸 直 腸 ）
； Ｅ Ｍ Ｄ １ ２ １ ９ ７ ４ （ Merck KCgaA, Darmstadt, Germany； Ｈ Ｉ Ｖ 関 連 カ ポ ジ 肉 腫 、 進
行 性 ま た は 再 発 性 異 型 性 神 経 膠 腫 ） ； イ ン タ ー ロ イ キ ン １ ２ （ Genetics Institute, Camb
ridge, MA； カ ポ ジ 肉 腫 ） お よ び Ｉ Ｍ ８ ６ ２ （ Cytran, Kirkland, WA； 卵 巣 癌 、 結 腸 お よ
び 直 腸 起 源 の 未 治 療 転 移 性 癌 な ら び に カ ポ ジ 肉 腫 ） が 挙 げ ら れ る 。 薬 剤 の 後 に 続 く 説 明 的
な 情 報 は こ れ ら の 試 験 で 薬 剤 を 用 い る 対 象 と な る 癌 を 示 し て い る 。 こ れ ら の 疾 患 は 本 発 明
の ペ プ チ ド 単 独 ま た は 列 挙 し た 薬 剤 と 組 み 合 わ せ て 治 療 し う る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
今 後 、 こ れ ら の 治 療 が リ ン パ 管 内 皮 細 胞 に 与 え る 効 果 は 、 本 発 明 に よ っ て 単 離 さ れ た リ ン
パ 管 内 皮 細 胞 を 用 い て 試 験 す る こ と が で き る こ と で あ る と い う こ と が で き る 。 こ れ ら の 細
胞 を 単 離 す る 方 法 の 適 用 性 に よ っ て 、 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 の 疾 患 の 管 理 に つ い て の よ り 有 効
な 治 療 プ ロ ト コ ー ル の 開 発 が 可 能 に な る 。
【 ０ １ ４ ７ 】

ま た 、 本 発 明 は 、 こ れ ら の 細 胞 の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 受 容 体 活 性 、 細 胞 増 殖 、 リ ン パ 管 新 生 能
力 な ど の よ う な こ れ ら の 細 胞 の 特 徴 を 調 節 す る （ 増 強 す る ま た は 減 弱 す る ） 化 合 物 の ス ク
リ ー ニ ン グ に お け る 本 発 明 の リ ン パ 管 内 皮 細 胞 の 使 用 も 提 供 す る 。 こ れ ら の ア ッ セ イ で は
種 々 の 異 な る 方 法 を 利 用 す る が 、 ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う 対 象 と な る 「 活 性 」 の 種 類 に 応 じ
た も の と な る 。 考 え ら れ る 機 能 的 「 読 み 出 し 」 機 構 と し て は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ と 基 質 と の
結 合 ； リ ガ ン ド と 受 容 体 と の 結 合 が 挙 げ ら れ 、 通 常 移 動 ア ッ セ イ ま た は そ の 他 の 機 能 的 ア
ッ セ イ は 内 皮 細 胞 活 性 を モ ニ タ リ ン グ す る の に 使 用 さ れ る 。 内 皮 細 胞 の こ の よ う な 機 能 的
ア ッ セ イ に つ い て は 当 業 者 な ら ば 十 分 に 周 知 で あ り 、 い く つ か の 典 型 的 な ア ッ セ イ に つ い
て は 本 文 書 の 他 の 場 所 に 記 載 し て い る 。
【 ０ １ ４ ８ 】

本 発 明 は 、 こ の よ う な 活 性 を 候 補 物 質 の 存 在 お よ び 不 在 下 で モ ニ タ リ ン グ し 、 さ ら に こ の
よ う な 結 果 を 比 較 す る こ と に よ っ て 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 活 性 の 阻 害 剤 に つ い て ス ク リ ー ニ ン
グ す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 が Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 活 性 を 阻 害 し 、 低 下 さ
せ 、 抑 制 す る た め に 働 く 化 合 物 の 一 般 的 な 同 定 に 有 用 で あ る こ と は 立 証 さ れ る と 考 え ら れ
る 。 こ の よ う な 化 合 物 は 、 新 生 脈 管 形 成 を 特 徴 と し 、 例 え ば 、 リ ン パ 腫 、 リ ン パ 水 腫 、 固
形 癌 、 お よ び 特 に 引 用 す る こ と に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と さ れ る 、 Ｐ Ｃ Ｔ ／ Ｕ Ｓ ９ ９ ／ ０ ６
１ ３ ３ に 記 載 さ れ た も の な ど の そ の 他 の 疾 患 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 受 容 体 関 連 疾 患 の 例 を 挙 げ
る な ら ば 、 特 に 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 遺 伝 性 リ ン パ 水 腫 、 リ ン パ 水 腫 、 リ ン パ 管
腫 、 リ ン パ 管 肉 腫 、 リ ン パ 管 腫 症 、 リ ン パ 管 拡 張 症 お よ び 頸 部 水 嚢 胞 を は じ め と す る 疾 患
な ど の 様 々 な 疾 患 の 治 療 に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
こ れ ら の 態 様 で は 、 本 発 明 は 候 補 物 質 の 本 発 明 の リ ン パ 管 内 皮 細 胞 の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 活 性
を 阻 害 す る 能 力 を 調 べ る 方 法 を 対 象 と す る 。 一 般 に 、 こ の 方 法 は 以 下 の ：
（ ｉ ） 本 発 明 の 単 離 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 培 養 物 を 準 備 し 、
（ ii） 前 記 培 養 物 を 候 補 物 質 と 接 触 さ せ 、 さ ら に
（ iii） 工 程 （ ii） の 細 胞 培 養 物 の 活 性 ま た は 特 徴 を 候 補 物 質 の 不 在 下 で 観 察 さ れ た 細 胞
培 養 物 の 活 性 ま た は 特 徴 と 比 較 す る
工 程 を 含 み 、
な お こ こ で 、 細 胞 培 養 物 の 活 性 ま た は 特 徴 に お け る 変 化 が 、 前 記 候 補 物 質 が 前 記 細 胞 の モ
ジ ュ レ ー タ ー で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ５ ０ 】
活 性 を 調 節 し 、 ま た は 本 発 明 の 細 胞 の 特 徴 を 改 変 す る こ と が 可 能 な 候 補 物 質 を 上 記 の ア ッ
セ イ に お い て 同 定 す る た め 、 添 加 さ れ る 候 補 物 質 の 不 在 下 で の 活 性 ま た は 特 徴 を 測 定 し 、
ま た は 調 べ る 。 次 い で 、 候 補 物 質 を 細 胞 培 養 物 に 添 加 し 、 候 補 物 質 の 存 在 下 で の 活 性 ま た
は 特 徴 を 調 べ る 。 そ の 不 在 下 で 観 察 さ れ る 活 性 に 対 し て 活 性 を 改 変 す る 候 補 物 質 が モ ジ ュ
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レ ー タ ー 能 力 を 有 す る 候 補 物 質 で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ５ １ 】
上 記 の 方 法 で は 、 本 発 明 の 培 養 細 胞 の 活 性 ま た は 特 徴 を 一 般 に 記 載 し て い る が 、 候 補 物 質
が Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ の 生 成 を 改 変 し 、 そ れ に よ っ て Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ の 単 位 当 た り 活 性 と 対 比
し て 存 在 す る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 量 を 増 加 さ せ る ま た は 減 少 さ せ る 薬 剤 で あ る こ と は 分 か る で
あ ろ う 。 同 様 に 、 候 補 は 細 胞 の 増 殖 を 数 お よ び ／ ま た は 大 き さ に お い て 拡 大 ま た は 縮 小 す
る も の で あ る と 思 わ れ る 。 さ ら に 、 上 文 で の 記 載 は 単 離 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 培 養 物 の 使 用 を
対 象 に し た も の で あ る が 、 血 管 内 皮 細 胞 に 作 用 す る ま た は 受 容 体 お よ び そ の 成 分 を 調 節 す
る 治 療 薬 の 同 定 に も 同 様 の ア ッ セ イ が 提 供 し う る こ と は 分 か る で あ ろ う 。
【 ０ １ ５ ２ 】

本 明 細 書 に お い て 使 用 す る 「 候 補 物 質 」 と は 、 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 の 活 性 ま た は 特 徴 を 調 節
す る こ と が 可 能 な 分 子 を い う 。 特 定 の 態 様 に よ れ ば 、 こ の 分 子 は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ の そ の リ
ガ ン ド と の 結 合 活 性 を 調 節 す る も の で あ る 。 別 の 場 合 で は 、 候 補 物 質 は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 受
容 体 ／ リ ガ ン ド 相 互 作 用 の 下 流 で の 影 響 、 例 え ば 、 受 容 体 自 己 リ ン 酸 化 反 応 を 調 節 す る と
考 え ら れ る 。 候 補 物 質 は タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 、 小 分 子 阻 害 剤 、 ま た は 核 酸 分 子 で す
ら あ り う る 。 こ れ は ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ を 用 い た 同 定 に 最 も 有 用 な 薬 理 学 的 化 合 物 が
、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 活 性 の そ の 他 の 公 知 の モ ジ ュ レ ー タ ー と 構 造 に 関 係 が あ る 化 合 物 で あ る
場 合 で あ る こ と は 分 か る で あ ろ う 。 活 性 な 化 合 物 は 天 然 化 合 物 の 断 片 ま た は 一 部 を 含 ん で
い る か 、 ま た は そ う で な く 不 活 性 な 公 知 の 化 合 物 の 活 性 な 組 合 せ と し て し か 見 つ け ら れ な
い で あ ろ う 。 し か し な が ら 、 ヒ ト ま た は 動 物 モ デ ル で の こ の よ う な 化 合 物 の 試 験 に 先 立 ち
、 種 々 の 候 補 を 試 験 し て こ れ ら が 治 療 薬 と し て の 可 能 性 が あ る か 否 か を 調 べ る 必 要 が あ る
。
【 ０ １ ５ ３ 】
従 っ て 、 活 性 な 化 合 物 は 天 然 化 合 物 の 断 片 ま た は 一 部 を 含 ん で い る か 、 ま た は そ う で な く
不 活 性 な 公 知 の 化 合 物 の 活 性 な 組 合 せ と し て 見 つ け ら れ る で あ ろ う 。 よ っ て 、 本 発 明 は 細
胞 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 受 容 体 を 調 節 す る 薬 剤 を 同 定 す る た め の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ を 提 供 す る 。
動 物 、 細 菌 、 真 菌 、 葉 お よ び 樹 皮 を は じ め と す る 植 物 起 源 、 な ら び に 海 洋 サ ン プ ル な ど の
天 然 起 源 か ら 単 離 さ れ た 化 合 物 を 候 補 と し て 潜 在 的 に 有 用 性 の あ る 医 薬 物 質 の 存 在 に つ い
て ア ッ セ イ す る こ と を 提 示 し て い る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
ま た 、 ス ク リ ー ニ ン グ し よ う と す る 医 薬 物 質 が 、 化 学 合 成 品 ま た は 合 成 化 合 物 か ら 誘 導 し
、 ま た は 合 成 す る こ と が で き る こ と は 分 か る で あ ろ う 。 よ っ て 、 本 発 明 に よ っ て 同 定 さ れ
た 候 補 物 質 が ポ リ ペ プ チ ド 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 小 分 子 阻 害 剤 ま た は 合 理 的 医 薬 品 設 計 に
よ っ て Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 受 容 体 の 公 知 の モ ジ ュ レ ー タ ー か ら 設 計 し う る そ の 他 の 無 機 も し く は 有 機
化 合 物 で あ り う る こ と も 分 か る で あ ろ う 。
【 ０ １ ５ ５ 】
候 補 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ は 計 画 お よ び 実 施 が 簡 単 で あ る 。 上 文 で 述 べ た よ う に 、 候 補
物 質 に つ い て の ア ッ セ イ で は 、 本 発 明 の 単 離 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 集 団 を 準 備 し た 後 、 候 補 物
質 を リ ン パ 管 内 皮 細 胞 の 特 異 な 測 定 可 能 な 活 性 が 生 じ 、 ま た は 特 異 な 特 徴 が 観 察 で き る 条
件 下 で 細 胞 集 団 と 混 合 す る 。 こ の 方 法 で 、 候 補 物 質 の 不 在 下 で の 候 補 物 質 の 細 胞 の 活 性 ま
た は 特 徴 を 調 節 す る 能 力 も 測 定 で き る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
「 有 効 な 量 」 と は 、 あ る 特 定 の 状 況 で は 、 特 定 の 事 象 、 す な わ ち 、 細 胞 の 活 性 ま た は 表 現
型 を そ れ ら 正 規 の レ ベ ル と 比 較 し て 再 生 可 能 な 方 法 で 改 変 す る の に 有 効 な 量 で あ る 。 活 性
に お い て 重 大 な る 適 切 な 変 化 を 達 成 す る 化 合 物 が 用 い ら れ る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
例 え ば 、 移 動 ア ッ セ イ 、 細 胞 増 殖 ア ッ セ イ 、 受 容 体 結 合 、 自 己 リ ン 酸 化 反 応 な ど を 用 い て
測 定 さ れ る 活 性 ま た は 機 能 的 特 徴 に お け る 重 大 な 変 化 は 、 少 な く と も 約 ３ ０ ％ ～ ４ ０ ％ の
活 性 の 増 強 ／ 減 弱 、 最 も 好 ま し く は 、 少 な く と も 約 ５ ０ ％ （ 当 然 の こ と で は あ る が 、 も っ
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と 高 い 値 を と る 可 能 性 も あ る ） の 変 化 に よ っ て 表 さ れ る 。 ま た 、 本 発 明 の 活 性 化 合 物 は 、
後 に さ ら な る こ の よ う な モ ジ ュ レ ー タ ー を 検 出 し 、 定 量 す る 分 析 お よ び 調 製 技 術 に お い て
用 い る 抗 体 の 作 製 に も 用 い ら れ る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
本 発 明 の 単 離 細 胞 培 養 は 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 多 く の ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ （
Ｈ Ｔ Ｓ ） ア ッ セ イ に 改 め る こ と が で き る 。 総 説 に つ い て は 、 Jayawickreme and Kost, Cur
r. Opin. Biotechnol. 8: 629-634 (1997)を 参 照 。 ま た 、 自 動 化 お よ び 小 型 化 Ｈ Ｔ Ｓ ア ッ
セ イ も 、 例 え ば 、 Houston and Banks Curr. Opin. Biotechnol. 8: 734-740 (1997)に 記
載 さ れ る よ う に 意 図 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
小 分 子 モ ジ ュ レ ー タ ー の 同 定 に 用 い ら れ る 、 化 学 物 質 ラ イ ブ ラ リ ー 、 天 然 物 ラ イ ブ ラ リ ー
お よ び ラ ン ダ ム ま た は 設 計 ペ プ チ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 有 機 分 子 で 構 成 さ れ る コ
ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー を は じ め と す る 多 く の 異 な る ラ イ ブ ラ リ ー が あ る 。 化 学 物 質
ラ イ ブ ラ リ ー は 、 公 知 の 化 合 物 の 構 造 的 類 似 体 ま た は 天 然 物 ス ク リ ー ニ ン グ ま た は 潜 在 的
な 治 療 標 的 に 対 す る ス ク リ ー ニ ン グ に よ る ヒ ッ ト ま た は リ ー ド と し て 同 定 さ れ た 化 合 物 で
構 成 さ れ る 。 天 然 物 ラ イ ブ ラ リ ー は 微 生 物 、 動 物 、 植 物 、 昆 虫 、 ま た は 海 洋 生 物 由 来 の 生
成 物 質 の コ レ ク シ ョ ン で あ り 、 こ れ ら は 、 例 え ば 、 土 壌 、 植 物 ま た は 海 洋 生 物 の ブ ロ ス の
発 酵 お よ び 抽 出 に よ る 混 合 ス ク リ ー ニ ン グ の 開 発 に 用 い ら れ る 。 天 然 物 ラ イ ブ ラ リ ー に は
ポ リ ペ プ チ ド 、 非 リ ボ ソ ー ム 性 ペ プ チ ド お よ び そ の 非 天 然 型 変 異 体 が 含 ま れ る 。 総 説 に つ
い て は 、 Science 282:63-68 (1998)を 参 照 。 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー は 多 数 の ペ プ
チ ド オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 有 機 化 合 物 の 混 合 物 で 構 成 さ れ て い る 。 従 来 の 自 動 合 成 方
法 、 Ｐ Ｃ Ｒ ク ロ ー ニ ン グ ま た は そ の 他 の 合 成 方 法 に よ る 作 製 は 比 較 的 簡 単 で あ る 。 特 に 注
目 す べ き は 、 ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ッ ク 、 マ ル チ パ ラ レ ル 合 成 コ レ ク
シ ョ ン 、 組 換 え お よ び ポ リ ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー を 含 む ラ イ ブ ラ リ ー で あ る こ と で あ る 。
コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー お よ び そ れ か ら 作 製 さ れ る ラ イ ブ ラ リ ー の 総 説 に つ い て は
、 Myers Curr. Opin. Biotechnol. 8: 701-707 (1997)を 参 照 。 記 載 し た 様 々 な ラ イ ブ ラ
リ ー を 使 用 し て 同 定 さ れ た 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー は 、 そ の 後 、 例 え ば 、 合 理 的 医 薬 品 設 計 に
よ っ て 細 胞 の 活 性 を 調 節 す る よ う 最 適 化 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
当 然 の こ と で は あ る が 、 本 発 明 の 全 て の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 有 効 な 候 補 が 発 見 さ れ な
い か も し れ な い と い う 事 実 に も か か わ ら ず 、 そ れ 自 体 で 有 用 で あ る こ と は 分 か る で あ ろ う
。 本 発 明 は こ の よ う な 候 補 を 発 見 す る 方 法 だ け で な く 、 そ れ ら に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す
る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ６ １ 】

あ る 特 定 の 態 様 に よ れ ば 、 本 発 明 は 種 々 の 結 合 ア ッ セ イ を 包 含 す る 。 こ れ ら で は リ ガ ン ド
－ 受 容 体 複 合 体 の 阻 害 剤 ま た は 受 容 体 機 能 に 代 わ る 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ と 結 合 し う る 分 子 に
つ い て ス ク リ ー ニ ン グ し 、 さ ら に そ れ に よ っ て 天 然 リ ガ ン ド と こ の 受 容 体 と の 結 合 を 改 変
し 、 さ ら に そ の 活 性 に 作 用 す る こ と を 含 め る こ と が で き る 。 こ の よ う な ア ッ セ イ で は 、 細
胞 は 溶 液 中 に 遊 離 し て い る か 、 ま た は 支 持 体 と 結 合 し て い る 。 リ ガ ン ド か 、 ま た は 細 胞 の
受 容 体 の い ず れ か を 標 識 す る こ と に よ っ て 、 結 合 の 判 定 が 可 能 に な る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
こ の よ う な ア ッ セ イ は 、 自 動 化 お よ び ハ イ ス ル ー プ ッ ト に 大 い に 改 め る こ と が で き る 。 化
合 物 の ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ に つ い て は Ｗ Ｏ ８ ４ ／ ０ ３ ５ ６ ４ に 記 載 さ れ て い
る 。 多 数 の 小 ペ プ チ ド 試 験 化 合 物 が プ ラ ス チ ッ ク ピ ン ま た は そ の 他 の 表 面 な ど の 固 相 マ ト
リ ッ ク ス 上 で 合 成 さ れ て い る 。 ペ プ チ ド 試 験 化 合 物 を 細 胞 と 反 応 さ せ 、 洗 浄 す る 。 結 合 し
た ポ リ ペ プ チ ド を 種 々 の 方 法 に よ っ て 検 出 す る 。 特 に 、 好 適 な ペ プ チ ド 試 験 化 合 物 を 作 出
す る コ ン ビ ナ ト リ ア ル 法 が 意 図 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
こ の 方 法 に お い て 特 に 注 目 す べ き は 、 こ れ ら の 細 胞 に お け る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 受 容 体 の 天 然
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リ ガ ン ド の 種 々 の 異 な る 変 異 体 の ス ク リ ー ニ ン グ で あ る 。 欠 失 、 末 端 切 断 、 挿 入 お よ び 置
換 変 異 体 を は じ め と す る こ れ ら の 変 異 体 は 、 リ ガ ン ド ／ 受 容 体 相 互 作 用 と 関 係 し て い る ド
メ イ ン を 同 定 す る 手 助 け す る 。 ひ と た び 、 こ の 領 域 を 解 明 す れ ば 、 こ れ ら の 変 異 体 の う ち
、 改 変 構 造 を 有 す る が 、 こ の 相 互 作 用 の 機 能 の 一 部 ま た は 全 て を 保 持 し て い る も の を 同 定
す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
精 製 し た リ ガ ン ド は 、 上 記 の 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 で 用 い る プ レ ー ト に 直 接 コ ー テ ィ ン
グ す る こ と が で き る 。 ま た 、 ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 非 中 和 抗 体 を 用 い て 、 ポ リ ペ プ チ ド を
固 相 に 固 定 す る こ と も で き る 。 さ ら に 、 反 応 領 域 （ 好 ま し く は 末 端 領 域 ） を 含 む 融 合 タ ン
パ ク 質 を 用 い て 、 リ ガ ン ド 活 性 領 域 を 固 相 と 連 結 し て も よ い 。
【 ０ １ ６ ５ 】
そ の 他 の 種 類 の in vitroア ッ セ イ で は 、 機 能 の 読 み 出 し を 含 む も の が あ る 。 こ の よ う な ア
ッ セ イ で は 、 物 質 を 適 宜 調 製 し 、 そ の 化 学 的 性 質 を 受 け て 、 さ ら に 細 胞 と 接 触 さ せ る 。 ア
ッ セ イ に よ っ て は 培 養 が 必 要 と な る 場 合 が あ る 。 そ の 後 、 上 記 の よ う な 多 く の 異 な る 生 理
学 的 ア ッ セ イ に よ っ て 、 細 胞 を 調 べ る 。 あ る い は 、 分 子 解 析 を 行 っ て 細 胞 の 特 徴 を 調 べ て
も よ い 。 こ れ に は ア ッ セ イ 、 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 発 現 、 酵 素 機 能 、 基 質 の 利 用 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ
発 現 （ 全 細 胞 ま た は ポ リ Ａ 　 Ｒ Ｎ Ａ の デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル ・ デ ィ ス プ レ イ な ど ） な ど に つ
い て の も の が 必 要 で あ ろ う 。
【 ０ １ ６ ６ 】

特 定 の 態 様 に よ れ ば 、 本 発 明 の 方 法 が 細 胞 の 成 分 の 機 能 ま た は 活 性 、 例 え ば 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ
－ ３ ／ リ ガ ン ド 相 互 作 用 に お け る 異 常 を 有 す る 状 態 ま た は 疾 病 の 診 断 に 用 い ら れ る 。 例 え
ば 、 本 発 明 の 方 法 を 用 い て リ ン パ 管 内 皮 細 胞 関 連 疾 患 を 有 す る 疑 い の あ る 患 者 の 細 胞 を 単
離 す る 。 細 胞 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ま た は Ｐ Ｃ Ｒ ア ッ セ イ に
用 い て 、 発 現 に 関 連 す る 疾 病 の 存 在 を 検 出 す る 。 こ の よ う な 方 法 は 本 質 的 に 定 性 的 ま た は
定 量 的 で あ り 、 サ ザ ン も し く は ノ ー ザ ン 解 析 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト ま た は そ の 他 の メ ン ブ レ ン
テ ク ノ ロ ジ ー ； Ｐ Ｃ Ｒ テ ク ノ ロ ジ ー ； デ ィ ッ プ ス テ ィ ッ ク 、 ピ ン 、 チ ッ プ お よ び Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ
Ａ テ ク ノ ロ ジ ー が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら の 技 術 の 全 て が 当 技 術 分 野 で は 十 分 に 周 知 の も の で
あ り 、 商 業 的 に 入 手 可 能 な 多 く の 診 断 キ ッ ト の 基 礎 で あ る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
さ ら に 、 こ の よ う な ア ッ セ イ は 、 動 物 研 究 に お け る 特 定 の 治 療 上 の 処 置 計 画 の 効 果 の 評 価
、 臨 床 試 験 、 ま た は 各 患 者 の 治 療 の モ ニ タ リ ン グ に お い て 有 用 で あ る 。 疾 病 診 断 の 基 礎 を
提 供 す る た め に は 、 例 え ば 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 受 容 体 発 現 に つ い て の 正 常 ま た は 標 準 プ ロ フ
ィ ー ル を 確 立 す る 必 要 が あ る 。 一 般 に 、 こ れ に は 正 常 被 験 体 か ら リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 準 備
し 、 さ ら に そ れ 由 来 の 疾 病 マ ー カ ー の 好 適 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ま た は 増 幅 を 実 施 す
る 必 要 が あ る 。 標 準 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 正 常 被 験 体 で 得 ら れ た 値 を 希 釈 し た 一 連
の マ ー カ ー と 比 較 す る こ と に よ り 定 量 し う る 。 正 常 サ ン プ ル か ら 得 ら れ た 標 準 値 と 、 特 定
の 疾 患 に つ い て 診 断 し よ う と す る 被 験 体 の 細 胞 サ ン プ ル か ら 得 ら れ た 値 と を 比 較 す る 。 標
準 お よ び 被 験 体 値 間 の 偏 差 に よ っ て 、 疾 病 の 存 在 を 確 立 す る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
ひ と た び 、 疾 病 が 確 立 さ れ た ら 、 治 療 薬 を 投 与 し 、 さ ら に 治 療 プ ロ フ ィ ー ル を 作 成 す る 。
こ の よ う な ア ッ セ イ を 定 期 的 に 繰 り 返 し て プ ロ フ ィ ー ル の 値 が 正 常 ま た は 標 準 パ タ ー ン に
向 か っ て い る か 、 ま た は 戻 っ て い る か を 評 価 す る 。 一 連 の 治 療 プ ロ フ ィ ー ル を 用 い て 数 日
ま た は 数 ヶ 月 間 に わ た る 治 療 の 効 果 が 示 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
米 国 特 許 第 ４ ， ６ ８ ３ ， １ ９ ５ 号 お よ び 第 ４ ， ９ ６ ５ ， １ ８ ８ 号 に 記 載 の Ｐ Ｃ Ｒ 。 こ の よ
う な ア ッ セ イ に 用 い る オ リ ゴ マ ー は 一 般 に 化 学 合 成 さ れ る が 、 本 明 細 書 の 上 文 に 記 載 し た
よ う に 、 こ れ ら を 酵 素 的 に 作 製 し て も よ い し ま た は 組 換 え 源 か ら 作 製 し て も よ い 。 一 般 に
、 オ リ ゴ マ ー は ２ つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 一 方 は セ ン ス 方 向 、 も う 一 方 は ア ン チ セ ン ス 方
向 ） を 含 ん で お り 、 特 定 遺 伝 子 ま た は 病 気 の 同 定 に 最 適 な 条 件 下 で 用 い ら れ る 。 密 接 な 関
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係 が あ る Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ 配 列 の 検 出 お よ び ／ ま た は 定 量 で は 、 同 じ ２ つ の オ リ ゴ マ ー
、 入 れ 子 構 造 の オ リ ゴ マ ー 、 ま た は 変 性 オ リ ゴ マ ー プ ー ル が 、 あ ま り ス ト リ ン ジ ェ ン ト で
な い 条 件 下 で 用 い ら れ る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
さ ら に 、 特 定 分 子 の 発 現 を 定 量 す る 方 法 と し て は 、 ヌ ク レ オ チ ド の 放 射 性 同 位 体 標 識 (Mel
by et al., J Immunol Methods 159: 235-44, 1993)ま た は ビ オ チ ン 化 (Duplaa et al., A
nal Biochem 229-36, 1993)、 対 照 核 酸 の 同 時 増 幅 、 お よ び 試 験 結 果 が 補 間 さ れ た 標 準 曲
線 が 挙 げ ら れ る 。 複 数 サ ン プ ル の 定 量 は 、 目 的 の オ リ ゴ マ ー が 種 々 の 希 釈 物 と し て 提 供 さ
れ 、 分 光 学 的 ま た は 比 色 反 応 に よ っ て 迅 速 な 定 量 が 得 ら れ る Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 様 式 で ア ッ セ イ を
実 施 す る こ と に よ り 迅 速 化 す る で あ ろ う 。 保 健 専 門 家 は 、 こ の 種 の 確 定 診 断 に よ っ て 積 極
的 治 療 を 開 始 し 、 病 状 の さ ら な る 悪 化 を 防 ぐ こ と が 可 能 に な る 。 同 様 に 、 治 療 中 の 患 者 の
経 過 を モ ニ タ リ ン グ す る た め に も さ ら な る ア ッ セ イ を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ １ 】

本 発 明 は 、 上 記 の 方 法 を 用 い て リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 単 離 す る た め の キ ッ ト に 関 す る 。 こ の
よ う な キ ッ ト に は 、 キ ッ ト 、 標 準 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 受 容 体 リ ガ ン ド 、 バ ッ フ ァ ー な ど が 含 ま れ る 。
本 発 明 で は 、 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 特 異 的 に 検 出 す る の に 使 用 し う る 特 異 的 抗 体 を 同 定 す る
た め 、 こ の よ う な 成 分 の い ず れ か ま た は そ の 両 方 が キ ッ ト に お い て 提 供 さ れ る 。 従 っ て 、
キ ッ ト で は 好 適 な 容 器 手 段 内 に 、 標 準 と な る リ ン パ 管 ま た は 血 管 内 皮 細 胞 成 分 、 リ ン パ 管
内 皮 細 胞 と 優 先 的 に 結 合 す る 一 次 抗 体 、 お よ び 免 疫 検 出 試 薬 が 含 め ら れ て い る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
キ ッ ト 形 式 内 に 供 給 で き る 本 発 明 の さ ら に 別 の 組 成 物 は 、 非 リ ン パ 管 系 統 の そ の 他 の 細 胞
が 実 質 的 に 混 入 し て い な い リ ン パ 管 内 皮 細 胞 お よ び 非 血 管 系 統 の そ の 他 の 細 胞 が 実 質 的 に
混 入 し て い な い 血 管 内 皮 細 胞 で あ る 。 細 胞 は 培 養 フ ラ ス コ で の 増 殖 培 養 物 と し て 供 給 す る
か 、 ま た は 低 温 保 存 細 胞 と し て 提 供 す る 。 ま た 、 細 胞 系 キ ッ ト に は 好 適 な 培 地 、 増 殖 サ プ
リ メ ン ト お よ び 細 胞 の 増 殖 に 用 い る べ き 増 殖 条 件 に つ い て の 説 明 書 も 含 ま れ る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
特 定 の 態 様 に よ れ ば 、 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 と 結 合 す る 一 次 抗 体 を カ ラ ム マ ト リ ッ ク ス ま た は
マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル な ど の 固 相 支 持 体 と 結 合 さ せ る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
こ の キ ッ ト の 免 疫 検 出 試 薬 に は 、 既 定 の 抗 体 ま た は 抗 原 と 結 合 す る ま た は 連 結 す る 検 出 可
能 な 標 識 、 お よ び 二 次 結 合 リ ガ ン ド と 結 合 す る ま た は 接 着 す る 検 出 可 能 な 標 識 を は じ め と
す る 種 々 の 形 式 の う ち の い ず れ か １ つ が 採 用 さ れ る 。 典 型 的 な 二 次 リ ガ ン ド が 、 一 次 抗 体
ま た は 抗 原 に 対 す る 結 合 親 和 性 を 有 す る 二 次 抗 体 、 お よ び ヒ ト 抗 体 に 対 す る 結 合 親 和 性 を
有 す る 二 次 抗 体 で あ る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
本 キ ッ ト に 用 い る さ ら な る 好 適 な 免 疫 検 出 試 薬 と し て は 、 一 次 抗 体 ま た は 抗 原 に 対 す る 結
合 親 和 性 を 有 す る 二 次 抗 体 と と も に 、 二 次 抗 体 に 対 す る 結 合 親 和 性 を 有 す る 検 出 可 能 な 標
識 と 連 結 し た 三 次 抗 体 を 含 む 二 成 分 試 薬 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
キ ッ ト に は 、 検 出 ア ッ セ イ 用 の 標 準 曲 線 を 作 成 す る の に 用 い う る 適 宜 等 分 し た 量 の 増 殖 ま
た は 低 温 保 存 細 胞 （ 標 識 し た も の で も 非 標 識 の も の で も よ い ） を さ ら に 含 め て も よ い 。
【 ０ １ ７ ７ 】
キ ッ ト に は 抗 体 － 標 識 複 合 体 を 、 完 全 結 合 形 、 中 間 体 形 、 ま た は キ ッ ト の 使 用 者 に よ っ て
結 合 さ れ る 独 立 し た 部 分 、 の い ず れ か と し て 含 め て も よ い 。 キ ッ ト の 成 分 は 水 性 媒 質 ま た
は 凍 結 乾 燥 形 態 の い ず れ か に パ ッ ケ ー ジ ン グ さ れ る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
一 般 に 、 キ ッ ト の 容 器 手 段 と し て は 、 抗 体 ま た は 抗 原 を 入 れ 、 好 ま し く は 、 適 宜 等 分 た め
の 、 少 な く と も １ 個 の バ イ ア ル 、 試 験 管 、 フ ラ ス コ 、 瓶 、 シ リ ン ジ 、 ま た は 他 の 容 器 手 段
が 挙 げ ら れ る 。 二 次 も し く は 三 次 結 合 リ ガ ン ド ま た は さ ら な る 成 分 を 提 供 す る 場 合 、 一 般

10

20

30

40

50

(42) JP 2005-500045 A 2005.1.6

Ｈ ． キ ッ ト



に キ ッ ト に は こ の リ ガ ン ド ま た は 成 分 を 入 れ る た め の 二 次 、 三 次 ま た は そ の 他 の さ ら な る
容 器 が さ ら に 含 め ら れ る 。 一 般 に 、 本 発 明 の キ ッ ト は 市 販 用 に 厳 重 な 管 理 下 で 抗 体 、 抗 原
お よ び そ の 他 の 試 薬 容 器 を 収 容 す る た め の 手 段 も 含 む 。 こ の よ う な 容 器 と し て は 、 所 望 の
バ イ ア ル を 入 れ て お く 射 出 形 成 ま た は 吹 込 形 成 プ ラ ス チ ッ ク 容 器 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ７ ９ 】

本 発 明 に よ る 方 法 の さ ら な る 使 用 は 、 特 定 組 織 の リ ン パ 管 内 皮 細 胞 の 存 在 を 調 べ る た め の
組 織 イ メ ー ジ ン グ で あ る 。 こ の よ う な 診 断 イ メ ー ジ ン グ の 使 用 は 、 例 え ば 、 リ ン パ 系 疾 患
患 者 の 組 織 像 を 捉 え る の に 特 に 好 適 で あ る 。 さ ら に 、 腫 瘍 塊 ま た は そ の 近 隣 の リ ン パ 管 も
本 発 明 に よ り イ メ ー ジ ン グ し う る 。 こ れ ま で 、 当 業 者 は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 抗 体 を 、 例 え ば 、
米 国 特 許 第 ６ ， １ ０ ７ ， ０ ４ ６ 号 （ 引 用 す る こ と に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と さ れ る ） に 記 載
の よ う な イ メ ー ジ ン グ 用 途 で 使 用 し て き た 。 本 発 明 に 記 載 の ２ Ｅ １ １ Ｄ １ １ お よ び 関 連 抗
体 は 、 米 国 特 許 第 ６ ， １ ０ ７ ， ０ ４ ６ 号 で 開 示 さ れ る 抗 体 に よ る 方 法 と 同 様 に イ メ ー ジ ン
グ に 用 い う る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
本 発 明 の イ メ ー ジ ン グ 剤 （ す な わ ち 、 本 明 細 書 を 通 じ て 記 載 す る 抗 体 ま た は 抗 体 誘 導 体 ）
を 、 好 適 な 超 磁 性 、 常 磁 性 、 高 電 子 密 度 、 音 響 発 生 ま た は 放 射 性 物 質 と 共 有 ま た は 非 共 有
結 合 さ せ て 標 的 と さ れ る イ メ ー ジ ン グ 剤 と す る 。 こ の よ う な 態 様 に よ れ ば 、 イ メ ー ジ ン グ
剤 が 上 記 の 技 術 を 用 い て イ メ ー ジ ン グ さ れ る リ ン パ 管 内 皮 細 胞 お よ び 局 在 部 位 に 集 中 す る
。
【 ０ １ ８ １ 】
当 技 術 分 野 で は 多 く の 好 適 な イ メ ー ジ ン グ 剤 が 知 ら れ て い る が 、 標 識 剤 と 本 発 明 の ペ プ チ
ド と を 接 着 す る 方 法 も 同 様 で あ る （ 例 え ば 、 引 用 す る こ と に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と さ れ る
、 米 国 特 許 第 ４ ， ９ ６ ５ ， ３ ９ ２ 号 、 同 第 ４ ， ４ ７ ２ ， ５ ０ ９ 号 、 同 第 ５ ， ０ ２ １ ， ２ ３
６ 号 お よ び 同 第 ５ ， ０ ３ ７ ， ６ ３ ０ 号 を 参 照 ） 。 イ メ ー ジ ン グ 剤 は 、 医 薬 上 許 容 さ れ る 担
体 に よ り 被 験 体 に 投 与 さ れ 、 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 有 す る 標 的 部 位 に 集 積 す る 。 そ し て 、 こ
の イ メ ー ジ ン グ 剤 が 標 的 部 位 の Ｘ 線 、 磁 気 共 鳴 、 超 音 波 ま た は シ ン チ グ ラ ム イ メ ー ジ ン グ
の 造 影 剤 と し て 働 く 。 本 発 明 の 抗 体 は 便 宜 で あ り 、 癌 、 リ ン パ 水 腫 お よ び そ の 他 の リ ン パ
管 内 皮 細 胞 障 害 の 診 断 調 査 用 の 医 用 イ メ ー ジ ン グ ツ ー ル の 有 効 な 蓄 積 へ の 重 要 な 追 加 と な
る 。 当 然 の こ と で は あ る が 、 被 験 体 の 組 織 を 生 検 に よ っ て 準 備 し 、 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 の 存
在 を 本 明 細 書 に 記 載 の イ メ ー ジ ン グ 剤 と 、 組 織 を 調 製 し 、 固 定 す る た め の 組 織 化 学 的 な 技
術 と を 組 み 合 わ せ て 用 い て 検 出 す る イ メ ー ジ ン グ が in vitroに お い て 実 施 さ れ る こ と は 分
か る で あ ろ う 。
【 ０ １ ８ ２ 】
本 発 明 の イ メ ー ジ ン グ 剤 に 有 用 な 常 磁 性 イ オ ン と し て は 、 例 え ば 、 ク ロ ム （ III） 、 マ ン
ガ ン （ II） 、 鉄 （ III） 、 鉄 （ II） 、 コ バ ル ト （ II） 、 ニ ッ ケ ル （ II） 、 銅 （ II） 、 ネ オ
ジ ム （ III） 、 サ マ リ ウ ム （ III） 、 イ ッ テ ル ビ ウ ム （ III） 、 ガ ド リ ニ ウ ム （ III） 、 バ ナ
ジ ウ ム （ II） 、 テ ル ビ ウ ム （ III） 、 ジ ス プ ロ シ ウ ム （ III） 、 ホ ル ミ ウ ム （ III） 、 お よ
び エ ル ビ ウ ム （ III） が 挙 げ ら れ る 。 Ｘ 線 イ メ ー ジ ン グ に 有 用 な イ オ ン と し て は 、 限 定 さ
れ る も の で は な い が 、 ラ ン タ ナ ム （ III） 、 金 （ III） 、 鉛 （ II） 、 お よ び 特 に ビ ス マ ス （
III） が 挙 げ ら れ る 。 診 断 用 の 放 射 性 同 位 元 素 と し て は 、 例 え ば 、 ２ １ １ ア ス タ チ ン 、 １

４ 炭 素 、 ５ １ ク ロ ム 、 ３ ６ 塩 素 、 ５ ７ コ バ ル ト 、 ６ ７ 銅 、 １ ５ ２ Ｅ ｕ 、 ６ ７ ガ リ ウ ム 、 ３

水 素 、 １ ２ ３ ヨ ウ 素 、 １ ２ ５ ヨ ウ 素 、 １ １ １ イ ン ジ ウ ム 、 ５ ９ 鉄 、 ３ ２ リ ン 、 １ ８ ６ レ ニ
ウ ム 、 ７ ５ セ レ ン 、 ３ ５ 硫 黄 、 ９ ９ ｍ テ ク ネ チ ウ ム 、 お よ び ９ ０ イ ッ ト リ ウ ム が 挙 げ ら れ
る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
本 発 明 に よ る 抗 体 は 、 当 業 者 に は 十 分 に 公 知 な 技 術 に よ り 標 識 し う る 。 例 え ば 、 ペ プ チ ド
を ヨ ウ 化 ナ ト リ ウ ム ま た は カ リ ウ ム と 次 亜 塩 素 酸 ナ ト リ ウ ム な ど の 化 学 的 酸 化 剤 ま た は ラ
ク ト ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ な ど の 酵 素 酸 化 剤 と 接 触 さ せ る こ と に よ っ て ペ プ チ ド を ヨ ウ 素 化 す
る こ と が で き る 。 抗 体 を 、 例 え ば 、 錫 （ II） 溶 液 で 過 テ ク ネ チ ウ ム 酸 塩 (pertechnate)を
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還 元 し 、 還 元 し た テ ク ネ チ ウ ム を セ フ ァ デ ッ ク ス カ ラ ム と キ レ ー ト 化 さ せ 、 さ ら に 抗 体 を
カ ラ ム に 注 入 す る こ と に よ る リ ガ ン ド 交 換 に よ っ て テ ク ネ チ ウ ム － ９ ９ ｍ で 標 識 し て も よ
い 。 タ ン パ ク 質 お よ び ペ プ チ ド を 標 識 す る た め の こ れ ら お よ び そ の 他 の 技 術 に つ い て は 、
当 業 者 な ら ば 十 分 に 周 知 で あ る 。
【 ０ １ ８ ４ 】

多 く の 態 様 に よ れ ば 、 本 発 明 に お い て 論 ず る 細 胞 ま た は そ の 他 の 組 成 物 は 臨 床 用 途 に 用 い
ら れ る 。 従 っ て 、 こ れ ら の 製 剤 を 医 薬 組 成 物 と し て 、 す な わ ち 、 in vivo使 用 に 好 適 な 形
態 で 製 造 し な け れ ば な ら な い 。 一 般 に 、 こ れ に は 発 熱 物 質 、 な ら び に ヒ ト ま た は 動 物 に と
っ て 有 害 で あ る 可 能 性 の あ る そ の 他 の 夾 雑 物 を 本 質 的 に 含 ま な い 組 成 物 を 製 造 す る こ と が
必 要 と さ れ る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
一 般 的 に は 、 送 達 ベ ク タ ー を 安 定 さ せ 、 標 的 細 胞 に よ る 取 込 み を 可 能 に さ せ る 好 適 な 塩 お
よ び バ ッ フ ァ ー の 使 用 が 望 ま れ る 。 ま た 、 バ ッ フ ァ ー は 、 組 換 え 細 胞 の 患 者 へ の 導 入 の 際
に も 使 用 さ れ る 。 本 発 明 の 水 性 組 成 物 は 医 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 ま た は 水 性 媒 質 に 溶 解 し た
ま た は 分 散 し た 有 効 量 の ペ プ チ ド ま た は 細 胞 の 発 現 ベ ク タ ー を 含 む 。 ま た 、 こ の よ う な 組
成 物 は 接 種 材 料 と し て も 見 ら れ る 。 「 医 薬 上 ま た は 薬 理 学 上 許 容 さ れ る 」 と は 、 動 物 ま た
は ヒ ト に 投 与 し た 場 合 に 副 作 用 、 ア レ ル ギ ー 反 応 、 ま た は そ の 他 の 有 害 作 用 が 生 じ な い 分
子 化 合 物 お よ び 組 成 物 を い う 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る 「 医 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 」 と し
て は 、 あ り と あ ら ゆ る 溶 媒 、 分 散 媒 、 コ ー テ ィ ン グ 剤 、 抗 菌 お よ び 抗 真 菌 薬 、 等 張 化 お よ
び 吸 収 遅 延 剤 な ど が 挙 げ ら れ る 。 医 薬 上 活 性 な 物 質 に お け る こ の よ う な 媒 質 お よ び 薬 剤 の
使 用 に つ い て は 、 当 技 術 分 野 で は 十 分 に 知 ら れ て い る 。 従 来 の 媒 質 ま た は 薬 剤 が 本 発 明 の
ベ ク タ ー ま た は 細 胞 と 不 適 合 で あ る 場 合 を 除 き 、 治 療 用 組 成 物 に お け る そ の 使 用 も 考 え ら
れ る 。 ま た 、 補 助 的 有 効 成 分 も 組 成 物 に 配 合 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
本 発 明 の 活 性 組 成 物 と し て 、 古 典 的 医 薬 製 剤 を 包 含 す る 。 本 発 明 の こ れ ら の 組 成 物 の 投 与
は 、 一 般 的 な 経 路 を 介 し て 標 的 組 織 に 有 効 で あ る 限 り 、 そ の 一 般 的 な 経 路 を 介 し た も の と
な る 。 医 薬 組 成 物 は 、 例 え ば 、 静 脈 内 、 皮 内 、 筋 肉 内 、 乳 房 内 、 腹 腔 内 、 く も 膜 下 、 球 後
、 肺 臓 内 （ 例 え ば 、 期 間 放 出 ） を 経 由 し 、 経 口 、 舌 下 、 経 鼻 、 肛 門 、 膣 、 ま た は 経 皮 送 達
に よ り 、 ま た は 特 定 部 位 へ の 外 科 的 植 込 み に よ っ て 、 従 来 の 方 法 に て 、 被 験 体 に 導 入 さ れ
る 。 治 療 は 、 単 回 投 与 ま た は あ る 期 間 に わ た っ て の 複 数 回 投 与 で 構 成 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
活 性 化 合 物 は 、 投 与 に 向 け て 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル セ ル ロ ー ス な ど の 界 面 活 性 剤 と 適 宜 混
合 し た 遊 離 塩 基 ま た は 薬 理 学 上 許 容 さ れ る 塩 の 水 溶 液 と し て 調 製 さ れ る 。 ま た 、 分 散 液 は
グ リ セ ロ ー ル 、 液 体 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル お よ び そ の 混 合 物 、 な ら び に オ イ ル に よ り 調
製 で き る 。 通 常 の 条 件 で の 保 存 お よ び 使 用 に お い て 、 こ れ ら の 調 製 物 は 、 微 生 物 の 増 殖 を
防 止 す る た め の 防 腐 剤 を 含 有 す る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
注 射 用 に 好 適 な 製 剤 形 態 と し て は 、 滅 菌 水 性 溶 液 ま た は 分 散 液 お よ び 滅 菌 注 射 溶 液 ま た は
分 散 液 の 即 時 調 製 用 滅 菌 散 剤 が 挙 げ ら れ る 。 あ ら ゆ る 場 合 に お い て 、 こ の 形 態 は 無 菌 で な
け れ ば な ら ず 、 か つ 容 易 に 注 射 針 を 通 過 す る 範 囲 内 に お い て 流 動 性 が な け れ ば な ら な い 。
製 造 お よ び 保 存 条 件 下 で は 安 定 し て い な け れ ば な ら ず 、 細 菌 お よ び 真 菌 な ど の 微 生 物 の 汚
染 作 用 を 防 が ね ば な ら な い 。 担 体 は 、 例 え ば 、 水 、 エ タ ノ ー ル 、 ポ リ オ ー ル （ 例 え ば 、 グ
リ セ ロ ー ル 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル お よ び 液 体 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル な ど ） 、 好 適 な そ
の 混 合 物 、 な ら び に 植 物 油 を 含 有 す る 溶 媒 ま た は 分 散 媒 で あ り う る 。 例 え ば 、 レ シ チ ン な
ど の コ ー テ ィ ン グ 剤 の 使 用 に よ り 、 分 散 液 の 場 合 に は 必 要 な 粒 径 の 維 持 に よ り 、 界 面 活 性
剤 の 使 用 に よ り 、 好 適 な 流 動 性 を 維 持 す る こ と が で き る 。 微 生 物 の 作 用 の 防 止 は 、 種 々 の
抗 菌 お よ び 抗 真 菌 薬 、 例 え ば 、 パ ラ ベ ン 、 ク ロ ロ ブ タ ノ ー ル 、 フ ェ ノ ー ル 、 ソ ル ビ ン 酸 、
チ メ ロ サ ー ル な ど に よ っ て も た ら さ れ る 。 多 く の 場 合 、 等 張 化 剤 、 例 え ば 、 糖 ま た は 塩 化
ナ ト リ ウ ム を 含 め る こ と が 好 ま し い 。 注 射 用 組 成 物 の 長 期 吸 収 は 、 吸 収 を 遅 延 す る 薬 剤 、
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例 え ば 、 モ ノ ス テ ア リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム お よ び ゼ ラ チ ン を 組 成 物 に 使 用 す る こ と に よ っ て
も た ら さ れ る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
滅 菌 注 射 溶 液 は 、 必 要 な 量 の 活 性 化 合 物 を 、 上 記 の 種 々 の 他 の 成 分 と と も に 好 適 な 溶 媒 に
配 合 し 、 必 要 に よ り 、 こ の 後 に 濾 過 滅 菌 を 行 う こ と に よ っ て 調 製 す る 。 一 般 に 、 分 散 液 は
、 種 々 の 滅 菌 有 効 成 分 を 、 基 本 分 散 媒 と 上 記 の も の か ら 必 要 な 他 の 成 分 と を 含 有 す る 滅 菌
ビ ヒ ク ル に 、 配 合 す る こ と に よ っ て 調 製 す る 。 滅 菌 注 射 溶 液 調 製 用 の 滅 菌 散 剤 の 場 合 、 好
ま し い 調 製 方 法 は 予 め 滅 菌 濾 過 し た そ の 溶 液 か ら 、 有 効 成 分 と 所 望 の 追 加 的 成 分 と の 粉 末
を 得 る 真 空 乾 燥 お よ び 凍 結 乾 燥 技 術 で あ る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
本 明 細 書 に お い て 使 用 す る 「 医 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 」 と し て は 、 あ り と あ ら ゆ る 溶 媒 、 分
散 媒 、 コ ー テ ィ ン グ 剤 、 抗 菌 お よ び 抗 真 菌 薬 、 等 張 化 お よ び 吸 収 遅 延 剤 な ど が 挙 げ ら れ る
。 医 薬 上 活 性 な 物 質 に お け る こ の よ う な 媒 質 お よ び 薬 剤 の 使 用 に つ い て は 、 当 技 術 分 野 で
は 十 分 に 知 ら れ て い る 。 従 来 の 媒 質 ま た は 薬 剤 が 有 効 成 分 と 不 適 合 で あ る 場 合 を 除 き 、 治
療 用 組 成 物 に お け る そ の 使 用 も 考 え ら れ る 。 ま た 、 補 助 的 有 効 成 分 も 組 成 物 に 配 合 す る こ
と が で き る 。
【 ０ １ ９ １ 】
経 口 投 与 で は 、 組 成 物 に 賦 形 剤 を 配 合 し 、 非 内 服 口 腔 洗 浄 液 お よ び 歯 磨 剤 と し て 用 い て も
よ い 。 口 腔 洗 浄 液 は 、 必 要 な 量 の 有 効 成 分 を 、 ホ ウ 酸 ナ ト リ ウ ム 溶 液 （ ド ー ベ ル 液 ） な ど
の 好 適 な 溶 媒 に 配 合 す る こ と に よ っ て 調 製 す る 。 ま た 、 有 効 成 分 を ホ ウ 酸 ナ ト リ ウ ム 、 グ
リ セ リ ン 、 お よ び 重 炭 酸 カ リ ウ ム を 含 有 す る 殺 菌 洗 浄 剤 に 配 合 し て も よ い 。 さ ら に 、 有 効
成 分 を ゲ ル 剤 、 ペ ー ス ト 剤 、 散 剤 、 お よ び ス ラ リ ー 剤 と い っ た 歯 磨 剤 に 分 散 さ せ て も よ い
。 有 効 成 分 を 治 療 上 有 効 な 量 に お い て 水 、 結 合 剤 、 研 磨 剤 、 香 味 剤 、 発 泡 剤 お よ び 湿 潤 剤
を 含 有 す る 歯 磨 ペ ー ス ト 剤 に 添 加 し て も よ い 。
【 ０ １ ９ ２ 】
本 発 明 に よ る 組 成 物 は 、 中 性 ま た は 塩 形 態 で 製 造 し う る 。 医 薬 上 許 容 さ れ る 塩 と し て は 、
酸 添 加 塩 （ タ ン パ ク 質 の 遊 離 ア ミ ノ 基 と で 形 成 ） 、 お よ び 、 例 え ば 、 塩 酸 も し く は リ ン 酸
な ど の 無 機 酸 、 ま た は 酢 酸 、 シ ュ ウ 酸 、 酒 石 酸 、 マ ン デ ル 酸 な ど の 有 機 酸 と に よ り 形 成 し
た も の が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 遊 離 カ ル ボ キ シ ル 基 と で 形 成 す る 塩 も 、 例 え ば 、 ナ ト リ ウ ム
、 カ リ ウ ム 、 ア ン モ ニ ウ ム 、 カ ル シ ウ ム 、 ま た は 水 酸 化 第 ２ 鉄 な ど の 無 機 塩 基 、 お よ び イ
ソ プ ロ ピ ル ア ミ ン 、 ト リ メ チ ル ア ミ ン 、 ヒ ス チ ジ ン 、 プ ロ カ イ ン な ど の よ う な 有 機 塩 基 か
ら 誘 導 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
調 剤 に お い て 、 溶 液 は 投 与 形 態 に 適 合 す る 様 式 で 、 か つ 治 療 上 有 効 な 量 に て 投 与 さ れ る 。
製 剤 は 注 射 溶 液 、 薬 剤 放 出 カ プ セ ル な ど の 種 々 の 剤 形 で 容 易 に 投 与 さ れ る 。 水 性 溶 液 で の
非 経 口 投 与 で は 、 例 え ば 、 必 要 で あ れ ば 溶 液 を 適 宜 緩 衝 剤 で 処 理 し 、 液 体 希 釈 剤 を 最 初 に
十 分 な 生 理 食 塩 水 ま た は グ ル コ ー ス で 等 張 に す る 必 要 が あ る 。 こ れ ら の 特 殊 な 水 性 溶 液 は
、 静 脈 内 、 筋 肉 内 、 皮 下 お よ び 腹 腔 内 投 与 に 好 適 で あ る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
「 単 位 投 与 量 」 と は 、 好 適 な 担 体 に 分 散 し た 治 療 用 組 成 物 を 分 割 し た 量 と 定 義 さ れ る 。 例
え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド を 非 経 口 投 与 す る 場 合 、 一 般 に ポ リ ペ プ チ ド 組 成 物 を １ μ ｇ ／ ｋ ｇ ～
１ ０ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 体 重 ／ 日 の 範 囲 の 用 量 、 好 ま し く は ０ ． １ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ ～ 約 ５ ０ ｍ ｇ ／ ｋ
ｇ 体 重 ／ 日 の 範 囲 の 用 量 に て 注 射 す る 。 非 経 口 投 与 は 、 最 初 は ボ ー ラ ス に て 、 続 い て 製 剤
の 治 療 的 循 環 レ ベ ル を 維 持 す る た め に 持 続 注 入 に よ り 実 施 す る 。 当 業 者 な ら ば 、 優 良 医 療
規 範 お よ び 各 患 者 の 臨 床 症 状 に よ っ て 判 断 す る た め 、 有 効 な 投 与 量 お よ び 投 与 計 画 を 容 易
に 最 適 化 す る で あ ろ う 。
【 ０ １ ９ ５ 】
投 与 回 数 は 、 薬 剤 の 薬 物 動 態 学 的 パ ラ メ ー タ ー お よ び 投 与 経 路 に よ っ て 異 な る 。 最 適 な 医
薬 製 剤 は 、 投 与 経 路 お よ び 所 望 の 投 与 量 に 応 じ て 当 業 者 に よ り 決 定 さ れ る 。 例 え ば 、 引 用
す る こ と に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と さ れ る 、 Remington's Pharmaceutical Sciences, 18th 
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Ed. (1990, Mack Publ. Co, Easton PA 18042) pp 1435-1712を 参 照 。 こ の よ う な 調 剤 は
、 投 与 さ れ る 薬 剤 の 物 理 的 状 態 、 安 定 性 、 in vivo放 出 速 度 お よ び in vivoク リ ア ラ ン ス 速
度 に 影 響 を 与 え る 。 好 適 な 用 量 は 、 投 与 経 路 に 応 じ て 、 体 重 、 体 表 面 積 ま た は 器 官 の 大 き
さ に よ り 算 出 さ れ る 。 通 常 、 当 業 者 は 試 験 を 行 う こ と な く 、 特 に 、 本 明 細 書 で 開 示 す る 投
薬 情 報 お よ び ア ッ セ イ 、 な ら び に 動 物 ま た は ヒ ト 臨 床 試 験 で 観 察 さ れ た 薬 物 動 態 学 的 デ ー
タ を 踏 ま え て 、 好 適 な 治 療 用 量 の 決 定 に 必 要 な 計 算 の さ ら な る 調 整 を 行 う 。
【 ０ １ ９ ６ 】
好 適 な 投 与 量 は 、 関 連 す る 用 量 反 応 デ ー タ と 併 せ て 血 液 凝 固 レ ベ ル を 調 べ る た め の 確 立 さ
れ た ア ッ セ イ を 使 用 す る こ と に よ っ て 確 定 さ れ る 。 最 終 的 な 投 与 計 画 は 、 薬 剤 の 作 用 を 調
節 す る 因 子 、 例 え ば 、 薬 剤 の 特 異 的 活 性 、 患 者 の 損 傷 お よ び 反 応 性 の 重 篤 度 、 患 者 の 年 齢
、 状 態 、 体 重 、 性 別 お よ び 食 習 慣 、 感 染 の 重 篤 度 、 投 与 期 間 お よ び そ の 他 の 臨 床 的 因 子 を
考 慮 し て 医 師 に よ り 決 定 さ れ る 。 特 定 の 疾 患 お よ び 症 状 に つ い て の 好 適 な 投 与 量 レ ベ ル お
よ び 治 療 期 間 に 関 し て は 、 調 査 を 行 う に つ れ て 情 報 が さ ら に 集 ま る で あ ろ う 。
【 ０ １ ９ ７ 】
ウ イ ル ス 送 達 を 用 い る 遺 伝 子 療 法 の 態 様 に よ れ ば 、 単 位 投 与 量 が 投 与 す る ウ イ ル ス 粒 子 の
量 と い う 形 で 算 出 さ れ る 。 ウ イ ル ス 投 与 量 に は 、 指 定 数 の ウ イ ル ス 粒 子 ま た は プ ラ ー ク 形
成 単 位 （ ｐ ｆ ｕ ） が あ る 。 ア デ ノ ウ イ ル ス に 関 す る 具 体 例 で は 、 指 定 単 位 投 与 量 と し て 、
１ ０ ３ 、 １ ０ ４ 、 １ ０ ５ 、 １ ０ ６ 、 １ ０ ７ 、 １ ０ ８ 、 １ ０ ９ 、 １ ０ １ ０ 、 １ ０ １ １ 、 １ ０
１ ２ 、 １ ０ １ ３ ま た は １ ０ １ ４ ｐ ｆ ｕ が 挙 げ ら れ る 。 粒 子 投 与 量 は 感 染 不 全 粒 子 が 存 在 す
る た め に 少 し 高 く な る （ １ ０ ～ １ ０ ０ 倍 ） 場 合 が あ る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
本 発 明 に よ る 医 薬 組 成 物 お よ び 治 療 方 法 が 、 ヒ ト 医 療 お よ び 獣 医 療 の 分 野 で 有 用 で あ る こ
と は 分 か る で あ ろ う 。 よ っ て 、 治 療 す る 被 験 体 は 哺 乳 類 、 好 ま し く は ヒ ト ま た は そ の 他 の
動 物 で あ る 。 獣 医 学 的 用 途 で は 、 被 験 体 と し て 、 例 え ば 、 雌 ウ シ 、 ヒ ツ ジ 、 ブ タ 、 ウ マ 、
お よ び ヤ ギ を は じ め と す る 家 畜 、 イ ヌ お よ び ネ コ な ど の 伴 侶 動 物 、 外 来 お よ び ／ ま た は 動
物 園 動 物 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 モ ル モ ッ ト お よ び ハ ム ス タ ー を は じ め と す る 試 験 動
物 、 な ら び に ニ ワ ト リ 、 シ チ メ ン チ ョ ウ 、 ア ヒ ル お よ び ガ チ ョ ウ な ど の 家 禽 が 挙 げ ら れ る
。
【 実 施 例 】
【 ０ １ ９ ９ 】
以 下 の 実 施 例 は 好 ま し い 具 体 例 を 示 す が 、 こ れ に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 当 業 者 な ら ば
、 本 開 示 を か ん が み て 開 示 さ れ て い る 特 定 の 材 料 お よ び 方 法 に 様 々 な 変 更 を 行 い 、 な お 本
発 明 の 精 神 お よ び 範 囲 か ら 逸 脱 す る こ と な く 同 様 ま た は 類 似 の 結 果 が 得 ら れ る こ と が 分 か
る で あ ろ う 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
実 施 例 １

こ の 例 は 本 願 を 通 じ て 、 ま た 本 明 細 書 の 以 下 に 示 さ れ る 実 施 例 で 用 い ら れ る 材 料 お よ び 方
法 の 詳 細 を 示 す 。
【 ０ ２ ０ １ 】

　 免 疫 蛍 光 法 に 用 い た 一 次 抗 体 は 、 ヒ ト Ｃ Ｄ ３ １ (Dako)、 ｖ Ｗ Ｆ (Dak
o)お よ び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ に 対 す る マ ウ ス ｍ Ａ ｂ ｓ (ク ロ ー ン ９ Ｄ ９ Ｆ ９ 、 ２ Ｅ １ １ Ｄ １ １
お よ び ７ Ｂ ３ Ｆ ９ ; Jussila et al., Gancer Res. 58:1599-1604, 1998)、 ヒ ト Ｌ Ｙ Ｖ Ｅ
－ １ に 対 す る ウ サ ギ 校 血 清 (Banerji et al., J. Biol.　 Chem., 144(4)789-801, 1999)、
ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 ウ サ ギ 抗 ヒ ト ポ ド プ ラ ニ ン (Breiteneder-Geleff et al., Am. J. Pat
h., 154(2) 385-394, 1999)ま た は ウ サ ギ 抗 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ (882; Joukov et al., EMBO
 J., 15:290-298, 1996)で あ っ た 。 増 殖 細 胞 核 抗 原 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ ク ロ ー
ン Ｐ Ｃ １ ０ ） は 、 Santa Cruz Biotechnologyか ら 入 手 し た 。 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ ま た は Ｔ Ｒ Ｉ Ｔ Ｃ コ
ン ジ ュ ゲ ー ト ヤ ギ 抗 ウ サ ギ Ｉ ｇ Ｇ 、 ヤ ギ 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ お よ び ロ バ 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ は 、 Ja
ckson Immunoresearchか ら 入 手 し た 。 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ２ に 対 す る ウ サ ギ 抗 血 清 は 、 Lena

10

20

30

40

50

(46) JP 2005-500045 A 2005.1.6

材 料 お よ び 方 法

抗 体 お よ び 増 殖 因 子



 Claesson-Welsh (Uppsala Sweden)か ら 厚 意 に よ り 譲 渡 さ れ た も の で あ り 、 ア フ ィ ニ テ ィ
ー 精 製 ヤ ギ 抗 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － １ は R&D Systemsか ら 入 手 し た 。 Ａ ｋ ｔ 、 Ｍ Ａ Ｐ Ｋ ま た は
Ｃ Ｒ Ｅ Ｂ に 対 す る ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 New England Biolabsか ら 入 手 し た 。 ベ
ー シ ッ ク Ｆ Ｇ Ｆ 、 組 換 え ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ １ ６ ５ お よ び 組 換 え 成 熟 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ (残 基 Ｐ
ｈ ｅ ９ ３ ～ Ｓ ｅ ｒ ２ ０ １ か ら な る ） は 、 R&Dか ら 入 手 し た 。 組 換 え ヒ ト Ｐ Ｉ Ｇ Ｆ － １ は 、
厚 意 に よ り Graziella Persico (Naples, Italy)か ら 譲 渡 さ れ た も の で あ っ た 。 組 換 え ヒ
ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ （ Ｔ ｈ ｒ １ ０ ３ ～ Ｌ ｅ ｕ ２ １ ５ ） 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ １ ５ ６ Ｓ （ Ｔ ｈ ｒ １ ０ ３
～ Ｉ ｌ ｅ ２ ２ ５ ） 、 Ｏ Ｒ Ｆ Ｖ ２ － Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ お よ び ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ － Ｉ ｇ は 、 こ れ ま で
に 記 載 さ れ て い る よ う に し て 製 造 お よ び 精 製 し た (Joukov et al., EMBO J., 16:3898-391
1, 1997; Makinen et al., Nature Med.,7:199-205, 2001; Wise et al., Proc. Nat'l A
cad Sci., 96:3071-3076, 1999)。 ウ ォ ル ト マ ン ニ ン 、 Ｌ Ｙ ２ ９ ４ ０ ０ ２ 、 Ｐ Ｄ ９ ８ ０ ５
９ お よ び ビ ス イ ン ド リ ル マ レ イ ミ ド Ｉ （ Ｇ Ｆ １ ０ ９ ２ ０ ３ Ｘ ） は 、 Calbiochemか ら 、 Ｕ ０
１ ２ ６ は Promega (Madison, WI)か ら 入 手 し た 。
【 ０ ２ ０ ２ 】

　 Ｈ Ｍ Ｖ Ｅ お よ び Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ 細 胞 は 、 PromoCell(Heidelberg, Germany)か ら 入 手 し
、 こ の 供 給 者 か ら 提 供 さ れ て い る 内 皮 細 胞 培 地 で 培 養 し 、 継 代 培 養 3～ 7代 で 用 い た 。 ネ ズ
ミ Ｂ ａ ／ Ｆ ３ プ レ Ｂ リ ン パ 球 は 、 １ ０ ％ ウ シ 胎 児 血 清 、 グ ル タ ミ ン お よ び ２ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ の
Ｉ Ｌ － ３ (Calbiochem)を 添 加 し た Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ で 培 養 し た 。
【 ０ ２ ０ ３ 】

　 カ バ ー グ ラ ス 上 の 細 胞 を 、 ４ ％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド （ Ｐ Ｆ Ａ ） ま た は メ
タ ノ ー ル ： ア セ ト ン （ １ ： １ ） に て １ ０ 分 間 固 定 し た 。 必 要 で あ れ ば 、 Ｐ Ｂ Ｓ 中 ０ ． １ ％
の ト リ ト ン Ｘ － １ ０ ０ 中 で ５ 分 間 浸 透 処 理 し た 。 ５ ％ ヤ ギ 血 清 中 で ブ ロ ッ キ ン グ し た 後 、
細 胞 を 室 温 で ３ ０ 分 間 一 次 抗 体 で 染 色 し 、 次 に Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ ま た は Ｔ Ｒ Ｉ Ｔ Ｃ コ ン ジ ュ ゲ ー ト
二 次 抗 体 （ １ ５ μ ｇ ／ ｍ Ｌ ） に て ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 核 染 色 に は Hoechst 3325
8フ ル オ ロ ク ロ ム (Sigma, Ｐ Ｂ Ｓ 中 ０ ． ５ μ ｇ ／ ｍ Ｌ ） を 用 い た 。 細 胞 が 生 き た 状 態 で 染
色 さ れ た な ら ば 、 氷 上 で こ の 手 順 を 行 っ た 後 、 Ｐ Ｆ Ａ で 固 定 し た 。
【 ０ ２ ０ ４ 】

　 モ ノ ク ロ ー ナ ル Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 抗 体 （ ク ロ ー ン ２ Ｅ
１ １ Ｄ １ １ ） ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル ポ ド プ ラ ニ ン 抗 体 、 Ｍ Ａ Ｃ Ｓ コ ロ イ ド ス ー パ ー パ ラ マ
グ ネ チ ッ ク マ イ ク ロ ビ ー ズ コ ン ジ ュ ゲ ー ト － ラ ッ ト 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ １ ま た は － ヤ ギ 抗 ウ サ
ギ Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 (Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Germany)、 Ｍ Ａ Ｃ Ｓ 　 Ｍ Ｓ セ パ レ
ー シ ョ ン カ ラ ム お よ び Ｍ ｉ ｎ ｉ Ｍ Ａ Ｃ Ｓ セ パ レ ー タ ー (Miltenyl Biotech)を 、 製 造 業 者 の
説 明 書 に 従 っ て セ ル ソ ー テ ィ ン グ に 用 い た 。
【 ０ ２ ０ ５ 】

　 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ２ ／ Ｅ ｐ ｏ Ｒ (Achen et al., Proc Natl
 Acad Sci USA 95:548-53 1998; Stacker et al., J. Blol. Chem., 274:34884-34892, 1
999)ま た は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ ／ Ｅ ｐ ｏ Ａ (Achen et al., Eur. J. Biochem., 267: 2505-251
5, 2000)を 発 現 す る Ｂ ａ ／ Ｆ ３ プ レ Ｂ 細 胞 を 用 い た 生 存 能 ア ッ セ イ を 、 こ れ ま で に 記 載 さ
れ て い る よ う に 行 っ た (Makinen et al., Nature Med.,7:199-2O5, 2001)。 Ｂ ａ ／ Ｆ ３ 　
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － １ ／ Ｅ ｐ ｏ Ｒ 細 胞 の 作 製 の た め 、 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － １ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ト ラ ン ス メ
ン ブ ラ ン ド メ イ ン を コ ー ド す る 配 列 の 前 に Ｂ ｇ Ｉ Ｉ Ｉ 部 位 ３ を 導 入 し た 後 に 、 マ ウ ス エ リ
ス ロ ポ イ エ チ ン 受 容 体 の ト ラ ン ス メ ン ブ ラ ン ド メ イ ン と 細 胞 内 ド メ イ ン か ら な る Ｂ ｇ Ｉ Ｉ
Ｉ － Ｎ ｏ ｔ Ｉ 断 片 を 連 結 す る こ と で キ メ ラ 受 容 体 を 構 築 し た (Achen et al., Eur J. Bioc
hem, 267: 2505-2515, 2000))。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － １ ／ Ｅ ｐ ｏ Ｒ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を ｐ Ｅ Ｆ － Ｂ Ｏ Ｓ
発 現 ベ ク タ ー へ サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し (Mizushima and Nagata, NucleicAcid Res., 18:5322
, 1990)、 ｐ Ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ ． １ （ ＋ ） Ｚ ｅ ｏ ベ ク タ ー (Invitrogen)と と も に Ｂ ａ ／ Ｆ ３ 細 胞
へ 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 ２ ５ ０ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ ゼ オ シ ン で 選 択 す る こ と に よ り 安 定 な 細
胞 プ ー ル を 作 出 し た 。
【 ０ ２ ０ ６ 】

　 総 て の タ ン パ ク 質 調 製 物 を 使 用 直 前 に Ｓ Ｍ Ａ Ｒ Ｔ （ 商 標 ） シ ス テ ム
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(Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden)に イ ン ス ト ー ル し た ス ク ロ ー ス １ ２ （
３ ． ２ ／ ３ ０ ） カ ラ ム を 用 い た 微 量 分 取 サ イ ズ 排 除 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に よ り 均 一 性 に 関 し て 分 析 し
、 バ ッ フ ァ ー 交 換 し た (Nise and Catimel, Bioessays, 21:339-352, 1999)。 Ｅ ２ ８ ０ 　
１ ％ 　 １ ｃ ｍ の ０ － ６ ５ を 用 い て ２ ８ ０ ｎ ｍ の 吸 光 度 に よ り 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ お よ び Ｖ Ｅ Ｇ
Ｆ － Ｄ の 濃 度 を 求 め た 。 Ｂ Ｉ Ａ コ ア ２ ０ ０ ０ 光 バ イ オ セ ン サ ー (BIAcore, Uppsala, Swede
n)を 用 い る リ ガ ン ド 結 合 の 分 析 に 関 し て は 、 標 準 的 な ア ミ ン カ ッ プ リ ン グ 化 学 (Nice and 
Catimel, Bioessays, 21:339-352, 1999)を 用 い 、 Ｃ Ｍ ５ セ ン サ ー チ ッ プ の カ ル ボ キ シ メ
チ ル 化 デ キ ス ト ラ ン 層 に 受 容 体 ド メ イ ン を 連 結 し た 。 固 定 化 レ ベ ル は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ２ お
よ び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ そ れ ぞ れ ３ ， ０ ０ ０ Ｒ Ｕ お よ び ７ ， ０ ０ ０ Ｒ Ｕ で あ っ た 。 固 定 化 し た
後 、 活 性 化 さ れ た エ ス テ ル 残 基 を １ Ｍ 塩 酸 エ タ ノ ー ル ア ミ ン ｐ Ｈ ８ ． ５ で 処 理 す る こ と に
よ り ブ ロ ッ キ ン グ し た 後 、 １ ０ ｍ Ｍ ジ エ チ ル ア ミ ン で 洗 浄 し て 非 共 有 結 合 材 料 を 除 去 し た
。 １ ０ ｍ Ｍ ジ エ チ ル ア ミ ン ま た は １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｈ Ｃ ｌ を 用 い 、 そ れ ぞ れ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ ま た は
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ 結 合 に 関 す る ア ッ セ イ 間 で セ ン サ ー 面 を 再 生 し た 。 サ ン プ ル を ラ ン ニ ン グ バ
ッ フ ァ ー （ １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 　 ｐ Ｈ ７ ． ４ 、 １ ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ３ ． ４ ｍ Ｍ 　 Ｅ
Ｄ Ｔ Ａ 、 ０ ． ０ ０ ５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ ） で 希 釈 し た 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ お よ び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ １
５ ６ Ｓ の 受 容 体 ド メ イ ン へ の 見 か け の 結 合 親 和 性 は 最 初 の 解 離 相 を 分 析 し て ｋ ｄ 値 を 得 る
こ と で 求 め 、 次 に こ れ を 用 い て 会 合 領 域 の 曲 線 の グ ロ ー バ ル な 分 析 を 行 い 、 １ ： １ ラ ン グ
ム リ ア ン モ デ ル を 推 定 し た 。 デ ー タ は こ れ ま で に 記 載 さ れ て い る よ う に BIAevaluation3.0
(BIAcore, Uppsala, Sweden)を 用 い て 解 析 し た (Catimel et al., J. Chromatogr., 776:1
5-30, 1997)。
【 ０ ２ ０ ７ 】

　 ア ポ ト ー シ ス 分 析 に つ い て は 、 ２ ４ ウ ェ ル プ レ ー ト に ウ ェ
ル 当 た り ７ ０ ， ０ ０ ０ の 細 胞 を 播 種 し た 。 処 理 は ２ 回 行 い 、 死 細 胞 検 出 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 　 Ｐ Ｌ
Ｕ Ｓ キ ッ ト (Roche, Indianapolis, IN)を 用 い て 細 胞 質 ヒ ス ト ン と 会 合 し た Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を
測 定 す る こ と に よ り 、 ア ポ ト ー シ ス を 検 出 し た 。 以 下 の 範 囲 の 増 殖 因 子 濃 度 を 試 験 し た ：
ｂ Ｆ Ｇ Ｆ 　 １ ０ ～ ２ ０ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ 、 Ｐ Ｉ Ｇ Ｆ － １ 　 ５ ０ ～ １ ０ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ
　 １ ０ ～ ５ ０ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ 　 ５ ０ ～ １ ０ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 　 ５
０ ～ １ ０ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ １ ５ ６ Ｓ 　 ５ ０ ～ １ ０ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ お よ び Ｖ Ｅ
Ｇ Ｆ － Ｅ 　 ５ ０ ～ １ ０ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ 。 ア ネ キ シ ン － Ｖ － Ｆ Ｌ Ｕ Ｏ Ｓ (Roche, Indianapol
is, IN)を 用 い 、 製 造 業 者 の 説 明 書 に 従 い 蛍 光 顕 微 鏡 に よ り ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の ホ ス フ ァ
チ ジ ル セ リ ン を 検 出 し た 。 壊 死 細 胞 を 識 別 す る に は ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム （ １ μ ｇ ／ ｍ Ｌ ）
で の 同 時 染 色 を 用 い た 。
【 ０ ２ ０ ８ 】

　 内 皮 細 胞 を ３ ５ ｍ ｍ デ ィ ッ シ ュ で 密 集 付 近 ま で 培 養 し 、 血 清 フ
リ ー 培 地 で ２ ４ 時 間 飢 餓 状 態 に し 、 示 さ れ た よ う に 刺 激 し た 。 示 さ れ た よ う に 刺 激 の １ ～
３ 時 間 前 に ウ ォ ル ト マ ン ニ ン （ ３ ０ ｎ Ｍ ） 、 Ｌ Ｙ ２ ９ ４ ０ ０ ２ （ １ ０ ～ ２ ０ μ Ｍ ） 、 Ｐ Ｄ
９ ８ ０ ５ ９ （ １ ０ ～ ２ ５ μ Ｍ ） ま た は Ｇ Ｆ １ ０ ９ ２ ０ ３ Ｘ （ ２ ． ５ ～ ５ μ Ｍ ） を 加 え た 。
阻 害 剤 を 溶 か し た Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ を 対 照 と し て 用 い た 。 刺 激 後 、 細 胞 を 溶 解 バ ッ フ ァ ー （ ５ ０ ｍ
Ｍ 　 Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 　 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 １ ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ
　 Ｎ ａ Ｆ 、 １ ％ ト リ ト ン Ｘ － １ ０ ０ 、 こ れ に ２ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ ３ Ｖ Ｏ ４ 、 ０ ． ５ ｍ Ｍ 　 Ｐ Ｍ Ｓ
Ｆ 、 １ ０ ０ Ｕ ／ ｍ Ｌ ア プ ロ チ ニ ン お よ び １ ０ μ ｇ ／ ｍ Ｌ ロ イ ペ プ チ ン を 添 加 ） 中 で 溶 解 し
た 。 明 澄 化 し た 溶 解 液 を Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ で 分 離 し 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス に 移 し 、 Ａ ｋ ｔ －
Ｓ ｅ ｒ ４ ７ ３ 、 Ａ ｋ ｔ － Ｔ ｈ ｒ ３ ０ ８ 、 ｐ ２ ／ ４ ４ 　 Ｍ Ａ Ｐ Ｋ － Ｔ ｈ ｒ ２ ０ ２ ／ Ｔ ｙ ｒ ２
０ ４ ま た は Ｃ Ｒ Ｅ Ｂ － Ｓ ｅ ｒ １ ３ ３ に 対 す る リ ン 特 異 的 抗 体 を 用 い て マ イ ク ロ ブ ロ ッ ト し
た 。 結 合 し た 抗 体 は ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ・ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ コ ン ジ ュ ゲ ー ト 二 次 抗 体 お よ
び 増 強 化 学 発 光 検 出 系 を 用 い て 検 出 し た 。 Multi-Analyst 2.0.1プ ロ グ ラ ム (Bio-Rad)を 用
い て シ グ ナ ル の 光 学 濃 度 を 読 み と る こ と で 定 量 す る た め 、 こ れ ら の ブ ロ ッ ト を 掻 き 取 り 、
Ａ ｋ ｔ 、 Ｍ Ａ Ｐ Ｋ ま た は Ｃ Ｒ Ｅ Ｂ に 対 す る 抗 体 で 再 プ ロ ー ビ ン グ し た 。
【 ０ ２ ０ ９ 】

　 移 動 ア ッ セ イ は 、 ４ ８ ウ ェ ル 走 化 性 Ｂ ｏ ｙ ｄ ｅ ｎ チ ャ ン バ ー (Neuropr
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obe Inc.)で 行 っ た 。 ８ ミ ク ロ ン の ヌ ク レ オ ポ ア ・ ポ リ カ ー ボ ネ ー ト フ ィ ル タ ー (Corning)
を ＋ ４ ℃ に て 一 晩 １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ Ｌ の Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン (Upstate Biotechnology)で コ ー テ
ィ ン グ し 、 風 乾 し た 。 こ の フ ィ ル タ ー を 、 ０ ． ２ ％ Ｂ Ｓ Ａ を 添 加 し た 血 清 フ リ ー 増 殖 培 地
中 に 増 殖 因 子 の 入 っ た 下 の チ ャ ン バ ー ウ ェ ル に 置 い た 。 ブ ロ ッ キ ン グ 実 験 に つ い て は 、 Ｖ
Ｅ Ｇ お よ び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ １ ５ ６ Ｓ を １ ０ 倍 モ ル 過 剰 の 可 溶 性 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ と と も に
３ ０ 分 間 プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 Ｈ Ｍ Ｖ Ｅ 細 胞 を 増 殖 培 地 に 懸 濁 さ せ 、 上 の チ ャ ン バ ー
ウ ェ ル の 各 ウ ェ ル に ５ ０ μ Ｌ 中 １ ０ ， ０ ０ ０ 細 胞 を 加 え た 。 細 胞 を ３ ７ ℃ で ６ 時 間 移 動 さ
せ た 後 、 こ の フ ィ ル タ ー を 冷 メ タ ノ ー ル で 固 定 し 、 ヘ マ ト キ シ リ ン (Meyer)で 染 色 し た 。
フ ィ ル タ ー 上 面 の 移 動 し な か っ た 細 胞 を 綿 棒 で 掻 き 取 っ て 除 去 し 、 移 動 し た 細 胞 数 を 数 え
た 。 こ の ア ッ セ イ を ４ 回 行 い 、 ３ 種 類 の 異 な る Ｈ Ｍ Ｖ Ｅ Ｃ バ ッ チ を 用 い て 繰 り 返 し た 。
【 ０ ２ １ ０ 】

ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 系 に て 種 々 の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 受 容 体 の 機 能 が 鋭 意 研 究 さ れ て き た が 、 適 当
な 細 胞 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド が な い た め に 、 こ の よ う な 研 究 か ら 得 ら れ る 結 果 は 不 十 分 な も の
で あ る 。 従 っ て 、 本 発 明 者 ら は 微 小 血 管 内 皮 細 胞 を 、 他 種 の 内 皮 細 胞 を 実 質 的 に 含 ま な い
あ る 種 の 内 皮 細 胞 の 特 定 の 構 成 集 団 へ と 分 離 す る こ と に し た 。 よ り 詳 し く は 、 発 明 者 ら は
、 血 管 内 皮 細 胞 を 実 質 的 に 含 ま な い リ ン パ 管 内 皮 細 胞 の 集 団 お よ び そ の 逆 の 集 団 を 作 製 し
た 。 こ の 作 業 を 遂 行 し 、 内 皮 細 胞 の 生 存 を 増 進 す る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 を 解
明 す る た め 、 発 明 者 ら は 一 次 内 皮 細 胞 、 ヒ ト 皮 膚 微 小 血 管 内 皮 細 胞 （ Ｈ Ｍ Ｖ Ｅ Ｃ ） お よ び
ヒ ト 臍 静 脈 内 皮 細 胞 （ Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ ） を 用 い た 。 Ｈ Ｍ Ｖ Ｅ お よ び Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ 細 胞 の 両 培 養 物 に
お い て 、 ３ 種 総 て の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 受 容 体 お よ び ニ ュ ー ロ ピ リ ン － １ コ レ セ プ
タ ー が 発 現 し た こ と が 判 明 し た 。 こ れ ら の 知 見 を 本 実 施 例 に て さ ら に 詳 細 に 説 明 す る 。
ヒ ト 一 次 皮 膚 微 小 血 管 内 皮 細 胞 （ Ｈ Ｍ Ｖ Ｅ Ｃ ） 、 ヒ ト 臍 静 脈 内 皮 細 胞 （ Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ ） お よ
び ブ タ 大 動 脈 内 皮 （ Ｐ Ａ Ｅ ） 細 胞 系 で Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 を 調 べ る た め 、 ８ μ ｇ
の ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 含 有 す る ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト を 、 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 受 容 体 の 放 射 標 識 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 断 片
と 、 対 照 と し て 同 じ 添 加 量 の ｂ － ア ク チ ン に て プ ロ ー ビ ン グ し た 。 右 側 の 数 字 は 転 写 物 の
大 き さ （ ｋ ｂ ） を 表 す 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 は 、 微 小 血 管 内 皮 細 胞 に お い て 強
い こ と か ら 、 こ れ ら の 細 胞 を 次 の 実 験 で Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ シ グ ナ ル 伝 達 の 研 究 に 用 い た 。
【 ０ ２ １ １ 】
免 疫 蛍 光 を 用 い 、 発 明 者 ら は 、 Ｈ Ｍ Ｖ Ｅ 細 胞 が 血 管 お よ び リ ン パ 管 内 皮 細 胞 の ２ つ の 異 な
る 集 団 か ら な る こ と を 示 し た 。 要 す る に 、 Hoechstフ ル オ ロ ク ロ ム に よ る 核 の 対 比 染 色 と
と も に Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ お よ び Ｌ Ｙ Ｖ Ｅ － １ に 対 す る 抗 体 を 用 い て 免 疫 蛍 光 二 重 染 色 を 行 っ
た 。 こ の 免 疫 蛍 光 染 色 に よ り 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 陽 性 細 胞 で は 、 Ｌ Ｙ Ｖ Ｅ － １ の 発 現 は 検 出
さ れ な い が 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 陰 性 細 胞 に は Ｌ Ｙ Ｖ Ｅ － １ 抗 体 で 弱 く 染 色 さ せ る も の も あ る
こ と が わ か っ た 。 ま た 、 ポ ド プ ラ ニ ン 、 ｖ Ｗ Ｆ お よ び Ｃ Ｄ ３ １ に 対 す る 抗 体 に よ る 免 疫 標
識 も 行 っ た と こ ろ 、 こ こ で も 核 は Hoechstフ ル オ ロ ク ロ ム で 染 色 さ れ た 。 こ の 一 連 の 二 重
染 色 実 験 に よ り 、 ｖ Ｗ Ｆ の 発 現 が 主 と し て ポ ド プ ラ ニ ン 陰 性 細 胞 で 見 ら れ る が 、 ポ ド プ ラ
ニ ン 陽 性 細 胞 で も 弱 い 発 現 が 検 出 さ れ る こ と が 明 ら か に な っ た 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 、 Ｌ Ｙ Ｖ
Ｅ － １ に 対 す る 染 色 、 Hoechstフ ル オ ロ ク ロ ム に よ る 核 の 対 比 染 色 お よ び ポ ド プ ラ ニ ン に
対 す る 染 色 は 氷 上 の 生 細 胞 を 用 い て 行 い 、 一 方 、 ｖ Ｗ Ｆ お よ び Ｃ Ｄ ３ １ に 対 す る 染 色 は Ｐ
Ｆ Ａ 固 定 の 後 に 行 っ た 。
【 ０ ２ １ ２ 】
こ の よ う に 免 疫 蛍 光 顕 微 鏡 法 に よ っ て 、 Ｈ Ｍ Ｖ Ｅ 細 胞 の 一 部 の み が Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 陽 性 で
あ る こ と が わ か っ た 。 抗 原 ブ ロ ッ キ ン グ 試 験 お よ び ３ 種 の 異 な る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 使
用 か ら 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 染 色 が 特 異 的 な も の で あ る こ と が わ か っ た 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 発 現
細 胞 は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 陰 性 細 胞 に 囲 ま れ た 明 瞭 な 島 （ island） に て 増 殖 し た 。 ヒ ト 組 織
か ら の こ れ ま で の 免 疫 染 色 結 果 に 基 づ け ば (Jussila et al., Cancer Res. 58:1599-1604,
 1998; Lymboussaki et al., Am. J. Pathol., 153:395-403, 1998)、 前 者 が リ ン パ 管 内
皮 細 胞 を 、 後 者 が 血 管 内 皮 細 胞 を 示 す と 推 定 さ れ る 。 こ れ ら の 細 胞 の 総 て で は な い が 、 大
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実 施 例 ２
ヒ ト 皮 膚 微 小 血 管 内 皮 細 胞 は 、 血 管 お よ び リ ン パ 管 内 皮 細 胞 の 異 な る 集 団 か ら な る 。



部 分 と Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 陰 性 細 胞 の い く つ か が 、 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 マ ー カ ー Ｌ Ｙ Ｖ Ｅ － １ に
関 し て 染 色 さ れ た (Banerji et al., J. Biol. Chem., 144(4)789-801, 1999)。 ま た Ｖ Ｅ
Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 陽 性 細 胞 は 、 最 近 確 認 さ れ た も う 1つ の リ ン パ 管 内 皮 マ ー カ ー で あ る ポ ド プ ラ
ニ ン で も 特 異 的 に 染 色 さ れ た (Breiteneder-Geleff et al., Am. J. Path., 154(2)385-39
4, 1999)。 同 じ 結 果 が Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 分 析 で も 得 ら れ た 。 ｖ Ｗ Ｆ 抗 原 は 、 ポ ド プ ラ ニ ン 陰 性 で あ
る 血 管 内 皮 細 胞 で よ り 旺 盛 に 発 現 し た 。 全 内 皮 細 胞 マ ー カ ー Ｃ Ｄ ３ １ は 、 総 て の 細 胞 で 検
出 さ れ た が 、 こ れ に よ り 非 内 皮 細 胞 の 混 入 が な い こ と が 確 認 さ れ る 。 ま た ウ エ ス タ ン ブ ロ
ッ ト 解 析 に よ れ ば 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － １ お よ び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ２ は 両 内 皮 細 胞 集 団 で 検 出 さ れ た
。 新 し く 単 離 さ れ た Ｈ Ｍ Ｖ Ｅ 細 胞 の う ち 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 陽 性 細 胞 集 団 は 通 常 ５ ０ ％ を 超
え 、 継 代 培 養 を 繰 り 返 す と 低 下 す る 。
【 ０ ２ １ ３ 】

Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ２ の 活 性 を 介 し て 飢 餓 お よ び Ｔ Ｎ Ｆ － ａ 誘 導 ア ポ ト ー シ ス か ら
内 皮 細 胞 を 保 護 す る こ と が わ か っ て い る 内 皮 細 胞 分 裂 促 進 物 質 で あ る (Gerber et., J. Bi
ol. Chem., 273:30336-30343, 1998; Spyridopoulos et al.,　 J. Mol. Cell. Cardiol.,
 29:1321-1330, 1997)。 種 々 の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ の 内 皮 細 胞 の 生 存 を 増 進 す る 能 力 は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ
Ｒ 特 異 的 Ｎ Ｅ Ｇ Ｆ を 用 い る こ と に よ り 比 較 し た 。 用 い た 増 殖 因 子 の 特 異 性 は 、 細 胞 生 存 バ
イ オ ア ッ セ イ を 用 い て 調 べ た 。 こ の バ イ オ ア ッ セ イ で は 、 Ｂ ａ ／ Ｆ ３ プ レ Ｂ 細 胞 を マ ウ ス
エ リ ス ロ ポ イ エ チ ン の ト ラ ン ス メ ン ブ ラ ン ド メ イ ン お よ び 細 胞 質 ド メ イ ン と 融 合 さ せ た ヒ
ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － １ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ２ ま た は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ の 細 胞 外 ド メ イ ン を 含 む キ メ ラ
受 容 体 で 安 定 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。
【 ０ ２ １ ４ 】
予 測 さ れ た よ う に 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ お よ び Ｐ ｌ Ｇ Ｆ は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － １ ／ Ｅ ｐ ｏ Ｒ 細 胞 の 生 存 を
増 進 す る こ と が で き た （ 図 １ Ａ ） 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ お よ び ｏ ｒ ｆ
ウ イ ル ス Ｎ Ｚ ２ （ Ｏ Ｒ Ｆ Ｖ ２ － Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ ） は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ２ ／ Ｅ ｐ ｏ Ｒ 発 現 細 胞 の 生 存
を 助 け る こ と が で き た が 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － ３ の み と 結 合 し て こ れ を 活 性 化 す る も の で あ る 突 然
変 異 変 異 体 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ １ ５ ６ Ｓ (Joukov et al., EMBO J., 15:290-298, 1998)は 、 こ れ
ら の 細 胞 に 影 響 を 及 ぼ さ な か っ た （ 図 １ Ｂ ） 。 代 わ り に 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － ３ ／ Ｅ ｐ ｏ Ｒ 発 現 細
胞 は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ １ ５ ６ Ｓ お よ び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の 存 在 下 で 生 存 し た （ 図
１ Ｃ ） 。 こ れ ら の 実 験 を 基 に 、 次 の ア ポ ト ー シ ス お よ び シ グ ナ ル 伝 達 実 験 の た め に 、 Ｖ Ｅ
Ｇ Ｆ Ｒ － ３ ／ Ｅ ｐ ｏ Ｒ 細 胞 生 存 ア ッ セ イ に お い て 最 大 活 性 を 示 す Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ 濃 度 １ ０ ０
ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ お よ び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ １ ５ ６ Ｓ 濃 度 ５ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ を 選 択 し た 。
【 ０ ２ １ ５ 】
バ イ オ セ ン サ ー 分 析 を 用 い て 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ お よ び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ １ ５ ６ Ｓ と 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ
－ ２ お よ び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ と の 相 互 作 用 を さ ら に 調 べ た 。 バ イ オ セ ン サ ー 結 合 曲 線 を 解 析
し た と こ ろ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ １ ５ ６ Ｓ は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ の 細 胞 外 ド メ イ ン の み と 結 合 し 、
野 生 型 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ２ お よ び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 受 容 体 の 双 方 と 結 合 す る こ
と が 確 認 さ れ た （ 図 １ Ｄ ～ 図 １ Ｇ ） 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ ／ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ の 相 互 作 用 の 動 態 解 析 （ 表
１ ） か ら 、 受 容 体 発 現 培 養 細 胞 に お け る 放 射 活 性 リ ガ ン ド 結 合 分 析 を 用 い 、 こ れ ま で に 報
告 さ れ て い る も の (Joukov et al., EMBO J., 16:3898-3911, 1997)よ り 低 い Ｋ Ｄ 値 が 示 さ
れ た 。 し か し 、 ど ち ら の ア ッ セ イ で も 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ に 対 す る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ の 親 和 性 は
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ２ に 対 す る 親 和 性 よ り も 高 か っ た 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ に 比 べ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ に
対 す る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ １ ５ ６ Ｓ の 親 和 性 は 有 意 に 低 か っ た が 、 マ ウ ス Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ と マ ウ ス
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ と の 相 互 作 用 に 関 し て 報 告 さ れ て い る も の と 同 様 の 規 模 で あ っ た (Baldwin
 et al., J. Biol Chem., 276:19166-19171, 2001)。
【 ０ ２ １ ６ 】
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ お よ び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ １ ５ ６ Ｓ と 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ２ お よ び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ と の
相 互 作 用 の バ イ オ セ ン サ ー 分 析 か ら 得 ら れ た 動 態 デ ー タ 。 こ れ ら の デ ー タ は 大 量 変 換 の １
： １ ラ ン グ ム リ ア ン モ デ ル を 推 定 す る BIAevaluation 3.0を 用 い て グ ロ ー バ ル フ ィ ッ テ ィ
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実 施 例 ３
細 胞 生 存 実 験 に 用 い る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 特 異 的 リ ガ ン ド の 分 析



ン グ に よ り 導 い た 。
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
Baldwin et al.に よ る 研 究 に 用 い ら れ た リ ガ ン ド は 、 本 研 究 で 用 い た Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ お よ び
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ １ ５ ６ Ｓ と 同 じ 成 熟 型 の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ で あ る 。 一 価 で あ る ｍ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ２
以 外 、 用 い た 他 の 受 容 体 は 総 て 二 価 免 疫 グ ロ ブ リ ン 融 合 タ ン パ ク 質 で あ っ た 。
【 ０ ２ １ ７ 】

Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ １ ５ ６ Ｓ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ お よ び Ｏ Ｒ Ｆ Ｖ ２ － Ｖ Ｅ
Ｇ Ｆ を は じ め 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ２ も し く は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ ま た は そ の 双 方 を 刺 激 し う る 総 て
の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ は 、 微 小 血 管 内 皮 細 胞 を 飢 餓 誘 発 性 の Ｄ Ｎ Ａ 分 解 か ら 保 護 す る こ と が で き 、 こ
れ を 細 胞 質 ヒ ス ト ン 会 合 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の 量 と し て 測 定 し た （ 図 ２ Ａ ） 。 こ れ に 対 し て Ｖ Ｅ Ｇ
Ｆ Ｒ － １ と し か 結 合 し な い Ｐ Ｉ Ｇ Ｆ は 、 有 意 な 保 護 を 示 さ な か っ た 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ２ 特 異
的 リ ガ ン ド で あ る Ｏ Ｒ Ｆ Ｖ ２ － Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ が 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ で 得 ら れ た も の に ほ ぼ 匹 敵 す る 保 護
を 示 す こ と か ら 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － １ に よ り 媒 介 さ れ る 生 存 シ グ ナ ル が 欠 如 し て い る こ と も 示
唆 さ れ た 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ お よ び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ １ ５ ６ Ｓ は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ ソ ー ム お よ び モ
ノ ヌ ク レ オ ソ ー ム の 血 清 飢 餓 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 へ の 蓄 積 を 用 量 依 存 的 に 阻 害 し た 。 Ｖ Ｅ Ｇ
Ｆ － Ｃ の 最 大 作 用 は 、 １ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ に 、 そ し て Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ １ ５ ６ Ｓ の 最 大 作 用 は ５
０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ に 達 し た 。
【 ０ ２ １ ８ 】

リ ン パ 管 内 皮 細 胞 と 血 管 内 皮 細 胞 の 生 存 に 対 す る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ の 作 用 を 比 較 す る た め 、 特 異 的
抗 体 と 磁 気 マ イ ク ロ ビ ー ズ を 用 い 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 陽 性 お よ び 陰 性 細 胞 を 単 離 お よ び 培 養
し た 。 す な わ ち 、 こ の プ ロ ト コ ー ル で は 、 個 別 の ３ つ の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 発 現 リ ン パ 管 内 皮
細 胞 セ ッ ト を 培 養 し 、 第 一 の セ ッ ト は ５ ％ 血 清 を 含 有 す る 完 全 培 地 で 培 養 し 、 第 二 の セ ッ
ト は ５ ％ 血 清 を 含 有 し 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ （ １ ０ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ ） を 添 加 し た 完 全 培 地 で 培 養 し 、 第 三
の セ ッ ト は ５ ％ 血 清 を 含 有 し 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ （ １ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ ） を 添 加 し た 完 全 培 地 で
培 養 し た 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 陽 性 細 胞 を 血 清 ま た は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ を 添 加 し た 血 清 に て 選 別 し
て ５ 日 間 増 殖 さ せ た 後 、 ポ ド プ ラ ニ ン お よ び 増 殖 性 細 胞 核 抗 原 （ Ｐ Ｃ Ｎ Ａ ） に 関 し て 染 色
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実 施 例 ４
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ シ グ ナ ル 伝 達 は 血 清 飢 餓 誘 導 性 ア ポ ト ー シ ス か ら 内 皮 細 胞 を 保 護 す る

実 施 例 ５
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 発 現 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 の 単 離



し た 。 核 は Hoechstフ ル オ ロ ク ロ ム に て 染 色 し た 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ ま た は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ を 添 加 し
た 場 合 、 細 胞 は Ｐ Ｃ Ｎ Ａ に 関 し て 染 色 さ れ た 。 ポ ド プ ラ ニ ン ま た は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ に 対 す
る 抗 体 に よ り 、 無 選 別 細 胞 、 ま た は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 陰 性 お よ び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 陽 性 細 胞 集
団 の 免 疫 蛍 光 二 重 染 色 も 行 っ た 。
【 ０ ２ １ ９ 】
リ ン パ 管 内 皮 細 胞 培 養 物 は 、 免 疫 蛍 光 染 色 に 応 じ ９ ５ を 超 え る ％ 純 度 で あ っ た 。 単 離 さ れ
た Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 陽 性 細 胞 は 、 培 養 で デ ィ ッ シ ュ の 壁 面 に 接 着 せ ず 、 血 清 を 含 む 完 全 培 養
培 地 中 に 、 わ ず か な 細 胞 が 増 殖 し た に 過 ぎ な か っ た 。 し か し 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ ま た は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ －
Ｃ の い ず れ か を 添 加 し た 場 合 、 ほ と ん ど の ポ ド プ ラ ニ ン 陽 性 細 胞 が 容 易 に 増 殖 し た 。 こ れ
に 対 し 、 血 管 内 皮 細 胞 は こ れ ら の 因 子 を 添 加 し な く て も 十 分 増 殖 し た 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
単 離 さ れ た リ ン パ 管 内 皮 細 胞 の 形 態 は 細 長 く 、 特 に Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ の 存 在 下 に て 培 養 し た 場
合 に は 、 細 胞 に は い く つ か の 突 起 が 見 ら れ た 。 ポ ド プ ラ ニ ン お よ び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ に 関 す
る 免 疫 蛍 光 は 、 無 選 別 の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 陰 性 細 胞 と 陽 性 細 胞 集 団 で は 同 じ 細 胞 に 同 時 に 局
在 し た 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ を 添 加 し た 培 養 系 で は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ の 細 胞 染 色 だ け が 見 ら れ 、
こ れ は リ ガ ン ド － 受 容 体 複 合 体 の イ ン タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ ン と 一 致 し て い る 。 こ れ に 対 し 、
血 清 ま た は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ の 存 在 下 で は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ は 細 胞 表 面 に 分 布 し て い た 。
【 ０ ２ ２ １ 】

細 胞 質 モ ノ ク ロ ー ナ ル ヌ ク レ オ ソ ー ム お よ び オ リ ゴ ヌ ク レ オ ソ ー ム の 蓄 積 を 、 血 清 飢 餓 状
態 で の ２ 種 の 内 皮 細 胞 集 団 に お け る ア ポ ト ー シ ス の 徴 候 と し て 測 定 し た 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３
発 現 細 胞 で は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ お よ び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ の 両 者 が 細 胞 の 生 存 を 増 進 し た （ 図 ２ Ｂ ） 。
し か し 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 陰 性 細 胞 で は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ は 効 果 の 低 い 生 存 因 子 で あ り 、 Ｖ Ｅ
Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 陽 性 細 胞 で 検 出 さ れ た も の と 同 等 の 作 用 に 対 し て ５ ～ １ ０ 倍 高 い 濃 度 を 要 し た
。 予 測 さ れ た よ う に 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ １ ５ ６ Ｓ は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 陽 性 細 胞 の 生 存 の み 促 進 し
た （ 図 ２ Ｂ ） 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 単 独 で 内 皮 細 胞 生 存 シ グ ナ ル を 伝 達 で
き る こ と 、 ま た 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ お よ び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ が 血 管 お よ び リ ン パ 管 内 皮 細 胞 を 示 差 的 に
タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ す る こ と が 確 認 さ れ た 。 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 集 団 の 増 殖 を 選 択 的 に 増 進 す
る こ と が で き れ ば 、 こ れ ら の 細 胞 種 の 細 胞 培 養 系 を さ ら な る 富 化 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
血 清 飢 餓 誘 発 性 ア ポ ト ー シ ス は ま た 、 蛍 光 コ ン ジ ュ ゲ ー ト リ ン 脂 質 結 合 タ ン パ ク 質 ア ネ キ
シ ン － Ｖ を 用 い 、 細 胞 表 面 の ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン の 露 出 を 分 析 す る こ と に よ っ て も モ ニ
タ リ ン グ し た 。 ア ネ キ シ ン － Ｖ で 染 色 さ れ た 細 胞 は 、 血 清 飢 餓 状 態 の ２ ４ 時 間 後 か ら ７ ２
時 間 ま で 検 出 さ れ 、 接 着 細 胞 の 約 ４ ０ ％ が ア ポ ト ー シ ス と 起 こ し て い た が 、 継 代 初 期 お よ
び 密 集 状 態 で は 細 胞 は ア ポ ト ー シ ス に 対 す る 耐 性 が 高 か っ た 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
飢 餓 培 地 に Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ を 添 加 す る と 、 ア ネ キ シ ン － Ｖ 陽 性 を 示 す 細 胞 数 も 細 胞 の 解 離 も 減 少
し た 。 Ｈ Ｍ Ｖ Ｅ 細 胞 の ア ネ キ シ ン － Ｖ 染 色 は 、 血 清 フ リ ー 培 地 単 独 （ Ｂ Ｓ Ａ ） ま た は Ｖ Ｅ
Ｇ Ｆ も し く は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ の 刺 激 を 加 え て 、 培 養 ７ ２ 時 間 後 に 行 っ た 。 ポ ド プ ラ ニ ン に 対
す る 抗 体 を 用 い た 同 時 染 色 を 用 い て 、 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 と 血 管 内 皮 細 胞 を 識 別 し た 。 こ の
染 色 プ ロ ト コ ー ル を 用 い る と 、 ア ポ ト ー シ ス ア ネ キ シ ン － Ｖ 陽 性 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 お よ び
ア ポ ト ー シ ス 血 管 内 皮 細 胞 の 検 出 が 可 能 で あ っ た 。 こ こ で 再 び 、 核 を Hoechstフ ル オ ロ ク
ロ ム で 対 比 染 色 し た 。 ア ネ キ シ ン － Ｖ 陽 性 細 胞 は 、 ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム で 染 色 さ れ な い こ
と か ら 、 そ れ ら は 壊 死 で は な く ア ポ ト ー シ ス 細 胞 を 呈 し た 。 一 方 、 Hoechstフ ル オ ロ ク ロ
ム に よ る 核 染 色 で は 、 ア ポ ト ー シ ス を 受 け て い る 細 胞 に 典 型 的 な 濃 縮 核 が 明 ら か と な っ た
。 こ れ ら の 濃 縮 核 は ま た Ｔ Ｕ Ｎ Ｅ Ｌ 染 色 に 関 し て 陽 性 で あ っ た 。 興 味 深 い こ と に Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ
－ Ｃ 特 に Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ １ ５ ６ Ｓ に よ る 刺 激 で 主 と し て リ ン パ 管 内 皮 細 胞 の 生 存 が 高 ま っ た
（ 図 ３ ） 。 ア ネ キ シ ン － Ｖ 陽 性 細 胞 の 数 は ポ ド プ ラ ニ ン 陰 性 細 胞 で 、 ま た Ｂ Ｓ Ａ お よ び Ｖ
Ｅ Ｇ Ｆ で 処 理 さ れ た 培 養 物 に お い て も 高 か っ た （ 図 ３ ） 。 こ れ は 血 管 内 皮 細 胞 が Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ
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実 施 例 ６
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ は 主 と し て Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 発 現 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 の 生 存 を 増 進 す る



－ Ｃ を 産 生 す る が リ ン パ 管 内 皮 細 胞 は 産 生 せ ず 、 そ れ ら は リ ン パ 管 内 皮 細 胞 の 生 存 を お そ
ら く 増 進 し う る こ と か ら 、 あ る 程 度 の 直 接 的 作 用 を 示 す と 考 え ら れ る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】

背 景 で 論 じ た よ う に 、 増 殖 因 子 が 細 胞 の 生 存 を 増 進 し う る 主 要 な シ グ ナ ル 伝 達 経 路 は 、 Ｐ
Ｉ － ３ － キ ナ ー ゼ と 、 そ の 下 流 に あ る 標 的 セ リ ン － ト レ オ ニ ン キ ナ ー ゼ Ａ ｋ ｔ を 用 い て い
る 。 Ａ ｋ ｔ に 対 す る 種 々 の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ の 作 用 を 、 リ ン 特 異 的 抗 体 を 用 い 、 セ リ ン ４ ７ ３ お よ
び ト レ オ ニ ン ３ ０ ８ に お け る Ａ ｋ ｔ リ ン 酸 化 を 評 価 す る こ と に よ っ て 分 析 し た 。 Ａ ｋ ｔ は
、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 、 Ｏ Ｒ Ｆ Ｖ ２ － Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ １ ５ ６ Ｓ ま た は Ｖ Ｅ Ｇ
Ｆ － Ｄ に て 刺 激 さ れ た Ｈ Ｍ Ｖ Ｅ 細 胞 で は Ｓ ｅ ｒ ４ ７ ３ に よ り リ ン 酸 化 さ れ る が 、 Ｐ Ｉ Ｇ Ｆ
に て 刺 激 さ れ た Ｈ Ｍ Ｖ Ｅ 細 胞 で は リ ン 酸 化 さ れ な い こ と が わ か っ た 。 こ の こ と か ら 、 Ａ ｋ
ｔ は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ２ ま た は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ２ に よ り 伝 達 さ れ る 増 殖 因 子 シ グ ナ ル に よ っ て
活 性 化 さ れ る が 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － １ に よ っ て 伝 達 さ れ る も の で は 活 性 化 さ れ な い こ と が 示 さ
れ た 。 Ａ ｋ ｔ 　 Ｔ ｈ ｒ ３ ０ ８ リ ン 酸 化 に お い て も 同 様 の 上 昇 が 検 出 さ れ た 。 Ｐ Ｉ ３ － キ ナ
ー ゼ 阻 害 剤 ウ ォ ル ト マ ン ニ ン （ ３ ０ ｎ Ｍ ） お よ び Ｌ Ｙ ２ ９ ４ ０ ０ ２ （ ２ ０ μ Ｍ ） は 、 検 討
し た Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ の 総 て に 応 答 し て Ａ ｋ ｔ リ ン 酸 化 を 無 効 に し た が 、 こ の こ と は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ －
３ に よ り 媒 介 さ れ る Ａ ｋ ｔ 活 性 化 は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ２ に 関 し て こ れ ま で に 示 さ れ て い る よ う
に (Gerber et al., J. Biol. Chem., 273:30336-30343, 1998; Thakker et al., J. Biol
. Chem., 274:10002-10007, 1999)Ｐ Ｉ ３ － キ ナ ー ゼ に よ っ て 伝 達 さ れ る こ と を 示 し て い
る 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
Ａ ｋ ｔ は 、 Ｈ Ｍ Ｖ Ｅ Ｃ の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ へ の 暴 露 か ら ２ ０ ～ ３ ０ 分 後 に 最 大 に リ ン 酸 化 さ れ る が
、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ に よ り 誘 導 さ れ る Ａ ｋ ｔ リ ン 酸 化 は １ ０ 分 に ピ ー ク が あ る こ と が わ か っ た
（ 図 ４ ） 。 明 ら か に 対 照 的 に 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ １ ５ ６ Ｓ で 刺 激 す る と Ａ ｋ ｔ リ ン 酸 化 は 遅 く
な り 、 ３ ０ ～ ４ ０ 分 に ピ ー ク が あ る 。 下 流 標 的 の 活 性 化 に 違 い が あ る こ と は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ
－ ２ ま た は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ に よ る Ａ ｋ ｔ の リ ン 酸 化 は 、 異 な る 経 路 に よ っ て 伝 達 さ れ る の
で は な い か と 示 唆 さ れ る 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ２ は Ｐ Ｉ ３ － キ ナ ー ゼ の 調 節 ｐ ８ ５ サ ブ ユ ニ ッ ト
と 構 成 的 に 会 合 す る の で (Thakker et al., J. Biol. Chem., 274:10002-10007, 1999)、
お そ ら く 従 来 の 経 路 に よ り Ａ ｋ ｔ リ ン 酸 化 の シ グ ナ ル を 伝 達 す る 可 能 性 が あ る 。 こ れ に 対
し 、 本 発 明 者 ら も 他 者 も 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ の 自 己 リ ン 酸 化 後 の ｐ ８ ５ と Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ と
の 会 合 、 ま た は Ｐ Ｉ ３ － キ ナ ー ゼ 活 性 の 刺 激 を 検 出 す る こ と が で き て い な い (Borg et al.
, Oncogene, 10:973-984, 1995; Pajusola et al., Oncogene, 9:3545-3555, 1994)。
【 ０ ２ ２ ６ 】

本 発 明 者 ら は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ 刺 激 時 に Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ２ お よ び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ に よ り 同 時 に
シ グ ナ ル 伝 達 さ れ る と 、 Ｈ Ｍ Ｖ Ｅ 細 胞 に お い て ｐ ４ ２ ／ ｐ ４ ４ 　 Ｍ Ａ Ｐ Ｋ 活 性 化 の 持 続 が
起 こ る こ と を 証 明 し た 。 ｐ ４ ２ ／ ｐ ４ ４ 　 Ｍ Ａ Ｐ Ｋ の 活 性 化 は 、 リ ン － Ｔ ｈ ｒ ２ ０ ２ ／ Ｔ
ｙ ｒ ２ ０ ４ － Ｍ Ａ Ｐ Ｋ 特 異 的 抗 体 を 用 い た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 お よ び リ ン － Ｓ ｅ ｒ １ ３
３ 特 異 的 抗 体 を 用 い た Ｃ Ｒ Ｅ Ｂ リ ン 酸 化 に よ り 検 出 し た 。 増 殖 因 子 の 使 用 濃 度 は 、 Ｖ Ｅ Ｇ
Ｆ １ ０ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ １ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ お よ び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ １ ５ ６ Ｓ ５ ０ ０ ｎ
ｇ ／ ｍ Ｌ と し た 。 さ ら に 本 試 験 か ら 、 Ｈ Ｍ Ｖ Ｅ 細 胞 に お い て Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ に よ り 誘 導 さ
れ る ｐ ４ ２ ／ ｐ ４ ４ 　 Ｍ Ａ Ｐ Ｋ 活 性 化 は タ ン パ ク 質 キ ナ ー ゼ Ｃ に よ っ て 媒 介 さ れ る こ と が
わ か っ た 。 Ｈ Ｍ Ｖ Ｅ 細 胞 に お け る ｐ ４ ２ ／ ｐ ４ ４ 　 Ｍ Ａ Ｐ Ｋ 　 Ｔ ｈ ｒ ２ ０ ２ ／ Ｔ ｙ ｒ ２ ０
４ の リ ン 酸 化 、 Ｃ Ｒ Ｅ Ｂ 　 Ｓ ｅ ｒ １ ３ ３ の リ ン 酸 化 お よ び Ａ ｋ ｔ 　 Ｓ ｅ ｒ ４ ７ ３ の リ ン 酸
化 に 対 す る Ｇ Ｆ １ ０ ９ ２ ０ ３ Ｘ に よ る タ ン パ ク 質 キ ナ ー ゼ Ｃ 、 Ｐ Ｄ ９ ８ ０ ５ ９ に よ る Ｍ Ｅ
Ｋ １ 、 お よ び Ｌ Ｙ ２ ９ ４ ０ ０ ２ に よ る Ｐ Ｉ － ３ キ ナ ー ゼ の 阻 害 作 用 。 増 殖 因 子 の 使 用 濃 度
は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ １ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ １ ０ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ 、 お よ び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ １ ５ ６ Ｓ
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実 施 例 ７
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ の リ ン 酸 化 は Ｐ Ｉ － ３ － キ ナ ー ゼ 依 存 性 の Ａ ｋ ｔ 活 性 化 を も た ら す

実 施 例 ８
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ に よ る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ２ お よ び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ の 同 時 刺 激 に よ っ て 、 ｐ ４ ２ ／
ｐ ４ ４ 　 Ｍ Ａ Ｐ Ｋ 活 性 化 の 持 続 が 起 こ る



５ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ と し た 。
分 裂 促 進 因 子 活 性 化 タ ン パ ク 質 キ ナ ー ゼ （ Ｍ Ａ Ｐ Ｋ ） シ グ ナ ル 伝 達 経 路 は 、 増 殖 因 子 に 依
存 す る 細 胞 生 存 に 関 連 す る も う １ つ の 機 構 で あ る 。 本 発 明 者 ら は 、 Ｈ Ｍ Ｖ Ｅ 細 胞 に お い て
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ の 刺 激 時 に 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ２ お よ び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ に よ る 同 時 シ グ ナ ル 伝 達
が ｐ ４ ２ ／ ｐ ４ ４ 　 Ｍ Ａ Ｐ Ｋ の 活 性 化 の 持 続 を も た ら す こ と を 証 明 し た 。 ｐ ４ ２ ／ ｐ ４ ４
　 Ｍ Ａ Ｐ Ｋ の 活 性 化 は 、 リ ン － Ｔ ｈ ｒ ２ ０ ２ ／ Ｔ ｙ ｒ ２ ０ ４ － Ｍ Ａ Ｐ Ｋ 特 異 的 抗 体 を 用 い
た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 お よ び リ ン － Ｓ ｅ ｒ １ ３ ３ 特 異 的 抗 体 を 用 い た Ｃ Ｒ Ｅ Ｂ リ ン 酸 化
に よ り 検 出 し た 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
本 発 明 者 ら は 、 Ｈ Ｍ Ｖ Ｅ 細 胞 に お い て Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ １ ５ ６ Ｓ に よ る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 刺 激 の
後 に Ｍ Ａ Ｐ Ｋ の 活 性 化 が 検 出 さ れ る こ と を 示 し た 。 し か し 、 こ れ ら の 細 胞 で は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ
－ ２ リ ガ ン ド Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ お よ び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ に よ っ て 誘 導 さ れ た Ｍ Ａ Ｐ Ｋ の リ ン 酸 が 有 意 に
強 か っ た 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ 刺 激 後 も 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 刺 激 後 も 、 Ｍ Ａ Ｐ Ｋ の 活 性 化 は １ ０ ～ ２ ０ 分
に ピ ー ク が あ っ た が 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ に よ り 誘 導 さ れ る 活 性 化 は 、 少 な く と も ６ 時 間 持 続 す る Ｖ
Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ に よ り 誘 導 さ れ る も の よ り も 一 時 的 で あ っ た 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
Ｍ Ａ Ｐ キ ナ ー ゼ の 下 流 で は 、 Ｍ Ａ Ｐ Ｋ に よ り 活 性 化 さ れ る キ ナ ー ゼ Ｒ ｓ ｋ は 、 Ｓ ｅ ｒ １ ３
３ に お い て 転 写 因 子 Ｃ Ｒ Ｅ Ｂ （ ｃ Ａ Ｍ Ｐ 応 答 エ レ メ ン ト 結 合 タ ン パ ク 質 ） を リ ン 酸 化 し 、
プ ロ 生 存 遺 伝 子 の 転 写 を 増 強 す る こ と に よ り 細 胞 の 生 存 を 増 進 す る こ と が わ か っ て い る (B
onni et al., Science, 286:1358-1362, 1999)。 ｐ ４ ２ ／ ｐ ４ ４ 活 性 化 と 相 関 す る Ｃ Ｒ Ｅ
Ｂ の リ ン 酸 化 は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ ま た は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ に よ る Ｈ Ｍ Ｖ Ｅ Ｃ の 刺 激 後 に は 検 出 さ れ た
が 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ １ ５ ６ Ｓ に よ る 刺 激 後 に は 検 出 さ れ な か っ た 。 Ａ ｋ ｔ も ま た Ｃ Ｒ Ｅ Ｂ を
リ ン 酸 化 す る が (Du and Montminy, J. Biol. Chem., 273:32377-32379, 1998)、 Ｌ Ｙ ２ ９
４ ０ ０ ２ に よ る Ａ ｋ ｔ の 阻 害 は Ｃ Ｒ Ｅ Ｂ の リ ン 酸 化 に は 影 響 を 及 ぼ さ な か っ た 。 こ れ に 対
し て 、 Ｐ Ｄ ９ ８ ０ ５ ９ ま た は Ｕ ０ １ ２ ６ に よ る Ｍ Ｅ Ｋ １ （ Ｍ Ａ Ｐ キ ナ ー ゼ キ ナ ー ゼ ） の 阻
害 は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ を 阻 害 し た が 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ に よ り 誘 導 さ れ る Ｃ Ｒ Ｅ Ｂ の リ ン 酸 化 は 阻 害
し な か っ た 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
さ ら に 本 発 明 者 ら は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ に よ り 誘 導 さ れ る Ｍ Ａ Ｐ Ｋ の 活 性 化 が Ｐ Ｋ Ｃ を 媒 介
と す る こ と を 見 出 し た 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ に よ り 誘 導 さ れ る Ｍ Ａ Ｐ Ｋ カ ス ケ ー ド の 活 性 化 は 従 来 の
Ｒ ａ ｓ 経 路 の 代 わ り に タ ン パ ク 質 キ ナ ー ゼ Ｃ （ Ｐ Ｋ Ｃ ） を 媒 介 と す る こ と が 示 さ れ て い る
(Doanes et al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 255: 545-548, 1999; Takahashi et 
al., Oncogene, 18:2221-2230, 1999; Yoshiji et al., Cancer Res., 59:4413-4418, 19
99)。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ お よ び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ １ ５ ６ Ｓ に よ り 誘 導 さ れ る Ｍ Ａ Ｐ Ｋ 活 性 化 に 対 す
る Ｐ Ｋ Ｃ 阻 害 の 作 用 を 検 討 す る た め 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ お よ び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ １ ５ ６
Ｓ の 最 小 濃 度 を 滴 定 し た と こ ろ 、 リ ン 特 異 的 抗 体 を 用 い た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ り 測
定 す る と 最 大 の ｐ ４ ２ ／ ｐ ４ ４ 　 Ｍ Ａ Ｐ Ｋ 活 性 化 が 得 ら れ た 。 こ れ ら の 条 件 で 、 Ｇ Ｆ １ ０
９ ２ ０ ３ Ｘ に よ る Ｐ Ｋ Ｃ の 阻 害 は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ ま た は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ １ ５ ６ Ｓ
に よ り 誘 導 さ れ た ｐ ４ ２ ／ ｐ ４ ４ 　 Ｍ Ａ Ｐ Ｋ の リ ン 酸 化 お よ び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ ま た は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ －
Ｃ に よ り 誘 導 さ れ た Ｃ Ｒ Ｅ Ｂ の リ ン 酸 化 を 完 全 に ブ ロ ッ ク し た 。 ま た 、 Ｐ Ｄ ９ ８ ０ ５ ９ に
よ る Ｍ Ｅ Ｋ １ の 阻 害 の 結 果 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ 刺 激 時 の Ｃ Ｒ Ｅ Ｂ の リ ン 酸 化 は 低 下 し た 。 驚 く
こ と に 、 こ の 処 理 に よ っ て は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ に よ り 誘 導 さ れ る Ｃ Ｒ Ｅ Ｂ の リ ン 酸 化 は 阻 害 さ れ な
か っ た 。 こ の こ と と 合 致 し て 、 最 近 の 研 究 で は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ に よ り 誘 導 さ れ る Ｃ Ｒ Ｅ Ｂ の リ
ン 酸 化 は 、 Ｐ Ｋ Ｃ お よ び ｐ ３ ８ 　 Ｍ Ａ Ｐ Ｋ を 媒 介 と す る が 、 ｐ ４ ２ ／ ｐ ４ ４ 　 Ｍ Ａ Ｐ Ｋ は
媒 介 と し な い こ と が わ か っ て い る 。
【 ０ ２ ３ ０ 】

内 皮 細 胞 の 移 動 は 血 管 新 生 に 重 要 な 役 割 を 果 た し 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ に よ り 誘 導 さ れ る 移 動 シ グ ナ
ル の 少 な く と も い く つ か は 、 Ｐ Ｉ ３ － キ ナ ー ゼ に よ っ て 伝 達 さ れ る (Gille et al., J. Bi
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実 施 例 ９
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ は 内 皮 細 胞 の 移 動 を 誘 導 す る



ol. Chem., 276:3222-3230, 2001; Gille et al., EMBO J., 19:4064-4073, 2000; Qi an
d Claesson-Welsh, Exp. Cell Res., 263:173-182, 2001)。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ が 欠 損 し て い
る 胚 は 、 血 管 が 再 構 築 で き な い た め に 死 に 至 る の で (Dumont et al., Science, 282:946-9
49, 1998)、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ シ グ ナ ル 伝 達 も 内 皮 細 胞 の 移 動 に 関 与 す る か ど う か と い う 問
題 は 、 さ ら に 検 討 す る に 値 す る も の で あ っ た 。 Boydenチ ャ ン バ ー ア ッ セ イ に お い て 、 種 々
の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ の 存 在 下 、 Ｈ Ｍ Ｖ Ｅ 細 胞 を イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ は 、 １ ０ 倍 の 細 胞 移
動 刺 激 を 誘 導 し 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ ま た は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ の 作 用 は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ の 作 用 に ほ ぼ 匹 敵
す る も の で あ っ た （ 図 ５ ） 。 さ ら に 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ １ ５ ６ Ｓ は 、 Ｈ Ｍ Ｖ Ｅ 細 胞 の 移 動 も 誘
導 し 、 こ れ は １ ０ 倍 モ ル 過 剰 の 可 溶 性 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ に よ り 特 的 に ブ ロ ッ ク さ れ た （ 図 ５
の 右 の グ レ ー の バ ー ） 。 こ れ ら の 結 果 は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ に よ る シ グ ナ ル 伝 達 が 内 皮 細 胞
の 移 動 誘 導 に 十 分 な も の で あ る こ と を 示 し て い る 。
本 発 明 の 組 成 物 お よ び 方 法 を 好 ま し い 実 施 形 態 と し て 記 載 し て き た が 、 当 業 者 な ら ば 本 発
明 の 概 念 、 精 神 お よ び 範 囲 を 外 れ る こ と な く 本 明 細 書 に 記 載 の 方 法 に バ リ エ ー シ ョ ン を 加
え う る こ と が わ か る で あ ろ う 。 当 業 者 に 明 ら か な こ の よ う な 同 等 の 代 替 法 お よ び 改 変 は 総
て 本 発 明 の 精 神 、 範 囲 お よ び 概 念 の 中 に あ る も の と す る 。 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー の 作 製 お よ び
組 換 え ペ プ チ ド の 作 製 お よ び 単 離 の た め の 技 術 は 当 業 者 に 周 知 の も の で あ り 、 本 発 明 と と
も に 用 い る こ と が で き る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ３ １ 】
次 の 図 面 は 本 明 細 書 の 一 部 を な し 、 本 発 明 の 態 様 を さ ら に 例 示 す る た め に 含 め る も の で あ
る 。 本 明 細 書 に 示 し た 特 定 の 具 体 例 の 詳 細 な 説 明 と 組 み 合 わ せ て １ つ 以 上 の 図 面 を 参 照 す
る こ と に よ り 、 本 発 明 は よ り よ く 理 解 さ れ る で あ ろ う 。
【 図 １ 】 　 Ｂ ａ ／ Ｆ ３ バ イ オ ア ッ セ イ を 用 い た 種 々 の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ の 受 容 体 特 異 性 の 解
析 。 示 さ れ た 濃 度 に お け る 種 々 の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ の 存 在 下 で の キ メ ラ 受 容 体 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － １ ／ Ｅ
ｐ ｏ Ｒ （ 図 １ Ａ ） 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ２ ／ Ｅ ｐ ｏ Ｒ （ 図 １ Ｂ ） ま た は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ ／ Ｅ ｐ ｏ
Ｒ （ 図 １ Ｃ ） を 発 現 す る Ｂ ａ ／ Ｆ ３ 細 胞 の 生 存 能 力 の 測 定 。 細 胞 生 存 能 力 は Ｍ Ｔ Ｔ ア ッ セ
イ を 用 い て 決 定 し た 。 デ ー タ は ３ 回 の ア ッ セ イ の 平 均 値 を 示 し て い る （ 平 均 ± ｓ ． ｄ ． ）
。 　 　 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ （ 図 １ Ｄ 、 図 １ Ｅ ） お よ び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ １ ５ ６ Ｓ （ 図 １ Ｆ 、 図
１ Ｇ ） と 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ （ 図 １ Ｄ 、 図 １ Ｆ ） お よ び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ２ （ 図 １ Ｅ 、 図 １ Ｇ ）
と の 相 互 作 用 の バ イ オ セ ン サ ー 解 析 。 キ メ ラ 受 容 体 タ ン パ ク 質 を 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル 化 し
た デ キ ス ト ラ ン 表 面 に 固 定 化 し た 。 増 殖 因 子 は 、 指 定 濃 度 で 流 速 ２ ０ μ Ｌ ／ 分 に て 表 面 上
に 注 入 し た 。 示 さ れ た セ ン サ ー グ ラ ム (sensorgram)か ら 、 同 じ サ ン プ ル を ブ ラ ン ク 対 照 チ
ャ ン ネ ル に 通 し た 場 合 に 得 ら れ る 対 応 シ グ ナ ル を 減 じ た 。 バ イ オ セ ン サ ー 解 析 よ り 得 た 動
的 デ ー タ を 表 Ｉ に 示 す 。
【 図 ２ 】 　 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － １ で は な く 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ２ お よ び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 活 性 化
リ ガ ン ド が 血 清 飢 餓 状 態 の Ｈ Ｍ Ｖ Ｂ 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス を 阻 害 す る 。 血 管 お よ び リ ン パ 管
内 皮 細 胞 の ２ つ の 細 胞 集 団 か ら な る 血 清 飢 餓 状 態 の Ｈ Ｍ Ｖ Ｂ 細 胞 （ 図 ２ Ａ ） ま た は Ｖ Ｅ Ｇ
Ｆ Ｒ － ３ 抗 体 を 用 い た 磁 気 セ ル ソ ー テ ィ ン グ (magnetic cell sorting)後 に 単 離 さ れ た 細
胞 集 団 （ 図 ２ Ｂ ） の 細 胞 質 ヒ ス ト ン 関 連 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 （ モ ノ お よ び オ リ ゴ ヌ ク レ オ ソ ー ム ）
の 測 定 。 血 清 フ リ ー 培 地 （ Ｂ Ｓ Ａ ） に て ２ ４ 時 間 増 殖 さ せ た ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の 細 胞 質 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ ソ ー ム の 強 化 因 子 を １ ０ ０ （ ％ ） と し た 。 デ ー タ は ３ 回 の 独 立 し た 試 験 の 平
均 値 を 示 し て い る （ 平 均 ± ｓ ． ｄ ． ） 。 次 の 濃 度 の 増 殖 因 子 を 用 い た ： ｂ Ｆ Ｇ Ｆ 　 １ ０ ｎ
ｇ ／ ｍ Ｌ 、 Ｐ ｌ Ｇ Ｆ 　 ５ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 　 ５ ０ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ 　 １
０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ １ ５ ６ Ｓ 　 ５ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 　 ５ ０ ０ ｎ ｇ
／ ｍ Ｌ 、 Ｏ Ｒ Ｆ Ｖ ２ -Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 　 ５ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ お よ び 無 関 係 の 対 照 タ ン パ ク 質 と し て
の ミ エ リ ン 塩 基 性 タ ン パ ク 質 （ Ｍ Ｂ Ｐ ） 　 ５ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ 。
【 図 ３ 】 ７ ２ 時 間 の 血 清 飢 餓 後 の ポ ド プ ラ ニ ン 陽 性 お よ び 陰 性 細 胞 集 団 に お け る ア ネ キ シ
ン (Annexin)－ Ｖ 陽 性 細 胞 （ 付 着 細 胞 の 割 合 ％ )の 定 量 。 デ ー タ は ５ つ の 計 数 領 域 の 平 均 値
（ × ４ ０ ０ ） を 示 し て い る （ 平 均 ± ｓ ． ｄ ． ） 。
【 図 ４ 】 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ２ ま た は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ 刺 激 に よ り Ｐ Ｉ ３ － キ ナ ー ゼ 依 存 的 Ａ ｋ ｔ
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Ａ － Ｃ

Ｄ － Ｇ

Ａ － Ｂ



リ ン 酸 化 反 応 が 誘 導 さ れ る 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ  (グ レ ー の 円 )、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ （ 黒 色 の ボ ッ ク ス ）
お よ び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ １ ５ ６ Ｓ (白 い 三 角 形 )は 、 異 な る 動 態 に よ っ て Ａ ｋ ｔ の リ ン 酸 化 反 応
を 誘 導 し た 。 デ ー タ は ３ 回 の 独 立 し た 試 験 に お け る 全 Ａ ｋ ｔ タ ン パ ク 質 と 対 比 し た リ ン 酸
化 Ａ ｋ ｔ タ ン パ ク 質 の シ グ ナ ル の 光 学 濃 度 の 評 価 を 示 し て い る （ 平 均 ± ｓ ． ｄ ． ） 。
【 図 ５ 】 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ が 内 皮 細 胞 移 動 を 媒 介 す る 。 Ｂ ｏ ｙ ｄ ｅ ｎ 　 ｃ ｈ ａ ｍ ｂ ｅ ｒ ア ッ
セ イ に お け る 異 な る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ の 存 在 下 で の Ｈ Ｍ Ｖ Ｅ 細 胞 の 移 動 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ で は な く Ｖ Ｅ Ｇ
Ｆ － Ｃ １ ５ ６ Ｓ に よ り 刺 激 さ れ た 移 動 が 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ １ ５ ６ Ｓ と １ ０ モ ル 過 剰 の 可 溶 性
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － ３ （ 薄 い グ レ ー の バ ー ） と を プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て ブ ロ ッ ク
さ れ た 。 デ ー タ は ３ 回 の 独 立 し た 試 験 の 平 均 値 を 示 し て い る （ 平 均 ± ｓ ． ｄ ． ） 。 用 い た
増 殖 因 子 濃 度 は ： Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 　 １ ０ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ 　 ５ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ 、 Ｖ Ｅ Ｇ
Ｆ － Ｄ 　 ５ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ お よ び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｃ １ ５ ６ Ｓ 　 ３ μ ｇ ／ ｍ Ｌ で あ る 。
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】
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