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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】血管形成関連障害を処置するための単離された核酸分子を提供する。
【解決手段】特定の配列の１つに示される配列を含む単離された核酸分子。血管形成プロ
セスにおいて役割を果たすポリペプチドをコードし、かつ特定の配列の１つに示されるヌ
クレオチド配列を含む核酸分子と、ストリンジェントな条件のもとでハイブリダイゼーシ
ョンする単離された核酸分子。ガン、慢性関節リウマチ、糖尿病網膜症、乾癬、アテロー
ム性動脈硬化、虚血性四肢疾患および冠状動脈疾患などの心臓血管疾患（これらに限定さ
れない）を含む血管形成関連疾患において役割を果たすポリペプチドをコードする、上記
の単離された核酸分子。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　配列番号１～２０の１つに示される配列を含む単離された核酸分子。
【請求項２】
　配列番号１～１１４の１つに示される配列またはそのフラグメントを含み、血管形成プ
ロセスにおいて役割を果たすポリペプチドをコードする単離された核酸分子。
【請求項３】
　配列番号１～１１４の１つに示される配列を含む核酸分子に対して少なくとも７０％が
同一であり、血管形成プロセスにおいて役割を果たすポリペプチドをコードする単離され
た核酸分子。
【請求項４】
　少なくとも８５％が同一である、請求項３に記載の単離された核酸分子。
【請求項５】
　少なくとも９５％が同一である、請求項３に記載の単離された核酸分子。
【請求項６】
　血管形成プロセスにおいて役割を果たすポリペプチドをコードし、かつ配列番号１～１
１４の１つに示されるヌクレオチド配列を含む核酸分子と、ストリンジェントな条件のも
とでハイブリダイゼーションする単離された核酸分子。
【請求項７】
　ガン、慢性関節リウマチ、糖尿病網膜症、乾癬、アテローム性動脈硬化、虚血性四肢疾
患および冠状動脈疾患などの心臓血管疾患（これらに限定されない）を含む血管形成関連
疾患において役割を果たすポリペプチドをコードする、請求項１～６のいずれか一項に記
載の単離された核酸分子。
【請求項８】
　配列番号１～２０に示されるヌクレオチド配列のいずれか１つからなる単離された核酸
分子。
【請求項９】
　配列番号１１５～１２５の１つに示される配列を含む単離されたポリペプチド。
【請求項１０】
　配列番号１１５～２１７の１つに示される配列またはそのフラグメントを含み、血管形
成プロセスにおいて役割を果たす単離されたポリペプチド。
【請求項１１】
　血管形成プロセスにおいて役割を果たし、配列番号１１５～２１７に示されるアミノ酸
配列との同一性が少なくとも７０％である単離されたポリペプチド。
【請求項１２】
　配列同一性が少なくとも８５％である、請求項１１に記載の単離されたポリペプチド。
【請求項１３】
　配列同一性が少なくとも９５％である、請求項１１に記載の単離されたポリペプチド。
【請求項１４】
　ガン、慢性関節リウマチ、糖尿病網膜症、乾癬、アテローム性動脈硬化などの心臓血管
疾患、虚血性四肢疾患および冠状動脈疾患（これらに限定されない）を含む血管形成プロ
セス関連疾患において役割を果たす、請求項９～１３のいずれか一項に記載の単離された
ポリペプチド。
【請求項１５】
　配列番号１１５～１２５に示されるアミノ酸配列のいずれか１つからなる単離されたポ
リペプチド。
【請求項１６】
　請求項１～８のいずれか一項に記載される核酸分子を含む発現ベクター。
【請求項１７】
　請求項１６に記載される発現ベクターを含む細胞。
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【請求項１８】
　ポリペプチドを調製する方法であって、
（１）請求項１７に記載される細胞を、ポリペプチドを産生させるために効果的な条件の
もとで培養する工程；および
（２）ポリペプチドを回収する工程
を含む方法。
【請求項１９】
　請求項１８に記載される方法によって調製されるポリペプチド。
【請求項２０】
　対象の血管形成関連障害を処置するための医薬品の製造における、請求項１～８のいず
れか一項に示される核酸分子または請求項９～１５もしくは請求項１９のいずれか一項に
示されるポリペプチドまたはその活性なフラグメントによってコードされるポリペプチド
の発現または活性の調節剤の使用。
【請求項２１】
　ポリペプチドの発現または活性が、対象に以下のもののいずれか一つを導入することに
よって調節される、請求項２０に記載の方法：
（ａ）請求項１～８のいずれか一項に記載される核酸分子のアンタゴニストまたはアゴニ
スト；
（ｂ）請求項９～１５または請求項１９のいずれか一項に記載されるポリペプチドのアン
タゴニストまたはアゴニスト；
（ｃ）請求項１～８のいずれか一項に記載される核酸分子に対するアンチセンスである核
酸；
（ｄ）請求項１～８のいずれか一項に記載される核酸分子の少なくとも一部分の相補体で
ある核酸分子であって、核酸分子の発現またはレベルを調節することができる核酸分子；
（ｅ）請求項１～８のいずれか一項に記載される核酸分子またはその活性なフラグメント
もしくは変化体；
（ｆ）請求項９～１５または請求項１９のいずれか一項に記載されるポリペプチド；また
は
（ｇ）前記ポリペプチドと特異的に結合することができる抗体。
【請求項２２】
　核酸分子相補体が以下の一つ以上のものから選択される、請求項２１に記載の使用：
（ａ）請求項１～８のいずれか一項に記載される核酸分子によってコードされるｍＲＮＡ
とハイブリダイゼーションするＲＮＡ分子；
（ｂ）請求項１～８のいずれか一項に記載される核酸分子によってコードされるｍＲＮＡ
とハイブリダイゼーションする短い干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）；または
（ｃ）請求項１～８のいずれか一項に記載される核酸分子に対して標的化される触媒核酸
分子。
【請求項２３】
　障害が、ガン；関節炎を含む炎症性疾患；黄斑変性および糖尿病網膜症を含む角膜、網
膜または脈絡膜の新生血管形成；乾癬；心臓血管疾患からなる群から選択される請求項２
０～２２のいずれか一項に示される使用。
【請求項２４】
　血管形成関連障害の処置のための候補薬学的化合物をスクリーニングするための、請求
項１～８のいずれか一項に記載される核酸分子、または請求項９～１５もしくは請求項１
９に記載されるポリペプチドまたはその活性なフラグメントの使用。
【請求項２５】
　血管形成関連障害の処置のための候補薬学的化合物をスクリーニングするための、請求
項１７に記載される細胞の使用。
【請求項２６】
　障害が、ガン；関節炎を含む炎症性疾患；黄斑変性および糖尿病網膜症を含む角膜、網
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膜または脈絡膜の新生血管形成；乾癬；心臓血管疾患からなる群から選択される請求項２
４または２５に示される使用。
【請求項２７】
　血管形成関連障害の処置のための候補薬学的化合物についてスクリーニングする方法で
あって、
（ａ）請求項９～１５もしくは請求項１９のいずれか一項に記載されるポリペプチドまた
はその活性なフラグメントを提供する工程、
（ｂ）候補薬学的化合物を前記ポリペプチドに加える工程、および
（ｃ）前記ポリペプチドへの前記候補薬学的化合物の結合を明らかにする工程
を含み、
　ポリペプチドに結合する化合物が候補薬学的化合物である、方法。
【請求項２８】
　血管形成関連障害の処置のための候補薬学的化合物についてスクリーニングする方法で
あって、
（ａ）請求項１７に記載される細胞を提供する工程、
（ｂ）候補薬学的化合物を前記細胞に加える工程、および
（ｃ）前記細胞の機能的性質に対する前記候補薬学的化合物の作用を明らかにする工程
を含み、
　前記細胞の機能的性質を変化させる化合物が候補薬学的化合物である、方法。
【請求項２９】
　血管形成関連障害の処置のための候補薬学的化合物についてスクリーニングする方法で
あって、
（ａ）請求項１７に記載される細胞を提供する工程、
（ｂ）候補薬学的化合物を前記細胞に加える工程、および
（ｃ）発現ベクターの一部である核酸分子の前記細胞における発現に対する前記候補薬学
的化合物の作用を明らかにする工程
を含み、
　発現ベクターの一部である核酸分子の前記細胞における発現を変化させる化合物が候補
薬学的化合物である、方法。
【請求項３０】
　血管形成関連障害の処置のための候補薬学的化合物についてスクリーニングする方法で
あって、
（ａ）請求項１７に記載される細胞を提供する工程、
（ｂ）候補薬学的化合物を前記細胞に加える工程、および
（ｃ）発現ベクターの一部である核酸分子によってコードされるポリペプチドの前記細胞
における発現または活性に対する前記候補薬学的化合物の作用を明らかにする工程
を含み、
　発現ベクターの一部である核酸分子によってコードされるポリペプチドの前記細胞にお
ける発現または活性を変化させる化合物が候補薬学的化合物である、方法。
【請求項３１】
　障害が、ガン；関節炎を含む炎症性疾患；黄斑変性および糖尿病網膜症を含む角膜、網
膜または脈絡膜の新生血管形成；乾癬；心臓血管疾患からなる群から選択される請求項２
７～３０のいずれか一項に示される方法。
【請求項３２】
　請求項９～１５もしくは請求項１９のいずれか一項に記載される単離されたポリペプチ
ドまたはその活性なフラグメントとの特異的な免疫学的反応性を有する抗体。
【請求項３３】
　請求項１～８のいずれか一項に記載される核酸分子に対して標的化されるＤＮＡザイム
またはリボザイム。
【請求項３４】
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　血管形成関連障害の診断または予後における、請求項１～８のいずれか一項に記載され
る核酸分子の使用。
【請求項３５】
　血管形成関連障害の診断または予後における、請求項９～１５または請求項１９のいず
れか一項に記載されるポリペプチドの使用。
【請求項３６】
　血管形成関連障害の診断または予後における、請求項３２に記載される抗体の使用。
【請求項３７】
　障害が、ガン；関節炎を含む炎症性疾患；黄斑変性および糖尿病網膜症を含む角膜、網
膜または脈絡膜の新生血管形成；乾癬；心臓血管疾患からなる群から選択される請求項３
４～３６のいずれか一項に示される使用。
【請求項３８】
　血管形成関連障害の診断または予後のための方法であって、
（ａ）請求項１～８のいずれか一項に記載される核酸分子の正常な発現および／または活
性に対するプロフィルを非罹患対象において明らかにする工程、
（ｂ）異常な発現および／または活性が疑われる人における前記核酸分子の発現レベルお
よび／または活性レベルを測定する工程、および
（ｃ）前記核酸分子の測定された発現レベルおよび／または活性レベルを、正常な発現お
よび／または活性に対するプロフィルと比較する工程
を含み、
　前記対象における前記核酸分子の変化した発現レベルおよび／または活性レベルが血管
形成関連障害の徴候であるか、またはそれに対する素因である、方法。
【請求項３９】
　前記核酸分子由来のプローブを使用するハイブリダイゼーションアッセイが、発現レベ
ルを測定するために用いられる、請求項３８に記載の方法。
【請求項４０】
　血管形成関連障害の診断または予後のための方法であって、
（ａ）請求項１～８のいずれか一項に記載される核酸分子に対応するＤＮＡを対象から得
る工程、および
（ｂ）前記対象から得られたＤＮＡを、対応する野生型核酸分子のＤＮＡと比較する工程
を含み、
　前記対象における変化したＤＮＡ特性が血管形成関連障害の徴候であるか、またはそれ
に対する素因である、方法。
【請求項４１】
　血管形成関連障害の診断または予後のための方法であって、
（ａ）請求項９～１５または請求項１９のいずれか一項に記載される野生型ポリペプチド
の物理的性質を明らかにする工程、
（ｂ）前記ポリペプチドを、そのポリペプチドの異常が疑われる人から得る工程、および
（ｃ）前記人によって発現される前記ポリペプチドに対する性質を測定し、その性質を、
野生型ポリペプチドに対する明らかにされた性質と比較する工程
を含み、
　前記人における変化したポリペプチド性質が血管形成関連障害の徴候であるか、または
それに対する素因である、方法。
【請求項４２】
　障害が、ガン；関節炎を含む炎症性疾患；黄斑変性および糖尿病網膜症を含む角膜、網
膜または脈絡膜の新生血管形成；乾癬；心臓血管疾患からなる群から選択される請求項３
８～４１のいずれか一項に示される方法。
【請求項４３】
　請求項１～８のいずれか一項に記載される単離された核酸分子を含む遺伝子改変非ヒト
動物。
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【請求項４４】
　請求項１～８のいずれか一項に記載される核酸分子の破壊を含む遺伝子改変非ヒト動物
。
【請求項４５】
　血管形成関連障害を処置するために有用な候補薬学的化合物についてスクリーニングす
ることにおける、請求項４３または４４に記載される遺伝子改変非ヒト動物の使用。
【請求項４６】
　障害が、ガン；関節炎を含む炎症性疾患；黄斑変性および糖尿病網膜症を含む角膜、網
膜または脈絡膜の新生血管形成；乾癬；心臓血管疾患からなる群から選択される請求項４
５に示される使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、血管形成のプロセスに関与する新規な核酸配列（「血管形成遺伝子」）に関
する。これらの血管形成遺伝子のそれぞれにより、血管形成において役割を有するポリペ
プチドがコードされる。これらの遺伝子が血管形成において役割を果たしているという認
識を考慮して、本発明はまた、血管形成に関連する病理の治療、前血管形成活性または抗
血管形成活性についての薬物のスクリーニング、血管形成に関連する病理の診断および予
後、そして場合により、全長の血管形成関連遺伝子を同定および取得するための核酸配列
の使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
　既存血管からの新しい血管の形成、すなわち、血管形成と呼ばれるプロセスは、正常な
成長には不可欠である。重要な血管形成プロセスには、胚形成、子宮内膜の更新、妊娠期
の黄体の形成および成長、創傷治癒、そして傷害後の組織構造および機能の回復において
生じる血管形成プロセスが含まれる。
【０００３】
　新しい毛細血管の形成には、前血管形成活性または抗血管形成活性のいずれかを有し得
る多数の遺伝子の発現によって媒介される同調した一連の事象が必要である。このプロセ
スは、血管内皮細胞増殖因子または塩基性線維芽細胞増殖因子などの増殖因子によって通
常の場合には媒介される、存在する血管系に対する血管形成性の刺激とともに始まる。こ
の後には、細胞外マトリックスの分解、細胞接着変化（および破壊）、細胞透過性の増大
、内皮細胞（ＥＣ）の増殖、そして血管形成部位に向かうＥＣの遊走が続く。その後のプ
ロセスには、毛細管または管腔の形成、遊走ＥＣによる安定化および分化が含まれる。
【０００４】
　（正常な）健康な成人では、血管形成は事実上停止しており、必要とされるときにだけ
生じる。しかし、多数の病理学状況が、増強された制御されない血管形成によって特徴づ
けられている。これらの状態には、ガン、慢性関節リウマチ、糖尿病網膜症、乾癬、そし
てアテローム性動脈硬化などの心臓血管疾患が含まれる。虚血性四肢疾患など他の病気お
よび冠状動脈疾患では、拡大する脈管構造を促進することにより新しい血管を成長させる
ことが有益であると考えられる。
【０００５】
　血管形成を模倣すると考えられる数多くのインビトロアッセイが確立されており、これ
らにより、血管形成プロセスが生じる機構、および関与する可能性が最も高い遺伝子を調
べるための重要な手段が提供されている。
【０００６】
　管腔形成は、血管形成における重要なステップである。血管形成を受けているＥＣ内に
小胞が存在することが報告されており、管腔形成におけるそれらの関与が仮定されている
（ＦｏｌｋｍａｎおよびＨａｕｄｅｎｓｃｈｉｌｄ、１９８０；Ｇａｍｂｌｅ他、１９９
３）。ＦｏｌｋｍａｎおよびＨａｕｄｅｎｓｃｈｉｌｄ（１９８０）によって提唱された
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管腔形成の一般的機構は、小胞が、多数の整列したＥＣの細胞質内に形成され、その後、
それらが管に変換されるということである。隣接する管が合体することにより、連続する
単一細胞性の毛細管腔の形成がもたらされる。しかしながら、管腔形成をもたらす細胞形
態の変化、またはＥＣがこの特徴を構築するために要求されるシグナルについてはほとん
ど知られていない。
【０００７】
　血管形成のインビトロモデルが、３次元コラーゲンマトリックスに置床されたヒト臍静
脈ＥＣから作製されている（Ｇａｍｂｌｅ他、１９９３）。ホルボールミリスタートアセ
タート（ＰＭＡ）の存在下、これらの細胞は２４時間以内に毛細管を形成する。抗インテ
グリン抗体を加えた場合、通常は単一細胞性の管（これは、未成熟な、分化が不十分な表
現型を反映していると考えられる）が、細胞－マトリックス相互作用の阻害および細胞－
細胞相互作用の促進によって多細胞性の管腔を形成するように変換される。このモデルに
より、管腔形成において生じる形態学的事象の研究が可能になっている。
【０００８】
　血管形成に関連する疾患を処置する場合、このプロセスの分子遺伝学的機構を理解する
ことが最も重要である。上記に記載されるインビトロモデル（Ｇａｍｂｌｅ他、１９９３
）、すなわち、時間に依存した、そして大まかには同時的な様式でインビボでの血管形成
時に生じる重要な事象を反映するモデルの使用により、関与する重要な遺伝子を同定する
ための手段が提供されている。
【０００９】
　多数の遺伝子が血管形成プロセス時に示差的に発現されることがこのモデルから同定さ
れている。これらの血管形成遺伝子のサブセットの機能的分析、そして内皮細胞の機能お
よび増殖に対するそれらの影響が下記に詳しく記載される。
【００１０】
　これらの血管形成遺伝子の単離により、血管形成関連障害を処置するための新規な標的
が提供された。
【発明の概要】
【００１１】
　本発明は、血管形成時に発現が調節されることが示された、単離された核酸分子を提供
する（表１および表２を参照のこと）。
【００１２】
　本発明の第１の局面において、配列番号１～２０によって規定され、そして表１に示さ
れるような単離された核酸分子が提供される。
【００１３】
　これらの分子および表２に列記された分子が血管形成時にそれらの発現において調節さ
れるという認識に従って、本発明は、血管形成プロセスにおいて役割を果たす、配列番号
１～１１４により規定され、そして表１および表２に示されるような単離された核酸分子
またはそれらのフラグメントを提供する。そのようなプロセスには、胚形成、月経周期、
創傷修復、腫瘍の血管形成、および運動により誘導される筋肉肥大が含まれ得るが、これ
らに限定されない。
【００１４】
　また、本発明は、血管形成プロセスに関連する疾患において役割を果たす、配列番号１
～１１４により規定され、そして表１および表２に示される単離された核酸分子（これら
は、以降、便宜上、「血管形成遺伝子」、「血管形成核酸分子」または「血管形成ポリペ
プチド」として示される）またはそれらのフラグメントを提供する。疾患には、ガン、慢
性関節リウマチ、糖尿病網膜症、乾癬、アテローム性動脈硬化、虚血性四肢疾患、および
冠状動脈疾患などの心臓血管疾患が含まれ得るが、これらに限定されない。
【００１５】
　本発明にはまた、本発明の血管形成遺伝子のいずれか１つに対する同一性が少なくとも
７０％であり、かつ血管形成プロセスにおいて役割を果たす単離された核酸分子が包含さ
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れる。
【００１６】
　そのような変化体は、血管形成遺伝子に対する配列同一性が好ましくは少なくとも約８
５％であり、最も好ましくは少なくとも約９５％である。上記に記載されるポリヌクレオ
チド変化体のいずれか１つにより、本発明の当該血管形成遺伝子の少なくとも１つの機能
的特徴または構造的特徴を含むアミノ酸配列がコードされ得る。
【００１７】
　配列同一性は、典型的には、Ａｌｔｓｃｈｕｌ他（１９９７）に記載されるＢＬＡＳＴ
アルゴリズムをＢＬＯＳＵＭ６２デフォルト行列とともに使用して計算される。
【００１８】
　本発明にはまた、本発明の血管形成遺伝子のいずれか１つとストリンジェントな条件の
もとでハイブリダイゼーションし、かつ血管形成プロセスにおいて役割を果たす単離され
た核酸分子が包含される。
【００１９】
　ゲノム配列を含むポリヌクレオチド配列を検出することができるＰＣＲプローブとのハ
イブリダイゼーションを、当該血管形成遺伝子をコードする核酸配列を同定するために使
用することができる。プローブが、非常に特異的な領域、例えば、５’の調節領域から、
またはあまり特異的でない領域、例えば、保存されたモチーフから作製されるとしても、
プローブの特異性、そしてハイブリダイゼーションまたは増幅のストリンジェンシーは、
プローブにより、血管形成遺伝子をコードする天然に存在する配列、対立遺伝子変化体、
または関連した配列のみが同定されるかどうかを左右する。
【００２０】
　プローブはまた、関連した配列を検出するためにも使用することができ、従って、好ま
しくは、本発明の血管形成遺伝子コード配列のいずれかに対して少なくとも５０％の配列
同一性を有することが望ましい。本発明のハイブリダイゼーションプローブはＤＮＡまた
はＲＮＡであってもよく、そして血管形成遺伝子配列のいずれか１つに由来し得るか、ま
たは血管形成遺伝子のプロモーターおよびエンハンサーおよびイントロンを含むゲノム配
列に由来し得る。
【００２１】
　血管形成遺伝子のいずれか１つをコードするＤＮＡに対する特異的なハイブリダイゼー
ションプローブを製造するための手段には、当該血管形成遺伝子をコードするポリヌクレ
オチド配列またはその誘導体を、ｍＲＮＡプローブを製造するためのベクターにクローン
化することが含まれる。そのようなベクターはこの分野では知られており、市販されてい
る。ハイブリダイゼーションプローブは、３２Ｐもしくは３５Ｓなどの放射性核種によっ
て、またはアビジン／ビオチン結合系によりプローブに結合されるアルカリホスファター
ゼなどの酵素標識によって、またはこの分野で知られている他の方法によって標識するこ
とができる。
【００２２】
　ストリンジェントな条件のもと、３２Ｐ標識プローブとのハイブリダイゼーションが、
最も好ましくは、７５０ｍＭ　ＮａＣｌ、７５ｍＭクエン酸三ナトリウム、２％ＳＤＳ、
５０％ホルムアミド、１Ｘデンハルト、１０％（ｗ／ｖ）デキストラン硫酸、および１０
０μｇ／ｍｌの変性サケ精子ＤＮＡにおいて、４２℃で生じる。これらの条件に対する有
用な様々な変化が当業者には容易に明かである。ハイブリダイゼーションに続く洗浄工程
は、最も好ましくは、１５ｍＭ　ＮａＣｌ、１．５ｍＭクエン酸三ナトリウム、および１
％ＳＤＳにおいて、６５℃で行われる。これらの条件に対するさらなる様々な変化が当業
者には容易に明かである。
【００２３】
　本発明のヌクレオチド配列は、血管形成遺伝子をコードする配列を様々な目的のために
変化させるように、この分野で受け入れられている様々な方法を使用して操作することが
できる。これらの目的には、遺伝子産物のクローニングおよび／またはプロセシングおよ
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び／または発現の改変が含まれるが、これらに限定されない。遺伝子フラグメントのＰＣ
Ｒ再組立て、および合成オリゴヌクレオチドの使用は、血管形成遺伝子ヌクレオチド配列
の操作を可能にする。例えば、オリゴヌクレオチド媒介の部位特異的変異誘発により、新
しい制限部位をもたらす変異、グリコシル化パターンを変化させる変異、およびスプライ
ス変化体を生じさせる変異などを導入することができる。
【００２４】
　遺伝暗号の縮重性の結果として、本発明の血管形成遺伝子をコードする多数のポリヌク
レオチド配列（この場合、いくつかは、任意の知られている天然に存在する遺伝子のポリ
ヌクレオチド配列に対して最小の類似性を有し得る）を製造することができる。従って、
本発明には、可能なコドン選択に基づいた組み合わせを選択することにより作製され得る
ポリヌクレオチド配列の可能な変化がどれもすべて包含される。これらの組み合わせは、
天然に存在する血管形成遺伝子のポリヌクレオチド配列に対して適用されるような標準的
なトリプレット遺伝暗号に従って作製され、従って、すべてのそのような変化は具体的に
開示されていると見なすことができる。
【００２５】
　本発明のポリヌクレオチドには、ＲＮＡ、ｃＤＮＡ、ゲノムＤＮＡ、合成された形態、
および混合ポリマー（センス鎖およびアンチセンス鎖の両方）が含まれ、そして本発明の
ポリヌクレオチドは、当業者によって理解されるように、化学的または生化学的に修飾す
ることができる。そのような修飾には、標識、メチル化、インターカレーター、アルキル
化剤、および修飾された連結が含まれる。場合により、天然に存在する遺伝子のコドン使
用とは実質的に異なるコドン使用を有する血管形成遺伝子をコードするヌクレオチド配列
またはその誘導体を製造することが好都合である。例えば、コドンは、特定のコドンが宿
主によって利用される頻度と一致させて、特定の原核生物宿主または真核生物宿主におけ
るペプチドの発現速度を増大させるために選択することができる。コードされるアミノ酸
配列を変化させることなく血管形成遺伝子をコードするヌクレオチド配列またはその誘導
体を変化させる他の理由には、天然に存在する配列から産生される転写物よりも望ましい
性質（より大きい半減期など）を有するＲＮＡ転写物を産生させることが含まれる。
【００２６】
　本発明はまた、本発明の核酸分子を完全に合成化学によって製造することを包含する。
合成された配列は発現ベクターに挿入することができ、また好適な宿主における挿入され
たコード配列の転写および翻訳を制御するための必要なエレメントを含有する細胞システ
ムに挿入することができる。これらのエレメントには、血管形成遺伝子をコードする配列
のより効率的な翻訳を可能にする調節配列、プロモーター、５’非翻訳領域および３’非
翻訳領域、ならびに特異的な開始シグナル（ＡＴＧ開始コドンおよびＫｏｚａｋコンセン
サス配列など）が含まれ得る。その開始コドンおよび上流の調節配列を含む完全なコード
配列が適切な発現ベクターに挿入される場合、さらなる制御シグナルは必要でない場合が
ある。しかし、コード配列のみ、またはそのフラグメントが挿入される場合、上記に記載
されるような外因性の翻訳制御シグナルがベクターによって提供されなければならない。
そのようなシグナルは、天然起源および合成起源の両方で、様々な起源に由来し得る。発
現効率は、使用される特定の宿主細胞システムに適切なエンハンサーを含めることによっ
て高めることができる（Ｓｃｈａｒｔ他、１９９４）。
【００２７】
　本明細書中に記載される配列の相補体である核酸分子もまた調製することができる。
【００２８】
　本発明は、精製されたポリペプチドまたはタンパク質の調製を可能にする。これを行う
ために、宿主細胞を、上記に記載されるような核酸分子でトランスフェクションすること
ができる。典型的には、前記宿主細胞は、本発明による核酸分子を含む発現ベクターでト
ランスフェクションされる。様々な発現ベクター／宿主細胞システムを、配列を含有し、
かつ発現させるために利用することができる。これらには、プラスミドＤＮＡ発現ベクタ
ーまたはコスミドＤＮＡ発現ベクターで形質転換された細菌などの微生物；酵母発現ベク
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ターで形質転換された酵母；ウイルス発現ベクター（例えば、バキュロウイルス）を感染
させた昆虫細胞システム；またはマウスもしくは他の動物もしくはヒトの組織細胞システ
ムが含まれるが、これらに限定されない。哺乳動物細胞もまた、プラスミドシステム、コ
スミドシステムおよびウイルスシステム（ワクシニアウイルス発現システムなど）を含む
様々な発現ベクターを使用して、本発明の特定の血管形成遺伝子によってコードされるタ
ンパク質を発現させるために使用することができる。本発明は、用いられる宿主細胞によ
って限定されない。
【００２９】
　本発明のポリヌクレオチド配列またはその変化体を、哺乳動物システムにおける組換え
タンパク質の長期間の製造を可能にするために細胞株において安定的に発現させることが
できる。本発明の血管形成遺伝子のいずれか１つをコードする配列を、ウイルスの複製起
点および／または内因性の発現エレメントを含有し得る発現ベクター、そして同じベクタ
ーまたは別個のベクターにおける選択マーカー遺伝子を使用して、細胞株に形質転換する
ことができる。選択マーカーにより、選択薬剤に対する抵抗性が付与され、その存在によ
り、導入された配列を発現することに成功した細胞の成長および回収が可能になる。安定
に形質転換された細胞の抵抗性クローンを、細胞タイプに対して適切な組織培養技術を使
用して増殖させることができる。
【００３０】
　形質転換された細胞によって産生されるタンパク質は、使用された配列および／または
ベクターに依存して、分泌され得るか、または細胞内に保持され得る。当業者によって理
解されるように、タンパク質をコードするポリヌクレオチドを含有する発現ベクターは、
原核生物または真核生物の細胞膜を介したタンパク質の分泌を行わせるシグナル配列を含
有するように設計することができる。
【００３１】
　また、宿主細胞系統を、挿入された配列の発現を調節するその能力、または所望する様
式で発現タンパク質をプロセシングするその能力について選ぶことができる。ポリペプチ
ドのそのような修飾には、アセチル化、グリコシル化、リン酸化およびアシル化が含まれ
るが、これらに限定されない。タンパク質の「プレプロ」形態の翻訳後切断もまた、タン
パク質の標的化、折り畳みおよび／または活性を特徴づけるために使用することができる
。翻訳後活性のために特定の細胞装置および特徴的な機構を有する種々の宿主細胞（例え
ば、ＣＨＯ細胞またはＨｅＬａ細胞）をアメリカン・タイプ・カルチャー・コレクション
（ＡＴＣＣ）から入手することができ、それらは、外来タンパク質の正しい修飾およびプ
ロセシングを確実にするために選ぶことができる。
【００３２】
　多量のタンパク質が、抗体製造などのために必要とされるときには、高レベルの発現を
行わせるベクター、例えば、Ｔ５またはＴ７の誘導性バクテリオファージプロモーターを
含有するベクターなどを使用することができる。本発明はまた、タンパク質の重要な機能
的ドメインを含有する融合タンパク質を作製および単離することにおける上記に記載され
る発現システムの使用を包含する。これらの融合タンパク質は、結合、構造および機能に
関する研究のために、ならびに適切な抗体を作製するために使用される。
【００３３】
　タンパク質を融合タンパク質として発現および精製するために、本発明の適切なポリヌ
クレオチド配列が、別のペプチド（例えば、グルタチオンスクシニルトランスフェラーゼ
）をコードするヌクレオチドを含有するベクターに挿入される。融合タンパク質は原核生
物細胞または真核生物細胞から発現および回収される。その場合、融合タンパク質は、融
合ベクター配列に基づくアフィニティークロマトグラフィーによって精製することができ
、そして当該タンパク質を、続いて、融合タンパク質の酵素的切断によって得ることがで
きる。
【００３４】
　本発明のポリペプチドのフラグメントはまた、固相技術を使用する直接的なペプチド合
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成によって製造することができる。自動化された合成を、ＡＢＩ４３１Ａペプチド合成機
（Ｐｅｒｋｉｎ－Ｅｌｍｅｒ）を使用することによって達成することができる。ポリペプ
チドの様々なフラグメントを別々に合成して、その後、組み合わせて、全長の分子を製造
することができる。
【００３５】
　本発明の単離された核酸分子が部分的な遺伝子配列のみを表す場合、これらの部分配列
は、全長型血管形成遺伝子の対応する配列を得るために使用することができる。従って、
本発明はさらに、血管形成プロセスに関与する全長型ヒト遺伝子を同定および／または取
得するために、配列番号７０、７２～７３、７８、８３～８７、８９、１６０または１７
４のいずれか１つによって規定されるヌクレオチド配列を含む本発明の部分核酸分子の使
用を提供する。全長の血管形成遺伝子は、当業者にそれ自体は知られている方法によって
本発明の部分ヌクレオチド配列を使用してクローン化することができる。例えば、国立バ
イオテクノロジー情報センターにおいて主宰される配列データベース（ｈｔｔｐ：／／ｗ
ｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）などの配列データベースのインシリコ分析
を、重複するヌクレオチド配列を得るために検索することができる。これにより、全長型
遺伝子配列を得ることに対する「ウォーキング」法が提供される。このサイトで検索され
る適切なデータベースには、発現配列タグ（ＥＳＴ）データベース（ＧｅｎＢａｎｋ配列
、ＥＭＢＬ配列およびＤＤＢＪ配列のそれらのＥＳＴ区分に由来するデータベース）、ま
たは非冗長（ｎｒ）データベース（ＧｅｎＢａｎｋ配列、ＥＭＢＬ配列、ＤＤＢＪ配列お
よびＰＤＢ配列のすべてを含むが、ＥＳＴ配列、ＳＴＳ配列、ＧＳＳ配列、または第０相
もしくは第１相もしくは第２相のＨＴＧＳ配列を含まない）が含まれる。典型的には、検
索は、Ａｌｔｓｃｈｕｌ他（１９９７）に記載されるＢＬＡＳＴアルゴリズムをＢＬＯＳ
ＵＭ６２デフォルト行列とともに使用して行われる。インシリコ「ウォーキング」法によ
り、完全な遺伝子配列を得ることができない場合、さらなる方法を用いることができる。
これらには、配列が知られているＤＮＡの一部に隣接する未知の配列を得ることを可能に
する「制限部位ＰＣＲ」の使用が含まれる。この技術では、ユニバーサルプライマーが、
未知の配列を得るために使用される。インバースＰＣＲもまた使用することができ、この
場合には、既知の配列に基づくプライマーが、隣接する未知の配列を増幅するために設計
される。これらの上流配列には、プロモーターおよび調節配列が含まれ得る。また、ＰＣ
Ｒに基づく様々な他の技術を使用することができ、例えば、Ｃｌｏｎｔｅｃｈ（Ｐａｌｏ
　Ａｌｔｏ、Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ）から入手可能なキットはウォーキングＰＣＲ技術を
可能にし、５’ＲＡＣＥキット（Ｇｉｂｃｏ－ＢＲＬ）はさらなる５’遺伝子配列の単離
を可能にし、一方、さらなる３’配列は、巧みな技術を使用して得ることができる（例え
ば、Ｇｅｃｚ他（１９９７）を参照のこと）。
【００３６】
　本発明のさらなる局面において、配列番号１１５～１２５により規定され、表１に示さ
れるような単離されたポリペプチドが提供される。
【００３７】
　本発明はまた、血管形成時に発現を調節されることが示されている単離されたポリペプ
チドを提供する（表１および表２を参照のこと）。
【００３８】
　より具体的には、これらのポリペプチドが血管形成時にその発現において調節されると
いう認識に従って、本発明は、血管形成プロセスにおいて役割を果たす、配列番号１１５
～２１６により規定され、表１および表２に示されるような単離されたポリペプチドまた
はそれらのフラグメントを提供する。そのようなプロセスには、胚形成、月経周期、創傷
修復、腫瘍の血管形成、および運動により誘導される筋肉肥大が含まれ得るが、これらに
限定されない。
【００３９】
　また、本発明は、血管形成プロセスに関連する疾患において役割を果たす、配列番号１
１５～２１６により規定され、そして表１および表２に示されるような単離されたポリペ
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プチドまたはそれらのフラグメントを提供する。疾患には、ガン、慢性関節リウマチ、糖
尿病網膜症、乾癬、アテローム性動脈硬化、虚血性四肢疾患、および冠状動脈疾患などの
心臓血管疾患が含まれ得るが、これらに限定されない。
【００４０】
　本発明はまた、配列番号１１５～２１６のいずれか１つに対する同一性が少なくとも７
０％（好ましくは少なくとも８５％、より好ましくは９５％）であり、かつ血管形成プロ
セスにおいて役割を果たす単離されたポリペプチドを包含する。
【００４１】
　配列同一性は、典型的には、Ａｌｔｓｃｈｕｌ他（１９９７）に記載されるＢＬＡＳＴ
アルゴリズムをＢＬＯＳＵＭ６２デフォルト行列とともに使用して計算される。
【００４２】
　本発明のさらなる局面において、上記に記載されるポリヌクレオチドを調製する方法で
、下記の工程：
（１）ポリペプチドを産生させるために効果的な条件のもとで宿主細胞を培養する工程；
および
（２）ポリペプチドを回収する工程
を含む方法が提供される。
【００４３】
　本発明のさらに別の局面により、上記に記載されるプロセスの生成物であるポリペプチ
ドが提供される。
【００４４】
　実質的に精製されたタンパク質またはそのフラグメントは、その後、例えば、タンパク
質のｘ線結晶学によって、または核磁気共鳴（ＮＭＲ）によって二次構造および三次構造
を明らかにするために、さらなる生化学的分析において使用することができる。構造を決
定することにより、タンパク質と相互作用するための医薬品、またはタンパク質の電荷配
置もしくは他のタンパク質との電荷相互作用を変化させるための医薬品、または細胞にお
けるその機能を変化させるための医薬品の合理的な設計が可能になる。
【００４５】
　本発明は、血管形成に関与することが考えられる多数の遺伝子を提供する。血管形成は
多数の病理学的プロセスにおいて重要であるので、従って、本発明により、すべての血管
形成関連障害を処置するための治療的方法が可能になり、そして血管形成遺伝子のいずれ
か１つの発現および／または機能の異常と関連するすべての血管形成関連障害の診断また
は予後が可能になる。
【００４６】
　そのような障害の例には、ガン、慢性関節リウマチ、糖尿病網膜症、乾癬、アテローム
性動脈硬化、虚血性四肢疾患、および冠状動脈疾患などの心臓血管疾患が含まれるが、こ
れらに限定されない。
【００４７】
　本発明の別の局面により、上記に記載されるような血管形成関連障害を処置する方法が
提供され、この場合、この方法は、そのような処置を必要としている対象に、本発明の血
管形成遺伝子または血管形成タンパク質の選択的なアゴニストまたはアンタゴニストを投
与することを含む。
【００４８】
　なおさらに、上記に記載されるような血管形成関連障害を処置するための、本発明の血
管形成遺伝子または血管形成タンパク質の選択的なアゴニストまたはアンタゴニストの使
用が提供される。
【００４９】
　制御されていない血管形成または増強された血管形成をもたらす血管形成関連障害（こ
れには、ガン、慢性関節リウマチ、糖尿病網膜症、乾癬、そしてアテローム性動脈硬化な
どの心臓血管疾患が含まれるが、これらに限定されない）を処置する場合、拡大する脈管
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構造を阻害する治療法が望ましい。これには、血管形成を促進することができる血管形成
遺伝子または血管形成タンパク質のいずれか１つを阻害すること、あるいは血管形成を阻
害することができる血管形成遺伝子または血管形成タンパク質のいずれか１つを増強また
は刺激または再活性化することが伴う。
【００５０】
　阻害された血管形成または低下した血管形成を特徴とする血管形成関連障害（これには
、虚血性四肢疾患および冠状動脈疾患が含まれるが、これらに限定されない）を処置する
場合、血管の拡大を増強または促進する治療法が望ましい。これには、血管形成を制限す
ることができる血管形成遺伝子または血管形成タンパク質のいずれか１つを阻害すること
、あるいは血管形成を促進することができる血管形成遺伝子または血管形成タンパク質の
いずれか１つを増強または刺激または再活性化することが伴う。
【００５１】
　例えば、ＢＮＯ６９およびＢＮＯ９６のアンチセンス発現は、内皮細胞の成長および増
殖を阻害することが示されている。従って、血管形成が制限される必要がある障害の処置
では、これらの遺伝子の機能を阻害することが望ましい。あるいは、血管形成が刺激され
る必要がある障害の処置では、これらの遺伝子の機能を増強することが望ましい場合があ
る。
【００５２】
　これらの場合のそれぞれについて、当該治療法は、血管形成遺伝子に損傷があるか否か
にかかわりなく、血管形成関連障害を処置することにおいて有用である。
【００５３】
　遺伝子またはタンパク質の機能の阻害
　遺伝子またはタンパク質の機能を阻害することは様々な方法で達成することができる。
アンチセンス核酸法により、変化した発現が障害の原因である遺伝子を不活性化するため
の１つの方法が表される。本発明の１つの局面において、単離された核酸分子は、上記に
記載される当該血管形成核酸分子のいずれか１つの相補体であり、そして本発明の当該血
管形成遺伝子によってコードされるｍＲＮＡとハイブリダイゼーションするＲＮＡ分子を
コードしており、そのような処置を必要としている対象に投与することができる。典型的
には、血管形成遺伝子の任意の当該遺伝子に対する相補体が、血管形成関連障害を処置ま
たは防止するために対象に投与される。
【００５４】
　本発明のさらなる局面において、本発明の当該核酸分子のいずれか１つの相補体である
単離された核酸分子であって、本発明の当該血管形成遺伝子によってコードされるｍＲＮ
ＡとハイブリダイゼーションするＲＮＡ分子をコードする単離された核酸分子の、血管形
成関連障害を処置するための医薬品の製造における使用が提供される。
【００５５】
　典型的には、当該血管形成遺伝子のいずれか１つをコードするポリヌクレオチドの相補
体を発現するベクターを、上記に記載される傷害（これに限定されない）を含む血管形成
関連障害を処置または防止するために対象に投与することができる。ベクターを細胞また
は組織に導入するための多くの方法を利用することができ、これらは、インビボ、インビ
トロおよびエクスビボにおける使用のために等しく好適である。エクスビボ治療の場合、
ベクターを、患者から採取され、その同じ患者に戻される自家移植のためにクローン増殖
させた幹細胞に導入することができる。トランスフェクションによる送達、リポソーム注
射による送達、またはポリカチオン性アミノポリマーによる送達を、この分野で広く知ら
れている方法を使用して達成することができる（例えば、Ｇｏｌｄｍａｎ他（１９９７）
を参照のこと）。
【００５６】
　さらなるアンチセンス法または遺伝子標的化サイレンシング法では、アンチセンスオリ
ゴヌクレオチドの使用、アンチセンスＲＮＡの注入、アンチセンスＲＮＡ発現ベクターの
トランスフェクション、およびＲＮＡ干渉（ＲＮＡｉ）または短い干渉性ＲＮＡ（ｓｉＲ
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ＮＡ）の使用が含まれ得るが、これらに限定されない。なおさらに、ＤＮＡザイムおよび
リボザイムなどの触媒作用核酸分子を遺伝子サイレンシングのために使用することができ
る（ＢｒｅａｋｅｒおよびＪｏｙｃｅ、１９９４；ＨａｓｅｌｏｆｆおよびＧｅｒｌａｃ
ｈ、１９８８）。これらの分子は、従来のアンチセンス法でのように単に結合するのでは
なく、それらの標的ｍＲＮＡ分子を切断することによって機能する。
【００５７】
　さらなる局面において、本発明による精製されたタンパク質を、本発明の任意の当該血
管形成タンパク質と特異的に結合する抗体を製造するために使用することができる。これ
らの抗体は、アンタゴニストとして直接的に使用することができ、あるいは、当該血管形
成タンパク質を発現する細胞または組織に薬学的薬剤を導くための標的化機構または送達
機構として間接的に使用することができる。そのような抗体には、当業者によって理解さ
れるように、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、キメラ抗体および単鎖抗体が含
まれるが、これらに限定されない。
【００５８】
　抗体を製造するために、ウサギ、ラット、ヤギ、マウスおよびヒトなどを含む様々な宿
主を、本発明のタンパク質を注射することによって、または免疫原的性質を有するその任
意のフラグメントもしくはオリゴペプチドを注射することによって免疫化することができ
る。様々なアジュバントを、免疫学的応答を増大させるために使用することができ、これ
には、フロイントアジュバント、水酸化アルミニウムなどの無機ゲル、およびリソレシチ
ンなどの表面活性物質が含まれるが、これらに限定されない。ヒトにおいて使用されるア
ジュバントには、ＢＣＧ（カルメット－ゲラン菌）およびコリネバクテリウム・パルブム
（Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｐａｒｖｕｍ）が含まれる。
【００５９】
　当該血管形成タンパク質に対する抗体を誘導するために使用されるオリゴペプチドまた
はペプチドまたはフラグメントは、少なくとも約５アミノ酸からなるアミノ酸配列、より
好ましくは少なくとも約１０アミノ酸からなるアミノ酸配列を有することが好ましい。こ
れらのオリゴペプチドまたはペプチドまたはフラグメントは、天然タンパク質のアミノ酸
配列の一部と同一であり、そして、天然に存在する小さい分子のアミノ酸配列全体を含有
することもまた好ましい。これらのタンパク質に由来するアミノ酸の短い領域を、ＫＬＨ
などの別のタンパク質の領域と融合させることができ、そしてこのキメラ分子に対する抗
体を製造することができる。
【００６０】
　任意の当該血管形成タンパク質に対するモノクローナル抗体を、培養における連続した
細胞株による抗体分子の製造をもたらす任意の技術を使用して調製することができる。こ
れらには、ハイブリドーマ技術、ヒトＢ細胞ハイブリドーマ技術、およびＥＢＶハイブリ
ドーマ技術が含まれるが、これらに限定されない（例えば、Ｋｏｈｌｅｒ他（１９７５）
；Ｋｏｚｂｏｒ他（１９８５）；Ｃｏｔｅ他（１９８３）；Ｃｏｌｅ他（１９８４）を参
照のこと）。
【００６１】
　製造されるモノクローナル抗体には、マウス由来抗体、ヒト化抗体、および完全なヒト
抗体が含まれるが、これらに限定されない。
【００６２】
　抗体はまた、文献に開示されるように、リンパ球集団でのインビボ産生を誘導すること
によって、または免疫グロブリンライブラリー、もしくは非常に特異的な結合試薬のパネ
ルをスクリーニングすることによって製造することができる（例えば、Ｏｒｌａｎｄｉ他
（１９８９）；Ｗｉｎｔｅｒ他（１９９１）を参照のこと）。
【００６３】
　任意の当該血管形成タンパク質に対する特異的な結合部位を含有する抗体フラグメント
もまた作製することができる。例えば、そのようなフラグメントには、抗体分子をペプシ
ン消化することによって製造されるＦ（ａｂ’）２フラグメント、およびＦ（ａｂ’）２
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フラグメントのジスルフィド架橋を還元することによって作製されるＦａｂフラグメント
が含まれる。あるいは、Ｆａｂ発現ライブラリーを、所望する特異性を有するモノクロー
ナルＦａｂフラグメントの迅速かつ容易な同定を可能するために構築することができる（
例えば、Ｈｕｓｅ他（１９８９）を参照のこと）。
【００６４】
　様々な免疫アッセイを、所望する特異性を有する抗体を同定するためのスクリーニング
のために使用することができる。明らかにされた特異性を有するポリクローナル抗体また
はモノクローナル抗体のいずれかを使用する競合的結合アッセイまたは免疫放射測定アッ
セイのための非常に多数のプロトコルがこの分野では広く知られている。そのような免疫
アッセイでは、典型的には、タンパク質とその特異的な抗体との間における複合体形成を
測定することが伴う。２つの非妨害性エピトープに対する反応性を有するモノクローナル
を利用する二部位モノクローナル型免疫アッセイが好ましく、しかし、競合的結合アッセ
イもまた用いることができる。
【００６５】
　さらなる局面において、アンタゴニストには、ペプチド、ホスホペプチド、または小さ
い有機化合物もしくは無機化合物が含まれ得る。これらのアンタゴニストは、必要な治療
効果をもたらすように、本発明の任意の当該血管形成遺伝子の機能を破壊することが望ま
しい。
【００６６】
　治療的適用のために好適なペプチド、ホスホペプチド、または小さい有機化合物もしく
は無機化合物は、下記に記載されるような薬物スクリーニング適用において本発明の核酸
およびポリペプチドを使用して同定することができる。
【００６７】
　遺伝子またはタンパク質の機能の増強
　遺伝子またはタンパク質の機能を増強または刺激または再活性化することは様々な方法
で達成することができる。本発明の１つの局面において、上記に記載されるような単離さ
れた核酸分子の、そのような処置を必要としている対象に対する投与を開始することがで
きる。典型的には、本発明の任意の当該血管形成遺伝子を、血管形成関連障害を処置また
は防止するために対象に投与することができる。
【００６８】
　さらなる局面において、血管形成関連障害を処置するための医薬品の製造における、上
記に記載されるような単離された核酸分子の使用が提供される。
【００６９】
　典型的には、任意の当該血管形成遺伝子またはそのフラグメントもしくは誘導体を発現
することができるベクターを、上記に記載される障害（これに限定されない）を含む障害
を処置または防止するために対象に投与することができる。形質導入するためのレトロウ
イルスベクターもまた、感染ならびに安定な組み込みおよび発現のその効率が大きいため
に、体細胞遺伝子治療のために使用されることが多い。任意の当該全長遺伝子またはその
一部をレトロウイルスベクターにクローン化することができ、そして発現を、その内因性
プロモーターから、またはレトロウイルスの長末端反復から、または目的とする標的細胞
タイプに対して特異的なプロモーターから行わせることができる。他のウイルスベクター
を使用することができ、これには、この分野で知られているように、鳥類起源およびネズ
ミ起源およびヒト起源のアデノウイルス、アデノ関連ウイルス、ワクシニアウイルス、パ
ポバウイルス、レンチウイルスおよびレトロウイルスが含まれる。
【００７０】
　遺伝子治療を、確立された方法（Ｆｒｉｅｄｍａｎ、１９９１；Ｃｕｌｖｅｒ、１９９
６）に従って行うことができる。発現制御エレメントに連結され、そして細胞の内部で複
製することができる１コピーの任意の当該血管形成遺伝子を含有するベクターが調製され
る。あるいは、ベクターは複製欠陥型であってもよく、これは、複製のために、そして遺
伝子治療における使用のためにヘルパー細胞を要求し得る。
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【００７１】
　インビトロでの非ウイルス感染方法を使用する遺伝子移入もまた使用することができる
。これらの方法では、ＤＮＡの直接的な注入、リン酸カルシウムの存在下でのネイクドＤ
ＮＡの取り込み、エレクトロポレーション、プロトプラスト融合またはリポソーム送達が
含まれる。遺伝子移入はまた、ヒト人工染色体の一部として送達することによって、また
は受容体により媒介される遺伝子移入によって達成することができる。これには、特異的
な細胞表面受容体に結合して、エンドサイトーシスおよび哺乳動物細胞内へのＤＮＡの移
入を誘導させる標的化分子にＤＮＡを連結することが伴う。１つのそのような技術では、
ポリ－Ｌ－リシンが、アシアロ糖タンパク質をＤＮＡに連結するために使用される。アデ
ノウイルスもまた、リソソームを破壊し、従って、ＤＮＡを分解から回避させ、そして核
に移動させるために複合体に加えられる。これらの粒子の静脈内注入により、肝細胞内へ
の遺伝子移入がもたらされている。
【００７２】
　今日まで同定されていないが、血管形成関連障害を有するある種の個体は、本発明の血
管形成遺伝子のいずれか１つに異常を含むことが考えられる。従って、血管形成遺伝子の
発現または活性が低下している罹患した対象では、ダウンレギュレーションの機構は、Ｃ
ｐＧアイランドを含有する血管形成遺伝子のプロモーター領域の異常なメチル化のためで
あることがある。従って、治療に対する代替的な方法では、異常なプロモーターメチル化
を除去する薬剤の投与により、遺伝子発現を再活性化することができ、そして正常な機能
を罹患細胞に回復させることができる。
【００７３】
　本発明の血管形成遺伝子のいずれか１つの変異した形態を発現する罹患した対象では、
変異型遺伝子と組み換えられるようにその遺伝子の野生型コピーを罹患細胞に導入するこ
とによって障害を防止することが可能である場合がある。これには、遺伝子の変異を訂正
するための二重組換え事象が必要である。これらの方法で遺伝子を導入するための様々な
ベクターがこの分野では知られており、そして任意の好適なベクターを使用することがで
きる。あるいは、遺伝子の別のコピーであって、第２の変異をその遺伝子に有するコピー
を導入することを、元の遺伝子変異を無効にし、かつ何らかの負の作用を阻止するように
するために用いることができる。
【００７４】
　さらにさらなる局面において、血管形成関連障害を処置する方法が提供され、この場合
、上記に記載されるようなポリペプチドまたはそのアゴニストを、そのような処置を必要
としている対象に投与することを含む。
【００７５】
　別の局面において、本発明は、血管形成関連障害を処置するための医薬品の製造におけ
る、上記に記載されるようなポリペプチドまたはそのアゴニストの使用を提供する。その
ような障害の例が上記に記載される。
【００７６】
　さらなる局面において、好適なアゴニストにはまた、任意の当該血管形成遺伝子の機能
を模倣し得るペプチド、ホスホペプチド、または小さい有機化合物もしくは無機化合物が
含まれ得るか、あるいは機能を正常なレベルに回復させることができる任意の当該血管形
成遺伝子に対する抗体が含まれ得る。
【００７７】
　治療的適用のために好適なペプチド、ホスホペプチド、または小さい有機化合物もしく
は無機化合物は、下記に記載されるような薬物スクリーニング適用において本発明の核酸
およびポリペプチドを使用して同定することができる。
【００７８】
　さらなる実施形態において、本発明のアゴニスト、アンタゴニスト、相補的配列、核酸
分子、タンパク質、抗体またはベクターはいずれも、他の適切な治療剤との組み合わせで
投与することができる。適切な薬剤の選択は、従来の薬学原理に従って当業者によって行
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うことができる。治療剤の組み合わせは相乗的に作用して、上記に記載される様々な障害
の処置または防止をもたらし得る、この方法を使用して、それぞれの薬剤のより少ない用
量による治療効力を可能にすることができ、従って、有害な副作用に対する可能性を低下
させることができる。
【００７９】
　上記に記載された治療方法はいずれも、例えば、イヌ、ネコ、ウシ、ウマ、ウサギ、サ
ル、そして最も好ましくはヒトなどの哺乳動物を含む、そのような治療を必要としている
任意の対象に適用することができる。
【００８０】
　薬物スクリーニング
　本発明のさらに別の局面により、本発明の核酸分子、ならびに本発明のペプチド、特に
、任意の精製された当該血管形成ポリペプチドまたはそのフラグメント、そしてこれらを
発現する細胞は、血管形成関連障害を処置するための様々な技術における候補薬学的化合
物のスクリーニングのために有用である。
【００８１】
　なおさらに、本発明は、ハイスループットスクリーニング技術が用いられる使用を提供
する。
【００８２】
　本発明に従ってスクリーニングされ得る化合物には、ペプチド（可溶性ペプチドなど）
、ホスホペプチド、および小さい有機分子または無機分子（天然物または合成されたケミ
カルライブラリーおよびペプチドミメティクスなど）が含まれるが、これらに限定されな
い。
【００８３】
　１つの実施形態において、スクリーニングアッセイには、当該血管形成ポリペプチドま
たはフラグメントを発現させる組換え核酸分子で安定的に形質転換されている真核生物宿
主細胞または原核生物宿主細胞を競合的結合アッセイにおいて利用する、細胞に基づくア
ッセイが含まれ得る。結合アッセイでは、当該ポリペプチドまたはそのフラグメントと、
試験されている化合物との間における複合体の形成について測定されるか、あるいは、試
験されている化合物が、当該ポリペプチドまたはそのフラグメントとその相互作用因子ま
たはリガンドとの間における複合体の形成を妨げる程度が測定される。
【００８４】
　細胞に基づかないアッセイもまた、本発明のポリペプチドとその相互作用因子との間の
結合を妨害する化合物を同定するために使用することができる。様々なそのようなアッセ
イがこの分野では知られており、これらには、例えば、ＡｌｐｈａＳｃｒｅｅｎ技術（Ｐ
ｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ、ＭＡ、米国）が含まれる。この適
用は、それぞれの相互作用パートナーが抗体を介して別個のビーズに結合されるようなビ
ーズの使用に依拠している。各パートナーの相互作用はビーズを近くに接近させ、その結
果、レーザー励起により、光シグナルを放射する蛍光基を最終的には生じさせる多数の化
学反応が開始させられる。当該血管形成ポリペプチドがその相互作用因子と結合すること
を妨げる候補化合物は、光放射をもたらさないので、応答性化合物の同定および単離を可
能にする。
【００８５】
　ハイスループット薬物スクリーニング技術ではまた、国際特許出願公開ＷＯ８４／０３
５６４に記載されるような方法を用いることができる。固体基体上で合成された小ペプチ
ド試験化合物を当該血管形成ポリペプチドの結合および洗浄によってアッセイすることが
できる。その場合、結合した当該血管形成ポリペプチドは、この分野で広く知られている
方法によって検出される。この技術の１つの変法において、精製された血管形成ポリペプ
チドを、相互作用する試験化合物を同定するために、プレートに直接コーティングするこ
とができる。
【００８６】
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　薬物スクリーニングに対するさらなる方法では、本発明の任意の当該血管形成遺伝子に
変異を有する宿主真核生物細胞株の使用が伴う。宿主細胞株はまた、ポリペプチドレベル
で不完全である。当該血管形成遺伝子の遺伝子発現が調節（すなわち、過剰発現または過
小発現またはスイッチオフ）され得る他の細胞株を使用することができる。宿主細胞株ま
たは宿主細胞は様々な薬物化合物の存在下で成長させられ、そして、その化合物が、不完
全な細胞の成長を調節することができるかどうかを明らかにするために、宿主細胞の成長
速度が測定される。
【００８７】
　本発明の血管形成ポリペプチドはまた、コンビナトリアルライブラリー技術の結果とし
て開発された化合物をスクリーニングするために使用することができる。これにより、ポ
リペプチドの活性を調節するその能力について非常に多数の異なる物質を試験するための
方法が提供される。ペプチドライブラリーの使用が好ましく（国際特許出願公開ＷＯ９７
／０２０４８を参照のこと）、そのようなライブラリーおよびその使用はこの分野では知
られている。
【００８８】
　ポリペプチド機能の調節剤として同定される物質は、本質的にはペプチドまたは非ペプ
チドであり得る。非ペプチドの「小分子」は、多くの場合、多くのインビボ薬学的適用の
ために好ましい。また、そのような物質の模倣体または模擬体を薬学的使用のために設計
することができる。既知の薬学的に活性な化合物（「リード」化合物）に基づく模擬体の
設計は、新規な医薬品を開発するための一般的な方法である。これは、元の活性な化合物
が合成困難であるか、もしくは合成に費用がかかる場合、または元の活性な化合物が不適
当な投与方法をもたらす場合には望ましいことが多い。模擬体の設計において、標的特性
を決定する際に重要である元の活性な化合物の特定の部分が同定される。化合物の活性な
領域を構成するこれらの部分または残基はそのファルマコアとして知られている。ファル
マコアが見出されると、ファルマコアの構造が、ｘ線回折データおよびＮＭＲを含む様々
な情報源から得られるデータを使用してその物理的性質に従ってモデル化される。その場
合、ファルマコアを模倣する化学基が付加され得るテンプレート分子が選択される。選択
は、模擬体が容易に合成され、かつ薬学的に受容可能であることが考えられ、かつリード
化合物の生物学的活性をインビボで分解せず、保持するように行うことができる。さらな
る最適化または修飾を、インビボでの試験または臨床試験のために有用な１つ以上の最終
的な模擬体を選択するために行うことができる。
【００８９】
　標的特異的な抗体を単離し、その後、その結晶構造を解明することもまた可能である。
原理的には、この方法により、その後の薬物設計が上記に記載されるように基づき得るフ
ァルマコアが得られる。機能的な、薬理学的に活性な抗体に対する抗イディオタイプ抗体
（抗ｉｄ）を作製することによってタンパク質結晶学を完全に回避することが可能である
場合がある。鏡像の鏡像として、抗ｉｄの結合部位は、元の結合部位のアナログであるこ
とが予想される。その後、抗ｉｄは、化学的または生物学的に製造されたペプチドバンク
からペプチドを単離するために使用することができる。
【００９０】
　薬物スクリーニングに対する別の代替的な方法は、構造に基づく合理的な薬物設計に依
拠している。本発明のポリペプチドの三次元構造、またはこれらのポリペプチドを含み得
るタンパク質複合体の三次元構造を決定することにより、生物学的に活性なリード化合物
を同定するための、構造に基づく薬物設計が可能になる。
【００９１】
　三次元構造モデルは、多数の適用（そのいくつかには、ｘ線結晶学およびＮＭＲなどの
実験的モデルが含まれる）によって、かつ／またはタンパク質データバンク（ＰＤＢ）な
どの構造データべースから得られる情報を使用するインシリコ研究から作製することがで
きる。また、三次元構造モデルは、ポリペプチドの一次配列に基づく多数の知られている
タンパク質構造予測技術（例えば、ＳＹＢＹＬ－Ｔｒｉｐｏｓ　Ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ、
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Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ）、デノボ（ｄｅ　ｎｏｖｏ）タンパク質構造設計プログラム（
例えば、ＭＯＤＥＬＥＲ（ＭＳＩ　Ｉｎｃ．、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ）またはＭＯＥ
（Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏｍｐｕｔｉｎｇ　Ｇｒｏｕｐ、Ｍｏｎｔｒｅａｌ、カナダ）、
またはアプイニシオ（ａｂ　ｉｎｉｔｉｏ）法（例えば、米国特許第５３３１５７３号お
よび同第５５７９２５０号を参照のこと）を使用して決定することができる。
【００９２】
　ポリペプチドまたはポリペプチド複合体の三次元構造が決定されると、構造に基づく薬
物発見技術を、これらの三次元構造に基づいて生物学的に活性な化合物を設計するために
用いることができる。様々なそのような技術がこの分野で知られており、これらには、Ｄ
ＯＣＫ（カリホルニア大学、Ｓａｎ　Ｆｒａｎｃｉｓｃｏ）またはＡＵＴＯＤＯＣＫ（Ｓ
ｃｒｉｐｐｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ、Ｌａ　Ｊｏｌｌａ、Ｃａｌｉｆ
ｏｒｎｉａ）が含まれる。コンピューターによるドッキング（ｄｏｃｋｉｎｇ）プロトコ
ルにより、予測されたタンパク質モデルに基づいて、タンパク質活性のために重要である
考えられる活性部位（１つまたは複数）が同定される。分子データベース、例えば、Ａｖ
ａｉｌａｂｌｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ　Ｄｉｒｅｃｔｏｒｙ（ＡＣＤ）などが、その後、
このタンパク質モデルを補う分子についてスクリーニングされる。
【００９３】
　これらの方法などの方法を使用して、可能性のある臨床薬物候補を同定することができ
、そして典型的な「ウエット・ラボ（ｗｅｔ　ｌａｂ）」薬物スクリーニング方法論に伴
う時間および費用を削減するためにコンピューターによりランク付けすることができる。
【００９４】
　上記に記載されるスクリーニング方法から同定された化合物は、これらの化合物および
薬学的に受容可能なキャリアを含有する薬学的組成物が本発明の一部を形成するように、
本発明の一部を形成する。
【００９５】
　薬学的調製物
　上記に示されるようなスクリーニングアッセイから同定される化合物は、血管形成に関
連する障害を処置または改善するために、治療効果的な用量で患者に投与することができ
る。治療効果的な用量は、障害の症状の改善をもたらすために十分な化合物の量を示す。
【００９６】
　そのような化合物の毒性および治療効力は、細胞培養または実験動物における標準的な
薬学的手法によって決定することができる。これらの研究から得られたデータは、その後
、ヒトにおいて使用される投薬量の範囲を定める際に使用することができる。
【００９７】
　本発明に従って使用される薬学的組成物は、広く知られている１つ以上の生理学的に受
容可能なキャリアまたは賦形剤または安定化剤を使用して従来の様式で配合することがで
きる。受容可能なキャリアまたは賦形剤または安定化剤は、用いられる投薬量および濃度
で非毒性であり、これらには、リン酸塩、クエン酸塩および他の有機酸などの緩衝剤；ア
スコルビン酸を含む抗酸化剤；低分子量（約１０残基未満）のポリペプチド；血清アルブ
ミン、ゼラチンまたは免疫グロブリンなどのタンパク質；ポリビニルピロリドンなどの親
水性ポリマーを含む結合剤；グリシン、グルタミン、アスパラギン、アルギニンまたはリ
ジンなどのアミノ酸；グルコース、マンノースまたはデキストランを含む、単糖、二糖お
よび他の炭水化物；ＥＤＴＡなどのキレート化剤；マンニトールまたはソルビトールなど
の糖アルコール；ナトリウムなどの塩形成対イオン；および／または、ツイーン、プルロ
ニクスもしくはポリエチレングリコール（ＰＥＧ）などの非イオン性界面活性剤が含まれ
る。
【００９８】
　本発明に従って使用される薬学的組成物の配合は、提案される投与経路に基づく。投与
経路には、吸入、吹入（口腔または鼻のいずれかを介する）、経口投与、口内投与、直腸
投与または非経口投与が含まれ得るが、これらに限定されない。



(20) JP 2010-187671 A 2010.9.2

10

20

30

40

50

【００９９】
　診断および予後での適用
　本発明の血管形成遺伝子のいずれか１つに異常が存在し、これにより、遺伝子の活性お
よび／または発現が変化して、血管形成関連障害を生じさせるならば、本発明のポリヌク
レオチドおよびポリペプチドは、これらの障害の診断もしくは予後のために使用すること
ができるか、またはそのような障害に対する素因である。そのような障害の例には、ガン
、慢性関節リウマチ、糖尿病網膜症、乾癬、アテローム性動脈硬化、虚血性四肢疾患、お
よび冠状動脈疾患などの心臓血管疾患が含まれるが、これらに限定されない。診断または
予後は、適切な治療的介入を開始する目的で疾患状態の重篤度またはタイプまたは段階を
決定するために使用することができる。
【０１００】
　本発明の別の実施形態において、診断目的または予後目的のために使用され得るポリヌ
クレオチドには、オリゴヌクレオチド配列、ゲノムＤＮＡ、ならびに相補的なＲＮＡ分子
およびＤＮＡ分子が含まれる。ポリヌクレオチドは、血管形成遺伝子のいずれか１つにお
ける異常な発現または変異が疾患と相関し得る生検組織における遺伝子発現を検出および
定量するために使用することができる。診断または予後のために使用されるゲノムＤＮＡ
は、血液、組織生検物、手術標本または解剖材料に存在する細胞などの身体細胞から得る
ことができる。ＤＮＡは、特異的な配列を検出するために単離し、直接的に使用すること
ができ、または分析に先立ってポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）によって増幅することが
できる。同様に、ＲＮＡまたはｃＤＮＡもまた、ＰＣＲ増幅とともに、またはＰＣＲ増幅
を用いることなく使用することができる。特異的な核酸配列を検出するために、直接的な
ヌクレオチド配列決定、逆転写酵素ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）、特異的なオリゴヌクレオチ
ドを使用するハイブリダイゼーション、制限酵素消化およびマッピング、ＰＣＲマッピン
グ、ＲＮＡｓｅ保護、ならびに様々な他の方法を用いることができる。特定の配列に対し
て特異的なオリゴヌクレオチドを化学合成して、放射能標識しまたは非放射能的に標識し
、そしてメンブランもしくは他の固体支持体に固定化されている個々のサンプルに対して
、または溶液中で個々のサンプルに対してハイブリダイゼーションさせることができる。
血管形成遺伝子のいずれか１つの存在もしくは非存在またはその過剰な発現を、その後、
オートラジオグラフィー、蛍光測定または比色測定などの方法を使用して可視化すること
ができる。
【０１０１】
　特定の局面では、本発明のヌクレオチド配列は、関連する障害の存在、特に、前に言及
された障害の存在を検出するアッセイにおいて有用であり得る。ヌクレオチド配列は、標
準的な方法によって標識されて、ハイブリダイゼーション複合体を形成させるために好適
な条件のもとで患者由来の体液サンプルまたは組織サンプルに加えることができる。好適
なインキュベーション期間の後、サンプルは洗浄され、シグナルが定量され、そして標準
値と比較される。患者サンプルにおけるシグナルの量が、コントロールのサンプルと比較
して著しく変化している場合、変化したレベルのヌクレオチド配列がサンプルに存在する
ことにより、関連する障害の存在が示される。そのようなアッセイはまた、動物研究にお
いて、臨床試験において特定の治療的処置法の効力を評価するために、または個々の患者
の処置をモニターするために使用することができる。
【０１０２】
　本発明の血管形成遺伝子のいずれか１つにおける変異に関連する血管形成関連障害の診
断または予後のための基礎を提供するために、当該遺伝子のヌクレオチド配列を、患者が
変異遺伝子を発現しているかどうかを明らかにするために、正常な組織と疾患組織との間
で比較することができる。
【０１０３】
　本発明の血管形成遺伝子のいずれか１つの異常な発現に関連する障害を診断するための
基礎を提供するために、発現について正常または標準的なプロフィルが明らかにされる。
これは、正常な対象（動物またはヒトのいずれか）から採取された体液または細胞抽出物
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を、当該血管形成遺伝子をコードする配列またはそのフラグメントと、ハイブリダイゼー
ションまたは増幅のために好適な条件のもとで一緒にすることによって達成することがで
きる。標準的なハイブリダイゼーションは、正常な対象から得られた値を、既知量の実質
的に精製されたポリヌクレオチドが使用される実験から得られた値と比較することによっ
て定量することができる。血管形成遺伝子のいずれか１つの発現について正常または標準
的なプロフィルを同定するための別の方法は、定量的ＲＴ－ＰＣＲ研究によって行われる
。正常な個体の身体細胞から単離されたＲＮＡ、特に、内皮細胞から単離されたＲＮＡが
逆転写され、そして当該遺伝子に対して特異的なオリゴヌクレオチドを使用するリアルタ
イムＰＣＲが、遺伝子の正常な発現レベルを明らかにするために行われる。これらの例の
両方で得られた標準値を、障害について症状を示す患者に由来するサンプルから得られた
値と比較することができる。標準値からのずれが、障害の存在を明らかにするために使用
される。
【０１０４】
　障害の存在が明らかにされ、そして処置プロトコルが開始されると、ハイブリダイゼー
ションアッセイまたは定量的ＲＴ－ＰＣＲ研究を、患者における発現レベルが、正常な対
象において観測されるレベルの付近に至るかどうかを明らかにするために、定期的に繰り
返すことができる。連続したアッセイから得られる結果を、数日から数ヶ月に及ぶ期間に
わたる処置の効力を示すために使用することができる。
【０１０５】
　本発明のさらなる局面により、本発明の血管形成遺伝子のいずれか１つに関連する血管
形成関連障害の診断もしくは予後における、またはそのような障害に対する素因としての
、上記に記載されるような血管形成ポリペプチドの使用が提供される。
【０１０６】
　診断アッセイまたは予後アッセイが任意の当該血管形成ポリペプチドに基づくことにな
る場合、様々な方法が可能である。例えば、診断または予後を、正常なタンパク質または
変異タンパク質の電気泳動移動度の違いをモニターすることによって達成することができ
る。そのような方法は、電荷置換が存在する変異体、または挿入、欠失もしくは置換が、
生じるタンパク質の電気泳動移動の著しい変化をもたらしている変異体を同定する際には
特に有用である。あるいは、診断または予後は、正常なタンパク質または変異タンパク質
のタンパク質分解的切断パターンの違い、様々なアミノ酸残基のモル比の違いに基づくこ
とができ、または遺伝子産物の変化した機能を明らかにする機能的アッセイによって行う
ことができる。
【０１０７】
　別の局面において、当該血管形成遺伝子産物と特異的に結合する抗体を、遺伝子の異常
な発現を特徴とする障害の診断または予後のために、あるいは当該血管形成遺伝子もしく
は当該血管形成タンパク質、またはアゴニスト、アンタゴニスト、またはその阻害剤で処
置されている患者をモニターするためのアッセイにおいて使用することができる。診断目
的または予後目的のために有用な抗体は、治療剤に関して上記に記載されたのと同じ様式
で調製することができる。診断アッセイまたは予後アッセイには、ヒトの体液における当
該タンパク質または細胞もしくは組織の抽出物における当該タンパク質を検出するために
抗体および標識を利用する方法が含まれ得る。抗体は、修飾して、または修飾することな
く使用することができ、また、レポーター分子を共有結合的または非共有結合的に結合す
ることによって標識することができる。
【０１０８】
　当該血管形成ポリペプチドを測定するための様々なプロトコル（これらには、ＥＬＩＳ
Ａ、ＲＩＡおよびＦＡＣＳが含まれる）がこの分野では知られており、これらは、変化し
た発現レベルまたは異常な発現レベルを診断するための基礎を提供する。発現について正
常または標準的な値が、正常な哺乳動物対象（好ましくはヒト）から採取された体液また
は細胞抽出物を、当該タンパク質に対する抗体と、複合体形成のために好適な条件のもと
で一緒にすることによって明らかにされる。標準の複合体形成の量を、様々な方法によっ
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て、好ましくは、吸光光度法手段によって定量することができる。生検組織に由来する対
象サンプル、コントロールサンプルおよび疾患サンプルにおいて発現するタンパク質の量
が標準曲線と比較される。標準値と対象値との間におけるずれにより、疾患を診断するた
めのパラメーターが示される。
【０１０９】
　個体が障害に関して診断または予後判定されると、効果的な処置を上記に記載されるよ
うに開始することができる。制御されていない血管形成または増強された血管形成を特徴
とする血管形成関連疾患の処置では、拡大する脈管構造を阻害する必要がある。これには
、血管形成を促進する本発明の当該血管形成遺伝子または当該血管形成タンパク質を阻害
することが伴う。さらに、処置ではまた、血管形成を阻害することがその正常な役割であ
るが、その活性が罹患個体において低下しているか、または存在していない本発明の当該
血管形成遺伝子または当該血管形成タンパク質の発現または機能を刺激する必要がある場
合がある。
【０１１０】
　阻害された血管形成または低下した血管形成を特徴とする血管形成関連疾患の処置では
、血管の拡大を増強または促進する方法が望ましい。これは、本質的には上記に記載され
るような方法を使用して達成することができ、しかし、血管形成を促進することがその正
常な役割であるが、その活性が罹患個体において低下しているか、または存在していない
当該血管形成遺伝子または当該血管形成タンパク質の発現または機能を刺激することを伴
う。あるいは、血管形成を制限する遺伝子またはタンパク質を阻害することもまた、処置
に対する方法であり得る。
【０１１１】
　マイクロアレイ
　さらなる実施形態において、本明細書中に記載されるポリヌクレオチド配列のいずれか
に由来する完全なｃＤＮＡまたはオリゴヌクレオチドまたはより長いフラグメントは、マ
イクロアレイにおけるプローブとして使用することができる。マイクロアレイは、非常に
多数の遺伝子の発現レベルを同時にモニターするために、そして遺伝子の変化体および変
異および多形を同定するために使用することができる。この情報は、遺伝子の機能を明ら
かにするために、障害の遺伝的基礎を理解するために、障害を診断または予後判定するた
めに、そして治療剤を開発し、かつその活性をモニターするために使用することができる
。マイクロアレイは、この分野で知られている方法を使用して調製し、使用し、そして分
析することができる（例えば、Ｓｃｈｅｎａ他（１９９６）；Ｈｅｌｌｅｒ他（１９９７
）を参照のこと）。
【０１１２】
　形質転換された宿主
　本発明はまた、本発明の核酸分子で形質転換された遺伝子改変（ノックアウト、ノック
インおよび遺伝子導入）の非ヒト動物モデルの作製を提供する。これらの動物は、当該血
管形成遺伝子の機能を研究するために、これらの遺伝子に関連する疾患の機構を研究する
ために、候補薬学的化合物をスクリーニングするために、タンパク質または変異タンパク
質を発現する外植された哺乳動物細胞培養物を作製するために、そして可能性のある治療
的介入を評価するために有用である。
【０１１３】
　本発明の動物モデルにおける使用のために好適である動物種には、ラット、マウス、ハ
ムスター、モルモット、ウサギ、イヌ、ネコ、ヤギ、ヒツジ、ブタ、および非ヒト霊長類
（サルおよびチンパンジーなど）が含まれるが、これらに限定されない。最初の研究のた
めには、遺伝子改変されたマウスおよびラットが、これらの動物のノックイン体またはノ
ックアウト体または遺伝子導入体を作製することが比較的容易であるために、それらの管
理が容易であるために、そしてそれらの寿命がより短いために、非常に望ましい。ある種
の研究のためには、遺伝子導入された酵母または非脊椎動物が、迅速なスクリーニングを
可能にし、そしてはるかにより容易な取扱いを提供するために、好適であり、かつ好まし
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い場合がある。より長期間の研究のためには、非ヒト霊長類が、ヒトとのその類似性のた
めに望ましい場合がある。
【０１１４】
　本発明の血管形成遺伝子のいずれか１つに基づく動物モデルを作製するために、いくつ
かの方法を用いることができる。これらには、特異的な変異を相同的な動物遺伝子におい
て生じさせること、野生型のヒト遺伝子および／またはヒト化された動物遺伝子を相同的
組換えによって挿入すること、野生型または変異型または人工のプロモーターエレメント
を使用するゲノムｃＤＮＡ構築物またはミニ遺伝子ｃＤＮＡ構築物として変異型ヒト遺伝
子（１個または多数）を挿入すること、あるいは内因性遺伝子の人為的に改変されたフラ
グメントを相同的組換えによって挿入することが含まれる。改変には、変異停止コドンを
挿入すること、ＤＮＡ配列を欠失すること、またはＣｒｅリコンビナーゼなどの酵素によ
り認識される組換えエレメント（ｌｏｘ　ｐ部位）を含めることが含まれる。
【０１１５】
　インビボでの遺伝子機能の増大を研究する目的で遺伝子導入マウスを作製するために、
任意の当該血管形成遺伝子を、卵母細胞顕微注入などの標準的な技術を使用してマウスの
生殖系列に挿入することができる。遺伝子機能の増大は、遺伝子およびそのタンパク質産
物の過剰発現、または研究中の遺伝子の変異の遺伝的相補を意味し得る。卵母細胞注入の
場合、１コピー以上の野生型遺伝子または変異型遺伝子を受精直後のマウス卵母細胞の前
核に挿入することができる。この卵母細胞は、その後、偽妊娠の里親に再移植される。そ
の後、生産マウスを、当該ヒト血管形成遺伝子配列の存在についての尾ＤＮＡの分析を使
用して組み込み体についてスクリーニングすることができる。導入遺伝子は、ＹＡＣもし
くはＢＡＣもしくは他の染色体ＤＮＡフラグメントとして注入された完全なゲノム配列、
または、天然のプロモーターもしくは異種プロモーターのいずれかを有するｃＤＮＡ、ま
たは、コード領域のすべてと、最適な発現のために必要であることが見出されている他の
エレメントとを含有するミニ遺伝子のいずれかであり得る。
【０１１６】
　ノックアウトマウスまたはノックインマウスを作製する場合、マウスの胚性幹（ＥＳ）
細胞における相同的組換えによる遺伝子標的化を適用することができる。ノックアウトマ
ウスが、遺伝子機能の喪失をインビボで研究するために作製され、一方、ノックインマウ
スにより、機能の増大の研究、または特異的な遺伝子変異の影響を研究することが可能に
なる。ノックインマウスは遺伝子導入マウスと類似しているが、組み込み部位およびコピ
ー数が前者では明らかにされる。
【０１１７】
　ノックアウトマウスを作製する場合、遺伝子標的化ベクターを、マウスのゲノムにおい
て当該血管形成遺伝子のタンパク質コード配列が欠失（ノックアウト）されるように設計
することができる。これに対して、ノックインマウスは、当該血管形成遺伝子を含有する
遺伝子標的化ベクターがマウスゲノム内の決められた遺伝子座に組み込まれ得ることによ
って作製することができる。両方の適用の場合、相同的組換えが、相同的なＤＮＡ配列を
認識し、それらを二重乗換えによって交換する特異的なＤＮＡ修復酵素によって触媒され
る。
【０１１８】
　遺伝子標的化ベクターは、通常的には、エレクトポレーションを使用してＥＳ細胞に導
入される。ＥＳ細胞組み込み体が、その後、標的化ベクターに存在する抗生物質耐性遺伝
子によって単離され、続いて、遺伝子型が、研究中の遺伝子が目的とする遺伝子座に組み
込まれているＥＳ細胞クローンを同定するために決定される。その後、適切なＥＳ細胞が
、新しいマウス系統を作製するために生殖系列を介して伝達される。
【０１１９】
　遺伝子の除去が早期の胚致死性をもたらす場合には、条件的遺伝子標的化を用いること
ができる。これにより、遺伝子を時間的かつ空間的に制御された様式で欠失させることが
できる。上記のように、適切なＥＳ細胞は、新しいマウス系統を作製するために生殖系列



(24) JP 2010-187671 A 2010.9.2

10

20

30

40

50

を介して伝達され、しかしながら、遺伝子の実際の欠失は、組織特異的な様式または時間
により制御された様式で成体マウスにおいて行われる。条件的遺伝子標的化は、最も一般
的には、ｃｒｅ／ｌｏｘシステムの使用によって達成される。酵素ｃｒｅは、ｌｏｘＰに
接する（またはフロックスする（ｆｌｏｘｅｄ））ＤＮＡがｃｒｅによって認識されて切
り出されるように３４塩基対のｌｏｘＰ配列を認識することができる。遺伝子導入マウス
における組織特異的なｃｒｅ発現により、組織特異的なノックアウトマウスの作製が、遺
伝子標的化されたフロックスマウスをｃｒｅ遺伝子導入マウスと交配することによって可
能になる。ノックアウトは、「欠失体」マウスを使用して、または誘導可能なｃｒｅ遺伝
子を有する遺伝子導入マウス（テトラサイクリン誘導性ｃｒｅ遺伝子を有する遺伝子導入
マウスなど）を使用して、どの組織でも行うことができ（Ｓｃｈｗｅｎｋ他、１９９５）
、あるいは、ノックアウトは、例えば、ＣＤ１９－ｃｒｅマウスの使用によって組織特異
的にすることができる（Ｒｉｃｋｅｒｔ他、１９９７）。
【０１２０】
　本発明のさらに別の局面により、候補薬学的化合物をスクリーニングするための、遺伝
子改変された非ヒト動物の使用が提供される。
　多数の先行技術刊行物が本明細書中に示されているが、この参照は、これらの文書のい
ずれかが、この分野またはオーストラリアまたは任意の他国における共通する一般的な知
識の一部を形成するということを認めることを意味しないことが理解されることは明かで
ある。本明細書および請求項の全体を通して、用語「含む（“ｃｏｍｐｒｉｓｅ”、“ｃ
ｏｍｐｒｉｓｅｓ”および“ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ”）」は、文脈が別に要求する場合を
除き、非排他的意味で使用される。
【図面の簡単な説明】
【０１２１】
【図１】図１はバーチャルノーザン発現分析によって確認されるような、血管形成時にお
ける多数の血管形成遺伝子の発現パターンの類別例を示す。各ブロットは、同一のｃＤＮ
Ａ量がアッセイの示された時点の間でのブロット構築において負荷されたことを確認する
ためにコントロールＧＡＰＤＨ１遺伝子でプローブされた。
【図２】図２はＢＮＯ６９遺伝子の詳細なバーチャルノーザン発現分析を示す。上段のパ
ネルは、ホルボールミリスタートアセタート（ＰＭＡ）±（α２β１）抗体（ＡＣ１１）
、血管内皮細胞増殖因子（ＶＥＧＦ）、塩基性線維芽細胞増殖因子（ｂＦＧＦ）または腫
瘍壊死因子（ＴＮＦ）でヒト臍静脈内皮細胞（ＨＵＶＥＣ）を刺激した後のインビトロモ
デルにおける様々な時点でのＢＮＯ６９の発現レベルを示す。下段のパネルは、Ｋ５６２
（赤白血病）、ＫＧ－１ａ（急性骨髄性白血病）、Ｊｕｒｋａｔ（急性Ｔ細胞白血病）、
ＨｅＬａ（子宮頸部腺ガン）、ＨｅｐＧ２（肝臓腫瘍）、Ｌ１Ｍ１２－１５（結腸直腸ガ
ン）、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１（乳ガン）、ＤＵ１４５（前立腺ガン）、ＨＥＫ２９３（胚
性腎臓）、ＨＵＳＭＣ（初代臍静脈平滑筋細胞）±Ｐ（ＰＭＡ）を含む多数のヒト細胞株
におけるＢＮＯ６９の発現レベルを示す。ＨＵＶＥＣ　Ｔ０およびＨＵＶＥＣ　Ｔ３は、
それぞれ、０時間および３時間の時間で血管形成の３－Ｄモデルから集められたＨＵＶＥ
Ｃを表す。
【図３】図３はＢＮＯ９６遺伝子の詳細なバーチャルノーザン発現分析を示す。上段のパ
ネルは、ホルボールミリスタートアセタート（ＰＭＡ）±（α２β１）抗体（ＡＣ１１）
、血管内皮細胞増殖因子（ＶＥＧＦ）、塩基性線維芽細胞増殖因子（ｂＦＧＦ）または腫
瘍壊死因子（ＴＮＦ）でヒト臍静脈内皮細胞（ＨＵＶＥＣ）を刺激した後のインビトロモ
デルにおける様々な時点でのＢＮＯ９６の発現レベルを示す。下段のパネルは、Ｋ５６２
（赤白血病）、ＫＧ－１ａ（急性骨髄性白血病）、Ｊｕｒｋａｔ（急性Ｔ細胞白血病）、
ＨｅＬａ（子宮頸部腺ガン）、ＨｅｐＧ２（肝臓腫瘍）、Ｌ１Ｍ１２－１５（結腸直腸ガ
ン）、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１（乳ガン）、ＤＵ１４５（前立腺ガン）、ＨＥＫ２９３（胚
性腎臓）、ＨＵＳＭＣ（初代臍静脈平滑筋細胞）±Ｐ（ＰＭＡ）を含む多数のヒト細胞株
におけるＢＮＯ９６の発現レベルを示す。ＨＵＶＥＣ　Ｔ０およびＨＵＶＥＣ　Ｔ３は、
それぞれ、０時間および３時間の時間で血管形成の３－Ｄモデルから集められたＨＵＶＥ
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Ｃを表す。
【図４】図４はレトロウイルス媒介による遺伝子移入を使用するヒト臍静脈内皮細胞（Ｈ
ＵＶＥＣ）機能のＢＮＯ６９インビトロ調節を示す。ＨＵＶＥＣの増殖が直接的な細胞計
数によって３日間の期間にわたって測定された。平均±ＳＥＭが示される。ＨＵＶＥＣに
おけるアンチセンスＢＮＯ６９（ＡＳＢＮＯ６９Ｒ）の過剰発現はその増殖を阻害する。
ＥＶ：空ベクターのコントロール。
【図５】図５はアデノウイルス媒介による遺伝子移入を使用するヒト臍静脈内皮細胞（Ｈ
ＵＶＥＣ）機能のＢＮＯ６９インビトロ調節を示す。ＨＵＶＥＣにおけるアンチセンスＢ
ＮＯ６９（ＡＳＢＮＯ６９Ａ）の過剰発現は細胞増殖に対する阻害効果をもたらす。
【図６】図６はレトロウイルス媒介による遺伝子移入を使用するヒト臍静脈内皮細胞（Ｈ
ＵＶＥＣ）機能のＢＮＯ６９インビトロ調節を示す。空ベクター（ＥＶ）コントロールま
たはアンチセンスＢＮＯ６９（ＡＳＢＮＯ６９Ｒ）のいずれかでレトロウイルスによりト
ランスフェクションされた内皮細胞の細胞形態学が示される。
【図７】図７はアデノウイルス媒介による遺伝子移入を使用するヒト臍静脈内皮細胞（Ｈ
ＵＶＥＣ）におけるアンチセンスＢＮＯ９６の過剰発現に基づく細胞増殖アッセイを示す
。細胞には、ベクターのみのコントロール（ＥＶ）またはアンチセンスＢＮＯ９６（ＡＳ
ＢＮＯ９６）のいずれかが感染させられ、細胞が４８時間後に集められた。細胞増殖が、
細胞を置床した３日後に行われた比色測定法でのＭＴＴアッセイによって測定された（平
均±ＳＥＭ、ｎ＝４）。
【図８】図８はアデノウイルス媒介による遺伝子移入を使用するヒト臍静脈内皮細胞（Ｈ
ＵＶＥＣ）におけるアンチセンスＢＮＯ９６の過剰発現の結果としての細胞遊走に対する
影響を示す。細胞には、ベクターのみのコントロール（ＥＶ）またはアンチセンスＢＮＯ
９６（ＡＳＢＮＯ９６）のいずれかが感染させられ、そして薬剤無し（ｎｉｌ）または走
化性刺激因子フィブロネクチン（Ｆｎ）のいずれかに向う細胞の遊走が１８時間後～２４
時間後に測定された。
【図９】図９はアデノウイルス媒介による遺伝子移入を使用するヒト臍静脈内皮細胞（Ｈ
ＵＶＥＣ）におけるアンチセンスＢＮＯ９６の過剰発現の結果としてのＭａｔｒｉｇｅｌ
上での毛細管形成に対する影響を示す。細胞は、ベクターのみのコントロール（ＥＶ）ま
たはアンチセンスＢＮＯ９６（ＡＳＢＮＯ９６）のいずれかが感染させられ、２４時間の
期間にわたって管形成についてアッセイされた。写真が２０時間後に撮影された。Ａおよ
びＢ：管の低倍率写真；ＣおよびＤ：管の高倍率写真。
【図１０】図１０はアデノウイルス媒介による遺伝子移入を使用するヒト臍静脈内皮細胞
（ＨＵＶＥＣ）におけるアンチセンスＢＮＯ９６の過剰発現の結果としてのコラーゲンゲ
ル上での毛細管形成に対する影響を示す。細胞は、ベクターのみのコントロール（ＥＶ）
またはアンチセンスＢＮＯ９６（ＡＳＢＮＯ９６）のいずれかが感染させられ、１８時間
～２４時間の期間にわたって管形成についてアッセイされた。細胞がゲルの中を遊走して
いたので、写真が３時間後に撮影された。Ｍ：遊走細胞。これらは、非遊走細胞よりも平
らで、かつ光屈折が少ないようである。ＮＭ：非遊走細胞。これらの細胞は丸く、光屈折
性である。
【図１１】図１１はアデノウイルス媒介による遺伝子移入を使用するヒト臍静脈内皮細胞
（ＨＵＶＥＣ）におけるアンチセンスＢＮＯ９６の過剰発現の結果としての腫瘍壊死因子
（ＴＮＦ）誘導によるＥ－セレクチン発現に対する影響を示す。細胞は、ベクターのみの
コントロール（ＥＶ）またはアンチセンスＢＮＯ９６（ＡＳＢＮＯ９６）のいずれかが感
染させられ、４８時間成長させられた。ＴＮＦは、抗Ｅ－セレクチン抗体を使用して細胞
表面のＥ－セレクチン発現について染色する前に４時間にわたって加えられた。検出はフ
ィコエリトリンコンジュゲート化抗マウス抗体によって行われた。平均蛍光強度（ＭＦＩ
）が示される。
【発明を実施するための形態】
【０１２２】
実施例１：　インビトロでの毛細管形成
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　血管形成のインビトロモデルは、本質的にはＧａｍｂｌｅ他（１９９３）に記載される
通りである。アッセイは、ホルボールミリスタートアセタート（ＰＭＡ）および抗インテ
グリン（α２β１）抗体ＲＭＡＣＩＩの刺激のもと、コラーゲンにおいて行われた。ヒト
臍静脈内皮細胞（ＨＵＶＥＣ）が、すべての実験において、２代～４代の継代の間で使用
された。
【０１２３】
　細胞を塊状培養物から集め（ｔ＝０）、コラーゲンゲルに刺激とともに再置床し、その
後、アッセイ開始後の０．５時間、３．０時間、６．０時間および２４時間でコラーゲン
ゲルから集めた。これらの時点は、大きな形態学的変化がこれらの段階で生じるために選
ばれた。簡単に記載すると、０．５時間までに、細胞はコラーゲンマトリックスに接着し
、ゲル内への遊走を開始している。３．０時間までに、小さい細胞内小胞が視認される。
６．０時間までに、これらの小胞は合体して一緒になり、膜に結合した液胞を形成し、そ
して短い出芽の形態で細胞がゲルに侵入している。この時間以降、これらの液胞は形質膜
と融合し、従って、細胞間空間を拡大して、管腔を生じさせる（Ｍｅｙｅｒ他、１９９７
）。これらのより大きい液胞が形成されることが、管腔形成の必須必要条件である（Ｇａ
ｍｂｌｅ他、１９９９）。２４時間までに、毛細管の全体的な吻合ネットワークが形成さ
れており、そして退化し始めている。
【０１２４】
実施例２：　ＲＮＡ単離、ｃＤＮＡの合成および増幅
　示された時点で集められた細胞は、Ｔｒｉｚｏｌ試薬（Ｇｉｂｃｏ　ＢＲＬ）を製造者
の条件に従って使用して総ＲＮＡを単離するために使用された。ＳＭＡＲＴ（ＲＮＡ転写
物の５’端でのスイッチング機構）技術を使用して、少量の総ＲＮＡを、ｃＤＮＡサブト
ラクションを行うことを可能にするために十分なｃＤＮＡに変換した（下記参照）。これ
は、ＳＭＡＲＴ－ＰＣＲ　ｃＤＮＡ合成キット（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ使用者マニュアルＰＴ
３０４１－１）を製造者の推奨法に従って使用して達成された。ＳＭＡＲＴ－ＰＣＲ　ｃ
ＤＮＡ合成プロトコルにより、大多数が全長のｃＤＮＡが得られ、これらを、続いて、ｃ
ＤＮＡサブトラクションのためにＰＣＲ増幅した。
【０１２５】
実施例３：　サプレッション・サブトラクティブ・ハイブリダイゼーション（ＳＳＨ）
　ＳＳＨを、選択された時点によって規定されるｃＤＮＡ集団の間においてアップレギュ
レーションまたはダウンレギュレーションのいずれかが行われたｃＤＮＡについて濃縮す
るために、ＳＭＡＲＴ増幅されたｃＤＮＡに対して行った。この技術によりまた、調節さ
れたｃＤＮＡの「正規化」を可能にし、それにより、存在量が少ないｃＤＮＡ（すなわち
、発現が十分でないが重要な遺伝子）をより容易に検出可能にした。これを行うために、
ＰＣＲ－Ｓｅｌｅｃｔ　ｃＤＮＡ合成キット（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ使用者マニュアルＰＴ３
０４１－１）およびＰＣＲ－Ｓｅｌｅｃｔ　ｃＤＮＡサブトラクションキット（Ｃｌｏｎ
ｔｅｃｈ使用者マニュアルＰＴ１１１７－１）を製造者の条件に基づいて使用した。これ
らの手法はサブトラクティブハイブリダイゼーションおよびサプレッションＰＣＲ増幅に
依拠した。ＳＳＨを下記の集団の間で行った：０時間～０．５時間；０．５時間～３．０
時間；３．０時間～６．０時間；６．０時間～２４．０時間。
【０１２６】
実施例４：　ｃＤＮＡクローンのディファレンシャルスクリーニング
　ＳＳＨ後、標準的な技術（Ｓａｍｂｒｏｏｋ他、１９８９）を使用して、ｃＤＮＡフラ
グメントをＥａｇＩで消化し、そしてｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔＫＳ＋内の適合し得る唯一
のＮｏｔＩ部位にクローン化した。これにより、それぞれの時間期間に対するフォワード
サブトラクションライブラリーおよびリバースサブトラクションライブラリーが得られた
。ＰＣＲ－Ｓｅｌｅｃｔディファレンシャルスクリーニングキット（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ使
用者マニュアルＰＴ３１３８－１）に概略されるディファレンシャルスクリーニング法を
使用して、調節されたｃＤＮＡを非調節ｃＤＮＡから同定した。これを行うために、ｃＤ
ＮＡアレイを、クローンのプラスミドＤＮＡを四連でナイロンフィルターに配置すること
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によって作製した。約９００個の個々のクローンをｃＤＮＡアレイによって分析した。こ
れらのアレイを、続いて、
ａ）サブトラクションされていない時間１でのｃＤＮＡ（これは、時間１で存在するｍＲ
ＮＡを表す）
ｂ）サブトラクションされていない時間２でのｃＤＮＡ（これは、時間２で存在するｍＲ
ＮＡを表す）
ｃ）フォワードサブトラクションｃＤＮＡ（これは、時間２でアップレギュレーションさ
れているｍＲＮＡを表す）
ｄ）リバースサブトラクションｃＤＮＡ（これは、時間１でダウンレギュレーションされ
ているｍＲＮＡを表す）
でプローブした。
【０１２７】
　すべてのハイブリダイゼーションは４２℃でＥｘｐｒｅｓｓＨｙｂ溶液（Ｃｌｏｎｔｅ
ｃｈ）において行われた。メンブランは、キットの説明書に従ってハイブリダイゼーショ
ン後に洗浄された。
【０１２８】
　ｃＤＮＡアレイハイブリダイゼーションに基づいて示差的に発現していることが明らか
にされたｃＤＮＡクローンを続いて配列決定した。その後、インシリコデータベース分析
を、配列決定された各クローンについて情報を得る目的で、国立バイオテクノロジー情報
センター（ＮＣＢＩ）におけるヌクレオチドデータベースおよび遺伝子データベースに存
在する配列に対する相同性を明らかにするために使用した。さらなる分析のためのクロー
ンの選択は、相同性検索から推定されるような予測される機能に基づいた。
【０１２９】
　表１および表２には、配列決定された示差的に発現するクローンに対する情報が提供さ
れる。表１には、以前には特徴付けられなかった遺伝子または新規な遺伝子を表すクロー
ンが含まれ、一方、表２には、以前には血管形成と関連していない以前に同定された遺伝
子に対応するクローンが含まれる。また、血管形成のプロセスに関与することが以前には
示されている多数の遺伝子も同定された。これらのクローンが同定されたことは、用いら
れた血管形成遺伝子同定法が有効であることの原理的な有効性または証拠を提供しており
、そして、表１および表２に示されるクローンがさらなる血管形成遺伝子の候補であるこ
とを示唆している。
【０１３０】
　表１からの一例が、６５５個のアミノ酸からなる新規なタンパク質をコードするＢＮＯ
６９である。このクローンの全長配列の分析により、ＧＴＰａｓｅ活性化タンパク質（Ｇ
ＡＰ）ドメインの存在が示された。ＧＡＰドメインは、Ｒａｓ　ＧＴＰａｓｅ、Ｒｈｏ　
ＧＴＰａｓｅ、Ｃｄｃ２　ＧＴＰａｓｅおよびＲａｃ　ＧＴＰａｓｅを含む、ＧＴＰ結合
タンパク質の重要な調節因子である一群のタンパク質に見出されている。これらのＧＴＰ
ａｓｅは、細胞の運動性、接着、細胞質分裂、増殖、分化およびアポトーシスを含む多く
の生理学的プロセスに関係している（Ｖａｎ　ＡｅｌｓｔおよびＤ’Ｓｏｕｚａ－Ｓｃｈ
ｏｒｅｙ（１９９７）；Ｒｉｄｌｅｙ（２００１）に総説される）。Ｒｈｏ様ＧＴＰａｓ
ｅは、不活性なＧＤＰ結合状態と活性なＧＴＰ結合状態との間で循環する。これらの２つ
の形態の間における変換は、主に、２つのタイプのタンパク質によって調節される。それ
らは、結合したＧＤＰをＧＴＰに交換することを増強するグアニン交換因子（ＧＥＦ）に
よってアップレギュレーションされ、そして結合したＧＴＰを加水分解する固有速度を増
大させるＧＴＰａｓｅ活性化タンパク質（ＧＡＰ）によってダウンレギュレーションされ
る。ＧＴＰが負荷されたとき、Ｒｈｏ　ＧＴＰａｓｅは、一組の下流のエフェクターと結
合する能力を獲得し、これにより、例えば、様々な細胞骨格再配置を生じさせる。
【０１３１】
　表２からの一例がＢＮＯ９６遺伝子である。ｃＤＮＡクローン２３（ＢＮＯ９６）を配
列決定することにより、このクローンがＧタンパク質のガンマ１２サブユニット（ＧＮＧ
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１２）と同一であることが明らかにされた。ヘテロ三量体のＧタンパク質は、細胞表面受
容体から細胞エフェクターへのシグナル伝達に関与する。Ｇタンパク質は、アルファ（α
）サブユニット、ベータ（β）サブユニットおよびガンマ（γ）サブユニットから構成さ
れる。刺激されたとき、αサブユニットが複合体から解離し、そしてαサブユニットおよ
びβγサブユニットの両方が多数のエフェクターを活性化して、多くの細胞内シグナルを
生じさせることができる。
【０１３２】
　現在、６個の異なるβサブユニットおよび１２個の異なるγサブユニットが同定されて
いる。βγサブユニットは強固に会合し、非常に安定な二量体を形成しているので、それ
らは、今日まで、機能的ユニットとして見なされている。
【０１３３】
　ＧＮＧ１２は、広く発現し、線維芽細胞および平滑筋細胞に多いことが報告されている
（Ｕｅｄａ他、１９９９）。ＧＮＧ１２は、プロテインキナーゼＣに対する基質であり、
そして、ＰＭＡ、ＬＰＡ（リゾホスファチジン酸）、増殖因子および血清などの作用因子
で刺激された後、リン酸化される（Ａｓａｎｏ他、１９９８）。ＧＮＧ１２はまた、Ｆ－
アクチンと会合する（Ｕｅｄａ他、１９９７）。
【０１３４】
　以前の報告では、ＧＮＧ１２単独の過剰発現はＮＩＨ－３Ｔ３線維芽細胞に対して何ら
影響しないことが示されている。しかし、β１γ１２二量体の過剰発現は、細胞の円形化
、ストレス繊維の破壊、および細胞遊走の増強を誘導した。ＧＮＧ１２のリン酸化が、細
胞運動性に対するその作用のために要求される（Ｙａｓｕｄａ他、１９９８）。
【０１３５】
　ＢＮＯ６９遺伝子およびＢＮＯ９６遺伝子に関する得られる情報に基づいて、そして、
両遺伝子が血管形成時に示差的に発現していることが本発明において示されたということ
を考えれば、これらの遺伝子は、血管形成と関連する機能をそれらが発揮していることと
一致する特徴を有するという示唆がもたらされた。この理由から、これらはさらに分析さ
れた。
【０１３６】
実施例５：　バーチャルノーザンブロット分析
　選択されたクローンの機能的分析の前に、表１および表２に示されるクローン（ＢＮＯ
６９およびＢＮＯ９６を含む）のｃＤＮＡアレイ分析から観測される示差的発現をバーチ
ャルノーザンブ分析によって確認した。
【０１３７】
　各時点に由来する増幅されたｃＤＮＡをアガロース／ＥｔＢｒゲルで電気泳動し、サザ
ン転写を確立された技術（Ｓａｍｂｒｏｏｋ他、１９８９）に従ってｃＤＮＡをナイロン
メンブランに転写した。すべてのｃＤＮＡクローン挿入物を、ＭｅｇａＰｒｉｍｅ　ＤＮ
Ａ標識システム（Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｐｈａｒｍａｃｉａ　Ｂｉｏｔｅｃｈ）を使用して
３２Ｐで標識し、ハイブリダイゼーションを製造者の説明書に従ってＥｘｐｒｅｓｓＨｙ
ｂ溶液（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）において行った。
【０１３８】
　結果に基づき、クローンを調節パターンのそれらのタイプに従って類別化した（図１な
らびに表１および表２）。今日までに同定された２０個の新規な遺伝子の中で、９個が血
管形成時に調節されることが確認され、４個が、バーチャルノーザンブロットで検出でき
ないシグナルをもたらし、残りのクローンは、バーチャルノーザンブロットに基づく発現
の調節を示さなかった。同様に、以前には血管形成と関連しなかった９４個の既知遺伝子
の中で、５９個が、血管形成モデルから示差的に調節されることが確認された。示差的な
発現を示さなかったクローン（クラスＦ）、または検出可能な結果をバーチャルノーザン
でもたらさなかったクローンは、それでもなお、血管形成に関与すると考えられ、しかし
ながら、さらなる特徴づけが必要である。
【０１３９】
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実施例６：　細胞および刺激の特異性
　示差的に発現しているクローンをさらに特徴づけ、そして血管形成におけるそれらの役
割を確認するために、バーチャルノーザンブロットを再び使用して、特異的な増殖因子を
用いて単層培養物における細胞タイプ発現特異性およびそれらの刺激を明らかにした。内
皮細胞を２次元（２－Ｄ）コラーゲンマトリックスに置床し、そして血管内皮細胞増殖因
子（ＶＥＧＦ）、塩基性線維芽細胞増殖因子（ＦＧＦ）、腫瘍壊死因子α（ＴＮＦα）、
ＰＭＡ＋ＡＣＩＩ、またはＰＭＡ単独で、０．５時間、３．０時間、６．０時間および２
４時間にわたって刺激した。内皮細胞、線維芽細胞、平滑筋細胞の初代培養物、ならびに
腫瘍細胞株を集めた。ＲＮＡをすべての細胞から調製し、ＳＭＡＲＴ－ＰＣＲ　ｃＤＮＡ
合成キット（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ使用者マニュアルＰＴ３０４１－１）を使用して、ｃＤＮ
Ａをバーチャルノーザン調製のために作製した。調製されたブロットを、その後、目的と
する特異的な血管形成遺伝子の調節についてプローブした。結果が表１および表２に示さ
れる。
【０１４０】
　これまでに分析されたクローンの中で、すべてが内皮細胞で発現していることが確認さ
れた。表１に示されたクローンの中で、シグナル特異性について分析された６個のクロー
ンのうちの３個が、ＶＥＧＦ、ＦＧＦおよびＰＭＡの存在によって影響を受けることが示
された。２個のクローンは、培養中の内皮細胞を刺激した後、応答を全く示さず、そして
残りのクローンは、示差的な発現が、２次元コラーゲンゲルに対してではなく、３次元コ
ラーゲンゲルに対して特異的であることを示した。表２に示されるクローンの中で、シグ
ナル特異性について分析された６個のクローンのうちの２個がＶＥＧＦおよびＦＧＦの存
在によって影響を受けることが示され、１個のクローンがＰＭＡのみの存在によって影響
を受けた。１個のクローンは、培養中の内皮細胞を刺激した後、応答を全く示さず、そし
て残る２個のクローンは、示差的な発現が、２次元コラーゲンゲルに対してではなく、３
次元コラーゲンゲルに対して特異的であることを示した。
【０１４１】
　図２および図３には、それぞれＢＮＯ６９遺伝子およびＢＮＯ９６遺伝子について、細
胞および刺激の特異性の結果の詳細なまとめが示される。これらの結果は、両遺伝子が３
次元（３－Ｄ）インビトロモデルの３時間の時点でアップレギュレーションされているこ
とを示している。ＢＮＯ６９遺伝子は、ＦＧＦ、ＶＥＧＦおよびＰＭＡに応答して発現さ
れる一方で、ＢＮＯ９６遺伝子の発現は、ＰＭＡに応答して生じるのみである。両遺伝子
は、内皮細胞を含むいくつかの細胞タイプで発現している。
【０１４２】
実施例７：　血管形成遺伝子の分析
　表１および表２に示されるような、血管形成プロセスに関係することが本研究によって
明らかにされた遺伝子は、インビトロでの血管形成におけるそれらの役割を確認する目的
でさらなる研究のために使用することができる。これを行うために、遺伝子の全長のコー
ド配列を、レトロウイルスまたはアデノウイルスなどの好適な発現ベクターにセンス配向
およびアンチセンス配向の両方でクローン化し、内皮細胞（ＥＣ）への感染のために使用
することができる。レトロウイルス感染は、目的とする遺伝子を発現する長期のＥＣ株を
もたらし、これに対して、アデノウイルス感染は一過性の遺伝子発現をもたらす。感染細
胞は、その後、血管形成における各遺伝子の役割を確認するために、増殖および毛細管形
成を含む多数のＥＣアッセイに供することができる。
【０１４３】
　一例として、ＥＣ機能のインビトロ調節に対するＢＮＯ６９およびＢＮＯ９６の作用が
明らかにされ、下記に記載される。
【０１４４】
　ＥＣ機能のインビトロ調節－ＢＮＯ６９
　内皮細胞の機能および血管形成に対するＢＮＯ６９の作用には、レトロウイルスまたは
アデノウイルスにより媒介される遺伝子移入によってＢＮＯ６９のアンチセンスを内皮細
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胞にトランスフェクションすることが伴った。継代数が１代または２代であるヒト臍静脈
内皮細胞（ＨＵＶＥＣ）が過剰発現実験のために使用された。最初に、ＢＮＯ６９遺伝子
を複製欠陥レトロウイルスｐＲｕｆＮｅｏ（ＲａｙｎｅｒおよびＧｏｎｄａ、１９９４）
にクローン化した。市販の細胞株ＢＩＮＧを感染およびウイルス上清の製造のために使用
した。レトロウイルスを感染させ、アンチセンスＢＮＯ６９遺伝子を発現するＨＵＶＥＣ
クローンを、Ｇ４１８を使用してｎｅｏ抵抗性について選択し、さらなる増殖および分析
のためにまとめてプールした。プールされたクローンの増殖を直接的な細胞計数によって
３日間の期間にわたって測定した。これらの実験の結果は、ＢＮＯ６９のアンチセンス構
築物を感染させた細胞はその増殖能が低下していることを示した（図４）。
【０１４５】
　ＨＵＶＥＣにおけるアンチセンスＢＮＯ６９のアデノウイルス媒介による発現を使用し
たその後の実験では、レトロウイルスシステムで観測された作用と類似する、細胞増殖に
対する作用が示された。ＨＵＶＥＣを、ベクターのみのコントロールまたはアンチセンス
ＢＮＯ６９のいずれかで感染させ、感染後２４時間で集め、そして完全増殖培地でマイク
ロタイタープレートに置床した。細胞増殖を、以前の記載（Ｘｉａ他、１９９９）のよう
に、比色測定によるＭＴＴアッセイによって測定した。アッセイを、細胞を置床した３日
後に行った。これらの実験の結果は、ＨＵＶＥＣの増殖が、アンチセンスＢＮＯ６９のア
デノウイルス媒介による発現によって阻害されることを示した（図５）。
【０１４６】
　また、レトロウイルス感染システムおよびアデノウイルス感染システムではともに、Ｂ
ＮＯ６９に対するアンチセンス構築物を感染させた細胞の大きな特徴は細胞形態学の変化
であった。細胞は、サイズが大きくなり、細胞質の範囲が増大しているようであった（図
６）。細胞サイズの増大が、前方散乱および側方散乱の両方の測定により細胞のサイズお
よび粒状性に関する情報がそれぞれ得られる蛍光活性化細胞分取装置での分析によって確
認された。レトロウイルスシステムおよびアデノウイルスシステムではともに、これらの
パラメーターが変化した。レトロウイルス感染細胞では、前方散乱が３８５（ＥＶ）およ
び５２２（ＡＳＢＮＯ６９Ｒ）であり、一方、側方散乱が２８９（ＥＶ）および５０８（
ＡＳＢＮＯ６９Ｒ）と測定された。アデノウイルス感染細胞では、前方散乱に対する測定
値が４４４（ＥＶ）および５３３（ＡＳＢＮＯ６９Ｒ）であり、一方、側方散乱が４１７
（ＥＶ）および５００（ＡＳＢＮＯ６９Ｒ）と測定された。
【０１４７】
　ＥＣ機能のインビトロ調節－ＢＮＯ９６
　内皮細胞の機能および血管形成に対するＢＮＯ９６の作用には、アデノウイルス遺伝子
移入によってＢＮＯ９６のアンチセンスを内皮細胞にトランスフェクションすることが伴
った。最初に、アンチセンスＢＮＯ９６を、（本質的には、ｈｔｔｐ：／／ｃｏｌｏｎｃ
ａｎｃｅｒ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｏｃｏｌ．ｈｔｍに概略されるような）細菌における相同
的組換えを用いて組換えアデノウイルスプラスミドとして作製した。得られたプラスミド
を、ウイルスを拡大するために哺乳動物パッケージング細胞株２９３にトランスフェクシ
ョンし、続いて、ウイルスを塩化セシウムグラジエントによって精製した。トランスフェ
クション効率を、上記のプロトコルに示されるように、緑色蛍光タンパク質およびプラー
ク形成ユニットによって評価した。
【０１４８】
　最初に、アンチセンスＢＮＯ９６の内皮細胞増殖に対する作用を明らかにした。ヒト臍
静脈内皮細胞（ＨＵＶＥＣ）をベクターのみのコントロールまたはアンチセンスＢＮＯ９
６のいずれかで感染させ、４８時間後に集めた。細胞増殖を、以前の記載（Ｘｉａ他、１
９９９）のように、比色測定によるＭＴＴアッセイによって測定した。アッセイを、細胞
を置床した３日後に行った（平均±ＳＥＭ、ｎ＝４）。アンチセンスＢＮＯ９６によるＨ
ＵＶＥＣの感染は、細胞が完全増殖培地で培養されたとき、細胞増殖を阻害することが見
出された（図７）。
【０１４９】
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　血管形成インビトロモデルの別の特徴は、マトリックス内への内皮細胞の遊走である。
ＢＮＯ９６がこのプロセスに対して果たす作用を調べるために、細胞遊走実験を次に行っ
た。ヒト臍静脈内皮細胞（ＨＵＶＥＣ）をベクターのみのコントロールまたはアンチセン
スＢＮＯ９６のいずれかで感染させ、薬剤無しまたは走化性刺激因子フィブロネクチンの
いずれかに向う細胞の遊走を測定した。遊走アッセイは以前の記載（Ｌｅａｖｅｓｌｅｙ
他、１９９３）のように行われた。簡単に記載すると、５０μｇ／ｍｌでのフィブロネク
チンを、走化性グラジエントとして作用させるための８．０μｍ　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌフ
ィルターの下面にコーティングした。細胞遊走を１８時間後～２４時間後に評価した。こ
れらの実験から得られる結果は、アンチセンスＢＮＯ９６感染細胞が、走化性刺激因子と
してのフィブロネクチンに向かう遊走から阻害されることを示した（図８）。
【０１５０】
　血管形成プロセスの本質的な特徴の１つに、毛細管の形成がある。ＢＮＯ９６がこのプ
ロセスにおいて果たす役割を、Ｍａｔｒｉｇｅｌモデルおよびコラーゲンゲルモデルを使
用して測定した。Ｍａｔｒｉｇｅｌシステムでは、ヒト臍静脈内皮細胞（ＨＵＶＥＣ）を
ベクターのみのコントロールまたはアンチセンスＢＮＯ９６のいずれかで感染させ、以前
の記載（Ｃｏｃｋｅｒｉｌｌ他、１９９４）のように管形成についてアッセイした。簡単
に記載すると、１４０μｌの３ｘ１０５細胞／ｍｌをＭａｔｒｉｇｅｌに置床し、細胞再
編成および管形成を２４時間の期間にわたって評価した。アンチセンスＢＮＯ９６感染細
胞は、Ｍａｔｒｉｇｅｌ毛細管アッセイでは毛細管を作ることができなかった（図９）。
【０１５１】
　コラーゲンゲルモデルでは、ＨＵＶＥＣをベクターのみのコントロールまたはアンチセ
ンスＢＮＯ９６のいずれかで再び感染させ、以前の記載（Ｇａｍｂｌｅ他、１９９３）の
ように管形成について１８時間～２４時間の期間にわたってアッセイした。アンチセンス
ＢＮＯ９６の発現は、コラーゲンゲル内への細胞遊走（およびその後の管形成）の阻害を
もたらした（図１０）。
【０１５２】
　次の実験では、ＢＮＯ９６の阻害が、血管形成に関連する機能に対して特異的である内
皮細胞変化を生じさせるかどうかという疑問が検討された。Ｅ－セレクチンは、ＴＮＦお
よびＩＬ－１などの炎症性サイトカインによって誘導され、好中球－内皮細胞の相互作用
を媒介する内皮細胞特異的接着分子である。従って、ヒト臍静脈内皮細胞（ＨＵＶＥＣ）
におけるアンチセンスＢＮＯ９６の過剰発現の結果としてのＥ－セレクチン発現に対する
作用を明らかにした。使用された方法は、Ｌｉｔｗｉｎ他（１９９７）に記載される通り
であった。簡単に記載すると、ＨＵＶＥＣをベクターのみのコントロールまたはアンチセ
ンスＢＮＯ９６のいずれかで感染させ、４８時間成長させた。この後、細胞を２４ウエル
トレーに移し、一晩インキュベーションした。０．５ｎｇ／ｍｌで腫瘍壊死因子（ＴＮＦ
）を、抗Ｅ－セレクチン抗体を使用して細胞表面のＥ－セレクチン発現について染色する
前に４時間にわたって加えた。検出は、フィコエリトリンコンジュゲート化抗マウス抗体
によって行われた。これらの実験の結果は、アンチセンスＢＮＯ９６遺伝子を過剰発現す
る細胞は、前炎症性刺激因子である腫瘍壊死因子に対して正常な様式で依然として応答し
て、接着分子Ｅ－セレクチンを誘導することを示した（図１１）。このことは、内皮細胞
の機能に対するアンチセンスＢＮＯ９６の作用は選択的であることを示唆している。
【０１５３】
　アンチセンスＢＮＯ９６は、細胞増殖、遊走および毛細管形成を阻害することができ、
しかし、ＴＮＦ誘導によるＥ－セレクチン発現を阻害することができないということは、
ＢＮＯ９６遺伝子のノックダウンが内皮細胞の血管形成能に特異的な影響を及ぼすことを
示唆し得る。炎症反応に関係するその能力などの他の細胞機能は、（今日までに測定され
た機能に関する限り）正常であるようである。従って、ＢＮＯ９６遺伝子は、血管形成プ
ロセスにおいて限定的な役割を果たしていると考えられ、血管形成に関連する病理を処置
するために治療法を開発するための標的である。
【０１５４】
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　タンパク質相互作用研究
　本発明の血管形成タンパク質（これには、ＢＮＯ６９およびＢＮＯ９６が含まれる）の
いずれか１つが既知のタンパク質および未知のタンパク質と結合する能力を調べることが
できる。酵母ツーハイブリッドシステムなどの手法が、何らかの機能的パートナーを発見
および同定するために使用される。酵母ツーハイブリッド手法の基礎となる原理は、酵母
における転写活性化因子を含めて、真核生物の転写活性化因子の多くが２つの離れたモジ
ュール状ドメインからなるということである。第１のドメインが、特異的なプロモーター
配列に結合するＤＮＡ結合ドメインであり、第２のドメインが、ＲＮＡポリメラーゼＩＩ
複合体にＤＮＡ結合部位の下流の遺伝子を転写させる活性化ドメインである。いずれのド
メインもそれ自身では転写を活性化することができないので、両方のドメインが転写活性
化のために要求される。酵母ツーハイブリッド手法では、目的とする遺伝子またはその一
部（餌）が、ＤＮＡ結合ドメインを有するペプチドに対する融合体として発現されるよう
な方法でクローン化される。第２の遺伝子、または多数の遺伝子、例えば、ｃＤＮＡライ
ブラリーに由来する遺伝子など（標的）が、活性化ドメインに対する融合体として発現さ
れるようにクローン化される。目的とするタンパク質がその結合パートナーと相互作用す
ることにより、ＤＮＡ結合ペプチドが活性化ドメインと一緒になり、レポーター遺伝子の
転写が開始される。第１のレポーター遺伝子は、相互作用タンパク質を含有する酵母細胞
について選択される（このレポーターは、通常、選択培地における増殖のために要求され
る栄養性遺伝子である）。第２のレポーターは確認のために使用され、そして相互作用タ
ンパク質に応答して発現している間は、第２のレポーターは、通常、増殖のために要求さ
れない。
【０１５５】
　相互作用する遺伝子およびタンパク質の性質もまた、これらのパートナーもまた薬物発
見のための標的であり得るように調べることができる。
【０１５６】
　構造研究
　本発明の組換え血管形成タンパク質は、細菌細胞、酵母細胞、昆虫細胞および／または
哺乳動物細胞において製造することができ、そして結晶学研究およびＮＭＲ研究で使用す
ることができる。タンパク質の分子モデル化と一緒になって、構造から導かれる薬物設計
が促進され得る。



(33) JP 2010-187671 A 2010.9.2

10

20

30

40

【表１】



(34) JP 2010-187671 A 2010.9.2

10

20

30

40

【表２】



(35) JP 2010-187671 A 2010.9.2

10

20

30

40



(36) JP 2010-187671 A 2010.9.2

10

20

30

40



(37) JP 2010-187671 A 2010.9.2

10

20

30

40

【０１５７】
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摘要(译)

提供了用于治疗血管生成相关疾病的分离的核酸分子。 分离的核酸分
子，其包含指定序列之一所示的序列。 一种分离的核酸分子，其在严格
条件下与编码在血管生成过程中起作用的多肽的核酸分子杂交，并且该
核酸分子包含在指定序列之一中列出的核苷酸序列。 编码在血管生成相
关疾病中起作用的多肽，这些疾病包括但不限于癌症，类风湿性关节
炎，糖尿病性视网膜病，牛皮癣，动脉粥样硬化，缺血性肢体疾病和冠
状动脉疾病和其他心血管疾病。 如上所述的分离的核酸分子。 [选择图]
无


