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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　タムスタチンと結び付いているトランスフェリンを含む組換えタンパク質。
【請求項２】
　トランスフェリンとタムスタチンとが互いに直接結び付いている、請求項１に記載の組
換えタンパク質。
【請求項３】
　トランスフェリンとタムスタチンとがリンカーを介して互いに共有結合で結び付いてい
る、請求項１に記載の組換えタンパク質。
【請求項４】
　タムスタチンと結び付いているトランスフェリンを含む組換えタンパク質をコードする
核酸配列を含むプラスミド。
【請求項５】
　前記組換えタンパク質をコードする前記核酸配列が発現制御配列と操作可能に結び付い
ている、請求項４に記載のプラスミド。
【請求項６】
　タムスタチンと結び付いているトランスフェリンを含む組換えタンパク質をコードする
核酸配列を含む組換え核酸分子。
【請求項７】
　前記核酸配列が発現制御配列と操作可能に結び付いている、請求項６に記載の組換え核
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酸分子。
【請求項８】
　タムスタチンと結び付いているトランスフェリンを含む組換えタンパク質をコードする
核酸配列を含む組換え核酸分子がトランスフェクトされており、該組換え核酸分子を発現
する、組換え宿主細胞。
【請求項９】
　タムスタチンと結び付いているトランスフェリンを含む組換えタンパク質を作製する方
法であって、
　組換え宿主細胞に、タムスタチンと結び付いているトランスフェリンを含む組換えタン
パク質をコードする核酸配列を含む組換え核酸分子をトランスフェクトすることと、
　トランスフェクトされた宿主細胞を、タムスタチンと結び付いているトランスフェリン
を含む組換えタンパク質を作製するのに十分な条件下で培養することと、
　前記組換えタンパク質を実質的に精製された組換えタンパク質として回収することと、
を含む、方法。
【請求項１０】
　前記組換えタンパク質が、タムスタチンと直接結び付いているトランスフェリンを含む
、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　脈絡膜血管新生（ＣＮＶ）を有する病態に対する治療剤であって、かかる治療を必要と
する被験体に、タムスタチンと結び付いているトランスフェリンを含む組換えタンパク質
を治療的に有効な量投与することを特徴とする、タムスタチンと結び付いているトランス
フェリンを含む組換えタンパク質を含む治療剤。
【請求項１２】
　ＣＮＶを有する病態が、弾性線維性仮性黄色腫、網膜色素線条症、ヒストプラスマ症、
点状脈絡膜内層症又は滲出型の加齢黄斑変性症（ＡＭＤ）を含む、請求項１１に記載の治
療剤。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、本発明は、タムスタチン又は他の抗血管形成タンパク質と結び付いているト
ランスフェリンを含む組換えタンパク質と、それらを作製する方法と、それらを使用する
方法とに関する。さらに本発明は、かかる組換えタンパク質を発現することが可能な発現
系と、それを作製する方法と、それを使用する方法とに関する。
【０００２】
　　［関連出願の相互参照］
　本願は２０１１年８月１７日に出願された米国仮出願第６１／５２４，５０８号（その
全体が引用することにより本明細書の一部をなすものとする）の優先権の利益を主張する
。
【背景技術】
【０００３】
　脈絡膜血管新生（Choroidal NeoVascularization：ＣＮＶ）は、弾性線維性仮性黄色腫
、網膜色素線条症、ヒストプラスマ症、点状脈絡膜内層症及び滲出型の加齢黄斑変性症（
Age related Macular Degeneration：ＡＭＤ）等の疾患において重度の失明を引き起こし
得る、脈絡膜血管系の無制御成長を指す。滲出型ＡＭＤは、結晶腔（drusen：ドルーゼン
）（補体成分、脂質及びアポリポタンパク質）の沈着によって限局性の虚血領域が生じ、
低酸素状態に陥ることで発症する。低酸素状態が血管内皮成長因子（Vascular Endotheli
al Growth Factor：ＶＥＧＦ）の分泌の増大を引き起こし、脈絡膜内皮細胞を活性化させ
て、マトリックスメタロプロテイナーゼ（Matrix MetalloProteinases：ＭＭＰ）を分泌
すると考えられる。メタロプロテイナーゼが細胞外基質を分解することによって、内皮細
胞の増殖及び該内皮細胞の網膜への移動が可能となる。最終的にＭＭＰの効果によって、
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新生血管の発生又はＣＮＶが起こり、それにより血液及び脂質の漏出に起因して網膜剥離
及び網膜出血及び網膜下病変の形成が引き起こされ得る。発症した場合、ＣＮＶは先進国
の高齢者集団における失明の主な原因である。
【０００４】
　ＣＮＶの治療は現在、一部の患者集団に限定されており、血管透過性亢進（vascular h
yperpermeability）及び新生血管形成におけるＶＥＧＦの有害な作用（role）を抑えるこ
とに傾注している。しかしながら、ＶＥＧＦは創傷治癒、光受容器の生存及び脈絡膜毛細
血管床の維持等の生理的活性において建設的で重要な役割も果たす。現在のところ、ＣＮ
Ｖを治療するのにこれまでに認可されている治療剤は、ラニビズマブ（Ｌｕｃｅｎｔｉｓ
（商標））、アフリベルセプト（Ｅｙｌｅａ（商標））及びペガプタニブ（Ｍａｃｕｇｅ
ｎ（商標））の２つだけである。これらの治療剤はＶＥＧＦを阻害するものである。ラニ
ビズマブは一般的にＣＮＶを治療するのにペガプタニブよりも有効であることが分かって
いる。ラニビズマブはＶＥＧＦ－Ａの全てのアイソフォームと結合し、血管透過性及び血
管成長を含むＶＥＧＦ活性を阻害する。２つの言及された治療剤以外にも、ラニビズマブ
の元となった（parent）完全長抗体であるベバシズマブ（Ａｖａｓｔｉｎ（商標））が、
ＣＮＶの適応外治療として研究されている。
【０００５】
　ＣＮＶの治療にこれらの治療法が成功しているが、これらの治療法には、活性化内皮細
胞におけるアポトーシスの欠如及び創傷治癒等のＶＥＧＦ関連の生理活性の潜在的機能障
害を含む特有の欠点が存在する。加えて、ラニビズマブの使用は、ヒトの硝子体内への投
与後の血栓塞栓事象の速度の増大を含む全身リスクに繋がる。さらに硝子体内のベバシズ
マブは虚血性発作、血圧上昇、脳血管発作及び致死を伴う。さらにＣＮＶを患う患者の臨
床研究において、ラニビズマブに対する奏効率はＣＮＶの患者で僅か約４０％であり、文
字数の増加は僅か７．２であった。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　そのため、副作用の少ない及び／又は治療効果がより良好である、ＣＮＶを治療する新
規の及び／又はより有効な治療アプローチが必要とされている。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　本発明の幾つかの態様は、タムスタチン又は他の類似の抗血管形成タンパク質と結び付
いているトランスフェリンを含む組換えタンパク質を提供する。幾つかの実施の形態では
、トランスフェリンとタムスタチンとが互いに直接結び付いている。更に他の実施の形態
では、トランスフェリンとタムスタチンとがリンカーを介して互いに共有結合で結び付い
ている。好適なリンカーは当業者にとって既知である。
【０００８】
　本発明の他の態様は、タムスタチンと結び付いているトランスフェリンを含む組換えタ
ンパク質をコードする核酸配列を含むプラスミドを提供する。典型的には、組換えタンパ
ク質をコードする核酸配列が発現制御配列と操作可能に結び付いている。
【０００９】
　本発明の更に他の態様は、タムスタチンと結び付いているトランスフェリンを含む組換
えタンパク質をコードする核酸配列を含む組換え核酸分子を提供する。幾つかの実施の形
態では、核酸配列が発現制御配列と操作可能に結び付いている。
【００１０】
　本発明の更に他の態様は、タムスタチンと結び付いているトランスフェリンを含む組換
えタンパク質をコードする核酸配列を含む組換え核酸分子がトランスフェクトされており
、該組換え核酸分子を発現する、組換え宿主細胞を提供する。
【００１１】
　本発明の他の態様は、タムスタチンと結び付いているトランスフェリンを含む組換えタ
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ンパク質を作製する方法であって、
　組換え宿主細胞に、タムスタチンと結び付いているトランスフェリンを含む組換えタン
パク質をコードする核酸配列を含む組換え核酸分子をトランスフェクトすることと、
　トランスフェクトされた宿主細胞を、タムスタチンと結び付いているトランスフェリン
を含む組換えタンパク質を作製するのに十分な条件下で培養することと、
　組換えタンパク質を実質的に精製された組換えタンパク質として回収することと、を含
む、方法を提供する。
【００１２】
　幾つかの実施の形態では、組換えタンパク質が、タムスタチンと直接結び付いているト
ランスフェリンを含む。
【００１３】
　本発明の更に他の態様は、被験体において脈絡膜血管新生（ＣＮＶ）に関連する臨床病
態を治療する方法であって、かかる治療を必要とする該被験体に、タムスタチンと結び付
いているトランスフェリン（transferrin）を含む組換えタンパク質を治療的に有効な量
投与することを含む、方法を提供する。
【００１４】
　幾つかの実施の形態では、ＣＮＶに関連する臨床病態が、弾性線維性仮性黄色腫、網膜
色素線条症、ヒストプラスマ症、点状脈絡膜内層症又は滲出型の加齢黄斑変性症（ＡＭＤ
）を含む。
【００１５】
　本発明の組成物を使用して、限定するものではないが、がん；がん関連血管新生；角膜
血管形成；増殖性糖尿病網膜症；新生血管緑内障；眼の他の新生血管障害及び血管増殖性
障害；並びに身体の別の部位における他の新生血管障害及び血管増殖性障害等といった他
の疾患を治療することもできる。
【００１６】
　本発明の組成物を、硝子体内投与、静脈内投与、脈絡膜上投与、局所投与、眼周囲投与
、皮下投与、筋肉内投与、網膜下投与、眼後投与、強膜内投与等を含むが、これらに限定
されない当業者に既知の方法のいずれかを使用して投与することができる。
【図面の簡単な説明】
【００１７】
【図１】トランスフェリン－タムスタチン、ベバシズマブ及びタムスタチンの抗増殖活性
を示すグラフである。
【図２】様々な濃度のタムスタチン、トランスフェリン－タムスタチン及びベバシズマブ
タンパク質による、脈絡膜内皮細胞で観察された内皮血管形成の阻害を示すグラフである
。
【図３】ブラウン－ノルウェー（Brown Norway：ＢＮ）ラットにおけるＣＮＶ病変サイズ
のｉｎ　ｖｉｖｏ評価を示す棒グラフである。
【図４】トランスフェリン－タムスタチンを保持する遺伝子発現構築物の概略図である。
【発明を実施するための形態】
【００１８】
　本発明の幾つかの態様は、タムスタチンと結び付いている（すなわち付着している）ト
ランスフェリンを含む組換えタンパク質を提供する。トランスフェリンはタムスタチンと
直接的に又は間接的に（例えばリンカーを介して）結び付くことができる。本発明の他の
態様は、タムスタチンと結び付いているトランスフェリンを含む組換えタンパク質をコー
ドする核酸配列を含む組換え核酸分子を提供する。本発明の更なる他の態様は、タムスタ
チンと結び付いているトランスフェリンを含む組換えタンパク質をコードする核酸配列を
含む組換え核酸分子がトランスフェクトされており、該組換え核酸分子を発現する組換え
宿主細胞を提供する。本発明の更なる他の態様は、タムスタチンと結び付いているトラン
スフェリンを含む組換えタンパク質を作製する方法及びそれを使用する方法を提供する。
【００１９】
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　タムスタチンは、ＣＮＶを治療するのに治療的に有効であることが分かっている。何ら
理論に束縛されるものではないが、タムスタチンには、現在のＣＮＶ療法にはない性質で
あるアポトーシスを引き起こすことによって血管形成を抑える能力があると考えられてい
る。
【００２０】
　タムスタチンは、基底膜に存在するコラーゲンＩＶのＣ末端非コラーゲンドメイン（Ｎ
Ｃ１）から最初に得られた内因性血管形成阻害剤である。タムスタチンは、αＶβ３イン
テグリンと結合し、内皮細胞の増殖を妨げることによって、更には内皮細胞アポトーシス
を誘導することによって、血管形成を阻害する役割を果たすと考えられている。病態の非
存在下では、血管形成分子（例えばＶＥＧＦ）と抗血管形成分子（例えばタムスタチン）
とのバランスが保たれている。低酸素状態及び虚血状態では、血管形成分子と抗血管形成
分子とのバランスが乱れると考えられており、それにより血管新生が引き起こされる。タ
ムスタチンのような血管形成阻害剤は血管新生に対抗する身体の固有機構の一部である。
【００２１】
　タムスタチンは、ラニビズマブ及びベバシズマブを超える多くの利点があり、これらの
抗体よりも治療的に良好であると考えられる。今日までタムスタチン受容体であるαＶβ
３インテグリンは活性化内皮細胞でのみ見出され、正常な血管では見出されていない。し
たがって、タムスタチンは、創傷治癒等の生理的プロセスに影響を与えることなく標的と
なる活性化内皮細胞への道筋を与えると考えられる。タムスタチンは内皮細胞でのアポト
ーシスを促し、タムスタチンによって引き起こされるアポトーシスが血管の増殖の抑制を
もたらすことができ、そのため正常な視力の回復に有利に働くと考えられる。したがって
、タムスタチンは、重大な抗ＶＥＧＦ療法関連の副作用を何ら伴うことなく血管新生を有
効に治療し、失明を防ぐことができる。
【００２２】
　予想外に驚くべきことに、本発明者らによって、ＣＮＶでのタムスタチンの治療有効性
は、タムスタチンが別のタンパク質と結び付くことで大幅に増大し得ることが発見された
。特定の一実施形態では、網膜色素上皮細胞（ＲＰＥ細胞）からの融合タンパク質の極性
分泌を達成するために、タムスタチンをトランスフェリンと結び付けた。ＲＰＥ単層に曝
露されると、好ましいことに融合タンパク質はタムスタチンと比較して側底側に向かって
分泌された。トランスフェリン－タムスタチン遺伝子をトランスフェクトした後、形成さ
れたトランスフェリン－タムスタチンタンパク質は、タムスタチン遺伝子産物と比較して
極性上皮細胞単層の側底方向に向かってより多く分泌された。組換えトランスフェリン－
タムスタチンタンパク質の側底側への分泌によって、活性化内皮細胞及び血管新生脈絡膜
内皮細胞の極めて近くにタムスタチンが送達され、それによりタムスタチンの治療活性が
亢進した。理論に何ら束縛されるものではないが、ＡＭＤを患う患者の眼において鉄含量
及びトランスフェリン受容体活性が上昇すると推定されることから、これらの患者の眼で
は、トランスフェリン－タムスタチンの側底側への分泌の亢進が重要であると考えられる
。最も利用可能な鉄排除経路は脈絡膜脈管構造を介したものであると考えられる。さらに
この経路では、トランスフェリン（及びひいては組換えトランスフェリン－タムスタチン
タンパク質）の脈絡膜への分泌の増大がもたされる。
【００２３】
　上述に基づき、本発明者らは、脈絡膜内皮細胞の移動、増殖及び管形成の阻害における
有効性に関して新規のトランスフェリン－タムスタチン融合タンパク質（すなわち組換え
トランスフェリン－タムスタチンタンパク質）及びタムスタチンを調べた。これらの活性
をベバシズマブと比較した。さらに本発明者らは、十分に確立された極性細胞モデル（例
えばメイディン－ダービーイヌ腎臓（Madin-Darby Canine Kidney）細胞、すなわちＭＤ
ＣＫ細胞）において本発明の組換えタンパク質を極性分泌する能力があるかどうかを判断
している。
【００２４】
　本明細書で使用される場合、「トランスフェリン」という用語は治療的に有効なトラン
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スフェリン断片を含む。幾つかの実施形態では、「トランスフェリン」という用語は、イ
ンテグリンと結合することができるトランスフェリンのペプチド断片を少なくとも有する
ペプチドを指す。代替的には、「トランスフェリン」という用語は典型的に、トランスフ
ェリンの全ペプチド配列の少なくとも５アミノ酸を有するペプチドを指す。さらに代替的
には、「トランスフェリン」という用語は、断片がインテグリンと選択的に結合すること
が可能である限りにおいて、トランスフェリンの全ペプチド配列の少なくとも２５％、典
型的には少なくとも５０％、多くの場合で少なくとも７５％、更により多くの場合で少な
くとも９０％を有するペプチドを指す。したがって、任意の治療的に有効なトランスフェ
リン断片を組換えタンパク質の標的取込み及び組換えタンパク質の新生血管領域への分泌
（例えば脈絡膜への分泌）に使用することができる。幾つかの実施形態では、治療的に有
効なトランスフェリン断片は、典型的にインテグリンと選択的に結合することができるト
ランスフェリンのペプチド断片を含む。
【００２５】
　生物活性を有するトランスフェリン断片の幾つかは当業者に知られている。本発明の範
囲には、完全長のトランスフェリンタンパク質及びタムスタチンタンパク質だけでなく、
かかる組換えタンパク質が所望の生物活性を有している限りにおいて、これらのタンパク
質の一方又は両方の断片も含まれることが理解される。トランスフェリン及び／又はタム
スタチンの特定の断片が所望の生物活性を有するか否かについては、本明細書に開示され
るようなｉｎ　ｖｉｔｒｏ実験及びｉｎ　ｖｉｖｏ実験を用いて当業者が容易に判断する
ことができる。したがって、本発明の範囲には、新生血管障害を治療する任意の治療用の
融合タンパク質（すなわち組換えタムスタチン－トランスフェリンタンパク質）が含まれ
、ここではそれとは関係なくタムスタチン及び／又はトランスフェリンは総タンパク質又
はその断片とすることができる。組換えタンパク質は典型的に親タンパク質よりも治療的
効果があると考えられる。本発明の組成物は、関連細胞において組換えタンパク質を発現
することが可能な組換えタンパク質又は核酸構築物を含む。
【００２６】
系列Ｉペプチド　トランスフェリン断片
　側底側への分泌を与えることが可能な代表的なトランスフェリン断片の一部と、これを
特定する方法と、これを作製する方法とが本明細書で論考される。
【００２７】
　トランスフェリンタンパク質の配列及び様々な分泌タンパク質の配列を分析して、側底
側への分泌／輸送が可能な新規の融合タンパク質の生成に適したトランスフェリン断片を
特定した。インターロイキン６（Holtkamp et al., Clin Exp Immunol., 1998, 112(1), 
34-43）、インターロイキン８（同上）及び血管内皮成長因子Ａ（ＶＥＧＦ－Ａ）（Sonod
a et al., AGING, 2010, 2(1), 28-42）等の様々な側底側へと分泌されるタンパク質のペ
プチド配列の分析によって、かかるタンパク質のＮ末端アミノ酸において驚くべき類似性
が特定された。インターロイキン６、インターロイキン８及び血管内皮成長因子Ａ（ＶＥ
ＧＦ－Ａ）を含むタンパク質は、側底側へと分泌され、ロイシンアミノ酸を豊富に含むと
考えられる。さらに、ジロイシン（すなわち「ＬＬ」）もこれらのタンパク質のＮ末端付
近に存在する。これらの見解に基づき、本発明者らは、トランスフェリン－タムスタチン
の側底側への分泌に関与し得る下記の代表的なペプチドをトランスフェリンにおいて特定
した：MRLAVGALL（配列番号１）、MRLAVGALLVC（配列番号２）、LLVCAVLGLCL（配列番号
３）、GALLVCAVLGLCL（配列番号４）、LLVCAVLGLCLAV（配列番号５）、GALLVCAVLGLCLAV
（配列番号６）及びMRLAVGALLVCLLVCAVLGLCLAV（配列番号７）。したがって幾つかの実施
形態では、これらのペプチドを含む任意のペプチド又は組換えペプチドが、トランスフェ
リン－タムスタチンの側底側への分泌をもたらすのに適している。これらのペプチド（す
なわち本明細書で開示されるトランスフェリン断片）は、タムスタチン又は任意の他の好
適な治療用タンパク質と融合することで、治療用タンパク質の側底側への（例えば網膜色
素上皮細胞を通る脈絡膜への）分泌をもたらす。
【００２８】
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系列ＩＩペプチド　インテグリンと結合することが可能なトランスフェリンのペプチド：
　予想外に驚くべきことに、本発明者らは、トランスフェリンタンパク質が、予想される
トランスフェリン受容体との相互作用に加えて、αＶβ３インテグリン受容体とも相互作
用することができることを発見した。本発明の組換えトランスフェリン－タムスタチンタ
ンパク質は、タムスタチンの受容体であるαＶβ３インテグリン受容体と相互作用するだ
けでなく、トランスフェリンが存在することからトランスフェリン受容体とも相互作用す
ると考えられる。コンピュータ上でのトランスフェリン－タムスタチンとαＶβ３インテ
グリン受容体とのドッキングを用いて、本発明者らは、トランスフェリンタンパク質内に
おいてインテグリン受容体と相互作用するアミノ酸を同定した。下記のアミノ酸は、コン
ピュータ上でのドッキングに基づきインテグリン受容体と相互作用すると考えられる代表
的なペプチドの一部である：
Ｑ（１２７）、Ｎ（１２９）、Ｌ（１３１）、Ｎ（１４８）、Ｉ（１５１）、Ｇ（１５２
）、Ｃ（１５６）、Ｌ（１５８）、Ｋ（１６３）、Ｅ（１６６）、Ｋ（１６７）、Ａ（１
６８）；及び、
Ｃ（２４６）、Ｔ（２５０）、Ｒ（２５１）、Ｄ（２５９）、Ｅ（３３７）、Ｉ（３４２
）、Ｌ（３４５）、Ｔ（３４９）、Ｅ（３５７）、Ｋ（３５９）、Ｌ（３６６）、Ｅ（３
７０）、Ｗ（３７７）、Ｃ（３９６）、Ｉ（４００）、Ｎ（４０２）、Ｅ（４０４）、Ａ
（４０５）、Ｄ（４０６）、Ｌ（４２３）、Ｖ（４２４）、Ｐ（４２５）、Ｅ（４２９）
。
【００２９】
　これらの相互作用アミノ酸に基づき、トランスフェリンの下記のペプチドをインテグリ
ン受容体と相互作用することが可能なものとして設計した：GFQNLNIGCLKEKAVA（配列番号
８）、LLCTRDEILTEKLEWCINEADLVPENY（配列番号９）、トランスフェリン１２７～１６８

、トランスフェリン１２５～１７０、トランスフェリン２４６～２５９、トランスフェリ
ン２４４～２６１、トランスフェリン３３７～４２９及びトランスフェリン３３５～４３

１。本明細書で使用される場合、「トランスフェリンｘ～ｙ」という用語は、アミノ酸「
ｘ」からアミノ酸「ｙ」までのトランスフェリンのアミノ酸配列を表す。
【００３０】
系列ＩＩＩペプチド　トランスフェリン受容体と結合することが可能なトランスフェリン
断片：
　トランスフェリン受容体と結合することが可能であることが見出されている代表的なト
ランスフェリン断片の一部が下記に開示される。
【００３１】
　トランスフェリン中の下記のアミノ酸がトランスフェリン受容体と相互作用すると考え
られている：トランスフェリン１６１～１６９；Ｈ（３６８）、Ｒ（３７１）、Ｌ（３７
２）、Ｄ（３７５）、Ｅ（３７６）、Ｓ（３７８）、Ｖ（３７９）；PRKPLEKAV（配列番
号１０）；トランスフェリン１５９～１７１；トランスフェリン３６８～３７９；及びト
ランスフェリン３６６～３８１。したがってこれらのトランスフェリン断片も本発明の方
法に使用することができる。
【００３２】
系列ＩＶペプチド　抗血管形成活性及び／又は抗腫瘍活性を有するタムスタチン断片
　「タムスタチン」という用語はタムスタチンの治療的に有効な断片を含む。特に「タム
スタチン」という用語は、付加的なタムスタチンペプチドを全く含まないトランスフェリ
ンを用いるのと比べてトランスフェリンの送達を増大することができるタムスタチンペプ
チドの一部又は断片を含む。したがって幾つかの実施形態では、「タムスタチン」という
用語は、かかるペプチドを含まないトランスフェリンと比べてトランスフェリンの治療有
効性を増大することができるタムスタチンのペプチド断片を少なくとも有するペプチドを
表す。代替的には、「タムスタチン」という用語は、全タムスタチンペプチド配列の少な
くとも２５％、典型的には少なくとも５０％、多くの場合で少なくとも７５％、更により
多くの場合で少なくとも９０％を有するペプチドを表す。生物活性（例えば抗血管形成活
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性）を有するタムスタチン断片の幾つかが当業者にとって既知である。本発明の範囲（及
び「タムスタチン」という用語）には、完全長タムスタチンタンパク質及びその断片が含
まれることが理解される。
【００３３】
　タムスタチンは、αＶβ３インテグリン受容体と結合して腫瘍成長を抑制する血管形成
阻害剤である。これまでの欠失突然変異誘発試験（例えば、Eikesdal et al., PNAS, 200
8, 105(39), 15040-15045及びThevenard et al., Int. J. Cancer, 2010, 126, 1055-106
6を参照されたい）により、抗血管形成活性を有するタムスタチンの下記のアミノ酸断片
が同定された：タムスタチン７４～９８、タムスタチン１８５～２０３及びYSNSG（配列
番号１１）。
【００３４】
　さらに本発明者らは、コンピュータ上でのタンパク質モデリングにより上記のペプチド
配列に基づき新規のペプチドを設計した。特定の一実施形態では、下記のように、２つの
位置でＤ（アスパラギン酸）をＨ（ヒスチジン）に置き換えた：
TMPFLFCNVNHVCNFASRNHYSYWL（配列番号１２）
【００３５】
　ＨをＤに置き換えることによって、Ｈの正電荷と他のタンパク質電荷との間に有益な正
味の静電相互作用が生じると考えられる。幾つかの他の実施形態では、疎水性残基アラニ
ン（Ａ）及びロイシン（Ｌ）を親水性アミノ酸であるアルギニン（Ｒ）に置き換えた。こ
れらの修飾ペプチドの一部には、TMPFLFCNVNDVCNFRSRNDYSYWL（配列番号１３）、TMPFLFC
NVNDVCNFASRNDYSYWR（配列番号１４）、CNYYSNSYSFWLRSLNPER（配列番号１５）及びCNYYS
NSYSFWLASRNPER（配列番号１６）が含まれる。
【００３６】
　アルギニンは極性に関与するグアニジン基を含有する。疎水性残基を親水性のアルギニ
ンに置き換えることが、溶媒との付加的な水素結合が形成されることでタンパク質の安定
性の改善を助けると考えられる。さらに、グアニジン基がｐＨ７．４で正に帯電している
アルギニンは、表面上に電荷を導入し、タンパク質表面での更なる相互作用手段をもたら
すと考えられる。上記の天然配列又は修飾断片のいずれかを、本発明の融合タンパク質又
は組換えタンパク質を作製するのに使用することができる。したがって、「トランスフェ
リン」及び「タムスタチン」という用語には、アミノ酸残基の１つ又は複数が、同族アミ
ノ酸を含む非野生型アミノ酸に置き換わっている修飾体（modifications）が含まれるこ
とが理解される。当業者であれば、本開示を読むことで好適なアミノ酸置換を容易に判断
することができる。
【００３７】
　上述のように、トランスフェリン及びタムスタチンの完全長組換えタンパク質に加えて
、本発明の範囲には、トランスフェリン及び／又はタムスタチンの完全長タンパク質の一
方又は両方が上で開示された対応する部分ペプチドのいずれかに置き換わっている組換え
タンパク質が含まれる。
【００３８】
　したがって本発明の範囲には、上記の系列Ｉペプチド若しくは系列ＩＩＩペプチドに開
示されたペプチド由来のペプチド／タンパク質又はトランスフェリン自体と、上記の系列
ＩＩペプチド若しくは系列ＩＶペプチドにおけるペプチド又はタムスタチン自体とが任意
に組み合わされた（例えばタムスタチン又は系列ＩＩペプチド若しくは系列ＩＶペプチド
のペプチド等の任意の治療用タンパク質又は治療用ペプチドと融合した系列Ｉペプチド、
及び系列Ｉペプチドと融合した系列ＩＩペプチド等の）組換えタンパク質が含まれる。さ
らに、系列Ｉペプチドを標的取込み／輸送／分泌用の任意の新たな治療用高分子と組み合
わせることができる。
【００３９】
　本発明の更なる目的、利点及び新規の特徴は、限定の意図を有しない以下の実施例を検
討すれば当業者にとって明らかになる。実施例では、積極的に実行に移される手法は現在
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時制で記載されており、研究所で行った手法は過去時制で記載されている。
【実施例】
【００４０】
材料及び方法
実施例１
材料：
　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ（商標）フィルター（孔径０．４μｍ）はCorning Inc.（ニューヨ
ーク州）から購入した。ウシ血清アルブミンはSigma Aldrich（ミズーリ州）から購入し
た。ＢＤ　Ｍａｔｒｉｇｅｌ　Ｍａｔｒｉｘ　Ｇｒｏｗｔｈ　Ｆａｃｔｏｒ　Ｒｅｄｕｃ
ｅｄはBD Biosciences（カリフォルニア州）から購入した。ＤＮＡラダー、リポフェクタ
ミン（商標）２０００試薬及びＤＡＰＩ染色剤はInvitrogen Corporation（カリフォルニ
ア州）から購入した。使用する制限酵素はNew England Biolabs（マサチューセッツ州）
から購入した。ＱｕｉｋＣｈａｎｇｅ（商標）部位特異的突然変異誘発キットはAgilent 
Technologies（カリフォルニア州）から購入した。トランスフェリン遺伝子、脈絡膜内皮
細胞（ＲＦ／６Ａ）及びＲＦ／６Ａ細胞培地はAmerican Type Culture Collection（バー
ジニア州）から購入した。ＱＩＡＧＥＮ（商標）プラスミドＧｉｇａキットはQIAGEN Inc
.（カリフォルニア州）から購入した。ＴＡＬＯＮ（商標）金属親和性樹脂（カタログ番
号６３５５０２）はClonetech Laboratories, Inc.（カリフォルニア州）から購入した。
Pierce Biotechnology, Inc.（イリノイ州）から購入したＢＣＡ（商標）タンパク質アッ
セイキット（カタログ番号２３２２５）を使用してタンパク質含量を推定した。既製ゲル
としてBio-Rad laboratories, Inc.（カリフォルニア州）の１０％　Ｒｅａｄｙ　Ｇｅｌ
　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（商標）及びFisher Scientific（ペンシルバニア州）のＥＺ　Ｒｕ
ｎ（商標）前染色タンパク質ラダーをＳＤＳ　ＰＡＧＥゲル電気泳動に使用した。ＢＣＡ
（商標）タンパク質アッセイキットはThermo Fisher Scientific（イリノイ州）から購入
した。
【００４１】
プラスミドの構成：
　下記のｃＤＮＡを含む４つの異なる構築物、すなわち（ａ）タムスタチン、（ｂ）タム
スタチン－ＥＧＦＰ、（ｃ）トランスフェリン－タムスタチン（トランスフェリン－タム
スタチンを保持する遺伝子発現構築物を示す概略図である図４を参照されたい。トランス
フェリンを有する類似の構築物がタムスタチンの長期発現に有用である）及び（ｄ）トラ
ンスフェリン－タムスタチン－ＥＧＦＰを試験用に調製した。本実験で使用するプライマ
ーは全て、Integrated DNA Technologies Inc.（カリフォルニア州）から購入した。タム
スタチンｃＤＮＡを、フォワードプライマー（5'-CGATGGATCCGCAACCTGGACAACGAGAGGCTT-3
'）（配列番号１７）とリバースプライマー（5'-CGATCTCGAGAGTGTCTTTTCTTCATGCACACC-3'
）（配列番号１８）とを用いてＰＣＲによって増幅して、ＢａｍＨ１／Ｘｈｏ１断片とし
てベクターＰＳｅｃＴａｇ２Ｂにライゲートした。ＥＧＦＰを、鋳型としてｐＥＧＦＰベ
クター（Clonetech Laboratories、カリフォルニア州）を使用して、フォワードプライマ
ー（5'-ATCGATAAGCTTTGTGAGCAAGGGCGAGGAGC-3'）（配列番号１９）と、リバースプライマ
ー（5'-ATCGATGGATCCCTTGTACAGCTCGTCCATGC-3'）（配列番号２０）とを用いてＨｉｎｄ　
ＩＩＩ／ＢａｍＨ１断片としてＰＳｅｃＴａｇ２Ｂベクターにクローニングした。
【００４２】
　初めに本発明者らの構築物をＮｈｅ１及びＳｆｉ１で消化することにより、ＩｇＫ分泌
配列をトランスフェリンと交換して、ＩｇＫ配列を除去した。トランスフェリンは、制限
部位であるＮｈｅ１部位及びＳｆｉ１部位をそれぞれ含有する、フォワードプライマー（
5'-AGTCGCTAGCATGAGGCTCGCCGTGGGAGCCC-3'）（配列番号２１）とリバースプライマー（5'
-AGTCGCGGCCGGCTGGGCCAGGTCTACGGAAAGTGCAGGCT-3'）（配列番号２２）とを用いて増幅し
、線形ベクターにクローニングした。トランスフェリンをタムスタチンとｐＥＧＦＰとを
含有するＰｓｅｃＴａｇ２Ｂに組み込んだ。ＰＳｅｃＴａｇ２ＢのＩｇｋ遺伝子部分をこ
のプロセスの際に除去した。同じフォワードプライマー及びリバースプライマーを用いて
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、トランスフェリンをタムスタチンのみを含有するＰｓｅｃＴａｇ２Ｂベクターに組み込
み、トランスフェリン－タムスタチンプラスミドを作製した。
【００４３】
　全てのプラスミドを、大腸菌のｄＨ５α株を用いて成長させ、ＱＩＡＧＥＮ（商標）プ
ラスミドＧｉｇａキットを用いて増幅した。１％アガロースゲルをＴＡＥバッファー中で
調製し、それを用いて、ｃＤＮＡ構築物を研究した。写真はＧｅｌＤｏｃ　ＸＲ（商標）
撮像システム（Bio-Rad laboratories, Inc.、カリフォルニア州）を用いて撮影した。
【００４４】
タンパク質の作製及び精製：
　上述のようにプラスミドを構築するのに使用するＰＳｅｃＴａｇ２Ｂベクターは、培地
中に分泌されるタンパク質の精製を助けることができる６つのヒスチジン標識を有する。
プラスミドをＡＲＰＥ（ヒト網膜色素上皮）細胞にトランスフェクトして、生成される融
合タンパク質を発現させた。ＡＲＰＥ細胞を集密度が８０％に達するまで成長させた。Ａ
ＲＰＥ細胞の一過性トランスフェクションを、リポフェクタミン（商標）２０００試薬を
用いて行った。ＴＡＬＯＮ（商標）金属親和性樹脂を用いてヒスチジン標識タンパク質を
精製した。ＢＣＡ（商標）タンパク質アッセイキットを用いて、溶出液のタンパク質含量
を推定した。タンパク質推定用の検量線を、ウシ血清アルブミン（Sigma Aldrich、ミズ
ーリ州）を用いて作成した。
【００４５】
ＡＲＰＥ細胞の共焦点顕微鏡検査：
　ＡＰＲＥ細胞におけるＥＧＦＰ遺伝子の機能化を確認するために、タムスタチン－ＥＧ
ＦＰプラスミドをＡＰＲＥ細胞において研究した。ＡＲＰＥ細胞を集密度が８０％に達す
るまで成長させた。ＡＲＰＥ細胞の一過性トランスフェクションを、リポフェクタミン（
商標）２０００試薬を用いて行った。ＤＡＰＩ（４’，６－ジアミジノ－２－フェニルイ
ンドール（二塩酸塩））による染色を細胞核に対して行った。タムスタチン－ＥＧＦＰプ
ラスミドをトランスフェクトせずに、ＤＡＰＩによる染色のみを行ったＡＲＰＥ細胞を対
照として使用した。
【００４６】
　トランスフェリン－タムスタチン－ＥＧＦＰタンパク質及びタムスタチン－ＥＧＦＰタ
ンパク質の内部移行を研究するために、脈絡膜内皮細胞をトランスフェリン－タムスタチ
ン－ＥＧＦＰタンパク質及びタムスタチン－ＥＧＦＰタンパク質に２４時間曝露した。２
４時間後、細胞を低温のＰＢＳ（ｐＨ７．４）で洗浄した後、低温の酸性バッファー（ｐ
Ｈ５．０）で洗浄して、４％パラホルムアルデヒドを用いて固定して、ＤＡＰＩで染色し
た。細胞を株式会社ニコンのＣ１ｓｉ（商標）共焦点顕微鏡下で観察した。
【００４７】
トランスフェリン－タムスタチン－ＥＧＦＰ融合タンパク質の極性分泌：
　ＭＤＣＫ細胞株を、該細胞株が十分に解明されている極性系であることから、融合タン
パク質極性分泌研究に選んだ。ＭＤＣＫ細胞は膜タンパク質を頂端面又は側底面に送達す
る経路を有する。
【００４８】
　ＭＤＣＫ細胞をＴｒａｎｓｗｅｌｌフィルター上にプレーティングして、経上皮電気抵
抗（Trans Epithelial Electrical Resistance：ＴＥＥＲ）を、ＥＶＯＭ（商標）抵抗計
（World Precision Instruments、CA）を用いて測定した。ＴＥＥＲが３００Ωを超える
場合、細胞に上記のタムスタチン－ＥＧＦＰプラスミド又はトランスフェリン－タムスタ
チン－ＥＧＦＰプラスミドをトランスフェクトした。トランスフェクションの２４時間後
、ＭＤＣＫ細胞を固定して、ＤＡＰＩ核染色剤を用いて染色した。培地を側底側及び頂端
側の両方から別々に回収して、融合タンパク質を、ＢＣＡ（商標）タンパク質アッセイキ
ットを用いて定量化した。
【００４９】
細胞増殖アッセイ：



(11) JP 6073888 B2 2017.2.1

10

20

30

40

50

　脈絡膜内皮細胞（ＲＦ／６Ａ）を用いて、ＶＥＧＦ　１６５の影響下での細胞の増殖に
対するタムスタチンタンパク質及びトランスフェリン－タムスタチンタンパク質の効果を
研究した。ＭＴＴアッセイを用いて、細胞増殖を評価した。
【００５０】
　脈絡膜内皮細胞（ＲＦ／６Ａ、継代数９）を、１ウェル当たり約２００００個の細胞と
いう播種密度で９６ウェルプレートにプレーティングして、２４時間、ウェルに付着させ
た。２４時間後、細胞を５０ｎｇ／ｍｌの濃度のＶＥＧＦ１６５（R&D systems、ミネソ
タ州）の溶液とともにインキュベートした。ＲＦ／６Ａ細胞の増殖は、５０ｎｇ／ｍＬの
ＶＥＧＦ　１６５を用いることで誘導された。９６ウェルの中で３つのウェルをＲＦ／６
Ａ及び５０ｎｇ／ｍＬのＶＥＧＦ　１６５のみを含む対照とした。残りのウェルには、可
変濃度のベバシズマブ、タムスタチン又はトランスフェリン－タムスタチンが含まれてい
た。
【００５１】
　ベバシズマブに関して１．５ｎＭ～５００ｎＭという濃度を用いた。２４時間経過後に
、培地を吸い出し、新たな血清無含有培地２００μｌを各ウェルに添加した。ＭＴＴ試薬
（Sigma Aldrich、ミズーリ州）、すなわち３－（４，５－ジメチルチアゾール－２－イ
ル）－２，５－ジフェニル四ナトリウムブロミド（ＰＢＳ（ｐＨ　７．４）に溶解した５
ｍｇ／ｍｌのＭＴＴ　２０μｌ）を各ウェルに添加して、３７℃で３時間インキュベート
した。培地を吸い出し、形成されるホルマザン結晶をＤＭＳＯ　２００μｌに溶解した。
ＤＭＳＯを添加した後、溶解した結晶及び比色吸光度（color absorbance）を、マイクロ
プレートリーダーを用いて５７０ｎｍで測定した。次の実験では、ベバシズマブの代わり
に７．８ｎＭ～１０００ｎＭの濃度のタムスタチン又はトランスフェリン－タムスタチン
を使用した。上記と同じ方法に従った。トランスフェリン－タムスタチンタンパク質は１
．５ｎＭ～５００ｎＭの濃度で使用した（各濃度に対してｎ＝３）。
【００５２】
管形成アッセイ：
　マトリゲル（商標）を４℃で一晩解凍した。４８ウェルプレートを、各ウェルの底部に
解凍したマトリゲル７５μｌを展開することにより管形成アッセイ用に調製した。プレー
トを３７℃で３０分間維持して、マトリゲルを重合させた。脈絡膜内皮細胞をマトリゲル
の入った４８ウェルプレートに移した。各ウェルに６×１０３個の細胞を含ませた。３つ
のウェルを、タムスタチンを組み込まない対照とした。更に４５個のウェルには、増殖ア
ッセイに関して上記された濃度でタムスタチンタンパク質を含ませた。プレートは３７℃
で１８時間維持した。管形成を、光学顕微鏡を用いて分析した。同じ方法を用いて、トラ
ンスフェリン－タムスタチンタンパク質実験及びベバシズマブタンパク質実験を行った。
０．１５ｎＭ～５００ｎＭの範囲の濃度（各濃度に対してｎ＝３）を用いた。
【００５３】
細胞移動アッセイ：
　ｉｎ　ｖｉｔｒｏ細胞移動アッセイを、マトリゲル浸潤チャンバ（孔径８μｍ、Becton
 Dickinson、マサチューセッツ州）を用いて行った。血清無含有培地０．５ｍｌ中の５×
１０５個の細胞の懸濁液をマトリゲルチャンバに添加した。ウェルに１０ｎｇ／ｍｌのＶ
ＥＧＦ溶液１ｍｌを注いだ。チャンバを３７℃で２４時間、９５％空気／５％ＣＯ２イン
キュベータ内でインキュベートした。膜の下面の細胞をヘマトキシリン－エオジン染色に
よって染色した。浸潤細胞を株式会社ニコンの顕微鏡下において倍率４０倍で撮影し、各
濃度に対して３つの膜の５つの視野でカウントした。同じ方法を用いて、トランスフェリ
ン－タムスタチンタンパク質実験及びベバシズマブタンパク質実験を行った。０．１５ｎ
Ｍ～５００ｎＭの範囲の濃度（各濃度に対してｎ＝３）を用いた。
【００５４】
分子ドッキング：
　Ａｃｃｅｌｅｒｙｓ　ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ　ｖｉｓｕａｌｉｚｅｒ　ｖ２．５．１．９
１６７（Accelrys, Inc.、カリフォルニア州）を用いて、タムスタチン及びトランスフェ
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リン－タムスタチンと、αＶβ３インテグリン受容体とのコンピュータ上でのドッキング
を研究した。コラーゲンＩＶの非コラーゲンドメインの結晶構造（ＰＤＢ　＃　１ＬＩ１
）を、タムスタチンの同種モデルを開発する参照として使用した。鉄無含有ヒト血清トラ
ンスフェリンの結晶構造（ＰＤＢ　＃　２ＨＡＶ）を、トランスフェリンの同種モデルを
開発する参照として使用した。これらのタンパク質を調製して、エネルギーの最小化を行
った。トランスフェリン－タムスタチン融合タンパク質は、タムスタチンをペプチド結合
によってトランスフェリンのＣ末端に融合させることにより作製した。αＶβ３インテグ
リンドッキング研究でのタムスタチンに関しては、タムスタチンの同種モデルをリガンド
として使用して、αＶβ３インテグリンの細胞外ドメインの結晶構造（ＰＤＢ　＃　１Ｊ
Ｖ２）にドッキングさせた。αＶβ３インテグリンドッキング研究でのトランスフェリン
－タムスタチンに関しては、融合タンパク質をαＶβ３インテグリン受容体（ＰＤＢ　＃
　１ＪＶ２）にドッキングさせた。
【００５５】
アポトーシスアッセイ：
　アポトーシスを、ＤｅａｄＥｎｄ比色ＴＵＮＥＬ（ＴｄＴ媒介性ｄＵＴＰ切断末端標識
）システム（Promega Corporation、ウィスコンシン州）を用いて研究した。脈絡膜内皮
細胞（１ウェル当たり１×１０５個の細胞）を１２ウェルプレート内のカバーガラス上に
プレーティングして、２４時間付着させた。２４時間後、細胞を様々な濃度のベバシズマ
ブ（１ｎＭ、１０ｎＭ及び１００ｎＭ）、タムスタチン（１００ｎＭ、２５０ｎＭ及び５
００ｎＭ）、及びトランスフェリン－タムスタチン（１ｎＭ、１０ｎＭ及び１００ｎＭ）
タンパク質に曝露した。２４時間のタンパク質曝露後、細胞を洗浄して、４％パラホルム
アルデヒドで固定して、リン酸バッファー（ｐＨ７．４）中の０．２％　Ｔｒｉｔｏｎ（
商標）Ｘ－１００溶液を用いて透過処理した。細胞をＤｅａｄＥｎｄ（商標）比色ＴＵＮ
ＥＬアッセイシステムとともに与えられる標準プロトコルに従って更に染色した。細胞を
光学顕微鏡下において倍率４０倍で研究した。
【００５６】
ブラウン－ノルウェーラット及び脈絡膜フラットマウントにおけるＣＮＶの誘導：
　成体の雄ブラウン－ノルウェーラット（１５０ｇ～１８０ｇ）をHarlan Sprague Dawle
y Inc.（米国インディアナ州インディアナポリス）から購入した。ラットを４０ｍｇ／ｍ
ｌ～８０ｍｇ／ｍｌのケタミンと１０ｍｇ／ｋｇ～１２ｍｇ／ｋｇのキシラジンとの混合
物の腹腔内注射を用いて麻酔した。レーザーによる熱傷の誘導を以下のように行った。１
％トロピカミド溶液の局所投与により瞳孔を拡張させた。眼球の上にカバーガラスを載せ
て、２．５％ヒプロメロース溶液を滴下した（instillation）後に眼底を可視化した。視
神経に対して同心円状に８つのレーザースポット（１００ｍｍ、１５０ｍＷ、１００ｍｓ
）を、５３２ｎｍダイオードレーザー（Ｏｃｕｌｉｇｈｔ　Ｇｌｘ；Iridex Inc.、米国
カリフォルニア州マウンテンビュー）及び細隙灯（Ｚｅｉｓｓ細隙灯３０ＳＬ；Carl Zei
ss Meditec Inc.、米国カリフォルニア州ダブリン）を用いて各ラットの右眼に当てた。
左眼は各動物の対照として使用した。ブルッフ膜の破壊がエンドポイント「気泡形成」に
より確認された。レーザー適用に対して眼内出血を示すラットは本研究から除外した。Ｃ
ＮＶ病変をレーザーによる熱傷の導入後１４日間発生させた。１４日経過後に、ラットに
下記の処理物：（ａ）ＰＢＳ（ｐＨ７．４）、（ｂ）ベバシズマブ、（ｃ）タムスタチン
タンパク質及び（ｄ）トランスフェリン－タムスタチンタンパク質の１つを硝子体内投与
した。処理から１４日経過後にラットを安楽死させ、眼を摘出した。
【００５７】
　脈絡膜フラットマウントに関しては、ラットを８０ｍｇ／ｋｇのケタミンと１０ｍｇ／
ｋｇのキシラジンとの混合物の腹腔内注射を用いて麻酔した。ラットにＰＢＳ（ｐＨ７．
４）１０ｍｌを注入した後、４％パラホルムアルデヒド１０ｍｌを注入した。最後に、５
０ｍｇ／ｍｌのフルオレセインイソチオシアネート（ＦＩＴＣ）－デキストラン溶液（２
×１０６Ｄａ）４ｍｌを注入した。次いで眼を摘出して、フラットマウントを調製した。
フラットマウントを株式会社ニコンのＥＺ－Ｃ１共焦点顕微鏡によって４８８ｎｍ及び５
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６８ｎｍの励起波長を用いて撮像した。ＣＮＶ面積を、ＩｍａｇｅＪソフトウェアを用い
て取得した。
【００５８】
結果
プラスミドの構築：
　それぞれ５８１３塩基対、６５２１塩基対、８５５０塩基対及び７８４２塩基対である
タムスタチン、タムスタチン－ＥＧＦＰ、トランスフェリン－タムスタチン－ＥＧＦＰ及
びトランスフェリン－タムスタチンのプラスミドの１％アガロースゲルの写真を撮影した
（図示せず）。１Ｋｂ　ＤＮＡラダーをサイズマーカーとして泳動した。タムスタチン（
２８ｋＤａ）及びトランスフェリン－タムスタチン－ＥＧＦＰ（１３５ｋＤａ）タンパク
質のＳＤＳゲル電気泳動画像も撮影した（図示せず）。タムスタチンの塩基対シークエン
シング結果のためにタムスタチンをＰＳｅｃＴａｇ２Ｂに挿入した後の電気泳動図も撮影
した。シークエンシングはキャピラリー電気泳動（Applied Biosystems、カリフォルニア
州）を用いて行った。タムスタチン－ＥＧＦＰ遺伝子の発現をＡＲＰＥ細胞において研究
して、画像を撮影した（図示せず）。タムスタチン－ＥＧＦＰタンパク質を発現するＡＲ
ＰＥ細胞の共焦点顕微鏡写真（１００倍）も撮影した（図示せず）。ＤＡＰＩによる染色
を行い、細胞核を染色した。タムスタチン－ＥＧＦＰをトランスフェクトしていないＡＲ
ＰＥ細胞を対照として用いて、任意のバックグラウンド蛍光を取り除いた。
【００５９】
　トランスフェリン－タムスタチン－ＥＧＦＰタンパク質の内部移行を求めた。トランス
フェリン－タムスタチン－ＥＧＦＰタンパク質に曝露した際、ＲＦ／６Ａ細胞において強
いＥＧＦＰシグナルが観察された。細胞表面上の全てのタンパク質が酸性バッファー洗浄
液により除去されることが期待された。これは細胞膜を構成するリン脂質のｐＫａによる
ものであった。リン酸基の最小ｐＫａは約２であり、これはリン酸基がｐＨ２で非荷電状
態のＨ３ＰＯ４であるか又は単一負電荷（Ｈ２ＰＯ４

－）を有することを示唆している。
約２を超えるｐＨでは、２つの負電荷（ＨＰＯ４

－２）を有する可能性が増大する。この
ことから、ＥＧＦＰシグナルは内部移行タンパク質のみによるものであることが裏付けら
れた。ＲＦ／６Ａ細胞のタムスタチン－ＥＧＦＰタンパク質への曝露では、観察可能な内
部移行は起こらなかった。
【００６０】
トランスフェリン－タムスタチン－ＥＧＦＰ融合タンパク質の極性分泌：
　ＭＤＣＫ細胞を用いて、トランスフェリン－タムスタチン－ＥＧＦＰタンパク質の側底
側への分泌を研究した。この実験で撮影された画像から、トランスフェリン－タムスタチ
ン－ＥＧＦＰタンパク質が細胞の側底側で分泌されたことが示された。側底側を共焦点顕
微鏡下で調べたところ、細胞境界を視認することができなかった。これは、光を顕微鏡へ
と反射させることなく、また細胞への光路を妨げ得るｔｒａｎｓｗｅｌｌフィルターの多
孔性の結果であり得る。このことが、フィルターの側底側からの細胞の視認性の欠如の考
えられる理由であり得る。細胞は側底側からは視認することはできなかったが、ＤＡＰＩ
染色及び分泌タンパク質からのＥＧＦＰシグナルは、側底側ではっきりと観察することが
できた。フィルターの頂端側を共焦点顕微鏡下で研究したところ、細胞をはっきりと観察
することができた。タンパク質の分泌が細胞の側底面で観察された。このような事象は少
なくとも２つの方法で説明することができる。タンパク質が細胞表面上の受容体に結合す
ると考えらえるか、又は（側底側に分泌されたタンパク質では）タンパク質がフィルター
内に埋包されると考えらえる。さらに、側底培地及び頂端培地で分泌されたタンパク質の
量から、トランスフェリン－タムスタチン－ＥＧＦＰタンパク質の分泌経路が確認された
。
【００６１】
　頂端培地及び側底培地から回収されたトランスフェリン－タムスタチン－ＥＧＦＰタン
パク質を精製した。頂端培地及び側底培地中のタンパク質含量を決定した。頂端培地には
２３．１７％のトランスフェリン－タムスタチン－ＥＧＦＰタンパク質が含まれており、
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側底側には７６．８３％のトランスフェリン－タムスタチン－ＥＧＦＰタンパク質が含ま
れていた。両培地で分泌された総タンパク質を１００％とした。極性ＭＤＣＫ細胞研究が
完了した後、タムスタチン－ＥＧＦＰタンパク質（対照）を頂端培地及び側底培地から精
製した。頂端培地には６８．８４％のタムスタチン－ＥＧＦＰタンパク質が含まれており
、側底側には３１．１６％のタムスタチン－ＥＧＦＰタンパク質が含まれていた。これら
のデータから、トランスフェリン－タムスタチン融合タンパク質を含むことが融合タンパ
ク質の側底側への分泌を大幅に増大させることができることが示される。融合タンパク質
においてトランスフェリンの存在下で頂端側に分泌されたタムスタチンが僅か２３．１７
％であったのに対して、トランスフェリン非存在下ではタムスタチンは頂端側により多く
分泌された（６８．８４％）。
【００６２】
細胞増殖アッセイ：
　ＶＥＧＦ　１６５により誘導される細胞増殖を、タムスタチン及びトランスフェリン－
タムスタチンタンパク質の存在により阻害した。図１に、タムスタチン、トランスフェリ
ン－タムスタチンタンパク質及びベバシズマブタンパク質の影響下での細胞増殖を示して
いる。ＭＴＴアッセイを用いて、ＶＥＧＦ（５０ｎｇ／ｍｌ）により刺激された脈絡膜内
皮細胞の増殖に対するタムスタチン（●）、トランスフェリン－タムスタチン（△）及び
ベバシズマブ（■）の抗増殖活性を評価した。ＭＴＴ試薬による処理後の吸光度を、ＵＶ
－Ｖｉｓ分光光度計を用いて測定した。データはｎ＝３で平均±Ｓ．Ｄ．として表す。グ
ラフから分かるように、トランスフェリン－タムスタチンタンパク質はタムスタチン単独
と比較して細胞増殖を低減するのに非常に効果的であった。トランスフェリン－タムスタ
チンタンパク質のＩＣ５０は５．９７ｎＭであることが見出された。タムスタチンタンパ
ク質単独でのＩＣ５０は１８５．７ｎＭであることが見出された。ベバシズマブも細胞増
殖の阻害に関して試験し、その有効性は７．７８ｎＭのＩＣ５０であることが見出された
。
【００６３】
　トランスフェリン－タムスタチンタンパク質はベバシズマブよりも細胞増殖を阻害する
のに有効であった。トランスフェリン－タムスタチンはベバシズマブと比較してタンパク
質のＩＣ５０を超えてより多くの数の細胞を阻害することもできた。１５．６ｎＭの濃度
では、トランスフェリン－タムスタチンの阻害率が８４％近くであったのに対し、ベバシ
ズマブの阻害率は約６３％であった。
【００６４】
管形成アッセイ：
　管形成の代表的な画像（図示せず）を様々な濃度のタムスタチン、トランスフェリン－
タムスタチン及びベバシズマブ下で撮影した。タムスタチンタンパク質及びトランスフェ
リン－タムスタチンタンパク質の濃度が増大するにつれて、管形成は低減することが分か
っていた。タムスタチンタンパク質及びトランスフェリン－タムスタチンタンパク質の両
方が管形成を阻害することができたが、ベバシズマブの影響下では管形成の顕著な阻害は
観察されなかった。トランスフェリン－タムスタチン融合タンパク質を用いて行った管形
成アッセイでは、１２５ｎＭの濃度で管形成の実質的に完全な抑制が観察された。図２に
、試験した３つ全てのタンパク質のＳ字適合グラフを示している。管形成を１８時間後に
評価した。データはｎ＝３で平均±Ｓ．Ｄ．として表す。
【００６５】
浸潤アッセイ：
　浸潤アッセイはｉｎ　ｖｉｖｏにおいて基底膜を再現するものであり、細胞はＶＥＧＦ
等の化学誘引物質に向かって移動する傾向がある。画像から、タムスタチンタンパク質及
びトランスフェリン－タムスタチンタンパク質の影響下での浸潤細胞の数の低減が示され
た。培地中のタムスタチンタンパク質の濃度が増大するにつれて、マトリゲル浸潤チャン
バ膜に浸潤する細胞の数の大幅な低減が観察された。タムスタチン及びトランスフェリン
－タムスタチンの影響下での膜に浸潤する細胞の画像も撮影した（図示せず）。ＶＥＧＦ
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（１０ｎｇ／ｍｌ）を化学誘引物質として使用して、タムスタチンタンパク質又はトラン
スフェリン－タムスタチンタンパク質のいずれかの非存在下では膜のかなりの浸潤が示さ
れた。しかしながら、たとえＶＥＧＦが存在していたとしても２つのタンパク質のいずれ
かの存在下では、膜浸潤を誘導するＶＥＧＦの効果は低減した。このことから、たとえＶ
ＥＧＦ等の刺激物質の存在下でもタムスタチンタンパク質及びトランスフェリン－タムス
タチンタンパク質には細胞の移動及び浸潤を低減する効果があることが示唆される。
【００６６】
　浸潤はタムスタチンタンパク質単独と比較した場合にトランスフェリン－タムスタチン
タンパク質により大幅に低減した。トランスフェリン－タムスタチンタンパク質の効果は
、１５ｎＭ及び１２５ｎＭの濃度でタムスタチンとは有意に異なるものであった（Ｐ＜０
．０５）。しかしながら、２５０ｎＭ及び５００ｎＭというより高い濃度では実質的に有
意な差はなかった。このことから、浸潤傾向は飽和状態にあり（細胞はこれ以上浸潤せず
、ＶＥＧＦによって誘引されることなく）、より高い濃度では浸潤に影響を及ぼさなかっ
たことが示唆される。この効果は２つのタンパク質を用いて研究した細胞増殖及び管形成
で観察されるものとは異なるものである。ベバシズマブは、トランスフェリン－タムスタ
チンでの１２．１４ｎＭと比較して８．０ｎＭというより低いＩＣ５０値を呈し、細胞浸
潤におけるＶＥＧＦの重要な役割を示唆している。
【００６７】
分子ドッキング：
　分子モデルを、αＶβ３インテグリン受容体にドッキングされたタムスタチン及びトラ
ンスフェリン－タムスタチンに関してコンピュータ上で作製した。２つの異なるドッキン
グタンパク質のエネルギー値から、トランスフェリン－タムスタチンのドッキング（－１
３０．４３ｋｃａｌ／ｍｏｌの相互作用エネルギー）がタムスタチン単独のドッキング（
－１１３．２８ｋｃａｌ／ｍｏｌの相互作用エネルギー）よりもエネルギー的に有利であ
ることが示唆された。
【００６８】
アポトーシスアッセイ：
　タムスタチン、トランスフェリン－タムスタチン及びベバシズマブの影響下でアポトー
シスを呈する細胞の代表的な画像を撮影した（図示せず）。脈絡膜内皮細胞においてタム
スタチンタンパク質及びトランスフェリン－タムスタチンタンパク質は３つ全ての試験濃
度（それぞれ１００ｎＭ、２５０ｎＭ及び５００ｎＭ、並びに１ｎＭ、１０ｎＭ及び１０
０ｎＭ）でアポトーシスを誘導した。ベバシズマブ（１ｎＭ、１０ｎＭ及び１００ｎＭ濃
度）によっては顕著なアポトーシスは誘導されず、対照ＰＢＳで観察されるものと同程度
であった。
【００６９】
ブラウン－ノルウェーラット及び脈絡膜フラットマウントにおけるＣＮＶの誘導：
　トランスフェリン－タムスタチンは、ベバシズマブ及びタムスタチンと比較してレーザ
ーによって誘導されるＣＮＶ病変面積の低減においてより効果があることが見出された（
図３）。ＣＮＶ病変サイズを脈絡膜フラットマウントでの処理から１４日経過後に定量し
た。ＣＮＶ病変サイズの定量的比較を図３に示す（＊はタムスタチン処理と比較した場合
のｐ＜０．０５を示す。†はベバシズマブと比較した場合のｐ＜０．０５を示す。データ
は各群当たりｎ＝４２～４８の病変で平均±Ｓ．Ｄ．として表される）。トランスフェリ
ン－タムスタチンで処理したラットは、ベバシズマブで処理したラット及びタムスタチン
で処理したラットと比較して病変サイズが有意に低かった。
【００７０】
考察
　本発明の幾つかの態様は、タムスタチンと結び付いているトランスフェリンを含む組換
えタンパク質を提供する。本発明の組換えタンパク質（特にトランスフェリン－タムスタ
チン組換え（例えば融合）タンパク質）はαＶβ３インテグリンとの結合を亢進させ、タ
ムスタチン単独と比べてそれぞれ２１倍、２５倍及び３１倍高い活性で内皮細胞の増殖、
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移動及び管形成を阻害している。さらに、トランスフェリン－タムスタチンはベバシズマ
ブと比較して脈絡膜内皮細胞の増殖及び管形成を阻害するのにより効果的であることが示
された。その上、トランスフェリン－タムスタチン組換えタンパク質はトランスフェリン
単独と比較してｉｎ　ｖｉｖｏでＣＮＶを阻害するというより優れた効果を示した。本発
明の他の態様は、タムスタチンと結び付いているトランスフェリンを含む組換えタンパク
質（すなわちトランスフェリン－タムスタチン融合タンパク質）を産生することが可能な
プラスミド発現系を提供する。幾つかの実施形態では、本発明のプラスミド発現系によっ
て、コンフルエントな細胞単層の側底側へのタンパク質の選択的な分泌が可能になる。
【００７１】
　実験から、トランスフェリン－タムスタチンの組換えタンパク質（５．９７ｎＭのＩＣ

５０）がタムスタチン（１８５．７ｎＭのＩＣ５０）及びベバシズマブ（７．７８ｎＭの
ＩＣ５０）よりもそれぞれ３１倍及び１．３倍強い効力で内皮細胞増殖を阻害したことが
示された。理論に何ら束縛されるものではないが、トランスフェリン－タムスタチンの有
効性がタムスタチンより３１倍強く、活性がベバシズマブよりも１．３倍良好であるのは
、２つの考えられる機構の結果であると考えられる。第１には、トランスフェリンがタム
スタチンとαＶβ３インテグリン受容体との結合効率を改善したと考えられる。コンピュ
ータ上でのモデリングを用いて、本発明者らは、トランスフェリンがαＶβ３インテグリ
ンとの結合相互作用を有することを見つけ出した。コンピュータ上でのモデリングによっ
て、融合タンパク質がタムスタチン単独よりも良好な相互作用エネルギーを呈することも
示された（－１１３．２８ｋｃａｌ／ｍｏｌに対する－１３０．４３ｋｃａｌ／ｍｏｌ）
。組換えタンパク質トランスフェリン－タムスタチンの活性の改善の第２の考えられる機
構は融合タンパク質の内部移行であると考えられる。トランスフェリン－タムスタチンが
脈絡膜内皮細胞により内部移行されることが観察された。この内部移行はタムスタチンで
は明らかではなかった。
【００７２】
　さらにトランスフェリン－タムスタチンが内部移行後でのみ活性化される経路を介して
作用し得る可能性がある。エンドスタチン及びアンギオスタチン等の他の内因性の抗血管
形成タンパク質は、フィブロネクチン及びビトロネクチン等のＲＧＤ含有タンパク質との
複合体を形成することが分かっている。複合体形成はこれらの抗血管形成タンパク質の活
性に必須であり、これらのタンパク質はフィブロネクチン又はビトロネクチンのいずれか
を欠いたマウスでは不活性状態であることが見出された。フィブロネクチンは内皮細胞に
より相当量分泌され（約３．０μｇ／１０５細胞／日）、内部移行すると細胞の細胞質内
にフィブロネクチン等のＲＧＤ含有タンパク質の集積によりアポトーシスが誘導される。
このようにして、トランスフェリンのタムスタチンへの融合がフィブロネクチン等のＲＧ
Ｄ含有タンパク質の細胞質含量を増大させ、それにより細胞のアポトーシスが引き起こさ
れる可能性がある。この可能性は、タムスタチンが実験において内部移行の兆候を全く示
さなかったことからタムスタチンにとっては重要ではない。タムスタチンに関しては、α
Ｖβ３インテグリンとの結合が主な作用機構であると考えられる。
【００７３】
　これも理論に何ら束縛されるものではないが、トランスフェリン－タムスタチンの組換
えタンパク質は、タムスタチン単独の場合と同様に、タンパク質合成を阻害し、アポトー
シスを誘導することにより細胞増殖を阻害すると考えられる。本発明者らは、タムスタチ
ン単独よりも組換えトランスフェリン－タムスタチンタンパク質でより大きな抗アポトー
シス活性を観察している。ベバシズマブは脈絡膜内皮細胞では観察可能なアポトーシス活
性を全く呈さなかった。これまでアポトーシス活性の喪失は、角膜内皮細胞、網膜視神経
細胞及び網膜－ＲＰＥ－脈絡膜培養物におけるベバシズマブで報告されている。
【００７４】
　実験から、トランスフェリン－タムスタチンの組換えタンパク質が脈絡膜内皮細胞にお
いてタムスタチン単独よりも２５倍有効に管形成を阻害することが示された。トランスフ
ェリン－タムスタチンの組換えタンパク質の内部移行により、トランスフェリン－タムス
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タチンと、他の活性化内皮細胞とより強く結合し得るフィブロネクチンとの複合体がもた
らされ、管形成が抑制されると考えられる。ベバシズマブは脈絡膜内皮細胞では顕著な管
形成の阻害を示さなかった。管形成は、基底膜に存在する、コラーゲンＩＶ、コラーゲン
ＶＩＩＩ、コラーゲンＸＶ、コラーゲンＸＶＩＩＩ、並びにラミニン８及びラミニン１０
の影響下で起こると一般的に考えられている。これらの構成要素は内皮細胞の安定性、付
着及び移動を促進する傾向がある。ＶＥＧＦ等の成長因子も基底膜マトリックスに存在す
る。しかしながら、たとえ細胞外マトリックスにおいてＶＥＧＦを中和することにより作
用することが知られているベバシズマブの存在下であっても高い効率で管形成が起こるこ
とから、ＶＥＧＦが管形成において重要な役割を果たすとは思われない。
【００７５】
　血管形成中、基底膜の分解後に、内皮細胞が仮の基底膜様マトリックス上に移動すると
考えられる。ＶＥＧＦは内皮細胞の移動において重要な役割を果たすことが知られており
、本発明者らは、ボイデンチャンバ細胞移動アッセイを用いてこのプロセスを研究してい
る。このアッセイの目的の一つは、更に血管を形成することになる内皮細胞による基底膜
の浸潤に対するＶＥＧＦの影響を評価することであった。組換えタンパク質トランスフェ
リン－タムスタチンを使用した場合の１０ｎｇ／ｍｌのＶＥＧＦの影響下での細胞移動は
、タムスタチンを単独で使用した場合よりも大幅に低かった。タムスタチンが焦点接着キ
ナーゼ（Focal Adhesion Kinase：ＦＡＫ）のリン酸化を阻害することが分かっている。
最終的にＦＡＫ活性化の喪失により細胞移動の阻害がもたらされる。組換えタンパク質ト
ランスフェリン－タムスタチンは同様の効果を呈するが、その程度はより大きなものであ
ると考えられる。
【００７６】
　トランスフェリンをタムスタチンと融合することの別の主な利点は、融合タンパク質の
側底側への選択的な分泌である。タムスタチンタンパク質単独の僅か約３５％と比較して
組換えタンパク質トランスフェリン－タムスタチンの７５％近くが細胞の側底側に向かっ
て分泌された。これにより、硝子体内への薬物送達後に、増殖する脈絡膜内皮細胞を標的
とする能力がある組換えタンパク質トランスフェリン－タムスタチンが与えられる。治療
剤の硝子体内への送達後、ＲＰＥ細胞は、これらの細胞の密着接合性に起因して治療剤の
更なる移動を抑えるものとして働く。トランスフェリン－タムスタチンは、その側底側へ
の分泌性のためにタムスタチン又はベバシズマブよりも有益である。硝子体内に投与され
たトランスフェリン－タムスタチンは、タムスタチンを脈絡膜内皮細胞に向かって疾患部
位のすぐ近くへと配置させる。
【００７７】
　ｉｎ　ｖｉｖｏ研究によって、脈絡膜血管新生の阻害におけるトランスフェリン－タム
スタチンの優れた効果が示唆された。トランスフェリン－タムスタチンで処理したＢＮラ
ットの眼の病変サイズはベバシズマブ又はタムスタチンで処理したラットと比較して大幅
に低下した。
【００７８】
　これらの結果から、とりわけ（ａ）トランスフェリン－タムスタチンがベバシズマブよ
りも良好な細胞増殖の阻害剤であることと、（ｂ）トランスフェリン－タムスタチンが、
脈絡膜内皮細胞においてベバシズマブでは起こらない細胞アポトーシスを誘導することと
、（ｃ）トランスフェリン－タムスタチンが管形成を阻害するが、ベバシズマブは管形成
の阻害には効果がないこととから、トランスフェリン－タムスタチンはベバシズマブより
も良好な治療剤であることが示唆される。タムスタチン単独と比較して、トランスフェリ
ン－タムスタチンは血管新生を評価するのに用いられる全てのｉｎ　ｖｉｔｒｏアッセイ
において２０倍以上の効力を呈する。より重要なことには、トランスフェリン－タムスタ
チンは、ベバシズマブ及びタムスタチンと比較してｉｎ　ｖｉｖｏにおいてレーザーによ
って誘導されるＣＮＶを低減するのにより有効であった。
【００７９】
実施例２
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Ｔｆ－Ｔタンパク質の産生及び精製：
　ＰＳｅｃＴａｇ２Ｂベクターを用いて、培地中に分泌されるタンパク質の精製を助ける
６つのヒスチジン標識を有するプラスミドを構築した。ＡＲＰＥ細胞（継代数２４）を集
密度が８０％に達するまで１２ウェルプレートで成長させた。精製したＴｆ－Ｔ（トラン
スフェリン－タムスタチン）プラスミド（ＰＳｅｃＴａｇ２Ｂベクターにクローニングし
た）をＤＭＥＭ／Ｆ１２培地で希釈して、リポフェクタミン試薬と混合した。プラスミド
とリポフェクタミンとの複合物を細胞及び培地の入ったウェルに添加した。複合物を、ウ
ェルを前後に揺らすことによりゆっくりと混合させた。細胞を３７℃で５％ＣＯ２インキ
ュベータ内において２４時間インキュベートした。２４時間経過後に、培地を回収して精
製した。ＴＡＬＯＮ（商標）金属親和性樹脂を用いて、融合タンパク質を精製した。細胞
から回収された培地を樹脂と混合して、ゆっくりかき混ぜながら室温で２０分間インキュ
ベートした。樹脂に結合したタンパク質を、ｐＨ７．０の５０ｍＭのリン酸ナトリウム、
３００ｍＭの塩化ナトリウム及び１５０ｍＭのイミダゾールの水溶液を用いて溶出した。
後に、イミダゾールを含まない類似のバッファーに対して（２０００　ＭＷＣＯ透析バッ
グを用いて）透析することにより、イミダゾールをタンパク質溶液から除去した。ＢＣＡ
（商標）タンパク質アッセイキットを用いて、タンパク質含量を推定した。３つの別個の
バッチを記載のように精製して、ＳＤＳゲル電気泳動（ＰＡＧＥ）、蛍光分光法及び円偏
光二色性を用いて再現性に関して評価した。
【００８０】
　ゲル電気泳動に関しては、５μｇのタンパク質を４×ローディングダイと混合して、５
分間煮沸した。サンプルを４％から２０％の勾配のＳＤＳ－ＰＡＧＥゲル（Bio-Rad、カ
リフォルニア州ハーキュリーズ）上に泳動した。遠紫外線スペクトル領域（１９０ｎｍ～
２５０ｎｍ）での円偏光二色性（ＣＤ）を用いて、Ｔｆ－Ｔ及びタムスタチンの二次構造
を研究した。ＣＤスペクトルをＡＶＩＶモデル６２　ＤＳ分光偏光計（AVIV Biomedical,
 Inc.、ニュージャージー州）で取得した。タンパク質溶液を１ｍｍ路長の石英セルに移
し、恒温セルホルダーに入れた。データを、２ｎｍバンド幅を用いて０．２５ｎｍ間隔で
回収した。１００ｎＭのタムスタチン及びＴｆ－Ｔの溶液を５ｍＭのリン酸バッファー（
ｐＨ７．４）中で調製した。蛍光分光分析を２８０ｎｍでタンパク質を励起させることに
より行った。発光スペクトルは３００ｎｍ～４００ｎｍの波長で回収した。実験はＳｐｅ
ｃｔｒａｍａｘ　Ｍ５マイクロプレートリーダー（Molecular Devices, LLC）で行った。
【００８１】
タムスタチンタンパク質及びＴｆ－Ｔタンパク質の特性決定：
　Ｔｆ－Ｔの特性決定を、ＳＤＳゲル電気泳動（ＰＡＧＥ）、サイズ排除クロマトグラフ
ィー（ＳＥＣ）、円偏光二色性及び動的光散乱を用いて行った。ゲル電気泳動に関しては
、５μｇのタンパク質を４×ローディングダイと混合して、５分間煮沸した。サンプルを
４％から２０％の勾配のＳＤＳ－ＰＡＧＥゲル（Bio-Rad、カリフォルニア州ハーキュリ
ーズ）上に泳動した。ＳＥＣをAgilentのＳＥＣ－３カラム（内径７．８ｍｍ及び長さ３
００ｍｍ）を用いて行った。注入サンプルの流速は１ｍｌ／分であった。サンプル注入量
は２５μｌであった。ＳＥＣに使用される移動相はリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）（ｐ
Ｈ７．４）であった。
【００８２】
　遠紫外線スペクトル領域でのＣＤを用いて、Ｔｆ－Ｔ及びタムスタチンの二次構造を研
究した。ＣＤスペクトルをＡＶＩＶモデル６２　ＤＳ分光偏光計（AVIV Biomedical, Inc
.、ニュージャージー州）で取得した。タンパク質溶液を１ｍｍ路長の石英セルに移し、
恒温セルホルダーに入れた。データを、２ｎｍバンド幅を用いて０．２５ｎｍ間隔で回収
した。MalvernのＮａｎｏｓｉｚｅｒを用いて、１ｍｇ／ｍｌのタムスタチン及びＴｆ－
Ｔの溶液の粒度を評価した。
【００８３】
タムスタチン及びＴｆ－Ｔ融合タンパク質の分泌：
　タンパク質分泌研究に関しては、Ｔｆ－Ｔの分泌パターンを評価するためにＲＰＥ細胞
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単層を選んだ。初めに細胞の電気抵抗、密着接合形成及び核染色パターンに関して特性決
定を行った。ＲＰＥ細胞をＴｒａｎｓｗｅｌｌフィルター上にプレーティングして、経上
皮電気抵抗（ＴＥＥＲ）を、ＥＶＯＭ（商標）抵抗計（World Precision Instruments、C
A）を用いて測定した。ＴＥＥＲが２００Ω／ｃｍ２を超えた場合、密着接合形成はＺＯ
－１による染色によっても確認された。ＴＥＥＲが２００Ω／ｃｍ２を超える細胞を含む
フィルターを、１０％ホルマリンを添加することにより（頂端側０．５ｍｌ及び側底側１
．５ｍｌ）、室温で３０分間固定した。細胞を、５％ヤギ血清を含む０．１％トリトンＸ
１００（頂端側０．５ｍｌ）を添加することにより室温で１時間更に透過処理した。１０
０倍希釈したＺＯ１一次抗体（頂端側０．５ｍｌ）を細胞に添加して、室温で１時間イン
キュベートした。１００倍希釈したＦＩＴＣ標識二次抗体（頂端側０．５ｍｌ）を細胞に
添加して、室温で１時間インキュベートした。細胞を３μｇ／ｍｌのＤＡＰＩ（４’，６
－ジアミジノ－２－フェニルインドール）とともに５分間インキュベートして、核を染色
した。フィルターを利刃で切り出して、スライドガラスに移し、ＳｕｐｅｒＭｏｕｎｔ封
入剤（BioGenex、カリフォルニア州）を添加することにより固定して、共焦点顕微鏡下で
可視化した。
【００８４】
　分泌パターンを評価するために、細胞を頂端側で２００μｇのタムスタチンタンパク質
又はＴｆ－Ｔタンパク質とともにインキュベートした。２４時間のトランスフェクション
後、培地を側底側及び頂端側の両方から別々に回収して、ＴＡＬＯＮ金属親和性樹脂を用
いて精製した。タムスタチンタンパク質とＴｆ－Ｔタンパク質とを、ＢＣＡ（商標）タン
パク質アッセイキットを用いて定量化した。
【００８５】
Ｔｆ－Ｔタンパク質の安定性：
　Ｔｆ－Ｔタンパク質の安定性を、（ａ）ｐＨ４．０及びｐＨ８．０のバッファー、（ｂ
）トリス（ヒドロキシメチル）アミノメタン（ＴＲＩＳ）及びリン酸クエン酸バッファー
（ｐＨ７．０）、並びに（ｃ）イオン強度が１０ｍＭ～２５０ｍＭの範囲の塩化ナトリウ
ム（ｐＨ７．０）で評価した。タンパク質溶液を４８時間言及された条件に曝露して、安
定性を円偏光二色性及び蛍光分光法を用いて評価した。円偏光二色性及び蛍光分光法に加
えて、ＳＤＳ　ＰＡＧＥを用いて、ｐＨ安定性を評価した。
【００８６】
ＣＮＶを誘導したブラウン－ノルウェーラットにおける早期の有効性研究：
　成体の雄ブラウン－ノルウェー（ＢＮ）ラット（１５０ｇ～１８０ｇ）をHarlan Sprag
ue Dawley Inc.（米国インディアナ州インディアナポリス）から購入した。ラットを４０
ｍｇ／ｍｌ～８０ｍｇ／ｍｌのケタミンと１０ｍｇ／ｋｇ～１２ｍｇ／ｋｇのキシラジン
との混合物の腹腔内注射を用いて麻酔した。レーザーによる熱傷の誘導は実施例１に記載
のように行った。ＣＮＶ病変をレーザーによる熱傷の導入後７日間発生させた。７日経過
後に、ラットに下記の処理物：（ａ）ＰＢＳ（ｐＨ７．４）、（ｂ）ベバシズマブ又は（
ｃ）Ｔｆ－Ｔタンパク質の１つを硝子体内投与した。処理前後のＣＮＶ病変の発生を、フ
ルオレセイン血管造影法を用いてモニタリングした。フルオレセイン血管造影法に関して
は、ラットを麻酔して、１％トロピカミド溶液の局所投与により瞳孔を拡張させ、１％フ
ルオレセインナトリウム２００μｌをラットの尾静脈に投与した。病変からの漏出を、Ｇ
ｅｎｅｓｉｓ　Ｄｆ眼底カメラ（Kowa Optimed Inc、カリフォルニア州）を用いて即時的
にモニタリングした。ＣＮＶ面積を、ＩｍａｇｅＪソフトウェアを用いて取得した。
【００８７】
結果
Ｔｆ－Ｔタンパク質の作製及び精製：
　１００ＫｄａのＴｆ－Ｔタンパク質の単一バンドを、調製して試験したＴｆ－Ｔの３バ
ッチにおいて得た。上記の方法により作製されたＴｆ－Ｔは類似の蛍光スペクトル及び円
偏光二色性スペクトルを有していた。
【００８８】
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タムスタチン及びＴｆ－Ｔタンパク質の特性決定：
　ＳＤＳ　ＰＡＧＥにおける１００ｋＤａ及び２８ｋＤａの単一バンド、並びにＳＥＣに
おける単一ピークからＴｆ－Ｔ及びタムスタチンの純度が示された。Ｔｆ－Ｔの粒度は０
．４１４の多分散度（PolyDispersity Index：ＰＤＩ）で８．０ｎｍであった。タムスタ
チンの粒度は０．３５９のＰＤＩで３．９ｎｍであった。Ｔｆ－Ｔ円偏光二色性スペクト
ルのＣＤスキャンから、Ｔｆ－Ｔは大部分（約６０％）がβシート及びβターンであるが
、α－ヘリックスも存在する（約３２％）ことが示唆された。タムスタチンの構造もβシ
ート及びβターンを豊富に含む（約５０％）。しかしながら、タムスタチンはα－ヘリッ
クスが少なく（約１６％）、より多くのランダムコイル構造を含む（約４０％）。そのた
め、円偏光二色性スペクトルは両タンパク質で異なる。
【００８９】
Ｔｆ－Ｔ融合タンパク質の分泌：
　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌフィルター上で４週間成長させた場合に、ＲＰＥ細胞は密着接合を
形成した。密着接合の形成はＺＯ－１タンパク質の染色によっても確認された。ＲＰＥ細
胞はＺＯ－１に対して明らかな染色パターンを示し、単層内においてＲＰＥ細胞の均一な
多角形の輪郭を示した。タンパク質の頂端曝露後、ＲＰＥ細胞は１２６．８μｇ／ｍｌの
Ｔｆ－Ｔタンパク質を側底側へと分泌した。これに対して、僅か１２．３μｇ／ｍｌのタ
ムスタチンが側底側へと分泌された。
【００９０】
Ｔｆ－Ｔタンパク質の安定性：
　Ｔｆ－ＴはｐＨ７．０で最も安定であることが見出された。ＳＤＳ　ＰＡＧＥでは、対
照Ｔｆ－Ｔと比較してバンド強度はｐＨ４～６で低減することが示され、このことはタン
パク質の分解を示唆していた。さらに蛍光及び円偏光二色性では、ｐＨ７．０以外の全て
のｐＨ値でシグナルの低減が示された。タンパク質がｐＨ７．０で最も安定であることが
見出されたことから、更なる安定性研究（イオン強度及びバッファー）はｐＨ７．０で行
った。
【００９１】
　リン酸クエン酸バッファー及びＴＲＩＳバッファー中で１０ｍＭ～２５０ｍＭのＮａＣ
ｌに曝露したＴｆ－Ｔの蛍光スペクトル及び円偏光二色性スペクトルを入手した。Ｔｆ－
Ｔでは、リン酸クエン酸バッファーの存在下ではイオン強度変化の効果は示されなかった
。しかしながら、Ｔｆ－Ｔシグナルは２５０ｍＭのＮａＣｌ及びＴＲＩＳバッファーの存
在下で低減した。このため、リン酸クエン酸バッファーがこのタンパク質により適してい
る。
【００９２】
ＣＮＶを誘導したブラウン－ノルウェーラットにおける早期の有効性研究：
　処理をより早期に（ＣＮＶ誘導の７日後に）開始した場合、Ｔｆ－Ｔで処理したラット
はベバシズマブで処理したラットと比較して病変サイズがより小さかった。このことはＴ
ｆ－Ｔが脈絡膜血管新生の予防処理に有効であることを示唆している。
【００９３】
　本発明の上記の記述は例示及び説明のために提示されている。上記の記載は本明細書に
おいて開示されている形態（単数又は複数）に本発明を限定する意図はない。本発明の記
載には１つ又は複数の実施形態並びに或る特定の変形形態及び変更形態の記載が含まれて
いるが、例えば本開示を理解した後に当業者の技術及び知識内にあり得るような他の変形
形態及び変更形態も本発明の範囲内である。許容される程度まで代替的な実施形態（特許
請求されるものに対して代替的な、交換可能な及び／又は均等な構造、機能、範囲又は工
程が含まれる）を含む権利を、かかる代替的な、交換可能な及び／又は均等な構造、機能
、範囲又は工程が本明細書に開示されているか否かにかかわらず、また任意の特許可能な
主題を公衆に捧げる意図なく取得することが意図される。
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