
(57)【要約】
癌治療又は血管形成関連障害の治療に有用な、エフリン B2又は EphB4活性を阻害するポリ
ペプチド組成物及び方法。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 EphB4蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る 単 離 さ れ た 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド で
あ り 、 該 EphB4ポ リ ペ プ チ ド は 単 量 体 で あ り 、 特 異 的 に エ フ リ ン B2ポ リ ペ プ チ ド へ 結 合 す
る 。
【 請 求 項 ２ 】
　 上 記 EphB4蛋 白 質 の 球 状 領 域 を 含 有 す る 請 求 項 １ の 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ 】
　 図 ６ ５ に よ り 特 定 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 残 基 １ ～ ５ ２ ２ と 少 な く と も ９ ０ ％ 同 一 の 配 列
を 含 有 す る 請 求 項 １ の 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ 】
　 図 ６ ５ に よ り 特 定 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 残 基 １ ～ ４ １ ２ と 少 な く と も ９ ０ ％ 同 一 の 配 列
を 含 有 す る 請 求 項 １ の 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ 】
　 図 ６ ５ に よ り 特 定 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 残 基 １ ～ ３ １ ２ と 少 な く と も ９ ０ ％ 同 一 の 配 列
を 含 有 す る 請 求 項 １ の 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ 】
　 図 １ 又 は ２ に よ り 特 定 さ れ る 配 列 を 含 有 す る 請 求 項 １ の 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ 】
　 上 記 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド は エ フ リ ン B2及 び EphB4間 の 相 互 作 用 を 抑 制 す る 請 求 項 １ の 可
溶 性 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ 】
　 上 記 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド は エ フ リ ン B2又 は EphB4の ク ラ ス タ ー 化 を 抑 制 す る 請 求 項 １ の
可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ９ 】
　 上 記 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド は 、 エ フ リ ン B2又 は EphB4の リ ン 酸 化 を 抑 制 す る 請 求 項 １ の 可
溶 性 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 上 記 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド は 融 合 蛋 白 質 で あ る 請 求 項 １ の 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 上 記 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド は １ 以 上 の 改 質 し た ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 有 す る 請 求 項 １ の 可 溶 性
ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 エ フ リ ン B2蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る 単 離 さ れ た 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ
ド で あ り 、 該 可 溶 性 エ フ リ ン B2ポ リ ペ プ チ ド は 単 量 体 で あ り 、 高 親 和 で EphB4ポ リ ペ プ チ
ド へ 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 図 ６ ６ に よ り 特 定 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 残 基 １ ～ ２ ２ ５ を 含 有 す る 請 求 項 １ ２ の 可 溶 性
ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 図 ３ に よ り 特 定 さ れ る 配 列 を 含 有 す る 請 求 項 １ ２ の 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 上 記 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド は エ フ リ ン B2及 び EphB4間 の 相 互 作 用 を 抑 制 す る 請 求 項 １ ２ の
可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 上 記 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド は 、 エ フ リ ン B2又 は EphB4の ク ラ ス タ ー 化 を 抑 制 す る 請 求 項 １
２ の 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 上 記 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド は 、 エ フ リ ン B2又 は EphB4の リ ン 酸 化 を 抑 制 す る 請 求 項 １ ２ の
可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド 。
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【 請 求 項 １ ８ 】
　 上 記 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド は 融 合 蛋 白 質 で あ る 請 求 項 １ ２ の 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 上 記 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド は １ 以 上 の 改 質 し た ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 有 す る 請 求 項 １ ２ の 可 溶
性 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 請 求 項 １ の 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド 及 び 医 薬 的 に 適 用 可 能 な キ ャ リ ア を 含 有 す る 医 薬 的 組 成
物 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 請 求 項 １ ２ の 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド 及 び 医 薬 的 に 適 用 可 能 な キ ャ リ ア を 含 有 す る 医 薬 的 組
成 物 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 請 求 項 １ の 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド 及 び 医 薬 的 に 適 用 可 能 な キ ャ リ ア を 含 有 す る 化 粧 品 組 成
物 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 請 求 項 １ ２ の 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド 及 び 医 薬 的 に 適 用 可 能 な キ ャ リ ア を 含 有 す る 化 粧 品 組
成 物 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 請 求 項 １ の 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド 及 び 医 薬 的 に 適 用 可 能 な キ ャ リ ア を 含 有 す る 診 断 用 キ ッ
ト 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 請 求 項 １ ２ の 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド 及 び キ ャ リ ア を 含 有 す る 診 断 用 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 （ ａ ） EphB4蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 へ 結 合 し 、 EphB4の 活 性 を 抑 制 す る 抗 体 ； 及 び （ ｂ ） エ
フ リ ン B2蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 へ 結 合 し 、 エ フ リ ン B2の 活 性 を 抑 制 す る 抗 体 、 の 群 か ら 選 ば
れ る ア ン タ ゴ ニ ス ト 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 上 記 ア ン タ ゴ ニ ス ト 抗 体 は エ フ リ ン B2及 び EphB4間 の 相 互 作 用 を 抑 制 す る 請 求 項 ２ ６ の
ア ン タ ゴ ニ ス ト 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 上 記 ア ン タ ゴ ニ ス ト 抗 体 は エ フ リ ン B2又 は EphB4の ク ラ ス タ ー 化 を 抑 制 す る 請 求 項 ２ ６
の ア ン タ ゴ ニ ス ト 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 上 記 ア ン タ ゴ ニ ス ト 抗 体 は 、 エ フ リ ン B2又 は EphB4の リ ン 酸 化 を 抑 制 す る 請 求 項 ２ ６ の
ア ン タ ゴ ニ ス ト 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 上 記 ア ン タ ゴ ニ ス ト 抗 体 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 請 求 項 ２ ６ の ア ン タ ゴ ニ ス ト 抗
体 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 上 記 ア ン タ ゴ ニ ス ト 抗 体 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 請 求 項 ２ ６ の ア ン タ ゴ ニ ス ト 抗
体 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 請 求 項 ２ ６ の ア ン タ ゴ ニ ス ト 抗 体 及 び 医 薬 的 に 適 用 可 能 な キ ャ リ ア を 含 有 す る 医 薬 的 組
成 物 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 請 求 項 ２ ６ の ア ン タ ゴ ニ ス ト 抗 体 及 び 医 薬 的 に 適 用 可 能 な キ ャ リ ア を 含 有 す る 化 粧 品 組
成 物 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 請 求 項 ２ ６ の ア ン タ ゴ ニ ス ト 抗 体 及 び キ ャ リ ア を 含 有 す る 診 断 用 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
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　 細 胞 を 有 効 量 の 請 求 項 １ の 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 、 該 細 胞 中
の エ フ リ ン B2／ EphB4経 路 を 通 る シ グ ナ ル の 抑 制 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 細 胞 を 有 効 量 の 請 求 項 １ ２ の 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 、 該 細 胞
中 の エ フ リ ン B2／ EphB4経 路 を 通 る シ グ ナ ル の 抑 制 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 細 胞 を 有 効 量 の 請 求 項 ２ ６ の 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 、 該 細 胞
中 の エ フ リ ン B2／ EphB4経 路 を 通 る シ グ ナ ル の 抑 制 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 腫 瘍 の 成 長 速 度 を 減 少 さ せ る の に 充 分 な 量 の ポ リ ペ プ チ ド 薬 を 投 与 す る 腫 瘍 の 成 長 速 度
を 減 少 さ せ る 方 法 で あ り 、 上 記 ポ リ ペ プ チ ド 薬 は 下 記 群 か ら 選 ば れ る 方 法 ：
（ ａ ） EphB4蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド 、 但 し 、
上 記 EphB4ポ リ ペ プ チ ド は 単 量 体 で あ り 、 特 異 的 に エ フ リ ン B2ポ リ ペ プ チ ド へ 結 合 す る ；
（ ｂ ） エ フ リ ン B2蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド 、 但
し 、 上 記 可 溶 性 エ フ リ ン B2ポ リ ペ プ チ ド は 単 量 体 で あ り 、 高 親 和 で EphB4ポ リ ペ プ チ ド へ
結 合 す る ；
（ ｃ ） EphB4蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 へ 結 合 し 、 EphB4の 活 性 を 抑 制 す る 抗 体 ； 及 び
（ ｄ ） エ フ リ ン B2蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 へ 結 合 し 、 エ フ リ ン B2の 活 性 を 抑 制 す る 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 上 記 腫 瘍 は 比 較 用 組 織 の 非 癌 細 胞 よ り も 高 レ ベ ル の EphB4及 び ／ 又 は エ フ リ ン B2を 発 現
す る 細 胞 を 含 有 す る 請 求 項 ３ ８ の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 下 記 群 か ら 選 ば れ る ポ リ ペ プ チ ド 薬 を 患 者 へ 投 与 す る こ と を 含 む 癌 患 者 の 治 療 方 法 ：
（ ａ ） EphB4蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド 、 但 し 、
上 記 EphB4ポ リ ペ プ チ ド は 単 量 体 で あ り 、 特 異 的 に エ フ リ ン B2ポ リ ペ プ チ ド へ 結 合 す る ；
（ ｂ ） エ フ リ ン B2蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド 、 但
し 、 上 記 可 溶 性 エ フ リ ン B2ポ リ ペ プ チ ド は 単 量 体 で あ り 、 高 親 和 で EphB4ポ リ ペ プ チ ド へ
結 合 す る ；
（ ｃ ） EphB4蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 へ 結 合 し 、 EphB4の 活 性 を 抑 制 す る 抗 体 ； 及 び
（ ｄ ） エ フ リ ン B2蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 へ 結 合 し 、 エ フ リ ン B2の 活 性 を 抑 制 す る 抗 体 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 上 記 癌 は 比 較 用 組 織 の 非 癌 細 胞 よ り も 高 レ ベ ル の エ フ リ ン B2及 び ／ 又 は EphB4を 発 現 す
る 癌 細 胞 を 含 有 す る 請 求 項 ４ ０ の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 上 記 癌 は 転 移 性 癌 で あ る 請 求 項 ４ ０ の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 上 記 腫 瘍 は 、 腸 (colon)癌 、 乳 癌 、 中 皮 腫 、 前 立 腺 腫 瘍 、 扁 平 上 皮 細 胞 癌 、 カ ポ ジ 肉 腫
、 及 び 白 血 病 の 群 か ら 選 ば れ る 請 求 項 ４ ０ の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 上 記 癌 は 血 管 形 成 依 存 性 癌 で あ る 請 求 項 ４ ０ の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 上 記 癌 は 血 管 形 成 独 立 性 癌 で あ る 請 求 項 ４ ０ の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 上 記 ポ リ ペ プ チ ド 薬 は 、 エ フ リ ン B2及 び EphB4間 の 相 互 作 用 を 抑 制 す る 請 求 項 ４ ０ の 方
法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 上 記 ポ リ ペ プ チ ド 薬 は 、 エ フ リ ン B2又 は EphB4の ク ラ ス タ ー 化 を 抑 制 す る 請 求 項 ４ ０ の
方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 上 記 ポ リ ペ プ チ ド 薬 は 、 エ フ リ ン B2又 は EphB4の リ ン 酸 化 を 抑 制 す る 請 求 項 ４ ０ の 方 法
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。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 上 記 ポ リ ペ プ チ ド 薬 は 、 医 薬 的 に 適 用 可 能 な キ ャ リ ア と 配 合 さ れ る 請 求 項 ４ ０ の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 更 に 、 ポ リ ペ プ チ ド 薬 と 添 加 的 又 は 相 乗 的 に 癌 細 胞 を 抑 制 す る 、 少 な く と も １ の 追 加 的
抗 癌 化 学 療 法 用 試 薬 の 投 与 ス テ ッ プ を 含 む 、 請 求 項 ４ ０ の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 細 胞 を 、 血 管 形 成 の 阻 害 に 充 分 な 量 の ポ リ ペ プ チ ド 薬 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 、 血
管 形 成 抑 制 方 法 で あ り 、 上 記 ポ リ ペ プ チ ド 薬 は 下 記 群 か ら 選 ば れ る 方 法 ：
（ ａ ） EphB4蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド 、 但 し 、
上 記 EphB4ポ リ ペ プ チ ド は 単 量 体 で あ り 、 特 異 的 に エ フ リ ン B2ポ リ ペ プ チ ド へ 結 合 す る ；
（ ｂ ） エ フ リ ン B2蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド 、 但
し 、 上 記 可 溶 性 エ フ リ ン B2ポ リ ペ プ チ ド は 単 量 体 で あ り 、 高 親 和 で EphB4ポ リ ペ プ チ ド へ
結 合 す る ；
（ ｃ ） EphB4蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 へ 結 合 し 、 EphB4の 活 性 を 抑 制 す る 抗 体 ； 及 び
（ ｄ ） エ フ リ ン B2蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 へ 結 合 し 、 エ フ リ ン B2の 活 性 を 抑 制 す る 抗 体 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 上 記 細 胞 は EphB4又 は エ フ リ ン B2を 発 現 す る 請 求 項 ５ １ の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 下 記 群 か ら 選 ば れ る ポ リ ペ プ チ ド 薬 を 患 者 へ 投 与 す る ス テ ッ プ を 含 む 、 血 管 形 成 関 連 障
害 の 患 者 の 治 療 方 法 ：
（ ａ ） EphB4蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド 、 但 し 、
上 記 EphB4ポ リ ペ プ チ ド は 単 量 体 で あ り 、 特 異 的 に エ フ リ ン B2ポ リ ペ プ チ ド へ 結 合 す る ；
（ ｂ ） エ フ リ ン Ｂ Ｓ 蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド 、
但 し 、 上 記 可 溶 性 エ フ リ ン B2ポ リ ペ プ チ ド は 単 量 体 で あ り 、 高 親 和 で EphB4ポ リ ペ プ チ ド
へ 結 合 す る ；
（ ｃ ） EphB4蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 へ 結 合 し 、 EphB4の 活 性 を 抑 制 す る 抗 体 ； 及 び
（ ｄ ） エ フ リ ン B2蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 へ 結 合 し 、 エ フ リ ン B2の 活 性 を 抑 制 す る 抗 体 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 上 記 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド は 、 医 薬 的 に 適 用 可 能 な キ ャ リ ア と 配 合 さ れ る 請 求 項 ５ ３ の 方
法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 上 記 血 管 形 成 関 連 障 害 は 、 血 管 形 成 依 存 性 癌 、 良 性 腫 瘍 、 炎 症 性 障 害 、 慢 性 間 接 リ ュ ー
マ チ 及 び 乾 癬 、 眼 性 血 管 形 成 病 、 オ ス ラ ー ウ ェ バ ー 症 候 群 、 心 筋 性 血 管 形 成 、 プ ラ ー ク 新
生 血 管 形 成 、 毛 細 血 管 拡 張 症 、 血 友 病 性 関 節 、 繊 維 血 管 腫 、 外 傷 性 顆 粒 化 、 創 傷 治 癒 、 毛
細 血 管 拡 張 乾 癬 強 皮 症 、 化 膿 性 肉 芽 腫 、 冠 状 側 副 (cororany collaterals)、 虚 血 肢 血 管 形
成 、 ル ベ オ ー シ ス 、 関 節 炎 、 糖 尿 病 性 新 生 血 管 形 成 、 骨 折 、 脈 管 形 成 、 並 び に 血 液 新 生 の
群 か ら 選 ば れ る 請 求 項 ５ ３ の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 更 に 、 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド と 添 加 的 又 は 相 乗 的 に 血 管 形 成 を 抑 制 す る 、 少 な く と も １ の
追 加 的 抗 血 管 形 成 試 薬 の 投 与 ス テ ッ プ を 含 む 、 請 求 項 ５ ３ の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド 薬 は 下 記 群 か ら 選 ば れ る 、 癌 治 療 用 医 薬 品 の 製 造 に お け る ポ リ ペ プ チ ド 薬
の 使 用 ：
（ ａ ） EphB4蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド 、 但 し 、
上 記 EphB4ポ リ ペ プ チ ド は エ フ リ ン B2ポ リ ペ プ チ ド へ 特 異 的 に 結 合 す る 単 量 体 で あ る ；
（ ｂ ） エ フ リ ン B2蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド 、 但
し 、 上 記 可 溶 性 エ フ リ ン B2ポ リ ペ プ チ ド は 単 量 体 で あ り 、 高 親 和 で EphB4ポ リ ペ プ チ ド へ
結 合 す る ；
（ ｃ ） EphB4蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 へ 結 合 し 、 EphB4の 活 性 を 抑 制 す る 抗 体 ； 及 び
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（ ｄ ） エ フ リ ン B2蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 へ 結 合 し 、 エ フ リ ン B2の 活 性 を 抑 制 す る 抗 体 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド 薬 は 下 記 群 か ら 選 ば れ る 、 血 管 形 成 関 連 障 害 治 療 用 医 薬 品 の 製 造 に お け る
ポ リ ペ プ チ ド 薬 の 使 用 ：
（ ａ ） EphB4蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド 、 但 し 、
上 記 EphB4ポ リ ペ プ チ ド は 単 量 体 で あ り 、 特 異 的 に エ フ リ ン B2ポ リ ペ プ チ ド へ 結 合 す る ；
（ ｂ ） エ フ リ ン B2蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド 、 但
し 、 上 記 可 溶 性 エ フ リ ン B2ポ リ ペ プ チ ド は 単 量 体 で あ り 、 高 親 和 で EphB4ポ リ ペ プ チ ド へ
結 合 す る ；
（ ｃ ） EphB4蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 へ 結 合 し 、 EphB4の 活 性 を 抑 制 す る 抗 体 ； 及 び
（ ｄ ） エ フ リ ン B2蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 へ 結 合 し 、 エ フ リ ン B2の 活 性 を 抑 制 す る 抗 体 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 下 記 ス テ ッ プ を 含 有 す る 癌 患 者 の 治 療 方 法 ：
（ ａ ） 患 者 中 の 、 EphB4及 び ／ 又 は エ フ リ ン B2を 発 現 す る 複 数 の 癌 細 胞 を 有 す る 腫 瘍 を 特
定 す る ス テ ッ プ ； 並 び に
（ ｂ ） 下 記 群 か ら 選 ば れ る ポ リ ペ プ チ ド 薬 を 患 者 へ 投 与 す る ス テ ッ プ ：
　 （ ｉ ） EphB4蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド 、 但 し
、 上 記 EphB4ポ リ ペ プ チ ド は 単 量 体 で あ り 、 特 異 的 に エ フ リ ン B2ポ リ ペ プ チ ド へ 結 合 す る
；
　 （ ｉ ｉ ） エ フ リ ン B2蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド
、 但 し 、 上 記 可 溶 性 エ フ リ ン B2ポ リ ペ プ チ ド は 単 量 体 で あ り 、 高 親 和 で EphB4ポ リ ペ プ チ
ド へ 結 合 す る ；
　 （ ｉ ｉ ｉ ） EphB4蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 へ 結 合 し 、 EphB4の 活 性 を 抑 制 す る 抗 体 ； 及 び
　 （ ｉ ｖ ） エ フ リ ン B2蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 へ 結 合 し 、 エ フ リ ン B2の 活 性 を 抑 制 す る 抗 体 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 下 記 ス テ ッ プ を 含 有 す る 癌 患 者 の 治 療 方 法 ：
（ ａ ） 患 者 中 の 、 EphB4及 び ／ 又 は エ フ リ ン B2遺 伝 子 の 遺 伝 子 増 幅 を 含 む 複 数 の 癌 細 胞 を
有 す る 腫 瘍 を 特 定 す る ス テ ッ プ ； 並 び に
（ ｂ ） 下 記 群 か ら 選 ば れ る ポ リ ペ プ チ ド 薬 を 患 者 へ 投 与 す る ス テ ッ プ ：
　 （ ｉ ） EphB4蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド 、 但 し
、 上 記 EphB4ポ リ ペ プ チ ド は 単 量 体 で あ り 、 特 異 的 に エ フ リ ン B2ポ リ ペ プ チ ド へ 結 合 す る
；
　 （ ｉ ｉ ） エ フ リ ン B2蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド
、 但 し 、 上 記 可 溶 性 エ フ リ ン B2ポ リ ペ プ チ ド は 単 量 体 で あ り 、 高 親 和 で EphB4ポ リ ペ プ チ
ド へ 結 合 す る ；
　 （ ｉ ｉ ｉ ） EphB4蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 へ 結 合 し 、 EphB4の 活 性 を 抑 制 す る 抗 体 ； 及 び
　 （ ｉ ｖ ） エ フ リ ン B2蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 へ 結 合 し 、 エ フ リ ン B2の 活 性 を 抑 制 す る 抗 体 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 エ フ リ ン B2又 は EphB4ア ン タ ゴ ニ ス ト で の 治 療 が 適 切 で あ る 腫 瘍 を 特 定 す る 方 法 で あ り
、 腫 瘍 細 胞 中 に １ 以 上 の 下 記 特 徴 を 検 出 す る 方 法 ：
（ ａ ） EphB4蛋 白 質 及 び ／ 又 は ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 ；
（ ｂ ） エ フ リ ン B2蛋 白 質 及 び ／ 又 は ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 ；
（ ｃ ） EphB4遺 伝 子 の 遺 伝 子 増 幅 ； 及 び
（ ｄ ） エ フ リ ン B2遺 伝 子 の 遺 伝 子 増 幅 、
但 し 、 １ 以 上 の 上 記 特 徴 （ ａ ） ～ （ ｄ ） を 有 す る 腫 瘍 細 胞 は 、 エ フ リ ン B2又 は EphB4ア ン
タ ゴ ニ ス ト で の 治 療 が 適 切 で あ る 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 上 記 エ フ リ ン B2又 は EphB4ア ン タ ゴ ニ ス ト は 下 記 群 か ら 選 ば れ る 請 求 項 ６ １ の 方 法 ：
（ ａ ） EphB4蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド 、 但 し 、
上 記 EphB4ポ リ ペ プ チ ド は 単 量 体 で あ り 、 特 異 的 に エ フ リ ン B2ポ リ ペ プ チ ド へ 結 合 す る ；
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（ ｂ ） エ フ リ ン B2蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド 、 但
し 、 上 記 可 溶 性 エ フ リ ン B2ポ リ ペ プ チ ド は 単 量 体 で あ り 、 高 親 和 で EphB4ポ リ ペ プ チ ド へ
結 合 す る ；
（ ｃ ） EphB4蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 へ 結 合 し 、 EphB4の 活 性 を 抑 制 す る 抗 体 ； 及 び
（ ｄ ） エ フ リ ン B2蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 へ 結 合 し 、 エ フ リ ン B2の 活 性 を 抑 制 す る 抗 体 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 出 願 は 、 米 国 予 備 出 願 番 号 第 ６ ０ ／ ４ ５ ４ ３ ０ ０ 号 （ ２ ０ ０ ３ 年 ３ 月 １ ２ 日 出 願 ） 及
び 米 国 予 備 出 願 番 号 第 ６ ０ ／ ４ ５ ４ ４ ３ ２ 号 （ ２ ０ ０ ３ 年 ３ 月 １ ２ 日 出 願 ） の 優 先 権 の 利
益 を 主 張 す る 。 関 連 す る 予 備 出 願 の 記 載 の 全 て を こ こ で 資 料 と し て 使 用 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】

　 血 管 形 成 、 予 め 存 在 し て い る 脈 管 構 造 の 内 皮 か ら の 新 血 管 の 発 生 、 は 、 ホ ス ト 内 で の 充
実 性 腫 瘍 の 、 成 長 、 プ ロ グ レ ッ シ ョ ン 、 及 び 転 移 に お い て 決 定 的 な プ ロ セ ス で あ る 。 生 理
学 的 に 正 常 な 血 管 形 成 中 、 血 管 の 内 皮 の そ の 周 囲 の 間 質 性 成 分 と の オ ー ト ク リ ン 、 パ ラ ク
リ ン 、 及 び ａ ｍ ｐ ｈ ｉ ｃ ｒ ｉ ｎ ｅ 相 互 作 用 は 、 空 間 的 に 及 び 時 間 的 の 両 方 で 精 密 （ tightl
y） に 調 整 さ れ る 。 更 に 、 プ ロ 血 管 新 生 及 び 血 管 新 生 阻 害 （ angiostatic） サ イ ト カ イ ン 並
び に 増 殖 因 子 の レ ベ ル 及 び 活 性 は バ ラ ン ス を 保 つ 。 反 対 に 、 活 発 な 腫 瘍 増 殖 に 必 要 な 病 理
学 上 の 血 管 形 成 は 保 持 さ れ て 持 続 し 、 正 常 な 血 管 形 成 シ ス テ ム の 調 節 不 全 を 示 す 。 充 実 性
腫 瘍 及 び 造 血 腫 瘍 種 は 、 特 に 高 レ ベ ル の 異 常 な 血 管 形 成 に 関 係 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 一 般 的 に 腫 瘍 の 発 生 は 、 悪 性 成 長 力 を 有 す る 自 律 性 ク ロ ー ン の 成 長 を 引 き 起 こ す 逐 次 的
な 関 連 す る ス テ ッ プ か ら 構 成 さ れ る と 考 え ら れ る 。 こ れ ら の ス テ ッ プ は 、 成 長 の 維 持 及 び
制 限 の な い 自 己 再 生 を 含 む 。 腫 瘍 中 の 細 胞 母 集 団 は 、 一 般 的 に 成 長 シ グ ナ ル の 自 給 自 足 、
成 長 抑 制 シ グ ナ ル へ の 感 応 性 の 減 少 、 及 び 耐 ア ポ ト ー シ ス 性 に 特 徴 付 け ら れ る 。 異 常 な 成
長 を 開 始 す る 遺 伝 子 的 又 は 細 胞 遺 伝 学 的 事 象 は 、 ア ポ ト ー シ ス を 防 止 す る こ と に よ り 細 胞
を 長 期 の 「 準 備 」 状 態 に 維 持 す る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 本 発 明 は 、 血 管 形 成 及 び 腫 瘍 増 殖 阻 害 用 の 試 薬 及 び 治 療 的 処 置 を 提 供 す る こ と を 目 的 と
す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　
　 本 発 明 で は 例 え ば 、 EphB4又 は エ フ リ ン B2で 仲 介 さ れ る 機 能 を 阻 害 す る ポ リ ペ プ チ ド 薬
で あ り 、 EphB4及 び エ フ リ ン B2蛋 白 質 の 単 一 の リ ガ ン ド 結 合 部 及 び 、 特 別 な 方 法 で EphB4又
は エ フ リ ン B2に 結 合 し 、 影 響 す る 抗 体 を 含 む も の を 提 供 す る 。
　 本 発 明 の EphB4及 び エ フ リ ン B2は 、 癌 及 び 望 ま し く な い 又 は 過 度 の 血 管 形 成 に 関 す る 病
気 等 の 種 々 の 病 状 に 関 与 す る 。 従 っ て 、 本 発 明 の 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド 薬 は 、 こ れ ら の 病 気
を 治 療 す る た め に 使 用 で き る 。 本 発 明 は 更 に 、 し ば し ば 高 レ ベ ル で 種 々 の 腫 瘍 中 で 発 現 さ
れ る EphB4及 び ／ 又 は エ フ リ ン B2の 発 見 に 基 づ く 。 従 っ て 、 EphB4又 は エ フ リ ン B2機 能 を ダ
ウ ン レ ギ ュ レ ー ト す る ポ リ ペ プ チ ド 薬 は 、 腫 瘍 細 胞 へ の 直 接 的 効 果 並 び に 腫 瘍 に よ り 採 用
さ れ る 血 管 形 成 プ ロ セ ス へ の 間 接 的 効 果 に よ り 腫 瘍 へ 影 響 を 与 え る 。 例 え ば 、 本 発 明 に よ
り 、 EphB4又 は エ フ リ ン B2機 能 を ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト す る 試 薬 で の 治 療 に 特 に 適 し た 腫 瘍
種 の 特 性 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 で は 例 え ば 、 EphB4蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る 可 溶 性 EphB4ポ
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リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 こ の 可 溶 性 EphB4ポ リ ペ プ チ ド は 、 特 異 的 に エ フ リ ン B2ポ リ ペ プ
チ ド へ 結 合 す る 。 用 語 「 可 溶 性 」 は 、 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド が 膜 貫 通 領 域 を 含 有 し な い か
、 生 理 食 塩 水 中 の ポ リ ペ プ チ ド の 溶 解 度 を 保 つ の に 充 分 な 膜 貫 通 領 域 部 分 を 含 有 し な い こ
と を 表 す た め に 単 に 使 用 さ れ る 。 本 発 明 の 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド は 、 好 ま し く は エ フ リ ン B2
等 の リ ガ ン ド へ 結 合 す る EphB4と 競 合 し 、 EphB4活 性 化 で 引 き 起 こ さ れ る シ グ ナ ル を 阻 害 す
る 単 量 体 と し て 調 製 さ れ る 。 任 意 で 、 本 発 明 の 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば 、 Fc融 合 蛋
白 質 と し て の 発 現 又 は 別 の 多 量 体 形 成 領 域 と の 融 合 に よ り 、 多 量 体 形 態 と し て 調 製 で き る
。 こ れ ら 多 量 体 形 態 は 、 文 脈 に 応 じ て ア ゴ ニ ス ト 的 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト 的 効 果 を 有 す る 、
複 合 的 活 性 を 有 す る 。 例 え ば 可 溶 性 EphB4ポ リ ペ プ チ ド は 、 EphB4蛋 白 質 の 球 状 領 域 を 含 有
す る 。 可 溶 性 EphB4ポ リ ペ プ チ ド は 、 図 ６ ５ に よ り 特 定 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 残 基 １ ～ ５
２ ２ と 少 な く と も ９ ０ ％ 同 一 の 配 列 を 含 有 し て も よ い 。 好 ま し く は 可 溶 性 EphB4ポ リ ペ プ
チ ド は 、 図 ６ ５ に よ り 特 定 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 残 基 １ ～ ４ １ ２ と 少 な く と も ９ ０ ％ 同 一
の 配 列 を 含 有 し て も よ い 。 更 に 好 ま し く は 可 溶 性 EphB4ポ リ ペ プ チ ド は 、 図 ６ ５ に よ り 特
定 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 残 基 １ ～ ３ １ ２ と 少 な く と も ９ ０ ％ 同 一 の 配 列 を 含 有 し て も よ い
。 又 、 可 溶 性 EphB4ポ リ ペ プ チ ド は 、 図 １ 又 は 図 ２ に 示 さ れ る 配 列 を 含 有 し て も よ い 。 例
え ば 、 可 溶 性 EphB4ポ リ ペ プ チ ド は 、 エ フ リ ン B2及 び EphB4間 の 相 互 作 用 を 阻 害 し て も よ い
。 可 溶 性 EphB4ポ リ ペ プ チ ド は 、 エ フ リ ン B2又 は EphB4の ク ラ ス タ ー 化 又 は リ ン 酸 化 を 阻 害
し て も よ い 。 エ フ リ ン B2又 は EphB4の リ ン 酸 化 は 、 一 般 的 に 、 こ れ ら の 蛋 白 質 に よ り レ ギ
ュ レ ー ト さ れ る 細 胞 内 シ グ ナ ル 経 路 を 活 発 化 す る 最 初 の 事 象 の 一 つ で あ る と 考 え ら れ る 。
本 発 明 の 可 溶 性 EphB4ポ リ ペ プ チ ド は 、 単 量 体 又 は 多 量 体 融 合 蛋 白 質 と し て 調 製 で き る 。
可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド は 、 １ 以 上 の 改 質 し た ア ミ ノ 酸 を 含 有 し て も よ い 。 こ れ ら ア ミ ノ 酸 は
、 プ ロ テ ア ー ゼ 消 化 耐 性 の 増 加 等 の 好 ま し い 性 質 に 寄 与 で き る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 で は 例 え ば 、 エ フ リ ン B2蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る 可 溶 性 エ
フ リ ン B2ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 こ の 可 溶 性 エ フ リ ン B2ポ リ ペ プ チ ド は 、 特 異 的 に EphB
4ポ リ ペ プ チ ド へ 結 合 す る 。 用 語 「 可 溶 性 」 は 、 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド が 膜 貫 通 領 域 を 含
有 し な い か 、 生 理 食 塩 水 中 の ポ リ ペ プ チ ド の 溶 解 度 を 保 つ の に 充 分 な 膜 貫 通 領 域 部 分 を 含
有 し な い こ と を 表 す た め に 使 用 さ れ る 。 本 発 明 の 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド は 、 好 ま し く は EphB
4等 の リ ガ ン ド へ 結 合 す る エ フ リ ン B2と 競 合 し 、 エ フ リ ン B2活 性 化 の 結 果 で あ る シ グ ナ ル
を 阻 害 す る 単 量 体 と し て 調 製 さ れ る 。 任 意 で 、 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば 、 Fc融 合 蛋
白 質 と し て の 発 現 又 は 別 の 多 量 体 形 成 領 域 と の 融 合 に よ り 、 多 量 体 形 態 と し て 調 製 で き る
。 こ れ ら 多 量 体 形 態 は 、 文 脈 に 応 じ て ア ゴ ニ ス ト 的 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト 的 効 果 を 有 す る 、
複 合 的 活 性 を 有 す る 。 可 溶 性 エ フ リ ン B2ポ リ ペ プ チ ド は 、 図 ６ ６ に よ り 特 定 さ れ る ア ミ ノ
酸 配 列 の 残 基 １ ～ ２ ２ ５ を 含 有 し て も よ い 。 又 、 可 溶 性 エ フ リ ン B2ポ リ ペ プ チ ド は 、 図 ３
に よ り 特 定 さ れ る 配 列 を 含 有 し て も よ い 。 例 え ば 、 可 溶 性 エ フ リ ン B2ポ リ ペ プ チ ド は 、 エ
フ リ ン B2及 び EphB4間 の 相 互 作 用 を 阻 害 し て も よ い 。 可 溶 性 エ フ リ ン B2ポ リ ペ プ チ ド は 、
エ フ リ ン B2又 は EphB4の ク ラ ス タ ー 化 又 は リ ン 酸 化 を 阻 害 し て も よ い 。 本 発 明 の 可 溶 性 エ
フ リ ン B2ポ リ ペ プ チ ド は 、 単 量 体 又 は 多 量 体 融 合 蛋 白 質 と し て 調 製 で き る 。 可 溶 性 ポ リ ペ
プ チ ド は 、 １ 以 上 の 改 質 し た ア ミ ノ 酸 を 含 有 し て も よ い 。 こ れ ら ア ミ ノ 酸 は 、 プ ロ テ ア ー
ゼ 消 化 耐 性 の 増 加 等 の 好 ま し い 性 質 に 寄 与 で き る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 で は 例 え ば 、 EphB4及 び エ フ リ ン B2に 対 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト 抗 体 を 提 供 す る 。 上
記 抗 体 は 、 EphB4蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 へ 結 合 し 、 EphB4の 活 性 を 抑 制 す る よ う に 設 計 で き る
。 上 記 抗 体 は 、 エ フ リ ン B2蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 へ 結 合 し 、 エ フ リ ン B2の 活 性 を 抑 制 す る よ
う に も 設 計 で き る 。 更 に 上 記 抗 体 は 、 エ フ リ ン B2及 び EphB4間 の 相 互 作 用 を 阻 害 す る よ う
に も 設 計 で き る 。 本 発 明 の ア ン タ ゴ ニ ス ト 抗 体 は 、 一 般 的 に Eph及 び ／ 又 は エ フ リ ン シ グ
ナ ル に 作 用 す る 。 例 え ば 本 発 明 の 抗 体 は 、 エ フ リ ン B2又 は EphB4の ク ラ ス タ ー 化 又 は リ ン
酸 化 を 阻 害 で き る 。 ア ン タ ゴ ニ ス ト 抗 体 は 本 質 的 に 、 例 え ば 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 及 び ポ リ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 、 単 鎖 抗 体 、 二 重 特 異 性 抗 体 、 ミ ニ ボ デ ィ （ minibody） 等 抗 体 の 可 変 部 を 含
有 す る い ず れ の ポ リ ペ プ チ ド で も よ い 。
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【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 で は 又 、 ポ リ ペ プ チ ド 試 薬 及 び 医 薬 的 に 適 用 可 能 な キ ャ リ ア を 含 有 す る 医 薬 的 配
合 物 を 提 供 す る 。 ポ リ ペ プ チ ド 試 薬 は 、 例 え ば 本 発 明 の 可 溶 性 EphB4又 は エ フ リ ン B2ポ リ
ペ プ チ ド 及 び ア ン タ ゴ ニ ス ト 抗 体 を 含 有 し て も よ い 。 追 加 的 配 合 物 は 、 化 粧 品 組 成 物 及 び
診 断 用 キ ッ ト を 含 有 し て も よ い 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 で は 例 え ば 、 細 胞 中 の エ フ リ ン B2／ EphB4経 路 を 通 る シ グ ナ ル の 阻 害 方 法 を 提 供
す る 。 上 記 方 法 は 、 細 胞 を 有 効 量 の 下 記 ポ リ ペ プ チ ド 薬 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む ： （
ａ ） EphB4蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド 、 但 し 、 上
記 EphB4ポ リ ペ プ チ ド は 単 量 体 で あ り 、 特 異 的 に エ フ リ ン B2ポ リ ペ プ チ ド へ 結 合 す る ； （
ｂ ） エ フ リ ン B2蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド 、 但 し
、 上 記 可 溶 性 エ フ リ ン B2ポ リ ペ プ チ ド は 単 量 体 で あ り 、 高 親 和 で EphB4ポ リ ペ プ チ ド へ 結
合 す る ； （ ｃ ） EphB4蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 へ 結 合 し 、 EphB4の 活 性 を 抑 制 す る 抗 体 ； 又 は （
ｄ ） エ フ リ ン B2蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 へ 結 合 し 、 エ フ リ ン B2の 活 性 を 抑 制 す る 抗 体 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 は 、 例 え ば 、 腫 瘍 の 成 長 速 度 を 減 少 さ せ る の に 充 分 な 量 の ポ リ ペ プ チ ド 薬 を 投 与
す る 腫 瘍 の 成 長 速 度 を 減 少 さ せ る 方 法 で あ り 、 上 記 ポ リ ペ プ チ ド 薬 は 下 記 群 か ら 選 ば れ る
方 法 を 提 供 す る ： （ ａ ） EphB4蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る 可 溶 性 ポ リ
ペ プ チ ド 、 但 し 、 上 記 EphB4ポ リ ペ プ チ ド は 単 量 体 で あ り 、 特 異 的 に エ フ リ ン B2ポ リ ペ プ
チ ド へ 結 合 す る ； （ ｂ ） エ フ リ ン B2蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る 可 溶 性
ポ リ ペ プ チ ド 、 但 し 、 上 記 可 溶 性 エ フ リ ン B2ポ リ ペ プ チ ド は 単 量 体 で あ り 、 高 親 和 で EphB
4ポ リ ペ プ チ ド へ 結 合 す る ； （ ｃ ） EphB4蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 へ 結 合 し 、 EphB4の 活 性 を 抑
制 す る 抗 体 ； 及 び （ ｄ ） エ フ リ ン B2蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 へ 結 合 し 、 エ フ リ ン B2の 活 性 を 抑
制 す る 抗 体 。 任 意 で 、 腫 瘍 は 比 較 用 組 織 の 非 癌 細 胞 よ り も 高 レ ベ ル の EphB4及 び ／ 又 は エ
フ リ ン B2を 発 現 す る 細 胞 を 含 有 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 で は 例 え ば 、 癌 患 者 の 治 療 方 法 を 提 供 す る 。 上 記 方 法 は 、 下 記 群 か ら 選 ば れ る ポ
リ ペ プ チ ド 薬 を 患 者 へ 投 与 す る こ と を 含 む ： （ ａ ） EphB4蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 の ア ミ ノ 酸
配 列 を 含 有 す る 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド 、 但 し 、 上 記 EphB4ポ リ ペ プ チ ド は 単 量 体 で あ り 、 特
異 的 に エ フ リ ン B2ポ リ ペ プ チ ド へ 結 合 す る ； （ ｂ ） エ フ リ ン B2蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 の ア ミ
ノ 酸 配 列 を 含 有 す る 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド 、 但 し 、 上 記 可 溶 性 エ フ リ ン B2ポ リ ペ プ チ ド は 単
量 体 で あ り 、 高 親 和 で EphB4ポ リ ペ プ チ ド へ 結 合 す る ； （ ｃ ） EphB4蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 へ
結 合 し 、 EphB4の 活 性 を 抑 制 す る 抗 体 ； 及 び （ ｄ ） エ フ リ ン B2蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 へ 結 合
し 、 エ フ リ ン B2の 活 性 を 抑 制 す る 抗 体 。 任 意 で 、 上 記 癌 は 、 比 較 用 組 織 の 非 癌 細 胞 よ り も
高 レ ベ ル の エ フ リ ン B2及 び ／ 又 は EphB4を 発 現 す る 癌 細 胞 を 含 有 し て も よ い 。 上 記 癌 は 、
転 移 性 癌 で も よ い 。 上 記 癌 は 、 腸 （ 結 腸 ） 癌 、 乳 癌 、 中 皮 腫 、 前 立 腺 腫 瘍 、 扁 平 上 皮 細 胞
癌 、 カ ポ ジ 肉 腫 、 及 び 白 血 病 の 群 か ら 選 ば れ て も よ い 。 任 意 で 、 上 記 癌 は 血 管 形 成 依 存 性
癌 又 は 血 管 形 成 独 立 性 癌 で も よ い 。 本 発 明 で 使 用 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 薬 は 、 エ フ リ ン B2又
は EphB4の ク ラ ス タ ー 化 又 は リ ン 酸 化 を 阻 害 し て も よ い 。 上 記 ポ リ ペ プ チ ド 薬 は 、 ポ リ ペ
プ チ ド 薬 と 添 加 的 又 は 相 乗 的 に 癌 細 胞 を 抑 制 す る 、 少 な く と も １ の 追 加 的 抗 癌 化 学 療 法 用
試 薬 と 共 投 与 さ れ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 で は 例 え ば 、 血 管 形 成 阻 害 方 法 も 提 供 す る 。 上 記 方 法 は 、 細 胞 を 、 血 管 形 成 の 阻
害 に 充 分 な 量 の ポ リ ペ プ チ ド 薬 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ を 含 み 、 該 ポ リ ペ プ チ ド 薬 は 下 記 群
か ら 選 ば れ る ： （ ａ ） EphB4蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る 可 溶 性 ポ リ ペ
プ チ ド 、 但 し 、 上 記 EphB4ポ リ ペ プ チ ド は 単 量 体 で あ り 、 特 異 的 に エ フ リ ン B2ポ リ ペ プ チ
ド へ 結 合 す る ； （ ｂ ） エ フ リ ン B2蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る 可 溶 性 ポ
リ ペ プ チ ド 、 但 し 、 上 記 可 溶 性 エ フ リ ン B2ポ リ ペ プ チ ド は 単 量 体 で あ り 、 高 親 和 で EphB4
ポ リ ペ プ チ ド へ 結 合 す る ； （ ｃ ） EphB4蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 へ 結 合 し 、 EphB4の 活 性 を 抑 制
す る 抗 体 ； 及 び （ ｄ ） エ フ リ ン B2蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 へ 結 合 し 、 エ フ リ ン B2の 活 性 を 抑 制
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す る 抗 体 。
【 ０ ０ １ ４ 】
本 発 明 で は 例 え ば 、 下 記 群 か ら 選 ば れ る ポ リ ペ プ チ ド 薬 を 患 者 へ 投 与 す る ス テ ッ プ を 含 む
、 血 管 形 成 関 連 障 害 の 患 者 の 治 療 方 法 を 提 供 す る ： （ ａ ） EphB4蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 の ア
ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド 、 但 し 、 上 記 EphB4ポ リ ペ プ チ ド は 単 量 体 で あ
り 、 特 異 的 に エ フ リ ン B2ポ リ ペ プ チ ド へ 結 合 す る ； （ ｂ ） エ フ リ ン B2蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域
の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド 、 但 し 、 上 記 可 溶 性 エ フ リ ン B2ポ リ ペ プ チ
ド は 単 量 体 で あ り 、 高 親 和 で EphB4ポ リ ペ プ チ ド へ 結 合 す る ； （ ｃ ） EphB4蛋 白 質 の 細 胞 外
領 域 へ 結 合 し 、 EphB4の 活 性 を 抑 制 す る 抗 体 ； 及 び （ ｄ ） エ フ リ ン B2蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域
へ 結 合 し 、 エ フ リ ン B2の 活 性 を 抑 制 す る 抗 体 。 上 記 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド は 、 医 薬 的 に 適 用
可 能 な キ ャ リ ア と 配 合 さ れ て も よ い 。 上 記 血 管 形 成 関 連 障 害 又 は 、 望 ま し く な い 血 管 形 成
関 連 障 害 は 、 血 管 形 成 依 存 性 癌 、 良 性 腫 瘍 、 炎 症 性 障 害 、 慢 性 間 接 リ ュ ー マ チ 及 び 乾 癬 、
眼 性 血 管 形 成 病 、 オ ス ラ ー ウ ェ バ ー 症 候 群 、 心 筋 性 血 管 形 成 、 プ ラ ー ク 新 生 血 管 形 成 、 毛
細 血 管 拡 張 症 、 血 友 病 性 関 節 、 繊 維 血 管 腫 、 外 傷 性 顆 粒 化 、 創 傷 治 癒 、 毛 細 血 管 拡 張 乾 癬
強 皮 症 、 化 膿 性 肉 芽 腫 、 冠 状 側 副 （ cororany collaterals） 、 虚 血 肢 血 管 形 成 、 ル ベ オ ー
シ ス 、 関 節 炎 、 糖 尿 病 性 新 生 血 管 形 成 、 骨 折 、 脈 管 形 成 、 並 び に 血 液 新 生 の 群 か ら 選 ば れ
て も よ い 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 薬 は 、 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド と 添 加 的 又 は 相 乗 的 に 血 管 形
成 を 抑 制 す る 、 少 な く と も １ の 追 加 的 抗 血 管 形 成 試 薬 と 共 投 与 さ れ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 で は 例 え ば 、 癌 又 は 血 管 形 成 関 連 障 害 の 治 療 用 医 薬 品 の 製 造 に お け る ポ リ ペ プ チ
ド 薬 の 使 用 も 開 示 し 、 上 記 ポ リ ペ プ チ ド 薬 は 下 記 群 か ら 選 ば れ る ： （ ａ ） EphB4蛋 白 質 の
細 胞 外 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド 、 但 し 、 上 記 EphB4ポ リ ペ プ チ
ド は 単 量 体 で あ り 、 特 異 的 に エ フ リ ン B2ポ リ ペ プ チ ド へ 結 合 す る ； （ ｂ ） エ フ リ ン B2蛋 白
質 の 細 胞 外 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド 、 但 し 、 上 記 可 溶 性 エ フ リ
ン B2ポ リ ペ プ チ ド は 単 量 体 で あ り 、 高 親 和 で EphB4ポ リ ペ プ チ ド へ 結 合 す る ； （ ｃ ） EphB4
蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 へ 結 合 し 、 EphB4の 活 性 を 抑 制 す る 抗 体 ； 及 び （ ｄ ） エ フ リ ン B2蛋 白
質 の 細 胞 外 領 域 へ 結 合 し 、 エ フ リ ン B2の 活 性 を 抑 制 す る 抗 体 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 で は 例 え ば 、 下 記 ス テ ッ プ を 含 有 す る 癌 患 者 の 治 療 方 法 を 提 供 す る ： （ ａ ） 患 者
中 の 、 EphB4及 び ／ 又 は エ フ リ ン B2を 発 現 す る 複 数 の 癌 細 胞 を 有 す る 腫 瘍 を 特 定 す る ス テ
ッ プ ； 並 び に （ ｂ ） 下 記 群 か ら 選 ば れ る ポ リ ペ プ チ ド 薬 を 患 者 へ 投 与 す る ス テ ッ プ ： （ ｉ
） EphB4蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド 、 但 し 、 上 記 E
phB4ポ リ ペ プ チ ド は 単 量 体 で あ り 、 特 異 的 に エ フ リ ン B2ポ リ ペ プ チ ド へ 結 合 す る ； （ ｉ ｉ
） エ フ リ ン B2蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド 、 但 し 、
上 記 可 溶 性 エ フ リ ン B2ポ リ ペ プ チ ド は 単 量 体 で あ り 、 高 親 和 で EphB4ポ リ ペ プ チ ド へ 結 合
す る ； （ ｉ ｉ ｉ ） EphB4蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 へ 結 合 し 、 EphB4の 活 性 を 抑 制 す る 抗 体 ； 及 び
（ ｉ ｖ ） エ フ リ ン B2蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 へ 結 合 し 、 エ フ リ ン B2の 活 性 を 抑 制 す る 抗 体 。 本
発 明 の 方 法 は 、 任 意 で 、 患 者 中 の EphB4及 び ／ 又 は エ フ リ ン B2遺 伝 子 の 遺 伝 子 増 幅 を 含 む
複 数 の 癌 細 胞 を 有 す る 腫 瘍 を 特 定 す る ス テ ッ プ を 含 有 し て も よ い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 で は 例 え ば 、 エ フ リ ン B2又 は EphB4ア ン タ ゴ ニ ス ト で の 治 療 が 適 切 で あ る 腫 瘍 を
特 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 上 記 方 法 は 、 腫 瘍 細 胞 中 に １ 以 上 の 下 記 特 徴 を 検 出 す る 方 法 を
含 有 し て も よ い ： （ ａ ） EphB4蛋 白 質 及 び ／ 又 は ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 ； （ ｂ ） エ フ リ ン B2蛋 白
質 及 び ／ 又 は ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 ； （ ｃ ） EphB4遺 伝 子 の 遺 伝 子 増 幅 ； 又 は （ ｄ ） エ フ リ ン B2
遺 伝 子 の 遺 伝 子 増 幅 。 １ 以 上 の 上 記 特 徴 （ ａ ） ～ （ ｄ ） を 有 す る 腫 瘍 細 胞 は 、 本 発 明 の ポ
リ ペ プ チ ド 薬 等 の 、 エ フ リ ン B2又 は EphB4ア ン タ ゴ ニ ス ト で の 治 療 が 適 切 で あ っ て も よ い
。
【 ０ ０ １ ８ 】

　 図 １ は Ｂ ４ Ｅ Ｃ ｖ ３ 蛋 白 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す （ 非 開 裂 EphB4リ ー ダ ー ペ プ チ ド を 含
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む 前 駆 体 の 推 定 配 列 を 示 す ） 。
　 図 ２ は Ｂ ４ Ｅ Ｃ ｖ ３ Ｎ Ｔ 蛋 白 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す （ 非 開 裂 EphB4リ ー ダ ー ペ プ チ ド
を 含 む 前 駆 体 の 推 定 配 列 を 示 す ） 。
　 図 ３ は Ｂ ２ Ｅ Ｃ 蛋 白 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す （ 非 開 裂 エ フ リ ン B2リ ー ダ ー ペ プ チ ド を 含
む 前 駆 体 の 推 定 配 列 を 示 す ） 。
　 図 ４ は Ｂ ４ Ｅ Ｃ ｖ ３ -Ｆ Ｃ 蛋 白 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す （ 非 開 裂 EphB4リ ー ダ ー ペ プ チ ド
を 含 む 前 駆 体 の 推 定 配 列 を 示 す ） 。
　 図 ５ は 、 Ｂ ２ Ｅ Ｃ -Ｆ Ｃ 蛋 白 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す （ 非 開 裂 エ フ リ ン B2リ ー ダ ー ペ プ
チ ド を 含 む 前 駆 体 の 推 定 配 列 を 示 す ） 。
　 図 ６ は Ｂ ４ Ｅ Ｃ -Ｆ Ｃ 結 合 ア ッ セ イ （ プ ロ テ イ ン Ａ -ア ガ ロ ー ス ベ ー ス ） を 示 す 。
　 図 ７ は Ｂ ４ Ｅ Ｃ -Ｆ Ｃ 阻 害 ア ッ セ イ （ 溶 液 中 阻 害 ） を 示 す 。
　 図 ８ は Ｂ ２ Ｅ Ｃ -Ｆ Ｃ 結 合 ア ッ セ イ （ プ ロ テ イ ン Ａ -ア ガ ロ ー ス ベ ー ス ア ッ セ イ ） を 示 す
。
　 図 ９ は Ｂ ４ Ｅ ｃ ｖ ３ に 応 答 す る Ｈ Ｕ Ａ Ｅ Ｃ 走 化 性 を 示 す （ 縦 軸 は ０ ． ８ ミ ク ロ ン 径 の 孔
通 過 移 動 し た 細 胞 数 。 横 軸 は 添 加 し た Ｂ ４ Ｅ ｃ ｖ ３ 量 、 ｎ ｇ ／ ml） 。
　 図 １ ０ は Ｂ ２ Ｅ Ｃ -Ｆ Ｃ に 応 答 す る Ｈ Ｈ Ｅ Ｃ の 走 化 性 を 示 す （ 縦 軸 は 孔 通 過 移 動 し た 細
胞 数 。 横 軸 は 添 加 し た Ｂ ２ Ｅ Ｃ -Ｆ Ｃ 量 、 ｎ ｇ ／ ml） 。
　 図 １ １ は Ｂ ２ Ｅ Ｃ に 応 答 す る Ｈ Ｈ Ａ Ｅ Ｃ の 走 化 性 を 示 す （ 縦 軸 は 孔 通 過 移 動 し た 細 胞 数
。 横 軸 は 添 加 し た Ｂ ２ Ｅ Ｃ 量 、 ｎ ｇ ／ ml） 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 図 １ ２ は 、 Ｈ Ｕ Ａ Ｅ Ｃ 細 管 形 成 に 対 す る Ｂ ４ Ｅ ｃ ｖ ３ の 効 果 を 示 す 。
　 図 １ ３ は 、 Ｈ Ｕ Ａ Ｅ Ｃ 細 管 形 成 に 対 す る Ｂ ２ Ｅ Ｃ -Ｆ Ｃ の 効 果 を 示 す 。
　 図 １ ４ は ヒ ト エ フ リ ン B2構 成 の 概 略 図 で あ る 。 ベ ク タ ー 及 び 詳 細 は 上 か ら 、 pET１ ５ b（
E.Coli） 、 pGEX（ E.Coli） 、 pＥ F6（ ほ 乳 類 、 CMVプ ロ モ ー タ ー 、 一 過 性 ） 、 pAPtag-2（ ほ
乳 類 、 ブ ラ ス ト サ イ ジ ン S、 EF-1aプ ロ モ ー タ ー 、 一 過 性 及 び 安 定 ） 、 pRK5（ ほ 乳 類 、 CMV
プ ロ モ ー タ ー 、 一 過 性 ） 、 pcDNA3（ ほ 乳 類 、 Ｇ 4１ 8、 CMVプ ロ モ ー タ ー 、 一 過 性 及 び 安 定
） 、 pEF6（ ほ 乳 類 、 ブ ラ ス ト サ イ ジ ン S、 EF-1aプ ロ モ ー タ ー 、 一 過 性 及 び 安 定 ） 、 pEF6（
ほ 乳 類 、 ブ ラ ス ト サ イ ジ ン S、 EF-1aプ ロ モ ー タ ー 、 一 過 性 及 び 安 定 ） 、 pEF6（ ほ 乳 類 、 ブ
ラ ス ト サ イ ジ ン S、 EF-1aプ ロ モ ー タ ー 、 一 過 性 及 び 安 定 ） 、 pEF6（ ほ 乳 類 、 ブ ラ ス ト サ イ
ジ ン S、 EF-1aプ ロ モ ー タ ー 、 一 過 性 及 び 安 定 ） 、 pIG-Fc（ ほ 乳 類 、 CMVプ ロ モ ー タ ー 、 一
過 性 ） で あ る 。
　 図 １ ５ は ヒ ト EphB4構 成 の 概 略 図 で あ る 。 ベ ク タ ー 及 び 詳 細 は 上 か ら 、 pET１ ５ b（ E.Col
i）  、 pET１ ５ b（ E.Coli） 、 pGEX（ E.Coli） 、 pGEX（ E.Coli） 、 pＥ F6（ ほ 乳 類 、 ブ ラ ス
ト サ イ ジ ン S、 EF-1aプ ロ モ ー タ ー ） 、 pEF6（ ほ 乳 類 、 ブ ラ ス ト サ イ ジ ン S、 EF-1aプ ロ モ ー
タ ー ） 、 pAPtag-2（ ほ 乳 類 、 CMVプ ロ モ ー タ ー ） 、 pAPtag-2（ ほ 乳 類 、 CMVプ ロ モ ー タ ー ）
、 pAPtag-2（ ほ 乳 類 、 CMVプ ロ モ ー タ ー ） 、 pRK5（ ほ 乳 類 、 CMVプ ロ モ ー タ ー ） 、 pcDNA3（
ほ 乳 類 、 Ｇ 4１ 8、 CMVプ ロ モ ー タ ー ） 、 pEF6（ ほ 乳 類 、 ブ ラ ス ト サ イ ジ ン S、 EF-1aプ ロ モ
ー タ ー ） 、 pEF6（ ほ 乳 類 、 ブ ラ ス ト サ イ ジ ン S、 EF-1aプ ロ モ ー タ ー ） 、 pEF6（ ほ 乳 類 、 ブ
ラ ス ト サ イ ジ ン S、 EF-1aプ ロ モ ー タ ー ） 、 pEF6（ ほ 乳 類 、 ブ ラ ス ト サ イ ジ ン S、 EF-1aプ ロ
モ ー タ ー ） 、 pEF6（ ほ 乳 類 、 ブ ラ ス ト サ イ ジ ン S、 EF-1aプ ロ モ ー タ ー ） 、 pIG-Fc（ ほ 乳 類
、 CMVプ ロ モ ー タ ー 、 一 過 性 ） 、 pIG-Fc（ ほ 乳 類 、 CMVプ ロ モ ー タ ー 、 一 過 性 ） で あ る 。
　 図 １ ６ は 組 み 換 え 型 可 溶 性 EphB4Ｅ Ｃ 蛋 白 質 の 領 域 構 造 を 示 す 。 領 域 の 表 示 は 下 記 の 通
り で あ る ： Ｌ ＝ リ ー ダ ー ペ プ チ ド 、 Ｇ ＝ 球 状 （ リ ガ ン ド -結 合 領 域 ） 、 Ｃ ＝ Ｃ ｙ ｓ リ ッ チ
領 域 、 Ｆ １ 、 Ｆ ２ ＝ フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン 型 IIIリ ピ ー ト 、 Ｈ ＝ ６ ｘ Ｈ ｉ ｓ 標 識 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 図 １ ７ は 、 EphB4Ｅ Ｃ 蛋 白 質 の 精 製 及 び リ ガ ン ド 結 合 性 を 示 す 。 図 １ ７ Ａ は （ ク マ シ ー
染 色 さ れ ） 精 製 さ れ た EphB4由 来 の 組 み 換 え 型 可 溶 性 蛋 白 質 の Ｓ Ｄ Ｓ -Ｐ Ａ Ａ Ｇ ゲ ル 電 気 泳
動 を 示 す 。 図 １ ７ Ｂ は 、 Ｎ ｉ -Ｎ Ｔ Ａ -ア ガ ロ ー ス ビ ー ズ 上 に 固 定 化 し た EphB4由 来 の 組 み
換 え 型 蛋 白 質 へ の エ フ リ ン B2-Ａ Ｐ 融 合 体 の 結 合 性 を 示 す 。 三 個 の 複 製 物 の 独 立 し た 試 験
結 果 を そ れ ぞ れ の 蛋 白 質 ご と に 示 す 。 縦 軸 は ４ ２ ０ ｎ ｍ で の 光 学 密 度 。
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　 図 １ ８ は 、 EphB4ｖ ３ が 走 化 性 を 抑 制 す る こ と を 示 す 。 上 の グ ラ フ は 増 殖 因 子 存 在 下 で
の Ｂ ４ ｖ ３ に 応 答 す る Ｈ Ｕ Ａ Ｅ Ｃ 侵 襲 を 示 し 、 縦 軸 は ０ ． ８ ｕ ｎ 径 の マ ト リ ゲ ル 被 覆 さ れ
た 孔 を 通 過 し て ウ ェ ル 間 を 移 動 し た 細 胞 数 、 横 軸 は 添 加 し た Ｂ ４ ｖ ３ 量 ｎ ｇ ／ mlを 示 す 。
in vitro侵 襲 ア ッ セ イ ： Ｈ Ｕ Ａ Ｅ Ｃ 走 化 性 （ 移 動 及 び 基 底 膜 能 の 劣 化 の 測 定 ） は 、 modifi
edボ イ デ ン （ 商 標 ） チ ャ ン バ ー （ ト ラ ン ス ウ ェ ル 膜 フ ィ ル タ ー イ ン サ ー ト ； ２ ４ ウ ェ ル プ
レ ー ト 、 ６ ． ５ ｍ ｍ 直 径 、 ８ ｕ ｍ 孔 径 、 １ ０ ｕ ｍ 厚 ポ リ マ ー カ ー ボ ネ ー ト 膜 ） を 使 用 し て
評 価 し た 。 ト ラ ン ス ウ ェ ル の 上 部 表 面 は マ ト リ ゲ ル で 予 備 コ ー ト し た 。 ０ ． ２ ５ ％ Ｂ Ｓ Ａ
の ２ ０ ０ ｕ lの Ｅ Ｂ Ｍ 溶 液 中 の Ｈ Ｕ Ａ Ｅ Ｃ 細 胞 の 懸 濁 液 （ ２ × １ ０ 5 細 胞 ／ ml） を 、 上 室 チ
ャ ン バ ー に 接 種 し 、 Ｂ ４ ｖ ３ 蛋 白 質 を 刺 激 剤 （ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 又 は ｂ Ｆ Ｇ Ｆ ） と 同 時 に 共 に チ ャ
ン バ ー の 下 室 へ 添 加 し 、 １ ０ ０ ｎ Ｍ ～ １ ｕ Ｍ 試 験 化 合 物 の 存 在 又 は 非 存 在 下 で １ ０ ～ ２ ０
ｎ ｇ ／ mlの Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ に 応 答 し て そ れ ら の ポ リ カ ー ボ ネ ー ト フ ィ ル タ ー を 通 過 す る 移 動 を 測
定 し た 。 ３ ７ ℃ で ４ ～ ２ ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 フ ィ ル タ ー の 上 部 表 面 を 綿 棒 で ス
ク レ ー プ し 、 フ ィ ル タ ー を 固 定 し て Diff Quick（ 商 標 ） で 染 色 し た 。 ３ 個 の 複 製 物 に つ い
て 行 っ た 。 ２ ０ ０ × 倍 率 で １ ０ の ラ ン ダ ム 視 野 を 計 測 し 、 結 果 を 視 野 当 り の 平 均 数 と し て
示 し た 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 図 １ ９ は 、 EphB4ｖ ３ が マ ト リ ゲ ル （ 商 標 ） 上 の 細 管 形 成 を 抑 制 す る こ と を 示 す 。
　 Ａ は 代 表 的 試 験 で の Ｂ ４ ｖ ３ に よ る 細 管 形 成 の 強 い 阻 害 を 示 す 。
　 Ｂ は 、 濃 度 増 加 す る Ｂ ４ ｖ ３ で 得 ら れ る 、 蛋 白 質 な し の 細 胞 と 比 較 し て の 管 長 さ の 減 少
及 び 結 合 数 の 減 少 の 評 価 を 示 す 。 そ の 結 果 は 、 複 製 ウ ェ ル で 行 わ れ た 三 個 の 複 製 物 の 独 立
し た 試 験 か ら 得 ら れ る 平 均 値 ± S.D.（ 標 準 偏 差 ） で 示 さ れ る 。
　 Ｈ Ｕ Ａ Ｅ Ｃ 培 養 物 を ８ ０ ０ 、 ２ ０ ０ ０ 及 び ４ ０ ０ ０ ｎ ｇ ／ mlの Ｂ ４ ｖ ３ で 培 養 し 、 次 に
刺 激 条 件 の 増 殖 因 子 を 有 す る Ｓ Ｔ Ｄ マ ト リ ゲ ル 上 に 接 種 し て 細 管 形 成 を 分 析 し た 。 接 種 ６
時 間 及 び ２ ４ 時 間 後 、 細 胞 の 画 像 を ２ ０ × 倍 率 で と り 、 ウ ェ ル 中 に 形 成 さ れ た 細 管 状 ネ ッ
ト ワ ー ク の 合 計 長 さ 及 び 連 結 部 の 数 を 測 定 し た 。 Ａ は 、 代 表 的 実 施 例 で の Ｂ ４ ｖ ３ に よ る
細 管 形 成 の 強 い 阻 止 を 示 す 。 Ｂ は 、 蛋 白 質 の な い 細 胞 と 比 較 し た 、 Ｂ ４ ｖ ３ の 濃 度 増 加 で
得 ら れ た 管 長 さ の 減 少 及 び 連 結 部 の 数 の 減 少 に つ い て Ａ ｎ ｇ ｉ ｏ Ｓ ｙ ｓ ソ フ ト ウ ェ ア （ 商
標 ） で の 評 価 を 示 す 。 結 果 を 複 製 し た ウ ェ ル で 実 施 し た ３ 個 の 独 立 し た 試 験 か ら 得 ら れ た
平 均 値 ± S.D.と し て 示 す 。 左 側 グ ラ フ の 縦 軸 は 細 管 合 計 長 さ （ 二 量 体 ） 、 右 側 グ ラ フ の 縦
軸 は 細 管 連 結 部 数 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 図 ２ ０ は 、 可 溶 性 EphB4は 、 Ｍ Ｔ Ｓ ア ッ セ イ で 評 価 し た 細 胞 毒 性 効 果 は 検 出 さ れ な か っ
た こ と を 示 す 。 セ ル タ イ タ ー ９ ６ Ｈ Ｕ Ａ Ｅ Ｃ ｗ ／ Ｂ ４ ｖ ３ を 蛋 白 質 濃 度 （ 横 軸 ） に 対 す る
４ ９ ２ ｎ ｍ 吸 光 度 を 示 す 細 胞 生 存 率 ア ッ セ イ で あ る 。 細 胞 生 存 率 は 、 （ 3-（ 4,5-ジ メ チ ル
チ ア ゾ ー ル -2-イ ル ） -5-（ 3-カ ル ボ キ シ メ ト キ シ フ ェ ニ ル ） -2-（ 4-ス ル ホ フ ェ ニ ル ） -2H
-テ ト ラ ゾ リ ウ ム 、 分 子 内 塩 （ MTS） ア ッ セ イ を 使 用 し て 製 造 者 の 取 り 扱 い 説 明 書 に 従 い 決
定 し た 。
　 図 ２ １ は 、 ネ ズ ミ マ ト リ ゲ ル （ 商 標 ） ア ッ セ イ に お い て Ｂ ４ ｖ ３ は 、 内 皮 細 胞 に よ る 侵
襲 及 び 細 管 形 成 を 抑 制 す る こ と を 示 す 。
  Ｂ ４ ｖ ３ （ ５ ０ ｎ Ｍ ） を Ｅ Ｃ Ｇ Ｓ （ １ ５ ０ ｎ ｇ ／ ml） を 含 有 す る マ ト リ ゲ ル 溶 液 へ 添 加
し 、 Balb/C nu/nuマ ウ ス へ 皮 下 注 射 し た 。 ６ 日 後 、 プ ラ グ を 取 り 出 し て パ ラ フ ィ ン 中 で 処
理 し た 。 個 々 の 断 片 を 、 ヘ マ ト キ シ リ ン （ Ａ ） 又 は ト リ ク ロ ー ム （ 商 標 、 マ ッ ソ ン 社 製 ）
の い ず れ か で 染 色 し て 合 計 侵 襲 細 胞 を 検 出 し て ２ ０ × 倍 率 で 画 像 を と っ た 。 （ Ａ Ｂ 左 上 は
Ｇ Ｆ な し の マ ト リ ゲ ル プ ラ グ の 断 片 を 示 し 、 Ａ の 右 上 は Ｇ Ｆ を 含 む Ｂ ４ Iｇ Ｇ を 有 す る 断
片 を 示 し 、 左 下 の 断 片 は Ｇ Ｆ を 含 有 し 、 右 下 は Ｂ ４ ｖ ３ の 存 在 下 で の Ｇ Ｆ を 示 す 。 内 皮 細
胞 の 顕 著 な 侵 襲 は Ｇ Ｆ 含 有 マ ト リ ゲ ル の み で 観 察 さ れ た 。
　 右 上 は Ｂ ４ Iｇ Ｇ に よ り 誘 起 さ れ 侵 襲 さ れ た 多 数 の 細 胞 を 有 す る 区 域 を 示 し 、 そ れ は Ｂ
４ ｖ ３ の 二 量 体 を 示 す 。 画 像 の 左 上 部 は 、 マ ト リ ゲ ル プ ラ グ 周 囲 に 形 成 さ れ た 細 胞 層 に 対
応 し 、 そ こ か ら 細 胞 が 右 下 隅 の 方 向 へ 配 置 さ れ た プ ラ グ の 中 央 に 向 か っ て 侵 襲 す る 。 マ ト
リ ゲ ル プ ラ グ の 断 片 中 の 全 細 胞 は Scion Imageソ フ ト ウ ェ ア （ 商 標 ） で 定 量 化 さ れ た 。 複
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製 し た プ ラ グ で の ２ 個 の 複 製 物 の 試 験 か ら 得 ら れ た 結 果 を 、 平 均 値 ± S.D.と し て 示 す 。 下
の グ ラ フ は 、 in vivoの B4グ ル ー プ の マ ト リ ゲ ル プ ラ グ に つ い て 、 ５ ０ ｎ Ｍ 蛋 白 質 で 処 理
し た グ ル ー プ を 示 す 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 図 ２ ２ は 、 EphB4由 来 の 組 み 換 え 型 可 溶 性 蛋 白 質 の 存 在 下 又 は そ の 非 存 在 下 で 、 エ フ リ
ン B2-Fc融 合 で の 刺 激 に 応 答 す る 、 Ｐ Ｃ ３ 細 胞 中 の EphB4レ セ プ タ ー の チ ロ シ ン リ ン 酸 化 を
示 す 。
　 図 ２ ３ は 、 生 存 能 力 （ 生 存 率 ） 及 び 細 胞 周 期 に 対 す る 可 溶 性 EphB4　 Ｅ Ｃ Ｄ の 効 果 を 示
す 。 Ａ は 、 ２ 個 の Ｈ Ｎ Ｓ Ｃ Ｃ （ -１ ５ 及 び -４ ） 細 胞 系 の ３ 日 間 細 胞 生 存 能 力 ア ッ セ イ を 示
す 。 Ｂ は 、 Ａ 中 で 処 理 さ れ る Ｈ Ｎ Ｓ Ｃ Ｃ -１ ５ 細 胞 中 の 細 胞 周 期 の Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 分 析 を 示 す 。
こ れ ら の 細 胞 の 処 理 は 、 矢 印 に よ り 示 さ れ る よ う に サ ブ Ｇ ０ ／ Ｇ 1及 び Ｓ ／ Ｇ ２ 期 中 の 蓄
積 を 生 じ た 。
　 図 ２ ４ は 、 Ｂ ４ ｖ ３ は 、 ネ ズ ミ 角 膜 hydron（ 商 標 ） マ イ ク ロ ポ ケ ッ ト ア ッ セ イ 中 の 新 血
管 応 答 を 阻 害 す る こ と を 示 す 。
　 Ｂ ４ ｖ ３ （ １ ８ ０ ｎ ｇ ） を 、 繊 維 芽 細 胞 増 殖 因 子 （ ｂ Ｆ Ｇ Ｆ ） （ １ ０ ０ ｎ ｇ ） の 存 在 又
は 非 存 在 下 で hydron及 び ス ク ラ ル フ ェ ー ト （ ４ ５ ｕ ｇ ） へ 添 加 し 、 ペ レ ッ ト を 形 成 し た 。
ペ レ ッ ト を 選 択 し 、 Balb/C nu/nuマ ウ ス の 角 膜 中 の マ イ ク ロ ポ ケ ッ ト 中 に 挿 入 し た 。 ３ 日
後 、 ペ レ ッ ト を 取 り 出 し 、 化 合 物 を 凍 結 処 理 し た 。 ｂ Ｆ Ｇ Ｒ -ス ク ラ ル フ ェ ー ト ペ レ ッ ト
（ 左 上 ） の み が 、 移 植 ３ 日 後 に 角 膜 輪 部 脈 管 か ら 発 生 し て ペ レ ッ ト へ 達 す る 激 し い 血 管 新
生 反 応 を 誘 起 し た 。 ｂ Ｆ Ｇ Ｆ 及 び ス ク ラ ル フ ェ ー ト を 含 有 す る 、 Ｂ ４ ｖ ３ 及 び Ｂ ＄ ｆ （ そ
れ ぞ れ 右 上 及 び 左 下 ） を 有 す る ペ レ ッ ト は 、 移 植 ３ 日 後 に バ ッ ク グ ラ ウ ン ド （ 左 下 ） を 超
え る 血 管 形 成 応 答 を 生 成 し な か っ た 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 図 ２ ５ は 、 ｓ Ｂ ４ ｖ ３ と の Ｓ Ｃ Ｃ １ ５ （ 左 側 グ ラ フ ） 、 Ｂ １ ６ （ 右 側 グ ラ フ ） 及 び Ｍ Ｃ
Ｆ -７ （ 中 央 グ ラ フ ） の 共 注 射 は 、 マ ト リ ゲ ル 及 び 増 殖 因 子 の 存 在 下 で 、 こ れ ら の 細 胞 の i
n vivo腫 瘍 増 殖 を 抑 制 す る こ と を 示 す 。
　 Ａ は 、 ｓ Ｂ ４ ｖ ３ を 、 マ ト リ ゲ ル 製 剤 中 × １ ０ 6 細 胞 で 、 ４ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 体 重 で 皮 下 に
共 注 射 し た 。 代 表 的 画 像 は 、 Ｐ Ｂ Ｓ コ ン ト ロ ー ル 処 理 （ 右 側 腹 部 ） と 比 較 し て 、 ｓ Ｂ ４ の
存 在 下 （ 左 側 腹 部 ） で 腫 瘍 増 殖 を 阻 害 し た こ と を 示 す 。
　 Ｂ は 、 ｓ Ｂ ４ （ ｖ ３ ） で の 処 理 は 、 コ ン ト ロ ー ル 処 理 マ ウ ス と 比 較 し て in vivo（ ヌ ー
ド マ ウ ス ） で 顕 著 に ヒ ト Ｓ Ｃ Ｃ 、 Ｂ １ ６ 及 び Ｍ Ｃ Ｆ -７ 腫 瘍 増 殖 （ 腫 瘍 サ イ ズ ） を 阻 害 し
た （ ｐ ＜ ０ ． ０ ５ ） 。
　 Ｃ は 、 ｓ Ｂ ４ （ ｖ ３ ） で の 処 理 は 、 コ ン ト ロ ー ル 処 理 マ ウ ス と 比 較 し て in vivoで 腫 瘍
重 量 を 顕 著 に 抑 制 し た （ ｐ ＜ ０ ． ０ ５ ） 。 デ ー タ は 平 均 ± Ｓ Ｅ Ｍ （ 標 準 偏 差 ） と し て 示 す
。 ＊ ｐ ＜ ０ ． ０ ５ 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 図 ２ ６ は 、 Ｓ Ｃ Ｃ １ ５ の 腫 瘍 組 織 を 示 し 、 可 溶 性 EphB4は ３ 種 の 腫 瘍 種 、 Ｂ １ ６ 黒 色 腫
（ 中 央 部 画 像 ２ 枚 ） 、 Ｓ Ｃ Ｃ １ ５ （ 頭 部 癌 及 び 頚 部 癌 、 上 部 画 像 １ ２ 枚 ） 、 及 び Ｍ Ｃ Ｆ -
７ （ 乳 癌 、 下 部 画 像 ２ 枚 ） で ア ポ ト ー シ ス 、 壊 死 及 び 血 管 形 成 減 少 を 生 じ る こ と を 示 す 。
腫 瘍 は マ ト リ ゲ ル （ 商 標 ） プ ラ ス 増 殖 因 子 及 び 可 溶 性 EphB4と 予 備 混 合 し て 皮 下 注 射 さ れ
る 。 １ ０ ～ １ ４ 日 後 、 マ ウ ス に Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ （ フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト ） -レ ク チ
ン （ 緑 ） を 静 脈 注 射 し て 血 管 か ん 流 を 評 価 し た 。 コ ン ト ロ ー ル Ｐ Ｂ Ｓ で 処 理 さ れ た 腫 瘍 は
、 高 い 腫 瘍 密 度 及 び 活 発 な 血 管 形 成 応 答 を 示 し た 。 ｓ EphB4で 処 理 さ れ た 腫 瘍 は 、 腫 瘍 細
胞 密 度 の 減 少 及 び 生 存 腫 瘍 細 胞 領 域 で の 腫 瘍 血 管 形 成 の 顕 著 な 阻 害 、 並 び に 腫 瘍 壊 死 及 び
ア ポ ト ー シ ス を 示 し た 。
　 図 ２ ７ は 、 前 立 腺 細 胞 系 で の EphB4の 発 現 を 示 す 。
　 Ａ は 、 種 々 の 前 立 腺 癌 細 胞 系 、 細 胞 系 （ Ｍ Ｌ Ｃ ） 由 来 の 正 常 前 立 腺 及 び 、 EphB4モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 で プ ロ ー ブ さ れ る 急 性 骨 髄 芽 球 性 リ ン パ 腫 細 胞 （ Ａ Ｍ Ｌ ） の 全 細 胞 溶 解 産 物
の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 を 示 す 。 上 段 は EphB4、 下 段 は β -ア ク チ ン （ 標 準 蛋 白 質 ） 。 Ｂ は
、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ り 決 定 さ れ る Ｐ Ｃ ３ 細 胞 中 の EphB4の リ ン 酸 化 を 示 す 。 左 は
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１ ０ ％ Ｐ Ｂ Ｓ 、 右 は 血 清 飢 餓 状 態 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 図 ２ ８ は 前 立 腺 癌 組 織 中 の EphB4の 発 現 を 示 す 。 EphB4モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 染 色 さ れ た
、 代 表 的 前 立 腺 癌 凍 結 断 片 （ 左 上 ） 又 は イ ソ タ イ プ 特 異 的 コ ン ト ロ ー ル （ 左 下 ） 。 隣 接 す
る Ｂ Ｐ Ｈ 組 織 （ 良 性 肥 大 性 前 立 腺 上 皮 由 来 の ） は 、 EphB4モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 染 色 さ れ
た （ 右 上 ） 。 陽 性 シ グ ナ ル は 、 腫 瘍 細 胞 中 で 茶 色 で あ る 。 ス ト ロ マ 及 び 正 常 上 皮 は 陰 性 で
あ る 。 腫 瘍 組 織 中 の 染 色 の 膜 局 在 化 は 、 EphB4の 膜 貫 通 局 在 化 と 一 致 す る こ と は 注 意 す べ
き で あ る 。 右 下 グ ラ フ は 、 癌 標 本 （ 右 ） 及 び 隣 接 す る Ｂ Ｐ Ｈ 組 織 （ 左 ） か ら 抽 出 さ れ た Ep
hB4： β -ア ク チ ン Ｒ Ｎ Ａ の 代 表 的 Ｑ Ｒ Ｔ -Ｐ Ｃ Ｒ （ 定 量 的 Ｒ Ｔ -Ｐ Ｃ Ｒ 法 ） を 示 す 。 下 の 表
は 前 立 腺 組 織 ア レ イ 中 の EphB4染 色 結 果 を 示 す 。
　 図 ２ ９ は 、 腫 瘍 抑 制 剤 に よ る 前 立 腺 癌 細 胞 中 の EphB4の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン 及 び Ｒ
Ｘ Ｒ （ レ チ ノ イ ド Ｘ レ セ プ タ ー ） 発 現 を 示 す 。 Ａ で は 、 Ｐ Ｃ ３ 細 胞 は 、 短 縮 （ truncated
） さ れ た Ｃ Ｄ ４ 及 び ｐ ５ ３ 若 し く は Ｐ Ｔ Ｅ Ｎ 又 は ベ ク タ ー の み で 共 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ
た 。 ２ ４ 時 間 後 、 Ｃ Ｄ ４ -分 類 さ れ た 細 胞 を 採 取 し 、 溶 解 し 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 で Eph
B4及 び 、 標 準 蛋 白 質 と し て β -ア ク チ ン の 発 現 を 逐 次 的 に 分 析 し た 。 Ｂ は 、 種 々 の 安 定 な
細 胞 系 の 上 記 （ Ａ ） の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 を 示 す 。 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ -Ｆ Ｇ Ｆ は Ｆ Ｇ Ｆ -８ の 安
定 な ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ク ロ ー ン で あ り 、 一 方 Ｃ Ｗ Ｒ ２ ２ Ｒ -Ｒ Ｘ Ｒ は Ｒ Ｘ Ｒ レ セ プ タ
ー を 安 定 し て 発 現 す る 。 Ｂ Ｐ Ｈ -１ は 、 良 性 肥 大 性 前 立 腺 上 皮 か ら 確 立 さ れ た 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 図 ３ ０ は 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 及 び Ｉ Ｇ Ｆ Ｒ -１ に よ る 前 立 腺 癌 細 胞 中 の EphB4の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー
シ ョ ン を 示 す 。 Ａ は 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ を 特 異 的 に 阻 害 剤 Ａ Ｇ １ ４ ７ ８ （ １ ｎ Ｍ ） で ３ ６ 時 間 処 理
又 は 処 理 な し で の Ｐ Ｃ ３ 細 胞 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 を 示 す 。 EphB4シ グ ナ ル の 減 少 が Ａ
Ｇ １ ４ ７ ８ 処 理 後 に 観 察 さ れ た 。 膜 を ス ト リ ッ プ し 、 影 響 を 受 け て い な い β -ア ク チ ン で
再 プ ロ ー ブ し た 。 Ｂ は 、 Ｉ Ｇ Ｆ Ｒ -１ を 特 異 的 に 中 和 す る 抗 体 Ｍ Ａ Ｂ ３ ９ １ で （ ２ μ ｇ ／ m
l； 一 晩 ） 処 理 し 又 は 処 理 し な い Ｐ Ｃ ３ 細 胞 の ３ 個 の 複 製 サ ン プ ル を 試 験 し た ウ ェ ス タ ン
ブ ロ ッ ト 法 を 示 す 。 膜 を 、 EphB4、 Ｉ Ｇ Ｆ Ｒ -１ 及 び β -ア ク チ ン 抗 体 で 逐 次 的 に プ ロ ー ブ
し た 。 Ｉ Ｇ Ｆ Ｒ -１ シ グ ナ ル は 、 Ｍ Ａ Ｂ ３ ９ １ 処 理 に よ る シ グ ナ ル の 予 測 さ れ た 抑 制 を 示
す 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 図 ３ １ は 発 現 及 び 前 立 腺 細 胞 機 能 に 対 し て 特 別 な EphB4　 Ａ Ｓ -Ｏ Ｄ Ｎ （ ア ン チ セ ン ス オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ） 及 び siRNAの 効 果 を 示 す 。
　 Ａ で は 、 EphB4の 完 全 長 構 築 物 を 安 定 し て 発 現 す る ２ ９ ３ 細 胞 を 、 EphB4発 現 を 阻 害 す る
た め の siRNA４ ７ ２ の 能 力 を 評 価 す る た め に 使 用 し た 。 細 胞 を リ ポ フ ェ ク タ ミ ン ２ ０ ０ ０
（ 商 標 ） を 使 用 し て ５ ０ ｎ Ｍ の Ｒ Ｎ Ａ ｉ で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 コ ン ト ロ ー ル siRNA（
緑 蛍 光 蛋 白 質 ； Ｇ Ｆ Ｐ siRNA） 又 は EphB4 siRNA４ ７ ２ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ４ ０ 時 間 後
、 EphB4モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で プ ロ ー ブ し 、 ス ト リ ッ プ し 、 β -ア ク チ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 で 再 プ ロ ー ブ し た 細 胞 溶 解 産 物 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 を 示 す 。
　 Ｂ は 、 完 全 長 EphB4を 一 時 的 に 発 現 す る ２ ９ ３ 中 で の 発 現 に 対 す る EphB4 AS-１ ０ の 効 果
を 示 す 。 細 胞 を Ａ Ｓ -１ ０ 又 は セ ン ス Ｏ Ｄ Ｎ へ ６ 時 間 曝 露 し 、 上 記 （ Ａ ） の ウ ェ ス タ ン ブ
ロ ッ ト 法 に よ り 分 析 し た 。
　 Ｃ は 、 方 法 段 落 記 載 の よ う に siRNAで 処 理 さ れ た Ｐ Ｃ ３ 細 胞 の ４ ８ ｈ 生 存 能 力 ア ッ セ イ
を 示 す 。 三 個 の 複 製 サ ン プ ル の 平 均 ± s.e.m.を 示 す 。
　 Ｄ は 、 方 法 段 落 記 載 の よ う に Ｏ Ｄ Ｎ で 処 理 し た Ｐ Ｃ ３ 細 胞 の ５ 日 間 生 存 能 力 ア ッ セ イ を
示 す 。 三 個 の 複 製 サ ン プ ル の 平 均 ± s.e.m.を 示 す 。
　 Ｅ は 、 上 記 （ Ａ ） 中 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た ５ ０ ｎ Ｍ の siRNAの 存 在 下 で の Ｐ Ｃ ３ 細
胞 の 移 動 の ス ク レ ー プ ア ッ セ イ を 示 す 。 ス ク レ ー プ が 単 層 で 作 成 さ れ た 直 後 （ ０ ｈ ） 及 び
連 続 培 養 で 作 成 さ れ た ２ ０ 時 間 後 に 得 ら れ た 代 表 的 ２ ０ × 視 野 の 顕 微 鏡 写 真 を 示 す 。
　 ２ ０ 時 間 後 の ス ク レ ー プ で は 大 量 の 細 胞 に EphB4siRNA４ ７ ２ で は な く コ ン ト ロ ー ル siRN
Aで 充 填 さ れ て い た 。
　 Ｆ は 、 Ａ Ｓ -１ ０ 又 は セ ン ス Ｏ Ｄ Ｎ （ 両 方 １ ０ μ Ｍ ） で 処 理 し た 細 胞 と 同 様 の ア ッ セ イ
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を 示 す 。
　 Ｇ は 、 方 法 段 落 記 載 の よ う に siRNA又 は コ ン ト ロ ー ル siRNAで ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た Ｐ
Ｃ ３ 細 胞 の マ ト リ ゲ ル （ 商 標 ） 侵 襲 ア ッ セ イ を 示 す 。 下 室 チ ャ ン バ ー 中 で ５ ｍ ｇ ／ mlフ ィ
ブ ロ ネ ク チ ン に 応 答 す る マ ト リ ゲ ル （ 商 標 ） 被 覆 さ れ た イ ン サ ー ト の 下 側 へ の 細 胞 移 動 を
固 定 化 し 、 ギ ム ザ 染 色 し た 。 コ ン ト ロ ー ル siRNA及 び siRNA４ ７ ２ 処 理 し た 細 胞 の 代 表 的 顕
微 鏡 写 真 を 示 す 。 細 胞 数 を ５ 個 の 高 性 能 視 野 で 計 測 し 、 平 均 ± s.e.m.を グ ラ フ に 示 す （ 右
下 ） 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 図 ３ ２ は 、 細 胞 周 期 及 び ア ポ ト ー シ ス に 関 す る EphB4　 siRNA４ ７ ２ の 効 果 を 示 す 。
　 Ａ で は 、 方 法 段 落 記 載 の よ う に siRNAで ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た Ｐ Ｃ ３ 細 胞 を 、 上 記 ト
ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ２ ４ 時 間 後 に フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 細 胞 周 期 段 階 に つ い て 分 析
し た 。 プ ロ ピ ジ ウ ム ア イ オ ダ イ ド 蛍 光 強 度 に 対 す る 細 胞 数 の プ ロ ッ ト を 示 す 。 siRNA４ ７
２ で 処 理 し た 場 合 に １ ％ の コ ン ト ロ ー ル siRNAで の も の と 比 べ 、 ７ ． ９ ％ の 細 胞 母 集 団 は
ア ポ ト ー シ ス 性 で あ る （ サ ブ Ｇ ０ ピ ー ク 中 ） 。
　 Ｂ は 、 方 法 段 落 記 載 の よ う に 細 胞 死 検 出 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ プ ラ ス キ ッ ト に よ り 検 出 さ れ た Ｐ Ｃ
３ 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス を 示 す 。 ４ ０ ５ ｎ ｍ で の 吸 光 度 は 、 核 フ リ ー 細 胞 フ ラ ク シ ョ ン 中 の
ヒ ス ト ン 及 び Ｄ Ｎ Ａ -Ｐ Ｏ Ｄ 量 に 比 例 し て 増 加 し た 。 siRNA４ ７ ２ 及 び Ｇ Ｆ Ｐ  siRNA（ コ ン
ト ロ ー ル ） 表 示 濃 度 で の 三 個 の 複 製 サ ン プ ル の 平 均 ± s.e.m.を 示 す 。
　 図 ３ ３ は 、 EphB4及 び エ フ リ ン B2が 中 皮 腫 細 胞 系 中 で 発 現 さ れ た こ と を Ｒ Ｔ -Ｐ Ｃ Ｒ （ Ａ
） 及 び ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 （ Ｂ ） で 確 認 さ れ る こ と を 示 す 。
　 図 ３ ４ は 、 中 皮 腫 細 胞 中 で の in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ る エ フ リ ン B2及 び Eph
B4の 発 現 を 示 す 。 チ ャ ン バ ー ス ラ イ ド 中 で 培 養 さ れ た Ｎ Ｃ Ｉ 　 Ｈ ２ ８ 中 皮 腫 細 胞 系 は 、 エ
フ リ ン B2又 は EphB4へ の ア ン チ セ ン ス プ ロ ー ブ で ハ イ ブ リ ッ ド 化 さ れ や す か っ た （ 最 上 列
） 。 そ れ ぞ れ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 用 コ ン ト ロ ー ル は 、 セ ン ス （ 最 下 列 ） で あ る 。 陽
性 反 応 は 暗 青 の 細 胞 質 染 色 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 図 ３ ５ は 、 中 皮 腫 培 養 物 中 の EphB4及 び エ フ リ ン B2の 細 胞 性 発 現 を 示 す 。 悪 性 中 皮 腫 患
者 の 胸 水 由 来 の 主 な 細 胞 の 単 離 体 、 並 び に 細 胞 系 Ｎ Ｃ Ｉ 　 Ｈ ２ ８ 、 Ｎ Ｃ Ｉ 　 Ｈ ２ ３ ７ ３ 、
及 び Ｎ Ｃ Ｉ 　 Ｈ ２ ０ ５ ２ の エ フ リ ン B2及 び EphB4に 対 す る 免 疫 蛍 光 染 色 法 で あ る 。 緑 色 は
、 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 標 識 化 第 二 抗 体 の 陽 性 シ グ ナ ル で あ る 。 免 疫 蛍 光 染 色 法 の 特 異 性 に よ り 、 一 次
抗 体 が 無 い 場 合 シ グ ナ ル の 欠 落 を 示 し た （ 第 一 列 ） 。 細 胞 核 は Ｄ Ａ Ｐ Ｉ （ 青 色 ） で 対 比 染
色 さ れ 、 全 細 胞 の 位 置 が 明 ら か に な っ た 。 Ｄ Ａ Ｐ Ｉ 及 び Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 蛍 光 の 併 合 画 像 を 示 す 。
オ リ ジ ナ ル 倍 率 ２ ０ ０ × 。
　 図 ３ ６ は 中 皮 腫 腫 瘍 中 の エ フ リ ン B2及 び EphB4の 発 現 を 示 す 。 悪 性 中 皮 腫 バ イ オ プ シ ー
の 免 疫 組 織 化 学 。 Ｈ ＆ Ｅ 染 色 さ れ た 断 片 は 腫 瘍 構 造 を 明 ら か に 示 し た ； 左 下 パ ネ ル は 一 次
抗 体 の 無 い バ ッ ク グ ラ ウ ン ド コ ン ト ロ ー ル で あ る 。 EphB4及 び エ フ リ ン B2特 異 的 染 色 法 は
茶 色 で あ る 。 オ リ ジ ナ ル 倍 率 ２ ０ ０ × 。
　 図 ３ ７ は Ｈ ２ ８ 細 胞 の 増 殖 に 対 す る EphB4ア ン チ セ ン ス Ｏ Ｄ Ｎ プ ロ ー ブ の 効 果 （ Ａ の グ
ラ フ ） 及 び Ｈ ２ ８ 細 胞 の 増 殖 に 対 す る EphB4 siRNAの 効 果 （ Ｂ の グ ラ フ ） を 示 す 。 い ず れ
も 縦 軸 は 生 存 度 、 横 軸 は 濃 度 を 表 す 。
　 図 ３ ８ は 、 細 胞 移 動 に 対 す る EphB4ア ン チ セ ン ス （ Ａ Ｓ ） プ ロ ー ブ の 効 果 （ Ａ の グ ラ フ
） 及 び Ｈ ２ ８ の 移 動 に 対 す る EphB4 siRNAの 効 果 （ ボ イ デ ン チ ャ ン バ ー 、 Ｂ の グ ラ フ ） を
示 す 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 図 ３ ９ は 、 EphB4は Ｈ Ｎ Ｓ Ｃ Ｃ 主 要 組 織 及 び 転 移 で 発 現 し た こ と を 示 す 。
　 Ａ は 、 上 段 が 本 発 明 の EphB4モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 染 色 さ れ 、 腫 瘍 細 胞 に 局 在 化 し た こ
と を Ｄ Ａ Ｂ （ 茶 色 ） で 画 像 化 さ れ た 代 表 的 保 存 用 断 片 の 免 疫 組 織 化 学 を 示 す 。 下 段 は 、 隣
接 す る 断 片 の ヘ マ ト キ シ リ ン 及 び エ オ シ ン （ Ｈ ＆ Ｅ ） 染 色 を 示 す 。 濃 紫 染 色 法 は 腫 瘍 細 胞
の 存 在 を 表 す 。 右 手 カ ラ ム は 、 EphB4ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 染 色 さ れ （ 右 上 ） 、 Ｄ Ａ Ｂ で
画 像 化 さ れ た リ ン パ 節 転 移 の 凍 結 断 片 で あ る 。 コ ン ト ロ ー ル （ 中 央 ） は ヤ ギ 血 清 で の イ ン
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キ ュ ベ ー シ ョ ン で あ り 、 Ｈ ＆ Ｅ （ 底 部 ） は 、 染 色 さ れ な い ス ト ロ マ で 囲 ま れ た 転 移 性 病 巣
の 位 置 を 明 ら か に す る 。
　 Ｂ は 、 ラ ン オ フ 転 写 に よ り 生 成 さ れ た 、 DIG標 識 化 EphB4（ 左 カ ラ ム ） 及 び エ フ リ ン B2（
右 カ ラ ム ） の ア ン チ セ ン ス 又 は セ ン ス プ ロ ー ブ で プ ロ ー ブ さ れ た Ｈ Ｎ Ｓ Ｃ Ｃ ケ ー ス の 連 続
凍 結 断 片 の in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 示 す 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン シ グ ナ ル （
暗 青 ） は ア ル カ リ -ホ ス フ ァ タ ー ゼ -複 合 抗 DIG抗 体 を 使 用 し て 検 出 さ れ 、 断 片 は Nuclear F
ast Red（ 商 標 ） で 対 比 染 色 さ れ た 。 Ｈ ＆ Ｅ で 染 色 さ れ た 連 続 断 片 を 、 腫 瘍 構 造 を 示 す た
め に 示 す （ 左 下 ） 。
　 Ｃ は 、 腫 瘍 （ Ｔ ） 、 単 純 な （ 包 含 さ れ て い な い ） 正 常 組 織 （ Ｎ ） 及 び リ ン パ 節 バ イ オ プ
シ ー （ Ｌ Ｎ ） か ら 構 成 さ れ る 患 者 サ ン プ ル の 蛋 白 質 抽 出 物 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 を 示 す
。 サ ン プ ル は 、 ４ ～ ２ ０ ％ ト リ ス -グ リ シ ン ゲ ル 中 で ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 さ
れ て 分 離 さ れ 、 次 に ナ イ ロ ン 膜 上 で 電 気 ブ ロ ッ テ ィ ン グ さ れ た 。 膜 は 、 EphB4モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 及 び β -ア ク チ ン Ｍ ｏ Ａ ｂ で 逐 次 的 に プ ロ ー ブ さ れ た 。 化 学 発 光 シ グ ナ ル を オ ー
ト ラ ジ オ グ ラ フ フ ィ ル ム 上 で 検 出 し た 。 １ ２ ０ ｋ Ｄ 位 に 移 動 す る EphB4特 異 バ ン ド 及 び ４
０ ｋ Ｄ 位 に 移 動 す る β -ア ク チ ン を 示 す 。 β -ア ク チ ン シ グ ナ ル を そ れ ぞ れ の サ ン プ ル の 担
持 及 び 転 移 の コ ン ト ロ ー ル と し て 使 用 し た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 図 ４ ０ は EphB4は Ｈ Ｎ Ｓ Ｃ Ｃ 細 胞 系 中 で 発 現 し 、 Ｅ Ｇ Ｆ に よ り レ ギ ュ レ ー ト さ れ る こ と
を 示 す 。
　 Ａ は 、 Ｓ Ｃ Ｃ 細 胞 系 中 の EphB4発 現 の 測 定 を 示 す 。 図 ３ ９ Ｃ で 示 さ れ る よ う に 、 逐 次 的
に EphB4モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で プ ロ ー ブ さ れ 、 ス ト リ ッ プ さ れ 、 β -ア ク チ ン モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 で 再 プ ロ ー ブ さ れ た 全 細 胞 溶 解 産 物 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 を 示 す 。
  Ｂ は 、 EphB4発 現 に 対 す る 特 異 的 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 阻 害 剤 Ａ Ｇ １ ４ ７ ８ の 効 果 を 示 す 。 Ｓ Ｃ Ｃ １
５ の 疎 細 胞 溶 解 産 物 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 は 、 １ ０ ％ Ｆ Ｃ Ｓ を 補 充 さ れ た 培 地 中 で ０ ～
１ ０ ０ ０ ｎ Ｍ 　 Ａ Ｇ １ ４ ７ ８ で ２ ４ 時 間 処 理 （ 左 ） 、 又 は １ ｍ Ｍ 　 Ａ Ｇ １ ４ ７ ８ で ４ 、 ８
、 １ ２ 又 は ２ ４ 時 間 処 理 （ 右 ） し た 。 膜 は 逐 次 的 に EphB4及 び ア ク チ ン を プ ロ ー ブ し た こ
と を 示 す 。 Ｃ は 、 Ｓ Ｃ Ｃ 細 胞 系 中 の EphB4発 現 に 対 す る Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ シ グ ナ ル の 阻 害 効 果 を 示
す 。 １ ０ ％ Ｆ Ｃ Ｓ を 含 有 す る 増 殖 培 地 （ growth media） 中 に 保 持 さ れ た 細 胞 を 、 １ μ Ｍ 　
Ａ Ｇ １ ４ ７ ８ で ２ ４ 時 間 処 理 し 、 そ の 後 疎 細 胞 溶 解 産 物 を 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 、 EphB4、 エ フ リ ン B
2及 び β -ア ク チ ン 抗 体 で 逐 次 的 に プ ロ ー ブ し た 細 胞 溶 解 産 物 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ
り 分 析 し た 。 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ の 特 異 的 シ グ ナ ル が １ ７ ０ ｋ Ｄ 位 に 検 出 さ れ 、 エ フ リ ン B2が ３ ７ ｋ
Ｄ 位 に 、 更 に EphB4及 び β -ア ク チ ン が 図 １ Ｃ 中 に 示 さ れ る よ う に 検 出 さ れ た 。 β -ア ク チ
ン は ロ ー ド 及 び 移 動 コ ン ト ロ ー ル と し て 使 用 し た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 図 ４ １ は 、 Ｅ Ｇ Ｆ に よ る EphB4の レ ギ ュ レ ー シ ョ ン 機 構 を 示 す 。
　 Ａ は 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ シ グ ナ ル 経 路 の 概 略 図 で あ り 、 作 用 部 位 及 び 使 用 さ れ た 特 別 な キ ナ ー ゼ
抑 制 剤 の 名 前 を 赤 で 示 す 。
　 Ｂ で は 、 Ｓ Ｃ Ｃ １ ５ 細 胞 は 、 追 加 的 ２ ４ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 前 に 、 図 示 さ れ た よ う に Ｅ
Ｇ Ｆ （ １ ０ ｎ ｇ ／ ml） 、 ３ μ Ｍ 　 Ｕ ７ ３ １ ２ ２ 、 又 は ５ μ Ｍ 　 Ｓ Ｈ -５ 、 ５ μ Ｍ 　 Ｓ Ｐ ６
０ ０ １ ２ ５ 、 ２ ５ ｎ Ｍ 　 Ｌ Ｙ ２ ９ ４ ０ ０ ２ 、 　 -μ Ｍ 　 Ｐ Ｄ ０ ９ ８ ０ ９ ５ 又 は ５ μ Ｍ 　 Ｓ
Ｂ ２ ０ ３ ５ ８ ０ の 存 在 又 は 非 存 在 下 で ２ ４ 時 間 血 清 飢 餓 状 態 だ っ た 。 Ｎ ／ Ａ は 、 同 体 積 の
希 釈 剤 （ Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ ） の み を 加 え た 培 養 物 を 表 す 。 細 胞 溶 解 産 物 を EphB4モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 を 使 用 し た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 で 分 析 し た 。 β -ア ク チ ン シ グ ナ ル は 、 蛋 白 質 ロ ー ド
及 び 移 動 コ ン ト ロ ー ル と し て 使 用 し た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 図 ４ ２ は 、 特 異 的 EphB4 siRNAは 、 EphB4発 現 、 細 胞 生 存 能 力 を 阻 害 し 、 細 胞 周 期 停 止 を
引 き 起 こ す こ と を 示 す 。
　 Ａ で は 、 安 定 し て 完 全 長 EphB4を 発 現 す る ２ ９ ３ 細 胞 を 、 リ ポ フ ェ ク タ ミ ン ２ ０ ０ ０ （
商 標 ） を 使 用 し て ５ ０ ｎ Ｍ 　 Ｒ Ｎ Ａ ｉ で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ４
０ 時 間 後 、 細 胞 を 採 取 し 、 溶 解 し て ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 用 に 処 理 し た 。 膜 を EphB4モ ノ
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ク ロ ー ナ ル 抗 体 で プ ロ ー ブ し 、 ス ト リ ッ プ し 、 蛋 白 質 ロ ー ド 及 び 移 動 コ ン ト ロ ー ル と し て
β -ア ク チ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 再 プ ロ ー ブ し た 。 ス ク ラ ン ブ ル さ れ た 緑 蛍 光 蛋 白 質 （
Ｇ Ｆ Ｐ ） 配 列 に 対 す る 陰 性 試 薬 コ ン ト ロ ー ル は Ｒ Ｎ Ａ ｉ で あ り 、 コ ン ト ロ ー ル は リ ポ フ ェ
ク タ ミ ン ２ ０ ０ ０ （ 商 標 ） の み で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ る 。
　 Ｂ は 、 方 法 段 落 記 載 の よ う に siRNAで ４ ８ 時 間 処 理 し た Ｓ Ｃ Ｃ 細 胞 系 の Ｍ Ｔ Ｔ 細 胞 生 存
能 力 ア ッ セ イ を 示 す 。 三 個 の 複 製 サ ン プ ル の 平 均 ± s.e.m.を 示 す 。
　 Ｃ で は 、 siRNAで 上 記 の よ う に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た Ｓ Ｃ Ｃ １ ５ 細 胞 を 、 ト ラ ン ス フ
ェ ク シ ョ ン ２ ４ 時 間 後 、 記 載 の よ う に フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 細 胞 周 期 段 階 を 分 析 し
た 。 プ ロ ピ ジ ウ ム ア イ オ ダ イ ド 蛍 光 強 度 に 対 す る 細 胞 数 の プ ロ ッ ト を 示 す 。 上 列 及 び 及 び
中 央 列 は 、 siRNAト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン １ ６ 時 間 後 の 細 胞 の プ ロ ッ ト を 示 し 、 最 下 列 は 、
ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ３ ６ 時 間 後 の 細 胞 の プ ロ ッ ト を 示 す 。 特 異 的 siRNA及 び 濃 度 は 、 そ
れ ぞ れ の プ ロ ッ ト で 示 さ れ る 。 Ｌ ｉ ｐ ｏ ＝ リ ポ フ ェ ク タ ミ ン （ 商 標 ） ２ ０ ０ ｍ ｏ ｃ ｋ ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 図 ４ ３ は 、 Ｓ Ｃ Ｃ 細 胞 に 対 す る 特 別 な EphB4　 Ａ Ｓ -Ｏ Ｄ Ｎ の in vitro効 果 を 示 す 。
Ａ で は 、 EphB4完 全 長 発 現 プ ラ ス ミ ド で 一 時 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た ２ ９ ３ 細 胞 を 、 ト
ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ６ 時 間 後 上 記 ア ン チ セ ン ス Ｏ Ｄ Ｎ で 処 理 し た 。 細 胞 溶 解 産 物 を Ａ Ｓ -
Ｏ Ｄ Ｎ 処 理 ２ ４ 時 間 後 採 取 し て ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 を 適 用 し た 。
　 Ｂ で は 、 Ｓ Ｃ Ｃ ２ ５ 細 胞 を ４ ８ ウ ェ ル プ レ ー ト へ 均 一 密 度 で 接 種 し 、 １ 、 ５ 、 及 び １ ０
μ Ｍ の EphB4　 Ａ Ｓ -Ｏ Ｄ Ｎ で ２ 及 び ４ 日 処 理 し た 。 細 胞 生 存 能 力 を 第 ５ 日 に Ｍ Ｔ Ｔ ア ッ セ
イ で 測 定 し た 。 三 個 の 複 製 サ ン プ ル の 平 均 値 ± s.e.m.を 示 す 。 EphB4蛋 白 質 レ ベ ル 阻 害 活
性 を 示 し た Ａ Ｓ -Ｏ Ｄ Ｎ も 又 、 Ｓ Ｃ Ｃ １ ５ 細 胞 生 存 能 力 の 効 果 的 抑 制 剤 で あ っ た 。
　 Ｃ は 、 未 処 理 細 胞 （ 上 部 ） と 比 較 し た ３ ６ 時 間 Ａ Ｓ -１ ０ で 処 理 し た Ｓ Ｃ Ｃ １ ５ 細 胞 （
底 部 ） の 細 胞 周 期 分 析 を 示 す 。
　 Ｄ は 、 プ ラ ス チ ッ ク パ ス ツ ー ル ピ ペ ッ ト で ス ク レ ー プ し て 単 層 中 に ３ ｍ ｍ 幅 裂 け 目 を 作
成 し た Ｓ Ｃ Ｃ １ ５ 細 胞 の 融 合 培 養 物 を 示 す 。 EphB4　 Ａ Ｓ -Ｏ Ｄ Ｎ （ Ａ Ｓ -１ ０ ） の 阻 害 及
び Ａ Ｓ -Ｏ Ｄ Ｎ （ Ａ Ｓ -１ ） の 非 阻 害 の 存 在 下 で 細 胞 の 移 動 能 力 及 び 創 傷 へ の 近 接 能 力 を 、
４ ８ 時 間 後 評 価 し た 。 ス ク ラ ン ブ ル さ れ た Ｏ Ｄ Ｎ は 陰 性 コ ン ト ロ ー ル Ｏ Ｄ Ｎ と し て 含 ま れ
た 。 標 識 化 未 処 理 培 養 物 は Ｏ Ｄ Ｎ へ 曝 さ れ な か っ た 。 試 験 開 始 時 点 で 、 全 培 養 物 は 同 一 幅
の ス ク レ ー プ （ 裂 け 目 ） を 示 し 、 １ μ Ｍ  EphB4 AS-１ ０ 中 で ４ ８ 時 間 後 に 観 察 さ れ る も の
と 類 似 で あ っ た 。 赤 い 括 弧 は 、 最 初 の ス ク レ ー プ 幅 を 表 す 。
　 Ｅ は 、 方 法 段 落 記 載 の ２ 室 ア ッ セ イ 中 の 、 ２ ０ ｍ ｇ ／ ml  Ｅ Ｇ Ｆ で の Ｓ Ｃ Ｃ １ ５ 細 胞 の
移 動 を 示 す 。 未 処 理 （ Ｎ Ｔ ） 、 Ａ Ｓ -６ 及 び Ａ Ｓ -１ ０ 処 理 し た 細 胞 並 び に 、 移 動 阻 害 の 陽
性 コ ン ト ロ ー ル と し て の １ ０ ｎ ｇ ／ mlタ キ ソ ー ル の 代 表 的 顕 微 鏡 写 真 を 示 す 。
　 Ｆ で は 、 細 胞 数 を ５ 個 の 高 性 能 視 野 中 で 計 測 し 、 平 均 ± s.e.m.を グ ラ フ 中 に 示 す 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 図 ４ ４ は 、 EphB4　 Ａ Ｓ -Ｏ Ｄ Ｎ は in vivo腫 瘍 増 殖 を 抑 制 す る こ と を 示 す 。 ２ ０ ｍ ｇ ／
ｋ ｇ ／ 日 で 、 EphB4 AS-１ ０ 処 理 又 は Ｏ Ｄ Ｎ ス ク ラ ン ブ ル さ れ た Balb/Cヌ ー ド マ ウ ス 中 へ
の Ｓ Ｃ Ｃ １ ５ 皮 下 腫 瘍 異 種 移 植 の 増 殖 曲 線 は 、 ５ × １ ０ 6 細 胞 の 移 植 の 次 の 日 か ら 始 ま る
。 コ ン ト ロ ー ル マ ウ ス は 同 体 積 の 希 釈 剤 （ Ｐ Ｂ Ｓ ） を 投 与 さ れ た 。 ６ マ ウ ス ／ グ ル ー プ の
平 均 ± s.e.m.を 示 す 。 ＊ Ｐ ＝ ０ ． ０ ０ ０ １ （ ス ク ラ ン ブ ル さ れ た Ｏ Ｄ Ｎ 処 理 し た グ ル ー プ
と 比 較 し た ス チ ュ ー デ ン ト ｔ -ｔ ｅ ｓ ｔ に よ る 。 ）
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 図 ４ ５ は EphB4で は な く エ フ リ ン B2が Ｋ Ｓ バ イ オ プ シ ー 組 織 中 で 発 現 し た こ と を 示 す 。
Ａ は 、 エ フ リ ン B2及 び EphB4用 ア ン チ セ ン ス プ ロ ー ブ と の in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
、 及 び 腫 瘍 構 造 を 示 す た め に Ｈ ＆ Ｅ 染 色 さ れ た 対 応 す る 断 片 を 示 す 。 Ｉ Ｓ Ｈ 中 の 暗 青 色 は
、 エ フ リ ン B2の 陽 性 反 応 を 表 す 。 EphB4に 対 す る シ グ ナ ル は 、 カ ポ ジ 肉 腫 バ イ オ プ シ ー で
は 検 出 さ れ な か っ た 。 反 対 に 、 EphB4に 対 す る Ｉ Ｓ Ｈ シ グ ナ ル は 、 扁 平 上 皮 細 胞 癌 腫 瘍 細
胞 中 で 強 い 。 エ フ リ ン B2も 又 EphB4-Ａ Ｐ 融 合 蛋 白 質 を 使 用 し て Ｋ Ｓ 中 に 検 出 さ れ た （ 左 下
） 。 Ｂ は 、 EphB4／ Fc融 合 蛋 白 質 で の エ フ リ ン B2の 検 出 を 示 す 。 隣 接 す る 断 片 は 腫 瘍 構 造
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を 示 す た め に Ｈ ＆ Ｅ で 染 色 さ れ （ 左 ） 、 黒 い 長 方 形 は 、 方 法 段 落 記 載 の よ う に Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 標
識 化 抗 ヒ ト Ｆ ｃ 抗 体 で 検 出 さ れ た EphB4／ Ｆ ｃ 処 理 し た 断 片 （ 中 央 ） 中 に 示 さ れ る 範 囲 を
表 す 。 コ ン ト ロ ー ル と し て 、 隣 接 す る 断 片 を ヒ ト Ｆ ｃ フ ラ グ メ ン ト で 処 理 し た （ 右 ） 。 そ
の 断 片 へ 結 合 す る EphB4／ Ｆ ｃ か ら 生 じ る 特 別 な シ グ ナ ル は 、 腫 瘍 細 胞 の 範 囲 の み に 観 察
さ れ る 。 Ｃ は 、 エ フ リ ン B2及 び Ｈ Ｈ Ｖ ８ 潜 伏 蛋 白 質 Ｌ Ａ Ｎ Ａ （ 潜 伏 感 染 関 連 核 抗 原 ） １ の
共 発 現 を 示 す 。 冷 凍 Ｋ Ｓ バ イ オ プ シ ー 材 料 の エ フ リ ン B2（ 赤 ） 、 Ｌ Ａ Ｎ Ａ １ （ 緑 ） 又 は Ep
hB4（ 赤 ） に 対 す る 抗 体 で の 二 重 標 識 法 -共 焦 点 免 疫 蛍 光 学 顕 微 鏡 分 析 は 、 Ｋ Ｓ バ イ オ プ シ
ー 中 で の Ｌ Ａ Ｎ Ａ １ 及 び エ フ リ ン B2の 共 発 現 を 直 接 的 に 示 す 。 共 発 現 は 黄 色 で 示 さ れ る 。
プ ロ ピ ジ ウ ム ア イ オ ダ イ ド 染 色 （ 赤 ） さ れ た 核 を 有 す る 細 胞 中 の Ｐ Ｅ Ｃ Ａ Ｍ -１ （ 緑 ） に
対 す る 抗 体 を 有 す る バ イ オ プ シ ー の 二 重 標 識 法 -共 焦 点 画 像 は 、 腫 瘍 の 血 管 の 特 性 を 示 す
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 図 ４ ６ は Ｈ Ｈ Ｖ -８ は 静 脈 性 内 皮 細 胞 中 で の 動 脈 性 マ ー カ ー 発 現 を 誘 起 す る こ と を 示 す
。 Ａ は 、 動 脈 ／ 静 脈 マ ー カ ー 及 び ウ ィ ル ス 性 蛋 白 質 用 の Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ 及 び Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ ／ Ｂ Ｃ
-１ の 培 養 物 の 免 疫 蛍 光 を 示 す 。 材 料 及 び 方 法 段 落 中 に 示 さ れ る よ う に 、 培 養 物 を チ ャ ン
バ ー ス ラ イ ド 中 で 成 長 さ せ 、 エ フ リ ン B2（ ａ 、 ｅ 、 ｉ ） 、 EphB4（ ｍ 、 ｑ 、 ｕ ） 、 Ｃ Ｄ １
４ ８ （ ｊ 、 ｖ ） 、 及 び Ｈ Ｈ Ｖ -８ 蛋 白 質 Ｌ Ａ Ｎ Ａ １ （ ｂ 、 ｆ 、 ｍ ） 又 は Ｏ Ｒ Ｆ ５ ９ （ ｒ ）
の 免 疫 蛍 光 検 出 用 に 処 理 し た 。 同 一 視 野 の 併 合 画 像 中 の 黄 色 は 、 エ フ リ ン B2及 び Ｌ Ａ Ｎ Ａ
又 は エ フ リ ン B2及 び Ｃ Ｄ １ ４ ８ の 共 発 現 を 示 す 。 生 存 細 胞 の 位 置 は 、 第 三 カ ラ ム （ ｃ 、 ｇ
、 ｋ 、 ｏ 、 ｓ 、 ｗ ） 中 の Ｄ Ａ Ｐ Ｉ （ 青 ） で の 核 染 色 法 に よ り 明 ら か に な っ た 。 顕 微 鏡 写 真
は 、 代 表 的 視 野 で あ る 。 Ｂ は 、 Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ 及 び ２ 個 の Ｈ Ｈ Ｖ -８ 感 染 さ せ た 培 養 物 （ Ｈ Ｕ
Ｖ Ｅ Ｃ ／ Ｂ Ｃ -１ 及 び Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ ／ Ｂ Ｃ -３ ） の 、 エ フ リ ン B2及 び EphB4に 対 す る Ｒ Ｔ -Ｐ Ｃ
Ｒ を 示 す 。 エ フ リ ン B2生 成 物 （ ２ ０ ０ ｂ ｐ ） は Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ ／ Ｂ Ｃ -１ 中 で 観 察 さ れ 、 Ｈ Ｕ
Ｖ Ｅ Ｃ ／ Ｂ Ｃ -３ 及 び EphB4生 成 物 （ ４ ０ ０ ｂ ｐ ） は Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ 中 で 観 察 さ れ る 。 又 イ ン プ
ッ ト Ｒ Ｎ Ａ の 量 及 び 完 全 性 の コ ン ト ロ ー ル と し て β -ア ク チ ン Ｒ Ｔ -Ｐ Ｃ Ｒ を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 図 ４ ７ は 、 Ｈ Ｈ Ｖ -８ は カ ポ ジ 肉 腫 細 胞 中 の 動 脈 性 マ ー カ ー 発 現 を 誘 起 す る こ と を 示 す
。 Ａ は 、 種 々 の 細 胞 溶 解 産 物 に 対 す る エ フ リ ン B2の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 を 示 す 。 Ｓ Ｌ Ｋ
-ｖ Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ は Ｈ Ｈ Ｖ -８ ｖ Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ を 発 現 す る Ｓ Ｌ Ｋ の 安 定 な ク ロ ー ン で あ り 、 Ｓ Ｌ Ｋ -
ｐ Ｃ Ｅ Ｆ Ｌ は エ ン プ テ ィ 発 現 ベ ク タ ー で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 安 定 な ク ロ ー ン の コ ン ト
ロ ー ル で あ る 。 Ｌ Ａ Ｎ Ａ 又 は Ｌ Ａ Ｎ Ａ △ ４ ４ ０ で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た Ｓ Ｌ Ｋ 細 胞 は 、
そ れ ぞ れ Ｓ Ｌ Ｋ -Ｌ Ａ Ｎ Ａ 及 び Ｓ Ｌ Ｋ -△ ４ ４ ０ で あ る 。 蛋 白 質 ロ ー ド 及 び 移 動 量 を β -ア
ク チ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で の 膜 の 再 プ ロ ー ブ に よ り 決 定 し た 。 Ｂ は 、 発 現 ベ ク タ ー ｐ ｖ
Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ -Ｃ Ｅ Ｆ Ｌ で の Ｋ Ｓ -Ｓ Ｌ Ｋ 細 胞 の 一 時 的 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は 、 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ （ 緑
） で 示 さ れ る よ う に 免 疫 蛍 光 染 色 法 に よ る エ フ リ ン B2の 発 現 を 生 じ た 。 一 方 、 コ ン ト ロ ー
ル ベ ク タ ー ｐ Ｃ Ｅ Ｆ Ｌ は 変 化 が な か っ た 。 Ｋ Ｓ -Ｓ Ｌ Ｋ 細 胞 （ ０ ． ８ × １ ０ 5 ／ ウ ェ ル ） を
０ ． ８ μ gＤ Ｎ Ａ で リ ポ フ ェ ク タ ミ ン ２ ０ ０ ０ （ 商 標 ） を 使 用 し て ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た
。 ２ ４ 時 間 後 、 方 法 段 落 記 載 の よ う に 細 胞 を 固 定 化 し 、 エ フ リ ン B2ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 及
び Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 複 合 第 二 抗 体 で 染 色 し た 。 Ｃ で は 、 Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ の ｖ Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ で の 一 時 的 ト ラ ン
ス フ ェ ク シ ョ ン は 、 エ フ リ ン B2ル シ フ ェ ラ ー ゼ 構 築 物 か ら の 転 写 を 誘 導 し た 。 グ ラ フ 右 側
の 数 字 は 誘 導 倍 率 で あ る 。 ２ ４ ウ ェ ル プ レ ー ト 中 の ８ × １ ０ 3 Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ を 、 Superfect（
商 標 ） を 使 用 し て 、 翻 訳 開 始 部 位 に 関 す る -２ ９ ４ １ ～ -１ １ 、 又 は 記 載 の よ う な ２ 個 の ５
’ -欠 失 の 配 列 を 含 有 す る ０ ． ８ μ ｇ ／ ウ ェ ル の エ フ リ ン B2プ ロ モ ー タ ー 構 築 物 で 、 ８ ０
ｎ ｇ ／ ウ ェ ル ｐ Ｃ Ｅ Ｆ Ｌ 又 は ｐ ｖ Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ -Ｃ Ｅ Ｆ Ｌ と 共 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。
ル シ フ ェ ラ ー ゼ は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ４ ８ 時 間 後 に 測 定 さ れ 、 誘 導 割 合 は グ ラ フ の 右 側
に 示 さ れ る 。 ｐ Ｇ Ｌ ３ Ｂ ａ ｓ ｉ ｃ は プ ロ モ ー タ ー の 無 い ル シ フ ェ ラ ー ゼ コ ン ト ロ ー ル ベ ク
タ ー で あ る 。 ル シ フ ェ ラ ー ゼ は 、 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ が 共 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た β -ガ ラ ク ト シ ダ
ー ゼ の 発 現 を 誘 起 し た た め に 、 蛋 白 質 へ 中 和 さ れ た 。 グ ラ フ は 、 複 製 物 ６ 個 の 平 均 ± Ｓ Ｅ
Ｍ で あ る 。 ３ 個 の 複 製 物 の 同 様 な 試 験 の １ 例 を 示 す 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 図 ４ ８ は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 及 び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ -Ｃ が エ フ リ ン B2発 現 を レ ギ ュ レ ー ト す る こ と を 示 す
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。 Ａ で は 、 抗 体 中 和 に よ る エ フ リ ン B2の 阻 害 を 示 す 。 細 胞 は 完 全 増 殖 培 地 （ full growth 
medium） 中 で 培 養 さ れ 、 抗 体 へ （ １ ０ ０ ｎ ｇ ／ ml） ３ ６ 時 間 曝 さ れ て か ら 採 取 及 び ウ ェ ス
タ ン ブ ロ ッ ト 法 用 の 溶 解 が 行 わ れ た 。 Ｂ で は 、 エ フ リ ン B2の 発 現 の 誘 導 の た め に 、 細 胞 を
、 ５ ％ 血 清 を 含 有 し 、 増 殖 因 子 を 欠 く Ｅ Ｂ Ｍ 増 殖 培 地 中 で 培 養 し た 。 個 々 の 増 殖 因 子 を 記
載 の よ う に 添 加 し 、 細 胞 を ３ ６ 時 間 後 に 採 取 し た 。 蛋 白 質 ロ ー ド 及 び 移 動 量 を 膜 の β -ア
ク チ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 再 プ ロ ー ブ で 測 定 し た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 図 ４ ９ は 、 特 異 的 siRNAで の エ フ リ ン B2ノ ッ ク ダ ウ ン は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ の 存 在 下 で あ り 、 Ｉ
Ｇ Ｆ 、 Ｅ Ｇ Ｆ 又 は ｂ Ｆ Ｇ Ｆ の 非 存 在 下 で の Ｋ Ｓ 細 胞 中 の 生 存 能 力 及 び Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ 増 殖 を 抑
制 す る こ と を 示 す 。 Ａ で は 、 Ｋ Ｓ -Ｓ Ｌ Ｋ 細 胞 を 種 々 の siRNA、 エ フ リ ン B2及 び コ ン ト ロ ー
ル で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 ４ ８ 時 間 後 、 細 胞 を 採 取 し 、 疎 細 胞 溶 解 産 物 を ４ ～ ２ ０ ％ Ｓ
Ｄ Ｓ -Ｐ Ａ Ｇ Ｅ で フ ラ ク シ ョ ン 分 離 し た 。 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 を 、 イ ン ハ ウ ス で 生 成 さ
れ た エ フ リ ン B2に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 行 っ た 。 膜 を ス ト リ ッ プ し 、 β -ア ク チ ン
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ シ グ マ 社 製 ） で 再 プ ロ ー ブ す る と 等 価 ロ ー ド 及 び 移 動 が 示 さ れ た 。
Ｂ は 、 エ フ リ ン B2及 び EphB4　 siRNAの 存 在 下 で の Ｋ Ｓ -Ｓ Ｌ Ｋ 培 養 物 の ３ 日 細 胞 生 存 能 力
ア ッ セ イ を 示 す 。 ２ ４ -ウ ェ ル プ レ ー ト 中 の １ × １ ０ 5 細 胞 ／ ウ ェ ル を ０ 、 １ ０ 及 び １ ０ ０
ｎ ｇ ／ ml siRNAで 上 記 グ ラ フ 上 の 様 に 処 理 し た 。 方 法 段 落 記 載 の よ う に 、 培 養 物 の 生 存 能
力 を Ｍ Ｔ Ｔ ア ッ セ イ で 測 定 し た 。 複 製 し た サ ン プ ル の 平 均 ± 標 準 偏 差 を 示 す 。 Ｃ で は 、 Ｈ
Ｕ Ｖ Ｅ 細 胞 を フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン で 被 覆 さ れ た ８ ウ ェ ル チ ャ ン バ ー ス ラ イ ド 上 に 接 種 し た 。
Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ 細 胞 を 、 全 成 長 補 充 剤 を 含 む Ｅ Ｇ Ｍ -２ 培 地 中 で 一 晩 増 殖 し た 。 翌 日 、 培 地 を 上
記 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ （ １ ０ ｎ ｇ ／ ml） 又 は Ｅ Ｇ Ｆ 、 Ｆ Ｇ Ｆ 及 び Ｉ Ｇ Ｆ を 含 有 す る 培 地 で 交 換 し た 。
３ ７ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン ２ 時 間 後 、 細 胞 を リ ポ フ ェ ク タ ミ ン ２ ０ ０ ０ （ 商 標 、 イ ン ビ
ト ロ ジ ェ ン 社 製 ） を 使 用 し て １ ０ ｎ Ｍ の siRNA含 有 Ｏ ｐ ｔ ｉ -Ｍ Ｅ Ｍ 培 地 （ 商 標 ） 中 で エ フ
リ ン B2、 EphB4又 は コ ン ト ロ ー ル と し て の 緑 蛍 光 蛋 白 質 （ Ｇ Ｆ Ｐ ） に 対 し ト ラ ン ス フ ェ ク
ト し た 。 細 胞 を ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 に 複 数 の 増 殖 因 子 を 含 有 す る 新 し い 培 地 又 は
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 単 独 を そ れ ぞ れ ウ ェ ル へ 添 加 し た 。 ４ ８ 時 間 後 、 細 胞 を ク リ ス タ ル バ イ オ レ ッ ト
で 染 色 し 、 直 ち に デ ジ タ ル カ メ ラ に よ り １ ０ × 倍 率 で 画 像 を 撮 っ た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 図 ５ ０ は 、 可 溶 性 EphB4は 、 Ｋ Ｓ 及 び Ｅ Ｃ コ ー ド 形 成 及 び in vivo血 管 形 成 を 抑 制 す る こ
と を 示 す 。 マ ト リ ゲ ル （ 商 標 ） （ 上 列 ） 中 の Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ の コ ー ド 形 成 ア ッ セ イ を 示 す 。 指
数 関 数 的 成 長 期 の 細 胞 を 、 マ ト リ ゲ ル （ 商 標 ） 上 に プ レ ー ト す る 前 に 表 示 濃 度 の EphB4細
胞 外 領 域 （ Ｅ Ｃ Ｄ ） で 一 晩 処 理 し た 。 細 胞 を ト リ プ シ ン 処 理 し 、 ０ ． ５ mlマ ト リ ゲ ル （ 商
標 ） を 含 有 す る ２ ４ -ウ ェ ル プ レ ー ト 中 に プ レ ー ト し た （ １ × １ ０ 5 細 胞 ／ ウ ェ ル ） 。 記 載
の 試 験 化 合 物 の 連 続 し た 存 在 下 で マ ト リ ゲ ル （ 商 標 ） 上 に プ レ ー ト し た ８ 時 間 後 の コ ー ド
形 成 の 代 表 的 ２ ０ × フ ェ ー ス の コ ン ト ラ ス ト 視 野 を 示 す 。 オ リ ジ ナ ル 倍 率 ２ ０ ０ × 。 マ ト
リ ゲ ル （ 商 標 ） 上 の コ ー ド 形 成 ア ッ セ イ で 同 様 の 方 法 で 処 理 し た Ｋ Ｓ -Ｓ Ｌ Ｋ 細 胞 を 示 す
（ 中 央 列 ） 。 最 下 列 は in vivoマ ト リ ゲ ル （ 商 標 ） ア ッ セ イ を 示 す 。 即 ち 、 増 殖 因 子 及 び E
phB4　 Ｅ Ｃ Ｄ 又 は Ｐ Ｂ Ｓ を 含 有 す る マ ト リ ゲ ル （ 商 標 ） プ ラ グ を 、 マ ウ ス の 中 央 腹 部 内 に
皮 下 移 植 し た 。 ７ 日 後 、 プ ラ グ を 除 去 し 、 断 片 化 し 、 Ｈ ＆ Ｅ で 染 色 し て マ ト リ ッ ク ス 内 へ
の 細 胞 移 動 を 画 像 化 し た 。 大 型 管 腔 を 有 す る 変 化 し な い 脈 管 が コ ン ト ロ ー ル 中 に 観 察 さ れ
る 一 方 、 EphB4　 Ｅ Ｃ Ｄ は ほ と ん ど 完 全 に マ ト リ ゲ ル （ 商 標 ） 中 へ の 細 胞 の 移 動 を 阻 害 し
た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 図 ５ １ は 膀 胱 癌 細 胞 系 中 で の EphB4の 発 現 （ Ａ ） 及 び Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ シ グ ナ ル 経 路 に よ る EphB4
発 現 の レ ギ ュ レ ー シ ョ ン （ Ｂ ） を 示 す 。
　 図 ５ ２ は 、 ｐ ５ ３ の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は ５ ６ ３ ７ 細 胞 中 の EphB4の 発 現 を 阻 害 す る
こ と を 示 す 。
　 図 ５ ３ は EphB4　 siRNA４ ７ ２ で の 処 理 に よ る 膀 胱 癌 細 胞 系 （ ５ ６ ３ ７ ） の 増 殖 阻 害 を 示
す 。 縦 軸 は 生 存 能 力 を 示 す 。
　 図 ５ ４ は EphB4　 siRNA４ ７ ２ で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た ５ ６ ３ ７ 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス 研
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究 の 結 果 を 示 す 。 下 の グ ラ フ の 縦 軸 は ４ ０ ５ ｎ ｍ で の 吸 光 度 で あ る 。
　 図 ５ ５ は EphB4ア ン チ セ ン ス プ ロ ー ブ の 細 胞 移 動 に 対 す る 効 果 を 示 す 。 左 側 か ら ０ 、 ６
、 ９ 時 間 後 の 画 像 で あ る 。 ５ ６ ３ ７ 細 胞 は 、 EphB4 AS-１ ０ （ １ ０ μ Ｍ ） で 処 理 さ れ た 。
　 図 ５ ６ は 、 EphB4　 siRNAの 細 胞 侵 襲 に 対 す る 効 果 を 示 す 。 ５ ６ ３ ７ 細 胞 は siRNA４ ７ ２
又 は コ ン ト ロ ー ル siRNAで ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 図 ５ ７ は 、 Ｇ ２ ５ ０ 及 び プ ル ダ ウ ン ア ッ セ イ に よ る EphB4モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 比 較 結
果 を 示 す 。 下 に ク ロ ー ン 番 号 を 示 す 。
　 図 ５ ８ は 、 EphB4抗 体 は ヌ ー ド マ ウ ス に お い て 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ の 存 在 又 は 非 存 在 下 で 、 Ｓ Ｃ
Ｃ １ ５ ／ Ｍ Ｇ 異 種 移 植 腫 瘍 の 増 殖 を 阻 害 す る こ と を 示 す 。 グ ラ フ の 縦 軸 は マ ト リ ゲ ル プ ラ
グ の 大 き さ （ ｍ ｍ 3 ） で あ る 。
　 図 ５ ９ は 、 EphB4抗 体 は Ｓ Ｃ Ｃ １ ５ 、 頭 部 癌 及 び 頚 部 癌 腫 瘍 種 の 、 ア ポ ト ー シ ス 、 壊 死
及 び 血 管 形 成 減 少 を 引 き 起 こ す こ と を 示 す 。 Ｂ ４ 抗 体 の Ｓ Ｃ Ｃ １ ５ 腫 瘍 組 織 に 対 す る 効 果
を 示 す 。 左 か ら 、 ア ポ ト ー シ ス 、 増 殖 、 血 管 、 Ｍ Ｔ 、 Ｈ ＆ Ｅ 染 色 を 示 す 。
　 図 ６ ０ は 、 EphB4抗 体 の 全 身 的 投 与 は 腫 瘍 退 縮 を 導 く こ と を 示 す 。 Ｓ Ｃ Ｃ １ ５ ／ Ｉ Ｐ で
の 、 Ｓ Ｃ Ｂ ４ 抗 体 処 理 さ れ た 異 種 移 植 腫 瘍 退 縮 を 示 す 。 上 の グ ラ フ は in vivoで の Ｓ Ｃ Ｃ
１ ５ に 対 す る Ａ ｂ -４ ７ 及 び １ ３ ８ の 効 果 を 示 し 、 縦 軸 は 腫 瘍 の 大 き さ （ ｍ ｍ 3 ） 、 横 軸 は
移 植 後 日 数 で あ る 。 下 の グ ラ フ は in vivo（ ヌ ー ド マ ウ ス ） で の Ｓ Ｃ Ｃ １ ５ に 対 す る Ａ ｂ -
４ ７ 及 び １ ３ ８ の 効 果 を 示 し 、 縦 軸 は 腫 瘍 の 大 き さ （ ｍ ｍ 3 ） を 表 す 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 図 ６ １ は ヒ ト EphB4の ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 示 す 。
　 図 ６ ２ は ヒ ト EphB4の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 示 す 。
　 図 ６ ３ は ヒ ト エ フ リ ン B2の ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 示 す 。
　 図 ６ ４ は ヒ ト エ フ リ ン B2の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 示 す 。
　 図 ６ ５ は ヒ ト EphB4の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
　 図 ６ ６ は ヒ ト エ フ リ ン B2の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ４ ６ 】
本 発 明 の 詳 細 な 説 明

　 本 発 明 の 一 部 は 、 エ フ リ ン ／ エ フ リ ン レ セ プ タ ー 経 路 を 経 由 す る シ グ ナ ル が 腫 瘍 生 成 に
貢 献 す る こ と を 発 見 し た こ と に 基 づ い て い る 。 発 明 者 ら は 、 腫 瘍 組 織 中 の エ フ リ ン B2及 び
EphB4の 発 現 を 検 出 し 、 エ フ リ ン ／ エ フ リ ン レ セ プ タ ー を 経 由 す る シ グ ナ ル を ブ ロ ッ ク す
る 抗 腫 瘍 治 療 薬 を 開 発 し た 。 更 に 、 本 発 明 は 、 EphB4及 び ／ 又 は エ フ リ ン B2の ポ リ ペ プ チ
ド -ベ ー ス の 機 能 阻 害 の た め の ポ リ ペ プ チ ド 治 療 薬 及 び 方 法 を 提 供 す る 。 従 っ て 、 本 発 明
は 例 え ば 、 癌 並 び に 血 管 形 成 関 連 障 害 及 び 望 ま し く な い 血 管 形 成 関 連 障 害 を 治 療 す る た め
に 使 用 で き る 数 多 く の ポ リ ペ プ チ ド 化 合 物 （ 薬 ） を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 こ こ で 使 用 さ れ る 用 語 「 エ フ リ ン 」 及 び 「 Eph」 は 、 そ れ ぞ れ リ ガ ン ド 及 び レ セ プ タ ー
と し て 使 用 さ れ る 。 そ れ ら は 種 々 の 動 物 （ 例 え ば 、 ほ 乳 類 ／ 非 ほ 乳 類 、 脊 椎 動 物 ／ 非 脊 椎
動 物 、 ヒ ト 等 ） の い ず れ か か ら で も 得 ら れ る 。 こ の 分 野 の 命 名 法 は 急 速 に 変 化 し て お り 、
こ こ で 使 用 さ れ る 用 語 法 は 、 Eph命 名 法 委 員 会 に よ る 作 業 の 結 果 と し て 提 案 さ れ た も の で
あ り 、 以 前 使 用 さ れ て い た 名 前 と 共 に ウ ェ ッ ブ サ イ ト http://www.eph-nomenclature.com.
で ア ク セ ス で き る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 の 研 究 は 、 好 ま し い 実 施 例 中 で は エ フ リ ン B2及 び EphB4に 関 す る 。 し か し 、 本 発
明 は 、 腫 瘍 中 で 発 現 さ れ る そ れ ぞ れ の フ ァ ミ リ ー 中 の エ フ リ ン リ ガ ン ド 及 び ／ 又 は Ephレ
セ プ タ ー の い ず れ か を 意 図 す る 。 エ フ リ ン （ リ ガ ン ド ） は ２ 種 の 構 造 的 タ イ プ か ら な り 、
そ れ は 配 列 関 係 を 基 礎 と し て 、 及 び 機 能 的 に は そ れ ら が ２ 種 の 対 応 す る レ セ プ タ ー サ ブ グ
ル ー プ を 示 す 選 択 的 結 合 を 基 礎 と し て 更 に 分 け ら れ る 。 構 造 的 に 、 ２ 種 の エ フ リ ン が 存 在
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す る 。 即 ち 、 グ リ セ ロ ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル （ Ｇ Ｐ Ｉ ） リ ン ケ ー ジ に よ り 膜 結 合 す
る も の と 、 膜 貫 通 領 域 を 通 し て 結 合 す る も の で あ る 。 従 来 リ ガ ン ド は 、 選 択 的 に EphＡ レ
セ プ タ ー へ 結 合 す る Ｇ Ｐ Ｉ -結 合 さ れ た 蛋 白 質 で あ る エ フ リ ン -Ａ サ ブ ク ラ ス 、 及 び 一 般 的
に 選 択 的 に EphＢ レ セ プ タ ー へ 結 合 す る 膜 貫 通 蛋 白 質 で あ る エ フ リ ン -Ｂ サ ブ ク ラ ス へ 分 割
さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 Ephフ ァ ミ リ ー レ セ プ タ ー は 、 レ セ プ タ ー 蛋 白 質 -チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ の フ ァ ミ リ ー で あ り
、 そ れ は エ リ ス ロ ポ エ チ ン -生 産 ヒ ト 肝 細 胞 性 癌 細 胞 系 中 で の そ の 発 現 の た め に 命 名 さ れ
た Ephに 関 係 す る 。 そ れ ら は そ れ ら の 細 胞 外 領 域 配 列 の 関 連 性 及 び そ れ ら の エ フ リ ン -Ａ 蛋
白 質 又 は エ フ リ ン -Ｂ 蛋 白 質 へ 選 択 的 に 結 合 す る 能 力 を 基 礎 と し て ２ 個 の サ ブ グ ル ー プ へ
分 離 さ れ る 。 エ フ リ ン -Ａ 蛋 白 質 と 選 択 的 に 相 互 作 用 す る レ セ プ タ ー は 、 EphＡ レ セ プ タ ー
で あ り 、 エ フ リ ン -Ｂ 蛋 白 質 と 選 択 的 に 相 互 作 用 す る も の は EphＢ レ セ プ タ ー で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 Ephレ セ プ タ ー は 、 リ ガ ン ド 結 合 球 状 領 域 、 そ の 次 に 一 対 の フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン タ イ プ III
リ ピ ー ト が 続 く シ ス テ イ ン リ ッ チ 領 域 か ら 構 成 さ れ る 細 胞 外 領 域 を 有 す る （ 例 え ば 、 図 １
６ 参 照 ） 。 細 胞 質 領 域 は 、 ２ 種 の 蛋 白 質 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 領 域 、 即 ち 無 菌 性 α -モ チ ー フ
（ Ｓ Ａ Ｍ ） 及 び Ｐ Ｄ Ｚ -領 域 結 合 モ チ ー フ の 保 存 さ れ た チ ロ シ ン 残 基 を 含 有 す る 膜 近 傍 （ j
uxtamembrane） 領 域 か ら 構 成 さ れ る 。 EphB4は 膜 結 合 性 リ ガ ン ド エ フ リ ン B2に 対 し て 特 異
的 で あ る （ Sakano、 S.ら 1996;Brambilla R.ら 1995） 。 エ フ リ ン B2は 、 膜 貫 通 領 域 及 び ５
個 の 保 存 さ れ た チ ロ シ ン 残 基 及 び Ｐ Ｄ Ｚ 領 域 を 有 す る 細 胞 質 領 域 を 有 す る Ephリ ガ ン ド の
種 類 に 属 す る 。 Ephレ セ プ タ ー は 、 ク ラ ス タ ー 化 さ れ 、 膜 へ 結 合 し た エ フ リ ン の 結 合 に よ
り 活 性 化 さ れ （ Davis S.ら 、 1994） 、 レ セ プ タ ー を 発 現 し て い る 細 胞 及 び リ ガ ン ド を 発 現
し て い る 細 胞 間 を 接 触 す る こ と が Eph活 性 化 に 要 求 さ れ る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 リ ガ ン ド 結 合 に お い て 、 Ephレ セ プ タ ー は 二 量 体 化 し 、 自 己 リ ン 酸 化 し て 膜 近 傍 チ ロ シ
ン 残 基 を 完 全 活 性 化 さ せ る （ Kalo MSら 、 1999、 BinnsKS、 2000） 。 更 に Ephレ セ プ タ ー を
経 由 す る シ グ ナ ル に 加 え て 、 リ バ ー ス シ グ ナ ル が エ フ リ ン Ｂ ｓ を 経 由 し て 発 生 で き る 。 エ
フ リ ン の Eph結 合 （ engagement） は 、 保 存 さ れ た 細 胞 内 チ ロ シ ン の 急 速 な リ ン 酸 化 を 生 じ
（ Bruckner K、 1997） 、 Ｐ Ｄ Ｚ 結 合 蛋 白 質 の レ ク ル ー ト メ ン ト を い く ら か 遅 延 さ せ る （ Pa
lmer A 2002） 。 近 年 、 い く つ か の 研 究 で Eph／ エ フ リ ン の 高 い 発 現 は 腫 瘍 増 殖 、 腫 瘍 原 性
、 及 び 転 移 の 可 能 性 の 増 大 に 関 係 す る こ と が 示 さ れ た （ Easty DJ、 1999;Kiyokawa E、 199
4;Tang XX、 1999;Vogt T、 1998;Liu W、 2002;Stephenson SA、 2001;Steube KG 1999;Berc
laz G、 1996） 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 例 え ば 、 本 発 明 は エ フ リ ン B2、 EphB4、 又 は 両 方 の 活 性 を 阻 害 す る ポ リ ペ プ チ ド 治 療 薬
を 提 供 す る 。 こ こ で 使 用 さ れ る 用 語 「 ポ リ ペ プ チ ド 治 療 薬 」 又 は 「 ポ リ ペ プ チ ド 薬 」 は 、
エ フ リ ン B2／ EphB4経 路 を 経 由 す る シ グ ナ ル を ブ ロ ッ ク す る い ず れ の ポ リ ペ プ チ ド を も 含
む 総 称 名 で あ る 。 本 発 明 の 好 ま し い ポ リ ペ プ チ ド 治 療 薬 は 、 エ フ リ ン B2又 は EphB4の 可 溶
性 ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 本 発 明 の 別 の 好 ま し い ポ リ ペ プ チ ド 治 療 薬 は 、 エ フ リ ン B2又 は Ep
hB4へ 結 合 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト 抗 体 で あ る 。 例 え ば 、 こ れ ら ポ リ ペ プ チ ド 治 療 薬 は 、 エ フ
リ ン B2又 は EphB4の 機 能 を 阻 害 で き 、 エ フ リ ン B2及 び EphB4間 の 相 互 作 用 を 阻 害 で き 、 エ フ
リ ン B2又 は EphB4の リ ン 酸 化 を 阻 害 で き 、 又 は エ フ リ ン B2の EphB4へ の 結 合 に 対 す る 下 流 シ
グ ナ ル イ ベ ン ト の い ず れ か を 阻 害 で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】

　 例 え ば 本 発 明 は 、 エ フ リ ン B2蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 を 含 有 す る 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド （ こ こ
で エ フ リ ン B2可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド と 言 う ） 又 は EphB4蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 を 含 有 す る 可 溶
性 ポ リ ペ プ チ ド （ こ こ で EphB4可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド と 言 う ） に 関 す る 。 好 ま し く は 、 本 発
明 の 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド は 単 量 体 で あ り 、 高 親 和 で エ フ リ ン B2又 は EphB4へ 結 合 で き る 。
特 に 、 本 発 明 の EphB4可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド は 、 EphB4蛋 白 質 の 球 状 領 域 を 含 有 す る 。 一 例 と
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し て EphB4可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド を 図 １ 、 ２ 及 び １ ５ に 示 す 。 エ フ リ ン B2可 溶 性 ポ リ ペ プ チ
ド の 一 例 は 図 ３ 及 び １ ４ に 示 す 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 こ こ で 使 用 さ れ る 本 発 明 の 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド は 、 EphB4可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド 又 は エ フ
リ ン B2可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド の フ ラ グ メ ン ト 、 機 能 的 変 異 体 及 び 改 質 体 を 含 む 。 こ れ ら の 本
発 明 の 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド の フ ラ グ メ ン ト 、 機 能 的 変 異 体 及 び 改 質 体 は 、 EphB4、 エ フ リ
ン B2又 は 両 方 の 機 能 を ア ン タ ゴ ナ イ ズ す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 例 え ば 、 本 発 明 の 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド の 単 離 さ れ た フ ラ グ メ ン ト は 、 EphB4又 は エ フ リ
ン B2可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド を エ ン コ ー ド す る 核 酸 の 対 応 す る フ ラ グ メ ン ト か ら 組 み 換 え 的 に
生 産 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 得 る こ と が で き る 。 更 に 、 フ ラ グ メ ン ト
は 、 従 来 の Merrifield固 体 相 （ 合 成 法 ） ｆ -Ｍ ｏ ｃ 又 は ｔ -Ｂ ｏ ｃ 化 学 等 の 公 知 の 技 術 を 使
用 し て 化 学 的 に 合 成 で き る 。 フ ラ グ メ ン ト は （ 組 み 換 え 的 に 又 は 化 学 合 成 に よ り ） 生 産 さ
れ 、 EphB4又 は エ フ リ ン B2の 機 能 を 阻 害 す る よ う に 働 く こ と の で き る そ れ ら の ペ プ チ ジ ル
フ ラ グ メ ン ト を 特 定 す る た め に 、 例 え ば 血 管 形 成 又 は 腫 瘍 増 殖 を 阻 害 す る フ ラ グ メ ン ト の
能 力 の 試 験 に よ り 試 験 さ れ る て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 例 え ば 、 EphB4可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 的 変 異 体 は 、 図 ６ ５ に よ り 特 定 さ れ る ア ミ ノ
酸 配 列 の 残 基 １ ～ ５ ２ ２ 、 残 基 １ ～ ４ １ ２ 、 又 は 残 基 １ ～ ３ １ ２ と 少 な く と も ９ ０ ％ 、 ９
５ ％ 、 ９ ７ ％ 、 ９ ９ ％ 又 は １ ０ ０ ％ 相 同 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し て い て も よ い 。 例
え ば 、 エ フ リ ン B2可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 的 変 異 体 は 、 図 ６ ６ に よ り 特 定 さ れ る ア ミ ノ
酸 配 列 の 残 基 １ ～ ２ ２ ５ の 少 な く と も ９ ０ ％ 、 ９ ５ ％ 、 ９ ７ ％ 、 ９ ９ ％ 又 は １ ０ ０ ％ 相 同
性 を 有 す る 配 列 を 有 す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 例 え ば 、 本 発 明 は 、 治 療 用 若 し く は 予 防 的 効 能 、 又 は 安 定 性 （ 例 え ば 、 ex vivoで の 貯
蔵 寿 命 及 び in vivoで の 耐 蛋 白 質 分 解 性 変 質 （ degradation） ） の 強 化 を 目 的 と し て 、 本 発
明 の 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド の 構 造 を 改 質 す る こ と に よ る 機 能 的 変 異 体 の 製 造 も 意 図 す る 。 こ
れ ら 改 質 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド は 天 然 EphB4又 は エ フ リ ン B2可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 的 均
等 物 と 考 え ら れ る 。 改 質 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 欠 失 又 は 添 加 に
よ り 生 産 で き る 。 本 発 明 で は 、 例 え ば ロ イ シ ン を イ ソ ロ イ シ ン 又 は バ リ ン と 、 ア ス パ ル テ
ー ト を グ ル タ メ ー ト と 、 ス レ オ ニ ン を セ リ ン と の 単 離 さ れ た 置 換 、 又 は そ の ア ミ ノ 酸 と 構
造 的 に 関 係 す る ア ミ ノ 酸 と の 同 様 な 置 換 （ 例 え ば 、 保 存 的 突 然 変 異 ） は 分 子 を 生 じ る 生 物
学 的 活 性 へ 大 き な 影 響 を 及 ぼ さ な い と 理 解 す る こ と は 当 然 で あ る 。 保 存 的 置 換 と は 、 そ れ
ら の 側 鎖 （ side chain） に 関 係 す る ア ミ ノ 酸 の フ ァ ミ リ ー 内 で 置 換 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 発 明 は 更 に 、 EphB4又 は エ フ リ ン B2可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド の 一 連 の 組 み 合 わ せ 突 然 変 異
体 の 製 造 方 法 、 並 び に 突 然 変 異 体 の ト ラ ン ケ ー シ ョ ン 方 法 、 機 能 的 変 異 体 配 列 の 特 定 に 特
に 有 用 で あ る 方 法 を 意 図 す る 。 組 み 合 わ せ ラ イ ブ ラ リ ー 等 の ス ク リ ー ニ ン グ の 目 的 は 、 例
え ば 、 EphB4、 EphＢ ２ 又 は 両 方 の ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 作 用 す る 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド 変 異
体 の 製 造 に も あ る 。 そ れ は 、 組 み 合 わ せ 由 来 の 変 異 体 が 天 然 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る
選 択 的 能 力 を 有 す る よ う に 生 成 で き る 。 こ れ ら 変 異 体 蛋 白 質 は 、 組 み 換 え 型 Ｄ Ｎ Ａ 構 築 物
か ら 発 現 さ れ た 場 合 、 遺 伝 子 治 療 法 プ ロ ト コ ル 中 に 使 用 で き る 。 同 様 に 、 突 然 変 異 誘 発 は
、 対 応 す る 野 生 型 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド と は 劇 的 に 異 な る 細 胞 内 半 減 期 を 有 す る 変 異 体 を 生
み 出 す こ と が 出 来 る 。 例 え ば 、 変 異 し た 蛋 白 質 は 、 蛋 白 質 分 解 性 変 質 又 は 本 発 明 の 蛋 白 質
（ 例 え ば 、 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド ） の 分 解 さ も な け れ ば 活 性 化 を 生 じ る 他 の 細 胞 性 プ ロ セ ス
に 対 し て よ り 安 定 又 は よ り 不 安 定 の い ず れ に も 設 定 で き る 。 こ れ ら 変 異 体 、 及 び そ れ ら を
エ ン コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 そ れ ら の 半 減 期 の 調 整 に よ り 本 発 明 の 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド レ ベ
ル を 変 え る た め に 使 用 で き る 。 例 え ば 、 短 い 半 減 期 は 、 よ り 一 時 的 な 生 物 学 的 効 果 を 生 じ
、 誘 導 可 能 な 発 現 シ ス テ ム の 一 部 で あ る 場 合 に は 、 細 胞 中 の 組 み 換 え 型 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ
ド レ ベ ル の よ り 精 密 な コ ン ト ロ ー ル を 可 能 に す る 。 上 記 の よ う に 、 こ れ ら 蛋 白 質 、 及 び 好
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ま し く は そ れ ら の 組 み 換 え 型 核 酸 構 築 物 は 、 遺 伝 子 治 療 プ ロ ト コ ル 中 で 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 能 力 の あ る （ potential） ホ モ ロ グ の ラ イ ブ ラ リ ー が 縮 重 （ degenerate） オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 か ら の 生 成 可 能 で あ る 方 法 が 多 く 知 ら れ て い る 。 縮 重 遺 伝 子 配 列 の 化 学 合 成 は
、 自 動 Ｄ Ｎ Ａ 合 成 機 中 で 実 施 で き 、 及 び 合 成 遺 伝 子 は 次 に 発 現 用 の 適 切 な 遺 伝 子 へ ラ イ ゲ
ー ト さ れ る 。 遺 伝 子 の 縮 重 セ ッ ト の 目 的 は 、 １ の 混 合 物 中 に 能 力 の あ る 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ
ド 配 列 の 目 的 と す る セ ッ ト を エ ン コ ー ド す る 全 て の 配 列 を 提 供 す る こ と で あ る 。 縮 重 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 合 成 法 は 当 分 野 で 公 知 で あ る （ 例 え ば 、 Narang、 SA（ 1983） tetrahedro
n 39:3;Itakuraら 、 （ 1981） 組 み 換 え 型 DNA、 Proc.第 3回 ク リ ー ブ ラ ン ド シ ン ポ ジ ウ ム 、 M
acromolecules、 A G Walton編 、 ア ム ス テ ル ダ ム :Elsevier pp273-289;Itakuraら 、 （ 1984
） Annu.Rev.Biochem.53:323;Itakuraら 、 （ 1984） Science198: 1056;Ikeら 、 （ 1983） 「
核 酸 」 Res. 11:477参 照 ） 。 こ れ ら 技 術 は 、 他 の 蛋 白 質 の 直 接 的 発 展 に 使 用 さ れ て き た （
例 え ば 、 Scottら 、 （ 1990） Science、 249:386-390;Robertsら 、 （ 1992） PNAS USA89:2429
-2433;Devlinら 、 （ 1990） Science、 249:404-406;Cwirlaら 、 （ 1990） PNAS USA87:6378-6
382;並 び に 米 国 特 許 番 号 第 ５ ２ ２ ３ ４ ０ ９ 号 、 ５ １ ９ ８ ３ ４ ６ 号 、 及 び ５ ０ ９ ６ ８ １ ５ 号
参 照 ） 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 又 、 他 の 突 然 変 異 誘 発 の 形 も 、 組 み 合 わ せ ラ イ ブ ラ リ ー を 生 成 す る た め に 使 用 出 来 る 。
例 え ば 、 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 （ 例 え ば 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 体 ） は 、 合 成 し て ラ イ ブ ラ
リ ー か ら 下 記 方 法 に よ り 単 離 で き る ： 例 え ば 、 ア ラ ニ ン ス キ ャ ニ ン グ 突 然 変 異 誘 発 等 を 使
用 し た ス ク リ ー ニ ン グ （ Rufら 、 （ 1994） Biochemistry33: 1565-1572;Wangら 、 （ 1994） J
.Biol.Chem.269:3095-3099;Balintら 、 （ 1993） Gene 137: 109-118;Grodbergら 、 （ 1993
） Eur.J.Biochem.218:597-601;Nagashimaら 、 （ 1993） J.Biol.Chem.268:2888-2892;Lowma
nら 、 （ 1991） Biochemistry30:10832-10838;及 び Cunninghamら 、 （ 1989） Science244:108
1-1085） ;リ ン カ ー ス キ ャ ニ ン グ 突 然 変 異 誘 発 （ Gustinら 、 （ 1993） Virology193:653-660
;Brownら 、 （ 1992） Mol.Cell Biol.12:2644-2652;McKnightら 、 （ 1982） Science232:316
） ;飽 和 突 然 変 異 誘 発 （ Meyersら 、 （ 1986） Science232:613） ;PCR突 然 変 異 誘 発 （ Leungら
、 （ 1989） Method Cell Mol Biol 1:11-19） ;又 は 化 学 突 然 変 異 誘 発 等 の ラ ン ダ ム 突 然 変
異 誘 発 （ Millerら 、 （ 1992） 「 細 菌 遺 伝 子 学 短 期 コ ー ス 」 CSHL出 版 、 コ ー ル ド ス プ リ ン グ
ハ ー バ ー 、 NY;及 び Greenerら 、 （ 1994） Strategies in Mol Biol 7:32-34） 合 成 で き る 。
リ ン カ ー ス キ ャ ニ ン グ 突 然 変 異 誘 発 は 、 好 ま し く は 組 み 合 わ せ 的 設 定 で 、 本 発 明 の 可 溶 性
ポ リ ペ プ チ ド の 短 縮 さ れ た （ 生 物 活 性 な ） 形 を 特 定 す る た め に 魅 力 的 な 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 点 突 然 変 異 及 び ト ラ ン ケ ー シ ョ ン に よ り 構 築 さ れ た （ 遺 伝 子 ） 組 み 合 わ せ ラ イ ブ ラ リ ー
の 遺 伝 子 生 成 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 、 詳 し く は 所 定 の 性 質 を 有 す る 遺 伝 子 生 成 物 用 の ｃ Ｄ Ｎ
Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ 用 に は 広 い 範 囲 の 技 術 が 当 分 野 で 公 知 で あ る 。 こ れ ら 技
術 は 、 本 発 明 の 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド の 組 み 合 わ せ 突 然 変 異 誘 発 に よ り 作 成 さ れ た 遺 伝 子 ラ
イ ブ ラ リ ー の 素 早 い ス ク リ ー ニ ン グ に 一 般 的 に 適 用 で き る 。 最 も 広 く 使 用 さ れ て い る 巨 大
遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 と し て 一 般 的 に は 、 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー の 複 製
可 能 な 発 現 ベ ク タ ー へ の ク ロ ー ニ ン グ 、 ベ ク タ ー の ラ イ ブ ラ リ ー を 生 じ る 適 切 な 細 胞 の 形
質 変 換 、 及 び 、 目 的 と す る 活 性 の 検 出 が そ の 生 成 物 が 検 出 さ れ る 遺 伝 子 を エ ン コ ー ド す る
ベ ク タ ー の 比 較 的 容 易 な 単 離 を 促 進 す る 条 件 下 で の 組 み 合 わ せ 的 遺 伝 子 の 発 現 が 挙 げ ら れ
る 。 組 み 合 わ せ 突 然 変 異 誘 発 技 術 に よ り 作 成 さ れ た 大 量 の 縮 重 配 列 を ス ク リ ー ン す る た め
に 必 要 な 、 そ れ ぞ れ の 下 記 例 示 的 ア ッ セ イ が 、 高 ス ル ー プ ッ ト 分 析 に 適 し て い る
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 例 え ば 、 本 発 明 の 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド は 、 ペ プ チ ド 及 び ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ッ ク 等 の 小 分
子 を 含 む 。 こ こ で 使 用 さ れ る 用 語 「 ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ッ ク 」 は 、 化 学 的 に 改 質 ペ プ チ ド 及
び 非 天 然 ア ミ ノ 酸 、 ペ プ ト イ ド 等 を 含 む ペ プ チ ド 様 分 子 を 包 含 す る 。 ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ッ
ク は 、 元 の ペ プ チ ド へ 被 験 者 へ 投 与 さ れ た 際 に 強 化 さ れ た 安 定 性 を 含 む 種 々 の 利 点 を 与 え
る 。 ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ッ ク の 特 定 方 法 は 当 分 野 で 公 知 で あ り 、 能 力 の あ る ペ プ チ ド ミ メ テ
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ィ ッ ク の ラ イ ブ ラ リ ー を 含 む デ ー タ ベ ー ス の ス ク リ ー ニ ン グ を 含 む 。 例 え ば 、 ケ ン ブ リ ッ
ジ 構 造 デ ー タ ベ ー ス は 、 公 知 の 結 晶 構 造 を 有 す る ３ ０ ０ ０ ０ ０ を 超 え る 化 合 物 の コ レ ク シ
ョ ン を 含 む （ Allenら 、 Acta Crystallogr.セ ク シ ョ ン B、 35:2331（ 1979） ） 。 タ ー ゲ ッ ト
分 子 の 非 結 晶 構 造 が 可 能 な 場 合 、 あ る 構 造 は 例 え ば プ ロ グ ラ ム CONCORD（ 商 標 ） （ Rusinko
ら 、 J.Chem.Inf.Comput.Sci.29:251（ 1989） ） を 使 用 し て 製 造 で き る 。 別 の デ ー タ ベ ー ス
、 「 Available Chemicals Directory」 （ Molecular Design Limited社 製 、 情 報 シ ス テ ム
； サ ン レ ア ン ド ロ 　 カ リ フ ォ ル ニ ア ） は 、 市 販 さ れ て い る 約 １ ０ ０ ０ ０ ０ の 化 合 物 を 含 有
し 、 そ れ ら も 又 、 EphB4又 は エ フ リ ン B2可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド の 能 力 の あ る ペ プ チ ド ミ メ テ
ィ ッ ク を 特 定 で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 例 示 の た め に 、 別 の 蛋 白 質 へ 結 合 し て い る 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 残 基 を マ ッ プ
す る 突 然 変 異 誘 発 の ス キ ャ ニ ン グ を 採 用 し て 、 結 合 中 に 含 ま れ る そ れ ら 残 基 を 擬 態 す る ペ
プ チ ド ミ メ テ ィ ッ ク 化 合 物 が 生 成 で き る 。 例 え ば こ れ ら 残 基 の 非 加 水 分 解 可 能 な ペ プ チ ド
ア ナ ロ グ は 下 記 を 使 用 し て 生 成 で き る ： ベ ン ゾ ジ ア ゼ ピ ン （ 例 え ば 、 Freidingerら 、 in p
eptide:Chemistry and Biology、 G.R.Marshall編 、 ESCOM発 行 者 :ラ イ デ ン 、 オ ラ ン ダ 、 19
88参 照 ） 、 ア ゼ ピ ン （ 例 え ば 、 Huffmanら 、 in peptide:Chemistry and Biology、 G.R.Mar
shall編 、 ESCOM 発 行 者 :ラ イ デ ン 、 オ ラ ン ダ 、 1988参 照 ） 、 置 換 さ れ た γ -ラ ク タ ム 環 、
（ Garveyら 、 in peptide:Chemistry and Biology、 G.R.Marshall編 、 ESCOM発 行 者 :ラ イ デ
ン 、 オ ラ ン ダ 、 1988） 、 ケ ト -メ チ レ ン プ ソ イ ド ペ プ チ ド （ Ewensonら 、 （ 1986） J.Med.Ch
em.29:295;及 び Ewensonら 、 inペ プ チ ド :構 造 及 び 機 能 （ 第 9回 米 国 ペ プ チ ド シ ン ポ ジ ウ ム
の 手 続 き ） Pierce Chemical Co社 、 Rockland、 IL、 1985） 、 b-turnジ ペ プ チ ド コ ア （ Naga
iら 、 （ 1985） tetrahedron Lett 6:647;及 び Satoら 、 （ 1986） J Chem Soc Perkin Trans 
1:1231） 、 及 び b-ア ミ ノ ア ル コ ー ル （ Gordonら 、 （ 1985） Biochem Biophys Res Commun 1
26:419;及 び Dannら 、 （ 1986） Biochem Biophys Res Commun 134:71） 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 例 え ば 、 本 発 明 の 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド は 、 更 に 翻 訳 後 の 改 質 体 を 含 有 し て も よ い 。 こ れ
ら 改 質 と し て 、 本 発 明 を 限 定 す る も の で は な い が 、 ア セ チ ル 化 、 カ ル ボ キ シ ル 化 、 グ リ コ
シ ル 化 、 リ ン 酸 化 、 脂 質 化 及 び ア シ ル 化 が 挙 げ ら れ る 。 そ の 結 果 、 改 質 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ
ド は 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 脂 質 、 ポ リ -又 は モ ノ -サ ッ カ リ ド 、 及 び リ ン 酸 等 の 非 ア
ミ ノ 酸 要 素 を 含 有 し て も よ い 。 こ れ ら 非 ア ミ ノ 酸 要 素 が 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 に 与 え
る 効 果 に つ い て は 、 EphB4又 は エ フ リ ン B2機 能 で の そ の ア ン タ ゴ ナ イ ズ 的 性 質 、 例 え ば そ
れ が 阻 害 的 に 血 管 形 成 又 は 腫 瘍 増 殖 に 影 響 す る か 、 を 試 験 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 例 え ば 、 本 発 明 の 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 的 変 異 体 又 は 改 質 体 と し て 、 少 な く と も 可
溶 性 ポ リ ペ プ チ ド の 一 部 及 び １ 以 上 の 融 合 領 域 を 有 す る 融 合 蛋 白 質 が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら
融 合 領 域 の 公 知 例 と し て 、 本 発 明 を 限 定 す る も の で は な い が 、 ポ リ ヒ ス チ ジ ン 、 Ｇ lｕ -Ｇ
lｕ 、 グ ル タ チ オ ン Ｓ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ Ｇ Ｓ Ｔ ） 、 チ オ レ ド キ シ ン 、 プ ロ テ イ ン Ａ 、
プ ロ テ イ ン Ｇ 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 定 常 領 域 （ Ｆ ｃ ） 、 及 び マ ル ト ー ス 結 合 蛋 白 質 （ Ｍ Ｂ
Ｐ ） が 挙 げ ら れ 、 こ れ ら は ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る 融 合 蛋 白 質 の 単 離 に 好
ま し く 使 用 で き る 。 親 和 性 精 製 の 目 的 の た め に 、 グ ル タ チ オ ン -、 ア ミ ラ ー ゼ -、 及 び ニ ッ
ケ ル -又 は コ バ ル ト -複 合 樹 脂 等 の 、 ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 用 に 適 切 な マ ト リ ッ
ク ス が 使 用 さ れ る 。 別 の 公 知 の 融 合 領 域 と し て 、 緑 蛍 光 性 蛋 白 質 （ Ｇ Ｆ Ｐ ） が 挙 げ ら れ る
。 融 合 領 域 と し て 又 、 特 異 的 抗 体 が 適 用 可 能 な 、 通 常 短 い ペ プ チ ド 配 列 で あ る 「 エ ピ ト ー
プ 標 識 」 が 挙 げ ら れ る 。 特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 容 易 に 適 用 で き る 公 知 の エ ピ ト ー プ
標 識 と し て 、 Ｆ Ｌ Ａ Ｇ 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ ィ ル ス 赤 血 球 凝 集 素 （ Ｈ Ａ ） 、 及 び ｃ -ｍ ｙ ｃ
標 識 が 挙 げ ら れ る 。 時 に は 、 融 合 領 域 は フ ァ ク タ ー Ｘ ａ 又 は ト ロ ン ビ ン 等 用 の プ ロ テ ア ー
ゼ 切 断 部 位 を 有 し 、 そ れ は 適 切 な プ ロ テ ア ー ゼ が 融 合 蛋 白 質 を 部 分 的 に 消 化 し て 、 そ れ か
ら 組 み 換 え 型 蛋 白 質 を 遊 離 さ せ る こ と を 可 能 と す る 。 遊 離 さ れ た 蛋 白 質 は 、 次 に ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー 分 離 に よ り 融 合 領 域 か ら 単 離 で き る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド は
、 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド を 安 定 化 で き る １ 以 上 の 改 質 部 を 含 有 し て も よ い 。 例 え ば 、 こ れ ら
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改 質 は 、 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド の in vitro半 減 期 を 延 ば し 、 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド の 循 環 系 半
減 期 を 延 ば し 、 又 は 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド の 蛋 白 質 分 解 性 変 質 を 減 少 さ せ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 例 え ば 、 本 発 明 の （ 未 改 質 又 は 改 質 ） 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド は 、 当 分 野 の 種 々 の 公 知 技 術
に よ り 製 造 で き る 。 例 え ば 、 こ れ ら 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド は 、 Bodansky、 M.「 ペ プ チ ド 合 成
原 則 」 Springer Verlag、 ベ ル リ ン （ 1993） 及 び Grant G.A.編 「 合 成 ペ プ チ ド 」 :「 使 用 者
ガ イ ド 」 W.H.Freeman and Company、 ニ ュ ー ヨ ー ク （ 1992） 等 に 記 載 さ れ た 標 準 的 な 蛋 白
質 化 学 技 術 を 使 用 し て 合 成 で き る 。 更 に 、 自 動 化 ペ プ チ ド 合 成 機 は 市 販 さ れ て い る （ 例 え
ば 、 Advanced Chem Techモ デ ル 396;Milligen/Biosearch社 9600） 。 又 、 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ
ド 、 フ ラ グ メ ン ト 又 は そ れ ら の 変 異 体 は 、 公 知 の 種 々 の 発 現 系 を 使 用 し て 組 み 換 え 的 に 生
産 し て も よ い （ 同 様 に 下 記 参 照 ） 。
【 ０ ０ ６ ７ 】

　 例 え ば 、 本 発 明 は EphB4又 は エ フ リ ン B2可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド を エ ン コ ー ド す る 単 離 さ れ
た 及 び ／ 又 は 組 み 換 え 型 核 酸 に 関 す る 。 本 発 明 の 核 酸 は 、 単 鎖 又 は 二 重 鎖 、 Ｄ Ｎ Ａ 又 は Ｒ
Ｎ Ａ 分 子 で も よ い 。 こ れ ら の 核 酸 は 治 療 薬 と し て 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 こ れ ら の 核 酸 は 、
治 療 用 と し て 細 胞 又 は 患 者 へ 投 与 さ れ た 組 み 換 え 型 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド の 製 造 に 有 用 で あ
る 。 又 、 こ れ ら 核 酸 は 、 遺 伝 子 治 療 法 等 の 治 療 用 と し て 細 胞 又 は 患 者 へ 直 接 に 投 与 で き る
。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 例 え ば 、 本 発 明 は 、 図 ６ ２ 又 は ６ ３ 中 に 示 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 領 域 と 少 な く と も
８ ０ ％ 、 ８ ５ ％ 、 ９ ０ ％ 、 ９ ５ ％ 、 ９ ７ ％ 、 ９ ８ ％ 、 ９ ９ ％ 又 は １ ０ ０ ％ 同 一 で あ る 単 離
型 又 は 組 み 換 え 型 核 酸 配 列 を 提 供 す る 。 当 業 者 は 、 本 発 明 の 核 酸 と 相 補 的 な 核 酸 配 列 及 び
本 発 明 の 核 酸 の 変 異 体 も 又 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る こ と を 理 解 で き る 。 更 に 、 本 発 明 の 核 酸
配 列 は 、 単 離 さ れ 、 組 み 換 え ら れ 、 及 び ／ 又 は 非 相 同 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 融 合 さ れ て も
よ く 、 Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ 中 の も の で も よ い 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 例 え ば 、 本 発 明 の 核 酸 は 又 、 高 い 緊 縮 条 件 下 で 図 ６ ２ 又 は ６ ３ 中 に 示 さ れ た ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 、 又 は そ れ ら の 補 体 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。 上 記 の よ
う に 、 当 業 者 は Ｄ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 促 進 す る 適 切 な 緊 縮 条 件 は 変 化 で き る こ
と が 容 易 に 理 解 で き る 。 例 え ば 、 ６ ． ０ × 塩 化 ナ ト リ ウ ム ／ ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ Ｓ Ｓ Ｃ
） 約 ４ ５ ℃ で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 い 、 次 に ２ ． ０ × Ｓ Ｓ Ｃ で ５ ０ ℃ で 洗 浄 し て も
よ い 。 例 え ば 、 洗 浄 ス テ ッ プ 中 の 塩 濃 度 は 約 ２ ． ０ × Ｓ Ｓ Ｃ で ５ ０ ℃ の 低 い 緊 縮 か ら 約 ０
． ２ × Ｓ Ｓ Ｃ の ５ ０ ℃ で の 高 い 緊 縮 ま で 選 択 出 来 る 。 更 に 、 洗 浄 ス テ ッ プ 中 の 温 度 は 、 室
温 （ 約 ２ ２ ℃ ） で の 低 い 緊 縮 条 件 か ら 、 約 ６ ５ ℃ で の 高 い 緊 縮 条 件 へ 増 加 で き る 。 温 度 及
び 塩 の 両 方 は 変 化 し て も よ く 、 又 温 度 若 し く は 塩 濃 度 は 他 の 変 更 可 能 な 因 子 が 変 化 す る 間
一 定 に 保 持 さ れ て も よ い 。 例 え ば 、 本 発 明 は ６ × Ｓ Ｓ Ｃ 室 温 で の 低 い 緊 縮 条 件 下 で ハ イ ブ
リ ダ イ ズ さ れ 、 次 に ２ × Ｓ Ｓ Ｃ 室 温 で 洗 浄 さ れ る 核 酸 も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 遺 伝 暗 号 中 の 縮 重 を 原 因 と す る 目 的 の 核 酸 と は 異 な る 単 離 さ れ た 核 酸 も 又 本 発 明 の 範 囲
内 で あ る 。 例 え ば 、 多 く の ア ミ ノ 酸 が １ を 超 え る ト リ プ レ ッ ト に よ り 指 定 さ れ る 。 同 一 の
ア ミ ノ 酸 を 特 定 す る コ ド ン 又 は そ の シ ノ ニ ム （ 例 え ば 、 Ｃ Ａ Ｕ 及 び Ｃ Ａ Ｃ は ヒ ス チ ジ ン に
対 す る シ ノ ニ ム で あ る ） は 、 蛋 白 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 作 用 し な い 「 沈 黙 」 突 然 変 異 を 生 じ
る 。 し か し 、 本 発 明 の 蛋 白 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 中 の 変 化 へ 導 く Ｄ Ｎ Ａ 配 列 多 型 性 は ほ 乳 類 細
胞 間 に 存 在 す る こ と が 予 測 さ れ て い る 。 当 業 者 は 、 特 別 な 蛋 白 質 を エ ン コ ー ド す る 核 酸 の
１ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド （ 約 ３ ～ ５ ％ ま で の ヌ ク レ オ チ ド ） 中 の こ れ ら の 変 異 は 、 天 然 対 立
遺 伝 子 的 変 異 に よ り 所 定 の 種 の 被 験 体 間 に 存 在 す る こ と を 理 解 で き る 。 こ れ ら ヌ ク レ オ チ
ド 変 異 及 び 得 ら れ る ア ミ ノ 酸 多 型 性 の い ず れ か 及 び 全 て は 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 例 え ば 、 本 発 明 の 組 み 換 え 型 核 酸 は 、 発 現 構 築 物 中 の １ 以 上 の 調 節 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 へ
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作 動 可 能 な よ う に 結 合 さ れ て も よ い 。 調 節 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 発 現 に 使 用 さ れ る ホ ス ト
細 胞 と し て 一 般 的 に 適 切 で あ る 。 数 多 く の 種 類 の 適 切 な 発 現 ベ ク タ ー 及 び 適 切 な 調 節 配 列
が 、 種 々 の ホ ス ト 細 胞 用 に 当 分 野 で 公 知 で あ る 。 通 常 、 上 記 １ 以 上 の 調 節 ヌ ク レ オ チ ド 配
列 と し て 、 本 発 明 を 限 定 す る も の で は な い が 、 プ ロ モ ー タ ー 配 列 、 リ ー ダ ー 配 列 又 は シ グ
ナ ル 配 列 、 リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 、 転 写 開 始 及 び 停 止 配 列 、 翻 訳 開 始 及 び 停 止 配 列 、 並 び に
エ ン ハ ン サ ー 又 は 活 性 化 配 列 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 当 分 野 で 公 知 の 構 成 成 分 と な る 又 は 誘 導 可 能 な プ ロ モ ー タ ー も 本 発 明 で は 意 図 さ れ る 。
プ ロ モ ー タ ー は 、 天 然 プ ロ モ ー タ ー 又 は １ を 超 え る プ ロ モ ー タ ー の 要 素 を 組 み 合 わ せ る ハ
イ ブ リ ッ ド プ ロ モ ー タ ー の い ず れ で も よ い 。 発 現 構 築 物 は プ ラ ス ミ ド 等 の エ ピ ソ ー ム 上 の
細 胞 中 に 存 在 し て も 良 く 、 発 現 構 築 物 は 染 色 体 中 に 挿 入 さ れ て も よ い 。 好 ま し く は 、 発 現
ベ ク タ ー は 形 質 変 換 さ れ た ホ ス ト 細 胞 の 選 択 を 可 能 と す る た め 選 択 可 能 な マ ー カ ー 遺 伝 子
を 含 有 す る 。 選 択 可 能 な マ ー カ ー 遺 伝 子 は 当 分 野 で 公 知 で あ り 、 使 用 さ れ る ホ ス ト 細 胞 に
応 じ て 変 化 で き る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 例 え ば 本 発 明 の 核 酸 は 、 EphB4又 は エ フ リ ン B2可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド を エ ン コ ー ド し 、 作
動 可 能 な よ う に 少 な く と も １ の 調 節 配 列 へ 結 合 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 有 す る 発 現 ベ
ク タ ー 中 に 提 供 さ れ る 。 調 節 配 列 は 当 分 野 で 認 識 さ れ 、 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド の 直 接 的 発 現
の た め に 選 択 さ れ る 。 従 っ て 、 用 語 「 調 節 配 列 」 は 、 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 、 及 び
他 の 発 現 調 節 要 素 を 含 有 す る 。 例 示 的 調 節 配 列 は 、 Goeddel「 遺 伝 子 発 現 技 術 ： 酵 素 学 的
方 法 」 Academic Press、 サ ン デ ィ エ ゴ 、 Ｃ Ａ （ １ ９ ９ ０ ） に 記 載 さ れ て い る 。 例 え ば 、 動
作 可 能 な よ う に 結 合 さ れ た 場 合 に Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 発 現 を 調 節 す る 広 い 範 囲 の 種 々 の 発 現 調 節
配 列 の い ず れ で も 、 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド を エ ン コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 発 現 す る た め に こ
れ ら の ベ ク タ ー 中 に 使 用 で き る 。 こ れ ら 有 用 な 発 現 調 節 配 列 と し て 例 え ば 、 Ｓ Ｖ ４ ０ の 上
流 （ early） 及 び 下 流 （ late） プ ロ モ ー タ ー 、 ｔ ｅ ｔ プ ロ モ ー タ ー 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス 又 は
サ イ ト メ ガ ロ ウ ィ ル ス 直 前 プ ロ モ ー タ ー 、 lａ ｃ シ ス テ ム 、 ｔ ｒ ｐ シ ス テ ム 、 Ｔ Ａ Ｃ 又 は
Ｔ Ｒ Ｃ シ ス テ ム 、 そ の 発 現 は Ｔ ７ Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ に よ り 誘 導 さ れ る Ｔ ７ プ ロ モ ー タ ー
、 フ ァ ー ジ ラ ム ダ の 主 要 オ ペ レ ー タ ー 及 び プ ロ モ ー タ ー 領 域 、 ｆ ｄ 被 覆 蛋 白 質 用 調 節 領 域
、 ３ -ホ ス ホ グ リ セ リ ン 酸 キ ナ ー ゼ 又 は 他 の 解 糖 酵 素 用 プ ロ モ ー タ ー 、 Ｐ ｈ ｏ ５ 等 の 酸 ホ
ス フ ァ タ ー ゼ の プ ロ モ ー タ ー 、 酵 母 α -接 合 因 子 の プ ロ モ ー タ ー 、 バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス シ ス
テ ム の 多 面 体 プ ロ モ ー タ ー 及 び 原 核 細 胞 若 し く は 真 核 細 胞 又 は そ れ ら の ウ ィ ル ス の 遺 伝 子
の 発 現 を 調 節 す る こ と が 知 ら れ て い る 他 の 配 列 、 並 び に こ れ ら の 種 々 の 組 み 合 わ せ が 挙 げ
ら れ る 。 発 現 ベ ク タ ー の 設 計 は 、 形 質 変 換 さ れ る ホ ス ト 細 胞 、 及 び ／ 又 は 発 現 さ れ る こ と
を 目 的 と す る 蛋 白 質 の 種 類 等 の 選 択 の 因 子 に 依 存 す る と 考 え ら れ る 。 更 に 、 ベ ク タ ー の コ
ピ ー 数 、 コ ピ ー 数 調 節 能 力 及 び 抗 生 物 質 マ ー カ ー 等 の ベ ク タ ー に よ り エ ン コ ー ド さ れ る 他
の 蛋 白 質 の 発 現 を 調 節 す る 能 力 も 又 考 慮 さ れ る 必 要 が あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 本 発 明 は 又 、 １ 以 上 の 本 発 明 の 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド の た め の コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 含 有 す
る 組 み 換 え 型 遺 伝 子 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た ホ ス ト 細 胞 に 関 す る 。 ホ ス ト 細 胞 は 、 原 核
細 胞 で も 真 核 細 胞 で も よ い 。 例 え ば 、 本 発 明 の 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド は 、 E． coli等 の 細 菌
細 胞 、 昆 虫 細 胞 （ 例 え ば バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス 発 現 系 を 使 用 ） 、 酵 母 、 又 は ほ 乳 類 細 胞 中 で 発
現 さ れ る 。 他 の 適 切 な ホ ス ト 細 胞 も 当 業 者 に 公 知 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 又 、 本 発 明 は 更 に 本 発 明 の 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド の 製 造 方 法 に 関 す る 。 例 え ば 、 EphB4可
溶 性 ポ リ ペ プ チ ド を エ ン コ ー ド す る 発 現 ベ ク タ ー で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た ホ ス ト 細 胞 は
、 適 切 な 条 件 下 で 培 養 さ れ 、 EphB4可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 行 う こ と が で き る 。 EphB4
可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド は 、 細 胞 及 び 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 す る 培 地 の 混 合 物 か ら 分 泌 さ
れ て 単 離 さ れ る 。 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド は 細 胞 質 中 又 は 膜 フ ラ ク シ ョ ン 中 に 保 持 さ れ 、 細 胞
が 採 取 さ れ 、 溶 解 さ れ 蛋 白 質 が 単 離 さ れ る 。 細 胞 培 養 物 は ホ ス ト 細 胞 、 培 地 及 び 他 の 副 成
物 を 含 む 。 細 胞 培 養 物 用 の 適 切 な 培 地 は 当 分 野 で 公 知 で あ る 。 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド は 、 蛋
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白 質 精 製 用 の 公 知 技 術 を 使 用 し て 、 細 胞 培 養 培 地 、 ホ ス ト 細 胞 又 は そ れ ら 両 方 か ら 単 離 で
き る 。 そ の 技 術 と し て イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ゲ ル ろ 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 超
ろ 過 、 電 気 泳 動 、 及 び 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド の 特 別 な エ ピ ト ー プ に 特 異 的 な 抗 体 と の 免 疫 親
和 性 精 製 等 が 挙 げ ら れ る 。 好 ま し く は 、 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド は 、 そ の 精 製 を 容 易 に す る 領
域 を 含 有 す る 融 合 蛋 白 質 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 本 発 明 の 組 み 換 え 型 核 酸 は 、 原 核 細 胞 、 真 核 細 胞 （ 酵 母 、 鳥 類 、 昆 虫 又 は ほ 乳 類 ） 又 は
そ れ ら 両 方 の い ず れ か 中 で 発 現 に 適 切 な ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ン さ れ た 遺 伝 子 又 は そ れ ら の
一 部 を ラ イ ゲ ー ト す る こ と に よ り 生 産 で き る 。 組 み 換 え 型 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド の 作 成 用 の
発 現 ビ ヒ ク ル と し て 、 プ ラ ス ミ ド 及 び 他 の ベ ク タ ー が 挙 げ ら れ る 。 例 え ば 、 適 切 な ベ ク タ
ー と し て 下 記 種 類 の プ ラ ス ミ ド が 挙 げ ら れ る ： E． coli等 の 原 核 細 胞 中 の 発 現 用 の 、 ｐ Ｂ
Ｒ ３ ２ ２ 由 来 プ ラ ス ミ ド 、 ｐ Ｅ Ｍ Ｂ Ｌ 由 来 プ ラ ス ミ ド 、 ｐ Ｅ Ｘ 由 来 プ ラ ス ミ ド 、 ｐ Ｂ Ｔ ａ
ｃ 由 来 プ ラ ス ミ ド 及 び ｐ Ｕ Ｃ 由 来 プ ラ ス ミ ド 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 好 ま し い ほ 乳 類 発 現 ベ ク タ ー は 、 細 菌 中 の ベ ク タ ー の 増 殖 を 促 進 す る 原 核 配 列 及 び 真 核
細 胞 中 で 発 現 さ れ た １ 以 上 の 真 核 転 写 単 位 の 両 方 を 含 む 。 ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ Ｉ ／ ａ ｍ ｐ 、 ｐ ｃ Ｄ
Ｎ Ａ Ｉ ／ ｎ ｅ ｏ 、 ｐ Ｒ ｃ ／ Ｃ Ｍ Ｖ 、 ｐ Ｓ Ｖ ２ ｇ ｐ ｔ 、 ｐ Ｓ Ｖ ２ ｎ ｅ ｏ 、 ｐ Ｓ Ｖ ２ -ｄ ｈ ｆ
ｒ 、 ｐ Ｔ ｋ ２ 、 ｐ Ｒ Ｓ Ｖ ｎ ｅ ｏ 、 ｐ Ｍ Ｓ Ｇ 、 ｐ Ｓ Ｖ Ｔ ７ 、 ｐ ｋ ｏ -ｎ ｅ ｏ 及 び ｐ Ｈ ｙ ｇ 由
来 ベ ク タ ー は 、 真 核 細 胞 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に 適 切 な ほ 乳 類 発 現 ベ ク タ ー の 例 で あ る
。 こ れ ら の ベ ク タ ー の い く つ か は ｐ Ｂ Ｒ ３ ２ ２ 等 の 細 菌 性 プ ラ ス ミ ド か ら の 配 列 で 改 質 さ
れ て 、 原 核 及 び 真 核 細 胞 の 両 方 で の 複 製 及 び 耐 薬 品 性 選 択 を 促 進 し て も よ い 。 又 、 ウ シ パ
ピ ロ ー マ ウ ィ ル ス （ Ｂ Ｐ Ｖ -１ ） 、 又 は エ プ ス タ イ ン -バ ー ウ ィ ル ス （ ｐ Ｈ Ｅ Ｂ ｏ 、 ｐ Ｒ Ｅ
Ｐ 由 来 及 び ｐ ２ ０ ５ 由 来 ） 等 の ウ ィ ル ス 誘 導 体 は 、 真 核 細 胞 中 の 蛋 白 質 の 一 時 的 発 現 に 使
用 出 来 る 。 他 の ウ ィ ル ス 性 （ レ ト ロ ウ ィ ル ス を 含 む ） 発 現 シ ス テ ム の 例 は 、 下 記 遺 伝 子 治
療 デ リ バ リ ー シ ス テ ム の 記 載 中 に 示 す 。 プ ラ ス ミ ド の 作 成 及 び ホ ス ト 有 機 体 の 形 質 転 換 で
使 用 さ れ る 種 々 の 方 法 は 、 当 分 野 で 公 知 で あ る 。 原 核 及 び 真 核 細 胞 の 両 方 に つ い て 、 他 の
適 切 な 発 現 シ ス テ ム 並 び に 一 般 的 組 み 換 え 型 手 順 は 、 分 子 ク ロ ー ニ ン グ 「 実 験 マ ニ ュ ア ル
」 第 ２ 版 、 Sambrook、 Fritsch及 び Maniatis編 （ コ ー ル ド ス プ リ ン グ ハ ー バ ー 研 究 所 出 版
、 １ ９ ８ ９ ） １ ６ 及 び １ ７ 章 が 参 照 で き る 。 例 え ば 、 バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス 発 現 シ ス テ ム の 使
用 に よ り 組 み 換 え 型 Ｓ Ｌ Ｃ ５ Ａ ８ ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る こ と も 好 ま し い 。 こ れ ら バ キ ュ
ロ ウ ィ ル ス 発 現 シ ス テ ム の 例 と し て 、 ｐ Ｖ Ｌ 由 来 ベ ク タ ー （ ｐ Ｖ Ｌ １ ３ ９ ２ 、 ｐ Ｖ Ｌ １ ３
９ ３ 及 び ｐ Ｖ Ｌ ９ ４ １ 等 ） 、 ｐ Ａ ｃ Ｕ Ｗ 由 来 ベ ク タ ー （ ｐ Ａ ｃ Ｕ Ｗ １ 等 ） 、 並 び に ｐ Ｂ l
ｕ ｅ Ｂ ａ ｃ 由 来 ベ ク タ ー （ ｐ Ｂ lｕ ｅ Ｂ ａ ｃ 　 III含 有 β -ｇ ａ l等 ） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 融 合 遺 伝 子 作 成 技 術 は 公 知 で あ る 。 本 質 的 に 、 異 な る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を コ ー ド す る 種
々 の Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト の 結 合 は 、 従 来 技 術 に 従 い 行 う こ と が で き 、 例 え ば ラ イ ゲ ー シ ョ
ン 用 の ブ ラ ン ト エ ン ド 末 端 又 は 相 補 末 端 （ ｓ ｔ ａ ｇ ｇ ｅ ｒ -ｅ ｎ ｄ ｅ ｄ ） の 採 用 、 適 切 な
末 端 を 得 る た め の 制 限 酵 素 消 化 、 適 切 な 付 着 末 端 の 補 完 、 目 的 外 の 結 合 を 避 け る た め の ア
ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 処 理 、 及 び 酵 素 的 ラ イ ゲ ー シ ョ ン が 挙 げ ら れ る 。 又 、 融 合 遺 伝 子 は
自 動 化 Ｄ Ｎ Ａ 合 成 機 等 の 従 来 の 技 術 に よ り 合 成 で き る 。 又 、 遺 伝 子 フ ラ グ メ ン ト の Ｐ Ｃ Ｒ
増 幅 は 、 ２ 個 の 連 続 す る 遺 伝 子 フ ラ グ メ ン ト 間 に 相 補 的 オ ー バ ー ハ ン グ を 生 じ る ア ン カ ー
プ ラ イ マ ー を 使 用 し て 実 施 で き 、 そ れ は 次 に キ メ ラ 遺 伝 子 配 列 を 生 成 す る た め に ア ニ ー ル
で き る （ 例 え ば 、 「 分 子 生 物 学 の 現 在 の プ ロ ト コ ル 」 Ausubelら 編 、 John Wiley&Sons:199
2） 。
【 ０ ０ ７ ９ 】

　 例 え ば 本 発 明 は 、 エ フ リ ン B2又 は EphB4に 対 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト 抗 体 を 提 供 す る 。 こ こ
で 、 用 語 「 ア ン タ ゴ ニ ス ト 抗 体 」 は 、 エ フ リ ン B2又 は EphB4の 機 能 を 抑 制 す る 抗 体 を 言 う
。 好 ま し く は 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 抗 体 は 、 エ フ リ ン B2又 は EphB4の 細 胞 外 領 域 へ 結 合 す る 。
本 発 明 の 抗 体 は ポ リ ク ロ ー ナ ル で も モ ノ ク ロ ー ナ ル で も よ く ； 完 全 体 又 は 短 縮 さ れ て も よ
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く （ 例 え ば 、 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 、 Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ ｖ ） ； 異 種 、 同 種 異 系 、 同 系 、 又 は そ れ ら の 改
質 体 （ 例 え ば 、 ヒ ト 化 、 キ メ ラ 化 等 ） で も よ い の は 当 然 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 例 え ば 、 エ フ リ ン B2又 は EphB4ポ リ ペ プ チ ド 由 来 の 免 疫 原 を 使 用 し て 、 抗 蛋 白 質 ／ 抗 ペ
プ チ ド 抗 血 清 又 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 標 準 プ ロ ト コ ル に よ り 作 成 で き る （ 例 え ば 、 抗
体 ： 「 実 験 マ ニ ュ ア ル 」 Harlow及 び Lane編 （ コ ー ル ド ス プ リ ン グ ハ ー バ ー 出 版 ： １ ９ ８ ８
） 参 照 ） 。 マ ウ ス 、 ハ ム ス タ ー 又 は ウ サ ギ 等 の ほ 乳 類 は 、 ペ プ チ ド の 免 疫 原 体 で 免 疫 化 で
き る （ 例 え ば 、 抗 体 応 答 を 誘 導 で き る ポ リ ペ プ チ ド 若 し く は 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト 、 又 は 融
合 蛋 白 質 ） 。 蛋 白 質 又 は ペ プ チ ド に 対 す る 免 疫 原 性 付 与 技 術 と し て 、 キ ャ リ ア の 結 合 又 は
他 の 公 知 の 技 術 が 挙 げ ら れ る 。 エ フ リ ン B2又 は EphB4ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 原 性 部 は 、 ア ジ
ュ バ ン ト の 存 在 下 で 投 与 で き る 。 免 疫 化 の 過 程 は 、 血 漿 又 は 血 清 中 の 抗 体 タ イ タ ー の 検 出
に よ り 監 視 で き る 。 標 準 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 又 は 他 の 免 疫 ア ッ セ イ も 、 抗 体 の レ ベ ル を 評 価 す る た
め に 抗 原 と し て 免 疫 原 を 使 用 で き る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 エ フ リ ン B2又 は EphB4蛋
白 質 の 細 胞 外 部 位 に 特 異 的 で も よ い 。 又 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 エ フ リ ン B2又 は EphB4蛋 白 質
の 細 胞 内 部 位 又 は 膜 貫 通 部 位 に 特 異 的 で も よ い 。 更 に 、 本 発 明 の 抗 体 は エ フ リ ン B2又 は Ep
hB4蛋 白 質 の 細 胞 外 部 位 に 特 異 的 で も よ い 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 エ フ リ ン B2又 は EphB4ポ リ ペ プ チ ド の 抗 原 製 剤 を 使 用 し た 動 物 の 免 疫 化 後 に 、 抗 血 清 が
得 ら れ 、 必 要 な ら ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 血 清 か ら 単 離 で き る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 産
す る た め に 、 抗 体 生 産 細 胞 （ リ ン パ 球 ） が 免 疫 化 さ れ た 動 物 か ら 採 取 さ れ 、 骨 髄 腫 細 胞 等
の 不 死 化 細 胞 と の 標 準 的 な 体 細 胞 融 合 手 順 に よ り 融 合 さ れ て ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 生 じ る
。 こ れ ら 技 術 は 当 分 野 で 公 知 で あ り 、 例 え ば ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 （ Kohler及 び Milsteinに
よ り 開 発 さ れ た （ 1975） Nature、 256:495-497） 、 ヒ ト B細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 （ Kozbar
ら 、 （ 1983） Immunology Today、 4:72） 及 び ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 生 産 の た め の Ｅ Ｂ Ｖ
-ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 （ Coleら 、 （ 1985） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 及 び 癌 治 療 法 、 Alan R.Liss
、 Inc.pp.77-96） が 挙 げ ら れ る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 、 エ フ リ ン B2又 は EphB4ポ リ ペ プ
チ ド と 特 異 的 に 反 応 す る 抗 体 を 免 疫 化 学 的 に 作 成 す る た め ス ク リ ー ン さ れ 、 モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 が こ れ ら ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 等 を 含 有 す る 培 養 物 か ら 単 離 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 こ こ で 使 用 さ れ る 用 語 「 抗 体 」 は 、 エ フ リ ン B2又 は EphB4ポ リ ペ プ チ ド と 特 異 的 に 反 応
す る そ の フ ラ グ メ ン ト も 含 む こ と を 意 図 す る 。 抗 体 は 従 来 の 技 術 を 使 用 し て フ ラ グ メ ン ト
化 さ れ 、 そ の フ ラ グ メ ン ト は 抗 体 全 体 に 対 し て 使 用 す る た め 、 上 記 方 法 同 様 に ス ク リ ー ン
で き る 。 例 え ば 、 Ｆ （ ａ ｂ ） ２ フ ラ グ メ ン ト は 抗 体 を ペ プ シ ン と 処 理 し て 生 成 で き る 。 得
ら れ た Ｆ （ ａ ｂ ） ２ フ ラ グ メ ン ト は 、 Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト を 生 産 す る た め に ジ ス ル フ ィ ド
架 橋 を 還 元 処 理 出 来 る 。 本 発 明 の 抗 体 は 更 に 、 抗 体 の 少 な く と も １ の Ｃ Ｄ Ｒ 領 域 に よ り 付
与 さ れ た エ フ リ ン B2又 は EphB4ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 親 和 性 を 有 す る 、 二 重 特 異 性 、 単 鎖
、 及 び キ メ ラ 性 か つ ヒ ト 化 分 子 を 含 む こ と を 意 図 す る 。 単 鎖 抗 体 の 製 造 技 術 （ 米 国 特 許 番
号 第 ４ ９ ４ ６ ７ ７ ８ 号 ） も 又 、 単 鎖 抗 体 を 生 産 す る た め に 適 用 で き る 。 同 様 に 、 遺 伝 子 導
入 マ ウ ス 又 は 他 の ほ 乳 類 を 含 む 他 の 有 機 体 も 、 ヒ ト 化 抗 体 を 発 現 す る た め に 使 用 で き る 。
好 ま し く は 、 抗 体 は 更 に そ れ に 結 合 さ れ る 標 識 を 含 有 し 、 検 出 可 能 と さ れ る （ 例 え ば 、 標
識 は 放 射 性 同 位 体 、 蛍 光 性 化 合 物 、 酵 素 又 は 酵 素 補 因 子 で も よ い ） 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ り 、 例 え ば 本 発 明 は 新 規 な 抗 体
の 製 造 方 法 を 適 用 可 能 と す る 。 例 え ば 、 特 異 的 に エ フ リ ン B2又 は EphB4ポ リ ペ プ チ ド へ 結
合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 生 産 方 法 は 、 下 記 ス テ ッ プ を 含 有 し て も よ い ； 検 出 可 能 な 免
疫 応 答 を 刺 激 す る た め に 有 効 な エ フ リ ン B2又 は EphB4ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 す る 免 疫 原 性 組
成 物 量 を マ ウ ス へ 投 与 す る ス テ ッ プ ； そ の マ ウ ス か ら 抗 体 生 産 細 胞 （ 例 え ば 脾 臓 細 胞 ） を
得 て そ の 抗 体 生 産 細 胞 を 骨 髄 腫 細 胞 と 融 合 し て 抗 体 生 産 ハ イ ブ リ ド ー マ を 得 す ス テ ッ プ ；
更 に 、 エ フ リ ン B2又 は EphB4ポ リ ペ プ チ ド へ 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 産
す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 特 定 す る 抗 体 生 産 ハ イ ブ リ ド ー マ を 試 験 す る ス テ ッ プ 。 一 旦 得 ら れ
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る と 、 ハ イ ブ リ ド ー マ は 細 胞 培 養 物 中 で 増 殖 で き 、 そ の 培 養 条 件 は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 由 来
細 胞 が 、 エ フ リ ン B2又 は EphB4ポ リ ペ プ チ ド へ 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生
産 す る 条 件 で も よ い 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 細 胞 培 養 物 か ら 精 製 で き る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 更 に 、 目 的 の 抗 体 を 特 定 す る た め の 抗 体 ス ク リ ー ン 技 術 は 、 得 ら れ た 抗 体 の 性 質 に 影 響
を 与 え る 場 合 が あ る 。 例 え ば 、 所 定 の 治 療 用 目 的 に 使 用 さ れ る 抗 体 は 、 好 ま し く は 特 別 な
細 胞 種 を タ ー ゲ ッ ト と で き る 。 従 っ て 、 こ の 種 の 抗 体 を 得 る た め に は 、 目 的 の 抗 原 を 発 現
す る 細 胞 へ 結 合 す る 抗 体 を （ 例 え ば 、 蛍 光 活 性 化 し た 細 胞 分 離 に よ り ） ス ク リ ー ン す る こ
と が 好 ま し い 。 同 様 に 、 抗 体 が 溶 液 中 の 抗 原 へ の 結 合 に 使 用 さ れ る 場 合 、 溶 液 結 合 を 試 験
す る こ と が 好 ま し い 。 種 々 の 異 な る 技 術 が 、 特 に 目 的 と す る 抗 体 を 特 定 す る た め の 抗 体 ＝
抗 原 相 互 作 用 を 試 験 す る た め に 利 用 で き る 。 こ れ ら 技 術 と し て 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 、 表 面 プ ラ ズ
モ ン 共 鳴 結 合 ア ッ セ イ （ 例 え ば 、 Biacore結 合 ア ッ セ イ （ 商 標 ） 、 Bia-coreＡ Ｂ 社 製 、 ウ
プ サ ラ 市 、 ス ウ ェ ー デ ン ） 、 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ （ 例 え ば IGENイ ン タ ー ナ シ ョ ナ ル 社 製
の 常 磁 性 ビ ー ズ シ ス テ ム （ 商 標 ） 、 ゲ イ ザ ー ズ バ ー グ 、 メ リ ー ラ ン ド ） 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ
ッ ト 法 、 免 疫 沈 殿 ア ッ セ イ 及 び 免 疫 組 織 化 学 法 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】

　 ポ リ ペ プ チ ド 治 療 薬 を 、 EphB4、 エ フ リ ン B2又 は 両 方 の ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て ス ク リ ー
ニ ン グ す る 数 多 く の ア プ ロ ー チ が あ る 。 例 え ば 、 化 合 物 又 は 分 子 の 高 ス ル ー プ ッ ト ス ク リ
ー ニ ン グ が 、 血 管 形 成 を 阻 害 す る か 腫 瘍 増 殖 を 阻 害 す る 試 薬 又 は ド ラ ッ グ を 特 定 す る た め
に 実 施 で き る 。 試 験 試 薬 は 、 （ 化 学 ） 合 成 的 に 製 造 さ れ 、 組 み 換 え 型 技 術 に よ り 製 造 さ れ
、 又 は 天 然 原 料 か ら 単 離 さ れ た い ず れ の 化 学 製 品 （ 元 素 、 分 子 、 化 合 物 、 ド ラ ッ グ ） で も
よ い 。 例 え ば 、 試 験 試 薬 は ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ ト イ ド 、 糖 類 、 ホ ル モ ン 類 、 又
は 核 酸 分 子 で も よ い 。 更 に 、 試 験 試 薬 は 、 小 分 子 又 は 化 学 的 組 み 合 わ せ に よ り 、 例 え ば ラ
イ ブ ラ リ へ 組 み 込 ま れ て 製 造 さ れ た よ り 大 き い 複 合 体 で も よ い 。 こ れ ら の ラ イ ブ ラ リ ー と
し て 、 例 え ば 、 ア ル コ ー ル 、 ア ル キ ル ハ ラ イ ド 、 ア ミ ン 、 ア ミ ド 、 エ ス テ ル 、 ア ル デ ヒ ド
、 エ ー テ ル 及 び 他 の 有 機 的 化 合 物 種 が 挙 げ ら れ る 。 試 験 試 薬 も 又 、 溶 解 産 物 又 は 細 胞 の 増
殖 培 地 （ 細 菌 性 、 動 物 又 は 植 物 性 ） か ら 単 離 さ れ た 天 然 物 若 し く は 遺 伝 子 的 に 設 計 さ れ た
製 品 、 又 は 細 胞 溶 解 産 物 若 し く は 増 殖 培 地 自 身 で も よ い 。 試 験 系 へ の 試 験 化 合 物 の 形 態 は
、 単 離 体 又 は 、 特 に 初 期 ス ク リ ー ニ ン グ ス テ ッ プ 中 で は 、 化 合 物 の 混 合 物 の い ず れ で も よ
い 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 例 え ば 、 ア ッ セ イ は 、 エ フ リ ン B2（ リ ガ ン ド ） の EphB4（ レ セ プ タ ー ） へ の 結 合 又 は そ
の 反 対 の 結 合 を 特 異 的 に 阻 害 す る 化 合 物 の ス ク リ ー ン を 、 例 え ば 、 標 識 化 リ ガ ン ド -又 は
レ セ プ タ ー -Fc融 合 蛋 白 質 の 不 死 化 細 胞 へ の 結 合 の 阻 害 に よ り 実 施 で き る 。 こ の ス ク リ ー
ニ ン グ で 特 定 さ れ た 化 合 物 は 次 に 、 そ れ ら の in vivoで の 抗 血 管 形 成 又 は 抗 腫 瘍 活 性 を 評
価 す る た め に 動 物 中 で 試 験 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 例 え ば ２ 個 の 細 胞 表 面 分 子 （ 例 え ば 、 エ フ リ ン B2及 び EphB4） の 相 互 作 用 を 妨 害 す る 物
質 を 特 定 す る ア ッ セ イ 例 と し て 、 あ る 種 の 細 胞 表 面 分 子 を 発 現 す る 細 胞 の サ ン プ ル （ 例 え
ば 、 EphB4） は 、 標 識 化 リ ガ ン ド （ 例 え ば 、 エ フ リ ン B2若 し く は そ の 可 溶 性 部 分 、 又 は 細
胞 外 領 域 及 び IgGの Ｆ ｃ 領 域 の 融 合 等 の 融 合 蛋 白 質 ） 又 は 標 識 化 リ ガ ン ド プ ラ ス 試 験 化 合
物 （ 若 し く は 試 験 化 合 物 群 ） の い ず れ か と 接 触 さ せ る 。 細 胞 へ 結 合 し た 標 識 化 リ ガ ン ド の
量 が 測 定 さ れ る 。 （ 標 識 が 例 え ば 、 放 射 性 同 位 体 、 蛍 光 性 又 は 比 色 分 析 用 標 識 の 場 合 ） 試
験 化 合 物 と 接 触 し た サ ン プ ル 中 の 標 識 量 が よ り 少 な く て も 、 試 験 化 合 物 が 結 合 を 阻 害 す る
こ と が 示 さ れ る 。 リ ガ ン ド （ 例 え ば 、 エ フ リ ン B2リ ガ ン ド 又 は そ の 可 溶 体 ） を 発 現 す る 細
胞 を 使 用 し た 相 互 ア ッ セ イ は 、 Ephレ セ プ タ ー 又 は そ の 可 溶 性 部 分 の 結 合 に 影 響 す る 物 質
を 試 験 す る た め に 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 Ephレ セ プ タ ー 及 び エ フ リ ン 間 の 相 互 作 用 に 影 響 す る 物 質 を 特 定 す る ア ッ セ イ は 、 試 験
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化 合 物 と 競 合 し な い 成 分 （ 例 え ば 、 細 胞 、 融 合 蛋 白 質 及 び 結 合 活 性 部 位 を 含 む 精 製 蛋 白 質
） を 使 用 し て 、 固 体 担 持 体 へ 結 合 さ れ て 行 う こ と が 出 来 る 。 固 体 担 持 体 は 、 い ず れ の 適 切
な 固 体 相 又 は マ ト リ ッ ク ス で も よ く 、 例 え ば ビ ー ズ 、 プ レ ー ト 壁 又 は 他 の 適 切 な 表 面 等 （
例 え ば 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル ） 、 カ ラ ム 多 孔 質 ガ ラ ス （ Ｃ Ｐ Ｇ ） 又 は ウ ェ
ル の 溶 液 中 に 浸 漬 さ れ る ピ ン が 挙 げ ら れ る 。 細 胞 又 は 精 製 蛋 白 質 の 固 体 担 持 体 へ の 結 合 は
、 直 接 的 で も １ 以 上 の リ ン カ ー 分 子 を 介 し て で も よ い 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 例 え ば 、 単 離 さ れ 又 は 精 製 さ れ た 蛋 白 質 （ 例 え ば 、 Ephレ セ プ タ ー 又 は エ フ リ ン ） は 、
化 学 架 橋 の 標 準 技 術 に よ り 、 又 は 単 離 さ れ 又 は 精 製 さ れ た 蛋 白 質 に 対 し て 生 じ る 抗 体 を 介
し て 、 適 切 な 親 和 性 マ ト リ ッ ク ス 上 に 固 定 化 さ れ 、 固 体 担 持 体 へ 結 合 さ れ て も よ い 。 マ ト
リ ッ ク ス は カ ラ ム 又 は 他 の 適 切 な 容 器 中 に 充 填 さ れ 、 １ 以 上 の 試 験 用 化 合 物 （ 例 え ば 、 混
合 物 ） と そ の 化 合 物 の 蛋 白 質 へ の 結 合 に 適 切 な 条 件 下 で 接 触 さ せ ら れ る 。 例 え ば 、 化 合 物
含 有 溶 液 は マ ト リ ッ ク ス を 通 過 す る よ う に も 調 製 で き る 。 マ ト リ ッ ク ス は 、 結 合 し て い な
い 化 合 物 、 非 特 異 的 に 結 合 し た 化 合 物 を 除 去 す る た め に 、 適 切 な 洗 浄 バ ッ フ ァ で 洗 浄 さ れ
て も よ い 。 結 合 を 保 持 す る 化 合 物 は 、 適 切 な 溶 離 バ ッ フ ァ に よ り 溶 離 さ れ る 。 例 え ば 、 溶
離 バ ッ フ ァ の イ オ ン 強 度 又 は ｐ Ｈ の 変 化 は 化 合 物 の 溶 離 を 引 き 起 こ す 。 又 、 溶 離 バ ッ フ ァ
は 、 溶 離 成 分 又 は 化 合 物 の 結 合 を 切 断 す る よ う に 設 計 さ れ た 成 分 （ 例 え ば 、 １ 以 上 の リ ガ
ン ド 若 し く は レ セ プ タ ー 、 適 切 な 場 合 に は そ れ ら の ア ナ ロ グ で あ っ て 、 結 合 を 切 断 で き る
か 、 試 験 化 合 物 の 蛋 白 質 へ の 結 合 を 競 合 的 に 阻 害 で き る も の ） を 含 有 し て も よ い 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 そ の 性 質 上 、 そ の 蛋 白 質 中 で 発 生 し な い 第 二 成 分 へ 結 合 さ れ た 蛋 白 質 （ 例 え ば 、 Ephレ
セ プ タ ー 又 は エ フ リ ン ） の 全 て 又 は 一 部 を 含 有 す る 融 合 蛋 白 質 も 、 本 発 明 の 方 法 で 使 用 す
る た め に 作 成 で き る 。 こ の 目 的 の た め に 適 切 な 融 合 蛋 白 質 は 、 第 二 成 分 が 親 和 性 リ ガ ン ド
（ 例 え ば 、 酵 素 、 抗 原 、 エ ピ ト ー プ ） を 含 有 す る よ う な も の を 含 む 。 融 合 蛋 白 質 は 、 蛋 白
質 （ 例 え ば 、 Ephレ セ プ タ ー 又 は エ フ リ ン ） 又 は そ の 一 部 を 、 親 和 性 リ ガ ン ド を エ ン コ ー
ド す る 適 切 な 発 現 ベ ク タ ー 中 へ 挿 入 す る こ と に よ り 作 成 で き る 。 発 現 ベ ク タ ー は 、 適 切 な
発 現 用 ホ ス ト 細 胞 中 へ 導 入 で き る 。 ホ ス ト 細 胞 は 破 壊 さ れ 、 融 合 蛋 白 質 を 含 有 す る 細 胞 材
料 は 、 融 合 蛋 白 質 の 親 和 性 リ ガ ン ド 部 位 が 親 和 性 マ ト リ ッ ク ス へ 結 合 す る の に 適 切 な 条 件
下 で 、 細 胞 材 料 を 親 和 性 マ ト リ ッ ク ス と 接 触 さ せ る こ と に よ り 、 適 切 な 親 和 性 マ ト リ ッ ク
ス へ 結 合 で き る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 本 発 明 で は 例 え ば 、 融 合 蛋 白 質 は 、 融 合 蛋 白 質 の 親 和 性 リ ガ ン ド 部 位 が マ ト リ ッ ク ス へ
結 合 す る の に 適 切 な 条 件 下 で 適 切 な 親 和 性 マ ト リ ッ ク ス 上 に 固 定 化 さ れ 、 そ の 化 合 物 が 結
合 さ れ た 融 合 蛋 白 質 の レ セ プ タ ー 又 は リ ガ ン ド 蛋 白 質 部 位 へ 結 合 す る た め に 適 切 な 条 件 下
で １ 以 上 の 試 験 用 化 合 物 （ 例 え ば 混 合 物 ） と 接 触 さ せ ら れ る 。 次 に 、 結 合 さ れ た 融 合 蛋 白
質 を 有 す る 親 和 性 マ ト リ ッ ク ス は 、 適 切 な 洗 浄 バ ッ フ ァ で 洗 浄 さ れ 、 特 異 的 に 結 合 さ れ た
化 合 物 の 結 合 を 非 常 に 破 壊 せ ず に 、 結 合 し て い な い 化 合 物 及 び 非 特 異 的 に 結 合 さ れ た 化 合
物 を 除 去 し て も よ い 。 結 合 を 保 持 す る 化 合 物 は 、 そ れ へ 結 合 し て い る 融 合 蛋 白 質 を 有 す る
親 和 性 マ ト リ ッ ク ス を 適 切 な 溶 離 バ ッ フ ァ （ 化 合 物 溶 離 バ ッ フ ァ ） へ 接 触 さ せ る こ と に よ
り 溶 離 出 来 る 。 こ の 見 地 か ら 、 化 合 物 溶 離 バ ッ フ ァ は 親 和 性 マ ト リ ッ ク ス に よ る 融 合 蛋 白
質 の 保 持 を 可 能 と す る よ う に も 配 合 で き る が 、 試 験 す る 化 合 物 の 、 融 合 蛋 白 質 の レ セ プ タ
ー 又 は リ ガ ン ド 蛋 白 質 部 位 へ の 結 合 を 阻 害 す る よ う に 配 合 し て も よ い 。 例 え ば 、 溶 離 バ ッ
フ ァ の イ オ ン 強 度 又 は ｐ Ｈ の 変 化 は 化 合 物 の 溶 離 を 引 き 起 こ し て も よ く 、 溶 離 バ ッ フ ァ は
溶 離 成 分 又 は 化 合 物 の 融 合 蛋 白 質 の レ セ プ タ ー 又 は リ ガ ン ド 蛋 白 質 部 位 へ の 結 合 を 破 壊 す
る た め に 設 計 さ れ た 成 分 （ 例 え ば 、 化 合 物 の 融 合 蛋 白 質 の レ セ プ タ ー 又 は リ ガ ン ド 蛋 白 質
部 位 へ の 結 合 を 破 壊 で き る 、 １ 以 上 の リ ガ ン ド 又 は レ セ プ タ ー 又 は そ れ ら の ア ナ ロ グ ） を
含 有 し て も よ い 。 固 定 化 は 、 融 合 蛋 白 質 を 化 合 物 と 接 触 さ せ る 前 、 同 時 、 又 は 後 に 随 時 行
っ て も 良 い 。 本 発 明 の 方 法 は 、 試 験 さ れ る 化 合 物 、 選 択 さ れ た 親 和 性 マ ト リ ッ ク ス 、 及 び
溶 離 バ ッ フ ァ 配 合 等 の 因 子 に 依 存 し て 、 種 々 の 順 序 の 変 更 が 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 洗 浄 ス
テ ッ プ 後 、 そ れ に 結 合 し た 化 合 物 を 有 す る 融 合 蛋 白 質 は 、 親 和 性 マ ト リ ッ ク ス か ら 適 切 な
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溶 離 バ ッ フ ァ （ マ ト リ ッ ク ス 溶 離 バ ッ フ ァ ） に よ り 溶 離 さ れ て も よ い 。 融 合 蛋 白 質 が ト ロ
ン ビ ン 切 断 部 位 等 の 開 裂 可 能 な リ ン カ ー を 含 有 す る 場 合 、 親 和 性 リ ガ ン ド か ら の 開 裂 は そ
れ へ 結 合 し た 化 合 物 と の 融 合 物 の 一 部 を 溶 離 で き る 。 結 合 さ れ た 化 合 物 は 、 次 に 融 合 蛋 白
質 又 は そ の 開 裂 生 成 物 か ら 抽 出 等 の 適 切 な 方 法 に よ り 溶 離 で き る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】

　 例 え ば 、 本 発 明 は 血 管 形 成 阻 害 方 法 及 び 血 管 形 成 関 連 障 害 治 療 方 法 を 提 供 す る 。 又 、 例
え ば 、 本 発 明 は 腫 瘍 増 殖 阻 害 又 は 減 少 方 法 及 び 癌 患 者 治 療 方 法 を 提 供 す る 。 こ れ ら の 方 法
は 、 治 療 的 有 効 量 の １ 以 上 の 上 記 ポ リ ペ プ チ ド 治 療 薬 を 患 者 へ の 投 与 を 含 む 。 こ れ ら の 方
法 は 好 ま し く は 動 物 、 更 に 好 ま し く は ヒ ト の 治 療 用 及 び 予 防 的 処 置 を 目 的 と す る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 こ こ で 示 さ れ る 血 管 形 成 関 連 障 害 は 、 本 発 明 を 限 定 す る も の で は な い が 、 下 記 が 挙 げ ら
れ る ； 充 実 性 腫 瘍 等 の 血 管 形 成 依 存 性 癌 、 白 血 病 等 の 血 液 性 腫 瘍 、 及 び 腫 瘍 転 移 ； 良 性 腫
瘍 、 例 え ば 血 管 腫 、 聴 神 経 腫 、 神 経 線 維 腫 、 ト ラ コ ー マ 、 及 び 化 膿 性 肉 芽 腫 ； 免 疫 及 び 非
免 疫 性 炎 症 等 の 炎 症 性 障 害 ； 慢 性 間 接 リ ュ ー マ チ 及 び 乾 癬 ； 眼 性 血 管 形 成 病 、 例 え ば 糖 尿
病 性 網 膜 症 、 未 熟 児 網 膜 症 、 黄 斑 改 質 、 角 膜 移 植 拒 絶 、 新 血 管 の 緑 内 症 、 後 水 晶 体 繊 維 増
殖 症 、 ル ベ オ ー シ ス ； オ ス ラ ー ウ ェ バ ー 症 候 群 ； 心 筋 性 血 管 形 成 ； プ ラ ー ク 新 生 血 管 形 成
； 毛 細 血 管 拡 張 症 ； 血 友 病 性 関 節 ； 繊 維 血 管 腫 ； 及 び 外 傷 性 顆 粒 化 及 び 創 傷 治 癒 ； 毛 細 血
管 拡 張 乾 癬 強 皮 症 、 化 膿 性 肉 芽 腫 、 冠 状 側 副 （ cororanycol laterals） 、 虚 血 肢 血 管 形 成
、 角 膜 障 害 、 ル ベ オ ー シ ス 、 関 節 炎 、 糖 尿 病 性 新 生 血 管 形 成 、 骨 折 、 脈 管 形 成 、 血 液 新 生
。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 本 発 明 の 方 法 及 び 組 成 物 は 又 、 い ず れ の 血 管 形 成 独 立 性 癌 （ 腫 瘍 ） を 治 療 す る た め に も
有 用 で あ る 。 こ こ で 使 用 さ れ る 用 語 「 血 管 形 成 独 立 性 癌 」 と は 、 腫 瘍 組 織 中 に 新 生 血 管 形
成 が な い か ほ ん の 僅 か で あ る 癌 （ 腫 瘍 ） を 言 う 。
　 特 に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 治 療 薬 は 癌 （ 腫 瘍 ） の 治 療 又 は 防 止 に 有 用 で あ り 、 そ の 例
と し て 本 発 明 を 限 定 す る も の で は な い が 、 腸 癌 、 乳 癌 、 中 皮 腫 、 前 立 腺 癌 、 膀 胱 癌 、 頭 部
癌 及 び 頚 部 癌 等 の 扁 平 上 皮 細 胞 癌 （ Ｈ Ｎ Ｓ Ｃ Ｃ ） 、 カ ポ ジ 肉 腫 、 及 び 白 血 病 が 挙 げ ら れ る
。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 本 発 明 の 方 法 で 例 え ば １ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド 治 療 薬 は 、 一 緒 （ 同 時 ） に 又 は 異 な る 時 （
逐 次 的 ） に 投 与 で き る 。 更 に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 治 療 薬 は 、 別 の 種 類 の 癌 治 療 用 又 は
血 管 形 成 阻 害 用 化 合 物 と と も に 投 与 で き る 。
　 例 え ば 、 本 発 明 の 方 法 は 単 独 で 実 施 で き る 。 又 、 本 発 明 の 方 法 は 、 増 殖 性 障 害 （ 例 え ば
、 腫 瘍 ） の 治 療 又 は 防 止 を 目 的 と す る 他 の 従 来 の 抗 癌 治 療 用 ア プ ロ ー チ と 組 み 合 わ せ て も
使 用 で き る 。 例 え ば 、 こ れ ら 方 法 は 、 予 防 的 癌 防 止 、 外 科 手 術 後 の 癌 再 発 及 び 癌 転 移 の 防
止 、 及 び 他 の 従 来 の 癌 治 療 法 の 補 強 剤 （ adjuvant） と し て 使 用 で き る 。 本 発 明 で は 従 来 の
癌 治 療 法 （ 例 え ば 、 化 学 療 法 、 放 射 線 治 療 法 、 光 線 療 法 、 免 疫 療 法 、 及 び 外 科 的 治 療 ） の
有 効 性 が 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 治 療 薬 の 使 用 に よ り 強 化 さ れ る こ と を 認 識 で き る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 広 い 範 囲 の 従 来 の 化 合 物 が 抗 新 生 物 性 活 性 を 有 す る こ と が 示 さ れ た 。 こ れ ら の 化 合 物 は
、 化 学 療 法 中 で 充 実 性 腫 瘍 を 縮 小 さ せ 、 転 移 及 び 更 な る 増 殖 を 防 止 し 、 又 は 白 血 病 又 は 骨
髄 悪 性 腫 瘍 で の 悪 性 細 胞 数 を 減 少 さ せ る た め の 医 薬 的 試 薬 と し て 使 用 さ れ て き て い る 。 化
学 療 法 は 種 々 の 悪 性 疾 患 種 の 治 療 に 効 果 的 で は あ る が 、 多 く の 抗 新 生 物 性 化 合 物 は 望 ま し
く な い 副 次 的 効 果 を 誘 起 す る 。 ２ 以 上 の 異 な る 治 療 が 組 み 合 わ さ れ た 場 合 に 、 そ れ ら の 治
療 は 相 乗 的 に 作 用 し て そ れ ぞ れ の 治 療 の 投 薬 量 を 減 少 さ せ る こ と を 可 能 と す る こ と が 示 さ
れ 、 そ の 結 果 よ り 高 い 投 薬 量 で は そ れ ぞ れ の 化 合 物 が 発 生 さ せ る 有 害 な 副 作 用 効 果 を 減 少
さ せ る 。 又 例 え ば 、 治 療 困 難 な 悪 性 疾 患 で も ２ 以 上 の 異 な る 治 療 の 併 合 治 療 法 が 効 果 を 示
す 場 合 が あ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
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Ｖ I． 治 療 方 法



　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 治 療 薬 が 別 の 従 来 の 抗 新 生 物 性 試 薬 と 組 み 合 わ せ て 、 併 合 し て 又
は 逐 次 的 に 投 与 さ れ る 場 合 、 こ れ ら 治 療 薬 は 、 抗 新 生 物 性 試 薬 の 治 療 的 効 果 を 強 化 す る か
こ れ ら 抗 新 生 物 性 試 薬 へ の 細 胞 の 耐 性 を 克 服 す る こ と を 示 す 。 こ れ は 抗 新 生 物 性 試 薬 の 投
薬 の 減 少 を 可 能 と し 、 そ の 結 果 目 的 と し な い 副 次 的 効 果 を 減 少 さ せ 、 耐 性 細 胞 中 の 抗 新 生
物 性 試 薬 の 効 果 を 回 復 す る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 組 み 合 わ せ 的 抗 腫 瘍 治 療 法 に 使 用 で き る 医 薬 的 化 合 物 と し て 、 単 に 例 示 の た め で あ る が
下 記 が 挙 げ ら れ る ： ア ミ ノ グ ル テ チ ミ ド 、 ア ム サ ク リ ン 、 ア ナ ス ト ロ ゾ ー ル 、 ア ス パ ラ ギ
ナ ー ゼ 、 ｂ ｃ ｇ 、 ビ カ ル タ ミ ド 、 ブ レ オ マ イ シ ン 、 ブ セ レ リ ン 、 ブ ス ル フ ァ ン 、 カ ン プ ト
テ シ ン （ campothecin） 、 カ ペ シ タ ビ ン 、 カ ル ボ プ ラ チ ン 、 カ ル ム ス チ ン 、 ク ロ ラ ム ブ シ
ル 、 シ ス プ ラ チ ン 、 ク ラ ド リ ビ ン 、 ク ロ ド ロ ネ ー ト 、 コ ル ヒ チ ン 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、
シ プ ロ テ ロ ン 、 シ タ ラ ビ ン 、 ダ カ ル バ ジ ン 、 ダ ク チ ノ マ イ シ ン 、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン 、 ジ エ ネ
ス ト ロ ー ル 、 ジ エ チ ル ス チ ル ベ ス ト ロ ー ル 、 ド セ タ キ セ ル 、 ド キ ソ ル ビ シ ン 、 エ ピ ル ビ シ
ン 、 エ ス ト ラ ジ オ ー ル 、 エ ス ト ラ ム ス チ ン 、 エ ト ポ シ ド 、 エ キ セ メ ス タ ン 、 フ ィ ル グ ラ ス
チ ム 、 フ ル ダ ラ ビ ン 、 フ ル ド ロ コ ル チ ゾ ン 、 フ ル オ ロ ウ ラ シ ル 、 フ ル オ ロ キ シ メ ス テ ロ ン
、 フ ル タ ミ ド 、 ゲ ム シ タ ビ ン 、 ゲ ニ ス テ イ ン 、 ゴ セ レ リ ン 、 ヒ ド ロ キ シ ウ レ ア 、 イ ダ ル ビ
シ ン 、 イ ホ ス フ ァ ミ ド 、 イ マ チ ニ ブ 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 イ リ ノ テ カ ン 、 イ ロ ノ テ カ ン （
ironotecan） 、 レ ト ロ ゾ ー ル 、 ロ イ コ ボ リ ン 、 ロ イ プ ロ リ ド 、 レ バ ミ ゾ ー ル 、 ロ ム ス チ ン
、 メ ク ロ レ タ ミ ン 、 メ ド ロ キ シ プ ロ ゲ ス テ ロ ン 、 メ ゲ ス ト ロ ー ル 、 メ ル フ ァ ラ ン 、 メ ル カ
プ ト プ リ ン 、 メ ス ナ 、 メ ト ト レ キ サ ー ト 、 マ イ ト マ イ シ ン 、 ミ ト ー テ ン 、 ミ ト キ サ ン ト ロ
ン 、 ニ ル タ ミ ド 、 ノ コ ダ ゾ ー ル 、 オ ク ト レ オ チ ド 、 オ キ サ リ プ ラ チ ン 、 パ ク リ タ キ セ ル 、
パ ミ ド ロ ネ ー ト 、 ペ ン ト ス タ チ ン 、 プ リ カ マ イ シ ン 、 ポ ル フ ィ マ ー 、 プ ロ カ ル バ ジ ン 、 ラ
ル チ ト レ キ セ ド 、 リ ツ キ シ マ ブ 、 ス ト レ プ ト ゾ シ ン 、 ス ラ ミ ン 、 タ モ キ シ フ ェ ン 、 テ モ ゾ
ロ マ イ ド 、 テ ニ ポ シ ド 、 テ ス ト ス テ ロ ン 、 チ オ グ ア ニ ン 、 チ オ テ パ 、 チ タ ノ セ ン ジ ク ロ リ
ド 、 ト ポ テ カ ン 、 ト ラ ス ツ ヅ マ ブ 、 ト レ チ ノ イ ン 、 ビ ン ブ ラ ス チ ン 、 ビ ン ク リ ス チ ン 、 ビ
ン デ シ ン 及 び ビ ノ レ ル ビ ン 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 こ れ ら の 化 学 療 法 の 抗 腫 瘍 化 合 物 は 、 そ れ ら の 作 用 機 構 に よ り 、 例 え ば 下 記 グ ル ー プ に
分 類 で き る ： ピ リ ミ ジ ン ア ナ ロ グ （ ５ -フ ル オ ロ ウ ラ シ ル 、 フ ロ ク ス ウ リ ジ ン 、 カ ペ シ タ
ビ ン 、 ゲ ム シ タ ビ ン 及 び シ タ ラ ビ ン ） 及 び プ リ ン ア ナ ロ グ 、 葉 酸 ア ン タ ゴ ニ ス ト 並 び に 関
連 す る 抑 制 剤 （ メ ル カ プ ト プ リ ン 、 チ オ グ ア ニ ン 、 ペ ン ト ス タ チ ン 及 び ２ -ク ロ ロ デ オ キ
シ ア デ ノ シ ン （ ク ラ ド リ ビ ン ） ） 等 の 代 謝 拮 抗 物 質 ／ 抗 癌 試 薬 ； ビ ン カ ア ル カ ロ イ ド （ ビ
ン ブ ラ ス チ ン 、 ビ ン ク リ ス チ ン 及 び ビ ノ レ ル ビ ン ） 等 の 天 然 生 成 物 、 タ キ サ ン （ パ ク リ タ
キ セ ル 、 ド セ タ キ セ ル ） 、 ビ ン ク リ ス チ ン 、 ビ ン ブ ラ ス チ ン 、 ノ コ ダ ゾ ー ル 、 エ ポ チ ロ ン
及 び ナ ベ ル ビ ン 等 の 微 少 管 破 壊 剤 、 エ ピ ジ （ epidi） ポ ド フ ィ ロ ト キ シ ン 系 （ エ ト ポ シ ド
、 テ ニ ポ シ ド ） 、 Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 剤 （ ア ク チ ノ マ イ シ ン 、 ア ム サ ク リ ン 、 ア ン ス ラ サ イ ク リ ン
系 、 ブ レ オ マ イ シ ン 、 ブ ス ル フ ァ ン 、 カ ン プ ト セ シ ン 、 カ ル ボ プ ラ チ ン 、 ク ロ ラ ム ブ シ ル
、 シ ス プ ラ チ ン 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 サ イ ト キ サ ン 、 ダ ク チ ノ マ イ シ ン 、 ダ ウ ノ ル ビ シ
ン 、 ド キ ソ ル ビ シ ン 、 エ ピ ル ビ シ ン 、 ヘ キ サ メ チ ル メ ラ ミ ン オ キ サ リ プ ラ チ ン 、 イ フ ォ ス
フ ァ ミ ド 、 メ ル フ ァ ラ ン 、 merchlorehtamine、 マ イ ト マ イ シ ン 、 ミ ト キ サ ン ト ロ ン 、 ニ ト
ロ ソ ウ レ ア 、 プ リ カ マ イ シ ン 、 プ ロ カ ル バ ジ ン 、 タ キ ソ ー ル 、 タ キ ソ テ ー ル 、 テ ニ ポ シ ド
、 ト リ エ チ レ ン チ オ ホ ス ホ ル ア ミ ド 及 び エ ト ポ シ ド （ Ｖ Ｐ １ ６ ） ） 等 の 抗 増 殖 性 ／ 細 胞 分
裂 抑 制 剤 ； ダ ク チ ノ マ イ シ ン （ ア ク チ ノ マ イ シ ン Ｄ ） 、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン 、 ド キ ソ ル ビ シ ン
（ ア ド リ ア マ イ シ ン ） 、 イ ダ ル ビ シ ン 、 ア ン ス ラ サ イ ク リ ン 系 、 ミ ト キ サ ン ト ロ ン 、 ブ レ
オ マ イ シ ン 、 プ リ カ マ イ シ ン （ ミ ト ラ マ イ シ ン ） 及 び マ イ ト マ イ シ ン 等 の 抗 生 物 質 ； 酵 素
（ Ｌ -ア ス パ ラ ギ ン を 全 身 的 に 新 陳 代 謝 さ せ 、 そ れ ら 自 身 ア ス パ ラ ギ ン の 合 成 能 力 を 有 さ
な い 細 胞 を 除 去 す る Ｌ -ア ス パ ラ ギ ナ ー ゼ ） ； 抗 血 小 板 試 薬 ； 窒 素 マ ス タ ー ド （ メ ク ロ レ
タ ミ ン 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 及 び ア ナ ロ グ 、 メ ル フ ァ ラ ン 、 ク ロ ラ ム ブ シ ル ） 、 エ チ レ ン
イ ミ ン 類 及 び メ チ ル メ ラ ミ ン 類 （ ヘ キ サ メ チ ル メ ラ ミ ン 及 び チ オ テ パ ） 、 ア ル キ ル ス ル ホ
ネ ー ト -ブ ス ル フ ァ ン 、 ニ ト ロ ソ ウ レ ア 類 （ カ ル ム ス チ ン （ Ｂ Ｃ Ｎ Ｕ ） 及 び ア ナ ロ グ 、 ス
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ト レ プ ト ゾ シ ン ） 、 ト ラ ゼ ン -ダ カ ル バ ジ ニ ン （ Ｄ Ｔ Ｉ Ｃ ） 等 の 抗 増 殖 性 ／ 細 胞 分 裂 抑 制
ア ル キ ル 化 試 薬 ； 葉 酸 ア ナ ロ グ （ メ ト ト レ キ サ ー ト ） 等 の 抗 増 殖 性 ／ 細 胞 分 裂 抑 制 代 謝 拮
抗 物 質 ； 白 金 配 位 錯 体 （ シ ス プ ラ チ ン 、 カ ル ボ プ ラ チ ン ） 、 プ ロ カ ル バ ジ ン 、 ヒ ド ロ キ シ
ウ レ ア 、 ミ ト ー テ ン 、 ア ミ ノ グ ル テ チ ミ ド ； ホ ル モ ン 類 、 ホ ル モ ン ア ナ ロ グ （ エ ス ト ロ ゲ
ン 、 タ モ キ シ フ ェ ン 、 ゴ セ レ リ ン 、 ビ カ ル タ ミ ド 、 ニ ル タ ミ ド ） 及 び ア ロ マ タ ー ゼ 阻 害 薬
（ レ ト ロ ゾ ー ル 、 ア ナ ス ト ロ ゾ ー ル ） ； 抗 凝 血 剤 （ ヘ パ リ ン 、 合 成 ヘ パ リ ン 塩 及 び 他 の ト
ロ ン ビ ン 阻 害 薬 ） ； フ ィ ブ リ ン 溶 解 性 試 薬 （ 組 織 プ ラ ス ミ ノ ゲ ン 活 性 化 剤 、 ス ト レ プ ト キ
ナ ー ゼ 及 び ウ ロ キ ナ ー ゼ 等 ） 、 ア ス ピ リ ン 、 ジ ピ リ ダ モ ー ル 、 チ ク ロ ピ ジ ン 、 ク ロ ピ ド グ
レ ル 、 ア ブ シ キ シ マ ブ ； 抗 遊 走 性 試 薬 ； 抗 分 泌 性 試 薬 （ breveldin） ； 免 疫 抑 制 剤 （ シ ク
ロ ス ポ リ ン 、 タ ク ロ リ ム ス （ Ｆ Ｋ -５ ０ ６ ） 、 シ ロ リ ム ス （ ラ パ マ イ シ ン ） 、 ア ザ チ オ プ
リ ン 、 ミ コ フ ェ ノ レ ー ト ・ モ フ ェ チ ル ） ； 抗 血 管 形 成 化 合 物 （ Ｔ Ｎ Ｐ -４ ７ ０ 、 ゲ ニ ス テ
イ ン ） 及 び 増 殖 因 子 抑 制 剤 （ 血 管 の 内 皮 性 増 殖 因 子 （ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ ） 抑 制 剤 、 繊 維 芽 細 胞 増 殖
因 子 （ Ｆ Ｇ Ｆ ） 抑 制 剤 ） ； ア ン ギ オ テ ン シ ン レ セ プ タ ー ブ ロ ッ カ ー ； 一 酸 化 窒 素 ド ナ ー 類
； ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ； 抗 体 （ ト ラ ス ツ ヅ マ ブ ） ； 細 胞 周 期 停 止 剤 及 び 分 化
誘 起 剤 （ ト レ チ ノ イ ン ） ； ｍ Ｔ Ｏ Ｒ 抑 制 剤 、 ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ 抑 制 剤 （ ド キ ソ ル ビ シ ン （
ア ド リ ア マ イ シ ン ） 、 ア ム サ ク リ ン 、 カ ン プ ト セ シ ン 、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン 、 ダ ク チ ノ マ イ シ
ン 、 エ ニ ポ シ ド （ eniposide） 、 エ ピ ル ビ シ ン 、 エ ト ポ シ ド 、 イ ダ ル ビ シ ン 及 び ミ ト キ サ
ン ト ロ ン 、 ト ポ テ カ ン 、 イ リ ノ テ カ ン ） 、 コ ル チ コ ス テ ロ イ ド 類 （ コ ー チ ゾ ン 、 デ キ サ メ
タ ゾ ン 、 ハ イ ド ロ コ ー チ ゾ ン 、 メ チ ル ペ ド ニ ソ ロ ン 、 プ レ ド ニ ゾ ン 及 び プ レ ニ ソ ロ ン ） ；
増 殖 因 子 シ グ ナ ル 変 換 キ ナ ー ゼ 抑 制 剤 ； ミ ト コ ン ド リ ア 性 機 能 障 害 誘 起 剤 及 び カ ス パ ー ゼ
活 性 化 剤 ； 及 び ク ロ マ チ ン か く 乱 剤 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 例 え ば 、 組 み 合 わ せ 抗 血 管 形 成 治 療 法 に 使 用 で き る 医 薬 的 化 合 物 と し て 下 記 が 挙 げ ら れ
る 。 （ １ ） ｂ Ｆ Ｇ Ｆ （ 基 本 的 繊 維 芽 細 胞 増 殖 因 子 ） 等 の 「 血 管 形 成 分 子 」 の 放 出 抑 制 剤 ；
（ ２ ） 抗 β ｂ Ｆ Ｇ Ｆ 抗 体 等 の 血 管 形 成 分 子 中 和 剤 ； 並 び に （ ３ ） コ ラ ゲ ナ ー ゼ 阻 害 剤 、 基
底 膜 代 謝 回 転 抑 制 剤 、 血 管 新 生 阻 害 ス テ ロ イ ド 、 菌 由 来 血 管 形 成 抑 制 剤 、 血 小 板 因 子 ４ 、
ト ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン 、 Ｄ -ペ ニ シ ル ア ミ ン 及 び チ オ リ ン ゴ 酸 金 塩 等 の 関 節 炎 薬 、 ビ タ ミ ン
Ｄ 3 ア ナ ロ グ 、 α -イ ン タ ー フ ェ ロ ン 等 の 血 管 形 成 刺 激 へ の 内 皮 細 胞 応 答 抑 制 剤 。 更 に 血 管
形 成 抑 制 剤 と し て 、 Bloodら 、 Bioch.Biophys.Acta、 1032:89-118（ 1990） 、 Mosesら 、 Sci
ence、 248:1408-1410（ 1990） 、 Ingberら 、 Lab.Invest.59:44-51（ 1988） 、 及 び 米 国 特 許
番 号 第 ５ ０ ９ ２ ８ ８ ５ 号 、 ５ １ １ ２ ９ ４ ６ 号 、 ５ １ ９ ２ ７ ４ ４ 号 、 ５ ２ ０ ２ ３ ５ ２ 号 、 及
び ６ ５ ７ ３ ２ ５ ６ 号 に 記 載 さ れ て い る も の が 挙 げ ら れ る 。 更 に 、 血 管 形 成 を 阻 害 す る た め
に 使 用 で き る 広 い 範 囲 の 化 合 物 が あ り 、 下 記 に 例 示 さ れ る ： Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ -仲 介 さ れ た 血 管 形
成 経 路 を ブ ロ ッ ク す る ペ プ チ ド 又 は 試 薬 、 エ ン ド ス タ チ ン 蛋 白 質 又 は 誘 導 体 、 ア ン ギ オ ス
タ チ ン の リ シ ン 結 合 フ ラ グ メ ン ト 、 メ ラ ニ ン 又 は メ ラ ニ ン -促 進 化 合 物 、 プ ラ ス ミ ノ ゲ ン
フ ラ グ メ ン ト （ 例 え ば プ ラ ス ミ ノ ゲ ン の ク リ ン グ ル １ ～ ３ ） 、 ト ロ ポ イ ン （ tropoin） サ
ブ ユ ニ ッ ト 、 ビ ト ロ ネ ク チ ン α v β 3 の ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 サ ポ シ ン Ｂ 由 来 ペ プ チ ド 、 抗 生 物
質 又 は ア ナ ロ グ （ 例 え ば 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン 又 は ネ オ マ イ シ ン ） 、 ジ エ ノ ゲ ス ト 含 有 組 成
物 、 ペ プ チ ド へ 連 結 さ れ た Ｍ ｅ ｔ Ａ Ｐ -２ 阻 害 コ ア を 含 有 す る 化 合 物 、 化 合 物 Ｅ Ｍ -１ ３ ８
、 カ ル コ ン 及 び そ の ア ナ ロ グ 、 並 び に Ｎ Ａ Ａ Ｌ Ａ Ｄ ａ ｓ ｅ 抑 制 剤 。 例 え ば 、 米 国 特 許 番 号
第 ６ ３ ９ ５ ７ １ ８ 号 、 ６ ４ ６ ２ ０ ７ ５ 号 、 ６ ４ ６ ５ ４ ３ １ 号 、 ６ ４ ７ ５ ７ ８ ４ 号 、 ６ ４ ８
２ ８ ０ ２ 号 、 ６ ４ ８ ２ ８ １ ０ 号 、 ６ ５ ０ ０ ４ ３ １ 号 、 ６ ５ ０ ０ ９ ２ ４ 号 、 ６ ５ １ ８ ２ ９ ８
号 、 ６ ５ ２ １ ４ ３ ９ 号 、 ６ ５ ２ ５ ０ １ ９ 号 、 ６ ５ ３ ８ １ ０ ３ 号 、 ６ ５ ４ ４ ７ ５ ８ 号 、 ６ ５
４ ４ ９ ４ ７ 号 、 ６ ５ ４ ８ ４ ７ ７ 号 、 ６ ５ ５ ９ １ ２ ６ 号 、 及 び ６ ５ ６ ９ ８ ４ ５ 号 参 照 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 組 み 合 わ せ 治 療 法 の 性 質 に 応 じ て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 治 療 薬 の 投 与 は 、 他 の 治 療 法
の 実 施 中 及 び ／ 又 は そ の 後 に 続 け ら れ て も よ い 。 こ の ポ リ ペ プ チ ド 治 療 薬 の 投 与 は 、 単 回
投 与 で も 複 数 回 投 与 で も よ い 。 例 え ば 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 治 療 薬 の 投 与 は 、 従 来 の 治
療 法 の 少 な く と も 数 日 前 に 開 始 さ れ て も よ く 、 又 そ の 投 与 は 従 来 の 治 療 法 の 直 前 又 は そ の
投 与 時 の い ず れ か で 開 始 さ れ て も よ い 。

10

20

30

40

50

(33) JP 2006-521111 A 2006.9.21



【 ０ １ ０ ２ 】

　 例 え ば 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 治 療 薬 （ 例 え ば 、 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド 又 は 抗 体 ） は 、 医
薬 的 に 適 用 可 能 な キ ャ リ ア と 共 に 配 合 で き る 。 こ れ ら 治 療 薬 は 、 単 体 と し て 又 は 医 薬 的 配
合 物 （ 組 成 物 ） の 成 分 と し て 投 与 で き る 。 化 合 物 は 、 ヒ ト へ の 使 用 又 は 動 物 用 医 薬 に 適 し
た 方 法 で す れ る た め に 配 合 で き る 。 ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 及 び ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ
ム 等 の 、 湿 潤 剤 、 乳 化 剤 及 び 潤 滑 剤 、 並 び に 着 色 剤 、 離 型 剤 、 コ ー テ ィ ン グ 剤 、 甘 味 剤 、
矯 味 剤 及 び 香 料 、 保 存 薬 及 び 抗 酸 化 剤 も 又 本 発 明 の 組 成 物 中 に 存 在 で き る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 治 療 薬 の 配 合 物 に は 、 経 口 ／ 経 鼻 、 局 所 的 、 非 経 口 （ 腸 管 外 ） 、
直 腸 内 、 及 び ／ 又 は 膣 内 投 与 へ 適 切 な も の が 含 ま れ る 。 配 合 物 は 単 位 剤 形 の 形 で 便 利 に 提
供 で き 、 製 薬 分 野 で 公 知 の 方 法 に よ り 調 製 で き る 。 単 一 剤 形 を 生 産 す る た め に キ ャ リ ア 材
料 へ 組 み 合 わ せ で き る 活 性 成 分 量 は 、 治 療 さ れ る ホ ス ト 、 特 別 な 投 与 モ ー ド に 応 じ て 変 化
で き る 。 単 一 剤 形 を 生 産 す る た め に キ ャ リ ア 材 料 へ 組 み 合 わ せ で き る 活 性 成 分 量 は 、 一 般
的 に 治 療 的 効 果 を 得 ら れ る 化 合 物 量 で あ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 例 え ば 、 本 発 明 の 配 合 物 又 は 組 成 物 の 調 製 方 法 と し て 、 異 な る 種 類 の 抗 腫 瘍 薬 又 は 抗 血
管 形 成 治 療 薬 及 び キ ャ リ ア 、 任 意 で １ 以 上 の 補 助 成 分 を 組 み 合 わ せ て も よ い 。 一 般 的 に 、
配 合 物 は 液 体 キ ャ リ ア 、 又 は 微 細 粉 砕 固 体 キ ャ リ ア 、 又 は 両 方 と 共 に 調 製 し 、 次 に 必 要 な
場 合 に は 成 形 し て 製 品 化 し て も よ い 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 経 口 投 与 用 配 合 物 は 、 カ プ セ ル 、 カ シ ェ 剤 、 丸 薬 、 錠 剤 、 ロ ゼ ン ジ （ 香 料 ベ ー ス 、 通 常
ス ク ロ ー ス 及 び ア カ シ ア 又 は ト ラ ガ カ ン ト を 使 用 ） 、 粉 剤 、 粒 剤 の 形 状 で も よ く 、 水 性 若
し く は 非 水 性 液 体 の 溶 液 若 し く は 懸 濁 液 、 水 中 油 型 若 し く は 油 中 水 型 の 液 体 エ マ ル ジ ョ ン
、 エ リ キ シ ル 剤 若 し く は シ ロ ッ プ 、 又 は 香 錠 （ ゼ ラ チ ン 及 び グ リ セ リ ン 、 又 は ス ク ロ ー ス
及 び ア カ シ ア 等 の 不 活 性 基 材 を 使 用 ） 及 び ／ 又 は 口 内 洗 浄 剤 等 の 形 状 と し て も よ く 、 そ れ
ぞ れ 活 性 成 分 と し て 所 定 量 の 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 治 療 薬 を 含 有 す る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 経 口 投 与 用 固 体 剤 形 （ カ プ セ ル 、 錠 剤 、 丸 薬 、 糖 衣 錠 、 粉 剤 、 粒 剤 等 ） と し て 、 本 発 明
の １ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド 治 療 薬 は 、 ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 又 は リ ン 酸 二 カ ル シ ウ ム 等 の １ 以
上 の 医 薬 的 に 適 用 可 能 な キ ャ リ ア 及 び ／ 又 は 下 記 い ず れ か と 混 合 し て も よ い ： （ １ ） デ ン
プ ン 、 ラ ク ト ー ス 、 ス ク ロ ー ス 、 グ ル コ ー ス 、 マ ン ニ ト ー ル 及 び ／ 又 は ケ イ 酸 等 の 充 填 剤
又 は 増 量 剤 ； （ ２ ） カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ア ル ギ ン 酸 塩 、 ゼ ラ チ ン 、 ポ リ ビ ニ ル
ピ ロ リ ド ン 、 ス ク ロ ー ス 及 び ／ 又 は ア カ シ ア 等 の 結 合 剤 ； （ ３ ） グ リ セ ロ ー ル 等 の 湿 潤 剤
； （ ４ ） 寒 天 、 炭 酸 カ ル シ ウ ム 、 ポ テ ト 又 は タ ピ オ カ デ ン プ ン 、 ア ル ギ ン 酸 、 所 定 の ケ イ
酸 塩 及 び 炭 酸 ナ ト リ ウ ム 等 の 崩 壊 剤 ； （ ５ ） パ ラ フ ィ ン 等 の 溶 解 遅 延 剤 ； （ ６ ） 第 四 級 ア
ン モ ニ ウ ム 化 合 物 等 の 吸 収 促 進 剤 ； （ ７ ） セ チ ル ア ル コ ー ル 、 グ リ セ ロ ー ル モ ノ ス テ ア ラ
ー ト 等 の 湿 潤 剤 ； （ ８ ） カ オ リ ン 及 び ベ ン ト ナ イ ト ク レ イ 等 の 吸 着 担 体 ；
（ ９ ） タ ル ク 、 ス テ ア リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 固 形 ポ リ エ チ ル グ
リ コ ー ル 、 ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 及 び そ れ ら の 混 合 物 等 の 吸 収 剤 ； 並 び に （ １ ０ ） 着 色
剤 。 カ プ セ ル 、 錠 剤 及 び 丸 薬 の 場 合 、 本 発 明 の 医 薬 的 組 成 物 は 又 、 緩 衝 剤 を 含 有 し て も よ
い 。 類 似 種 の 固 体 組 成 物 も 又 、 ラ ク ト ー ス 又 は 乳 糖 類 、 並 び に 高 分 子 量 ポ リ エ チ レ ン グ リ
コ ー ル 等 の 賦 形 剤 を 使 用 し た 、 軟 質 及 び 硬 質 充 填 ゼ ラ チ ン カ プ セ ル 中 の 充 填 剤 と し て 採 用
で き る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 経 口 投 与 用 液 体 剤 形 と し て 、 医 薬 学 的 に 適 用 可 能 な エ マ ル ジ ョ ン 、 ミ ク ロ エ マ ル ジ ョ ン
、 溶 液 、 懸 濁 液 、 シ ロ ッ プ 及 び エ リ キ シ ル 剤 が 挙 げ ら れ る 。 活 性 成 分 に 加 え 、 液 体 剤 形 は
、 当 分 野 で 通 常 使 用 さ れ る 不 活 性 希 釈 剤 を 含 有 し て も よ く 、 そ の 例 と し て 、 水 又 は 、 エ チ
ル ア ル コ ー ル 、 イ ソ プ ロ ピ ル ア ル コ ー ル 、 炭 酸 エ チ ル 、 酢 酸 エ チ ル 、 ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル
、 ベ ン ジ ル ベ ン ゾ ア ー ト 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 １ ， ３ -ブ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 オ イ ル
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Ｖ II． 投 与 方 法 及 び 医 薬 的 組 成 物



（ 特 に 、 綿 実 油 、 ピ ー ナ ッ ツ 油 、 コ ー ン 油 、 胚 芽 油 、 オ リ ー ブ 油 、 ひ ま し 油 及 び ゴ マ 油 ）
、 グ リ セ ロ ー ル 、 テ ト ラ ヒ ド ロ フ リ ル ア ル コ ー ル 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 及 び ソ ル ビ タ
ン の 脂 肪 酸 エ ス テ ル 、 並 び に そ れ ら の 混 合 物 等 の 他 の 溶 剤 、 可 溶 化 剤 及 び 乳 化 剤 が 挙 げ ら
れ る 。 一 方 、 不 活 性 希 釈 剤 、 経 口 組 成 物 も 又 湿 潤 剤 、 乳 化 剤 及 び 懸 濁 剤 、 甘 味 剤 、 矯 味 剤
、 着 色 剤 、 香 料 及 び 保 存 薬 等 の 添 加 剤 を 含 有 し て も よ い 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 懸 濁 液 は 活 性 化 合 物 に 加 え 、 エ ト キ シ ル 化 イ ソ ス テ ア リ ル ア ル コ ー ル 、 ポ リ オ キ シ エ チ
レ ン ソ ル ビ ト ー ル 及 び ソ ル ビ タ ン エ ス テ ル 、 微 結 晶 性 セ ル ロ ー ス 、 ア ル ミ ニ ウ ム メ タ ハ イ
ド ロ オ キ シ ド 、 ベ ン ト ナ イ ト 、 寒 天 及 び ト ラ ガ カ ン ト 並 び に そ れ ら の 混 合 物 等 の 懸 濁 剤 を
含 有 し て も よ い 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 特 に 、 本 発 明 の 方 法 は 、 局 所 的 に 、 （ 子 宮 ） 頸 部 及 び 膣 上 の 皮 膚 又 は 粘 膜 の い ず れ か 上
に も 投 与 で き る 。 こ れ は 、 腫 瘍 へ 直 接 的 に 投 薬 す る 最 も 大 き な 機 会 で あ り 、 か つ 副 次 的 効
果 を 誘 導 す る 最 も 低 い 機 会 を 与 え る 。 こ の 局 部 用 配 合 物 は 、 皮 膚 に 効 果 的 で あ り 、 角 質 層
浸 透 強 化 剤 と し て 公 知 の 、 １ 以 上 の 種 々 の 試 薬 を 更 に 含 有 し て も よ い 。 こ れ ら の 例 と し て
、 ２ -ピ ロ リ ド ン 、 Ｎ -メ チ ル -２ -ピ ロ リ ド ン 、 ジ メ チ ル ア セ ト タ ミ ド 、 ジ メ チ ル ホ ル ム ア
ミ ド 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 メ チ ル ア ル コ ー ル 又 は イ ソ プ ロ ピ ル ア ル コ ー ル 、 ジ メ チ ル
ス ル ホ キ シ ド 及 び ア ゾ ン （ azone） が 挙 げ ら れ る 。 追 加 的 試 薬 は 、 配 合 物 を 化 粧 品 と し て
適 用 可 能 と す る た め に も 更 に 含 有 で き る 。 こ れ ら の 例 と し て 、 脂 肪 、 ワ ッ ク ス 、 オ イ ル 、
染 料 、 香 料 、 保 存 薬 、 安 定 剤 及 び 表 面 活 発 な 試 薬 が 挙 げ ら れ る 。 当 分 野 で 公 知 の 角 質 溶 解
剤 も 又 含 有 で き る 。 そ の 例 示 と し て サ リ チ ル 酸 及 び イ オ ウ が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 局 所 的 又 は 経 皮 的 投 与 用 の 剤 形 と し て 、 粉 剤 、 ス プ レ ー 、 軟 膏 、 ペ ー ス ト 、 ス プ レ ー 、
ク リ ー ム 、 ロ ー シ ョ ン 、 ゲ ル 、 溶 液 、 パ ッ チ 及 び 吸 入 剤 が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ
チ ド 治 療 薬 は 、 無 菌 性 条 件 下 で 医 薬 的 に 適 用 可 能 な キ ャ リ ア と 、 及 び 必 要 な い ず れ か の 保
存 薬 、 バ ッ フ ァ 又 は 噴 射 剤 と 混 合 さ れ て も よ い 。 軟 膏 、 ペ ー ス ト 、 ク リ ー ム 及 び ゲ ル は 、
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 薬 へ 加 え 更 に 、 動 物 性 及 び 植 物 性 脂 肪 、 オ イ ル 、 ワ ッ ク ス 、 パ ラ フ
ィ ン 、 デ ン プ ン 、 ト ラ ガ カ ン ト 、 セ ル ロ ー ス 誘 導 体 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 シ リ コ ー
ン 樹 脂 、 ベ ン ト ナ イ ト 、 ケ イ 酸 、 タ ル ク 及 び 酸 化 亜 鉛 又 は そ れ ら の 混 合 物 等 の 賦 形 剤 を 含
有 し て も よ い 。
【 ０ １ １ １ 】
　 粉 剤 及 び ス プ レ ー は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 治 療 薬 に 加 え 更 に 、 ラ ク ト ー ス 、 タ ル ク 、
ケ イ 酸 、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム 、 ケ イ 酸 カ ル シ ウ ム 及 び ポ リ ア ミ ド 粉 、 又 は こ れ ら の 物 質 の
混 合 物 等 の 賦 形 剤 を 含 有 し て も よ い 。 ス プ レ ー は 更 に ク ロ ロ フ ル オ ロ 炭 化 水 素 並 び に ブ タ
ン 及 び プ ロ パ ン 等 の 揮 発 性 非 置 換 炭 化 水 素 等 の 通 常 の 噴 射 剤 を 含 有 で き る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 非 経 口 （ 腸 管 外 ） 投 与 用 に 適 切 な 医 薬 的 組 成 物 は 、 １ 以 上 の 医 薬 学 的 に 適 用 可 能 な 無 菌
性 等 張 水 又 は 非 水 性 溶 液 、 分 散 体 、 懸 濁 液 若 し く は エ マ ル ジ ョ ン 、 又 は 使 用 直 前 に 無 菌 性
注 射 用 溶 液 又 は 分 散 体 内 で 再 構 成 さ れ る 無 菌 性 粉 剤 と 組 み 合 わ せ た １ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド
治 療 薬 を 含 有 し て も よ く 、 そ れ は 抗 酸 化 剤 、 バ ッ フ ァ 、 静 菌 薬 、 対 象 と す る レ シ ピ エ ン ト
の 血 液 と 等 張 な 配 合 物 と す る 溶 質 、 又 は 懸 濁 剤 若 し く は 増 粘 剤 を 含 有 し て も よ い 。 本 発 明
の 医 薬 的 組 成 物 で 使 用 で き る 適 切 な 水 性 及 び 非 水 性 キ ャ リ ア の 例 と し て 、 水 、 エ タ ノ ー ル
、 ポ リ オ ー ル （ グ リ セ ロ ー ル 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 等 ） 及 び
そ れ ら の 適 切 な 混 合 物 、 オ リ ー ブ オ イ ル 等 の 植 物 性 オ イ ル 、 並 び に 、 エ チ ル オ レ ア ー ト 等
の 注 射 用 有 機 的 エ ス テ ル が 挙 げ ら れ る 。 適 切 な 流 動 性 は 、 例 え ば 、 レ シ チ ン 等 の コ ー テ ィ
ン グ 材 料 の 使 用 、 分 散 体 の 場 合 必 要 な 粒 子 径 の 維 持 及 び 界 面 活 性 剤 の 使 用 を 行 う こ と に よ
り 維 持 で き る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 は 又 、 保 存 薬 、 湿 潤 剤 、 乳 化 剤 及 び 分 散 剤 等 の 添 加 剤 を 含 有 し て も よ い
。 微 生 物 の 活 動 防 止 は 、 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 等 の
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種 々 の 抗 細 菌 性 及 び 抗 真 菌 剤 の 含 有 に よ り 確 保 で き る 。 糖 類 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 等 の 等 張 性
試 薬 を 本 発 明 の 組 成 物 中 に 含 有 さ せ る こ と も 又 好 ま し い 。 更 に 、 注 射 可 能 な 医 薬 形 態 の 長
期 間 吸 収 は 、 ア ル ミ ニ ウ ム モ ノ ス テ ア レ ー ト 及 び ゼ ラ チ ン 等 の 吸 収 遅 延 剤 の 包 含 に よ り 達
成 で き る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 注 射 可 能 な 貯 蔵 体 は 、 ポ リ ラ ク チ ド -ポ リ グ リ コ リ ド 等 の 生 分 解 性 ポ リ マ ー 中 の １ 以 上
の ポ リ ペ プ チ ド 治 療 薬 の マ イ ク ロ カ プ セ ル 化 マ ト リ ッ ク ス を 形 成 す る こ と に よ り 製 造 で き
る 。 薬 の ポ リ マ ー に 対 す る 割 合 及 び 使 用 さ れ る 所 定 の ポ リ マ ー の 性 質 に 依 存 し て 、 薬 放 出
速 度 が 制 御 で き る 。 他 の 生 分 解 性 ポ リ マ ー の 例 と し て 、 ポ リ （ オ ル ソ エ ス テ ル ） 及 び ポ リ
（ ア ン ハ イ ド ラ イ ド ） が 挙 げ ら れ る 。 注 射 可 能 な 配 合 貯 蔵 体 は 又 、 リ ポ ソ ー ム 中 又 は 体 組
織 適 合 性 の あ る ミ ク ロ エ マ ル ジ ョ ン 中 に ド ラ ッ グ を 捕 捉 す る こ と に よ り 調 製 で き る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 膣 内 又 は 直 腸 内 投 与 用 配 合 物 は 、 １ 以 上 の 本 発 明 の 化 合 物 を １ 以 上 の 適 切 な 非 刺 激 性 賦
形 剤 又 は キ ャ リ ア と 混 合 し て 製 造 さ れ る 座 薬 と し て 提 供 で き る 。 上 記 賦 形 剤 等 と し て 例 え
ば 、 コ コ ア バ タ ー 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 座 薬 ワ ッ ク ス 又 は サ リ チ ラ ー ト が 挙 げ ら れ
、 そ れ ら は 室 温 で 固 体 で あ る が 体 温 で 液 体 で あ る た め 、 直 腸 内 又 は 膣 腔 内 で 溶 解 し て 活 性
化 合 物 を 放 出 す る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 例 え ば 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 治 療 薬 は 、 真 核 プ ロ モ ー タ ー か ら 細 胞 内 で 発 現 で き る 。
例 え ば 、 EphB4又 は エ フ リ ン B2の 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド は 、 適 切 な ベ ク タ ー か ら 真 核 細 胞 中
で 発 現 で き る 。 ベ ク タ ー は 好 ま し く は Ｄ Ｎ Ａ プ ラ ス ミ ド 又 は ウ ィ ル ス 性 ベ ク タ ー で あ る 。
ウ ィ ル ス 性 ベ ク タ ー は 本 発 明 を 限 定 す る も の で は な い が 、 ア デ ノ 関 連 ウ ィ ル ス 、 レ ト ロ ウ
ィ ル ス 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス 、 又 は ア ル フ ァ ウ ィ ル ス を ベ ー ス と し て 構 成 で き る 。 好 ま し く は
、 ベ ク タ ー は 確 実 に タ ー ゲ ッ ト 細 胞 中 に 導 入 さ れ そ の 中 で 存 続 す る 。 又 、 ウ ィ ル ス 性 ベ ク
タ ー は 一 時 的 発 現 を 起 こ す た め に も 使 用 で き る 。 こ れ ら の ベ ク タ ー は 必 要 に 応 じ て 繰 り 返
し て 投 与 で き る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 治 療 薬 を エ ン コ ー ド す る ベ ク タ ー の デ リ バ リ ー は
、 静 脈 内 又 は 筋 肉 内 投 与 に よ り 全 身 的 に 行 え る 。 そ れ は 、 患 者 か ら 外 植 さ れ た タ ー ゲ ッ ト
細 胞 内 へ 導 入 し て か ら 患 者 中 へ 再 投 入 す る こ と に よ り 、 又 は 目 的 と す る タ ー ゲ ッ ト 細 胞 を
導 入 す る こ と を 可 能 と す る 他 の 手 段 に よ り 行 え る （ Coutureら 、 1996、 TIG、 12、 510参 照
） 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ １ ７ 】

　 本 発 明 を 上 記 概 説 し た が 、 下 記 実 施 例 に よ り 更 に 容 易 に 理 解 で き る 。 下 記 実 施 例 は 単 に
本 発 明 の 例 示 を 目 的 と し て 記 載 さ れ て お り 、 本 発 明 を 限 定 す る も の で は な い 。
【 ０ １ １ ８ 】

　 ヒ ト エ フ リ ン B2及 び EphB4蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 の 可 溶 性 誘 導 体 は 、 予 測 さ れ る 短 縮 さ れ
た 完 全 長 の エ フ リ ン B2（ Ｂ ４ Ｅ Ｃ ｖ ３ 、 Ｂ ２ Ｅ Ｃ ） の 細 胞 外 領 域 、 又 は そ の 領 域 と Ｂ ２ Ｅ
Ｃ -Ｆ Ｃ 、 Ｂ ４ Ｅ Ｃ ｖ ２ -Ｆ Ｃ 及 び Ｂ ４ Ｅ Ｃ ｖ ３ -Ｆ Ｃ 等 の ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 定 常 領 域
（ IgGl Ｆ ｃ フ ラ グ メ ン ト ） と の 翻 訳 上 の （ translational） 融 合 の い ず れ か を 表 す 。 代 表
的 ヒ ト エ フ リ ン B2構 築 物 及 び ヒ ト EphB4構 築 物 を 図 １ ４ 及 び 図 １ ５ に 示 す 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 こ れ ら の 組 み 換 え 型 蛋 白 質 を エ ン コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト は 、 材 料 及 び 方 法 段
落 に 詳 細 に 記 載 さ れ る よ う に （ 下 記 参 照 ） 、 ほ 乳 類 発 現 ベ ク タ ー へ サ ブ ク ロ ー ン さ れ 、 一
時 的 に 発 現 す る か 、 ほ 乳 類 細 胞 系 を 確 実 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し て 、 精 製 さ れ て 均 質 と な っ
た 。 蛋 白 質 の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を 図 １ ～ 図 ５ に 示 す 。 高 純 度 の 単 離 さ れ た 蛋 白 質 及 び そ れ
ら の 認 識 を 、 対 応 す る 抗 エ フ リ ン B2及 び 抗 EphB4モ ノ ク ロ ー ナ ル 又 は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体
に よ り 確 認 し た 。 組 み 換 え 型 蛋 白 質 は 、 予 測 さ れ る 高 親 和 性 結 合 、 結 合 競 合 及 び そ れ ら の
対 応 す る 結 合 パ ー ト ナ ー と の 特 異 性 性 質 を 示 し 、 そ れ ら は 生 物 化 学 的 ア ッ セ イ に よ り 確 認
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さ れ た （ 例 え ば 図 ６ ～ ８ 参 照 ） 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 こ れ ら 可 溶 性 誘 導 体 蛋 白 質 ヒ ト エ フ リ ン B2及 び EphB4は 、 数 個 の 細 胞 -ベ ー ス ア ッ セ イ 及
び 血 管 形 成 又 は 抗 癌 活 性 を 測 定 す る in vivoア ッ セ イ に よ る 生 物 学 的 活 性 の 能 力 を 示 し 、
従 っ て そ れ は 抗 血 管 形 成 及 び 抗 癌 治 療 用 の 将 来 性 の あ る ド ラ ッ グ 候 補 で あ る 。 Ｂ ４ Ｅ Ｃ ｖ
３ 並 び に Ｂ ２ Ｅ Ｃ 及 び Ｂ ２ Ｅ Ｃ -Ｆ Ｃ 蛋 白 質 は 、 ヒ ト 内 皮 細 胞 の 走 化 性 を ブ ロ ッ ク し （ へ
そ の 緒 及 び 肝 臓 性 Ａ Ｅ Ｃ 又 は Ｖ Ｅ Ｃ で 試 験 し た ） 、 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス （ マ ト リ ゲ ル 、 商
標 ） の 変 質 の 減 少 及 び 増 殖 因 子 刺 激 に 対 す る 応 答 に お け る 移 動 を 減 少 さ せ た （ 図 ９ ～ １ １
） 。 Ｂ ４ Ｅ Ｃ ｖ ３ 及 び Ｂ ２ Ｅ Ｃ -Ｆ Ｃ 蛋 白 質 は そ れ ら の 内 皮 細 胞 管 形 成 阻 害 に よ り 示 さ れ
る 抗 血 管 形 成 効 果 の 能 力 を 有 す る （ 図 １ ２ ～ １ ３ ） 。
【 ０ １ ２ １ 】

１ ） エ フ リ ン B2及 び EphB4の 組 み 換 え 型 可 溶 性 誘 導 体 生 産 用 の ほ 乳 類 発 現 ベ ク タ ー ；
　 エ フ リ ン B2及 び EphB4の 組 み 換 え 型 可 溶 性 誘 導 体 を 発 現 す る た め の プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー
は 、 pEF6／ V5-His-TOPOベ ク タ ー （ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 製 ） 、 pIG（ Novagen社 製 ） 又 は ｐ
Ｒ Ｋ ５ を ベ ー ス と し た 。 pEF6／ V5-His-TOPOは 、 ヒ ト 延 長 因 子 １ ａ エ ン ハ ン サ ー ／ プ ロ モ
ー タ ー 及 び ブ ラ ス ト サ イ ジ ン 耐 性 マ ー カ ー を 含 有 す る 。 pIGベ ク タ ー は 、 Ｃ Ｍ Ｖ プ ロ モ ー
タ ー 調 節 下 で ヒ ト IgG１ の Ｆ ｃ 部 位 と の 高 レ ベ ル 発 現 の 蛋 白 質 融 合 を す る よ う に 設 計 さ れ
、 ｐ Ｒ Ｋ ５ は 一 般 的 目 的 Ｃ Ｍ Ｖ プ ロ モ ー タ ー 含 有 ほ 乳 類 発 現 ベ ク タ ー で あ る 。 プ ラ ス ミ ド
構 築 物 pEF6-Ｂ ４ Ｅ Ｃ -Ｎ Ｔ を 生 成 す る た め に 、 ヒ ト EphB4の ｃ Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト を 、 オ
リ ゴ プ ラ イ マ ー ５ ’ -Ｇ Ｇ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ Ｇ Ｃ Ｃ 　 Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｃ 　 Ｃ Ｇ Ｇ Ｇ Ｔ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ｃ
Ｔ -３ ’ 及 び ５ ’ -Ｔ Ｇ Ｇ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ Ｃ Ｔ 　 Ｇ Ｃ Ｔ Ｃ Ｃ Ｃ Ｇ Ｃ 　 Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ｔ Ｃ Ｇ 　 Ｃ Ｔ Ｃ
Ｔ Ｃ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ Ａ -３ ’ を 使 用 し て Ｐ Ｃ Ｒ 法 で 増 幅 し 、 pEF6／ V5-His-TOPOベ ク タ ー へ Ｔ Ｏ Ｐ
Ｏ -ク ロ ー ン 化 し た 。 pEF6-ｈ Ｂ ４ Ｅ Ｃ ｖ ３ は 、 pEF6-Ｂ ４ Ｅ Ｃ Ｎ Ｔ に 由 来 し 、 プ ラ ス ミ ド
Ｄ Ｎ Ａ を Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｖ 及 び Ｂ ｓ ｔ Ｂ Ｉ で 消 化 し て 、 Klenow酵 素 及 び リ ラ イ ゲ ー ト ベ ク タ ー で
末 端 を 補 完 し た 。 pEF6-Ｂ ４ Ｅ Ｃ -Ｎ Ｔ に よ り エ ン コ ー ド さ れ た 組 み 換 え 型 EphB4誘 導 体 は
、 エ ピ ト ー プ -又 は 精 製 標 識 を 含 有 し な い 一 方 、 pEF6-ｈ Ｂ ４ Ｅ Ｃ ｖ ３ に よ り エ ン コ ー ド さ
れ た 類 似 の Ｂ ４ Ｅ Ｃ ｖ ３ 蛋 白 質 は 、 そ の Ｃ -末 端 に Ｖ ５ エ ピ ト ー プ 標 識 及 び ６ ｘ Ｈ ｉ ｓ 標
識 を 含 有 し 、 条 件 付 け し た 培 地 か ら の 精 製 を 促 進 す る 。 プ ラ ス ミ ド 構 築 物 pEF6-ｈ Ｂ ２ Ｅ
Ｃ を 、 オ リ ゴ プ ラ イ マ ー ５ ’ -Ｔ Ｇ Ｇ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ Ａ Ｃ 　 Ｃ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ｔ 　 Ｇ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ｇ
Ｇ Ｇ Ａ Ｃ -３ ’ 及 び ５ ’ -Ａ Ｔ Ｔ Ａ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ｔ Ｇ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ｔ 　 Ｇ Ａ Ｔ 　 Ｇ Ａ Ｔ Ｇ Ａ Ｃ Ｔ Ａ Ｃ
　 Ｃ Ｃ Ａ Ｃ Ｔ Ｔ Ｃ Ｇ Ｇ 　 Ａ Ａ Ｃ Ｃ Ｇ Ａ Ｇ Ｇ Ａ Ｔ Ｇ Ｔ Ｔ Ｇ Ｔ Ｔ Ｃ -３ ’ を 使 用 し た 、 エ フ リ
ン B2ｃ Ｄ Ｎ Ａ の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 を し 、 pEF6／ V5-His-TOPOベ ク タ ー 中 へ の Ｔ Ｏ Ｐ Ｏ -ク ロ ー ニ ン
グ に よ り 製 造 し た 。 プ ラ ス ミ ド 構 築 物 pIG-ｈ Ｂ ２ Ｅ Ｃ -Ｆ Ｃ を 、 オ リ ゴ プ ラ イ マ ー ５ ’ -Ｔ
Ａ Ａ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ Ｃ Ｃ Ｇ Ｃ Ｃ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ 　 Ｃ Ｔ Ｇ Ｔ Ｇ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｇ Ａ Ｃ -３ ’ 及 び ５ ’ -Ｔ Ａ
Ｇ Ｇ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ Ａ Ｃ Ｔ Ｔ Ｃ Ｇ Ｇ Ａ 　 Ａ Ｃ Ｃ Ｇ Ａ Ｇ Ｇ Ａ Ｔ Ｇ Ｔ Ｔ Ｇ Ｔ Ｔ 　 Ｃ Ｃ Ｃ -３ ’ を 使 用
し た 、 エ フ リ ン B2  ｃ Ｄ Ｎ Ａ の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 を し 、 そ れ に 続 く Ｔ Ｏ Ｐ Ｏ -ク ロ ー ニ ン グ に よ
り 製 造 し 、 次 に 得 ら れ た Ｐ Ｃ Ｒ フ ラ グ メ ン ト を Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ 及 び Ｈ ｉ ｎ ｄ IIIに よ り 切 断 し
た pIGｈ IgG１ Fc融 合 発 現 ベ ク タ ー 内 で サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し て 塩 基 配 列 決 定 し た 。 同 様 に 、
pIG-ｈ Ｂ ２ Ｅ Ｃ 及 び pIG-ｈ Ｂ ４ Ｅ Ｃ ｖ ３ を オ リ ゴ プ ラ イ マ ー ５ ’ -Ａ Ｔ Ａ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ Ｃ Ｃ
　 Ｇ Ｃ Ｃ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ａ Ｇ Ｃ 　 Ｔ Ｃ Ｃ Ｇ Ｇ Ｇ Ｔ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ -３ ’ 及 び ５ ’ -Ｔ Ｔ Ｇ Ｇ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ Ｇ
Ｃ Ｔ Ｃ Ｃ Ｃ Ｇ 　 Ｃ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ｔ Ｃ Ｇ Ｃ 　 Ｔ Ｃ Ｔ Ｃ Ａ Ｔ Ｃ -３ ’ を 使 用 し て 、 EphB4　 Ｅ Ｃ
Ｄ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 部 位 を 製 造 し 、 次 に Ｂ ａ ｍ Ｈ  Ｉ 及 び Ｈ ｉ ｎ ｄ  IIIに よ り 切 断
し た pIGｈ IgG１ Fc融 合 発 現 ベ ク タ ー 内 へ 続 い て サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 上 記 ベ ク タ ー に よ
り エ ン コ ー ド さ れ た 蛋 白 質 の 推 定 配 列 を 図 １ ～ ５ に 示 す 。
【 ０ １ ２ ２ 】
２ ） ほ 乳 類 細 胞 培 養 及 び ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ；
　 Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ Ｔ （ ヒ ト 胎 児 腎 臓 系 ） 細 胞 を １ ０ ％ 半 透 膜 ろ 過 し た （ dialyzed） ウ シ 胎 仔
血 清 及 び １ ％ ペ ニ シ リ ン ／ ス ト レ プ ト マ イ シ ン ／ ネ オ マ イ シ ン 抗 生 物 質 と 共 に Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 中
に 保 持 し た 。 細 胞 を ５ ％ Ｃ Ｏ 2 ／ ９ ５ ％ 空 気 湿 生 雰 囲 気 下 ３ ７ ℃ で 保 持 し た 。 ト ラ ン ス フ
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ェ ク シ ョ ン を リ ポ フ ェ ク タ ミ ン ２ ０ ０ ０ 試 薬 （ 商 標 、 イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 製 ） を 使 用 し て
製 造 者 の プ ロ ト コ ル に 従 い 行 っ た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン １ 日 前 、 ２ ９ ３ Ｔ 細 胞 を ト ラ ン
ス フ ェ ク シ ョ ン 時 に ８ ０ ％ 接 触 （ confluence） と な る よ う に 高 密 度 で 接 種 し た 。 プ ラ ス ミ
ド Ｄ Ｎ Ａ 及 び リ ポ フ ェ ク タ ミ ン （ 商 標 ） 試 薬 （ １ ： ３ 比 ） を Ｏ ｐ ｔ ｉ -Ｍ Ｅ Ｍ Ｉ 血 清 使 用
量 低 減 培 地 （ 商 標 、 イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 製 ） 中 で ５ 分 間 稀 釈 し 、 一 緒 に 混 合 し て Ｄ Ｎ Ａ ；
リ ポ フ ェ ク タ ミ ン （ 商 標 ） 複 合 体 を 形 成 し た 。 １ ０ ｃ ｍ 培 養 皿 そ れ ぞ れ に は 、 １ ０ μ ｇ の
プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を 使 用 し た 。 ２ ０ 分 後 、 上 記 複 合 体 を 培 養 培 地 中 の 細 胞 へ 直 接 添 加 し た
。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン １ ６ 時 間 後 、 培 地 を 吸 引 し 、 血 清 フ リ ー Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ で １ 回 洗 浄 し 、
血 清 フ リ ー Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ で 置 換 し た 。 分 泌 さ れ た 蛋 白 質 を ４ ８ 時 間 に 後 条 件 付 き 培 地 を 採 集 す
る こ と に よ り 採 取 し た 。 条 件 付 き 培 地 を １ ０ ０ ０ ０ ｇ で ２ ０ 分 間 遠 心 分 離 し て 清 澄 化 し 、
０ ． ２ μ ｍ フ ィ ル タ ー を 通 し て ろ 過 し て 精 製 用 に 使 用 し た 。
【 ０ １ ２ ３ 】
３ ） 安 定 な 細 胞 系 の 構 築 ；
　 EphB4Ｅ Ｃ ｖ ３ 及 び EphB4Ｅ Ｃ ｎ ｔ 　 Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 又 は Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ Ｔ を 生 産 す る 安 定 な
細 胞 系 を 構 築 す る た め に 、 細 胞 を 、 pEF6-Ｂ ４ Ｅ Ｃ ｖ ３ 又 は pEF6-Ｂ ４ Ｅ Ｃ -Ｎ Ｔ プ ラ ス ミ
ド 構 築 物 の い ず れ か で 上 記 の よ う に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 抗 生 物 質 ブ ラ ス ト サ イ ジ ン を 使
用 し て 選 択 し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ２ ４ 時 間 後 、 細 胞 を 低 密 度 で 接 種 し た 。 翌 日 、 細
胞 を １ ０ μ ｇ ／ mlの ブ ラ ス ト サ イ ジ ン で 処 理 し た 。 ド ラ ッ グ 選 択 ２ 週 間 後 、 生 存 細 胞 を プ
ー ル し 、 更 に 単 一 細 胞 ク ロ ー ン 展 開 を 選 択 し た 。 安 定 細 胞 確 立 後 、 そ れ ら を ４ μ ｇ ／ mlブ
ラ ス ト サ イ ジ ン 中 で 維 持 し た 。 条 件 付 け 培 地 を 試 験 し て 、 組 み 換 え 型 蛋 白 質 そ れ ぞ れ の 発
現 及 び 分 泌 を 確 認 し た 。 発 現 の 特 異 性 を 、 抗 Ｂ ４ モ ノ -又 は ポ リ ク ロ ー ナ ル Ａ Ｂ を 使 用 し
た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 及 び Ｂ ２ Ｅ Ｃ -Ａ Ｐ 試 薬 結 合 競 合 ア ッ セ イ で 確 認 し た 。
【 ０ １ ２ ４ 】
４ ） 蛋 白 質 精 製 ；
　 Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 を EphB4外 部 ド メ イ ン （ Ｂ ４ Ｅ Ｃ ｖ ３ ） の 分 泌 型 を エ ン コ ー ド す る プ
ラ ス ミ ド で 一 時 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 条 件 付 き 培 地 を 採 取 し 、 １ ０ ｍ Ｍ イ ミ ダ ゾ ー
ル 、 ０ ． ３ Ｍ Ｎ ａ Ｃ lを 補 充 し 、 ２ ０ ０ ０ ０ ｇ で ３ ０ 分 間 遠 心 分 離 し て 細 胞 片 及 び 不 溶 性
粒 子 を 除 去 し た 。 ８ ０ mlの 得 ら れ た 上 澄 み を 、 １ mlの Ｎ ｉ -Ｎ Ｔ Ａ -ア ガ ロ ー ス （ QIAGEN社
製 ） を 有 す る 予 め 平 衡 化 し た カ ラ ム 上 に 流 速 １ ０ ml／ ｈ で 添 加 し た 。 カ ラ ム を １ ０ mlの ５
０ ｍ Ｍ  Tris-HCl、 ０ ． ３ Ｍ Ｎ ａ Ｃ l及 び １ ０ ｍ Ｍ イ ミ ダ ゾ ー ル 、 ｐ Ｈ ８ で 洗 浄 後 、 残 っ て
い る 蛋 白 質 を ３ mlの ０ ． ２ ５ Ｍ イ ミ ダ ゾ ー ル で 溶 離 し た 。 溶 離 し た 蛋 白 質 を ２ ０ ｍ Ｍ  Tri
s-HCl、 ０ ． １ ５ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ l、 ｐ Ｈ ８ に 対 し て 一 晩 透 析 し た 。 Ｂ ４ Ｅ Ｃ ｖ ３ の 純 度 及 び 特
性 を 、 Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ／ ク マ シ ー Ｇ -２ ５ ０ 法 及 び 抗 EphB4抗 体 を 使 用 し た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法
に よ り 評 価 し た 。 最 後 に 、 Ｂ ４ Ｅ Ｃ ｖ ３ の 濃 度 を 測 定 し 、 蛋 白 質 を ア リ コ ー ト に し て -７
０ ℃ で 保 存 し た 。
　 Ｂ ４ Ｅ Ｃ -Ｆ Ｃ 蛋 白 質 及 び Ｂ ２ Ｅ Ｃ -Ｆ Ｃ 蛋 白 質 も 同 様 に 精 製 し た 。
【 ０ １ ２ ５ 】
５ ） 生 物 化 学 的 ア ッ セ イ ；

　 １ ０ μ ｌ の Ｎ ｉ -Ｎ Ｔ Ａ -ア ガ ロ ー ス を マ イ ク ロ 遠 心 機 用 試 験 管 中 で 、 結 合 バ ッ フ ァ Ｂ Ｂ
（ ２ ０ ｍ Ｍ  Tris-HCl、 ０ ． １ ５ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ l、 ０ ． １ ％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン ｐ Ｈ ８ ） 中 で
稀 釈 し た ５ ０ μ ｌ 表 示 量 の Ｂ ４ Ｅ Ｃ ｖ ３ を 使 用 し て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
振 と う 台 上 で の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン ３ ０ 分 後 、 Ｎ ｉ -Ｎ Ｔ Ａ ビ ー ズ を １ ． ４ mlの Ｂ Ｂ で ２
回 洗 浄 し 、 次 に ５ ０ μ ｌ の Ｂ ２ -Ａ Ｐ を 使 用 し て 最 終 濃 度 ５ ０ ｎ Ｍ と し た 。 結 合 を ３ ０ 分
間 振 と う 台 上 で 行 い 、 次 に 試 験 管 を 遠 心 分 離 し 、 １ ． ４ mlの Ｂ Ｂ で １ 回 洗 浄 し た 。 沈 降 し
た Ａ Ｐ 量 を Ｐ Ｎ Ｐ Ｐ 処 理 後 に 比 色 分 析 で 測 定 し た 。
【 ０ １ ２ ６ 】

（ 溶 液 中 の 阻 害 ）
　 ５ ０ μ ｌ の Ｂ Ｂ 中 に 稀 釈 さ れ た 異 な る 量 の Ｂ ４ Ｅ Ｃ ｖ ３ を 、 ５ ０ μ ｌ の ５ ｎ Ｍ 　 Ｂ ２ Ｅ
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Ａ ． 結 合 ア ッ セ イ ：

Ｂ ． 阻 害 ア ッ セ イ ；



Ｃ -Ａ Ｐ 試 薬 で 予 備 イ ン キ ュ ベ ー ト し た （ エ フ リ ン B2外 部 ド メ イ ン の 胎 盤 性 ア ル カ リ ホ ス
フ ァ タ ー ゼ と の 蛋 白 質 融 合 ） 。 １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 結 合 し て い な い Ｂ ２ Ｅ Ｃ -
Ａ Ｐ を 膜 結 合 し た 完 全 長 EphB4を 発 現 す る Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 ５ ０ ０ ０ と 共 に ２ ０ 分 間 沈 降
さ せ た 。 結 合 反 応 を １ ． ２ mlの Ｂ Ｂ で 希 釈 し て 停 止 し 、 次 に １ ０ 分 間 遠 心 分 離 し た 。 上 澄
み を 廃 棄 し 、 採 取 さ れ た 細 胞 に 関 す る ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 活 性 を パ ラ -ニ ト ロ フ ェ ニ
ル ホ ス フ ェ ー ト （ Ｐ Ｎ Ｐ Ｐ ） 基 質 を 添 加 し て 測 定 し た 。
【 ０ １ ２ ７ 】
（ 細 胞 ベ ー ス の 阻 害 ）
　 Ｂ ４ Ｅ Ｃ ｖ ３ を ２ ０ ｍ Ｍ  Tris-HCl、 ０ ． １ ５ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ l、 ０ ． １ ％ Ｂ Ｓ Ａ 、 ｐ Ｈ ８ 中
に 連 続 的 に 稀 釈 し 、 膜 結 合 し た 完 全 長 エ フ リ ン B2を 発 現 す る Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 ５ ０ ０ ０ と
混 合 し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン １ 時 間 後 、 ５ ０ μ ｌ の ５ ｎ Ｍ 　 Ｂ ４ Ｅ Ｃ -Ａ Ｐ 試 薬 （ EphB4
外 部 ド メ イ ン と 胎 盤 性 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ と の 蛋 白 質 融 合 ） を そ れ ぞ れ の 試 験 管 中 へ
３ ０ 分 間 添 加 し 、 未 結 合 の エ フ リ ン B2結 合 部 位 を 検 出 し た 。 結 合 反 応 を １ ． ２ mlの Ｂ Ｂ で
の 希 釈 に よ り 停 止 し 、 遠 心 分 離 し た 。 細 胞 -沈 降 し た Ａ Ｐ の 比 色 分 析 的 反 応 を Ｐ Ｎ Ｐ Ｐ 基
質 で 展 開 し た 。
【 ０ １ ２ ８ 】

　 （ プ ロ テ イ ン Ａ -ア ガ ロ ー ス ベ ー ス ア ッ セ イ ） １ ０ μ ｌ の プ ロ テ イ ン Ａ -ア ガ ロ ー ス を エ
ッ ペ ン ド ル フ 型 試 験 管 中 で 、 結 合 バ ッ フ ァ Ｂ Ｂ （ ２ ０ ｍ Ｍ  Tris-HCl、 ０ ． １ ５ Ｍ 　 Ｎ ａ
Ｃ l、 ０ ． １ ％ Ｂ Ｓ Ａ 、 ｐ Ｈ ８ ） 中 に 稀 釈 し た ５ ０ μ ｌ の 表 示 量 の Ｂ ４ Ｅ Ｃ -Ｆ Ｃ と 共 に イ
ン キ ュ ベ ー ト し た 。 振 と う 台 上 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン ３ ０ 分 間 後 、 プ ロ テ イ ン Ａ ア ガ ロ ー
ス ビ ー ズ を １ ． ４ mlの Ｂ Ｂ で ２ 回 洗 浄 し 、 次 に ５ ０ μ lの Ｂ ２ Ｅ Ｃ Ａ Ｐ 試 薬 を 適 用 し て 最
終 濃 度 ５ ０ ｎ Ｍ と し た 。 結 合 を ３ ０ 分 間 振 と う 台 上 で 行 い 、 次 に 試 験 管 を 遠 心 分 離 し 、 １
． ４ mlの Ｂ Ｂ で １ 回 洗 浄 し た 。 沈 降 し た Ａ Ｐ の 比 色 分 析 的 反 応 を Ｐ Ｎ Ｐ Ｐ の 適 用 後 に 測 定
し た （ 図 ６ ） 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 （ ニ ト ロ セ ル ロ ー ス ベ ー ス の ア ッ セ イ ） Ｂ ４ Ｅ Ｃ -Ｆ Ｃ を 連 続 的 に ２ ０ ｍ Ｍ  Tris-HCl、
０ ． １ ５ Ｍ Ｎ ａ Ｃ l、 ５ ０ μ ｇ ／ mlＢ Ｓ Ａ 、 ｐ Ｈ ８ 中 に 稀 釈 し た 。 ２ μ ｌ の そ れ ぞ れ の フ
ラ ク シ ョ ン を ニ ト ロ セ ル ロ ー ス ス ト リ ッ プ 上 に 適 用 し 、 ス ポ ッ ト を ３ 分 間 乾 燥 さ せ た 。 ニ
ト ロ セ ル ロ ー ス ス ト リ ッ プ を ５ ％ 無 脂 肪 乳 で ３ ０ 分 間 ブ ロ ッ ク し 、 次 に ５ ｎ Ｍ 　 Ｂ ２ Ｅ Ｃ
-Ａ Ｐ 試 薬 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 結 合 用 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン ４ ５ 分 後 、 ニ ト ロ セ ル
ロ ー ス を ２ ０ ｍ Ｍ  Tris-HCl、 ０ ． １ ５ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ l、 ５ ０ μ ｇ ／ ml Ｂ Ｓ Ａ 、 ｐ Ｈ ８ で ２
回 洗 浄 し 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 基 質 シ グ マ Ｆ ａ ｓ ｔ （ シ グ マ 社 製 ） を 適 用 し て 色 を 展
開 し た 。
【 ０ １ ３ ０ 】

　 （ 溶 液 中 阻 害 ） Ｂ ４ Ｅ Ｃ ｖ ３ に つ い て 記 載 し た 上 記 参 照 。 結 果 を 図 ７ に 示 す 。
　 （ 細 胞 ベ ー ス の 阻 害 ） Ｂ ４ Ｅ Ｃ ｖ ３ に つ い て 記 載 し た 上 記 参 照 。

　 （ プ ロ テ イ ン Ａ -ア ガ ロ ー ス ベ ー ス ア ッ セ イ ） Ｂ ４ Ｅ Ｃ -Ｆ Ｃ に つ い て 記 載 し た 上 記 参 照
。 結 果 を 図 ８ に 示 す 。
　 （ ニ ト ロ セ ル ロ ー ス ベ ー ス の ア ッ セ イ ） Ｂ ４ Ｅ Ｃ -Ｆ Ｃ に つ い て 記 載 し た 上 記 参 照 。
【 ０ １ ３ １ 】
６ ） 細 胞 -ベ ー ス の ア ッ セ イ ；

　 ヒ ト へ そ の 緒 静 脈 内 皮 細 胞 （ Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ ） （ １ ． ５ × １ ０ 3 ） を １ ０ ０ μ ｌ の Ｅ Ｂ Ｍ -２
（ Clonetic社 製 、 番 号 Ｃ Ｃ ３ １ ６ ２ ） を 含 む ９ ６ -ウ ェ ル プ レ ー ト 中 に プ レ ー ト す る 。 ２
４ 時 間 後 （ 第 ０ 日 ） 、 試 験 用 組 み 換 え 型 蛋 白 質 （ １ ０ ０ μ ｌ ） を そ れ ぞ れ の ウ ェ ル へ Ｅ Ｂ
Ｍ -２ 培 地 中 に ２ × 目 的 濃 度 （ ５ ～ ７ 濃 度 レ ベ ル ） で 添 加 す る 。 第 ０ 日 に 、 １ の プ レ ー ト
を ２ ０ ％ メ タ ノ ー ル 中 ０ ． ５ ％ ク リ ス タ ル バ イ オ レ ッ ト で １ ０ 分 間 染 色 し 、 水 で 洗 浄 し 、
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Ｃ ． Ｂ ４ Ｅ Ｃ -Ｆ Ｃ 結 合 ア ッ セ イ ；

Ｄ ． Ｂ ４ Ｅ Ｃ -Ｆ Ｃ 阻 害 ア ッ セ イ ；

Ｅ ． Ｂ ２ Ｅ Ｃ -Ｆ Ｃ 結 合 ア ッ セ イ ；

Ａ ． 増 殖 阻 害 ア ッ セ イ ：



空 気 乾 燥 す る 。 残 っ て い る プ レ ー ト を ７ ２ 時 間 ３ ７ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 ７ ２ 時 間 後
、 プ レ ー ト を ２ ０ ％ メ タ ノ ー ル 中 ０ ． ５ ％ ク リ ス タ ル バ イ オ レ ッ ト で 染 色 し 、 水 で 洗 浄 し
、 空 気 乾 燥 す る 。 染 色 は 、 エ タ ノ ー ル ： ０ ． １ Ｍ ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム １ ： １ 溶 液 で 溶 離 し
（ 第 ０ 日 プ レ ー ト を 含 む ） 、 吸 光 度 ５ ４ ０ ｎ ｍ で Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ リ ー ダ ー （ Dynatechラ ボ ラ ト
リ ー ズ 社 製 ） を 使 用 し て 測 定 す る 。 第 ０ 日 吸 光 度 を ７ ２ 時 間 プ レ ー ト 結 果 か ら 減 じ 、 デ ー
タ を コ ン ト ロ ー ル 増 殖 （ ビ ヒ ク ル 処 理 し た 細 胞 ） 割 合 と し て プ ロ ッ ト す る 。 Ｉ Ｃ 5 0 （ ５ ０
％ 阻 害 を 発 生 す る 薬 剤 濃 度 ） を プ ロ ッ ト し た デ ー タ か ら 算 出 す る 。
【 ０ １ ３ ２ 】

　 マ ト リ ゲ ル （ 商 標 ） （ ６ ０ μ ｌ の １ ０ ｍ ｇ ／ ml； Collaborative Lab社 製 、 番 号 ３ ５ ４
２ ３ ） を 氷 冷 ９ ６ -ウ ェ ル プ レ ー ト の そ れ ぞ れ の ウ ェ ル 中 に 配 置 し た 。 プ レ ー ト を 室 温 で
１ ５ 分 間 放 置 し 、 次 に ３ ７ ℃ ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 マ ト リ ゲ ル を ポ リ マ ー 化 し た 。
そ の 間 に 、 Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ を Ｅ Ｇ Ｍ -２ （ Clonetic社 製 、 番 号 Ｃ Ｃ ３ １ ６ ２ ） 中 に 濃 度 ２ × １
０ 5 細 胞 ／ mlで 調 製 す る 。 試 験 化 合 物 を ２ × 目 的 濃 度 （ ５ 濃 度 レ ベ ル ） で 同 一 の 培 地 中 に
調 製 す る 。 細 胞 （ ５ ０ ０ μ ｌ ） 及 び ２ × ド ラ ッ グ （ ５ ０ ０ μ ｌ ） を 混 合 し 、 ２ ０ ０ μ ｌ の
こ の 懸 濁 液 を ポ リ マ ー 化 し た マ ト リ ゲ ル 上 で 複 製 配 置 す る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン ２ ４ 時 間
後 、 三 個 の 試 験 画 像 を Bioquant画 像 分 析 シ ス テ ム を 使 用 し て そ れ ぞ れ の 濃 度 で 得 る 。 未 処
理 の コ ン ト ロ ー ル と 比 較 し た 薬 剤 効 果 （ Ｉ Ｃ 5 0 ） を 、 形 成 さ れ た コ ー ド の 長 さ 及 び 結 合 数
を 測 定 し て 評 価 す る 。
【 ０ １ ３ ３ 】

　 移 動 を 、 ４ ８ -ウ ェ ル ボ イ デ ン チ ャ ン バ ー （ 商 標 ） 及 び ８ μ ｍ 孔 径 の コ ラ ー ゲ ン 被 覆 さ
れ た （ １ ０ μ ｇ ／ mlラ ッ ト 尾 コ ラ ー ゲ ン ； Collaborative Lab社 製 ） ポ リ カ ー ボ ネ ー ト フ
ィ ル タ ー （ Osmonics、 Inc.） を 使 用 し て 評 価 す る 。 底 部 チ ャ ン バ ー ウ ェ ル に ２ ７ ～ ２ ９ μ
ｌ の Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 培 地 の み （ ベ ー ス ラ イ ン ） 又 は 化 学 走 性 誘 因 物 質 含 有 培 地 （ ｂ Ｆ Ｇ Ｆ 、 Ｖ Ｅ
Ｇ Ｆ 又 は ス イ ス ３ Ｔ ３ 細 胞 条 件 付 け 培 地 ） を 配 置 す る 。 上 部 チ ャ ン バ ー に 試 験 化 合 物 を 含
む 又 は 含 ま な い Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ＋ １ ％ Ｂ Ｓ Ａ 中 で 調 製 さ れ る ４ ５ μ ｌ の Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ 細 胞 懸 濁 液 （
１ × １ ０ 6 細 胞 ／ ml） を 配 す る 。 ３ ７ ℃ で ５ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 膜 を Ｐ Ｂ Ｓ 中 で
洗 浄 し 、 Ｄ ｉ ｆ ｆ -Ｑ ｕ ｉ ｃ ｋ 溶 液 中 に 固 定 化 し て 染 色 す る 。 フ ィ ル タ ー を ガ ラ ス ス ラ イ
ド 上 に 、 移 動 し た 細 胞 を 下 向 き に 配 置 し 、 上 部 の 細 胞 を Ｋ ｉ ｍ ｗ ｉ ｐ ｅ （ 商 標 ） を 使 用 し
て 除 去 す る 。 試 験 は ４ ～ ６ 複 製 物 及 び そ れ ぞ れ の ウ ェ ル か ら の ５ 視 野 を 計 測 し て 行 う 。 陰
性 無 刺 激 コ ン ト ロ ー ル 値 を 刺 激 さ れ た コ ン ト ロ ー ル 及 び ド ラ ッ グ 処 理 し た 値 か ら 除 き 、 デ
ー タ を 平 均 移 動 細 胞 ± S.D.と し て プ ロ ッ ト す る 。 Ｉ Ｃ 5 0 を プ ロ ッ ト し た デ ー タ か ら 算 出 す
る 。
【 ０ １ ３ ４ 】

Ａ ． EphB4の 球 状 領 域 が 内 皮 性 管 形 成 ア ッ セ イ 中 で 、 エ フ リ ン B2結 合 の た め に 、 及 び EphB4
由 来 の 可 溶 性 蛋 白 質 活 性 を 測 定 す る た め に 必 要 で あ る 。
　 レ セ プ タ ー の 可 溶 性 組 み 換 え 型 誘 導 体 の 抗 血 管 形 成 活 性 に 必 要 十 分 な EphB4の 異 所 性 部
位 の サ ブ ド メ イ ン を 特 定 す る た め に 、 EphB4Ｅ Ｃ の ４ 種 の 組 み 換 え 型 欠 失 変 異 体 を 生 産 し
、 試 験 し た （ 図 １ ６ ） 。 EphB4の 細 胞 外 部 位 は 、 EphＢ 及 び EphＡ レ セ プ タ ー フ ァ ミ リ ー の
他 の 構 成 員 と 同 様 に 、 Ｎ -末 端 リ ガ ン ド 結 合 球 状 領 域 、 次 に シ ス テ イ ン -リ ッ チ 領 域 及 び ２
個 の フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン 型 IIIリ ピ ー ト （ Ｆ Ｎ III） を 含 有 す る 。 EphB4の 完 全 異 所 性 部 位 を
含 有 す る 組 み 換 え 型 Ｂ ４ -Ｇ Ｃ Ｆ ２ 蛋 白 質 に 加 え 、 球 状 領 域 及 び Ｃ ｙ ｓ -リ ッ チ 領 域 （ Ｂ ４
-Ｇ Ｃ ） を 含 有 す る EphB4Ｅ Ｃ の ３ 個 の 欠 失 変 異 体 を 構 築 し た ； 即 ち 、 球 状 、 Ｃ ｙ ｓ -リ ッ
チ 及 び 第 一 の Ｆ Ｎ III領 域 （ Ｇ Ｃ Ｆ １ ） 並 び に 削 除 さ れ た 球 状 領 域 （ Ｃ Ｆ ２ ） を 有 す る Ｅ
Ｃ Ｄ 変 異 体 。 球 状 領 域 の み を 含 有 す る 短 縮 さ れ た EphB4Ｅ Ｃ 蛋 白 質 の 数 個 の バ ー ジ ョ ン を
生 産 す る た め の 試 み は 成 功 せ ず 、 そ の 理 由 は こ れ ら 全 て の 構 築 物 か ら 発 現 し た 蛋 白 質 の 分
泌 の 欠 如 、 及 び 細 胞 内 で 発 現 さ れ た 組 み 換 え 型 蛋 白 質 に よ り 結 合 さ れ た リ ガ ン ド の 不 存 在
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Ｂ ． コ ー ド 形 成 ア ッ セ イ （ 内 皮 細 胞 管 形 成 ア ッ セ イ ） ；

Ｃ ． 細 胞 移 動 ア ッ セ イ ；

実 施 例 ２ （ EphB4レ セ プ タ ー の 細 胞 外 領 域 フ ラ グ メ ン ト は 、 血 管 形 成 及 び 腫 瘍 増 殖 を 阻 害
す る 。 ）



で あ っ た 。 更 に 、 Ｂ ４ -Ｇ Ｃ Ｆ ２ の 非 標 識 化 体 （ Ｇ Ｃ Ｆ ２ -Ｆ と い う ） は 、 追 加 的 に 融 合 さ
れ た ア ミ ノ 酸 を 有 さ な い EphB4の 完 全 な 細 胞 外 領 域 を 含 有 す る も の で あ り 、 発 現 さ れ 、 精
製 さ れ 、 こ こ で 記 載 さ れ る 実 験 の 幾 つ か で 使 用 さ れ た 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 ４ 個 全 て の Ｃ 末 端 ６ ｘ Ｈ ｉ ｓ 標 識 化 組 み 換 え 型 蛋 白 質 を 一 時 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ
た 培 養 ほ 乳 類 細 胞 中 で 予 備 的 に 発 現 し 、 条 件 付 け し た 増 殖 培 地 か ら Ｎ ｉ 2 + キ レ ー ト 樹 脂 上
の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 使 用 し て 親 和 性 精 製 し て 均 質 化 し た （ 図 １ ７ ） 。 明 ら か に そ れ ら
の グ リ コ シ ル 化 を 原 因 と し て 、 こ の 蛋 白 質 は ３ ４ ． ７ ｋ Ｄ ａ （ Ｇ Ｃ ） 、 ４ １ ． ５ （ Ｃ Ｆ ２
） 、 ４ ５ ． ６ ｋ Ｄ ａ （ Ｇ Ｃ Ｆ １ ） 及 び ５ ７ ． ８ ｋ Ｄ ａ （ Ｇ Ｃ Ｆ ２ ） の そ れ ら の 予 測 分 子 量
に よ り 示 唆 さ れ る よ り も い く ら か 高 く Ｓ Ｄ Ｓ -Ｐ Ａ Ａ Ｇ 上 を 移 動 す る 。 ヒ ト EphB4の 細 胞 外
領 域 の 配 列 は 、 Ｃ ｙ ｓ -リ ッ チ 領 域 中 の 、 第 一 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン 型 IIIリ ピ ー ト 中 に あ り 第
一 及 び 第 二 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン リ ピ ー ト 間 に 位 置 す る 、 ３ 個 の 予 測 Ｎ -グ リ コ シ ル 化 部 位 （
Ｎ Ｘ Ｓ ／ Ｔ ） を 含 有 す る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 エ フ リ ン B2へ 結 合 さ れ る 精 製 さ れ た 組 み 換 え 型 蛋 白 質 の 能 力 を 確 定 す る た め に 、 そ れ ら
を in vitro結 合 ア ッ セ イ で 試 験 し た 。 予 測 さ れ る よ う に 、 Ｃ Ｆ ２ で は な く Ｇ Ｃ 、 Ｇ Ｃ Ｆ １
及 び Ｇ Ｃ Ｆ ２ は 同 系 の リ ガ ン ド エ フ リ ン B2を 結 合 し 、 そ れ は エ フ リ ン B2-ア ル カ リ ホ ス フ
ァ タ ー ゼ （ エ フ リ ン B2-Ａ Ｐ ） 融 合 蛋 白 質 と Ｎ ｉ 2 + 樹 脂 又 は ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 上 に 固 定
化 さ れ た Ｂ ４ 蛋 白 質 と の 相 互 作 用 に よ り 確 認 さ れ る （ 図 １ ７ ） 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 ４ 個 全 て の 蛋 白 質 も 又 、 そ れ ら の 、 リ ガ ン ド -依 存 性 二 量 体 化 、 及 び Ｐ Ｃ ３ 細 胞 中 の Eph
B4レ セ プ タ ー キ ナ ー ゼ の 活 性 化 を ブ ロ ッ ク す る 能 力 も 試 験 さ れ た 。 Ｐ Ｃ ３ ヒ ト 前 立 腺 癌 細
胞 系 は 、 上 昇 し た レ ベ ル の ヒ ト EphB4を 発 現 す る こ と は 公 知 で あ る 。 Ｐ Ｃ ３ 細 胞 の エ フ リ
ン B2IgG Fc融 合 蛋 白 質 に よ る 刺 激 は 、 レ セ プ タ ー の チ ロ シ ン リ ン 酸 化 の 急 速 な 誘 導 を 導 く
。 し か し 、 リ ガ ン ド の Ｃ Ｆ ２ で は な く Ｇ Ｃ Ｆ ２ 、 Ｇ Ｃ Ｆ １ 又 は Ｇ Ｃ 蛋 白 質 と の プ レ イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン は 、 そ の 次 に 続 く EphB4自 動 リ ン 酸 化 を 抑 制 す る 。 蛋 白 質 単 独 の Ｐ Ｃ ３ 細 胞
へ の 添 加 又 は 細 胞 の 蛋 白 質 と の プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 及 び 次 の 培 地 交 換 及 び リ ガ ン ド 添
加 は 、 EphB4リ ン 酸 化 段 階 に 作 用 し な い 。
　 更 に 、 EphB4の 球 状 領 域 は 、 内 皮 性 管 形 成 ア ッ セ イ 中 の EphB4由 来 の 可 溶 性 蛋 白 質 の 活 性
に 必 要 で あ る こ と が 発 見 さ れ た 。
【 ０ １ ３ ８ 】
Ｂ ． Ｈ Ｕ Ｖ ／ Ａ Ｅ Ｃ の 可 溶 性 EphB4の in vitro効 果 ；  
　 可 溶 性 EphB4が 血 管 形 成 経 路 中 の 主 要 な ３ 段 階 に 作 用 し た か 否 か を 決 定 す る た め に 、 初
期 実 験 を 行 っ た 。 こ れ ら は 、 Ｈ Ｕ Ｖ ／ Ａ Ｅ Ｃ に よ る in vitroの 移 動 ／ 侵 襲 、 増 殖 及 び 細 管
形 成 へ の 可 溶 性 EphB4の 効 果 を 確 定 す る こ と に よ り 実 施 し た 。 可 溶 性 EphB4へ の 曝 露 は 、 投
薬 量 依 存 性 挙 動 で の ボ イ デ ン チ ャ ン バ ー （ 商 標 ） ア ッ セ イ 中 の ｂ Ｆ Ｇ Ｆ 及 び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ -両
方 の 誘 起 移 動 を 非 常 に 阻 害 し 、 ｎ Ｍ で の 重 要 性 を 確 定 し た （ 図 １ ８ ） 。 マ ト リ ゲ ル （ 商 標
） 被 覆 さ れ た ウ ェ ル 上 の 、 Ｈ Ｕ Ｖ ／ Ａ Ｅ Ｃ Ｓ に よ る 細 管 形 成 は 、 ｂ Ｆ Ｇ Ｆ 及 び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ の
不 存 在 及 び 存 在 の い ず れ で も 可 溶 性 EphB4に よ り 投 薬 量 依 存 性 挙 動 で 非 常 に 阻 害 さ れ た （
図 １ ９ ） 。 又 in vitroで 可 溶 性 EphB4の ｎ Ｍ は Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ Ｓ へ 細 胞 毒 性 で あ っ た か 否 か を
評 価 し た 。
　 Ｍ Ｔ Ｓ ア ッ セ イ で 評 価 し た よ う に 、 可 溶 性 EphB4の こ れ ら の 投 薬 量 で は 細 胞 毒 性 効 果 が
検 出 さ れ な か っ た （ 図 ２ ０ ） 。
【 ０ １ ３ ９ 】
Ｃ ． 可 溶 性 EphB4レ セ プ タ ー は 、 マ ト リ ゲ ル （ 商 標 ） プ ラ グ の in vivo血 管 形 成 を 抑 制 す る
；
　 可 溶 性 EphB4が in vivo血 管 形 成 を 直 接 に 阻 害 す る こ と を 示 す た め に 、 ネ ズ ミ マ ト リ ゲ ル
プ ラ グ 実 験 を 行 っ た 。 ｂ Ｆ Ｇ Ｆ 及 び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ を 可 溶 性 EphB4の 存 在 又 は 非 存 在 下 で 補 充 し
た マ ト リ ゲ ル （ 商 標 ） を Balb/C nu/nuマ ウ ス へ ｓ ． ｃ ． 注 射 し 、 半 固 体 プ ラ グ を ６ 日 間 で
形 成 し た 。 増 殖 因 子 無 し の プ ラ グ は 、 ６ 日 後 に 実 質 的 に 血 管 形 成 又 は 脈 管 構 造 が 生 じ な か
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っ た （ 図 ２ １ ） 。 反 対 に 、 ｂ Ｆ Ｇ Ｆ 及 び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ を 補 充 さ れ た プ ラ グ は 、 プ ラ グ 全 体 に 充
分 な 血 管 形 成 及 び 脈 管 を 生 じ た 。 μ ｇ の 可 溶 性 EphB4で 処 理 し た マ ウ ス か ら 取 り 出 さ れ た
プ ラ グ で は 、 増 殖 因 子 な し の プ ラ グ と 比 較 し て プ ラ グ の 血 管 形 成 が 顕 著 に 減 少 し た （ 図 ２
１ ） 。 更 に 、 プ ラ グ の 組 織 試 験 は 脈 管 染 色 が 減 少 し た こ と を 示 し た （ 図 ２ １ ） 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 μ ｇ ／ 投 薬 量 で の 治 療 は 、 コ ン ト ロ ー ル と 比 較 し て マ ト リ ゲ ル プ ラ グ 中 へ の 湿 潤 を 非 常
に 阻 害 し た （ 図 ２ １ ） 。 可 溶 性 EphB4-処 理 し た 細 胞 か ら の 溶 解 産 物 及 び リ ン 酸 （ phosphor
） -チ ロ シ ン に 対 す る 抗 体 を 使 用 し て ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 分 析 を 実 施 し て 、 Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ
中 の EphB4レ セ プ タ ー リ ン 酸 化 を 試 験 し た 。 血 清 -飢 餓 状 態 に し た Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ の 可 溶 性 EphB
4処 理 は 、 エ フ リ ン B2Ｆ ｃ 、 EphB4リ ガ ン ド 二 量 体 の 存 在 下 で 、 リ ン 酸 化 EphB4の レ ベ ル の
急 速 及 び 一 時 的 な 減 少 を 刺 激 し た 。 可 溶 性 EphB4蛋 白 質 な し の エ フ リ ン B2Ｆ ｃ は 、 EphB4レ
セ プ タ ー の リ ン 酸 化 を 誘 起 し た （ 図 ２ ２ ） 。
【 ０ １ ４ １ 】
Ｄ ． 腫 瘍 増 殖 に 対 す る 可 溶 性 EphB4の in vitro効 果 ；
　 可 溶 性 EphB4は Balb/C nu/nuマ ウ ス 中 の Ｓ Ｃ Ｃ １ ５ 腫 瘍 の 増 殖 を 抑 制 す る こ と が 発 見 さ
れ た （ 図 ２ ３ ） 。
Ｅ ． 可 溶 性 EphB4は 角 膜 新 生 血 管 形 成 を 阻 害 し た ；
　 可 溶 性 EphB4の in vivo抗 血 管 形 成 活 性 を 更 に 検 討 す る た め に 、 ｂ Ｆ Ｇ Ｆ で 誘 起 さ れ た マ
ウ ス 角 膜 中 の 新 生 血 管 形 成 に 対 す る 可 溶 性 EphB4投 与 の 阻 害 的 効 果 を 試 験 し た 。 角 膜 マ イ
ク ロ ポ ケ ッ ト 中 へ 移 植 さ れ た Hydron（ 商 標 ） ペ レ ッ ト は 、 通 常 の 血 管 面 積 中 の 血 管 形 成 を
増 殖 因 子 の 存 在 下 で 誘 起 で き る 。 マ ウ ス 角 膜 中 の 血 管 形 成 応 答 は 中 程 度 で あ り 、 血 管 芽 の
発 生 は 遅 れ 、 新 し い 毛 細 血 管 は ま ば ら で ゆ っ く り と し か 成 長 し な か っ た 。 コ ン ト ロ ー ル グ
ル ー プ と 比 べ て 、 移 植 ７ 日 目 に 、 ｂ Ｆ Ｇ Ｆ に よ り マ ウ ス 角 膜 中 で 誘 起 さ れ た 新 生 血 管 形 成
は 、 可 溶 性 EphB4-処 理 し た グ ル ー プ 中 で 顕 著 に 阻 害 さ れ た （ 図 ２ ４ ） 。
【 ０ １ ４ ２ 】
Ｆ ． 腫 瘍 増 殖 に 対 す る 可 溶 性 EphB4の in vivo効 果 ；
　 同 一 の モ デ ル を 、 可 溶 性 EphB4の in vivo効 果 を 決 定 す る た め に 使 用 し た 。
Ｓ Ｃ Ｃ １ ５ 腫 瘍 を マ ト リ ゲ ル と 共 に 増 殖 因 子 有 り 又 は 無 し で プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し て 皮 下
移 植 し 、 又 ｓ ｃ 単 独 で 移 植 し 、 マ ウ ス を 一 日 １ ～ ５ ｕ ｇ の 可 溶 性 EphB4で ｓ ｃ 又 は ｉ ｐ 処
理 し て 実 験 し た 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 コ ン ト ロ ー ル グ ル ー プ 中 の 腫 瘍 は 、 処 理 期 間 中 連 続 し て 着 実 に 増 殖 し 、 最 終 腫 瘍 体 積 ｍ
ｍ 3 に 達 し た 。 し か し 、 可 溶 性 EphB4を 注 射 し た 動 物 で は 増 殖 速 度 が 非 常 に （ ｐ ＜ ０ ． ０ ／
） 減 少 し 、 最 終 腫 瘍 体 積 は た っ た ｍ ｍ 3 で あ っ た （ 図 ２ ５ ） 。 類 似 の 結 果 が 更 に ２ 個 の こ
れ ら 腫 瘍 保 持 マ ウ ス の 集 団 で も 得 ら れ た 。 可 溶 性 EphB4の 投 与 は 、 動 物 の 体 重 又 は 一 般 的
健 康 に 対 す る 非 常 な 効 果 を 示 さ な い で in vivoで 耐 薬 物 性 に 優 れ る こ と が 明 ら か に な っ た
（ 昏 睡 、 断 続 的 な 背 中 の 曲 げ 、 震 え 又 は 不 安 定 な 呼 吸 パ タ ー ン の 不 存 在 に よ り 決 定 さ れ た
） 。
【 ０ １ ４ ４ 】
Ｇ ． 腫 瘍 組 織 に 対 す る 可 溶 性 EphB4の 効 果 ；
　 組 織 分 析 は 、 通 常 腫 瘍 細 胞 の 生 存 縁 部 ｕ ｍ 幅 で 囲 ま れ て い る 、 全 Ｓ Ｃ Ｃ １ ５ 腫 瘍 中 の 壊
死 の 中 心 面 積 の 存 在 を 明 ら か に し た 。 中 心 壊 死 面 積 は し ば し ば 大 き く 接 触 性 （ confluent
） で あ り 、 細 胞 詳 細 部 の 喪 失 を 示 し た 。 腫 瘍 断 片 面 積 の 割 合 と し て 評 価 し た 壊 死 は 、 可 溶
性 EphB4-処 理 し た グ ル ー プ で 非 常 に （ ｐ ＜ ０ ． ０ ２ ） 多 か っ た （ コ ン ト ロ ー ル に 対 す る 処
理 体 の ％ 壊 死 ） 。 可 溶 性 EphB4処 理 し た 腫 瘍 体 積 の 減 少 は こ の 蛋 白 質 の 腫 瘍 血 管 供 給 に 対
す る 効 果 に よ る の か 否 か を 決 定 す る た め に 、 血 管 中 の 内 皮 細 胞 を 、 腫 瘍 断 片 中 で 抗 血 小 板
細 胞 付 着 分 子 （ Ｐ Ｅ Ｃ Ａ Ｍ -１ ； Ｃ Ｄ ３ １ ） 抗 体 を 使 用 し た 免 疫 染 色 法 を 使 用 し て 特 定 し
、 微 細 血 管 の 密 度 を 評 価 し た （ 図 ２ ６ ） 。 微 細 血 管 密 度 は 、 コ ン ト ロ ー ル 中 及 び 可 溶 性 Ep
hB4-処 理 し た 腫 瘍 中 の 、 腫 瘍 細 胞 の 外 側 の 生 存 縁 部 （ よ く 区 別 さ れ る 核 を 有 す る 腫 瘍 の 周
辺 部 へ 隣 接 す る 細 胞 の 均 一 層 ） と 類 似 し た 。 微 細 血 管 密 度 は 非 常 に 内 側 に あ り 、 コ ン ト ロ
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ー ル 腫 瘍 よ り 可 溶 性 EphB4-処 理 し た 壊 死 性 中 心 面 積 に 接 触 す る 腫 瘍 細 胞 の 生 存 領 域 が よ り
少 な か っ た 。 マ ッ ソ ン 社 製 ト リ ク ロ ー ム （ 商 標 ） 染 色 で 特 定 さ れ る よ う に 、 繊 維 素 沈 着 は
コ ン ト ロ ー ル 腫 瘍 よ り 、 内 側 生 存 縁 部 中 の 血 管 中 及 び 周 囲 並 び に 可 溶 性 EphB4処 理 し た 中
心 壊 死 性 コ ア で 増 加 し た 。 可 溶 性 EphB4処 理 し た 腫 瘍 の 生 存 縁 部 の 外 側 で は 、 脈 管 管 腔 は
空 腔 を 保 持 し 、 赤 血 細 胞 を 含 有 す る が 、 繊 維 素 沈 着 は 多 く の 脈 管 周 囲 で 顕 著 で あ っ た 。 可
溶 性 EphB4は 、 試 験 さ れ た 正 常 組 織 （ 肺 、 肝 臓 及 び 腎 臓 ） 中 の 内 皮 に 対 し て は こ れ ら の 効
果 が 無 い こ と が 発 見 さ れ た 。
【 ０ １ ４ ５ 】
Ｈ ． 材 料 及 び 方 法 ；
１ ） 発 現 構 築 物 ；
　 可 溶 性 用 発 現 ベ ク タ ー を 生 産 す る た め に 、 ６ ｘ Ｈ ｉ ｓ 標 識 化 EphB4-Ｅ Ｃ Ｄ 変 異 体 、 ク ロ
ー ン 化 さ れ た 完 全 長 ヒ ト EphB4ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 下 記 オ リ ゴ プ ラ イ マ ー を 使 用 し て Ｐ Ｃ Ｒ 法 で 増
幅 し た ： Ｔ Ａ Ｃ Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ｃ Ｃ Ｇ Ｃ Ｃ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｃ Ｃ Ｇ Ｇ Ｇ Ｔ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ｃ Ｔ （ 通 常 の
EphB4Ｎ -末 端 プ ラ イ マ ー ） 及 び Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ｃ Ｃ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ Ａ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ｔ Ｇ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ｔ Ｇ Ａ   Ｔ
Ｇ Ａ Ｔ Ｇ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ａ 　 Ｇ Ｇ Ｇ Ｇ Ｔ Ｇ Ｇ Ｔ Ｇ Ｃ Ａ （ Ｂ ４ -Ｇ Ｃ ） 、 Ａ Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ｃ
Ｃ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ Ａ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ｔ Ｇ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ｔ Ｇ Ａ Ｔ   Ｇ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ａ Ｃ Ａ Ｔ Ｔ Ｇ Ａ Ｃ Ａ Ｇ Ｇ Ｃ Ｔ Ｃ
Ａ Ａ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ｇ Ａ （ Ｂ ４ -Ｇ Ｃ Ｆ １ ） 又 は Ｔ Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ｃ Ｃ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ Ａ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ｔ Ｇ Ａ Ｔ Ｇ
Ｇ Ｔ Ｇ Ａ Ｔ Ｇ Ａ Ｔ 　 Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ｃ Ｔ Ｃ Ｃ Ｃ Ｇ Ｃ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ｔ Ｃ Ｇ Ｃ Ｔ Ｃ Ｔ Ｃ Ａ Ｔ （ Ｂ ４ -
Ｇ Ｃ Ｆ ２ ） 。 得 ら れ た Ｐ Ｃ Ｒ フ ラ グ メ ン ト を 、 Ｅ Ｆ -１ α プ ロ モ ー タ ー 調 節 下 で ほ 乳 類 発
現 ベ ク タ ー pEF6／ V5-His-TOPO（ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 製 ） 中 で Ｔ Ａ -ク ロ ー ン 化 し た 。 発 現
し た 組 み 換 え 型 蛋 白 質 は 、 ヒ ト EphB4の 成 熟 細 胞 外 部 の 下 記 フ ラ グ メ ン ト を エ ン コ ー ド す
る ： ア ミ ノ 酸 位 置 １ ～ ５ ２ ２ （ Ｇ Ｃ Ｆ ２ ） 、 １ ～ ４ １ ２ （ Ｇ Ｃ Ｆ １ ） 及 び １ ～ ３ １ ２ （ Ｇ
Ｃ ） 。 pEF6ク ロ ー ニ ン グ 用 の Ｂ ４ -Ｃ Ｆ ２ 欠 失 （ δ ア ミ ノ 酸 １ ３ -１ ８ ３ ） Ｐ Ｃ Ｒ フ ラ グ メ
ン ト を 生 成 す る た め に 、 EphB4ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 下 記 オ リ ゴ プ ラ イ マ ー を 使 用 し て ２ ス テ ッ プ オ
ー バ ー ラ ッ プ Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ り 増 幅 し た ： Ｔ Ａ Ｃ Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ｃ Ｃ Ｇ Ｃ Ｃ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｃ Ｃ
Ｇ Ｇ Ｇ Ｔ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ｃ Ｔ 、 Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ａ Ｇ Ｔ Ｔ Ｔ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｇ Ｔ Ｇ Ｔ Ｔ Ｃ 、 Ｇ Ａ Ａ
Ｃ Ａ Ｃ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｔ Ｔ Ｇ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ｃ Ｔ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ａ Ｃ Ｔ Ｇ Ｔ Ｇ Ａ Ａ Ｃ Ｃ Ｔ Ｇ Ａ Ｃ 及 び Ｇ Ｃ
Ｇ Ｇ Ｃ Ｃ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ｔ Ｇ Ｃ Ｔ Ｃ Ｃ Ｃ Ｇ Ｃ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ｔ Ｃ Ｇ Ｃ Ｔ 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 分 泌 さ れ た ヒ ト エ フ リ ン B2-ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ Ｂ ２ -Ａ Ｐ ） 試 薬 の 生 産 用 ベ ク タ
ー は 、 下 記 プ ラ イ マ ー を 使 用 し て ヒ ト エ フ リ ン B2 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に よ り 構 成 さ れ
た ： Ｔ Ａ Ａ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ Ｃ Ｃ Ｇ Ｃ Ｃ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ｔ Ｇ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｇ Ａ Ｃ 及 び Ｔ Ａ Ｇ Ｇ Ａ
Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ Ｔ Ｃ Ｇ Ｇ Ａ Ａ Ｃ Ｃ Ｇ Ａ Ｇ Ｇ Ａ Ｔ Ｇ Ｔ Ｔ Ｇ Ｔ Ｔ Ｃ Ｃ Ｃ ： 得 ら れ た フ ラ グ メ ン ト を ク
ロ ー ニ ン グ し 、 Ｈ ｉ ｎ ｄ  III及 び Ｂ ａ ｍ Ｈ  Ｉ で 消 化 し て 、 Ｈ ｉ ｎ ｄ  III-Ｂ ｇ １  II消 化
さ れ た ｐ Ａ Ｐ Ｔ ａ ｇ ２ ベ ク タ ー （ GenHunter、 Inc.社 製 ） と す る 。 そ れ ぞ れ の 場 合 、 発 現
ベ ク タ ー 中 の 挿 入 部 分 は 、 完 全 塩 基 配 列 決 定 に よ り 確 認 し た 。
【 ０ １ ４ ７ 】
２ ） 抗 体 及 び 他 の 試 薬 ；
　 抗 EphB4モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ｍ Ａ Ｂ ７ ９ 及 び ｍ Ａ Ｂ ２ ３ を マ ウ ス 中 で 、 成 熟 ヒ ト EphB4の
Ｇ Ｃ Ｆ ２ 蛋 白 質 含 有 ア ミ ノ 酸 １ ～ ５ ２ ２ に 対 し て 増 殖 し 、 プ ロ テ イ ン Ａ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー に よ り ハ イ ブ リ ド ー マ 上 澄 み か ら 精 製 し た 。 抗 ホ ス ホ チ ロ シ ン 抗 体 ４ Ｇ １ ０ は Ｕ Ｂ Ｉ 社
（ レ イ ク プ ラ シ ッ ド 、 Ｎ Ｙ ） か ら 得 た 。 プ ロ テ イ ン Ｇ -Ｈ Ｒ Ｐ 複 合 体 は Bio-Rad社 か ら 購 入
し た 。
【 ０ １ ４ ８ 】
３ ） EphB4由 来 の 組 み 換 え 型 蛋 白 質 の 発 現 及 び 精 製 ；
　 EphB4-Ｅ Ｃ Ｄ 可 溶 性 蛋 白 質 を 生 産 す る た め に 、 培 養 さ れ た ヒ ト 胎 児 腎 臓 細 胞 Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９
３ Ｔ を 対 応 す る プ ラ ス ミ ド 構 築 物 で 、 標 準 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 又 は リ ポ フ ェ ク タ ミ ン ２ ０ ０
０ 試 薬 （ 商 標 、 イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 製 ） プ ロ ト コ ル を 使 用 し て ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 １
２ ～ １ ６ 時 間 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 、 増 殖 培 地 （ Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ＋ １ ０ ％ 胎 児 ウ シ 血 清 ） を 吸
引 し 、 細 胞 を 血 清 フ リ ー Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ で １ 回 洗 浄 し 、 血 清 フ リ ー Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ で 置 換 し た 。 分 泌 さ
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れ た 蛋 白 質 を 含 有 す る 条 件 付 け 培 地 を ７ ２ ～ ９ ６ 時 間 後 採 取 し 、 遠 心 分 離 で 清 澄 化 し 、 Ｎ
ｉ -Ｎ Ｔ Ａ ア ガ ロ ー ス （ QIAGEN社 製 ） を 使 用 し て Ｈ ｉ ｓ 標 識 化 蛋 白 質 の 精 製 に 使 用 し た 。
純 度 及 び 組 み 換 え 型 蛋 白 質 の 量 を 、 ク マ シ ー ブ ル ー 又 は 銀 染 色 法 を 使 用 し た Ｓ Ｄ Ｓ -Ｐ Ａ
Ａ Ｇ 電 気 泳 動 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 及 び Ｕ Ｖ 分 光 法 に よ り 試 験 し た 。 精 製 さ れ た 蛋 白 質
を 、 ２ ０ ｍ Ｍ  Tris-HCl、 ０ ． １ ５ Ｍ   Ｎ ａ Ｃ l、 ｐ Ｈ ８ に 対 し 透 析 し 、 -７ ０ ℃ で 貯 蔵 し
た 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 蛋 白 質 の リ ガ ン ド 結 合 性 を 試 験 す る た め に 、 １ ０ μ ｌ の Ｎ ｉ -Ｎ Ｔ Ａ -ア ガ ロ ー ス （ QIAG
EN社 製 ） を マ イ ク ロ 遠 心 機 用 試 験 管 中 で 、 ０ ． ５ mlの 結 合 バ ッ フ ァ Ｂ Ｂ （ ２ ０ ｍ Ｍ  Tris-
HCl、 ０ ． １ ５ Ｍ   Ｎ ａ Ｃ l、 ０ ． １ ％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ｐ Ｈ ８ ） 中 に 稀 釈 し た １ ０ ～
５ ０ ０ ｎ ｇ サ ン プ ル の Ｂ ４ -Ｅ Ｃ Ｄ 蛋 白 質 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 振 と う 台 上 で イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン ３ ０ 分 間 後 、 Ｎ ｉ -Ｎ Ｔ Ａ ビ ー ズ を １ ． ４ mlの Ｂ Ｂ で ２ 回 洗 浄 し 、 次 に Ｂ ２ -Ａ
Ｐ 融 合 蛋 白 質 を 濃 度 ５ ０ ｎ Ｍ で 添 加 し た 。 結 合 を 振 と う 台 上 で ３ ０ 分 間 行 っ た 。 試 験 管 を
遠 心 分 離 し 、 １ ． ４ mlの Ｂ Ｂ で １ 回 洗 浄 し た 。 沈 降 し た Ａ Ｐ 量 を 、 ｐ -ニ ト ロ フ ェ ニ ル ホ
ス フ ェ ー ト （ Ｐ Ｎ Ｐ Ｐ ） 処 理 及 び ５ -３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 ４ ２ ０ ｎ ｍ で 比 色 分
析 で 測 定 し た 。
【 ０ １ ５ ０ 】
４ ） 免 疫 沈 殿 ；
　 全 溶 解 産 物 を ４ ℃ で 処 理 し た 。 細 胞 を 、 ２ ０ ｍ Ｍ   Ｈ ｅ ｐ ｅ ｓ （ ｐ Ｈ ７ ． ４ ） 、 １ ０ ０
ｍ Ｍ 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 ５ ０ ｍ Ｍ フ ッ 化 ナ ト リ ウ ム 、 ２ ｍ Ｍ の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ２ ｍ Ｍ の Ｅ Ｇ Ｔ Ａ
、 １ ｍ Ｍ オ ル ト バ ナ ジ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 １ ％ （ ｖ ／ ｖ ） Ｎ Ｐ -４ ０ 、 ０ ． ５ ％ （ ｗ ／ ｖ ）
デ オ キ シ コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム 、 １ ｍ Ｍ フ ェ ニ ル メ チ ル ス ル ホ ニ ル フ ル オ ラ イ ド （ 新 規 に 添
加 ） 及 び １ ０ ０ Ｕ ト ラ ジ ロ ー ル （ 商 標 ） を 含 有 す る １ mlの バ ッ フ ァ 中 で 溶 解 し た 。 溶 解 産
物 を エ ッ ペ ン ド ル フ 型 試 験 管 中 へ ス ク レ ー プ し 、 ５ ０ μ ｌ の 煮 沸 し た 、 ホ ル マ リ ン -固 定
化 し た 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 を 添 加 し た （ Calbiochem社 製 、 サ ン デ ィ エ ゴ ） 。 混 合 ３ ０ 分 後 、 溶
解 産 物 を ５ 分 間 、 ２ ５ ０ ０ ０ ｇ で minifuge（ 商 標 ） 中 で 遠 心 分 離 し 、 上 澄 み を 適 切 な 抗 体
を 含 有 す る 新 し い 試 験 管 中 へ 移 し た 。 溶 解 産 物 を 抗 体 と １ 時 間 混 合 し 、 そ の 後 ５ ０ μ ｌ の
プ ロ テ イ ン Ａ -Sepharose（ 商 標 ） ビ ー ズ を 添 加 し 、 試 験 管 の 内 容 を １ 時 間 混 合 し て 免 疫 沈
降 物 を 収 集 し た 。 プ ロ テ イ ン Ａ ビ ー ズ を ２ ５ ０ ０ ０ ｇ で ３ ０ 秒 の 遠 心 分 離 で 採 取 し た 。 上
澄 み を 廃 棄 し 、 ビ ー ズ を １ mlの 溶 解 バ ッ フ ァ マ イ ナ ス デ オ キ シ コ レ ー ト で ３ 回 洗 浄 し た 。
【 ０ １ ５ １ 】
５ ） 細 胞 -ベ ー ス の EphB4チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ ア ッ セ イ ；
　 ヒ ト 前 立 腺 癌 細 胞 系 Ｐ Ｃ ３ 細 胞 を １ ０ ％ 半 透 膜 ろ 過 し た ウ シ 胎 仔 血 清 及 び １ ％ ペ ニ シ リ
ン ／ ス ト レ プ ト マ イ シ ン ／ ネ オ マ イ シ ン 抗 生 物 質 混 合 物 と 共 に Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ 培 地 中 で 維 持 し た
。 細 胞 を ５ ％ Ｃ Ｏ 2 ／ ９ ５ ％ 空 気 湿 生 雰 囲 気 下 ３ ７ ℃ で 保 持 し た 。 通 常 、 細 胞 を 接 触 す る
ま で ６ ０ ｍ ｍ デ ィ ッ シ ュ 中 で 増 殖 し 、 １ ０ 分 間 １ μ ｇ ／ mlの Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ 中 で マ ウ ス エ フ リ ン
B2-Fc融 合 で 処 理 し て EphB4レ セ プ タ ー 活 性 化 す る か 、 コ ン ト ロ ー ル と し て 単 純 （ ｐ lａ ｉ
ｎ ） 培 地 で 処 理 し た 。 EphB4レ セ プ タ ー 活 性 化 に 対 す る 可 溶 性 EphB4Ｅ Ｃ Ｄ 蛋 白 質 の 異 な る
誘 導 体 の 効 果 を 試 験 す る た め に 、 ３ セ ッ ト の 細 胞 を 使 用 し た 。 第 一 の セ ッ ト で 、 細 胞 を 種
々 の 蛋 白 質 （ ５ 蛋 白 質 ； Ｇ Ｃ 、 Ｇ Ｃ Ｆ １ 、 Ｇ Ｃ Ｆ ２ 、 Ｇ Ｃ Ｆ ２ -Ｆ 、 Ｃ Ｆ ２ ） で ５ μ ｇ ／ m
l ２ ０ 分 間 処 理 し た 。 第 二 セ ッ ト の 細 胞 で は 、 適 用 前 に 、 蛋 白 質 を １ ： ５ （ EphB4蛋 白 質
： Ｂ ２ -Ｆ ｃ ） モ ル 比 で エ フ リ ン B2-Ｆ ｃ と 予 備 混 合 し 、 ２ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 細 胞
上 に １ ０ 分 間 適 用 し た 。 第 三 セ ッ ト の 細 胞 で は 、 細 胞 を 最 初 に 蛋 白 質 と ２ ０ 分 間 ５ μ ｇ ／
mlで 処 理 し 、 培 地 を １ μ ｇ ／ mlの エ フ リ ン B2-Ｆ ｃ を 含 有 す る 新 し い 培 地 で 置 換 し 、 更 に
１ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 刺 激 後 、 細 胞 を 直 ち に 、 ２ ０ ｍ Ｍ  Tris-HCl、 ｐ Ｈ ７ ． ４ 、 １ ５ ０ ｍ Ｍ   Ｎ ａ Ｃ l、 １ ％
（ ｖ ／ ｖ ） TritonX100（ 商 標 ） 、 １ ｍ Ｍ の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 １ ｍ Ｍ の Ｐ Ｍ Ｓ Ｆ 、 １ ｍ Ｍ バ ナ ジ ン
酸 ナ ト リ ウ ム を 含 有 す る 蛋 白 質 抽 出 バ ッ フ ァ で 採 取 し た 。 蛋 白 質 抽 出 物 を 、 １ ４ ０ ０ ０ ｒ
ｐ ｍ 、 ２ ０ 分 間 ４ ℃ 遠 心 分 離 で 清 澄 化 し た 。 清 澄 化 蛋 白 質 サ ン プ ル を 抗 EphB4モ ノ ク ロ ー
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ナ ル 抗 体 予 備 コ ー ト さ れ た プ ロ テ イ ン Ａ ／ Ｇ 結 合 し た ア ガ ロ ー ス ビ ー ズ と 共 に 一 晩 イ ン キ
ュ ベ ー ト し た 。 Ｉ Ｐ 複 合 体 を 同 じ ０ ． １ ％ TritonX100（ 商 標 ） を 含 有 す る 抽 出 バ ッ フ ァ で
２ 回 洗 浄 し た 。 免 疫 沈 降 し た 蛋 白 質 を １ Ｘ 　 Ｓ Ｄ Ｓ -Ｐ Ａ Ｇ Ｅ サ ン プ ル ロ ー デ ィ ン グ バ ッ
フ ァ 中 で 可 溶 化 し 、 １ ０ ％ Ｓ Ｄ Ｓ -Ｐ Ａ Ｇ Ｅ で 分 離 し た 。 EphB4レ セ プ タ ー 活 性 化 試 験 の た
め に 、 電 気 ブ ロ ッ テ ィ ン グ し た 膜 を １ ： １ ０ ０ ０ 希 釈 の 抗 ｐ Ｔ ｙ ｒ 特 異 的 抗 体 ４ Ｇ １ ０ 、
次 に １ ： ５ ０ ０ ０ 希 釈 の プ ロ テ イ ン Ｇ -Ｈ Ｒ Ｐ 複 合 体 で プ ロ ー ブ し た 。
【 ０ １ ５ ３ 】
６ ） 細 胞 培 養 ；
　 正 常 Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ は Ｃ ａ ｍ ｂ ｒ ｅ ｘ （ 商 標 、 Bio Whittaker社 ） と し て 得 て 、 ０ ． １ ｍ ｇ
／ ml内 皮 性 成 長 補 充 物 （ ウ シ 脳 か ら の 疎 抽 出 物 ） 、 ペ ニ シ リ ン （ ５ ０ Ｕ ／ ml） 、 ス ト レ プ
ト マ イ シ ン （ ５ ０ Ｕ ／ ml） 、 ２ ｍ ｍ ｏ l／ ｌ グ ル タ ミ ン 及 び ０ ． １ ｍ ｇ ／ mlヘ パ リ ン ナ ト
リ ウ ム を 補 充 し た Ｅ Ｂ Ｍ ２ 培 地 中 で 維 持 し た 。 細 胞 の ア リ コ ー ト を パ ッ セ ー ジ （ 継 代 ） １
及 び ３ 間 は 冷 凍 保 存 し た 。 全 実 験 中 、 Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ は パ ッ セ ー ジ ４ 以 下 で 使 用 し 、 接 触 性 デ
ィ ッ シ ュ か ら 採 取 し た 。
【 ０ １ ５ ４ 】
７ ） 内 皮 細 胞 管 形 成 ア ッ セ イ ；
　 マ ト リ ゲ ル （ 商 標 ） （ ６ ０ μ ｌ の １ ０ ｍ ｇ ／ ml； Collaborative Lab社 製 、 カ タ ロ グ 番
号 ３ ５ ４ ２ ３ ） を 氷 冷 ９ ６ -ウ ェ ル プ レ ー ト の そ れ ぞ れ の ウ ェ ル 中 に 設 置 し た 。 プ レ ー ト
を 室 温 で １ ５ 分 間 放 置 し 、 次 に ３ ７ ℃ で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て マ ト リ ゲ ル （ 商 標 ）
を ポ リ マ ー 化 し た 。 そ の 間 に 、 ヒ ト へ そ の 緒 の 静 脈 内 皮 細 胞 を 、 Ｅ Ｇ Ｍ -２ （ Clonetic社
製 、 カ タ ロ グ 番 号 Ｃ Ｃ ３ １ ６ ２ ） 中 、 濃 度 ２ × １ ０ 5 細 胞 ／ mlで 調 製 し た 。 試 験 蛋 白 質 を
同 じ 培 地 中 の ２ × 目 的 濃 度 （ ５ 濃 度 レ ベ ル ） で 調 製 し た 。 細 胞 （ ５ ０ ０ μ ｌ ） 及 び ２ × 蛋
白 質 （ ５ ０ ０ μ ｌ ） を 混 合 し 、 ２ ０ ０ μ ｌ の こ の 懸 濁 液 を ポ リ マ ー 化 し た マ ト リ ゲ ル （ 商
標 ） の 複 製 物 中 に 加 え た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン ２ ４ 時 間 後 、 三 個 の 試 験 画 像 を そ れ ぞ れ の
濃 度 で Bioquant（ 商 標 ） 画 像 分 析 シ ス テ ム を 使 用 し て 取 っ た 。 蛋 白 質 添 加 効 果 （ Ｉ Ｃ 5 0 ）
を 形 成 さ れ た コ ー ド 長 さ 及 び 結 合 数 を 測 定 し て 、 未 処 理 の コ ン ト ロ ー ル と 比 較 し て 評 価 し
た 。
【 ０ １ ５ ５ 】
８ ） 細 胞 移 動 ア ッ セ イ ；
　 Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ へ の 走 化 性 を 、 modifiedボ イ デ ン チ ャ ン バ ー （ 商 標 、 マ ト リ ゲ ル
で コ ー ト し た ト ラ ン ス ウ ェ ル 膜 フ ィ ル タ ー イ ン サ ー ト ； ２ ４ ウ ェ ル プ レ ー ト 、 ６ ． ５ ｍ ｍ
直 径 、 ８ μ ｍ 孔 径 、 １ ０ μ ｍ 厚 ポ リ カ ー ボ ネ ー ト 膜 （ BD Biosciences社 製 ） ） を 使 用 し て
評 価 し た 。 ２ ０ ０ μ ｌ の Ｅ Ｂ Ｍ 中 の Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ 細 胞 の 懸 濁 液 （ ２ × １ ０ 5 細 胞 ／ ml） を 、
上 室 チ ャ ン バ ー に 接 種 し 、 可 溶 性 EphB4蛋 白 質 を 刺 激 剤 （ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 又 は ｂ Ｆ Ｇ Ｆ ） と 同 時
に チ ャ ン バ ー の 下 室 へ 添 加 し 、 １ ０ ０ ｎ Ｍ ～ １ μ Ｍ 試 験 化 合 物 の 存 在 又 は 非 存 在 下 で １ ０
～ ２ ０ ｎ ｇ ／ mlの Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ に 応 答 し て ポ リ カ ー ボ ネ ー ト フ ィ ル タ ー を 通 過 す る そ れ ら の 移
動 を 測 定 し た 。 ３ ７ ℃ で ４ ～ ２ ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 フ ィ ル タ ー の 上 部 表 面 を 綿
棒 で ス ク レ ー プ し 、 フ ィ ル タ ー を 固 定 し て Diff Quick（ 商 標 ） で 染 色 し た 。 ２ ０ ０ × 倍 率
で １ ０ の ラ ン ダ ム 視 野 を 計 測 し 、 結 果 を 視 野 当 り の 平 均 数 と し て 示 し た 。 刺 激 さ れ た コ ン
ト ロ ー ル 及 び 蛋 白 質 処 理 し た サ ン プ ル 値 か ら 陰 性 無 刺 激 コ ン ト ロ ー ル 値 を 除 き 、 デ ー タ を
平 均 移 動 し た 細 胞 ± S.D.と し て プ ロ ッ ト し た 。 Ｉ Ｃ 5 0 を プ ロ ッ ト し た デ ー タ か ら 算 出 し た
。
【 ０ １ ５ ６ 】
９ ） 増 殖 阻 害 ア ッ セ イ ；
　 Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ （ １ ． ５ × １ ０ 3 細 胞 ） を １ ０ ０ μ ｌ の Ｅ Ｂ Ｍ -２ （ Clonetic社 製 、 カ タ ロ グ
番 号 Ｃ Ｃ ３ １ ６ ２ ） を 含 む ９ ６ -ウ ェ ル プ レ ー ト 中 に プ レ ー ト し た 。 ２ ４ 時 間 後 （ 第 ０ 日
） 、 試 験 用 組 み 換 え 型 蛋 白 質 （ １ ０ ０ μ ｌ ） を そ れ ぞ れ の ウ ェ ル へ Ｅ Ｂ Ｍ -２ 培 地 中 に ２
× 目 的 濃 度 （ ５ ～ ７ 濃 度 レ ベ ル ） で 添 加 し た 。 第 ０ 日 に 、 １ の プ レ ー ト を ２ ０ ％ メ タ ノ ー
ル 中 ０ ． ５ ％ ク リ ス タ ル バ イ オ レ ッ ト で １ ０ 分 間 染 色 し 、 水 で 洗 浄 し 、 空 気 乾 燥 し た 。 残
っ て い る プ レ ー ト を ７ ２ 時 間 ３ ７ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ７ ２ 時 間 後 、 プ レ ー ト を ２ ０
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％ メ タ ノ ー ル 中 ０ ． ５ ％ ク リ ス タ ル バ イ オ レ ッ ト で 染 色 し 、 水 で 洗 浄 し 、 空 気 乾 燥 し た 。
染 色 は 、 エ タ ノ ー ル ： ０ ． １ Ｍ ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム １ ： １ 溶 液 で 溶 離 し （ 第 ０ 日 プ レ ー ト
を 含 む ） 、 吸 光 度 ５ ４ ０ ｎ ｍ で Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ リ ー ダ ー （ Dynatechラ ボ ラ ト リ ー ズ 社 製 ） を 使
用 し て 測 定 し た 。 第 ０ 日 吸 光 度 を ７ ２ 時 間 プ レ ー ト 結 果 か ら 減 じ 、 デ ー タ を コ ン ト ロ ー ル
増 殖 （ ビ ヒ ク ル 処 理 し た 細 胞 ） 割 合 と し て プ ロ ッ ト し た 。 Ｉ Ｃ 5 0 値 を プ ロ ッ ト し た デ ー タ
か ら 算 出 し た 。
【 ０ １ ５ ７ 】
１ ０ ） ネ ズ ミ マ ト リ ゲ ル （ 商 標 ） プ ラ グ 血 管 形 成 ア ッ セ イ ；
　 In vivo血 管 形 成 を マ ウ ス 中 の 皮 下 組 織 か ら マ ト リ ゲ ル プ ラ グ 含 有 試 験 サ ン プ ル 中 へ の
血 管 の 成 長 と し て ア ッ セ イ し た 。 マ ト リ ゲ ル （ 商 標 ） は 急 速 に 体 温 で 固 体 ゲ ル を 形 成 し 、
因 子 を ト ラ ッ プ し て 除 放 及 び 周 囲 の 組 織 へ の 長 期 間 の 曝 露 を 可 能 と す る 。 ４ ℃ で 液 状 の マ
ト リ ゲ ル （ 商 標 ） （ ８ ． １ ３ ｍ ｇ ／ ml、 ０ ． ５ ml） を 内 皮 細 胞 成 長 補 充 物 （ Ｅ Ｃ Ｇ Ｓ ） 、
試 験 蛋 白 質 プ ラ ス Ｅ Ｃ Ｇ Ｓ 又 は マ ト リ ゲ ル （ 商 標 ） プ ラ ス ビ ヒ ク ル 単 独 （ Ｐ Ｂ Ｓ 含 有 ０ ．
２ ５ ％ Ｂ Ｓ Ａ ） と 混 合 し た 。 マ ト リ ゲ ル （ 商 標 ） （ ０ ． ５ ml） を メ ス nu/nuマ ウ ス （ ６ 週
齢 ） の 腹 部 皮 下 組 織 へ 腹 膜 中 心 線 に 沿 っ て 注 射 し た 。 そ れ ぞ れ の グ ル ー プ に ３ マ ウ ス を 使
用 し た 。 動 物 は 、 慣 習 及 び Ｎ Ｉ Ｈ ガ イ ド ラ イ ン に 従 っ て 取 り 扱 っ た 。 ６ 日 目 に 、 マ ウ ス を
犠 牲 に し 、 プ ラ グ を 回 収 し 、 組 織 を 処 理 し た 。 通 常 表 面 の 皮 膚 を 除 去 し 、 ゲ ル を サ ポ ー ト
用 に 腹 膜 ラ イ ニ ン グ を 保 持 し た ま ま 取 り 出 し 、 １ ０ ％ 緩 衝 ホ ル マ リ ン の Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 中 で 固
定 化 し て パ ラ フ ィ ン 中 に 包 埋 し た 。 ３ μ ｍ の 断 片 に 切 断 し 、 Ｈ ＆ Ｅ 又 は マ ッ ソ ン 社 製 ト リ
ク ロ ー ム （ 商 標 ） 染 色 で 染 色 し 、 光 学 顕 微 鏡 で 試 験 し た 。
【 ０ １ ５ ８ 】
１ １ ） マ ウ ス 角 膜 マ イ ク ロ ポ ケ ッ ト ア ッ セ イ ；
　 マ ウ ス 角 膜 マ イ ク ロ ポ ケ ッ ト ア ッ セ イ を Ｋ ｅ ｎ ｙ ｏ ｎ ら 、 １ ９ ９ ６ の 詳 細 に 従 い 行 っ た
。 簡 潔 に は 、 ９ ０ ｎ ｇ の ｂ Ｆ Ｇ Ｆ （ Ｒ ＆ Ｄ ） 又 は １ ８ ０ ｎ ｇ の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ （ Ｒ ＆ Ｄ シ ス テ ム
ズ 社 製 、 ミ ネ ア ポ リ ス 、 Ｍ Ｎ 、 米 国 ） の い ず れ か 及 び ４ ０ μ ｇ の ス ク ロ ー ス 硫 酸 ア ル ミ ニ
ウ ム （ シ グ マ 社 製 ） を 含 有 す る hydronペ レ ッ ト （ ポ リ ヒ ド ロ キ シ エ チ ル メ タ ク リ レ ー ト ［
ポ リ Ｈ Ｅ Ｍ Ａ ］ 、 Interferon Sciences社 製 、 ニ ュ ー ブ ラ ン ズ ウ ィ ッ ク 、 Ｎ Ｊ 、 米 国 ） を
作 成 し た 。 手 術 用 顕 微 鏡 を 使 用 し て 、 間 質 性 直 線 状 角 膜 切 開 を 外 科 用 ブ レ ー ド （ 商 標 、 Ba
rd-Parker社 製 、 no.１ ５ ） を 使 用 し て 麻 酔 し た 動 物 の 外 側 直 筋 の 挿 入 物 と 平 行 に 行 っ た 。
基 質 内 の マ イ ク ロ ポ ケ ッ ト を 、 改 良 フ ォ ン グ レ ー フ ェ 刀 （ ２ ’ ３ ０ ｍ ｍ ） を 使 用 し て 切 開
し た 。 １ 個 の ペ レ ッ ト を 移 植 し 、 一 時 的 （ temporal） 角 膜 輪 部 （ ｂ Ｆ Ｇ Ｆ ペ レ ッ ト 用 に ０
± ７ ± １ ± ０ ｍ ｍ 及 び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ ペ レ ッ ト 用 に ０ ± ５ ｍ ｍ 内 ） に 対 し て 進 め 、 そ れ ぞ れ の 増
殖 因 子 用 の ペ レ ッ ト 位 置 内 で の 相 違 は 、 こ の モ デ ル 内 で Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ の 比 較 的 弱 い 血 管 形 成 刺
激 を 生 じ る た め に 必 要 で あ る よ う に 決 定 さ れ た 。 次 に 抗 生 物 質 軟 膏 （ エ リ ス ロ マ イ シ ン ）
を 手 術 し た 目 へ 適 用 し 、 感 染 を 防 止 し 表 面 不 規 則 性 を 減 少 さ せ た 。 次 に 角 膜 輪 部 脈 管 構 造
か ら ペ レ ッ ト に 向 か っ て 延 び る 血 管 の 応 答 を 測 定 し た 。 こ こ で 示 さ れ る 新 生 血 管 形 成 の 隣
接 し た 外 周 部 の デ ー タ 及 び 臨 床 性 写 真 は ペ レ ッ ト 移 植 後 ６ 日 目 に 得 ら れ 、 そ の 日 は 最 大 血
管 形 成 応 答 日 で あ る こ と が 明 ら か に な っ た 。
【 ０ １ ５ ９ 】
１ ２ ） In vitro侵 襲 ア ッ セ イ ；
　 「 マ ト リ ゲ ル （ 商 標 ） 」 マ ト リ ッ ク ス 被 覆 さ れ た ９ -ｍ ｍ 細 胞 培 養 イ ン サ ー ト （ 孔 径 ８
μ ｍ ； ベ ク ト ン デ ィ ッ キ ン ソ ン 社 製 、 フ ラ ン ク リ ン レ イ ク ス 、 Ｎ Ｊ ） を ２ ４ -ウ ェ ル プ レ
ー ト 中 に 配 置 し た 。 Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ 細 胞 を 密 度 ５ × １ ０ 3 ／ ウ ェ ル 細 胞 で 培 養 イ ン サ ー ト の 上
層 中 に 接 種 し 、 ２ ４ 時 間 EphB4Ｅ Ｃ Ｄ の 存 在 下 で 血 清 フ リ ー Ｅ Ｂ Ｍ で 培 養 し た 。 コ ン ト ロ
ー ル グ ル ー プ を 同 じ 培 地 中 に EphB4無 し に 培 養 し た 。 次 に ０ ． ５ mlの ヒ ト Ｓ Ｃ Ｃ １ ５ 細 胞
系 、 条 件 付 け 培 地 を 、 培 養 イ ン サ ー ト の 下 層 中 に 化 学 走 性 誘 因 物 質 と し て 充 填 し た 。 細 胞
を ２ ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 に 上 層 中 に 残 っ て い る 細 胞 を 綿 棒 で か き と り 下 層 中 の 通
過 し た 細 胞 を ５ ％ グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド で 固 定 化 し 、 Diff Quick（ 商 標 ） で 染 色 し た 。 マ ト
リ ゲ ル （ 商 標 ） マ ト リ ッ ク ス 及 び そ れ ぞ れ の ８ μ ｍ 孔 径 の 培 養 イ ン サ ー ト を 通 過 し た 細 胞
合 計 数 を 光 学 的 顕 微 鏡 を 使 用 し て 測 定 し 、 侵 襲 イ ン デ ッ ク ス と し て 規 定 し た （ 細 胞 数 ／ 面
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積 ） 。
【 ０ １ ６ ０ 】
１ ３ ） マ ウ ス 中 の Ｓ Ｃ Ｃ １ ５ 腫 瘍 の 成 長 ；
　 対 数 的 に 増 殖 す る Ｓ Ｃ Ｃ １ ５ （ 頭 部 及 び 頚 部 扁 平 上 皮 細 胞 癌 細 胞 系 ） を ５ × １ ０ 6 細 胞
密 度 で 、 EphB4Ｅ Ｃ Ｄ の 存 在 又 は 非 存 在 下 で 、 ヒ ト ｂ Ｆ Ｇ Ｆ の 存 在 又 は 非 存 在 下 で 、 胸 腺
欠 損 マ ウ ス Balb/cヌ ー ド マ ウ ス 中 に 、 マ ト リ ゲ ル （ 商 標 、 BD Biosciences社 製 ） 合 成 基 底
膜 （ １ ： １ ｖ ／ ｖ ） と 共 に 皮 下 注 射 し 、 ２ 週 間 腫 瘍 を 検 査 し た 。 EphB4Ｅ Ｃ Ｄ グ ル ー プ 中
の 腫 瘍 体 積 は 、 ビ ヒ ク ル グ ル ー プ 中 の そ れ よ り も 移 植 後 の 増 殖 因 子 の 存 在 及 び 不 存 在 で ３
倍 小 さ か っ た 。 グ ル ー プ 間 に 体 重 の 違 い は な か っ た 。 切 除 さ れ た 腫 瘍 の 横 断 面 の 免 疫 組 織
化 学 試 験 及 び Ｔ Ｕ Ｎ Ｅ Ｌ -陽 性 ア ポ ト ー シ ス 又 は 壊 死 、 Ｃ Ｄ ３ ４ 免 疫 染 色 法 、 及 び BrdU増
殖 速 度 試 験 を 、 脱 パ ラ フ ィ ン 化 後 、 再 水 和 し 、 内 因 性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 活 性 の た め に ク エ
ン チ し 、 プ ロ テ ア ー ゼ Ｋ で の 透 過 化 処 理 で １ ０ 分 後 行 っ た 。 血 管 密 度 の 量 的 評 価 も 又 行 っ
た 。 局 部 的 腫 瘍 内 デ リ バ リ ー 又 は EphB4Ｅ Ｃ Ｄ の Ｉ Ｖ デ リ バ リ ー も 又 、 週 ２ 回 行 っ た 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 ３ ０ 胸 腺 欠 損 ヌ ー ド マ ウ ス 、 Ｂ Ａ Ｌ Ｂ ／ ｃ （ nu/nu） へ 、 ０ ． １ mlマ ト リ ゲ ル と 混 合 し
た ０ ． １ mlＰ Ｂ Ｓ 中 の １ × １ ０ 6 Ｂ １ ６ 黒 色 腫 細 胞 を そ れ ぞ れ 注 射 し 、 又 は ２ ０ ０ μ ｌ の
Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 血 清 フ リ ー 培 地 中 に 再 懸 濁 し た １ ． ５ × １ ０ 6 Ｓ Ｃ Ｃ １ ５ 細 胞 を ０ 日 目 に マ ウ ス
の 右 肩 領 域 へ 皮 下 注 射 し た 。 蛋 白 質 を 、 開 始 １ 日 目 に ロ ー デ ィ ン グ 投 薬 量 ４ μ ｇ ／ ｍ ｇ で
腫 瘍 周 囲 に 静 脈 内 又 は 皮 下 注 射 し 、 ２ ｕ ｇ ／ ｍ ｇ の 注 射 を 週 間 毎 に 行 い （ １ ０ μ ｇ ／ ｇ 、
５ ０ μ ｇ ／ ｋ ｇ ／ 日 ） 、 接 種 後 ２ 週 間 検 査 し た 。 マ ウ ス は １ ４ 日 目 に 犠 牲 に さ れ た 。 コ ン
ト ロ ー ル マ ウ ス は Ｐ Ｂ Ｓ ５ ０ μ ｌ を 毎 日 投 与 さ れ た 。
【 ０ １ ６ ２ 】
１ ４ ） ヌ ー ド マ ウ ス 中 の 腫 瘍 形 成 ；
　 全 動 物 は 動 物 愛 護 協 会 組 織 に 承 認 さ れ た プ ロ ト コ ル に 従 っ て 取 り 扱 っ た 。 癌 細 胞 （ ５ ×
１ ０ 6 ） を ヌ ー ド マ ウ ス の 背 中 皮 膚 に 皮 下 接 種 し た 。 腫 瘍 が 約 １ ０ ０ ｍ ｍ 3 の 大 き さ ま で 増
殖 し た 時 に （ 通 常 １ ２ 日 か か っ た ） 、 ｓ EphB4を 腹 膜 内 又 は 皮 下 に １ 回 ／ 日 注 射 し 、 腫 瘍
発 生 を ２ 週 間 監 視 し た 。 腫 瘍 体 積 を 式 ａ 2 × ｂ に 従 っ て 算 出 し た 、 但 し ａ 及 び ｂ は そ れ ぞ
れ 最 小 及 び 最 大 直 径 で あ る 。 ス チ ュ ー デ ン ト ｔ 試 験 を 腫 瘍 体 積 を 比 較 す る た め に 使 用 し 、
Ｐ ＜ ０ ． ０ ５ は 優 位 で あ る と み な し た 。
【 ０ １ ６ ３ 】
１ ５ ） 微 細 血 管 密 度 の 定 量 化 ；
　 腫 瘍 を ４ ％ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 中 に 固 定 化 し 、 パ ラ フ ィ ン 中 に 包 埋 し 、 ５ μ ｍ に 断 片 化 し
、 ヘ マ ト キ シ リ ン エ オ シ ン で 染 色 し た 。 脈 管 密 度 を コ ン ピ ュ ー タ ベ ー ス の 画 像 分 析 機 を 使
用 し て 半 定 量 化 し た （ そ れ ぞ れ の グ ル ー プ の マ ウ ス ３ 頭 か ら の 断 片 当 た り ５ 視 野 ） 。
【 ０ １ ６ ４ 】

Ａ ． 前 立 腺 癌 細 胞 系 中 の EphB4の 発 現 ；
　 最 初 に ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ り 種 々 の 前 立 腺 癌 細 胞 系 中 で EphB4蛋 白 質 の 発 現 に つ
い て 試 験 し た 。 前 立 腺 癌 細 胞 系 は 顕 著 な 変 異 体 を １ ２ ０ ｋ Ｄ  EphB4中 に 豊 富 に 示 す こ と が
見 い だ さ れ た 。 レ ベ ル は Ｐ Ｃ ３ 中 で 比 較 的 高 く 、 Ｐ Ｃ ３ Ｍ （ Ｐ Ｃ ３ の 転 移 性 ク ロ ー ン ） で
さ え 高 い 。 一 方 、 正 常 前 立 腺 由 来 の 細 胞 系 （ Ｍ Ｌ Ｃ ） は EphB4の 発 現 を 僅 か 又 は 全 く 示 さ
な い （ 図 ２ ７ Ａ ） 。 次 に Ｐ Ｃ ３ 細 胞 中 の EphB4の 活 性 化 段 階 を リ ン 酸 化 試 験 に よ り 確 認 し
た 。 正 常 培 養 条 件 下 で さ え 、 EphB4は そ の リ ガ ン ド 、 エ フ リ ン B2に よ り 更 に 誘 起 さ れ る に
も か か わ ら ず 、 ホ ス ホ リ ル 化 さ れ る こ と が 明 ら か に な っ た （ 図 ２ ７ Ｂ ） 。
【 ０ １ ６ ５ 】
Ｂ ． 臨 床 性 前 立 腺 癌 サ ン プ ル 中 の EphB4の 発 現 ；
　 EphB4が 臨 床 性 前 立 腺 サ ン プ ル 中 で 発 現 し た か 否 か を 決 定 す る た め に 、 前 立 腺 癌 外 科 的
標 本 か ら の 腫 瘍 組 織 及 び 隣 接 し た 正 常 組 織 を 試 験 し た 。 前 立 腺 標 本 中 の EphB4の 組 織 的 分
布 を 免 疫 組 織 化 学 法 に よ り 決 定 し た 。 明 ら か に 、 EphB4発 現 は 新 生 物 性 上 皮 に 限 定 さ れ （
図 ２ ８ 、 左 上 ） 、 間 質 性 及 び 正 常 前 立 腺 上 皮 で は 存 在 し な い （ 図 ２ ８ 、 右 上 ） 。 前 立 腺 組
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実 施 例 ３ （ EphB4は 、 ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ て 前 立 腺 癌 に 成 長 促 進 を 付 与 す る 。 ）



織 ア レ イ 中 、 試 験 さ れ た ３ ２ 前 立 腺 癌 の ２ ４ が 陽 性 で あ っ た 。 量 的 Ｒ Ｔ -Ｐ Ｃ Ｒ に よ り Eph
B4ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 臨 床 性 サ ン プ ル の 正 常 及 び 腫 瘍 組 織 の 両 方 で 発 現 し た こ と が 明 ら か に な っ
た 。 し か し 、 腫 瘍 EphB4ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル は 、 こ の ケ ー ス で は 正 常 な 場 合 よ り も 少 な く と も
３ 倍 高 か っ た （ 図 ２ ８ 、 右 下 ） 。
【 ０ １ ６ ６ 】
Ｃ ． ｐ ５ ３ 及 び Ｐ Ｔ Ｅ Ｎ は Ｐ Ｃ ３ 細 胞 中 の EphB4の 発 現 を 阻 害 し た ；
　 Ｐ Ｃ ３ 細 胞 は 、 Ｐ Ｔ Ｅ Ｎ 発 現 （ Davisら 、 1994、 Science.266:816-819） 及 び 野 生 型 ｐ ５
３ 機 能 （ Galeら 、 1997、 Cell Tissue Res.290:227-241） を 欠 如 す る こ と は 当 分 野 で 公 知
で あ る 。 EphB4の 比 較 的 高 い 発 現 は ｐ ５ ３ 及 び ／ 又 は Ｐ Ｔ Ｅ Ｎ に 関 係 す る か 否 か を 、 野 生
型 ｐ ５ ３ 及 び ／ 又 は Ｐ Ｔ Ｅ Ｎ の Ｐ Ｃ ３ 細 胞 の 再 導 入 に よ り 検 討 し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ
ン 効 率 及 び 希 釈 効 果 を 補 填 す る た め に 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 は 共 ト ラ ン ス フ ェ ク
ト さ れ た 短 縮 さ れ た Ｃ Ｄ ４ マ ー カ ー に つ い て 分 類 さ れ た 。 Ｐ Ｃ ３ 細 胞 中 の EphB4の 発 現 は
、 野 生 型 ｐ ５ ３ 又 は Ｐ Ｔ Ｅ Ｎ の い ず れ か の 再 導 入 に よ り 減 少 し た 。 ｐ ５ ３ 及 び Ｐ Ｔ Ｅ Ｎ の
共 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は 、 EphB4の 発 現 を 更 に 阻 害 し な か っ た （ 図 ２ ９ Ａ ） 。
【 ０ １ ６ ７ 】
Ｄ ． レ チ ノ イ ド Ｘ レ セ プ タ ー （ Ｒ Ｘ Ｒ α ） は EphB4の 発 現 を レ ギ ュ レ ー ト す る ；
　 発 明 者 ら は 以 前 に Ｒ Ｘ Ｒ α は 前 立 腺 癌 細 胞 系 中 で ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ る こ と を
発 見 し た が （ Ｚ ｈ ｏ ｎ ｇ ら 、 ２ ０ ０ ３ 、 Cancer Biol Ther.2： 179-184） 、 EphB4発 現 は 、
「 正 常 」 前 立 腺 （ Ｍ Ｌ Ｃ ） 、 前 立 腺 癌 （ Ｐ Ｃ ３ ） 及 び 転 移 性 前 立 腺 癌 （ Ｐ Ｃ ３ Ｍ ） を 検 討
し た 時 に は 逆 の 発 現 パ タ ー ン を 有 す る こ と を 今 回 発 見 し （ 図 ２ ７ Ａ ） 、 Ｒ Ｘ Ｒ α は EphB4
の 発 現 を レ ギ ュ レ ー ト す る の で は な い か と 考 え た 。 こ の 関 係 を 確 認 す る た め に 、 EphB4の
発 現 を 構 成 的 に Ｒ Ｘ Ｒ α を 発 現 す る Ｃ Ｗ Ｒ ２ ２ Ｒ 及 び Ｃ Ｗ Ｒ ２ ２ Ｒ -Ｒ Ｘ Ｒ α 間 で 比 較 し
た 。 Ｒ Ｘ Ｒ α 過 発 現 細 胞 系 で の EphB4発 現 の 適 度 な 減 少 が 発 見 さ れ た 一 方 、 Ｆ Ｇ Ｆ ８ は Eph
B4発 現 に 効 果 が な か っ た 。 初 期 結 果 に 適 合 す る よ う に 、 EphB4は 「 正 常 」 良 性 前 立 腺 肥 大
性 細 胞 系 Ｂ Ｐ Ｈ -１ 中 に 発 見 さ れ な か っ た （ 図 ２ ９ Ｂ ） 。
【 ０ １ ６ ８ 】
Ｅ ． Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 及 び Ｉ Ｇ Ｆ -１ Ｒ の 増 殖 因 子 シ グ ナ ル 経 路 は EphB4発 現 を レ ギ ュ レ ー ト す る ；
　 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 及 び Ｉ Ｇ Ｆ -１ Ｒ は 両 方 共 Ｐ Ｃ ３ 細 胞 増 殖 に 対 す る オ ー ト ク リ ン 及 び パ ラ ク リ
ン 作 用 を 有 す る こ と を 示 し た 。 EphB4発 現 は よ り 悪 性 の 細 胞 系 で は よ り 高 い た め に 、 EphB4
発 現 は こ れ ら の ｐ ｒ ｏ -生 存 増 殖 因 子 と 相 関 関 係 を 有 す る こ と が 予 測 さ れ た 。 独 立 し て Ｅ
Ｇ Ｆ Ｒ 及 び Ｉ Ｇ Ｆ -１ Ｒ シ グ ナ ル を ブ ロ ッ キ ン グ す る こ と に よ り そ の 関 係 を 試 験 し た 。 Eph
B4は 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 Ａ Ｇ １ ４ ７ ８ を 使 用 し た Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ シ グ ナ ル の ブ ロ ッ キ ン グ
後 （ 図 ３ ０ Ａ ） 又 は Ｉ Ｇ Ｆ -１ Ｒ 中 和 抗 体 を 使 用 し た Ｉ Ｇ Ｆ -１ Ｒ シ グ ナ ル 経 路 の ブ ロ ッ ク
に お い て （ 図 ３ ０ Ｂ ） ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ た 。
【 ０ １ ６ ９ 】
Ｆ ． EphB4　 siRNA及 び ア ン チ セ ン ス Ｏ Ｄ Ｎ は Ｐ Ｃ ３ 細 胞 生 存 能 力 を 阻 害 す る ；
　 前 立 腺 癌 モ デ ル 中 の こ の EphB4過 発 現 の 有 意 性 を 確 定 す る た め に 、 比 較 的 高 い EphB4の 発
現 を 示 す Ｐ Ｃ ３ 細 胞 に 研 究 を 集 中 し た 。 EphB4発 現 を 減 少 さ せ る ２ つ の ア プ ロ ー チ は 、 siR
NA及 び Ａ Ｓ -Ｏ Ｄ Ｎ で あ っ た 。 EphB4コ ー デ ィ ン グ 領 域 の 異 な る セ グ メ ン ト を 相 補 す る 多 く
の 異 な る ホ ス ホ ロ チ オ ア ー ト -改 質 Ａ Ｓ -Ｏ Ｄ Ｎ に つ い て 、 EphB4阻 害 の 特 異 性 及 び 効 率 を
試 験 し た 。 完 全 長 EphB4発 現 ベ ク タ ー Ａ Ｓ -１ ０ で 一 時 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た ２ ９ ３
細 胞 を 使 用 す る と 、 最 も 効 果 的 で あ る こ と が 発 見 さ れ た （ 図 ３ １ Ｂ ） 。 類 似 の ア プ ロ ー チ
を 特 異 的 siRNAの 選 択 へ 適 用 し た 。 EphB4　 siRNA４ ７ ２ は 、 EphB4蛋 白 質 発 現 を 効 果 的 に ノ
ッ ク ダ ウ ン し た （ 図 ３ １ Ａ ） 。 siRNA４ ７ ２ 及 び ア ン チ セ ン ス Ａ Ｓ -１ ０ Ｏ Ｄ Ｎ の 両 方 は 、
投 薬 量 依 存 性 挙 動 で Ｐ Ｃ ３ 細 胞 の 生 存 能 力 を 減 少 し た （ 図 ３ １ Ｃ 、 Ｄ ） 。 関 係 の な い siRN
A又 は セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 生 存 能 力 に 効 果 が な か っ た 。
【 ０ １ ７ ０ 】
Ｇ ． EphB4　 siRNA及 び ア ン チ セ ン ス Ｏ Ｄ Ｎ は Ｐ Ｃ ３ 細 胞 の 移 動 性 を 阻 害 す る ；
　 Ｐ Ｃ ３ 細 胞 は 、 マ ウ ス 内 へ 同 所 的 に 注 射 し た 場 合 に 局 部 的 に 進 行 的 に 増 殖 し 、 リ ン パ 節
転 移 を 形 成 で き る 。 Ｐ Ｃ ３ 細 胞 の In vitro移 動 に 対 す る EphB4の 機 能 を 検 討 す る た め に 創
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傷 治 癒 ア ッ セ イ を 行 っ た 。 創 傷 が Ｐ Ｃ ３ 細 胞 の 単 層 中 に 導 入 さ れ た 場 合 、 次 の ２ ０ 時 間 の
コ ー ス で 、 細 胞 は ク リ ア な 領 域 中 へ 進 行 的 に 移 動 し た 。 し か し 、 細 胞 が siRNA４ ７ ２ で ト
ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ 、 創 傷 が 導 入 さ れ た 場 合 、 こ の 移 動 は 非 常 に 阻 害 さ れ た （ 図 ３ １ Ｅ ）
。 Ｐ Ｃ ３ 細 胞 の １ ０ μ Ｍ の EphB4 AS-１ ０ に よ る １ ２ 時 間 の 予 備 処 理 は 、 同 じ 効 果 を 生 じ
た （ 図 ３ １ Ｆ ） 。 更 に 、 siRNA４ ７ ２ を 有 す る Ｐ Ｃ ３ 細 胞 中 EphB4発 現 の ノ ッ ク ダ ウ ン は 、
コ ン ト ロ ー ル siRNAと 比 べ て こ れ ら の 細 胞 の マ ト リ ゲ ル （ 商 標 ） 侵 入 能 力 を 激 し く 減 少 さ
せ た こ と が ダ ブ ル -チ ャ ン バ ー 侵 襲 ア ッ セ イ に よ り 評 価 さ れ た （ 図 ３ １ Ｇ ） 。
【 ０ １ ７ １ 】
Ｈ ． EphB4 siRNAは 、 Ｐ Ｃ ３ 細 胞 中 で 細 胞 周 期 停 止 及 び ア ポ ト ー シ ス を 誘 起 す る ；
　 EphB4の ノ ッ ク ダ ウ ン は 細 胞 生 存 能 力 減 少 を 生 じ た た め に （ 図 ３ １ Ｃ ） 、 こ れ が 細 胞 周
期 に 対 す る 効 果 に 起 因 す る の か を 検 討 し た 。 コ ン ト ロ ー ル siRNAト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細
胞 と の 比 較 に お い て 、 siRNA４ ７ ２ は コ ン ト ロ ー ル siRNA処 理 し た 細 胞 と 比 べ て サ ブ Ｇ ０ 及
び Ｓ 期 フ ラ ク シ ョ ン 中 の 細 胞 の 蓄 積 を 生 じ た 。 コ ン ト ロ ー ル siRNA処 理 し た 細 胞 と 比 べ て s
iRNA４ ７ ２ 処 理 細 胞 中 で 、 サ ブ Ｇ ０ フ ラ ク シ ョ ン は １ ％ か ら ７ ． ９ ％ へ 増 加 し 、 S期 フ ラ
ク シ ョ ン は １ ４ ． ９ ％ か ら ２ ０ ． ８ ％ へ 増 加 し た （ 図 ３ ２ Ａ ） 。 サ ブ Ｇ ０ 及 び Ｇ ２ で の 細
胞 周 期 停 止 は ア ポ ト ー シ ス を 表 す 。 EphB4ノ ッ ク ダ ウ ン の 結 果 と し て の ア ポ ト ー シ ス は 、 E
LISAア ッ セ イ に よ り 確 認 さ れ た 。 ア ポ ト ー シ ス の 投 薬 量 依 存 性 増 加 は 、 Ｐ Ｃ ３ 細 胞 が コ ン
ト ロ ー ル siRNAで は な く siRNA472で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 場 合 に 確 認 さ れ た （ 図 ３ ２ Ｂ
） 。 100nMで 、 siRNA４ ７ ２ ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 中 で は コ ン ト ロ ー ル siRNAト ラ ン
ス フ ェ ク ト さ れ た Ｐ Ｃ ３ 細 胞 中 よ り も １ ５ 倍 多 く ア ポ ト ー シ ス を 生 じ た 。
【 ０ １ ７ ２ 】
Ｉ ． 材 料 及 び 方 法
１ ） 試 薬
　 中 和 IGF-1R抗 体 は R&Dシ ス テ ム 社 （ ミ ネ ア ポ リ ス 、 MN） か ら 購 入 し た 。 抗 IGF-1R（ β ）
、 -EGFR、 -EphB4（ C-16） は サ ン タ ク ル ス バ イ オ テ ッ ク 社 （ サ ン タ ク ル ス 、 CA） か ら 購 入
し た 。 β -ア ク チ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は シ グ マ 化 学 社 （ セ ン ト ル イ ス 、 MO） か ら 購 入 し
た 。 培 地 及 び ウ シ 胎 仔 血 清 （ FBS） は イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 （ カ ー ル ス バ ッ ド 、 CA） か ら 購
入 し た 。 AG1478（ 4-（ 3’ -ク ロ ロ ア ニ リ ノ ） -６ ， ７ -ジ メ ト キ シ -キ ナ ゾ リ ン ） は カ ル ビ
オ ケ ム 社 （ サ ン デ ィ エ ゴ 、 CA） か ら 購 入 し た 。
【 ０ １ ７ ３ 】
２ ） ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド 及 び EphB4siRNA
　 EphB4特 異 的 ア ン チ セ ン ス ホ ス ホ ロ チ オ ア ー ト -改 質 オ リ ゴ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド （ Ｏ Ｄ
Ｎ ） 及 び セ ン ス Ｏ Ｄ Ｎ は 、 Qiagen社 （ ア ラ メ ダ 、 CA） に よ り 合 成 さ れ 精 製 さ れ た 。 配 列 は
下 記 の 通 り :セ ン ス 、 5’ -TCC-TGC-AAG-GAG-ACC-TTC-AC-3’ ； AS1： 5’ -GTG-CAG-GGA-TAG-
CAG-GGC-CAT-3’ ； AS10： 5’ -ATG-GAG-GCC-TCG-CTC-AGA-AA-3’ 。 siRNAは 、 USC/Norris C
omprehensive Cancer Center Microchemical Core laboratory社 に よ り 合 成 さ れ た 。 EphB
4　 siRNAの 配 列 は 、 siRNA472の 5’ -GGU-GAA-UGU-CAA-GAC-GCU-GUU-3’ 及 び siRNA2303の 5
’ -cuc-uuc-cga-ucc-cac-cua-cuu-3’ で あ る 。 ス ク ラ ン ブ ル さ れ た GAPDHに 対 す る 陰 性 コ
ン ト ロ ー ル siRNAは 、 Ambion社 （ オ ー ス チ ン 、 TX） か ら 購 入 し た 。
【 ０ １ ７ ４ 】
３ ） 細 胞 系 及 び 培 養 物
　 前 立 腺 癌 細 胞 系 、 Ｐ Ｃ ３ 、 Ｐ Ｃ ３ Ｍ 、 Ｄ Ｕ １ ４ ５ 、 Ａ Ｌ Ｖ Ａ ３ １ 、 Ｌ Ａ Ｐ Ｃ -４ 、 Ｌ Ｎ
Ｃ ａ Ｐ 、 Ｃ Ｗ Ｒ ２ ２ Ｒ 及 び 大 人 ヒ ト 正 常 前 立 腺 上 皮 細 胞 系 Ｍ Ｌ Ｃ  Ｓ Ｖ ４ ０ 及 び Ｂ Ｐ Ｈ -１
を 得 て 、 上 記 記 載 の よ う に 培 養 し た （ ７ ） 。 安 定 な 細 胞 系 Ｃ Ｗ Ｒ ２ ２ Ｒ -Ｒ Ｘ Ｒ 、 Ｌ Ｎ Ｃ
ａ Ｐ -Ｆ Ｇ Ｆ ８ を 確 立 し て 、 上 記 記 載 の よ う に 培 養 し た （ ７ 、 ３ ３ ） 。
【 ０ １ ７ ５ 】
４ ） EphB4モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 発 生 ；
　 EphB4の 細 胞 外 領 域 （ Ｅ Ｃ Ｄ ） を ｐ Ｇ Ｅ Ｘ -４ Ｔ -１ 中 で ク ロ ー ン 化 し 、 Ｇ Ｓ Ｔ -融 合 Ｅ Ｃ
Ｄ （ Ｇ Ｓ Ｔ -Ｅ Ｃ Ｄ ） を 生 成 し た 。 Ｂ Ｌ ２ １  E． coli中 で Ｇ Ｓ Ｔ 融 合 蛋 白 質 と し て 発 現 し
た EphB4 Ｅ Ｃ Ｄ を 、 ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 し 、 Ｇ Ｓ Ｔ 領 域 を ト ロ ン
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ビ ン に よ り 開 裂 し た 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 成 し 、 抗 体 の 感 応 性 及 び 特 異 性 を 、 確 実 に
EphB4で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た ２ ９ ３ 細 胞 の 全 細 胞 溶 解 産 物 を 使 用 し て ウ ェ ス タ ン ブ ロ
ッ ト 法 に よ り 再 確 認 し た 。
【 ０ １ ７ ６ 】
５ ） ワ ン ス テ ッ プ Ｒ Ｔ -Ｐ Ｃ Ｒ 及 び 量 的 Ｒ Ｔ -Ｐ Ｃ Ｒ ；
　 合 計 Ｒ Ｎ Ａ を RNA STAT-60（ 商 標 、 Tel-Test、 Inc.社 製 、 フ レ ン ズ ウ ッ ド 、 Ｔ Ｘ ） を 使
用 し て 前 立 腺 癌 標 本 及 び 隣 接 し た 正 常 標 本 か ら 抽 出 し た 。 量 的 Ｒ Ｔ -Ｐ Ｃ Ｒ 用 に フ ァ ー ス
ト ス ト ラ ン ド ｃ Ｄ Ｎ Ａ を ５ μ ｇ の 合 計 Ｒ Ｎ Ａ か ら SuperScriptIII（ 商 標 、 イ ン ビ ト ロ ジ ェ
ン 社 製 、 カ ー ル ス バ ッ ド 、 Ｃ Ａ ） を 使 用 し て 合 成 し た 。 量 的 Ｒ Ｔ -Ｐ Ｃ Ｒ を StratageneＭ
Ｘ ３ ０ ０ ０ Ｐ シ ス テ ム （ 商 標 、 Stratagene社 製 、 ラ ホ ー ヤ 、 Ｃ Ａ ） で SYBR Green I Brill
iant Mastermix（ 商 標 、 Stragene社 製 ） を 使 用 し て 製 造 者 の 取 り 扱 い 説 明 書 に 従 い 行 っ た
。 EphB4及 び β -ア ク チ ン （ 正 常 化 遺 伝 子 と し て 使 用 ） 用 の 最 適 化 反 応 は 、 １ ５ ０ ｎ Ｍ の フ
ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー （ β -ア ク チ ン 、 ５ ’ -Ｇ Ｇ Ａ -Ｃ Ｃ Ｔ -Ｇ Ａ Ｃ -Ｔ Ｇ Ａ -Ｃ Ｔ Ａ -Ｃ Ｃ Ｔ -
Ａ -３ ’ ； EphB4、 ５ ’ -Ａ Ａ Ｇ -Ｇ Ａ Ｇ -Ａ Ｃ Ｃ -Ｔ Ｔ Ｃ -Ａ Ｃ Ｃ -Ｇ Ｔ Ｃ -Ｔ Ｔ -３ ’ ） 及 び リ
バ ー ス プ ラ イ マ ー （ β -ア ク チ ン ５ '-Ｔ Ｔ Ｇ -Ａ Ａ Ｇ -Ｇ Ｔ Ａ -Ｇ Ｔ Ｔ -Ｔ Ｃ Ｇ -Ｔ Ｇ Ｇ -Ａ Ｔ -
３ ’ ； EphB4、 ５ ’ -Ｔ Ｃ Ｇ -Ａ Ｇ Ｔ -Ｃ Ａ Ｇ -Ｇ Ｔ Ｔ -Ｃ Ａ Ｃ -Ａ Ｇ Ｔ -Ｃ Ａ -３ ’ ） そ れ ぞ れ
を 使 用 し て ９ ５ ℃ で １ ０ 分 間 、 次 に ９ ５ ℃ で ３ ０ 秒 、 ６ ０ ℃ で １ 分 間 、 ７ ２ ℃ で １ 分 間 の
サ イ ク ル ４ ０ 回 に よ る ポ リ メ ラ ー ゼ の Ｄ Ｎ Ａ 変 性 ／ 活 性 化 で あ っ た 。 遺 伝 子 -特 異 的 増 幅
の 特 異 性 を 、 単 一 解 離 ピ ー ク の 存 在 に よ り 確 認 し た 。 全 反 応 を 三 個 の 複 製 物 の 試 験 に お い
て Ｒ Ｔ で テ ン プ レ ー ト な し の 陰 性 コ ン ト ロ ー ル を 使 用 し て 行 っ た 。
【 ０ １ ７ ７ 】
６ ） 免 疫 組 織 化 学 法 ；
　 Ｏ Ｃ Ｔ -包 埋 し た 組 織 を ５ μ ｍ に 断 片 化 し 、 リ ン 酸 緩 衝 ４ ％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 中 で
固 定 化 し た 。 断 片 を ３ × ５ 分 間 Ｐ Ｂ Ｓ 中 で 洗 浄 し 、 内 因 性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を ０ ． ３ ％ Ｈ

2 Ｏ 2 の Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 中 １ ０ 分 間 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ り ブ ロ ッ ク し た 。 断
片 を Eph４ （ Ｃ -１ ６ ） 抗 体 （ １ ： ５ ０ ） と 共 に １ 時 間 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 に Ｐ Ｂ
Ｓ で ３ 回 洗 浄 し 、 ロ バ 抗 ヤ ギ 第 二 抗 体 （ サ ン タ ク ル ス バ イ オ テ ッ ク 社 製 ） で １ 時 間 室 温 で
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 ３ 回 の Ｐ Ｂ Ｓ で の 洗 浄 後 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 活 性 を Ｄ Ａ Ｂ 基 質
溶 液 （ ベ ク タ ー ラ ボ ラ ト リ ー ズ 社 製 、 バ ー リ ン ガ ム 、 Ｃ Ａ ） 中 １ ０ 分 間 室 温 で イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン す る こ と に よ り 局 在 化 し た 。 断 片 を ヘ マ ト キ シ リ ン で ２ ０ 秒 間 対 比 染 色 し 、 脱 水
し て マ ウ ン ト し た 。 染 色 用 の 陰 性 コ ン ト ロ ー ル は 、 一 次 抗 体 用 の 正 常 ヤ ギ 血 清 の 代 用 で あ
っ た 。 前 立 腺 ア レ イ （ Bio Meda社 製 、 フ ォ ス タ ー シ テ ィ 、 Ｃ Ａ ） の 免 疫 組 織 化 学 染 色 を 、
製 造 者 の 取 り 扱 い 説 明 書 に 従 い ヤ ギ Ａ Ｂ Ｃ 染 色 法 シ ス テ ム （ 商 標 、 サ ン タ ク ル ス バ イ オ テ
ッ ク 社 製 ） を 使 用 し て 行 っ た 。
【 ０ １ ７ ８ 】
７ ） ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 ；
　 全 細 胞 溶 解 産 物 を 、 特 記 し な い 限 り 、 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 カ ク テ ル （ Pierce社 製 、 ロ ッ
ク フ ォ ー ド 、 Ｉ Ｌ ） を 補 充 し た 細 胞 溶 解 バ ッ フ ァ （ GeneHunter社 製 、 Basgvukke、 TN） を
使 用 し て 調 製 し た 。 合 計 蛋 白 質 を Ｄ Ｃ 試 薬 シ ス テ ム （ 商 標 、 Bio-Rad社 製 、 Hercules、 CA
） を 使 用 し て 決 定 し た 。 通 常 、 ２ ０ μ ｇ 全 細 胞 溶 解 産 物 を ４ ～ ２ ０ ％ ト リ ス -グ リ シ ン 勾
配 ゲ ル 上 で 測 定 し た 。 サ ン プ ル を Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ 膜 へ 電 子 転 移 さ せ 、 非 特 異 的 結 合 を ５ ％ 脱 脂 乳
を 含 有 す る Ｔ Ｂ Ｓ Ｔ バ ッ フ ァ （ ０ ． ５ ｍ Ｍ  Tris-HCl、 ４ ５ ｍ Ｍ   Ｎ ａ Ｃ l、 ０ ． ０ ５ ％ Tw
een-２ ０ （ 商 標 ） 、 ｐ Ｈ ７ ． ４ ） 中 で ブ ロ ッ ク し た 。 膜 を 一 次 抗 体 で 一 晩 最 初 に プ ロ ー ブ
し 、 Restoreウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト ス ト リ ッ ピ ン グ バ ッ フ ァ （ 商 標 、 Pierce社 製 、 ロ ッ ク フ
ォ ー ド 、 Ｉ Ｌ ） で ス ト リ ッ プ し 、 β -ア ク チ ン で 再 プ ロ ー ブ し て 等 価 ロ ー ド 及 び 蛋 白 質 の
移 動 を 確 認 し た 。 シ グ ナ ル を ス ー パ ー シ グ ナ ル ウ ェ ス ト フ ェ ム ト 最 大 感 応 性 基 質 （ 商 標 、
Pierce社 製 ） を 使 用 し て 検 出 し た 。
【 ０ １ ７ ９ 】
８ ） リ ン 酸 化 分 析 ；
　 ６ ０ ｍ ｍ デ ィ ッ シ ュ 中 で 成 長 す る 細 胞 を 血 清 飢 餓 状 態 （ １ ％ Ｆ Ｂ Ｓ 補 充 し た Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １
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６ ４ ０ 、 ２ ４ 時 間 ） 又 は 正 常 条 件 （ １ ０ ％ Ｆ Ｂ Ｓ ） 中 で 培 養 し 、 次 に １ μ ｇ ／ mlマ ウ ス エ
フ リ ン B2／ Ｆ ｃ の 存 在 又 は 非 存 在 下 で １ ０ 分 間 処 理 し て EphB4レ セ プ タ ー を 活 性 化 し た 。
清 澄 化 細 胞 溶 解 産 物 を EphB4モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 一 晩 ４ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 抗 原 -
抗 体 複 合 体 を 、 ２ ０ ｍ Ｍ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ｐ Ｈ ７ ． ０ 中 の １ ０ ０ μ ｌ の プ ロ テ イ ン Ｇ -S
epharose、 を 添 加 し て 、 一 晩 ４ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し て 免 疫 沈 降 さ せ た 。 免 疫 沈 降 物
を １ ： １ ０ ０ ０ 希 釈 し た ｐ Ｔ ｙ ｒ 特 異 的 抗 体 （ Upstate社 製 、 ク ロ ー ン ４ G10） を 使 用 し た
ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ り 分 析 し 、 次 に １ ： ５ ０ ０ ０ 希 釈 し た プ ロ テ イ ン Ｇ -Ｈ Ｒ Ｐ （ B
io-Rad社 製 ） で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 免 疫 沈 殿 効 率 を 監 視 す る た め に 、 複 製 し た 膜 を
EphB4特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で プ ロ ー ブ し た 。
【 ０ １ ８ ０ 】
９ ） 一 時 的 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 及 び ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 の 分 類 ；
　 Ｐ Ｃ ３ 細 胞 を Ｃ Ｄ ４ を コ ー ド す る ｐ Ｍ Ａ Ｃ Ｓ ４ ． １ 及 び 野 生 型 ｐ ５ ３ （ ｐ Ｃ ５ ３ -Ｓ Ｎ
３ ） 若 し く は Ｐ Ｔ Ｅ Ｎ ベ ク タ ー 又 は 両 方 を 、 製 造 者 の 取 り 扱 い 説 明 書 に 従 い リ ポ フ ェ ク タ
ミ ン ２ ０ ０ ０ （ 商 標 、 イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 製 ） を 使 用 し て 共 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 Ｃ Ｄ
４ の ｐ ５ ３ 又 は Ｐ Ｔ Ｅ Ｎ 又 は ベ ク タ ー に 対 す る モ ル 比 は １ ： ３ で あ り 、 合 計 プ ラ ス ミ ド は
９ ０ ％ 接 触 性 細 胞 の １ ０ ｃ ｍ 2 デ ィ ッ シ ュ 当 た り 、 ６ ０ μ ｌ の リ ポ フ ェ ク タ ミ ン ２ ０ ０ ０
（ 商 標 ） を 使 用 し て ２ ４ μ ｇ で あ っ た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ２ ４ 時 間 後 、 単 一 細 胞 懸 濁
液 を 作 成 し 、 短 縮 さ れ た Ｃ Ｄ ４ （ Miltenyl Biotec社 製 、 ド イ ツ 国 ） を 製 造 者 の プ ロ ト コ
ル に 従 い 表 面 マ ー カ ー と し て 使 用 し て 分 類 し た 。 分 類 さ れ た 細 胞 を １ × Ｓ Ｄ Ｓ サ ン プ ル バ
ッ フ ァ 中 に 溶 解 し 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ り 分 析 し た 。
【 ０ １ ８ １ 】
１ ０ ） EphB4の 発 現 に お け る Ｉ Ｇ Ｆ 及 び Ｅ Ｇ Ｆ シ グ ナ ル 経 路 の 研 究 ；
　 Ｐ Ｃ ３ 細 胞 を ６ -ウ ェ ル プ レ ー ト 中 に 接 種 し 、 ８ ０ ％ 接 触 す る ま で 培 養 し 、 ２ μ ｇ ／ ml
中 和 Ｉ Ｇ Ｆ -１ Ｒ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 Ｍ Ａ Ｂ ３ ９ １ （ Haileyら 、 2002、 Mol Cancer Ther
.1:1349-1353） 、 又 は １ ｎ Ｍ 　 Ａ Ｇ １ ４ ７ ８ 、 強 い Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 阻 害 剤 （ Liuら 、 1999、 J Cel
l Sci.112（ Pt14） :2409-2417） と 共 に ２ ４ 時 間 処 理 し た 。 疎 細 胞 溶 解 産 物 を ウ ェ ス タ ン
ブ ロ ッ ト 法 に よ り 分 析 し た 。 バ ン ド 密 度 を Bio-Rad社 製 Quantity Oneシ ス テ ム ソ フ ト ウ ェ
ア （ 商 標 ） に よ り 定 量 化 し た 。
【 ０ １ ８ ２ 】
１ １ ） 細 胞 生 存 能 力 ア ッ セ イ ；
　 Ｐ Ｃ ３ 細 胞 を ４ ８ -ウ ェ ル プ レ ー ト 上 に 密 度 約 １ × １ ０ 4 細 胞 ／ ウ ェ ル で 合 計 体 積 ２ ０ ０
mlで 接 種 し た 。 培 地 を 細 胞 が 接 触 し た 後 交 換 し 、 細 胞 を 種 々 の 濃 度 （ １ ～ １ ０ μ Ｍ ） の Ep
hB4ア ン チ セ ン ス Ｏ Ｄ Ｎ 又 は コ ン ト ロ ー ル と し て の セ ン ス Ｏ Ｄ Ｎ で 処 理 し た 。 培 地 交 換 ３
日 後 、 新 し い Ｏ Ｄ Ｎ を 添 加 し た 。 更 に ４ ８ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 細 胞 生 存 能 力 を Ｍ
Ｔ Ｔ に よ り 上 記 の よ う に 評 価 し た （ ３ ６ ） 。 EphB4siRNA（ １ ０ ～ １ ０ ０ ｎ Ｍ ） を ２ × １ ０
4 Ｐ Ｃ ３ 細 胞 ／ ウ ェ ル 、 ４ ８ -ウ ェ ル プ レ ー ト で 製 造 者 の 取 り 扱 い 説 明 書 に 従 い ２ μ ｌ の リ
ポ フ ェ ク タ ミ ン ２ ０ ０ ０ （ 商 標 ） を 使 用 し て 導 入 し た 。 ４ 時 間 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 、
細 胞 を 増 殖 培 地 （ １ ０ ％ Ｆ Ｂ Ｓ を 補 充 さ れ た Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ ） へ 戻 し た 。 生 存 能 力 を Ｍ
Ｔ Ｔ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ４ ８ 時 間 後 に ア ッ セ イ し た 。
【 ０ １ ８ ３ 】
１ ２ ） 創 傷 治 癒 移 動 ア ッ セ イ ；
　 Ｐ Ｃ ３ 細 胞 を ６ -ウ ェ ル プ レ ー ト 中 に 接 種 し 、 接 触 す る ま で 培 養 し た 。 １ ０ μ Ｍ の Ａ Ｓ -
１ ０ 又 は コ ン ト ロ ー ル と し て の セ ン ス Ｏ Ｄ Ｎ を 、 そ れ を 無 菌 性 ピ ペ ッ ト チ ッ プ で ス ク レ ー
プ す る こ と に よ り 単 層 を 創 傷 す る １ ２ 時 間 前 に 、 生 存 能 力 ア ッ セ イ で ウ ェ ル 中 へ 記 載 さ れ
た よ う に 導 入 し た 。 培 地 を ５ ％ Ｆ Ｂ Ｓ 補 充 さ れ た Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ 及 び 新 し い Ｏ Ｄ Ｎ へ 交
換 し た 。 創 傷 １ ２ 時 間 前 に 、 ５ ０ ｎ Ｍ の siRNA４ ７ ２ 又 は Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ 陰 性 コ ン ト ロ ー ル siR
NAで ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 接 触 性 培 養 物 も 又 試 験 し た 。 治 癒 プ ロ セ ス を 動 的 に 試 験 し 、 顕
微 鏡 ア ダ プ タ ー 付 き の ニ コ ン 社 製 Coolpix5000（ 商 標 ） デ ジ タ ル カ メ ラ で 記 録 し た 。
【 ０ １ ８ ４ 】
１ ３ ） 侵 襲 ア ッ セ イ ；
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　 Ｐ Ｃ ３ 細 胞 を リ ポ フ ェ ク タ ミ ン ２ ０ ０ ０ （ 商 標 ） を 使 用 し て siRNA４ ７ ２ 又 は コ ン ト ロ
ー ル siRNAで ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 ６ 時 間 後 、 ０ ． ５ × １ ０ 5 細 胞 を ８ μ ｍ マ ト リ ゲ ル （ 商
標 ） プ レ コ ー ト さ れ た イ ン サ ー ト （ BD Biosciences社 製 、 パ ロ ア ル ト 、 Ｃ Ａ ） 中 に 移 動 さ
せ た 。 イ ン サ ー ト を ５ ％ Ｆ Ｂ Ｓ を 補 充 さ れ た Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ 及 び 化 学 走 性 誘 因 物 質 と し て ５ μ ｇ
／ mlフ ィ ブ ロ ネ ク チ ン を 含 有 す る コ ン パ ニ オ ン ウ ェ ル 中 に 設 置 し た 。 ２ ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン 後 、 イ ン サ ー ト を 除 去 し 、 上 部 表 面 上 の 非 侵 襲 細 胞 も 綿 棒 で 除 去 し た 。 膜 の 下 側
表 面 上 の 細 胞 を １ ０ ０ ％ メ タ ノ ー ル 中 で １ ５ 分 間 固 定 化 し て 空 気 乾 燥 し 、 ギ ム ザ 染 色 で ２
分 間 染 色 し た 。 細 胞 を 光 学 顕 微 鏡 に よ り そ れ ぞ れ の 膜 に つ い て ５ 個 の そ れ ぞ れ 高 性 能 視 野
で 計 測 し た 。 ア ッ セ イ を 、 そ れ ぞ れ の 処 理 グ ル ー プ の 三 個 の 複 製 物 に お い て 行 っ た 。
【 ０ １ ８ ５ 】
１ ４ ） 細 胞 周 期 分 析 ；
　 ６ -ウ ェ ル プ レ ー ト 中 の Ｐ Ｃ ３ 細 胞 の ８ ０ ％ 接 触 性 培 養 物 を siRNA４ ７ ２ （ １ ０ ０ ｎ Ｍ ）
で 、 リ ポ フ ェ ク タ ミ ン ２ ０ ０ ０ （ 商 標 ） を 使 用 し て ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 ト ラ ン ス フ ェ
ク シ ョ ン ２ ４ 時 間 後 、 細 胞 を ト リ プ シ ン 処 理 し 、 Ｐ Ｂ Ｓ 中 で 洗 浄 し 、 １ 時 間 ４ ℃ で 、 ５ ０
ｇ ／ mlプ ロ ピ ジ ウ ム ア イ オ ダ イ ド 、 ０ ． １ ％ ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ０ ． １ TritonX100（ 商
標 ） 及 び ２ ０ μ ｇ ／ ml Ｄ ｎ ａ ｓ ｅ -フ リ ー Ｒ ｎ ａ ｓ ｅ Ａ を 含 有 す る １ mlの 低 張 性 溶 液 中 で
イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 細 胞 を Ｕ Ｓ Ｃ フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 設 備 で 直 線 状 モ ー ド 中 で 分 析 し
た 。 結 果 を 細 胞 周 期 の 異 な る 期 、 即 ち サ ブ Ｇ ０ ピ ー ク （ ア ポ ト ー シ ス ） 、 Ｇ ０ ／ Ｇ １ （ Ｄ
Ｎ Ａ 合 成 無 し ） 、 Ｓ （ 活 発 な Ｄ Ｎ Ａ 合 成 ） 、 Ｇ ２ （ 前 有 糸 分 裂 ） 及 び Ｍ （ 有 糸 分 裂 ） 中 に
検 出 さ れ た 要 素 の 割 合 と し て 表 し た 。
【 ０ １ ８ ６ 】
１ ５ ） ア ポ ト ー シ ス Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ；
　 ア ポ ト ー シ ス を 、 製 造 者 の 取 り 扱 い 説 明 書 に 従 い 細 胞 死 検 出 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ プ ラ ス キ ッ ト （
商 標 、 Roche社 製 、 ピ ス カ タ ウ ェ イ 、 Ｎ Ｊ ） を 使 用 し て 試 験 し た 。 簡 潔 に は 、 ２ ４ -ウ ェ ル
プ レ ー ト 中 の Ｐ Ｃ ３ の ８ ０ ％ 接 触 性 培 養 物 を 、 リ ポ フ ェ ク タ ミ ン ２ ０ ０ ０ （ 商 標 ） を 使 用
し て 種 々 の 濃 度 の （ ０ ～ １ ０ ０ ｎ Ｍ ） siRNA４ ７ ２ 又 は １ ０ ０ ｎ Ｍ コ ン ト ロ ー ル siRNAで ト
ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 １ ６ 時 間 後 、 細 胞 を 分 離 し 、 １ × １ ０ 4 細 胞 を ２ ０ ０ μ ｌ 溶 解 バ ッ
フ ァ 中 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 核 を 遠 心 分 離 に よ り ペ レ ッ ト 化 し 、 モ ノ -又 は オ リ ゴ ヌ ク
レ オ ソ ー ム を 含 有 す る ２ ０ μ ｌ の 上 澄 み を Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 分 析 の た め に 採 取 し た 。 簡 潔 に は 、
上 澄 み を ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 被 覆 さ れ た ９ ６ -ウ ェ ル プ レ ー ト 中 の 抗 ヒ ス ト ン -ビ オ チ ン 及
び 抗 Ｄ Ｎ Ａ -Ｐ Ｏ Ｄ で ２ 時 間 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 色 を Ａ Ｂ Ｓ Ｔ で 展 開 し 、 ４ ０ ５
ｎ ｍ で の 吸 光 度 を マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー （ Molecular Devices社 製 、 サ ニ ー ベ イ ル 、
Ｃ Ａ ） で 測 定 し た 。
【 ０ １ ８ ７ 】

　 悪 性 中 皮 腫 （ Ｍ Ｍ ） は 、 稀 な 新 生 物 で あ り 、 最 も し ば し ば 胸 膜 性 及 び 腹 腔 性 漿 液 表 面 か
ら 生 じ る 。 胸 膜 腔 は 、 最 も し ば し ば 患 部 と な る 部 位 で あ り （ ＞ ９ ０ ％ ） 、 次 が 腹 膜 で あ る
（ ６ ～ １ ０ ％ ） （ Carboneら 、 2002、 Semin Oncol． 29： 2-17） 。 こ れ は ア ス ベ ス ト 暴 露 と
は 強 い 関 連 性 が あ り 、 約 ８ ０ ％ の 悪 性 中 皮 腫 病 は ア ス ベ ス ト を 摂 取 又 は 吸 入 し た 患 者 に 生
じ る 。 こ の 腫 瘍 は 、 現 在 に 至 る ま で 従 来 の 治 療 法 で は あ ま り 効 き 目 が な く 、 こ れ ら の 患 者
の 予 後 は 非 常 に 不 良 で あ る （ Leeら 、 2000、 Curr Opin Pulm Med.6： 267-74） 。
　 悪 性 中 皮 腫 の 診 断 及 び 処 理 に 関 す る い く つ か の 臨 床 性 問 題 は 、 未 だ 解 決 さ れ て い な い 。
胸 膜 又 は 腹 部 流 体 か ら の 中 皮 腫 の 診 断 は 非 常 に 困 難 で あ り 、 し ば し ば 胸 腔 鏡 又 は 腹 腔 鏡 又
は 開 胸 バ イ オ プ シ ー 並 び に こ の 腫 瘍 に 選 択 的 に 発 現 す る meosthelin等 の 所 定 の マ ー カ ー 用
の 免 疫 組 織 化 学 染 色 法 を 必 要 と す る 。 現 在 ま で 、 攻 撃 的 な 化 学 療 法 養 生 法 及 び 長 期 間 の 放
射 線 治 療 法 で あ っ て も 介 入 が 治 療 効 果 の あ る も の と は 証 明 さ れ て い な い 。 多 く の ケ ー ス で
生 存 平 均 値 は 、 診 断 後 た っ た の １ ２ ～ １ ８ 月 で あ る 。
　 新 規 な 診 断 用 マ ー カ ー 及 び 新 し い 診 断 用 及 び 治 療 用 ア プ ロ ー チ に 使 用 さ れ る 標 的 を 特 定
す る た め に 、 中 皮 腫 細 胞 及 び 臨 床 性 サ ン プ ル 系 中 の EphB4及 び そ の リ ガ ン ド エ フ リ ン B2の
発 現 を 評 価 し た 。
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実 施 例 ４ （ 中 皮 腫 中 の EphB4の 発 現 ： 治 療 の タ ー ゲ ッ ト 候 補 ）



【 ０ １ ８ ８ 】
Ａ ． EphB4及 び エ フ リ ン B2は 中 皮 腫 細 胞 系 中 で 発 現 し た ；
　 悪 性 中 皮 腫 細 胞 系 中 の エ フ リ ン B2及 び EphB4の 発 現 を 、 種 々 の 方 法 に よ り Ｒ Ｎ Ａ 及 び 蛋
白 質 レ ベ ル で 決 定 し た 。 Ｒ Ｔ -Ｐ Ｃ Ｒ は 全 て の ４ 個 の 細 胞 系 は エ フ リ ン B2及 び EphB4を 発 現
す る こ と を 示 し た （ 図 ３ ３ Ａ ） 。 こ れ ら の 細 胞 系 中 の 蛋 白 質 発 現 を ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法
に よ り 決 定 し た 。 EphB4の 特 異 的 バ ン ド は １ ２ ０ ｋ Ｄ に 見 ら れ た 。 更 に 、 エ フ リ ン B2を 、
ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 で 試 験 さ れ た 全 細 胞 系 中 に ３ ７ ｋ Ｄ バ ン ド と し て 検 出 し た （ 図 ３ ３
Ｂ ） 。 エ フ リ ン B2の 特 異 的 バ ン ド は 、 陰 性 コ ン ト ロ ー ル と し て 試 験 さ れ た ２ ９ ３ ヒ ト 胎 児
腎 臓 細 胞 中 に 観 察 さ れ な か っ た 。
　 中 皮 腫 細 胞 中 の EphB4転 写 の 存 在 を 確 認 す る た め に 、 in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を
チ ャ ン バ ー ス ラ イ ド 上 で 培 養 さ れ た Ｎ Ｃ Ｉ  Ｈ ２ ８ 細 胞 系 に 対 し て 実 施 し た 。 EphB4に 対 す
る 特 異 的 シ グ ナ ル を ア ン チ セ ン ス プ ロ ー ブ を 使 用 し て 検 出 し た 。 エ フ リ ン B2転 写 物 も 又 同
じ 細 胞 系 中 に 検 出 し た 。 EphB4及 び エ フ リ ン B2両 方 用 の セ ン ス プ ロ ー ブ は 陰 性 コ ン ト ロ ー
ル と し て 働 き 、 細 胞 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な か っ た （ 図 ３ ４ ） 。 EphB4及 び エ フ リ ン B2蛋 白
質 の 発 現 は 、 免 疫 蛍 光 分 析 に よ り 細 胞 系 中 に 確 認 さ れ た （ 図 ３ ５ ） 。 ３ 個 の 細 胞 系 は 強 い
EphB4の 発 現 を 示 し 、 一 方 エ フ リ ン B2の 発 現 は Ｈ ２ ８ 及 び Ｈ ２ ０ ５ ２ 中 に 存 在 し 、 Ｈ ２ ３
７ ３ 中 で は 弱 く 検 出 可 能 で あ っ た 。
【 ０ １ ８ ９ 】
Ｂ ． 臨 床 性 サ ン プ ル 中 の EphB4及 び エ フ リ ン B2の 発 現 の 証 拠 ；
　 胸 膜 の 悪 性 中 皮 腫 と 診 断 さ れ た 患 者 の 胸 水 か ら 培 養 さ れ た 腫 瘍 細 胞 を 単 離 し 、 パ ッ セ ー
ジ １ で EphB4及 び エ フ リ ン B2の 両 方 に つ い て 陽 性 染 色 を 示 し た （ 図 ３ ５ 、 最 下 列 ） 。 こ れ
ら の 結 果 は 、 中 皮 腫 細 胞 系 中 で の EphB4及 び エ フ リ ン B2の 共 発 現 を 確 認 す る 。 腫 瘍 細 胞 系
中 で 見 ら れ る こ れ ら の 結 果 が 、 病 状 に お い て 発 現 を 真 に 反 映 す る か ど う か を 決 定 す る た め
に 、 腫 瘍 バ イ オ プ シ ー サ ン プ ル を EphB4及 び エ フ リ ン B2の た め に 免 疫 組 織 化 学 染 色 し た 。
両 方 の 蛋 白 質 に 対 す る 抗 体 は 、 腫 瘍 細 胞 中 で 陽 性 染 色 を 示 し た 。 代 表 的 デ ー タ を 図 ３ ６ に
示 す 。
【 ０ １ ９ ０ 】
Ｃ ． EphB4は 中 皮 腫 の 細 胞 増 殖 及 び 移 動 に 関 係 す る ；
　 EphB4の 細 胞 増 殖 中 の 作 用 を 、 EphB4特 異 的 消 毒 （ antisepses） オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び
siRNAを 使 用 し て 試 験 し た 。 培 養 さ れ た Ｈ ２ ８ の EphB4ア ン チ セ ン ス に よ る 処 理 は 、 細 胞 生
存 能 力 を 減 少 し た 。 最 も 有 効 な EphB4発 現 阻 害 剤 は 、 EphB4 AS-１ ０ （ 図 ３ ７ Ａ ） で あ っ た
。 EphB4 siRNA４ ７ ２ の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は 、 同 じ 効 果 を 生 じ た （ 図 ３ ７ Ｂ ） 。
　 Ｍ Ｍ は 局 部 的 に 進 行 す る 病 気 で あ り 、 し ば し ば 拡 張 し 胸 壁 、 心 臓 及 び 食 道 等 の 隣 接 す る
重 要 器 官 中 へ 成 長 す る 。 こ の in vitroプ ロ セ ス を 研 究 す る 試 み に お い て 、 発 明 者 ら は 以 前
に 記 載 し た 技 術 を 使 用 し て 創 傷 治 癒 ア ッ セ イ を 実 施 し た （ ３ ： ３ ６ ） 。 創 傷 が サ ブ 接 触 性
Ｈ ２ ８ 細 胞 中 へ 導 入 さ れ た 場 合 に 、 次 の ２ ８ 時 間 の 間 、 細 胞 は 創 傷 範 囲 内 へ 進 行 的 に 移 動
す る 。 し か し 、 細 胞 を EphB4 AS-１ ０ で ２ ４ 時 間 予 備 処 理 し て か ら 創 傷 が 導 入 さ れ た 場 合
、 こ の 移 動 は 実 質 的 に 完 全 に 防 止 さ れ る （ 図 ３ ８ Ａ ） 。 ボ イ デ ン チ ャ ン バ ー （ 商 標 ） ア ッ
セ イ に よ り EphB4　 siRNAを 使 用 し た 移 動 研 究 は 、 EphB4発 現 の 阻 害 と 共 に 細 胞 移 動 が 非 常
に 阻 害 さ れ た こ と を 示 し た （ 図 ３ ８ Ｂ ） 。
【 ０ １ ９ １ 】
Ｄ ． 材 料 及 び 方 法 ；
１ ） 細 胞 系 及 び 試 薬 ；
  Ｎ Ｃ Ｉ Ｈ ２ ８ 、 Ｎ Ｃ Ｉ  Ｈ ２ ０ ５ ２ 、 Ｎ Ｃ Ｉ  Ｈ ２ ３ ７ ３ 、 Ｍ Ｓ Ｔ Ｏ  ２ １ １ Ｈ 中 皮 腫 細
胞 系 及 び ２ ９ ３ ヒ ト 胎 児 腎 臓 細 胞 を ATCC社 （ マ ナ サ ス 、 Ｖ Ａ ） か ら 得 た 。 細 胞 を １ ０ ％ 熱
不 活 性 化 胎 児 ウ シ 血 清 （ Ｆ Ｂ Ｓ ； Life Technologies社 製 、 ゲ イ ザ ー ズ バ ー グ 、 Ｍ Ｄ ） 及
び 抗 生 物 質 を 補 充 し た Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ 培 地 中 に 維 持 し た 。 一 次 細 胞 を 中 皮 腫 患 者 の 胸 水
か ら 得 た 。 大 量 の EphB4ホ ス ホ ロ チ オ ア ー ト 改 質 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 生 成
し た 。 同 様 に 多 く の EphB4特 異 的 siRNAを 生 成 し た 。 EphB4に 対 し て 生 産 さ れ た モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 を ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 に 使 用 し た 。 エ フ リ ン B2及 び EphB4（ Ｃ -１ ６ ） に 対 す る
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ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 免 疫 組 織 化 学 染 色 法 用 ） は サ ン タ ク ル ス 社 か ら 得 た 。
【 ０ １ ９ ２ 】
２ ） Ｒ Ｔ -Ｐ Ｃ Ｒ ；
　 合 計 Ｒ Ｎ Ａ を ラ ン ダ ム 六 量 体 （ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 製 ） を 使 用 し て 逆 転 写 し た 。 EphB4
及 び エ フ リ ン B2用 プ ラ イ マ ー を プ ラ イ マ ー ３ ソ フ ト ウ ェ ア で 設 計 し た 。 全 プ ラ イ マ ー 用 配
列 は 下 記 の 通 り で あ る ： EphB4フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 及 び EphB4リ バ ー ス プ ラ イ マ ー （ 例 え
ば 、 実 施 例 ２ 参 照 ） ； エ フ リ ン B2フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 及 び エ フ リ ン B2リ バ ー ス プ ラ イ マ
ー （ 例 え ば 、 実 施 例 ６ 参 照 ） ； Ｇ ３ Ｐ Ｄ Ｈ フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 、 ５ ’ -Ｇ Ｇ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ Ａ
Ａ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｇ Ｔ Ｃ Ａ Ｔ Ｃ Ａ Ｔ -３ ’ ； Ｇ ３ Ｐ Ｄ Ｈ リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 、 ５ ’ -Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ｔ Ｔ
Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ｇ Ａ Ｇ -３ ’ ； Clonetics（ 商 標 ） キ ッ ト を Ｐ Ｃ Ｒ 用 に 使 用 し た
。 Ｐ Ｃ Ｒ を Ａ Ｂ Ｉ Ｐ Ｃ Ｒ シ ス テ ム ２ ７ ０ ０ （ 商 標 、 Applied Bioシ ス テ ム 社 製 ） を 使 用 し
て 行 っ た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 条 件 は ９ ５ ℃ ５ 分 間 、 次 に ９ ５ ℃ で ３ ０ 秒 間 、 ６ ０ ℃ で ３ ０ 秒 間 及 び ７
２ ℃ で １ 分 間 の サ イ ク ル ３ ５ 回 で あ っ た 。
【 ０ １ ９ ３ 】
３ ） ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 標 識 化 Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ 調 製 ；
　 エ フ リ ン -Ｂ ２ 及 び EphB4Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 を 、 製 造 者 の 取 り 扱 い 説 明 書 に 従 い ｐ Ｇ Ｅ Ｍ -Ｔ
　 Easyシ ス テ ム （ 商 標 、 Promega社 製 、 マ ジ ソ ン 、 Ｗ Ｉ ） を 使 用 し て ク ロ ー ン 化 し た 。 プ
ラ イ マ ー 及 び Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 は 、 ５ ’ -ｔ ｃ ｃ ｇ ｔ ｇ ｔ ｇ ｇ ａ ａ ｇ ｔ ａ ｃ ｔ ｇ ｃ ｔ ｇ -３ ’ （
フ ォ ワ ー ド ） 、 ５ ’ -ｔ ｃ ｔ ｇ ｇ ｔ ｔ ｔ ｇ ｇ ｃ ａ ｃ ａ ｇ ｔ ｔ ｇ ａ ｇ -３ ’ （ リ バ ー ス ） で は
エ フ リ ン -Ｂ ２ 用 に 、 ２ ９ ６ -ｂ ｐ 生 成 物 を 生 成 し 、 ５ ’ -ｃ ｔ ｔ ｔ ｇ ｇ ａ ａ ｇ ａ ｇ ａ ｃ ｃ
ｃ ｔ ｇ ｃ ｔ ｇ -３ ’ （ フ ォ ワ ー ド ） 、 ５ ’ -ａ ｇ ａ ｃ ｇ ｇ ｔ ｇ ａ ａ ｇ ｇ ｔ ｃ ｔ ｃ ｃ ｔ ｔ ｇ -
３ ’ で は EphB4用 に ２ ９ ７ -ｂ ｐ 生 成 物 を 生 成 し た 。 Ｄ Ｎ Ａ 塩 基 配 列 決 定 に よ り 確 実 性 及 び
イ ン サ ー ト 方 向 を 再 確 認 し た 。
　 ヒ ト エ フ リ ン B2又 は EphB4遺 伝 子 の Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 を 含 有 す る ｐ Ｇ Ｅ Ｍ -Ｔ  Ｅ ａ ｓ ｙ プ ラ
ス ミ ド を Ｓ ｐ ｅ 　 Ｉ 又 は Ｎ ｃ ｏ 　 Ｉ で 直 鎖 化 し た 。 ア ン チ セ ン ス 又 は セ ン ス ジ ゴ キ シ ゲ ニ
ン （ DIG） 標 識 化 Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 、 Ｔ ７ 又 は Ｓ Ｐ ６ プ ロ モ ー タ ー か ら 、 Ｄ Ｉ Ｇ  Ｒ Ｎ Ａ ラ
ベ リ ン グ キ ッ ト （ 商 標 、 Roche社 製 、 イ ン デ ィ ア ナ ポ リ ス 、 Ｉ Ｎ ） を 使 用 し て ラ ン オ フ 転
写 に よ り 転 写 し た 。 Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 、 Ｄ Ｉ Ｇ Ｒ Ｎ Ａ ラ ベ リ ン グ キ ッ ト 取 り 扱 い 説 明 書 に
従 い ス ポ ッ ト ア ッ セ イ に よ り 定 量 化 し た 。
【 ０ １ ９ ４ 】
４ ） In situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ；
　 細 胞 を Labtech　 II　 ４ -ウ ェ ル チ ャ ン バ ー ス ラ イ ド （ 商 標 、 Nalge Nuncイ ン タ ー ナ シ ョ
ナ ル 社 製 、 ナ パ ー ビ ル 、 Ｉ Ｌ ） 中 で 培 養 し た 。 細 胞 を Ｐ Ｂ Ｓ （ ３ ７ ℃ ） 中 で 洗 浄 し 、 次 に
３ ０ 分 間 ２ ５ ℃ で ４ ％ （ ｗ ／ ｖ ） ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 、 ５ ％ （ ｖ ／ ｖ ） 酢 酸 及 び ０ ． ９ ％ （
ｗ ／ ｖ ） Ｎ ａ Ｃ lの 溶 液 中 で 固 定 化 し た 。 固 定 化 後 、 ス ラ イ ド を Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し 、 ７ ０ ％
エ タ ノ ー ル ４ ℃ 中 に 使 用 す る ま で 貯 蔵 し た 。 in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 前 に 、 細 胞
を 脱 水 し 、 １ ０ ０ ％ キ シ レ ン で 洗 浄 し て 残 っ て い る 脂 質 を 除 去 し 、 次 に 再 水 和 し 、 最 後 に
Ｐ Ｂ Ｓ を 加 え た 。 細 胞 を 、 ３ ７ ℃ で ０ ． １ ％ （ ｗ ／ ｖ ） ペ プ シ ン の ０ ． １ Ｎ Ｈ Ｃ l溶 液 で
２ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ り 透 過 化 し 、 １ ％ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 中 １ ０ 分 間 、 後
固 定 化 処 理 を し た 。 プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 、 ３ ０ 分 間 ３ ７ ℃ で ５ ０ ％ （ ｖ ／ ｖ ）
脱 イ オ ン 化 ホ ル ム ア ミ ド を 含 有 す る ４ × Ｓ Ｓ Ｃ 溶 液 中 で 行 っ た 。 ス ラ イ ド を 一 晩 ４ ２ ℃ で
、 ２ ５ ｎ ｇ ア ン チ セ ン ス 又 は セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ の ４ ０ ％ 脱 イ オ ン 化 ホ ル ム ア ミ ド 、 １
０ ％ デ キ ス ト ラ ン 硫 酸 塩 （ 硫 酸 エ ス テ ル ） 、 １ × Denhardt溶 液 、 ４ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 １ ０ ｍ Ｍ の
Ｄ Ｔ Ｔ 、 １ ｍ ｇ ／ ml酵 母 ｔ -Ｒ Ｎ Ａ 及 び １ ｍ ｇ ／ ml変 性 化 及 び せ ん 断 し た サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ
の 合 計 体 積 ４ ０ μ ｌ を 使 用 し て ハ イ ブ リ ッ ド 化 し た 。 ス ラ イ ド を 次 に ３ ７ ℃ で 下 記 の 通 り
洗 浄 し た ： ２ × １ ５ 分 の ２ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 ２ × １ ５ 分 の １ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 ２ × １ ５ 分 の ０ ． ５ × Ｓ
Ｓ Ｃ 及 び ２ × ３ ０ 分 の ０ ． ２ × Ｓ Ｓ Ｃ 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン シ グ ナ ル を 製 造 者 の 取 り
扱 い 説 明 書 に 従 い ア ル カ リ -ホ ス フ ァ タ ー ゼ -複 合 抗 DIG抗 体 （ Roche社 製 ） を 使 用 し て 検 出
し た 。 着 色 を ０ ． １ Ｍ  Tris-HCl、 １ ｍ Ｍ の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ｐ Ｈ ８ ． ０ 中 で １ ０ 分 間 ２ 回 洗 浄
し て 停 止 し た 。 細 胞 を 核 酸 の Nuclear Fast Red（ 商 標 、 ベ ク タ ー ラ ボ ラ ト リ ー ズ 社 製 、 バ
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ー リ ン ガ ム 、 Ｃ Ａ ） を 使 用 し た 対 比 染 色 法 に よ り 画 像 化 し 、 ス ラ イ ド を Ｉ Ｍ Ｍ Ｕ -Ｍ Ｏ Ｕ
Ｎ Ｔ （ 商 標 、 Shandon社 製 、 ア ス ト ム ー ア 、 Ｕ Ｋ ） で マ ウ ン ト し た 。
【 ０ １ ９ ５ 】
５ ） ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 ；
　 疎 細 胞 溶 解 産 物 を 細 胞 溶 解 バ ッ フ ァ （ １ ０ ｍ Ｍ ト リ ス 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 １ ｍ Ｍ の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ
、 １ ５ ０ ｍ Ｍ   Ｎ ａ Ｃ l、 １ ％ TritonX100（ 商 標 ） 、 １ ｍ Ｍ の Ｄ Ｔ Ｔ 、 １ ０ ％ グ リ セ ロ ー
ル ） 中 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ り 調 製 し た 。 溶 解 産 物 を １ ０ ０ ０ ０ × ｇ で １ ０ 分 間 の 遠
心 分 離 に よ り 清 澄 化 し た 。 合 計 蛋 白 質 を Bradfordア ッ セ イ （ 商 標 、 Bio-Rad社 製 ） に よ り
決 定 し た 。 サ ン プ ル （ ２ ０ μ ｇ 蛋 白 質 ） を ４ -２ ０ ％ ト リ ス -グ リ シ ン ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド
ゲ ル 上 で フ ラ ク シ ョ ン 分 離 化 し 、 ポ リ ビ ニ リ デ ン ジ フ ル オ ラ イ ド （ Ｐ Ｖ Ｄ Ｔ ） 膜 （ Bio-Ra
d社 製 ） へ 電 気 ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 に よ り 移 動 さ せ た 。 膜 を 、 ５ ％ 無 脂 肪 乳 で ブ ロ ッ ク し 、
次 に EphB4に 対 す る 抗 体 （ １ ： ５ ０ ０ ０ 希 釈 ） で ４ ℃ 、 １ ６ 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し
た 。 ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ と 結 合 し て い る 第 二 抗 体 （ １ ： １ ０ ０ ０ ０ ０ 希
釈 ） を １ 時 間 ２ ５ ℃ で 適 用 し た 。 膜 を 製 造 者 の 取 り 扱 い 説 明 書 に 従 い ス ー パ ー シ グ ナ ル ウ
ェ ス ト フ ェ ム ト 最 大 感 応 性 化 学 発 光 基 質 （ Pierce社 製 、 ロ ッ ク フ ォ ー ド 、 Ｉ Ｌ ） を 使 用 し
て 展 開 し た 。
【 ０ １ ９ ６ 】
６ ） 免 疫 組 織 化 学 法 ；
　 ホ ル マ リ ン -固 定 化 し た 組 織 断 片 を 脱 パ ラ フ ィ ン 化 し 、 １ ０ ％ ヤ ギ 血 清 で -７ ０ ℃ で １ ０
分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 更 に エ フ リ ン B2又 は EphB4の い ず れ か へ の ウ サ ギ 一 次 抗 体 （ サ ン
タ ク ル ス 、 Biotechnologies； １ ： １ ０ ０ ） で ４ ℃ 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ソ タ イ プ
特 異 的 ウ サ ギ IgGを コ ン ト ロ ー ル と し て 使 用 し た 。 こ れ ら の レ セ プ タ ー 用 の 免 疫 活 性 を 、
ア ビ ジ ン -ビ オ チ ン キ ッ ト （ ベ ク タ ー ラ ボ ラ ト リ ー ズ 社 製 ） を 使 用 し て 測 定 し た 。 ペ ル オ
キ シ ダ ー ゼ 活 性 を ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン （ シ グ マ 社 製 ） 細 胞 化 学 反 応 に よ り 測 定 し た 。 ス ラ
イ ド を 次 に Ｈ ＆ Ｅ で 対 比 染 色 し た 。
【 ０ １ ９ ７ 】
７ ） 免 疫 蛍 光 研 究 ；
　 細 胞 を Labtech　 Ｉ Ｉ （ 商 標 ） ４ -ウ ェ ル チ ャ ン バ ー ス ラ イ ド 上 で 培 養 し 、 ４ ％ パ ラ ホ ル
ム ア ル デ ヒ ド の ダ ル ベ ッ コ リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 ｐ Ｈ ７ ． ４ （ Ｐ Ｂ Ｓ ） 溶 液 中 で ３ ０ 分 間
固 定 化 し た 。 ス ラ イ ド を Ｐ Ｂ Ｓ で ２ 回 洗 浄 し 、 ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ （ ０ ． ２ ％ TritonX1
00（ 商 標 ） 、 １ ％ Ｂ Ｓ Ａ の Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 ） で ２ ０ 分 間 プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ス ラ イ ド を
次 に ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ 中 EphB4又 は エ フ リ ン B2へ の 抗 体 （ １ ： １ ０ ０ 希 釈 Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液
） で ４ ℃ で １ ６ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 洗 浄 ３ 回 後 、 ス ラ イ ド を 適 切 な フ ル オ レ セ イ ン
-複 合 第 二 抗 体 （ シ グ マ -ア ル ド リ ッ チ 社 製 、 セ ン ト ル イ ス 、 Ｍ Ｏ ） を 使 用 し て イ ン キ ュ ベ
ー ト し た 。 核 を ４ ’ ， ６ -ジ ア ミ ジ ノ -２ -フ ェ ニ ル イ ン ド ー ル 塩 酸 塩 （ Ｄ Ａ Ｐ Ｉ ） で 対 比
染 色 し 、 充 分 に Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し 、 Vecta sheild antifade mounting溶 液 （ 商 標 、 ベ ク タ ー
ラ ボ ラ ト リ ー ズ 社 製 ） で マ ウ ン ト し た 。 画 像 を オ リ ン パ ス Ａ Ｘ ７ ０ 蛍 光 学 顕 微 鏡 及 び Spot
 v2.2.2（ 商 標 、 Diagnostic Instruments Inc.社 製 、 ス タ ー リ ン グ ハ イ ツ 、 Ｍ Ｉ ） デ ジ タ
ル 画 像 化 シ ス テ ム を 使 用 し て 得 た 。
【 ０ １ ９ ８ 】
８ ） 細 胞 生 存 能 力 ア ッ セ イ ；
　 細 胞 を 密 度 ５ × １ ０ 3 ／ ウ ェ ル （ ４ ８ -ウ ェ ル プ レ ー ト ） で ０ 日 目 に ２ ％ ウ シ 胎 仔 血 清 （
Ｆ Ｃ Ｓ ） を 含 有 す る 適 切 な 増 殖 培 地 中 に 接 種 し た 。 翌 日 、 培 地 を 交 換 し 、 細 胞 を 種 々 の 濃
度 （ １ ～ １ ０ μ Ｍ ） の EphB4ア ン チ セ ン ス で 処 理 し た 。 第 ４ 日 目 に 、 生 存 能 力 を ３ -（ ４ ，
５ -ジ メ チ ル チ ア ゾ ー ル -２ -イ ル ） -２ ， ５ -ジ フ ェ ニ ル テ ト ラ ゾ リ ウ ム ブ ロ マ イ ド （ Ｍ Ｔ
Ｔ ） を 使 用 し て 最 終 濃 度 ０ ． ５ ｍ ｇ ／ mlで 評 価 し た 。 細 胞 を ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 培
地 を 吸 引 し 、 細 胞 を 酸 性 イ ソ プ ロ パ ノ ー ル （ ９ ０ ％ イ ソ プ ロ パ ノ ー ル 、 ０ ． ５ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 及
び ４ ０ ｍ Ｍ Ｈ Ｃ l） 中 に 溶 解 し た 。 光 学 密 度 は Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ リ ー ダ ー で ４ ９ ０ ｎ ｍ で 、 イ ソ
プ ロ パ ノ ー ル （ Molecular Devices社 製 、 Ｃ Ａ ） を ブ ラ ン ク と し て 使 用 し て 測 定 し た 。
【 ０ １ ９ ９ 】
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９ ） 細 胞 移 動 ；
　 In vitro創 傷 治 癒 ア ッ セ イ を 採 用 し た 。 簡 潔 に は 、 細 胞 を 完 全 培 養 培 地 中 ６ ｃ ｍ プ レ ー
ト 上 に ２ ４ 時 間 接 種 し 、 次 に ５ ％ Ｆ Ｂ Ｓ 含 有 培 地 へ ス イ ッ チ し た 。 EphB4ア ン チ セ ン ス １
０ （ １ ０ μ Ｍ ） も 又 処 理 し た ウ ェ ル へ 添 加 し た 。 ２ ４ 時 間 後 、 ｐ -２ ０ ０ ピ ペ ッ ト マ ン （
商 標 ） の チ ッ プ を 使 用 し て 創 傷 を 作 っ た 。 即 ち 、 プ レ ー ト 中 央 を 貫 通 す る 線 を 引 い た 。 プ
レ ー ト を ０ 、 １ ２ 、 ２ ４ 時 間 後 に 画 像 化 し た 。 実 験 は ３ 回 繰 り 返 し た 。
【 ０ ２ ０ ０ 】

ナ ル 経 路 に よ る レ ギ ュ レ ー シ ョ ン 及 び 成 長 効 果 ）
　 頭 部 癌 及 び 頚 部 癌 の 扁 平 上 皮 細 胞 癌 （ Ｈ Ｎ Ｓ Ｃ Ｃ ） は 、 世 界 で 最 も 頻 度 の 高 い 第 ６ 位 の
癌 で あ り 、 毎 年 ９ ０ ０ ０ ０ ０ 病 例 が 診 断 さ れ る と 見 積 も ら れ る 。 そ れ は い く つ か の 発 展 途
上 国 で は 全 悪 性 疾 患 の ほ と ん ど ５ ０ ％ で あ る 。 米 国 で は 、 ５ ０ ０ ０ ０ 人 の 新 患 者 及 び ８ ０
０ ０ 人 の 死 亡 が 毎 年 報 告 さ れ て い る 。 タ バ コ 発 癌 物 質 は 、 重 要 因 子 と し て ア ル コ ー ル 消 費
、 年 齢 、 性 別 及 び 民 族 的 背 景 と 共 に こ の 病 気 の 主 要 な 病 因 性 要 因 で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 上 部 気 管 消 化 管 の 正 常 上 皮 及 び そ の 組 織 か ら 生 じ る 癌 細 胞 間 の 相 違 は 、 特 定 の 遺 伝 子 中
の 突 然 変 異 及 び そ れ ら の 発 現 の 変 更 の 結 果 で あ る 。 こ れ ら の 遺 伝 子 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 修 復 、 増 殖
、 不 死 化 、 ア ポ ト ー シ ス 、 侵 襲 及 び 血 管 形 成 を 調 節 す る 。 頭 部 癌 及 び 頚 部 癌 に 関 し て 、 ３
個 の シ グ ナ ル 経 路 の 変 更 は 充 分 な 頻 度 で 発 生 し 、 こ の 病 気 の 決 定 的 な 形 質 変 換 事 由 で あ る
と 考 え ら れ る 劇 的 な 表 現 型 変 化 を 生 じ る 。 こ れ ら の 変 化 と し て 、 ｐ ５ ３ 腫 瘍 サ プ レ ッ サ ー
の 突 然 変 異 、 表 皮 増 殖 因 子 レ セ プ タ ー （ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ） の 過 発 現 及 び サ イ ク リ ン 依 存 性 キ ナ ー
ゼ イ ン ヒ ビ タ ー ｐ １ ６ の 不 活 性 化 が 挙 げ ら れ る 。 他 の 変 化 と し て 、 Ｒ ｂ 突 然 変 異 、 ｒ ａ ｓ
活 性 化 、 サ イ ク リ ン Ｄ 増 幅 、 及 び ｍ ｙ ｃ 過 発 現 等 は 、 Ｈ Ｎ Ｓ Ｃ Ｃ 中 で は よ り 頻 度 が 低 い 。
高 い EphB4の 発 現 は 血 液 性 悪 性 疾 患 、 乳 癌 、 子 宮 内 膜 癌 及 び 腸 癌 中 で 報 告 さ れ て い る が 、 E
phB4蛋 白 質 レ ベ ル に 対 し て は 限 ら れ た デ ー タ し か な く 、 Ｈ Ｎ Ｓ Ｃ Ｃ 等 の こ の 蛋 白 質 の 腫 瘍
生 物 学 に 対 す る 生 物 学 的 有 意 性 デ ー タ は 完 全 に 欠 落 し て い る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
Ａ ． Ｈ Ｎ Ｓ Ｃ Ｃ 腫 瘍 は EphB4を 発 現 す る ；
　 免 疫 組 織 化 学 法 （ in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ） 及 び ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ り
ヒ ト 腫 瘍 組 織 中 で EphB4の 発 現 を 研 究 し た 。 １ ２ 個 の 採 取 さ れ た 有 望 な 腫 瘍 組 織 を 、 Ｉ Ｒ
Ｂ 認 定 に 従 っ て 、 EphＢ 及 び EphＡ フ ァ ミ リ ー の 他 の 構 成 員 と 反 応 し な い 特 異 的 EphB4モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 評 価 し た 。 EphB4発 現 を 染 色 強 度 を 変 化 さ せ て 全 ケ ー ス で 観 察 す る 。 図
３ ９ Ａ （ 左 上 ） は 代 表 的 ケ ー ス を 示 し 、 Ｈ ＆ Ｅ 腫 瘍 構 造 で 明 ら か な よ う に 、 EphB4は 腫 瘍
領 域 中 の み で 発 現 し た こ と を 示 す （ 図 ３ ９ Ａ 左 下 ） 。 ス ト ロ マ 中 の EphB4の 着 色 が な い こ
と に 注 目 す べ き で あ る 。 第 二 に 、 リ ン パ 節 中 の 転 移 性 腫 瘍 部 位 は 陽 性 染 色 法 を 示 し 、 一 方
リ ン パ 節 の 残 り の 部 分 は 陰 性 の ま ま で あ る （ 図 ３ ９ Ａ 、 右 上 ） 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 In situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 、 腫 瘍 組 織 中 の EphB4転 写 物 の 存 在 及 び 位 置 を 決 定 す
る た め に 実 施 し た 。 EphB4特 異 的 ア ン チ セ ン ス プ ロ ー ブ に 対 す る 強 い シ グ ナ ル は 、 転 写 物
の 存 在 の 表 示 を 検 出 し た （ 図 ３ ９ Ｂ 、 左 上 ） 。 腫 瘍 構 造 を 示 す Ｈ ＆ Ｅ 染 色 （ 図 ３ ９ Ｂ 、 左
下 ） と の 比 較 は 、 シ グ ナ ル が 腫 瘍 細 胞 に 局 在 化 し 、 間 質 性 領 域 に は 存 在 し な い こ と を 示 す
。 エ フ リ ン B2転 写 物 も 又 、 EphB4と 共 に 腫 瘍 サ ン プ ル 中 に 検 出 さ れ 、 そ の シ グ ナ ル は 腫 瘍
細 胞 に 局 在 化 し た （ 図 ３ ９ Ｂ 、 右 上 ） 。 EphB4又 は エ フ リ ン B2セ ン ス プ ロ ー ブ の い ず れ も
、 断 片 に 対 し て ハ イ ブ リ ッ ド せ ず 、 シ グ ナ ル の 特 異 性 を 示 し た 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
Ｂ ． Ｈ Ｎ Ｓ Ｃ Ｃ の 主 要 な 転 移 性 部 位 で の 高 い EphB4の 発 現 ；
　 主 要 な 腫 瘍 （ リ ン パ 節 転 移 ） か ら の 組 織 及 び 包 含 さ れ て い な い 組 織 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ
ト 法 を 実 施 し て 、 こ れ ら の 部 位 中 の EphB4発 現 の 相 対 的 な レ ベ ル を 決 定 し た 。 ２ ０ 症 例 の
腫 瘍 及 び 正 常 な 隣 接 組 織 を 採 取 し 、 陽 性 腫 瘍 の リ ン パ 節 で こ れ ら の ２ ０ 症 例 中 の ９ 例 を 採
取 し た 。 代 表 的 症 例 を 図 ３ ９ Ｃ に 示 す 。 EphB4発 現 を そ れ ぞ れ の 腫 瘍 サ ン プ ル で 観 察 し た
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実 施 例 ５ （ EphB4は 頭 部 癌 及 び 頚 部 癌 の 扁 平 上 皮 細 胞 癌 中 で 発 現 し た ： 表 皮 増 殖 因 子 シ グ



。 同 様 に 、 全 腫 瘍 陽 性 リ ン パ 節 は 主 要 な 腫 瘍 以 上 の EphB4発 現 を 示 し た 。 正 常 な 隣 接 組 織
中 に は 発 現 は 無 い か 最 小 で 観 察 さ れ た 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
Ｃ ． Ｈ Ｎ Ｓ Ｃ Ｃ 細 胞 系 中 の Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 活 性 に よ る EphB4発 現 及 び レ ギ ュ レ ー シ ョ ン ；
　 腫 瘍 細 胞 に 限 定 さ れ る EphB4の 発 現 を 示 し た 後 、 次 に Ｈ Ｎ Ｓ Ｃ Ｃ 中 の EphB4発 現 の in vit
roモ デ ル が あ る か ど う か の 決 定 を 試 み た 。 ６ 個 の Ｈ Ｎ Ｓ Ｃ Ｃ 細 胞 系 を EphB4蛋 白 質 発 現 に
つ い て ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ り 検 討 し た （ 図 ４ ０ Ａ ） 。 こ れ ら の 大 部 分 は 強 い EphB4
発 現 を 示 し 、 そ の 結 果 次 の 研 究 の 基 礎 を 確 立 し た 。 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ は 強 く Ｈ Ｎ Ｓ Ｃ Ｃ と 関 係 す る
た め に 、 EphB4発 現 は Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ の 活 性 化 と 関 係 す る か を 検 討 し た 。 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 陽 性 細 胞 系 で
あ る Ｓ Ｃ Ｃ -１ ５ で の パ イ ロ ッ ト 実 験 は 、 最 適 時 間 は ２ ４ 時 間 で あ り 濃 度 １ ｍ Ｍ の 特 異 的
Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 　 Ａ Ｇ １ ４ ７ ８ （ 図 ４ ０ Ｂ ） が EphB4の 発 現 を 阻 害 す る こ と を 確
認 し た 。 全 細 胞 系 を 試 験 し て 、 全 体 で 活 発 な Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 発 現 が あ る が 、 Ｓ Ｃ Ｃ -４ で は 検 出
可 能 で あ る が 強 く な い こ と を が 示 さ れ た （ 図 ４ ０ Ｃ 、 上 段 ） 。 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 阻 害 剤 　 Ａ Ｇ １ ４
７ ８ へ の 応 答 に お い て 、 EphB4合 計 量 の 顕 著 な 損 失 が 所 定 の 細 胞 系 （ Ｓ Ｃ Ｃ -１ ５ 及 び Ｓ Ｃ
Ｃ -２ ５ ） で 観 察 さ れ た 一 方 、 他 で は 効 果 は 観 察 さ れ な か っ た （ Ｓ Ｃ Ｃ -９ 、 -１ ２ 、 -１ ３
及 び -７ １ ） 。 従 っ て 、 Ｓ Ｃ Ｃ -１ ５ 及 び -２ ５ は 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 活 性 に よ り レ ギ ュ レ ー ト さ れ
る EphB4の モ デ ル と し て 使 用 で き る 一 方 、 Ｓ Ｃ Ｃ -９ 、 -１ ２ 、 -１ ３ 及 び -７ １ は 、 Ｅ Ｇ Ｆ
Ｒ 活 性 と は 関 係 の な い Ｈ Ｎ Ｓ Ｃ Ｃ 中 の EphB4の レ ギ ュ レ ー シ ョ ン の モ デ ル で あ り 、 そ の 場
合 、 ｐ ５ ３ 、 Ｐ Ｔ Ｅ Ｎ 、 Ｉ Ｌ -６ 等 の 他 の 因 子 か ら イ ン プ ッ ト さ れ て も よ い 、 又 、 試 験 さ
れ た 全 て の 細 胞 系 中 で EphB4の リ ガ ン ド 、 即 ち エ フ リ ン B2の 発 現 を 表 し た 。 い く つ か の 系
で EphB4と 共 に 、 エ フ リ ン B2発 現 は Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 活 性 に よ り レ ギ ュ レ ー ト さ れ る 一 方 、 そ れ は
他 の 細 胞 系 と は 関 係 な い こ と を 示 し た 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 明 ら か に 、 構 成 的 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ シ グ ナ ル の 阻 害 は Ｓ Ｃ Ｃ １ ５ 細 胞 中 の EphB4レ ベ ル を 抑 制 し
た 。 次 に Ｅ Ｇ Ｆ は EphB4を 誘 起 で き る か を 試 験 し た 。 そ の 結 果 、 図 ４ １ Ｂ に 示 す よ う に Eph
B4レ ベ ル は 、 １ ０ ｎ ｇ ／ mlＥ Ｇ Ｆ で の ２ ４ 時 間 処 理 の 前 に ２ ４ 時 間 血 清 飢 餓 状 態 に さ れ た
Ｓ Ｃ Ｃ １ ５ 細 胞 中 で 誘 起 さ れ た （ 列 １ 及 び ２ ） 。 図 ４ １ Ａ に 示 さ れ る Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 活 性 化 用 に
公 知 の 下 流 シ グ ナ ル 経 路 （ 参 考 と し て Yarden & Slikowski 2001参 照 ） に つ い て 、 次 に Ｅ
Ｇ Ｆ 仲 介 さ れ た EphB4の 誘 導 へ の そ れ ら の イ ン プ ッ ト を 検 討 し た 。 特 異 的 キ ナ ー ゼ 抑 制 剤
Ｕ ７ ３ １ ２ ２ 、 Ｓ Ｈ -５ 及 び Ｓ Ｐ ６ ０ ０ １ ２ ５ で の 、 Ｐ Ｌ Ｃ ｇ 、 Ａ Ｋ Ｔ 及 び Ｊ Ｎ Ｋ リ ン 酸
化 の ブ ロ ッ キ ン グ は そ れ ぞ れ 基 底 レ ベ ル を 減 少 し 、 Ｅ Ｇ Ｆ 刺 激 さ れ た EphB4の 誘 導 を ブ ロ
ッ ク し た （ 図 ４ １ Ｂ 、 列 ３ ～ ８ ） 。 反 対 に 、 Ｅ Ｒ Ｋ １ ／ ２ の Ｐ Ｄ ０ ９ ８ ０ ９ ５ で の 阻 害 及
び Ｐ １ ３ -Ｋ の Ｌ Ｙ ２ ９ ４ ０ ０ ２ 又 は ウ ォ ル ト マ ニ ン で の 阻 害 は 、 EphB4レ ベ ル の Ｅ Ｇ Ｆ 誘
導 に 対 す る 検 出 可 能 な 効 果 を 示 さ な か っ た 。 し か し 、 Ｅ Ｒ Ｋ １ ／ ２ リ ン 酸 化 が 阻 害 さ れ た
時 に 、 EphB4基 底 レ ベ ル は 減 少 し た 。 興 味 深 い こ と に は 、 Ｓ Ｂ ２ ０ ３ ５ ８ ０ で の ｐ ３ ８ Ｍ
Ａ Ｐ Ｋ 活 性 の 阻 害 は 基 底 を 増 加 し た が 、 Ｅ Ｇ Ｆ は EphB4レ ベ ル を 誘 起 し な か っ た 。 類 似 の
結 果 が Ｓ Ｃ Ｃ ２ ５ 細 胞 系 で も 見 ら れ た （ デ ー タ は 記 載 し な い ） 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
Ｄ ． 高 発 現 細 胞 系 中 の EphB4の 阻 害 は 生 存 能 力 を 減 少 さ せ 細 胞 周 期 停 止 を 生 じ る ；
　 次 に 、 siRNA又 は Ａ Ｓ -Ｏ Ｄ Ｎ 法 を 使 用 し て 発 現 除 去 効 果 を 検 討 し て 、 Ｈ Ｎ Ｓ Ｃ Ｃ に お け
る EphB4発 現 作 用 を 研 究 し た 。 EphB4配 列 へ の 数 個 の siRNAを 展 開 し （ 表 １ ） 、 そ れ は 、 図
４ ２ Ａ で 表 示 し た よ う に 程 度 を 変 化 さ せ る EphB4発 現 を ノ ッ ク ダ ウ ン し た 。 siRNA５ ０ 及 び
４ ７ ２ で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た Ｓ Ｃ Ｃ -１ ５ 、 -２ ５ 及 び -７ １ 細 胞 系 で 、 生 存 能 力 は 減
少 し 、 そ れ は EphB4発 現 の ブ ロ ッ キ ン グ に 最 も 効 果 的 で あ っ た （ 図 ４ ２ Ｂ ） 。 EphB4 siRNA
１ ５ ６ ２ 及 び ２ ３ ０ ２ 又 は エ フ リ ン B2siRNA２ ５ ４ で は 生 存 能 力 へ の 影 響 は ほ と ん ど 観 察
さ れ な か っ た 。 EphB4を 発 現 し な い Ｓ Ｃ Ｃ -４ 中 で は （ 参 照 図 ４ ０ Ａ ） 、 細 胞 生 存 能 力 の 減
少 は 生 じ な か っ た 。 siRNA５ ０ 及 び ４ ７ ２ 処 理 で 見 ら れ た 細 胞 生 存 能 力 減 少 は サ ブ Ｇ ０ で
の 細 胞 の 蓄 積 の せ い で あ り 、 ア ポ ト ー シ ス を 示 す 。 こ の 効 果 は 、 時 間 及 び 投 薬 量 両 方 に 依
存 す る （ 図 ４ ２ Ｃ 及 び 表 ２ ） 。 反 対 に 、 EphB4レ ベ ル を 減 少 す る の に 効 果 的 で な か く 、 生
存 能 力 に わ ず か な 影 響 し か 示 さ な か っ た siRNA２ ３ ０ ２ は 、 ｍ ｏ ｃ ｋ リ ポ フ ェ ク タ ミ ン ２
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０ ０ ０ （ 商 標 ） ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン と 比 べ て 細 胞 周 期 中 の 変 化 を 全 く 生 じ な か っ た 。 表
１ は EphB4及 び siRNA類 を 示 す 。 表 ２ は 異 な る EphB4 siRNAの 細 胞 周 期 に 対 す る 効 果 を 示 す
。
【 ０ ２ ０ ８ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ０ ９ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ １ ０ 】
　 更 に 、 ヒ ト EphB4コ ー デ ィ ン グ 配 列 へ 相 補 的 な ５ ０ を 超 え る ホ ス ホ ロ チ オ ア ー ト Ａ Ｓ -Ｏ
Ｄ Ｎ を 合 成 し 、 完 全 長 EphB4発 現 プ ラ ス ミ ド で 一 時 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た ２ ９ ３ 細
胞 中 で そ れ ら の EphB4発 現 阻 害 能 力 を 試 験 し た 。 図 ４ ３ Ａ は 、 こ れ ら Ａ Ｓ -Ｏ Ｄ Ｎ の い く つ
か の EphB4発 現 に 対 す る 効 果 の 代 表 的 例 を 示 す 。 Ａ Ｓ -１ ０ で 発 現 は 完 全 に 阻 止 さ れ 、 Ａ Ｓ
-１ １ は わ ず か な 効 果 の み を 示 し た こ と は 重 要 で あ る 。 Ｓ Ｃ Ｃ １ ５ 細 胞 中 の 細 胞 生 存 能 力
へ の 効 果 は 、 図 ４ ３ Ｂ に 示 さ れ る よ う に EphB4発 現 の 阻 害 に 最 も 効 果 的 で あ る Ａ Ｓ -Ｏ Ｄ Ｎ
で 最 も 顕 著 で あ っ た 。 Ａ Ｓ -１ ０ 用 の Ｉ Ｃ 5 0 は 約 １ μ Ｍ で あ っ た 一 方 、 １ ０ μ Ｍ の Ａ Ｓ -１
１ で さ え 生 存 能 力 の ５ ０ ％ 減 少 を 達 成 す る た め に は 充 分 で は な か っ た 。 Ａ Ｓ -１ ０ が 細 胞
周 期 に 対 し て 有 す る 効 果 を 検 討 す る と 、 サ ブ Ｇ ０ フ ラ ク シ ョ ン は 未 処 理 細 胞 と 比 較 し て １
． ９ ％ か ら １ ０ ． ５ ％ ま で 増 加 し て ア ポ ト ー シ ス を 示 し た こ と が 明 ら か に な っ た （ 図 ４ ３
Ｃ ） 。
【 ０ ２ １ １ 】
Ｅ ． EphB4は 細 胞 移 動 を レ ギ ュ レ ー ト す る ；
　 次 に EphB4が Ｈ Ｎ Ｓ Ｃ Ｃ の 移 動 に 作 用 す る か を 決 定 し よ う と し た 。
　 移 動 へ の 寄 与 は 、 成 長 及 び 転 移 と 関 係 す る 。 移 動 は 、 創 傷 治 癒 ／ ス ク レ ー プ ア ッ セ イ を
使 用 し て 評 価 し た 。 接 触 性 Ｓ Ｃ Ｃ １ ５ 及 び Ｓ Ｃ Ｃ ２ ５ 培 養 物 を 、 無 菌 性 プ ラ ス チ ッ ク パ ス
ツ ー ル ピ ペ ッ ト を 使 用 し た 単 回 ス ク レ ー プ に よ り 創 傷 し 、 境 界 を 明 確 に 定 め る ３ ｍ ｍ 帯 を
残 し た 。 試 験 化 合 物 の 存 在 下 で の 細 胞 の 清 澄 化 領 域 中 へ の 移 動 を 、 ２ ４ 、 ４ ８ 及 び ７ ２ 時
間 後 に 評 価 し て 定 量 化 し た 。 図 ４ ３ Ｄ に 示 さ れ る よ う に 、 細 胞 移 動 は EphB4発 現 を ブ ロ ッ
ク す る Ａ Ｓ -１ ０ へ 応 答 し て 顕 著 に 減 少 し た 一 方 、 不 活 性 化 合 物 の Ａ Ｓ -１ 及 び ス ク ラ ン ブ
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ル さ れ た Ｏ Ｄ Ｎ は 効 果 が 無 い か ほ と ん ど な か っ た 。 Ａ Ｓ -１ ０ に よ る 移 動 の 阻 害 も 又 ボ イ
デ ン ダ ブ ル チ ャ ン バ ー （ 商 標 ） ア ッ セ イ を 使 用 し て 示 さ れ た （ 図 ４ ３ Ｅ ） 。
【 ０ ２ １ ２ 】
Ｆ ． EphB4 AS-１ ０ の in vivo抗 腫 瘍 活 性 ；
　 細 胞 生 存 能 力 及 び 運 動 性 を 減 少 す る EphB4 AS-１ ０ の 効 果 を 、 Balb/Cヌ ー ド マ ウ ス 中 の
Ｓ Ｃ Ｃ １ ５ 腫 瘍 異 種 移 植 で 決 定 し た 。 マ ウ ス へ 毎 日 ２ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ Ａ Ｓ -１ ０ 、 セ ン ス Ｏ
Ｄ Ｎ 又 は 同 体 積 の Ｐ Ｂ Ｓ を Ｉ ． Ｐ ． 注 射 す る 処 理 を 、 腫 瘍 細 胞 移 植 の 翌 日 か ら 開 始 し た 。
Ａ Ｓ -１ ０ を 投 与 さ れ る マ ウ ス 中 の 腫 瘍 の 成 長 は 、 セ ン ス Ｏ Ｄ Ｎ 又 は Ｐ Ｂ Ｓ 希 釈 剤 単 独 の
い ず れ か を 投 与 さ れ る マ ウ ス と 比 較 し て 非 常 に 遅 滞 し た （ 図 ４ ４ ） 。 セ ン ス Ｏ Ｄ Ｎ 処 理 し
た 及 び Ｐ Ｂ Ｓ 処 理 し た グ ル ー プ 間 に 相 違 が な い た め 、 Ｏ Ｄ Ｎ を 原 因 と す る 非 特 異 的 効 果 は
観 察 さ れ な か っ た 。
【 ０ ２ １ ３ 】
Ｇ ． 材 料 及 び 方 法 ；
１ ） 細 胞 系 及 び 試 薬 ；
　 Ｈ Ｎ Ｓ Ｃ Ｃ -４ 、 -９ 、 １ ２ 、 -１ ３ 、 -１ ５ 、 -２ ５ 及 び -７ １ 並 び に ２ ９ ３ ヒ ト 胎 児 腎 臓
細 胞 は ATCC社 （ マ ナ サ ス 、 Ｖ Ａ ） か ら 得 ら れ た 。 細 胞 を 、 １ ０ ％ 熱 不 活 性 化 胎 児 ウ シ 血 清
（ Ｆ Ｂ Ｓ ； イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 製 、 カ ー ル ス バ ッ ド 、 Ｃ Ａ ） 及 び 抗 生 物 質 を 補 充 し た Ｒ Ｐ
Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ 培 地 中 に 維 持 し た 。 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 、 EphB4（ Ｃ -１ ６ ） ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は サ ン
タ ク ル ス バ イ オ テ ッ ク 社 （ サ ン タ ク ル ス 、 Ｃ Ａ ） か ら 得 た 。 β -ア ク チ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 は シ グ マ 化 学 社 （ セ ン ト ル イ ス 、 Ｍ Ｏ ） 社 か ら 購 入 し た 。 エ フ リ ン B2及 び EphB4ポ リ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 及 び そ れ ら の 対 応 す る ブ ロ ッ キ ン グ ペ プ チ ド は サ ン タ ク ル ス バ イ オ テ ク ノ
ロ ジ ー 社 （ サ ン タ ク ル ス 、 Ｃ Ａ ） か ら 得 た 。 Ａ Ｇ １ ４ ７ ８ （ ４ -（ ３ ’ -ク ロ ロ ア ニ リ ノ ）
-６ ， ７ -ジ メ ト キ シ -キ ナ ゾ リ ン ） を Ｃ ａ lｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ 社 （ サ ン デ ィ エ ゴ 、 Ｃ Ａ ） か ら
得 た 。 キ ナ ー ゼ 抑 制 剤 Ｓ Ｈ -５ 及 び Ｓ Ｐ ６ ０ ０ １ ２ ５ を Ａ ． Ｇ ． サ イ エ ン テ ィ フ ィ ッ ク 社
（ サ ン デ ィ エ ゴ 、 Ｃ Ａ ） か ら 得 た 。 Ｐ Ｄ ９ ８ ０ ９ ５ 、 Ｕ ７ ３ １ ２ ２ 、 Ｓ Ｂ ２ ０ ３ ５ ８ ０ 、
Ｌ Ｙ ２ ９ ４ ０ ０ ２ 及 び ウ ォ ル ト マ ニ ン を シ グ マ 社 か ら 得 た 。
【 ０ ２ １ ４ 】
２ ） ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 標 識 化 Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ の 調 製 ；
　 例 え ば 、 実 施 例 ３ 参 照 。
３ ） in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
　 例 え ば 、 実 施 例 ３ 参 照 。
【 ０ ２ １ ５ 】
４ ） 免 疫 組 織 化 学 法 ；
　 ホ ル マ リ ン -固 定 化 し た 組 織 断 片 を 脱 パ ラ フ ィ ン 化 し 、 １ ０ ％ ヤ ギ 血 清 で -７ ０ ℃ １ ０ 分
間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 EphB4モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で ４ ℃ 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ソ タ
イ プ 特 異 的 ウ サ ギ IgGを コ ン ト ロ ー ル と し て 使 用 し た 。 こ れ ら の レ セ プ タ ー 用 の 免 疫 活 性
は 、 ベ ク タ ー ラ ボ ラ ト リ ー ズ 社 製 ア ビ ジ ン -ビ オ チ ン キ ッ ト を 使 用 し て 測 定 し た 。 ペ ル オ
キ シ ダ ー ゼ 活 性 は ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン （ シ グ マ 社 製 ） 細 胞 化 学 反 応 に よ り 測 定 し た 。 次 に
ス ラ イ ド を ０ ． １ ２ ％ メ チ レ ン ブ ル ー 又 は Ｈ ＆ Ｅ で 対 比 染 色 し た 。 凍 結 断 片 用 に Ｏ Ｃ Ｔ -
包 埋 し た 組 織 を ５ μ ｍ に 断 片 化 し 、 リ ン 酸 緩 衝 ４ ％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 中 に 固 定 化 し た
。 断 片 を ３ × ５ 分 Ｐ Ｂ Ｓ 中 で 洗 浄 し 、 内 因 性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を ０ ． ３ ％ Ｈ 2 Ｏ 2 の Ｐ Ｂ Ｓ
溶 液 中 １ ０ 分 間 室 温 で の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ り ブ ロ ッ ク し た 。 断 片 を Eph４ （ Ｃ -１ ６
） 抗 体 （ １ ： ５ ０ ） で １ 時 間 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 に Ｐ Ｂ Ｓ で ３ 回 洗 浄 し 、 ロ バ 抗
ヤ ギ 第 二 抗 体 （ サ ン タ ク ル ス バ イ オ テ ッ ク 社 製 ） で １ 時 間 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た
。 Ｐ Ｂ Ｓ で の ３ 回 の 洗 浄 後 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 活 性 を Ｄ Ａ Ｂ 基 質 溶 液 （ ベ ク タ ー ラ ボ ラ ト
リ ー ズ 社 製 、 バ ー リ ン ガ ム 、 Ｃ Ａ ） 中 １ ０ 分 間 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ り 局 在 化 し
た 。 断 片 を ヘ マ ト キ シ リ ン で ２ ０ 秒 間 、 対 比 染 色 し 、 脱 水 し 、 マ ウ ン ト し た 。 染 色 法 の 陰
性 コ ン ト ロ ー ル を 一 次 抗 体 用 正 常 ヤ ギ 血 清 の 代 用 と し た 。 前 立 腺 ア レ イ （ Bio Meda社 製 、
フ ォ ス タ ー シ テ ィ 、 Ｃ Ａ ） の 免 疫 組 織 化 学 染 色 法 を 、 製 造 者 の 取 り 扱 い 説 明 書 に 従 い ヤ ギ
Ａ Ｂ Ｃ 染 色 法 シ ス テ ム （ 商 標 、 サ ン タ ク ル ス バ イ オ テ ッ ク 社 製 ） を 使 用 し て 行 っ た 。
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【 ０ ２ １ ６ 】
５ ） ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 ；
　 例 え ば 、 上 記 実 施 例 ３ 参 照 。
６ ） EphB4　 siRNAの in vitro転 写 に よ る 合 成 ；
　 サ イ レ ン サ ー siRNA構 築 キ ッ ト （ 商 標 、 Ambion社 製 、 オ ー ス チ ン 、 Ｔ Ｘ ） を siRNAを EphB
4へ 合 成 す る た め に 使 用 し た 。 簡 潔 に は 、 １ ９ ｂ ｐ 下 流 の ５ ’ -Ａ Ａ ジ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有
す る ２ １ ｂ ｐ タ ー ゲ ッ ト 配 列 を 、 Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ デ ー タ ベ ー ス 中 の 他 の 配 列 と 明 ら か な 相
同 性 を 示 さ な い こ と を 特 定 し た 。 セ ン ス 及 び ア ン チ セ ン ス siRNA２ ９ マ ー Ｄ Ｎ Ａ オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド テ ン プ レ ー ト を 、 USC Norris Micro化 学 コ ア 設 備 に お い て 合 成 し た 。
ア ン チ セ ン ス テ ン プ レ ー ト は タ ー ゲ ッ ト 配 列 へ 対 応 し 、 次 に ８ ｂ ｐ （ ５ ’ -Ｃ Ｃ Ｔ Ｇ Ｔ Ｃ
Ｔ Ｃ -３ ’ ） を サ イ レ ン サ ー siRNA構 築 キ ッ ト （ 商 標 ） に よ り 提 供 さ れ た Ｔ ７ プ ロ モ ー タ ー
プ ラ イ マ ー と 相 補 的 な ３ ’ 末 端 部 位 へ 添 加 し た 。 セ ン ス テ ン プ レ ー ト は 上 記 の よ う に 、 ５
’ -Ａ Ａ 、 次 に タ ー ゲ ッ ト １ ９ ｂ ｐ の 補 体 、 更 に 次 に Ｔ ７ ８ ｂ ｐ 配 列 の 補 体 を 含 有 す る 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 分 離 反 応 中 、 ２ 個 の siRNAオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド テ ン プ レ ー ト を ハ イ ブ リ ッ ド 化 し て Ｔ ７
プ ロ モ ー タ ー プ ラ イ マ ー と し た 。 ハ イ ブ リ ッ ド 化 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ３ ’ 末 端 を
、 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ の Klenowフ ラ グ メ ン ト に よ り 延 長 し て 二 重 鎖 siRNA転 写 テ ン プ レ ー
ト を 形 成 し た 。 セ ン ス 及 び ア ン チ セ ン ス siRNAテ ン プ レ ー ト を Ｔ ７ Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ に
よ り 転 写 し 、 得 ら れ た Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 を ハ イ ブ リ ッ ド 化 し て ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ を 形 成 し た 。 リ ー ダ
ー 配 列 は 、 単 鎖 を 有 す る 特 異 的 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ に よ る ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ の 消 化 に よ り 除 去 さ れ
、 オ ー バ ー ハ ン グ Ｕ Ｕ ジ ヌ ク レ オ チ ド を 残 し た 。 Ｄ Ｎ Ａ テ ン プ レ ー ト は Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ フ リ ー
デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ に よ る 処 理 と 同 時 に 除 去 さ れ た 。 得 ら れ た siRNAは 、 ガ ラ ス 繊
維 フ ィ ル タ ー 結 合 に よ り 精 製 さ れ 、 反 応 中 の 過 剰 の ヌ ク レ オ チ ド 、 短 い オ リ ゴ マ ー 、 蛋 白
質 及 び 塩 を 除 去 し た 。 最 終 生 成 物 （ 表 ３ に 示 す 。 ） は 、 細 胞 中 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た
場 合 に タ ー ゲ ッ ト ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 を 効 果 的 に 減 少 で き る ３ ’ 末 端 ウ リ ジ ン で 二 重 鎖 と な っ
た ２ １ マ ー siRNAで あ っ た 。 多 く の ホ ス ホ ロ チ オ ア ー ト Ａ Ｓ -Ｏ Ｄ Ｎ も 又 EphB4発 現 の 阻 害
試 験 用 に 合 成 し た （ オ ペ ロ ン 社 製 、 バ レ ン シ ア Ｃ Ａ ） （ 表 ３ ） 。 表 ３ は EphB4ア ン チ セ ン
ス Ｏ Ｄ Ｎ を 示 す 。
【 ０ ２ １ ８ 】
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ １ ９ 】
７ ） 細 胞 生 存 能 力 ア ッ セ イ ；
　 細 胞 を 、 ０ 日 目 に 密 度 ５ × １ ０ 3 ／ ウ ェ ル （ ４ ８ -ウ ェ ル プ レ ー ト 中 ） の ２ ％ ウ シ 胎 仔 血
清 （ Ｆ Ｃ Ｓ ） を 含 有 す る 適 切 な 増 殖 培 地 中 に 接 種 し た 。 細 胞 を 種 々 の 濃 度 （ １ ～ １ ０ μ ｇ
／ ml） の Ｏ Ｄ Ｎ で ２ 及 び ４ 日 目 に 処 理 し た 。 ５ 日 目 に 、 文 献 に 記 載 さ れ た よ う に （ Masood
ら 、 ０ ３ ） 、 ３ -（ ４ ， ５ -ジ メ チ ル チ ア ゾ ー ル -２ -イ ル ） -２ ， ５ -ジ フ ェ ニ ル テ ト ラ ゾ リ
ウ ム ブ ロ マ イ ド （ Ｍ Ｔ Ｔ ） を 使 用 し て 、 生 存 能 力 を 評 価 し た 。 siRNAと の 生 存 能 力 で は 、
Ｓ Ｃ Ｃ -４ 、 -１ ５ 、 -２ ５ 又 は -７ １ の ２ × １ ０ 4 細 胞 ／ ウ ェ ル （ ４ ８ -ウ ェ ル プ レ ー ト 中 ）
が 、 製 造 者 の 取 り 扱 い 説 明 書 に 従 い ２ μ ｌ の リ ポ フ ェ ク タ ミ ン ２ ０ ０ ０ （ 商 標 ） を 使 用 し
て siRNA（ １ ０ ～ １ ０ ０ ｎ Ｍ ） と 共 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 。 ４ 時 間 ト ラ ン ス フ ェ ク シ
ョ ン 後 、 細 胞 を 増 殖 培 地 （ １ ０ ％ Ｆ Ｂ Ｓ を 補 充 さ れ た Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ ） へ 戻 し た 。 ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 、 Ｍ Ｔ Ｔ ４ ８ 時 間 に よ り 生 存 能 力 を ア ッ セ イ し た 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
８ ） 細 胞 周 期 分 析 ；
　 Ｓ Ｃ Ｃ １ ５ 細 胞 の ８ ０ ％ 接 触 性 培 養 物 （ ６ -ウ ェ ル プ レ ー ト 中 ） を 、 リ ポ フ ェ ク タ ミ ン
２ ０ ０ ０ （ 商 標 ） を 使 用 し て siRNA４ ７ ２ （ １ ０ ０ ｎ Ｍ ） と ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン の １ ６ 又 は ３ ６ 時 間 後 、 細 胞 を ト リ プ シ ン 処 理 し 、 Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し 、 １
時 間 ４ ℃ で 、 ５ ０ μ ｇ ／ mlプ ロ ピ ジ ウ ム ア イ オ ダ イ ド 、 ０ ． １ ％ ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ０
． １ TritonX100（ 商 標 ） 及 び ２ ０ μ ｇ ／ mlＤ Ｎ ａ ｓ ｅ -フ リ ー Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ Ａ を 含 有 す る １ m
lの 低 張 性 溶 液 中 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 細 胞 を Ｕ Ｓ Ｃ フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 設 備 で 直 線
状 モ ー ド で 分 析 し た 。 結 果 を 、 異 な る 期 の 細 胞 周 期 、 即 ち サ ブ Ｇ ０ ピ ー ク （ ア ポ ト ー シ ス
） 、 Ｇ ０ ／ Ｇ １ （ Ｄ Ｎ Ａ 合 成 無 し ） 、 Ｓ （ 活 発 な Ｄ Ｎ Ａ 合 成 ） 、 Ｇ ２ （ 前 有 糸 分 裂 ） 及 び
Ｍ （ 有 糸 分 裂 ） 、 中 で 検 出 し た 要 素 の 割 合 と し て 表 し た 。 Ａ Ｓ -Ｏ Ｄ Ｎ 実 験 と し て 、 細 胞
を プ ロ セ シ ン グ ３ ６ 時 間 前 に ５ μ Ｍ Ｏ Ｄ Ｎ へ 曝 し た 。
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【 ０ ２ ２ １ 】
９ ） 創 傷 治 癒 移 動 ア ッ セ イ ；
　 Ｓ Ｃ Ｃ １ ５ 細 胞 を ６ -ウ ェ ル プ レ ー ト 中 に 接 種 し 、 接 触 す る ま で 培 養 し た 。 １ ０ μ Ｍ の
Ａ Ｓ -１ 、 Ａ Ｓ -１ ０ 又 は コ ン ト ロ ー ル と し て の セ ン ス Ｏ Ｄ Ｎ を 、 そ れ を 無 菌 性 ピ ペ ッ ト チ
ッ プ で ス ク レ ー プ す る こ と に よ り 単 層 を 創 傷 し て 、 記 載 さ れ た よ う な １ ２ 時 間 生 存 能 力 ア
ッ セ イ で ウ ェ ル 中 へ 導 入 し た 。 培 地 を ５ ％ Ｆ Ｂ Ｓ 及 び 新 し い Ｏ Ｄ Ｎ を 補 充 さ れ た Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ
１ ６ ４ ０ へ 交 換 し た 。 治 癒 プ ロ セ ス を 動 的 に 試 験 し 、 顕 微 鏡 ア ダ プ タ ー 付 き の ニ コ ン 社 製
Coolpix5000（ 商 標 ） デ ジ タ ル カ メ ラ で 記 録 し た 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
１ ０ ） 移 動 の ボ イ デ ン チ ャ ン バ ー （ 商 標 ） ア ッ セ イ ；
　 細 胞 移 動 ア ッ セ イ を 、 １ μ Ｍ の Ａ Ｓ -１ ０ 又 は Ａ Ｓ -６ を 上 室 チ ャ ン バ ー へ 加 え た 以 外 は
文 献 （ MasoodＡ Ｎ Ｕ Ｐ ｐ ａ ｐ ｅ ｒ ‘ ９ ９ ） に 記 載 さ れ た よ う に 行 っ た 。 Ｅ Ｇ Ｆ （ ２ ０ ｎ ｇ
／ ml） を 下 室 チ ャ ン バ ー 中 の 化 学 走 性 誘 因 物 質 と し て 使 用 し た 。 １ ０ ｎ ｇ ／ mlの タ キ ソ ー
ル を 陰 性 コ ン ト ロ ー ル と し て 使 用 し た 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
１ １ ） In vivo研 究 ；
　 Ｓ Ｃ Ｃ １ ５ （ ５ × １ ０ 6 細 胞 ） を ５ 週 齢 オ ス Balb/CＮ ｕ + ／ ｎ ｕ + Ａ 胸 腺 欠 損 マ ウ ス の 背
中 下 部 へ 皮 下 注 射 し た 。 Ｏ Ｄ Ｎ （ 合 計 体 積 １ ０ ０ μ ｌ 中 ２ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ ） 又 は 希 釈 剤 （ Ｐ
Ｂ Ｓ ） を 毎 日 腹 腔 内 注 射 す る こ と か ら な る 処 理 を 、 腫 瘍 細 胞 移 植 の 翌 日 か ら 開 始 し 、 ２ 週
間 続 け た 。 マ ウ ス 中 の 腫 瘍 増 殖 を 、 文 献 に 記 載 さ れ た よ う に （ Masood Ｃ Ｃ Ｒ ’ ０ １ ） 測
定 し た 。 実 験 終 結 時 に マ ウ ス を 犠 牲 に し た 。 全 マ ウ ス は 実 験 用 マ ウ ス 管 理 用 の 南 カ リ フ ォ
ル ニ ア 大 学 動 物 管 理 使 用 協 会 ガ イ ド ラ イ ン に 従 い 取 り 扱 っ た 。
【 ０ ２ ２ ４ 】

　 カ ポ ジ 肉 腫 （ Ｋ Ｓ ） は 多 病 巣 性 血 管 増 殖 性 病 と し て 、 最 も 通 常 は 皮 膚 及 び 粘 膜 に 現 れ 、
次 に 内 蔵 器 官 へ の 拡 大 す る （ １ ） 。 こ の 病 気 の 典 型 的 特 徴 は 、 血 管 形 成 、 水 腫 、 リ ン パ 単
球 核 細 胞 の 湿 潤 及 び 紡 錘 体 腫 瘍 細 胞 の 成 長 で あ る 。 病 理 学 上 の 、 確 立 さ れ た 障 害 は 、 ス リ
ッ ト 状 空 間 の 高 密 度 の 血 管 網 を 示 す 。 Ｋ Ｓ 血 管 網 は 、 そ の 基 底 膜 の 欠 損 及 び こ れ ら の 脈 管
内 部 を 覆 う 異 常 な 紡 錘 体 内 皮 細 胞 （ 腫 瘍 細 胞 ） に よ り 正 常 な 脈 管 か ら は 明 ら か に 区 別 で き
る 。 不 良 な 脈 管 構 造 は 、 障 害 中 の ア ル ブ ミ ン 、 赤 血 球 及 び 単 核 細 胞 を 含 む 血 液 成 分 の 蓄 積
を 生 じ る （ １ ） 。 Ｋ Ｓ 腫 瘍 は 内 皮 性 起 源 で あ り ； 腫 瘍 細 胞 は 多 く の 内 皮 性 マ ー カ ー を 発 現
し 、 マ ー カ ー と し て 例 え ば 、 「 Ulex europeaus」 凝 集 素 -１ （ Ｕ Ｅ Ａ -１ ） 用 レ ク チ ン 結 合
部 位 、 Ｃ Ｄ ３ ４ 、 Ｅ Ｎ -４ 、 Ｐ Ａ Ｌ -Ｅ （ ２ ） 、 及 び 内 皮 細 胞 特 異 的 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ レ セ
プ タ ー 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ -１ （ Ｆ ｌ ｔ -１ ） 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ -２ （ Ｆ ｌ ｋ -１ ／ Ｋ Ｄ Ｒ ） 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ
Ｒ -３ （ Ｆ ｌ ｔ -４ ） 、 Ｔ ｉ ｅ -１ 及 び Ｔ ｉ ｅ -２ （ ３ 、 Ｒ Ｍ ＆ Ｐ Ｓ Ｇ 未 公 開 デ ー タ ） が 挙 げ
ら れ る 。 Ｋ Ｓ 細 胞 は Ｌ Ｙ Ｖ Ｅ 及 び ポ ド プ ラ ニ ン 等 の リ ン パ 性 内 皮 細 胞 関 係 蛋 白 質 と 共 発 現
す る （ ４ ） 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 ヘ ル ペ ス ウ ィ ル ス Ｈ Ｈ Ｖ -８ は こ の 病 気 の 病 因 性 要 因 で あ る と 考 え ら れ て い る 。 こ の 新
し い ヘ ル ペ ス ウ ィ ル ス 中 の １ ９ ９ ４ 配 列 が Ｋ Ｓ 腫 瘍 組 織 中 で 特 定 さ れ （ ５ ） 、 そ れ に 続 き
分 子 -疫 学 研 究 に よ り ほ と ん ど 全 Ｋ Ｓ 腫 瘍 が ウ ィ ル ス 性 ゲ ノ ム を 含 有 す る こ と が 示 さ れ た
。 血 清 疫 学 研 究 は 、 Ｋ Ｓ で Ｈ Ｉ Ｖ 感 染 し た 患 者 は 最 高 の Ｈ Ｈ Ｖ -８ 有 病 率 を 有 す る こ と 、
及 び 第 二 に Ｈ Ｉ Ｖ 感 染 し て い る が Ｋ Ｓ に 罹 患 し て い な い 患 者 は 、 同 様 に Ｈ Ｈ Ｖ -８ 血 清 陽
性 で あ る 場 合 、 そ れ 以 降 の 数 年 に わ た り Ｋ Ｓ 発 生 の リ ス ク が 増 加 す る こ と を 示 し た （ ６ ）
。 Ｈ Ｈ Ｖ -８ の Ｋ Ｓ へ の 作 用 の 直 接 的 証 拠 は 、 Ｈ Ｈ Ｖ -８ 感 染 後 の 骨 髄 内 皮 細 胞 の 形 質 転 換
（ 改 質 ） で あ る （ ７ ） 。 多 く の Ｈ Ｈ Ｖ -８ エ ン コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 細 胞 性 形 質 転 換 （ 改
質 ） を も た ら す （ ８ 参 照 ） 。 し か し 、 最 大 の 証 拠 は 、 こ の 役 割 に お け る Ｇ プ ロ テ イ ン 結 合
レ セ プ タ ー （ ｖ Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ） に つ い て 蓄 積 さ れ た （ ９ ） 。
　 Ｋ Ｓ 腫 瘍 細 胞 は 動 脈 性 又 は 静 脈 性 内 皮 由 来 か を 検 討 し た 。 更 に 、 Ｈ Ｈ Ｖ -８ は Ｋ Ｓ モ デ
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実 施 例 ６ （ カ ポ ジ 肉 腫 中 で の エ フ リ ン B2発 現 は ヒ ト ヘ ル ペ ス ウ ィ ル ス タ イ プ ８ に よ り 誘 起
さ れ る ： 静 脈 性 か ら 動 脈 性 内 皮 へ の フ ェ ノ タ イ プ 変 換 ）



ル 中 で 動 脈 性 又 は 静 脈 性 マ ー カ ー の 発 現 に 対 し て 効 果 を 有 す る か を 検 討 し た 。 Ｋ Ｓ 腫 瘍 細
胞 は 、 エ フ リ ン B2動 脈 性 マ ー カ ー を 発 現 す る こ と が 発 見 さ れ た 。 更 に 、 エ フ リ ン B2発 現 は
、 Ｋ Ｓ 及 び 内 皮 細 胞 系 中 の Ｈ Ｈ Ｖ -８ ｖ Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 誘 起 さ れ た 。 エ フ リ ン B2は 、 エ フ
リ ン B2発 現 又 は シ グ ナ ル の 阻 害 は 、 Ｋ Ｓ 細 胞 の 生 存 能 力 及 び 機 能 に 有 害 で あ る た め 、 Ｋ Ｓ
処 理 用 の 可 能 な タ ー ゲ ッ ト で あ る 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
Ａ ． Ｋ Ｓ 腫 瘍 は 、 EphB4で は な く エ フ リ ン B2を 発 現 す る ；
　 Ｋ Ｓ 障 害 の 非 常 な 血 管 関 連 性 及 び 腫 瘍 細 胞 の 可 能 性 の あ る 内 皮 細 胞 起 源 は 、 そ れ ぞ れ 静
脈 性 及 び 動 脈 性 内 皮 細 胞 の マ ー カ ー で あ る 、 EphB4及 び エ フ リ ン B2の 発 現 の 検 討 に 寄 与 し
た 。 EphB4転 写 物 で は な く エ フ リ ン B2は 、 Ｋ Ｓ バ イ オ プ シ ー の 腫 瘍 細 胞 中 に in situハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 検 出 さ れ た （ 図 ４ ５ Ａ ） 。 エ フ リ ン B2ア ン チ セ ン ス プ ロ ー ブ 及 び
Ｈ ＆ Ｅ 染 色 で 示 さ れ る 腫 瘍 細 胞 と の 陽 性 シ グ ナ ル の 比 較 は 、 エ フ リ ン B2発 現 は 腫 瘍 細 胞 を
含 有 す る バ イ オ プ シ ー の 面 積 に 限 ら れ て い る こ と を 示 す 。 EphB4ア ン チ セ ン ス プ ロ ー ブ で
の Ｋ Ｓ 中 の シ グ ナ ル の 欠 如 は 、 プ ロ ー ブ の 欠 陥 の せ い で は な く 、 こ の 蛋 白 質 を 発 現 す る こ
と が 示 さ れ て た 扁 平 上 皮 細 胞 癌 中 の 転 写 物 を 検 出 し た せ い で あ る （ １ ８ ） 。 Ｋ Ｓ 腫 瘍 組 織
中 の エ フ リ ン B2の 発 現 の 追 加 的 証 拠 は 、 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 複 合 抗 ヒ ト Ｆ ｃ 抗 体 に よ り 検 出 さ れ た 、
EphB4／ Ｆ ｃ シ グ ナ ル の 腫 瘍 細 胞 へ の 局 在 化 に よ り 与 え ら れ る 。 エ フ リ ン B2は EphB4用 の た
っ た 一 つ の リ ガ ン ド で あ る た め に 、 こ の 試 薬 は エ フ リ ン B2の 発 現 に 特 異 的 で あ る （ 図 ４ ５
Ｂ 、 左 ） 。 第 二 試 薬 の み で 処 理 し た 隣 接 す る 断 片 は 、 特 異 的 シ グ ナ ル を 示 さ な い 。 二 色 共
焦 点 顕 微 鏡 は 、 エ フ リ ン B2陽 性 細 胞 中 に Ｈ Ｈ Ｖ -８ 潜 伏 蛋 白 質 Ｌ Ａ Ｎ Ａ １ の 存 在 を 表 し （
図 ４ ５ Ｃ 、 左 ） 、 そ れ は 腫 瘍 細 胞 で あ り 、 腫 瘍 脈 管 で は な く こ の 動 脈 性 マ ー カ ー を 発 現 し
て い る こ と を 示 し た 。 腫 瘍 バ イ オ プ シ ー の Ｐ Ｅ Ｃ Ａ Ｍ -１ 抗 体 で の 染 色 は 、 こ の 腫 瘍 の 高
度 な 血 管 的 性 質 を 明 ら か に し た （ 図 ４ ５ Ｃ 、 右 ） 。 Ｋ Ｓ バ イ オ プ シ ー に 対 す る エ フ リ ン B2
及 び EphB4発 現 パ タ ー ン の 有 病 率 の パ イ ロ ッ ト 研 究 は Ｒ Ｔ -Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 に よ り 行 っ た 。 ６ 例
の サ ン プ ル 全 部 が エ フ リ ン B2に 陽 性 で あ っ た 一 方 、 た だ ２ 例 が EphB4に 弱 陽 性 で あ っ た （
デ ー タ は 記 載 し な い ） 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
Ｂ ． 静 脈 性 内 皮 細 胞 の Ｈ Ｈ Ｖ -８ で の 感 染 は 動 脈 性 マ ー カ ー へ の フ ェ ノ タ イ プ 変 換 を 生 じ
る ；
　 次 に Ｋ Ｓ の 病 因 性 要 因 と 思 わ れ る Ｈ Ｈ Ｖ -８ は 、 そ れ 自 身 で 内 皮 細 胞 中 で の エ フ リ ン B2
の 発 現 を 誘 起 し EphB4発 現 を 抑 制 で き る か を 検 討 し た 。 Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ 及 び Ｈ Ｈ Ｖ -８ と 有 効 感
染 さ せ た Ｂ Ｃ -１ リ ン パ 腫 細 胞 の 共 培 養 は 、 内 皮 細 胞 の 効 果 的 感 染 を 生 じ た （ １ ６ ） 。 充
分 な 洗 浄 後 に 残 っ て い る 内 皮 細 胞 の 付 着 単 層 を 、 エ フ リ ン B2及 び EphB4に つ い て Ｒ Ｔ -Ｐ Ｃ
Ｒ 及 び 免 疫 蛍 光 に よ り 試 験 し た 。 Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ は 、 EphB4静 脈 性 マ ー カ ー を Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル で
強 く 発 現 し た が 、 エ フ リ ン B2は 発 現 し な か っ た （ 図 ４ ６ Ｂ ） 。 反 対 に 、 Ｈ Ｈ Ｖ -８ 感 染 さ
せ た 培 養 物 （ Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ ／ Ｂ Ｃ -１ 及 び Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ ／ Ｂ Ｃ -３ ） は エ フ リ ン B2を 発 現 す る 一
方 、 EphB4転 写 物 は ほ と ん ど 見 ら れ な か っ た 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ 及 び Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ ／ Ｈ Ｈ Ｖ -８ の 培 養 物 の 、 動 脈 ／ 静 脈 マ ー カ ー 及 び ウ ィ ル ス
性 蛋 白 質 に つ い て の 免 疫 蛍 光 分 析 を 、 Ｒ Ｎ Ａ 中 に 見 ら れ る も の を 反 映 す る 蛋 白 質 発 現 中 に
変 化 が あ る か を 決 定 す る た め に 行 っ た 。 更 に 、 蛋 白 質 の 細 胞 性 局 在 化 も 決 定 で き た 。 Ｒ Ｔ
-Ｐ Ｃ Ｒ デ ー タ に 適 合 す る よ う に 、 Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ は エ フ リ ン B2陰 性 及 び EphB4陽 性 で あ っ た （
図 ４ ６ Ａ （ ａ ＆ ｍ ） ） 。 予 測 さ れ る よ う に 、 そ れ ら は 核 抗 原 （ Ｌ Ａ Ｎ Ａ １ ） と 関 連 す る Ｈ
Ｈ Ｖ -８ 潜 伏 を 全 く 発 現 し な か っ た （ 図 ４ ６ Ａ （ ｂ 、 ｎ ） ） 。 Ｈ Ｈ Ｖ -８ で 有 効 に 感 染 さ せ
た Ｂ Ｃ -１ 細 胞 の 共 培 養 は 、 ウ ィ ル ス 性 蛋 白 質 Ｌ Ａ Ｎ Ａ １ 及 び Ｏ Ｒ Ｆ ５ ９ の 存 在 で 示 さ れ
る よ う に Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ の 感 染 を 生 じ た （ 図 ４ ６ Ａ （ ｆ 、 ｒ ） ） 。 Ｈ Ｈ Ｖ -８ 感 染 さ せ た Ｈ Ｕ
Ｖ Ｅ Ｃ は 、 今 や エ フ リ ン B2を 発 現 す る が EphB4を 発 現 し な い （ 図 ４ ６ Ａ そ れ ぞ れ （ ｅ 、 ｑ
、 ｕ ） ） 。 エ フ リ ン B2及 び Ｌ Ａ Ｎ Ａ １ 共 ク ラ ス タ ー の 発 現 は 、 併 合 画 像 中 に 黄 色 シ グ ナ ル
で 示 さ れ る （ 図 ４ ６ Ａ （ ｈ ） ） 。 エ フ リ ン B2陽 性 で EphB4陰 性 の Ｈ Ｈ Ｖ -８ 感 染 さ せ た Ｈ Ｕ
Ｖ Ｅ Ｃ は 、 同 様 に 動 脈 性 マ ー カ ー Ｃ Ｄ １ ４ ８ を 発 現 す る （ １ ９ ） （ 図 ４ ６ Ａ （ ｊ 、 ｖ ） ）
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。 エ フ リ ン B2及 び Ｃ Ｄ １ ４ ８ 共 ク ラ ス タ ー の 発 現 は 、 併 合 画 像 中 に 黄 色 シ グ ナ ル で 示 さ れ
る （ 図 ４ ６ Ａ （ ｌ ） ） 。 未 感 染 の 、 EphB4発 現 Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ は Ｃ Ｄ １ ４ ８ に 陰 性 で あ っ た （
記 載 せ ず ） 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
Ｃ ． Ｈ Ｈ Ｖ -８ ｖ Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ は エ フ リ ン B2発 現 を 誘 起 す る ；
　 個 々 の ウ ィ ル ス 性 蛋 白 質 は 全 体 の ウ ィ ル ス で 観 察 さ れ る エ フ リ ン B2の 発 現 を 誘 起 で き る
か を 試 験 す る た め に 、 Ｋ Ｓ -Ｓ Ｌ Ｋ 細 胞 を Ｈ Ｈ Ｖ -８ Ｌ Ａ Ｎ Ａ 、 又 は Ｌ Ａ Ｎ Ａ △ ４ ４ ０ 又 は
ｖ Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ で 確 実 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 安 定 な ク ロ ー ン の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 で 、
ｖ Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た Ｋ Ｓ -Ｓ Ｌ Ｋ 中 で は 、 Ｓ Ｌ Ｋ -Ｌ Ａ Ｎ Ａ 又 は Ｓ Ｌ Ｋ -
Ｌ Ａ Ｎ Ａ △ ４ ４ ０ と 比 較 し て エ フ リ ン B2が ５ 倍 誘 導 さ れ る こ と が 明 ら か に な っ た （ 図 ４ ７
Ａ ） 。 ベ ク タ ー 単 独 （ ｐ Ｃ Ｅ Ｆ Ｌ ） で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た Ｓ Ｌ Ｋ を 、 コ ン ト ロ ー ル と
し て 使 用 し た 。 Ｓ Ｌ Ｋ -ｖ Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ 及 び Ｓ Ｌ Ｋ -ｐ Ｃ Ｅ Ｆ Ｌ 細 胞 も 又 、 一 時 的 に ト ラ ン ス フ
ェ ク ト さ れ た Ｋ Ｓ -Ｓ Ｌ Ｋ 細 胞 中 で 、 エ フ リ ン B2及 び EphB4発 現 を 免 疫 蛍 光 に よ り 試 験 し た
。 図 ４ ７ Ｂ は 、 Ｓ Ｌ Ｋ -ｐ Ｃ Ｅ Ｆ Ｌ と 比 較 し て Ｓ Ｌ Ｋ -ｖ Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ 細 胞 中 で よ り 高 い エ フ リ
ン B2発 現 を 示 す 。 Ｓ Ｌ Ｋ -ｐ Ｃ Ｅ Ｆ Ｌ と 比 較 し て Ｓ Ｌ Ｋ -ｖ Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ 中 で は EphB4に つ い て
変 化 は 観 察 さ れ な か っ た 。 こ れ は 明 ら か に Ｓ Ｌ Ｋ -ｖ Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ 細 胞 は Ｓ Ｌ Ｋ -ｐ Ｃ Ｅ Ｆ Ｌ 細
胞 と 比 較 し て 高 レ ベ ル の エ フ リ ン B2を 発 現 し た こ と を 示 す 。 こ れ は 、 Ｈ Ｈ Ｖ -８ の ｖ Ｇ Ｐ
Ｃ Ｒ は 、 Ｋ Ｓ 中 で エ フ リ ン B2の 誘 導 及 び 動 脈 性 フ ェ ノ タ イ プ 変 換 に 直 接 含 ま れ る こ と を 示
唆 す る 。 Ｈ Ｈ Ｖ -８ は Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ 中 の エ フ リ ン B2の 発 現 を 誘 起 す る こ と は 上 記 に 示 さ れ て
い る の で 、 次 に こ れ は 、 転 写 的 効 果 に よ り 仲 介 さ れ る か ど う か を 試 験 し た 。 エ フ リ ン B2５
’ -フ ラ ン キ ン グ Ｄ Ｎ Ａ -ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド は 、 下 記 「 材 料 及 び 方 法 」
欄 に 示 さ れ る よ う に 構 成 さ れ 、 Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ 中 に 一 時 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 。 エ フ リ
ン B2５ ’ -フ ラ ン キ ン グ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 -２ ４ ９ １ ／ -１ １ は 、 Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ 細 胞 中 で 最 小 活 性 を
有 す る （ 図 ４ ７ Ｃ ） 。 こ れ は 、 エ フ リ ン B2は 動 脈 性 で あ り 静 脈 性 マ ー カ ー で は な い こ と に
適 合 す る 。 し か し 、 培 養 物 中 の Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ は い く つ か の エ フ リ ン B2を Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル で 発 現
す る こ と が 示 さ れ た 。 Ｈ Ｈ Ｖ -８ ｖ Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ の 共 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は 、 コ ン ト ロ ー ル
発 現 ベ ク タ ー ｐ Ｃ Ｅ Ｆ Ｌ と 比 較 し て エ フ リ ン B2転 写 を 約 １ ０ 倍 誘 起 す る 。 だ い た い 同 等 な
誘 導 が エ フ リ ン B2配 列 -２ ４ ９ １ ／ -１ １ 、 -１ ２ ４ ２ ／ -１ １ 、 又 は -５ ７ ７ ／ -１ １ で 観 察
さ れ 、 そ れ は 、 最 大 活 性 は -１ ２ ４ ２ ／ -１ １ ル シ フ ェ ラ ー ゼ 構 築 物 で 観 察 さ れ る に も か か
わ ら ず 、 -５ ７ ７ 及 び -１ １ 間 の 要 素 が ｖ Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ へ の 応 答 を 媒 介 す る の に 充 分 で あ る こ と
を 表 す 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
Ｄ ． エ フ リ ン B2の 発 現 は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 及 び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ -Ｃ に よ り レ ギ ュ レ ー ト さ れ る ；
　 次 に 公 知 の Ｋ Ｓ 増 殖 因 子 は エ フ リ ン B2発 現 の ｖ Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ -仲 介 さ れ た 誘 導 中 に 含 ま れ る
か を 検 討 し た 。 Ｓ Ｌ Ｋ -ｖ Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ 細 胞 を オ ン コ ス タ チ ン -Ｍ 、 Ｉ Ｌ -６ 、 Ｉ Ｌ -８ 、 Ｖ Ｅ Ｇ
Ｆ 又 は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ -Ｃ の 中 和 抗 体 で ３ ６ 時 間 処 理 し た 。 図 ４ ８ Ａ は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ の 中 和 は 、 Ｓ
Ｌ Ｋ -ｖ Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ 細 胞 中 で エ フ リ ン B2の 発 現 を 完 全 に ブ ロ ッ ク し た こ と を 示 す 。 よ り 少 な
い が 、 非 常 な エ フ リ ン B2の 減 少 も 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ -Ｃ 及 び Ｉ Ｌ -８ の 中 和 で 観 察 さ れ た 。 オ ン コ
ス タ チ ン -Ｍ 又 は Ｉ Ｌ -６ の 中 和 で 測 定 可 能 な 効 果 は 観 察 さ れ な か っ た 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 及 び Ｖ Ｅ
Ｇ Ｆ -Ｃ は エ フ リ ン B2発 現 の 誘 導 に 必 須 で あ る こ と を 確 認 す る た め に 、 Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ を Ｖ Ｅ
Ｇ Ｆ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ -Ｃ 又 は Ｅ Ｇ Ｆ で 処 理 し た 。 Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ は 、 ２ 種 の 異 な る 濃 度 の 個 々 の 増
殖 因 子 （ １ ０ ｎ ｇ 、 １ ０ ０ ｎ ｇ ／ ml） を 有 す る ５ ％ Ｆ Ｂ Ｓ を 含 有 す る Ｅ Ｂ Ｍ -２ 培 地 中 で
４ ８ 時 間 増 殖 し た 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ -Ａ 又 は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ -Ｃ の み が 投 薬 量 依 存 性 挙 動 で エ フ リ ン B2発
現 を 誘 起 し た （ 図 ４ ８ Ｂ ） 。 反 対 に 、 Ｅ Ｇ Ｆ は エ フ リ ン B2の 発 現 に 効 果 が な か っ た 。
【 ０ ２ ３ １ 】
Ｅ ． エ フ リ ン B2siRNAは Ｋ Ｓ 中 の エ フ リ ン B2発 現 を 抑 制 す る ；
　 ３ 個 の エ フ リ ン B2siRNAを 「 方 法 」 段 落 記 載 の よ う に 合 成 し た 。 Ｋ Ｓ -Ｓ Ｌ Ｋ 細 胞 を siRN
Aで ト ラ ン ス フ ェ ク ト し て ４ ８ 時 間 後 、 エ フ リ ン B2発 現 を ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ り 決
定 し た 。 エ フ リ ン B2siRNA１ ３ ７ 又 は ２ ５ ４ は 、 siRNA EphB4　 ５ ０ 又 は siRNAＧ Ｆ Ｐ 等 の
コ ン ト ロ ー ル siRNAと 比 較 し て 、 エ フ リ ン B2発 現 を 約 ７ ０ ％ 阻 害 し た 。 エ フ リ ン B2　 ６ ３ s
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iRNAは 、 上 記 ２ 種 の siRNAエ フ リ ン B2よ り も 効 果 が 低 か っ た （ 図 ４ ９ Ａ ） 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
Ｆ ． エ フ リ ン B2は 完 全 Ｋ Ｓ 及 び Ｅ Ｃ 生 存 能 力 、 コ ー ド 形 成 及 び in vivo血 管 形 成 活 性 に 必
要 で あ る ；
　 最 も 効 果 的 エ フ リ ン B2siRNA（ ２ ５ ４ ） を 、 次 に エ フ リ ン B2の 発 現 阻 害 が Ｋ Ｓ -Ｓ Ｌ Ｋ 又
は Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ 細 胞 の 成 長 に 効 果 を 及 ぼ す か を 決 定 す る た め に 使 用 し た 。 Ｋ Ｓ -Ｓ Ｌ Ｋ 細 胞
の 生 存 能 力 は 、 エ フ リ ン B2蛋 白 質 レ ベ ル を 阻 害 す る の と 同 じ siRNAに よ り 減 少 し た （ 図 ４
９ Ｂ ） 。 Ｋ Ｓ -Ｓ Ｌ Ｋ は 高 レ ベ ル の エ フ リ ン B2を 発 現 し 、 そ の 結 果 、 エ フ リ ン B2発 現 の 維
持 は こ の 設 定 で は 細 胞 生 存 能 力 に 必 須 で あ る こ と が 示 さ れ た 。 図 ４ ８ Ｂ に 示 さ れ る よ う に
、 Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ に よ り 刺 激 さ れ た 場 合 以 外 は エ フ リ ン B2を 発 現 し な い 。 エ フ リ ン
B2siRNA２ ６ ４ は 、 単 独 の 増 殖 因 子 と し て Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ と 共 に 培 養 さ れ た Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ の 成 長 を
劇 的 に 減 少 し た 。 反 対 に 、 Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ を Ｉ Ｇ Ｆ 、 Ｅ Ｇ Ｆ 及 び ｂ Ｆ Ｇ Ｆ と 共 に 培 養 し た 場 合
は 、 顕 著 な 効 果 を 示 さ な か っ た 。 コ ン ト ロ ー ル と し て EphB4　 siRNA５ ０ は 、 ど ち ら の 培 養
条 件 下 で も Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ へ 有 害 な 効 果 を 示 さ な か っ た （ 図 ４ ９ Ｃ ） 。 Ｋ Ｓ 及 び 主 要 な 内 皮 細
胞 の 生 存 能 力 の 阻 害 に 加 え て 、 EphB4-Ｅ Ｃ Ｄ は Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ 及 び Ｋ Ｓ -Ｓ Ｌ Ｋ 中 の コ ー ド 形
成 及 び マ ト リ ゲ ル プ ラ グ （ 商 標 ） ア ッ セ イ 中 の in vivo血 管 形 成 を 抑 制 す る （ 図 ５ ０ ） 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
Ｇ ． 方 法 及 び 材 料 ；
１ ） 細 胞 系 及 び 試 薬
　 ヒ ト 血 管 内 皮 細 胞 （ Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ ） を Clonetic社 （ サ ン デ ィ エ ゴ 、 Ｃ Ａ ） か ら 入 手 し 、 Ｅ
Ｇ Ｍ -２ 及 び Ｅ Ｇ Ｍ -２ Ｍ Ｖ 培 地 中 で そ れ ぞ れ 維 持 し た 。 Ｔ １ ヒ ト 繊 維 芽 細 胞 系 は 、 Peter 
Jones博 士 か ら 提 供 さ れ 、 Ｕ Ｓ Ｃ ． Ｂ Ｃ -１ 及 び Ｂ Ｃ -３ ヒ ト 胸 水 リ ン パ 腫 細 胞 系 及 び 、 Ｌ
Ａ Ｎ Ａ １ 及 び Ｏ Ｒ Ｆ ５ ９ に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は Dharam Ablashi博 士 （ Advanced B
iotechnologies Inc社 、 コ ロ ン ビ ア 、 MD） か ら 贈 与 さ れ た 。 Ｋ Ｓ -Ｓ Ｌ Ｋ を 典 型 的 カ ポ ジ
肉 腫 患 者 か ら 単 離 し た （ １ ５ ） 。 EphB4、 エ フ リ ン B2、 Ｃ Ｄ １ ４ ８ 、 Ｐ Ｅ Ｃ Ａ Ｍ -１ に 対 す
る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を サ ン タ ク ル ス バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 社 （ サ ン タ ク ル ス 、 Ｃ Ａ ） か ら
得 た 。 マ ウ ス EphB4／ Ｆ ｃ ’ 並 び に 、 ヒ ト 血 管 の 内 皮 性 増 殖 因 子 （ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ ） に 対 す る モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ -Ｃ 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -（ Ｉ Ｌ ） ６ 、 Ｉ Ｌ -８ 及 び オ ン コ ス
タ チ ン -Ｍ は Ｒ ＆ Ｄ シ ス テ ム ズ 社 （ ミ ネ ア ポ リ ス 、 Ｍ Ｎ ） か ら 購 入 し た 。 発 現 ベ ク タ ー ｐ
Ｋ Ｓ ｖ Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ -Ｃ Ｅ Ｆ Ｌ 及 び ｐ Ｃ Ｅ Ｆ Ｌ は Enrique Mesri博 士 （ コ ー ネ ル 大 学 、 ニ ュ ー ヨ
ー ク 、 Ｎ Ｙ ） か ら 贈 与 さ れ た 。 Ｈ Ｈ Ｖ -８ 潜 伏 関 連 核 抗 原 （ Ｌ Ａ Ｎ Ａ ） 用 発 現 ベ ク タ ー は M
atthew Rettig博 士 （ Veteran’ ｓ  Administration Greater Los Angeles Healthcare Sys
tem社 ） か ら 提 供 さ れ た 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
２ ） ヒ ト 組 織 の 採 取 及 び 調 製 ；
　 ヒ ト 皮 膚 性 カ ポ ジ 肉 腫 バ イ オ プ シ ー 材 料 を 、 Ｉ Ｒ Ｂ 承 認 承 諾 書 を 使 用 し た イ ン フ ォ ー ム
ド コ ン セ ン ト を 行 っ て Ｌ Ａ Ｃ ／ Ｕ Ｓ Ｃ 医 療 セ ン タ ー の 患 者 か ら 局 部 的 麻 酔 下 で 得 た 。 バ イ
オ プ シ ー を 合 計 Ｒ Ｎ Ａ パ ラ フ ィ ン ブ ロ ッ ク 又 は Ｏ Ｃ Ｔ 中 の 冷 凍 組 織 ブ ロ ッ ク の い ず れ か に
処 理 し た 。 合 計 Ｒ Ｎ Ａ を グ ア ニ ジ ン イ ソ チ オ シ ア ナ ー ト （ RNAzol（ 商 標 ） ： Tel-Test、 In
c社 、 フ レ ン ズ ウ ッ ド 、 Ｔ Ｘ ） 中 の 均 一 化 に よ り 抽 出 し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 、 逆 転 写 酵 素 に よ
り ラ ン ダ ム ６ 量 体 プ ラ イ マ ー （ Superscript II、 商 標 、 イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 製 、 カ ー ル ス
バ ッ ド 、 Ｃ Ａ ） を 使 用 し て 合 成 し た 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
３ ） ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 標 識 化 Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ の 調 製 ；
　 表 ４ に 示 さ れ た in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 用 プ ラ イ マ ー か ら の エ フ リ ン B2及 び Eph
B4Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 を 、 製 造 者 の 取 り 扱 い 説 明 書 に 従 い ｐ Ｇ Ｅ Ｍ -Ｔ  Easyシ ス テ ム （ 商 標 、 Pr
omega社 製 、 マ ジ ソ ン 、 Ｗ Ｉ ） を 使 用 し て ク ロ ー ン 化 し た 。 確 実 性 及 び イ ン サ ー ト 方 向 を
Ｄ Ｎ Ａ 塩 基 配 列 決 定 に よ り 再 確 認 し た 。 ヒ ト エ フ リ ン B2又 は EphB4遺 伝 子 の Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物
を 含 有 す る ｐ Ｇ Ｅ Ｍ -Ｔ  Easyプ ラ ス ミ ド を Spe I又 は Nco Iで 直 鎖 化 し た 。 ア ン チ セ ン ス 又
は セ ン ス ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン （ DIG） 標 識 化 Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 、 Ｔ ７ 又 は Ｓ Ｐ ６ プ ロ モ ー タ ー
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か ら 、 DIGＲ Ｎ Ａ ラ ベ リ ン グ キ ッ ト （ 商 標 、 Roche社 製 、 イ ン デ ィ ア ナ ポ リ ス 、 Ｉ Ｎ ） を 使
用 し て ラ ン オ フ 転 写 に よ り 転 写 し た 。 Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 、 DIGＲ Ｎ Ａ ラ ベ リ ン グ キ ッ ト 取
り 扱 い 説 明 書 に 従 い ス ポ ッ ト ア ッ セ イ に よ り 定 量 化 し た 。
表 ４ は エ フ リ ン B2及 び EphB4用 の プ ラ イ マ ー を 示 す 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ３ ７ 】
４ ） in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ；
　 例 え ば 、 上 記 実 施 例 ３ 参 照 。
５ ） Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ 及 び Ｂ Ｃ -１ の 共 培 養 ；
　 Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ 細 胞 を ゼ ラ チ ン 被 覆 さ れ た Labtech II（ ４ -ウ ェ ル ） チ ャ ン バ ー ス ラ イ ド （
商 標 、 Nalge Nuncイ ン タ ー ナ シ ョ ナ ル 社 、 ナ パ ー ビ ル 、 Ｉ Ｌ ） 上 で Ｅ Ｇ Ｍ -２ と ５ ０ ～ ７
０ ％ 接 触 ま で 増 殖 し た 。 Ｂ Ｃ -１ 又 は Ｂ Ｃ -３ と の 共 培 養 は 、 本 質 的 に Sakuradaら （ １ ６ ）
に よ り 示 さ れ た よ う に 行 っ た 。 簡 潔 に は 、 Ｂ Ｃ -１ 又 は Ｂ Ｃ -３ 細 胞 を Ｔ Ｐ Ａ （ ２ ０ ｎ ｇ ／
ml） で 予 備 処 理 し 、 ４ ８ 時 間 ウ ィ ル ス 誘 起 し 、 次 に Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ 培 養 物 へ １ ０ ： １ の 割 合 で
添 加 し 、 共 培 養 を ２ 日 間 行 っ た 。 Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ を 充 分 に Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し て 付 着 し た Ｂ Ｃ -１
又 は Ｂ Ｃ -３ 細 胞 を 除 去 し た 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
６ ） ｃ Ｄ Ｎ Ａ 及 び Ｒ Ｔ -Ｐ Ｃ Ｒ の 調 製 ；
　 チ タ ニ ウ ム ワ ン ス テ ッ プ Ｒ Ｔ -Ｐ Ｃ Ｒ キ ッ ト （ 商 標 、 Clontech社 、 パ ロ ア ル ト 、 Ｃ Ａ ）
を １ × １ ０ 5 細 胞 か ら Ｒ Ｔ -Ｐ Ｃ Ｒ 用 に 使 用 し た 。 EphB4増 幅 用 の プ ラ イ マ ー 対 、 エ フ リ ン B
2及 び β -ア ク チ ン を 表 ４ に 示 す 。 そ れ ぞ れ の Ｐ Ｃ Ｒ サ イ ク ル は 、 ９ ４ ℃ で ３ ０ 秒 間 の 変 性
、 ６ ０ ℃ で ３ ０ 秒 間 の プ ラ イ マ ー ア ニ ー ル 及 び ７ ２ ℃ で ３ ０ 秒 間 の 延 長 化 （ extension）
か ら 構 成 さ れ る 。 サ ン プ ル を ３ ０ サ イ ク ル 間 増 幅 し た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 を １ ． ５ ％ ア ガ ロ ー
ス ゲ ル 上 で 分 離 し 、 臭 化 エ チ ジ ウ ム で 染 色 し た 。
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【 ０ ２ ３ ９ 】
７ ） 細 胞 生 存 能 力 ア ッ セ イ ；
　 Ｋ Ｓ -Ｓ Ｌ Ｋ 細 胞 を 密 度 １ × １ ０ 4 ／ ウ ェ ル （ ４ ８ -ウ ェ ル プ レ ー ト ） で ０ 日 目 に ２ ％ ウ
シ 胎 仔 血 清 （ Ｆ Ｃ Ｓ ） を 含 有 す る 適 切 な 増 殖 培 地 中 に 接 種 し た 。 翌 日 、 培 地 を 交 換 し 、 細
胞 を ０ 、 １ ０ 又 は １ ０ ０ ｎ Ｍ siRNAで 処 理 し た 。 ３ 日 目 に 、 生 存 能 力 を ３ -（ ４ ， ５ -ジ メ
チ ル チ ア ゾ ー ル -２ -イ ル ） -２ ， ５ -ジ フ ェ ニ ル テ ト ラ ゾ リ ウ ム ブ ロ マ イ ド （ Ｍ Ｔ Ｔ ） を 使
用 し て 文 献 に 記 載 さ れ た よ う に 評 価 し た （ １ ７ ） 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
８ ） 免 疫 蛍 光 研 究 ；
　 Labtech　 II（ ４ -ウ ェ ル ） チ ャ ン バ ー ス ラ イ ド 上 で 培 養 し た 細 胞 又 は 、 Ｋ Ｓ バ イ オ プ シ
ー 材 料 の 凍 結 断 片 を 、 ４ ％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド の ダ ル ベ ッ コ -リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 ｐ
Ｈ ７ ． ４ （ Ｐ Ｂ Ｓ ） 溶 液 中 で ３ ０ 分 間 固 定 化 し た 。 ス ラ イ ド を ２ 回 Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し 、 ブ ロ
ッ キ ン グ バ ッ フ ァ （ ０ ． ２ ％ TritonX100、 １ ％ Ｂ Ｓ Ａ の Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 ） で ２ ０ 分 間 プ レ イ ン
キ ュ ベ ー ト し 、 次 に EphB4、 エ フ リ ン B2、 Ｃ Ｄ １ ４ ８ 、 Ｌ Ａ Ｎ Ａ １ 又 は Ｏ Ｒ Ｆ ５ ９ （ １ ：
１ ０ ０ 希 釈 の Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 ） に 対 す る 抗 体 で 、 ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ 中 、 ４ ℃ で １ ６ 時 間 イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 洗 浄 ３ 回 後 、 ス ラ イ ド を 適 切 な フ ル オ レ セ イ ン 又 は ロ ー ダ ミ ン 複
合 第 二 抗 体 （ 商 標 、 シ グ マ -ア ル ド リ ッ チ 社 製 、 セ ン ト ル イ ス 、 Ｍ Ｏ ） で イ ン キ ュ ベ ー ト
し た 。 核 を ４ ’ ， ６ -ジ ア ミ ジ ノ -２ -フ ェ ニ ル イ ン ド ー ル 塩 酸 塩 （ Ｄ Ａ Ｐ Ｉ ） で 対 比 染 色
し 、 充 分 に Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し て Vecta sheild antifade mounting溶 液 （ 商 標 、 ベ ク タ ー ラ ボ
ラ ト リ ー ズ 社 製 、 バ ー リ ン ガ ム 、 Ｃ Ａ ） で マ ウ ン ト し た 。 画 像 を オ リ ン パ ス 社 製 Ａ Ｘ ７ ０
蛍 光 学 顕 微 鏡 及 び Spot v2.2.2（ 商 標 、 Diagnostic Instruments社 、 ス タ ー リ ン グ ハ イ ツ
、 Ｍ Ｉ ） デ ジ タ ル 画 像 化 シ ス テ ム を 使 用 し て 得 た 。
【 ０ ２ ４ １ 】
　 エ フ リ ン B2の EphB4-Ｆ ｃ で の 免 疫 蛍 光 検 出 を 下 記 の 通 り 行 っ た 。 ４ ％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ
ヒ ド 中 で 固 定 化 し 、 ２ ０ ％ Ｆ Ｂ Ｓ で ブ ロ ッ ク し た 凍 結 断 片 を 、 ５ μ ｇ ／ mlの EphB4／ Ｆ ｃ
（ Ｒ ＆ Ｄ シ ス テ ム ズ 社 製 ） で １ 時 間 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に 断 片 を 、 １ ０ μ ｇ ／
mlウ サ ギ 抗 ヒ ト IgG-Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ の Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 （ Jackson ImmunoResearchラ ボ ラ ト リ ー ズ 社 製
、 ウ ェ ス ト グ ロ ー ブ 、 Ｐ Ａ ） で 室 温 で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 核 を Ｄ Ａ Ｐ Ｉ で 対 比 染
色 し 、 断 片 を 上 記 の よ う に マ ウ ン ト し た 。 ヒ ト Ｆ ｃ （ Jackson ImmunoResearch社 製 ） を 陰
性 コ ン ト ロ ー ル と し て 使 用 し た 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
９ ） ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 ；
　 上 記 の よ う に 、 疎 細 胞 溶 解 産 物 を 調 製 し 、 定 量 化 し 、 フ ラ ク シ ョ ン 分 離 化 し て 膜 へ 移 し
た （ １ ７ ） 。 膜 を ５ ％ 無 脂 肪 乳 で ブ ロ ッ ク し た 後 に 、 エ フ リ ン B2に 対 す る 抗 体 と （ １ ： ５
０ ０ ０ 希 釈 ） ４ ℃ で １ ６ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ と 結 合 し て い る 第 二 抗 体 （ １ ： １ ０ ０ ０ ０ ０ 希 釈 ） を 、 １ 時 間 ２ ５ ℃ で 適 用 し た 。 膜
を 製 造 者 の 取 り 扱 い 説 明 書 に 従 い ス ー パ ー シ グ ナ ル ウ ェ ス ト フ ェ ム ト 最 大 感 応 性 化 学 発 光
基 質 （ 商 標 、 Pierce社 製 、 ロ ッ ク フ ォ ー ド 、 Ｉ Ｌ ） を 使 用 し て 展 開 し た 。 膜 を Restoreウ
ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 ス ト リ ッ ピ ン グ バ ッ フ ァ （ 商 標 、 Pierce社 製 ） を 使 用 し て ス ト リ ッ プ
し 、 EphB4又 は β -ア ク チ ン で 再 プ ロ ー ブ し た 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
１ ０ ） コ ー ド 形 成 ア ッ セ イ ；
　 マ ト リ ゲ ル 基 底 膜 マ ト リ ッ ク ス （ 商 標 、 BD Biosciences社 製 、 Discovery Labware、 ベ
ッ ド フ ォ ー ド 、 Ｍ Ａ ） を 氷 上 の 増 殖 培 地 （ ３ ： １ ） 及 び ２ ４ -ウ ェ ル プ レ ー ト 中 に 配 置 し
た ０ ． ５ ml液 体 と 混 合 し た 。 プ レ ー ト を ３ ７ ℃ で １ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し て マ ト リ
ゲ ル （ 商 標 ） を 重 合 さ せ た 。 指 数 関 数 的 成 長 を す る Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ 又 は Ｋ Ｓ -Ｓ Ｌ Ｋ を 、 ２ 又
は ８ μ ｇ ／ mlの EphB4-Ｅ Ｃ Ｄ 又 は コ ン ト ロ ー ル と し て の Ｐ Ｂ Ｓ で １ ６ 時 間 処 理 し 、 そ の 後
ト リ プ シ ン 処 理 し て マ ト リ ゲ ル （ 商 標 ） 上 に プ レ ー ト し た 。 マ ト リ ゲ ル （ 商 標 ） 上 の 培 養
を 、 組 み 換 え 型 融 合 蛋 白 質 の 存 在 下 で ６ 時 間 続 け た 。 培 養 物 を ４ ％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド
中 で ３ ０ 分 間 固 定 化 し 、 倒 立 型 位 相 差 光 学 顕 微 鏡 に よ り 評 価 し た 。
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【 ０ ２ ４ ４ 】
１ １ ） エ フ リ ン B2及 び EphB4 siRNAの in vitro転 写 に よ る 合 成 ；
　 サ イ レ ン サ ー siRNA構 築 キ ッ ト （ 商 標 、 Ambion社 、 オ ー ス チ ン 、 Ｔ Ｘ ） を 使 用 し て エ フ
リ ン B2及 び EphB4へ の siRNAを 合 成 し た 。 簡 潔 に は 、 １ ９ ｂ ｐ 下 流 の ５ ’ -Ａ Ａ ジ ヌ ク レ オ
チ ド を 含 む ３ 個 の ２ １ ｂ ｐ タ ー ゲ ッ ト 配 列 が 、 エ フ リ ン B2ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ 登 録 番 号 Ｎ Ｍ ０ ０ ４
０ ９ ３ ） 内 で 特 定 さ れ 、 そ れ は Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ デ ー タ ベ ー ス 中 の 他 の 配 列 と 顕 著 な 相 同 性
を 示 さ な か っ た 。 セ ン ス 及 び ア ン チ セ ン ス siRNA２ ９ マ ー Ｄ Ｎ Ａ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド テ ン
プ レ ー ト は 、 USC Norris Micro化 学 コ ア 設 備 で 合 成 さ れ た 。 ア ン チ セ ン ス テ ン プ レ ー ト は
タ ー ゲ ッ ト 配 列 に 対 応 し 、 そ の 次 に 、 サ イ レ ン サ ー siRNA構 築 キ ッ ト （ 商 標 ） と し て 提 供
さ れ る Ｔ ７ プ ロ モ ー タ ー プ ラ イ マ ー と 相 補 的 な 、 ３ ’ 末 端 部 位 の ８ ｂ ｐ 添 加 物 （ ５ ’ -Ｃ
Ｃ Ｔ Ｇ Ｔ Ｃ Ｔ Ｃ -３ ’ ） が 続 く 。 セ ン ス テ ン プ レ ー ト は 、 上 記 の よ う に ５ ’ -Ａ Ａ 、 次 に タ
ー ゲ ッ ト １ ９ ｂ ｐ の 補 体 、 次 に Ｔ ７ ８ ｂ ｐ 配 列 を 含 む 。 分 離 反 応 に お い て 、 ２ 個 の siRNA
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド テ ン プ レ ー ト を 、 Ｔ ７ プ ロ モ ー タ ー プ ラ イ マ ー に 対 し て ハ イ ブ リ ッ ド
化 し た 。 ハ イ ブ リ ッ ド 化 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ３ ’ 末 端 を Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ の Kl
enowフ ラ グ メ ン ト に よ り 延 長 し 、 二 重 鎖 siRNA転 写 テ ン プ レ ー ト を 生 成 し た 。 セ ン ス 及 び
ア ン チ セ ン ス siRNAテ ン プ レ ー ト を Ｔ ７ Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ に よ り 転 写 し 、 得 ら れ た Ｒ Ｎ
Ａ 転 写 物 を ハ イ ブ リ ッ ド 化 し て ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ を 生 成 し た 。 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ は 、 ５ ’ 末 端 単 鎖 リ ー
ダ ー 配 列 、 １ ９ ｎ ｔ タ ー ゲ ッ ト 特 異 性 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 、 及 び ３ ’ 末 端 Ｕ Ｕ か ら 構 成 さ れ る 。 リ
ー ダ ー 配 列 は 、 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ を 単 鎖 特 異 的 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ で 消 化 し て 除 去 さ れ た 。 Ｄ Ｎ Ａ
テ ン プ レ ー ト は 、 同 時 に Ｒ Ｎ Ａ ｓ ｅ フ リ ー デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ で の 処 理 に よ り 除 去
さ れ た 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 得 ら れ た siRNAは 、 ガ ラ ス 繊 維 フ ィ ル タ ー 結 合 に よ り 精 製 さ れ 、 反 応 中 の 過 剰 の ヌ ク レ
オ チ ド 、 短 い オ リ ゴ マ ー 、 蛋 白 質 及 び 塩 を 除 去 し た 。 最 終 生 成 物 二 重 鎖 ２ １ マ ー siRNAを
表 ５ に 示 す 。 同 様 に 、 EphB4及 び 緑 蛍 光 蛋 白 質 （ Ｇ Ｆ Ｐ ） siRNAも 合 成 し た 。
　 表 ５ は 、 エ フ リ ン B2及 び EphB4の siRNAを 示 す 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ４ ７ 】
１ ２ ） エ フ リ ン B2又 は EphB4　 siRNAの ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ；
　 Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ を フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン で 被 覆 さ れ た ８ ウ ェ ル チ ャ ン バ ー ス ラ イ ド 上 に 接 種 し 、
Ｅ Ｇ Ｍ -２ （ 商 標 、 Cambrex社 、 ウ ォ ー カ ー ス ビ ル 、 Ｍ Ｄ ） 中 で 一 晩 増 殖 し た 。 １ ６ 時 間 後
、 培 地 を ５ ％ ウ シ 胎 仔 血 清 （ Ｆ Ｃ Ｓ ） 並 び に 製 造 者 に よ り 提 供 さ れ た 濃 度 の EGM-2 Bullet
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キ ッ ト （ 商 標 ） 補 充 剤 ｂ Ｆ Ｇ Ｆ 、 ｈ Ｅ Ｇ Ｆ 及 び Ｒ 3 -Ｉ Ｇ Ｆ -Ｉ を 補 充 さ れ た Ｅ Ｂ Ｍ -２ 、 又
は ５ ％ Ｆ Ｃ Ｓ 及 び １ ０ ｎ ｇ ／ mlｒ ｈ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ （ 商 標 、 Ｒ ＆ Ｄ シ ス テ ム ズ 社 製 ） を 補 充 さ れ
た Ｅ Ｂ Ｍ -２ の い ず れ か で 交 換 し た 。 ３ ７ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン ２ 時 間 後 、 細 胞 を リ ポ
フ ェ ク タ ミ ン ２ ０ ０ ０ （ 商 標 、 イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 製 、 １ μ ｇ ／ ml） を 使 用 し て １ ０ ｎ Ｍ
の 特 異 的 siRNA含 有 Ｏ ｐ ｔ ｉ -Ｍ Ｅ Ｍ -１ 血 清 フ リ ー 培 地 （ 商 標 、 イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 製 ）
中 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 ２ 時 間 Ｏ ｐ ｔ ｉ -Ｍ Ｅ Ｍ -１ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 、 上 記
の よ う に 補 充 し た 培 地 を 適 切 な ウ ェ ル 中 で 交 換 し た 。 ４ ８ 時 間 後 、 細 胞 を ク リ ス タ ル バ イ
オ レ ッ ト で 染 色 し 、 直 ち に １ ０ × 倍 率 で 画 像 を 撮 っ た 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
１ ３ ） エ フ リ ン B2レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド の 構 築 ；
　 ヒ ト エ フ リ ン B2　 ５ ’ -フ ラ ン キ ン グ Ｄ Ｎ Ａ の 翻 訳 開 始 部 位 に 関 し て -２ ４ ９ １ ～ -１ １
を 、 Ｂ Ａ Ｃ Ｐ Ａ Ｃ ク ロ ー ン Ｒ Ｐ １ １ -２ ９ ７ １ ６ （ 商 標 、 Bac Pac Resources小 児 病 院 、 オ
ー ク ラ ン ド 、 Ｃ Ａ ） か ら 、 ア ド バ ン テ ー ジ Ｇ Ｃ ゲ ノ ム Ｐ Ｃ Ｒ キ ッ ト （ 商 標 、 Clontech社 、
パ ロ ア ル ト 、 Ｃ Ａ ） を 使 用 し て 、 タ ー ゲ ッ ト 面 積 中 の Ｃ Ｇ -リ ッ チ 配 列 の 広 い 領 域 を 覆 う
よ う に 増 幅 し た 。 プ ラ イ マ ー を ク ロ ー ニ ン グ 用 Ｍ lu I部 位 を 含 有 す る 様 に 設 計 し た 。 増 幅
し た 生 成 物 を Ｍ lu Iで 消 化 し 、 ゲ ル 精 製 し 、 ｐ Ｇ Ｌ ３ Ｂ ａ ｓ ｉ ｃ （ 商 標 、 Promega社 製 、
マ ジ ソ ン 、 Ｗ Ｉ ） 中 の 複 数 の ク ロ ー ニ ン グ 部 位 中 の Ｍ lu I部 位 中 へ ラ イ ゲ ー ト し た 。 得 ら
れ た ク ロ ー ン の 方 向 は 、 制 限 消 化 分 析 に よ り 確 認 し た 。 正 確 な ク ロ ー ン は ｐ Ｅ Ｆ Ｎ Ｂ ２ - 2

4 9 1 / - 1 1 lucを 表 示 し た 。 こ の ク ロ ー ン の Kpn I又 は Sac Iい ず れ か と の 消 化 、 そ の 次 の 再 環
化 は 、 そ れ ぞ れ ｐ Ｅ Ｆ Ｎ Ｂ ２ - 1 2 4 2 / - 1 1 luc及 び ｐ Ｅ Ｆ Ｎ Ｂ ２ - 5 7 7 / - 1 1 lucを 生 じ た 。 一 時
的 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に 使 用 さ れ る プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ は 、 MegaPrepキ ッ ト （ 商 標 、 QIAG
EN社 製 、 バ レ ン シ ア 、 Ｃ Ａ ） を 使 用 し て 精 製 し た 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
１ ４ ） 一 時 的 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ；
　 Ｅ Ｇ Ｍ -２ 培 地 中 に 維 持 さ れ た Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ 細 胞 （ ０ ． ８ × １ ０ 4 細 胞 ／ ウ ェ ル 、 ２ ４ ウ ェ
ル プ レ ー ト 中 ） は 、 ０ ． ５ μ ｇ ／ ウ ェ ル エ フ リ ン B2プ ロ モ ー タ ー -ル シ フ ェ ラ ー ゼ 構 築 物
と 、 ５ ０ ｎ ｇ ／ ウ ェ ル の ｐ Ｃ Ｅ Ｆ Ｌ 又 は ｐ Ｋ Ｓ ｖ Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ -Ｃ Ｅ Ｆ Ｌ の い ず れ か と 一 緒 に
、 製 造 者 の 取 り 扱 い 説 明 書 に 従 い Superfect試 薬 （ 商 標 、 QIAGEN社 製 ） を 使 用 し て 一 時 的
に 共 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 。 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ４ ８ 時 間 後 に 採 取 し 、 ル シ フ
ェ ラ ー ゼ 細 胞 溶 解 バ ッ フ ァ （ Promega社 製 ） で 溶 解 し た 。 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 を 製 造 者 の
取 り 扱 い 説 明 書 に 従 い ル シ フ ェ ラ ー ゼ ア ッ セ イ シ ス テ ム （ Promega社 製 ） を 使 用 し て ア ッ
セ イ し た 。 ｐ Ｃ Ｅ Ｆ Ｌ -ｖ Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ が ｐ Ｃ Ｍ Ｖ -Ｓ ｐ ｏ ｒ ｔ -β ｇ ａ l（ 商 標 、 イ ン ビ ト ロ ジ
ェ ン 社 製 ） か ら β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 発 現 を 誘 起 し た た め に 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ を 蛋 白 質 に
対 し て 正 規 化 し た 。
１ ５ ） EphB4細 胞 外 領 域 （ Ｅ Ｃ Ｄ ） 蛋 白 質 の 構 築 及 び 精 製 ；
　 上 記 例 え ば 実 施 例 １ 参 照 。
【 ０ ２ ５ ０ 】

　 図 ５ １ は 膀 胱 癌 細 胞 系 中 で の EphB4の 発 現 （ Ａ ） 及 び Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ シ グ ナ ル 経 路 に よ る EphB4
発 現 の レ ギ ュ レ ー シ ョ ン （ Ｂ ） を 示 す 。
　 図 ５ ２ は 、 ｐ ５ ３ の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は ５ ６ ３ ７ 細 胞 中 の EphB4の 発 現 を 阻 害 す る
こ と を 示 す 。
　 図 ５ ３ は EphB4 siRNA４ ７ ２ で の 処 理 に よ る 膀 胱 癌 細 胞 系 （ ５ ６ ３ ７ ） の 増 殖 阻 害 を 示
す 。
　 図 ５ ４ は EphB4 siRNA４ ７ ２ で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た ５ ６ ３ ７ 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス 研
究 の 結 果 を 示 す 。
　 図 ５ ５ は EphB4ア ン チ セ ン ス プ ロ ー ブ の 細 胞 移 動 に 対 す る 効 果 を 示 す 。 ５ ６ ３ ７ 細 胞 は
、 EphB4 AS-１ ０ （ １ ０ μ Ｍ ） で 処 理 さ れ た 。
　 図 ５ ６ は 、 EphB4 siRNAの 細 胞 侵 襲 に 対 す る 効 果 を 示 す 。 ５ ６ ３ ７ 細 胞 は siRNA４ ７ ２ 又
は コ ン ト ロ ー ル siRNAで ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 。
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実 施 例 ７ （ 膀 胱 癌 中 の EphB4の 発 現 ： 本 発 明 の 治 療 法 の 候 補 タ ー ゲ ッ ト ）



【 ０ ２ ５ １ 】

　 EphB4を 発 現 す る 細 胞 系 を 合 成 ホ ス ホ ロ チ オ ア ー ト 改 質 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で 処 理 し 、
２ ４ 時 間 後 に 採 取 し た 。 細 胞 溶 解 産 物 を 調 製 し 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 分 析 に よ り 、 EphB
4の 相 対 的 量 を 未 処 理 の コ ン ト ロ ー ル 細 胞 と 比 較 し て プ ロ ー ブ し た 。
　 細 胞 増 殖 の 阻 害 に 関 す る 研 究 は 、 発 現 EphB4発 現 を 特 徴 と す る Ｈ Ｎ Ｓ Ｃ Ｃ 細 胞 系 中 で 行
っ た 。 細 胞 生 存 能 力 の 損 失 は 、 EphB4発 現 の ノ ッ ク ダ ウ ン に よ り 示 さ れ た 。 細 胞 は in vitr
o処 理 さ れ 、 ４ ８ -ウ ェ ル プ レ ー ト 中 で 培 養 さ れ 、 １ ０ ０ ０ ０ 細 胞 ／ ウ ェ ル で 接 種 さ れ た 。
試 験 化 合 物 を 添 加 し 、 細 胞 生 存 能 力 を ３ 日 目 に 試 験 し た 。 EphB4ア ン チ セ ン ス プ ロ ー ブ に
対 す る 結 果 を 下 記 表 ６ に ま と め た 。 EphB4Ｒ Ｎ Ａ ｉ プ ロ ー ブ に 対 す る 結 果 を 下 記 表 ７ に ま
と め た 。
　 表 ６ は EphB4ア ン チ セ ン ス プ ロ ー ブ に よ る EphB4遺 伝 子 発 現 の 阻 害 を 示 す 。
　 表 ７ は EphB4Ｒ Ｎ Ａ ｉ プ ロ ー ブ に よ る EphB4遺 伝 子 発 現 の 阻 害 を 示 す 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
【 表 ６ － １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ５ ３ 】
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実 施 例 ８ （ EphB4ア ン チ セ ン ス プ ロ ー ブ 及 び Ｒ Ｎ Ａ ｉ プ ロ ー ブ に よ る EphB4遺 伝 子 発 現 の 阻
害 ）



【 表 ６ － ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ５ ４ 】
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【 表 ６ － ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ５ ５ 】
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【 表 ６ － ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ５ ６ 】
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【 表 ７ － １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ５ ７ 】

10

(75) JP 2006-521111 A 2006.9.21



【 表 ７ － ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ５ ８ 】
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【 表 ７ － ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ５ ９ 】
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【 表 ７ － ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ６ ０ 】

　 Ｋ Ｓ 　 Ｓ Ｌ Ｋ ； 内 因 性 高 レ ベ ル の エ フ リ ン B2を 発 現 す る 細 胞 系 。 細 胞 生 存 能 力 を 、 一 定
の 投 薬 量 の そ れ ぞ れ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ ５ Ｕ Ｍ ） を 使 用 し て 試 験 し た 。 遺 伝 子 発 現 ダ
ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 、 完 全 長 エ フ リ ン B2を 安 定 し て 発 現 す る よ う に 設 計 さ れ た 細 胞 系
２ ９ ３ を 使 用 し て 行 っ た 。 エ フ リ ン B2を 発 現 す る Ｋ Ｓ 　 Ｓ Ｌ Ｋ も 又 一 定 の 投 薬 量 ５ ０ ｎ Ｍ
で 試 験 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ ｉ プ ロ ー ブ へ の 応 答 で あ る 生 存 能 力 を 試 験 す る た め に 使 用 し た 。 蛋 白
質 発 現 レ ベ ル を 完 全 長 エ フ リ ン B2を 安 定 し て 発 現 す る ２ ９ ３ 細 胞 を 使 用 し て 、 一 定 の （ fi
xed） ５ ０ ｎ Ｍ の Ｒ Ｎ Ａ ｉ プ ロ ー ブ で ２ ４ 時 間 処 理 後 の 細 胞 溶 解 産 物 中 で 測 定 し た 。
エ フ リ ン B2ア ン チ セ ン ス プ ロ ー ブ に つ い て の 結 果 は 、 下 記 表 ８ に ま と め た 。 エ フ リ ン B2Ｒ
Ｎ Ａ ｉ プ ロ ー ブ に つ い て の 結 果 は 、 下 記 表 ９ に ま と め た 。
　 表 ８ は 、 エ フ リ ン B2ア ン チ セ ン ス Ｏ Ｄ Ｎ を 示 す 。
　 表 ９ は 、 エ フ リ ン B2Ｒ Ｎ Ａ ｉ プ ロ ー ブ を 示 す 。
【 ０ ２ ６ １ 】
【 表 ８ － １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ６ ２ 】

10

20

30

40

(78) JP 2006-521111 A 2006.9.21

実 施 例 ９ （ エ フ リ ン B2ア ン チ セ ン ス プ ロ ー ブ 及 び Ｒ Ｎ Ａ ｉ プ ロ ー ブ に よ る エ フ リ ン B2の 遺
伝 子 発 現 阻 害 ）



【 表 ８ － ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ６ ３ 】
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【 表 ８ － ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ６ ４ 】
【 表 ９ － １ 】
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【 ０ ２ ６ ５ 】
【 表 ９ － ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ６ ６ 】

　 図 ５ ７ は 、 Ｇ ２ ５ ０ 及 び プ ル ダ ウ ン ア ッ セ イ に よ る EphB4モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 比 較 結
果 を 示 す 。
　 図 ５ ８ は 、 EphB4抗 体 は マ ト リ ゲ ル 及 び 増 殖 因 子 の 存 在 下 で Ｓ Ｃ Ｃ １ ５ 細 胞 の in vivo腫
瘍 増 殖 を 阻 害 す る こ と を 示 す 。
　 Ｂ ａ Ｉ ｂ Ｃ ヌ ー ド マ ウ ス へ ２ ． ５ × １ ０ 6 の 生 存 腫 瘍 細 胞 Ｓ Ｃ Ｃ １ ５ を 皮 下 注 射 し た 。
Ｓ Ｃ Ｃ １ ５ は 、 頭 部 及 び 頚 部 扁 平 上 皮 細 胞 癌 系 で あ る 。 腫 瘍 は 、 nu/nuマ ウ ス 中 に 、 マ ト
リ ゲ ル 及 び 増 殖 因 子 並 び に Ａ ｂ ’ と 予 備 混 合 し た ２ ． ５ ～ ５ × １ ０ 6 細 胞 を 皮 下 注 射 し て
開 始 さ れ 、 腫 瘍 異 種 移 植 が 開 始 さ れ た 。 マ ウ ス を 注 射 １ ４ 日 後 に 解 剖 し た 。 Ｓ Ｃ Ｃ １ ５ は
頭 部 及 び 頚 部 扁 平 上 皮 細 胞 癌 系 で あ り 、 Ｂ １ ６ は 黒 色 腫 細 胞 系 で あ り 、 Ｍ Ｃ Ｆ -７ は 乳 癌
系 で あ る 。 こ れ ら の 処 理 に 対 す る 腫 瘍 の 応 答 を 、 Ｐ Ｂ Ｓ 注 射 を 受 け た コ ン ト ロ ー ル 処 理 マ
ウ ス と 比 較 し た 。 動 物 の 腫 瘍 増 殖 を 毎 日 観 察 し 、 皮 下 腫 瘍 を カ リ パ ス を 使 用 し て 毎 ２ 日 に
測 定 し た 。 抗 体 番 号 １ 及 び ２ ３ は 、 コ ン ト ロ ー ル と 比 較 し て 、 特 に 追 加 的 増 殖 因 子 添 加 な
し の コ ン ト ロ ー ル で は Ｓ Ｃ Ｃ １ ５ 腫 瘍 サ イ ズ の 顕 著 な 退 縮 を 示 し た 。
　 図 ５ ９ は 、 EphB4抗 体 は 、 Ｓ Ｃ Ｃ １ ５ 頭 部 癌 及 び 頚 部 癌 腫 瘍 種 の 、 ア ポ ト ー シ ス 、 壊 死
及 び 血 管 形 成 減 少 を 引 き 起 こ す こ と を 示 す 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
　 血 管 形 成 を Ｃ Ｄ -３ １ 免 疫 組 織 化 学 法 に よ り 評 価 し た 。 処 理 及 び 未 処 理 の マ ウ ス か ら の
腫 瘍 組 織 断 片 を Ｃ Ｄ ３ １ 用 に 染 色 し た 。 ア ポ ト ー シ ス を 免 疫 組 織 化 学 TUNNEL法 に よ り 評 価
し 、 BrdUア ッ セ イ に よ り 増 殖 し た 。 外 科 的 除 去 に 続 き 、 腫 瘍 を 標 準 手 順 に 従 い 直 ち に ２ ｍ
ｍ 連 続 断 片 へ ス ラ イ ス し 、 パ ラ フ ィ ン 中 に 包 埋 し た 。 パ ラ フ ィ ン 包 埋 し た 組 織 を ５ μ ｍ へ
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実 施 例 １ ０ （ EphB4抗 体 は 腫 瘍 増 殖 を 阻 害 す る 。 ）



断 片 化 し 、 ワ ッ ク ス を 除 去 し 、 組 織 を 再 水 和 し た 。 再 水 和 し た 組 織 に 、 抗 原 賦 活 （ retrei
val） 液 中 で マ イ ク ロ 波 を 照 射 し た 。 ス ラ イ ド を Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し 、 TUNNEL法 反 応 混 合 物 （
末 端 デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ジ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 及 び フ ル オ レ セ イ ン 標 識 化 ヌ ク レ オ チ ド
溶 液 ） 及 び BrdUを 完 全 に 光 を 遮 断 し た 湿 性 チ ャ ン バ ー 中 に 加 え た 。 次 に TUNNEL及 び BrdU反
応 混 合 物 を 除 去 し 、 ス ラ イ ド を 洗 浄 し 、 ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ と 結 合 し て
い る 抗 フ ル オ レ セ イ ン 抗 体 を 添 加 し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 及 び 洗 浄 後 、 ３ ， ３ ’ ジ ア ミ
ノ ベ ン ジ ジ ン を 添 加 し た 。 マ ッ ソ ン 社 製 ト リ ク ロ ー ム （ 商 標 ） 及 び ヘ マ ト キ シ リ ン 及 び エ
オ シ ン も 又 ス ラ イ ド を 染 色 し て 形 態 を 画 像 化 す る た め に 使 用 し た 。 マ ッ ソ ン 社 製 ト リ ク ロ
ー ム （ 商 標 ） は 、 壊 死 及 び 線 維 症 の 画 像 化 を 可 能 と し た 。 腫 瘍 は 腫 瘍 ／ 皮 膚 、 筋 肉 境 界 か
ら 血 液 サ ポ ー ト を 得 た 。 腫 瘍 が 成 長 す る に 従 い 、 内 側 領 域 は 栄 養 が 欠 乏 し た 。 こ れ は 壊 死
（ 細 胞 死 ） を 、 好 ま し く は 腫 瘍 中 央 で 導 く 。 細 胞 死 後 、 （ 腫 瘍 ） 組 織 は 、 繊 維 芽 細 胞 組 織
で 置 換 さ れ る 。 ス ラ イ ド を 、 得 ら れ た デ ジ タ ル 画 像 を ２ ０ 倍 拡 大 し て 画 像 化 し た 。 Ｓ Ｃ Ｃ
腫 瘍 の 、 投 与 さ れ た 抗 体 そ れ ぞ れ で 異 な る 形 態 が 得 ら れ た 。 Ａ ｂ 番 号 １ は 、 ア ポ ト ー シ ス
で は な く 壊 死 及 び 線 維 症 の 増 加 部 分 を 示 し た 。 Ａ ｂ 番 号 ２ ３ は 、 ア ポ ト ー シ ス 、 壊 死 及 び
線 維 症 の 増 加 及 び 脈 管 湿 潤 物 の 減 少 を 示 し た 。 Ａ ｂ 番 号 ３ ５ は 、 壊 死 及 び 線 維 症 の 増 加 、
並 び に ア ポ ト ー シ ス の わ ず か な 増 加 並 び に 脈 管 湿 潤 物 の 減 少 を 示 し た 。 Ａ ｂ 番 号 ７ ９ は ア
ポ ト ー シ ス 、 ネ ク ロ ー シ ス 及 び 線 維 症 の 大 き な 増 加 を 示 し た 。 Ａ ｂ 番 号 ９ １ は 、 ア ポ ト ー
シ ス に 変 化 は 無 く 、 増 殖 の 増 加 を 示 し た 。 Ａ ｂ 番 号 １ ３ ８ は 、 ア ポ ト ー シ ス 、 壊 死 、 線 維
症 の 増 加 並 び に 増 殖 及 び 脈 管 湿 潤 物 の 減 少 を 示 し た 。 コ ン ト ロ ー ル Ｐ Ｂ Ｓ で 処 理 し た 腫 瘍
は 、 高 い 腫 瘍 密 度 及 び 活 発 な 血 管 形 成 応 答 を 示 し た 。 EphB4抗 体 で 処 理 し た 腫 瘍 は 、 生 存
腫 瘍 細 胞 の 領 域 中 の 腫 瘍 細 胞 密 度 の 減 少 及 び 腫 瘍 血 管 形 成 の 顕 著 な 阻 害 、 並 び に 腫 瘍 壊 死
及 び ア ポ ト ー シ ス を 示 し た 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
　 図 ６ ０ は 、 異 種 移 植 に お け る 抗 体 の 全 身 的 投 与 は 、 異 種 移 植 で の Ｓ Ｃ Ｃ １ ５ 腫 瘍 の 腫 瘍
退 縮 を 導 く こ と を 示 す 。
　 又 、 EphB4モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は コ ン ト ロ ー ル と し て 同 体 積 の Ｐ Ｂ Ｓ で の 隔 日 治 療 は
、 第 ４ 日 、 腫 瘍 が 確 立 さ れ た 後 に 開 始 し て １ ４ 日 間 連 続 し た 。 Ｉ Ｐ 又 は Ｓ Ｃ の い ず れ か の
全 身 的 投 与 を 投 与 し た が 顕 著 な 違 い は 無 か っ た 。 全 実 験 を 実 験 者 の 先 入 観 を 除 く た め に ダ
ブ ル -ブ ラ イ ン ド 手 順 で 実 施 し た 。 マ ウ ス を ２ 週 間 の 治 療 期 間 終 結 時 に 犠 牲 に し た 。 腫 瘍
を 死 後 直 ち に 採 取 し 、 固 定 化 し 、 免 疫 組 織 化 学 的 に 処 理 し た 。 EphB4抗 体 ４ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ
体 重 を 投 与 し た 。 EphB4抗 体 で の 処 理 は 、 コ ン ト ロ ー ル 処 理 マ ウ ス と 比 べ て ヒ ト Ｓ Ｃ Ｃ 腫
瘍 の 増 殖 を 非 常 に 阻 害 し た （ ｐ ＜ ０ ． ０ ５ ） 。 EphB4抗 体 で の 処 理 は 、 コ ン ト ロ ー ル 処 理
マ ウ ス と 比 べ て 腫 瘍 重 量 を 非 常 に 阻 害 し た （ ｐ ＜ ０ ． ０ ５ ） 。
【 ０ ２ ６ ９ 】

　 こ こ で 挙 げ た 全 て の 刊 行 物 及 び 特 許 は 、 そ れ ぞ れ の 個 々 の 刊 行 物 又 は 特 許 が 資 料 と し て
使 用 さ れ る も の と し て 特 別 に 、 別 々 に 表 さ れ た よ う に 、 そ の 全 体 を こ こ で 資 料 と し て 使 用
す る 。
　 本 発 明 が 所 定 の 例 示 で 示 さ れ て い て も 、 上 記 例 示 は 説 明 の た め で あ り 本 発 明 を 限 定 す る
た め で は な い 。 特 許 請 求 の 範 囲 及 び 明 細 書 の 記 載 を 基 に し て 、 本 発 明 の 多 く の 変 形 が 当 業
者 に は 理 解 で き る 。 本 発 明 の 範 囲 は 特 許 請 求 の 範 囲 に 従 い 定 め ら れ 、 そ れ ら の 全 て の 均 等
物 を も 含 む も の で あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ７ ０ 】
【 図 １ 】 Ｂ ４ Ｅ Ｃ ｖ ３ 蛋 白 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
【 図 ２ 】 Ｂ ４ Ｅ Ｃ ｖ ３ Ｎ Ｔ 蛋 白 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
【 図 ３ 】 Ｂ ２ Ｅ Ｃ 蛋 白 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
【 図 ４ 】 Ｂ ４ Ｅ Ｃ ｖ ３ -Ｆ Ｃ 蛋 白 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
【 図 ５ 】 Ｂ ２ Ｅ Ｃ -Ｆ Ｃ 蛋 白 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
【 図 ６ 】 Ｂ ４ Ｅ Ｃ -Ｆ Ｃ 結 合 ア ッ セ イ （ プ ロ テ イ ン Ａ -ア ガ ロ ー ス ベ ー ス ） を 示 す 。
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【 図 ７ 】 Ｂ ４ Ｅ Ｃ -Ｆ Ｃ 阻 害 ア ッ セ イ （ 溶 液 中 阻 害 ） を 示 す 。
【 図 ８ 】 Ｂ ２ Ｅ Ｃ -Ｆ Ｃ 結 合 ア ッ セ イ （ プ ロ テ イ ン Ａ -ア ガ ロ ー ス ベ ー ス ア ッ セ イ ） を 示 す
。
【 図 ９ 】 Ｂ ４ Ｅ ｃ ｖ ３ に 応 答 す る Ｈ Ｕ Ａ Ｅ Ｃ 走 化 性 を 示 す 。
【 図 １ ０ 】 Ｂ ２ Ｅ Ｃ -Ｆ Ｃ に 応 答 す る Ｈ Ｈ Ｅ Ｃ の 走 化 性 を 示 す 。
【 図 １ １ 】 Ｂ ２ Ｅ Ｃ に 応 答 す る Ｈ Ｈ Ａ Ｅ Ｃ の 走 化 性 を 示 す 。
【 図 １ ２ 】 Ｈ Ｕ Ａ Ｅ Ｃ 細 管 形 成 に 対 す る Ｂ ４ Ｅ ｃ ｖ ３ の 効 果 を 示 す 。
【 図 １ ３ 】 Ｈ Ｕ Ａ Ｅ Ｃ 細 管 形 成 に 対 す る Ｂ ２ Ｅ Ｃ -Ｆ Ｃ の 効 果 を 示 す 。
【 図 １ ４ 】 ヒ ト エ フ リ ン B2構 成 の 概 略 図 で あ る 。
【 図 １ ５ 】 ヒ ト EphB4構 成 の 概 略 図 で あ る 。
【 図 １ ６ 】 組 み 換 え 型 可 溶 性 EphB4Ｅ Ｃ 蛋 白 質 の 領 域 構 造 を 示 す 。
【 図 １ ７ Ａ 】 EphB4Ｅ Ｃ 蛋 白 質 の 精 製 及 び 、 精 製 さ れ た EphB4由 来 の 組 み 換 え 型 可 溶 性 蛋 白
質 の Ｓ Ｄ Ｓ -Ｐ Ａ Ａ Ｇ ゲ ル 電 気 泳 動 を 示 す 。
【 図 １ ７ Ｂ 】 EphB4Ｅ Ｃ 蛋 白 質 の リ ガ ン ド 結 合 性 を 示 す 。
【 図 １ ８ 】 EphB4ｖ ３ が 走 化 性 を 抑 制 す る こ と を 示 す 。
【 図 １ ９ 】 EphB4ｖ ３ が マ ト リ ゲ ル （ 商 標 ） 上 の 細 管 形 成 を 抑 制 す る こ と を 示 す 。
【 図 ２ ０ 】 可 溶 性 EphB4は 、 Ｍ Ｔ Ｓ ア ッ セ イ で 評 価 し た 細 胞 毒 性 効 果 は 検 出 さ れ な か っ た
こ と を 示 す 。
【 図 ２ １ 】 ネ ズ ミ マ ト リ ゲ ル （ 商 標 ） ア ッ セ イ に お い て Ｂ ４ ｖ ３ は 、 内 皮 細 胞 に よ る 侵 襲
及 び 細 管 形 成 を 抑 制 す る こ と を 示 す 。
【 図 ２ ２ 】 EphB4由 来 の 組 み 換 え 型 可 溶 性 蛋 白 質 の 存 在 下 又 は そ の 非 存 在 下 で 、 エ フ リ ン B
2-Fc融 合 で の 刺 激 に 応 答 し て の 、 Ｐ Ｃ ３ 細 胞 中 の EphB4レ セ プ タ ー の チ ロ シ ン リ ン 酸 化 を
示 す 。
【 図 ２ ３ 】 生 存 能 力 （ 生 存 率 ） 及 び 細 胞 周 期 に 対 す る 可 溶 性 EphB4　 Ｅ Ｃ Ｄ の 効 果 を 示 す
。
【 図 ２ ４ 】 Ｂ ４ ｖ ３ は 、 ネ ズ ミ 角 膜 hydronマ イ ク ロ ポ ケ ッ ト ア ッ セ イ 中 の 新 血 管 応 答 を 阻
害 す る こ と を 示 す 。
【 図 ２ ５ 】 ｓ Ｂ ４ ｖ ３ と の Ｓ Ｃ Ｃ １ ５ 、 Ｂ １ ６ 及 び Ｍ Ｃ Ｆ -７ の 共 注 射 は 、 マ ト リ ゲ ル 及
び 増 殖 因 子 の 存 在 下 で 、 こ れ ら の 細 胞 の in vivo腫 瘍 増 殖 を 抑 制 す る こ と を 示 す 。
【 図 ２ ６ 】 可 溶 性 EphB4は ３ 種 の 腫 瘍 種 、 Ｂ １ ６ 黒 色 腫 、 Ｓ Ｃ Ｃ １ ５ （ 頭 部 癌 及 び 頚 部 癌
） 、 及 び Ｍ Ｃ Ｆ -７ （ 乳 癌 ） で ア ポ ト ー シ ス 、 壊 死 及 び 血 管 形 成 減 少 を 生 じ る こ と を 示 す
。
【 図 ２ ７ 】 前 立 腺 細 胞 系 で の EphB4の 発 現 を 示 す 。
【 図 ２ ８ 】 前 立 腺 癌 組 織 中 の EphB4の 発 現 を 示 す 。
【 図 ２ ９ 】 腫 瘍 抑 制 剤 に よ る 前 立 腺 癌 細 胞 中 の EphB4の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン 及 び Ｒ Ｘ
Ｒ 発 現 を 示 す 。
【 図 ３ ０ 】 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 及 び Ｉ Ｇ Ｆ Ｒ -１ に よ る 前 立 腺 癌 細 胞 中 の EphB4の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ
ョ ン を 示 す 。
【 図 ３ １ 】 発 現 及 び 前 立 腺 細 胞 機 能 に 対 し て 特 別 な EphB4　 Ａ Ｓ -Ｏ Ｄ Ｎ （ ア ン チ セ ン ス オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ） 及 び siRNAの 効 果 を 示 す 。
【 図 ３ ２ 】 細 胞 周 期 及 び ア ポ ト ー シ ス に 関 す る EphB4　 siRNA４ ７ ２ の 効 果 を 示 す 。
【 図 ３ ３ 】 EphB4及 び エ フ リ ン B2が 中 皮 腫 細 胞 系 中 で 発 現 さ れ た こ と を Ｒ Ｔ -Ｐ Ｃ Ｒ （ Ａ ）
及 び ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 （ Ｂ ） で 確 認 さ れ る こ と を 示 す 。
【 図 ３ ４ 】 中 皮 腫 細 胞 中 で の in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ る エ フ リ ン B2及 び EphB4
の 発 現 を 示 す 。
【 図 ３ ５ 】 中 皮 腫 培 養 物 中 の EphB4及 び エ フ リ ン B2の 細 胞 性 発 現 を 示 す 。
【 図 ３ ６ 】 中 皮 腫 腫 瘍 中 の エ フ リ ン B2及 び EphB4の 発 現 を 示 す 。
【 図 ３ ７ 】 Ｈ ２ ８ 細 胞 の 増 殖 に 対 す る EphB4ア ン チ セ ン ス Ｏ Ｄ Ｎ プ ロ ー ブ の 効 果 及 び Ｈ ２
８ 細 胞 の 増 殖 に 対 す る EphB4　 siRNAの 効 果 を 示 す 。
【 図 ３ ８ 】 細 胞 移 動 に 対 す る EphB4ア ン チ セ ン ス （ Ａ Ｓ ） プ ロ ー ブ の 効 果 及 び Ｈ ２ ８ の 移
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動 に 対 す る EphB4　 siRNAの 効 果 を 示 す 。
【 図 ３ ９ 】 EphB4は Ｈ Ｎ Ｓ Ｃ Ｃ 主 要 組 織 及 び 転 移 で 発 現 し た こ と を 示 す 。
【 図 ４ ０ 】 EphB4は Ｈ Ｎ Ｓ Ｃ Ｃ 細 胞 系 中 で 発 現 し 、 Ｅ Ｇ Ｆ に よ り レ ギ ュ レ ー ト さ れ る こ と
を 示 す 。
【 図 ４ １ 】 Ｅ Ｇ Ｆ に よ る EphB4の レ ギ ュ レ ー シ ョ ン 機 構 を 示 す 。
【 図 ４ ２ 】 特 異 的 EphB4　 siRNAは 、 EphB4発 現 、 細 胞 生 存 能 力 を 阻 害 し 、 細 胞 周 期 停 止 を
引 き 起 こ す こ と を 示 す 。
【 図 ４ ３ 】 Ｓ Ｃ Ｃ 細 胞 に 対 す る 特 別 な EphB4　 Ａ Ｓ -Ｏ Ｄ Ｎ の in vitro効 果 を 示 す 。
【 図 ４ ４ 】 EphB4　 Ａ Ｓ -Ｏ Ｄ Ｎ は in vivo腫 瘍 増 殖 を 抑 制 す る こ と を 示 す 。
【 図 ４ ５ 】 EphB4で は な く エ フ リ ン B2が Ｋ Ｓ バ イ オ プ シ ー 組 織 中 で 発 現 し た こ と を 示 す 。
【 図 ４ ６ 】 Ｈ Ｈ Ｖ -８ は 静 脈 性 内 皮 細 胞 中 で の 動 脈 性 マ ー カ ー 発 現 を 誘 起 す る こ と を 示 す
。
【 図 ４ ７ 】 Ｈ Ｈ Ｖ -８ は カ ポ ジ 肉 腫 細 胞 中 の 動 脈 性 マ ー カ ー 発 現 を 誘 起 す る こ と を 示 す 。
【 図 ４ ８ 】 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 及 び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ -Ｃ が エ フ リ ン B2発 現 を レ ギ ュ レ ー ト す る こ と を 示 す 。
【 図 ４ ９ 】 特 異 的 siRNAで の エ フ リ ン B2ノ ッ ク ダ ウ ン は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ の 存 在 下 で あ り 、 Ｉ Ｇ
Ｆ 、 Ｅ Ｇ Ｆ 又 は ｂ Ｆ Ｇ Ｆ の 非 存 在 下 で の Ｋ Ｓ 細 胞 中 の 生 存 能 力 及 び Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ 増 殖 を 抑 制
す る こ と を 示 す 。
【 図 ５ ０ 】 可 溶 性 EphB4は 、 Ｋ Ｓ 及 び Ｅ Ｃ コ ー ド 形 成 及 び in vivo血 管 形 成 を 抑 制 す る こ と
を 示 す 。
【 図 ５ １ 】 膀 胱 癌 細 胞 系 中 で の EphB4の 発 現 （ Ａ ） 及 び Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ シ グ ナ ル 経 路 に よ る EphB4
発 現 の レ ギ ュ レ ー シ ョ ン （ Ｂ ） を 示 す
【 図 ５ ２ 】 ｐ ５ ３ の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は ５ ６ ３ ７ 細 胞 中 の EphB4の 発 現 を 阻 害 す る こ
と を 示 す 。
【 図 ５ ３ 】 EphB4　 siRNA４ ７ ２ で の 処 理 に よ る 膀 胱 癌 細 胞 系 （ ５ ６ ３ ７ ） の 増 殖 阻 害 を 示
す 。 縦 軸 は 生 存 能 力 を 示 す 。
【 図 ５ ４ 】 EphB4　 siRNA４ ７ ２ で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た ５ ６ ３ ７ 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス 研
究 の 結 果 を 示 す 。 下 の グ ラ フ の 縦 軸 は ４ ０ ５ ｎ ｍ で の 吸 光 度 で あ る 。
【 図 ５ ５ 】 EphB4ア ン チ セ ン ス プ ロ ー ブ の 細 胞 移 動 に 対 す る 効 果 を 示 す 。
【 図 ５ ６ 】 EphB4　 siRNAの 細 胞 侵 襲 に 対 す る 効 果 を 示 す 。
【 図 ５ ７ 】 Ｇ ２ ５ ０ 及 び プ ル ダ ウ ン ア ッ セ イ に よ る EphB4モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 比 較 を 示
す 。
【 図 ５ ８ 】 EphB4抗 体 は Ｓ Ｃ Ｃ １ ５ ／ Ｍ Ｇ 異 種 移 植 腫 瘍 の 増 殖 を 阻 害 す る こ と を 示 す 。
【 図 ５ ９ 】 EphB4抗 体 は Ｓ Ｃ Ｃ １ ５ 、 頭 部 癌 及 び 頚 部 癌 腫 瘍 種 の 、 ア ポ ト ー シ ス 、 壊 死 及
び 血 管 形 成 減 少 を 引 き 起 こ す こ と を 示 す 。
【 図 ６ ０ 】 EphB4抗 体 の 全 身 的 投 与 は 腫 瘍 退 縮 に 導 く こ と を 示 す 。
【 図 ６ １ 】 ヒ ト EphB4の ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 示 す 。
【 図 ６ ２ 】 ヒ ト EphB4の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 示 す 。
【 図 ６ ３ 】 ヒ ト エ フ リ ン B2の ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 示 す 。
【 図 ６ ４ 】 ヒ ト エ フ リ ン B2の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 示 す 。
【 図 ６ ５ 】 ヒ ト EphB4の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
【 図 ６ ６ 】 ヒ ト エ フ リ ン B2の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】
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【 図 ８ 】 【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】
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【 図 １ ４ 】 【 図 １ ５ 】

【 図 １ ６ 】
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【 図 １ ８ 】 【 図 １ ９ 】

【 図 ２ ０ 】
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【 図 ２ ２ 】 【 図 ２ ３ 】

【 図 ２ ４ 】 【 図 ２ ５ 】
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【 図 ２ ６ 】 【 図 ２ ７ 】

【 図 ２ ８ 】 【 図 ２ ９ 】
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【 図 ３ ０ 】 【 図 ３ １ 】

【 図 ３ ２ 】 【 図 ３ ３ 】
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【 図 ３ ４ 】

【 図 ３ ５ 】

【 図 ３ ６ 】

【 図 ３ ７ 】 【 図 ３ ８ 】
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【 図 ３ ９ 】 【 図 ４ ０ 】

【 図 ４ １ 】 【 図 ４ ２ 】
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【 図 ４ ３ 】 【 図 ４ ４ 】

【 図 ４ ５ 】 【 図 ４ ６ 】
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【 図 ４ ７ 】 【 図 ４ ８ 】

【 図 ５ ０ 】
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【 図 ５ １ 】 【 図 ５ ２ 】

【 図 ５ ４ 】 【 図 ５ ５ 】
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【 図 ５ ６ 】 【 図 ５ ７ 】

【 図 ５ ８ 】 【 図 ５ ９ 】
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【 図 ６ ０ 】 【 図 ６ １ 】
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【 図 ６ ２ 】

【 図 ６ ３ 】
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