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(57)【要約】
【課題】容体型チロシンキナーゼＦｌｔ４に結合しそのリン酸化を刺激するリガンドを提
供する。
【解決手段】受容体型チロシンキナーゼＦｌｔ４に結合しそのリン酸化を刺激するヒトＶ
ＥＧＦ関連タンパク質（ＶＲＰ）を単離し同定した。このＶＲＰは、ＶＥＧＦタンパク質
ファミリーの第３のメンバーと仮定される。ＶＲＰに結合してＶＲＰの生物学的活性を無
効にする抗体、ＶＲＰまたは抗体を含む組成物、使用方法、キメラポリペプチドおよびＶ
ＲＰのシグナルポリペプチドを、該ＶＲＰから生産した。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　少なくとも２６５アミノ酸を含む単離された生物学的に活性なヒトＶＥＧＦ関連タンパ
ク質（ＶＲＰ）。
【請求項２】
　２６５から約４５０アミノ酸を含む請求項１に記載のタンパク質。
【請求項３】
　約３００～４５０アミノ酸を含む請求項１に記載のタンパク質。
【請求項４】
　約３５０～４５０アミノ酸を含む請求項１に記載のタンパク質。
【請求項５】
　約３９９～４１９アミノ酸を含む請求項１に記載のタンパク質。
【請求項６】
　図１の少なくとも残基＋１～２９（両端を含む）を有するアミノ酸配列を含む請求項１
に記載のタンパク質。
【請求項７】
　図１の少なくとも残基＋１～１３７（両端を含む）を有するアミノ酸配列を含む請求項
６に記載のタンパク質。
【請求項８】
　図１の少なくとも残基－２０～２９（両端を含む）を有するアミノ酸配列を含む請求項
６に記載のタンパク質。
【請求項９】
　図１の少なくとも残基－２０～１３７（両端を含む）を有するアミノ酸配列を含む請求
項６に記載のタンパク質。
【請求項１０】
　図１の少なくとも残基＋１～２９（両端を含む）を含むアミノ酸配列を含む単離された
生物学的に活性なヒトＶＥＧＦ関連タンパク質（ＶＲＰ）。
【請求項１１】
　図１の少なくとも残基＋１～１３７（両端を含む）を有するアミノ酸配列を含む請求項
１０に記載のタンパク質。
【請求項１２】
　図１の少なくとも残基－２０～２９（両端を含む）を有するアミノ酸配列を含む請求項
１０に記載のタンパク質。
【請求項１３】
　図１の少なくとも残基－２０～１３７（両端を含む）を有するアミノ酸配列を含む請求
項１０に記載のタンパク質。
【請求項１４】
　図１の残基－２０～３９９（両端を含む）もしくは残基１～３９９（両端を含む）とし
て示されるアミノ酸配列を含む単離された生物学的に活性なヒトＶＥＧＦ関連タンパク質
（ＶＲＰ）。
【請求項１５】
　前記配列が、図１の残基－２０～３９９（両端を含む）として示される、請求項１４に
記載のタンパク質。
【請求項１６】
　前記配列が、図１の残基１～３９９（両端を含む）として示される、請求項１４に記載
のタンパク質。
【請求項１７】
　請求項１に記載のタンパク質および薬学的に受容可能な担体を含む組成物。
【請求項１８】
　治療的に有効量の請求項１に記載のタンパク質を、薬学的に受容可能な担体中に含む脈
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管内皮細胞成長を促進するのに有用な医薬組成物。
【請求項１９】
　さらに、前記タンパク質以外の細胞増殖因子を含む、請求項１８に記載の組成物。
【請求項２０】
　脈管内皮に影響を及ぼす損傷を処置する方法であって、該損傷を受けている哺乳動物に
有効量の請求項１８に記載の組成物を投与することを包含する方法。
【請求項２１】
　前記哺乳動物に前記タンパク質以外の有効量の細胞増殖因子を投与することをさらに包
含する、請求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
　哺乳動物においてＶＲＰに対する受容体の活性化の欠如または阻害の欠如により特徴付
けられる機能不全状態を処置する方法であって、該哺乳動物に有効量の請求項１７に記載
の組成物を投与することを包含する方法。
【請求項２３】
　Ｆｌｔ４受容体のチロシンキナーゼドメインのリン酸化を刺激する方法であって、該Ｆ
ｌｔ４受容体の細胞外ドメインを請求項１に記載のタンパク質と接触させることを包含す
る方法。
【請求項２４】
　標識ポリペプチド配列に融合された請求項１に記載のタンパク質を含むキメラポリペプ
チド。
【請求項２５】
　請求項１に記載のタンパク質に結合して該タンパク質の生物学的活性を無効にするモノ
クローナル抗体。
【請求項２６】
　前記タンパク質の生物学的活性が、哺乳動物における新生血管形成もしくは血管透過性
もしくは脈管内皮細胞成長を促進する請求項２５に記載の抗体。
【請求項２７】
　請求項２５に記載の抗体および薬学的に受容可能な担体を含む組成物。
【請求項２８】
　哺乳動物における望ましくない過剰な新生血管形成もしくは血管透過性により特徴付け
られる疾患もしくは障害の処置方法であって、該哺乳動物に有効量の請求項２７に記載の
組成物を投与することを包含する方法。
【請求項２９】
　哺乳動物においてＶＲＰに対する受容体の過剰な活性化または阻害により特徴付けられ
る機能不全状態を処置する方法であって、該哺乳動物に有効量の請求項２７に記載の組成
物を投与することを包含する方法。
【請求項３０】
　図１に示されるアミノ酸配列のＮ－末端部分の残基－２０～１３７（両端を含む）、も
しくは残基１～１３７（両端を含む）に結合するモノクローナル抗体。
【請求項３１】
　図１の残基－２０～－１（両端を含む）として示されるアミノ酸配列からなるペプチド
。
【請求項３２】
　哺乳動物においてＶＲＰに対する受容体の過剰な活性化または阻害により特徴付けられ
る機能不全状態を処置する方法であって、該哺乳動物に有効量のＶＲＰアンタゴニストを
投与することを包含する方法。
【請求項３３】
　哺乳動物においてカポジ肉腫を処置する方法であって、該哺乳動物に有効量のＶＲＰア
ンタゴニストを投与することを包含する方法。
【請求項３４】
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　請求項１～１６のいずれか１項に記載のタンパク質をコードする単離された核酸分子。
【請求項３５】
　さらに前記核酸分子に作動可能に連結されたプロモーターを含む請求項３４に記載の核
酸分子。
【請求項３６】
　請求項３４に記載の核酸分子を含むベクター。
【請求項３７】
　前記ベクターによって形質転換された宿主細胞により認識される制御配列に作動可能に
連結された請求項３４に記載の核酸分子を含む、発現ベクター。
【請求項３８】
　請求項３４に記載の核酸分子を含む宿主細胞。
【請求項３９】
　請求項３８に記載の宿主細胞を培養する工程、および該宿主細胞培養物からＶＲＰを回
収する工程を包含するＶＲＰの産生方法。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、一般的に、受容体型タンパク質チロシンキナーゼ（ｒＰＴＫ）リガンドに関
する。より特定すると、本発明は、ＶＥＧＦ関連タンパク質（ＶＲＰ）もしくはＶＨ１と
称され、Ｆｌｔ４チロシンキナーゼ受容体（Ｓａｌ－Ｓ１受容体としても知られている）
に結合し、そのリン酸化を刺激する新規なリガンド、ならびにその単離および組換え産生
に関する。
【背景技術】
【０００２】
　新しい血管の、胚発生の間に分化する内皮細胞からの（脈管形成:vasculogenesis）、
または成人生活の間の既存の管からの（血管形成:angiogenesis）形成は、高等生物にお
ける器官発生、再生、および創傷治癒の重要な特徴である。Folkman and Shing, J.Biol.
Chem., 267:10931-10934(1992);Reynolds et al., FASEB J., 6:886-892(1992);Risau et
 al.,Development, 102:471-478(1988)。血管形成はまた、腫瘍形成（Folkman, Nature M
edicine, 1:27-31[1995]）および網膜症を含む特定の病的過程にも必然的である。Miller
 et al., Am.J.Pathol., 145:574-584(1994)。
【０００３】
　いくつかの増殖因子は血管形成を刺激するが（Klagsbrun and D'Amore, Ann.Rev.Physi
ol., 53:217-239[1991]；Folkman and Klagsbrun, Science, 235:442-447[1987]）、血管
内皮増殖因子（ＶＥＧＦ）（Ferrara et al., Endo.Rev.,13:18-32[1992]）は、内皮細胞
特異的受容体型チロシンキナーゼｆｍｓ様チロシンキナーゼ（Ｆｌｔ１） （Shibuya et 
al., Oncogene, 5:519-524[1990]；deVries et al., Science, 255:989-991[1992]）およ
び胎児肝キナーゼ（Ｆｌｋ１）（ＫＤＲとも称される）を介して作用する有力な血管形成
の因子である。Quinn et al., Proc.Natl.Acad.Sci.USA, 90:7533-7537（1993）；Millau
er et al., Cell, 72:835-846（1993）；Matthews et al., Proc.Natl.Acad.Sci.USA, 88
:9026-9030（1991）；Terman et al., Biochem.Biophys.Res.Commun.,187:1579-1586（19
92）；Terman et al., Oncogene, 6:1677-1683（1991）；Oelrichs et al., Oncogene, 8
:11-18（1993）。これら２つのＶＥＧＦ受容体および第３のオーファン受容体Ｆｌｔ４（
Pajusola et al., Cancer Res., 52:5738-5743[1992]；Galland et al., Oncogene, 8:12
33-1240[1993]：Finnerty et al., Oncogene, 8:2293-2298[1993]）は、III型受容体型チ
ロシンキナーゼのサブファミリーを構成し、それらは７つの細胞外免疫グロブリン様ドメ
インおよび分離した細胞内チロシンキナーゼドメインを有している。Mustonen and Alita
lo, J.Cell.Biol., 129:895-898（1995）。1994年5月11日に公開されたWO94/10202および
1993年1月22日に出願されたPCT/US93/00586（Avraham et al.）も参照されたい。これら
３つの受容体は、３１－３６％のアミノ酸同一性をその細胞外リガンド結合ドメインに有
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する。
【０００４】
　Ｆｌｔ１（Fong et al.,Nature,376:66-70[1995]）またはＦｌｋ１（Shalaby et al., 
Nature, 376:62-66[1995]）に欠陥のあるマウス（胚性幹細胞中でジーンターゲティング
により作成された）には、脈管形成に重大な欠陥があり、子宮内で胚の８－９日目で死亡
する。しかしながら、受容体欠陥マウスの表現型は、著しく異なる。Ｆｌｔ１を欠くマウ
スには、主要な脈管ならびに微小血管系に広がる組織崩壊した（disorganized）血管内皮
があるが、内皮細胞分化は正常のようである。Fong et al.前出。Ｆｌｋ１を欠くマウス
には成熟した内皮細胞の発生における主な欠陥と、造血前駆細胞の重大な減少がある。Sh
alaby et al.前出。したがって、ＶＥＧＦは、脈管形成の１以上の段階で内皮細胞に作用
し得る。
【０００５】
　Ｆｌｔ４はまた、内皮細胞内で特異的に発現される；それはまず内皮前駆細胞内で8.5
日齢のマウス胚で観察された。Kaipainen et al., Proc.Natl.Acad.Sci.USA, 92:3566-35
70（1995）；Kaipainenn et al., J.Exp.Med., 178:2077-2088（1993）。Hatva et al., 
Am.J.Pathol., 146:368-378（1995）もまた参照されたい。発生が進むにつれ、Ｆｌｔ４
発現は静脈およびリンパ内皮に限られるようになり、最終的にはリンパ管に制限される。
この発見と一致して、成人ヒト組織はＦｌｔ４発現をリンパ内皮に示すものの、動脈、静
脈、および毛細管内での発現はない。Kaipainen et al., Proc.Natl.Acad.Sci.USA、前出
。ヒトおよびマウスＦｌｔ４をコードするクローンが、保存されたチロシンキナーゼ領域
由来のプライマーによるＰＣＲ （Finnerty et al.,前出；PCT/US93/00586前出；Aprelik
ova et al., Cancer Res.,52:746-748[1992]）、あるいは低ストリンジェンシーのＦｌｋ
２プローブとのハイブリダイゼーションのいずれかにより単離された。Galland et al., 
Genomics, 13:475-478（1992）。Ｆｌｔ４ｍＲＮＡのオルタナティブスプライシング（al
ternative splicing）は、Ｃ－末端で６５アミノ酸が異なる２つの変種タンパク質を生成
する。Pajusola et al., Oncogene, 8:2931-2937（1993）。これらの変種は、１７０－１
９０kDaのバンドとして移動し、これは細胞外ドメインで部分的にタンパク質分解的に開
裂されて約１２５kDaの形態を生じる。Pajusola et al., Oncogene 8、前出；Pajusola e
t al., Oncogene,9:3545-3555（1994）。ＣＳＦ－１受容体の細胞外ドメインとの、Ｆｌ
ｔ４のより長くスプライシングされた形態のキメラとしての発現は、Ｆｌｔ４の細胞内ド
メインが、齧歯類線維芽細胞内でリガンド依存的成長応答をシグナル伝達し得ることを示
す。Pajusola et al., Oncogene,9、前出；Borg et al., Oncogene, 10:973-984（1995）
。Ｆｌｔ４は、ヒト染色体の５ｑ３４－ｑ３５に局在している（Aprelikova et al.,前出
；Galland et al., Genomics,前出）；Ｆｌｔ１およびＦｌｋ１は１３ｑ１２ （Imbert e
t al., Cytogenet.Cell Genet., 67:175-177[1994]）および４ｑ１２に位置する。Sait e
t al., Cytogenet.Cell Genet., 70:145-146（1995）；Spritz et al., Genomics, 22:43
1-436（1994）。
　ＶＥＧＦは、そのｍＲＮＡのオルタナティブスプライシングにより、少なくとも４つの
形態で生じ得るホモ二量体のシステインを多く含むタンパク質である。Ferrara et al、
前出。ＶＥＧＦはＦｌｔ１およびＦｌｋ１に高親和性のリガンドであるが、それはＦｌｔ
４に結合せず、活性化もしない。Pajusola et al., Oncogene,9、前出。他の非常に関連
のある唯一のＶＥＧＦのメンバーは、胎盤増殖因子（ＰｌＧＦ）であり、それはＶＥＧＦ
と４７％のアミノ酸同一性がある。Maglione et al., Proc.Natl.Acad.Sci.USA,88:9267-
9271（1991）。ＰｌＧＦはまた２つの異なる部位でスプライシングされた形態で生じ、そ
れらは２１アミノ酸の塩基性ヘパリン結合ドメインの存在または不在という点で異なって
いる。Maglione et al., Oncogene,8:925-931（1993）：Hauser and Weich, Growth Fact
ors, 9:259-268（1993）。ＰｌＧＦはＦｌｔ１には結合するがＦｌｋ１には結合しない（
Park et al., J.Biol.Chem., 269:25646-25654[1994]）；そのＦｌｔ４への結合は測定さ
れていないと考えられている。ＰｌＧＦは、ＶＥＧＦの毛細管内皮細胞有糸分裂誘発また
は血管透過性作用を反復することはなく、それはこれらの作用がＦｌｋ１受容体によって
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仲介されていることを示唆する。Park et al.前出。
【０００６】
　Ｆｌｋ１受容体を調節するか、ＶＥＧＦ受容体の活性化を無効にする分子が、特許文献
中に開示されている。例えば、1995年8月17日に公開されたWO95/21613は、脈管形成およ
び血管形成を制御するかおよび／または調節するようなＫＤＲ／Ｆｌｋ１受容体シグナル
伝達を調節する化合物を開示し、そしてＦｌｋ１調節に関与するＶＥＧＦの薬剤および類
似体を、アゴニスト活性もしくはアンタゴニスト活性により評価しスクリーニングするた
めに、Ｆｌｋ１を用いることを開示している；1995年8月17日に公開されたWO95/21865は
、動物の神経上皮キナーゼ（ＮＹＫ）／Ｆｌｋ１と免疫応答する分子であって、血管形成
依存性表現型の処置、予防および診断用の薬剤を供給するために用いられ得る分子を開示
している；そして1995年8月17日に公開されたWO95/21868は、ＶＥＧＦ受容体の細胞外ド
メインに特異的に結合し、受容体の活性化を無効にするモノクローナル抗体を開示してい
る。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　ＶＲＰと称され、受容体型チロシンキナーゼＦｌｔ４に結合し、リン酸化を刺激する新
規なタンパク質をコードするｃＤＮＡクローンが、今や同定された。ＶＲＰはアミノ酸配
列においてＶＥＧＦと関連するが、ＶＥＧＦ受容体であるＦｌｔ１およびＦｌｋ１とは、
認め得る相互作用はない。
【０００８】
　１つの局面において、本発明は、少なくとも２６５アミノ酸を含む単離された生物学的
に活性なヒトＶＲＰを提供する。別の局面において、本発明は、図１の少なくとも残基＋
１から２９まで（両端を含む）を含むアミノ酸配列を含む単離された生物学的に活性なヒ
トＶＥＧＦ-関連タンパク質（ＶＲＰ）を供給する。さらなる局面において、本発明は、
図１の残基－２０から３９９まで（両端を含む）または残基１から３９９まで（両端を含
む）として示されるアミノ酸配列を含む単離された生物学的に活性なヒトＶＲＰを供給す
る。
【０００９】
　本発明はまた、別のポリペプチドに融合されたＶＲＰを含むキメラにも関する。例えば
、本発明は、標識（tag）ポリペプチド配列に融合されたＶＲＰを含むキメラポリペプチ
ドを提供する。そのようなキメラの例は、エピトープ－標識ＶＲＰである。
【００１０】
　別の局面において、本発明は、生物学的に活性なＶＲＰおよび薬学的に受容可能な担体
を含む組成物を提供する。より具体的な実施態様において、本発明は、血管内皮細胞もし
くはリンパ内皮細胞の成長の促進に有用な、治療的有効量のＶＲＰを薬学的に受容可能な
担体中に含む医薬組成物を提供する。別の局面において、この組成物はさらに、別の細胞
増殖因子、例えば、ＶＥＧＦおよび／またはＰＤＧＦを含む。
【００１１】
　さらなる局面において、本発明は、哺乳動物において血管組織を処置し、新脈管形成を
促進する方法であって、その哺乳動物にＶＲＰを含む有効量の前記組成物を投与する工程
を包含する方法を提供する。別の実施態様において、本発明は、血管内皮に影響を与える
損傷の処置方法であって、その損傷を受けた哺乳動物にＶＲＰを含む有効量の前記組成物
を投与する工程を包含する方法を提供する。その損傷は、例えば、糖尿病性の潰瘍または
血管もしくは心臓の創傷である。他の実施態様において、本発明は、哺乳動物においてＶ
ＲＰに対する受容体の活性化の欠如または阻害の欠如によって特徴づけられる機能不全状
態の処置方法であって、その哺乳動物にＶＲＰを含む有効量の前記組成物を投与する工程
を包含する方法を提供する。
【００１２】
　本発明はまた、Ｆｌｔ４受容体をＶＲＰに接触させてそのキナーゼドメインのリン酸化
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を引き起こす工程を含む方法を提供する。例えば、本発明は、Ｆｌｔ４受容体のチロシン
キナーゼドメインのリン酸化を刺激する方法であって、Ｆｌｔ４受容体の細胞外ドメイン
をＶＲＰに接触させる工程を包含する方法を提供する。
【００１３】
　本発明はまた、ＶＲＰに結合し、好ましくはそのタンパク質の生物学的活性を無効にす
るモノクローナル抗体も提供する。１つの生物学的活性は哺乳動物における新生血管形成
または脈管透過性または脈管内皮細胞成長を促進することを特徴とする。代替的にまたは
結合的に、本発明は、図１に示したアミノ酸配列の残基－２０から１３７（両端を含む）
または残基＋１から１３７（両端を含む）のＮ－末端部分に結合するモノクローナル抗体
を提供する。この抗体は、例えば、ＶＲＰを有することが疑われる生物学的試料中の該タ
ンパク質の存在を検出するため、あるいは患者を処置するために用いられ得る。本発明は
、そのような抗体および薬学的に受容可能な担体を含む医薬組成物、ならびに哺乳動物に
おいて望ましくない過剰な新生血管形成または脈管透過性により特徴づけられる疾患もし
くは障害を処置する方法であって、その哺乳動物に有効量の上記の抗体の一つを投与する
工程を包含する方法を意図する。さらに、本発明により包含されるのは、哺乳動物におけ
るＶＲＰに対する受容体の過剰な活性化または阻害により特徴づけられる機能不全状態を
処置する方法であって、その哺乳動物に有効量の上記の抗体の一つを投与する工程を包含
する方法である。
【００１４】
　さらに、本発明は、図１の残基－２０から－１（両端を含む）として示されるアミノ酸
配列から成るペプチドを意図する。
【００１５】
　さらなる実施態様において、本発明は、ＶＲＰまたはＶＲＰキメラをコードする単離さ
れた核酸分子を提供する。一つの局面において、この核酸分子は、生物学的に活性なＶＲ
ＰをコードするＲＮＡもしくはＤＮＡであるか、あるいはそのようなＶＲＰをコードする
核酸配列に相補的なものであり、ストリンジェントな条件下でそれに安定に結合し続ける
ものである。この核酸分子は、場合により、図１の核酸配列のシグナル配列をコードする
領域を含む。１つの実施態様において、この核酸配列は：
　　（ａ）図１の核酸配列のコード領域であって、残基－２０から残基３９９のプレタン
パク質をコードするか、あるいは残基１から残基３９９の成熟タンパク質をコードするコ
ード領域（すなわち、図１にSEQ ID NO:1として示した核酸配列の、ヌクレオチド３７２
から１６２８（両端を含む）あるいはヌクレオチド４３２から１６２８（両端を含む））
；または
　　（ｂ）遺伝的コードの縮重の範囲内で（ａ）の配列に相当する配列
から選択される。
【００１６】
　別の局面において、この核酸分子は、複製可能なベクター中に提供され得、そのベクタ
ーは、それによってトランスフェクションされたか形質転換された宿主細胞によって認識
される制御配列に作動可能に連結された核酸分子を含む。本発明はさらに、上記ベクター
または核酸分子を含む宿主細胞を提供する。この核酸分子を含む宿主細胞を培養する工程
およびこの宿主細胞培養物からそのタンパク質を回収する工程を包含するＶＲＰの産生方
法もまた提供される。
【図面の簡単な説明】
【００１７】
【図１Ａ】図１Ａ～１Ｄは、本明細書中に記載されるヒトＶＲＰの、ヌクレオチドコード
配列（SEQ ID NO:1）、ヌクレオチド相補配列（SEQ ID NO:2）および推定アミノ酸配列（
SEQ ID NO:3）を示す。
【図１Ｂ】図１Ａ～１Ｄは、本明細書中に記載されるヒトＶＲＰの、ヌクレオチドコード
配列（SEQ ID NO:1）、ヌクレオチド相補配列（SEQ ID NO:2）および推定アミノ酸配列（
SEQ ID NO:3）を示す。
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【図１Ｃ】図１Ａ～１Ｄは、本明細書中に記載されるヒトＶＲＰの、ヌクレオチドコード
配列（SEQ ID NO:1）、ヌクレオチド相補配列（SEQ ID NO:2）および推定アミノ酸配列（
SEQ ID NO:3）を示す。
【図１Ｄ】図１Ａ～１Ｄは、本明細書中に記載されるヒトＶＲＰの、ヌクレオチドコード
配列（SEQ ID NO:1）、ヌクレオチド相補配列（SEQ ID NO:2）および推定アミノ酸配列（
SEQ ID NO:3）を示す。
【図２】図２は、Ｆｌｔ４／ＩｇＧおよびＲｓｅ／ＩｇＧ（無関係な受容体融合タンパク
質）のヒト神経膠腫細胞系Ｇ６１への結合を示す。その結合はＦＡＣＳ分析により評価し
た。
【図３Ａ】図３Ａおよび３Ｂは、それぞれ、ヒトＶＲＰをコードするｃＤＮＡクローンの
マップ、ならびにＶＲＰ（SEQ ID NO:3）、ＶＥＧＦ１２１（SEQ ID NO:4）およびＰｌＧ
Ｆ１３１（SEQ ID NO:5）のタンパク質配列のアラインメントを示す。図３Ａは、４つの
ＶＲＰｃＤＮＡクローンの範囲を示す；点線はＶＨ１．１およびＶＨ１．３の不明な部分
を示す。矢印は、制限酵素部位を示す；陰のついた部分は推定される分泌シグナル配列を
示す；白い囲まれた部分は成熟タンパク質を示す；白い囲まれた部分内のＹ型の指定は、
可能性のあるＮ結合グリコシル化部位を示す；そして垂直な線はシステイン残基を示す。
ＶＥＧＦ１２１の図を比較のために示す。ヒドロパシープロット（Kyle and Doolittle, 
J.Mol.Biol., 157:105-132[1982]）は、ＶＲＰについてである。図３Ｂにおいて、重なっ
て線が引かれているところ（overlining）は、HSC1WF111と称されるGenBankからのエクス
プレスドシークエンスタグ（ＥＳＴ）（ｃＤＮＡクローンの部分の配列）によってコード
される領域を示す。
【図３Ｂ】図３Ａおよび３Ｂは、それぞれ、ヒトＶＲＰをコードするｃＤＮＡクローンの
マップ、ならびにＶＲＰ（SEQ ID NO:3）、ＶＥＧＦ１２１（SEQ ID NO:4）およびＰｌＧ
Ｆ１３１（SEQ ID NO:5）のタンパク質配列のアラインメントを示す。図３Ａは、４つの
ＶＲＰｃＤＮＡクローンの範囲を示す；点線はＶＨ１．１およびＶＨ１．３の不明な部分
を示す。矢印は、制限酵素部位を示す；陰のついた部分は推定される分泌シグナル配列を
示す；白い囲まれた部分は成熟タンパク質を示す；白い囲まれた部分内のＹ型の指定は、
可能性のあるＮ結合グリコシル化部位を示す；そして垂直な線はシステイン残基を示す。
ＶＥＧＦ１２１の図を比較のために示す。ヒドロパシープロット（Kyle and Doolittle, 
J.Mol.Biol., 157:105-132[1982]）は、ＶＲＰについてである。図３Ｂにおいて、重なっ
て線が引かれているところ（overlining）は、HSC1WF111と称されるGenBankからのエクス
プレスドシークエンスタグ（ＥＳＴ）（ｃＤＮＡクローンの部分の配列）によってコード
される領域を示す。
【図４】図４は、本明細書中の完全長ヒトＶＲＰのｃＤＮＡクローンと公知の１１のＥＳ
Ｔのマップを示す。１１のＥＳＴ部分アミノ酸配列フラグメントはH07991およびH07899（
同じクローン化されたフラグメントのそれぞれ５’および３’末端）、H05134およびH051
77（同じクローン化されたフラグメントのそれぞれ３’および５’末端）、HSC1WF112お
よびHSC1WF111（同じクローン化されたフラグメントのそれぞれ３’および５’末端）、T
81481およびT81690（同じクローン化されたフラグメントのそれぞれ３’および５’末端
）、R77495（クローン化されたフラグメントの３’末端）およびT84377およびT89295（同
じクローン化されたフラグメントのそれぞれ５’および３’末端）である。
【図５Ａ】図５は、１２５Ｉ－Ｆｌｔ４／ＩｇＧの精製ＶＲＰへの結合を示す。この結合
は、１００nMの受容体ＩｇＧ融合タンパク質の非存在下（－）もしくは存在下（＋）で（
図５Ａ）、あるいはＦｌｔ４／ＩｇＧの濃度を上昇させながら（図５Ｂ）行われた。
【図５Ｂ】図５は、１２５Ｉ－Ｆｌｔ４／ＩｇＧの精製ＶＲＰへの結合を示す。この結合
は、１００nMの受容体ＩｇＧ融合タンパク質の非存在下（－）もしくは存在下（＋）で（
図５Ａ）、あるいはＦｌｔ４／ＩｇＧの濃度を上昇させながら（図５Ｂ）行われた。
【図６】図６は、有糸分裂誘発活性の評価と比較のための、ヒト肺微小血管内皮細胞の細
胞計数の、細胞培養培地中のＶＥＧＦまたはＶＲＰの濃度の関数としてのグラフを示す。
【発明を実施するための形態】
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【００１８】
Ｉ．定義
　本発明を記載する場合、以下の用語を用い、それらは以下に示すように定義されること
が意図される。
【００１９】
　「ヒトＶＲＰ」は、本明細書中では、図１に示すアミノ酸配列の少なくとも残基－２０
から３９９（両端を含む）あるいは残基＋１から３９９（両端を含む）を含むポリペプチ
ド配列であって、図１に示すアミノ酸配列の残基－５から３９９（両端を含む）および残
基－４から３９９（両端を含む）を含み、同時に上記の配列の生物学的に活性な欠失、挿
入または置換変種であって少なくとも２６５アミノ酸を有するかおよび／または図１の少
なくとも残基＋１から２９（両端を含む）を有するものと定義される。好ましい実施態様
においては、タンパク質配列は、図１の少なくとも残基＋１から１３７（両端を含む）、
より好ましくは図１の少なくとも残基－２０から２９（両端を含む）、そしてもっとも好
ましくは図１の少なくとも残基－２０から１３７（両端を含む）を有する。別の好ましい
実施態様においては、生物学的に活性な変種は、２６５から約４５０アミノ酸残基、より
好ましくは約３００－４５０、さらにより好ましくは３５０－４５０、そしてもっとも好
ましくは約３９９－４１９アミノ酸残基の長さを有する。別の好ましい変種のセットは、
挿入的もしくは置換的変種、または欠失がシグナル配列内にあるか、および／または分子
のＮ－末端領域（すなわち、残基１－２９、好ましくは残基１－１３７）にはない欠失変
種である変種である。ＶＲＰの定義は、すべての公知のＥＳＴ配列、例えば、H07991、H0
5134、H05177、HSC1WF112、HSC1WF111、T81481、R77495、H07899、T84377、T81690、およ
びT89295、ならびにＶＥＧＦおよびＰｌＧＦのすべての形態を除く。
【００２０】
　本明細書中で目的とする「生物学的に活性」とは、Ｆｌｔ４受容体に結合し、そしてそ
のリン酸化を刺激する能力を有することを意味する。一般に、このタンパク質は、Ｆｌｔ
４受容体の細胞外ドメインに結合し、それによりその細胞内チロシンキナーゼドメインを
活性化するかまたは阻害する。最終的に、そのタンパク質の受容体への結合は、in vivo
でまたはin vitroでＶＲＰに対するＦｌｔ４受容体を有する細胞の増殖および／または分
化および／または活性化の促進または阻害にいたる。このタンパク質のＦｌｔ４受容体へ
の結合は、例えばＲＩＡ、ＥＬＩＳＡのような競合結合法、および他の競合結合アッセイ
を含む従来の技術を用いて測定され得る。リガンド／受容体複合体は濾過、遠心分離、フ
ローサイトメトリー（例えば、Lyman et al., Cell, 75:1157-1167[1993]；Urdal et al.
, J.Biol.Chem., 263:2870-2877[1988]およびGearing et al., EMBO J., 8:3667-3676[19
89]を参照されたい）などのような分離方法を用いて同定され得る。結合研究の結果は、
スキャッチャード分析（Scatchard, Ann.NY Acad.Sci., 51:660-672[1949]；Goodwin et 
al., Cell, 73:447-456[1993]）などのような結合データの従来のいかなる図表による表
示を用いても分析され得る。ＶＲＰはＦｌｔ４受容体のリン酸化を誘導するので、従来の
チロシンリン酸化アッセイ、例えば、本明細書の実施例５に記載したアッセイもまたＦｌ
ｔ４受容体／ＶＲＰ複合体の形成の指標として用いられ得る。
【００２１】
　本明細書中で用いられる場合の用語「エピトープ標識（epitope tagged）」とは、「標
識（tag）ポリペプチド」に融合されたＶＲＰ全体もしくはその部分を含むキメラポリペ
プチドをいう。標識ポリペプチドは、エピトープを提供するのに十分な残基を有し、その
エピトープに対してそれに対する抗体が形成され得るが、ＶＲＰの活性を妨げないほど十
分短い長さである。標識ポリペプチドはまた、好ましくは、それに対する抗体が他のエピ
トープと実質的に交差反応しないよう、かなりユニークである。適切な標識ペプチドは、
一般に、少なくとも６アミノ酸残基を有し、通常、約８－５０アミノ酸残基の間（好まし
くは約９－３０残基の間）である。
【００２２】
　「単離された」とは、本明細書中に開示される種々のタンパク質を記載するために用い
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られる場合、その天然の環境の成分から同定され分離され、および／または回収されたタ
ンパク質を意味する。天然の環境の混入成分は、このタンパク質の診断もしくは治療用途
を妨げる物質であり、酵素、ホルモン、および他のタンパク質性もしくは非タンパク質性
溶質を含み得る。好ましい実施態様においては、このタンパク質は、（１）スピニングカ
ップシーケネーター（spinning cup sequenator）の使用により、少なくとも１５残基の
Ｎ－末端または内部アミノ酸配列を得るのに十分な程度まで、または（２）クーマシーブ
ルー、または、好ましくは銀染色を用いて非還元または還元条件下でSDS-PAGEにより均一
になるまで、精製される。単離されたタンパク質は、組換え細胞内にin situでタンパク
質を含む。なぜならＶＲＰの天然の環境の少なくとも１つの成分は存在しないであろうか
らである。しかしながら、通常、単離されたタンパク質は、少なくとも１精製工程により
調製される。
【００２３】
　「実質的に純粋な」タンパク質とは、組成物の全重量を基にして少なくとも約９０重量
％の、好ましくは約９５重量％のタンパク質を含む組成物を意味する。「実質的に均一な
」タンパク質とは、組成物の全重量を基にして少なくとも約９９重量％のタンパク質を含
む組成物を意味する。
【００２４】
　「単離された」ＶＲＰ核酸分子は、それが通常、ＶＲＰ核酸の天然の供給源中に付随す
る少なくとも１つの混入核酸分子から同定され分離された核酸分子である。単離されたＶ
ＲＰ核酸分子は、それが天然で見出される形態もしくは設定（setting）ではないもので
ある。単離されたＶＲＰ核酸分子は、したがって、天然の細胞内で存在するＶＲＰ核酸分
子とは区別される。しかしながら、単離されたＶＲＰ核酸分子は、ＶＲＰを通常発現する
細胞内に含まれたＶＲＰ核酸分子を含み、そこでは、例えば、この核酸分子は天然の細胞
のそれとは異なる染色体の位置にある。
【００２５】
　単離されたＶＲＰポリペプチド、ＶＲＰ核酸またはＶＲＰ抗体は、診断およびプローブ
目的のため、ＶＲＰ抗体の使用についての考察において下記にさらに記載され定義される
ような標識を用いて標識化されてもよい。
【００２６】
　「制御配列」という表現は、特定の宿主生物における作動可能に連結されたコード配列
の発現に必要なＤＮＡ配列をいう。原核生物に適している制御配列は、例えば、プロモー
ター、場合によりオペレーター配列、リボゾーム結合部位、および可能ならば未だによく
わかっていない他の配列を含む。真核生物細胞はプロモーター、ポリアデニル化シグナル
部位およびエンハンサーを利用することが知られている。
【００２７】
　核酸は、それが別の核酸配列と機能的な関係に配置されている場合に、「作動可能に連
結されている」。例えば、プレ配列または分泌リーダーのＤＮＡは、ポリペプチドのＤＮ
Ａに、それがそのポリペプチドの分泌に関与するプレタンパク質として発現されるならば
、作動可能に連結されている；プロモーターまたはエンハンサーは、それがその配列の転
写に影響を及ぼすならば、コード配列に作動可能に連結されている；あるいは、リボゾー
ム結合部位はそれが転写を容易にするように配置されているならコード配列に作動可能に
連結されている。一般に、「作動可能に連結されている」とは、連結されているＤＮＡ配
列が隣接しており、分泌リーダーの場合には、隣接しかつ読み取りフェーズにあることを
意味する。しかしながら、エンハンサーは隣接している必要はない。連結は適当な制限部
位で連結反応により行われる。そのような部位が存在しない場合には、合成オリゴヌクレ
オチドアダプターまたはリンカーが従来のプラクティスにしたがって用いられる。
【００２８】
　用語「抗体」は、最も広い意味で用いられ、特に、１つの抗－ＶＲＰモノクローナル抗
体（アゴニストおよびアンタゴニスト抗体を含む）およびポリエピトープ特異性を有する
抗－ＶＲＰ抗体組成物を包含する。
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【００２９】
　本明細書中で用いる用語「モノクローナル抗体」とは、実質的に均一な抗体の集団から
得た抗体、すなわちその集団の全体を構成する個々の抗体が、量は少ないが起こり得る可
能性のある天然に生じる変異以外は同一である、をいう。モノクローナル抗体は高度に特
異的であり、１つの抗原性部位に対するものである。さらに、異なる決定基（エピトープ
）に対する異なる抗体を典型的に含む従来の（ポリクローナル）抗体調製物とは対照的に
、各モノクローナル抗体は抗原上の１つの決定基に対するものである。
【００３０】
　本明細書中のモノクローナル抗体は、抗－ＶＲＰ抗体の可変（超可変を含む）ドメイン
を定常ドメインと（例えば、「ヒト化」抗体）、または軽鎖を重鎖と、またはある種由来
の鎖を別の種由来の鎖と接合することにより、または種の起源もしくは免疫グロブリンク
ラスもしくはサブクラス指定に関わりなく異種タンパク質との融合により産生したハイブ
リッドおよび組換え抗体、ならびに抗体フラグメント（例えば、Ｆａｂ、Ｆ（ａｂ'）２

，およびＦｖ）を、それらが所望の生物学的活性を示す限り、含む。例えば、米国特許第
4,816,567号、およびMage and Lamoyi, Monoclonal Antibody Production Techniques an
d Applications, pp.79-97（Marcel Dekker, Inc: New York, 1987）を参照されたい。
【００３１】
　したがって、修飾語句「モノクローナル」とは、実質的に均一な抗体集団から得られる
抗体の特徴を示し、任意の特定の方法による抗体産生を必要とするとは解釈されない。例
えば、本発明により用いられるモノクローナル抗体は、Kohler and Milstein, Nature, 2
56:495（1975）によって初めて記載されたハイブリドーマ法により作成されてもよいし、
組換えＤＮＡ法により作成されてもよい。米国特許第4,816,567号。「モノクローナル抗
体」はまた、例えば、McCafferty et al., Nature, 348:552-554（1990）に記載された技
術を用いて生成されたファージライブラリーから単離してもよい。
【００３２】
　「ヒト化された」形態の非ヒト（例えばネズミ）抗体は、特定のキメラ免疫グロブリン
、免疫グロブリン鎖、または非ヒト免疫グロブリンから誘導された最小配列を含むそれら
のフラグメント（例えば、Ｆｖ、Ｆａｂ、Ｆａｂ'、Ｆ（ａｂ'）２、または抗体の他の抗
原結合サブ配列）である。ほとんどの部分については、ヒト化抗体はヒト免疫グロブリン
（受容体抗体）であり、その内部では受容側の相補性決定領域（ＣＤＲ）由来の残基が、
マウス、ラットもしくはウサギのような所望の特異性、親和性および能力を有する非ヒト
種（供与体抗体）のＣＤＲ由来の残基によって置き換えられている。いくつかの例では、
ヒト免疫グロブリンのＦｖフレームワーク領域（ＦＲ）の残基が、対応する非ヒト残基に
より置き換えられている。さらに、ヒト化抗体は、受容抗体にも移入されるＣＤＲもしく
はフレームワーク配列にも見られない残基を含み得る。これらの改変は、抗体の能力を高
め最適化するためになされる。一般に、ヒト化抗体は、実質的に少なくとも１つの、代表
的には２つの可変ドメインの全てを含み、そこでは、ＣＤＲ領域の全てもしくは実質的に
全ては、非ヒト免疫グロブリンのそれに対応し、ＦＲ領域の全てもしくは実質的に全ては
、ヒト免疫グロブリンのコンセンサス配列のそれに対応する。ヒト化抗体はまた、場合に
より、免疫グロブリン定常領域（Ｆｃ）の少なくとも一部、代表的にはヒト免疫グロブリ
ンのそれを含む。
【００３３】
　本明細書中で用いられる「血管内皮細胞増殖因子」または「ＶＥＧＦ」とは、元々ウシ
下垂体小胞細胞から誘導された哺乳動物増殖因子で、WO90/13649の図２のアミノ酸配列を
有し、WO90/13649の図１０のヒトアミノ酸配列を有するものをいう。１２０アミノ酸のウ
シＶＥＧＦおよび１２１アミノ酸のヒトＶＥＧＦを開示している米国特許第5,194,596号
もまた参照されたい。天然のＶＥＧＦの生物学的活性は、血管内皮細胞の選択的な成長を
促進し得るが、ウシ角膜内皮細胞、レンズ上皮細胞、副腎皮質細胞、ＢＨＫ－２１線維芽
細胞またはケラチノサイトの成長は促進しない。
【００３４】
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　「血管内皮に影響を及ぼす損傷」という表現は、器官の血管網を含む血管または心臓へ
の外傷のような損傷をいい、その対象は動物またはヒト、好ましくは哺乳動物、最も好ま
しくはヒトである。そのような損傷の例は、創傷、切開、および潰瘍、最も好ましくは血
管または心臓の糖尿病性潰瘍および創傷または裂傷を含む。損傷は、内的な事象ならびに
、病原体のような外来性の物質によって負わされたそれらにより引き起こされる状態を含
み、それは血管内皮細胞成長の促進により改善され得る。それはまた、新生血管形成また
は再内皮化（re-endothelialization）が治癒のために必要とされる創傷の処置をもいう
。
【００３５】
　「血管内皮細胞またはリンパ内皮細胞成長の促進」とは、ヒト肺微小血管内皮細胞を含
む血管内皮細胞またはリンパ内皮細胞の成長を誘導するかまたは増加させることをいう。
【００３６】
　「脈管形成および血管形成に関連する障害」は、ガン、糖尿病、血管腫およびカポジ肉
腫を含む。
【００３７】
　「望ましくない過剰な新生血管形成または血管透過性により特徴づけられる疾患または
障害」とは、例を挙げると、過剰な新生血管形成、腫瘍、および特に固形悪性腫瘍、慢性
関節リューマチ、乾癬、アテローム硬化症、糖尿病性のもしくは他の網膜症、水晶体後線
維増殖、加齢性黄斑変性、血管新生緑内障、血管腫、甲状腺過形成（グレーブズ病を含む
）、角膜もしくは他の組織の移植、および慢性的な炎症を含む疾患または障害をいう。望
ましくない過剰な血管透過性により特徴づけられる疾患または障害の例は、脳腫瘍に関連
した浮腫、悪性疾患に関連した腹水、メグズ症候群、肺の炎症、ネフローゼ症候群、心内
膜液浸出（例えば心膜炎に関連したもの）、および胸水を含む。
【００３８】
　「ＶＲＰに対する受容体（Ｆｌｔ４を含むそのような受容体）の過剰な活性化または阻
害により特徴づけられる機能不全状態」とは、そのような病的状態を有する哺乳動物に、
ＶＲＰに対するアンタゴニスト、例えばＦｌｔ４のキメラまたはその細胞外ドメイン（例
えば、Ｆｌｔ４と融合したＩｇＧ）あるいはＶＲＰに対する抗体を提供することにより恩
恵を受けるように処置される障害もしくは疾患をいう。
【００３９】
　「ＶＲＰに対する受容体の活性化の欠如または阻害の欠如によって特徴づけられる機能
不全状態」（Ｆｌｔ４を含むそのような受容体）とは、ＶＲＰまたはＶＲＰ受容体アゴニ
ストを、そのような病的状態の哺乳動物に提供することにより恩恵を受けるように処置さ
れる障害もしくは疾患をいう。
【００４０】
　「処置」とは、治療的処置および予防的または防御的手段の両方をいう。処置の必要な
者は、すでに障害を有している者ならびにその障害に罹りやすい者またはその疾患が予防
されるべきものである者を含む。
【００４１】
　処置を目的とする「哺乳動物」とは、哺乳動物として分類される任意の動物をいい、ヒ
ト、家畜および農場の動物、ならびに動物園、スポーツ、またはペット動物、例えば、イ
ヌ、馬、ネコ、ウシなどを含む。好ましくは本明細書中の哺乳動物はヒトである。
【００４２】
　ＶＲＰ、ＶＲＰ組成物、抗体もしくは抗体組成物の「有効量」または「治療的有効量」
とは、処置される状態を防御し、その悪化を減少させ、緩和し、あるいは治療するかのい
ずれかにとって有効である量である。例えば、有効量のＶＲＰは、in vivoで血管内皮の
成長を促進するのに、あるいは損傷を処置するのに十分な量を含み、そして「有効量の」
ＶＲＰ抗体は、過剰な新生血管形成および血管形成を低下させるのに十分である量を含む
。
【００４３】
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II.本発明を実施するための態様
　本発明は、Ｆｌｔ４受容体に結合し、そのリン酸化を刺激する新規なＶＲＰを見出した
ことに基づく。
　３つの方法が、Ｆｌｔ４受容体に結合し、そのリン酸化を刺激するタンパク質を同定す
るために採用された。最初に、完全長受容体を２９３細胞内で安定に発現させてＦｌｔ４
活性化の受容体型チロシンキナーゼリン酸化アッセイを確立した。このアッセイを用いて
約４００の細胞上清および組織抽出物をスクリーニングしたが陽性の結果はなかった。
【００４４】
　第２に、この受容体の細胞外ドメインを免疫グロブリンのＦｃドメインとの融合タンパ
ク質として発現させた。この融合タンパク質（Ｆｌｔ４／ＩｇＧ）を用いて、細胞系を膜
結合リガンドについてＦＡＣＳ分析によりスクリーニングすることにより、１つの陽性の
細胞系を同定した。ヒト神経膠腫Ｇ６１は、約１０倍シフトしたＦｌｔ４／ＩｇＧに特異
的なピーク蛍光強度を生じた（図２）。発現のための試みは、この推定膜結合リガンドを
、ｃＤＮＡクローンのプールをＣＯＳ細胞にトランスフェクションすることによりクロー
ン化し、次いで、標識したＦｌｔ４／ＩｇＧでスクリーニングしたが、それぞれ１０００
－５０００クローンの６４０プールからは陽性は生じなかった。Ｆｌｔ４／ＩｇＧはまた
、アゴニスト活性を有し、かつ実施例５に記載したようなＦｌｔ４チロシンキナーゼアッ
セイを開発するために用いられるポリクローナル血清およびモノクローナル抗体を作成す
るためにも用いられた。
【００４５】
　第３に、候補となるリガンドタンパク質は、それらがＦｌｔ４／ＩｇＧに結合する能力
について、またはそれらがＦｌｔ４リン酸化アッセイを活性化する能力についてテストさ
れた。標識したＶＥＧＦはＦｌｔ４／ＩｇＧに結合しなかったものの、ＶＥＧＦのＦｌｔ
１／ＩｇＧ、またはＦｌｋ１／ＩｇＧへの予想された結合はルーチンで検出された。ＶＥ
ＧＦのＦｌｔ４への結合またはそのリン酸化の刺激が無かったことは、Pajusola et al.,
 Oncogene, 9、前出により報告された。さらなる候補リガンドタンパク質がクローニング
技術の使用により見いだされ、その詳細は以下の実施例３に提供されている。ヒトＶＲＰ
ｃＤＮＡ配列は、図１Ａ－１Ｄに示されている。このタンパク質の予想される分子量は、
４４．８kDaである。
【００４６】
　どのようにして生物学的に活性なヒトＶＲＰを調製し得るかについての説明は以下の通
りである。
１．ＶＲＰの調製
　以下の考察の大部分は、ＶＲＰ核酸を含むベクターによって形質転換された細胞を培養
し、その細胞培養物からポリペプチドを回収することによるＶＲＰの産生に関する。さら
に、本発明のＶＲＰが、1991年5月16日に公開されたWO91/06667において提供された相同
組換えにより産生され得ることももくろまれている。
【００４７】
　簡単にいうと、この方法は、ヒトＶＲＰをコードする遺伝子を有する一次ヒト細胞を、
増幅遺伝子［例えば、ジヒドロ葉酸レダクターゼ（ＤＨＦＲ）または他の以下に考察した
もの］、およびＶＲＰ遺伝子のコード領域の遺伝子座のＤＮＡ配列と相同な少なくとも１
つの少なくとも約１５０bpの長さのフランキング領域を、ＶＲＰ遺伝子の増幅を提供する
ために含む構築物（例えばベクター）で形質転換することを含む。この増幅遺伝子は、Ｖ
ＲＰ遺伝子の発現を妨害しない部位になければならない。形質転換は、増幅可能な領域を
規定するため、この構築物が、一次細胞のゲノムに相同組換えにより組み込まれるように
行われる。
【００４８】
　この構築物を含む一次細胞は、次いで、構築物中に存在する増幅遺伝子または他のマー
カーという手段により選択される。マーカー遺伝子の存在は、宿主ゲノム中の構築物の存
在と組み込みを立証する。一次細胞のさらなる選択をする必要はない。なぜなら、選択は
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二次宿主においてなされるからである。所望ならば、相同組換えということが起こるのは
、ＰＣＲを用いることにより、そして、正しく相同組換えにより組み込まれたもののＤＮ
Ａが存在する場合には、得られた増幅されたＤＮＡ配列を配列決定するか適切なＰＣＲフ
ラグメントの長さを測定することにより、そしてそのようなフラグメントを含むそれらの
細胞だけを拡張することにより決定され得る。また、所望ならば、選択された細胞は、標
的遺伝子の多重コピーを得られるよう、この時点で、適切な増幅物質（例えば、増幅遺伝
子がＤＨＦＲの場合、メトトレキセート）を用いて細胞にストレスを与えることにより増
幅されても良い。しかしながら、好ましくはこの増幅工程は、下記の２回目の形質転換後
まで行われない。
【００４９】
　選択工程の後、増幅領域全てを含むのに十分大きいゲノムのＤＮＡ部分を、選択された
一次細胞から単離する。二次哺乳動物発現宿主細胞を、次いで、これらのゲノムＤＮＡ部
分を用いて形質転換し、クローン化し、そして増幅領域を含んでいるクローンを選択する
。次いで、増幅領域を、一次細胞内ですでに増幅されていない場合には、増幅物質という
手段により増幅させる。最後に、いまやＶＲＰを含む増幅領域の多重コピーを含んでいる
二次発現宿主細胞を、その遺伝子を発現しタンパク質を産生させるように成長させる。
【００５０】
Ａ．ＶＲＰをコードするＤＮＡの単離
　ＶＲＰをコードするＤＮＡは、ＶＲＰｍＲＮＡを有し、それを検出可能なレベルで発現
すると考えられる組織から調製した任意のｃＤＮＡライブラリーから得ても良い。したが
って、ヒトＶＲＰ ＤＮＡは、ヒト脳組織、例えば、グリア細胞系から調製されたｃＤＮ
Ａライブラリーから簡便に得られ得る。ＶＲＰをコードする遺伝子はまた、ゲノムライブ
ラリーから、またはオリゴヌクレオチド合成によって得られても良い。
　ライブラリーは、目的の遺伝子またはそれによってコードされるタンパク質を同定する
ために設計されたプローブ（例えば、ＶＲＰに対する抗体または約２０－８０塩基のオリ
ゴヌクレオチド）を用いてスクリーニングされる。ｃＤＮＡまたはゲノムライブラリーの
選択されたプローブによるスクリーニングは、Sambrook et al., Molecular Cloning: A 
Laboratory Manual（New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press,1989）の１０～
１２章に記載されたような標準的な手法を用いて行うことが出来る。ＶＲＰをコードする
遺伝子を単離する他の手段は、Sambrook et al.前出の１４節に記載されたようなＰＣＲ
法を用いることである。
【００５１】
　本発明を実施する好ましい方法は、慎重に選択されたオリゴヌクレオチド配列を用いて
種々のヒト組織、好ましくは脳細胞系由来のｃＤＮＡライブラリーをスクリーニングする
ことである。プローブとして選択されたオリゴヌクレオチド配列は、偽陽性を最小にする
ため、十分な長さで、かつ十分に明白であるべきである。
【００５２】
　オリゴヌクレオチドは、それが、スクリーニングされるライブラリー中のＤＮＡとのハ
イブリダイゼーションに際して、検出可能であるように標識されている必要がある。好ま
しい標識方法は、当該分野で周知であるように、オリゴヌクレオチドを放射性標識するた
めにポリヌクレオチドキナーゼによる３２Ｐ－標識ＡＴＰを用いることである。しかしな
がら、ビオチン化または酵素標識を含むがこれらに限定されない他の方法を用いてオリゴ
ヌクレオチドをラベルしても良い。
【００５３】
　いくつかの好ましい実施態様において、核酸配列は、天然のＶＲＰシグナル配列を含む
。タンパク質のコード配列全てを有する核酸は、選択されたｃＤＮＡまたはゲノムライブ
ラリーを、本明細書中に初めて開示された推定アミノ酸配列を用いてスクリーニングする
ことにより、そして、必要ならば、Sambrook et al.前出の７．７９節に記載されたよう
な従来のプライマー伸長法を用いて前駆体を検出し、そしてｃＤＮＡに逆転写されなかっ
たかもしれないｍＲＮＡの中間体をプロセシングすることにより得られる。
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【００５４】
　ＶＲＰのアミノ酸配列変種は、適当なヌクレオチド変化をＶＲＰ ＤＮＡに誘導するこ
とにより、あるいは所望のＶＲＰポリペプチドの合成により調製される。そのような変種
は、図１にＶＲＰについて示されたアミノ酸配列の内部、または一方の端もしくは両端で
の残基の挿入、置換および／または欠失を示す。好ましくは、これらの変種は、図１にＶ
ＲＰについて示された成熟配列の内部、または一方の端もしくは両端での挿入および／ま
たは置換、および／またはシグナル配列の内部、または一方の端もしくは両端での挿入、
置換および／または欠失を示す。最終構築物に到達するために、その最終構築物が本明細
書中に定義されるような所望の生物学的活性を有する限り、挿入、置換および／または欠
失の任意の組み合わせが行われる。アミノ酸変化もまた、ＶＲＰの翻訳後過程を変更し得
る。例えば、ＶＲＰのリーダー配列に挿入、欠失またはそうでなければ影響を与えること
により、グリコシル化部位の数と位置を変化させる、膜結合特性を変更する、および／ま
たはＶＲＰの細胞内位置を変更する。
【００５５】
　上記のような天然の配列における変化は、米国特許第5,364,934号に説明された保存的
および非保存的変異誘導についての任意の技術および指針を用いて起こすことが出来る。
これらは、オリゴヌクレオチド仲介（部位特異的）変異誘発、アラニンスキャニング、お
よびＰＣＲ変異誘導を含む。例えば、変更、付加または欠失のためのアミノ酸の選択につ
いての手引きについては、その表１およびその表の周辺の考察も参照されたい。
【００５６】
Ｂ．核酸の複製可能なベクターへの挿入
　天然または変種ＶＲＰをコードする核酸（例えば、ｃＤＮＡまたはゲノムＤＮＡ）は、
さらなるクローニング（そのＤＮＡの増幅）または発現のために複製可能なベクターに挿
入される。多くのベクターが利用可能である。ベクターの構成要素は一般に、１またはそ
れ以上の次のものを含むがこれらに限定されない：シグナル配列、複製の起点、１または
それ以上のマーカー遺伝子、エンハンサー要素、プロモーター、および転写終結配列。
【００５７】
（ｉ）シグナル配列構成要素
　本発明のＶＲＰは、直接組換えだけでなく、異種ポリペプチドであって、好ましくはシ
グナル配列との、または成熟タンパク質もしくはポリペプチドのＮ末端に特異的な開裂部
位を有する他のポリペプチドとの融合ポリペプチドとして組換えにより産生されてもよい
。一般に、シグナル配列は、ベクターの構成要素であってもよいし、またはそれはベクタ
ーに挿入されるＶＲＰ ＤＮＡの一部であってもよい。好適に選択される異種シグナル配
列は、宿主細胞によって認識されプロセシングされる（すなわち、シグナルペプチダーゼ
により開裂される）ものである。天然のＶＲＰシグナル配列を認識もプロセシングするこ
ともない原核生物宿主細胞では、シグナル配列は、例えば、アルカリホスファターゼ、ペ
ニシリナーゼ、ｌｐｐまたは熱安定性エンテロトキシンIIリーダーの群から選択される原
核生物シグナル配列により置換される。酵母での分泌については、天然のシグナル配列は
、例えば、酵母のインベルターゼリーダー、α因子リーダー（SaccharomycesおよびKluyv
eromycesのα因子リーダー、後者は1991年4月23日に発行された米国特許第5,010,182号に
記載されている、を含む）または酸ホスファターゼリーダー、C.albicansグルコアミラー
ゼリーダー（1990年4月4日に公開されたEP362,179号）または1990年11月15日に公開され
たWO90/13646に記載されたシグナルにより置換されてもよい。哺乳動物細胞発現では、天
然のシグナル配列（例えば、通常in vivoでＶＲＰのヒト細胞からの分泌を行わせるＶＲ
Ｐプレ配列）で十分であるが、他の哺乳動物シグナル配列、例えば、他の動物ＶＲＰ由来
のシグナル配列およびその動物または関連する種の分泌されたポリペプチド由来のシグナ
ル配列、ならびにウイルスの分泌リーダー、例えば、単純ヘルペスｇＤシグナルもまた適
切であり得る。
【００５８】
　そのような前駆体領域に対するＤＮＡは、リーディングフレームで成熟ＶＲＰをコード
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するＤＮＡに連結される。
【００５９】
（ii）複製起点構成要素
　発現およびクローニングベクターはどちらも、そのベクターが１またはそれ以上の選択
された宿主細胞内で複製するのを可能にする核酸配列を含む。一般に、クローニングベク
ターでは、この配列はベクターが宿主の染色体ＤＮＡとは独立して複製するのを可能にす
るものであり、複製の起点または自律的に複製する配列を含む。そのような配列は、種々
の細菌、酵母、およびウイルスについて周知である。プラスミドpBR322由来の複製の起点
はほとんどのグラム陰性細菌に適しており、２μプラスミドの起点は酵母に適切であり、
そして種々のウイルスの起点（ＳＶ４０、ポリオーマ、アデノウイルス、ＶＳＶまたはＢ
ＰＶ）は、哺乳動物細胞内でのクローニングベクターに有用である。一般に、複製の起点
構成要素は、哺乳動物発現ベクターには必要とされない（ＳＶ４０起点が代表的に用いら
れるのは、それはそれが初期プロモーターを有しているからである）。
【００６０】
　ほとんどの発現ベクターは「シャトル」ベクターである。すなわち、それらは少なくと
も１つのクラスの生物において複製が可能であるが、発現のためには他の生物にトランス
フェクションされ得る。例えば、あるベクターはE.coli内でクローン化され、次いで、同
じベクターが、たとえそれが宿主細胞の染色体とは独立して複製されないとしても、酵母
もしくは哺乳動物細胞に発現のためにトランスフェクションされる。
　ＤＮＡはまた、宿主のゲノムへの挿入によって増幅されてもよい。これは、Bacillus種
を宿主として用いて、例えば、BacillusのゲノムＤＮＡに見られる配列に相補的なＤＮＡ
配列をベクター内に含むことにより、容易に行われる。このベクターによるBacillusのト
ランスフェクションは、結果としてゲノムとの相同組換えおよびＶＲＰ ＤＮＡの挿入に
なる。しかしながら、ＶＲＰをコードするゲノムＤＮＡの回収は、外因的に複製したベク
ターのそれと比べてより複雑である。なぜなら制限酵素消化がＶＲＰ ＤＮＡの切り出し
に必要とされるからである。
【００６１】
（iii）選択遺伝子構成要素
　発現およびクローニングベクターは、選択遺伝子（選択マーカーとも呼ばれる）を含む
べきである。この遺伝子は、選択培養培地内で増殖する形質転換された宿主細胞の生存も
しくは増殖に必要なタンパク質をコードする。選択遺伝子を含むベクターで形質転換され
なかった宿主細胞は、その培養培地内で生存しない。代表的な選択遺伝子は、（ａ）抗生
物質または他の毒素、例えば、アンピシリン、ネオマイシン、メトトレキセートまたはテ
トラサイクリンへの耐性を与える、（ｂ）栄養要求性欠損を補足する、あるいは（ｃ）複
合培地からは利用できない必須栄養分を供給するタンパク質をコードし、例えば、Bacill
iについてはＤ－アラニンラセマーゼをコードする遺伝子である。
【００６２】
　選択スキームの一例は、宿主細胞の生育を抑える薬剤を利用する。異種遺伝子で成功裏
に形質転換されたこれらの細胞は、薬剤耐性を生じ、したがって選択レジメンを生き残る
タンパク質を産生する。そのような優位性選択の例は、薬剤ネオマイシン（Southern et 
al, J.Molec.Appl.Genet., 1:327[1982]）、ミコフェノール酸（Mulligan et al., Scien
ce,209:1422[1980]）、またはヒグロマイシンを用いる。Sugden et al., Mol.Cell.Biol.
, 5:410-416（1985）。上に挙げた３つの例は、それぞれ適切な薬剤G418またはネオマイ
シン（ゲネチシン）、xgpt（ミコフェノール酸）またはヒグロマイシンに対する耐性を与
えるために真核生物制御下で細菌遺伝子を用いている。
【００６３】
　哺乳動物細胞にとって適切な選択マーカーの他の例は、ＶＲＰ核酸を取り込むのに適し
た細胞の同定を可能にするものであり、例えば、ＤＨＦＲもしくはチミジンキナーゼがあ
る。哺乳動物細胞形質転換体は、その形質転換体のみがマーカーを取り込んだことによっ
て生き残るように独特に適合させた選択圧力下におかれる。選択圧力は、その形質転換体
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を、培地中の選択剤の濃度が連続的に変更され、それにより選択遺伝子およびＶＲＰをコ
ードするＤＮＡの両方の増幅を導く条件下で培養することにより負荷される。増幅は、そ
れにより成長にとって重要なタンパク質の産生が非常に要求される遺伝子が、組換え細胞
の連続した世代の染色体内で縦に並んで繰り返される過程である。増加した量のＶＲＰが
この増幅されたＤＮＡから合成される。増幅遺伝子の他の例には、メタロチオネイン-Iお
よび-IIがあり、好ましくは霊長類メタロチオネイン遺伝子、アデノシンデアミナーゼ、
オルニチンデカルボキシラーゼなどである。
【００６４】
　例えば、ＤＨＦＲ選択遺伝子で形質転換された細胞は、まず、メトトレキセート（Mtx
）、すなわちＤＨＦＲの競合的アンタゴニストを含む培養培地内で全ての形質転換体を培
養することにより同定される。野生型のＤＨＦＲが用いられる場合の適切な宿主細胞は、
ＤＨＦＲ活性が欠損したチャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞系であり、Urlaub a
nd Chasin, Proc.Natl.Acad.Sci.USA, 77:4216（1980）によって記載されたようにして調
製し増殖させる。形質転換された細胞を、次いで、増加したレベルのメトトレキセートに
曝露する。これは、ＤＨＦＲ遺伝子の多重コピーと、それに付随して、発現ベクターを含
む他のＤＮＡ、例えば、ＶＲＰをコードするＤＮＡの多重コピーの合成を導く。この増幅
技術は、内在性ＤＨＦＲの存在に関わらず、例えば、Mtxに高度に耐性な変異体ＤＨＦＲ
遺伝子が用いられる場合には、任意の、そうでなければ適切な宿主、例えば、ATCC No.CC
L61 CHO-K1とともに用いられ得る（EP 117,060）。
【００６５】
　あるいは、ＶＲＰをコードするＤＮＡ配列、野生型ＤＨＦＲタンパク質および他の選択
マーカー、例えば、アミノグリコシド3'-ホスホトランスフェラーゼ（APH）で形質転換さ
れたか同時形質転換された宿主細胞［特に、内在性ＤＨＦＲを含む野生型宿主］が、アミ
ノグリコシド系抗生物質のような選択マーカー用の選択剤、例えば、カナマイシン、ネオ
マイシン、またはG418を含む培地内の細胞増殖により選択され得る。米国特許第4,965,19
9号を参照されたい。
【００６６】
　酵母における使用にとって適切な選択遺伝子は、酵母プラスミドYRp7に存在するtrp1遺
伝子である。Stinchcomb et al., Nature, 282:39（1979）；Kingsman et al., Gene, 7:
141（1979）；Tschemper et al., Gene, 10:157（1980）。このtrp1遺伝子は、トリプト
ファン中での生育の能力を欠いている酵母の変異体株、例えば、ATCC No.44076またはPEP
4-1、の選択マーカーを提供する。Jones, Genetics, 85:12（1977）。そして、酵母宿主
細胞ゲノム中のtrp1損傷の存在は、トリプトファン不在下での増殖により形質転換を検出
するのに有効な環境を提供する。同様に、Leu2－欠損酵母株（ATCC 20,622または38,626
）がLeu2遺伝子を有する公知のプラスミドにより補足される。
【００６７】
　さらに、１．６μmの環状プラスミドｐＫＤ１から誘導されるベクターは、Kluyveromyc
es酵母の形質転換に用いられ得る。Bianchi et al., Curr.Genet., 12:185（1987）。よ
り最近になって、組換え子ウシキモシンの大規模な産生のための発現系がK.lactisについ
て報告された。Van Den Berg, Bio/Technology, 8:135（1990）。工業的な株であるKluyv
eromycesによる成熟組換えヒト血清アルブミンの分泌のための安定な多重コピー発現ベク
ターが開示された。Fleer et al., Bio/Technology, 9:968-975（1991）。
【００６８】
（iv）プロモーター構成要素
　発現およびクローニングベクターは、通常、宿主生物によって認識され、ＶＲＰ核酸に
作動可能に連結されているプロモーターを含む。プロモーターは、構造遺伝子の開始コド
ンの上流（５'）（一般に約１００～１０００bp以内）に位置する非翻訳配列であり、そ
れらが作動可能に連結されているＶＲＰ核酸配列のような特定の核酸配列の転写および翻
訳を制御する。そのようなプロモーターは代表的に２つのクラス、すなわち誘導および構
成に分類される。誘導プロモーターは、それらの制御下で培養条件における変化、例えば
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、栄養素の存在もしくは非存在あるいは温度の変化、に応答してＤＮＡからの増加したレ
ベルの転写を開始させる。現在、可能性のある種々の宿主により認識される多数のプロモ
ーターが周知である。これらのプロモーターは、ＶＲＰをコードするＤＮＡに、このプロ
モーターを供給源ＤＮＡから制限酵素消化により取り出して、その単離されたプロモータ
ー配列をベクターに挿入することにより、作動可能に連結されている。天然のＶＲＰプロ
モーター配列および多くの異種プロモーターはどちらも、ＶＲＰ ＤＮＡの増幅および／
または発現を行わせるために用いることができる。しかしながら、異種プロモーターが好
ましいのは、それらが一般に、天然のＶＲＰプロモーターと比べてＶＲＰのより高い転写
とより高い収率を可能にするからである。
【００６９】
　原核生物宿主と共に用いるのに適したプロモーターは、β－ラクタマーゼおよびラクト
ースプロモーター系（Chang et al., Nature, 275:615[1978]；Goeddel et al., Nature,
 281:544[1979]）、アルカリホスファターゼ、トリプトファン（trp）プロモーター系（G
oeddel, Nucleic Acid Res., 8:4057[1980]；EP 36,776）、およびtacプロモーターのよ
うなハイブリッドプロモーターを含む。deBoer et al., Proc.Natl.Acad.Sci.USA, 80:21
-25（1983）。しかしながら、他の公知の細菌プロモーターが適切である。それらのヌク
レオチド配列は公開されており、それにより、熟練者が、それらを、任意の必要とされる
制限部位を供給するリンカーまたはアダプターを用いて、ＶＲＰをコードするＤＮＡに作
動可能に連結することが可能になる（Siebenlist et al., Cell, 20:269[1980]）。細菌
系における使用のためのプロモーターもまた、ＶＲＰをコードするＤＮＡに作動可能に連
結されたシャイン-ダルガーノ（Ｓ．Ｄ）配列を含む。
【００７０】
　プロモーター配列は、真核生物について公知である。実質的には、全ての真核生物遺伝
子には、転写が開始される部位から約２５－３０塩基上流に位置するＡＴリッチな領域が
ある。多くの遺伝子の転写開始部から７０－８０塩基上流に見られるもう一つの配列は、
ＣＸＣＡＡＴ領域で、ここで、Ｘは任意のヌクレオチドであってよい。ほとんどの真核生
物遺伝子の３’末端にはＡＡＴＡＡＡ配列があり、それは、コード配列の３’末端へのポ
リＡテールの付加のためのシグナルであり得る。これらの配列の全ては真核生物発現ベク
ターに適切に挿入される。
【００７１】
　酵母宿主と共に用いるために適切なプロモーティング配列の例は、３－ホスホグリセレ
ートキナーゼのプロモーター（Hitzeman et al., J.Biol.Chem., 255:2073[1980]）か、
または他の解糖系酵素（Hess et al., J.Adv.Enzyme Reg., 7:149[1968]；Holland, Bioc
hemistry, 17:4900[1978]）、例えば、エノラーゼ、グリセルアルデヒド－３－リン酸デ
ヒドロゲナーゼ、ヘキソキナーゼ、ピルビン酸デカルボキシラーゼ、ホスホフルクトキナ
ーゼ、グルコース－６－リン酸イソメラーゼ、３－ホスホグリセレートムターゼ、ピルビ
ン酸キナーゼ、トリオースリン酸イソメラーゼ、ホスホグルコースイソメラーゼ、および
グルコキナーゼのプロモーターを含む。
【００７２】
　他の酵母プロモーターは、生育条件により制御される転写のさらなる利点を有する誘導
プロモーターであり、アルコールデヒドロゲナーゼ２、イソチトクロームＣ、酸ホスファ
ターゼ、窒素代謝に関連した分解酵素、メタロチオネイン、グリセルアルデヒド－３－リ
ン酸デヒドロゲナーゼ、およびマルトースおよびガラクトースの利用を司る酵素のプロモ
ーター領域である。酵母での発現における使用にとって適切なベクターおよびプロモータ
ーは、EP73,657にさらに記載されている。酵母エンハンサーもまた、酵母プロモーターと
好都合に用いられる。
【００７３】
　哺乳動物宿主細胞におけるベクターからのＶＲＰ転写は、例えば、ポリオーマウイルス
、鶏痘ウイルス（1989年7月5日に公開されたUK2,211,504）、アデノウイルス（例えば、A
denovirus 2）、ウシパピローマウイルス、トリ肉腫ウイルス、サイトメガロウイルス、
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レトロウイルス、Ｂ型肝炎ウイルスのようなウイルス、そして最も好ましくはSimian Vir
us 40（ＳＶ４０）のゲノムから、異種哺乳動物プロモーターから、例えば、アクチンプ
ロモーターまたは免疫グロブリンプロモーター、熱ショックプロモーターから、そして通
常ＶＲＰ配列に関連しているプロモーターから得たプロモーターにより、そのようなプロ
モーターが宿主細胞系に適合可能である限り、制限される。
【００７４】
　ＳＶ４０ウイルスの初期および後期プロモーターは、やはりＳＶ４０ウイルスの複製起
点を含んでいるＳＶ４０制限フラグメントとして簡便に得られる。Fiers et al., Nature
, 273:113（1978）；Mulligan and Berg, Science, 209, 1422-1427（1980）；Pavlakis 
et al., Proc.Natl.Acad.Sci.USA, 78:7398-7402（1981）。ヒトサイトメガロウイルスの
超初期プロモーターは、HindIII E制限フラグメントとして簡便に得られる。Greenaway e
t al., Gene, 18:355-360（1982）。ウシパピローマウイルスをベクターとして用いて哺
乳動物宿主内でＤＮＡを発現させる系が米国特許第4,419,446号に開示されている。この
系の改変は、米国特許第4,601,978号に開示されている。免疫インターフェロンをコード
するｃＤＮＡのサル細胞における発現についてのGray et al., Nature, 295:503-508（19
82）；ヘルペス単純ウイルス由来のチミジンキナーゼプロモーターの制御下でのヒトβ－
インターフェロンｃＤＮＡのマウス細胞における発現についてのReyes et al., Nature, 
297:598-601（1982）；ヒトインターフェロンβ１遺伝子の培養されたマウスおよびウサ
ギ細胞における発現についてのCanaani and Berg, Proc.Natl.Acad.Sci.USA, 79:5166-51
70（1982）；およびラウス肉腫ウイルスの末端反復配列をプロモーターとして用いる細菌
ＣＡＴ配列のＣＶ－１サル腎臓細胞、トリ胚線維芽細胞、チャイニーズハムスター卵巣細
胞、HeLa細胞およびマウスNIH-3T3細胞における発現についてのGorman et al., Proc.Nat
l.Acad.Sci.USA, 79:6777-6781（1982）もまた参照されたい。
【００７５】
（v）エンハンサーエレメント構成要素
　この発明のＶＲＰをコードするＤＮＡの高等真核生物による転写は、しばしばエンハン
サー配列をベクターに挿入することにより増加される。エンハンサーは、シスに作用する
ＤＮＡの要素で、通常約１０～３００bpであり、プロモーターに作用してその転写を増加
させる。エンハンサーは、比較的方向性および位置に非依存性であり、転写ユニットに対
して５'（Laimins et al., Proc.Natl.Acad.Sci.USA, 78:993[1981]）および３'（Lusky 
et al., Mol.Cell Bio., 3:1108[1983]）、イントロン内（Banerji et al., Cell, 33:72
9[1983]）、ならびにコード配列自身の中に見出されてきた。Osborne et al., Mol.Cell 
Bio., 4:1293（1984）。哺乳動物遺伝子（グロビン、エラスターゼ、アルブミン、α－フ
ェトプロテイン、およびインスリン）由来の多くのエンハンサー配列が現在では知られて
いる。しかしながら、代表的には、真核生物細胞ウイルス由来のエンハンサーを用いる。
例は、複製起点の後期側（bp１００－２７０）のＳＶ４０エンハンサー、サイトメガロウ
イルス初期プロモーターエンハンサー、複製起点の後期側のポリオーマエンハンサー、お
よびアデノウイルスエンハンサーを含む。真核生物プロモーターの活性化のためのエンハ
ンシング要素に関して、Yaniv, Nature, 297:17-18（1982）もまた参照されたい。エンハ
ンサーは、ＶＲＰをコードする配列の５'または３'の位置でベクターにスプライスされ得
るが、好ましくは、プロモーターから５’側に位置する。
【００７６】
（vi）転写終結構成要素
　真核生物宿主細胞内（酵母、真菌、昆虫、植物、動物、ヒト、または他の多細胞生物由
来の有核細胞）で用いられる発現ベクターはまた、転写の終結とｍＲＮＡの安定化に必要
な配列を含む。そのような配列は、真核生物またはウイルスのＤＮＡもしくはｃＤＮＡの
５'、時には３'の非翻訳領域から通例利用可能である。これらの領域は、ポリアデニル化
されたフラグメントとして転写されるヌクレオチドセグメントを、ＶＲＰをコードするｍ
ＲＮＡの非翻訳部分に含んでいる。
【００７７】
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（vii）ベクターの構築と分析
　１またはそれ以上の上に挙げた構成要素を含む適切なベクターの構築には、標準的な連
結技術を用いる。単離されたプラスミドまたはＤＮＡフラグメントを開裂し、調整し、そ
して必要とされるプラスミドを生成するために望ましい形態に再連結する。
　構築されたプラスミド内の正しい配列を確認するための分析には、連結混合物を用いて
、E.coli K12株294（ATCC 31,446）を形質転換し、適切ならば、成功した形質転換体をア
ンピシリンまたはテトラサイクリン耐性で選択する。形質転換体由来のプラスミドを調製
し、制限エンドヌクレアーゼ消化により分析し、および／またはMessing et al., Nuclei
c Acid Res., 9:309（1981）の方法により、あるいはMaxam et al., Methods in Enzymol
ogy, 65:499（1980）の方法により配列決定する。
【００７８】
（viii）一過性の発現ベクター
　本発明の実施において特に有用なのは、哺乳動物細胞内でＶＲＰをコードするＤＮＡの
一過性の発現を提供する発現ベクターである。一般に、一過性の発現には、宿主細胞内で
効率的に複製し得、その結果その宿主細胞が発現ベクターの多くのコピーを蓄積し、次い
でこの発現ベクターによってコードされる高レベルの所望のポリペプチドを合成するよう
な発現ベクターの使用が包含される。Sambrook et al.,前出、pp.16.17-16.22。一過性発
現系は、適切な発現ベクターおよび宿主細胞を含み、クローン化されたＤＮＡによりコー
ドされるポリペプチドの便利な陽性同定、ならびにそのようなポリペプチドの所望の生物
学的および生理学的特性についての迅速なスクリーニングを可能にする。したがって、一
過性発現系は、生物学的に活性なＶＲＰであるＶＲＰの類似体および変種を同定するとい
う目的のために、本発明において特に有用である。
【００７９】
（ix）適切な典型的な脊椎動物細胞ベクター
　組換え脊椎動物細胞培養物におけるＶＲＰの合成への適合化にとって適切な他の方法、
ベクターおよび宿主細胞は、Gething et al., Nature, 293:620-625（1981）；Mantei et
 al., Nature, 281:40-46（1979）；EP 117,060；およびEP 117,058に記載されている。
ＶＲＰの哺乳動物細胞培養発現にとって特に有用なプラスミドは、ｐＲＫ５（EP 307,247
）またはｐＳＶＩ６Ｂである。１９９１年６月１３日に発行されたWO91/08291。
【００８０】
Ｃ．宿主細胞の選択と形質転換
　本明細書中のベクター中のＤＮＡをクローニングするかまたは発現させるのに適切な宿
主細胞は、上記の原核生物、酵母、または高等真核生物細胞である。この目的にとって適
切な原核生物は、グラム陰性またはグラム陽性生物のような真正細菌、例えば、Escheric
hiaのような腸内細菌、例えば、E.coli、Enterobacter、Erwinia、Klebsiella、 Proteus
、Salmonella（例えば、Salmonella typhimurium）、Serratia（例えば、Serratia marce
scans）、およびShigella、ならびにB.subtilisおよびB.licheniformis（例えば、1989年
4月12日に公開されたDD 266,710に開示されたB.licheniformis 41P）のようなBacilli、P
.aeruginosaのようなPseudomonas、およびStreptomycesを含む。１つの好ましいE.coliク
ローニング宿主は、E.coli 294（ATCC 31,446）であるが、E.coli B、E.coli X1776（ATC
C 31,537）およびE.coli W3110（ATCC 27,325）のような他の株が適切である。これらの
例は、限定ではなくむしろ例示である。W3110株が特に好ましい宿主または親宿主である
のは、それが組換えＤＮＡ生成発酵のための一般的な宿主株であるからである。好ましく
は、この宿主細胞は、最小量のタンパク質分解酵素を分泌する。例えば、W3110株は、タ
ンパク質をコードする遺伝子内で遺伝的変異を起こすように改変されてもよく、そのよう
な宿主の例にはE.coli W3110の27C7株がある。27C7の完全な遺伝子型はtonAΔptr3 phoA
ΔE15Δ（argF-lac）169ompTΔdegP41kanrである。27C7株は、1991年10月30日にAmerican
 Type Culture CollectionにATCC No.55,244として寄託された。あるいは、1990年8月7日
に発行された米国特許第4,946,783号に開示された変異ペリプラズムプロテアーゼを有す
るE.coliの株が用いられてもよい。あるいはまた、クローニング方法、例えば、ＰＣＲま
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たは他の核酸ポリメラーゼ反応でも適切である。
【００８１】
　原核生物に加えて、糸状菌または酵母のような真核生物微生物がＶＲＰをコードするベ
クターの適切なクローニングまたは発現宿主である。Saccharomyces cerevisiaeまたは通
常のパン酵母が、下等真核生物宿主微生物の間で最もよく用いられる。しかしながら、多
くの他の属、種および株が通常利用でき、本明細書中でも有用である。例えば、Schizosa
ccharomyces pombe（Beach and Nurse, Nature, 290:140[1981]；1985年5月2日公開のEP 
139,383)；Kluyveromyces宿主（米国特許第4,943,529号；Fleer et al.,前出）、例えば
、K.lactis[MW98-8C, CBS683, CBS 4574；Louvencourt et al., J.Bacteriol., 737(1983
)]、K.fragilis(ATCC 12,424)、K.bulgaricus(ATCC 16,045)、K wickeramii(ATCC 24,178
)、K waltii(ATCC 56,500)、K.drosphilarum(ATCC 36,906;Van den Berg et al.,前出)、
K.thermotoleransおよびK.marxianus;yarrowia[EP 402,226]；Pichia pastoris（EP 183,
070；Sreekrishna et al., J.Basic Microbiol., 28:265-278[1988]);Candida;Trichoder
ma reesia(EP 244,234);Neurospora crassa(Case et al., Proc.Natl.Acad.Sci.USA, 76:
5259-5263[1979])；Schwanniomyces、例えば、Schwanniomyces occidentalis（1990年10
月31日公開のEP 394,538）；および糸状菌、例えば、Neurospora, Penicillium, Tolypoc
ladium（1991年１月10日公開のWO91/00357）、およびAspergillus宿主、例えば、A.nidul
ans(Ballance et al., Biochem.Biophys.Res.Commun., 112:284-289[1983];Tilburn et a
l., Gene, 26:205-221[1983];Yelton et al., Proc.Natl.Acad.Sci.USA, 81:1470-1474[1
984]およびA.niger. Kelly and Hynes, EMBO J., 4:475-479(1985)。
【００８２】
　グリコシル化されたＶＲＰの発現に適した宿主細胞は、多細胞生物から由来する。その
ような宿主細胞は、複雑なプロセシングとグリコシル化活性が可能である。原則として、
脊椎動物由来であろうと無脊椎動物由来であろうと、いかなる高等真核生物細胞培養物も
使用可能である。無脊椎動物細胞の例には、植物と昆虫細胞が含まれる。多くのバキュロ
ウイルス株および変種ならびにSpodoptera frugiperda（イモムシ）Aedes aegypti（蚊）
Aedes albopictus（蚊）Drosophila melanogaster（ショウジョウバエ）、およびBombyx 
moriのような宿主に由来する、対応する許容昆虫宿主細胞が同定されてきた。例えば、Lu
ckow et al., Bio/Technology, 6:47-55(1988);Miller et al.,の Genetic Engineering,
 Setlow et al.,編、第８巻（Plenum Publishing, 1986）,pp.277-279；およびMaeda et 
al., Nature, 315:592-594(1985)を参照されたい。トランスフェクション用の種々のウイ
ルス株、例えば、Autographa californica NPVのL-1変種およびBombyx mori NPVのBm-5株
が公的に利用可能であり、このようなウイルスは、本発明にしたがって本明細書中でウイ
ルスとして、特にSpodoptera frugiperda細胞のトランスフェクションに用いられてもよ
い。
【００８３】
　綿、トウモロコシ、馬鈴薯、ダイズ、ペチュニア、トマト、およびタバコの植物細胞培
養物が宿主として用いられ得る。代表的には、植物細胞は、特定の株である細菌、Agroba
cterium tumefaciensとインキュベーションすることによりトランスフェクションされる
。この株はあらかじめＶＲＰをコードするＤＮＡを含むように操作されている。植物細胞
培養物とA.tumefaciensとのインキュベーションの間に、ＶＲＰをコードするＤＮＡは、
植物細胞宿主がトランスフェクションされ、適切な条件下でＶＲＰをコードするＤＮＡが
発現するように、植物細胞宿主に移される。さらに、植物細胞と適合性のある調節配列お
よびシグナル配列が利用可能であり、例えば、ノパリンシンターゼプロモーターおよびポ
リアデニル化シグナル配列がある。Depicker et al., J.Mol.Appl.Gen., 1:561(1982)。
さらに、Ｔ－ＤＮＡ７８０遺伝子の上流領域から単離したＤＮＡセグメントは、組換えＤ
ＮＡを含む植物組織において植物発現遺伝子の転写レベルを活性化または増大させること
ができる。1989年６月21日公開のEP 321,196。
【００８４】
　しかしながら、最大の関心は脊椎動物細胞にあり、培養物（組織培養物）中での脊椎動
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物細胞の増殖は慣用的な手法になってきている。例えば、Tissue Culture, Academic Pre
ss, Kruse and Patterson編者（1973）を参照されたい。有用な哺乳動物宿主細胞系の例
は、ＳＶ４０で形質転換されたサル腎臓ＣＶ１系（ＣＯＳ－７、ATCC CRL 1651）；ヒト
胎児腎臓系（２９３細胞または懸濁培養物中での増殖のためにサブクローニングされた２
９３細胞、Graham et al., J.Gen.Virol., 36:59[1977]）；ベビーハムスター腎臓細胞（
BHK ATCC CCL 10）；チャイニーズハムスター卵巣細胞/-DHFR（ＣＨＯ，Ulraub and Chas
in, Proc.Natl.Acad.Sci.USA, 77:4216[1980]）；マウスセルトリ細胞（ＴＭ４、Mather 
et al., Biol.Reprod., 23:243-251[1980]）；サル腎臓細胞（CV1 ATCC CCL 70）；アフ
リカミドリザル腎臓細胞（VERO-76, ATCC CRL-1587）；ヒト子宮頚癌細胞（HELA ATCC CC
L 2）；イヌ腎臓細胞（MDCK ATCC CCL 34）；バッファローラット肝臓細胞（BRL 3A, ATC
C CRL 1442）；ヒト肺細胞（W138, ATCC CCL 75）；ヒト肝臓細胞（Hep G2, HB 8065）；
マウス乳ガン（MMT 060562, ATCC CCL 51）；ＴＲＩ細胞（Mather et al., Annals N.Y. 
Acad.Sci., 383:44-68[1982]）；ＭＲＣ５細胞；ＦＳ４細胞；およびヒト肝臓ガン系（He
p G2）である。
【００８５】
　宿主細胞は、ＶＲＰ産生のため、上記の発現ベクターまたはクローニングベクターを用
いてトランスフェクションされ、好ましくは形質転換され、プロモーターを誘導し、形質
転換体を選択し、あるいは所望の配列をコードする遺伝子を増幅させるのに適切なように
改変された従来の栄養培地内で培養される。
【００８６】
　トランスフェクションとは、任意のコード配列が実際に発現されてもされなくても、発
現ベクターを宿主細胞によって取り込むことをいう。多くのトランスフェクションの方法
が当業者に公知であり、例えば、ＣａＰＯ４およびエレクトロポレーションがある。トラ
ンスフェクションの成功は、一般に、このベクターの作用のいかなるものであってもよい
指標が宿主細胞内で生じた場合に認められる。
【００８７】
　形質転換とは、ＤＮＡを、そのＤＮＡが、染色体外要素としてまたは染色体に組み込ま
れたものとしてのいずれかで複製可能であるように生物内に導入することを意味する。用
いられる宿主細胞に依存して、形質転換は、そのような細胞に適した標準的な技術を用い
て行われる。Sambrook et al.前出の1.82節に記載されたような塩化カルシウムを用いる
カルシウム処理またはエレクトロポレーションが、原核生物または実質的な細胞壁障壁を
有する他の細胞に対して一般に用いられる。Agrobacterium tumefaciensによる感染は、S
haw et al., Gene, 23:315(1983)および1989年６月29日に公開されたWO89/05859に記載さ
れたように、ある種の植物細胞の形質転換に用いられる。さらに、植物は、1991年１月10
日に公開されたWO91/00358に記載されたように超音波処理を用いてトランスフェクション
されてもよい。
【００８８】
　そのような細胞壁のない哺乳動物細胞については、Graham and van der Eb, Virology,
 52:456-457（1978）のリン酸カルシウム沈殿法が好ましい。哺乳動物細胞宿主系の形質
転換についての一般的な側面は、1983年8月16日に発行された米国特許第4,399,216号に記
載されている。酵母への形質転換は、代表的には、Van Solingen et al., J.Bact., 130:
946(1977)およびHsiao et al., Proc.Natl.Acad.Sci.(USA), 76:3829(1979)の方法にした
がって行われる。しかしながら、ＤＮＡを細胞に導入するための他の方法、例えば、核マ
イクロインジェクション、エレクトロポレーション、細菌プロトプラストの昆虫細胞との
、またはポリカチオン、例えば、ポリブレン、ポリオルニチン等との融合なども用いるこ
とができる。哺乳動物細胞の形質転換のための種々の技術については、Keown et al., Me
thods in Enzymology, 185:527-537(1990)およびMansour et al., Nature, 336:348-352(
1988)を参照されたい。
【００８９】
Ｄ．宿主細胞の培養
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　この発明のＶＲＰポリペプチドを産生するために用いられる原核生物細胞は、Sambrook
 et al.前出に一般に記載されたような適切な培地内で培養される。
　この発明のＶＲＰを産生するために用いられる哺乳動物宿主細胞は、種々の培地内で培
養することができる。Ham's F10(Sigma)、Minimal Essential Medium([MEM], Sigma)、RP
MI-1640（Sigma）およびDulbecco's Modified Eagle's Medium([DMEM],Sigma)のような市
販の培地が宿主細胞を培養するのに適している。さらに、Ham and Wallace, Meth.Enz., 
58:44(1979)、Barnes and Sato, Anal.Biochem., 102:255(1980)、米国特許第4,767,704
号；同第4,657,866号；同第4,927,762号；同第4,560,655号；または同第5,122,469号；WO
90/03430；WO87/00195；または米国特許Re.30,985号に記載された任意の培地を、宿主細
胞のための培養培地として用いてもよい。これらの培地の任意のものは、ホルモン、およ
び／または他の増殖因子（例えば、インスリン、トランスフェリン、または上皮増殖因子
）、塩（例えば、塩化ナトリウム、カルシウム、マグネシウム、およびリン酸塩）、緩衝
液（例えば、HEPES）、ヌクレオシド（例えば、アデノシンおよびチミジン）、抗生物質
（例えば、GentamycinＴＭ薬）、微量元素（無機化合物として定義され、通常最終濃度で
マイクロモルの範囲で存在する）、およびグルコースまたは同等のエネルギー源が必要な
ものとして一緒に補充されてもよい。他のいかなる必要な補充物も当業者に公知の適切な
濃度で含まれてもよい。温度、ｐＨ等のような培養条件は、発現のために選択された宿主
に先に用いた条件であり、当業者には明らかであろう。
【００９０】
　一般に、哺乳動物細胞培養物の生産性を最大にするための原理、プロトコール、および
実際的な技術は、Mammalian Cell Biotechnology; a Practical Approach, M.Butler編（
IRL Press, 1991）に見出すことができる。
【００９１】
　この開示で引用される宿主細胞は、培養中の細胞ならびに宿主動物内にある細胞を意図
する。
【００９２】
Ｅ．遺伝子増幅／発現の検出
　遺伝子増幅および／または発現は、試料中で直接的に、例えば、従来のサザンブロッテ
ィング、ｍＲＮＡの転写を定量するためのノーザンブロッティング（Thomas, Proc.Natl.
Acad.Sci.USA, 77:5201-5205[1980]）、ドットブロッティング（ＤＮＡ分析）、またはin
 situハイブリダイゼーションにより、適切に標識されたプローブを用いて、本明細書中
に提供された配列に基づいて、測定することができる。種々の標識を用いることができる
が、最も一般的には放射性元素、特に３２Ｐである。しかしながら、他の技術も用いても
よく、例えば、ポリヌクレオチドへの導入にはビオチン－修飾ヌクレオチドを用いてもよ
い。このときビオチンは、アビジンまたは抗体への結合のための部位を提供し、それは、
幅広い種々の標識、例えば、放射性核種、蛍光色素、酵素などで標識することができる。
あるいは、特定の二本鎖（ＤＮＡ二本鎖、ＲＮＡ二本鎖、およびＤＮＡ－ＲＮＡハイブリ
ッド二本鎖、またはＤＮＡ－タンパク質二本鎖を含む）を認識することが可能な抗体が用
いられてもよい。次に、この抗体は標識されて、その二本鎖が表面に結合しているところ
でアッセイが行われ、その結果、表面上での二本鎖の形成の際に、その二本鎖に結合した
抗体の存在が検出される。
【００９３】
　遺伝子発現は、あるいは、遺伝子産物の発現を直接的に定量するために、免疫学的方法
、例えば、組織切片の免疫組織化学染色および細胞培養物または体液のアッセイにより測
定されてもよい。免疫組織化学染色技術では、細胞試料を、代表的には、脱水と固定によ
り調製し、結合した遺伝子産物に対して特異的な標識した抗体との反応が続き、ここで、
標識は、通常、例えば、酵素的標識、蛍光的標識、発光的標識などのように視覚的に検出
可能である。本発明における使用に適切な特に感度のよい染色技術は、Hsu et al., Am.J
.Clin.Path.,75:734-738（1980）によって記載されている。
　免疫組織化学染色および／または試料流体のアッセイに有用な抗体は、モノクローナル
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またはポリクローナルのいずれでもよく、いかなる哺乳動物においても調製できる。便利
なことに、抗体は、天然のＶＲＰポリペプチドに対して、または本明細書中に提供される
ＤＮＡ配列に基づく合成のペプチドに対して、以下の第４節にさらに記載するように、調
製することができる。
【００９４】
Ｆ．ＶＲＰポリペプチドの精製
　ＶＲＰは、好ましくは、培養培地から分泌されたポリペプチドとして回収されるが、そ
れはまた、分泌シグナルなしに直接産生された場合には、宿主細胞破砕物から回収されて
もよい。ＶＲＰが膜に結合している場合には、それは膜から、適切な界面活性剤溶液（例
えば、Triton-X 100）を用いて離すことができる。
　ＶＲＰがヒト起源のもの以外の組換え細胞内で産生される場合、このＶＲＰはヒト起源
のタンパク質もしくはポリペプチドを全く持たない。しかしながら、ＶＲＰを組換え細胞
タンパク質もしくはポリペプチドから精製して、ＶＲＰと実質的に均一な調製物を得るこ
とが必要である。第１段階として、培養培地または破砕物を遠心分離して粒状の細胞破片
を取り除く。その後ＶＲＰを混在する可溶性タンパク質およびポリペプチドから、適切な
精製手法の例である以下の手法を用いて精製する：イオン交換カラムでの分画；エタノー
ル沈殿；逆相ＨＰＬＣ；シリカまたはＤＥＡＥのような陽イオン交換樹脂でのクロマトグ
ラフィー；等電点クロマトグラフィー；ＳＤＳ－ＰＡＧＥ；硫安沈殿；例えば、Sephadex
 G-75を用いるゲルろ過；およびＩｇＧのような混入物を取り除くプロテインＡ Sepharos
eカラム。
【００９５】
　好ましい実施態様においては、Ｆｌｔ４受容体－ＩｇＧ融合物が、アフィニティークロ
マトグラフィーカラムに固定され、ＶＲＰはこのカラムを用いてアフィニティー精製によ
り単離され得る。あるいは、ＶＲＰをそのＮ－末端でグリコプロテインＤ配列に結合させ
、アフィニティークロマトグラフィーカラムを通過させるが、そのカラム上には、グリコ
プロテインＤ配列に対して特異的である、５Ｂ６のような抗-ｇＤモノクローナル抗体が
固定されている。
【００９６】
　残基が欠失、挿入または置換されているＶＲＰ変種は、変化によって引き起こされた性
質の実質的な変更を考慮に入れて、天然のＶＲＰと同じ方法で回収される。例えば、ＶＲ
Ｐの、他のタンパク質またはポリペプチドとの、例えば、細菌もしくはウイルス抗原との
融合物の調製物は、精製を容易にする；その抗原に対する抗体を含むイムノアフィニティ
ーカラムを用いて融合ポリペプチドを吸着することができる。ウサギポリクローナル抗－
ＶＲＰカラムのようなイムノアフィニティーカラムを用いて、ＶＲＰ変種を少なくとも１
つの残っている免疫エピトープに結合させることにより、それを吸着することができる。
【００９７】
　フェニルメチルスルホニルフルオリド（ＰＭＳＦ）のようなプロテアーゼ阻害剤もまた
精製中のタンパク質分解を阻害するのに有用であり、そして抗生物質は、付随的な混入物
の増殖を妨げるために含まれてもよい。当業者は、天然のＶＲＰに適した精製法には、組
換え細胞培養物における発現の際の、ＶＲＰまたはその変種の性質の変化を補償する改変
が必要であることを理解するであろう。
【００９８】
Ｇ．ＶＲＰポリペプチドの共有結合修飾
　ＶＲＰポリペプチドの共有結合修飾は、本発明の範囲に含まれる。天然のＶＲＰおよび
ＶＲＰのアミノ酸配列変種は共有結合修飾されてもよい。ＶＲＰの共有結合修飾の１つの
型は、ＶＲＰの標的化されたアミノ酸残基と、ＶＲＰの選択された側鎖またはＮ－もしく
はＣ－末端の残基と反応し得る有機誘導体化剤（organic derivatizing agent）とを反応
させることにより分子に誘導される。
【００９９】
　最も一般的なシステイニル残基は、α－ハロアセテート（および対応するアミン）と、
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例えば、クロロ酢酸またはクロロアセトアミドと反応して、カルボキシメチルまたはカル
ボキシアミドメチル誘導体を生じる。システイニル残基はまた、ブロモトリフルオロアセ
トン、α－ブロモ－β－（５－イミドゾイル）プロピオン酸、クロロアセチルホスフェー
ト、Ｎ－アルキルマレイミド、３－ニトロ－２－ピリジルジルスフィド、メチル　２－ピ
リジルジスルフィド、ｐ－クロロメルクリベンゾエート、２－クロロメルクリ－４－ニト
ロフェノール、またはクロロ－７－ニトロベンゾ－２－オキサ－１，３－ジアゾールとの
反応によっても誘導体化される。
【０１００】
　ヒスチジル残基は、ジエチルピロカルボネートとのｐＨ５．５－７．０での反応により
誘導体化されるが、それは、この物質が比較的ヒスチジル側鎖に対して特異的であるから
である。パラ－ブロモフェナシルブロミドもまた有用である；反応は、好ましくは、０．
１Ｍカコジル酸ナトリウム中ｐＨ６．０で行われる。
【０１０１】
　リシニルおよびアミノ末端残基は、コハク酸または他のカルボン酸無水物と反応する。
これらの物質による誘導体化は、リシニル残基の電荷を逆にするという効果を有する。α
－アミノ含有残基の誘導体化のための他の適切な試薬は、メチルピコリンイミデートのよ
うなイミドエステル、ピリドキサールホスフェート、ピリドキサール、クロロボロヒドリ
ド、トリニトロベンゼンスルホン酸、Ｏ－メチルイソウレア、２，４－ペンタンジオンお
よびグリオキシレートによるトランスアミナーゼ触媒反応を含む。
【０１０２】
　アルギニル残基は、１つまたはいくつかの従来の試薬（それらには、フェニルグリオキ
サール、２，３－ブタンジオン、１，２－シクロヘキサンジオン、およびニンヒドリンが
ある）との反応により修飾される。アルギニン残基の誘導体化には、グアニジン官能基の
ｐＫａが高いので、反応が、アルカリ性条件下で行われることが必要とされる。さらに、
これらの試薬は、リジンの基ならびにアルギニンイプシロン－アミノ基と反応し得る。
【０１０３】
　チロシル残基の特定の修飾は、スペクトル標識を、芳香族ジアゾニウム化合物またはテ
トラニトロメタンとの反応によりチロシル残基に導入することに特に関心を持って行うこ
とができる。最も一般的には、Ｎ－アセチルイミダゾールおよびテトラニトロメタンが、
それぞれＯ－アセチルチロシル種および３－ニトロ誘導体を形成するために用いられる。
チロシル残基は、１２５Ｉまたは１３１Ｉを用いてヨード化されて、ラジオイムノアッセ
イで用いるための標識タンパク質が調製されるが、クロラミンＴ法が適切である。
【０１０４】
　カルボキシル側鎖基（アスパルチルまたはグルタミル）は、カルボジイミド（Ｒ－Ｎ＝
Ｃ＝Ｎ－Ｒ’）との反応により選択的に修飾され、式中ＲおよびＲ’は異なるアルキル基
であり、例えば、１－シクロヘキシル－３－（２－モルホリニル－４－エチル）カルボジ
イミドまたは１－エチル－３－（４－アゾニア－４，４’－ジメチルペンチル）カルボジ
イミドである。さらに、アスパルチルおよびグルタミル残基はアンモニウムイオンとの反
応により、アスパラギニルおよびグルタミニル残基に変換される。
　二官能性物質による誘導体化は、ＶＲＰが、抗－ＶＲＰ抗体を精製する方法における使
用のための水不溶性支持体マトリックスまたは表面に架橋するのに、有用であり、逆もま
た同じである。一般に用いられている架橋剤は、例えば、１，１－ビス（ジアゾアセチル
）－２－フェニルエタン、グルタルアルデヒド、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエステル
、例えば、４－アジドサリチル酸とのエステル、３，３－ジチオビス（スクシンイミジル
プロピオネート）のようなジスクシンイミジルエステルを含むホモ二官能性イミドエステ
ル、ビス－Ｎ－マレイミド－１，８－オクタンのような二官能性マレイミドを含む。メチ
ル－３－［（ｐ－アジドフェニル）ジチオ］プロピオイミデートのような誘導体化剤は、
光の存在下で架橋を形成し得る光で活性化される中間体を生じる。あるいは、シアノゲン
ブロミド活性化炭水化物のような反応性の水不溶性のマトリックス、および米国特許第3,
969,287号；同第3,691,016号；同第4,195,128号；同第4,247,642号；同第4,229,537号；
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および同第4,330,440号に記載された反応性基質がタンパク質の固定に用いられる。
【０１０５】
　グルタミニルおよびアスパラギニル残基は、それぞれ対応するグルタミルおよびアスパ
ルチル残基に頻繁に脱アミド化される。これらの残基は、中性または塩基性の条件下で脱
アミド化される。脱アミド化された形態のこれらの残基は、本発明の範囲に入る。
【０１０６】
　他の修飾は、プロリンおよびリジンのヒドロキシル化、セリルまたはスレオニル残基の
ヒドロキシル基のリン酸化、リジン、アルギニン、およびヒスチジン側鎖のα－アミノ基
のメチル化（T.E.Creighton, Proteins: Structure and Molecular Properties, W.H.Fre
eman & Co., San Francisco, pp.79-86[1983]）、Ｎ－末端アミンのアシル化、およびＣ
－末端カルボキシル基のアミド化を含む。
【０１０７】
　本発明の範囲に含まれるＶＲＰポリペプチドの別のタイプの共有結合修飾は、ポリペプ
チドの天然のグリコシル化パターンを変更することを含む。変更することにより、天然の
ＶＲＰに見られる１またはそれ以上の炭水化物部分の削除、および／または天然のＶＲＰ
には存在しない１またはそれ以上のグリコシル化部位の付加が意味される。
【０１０８】
　ポリペプチドのグリコシル化は、代表的には、Ｎ－結合型またはＯ－結合型のいずれか
である。Ｎ－結合型とは、炭水化物部分のアスパラギン残基の側鎖への付着をいう。トリ
ペプチド配列であるアスパラギン－Ｘ－セリンおよびアスパラギン－Ｘ－スレオニン（式
中Ｘは、プロリン以外の任意のアミノ酸である）は、炭水化物部分のアスパラギン側鎖へ
の酵素的付着のための認識配列である。したがって、これらのトリペプチド配列のいずれ
かがポリペプチド中に存在する場合、可能性のあるグリコシル化部位が創出される。Ｏ－
結合グリコシル化とは、糖である、Ｎ－アセチルガラクトサミン、ガラクトース、または
キシロースの１つのヒドロキシルアミノ酸への、最も一般的にはセリンまたはスレオニン
への付着をいうが、５－ヒドロキシプロリンまたは５－ヒドロキシリジンもまた用いても
よい。
【０１０９】
　ＶＲＰポリペプチドへのグリコシル化部位の付加は、アミノ酸配列を、それが１または
それ以上の上記のトリペプチド配列を含むように変更することにより簡便に行われる（Ｎ
－結合グリコシル化部位について）。この変更は、１またはそれ以上のセリンまたはスレ
オニン残基の天然のＶＲＰ配列への付加またはそれによる置換によって行われてもよい（
Ｏ－結合グリコシル化部位について）。容易さのため、ＶＲＰアミノ酸配列は、所望のア
ミノ酸に翻訳されるコドンを生成するように、好ましくは、ＤＮＡレベルでの、特にＶＲ
ＰポリペプチドをコードしているＤＮＡのあらかじめ選択された塩基で変異させることに
よる変化により変更される。このＤＮＡ変異は、上記および米国特許第5,364,934号、前
出、に記載された方法を用いて行うことができる。
【０１１０】
　ＶＲＰポリペプチド上の炭水化物部分の数を増加させる他の手段は、グリコシドの化学
的または酵素的なポリペプチドへのカップリングによる。これらの手法は、それらがＮ－
結合またはＯ－結合グリコシル化のグリコシル化能を有する宿主細胞内でのポリペプチド
の産生を必要としないという点で好都合である。用いられるカップリングモードに依存し
て、糖は（ａ）アルギニンおよびヒスチジン、（ｂ）遊離のカルボキシル基、（ｃ）シス
テインのそれのような遊離のスルフヒドリル基、（ｄ）セリン、スレオニン、またはヒド
ロキシプロリンのそれのような遊離のヒドロキシル基、（ｅ）フェニルアラニン、チロシ
ン、またはトリプトファンのそれのような芳香族残基、または（ｆ）グルタミンのアミド
基に付着されてもよい。これらの方法は、1987年９月11日に公開されたWO87/05330および
Aplin and Wriston, CRC Crit.Rev.Biochem.,pp.259-306（1981）に記載されている。
【０１１１】
　ＶＲＰポリペプチド上に存在する炭水化物部分の除去は、化学的にまたは酵素的に行わ
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れ得る。化学的な脱グリコシル化は、トリフルオロメタンスルホン酸化合物もしくは同等
の化合物へのポリペプチドの曝露を必要とする。この処理は、連結糖（linking sugar）
（Ｎ－アセチルグルコサミンまたはＮ－アセチルガラクトサミン）以外のほとんどもしく
は全ての糖を開裂するが、ポリペプチドは元のまま残る。化学的な脱グリコシル化は、Ha
kimuddin et al., Arch.Biochem.Biophys., 259:52（1987）およびEdge et al., Anal. B
iochem., 118:131（1981）により記載されている。ポリペプチド上の炭水化物部分の酵素
的な開裂は、Thotakura et al., Meth. Enzymol., 138:350（1987）によって記載された
種々のエンド－およびエキソ－グリコシダーゼの使用により行われ得る。
【０１１２】
　可能性のあるグリコシル化部位でのグリコシル化は、Duskin et al., J.Biol.Chem., 2
57:3105（1982）によって記載された化合物ツニカマイシンの使用により妨げることがで
きる。ツニカマイシンは、タンパク質－Ｎ－グリコシド結合の形成を遮断する。
【０１１３】
　ＶＲＰの共有結合修飾の別のタイプは、ＶＲＰポリペプチドを種々の非タンパク質性ポ
リマーの１つ、例えば、ポリエチレングリコール、ポリプロピレングリコール、またはポ
リオキシアルキレンに、米国特許第4,640,835号；同第4,496,689号；同第4,301,144；同
第4,670,417号；同第4,791,192号；または同第4,179,337号に説明されたようにして連結
させることを含む。
【０１１４】
　変種ＶＲＰの性質を前もって予測することはしばしば困難なので、回収した変種のいく
つかのスクリーニングが最適な変種を選択するために必要とされることが理解される。Ｖ
ＲＰ分子の免疫学的性質の変化、例えば、与えられた抗体に対する親和性、もまた競合型
のイムノアッセイによって測定することが可能である。変種は、その分裂促進活性の抑制
または促進における変化について、同アッセイ中で天然のＶＲＰについて観察された活性
との比較によりアッセイされる。例えば、変種ＶＲＰがＦｌｔ４受容体のプロテインキナ
ーゼ活性を刺激する能力については、本明細書中の実施例５に記載されたようにしてスク
リーニングすることができる。酸化還元もしくは温度安定性、疎水性、タンパク質分解に
対する感受性、または担体とのもしくは多量体への凝集しやすさのような、タンパク質ま
たはポリペプチドの性質の他の可能な修飾が、当該分野で周知の方法によりアッセイされ
る。
【０１１５】
Ｈ．エピトープ標識ＶＲＰ
　この発明は、別のポリペプチドに融合されたＶＲＰを含むキメラポリペプチドを包含す
る。１つの好ましい実施態様において、このキメラポリペプチドは、ＶＲＰと、抗標識抗
体がそれに対して選択的に結合するエピトープを提供する標識ポリペプチドとの融合物を
含む。エピトープ標識は、一般に、ＶＲＰのアミノ末端もしくはカルボキシ末端に配置さ
れる。そのようなエピトープ標識した形態のＶＲＰが望ましいのは、その存在が、標識ポ
リペプチドに対する標識抗体を用いて検出され得るからである。また、エピトープ標識の
提供により、ＶＲＰが抗標識抗体を用いるアフィニティー精製によって容易に精製される
ようになる。抗体を含むアフィニティー精製技術および診断アッセイは本明細書中で後で
記載する。
【０１１６】
　標識ポリペプチドおよびそれらのそれぞれの抗体は当該分野で周知である。例には、fl
u HA標識ポリペプチドおよびその抗体12CA5（Field et al., Mol.Cell.Biol., 8:2159-21
65[1988]）；c-myc標識およびそれに対する8F9、3C7、6E10、G4、B7および9E10抗体（Eva
n et al., Molecular and Cellular Biology, 5:3610-3616[1985]）；および単純ヘルペ
スウイルスグリコプロテインＤ（ｇＤ）標識およびその抗体がある。Paborsky et al., P
rotein Engineering, 3（6）:547-553（1990）。他の標識ポリペプチドが開示されている
。例は、Flag-ペプチド（Hopp et al., BioTechnology, 6:1204-1210[1988]）；ＫＴ３エ
ピトープペプチド（Martin et al., Science, 255:192-194[1992]）；α-チューブリンエ
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ピトープペプチド（Skinner et al., J.Biol.Chem., 266:15163-15166[1991]）；および
Ｔ７遺伝子１０タンパク質ペプチド標識。Lutz-Freyermuth et al., Proc.Natl.Acad.Sci
.USA, 87:6393-6397（1990）を含む。一旦標識ポリペプチドが選択されると、それに対す
る抗体が、本明細書中に開示される技術により生成され得る。
【０１１７】
　エピトープ標識ＶＲＰの構築と産生に適した一般的な方法は、（天然のもしくは変種の
）ＶＲＰについて本明細書中でこれまでに開示されたものと同じである。ＶＲＰ-標識ポ
リペプチド融合物は、ＶＲＰ部分をコードするｃＤＮＡ配列を、インフレームで標識ポリ
ペプチドＤＮＡ配列に融合し、得られたＤＮＡ融合構築物を適切な宿主細胞内で発現させ
ることにより、最も簡便に構築される。通常、本発明のＶＲＰ-標識ポリペプチドキメラ
を調製する場合、ＶＲＰをコードする核酸は、その３’末端で標識ポリペプチドのＮ－末
端をコードする核酸に融合されるが、５’融合物もまた可能である。
　エピトープ-標識ＶＲＰは、抗標識抗体を用いるアフィニティークロマトグラフィーに
より簡便に精製され得る。アフィニティー抗体を付着させるマトリックスは、最もしばし
ばアガロースであるが、他のマトリックスも利用可能である（例えば、制御された孔のガ
ラスもしくはポリ（スチレンジビニル）ベンゼン）。エピトープ-標識ＶＲＰは、アフィ
ニティーカラムから、例えば、緩衝液のｐＨまたはイオン強度を変化させることにより、
あるいはカオトロピック剤を添加することにより溶出される。
【０１１８】
２．ＶＲＰの治療用途、組成物および投与
　ＶＲＰは、Ｆｌｔ４受容体または１つ以上の他のＶＲＰ受容体を有する細胞の増殖およ
び／または分化および／または活性化の促進または阻害により、哺乳動物を処置するため
の治療用途を提供すると考えられる。外因性ＶＲＰは、こういう状況で患者に投与するこ
とができる。ヒトＶＲＰは、内因性ＶＲＰのレベルが低下しているヒト、好ましくはこの
ようなレベルの低下が病気をもたらす状況にあるか、またはＦｌｔ４受容体若しくは１つ
以上の他のＶＲＰ受容体の活性化若しくは阻害が欠損している状況にあるヒトに投与する
ことができる限り、明らかに有用である。
【０１１９】
　ＶＲＰの種々の可能性ある治療用途は、ＶＥＧＦが有用である用途を含む。これらの例
は、外傷を取り囲む血管内皮細胞の増殖の、ＶＥＧＦによる証明された迅速な促進という
観点から、および本発明で確立されたＶＥＧＦとＶＲＰとの間の関係という観点から、血
管網に対する外傷の治療のような、血管内皮に関連する用途を含む。そのように治療する
ことができる外傷の例は、外科切開（特に心臓に関係するもの）、創傷（血管の裂傷、切
開、および穿通を含む）、および表面潰瘍（糖尿病性、血友病性、および静脈瘤性潰瘍の
ような血管内皮に関する）を含むが、これらに限定されない。ＶＲＰの選択的分裂促進性
に基づき改善することができる他の生理的状態もまた本発明に含まれる。
【０１２０】
　上述の外傷性適応症のため、ＶＲＰ分子は、治療すべき具体的疾患、個々の患者の症状
、ＶＲＰの送達部位、投与の方法、および医師の知る他の因子を考慮した、良好な医療行
為と矛盾のない方法で処方され、投与される。
【０１２１】
　ＶＲＰの更なる適応症は、皮膚潰瘍のような全層創傷（褥瘡、静脈潰瘍、および糖尿病
性潰瘍のカテゴリーを含む）、さらには皮膚移植または皮膚弁移植のために熱傷または損
傷部位に脈管形成を必要とする、全層熱傷および損傷の治療におけるものである。この場
合に、ＶＲＰは、直接その部位に適用するか、または移植に先立ち移植される皮膚または
皮膚弁を浸漬するのに使用するかのいずれかである。同様の方法で、ＶＲＰは、熱傷若し
くは他の外傷により、または美容目的で再生術が必要とされるときに形成外科において使
用することができる。
【０１２２】
　脈管形成はまた、創傷を清浄かつ感染なく保つ上で重要である。したがってＶＲＰは、
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一般外科手術に伴い、また切り傷および裂傷の修復後に使用することができる。感染のリ
スクの高い腹部創傷の治療には特に有用である。骨損傷の部位で血管が発生するため、新
生血管形成は骨折修復にも重要である。したがって骨折部位へのＶＲＰの投与は、もう１
つの有用性である。
【０１２３】
　上述のように、ＶＲＰが局所創傷治癒に使用される場合には、ＶＲＰは、血管組織の再
内皮化のために以下に述べられる任意の経路により、またはさらに好ましくは局所経路に
より投与することができる。これらの場合に、ＶＲＰは、液剤、噴霧剤、ゲル剤、クリー
ム剤、軟膏剤、または乾燥粉剤のいずれかとして直接損傷部位に投与される。ＶＲＰを損
傷部位に導く徐放デバイスも使用される。局所適用において、ＶＲＰは、単回適用で、ま
たは１週間～数週間の期間毎日または数日毎の投薬処方で、約５０～１，０００μg/mLの
範囲の濃度で適用される。一般に、投与される局所製剤の量は、創傷の表面積を基に、Ｖ
ＲＰ約０．１～１００μg/cm２適用するのに十分な量である。
【０１２４】
　ＶＲＰは、アテローム硬化斑の圧迫と共に、血管内皮細胞が除去または損傷される処置
である、バルーン血管形成術における術後創傷治癒剤として使用することができる。ＶＲ
Ｐは、静脈内ボーラス注射剤または注入剤として、全身性または局所性静脈内適用により
血管内表面に適用することができる。所望ならば、ＶＲＰは、測微計ポンプを用いて時間
をかけて投与することができる。静脈内投与に適切な組成物は、内皮細胞増殖を促進する
のに有効な量のＶＲＰ、および非経口用担体物質を含む。ＶＲＰは、患者１人当たり３～
１０mLの注射を用いて、単回または多回適用が可能な投薬処方で投与される場合、例えば
、組成物中に約５０μg/mL～約１，０００μg/mLの広い範囲の濃度で存在してよい。普通
の生理食塩水または５～１０％デキストロースのような、任意の公知の非経口用担体ビヒ
クルを使用することができる。
【０１２５】
　ＶＲＰはまた、血管移植手術において内皮化を促進するために使用することができる。
移植された血管または合成材料を使用する血管移植の場合には、例えば、ＶＲＰは、血管
内皮細胞の増殖を促進するために、移植片の表面および／または移植片と存在する脈管構
造との接合部に適用することができる。このような適用のために、ＶＲＰは、バルーン血
管形成術について上述したように静脈内適用するか、あるいは術前または術中に、移植片
の表面および／または存在する脈管構造に直接適用することができる。このような場合に
は、ＶＲＰが損傷表面に付着するように、粘性の高い担体物質中のＶＲＰを適用すること
が望ましい。適切な担体物質は、例えば、１～５％カルボポールを含む。ＶＲＰは、例え
ば、約５０μg/mg～約１，０００μg/mgの広い範囲の濃度で担体中に存在してよい。ある
いは、ＶＲＰは、非経口用液剤として測微計ポンプによりその部位に送達することができ
る。
【０１２６】
　ＶＲＰはまた、心筋梗塞後の血管損傷を修復するため、および側副血行の増大を促進す
ることにより冠動脈バイパス手術の必要を回避するために利用することができる。ＶＲＰ
は、この目的のため、個々の注射で、または上述のように時間をかけて測微計ポンプによ
り、または損傷心筋部位への直接注入若しくは注射により、静脈内に投与される。
【０１２７】
　ＶＲＰの治療用製剤は、所望の純度のＶＲＰを、場合により生理学的に受容可能な担体
、賦形剤、または安定化剤（Remington's Pharmaceutical Sciences、第１６版、Osol, A
.編、[1980]）と混合することにより、凍結乾燥ケーキまたは水性液剤の剤型で保存用に
調製される。受容可能な担体、賦形剤、または安定化剤は、使用される用量および濃度で
受容者に対して非毒性であり、リン酸塩、クエン酸塩、および他の有機酸のような緩衝化
剤；アスコルビン酸を含む抗酸化剤；低分子量（約１０残基未満）ポリペプチド；血清ア
ルブミン、ゼラチン、またはイムノグロブリンのようなタンパク質；ポリビニルピロリド
ンのような親水性ポリマー；グリシン、グルタミン、アスパラギン、アルギニン、または
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リシンのようなアミノ酸；グルコース、マンノース、またはデキストリンを含む単糖類、
二糖類、および他の炭水化物；ＥＤＴＡのようなキレート化剤；マンニトールまたはソル
ビトールのような糖アルコール；ナトリウムのような塩形成性対イオン；および／または
Tween、Pluronicsまたはポリエチレングリコール（ＰＥＧ）のような非イオン性界面活性
剤を含む。
【０１２８】
　ＶＲＰはまた、例えば、コアセルベーション法または界面重合により調製したマイクロ
カプセル（例えば、各々、ヒドロキシメチルセルロースまたはゼラチン－マイクロカプセ
ルおよびポリ［メチルメタクリレート］マイクロカプセル）、コロイド薬剤送達システム
（例えば、リポソーム、アルブミンミクロスフェア、ミクロエマルション、ナノ－パーテ
ィクル、およびナノカプセル）、またはマクロエマルションに捕捉させることもできる。
このような方法は、Remington's Pharmaceutical Sciences、前出、に開示されている。
【０１２９】
　インビボ投与に使用されるＶＲＰは、無菌でなければならない。これは、凍結乾燥およ
び再構成の前または後に、無菌濾過膜による濾過により容易に達成される。ＶＲＰは、普
通は凍結乾燥剤形態または溶液で保存される。
【０１３０】
　治療用ＶＲＰ組成物は一般に、無菌的な出入口を有する容器、例えば、皮下注射針によ
り貫通可能な栓を有する静注液バッグまたはバイアルに入れる。
【０１３１】
　ＶＲＰ投与の経路は、公知の方法、例えば、具体的な適応症について上述した経路、さ
らには静脈内、腹腔内、大脳内、筋肉内、眼内、動脈内、または病変部内手段による注射
または注入の一般経路、あるいは後述のような徐放システムによる。ＶＲＰは、注入によ
り連続的に、またはボーラス注射により投与される。一般に、その疾患が許せば、ＶＲＰ
を部位特異的送達のために処方して投薬すべきである。これは、創傷および潰瘍の場合に
は便利である。
【０１３２】
　徐放性製剤の適切な例は、タンパク質を含有する固体疎水性ポリマーの半透性マトリッ
クスを含み、このマトリックスは、成型品、例えば、フィルム、またはマイクロカプセル
の形である。徐放性マトリックスの例は、ポリエステル、ヒドロゲル［例えば、Langer e
t al., J. Biomed. Mater. Res., 15:167-277 （1981）およびLanger, Chem. Tech., 12:
98-105 （1982）により記載されたポリ（２－ヒドロキシエチル－メタクリレート）、ま
たはポリ（ビニルアルコール）］、ポリラクチド（米国特許第3,773,919号、EP 58,481）
、Ｌ－グルタミン酸とγ-Ｌ－グルタミン酸エチルとのコポリマー（Sidman et al., Biop
olymers, 22:547-556 [1983]）、非分解性エチレン－酢酸ビニル（Langer et al.,前出）
、Lupron DepotＴＭ（乳酸－グリコール酸コポリマーおよび酢酸ロイプロリド（leuproli
de acetate）を含む注射可能なミクロスフェア）のような分解性乳酸－グリコール酸コポ
リマー、およびポリ－Ｄ－（－）－３－ヒドロキシ酪酸（EP 133,988）を含む。
【０１３３】
　エチレン－酢酸ビニルおよび乳酸－グリコール酸のようなポリマーでは、１００日間に
わたる分子の放出が可能であるが、一方ある種のヒドロゲルでは、これより短い期間タン
パク質を放出する。カプセル化されたタンパク質が、体内に長期間残存する場合、３７℃
での水分への暴露の結果として変性または凝集してしまい、生物学的活性が消失して免疫
原性が変化することもある。タンパク質安定化のための合理的な方策は、関係する機作に
依存して案出することができる。例えば、凝集機作がチオ－ジスルフィド交換による分子
間Ｓ－Ｓ結合形成であることが発見されたならば、安定化は、スルフヒドリル残基を修飾
し、酸性溶液から凍結乾燥し、水分含量を制御し、適切な添加物を使用し、そして特異的
ポリマーマトリックス組成物を開発することにより達成することができる。
【０１３４】
　徐放性ＶＲＰ組成物はまた、リポソームに捕捉されたＶＲＰを含む。ＶＲＰを含有する
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リポソームは、それ自体公知の方法により調製される：DE 3,218,121；Epstein et al., 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82:3688-3692 （1985）；Hwang et al., Proc. Natl. Aca
d. Sci. USA, 77:4030-4034 （1980）；EP 52,322；EP 36,676；EP 88,046；EP 143,949
；EP 142,641；日本特許出願83-118008；米国特許第4,485,045号および4,544,545号；お
よびEP 102,324。普通リポソームは、脂質含量が約３０mol％コレステロール以上（最適
なＶＲＰ治療のために、選択される比率は調整する）の小さい（約２００～８００Å）単
層型のものである。
【０１３５】
　局所適用されるとき、ＶＲＰは適切には、担体および／または補助剤のような他の成分
と合わせられる。このような他の成分の性質には、薬学的に受容可能なものであり、かつ
意図した投与にとって有効でなければならず、そして組成物の活性成分の活性を分解しえ
ないものであるという以外には、何ら制限はない。適切なビヒクルの例は、精製コラーゲ
ンを含むかまたは含まない、軟膏剤、クリーム剤、ゲル剤、または懸濁剤を含む。本組成
物はまた、経皮パッチ、硬膏剤、および包帯中に、好ましくは液体または半液体の形態で
含浸させることができる。
【０１３６】
　ゲル製剤を得るために、液体組成物に処方されたＶＲＰは、有効量の水溶性多糖類また
はＰＥＧのような合成ポリマーと混合して、局所適用するのに適正な粘度のゲルを形成す
ることができる。使用することができる多糖類は、例えば、エーテル化セルロース誘導体
（アルキルセルロース、ヒドロキシアルキルセルロース、およびアルキルヒドロキシアル
キルセルロースを含む）、例えば、メチルセルロース、ヒドロキシエチルセルロース、カ
ルボキシメチルセルロース、ヒドロキシプロピルメチルセルロース、およびヒドロキシプ
ロピルセルロースのような、セルロース誘導体；デンプンおよび分画デンプン；寒天；ア
ルギン酸およびアルギン酸塩；アラビアゴム；プルラン；アガロース；カラゲナン；デキ
ストラン；デキストリン；フルクタン（fructans）；イヌリン；マンナン；キシラン；ア
ラビナン；キトサン；グリコーゲン；グルカン；および合成生体高分子；さらにはゴム類
、例えば、キサンタンガム；グアールガム；ローカストビーンガム；アラビアゴム；トラ
ガカントゴム；およびカラヤゴム（karaya gum）；並びにこれらの誘導体および混合物を
含む。本発明の好適なゲル化剤は、生体系に対して不活性であり、非毒性であり、調製が
容易であり、そして流動性も粘性も高すぎないものであり、かつそこに保持されるＶＲＰ
を不安定にしないものである。
【０１３７】
　好ましくは多糖類は、エーテル化セルロース誘導体、さらに好ましくは十分に明確な、
精製され、そして米国薬局方にリストされているものであり、例えば、メチルセルロース
；並びにヒドロキシプロピルセルロース、ヒドロキシエチルセルロース、およびヒドロキ
シプロピルメチルセルロースのような、ヒドロキシアルキルセルロース誘導体である。本
発明において最も好適なものは、メチルセルロースである。
【０１３８】
　ゲル化のために有用なポリエチレングリコールは典型的には、適正な粘度を得るために
低分子量および高分子量ＰＥＧの混合物である。例えば、分子量４００～６００のＰＥＧ
と分子量１５００のＰＥＧとの混合物は、糊状物を得るために適正な比で混合すると本目
的に有効であろう。
【０１３９】
　多糖類およびＰＥＧに適用される「水溶性」という用語は、コロイド溶液および分散液
を含むことを意味する。一般に、セルロース誘導体の溶解度は、エーテル基の置換の程度
により決定され、そして本発明において有用な安定化誘導体は、その誘導体が水溶性であ
るために十分な量の、セルロース鎖のアンヒドログルコース単位当たりのこのようなエー
テル基を有するはずである。アンヒドログルコース単位当たり少なくとも０．３５エーテ
ル基のエーテル置換の程度が、一般に十分な程度である。さらに、セルロース誘導体は、
アルカリ金属塩、例えば、Ｌｉ、Ｎａ、Ｋ、またはＣｓ塩の形態で存在してもよい。
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【０１４０】
　ゲルにメチルセルロースを使用するならば、好ましくはゲルの約２～５％、さらに好ま
しくは約３％を占め、ＶＲＰは、ゲル１ml当たり約３００～１０００mgの量で存在する。
【０１４１】
　治療用に使用されるＶＲＰの有効量は、例えば、治療目的、投与の経路、および患者の
症状に依存する。したがって、治療専門家は、最適な治療効果を得るのに必要とされるよ
うに、投薬量を滴定して投与の経路を調節することが必要とされる。典型的には、医師は
、目的の効果を達成する用量までＶＲＰを投与する。全身治療のための典型的な１日用量
は、上述の因子に依存して、約１μg/kg～１０mg/kgまたはそれ以上の範囲であろう。一
般的な代替案としては、ＶＲＰは、約０．１ng/cc以上、有効ではあるが不当に毒性のな
い最大用量以下のＶＲＰレベルをその組織で確立することができる用量で、標的部位また
は組織に対して処方して送達される。この組織内濃度は、可能であれば、連続注入、徐放
、局所適用、または経験的に決定した頻度での注射により維持される。この治療法の経過
は、従来のアッセイにより容易にモニターすることができる。
【０１４２】
　細胞増殖および修復を促進することにおいて、ＶＲＰを含む任意の増殖因子の活性を増
強するために、ＶＲＰ療法を他の新規なまたは従来の治療法［例えば、ＶＥＧＦ、酸性ま
たは塩基性線維芽細胞増殖因子（各々、ａＦＧＦまたはｂＦＧＦ）、血小板由来増殖因子
（ＰＤＧＦ）、インスリン様増殖因子（ＩＧＦ－ＩまたはＩＧＦ－II）、神経成長因子（
ＮＧＦ）、タンパク質同化ステロイド、ＥＧＦまたはＴＧＦ－αのような増殖因子と組合
せることは本発明の範囲に含まれる。このような併用薬がそれ自体本発明の組成物に含ま
れる必要はないが、そのような薬剤がタンパク性である場合には含まれると便利であろう
。このような混合物は適切には、単独で使用されるＶＲＰと同じ方法でかつ同じ目的で投
与される。このような第二の増殖因子に対するＶＲＰの有用なモル比は、典型的には１：
０．１～１０であり、大体等モル量が好適である。
【０１４３】
３．ＶＲＰの非治療用、診断用途
　ＶＲＰをコードする核酸は、組織特異的分類のための診断薬として使用することができ
る。例えば、インサイチューハイブリダイゼーション、ノーザンおよびサザンブロッティ
ング、並びにＰＣＲ分析のような方法は、ＶＲＰをコードするＤＮＡおよび／またはＲＮ
Ａが、評価される細胞型に存在するかどうかを決定するのに使用することができる。ＶＲ
Ｐ核酸またはポリペプチドはまた、診断マーカーとして使用することができる。例えば、
ＶＲＰを、本明細書に記載される方法を用いて標識して、Ｆｌｔ４受容体または別のＶＲ
Ｐ受容体をコードする核酸分子の発現を標識ＶＲＰを使用して定量することができる。
【０１４４】
　ヒトＶＲＰをコードする核酸が、あるヒト染色体に局在するならば、ヒトＶＲＰの核酸
は、このヒト染色体のマーカーとして使用することができる。
【０１４５】
　ＶＲＰ核酸はまた、本明細書に例示される組換え法によるＶＲＰポリペプチドの調製に
有用である。
【０１４６】
　単離されたＶＲＰポリペプチドは、それに対して未知量のＶＲＰを含有する試料が準備
される標準または対照として、定量的診断アッセイにおいて使用することができる。
【０１４７】
　ＶＲＰ調製物はまた、抗体の作製において、ＶＲＰのアッセイにおける標準として（例
えば、放射免疫アッセイ、放射性受容体アッセイ、または酵素結合免疫アッセイにおける
標準としての用途のためにＶＲＰを標識することにより）、生物学的試料中のＦｌｔ４受
容体または１つ以上の他のＶＲＰ受容体の存在を検出するために（例えば、標識ＶＲＰを
使用して）、アフィニティー精製法において、および放射性ヨウ素、酵素、発蛍光団、ス
ピン標識などで標識すると競合型受容体結合アッセイにおいて有用である。
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【０１４８】
　ＶＲＰはまた、診断手段として有用である。例えば、ＶＲＰは、本明細書に詳述される
方法を用いて原核生物細胞において産生することができ、こうして産生されたグリコシル
化されていないタンパク質を分子量マーカーとして使用することができる。ＶＲＰの推定
分子量（ｍｗ）は、約４４．８kDaである。分子量マーカーとしてＶＲＰを使用するには
、例えば、ゲル濾過クロマトグラフィーまたはＳＤＳ－ＰＡＧＥを使用して、分子量を測
定したいタンパク質を実質的に通常法で分離する。ＶＲＰおよび他の分子量マーカーは、
分子量の範囲を提供するための標準として使用される。例えば、ホスホリラーゼｂ（ｍｗ
＝９７，４００）、ウシ血清アルブミン（ｍｗ＝６８，０００）、オボアルブミン（ｍｗ
＝４６，０００）、ＶＲＰ（ｍｗ＝４４，８００）、トリプシンインヒビター（ｍｗ＝２
０，１００）、およびリゾチーム（ｍｗ＝１４，４００）は、ｍｗマーカーとして使用す
ることができる。ここで述べられる他の分子量マーカーは、例えば、Amersham Corporati
on, Arlington Heights, ILから市販されており購入することができる。しばしば分子量
マーカーは、分離後の検出を容易にするために標識される。抗体およびタンパク質の標識
法は、本明細書において検討されており、当該分野ではよく知られている。例えば、分子
量マーカーは、ビオチン化して、例えば、ＳＤＳ－ＰＡＧＥによる分離後、ブロットはス
トレプトアビジン－西洋ワサビペルオキシダーゼと共にインキュベートすることができる
。そしてバンドは光検出により検出することができる。
【０１４９】
　ＶＲＰを血管新生因子または増殖因子として使用して、エクスビボでＦｌｔ４受容体ま
たは１つ以上の他のＶＲＰ受容体を有するある種の細胞を増殖させることも有用であり得
る。したがって、例えば、ＶＲＰは、内皮細胞のインビトロ培養における増殖因子として
使用することができる。このような用途のために、ＶＲＰは、約１０pg/mL～約１０ng/mL
の濃度で細胞培養の培地に加えることができる。
【０１５０】
　エクスビボで増殖させようとするこれらの細胞は、同時に他の公知の増殖因子またはサ
イトカインに暴露されてもよい。サイトカインの例としては、インターロイキン（例えば
、ＩＬ－３）、顆粒球-マクロファージ-コロニー刺激因子（ＧＭ－ＣＳＦ）、ＶＥＧＦ、
マクロファージ-コロニー刺激因子（Ｍ－ＣＳＦ）、顆粒球コロニー刺激因子（Ｇ－ＣＳ
Ｆ）、顆粒球－マクロファージ－コロニー刺激因子（ＧＭ－ＣＳＦ）、エリスロポエチン
（Ｅｐｏ）、リンホトキシン、幹細胞因子（steel factor:ＳＬＦ）、腫瘍壊死因子（Ｔ
ＮＦ）、およびγ－インターフェロンを含む。これにより、Ｆｌｔ４受容体または１つ以
上の他のＶＲＰ受容体を有する細胞の増殖および／または分化が起こる。
【０１５１】
　本発明のさらに別の側面では、ＶＲＰは、Ｆｌｔ４受容体または１つ以上の他のＶＲＰ
受容体のアフィニティー精製に使用することができる。簡単に述べると、この方法は、不
活性な多孔性マトリックス（例えば、臭化シアンと反応したアガロース）へのＶＲＰの共
有結合を伴う。次にＦｌｔ４受容体または他のＶＲＰ受容体を含有する溶液を、クロマト
グラフィー材料を通過させて、次いで溶離条件を変化させることにより（例えば、ｐＨま
たはイオン強度を変えることにより）放出させることができる。
【０１５２】
　精製ＶＲＰ、およびこれをコードする核酸はまた、正常な増殖および発生、さらには異
常な増殖および発生（例えば、悪性腫瘍）におけるＶＲＰおよびＦｌｔ4受容体または他
のＶＲＰ受容体の役割を検討するために、ＶＲＰおよびその同種の受容体の機作の検討の
ための試薬としても販売することができる。
【０１５３】
　ＶＲＰは、Ｆｌｔ４受容体または他のＶＲＰ受容体への結合についての、潜在的なアゴ
ニストまたはアンタゴニストの競合的スクリーニングに使用することができる。ＶＲＰの
変種は、使用される分析系（例えば、抗ＶＲＰ抗体）により認識されるならば、ＶＲＰの
アッセイにおける標準または対照として有用である。
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【０１５４】
４．ＶＲＰ抗体調製
　本明細書で明確化される抗体例の産生に関して以下に記す。これらの抗体例は、ポリク
ローナル、モノクローナル、ヒト化、二重特異性（bispecific）、またはヘテロ結合（he
teroconjugate）抗体を含む。
【０１５５】
Ａ．ポリクローナル抗体
　ＶＲＰに対するポリクローナル抗体は、一般にＶＲＰとアジュバントの多数回の皮下（
ｓｃ）または腹腔内（ｉｐ）注射により動物において産生させる。ＶＲＰを、免疫される
種において免疫原性であるタンパク質（例えば、キーホールリンペットヘモシアニン、血
清アルブミン、ウシチログロブリン、またはダイズトリプシンインヒビター）に二官能性
試薬または誘導体化剤［例えば、マレイミドベンゾイルスルホスクシンイミドエステル（
システイン残基により結合）、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド（リシン残基による）、グ
ルタルアルデヒド、無水コハク酸、ＳＯＣｌ２、またはＲ１Ｎ＝Ｃ＝ＮＲ（ここでＲおよ
びＲ１は、異なるアルキル基である）］を用いて結合させることは有用である。
【０１５６】
　１mgまたは１μgの結合体（各々、ウサギまたはマウスについて）を３容量のフロイン
トの完全アジュバントと合わせて、この溶液を複数部位に皮内注射することにより、動物
を免疫原性結合体または誘導体に対して免疫する。１ヶ月後、複数部位の皮下注射による
、元の１／５～１／１０量の、フロイントの完全アジュバント中の結合体により、動物を
追加免疫する。７～１４日後、動物を出血させて、血清を抗ＶＲＰ抗体力価についてアッ
セイする。抗体力価がプラトーに達するまで動物を追加免疫する。好ましくは、同じＶＲ
Ｐと異なるタンパク質との結合体で動物を追加免疫するか、および／または結合は、異な
る架橋試薬を介して行う。結合体はまた、タンパク質融合物として組換え細胞培養で作製
することができる。また、免疫応答を増強するため、ミョウバンのような凝集剤も使用さ
れる。
【０１５７】
Ｂ．モノクローナル抗体
　モノクローナル抗体は、実質的に均質な抗体の集団から得られる、ということは即ち、
集団を構成する個々の抗体が、微量に存在する起こりうる天然の突然変異以外には同一で
あるということである。したがって修飾語句の「モノクローナル」は、別個の抗体の混合
物ではない抗体の性質を示している。
【０１５８】
　例えば、本発明の抗ＶＲＰモノクローナル抗体は、最初にKohler and Milstein, Natur
e, 256:495 （1975）により報告されたハイブリドーマ法を用いて作製してもよいし、ま
たは組換えＤＮＡ法により作製してもよい。米国特許第4,816,567号。
【０１５９】
　ハイブリドーマ法において、マウス、またはハムスターのような他の適切な宿主動物を
前述のように免疫して、免疫に使用したタンパク質に特異的に結合する抗体を産生するか
、または産生することができるリンパ球を誘導する。あるいは、インビトロでリンパ球を
免疫してもよい。次いでリンパ球を、ＰＥＧのような適切な融合剤を使用してミエローマ
細胞と融合させてハイブリドーマ細胞を生成する。Goding, Monoclonal Antibodies: Pri
nciples and Practice, pp. 59-103, （Academic Press, 1986）。
【０１６０】
　こうして調製したハイブリドーマ細胞を、好ましくは未融合の親ミエローマ細胞の増殖
または生存を阻害する１つ以上の物質を含有する適切な培地に接種して増殖させる。例え
ば、親ミエローマ細胞に酵素のヒポキサンチングアニンホスホリボシルトランスフェラー
ゼ（ＨＧＰＲＴまたはＨＰＲＴ）が欠損しているならば、ハイブリドーマ用の培地は、典
型的にはヒポキサンチン、アミノプテリン、およびチミジンを含んでおり（ＨＡＴ培地）
、これらの物質はＨＧＰＲＴ欠損細胞の増殖を妨げる。
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【０１６１】
　好適なミエローマ細胞は、効率的に融合し、選択された抗体産生細胞による抗体の安定
な高レベル発現を支持し、そしてＨＡＴ培地のような培地に感受性である細胞である。こ
れらの中で好適なミエローマ細胞株は、ソーク研究所細胞頒布センター（Salk Institute
 Cell Distribution Center, San Diego, California, USA）から利用可能なＭＯＰＣ－
２１およびＭＰＣ－１１マウス腫瘍から誘導した株、およびAmerican Type Culture Coll
ection, Rockville, Maryland, USAから利用可能なＳＰ－２細胞のようなネズミミエロー
マ株である。ヒトミエローマおよびマウス－ヒトヘテロミエローマ細胞株もヒトモノクロ
ーナル抗体の産生用に報告されている。Kozbor, J. Immunol., 133:3001 （1984）；Brod
eur et al., Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications, pp. 51-6
3 （Marcel Dekker, Inc., New York, 1987）。また、ヒトモノクローナル抗体の産生法
については、Boerner et al., J. Immunol., 147:86-95 （1991）および１９９１年１１
月２８日に公開のWO 91/17769も参照のこと。
【０１６２】
　ハイブリドーマ細胞が増殖する培養培地は、ＶＲＰに対するモノクローナル抗体の産生
についてアッセイする。好ましくは、ハイブリドーマ細胞により産生されるモノクローナ
ル抗体の結合特異性は、免疫沈降法、または放射免疫アッセイ（ＲＩＡ）若しくは酵素結
合免疫アッセイ（ＥＬＩＳＡ）のようなインビトロ結合アッセイにより測定する。
【０１６３】
　モノクローナル抗体の結合親和性は、例えば、Munson and Pollard（Anal. Biochem., 
107:220 （1980））のスキャッチャード解析により求めることができる。
　目的の特異性、親和性、および／または活性の抗体を産生するハイブリドーマ細胞の同
定後、クローンは限界希釈法によりサブクローン化して、標準法により増殖させることが
できる。Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, pp. 59-104 （Aca
demic Press, 1986）。この目的に適切な培地は、例えば、Dulbecco's Modified Eagle's
 MediumまたはＲＰＭＩ－１６４０培地を含む。さらに、ハイブリドーマ細胞は動物の腹
水腫瘍としてインビボで増殖させることができる。
【０１６４】
　サブクローンにより分泌されるモノクローナル抗体は、適切には培地、腹水、または血
清から、例えば、プロテインＡ－セファロース、ヒドロキシルアパタイトクロマトグラフ
ィー、ゲル電気泳動、透析、またはアフィニティークロマトグラフィーのような従来のイ
ムノグロブリン精製法により分離される。
【０１６５】
　あるいは、今や、内因性イムノグロブリン産生がなくても免疫により全レパートリーの
ヒト抗体を産生することができるトランスジェニック動物（例えば、マウス）を作製する
ことができる。例えば、キメラおよび生殖細胞系変異マウスにおける抗体重鎖結合領域（
ＪＨ）遺伝子の同型接合体欠失により、内因性抗体産生の完全な阻害が起こることが報告
されている。このような生殖細胞系変異マウスへのヒト生殖細胞系イムノグロブリン遺伝
子アレイの移入により、抗原投与によるヒト抗体の産生が起こる。例えば、Jakobovits e
t al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:2551-255 （1993）；Jakobovits et al., Natu
re, 362:255-258 （1993）を参照のこと。
【０１６６】
　さらに別の実施態様において、抗体または抗体フラグメントは、McCafferty et al., N
ature, 348:552-554 （1990）に報告された方法を使用して作製した抗体ファージライブ
ラリーから、適切な抗体または抗体フラグメントを選択するためにＶＲＰを用いて単離す
ることができる。Clackson et al., Nature, 352:624-628 （1991）およびMarks et al.,
 J. Mol. Biol., 222:581-597 （1991）は、ファージライブラリーを使用した、ネズミお
よびヒト抗体の単離をそれぞれ報告している。続く発表では、チェーンシャッフリング（
chain shuffling）（Mark et al., Bio/Technol., 10:779-783 [1992]）、さらには非常
に大きなファージライブラリーを作製するための方策として、組合せ感染およびインビボ
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組換えによる、高親和性（nM範囲）ヒト抗体の産生を報告している。Waterhouse et al.,
 Nuc. Acids Res., 21:2265-2266 （1993）。即ちこれらの方法は、本発明に包含される
「モノクローナル」抗体（特にヒト抗体）の単離に関する従来のモノクローナル抗体ハイ
ブリドーマ法に対する実行可能な代替法である。
【０１６７】
　本発明のモノクローナル抗体をコードするＤＮＡは、従来法を用いて（例えば、ネズミ
抗体の重鎖および軽鎖をコードする遺伝子に特異的に結合することができるオリゴヌクレ
オチドプローブを使用することにより）、容易に単離されて配列決定される。本発明のハ
イブリドーマ細胞は、このようなＤＮＡの好適な供給源として供される。一旦単離したら
、このＤＮＡを発現ベクターに入れて、次にこれをサルＣＯＳ細胞、チャイニーズハムス
ター卵巣（ＣＨＯ）細胞、または他にはイムノグロブリンタンパク質を産生しないミエロ
ーマ細胞のような宿主細胞にトランスフェクションして、組換え宿主細胞中でモノクロー
ナル抗体の合成を生じる。また、ＤＮＡは、例えば、ヒト重鎖および軽鎖定常ドメインの
コード配列を、相同なネズミ配列の代わりに置き換えることにより（Morrison et al., P
roc. Natl. Acad. Sci. USA, 81, 6851 [1984]）、またはイムノグロブリンコード配列に
、非イムノグロブリンポリペプチドのコード配列の全て若しくは一部を共有結合すること
により、修飾することができる。このようにして、本発明の抗ＶＲＰモノクローナル抗体
の結合特異性を有する「キメラ」または「ハイブリッド」抗体が調製される。
【０１６８】
　典型的には、このような非イムノグロブリンポリペプチドで、本発明の抗体の定常ドメ
インを置換するか、または本発明の抗体の１つの抗原結合部位の可変ドメインを置換して
、ＶＲＰに対する特異性を有する１つの抗原結合部位と、異なる抗原に対する特異性を有
する別の抗原結合部位とを含むキメラ二価抗体を作製する。
【０１６９】
　キメラまたはハイブリッド抗体はまた、架橋剤を伴う方法を含む、合成タンパク質化学
における公知の方法を用いてインビトロで調製することができる。例えば、イムノトキシ
ンは、ジスルフィド交換反応を用いて、またはチオエーテル結合を形成することにより作
製することができる。この目的のために適切な試薬の例は、イミノチオラート（iminothi
olate）およびメチル－４－メルカプトブチルイミダート（methyl-4-mercaptobutyrimida
te）を含む。
【０１７０】
　診断応用のために、本発明の抗体は、典型的には検出可能な成分で標識する。検出可能
な成分は、直接または間接に検出可能なシグナルを生成することができる任意の成分であ
ってよい。例えば、検出可能な成分は、３Ｈ、１４Ｃ、３２Ｐ、３５Ｓ、または１２５Ｉ
のような放射性同位体；フルオレセインイソチオシアナート、ローダミン、またはルシフ
ェリンのような、蛍光または化学発光化合物；あるいはアルカリホスファターゼ、β－ガ
ラクトシダーゼ、または西洋ワサビペルオキシダーゼのような酵素である。
【０１７１】
　Hunter et al., Nature, 144:945 （1962）；David et al., Biochemistry, 13:1014 
（1974）；Pain et al., J. Immunol. Meth., 40:219 （1981）；およびNygren, J. Hist
ochem. and Cytochem., 30:407 （1982）により報告された方法を含む、別々に抗体を検
出可能な成分に結合させる当該分野において公知の任意の方法を使用することができる。
　本発明の抗体は、競合結合アッセイ、直接および間接サンドイッチアッセイ、並びに免
疫沈降アッセイのような、任意の公知のアッセイで使用することができる。Zola, Monocl
onal Antibodies: A Manual of Techniques, pp. 147-158 （CRC Press, Inc., 1987）。
【０１７２】
　競合結合アッセイは、限定量の抗体との結合について、標識した標準物質（これはＶＲ
Ｐ、またはその免疫学的に反応性の部分であろう）が試料中のアナライト（ＶＲＰ）と競
合する能力に基づく。試料中のＶＲＰの量は、抗体に結合する標準物質の量に逆比例する
。結合する標準物質の量の測定を容易にするために、一般に抗体は、競合の前または後に
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不溶化して、抗体に結合した標準物質およびアナライトを、未結合で残る標準物質および
アナライトから便利に分離できるようにする。
【０１７３】
　サンドイッチアッセイは、各々検出すべきタンパク質（ＶＲＰ）の異なる免疫原性部分
、即ちエピトープに結合することができる、２つの抗体の使用を伴う。サンドイッチアッ
セイにおいて、試料中アナライトは、固相支持体に固定化された第一抗体と結合し、次に
第二抗体がそのアナライトに結合して不溶性三成分複合体を形成する。例えば、米国特許
第4,376,110号を参照のこと。第二抗体は、それ自体検出可能な成分で標識してもよいし
（直接サンドイッチアッセイ）、または検出可能な成分で標識した抗イムノグロブリン抗
体を用いて測定してもよい（間接サンドイッチアッセイ）。例えば、サンドイッチアッセ
イの１つの型は、ＥＬＩＳＡアッセイであり、この場合に検出可能な成分は酵素である。
【０１７４】
Ｃ．ヒト化抗体
　非ヒト抗体をヒト化する方法は、当該分野ではよく知られている。一般に、ヒト化抗体
は、ヒトでない供給源からそれに導入した１つ以上のアミノ酸残基を有する。これらの非
ヒトアミノ酸残基は、しばしば「輸入（import）」残基と呼ばれており、典型的には「輸
入（import）」可変ドメインからとられる。ヒト化は、本質的にはWinterとその共同研究
者達の方法（Jones et al., Nature, 321:522-525 [1986]；Riechmann et al., Nature, 
332:323-327 [1988]；Verhoeyen et al., Science, 239: 1534-1536 [1988]）にしたがっ
て、齧歯類ＣＤＲまたはＣＤＲ配列でヒト抗体の対応する配列を置き換えることにより、
実施することができる。したがって、このような「ヒト化」抗体は、キメラ抗体であり（
米国特許第4,816,567号、前出）、実質的に完全長ヒト可変ドメインより短い配列が、ヒ
ト以外の種からの対応する配列により置換されている。実際、ヒト化抗体は、典型的には
、幾つかのＣＤＲ残基、および恐らく幾つかのＦＲ残基が、齧歯類抗体中の類似部位から
の残基により置換されているヒト抗体である。
【０１７５】
　抗体が、抗原に対する高い親和性および他の好ましい生物学的性質を保持させながら、
ヒト化されることは重要である。この目標を達成するために、好適な方法により、親配列
およびヒト化配列の三次元モデルを用いる、親配列および種々の概念のヒト化産物の解析
の過程により、ヒト化抗体を調製する。三次元イムノグロブリンモデルは、当業者にはよ
く知られている。選択された候補イムノグロブリン配列の可能性の高い三次元コンホメー
ション構造を図解して表示するコンピュータプログラムが利用可能である。これらの表示
を点検すると、候補イムノグロブリン配列が機能するときの残基が果たしそうな役割の解
析、即ち、抗原に結合する候補イムノグロブリンの能力に影響する残基の解析が可能にな
る。このように、ＦＲ残基をコンセンサス配列および重要な配列から選択して組合せるこ
とができ、それにより標的抗原に対する親和性の上昇のような、所望の抗体の特徴を達成
する。一般に、ＣＤＲ残基は、抗原結合に影響を与えることに直接かつ最も実質的に関与
している。更なる詳細は、１９９２年１２月２３日公開のWO 92/22653を参照のこと。
【０１７６】
Ｄ．二重特異性抗体
　二重特異性抗体は、少なくとも２つの異なる抗原に対する結合特異性を有する、好まし
くはヒトまたはヒト化されたモノクローナル抗体である。この場合、結合特異性の一方は
、ＶＲＰに対するものであり、もう一方は、任意の他の抗原、そして好ましくは受容体ま
たは受容体サブユニットに対するものである。例えば、Ｆｌｔ４受容体とＶＲＰに特異的
に結合する二重特異性抗体は、本発明の範囲に含まれる。
【０１７７】
　二重特異性抗体の作製方法は、当該分野で公知である。従来、二重特異性抗体の組換え
産生は、２つのイムノグロブリン重鎖／軽鎖対（ここで、２つの重鎖は、異なる特異性を
有する）の同時発現に基づく。Millstein and Cuello, Nature, 305:537-539 （1983）。
イムノグロブリン重鎖および軽鎖のランダムな取り合わせのため、これらのハイブリドー
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マ（クアドローマ（quadromas））は、１０種の異なる抗体分子の混合物を産生する可能
性があり、このうちの１種のみが正しい二重特異的構造を有する。正しい分子の精製（通
常アフィニティークロマトグラフィー工程により行われる）は、相当に厄介であり、産物
の収量は低い。同様な方法は、１９９３年５月１３日に公開のWO 93/08829、およびTraun
ecker et al., EMBO J., 10:3655-3659 （1991）に開示されている。
【０１７８】
　別のさらに好適なアプローチにより、所望の結合特異性を有する抗体可変ドメイン（抗
体－抗原結合部位）はイムノグロブリン定常ドメイン配列に融合される。この融合物は、
好ましくは、少なくともヒンジ、ＣＨ２、およびＣＨ３領域の部分を含む、イムノグロブ
リン重鎖定常ドメインとの融合物である。好ましくは、少なくとも融合物の１つに存在す
る軽鎖結合に必要な部位を含有する第一の重鎖定常領域（ＣＨ１）を含む。イムノグロブ
リン重鎖融合物、および所望ならばイムノグロブリン軽鎖をコードするＤＮＡを、別々の
発現ベクターに挿入し、適切な宿主生物に同時トランスフェクションする。このことによ
り、構成に使用される３つのポリペプチド鎖の比が等しくないときに最適な収量が得られ
る場合、実施態様における３つのポリペプチドフラグメントの相互割合を調整するのに融
通性が大きくなる。しかし、少なくとも２つのポリペプチド鎖の等しい比の発現により高
収量が得られるか、またはその比が特別に重要でない場合には、１つの発現ベクターに２
つまたは３つ全てのポリペプチド鎖のコード配列を挿入することは可能である。このアプ
ローチの好適な実施態様において、二重特異性抗体は、一方のアームの第一結合特異性を
有するハイブリッドイムノグロブリン重鎖、およびもう一方のアームのハイブリッドイム
ノグロブリン重鎖／軽鎖対（第二結合特異性を与える）よりなる。この非対称性構造は、
二重特異的分子の半分のみのイムノグロブリン軽鎖の存在が分離の容易な方法を与えるた
め、目的としないイムノグロブリン鎖組合せからの所望の二重特異的化合物の分離を容易
にすることが判った。このアプローチは、１９９４年３月３日に公開のWO 94/04690に開
示されている。二重特異性抗体作製の更なる詳細については、例えば、Suresh et al., M
ethods in Enzymology, 121:210 （1986）を参照のこと。
【０１７９】
Ｅ．ヘテロ結合抗体
　ヘテロ結合抗体も本発明の範囲に含まれる。ヘテロ結合抗体は、２つの共有結合した抗
体よりなる。このような抗体は、例えば、不必要な細胞に対する免疫系細胞を標的とする
（米国特許第4,676,980号）ため、およびＨＩＶ感染症の治療のために提案されてきた。W
O 91/00360；WO 92/200373；EP 03089。ヘテロ結合抗体は、任意の便利な架橋法を用いて
作製することができる。適切な架橋剤は、当該分野でよく知られており、例えば、米国特
許第4,676,980号に多くの架橋法と共に開示されている。
【０１８０】
５．ＶＲＰ抗体の用途
　ｉ．治療用途
　ＶＲＰ抗体は、幾つかの治療適応症において、ＶＲＰの活性を遮断するため（例えば、
Ｆｌｔ４受容体またはＶＲＰに結合する別の受容体の過剰な活性化または阻害を遮断する
ため、並びに新生血管形成、再内皮化、および新血管形成を遮断するため）に有用であろ
う。具体的には、ＶＲＰ抗体は、種々の腫瘍および非腫瘍疾患および障害の治療に有用で
ある。治療しやすい腫瘍および関連症状は、乳癌、肺癌、胃癌、食道癌、大腸癌、肝癌、
卵巣癌、莢膜細胞腫、アレノブラストーマ、子宮頸癌、子宮内膜癌、子宮内膜増殖症、子
宮内膜症、線維肉腫、絨毛癌、頭部および頸部癌、鼻咽頭癌、喉頭癌、肝芽腫、カポジ肉
腫、黒色腫、皮膚癌、血管腫、海綿状血管腫、血管芽腫、膵臓癌、網膜芽細胞腫、星状細
胞腫、膠芽腫、シュワン鞘腫、乏突起細胞腫、髄芽腫、神経芽腫、横紋筋肉腫、骨原性肉
腫、平滑筋肉腫、尿路癌、甲状腺癌、ウィルムス腫瘍、腎細胞癌、前立腺癌、母斑症に伴
う異常血管増殖、水腫（例えば脳腫瘍に伴う）、およびメージュ症候群を含む。
【０１８１】
　治療しやすい非腫瘍症状は、慢性関節リウマチ、乾癬、アテローム動脈硬化症、糖尿病
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性および他の網膜症、水晶体後部線維増殖症、血管新生緑内障、老年性黄斑変性症、甲状
腺過形成（グレーブス病を含む）、角膜および他の組織の移植、慢性炎症、肺炎症、ネフ
ローゼ症候群、子癇前症、腹水、心膜液（心膜炎に伴うような）、および胸膜滲出液を含
む。
【０１８２】
　老年性黄斑変性症（ＡＭＤ）は、老年層における重篤な視覚消失の主要な原因である。
ＡＭＤの滲出型は、脈絡膜の新生血管形成および網膜色素上皮細胞の剥離を特徴とする。
脈絡膜の新生血管形成は、予後の劇的な悪化に関係するため、本発明のＶＲＰ抗体は、Ａ
ＭＤの重篤度を低下させるのに特に有用であることが期待されている。
【０１８３】
　治療適用のために、本発明のＶＲＰ抗体は、哺乳動物（好ましくは、ヒト）に、薬学的
に受容可能な投薬剤型で投与され、それには、ヒトにボーラス注射として静脈内に、若し
くは時間をかけて連続注入により、筋肉内、腹腔内、脳脊髄内、皮下、関節内、滑膜内、
硬膜下腔内、経口、局所、または吸入経路により投与することができる剤型があげられる
。ＶＲＰ抗体はまた、局所性並びに全身性の治療効果を発揮させるために、腫瘍内、腫瘍
周囲、病変部内、若しくは病変部周囲への経路により、またはリンパにも適切に投与され
る。腹腔内経路は、例えば、卵巣癌の治療において、特に有用であることが期待されてい
る。
【０１８４】
　このような投薬剤型は、本質的に非毒性かつ非治療用の薬学的に受容可能な担体を包含
する。このような担体の例は、イオン交換剤、アルミナ、ステアリン酸アルミニウム、レ
シチン、ヒト血清アルブミンのような血清タンパク質、リン酸塩のような緩衝化剤、グリ
シン、ソルビン酸、ソルビン酸カリウム、飽和植物性脂肪酸の部分グリセリド混合物、水
、塩、または硫酸プロタミン、リン酸水素二ナトリウム、リン酸水素カリウム、塩化ナト
リウム、亜鉛塩、コロイドシリカ、三ケイ酸マグネシウム、ポリビニルピロリドン、セル
ロースを基にした物質、およびＰＥＧのような電解質を含む。ＶＲＰ抗体の局所用または
ゲル基剤の担体は、カルボキシメチルセルロースナトリウムまたはメチルセルロースのよ
うな多糖類、ポリビニルピロリドン、ポリアクリル酸類、ポリオキシエチレン－ポリオキ
シプロピレン－ブロックポリマー、ＰＥＧ、およびウッドワックス（wood wax）アルコー
ルを含む。全ての投与のために、従来のデポー剤型が適切には使用される。このような剤
型は、例えば、マイクロカプセル、ナノカプセル、リポソーム、硬膏剤、吸入剤型、鼻噴
霧剤、舌下錠、および徐放性製剤を含む。ＶＲＰ抗体は、典型的には約０．１mg/ml～１
００mg/mlの濃度でこのようなビヒクル中に処方される。
【０１８５】
　徐放性製剤の適切な例は、ＶＲＰ抗体を含有する固体疎水性ポリマーの半透性マトリッ
クスを含み、このマトリックスは、成型品、例えば、フィルム、またはマイクロカプセル
の形態である。徐放性マトリックスの例は、ポリエステル、ヒドロゲル［例えば、Langer
 et al.,前出、およびLanger、前出、に記載されたポリ（２－ヒドロキシエチル－メタク
リレート）、またはポリ（ビニルアルコール）、ポリラクチド（米国特許第3,773,919号
）、Ｌ－グルタミン酸とγ-Ｌ－グルタミン酸エチルとのコポリマー（Sidman et al.,前
出）、非分解性エチレン－酢酸ビニル（Langer et al.,前出）、Lupron DepotＴＭ（乳酸
－グリコール酸コポリマーおよび酢酸ロイプロリド（leuprolide acetate）よりなる注射
可能なミクロスフェア）のような分解性乳酸－グリコール酸コポリマー、およびポリ－Ｄ
－（－）－３－ヒドロキシ酪酸を含む。エチレン－酢酸ビニルおよび乳酸－グリコール酸
のようなポリマーでは、１００日間にわたる分子の放出が可能であるが、一方ある種のヒ
ドロゲルでは、これより短い期間タンパク質を放出する。カプセル化されたＶＲＰ抗体は
、体内に長期間残存するとき、３７℃での水分への暴露の結果として変性または凝集して
しまい、生物学的活性が消失して免疫原性が変化することもある。安定化のための合理的
な方策は、関係する機作に依存して案出することができる。例えば、凝集機作がチオ－ジ
スルフィド交換による分子間Ｓ－Ｓ結合形成であることが発見されたならば、安定化は、
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スルフヒドリル残基を修飾し、酸性溶液から凍結乾燥し、水分含量を制御し、適切な添加
物を使用し、そして特異的ポリマーマトリックス組成物を開発することにより達成するこ
とができる。
【０１８６】
　徐放性ＶＲＰ抗体組成物はまた、リポソームに捕捉された抗体を含む。ＶＲＰ抗体を含
有するリポソームは、Epstein et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82:3688 （1985）
；Hwang et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:4030 （1980）；並びに米国特許第4,
485,045号および4,544,545号に記載されるような、当該分野で公知の方法により調製され
る。普通リポソームは、脂質含量が約３０mol％コレステロール以上（最適なＶＲＰ抗体
治療のために、選択される比率は調整する）の小さい（約２００～８００Å）単層型であ
る。循環時間を延長したリポソームは、米国特許第5,013,556号に開示されている。
【０１８７】
　本発明の別の用途は、ＶＲＰ抗体を成型品に組み込むことである。このような成型品は
、内皮細胞増殖および血管形成を調節するのに使用することができる。さらに、腫瘍の浸
潤および転移をこれらの成型品で調節することができる。
【０１８８】
　疾患の予防または治療のために、ＶＲＰ抗体の適切な用量は、上述のような治療すべき
疾患の型、疾患の重篤度と経過、その抗体が予防目的で投与されるか、それとも治療目的
で投与されるか、以前の治療法、患者の病歴およびＶＲＰ抗体に対する応答、並びに担当
医の裁量に依存する。ＶＲＰ抗体は、患者に１回または一連の治療にわたって適切に投与
される。
【０１８９】
　疾患の型および重篤度により、約１μg/kg～１５mg/kgのＶＲＰ抗体が、例えば、１回
以上の別々の投与によるか、または連続注入によるかの、患者への投与の初期の候補用量
である。典型的な１日用量は、上述の要因により、約１μg/kg～１００mg/kg以上の範囲
であろう。数日間以上にわたる反復投与については、症状により、治療は、目的とする症
状の抑制が得られるまで継続する。しかし別の投薬処方も有用でありうる。本治療の経過
は、例えば、放射線撮影腫瘍イメージングを含む、従来の方法およびアッセイにより容易
にモニターされる。
【０１９０】
　本発明の別の実施態様により、疾患を予防または治療する際のＶＲＰ抗体の有効性は、
ＶＲＰ抗体を連続して、あるいは以下に列挙されるようなそういった目的に有効な別のタ
ンパク性物質、または１つ以上の従来の治療薬（例えば、アルキル化剤、葉酸アンタゴニ
スト、核酸代謝の代謝拮抗物質、抗生物質、ピリミジン類似体、５－フルオロウラシル、
シスプラチン、プリンヌクレオシド、アミン、アミノ酸、トリアゾールヌクレオシド、ま
たはコルチコステロイドなど）と組合せて投与することにより改善することができる。こ
のような他の物質は、投与される組成物中に存在してもよいし、別々に投与されてもよい
。また、ＶＲＰ抗体は、連続して、または放射線医学的処置（照射または放射活性物質の
投与を伴う）と組合せて、適切に投与される。
【０１９１】
　１つの実施態様において、腫瘍の血管形成を組合せ療法で攻撃する。１つ以上のＶＲＰ
抗体は、腫瘍担持患者に、例えば、腫瘍の壊死または存在すればその転移巣を観察するこ
とにより求められた治療有効用量で投与する。この治療法は、さらに有益な効果が観察さ
れないか、または臨床検査により腫瘍若しくは転移巣の痕跡が認められなくなるまで続け
られる。次いでタンパク性補助剤を、単独または別の補助剤と組合せて投与する。このよ
うな物質は、例えば、ＴＮＦ、ａＦＧＦ若しくはｂＦＧＦまたは肝細胞増殖因子（ＨＧＦ
）の血管形成活性を阻害または中和することができる抗体、WO 94/10202、前出、に記載
されるｒｈＶＥＧＦアンタゴニスト、α－、β－、またはγ－インターフェロン、抗ＨＥ
Ｒ２抗体、ヘレグリン（heregulin）、抗ヘレグリン抗体、Ｄ因子、インターロイキン－
１（ＩＬ－１）、インターロイキン－２（ＩＬ－２）、ＧＭ－ＣＳＦ、あるいは抗プロテ
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インＣ抗体、抗プロテインＳ抗体、またはＣ４ｂ結合タンパク質（１９９１年２月２１日
に公開のWO 91/01753）のような、腫瘍内の微小血管凝固を促進する物質、あるいは熱ま
たは放射線を含む。
【０１９２】
　補助剤はその有効性が色々であるため、従来法でのマトリックススクリーニングにより
、腫瘍に及ぼすこれらの影響を比較することが望ましい。ＶＲＰ抗体およびＴＮＦおよび
／または他の補助剤の投与は、目的とする臨床効果が達成されるまで反復する。あるいは
、ＶＲＰ抗体または複数のＶＲＰ抗体を、ＴＮＦ、および場合により他の補助剤と共に投
与する。固形腫瘍が、四肢または他の全身循環から孤立しやすい位置に見い出された場合
には、本明細書中に記載される治療薬は、その孤立した腫瘍または臓器に投与される。他
の実施態様では、抗ＦＧＦまたは抗ＰＤＧＦ中和抗体のような、ＦＧＦまたは血小板由来
増殖因子（ＰＤＧＦ）のアンタゴニストを、ＶＲＰ抗体と共に患者に投与する。ＶＲＰ抗
体による治療は、最適には、創傷の治癒または望ましい新生血管形成の期間は停止するこ
とができる。
【０１９３】
　ii．他の用途
　本発明のＶＲＰ抗体はまた、アフィニティー精製用物質として有用である。この過程に
おいて、ＶＲＰに対する抗体は、セファデックス樹脂または濾紙のような適切な支持体に
、当該分野で周知の方法を用いて固定化される。次に固定化抗体を、精製すべきＶＲＰを
含有する試料と接触させ、次いでこの支持体を、固定化抗体に結合しているＶＲＰ以外の
、実質的に全ての試料中の物質を除去する適切な溶媒により洗浄する。最後に、グリシン
緩衝液（ｐＨ５．０）のようなＶＲＰを抗体から離す別の適切な溶媒で、この支持体を洗
浄する。
【０１９４】
　ＶＲＰ抗体はまた、ＶＲＰの診断的アッセイ（例えば、特定の細胞、組織、または血清
中のＶＲＰの発現の検出）においても有用であり得る。抗体は、上述のＶＲＰと同じ方法
で標識するか、および／または不溶性マトリックスに固定化する。ＶＲＰ抗体はまた、組
換え細胞培養物または天然の供給源からのＶＲＰの親和性精製用に有用である。他のタン
パク質と検出可能なほど交差反応しないＶＲＰ抗体は、他の公知のタンパク質を含まない
ＶＲＰを精製するのに使用することができる。ＶＲＰおよびその抗体のための適切な診断
的アッセイは、上述のとおりである。
【０１９５】
III．実験
　以下は、本発明を実施するための具体的な実施態様の例である。実施例は、例示目的で
のみ提供されるものであり、本発明の範囲を何ら限定しようとするものではない。
　前出のまたは後出の本明細書に引用される全ての刊行物、特許および特許出願を、その
全体を参考として本明細書に援用する。
【実施例】
【０１９６】
実施例１
ヒトＦｌｔ４受容体をコードするｃＤＮＡクローンの単離
　ヒト巨核球白血病細胞株ＣＭＫ１１－５から精製したｍＲＮＡから合成したｃＤＮＡを
、チロシンキナーゼ受容体の保存領域に基づく重複ＰＣＲプライマーにより増幅した。Wi
lks, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86:1603-1607 （1989）。ユニークＤＮＡ配列を含む
約１８０bpの１つの増幅フラグメント（ＳＡＬ－Ｓ１またはｔｋ１と呼ばれる；PCT/US93
/00586、前出）を使用して、完全長の短型のＦｌｔ４受容体（１２９８アミノ酸）をコー
ドする重複クローンを得るために、ＣＭＫ１１－５およびＤＡＭＩ細胞由来のｃＤＮＡラ
イブラリーをスクリーニングした（Janssen et al.,前出）。集めて整理したＦｌｔ４を
コードするクローンの配列は、欠性赤白血病（anerythroleukemia）細胞株から報告され
たクローン（Pajusola et al., Cancer Res.、前出）に適合し；別の報告されたＦｌｔ４
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配列とは８アミノ酸異なってコードする。Galland et al., Oncogene、前出。長型のＦｌ
ｔ４（１３６３アミノ酸）をコードするクローンは、発表された配列（Pajusola et al.,
 Oncogene, 8、前出）に基づき約２００bpの異なる３’ＤＮＡ配列を合成することにより
構築した。
【０１９７】
実施例２
受容体ＩｇＧ融合タンパク質、Ｆｌｔ４／ＩｇＧ抗血清、およびＧ６１ ＦＡＣＳ解析
　Ｆｌｔ１／ＩｇＧ（Park et al.,前出）、Ｆｌｋ１／ＩｇＧ（Park et al.,前出）、Ｒ
ｓｅ／ＩｇＧ（Godowski et al., Cell, 82:355-358 [1995]）、およびＨｔｋ／ＩｇＧ（
Bennett et al., J. Biol. Chem., 269:14211-14218 [1994]）をこれらの引用文献に記載
されたように作製した。Ｆｌｔ４／ＩｇＧについては、Ｆｌｔ４受容体の細胞外ドメイン
（アミノ酸１～７７５）をコードするＤＮＡを、プラスミドpBSSK-Fc中のユニークBstEII
部位でヒトＩｇＧ重鎖のＦｃ領域にスプライシングした（pBSSK-CH2CH3）。Bennett et a
l., J. Biol. Chem., 266:23060-23067 （1991）。Ｆｌｔ４／ＩｇＧをコードするオープ
ンリーディングフレームを、哺乳動物発現ベクターpRK5（Suva et al., Science, 237:89
3-896 [1987]）にクローン化して、プラスミドpRK5.tk 1 ig 1.1を得た。このプラスミド
をエレクトロポレーション（Janssen et al.,前出）により２９３細胞（ＡＴＣＣ ＣＲＬ
 １６５１）中にトランスフェクションして、３～４日後、プロテインＡアガロース（Cal
biochem）により無血清順化培地からＦｌｔ４／ＩｇＧを精製した。精製したＦｌｔ４／
ＩｇＧのウサギへの注射によりＦｌｔ４抗血清を作製した。
　この融合タンパク質を使用して、ＦＡＣＳ解析により膜結合ＶＲＰに関して細胞株をス
クリーニングすることにより、以下に記載した１つの陽性細胞株Ｇ６１を同定した。
　ヒト膠腫細胞株Ｇ６１（Hamel et al., J. Neurosci. Res., 34:147-157[1993]）を、
１０％ウシ胎児血清、２mM Ｌ－グルタミン、および抗生物質を含有するＦ１２：ＤＭＥ
Ｍ（５０：５０）（高グルコース）中で培養した。Ｇ６１細胞へのＦｌｔ４／ＩｇＧ結合
のＦＡＣＳ解析のため、１００万個の細胞を、リン酸緩衝化食塩水（ＰＢＳ）、５％ヤギ
血清、２％ウサギ血清中で７０nM受容体－ＩｇＧ融合タンパク質と共に４℃で６０分間イ
ンキュベーションし、次に１０μg/mLビオチン－ＳＰ－結合ヤギ抗ヒトＦｃ抗体および１
０μg/mL Ｒ－フィコエリトリン－結合ストレプトアビジン（Jackson Immuno Research）
で染色した。Ｇ６１は、関連のないチロシンキナーゼ受容体複合体のＲｓｅ／ＩｇＧに比
べてＦｌｔ４／ＩｇＧに特異的なピーク蛍光強度に約１０倍のシフトを引き起こした（図
２）。ＣＯＳ細胞へのｃＤＮＡクローンのプールのトランスフェクションにより、この推
定膜結合ＶＲＰを発現クローン化しようと試み、次いで標識Ｆｌｔ４／ＩｇＧでのスクリ
ーニングにより、各１０００～５０００クローンの６４０個のプールからは陽性クローン
は得られなかった。
【０１９８】
実施例３
ヒトＶＲＰをコードするｃＤＮＡクローンの単離
　ヒト膠腫細胞株Ｇ６１（Hamel et al.,前出）から、Cathala et al., DNA: 2:329-335 
（1983）およびAviv and Leder, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 69:1408-1412 （1972）
に記載されたように単離したポリＡ＋ＲＮＡからｃＤＮＡライブラリーを調製した。ｃＤ
ＮＡは、このＲＮＡからGIBCO/BRLの試薬（SuperScript）により調製して、XhoIおよびNo
tIで消化したプラスミドpRK5B（Holmes et al., Science, 253:1278-1280 [1991]）にク
ローン化した。ＶＲＰをコードするクローンは、ＥＳＴ配列（GenBank locus HSC1WF111
）に基づく合成オリゴヌクレオチドプローブでｃＤＮＡライブラリーをスクリーニングす
ることにより単離し、それはＶＥＧＦとの妥当な適合を示した。ＨＳＣ１ＷＦ１１１のＥ
ＳＴ配列は、２９９bpであり、そしてＶＥＧＦアミノ酸５６で始まる１３残基の内の１１
残基のマッチを含めて、５０残基でＶＥＧＦに３６％同一である。配列は以下のとおりで
ある：
5'-CCGTCTACAGATGTGGGGGTTGCTGCAATAGTGAGGGGCTGCAGTGCATGAACACCAGCACGAGCTACCTCAGNAAG
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ACGTTATTTGAAATTACAGTGCCTCTCTCTCAAGGCCCCAAACCAGTAACAATCAGTTTTGCCAATCACACTTCCTGCCG
ATGCATGTCTAAACTGGATGTTTACAGACAAGTTCATTCCATTATTAGACGTTCCCTGCCAGCAACACTACCACAGTGTC
AGGCAGCGAACAAGACCTGCCCCACCAATTACATGTGGAATAATCACATCTGC AGATGCCTG（SEQ ID NO:6）
　使用したオリゴヌクレオチドプローブovh1.4およびovh1.5の配列を以下に示す。
ovh1.4：5'-CTGGTGTTCATGCACTGCAGCCCCTCACTATTGCAGCAACCCCCACATCT（SEQ ID NO:7）
ovl1.5：5'-GCATCTGCAGATGTGATTATTCCACATGTAATTGGTGGGGCAGGTCTTGT（SEQ ID NO:8）
　これら２つのプローブを３２Ｐ標識し、４２℃で２０％ホルムアミド中でハイブリダイ
ズさせて５５℃で３０mM ＮａＣｌ／３mMクエン酸三ナトリウム中で最後に洗浄した。Jan
ssen, Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons（1995）。スクリ
ーニングした650,000クローンから、７個の陽性クローンを同定して特徴づけした。制限
地図化およびＤＮＡ配列決定により、陽性クローンは３群に分かれた。
　クローンＶＨ１．４（pRK.vh1.4.1）およびＶＨ１．６は、全コード領域を含んでおり
（図３Ａ）、完全に配列決定した。これらは、長さのみ異なっており、ＶＨ１．６には３
’ポリＡ配列に先立つ２個のＴの欠失がある。クローンＶＨ１．２は、ＶＨ１．４と同一
線上にある。クローンＶＨ１．３、ＶＨ１．５、およびＶＨ１．７は、同一であり、ＶＨ
１．４と比較すると５５７bpの欠失（bp５１９～１０７５の欠失）があり、そしてクロー
ンＶＨ１．１は、ＶＨ１．４と比較すると１５２bpの欠失（bp９２４～１０７５の欠失）
がある。ＶＨ１．４のヌクレオチドおよび推定アミノ酸配列を、図１に示す。
　この配列は、翻訳開始部位と予測される－３位のプリン残基に続くＡＴＧコドンで始ま
る４１９アミノ酸のオープンリーディングフレームを含んでいた。Kozak, Nucl. Acids R
es., 12:857-872 （1984）。このＡＴＧの約２５０bp５’側には、２個のインフレームＡ
ＴＧコドンがあり、それに終止コドンが短く続いていた（４または１０アミノ酸）。これ
らのＡＴＧは両方とも、－３位にピリミジンがあり、強い翻訳開始部位として機能すると
は考えられない。Kozak、前出。４１９アミノ酸のリーディングフレームの開始点に直接
続くコードされるアミノ酸配列は、疎水性であり、アミノ末端分泌シグナル配列であるこ
とを暗示している。Perlman and Halvorson, J. Mol. Biol., 167:391-409 （1983）。図
３Ａを参照のこと。この配列の最も可能性高い切断部位は、残基１５または１６の後の切
断を排除することはできないが、アミノ酸２０の後であろう。von Heijne, Nucl. Acids 
Res., 14:4683-4690 （1986）。オープンリーディングフレームの前には、約３８０bpの
ＧＣの豊富な５’非翻訳領域があり、後には約４００bpの３’非翻訳領域がある。
　ヒトＶＲＰの予測される成熟アミノ酸配列は、３９９アミノ酸残基（翻訳されたＭｒ＝
４４．８kDa）を含み、その内３７個（９．３％）はシステイン残基である；Ｎ結合グリ
コシル化の可能性ある部位が３つある（図３Ａ）。６つの形態のＶＥＧＦおよびＰｌＧＦ
とのＶＲＰのアミノ酸配列のアラインメントにより、ＶＲＰはＶＥＧＦ１２１（３２％同
一）およびＰｌＧＦ１３１（２７％同一）と最も類似していることが判った（図３Ｂ）；
９個のシステイン残基の内８個の位置が保存されている。ＶＲＰは、幾つかの形のＶＥＧ
ＦおよびＰｌＧＦで見られる塩基性アミノ酸の領域を含有しないが、それは、ＶＥＧＦよ
りかなり大きく、かつＶＥＧＦには見られないシステインの豊富な分子のＣ末端の半分を
含有する。このシステインの豊富なドメインは、双翅類のバルビアニ環の３つのタンパク
質に５０回以上見られる反復である、Ｃｙｓ、次に１０個の非Ｃｙｓ残基、次にＣｙｓ－
Ｘ、次にＣｙｓ－Ｘ、そして次にＣｙｓのパターン４コピーを含む（図３Ｂ）。Paulsson
 et al., J. Mol. Biol., 211:331-349 （1990）。いずれかの理論に限定されることなく
、ＶＲＰは、システイン残基を介してこれらの細胞上の他の膜結合タンパク質と相互作用
するであろう；このような分子間相互作用は、バルビアニタンパク質に関して提唱されて
いる。Paulsson et al.,前出。
　２つのｃＤＮＡクローン（ＶＨ１．１およびＶＨ１．３）は、ＶＨ１．４と比較すると
１５２または５５７bp欠失していた（図３Ａ）。これらの欠失体は両方とも、同じヌクレ
オチドで終わり、オルタナティブスプライシングの結果であろうと推定される。両方の欠
失体は、１５アミノ酸以内の終止コドンで終結する、欠失の３’側の同じフレームシフト
したタンパク質をコードすることが予測される。ＶＨ１．３によりコードされるタンパク
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質は、ＶＥＧＦと類似したコアのシステイン領域を全然含まないであろう。ＶＨ１．１は
、ＶＥＧＦと類似の領域の多くを含有する；しかし、その欠失は、種々の公知の形のＶＥ
ＧＦまたはＰｌＧＦと類似していない。Ferrara et al.,前出；Maglione et al.,前出；H
auser and Weich、前出。
　図４は、GenBankからの１１個のＥＳＴ ｃＤＮＡとのＶＨ１．４（上）のアラインメン
トを開示する。３’ＥＳＴがポリＡ末端にあり、ＥＳＴがＶＨ１．４の完全長配列の半分
と少しを占めるだけであることに注目されたい。
【０１９９】
実施例４
３５Ｓ標識ＶＲＰの受容体ＩｇＧ沈降
　ＶＲＰがＦｌｔ４のリガンドであるかどうか決定するために、ＶＨ１．４ｃＤＮＡクロ
ーンを含有する発現プラスミド、さらには対照プラスミド（単独の、またはＶＥＧＦ若し
くはＰｌＧＦ ＤＮＡを含む、発現ベクター）をＣＯＳ７細胞中にトランスフェクション
して、タンパク質を３５Ｓアミノ酸で標識した。これらの細胞からの順化培地をＦｌｔ４
／ＩｇＧおよびＦｌｋ１／ＩｇＧと共に沈降させた。具体的には、約３６０bpの５’非翻
訳配列（ＶＨ１．４のAgeI部位（図３Ａ）の５’）を欠失させることにより、ＶＲＰ発現
プラスミドのpRK.vh1.4.2を構築した。このＤＮＡ、およびＶＥＧＦ１６５（Houck et al
., Mol. Endocrinol., 5:1806-1814 [1991]）、ＰｌＧＦ１５２（Park et al.,前出）を
コードするか、またはベクター単独（ｐＲＫ５；Suva et al.,前出）の対照プラスミドを
、ＤＥＡＥ－デキストランによりＣＯＳ７細胞中にトランスフェクションした。Janssen 
et al.,前出。トランスフェクションの２日後、１００μCi/mLの３５Ｓアミノ酸（Pro-Mi
xＴＭブランド；Amersham #SJQ0079）を補足したメチオニン－およびシステイン－非含有
ＤＭＥＭ５mLにより、３７℃で５時間１０cmシャーレ中で細胞を瞬間標識し、次いで７時
間ＤＭＥＭ中で追跡した。標識した順化培地をスピン濃縮（Centricon-10ＴＭブランド；
Amicon #4203）により１０倍濃縮した。濃縮培地５０μLを受容体ＩｇＧ ３μgおよびプ
ロテインＡアガロース（Calbiochem）の５０％スラリー８０μLと共に４℃で一晩インキ
ュベートした。沈降物をＰＢＳ／０．１％TritonX-100で洗浄し、ＳＤＳ試料緩衝液中で
煮沸して、１２％ＳＤＳポリアクリルアミドゲル（Novex #EC60052）で電気泳動した。こ
のゲルをオートラジオグラフィー増強剤（duPont #NEF974）で処理して－７０℃で一晩感
光した。
　５３kDaと３３kDaの２つの特異的バンドが、Ｆｌｔ４／ＩｇＧによるＶＲＰトランスフ
ェクション物から沈降した；これらのバンドはベクタートランスフェクション物では存在
しなかった。これら２つのバンドの特異的な沈降は、Ｆｌｔ１／ＩｇＧまたはＦｌｋ１／
ＩｇＧではほとんどまたは全然見られなかった。時々、幾つかのＶＲＰ沈降物をＦｌｋ１
／ＩｇＧで検出したが、これはＶＲＰがＦｌｋ１と低親和性相互作用しうることを示唆し
ている。ＶＥＧＦ発現プラスミドによるトランスフェクションでは、Ｆｌｔ１／ＩｇＧお
よびＦｌｋ１／ＩｇＧにより約２２kDaの強いバンドの予測された沈降が見られた（DeVri
es et al.,前出；Quinn et al.,前出；Milauer et al.,前出；Terman et al., Biochem. 
Biophys. Res. Commun.前出）が、Ｆｌｔ４／ＩｇＧによる沈降はなかった。標識ＰｌＧ
Ｆによる同様な実験では、Ｆｌｔ４／ＩｇＧによる沈降はなく、Ｆｌｔ１／ＩｇＧによる
予測された沈降はあったが、Ｆｌｋ１／ＩｇＧによる沈降はなかった。Park et al.,前出
。これらのデータは、ＶＲＰが、Ｆｌｔ４受容体の細胞外ドメインに結合するが、ＶＥＧ
Ｆ受容体のＦｌｔ１またはＦｌｋ１とは相互作用しない（またははるかに弱く相互作用す
る）ことを示している。またこれらは、Ｆｌｔ４とのＶＥＧＦの相互作用がないこと（Pa
jusola et al., Oncogene, 9前出）を確認し、ＰｌＧＦもこの受容体のリガンドではない
ことを示している。
【０２００】
実施例５
Ｆｌｔ４受容体のチロシンリン酸化
　Ｆｌｔ４のチロシンリン酸化（PCT/US93/00586、前出、にも記載されている）をアッセ
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イするために、Ｆｌｔ４を２９３細胞で発現させて、ホスホチロシン免疫ブロットにより
Ｆｌｔ４リン酸化をモニターした。具体的には、長型のヒトＦｌｔ４をコードするＤＮＡ
を哺乳動物発現ベクターｐＲＫ５（Suva et al.,前出）中にクローン化して、プラスミド
pRK.tk1-3.1を得た。このプラスミドを、ミログリコシドホスホトランスフェラーゼ（ネ
オ）転写単位を含有するプラスミドと共に２９３細胞中にリン酸カルシウム沈降により同
時トランスフェクションし（Janssen et al.,前出）、安定にトランスフェクションされ
た株をＧ４１８（Gibco）での増殖により選択した。Ｆｌｔ４／ＩｇＧ抗血清でのＦＡＣ
Ｓ解析により決定されたＦｌｔ４を発現する１つのクローンの細胞株（クローン３１）、
およびトランスフェクションしていない２９３細胞を、Ｆｌｔ４チロシンリン酸化アッセ
イにおいて使用した。ＰＢＳ／０．１％ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）１００μL中の１
００万細胞を試料１００μLと混合して、３７℃で１５分間インキュベーションした。次
に細胞を遠心分離により回収し、０．１５Ｍ ＮａＣｌ、１０％グリセロール、１％Trito
n X-100、５０mM ＨＥＰＥＳ（ｐＨ７．３）、４μg/mL ＰＭＳＦ、０．０２u/mLアプロ
チニン（Sigma A6279）、および２０mMオルトバナジン酸ナトリウム２５０μL中で溶解し
た。ウサギＦｌｔ４／ＩｇＧ抗血清８μLおよびプロテインＡアガロース３０μLの添加に
より、Ｆｌｔ４を免疫沈降した。洗浄した沈降物をＳＤＳ試料緩衝液中で煮沸して、ポリ
アクリルアミドゲル（Novex）で電気泳動し、ニトロセルロースに移して（Janssen et al
.,前出）、抗ホスホチロシンモノクローナル抗体（Upstate Biotechnology）およびアル
カリホスファターゼ検出系（Promega）を用いて調べた。
　ＶＨ１．４（pRK.vh1.4.2）またはＶＥＧＦ（Houck et al.,前出）をコードする発現プ
ラスミドの２９３細胞中へのエレクトロポレーション、および３日間の無血清順化培地の
２０倍濃縮（Centricon-10, Amicon）により、ＶＲＰまたはＶＥＧＦを含有する試料を調
製した。受容体ＩｇＧ競合実験では、濃縮順化培地を受容体ＩｇＧと共に４℃で１時間プ
レインキュベートした。
　刺激がない場合、Ｆｌｔ４発現または非発現２９３細胞は、Ｆｌｔ４チロシンリン酸化
をほとんどまたは全然示さなかった。Ｆｌｔ４／ＩｇＧ抗血清によるＦｌｔ４発現細胞の
刺激により、１８０および１２０kDaの２つのバンドのチロシンリン酸化が見られた。免
疫前血清では基線リン酸化を超える上昇は観察されず、非発現細胞のＦｌｔ４／ＩｇＧ抗
血清刺激ではバンドは見られなかった。およそこのサイズの２つのＦｌｔ４バンドは、Ｄ
ＡＭＩおよびＨＥＬ細胞により発現されることが報告されている。Pajusola et al., Onc
ogene, 8、前出。さらに、精製Ｆｌｔ４／ＩｇＧのＳＤＳゲル解析により、これが、１５
０、８０、および７０kDaのペプチドよりなることが判った。Ｆｌｔ４／ＩｇＧペプチド
のＮ末端アミノ酸配列により、１５０および７０kDaバンドが、アミノ酸配列：ＹＳＭＴ
ＰＰＴＬ（SEQ ID NO:９）（残基２５で開始するＦｌｔ４配列に適合する）を有し、８０
kDaバンドが、配列：ＳＬＲＲＲＱＱＱＤ（SEQ ID NO:１０）（残基４７３で始まるＦｌ
ｔ４配列に適合する）を有することが判った。即ち、Ｆｌｔ４／ＩｇＧおよび完全長Ｆｌ
ｔ４の両方とも、細胞外ドメインで部分的に切断されていると考えられ、そしてＦｌｔ４
リン酸化アッセイで観察された１８０および１２０kDaのチロシンリン酸化バンドは、Ｆ
ｌｔ４／ＩｇＧの１５０および８０kDaペプチドに対応するものであろう。Ｆｌｔ４発現
細胞にポリクローナル抗血清を添加すると、１８０および１２０kDaの２つのＦｌｔ４バ
ンドのチロシンリン酸化が見られた；非発現細胞ではどのバンドも観察されなかった。こ
れらのデータは、Ｆｌｔ４受容体の細胞外ドメインに対して生成したポリクローナル抗体
が、Ｆｌｔ４チロシンリン酸化を活性化することができることを示している。
　ＶＲＰが、Ｆｌｔ４のチロシンリン酸化を活性化できるかどうかを決定するために、Ｖ
ＲＰ発現プラスミドでトランスフェクションした哺乳動物細胞からの順化培地をアッセイ
した。この順化培地は、アゴニストのポリクローナル抗体により見られた同じ１８０およ
び１２０kDaバンドのチロシンリン酸化を促進したが、このことは、ＶＲＰが、Ｆｌｔ４
に結合できるだけでなく、Ｆｌｔ４のリン酸化を促進することができることを証明してい
る。ＶＥＧＦ発現細胞からの順化培地では、Ｆｌｔ４チロシンリン酸化を活性化すること
ができなかった。
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　ＶＥＧＦファミリーの受容体へのＶＲＰ結合の特異性を確認するために、Ｆｌｔ４／Ｉ
ｇＧ、Ｆｌｔ１／ＩｇＧ、Ｆｌｋ１／ＩｇＧ、およびＨｔｋ／ＩｇＧを、ＶＲＰ刺激Ｆｌ
ｔ４リン酸化に競合するこれらの能力に関して試験した。ＶＲＰがＦｌｔ４のリガンドで
あならば予測されるとおり、Ｆｌｔ４／ＩｇＧは、ＶＲＰ刺激リン酸化を妨害し、一方Ｆ
ｌｔ１／ＩｇＧ、Ｆｌｋ１／ＩｇＧ、および無関係のチロシンキナーゼ受容体からの融合
タンパク質であるＨｔｋ／ＩｇＧは、ほとんどまたは全然作用しなかった。これらのデー
タは、ＶＲＰが、Ｆｌｔ４のチロシンリン酸化を誘導することができることを示している
。
【０２０１】
実施例６
ＶＲＰの精製および標識Ｆｌｔ４／ＩｇＧへの結合
　ヘルペスグリコプロテインＤのＮ末端分泌シグナル配列および約３０アミノ酸をコード
するリーディングフレーム（Lasky and Dowbenko, DNA, 3:23-29 [1984]；Pennica et al
., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 92:1142-1146 [1995]）を、短いリンカー配列によりＶ
ＲＰの推定成熟配列に融合した。哺乳動物細胞からの分泌後、この構築物からＮ末端グリ
コプロテインＤ配列：ＫＹＡＬＡＤＡＳＬＫＭＡＤＰＮＲＦＲＧＫＤＬＰＶＬＤＱＬＬＥ
ＧＧＡＡＨＹＡＬＬＰ（SEQ ID NO:11）とそれに続く成熟ＶＲＰ配列：ＧＰＲＥＡＰＡＡ
ＡＡＡＦＥ（SEQ ID NO:12）が得られることが期待される。この融合タンパク質をコード
するＤＮＡを、ベクターｐＲＫ５にクローン化して、プラスミドpRK.vh1.4.5を得た。こ
のプラスミドをエレクトロポレーションにより２９３細胞中にトランスフェクションして
（Janssen et al.,前出）、ＶＲＰを、３～４日の無血清順化培地からモノクローナル抗
体（５Ｂ６）アフィニティークロマトグラフィーにより精製して、比色アッセイ（Bio-Ra
d）により定量した。この抗体は、ＶＲＰのＮ末端に融合したグリコプロテインＤ配列に
対して特異的である。
　Ｆｌｔ４／ＩｇＧを、IodobeadsＴＭブランドのヨウ素化ビーズ（Pierce）により１０
００～１５００Ci/mmolの比活性までヨウ素化した。結合は、～３０μg抗ｇＤモノクロー
ナル抗体（５Ｂ６）に結合したガラスビーズの５０％スラリー２０μLを含有する、ＰＢ
Ｓ、０．５％ ＢＳＡ、０．０２％Tween-20ＴＭ界面活性剤、１μg/mLヘパリン（結合緩
衝液）中の、～２０，０００cpm１２５Ｉ－Ｆｌｔ４／ＩｇＧおよびＶＨ１．４ ｇＤ融合
タンパク質１２ngにより、最終容量１００μLで２２℃で４～６時間行った。ビーズを濾
過（Millipore Multiscreen-HV）により回収し、結合緩衝液２００μLで５回洗浄して、
計数した。Ｆｌｔ４／ＩｇＧの濃度を増加させながらの結合（図５Ｂ）には、結合緩衝液
は、ＤＭＥＭ（低グルコース）：Ｆ１２（５０：５０）、２０mM ＨＥＰＥＳナトリウム
（ｐＨ７．２）、１０％ウシ胎児血清、０．２％ゼラチン、および１μg/mLヘパリンとし
た。
　精製ＶＲＰは、１２５Ｉ－Ｆｌｔ４／ＩｇＧに特異的に結合し、この結合は、未標識Ｆ
ｌｔ１／ＩｇＧまたはＦｌｋ１／ＩｇＧにより競合を受けなかった（図５Ａ）。未標識Ｆ
ｌｔ４／ＩｇＧを増加させながらの結合競合（図５Ｂ）は、～０．７nMのこの相互作用の
ＥＣ５０を与えたが、これは、Ｆｌｔ４へのＶＲＰの結合が、ＶＲＰがＦｌｔ４の生物学
的に相当するリガンドであるならば予測されるような高親和性であることを示唆している
。
ＲＮＡブロット
　ポリ（Ａ）＋ヒトＲＮＡを含有するブロットは、Clontechから入手した。Ｇ６１膠腫細
胞株について、ポリ（Ａ）＋およびポリ（Ａ）－ＲＮＡ５μgを１％アガロース／２．２
Ｍホルムアルデヒドゲルで電気泳動して、ニトロセルロースに移した（Janssen et al.,
前出）。ブロットを、３２Ｐ標識プローブのovh1.4およびovh1.5とハイブリダイズさせて
、３０mM ＮａＣｌ／３mMクエン酸三ナトリウム中で５５℃で洗浄した。
　ＶＲＰのクローニングに使用したＧ６１膠腫細胞株は、約２．４kbの主要なＶＲＰ Ｒ
ＮＡバンドを発現する。約２．２kbの小さなバンドも存在し得る。２．４kbバンドは、心
臓、胎盤、卵巣、および小腸由来の成人ヒト組織で発現していた；弱い方のバンドは、肺
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、骨格筋、脾臓、前立腺、精巣、および結腸で見い出された。２．４kb ｍＲＮＡの発現
は、胎児肺および腎臓でも見い出された。
【０２０２】
実施例７
ＶＲＰの分裂促進活性
　ＶＲＰが、ＶＥＧＦで見られるような分裂促進活性を有するかどうか試験するために、
ＶＲＰまたはＶＥＧＦの濃度を増加させながらヒト肺内皮細胞の増殖をアッセイした（図
６）。具体的には、ヒト肺微小血管内皮細胞（ＨＭＶＥＣ－Ｌ、Clonetics, San Diego, 
CA）を、推奨される増殖培地（５％ウシ胎児血清を含むＥＧＭ－ＭＶ）で維持培養した。
分裂促進性のアッセイのため、継代数の少ない（＜６）細胞を４８ウェルプレート（Cost
ar）に６５００細胞／ウェルで接種して、推奨される増殖培地で一晩維持培養した。培地
を除き、ウシ脳抽出物を含まずＶＥＧＦまたはＶＲＰを補足した増殖培地（２％ウシ胎児
血清）で細胞を維持培養した。４日後、細胞をトリプシンで取り出し、クールター計数器
（Hialeah, FL）で計数した。
　ＶＲＰは、これら内皮細胞の増殖を促進し（図６を参照のこと）、そしてＶＥＧＦとこ
の分裂促進活性を共有している。このことは、ＰｌＧＦとは対照的であり、ＰｌＧＦはこ
のような分裂促進活性を欠いている（≦３５nMで）ことが報告されている。Park et al.,
前出。有効な分裂促進剤ではあっても、ＶＲＰは、このアッセイではＶＥＧＦより約１０
０倍活性が弱かった。
　結論として、今や、Ｆｌｔ４リガンドであり、かつ受容体型チロシンキナーゼＦｌｔ４
のチロシンリン酸化を促進する、新規な分泌タンパク質のＶＲＰが同定された。ＶＲＰは
、ＶＥＧＦタンパク質ファミリーの第三のメンバーであり、ＶＥＧＦおよびＰｌＧＦと約
３０％のアミノ酸同一性がある。ＶＥＧＦ様ドメインに加えて、ＶＲＰは、ＶＥＧＦファ
ミリーの他のメンバーには見られない、～１８０アミノ酸のＣ末端のシステインの豊富な
ドメインを含有する。ＶＲＰは、ＶＥＧＦ受容体のＦｌｔ１およびＦｌｋ１とは認めうる
相互作用はできない。
【０２０３】
材料の寄託
　下記のプラスミドは、American Type Culture Collection, 12301 Parklawn Drive, Ro
ckville, MD, USA（ＡＴＣＣ）に寄託した：
プラスミド　　　ＡＴＣＣ寄託番号　　　寄託日
pRK.vh1.4.1　　　97249　　　　　　　　1995年9月6日
　この寄託は、「特許手続上の微生物の寄託の国際的承認に関するブダペスト条約および
その規則」（ブダペスト条約）の規定のもとに行った。これにより、寄託の日から３０年
間寄託物の生存培養物の保存を確保する。寄託物は、ブダペスト条約に基づきＡＴＣＣに
より利用可能とされ、ジェネンテク社（Genentech, Inc.）とＡＴＣＣとの間の契約の対
象となるが、この契約は、米国特許の発行に基づき、または任意の米国若しくは外国特許
出願の公衆への公開に基づき、いずれが先に来ようと、公衆への寄託培養継代物の永久的
かつ無制限の利用可能性を確保するものであり、そして米国特許法（３５ＵＳＣ）§１２
２およびその施行規則（Commissioner's rules）（特に886OG638に関する特許法施行規則
（３７ＣＦＲ）§１．１４を含む）により特許付与するために米国特許商標庁長官が決定
した者へのその培養継代物の利用可能性を確保するものである。
　本出願の譲受人は、寄託したプラスミドの培養物が、適切な条件下で培養したときに死
滅または消失または崩壊したならば、通知により、そのプラスミドを別の同じプラスミド
で迅速に置き換えることに同意している。寄託したプラスミドの利用可能性は、いずれの
政府の当局のもとでも、その特許法により付与される権利に反して、本発明を実施するた
めの実施権を構成するものではない。
　前述の明細書は、当業者が本発明を実施するのに十分な内容であると考えられる。寄託
した実施態様が本発明のある側面の１つの例示として意図されたものであり、同等に機能
する任意の構築物は本発明の範囲に含まれるので、本発明は、寄託した構築物により範囲
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を限定されるものではない。本発明の材料の寄託は、本明細書に含まれる記述が、本発明
の任意の側面（その最良の実施態様を含む）の実施を可能にするのに不適切であることの
承認を構成するものでも、また、これが表す具体的な例示に請求の範囲を限定するものと
解釈すべきものでもない。実際、本明細書に示し記載したものに加えて本発明の種々の改
変が、前述の説明から当業者には明らかとなるであろうが、これらも添付した請求の範囲
に含まれる。
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