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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（ｉ）成長因子、または成長因子の少なくとも１つのドメインであって同族の成長因子
受容体に結合し得るドメイン、および
　（ｉｉ）ヘパリン結合ドメイン（ＨＢＤ）を含まず、かつ、非共有結合により会合した
タンパク質複合体において前記成長因子または成長因子結合タンパク質に結合する、ビト
ロネクチン（ＶＮ）の少なくとも１つのインテグリン結合ドメイン
を含んでなる単離タンパク質複合体。
【請求項２】
　前記成長因子はＩＧＦ－ＩまたはＩＧＦ－ＩＩである、請求項１に記載の単離タンパク
質複合体。
【請求項３】
　前記ＩＧＦ－ＩまたはＩＧＦ－ＩＩの少なくとも１つのドメインはＩ型ＩＧＦ受容体に
結合し得る、請求項２に記載の単離タンパク質複合体。
【請求項４】
　前記成長因子はＩＧＦ－Ｉであり、同族の成長因子受容体に結合し得るＩＧＦ－Ｉの少
なくとも１つのドメインが配列番号３のＩＧＦ－Ｉの２４番目の残基を含む、請求項２に
記載の単離タンパク質複合体。
【請求項５】
　前記２４番目の残基はロイシンではない、請求項４に記載の単離タンパク質複合体。
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【請求項６】
　前記成長因子結合タンパク質がインスリン様成長因子結合タンパク質（ＩＧＦＢＰ）で
ある非共有結合により会合したタンパク質複合体である、請求項４に記載の単離タンパク
質複合体。
【請求項７】
　ＩＧＦＢＰは、ＩＧＦＢＰ２、ＩＧＦＢＰ３、ＩＧＦＢＰ４、およびＩＧＦＢＰ５から
なる群から選択される、請求項６に記載の単離タンパク質複合体。
【請求項８】
　ＩＧＦＢＰはＩＧＦＢＰ３およびＩＧＦＢＰ５から選択される、請求項７に記載の単離
タンパク質複合体。
【請求項９】
　成長因子はＩＧＦ－ＩＩであり、同族の成長因子受容体に結合し得るＩＧＦ－ＩＩの少
なくとも１つのドメインがＩＧＦ－ＩＩの２７番目の残基を含む、請求項２に記載の単離
タンパク質複合体。
【請求項１０】
　２７番目の残基はロイシンではない、請求項９に記載の単離タンパク質複合体。
【請求項１１】
　ＨＢＤを含まないビトロネクチン（ＶＮ）は天然に生じる種類のビトロネクチン（ＶＮ
）である、請求項１に記載の単離タンパク質複合体。
【請求項１２】
　ＨＢＤを含まないビトロネクチン（ＶＮ）はビトロネクチン（ＶＮ）の短縮型断片であ
る、請求項１に記載の単離タンパク質複合体。
【請求項１３】
　ＨＢＤを含まないビトロネクチン（ＶＮ）は、ＨＢＤが欠失または突然変異しているビ
トロネクチン（ＶＮ）またはビトロネクチン（ＶＮ）断片である、請求項１に記載の単離
タンパク質複合体。
【請求項１４】
　前記ビトロネクチン（ＶＮ）の少なくとも１つのインテグリン結合ドメインは、配列番
号２の成熟ビトロネクチン（ＶＮ）タンパク質の５３～６４番目の残基に相当するポリ陰
イオン性アミノ酸配列を含む、請求項１に記載の単離タンパク質複合体。
【請求項１５】
　前記インテグリン結合ドメインはαＶインテグリン結合ドメインである、請求項１４に
記載の単離タンパク質複合体。
【請求項１６】
　前記インテグリン結合ドメインはαＶβ３インテグリン結合ドメインまたはαＶβ５イ
ンテグリン結合ドメインである、請求項１５に記載の単離タンパク質複合体。
【請求項１７】
　合成キメラタンパク質の形態の単離タンパク質複合体であって、
　（ｉ）成長因子、または成長因子の少なくとも１つのドメインであって同族の成長因子
受容体に結合し得るドメイン、および
　（ｉｉ）ヘパリン結合ドメイン（ＨＢＤ）を含まないことを特徴とする、ビトロネクチ
ン（ビトロネクチン（ＶＮ））、またはビトロネクチン（ＶＮ）の少なくとも１つのイン
テグリン結合ドメイン
のアミノ酸配列を含む、単離タンパク質複合体。
【請求項１８】
　前記インテグリン結合ドメインはαＶインテグリン結合ドメインである、請求項１７に
記載の単離タンパク質複合体。
【請求項１９】
　前記インテグリン結合ドメインはαＶβ３インテグリン結合ドメインまたはαＶβ５イ
ンテグリン結合ドメインである、請求項１８に記載の単離タンパク質複合体。
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【請求項２０】
　ビトロネクチン（ビトロネクチン（ＶＮ））、またはビトロネクチン（ＶＮ）の前記少
なくとも１つのインテグリン結合ドメインが、配列番号２の成熟ビトロネクチン（ＶＮ）
タンパク質の５３～６４番目の残基に相当するポリ陰イオン性アミノ酸配列を含まないこ
とを特徴とする、請求項１７に記載の単離タンパク質複合体。
【請求項２１】
　前記成長因子はＩＧＦ－ＩまたはＩＧＦ－ＩＩである、請求項１７に記載の単離タンパ
ク質複合体。
【請求項２２】
　前記成長因子はＩＧＦ－Ｉである、請求項２１に記載の単離タンパク質複合体。
【請求項２３】
　ＩＧＦＢＰのアミノ酸配列を含まない、請求項２２に記載の単離タンパク質複合体。
【請求項２４】
　同族の成長因子受容体に結合し得るＩＧＦ－Ｉの前記少なくとも１つのドメインは配列
番号３のＩＧＦ－Ｉの２４番目の残基を含む、請求項２２に記載の単離タンパク質複合体
。
【請求項２５】
　配列番号２のビトロネクチンの１～５２番目のアミノ酸残基を含む、請求項１７に記載
の単離タンパク質複合体。
【請求項２６】
　配列番号２のビトロネクチンの１～１３０番目のアミノ酸残基を含む、請求項１７に記
載の単離タンパク質複合体。
【請求項２７】
　配列番号２のビトロネクチンの１～３４６番目のアミノ酸残基を含む、請求項１７に記
載の単離タンパク質複合体。
【請求項２８】
　配列番号２のビトロネクチンの１～３７９番目のアミノ酸残基を含む、請求項１７に記
載の単離タンパク質複合体。
【請求項２９】
　配列番号２のビトロネクチンの１～４５９番目のアミノ酸残基を含む、請求項１７に記
載の単離タンパク質複合体。
【請求項３０】
　配列番号２のビトロネクチンの６５～４５９番目のアミノ酸残基を含む、請求項２５に
記載の単離タンパク質複合体。
【請求項３１】
　配列番号２のビトロネクチンの４７～３７９番目のアミノ酸残基をさらに含む、請求項
２６に記載の単離タンパク質複合体。
【請求項３２】
　配列番号２のビトロネクチンの３４７～４５９番目のアミノ酸残基をさらに含む、請求
項２６に記載の単離タンパク質複合体。
【請求項３３】
　配列番号３のＩＧＦ－Ｉの４～７０番目のアミノ酸残基を含む、請求項２２に記載の単
離タンパク質複合体。
【請求項３４】
　配列番号３のＩＧＦ－Ｉの１～７０番目のアミノ酸残基を含む、請求項２２に記載の単
離タンパク質複合体。
【請求項３５】
　少なくとも１つのリンカー配列をさらに含む、請求項１７に記載の単離タンパク質複合
体。
【請求項３６】
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　前記リンカー配列はプロテアーゼ切断部位を含む、請求項３５に記載の単離タンパク質
複合体。
【請求項３７】
　前記リンカー配列は、
　（ｉ）Ｇｌｙ４Ｓｅｒ（配列番号４）、
　（ｉｉ）Ｇｌｙ４Ｓｅｒ３（配列番号５）、
　（ｉｉｉ）（Ｇｌｙ４Ｓｅｒ）３（配列番号６）、
　（ｉｖ）ＬｅｕＩｌｅＬｙｓＭｅｔＬｙｓＰｒｏ（配列番号７）、および
　（ｖ）ＧｌｎＰｒｏＧｌｎＧｌｙＬｅｕＡｌａＬｙｓ（配列番号８）
からなる群から選択される、請求項３５に記載の単離タンパク質複合体。
【請求項３８】
　配列番号２のビトロネクチン（ＶＮ）のアミノ酸配列中に１つまたは複数の突然変異を
含む、請求項１または１７に記載の単離タンパク質複合体。
【請求項３９】
　突然変異は、（ｉ）Ｔ５０Ａ、（ｉｉ）Ｔ５７Ａ、（ｉｉｉ）Ｔ５０Ｅ、（ｉｖ）Ｔ５
７Ｅ、（ｖ）Ｓ３７８Ｅ、（ｖｉ）Ｓ３７８Ａ、および（ｖ）Ｓ３６２Ｅ、からなる群か
ら選択される、請求項３８に記載の単離タンパク質複合体。
【請求項４０】
　配列番号９～２４のいずれかに記載されているアミノ酸配列を含む、請求項１７に記載
の単離タンパク質複合体。
【請求項４１】
　請求項１～１７のいずれか１項に記載の該単離タンパク質複合体をコードする単離核酸
。
【請求項４２】
　ベクター中の１つまたは複数の調節ヌクレオチド配列に作動可能なように連結された請
求項４１に記載の単離核酸を含んでなる遺伝子構築物。
【請求項４３】
　前記単離核酸がプロモーターに作動可能なように連結された発現構築物である、請求項
４２に記載の遺伝子構築物。
【請求項４４】
　請求項４３に記載の遺伝子構築物を含む宿主細胞。
【請求項４５】
　請求項１または請求項１７に記載の単離タンパク質複合体ならびに薬学的に許容可能な
担体、希釈剤または賦形剤を含んでなる薬学的組成物。
【請求項４６】
　請求項１または請求項１７に記載の単離タンパク質複合体を、含浸、被覆、またはその
他の方法で含む、外科用移植片、足場材、または人工器官。
【請求項４７】
　請求項１または請求項１７に記載の単離タンパク質複合体を含む創傷被覆材または熱傷
被覆材。
【請求項４８】
　ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおいて細胞の移動および増殖のうち少なくともいずれかの促進方法
であって、細胞により発現される成長因子受容体およびインテグリン受容体の両方に結合
することにより前記細胞の移動および増殖のうち少なくともいずれかを誘導し、増強し、
またはそうでなければ促進するために、請求項１または請求項１７に記載の単離タンパク
質複合体を用いる工程を含む方法。
【請求項４９】
　動物における細胞の移動および増殖のうち少なくともいずれかを促進する薬学的組成物
であって、細胞により発現される成長因子受容体およびインテグリン受容体の両方に結合
することにより前記細胞の移動および増殖のうち少なくともいずれかを誘導し、増強し、
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またはそうでなければ促進する請求項１または請求項１７に記載の単離タンパク質複合体
を含む薬学的組成物。
【請求項５０】
　動物に投与することによりｉｎ　ｓｉｔｕで細胞の移動および増殖のうち少なくともい
ずれかを促進する、請求項４９に記載の薬学的組成物。
【請求項５１】
　上皮細胞の移動および増殖のうち少なくともいずれかを誘導し、増強し、またはそうで
なければ促進することによって、ｉｎ　ｓｉｔｕでの創傷治癒を促すための、予防的また
は治療的に用いられる請求項４９に記載の薬学的組成物。
【請求項５２】
　前記動物がヒトである請求項５１に記載の薬学的組成物。
【請求項５３】
　ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおいて細胞の移動および増殖のうち少なくともいずれかを防止する
方法であって、ＩＧＦ‐ＩもしくはＩＧＦ‐ＩＩおよびビトロネクチンを含むタンパク質
複合体による１型ＩＧＦ受容体およびインテグリン受容体の両方の結合および活性化を防
止、抑制、またはそうでなければ低減する工程を含む方法。
【請求項５４】
　動物における細胞の移動および増殖のうち少なくともいずれかを防止する薬学的組成物
であって、ＩＧＦ‐ＩもしくはＩＧＦ‐ＩＩおよびビトロネクチンを含むタンパク質複合
体による１型ＩＧＦ受容体およびインテグリン受容体の両方の結合および活性化を防止、
抑制、またはそうでなければ低減する前記タンパク質複合体のアンタゴニストを含む薬学
的組成物。
【請求項５５】
　動物におけるｉｎ　ｓｉｔｕでの転移性がん細胞の移動および増殖のうち少なくともい
ずれかを防止または抑制するために、予防的または治療的に用いられる請求項５４に記載
の薬学的組成物。
【請求項５６】
　癌は乳がんである請求項５５に記載の薬学的組成物。
【請求項５７】
　前記医薬が動物におけるｉｎ　ｓｉｔｕでの過形成性の瘢痕および乾癬のうち少なくと
もいずれかを防止または抑制するために、予防的または治療的に用いられる請求項５４に
記載の薬学的組成物。
【請求項５８】
　前記動物はヒトである請求項５４に記載の薬学的組成物。
【請求項５９】
　成長因子およびビトロネクチンを含むタンパク質複合体のアゴニストまたはアンタゴニ
ストである分子を設計し、同定し、または作製するための請求項１または請求項１７に記
載の単離タンパク質複合体の使用方法。
【請求項６０】
　ＩＧＦ－ＩＩおよびビトロネクチン、またはＩＧＦ－Ｉ、ＩＧＦＢＰおよびビトロネク
チンを含むタンパク質複合体のアゴニストを作製するための請求項５９に記載の使用方法
。
【請求項６１】
　ＩＧＦ－ＩＩおよびビトロネクチン、またはＩＧＦ－Ｉ、ＩＧＦＢＰおよびビトロネク
チンを含むタンパク質複合体のアンタゴニストを作製するための請求項５９に記載の使用
方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、成長因子受容体、例えば１型インスリン様成長因子受容体、ならびにビトロ
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ネクチンまたはフィブロネクチンの受容体であるインテグリンのいずれにも結合し活性化
することができる各ドメインを有するタンパク質複合体に関する。特定の実施形態におい
て、本発明は、インスリン様成長因子－Ｉ、インスリン様成長因子－ＩＩ、血小板由来成
長因子または血管内皮由来成長因子の受容体結合ドメイン、ならびにビトロネクチンまた
はフィブロネクチンのインテグリン受容体結合ドメインを含んでなるキメラタンパク質に
関する。特に本発明は、細胞移動を刺激するタンパク質複合体、ならびに細胞の移動およ
び増殖のうち少なくともいずれかを促進または誘導する組成物および方法に関する。これ
らの組成物および方法は、創傷治癒、組織工学、美容上および治療上の処置（例えば皮膚
置換および皮膚補充）ならびに上皮細胞の移動および増殖のうち少なくともいずれかが必
要とされる熱傷の治療に用途を有し得る。その他の実施形態では、本発明は、特に乳がん
に関連したがん細胞の転移の防止または抑制に関する本発明により提供される治療を提供
する。本発明のキメラタンパク質は、インスリン様成長因子、ビトロネクチンおよびイン
スリン様成長因子結合タンパク質を含むタンパク質複合体の生物学的作用のアゴニストお
よびアンタゴニストの作製のためにも有用であり得る。
【背景技術】
【０００２】
　インスリン様成長因子（ＩＧＦ）であるＩＧＦ－ＩおよびＩＧＦ－ＩＩは、広範囲の細
胞プロセス、例えば過形成、ＤＮＡ合成、分化、細胞周期の進行およびアポトーシスの抑
制に関与する、細胞分裂促進性ペプチド成長因子である（非特許文献１～３）。これらの
作用は、ＩＧＦのチロシンキナーゼ結合型細胞表面受容体である、１型ＩＧＦ受容体（Ｉ
ＧＦ－ＩＲ）との結合により媒介される。また、ＩＧＦは、ＩＧＦＢＰと呼ばれる特定の
結合タンパク質ファミリーにより厳密に調節されているが、ＩＧＦＢＰの主な役割は、遊
離ＩＧＦを結合することによりＩＧＦの半減期、特異性および活性を調節することである
（非特許文献４）。
【０００３】
　近年、ビトロネクチン（ＶＮ）はＩＧＦ－ＩＩと直接結合することが示された（非特許
文献５）が、一方、ＩＧＦ－Ｉは、特許文献１に記載されているように、ある種のＩＧＦ
ＢＰの存在下でＶＮと結合し得る。ＥＣＭ組織化分子および接着分子であるＶＮがＩＧＦ
－ＩＩを結合する親和性は、生物学的関連を有する受容体であるＩＧＦ－ＩＲに対するＩ
ＧＦ－ＩＩの親和性（非特許文献５）と同様である、という知見は、ＩＧＦの作用とＥＣ
Ｍ中のＶＮとの間の特異的な物理的関連を明示している。さらに、ＶＮに結合したＩＧＦ
－ＩＩは、ｉｎ　ｖｉｔｒｏでのヒトケラチノサイトにおける相乗的な機能的応答を刺激
し得る（特許文献１）。
【０００４】
　ＶＮは、血液中およびＥＣＭ中で非常に豊富な糖タンパク質である。主に肝臓で合成さ
れるが、しかし多数のその他のタイプの細胞によっても発現されるＶＮは、閉じた立体構
造で血液中を循環し、そして開放または伸張した立体構造でＥＣＭ中に沈着される（非特
許文献６）。いずれの立体構造も、ＩＧＦ－ＩＩを結合すると考えられ（非特許文献５、
特許文献１、非特許文献７）、かつ多様なその他のリガンド、例えばコラーゲン（非特許
文献８）、グリコサミノグリカン（非特許文献９）、多数のその他のＥＣＭタンパク質、
ならびに広範な種々のインテグリン、特にαＶインテグリンも結合すると考えられる。実
際、ビトロネクチンの主な役割は、ＲＧＤ結合モチーフを介してこれらの細胞表面インテ
グリン受容体との接着性連結を提供する、ＥＣＭ組織化分子としての役割である。ＶＮ受
容体（αＶインテグリン）は、増殖および侵潤に必要とされるアクチン細胞骨格の再編成
を調節することが示されており、従って、ＶＮの結合は細胞の接着および運動を調整する
（非特許文献１０および１１）。
【０００５】
　しかしながら、タンパク質複合体中に存在するＩＧＦおよびＶＮのそれぞれの相対的寄
与は、生物学的応答、例えば細胞の移動および増殖のうち少なくともいずれかの刺激とい
う点において、依然として分かりにくい。なぜなら、ＩＧＦ／ＩＧＦＢＰとＶＮとの間に
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タンパク質－タンパク質相互作用の部位があるからである。
【特許文献１】国際公開第０２／２４２１９号パンフレット
【非特許文献１】ケイス（Keiss ）他、１９９４年、Hormone Research、第４１巻、ｐ．
６６
【非特許文献２】ウッドおよびイー（Wood & Yee）、２０００年、J. Mammary Gland Bio
logy and Neoplasia、第５巻、ｐ．１
【非特許文献３】ジョンおよびクレモンス（Jones & Clemmons）、１９９５年、Endocrin
e Rev.、第１６巻、ｐ．３
【非特許文献４】クレモンス（Clemmons）、１９９８年、Mol. Cell. Endocrinol.、第１
４０巻、ｐ．１９
【非特許文献５】アプトン（Upton ）他、１９９９年、Endocrinology 、第１４０巻、ｐ
．２９２８‐３１
【非特許文献６】シュバルツ（Schvartz）他、１９９９年、The International Journal 
of Biochemistry and Cell Biology、第３１巻、ｐ．５３１‐４４
【非特許文献７】マクムーティ（McMurty ）他、１９９６年、Endocrinology 、第１５０
巻、ｐ．１４９‐６０
【非特許文献８】モーリス（Morris）他、１９９４年、Journal of Biological Chemistr
y 、第２６９巻、ｐ．２３８４５‐５２
【非特許文献９】フランソワ（Francois）他、１９９９年、Journal of Biological Chem
istry 、第２７４巻、ｐ．３７６１１‐１９
【非特許文献１０】デパスカール（DePasquale）、１９９８年、Histochemistry and Cel
l Biology 、第１１０巻、ｐ．４８５‐９４
【非特許文献１１】ユアン（Huang ）、２０００年、Oncogene、第１９巻、ｐ．１９１５
‐２３
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　本発明の目的は、成長因子複合体ならびに細胞の移動および増殖を調節する方法を提供
することである。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　本発明者等は、ＩＧＦ－ＩＩおよびＶＮ、またはＩＧＦ－ＩおよびＩＧＦＢＰおよびＶ
Ｎを含むタンパク質複合体が、ＩＧＦ－Ｉ受容体（ＩＧＦ－ＩＲ）およびＶＮ－結合イン
テグリン受容体に結合し、かつ相乗的に同時活性化することにより、細胞の移動および増
殖のうち少なくともいずれかを刺激する、ということを発見した。
【０００８】
　さらに、ＶＮのポリ陰イオン性ドメインが同定されＩＧＦまたはＩＧＦＢＰの結合部位
として提唱された。
　したがって本発明は、広範には、成長因子ドメインの受容体結合ドメインと、インテグ
リン受容体に結合し得るビトロネクチンまたはフィブロネクチンのドメインとを含んでな
る単離タンパク質複合体であって、成長因子およびインテグリン受容体を同時活性化する
ことにより生物学的応答を引き出し得る単離タンパク質複合体に関する。
【０００９】
　第一の態様において、本発明は、単離タンパク質複合体であって、
　（ｉ）成長因子、または成長因子の少なくとも１つのドメインであって同族の成長因子
受容体に結合し得るドメイン、および
　（ｉｉ）ビトロネクチン（ＶＮ）もしくはフィブロネクチン（ＦＮ）、または少なくと
もＶＮもしくはＦＮのインテグリン結合ドメイン
を含んでなる単離タンパク質複合体を提供する。
【００１０】
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　第二の態様において、本発明は、合成キメラタンパク質の形態の単離タンパク質複合体
であって、
　（ｉ）成長因子、または成長因子の少なくとも１つのドメインであって同族の成長因子
受容体に結合し得るドメイン、および
　（ｉｉ）ビトロネクチン（ＶＮ）もしくはフィブロネクチン（ＦＮ）、または少なくと
もＶＮもしくはＦＮのインテグリン結合ドメイン
のアミノ酸配列を含む単離タンパク質複合体を提供する。
【００１１】
　好ましくは、上記の態様によれば、成長因子はＩＧＦ－ＩまたはＩＧＦ－ＩＩである。
　さらに好ましくは、成長因子はＩＧＦ－Ｉである。
　成長因子がＩＧＦ－Ｉである実施形態では、適切にはＩＧＦ－Ｉの前記少なくとも１つ
のドメインはＩＧＦ－Ｉの残基２４を含む。
【００１２】
　成長因子がＩＧＦ－ＩＩである実施形態では、適切にはＩＧＦ－ＩＩの前記少なくとも
１つのドメインはＩＧＦ－ＩＩの残基２７を含む。
　代替的実施形態では、成長因子はＶＥＧＦまたはＰＤＧＦである。
【００１３】
　好ましくは、インテグリン受容体は、αＶインテグリンである。
　さらに好ましくは、インテグリン受容体は、αＶβ３インテグリンまたはαＶβ５イン
テグリンである。
【００１４】
　本発明のこの態様では、上記（ｉ）および（ｉｉ）に対応するアミノ酸配列の、アミノ
酸の欠失、付加、置換および突然変異のうち少なくともいずれかについても、その範囲内
に含まれる。
【００１５】
　第三の態様において、本発明は、第二の態様の単離タンパク質複合体をコードする単離
核酸を提供する。
　第四の態様において、本発明は、発現ベクター中の１つまたは複数の調節配列に作動可
能なように連結された第三の態様の単離核酸を含む遺伝子構築物を提供する。
【００１６】
　好ましくは、遺伝子構築物は発現構築物である。
　第五の態様において、本発明は、第四の態様の遺伝子構築物を含む宿主細胞を提供する
。
【００１７】
　第六の態様において、本発明は、第一の態様の単離タンパク質複合体または第二の態様
の合成タンパク質と、薬学的に許容可能な担体、希釈剤または賦形剤とを含んでなる薬学
的組成物を提供する。
【００１８】
　本発明のこの態様は、第五の態様の宿主細胞を含み、細胞が上記合成タンパク質を発現
する薬学的組成物も包含する。
　第七の態様において、本発明は、第二の態様の合成タンパク質に特異的な抗体を提供す
る。
【００１９】
　第八の態様において、本発明は、細胞移動の促進方法であって、成長因子受容体および
インテグリン受容体の両方に結合するために合成タンパク質を用いる工程を含む方法を提
供する。
【００２０】
　好ましくは、成長因子受容体はＩＧＦ－ＩＲである。
　好ましくは、インテグリン受容体はαＶインテグリンである。
　さらに好ましくは、インテグリン受容体は、αＶβ３インテグリンまたはαＶβ５イン
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テグリンである。
【００２１】
　好ましい実施形態では、本発明のこの態様は、哺乳類、好ましくはヒトにおける創傷治
癒を促すための、上皮細胞の移動および増殖のうち少なくともいずれかの促進または誘導
に関する。
【００２２】
　好ましくは、上記合成タンパク質は、本発明の第一の態様によるものと同様である。
　第九の態様において、本発明は、細胞の移動および増殖のうち少なくともいずれかを防
止する方法であって、成長因子およびビトロネクチンもしくはフィブロネクチンを含んで
なる複合体により成長因子受容体およびインテグリン受容体の両方の結合を防止、抑制、
またはそうでなければ低減する工程を含む方法を提供する。
【００２３】
　好ましくは、成長因子受容体はＩＧＦ－ＩＲである。
　好ましくは、インテグリン受容体はαＶインテグリンである。
　さらに好ましくは、インテグリン受容体は、αＶβ３インテグリンまたはαＶβ５イン
テグリンである。
【００２４】
　好ましい実施形態では、本発明のこの態様は、哺乳類、好ましくはヒトにおける転移性
がん細胞の移動および増殖のうち少なくともいずれかの防止または抑制に関する。
　本発明のこの態様により意図される特定の例は、乳がん転移の防止または抑制である。
【００２５】
　また、第八および第九の態様の方法は、予防的および治療的処置方法を包含し得る、と
理解される。
　第十の態様において、本発明は、
　（ｉ）成長因子およびビトロネクチンまたはフィブロネクチンを含んでなるタンパク質
複合体のアゴニストである分子、または
　（ｉｉ）成長因子およびビトロネクチンまたはフィブロネクチンを含んでなるタンパク
質複合体のアンタゴニストである分子
を作製するための、第一の態様の単離タンパク質複合体または第二の態様の合成タンパク
質の用途を提供する。
【００２６】
　好ましい実施形態では、本発明は、以下の：
　（ｉ）ＩＧＦ－ＩＩ：ＶＮタンパク質複合体またはＩＧＦ－Ｉ：ＩＧＦＢＰ：ＶＮタン
パク質複合体のアゴニストである分子、または
　（ｉｉ）ＩＧＦ－ＩＩ：ＶＮタンパク質複合体またはＩＧＦ－Ｉ：ＩＧＦＢＰ：ＶＮタ
ンパク質複合体のアンタゴニストである分子
を作製するための、第一の態様の合成タンパク質の用途を提供する。
【００２７】
　本発明のこの態様に従って作製されるアゴニストおよびアンタゴニストのうち少なくと
もいずれかは、創傷治癒、組織工学、皮膚再生、ならびにがん細胞の転移または皮膚の過
増殖による障害（例えば瘢痕形成および乾癬）の防止、のうち少なくともいずれかを促す
に際して特定の効能を有し得る。
【００２８】
　第十一の態様において、本発明は、第一または第二の態様の単離タンパク質複合体を含
む生体適合材料を提供する。
　特定の実施形態では、生体適合材料は、本発明の単離タンパク質複合体を、適切な含浸
、被覆、またはその他の方法で含む外科用移植片、人工器官、足場材、創傷被覆材または
熱傷被覆材等であり得る。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２９】
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　（発明の詳細な説明）
　本発明は、ＩＧＦ－ＩＩおよびＶＮまたはＩＧＦ－ＩおよびＩＧＦＢＰおよびＶＮを含
んでなるタンパク質複合体が、応答性細胞により発現されるＩＧＦ－ＩＲ受容体およびＶ
Ｎ結合インテグリン受容体に結合し、同受容体を介して細胞移動に生物学的作用を及ぼす
、という発見から生じた。より具体的には、この二元的結合事象は、ケラチノサイトモデ
ルおよび乳がん細胞モデルの両方において本発明者らにより示されたように、細胞の移動
および増殖のうち少なくともいずれかを相乗作用的に刺激する。
【００３０】
　さらに、ＩＧＦ－ＩＩおよびＩＧＦＢＰと相互作用するかまたは結合すると思われるＶ
Ｎのドメインは、成熟ＶＮのアミノ酸５３～６４に対応するポリ陰イオン性領域であると
いうことが意外にも発見された。
【００３１】
　この発見により、本発明者等は、ＩＧＦ－ＩＲに結合し得るＩＧＦ－ＩまたはＩＧＦ－
ＩＩの少なくとも最小ドメインまたは最小領域をＶＮのインテグリン結合ドメインと組合
せて含む単離タンパク質複合体を提供した。さらに具体的には、これらのドメインを含む
単一で切れ目のないタンパク質が作製され得る。
【００３２】
　このようなタンパク質複合体は、複数のタンパク質を含むものであれ、単一の合成タン
パク質の形態であれ、ＩＧＦ－ＩＲおよびＶＮ結合インテグリン受容体に協調的に結合す
るかまたは同受容体を相互連結することにより、細胞の移動および増殖のうち少なくとも
いずれかならびに創傷治癒を促進するための有用な作用物質である、と予測される。同様
に、ＩＧＦ－ＩＲおよびＶＮ－結合インテグリン受容体の相互連結の防止は、がん細胞の
転移を防止するために用いられ得る、ということが本発明者等により提唱される。この発
見は、他の成長因子、例えばＰＤＧＦおよびＶＥＧＦ（これらに限定されない）を含むタ
ンパク質複合体に、そして他のインテグリン結合タンパク質、例えばフィブロネクチン（
ＦＮ）にも拡張可能であり得る、ということも提唱される。
【００３３】
　本明細書全体を通して、別記しない限り、「～を含む、含んでなる（comprise, compri
ses ）」、および「含んでいる、含んでなる（comprising）」とは、提示された１または
一群の完全体が、１つまたは複数の他の提示されていない１または一群の完全体を包含し
得るよう、排他的というより包括的に用いられる。
【００３４】
　成長因子受容体結合ドメインおよびインテグリン結合ドメインの特定の状態においては
、このようなドメインは、該ドメインのアミノ酸配列とともに、所望により他の付加的ア
ミノ酸配列も含む。
【００３５】
　さらにまた、このようなドメインは、該ドメインのアミノ酸配列とともに、１０個以下
の、好ましくは５個以下の、さらに好ましくは４、３、２または１個以下の付加的アミノ
酸「のみから本質的に構成される（consist essentially of）」、と理解されよう。
【００３６】
　さらにまた、このようなドメインは、任意の付加的アミノ酸の非存在下では、ドメイン
のアミノ酸配列「のみから構成される（consist of）」、と理解されよう。
　本発明の目的のために、「単離（された）」とは、その天然状態から取り出されたか、
または他の方法で人為的に操作された物質を意味する。単離物質は、その天然状態で該物
質に通常随伴する構成成分を実質的または本質的に含有しないものでもよいし、あるいは
その天然状態で該物質に通常随伴する構成成分と一緒に人工状態で存在するよう操作され
たものでもよい。単離物質は、天然の形態でも、化学合成形態でも、または組換え形態で
もよい。
【００３７】
　本明細書中で用いる場合、「合成、合成の」とは、天然に存在せず、ヒトによる技術的
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介入により作製されることを意味する。合成のタンパク質および核酸に関しては、これは
、当該技術分野で既知の組換え技術、化学合成技術またはコンビナトリアル技術により作
製される分子を包含する。
【００３８】
　「タンパク質」とは、アミノ酸のポリマーを意味する。アミノ酸は、当該技術分野で既
知であるような、天然または非天然のアミノ酸、Ｄ－またはＬ－アミノ酸でよい。「タン
パク質」という用語には、当該技術分野で一般的に用いられるように、「糖タンパク質」
、「リポタンパク質」等のような用語が挙げられ、かつ該用語を包含する。
【００３９】
　「ペプチド」とは、５０個未満のアミノ酸を有するタンパク質である。
　「ポリペプチド」とは、５０個またはそれ以上のアミノ酸を有するタンパク質である。
　本明細書中で上記したように、本発明は、特定の一態様において、単離タンパク質複合
体を提供し、同単離タンパク質複合体は、
　（ｉ）成長因子、または成長因子の少なくとも１つのドメインであって同族の成長因子
受容体に結合し得るドメイン、および
　（ｉｉ）ビトロネクチンまたはフィブロネクチンの少なくとも１つのインテグリン結合
ドメイン
を含んでなる。
【００４０】
　本明細書中で用いる場合、「成長因子」とは、ｉｎ　ｖｉｔｒｏおよびｉｎ　ｖｉｖｏ
のうち少なくともいずれかにおいて細胞の増殖、分化、生存および移動のうち少なくとも
いずれかを調節し得る生物学的活性タンパク質である。
【００４１】
　好ましくは、成長因子は、ＩＧＦ－Ｉ、ＩＧＦ－ＩＩ、ＶＥＧＦおよびＰＤＧＦからな
る群から選択される。
　さらに好ましくは、成長因子は、ＩＧＦ－ＩおよびＩＧＦ－ＩＩから選択される。
【００４２】
　しかしながら本発明は、細胞の増殖、分化、生存および移動のうち少なくともいずれか
を調節するその他の生物学的活性タンパク質、例えば上皮成長因子（ＥＧＦ；ヘルディン
（Heldin）他、1981, Science 4 1122-1123 ）、繊維芽細胞成長因子（ＦＧＦ；ナーコン
ブ（Nurcombe）他、2000, J. Biol. Chem. 275 30009-30018）、塩基性繊維芽細胞成長因
子（ｂＦＧＦ；タラボレッティ（Taraboletti ）他、1997, Cell Growth. Differ. 8 471
-479）、オステオポンチン（ナム（Nam ）他、2000, Endocrinol. 141 1100）、トロンボ
スポンジン－１（ナム（Nam ）他著、2000（上記））、テネイシン－Ｃ（アライ（Arai）
他、1996, J.Biol. Chem. 271 6099）、ＰＡＩ－１（ナム（Nam ）他、1997, Endocrinol
. 138 2972）、プラスミノーゲン（キャンプベル（Campbell）他、1998, Am. J.Physiol.
 275 E321 ）、フィブリノーゲン（キャンプベル（Ca mpbell）他、1999, J. Biol. Chem
 274 30215 ）、フィブリン（キャンプベル（Campbell）他、1999（上記））またはトラ
ンスフェリン（バインジマー（Weinzimer ）他、2001, J. Clin. Endocrinol. Metab. 86
 1806 ）も意図する。
【００４３】
　本発明の単離タンパク質複合体は、成長因子または成長因子の少なくとも１つのドメイ
ンであって同族の成長因子受容体と結合し得るドメインを含む。
　これに関連して、「ドメイン」とは、同族の成長因子受容体に結合することが可能な、
成長因子の少なくとも一部分または領域を意味する。典型的には、ただし限定されるもの
ではないが、同族の成長因子受容体は細胞により発現され、そして成長因子の上記少なく
とも１つのドメインによる上記同族の成長因子受容体の結合または連結により、細胞の応
答、例えば細胞の増殖、分化、生存および移動のうち少なくともいずれかが誘導される。
【００４４】
　特にＩＧＦ－Ｉに関しては、上記ドメインは適切にはアミノ酸残基２４を含むが、アミ
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ノ酸残基２４はロイシン残基ではない。
　典型的には、上記残基はチロシンである。
【００４５】
　特にＩＧＦ－ＩＩに関しては、上記ドメインは適切にはアミノ酸残基２７を含むが、ア
ミノ酸残基２７はロイシン残基ではない。
　典型的には、上記残基はチロシンである。
【００４６】
　特にＩＧＦ－Ｉに関しては、一実施形態では、上記ドメインはＩＧＦ－Ｉの残基１～７
０のみから構成される。
　別の実施形態では、上記ドメインはＩＧＦ－Ｉの残基４～７０のみから構成される。
【００４７】
　また、本発明の単離タンパク質複合体の別の構成成分は、ビトロネクチンまたはフィブ
ロネクチンの少なくとも１つのインテグリン結合ドメインであることが理解されよう。
　これは、αＶインテグリンに結合し得るＶＮまたはＦＮの任意のドメインを含みそして
包含する。
【００４８】
　さらに好ましくは、インテグリン受容体はαＶβ３インテグリンまたはαＶβ５インテ
グリンである。
　本明細書中で以下にさらに詳細に記載されるように、本発明は、ＶＮ（そして同様にＦ
Ｎ）のＨＢＤは、単離タンパク質複合体の完全な生物学的活性に必要なわけではない、と
いうことを示している。
【００４９】
　本発明の単離タンパク質複合体は、非共有結合により会合したオリゴタンパク質複合体
でも、共有結合により（可逆的にまたは非可逆的に）架橋されたオリゴタンパク質複合体
の形態でも、あるいは合成キメラタンパク質の形態でもよい、ということは上記から容易
に理解されよう。
【００５０】
　したがって、特定の態様において、本発明は、
　合成キメラタンパク質の形態の単離タンパク質複合体であって、
　（ｉ）成長因子、または成長因子の少なくとも１つのドメインであって同族の成長因子
受容体に結合し得るドメイン、および
　（ｉｉ）ビトロネクチン（ＶＮ）またはフィブロネクチン（ＦＮ）、あるいはＶＮまた
はＦＮの少なくとも１つのインテグリン結合ドメイン
のアミノ酸配列を含んでなる単離タンパク質複合体を提供する。
【００５１】
　本明細書中で用いる場合、「キメラタンパク質」は、ＶＮまたはＦＮのインテグリン受
容体結合ドメイン、ならびに成長因子または成長因子の少なくとも１つの受容体結合ドメ
インに由来するアミノ酸の連続配列を含む。
【００５２】
　いかなる特定の理論にも縛られることは望ましくないが、合成キメラタンパク質は上記
成長因子に対する同族の受容体ならびにＶＮまたはＦＮに対するインテグリン受容体を相
互連結し、かつ同時活性化することによって、細胞移動を刺激、誘導、増強、さもなけれ
ば促進し得る、ということが提唱される。
【００５３】
　本発明のキメラタンパク質の利点は、化学合成または組換え手段により容易に生産され
ること、そして非共有結合によるオリゴタンパク質複合体に必要とされるタンパク質－タ
ンパク質相互作用の保持には依存しないので、ｉｎ　ｖｉｖｏでより安定であると予測さ
れることである。
【００５４】
　この点では、ＩＧＦ－Ｉの受容体結合ドメインを含む単離タンパク質複合体はＩＧＦＢ
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Ｐも含むことになるにも関わらず、上記の作用様式に従えばＩＧＦＢＰはＩＧＦ－Ｉ／Ｖ
Ｎ合成キメラ中に存在しないことが好ましい、ということが提唱される。
【００５５】
　さらにまたＶＮに関して、本明細書中でさらに詳細に後述されるように、本発明者等は
、ＩＧＦ－ＩＩまたはＩＧＦ－Ｉ／ＩＧＦＢＰ複合体との相互作用に必要とされるのはお
そらくＶＮ（そして同様にＦＮ）のポリ陰イオン性領域であると思われる、ということを
示す。
【００５６】
　図７および図８を参照すると、ポリ陰イオン性領域は、成熟ＶＮ配列（配列番号２）の
残基５３～６４である。
　上記の点から見て、本発明は、ＶＮまたはＦＮのＨＢＤおよびポリ陰イオン性領域のう
ち少なくともいずれかを含まない合成キメラタンパク質の実施形態を意図する。
【００５７】
　ＨＢＤおよびポリ陰イオン性領域のうち少なくともいずれかを含まないＶＮタンパク質
およびそのアミノ酸配列に関しては、天然に存在するタンパク質、例えば５４ｋＤニワト
リ卵黄ＶＮ（ＨＢＤを欠く）でもよいし、あるいはＶＮタンパク質またはアミノ酸配列を
欠失、突然変異または切断により人為操作してＨＢＤおよびポリ陰イオン性領域のうち少
なくともいずれかが存在しないかまたは少なくとも実質的に機能を持たないようにしても
よい。
【００５８】
　タンパク質分解による消化および部位特異的突然変異誘発のような技法は、当該技術分
野で既知であるように、この目的のために利用され得る。
　特定の実施形態では、ＶＮの上記少なくとも１つのインテグリン結合ドメインは、
　　（ｉ）ＶＮのアミノ酸残基１～４５９；
　　（ｉｉ）ＶＮのアミノ酸残基１～３７９；
　　（ｉｉｉ）ＶＮのアミノ酸残基１～１３０；および
　　（ｉｖ）ＶＮのアミノ酸残基１～５２
からなる群から選択されるアミノ酸配列を有する。
【００５９】
　含まれてもよい付加的アミノ酸配列は、
　　（ｖ）ＶＮのアミノ酸残基６５～４５９；
　　（ｖｉ）ＶＮのアミノ酸残基３４７～４５９；および
　　（ｖｉｉ）ＶＮのアミノ酸残基３４７～３７９
からなる群から選択されるアミノ酸配列を有する。
【００６０】
　上記の配列は、例えばＶＮのアミノ酸残基１～１３０とＶＮのアミノ酸残基３４７～４
５９、またはＶＮのアミノ酸残基１～５２とＶＮのアミノ酸残基６５～４５９のように組
合せて用いることができる。
【００６１】
　ＩＧＦ－ＩおよびＶＮを含んでなるキメラタンパク質の具体例が図１４に記述されてい
るが、これらに限定されない。
　さらにＶＥＧＦおよびＶＮまたはＰＤＧＦおよびＶＮを含んでなるキメラタンパク質の
具体例が図１５に記述されているが、これらに限定されない。
【００６２】
　好ましくは、キメラタンパク質はさらに、成長因子の配列とＶＮまたはＦＮのアミノ酸
配列との間に位置し、同配列と連続する「リンカー配列」を含む。
　一実施形態では、上記リンカー配列は、１つまたは複数のグリシン残基および１つまた
は複数のセリン残基を含んでなる。リンカー配列の具体例は、Ｇｌｙ４Ｓｅｒ（配列番号
４）；Ｇｌｙ４Ｓｅｒ３（配列番号５）および（Ｇｌｙ４Ｓｅｒ）３（配列番号６）から
選択されるが、これらに限定されない。
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【００６３】
　別の実施形態では、リンカー配列には、プラスミン切断認識部位、例えば以下の配列：
　　　ＬｅｕＩｌｅＬｙｓＭｅｔＬｙｓＰｒｏ（配列番号７）
が挙げられる。
【００６４】
　さらに別の実施形態では、リンカー配列には、コラゲナーゼ－３切断認識部位、例えば
以下の配列：
　　　ＧｌｎＰｒｏＧｌｎＧｌｙＬｅｕＡｌａＬｙｓ（配列番号８）
が挙げられる。
【００６５】
　本発明は、本発明の合成キメラタンパク質の生物学的に活性な断片の用途、および本明
細書中に例示した特定の成長因子受容体結合ドメインおよびインテグリン結合ドメインの
生物学的に活性な断片の用途にも拡張する。
【００６６】
　一実施形態では、上記「生物学的に活性な断片」は、該断片の元のタンパク質の１０％
以上、好ましくは２５％以上、さらに好ましくは５０％以上、さらに好ましくは７５、８
０、８５、９０または９５％以上の生物学的活性を有する。
【００６７】
　別の実施形態では、上記「生物学的に活性な断片」は、該断片の元のタンパク質の１０
％以上、好ましくは２５％以上、さらに好ましくは５０％以上、さらに好ましくは７５、
８０、８５、９０または９５％以上の連続アミノ酸配列を有する。
【００６８】
　例えばＨＢＤおよびポリ陰イオン性ドメインのうち少なくともいずれかを欠く、生物学
的に活性なＶＮ断片の具体例は、本明細書中で図１４に提示されている。
　本発明の変異体タンパク質複合体も意図される。
【００６９】
　典型的には、そしてタンパク質に関しては、「変異体」タンパク質は、異なるアミノ酸
により置換された１つまたは複数のアミノ酸を有する。いくつかのアミノ酸は、おおむね
類似の特性を有する他のアミノ酸を用いて、タンパク質の活性の性質を変えることなく変
更可能である（保存的置換）、ということは当該技術分野でよく理解されている。
【００７０】
　基準となる配列、例えば成長因子、成長因子の受容体結合ドメイン、ＶＮまたはＦＮの
インテグリン結合ドメイン、ＩＧＦＢＰの１つまたは複数のアミノ酸残基、あるいは合成
キメラタンパク質中に存在する１つまたは複数の対応する残基を、本発明の単離タンパク
質複合体の生物学的活性を実質的に変えることなく、修飾し、または欠失させ、あるいは
付加的配列を付加することができることは理解されよう。
【００７１】
　本発明により意図される成熟ＶＮ（配列番号２）における具体的な突然変異としては、
（ｉ）Ｔ５０Ａ；（ｉｉ）Ｔ５７Ａ；（ｉｉｉ）Ｔ５０Ｅ；（ｉｖ）Ｔ５７Ｅ；（ｖ）Ｓ
３７８Ｅ；（ｖｉ）Ｓ３７８Ａ；および（ｖ）Ｓ３６２Ｅ、が挙げられる。
【００７２】
　一実施形態では、タンパク質変異体は、基準となるアミノ酸配列と少なくとも７０％、
好ましくは少なくとも８０％、さらに好ましくは少なくとも９０％、９５％、９８％また
は９９％の配列同一性を共有する。
【００７３】
　好ましくは、配列同一性は、基準となる配列の少なくとも６０％に亘って、さらに好ま
しくは少なくとも７５％に亘って、さらに好ましくは少なくとも９０％に亘って、さらに
好ましくは少なくとも９５％、９８％に亘って、あるいは実質的に全長に亘って測定され
る。
【００７４】
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　配列同一性（％）を決定するために、コンピュータを用いたアルゴリズムの実行（イン
テリジェネティックス（Intelligenetics ）によるＧｅｎｅｗｏｒｋｓ（登録商標）プロ
グラム；米国ウィスコンシン州マディソン　サイエンスドライブ５７５所在のウィスコン
シン・ジェネティクス・ソフトウェア・パッケージ・リリース７．０（Wisconsin Geneti
cs Software Package Release 7.0 ）のＧＡＰ、ＢＥＳＴＦＩＴ、ＦＡＳＴＡおよびＴＦ
ＡＳＴＡ（参照により本明細書中で援用する））により、あるいは選択された種々の方法
のいずれかにより作成された検討および最良のアラインメント（即ち比較ウインドウを上
回る最高の相同性（％）を生じる）により、アミノ酸配列およびヌクレオチド配列のうち
少なくともいずれかの最適アラインメントを実行することが可能である。例えばアルチュ
ール（Altschule ）他、1997, Nucl. Acids Res. 25 3389（この記載内容は、参照により
本明細書中で援用される）に開示されているようなＢＬＡＳＴファミリーのプログラムも
参照可能である。
【００７５】
　別の例では、「配列同一性」は、ＤＮＡＳＩＳコンピュータプログラム（ウインドウズ
用バージョン２．５；米国カリフォルニア州サウスサンフランシスコ所在の日立ソフトウ
ェアエンジニアリング（Hitachi Software engineering Co., Ltd.）から入手可能）によ
り算定される「マッチ率（％）」を意味すると理解することができる。
【００７６】
　配列分析の詳細な考察については、オースベル（Ausubel ）他編、「分子生物学最新プ
ロトコール（CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY）」、ニューヨーク所在のジョン
・ワイリー・アンド・サンズ社（John Wiley & Sons Inc ）、1995-1999 ）の第１９．３
部に記載されている。
【００７７】
　本発明は、成長因子の受容体結合ドメイン、ＶＮまたはＦＮのインテグリン結合ドメイ
ン、あるいは前記ドメインを含んでなる単離タンパク質複合体の誘導体も意図する。
　本明細書中で用いる場合、本発明の「誘導体」タンパク質は、例えば別の化学基の付加
、共役または複合により、あるいは当該技術分野で既知の翻訳後修飾技法により変更され
ている。
【００７８】
　アミノ酸の「付加」には、ポリペプチドまたはその変異体と別のペプチドまたはタンパ
ク質との融合が挙げられる。前記の別のタンパク質は、例えば、タンパク質の精製を助け
る。例えばこれら別のタンパク質の例としては、ポリヒスチジンタグ、マルトース結合タ
ンパク質、緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）、プロテインＡまたはグルタチオンＳ－トラン
スフェラーゼ（ＧＳＴ）が挙げられる。
【００７９】
　本発明により意図されるその他の誘導体としては、側鎖に対する修飾、ペプチド、ポリ
ペプチドまたはタンパク質合成の際の非天然アミノ酸およびそれらの誘導体のうち少なく
ともいずれかの組み入れ、ならびに架橋剤の使用および本発明のポリペプチド、断片およ
び変異体に立体構造上の制約を与えるその他の方法が挙げられるが、これらに限定されな
い。本発明により意図される側鎖修飾の例としては、例えば無水酢酸を用いたアシル化；
無水コハク酸および無水テトラヒドロフタル酸を用いたアミノ基のアシル化；メチルアセ
トイミデートを用いたアミド化；シアネートを用いたアミノ基のカルバモイル化；ピリド
キサル－５－ホスフェートを用いたリシンのピリドキシル化とその後のＮａＢＨ４を用い
た還元；アルデヒドとの反応による還元的アルキル化とその後のＮａＢＨ４を用いた還元
；ならびに２，４，６－トリニトロベンゼンスルホン酸（ＴＮＢＳ）を用いたアミノ基の
トリニトロベンジル化など、アミノ基の修飾が挙げられる。
【００８０】
　カルボキシル基は、Ｏ－アシルイソ尿素の形成を介したカルボジイミド活性化とその後
の誘導体化、例えば対応するアミドへの誘導体化により修飾され得る。
　アルギニン残基のグアニジン基は、２，３－ブタンジオン、フェニルグリオキサルおよ
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びグリオキサルのような試薬を用いた複素環式縮合産物の生成により修飾され得る。
【００８１】
　スルフヒドリル基は、例えばシステイン酸への過蟻酸酸化；４－クロロ水銀フェニルス
ルホン酸、４－クロロ水銀ベンゾエート、２－クロロ水銀－４－ニトロフェノール、塩化
フェニル水銀およびその他の水銀剤を用いた水銀誘導体の形成；その他のチオール化合物
との混合ジスルフィドの形成；マレイミド、無水マレイン酸またはその他の置換マレイミ
ドとの反応；ヨード酢酸またはヨードアセトアミドを用いたカルボキシメチル化；ならび
にアルカリ性ｐＨでシアネートを用いたカルバモイル化などの方法により修飾され得る。
【００８２】
　トリプトファン残基は、例えば臭化２－ヒドロキシ－５－ニトロベンジルまたはハロゲ
ン化スルホニルを用いたインドール環のアルキル化により、あるいはＮ－ブロモスクシン
イミドを用いた酸化により修飾され得る。
【００８３】
　チロシン残基は、３－ニトロチロシン誘導体を形成するためのテトラニトロメタンを用
いたニトロ化により修飾され得る。
　ヒスチジン残基のイミダゾール環は、ジエチルピロカルボネートを用いたＮ－カルボエ
トキシル化により、あるいはヨード酢酸誘導体を用いたアルキル化により、修飾され得る
。
【００８４】
　ペプチド合成中に非天然アミノ酸および誘導体を組み入れる例としては、４－アミノ酪
酸、６－アミノヘキサン酸、４－アミノ－３－ヒドロキシ－５－フェニルペンタン酸、４
－アミノ－３－ヒドロキシ－６－メチルヘプタン酸、ｔ－ブチルグリシン、ノルロイシン
、ノルバリン、フェニルグリシン、オルニチン、サルコシン、２－チエニルアラニンおよ
びアミノ酸のＤ異性体のうち少なくともいずれかの使用が挙げられるが、これらに限定さ
れない。
【００８５】
　タンパク質の化学的誘導体化に適した方法の一例は、コリガン（Coligan ）他編、「タ
ンパク質科学の最新プロトコール（CURRENT PROTOCOLS IN PROTEIN SCIENCE）」、ニュー
ヨーク所在のジョン・ワイリー・アンド・サンズ社（John Wiley & Sons ）、1995-2001 
）の第１５章に提供されている。
【００８６】
　単離タンパク質複合体およびその個々の構成成分であるタンパク質（断片、変異体、誘
導体および相同体を含む）は、当業者に既知の任意の適切な手法により調製され得る。
　一実施形態では、本発明のタンパク質は化学合成により作製される。化学合成技法は当
該技術分野で既知であるが、当業者は適切な方法の例について、コリガン（Coligan ）他
編、「タンパク質科学の最新プロトコール（CURRENT PROTOCOLS IN PROTEIN SCIENCE）」
、ニューヨーク所在のジョン・ワイリー・アンド・サンズ社（John Wiley & Sons ）、19
9 5-2001 ）の第１８章を参照してもよい。
【００８７】
　別の実施形態では、タンパク質は、組換えタンパク質として調製され得る。
　組換えタンパク質の製造は当該技術分野で既知であるが、当業者は、例えばサムブルッ
ク（Sambrook）他、「分子クローニング．実験の手引き（MOLECULAR CLONING. A Laborat
ory Manual）」コールドスプリングハーバー出版（Cold Spring Harbor Press）、１９８
９年（この記載内容は、参照により本明細書中で援用される）、特に第１６章および第１
７章；オースベル（Ausubel ）他編、「分子生物学最新プロトコール（CURRENT PROTOCOL
S IN MOLECULAR BIOLOGY）」、ニューヨーク所在のジョン・ワイリー・アンド・サンズ社
（John Wiley & Sons Inc ）、1995-1999 ）（この記載内容は、参照により本明細書中で
援用される）、特に第１０章および第１６章；ならびにコリガン（Coligan ）他編、「タ
ンパク質科学の最新プロトコール（CURRENT PROTOCOLS IN PROTEIN SCIENCE）」、ニュー
ヨーク所在のジョン・ワイリー・アンド・サンズ社（John Wiley & Sons ）、1995-2001 
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）（この記載内容は、参照により本明細書中で援用される）、特に第１章、第５章および
第６章に記載されているような標準プロトコールを参照してもよい。
【００８８】
　一実施形態では、組換えタンパク質は、
　（ｉ）発現ベクター内の１つまたは複数の調節ヌクレオチド配列に作動可能なように連
結された、前記タンパク質をコードする核酸を含む発現構築物を調製する工程、
　（ｉｉ）発現構築物を用いて宿主細胞をトランスフェクションまたは形質転換する工程
、および
　（ｉｉｉ）前記宿主細胞中で組換えタンパク質を発現させる工程
を包含する方法により製造される。
【００８９】
　「発現ベクター」は、自己複製する染色体外ベクター、例えばプラスミド、または宿主
ゲノム内に組み込まれるベクターのいずれでもよい。
　「作動可能なように連結される」または「操作可能なように接続される」とは、前記１
つまたは複数の調節ヌクレオチド配列が、本発明の組換え核酸に対して、該核酸の転写ま
たは該核酸によりコードされるタンパク質の翻訳を、開始し、調節し、またはそうでなけ
れば制御するように配置される、ということを意味する。
【００９０】
　調節ヌクレオチド配列は一般に、発現のために用いられる宿主細胞に適したものとなろ
う。多数の種類の適切な発現ベクターおよび適切な調節配列が、種々の宿主細胞に関して
当該技術分野で既知である。
【００９１】
　典型的には、前記１つまたは複数の調節ヌクレオチド配列としては、プロモーター配列
、リーダー配列またはシグナル配列、リボソーム結合部位、転写開始配列および転写終結
配列、翻訳開始配列および翻訳終結配列、スプライスドナー／アクセプター配列、ならび
にエンハンサー配列またはアクチベーター配列が挙げられるが、これらに限定されない。
【００９２】
　構成的プロモーター（例えばＣＭＶ、ＲＳＶ、アデノウイルス、ＳＶ４０およびヒト伸
長因子プロモーター）および誘導性／抑制性プロモーター（例えばｔｅｔ抑制性プロモー
ター、およびＩＰＴＧ誘導性、メタロチオニン誘導性またはエクジソン誘導性プロモータ
ー）が当該技術分野で既知であり、そして本発明により意図される。また、プロモーター
は、複数のプロモーターの要素を併合するハイブリッドプロモーターでもよいことは理解
されよう。
【００９３】
　発現構築物は、本発明の組換えタンパク質が融合パートナーとの融合ポリペプチドとし
て発現されるよう、融合パートナー（典型的には発現ベクターにより提供される）も含み
得る。融合パートナーの主な利点は、前記融合タンパク質の同定および精製のうち少なく
ともいずれかの助けになるということである。
【００９４】
　融合パートナーの既知の例としては、グルタチオン－Ｓ－トランスフェラーゼ（ＧＳＴ
）、ヒトＩｇＧのＦｃ部分、マルトース結合タンパク質（ＭＢＰ）およびヘキサヒスチジ
ン（ＨＩＳ６）があり、これらはアフィニティクロマトグラフィによる融合タンパク質の
単離に特に有用であるが、これらに限定はされない。アフィニティクロマトグラフィによ
る融合タンパク質精製の目的のために、アフィニティクロマトグラフィのための適切な充
填材は、それぞれグルタチオン共役樹脂、アミロース共役樹脂、およびニッケル共役樹脂
またはコバルト共役樹脂である。多数のこのような充填材が、例えば（ＨＩＳ６）融合パ
ートナーを用いるのに有用なＱＩＡｅｘｐｒｅｓｓ（商標）システム（キアゲン社（Qiag
en））、ならびにファルマシア（Pharmacia ）のＧＳＴ精製システムのように、「キット
」の形態で入手可能である。
【００９５】
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　場合によっては、融合パートナーがさらにプロテアーゼ切断部位、例えばＸａ因子によ
る切断部位またはトロンビンによる切断部位を有し、関連プロテアーゼが本発明の融合タ
ンパク質を部分消化することにより融合タンパク質から本発明の組換えポリペプチドを遊
離させることが可能である。遊離したタンパク質は次に、その後のクロマトグラフィー分
離により、融合パートナーから単離され得る。
【００９６】
　本発明の融合パートナーは、「エピトープタグ」もその範囲内に含む。「エピトープタ
グ」は特異的抗体が利用可能な通常は短いペプチド配列である。特異的モノクローナル抗
体が容易に利用可能なエピトープタグの既知の例としては、ｃ－ｍｙｃ、ヘマグルチニン
およびＦＬＡＧタグが挙げられる。
【００９７】
　発現のための適切な宿主細胞は原核生物でも真核生物でもよく、例えば大腸菌（例えば
ＤＨ５α）、酵母細胞、バキュロウイルス発現系とともに利用されるＳｆ９細胞、ＣＨＯ
細胞、ＣＯＳ、ＣＶ－１、ＮＩＨ　３Ｔ３および２９３細胞であり得るが、しかしこれら
に限定されない。
【００９８】
　発現構築物は、形質転換された宿主細胞に選択作用物質に対する耐性を付与する１つま
たは複数の選択マーカーヌクレオチド配列をさらに含み得る。形質転換された細菌を選択
するために有用な選択マーカーとしては、ｂｌａ、ｋａｎＲおよびｔｅｔＲが挙げられる
一方、形質転換された真核生物細胞は、ハイグロマイシン、Ｇ４１８およびピューロマイ
シンのようなマーカーにより選択され得るが、これらに限定はされない。
【００９９】
　宿主細胞中への遺伝物質の導入に関して、「形質転換する」および「トランスフェクシ
ョンする」という用語が、宿主細胞中への遺伝物質の導入を表すために一般に用いられる
。宿主細胞中に外来遺伝物質を導入するための多数の既知の方法が存在し、例としてはリ
ン酸カルシウム沈殿法、電気穿孔法、リポフェクタミン、リポフェクチンおよびその他の
親油性物質による送達、リン酸カルシウム沈殿法、ＤＥＡＥ－デキストラントランスフェ
クション、微粒子銃、マイクロインジェクション、ならびにプロトプラスト融合が挙げら
れるが、これらに限定されない。
【０１００】
　（単離核酸）
　本発明は、本発明の合成キメラタンパク質（その変異体および相同体を含む）をコード
する単離核酸を提供する。
【０１０１】
　「核酸」という用語は、本明細書中で用いる場合、一本鎖または二本鎖のｍＲＮＡ、Ｒ
ＮＡ、ｃＲＮＡ、ＲＮＡｉおよびＤＮＡ（ｃＤＮＡおよびゲノムＤＮＡを含む）、ならび
にＤＮＡ－ＲＮＡハイブリッドを意味する。
【０１０２】
　「ポリヌクレオチド」は、８０またはそれ以上の連続ヌクレオチドを有する核酸であり
、一方、「オリゴヌクレオチド」は、８０未満の連続ヌクレオチドを有する。
　「プローブ」は、例えばノーザンブロッティングまたはサザンブロッティングにおいて
相補配列を検出する目的のために適切に標識された一本鎖または二本鎖のオリゴヌクレオ
チドまたはポリヌクレオチドであり得る。
【０１０３】
　「プライマー」は、通常は一本鎖のオリゴヌクレオチドであり、好ましくは１５～５０
連続ヌクレオチドを有し、相補的な核酸の「鋳型」とアニーリングして、ＤＮＡポリメラ
ーゼ、例えばＴａｑポリメラーゼ、ＲＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼまたはＳｅｑｕｅｎ
ａｓｅ（商標）の作用により鋳型依存性の様式で伸長可能である。
【０１０４】
　本発明の合成核酸は、当該技術分野で知られているように、化学合成手法により、また
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は核酸配列の増幅技術を利用する組換え方法により、あるいはそれらの組合せにより作製
可能である。
【０１０５】
　本発明に有用な化学合成プライマーおよびオリゴヌクレオチド、合成装置および関連技
術は、一般にほとんどの実験室で利用可能であり、あるいは商業的供給元から購入可能で
ある。
【０１０６】
　適切な核酸増幅技法は当業者に既知であり、例としては、例えばオースベル（Ausubel 
）他の上記文献の第１５章に記載されているようなポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）およ
びリガーゼ連鎖反応（ＬＣＲ）；例えば米国特許第５，４２２，２５２号に記載されてい
るような鎖置換増幅（ＳＤＡ）；例えばリュー（Liu ）他、1996, J. Am. Chem. Soc. 11
8 1587、国際出願国際公開第９２／０１８１３号パンフレットおよび国際出願国際公開第
９７／１９１９３号パンフレットに記載されているようなローリングサークル複製（ＲＣ
Ｒ）；例えばスクナナン（Sooknanan ）他、1994, Biotechniques 17 1077 に記載されて
いるようなＮＡＳＢＡ法（nucleic acid sequence-based amplification ）；ならびに例
えばティアギ（Tyagi ）他、1996, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93 5395に記載されてい
るようなＱ－βレプリカーゼ増幅が挙げられるが、これらに限定されない。
【０１０７】
　好ましい核酸配列増幅技法は、ＰＣＲである。
　本明細書中で用いる場合、「増幅産物」とは、核酸増幅技法により作製された核酸産物
を指す。
【０１０８】
　本発明の核酸を作製し、発現させるに際しては、本明細書中で例示された核酸が、同核
酸によりコードされるアミノ酸配列を変えることなく容易に変更可能なように、コドン配
列の冗長性の利点を利用することができることも理解されよう。
【０１０９】
　特定の実施形態では、当該技術分野で既知であるように、組換え発現のために用いよう
とする宿主細胞の好ましい「コドン使用頻度」に従って核酸を最適化することができる。
このことにより、選択的なコドン使用頻度がタンパク質の発現に影響を及ぼす特定の生物
体またはその細胞中での最適な発現のために、核酸を効率的に調整することが可能である
。
【０１１０】
　したがって本発明は、本明細書中に例示された核酸と相同な合成核酸を包含する。
　一実施形態では、核酸相同体は、本明細書中に記載された合成キメラタンパク質構築物
のいずれか一つをコードする核酸と少なくとも７０％、好ましくは少なくとも８０％、さ
らに好ましくは少なくとも９０％、さらに好ましくは少なくとも９５％の配列同一性を共
有する。
【０１１１】
　好ましくは、配列同一性は、本発明のコード核酸の少なくとも７０％に亘って、より好
ましくは少なくとも８０％、さらに好ましくは少なくとも９０％、９５％、または有益に
は実質的に全長に亘って測定される。
【０１１２】
　別の実施形態では、核酸相同体は、ストリンジェンシーの高い条件下で、本明細書中に
記載された合成キメラタンパク質構築物のいずれか一つをコードする核酸とハイブリダイ
ズする。
【０１１３】
　「ハイブリダイズ、ハイブリダイゼーション」とは、ＤＮＡ－ＤＮＡ、ＲＮＡ－ＲＮＡ
またはＤＮＡ－ＲＮＡ二重鎖を生成する、少なくとも部分的に相補性のヌクレオチド配列
の対合を意味するべく、本明細書中で用いられる。ハイブリダイズした配列は、当該技術
分野で既知であるように、相補的なプリン間およびピリミジン間の塩基対合により生じる
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。
【０１１４】
　この点では、修飾プリン（例えばイノシン、メチルイノシンおよびメチルアデノシン）
および修飾ピリミジン（チオウリジンおよびメチルシトシン）も塩基対合に関与し得るこ
とが理解されよう。
【０１１５】
　「ストリンジェンシー」とは、本明細書中で用いる場合、ハイブリダイゼーション中の
、温度およびイオン強度条件、ならびにある種の有機溶媒および洗剤のうち少なくともい
ずれかの有無を指す。ストリンジェンシーが高いほど、ハイブリダイズするヌクレオチド
配列間で必要とされる相補性のレベルが高くなる。
【０１１６】
　「ストリンジェントな条件」とは、相補的な塩基の頻度が高い核酸のみがハイブリダイ
ズする条件を意味する。
　本明細書中のストリンジェンシーの高い条件への言及には、
　　（ｉ）４２℃でのハイブリダイゼーションについては、少なくとも約３１％（ｖ／ｖ
）～少なくとも約５０％（ｖ／ｖ）のホルムアミドおよび少なくとも約０．０１Ｍ～少な
くとも約０．１５Ｍの塩、ならびに４２℃での洗浄については少なくとも約０．０１Ｍ～
少なくとも約０．１５Ｍの塩；
　　（ｉｉ）６５o Ｃでのハイブリダイゼーションについては、１％ＢＳＡ、１ｍＭのＥ
ＤＴＡ、０．５ＭのＮａＨＰＯ４（ｐＨ７．２）、７％ＳＤＳ、ならびに６５℃を上回る
温度で約１時間の洗浄については（ａ）０．１×ＳＳＣ、０．１％ＳＤＳ；または（ｂ）
０．５％ＢＳＡ、１ｍＭのＥＤＴＡ、４０ｍＭのＮａＨＰＯ４（ｐＨ７．２）、１％ＳＤ
Ｓ；
　　（ｉｉｉ）６８℃以上で約２０分間の洗浄については、０．２×ＳＳＣ、０．１％Ｓ
ＤＳ
が含まれる。
【０１１７】
　概して、洗浄は、Ｔｍ＝６９．３＋０．４１（Ｇ＋Ｃ）％－１２℃で実行される。一般
に、ミスマッチの塩基数が１％増大するごとに二重鎖ＤＮＡのＴｍは約１℃低下する。
　上記にもかかわらず、ストリンジェントな条件は、例えばオースベル（Ausubel ）他の
上記文献の第２．９章および第２．１０章に、特に２．９．１～２．９．２０ページに記
載されているように、当該技術分野で既知である。
【０１１８】
　（抗体）
　本発明は、本発明の合成キメラタンパク質（キメラタンパク質、またはその断片、変異
体および誘導体のうち少なくともいずれかを含む）に対する抗体も意図する。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い。抗体の作製、精製および使用に適用
可能な既知のプロトコールは、例えばコリガン（Coligan ）他、「免疫学の最新プロトコ
ール（CURRENT PROTOCOLS IN IMMUNOLOGY ）」、ニューヨーク所在のジョン・ワイリー・
アンド・サンズ社（John Wiley & Sons ）、1991-1994 ）の第２章に、ならびにハーロウ
とレーン（Harlow, E. & Lane, D. ）著、「抗体：実験の手引き（Antibodies: A Labora
tory Mannual）」、コールドスプリングハーバー所在のコールドスプリングハーバー研究
所（Cold Spring Harbor Laboratory ）、1988に見出され得る（これらの文献の記載内容
は、参照により本明細書中で援用される）。
【０１１９】
　一般に本発明の抗体は、本発明のポリペプチド、断片、変異体または誘導体と結合また
は共役する。例えば抗体は、ポリクローナル抗体を含み得る。このような抗体は、例えば
、マウスまたはウサギなどの生産用生物種に本発明のポリペプチド、断片、変異体または
誘導体を注射してポリクローナル抗血清を得ることにより調製され得る。ポリクローナル
抗体の生産方法は、当業者に既知である。用いられ得るプロトコールの例は、例えばコリ
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ガン（Coligan ）他、「免疫学の最新プロトコール（CURRENT PROTOCOLS IN IMMUNOLOGY 
）」（上記）に、ならびにハーロウとレーン（Harlow & Lane ）、1988（上記）に記載さ
れている。
【０１２０】
　前記生産用生物種において得られるポリクローナル抗血清の代わりにモノクローナル抗
体を作製してもよい。モノクローナル抗体は、例えばコーラーとミルスタイン（Koehler 
& Milstein）著、1975, Nature 256, 495 の論文（この記載内容は、参照により本明細書
中で援用される）に記載されているような標準的方法を用いて、または例えばコリガン（
Coligan ）他、「免疫学の最新プロトコール（CURRENT PROTOCOLS IN IMMUNOLOGY ）」（
上記）に記載されているような近年の変法により、本発明のポリペプチド、断片、変異体
または誘導体のうち１つまたは複数を接種された生産用生物種由来の脾臓その他の抗体産
生細胞を不死化することにより作製することが可能である。
【０１２１】
　本発明はまた、上記で言及されたポリクローナルまたはモノクローナル抗体のＦｃ断片
またはＦａｂ断片を含む抗体もその範囲内に含む。あるいは抗体は、本発明のＢＩＸＰタ
ンパク質に対する一本鎖Ｆｖ抗体（ｓｃＦｖｓ）を含み得る。このようなｓｃＦｖｓは、
例えば米国特許第５，０９１，５１３号、欧州特許第２３９，４００号、またはウィンタ
ーとミルスタイン（Winter & Milstein ）、1991, Nature 349, 293 の論文にそれぞれ記
載されている方法に従って調製され得る（これらの文献の記載内容は、参照により本明細
書中で援用される）。
【０１２２】
　抗体または抗体断片に標識を会合させてもよい。
　標識は、色原体、触媒、酵素、蛍光体、化学発光分子、ランタニドイオン、例えばユー
ロピウム（Ｅｕ３４）、放射性同位体および直接目に見える標識を含む群から選択され得
る。直接目に見える標識の場合、金属コロイドまたは非金属性粒子、染料粒子、酵素もし
くは基質、有機ポリマー、ラテックス粒子、リポソームまたはシグナル生成物質を含有す
るその他のビヒクルなどが用いられ得る。
【０１２３】
　標識として有用な多数の酵素が、米国特許第４，３６６，２４１号明細書、米国特許第
４，８４３，０００号明細書および米国特許第４，８４９，３３８号明細書（これらの記
載内容はいずれも参照により本明細書中で援用される）に開示されている。本発明に有用
な酵素標識としては、アルカリホスファターゼ、ホースラディッシュペルオキシダーゼ、
ルシフェラーゼ、ｂ－ガラクトシダーゼ、グルコースオキシダーゼ、リゾチーム、リンゴ
酸デヒドロゲナーゼ等が挙げられる。酵素標識は、単独で用いてもよいし、または溶液中
で二次酵素と組合せて用いてもよい。
【０１２４】
　例としては、蛍光体は、フルオレセインイソチオシアネート（ＦＩＴＣ）、オレゴング
リーン、テトラメチルローダミンイソチオシアネート（ＴＲＩＴＬ）、アロフィコシアニ
ン（ＡＰＣ）およびＲ－フィコエリトリン（ＲＰＥ）であり得るが、しかしこれらに限定
されない。
【０１２５】
　（薬学的組成物）
　本発明は、本発明の単離タンパク質複合体（その変異体および誘導体を含む）を含んで
なる薬学的組成物も提供する。
【０１２６】
　このような単離タンパク質複合体は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで形成された、または本発明の
合成キメラタンパク質として形成された複数タンパク質の複合体を含む任意の形態であり
得るが、これらに限定されない。
【０１２７】
　本発明の薬学的組成物は、細胞移動、組織再生および創傷治癒を促進するか、そうでな
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ければ助長するために用いられ得る。あるいは薬学的組成物は、二次部位への腫瘍細胞の
移動を防止または抑制することにより腫瘍の転移を防止するために投与され得る。
【０１２８】
　本組成物は、必要な場合、治療的または予防的処置に用いられ得る。例えば薬学的組成
物は、皮膚の修復、創傷治癒、熱傷の治癒またはその他の皮膚科学的処置のための治療用
または美容用調製物の形態で適用され得る。
【０１２９】
　この点に関して、薬学的組成物は、該薬学的組成物を適切に含浸するか、被覆するか、
または他の方法で含んでいる、生体適合材料、生体ポリマー、無機材料、例えばヒドロキ
シアパタイトまたはその誘導体、外科用移植片、人工器官、創傷被覆材または熱傷被覆材
、圧定布、包帯等とともに、またはそれらの一構成成分として投与され得る。
【０１３０】
　薬学的組成物は、適切な薬学的に許容可能な担体、希釈剤または賦形剤を含むのが適切
である。
　好ましくは、薬学的に許容可能な担体、希釈剤または賦形剤は、哺乳類に、さらに好ま
しくはヒトに投与するのに適している。
【０１３１】
　「薬学的に許容可能な担体、希釈剤または賦形剤」とは、全身投与に安全に用いられ得
る固体または液体の充填剤、希釈剤または封入物質を意味する。個々の投与経路に応じて
、当該技術分野で既知の種々の担体が用いられ得る。これらの担体は、糖、デンプン、セ
ルロースおよびその誘導体、麦芽、ゼラチン、タルク、硫酸カルシウム、植物油、合成油
、ポリオール、アルギン酸、リン酸緩衝溶液、乳化剤、等張生理食塩水および塩、例えば
無機酸塩（例えば塩酸塩、臭化物および硫酸塩）、有機酸、例えば酢酸、プロピオン酸お
よびマロン酸塩、ならびに発熱物質を含まない水、を含む群から選択され得る。
【０１３２】
　薬学的に許容可能な担体、希釈剤および賦形剤について記載されている有用な参考文献
は、「レミントンの薬剤学（Remington's Pharmaceutical Sciences ）」、（米国ニュー
ジャージー州所在のマック出版（Mack Publishing Co. ）、1991）である（この文献の記
載内容は、参照により本明細書中で援用される）。
【０１３３】
　本発明の組成物を患者に提供するために、任意の安全な投与経路が用いられ得る。例え
ば、経口、直腸、非経口、舌下、口腔内、静脈内、関節内、筋肉内、皮内、皮下、吸入、
眼内、腹腔内、脳室内、経皮投与等が用いられ得る。
【０１３４】
　剤形としては、錠剤、分散液、懸濁液、注射液、溶液、シロップ、トローチ、カプセル
、座薬、エアロゾル、経皮パッチ等が挙げられる。これらの剤形には、制御放出するため
に特別に設計された制御放出用デバイス、あるいは制御放出様式でも作用するように改良
されたその他の型のインプラントを注入または植設することも含み得る。治療薬の制御放
出は、疎水性ポリマー、例えばアクリル樹脂、蝋、高級脂肪族アルコール、ポリ乳酸およ
びポリグリコール酸、ならびにある種のセルロース誘導体、例えばヒドロキシプロピルメ
チルセルロースで治療薬を被覆することにより実行され得る。さらに制御放出は、その他
のポリマーマトリックス、リポソームおよび微小球のうち少なくともいずれかを用いるこ
とにより実行され得る。
【０１３５】
　上記の組成物は、薬剤処方物に適合する方法で、かつ薬学的に有効な量で投与されれば
よい。患者に投与される用量は、本発明に関しては、適切な期間に亘って、患者に有効な
応答をもたらすのに十分なものであるべきである。投与されるべき作用物質の量は、治療
を受ける対象者の年齢、性別、体重および全身健康状態など、対象者に応じて、かつ担当
医の判断によって変わるであろう要因に応じて決めればよい。
【０１３６】
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　創傷治癒用の薬学的組成物に関しては、米国特許第５，９３６，０６４号明細書および
国際公開第９９／６２５３６号パンフレット（これらの記載内容は、参照により本明細書
中で援用される）を特に参照されたい。
【０１３７】
　本発明の薬学的組成物は、例えばワクシニアなどのウイルスベクターのような発現ベク
ター、ならびに遺伝子療法に有用なウイルスベクターも含み得る。後者としては、例えば
ブラウンファルコ（Braun-Falco ）他、1999, Gene Ther. 6 432に記載されているような
アデノウイルスおよびアデノ随伴ウイルス（ＡＡＶ）、ブッチシャッカー（Buchshacher 
）他、2000, Blood 95 2499 に記載されているようなレトロウイルスおよびレンチウイル
スベクター、ならびに単純ヘルペスウイルスおよびサイトメガロウイルス由来のベクター
が挙げられる。内分泌の遺伝子療法に有用なウイルスベクターの概説は、ストーン（Ston
e ）他、2000, J. Endocrinol. 164 103に提供されている。
【０１３８】
　本発明は、米国特許第５，９５８，７６４号明細書に記載されているような上皮細胞の
遺伝子発現を目的とする特別な発現ベクター、および米国特許第５，９６２，４２７号明
細書に記載されているようなｉｎ　ｖｉｖｏでの創傷治癒に適用するための特別な発現ベ
クターも利用し得る。
【０１３９】
　（治療的使用）
　本発明は、本発明の合成キメラタンパク質を含めた単離タンパク質複合体を用いた治療
方法を提供する。これらの方法は特に、哺乳類、特にヒトの治療的および／または予防的
処置を目的としている。
【０１４０】
　しかしながら本発明による治療的使用は、家庭用動物およびペット、作業動物、例えば
ウマ、ラクダおよびグレイハウンド、家畜、実験室動物、ならびに異種移植のための細胞
、器官および組織の供給源として用いられる動物のような哺乳類にも適用可能である。
【０１４１】
　本発明は、本発明の合成キメラタンパク質を含めた単離タンパク質複合体が、皮膚の質
または皮膚の外観を改善または強化するために投与される美容的処置の方法も意図する。
　このような処置には、皮膚細胞の異常増殖に起因する皮膚障害、例えば乾癬および過形
成性瘢痕形成の予防または治癒が含まれうる。
【０１４２】
　あるいは、二次部位への腫瘍細胞の移動を阻止することにより腫瘍の転移が防止または
抑制される処置方法が意図される。さらに、細胞の増殖を阻止することにより癌を治療す
る方法も意図される。
【０１４３】
　特定の実施形態では、治療的および／または予防的処置において、本発明の合成キメラ
タンパク質を含めた単離タンパク質複合体は、同単離タンパク質複合体を適切に含浸する
か、被覆するか、または他の方法で含んでいる、生体適合材料、生体ポリマー、無機材料
、例えばフルオロヒドロキシアパタイト、外科用移植片、人工器官、創傷被覆材または熱
傷被覆材、圧定布、包帯等とともに、またはそれらの一構成成分として利用され得る。
【０１４４】
　このような方法は、本明細書中に上記したような薬学的組成物の投与を包含し、そして
例えば米国特許第６，０９０，７９０号明細書に記載されているように特定組織部位への
微細針による注射、米国特許第６，０５４，１２２号明細書に記載されているような、創
傷、熱傷または潰瘍に適用される局所用クリーム、ローションまたは封止包帯、あるいは
国際公開第９９／４７０７０号パンフレットに記載されているような、組成物を放出する
インプラントによるものであり得る。
【０１４５】
　この点については、例えば米国特許第５，９２９，０４０号明細書および米国特許第５
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，９６２，４２７号明細書に記述されている方法に従って遺伝子療法も適用可能である。
　例えば所望の成長因子発現を遺伝子工学的に操作することにより、皮膚代替物を作製す
る目的のために皮膚細胞を遺伝学的に改変し得る方法も存在する（サップ（Supp）他、20
00, J. Invest. Dermatol. 114, 5 ）。この分野の概説の一例は、ベバン（Bevan ）他、
Biotechnol. Gent. Eng. Rev. 16, 231 に提供されている。
【０１４６】
　例えば国際公開第９９／１１７８９号パンフレットに記載されているように、トランス
フェクションまたは形質転換した細胞をレシピエントに「植え付ける」ことも意図される
。
【０１４７】
　これらの方法を用いて、細胞移動を刺激することにより、創傷治癒および熱傷治癒、潰
瘍などの皮膚病変の修復、組織置換および移植を助長または進行させることが可能であり
、例えば自己由来の皮膚のｉｎ　ｖｉｔｒｏ培養、腎臓および肺などの内部器官の再上皮
化、ならびに損傷神経組織の修復などにより実施される。
【０１４８】
　皮膚の置換療法は当該技術分野で既知になってきており、該療法においては、例えばケ
ーヒ（Kehe）他、1999, Arch. Dermatol. Res. 291, 600 に記載されているような共培養
した上皮／ケラチノサイト細胞株を使用してもよいし、あるいは上皮細胞、真皮細胞およ
びケラチノサイト細胞のうち少なくともいずれか（通常は自己由来）のｉｎ　ｖｉｔｒｏ
初代培養物を使用してもよい。これらの技法は、人工生体適合材料および合成ポリマーの
「足場材」も利用し得る。
【０１４９】
　当該技術分野の概説の例は、概して、タースキフとヴァシリエブ（Terskikh & Vasilie
v ）、1999, Int. Rev. Cytol. 188,41 およびイーグルスタインとファランガ（Eagleste
in & Falanga）、1998, Cutis 62, 1 に提供されている。
【０１５０】
　より具体的には、頭蓋顔面外科に有用な代替口腔粘膜の作製は、イズミ（Izumi ）他、
2000, J. Dent. Res. 79, 798 に記載されている。胎児ケラチノサイトおよび真皮繊維芽
細胞を、ファウザ（Fauza ）他、J. Pediatr. Surg. 33, 357 に記載されているように、
皮膚病変を治療するための移植用の皮膚を生産するためにｉｎ　ｖｉｔｒｏで増殖させて
もよいし、一方、ヒアルロン酸由来の生体適合材料上でｉｎ　ｖｉｔｒｏで培養された真
皮および上皮の皮膚要素からの皮膚置換物は、熱傷の治療に潜在的に有用であることが示
されている（ザッキ（Zacchi）他、1998, J. Biomed. Mater. Res. 40, 187）。
【０１５１】
　ポリマーの足場も、例えばシェリダン（Sheridant ）他、2000, J. Control Release 1
4, 91 およびファウザ（Fauza ）他、1998、（上記）に記載されているように、皮膚の人
工置換を容易にすることが意図されており、微小球も創傷および熱傷への皮膚細胞の送達
のための作用物質として意図されている（ラフランスとアームストロング（LaFrance & A
rmstrong）、1999, Tissue Eng. 5, 153）。
【０１５２】
　（アゴニストおよびアンタゴニストの作製）
　本発明は、成長因子およびビトロネクチンまたはフィブロネクチンを含んでなる複合体
、例えばＩＧＦ－ＩＩ：ＶＮまたはＩＧＦ－Ｉ：ＩＧＦＢＰ：ＶＮ複合体のアゴニストま
たはアンタゴニストを、同定し、スクリーニングし、設計し、またはそうでなければ作製
するための、本発明の合成キメラタンパク質を含めた単離タンパク質複合体の使用を意図
する。このような作用物質は、「模倣物」であり得る。「模倣物」という用語は、本明細
書中では、タンパク質またはペプチドの特定の機能性領域に類似するよう設計された分子
を指すものとして用いられ、そして当該技術分野で既知であるように、該用語の範囲内に
は、「アゴニスト」、「類似体」および「アンタゴニスト」という用語が包含される。
【０１５３】
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　一実施形態では、ＩＧＦ－ＩＩ：ＶＮ複合体またはＩＧＦ－Ｉ：ＩＧＦＢＰ：ＶＮ複合
体によるＩＧＦ－ＩＲおよびＶＮ受容体の結合を模倣するアゴニストが作製される。この
ような分子は、創傷治癒、皮膚再生等に必要とされるような細胞移動の刺激剤としての有
用性を有し得る。
【０１５４】
　別の実施形態では、ＩＧＦ：ＶＮ複合体またはＩＧＦ：ＩＧＦＢＰ：ＶＮ複合体による
ＩＧＦ－ＩＲおよびＶＮ受容体の結合を防止または抑制するアンタゴニストが作製される
。このような分子は、細胞の移動および増殖のうち少なくともいずれかの阻害剤としての
有用性を有することにより、有用 な抗腫瘍剤を構成する可能性があり、そして皮膚細胞
の異常増殖に起因する皮膚障害、例えば乾癬および過形成性瘢痕形成の治療においても有
用性を有し得る。
【０１５５】
　上記の模倣物、アゴニスト、アンタゴニストおよび類似体は、所望の生物学的活性およ
び半減期を有するペプチド、ポリペプチドまたはその他の有機分子、好ましくは小有機分
子であり得る。
【０１５６】
　コンピュータ支援構造データベース検索は、模倣物を同定するための一手法として漸増
的に利用されるようになっている。原則として模倣物を同定するのに適しているデータベ
ース検索方法は、国際公開第９４／１８２３２号パンフレット（ＨＩＶ抗原模倣物の作製
に関する）、米国特許第５，７５２，０１９号明細書および国際公開第９７／４１５２６
号パンフレット（ＥＰＯ模倣物の同定に関する）に見出され得る（これらの文献の記載内
容は、参照により本明細書中で援用される）。
【０１５７】
　その他の方法としては、分子相互作用を同定する種々の生物物理学的技法が挙げられる
。これらの技法により、候補分子が例えばＩＧＦ－ＩＧＦＢＰ－ＶＮ複合体の形成に影響
を及ぼすか否かに従って、候補分子をスクリーニングすることが可能になる。潜在的に有
用な技法、例えば放射性リガンドの競合的結合アッセイ（関連する方法として、上記のア
プトン（Upton ）他、1999を参照）、分析的超遠心分離、微量熱量測定、表面プラズモン
共鳴および光学バイオセンサを用いる方法に適用可能な方法は、コリガン（Coligan ）他
編「タンパク質科学の最新プロトコール（CURRENT PROTOCOLS IN PROTEIN SCIENCE）」、
（ニューヨーク所在のジョン・ワイリー・アンド・サンズ社（John Wiley & Sons ） NY,
 1997 ）の第２０章に提供されている（この文献の記載内容は、参照により本明細書中で
援用される）。
【０１５８】
　本発明をより理解し易く、そして実行し易くするために、当業者に以下の非限定な実施
例を提供する。
【実施例１】
【０１５９】
　［材料および方法］
　（細胞培養）
　１０％ＦＣＳを含有するＤＭＥＭ／Ｈａｍｓ’Ｆ１２（ＤＭＥＭ／Ｆ１２）培地（１：
１）（オーストラリア国ビクトリア州マルグレーブ（Mulgrave）所在のライフテクノロジ
ー社（Life Technologies ））中で、ヒト乳腺がん細胞株ＭＣＦ－７（ＡＴＣＣ＃ＨＴＢ
－２２）を増殖させた。培地を毎日交換し、細胞は８０％コンフルエントの状態で０．２
５％トリプシン／０．５ｍＭエチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）溶液（英国ハンプシャ
ー所在のオキソイド社（Oxoid ））を用いて継代した。
【０１６０】
　ヒト皮膚ケラチノサイト細胞株ＨａＣＡＴは、ノルベート・フューゼニヒ（Norbet Fus
enig）教授（ハイデルベルク　ノイエンハイマーフェルト（Neuenheimer Feld）内のドイ
ツがん研究センター（German Cancer Research Center: DKFZ ））から入手した。１０％
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ＦＣＳを含有するＤＭＥＭ培地（ライフテクノロジー社）中で、ＨａＣＡＴ細胞株を増殖
させた。培地を毎日交換し、細胞は８０％コンフルエントの状態で０．２５％トリプシン
／０．５ｍＭ　ＥＤＴＡ溶液（オキソイド社（Oxoid ））を用いて継代した。
【０１６１】
　（ＶＮおよびＩＧＦＢＰへのＩＧＦの予備結合）
　細胞の機能を調べるｉｎ　ｖｉｔｒｏアッセイのほとんどは、溶液中に外因性因子を加
えるので、細胞は、アッセイの間中その物質を含有する溶液中に入っている。これは、細
胞がｉｎ　ｖｉｖｏで遭遇する環境ではない。むしろ、組織中の細胞は、細胞により合成
されたＥＣＭによって支持され、取り囲まれており、該ＥＣＭの中にはホルモンおよびそ
の他の因子が局在している。ＥＣＭ分子への成長因子の結合を特定的に取り扱うこの試験
では、２４ウェルプレートの組織培養用プラスチックと、１２．０μＬ孔のＣｏｓｔａｒ
　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌｓ（商標）（米国ニューヨーク州ニューヨーク所在のコスター社（
Costar））の下方チャンバおよび膜表面に、ＶＮ、ＩＧＦおよびＩＧＦＢＰを予備結合す
る戦略を用いて、ｉｎ　ｖｉｖｏ環境をより正確に反映することを試みた。
【０１６２】
　３００～１０００ｎｇのＶＮ（オーストラリア国ニューサウスウェルズ州アンナデール
（Annandale ）所在のプロメガ社（Promega ））を含有するＤＭＥＭまたはＤＭＥＭ／Ｆ
１２培地３００μＬを２４ウェル組織培養ディッシュに、またはＴｒａｎｓｗｅｌｌｓ（
商標）の下方チャンバに添加し、３７℃で２時間インキュベートした。結合していないＶ
Ｎを含有する培地を除去し、ウェルを０．５％ウシ血清アルブミン（ＲＩＡ等級）（ＢＳ
Ａ）（シグマアルドリッチ社（Sigma Aldrich ））を含有する１ｍＬのヘペス結合緩衝液
（ＨＢＢ）で洗浄した。次に１．０％ＢＳＡを含有するＨＢＢ　３００μＬをウェルに添
加して３７℃で３０分間インキュベートし、組織培養ディッシュ内の非特異的結合部位を
ブロッキングした。次に、０．５％ＢＳＡを含有するＨＢＢ　１ｍＬで、ウェルを再び洗
浄した。次に０．５％ＢＳＡおよびＩＧＦ－ＩＩまたはＩＧＦ－Ｉ＋ＩＧＦＢＰ（オース
トラリア国サウスオーストラリア州アデレード（Adelaide）所在のグロペップ社（GroPep
））を含有するＨＢＢ　３００μＬを添加し、プレートを再び２時間インキュベートした
。非結合ＩＧＦおよびＩＧＦＢＰを含有する溶液を除去し、ウェルをＨＢＢで洗浄して、
層流フード内で風乾した。
【０１６３】
　（移動アッセイ）
　リーブスレー（Leavesley ）他、1993, Journal of Cell Biology 121: 163-70 に記載
されているのと本質的に同様に、移動アッセイを実施した。無血清培地中で４時間のイン
キュベーションにより血清飢餓状態にした５０，０００個の細胞を、１２．０μｍ孔Ｃｏ
ｓｔａｒ　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌｓ（商標）（１２ウェルプレート型）の上部チャンバに播
種した。５％ＣＯ２中で３７℃にて５時間インキュベーションした後の、多孔性膜の下側
表面に移動していた細胞を固定し、次に、０．１ｍＭのホウ酸緩衝液（ｐＨ９）中のクリ
スタルバイオレットで染色した。１０％酢酸中にクリスタルバイオレットを抽出し、分光
分析によりこれらの抽出物の吸光度を測定することにより、結合した細胞の数を概算した
。
【０１６４】
　（統計学的分析）
　先ず全データを陰性対照（－ＶＮ、－ＩＧＦ、－ＩＧＦＢＰ）に対する割合（％）とし
て表すことにより、データを分析した。次に、等分散性のスチューデントｔ検定（両側検
定）を用いて、ＶＮのみの対照およびＩＧＦのみの対照に対する有意性について、応答を
試験した。０．０５未満のＰ値は、応答に有意差があることを示す。
【０１６５】
　［結果］
　（移動）
　細胞移動は創傷治癒における重要な過程であり、ＶＮおよびＩＧＦはともに、細胞移動
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の媒介において役割を有することが立証されている。ＶＮに結合したＩＧＦ－ＩＩの、Ｈ
ａＣＡＴケラチノサイトの機能を変える能力について詳細に分析するために、Ｔｒａｎｓ
ｗｅｌｌｓ（商標）を通り抜ける細胞移動を測定した。
【０１６６】
　図１は、ＶＮの存在下では、ＩＧＦ－ＩＩ誘導によるＴｒａｎｓｗｅｌｌｓ（商標）を
通り抜けるＨａＣＡＴヒトケラチノサイトの移動が、特に低濃度で増強されることを示す
。各バーは３回の反復実験からのデータを表し、各処理は三連で試験した。
【０１６７】
　乳癌細胞株ＭＣＦ－７の移動も試験した。１μｇのＶＮを１２．０μｍのＴｒａｎｓｗ
ｅｌｌｓ（商標）の下方ウェルに予備結合させた場合、下方チャンバへの移動は５倍増加
した。ＶＮの非存在下でウェルに１～１００ｎｇのＩＧＦ－ＩＩを「予備結合」させると
、移動が刺激されて２倍に増加した。しかしながら１～１００ｎｇのＩＧＦ－ＩＩを下方
チャンバ中の１μｇのＶＮに予備結合させた場合、細胞移動は８～１０倍に増加した（図
２）。これらの応答は、ＩＧＦ－ＩＩ単独およびＶＮ単独の作用より有意に高かった（ｐ
＜０．０１）。
【０１６８】
　［Ｌ２７］－ＩＧＦ－ＩＩは、ＩＧＦ－ＩＲに結合しないＩＧＦ－ＩＩ類似体である。
ＩＧＦは受容体ＩＧＦ－ＩＲを介して移動を媒介し、ＩＧＦ－ＩＲは信号を受けると考え
られる。従って、ＶＮに予備結合された［Ｌ２７］－ＩＧＦ－ＩＩがＴｒａｎｓｗｅｌｌ
ｓ（商標）を通り抜けるＭＣＦ－７細胞の移動を刺激する能力を調べるアッセイを実行し
た。このアッセイは、ＶＮ－［Ｌ２７］－ＩＧＦ－ＩＩ複合体がＶＮ単独の場合に得られ
るレベルを超えてＭＣＦ－７の移動を増強することはないということ、ならびに移動のレ
ベルがＶＮに結合したＩＧＦ－ＩＩに対する応答の場合に観察される移動のレベルより有
意に低い（ｐ＜０．０１）、ということを明示した（図３）。これらの結果は、ＶＮに結
合したＩＧＦ－ＩＩから生じる移動の増強にＩＧＦ－ＩＩとＩＧＦ－ＩＲとの相互作用が
関与することを示している。
【０１６９】
　ＩＧＦＢＰは、細胞に対するＩＧＦ曝露の重要な調節物質である。ＩＧＦＢＰがここで
観察されたＶＮ：ＩＧＦ－ＩＩ複合体に対する移動応答に関与するか否かを確定するため
に、ＩＧＦＢＰにはほとんど結合しないが、ＩＧＦ－ＩＲに対する親和性は保持している
ＩＧＦ－ＩＩ類似体を用いてＭＣＦ－７細胞における移動アッセイを実行した。このＩＧ
Ｆ－ＩＩ類似体ｄｅｓ（１－６）－ＩＧＦ－ＩＩを用いたアッセイから、天然型のＩＧＦ
－ＩＩと比較した場合に移動応答に差がないことが明らかとなり、ＩＧＦ－ＩＩ：ＶＮ複
合体がＩＧＦＢＰとは独立に作用して細胞移動を増強することが示唆された（図４）。
【０１７０】
　図５では、データから、αＶインテグリン遮断抗体がＶＮとＩＧＦ－ＩＩとの複合体に
応答するＭＣＦ－７細胞の移動を実質的に低減させたことを示す。これらのデータは、Ｖ
Ｎに対するαＶインテグリン受容体の結合および活性化が、ＩＧＦ－ＩＩ：ＶＮ複合体に
応答した最適な細胞移動に必要であると思われることを示唆している。
【０１７１】
　ＩＧＦ－ＩＲとほとんど結合しないＩＧＦ－Ｉ類似体Ｌ２４－ＩＧＦ－ＩについてＭＣ
Ｆ－７細胞の移動アッセイで調べた図６を参照すると、データから、
　　（１）Ｌ２４－ＩＧＦ－ＩおよびＩＧＦ－Ｉは、ＶＮは存在するがＩＧＦＢＰ－５は
存在しない条件下では、同じ作用を有すること；そして
　　（２）ＩＧＦＢＰ－５の存在下では、ＩＧＦ－ＩおよびＶＮが存在する場合は細胞移
動が増強されるが、Ｌ２４－ＩＧＦ－ＩおよびＶＮが存在する場合は増強されないこと
が実証される。
【０１７２】
　上記のデータは、ＩＧＦ－ＩＲの活性化はＩＧＦ－Ｉ：ＩＧＦＢＰ：ＶＮ複合体に応答
して観察される細胞移動に必要であること、そしてさらにＶＮに対するインテグリン受容
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体の同時結合が必要であることを示唆している。
【０１７３】
　この試験結果は、ＩＧＦ－ＩＩ：ＶＮ複合体およびＩＧＦ－Ｉ：ＩＧＦＢＰ：ＶＮ複合
体が細胞移動を有意に刺激する、ということをはじめて明示するものである。総合すると
これらのデータから、ＶＮ：ＩＧＦ複合体が創傷治癒と機能的に関連しており、実際、乳
がんの発症および進行における重要な因子であり得ることが示唆される。さらに、移動の
増強には、ＩＧＦ－ＩＲおよびＶＮ結合性インテグリン受容体の両方の受容体の活性化を
必要とする。実際、ＶＮ：ＩＧＦ複合体が移動を促進し、したがって乳がん細胞の転移を
促進するのであれば、ＶＮ：ＩＧＦ複合体の形成または成長因子受容体およびインテグリ
ン受容体の同時活性化の阻害を目的とする薬剤は、非常に有効な治療薬であるということ
になる。
【実施例２】
【０１７４】
　［方法および材料］
　（卵黄ビトロネクチンの精製）
　ナガノ（Nagano）他、1992, The Journal of Biological Chemistry 267: 24863-24870
に記載された方法の変法を用いて、卵黄のビトロネクチン（ＶＮ）を精製した。この手法
に用いられた溶液は全て、ｐＨ７．４であった。鶏卵（オーストラリア国クイーンズラン
ド州トゥーウォン（Toowong ）所在のコールズマイヤー（Coles-Myer）の農場から入手し
た卵黄を、２ｍＭのフッ化フェニルメタンスルホニル（ＰＭＳＦ）を含有する等容積の冷
リン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）（０．１６ＭのＮａＣｌ、１０ｍＭのリン酸ナトリウム
）中に懸濁し、１８，０００ｇ、４℃で２０分間、遠心分離した。上清（卵黄プラズマ）
を、５ｍＭの２－β－メルカプトエタノールを含有する１ｍＭのリン酸ナトリウムに対し
て４℃で一晩透析し、２０，０００ｇ、４℃で２０分間遠心分離した。上部の固体層（低
密度リポタンパク質（ＬＤＬ）分画）を回収し、１５ｍｌのＰＢＳ中に再懸濁した。
【０１７５】
　３つのクロマトグラフィー技法、すなわち、ゲル濾過、Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ（商標）Ｃ
Ｌ－６Ｂ（スウェーデン国ウプサラ所在のアマシャムバイオサイエンス社（Amersham Bio
sciences））；ヒドロキシアパタイトＨＴＰ（米国カリフォルニア州リッチモンド所在の
バイオラッド社（Bio-Rad ））；およびイオン交換、Ｑ‐Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ（登録商標
）Ｆａｓｔ　Ｆｌｏｗ（アマシャムバイオサイエンス社）を用いて、ＬＤＬ分画から卵黄
ＶＮを精製した。
【０１７６】
　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ（商標）ＣＬ－６Ｂカラム（カラム容量１０ｍｌ、カラムサイズ：
内径（ＩＤ）２．５ｃｍ×３０ｃｍ）を、２段階、すなわち（ｉ）２ＭのＮａＣｌを含有
するＰＥ緩衝液（５ｍＭ　ＥＤＴＡ、１０ｍＭ　リン酸ナトリウム）および（ｉｉ）０．
１３ＭのＮａＣｌを有するＰＥ緩衝液、を用いて平衡化した。５０ｍｌのＬＤＬ分画をＰ
Ｅ緩衝液で１：１に希釈してＳｅｐｈａｒｏｓｅ（商標）ＣＬ－６Ｂカラムにかけた。同
カラムから非結合画分を収集し、次に０．５ＭのＮａＣｌを含有する１０ｍＭのリン酸ナ
トリウムで予め平衡化したヒドロキシアパタイトマトリックスにバッチ式で適用した。該
ヒドロキシアパタイトを平衡化緩衝液で洗浄し、その後１０ｍＭのリン酸ナトリウム２０
ｍｌで洗浄した。次に該マトリックスをカラム（１．５ｃｍＩＤ×８ｃｍ）に詰めて、２
００ｍＭのリン酸ナトリウムでタンパク質を溶離させ、１０×５ｍｌ画分を収集した。該
溶離画分を、プレキャスト型の４～２０％勾配ポリアクリルアミドゲル（オーストラリア
国ニューサウスウェールズ州フレンチフォレスト所在のグラディポア社（Gradipore ））
、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ（レムリ（Laemmli ）, 1970）およびクーマシーブリリアントブルー
（Ｇ－２５０、バイオラッド）染色を用いて、ｙＶＮの存在に関して分析した。バイオラ
ッドの低分子量域マーカーを用いて、タンパク質の分子量を測定した。
【０１７７】
　予測される分子量のｙＶＮ（５４ｋＤａ）に相当する画分をプールし、１０ｍＭリン酸
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ナトリウムに対して４℃で一晩透析し、次に１０ｍＭリン酸ナトリウムで予め平衡化した
Ｑ　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ（登録商標）Ｆａｓｔ　Ｆｌｏｗマトリックス（カラム容量５ｍ
ｌ、カラムサイズ：ＩＤ　１ｃｍ×１０ｃｍ）に適用した。該カラムを１０ｍＭのリン酸
ナトリウム中の０．１５ＭのＮａＣｌで洗浄し、１０ｍＭのリン酸ナトリウム中の０．２
５ＭのＮａＣｌでｙＶＮを溶離させた。上記と同様に画分の分子量を測定した。
【０１７８】
　（ＩＧＦ：ＶＮ複合体の調製）
　報告されているように（クリッカー（Kricker ）他の上記文献、2003）、ＩＧＦ：ＶＮ
複合体を、９６ウェルプレートおよびＴｒａｎｓｗｅｌｌｓ（商標）に予備結合させた。
【０１７９】
　［結果］
　図８は、完全長（７５ｋＤａ）の血清ＶＮ（ａ）と短縮型（５４ｋＤａ）の卵黄ＶＮ（
ｂ）との類似性を示す。特筆すべき主な類似性は、これらのタンパク質がともにＲＧＤ細
胞結合部位およびポリ陰イオン性領域（ＩＧＦ結合部位とされる）を有する、ということ
である。特筆すべき主な違いは、卵黄ＶＮがヘパリン結合ドメインを欠くということであ
る。
【０１８０】
　図９は、溶離画分（レーンＥ）中に存在する主なタンパク質が、卵黄ＶＮについて予測
される大きさ（５４ｋＤａ）である、ということを示している。このタンパク質がその後
のアッセイに用いられたということも、特筆すべき重要なことである。
【０１８１】
　図１０は、ＩＧＦＢＰ－３の存在下でＶＮが放射標識ＩＧＦ－Ｉを結合する能力を実証
している。したがってこの図から、５４ｋＤａ卵黄ＶＮが完全長の卵黄ＶＮと同じレベル
でＩＧＦ－Ｉ／ＩＧＦＢＰ－３を結合する能力を有していることが示されている。このこ
とは、ＩＧＦ結合部位がヘパリン結合ドメイン（卵黄ＶＮ（５４ｋＤａ）には欠けている
）中には位置しないことを示唆しており、そしてポリ陰イオン性部位がＩＧＦ結合部位と
して提唱されることを支持している。
【０１８２】
　図１１は、ＩＧＦ－Ｉ／ＩＧＦＢＰ－３と複合体形成した場合のＶＮ（血清ＶＮまたは
卵黄ＶＮ）の能力により、無処置群、ＩＧＦ－Ｉ／ＩＧＦＢＰ－３処置群およびＶＮ単独
処置群の対照を上回って細胞増殖（ミトコンドリアデヒドロゲナーゼ活性を評価するＭＭ
Ｔ技法により測定）が強化されることを示している。図１１はまた、短縮型（５４ｋＤａ
）卵黄ＶＮが、ＩＧＦ－Ｉ／ＩＧＦＢＰ－３と複合体形成した場合、完全長ＶＮと同程度
に細胞増殖を刺激し得る、ということも示している。
【０１８３】
　図１２は、ＩＧＦ－Ｉ／ＩＧＦＢＰ－３と複合体形成した場合のＶＮ（血清ＶＮまたは
卵黄ＶＮ）の能力により、無処置群、ＩＧＦ－Ｉ／ＩＧＦＢＰ－３処置群およびＶＮ単独
処置群の対照を上回って細胞移動（Ｔｒａｎｓｗｅｌｌｓ（商標）移動アッセイによる）
を強化し得ることを示している。したがって、短縮型（５４ｋＤａ）卵黄ＶＮが、ＩＧＦ
－Ｉ／ＩＧＦＢＰ－３と複合体形成した場合、完全長ＶＮと同程度に細胞増殖を刺激し得
るという同じ結論が、図４と同様にこの図からも引き出され得る。総合すると、これらの
図から、短縮型（５４ｋＤａ）卵黄ＶＮは、ＩＧＦ－Ｉ／ＩＧＦＢＰ－３と複合体形成し
た場合、完全長（７５ｋＤａ）ＶＮで観察されるのと同様のレベルに細胞の移動および増
殖のいずれも刺激し得る、ということが示唆される。
【実施例３】
【０１８４】
　ＶＮ：ＩＧＦ－Ｉキメラタンパク質の形態の、本発明の合成キメラタンパク質の提唱例
が、本明細書中に提供されている。
　図１４に種々に記述した提唱合成キメラタンパク質には、アミノ酸残基の改変を伴って
、または伴わずに、ＩＧＦ－Ｉと融合された、任意の完全長または短縮型のＶＮが含まれ
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ている。さらに本発明者等は、種々のペプチドリンカーを用いて、または用いずにＶＮお
よびＩＧＦ－Ｉを融合することを提唱する。
【０１８５】
　さらに本発明者等は、ＶＮおよび成長因子、例えばＶＥＧＦおよびＰＤＧＦを含んでな
るキメラタンパク質を意図し、その特定の実施形態を図１５に記述する。
　本明細書において用いられ、図１３に示された成熟ＶＮ（配列番号２）およびＩＧＦ－
Ｉ（配列番号３）に関する完全ペプチド配列は、ＮＣＢＩ（それぞれアクセス番号ＮＰ＿
００００６２９および１ＢＱＴ）から入手した。ＶＮに関して示した残基番号のアノテー
ションは成熟タンパク質のものであり、シグナルペプチドは除かれている。
【０１８６】
　ビトロネクチンドメイン構造およびビトロネクチンリガンド結合部位に関しては、図７
および８にそれぞれ記載されている。
　（完全長および短縮型のＶＮ）
　細胞移動を調節し得る合成キメラタンパク質の一例は、完全長の成熟ＶＮタンパク質お
よびＩＧＦ－Ｉタンパク質を含有する。
【０１８７】
　　　Ａ）ＶＮ（１・・・４５９）：ＩＧＦ－Ｉ（１・・・７０）
　細胞移動を調節し得る別の例は、残基３８０～４５９（Ｃ末端８０アミノ酸）の欠失を
伴う成熟ＶＮタンパク質を含有する。
【０１８８】
　　　Ｂ）ＶＮ（１・・・３７９）：ＩＧＦ－Ｉ（１・・・７０）
　血清中の単量体ＶＮは、２つの形態、すなわち、７５ｋＤａの一本鎖ポリペプチド、ま
たは内因性の切断を受けた二本鎖形態のＶＮで６５ｋＤａの大型断片がジスルフィド結合
により１０ｋＤａ小型断片に連結されて構成されているＶＮ、として存在する。近年の研
究から、これらの形態の間に機能的差異は認められないことが示されており、このことは
、ＶＮ上のＣ末端８０アミノ酸は機能的差異を付与しない、ということを示唆している（
ギブソンとピーターソン（Gibson and Peterson ）, 2001, Biochim Biophys Acta 1545,
 289-304）。このことは、ブタＶＮがこのＣ末端領域を失う一方でその機能的活性は保持
しているという知見（ヨネダ（Yoneda）他、1996, J Biochem (Tokyo) 120:954-60）によ
り支持される。したがって、Ｃ末端８０アミノ酸を取り除いた、ＶＮの全ての機能的特性
を依然として有するＶＮを含有してなる、より小型のキメラ分子を、本発明者等は提唱す
る。
【０１８９】
　さらに別のキメラは、ＩＧＦ－Ｉに連結されたＶＮのソマトメジンＢドメインのみを含
有する。この領域は、プラスミノーゲンアクチベーター－１（ＰＡＩ－１）、ウロキナー
ゼプラスミノーゲンアクチベーター受容体（ｕＰＡＲ）およびインテグリン結合部位を含
有する（シュバルツ（Schvarz ）他、1999, Int J Biochem Cell Biol 31: 539-44）。
【０１９０】
　このキメラは、ＥＣＭ中の構成成分、例えばコラーゲンおよびグリコサミノグリカンと
相互作用しないであろう。このキメラは、ＶＮ上の残基５３～４５９（接続領域、中央の
β－プロペラドメインおよびヘパリン結合ドメイン）の欠失を有している。
【０１９１】
　　　Ｃ）ＶＮ（１・・・５２）：ＩＧＦ－Ｉ（１・・・７０）
　ＶＮの接続領域は、トロンビン－アンチトロンビン複合体、ならびにＥＣＭ構成成分コ
ラーゲンを結合する際に役割を演じると推測されている。ここで提唱されるキメラは、Ｖ
ＮのソマトメジンＢドメイン、ならびにＶＮ上の残基１３１～４５９（中央のβ－プロペ
ラドメインおよびヘパリン結合ドメイン）の欠失により創出される接続領域を含有する。
【０１９２】
　　　Ｄ）ＶＮ（１・・・１３０）：ＩＧＦ－Ｉ（１・・・７０）
　さらなる例では、ＶＮ上の中央ドメインは最大であるが、しかし機能に関しては同タン
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パク質中であまりよく特性解析されていないドメインである。しかしながら、このドメイ
ン中に観察されるβ－プロペラ構造はＶＮの多量体化に寄与し得る、と推測される（キュ
ー（Xu）他、2001, Proteins 44: 312-20 ）。
【０１９３】
　本発明者等は、このドメインを欠失させて、ＶＮの、ソマトメジンＢドメイン内のリガ
ンド結合領域、ポリ陰イオン性接続領域、およびポリ陽イオン性ヘパリン結合ドメイン（
ＨＢＤ）を保持し、しかしながら自己会合できない小さいキメラとすることを提唱する。
この場合、ＶＮ上の残基１３１～３４６（中央のβ－プロペラドメイン）の欠失を必要と
する。
【０１９４】
　　　Ｅ）ＶＮ（１・・・１３０、３４７～４５９）：ＩＧＦ－Ｉ（１・・・７０）
　さらに別のキメラは、細胞外リガンドを結合し得ると考えられる最も小型のＶＮから構
成される。該タンパク質は、ＶＮ上の中央ドメインおよびＣ末端８０アミノ酸がいずれも
除去されている。この場合、ＶＮ上の残基１３１～３４６および３８０～４５９（それぞ
れ中央のβ－プロペラドメインおよびＣ末端８０アミノ酸）の欠失を要する。
【０１９５】
　　　Ｆ）ＶＮ（１・・・１３０、３４７～３７９）：ＩＧＦ－Ｉ（１・・・７０）
　キメラのさらなる例は、ヘパリン結合ドメインを伴わないＣ末端短縮型ＶＮを含有する
。したがって該タンパク質は、ＶＮのソマトメジンＢドメイン、接続領域および中央のβ
－プロペラドメインを含有する。ＶＮに関しては、二次ヘパリン結合部位と推定される部
位がＶＮの中央のβ－プロペラドメイン内に提唱されているが、しかしギブソン（Gibson
）他（ギブソン（Gibson）他、1999, J Biol Chem 274, 6432-42）は、該部位が機能性で
ないこと、そしてヘパリン結合ドメインはグリコサミノグリカン結合活性を完全するため
に寄与する、ということを実証した。したがって該キメラは、ヘパリンおよびヘパリン硫
酸と相互作用しないであろう。このキメラは、ＶＮ上の残基３４７～４５９（ヘパリン結
合ドメイン）の欠失を有する。
【０１９６】
　　　Ｇ）ＶＮ（１・・・３４６）：ＩＧＦ－Ｉ（１・・・７０）
　（ＶＮおよびＩＧＦ－Ｉ上の残基の修飾）
　ＶＮは、カゼインキナーゼＩＩ（ＣＫ２）により残基Ｔ５０およびＴ５７がリン酸化さ
れて、細胞の接着および伸展を促進し得る。ＶＮのＣＫ２－リン酸化類似体およびＣＫ２
－非リン酸化類似体（それぞれＶＮ突然変異体（Ｔ５０Ｅ、Ｔ５７Ｅ）および（Ｔ５０Ａ
、Ｔ５７Ａ）により模擬検討された）のいずれも、αｖβ３およびαｖβ５インテグリン
に結合してＥＲＫシグナル伝達経路を活性化させるが、一方、αｖβ３インテグリンに特
異的に結合しているＣＫ２－リン酸化ＶＮ類似体だけが、ホスファチジルイノシトール３
キナーゼ（ＰＩ３－Ｋ）経路を活性化させた（セガー（Seger ）他、1998, J Biol Chem 
273: 24805-13;  セガー（Seger ）他、2001, J Biol Chem 276: 16998-7006 ）。
【０１９７】
　細胞の接着および伸展の増大をもたらすと思われるのは、このＰＩ３－Ｋ経路の活性化
である。したがって本発明者等は、αｖβ３インテグリンとの結合後にＰＩ３－Ｋ経路の
活性化を促進または抑制するであろう突然変異を有するキメラを提唱する。したがってＶ
Ｎ上のＴ５０ＡおよびＴ５７Ａ置換を有するキメラ分子は、ＣＫ２－非リン酸化ＶＮと類
似し、ＥＲＫ経路を介したシグナル伝達に限定される（Ｈ）が、一方、ＶＮ上のＴ５０Ｅ
およびＴ５７Ｅ置換を有する合成構築物は、ＣＫ２－リン酸化ＶＮを模倣し、ＥＲＫ経路
およびＰＩ３－Ｋ経路の両方を活性化して、細胞内シグナル伝達の変更をもたらし得る（
Ｉ）。
【０１９８】
　　　Ｈ）ＶＮ（Ｔ５０Ａ、Ｔ５７Ａ）：ＩＧＦ－Ｉ
　　　Ｉ）ＶＮ（Ｔ５０Ｅ、Ｔ５７Ｅ）：ＩＧＦ－Ｉ
　ＶＮ上の残基Ｓ３７８にはｃＡＭＰ依存性プロテインキナーゼ（ＰＫＡ）リン酸化部位
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が存在する。この部位のリン酸化はＰＡＩ‐１のＶＮへの結合を低減し、したがってウロ
キナーゼ系におけるＶＮの役割を変える、ということが、ＰＫＡリン酸化ＶＮ類似体およ
びＰＫＡ非リン酸化ＶＮ類似体（それぞれＶＮ突然変異体Ｓ３７８ＥおよびＳ３７８Ａに
より模擬検討された）を用いて実証されている（シュバルツ（Schvartz）他、2002, Arch
 Biochem Biophys 397: 246-52）。
【０１９９】
　したがって、キメラ（Ｊ）によるＰＡＩ－１結合を抑制するためのＶＮ上のＳ３７８Ｅ
突然変異、ならびにキメラタンパク質（Ｋ）内のＰＡＩ－１結合および安定化を促進する
ためのＶＮ上のＳ３７８Ａ突然変異、の両方を含有するキメラを本発明者等は提唱する。
さらに、ＰＡＩ－１のＶＮへの結合が、インテグリンを介した細胞移動を阻害すること（
キョーラ（Kjoller ）他、1997, Exp Cell Res 232: 420-9 ）、ならびにｕＰＡＲおよび
インテグリンを介したＶＮ上への細胞接着を阻害すること（デング（Deng）他、2001, J 
Cell Physiol 189: 23-33 ）が示されているので、Ｓ３７８Ａ突然変異は細胞移動を増強
する可能性がある。興味深いことに、これらの知見は、プラスミノーゲン活性化の阻害剤
としてのＰＡＩ－１の機能とは独立して観察された。
【０２００】
　　　Ｊ）ＶＮ（Ｓ３７８Ｅ）：ＩＧＦ－Ｉ
　　　Ｋ）ＶＮ（Ｓ３７８Ａ）：ＩＧＦ－Ｉ
　ゲヒトマンとシャルティール（Gechtman and Shaltiel ）、1997, Eur J Biochem 243:
 493-501は、プロテインキナーゼＣ（ＰＫＣ）がＶＮの残基Ｓ３６２をリン酸化し得るこ
とを示した。このリン酸化は、ＶＮのヘパリン結合ドメイン内に生じるプラスミンによる
切断を低減する。したがってこの部位におけるプラスミン切断により、この領域内に結合
するリガンドに対するＶＮの親和性が変化し、かつＶＮの半減期も変化する。したがって
本発明者らは、リン酸化セリンを模倣し、その結果プラスミンによるキメラの切断を阻害
するためのＳ３６２Ｅ置換の導入を提唱する。
【０２０１】
　　　Ｌ）ＶＮ（Ｓ３６２Ｅ）：ＩＧＦ－Ｉ
　ＩＧＦＢＰは、高い親和力で成長因子ＩＧＦ－Ｉを結合するために、ＩＧＦ－Ｉ上のＮ
末端３残基を必要とすることが示されている（トーマス（Tomas ）他、1991, J Endocrin
ol 128: 97-105）。
【０２０２】
　したがって、Ｎ末端配列を介してＶＮに連結されたＩＧＦ－ＩがＩＧＦＢＰを結合し得
るとは考えられない。にもかかわらず、本発明者らは、ＩＧＦＢＰがＩＧＦ－Ｉと結合し
、その結果ＶＮ：ＩＧＦ－Ｉキメラタンパク質の生物学的活性を抑制する全ての機会を排
除するために、Ｎ末端短縮型ＩＧＦ－Ｉを含有するＶＮ：ＩＧＦ－Ｉキメラをさらに提唱
する。この構築物は、ＩＧＦ－Ｉ上の残基１～３（ＩＧＦＢＰ結合領域）の欠失を含む。
【０２０３】
　　　Ｍ）ＶＮ：ＩＧＦ－Ｉ（４・・・７０）
　ＶＮのポリ陰イオン性領域はＩＧＦ－ＩＩおよびＩＧＦＢＰの結合に寄与することが示
唆されている。したがって本発明者らは、ＶＮからポリ陰イオン性ドメインを除去したさ
らに別のＶＮ：ＩＧＦ－Ｉキメラを提唱する。よってこのキメラは、ＩＧＦ－ＩＩまたは
ＩＧＦＢＰに対して無力である。
【０２０４】
　　　Ｎ）ＶＮ（１・・・５２、６５・・・４５９）ＩＧＦ－Ｉ（１・・・７０）
　（ＶＮとＩＧＦ－Ｉの融合）
　ＶＮおよびＩＧＦ－ＩのｃＤＮＡを、発現に先立って、ペプチドリンカー配列を挿入し
て、または挿入せずに、融合させてもよいことを提唱する。タンパク質を融合するための
種々のリンカー配列が首尾よく用いられてきており、通常は、グリシンおよびセリン残基
ならびに例えばトロンビン、コラゲナーゼまたはプラスミンなどのプロテアーゼの切断部
位のうち少なくともいずれかを組合せて構成される。
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【０２０５】
　リンカー配列の例を以下に挙げるが、これらに限定されない。
　　（ｉ）Ｇｌｙ４Ｓｅｒ（配列番号４）；
　　（ｉｉ）Ｇｌｙ４Ｓｅｒ３（配列番号５）；
　　（ｉｉｉ）（Ｇｌｙ４Ｓｅｒ）３（配列番号６）；
　　（ｉｖ）ＬｅｕＩｌｅＬｙｓＭｅｔＬｙｓＰｒｏ（配列番号７）；および
　　（ｖ）ＧｌｎＰｒｏＧｌｎＧｌｙＬｅｕＡｌａＬｙｓ（配列番号８）
　（ＶＮと他のペプチド成長因子の融合）
　細胞外マトリックスタンパク質ＶＮを成長因子ＩＧＦ－Ｉと融合することに加えて、Ｖ
Ｎと他のペプチド成長因子の融合も提唱する。具体的には、以下のキメラタンパク質の開
発を提唱する（図１６）。
【０２０６】
　　　Ａ）ＶＮ：ＰＤＧＦα（１・・・２１０）（ＮＣＢＩアクセス番号Ｐ０４０８５）
　　　Ｂ）ＶＮ：ＶＥＧＦ（１・・・１０２）（ＮＣＢＩアクセス番号２ＶＰＦＥ）
　それぞれの細胞表面受容体はインテグリンと、特にＶＮ受容体であるαｖβ３インテグ
リンと相互作用する、ということを本発明者らは提唱する。具体的には、ＰＤＧＦ受容体
が、ＰＤＧＦによる刺激後に、αｖβ３インテグリンと免疫共沈降する、ということが示
されている（シュネーラー（Schneller ）他、EMBO J 16: 5600-7 ）。
【０２０７】
　２型ＶＥＧＦ受容体はその成長因子による刺激後にＶＮ受容体と免疫共沈降する、とい
うことも実証されている（ソルディ（Soldi ）他、EMBO J 18: 882-92 ）。
　これらの成長因子に対する受容体がαｖβ３インテグリンと相互作用するという知見は
、これらの細胞表面受容体の細胞内シグナル伝達経路に対して調節および増強のうち少な
くともいずれかをもたらすに際して、この相互作用が重要な役割を有することを示唆して
いる。したがって、上記のキメラタンパク質により開始されるこれらの受容体の同時活性
化および会合により、治療的用途に関連する顕著な生物学的応答を誘導し得る。
【０２０８】
　本明細書全体を通して目的としたのは、本発明の好ましい実施形態を説明し、かつ本発
明をいずれの一実施形態にも特定の特徴の集合体にも限定しないことであった。したがっ
て、当業者には理解されることであるが、該開示にかんがみて、本発明の範囲を逸脱する
ことなく、例示された特定の実施形態に種々の修正および変更をなすことができる。
【０２０９】
　本明細書中で言及されたコンピュータプログラム、アルゴリズム、特許文献および科学
文献は全て、参照により本明細書中で援用される。
【図面の簡単な説明】
【０２１０】
【図１】１２μｍ孔のＴｒａｎｓｗｅｌｌｓ（商標）の上方チャンバ内に植え付けられた
ヒト皮膚ケラチノサイト細胞ＨａＣＡＴの、ＶＮに予備結合されたＩＧＦ－ＩＩ（黒色バ
ー）またはＶＮの非存在下でディッシュに「結合された」ＩＧＦ－ＩＩ（灰色バー）で被
覆された下方チャンバに応答した、下側表面への移動について示す図。各バーは、５時間
インキュベーション後の下方膜上の細胞数の平均を表し、３回の反復実験（３連のウェル
中で処理群についての分析を実施）から得ている。
【図２】１２μｍ孔のＴｒａｎｓｗｅｌｌｓ（商標）の上方チャンバ内に植え付けられた
ヒト乳がん細胞ＭＣＦ‐７の、ＶＮに予備結合されたＩＧＦ－ＩＩ（斜線バー）またはＶ
Ｎの非存在下でディッシュに「結合された」ＩＧＦ－ＩＩ（白色バー）で被覆された下方
チャンバに応答した、下側表面への移動について示す図。各バーは、５時間インキュベー
ション後の下方膜上の細胞数の平均を表し、３回の反復実験（３連のウェル中で処理群に
ついての分析を実施）から得ている。複合体の作用がＶＮ単独の場合と有意に異なってい
るデータを星印で示す。
【図３】１２μｍ孔のＴｒａｎｓｗｅｌｌｓ（商標）の上方チャンバ内に植え付けられた



(34) JP 4717799 B2 2011.7.6

10

20

30

40

50

ヒト乳がん細胞ＭＣＦ‐７の、ＶＮ、ＶＮに結合した天然型ＩＧＦ－ＩＩ（斜線バー）ま
たはＶＮに結合したＬ２７－ＩＧＦ－ＩＩ（黒色バー）で被覆されている下方チャンバへ
の移動について示す図。各データは、ＶＮの非存在下で同一量のＩＧＦ－ＩＩを含有する
、ＶＮを含まない対照（白色バー）と組み合わされている。各バーは、５時間インキュベ
ーション後の下方膜上の細胞数の平均を表し、２回の反復実験（３連のウェル中で処理群
についての分析を実施）から得ている。
【図４】１２μｍ孔のＴｒａｎｓｗｅｌｌｓ（商標）の上方チャンバ内に植え付けられた
ヒト乳がん細胞ＭＣＦ‐７の、ＶＮ単独、ＶＮに結合した天然型ＩＧＦ－ＩＩ（斜線バー
）またはＶＮに結合したＤｅｓ（１－６）ＩＧＦ－ＩＩ（黒色バー）で予備結合されてい
る下方チャンバへの移動について示す図。各データは、ＶＮの非存在下で同一量のＩＧＦ
－ＩＩを含有する、ＶＮを含まない対照（白色バー）と組み合わされている。各バーは、
５時間インキュベーション後の下方膜上の細胞数の平均を表し、２回の反復実験（３連の
ウェル中で処理群についての分析を実施）から得ている。
【図５】ヒト乳がん細胞ＭＣＦ‐７の、αＶの機能を遮断するＡｂであるｍＡｂ２０２１
Ｚの存在下で、ＩＧＦ－ＩＩに応答して、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌｓ（商標）を通り抜ける移
動について示す図。αＶ機能遮断Ａｂで処置済みのＭＣＦ－７細胞を、ＶＮ＋／－ＩＧＦ
－ＩＩで被覆されているＴｒａｎｓｗｅｌｌｓ（商標）上に植え付け、５時間かけて移動
させてこの多孔性膜を通過させた。次に、固定した細胞から染色剤を抽出して光学密度を
読み取ることにより、膜を横断する細胞の数を測定した。次に、処理群をＡｂの存在下ま
たは非存在下におけるＶＮ単独群の移動細胞数に対する割合（％）として表した。単回実
験の４連処置からデータを合わせた。各バーはＳＥＭである。星印は、非処理細胞または
Ａｂ処理細胞（Ａｂを有する）の処理群間の有意差を示す（Ｐ＜０．１）。
【図６】１２μｍ孔のＴｒａｎｓｗｅｌｌｓ（商標）の上方チャンバ内に植え付けられた
ヒト乳がん細胞ＭＣＦ‐７の、ＶＮ（白色バー）；ＶＮ＋ＩＧＦＢＰ‐５（灰色バー）；
天然型ＩＧＦ－Ｉ＋ＶＮ（明色で塗りつぶされたバー）または天然型ＩＧＦ－Ｉ＋ＩＧＦ
ＢＰ‐５＋ＶＮ（暗色で塗りつぶされたバー）；Ｌ２４－ＩＧＦ－Ｉ＋ＶＮ（左下がり斜
線バー）またはＬ２４－ＩＧＦ－Ｉ＋ＩＧＦＢＰ‐５＋ＶＮ（右下がり斜線バー）で被覆
されている下方チャンバへの移動について示す図。各バーは、５時間インキュベーション
後の下方膜上の細胞数の平均を表し、２回の反復実験（３連のウェル中で処理群について
の分析を実施）から得ている。
【図７】ビトロネクチンのアミノ酸配列（配列番号１）を示す図。ビトロネクチン内の種
々のドメインに関する残基の参照、ならびに残基の修飾部位、リガンド結合部位およびプ
ロテアーゼ認識部位も示す。
【図８】（ａ）完全長ＶＮ（７５ｋＤａ）および（ｂ）卵黄ＶＮ（５４ｋＤａ）の構造上
の関係を、リガンド結合部位とともに示す図。哺乳類および鳥類の血清ＶＮはともに同一
のドメイン構造を有するが、アミノ酸配列には差が存在する。卵黄ＶＮ（５４ｋＤａ）は
、これらのタンパク質の短縮型である。用いた略号について以下に示す：Ｓｏｍ　Ｂ、ソ
マトメジンＢ；接続領域、接続ドメイン；ヘモペキシン、ヘモペキシン様リピート；ＨＢ
Ｄ、ヘパリン結合ドメイン；ＰＡＩ－１、プラスミノーゲン活性化抑制因子－１；ｕＰＡ
Ｒ、ウロキナーゼ型プラスミノーゲン活性化因子受容体；ＴＡＴ、トロンビン－アンチト
ロンビンＩＩＩ複合体；ｕＰＡ、ウロキナーゼ型プラスミノーゲン活性化因子；－－－－
、ポリ陰イオン性領域（塩基性領域）；＋＋＋、ポリ陽イオン性領域（酸性領域）。
【図９】ニワトリ卵黄由来の５４ｋＤａ卵黄ＶＮの精製を示す図。Ｑ－Ｓｅｐｈａｒｏｓ
ｅ（登録商標）マトリックスに装荷したタンパク質試料（レーンＬ）、および溶離された
精製物（レーンＥ）のＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析。レーンＭは、分子量マーカー（バイオラッ
ドの低分子量域マーカー、米国カリフォルニア州リッチモンド所在のバイオラッド）を示
す。プレキャスト型の４～２０％勾配ポリアクリルアミドゲル（オーストラリア国ニュー
サウスウェールズ州フレンチフォレスト所在のグラディポア社（G radipore ））を用い
て、タンパク質を分析した。
【図１０】［１２５Ｉ］－ＩＧＦ－Ｉ／ＩＧＦＢＰ－３の、精製ＶＮと結合する能力につ
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ocrinology 144 2807-2815にすでに記載されているように、固体プレート結合アッセイを
実行した。簡潔に述べれば、Ｉｍｍｕｌｏｎ（登録商標）９６ウェルプレートを精製ＶＮ
で４℃にて一晩かけて予め被覆した。次に放射活性標識したＩＧＦ－Ｉ／ＩＧＦＢＰ－３
複合体を添加し、一晩ＶＮに結合させた後、結合していない物質を除去した。ウェルに結
合したＶＮに対する［１２５Ｉ］－ＩＧＦ－Ｉ／ＩＧＦＢＰ－３の結合を、γ計数器で測
定した（ｎ＝１８）。ヒトＶＮ：ヒト血清から精製されたＶＮ；卵黄ＶＮ７５：７５ｋＤ
ａの精製卵黄ＶＮ；卵黄ＶＮ５４：５４ｋＤａの精製卵黄ＶＮ。
【図１１】ＩＧＦ：ＶＮ複合体に応答したＨａＣＡＴ細胞の増殖に関する細胞増殖アッセ
イ（ＭＴＴ）（４８時間）を示す図。ＩＧＦ：ＶＮ複合体でウェルを予め被覆し、ＨａＣ
ＡＴ細胞を植え付け、４８時間増殖させた。４８時間後、ＭＴＴ法（デニゾットおよびラ
ング（Denizot & Lang）、1986 The Journal of Immunological Methods 89 271-277）を
用いて、代謝活性により細胞増殖について複合体を評価した（ｎ＝３）。ヒトＶＮ：ヒト
血清から精製されたＶＮ；卵黄ＶＮ７５：７５ｋＤａの精製卵黄ＶＮ；卵黄ＶＮ５４：５
４ｋＤａの精製卵黄ＶＮ；ＩＧＦ－Ｉ／ＢＰ３：インスリン様成長因子－Ｉおよびインス
リン様成長因子結合タンパク質３。
【図１２】ＩＧＦ：ＶＮ複合体に応答したＨａＣＡＴの移動に関するＴｒａｎｓｗｅｌｌ
ｓ（商標）移動アッセイ（５時間）を示す図。上記と同様に（クリッカー（Kricker ）他
の上記文献、2003）、ＨａＣＡＴ細胞を、ＩＧＦ－Ｉ：ＩＧＦＢＰ－３：ＶＮ複合体で被
覆したＴｒａｎｓｗｅｌｌｓ（商標）に植え付け、５時間移動させた。移動した細胞をク
リスタルバイオレットで染色し、５９５ｎｍで光学密度を読取った。各処理は、２連で実
施した（ｎ＝２）。ヒトＶＮ：ヒト血清から精製されたＶＮ；卵黄ＶＮ７５：７５ｋＤａ
の精製卵黄ＶＮ；卵黄ＶＮ５４：５４ｋＤａの精製卵黄ＶＮ；ＩＧＦ－Ｉ／ＢＰ３：イン
スリン様成長因子－Ｉおよびインスリン様成長因子結合タンパク質３。
【図１３】（Ａ）成熟ビトロネクチンタンパク質（配列番号２）、（Ｂ）ＩＧＦ－Ｉ（配
列番号３）および（Ｃ）好ましいリンカー配列（配列番号４～８）のアミノ酸配列を示す
図。
【図１４】ＩＧＦ－ＩおよびＶＮを含有するキメラタンパク質の実施形態（Ａ）～（Ｎ）
のアミノ酸配列（配列番号９～２２）を示す図。
【図１５】（Ａ）ＰＤＧＦおよびＶＮを含有するキメラタンパク質の実施形態のアミノ酸
配列（配列番号２３）、ならびに（Ｂ）ＶＥＧＦおよびＶＮを含有するキメラタンパク質
の実施形態のアミノ酸配列（配列番号２４）を示す図。



(36) JP 4717799 B2 2011.7.6

【図１】

【図２】

【図３】

【図４】

【図５】

【図６】 【図７】

【図８】



(37) JP 4717799 B2 2011.7.6

【図９】

【図１０】

【図１１】

【図１２】

【図１３】 【図１４】



(38) JP 4717799 B2 2011.7.6

【図１５】



(39) JP 4717799 B2 2011.7.6

【配列表】
0004717799000001.app



(40) JP 4717799 B2 2011.7.6

10

20

30

フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                                        
   Ｃ１２Ｎ   1/19     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ   1/19    　　　　          　　　　　
   Ｃ１２Ｎ   1/21     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ   1/21    　　　　          　　　　　
   Ｃ１２Ｎ   5/10     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ   5/00    １０１　          　　　　　
   Ａ６１Ｋ  38/00     (2006.01)           Ａ６１Ｋ  37/02    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｋ  38/27     (2006.01)           Ａ６１Ｋ  37/36    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｌ  27/00     (2006.01)           Ａ６１Ｌ  27/00    　　　Ｃ          　　　　　
   Ａ６１Ｌ  15/64     (2006.01)           Ａ６１Ｌ  15/04    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  17/06     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  17/06    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  17/02     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  17/02    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  35/04     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  35/04    　　　　          　　　　　
   Ｃ１２Ｎ  15/09     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ  15/00    　　　Ａ          　　　　　

(72)発明者  タウン、クリストファー　ルーク
            オーストラリア国　４１７３　クイーンズランド州　ティンガルパ　エバーショルト　ストリート
            　５１

    審査官  福澤　洋光

(56)参考文献  国際公開第０２／０２４２１９（ＷＯ，Ａ１）
              Biochemica et Biophysica Acta，２００１年，Vol.1545，p.289-304
              The Journal of Biological Chemistry，１９９９年，Vol.274, No.10，p.6432-6442
              The Journal of Biochemistry，１９９６年，Vol.120，p.954-960

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)
              C07K1/00-19/00
              C12N1/00-15/90
              CA/MEDLINE/BIOSIS/WPIDS(STN)
              JSTPlus(JDreamII)
              UniProt/GeneSeq
              PubMed


	biblio-graphic-data
	claims
	description
	drawings
	reference-file-article
	overflow

