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(57)【要約】
ここに提供されるのは、ノッチ１融合タンパク質である
。これらの融合タンパク質は連続的アミノ酸を含んでな
り、その配列は、ヒト・ノッチ１受容体タンパク質の細
胞外ドメインおよび抗体のＦｃ部分におけるアミノ酸の
配列と同一である。前記ヒト・ノッチ１受容体タンパク
質の細胞外ドメインは、ＥＧＦ様反復１０のＮ末端に存
在するアミノ酸で開始し、少なくとも、ＥＧＦ様反復２
３のＣ末端アミノ酸を通して伸びる。前記ヒト・ノッチ
１受容体タンパク質のＥＣＤのＮ末端部分は、ＥＧＦ様
反復２４のＣ末端アミノ酸まで延びてよく、またはＥＧ
Ｆ様反復３６のＣ末端アミノ酸まで延びてよい。これら
融合タンパク汁の組成物もまた提供される。また、ここ
に記載される融合タンパク質を使用して、加齢関連の黄
斑変性症（ＡＭＤ）、糖尿病性網膜症、および癌を治療
する方法も提供される。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　融合タンパク質であって、連続的なアミノ酸を含んでなり、その配列は該融合タンパク
質のＮ末端で開始し、下記のアミノ酸の配列：
　（ａ）ヒト・ノッチ１受容体タンパク質の細胞外ドメイン、および
　（ｂ）これに続く抗体のＦｃ部分
と同一であり、
　ここで、前記ヒト・ノッチ１受容体タンパク質の細胞外ドメインは
　　　（ｉ）ＥＧＦ様反復１０のＮ末端に存在するアミノ酸で始まり、
　　　（ｉｉ）ＥＧＦ様反復２３のＣ末端アミノ酸を通して伸びる
融合タンパク質。
【請求項２】
　請求項１に記載の融合タンパク質であって、前記ヒト・ノッチ１受容体タンパク質の細
胞外ドメインのアミノ酸配列が、ＥＧＦ様反復２４のＣ末端アミノ酸配列にまで伸びる融
合タンパク質。
【請求項３】
　請求項１に記載の融合タンパク質であって、前記ヒト・ノッチ１受容体タンパク質の細
胞外ドメインのアミノ酸配列が、ＥＧＦ様反復３６のＣ末端アミノ酸配列にまで伸びる融
合タンパク質。
【請求項４】
　請求項１～３の何れか１項に記載の融合タンパク質であって、前記抗体のＦｃ部分がヒ
ト抗体のＦｃ部分である融合タンパク質。
【請求項５】
　請求項２に記載の融合タンパク質であって、前記連続的なアミノ酸の配列は、２４位の
シスチンで始まり８３３位のリジンで終わる配列番号３に記載の配列を含んでなる融合タ
ンパク質。
【請求項６】
　請求項３に記載の融合タンパク質であって、前記連続的なアミノ酸の配列は、２４位の
シスチンで始まり１３１８位のリジンで終わる配列番号５に記載の配列を含んでなる融合
タンパク質。
【請求項７】
　請求項１に記載の融合タンパク質であって、前記（ａ）のヒト・ノッチ１受容体タンパ
ク質の細胞外ドメインにはシグナルペプチドが先行している融合タンパク質。
【請求項８】
　請求項７に記載の融合タンパク質であって、前記シグナルペプチドは、ヒト・ノッチタ
ンパク質のシグナルペプチド、またはＩｇＧ重鎖のシグナルペプチドである融合タンパク
質。
【請求項９】
　請求項８に記載の融合タンパク質であって、前記連続的なアミノ酸の配列は、配列番号
３に記載のものである融合タンパク質。
【請求項１０】
　請求項８に記載の融合タンパク質であって、前記連続的なアミノ酸の配列は、配列番号
５に記載のものである融合タンパク質。
【請求項１１】
　請求項１～１０の何れか１項に記載の融合タンパク質を含んでなる組成物。
【請求項１２】
　請求項１１に記載の組成物であって、前記融合タンパク質が、ＪＡＧＧＥＤ－１の活性
を阻害するのに十分な量で、医薬的に許容可能な担体の中に存在している組成物。
【請求項１３】
　加齢関連の黄斑変性症（ＡＭＤ）に罹患した患者を治療する方法であって、前記患者に
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対して、請求項１～１０の何れか１項に記載の融合タンパク質を、前記患者のＡＭＤを治
療するのに十分な量で投与することを含んでなる方法。
【請求項１４】
　請求項１３に記載の方法であって、前記ＡＭＤが湿潤型ＡＭＤである方法。
【請求項１５】
　請求項１３に記載の方法であって、前記ＡＭＤが乾燥型ＡＭＤである方法。
【請求項１６】
　糖尿病性網膜症に罹患した患者を治療する方法であって、前記患者に対して、請求項１
～１０の何れか１項に記載の融合タンパク質を、前記患者の糖尿病性網膜症を治療するの
に有効な量で投与することを含んでなる方法。
【請求項１７】
　請求項１３～１６の何れか１項に記載の方法であって、更に、血管内皮成長因子（ＶＥ
ＧＦ）の阻害剤を投与することを含んでなる方法。
【請求項１８】
　請求項１７に記載の方法であって、前記ＶＥＧＦの阻害剤がＶＥＧＦ－Ａ、ＰＧＩＦ、
ＶＥＧＦ－Ｂ、ＶＥＧＦ－Ｃ、またはＶＥＧＦ－Ｄの阻害剤である方法。
【請求項１９】
　請求項１３～１６の何れか１項に記載の方法であって、更に、ＶＥＧＦ受容体の阻害剤
を投与することを含んでなる方法。
【請求項２０】
　請求項１８に記載の方法であって、前記ＶＥＧＦ受容体の阻害剤が、ＶＥＧＦＲ－１　
またはＶＥＧＦＲ－２の阻害剤である方法。
【請求項２１】
　癌に罹患した患者を治療する方法であって、前記患者に対して、請求項１～１０の何れ
か１項に記載の融合タンパク質の何れかを、前記患者の癌を治療するのに有効な量で投与
することを含んでなる方法。
【請求項２２】
　請求項２１に記載の方法であって、前記癌が膵臓癌である方法。
【請求項２３】
　請求項２１に記載の方法であって、前記癌が乳癌である方法。
【請求項２４】
　加齢関連の黄斑変性（ＡＭＤ）に罹患した患者を治療する方法であって、前記患者に対
して、前記患者のＡＭＤを治療するのに有効な量で融合タンパク質を投与することを含ん
でなり、前記融合タンパク質は連続的アミノ酸を含み、その配列は前記融合タンパク質の
Ｎ末端で開始し、且つ下記アミノ酸の配列：
　（ａ）ヒト・ノッチ１受容体タンパク質の細胞外ドメイン、および
　（ｂ）これに続く抗体のＦｃ部分
と同一であり、
　前記ヒト・ノッチ１受容体タンパク質の細胞外ドメインは
　　　（ｉ）ＥＧＦ様反復９のＮ末端に存在するアミノ酸を含み、
　　　（ｉｉ）少なくともＥＧＦ様反復１３のＣ末端アミノ酸を通して伸びる
方法：
　ただし、前記Ｎ末端アミノ酸がＥＧＦ様反復１のＮ末端アミノ酸であれば、前記Ｃ末端
アミノ酸はＥＧＦ様反復３６のＣ末端アミノ酸ではない。
【請求項２５】
　請求項２４に記載の方法であって、前記ＡＭＤが湿潤型ＡＭＤである方法。
【請求項２６】
　請求項２４に記載の方法であって、前記ＡＭＤが乾燥型ＡＭＤである方法。
【請求項２７】
　糖尿病性網膜症に罹患した患者を治療する方法であって、前記患者に対して、前記患者
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の糖尿病性網膜症を治療するのに有効な量で融合タンパク質を投与することを含んでなり
、前記融合タンパク質は連続的アミノ酸を含み、その配列は前記融合タンパク質のＮ末端
で開始し、且つ下記アミノ酸の配列：
　（ａ）ヒト・ノッチ１受容体タンパク質の細胞外ドメイン、および
　（ｂ）これに続く抗体のＦｃ部分
と同一であり、
　前記ヒト・ノッチ１受容体タンパク質の細胞外ドメインは
　　　（ｉ）ＥＧＦ様反復９のＮ末端に存在するアミノ酸を含み、
　　　（ｉｉ）少なくともＥＧＦ様反復１３のＣ末端アミノ酸を通して伸びる
方法：
　ただし、前記Ｎ末端アミノ酸がＥＧＦ様反復１のＮ末端アミノ酸であれば、前記Ｃ末端
アミノ酸はＥＧＦ様反復３６のＣ末端アミノ酸ではない。
【請求項２８】
　請求項２４～２７の何れか１項に記載の方法であって、更に、血管内皮成長因子（ＶＥ
ＧＦ）の阻害剤を投与することを含んでなる方法。
【請求項２９】
　請求項２８に記載の方法であって、前記ＶＥＧＦの阻害剤がＶＥＧＦ－Ａ、ＰＧＩＦ、
ＶＥＧＦ－Ｂ、ＶＥＧＦ－Ｃ、またはＶＥＧＦ－Ｄの阻害剤である方法。
【請求項３０】
　請求項２４～２７の何れか１項に記載の方法であって、更に、ＶＥＧＦ受容体の阻害剤
を投与することを含んでなる方法。
【請求項３１】
　請求項３０に記載の方法であって、前記ＶＥＧＦ受容体の阻害剤が、ＶＥＧＦＲ－１　
またはＶＥＧＦＲ－２の阻害剤である方法。
【請求項３２】
　癌に罹患した患者を治療する方法であって、前記患者に対して、前記患者の癌を治療す
るのに有効な量で融合タンパク質を投与することを含んでなり、前記融合タンパク質は連
続的アミノ酸を含み、その配列は前記融合タンパク質の開始し、且つ下記アミノ酸の配列
：
　（ａ）ヒト・ノッチ１受容体タンパク質の細胞外ドメイン、および
　（ｂ）これに続く抗体のＦｃ部分
と同一であり、
　前記ヒト・ノッチ１受容体タンパク質の細胞外ドメインは
　　　（ｉ）ＥＧＦ様反復９のＮ末端に存在するアミノ酸を含み、
　　　（ｉｉ）少なくともＥＧＦ様反復１３のＣ末端アミノ酸を通して伸びる
方法：
　ただし、前記Ｎ末端アミノ酸がＥＧＦ様反復１のＮ末端アミノ酸であれば、前記Ｃ末端
アミノ酸はＥＧＦ様反復３６のＣ末端アミノ酸ではない。
【請求項３３】
　請求項３２に記載の方法であって、前記癌が膵臓癌である方法。
【請求項３４】
　請求項３２に記載の方法であって、前記癌が乳癌である方法。
【請求項３５】
　請求項２４～３４の何れか１項に記載の方法であって、ヒト・ノッチ１受容体タンパク
質の細胞外ドメインのアミノ酸配列は、ＥＧＦ様反復９のＮ末端に存在するアミノ酸で開
始され、且つＥＧＦ様反復２３のＣ末端アミノ酸まで伸びる方法。
【請求項３６】
　請求項２４～３４の何れか１項に記載の方法であって、ヒト・ノッチ１受容体タンパク
質の細胞外ドメインのアミノ酸配列は、ＥＧＦ様反復９のＮ末端に存在するアミノ酸で開
始され、且つＥＧＦ様反復３６のＣ末端アミノ酸まで伸びる方法。
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【請求項３７】
　請求項２４～３４の何れか１項に記載の方法であって、ヒト・ノッチ１受容体タンパク
質の細胞外ドメインのアミノ酸配列は、ＥＧＦ様反復１のＮ末端に存在するアミノ酸で開
始され、且つＥＧＦ様反復１３のＣ末端アミノ酸まで伸びる方法。
【請求項３８】
　請求項２４～３４の何れか１項に記載の方法であって、ヒト・ノッチ１受容体タンパク
質の細胞外ドメインのアミノ酸配列は、ＥＧＦ様反復１のＮ末端に存在するアミノ酸で開
始され、且つＥＧＦ様反復２４のＣ末端アミノ酸まで伸びる方法。
【発明の詳細な説明】
【関連出願】
【０００１】
　この出願は、２０１１年１０月４日に出願された米国仮出願第６１／５４３，１８６号
の優先権を主張するものであり、その内容を本明細書の一部として援用する。
【０００２】
　この出願を通して、括弧内に記載した著者および発行日により種々の刊行物を引用する
。これら刊行物の完全な書誌的引用は、本明細書の末尾または各実験セクションの末尾に
記載する。これら刊行物の開示は、本発明が属する技術をより十分に記述するために、本
明細書の一部として本願に援用する。
【発明の背景】
【０００３】
　ノッチタンパク質は、脈管構造、造血系および神経系を含む発生の決定において重要な
役割を果たしている。かくして、発生の際および成人組織において、細胞の運命の決定お
よび拘束が如何にして制御されるかを理解するために、それらの機能を理解することが重
要である。今日まで、ノッチまたはノッチリガンドの遺伝子崩壊に関する幾つかの報告が
脈管フェノタイプを記載しており、該報告は、この経路が脈管発生を案内する機構の基本
的部分であることを強調している。異常型のノッチ活性は、癌および血管障害の両方を含
むヒトの病理（CADASIL）にリンクされてきた。腫瘍血管新生におけるノッチの解析は、
最近になって始まったばかりである：しかし、我々によるノッチの潜在的な下流標的の発
見は、血管新生に関連した病理的プロセスにおけるその役割を示唆している。例えば、Ｖ
ＥＧＦＲ－３は、腫瘍血管新生および腫瘍リンパ管新生（lymphangiogenesis）の両方に
関連付けられてきた。エフリンＢ２（ephrinB2）、Ｉｄ３、アンジオポエチン１（Angiop
oietin 1）およびＰＤＧＦ－Ｂを含む幾つかの他の可能なノッチ標的の発現または機能も
また、腫瘍血管新生に関連付けられてきた。ノッチ遺伝子機能におけるこれら役割に関す
る洞察は、ヒトの病理におけるノッチの更なる解析を明らかに促進するであろう。
【０００４】
　本発明における更なる背景は米国特許出願公開番号ＵＳ２０１１－０００８３４２Ａ１
に見ることができ、本発明が属する技術をより十分に記述するために、その全内容を本明
細書の一部として本願に援用する。
【発明の概要】
【０００５】
　本発明は、融合タンパク質であって、連続的なアミノ酸を含んでなり、その配列は該融
合タンパク質のＮ末端で開始し、下記のアミノ酸の配列：
　（ａ）ヒト・ノッチ１受容体タンパク質の細胞外ドメイン、および
　（ｂ）これに続く抗体のＦｃ部分
と同一であり、
　前記ヒト・ノッチ１受容体タンパク質の細胞外ドメインは
　　　（ｉ）ＥＧＦ様反復１０のＮ末端に存在するアミノ酸で始まり、
　　　（ｉｉ）ＥＧＦ様反復２３のＣ末端アミノ酸を通して伸びる
融合タンパク質を提供する。
【０００６】
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　一実施形態において、本発明の融合タンパク質は、ＥＧＦ様反復２４のＣ末端アミノ酸
配列にまで伸びる、ヒト・ノッチ１受容体タンパク質の細胞外ドメインのアミノ酸配列と
同じアミノ酸配列を含んでなるものである。もう一つの実施形態において、前記融合タン
パク質は、ＦＧＦ様反復３６のＣ末端アミノ酸にまで伸びる、ヒト・ノッチ１受容体タン
パク質の細胞外ドメインのアミノ酸配列と同じアミノ酸配列を含んでなるものである。
【０００７】
　現時点での好ましい一つの実施形態において、本発明の融合タンパク質は、ノッチ１Ｅ
ＧＦ様反復１０～２４（ここでは、ノッチ１デコイ１０～２４とも称する）を含んでなる
ものである。この融合タンパク質は、ＤＬＬ４に結合することなくＪＡＧＧＥＤ－１に結
合して、該タンパク質がＤＬＬ４経路の阻害によって生じる不快な副作用、例えば肝毒性
、心臓および肺における血管腫瘍または壊死が生じるのをなくすことを可能にする。
【０００８】
　そのＪＡＧＧＥＤ－１についてのリガンド特異性のために、ノッチ１デコイ１０～２４
融合タンパク質は、ＪＡＧＧＥＤ－１関連の悪性腫瘍、例えば乳癌、頭および首の扁平上
皮癌（ＨＮＳＣＣ）、および成長因子によりＪＡＧＧＥＤリガンドが高度に発現されまた
は誘導されることが報告されている関連の癌に対して、優れた抗腫瘍活性を示すであろう
こともまた想定および期待される。
【０００９】
　加えて、この融合タンパク質は、先に記載したノッチ１融合タンパク質をトランスフェ
クトされた細胞の分泌プロファイルに比較して優れた分泌プロファイルを有するであろう
と思われる。このことは、タンパク質精製についての改善された効率を提供するであろう
。
【００１０】
　本発明は更に、このような融合タンパク質および担体を含有してなる組成物を提供する
。
【００１１】
　本発明はまた、加齢関連の黄斑変性症（ＡＭＤ）に罹患した患者を治療する方法であっ
て、前記患者に対して、前記患者のＡＭＤを治療するために有効な量で本発明の融合タン
パク質を投与することを含んでなる方法を提供する。
【００１２】
　加えて、本発明は、糖尿病性網膜症に罹患した患者を治療する方法であって、前記患者
に対して、前記患者の糖尿病性網膜症を治療するために有効な量で本発明の融合タンパク
質を投与することを含んでなる方法を提供する。
【００１３】
　本発明は更に、癌に罹患した患者を治療する方法であって、前記患者に対して、前記患
者のがんを治療するために有効な量で本発明の融合タンパク質を投与することを含んでな
る方法を提供する。
【００１４】
　本発明はまた、加齢関連の黄斑変性症（ＡＭＤ）に罹患した患者を治療する方法であっ
て、前記患者に対して、前記患者のＡＭＤを治療するために有効な量で前記融合タンパク
質を投与することを含んでなり、ここでの前記融合タンパク質は連続的アミノ酸を含み、
その配列は前記融合タンパク質のＮ末端で開始し、且つ下記アミノ酸の配列：
　（ａ）ヒト・ノッチ１受容体タンパク質の細胞外ドメイン、および
　（ｂ）これに続く抗体のＦｃ部分
と同一であり、
　前記ヒト・ノッチ１受容体タンパク質の細胞外ドメインは
　　　（ｉ）ＥＧＦ様反復９のＮ末端に存在するアミノ酸を含み、
　　　（ｉｉ）少なくともＥＧＦ様反復１３のＣ末端アミノ酸を通して伸びる
方法を提供する：
　ただし、前記Ｎ末端アミノ酸が前記ＥＧＦ様反復１のＮ末端アミノ酸であれば、前記Ｃ
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末端アミノ酸は前記ＥＧＦ様反復３６のＣ末端アミノ酸ではない。
【００１５】
　本発明はまた、糖尿病性網膜症に罹患した患者を治療する方法であって、前記患者に対
して、前記患者の糖尿病性網膜症を治療するために有効な量で前記融合タンパク質を投与
することを含んでなり、ここでの前記融合タンパク質は連続的アミノ酸を含んでなり、そ
の配列は前記融合タンパク質のＮ末端で開始し、下記アミノ酸の配列：
　（ａ）ヒト・ノッチ１受容体タンパク質の細胞外ドメイン、および
　（ｂ）これに続く抗体のＦｃ部分
と同一であり、
　前記ヒト・ノッチ１受容体タンパク質の細胞外ドメインは
　　　（ｉ）ＥＧＦ様反復９のＮ末端に存在するアミノ酸を含み、
　　　（ｉｉ）少なくともＥＧＦ様反復１３のＣ末端アミノ酸を通して伸びる
融合タンパク質を提供する：
　ただし、前記Ｎ末端アミノ酸が前記ＥＧＦ様反復１のＮ末端アミノ酸であれば、前記Ｃ
末端アミノ酸は前記ＥＧＦ様反復３６のＣ末端アミノ酸ではない。
【００１６】
　本発明はまた、癌に罹患した患者を治療する方法であって、前記患者に対して、前記患
者の癌を治療するために有効な量で前記融合タンパク質を投与することを含んでなり、こ
こでの前記融合タンパク質は連続的アミノ酸を含んでなり、その配列は前記融合タンパク
質のＮ末端で開始し、下記アミノ酸の配列：
　（ａ）ヒト・ノッチ１受容体タンパク質の細胞外ドメイン、および
　（ｂ）これに続く抗体のＦｃ部分
と同一であり、
　前記ヒト・ノッチ１受容体タンパク質の細胞外ドメインは
　　　（ｉ）ＥＧＦ様反復９のＮ末端に存在するアミノ酸を含み、
　　　（ｉｉ）少なくともＥＧＦ様反復１３のＣ末端アミノ酸を通して伸びる
融合タンパク質を提供する：
　ただし、前記Ｎ末端アミノ酸が前記ＥＧＦ様反復１のＮ末端アミノ酸であれば、前記Ｃ
末端アミノ酸は前記ＥＧＦ様反復３６のＣ末端アミノ酸ではない。
【図面の簡単な説明】
【００１７】
【図１ａ】短縮型ノッチ１デコイ変異体。図１ａは、各々がＤＬＬ４およびＪＡＧＧＥＤ
－１と相互作用して、汎ノッチ阻害剤（pan-ノッチ inhibitor）として作用するノッチ１
デコイ１～３６およびノッチ１デコイ１～２４の概略図である。図１ｂは、四つの短縮型
ノッチ１デコイ変異体１０～３６、１４～３６、１０～２４および１４～２４の概略図で
ある。
【図１ｂ】短縮型ノッチ１デコイ変異体。図１ａは、各々がＤＬＬ４およびＪＡＧＧＥＤ
－１と相互作用して、汎ノッチ阻害剤（pan-ノッチ inhibitor）として作用するノッチ１
デコイ１～３６およびノッチ１デコイ１～２４の概略図である。図１ｂは、四つの短縮型
ノッチ１デコイ変異体１０～３６、１４～３６、１０～２４および１４～２４の概略図で
ある。
【図２ａ】２９３Ｔ細胞における短縮型ノッチ１デコイ変異体の発現および分泌。図２ａ
は、全細胞溶解物および上清のウエスタンブロット、並びにノッチ１デコイ１～１３、１
～２４および１～３６の分子量を示している。図２ｂは、全細胞溶解物および上清のウエ
スタンブロット、並びにノッチ１デコイ１０～３６、１４～３６、１０～２４および１４
～２４の分子量を示している。
【図２ｂ】２９３Ｔ細胞における短縮型ノッチ１デコイ変異体の発現および分泌。図２ａ
は、全細胞溶解物および上清のウエスタンブロット、並びにノッチ１デコイ１～１３、１
～２４および１～３６の分子量を示している。図２ｂは、全細胞溶解物および上清のウエ
スタンブロット、並びにノッチ１デコイ１０～３６、１４～３６、１０～２４および１４
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～２４の分子量を示している。
【図３ａ】デコイ１～１３、１～２４および１～３６についてのノッチレポータ試験。図
３ａは、ルシフェラーゼ遺伝子に結合された複数のＣＳＬ結合部位を含むノッチレポータ
構築物の概略図である。図３ｂは、ＤＬＬ４を発現するＨＥＬＡ細胞についての結果を示
している。図３ｃは、ＪＡＧＧＥＤ－１を発現するＨＥＬＡ細胞についての結果を示して
いる。
【図３ｂ】デコイ１～１３、１～２４および１～３６についてのノッチレポータ試験。図
３ａは、ルシフェラーゼ遺伝子に結合された複数のＣＳＬ結合部位を含むノッチレポータ
構築物の概略図である。図３ｂは、ＤＬＬ４を発現するＨＥＬＡ細胞についての結果を示
している。図３ｃは、ＪＡＧＧＥＤ－１を発現するＨＥＬＡ細胞についての結果を示して
いる。
【図３ｃ】デコイ１～１３、１～２４および１～３６についてのノッチレポータ試験。図
３ａは、ルシフェラーゼ遺伝子に結合された複数のＣＳＬ結合部位を含むノッチレポータ
構築物の概略図である。図３ｂは、ＤＬＬ４を発現するＨＥＬＡ細胞についての結果を示
している。図３ｃは、ＪＡＧＧＥＤ－１を発現するＨＥＬＡ細胞についての結果を示して
いる。
【図４ａ】デコイ１０～２６、１４～３６、１０～２４および１４～２４についてのノッ
チレポータ試験。図４ａは、ＤＬＬ４を発現するＨＥＬＡ細胞についての結果を示してい
る。図４ｂは、ＪＡＧＧＥＤ－１を発現するＨＥＬＡ細胞についての結果を示している。
【図４ｂ】デコイ１０～２６、１４～３６、１０～２４および１４～２４についてのノッ
チレポータ試験。図４ａは、ＤＬＬ４を発現するＨＥＬＡ細胞についての結果を示してい
る。図４ｂは、ＪＡＧＧＥＤ－１を発現するＨＥＬＡ細胞についての結果を示している。
【図５ａ】ノッチ１デコイと、可溶性（図５ａ）または全長（図５ｂ）ノッチ１リガンド
とを同時形質移入された、２９３細胞溶解物の抗Ｆｃまたは抗ＦＬＡＧ抗体を用いたイム
ノブロット。
【図５ｂ】ノッチ１デコイと、可溶性（図５ａ）または全長（図５ｂ）ノッチ１リガンド
とを同時形質移入された、２９３細胞溶解物の抗Ｆｃまたは抗ＦＬＡＧ抗体を用いたイム
ノブロット。
【図６】ノッチデコイおよびノッチ１の共免疫沈降。
【図７ａ】Ｐ２日での異なるノッチ１デコイを発現するアデノウイルスの注射後の、Ｐ５
マウス網膜のイソレクチンＢ４染色。図７ａは、対照デコイ、ノッチ１デコイ１～１３、
ノッチ１０～２４デコイおよびＤＡＰＴである。図７ｂは、Ｒｃ、ノッチ１デコイ１～１
３、ノッチ１０～２４デコイおよびノッチデコイ１～２４である。網膜の血管領域は図７
ｃに定量化されている。平均血管収斂面積±Ｓ．Ｄ．＊Ｐ値＜０．０５
【図７ｂ】Ｐ２日での異なるノッチ１デコイを発現するアデノウイルスの注射後の、Ｐ５
マウス網膜のイソレクチンＢ４染色。図７ａは、対照デコイ、ノッチ１デコイ１～１３、
ノッチ１０～２４デコイおよびＤＡＰＴである。図７ｂは、Ｒｃ、ノッチ１デコイ１～１
３、ノッチ１０～２４デコイおよびノッチデコイ１～２４である。網膜の血管領域は図７
ｃに定量化されている。平均血管収斂面積±Ｓ．Ｄ．＊Ｐ値＜０．０５
【図７ｃ】Ｐ２日での異なるノッチ１デコイを発現するアデノウイルスの注射後の、Ｐ５
マウス網膜のイソレクチンＢ４染色。図７ａは、対照デコイ、ノッチ１デコイ１～１３、
ノッチ１０～２４デコイおよびＤＡＰＴである。図７ｂは、Ｒｃ、ノッチ１デコイ１～１
３、ノッチ１０～２４デコイおよびノッチデコイ１～２４である。網膜の血管領域は図７
ｃに定量化されている。平均血管収斂面積±Ｓ．Ｄ．＊Ｐ値＜０．０５
【図８ａ】ノッチ１デコイを発現するＨＵＶＥＣの遺伝子発現プロファイリング。ノッチ
受容体（ノッチ１、ノッチ２、ノッチ３、およびノッチ４）のｍＲＮＡ転写物についての
定量的ＲＴ－ＰＣＲが、図８ａ、図８ｂ、図８ｃおよび図８ｄにそれぞれ記載されている
。
【図８ｂ】ノッチ１デコイを発現するＨＵＶＥＣの遺伝子発現プロファイリング。ノッチ
受容体（ノッチ１、ノッチ２、ノッチ３、およびノッチ４）のｍＲＮＡ転写物についての
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定量的ＲＴ－ＰＣＲが、図８ａ、図８ｂ、図８ｃおよび図８ｄにそれぞれ記載されている
。
【図８ｃ】ノッチ１デコイを発現するＨＵＶＥＣの遺伝子発現プロファイリング。ノッチ
受容体（ノッチ１、ノッチ２、ノッチ３、およびノッチ４）のｍＲＮＡ転写物についての
定量的ＲＴ－ＰＣＲが、図８ａ、図８ｂ、図８ｃおよび図８ｄにそれぞれ記載されている
。
【図８ｄ】ノッチ１デコイを発現するＨＵＶＥＣの遺伝子発現プロファイリング。ノッチ
受容体（ノッチ１、ノッチ２、ノッチ３、およびノッチ４）のｍＲＮＡ転写物についての
定量的ＲＴ－ＰＣＲが、図８ａ、図８ｂ、図８ｃおよび図８ｄにそれぞれ記載されている
。
【図９ａ】ノッチ１デコイを発現するＨＵＶＥＣの遺伝子発現プロファイリング。ＨＥＹ
１のｍＲＮＡ転写物についての定量的ＲＴ－ＰＣＲが、図９ａに示されている。ＨＥＹ２
のｍＲＮＡ転写物についての定量的ＲＴ－ＰＣＲが、図９ｂに示されている。
【図９ｂ】ノッチ１デコイを発現するＨＵＶＥＣの遺伝子発現プロファイリング。ＨＥＹ
１のｍＲＮＡ転写物についての定量的ＲＴ－ＰＣＲが、図９ａに示されている。ＨＥＹ２
のｍＲＮＡ転写物についての定量的ＲＴ－ＰＣＲが、図９ｂに示されている。
【図１０ａ】ノッチ１デコイを発現するＨＵＶＥＣの遺伝子発現プロファイリング。ＨＥ
ＹＬのｍＲＮＡ転写物についての定量的ＲＴ－ＰＣＲが、図１０ａに示されている。ＨＥ
Ｓ１のｍＲＮＡ転写物についての定量的ＲＴ－ＰＣＲが、図１０ｂに示されている。
【図１０ｂ】ノッチ１デコイを発現するＨＵＶＥＣの遺伝子発現プロファイリング。ＨＥ
ＹＬのｍＲＮＡ転写物についての定量的ＲＴ－ＰＣＲが、図１０ａに示されている。ＨＥ
Ｓ１のｍＲＮＡ転写物についての定量的ＲＴ－ＰＣＲが、図１０ｂに示されている。
【図１１ａ】ノッチ１デコイを発現するＨＵＶＥＣの遺伝子発現プロファイリング。ＤＬ
Ｌ４のｍＲＮＡ転写物についての定量的ＲＴ－ＰＣＲが図１１ａに；ＪＡＧＧＥＤ－１に
ついての定量的ＴＲ－ＰＣＲが図１１ｂに；ＶＥＧＦＲ－１についての定量的ＲＴ－ＰＣ
Ｒが図１１ｃに；ＶＥＧＦＲ－２についての定量的ＲＴ－ＰＣＲが図１１ｄに；ＶＥＧＦ
Ｒ－３についての定量的ＲＴ－ＰＣＲが図１１ｅに、それぞれ示されている。
【図１１ｂ】ノッチ１デコイを発現するＨＵＶＥＣの遺伝子発現プロファイリング。ＤＬ
Ｌ４のｍＲＮＡ転写物についての定量的ＲＴ－ＰＣＲが図１１ａに；ＪＡＧＧＥＤ－１に
ついての定量的ＴＲ－ＰＣＲが図１１ｂに；ＶＥＧＦＲ－１についての定量的ＲＴ－ＰＣ
Ｒが図１１ｃに；ＶＥＧＦＲ－２についての定量的ＲＴ－ＰＣＲが図１１ｄに；ＶＥＧＦ
Ｒ－３についての定量的ＲＴ－ＰＣＲが図１１ｅに、それぞれ示されている。
【図１１ｃ】ノッチ１デコイを発現するＨＵＶＥＣの遺伝子発現プロファイリング。ＤＬ
Ｌ４のｍＲＮＡ転写物についての定量的ＲＴ－ＰＣＲが図１１ａに；ＪＡＧＧＥＤ－１に
ついての定量的ＴＲ－ＰＣＲが図１１ｂに；ＶＥＧＦＲ－１についての定量的ＲＴ－ＰＣ
Ｒが図１１ｃに；ＶＥＧＦＲ－２についての定量的ＲＴ－ＰＣＲが図１１ｄに；ＶＥＧＦ
Ｒ－３についての定量的ＲＴ－ＰＣＲが図１１ｅに、それぞれ示されている。
【図１１ｄ】ノッチ１デコイを発現するＨＵＶＥＣの遺伝子発現プロファイリング。ＤＬ
Ｌ４のｍＲＮＡ転写物についての定量的ＲＴ－ＰＣＲが図１１ａに；ＪＡＧＧＥＤ－１に
ついての定量的ＴＲ－ＰＣＲが図１１ｂに；ＶＥＧＦＲ－１についての定量的ＲＴ－ＰＣ
Ｒが図１１ｃに；ＶＥＧＦＲ－２についての定量的ＲＴ－ＰＣＲが図１１ｄに；ＶＥＧＦ
Ｒ－３についての定量的ＲＴ－ＰＣＲが図１１ｅに、それぞれ示されている。
【図１１ｅ】ノッチ１デコイを発現するＨＵＶＥＣの遺伝子発現プロファイリング。ＤＬ
Ｌ４のｍＲＮＡ転写物についての定量的ＲＴ－ＰＣＲが図１１ａに；ＪＡＧＧＥＤ－１に
ついての定量的ＴＲ－ＰＣＲが図１１ｂに；ＶＥＧＦＲ－１についての定量的ＲＴ－ＰＣ
Ｒが図１１ｃに；ＶＥＧＦＲ－２についての定量的ＲＴ－ＰＣＲが図１１ｄに；ＶＥＧＦ
Ｒ－３についての定量的ＲＴ－ＰＣＲが図１１ｅに、それぞれ示されている。
【図１２ａ】ＶＥＧＦ受容体についてのフローサイトメトリー。ＶＥＧＦＲ－１（図１２
ａ）、ＶＥＧＦＲ－２（図１２ｂ）、およびＶＥＧＦＲ－３（図１２ｃ）のためのノッチ
デコイを発現するＨＵＶＥＣのヒストグラム。
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【図１２ｂ】ＶＥＧＦ受容体についてのフローサイトメトリー。ＶＥＧＦＲ－１（図１２
ａ）、ＶＥＧＦＲ－２（図１２ｂ）、およびＶＥＧＦＲ－３（図１２ｃ）のためのノッチ
デコイを発現するＨＵＶＥＣのヒストグラム。
【図１２ｃ】ＶＥＧＦ受容体についてのフローサイトメトリー。ＶＥＧＦＲ－１（図１２
ａ）、ＶＥＧＦＲ－２（図１２ｂ）、およびＶＥＧＦＲ－３（図１２ｃ）のためのノッチ
デコイを発現するＨＵＶＥＣのヒストグラム。
【図１３ａ】ノッチ１デコイを発現するＨＵＶＥＣの遺伝子発現プロファイル。全長ＶＥ
ＧＦＲ－１および可溶性ＶＥＧＦＲ－１のｍＲＮＡについての定量的ＲＴ－ＰＣＲ。
【図１３ｂ】ノッチ１デコイを発現するＨＵＶＥＣの遺伝子発現プロファイル。全長ＶＥ
ＧＦＲ－１および可溶性ＶＥＧＦＲ－１のｍＲＮＡについての定量的ＲＴ－ＰＣＲ。
【図１４】マウス乳腺腫瘍細胞（Ｍｍ５ＭＴ）、ヒト膵臓癌細胞（ＫＰ１）、マウスのル
イス肺癌細胞（ＬＬＣ）、およびマウスのメラノーマ細胞（Ｂ１６－Ｆ１０）において発
現したノッチ受容体の遺伝子発現プロファイリング。
【図１５ａ】Ｍｍ５ＭＴおよびＫＰ１腫瘍細胞の細胞増殖およびアポトーシスに対するノ
ッチデコイ１～１３、１０～２４および１～２４の影響。図１５ａは、Ｍｍ５ＭＴ－ＦＧ
ＦＴ細胞における癌増殖研究の結果である。図１５ｂは、ＫＰ１－ＶＥＧＦにおける増殖
研究の結果である。アポトーシス細胞のパーセンテージは、右上象限に示されている。平
均アポトーシス細胞パーセンテージ±Ｓ．Ｄ．　図１５ｃは、Ｍｍ５ＭＴ－ＦＧＦ４にお
けるアポトーシス研究の結果である。図１５ｄは、ＫＰ１－ＶＥＧＦにおけるアポトーシ
ス研究の結果である。
【図１５ｂ】Ｍｍ５ＭＴおよびＫＰ１腫瘍細胞の細胞増殖およびアポトーシスに対するノ
ッチデコイ１～１３、１０～２４および１～２４の影響。図１５ａは、Ｍｍ５ＭＴ－ＦＧ
ＦＴ細胞における癌増殖研究の結果である。図１５ｂは、ＫＰ１－ＶＥＧＦにおける増殖
研究の結果である。アポトーシス細胞のパーセンテージは、右上象限に示されている。平
均アポトーシス細胞パーセンテージ±Ｓ．Ｄ．　図１５ｃは、Ｍｍ５ＭＴ－ＦＧＦ４にお
けるアポトーシス研究の結果である。図１５ｄは、ＫＰ１－ＶＥＧＦにおけるアポトーシ
ス研究の結果である。
【図１５ｃ】Ｍｍ５ＭＴおよびＫＰ１腫瘍細胞の細胞増殖およびアポトーシスに対するノ
ッチデコイ１～１３、１０～２４および１～２４の影響。図１５ａは、Ｍｍ５ＭＴ－ＦＧ
ＦＴ細胞における癌増殖研究の結果である。図１５ｂは、ＫＰ１－ＶＥＧＦにおける増殖
研究の結果である。アポトーシス細胞のパーセンテージは、右上象限に示されている。平
均アポトーシス細胞パーセンテージ±Ｓ．Ｄ．　図１５ｃは、Ｍｍ５ＭＴ－ＦＧＦ４にお
けるアポトーシス研究の結果である。図１５ｄは、ＫＰ１－ＶＥＧＦにおけるアポトーシ
ス研究の結果である。
【図１５ｄ】Ｍｍ５ＭＴおよびＫＰ１腫瘍細胞の細胞増殖およびアポトーシスに対するノ
ッチデコイ１～１３、１０～２４および１～２４の影響。図１５ａは、Ｍｍ５ＭＴ－ＦＧ
ＦＴ細胞における癌増殖研究の結果である。図１５ｂは、ＫＰ１－ＶＥＧＦにおける増殖
研究の結果である。アポトーシス細胞のパーセンテージは、右上象限に示されている。平
均アポトーシス細胞パーセンテージ±Ｓ．Ｄ．　図１５ｃは、Ｍｍ５ＭＴ－ＦＧＦ４にお
けるアポトーシス研究の結果である。図１５ｄは、ＫＰ１－ＶＥＧＦにおけるアポトーシ
ス研究の結果である。
【図１６ａ】図１６ａは、ノッチ１デコイ１～１３、１０～２４および１～２４を発現す
るアデノウイルス、または対照としてのＦｃを静脈注射した、マウス血清中のＦｃ、ノッ
チ１デコイ１～１３、１０～２４および１～２４のウエスタンブロット分析である。図１
６ｂおよび図１６ｃは、抗ヒトＩｇＧ・Ｆｃ抗体により免疫染色し、またＤＡＰＩで対比
染色した腫瘍切片である。スケールバー：３０マイクロメータ。
【図１６ｂ】図１６ａは、ノッチ１デコイ１～１３、１０～２４および１～２４を発現す
るアデノウイルス、または対照としてのＦｃを静脈注射した、マウス血清中のＦｃ、ノッ
チ１デコイ１～１３、１０～２４および１～２４のウエスタンブロット分析である。図１
６ｂおよび図１６ｃは、抗ヒトＩｇＧ・Ｆｃ抗体により免疫染色し、またＤＡＰＩで対比
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染色した腫瘍切片である。スケールバー：３０マイクロメータ。
【図１６ｃ】図１６ａは、ノッチ１デコイ１～１３、１０～２４および１～２４を発現す
るアデノウイルス、または対照としてのＦｃを静脈注射した、マウス血清中のＦｃ、ノッ
チ１デコイ１～１３、１０～２４および１～２４のウエスタンブロット分析である。図１
６ｂおよび図１６ｃは、抗ヒトＩｇＧ・Ｆｃ抗体により免疫染色し、またＤＡＰＩで対比
染色した腫瘍切片である。スケールバー：３０マイクロメータ。
【図１７ａ】図１７ａは、ノッチ１デコイ１～１３、１０～２４および１～２４、または
対照としてのＦｃを発現するマウスの画像である。ノッチ１デコイは、Ｍｍ５ＭＴ腫瘍の
増殖を低下させた。腫瘍増殖は、ゼノジェン（Xenogen）ＩＶＩＳ撮像システムを使用し
て発光信号からの全放射輝度を評価することによりモニターされた。その結果を図１７ｂ
に示す。腫瘍重量を、腫瘍収集直前の最終日に測定した。その結果を図１７ｃに示す。
【図１７ｂ】図１７ａは、ノッチ１デコイ１～１３、１０～２４および１～２４、または
対照としてのＦｃを発現するマウスの画像である。ノッチ１デコイは、Ｍｍ５ＭＴ腫瘍の
増殖を低下させた。腫瘍増殖は、ゼノジェン（Xenogen）ＩＶＩＳ撮像システムを使用し
て発光信号からの全放射輝度を評価することによりモニターされた。その結果を図１７ｂ
に示す。腫瘍重量を、腫瘍収集直前の最終日に測定した。その結果を図１７ｃに示す。
【図１７ｃ】図１７ａは、ノッチ１デコイ１～１３、１０～２４および１～２４、または
対照としてのＦｃを発現するマウスの画像である。ノッチ１デコイは、Ｍｍ５ＭＴ腫瘍の
増殖を低下させた。腫瘍増殖は、ゼノジェン（Xenogen）ＩＶＩＳ撮像システムを使用し
て発光信号からの全放射輝度を評価することによりモニターされた。その結果を図１７ｂ
に示す。腫瘍重量を、腫瘍収集直前の最終日に測定した。その結果を図１７ｃに示す。
【図１８ａ】図１８ａは、ノッチ１デコイ１～１３、１０～２４および１～２４、または
対照としてのＦｃを発現するマウスの画像である。ノッチ１デコイは、ＫＰ１腫瘍の増殖
を低下させた。腫瘍増殖は、ゼノジェン（Xenogen）ＩＶＩＳ撮像システムを使用して発
光信号からの全放射輝度を評価することによりモニターされた。その結果を図１８ｂに示
す。腫瘍重量を、腫瘍収集直前の最終日に測定した。その結果を図１８ｃに示す。
【図１８ｂ】図１８ａは、ノッチ１デコイ１～１３、１０～２４および１～２４、または
対照としてのＦｃを発現するマウスの画像である。ノッチ１デコイは、ＫＰ１腫瘍の増殖
を低下させた。腫瘍増殖は、ゼノジェン（Xenogen）ＩＶＩＳ撮像システムを使用して発
光信号からの全放射輝度を評価することによりモニターされた。その結果を図１８ｂに示
す。腫瘍重量を、腫瘍収集直前の最終日に測定した。その結果を図１８ｃに示す。
【図１８ｃ】図１８ａは、ノッチ１デコイ１～１３、１０～２４および１～２４、または
対照としてのＦｃを発現するマウスの画像である。ノッチ１デコイは、ＫＰ１腫瘍の増殖
を低下させた。腫瘍増殖は、ゼノジェン（Xenogen）ＩＶＩＳ撮像システムを使用して発
光信号からの全放射輝度を評価することによりモニターされた。その結果を図１８ｂに示
す。腫瘍重量を、腫瘍収集直前の最終日に測定した。その結果を図１８ｃに示す。
【図１９ａ】腫瘍脈管構造に対するノッチ１の影響。エンドムチン（Endomucin）（緑色
）およびＤＬＬ４（赤色）について、腫瘍切片を免疫染色した。その結果を図１９ａに示
す。　腫瘍脈管構造の定量化は、腫瘍切片におけるエンドムチン陽性の面積に基づいてい
た。その結果を図１９ｂに示す。
【図１９ｂ】腫瘍脈管構造に対するノッチ１の影響。エンドムチン（Endomucin）（緑色
）およびＤＬＬ４（赤色）について、腫瘍切片を免疫染色した。その結果を図１９ａに示
す。　腫瘍脈管構造の定量化は、腫瘍切片におけるエンドムチン陽性の面積に基づいてい
た。その結果を図１９ｂに示す。
【図２０ａ】腫瘍内皮含量の免疫蛍光分析。ＫＰ１腫瘍をエンドムチンおよびＤＬＬ４に
ついて免疫染色した。その結果を図２０ａに示す。腫瘍血管構造の定量化は、エンドムチ
ン陽性の面積に基づいていた。腫瘍脈管構造の定量化は、ＫＰ１腫瘍切片におけるエンド
ムチン陽性の面積に基づいていた。その結果を図２０ｂに示す。
【図２０ｂ】腫瘍内皮含量の免疫蛍光分析。ＫＰ１腫瘍をエンドムチンおよびＤＬＬ４に
ついて免疫染色した。その結果を図２０ａに示す。腫瘍血管構造の定量化は、エンドムチ
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ン陽性の面積に基づいていた。腫瘍脈管構造の定量化は、ＫＰ１腫瘍切片におけるエンド
ムチン陽性の面積に基づいていた。その結果を図２０ｂに示す。
【図２１ａ】腫瘍血管構造に対するノッチ１デコイの影響。フルオレセインに結合された
レクチン（１００μｇ）を、腫瘍収集の２分前にマウスに注射した。腫瘍切片をエンドム
チン（赤色）について免疫染色し、また腫瘍血管と結合した灌流レクチン（緑色）につい
て腫瘍切片を免疫染色した。その結果を図２１ａに示す。血管と結合したレクチンの量は
、機能性の腫瘍血管を反映しており、その結果を図２１ｂに示した。
【図２１ｂ】腫瘍血管構造に対するノッチ１デコイの影響。フルオレセインに結合された
レクチン（１００μｇ）を、腫瘍収集の２分前にマウスに注射した。腫瘍切片をエンドム
チン（赤色）について免疫染色し、また腫瘍血管と結合した灌流レクチン（緑色）につい
て腫瘍切片を免疫染色した。その結果を図２１ａに示す。血管と結合したレクチンの量は
、機能性の腫瘍血管を反映しており、その結果を図２１ｂに示した。
【図２２ａ】腫瘍切片を、エンドムチン（緑）およびＮＧ２（赤）について同時免疫染色
し、その結果を図２２ａに記載した。ＮＧ２陽性面積のパーセンテージを、腫瘍における
周皮細胞補充のパラメータとして測定し、その結果を図２２ｂに示した。
【図２２ｂ】腫瘍切片を、エンドムチン（緑）およびＮＧ２（赤）について同時免疫染色
し、その結果を図２２ａに記載した。ＮＧ２陽性面積のパーセンテージを、腫瘍における
周皮細胞補充のパラメータとして測定し、その結果を図２２ｂに示した。
【図２３ａ】異なるノッチデコイ群からの発光信号を用いたＬＬＣ腫瘍をもつマウスの第
１２日の写真が、図２３ａに示されている。腫瘍増殖がモニターされ、総放射輝度に基づ
いて定量された。その結果が図２３ｂに示されている。第１２日における腫瘍重量が腫瘍
を収集する前に測定された。その結果が図２３ｃに示されている。
【図２３ｂ】異なるノッチデコイ群からの発光信号を用いたＬＬＣ腫瘍をもつマウスの第
１２日の写真が、図２３ａに示されている。腫瘍増殖がモニターされ、総放射輝度に基づ
いて定量された。その結果が図２３ｂに示されている。第１２日における腫瘍重量が腫瘍
を収集する前に測定された。その結果が図２３ｃに示されている。
【図２３ｃ】異なるノッチデコイ群からの発光信号を用いたＬＬＣ腫瘍をもつマウスの第
１２日の写真が、図２３ａに示されている。腫瘍増殖がモニターされ、総放射輝度に基づ
いて定量された。その結果が図２３ｂに示されている。第１２日における腫瘍重量が腫瘍
を収集する前に測定された。その結果が図２３ｃに示されている。
【図２４ａ】異なるノッチデコイ群からの発光信号を用いた、Ｂ１６－Ｆ１０腫瘍をもつ
マウスの第１２日の写真が図２４ａに示されている。総放射輝度に基づいて腫瘍増殖をモ
ニターし、その結果を図２４ｂに記載した。第１２日における腫瘍重量を腫瘍の収集前に
測定し、その結果を図２４ｃに示した。
【図２４ｂ】異なるノッチデコイ群からの発光信号を用いた、Ｂ１６－Ｆ１０腫瘍をもつ
マウスの第１２日の写真が図２４ａに示されている。総放射輝度に基づいて腫瘍増殖をモ
ニターし、その結果を図２４ｂに記載した。第１２日における腫瘍重量を腫瘍の収集前に
測定し、その結果を図２４ｃに示した。
【図２４ｃ】異なるノッチデコイ群からの発光信号を用いた、Ｂ１６－Ｆ１０腫瘍をもつ
マウスの第１２日の写真が図２４ａに示されている。総放射輝度に基づいて腫瘍増殖をモ
ニターし、その結果を図２４ｂに記載した。第１２日における腫瘍重量を腫瘍の収集前に
測定し、その結果を図２４ｃに示した。
【図２５ａ】第１２日にＬＬＣ腫瘍を有するマウスから肺および肝臓を収集し、３０ｍｇ
／ｍＬのＤルシフェリン中でインキュベートし、ゼノジェン（Xenogen）ＩＶＩＳ撮像シ
ステムにより解析した。撮像の結果を図２５ａに記載した。総輝度の結果は図２５ｂに記
載した。
【図２５ｂ】第１２日にＬＬＣ腫瘍を有するマウスから肺および肝臓を収集し、３０ｍｇ
／ｍＬのＤルシフェリン中でインキュベートし、ゼノジェン（Xenogen）ＩＶＩＳ撮像シ
ステムにより解析した。撮像の結果を図２５ａに記載した。総輝度の結果は図２５ｂに記
載した。
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【図２６ａ】腫瘍を有するＢ１６－Ｆ１０マウスから第１２日に肺および肝臓を収集し、
３０ｍｇ／ｍＬのＤルシフェリン中でインキュベートし、ゼノジェン（Xenogen）ＩＶＩ
Ｓ撮像システムを使用して解析した。肺についてのＦｃ群からの画像は図２６ａおよび図
２６ｂに記載し、肝臓についての画像は図２６ｃに記載した。
【図２６ｂ】腫瘍を有するＢ１６－Ｆ１０マウスから第１２日に肺および肝臓を収集し、
３０ｍｇ／ｍＬのＤルシフェリン中でインキュベートし、ゼノジェン（Xenogen）ＩＶＩ
Ｓ撮像システムを使用して解析した。肺についてのＦｃ群からの画像は図２６ａおよび図
２６ｂに記載し、肝臓についての画像は図２６ｃに記載した。
【図２６ｃ】腫瘍を有するＢ１６－Ｆ１０マウスから第１２日に肺および肝臓を収集し、
３０ｍｇ／ｍＬのＤルシフェリン中でインキュベートし、ゼノジェン（Xenogen）ＩＶＩ
Ｓ撮像システムを使用して解析した。肺についてのＦｃ群からの画像は図２６ａおよび図
２６ｂに記載し、肝臓についての画像は図２６ｃに記載した。
【図２７ａ】ノッチ１デコイは、温和な杯状細胞肥厚を誘導する。汎ノッチ阻害剤である
ノッチ１デコイ１～２４および１～３６と同様に、リガンド特異的デコイは、杯状細胞の
数を僅かに増大させた。小腸の正常なアーキテクチャーが保存され、対照と比較された。
結果を図２７ａに示す。視野（field）当たりの平均杯状細胞数が計算され、その結果が
図２７ｂに示されている。図２７ｃは、腫瘍を有するマウスがノッチ１デコイに十分に耐
えられることを示している。治療群と対照群の間での体重変化に有意な相違は観察されな
い。平均体重変化±±Ｓ．Ｄ．（ｎ＝５）。
【図２７ｂ】ノッチ１デコイは、温和な杯状細胞肥厚を誘導する。汎ノッチ阻害剤である
ノッチ１デコイ１～２４および１～３６と同様に、リガンド特異的デコイは、杯状細胞の
数を僅かに増大させた。小腸の正常なアーキテクチャーが保存され、対照と比較された。
結果を図２７ａに示す。視野当たりの平均杯状細胞数が計算され、その結果が図２７ｂに
示されている。図２７ｃは、腫瘍を有するマウスがノッチ１デコイに十分に耐えられるこ
とを示している。治療群と対照群の間での体重変化には有意な相違は観察されない。平均
体重変化±±Ｓ．Ｄ．（ｎ＝５）。
【図２７ｃ】ノッチ１デコイは、温和な杯状細胞肥厚を誘導する。汎ノッチ阻害剤である
ノッチ１デコイ１～２４および１～３６と同様に、リガンド特異的デコイは、杯状細胞の
数を僅かに増大させた。小腸の正常なアーキテクチャーが保存され、対照と比較された。
結果を図２７ａに示す。視野当たりの平均杯状細胞数が計算され、その結果が図２７ｂに
示されている。図２７ｃは、腫瘍を有するマウスがノッチ１デコイに十分に耐えられるこ
とを示している。治療群と対照群の間での体重変化には有意な相違は観察されない。平均
体重変化±±Ｓ．Ｄ．（ｎ＝５）。
【図２８－１】ヒト・ノッチ１タンパク質のアミノ酸配列（配列番号１）。
【図２８－２】図２８－１の続き
【図２８－３】図２８－２の続き
【図２８－４】図２８－３の続き
【図２９－１】ヒト・ノッチ１デコイ１０～２４の核酸配列が、配列番号２に記載される
。ヒト・ノッチ１シグナルペプチドは、配列番号２のヌクレオチド１～６９に対応し、Ｅ
ＧＦ様反復１０～２４は、配列番号２のヌクレオチド７０～１７８８に対応し、またヒト
Ｆｃは配列番号２のヌクレオチド１７８９～２５０２に対応する。ヒト・ノッチ１デコイ
１０～２４のアミノ酸配列は、配列番号３に記載されている。
【図２９－２】図２９－１の続き
【図２９－３】図２９－２の続き
【図３０－１】ヒト・ノッチ１デコイ１０～３６の核酸配列が、配列番号４に記載されて
いる。ヒト・ノッチ１シグナルペプチドは、配列番号４のヌクレオチド１～６９に対応し
、ＥＧＦ様反復１０～３６は、配列番号４のヌクレオチド７０～３２４３に対応し、また
ヒトＦｃは配列番号２のヌクレオチド３２４４～３９５７に対応する。ヒト・ノッチ１デ
コイ１０～３６のアミノ酸配列は、配列番号５に記載されている。
【図３０－２】図３０－１の続き
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【図３０－３】図３０－２の続き
【図３０－４】図３０－３の続き
【図３１－１】ヒト・ノッチ１デコイ１４～２１の核酸配列が、配列番号６に記載されて
いる。ヒト・ノッチ１シグナルペプチドは、配列番号６のヌクレオチド１～６９に対応し
、ＥＧＦ様反復１４～２４は、配列番号６のヌクレオチド７０～１３２０に対応し、また
ヒトＦｃは配列番号６のヌクレオチド１３２１～２０３４に対応する。ヒト・ノッチ１デ
コイ１４～２４のアミノ酸配列は、配列番号７に記載されている。
【図３１－２】図３１－１の続き
【図３２－１】ヒト・ノッチ１デコイ１４～３６の核酸配列が、配列番号８に記載されて
いる。ヒト・ノッチ１シグナルペプチドは、配列番号８のヌクレオチド１～６９に対応し
、ＥＧＦ様反復１４～３６は、配列番号８のヌクレオチド７０～２７７５に対応し、また
ヒトＦｃは配列番号８のヌクレオチド２７７６～３４８９に対応する。ヒト・ノッチ１デ
コイ１４～３６のアミノ酸配列は、配列番号９に記載されている。
【図３２－２】図３２－１の続き
【図３２－３】図３２－２の続き
【図３２－４】図３２－３の続き
【図３３ａ】ノッチ１デコイ変異体は、インビトロおよび網膜血管新生に対して独特の効
果を示す。図３３ａは、ＨＵＶＥＣフィブリンビード発芽アッセイを使用したノッチ１デ
コイの評価を示している。７日後、管状構造体からの内皮細胞、Ｎ１１－１３デコイを発
現するＨＵＮＥＣｓは、有意に増大した発芽を示す。対照的に、Ｎ１１０－２４またはＮ
１１－２４を発現するＨＵＶＥＣは、Ｆｃ対象とは逆に、より短く且つより細い発芽を形
成する。ルーメンを含む発芽の数が図３３ｂに定量化されている。発芽の平均数±Ｓ．Ｄ
．＊Ｐ値＜０．０５。網膜をαＳＭＡで免疫染色して、血管平滑筋細胞を同定した。Ｎ１
１０－２４およびＮ１１－２４デコイは、網膜動脈に沿った血管平滑筋細胞被覆を顕著に
減少させる。結果を図３３ｃに示す。
【図３３ｂ】ノッチ１デコイ変異体は、インビトロおよび網膜血管新生に対して独特の効
果を示す。図３３ａは、ＨＵＶＥＣフィブリンビード発芽アッセイを使用したノッチ１デ
コイの評価を示している。７日後、管状構造体からの内皮細胞、Ｎ１１－１３デコイを発
現するＨＵＮＥＣｓは、有意に増大した発芽を示す。対照的に、Ｎ１１０－２４またはＮ
１１－２４を発現するＨＵＶＥＣは、Ｆｃ対象とは逆に、より短く且つより細い発芽を形
成する。ルーメンを含む発芽の数が図３３ｂに定量化されている。発芽の平均数±Ｓ．Ｄ
．＊Ｐ値＜０．０５。網膜をαＳＭＡで免疫染色して、血管平滑筋細胞を同定した。Ｎ１
１０－２４およびＮ１１－２４デコイは、網膜動脈に沿った血管平滑筋細胞被覆を顕著に
減少させる。結果を図３３ｃに示す。
【図３３ｃ】ノッチ１デコイ変異体は、インビトロおよび網膜血管新生に対して独特の効
果を示す。図３３ａは、ＨＵＶＥＣフィブリンビード発芽アッセイを使用したノッチ１デ
コイの評価を示している。７日後、管状構造体からの内皮細胞、Ｎ１１－１３デコイを発
現するＨＵＮＥＣｓは、有意に増大した発芽を示す。対照的に、Ｎ１１０－２４またはＮ
１１－２４を発現するＨＵＶＥＣは、Ｆｃ対象とは逆に、より短く且つより細い発芽を形
成する。ルーメンを含む発芽の数が図３３ｂに定量化されている。発芽の平均数±Ｓ．Ｄ
．＊Ｐ値＜０．０５。網膜をαＳＭＡで免疫染色して、血管平滑筋細胞を同定した。Ｎ１
１０－２４およびＮ１１－２４デコイは、網膜動脈に沿った血管平滑筋細胞被覆を顕著に
減少させる。結果を図３３ｃに示す。
【図３４ａ】ノッチ１デコイは、内皮細胞遊走を増大させる。レンチウイルスで形質導入
されたＨＵＶＥＣを、ウエル当たり１．０×１０５細胞で２４穴プレートに播種し、一晩
で集密状態にした。次いで、各ウエルをスクラッチし、傷付けられた領域へのＨＵＶＥＣ
の遊走を写真に撮り（図３４ａ）、Ｔスクラッチプログラムを用いて定量化した。平均遊
走率±Ｓ．Ｄ．＊Ｐ値＜０．０３（図３４ｂ）。
【図３４ｂ】ノッチ１デコイは、内皮細胞遊走を増大させる。レンチウイルスで形質導入
されたＨＵＶＥＣを、ウエル当たり１．０×１０５細胞で２４穴プレートに播種し、一晩
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で集密状態にした。次いで、各ウエルをスクラッチし、傷付けられた領域へのＨＵＶＥＣ
の遊走を写真に撮り（図３４ａ）、Ｔスクラッチプログラムを用いて定量化した。平均遊
走率±Ｓ．Ｄ．＊Ｐ値＜０．０３（図３４ｂ）。
【図３４ｃ】図３４ｃは、ノッチ１デコイが内皮細胞増殖を増大させることを示している
。レンチウイルスでＦｃ、ノッチ１デコイ１～１３、１～２４、１～３６、またはＮ１Ｉ
Ｃを形質導入されたＨＵＶＥＣを、ウエル当たり１．０×１０４細胞で２４穴プレートに
播種した。第１日および第４日に細胞数を定量した。平均細胞数±Ｓ．Ｄ．＊Ｐ値＜０．
０５。
【図３５ａ】ノッチ１デコイを発現するＨＵＶＥＣは、増大した内皮ネットワークおよび
枝分かれを示している。図３５ａ。ＨＵＶＥＣは、ウエル当たり１．０×１０５細胞で２
４穴プレート内のコラーゲン層の間に播種し、４日間培養した。図３４ｂ。ネットワーク
を形成するＨＵＶＥＣの能力を、枝分かれ点の数をカウントすることにより定量した。Ｈ
ＵＶＥＣ－Ｎ１ＩＣおよびＨＵＶＥＣ－ノッチ４／ｉｎｔ３は、それらが適正なネットワ
ークを欠いているため含められなかった。細分枝点の平均数±Ｓ．Ｄ．＊Ｐ値＜０．０５
。
【図３５ｂ】ノッチ１デコイを発現するＨＵＶＥＣは、増大した内皮ネットワークおよび
枝分かれを示している。図３５ａ。ＨＵＶＥＣは、ウエル当たり１．０×１０５細胞で２
４穴プレート内のコラーゲン層の間に播種し、４日間培養した。図３４ｂ。ネットワーク
を形成するＨＵＶＥＣの能力を、枝分かれ点の数をカウントすることにより定量した。Ｈ
ＵＶＥＣ－Ｎ１ＩＣおよびＨＵＶＥＣ－ノッチ４／ｉｎｔ３は、それらが適正なネットワ
ークを欠いているため含められなかった。細分枝点の平均数±Ｓ．Ｄ．＊Ｐ値＜０．０５
【図３６】ノッチリガンドであるＪＡＧＧＥＤ－１およびＤＬＬ４についての定量的リア
ルタイムＰＣＲ。通常の培養プレートまたはコラーゲンゲル上でのものに比較して。フィ
ブリンゲル上で培養されたＨＵＶＥＣは、ＪＡＧＧＥＤ－１発現を有意に上方調節し、同
時に、ＤＬＬ４発現を下方調節した。ｍＲＮＡ転写物の平均相対値±Ｓ．Ｄ．＊Ｐ値＜０
．０２
【図３７ａ】ノッチ１デコイ１～１３、１０～２４、および１～２４は、Ｍｍ５ＭＴＦＧ
Ｆ４中でのコロニー形成を低下させる。図３７ａ。Ｍｍ５ＭＴ－ＦＧＦ４、ＫＰ１－ＶＥ
ＧＦ、ＬＬＣ、およびＢ１６－Ｆ１０腫瘍細胞を、２４穴プレートにおいて、３×１０３

細胞／ウエルで半固形寒天培地中に播種し、３週間培養した。コロニーの可視化のために
、３ｍｇ／ｍＬのＭＴＴを培養液に加えた。図３７ｂ。コロニー面積の定量化を行った。
コロニー面積の平均パーセンテージ±Ｓ．Ｄ．＊Ｐ値＜０．００１。
【図３７ｂ】ノッチ１デコイ１～１３、１０～２４、および１～２４は、Ｍｍ５ＭＴＦＧ
Ｆ４中でのコロニー形成を低下させる。図３７ａ。Ｍｍ５ＭＴ－ＦＧＦ４、ＫＰ１－ＶＥ
ＧＦ、ＬＬＣ、およびＢ１６－Ｆ１０腫瘍細胞を、２４穴プレートにおいて、３×１０３

細胞／ウエルで半固形寒天培地中に播種し、３週間培養した。コロニーの可視化のために
、３ｍｇ／ｍＬのＭＴＴを培養液に加えた。図３７ｂ。コロニー面積の定量化を行った。
コロニー面積の平均パーセンテージ±Ｓ．Ｄ．＊Ｐ値＜０．００１。
【図３８】ノッチ１デコイは、異種移植片の腫瘍増殖をブロックする。ヌードマウスに皮
下注射されたＭｍ５ＭＴ－ＦＧＦ４、ＫＰ１－ＶＥＧＦ、ＬＬＣ、またはＢ１６－Ｆ１０
を用いて腫瘍増殖を評価した。異なるノッチ１デコイ変異体をコードするＡｄを、腫瘍移
植の３日後に静脈注射した。腫瘍は、ノッチ１デコイ治療群の方が有意に小さかった。収
集の時点で腫瘍重量を測定する。平均腫瘍重量±Ｓ．Ｄ．＊Ｐ値＜０．０５（ｎ＝４～５
）。
【図３９ａ】ノッチ１デコイ１～２４および１～３６は、Ｍｍ５ＭＴ－ＦＧＦ４（図３９
ａ）およびＫＰ１－ＶＥＧＦ腫瘍（図３９ｂ）の増殖を同様に低下させた。腫瘍容積（Ｖ
）は、長さ（Ｌ）および幅（Ｗ）から計算され（Ｖ＝０．５×Ｌ×Ｗ）、これは毎週ベー
スで測定された。平均腫瘍体積±Ｓ．Ｄ．＊Ｐ値＜０．０５。ノッチ１デコイ１～２４お
よび１～３６は、腫瘍血管構造を有意に低下させた。ＣＤ３１免疫蛍光は、ノッチ１デコ
イ群からの腫瘍における減少した血管含有量および崩壊された構造を示している。縮尺バ



(16) JP 2014-532061 A 2014.12.4

10

20

30

40

50

ー：３０マイクロメータ。データを図３９ｃに示す。
【図３９ｂ】ノッチ１デコイ１～２４および１～３６は、Ｍｍ５ＭＴ－ＦＧＦ４（図３９
ａ）およびＫＰ１－ＶＥＧＦ腫瘍（図３９ｂ）の増殖を同様に低下させた。腫瘍容積（Ｖ
）は、長さ（Ｌ）および幅（Ｗ）から計算され（Ｖ＝０．５×Ｌ×Ｗ）、これは毎週ベー
スで測定された。平均腫瘍体積±Ｓ．Ｄ．＊Ｐ値＜０．０５。ノッチ１デコイ１～２４お
よび１～３６は、腫瘍血管構造を有意に低下させた。ＣＤ３１免疫蛍光は、ノッチ１デコ
イ群からの腫瘍における減少した血管含有量および崩壊された構造を示している。縮尺バ
ー：３０マイクロメータ。データを図３９ｃに示す。
【図３９ｃ】ノッチ１デコイ１～２４および１～３６は、Ｍｍ５ＭＴ－ＦＧＦ４（図３９
ａ）およびＫＰ１－ＶＥＧＦ腫瘍（図３９ｂ）の増殖を同様に低下させた。腫瘍容積（Ｖ
）は、長さ（Ｌ）および幅（Ｗ）から計算され（Ｖ＝０．５×Ｌ×Ｗ）、これは毎週ベー
スで測定された。平均腫瘍体積±Ｓ．Ｄ．＊Ｐ値＜０．０５。ノッチ１デコイ１～２４お
よび１～３６は、腫瘍血管構造を有意に低下させた。ＣＤ３１免疫蛍光は、ノッチ１デコ
イ群からの腫瘍における減少した血管含有量および崩壊された構造を示している。縮尺バ
ー：３０マイクロメータ。データを図３９ｃに示す。
【図４０ａ】ノッチ１デコイは、異種移植された腫瘍増殖をブロックする。図４０ａは、
ノッチ１１－１３デコイがＤ１１４／ノッチ活性をブロックし、増大した腫瘍血管構造を
もたらす一方、ノッチ１１０－２４またはノッチ１１－２４デコイは、全ての腫瘍モデル
において腫瘍血管を減少させることを示している。腫瘍血管構造は、エンドムチン免疫蛍
光（緑）によって分析された。図４０ｂは、複数の腫瘍切片からエンドムチン陽性面積に
ついて定量化された図４０ａの画像についてのデータを示している。エンドムチン陽性面
積の平均パーセンテージ±Ｓ．Ｄ．＊Ｐ値＜０．００３（ｎ＝４～５）。縮尺バー：３０
マイクロメータ。
【図４０ｂ】ノッチ１デコイは、異種移植された腫瘍増殖をブロックする。図４０ａは、
ノッチ１１－１３デコイがＤ１１４／ノッチ活性をブロックし、増大した腫瘍血管構造を
もたらす一方、ノッチ１１０－２４またはノッチ１１－２４デコイは、全ての腫瘍モデル
において腫瘍血管を減少させることを示している。腫瘍血管構造は、エンドムチン免疫蛍
光（緑）によって分析された。図４０ｂは、複数の腫瘍切片からエンドムチン陽性面積に
ついて定量化された図４０ａの画像についてのデータを示している。エンドムチン陽性面
積の平均パーセンテージ±Ｓ．Ｄ．＊Ｐ値＜０．００３（ｎ＝４～５）。縮尺バー：３０
マイクロメータ。
【図４１ａ】ノッチ１デコイは腫瘍血管新生を混乱させ、灌流を低下させて、低酸素症を
誘導する。フルオレセイン結合レクチンを注射したマウスからの腫瘍切片を、エンドムチ
ン（赤）および灌流レクチン（緑）で免疫染色する。エンドムチン結合したレクチンの量
は、機能性腫瘍血管構造および正常な灌流を反映する。低酸素プローブを腹腔内注射され
たマウスからの腫瘍切片を、ＡＰＣに結合された抗低酸素プローブ抗体（赤）およびＤＡ
ＰＩ（青）で免疫染色し、腫瘍低酸素症について定量化した。データを図４１ａに示す。
レクチン陽性面積の平均パーセンテージ±Ｓ．Ｄ．＊Ｐ値＜０．００６（ｎ＝４～５）を
図４１ｂに示す。低酸素プローブ陽性面積±Ｓ．Ｄ．＊Ｐ値＜０．００２（ｎ＝４～５）
、＊＊Ｐ値＜０．０５（ｎ＝４～５）を図４１ｃに示す。デコイ治療されたマウスは、有
意に増大した低酸素症およびネクローシスを示した。縮尺バー：３０マイクロメータ。
【図４１ｂ】ノッチ１デコイは腫瘍血管新生を混乱させ、灌流を低下させて、低酸素症を
誘導する。フルオレセイン結合レクチンを注射したマウスからの腫瘍切片を、エンドムチ
ン（赤）および灌流レクチン（緑）で免疫染色する。エンドムチン結合したレクチンの量
は、機能性腫瘍血管構造および正常な灌流を反映する。低酸素プローブを腹腔内注射され
たマウスからの腫瘍切片を、ＡＰＣに結合された抗低酸素プローブ抗体（赤）およびＤＡ
ＰＩ（青）で免疫染色し、腫瘍低酸素症について定量化した。データを図４１ａに示す。
レクチン陽性面積の平均パーセンテージ±Ｓ．Ｄ．＊Ｐ値＜０．００６（ｎ＝４～５）を
図４１ｂに示す。低酸素プローブ陽性面積±Ｓ．Ｄ．＊Ｐ値＜０．００２（ｎ＝４～５）
、＊＊Ｐ値＜０．０５（ｎ＝４～５）を図４１ｃに示す。デコイ治療されたマウスは、有
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意に増大した低酸素症およびネクローシスを示した。縮尺バー：３０マイクロメータ。
【図４１ｃ】ノッチ１デコイは腫瘍血管新生を混乱させ、灌流を低下させて、低酸素症を
誘導する。フルオレセイン結合レクチンを注射したマウスからの腫瘍切片を、エンドムチ
ン（赤）および灌流レクチン（緑）で免疫染色する。エンドムチン結合したレクチンの量
は、機能性腫瘍血管構造および正常な灌流を反映する。低酸素プローブを腹腔内注射され
たマウスからの腫瘍切片を、ＡＰＣに結合された抗低酸素プローブ抗体（赤）およびＤＡ
ＰＩ（青）で免疫染色し、腫瘍低酸素症について定量化した。データを図４１ａに示す。
レクチン陽性面積の平均パーセンテージ±Ｓ．Ｄ．＊Ｐ値＜０．００６（ｎ＝４～５）を
図４１ｂに示す。低酸素プローブ陽性面積±Ｓ．Ｄ．＊Ｐ値＜０．００２（ｎ＝４～５）
、＊＊Ｐ値＜０．０５（ｎ＝４～５）を図４１ｃに示す。デコイ治療されたマウスは、有
意に増大した低酸素症およびネクローシスを示した。縮尺バー：３０マイクロメータ。
【図４２ａ】ノッチ１デコイは、腫瘍血管新生を崩壊させる。Ｍｍ５ＭＴ－ＦＧＦ４腫瘍
切片のＩＶ型コラーゲン（赤）およびエンドムチン（緑）免疫蛍光。ＩＶ型コラーゲンの
存在は、腫瘍血管構造と相関しており、ノッチ１デコイが、血管退行を生じることなく、
腫瘍血管新生を阻害することを示唆している。画像が図４２ａに示されている。平均ＩＶ
型コラーゲン陽性面積および平均エンドムチン陽性面積±Ｓ．Ｄが、それぞれ図４２ｂお
よび図４２ｃに示されている。＊Ｐ値＜０．００２* P value < 0.002.
【図４２ｂ】ノッチ１デコイは、腫瘍血管新生を崩壊させる。Ｍｍ５ＭＴ－ＦＧＦ４腫瘍
切片のＩＶ型コラーゲン（赤）およびエンドムチン（緑）免疫蛍光。ＩＶ型コラーゲンの
存在は、腫瘍血管構造と相関しており、ノッチ１デコイが、血管退行を生じることなく、
腫瘍血管新生を阻害することを示唆している。画像が図４２ａに示されている。平均ＩＶ
型コラーゲン陽性面積および平均エンドムチン陽性面積±Ｓ．Ｄが、それぞれ図４２ｂお
よび図４２ｃに示されている。＊Ｐ値＜０．００２* P value < 0.002.
【図４２ｃ】ノッチ１デコイは、腫瘍血管新生を崩壊させる。Ｍｍ５ＭＴ－ＦＧＦ４腫瘍
切片のＩＶ型コラーゲン（赤）およびエンドムチン（緑）免疫蛍光。ＩＶ型コラーゲンの
存在は、腫瘍血管構造と相関しており、ノッチ１デコイが、血管退行を生じることなく、
腫瘍血管新生を阻害することを示唆している。画像が図４２ａに示されている。平均ＩＶ
型コラーゲン陽性面積および平均エンドムチン陽性面積±Ｓ．Ｄが、それぞれ図４２ｂお
よび図４２ｃに示されている。＊Ｐ値＜０．００２
【図４３ａ】ＪＡＧＧＥＤ－１を標的とするノッチ１デコイは、腫瘍における壁細胞－内
皮細胞の相互作用を遮断する。腫瘍切片を、エンドムチン（緑）およびＮＧ２（赤）につ
いて同時免疫染色した。画像を図４３ａに示す。縮尺バー：１０マイクロメータ。ＮＧ２
陽性面積のパーセンテージを、腫瘍における周皮細胞被覆のパラメータとして測定した。
エンドムチンまたはＮＧ２陽性面積の平均パーセンテージ±Ｓ．Ｄ．を、それぞれ図４３
ｂおよび４３ｃにそれぞれ示す。図４３ｄは、ＮＧ２陽性／エンドムチン陽性面積＊Ｐ値
＜０．０２（ｎ＝４～５）を示す。
【図４３ｂ】ＪＡＧＧＥＤ－１を標的とするノッチ１デコイは、腫瘍における壁細胞－内
皮細胞の相互作用を遮断する。腫瘍切片を、エンドムチン（緑）およびＮＧ２（赤）につ
いて同時免疫染色した。画像を図４３ａに示す。縮尺バー：１０マイクロメータ。ＮＧ２
陽性面積のパーセンテージを、腫瘍における周皮細胞被覆のパラメータとして測定した。
エンドムチンまたはＮＧ２陽性面積の平均パーセンテージ±Ｓ．Ｄ．を、それぞれ図４３
ｂおよび４３ｃにそれぞれ示す。図４３ｄは、ＮＧ２陽性／エンドムチン陽性面積＊Ｐ値
＜０．０２（ｎ＝４～５）を示す。
【図４３ｃ】ＪＡＧＧＥＤ－１を標的とするノッチ１デコイは、腫瘍における壁細胞－内
皮細胞の相互作用を遮断する。腫瘍切片を、エンドムチン（緑）およびＮＧ２（赤）につ
いて同時免疫染色した。画像を図４３ａに示す。縮尺バー：１０マイクロメータ。ＮＧ２
陽性面積のパーセンテージを、腫瘍における周皮細胞被覆のパラメータとして測定した。
エンドムチンまたはＮＧ２陽性面積の平均パーセンテージ±Ｓ．Ｄ．を、それぞれ図４３
ｂおよび４３ｃにそれぞれ示す。図４３ｄは、ＮＧ２陽性／エンドムチン陽性面積＊Ｐ値
＜０．０２（ｎ＝４～５）を示す。



(18) JP 2014-532061 A 2014.12.4

10

20

30

40

50

【図４３ｄ】ＪＡＧＧＥＤ－１を標的とするノッチ１デコイは、腫瘍における壁細胞－内
皮細胞の相互作用を遮断する。腫瘍切片を、エンドムチン（緑）およびＮＧ２（赤）につ
いて同時免疫染色した。画像を図４３ａに示す。縮尺バー：１０マイクロメータ。ＮＧ２
陽性面積のパーセンテージを、腫瘍における周皮細胞被覆のパラメータとして測定した。
エンドムチンまたはＮＧ２陽性面積の平均パーセンテージ±Ｓ．Ｄ．を、それぞれ図４３
ｂおよび４３ｃにそれぞれ示す。図４３ｄは、ＮＧ２陽性／エンドムチン陽性面積＊Ｐ値
＜０．０２（ｎ＝４～５）を示す。
【図４４】ＪＡＧＧＥＤ－１を標的とするノッチ１デコイは、腫瘍における壁細胞－内皮
細胞の相互作用を攪乱させる。腫瘍切片をエンドムチン（緑）およびαＳＭＡ（赤）につ
いて同時免疫染色する。血管平滑筋細胞被覆を伴う大きな血管が、腫瘍周辺に位置する。
縮尺バー：１０マイクロメータ。
【図４５】ノッチ下流標的：ＨＥＹ１、ＨＥＹ２、ＨＥＹＬ、ＨＥＳ１についての、Ｎ１
デコイまたはＪＡＧＧＥＤ－１ｓｈＲＮＡを発現するＨＵＶＥＣに対する定量的ＴＲ－Ｐ
ＣＲ。
【図４６】ＶＥＧＦ受容体についての、ノッチ１デコイまたはＪＡＧＧＥＤ－１ｓｈＲＮ
Ａを発現するＨＵＶＥＣに対する定量的ＴＲ－ＰＣＲおよびフローサイトメトリー。
【図４７ａ】図４７ａは、ノッチ１デコイを発現するＨＵＶＥＣに対する、またはＶＥＧ
Ｆ受容体についての定量的ＲＴ－ＰＣＲを示す。図４７ｂは、可溶性ＶＥＧＦＲ－１につ
いての酵素結合免疫吸着検定法の結果を示している。
【図４７ｂ】図４７ａは、ノッチ１デコイを発現するＨＵＶＥＣに対する、またはＶＥＧ
Ｆ受容体についての定量的ＲＴ－ＰＣＲを示す。図４７ｂは、可溶性ＶＥＧＦＲ－１につ
いての酵素結合免疫吸着検定法の結果を示している。
【図４８ａ】腫瘍切片に対するＶＥＧＦＲ－１免疫蛍光は、Ｎ１１０－２４デコイおよび
１－２４が、可溶性ＶＥＧＦＲ－１の発現を増大させることを確認した。免疫蛍光画像を
図４８ａに示す。平均ＶＥＧＦＲ－１陽性面積±Ｓ．Ｄ．が図４８ｂに示されている。＊

Ｐ値＜０．０２。縮尺バー：３０マイクロメータ。
【図４８ｂ】腫瘍切片に対するＶＥＧＦＲ－１免疫蛍光は、Ｎ１１０－２４デコイおよび
１－２４が、可溶性ＶＥＧＦＲ－１の発現を増大させることを確認した。免疫蛍光画像を
図４８ａに示す。平均ＶＥＧＦＲ－１陽性面積±Ｓ．Ｄ．が図４８ｂに示されている。＊

Ｐ値＜０．０２。縮尺バー：３０マイクロメータ。
【図４９】Ｄ１１およびＪａｇ科の他のメンバーについてのノッチ１デコイのリガンド特
異性。ノッチ信号活性化が、ノッチリガンドを発現するＨｅｌａ細胞と共培養された、全
長ラット・ノッチ１および１１ＣＳＬ－Ｌｕｃを発現するＨｅＬａ細胞において測定され
る。Ｎ１１－１３、Ｎ１１－２４、およびＮ１１－３６デコイだけが、ＤＬＬ１に誘導さ
れたノッチ信号伝達を阻害し、ＤＬＬ１－に誘導されたノッチ信号伝達を阻害するために
はＧＦ様反復１～９が不可欠であることを示唆する。しかしながら、Ｎ１１－１３デコイ
はＪＡＧ２を阻害しない。Ｎ１１０－２４デコイだけがＪＡＧ２をブロックでき、ノッチ
１のＥＧＦ様反復１０～２４がＪＡＧＧＥＤ特異性を与えることを示している。平均ルシ
フェラーゼ倍率誘導±Ｓ．Ｄ．＊Ｐ値＜０．００５。
【発明の詳細な説明】
【００１８】
　＜用語＞
　本願で使用するとき、別途明示的にここに記載する場合を除き、以下の用語の各々は下
記に述べる意味を有するものとする。
【００１９】
　「投与する」とは、当業者知られた如何なる方法を用いて実施されてもよく、または行
われてもよい。該方法には、例えば、病巣内、筋肉内、皮下、静脈内、腹腔内、リポソー
ム媒介性、経粘膜、腸、局所的、鼻、経口、肛門、眼球、または耳の送達手段が含まれて
いる。
【００２０】
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　「固定された」とは、何れかの手段によって付着されることを意味するものとする。一
つの実施形態において、「固定された」とは共有結合により固定されることを意味する。
もう一つの実施形態において、固定されたとは、非共有結合的に固定されることを意味す
る。
【００２１】
　「アミノ酸」、「アミノ酸残基」および「残基」は、ここではタンパク質、ポリペプチ
ドまたはペプチドの中に組み込まれるアミノ酸を指すために互換的に使用される。このア
ミノ酸は、例えば、天然に生じるアミノ酸、または天然に生じるアミノ酸と同様に機能で
きる天然アミノ酸の類似体であることができる。
【００２２】
　「Ｃ末端」および「Ｎ末端」アミノ酸は、ここで用いるときは、与えられたタンパク質
、タンパク質ドメインまたはアミノ酸配列モチーフのそれぞれカルボキシ末端またはアミ
ノ末端にあるか、またはこれら末端に近接したアミノ酸を意味し、それにより前記タンパ
ク質、タンパク質ドメインまたはアミノ酸配列モチーフの構造、機能または特徴に不可欠
なアミノ酸残基が、前記Ｃ末端アミノ酸またはＮ末端アミノ酸の外へと越えないことを言
う。
【００２３】
　「抗体」とは、（ａ）二つの重鎖および二つの軽鎖を含んでなり、抗原を認識する免疫
グロブリン分子；（ｂ）ポリクローナルまたはモノクローナル免疫グロブリン分子；（ｃ
）それらの一価または二価の断片を含むものであるが、これらに限定されない。免疫グロ
ブリン分子は、共通に知られたクラスの何れかに由来するものであってよく、ＩｇＡ、分
泌性ＩｇＡ、ＩｇＧ、ＩｇＥおよびＩｇＭを含むが、これらに限定されない。ＩｇＧサブ
クラスは当業者に周知であり、ヒトＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３およびＩｇＧ４を含む
が、これらに限定されない。抗体は、天然に生じるものおよび天然に生じないものの両方
であることができる。更に、抗体にはキメラ抗体、全合成の抗体、単鎖抗体、およびそれ
らの断片が含まれる。抗体はヒト抗体または非ヒト抗体であってよい。非ヒト抗体は、ヒ
トにおけるそれらの免疫原性を低減するために、組み換え法によりヒト化されてよい。抗
体断片には、ＦａｂおよびＦｃ断片が含まれるが、これらに限定されない。一実施形態に
おいて、「抗体のＦｃ部分」は、免疫グロブリンのパパイン消化により得られる結晶性断
片であり、ジスルフィド結合により連結された二つの重鎖のＣ末端側半分からなり、免疫
グロブリンの「エフェクター領域」としても知られるものである。もう一つの実施形態に
おいて、「抗体のＦｃ部分」は、一つの重鎖のＣ末端側半分の全部、または実質的に全部
を意味する。
【００２４】
　抗体に関して「ヒト化された」とは、ＣＤＲ領域外のアミノ酸の幾つか、殆どまたは全
部が、ヒト免疫グロブリン分子由来の対応するアミノ酸で置き換えられた抗体を意味する
。アミノ酸の小さな付加、欠失、挿入、置換または修飾は、それらが所定の抗原に結合す
る抗体の能力を抑制しない限り許容される。適切なヒト免疫グロブリンには、ＩｇＧ１、
ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡおよびＩｇＭ分子が含まれるが、これらに限定さ
れない。如何にしてヒト化抗体を作製するかについては、種々の刊行物、例えば米国特許
第４，８１６，５６７号、同第　５，２２５，５３９号、同第５，５８５，０８９号およ
び同第５，６９３，７６１号、およびＰＣＴ国際公開ＷＯ９０／０７８６１に記載されて
いる。
【００２５】
　ここで使用するとき、医薬組成物のような「組成物」の用語は、活性成分および担体を
構成する不活性成分を含んでなる生成物、並びに、何れか二つ以上の成分の組み合わせ、
複合体形成または集合から生じる何れかの生成物、または一以上の成分の解離から、また
は一以上の成分の他のタイプの反応もしくは相互作用から直接または間接に生じる何れか
の生成物を包含するものである。
【００２６】
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　ここで使用するとき、「有効量」とは、腫瘍、疾患または障害を有する患者を治療でき
る量を意味する。従って、有効量は治療される患者、並びに治療すべき状態と共に変化す
るであろう。当業者は、このような十分な量を決定するために、ルーチンの滴定実験を行
うことができる。化合物の有効量は、患者および使用される特定の投与経路に依存して変
化するであろう。化合物に基づいて、当該量は、例えば連続ポンプによって連続的に、ま
たは周期的間隔で（例えば一以上の別々の機会に）送達されることができる。特定化合物
の複数の量の望ましい間隔は、過大な実験を伴うことなく当業者によって決定することが
できる。一つの実施形態において、前記有効量は約１μｇ／ｋｇ～１０　ｍｇ／ｋｇであ
る。もう一つの実施形態において、前記有効量は約１０μｇ／ｋｇ～１ｍｇ／ｋｇである
。更なる実施形態において、前記有効量は１００μｇ／ｋｇである。
【００２７】
　ノッチ受容体タンパク質に関連して用いる「細胞外ドメイン」は、（ｉ）細胞外に存在
し（即ち、膜貫通部分としても細胞内部分としても存在しない）、また（ｉｉ）完全なノ
ッチ受容体タンパク質が結合する細胞外リガンドに結合する、ノッチの全部または一部を
意味する。ノッチの細胞外ドメインは、任意に、単一のペプチド（「ｓｐ」）を含んでい
てよい。「細胞外ドメイン」、「ＥＣＤ」および「エクトドメイン」は同義語である。
【００２８】
　障害または望ましくない生物学的プロセスの開始を「阻害する」とは、前記障害または
プロセスが開始する可能性を減少させること、または前記障害またはプロセスの開始を完
全に防止することを意味するものである。好ましい実施形態において、障害またはプロセ
スの開始を阻害するとは、その開始を完全に防止することである。
【００２９】
　「ノッチ」、「ノッチタンパク質」および「ノッチ受容体タンパク質」は同義語である
。以下のノッチアミノ酸配列は既知であり、本願明細書の一部として援用する：ノッチ１
（Ｇｅｎｂａｎｋ受付番号Ｓ１８１８８（ラット））；ノッチ２（Ｇｅｎｂａｎｋ受付番
号ＮＰ＿０７７３３４（ラット））；ノッチ３（Ｇｅｎｂａｎｋ受付番号Ｑ６１９８２（
マウス））；およびノッチ４（Ｇｅｎｂａｎｋ受付番号Ｔ０９０５９（マウス））。以下
のノッチ核酸配列は既知であり、本明細書の一部として援用する：ノッチ１（Ｇｅｎｂａ
ｎｋ受付番号ＸＭ＿３４２３９２（ラット）およびＮＭ＿０１７６１７（ヒト））；ノッ
チ２（Ｇｅｎｂａｎｋ受付番号ＮＭ＿０２４３５８（ラット）、Ｍ９９４３７（ヒト）お
よびＡＦ３０８６０１（ヒト））；ノッチ３（Ｇｅｎｂａｎｋ受付番号ＮＭ＿００８７１
６（マウス）およびＸＭ＿００９３０３（ヒト））；およびノッチ４（Ｇｅｎｂａｎｋ受
付番号ＮＭ＿０１０９２９（マウス）およびＮＭ＿００４５５７　（ヒト））。
【００３０】
　「核酸」、「ポリヌクレオチド」および「核酸配列」の用語は、ここでは互換的に使用
され、各々がデオキシリボヌクレオチドおよび／またはリボヌクレオチドのポリマーを指
称する。デオキシリボヌクレオチドおよびリボヌクレオチドは、天然に生じることができ
、またはその合成類似体であることができる。「核酸」は何れかの核酸を意味し、限定す
るものではないが、ＤＮＡ、ＲＮＡおよびそれらのハイブリッドを含むものである。核酸
分子を形成する核酸塩基は、塩基Ａ，Ｃ，Ｇ，ＴおよびＵ、並びにそれらの誘導体である
ことができる。これら塩基の誘導体は当該技術において周知であり、ＰＣＲシステム、試
薬および消耗品（PCR Systems, Reagents and Consumables；Perkin Elmer Catalogue 19
96-1997, Roche Molecular Systems, Inc., Branchburg, New Jersey, USA）に例示され
ている。核酸には、アンチセンス分子、およびリボザイム（ribozymes）およびＤＮＡザ
イム（DNAzymes）のような触媒核酸分子が含まれるが、限定されるものではない。核酸に
はまた、１以上のアミノ酸残基の同一性の点で天然に生じる形態とは異なり、天然に生じ
る形態のペプチドの幾つかまたは全ての性質を共有するペプチド類似体、断片または誘導
体（特定の全部よりも少ない残基を含む欠失類似体；１以上の残基が１以上の残基で置き
換えられた置換類似体；ペプチドの末端または中間部分に１以上の残基が加えられた付加
類似体）をコードする核酸が含まれる。



(21) JP 2014-532061 A 2014.12.4

10

20

30

40

50

【００３１】
　「ポリペプチド」、「ペプチド」および「タンパク質」は、ここでは互換的に用いられ
、各々がアミノ酸残基のポリマーを意味する。該アミノ酸残基は天然に生じるもの、また
はその化学的類似体であることができる。ポリペプチド、ペプチドおよびタンパク質はま
た、グリコシル化、脂質結合、硫酸化、ヒドロキシル化、およびＡＤＰ－リボシル化のよ
うな修飾を含むことができる。
【００３２】
　ここで用いるとき、「医薬的に許容可能な担体」とは、該担体が製剤の他の成分と適合
し、そのレシピエントに対して有害でないことを意味し、標準的な医薬的に許容される担
体の何れもが包含される。このような担体には、例えば、０．０１～０．１Ｍ、好ましく
は０．０５Ｍのリン酸緩衝液、または０．８％の塩水が含まれる。加えて、このような医
薬的に許容可能な担体は、水性または非水性の溶液、懸濁液、およびエマルジョンである
ことができる。非水性溶媒の例は、プロピレングリコール、ポリエチレングリコール、オ
リーブ油のような植物油、オレイン酸エチルのような注射可能な有機エステルである。水
性担体には、水、アルコール／水の溶液、エマルジョンおよび懸濁液が含まれ、塩水およ
びバッファーされた媒質が含まれる。非経腸的担体には、塩化ナトリウム溶液、リンゲル
のブドウ糖、ブドウ糖および塩化ナトリウム、乳酸加リンゲルおよび固定油が含まれる。
静脈内担体には、流動物および栄養補充液、リンゲルのブドウ糖をベースとするもののよ
うな電解質補充液等が含まれる。防腐剤や、例えば抗菌剤、抗酸化剤、キレート化剤、不
活性ガス等のような他の添加剤が存在してもよい。
【００３３】
　「患者」とは、マウス、ラット、イヌ、モルモット、ケナガイタチ、ウサギおよび霊長
類のような哺乳類を含む如何なる生物をも意味するものである。一つの実施形態において
、患者はヒトである。
【００３４】
　「治療する」とは、疾患または障害の進行を遅らせ、停止させ、または反転させること
を意味する。ここで用いるとき、「治療する」とはまた、当該疾患または障害に付随しり
症状の改善をも意味する。疾患には、腫瘍血管新生、アテローム性硬化症、創傷治癒、未
熟児網膜症、前子癇（Pre-eclampsia）、糖尿病性網膜症、虚血、脳卒中、心臓血管系疾
患、乾癬、リンパ浮腫、腫瘍形成、腫瘍リンパ管新生、加齢関連の黄斑変性症（age-rela
ted macular degeneration；ＡＭＤ）、湿潤型ＡＭＤ（wet AMD）、膵臓癌および乳癌が
含まれるが、これらに限定されない。
【００３５】
　血管新生は創傷治癒プロセス、女性の月経サイクル、および子宮内膜再構築の際、並び
に胎児発生および器官成長の際に遭遇する。病理的設定においては、リウマチ性関節炎、
乾癬、黄斑変性、糖尿病性網膜症および腫瘍増殖のような異なる疾患において、血管新生
は重要な役割を果たす。
【００３６】
　臨床的所見を含めて、異常な血管新生が、リウマチ性関節炎、炎症、癌、乾癬、変性眼
症状（degenerative eye conditions）を含む多くの疾病条件に関与しているとの、イン
ビボでのかなりの証拠が存在する。
【００３７】
　ノッチ融合タンパク質を使用するための他の疾患は、限定されるものではないが、糖尿
病、肥満、前糖尿病状態、アテローム性硬化症、虚血、脳卒中、心臓血管系疾患、インス
リンの発現調節、およびインスリンの機能調節のような代謝障害である。
【００３８】
　ノッチ融合タンパク質の使用はまた、メタボリック症候群についての適応症が指示され
ており、これは心臓血管系疾患および糖尿病の人々へのリスクを増大させる医学的障害の
組み合わせを言う。このような症候群を指称する他の知られた名称は、シンドロームＸ、
インスリン耐性症候群、レバン氏症候群（Reaven’s syndrome）である。該症候群の幾つ
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かの特徴には、空腹時高血糖、高血圧、中心性肥満（内臓肥満としても知られる）、高密
度リポタンパク質（ＬＤＬ）減少、高トリグリセド、高尿酸レベルが含まれる。上記で述
べた空腹時高血糖は、２型糖尿病または空腹時血糖以上および耐糖能異常、またはインス
リン耐性を含んでいる。メタボリック症候群に加えて、ノッチデコイは前糖尿病状態につ
いての適応症を有する可能性がある。
【００３９】
　単位、接頭語および記号は、それらのＳＩ許容形で表示されてよい。他に別途支持しな
い限り、核酸配列は左から右へと５’から３’の向きで、またアミノ酸配列は左から右へ
とアミノ端末からカルボキシ端末への向きで記載される。アミノ酸は、ここではそれらの
普通に知られた三文字記号により、またはＩＵＰＡＣ－ＩＵＢバイオケミカル命名委員会
が推奨する一文字記号によって指定されてよい。
【００４０】
　ここでは以下の略語が用いられる。ＥＣＤ：細胞外ドメイン、ＩＣ：細胞間ドメイン、
ＮＥＣＤ／Ｆｃ：ノッチをベースとする融合タンパク質、Ｎ１：ノッチ１、Ｎ２：　ノッ
チ２、Ｎ３：ノッチ３、Ｎ４：ノッチ４、Ｄｌｌ：デルタ様、ＤＬＬ１：デルタ様１、Ｄ
ＬＬ４：デルタ様４、ＪＡＧ：ＪＡＧＧＥＤ、ＪＧ：ＪＡＧＧＥＤ、ＪＡＧＧＥＤ－１：
ＪＡＧＧＥＤ１、ＪＧ１：ＡＧＧＥＤ１、ＥＣ：内皮細胞、ＨＵＶＥＣ：ヒト臍帯静脈内
皮細胞、ｍ．ｏ．ｉ．：感染多重度、ＶＥＧＦ：血管内皮細胞増殖因子、ＶＥＧＦＲ：血
管内皮細胞増殖因子受容体、ｓｐ：シグナルペプチド、ＰＤＧＦ：血小板由来成長因子、
ＰＤＧＦＲ：血小板由来成長因子受容体、Ｐ１ＧＦ：胎盤成長因子。
【００４１】
　＜発明の実施形態＞
　一つの実施形態において、前記融合タンパク質は連続的アミノ酸を含んでなる融合タン
パク質であり、当該融合タンパク質のＮ末端で始まる前記連続的アミノ酸の配列が下記の
アミノ酸配列：
　　（ａ）ヒト・ノッチ１受容体タンパク質の細胞外ドメインと、
　　（ｂ）これに続く、抗体のＦｃ部分
と同一であり、
　前記ヒト・ノッチ１受容体タンパク質の細胞外ドメインが、
　　　（ｉ）ＥＧＦ様反復１０のＮ末端に存在するアミノ酸で開始し、
　　　（ｉｉ）少なくとも、ＥＧＦ様反復２３のＣ末端アミノ酸を通して伸びる
ものである。
【００４２】
　もう一つの実施形態において、本発明の融合タンパク質は、ＥＧＦ様反復２４のＣ末端
アミノ酸まで伸びるヒト・ノッチ１受容体タンパク質における細胞外ドメインのアミノ酸
配列と同一のアミノ酸配列を含んでなるものである。
【００４３】
　もう一つの実施形態において、前記連続的アミノ酸の配列は、２４位のシスチンで始ま
り８３３位のリジンで終わる配列番号３に記載の配列を含んでなるものである。
【００４４】
　もう一つの実施形態において、本発明の融合タンパク質は、ＥＧＦ様反復３６のＣ末端
アミノ酸にまで伸びるヒト・ノッチ１受容体タンパク質の細胞外ドメインにおけるアミノ
酸配列と同一のアミノ酸配列を含んでなるものである。
【００４５】
　もう一つの実施形態において、前記連続的アミノ酸の配列は、２４位のシスチンで始ま
り１３１８位のリジンで終わる配列番号５に記載の配列を含んでなるものである。
【００４６】
　本発明の融合タンパク質の何れかのもう一つの実施形態において、前記抗体のＦｃ部分
はヒト抗体のＦｃ部分である。
【００４７】
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　本発明の融合タンパク質のもう一つの実施形態において、（ａ）ヒト・ノッチ１受容体
タンパク質の細胞外ドメインにはシグナルペプチドが先行している。更なる実施形態にお
いて、前記シグナルペプチドは、ヒト・ノッチタンパク質のシグナルペプチド、またはＩ
ｇＧ重鎖のシグナルペプチドである。
【００４８】
　本発明の融合タンパク質の何れかのもう一つの実施形態において、前記ヒト・ノッチ１
受容体タンパク質の細胞外ドメインのアミノ酸配列は、ＥＧＦ様反復２４のＣ末端アミノ
酸まで伸びる。更なる実施形態において、前記融合タンパク質は、配列番号３に記載の連
続的アミノ酸の配列を含んでなるものである。
【００４９】
　本発明の融合タンパク質の何れかのもう一つの実施形態において、前記ヒト・ノッチ１
受容体タンパク質の細胞外ドメインのアミノ酸配列は、ＥＧＦ様反復３６のＣ末端アミノ
酸まで伸びる。更なる実施形態において、前記融合タンパク質は、配列番号５に記載の連
続的アミノ酸の配列を含んでなるものである。
【００５０】
　本発明の融合タンパク質の何れかおよび担体を含んでなる組成物もまた提供される。
【００５１】
　一つの実施形態において、前記融合タンパク質は、医薬的に許容可能な担体の中に、Ｊ
ＡＧＧＥＤ－１の活性を阻害するのに十分な量で存在する。
【００５２】
　加齢関連の黄斑変性症（ＡＭＤ）に罹患した患者を治療する方法であって、前記患者に
対して、本発明の融合タンパク質の何れかを、前記患者のＡＭＤを治療するのに十分な量
で投与することを含んでなる方法が提供される。
【００５３】
　一つの実施形態において、前記ＡＭＤは湿潤型ＡＭＤ（wet AMD）である。もう一つの
実施形態において、前記ＡＭＤは乾燥型ＡＭＤ（dry AMD）である。
【００５４】
　また、糖尿病性網膜症に罹患した患者を治療する方法であって、前記患者に対して、本
発明の融合タンパク質の何れかを、前記患者の糖尿病性網膜症を治療するのに有効な量で
投与することを含んでなる方法が提供される。
【００５５】
　本発明の何れかの方法の一実施形態において、当該方法は更に、血管内皮成長因子（Ｖ
ＥＧＦ）の阻害剤を投与することを含む。もう一つの実施形態では、前記ＶＥＧＦの阻害
剤はＶＥＧＦ－Ａ、ＰＧＩＦ、ＶＥＧＦ－Ｂ、ＶＥＧＦ－Ｃ、またはＶＥＧＦ－Ｄの阻害
剤である。
【００５６】
　本発明の方法の何れかの一つの実施形態において、当該方法は更に、ＶＥＧＦ受容体阻
害剤を投与することを含む。もう一つの実施形態において、前記ＶＥＧＦ受容体阻害剤は
ＶＥＧＦＲ－１またはＶＥＧＦＲ－２阻害剤である。
【００５７】
　また、癌に罹患した患者を治療する方法であって、前記患者に対して、本発明の融合タ
ンパク質の何れかを、前記患者の癌を治療するのに有効な量で投与することを含んでなる
方法も提供される。
【００５８】
　一実施形態において、前記癌は膵臓癌である。もう一つの実施形態において、前記癌は
乳癌である。
【００５９】
　また、加齢関連の黄斑変性（ＡＭＤ）に罹患した患者を治療する方法であって、前記患
者に対して、前記患者のＡＭＤを治療するのに有効な量で融合タンパク質を投与すること
を含んでなり、前記融合タンパク質は連続的アミノ酸を含み、その配列は前記融合タンパ
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ク質のＮ末端で開始し、且つ下記アミノ酸の配列：
　（ａ）ヒト・ノッチ１受容体タンパク質の細胞外ドメイン、および
　（ｂ）これに続く抗体のＦｃ部分
と同一であり、
　前記ヒト・ノッチ１受容体タンパク質の細胞外ドメインは
　　　（ｉ）ＥＧＦ様反復９のＮ末端に存在するアミノ酸を含み、
　　　（ｉｉ）少なくともＥＧＦ様反復１３のＣ末端アミノ酸を通して伸びる
方法が提供される：
　ただし、前記Ｎ末端アミノ酸がＥＧＦ様反復１のＮ末端アミノ酸であれば、前記Ｃ末端
アミノ酸はＥＧＦ様反復３６のＣ末端アミノ酸ではない。
【００６０】
　一つの実施形態において、ＡＭＤは湿潤型ＡＭＤである。もう一つの実施形態において
、前記ＡＭＤは乾燥型ＡＭＤである。
【００６１】
　また、糖尿病性網膜症に罹患した患者を治療する方法であって、前記患者に対して、前
記患者の糖尿病性網膜症を治療するのに有効な量で融合タンパク質を投与することを含ん
でなり、前記融合タンパク質は連続的アミノ酸を含み、その配列は前記融合タンパク質の
Ｎ末端で開始し、且つ下記アミノ酸の配列：
　（ａ）ヒト・ノッチ１受容体タンパク質の細胞外ドメイン、および
　（ｂ）これに続く抗体のＦｃ部分
と同一であり、
　前記ヒト・ノッチ１受容体タンパク質の細胞外ドメインは
　　　（ｉ）ＥＧＦ様反復９のＮ末端に存在するアミノ酸を含み、
　　　（ｉｉ）少なくともＥＧＦ様反復１３のＣ末端アミノ酸を通して伸びる
方法が提供される：
　ただし、前記Ｎ末端アミノ酸がＥＧＦ様反復１のＮ末端アミノ酸であれば、前記Ｃ末端
アミノ酸はＥＧＦ様反復３６のＣ末端アミノ酸ではない。
【００６２】
　本発明の何れかの方法の一実施形態において、前記方法は更に、血管内皮成長因子の（
ＦＥＧＦ）阻害剤を投与することを含んでいる。更なる実施形態において、前記ＦＥＧＦ
の阻害剤はＶＥＧＦ－Ａ、ＰＧＩＦ、ＶＥＧＦ－Ｂ、ＶＥＧＦ－Ｃ、またはＶＥＧＦ－Ｄ
の阻害剤である。
【００６３】
　本発明の何れかの方法の一実施形態において、前記方法は更に、ＶＥＧＦ受容体阻害剤
を投与することを含む。更なる実施形態において、前記ＦＥＧＦ受容体阻害剤は、ＶＥＧ
ＦＲ－１またはＶＥＧＦＲ－２阻害剤である。
【００６４】
　また、癌に罹患した患者を治療する方法であって、前記患者に対して、前記患者の癌を
治療するのに有効な量で融合タンパク質を投与することを含んでなり、前記融合タンパク
質は連続的アミノ酸を含み、その配列は前記融合タンパク質の開始し、且つ下記アミノ酸
の配列：
　（ａ）ヒト・ノッチ１受容体タンパク質の細胞外ドメイン、および
　（ｂ）これに続く抗体のＦｃ部分
と同一であり、
　前記ヒト・ノッチ１受容体タンパク質の細胞外ドメインは
　　　（ｉ）ＥＧＦ様反復９のＮ末端に存在するアミノ酸を含み、
　　　（ｉｉ）少なくともＥＧＦ様反復１３のＣ末端アミノ酸を通して伸びる
方法が提供される：
　ただし、前記Ｎ末端アミノ酸がＥＧＦ様反復１のＮ末端アミノ酸であれば、前記Ｃ末端
アミノ酸はＥＧＦ様反復３６のＣ末端アミノ酸ではない。
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【００６５】
　一つの実施形態において、前記癌は膵臓癌である。もう一つの実施形態において、前記
癌は乳癌である。
【００６６】
　本発明の何れかの方法の一実施形態において、前記ヒト・ノッチ１受容体タンパク質の
細胞外ドメインのアミノ酸配列は、ＥＧＦ様反復９のＮ末端に存在するアミノ酸で開始さ
れ、且つＥＧＦ様反復２３のＣ末端アミノ酸まで伸びる。
【００６７】
　本発明の何れかの方法の一実施形態において、前記ヒト・ノッチ１受容体タンパク質の
細胞外ドメインのアミノ酸配列は、ＥＧＦ様反復９のＮ末端に存在するアミノ酸で開始さ
れ、且つＥＧＦ様反復３６のＣ末端アミノ酸まで伸びる。
【００６８】
　本発明の何れかの方法の一実施形態において、前記ヒト・ノッチ１受容体タンパク質の
細胞外ドメインのアミノ酸配列は、ＥＧＦ様反復１のＮ末端に存在するアミノ酸で開始さ
れ、且つＥＧＦ様反復１３のＣ末端アミノ酸まで伸びる。
【００６９】
　本発明の何れかの方法の一実施形態において、前記ヒト・ノッチ１受容体タンパク質の
細胞外ドメインのアミノ酸配列は、ＥＧＦ様反復１のＮ末端に存在するアミノ酸で開始さ
れ、且つＥＧＦ様反復２４のＣ末端アミノ酸まで伸びる。
【００７０】
　本発明の何れかの融合タンパク質の一実施形態において、ヒト・ノッチ１受容体タンパ
ク質の細胞外ドメインのアミノ酸配列は、ＥＧＦ様反復１０～２４からなっている。更な
る実施形態において、前記融合タンパク質は連続するアミノ酸を含んでなり、その配列は
配列番号３に記載されている。
【００７１】
　本発明の何れかの融合タンパク質の一実施形態において、ヒト・ノッチ１受容体タンパ
ク質の細胞外ドメインのアミノ酸配列は、ＥＧＦ様反復１０～３６からなっている。更な
る実施形態において、前記融合タンパク質は連続するアミノ酸を含んでなり、その配列は
配列番号５に記載されている。
【００７２】
　本発明の何れかの融合タンパク質の一実施形態において、ヒト・ノッチ１受容体タンパ
ク質の細胞外ドメインのアミノ酸配列は、ＥＧＦ様反復１４～２４からなっている。更な
る実施形態において、前記融合タンパク質は連続するアミノ酸を含んでなり、その配列は
配列番号７に記載されている。
【００７３】
　本発明の何れかの融合タンパク質の一実施形態において、ヒト・ノッチ１受容体タンパ
ク質の細胞外ドメインのアミノ酸配列は、ＥＧＦ様反復１４～３６からなっている。更な
る実施形態において、前記融合タンパク質は連続するアミノ酸を含んでなり、その配列は
配列番号９に記載されている。
【００７４】
　本発明の何れかの融合タンパク質の一実施形態において、前記抗体のＦｃ部分はヒト抗
体のＦｃ部分である。本発明の何れかの融合タンパク質のもう一つの実施形態において、
前記シグナルペプチドはヒト・ノッチ１タンパク質のシグナルペプチド、またはＩｇＧ重
鎖のシグナルペプチドである。
【００７５】
　ここに記載する融合タンパク質の何れか一つと、医薬的に許容可能な担体とを含有する
医薬組成物もまた提供される。
【００７６】
　本発明は、患者における加齢関連の黄斑変性症（ＡＭＤ）を治療する方法であって、前
記患者に対して、本発明の何れか一つの融合タンパク質を、前記患者を治療するのに有効
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な量で投与することを含んでなり、それによって患者におけるＡＭＤを治療する方法を提
供する。
【００７７】
　一つの実施形態において、前記融合タンパク質は、患者における加齢関連の黄斑変性症
を治療することに使用するための、本発明の融合タンパク質の何れか一つである。
【００７８】
　本発明はまた、患者における加齢関連の黄斑変性症（ＡＭＤ）を治療する方法であって
、前記患者に対して、ＪＡＧＧＥＤ－１阻害剤を、血管新生を減少させるのに有効な量で
投与することを含んでなり、それによって患者におけるＡＭＤを治療する方法を提供する
。一つの実施形態において、前記ＡＭＤは湿潤型ＡＭＤである。もう一つの実施形態にお
いて、前記ＪＡＧＧＥＤ阻害剤はノッチ１融合タンパク質である。
【００７９】
　例えば、ニューヨーク市のコロンビア大学信託財団の名義で２００８年８月２２に出願
されたＰＣＴ国際出願番号ＰＣＴ／ＵＳ２００８／０１００４５には、追加のノッチ１融
合タンパク質が記載されており、その全ての内容を本明細書の一部として本願に援用する
。もう一つの実施形態において、前記ノッチ１融合タンパク質は、ここに記載する融合タ
ンパク質の何れかである。
【００８０】
　本発明はまた、患者における加齢関連の黄斑変性を治療することに使用するための、Ｊ
ＡＧＧＥＤ－１阻害剤を提供する。一つの実施形態において、前記ＡＭＤは湿潤型ＡＭＤ
である。もう一つの実施形態において、前記ＪＡＧＧＥＤ阻害剤はノッチ１融合タンパク
質である。もう一つの実施形態において、前記ノッチ１融合タンパク質は、ここに記載し
た融合タンパク質の何れかである。
【００８１】
　本発明の一つの実施形態において、前記方法は更に、血管内皮成長因子（ＶＥＧＦ）の
阻害剤を投与することを含んでいる。更なる実施形態において、前記ＶＥＧＦの阻害剤は
、ＶＥＧＦ－Ａ、ＰＧＩＦ、ＶＥＧＦ－Ｂ、ＶＥＧＦ－Ｃ、またはＶＥＧＦ－Ｄの阻害剤
である。
【００８２】
　本発明の一実施形態において、前記方法は更に、ＶＥＧＦ受容体阻害剤を投与すること
を含んでいる。更なる実施形態において、前記ＶＥＧＦ受容体阻害剤は、ＶＥＧＦＲ－１
またはＶＥＧＦＲ－２阻害剤である。
【００８３】
　本発明は、患者における膵臓癌を治療する方法であって、前記患者に対して、ここに記
載した融合タンパク質の何れか一つを、前記患者を治療するのに有効な量で投与すること
を含んでなり、それによって膵臓癌を有する前記患者を治療する方法を提供する。
【００８４】
　一つの実施形態において、前記融合タンパク質は、患者において膵臓癌を治療すること
に使用するための本発明の融合タンパク質の何れか一つである。
【００８５】
　本発明は、腫瘍増殖を遅延させまたは阻害する方法であって、前記腫瘍は膵臓癌細胞を
含んでなり、前記方法は、前記腫瘍を、前記腫瘍の増殖を遅延または阻害するのに有効な
ある量の、ここに記載した融合タンパク質の何れかと接触させることを含んでなる方法を
提供する。
【００８６】
　一つの実施形態において、前記融合タンパク質は、腫瘍増殖を阻害することに使用する
ための本発明の融合タンパク質の何れか一つであり、前記腫瘍は膵臓癌を包含するもので
ある。
【００８７】
　本発明は、患者における乳癌を治療する方法であって、前記患者に対して、本発明の融
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合タンパク質の何れか一つを、前記患者を治療するのに有効な量で投与することを含んで
なり、それによって患者における乳癌を治療する方法を提供する。
【００８８】
　一つの実施形態において、前記融合タンパク質は、患者において乳癌を治療することに
おいて使用するための、本発明の融合タンパク質の何れか一つである。
【００８９】
　本発明は、腫瘍増殖を遅延または阻害する方法であって、前記腫瘍は乳癌細胞を包含す
るものであり、前記方法は、前記腫瘍を、前記腫瘍の増殖を遅延または阻害するのに有効
な量で本発明の融合タンパク質の何れか一つと接触させることを含んでなる方法を提供す
る。
【００９０】
　一つの実施形態において、前記融合タンパク質は、腫瘍増殖を阻害することにおいて使
用するための本発明の融合タンパク質の何れか一つであり、前記腫瘍は乳癌細胞を包含す
るものである。
【００９１】
　本発明を、以下の実験の詳細の項において例示する。この項は、本発明の理解を助ける
ために記載するものであり、後述の特許請求の範囲に記載する本発明を限定することを意
図したものではなく、そのような限定として解釈されるべきではない。
【実験の詳細】
【００９２】
　第一実験シリーズ：
　＜序＞
　ノッチ信号伝達は、ノッチ受容体およびリガンドが相互作用することを可能にする細胞
－細胞接触を必要とする。ノッチ細胞外ドメインの主な部分は、Ｃａ２＋－結合コンセン
サス配列を含んだ３６以下のＥＧＦ様反復を含んでいる。ノッチリガンドはまた、それら
の細胞外領域にＥＧＦ様反復を含んでいるが、それらはシステインに富んだドメインの存
在または不存在により識別することができる。ＪＡＧＧＥＤリガンドファミリーは、１６
のＥＧＦ様反復およびシステインに富んだドメインを含んでいるのに対して、デルタ様リ
ガンドファミリーは８以下のＥＧＦ様反復を含んでいる。幾つかの証拠は、ＤＳＬ領域が
ノッチ結合に特異性を与え、またＣ末端ＥＧＦ様反復が容易な結合を補助することを示し
た（Shimizu et al.; Glittenberg et al.; Henderson et al.）。ここでは、ＥＧＦ様反
復１１～１３が、ノッチ／Ｄ１１１とノッチ／ＪＡＧＧＥＤ－１の相互作用のために必要
であることが示される。
【００９３】
　新規な可溶性構築物が、ノッチ１阻害剤としてのヒトＩｇＧ・Ｆｃ（ノッチ１デコイ）
と融合された、ラット・ノッチ１細胞外ドメインの３６－ＥＦＧ様反復に基づいて作成さ
れた（Funahashi et al.）。ノッチ１デコイは、ノッチリガンドＪＡＧＧＥＤ－１、Ｄｌ
ｌ１、およびＤｌｌ４によって刺激されたノッチ活性を阻害することが示された。この発
見は、ＥＧＦ様反復がノッチ１リガンドと効果的に相互作用するのに十分であり、従って
ノッチ受容体がそのリガンドにより活性化されるのを防止するのに十分であることを意味
している。ノッチリガンドの特異性は、この細胞外ＥＧＦ様反復によって決定されるかど
いうかが研究された。加えて、ノッチは抗血管新生療法の標的の一つであることが十分に
確立されており、従って我々は、治療目的のために、ヒト・ノッチ１に基づく新たなノッ
チ１デコイ構築物を創出した。ラット・ノッチ１およびヒト・ノッチ１のタンパク質配列
は９８％相動性（９２．６％同一）であり、またラットおよびヒト・ノッチ１デコイは、
ノッチ信号伝達および機能の試験において識別できない活性を有することが示されてきた
。ここでは、単にノッチ１デコイと称されるヒト・ノッチ１デコイが、次章でのインビト
ロ研究、並びにインビボおよび腫瘍実験において用いられる。
【００９４】
　ノッチ経路の広範な遺伝子的研究および細胞的研究にも拘わらず、ノッチ－リガンド相
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互作用の分子的特徴付けは未だ謎のままである。ノッチ－リガンド認識の分子的基礎の理
解を増大させるために、ＥＧＦ様反復１～１３および１～２４を含むノッチデコイの短縮
型断片が作成された。ＥＧＦ様反復１１～１３はリガンド結合に関与しているので、該１
１～１３はリガンド結合活性を未だ保持する最短縮形態のノッチであろうと仮定された。
ノッチ１デコイ１～３６の分子量は、そのグリコシル化された分泌形態において約１８０
ｋＤであるか、または２５０ｋＤを超え、従って、それは治療目的のために更に高いレベ
ルで製造および分泌されるように修飾または短縮され得るかが調査された。これらの新規
なデコイ変異体は、それらの阻害効果並びにそれらのリガンド特異性を評価するために利
用された。ここに記載した結果は、ノッチ１デコイ１～１３がＤＬＬ４特異的阻害剤とし
て作用し、またノッチ１デコイ１～２４が汎ノッチ阻害剤として働くことを示している。
【００９５】
　ＪＡＧＧＥＤ－１特異的阻害剤もまた成功裏に構築された。１０～２４、１０～３６お
よび１４～３６を含む第二世代のノッチ１デコイが構築され、試験された。ノッチ１デコ
イ１０～２４だけが、ＪＡＧＧＥＤ－１特異的であり、また内皮細胞ベースの試験、網膜
血管新生、および遺伝子プロファイリング解析において異なる活性を示すことが証明され
た。それらの多様な活性に基づき、可能な抗腫瘍剤および抗血管新生剤としてのデコイ１
～１３、１０～２４、および１～２４を用いて腫瘍研究が行われた。
【００９６】
　＜材料および方法＞
　・ノッチ１デコイ変異体の創生：
　　全長ノッチ１デコイ１～３６およびノッチデコイ１～２４が、図１（ａ）に示されて
いる。ノッチ１デコイ１～３６および１～２４構築物のＰＣＲ変異形成から誘導された、
四つの短縮型ノッチ１デコイ変異体が作製された。これらは、ノッチ１０～３６デコイ、
ノッチ１４～３６デコイ、ノッチ１０～２４デコイおよびノッチ１４～２４デコイであっ
た。これらデコイの模式図が、図１ｂに記載されている。ヒト・ノッチ１のアミノ酸配列
が配列番号１に記載されている。ヒト・ノッチ１デコイ１０～２４の核酸配列が配列番号
２に記載されており、そのアミノ酸配列は配列番号３に記載されている。ヒト・ノッチ１
デコイ１０～３６の核酸配列は配列番号４に記載されており、そのアミノ酸配列は配列番
号５に記載されている。ヒト・ノッチ１デコイ１４～２４の核酸配列は配列番号６に記載
されており、そのアミノ酸配列は配列番号７に記載されている。ヒト・ノッチ１デコイ１
４～２６の核酸配列は配列番号８に記載されており、そのアミノ酸配列は配列番号９に記
載されている。
【００９７】
　・２９３Ｔ細胞における短縮型ノッチ１デコイ変種の発現および分泌：
　　２９３Ｔ細胞に、リン酸カルシウムトランスフェクションにより、ｐＣＣＬベースの
ノッチ１デコイプラスミドを形質移入させた。形質移入の２日後に、全細胞溶解物を収集
し、ウサギ抗ヒトＦｃ抗体を用いてウエスタンブロッティングを行った。ノッチ１デコイ
１～１３、１～２４および１～３４の分子量は、それぞれ　８３ｋＤ、１２７ｋＤ、およ
び１７８ｋＤである。図２ａ参照。ノッチ１デコイ１０～３６、１４～３６、１０～２４
および１４～２４の分子量は、それぞれ１４０ｋＤ、１２８ｋＤ、９１ｋＤおよび７３ｋ
Ｄである。図２ｂ参照。
【００９８】
　・ノッチレポータ試験：
　　ノッチ信号伝達に対するノッチデコイ類の効果を試験するために、ルシフェラーゼ遺
伝子に連結された複数のＣＳＬ結合部位を含むノッチレポータ構築物（１１ＣＳＬ－Ｌｕ
ｃ）を利用した。ノッチ信号伝達の活性化は、ノッチリガンドを発現するＨｅＬａ細胞と
共培養された、ノッチ１および１１ＣＳＬ－Ｌｕｃを発現するＨｅＬａ細胞において測定
した。全てのノッチデコイ類は、ＤＬＬ４に誘導されたノッチ信号伝達を阻害した。しか
し、ノッチ１～１３はＪＡＧＧＥＤ－１を阻害しなかった。平均ルシフェラーゼ誘導倍率
±Ｓ．Ｄ． ＊Ｐ値＜０．００２。図３参照。ＥＧＦ様反復１～９は、ＤＬＬ４に誘導さ
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れたノッチ信号伝達を阻害するために不可欠であることが示された（図４ａ参照）。ノッ
チ１デコイ１０～２４だけがＪＡＧＧＥＤ－１をブロックでき、ＥＧＦ様反復１０～２４
がＪＡＧＧＥＤ－１特異性を保有し得ることが示された。図４ｂ参照。
【００９９】
　・ノッチ１デコイと可溶性リガンドとの同時形質移入：
　　ノッチ１デコイを、可溶性リガンドと共に（図５ａ参照）または全長いリガンドと共
に（図５ｂ参照）、２９３Ｔ細胞に同時形質移入した。２９３細胞は、ｐｃＤＮＡ３．１
－デコイ、およびｐＣＲＩＩＩ－ＤＬＬ４－ＦＬＡＧもしくはｐＣＲＩＩＩ－ＪＡＧＧＥ
Ｄ－１－ＦＬＡＧ、または空のベクターを用いて同時形質移入された。タンパク質複合体
としての前記デコイおよびリガンドの相互作用を安定化させるために、架橋剤のＤＳＧも
また添加された。次いで、細胞溶解物を収集し、プロテインＡ／Ｇアガロースによりプル
ダウンした。次いで、このプルダウン複合体を、抗ＦＬＡＧ抗体により免疫ブロットした
。ノッチ１デコイ１～１３はＤＬＬ４と相互作用し、またノッチ１デコイ１０～２４はＪ
ＡＧＧＥＤ－１と相互作用した。
【０１００】
　・共免疫沈降アッセイ：
　　ノッチ１デコイおよび全長ノッチ１受容体を用いて共免疫沈降が行われた。細胞溶解
物をプロテインＡ／Ｇアガロースによりプルダウンし、抗Ｆｃ抗体または抗ノッチ１抗体
を用いてブロッティングした。ノッチ１デコイは、ノッチ１受容体と相互作用しない。図
６参照。
【０１０１】
　・網膜血管新生：
　　異なるデコイ類（１～１３、１０～２４、１～２４、および１～３６）を発現する５
０μＬの５．０×１０９ｆｆｕ／ｍＬのアデノウイルス、または５０μＬの２ｍｇ／ｍＬ
ＤＡＰＴをＰ２新生児瞳孔の中に皮下注射した。Ｐ５で網膜を採取し、網膜血管について
イソレクチンＢ４を用いて固定および免疫染色した。該デコイ類の発現および分泌を、血
清のヒトＦｃウエスタンブロッティングにより確認した。結果を図７ａ～図７ｄに示す。
ノッチ１デコイ１～１３および１０～２４は、網膜血管新生に対して逆の影響を示した。
【０１０２】
　・遺伝子発現プロファイリング：
　ｉ）初代細胞および癌細胞株
　　細胞培養は、５％ＣＯ２および９５％加湿空気中において３７℃で維持した。ＨＵＶ
ＥＣは、ＥＧＭ－２培地（ロンザグループ、ウオーカーズビル、ＭＤ）中で増殖させた。
Ｍｍ５ＭＴ、ＬＬＣ、およびＢ１６－Ｆ１０は、アメリカン・タイプ・カルチャー・コレ
クション（ATCC, Manassas, VA）から得たものであった。癌細胞株は、１０％仔牛血清（
ＦＢＳ）およびＰｅｎ－Ｓｔｒｅｐを含む１×高グルコース濃度ＤＭＥＭ（Invitrogen, 
Carlsbad, CA）中で維持した。
【０１０３】
　ｉｉ）ノッチ１デコイを発現するＨＵＶＥＣ
　　逆転写および定量的ＲＴ－ＰＣＲのために、レンチウイルスで形質導入したＨＵＶＥ
ＣからＲＮＡを収集した。
【０１０４】
　ノッチ受容体、ノッチ１～ノッチ４のｍＲＮＡ転写物について、定量的ＲＴ－ＰＣＲを
行った。結果を図８ａ～図８ｄに示す。平均相対値±Ｓ．Ｄ．＊Ｐ値＜０．０３
　ＨＥＹ１およびＨＥＹ２のｍＲＮＡ転写物について、定量的ＲＴ－ＰＣＲを行った。全
てのノッチ１デコイがＨＥＹ１を下方調節したが、１～１３および１～２４だけがＨＥＹ
２を下方調節した。結果を図９ａおよび図９ｂに示す。平均相対値±Ｓ．Ｄ．＊Ｐ値＜０
．０３
　ＨＥＹＬおよびＨＥＳ１のｍＲＮＡ転写物について、定量的ＲＴ－ＰＣＲを行った。ノ
ッチ信号伝達の下流標的、即ちＨＥＹＬおよびＨＥＳ１もまた、ＨＵＶＥＣにおけるノッ
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チ１デコイの発現によって下方調節された。結果を図１０ａおよび図１０ｂに示す。平均
相対値±Ｓ．Ｄ．＊Ｐ値＜０．０３
　ＤＬＬ４、ＪＡＧＧＥＤ－１、ＶＥＧＦＲ－１、ＶＥＧＦＲ－２およびＶＥＧＦＲ－３
のｍＲＮＡ転写物について、定量的ＲＴ－ＰＣＲを行った。ノッチ１デコイ１～１３およ
び１０～２４は、ＶＥＧＦＲ－１転写物の異なる影響を有していた。結果を図１１ａ～図
１１ｅに示す。平均相対値±Ｓ．Ｄ．＊Ｐ値＜０．０３
　ｉｉｉ）癌細胞株の遺伝子発現プロファイリング
　　四つの異なる細胞株：マウス乳腺腫瘍細胞（Ｍｍ５ＭＴ）、ヒト膵臓癌細胞（ＫＰ１
）、マウス・ルイス肺癌細胞（ＬＬＣ）、およびマウス・メラノーマ細胞（Ｂ１６－Ｆ１
０）を利用した。循環腫瘍細胞からＲＮＡを単離し、逆転写した。ＰＣＲを行って、これ
ら細胞株における全てのノッチ受容体およびリガンドの発現を探索した。このＰＣＲの結
果を図１４に示す。
【０１０５】
　・細胞増殖およびアポトーシス細胞試験：
　　腫瘍細胞は、異なるノッチ１デコイ変異体をレンチウイルスで形質導入され、細胞増
殖およびアポトーシスについて評価された。アポトーシス試験は、ＦＩＴＣ結合型のアネ
キシンＶ抗体を用いて行われた。アポトーシス細胞のパーセンテージを、図１５ｃおよび
図１５ｄの右上象限に示した。
【０１０６】
　・ウエスタンブロッティングおよび免疫染色によるノッチ１検出
　ノッチ１デコイ１～１３、１０～２４および１～２４、または対照としてのＦｃを発現
するアデノウイルスを、成人マウスに静脈注射した。ウエスタンブロット分析を行った。
図１６ａ参照。腫瘍を収集し、腫瘍切片中のデコイレベルを免疫蛍光法により評価した。
図１６ｂ参照。結果を図１６ａおよび図１６ｂに挙げた。
【０１０７】
　・腫瘍増殖実験：
　　Ｍｍ５ＭＴ－ＦＧＦ４およびＫＰ１－ＶＥＧＦ腫瘍細胞を、最初にレンチウイルスで
形質移入してルシフェラーゼを発現させ、ルシフェラーゼ活性または発光信号で腫瘍増殖
をモニターした。実験は２方向で行った：第一にはレンチウイルス形質導入により、第二
にはアデノウイルスを使用することによって、異なるノッチ１デコイまたはＦｃを直接腫
瘍細胞の中に導入した。腫瘍低酸素症および血管灌流を解析するために、腫瘍収集の前に
、組織における低酸素症のマーカーであるヒポキシプローブ（登録商標：Hypoxyprobe）
、およびＦＩＴＣに結合されたレクチンをマウスに注射した。ゼノジェン（Xenogen）Ｉ
ＶＩＳ撮像システムを使用して、発光信号からの総放射輝度を評価することにより腫瘍増
殖をモニターした。平均総フラックス±Ｓ．Ｄ．　＊Ｐ値＜０．０５（ｎ＝４～５）。結
果は図１７ａ～図１７ｃ、および図１８ａ～図１８ｃに記載されている。
【０１０８】
　・腫瘍血管の特徴付け：
　　エンドムチン陽性（Endomucin-positive）の領域（緑）およびＤＬＬ４（赤）につい
て、腫瘍切片を免疫染色した。平均エンドムチン陽性領域±Ｓ．Ｄ．　＊Ｐ値＜０．００
３（ｎ＝４～５）。縮尺バー：３０マイクロメータ。結果を、図１９ａおよび図１９ｂ、
並びに図２０ａおよび図２０ｂに記載した。
【０１０９】
　フルオレセインに結合されたレクチン（１００μｇ）を、腫瘍収集の２分前にマウスに
注射した。エンドムチン（赤）について腫瘍切片を免疫染色し、また灌流レクチン（緑）
は腫瘍血管と結合された。血管と結合したレクチンの量は機能性の腫瘍血管を反映する。
平均レクチン陽性面積±Ｓ．Ｄ．　＊Ｐ値＜０．００６（ｎ＝４～５）。縮尺バー：３０
マイクロメータ。結果を、図２１ａおよび図２１ｂに記載した。
【０１１０】
　・Ｍｍ５ＭＴおよびＫＰ１腫瘍切片に対するＮＧ２およびエンドムチン免疫蛍光法：
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　　腫瘍切片を、エンドムチン（緑）およびＮＧ２（赤）について同時免疫染色した。Ｎ
Ｇ２陽性領域のパーセンテージを、腫瘍における周皮細胞補充のパラメータとして測定し
た。平均ＮＧ２陽性面積±Ｓ．Ｄ．　＊Ｐ値＜０．０２（ｎ＝４～５）。縮尺バー：１０
マイクロメータ。結果を、図２２ａおよび図２２ｂに記載した。
【０１１１】
　・腫瘍の浸潤および転移：
　　ルシフェラーゼを発現する皮下ＬＬＣおよびＢ１６－Ｆ１０腫瘍を使用して、腫瘍の
浸潤および転移におけるノッチ１デコイ活性を評価した。腫瘍を有するマウスの写真が、
異なるデコイ群（１～１３、１０～２４および１～２４）からの発光信号を用いて第１２
日に撮られた。腫瘍増殖は、総放射輝度に基づいてモニターおよび定量された。平均総フ
ラックス±Ｓ．Ｄ．（ｎ＝５）。腫瘍重量を、腫瘍収集前の１２日に測定した。平均腫瘍
重量±Ｓ．Ｄ．　＊Ｐ値＜０．０５（ｎ＝５）。結果を、図２３ａ～図２３ｃおよび図２
４ａ～図２４ｃに記載した。
【０１１２】
　腫瘍を有するマウスから、第１２日に肺および肝臓を収集し、３０ｍｇ／ｍＬのＤ－ル
シフェリン中でインキュベートし、ゼノジェン（Xenogen）撮像システムＩＶＩＳ撮像シ
ステムにより解析した。各群からのマウスは、ＬＬＣモデルについては第１２日に肺転移
を発症し、腫瘍負荷はグループ間で顕著には異ならなかった。何れのグループにおいても
、肝臓転移は存在しなかった。平均総フラックス±Ｓ．Ｄ．（ｎ＝５）。その結果を図２
５ａおよび図２５ｂに示す。
【０１１３】
　腫瘍を有するマウスから、第１２日に肺および肝臓を収集し、３０ｍｇ／ｍＬのＤ－ル
シフェリン中でインキュベートし、ゼノジェン（Xenogen）ＩＶＩＳ撮像システムにより
解析した。器官の画像は、肺（図２６ａおよび図２６ｂ）および肝臓（図２６ｃ）におい
てＦｃ群から転移病巣が表示された。デコイ治療群には転移は見られなかった。Ｂ１６－
Ｆ１０腫瘍を有するマウスは、デコイ治療群において肺転移および肝臓転移の発症におい
て遅延を示した。
【０１１４】
　＜結果＞
　・ＪＡＧＧＥＤ－１特異的ノッチデコイの構築
　　幾つかのインビトロ機能検定によって示されるように、ノッチ１デコイ変異体は、ノ
ッチリガンドに応じて異なる阻害活性を示した。ノッチ１デコイ１～１３は、ＤＬＬ４に
誘導されたノッチ信号伝達だけを阻害することが示され、機能検定におけるその阻害効果
は、可溶性ＤＬＬ４－Ｆｃおよび抗ＤＬＬ４抗体を含む他のＤＬＬ４中和剤のそれと非常
に類似していた。オリジナル構築物に基づけば、ＥＧＦ様反復１～２４は、ＤＬＬ４およ
びＪＡＧＧＥＤ－１に誘導されたノッチ活性化の両方について必要とされる。また、ＥＧ
Ｆ様反復１～１３は、Ｄｌｌ４だけでなくＪＡＧＧＥＤ－１をもブロックした。従って、
ＥＧＦ様反復１４～２４および１４～３６は、ＪＡＧＧＥＤ－１特異性を示し得る。にも
かかわらず、幾つかの系統の証拠は、ＪＡＧＧＥＤ－１とのノッチ相互作用に必要である
ことを示唆している。そこで、ノッチ１デコイ変異体１０～２４および１０～３６が、可
能なＪＡＧＧＥＤ－１特異的物質として作製された。最初の９または１３ＥＧＦ様反復を
欠失させるために、ノッチ１デコイ１～２４または１～３６プラスミドに対してＰＣＲ突
然変異誘発を行った。この新たな構築物は、図２に示すように、２９３Ｔ細胞における発
現および分泌によって確認された。それらの発現レベルは、より大きな変異体がより小さ
い変異体よりも低いレベルで発現および分泌された点において、以前のデコイ変異体の場
合と同様であった。
【０１１５】
　・ＥＧＦ様反復１～９または１～１３を欠失したノッチ１デコイ変異体は、
　　ＤＬＬ４をブロックできなかったが、ノッチ１デコイ１０～２４は
　　ＪＡＧＧＥＤ－１に誘導されたノッチ信号伝達を顕著に阻害した
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　ノッチ１デコイ１～１３は、ＤＬＬ４特異的な阻害剤として機能する。当該新規なノッ
チ１デコイの構築が達成された後に、共培養信号伝達アッセイを利用して、前記阻害効果
およびリガンド特異性を試験した。全ての第二世代ノッチ１デコイ類は、ＤＬＬ４に誘導
されたノッチ信号伝達を阻害しなかった（図３ａ～図３ｃ）。これは、ＤＬＬ４との受容
体相互作用のために、ＥＧＦ様反復１～９が必要であることを示唆した。しかしながら、
ノッチ１デコイ１０～２４は、ＪＡＧＧＥＤ－１に誘導されたノッチ信号伝達を顕著にブ
ロックする一方、他のデコイ類は如何なる効果も有さなかった（図４ａ～図４ｂ）。ノッ
チ１デコイ１０～３６もまた僅かなＪＡＧＧＥＤ－１阻害を示したが、その阻害効果は一
貫せず、或いは顕著でなかった。ＥＧＦ様反復１１～１３は、デルタ様リガンドおよびＪ
ＡＧＧＥＤリガンドの両者と相互作用することが知られているが、ここに記載した細胞ベ
ースの信号伝達アッセイは、ＥＧＦ様反復１～９の不存在によってノッチ受容体の親和性
がＪＡＧＧＥＤ－１の方にシフトされるように見えるので、この発見は特に興味深いもの
である。
【０１１６】
　・ノッチ１デコイは、特異性をもってノッチリガンドに結合する：
　　ノッチ１デコイはノッチ阻害剤であることが証明されており、また受容体デコイ自身
の性質に基づいていること、それらはノッチリガンドと競合的に相互作用することにより
ノッチ信号伝達をブロックすること、並びにそれによってノッチ受容体が活性化されるの
を防止することが仮定されている。阻害の機構を更に探究するために、ノッチ１デコイお
よび全長ノッチリガンド，ＤＬＬ４およびＪＡＧＧＥＤ－１のを行った。予測した通り、
ノッチ１デコイ１～１３は、ＤＬＬ４とだけ相互作用し、ＪＡＧＧＥＤ－１とは相互作用
しない一方、ノッチ１デコイ１０～２４は、ＪＡＧＧＥＤ－１とだけ相互作用することが
示された（図５ａおよび図５ｂ）。ノッチ１デコイ１～２４は、ＤＬＬ４およびＪＡＧＧ
ＥＤ－１の両者と相互作用し、これは先の機能試験を支持した。
【０１１７】
　ノッチ外部ドメインのオリゴマー化は現在のところ未知であるが、ノッチ１デコイがノ
ッチ受容体と相互作用して、ノッチ活性をブロックできるかどうかを研究した。ノッチデ
コイおよび全長ラット・ノッチ１の共免疫沈降を２９３Ｔ細胞において行い、その結果を
図６に示した。Ｆｃプルダウンからはノッチ１は検出されなかったことから、ノッチ１デ
コイはリガンドと競合し、受容体と相互作用しないことによって、ノッチ信号伝達を阻害
するらしいことが示唆された。
【０１１８】
　・ノッチ１デコイは、網膜血管新生において抗血管新生的である：
　　出世以後で早期のマウス網膜は、広範に研究された血管新生モデルである。それは、
抹消での血管発芽、中心におけるポンピングおよびリモデリングを含む充分に定義された
一連の事象において、血管パターンを発達させる。従って、網膜血管新生が、我々のノッ
チ１デコイの効果を更に研究するためのモデルとして利用された。ＤＬＬ４のブロックま
たはＤＬＬ４の欠失は血管新生発芽を増大させる（Lobov et al.）のに対して、内皮細胞
特異的ＪＡＧＧＥＤ－１の欠乏は、減少した血管新生発芽をもたらした（Benedito et al
.）。網膜血管新生の一つの顕著な特徴は、血管全面の糸状仮足が伸びる内皮先端細胞（f
ilopodia-extending endothelial tip cells）の出現である。ノッチデコイ１～１３は、
網膜血管が先端細胞および血管新生発芽の数における顕著な増大を示すことにおいて、Ｄ
ＬＬ４欠乏を表現型模写した。しかしながら、ノッチデコイ１０～２４は、内皮細胞にお
けるＪＡＧＧＥＤ－１の喪失と同様に、減少した血管新生をもたらした。二つのデコイ間
での網膜血管における相違は著しく劇的であり、ノッチリガンドの示差阻害（differenti
al inhibition）を明瞭に示している。ノッチ１デコイ１～２４および１～３６、並びに
ＧＳＩ、ＤＡＰＴは、発芽血管新生を増大させたが、これを著しく混乱させた（図７ａ）
。
【０１１９】
　・ノッチ１デコイ変異体を発現するＨＵＶＥＣの遺伝子プロファイリングは、
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　　それらがノッチ信号伝達をブロックすることを示す。
【０１２０】
　次に、ノッチ信号伝達およびその下流標的に対するノッチ１デコイの影響を探索した（
図８～図１１参照）。ノッチ１の転写レベルは、該デコイの発現と共に顕著に減少し（そ
れぞれ９９％、９７％、および９７％）、ノッチ１がノッチ活性のレベルによって自動的
に調節されることを示した。興味深いことに、他のノッチの転写レベルはこれらのデコイ
によって影響されなかった。ノッチ２およびノッチ３は、内皮細胞では通常は発現されな
いが、時々は、培養されたＨＵＶＥＣにおいて検出することができる。ノッチリガンドで
あるＪＡＧＧＥＤ－１およびＤＬＬ４の発現は、ノッチ１デコイ発現では変化しなかった
。加えて、インビトロアッセイの結果を確認するために、ノッチ信号伝達の直接下流の標
的もまた探索された。ＨＥＹ１、ＨＥＹＬ、およびＨＥＳ１を含む殆どの標的が、全ての
デコイの発現に伴って有意に減少し、ノッチ１デコイ類がノッチ活性を効果的にブロック
することを示した。しかし、他のデコイ類とは異なり、ノッチ１デコイ１０～２４は、Ｈ
ＥＹ２の発現レベルを低減しなかった。この結果は、ノッチリガンドによる、異なるＨＥ
ＹｓおよびＨＥＳｓを介したノッチ活性の異なる調節を示唆する可能性がある。ノッチ信
号伝達のＪＡＧＧＥＤ－１およびＤＬＬ４（または一般的にＪＡＧおよびＤＬＬリガンド
）調節の機構は未だ完全には理解されておらず、これらの発現プロファイリングデータは
、リガンド特異的ノッチ信号伝達において如何なる下流標的が重要であるかについての手
掛かりを与えてくれるかも知れない。ノッチ経路は、ＶＥＧＦ信号伝達を調節するために
十分に確立されている。従って、ノッチ１デコイがＶＥＧＦ受容体の発現に対して何等か
の影響を有するかどうかを更に探索した。全てのノッチ１デコイ変異体は、Ｎ１ＩＣとは
逆に、ＨＵＶＥＣにおけるＶＥＧＦＲ－２発現を増大させた。この発見は、ノッチ１デコ
イでのノッチ活性の阻害がＨＵＶＥＣの増殖および遊走を増大させ、これはＶＥＧＲＦ－
２の発現および活性における増大から生じるらしいとの所見を支持した。更に、ノッチの
阻害はＶＥＧＦＲ－３の発現を顕著に減少させるように見えた。ノッチ１デコイ１～１３
および１～２４は、ＶＥＧＦＲ－１の発現を減少させた；しかし、ノッチ１デコイ１０～
２４は、Ｎ１ＩＣを発現するＨＵＶＥＣにおけると同様に、その発現を増大させた。ノッ
チ１デコイ１０～２４が顕著なノッチ阻害活性を示したので、この結果は予測されなかっ
たものである。ＶＥＧＦ受容体の遺伝子発現プロファイリングは、フローサイトメトリー
によって確認された。ＶＥＧＦＲ－２の細胞表面発現は、前記デコイを発現するＨＵＶＥ
Ｃにおいて増大し、またＶＥＧＦＲ－３は図１２のヒストグラムに示すように減少した。
しかし、ｑＲＴ－ＰＣＲデータが示唆するように、ＶＥＧＦＲ－１の表面発現は劇的には
シフトされなかった。これらのアイソフォームは、異なるｍＲＮＡスプライス変異体から
誘導される。ｑＲＴ－ＰＣＲおよびフローサイトメトリーからのデータは、増大したＶＥ
ＧＦＲ－１の発現が、表面受容体ではなく、可溶性のアイソフォーム転写物に起因し得る
ことを示唆した。次いで、前記可溶性アイソフォームのスプライス変異体に特異的なＰＣ
Ｒプライマーを用いて、発現解析が繰り返された、図１３に示すように、可溶性ＶＥＧＦ
Ｒ－１転写物は、ノッチ１デコイ１０～２４によって１４倍増加したが、ノッチ１デコイ
１～１３および１～２４によっては有意に影響されることはなかった。この発見は、ＪＡ
ＧＧＥＤ－１阻害は可溶性ＶＥＧＦＲ－１の上方調節を導くが、全長受容体の上方調節は
導かず、またＤＬＬ４阻害は全長ＶＥＧＦＲ－１を減少させ、可溶性ＶＥＧＦＲ－１には
影響がないことを意味していた。
【０１２１】
　・発現したノッチ／ノッチリガンドを定義するための癌細胞株の遺伝子発現
　　プロファイリング
　ノッチ１デコイの腫瘍血管新生に対する影響を探索するために、我々は４つの異なる細
胞株を用いた：即ち、マウス乳腺腫瘍細胞（Ｍｍ５ＭＴ）、ヒト膵臓癌細胞（ＫＰ１）、
マウス・ルイス肺癌細胞（ＬＬＣ）、マウス・メラノーマ細胞（Ｂ１６－Ｆ１０）である
。Ｍｍ５ＭＴおよびＫＰ１細胞株は、皮下移植では転移しないが、ＬＬＣおよびＢ１６－
Ｆ１０は肺および肝臓に転移する。従って、これら腫瘍モデルは、腫瘍増殖および腫瘍血
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管新生に対するデコイ効果だけでなく、腫瘍細胞浸潤および転移に対する効果を研究する
ことを可能にした。その結果を図１４に示す。Ｍｍ５ＭＴおよびＬＬＣは、同様に、高レ
ベルのノッチ１、ノッチ２、およびＤ１１１を発現し、低レベルのノッチ３、ノッチ４、
およびＪＡＧＧＥＤ－１を発現した。ＫＰ１細胞はノッチ１、ノッチ２、ノッチ３、ＪＡ
ＧＧＥＤ－１、およびＤＬＬ４を発現した。また、Ｂ１６－Ｆ１０細胞は、ノッチ２、ノ
ッチ３ノッチ４、および唯一のリガンドＪＡＧＧＥＤ－１を発現した。
【０１２２】
　・ノッチ１デコイは、腫瘍細胞増殖およびアポトーシスに対して
　　如何なる影響も有していなかった：
　マウスでの腫瘍実験のためにこれら腫瘍細胞を利用する前に、我々は、我々のノッチ１
デコイが培養中の腫瘍細胞増殖に対して何等かの影響を有するかどうかを試験した。最初
に、全てのＭｍ５ＭＴおよびＫＰ１腫瘍細胞に、異なるノッチ１デコイ変異体１～１３、
１０～２４、および１～２４をレンチウイルスで形質移入し、増殖およびアポトーシスア
ッセイを行った。細胞増殖を４日間に亘って観察したところ、実験の終了時点において細
胞の数に有意な相違はなかった（図１５）。アポトーシスについては、培養細胞を際懸濁
させ、ＦＩＴＣに結合されたアネキシンＶ（AnnexinV）抗体と共にインキュベートし、フ
ローサイトメトリーにより解析した。アネキシンＶ陽性細胞の数に顕著な相違は観察され
なかった。
【０１２３】
　・アデノウイルスベクターを介した発現されたときに、ノッチデコイは血液循環
　　の中に分泌され、腫瘍において検出された：
　デコイ類の全身送達を模すために、アデノウイルス送達アプローチを用いた。ノッチ１
デコイまたは対照としてのＦｃを発現するアでのウイルスを、成人マウスに静脈ｋ注射し
た。注射されたアデノウイルスは肝細胞に感染して、高血清レベルのコードされたノッチ
１デコイを産生し、これはウエスタンブロットによって検出できた（図１６ａおよび図１
６ｂ参照）。腫瘍を収集した後、腫瘍切片中のデコイレベルもまた免疫蛍光法によって評
価され、これにより全てのデコイ変異体が腫瘍に到達したことが示された。
【０１２４】
　・全てのノッチ１デコイ１～１３、１０～２４、および１～２４が腫瘍増殖
　　を顕著に低下させ、また腫瘍血管新生に対して異なる効果を示した：
　ノッチ１デコイ１～２４および１～３６は腫瘍増殖および腫瘍血管新生を同様に阻害し
たので、その後の腫瘍実験は、１～２４変異体並びにリガンド特異的デコイだけを用いて
行った。ＤＬＬ阻害は、非機能的腫瘍血管を増大させることによって腫瘍を低減すること
が広範に示された（Noguera-Troise et al.; Ridgway et al.; Hoey et al.）。従って、
ＤＬＬ４特異的デコイ１～１３は同じ方法で挙動することが予測された。Ｍｍ５ＭＴ－Ｆ
ＧＦ４およびＫＰ１－ＶＥＧＦ腫瘍細胞は、先ず、ルシフェラーゼを発現させるようにレ
ンチウイルスで形質移入され、腫瘍増殖がルシフェラーゼ活性または発光信号についてモ
ニターできるようにされた。この腫瘍実験は２つの方法で行われた：第一は、レンチウイ
ルス形質導入により異なるノッチ１デコイまたはＦｃを直接腫瘍細胞の中に導入すること
によって；第二は、アデノウイルスを用いることによってである。加えて、組織における
低酸素症のマーカーであるヒポキシプローブ（登録商標）、およびＦＩＴＣに結合したレ
クチンを、腫瘍低酸素症および血管灌流を解析するために、腫瘍収集の前にマウスに注射
した。異なるデコイの存在は、腫瘍増殖において顕著な減少をもたらした。１～１３、１
０～２４、および１～３６Ｍｍ５ＭＴ腫瘍は、対照よりも重量で６９％、５２％および３
９％小さく（図１７ａ～図１７ｃ）、またＫＰ１腫瘍はそれぞれ４０％、４９％および５
７％だけ小さかった（図１８ａ～図１８ｃ）。デコイの影響は、腫瘍が迅速に増殖し始め
た後に見られたが、それまでに通常は移植後約１週間を要した。デコイ群からの腫瘍増殖
は、ＫＰ１腫瘍に見られるように遅延または逆転するように見えた。腫瘍データは、生細
胞でのルシフェラーゼ活性を表する発光信号から収集されたので、我々は、実験の終了に
向かう腫瘍サイズの減少は腫瘍細胞の死滅およびネクローシスから生じたものであり得る
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と予想した。
【０１２５】
　・ノッチ１デコイ１～１３は非機能性腫瘍血管構造の増加を導く：
　　腫瘍血管構造は、エンドムチン免疫蛍光法およびレクチン灌流によって解析した。図
１９ａおよび図１９ｂ並びに図２０ａおよび図２０ｂに示すように、ノッチ１デコイ１～
１３を持った腫瘍は、Ｍｍ５ＭＴおよびＫＰ１の両方のモデルにおいて血管密度の著な増
加を示した。１～１３腫瘍における血管構造は、対照腫瘍よりも、著しくより高度に分岐
し且つより広範な内皮ネットワークを有していた。ＤＬＬ４免疫蛍光法はまた、ＤＬＬ４
陽性内皮細胞の増加を示し、これはエンドムチン陽性細胞の超発芽ネットワーク（hypers
prouting networks）を支持した。対照的に、１０～２４および１～２４で治療されたマ
ウスからの腫瘍は、エンドムチン免疫染色法による血管含量の減少を明瞭に示した。これ
らの形態学的変化はまた、エンドムチン免疫蛍光法からの血管面積の定量によっても示さ
れた。加えて、組織学的評価は、全ての実験群の全体に亘って更に広範な腫瘍低酸素症を
示し、これにより、デコイ１～１３群での増加した腫瘍血管構造は正しく機能しない可能
性があることが示唆された。血管灌流の分布が血管内レクチンにより比較され、これはレ
クチン陽性面積および内皮エンドムチン免疫蛍光について定量化された。図２１ａおよび
図２１ｂに示すように、全てのデコイ治療群からの血管構造は乏しい血管灌流を示し、そ
れぞれ７２％、９０％および８４％減少した。幾つかの大きな腫瘍血管は正常に灌流され
たが、殆どの小さい分岐血管は蛍光性レクチンを含んでいなかった。従って、腫瘍低酸素
症およびレクチン灌流データは、ノッチ１デコイ１～１３がノッチ／ＤＬＬ４信号伝達経
路を阻害し、増大した非機能性血管ネットワークを導くことを示唆した。
【０１２６】
　・腫瘍血管拡張および崩壊した形態は、ノッチ１デコイ１０～２４の異なる
　　活性を示した：
　１～１３腫瘍における増大した血管ネットワークとは異なり、１０～２４腫瘍における
腫瘍血管構造は内皮細胞含量および補遺鵜飼した血管構造における顕著な減少を示した。
殆どの腫瘍血管は大きく且つ拡張して見えた。ノッチ１デコイ１０～２４は、ＪＡＧＧＥ
Ｄ－１特異的阻害剤として作用することがインビトロで示されており、従って、腫瘍血管
構造におけるこれらの形態学的変化は、ＪＡＧＧＥＤ－１阻害から生じる可能性がある。
ノッチ３は、動脈アイデンティティーおよび血管平滑筋細胞成熟のための優勢なノッチ受
容体であり、その発現および活性は内皮発現したＪＡＧＧＥＤ－１を必要とする（Domeng
a et al.; Liu, Kennard, and Lilly）。従って、ＪＡＧＧＥＤ－１媒介性ノッチ信号伝
達の阻害は、崩壊した壁細胞被覆および異常な腫瘍血管成熟をもたらす可能性がある。
【０１２７】
　・ノッチデコイ１０～２４および１～２４によるＪＡＧＧＥＤ－１遮断は、調節不
　　全の内皮―周皮細胞相互作用をもたらす：
　腫瘍における内皮細胞がデコイ治療群において顕著に影響されたので、更に、血管周囲
成分、特に周皮細胞およびマクロファージも変化するかどうかを研究した。図２２は、Ｍ
ｍ５ＭＴおよびＫＰ１腫瘍切片上でのＮＧ２およびエンドムチン免疫蛍光を示している。
１～１３群由来のＮＧ２陽性周皮細胞の含量に顕著な増大があった。周皮細胞が腫瘍血管
の周囲に見られ、それらと腫瘍内皮との相互作用は正常で、且つ対照腫瘍切片に類似して
いるように見えた。ＮＧ２陽性周皮細胞は稀に、エンドムチン陽性血管を伴わない遊離成
分のように見えた。しかしながら、１０～２２および１～２４腫瘍切片上のＮＧ２免疫蛍
光は、腫瘍血管に関連しない周皮細胞数の顕著な増大を示した。ＮＧ２およびエンドムチ
ン信号伝達は減弱され、物理的には崩壊されるように見えた。個々の周皮細胞は、腫瘍血
管から不規則に脱離し、正常な血管構造の喪失を示した。これらの結果は、内皮－周皮細
胞の相互作用および機能の調節および維持のためにはＪＡＧＧＥＤ－１に媒介されたノッ
チ活性化が必要とされること、またこれら相互作用の調節解除は血管の不安定性および不
完全な血管灌流を導くことを示唆した。
【０１２８】
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　・ノッチ１デコイはＬＬＣ腫瘍転移に影響しなかったが、肺および肝臓における
　　Ｂ１６－Ｆ１０微少転移の形成を遅延させた：
　皮下ＬＬＣおよびＢ１６－Ｆ１０腫瘍は、マウスにおいて肺および肝臓に転移する。従
って、我々はこれら二つの追加の腫瘍モデルを利用し、ルシフェラーゼを発現する腫瘍株
を用いることにより腫瘍浸潤および転移におけるデコイ活性を評価した。図２３および図
２４は、全てのノッチデコイがＬＬＣおよびＢ１６－Ｆ１０腫瘍の増殖を、重量で４０％
、３７％、および５８％、７８％７１％だけ顕著に阻害したことを示している（ＬＬＣお
よびＢ１６－Ｆ１０；それぞれ１～１３、１０～２４、および１～２４）。腫瘍を持った
マウスから肺および肝臓を収集し、分析した（表１および表２）。肺および肝臓からの発
光信号の解析により、信頼性をもって、転移病巣が検出された（図２５および図２６）。
全体の臓器の総光子放射から総転移負荷を定量する一方、個々の信号から転移病巣の数お
よびサイズも評価した。ＬＬＣについては、総転移負荷はデコイ群の間で統計的に異なっ
ておらず、また微少転移の数も異ならなかった。この時点では、肝臓転移は存在しなかっ
た。興味深いことに、Ｂ１６－Ｆ１０腫瘍のデータは、対照群のマウスの幾らかが肺およ
び肝臓転移を有していたのに対して、デコイ群は転移を有していないことを示した。腫瘍
転移実験は、腫瘍増殖の長さを延長するように異なる実験設計を必要とする可能性がある
が、これらのデータは、ノッチ１デコイが腫瘍転移を遅延させる可能性があることを示唆
した。
【０１２９】
　　　表１：　ＬＬＣ腫瘍を有するマウスにおける肺転移の数
　　　　　　　　　群　　　　　　　　　　　　肺転移の数
　　　　　　Ｆｃ　　　　　１　　　　　　　　　　１
　　　　　　　　　　　　　２　　　　　　　　　　５
　　　　　　　　　　　　　３　　　　　　　　　　２
　　　　　　　　　　　　　４　　　　　　　　　　０
　　　　　　　　　　　　　５　　　　　　　　　　３
　　　　　　１～１３　　　１　　　　　　　　　　３
　　　　　　　　　　　　　２　　　　　　　　　　３
　　　　　　　　　　　　　３　　　　　　　　　　１
　　　　　　　　　　　　　４　　　　　　　　　　３
　　　　　　　　　　　　　５　　　　　　　　　　１
　　　　　　１０～２４　　１　　　　　　　　　　０
　　　　　　　　　　　　　２　　　　　　　　　　０
　　　　　　　　　　　　　３　　　　　　　　　　５
　　　　　　　　　　　　　４　　　　　　　　　　０
　　　　　　　　　　　　　５　　　　　　　　　　４
　　　　　　１～２４　　　１　　　　　　　　　　１
　　　　　　　　　　　　　２　　　　　　　　　　２
　　　　　　　　　　　　　３　　　　　　　　　　１
　　　　　　　　　　　　　４　　　　　　　　　　０
　　　　　　　　　　　　　５　　　　　　　　　　０

　　　表２：　Ｂ１６－Ｆ１０腫瘍を有するマウスにおける肺および肝臓転移の数
　　　　　　　　　群　　　　　　　　　肺転移の数　　　肝臓転移の数
　　　　　　Ｆｃ　　　　　１　　　　　　　３　　　　　　　３
　　　　　　　　　　　　　２　　　　　　　５　　　　　　　０
　　　　　　　　　　　　　３　　　　　　　０　　　　　　　０
　　　　　　　　　　　　　４　　　　　　　０　　　　　　　０
　　　　　　　　　　　　　５　　　　　　　０　　　　　　　０
　　　　　　１～１３　　　１　　　　　　　０　　　　　　　０
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　　　　　　　　　　　　　２　　　　　　　０　　　　　　　０
　　　　　　　　　　　　　３　　　　　　　０　　　　　　　０
　　　　　　　　　　　　　４　　　　　　　０　　　　　　　０
　　　　　　　　　　　　　５　　　　　　　０　　　　　　　０
　　　　　　１０～２４　　１　　　　　　　０　　　　　　　０
　　　　　　　　　　　　　２　　　　　　　０　　　　　　　０
　　　　　　　　　　　　　３　　　　　　　０　　　　　　　０
　　　　　　　　　　　　　４　　　　　　　０　　　　　　　０
　　　　　　　　　　　　　５　　　　　　　０　　　　　　　０
　　　　　　１～２４　　　１　　　　　　　０　　　　　　　０
　　　　　　　　　　　　　２　　　　　　　０　　　　　　　０
　　　　　　　　　　　　　３　　　　　　　０　　　　　　　０
　　　　　　　　　　　　　４　　　　　　　０　　　　　　　０
　　　　　　　　　　　　　５　　　　　　　０　　　　　　　０

　・ノッチ１デコイは、温和な杯状細胞肥厚を誘導した：
　　汎ノッチ阻害剤の治療的応用に対する障害は、杯状細胞肥厚による腸毒性であった。
以下のＧＳＩ治療に見られるように（Wu et al.）、このような毒性は、ノッチ１受容体
およびノッチ２受容体の両方の阻害を必要とすることが示されている。図２７おいて、ノ
ッチ１デコイが、ヌードマウスにおいて僅かに腸毒性を誘導することが分かった。しかし
、この効果はＧＳＩ治療に比較して非常に温和であった。腸腺窩（intestinal crypts）
の構造は変化せずに維持され、またデコイ治療を受けたマウスの体重には有意な変化はな
かった。従って、個々のノッチ１デコイは、マウスにおけるノッチ信号伝達をブロックす
ることにおいて効果的であり、また杯状細胞肥厚を顕著に低減することが証明された。
【０１３０】
　＜考察＞
　本件のインビボ研究における主な発見は、（１）ノッチ１デコイが腫瘍細胞の増殖およ
びアポトーシスに影響しないこと；（２）ノッチ１デコイは、腫瘍血管新生および欠陥周
囲成分を乱すことによって腫瘍増殖を顕著に阻害すること；（３）腫瘍細胞の浸潤および
転移は、ノッチ１デコイ治療によって遅延されるように見えること；（４）ＧＳＩとは異
なり、全てのノッチ１デコイがマウスにおいて温和な腸毒性を生じることである。この研
究は、リガンド特異的（１～１３および１０～２４）または汎ノッチ１デコイ変異体は腫
瘍血管新生に対して異なる効果を有するが、その全てが、腫瘍増殖および腫瘍転移を阻止
することを示す最初の証拠である。
【０１３１】
　・ノッチ１デコイ１～３６と小さいデコイ変異体の間の相違
　　以前の発見によって、ノッチ１デコイ１～３６が、リガンドＪＡＧＧＥＤ－１、Ｄ１
１１、およびＤＬＬ４に誘導されたノッチ１信号伝達を阻害することが示された（Funaha
shi et al.）。Ｍｍ５ＭＴおよびヒトユーロブラストーマ腫瘍（ＮＧＰ）研究は、ノッチ
１デコイ１～３６が腫瘍の血管および生存力を崩壊させることを示した。これら血管新生
効果は、腫瘍におけるＤＬＬ４阻害、特に、内皮超発芽の欠失について以前に報告したも
のとは異なる。従って、ノッチ１デコイ１～３６の活性は独特であり、ＤＬＬ４阻害にお
いて観察されたのとは逆に、複数のノッチ－リガンド相互作用の阻害を反映しているらし
いことは明瞭である。これらのデータはまた、血管ネットワークが、異なる血管新生プロ
セスまたは異なる細胞タイプにおいて異なる役割を果たし得る異なったノッチ受容体およ
びリガンドによって調節されることを示唆している。
【０１３２】
　もとのノッチ１デコイの構造に基づいて、ノッチ１の細胞外ドメインにおけるＥＧＦ様
反復は、リガンドへの結合によるノッチ活性化を阻害するのに十分であることが証明され
た。ＥＧＦ様反復１１および１２は、デルタ（Delta）との相互作用、および程度は低い
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が鋸歯状腺腫（Serrate）との相互作用を媒介する（Rebay et al.）。ノッチ１デコイ構
築物は、ＤＬＬ４特異的またはＪＡＧＧＥＤ－１特異的であるように修飾された。ノッチ
／ＤＬＬ４信号伝達の役割は、発生および腫瘍の血管新生の両方において十分に確立され
ているから、ＤＬＬ４遮断は、我々にとって、ノッチ１デコイ変異体の効果を評価するた
めの対照として効果的に役立った。加えて、異なるノッチリガンドが、異なるタイプの腫
瘍において上方調節されたことが示されている。例えば、ＪＡＧＧＥＤ－１およびＤ１１
１は、Ｍｍ５ＭＴ細胞においてＦＧＦ４により誘導されたのに対して、ＪＡＧＧＥＤ－１
だけはＢ１６－Ｆ４マウス・メラノーマ細胞において発現された。従って、これら腫瘍に
おける内皮中のノッチ活性は、異なる組のノッチリガンドによって誘導されるらしい。リ
ガンド特異的なノッチ１デコイは、異なるタイプの腫瘍では異なる効果を示し得るものと
考えられる。結局、リガンド特異的なデコイは、癌治療のための治療剤をより良く設計す
るために、腫瘍の血管新生プロセスにおけるノッチリガンドの異なる役割を我々が理解す
ることを可能にするであろう。
【０１３３】
　・ノッチ１デコイの生体利用性：
　　小さいデコイ変異体である１～１３、１０～２４、および１～２４は、１～３６より
も高レベルで産生および分泌されることが示された。腫瘍分泌に対する免疫組織化学はま
た、ノッチ１デコイ１～３６が、腫瘍細胞の中に高度に浸透される小さいデコイとは対照
的に、腫瘍血管構造に限定されることを示唆した。腫瘍血管新生におけるデコイの異なる
効果は、部分的にはそれらの生体利用性に起因し得るものである。腫瘍血管の退行および
過剰産生は、屡々、灌流の乏しい非機能的血管に付随しているので、小さいデコイは、腫
瘍血管構造が損なわれた時でさえも、それらが容易に拡散し且つより良好に腫瘍にアクセ
スできる点において、大きい変異体を凌駕する幾つかの利点を有するかもしれない。
【０１３４】
　・ノッチ１デコイの抗血管新生活性および抗腫瘍活性
　　ＪＡＧＧＥＤ－１特異的デコイおよびＤＬＬ４特異的デコイの両者は、我々の腫瘍モ
デルの全てにおいて腫瘍増殖を同様に低下させ、また腫瘍血管構造を崩壊させた。これら
のデータは、ノッチ信号伝達の攪乱が腫瘍内皮および腫瘍細胞自体に対して顕著な影響を
導入できることを示唆している。しかし、これらの影響は異なる機構から生じるらしい。
ＤＬＬ４／ノッチ信号伝達を遮断することが非機能的血管新生および乏しい血管灌流の増
大を導くことは、充分に確立されている。ノッチ１デコイ１～１３は同様の活性を有して
おり、ＤＬＬ４遮断に対して類似の効果を与える。しかし、ＪＡＧＧＥＤ－１阻害は腫瘍
血管新生を減少させる。ノッチは、内皮－周皮細胞の相互作用を促進する広範な信号伝達
分子を調節することが示されている（Armulik, Abramsson, and Betsholtz）。従って、
一つの可能な気候は、ＪＡＧＧＥＤ－１がデコイ１０～２４を介して阻害し、また１～２
４が血管の周皮細胞被覆を崩壊させ、それによって腫瘍血管新生を抑制することである。
【０１３５】
　・ノッチ１デコイの抗転移活性
　　腫瘍細胞の浸潤および転移におけるノッチ１デコイの役割を研究するために、二つの
転移モデルが利用された。この研究の重要な発見は、ノッチ１デコイ１～１３、１０～２
４、１～２４が全て、Ｂ１６－Ｆ１０モデルにおける肺転移を遅延させるように見えるが
、ＬＬＣではそうでないことである。これらの腫瘍はヌードマウスにおいて顕著に迅速に
増殖したので、この実験は１２日後に終了した。これは、むしろ初期段階の転移プロセス
での正常サイズの腫瘍の解析を可能にしたにすぎない。これらの腫瘍は、腫瘍細胞の皮下
移植に由来するものであり、従って、肺および肝臓転移は原発部位からの腫瘍細胞の侵入
から来たものに違いない。従って、転移に対するデコイの効果は次のことに焦点を当てる
ことができる：即ち、腫瘍細胞血管内異物侵入、循環系における生存および輸送、転移性
ニッシェの促進、並びにホーミングおよびコロニー形成。幾つかの証拠は、Ｒｉｐ１／Ｔ
ａｇ２膵臓腫瘍モデルにおいて、周皮細胞被覆の遺伝的崩壊が増大した転移を誘発するこ
とを示した（Xian et al.）。該デコイは腫瘍血管の一体性を低下させ、周皮細胞被覆を
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減少させたので、原発腫瘍を越える腫瘍細胞の播種および転移が阻害されたらしい。
【０１３６】
＜第一実験シリーズについての参照文献＞
【参照文献１】
【０１３７】
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　＜序＞
　ノッチは、細胞表面に発現されたリガンドと相互作用する膜貫通受容体である。哺乳類
では、四つのノッチ遺伝子（１～４）、並びにＪＡＧＧＥＤ（ＪＡＧＧＥＤ１およびＪＡ
ＧＧＥＤ２）またはデルタ様（１、３および４）と称される五つのリガンドが知られてい
る。ノッチ１を介して作用するデルタ様４（Ｄｌｌ４）は、生理学的および病理学的網膜
血管新生の際に、血管新生発芽限定において機能することが確立されている（Thurston, 
G and Kitajewski J, 2008）。対照的に、ＪＡＧＧＥＤ－１は、前血管発生因子として関
係づけられてきたが、この能力におけるＪＡＧＧＥＤ－１の作用機構は十分には理解され
ていない（Benedito R, et al. 2009）
　加齢関連の黄斑変性症（ＡＭＤ）は、失明の共通の原因であり、熟年個人の健康に対し
て著しい負のインパクトを有するものである。湿潤（滲出性）形態のＡＭＤにおいて、血
管は網膜の背後の脈絡膜から成長する。これらの異常な血管は漏出性であり、網膜を剥離
させるに至る可能性がある。湿潤ＡＭＤの最前線の治療は、血管の異常成長を低減させる
抗血管新生剤によるものであった。ＶＥＧＦ阻害剤は、このような治療に現在使用されて
いる。これらの薬剤は、湿潤型ＡＭＤ治療の有効な手段であるが、他の抗血管新生剤が同
様に効果的で、抗ＶＥＧＦ剤と組み合わせたときに有用であり得ること、またはＶＥＧＦ
のブロックが長期の視力回復を導かないときに効果的であり得ることの可能性がある。こ
こでは、血管の成長および分化における重要な信号伝達経路であるノッチ（Dufraine, J.
 et al. 2008）を標的とする抗血管新生剤が研究される。即ち、タンパク質に基づく、ノ
ッチ経路の受容体アンタゴニストであるノッチ１デコイが開発された（Funahashi Y, 200
8）。ＪＡＧＧＥＤ－１／ノッチ１経路を標的とするノッチ１デコイが開発され、これら
は網膜血管新生および腫瘍血管新生のマウスモデルにおいて、抗血管新生剤であることが
示された。ここでは、病理的血管新生のマウスモデルを用いて、網膜血管新生におけるＪ
ＡＧＧＥＤ－１ノッチ１の治療的阻害が測定される。
【０１３８】
　＜予備的研究＞
　図１に模式化されたノッチ１１－３６デコイは、ＤＬＬ４およびＪＡＧＧＥＤ－１（Fu
nahashi Y, et al. 2008）を含む幾つかのノッチリガンドに結合して、これを不活性化す
る。阻害抗体によるＤＬＬ４単独の阻害は、非機能的血管新生を促進し、超発芽したが灌
流の乏しい血管をもたらすことが報告されている（Yan, M. et al.　Nature 463 and Rid
gway J, et al. Nature 2006）。対照的に、ノッチ１１－３６デコイは、増大した発芽の
証拠を伴わずに血管新生を阻止する（Funahashi Y, et al. 2008）。従って、ノッチ１１

－３６デコイは、ＤＬＬ４遮断とは異なり、且つ血管に対して正常組織における異常増殖
を導く効果を誘発しない機構を介して作用する（Yan, M. et al., Clin. Cancer Res. 20
7 and Yan, M. et al., Nature 2010）。オリジナルのノッチ１１－３６デコイから誘導
されたリガンド特異的ノッチ１デコイ変異体が創生された。インビトロのノッチ信号伝達
アッセイを用いると、ノッチ１１－２４およびノッチ１１－３６デコイは、ＤＬＬ４およ
びＪＡＧＧＥＤ－１に媒介されたノッチ信号伝達を阻害する。ノッチ１１－１３デコイは
ＤＬＬ４媒介性のノッチ信号伝達を阻害したが、ＪＡＧＧＥＤ－１を阻害しなかった。ノ
ッチ１１－１３デコイはＤＬＬ４に特異的であり、またノッチ１１－２４はＤＬＬ４およ
びＪＡＧＧＥＤ－１の両方をブロックするので、ＥＧＦ反復１４～２４はＪＡＧＧＥＤ－
１特異性の領域を包含する可能性がある。ノッチ１１－２４デコイが製造され、ＪＡＧＧ
ＥＤ－１をブロックするが、ＤＬＬ４媒介性のノッチ１信号伝達を阻止しないことが示さ
れた。従って、ＪＡＧＧＥＤ－１およびＤＬＬ４の両方を阻止するノッチ１デコイ（ノッ
チ１１－２４デコイ）、ＤＬＬ４を阻止するがＪＡＧＧＥＤ－１は阻止しない変異体（ノ
ッチ１１－１３デコイ）、およびＪＡＧＧＥＤ－１を阻止するが、ＤＬＬ４は阻止しない
変異体（ノッチ１１０－２４デコイ）が存在する。これらの変異体をインビトロ血管新生
アッセイを使用して試験し、ノッチ１１－１３デコイは、ＤＬＬ４阻害剤から予測される
ように内皮細胞の過剰な発芽を生じさせるのに対して、ノッチ１１０－２４デコイはイン
ビトロでの血管新生発芽を減少させることが示された（データは示さず）。ノッチ１デコ
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イ変異体を、新生児においてノッチ１デコイを発現させることにより、網膜血管新生マウ
スモデルを使用して試験した。新たに成長された血管を可視化するために使用された全組
織標本イソレクチン染色（Wholemount isolectin staining）によって、ノッチ１１－１

３デコイの発現は、化学的ノッチ信号伝達ガンマセクレターゼ阻害剤であるＤＡＰＴが新
生児に投与されたときに見られるのに類似した、網膜血管の過剰増殖を生じさせることが
示された。対照的に、ノッチ１１０－２４デコイは新生児網膜における低下した血管分岐
および増殖を生じさせた（図２Ｃ）。病理学的網膜血管新生のマウスモデルにおける、Ｄ
ＬＬ４、ＪＡＧＧＥＤ－１、または組み合わされたＤＬＬ４／ＪＡＧＧＥＤ－１遮断の阻
害の効果がここに記載される。
【０１３９】
　＜実験手順＞
　我々は、生理学的および病理学的な網膜血管新生に対するノッチ１デコイの効果を測定
する。
【０１４０】
　ノッチ１受容体アンタゴニストを介したＪＡＧＧＥＤ－１阻害または汎ノッチリガンド
阻害は、それらの抗血管新生効果により、低酸素症に駆動された網膜血管新生を阻止する
ことができる。
【０１４１】
　ＪＡＧＧＥＤ－１／ノッチ１の特異的阻害は、湿潤型ＡＭＤの治療医に適用される抗血
管新生を狙った極めて新規なアプローチであり、異常な血管新生に起因した失明のための
改善された治療を促進するように探索すべき価値がある。
【０１４２】
　＜マウスでの生理学的網膜血管新生についてのノッチ阻害の結果を決定する＞
　新生児を感染させるアデノウイルスベクターを使用して、全てのノッチリガンド（ノッ
チ１１－２４）、ＤＬＬ４（ノッチ１１－１３）、またはＪＡＧＧＥＤ－１（ノッチ１１

０－２４）を阻害するノッチ１デコイが新生児マウスにおいて発現され、網膜血管新生が
研究される。網膜は、発芽血管新生を研究するための優れたモデルである（Connolly, SE
. et al., 1988 and Gerhardt, H. et al. 2003）。ノッチ１デコイを発現する新生児由
来の網膜を、出生後４日（Ｐ４）、Ｐ８およびＰ２１の時点で単離する。Ｐ４において、
網膜は発芽血管新生を起こしている。Ｐ８において、主な神経叢は網膜縁に達しており、
Ｐ２１までに血管新生は完了している。イソレクチンでの全組織標本免疫染色（ＩＨＣ）
を用いて内皮細胞を同定し、またＣＤ１１ｂまたはＦ４／８０を用いて網膜骨髄性細胞を
同定する。これらは網膜血管新生に積極的に関与するものである。内皮血管先端細胞は、
血管先端細胞マーカーである高ＶＥＧＦＲ－２およびＤＬＬ４についてのＩＨＣによって
決定される。標準の共焦点顕微鏡によって、血管密度、血管直径、内皮細胞含量、キャピ
ラリー間ジャンクションの数、および糸状仮足の量／位置が調べられるであろう。視神経
から成長した主要神経叢の距離が決定されるであろう。内皮細胞増殖またはアポトーシス
をそれぞれ可視化するために、エンドムチン＋細胞またはＶＥカドヘリン＋細胞、および
ホスホヒストン－３またはＡｐｏＴａｇ（登録商標）抗体についての二重染色が行われた
。網膜切片のアルブミン染色を行って、血管外網膜アルブミン染色としてスコアリングさ
れたキャピラリー透過性を評価する。
【０１４３】
　＜マウスおいて、低酸素症で駆動された網膜血管新生についてのノッチ阻害
　　の結果を決定する＞
　未熟児において、不適切な酸素露出は未熟児網膜症（retinopathy of prematurity；Ｒ
ＯＰ）、増大した血管透過性を伴う低酸素症に駆動された増殖性網膜症、基底膜の肥厚（
thickening of basement membrane）、および血管の制御されない増殖を導く。酸素に誘
導された虚性網膜症（ＯＩＲ）のマウスモデル（Smith, LE et al. 1994）を、病理学的
網膜血管新生の阻止におけるノッチ１デコイの薬効を評価する手段として使用した。新生
児におけるノッチ１デコイの発現の後、上記のようにしてＯＩＲモデルを導き、ここでは
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Ｐ７マウスを７５％酸素に５日間露出させる。網膜は、Ｐ８において中心網膜毛細血管閉
塞を示し、Ｐ１２までに広範囲になる。Ｐ１２に部屋の空気に戻すと、内部網膜が低酸素
症になり、ＶＥＧＦが上方調節され、制御されない網膜新血管新生がＰ１２～Ｐ１７まで
起きる。活性な新血管新生の際（Ｐ１７）にマクロファージが骨髄から補充されること（
Kataoka, K. et al. 2011）を示すために、また血管構造の正常化促進がマクロファージ
含量について評価されることを示すために、ＯＩＲモデルが使用されてきた。ＯＲＩ研究
のために、実験マウスは、Ｐ８、Ｐ１２、およびＰ１７において、網膜の全組織標本ＩＨ
Ｃおよび切片ＩＨＣによって評価されるであろう。Ｐ８およびＰ１２での網膜は、イソレ
クチンおよびＣＤ１１ｂまたはＦＡ／８０についての二重染色によって、中心網膜血管閉
塞の範囲およびマクロファージ密度について評価される。Ｐ１７における網膜は、調節不
能になった新血管新生およびマクロファージ身づ度について評価される。
【０１４４】
＜第二実験シリーズについての参照文献＞
【参照文献２】
【０１４５】
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　＜序＞
　腫瘍血管新生は種々の信号伝達経路によって調節され、その幾つかは抗血管新生治療の
有効な標的である。最初の承認された抗血管新生薬であるベバチズマブ（bevacizumab）
（アバスチン(Avastin)）は、幾つかのタイプの癌において使用され、ある程度の成功が
証明されてきている。しかし、ＶＥＧＦ経路を標的とする抗血管新生剤は、耐久性の腫瘍
応答を示さず、最終的には薬物耐性を誘導し、または腫瘍転移に影響を及ぼす（Bergers 
and Hanahan, 2008; Ebos et al., 2009; Paez-Ribes et al., 2009）。腫瘍血管構造の
崩壊は腫瘍灌流を妨害し、低酸素症をもたらす。次いで、これＶＥＧＦ阻害にも拘らず腫
瘍血管新生および腫瘍増殖を促進する広範囲の因子および化学誘因物質を誘導する。該ノ
ッチ信号伝達経路は、抗血管新生療法のための標的を表しており、幾つかのノッチ阻害剤
が開発されてきた。ノッチ信号活性化またはデルタ様４（ＤＬＬ４）の阻止のために必要
とされるガンマセクレターゼ活性を阻止する薬剤は、腫瘍血管新生を崩壊させる（Noguer
a-Troise et al., 2006; Ridgway et al., 2006; Kalen et al., 2011）。分子的および
遺伝子的研究は、ノッチ信号伝達が、細胞の状況に応じて、細胞の運命、細胞増殖、分化
、およびアポトーシスを調節することを解明する。内皮において、ノッチ信号伝達は増殖
、遊走および発芽を調節する（Hellstroem et al., 2007）。
【０１４６】
　ノッチ信号伝達は細胞－細胞接触を必要とし、ノッチタンパク質およびそのリガンドが
隣接する細胞と相互作用することを可能にする。高度に保存されたノッチ遺伝子ファミリ
ーは、膜貫通受容体であるノッチ１、ノッチ２、ノッチ３、およびノッチ４をコードする
。ノッチのためのリガンドは、二つのクラスの膜貫通タンパク質：即ち、Ｊａｇｇｅｄリ
ガンド（Ｊａｇ）、Ｊａｇｇｅｄ１およびＪａｇ２；およびデルタ様リガンド（ｄ１１）
、Ｄ１１１、Ｄ１１３、およびＤＬＬ４である。リガンド活性化時には、ガンマセクレタ
ーゼ依存性のタンパク質分解開裂により細胞間ノッチペプチドが放出され、核へと移行し
、ＣＳＬ転写抑制因子を活性化因子へと変換させる（Kopan and Ilagan, 2009）。ノッチ
１リガンド結合ドメインは、３６のＥＧＦ様反復を含んでなるものである。ノッチリガン
ドは保存された縮退ＥＧＦ様反復、ノッチ結合に特異性を与えるＤＳＬドメイン（Hender
son et al., 1997; Shimizu et al., 1999; Glittenberg et al., 2006）およびこれに続
くＥＧＦ様反復領域を共有している；ＪＡＧＧＥＤは１６のＥＧＦ様反復を有しており、
Ｄ１１は８以下のＥＧＦ様反復を含んでいる。ノッチＥＧＦ様反復１１および１２、並び
にＤＳＬドメインは、Ｄ１１１またはＪＡＧＧＥＤ－１とのノッチ相互作用のために必要
である（Hambleton et al., 2004; Cordle et al., 2008）。ＥＧＦ様反復２４～２９、
またはアブルプテックス（Abruptex）領域は、リガンド結合部位についてＤ１１１リガン
ドと競合することにより、ノッチの活性化に対抗する（Pei and Baker, 2008）。Ｄ１１v
s Ｊａｇリガンドと相互作用する異なるノッチＥＧＦ様反復が存在するかどうかは知られ
ていない。知識におけるこのギャップは、ノッチとのリガンド特異的相互作用および信号
伝達結果の我々の理解を制限してきた。
【０１４７】
　ノッチ受容体およびリガンドは、幾つかの癌において上方調節されることが示されてき
た。腫瘍細胞におけるノッチ信号伝達は、腫瘍のタイプに応じて、腫瘍の促進活性および
抑制活性の両方を含んでいる（Takebe et al., 2010; Ranganathan et al., 2011）。内
皮ノッチ機能の阻害は、腫瘍血管新生を崩壊させる。ＤＬＬ４のブロックは、腫瘍血管新
生を失調させることによって腫瘍の増殖を阻害するが、これは増大した内皮細胞増殖およ
び先端細胞数を増大させ、非機能的血管構造をもたらすことを特徴とするものである（No
guera-Troise et al., 2006; Ridgway et al., 2006）。
【０１４８】
　ノッチおよびＶＥＧＦ信号伝達経路は複雑にリンクされている。ＶＥＧＦはノッチ受容
体およびＤｌｌ４の発現を誘導し（Liu et al., 2003; Funahashi et al., 2011）、また
ノッチの活性化はＶＥＧＦＲ－２の発現を低下させるが、ＶＥＧＦＲ－１／ｓＴｌｔ－１
の発現を増大させる（Taylor et al., 2002; Shawber et al., 2007）。内皮細胞におい
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て、ＶＥＧＦＲ－３はノッチによって誘導され（Shawber et al., 2007; Geudens et al.
, 2010)）、またはノッチ信号伝達によって減少される可能性がある（Tammela et al., 2
011）。機能実験の内皮ロスが異なるフェノタイプをもたらすので、網膜血管新生におい
て、Ｄｌｌ４およびＪＡＧＧＥＤ－１は内皮において独特な活性を有することが示されて
きた。
【０１４９】
　我々は、ヒトＩｇＧ・Ｆｃ（ノッチｌデコイ）と融合された、異なるＥＧＦ様反復をコ
ードする可溶性の細胞外ドメインノッチ１構築物を作製した。該ノッチ１デコイは、ノッ
チ阻害剤として機能する。全ての３６ＥＧＦ様反復を備えたヒト・ノッチ１デコイは、Ｊ
ａｇｇｅｄ－１、Ｄ１１１およびＤ１１４を阻害するラット・ノッチ１デコイと同様に機
能した（Funahashi et al., 2008）。我々は、異なるノッチ１・ＥＧＦ様反復を組み込ん
だノッチ１デコイが選択的ノッチ１リガンドを中和するかどうかを自問した。ＤＬＬ４ま
たはＪＡＧＧＥＤ－１を選択的に阻害するノッチ１デコイ変異体が同定され、これはヒト
・ノッチ１におけるリガンド特異的な相互作用ドメインの最初の描写を提供した。ノッチ
１デコイ変異体を、インビトロでの網膜および腫瘍血管新生に対する効果について評価し
た。ＤＬＬ４を特的に妨げるノッチ１デコイ変異体は、超発芽フェノタイプを生じ、機能
障害性腫瘍血管新生を促進し、また腫瘍増殖を阻害した。ＪＡＧＧＥＤ－１をブロックす
るノッチ１デコイ変異体は、低下したノッチ１信号伝達を生じ、網膜および腫瘍における
血管新生増殖をブロックし、また腫瘍増殖を低下させた。ＪＡＧＧＥＤ－１阻害は、抗血
管新生性の可溶性ＶＥＧＦＲ－１（ｓＶＥＧＦＲ－１／ｓＦｌｔ－１）レベルを増大させ
、周皮細胞被覆を崩壊させ、それによってＪＡＧＧＥＤ－１阻害が腫瘍増殖を崩壊させる
機構を提供した。
【０１５０】
　＜材料および方法＞
　・原発性細胞および癌細胞株：
　　細胞培養は、５％ＣＯ２および９５％加湿の空気中において３７℃で維持された。Ｈ
ＵＶＥＣを、ＥＧＭ－２培地（Lonza Group, Walkersville, MD）中で増殖させた。Ｍｍ
５ＭＴ、ＬＬＣ、およびＢ１６－Ｆ１０は、アメリカン・タイプ・カルチャー・コレクシ
ョン（ATCC, Manassas, VA）から入手した。ＫＰＩは、ヒューマンサイエンス研究資源バ
ンク（Health Science Research Resource Bank； Osaka, Japan）から入手した。癌細胞
株は、１０％仔牛血清（ＦＢＳ）およびＰｅｎ－Ｓｔｒｅｐを伴う１Ｘ高グルコースＤＭ
ＥＭ（Invitrogen, Carlsbad, CA）中で維持した。
【０１５１】
　・ノッチレポータ検定：
　　ＨｅＬａ細胞に、エフェクテン形質導入試薬（Effectene Transfection Reagent ；Q
iagen, Germantown, MD）を用いて、ｐＢＯＳ－ノッチ１、ｐＧＬ３－１１ＣＳＬ－Ｌｕ
ｃおよびＲｅｎｉｌｌａを形質導入し、またはｐＣＲＩＩＩ－ＪＡＧＧＥＤ－１－ＦＬＡ
ＧもしくはｐＣＲＩＩＩ－ＤＬＬ４－ＦＬＡＧを、または対照としてｐＣＲＩＩＩ－ＧＦ
Ｐ－ＦＬＡＧを形質導入した。形質導入の２４時間後に、２４穴プレートにおいて受容体
細胞およびリガンド細胞を共培養した。共培養の２４時間後に細胞を収集し、デュアル－
ルシフェラーゼレポータ検定システム（Promega Corporation, Madison, WI）を使用して
、ルシフェラーゼ活性を測定した。検定は３回行った。
【０１５２】
　・共免疫沈降：
　　ノッチ１デコイおよび全長ＤＬＬ４－ＦＬＡＧまたはＪＡＧＧＥＤ－１－ＦＬＡＧを
、リン酸カルシウム形質導入法により２９３Ｔ細胞に同時形質導入した。形質導入の２４
時間後に、該培養体にＤＳＧ（Thermo Scientific, Waltham, MA）を２０ｎｍｏｌ／ｍＬ
の最終濃度で加え、３０分間インキュベートし、１０ｍＭのＴｒｉｓで１５分間急冷した
。この溶解物を、２０μＬのプロテインＡ／Ｇアガロース（Santa Cruz Biotechnology, 
Inc., Santa Cruz, CA）によりプルダウンした。架橋を逆転させるために、免疫複合体を
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５０μｍｏｌ／ｍＬのＤＴＴで処理し、電気泳動前に５分間煮沸した。
【０１５３】
　・発芽血管新生検定：
　　発芽検定（Nakatsu and Hughes, 2008）は、ビーズ当たり４００細胞でサイトデック
ス３（Cytodex 3）デキストランビーズ（GE Healthcare Bio-Sciences Corp., Piscatawa
y, NJ）に付着されたＨＵＶＥＣを使用した。２４穴プレートにおいて、２ｍｇ／ｍＬの
フィブリノーゲン（Sigma-Aldrich, St. Louis, MO）、０．１５Ｕ／ｍＬのアプロチニン
（Sigma-Aldrich, St. Louis, MO）、および０．０６２５Ｕ／ｍＬのスロンビン（Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO）で構成されたフィブリンクロット中にビーズをウエル当たり２
５０ビーズで埋め込んだ。１時間後に、デトロイト５５１繊維芽細胞（ATCC, Manassas, 
VA）を、ウエル当たり１．０×１０５細胞でフィブリンゲルの頂部に播種した。実験は３
回行った。
【０１５４】
　・網膜分析：
　　Ｐ２子犬に、異なるノッチ１デコイまたはＦｃをコードするアデノウイルス（Ａｄ）
を皮下注射した。１×ＰＢＳ中において５．０×１０９ｆｆｕ／ｍＬでＡｄを調製し、子
犬は５０μＬの一回投与量を受けた。Ｐ５において集めた眼球を、４％ＰＦＡ中で固定し
た。網膜を切除し、１％ＢＳＡおよび０．５トリトンＸ－１００を含む１×ＰＢＳ中にお
いて室温で２時間透過化処理し、続いてＰＢＬＥＣバッファー（ｐＨ６．８の１×ＰＢＳ
中の、１％トリトンＸ－１００、０．１ｍＭのＭｇＣｌ２、０．１ｍＭのＣａＣｌ２、０
．１ｍＭのＭｎＣｌ２）中で３回洗浄した。免疫蛍光について、網膜をＦＩＴＣに結合し
たイソレクチンＢ４（Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA）と共に一晩インキ
ュベートし、ＰＢＬＥＣで洗浄し、４％ＰＦＡで後固定し、マウントした。
【０１５５】
　・定量的リアルタイプポリメラーゼ連鎖反応（ｑＲＴ－ＰＣＲ）：
　　ＲＮイージーミニキット（Qiagen, Germantown, MD）を用いて培養細胞からＲＮＡを
収集した。単離されたＲＮＡをＤＮａｓｅＩで３０分間処理し、ＲＴ－ＰＣＲのためのス
ーパースクリプト第一鎖合成システム（Invitrogen, Carlsbad, CA）を用いて逆転写ＰＣ
Ｒに使用した。ｑＲＴ－ＰＣＲのために、ＡＢｓｏｌｕｔｅブルーＱＰＣＲ・ＳＹＢＲグ
リーンＭｉｘ（Thermo Scientific, Waltham, MA）で反応を行った
　・腫瘍実験：
　　４～６週齢の雌ＮＣｒヌードマウス（NCI-Frederick, Frederick, MD）に、１．０×
１０５のＭｍ５ＭＴ－ＦＧＦ４細胞、または２．０×１０６のＫＰ１－ＶＥＧ細胞、また
は５．０×１０５のＬＬＣ細胞もしくはＢ１６－Ｆ１０細胞の上部脇腹への皮下移植を受
けさせた。２日後、ノッチ１デコイをコードするＡｄを、眼窩後静脈注射を介して投与し
た。第２１日に腫瘍を収集し、分析した。腫瘍低酸素症を測定するために、屠殺する３０
分前のマウスに、低酸素症プローブ１（Hypoxyprobe, Inc., Burlington, MA）を６０ｍ
ｇ／ｋｇで腹腔内注射した。腫瘍を抗低酸素症プローブ抗体で免疫染色した。血管灌流を
評価するために、マウスは左心室に、１００μｇのフルオレセイン・リコペルシコン・エ
スキュレンタム・レクチン（fluorescein Lycopersicon esculentum lectin； Vector La
boratories, Inc., Burlingame, CA）の心臓内注射を受けた。２分後、マウスは１％ＰＦ
Ａを灌流された。腫瘍を内皮細胞表面に結合したレクチンについて、蛍光顕微鏡により分
析した。腸毒性分析のために、Ａｄ感染させた腫瘍保有マウスから十二指腸を収集した。
該組織を４％ＰＦＡ中で一晩固定し、３０％蔗糖溶液中で脱水した後にパラフィン包埋し
た。杯状細胞を分析するためにＰＡＳ染色を行った。
【０１５６】
　・免疫蛍光染色
　　厚さ７μｍの新鮮な凍結腫瘍組織切片を、例アセトン中で３分間の後固定を行い、１
×ＰＢＳ中で５分間の洗浄を２回行い、次いで、３％ＢＳＡおよび２％血清を含有するブ
ロッキング溶液中において室温で１時間ブロック処理した。次いで、一次抗体溶液を該ブ
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ロッキング溶液に加え、スライドに添加し、４℃で一晩インキュベートした。スライドを
、１×ＰＢＳ中で５分間の洗浄を２回行った。蛍光的に結合された二次抗体を前記切片に
加え、３０分間インキュベートした。該スライドを１×ＰＢＳ中で２回洗浄し、マウント
した。
【０１５７】
　＜結果＞
　・ノッチ１１－１３デコイは毛管発芽を増大させる一方、ノッチ１１０－２４は発芽
　　および血管平滑筋細胞被覆を低下させる：
　内皮細胞による血管新生および内腔含有発芽形成に対するノッチ１デコイの効果を決定
するために、我々は、ＨＵＶＥＣにおいてノッチ１デコイを発現させ、またインビトロ発
芽検定を行った。ＨＵＶＥＣで被覆されたデキストランビーズをフィブリン中に埋設し、
第７日に発芽形成を評価した。Ｆｃ制御において、内皮細胞発芽は吻合して多細胞の分岐
した内腔を含むネットワークを形成した（図３３Ａ）。ノッチ１１－１３デコイを発現す
るＨＵＶＥＣは、毛細血管発芽の数における７６％増加に見られるように、増大した先端
細胞を特徴とする超発芽フェノタイプを示した（図３３Ａおよび図３３Ｂ）。抗ＤＬＬ４
抗体が内皮細胞増殖および発芽を高めたことが示されているので（Ridgway et al., 2006
）、ノッチ１１－１３デコイフェノタイプは、ＤＬＬ４／ノッチ信号伝達の減衰と一致し
ている。対照的に、ノッチ１１０－２４デコイおよびノッチ１１－２４デコイを発現する
ＨＵＶＥＣは、発育を阻害された発芽、およびそれぞれ４０％および６８％の発芽数の減
少を示した（図３３Ｂ）。対照群において観察された吻合は、　ノッチ１１０－２４およ
びノッチ１１－２４デコイを発現するＨＵＶＥＣには存在しなかった。これらの結果は、
ＪＡＧＧＥＤ－１の阻害が抗血管新生性であること、および該効果がＤＬＬ４阻害を凌駕
することを示唆する。
【０１５８】
　試験された全てのノッチ１デコイ（ノッチ１１－１３、ノッチ１１０－２４、ノッチ１
１－２４、ノッチ１１－３６）が、ノッチ１ＩＣによるノッチ信号活性化とは逆に、単層
中で増殖したときに、ＨＵＶＥＣの遊走および増殖を増大させた（図３４Ａ～図３４Ｃ）
。ＨＵＶＥＣをコラーゲンゲルの間に埋設した毛細血管様ネットワーク形成検定において
、ノッチ１１－１３デコイは、ＨＵＶＥＣに、分岐点が増大した更に複雑な血管ネットワ
ークを形成させたのに対して、ノッチ１１０－２４は完全なネットワークを形成できなか
った（図３５Ａおよび図３５Ｂ）。ノッチ１１－１３およびノッチ１１０－２４が、イン
ビトロ検定において３次元（３Ｄ）で異なる血管新生応答を誘発させる能力（図３３Ａ）
は、単層検定では見られなかった。この相違の可能な説明は、ノッチリガンドの発現が細
胞外マトリックス（ＥＣＭ）により影響を受けるということである。ＨＵＶＥＣがフィブ
リン上で増殖されたとき、コラーゲンに比較してＪＡＧＧＥＤ－１発現は有意に増大し、
またＤＬＬ４は減少した（図３６）。こうして、ＨＵＶＥＣ中においてノッチ１デコイ変
種により誘発されたリガンド特異的な応答は、ＥＣＭによって影響され、また毛細血管様
発芽の評価がインビトロで３Ｄにおいてモデル化されるときに顕在化される。
【０１５９】
　我々は、ノッチ信号伝達が発芽形成を限定する場合に、ノッチ１デコイがマウス網膜血
管新生に対して如何なる効果を有するかを問うた（Lobov et al., 2007; Suchting et al
., 2007）。該デコイまたはＦｃを発現するアデノウイルスベクタを新生児に注射し、循
環系におけるデコイ発現をウエスタンブロッティングにより検証し、循環するデコイの網
膜血管新生に対する影響を評価した。アデノウイルス感染は、ノッチ１デコイの検出可能
な血清レベルを導いた（データは示さず）。ノッチ１１－１３デコイは、ＤＬＬ４を選択
的にブロックするその能力（図３３Ａ）に一致して、内皮発芽および発芽先端細胞の数を
有意に増大させた（図３３Ｂ）。ノッチ１１０－２４デコイは、網膜における血管密度を
低下させた（図７Ｂ）。従って、ノッチ１１－２４デコイは、マウス網膜血管新生におけ
るＤ１１４アンタゴニストおよびインビトロ発芽の際のＪＡＧＧＥＤ－１アンタゴニスト
として挙動した。
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【０１６０】
　ＪＡＧＧＥＤ－１は、血管平滑筋細胞の補充のために重要であることが示されてきた（
High et al., 2008; Benedito et al., 2009）。α平滑筋アクチン（αＳＭＡ）免疫蛍光
の解析により、ノッチ１１０－２４およびノッチ１１－２４デコイ治療群において、動脈
に沿った血管平滑筋細胞被覆の減少が明らかになり（図３３Ｃ）、内皮特異的ＪＡＧＧＥ
Ｄ－１変異体マウスにおけるフェノタイプも見られた（High et al., 2008; Benedito et
 al., 2009）。ＮＧ２免疫蛍光法は、網膜周皮細胞被覆に有意な相違を示さなかった（デ
ータは示さず）。インビトロおよび印日簿での発芽血管新生二対する効果を評価したとき
に、ッチ１１－１３デコイはＤＬＬ４阻害剤として機能し、またノッチ１１０－２４デコ
イはＪＡＧＧＥＤ－１阻害剤として機能した。
【０１６１】
　・ノッチ１１－１３デコイ、ノッチ１１０－２４デコイ、およびノッチ１１－２４デコ
イは、
　　主要増殖を有意に低下させ、また腫瘍血管新生を不調不全にする：
　我々は、腫瘍細胞に直接影響を与えるノッチ１デコイの能力を試験し；Ｍｍ５ＭＴ－Ｆ
ＧＦ４（マウス乳腺腫瘍）、ＫＰ１－ＶＥＧＦ（ヒト膵臓腫瘍）、ＬＬＣ（マウス肺腫瘍
）、およびＢ１６－Ｆ１０（マウスメラノーマ）のインビトロでのコロニー形成、増殖、
およびアポトーシスに対して、ノッチ１１－１３、ノッチ１１０－２４、およびノッチ１
１－２４デコイが影響を及ぼすかどうかを評価した。全てのノッチ１デコイがＭｍ５ＭＴ
－ＦＧＦ４のコロニー形成を阻害したが、他の主要細胞株を阻害しなかった（図３７）。
従って、Ｍｍ５ＭＴ－ＦＧＦ４腫瘍において、ノッチ１デコイは、内皮細胞および壁細胞
のような、腫瘍細胞およびホスト細胞の両者を阻害する能力を有している。ノッチ１デコ
イは、単層培養において増殖した腫瘍株の何れにおいても、腫瘍細胞増殖またはアポトー
シスに影響しなかった（図１５）。
【０１６２】
　腫瘍におけるノッチ１デコイ変異体の作用を評価するために、我々は、４つの異なる腫
瘍細胞株を使用して異種移植研究を行った。異なるノッチ１デコイをコードするアデノウ
イルスを、皮下腫瘍移植の３日後のマウスに静脈注射した。注射の２日後には早くも、ウ
エスタンブロットにより血清中に、また免疫蛍光法により腫瘍中に高レベルのタンパク質
が検出された（図１８）。試験した全てのノッチ１デコイが、Ｍｍ５ＭＴ－ＦＧＦ４、Ｌ
ＬＣ、およびＢ１６－Ｆ１０腫瘍の増殖を有意に減少させたのに対して；ノッチ１１０－

２４デコイおよびノッチ１１－２４デコイだけが、ＫＰ１－ＶＥＧＦ腫瘍の増殖を阻害し
た（図３９Ａ～図３８Ｄ）。Ｍｍ５ＭＴ－ＦＧＦ４およびＫＰ１－ＶＥＧＦ腫瘍増殖を撹
乱するノッチ１１－２４デコイの能力は、全長ノッチ１デコイ（ノッチ１－３６）につい
て観察されたものと類似していた（図３９）。このノッチ１デコイの効果は腫瘍が迅速に
増殖を始めた後に見られ、それは移植の約１週間後に起こった（データは示さず）。
【０１６３】
　ノッチ１－１３デコイ、ノッチ１１０－２４デコイ、およびノッチ１１－２４デコイは
、腫瘍血管新生に対して異なる効果を有していた。ノッチ１－１３デコイは、Ｄｌｌ遮断
で見られたもの（Ridgway et al., 2006）に類似して、全ての腫瘍モデルにおいて内皮細
胞密度を有意に増加させた（図４０Ａ～図４０Ｂ）。対照的に、ノッチ１１０－２４およ
びノッチ１１－２４デコイ群からの腫瘍は、内皮細胞含量において減少を示した（図４０
Ａ～図４０Ｂ）。Ｍｍ５ＭＴ－ＦＧＦ４モデルにおいて、血管灌流は、レクチン灌流に続
く腫瘍内皮のエンドムチン染色によって決定された。Ｆｃ腫瘍に比較して、全てのノッチ
１デコイ治療群由来の血管構造は乏しい血管灌流を示し、７２％（ノッチ１１－１３）、
９０％（ノッチ１１０－２４）、および８４％（ノッチ１１－２４）減少した（図４１Ａ
および図４１Ｂ）。乏しい灌流に一致して、ノッチ１デコイで治療された腫瘍は増大した
低酸素症および腫瘍ネクローシスを有していた（図４１Ａおよび図４１Ｃ）。血管退化を
決定するために、腫瘍をエンドムチンおよびコラーゲンＩＶについて免疫染色した。コラ
ーゲンＩＶ沈着は、ノッチ１１－１３デコイ治療された腫瘍において増大し、またノッチ
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１１０－２４およびノッチ１１－２４デコイ腫瘍において減少した（図４２Ａ～図４２Ｃ
）。エンドムチン染色に対して正規化したときにＦｃ群とノッチ１デコイ治療群の間に相
違はなく（図４２Ｃ）、減少した腫瘍血管構造が血管退化によるものでないことが示され
た。
【０１６４】
　結論として、ＤＬＬ４およびＪＡＧＧＥＤ－１阻害は、マウス腫瘍異種移植片において
異なる血管新生フェノタイプをもたらした。ノッチ１１－１３デコイ、即ち、 ＤＬＬ４
阻害剤は内皮細胞含量を増加させ、血管灌流を低下させ、腫瘍低酸素症およびネクローシ
スを増大させた。ノッチ１１０－２４デコイ、即ち、ＪＡＧＧＥＤ－１阻害剤は腫瘍血管
新生を低下させ、腫瘍血管の灌流を乏しくして増大した低酸素症を導いた。
【０１６５】
　・ノッチ１デコイ類は腫瘍血管の壁細胞被覆を撹乱する異なった能力を示す：
　　ノッチ１デコイの網膜壁細胞被覆に対する効果に基づいて、我々は、ノッチ１デコイ
で処理されたＭｍ５ＭＴ－ＦＧＦ４腫瘍における壁細胞を評価した。腫瘍切片を、エンド
ムチンおよびＮＧ２またはαＳＭＡについて免疫染色し、それぞれ周皮細胞および血管平
滑筋細胞を可視化した。ノッチ１１－１３デコイ腫瘍において、周皮細胞は内皮細胞と密
接に関連付けされた（図４３Ａ）。Ｆｃ群に比べ、ノッチ１１－１３デコイは、増大した
内皮細胞含量と一致して周皮細胞を増大させ（図４３Ｂ～図４３Ｄ）、シュウヒ細胞密度
が変化しないことを示した。ノッチ１１０－２４およびノッチ１１－２４デコイで治療さ
れた腫瘍において、周皮細胞は内皮細胞から解離された（図４３Ａ）。
【０１６６】
された。内皮細胞に対する周皮細胞の数は、ノッチ１１０－２４デコイ腫瘍においては有
意に減少した（図４３Ｄ）；即ち、血管の全体の周皮細胞被覆が減少した。αＳＭＡ免疫
染色は、ノッチ１１０－２４およびノッチ１１－２４デコイで治療された腫瘍について、
大きな動脈の減少した血管平滑筋細胞被覆を明らかにした（図４４）。ノッチ１１０－２

４デコイおよびノッチ１１－２４デコイの同様の効果が、Ｂ１６－Ｆ１０腫瘍の壁細胞に
ついて観察された（データは示さず）。ＫＰ１－ＶＥＧＦおよびＬＬＣ対照腫瘍は、乏し
い壁細胞被覆を有している（データは示さず）。従って、腫瘍血管新生において、Ｄ１１
４阻害は血管壁細胞に対して明らかな影響を有していなかったのに対して、ノッチ１１－

２４デコイおよびノッチ１１０－２４デコイを介してＪＡＧＧＥＤ－１をブロックするこ
とは、血管のある周皮細胞および血管平滑筋細胞被覆をもたらした。　
　・ＪＡＧＧＥＤ特異的ノッチ１１０－２４　デコイは、可溶性ＶＥＧＦＲ－１／
　　ｓＦｌｔ－１を増加させる：
　我々は、ノッチ標的遺伝子発現を評価することによって、ＤＬＬ４特異的およびＪＡＧ
ＧＥＤ－１特異的なノッチ１デコイ変種が、内皮細胞において異なる効果を誘発する機構
を探求した。ＨＵＶＥＣにＦｃ、ノッチ１１－１３デコイ、ノッチ１１０－２４デコイ、
またはノッチ１１－２４デコイをコードするレンチウイルスを感染させ、内皮ノッチ下流
評定に対する効果を決定した。ｓｈＲＮＡ含有レンチウイルス（Ｊ１ＫＤ）を使用して、
ＨＵＶＥＣにおいてＪＡＧＧＥＤ－１をノックダウンした。ノッチ１１－１３デコイ、ノ
ッチ１１０－２４デコイ、およびノッチ１１－２４デコイ、並びにＪ１ＫＤの発現は、ノ
ッチ／ＣＳＬトランス活性化の直接の標的（Nakagawa et al., 2000）であるＨＥＹ１、
ＨＥＹＬおよびＨＥＳ１の発現を抑制した（図４５）。他のノッチ１デコイとは異なり、
ノッチ１１０－２４デコイまたはＪ１ＫＤは、ＨＥＹ２転写物を減少させなかった（図４
５）。従って、ノッチのＤＬＬ４およびＪＡＧＧＥＤ－１活性化は、内皮細胞におけるＨ
ＥＹ２の発現を差別的に調節する。
【０１６７】
　ノッチ信号伝達は、殆どはＶＥＧＦ受容体の調節を介して、内皮細胞におけるＶＥＧＦ
信号伝達を調節する（Thurston and Kitajewski, 2008）。我々は、ＶＥＧＦ受容体の発
現に対するノッチ１デコイ変異体またはＪ１ＫＤの効果を決定するために、定量的ＲＴ－
ＰＣＲおよびＦＡＣｓを使用した。ノッチ１１－１３、ノッチ１１０－２４、ノッチ１１
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－２４デコイ変異体およびＪ１ＫＤのノックダウンは、ＶＥＧＦＲ－２を減少させた（デ
ータは示さず）ノッチ１細胞内ドメイン（ノッチ１ＩＣ）とは逆に、ＨＵＶＥＣにおいて
ＶＥＧＦＲ－２発現を増大した。ノッチ１デコイによるＶＥＧＦＲ－２の増加は、ＨＵＶ
ＥＣの増殖および遊走における増大に寄与するらしい（図３４）。全てのノッチ１デコイ
変異体およびＪ１ＫＤは、ＦＥＧＦＲ－３発現を有意に増加させる（図４５）。
【０１６８】
　ノッチ１デコイによるＤＬＬ４またはＪＡＧＧＥＤ－１に媒介されたノッチ信号伝達の
阻害は、ＶＥＧＦＲ－１発現を差別的に調節した。ノッチ１１－１３デコイおよびノッチ
１１－２４デコイは、ＶＥＧＦＲ－１転写物を減少させた；これに対して、ノッチ１１０

－２４デコイまたはＪ１ＫＤは、ＶＥＧＦＲ－１を増大させた（図４６）。しかし、ＶＥ
ＧＦＲ－１の表面発現は、ノッチ１１０－２４デコイＨＵＶＥＣにおいて増大しなかった
（図４６）。　
　ＶＥＧＦＲ－１は、膜貫通受容体（ＶＥＧＦＲ－１）または可溶性タンパク質（ｓＶＥ
ＧＦＲ－１／ｓＦｌｔ－１）を産生する二つのスプライス変異体として存在する。ｓＶＥ
ＧＦＲ－１／ｓＦｌｔ－１に特異的なＰＣＲプライマーを使用することにより、我々は、
ノッチ１１０－２４デコイまたはＪ１ＫＤがｓＶＥＧＦＲ－１／ｓＦｌｔ－１転写物を有
意に増大させることを見出した（図４７Ａ）。Ｄｌｌ４およびＪＡＧＧＥＤ－１の両方を
阻害するノッチ１１－２４デコイはまた、ＨＵＶＥＣにおいて、ｓＶＥＧＦＲ－１／ｓＦ
ｌｔ－１発現を増大させた。ｓＶＥＧＦＲ－１／ｓＦｌｔ－１スプライス変異体は、ＨＵ
ＶＥＣにおいて、Ｄｌｌ４特異的なノッチ１１－１３デコイにより影響されなかった（図
４７Ａ）。我々は、異なるノッチ１デコイ類、Ｊ１ＫＤまたはノッチ１ＩＣを発現するＨ
ＵＶＥＣ由来の馴らし培地上でのＥＬＩＳＡを用いることにより、ＪＡＧＧＥＤ－１ノッ
チ信号伝達がｓＶＥＧＦＲ－１／ｓＦｌｔ－１を調節することを確認した。ｓＶＥＧＦＲ
－１／ｓＦｌｔ－１のレベルは、ノッチ１１０－２４デコイおよびノッチ１１－２４デコ
イまたはＪＡＧＧＥＤ－１のノックダウンと共に有意に増大し、またノッチ１１－１３デ
コイまたはノッチ１ＩＣによって影響されなかった（図４７Ｂ）。
【０１６９】
　Ｍｍ５ＭＴ－ＦＧＦ４腫瘍のＶＥＧＦＲ－１／ｓＦｌｔ－１免疫蛍光は、ノッチ１１０

－２４デコイおよびノッチ１１－２４デコイ群におけるＶＥＧＦＲ－１／ｓＦｌｔ－１の
有意な増加を示した（図４８Ａおよび図４８Ｂ）。ノッチ１１０－２４デコイおよびノッ
チ１１－２４デコイで治療された腫瘍における核酸および非血管染色パターンは、増大し
た可溶性のＶＥＧＦＲ－１／ｓＦｌｔ－１を示している。こうして、我々は、ノッチ１１

－２４またはノッチ１１０－２４デコイの何れかが、ＨＵＶＥＣおよびマウス腫瘍異種移
植片におけるｓＶＥＧＦＲ－１／ｓＦｌｔ－１のレベルを特異的に増大させることを発見
した。ｓＶＥＧＦＲ－１／ｓＦｌｔ－１がＶＥＧＦ／ＶＥＧＦＲ－２信号伝達の競争的ア
ンタゴニストとして機能するので、ノッチ１１０－２４デコイおよびノッチ１１－２４デ
コイで知慮いうされた腫瘍において我々が観察した腫瘍血管新生における減少は、減少し
たＶＥＧＦＲ－２信号伝達によって起きるかもしれない。
【０１７０】
　・ノッチ１デコイは腫瘍を有するマウスに対して有毒ではない：
　　先の刊行物は、ＧＳＩ、または組み合わされたノッチ１／ノッチ２遮断で治療された
マウスにおける腸杯状細胞の肥厚を報告した（van Es et al., 2005; Wu et al., 2010）
。ノッチ１１－１３デコイ、ノッチ１１－２４デコイ、またはノッチ１１０－２４デコイ
は、３週間の実験の終了時に、腫瘍を有するマウスの腸において、杯状細胞数を２倍未満
で穏やかに増加させた（図２７Ａおよび図２７Ｂ）。対照的に、ＧＳＩ（化合物Ｅ）で治
療されたマウスは、杯状細胞における５倍の増加を有していた。温和な腸フェノタイプと
一致して、ノッチ１デコイ変種腫瘍を持ったマウスにおいて体重ロスは観察されなかった
（図２７Ｃ）。これらの結果は、ノッチ１デコイには有意な腸毒性がなく、抗血管新生療
法のための別のノッチを標的とする薬剤を表すことを示唆している。
【０１７１】
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　＜考察＞
　ノッチリガンドと生産的に相互作用するために、ノッチ受容体はＥＧＦ様反復１１およ
び１２、並びにカルシウムイオンを必要とする（Rebay et al., 1991; Rand et al., 200
0）；しかし、ノッチ上のリガンド特異的相互作用ドメインに関しては僅かしか知られて
いない。我々は、ＤＬＬ４およびＪＡＧＧＥＤ－１に焦点を当てて、リガンド特異的相互
作用のためのドメインを決定するために、生化学的および機能的検定を利用した。この知
識を用いることにより、我々は、ＤＬＬ４またはＪＡＧＧＥＤ－１に媒介されたノッチ信
号伝達のための、独特な下流信号伝達事象を解明した。即ち、ノッチ１１－２４デコイは
汎リガンド阻害剤として機能し、ＤＬＬ４またはＪＡＧＧＥＤ－１により誘発された信号
伝達と相互作用し、且つ阻害する。ノッチ１１－１３デコイは、ＤＬＬ４特異的アンタゴ
ニストとして機能し、ＤＬＬ４を妨害できるがＪＡＧＧＥＤ－１は妨害しない第一の１３
ＥＧＦ様反復を定義する。逆に、ノッチ１のＥＧＦ様反復１０～２４を含んだノッチ１１

０－２４デコイは、ＪＡＧＧＥＤ－１を阻害したが、ＤＬＬ４は阻害しなかった。これら
のリガンド選択的なノッチ１デコイを使用して、我々は、ＤＬＬ４またはＪＡＧＧＥＤ－
１阻害により誘発されたｓＶＥＧＦＲ－１／ｓＦｌｔ－１の反対の調節を見出し、ＤＬＬ
４およびＪＡＧＧＥＤ－１がノッチ１の下流の異なる信号伝達効果を有することを示した
。最後に、我々は、ＤＬＬ４またはＪＡＧＧＥＤ－１の何れかを選択的に阻害し、または
その両方を阻害するノッチ１デコイを使用して、腫瘍阻害が達成され得ることを示した。
しかし、ＤＬＬ４またはＪＡＧＧＥＤ－１の阻害は、網膜および腫瘍異種移植片において
、異なる血管新生フェノタイプをもたらした。
【０１７２】
　・内皮細胞におけるＪＡＧＧＥＤ－１ 対 ＤＬＬ４リガンド特異的ノッチ信号伝達：
　　我々は以前に、ＪＡＧＧＥＤ－１、Ｄｌｌ１またはＤｌｌ４によりノッチ１信号伝達
をブックするラット・ノッチ１１－３６デコイを記載した（Funahashi et al., 2008）。
我々は、ヒト・ノッチ１１－３６デコイおよびノッチ１１－２４デコイを作製し（図３６
）、それらがＪＡＧＧＥＤ－１およびＤＬＬ４をブロックすることを示した。ノッチ１１

－３６デコイおよびノッチ１１－２４デコイは、それらがＤＬＬ４（その阻害は超発芽応
答を誘発するはず）と相互作用するとの事実にも拘わらず、抗血管新生剤として機能した
。我々は、ノッチ１１－３６デコイおよびノッチ１１－２４デコイの項血管新生活性が、
ＪＡＧＧＥＤ－１をブロックすることにより、またはＤＬＬ４およびＪＡＧＧＥＤ－１の
両方をブロックすることにより誘発されたフェノタイプを反映すると仮定した。
【０１７３】
　活性なアンタゴニストである全てのノッチ１デコイ変異体は、ノッチ１のＥＧＦ様反復
１１～１３を含んでいた。我々は、ノッチ１のＥＧＦ様反復１０～１３の上流側の反復が
、ＤＬＬ４に対する阻害活性を与え（図３Ｂおよび図３Ｃ）、またＤＬＬ４に対する特異
的結合を与える（図５Ｂ）ことを発見した。逆に、ＥＧＦ様反復１０～１３の下流側の反
復は、ＪＡＧＧＥＤ－１に対する阻害活性を与え（図４Ａおよび図４Ｂ）、またＪＡＧＧ
ＥＤ－１に対する結合を与える（図５Ｂ）が、ＤＬＬ４に対しては与えない。これは、ノ
ッチ１タンパク質におけるリガンド選択的な会合ドメインの最初の記述である。
【０１７４】
　我々の研究は、ＪＡＧＧＥＤ－１／ノッチおよびＤＬＬ／ノッチの信号伝達が重なりを
有しており、また独特な分子標的を有していることを示している。汎リガンドであるノッ
チ１１－２４デコイ、ＤＬＬ４－特異的ノッチ１１－１３デコイ、およびＪＡＧＧＥＤ－
１特異的ノッチ１１０－２４デコイは、全て、ノッチ標的であるＨＥＹ１、ＨＥＹＬ、Ｈ
ＥＳ１、ＶＥＧＦＲ－３のレベルの減少、およびＶＥＧＦＲ－２における増大を生じさせ
、これら遺伝子がＤＬＬ４／ノッチおよびＪＡＧＧＥＤ－１／ノッチの両方の信号伝達の
標的であることを示した。ノッチ１デコイ変異体活性における相違は、我々が、ＶＥＧＦ
ｒ－１のためのデコイ受容体として機能する抗血管新生剤であり、且つＦＥＧＦＲ－２信
号伝達を弱める可溶性ＦＥＧＦＲ－１／ｓＦｌｔ－１のリガンド特異的調節を分析したと
きに発見された（Shibuya, 2006）。ＤＬＬ４－特異的ノッチ１１－１３デコイは、ｓＶ
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ＥＧＦＲ－１／ｓＦｌｔ－１スプライス変異体およびタンパク質レベルを低下させたのに
対して、ＪＡＧＧＥＤ－１特異的なノッチ１１０－２４デコイは、増大したｓＶＥＧＦＲ
－１／ｓＦｌｔ－１をもたらした。従って、インビトロの発芽検定および腫瘍異種移植に
おいて、ＪＡＧＧＥＤ－１特異的なノッチデコイについて観察された抗血管新生フェノタ
イプは、ｓＶＥＧＦＲ－１／ｓＦｌｔ－１における増大から生じたのかも知れない。
【０１７５】
　・ノッチ１デコイの抗血管新生活性および抗腫瘍活性
　　ＪＡＧＧＥＤ－１特異的およびＤＬＬ特異的なノッチ１デコイは、両者共に腫瘍増殖
を低下させ、また腫瘍における低酸素症を誘導して、該ノッチ１デコイが腫瘍への血流を
効果的にブロックすることを示した。我々の解析により、ＤＬＬ４および／またはＪＡＧ
ＧＥＤ－１が標的であるとき、ノッチ１デコイ変異体の腫瘍阻害効果は異なる血管新生機
構から生じることが示された。
【０１７６】
　Ｄｌｌ４／ノッチの遮断は、増大した内皮細胞増殖および増大した先端細胞を導き、最
終的には、非機能的血管新生および血管灌流をもたらす（Noguera-Troise et al., 2006;
 Ridgway et al., 2006; Li et al., 2007; Hoey et al., 2009）。これらの研究と一致
して、ＤＬＬ４特異的なノッチ１１－１３デコイは、インビトロフィブリンビード検定に
おいて（図３３Ａおよび図３３Ｂ）、網膜血管新生の際（図７Ｂおよび図７Ｃ）、および
四つの異なる腫瘍異種移植において（図３８）、超発芽を生じた。ノッチ１１－１３デコ
イは、ＶＥＧＦＲ－２の上昇およびＶＥＧＦＲ－１の減少を生じ、該超発芽フェノタイプ
の根底にあるものとして提案される変化はＤｌｌ４遮断により生じる（Potente et al., 
2011）。従って、ノッチ１１－１３デコイの血管新生フェノタイプは、ＤＬＬ４阻害剤と
しての生化学的活性と一致した。
【０１７７】
　ＪＡＧＧＥＤ－１阻害剤であるノッチ１１０－２４デコイは、インビトロで（図３３Ａ
）、網膜血管新生の際（図７Ｂおよび図７Ｃ）、および複数の腫瘍異種移植において（図
３８）、低下した発芽を生じた。これは先の研究と一致するものであり、そこでは内皮Ｊ
ＡＧＧＥＤ－１が網膜血管新生発芽を低下させる（High et al., 2008; Benedito et al.
, 2009）。ノッチ１１０－２４デコイによるＪＡＧＧＥＤ－１阻害は、減少したＪＡＧＧ
ＥＤ－１／ノッチ１に誘導されたＣＳＬレポータ発現、並びにＨＥＹ１、ＨＥＹＬ、およ
びＨＥＳ１の発現に見られるように、低下したノッチ信号伝達と関連していた。しかしな
がら、ＪＡＧＧＥＤ－１の阻害は、内皮細胞におけるｓＶＥＧＦＲ－１／ｓＦｌｔ－１産
生を特異的に増大させた。従って、ノッチ１１０－２４デコイによるＪＡＧＧＥＤ－１遮
断の効果は、内皮細胞により産生される抗血管新生剤のレベルを上昇させることであった
。事実、ｓＶＥＧＦＲ－１／ｓＦｌｔ－１の有意な上昇が、ノッチ１１０－２４デコイで
治療された腫瘍においてみられた（図４８）；従って、低下した腫瘍血管新生は、高いｓ
ＶＥＧＦＲ－１／ｓＦｌｔ－１レベルと相関していた。
【０１７８】
　ノッチ１１０－２４デコイ発現は、網膜および腫瘍血管の両方に付随した血管壁細胞を
低下および崩壊させた。網膜において、ＪＡＧＧＥＤ－１特異的阻害は、小動脈の血管平
滑筋細胞被覆を低減した（図３３Ｄ）。周皮細胞もまた、ノッチ１１０－２４デコイで治
療された腫瘍において、腫瘍内皮と結合できなかった。ノッチ１１０－２４デコイで観察
された壁細胞被覆の方かいはまた、ＪＡＧＧＥＤ－１／ノッチ相互作用が、動脈上での適
正な平滑筋細胞結合について必要とされることを示した先の研究（High et al., 2008; B
enedito et al., 2009）と一致した。
【０１７９】
　我々は、ＪＡＧＧＥＤ－１に媒介されたノッチ活性化が内皮－周皮細胞相互作用の調節
および維持のために必要とされることを見出し、これらの相互作用の調節解除が血管の不
安定性に寄与することを提案した。従って、ｓＶＥＧＦＲ－１／ｓＦｌｔ－１を上昇させ
ることに加えて、我々は、ノッチ１１０－２４デコイが腫瘍血管新生をブロックする追加
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の機構を提案する。ノッチ１１０－２４デコイは、ＪＡＧＧＥＤ－１の阻害を介して、内
皮週比細胞相互作用を攪乱させることにより、腫瘍血管を不安定化する。ノッチは、内皮
－壁細胞相互作用を促進する広範囲の信号伝達分子（Armulik et al., 2005)を調節し、
また平滑筋細胞において、ノッチは分化を促進することにより内皮ＪＡＧＧＥＤ－１に応
答する（Domenga et al., 2004）。周皮細胞はＶＥＧＦ－Ａを産生するものであり、また
内皮細胞生存を促進することが知られている（Franco et al., 2011）。ノッチ１１０－

２４デコイは、腫瘍血管の周皮細胞被覆を酷く崩壊させ、またｓＶＥＧＦＲ－１／ｓＦｌ
ｔ－１を上昇させるので、この腫瘍内皮は、ＶＥＧＦ－Ａにより提供される生存促進信号
の欠失に対して特に敏感であろう。従って、ノッチ１１０－２４デコイは、腫瘍において
、周皮細胞を崩壊させ且つｓＶＥＧＦＲ－１／ｓＦｌｔ－１を上昇させるように働く強力
な血管新生剤を代表するものである。
【０１８０】
　・ＪＡＧＧＥＤ－１：血管新生促進性ノッチリガンド
　　血管におけるノッチ信号伝達の調節は、内皮ノッチリガンド、即ち、ＪＡＧＧＥＤ－
１およびＤｌｌ４に起因する。Ｄｌｌ４とは異なり、ノッチがマニックフリンジ（Manic 
Fringe；Benedito et al., 2009）によりグリコシル化されるなら、内皮ＪＡＧＧＥＤ－
１がノッチ信号伝達を活性化する減少した能力を有することが示されるまで、ＪＡＧＧＥ
Ｄ－１の役割は幾分わかり難いままであった。このデータは、内皮ＪＡＧＧＥＤ－１が、
Ｄｌｌ４／ノッチ相互作用を妨害することにより、またはＤｌｌ４により媒介されるもの
よりも低いノッチ信号伝達を促進することにより、Ｄｌｌ４／ノッチ信号伝達を妨害する
モデルを示唆する（Benedito et al., 2009）。このモデルのサポートにおいて、ＪＡＧ
ＧＥＤ－１の内皮特異的喪失は、網膜血管内において増大したノッチ標的であるＨｅｙ１
及びＨｅｓ１を導く（Benedito et al., 2009）。
【０１８１】
　我々は、内皮ＪＡＧＧＥＤ－１が、ｓＶＥＧＦＲ－１／ｓＦｌｔ１および未だ同定され
ていない他の可能なＪＡＧＧＥＤ－１特異的ノッチ標的を下方調節することによって血管
新生を促進するために、ノッチ信号活性化を介して作用できることを提案する。培養され
た内皮細胞において、ノッチ信号伝達を活性化するＪＡＧＧＥＤ－１の能力は、概ねＤＬ
Ｌ４と同様であった（図３Ｂ～３Ｃ、および図４Ａ～４ｂ）。ノッチ１１０－２４　デコ
イまたはＪ１ＫＤを介してＪＡＧＧＥＤ－１活性をブロックすることは、ＨＥＹ１、ＨＥ
ＹＬ、ＨＥＳ１、ＶＥＧＦＲ－３を含む殆どのノッチ下流標的を下方調節し、またＶＥＧ
ＦＲ－２を上方調節した（図４５）。しかし、ノッチ１１０－２４デコイまたはＪ１ＫＤ
によるＪＡＧＧＥＤ－１／ノッチ信号伝達の阻害は、ＤＬＬ４遮断とは異なり、ＨＥＹ２
を阻止せず、またｓＶＥＧＦＲ－１／ｓＦｌｔ－１を上昇させた。従って、ノッチ１１０

－２４デコイまたはＪ１ＫＤを使用した機能喪失実験は、内皮ＪＡＧＧＥＤ－１が、ノッ
チ信号伝達を活性化し、これがｓＶＥＧＦＲ－１／ｓＦｌｔ－１の下方調節をもたらすこ
とにより、血管新生を促進できることを示している。ＪＡＧＧＥＤ－１が活性化リガンド
であるとき、内皮細胞はｓＶＥＧＦＲ－１／ｓＦｌｔ－１を減少させることによって応答
するであろう。これに対して、ＪＡＧＧＥＤ－１がマニック・フリンジで修飾され（mani
c fringe-modified）、且つリガンドとして活性が低ければ、増大したＤＬＬ４信号伝達
が発芽形成を限定するであろう。従って、血管新生におけるＪＡＧＧＥＤ－１の特別な役
割は状況に依存するものであり、ノッチのレベルおよびグリコシル化状態、またはＪＡＧ
ＧＥＤ－１を内皮細胞ノッチに提示する細胞タイプに基づいて異なる。我々の研究から得
られた全ての証拠は、ＪＡＧＧＥＤ－１活性が生産的血管新生のために決定的に重要であ
るとの結論と一致している。
【０１８２】
　・ＤＬＬ４およびＪＡＧＧＥＤ－１の両方をブロックするノッチ１デコイの機能：
　　ＤＬＬ４およびＪＡＧＧＥＤ－１の両方を各々について選択的にブロックするノッチ
１デコイを開発することによって、我々は、リガンド選択的な遮断を用いて、組み合わさ
れたＤＬＬ４およびＪＡＧＧＥＤ－１遮断の効果を比較する機会を持った。ノッチ１１０
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験を使用した内皮発芽をブロックし（図３３Ａ）、またノッチ１１０－２４デコイのよう
に協力にではないが、ｓＶＥＧＦＲ１／ｓＦｌｔ－１のタンパク質レベルを増大させた（
図４７Ｂ）。しかしながら、ノッチ１１－２４デコイはまた、増大したＨＵＶＥＣ増殖、
遊走およびネットワーク形成によってわかるように、ＤＬＬ４特異的なノッチ１１－１３

デコイと同様に機能した。網膜において、ノッチ１１－２４デコイは混合型フェノタイプ
を示し、超発芽を生じたが（図７Ｂ）、また壁細胞被覆も低減させた（図３３Ｄ）。従っ
て、ノッチ１１－２４デコイは、網膜血管において、Ｄ１１４およびＪＡＧＧＥＤ－１機
能の両方を乱すことができる。対照的に、ノッチ１１－２４デコイは、四つの異なる腫瘍
モデルにおいてノッチ１１０－２４デコイを表現型模写して腫瘍血管構造を低減させ、ま
たＭｍ５ＭＴ腫瘍モデルにおいてＶＥＧＦＲ－１／ｓＦｌｔ－１を上昇させた。ノッチ１
１－２４デコイは、腫瘍微小環境において主にＪＡＧＧＥＤ－１阻害剤として作用し、腫
瘍におけるその有用性は、明らかに、異なるノッチリガンドの存在および活性に依存する
であろう。
【０１８３】
　・ノッチ１デコイの治療的能力
　　腫瘍血管新生の阻害におけるノッチ１デコイ類の他と異なる示差的能力は、それらの
生体利用性によって影響されるであろう。ノッチ１１－１３デコイおよびノッチ１１－２

４デコイは、ノッチ１１－３６デコイよりも高いレベルで発現および分泌され、従って、
製造がより容易である可能性があり、また潜在的にはより効果的である。腫瘍切片の分析
により、ノッチ１１－３６デコイは、腫瘍血管の周囲で検出され且つ腫瘍細胞をおおって
拡散されるより小さいノッチ１デコイ変異体とは逆に、腫瘍血管構造に限定されることが
示された（図３９）。より拡散性であるため、ノッチ１１－１３デコイおよびノッチ１１

－２４デコイは、腫瘍微小環境において、腫瘍血管新生、腫瘍細胞、癌細胞、および他の
細胞に影響する能力を有している。ＪＡＧＧＥＤ－１を過剰発現する腫瘍細胞は、マウス
における腫瘍血管新生を促進し（Zeng et al., 2005; Funahashi et al., 2008）、腫瘍
由来のＪＡＧＧＥＤ－１が、ＶＥＧＦ遮断のケースにおいて代替の血管新生経路として働
き得ることを示唆した。従って、ＪＡＧＧＥＤ－１に媒介されたノッチ信号伝達の選択的
阻害は、多くの細胞タイプに由来するＪＡＧＧＥＤ－１の腫瘍促進活性をターゲッティン
グするために重要である。
【０１８４】
　ノッチ１１－３６デコイの血管局在化の潜在的な利点は、オフ・ターゲット副作用を最
小化することであり得るであろう。ガンマセクレターゼ阻害剤（van Es et al., 2005）
、またはノッチ１／ノッチ２の組み合わされた阻害抗体（Wu et al., 2010）を使用した
ノッチ遮断の大きな副作用は、損なわれた胃腸機能である。我々は、ＧＳＩ治療に比較し
て、ノッチ１１－１３デコイ、ノッチ１１０－２４デコイ、ノッチ１１－２４デコイが、
最小限の杯細胞異型性のみを誘導し、またノッチ１デコイ類を発現するマウスが８週まで
は耐容性を示すことを見出した（データは示さず）。
【０１８５】
　活性および標的の相違にも拘わらず、ノッチ１１－１３デコイ、ノッチ１１０－２４デ
コイ、ノッチ１１－２４デコイは、全て、四つの異なる腫瘍モデルにおいて、最小限の毒
性で腫瘍増殖を抑制する上で効果的であった。ノッチ経路の複雑さおよびノッチが機能す
るプロセスの多様性が、我々に対して、該信号伝達経路を様々に調節できる広範な治療剤
、および癌治療のための新規な代替法を研究および開発する機会を提供した。
【０１８６】
＜第三実験シリーズについての参照文献＞
【参照文献３】
【０１８７】
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