
(57)【要約】
本発明は、患者の血液または他の組織中のカルシウム結合タンパク質の存在またはレベル
を判定することにより、どの癌患者が骨転移を発症するかを判定する方法を提供する。こ
れらのカルシウム結合タンパク質には、ＭＲＰ１４が含まれる。加えて、本発明は、骨転
移の発症を減らすための癌患者の処置方法を提供する。この判定を実施するキットも提供
する。

JP 2006-524803 A 2006.11.2



【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 非 骨 格 性 の 癌 を 診 断 さ れ た 患 者 に お け る 骨 転 移 の 阻 害 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 該 患 者 の 組 織 ま た は 体 液 の サ ン プ ル を 、 １ ま た は そ れ 以 上 の カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ
ク 質 の 存 在 に つ い て 試 験 す る こ と 、 そ し て 、 １ ま た は そ れ 以 上 の カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク
質 が 検 出 さ れ た 場 合 、
（ ｂ ） 該 患 者 を 骨 転 移 阻 害 療 法 で 処 置 す る こ と 、
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 非 骨 格 性 の 癌 を 診 断 さ れ た 患 者 に お け る 骨 転 移 の 阻 害 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 該 患 者 の 癌 組 織 サ ン プ ル ま た は 血 液 を 、 カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 の 存 在 に つ い て
試 験 す る こ と 、 そ し て 、 カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 が 検 出 さ れ た 場 合 、
（ ｂ ） 該 患 者 を 骨 転 移 阻 害 療 法 で 処 置 す る こ と 、
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 が 、 Ｓ １ ０ ０ タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ る 、 請 求
項 １ ま た は 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 が 、 Ｍ Ｒ Ｐ － １ ４ 、 Ｓ １ ０ ０ Ａ １ な い し ８ 、 Ｓ １ ０ ０ Ａ １ ０
－ １ ３ 、 Ｓ １ ０ ０ Ｐ 、 カ ル ビ ン ジ ン １ な い し ３ 、 カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 １ な い し ５ 、
ヒ ス チ ジ ン リ ッ チ カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 、 ア ネ キ シ ン Ａ ６ 、 分 泌 性 モ ジ ュ ラ ー カ ル シ
ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 ２ 、 レ テ ィ キ ュ ロ カ ル ビ ン １ 、 カ ル ト ラ ク チ ン 、 グ ラ ン カ ル シ ン 並 び
に カ ル シ ウ ム － お よ び イ ン テ グ リ ン － 結 合 タ ン パ ク 質 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項
１ ま た は 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 非 骨 格 性 の 癌 が 、 乳 癌 、 生 殖 泌 尿 器 の 癌 、 肺 癌 、 消 化 管 の 癌 、 類 表 皮 癌 、 黒 色 腫 、 卵 巣
癌 、 前 立 腺 癌 、 膵 臓 癌 、 神 経 芽 細 胞 腫 、 頭 部 お よ び ／ ま た は 首 の 癌 、 膀 胱 癌 、 腎 臓 、 脳 ま
た は 胃 の 癌 で あ る 、 請 求 項 １ ま た は 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 非 骨 格 性 の 癌 が 肺 癌 で あ る 、 請 求 項 ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 非 骨 格 性 の 癌 が 乳 癌 で あ る 、 請 求 項 ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 骨 転 移 阻 害 療 法 が 、 酸 ま た は 塩 形 態 の ビ ス ホ ス ホ ネ ー ト に よ る 処 置 を 含 む 、 請 求 項 １ ま
た は 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 ビ ス ホ ス ホ ネ ー ト が 、 ゾ レ ン ド ロ ン 酸 ま た は そ の 塩 で あ る 、 請 求 項 １ ま た は 請 求 項 ２ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 非 骨 格 性 の 癌 を 診 断 さ れ た 患 者 に お け る 骨 転 移 の 阻 害 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 該 患 者 の 組 織 ま た は 体 液 の サ ン プ ル を 、 カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 Ｍ Ｒ Ｐ － １ ４ の
存 在 に つ い て 試 験 す る こ と 、 そ し て 、 Ｍ Ｒ Ｐ － １ ４ が 検 出 さ れ た 場 合 、
（ ｂ ） 該 患 者 を 骨 転 移 阻 害 療 法 で 処 置 す る こ と 、
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 非 骨 格 性 の 癌 を 診 断 さ れ た 患 者 に お け る 骨 転 移 の 阻 害 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 該 患 者 の 癌 組 織 サ ン プ ル ま た は 血 液 を 、 Ｍ Ｒ Ｐ － １ ４ の 存 在 に つ い て 試 験 す る こ と
、 そ し て 、 遊 走 阻 害 因 子 関 連 タ ン パ ク 質 １ ４ が 検 出 さ れ た 場 合 、
（ ｂ ） 該 患 者 を 骨 転 移 阻 害 療 法 で 処 置 す る こ と 、
を 含 む 方 法 。
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【 請 求 項 １ ２ 】
　 骨 転 移 阻 害 療 法 が 、 酸 ま た は 塩 形 態 の ビ ス ホ ス ホ ネ ー ト に よ る 処 置 を 含 む 、 請 求 項 １ ０
ま た は 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 ビ ス ホ ス ホ ネ ー ト が 、 ゾ レ ン ド ロ ン 酸 ま た は そ の 医 薬 的 に 許 容 し 得 る 塩 で あ る 、 請 求 項
１ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 非 骨 格 性 の 癌 が 、 乳 癌 、 生 殖 泌 尿 器 の 癌 、 肺 癌 、 消 化 管 の 癌 、 類 表 皮 癌 、 黒 色 腫 、 卵 巣
癌 、 前 立 腺 癌 、 膵 臓 癌 、 神 経 芽 細 胞 腫 、 頭 部 お よ び ／ ま た は 首 の 癌 、 膀 胱 癌 、 腎 臓 、 脳 ま
た は 胃 の 癌 で あ る 、 請 求 項 １ ０ ま た は 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 非 骨 格 性 の 癌 が 肺 癌 で あ る 、 請 求 項 １ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 非 骨 格 性 の 癌 が 乳 癌 で あ る 、 請 求 項 １ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 の 存 在 が 質 量 分 析 に よ り 判 定 さ れ る 、 請 求 項 １ 、 請 求 項 ２ 、
請 求 項 １ ０ ま た は 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 の 存 在 が 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト ま た は Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り 判 定
さ れ る 、 請 求 項 １ 、 請 求 項 ２ 、 請 求 項 １ ０ ま た は 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な 標 識 化 プ ロ ー ブ を 使 用 す る 、 請 求 項 １ ８ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 標 識 化 プ ロ ー ブ が 、 抗 体 ま た は 放 射 性 標 識 化 結 合 パ ー ト ナ ー で あ る 、 請 求 項 １ ９ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 抗 体 が Ｍ Ｒ Ｐ － １ ４ に 結 合 で き る Ｍ Ａ Ｃ ３ ８ ７ で あ る 、 請 求 項 ２ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 １ ま た は そ れ 以 上 の カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 の 存 在 が 、 該 １ ま た は そ れ 以 上 の カ ル シ
ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る １ ま た は そ れ 以 上 の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る こ と
に よ り 判 定 さ れ る 、 請 求 項 １ 、 請 求 項 ２ 、 請 求 項 １ ０ ま た は 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 該 発 現 レ ベ ル が 、 マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 、 逆 転 写 Ｐ Ｃ Ｒ お よ び リ
ア ル タ イ ム 定 量 的 Ｐ Ｃ Ｒ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 技 法 に よ り 検 出 さ れ る 、 請 求 項 ２ ３ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 非 骨 格 性 の 癌 を 診 断 さ れ た ど の 患 者 が 、 骨 転 移 を 発 症 し そ う で あ る か を 判 定 す る 方 法 で
あ っ て 、
ａ ） 該 患 者 か ら 組 織 ま た は 体 液 の サ ン プ ル を 得 る こ と ；
ｂ ） １ ま た は そ れ 以 上 の カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 の レ ベ ル が 該 組 織 ま た は 体 液 の サ ン プ
ル に お い て 上 昇 し て い る か 否 か を 判 定 す る こ と ；
ｃ ） １ ま た は そ れ 以 上 の カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 の レ ベ ル が 上 昇 し て い る 場 合 、 該 患 者
が 骨 転 移 発 症 の 高 リ ス ク 群 に 属 す る と 判 定 す る こ と ； お よ び
ｄ ） １ ま た は そ れ 以 上 の カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 の レ ベ ル が 上 昇 し て い な い 場 合 、 該 患
者 が 骨 転 移 発 症 の 低 リ ス ク 群 に 属 す る と 判 定 す る こ と 、
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
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　 非 骨 格 性 の 癌 を 診 断 さ れ た ど の 患 者 が 、 骨 転 移 を 発 症 し そ う で あ る か を 判 定 す る 方 法 で
あ っ て 、
ａ ） 該 患 者 か ら 組 織 ま た は 体 液 の サ ン プ ル を 得 る こ と ；
ｂ ） 該 組 織 ま た は 体 液 の サ ン プ ル に お い て 、 １ ま た は そ れ 以 上 の カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク
質 の 存 在 を 判 定 す る こ と ；
ｃ ） １ ま た は そ れ 以 上 の カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 の 存 在 が 検 出 さ れ る 場 合 、 該 患 者 が 骨
転 移 発 症 の 高 リ ス ク 群 に 属 す る と 判 定 す る こ と ； お よ び
ｄ ） １ ま た は そ れ 以 上 の カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 が 検 出 さ れ な い 場 合 、 該 患 者 が 骨 転 移
発 症 の 低 リ ス ク 群 に 属 す る と 判 定 す る こ と 、
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 非 骨 格 性 の 癌 を 診 断 さ れ た ど の 患 者 が 、 骨 転 移 を 発 症 し そ う で あ る か を 判 定 す る 方 法 で
あ っ て 、
ａ ） イ ン ビ ト ロ ま た は エ ク ス ビ ボ で 、 １ ま た は そ れ 以 上 の カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 の レ
ベ ル が 該 患 者 の 組 織 ま た は 体 液 の サ ン プ ル に お い て 上 昇 し て い る か 否 か を 判 定 す る こ と ；
ｂ ） １ ま た は そ れ 以 上 の カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 の レ ベ ル が 上 昇 し て い る 場 合 、 該 患 者
が 骨 転 移 発 症 の 高 リ ス ク 群 に 属 す る と 判 定 す る こ と ； お よ び
ｃ ） １ ま た は そ れ 以 上 の カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 の レ ベ ル が 上 昇 し て い な い 場 合 、 該 患
者 が 骨 転 移 発 症 の 低 リ ス ク 群 に 属 す る と 判 定 す る こ と 、
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 非 骨 格 性 の 癌 を 診 断 さ れ た ど の 患 者 が 、 骨 転 移 を 発 症 し そ う で あ る か を 判 定 す る 方 法 で
あ っ て 、
ａ ） イ ン ビ ト ロ ま た は エ ク ス ビ ボ で 、 該 患 者 の 組 織 ま た は 体 液 の サ ン プ ル に お け る １ ま た
は そ れ 以 上 の カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 の 存 在 を 判 定 す る こ と ；
ｂ ） １ ま た は そ れ 以 上 の カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 が 検 出 さ れ る 場 合 、 該 患 者 が 骨 転 移 発
症 の 高 リ ス ク 群 に 属 す る と 判 定 す る こ と ； お よ び
ｃ ） １ ま た は そ れ 以 上 の カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 が 検 出 さ れ な い 場 合 、 該 患 者 が 骨 転 移
発 症 の 低 リ ス ク 群 に 属 す る と 判 定 す る こ と 、
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 が 、 Ｓ １ ０ ０ タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ る 、 請 求
項 ２ ５ 、 請 求 項 ２ ６ 、 請 求 項 ２ ７ ま た は 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 が 、 Ｍ Ｒ Ｐ － １ ４ 、 Ｓ １ ０ ０ Ａ １ な い し ８ 、 Ｓ １ ０ ０ Ａ １ ０
－ １ ３ 、 Ｓ １ ０ ０ Ｐ 、 カ ル ビ ン ジ ン １ な い し ３ 、 カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 １ な い し ５ 、
ヒ ス チ ジ ン リ ッ チ カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 、 ア ネ キ シ ン Ａ ６ 、 分 泌 性 モ ジ ュ ラ ー カ ル シ
ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 ２ 、 レ テ ィ キ ュ ロ カ ル ビ ン １ 、 カ ル ト ラ ク チ ン 、 グ ラ ン カ ル シ ン 並 び
に カ ル シ ウ ム － お よ び イ ン テ グ リ ン － 結 合 タ ン パ ク 質 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項
２ ５ 、 請 求 項 ２ ６ 、 請 求 項 ２ ７ ま た は 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 該 組 織 ま た は 体 液 の サ ン プ ル が 、 組 織 生 検 、 血 液 、 血 清 、 血 漿 、 リ ン パ 、 腹 水 、 嚢 胞 液
、 尿 、 脳 脊 髄 液 （ Ｃ Ｓ Ｆ ） 、 唾 液 ま た は 汗 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ２ ５ 、 請 求
項 ２ ６ 、 請 求 項 ２ ７ ま た は 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 非 骨 格 性 の 癌 が 、 乳 癌 、 生 殖 泌 尿 器 の 癌 、 肺 癌 、 消 化 管 の 癌 、 類 表 皮 癌 、 黒 色 腫 、 卵 巣
癌 、 前 立 腺 癌 、 膵 臓 癌 、 神 経 芽 細 胞 腫 、 頭 部 お よ び ／ ま た は 首 の 癌 、 膀 胱 癌 、 腎 臓 、 脳 ま
た は 胃 の 癌 で あ る 、 請 求 項 ２ ５ 、 請 求 項 ２ ６ 、 請 求 項 ２ ７ ま た は 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ３ ３ 】
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　 非 骨 格 性 の 癌 が 肺 癌 で あ る 、 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 非 骨 格 性 の 癌 が 乳 癌 で あ る 、 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 該 組 織 ま た は 体 液 の サ ン プ ル に お け る １ ま た は そ れ 以 上 の カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 の
レ ベ ル ま た は 存 在 を 判 定 す る 段 階 が 、 質 量 分 析 を 利 用 し て 該 １ ま た は そ れ 以 上 の カ ル シ ウ
ム 結 合 タ ン パ ク 質 の レ ベ ル を 測 定 す る こ と に よ る も の で あ る 、 請 求 項 ２ ５ 、 請 求 項 ２ ６ 、
請 求 項 ２ ７ 、 請 求 項 ２ ８ 、 請 求 項 ２ ９ 、 請 求 項 ３ ０ 、 請 求 項 ３ １ 、 請 求 項 ３ ２ 、 請 求 項 ３
３ ま た は 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 該 組 織 ま た は 体 液 の サ ン プ ル に お け る １ ま た は そ れ 以 上 の カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 の
レ ベ ル ま た は 存 在 が 、 該 タ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 試 薬 を 利 用 し て 該 １ ま た は そ れ 以
上 の カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 の レ ベ ル を 測 定 す る こ と に よ り 行 わ れ る 、 請 求 項 ２ ５ 、 請
求 項 ２ ６ 、 請 求 項 ２ ７ 、 請 求 項 ２ ８ 、 請 求 項 ２ ９ 、 請 求 項 ３ ０ 、 請 求 項 ３ １ 、 請 求 項 ３ ２
、 請 求 項 ３ ３ ま た は 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 該 試 薬 が 該 カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な 標 識 化 プ ロ ー ブ で あ る 、 請 求 項 ３ ６ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 該 試 薬 が 抗 体 を 含 む 、 請 求 項 ３ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 該 試 薬 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ３ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 １ ま た は そ れ 以 上 の カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 の レ ベ ル ま た は 存 在 が 、 該 １ ま た は そ れ
以 上 の カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る １ ま た は そ れ 以 上 の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を
測 定 す る こ と に よ り 判 定 さ れ る 、 請 求 項 ２ ５ ま た は 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 該 発 現 レ ベ ル が 、 マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 、 逆 転 写 Ｐ Ｃ Ｒ お よ び リ
ア ル タ イ ム 定 量 的 Ｐ Ｃ Ｒ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 技 法 に よ り 検 出 さ れ る 、 請 求 項 ４ ０ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 非 骨 格 性 の 癌 を 診 断 さ れ た 患 者 に お い て 骨 転 移 を 処 置 す る の に 有 用 な 物 質 の ス ク リ ー ニ
ン グ 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 骨 転 移 に 冒 さ れ る 素 因 が あ る か 、 ま た は 冒 さ れ て い る 非 ヒ ト 試 験 動 物 に 候 補 物 質 を
投 与 す る こ と ；
（ ｂ ） （ ａ ） の 候 補 物 質 を 、 骨 転 移 に 冒 さ れ る 素 因 が な い か 、 ま た は 冒 さ れ て い な い 、 調
和 す る 対 照 非 ヒ ト 動 物 に 投 与 す る こ と ；
（ ｃ ） （ ａ ） お よ び （ ｂ ） の 動 物 か ら 得 ら れ る サ ン プ ル 中 の １ ま た は そ れ 以 上 の カ ル シ ウ
ム 結 合 タ ン パ ク 質 の レ ベ ル を 判 定 す る こ と ；
（ ｄ ） （ ｃ ） で 判 定 さ れ た レ ベ ル を 比 較 す る こ と 、 こ こ で 、 該 １ ま た は そ れ 以 上 の カ ル シ
ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 の レ ベ ル の 低 下 は 、 候 補 物 質 が 骨 転 移 の 処 置 に 有 用 な 物 質 で あ る こ と
を 示 す 、
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 １ ま た は そ れ 以 上 の カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 が 、 Ｍ Ｒ Ｐ － １ ４ 、 Ｓ １ ０ ０ Ａ １ な い し
８ 、 Ｓ １ ０ ０ Ａ １ ０ － １ ３ 、 Ｓ １ ０ ０ Ｐ 、 カ ル ビ ン ジ ン １ な い し ３ 、 カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン
パ ク 質 １ な い し ５ 、 ヒ ス チ ジ ン リ ッ チ カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 、 ア ネ キ シ ン Ａ ６ 、 分 泌
性 モ ジ ュ ラ ー カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 ２ 、 レ テ ィ キ ュ ロ カ ル ビ ン １ 、 カ ル ト ラ ク チ ン 、
グ ラ ン カ ル シ ン 、 カ ル シ ウ ム － お よ び イ ン テ グ リ ン － 結 合 タ ン パ ク 質 か ら 選 択 さ れ る 、 請
求 項 ４ ２ に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ４ ４ 】
　 カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 が Ｍ Ｒ Ｐ － １ ４ で あ る 、 請 求 項 ４ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 該 サ ン プ ル が 組 織 ま た は 体 液 の サ ン プ ル で あ る 、 請 求 項 ４ ２ 、 請 求 項 ４ ３ ま た は 請 求 項
４ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 １ ま た は そ れ 以 上 の カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 の レ ベ ル が 質 量 分 析 に よ り 判 定 さ れ る 、
請 求 項 ４ ２ 、 請 求 項 ４ ３ 、 請 求 項 ４ ４ ま た は 請 求 項 ４ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 １ ま た は そ れ 以 上 の カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 の レ ベ ル が ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト ま た は Ｅ
Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り 判 定 さ れ る 、 請 求 項 ４ ２ 、 請 求 項 ４ ３ 、 請 求 項 ４ ４ ま た は 請 求 項 ４ ５ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 １ ま た は そ れ 以 上 の カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な 標 識 化 プ ロ ー ブ を 使 用 す る 、
請 求 項 ４ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 標 識 化 プ ロ ー ブ が 、 抗 体 ま た は 放 射 性 標 識 化 結 合 パ ー ト ナ ー で あ る 、 請 求 項 ４ ８ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ４ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 １ ま た は そ れ 以 上 の カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 の レ ベ ル が 、 該 １ ま た は そ れ 以 上 の カ ル
シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る １ ま た は そ れ 以 上 の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る こ
と に よ り 判 定 さ れ る 、 請 求 項 ４ ２ 、 請 求 項 ４ ３ 、 請 求 項 ４ ４ ま た は 請 求 項 ４ ５ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 該 発 現 レ ベ ル が 、 マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 、 逆 転 写 Ｐ Ｃ Ｒ お よ び リ
ア ル タ イ ム 定 量 的 Ｐ Ｃ Ｒ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 技 法 に よ り 検 出 さ れ る 、 請 求 項 ５ １ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 該 試 薬 が 、 ア ン チ セ ン ス ヌ ク レ オ チ ド 、 リ ボ ザ イ ム お よ び 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ か ら な る 群 か ら
選 択 さ れ る 、 請 求 項 ４ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 非 骨 格 性 の 癌 を 有 す る ど の 患 者 が 骨 転 移 を 発 症 し そ う で あ る か の 判 定 に 使 用 す る た め の
試 験 キ ッ ト で あ っ て 、 請 求 項 ３ ６ 、 請 求 項 ３ ７ 、 請 求 項 ３ ８ ま た は 請 求 項 ３ ９ の 試 薬 を 、
該 体 液 を 接 触 さ せ る の に 適 す る 容 器 中 に 含 み 、 結 果 の 解 釈 の た め の 指 示 を 伴 う 、 試 験 キ ッ
ト 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 該 試 薬 が 抗 体 を 含 み 、 該 抗 体 が 該 カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 、 請 求
項 ５ ４ に 記 載 の 試 験 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 組 織 ま た は 体 液 の サ ン プ ル 中 の Ｍ Ｐ Ｒ － １ ４ の レ ベ ル お よ び ／ ま た は 存 在 を 検 出 で き る
抗 体 を 含 む 、 請 求 項 ５ ４ ま た は 請 求 項 ５ ５ に 記 載 の 試 験 キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 癌 が 患 者 の 骨 格 系 に 転 移 （ 骨 転 移 ） し そ う で あ る か 否 か を 予 測 す る タ ン パ ク
質 マ ー カ ー を 見 出 し た こ と に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
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　 転 移 性 の 癌 は 、 １ つ の 器 官 ま た は 身 体 の 一 部 で 発 生 し 、 し ば し ば リ ン パ ま た は 循 環 系 を
通 し て 、 物 理 的 に 発 生 部 位 の 近 傍 で は な い 身 体 の 他 の 部 分 に 広 が る 。 患 者 の 骨 格 系 へ の 非
骨 格 性 の 癌 の 転 移 は 、 し ば し ば 予 後 の よ く な い 、 無 能 力 化 す る 骨 癌 を も た ら す 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 非 骨 格 性 の 癌 が 骨 転 移 を も た ら し そ う で あ る こ と を 予 測 す る 方 法 は 、 医 療 従 事 者 が 癌 過
程 の 早 期 に 癌 の 骨 へ の 広 が り を 防 止 ま た は 阻 害 す る 治 療 介 入 を 行 う こ と を 可 能 に す る で あ
ろ う 。 こ れ は 、 無 能 力 化 す る 骨 癌 の 遅 延 ま た は 防 止 お よ び 患 者 の 予 後 の 改 善 を も た ら す で
あ ろ う 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 本 発 明 は 、 癌 が 骨 転 移 を も た ら し そ う な こ と を 予 測 す る た め の 診 断 方 法 、 お よ び 、 癌 の
骨 格 へ の 転 移 を 防 止 ま た は 遅 延 さ せ る た め の 本 発 明 診 断 方 法 の 使 用 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】

　 本 発 明 は 、 骨 格 へ の 転 移 の あ っ た 癌 患 者 か ら 得 た 血 漿 サ ン プ ル 中 の ペ プ チ ド お よ び タ ン
パ ク 質 を 、 リ ン パ 節 お よ び 他 の 部 位 へ の 転 移 が あ っ た が 骨 に は な か っ た 癌 患 者 か ら 得 ら れ
た 血 漿 サ ン プ ル に 見 ら れ る も の と 比 較 し た 実 験 に 基 づ く 。 こ れ ら の 実 験 は 、 カ ル シ ウ ム 結
合 タ ン パ ク 質 で あ る 遊 走 阻 害 因 子 関 連 タ ン パ ク 質 １ ４ （ Ｍ Ｒ Ｐ － １ ４ ） が 、 骨 へ の 転 移 を
有 す る 癌 患 者 で 一 貫 し て 発 現 さ れ る が 、 例 え ば 、 骨 転 移 を 有 す る 肺 癌 患 者 の 約 ６ ８ ％ で あ
る が 、 骨 へ の 転 移 を 有 さ な い 患 者 で は 発 現 さ れ な い こ と を 立 証 し て い る 。 そ れ は さ ら に 、
骨 転 移 の あ る 乳 癌 患 者 の 血 清 中 の Ｍ Ｒ Ｐ － １ ４ の レ ベ ル が 、 骨 転 移 の な い 乳 癌 患 者 の 血 清
中 の Ｍ Ｒ Ｐ － １ ４ レ ベ ル と 比 較 し て 高 い こ と を 立 証 し た 。 こ の こ と か ら 、 カ ル シ ウ ム 結 合
タ ン パ ク 質 を 過 剰 発 現 す る 腫 瘍 細 胞 は 、 そ れ ら を 血 液 中 に 流 出 お よ び ／ ま た は 分 泌 し 、 そ
の よ う な 腫 瘍 細 胞 は 、 カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 を 過 剰 発 現 し な い 腫 瘍 と 比 較 し て 、 よ り
接 着 で き 、 骨 中 で 転 移 性 腫 瘍 沈 着 に 成 長 で き る と い う 仮 説 が 設 け ら れ る 。 こ の こ と か ら 、
癌 患 者 の 血 液 ま た は 癌 性 組 織 で 検 出 さ れ る １ ま た は そ れ 以 上 の カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質
は 、 骨 転 移 を 発 症 す る リ ス ク の 高 い 患 者 を 予 測 す る も の で あ る と い う 結 論 が 導 か れ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 は 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る 。 カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 の 例
に は 、 Ｓ １ ０ ０ Ａ １ な い し ８ 、 Ｓ １ ０ ０ Ａ １ ０ － １ ３ 、 Ｓ １ ０ ０ Ｐ 、 カ ル ビ ン ジ ン １ な い
し ３ 、 カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 １ な い し ５ 、 ヒ ス チ ジ ン リ ッ チ （ Histidine-Rich) カ ル
シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 、 ア ネ キ シ ン Ａ ６ 、 分 泌 性 モ ジ ュ ラ ー カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 ２
、 レ テ ィ キ ュ ロ カ ル ビ ン （ Reticulocalbin） １ 、 カ ル ト ラ ク チ ン （ Caltractin） 、 グ ラ ン
カ ル シ ン （ Grancalcin） 、 カ ル シ ウ ム － お よ び イ ン テ グ リ ン － 結 合 タ ン パ ク 質 お よ び Ｍ Ｒ
Ｐ － １ ４ が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 一 般 的 に 、 癌 が 高 い 骨 格 へ の 転 移 の リ ス ク に あ る か 否 か を 予 測 す る
た め の 方 法 に 関 す る 。 そ れ は 、 癌 細 胞 が １ ま た は そ れ 以 上 の カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 を
過 剰 発 現 し て い る か 否 か を 判 定 す る こ と を 含 み 、 こ こ で 特 に 、 カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質
は 、 Ｍ Ｒ Ｐ － １ ４ 、 Ｓ １ ０ ０ Ａ １ な い し ８ 、 Ｓ １ ０ ０ Ａ １ ０ － １ ３ 、 Ｓ １ ０ ０ Ｐ 、 カ ル ビ
ン ジ ン １ な い し ３ 、 カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 １ な い し ５ 、 ヒ ス チ ジ ン リ ッ チ カ ル シ ウ ム
結 合 タ ン パ ク 質 、 ア ネ キ シ ン Ａ ６ 、 分 泌 性 モ ジ ュ ラ ー カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 ２ 、 レ テ
ィ キ ュ ロ カ ル ビ ン １ 、 カ ル ト ラ ク チ ン 、 グ ラ ン カ ル シ ン 、 カ ル シ ウ ム － お よ び イ ン テ グ リ
ン － 結 合 タ ン パ ク 質 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 患 者 を ゾ レ ン ド ロ ン 酸 （ zolendronic acid） ま た は そ の 医 薬 的 に 許 容
し 得 る 塩 な ど の 骨 転 移 阻 害 処 置 剤 で 処 置 す る こ と に よ り 、 １ ま た は そ れ 以 上 の カ ル シ ウ ム
結 合 タ ン パ ク 質 を 過 剰 発 現 し て い る 癌 の 骨 転 移 を 阻 害 す る こ と に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 よ り 詳 し く は 、 本 発 明 は 、 非 骨 格 性 の 癌 を 診 断 さ れ た 患 者 に お け る 骨 転 移 の 阻 害 方 法 に
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関 す る 。 そ の 方 法 は 、 （ ａ ） 該 患 者 の 組 織 ま た は 体 液 の サ ン プ ル を 、 １ ま た は そ れ 以 上 の
カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 の 存 在 に つ い て 試 験 す る こ と 、 そ し て 、 １ ま た は そ れ 以 上 の カ
ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 が 検 出 さ れ た 場 合 、 （ ｂ ） 該 患 者 を 骨 転 移 阻 害 療 法 で 処 置 す る こ
と 、 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 よ り 好 ま し く は 、 本 発 明 は 、 非 骨 格 性 の 癌 を 診 断 さ れ た 患 者 に お け る 骨 転 移 の 阻 害 方 法
に 関 す る 。 そ の 方 法 は 、 （ ａ ） 該 患 者 の 癌 組 織 サ ン プ ル ま た は 血 液 を 、 カ ル シ ウ ム 結 合 タ
ン パ ク 質 の 存 在 に つ い て 試 験 す る こ と 、 そ し て 、 カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 が 検 出 さ れ た
場 合 、 （ ｂ ） 該 患 者 を 骨 転 移 阻 害 処 置 で 処 置 す る こ と 、 を 含 む 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 Ｍ Ｒ Ｐ － １ ４ 、 Ｓ １ ０ ０ Ａ １ な い し ８ 、 Ｓ １ ０ ０ Ａ １ ０ － １ ３ 、 Ｓ １ ０ ０ Ｐ 、 カ ル ビ ン
ジ ン １ な い し ３ 、 カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 １ な い し ５ 、 ヒ ス チ ジ ン リ ッ チ カ ル シ ウ ム 結
合 タ ン パ ク 質 、 ア ネ キ シ ン Ａ ６ 、 分 泌 性 モ ジ ュ ラ ー カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 ２ 、 レ テ ィ
キ ュ ロ カ ル ビ ン １ 、 カ ル ト ラ ク チ ン 、 グ ラ ン カ ル シ ン 並 び に カ ル シ ウ ム － お よ び イ ン テ グ
リ ン － 結 合 タ ン パ ク 質 な ど の Ｓ １ ０ ０ タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー は 、 段 階 （ ａ ） に
従 い 検 出 で き る カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 の 例 で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 一 般 的 に 、 試 験 は 、 転 移 、 特 に 骨 転 移 の 臨 床 症 状 の 現 れ 、 ま た は 従 来 の 方 法 に よ る 転 移
の 検 出 に 先 立 っ て 行 う 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 非 骨 格 性 の 癌 は 、 一 般 に 、 患 者 の 骨 格 ま た は 骨 に 位 置 し な い 、 任 意 の 原 発 性 の 癌 で あ る
。 よ り 明 確 に は 、 非 骨 格 性 の 癌 は 、 乳 癌 、 生 殖 泌 尿 器 の 癌 、 肺 癌 、 消 化 管 の 癌 、 類 表 皮 癌
、 黒 色 腫 、 卵 巣 癌 、 前 立 腺 癌 、 膵 臓 癌 、 神 経 芽 細 胞 腫 、 頭 部 お よ び ／ ま た は 首 の 癌 、 膀 胱
癌 、 腎 臓 、 脳 ま た は 胃 の 癌 で あ る 。 特 に 、 非 骨 格 系 の 癌 は 、 乳 癌 、 肺 癌 ま た は 前 立 腺 癌 で
あ り 得 る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 血 漿 お よ び 組 織 サ ン プ ル 中 の タ ン パ ク 質 の 存 在 の 検 出 は 、 例 え ば ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、
Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ お よ び 質 量 分 析 な ど の 、 当 分 野 で 知 ら れ て い る 方 法 論 に よ り 実 施 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 好 ま し く は 、 １ ま た は そ れ 以 上 の カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 の 存 在 は 、 該 １ ま た は そ れ
以 上 の カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な １ ま た は そ れ 以 上 の 標 識 化 プ ロ ー ブ の 使 用 に
よ り 検 出 す る 。 最 も 好 ま し く は 、 該 標 識 化 プ ロ ー ブ は 、 抗 体 ま た は 放 射 性 標 識 結 合 パ ー ト
ナ ー で あ る 。 さ ら に よ り 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 該 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の 他 の 実 施 態 様 で は 、 １ ま た は そ れ 以 上 の カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 の 存 在 は 、
該 １ ま た は そ れ 以 上 の カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る １ ま た は そ れ 以 上 の 遺 伝 子
の 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る こ と に よ り 判 定 す る 。 好 ま し く は 、 該 発 現 レ ベ ル は 、 マ イ ク ロ ア
レ イ 分 析 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 、 逆 転 写 Ｐ Ｃ Ｒ お よ び リ ア ル タ イ ム 定 量 的 Ｐ Ｃ Ｒ か ら な
る 群 か ら 選 択 さ れ る 技 法 を 使 用 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル の 測 定 に よ り 判 定 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 方 法 に 従 い 試 験 さ れ る 組 織 サ ン プ ル は 、 例 え ば 、 手 術 ま た は 生 検 に よ り 得 ら れ た サ ン
プ ル で あ る か 、 ま た は 、 血 液 サ ン プ ル 、 特 に 血 漿 も し く は 血 清 サ ン プ ル で あ る 。 好 ま し く
は 、 試 験 さ れ る 組 織 ま た は 体 液 の サ ン プ ル は 、 組 織 生 検 、 血 液 、 血 清 、 血 漿 、 リ ン パ 液 、
腹 水 、 嚢 胞 液 、 尿 、 脳 脊 髄 液 （ Ｃ Ｓ Ｆ ） 、 唾 液 （ salvia） ま た は 汗 か ら な る 群 か ら 選 択 さ
れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 の 特 に 有 用 な 実 施 態 様 で は 、 カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 で あ る 遊 走 阻 害 因 子 関 連
タ ン パ ク 質 １ ４ （ Ｍ Ｒ Ｐ － １ ４ ） を 、 段 階 （ ａ ） に 従 い 検 出 す る 。 Ｍ Ｒ Ｐ － １ ４ は 、 当 分
野 で 数 々 の 同 義 語 で 知 ら れ て い る ： 例 え ば 、 カ ル グ ラ ヌ リ ン （ calgranulin） Ｂ 、 Ｐ １ ４
、 白 血 球 Ｌ １ 複 合 体 重 鎖 、 Ｓ １ ０ ０ カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 Ａ ９ 、 カ ル プ ロ テ ク チ ン （
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calprotectin） Ｌ １ Ｈ サ ブ ユ ニ ッ ト お よ び 骨 髄 関 連 因 子 １ ４ 。 そ れ は 低 分 子 量 （ Ｍ Ｗ ＝ １
３ ,２ ４ ２ ダ ル ト ン ） の カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 で あ り 、 ２ 個 の Ｅ Ｆ － ハ ン ド モ チ ー フ
（ へ リ ッ ク ス － ル ー プ － へ リ ッ ク ス ） を 含 む 。 そ れ は 、 ホ モ 二 量 体 化 、 ま た は 関 連 タ ン パ
ク 質 で あ る Ｍ Ｒ Ｐ － ８ と ヘ テ ロ 二 量 体 化 で き る 。 Ｍ Ｒ Ｐ － １ ４ は 、 全 長 形 お よ び Ｎ 末 端 の
５ ア ミ ノ 酸 の 切 断 の あ る 切 断 形 で 存 在 す る 。 い ず れ の 場 合 で も 、 冒 頭 の メ チ オ ニ ン は 切 り
離 さ れ 、 ア セ チ ル 化 さ れ る 。 Ｍ Ｒ Ｐ － １ ４ は 、 慢 性 ま た は 急 性 浸 潤 中 の 浸 潤 性 マ ク ロ フ ァ
ー ジ で 最 初 に 発 見 さ れ た も の で あ り 、 炎 症 疾 患 に 伴 い 頻 繁 に 上 方 調 節 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の 特 に 重 要 な 実 施 態 様 は 、 非 骨 格 性 の 癌 を 診 断 さ れ た 患 者 に お い て 骨 転
移 を 阻 害 す る 方 法 に 関 し 、 そ の 方 法 は 、 （ ａ ） 患 者 の 癌 組 織 サ ン プ ル ま た は 血 漿 を 、 遊 走
阻 害 因 子 関 連 タ ン パ ク 質 １ ４ （ Ｍ Ｒ Ｐ － １ ４ ） の 存 在 に つ い て 試 験 す る こ と 、 そ し て 、 Ｍ
Ｒ Ｐ － １ ４ が 検 出 さ れ た 場 合 、 （ ｂ ） 該 患 者 を 骨 転 移 阻 害 処 置 で 処 置 す る こ と 、 を 含 む 。
さ ら に 、 本 発 明 は 、 Ｍ Ｒ Ｐ － １ ４ の 存 在 を 組 織 ま た は 体 液 の サ ン プ ル 、 最 も 好 ま し く は 血
漿 中 で 判 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 血 液 お よ び 組 織 サ ン プ ル 中 の Ｍ Ｒ Ｐ － １ ４ の 存 在 の 検 出 は 、 例 え ば 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ
ト 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ お よ び 質 量 分 析 な ど の 、 当 分 野 で 知 ら れ て い る 方 法 論 に よ り 実 施 す る 。 Ｍ
Ｒ Ｐ － １ ４ 検 出 用 の 抗 体 は 市 販 さ れ て お り 、 例 え ば 、 Bioprobe Indonesia か ら 入 手 可 能
な マ ウ ス 抗 ヒ ト Ｍ Ｒ Ｐ － １ ４ で あ る Ｍ Ａ Ｃ ３ ８ ７ で あ る 。 そ の よ う な 方 法 論 は 、 本 発 明 に
よ る Ｍ Ｒ Ｐ － １ ４ の 検 出 に 有 用 で あ る 。 血 漿 な ど の 組 織 中 の Ｍ Ｒ Ｐ － １ ４ の 検 出 方 法 は 、
例 え ば 、 Herndon et al, J. Lab. Clin. Med., 141(2):110-20 (2003) お よ び  Sinz A. e
t al, Electrophoresis, 23(19):3445-56 (2002) に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 骨 転 移 阻 害 療 法 は 、 当 業 者 に 知 ら れ て お り 、 化 学 療 法 、 ビ ス ホ ス ホ ネ ー ト に よ る 処 置 、
免 疫 治 療 剤 な ど の 生 物 学 的 物 質 に よ る 処 置 、 お よ び 放 射 線 療 法 を 、 単 独 ま た は 組 み 合 わ せ
て 含 む 、 幅 広 い 抗 腫 瘍 療 法 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 骨 転 移 阻 害 療 法 は 、 骨 転 移 阻 害 性 医 薬 物 質 に よ る 処 置 を 含 む 。
そ の よ う な 物 質 は 当 業 者 に 知 ら れ て お り 、 ゾ レ ン ド ロ ン 酸 、 パ ル ミ ド ロ ネ ー ト （ palmidro
nate） 、 エ チ ド ロ ネ ー ト 、 チ ル ド ロ ネ ー ト （ tiludronate） 、 ア レ ン ド ネ ー ト （ alendonat
e） 、 リ セ ド ロ ネ ー ト な ど の ビ ス ホ ス ホ ネ ー ト 化 合 物 が 含 ま れ る 。 ゾ レ ン ド ロ ン 酸 お よ び
パ ル ミ ド ロ ネ ー ト は 特 に 有 用 で あ り 、 ゾ レ ン ド ロ ン 酸 が 好 ま し い 。 有 用 な 骨 転 移 阻 害 剤 に
は 、 ビ ス ホ ス ホ ネ ー ト 類 の 医 薬 的 に 許 容 し 得 る 塩 お よ び 酸 の 形 態 が 含 ま れ る 。 ビ ス ホ ス ホ
ネ ー ト 剤 の 投 与 方 法 は 当 分 野 で 知 ら れ て お り 、 当 該 ビ ス ホ ス ホ ネ ー ト に よ っ て 変 わ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は さ ら に 、 非 骨 格 性 の 癌 を 診 断 さ れ た 患 者 に お い て 骨 転 移 を 阻 害 す る 方
法 に 関 し 、 そ の 方 法 は 、 （ ａ ） 患 者 の 癌 組 織 サ ン プ ル ま た は 血 漿 を 、 Ｍ Ｒ Ｐ － １ ４ の 存 在
に つ い て 試 験 す る こ と 、 そ し て 、 遊 走 阻 害 因 子 関 連 タ ン パ ク 質 １ ４ が 検 出 さ れ た 場 合 、 （
ｂ ） 該 患 者 を 有 効 量 の ビ ス ホ ス ホ ネ ー ト で 処 置 す る こ と 、 特 に 、 該 ビ ス ホ ス ホ ネ ー ト は ゾ
レ ン ド ロ ン 酸 ま た は そ の 医 薬 的 に 許 容 し 得 る 塩 で あ る 、 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 骨 転 移 の リ ス ク が 高 い 癌 患 者 を 予 測 す る 方 法 に 関 し 、 そ の 方 法 は 、 Ｍ
Ｒ Ｐ － １ ４ 、 Ｓ １ ０ ０ Ａ １ な い し ８ 、 Ｓ １ ０ ０ Ａ １ ０ － １ ３ 、 Ｓ １ ０ ０ Ｐ 、 カ ル ビ ン ジ ン
１ な い し ３ 、 カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 １ な い し ５ 、 ヒ ス チ ジ ン リ ッ チ カ ル シ ウ ム 結 合 タ
ン パ ク 質 、 ア ネ キ シ ン Ａ ６ 、 分 泌 性 モ ジ ュ ラ ー カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 ２ 、 レ テ ィ キ ュ
ロ カ ル ビ ン １ 、 カ ル ト ラ ク チ ン 、 グ ラ ン カ ル シ ン 、 カ ル シ ウ ム － お よ び イ ン テ グ リ ン － 結
合 タ ン パ ク 質 、 特 に Ｍ Ｒ Ｐ － １ ４ な ど の カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 を 、 患 者 の 組 織 ま た は
体 液 の サ ン プ ル 中 、 好 ま し く は 癌 組 織 サ ン プ ル ま た は 血 液 サ ン プ ル 中 で 検 出 す る こ と を 含
む 。 好 ま し く は 、 組 織 ま た は 体 液 の サ ン プ ル 中 の １ よ り 多 い カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 の
存 在 を 検 出 す る 。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 該 組 織 ま た は 体 液 の サ ン プ ル は 、 組 織 生 検 、 血
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液 、 血 清 、 血 漿 、 リ ン パ 液 、 腹 水 、 嚢 胞 液 、 尿 、 脳 脊 髄 液 （ Ｃ Ｓ Ｆ ） 、 唾 液 ま た は 汗 か ら
な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 非 骨 格 性 の 癌 を 診 断 さ れ た ど の 患 者 が 、 骨 転 移 を 発 症 し そ う で あ る
か を 判 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 そ の 方 法 は 、 ａ ） 該 患 者 か ら 組 織 ま た は 体 液 の サ ン プ ル を
得 る こ と ； ｂ ） １ ま た は そ れ 以 上 の カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 の レ ベ ル が 該 組 織 ま た は 体
液 の サ ン プ ル に お い て 上 昇 し て い る か 否 か を 判 定 す る こ と ； ｃ ） １ ま た は そ れ 以 上 の カ ル
シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 の レ ベ ル が 上 昇 し て い る 場 合 、 該 患 者 が 骨 転 移 発 症 の 高 リ ス ク 群 に
属 す る と 判 定 す る こ と ； お よ び ｄ ） １ ま た は そ れ 以 上 の カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 の レ ベ
ル が 上 昇 し て い な い 場 合 、 該 患 者 が 骨 転 移 発 症 の 低 リ ス ク 群 に 属 す る と 判 定 す る こ と 、 の
段 階 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 実 施 態 様 は 、 非 骨 格 性 の 癌 を 診 断 さ れ た ど の 患 者 が 、 骨 転 移 を 発 症 し
そ う で あ る か を 判 定 す る 方 法 に 関 す る 。 そ の 方 法 は 、 ａ ） 該 患 者 か ら 組 織 ま た は 体 液 の サ
ン プ ル を 得 る こ と ； ｂ ） 該 組 織 ま た は 体 液 の サ ン プ ル に お い て 、 １ ま た は そ れ 以 上 の カ ル
シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 の 存 在 を 判 定 す る こ と ； ｃ ） １ ま た は そ れ 以 上 の カ ル シ ウ ム 結 合 タ
ン パ ク 質 の 存 在 が 検 出 さ れ る 場 合 、 該 患 者 が 骨 転 移 発 症 の 高 リ ス ク 群 に 属 す る と 判 定 す る
こ と ； お よ び ｄ ） １ ま た は そ れ 以 上 の カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 が 検 出 さ れ な い 場 合 、 該
患 者 が 骨 転 移 発 症 の 低 リ ス ク 群 に 属 す る と 判 定 す る こ と 、 の 段 階 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 他 の 態 様 は 、 非 骨 格 性 の 癌 を 診 断 さ れ た ど の 患 者 が 、 骨 転 移 を 発 症 し そ う で あ
る か を 判 定 す る 方 法 を 提 供 し 、 そ の 方 法 は 、 ａ ） イ ン ビ ト ロ ま た は エ ク ス ビ ボ で 、 １ ま た
は そ れ 以 上 の カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 の レ ベ ル が 該 患 者 の 組 織 ま た は 体 液 の サ ン プ ル に
お い て 上 昇 し て い る か 否 か を 判 定 す る こ と ； ｂ ） １ ま た は そ れ 以 上 の カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン
パ ク 質 の レ ベ ル が 上 昇 し て い る 場 合 、 該 患 者 が 骨 転 移 発 症 の 高 リ ス ク 群 に 属 す る と 判 定 す
る こ と ； お よ び ｃ ） １ ま た は そ れ 以 上 の カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 の レ ベ ル が 上 昇 し て い
な い 場 合 、 該 患 者 が 骨 転 移 発 症 の 低 リ ス ク 群 に 属 す る と 判 定 す る こ と 、 の 段 階 を 含 む 。 本
発 明 の な お さ ら な る 態 様 は 、 非 骨 格 性 の 癌 を 診 断 さ れ た ど の 患 者 が 、 骨 転 移 を 発 症 し そ う
で あ る か を 判 定 す る 方 法 に 関 し 、 そ の 方 法 は 、 ａ ） イ ン ビ ト ロ ま た は エ ク ス ビ ボ で 、 該 患
者 の 組 織 ま た は 体 液 の サ ン プ ル に お け る １ ま た は そ れ 以 上 の カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 の
存 在 を 判 定 す る こ と ； ｂ ） １ ま た は そ れ 以 上 の カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 が 検 出 さ れ る 場
合 、 該 患 者 が 骨 転 移 発 症 の 高 リ ス ク 群 に 属 す る と 判 定 す る こ と ； お よ び ｃ ） １ ま た は そ れ
以 上 の カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 が 検 出 さ れ な い 場 合 、 該 患 者 が 骨 転 移 発 症 の 低 リ ス ク 群
に 属 す る と 判 定 す る こ と 、 の 段 階 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 は 、 好 ま し く は 、 Ｍ Ｒ Ｐ － １ ４ 、 Ｓ １ ０ ０ Ａ １ な い し ８ 、 Ｓ
１ ０ ０ Ａ １ ０ － １ ３ 、 Ｓ １ ０ ０ Ｐ 、 カ ル ビ ン ジ ン １ な い し ３ 、 カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質
１ な い し ５ 、 ヒ ス チ ジ ン リ ッ チ カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 、 ア ネ キ シ ン Ａ ６ 、 分 泌 性 モ ジ
ュ ラ ー カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 ２ 、 レ テ ィ キ ュ ロ カ ル ビ ン １ 、 カ ル ト ラ ク チ ン 、 グ ラ ン
カ ル シ ン 並 び に カ ル シ ウ ム － お よ び イ ン テ グ リ ン － 結 合 タ ン パ ク 質 か ら な る 群 か ら 選 択 さ
れ る 。 カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 は 、 最 も 好 ま し く は Ｍ Ｒ Ｐ － １ ４ で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 は 、 該 組 織 ま た は 体 液 サ ン プ ル 中 の １ ま た は そ れ 以 上 の カ ル シ ウ ム 結
合 タ ン パ ク 質 の レ ベ ル ま た は 存 在 を 、 該 １ ま た は そ れ 以 上 の カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 の
レ ベ ル を 質 量 分 析 を 利 用 し て 測 定 す る こ と に よ り 、 判 定 す る こ と を 提 供 す る 。 あ る い は 、
１ ま た は そ れ 以 上 の カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 の レ ベ ル ま た は 存 在 は 、 該 タ ン パ ク 質 に 特
異 的 に 結 合 す る 試 薬 を 利 用 し て 判 定 し 得 る 。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 か か る 試 薬 は 、 該 カ
ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な 標 識 化 プ ロ ー ブ で あ る 。 最 も 好 ま し く は 、 選 択 さ れ る
試 薬 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 な ど の 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
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　 本 発 明 の 方 法 の い く つ か の 実 施 態 様 で は 、 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る 米 国 特
許 第 ５ ,５ ９ ９ ,６ ７ ７ 号 お よ び 第 ５ ,６ ７ ２ ,４ ８ ０ 号 に 記 載 の 免 疫 ア ッ セ イ を 利 用 し 得 る
。 他 の 実 施 態 様 で は 、 タ ン パ ク 質 は 、 下 記 実 施 例 １ の よ う に 、 免 疫 組 織 化 学 に よ り 検 出 さ
れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
タ ン パ ク 質 レ ベ ル の 検 出 の た め の 抗 体
　 本 明 細 書 で 使 用 す る と き 、 用 語 「 抗 体 」 に は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 、 ヒ ト 化 ま た は キ メ ラ 抗 体 、 お よ び 、 生 物 学 的 機 能 の あ る 抗 体 フ ラ グ メ ン ト （ そ れ は 、
該 抗 体 フ ラ グ メ ン ト が タ ン パ ク 質 ま た は タ ン パ ク 質 の フ ラ グ メ ン ト に 結 合 す る の に 十 分 な
フ ラ グ メ ン ト で あ る ） が 含 ま れ る 。 タ ン パ ク 質 ま た は タ ン パ ク 質 フ ラ グ メ ン ト に 対 す る 抗
体 の 産 生 の た め に 、 該 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 一 部 の 注 射 に よ り 、 様 々 な 宿 主 動 物 を 免 役 し
得 る 。 そ の よ う な 宿 主 動 物 に は 、 い く つ か を 挙 げ る と 、 ウ サ ギ 、 マ ウ ス お よ び ラ ッ ト が 含
ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 免 疫 応 答 を 高 め る た め に 、 宿 主 の 種 に 応 じ て
様 々 な ア ジ ュ バ ン ト を 使 用 し 得 る 。 こ れ に は 、 フ ロ イ ン ト の も の （ 完 全 ま た は 不 完 全 ） 、
水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム な ど の 鉱 物 ゲ ル 、 リ ゾ レ シ チ ン な ど の 界 面 活 性 物 質 、 プ ル ロ ニ ッ ク ポ
リ オ ー ル 類 、 ポ リ ア ニ オ ン 類 、 ペ プ チ ド 類 、 油 乳 液 類 、 キ ー ホ ー ル （ keyhole） カ サ ガ イ
ヘ モ シ ア ニ ン 、 ジ ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル 、 お よ び Ｂ Ｃ Ｇ （ カ ル メ ッ ト ・ ゲ ラ ン 桿 菌 （ bacille 
Calmette-Guerin） )お よ び コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ パ ル バ ム （ Corynebacterium parvum） な
ど の 潜 在 的 に 有 用 な ヒ ト の ア ジ ュ バ ン ト が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い
。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 な ど の 抗 原 ま た は そ の 抗 原 機 能 の あ
る 誘 導 体 で 免 疫 さ れ た 動 物 の 血 清 に 由 来 す る 抗 体 分 子 の 異 種 成 分 性 集 団 で あ る 。 ポ リ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 の 産 生 の た め に 、 上 記 の よ う な 宿 主 動 物 を 、 コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 ま た は そ
の 一 部 を 、 こ れ も 上 記 の よ う な ア ジ ュ バ ン ト を 添 加 し て 注 射 す る こ と に よ り 免 疫 し 得 る 。
特 定 の 抗 原 に 対 す る 均 質 な 抗 体 集 団 で あ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ ｍ Ａ ｂ ） は 、 培 養 さ れ た
継 続 的 細 胞 株 に よ る 抗 体 分 子 の 産 生 を も た ら す い か な る 技 法 に よ っ て 得 て も よ い 。 こ れ ら
に は 、 Kohler お よ び  Milstein の ハ イ ブ リ ド ー マ 技 法  (Nature, Vol. 256, pp. 495-497
 (1975); お よ び 米 国 特 許 第 ４ ,３ ７ ６ ,１ １ ０ ） 、 ヒ ト Ｂ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 法  (Kosbo
r et al., Immunology Today, Vol. 4, p. 72 (1983); Cole et al., Proc. Natl. Acad.
 Sci. USA, Vol. 80, pp. 2026-2030 (1983))、 お よ び Ｅ Ｂ Ｖ ハ イ ブ リ ド ー マ 技 法  (Cole 
et al., Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc., pp. 77-96 
(1985)） が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 か か る 抗 体 は 、 Ｉ ｇ Ｇ 、 Ｉ ｇ
Ｍ 、 Ｉ ｇ Ｅ 、 Ｉ ｇ Ａ 、 Ｉ ｇ Ｄ を 含 む い か な る 免 疫 グ ロ ブ リ ン ク ラ ス の も の で も 、 そ れ ら の
い か な る サ ブ ク ラ ス で も よ い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 の ｍ Ａ ｂ を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ で 培 養 し 得 る
。 イ ン ビ ボ で の 高 力 価 ｍ Ａ ｂ の 産 生 は 、 現 在 好 ま し い 産 生 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 加 え て 、 適 切 な 抗 原 特 異 性 を 有 す る マ ウ ス 抗 体 分 子 か ら の 遺 伝 子 を 、 適 切 な 生 物 学 的 活
性 を 有 す る ヒ ト 抗 体 分 子 と 繋 げ る こ と に よ る 、 「 キ メ ラ 抗 体 」 の 産 生 の た め に 開 発 さ れ た
技 法  (Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol. 81, pp. 6851-6855 (1984)
; Neuberger et al., Nature, Vol. 312, pp. 604-608 (1984); Takeda et al., Nature,
 Vol. 314, pp. 452-454 (1985)) を 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 キ メ ラ 抗 体 は 、 異 な る 部 分 が 異 な る 動 物 種 に 由 来 す る 分 子 で あ り 、 例 え ば 、 マ ウ ス ｍ Ａ
ｂ 由 来 の 可 変 ま た は 高 頻 度 可 変 領 域 お よ び ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 定 常 領 域 を 有 す る も の で
あ る 。 あ る い は 、 一 本 鎖 抗 体 の 産 生 の た め に 記 載 さ れ た 技 法 （ 米 国 特 許 第 ４ ,９ ４ ６ ,７ ７
８ 号 ；  Bird, Science, Vol. 242, pp. 423-426 (1988); Huston et al., Proc. Natl. A
cad. Sci. USA, Vol. 85, pp. 5879-5883 (1988); お よ び  Ward et al., Nature, Vol. 3
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34, pp. 544-546 (1989)) を 、 異 な っ た 遺 伝 子 発 現 に よ る 一 本 鎖 抗 体 の 産 生 に 適 合 さ せ る
こ と が で き る 。 一 本 鎖 抗 体 は 、 Ｆ ｖ 領 域 の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 フ ラ グ メ ン ト を ア ミ ノ 酸 架 橋 を
介 し て 連 結 し 、 一 本 鎖 ポ リ ペ プ チ ド を 得 る こ と に よ り 形 成 す る 。 最 も 好 ま し く は 、 「 ヒ ト
化 抗 体 」 の 産 生 に 有 用 な 技 法 を 、 該 タ ン パ ク 質 、 そ の フ ラ グ メ ン ト ま た は 誘 導 体 に 対 す る
抗 体 の 産 生 に 適 合 さ せ る こ と が で き る 。 そ の よ う な 技 法 は 、 米 国 特 許 第 ５ ,９ ３ ２ ,４ ４ ８
号 ； 第 ５ ,６ ９ ３ ,７ ６ ２ 号 ； 第 ５ ,６ ９ ３ ,７ ６ １ 号 ； 第 ５ ,５ ８ ５ ,０ ８ ９ 号 ； 第 ５ ,５ ３
０ ,１ ０ １ 号 ； 第 ５ ,５ ６ ９ ,８ ２ ５ 号 ； 第 ５ ,６ ２ ５ ,１ ２ ６ 号 ； 第 ５ ,６ ３ ３ ,４ ２ ５ 号 ；
第 ５ ,７ ８ ９ ,６ ５ ０ 号 ； 第 ５ ,６ ６ １ ,０ １ ６ 号 ； お よ び 第 ５ ,７ ７ ０ ,４ ２ ９ 号 に 開 示 さ れ
て い る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 特 異 的 エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 既 知 技 法 に よ り 生 成 し 得 る 。 例 え ば
、 そ の よ う な フ ラ グ メ ン ト に は 、 抗 体 分 子 の ペ プ シ ン 切 断 に よ り 産 生 で き る Ｆ （ ａ ｂ '）

２ フ ラ グ メ ン ト 、 お よ び Ｆ （ ａ ｂ '） ２ フ ラ グ メ ン ト の ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 を 還 元 す る こ と
に よ り 生 成 で き る Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
あ る い は 、 所 望 の 特 異 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト の 迅 速 か つ 容 易 な 同
定 を 可 能 に す る た め に 、 Ｆ ａ ｂ 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 し 得 る （ Huse et al., Science, 
Vol. 246, pp. 1275-1281 (1989))。 既 知 の １ ま た は そ れ 以 上 の カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク
質 が サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 程 度 は 、 上 記 の 抗 体 を 利 用 す る 免 疫 ア ッ セ イ 法 に よ り 判 定 し 得
る 。 か か る 免 疫 ア ッ セ イ 法 に は 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 競 合 的 お よ び 非
競 合 的 タ ン パ ク 質 結 合 ア ッ セ イ 、 酵 素 結 合 免 疫 測 定 法 （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） 、 免 疫 組 織 化 学 、 蛍
光 標 示 式 細 胞 分 取 法 （ Ｆ Ａ Ｃ Ｓ ） お よ び 一 般 的 に 使 用 さ れ 、 科 学 お よ び 特 許 文 献 に 幅 広 く
記 載 さ れ て い る 他 の も の 、 お よ び 商 業 的 に 用 い ら れ て い る 多 く の も の が 含 ま れ る が 、 こ れ
ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 容 易 な 検 出 の た め に 特 に 好 ま し い の は 、 サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で あ る 。 そ れ に は 数 々
の 変 法 が 存 在 し 、 そ の 全 て が 本 発 明 に 包 含 さ れ る と 意 図 し て い る 。 例 え ば 、 典 型 的 な フ ォ
ワ ー ド （ forward） ア ッ セ イ で は 、 未 標 識 抗 体 を 固 体 支 持 体 に 固 定 し 、 試 験 し よ う と す る
サ ン プ ル を 結 合 し た 分 子 と 接 触 す る よ う に し 、 抗 体 － 抗 原 の 二 成 分 複 合 体 を 形 成 さ せ る に
十 分 な 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 こ の 時 点 で 、 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 誘 導 で き る レ ポ ー タ
ー 分 子 で 標 識 化 し た 二 次 抗 体 を 添 加 し 、 抗 体 － 抗 原 － 標 識 抗 体 の 三 成 分 複 合 体 の 形 成 に 十
分 な 時 間 を と っ て イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 未 反 応 の 物 質 を い ず れ も 洗 い 流 し 、 カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 な ど の タ ン パ ク 質 の 存 在
を シ グ ナ ル の 観 察 に よ り 判 定 す る か 、 ま た は 、 既 知 量 の タ ン パ ク 質 を 含 有 す る 対 照 サ ン プ
ル と 比 較 し て 定 量 し て も よ い 。 フ ォ ワ ー ド ア ッ セ イ の 変 法 に は 、 結 合 し た 抗 体 に サ ン プ ル
と 抗 体 の 両 方 を 同 時 に 添 加 す る 同 時 ア ッ セ イ 、 ま た は 、 標 識 化 抗 体 お よ び 試 験 し よ う と す
る サ ン プ ル を 最 初 に 合 わ せ 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 未 標 識 表 面 結 合 抗 体 に 添 加 す る 、 リ バ ー
ス （ reverse） ア ッ セ イ が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 こ れ ら の 技 法 は 当 業 者 に 周 知 で あ り 、 些 末 な 変 法 の 可 能 性 は 容 易 に 明 ら か と な ろ う 。 本
明 細 書 で 使 用 す る と き 、 「 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ 」 は 、 基 本 的 ２ 部 位 技 法 の 全 変 法 を 包 含
す る こ と を 意 図 し て い る 。 本 発 明 の 免 疫 ア ッ セ イ に つ い て 、 唯 一 の 限 定 的 要 因 は 、 標 識 化
抗 体 が 該 タ ン パ ク 質 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト に 特 異 的 な 抗 体 で あ る こ と で あ る 。 こ の タ イ
プ の ア ッ セ イ で 最 も 一 般 的 に 使 用 さ れ る レ ポ ー タ ー 分 子 は 、 酵 素 、 フ ル オ ロ フ ォ ア － ま た
は 放 射 性 核 種 － 含 有 分 子 の い ず れ か で あ る 。 酵 素 免 疫 ア ッ セ イ の 場 合 、 通 常 グ ル タ ル ア ル
デ ヒ ド ま た は 過 ヨ ウ 素 酸 塩 を 利 用 し て 、 酵 素 を 二 次 抗 体 に コ ン ジ ュ ゲ ー ト （ conjugate）
さ せ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 し か し な が ら 、 容 易 に 認 識 さ れ る 通 り 、 当 業 者 に 周 知 の 様 々 な 異 な る ラ イ ゲ ー シ ョ ン 技
法 が 存 在 す る 。 一 般 的 に 使 用 さ れ る 酵 素 に は 、 ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 グ
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ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ 、 ベ ー タ － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ お よ び ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ な ど が
含 ま れ る 。 こ れ ら の 特 定 の 酵 素 と 共 に 使 用 さ れ る 基 質 は 、 一 般 的 に 、 対 応 す る 酵 素 に よ る
加 水 分 解 の 際 に 、 検 出 可 能 な 色 の 変 化 を も た ら す よ う に 選 択 さ れ る 。 例 え ば 、 ｐ － ニ ト ロ
フ ェ ニ ル ホ ス フ ェ ー ト は 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ コ ン ジ ュ ゲ ー ト と の 使 用 に 適 す る ； ペ
ル オ キ シ ダ ー ゼ コ ン ジ ュ ゲ ー ト に は 、 １ ,２ － フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン ま た は ト ル イ ジ ン が 一
般 的 に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 上 記 の 色 素 生 産 性 基 質 で は な く 、 蛍 光 産 物 を も た ら す 蛍 光 発 生 性 基 質 を 用 い る こ と も 可
能 で あ る 。 適 す る 基 質 を 含 有 す る 溶 液 を 三 成 分 複 合 体 に 添 加 す る 。 基 質 は 二 次 抗 体 と 連 結
し た 酵 素 と 反 応 し 、 定 性 的 可 視 シ グ ナ ル を も た ら す 。 そ れ は 通 常 分 光 測 定 的 に さ ら に 定 量
し 得 、 分 泌 さ れ た タ ン パ ク 質 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト の 量 の 評 価 を 与 え る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 あ る い は 、 フ ル オ ロ セ イ ン お よ び ロ ー ダ ミ ン な ど の 蛍 光 化 合 物 を 、 化 学 的 に 抗 体 に 、 そ
れ ら の 結 合 能 力 を 変 え ず に カ ッ プ リ ン グ し 得 る 。 特 定 の 波 長 の 光 の 照 射 に よ り 活 性 化 さ れ
る と 、 蛍 光 色 素 標 識 化 抗 体 は 光 エ ネ ル ギ ー を 吸 収 し 、 分 子 内 に 励 起 状 態 を 誘 導 し 、 特 徴 的
な よ り 長 い 波 長 で 発 光 す る 。 発 光 は 光 学 顕 微 鏡 で 可 視 的 に 検 出 可 能 な 特 徴 的 な 色 で 現 れ る
。 免 疫 蛍 光 お よ び Ｅ Ｉ Ａ 技 法 は 、 両 方 と も 当 分 野 で 非 常 に よ く 確 立 さ れ て い て 、 本 方 法 に
特 に 好 ま し い 。 し か し な が ら 、 放 射 性 同 位 元 素 、 化 学 発 光 分 子 ま た は 生 物 発 光 分 子 な ど の
他 の レ ポ ー タ ー 分 子 も 用 い 得 る 。 必 要 な 用 途 に 合 わ せ る た め の 本 操 作 の 改 変 方 法 は 、 当 業
者 に 容 易 に 明 ら か と な ろ う 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
遺 伝 子 発 現 の 測 定
　 本 発 明 の 他 の 実 施 態 様 は 、 １ ま た は そ れ 以 上 の カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る
１ ま た は そ れ 以 上 の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る こ と に よ り 、 １ ま た は そ れ 以 上 の カ ル
シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 の レ ベ ル を 判 定 す る こ と を 提 供 す る 。 発 現 レ ベ ル は 、 さ ら に 上 記 の
通 り の 標 準 的 方 法 に よ り 検 出 で き る 。 好 ま し く は 、 発 現 レ ベ ル を 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル を 測 定
す る こ と に よ り 判 定 す る 。 遺 伝 子 発 現 の 検 出 技 法 に は 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｔ
、 リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ 、 プ ラ イ マ ー エ ク ス テ ン シ ョ ン 、 Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ 保 護 、 Ｒ Ｎ Ａ 発 現 プ ロ
フ ァ イ リ ン グ お よ び 関 連 技 法 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 こ れ ら の
技 法 は 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 Sambrook J et al., Molecular Cloning: A Laboratory Man
ual, Third Edition (Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, 2000） 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 特 に 有 用 な 実 施 態 様 で は 、 発 現 レ ベ ル を マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 、
逆 転 写 Ｐ Ｃ Ｒ お よ び リ ア ル タ イ ム 定 量 的 Ｐ Ｃ Ｒ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 技 法 に よ り 検 出
で き る 。
　 従 っ て 、 い く つ か の 実 施 態 様 で は 、 マ ー カ ー を ｃ Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ の レ ベ ル で 検 出 す
る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る と き 、 用 語 「 遺 伝 子 発 現 バ イ オ マ ー カ ー 」 は 、 特 定 の 遺 伝 子 の 遺 伝
子 発 現 の 速 度 ま た は 程 度 を 示 す こ と が で き る い か な る 生 物 学 的 マ ー カ ー を も 意 味 し 、 ｍ Ｒ
Ｎ Ａ 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ま た は 該 特 定 の 遺 伝 子 の ポ リ ペ プ チ ド 発 現 産 物 が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定
さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 の い く つ か の 実 施 態 様 で は 、 遺 伝 子 発 現 バ イ オ マ ー カ ー は 、 Ｐ Ｃ Ｒ を ベ ー ス と す
る ア ッ セ イ を 使 用 し て 検 出 さ れ る 。 な お 他 の 実 施 態 様 で は 、 逆 転 写 Ｐ Ｃ Ｒ （ Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ
） を 使 用 し て Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 を 検 出 す る 。 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ で は 、 Ｒ Ｎ Ａ は 逆 転 写 酵 素 を 使 用 し
て 酵 素 的 に ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 変 換 さ れ る 。 そ の 後 、 該 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 の 鋳 型 と し て 使 用 す
る 。 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 は 、 ゲ ル 電 気 泳 動 お よ び Ｄ Ｎ Ａ 特 異 的 染 料 に よ る 染 色 ま た は 標 識 化 プ ロ ー
ブ へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 、 任 意 の 適 す る
方 法 に よ り 検 出 で き る 。
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【 ０ ０ ４ ７ 】
　 い く つ か の 実 施 態 様 で は 、 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る 米 国 特 許 第 ５ ,６ ３ ９ ,
６ ０ ６ 号 ； 第 ５ ,６ ４ ３ ,７ ６ ５ 号 ； お よ び 第 ５ ,８ ７ ６ ,９ ７ ８ 号 に 記 載 の 、 競 合 的 鋳 型 の
標 準 化 混 合 物 を 用 い る 定 量 的 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ の 方 法 を 利 用 す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 遺 伝 子 発 現 バ イ オ マ ー カ ー は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン ア ッ セ イ を 使 用 し て 検 出 さ れ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ で は 、 マ ー カ ー の 有
無 を 、 サ ン プ ル 由 来 の 核 酸 が オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ な ど の 相 補 的 核 酸 分 子 に ハ イ ブ
リ ダ イ ズ す る 能 力 を ベ ー ス と し て 判 定 す る 。 様 々 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ が 利
用 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 い く つ か の 実 施 態 様 で は 、 関 心 の あ る 配 列 へ の プ ロ ー ブ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、
結 合 し た プ ロ ー ブ を 可 視 化 す る こ と に よ り 直 接 検 出 さ れ る （ 例 え ば 、 ノ ー ザ ン ま た は サ ザ
ン ア ッ セ イ ） 。 例 え ば 、 Ausabel et al., eds., Current Protocols in Molecular Biolo
gy, John Wiley & Sons, NY (1991) 参 照 。 こ れ ら の ア ッ セ イ で は 、 Ｄ Ｎ Ａ （ サ ザ ン ） ま
た は Ｒ Ｎ Ａ （ ノ ザ ン ） が 単 離 さ れ る 。 次 い で 、 Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ は 、 ゲ ノ ム を 所 々 で 切
断 す る が 、 ア ッ セ イ さ れ る 任 意 の マ ー カ ー の 近 く で は 切 断 し な い 、 一 連 の 制 限 酵 素 で 切 断
さ れ る 。 次 い で 、 Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ は 、 例 え ば ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 分 離 さ れ 、 メ ン ブ レ
ン に 移 さ れ る 。 例 え ば 放 射 性 核 種 の 導 入 に よ り 標 識 化 さ れ た プ ロ ー ブ ま た は プ ロ ー ブ 群 を
、 低 － 、 中 － ま た は 高 － ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー （ stringency） の 条 件 で メ ン ブ レ ン に 接 触 さ
せ る 。 結 合 し て い な い プ ロ ー ブ を 除 去 し 、 標 識 化 プ ロ ー ブ を 可 視 化 す る こ と に よ り 結 合 の
存 在 を 検 出 す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 い く つ か の 実 施 態 様 で は 、 Ｄ Ｎ Ａ チ ッ プ ア ッ セ イ は 、 GeneChip (Affymetrix, Santa Cl
ara, CA) で あ る 。 例 え ば 、 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る 米 国 特 許 第 ６ ,０ ４ ５ ,
９ ９ ６ 号 ； 第 ５ ,９ ２ ５ ,５ ２ ５ 号 ； お よ び 第 ５ ,８ ５ ８ ,６ ５ ９ 号 参 照 。 GeneChip 技 術 は
、 小 型 化 さ れ た 、 「 チ ッ プ 」 に 固 定 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ の 高 密 度 ア レ イ を
使 用 す る 。 プ ロ ー ブ ア レ イ は 、 Affymetrix の 光 に 先 導 さ れ る （ light-directed） 化 学 合
成 法 に よ り 製 造 さ れ る 。 そ れ は 、 固 相 化 学 合 成 を 半 導 体 工 業 で 用 い ら れ る 光 リ ソ グ ラ フ ィ
ー 製 作 技 法 と 組 み 合 わ せ た も の で あ る 。 一 連 の 光 リ ソ グ ラ フ ィ ー の マ ス ク を 使 用 し て チ ッ
プ の 露 光 部 位 を 定 義 し 、 続 い て 特 定 の 化 学 合 成 段 階 を 行 う と 、 該 方 法 は 、 各 プ ロ ー ブ が ア
レ イ 中 の 予 め 定 義 さ れ た 位 置 に あ る 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 高 密 度 ア レ イ を 構 築 す る 。 大
き い ガ ラ ス ウ エ ハ ー 上 に 複 数 の プ ロ ー ブ の ア レ イ を 同 時 に 合 成 す る 。 次 い で 、 該 ウ エ ハ ー
を 格 子 に 切 り 、 個 々 の プ ロ ー ブ ア レ イ を 、 そ れ ら を 環 境 か ら 保 護 し 、 か つ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン 用 の 容 器 と し て 役 立 つ 、 イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 型 に 作 っ た （ injection-molded） プ ラ
ス チ ッ ク カ ー ト リ ッ ジ に 詰 め る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 分 析 し よ う と す る 核 酸 を 単 離 し 、 Ｐ Ｃ Ｒ で 増 幅 し 、 蛍 光 レ ポ ー タ ー 原 子 団 で 標 識 化 す る
。 次 い で 、 標 識 化 し た Ｄ Ｎ Ａ を 、 フ ル イ デ ィ ク ス ス テ ー シ ョ ン （ fluidics station） を 使
用 し て ア レ イ と イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 次 い で 、 ア レ イ を ス キ ャ ナ ー に 挿 入 し 、 こ こ で ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン パ タ ー ン を 検 出 す る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の デ ー タ を 、 プ ロ ー ブ
ア レ イ に 結 合 し た 、 標 的 に 既 に 導 入 さ れ た 蛍 光 レ ポ ー タ ー 原 子 団 か ら の 発 光 と し て 集 め る
。 一 般 的 に 、 標 的 と 完 璧 に マ ッ チ し た プ ロ ー ブ は 、 ミ ス マ ッ チ を 有 す る も の よ り 強 い シ グ
ナ ル を 奏 す る 。 各 プ ロ ー ブ の 配 列 お よ び 位 置 は わ か る の で 、 相 補 的 に 、 プ ロ ー ブ ア レ イ に
ア プ ラ イ さ れ た 標 的 核 酸 配 列 の 正 体 を 判 定 で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 電 子 的 に 捕 捉 さ れ る プ ロ ー ブ を 含 有 す る Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ チ ッ プ  (Na
nogen, San Diego, CA) を 利 用 す る 。 例 え ば 、 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る 米 国
特 許 第 ６ ,０ １ ７ ,６ ９ ６ 号 ； 第 ６ ,０ ６ ８ ,８ １ ８ 号 ； お よ び 第 ６ ,０ ５ １ ,３ ８ ０ 号 参 照 。
マ イ ク ロ エ レ ク ト ロ ニ ク ス の 使 用 を 通 じ て 、 Nanogen の 技 術 は 、 そ の 半 導 体 マ イ ク ロ チ ッ
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プ 上 の 指 定 さ れ た 試 験 部 位 へ の 、 そ し て そ こ か ら の 、 荷 電 分 子 の 活 発 な 運 動 お よ び 濃 縮 を
可 能 に す る 。 所 定 の 遺 伝 子 発 現 バ イ オ マ ー カ ー に 対 し て 唯 一 の Ｄ Ｎ Ａ 捕 捉 プ ロ ー ブ を 電 子
工 学 的 に マ イ ク ロ チ ッ プ 上 の 特 定 の 位 置 に 配 置 す る 、 即 ち 、 「 ア ド レ ス 化 」 す る 。 核 酸 分
子 は 強 い 負 電 荷 を 有 す る の で 、 そ れ ら は 電 子 的 に 正 荷 電 の 領 域 に 移 動 で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 な お さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 表 面 張 力 の 差 異 に よ る 平 坦 な 表 面 （ チ ッ プ ） 上 の 流 体 の 隔
離 を ベ ー ス と す る ア レ イ 技 術  (ProtoGene, Palo Alto, CA) を 利 用 す る 。 例 え ば 、 出 典 明
示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る 米 国 特 許 第 ６ ,０ ０ １ ,３ １ １ 号 ； 第 ５ ,９ ８ ５ ,５ ５ １ 号 ；
お よ び 第 ５ ,４ ７ ４ ,７ ９ ６ 号 参 照 。 Protogene の 技 術 は 、 化 学 コ ー テ ィ ン グ に よ り 付 与 さ
れ た 表 面 張 力 の 差 異 に よ り 、 流 体 を 平 坦 な 表 面 上 で 隔 離 で き る こ と を ベ ー ス と し て い る 。
一 度 そ の よ う に 隔 離 し た ら 、 試 薬 の イ ン ク ジ ェ ッ ト 印 刷 （ ink-jet printing） に よ り 、 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を チ ッ プ 上 で 直 接 合 成 す る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 な お 他 の 実 施 態 様 で は 、 「 ビ ー ズ ア レ イ 」 を 遺 伝 子 発 現 バ イ オ マ ー カ ー の 検 出 に 使 用 す
る  (Illumina, San Diego, CA） 。 例 え ば 、 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る Ｐ Ｃ Ｔ
公 開 Ｗ Ｏ ９ ９ ／ ６ ７ ６ ４ １ お よ び Ｗ Ｏ ０ ０ ／ ３ ９ ５ ８ ７ 参 照 。 Illumina は 、 光 フ ァ イ バ
ー の 束 と ア レ イ に 自 己 集 合 す る ビ ー ズ と を 組 み 合 わ せ る  BEAD ARRAY 技 術 を 使 用 す る 。 各
光 フ ァ イ バ ー の 束 は 、 束 の 直 径 に 応 じ て 、 数 千 な い し 数 百 万 の 個 々 の フ ァ イ バ ー を 含 有 す
る 。 ビ ー ズ は 所 定 の マ ー カ ー の 検 出 に 特 異 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で 被 覆 さ れ る 。 ビ ー ズ
の バ ッ チ を 、 ア レ イ に 特 異 的 な プ ー ル （ pool） を 形 成 す る よ う に 合 わ せ る 。 ア ッ セ イ を 実
施 す る た め に 、 BEAD ARRAY を 、 調 製 し た サ ン プ ル と 接 触 さ せ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン を 任 意 の 適 す る 方 法 を 使 用 し て 検 出 す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 の い く つ か の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 特 定 の 構 造 の 酵
素 的 切 断 に よ り 検 出 す る 。 例 え ば 、 Third Wave Technologies の  INVADER（ 商 標 ） ア ッ セ
イ で あ る 。 例 え ば 、 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る 米 国 特 許 第 ５ ,８ ４ ６ ,７ １ ７ 号
、 第 ６ ,０ ９ ０ ,５ ４ ３ 号 ； 第 ６ ,０ ０ １ ,５ ６ ７ 号 ； 第 ５ ,９ ８ ５ ,５ ５ ７ 号 ； お よ び 第 ５ ,
９ ９ ４ ,０ ６ ９ 号 参 照 。 い く つ か の 実 施 態 様 で は 、 結 合 し た プ ロ ー ブ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン を 、 TaqMan ア ッ セ イ を 使 用 し て 検 出 す る  (PE Biosystems, Foster City, CA） 。
例 え ば 、 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る 米 国 特 許 第 ５ ,９ ６ ２ ,２ ３ ３ 号 お よ び 第 ５
,５ ３ ８ ,８ ４ ８ 号 参 照 。 該 ア ッ セ イ は 、 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 中 に 実 施 さ れ る 。 TaqMan ア ッ セ イ は
、 AMPLITAQ Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ な ど の Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ の ５ '－ ３ 'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー
ゼ 活 性 を 活 用 す る 。 所 定 の マ ー カ ー に 特 異 的 な プ ロ ー ブ を 、 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 に 含 め る 。 該 プ ロ
ー ブ は 、 蛍 光 染 料 な ど の ５ '－ レ ポ ー タ ー 染 料 お よ び ３ '－ ク エ ン チ 染 料 を 有 す る オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド か ら な る 。 Ｐ Ｃ Ｒ の 間 に プ ロ ー ブ が そ の 標 的 に 結 合 す る と 、 AMPLITAQ ポ リ メ
ラ ー ゼ の ５ '－ ３ '核 酸 分 解 活 性 が 、 レ ポ ー タ ー 染 料 と ク エ ン チ 染 料 と の 間 で プ ロ ー ブ を 切
断 す る 。 レ ポ ー タ ー 染 料 の ク エ ン チ 染 料 か ら の 分 離 が 、 蛍 光 の 増 大 を も た ら す 。 シ グ ナ ル
は Ｐ Ｃ Ｒ の 各 サ イ ク ル に 伴 っ て 蓄 積 し 、 蛍 光 計 で モ ニ タ ー で き る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 発 明 の シ ス テ ム と 方 法 を 使 用 し て 産 生 お よ び 利 用 さ れ る さ ら な る 検 出 ア ッ セ イ に は 、
酵 素 ミ ス マ ッ チ 切 断 法 、 例 え ば 、 Variagenics (出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る 米
国 特 許 第 ６ ,１ １ ０ ,６ ８ ４ 号 ； 第 ５ ,９ ５ ８ ,６ ９ ２ 号 ； お よ び 第 ５ ,８ ５ １ ,７ ７ ０ 号 参 照
） ； 分 枝 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 、 例 え ば 、 Chiron（ 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と
す る 米 国 特 許 第 ５ ,８ ４ ９ ,４ ８ １ 号 ； 第 ５ ,７ １ ０ ,２ ６ ４ 号 ； 第 ５ ,１ ２ ４ ,２ ４ ６ 号 ； お
よ び 第 ５ ,６ ２ ４ ,８ ０ ２ 号 参 照 ） ； ロ ー リ ン グ サ イ ク ル 複 製 （ 例 え ば 、 出 典 明 示 に よ り 本
明 細 書 の 一 部 と す る 米 国 特 許 第 ６ ,２ １ ０ ,８ ８ ４ 号 お よ び ６ ,１ ８ ３ ,９ ６ ０ 号 参 照 ） ； Ｎ
Ａ Ｓ Ｂ Ａ （ 例 え ば 、 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る 米 国 特 許 第 ５ ,４ ０ ９ ,８ １ ８ 号
参 照 ） ； 分 子 ビ ー コ ン （ beacon） 技 術 （ 例 え ば 、 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る 米
国 特 許 第 ６ ,１ ５ ０ ,０ ９ ７ 号 参 照 ） ； Ｅ － セ ン サ ー 技 術 （ Motorola、 出 典 明 示 に よ り 本 明
細 書 の 一 部 と す る 米 国 特 許 第 ６ ,２ ４ ８ ,２ ２ ９ 号 ； 第 ６ ,２ ２ １ ,５ ８ ３ 号 ； 第 ６ ,０ １ ３ ,
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１ ７ ０ 号 ； お よ び 第 ６ ,０ ６ ３ ,５ ７ ３ 号 参 照 ） ； サ イ ク リ ン グ プ ロ ー ブ 技 術 （ 例 え ば 、 出
典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る 米 国 特 許 第 ５ ,４ ０ ３ ,７ １ １ 号 ； 第 ５ ,０ １ １ ,７ ６ ９
号 ； お よ び 第 ５ ,６ ６ ０ ,９ ８ ８ 号 ） ； リ ガ ー ゼ 連 鎖 反 応 ［ Barnay, Proc. Natl. Acad. Sc
i. USA, Vol. 88, pp. 189-93 (1991） 参 照 ］ ； お よ び サ ン ド イ ッ チ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン 法 （ 例 え ば 、 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る 米 国 特 許 第 ５ ,２ ８ ８ ,６ ０ ９ 号 参
照 ） が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 い く つ か の 実 施 態 様 で は 、 質 量 分 析 を 使 用 し て 遺 伝 子 発 現 バ イ オ マ ー カ ー を 検 出 す る 。
例 え ば 、 い く つ か の 実 施 態 様 で は 、 MASSARRAY（ 商 標 ）  シ ス テ ム （ Sequenom, San Diego,
 CA) を 使 用 し て 遺 伝 子 発 現 バ イ オ マ ー カ ー を 検 出 す る 。 例 え ば 、 出 典 明 示 に よ り 本 明 細
書 の 一 部 と す る 米 国 特 許 第 ６ ,０ ４ ３ ,０ ３ １ 号 ； 第 ５ ,７ ７ ７ ,３ ２ ４ 号 ； お よ び 第 ５ ,６
０ ５ ,７ ９ ８ 号 参 照 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 い く つ か の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 遺 伝 子 発 現 バ イ オ マ ー カ ー の 同 定 、 特 徴 解 析 お よ
び 定 量 の た め の キ ッ ト を 提 供 す る 。 い く つ か の 実 施 態 様 で は 、 該 キ ッ ト は 、 検 出 試 薬 お よ
び バ ッ フ ァ ー に 加 え て 、 遺 伝 子 発 現 バ イ オ マ ー カ ー に 特 異 的 な 抗 体 を 含 有 す る 。 他 の 実 施
態 様 で は 、 該 キ ッ ト は 、 核 酸 の 検 出 に 特 異 的 な 試 薬 、 例 え ば オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ
ま た は プ ラ イ マ ー 、 を 含 有 す る 。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 該 キ ッ ト は 、 全 対 照 、 ア ッ セ イ
を 実 施 す る た め の 指 示 、 お よ び 結 果 の 解 析 お よ び 提 示 に 必 要 な 任 意 の ソ フ ト ウ エ ア を 含 む
、 検 出 ア ッ セ イ の 実 施 に 必 要 な 全 成 分 を 含 有 す る 。 い く つ か の 実 施 態 様 で は 、 該 キ ッ ト は
、 環 境 保 護 庁 ま た は 米 国 食 品 医 薬 品 局 （ Ｆ Ｄ Ａ ） が イ ン ビ ト ロ 診 断 ア ッ セ イ お よ び ／ ま た
は 医 薬 品 も し く は 食 品 の 要 求 に 従 っ て 、 意 図 さ れ た 使 用 を 説 明 す る 指 示 書 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 の 実 験 方 法 は 、 細 胞 構 成 分 の 測 定 に 依 存 す る 。 測 定 さ れ る 細 胞 構 成 分 は 、 細 胞 の
生 物 学 的 状 態 の い か な る 相 に 由 来 す る も の で も あ り 得 る 。 そ れ ら は 、 Ｒ Ｎ Ａ 量 が 測 定 さ れ
る 転 写 状 態 、 タ ン パ ク 質 量 が 測 定 さ れ る 翻 訳 状 態 、 タ ン パ ク 質 活 性 が 測 定 さ れ る 活 性 状 態
に 由 来 す る も の で あ り 得 る 。 細 胞 の 特 徴 解 析 は 、 例 え ば 、 １ ま た は そ れ 以 上 の タ ン パ ク 質
の 活 性 が 他 の 細 胞 構 成 分 の Ｒ Ｎ Ａ 量 （ 遺 伝 子 発 現 ） と 共 に 測 定 さ れ る 、 混 合 相 に 由 来 す る
も の で あ っ て も よ い 。 こ の セ ク シ ョ ン で は 、 薬 物 ま た は 経 路 応 答 に お け る 細 胞 構 成 分 の 例
示 的 測 定 方 法 を 記 載 す る 。 本 発 明 は 、 そ の よ う な 測 定 の 他 の 方 法 に 適 合 さ せ る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 発 明 の い く つ か の 実 施 態 様 で は 、 他 の 細 胞 構 成 分 の 転 写 状 態 を 測 定 す る 。 転 写 状 態 は
、 次 の サ ブ セ ク シ ョ ン で 記 載 す る 核 酸 ま た は 核 酸 疑 似 プ ロ ー ブ の ア レ イ へ の ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン 技 法 、 ま た は そ の 後 の サ ブ セ ク シ ョ ン に 記 載 す る 他 の 遺 伝 子 発 現 技 術 に よ り 測
定 で き る 。 ど の よ う に 測 定 さ れ て も 、 結 果 は ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 量 お よ び ／ ま た は 比 を 表 す 値 を 含
む デ ー タ で あ り 、 そ れ は 通 常 Ｄ Ｎ Ａ 発 現 比 を 反 映 す る （ Ｒ Ｎ Ａ 分 解 速 度 に 差 が な い 場 合 ）
。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 発 明 の 様 々 な 代 替 的 実 施 態 様 に お い て 、 転 写 状 態 以 外 の 生 物 学 的 状 態 の 相 、 例 え ば 翻
訳 状 態 、 活 性 状 態 ま た は 混 合 相 を 測 定 で き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 全 実 施 態 様 に お い て 、 細 胞 構 成 分 の 測 定 は 、 測 定 が 行 わ れ る 場 合 に よ っ て 相 対 的 に 左 右
さ れ な い や り 方 で 行 う べ き で あ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
転 写 状 態 測 定
　 好 ま し く は 、 転 写 状 態 の 測 定 は 、 本 サ ブ セ ク シ ョ ン に 記 載 の 転 写 物 ア レ イ へ の ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 行 う 。 あ る 種 の 他 の 転 写 状 態 測 定 法 は 、 本 サ ブ セ ク シ ョ ン 中 で 後 述
す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
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一 般 的 な 転 写 物 ア レ イ
　 本 発 明 の い く つ か の 実 施 態 様 で は 、 本 明 細 書 で 「 マ イ ク ロ ア レ イ 」 と も 呼 ば れ る 「 転 写
物 ア レ イ 」 を 利 用 す る 。 転 写 物 ア レ イ は 、 細 胞 の 転 写 状 態 の 分 析 に 、 特 に 癌 細 胞 の 転 写 状
態 の 測 定 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 転 写 物 ア レ イ は 、 例 え ば 、 細 胞 の 全 ｍ Ｒ Ｎ Ａ か ら 合 成 さ れ た 蛍 光 標
識 化 ｃ Ｄ Ｎ Ａ な ど の 、 細 胞 中 に 存 在 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 を 表 す 検 出 可 能 に 標 識 化 さ れ た ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 マ イ ク ロ ア レ イ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と に よ り 産 生 さ れ る 。 マ イ
ク ロ ア レ イ は 、 細 胞 ま た は 生 物 の ゲ ノ ム 中 の 多 数 の 遺 伝 子 の 、 好 ま し く は 殆 ど ま た は ほ ぼ
全 て の 遺 伝 子 の 、 産 物 の 結 合 （ 例 え ば 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ） 部 位 の 規 則 正 し い ア レ
イ の あ る 表 面 で あ る 。 マ イ ク ロ ア レ イ は 数 々 の や り 方 で 作 成 で き 、 そ の い く つ か を 後 述 す
る 。 ど の よ う に 産 生 さ れ て も 、 マ イ ク ロ ア レ イ は 一 定 の 特 徴 を 共 有 す る 。 こ れ ら の ア レ イ
は 再 現 可 能 で あ り 、 所 定 の ア レ イ の 複 数 の 複 写 物 を 産 生 し 、 容 易 に 相 互 に 比 較 す る こ と を
可 能 に す る 。 好 ま し く は 、 マ イ ク ロ ア レ イ は 、 小 型 で あ り 、 通 常 ５ ｃ ｍ ２ よ り 小 さ く 、 結
合 （ 例 え ば 、 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ） 条 件 下 で 安 定 で あ る 材 料 で 作 成 す る 。 マ イ ク
ロ ア レ イ 中 の 所 定 の 結 合 部 位 ま た は 結 合 部 位 の ユ ニ ー ク な セ ッ ト は 、 細 胞 中 の 単 一 の 遺 伝
子 産 物 を 特 異 的 に 結 合 す る 。 特 定 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 毎 に １ よ り 多 い 物 理 的 結 合 部 位 （ 以 後 、 「 部
位 」 ） が 存 在 し 得 る が 、 下 記 の 議 論 を 明 瞭 に す る た め に 、 単 一 の 部 位 が あ る と 仮 定 す る 。
特 定 の 実 施 態 様 で は 、 固 定 さ れ た 既 知 配 列 の 核 酸 を 各 位 置 で 含 有 す る 、 位 置 的 に ア ド レ ス
可 能 な ア レ イ を 使 用 す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 細 胞 の Ｒ Ｎ Ａ に 相 補 的 な ｃ Ｄ Ｎ Ａ が 作 成 さ れ 、 適 切 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で
マ イ ク ロ ア レ イ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る 場 合 、 ア レ イ 中 の 特 定 の 遺 伝 子 に 対 応 す る 部 位 へ
の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の レ ベ ル は 、 そ の 遺 伝 子 か ら 転 写 さ れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 細 胞 に お け
る 出 現 頻 度 （ prevalence） を 反 映 す る こ と が 分 か る で あ ろ う 。 例 え ば 、 フ ル オ ロ フ ォ ア な
ど で 検 出 可 能 に 標 識 化 し た 細 胞 の 全 ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 相 補 的 な ｃ Ｄ Ｎ Ａ を マ イ ク ロ ア レ イ に ハ イ
ブ リ ダ イ ズ さ せ る 場 合 、 細 胞 中 で 転 写 さ れ て い な い 遺 伝 子 に 対 応 す る ア レ イ 上 の 部 位 （ 即
ち 、 遺 伝 子 産 物 に 特 異 的 に 結 合 で き る 部 位 ） は 、 蛍 光 シ グ ナ ル な ど の シ グ ナ ル を 殆 ど ま た
は 全 く 示 さ ず 、 コ ー ド さ れ て い る ｍ Ｒ Ｎ Ａ が 豊 富 に あ る 遺 伝 子 は 、 相 対 的 に 強 い シ グ ナ ル
を 示 す 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
マ イ ク ロ ア レ イ の 製 造
　 マ イ ク ロ ア レ イ は 当 分 野 で 知 ら れ て お り 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 ｃ Ｒ Ｎ Ａ 、 ポ リ ペ プ チ
ド お よ び そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト な ど の 遺 伝 子 産 物 に 配 列 に お い て 対 応 す る プ ロ ー ブ が 、 分
か っ て い る 位 置 で 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ ま た は 結 合 で き る 表 面 か ら な る 。 あ る 実 施 態 様
で は 、 マ イ ク ロ ア レ イ は 、 各 位 置 が １ つ の 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る 産 物 （ 例 え ば タ ン パ
ク 質 ま た は Ｒ Ｎ Ａ ） に 対 す る 個 別 の 結 合 部 位 を 表 し 、 結 合 部 位 が そ の 生 物 の ゲ ノ ム 中 の 遺
伝 子 の 殆 ど ま た は ほ ぼ 全 て の 産 物 に 対 し て 存 在 す る ア レ イ 、 即 ち マ ト リ ッ ク ス で あ る 。 好
ま し い 実 施 態 様 で は 、 「 結 合 部 位 」 、 以 後 「 部 位 」 は 、 特 定 の 同 族 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ が 特 異 的 に
ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る 核 酸 ま た は 核 酸 類 似 体 で あ る 。 結 合 部 位 の 核 酸 ま た は 類 似 体 は 、 例
え ば 、 合 成 オ リ ゴ マ ー 、 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 全 長 よ り 短 い ｃ Ｄ Ｎ Ａ ま た は 遺 伝 子 フ ラ グ メ ン ト
で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 い く つ か の 実 施 態 様 で は マ イ ク ロ ア レ イ は 標 的 生 物 の ゲ ノ ム 中 の 全 て ま た は ほ ぼ 全 て の
遺 伝 子 の 産 物 に 対 す る 結 合 部 位 を 含 有 す る が 、 そ の よ う な 総 合 性 は 必 ず し も 必 要 で は な い
。 通 常 、 マ イ ク ロ ア レ イ は ゲ ノ ム 中 の 遺 伝 子 の 少 な く と も 約 ５ ０ ％ 、 し ば し ば 少 な く と も
約 ７ ５ ％ 、 よ り 頻 繁 に は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ 、 さ ら に よ り 頻 繁 に は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ 以
上 、 最 も 頻 繁 に は 少 な く と も 約 ９ ９ ％ に 対 応 す る 結 合 部 位 を 有 す る 。 好 ま し く は 、 マ イ ク
ロ ア レ イ は 、 関 心 の あ る 生 物 学 的 ネ ッ ト ワ ー ク モ デ ル を 試 験 し 裏 付 け る こ と に 関 連 す る 遺
伝 子 に 対 す る 結 合 部 位 を 有 す る 。 「 遺 伝 子 」 は 、 好 ま し く は 少 な く と も ５ ０ 、 ７ ５ ま た は

10

20

30

40

50

(17) JP 2006-524803 A 2006.11.2



９ ９ 個 の ア ミ ノ 酸 の 、 そ こ か ら そ の 生 物 に お い て （ 単 細 胞 の 場 合 ） 、 ま た は 多 細 胞 生 物 の
い く つ か の 細 胞 に お い て ｍ Ｒ Ｎ Ａ が 転 写 さ れ る オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム （ Ｏ Ｒ Ｆ ）
と し て 同 定 さ れ る 。 ゲ ノ ム 中 の 遺 伝 子 の 数 は 、 そ の 生 物 に よ り 発 現 さ れ る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 数 か
ら 、 ま た は 該 ゲ ノ ム の 十 分 に 特 徴 解 析 さ れ た 部 分 か ら の 外 挿 に よ り 推 定 で き る 。 関 心 の あ
る 生 物 の ゲ ノ ム が 配 列 解 読 さ れ て い る 場 合 、 Ｏ Ｒ Ｆ の 数 は 判 定 で き 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド し
て い る 領 域 は Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 分 析 に よ り 同 定 で き る 。 例 え ば 、 サ ッ カ ロ マ イ シ ス ・ セ レ ビ シ
ア エ （ Saccharomyces cerevisiae） の ゲ ノ ム は 完 全 に 配 列 解 読 さ れ て お り 、 ９ ９ ア ミ ノ 酸
よ り 長 い 約 ６ ,２ ７ ５ 個 の Ｏ Ｒ Ｆ を 有 す る と 報 告 さ れ て い る 。 こ れ ら の Ｏ Ｒ Ｆ の 分 析 は 、
タ ン パ ク 質 産 物 を 特 定 し て い る と 思 わ れ る ５ ,８ ８ ５ 個 の Ｏ Ｒ Ｆ が あ る こ と を 示 す 。 あ ら
ゆ る 目 的 で 全 体 を 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る  Goffeau et al., Science, Vol.
 274, pp. 546-567 (1996) 参 照 。 対 照 的 に 、 ヒ ト ゲ ノ ム は 約 １ ０ ５ 個 の 遺 伝 子 を 含 有 す
る と 推 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
マ イ ク ロ ア レ イ 用 の 核 酸 の 調 製
　 上 記 の 通 り 、 特 定 の 同 族 ｃ Ｄ Ｎ Ａ が 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 「 結 合 部 位 」 は 、 通 常
、 そ の 結 合 部 位 に 取 り 付 け ら れ た 核 酸 ま た は 核 酸 類 似 体 で あ る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 マ イ
ク ロ ア レ イ の 結 合 部 位 は 、 あ る 生 物 の ゲ ノ ム の 各 遺 伝 子 の 少 な く と も 一 部 に 対 応 す る Ｄ Ｎ
Ａ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 こ れ ら の Ｄ Ｎ Ａ は 、 例 え ば 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ 例 え
ば Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ る ） ま た は ク ロ ー ン 化 さ れ た 配 列 か ら の 遺 伝 子 セ グ メ ン ト の Ｐ Ｃ Ｒ 増
幅 に よ り 得 る こ と が で き る 。 唯 一 の フ ラ グ メ ン ト 、 即 ち 、 １ ０ 塩 基 よ り 多 い 近 接 す る 同 一
の 配 列 を マ イ ク ロ ア レ イ 上 の 他 の フ ラ グ メ ン ト と 共 有 し な い フ ラ グ メ ン ト の 増 幅 を も た ら
す Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー は 、 遺 伝 子 ま た は ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 既 知 配 列 に 基 づ い て 選 択 さ れ る 。 コ ン ピ
ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム は 、 要 求 さ れ る 特 異 性 と 最 適 な 増 幅 特 性 を 有 す る プ ラ イ マ ー の 設 計 に
お い て 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 Oligo pl version 5.0, National Biosciences 参 照 。 非 常
に 長 い 遺 伝 子 に 対 応 す る 結 合 部 位 の 場 合 、 オ リ ゴ － ｄ Ｔ で 開 始 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ が
マ イ ク ロ ア レ イ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る と き に 全 長 に 満 た な い プ ロ ー ブ が 効 率 的 に 結 合 す る
よ う に 、 そ の 遺 伝 子 の ３ '末 端 に 近 い セ グ メ ン ト を 増 幅 す る の が 望 ま し い こ と が あ る 。 典
型 的 に は 、 マ イ ク ロ ア レ イ 上 の 各 遺 伝 子 フ ラ グ メ ン ト は 、 約 ５ ０ ｂ ｐ な い し 約 ２ ０ ０ ０ ｂ
ｐ 、 よ り 典 型 的 に は 約 １ ０ ０ ｂ ｐ な い し 約 １ ０ ０ ０ ｂ ｐ 、 通 常 約 ３ ０ ０ ｂ ｐ な い し 約 ８ ０
０ ｂ ｐ の 長 さ で あ る 。 Ｐ Ｃ Ｒ 法 は 周 知 で あ り 、 例 え ば 、 あ ら ゆ る 目 的 で 全 体 を 出 典 明 示 に
よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る  Innis et al., eds., PCR Protocols: A Guide to Methods a
nd Applications, Academic Press Inc., San Diego, CA (1990) に 記 載 さ れ て い る 。 コ
ン ピ ュ ー タ ー 制 御 さ れ た 自 動 装 置 シ ス テ ム が 核 酸 の 単 離 お よ び 増 幅 に 有 利 で あ る こ と が 明
ら か で あ ろ う 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 マ イ ク ロ ア レ イ 用 の 核 酸 の 代 替 的 生 成 手 段 は 、 例 え ば Ｎ － ホ ス ホ ネ ー ト ま た は ホ ス ホ ラ
ミ ダ イ ト 化 学 を 使 用 す る 、 合 成 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 合 成 に よ る
も の で あ る 。 Froehler et al., Nucleic Acid Res., Vol. 14, pp. 5399-5407 (1986); 
お よ び  McBride et al., Tetrahedron Lett., Vol. 24, pp. 245-248 (1983) 参 照 。 合 成
配 列 は 、 約 １ ５ 塩 基 な い し 約 ５ ０ ０ 塩 基 の 長 さ 、 よ り 典 型 的 に は 約 ２ ０ 塩 基 な い し 約 ５ ０
塩 基 で あ る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 合 成 核 酸 は 、 イ ノ シ ン な ど の 非 天 然 塩 基 を 含 む 。 上 記 の
通 り 、 核 酸 類 似 体 を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 用 の 結 合 部 位 と し て 使 用 し 得 る 。 適 す る 核 酸
類 似 体 の 例 は 、 ペ プ チ ド 核 酸 で あ る 。 例 え ば 、 Egholm et al., Nature, Vol. 365, pp. 5
66-568 (1993); お よ び 米 国 特 許 第 ５ ,５ ３ ９ ,０ ８ ３ 号 も 参 照 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 代 替 的 実 施 態 様 で は 、 結 合 （ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ） 部 位 は 、 遺 伝 子 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 例
え ば 発 現 配 列 タ グ の プ ラ ス ミ ド ま た は フ ァ ー ジ の ク ロ ー ン か ら 、 ま た は そ れ ら の 挿 入 物 か
ら 作 成 さ れ る 。 Nguyen et al., Genomics, Vol. 29, pp. 207-209 (1995) 参 照 。 な お 他
の 実 施 態 様 で は 、 結 合 部 位 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は Ｒ Ｎ Ａ で あ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
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固 体 表 面 へ の 核 酸 の 取 り 付 け
　 核 酸 ま た は 類 似 体 は 、 ガ ラ ス 、 プ ラ ス チ ッ ク （ 例 え ば ポ リ プ ロ ピ レ ン や ナ イ ロ ン ） 、 ポ
リ ア ク リ ル ア ミ ド 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス ま た は 他 の 材 料 か ら で き て い て よ い 固 体 支 持 体 に 取
り 付 け ら れ る 。 核 酸 を 表 面 に 取 り 付 け る の に 好 ま し い 方 法 は 、 Schena et al., Science, 
Vol. 270, pp. 467-470 (1995） に 一 般 的 に 記 載 さ れ て い る 通 り の ガ ラ ス 板 へ の 印 刷 に よ
る も の で あ る 。 こ の 方 法 は 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の マ イ ク ロ ア レ イ の 製 造 に 特 に 有 用 で あ る 。 DeRisi
 et al., Nat. Genet., Vol. 14, pp. 457-460 (1996); Shalon et al., Genome Res., V
ol. 6, pp. 639-645 (1996); お よ び  Schena et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol
. 93, pp. 10539-11286 (1995） も 参 照 。 上 述 の 論 文 の 各 々 を 、 あ ら ゆ る 目 的 で 全 体 的 に
出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 マ イ ク ロ ア レ イ 作 成 の た め の 第 ２ の 好 ま し い 方 法 は 、 高 密 度 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア レ イ
の 作 成 に よ る も の で あ る 。 イ ン サ イ チ ュ で の 合 成 の た め に 光 リ ソ グ ラ フ ィ ー 技 法 を 使 用 し
て 、 定 義 さ れ た 配 列 に 相 補 的 な 数 千 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 表 面 上 の 定 義 さ れ た 位 置 で 含
有 す る ア レ イ を 産 生 す る た め の 技 法 ［ あ ら ゆ る 目 的 で 全 体 的 に 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の
一 部 と す る 、 Fodor et al., Science, Vol. 251, pp. 767-773 (1991); Pease et al., P
roc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol. 91, No. 11, pp. 5022-5026 (1994); Lockhart et al
., Nat. Biotechnol., Vol. 14, p. 1675 (1996); お よ び 米 国 特 許 第 ５ ,５ ７ ８ ,８ ３ ２ 号
； 第 ５ ,５ ５ ６ ,７ ５ ２ 号 ； お よ び 第 ５ ,５ １ ０ ,２ ７ ０ 号 参 照 ］ ま た は 定 義 さ れ た オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド の 迅 速 な 合 成 お よ び 沈 積 の た め の 他 の 方 法  [Blanchard et al., Biosens. Bio
electron., Vol. 11, pp. 687-690 (1996） 参 照 ］ が 知 ら れ て い る 。 こ れ ら の 方 法 を 使 用
す る 場 合 、 例 え ば ２ ０ ｍ ｅ ｒ の 既 知 配 列 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 誘 導 体 化 ガ ラ ス ス ラ イ
ド な ど の 表 面 上 で 直 接 合 成 す る 。 通 常 、 産 生 さ れ る ア レ イ は Ｒ Ｎ Ａ 毎 に 数 個 の オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド が あ る 重 複 性 の も の で あ る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は 、 選 択 的 ス プ ラ イ シ
ン グ さ れ た （ alternatively spliced） ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 検 出 す る よ う に 選 択 で き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 マ ス キ ン グ な ど に よ る 他 の マ イ ク ロ ア レ イ 作 成 方 法 も 使 用 し 得 る 。 Maskos and Souther
n, Nucleic Acids Res., Vol. 20, pp. 1679-1684 (1992） 参 照 。 原 則 的 に 、 ナ イ ロ ン ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン メ ン ブ レ ン 上 の ド ッ ト ブ ロ ッ ト ［ あ ら ゆ る 目 的 で 全 体 を 出 典 明 示 に
よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る 、 Sambrook et al., Molecular Cloning--A Laboratory Manua
l, 2 n d  Edition, Vols. 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY
 (1989） 参 照 ］ な ど の い か な る タ イ プ の ア レ イ も 使 用 し 得 る が 、 当 業 者 に 認 識 さ れ る よ う
に 、 非 常 に 小 さ い ア レ イ が 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 体 積 が よ り 小 さ く な る の で 好 ま し
い 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
標 識 化 プ ロ ー ブ の 生 成
　 総 Ｒ Ｎ Ａ お よ び ポ リ （ Ａ ） ＋ Ｒ Ｎ Ａ の 調 製 方 法 は 周 知 で あ り 、 前 出 の  Sambrook et al.
 (1989) に 一 般 的 に 記 載 さ れ て い る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 Ｒ Ｎ Ａ は 、 グ ア ニ ジ ン チ オ シ ア
ネ ー ト 溶 解 と 続 く Ｃ ｓ Ｃ ｌ 遠 心 分 離 を 使 用 し て 、 本 発 明 で 関 心 の あ る 様 々 な タ イ プ の 細 胞
か ら 抽 出 さ れ る 。 Chirgwin et al., Biochemistry, Vol. 18, pp. 5294-5299 (1979） 参
照 。 ポ リ （ Ａ ） ＋ Ｒ Ｎ Ａ は 、 オ リ ゴ － ｄ Ｔ セ ル ロ ー ス に よ り 選 択 さ れ る 。 前 出 の  Sambroo
k et al.(1989) 参 照 。 関 心 の あ る 細 胞 に は 、 野 生 型 細 胞 、 薬 物 に 曝 露 さ れ た 野 生 型 細 胞
、 改 変 ／ 攪 乱 さ れ た 細 胞 構 成 分 （ 複 数 も 可 ） を 有 す る 細 胞 、 お よ び 薬 物 に 曝 露 さ れ た 改 変
／ 攪 乱 さ れ た 細 胞 構 成 分 （ 複 数 も 可 ） を 有 す る 細 胞 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 標 識 化 ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 オ リ ゴ ｄ Ｔ で 開 始 さ れ た 、 ま た は ラ ン ダ ム に 開 始 さ れ た 逆 転 写 に よ
り 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ か ら 調 製 さ れ る 。 こ れ ら は 両 方 と も 、 当 分 野 で 周 知 で あ る 。 例 え ば 、 Klug a
nd Berger, Methods Enzymol., Vol. 152, pp. 316-325 (1987） 参 照 。 逆 転 写 は 、 検 出 可
能 な 標 識 に コ ン ジ ュ ゲ ー ト し た ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 、 最 も 好 ま し く は 蛍 光 標 識 化 ｄ Ｎ Ｔ Ｐ の 存 在 下 で
実 施 し 得 る 。 あ る い は 、 単 離 し た ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 、 標 識 化 ｄ Ｎ Ｔ Ｐ の 存 在 下 で 二 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ
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の イ ン ビ ト ロ 転 写 に よ り 合 成 し た 標 識 化 ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ に 変 換 で き る 。 あ ら ゆ る 目 的
で 全 体 を 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る 、 前 出 の  Lockhart et al. (1996) 参 照 。
代 替 的 実 施 態 様 で は 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ の プ ロ ー ブ は 、 検 出 可 能 な 標 識 の 非 存 在 下 で
合 成 で き 、 後 で 、 例 え ば ビ オ チ ン 化 ｄ Ｎ Ｔ Ｐ ま た は ｒ Ｎ Ｔ Ｐ を 導 入 す る こ と に よ り 、 ま た
は ビ オ チ ン の ソ ラ レ ン 誘 導 体 を Ｒ Ｎ Ａ に 光 で ク ロ ス リ ン ク さ せ る な ど の 同 様 の 手 段 に よ り
、 続 い て 標 識 化 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 、 例 え ば フ ィ コ エ リ ト リ ン に コ ン ジ ュ ゲ ー ト し た ス ト
レ プ ト ア ビ ジ ン ま た は そ の 均 等 物 を 添 加 し て 、 標 識 化 し 得 る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 蛍 光 標 識 化 プ ロ ー ブ を 使 用 す る 場 合 、 フ ル オ ロ セ イ ン 、 リ ッ サ ミ ン （ lissamine） 、 フ
ィ コ エ リ ト リ ン 、 ロ ー ダ ミ ン （ Perkin Elmer Cetus） 、 Cy2、 Cy3、 Cy3.5、 Cy5、 Cy5.5、 C
y7、 FluorX (Amersham) な ど を 含 む 、 多 数 の 適 す る フ ル オ ロ フ ォ ア が 知 ら れ て い る 。 例 え
ば 、 Kricka, Nonisotopic DNA Probe Techniques, Academic Press, San Diego, CA (199
2） 参 照 。 容 易 に 区 別 で き る よ う に 、 別 個 の 発 光 ス ペ ク ト ル を 有 す る フ ル オ ロ フ ォ ア の 対
を 選 択 す る こ と が 理 解 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 蛍 光 標 識 以 外 の 標 識 が 使 用 さ れ る 。 例 え ば 、 放 射 性 標 識 、 ま た は 別
個 の 放 射 ス ペ ク ト ル を 有 す る 放 射 性 標 識 の 対 を 使 用 で き る 。 Zhao et al., Gene, Vol. 15
6, p. 207 (1995); お よ び  Pietu et al., Genome Res., Vol. 6, p. 492 (1996) 参 照 。
し か し な が ら 、 放 射 性 粒 子 の 散 乱 お よ び そ の 結 果 で あ る 広 い 空 間 を 占 め る 結 合 部 位 の 要 件
の た め に 、 放 射 性 同 位 元 素 の 使 用 は あ ま り 好 ま し く な い 実 施 態 様 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 ０ .５ ｍ Ｍ の ｄ Ｇ Ｔ Ｐ 、 ｄ Ａ Ｔ Ｐ お よ び ｄ Ｃ Ｔ Ｐ プ ラ ス ０ .１ ｍ Ｍ の
ｄ Ｔ Ｔ Ｐ プ ラ ス 蛍 光 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド （ 例 え ば 、 ０ .１ ｍ Ｍ ロ ー ダ ミ ン １ １ ０ Ｕ
Ｔ Ｐ （ Perken Elmer Cetus) ま た は ０ .１ ｍ Ｍ  Ｃ ｙ ３  ｄ Ｕ Ｔ Ｐ  (Amersham） を 、 逆 転 写
酵 素 （ 例 え ば 、 SuperScript.TM. II, LTI Inc.） と 共 に 含 有 す る 混 合 物 を 、 ４ ２ ℃ で ６ ０
分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ り 、 標 識 化 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 合 成 す る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
マ イ ク ロ ア レ イ へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
　 核 酸 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び 洗 浄 の 条 件 は 、 プ ロ ー ブ が 特 異 的 ア レ イ 部 位 に 「
特 異 的 に 結 合 」 ま た は 「 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ 」 す る よ う に 、 即 ち 、 プ ロ ー ブ が 、 相 補
的 核 酸 配 列 を 有 す る 配 列 の ア レ イ 部 位 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ 、 二 本 鎖 化 ま た は 結 合 す る が 、 非
相 補 的 核 酸 配 列 の 部 位 に は ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い よ う に 、 選 択 す る 。 本 明 細 書 で 使 用 す る
場 合 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 短 い 方 が ２ ５ 塩 基 で あ る 場 合 は 標 準 的 塩 基 対 形 成 則 を 使 用 し
て ミ ス マ ッ チ が な い と き に 、 ま た は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 短 い 方 が ２ ５ 塩 基 よ り 長 い 場 合
は ５ ％ を 超 え な い ミ ス マ ッ チ が あ る と き に 、 一 方 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 他 方 に 相 補 的
で あ る と み な す 。 好 ま し く は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 完 璧 に 相 補 的 で あ る （ ミ ス マ ッ チ が な
い ） 。 特 定 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 が 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を も た ら す こ
と は 、 負 の 対 照 を 含 む ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ を 実 施 す る こ と に よ り 、 容 易 に 実
証 で き る 。 例 え ば 、 前 出 の  Shalon et al. (1996); お よ び 前 出 の  Chee et al. 参 照 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 最 適 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 、 標 識 化 プ ロ ー ブ と 固 定 化 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ （ 例 え ば 、 オ リ ゴ マ ー 対 ＞ ２ ０ ０ 塩 基 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ） ；
お よ び タ イ プ （ 例 え ば 、 Ｒ Ｎ Ａ 、 Ｄ Ｎ Ａ お よ び Ｐ Ｎ Ａ ） に よ っ て 決 ま る 。 特 異 的 、 即 ち 、
ス ト リ ン ジ ェ ン ト （ stringent） な 核 酸 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 の た め に 一 般 的 パ
ラ メ ー タ は 、 前 出 の  Sambrook et al. (1996); お よ び あ ら ゆ る 目 的 で 全 体 を 出 典 明 示 に
よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る  Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology,
 Greene Publishing and Wiley-Interscience, NY (1987) に 記 載 さ れ て い る 。 Schena et
 al. の ｃ Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ を 使 用 す る 場 合 、 典 型 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は
、 ５ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ プ ラ ス ０ .２ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 中 、 ６ ５ ℃ 、 ４ 時 間 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 続 い
て ２ ５ ℃ 、 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 洗 浄 緩 衝 液 （ １ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ プ ラ ス ０ .２ ％ Ｓ Ｄ Ｓ ） で の
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洗 浄 、 続 い て １ ０ 分 間 、 ２ ５ ℃ 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 洗 浄 緩 衝 液 （ ０ .１ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ プ
ラ ス ０ .２ ％ Ｓ Ｄ Ｓ ） で の 洗 浄 で あ る 。 Shena et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol
. 93, p. 10614 (1996) 参 照 。 有 用 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 も 提 供 さ れ る 。 例 え ば
、 Tijessen, Hybridization With Nucleic Acid Probes, Elsevier Science Publishers 
B.V. (1993); お よ び 前 出 の  Kricka (1992) 参 照 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
シ グ ナ ル 検 出 お よ び デ ー タ 分 析
　 蛍 光 標 識 化 プ ロ ー ブ を 使 用 す る 場 合 、 転 写 ア レ イ の 各 部 位 で の 蛍 光 の 発 光 は 、 好 ま し く
は 、 走 査 型 共 焦 点 レ ー ザ ー 顕 微 鏡 に よ り 検 出 で き る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 適 切 な 励 起 線 を
使 用 し て 、 使 用 し た ２ つ の フ ル オ ロ フ ォ ア の 各 々 に つ い て 別 々 の ス キ ャ ン を 実 施 す る 。 あ
る い は 、 ２ つ の フ ル オ ロ フ ォ ア に 特 異 的 な 波 長 で の 同 時 試 料 照 射 を 可 能 に す る レ ー ザ ー を
使 用 し て 、 ２ つ の フ ル オ ロ フ ォ ア か ら の 発 光 を 同 時 に 分 析 す る こ と が で き る 。 あ ら ゆ る 目
的 で 全 体 を 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る 、 前 出 の  Shalon et al. (1996) 参 照 。
好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 コ ン ピ ュ ー タ ー 制 御 の Ｘ － Ｙ ス テ ー ジ お よ び 顕 微 鏡 対 物 レ ン ズ を
有 す る レ ー ザ ー 蛍 光 ス キ ャ ナ ー で ア レ イ を ス キ ャ ン す る 。 ２ つ の フ ル オ ロ フ ォ ア の 連 続 的
励 起 は 、 複 線 の 混 合 ガ ス レ ー ザ ー で 達 成 さ れ 、 発 光 を 波 長 で 分 け 、 ２ 本 の 光 電 子 増 倍 管 を
用 い て 検 出 す る 。 蛍 光 レ ー ザ ー 走 査 型 装 置 は 、 前 出 の  Schena et al. (1996) お よ び 本 明
細 書 で 引 用 す る 他 の 参 照 文 献 に 記 載 さ れ て い る 。 あ る い は 、 Ferguson et al., Nat. Biot
echnol., Vol. 14, pp. 1681-1684 (1996) に 記 載 の 光 フ ァ イ バ ー 束 を 使 用 し て 、 多 数 の
部 位 で 同 時 に ｍ Ｒ Ｎ Ａ 量 の レ ベ ル を モ ニ タ ー し 得 る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 シ グ ナ ル は 、 例 え ば １ ２ ビ ッ ト の ア ナ ロ グ ／ デ ジ タ ル ボ ー ド （ analog to digital boar
d） を 使 用 し て 、 コ ン ピ ュ ー タ ー に よ り 記 録 さ れ 、 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 分 析 さ れ る 。
あ る 実 施 態 様 で は 、 ス キ ャ ン し た 画 像 を 、 例 え ば  Hijaak Graphics Suite な ど の グ ラ フ
ィ ッ ク ス プ ロ グ ラ ム を 使 用 し て ス ペ ッ ク ル 除 去 （ de-speckled） し 、 そ の 後 、 各 波 長 、 各
部 位 で 平 均 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の ス プ レ ッ ド シ ー ト を 創 生 す る 画 像 グ リ ッ デ ィ ン グ
（ gridding） プ ロ グ ラ ム を 使 用 し て 分 析 す る 。 必 要 な ら ば 、 ２ つ の フ ル オ ロ フ ォ ア の チ ャ
ン ネ ル 間 の 「 ク ロ ス ト ー ク 」 （ ま た は オ ー バ ー ラ ッ プ ） に つ い て 、 実 験 的 に 決 定 さ れ た 補
正 を 成 し 得 る 。 転 写 物 ア レ イ 上 の い か な る 特 定 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 部 位 に つ い て も
、 ２ つ の フ ル オ ロ フ ォ ア の 発 光 の 比 を 算 出 す る の が 好 ま し い 。 そ の 比 は 、 同 族 遺 伝 子 の 絶
対 的 発 現 レ ベ ル と は 無 関 係 で あ る が 、 薬 物 投 与 、 遺 伝 子 欠 失 ま た は 任 意 の 他 の 試 験 さ れ る
事 象 に よ り 発 現 が 有 意 に 調 節 さ れ る 遺 伝 子 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 好 ま し く は 、 あ る 攪 乱 が ポ ジ テ ィ ブ で あ る か ネ ガ テ ィ ブ で あ る か を 同 定 す る こ と に 加 え
て 、 そ の 攪 乱 の 規 模 を 判 定 す る の が 有 利 で あ る 。 こ れ は 、 当 業 者 に は 容 易 に 明 ら か で あ る
方 法 に よ り 実 施 で き る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
他 の 転 写 状 態 測 定 法
　 細 胞 の 転 写 状 態 は 、 当 分 野 で 知 ら れ て い る 他 の 遺 伝 子 発 現 技 術 に よ り 測 定 し て も よ い 。
い く つ か の か か る 技 術 は 、 二 重 の 制 限 酵 素 切 断 と 段 階 的 （ phasing） プ ラ イ マ ー を 組 み 合
わ せ る 方 法 ［ 例 え ば 、 EP 0 534858 A1 (1992), Zabeau et al. 参 照 ］ 、 ま た は 定 義 さ れ
た ｍ Ｒ Ｎ Ａ 末 端 に 最 も 近 い 部 位 を 有 す る 制 限 フ ラ グ メ ン ト を 選 択 す る 方 法 ［ 例 え ば 、 Pras
har et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol. 93, pp. 659-663 (1996) 参 照 ］ な ど 、
電 気 泳 動 分 析 の 複 雑 さ が 限 定 さ れ る 制 限 フ ラ グ メ ン ト の プ ー ル を 産 生 す る 。 他 の 方 法 は 、
複 数 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 各 々 の 十 分 な 塩 基 （ 例 え ば ２ ０ － ５ ０ 塩 基 ） を 配 列 解 読 し て 各 ｃ Ｄ Ｎ Ａ
を 同 定 す る こ と に よ り 、 ま た は 、 定 義 さ れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ 末 端 経 路 パ タ ー ン に 対 し て 既 知 の 位
置 で 生 成 さ れ る 短 い タ グ （ 例 え ば 、 ９ － １ ０ 塩 基 ） を 配 列 解 読 す る こ と に よ り 、 統 計 的 に
ｃ Ｄ Ｎ Ａ プ ー ル を サ ン プ リ ン グ す る 。 例 え ば 、 Velculescu, Science, Vol. 270, pp. 484
-487 (1995) 参 照 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
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他 の 相 の 測 定
　 本 発 明 の 様 々 な 実 施 態 様 で は 、 翻 訳 状 態 、 活 性 状 態 な ど の 、 転 写 状 態 以 外 の 生 物 学 的 状
態 の 相 、 ま た は 混 合 相 を 、 薬 物 お よ び 経 路 応 答 を 得 る た め に 測 定 で き る 。 こ の セ ク シ ョ ン
で は こ れ ら の 実 施 態 様 の 詳 細 を 記 載 す る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
翻 訳 状 態 の 測 定
　 翻 訳 状 態 の 測 定 は 、 い く つ か の 方 法 に よ り 実 施 し 得 る 。 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 の 全 ゲ ノ ム
モ ニ タ リ ン グ 、 即 ち 、 「 プ ロ テ オ ー ム 」 [前 出 の  Goffeau et al. (1996) 参 照 ］ を 、 結 合
部 位 が 細 胞 の ゲ ノ ム に よ り コ ー ド さ れ る 複 数 の タ ン パ ク 質 種 に 特 異 的 な 固 定 化 さ れ た （ 好
ま し く は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル ） 抗 体 を 含 む マ イ ク ロ ア レ イ を 構 築 す る こ と に よ り 実 施 で き る
。 好 ま し く は 、 抗 体 は 、 コ ー ド さ れ る 全 タ ン パ ク 質 の 実 質 的 な フ ラ ク シ ョ ン に つ い て 、 ま
た は 、 少 な く と も 関 心 の あ る 生 物 学 的 ネ ッ ト ワ ー ク モ デ ル の 試 験 ま た は 確 認 に 関 連 す る タ
ン パ ク 質 に つ い て 、 存 在 す る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 成 方 法 は 周 知 で あ る 。 例 え ば 、 あ
ら ゆ る 目 的 で 全 体 を 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る 、 Harlow and Lane, Antibodie
s: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, NY (1988) 参 照 。 好 ま し い 実 施 態 様 で は
、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 そ の 細 胞 の ゲ ノ ム 配 列 に 基 づ い て 設 計 し た 合 成 ペ プ チ ド フ ラ グ
メ ン ト に 対 し て 生 成 さ せ る 。 そ の よ う な 抗 体 ア レ イ を 用 い て 、 細 胞 由 来 の タ ン パ ク 質 を ア
レ イ に 接 触 さ せ 、 そ れ ら の 結 合 を 当 分 野 で 既 知 の ア ッ セ イ に よ り ア ッ セ イ す る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 あ る い は 、 タ ン パ ク 質 は 、 二 次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 シ ス テ ム に よ り 分 離 で き る 。 二 次 元 ゲ ル
電 気 泳 動 は 、 当 分 野 で 周 知 で あ り 、 典 型 的 に は 、 第 １ の 次 元 に 沿 う 等 電 点 電 気 泳 動 お よ び
続 く 第 ２ の 次 元 に 沿 う Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 電 気 泳 動 を 含 む 。 例 え ば 、 Hames et al., Gel El
ectrophoresis of Proteins: A Practical Approach, IRL Press, NY (1990); Shevchenk
o et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol. 93, pp. 1440-1445 (1996); Sagliocco e
t al., Yeast, Vol. 12, pp. 1519-1533 (1996); Lander, Science, Vol. 274, pp. 536-
539 (1996) 参 照 。 得 ら れ る 電 気 泳 動 図 を 、 質 量 分 析 的 技 法 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル お よ び モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 す る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト お よ び イ ム ノ ブ ロ ッ ト 分 析 、 お よ び 内 部 お
よ び Ｎ 末 端 マ イ ク ロ シ ー ク エ ン シ ン グ （ micro-sequencing） を 含 む 、 多 数 の 技 法 に よ り 分
析 で き る 。 こ れ ら の 技 法 を 使 用 し て 、 薬 物 に 曝 露 さ れ た 細 胞 に お い て （ 例 え ば 酵 母 に お い
て ） 、 ま た は 例 え ば 特 定 の 遺 伝 子 の 欠 失 ま た は 過 剰 発 現 に よ り 改 変 さ れ た 細 胞 に お い て 、
所 定 の 生 理 条 件 下 で 産 生 さ れ る 全 タ ン パ ク 質 の 実 質 的 フ ラ ク シ ョ ン を 同 定 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
他 の 生 物 学 的 状 態 の 相 に 基 づ く 実 施 態 様
　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 量 以 外 の 細 胞 構 成 成 分 の モ ニ タ リ ン グ は 、 現 在 の と こ ろ 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の モ ニ タ リ
ン グ で は 遭 遇 し な い あ る 種 の 技 術 的 困 難 を 呈 す る が 、 細 胞 機 能 の 特 徴 に 関 連 す る タ ン パ ク
質 の 活 性 を 測 定 で き る 本 発 明 の 方 法 の 使 用 で あ る 本 発 明 の 実 施 態 様 が か か る 測 定 に 基 づ く
こ と が 当 業 者 に 明 ら か で あ る 。 活 性 測 定 は 、 特 徴 解 析 さ れ る 特 定 の 活 性 に 適 す る 、 い か な
る 機 能 的 、 生 化 学 的 ま た は 物 理 学 的 手 段 に よ っ て も 実 施 で き る 。 活 性 が 化 学 的 変 化 を 含 む
場 合 、 細 胞 の タ ン パ ク 質 を 天 然 基 質 と 接 触 さ せ て 変 化 の 速 度 を 測 定 で き る 。 活 性 が 多 量 体
ユ ニ ッ ト と の 会 合 （ 例 え ば 、 活 性 化 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 複 合 体 と Ｄ Ｎ Ａ の 会 合 ） を 含 む 場 合 、 会 合
し た タ ン パ ク 質 の 量 ま た は 会 合 の 二 次 的 結 果 （ 例 え ば 転 写 さ れ る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 量 ） を 測 定 で
き る 。 ま た 、 機 能 的 活 性 （ 例 え ば 、 細 胞 周 期 制 御 と し て な ど ） の み が 知 ら れ て い る 場 合 、
機 能 の 性 能 を 観 察 で き る 。 ど の よ う に 知 ら れ 測 定 さ れ て も 、 タ ン パ ク 質 活 性 の 変 化 は 、 本
発 明 の 前 述 の 方 法 に よ り 分 析 さ れ る 応 答 デ ー タ を 形 成 す る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 代 替 的 か つ 非 限 定 的 な 実 施 態 様 で は 、 応 答 デ ー タ は 、 細 胞 の 生 物 学 的 状 態 の 混 合 相 か ら
形 成 さ れ て も よ い 。 応 答 デ ー タ は 、 例 え ば 、 あ る 一 定 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 量 の 変 化 、 あ る 一 定 の タ
ン パ ク 質 量 の 変 化 、 お よ び あ る 一 定 の タ ン パ ク 質 活 性 の 変 化 か ら 構 築 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
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カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 の レ ベ ル
　 本 明 細 書 で 使 用 す る と き 、 １ ま た は そ れ 以 上 の カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 の レ ベ ル は 、
１ ま た は そ れ 以 上 の タ ン パ ク 質 の レ ベ ル ま た は 該 １ ま た は そ れ 以 上 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド
す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の レ ベ ル が 、 非 骨 格 性 の 癌 を 診 断 さ れ た が 骨 転 移 に 冒 さ れ て い な い 患 者 と 比
較 し て 、 そ の タ ン パ ク 質 ま た は ｍ Ｒ Ｎ Ａ の レ ベ ル に お い て 少 な く と も １ .５ 倍 の 差 異 を 示
す （ 即 ち 、 高 い ） 場 合 、 「 上 昇 」 し て い る 。 好 ま し く は 、 該 差 異 は 、 骨 転 移 に 罹 患 し て い
な い 患 者 と 比 較 し た と き 、 少 な く と も ； １ .５ 倍 、 ２ 倍 、 ３ 倍 、 ５ 倍 、 １ ０ 倍 、 ３ ０ 倍 、
７ ０ 倍 ま た は １ ０ ０ 倍 の 差 異 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 最 も 好 ま し く は 、 カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 が 検 出 さ れ な い 場 合 、 患 者 は 骨 転 移 発 症 の
低 リ ス ク 群 で あ る と 判 定 さ れ る 。 本 発 明 の あ る 好 ま し い 実 施 態 様 に よ る と 、 非 骨 格 性 の 癌
を 診 断 さ れ た 患 者 は 、 組 織 ま た は 体 液 の サ ン プ ル に お い て 、 例 え ば 血 漿 サ ン プ ル に お い て
、 Ｍ Ｒ Ｐ － １ ４ が 検 出 さ れ な け れ ば 、 骨 転 移 発 症 の 低 リ ス ク 群 に 分 類 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 本 発 明 の 他 の 態 様 は 、 非 骨 格 性 の 癌 を 診 断 さ れ た 患 者 に お い て 骨 転 移 を 処 置 す る の に 有
用 な 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に 関 す る 。 そ の 方 法 は 、 （ ａ ） 骨 転 移 に 冒 さ れ る 素 因 が あ
る か 、 ま た は 冒 さ れ て い る 非 ヒ ト 試 験 動 物 に 候 補 物 質 を 投 与 す る こ と ； （ ｂ ） （ ａ ） の 候
補 物 質 を 、 骨 転 移 に 冒 さ れ る 素 因 が な い か 、 ま た は 冒 さ れ て い な い 、 調 和 す る 対 照 非 ヒ ト
動 物 に 投 与 す る こ と ； （ ｃ ） （ ａ ） お よ び （ ｂ ） の 動 物 か ら 得 ら れ る サ ン プ ル 中 の １ ま た
は そ れ 以 上 の カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 の レ ベ ル を 判 定 す る こ と ； お よ び （ ｄ ） （ ｃ ） で
判 定 さ れ た レ ベ ル を 比 較 す る こ と 、 こ こ で 、 １ ま た は そ れ 以 上 の カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク
質 の レ ベ ル の 低 下 は 、 候 補 物 質 が 骨 転 移 の 処 置 に 有 用 な 物 質 で あ る こ と を 示 す 、 を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 １ ま た は そ れ 以 上 の カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 は 、 Ｍ Ｒ Ｐ － １
４ 、 Ｓ １ ０ ０ Ａ １ な い し ８ 、 Ｓ １ ０ ０ Ａ １ ０ － １ ３ 、 Ｓ １ ０ ０ Ｐ 、 カ ル ビ ン ジ ン １ な い し
３ 、 カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 １ な い し ５ 、 ヒ ス チ ジ ン リ ッ チ カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質
、 ア ネ キ シ ン Ａ ６ 、 分 泌 性 モ ジ ュ ラ ー カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 ２ 、 レ テ ィ キ ュ ロ カ ル ビ
ン １ 、 カ ル ト ラ ク チ ン 、 グ ラ ン カ ル シ ン 、 カ ル シ ウ ム － お よ び イ ン テ グ リ ン － 結 合 タ ン パ
ク 質 か ら 選 択 さ れ る 。 最 も 好 ま し く は 、 カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 は Ｍ Ｒ Ｐ － １ ４ で あ る
。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 に よ る と 、 該 サ ン プ ル は 、 組 織 ま た は 体 液 の サ ン プ ル で あ り 、 最 も 好
ま し く は 血 漿 の サ ン プ ル で あ る 。 １ ま た は そ れ 以 上 の カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 の レ ベ ル
は 、 質 量 分 析 に よ り 、 標 識 化 抗 体 、 好 ま し く は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は 放 射 性 標 識 化 結
合 パ ー ト ナ ー な ど の 、 そ の １ ま た は そ れ 以 上 の カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な 標 識
化 プ ロ ー ブ を 使 用 す る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト ま た は Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り 、 判 定 し 得 る 。 あ る い
は 、 １ ま た は そ れ 以 上 の カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 の レ ベ ル は 、 該 １ ま た は そ れ 以 上 の カ
ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る １ ま た は そ れ 以 上 の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 、 例 え ば
マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 、 逆 転 写 Ｐ Ｃ Ｒ お よ び リ ア ル タ イ ム 定 量 的 Ｐ
Ｃ Ｒ を 使 用 し て 測 定 す る こ と に よ り 判 定 し 得 る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る と き 、 用 語 「 低 下 」 は 、 試 験 動 物 由 来 の サ ン プ ル に つ い て 測 定 し た
１ ま た は そ れ 以 上 の カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 の レ ベ ル に お け る 、 非 ヒ ト 試 験 動 物 の サ ン
プ ル に つ い て 判 定 さ れ る レ ベ ル と 比 較 し た と き の 、 測 定 レ ベ ル に お け る 統 計 的 に 有 意 な 差
異 、 ま た は 少 な く と も １ .５ 倍 の 差 異 を 表 す 。 好 ま し く は 、 該 変 化 は 、 少 な く と も ２ 倍 、
３ 倍 、 ５ 倍 、 １ ０ 倍 、 ３ ０ 倍 ま た は １ ０ ０ 倍 の 差 異 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
骨 転 移 の 処 置 に 有 用 な 物 質
　 本 発 明 の 他 の 実 施 態 様 で は 、 骨 転 移 の 処 置 に 有 用 な 物 質 は 、 ア ン チ セ ン ス ヌ ク レ オ チ ド
、 リ ボ ザ イ ム お よ び 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 、 低 分 子 、 抗 体 、 ま た は 他 の Ｒ Ｎ Ａ 、 Ｄ Ｎ Ａ も し く は タ
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ン パ ク 質 の 量 ま た は 活 性 を 改 変 す る 手 段 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
Ｒ Ｎ Ａ の 量 ま た は 活 性 の 改 変 方 法
　 Ｒ Ｎ Ａ の 量 ま た は 活 性 の 改 変 方 法 は 、 現 在 の と こ ろ 、 リ ボ ザ イ ム 、 ア ン チ セ ン ス 種 お よ
び Ｒ Ｎ Ａ ア プ タ マ ー の ３ つ の ク ラ ス に 分 け ら れ る 。 Good et al., Gene Ther., Vol. 4, N
o. 1, pp. 45-54 (1997) 参 照 。 細 胞 を こ れ ら の 成 分 に 制 御 可 能 に 適 用 ま た は 曝 露 す る こ
と は 、 Ｒ Ｎ Ａ 量 の 制 御 可 能 な 攪 乱 を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
リ ボ ザ イ ム
　 リ ボ ザ イ ム は 、 Ｒ Ｎ Ａ 切 断 反 応 を 触 媒 す る 能 力 の あ る Ｒ Ｎ Ａ で あ る 。 Cech, Science, V
ol. 236, pp. 1532-1539 (1987); PCT 国 際 公 開 WO 90/11364 (1990); Sarver et al., Sc
ience, Vol. 247, pp. 1222-1225 (1990) 参 照 。 「 ヘ ア ピ ン 」 お よ び 「 ハ ン マ ー ヘ ッ ド 」
Ｒ Ｎ Ａ リ ボ ザ イ ム は 、 特 定 の 標 的 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 特 異 的 に 切 断 す る よ う に 設 計 で き る 。 他 の Ｒ
Ｎ Ａ 分 子 を 高 度 に 配 列 特 異 的 な や り 方 で 切 断 す る 、 リ ボ ザ イ ム 活 性 を 有 す る 短 い Ｒ Ｎ Ａ 分
子 を 設 計 す る た め の 法 則 が 確 立 さ れ て お り 、 事 実 上 全 種 類 の Ｒ Ｎ Ａ を 標 的 と す る こ と が で
き る 。 Haseloff et al., Nature, Vol. 334, pp. 585-591 (1988); Koizumi et al., FEB
S Lett., Vol. 228, pp. 228-230 (1988); お よ び  Koizumi et al., FEBS Lett., Vol. 2
39, pp. 285-288 (1988) 参 照 。 リ ボ ザ イ ム 法 は 、 そ の よ う な 小 型 Ｒ Ｎ Ａ リ ボ ザ イ ム 分 子
に 細 胞 を 曝 す こ と 、 細 胞 内 で こ れ ら の 発 現 を 誘 導 す る こ と 、 な ど を 含 む 。 Grassi and Mar
ini, Annals of Med., Vol. 28, No. 6, pp. 499-510 (1996); and Gibson, Cancer Meta
. Rev., Vol. 15, pp. 287-299 (1996) 参 照 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 リ ボ ザ イ ム は 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 切 断 に 触 媒 的 に 有 効 で あ る の に 十 分 な 数 で 、 日 常 的 に イ ン ビ
ボ で 発 現 さ せ る こ と が で き 、 そ れ に よ り 細 胞 中 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 量 を 改 変 す る 。 Cotton et al.,
 EMBO J., Vol. 8, pp. 3861-3866 (1989) 参 照 。 特 に 、 先 の 法 則 に 従 い 設 計 さ れ 、 合 成
さ れ た 、 例 え ば 、 標 準 的 ホ ル ホ ラ ミ ダ イ ト 化 学 に よ り 合 成 さ れ た 、 リ ボ ザ イ ム を コ ー ド す
る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 、 ｔ Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の ア ン チ コ ド ン ス テ ム お よ び ル ー プ 中 の 制
限 酵 素 部 位 に 連 結 で き 、 次 い で そ れ を 当 分 野 で 日 常 的 な 方 法 に よ り 目 的 の 細 胞 に 形 質 転 換
お よ び 発 現 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 好 ま し く は 、 グ ル コ コ ル チ コ イ ド ま た は テ ト ラ サ イ ク リ ン 応 答 エ レ メ ン ト な ど の 誘 導 可
能 プ ロ モ ー タ ー も こ の コ ン ス ト ラ ク ト に 導 入 し 、 リ ボ ザ イ ム 発 現 を 選 択 的 に 制 御 で き る よ
う に す る 。 飽 和 的 使 用 に は 、 高 く か つ 構 成 的 に 活 性 な プ ロ モ ー タ ー を 使 用 で き る 。 ｔ Ｄ Ｎ
Ａ 遺 伝 子 、 即 ち 、 ｔ Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 そ れ ら の 小 さ い サ イ ズ 、 様 々 な 種 類 の
組 織 に お け る 高 い 割 合 の 転 写 お よ び 普 遍 的 発 現 の た め に 有 用 で あ る 。 従 っ て 、 リ ボ ザ イ ム
は 、 実 質 的 に い か な る ｍ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 も 切 断 す る た め に 日 常 的 に 設 計 で き 、 制 御 可 能 か つ 触
媒 的 に 有 効 な 量 の リ ボ ザ イ ム が 発 現 さ れ る よ う に 、 そ の よ う な リ ボ ザ イ ム 配 列 を コ ー ド す
る Ｄ Ｎ Ａ で 日 常 的 に 細 胞 を 形 質 転 換 で き る 。 従 っ て 、 細 胞 中 の 実 質 的 に い か な る Ｒ Ｎ Ａ 種
の 量 も 、 改 変 ま た は 攪 乱 で き る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
ア ン チ セ ン ス 分 子
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 標 的 Ｒ Ｎ Ａ （ 好 ま し く は ｍ Ｒ Ｎ Ａ ） 種 の 活 性 、 特 に そ の 翻 訳 速 度 は
、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 の 制 御 可 能 な 適 用 に よ り 制 御 可 能 に 阻 害 で き る 。 高 レ ベ ル で の 適 用 は
、 飽 和 的 阻 害 を も た ら す 。 「 ア ン チ セ ン ス 」 核 酸 は 、 本 明 細 書 で 使 用 す る と き 、 標 的 Ｒ Ｎ
Ａ の 配 列 特 異 的 （ 例 え ば 、 ポ リ Ａ で は な い ） 部 分 （ 例 え ば そ の 翻 訳 開 始 領 域 ） に 、 コ ー ド
お よ び ／ ま た は 非 コ ー ド 領 域 に 相 補 的 な い く つ か の 配 列 に よ り ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る 核 酸
を 表 す 。 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 、 二 本 鎖 ま た は 一 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ま た は Ｄ Ｎ Ａ ま た は そ
れ ら の 改 変 物 ま た は 誘 導 体 で あ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ り 得 、 そ れ は 制 御 可 能 な 様 式 で
細 胞 に 直 接 投 与 で き る か 、 ま た は 、 外 来 性 の 導 入 さ れ た 配 列 の 転 写 に よ り 、 標 的 Ｒ Ｎ Ａ の
翻 訳 を 攪 乱 す る の に 十 分 な 制 御 可 能 な 量 で 、 細 胞 内 で 産 生 さ せ る こ と が で き る 。
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【 ０ １ ０ ３ 】
　 好 ま し く は 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 、 少 な く と も ６ 個 の ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 好 ま し く は
６ 個 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド な い し 約 ２ ０ ０ 個 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 範 囲 の オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド で あ る 。 特 定 の 態 様 で は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 少 な く と も １ ０ 個 の ヌ ク レ オ チ
ド 、 少 な く と も １ ５ 個 の ヌ ク レ オ チ ド 、 少 な く と も １ ０ ０ 個 の ヌ ク レ オ チ ド ま た は 少 な く
と も ２ ０ ０ 個 の ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 Ｄ Ｎ Ａ も し く は Ｒ Ｎ Ａ ま た
は そ れ ら の キ メ ラ 的 混 合 物 も し く は 誘 導 体 も し く は 修 飾 物 で あ り 得 、 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖
で あ り 得 る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 塩 基 部 分 、 糖 部 分 ま た は リ ン 酸 主 鎖 で 修 飾 で き る 。
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ペ プ チ ド ま た は 細 胞 膜 を 横 切 る 移 動 を 助 け る 物 質  [例 え ば 、 Lets
inger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol. 86, pp. 6553-6556 (1989); Lemaitr
e et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol. 84, pp. 648-652 (1987); お よ び  PCT 公
開 番 号  WO 88/09810 (1988) 参 照 ]、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を き っ か け と す る 切 断 物 質  
[例 え ば 、 Krol et al., BioTechniques, Vol. 6, pp. 958-976 (1988) 参 照 ] ま た は 介 入
物 質 （ intercalating agent） [例 え ば 、 Zon, Pharm. Res., Vol. 5, No. 9, pp. 539-549
 (1988) 参 照 ] な ど の 他 の 付 加 的 な 基 を 含 み 得 る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 で は 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 好 ま し く は 一 本 鎖 Ｄ
Ｎ Ａ と し て 提 供 さ れ る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 そ の 構 造 中 の ど の 位 置 で も 、 当 分 野 で 一
般 的 に 知 ら れ て い る 成 分 で 修 飾 し 得 る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ５ － フ ル オ ロ ウ ラ シ ル 、 ５ － ブ ロ モ ウ ラ シ ル 、 ５
－ ク ロ ロ ウ ラ シ ル 、 ５ － ヨ ー ド ウ ラ シ ル 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 キ サ ン チ ン 、 ４ － ア セ チ ル シ
ト シ ン 、 ５ － （ カ ル ボ キ シ ヒ ド ロ キ シ ル メ チ ル ） ウ ラ シ ル 、 ５ － カ ル ボ キ シ メ チ ル ア ミ ノ
メ チ ル － ２ － チ オ ウ リ ジ ン 、 ５ － カ ル ボ キ シ メ チ ル ア ミ ノ メ チ ル ウ ラ シ ル 、 ジ ヒ ド ロ ウ ラ
シ ル 、 ベ ー タ － Ｄ － ガ ラ ク ト シ ル ケ オ シ ン 、 イ ノ シ ン 、 Ｎ ６ － イ ソ ペ ン テ ニ ル ア デ ニ ン 、
１ － メ チ ル グ ア ニ ン 、 １ － メ チ ル イ ノ シ ン 、 ２ ,２ － ジ メ チ ル グ ア ニ ン 、 ２ － メ チ ル ア デ
ニ ン 、 ２ － メ チ ル グ ア ニ ン 、 ３ － メ チ ル シ ト シ ン 、 ５ － メ チ ル シ ト シ ン 、 Ｎ ６ － ア デ ニ ン
、 ７ － メ チ ル グ ア ニ ン 、 ５ － メ チ ル ア ミ ノ メ チ ル ウ ラ シ ル 、 ５ － メ ト キ シ ア ミ ノ メ チ ル －
２ － チ オ ウ ラ シ ル 、 β － Ｄ － マ ン ノ シ ル ケ オ シ ン 、 ５ '－ メ ト キ シ カ ル ボ キ シ メ チ ル ウ ラ
シ ル 、 ５ － メ ト キ シ ウ ラ シ ル 、 ２ － メ チ ル チ オ － Ｎ ６ － イ ソ ペ ン テ ニ ル ア デ ニ ン 、 ウ ラ シ
ル － ５ － オ キ シ 酢 酸 （ ｖ ） 、 ワ イ ブ ト キ ソ シ ン （ wybutoxosine） 、 偽 性 ウ ラ シ ル （ pseudo
uracil） 、 ケ オ シ ン （ queosine） 、 ２ － チ オ シ ト シ ン 、 ５ － メ チ ル － ２ － チ オ ウ ラ シ ル 、
２ － チ オ ウ ラ シ ル 、 ４ － チ オ ウ ラ シ ル 、 ５ － メ チ ル ウ ラ シ ル 、 ウ ラ シ ル － ５ － オ キ シ 酢 酸
メ チ ル エ ス テ ル 、 ウ ラ シ ル － ５ － オ キ シ 酢 酸 （ ｖ ） 、 ５ － メ チ ル － ２ － チ オ ウ ラ シ ル 、 ３
－ （ ３ － ア ミ ノ － ３ － Ｎ － ２ － カ ル ボ キ シ プ ロ ピ ル ） ウ ラ シ ル 、 （ ａ ｃ ｐ ３ ） ｗ お よ び ２
,６ － ジ ア ミ ノ プ リ ン が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ る わ け で は な い 群 か ら 選 択 さ れ る 、
少 な く と も １ つ の 修 飾 さ れ た 塩 基 部 分 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ア ラ ビ ノ ー ス 、 ２ － フ ル オ ロ ア ラ ビ ノ ー ス
、 キ シ ル ロ ー ス お よ び ヘ キ ソ ー ス が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ る わ け で は な い 群 か ら 選
択 さ れ る 、 少 な く と も １ つ の 修 飾 さ れ た 糖 部 分 を 含 む 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 な お 他 の 実 施 態 様 で は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ロ ジ チ オ
エ ー ト 、 ホ ス ホ ル ア ミ ド チ オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ル ア ミ デ ー ト 、 ホ ス ホ ル ジ ア ミ デ ー ト 、 メ チ
ル ホ ス ホ ネ ー ト 、 ア ル キ ル ホ ス ホ ト リ エ ス テ ル お よ び ホ ル ム ア セ タ ー ル ま た は そ れ ら の 誘
導 体 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 少 な く と も １ つ の 修 飾 さ れ た リ ン 酸 主 鎖 を 含 む 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 な お 他 の 実 施 態 様 で は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ２ － ａ － ア ノ マ ー 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド で あ る 。 ａ － ア ノ マ ー 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 相 補 的 Ｒ Ｎ Ａ と 、 通 常 の Ｂ ユ ニ ッ ト と
は 対 照 的 に 鎖 が 相 互 に 平 行 に 走 る 特 別 な 二 本 鎖 ハ イ ブ リ ッ ド を 形 成 す る 。 Gautier et al.
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, Nucl. Acids Res., Vol. 15, pp. 6625-6641 (1987) 参 照 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 他 の 分 子 、 例 え ば 、 ペ プ チ ド 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を き っ
か け と す る ク ロ ス リ ン ク 物 質 、 輸 送 物 質 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を き っ か け と す る 切 断
物 質 な ど に コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ て も よ い 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 、 標 的 Ｒ Ｎ Ａ 種 の 少 な く と も 一 部 に 相 補 的 な 配 列 を 含 む 。
し か し な が ら 、 絶 対 的 な 相 補 性 は 、 好 ま し い が 必 要 で は な い 。 「 Ｒ Ｎ Ａ の 少 な く と も 一 部
に 相 補 的 」 な 配 列 は 、 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る と き 、 そ の Ｒ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て 安 定
な 二 本 鎖 を 形 成 で き る の に 十 分 な 相 補 性 を 有 す る 配 列 を 意 味 す る ； 二 本 鎖 ア ン チ セ ン ス 核
酸 の 場 合 、 従 っ て 、 そ の 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ の 一 本 鎖 が 試 験 さ れ 得 る か 、 ま た は 三 本 鎖 形 成 が ア
ッ セ イ さ れ 得 る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 能 力 は 、 相 補 性 の 程 度 と 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 の 長 さ
の 両 方 に 依 存 す る 。 一 般 的 に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 が 長 け れ ば 長 い ほ ど 、 多 く の 標 的
Ｒ Ｎ Ａ と の 塩 基 ミ ス マ ッ チ を 含 有 し 、 か つ 安 定 な 二 本 鎖 （ ま た は 場 合 に よ っ て は 三 本 鎖 ）
を 形 成 し 得 る 。 当 業 者 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 複 合 体 の 融 点 を 判 定 す る 標 準 的 な 方 法 の 使
用 に よ り 、 耐 え ら れ る ミ ス マ ッ チ の 程 度 を 確 認 で き る 。 標 的 Ｒ Ｎ Ａ の 翻 訳 を 阻 害 す る の に
有 効 な ア ン チ セ ン ス 核 酸 の 量 は 、 標 準 的 な ア ッ セ イ 技 法 に よ り 判 定 で き る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 例 え ば 、 Biosearch、 Applied Biosystems な ど か ら 市
販 さ れ て い る よ う な 自 動 Ｄ Ｎ Ａ シ ン セ サ イ ザ ー の 使 用 に よ り 、 当 分 野 で 既 知 の 標 準 的 方 法
に よ り 合 成 し 得 る 。 例 と し て 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 Stein et al.
, Nucl. Acids Res., Vol. 16, p. 3209 (1988) の 方 法 で 合 成 し 得 、 メ チ ル ホ ス ホ ネ ー ト
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 微 細 孔 性 ガ ラ ス （ controlled pore glass） ポ リ マ ー 支 持 体 な ど
の 使 用 に よ り 調 製 で き る 。 Sarin et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol. 85, pp. 7
448-7451 (1988) 参 照 。 他 の 実 施 態 様 で は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ２ '－ ０ － メ チ ル リ
ボ ヌ ク レ オ チ ド ［ Inoue et al., Nucl. Acids Res., Vol. 15, pp. 6131-6148 (1987) 参
照 ] ま た は キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ － Ｄ Ｎ Ａ 類 似 体 ［ Inoue et al., FEBS Lett., Vol. 215, pp. 32
7-330 (1987) 参 照 ］ で あ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 次 い で 、 合 成 さ れ た ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 制 御 さ れ た 、 ま た は 飽 和 的 な
や り 方 で 、 細 胞 に 投 与 で き る 。 例 え ば 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 細 胞 の 生 育
環 境 中 に 制 御 さ れ た レ ベ ル で 置 か れ 、 そ こ で 細 胞 に 取 り 込 ま れ 得 る 。 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド の 取 込 み は 、 当 分 野 で 周 知 の 方 法 の 使 用 に よ り 補 助 で き る 。
【 ０ １ １ ３ 】
細 胞 内 で 発 現 さ れ る ア ン チ セ ン ス 分 子
　 代 替 的 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 、 外 来 配 列 か ら の 転 写 に よ り 、 制 御
可 能 に 細 胞 内 で 発 現 さ れ る 。 発 現 が 高 レ ベ ル で あ る よ う に 制 御 さ れ る な ら 、 飽 和 的 攪 乱 ま
た は 改 変 が 生 じ る 。 例 え ば 、 ベ ク タ ー は 、 細 胞 に 取 り 込 ま れ 、 そ の 細 胞 の 中 で ベ ク タ ー ま
た は そ の 一 部 が 転 写 さ れ 、 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 （ Ｒ Ｎ Ａ ） を 産 生 す る よ う に 、 イ ン
ビ ボ で 導 入 で き る 。 そ の よ う な ベ ク タ ー は 、 そ の ア ン チ セ ン ス 核 酸 を コ ー ド す る 配 列 を 含
有 し 得 る 。 そ の よ う な ベ ク タ ー は 、 転 写 さ れ て 所 望 の ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ を 産 生 で き る 限
り 、 エ ピ ソ ー ム に 留 ま っ て も 、 染 色 体 に 組 み 込 ま れ て も よ い 。 そ の よ う な ベ ク タ ー は 、 当
分 野 で 標 準 的 な 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 の 方 法 に よ り 構 築 で き る 。 ベ ク タ ー は 、 哺 乳 動 物 細 胞 で
の 複 製 お よ び 発 現 に 使 用 さ れ る 、 プ ラ ス ミ ド 、 ウ イ ル ス ま た は 当 分 野 で 知 ら れ る 他 の も の
で あ り 得 る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る 配 列 の 発 現 は 、 関 心 の あ る 細 胞 で 作 用 す る 当 分 野 で 既
知 の い か な る プ ロ モ ー タ ー に よ る も の で も よ い 。 そ の よ う な プ ロ モ ー タ ー は 、 誘 導 可 能 ま
た は 構 成 的 で あ り 得 る 。 最 も 好 ま し く は 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 制 御 発 現 を
達 成 す る た め に 、 外 来 成 分 の 投 与 に よ っ て 制 御 可 能 ま た は 誘 導 可 能 な も の で あ る 。 そ の よ
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う な 制 御 可 能 プ ロ モ ー タ ー に は 、 Ｔ ｅ ｔ プ ロ モ ー タ ー が 含 ま れ る 。 哺 乳 動 物 細 胞 に 使 用 で
き る 他 の プ ロ モ ー タ ー に は 、 Ｓ Ｖ ４ ０ 初 期 プ ロ モ ー タ ー 領 域 ［ Bernoist and Chambon, Na
ture, Vol. 290, pp. 304-310 (1981） 参 照 ］ 、 ラ ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス の ３ '末 端 反 復 配 列 に
含 ま れ る プ ロ モ ー タ ー ［ Yamamoto et al., Cell, Vol. 22, pp. 787-797 (1980） 参 照 ］
、 ヘ ル ペ ス チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー ［ Wagner et al., Proc. Natl. Acad. Sci. US
A, Vol. 78, pp. 1441-1445 (1981） 参 照 ］ 、 メ タ ロ チ オ ネ イ ン 遺 伝 子 な ど の 調 節 配 列  [B
rinster et al., Nature, Vol. 296, pp. 39-42 (1982） 参 照 ］ が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に
限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 従 っ て 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 を 日 常 的 に 設 計 し て 、 実 質 的 に い か な る ｍ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 を も 標
的 化 す る こ と が で き 、 細 胞 は 、 有 効 か つ 制 御 可 能 ま た は 飽 和 的 な 量 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 を
発 現 す る よ う に 、 そ の よ う な ア ン チ セ ン ス 配 列 を コ ー ド す る 核 酸 で 日 常 的 に 形 質 転 換 で き
る か 、 そ れ ら に 曝 す こ と が で き る 。 従 っ て 、 実 質 的 に い か な る Ｒ Ｎ Ａ 種 の 翻 訳 も 、 細 胞 中
で 改 変 ま た は 攪 乱 で き る 。
【 ０ １ １ ６ 】
Ｒ Ｎ Ａ ア プ タ マ ー
　 最 後 に 、 さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 Ｒ Ｎ Ａ ア プ タ マ ー を 細 胞 に 導 入 す る か 、 ま た は 細 胞 中
で 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 Ｒ Ｎ Ａ ア プ タ マ ー は 、 Ｔ ａ ｔ お よ び Ｒ ｅ ｖ Ｒ Ｎ Ａ な ど の タ ン
パ ク 質 に 特 異 的 な Ｒ Ｎ Ａ リ ガ ン ド で あ り ［ 前 出 の  Good et al. (1997) 参 照 ］ 、 そ れ ら の
翻 訳 を 特 異 的 に 阻 害 で き る 。
【 ０ １ １ ７ 】
タ ン パ ク 質 量 の 改 変 方 法
　 タ ン パ ク 質 量 の 改 変 方 法 に は 、 な か ん ず く 、 タ ン パ ク 質 分 解 速 度 を 変 更 す る も の 、 お よ
び タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 抗 体 を 使 用 す る も の が 含 ま れ 、 天 然 の 標 的 タ ン パ ク 質 種 の 活 性 の
量 に 影 響 を 与 え る 。 タ ン パ ク 質 種 の 分 解 速 度 を 高 め る （ ま た は 低 め る ） こ と は 、 そ の 種 の
量 を 減 ら す （ ま た は 増 や す ） 。 高 温 お よ び ／ ま た は 特 定 の 薬 物 へ の 曝 露 に 応 答 し て 標 的 タ
ン パ ク 質 の 分 解 速 度 を 高 め る 方 法 を 本 発 明 で 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 あ る そ の よ う
な 方 法 は 、 熱 誘 導 可 能 ま た は 薬 物 誘 導 可 能 な Ｎ 末 端 デ グ ロ ン （ degron） を 用 い る 。 そ れ は
、 高 温 、 例 え ば ３ ７ ℃ で 迅 速 な タ ン パ ク 質 分 解 を 促 進 す る 分 解 シ グ ナ ル を 露 出 し 、 低 温 、
例 え ば ２ ３ ℃ で は そ れ が 隠 さ れ て 迅 速 な 分 解 を 防 止 す る 、 Ｎ 末 端 タ ン パ ク 質 フ ラ グ メ ン ト
で あ る 。 Dohmen et al., Science, Vol. 263, pp. 1273-1276 (1994) 参 照 。 そ の よ う な
例 示 的 デ グ ロ ン は 、 Ｎ 末 端 の Ｖ ａ ｌ が Ａ ｒ ｇ に よ り 置 き 換 え ら れ 、 位 置 ６ ６ の Ｐ ｒ ｏ が Ｌ
ｅ ｕ で 置 き 換 え ら れ た マ ウ ス の ジ ヒ ド ロ 葉 酸 リ ダ ク ダ ー ゼ の 変 異 体 で あ る 、 Ａ ｒ ｇ － Ｄ Ｈ
Ｆ Ｒ ｔ ｓ で あ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 こ の 方 法 に 従 い 、 例 え ば 、 標 的 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 Ｐ を 、 当 分 野 で 知 ら れ て い る 標 準 的
標 的 遺 伝 子 組 換 え 法 ［ Lodish et al., Molecular Biology of the Cell, W.H. Freeman a
nd Co., NY, especially Chapter 8 (1995） 参 照 ］ に よ り 、 融 合 タ ン パ ク 質 Ｕ ｂ － Ａ ｒ ｇ
－ Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ ｔ ｓ － Ｐ （ 「 Ｕ ｂ 」 は ユ ビ キ チ ン を 表 す ） を コ ー ド す る 遺 伝 子 と 置 き 換 え る 。
Ｎ 末 端 ユ ビ キ チ ン は 、 翻 訳 後 迅 速 に 切 断 さ れ て Ｎ 末 端 の デ グ ロ ン を 露 出 す る 。 低 温 で は 、
Ａ ｒ ｇ － Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ ｔ ｓ の 内 部 の リ ジ ン は 露 出 さ れ ず 、 融 合 タ ン パ ク 質 の ユ ビ キ チ ン 化 は 起
こ ら ず 、 分 解 は 遅 く 、 活 性 な 標 的 タ ン パ ク 質 の レ ベ ル は 高 い 。 高 温 で は （ メ ト ト レ キ セ ー
ト の 非 存 在 下 ） 、 Ａ ｒ ｇ － Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ ｔ ｓ の 内 部 の リ ジ ン は 露 出 さ れ 、 融 合 タ ン パ ク 質 の ユ
ビ キ チ ン 化 が 起 こ り 、 分 解 は 迅 速 で あ り 、 活 性 な 標 的 タ ン パ ク 質 の レ ベ ル は 低 い 。 こ の 技
法 は ま た 、 熱 に よ る 分 解 の 活 性 化 が メ ト ト レ キ セ ー ト に 曝 す こ と に よ り 制 御 可 能 に 妨 害 さ
れ る の で 、 制 御 可 能 な 分 解 速 度 の 改 変 も 可 能 に す る 。 こ の 方 法 は 、 薬 物 や 温 度 変 化 な ど の
他 の 誘 導 因 子 に 応 答 す る 他 の Ｎ 末 端 デ グ ロ ン に も 適 合 さ せ 得 る 。
【 ０ １ １ ９ 】
抗 体 に よ る タ ン パ ク 質 活 性 の 改 変
　 標 的 タ ン パ ク 質 の 活 性 は 、 （ 中 和 性 ） 抗 体 に よ っ て も 減 ず る こ と が で き る 。 か か る 抗 体
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へ の 制 御 さ れ た 、 ま た は 飽 和 的 な 曝 露 を も た ら す こ と に よ り 、 制 御 さ れ た 、 ま た は 飽 和 的
な や り 方 で タ ン パ ク 質 の 量 ／ 活 性 を 改 変 ま た は 攪 乱 で き る 。 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 表 面 上 の
適 す る エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体 は 、 野 生 型 非 凝 集 の 野 生 型 形 態 と 比 較 し て 低 い か ま た は 最
低 限 の 活 性 の 複 合 体 に 活 性 型 を 凝 集 さ せ る こ と に よ り 、 野 生 型 の 活 性 型 の 標 的 タ ン パ ク 質
の 量 を 減 ら し 、 か く し て 間 接 的 に 活 性 を 下 げ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 あ る い は 、 抗 体 は 、 例 え ば 、 活 性 部 位 と 直 接 相 互 作 用 す る こ と に よ り 、 ま た は 活 性 部 位
へ の 基 質 の 接 近 を 妨 害 す る こ と に よ り 、 タ ン パ ク 質 活 性 を 直 接 低 下 さ せ 得 る 。 逆 に 言 え ば
、 あ る 種 の 場 合 で は 、 （ 活 性 化 ） 抗 体 が タ ン パ ク 質 お よ び そ れ ら の 活 性 部 位 と 相 互 作 用 し
て そ の 結 果 活 性 を 高 め る こ と も あ り 得 る 。 い ず れ の 場 合 で も 、 抗 体 （ こ れ か ら 記 載 す る 様
々 な タ イ プ の も の ） を 特 定 の タ ン パ ク 質 種 に 対 し て （ こ れ か ら 記 載 す る 方 法 に よ り ） 生 成
さ せ 、 そ れ ら の 効 果 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 抗 体 の 効 果 を ア ッ セ イ で き 、 標 的 タ ン パ ク 質
種 の 濃 度 お よ び ／ ま た は 活 性 を 上 昇 ま た は 低 下 さ せ る 適 切 な 抗 体 を 選 択 で き る 。 そ の よ う
な ア ッ セ イ に は 、 抗 体 を 細 胞 に 導 入 す る こ と （ 下 記 参 照 ） お よ び そ の 標 的 タ ン パ ク 質 の 野
生 型 の 量 ま た は 活 性 の 濃 度 を イ ム ノ ア ッ セ イ な ど の 当 分 野 で 知 ら れ て い る 標 準 的 手 段 に よ
り ア ッ セ イ す る こ と が 含 ま れ る 。 野 生 型 の 総 活 性 は 、 標 的 タ ン パ ク 質 の 既 知 の 活 性 に 適 す
る ア ッ セ イ 手 段 に よ り ア ッ セ イ で き る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 抗 体 は 、 例 え ば 、 細 胞 へ の 抗 体 の マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン ［ Morgan et al., Immunol
. Today, Vol. 9, pp. 84-86 (1988） 参 照 ］ ま た は 細 胞 へ の 所 望 の 抗 体 を コ ー ド す る ハ イ
ブ リ ド ー マ ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 形 質 転 換 ［ Burke et al., Cell, Vol. 36, pp. 847-858 (1984） 参
照 ］ を 含 む 、 多 数 の 様 式 で 細 胞 に 導 入 で き る 。 さ ら な る 技 法 で は 、 組 換 え 抗 体 を 工 学 処 理
し 、 様 々 な 非 リ ン パ 性 細 胞 タ イ プ で 異 所 的 に 発 現 さ せ て 標 的 タ ン パ ク 質 に 結 合 さ せ 、 そ し
て 標 的 タ ン パ ク 質 の 活 性 を 妨 害 す る こ と が で き る 。 Biocca et al., Trends Cell Biol., 
Vol. 5, pp. 248-252 (1995) 参 照 。 抗 体 の 発 現 は 、 好 ま し く は Ｔ ｅ ｔ プ ロ モ ー タ ー な ど
の 制 御 可 能 プ ロ モ ー タ ー ま た は 構 成 的 に 活 性 な プ ロ モ ー タ ー （ 飽 和 性 攪 乱 を 奏 す る た め ）
の 制 御 下 で あ る 。 第 １ 段 階 は 、 標 的 タ ン パ ク 質 へ の 適 切 な 特 異 性 を 有 す る 特 定 の モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 の 選 択 で あ る （ 下 記 参 照 ） 。 次 い で 、 選 択 さ れ た 抗 体 の 可 変 領 域 を コ ー ド す る
配 列 を 、 例 え ば 、 抗 体 全 体 、 Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト 、 Ｆ ｖ フ ラ グ メ ン ト 、 一 本 鎖 Ｆ ｖ （ Ｓ ｃ
Ｆ ｖ ） フ ラ グ メ ン ト （ ペ プ チ ド リ ン カ ー に よ り 繋 げ ら れ た Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ 領 域 ） 、 二 重 特
異 性 抗 体 （ diabody） （ 異 な る 特 異 性 を 有 す る ２ つ の 連 合 し た Ｓ ｃ Ｆ ｖ フ ラ グ メ ン ト ） な
ど を 含 む 、 様 々 に 工 学 処 理 さ れ た 抗 体 フ ォ ー マ ッ ト に ク ロ ー ニ ン グ で き る 。 Hayden et al
., Curr. Opin. Immunol., Vol. 9, pp. 210-212 (1997) 参 照 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 細 胞 内 で 発 現 さ れ た 様 々 な フ ォ ー マ ッ ト の 抗 体 は 、 様 々 な 既 知 の 細 胞 内 リ ー ダ ー 配 列 と
の 融 合 体 と し て 発 現 さ せ る こ と に よ り 、 細 胞 質 、 核 、 ミ ト コ ン ド リ ア な ど の 細 胞 内 区 画 に
標 的 化 で き る 。 Bradbury et al., Antibody Engineerinq, Borrebaeck, Editor, Vol. 2,
 pp. 295-361, IRL Press (1995) 参 照 。 特 に 、 Ｓ ｃ Ｆ ｖ フ ォ ー マ ッ ト は 、 細 胞 質 の 標 的
化 に 特 に 適 す る と 思 わ れ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 抗 体 の タ イ プ に は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 、 キ メ ラ 、 一 本 鎖 、 Ｆ ａ ｂ フ ラ グ
メ ン ト お よ び Ｆ ａ ｂ 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
当 分 野 で 知 ら れ て い る 様 々 な 方 法 を 、 標 的 タ ン パ ク 質 に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生
に 使 用 し 得 る 。 抗 体 の 産 生 の た め に 、 様 々 な 宿 主 動 物 を 注 射 に よ り 標 的 タ ン パ ク 質 で 免 役
で き る 。 そ の よ う な 宿 主 動 物 に は 、 ウ サ ギ 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト な ど が 含 ま れ る が こ れ ら に 限
定 さ れ る も の で は な い 。 免 疫 応 答 を 高 め る た め に 、 宿 主 に 応 じ て 様 々 な ア ジ ュ バ ン ト を 使
用 で き 、 こ れ に は フ ロ イ ン ト の も の （ 完 全 ま た は 不 完 全 ） 、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム な ど の 鉱
物 ゲ ル 、 リ ゾ レ シ チ ン な ど の 界 面 活 性 物 質 、 プ ル ロ ニ ッ ク ポ リ オ ー ル 類 、 ポ リ ア ニ オ ン 類
、 ペ プ チ ド 類 、 油 乳 液 類 、 ジ ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル 、 お よ び カ ル メ ッ ト ・ ゲ ラ ン 桿 菌 （ Ｂ Ｃ Ｇ
） お よ び コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ パ ル バ ム な ど の 潜 在 的 に 有 用 な ヒ ト の ア ジ ュ バ ン ト が 含 ま
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れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 標 的 タ ン パ ク 質 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製 の た め に 、 培 養 さ れ た 継 続 的 細 胞 株
に よ る 抗 体 分 子 の 産 生 を も た ら す い か な る 技 法 も 使 用 し 得 る 。 か か る 技 法 に は 、 Kohler a
nd Milstein, Nature, Vol. 256, pp. 495-497 (1975) に よ り 元 々 開 発 さ れ た ハ イ ブ リ ド
ー マ 技 法 、 ト リ オ ー マ （ trioma） 技 法 、 ヒ ト Ｂ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 法 ［ Kozbor et al.,
 Immunol. Today, Vol. 4, p. 72 (1983） 参 照 ］ お よ び ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す
る た め の Ｅ Ｂ Ｖ ハ イ ブ リ ド ー マ 技 法 ［ Cole et al., Monoclonal Antibodies and Cancer 
Therapy, Alan R. Liss, Inc., pp. 77-96 (1985） 参 照 ］ が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ
る も の で は な い 。 本 発 明 の さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 最 近 の 技 術 を 利 用 し て 無 菌 動 物 で モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 で き る 。 Ｐ Ｃ Ｔ ／ Ｕ Ｓ ９ ０ ／ ０ ２ ５ ４ ５ 参 照 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 本 発 明 に よ る と 、 ヒ ト 抗 体 を 使 用 し 得 る 。 そ れ は 、 ヒ ト ハ イ ブ リ ド ー マ を 使 用 す る こ と
に よ り ［ Cote et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol. 80, pp. 2026-2030 (1983）
参 照 ］ 、 ま た は 、 ヒ ト Ｂ 細 胞 を Ｅ Ｂ Ｖ ウ イ ル ス に よ り イ ン ビ ト ロ で 形 質 転 換 す る こ と に よ
り ［ 前 出 の  Coleetal. (1985） 参 照 ］ 得 る こ と が で き る 。 実 際 に 、 本 発 明 に よ る と 、 標 的
タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な マ ウ ス 抗 体 分 子 か ら の 遺 伝 子 を 、 適 切 な 生 物 学 的 活 性 を 有 す る ヒ ト
抗 体 分 子 か ら の 遺 伝 子 と 繋 げ る こ と に よ る 、 「 キ メ ラ 抗 体 」 の 産 生 の た め に 開 発 さ れ た 技
法 ［ Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol. 81, pp. 6851-6855 (1984); 
Neuberger et al., Nature, Vol. 312, pp. 604-608 (1984); Takeda et al., Nature, V
ol. 314, pp. 452-454 (1985） 参 照 ］ を 使 用 で き る ； そ の よ う な 抗 体 は 、 本 発 明 の 範 囲 内
に あ る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 加 え て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 有 利 で あ る 場 合 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ の 技 法 を 使 用 し
て 大 型 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 代 替 的 に 選 択 す る こ と が で き る 。 Marks et al., J. Biol. C
hem., Vol. 267, pp. 16007-16010 (1992) 参 照 。 こ の 技 法 を 使 用 し て 、 １ ０ １ ２ 個 ま で
の 異 な る 抗 体 の ラ イ ブ ラ リ ー を 、 ｆ ｄ 繊 維 状 フ ァ ー ジ の 表 面 に 発 現 さ せ 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 の 選 択 に 利 用 可 能 な 抗 体 の 「 シ ン グ ル ポ ッ ト （ single pot） 」 の イ ン ビ ト ロ の 免 疫 系
を 創 生 す る 。 Griffiths et al., EMBO J., Vol. 13, pp. 3245-3260 (1994) 参 照 。 か か
る ラ イ ブ ラ リ ー か ら の 抗 体 の 選 択 は 、 当 分 野 で 知 ら れ て い る 技 法 に よ り 行 う こ と が で き 、
そ れ に は 、 フ ァ ー ジ を 固 体 さ れ た 標 的 タ ン パ ク 質 に 接 触 さ せ る こ と 、 標 的 に 結 合 し た フ ァ
ー ジ を 選 択 し ク ロ ー ニ ン グ す る こ と 、 お よ び 抗 体 可 変 領 域 を コ ー ド す る 配 列 を 、 所 望 の 抗
体 フ ォ ー マ ッ ト を 発 現 す る 適 切 な ベ ク タ ー に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ す る こ と 、 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 本 発 明 に よ る と 、 一 本 鎖 抗 体 の 産 生 の た め に 記 載 さ れ た 技 法 （ 米 国 特 許 第 ４ ,９ ４ ６ ,７
７ ８ 号 参 照 ） を 、 標 的 タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な 一 本 鎖 抗 体 の 産 生 に 適 合 さ せ る こ と が で き る
。 本 発 明 の さ ら な る 実 施 態 様 は 、 Ｆ ａ ｂ 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー の 構 築 の た め に 記 載 さ れ た 技 法
［ Huse et al., Science, Vol. 246, pp. 1275-1281 (1989） 参 照 ］ を 利 用 し て 、 標 的 タ
ン パ ク 質 へ の 所 望 の 特 異 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト の 迅 速 か つ 容 易 な
同 定 を 可 能 に す る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 標 的 タ ン パ ク 質 の イ デ ィ オ タ イ プ を 有 す る 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 、 当 分 野 で 知 ら れ て い る
技 法 に よ り 生 成 で き る 。 例 え ば 、 そ の よ う な フ ラ グ メ ン ト に は 、 抗 体 分 子 の ペ プ シ ン 切 断
に よ り 産 生 で き る Ｆ （ ａ ｂ '） ２ フ ラ グ メ ン ト ； Ｆ （ ａ ｂ '） ２ フ ラ グ メ ン ト の ジ ス ル フ ィ
ド 架 橋 の 還 元 に よ り 生 成 で き る Ｆ ａ ｂ 'フ ラ グ メ ン ト 、 抗 体 分 子 を パ パ イ ン お よ び 還 元 剤
で 処 理 す る こ と に よ り 生 成 で き る Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト お よ び Ｆ ｖ フ ラ グ メ ン ト が 含 ま れ る
が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 抗 体 の 産 生 に お い て 、 所 望 の 抗 体 の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 当 分 野 で 知 ら れ て い る 技 法 、 例
え ば Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り 達 成 で き る 。 標 的 タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な 抗 体 を 選 択 す る た め に 、 生
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成 さ せ た ハ イ ブ リ ド ー マ ま た は フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー を 、 標 的 タ ン パ ク
質 に 結 合 す る 抗 体 に つ い て ア ッ セ イ し 得 る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
タ ン パ ク 質 活 性 の 改 変 方 法
　 タ ン パ ク 質 の 活 性 を 直 接 改 変 す る 方 法 に は 、 な か ん ず く 、 ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ 変 異 導
入 、 特 定 の 薬 物 ま た は 化 学 物 質 、 お よ び ま た 以 前 に 論 じ た よ う に 抗 体 の 使 用 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ 変 異 導 入 は 、 細 胞 内 で 発 現 さ れ る と 標 的 タ ン パ ク 質 種 の 活 性 を 崩
壊 さ せ る 内 在 遺 伝 子 ま た は 変 異 型 外 来 遺 伝 子 へ の 変 異 導 入 で あ る 。 標 的 タ ン パ ク 質 の 構 造
お よ び 活 性 に 依 存 し て 、 そ の 標 的 の 活 性 を 崩 壊 さ せ る ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ 変 異 導 入 を 構
築 す る た め の 適 切 な 戦 略 の 選 択 を 導 く 一 般 法 則 が 存 在 す る 。 Hershkowitz, Nature, Vol. 
329, pp. 219-222 (1987) 参 照 。 活 性 型 単 量 体 の 場 合 、 不 活 性 型 の 過 剰 発 現 は 、 標 的 タ ン
パ ク 質 の 総 活 性 を 有 意 に 減 少 さ せ る の に 十 分 な 天 然 基 質 ま た は リ ガ ン ド の 競 合 を 引 き 起 こ
す こ と が で き る 。 そ の よ う な 過 剰 発 現 は 、 例 え ば 、 活 性 の 高 い プ ロ モ ー タ ー 、 好 ま し く は
制 御 可 能 ま た は 誘 導 可 能 プ ロ モ ー タ ー 、 ま た は 構 成 的 に 発 現 す る プ ロ モ ー タ ー を 、 変 異 型
遺 伝 子 と 結 び つ け る こ と に よ り 達 成 で き る 。 あ る い は 、 活 性 部 位 の 残 基 へ の 変 更 を 行 い 、
標 的 リ ガ ン ド と の 事 実 上 不 可 逆 的 な 会 合 が 起 こ る よ う に で き る 。 こ の よ う な こ と は 、 活 性
部 位 の セ リ ン 残 基 を 注 意 深 く 置 換 す る こ と に よ り 、 あ る 種 の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ で 達 成 で き
る 。 Perlmutter et al., Curr. Opin. Immunol., Vol. 8, pp. 285-290 (1996) 参 照 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 活 性 型 多 量 体 の 場 合 、 い く つ か の 戦 略 が ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ 変 異 体 の 選 択 を 導 く こ と
が で き る 。 多 量 体 会 合 ド メ イ ン に 結 合 し 多 量 体 形 成 を 妨 害 す る 外 来 タ ン パ ク 質 フ ラ グ メ ン
ト を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 に よ り 、 制 御 さ れ た 、 ま た は 飽 和 的 な や り 方 で 、 多 量 体 の 活
性 を 低 下 さ せ ら れ る 。 あ る い は 、 特 定 の タ イ プ の 不 活 性 タ ン パ ク 質 ユ ニ ッ ト の 制 御 可 能 ま
た は 飽 和 的 過 剰 発 現 は 、 野 生 型 活 性 ユ ニ ッ ト を 不 活 性 な 多 量 体 に 拘 束 し 、 そ れ に よ り 多 量
体 の 活 性 を 低 下 さ せ る こ と が で き る 。 Nocka et al., EMBO J., Vol. 9, pp. 1805-1813 (
1990) 参 照 。 例 え ば 、 二 量 体 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 タ ン パ ク 質 の 場 合 、 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ユ ニ ッ ト か ら Ｄ Ｎ
Ａ 結 合 ド メ イ ン を 、 ま た は 活 性 化 ユ ニ ッ ト か ら 活 性 化 ド メ イ ン を 欠 失 さ せ る こ と が で き る
。 ま た 、 こ の 場 合 、 活 性 化 ユ ニ ッ ト と の 会 合 を 起 こ さ な い Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン の ユ ニ ッ ト
を 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 そ れ に よ り 、 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 は 、 起 こ り 得 る 発 現 の 活 性 化 が
な く 拘 束 さ れ る 。 特 定 の タ イ プ の ユ ニ ッ ト が 活 性 化 中 に 通 常 は 構 造 変 化 を 経 る 場 合 、 硬 直
し た ユ ニ ッ ト の 発 現 は 、 生 じ る 複 合 体 を 不 活 性 化 で き る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 さ ら な る 例 と し て 、 細 胞 運 動 、 有 糸 分 裂 過 程 、 細 胞 構 造 形 成 な ど の 細 胞 メ カ ニ ズ ム に 関
与 す る タ ン パ ク 質 は 、 典 型 的 に は 少 数 の タ イ プ の 多 数 の サ ブ ユ ニ ッ ト の 会 合 で 構 成 さ れ て
い る 。 こ れ ら の 構 造 は 、 構 造 的 欠 陥 を 有 す る 少 数 の 単 量 体 ユ ニ ッ ト の 包 含 に よ る 混 乱 に 、
し ば し ば 非 常 に 敏 感 で あ る 。 そ の よ う な 変 異 型 単 量 体 は 、 関 連 す る タ ン パ ク 質 の 活 性 を 崩
壊 さ せ る 。 こ れ ら は 、 制 御 さ れ た 、 ま た は 飽 和 的 な や り 方 で 細 胞 に 発 現 さ せ る こ と が で き
る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ 変 異 体 に 加 え て 、 温 度 （ ま た は 他 の 外 的 要 因 ） に 敏 感 な 変 異 型 標
的 タ ン パ ク 質 を 、 当 分 野 で 周 知 の 変 異 導 入 お よ び ス ク リ ー ニ ン グ 操 作 に よ り 見 出 す こ と が
で き る 。
　 ま た 、 当 業 者 は 、 標 的 タ ン パ ク 質 に 結 合 し 阻 害 す る 抗 体 の 発 現 は 、 も う 一 つ の ド ミ ナ ン
ト ネ ガ テ ィ ブ 戦 略 と し て 採 用 で き る こ と を 理 解 す る で あ ろ う 。
【 ０ １ ３ ５ 】
低 分 子 の 薬 物 に よ る タ ン パ ク 質 の 改 変
　 最 後 に 、 あ る 種 の 標 的 タ ン パ ク 質 の 活 性 は 、 外 来 性 の 薬 物 ま た は リ ガ ン ド へ の 曝 露 に よ
り 、 制 御 さ れ た 、 ま た は 飽 和 的 な や り 方 で 改 変 ま た は 攪 乱 で き る 。 本 発 明 の 方 法 は 、 し ば
し ば 癌 処 置 用 の 様 々 な 薬 物 の 有 用 性 の 試 験 ま た は 確 認 に 適 用 さ れ る の で 、 薬 物 曝 露 は 、 ｍ
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Ｒ Ｎ Ａ お よ び 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質 の 両 細 胞 構 成 要 素 を 改 変 ／ 攪 乱 す る 重 要 な 方 法 で あ る
。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 入 力 （ input） 細 胞 構 成 要 素 を 、 薬 物 曝 露 ま た は 遺 伝 子 欠 失 も
し く は ノ ッ ク ア ウ ト な ど の 遺 伝 子 操 作 の い ず れ か で 攪 乱 し ； そ し て シ ス テ ム の 応 答 を 遺 伝
子 転 写 物 ア レ イ へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン な ど の 遺 伝 子 発 現 技 術 に よ り 測 定 す る （ 後 述
す る ） 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 好 ま し い 場 合 で は 、 薬 物 は 、 細 胞 中 の １ 種 の み の 標 的 タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 し 、 そ の １
種 の み の 標 的 タ ン パ ク 質 の 活 性 を 、 活 性 を 上 げ る か 下 げ る か し て 変 更 す る と 知 ら れ て い る
も の で あ る 。 様 々 な 量 の そ の 薬 物 に 細 胞 を 段 階 的 に 曝 露 し 、 そ れ に よ り そ の 標 的 タ ン パ ク
質 を 入 力 と し て 含 む ネ ッ ト ワ ー ク モ デ ル の 段 階 的 攪 乱 を 引 き 起 こ す 。 飽 和 的 曝 露 は 、 飽 和
的 改 変 ／ 攪 乱 を も た ら す 。 例 え ば 、 シ ク ロ ス ポ リ ン Ａ は 、 サ イ ク ロ フ ィ リ ン と の 複 合 体 を
介 し て 作 用 す る カ ル シ ニ ュ リ ン タ ン パ ク 質 の 非 常 に 特 異 的 な 調 節 因 子 で あ る 。 従 っ て 、 シ
ク ロ ス ポ リ ン Ａ の 滴 定 系 列 （ titration series） を 使 用 し て 、 カ ル シ ニ ュ リ ン タ ン パ ク 質
の い か な る 所 望 の 阻 害 量 も 生 成 さ せ る こ と が で き る 。 あ る い は 、 シ ク ロ ス ポ リ ン Ａ へ の 飽
和 的 曝 露 は 、 カ ル シ ニ ュ リ ン タ ン パ ク 質 を 最 大 に 阻 害 す る で あ ろ う 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 患 者 の 癌 組 織 サ ン プ ル ま た は 血 液 サ ン プ ル 中 の カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ
ク 質 の 過 剰 発 現 を 検 出 す る こ と に よ り 、 骨 転 移 の リ ス ク が 高 い 癌 患 者 を 予 測 す る た め の 診
断 用 キ ッ ト に 関 す る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 ど の 非 骨 格 性 の 癌 を 有 す る 患 者 が 骨 転 移 を 発 症 し そ う で あ る か
の 判 定 に 使 用 す る た め の 試 験 キ ッ ト が 提 供 さ れ 、 そ れ は 、 上 記 の 通 り の １ ま た は そ れ 以 上
の カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 の レ ベ ル ま た は 存 在 を 判 定 で き る 試 薬 を 、 組 織 サ ン プ ル ま た
は 体 液 を 接 触 さ せ る の に 適 す る 容 器 中 に 含 み 、 結 果 の 解 釈 の た め の 指 示 を 伴 う 。 最 も 好 ま
し く は 、 そ の 試 薬 は 、 １ ま た は そ れ 以 上 の カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 結 合 で き
る 抗 体 を 含 む 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 患 者 の 癌 組 織 サ ン プ ル ま た は 血 漿 中 の Ｍ Ｒ Ｐ － １ ４ の 存 在 を 検 出 す る
こ と に よ り 、 骨 転 移 の リ ス ク が 高 い 癌 患 者 を 予 測 す る た め の 診 断 用 キ ッ ト に 関 し 、 特 に 、
そ の キ ッ ト は Ｍ Ｒ Ｐ － １ ４ の 抗 体 を 含 む 。
【 ０ １ ４ ０ 】
コ ン ピ ュ ー タ ー に よ る 実 行
　 い く つ か の 実 施 態 様 で は 、 生 物 学 的 シ ス テ ム の モ デ ル を 形 成 し 試 験 す る の に 強 力 か つ 便
利 な 設 備 を 提 供 す る た め に 、 以 前 の 方 法 の コ ン ピ ュ ー タ ー 処 理 段 階 を コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス
テ ム ま た は １ ま た は そ れ 以 上 の ネ ッ ト ワ ー ク の コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム で 実 行 す る 。 該 コ
ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム は 、 内 部 成 分 を 含 み 外 部 成 分 に 連 結 さ れ て い る 単 一 の ハ ー ド ウ エ ア
プ ラ ッ ト フ ォ ー ム で あ り 得 る 。 こ の コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム の 内 部 成 分 に は 、 メ イ ン メ モ
リ ー に 相 互 連 結 さ れ た プ ロ セ ッ サ ー エ レ メ ン ト が 含 ま れ る 。 例 え ば 、 コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス
テ ム は 、 Intel Pentium を ベ ー ス と す る ２ ０ ０ Ｍ ｈ ｚ ま た は そ れ 以 上 の ク ロ ッ ク 速 度 の プ
ロ セ ッ サ ー で あ り 得 、 ３ ２ Ｍ Ｂ ま た は そ れ 以 上 の メ イ ン メ モ リ ー を 有 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 外 部 成 分 に は 、 大 容 量 デ ー タ 記 憶 装 置 （ mass data storage） が 含 ま れ る 。 こ の 大 容 量
記 憶 装 置 は 、 典 型 的 に は プ ロ セ ッ サ ー お よ び メ モ リ ー と 一 緒 に 納 め ら れ た １ ま た は そ れ 以
上 の ハ ー ド デ ィ ス ク で あ り 得 る 。 典 型 的 に は 、 そ の よ う な ハ ー ド デ ィ ス ク は 、 少 な く と も
１ Ｇ Ｂ の 記 憶 容 量 を 与 え る 。 他 の 外 部 成 分 に は 、 モ ニ タ ー や キ ー ボ ー ド で あ り 得 る ユ ー ザ
ー イ ン タ ー フ ェ イ ス 装 置 、 「 マ ウ ス 」 ま た は 他 の 画 像 入 力 装 置 で あ り 得 る ポ イ ン テ ィ ン グ
（ pointing） 装 置 が 含 ま れ る 。 典 型 的 に は 、 該 コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム は ま た 、 他 の ロ ー
カ ル コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム 、 遠 隔 コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム 、 ま た は イ ン タ ー ネ ッ ト な ど
の 広 域 連 絡 ネ ッ ト ワ ー ク に 連 結 さ れ る 。 こ の ネ ッ ト ワ ー ク リ ン ク は 、 コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス
テ ム が デ ー タ お よ び 処 理 タ ス ク を 他 の コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム と 共 有 す る こ と を 可 能 に す
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る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 こ の シ ス テ ム の 操 作 中 に メ モ リ ー に ロ ー ド さ れ る の は 、 い く つ か の ソ フ ト ウ エ ア 成 分 で
あ る 。 そ れ ら は 、 当 分 野 で 標 準 的 な も の お よ び 本 発 明 に 特 別 な も の の 両 方 で あ る 。 こ れ ら
の ソ フ ト ウ エ ア 成 分 は 、 本 発 明 の 方 法 に 従 い 共 同 的 に 該 コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム を 機 能 さ
せ る 。 こ れ ら の ソ フ ト ウ エ ア 成 分 は 、 典 型 的 に は 大 容 量 記 憶 装 置 に 記 憶 さ れ る 。 あ る い は
、 ソ フ ト ウ エ ア 成 分 は 、 フ ロ ッ ピ ー デ ィ ス ク ま た は Ｃ Ｄ － Ｒ Ｏ Ｍ な ど の 移 動 可 能 メ デ ィ ア
に 記 憶 し て も よ い （ 図 示 し な い ） 。 ソ フ ト ウ エ ア 成 分 は 、 コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム お よ び
そ の ネ ッ ト ワ ー ク の 相 互 連 結 の 統 御 を 担 う オ ペ レ ー テ ィ ン グ シ ス テ ム を 意 味 す る 。 こ の オ
ペ レ ー テ ィ ン グ シ ス テ ム は 、 例 え ば 、 Windows 95, Windows 98 ま た は  Windows NT な ど
の  Microsoft Windows の 系 統 ； ま た は  Sun Solaris な ど の  Unix オ ペ レ ー テ ィ ン グ シ ス
テ ム で あ り 得 る 。 ソ フ ト ウ エ ア は 、 本 発 明 に 特 別 な 方 法 を 実 行 す る プ ロ グ ラ ム を 補 助 す る
た め の 、 こ の シ ス テ ム に 好 都 合 に 存 在 す る 共 通 言 語 お よ び 関 数 を 含 む 。 本 発 明 の 分 析 法 を
プ ロ グ ラ ム す る の に 使 用 で き る 言 語 に は 、 Ｃ 、 Ｃ ＋ ＋ ま た は 、 あ ま り 好 ま し く は な い が 、
Ｊ Ａ Ｖ Ａ が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 の 方 法 は 、 使 用 す べ き ア ル ゴ リ ズ ム を 含 む 、 等 式 の 記 号 的 記 入 お よ
び 高 レ ベ ル の プ ロ セ ッ シ ン グ 仕 様 （ specification of processing） を 可 能 に す る 数 学 的
ソ フ ト ウ エ ア パ ッ ケ ー ジ に プ ロ グ ラ ム さ れ 、 そ れ に よ り ユ ー ザ ー を 個 々 の 等 式 ま た は ア ル
ゴ リ ズ ム を 手 続 的 に プ ロ グ ラ ム す る 必 要 か ら 解 放 す る 。 そ の よ う な パ ッ ケ ー ジ に は 、 例 え
ば 、 Mathworks (Natick, Mass.) の  Matlab、 Wolfram Research (Champaign, IL) の  Mat
hematica お よ び  Mathsoft (Cambridge, MA) の  MathCAD が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 い く つ か の 実 施 態 様 で は 、 分 析 的 ソ フ ト ウ エ ア 成 分 は 、 実 際 に は 、 相 互 作 用 す る 分 離 し
た ソ フ ト ウ エ ア 成 分 を 含 む 。 分 析 的 ソ フ ト ウ エ ア は 、 シ ス テ ム の オ ペ レ ー シ ョ ン に 必 要 な
全 デ ー タ を 含 有 す る デ ー タ ベ ー ス を 意 味 す る 。 そ の よ う な デ ー タ は 、 一 般 に 、 先 行 実 験 の
結 果 、 ゲ ノ ム デ ー タ 、 実 験 方 法 お よ び コ ス ト 並 び に 当 業 者 に は 明 ら か で あ る 他 の 情 報 を 含
む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る 必 要 は な い 。 分 析 的 ソ フ ト ウ エ ア は 、 本 発 明 の 分 析 方 法 を 実 行
す る １ ま た は そ れ 以 上 の プ ロ グ ラ ム を 含 む デ ー タ 簡 約 お よ び コ ン ピ ュ ー タ ー 処 理 成 分 を 含
む 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 分 析 的 ソ フ ト ウ エ ア は 、 コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム の ユ ー ザ ー に 試 験 ネ ッ ト ワ ー ク モ デ ル
お よ び 場 合 に よ り 実 験 デ ー タ の 制 御 お よ び 入 力 を 提 供 す る ユ ー ザ ー イ ン タ ー フ ェ イ ス も 含
む 。 ユ ー ザ ー イ ン タ ー フ ェ イ ス は 、 そ の シ ス テ ム に 仮 説 を 指 定 す る た め の ド ラ ッ グ － ア ン
ド － ド ロ ッ プ （ drag-and-drop） イ ン タ ー フ ェ イ ス を 含 み 得 る 。 ユ ー ザ ー イ ン タ ー フ ェ イ
ス は 、 大 容 量 記 憶 装 置 成 分 （ 例 え ば 、 ハ ー ド ド ラ イ ブ ） か ら ； 移 動 可 能 メ デ ィ ア （ 例 え ば
、 フ ロ ッ ピ ー デ ィ ス ク ま た は Ｃ Ｄ － Ｒ Ｏ Ｍ ） か ら ； ま た は ロ ー カ ル エ リ ア ネ ッ ト ワ ー ク な
ど の ネ ッ ト ワ ー ク も し く は イ ン タ ー ネ ッ ト な ど の 広 域 連 絡 ネ ッ ト ワ ー ク を 介 し て 本 シ ス テ
ム と 連 絡 す る 他 の コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム か ら 、 実 験 デ ー タ を ロ ー ド す る た め の 手 段 も 含
み 得 る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 本 発 明 の 分 析 方 法 を 実 行 す る た め の 代 替 的 シ ス テ ム と 方 法 は 、 当 業 者 に 明 ら か で あ り 、
添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 に 包 含 さ れ る と 意 図 し て い る 。 特 に 、 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 は 、 当
業 者 に は 容 易 に 理 解 さ れ る で あ ろ う 、 本 発 明 の 方 法 を 実 行 す る た め の 代 替 的 プ ロ グ ラ ム 構
造 を 含 む と 意 図 し て い る 。
【 ０ １ ４ ７ 】

　 本 明 細 書 で 引 用 す る 全 文 献 は 、 各 個 々 の 刊 行 物 ま た は 特 許 ま た は 特 許 出 願 を あ ら ゆ る 目
的 で 全 体 を 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る と 特 定 的 か つ 個 別 的 に 示 す の と 同 程 度 に
、 あ ら ゆ る 目 的 で 全 体 を 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る 。 本 明 細 書 に お け る 文 献 の
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議 論 は 、 そ れ ら の 著 者 に よ り 成 さ れ た 主 張 を 要 約 し た に す ぎ ず 、 ど の 文 献 も 先 行 技 術 を 構
成 す る こ と を 認 め な い 。 出 願 人 は 、 引 用 文 献 の 正 確 さ と 妥 当 性 を 疑 う 権 利 を 保 有 す る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 加 え て 、 本 明 細 書 で 引 用 さ れ る 全 て の  GenBank 受 託 番 号 、 Unigene Cluster 番 号 お よ
び タ ン パ ク 質 受 託 番 号 は 、 各 々 の そ の よ う な 番 号 を あ ら ゆ る 目 的 で 全 体 を 出 典 明 示 に よ り
本 明 細 書 の 一 部 と す る と 特 定 的 か つ 個 別 的 に 示 す の と 同 程 度 に 、 あ ら ゆ る 目 的 で 全 体 を 出
典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 個 々 の 態 様 の 単 一 の 例 示 で あ る こ と を 意 図 す る 、 本 願 に 記 載 し た 特
定 の 実 施 態 様 に よ っ て 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 当 業 者 に は 明 ら か で あ る 通 り 、 本 発 明 の 多 数 の 改 変 お よ び 変 動 を そ の 精 神 と 範 囲 か ら 逸
脱 せ ず に な す こ と が で き る 。 本 明 細 書 で 列 挙 し た も の に 加 え て 、 本 発 明 の 範 囲 内 に あ る 機
能 的 に 均 等 な 方 法 お よ び 装 置 は 、 先 行 す る 記 載 お よ び 添 付 の 図 面 か ら 当 業 者 に は 明 ら か で
あ ろ う 。 そ の よ う な 改 変 お よ び 変 動 は 、 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 内 に あ る と 意 図 し て い る 。
本 発 明 は 、 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 並 び に そ の よ う な 特 許 請 求 の 範 囲 が 受 け ら れ る 均 等 物 の
全 範 囲 に よ っ て の み 限 定 さ れ る 。
【 ０ １ ５ １ 】

　 肺 お よ び 前 立 腺 癌 を 発 症 し て い る 患 者 の 骨 転 移 を 予 測 す る タ ン パ ク 質 を 同 定 す る た め に
研 究 を 実 施 し た 。 こ の 研 究 で は 、 各 癌 の タ イ プ に つ い て 、 骨 転 移 の あ る ３ ０ 人 お よ び 骨 転
移 の な い ３ ０ 人 の 、 ６ ０ 人 の 患 者 を 選 択 し た 。 各 癌 に つ い て 血 漿 を ３ 時 点 ； １ ） 癌 の 診 断
時 、 ２ ） 骨 転 移 の 診 断 時 、 お よ び ３ ） 後 期 ス テ ー ジ Ｉ Ｖ の 疾 患 に お い て 集 め 、 腫 瘍 組 織 を
採 取 し た 。 Ｍ Ｒ Ｐ － １ ４ の 存 在 を 免 疫 組 織 化 学 （ Ｉ Ｈ Ｃ ） 法 に よ り 検 出 し た 。 骨 転 移 を 起
こ し た 腫 瘍 の 内 、 腫 瘍 の ６ ８ ％ が Ｉ Ｈ Ｃ で Ｍ Ｒ Ｐ － １ ４ 陽 性 で あ っ た 。 骨 転 移 を 起 こ さ な
か っ た 腫 瘍 の 内 、 腫 瘍 の ０ ％ が Ｉ Ｈ Ｃ で Ｍ Ｒ Ｐ － １ ４ 陽 性 で あ り 、 正 常 組 織 の 対 照 サ ン プ
ル で は ０ ％ が Ｉ Ｈ Ｃ で Ｍ Ｒ Ｐ － １ ４ 陽 性 で あ っ た 。 結 論 は 、 肺 お よ び 前 立 腺 癌 の 患 者 か ら
採 取 し た 組 織 サ ン プ ル の 内 、 診 断 時 に 、 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 法 の 使 用 に よ る Ｍ Ｒ Ｐ － １ ４
の 染 色 に よ っ て 、 そ れ ら の ６ ８ ％ が 骨 に 転 移 す る で あ ろ う と 判 定 す る こ と が 可 能 で あ っ た
と い う こ と で あ る 。 陽 性 に 染 色 さ れ た 組 織 サ ン プ ル は 骨 転 移 を 形 成 し た も の の み で あ り 、
骨 転 移 を 形 成 し な か っ た 腫 瘍 か ら 、 ま た は 正 常 対 照 組 織 か ら の 組 織 サ ン プ ル は 、 い ず れ も
こ の 方 法 で 陽 性 と 見 出 さ れ な か っ た 。
【 ０ １ ５ ２ 】

　 も う 一 つ の 研 究 で は 、 標 準 的 な Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 定 量 ア ッ セ イ 法 の 使 用 に よ り 、 乳 癌 患 者 の 血
漿 中 の Ｍ Ｒ Ｐ － １ ４ の レ ベ ル を 定 量 的 に 判 定 し た 。 骨 転 移 の あ る 患 者 お よ び な い 患 者 を 含
め た 。 こ の 研 究 で は 、 ２ ９ 人 の 骨 転 移 の あ る 乳 癌 患 者 の 血 清 中 の Ｍ Ｒ Ｐ － １ ４ の 平 均 レ ベ
ル は １ ０ .２ １ 、 標 準 偏 差 １ .９ ７ で あ り 、 ２ ９ 人 の 骨 転 移 の な い 乳 癌 患 者 の 血 清 中 の Ｍ Ｒ
Ｐ － １ ４ の 平 均 レ ベ ル は ６ .５ １ 、 標 準 偏 差 ０ .８ ６ で あ る と 判 定 さ れ た 。 詳 し い 結 果 を 下
表 １ に 示 す 。
【 ０ １ ５ ３ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ５ ４ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ５ ５ 】
　 本 研 究 の 結 論 は 、 乳 癌 患 者 で は 、 乳 癌 が 骨 に 転 移 し な い 患 者 と 比 較 し て 、 骨 転 移 を 発 症
し た 患 者 で Ｍ Ｐ Ｒ － １ ４ の レ ベ ル は 有 意 に 高 い と い う こ と で あ る 。 従 っ て 、 乳 癌 患 者 に お
け る こ の Ｍ Ｒ Ｐ － １ ４ の レ ベ ル は 、 ど の 患 者 が 骨 に 転 移 す る 癌 を 有 す る か を 示 す も の と し
て 使 用 で き る 。
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【 国 際 調 査 報 告 】
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摘要(译)

本发明提供了通过确定患者血液或其他组织中钙结合蛋白的存在或水平
来确定哪些癌症患者发生骨转移的方法。这些钙结合蛋白包括MRP14。
此外，本发明提供了治疗癌症患者以减少骨转移发作的方法。还提供了
用于执行该确定的套件。
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