
(57)【要約】
本発明は、癌細胞によって特異的に発現されるオリゴ糖配列を開示する。本発明は、 Lacd
iNAc構造を含む癌特異的オリゴ糖鎖の存在を生物学的試料中に検出し、該糖鎖の存在を指
標として、癌の検出を行う方法に関する。本発明は、該オリゴ糖鎖または該オリゴ糖鎖に
結合する結合性物質を包含する抗原性物質、診断剤、医薬組成物および癌ワクチンを提供
する。また、本発明は癌の治療方法にも関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
下 記 式 （ Ｉ ） ：
(Sac1) x GalNAcβ 4(Fucα 3) y GlcNAc　 　 　 （ Ｉ ）
（ 式 中 、 ｘ お よ び ｙ は 各 々 独 立 に ０ ま た は １ の 整 数 で あ り 、 Sac1は NeuNAcα 3ま た は NeuNA
cα 6で あ る 。 ）
で 表 さ れ る オ リ ゴ 糖 配 列 の 存 在 を 生 物 学 的 試 料 中 に 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る 、 生 物 学 的
試 料 を 用 い て 癌 を 診 断 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
以 下 の 工 程 （ ａ ） ま た は 工 程 （ ｂ ） を 包 含 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 診 断
方 法 。
（ ａ ） 該 生 物 学 的 試 料 を 該 オ リ ゴ 糖 配 列 に 結 合 す る 結 合 性 物 質 と 接 触 さ せ 、 そ し て
該 オ リ ゴ 糖 配 列 を 介 し た 該 結 合 性 物 質 と 該 生 物 学 的 試 料 と の 結 合 を 指 標 と し て 、 該 生 物 学
的 試 料 中 の 癌 の 存 在 を 検 出 す る 、 ま た は
（ ｂ ） 酵 素 学 的 ま た は 化 学 的 方 法 に よ っ て 該 生 物 学 的 試 料 中 の オ リ ゴ 糖 構 造 ま た は オ リ ゴ
糖 複 合 体 を 遊 離 さ せ て 、 該 生 物 学 的 試 料 か ら 遊 離 し た オ リ ゴ 糖 構 造 ま た は オ リ ゴ 糖 複 合 体
を 含 む 画 分 を 生 成 し 、 そ し て
該 画 分 中 の 該 オ リ ゴ 糖 配 列 の 存 在 を 指 標 と し て 、 該 生 物 学 的 試 料 中 の 癌 の 存 在 を 検 出 す る
。
【 請 求 項 ３ 】
該 結 合 性 物 質 が 、 オ リ ゴ 糖 配 列 で あ る GalNAcβ 4GlcNAcま た は そ の 誘 導 体 に 特 異 的 で あ る
こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
該 結 合 性 物 質 が 、 下 記 式 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 少 な く と も 一 種 の オ リ ゴ 糖 配 列 に 特 異 的
で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
[NeuNAcα 3] 0 - 1 GalNAcβ 4(Fucα 3)  0 - 1 GlcNAc、 そ し て
[NeuNAcα 6] 0 - 1 GalNAcβ 4(Fucα 3)  0 - 1 GlcNAc　 　 。
【 請 求 項 ５ 】
該 結 合 性 物 質 が 、 ア プ タ マ ー 、 ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求
項 ２ ～ ４ の い ず れ か に 記 載 の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
該 タ ン パ ク 質 が 、 抗 体 、 酵 素 、 レ ク チ ン ま た は そ れ ら の 断 片 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請
求 項 ５ に 記 載 の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
該 生 物 学 的 試 料 が 、 血 液 試 料 ま た は 血 清 試 料 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の
診 断 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
該 オ リ ゴ 糖 配 列 を 、 血 液 試 料 ま た は 血 清 試 料 中 の 分 泌 糖 タ ン パ ク 質 か ら 検 出 す る こ と を 特
徴 と す る 、 請 求 項 ７ に 記 載 の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
該 糖 タ ン パ ク 質 が 、 マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー 、 前 立 腺 特 異
的 抗 原 、 カ リ ク レ イ ン ２ 、 ヒ ト 絨 毛 性 性 腺 刺 激 ホ ル モ ン お よ び 癌 胎 児 性 抗 原 か ら な る 群 よ
り 選 ば れ る 糖 タ ン パ ク 質 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
該 オ リ ゴ 糖 配 列 の 存 在 を 、 質 量 分 析 法 お よ び ／ ま た は グ リ コ シ ダ ー ゼ 酵 素 を 用 い る 方 法 に
よ っ て 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ ～ ９ の い ず れ か に 記 載 の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
請 求 項 ２ ～ ６ の い ず れ か で 定 義 さ れ て い る 結 合 性 物 質 を 包 含 す る 、 癌 ま た は 癌 の 型 の 診 断
に 用 い る 診 断 剤 。
【 請 求 項 １ ２ 】
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請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か で 定 義 さ れ て い る 結 合 性 物 質 を 用 い て 、 癌 ま た は 癌 の 型 の 診 断 用
の 診 断 剤 を 製 造 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
式 （ Ｉ ） で 表 さ れ る 末 端 オ リ ゴ 糖 配 列 を 、 化 学 的 ま た は 生 化 学 的 に 合 成 し た 多 価 の 形 態 で
含 ん で い る こ と を 特 徴 と す る 、 ヒ ト の 免 疫 感 作 に 用 い る 抗 原 性 物 質 。
【 請 求 項 １ ４ 】
請 求 項 １ ３ の 抗 原 性 物 質 あ る い は そ の 類 似 体 ま た は 誘 導 体 を 用 い て 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体
ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 製 造 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
請 求 項 １ ３ の 抗 原 性 物 質 あ る い は そ の 類 似 体 ま た は 誘 導 体 を 用 い て 、 血 清 、 好 ま し く は ヒ
ト の 血 清 か ら 抗 体 を 精 製 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
請 求 項 １ ３ の 抗 原 性 物 質 あ る い は そ の 類 似 体 ま た は 誘 導 体 を 用 い て 、 抗 体 の 検 出 お よ び ／
ま た は 定 量 を 行 う 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
式 （ Ｉ ） で 表 さ れ る オ リ ゴ 糖 配 列 を 少 な く と も 一 種 含 む 多 価 ま た は オ リ ゴ 価 の 非 免 疫 原 性
結 合 体 。
【 請 求 項 １ ８ 】
式 （ Ｉ ） で 表 さ れ る 末 端 オ リ ゴ 糖 配 列 を 含 む 少 な く と も 一 種 の オ リ ゴ 糖 鎖 に 対 す る 抗 体 、
癌 細 胞 に お け る LacdiNAc生 合 成 を 阻 害 す る 物 質 お よ び 請 求 項 １ ７ の 非 免 疫 原 性 結 合 体 か ら
な る 群 よ り 選 ば れ る 少 な く と も 一 種 を 包 含 す る 、 癌 治 療 用 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ９ 】
式 （ Ｉ ） で 表 さ れ る 末 端 オ リ ゴ 糖 配 列 あ る い は そ の 類 似 体 ま た は 誘 導 体 を 含 む オ リ ゴ 糖 鎖
を 包 含 す る 、 癌 治 療 用 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
医 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 お よ び 所 望 に よ り ア ジ ュ バ ン ド を 更 に 包 含 す る こ と を 特 徴 と す る
、 請 求 項 １ ８ ま た は １ ９ に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ １ 】
請 求 項 １ ８ ～ ２ ０ の い ず れ か の 医 薬 組 成 物 を 、 治 療 を 必 要 と す る ヒ ト ま た は 動 物 の 患 者 に
投 与 す る 癌 の 治 療 方 法 に し て 、 癌 細 胞 の 転 移 能 ま た は 増 殖 能 を 低 下 さ せ る か 、 腫 瘍 ま た は
癌 を 排 除 す る の に 十 分 な 量 の 該 医 薬 組 成 物 を 用 い る こ と を 特 徴 と す る 治 療 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
式 （ Ｉ ） で 表 さ れ る 末 端 オ リ ゴ 糖 配 列 を 含 む オ リ ゴ 糖 鎖 に 対 す る ヒ ト 抗 体 ま た は 人 体 に 適
応 さ せ た 抗 体 を 、 ヒ ト ま た は 動 物 の 患 者 に 投 与 し 、 癌 細 胞 の 転 移 能 ま た は 増 殖 能 を 低 下 さ
せ る か 、 腫 瘍 ま た は 癌 を 排 除 す る こ と を 特 徴 と す る 、 癌 の 治 療 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
該 抗 体 は 、 血 清 か ら 精 製 さ れ た も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ ２ に 記 載 の 癌 の 治
療 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
該 抗 体 に よ っ て 、 毒 性 物 質 が 腫 瘍 ま た は 癌 を そ の 標 的 と す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２
２ ま た は ２ ３ に 記 載 の 癌 の 治 療 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
癌 細 胞 に お け る LacdiNAc生 合 成 を 特 異 的 な 阻 害 剤 に よ っ て 阻 害 し 、 癌 細 胞 の 転 移 能 お よ び
悪 性 度 を 低 下 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 治 療 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
免 疫 抑 制 剤 療 法 を 受 け て い る か 、 免 疫 不 全 に 陥 っ て い る 患 者 を 治 療 す る た め の 、 請 求 項 ２
０ ～ ２ ５ の い ず れ か に 記 載 の 治 療 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
式 （ Ｉ ） で 表 さ れ る 末 端 オ リ ゴ 糖 配 列 を 含 む オ リ ゴ 糖 鎖 あ る い は そ の 類 似 体 ま た は 誘 導 体
を 包 含 す る 、 癌 ワ ク チ ン 。
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【 請 求 項 ２ ８ 】
医 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 お よ び 所 望 に よ り ア ジ ュ バ ン ド を 更 に 包 含 す る こ と を 特 徴 と す る
、 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の 癌 ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
式 （ Ｉ ） で 表 さ れ る 末 端 オ リ ゴ 糖 配 列 を 含 む オ リ ゴ 糖 鎖 に 結 合 す る 物 質 で あ っ て 、 ア プ タ
マ ー 、 酵 素 、 人 体 に 適 応 さ せ た 抗 体 ま た は ペ プ チ ド で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 オ リ ゴ 糖 鎖
結 合 性 物 質 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
下 記 式 （ Ｉ Ｉ ） ：
[OS-(X) n -L-Y] m -Z　 　 　 　 　 　 　 　 （ Ｉ Ｉ ）
（ 式 中 、
Ｙ は 非 炭 水 化 物 ス ペ ー サ ー ま た は グ リ コ シ ド 結 合 し て い な い 末 端 結 合 体 で あ り 、
ｎ は 各 々 独 立 に ０ ま た は １ で あ り 、
Ｘ は ラ ク ト シ ル 残 基 、 ガ ラ ク ト シ ル 残 基 、 Ｎ － ア セ チ ル ラ ク ト サ ミ ニ ル 残 基 、 マ ン ノ シ ル
残 基 、 Man 2 残 基 、 Man 3 残 基 、 Man 3 GlcNAc残 基 、 Man 4 GlcNAc残 基 、 Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ
ニ ル 残 基 ま た は Ｎ － ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ニ ル 残 基 で あ り 、 好 ま し く は ラ ク ト シ ル 残 基 、
ガ ラ ク ト シ ル 残 基 、 マ ン ノ シ ル 残 基 ま た は Ｎ － ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ニ ル 残 基 で あ り 、
好 ま し い 態 様 に お い て は 、 Ｘ は マ ン ノ シ ル 残 基 で あ り 、 Ｏ Ｓ は Ｘ に β ２ － 、 β ４ － ま た は
β ６ － 結 合 、 好 ま し く は β ２ － 結 合 し て お り 、
他 の 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 Ｘ は ラ ク ト シ ル 残 基 ま た は Ｎ － ア セ チ ル ラ ク ト サ ミ ニ ル 残
基 で あ り 、 Ｏ Ｓ は Ｘ の Gal残 基 に β ３ － ま た は β ６ － 結 合 し て い る か 、 Ｘ は ガ ラ ク ト シ ル
残 基 ま た は Ｎ － ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ニ ル 残 基 で あ り 、 Ｏ Ｓ は Ｘ に β ３ － ま た は β ６ － 結
合 し て い る 。 ）
で 表 さ れ る 抗 原 性 エ ピ ト ー プ 構 造 を 包 含 す る こ と を 特 徴 と す る 、 癌 治 療 用 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ １ 】
下 記 式 （ Ｉ Ｖ ） ：
Gal[N(Am) s 2 ] s 3 α 3GalN(Am) s 2 β 3/4　 　 　 　 （ Ｉ Ｖ ）
（ 式 中 、
Ａ ｍ は ア ミ ン 基 の 誘 導 残 基 で あ る が 、 但 し 、 Ａ ｍ は ア セ チ ル （ Ａ ｃ ） 基 ま た は イ ミ ド 基 で
は な く 、 好 ま し く は GalN残 基 と カ ル ボ ン 酸 を 形 成 す る ア ミ ド 基 、 例 え ば 、 ホ ル ム ア ミ ド 、
プ ロ ピ オ ン 酸 ア ミ ド 、 他 の ア ル キ ル ア ミ ド 、 カ ル ボ ン 酸 を 含 む シ ク ロ ヘ キ サ ン ラ ジ カ ル の
ア ミ ド な ど の 環 状 ア ミ ド 、 お よ び 安 息 香 酸 の ア ミ ド 基 の よ う な 芳 香 族 炭 化 水 素 の ア ミ ド 基
で あ り 、
ｓ ２ お よ び ｓ ３ は 各 々 独 立 に ０ ま た は １ の 整 数 で あ る 。 ）
で 表 さ れ る 炭 水 化 物 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
下 記 式 ：
GalN(Am) r 1 α 3(Fucα 2) r 2 Galβ 3/4　 　 　 　 （ Ｖ ）
（ 式 中 、
ｒ １ お よ び ｒ ２ は 各 々 独 立 に ０ ま た は １ の 整 数 で あ り 、
Ａ ｍ は ア ミ ン 基 の 誘 導 残 基 で あ る が 、 但 し 、 Ａ ｍ は ア セ チ ル （ Ａ ｃ ） 基 ま た は イ ミ ド 基 で
は な く 、 好 ま し く は GalN残 基 と カ ル ボ ン 酸 を 形 成 す る ア ミ ド 基 、 例 え ば 、 ホ ル ム ア ミ ド 、
プ ロ ピ オ ン 酸 ア ミ ド 、 他 の ア ル キ ル ア ミ ド 、 カ ル ボ ン 酸 を 含 む シ ク ロ ヘ キ サ ン ラ ジ カ ル の
ア ミ ド な ど の 環 状 ア ミ ド 、 お よ び 安 息 香 酸 の ア ミ ド 基 の よ う な 芳 香 族 炭 化 水 素 の ア ミ ド 基
で あ る 。 ）
で 表 さ れ る 炭 水 化 物 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
GalN誘 導 体 、 特 に lacdiNac構 造 お よ び そ の 類 似 体 を 製 造 す る 方 法 に し て 、 末 端 ヘ キ ソ サ ミ
ン を 受 容 体 と し て 下 記 式 （ Ｉ Ｉ Ｉ ） で 表 さ れ る グ リ コ シ ル 基 転 移 反 応 を 行 う こ と を 包 含 す
る 製 造 方 法 。
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SAC-供 与 体 　 ＋ 　 GalNβ 3/4　 → 　 SACyxGalNβ 3/4　 　 （ Ｉ Ｉ Ｉ ）
［ 式 中 、
ｙ は α － ま た は β － 結 合 で あ り 、
ｘ は 各 々 独 立 し て ３ 位 、 ４ 位 ま た は ６ 位 の 結 合 位 置 を 表 し 、
GalNβ 3/4は 、 ヘ キ ソ ー ス 、 ヘ キ ソ サ ミ ン ま た は ヘ キ ソ サ ミ ン 誘 導 体 、 好 ま し く は Gal、 Ga
lN、 GalNAc、 Glc、 GlcNま た は GlcNAc、 に β ３ － ま た は β ４ － 結 合 し て い る 非 還 元 末 端 Gal
Nを 表 し 、
Ｓ Ａ Ｃ は シ ア ル 酸 ま た は 下 記 式 で 表 さ れ る 糖 残 基 を 表 す 。
Hex(A) s 1 [N(Ac) s 2 ] s 3
（ 式 中 、 Hexは Galま た は Glcで あ り 、 ｓ １ 、 ｓ ２ お よ び ｓ ３ は 各 々 独 立 に ０
ま た は １ の 整 数 で あ り 、 但 し ｓ １ が １ で あ る 場 合 に は 、 ｓ ３ は ０ で あ る ）
上 記 式 中 の ｓ １ が １ で あ る 場 合 に は 、 Ｓ Ａ Ｃ で 表 さ れ る 構 造 は ヘ キ ス ロ ン 酸 構 造 、 好 ま し
く は GlcA、 を 含 み ； ｓ ３ が １ で あ り 、 且 つ 、 ｓ ２ が １ で あ る 場 合 に は 、 Ｓ Ａ Ｃ で 表 さ れ る
構 造 は GlcNAcま た は GalNAcを 含 み ； そ し て 、 ｓ ２ が ０ で あ る 場 合 に は 、 Ｓ Ａ Ｃ で 表 さ れ る
構 造 は GalNま た は GlcNを 含 ん で い る 。 ］
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 発 明 は 、 あ る 種 の 癌 細 胞 、 腫 瘍 お よ び 他 の 悪 性 組 織 が 特 異 的 に 発 現 す る オ リ ゴ 糖 配 列 に
関 す る 。 本 発 明 は 、 癌 特 異 的 オ リ ゴ 糖 配 列 と 結 合 す る 試 薬 を 製 造 す る た め の 方 法 だ け で な
く 、 癌 特 異 的 オ リ ゴ 糖 配 列 を 検 出 す る た め の 方 法 も 開 示 す る 。 ま た 、 本 発 明 は 、 上 記 オ リ
ゴ 糖 配 列 お よ び そ れ に 結 合 す る 試 薬 を 用 い た 、 癌 お よ び 悪 性 腫 瘍 の 診 断 方 法 に も 関 す る 。
さ ら に 本 発 明 は 、 オ リ ゴ 糖 配 列 お よ び そ れ に 結 合 す る 試 薬 を 用 い た 、 癌 お よ び 悪 性 腫 瘍 の
治 療 方 法 に も 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
種 々 の 癌 細 胞 ま た は 癌 化 組 織 は 、 同 種 の 細 胞 や 組 織 の 非 悪 性 グ リ コ シ ル 化 産 物 と は 異 な る
オ リ ゴ 糖 配 列 を 発 現 す る 。 公 知 の ま た は 推 測 さ れ る 癌 関 連 オ リ ゴ 糖 構 造 の 例 と し て は 、 次
の オ リ ゴ 糖 構 造 が 挙 げ ら れ る ： 糖 脂 質 構 造 、 例 え ば グ ロ ボ － Ｈ （ Fucα 2Galβ 3GalNAcβ 3G
alα 4Lacβ Cer） 、 ガ ン グ リ オ シ ド で あ る Ｇ Ｍ １ （ Galβ 3GalNAcβ 4(NeuNAcα 3)Lacβ Cer
） ま た は Ｇ Ｄ ２ （ GalNAcβ 4(NeuNAcα 8NeuNAcα 3)Lacβ Cer） ； ル イ ス 型 フ コ シ ル 化 構 造
、 例 え ば ル イ ス ａ お よ び ｘ （ Galβ 3/4(Fucα 4/3)GlcNAc） 、 ル イ ス ｙ （ Fucα 2Galβ 4(Fuc
α 3)GlcNAc） 、 シ ア リ ル ル イ ス ｘ （ NeuNAcα 3Galβ 4(Fucα 3)GlcNAc） お よ び ポ リ ラ ク ト
サ ミ ン 鎖 中 で の こ れ ら の 組 み 合 わ せ ； な ら び に Ｏ － グ リ カ ン コ ア 構 造 、 例 え ば Ｔ － 抗 原 （
Galβ 3GalNAcα Ser/Thr-タ ン パ ク 質 ） 、 Ｔ ｎ － 抗 原 （ GalNAcα Ser/Thr-タ ン パ ク 質 ） ま た
は シ ア リ ル Ｔ ｎ － 抗 原 （ NeuNAcα 6GalNAcα Ser/Thr-タ ン パ ク 質 ） 。 非 ヒ ト 型 の 構 造 、 例
え ば Ｎ － グ リ コ リ ル ノ イ ラ ミ ン 酸 、 が 癌 に 存 在 す る と も 示 さ れ て い る 。 癌 に お い て は 、 関
連 す る オ リ ゴ 糖 構 造 お よ び そ の 特 異 性 に つ い て 十 分 に 確 立 さ れ て い る 症 例 は わ ず か で あ り
、 こ れ ら の 構 造 の 中 に は 、 正 常 な 細 胞 お よ び 組 織 に 存 在 す る も の も あ る こ と か ら 、 癌 に は
単 に 高 濃 度 で 存 在 し て い る だ け だ と 考 え ら れ る 。 し か し な が ら 、 治 療 を 目 的 と し た 用 途 に
お い て は 、 完 全 な 癌 特 異 性 が 必 ず し も 必 要 で は な い と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
LacdiNAc（ GalNAcβ 4GlcNAc） 型 グ リ コ シ ル 化 産 物 は 、 ヒ ト 組 織 に は 一 般 的 に 提 示 さ れ て
い な い が 、 し か し な が ら 、 LacdiNAc型 糖 配 列 は 、 ヒ ト 以 外 の 多 く の 動 物 、 ウ シ 糖 タ ン パ ク
質 、 ヒ ト 糖 タ ン パ ク 質 ホ ル モ ン （ Manzella  ., 1997） お よ び ヒ ト グ リ コ デ リ ン （ gly
codelin） タ ン パ ク 質 （ van den Eijnden  ., 1997） か ら 見 出 さ れ て い る 。 一 般 的 に
、 こ の 構 造 は 無 脊 椎 動 物 や 初 期 発 生 に 関 連 す る と 考 え ら れ る 。 数 種 の 変 異 型 LacdiNAcは 、
ヒ ト 胎 児 腎 臓 ２ ９ ３ 細 胞 が 発 現 し た タ ン パ ク 質 か ら 見 出 さ れ て い る （ Do  ., 1997）
。 近 年 、 本 発 明 者 ら は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 繊 維 芽 細 胞 か ら 得 た LacdiNAcを 基 本 と す
る 構 造 に つ い て 発 表 し た （ Saarinen  ., 1999） 。 こ の 研 究 に お い て は 、 グ リ コ シ ル
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化 が 癌 に 関 連 す る の か 、 繊 維 芽 細 胞 の ア デ ノ ウ イ ル ス 由 来 Ｅ Ｉ Ａ － プ ロ モ ー タ ー 配 列 の ト
ラ ン ス フ ェ ク ト に 関 連 す る の か は 示 し て お ら ず 、 Ｅ Ｉ Ａ － プ ロ モ ー タ ー は グ リ コ シ ル 基 転
移 酵 素 の 遺 伝 子 発 現 を 調 節 し て グ リ コ シ ル 化 を 修 飾 す る 場 合 が あ る 。 LacdiNAc型 糖 類 は 、
ボ ー ズ （ Bowes） メ ラ ノ ー マ 細 胞 の 組 織 型 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー に お い て 、 他
の 構 造 と 共 に 見 出 さ れ た が 、 こ れ ら は “ 神 経 系 関 連 ” 構 造 で あ る と 考 え ら れ た （ Jaques 
 ., 1996） 。 こ れ ら の 先 の 研 究 は 、 固 形 腫 瘍 か ら 誘 導 し た 細 胞 系 か ら の 類 似 の オ リ ゴ

糖 構 造 の 検 出 に つ い て も 記 載 し て い る （ Do  ., 1997; Jaques  ., 1996; Saarin
en  ., 1999） 。 し か し な が ら 、 細 胞 間 の 接 触 が 変 わ る と （ 例 え ば 固 形 腫 瘍 を 単 一 細
胞 に 分 離 す る と ） 、 炭 水 化 物 お よ び 他 の 表 面 抗 原 は 通 常 変 化 す る 。 さ ら に 、 細 胞 系 の 細 胞
は お そ ら く 遺 伝 学 的 に 修 飾 さ れ て お り 、 そ れ ゆ え に 単 一 細 胞 と し て 培 養 す る こ と が 可 能 と
な る 。 細 胞 表 面 の グ リ コ シ ル 化 は 、 細 胞 系 ま た は 組 織 の 分 化 状 態 に 非 常 に 特 異 的 で あ り 、
細 胞 ま た は 組 織 の 種 類 に も 特 異 的 で あ る 。 し た が っ て 、 本 明 細 書 に 記 載 し た 従 来 技 術 に は
、 単 一 癌 細 胞 ま た は 固 形 腫 瘍 組 織 の 天 然 の グ リ コ シ ル 化 状 態 に つ い て 記 載 さ れ て い な い 。
し か し な が ら 、 細 胞 の 種 類 ま た は 分 化 状 態 と グ リ コ シ ル 化 と の 潜 在 的 な 相 互 関 係 は 、 癌 細
胞 お よ び 腫 瘍 の 型 判 定 （ typing） に 癌 抗 原 を 用 い る こ と を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
以 下 の 特 許 に は 、 癌 抗 原 、 な ら び に そ れ を 用 い た 治 療 用 お よ び 診 断 用 の 抗 体 の 製 造 方 法 お
よ び 癌 ワ ク チ ン の 製 造 方 法 に 関 す る 記 載 が あ る 。 し か し 、 抗 原 の 構 造 は 、 本 願 で 開 示 す る
糖 類 と は 関 係 な い 。
癌 ワ ク チ ン ： 　 米 国 特 許 第 5,102,663号 は 、 9-OAc NeuNAcα 8NeuNAcα 3Lac-Cer (GD3)に 対
す る 抗 体 の 産 生 を 刺 激 ま た は 増 強 す る た め の 、 9-OAc GD3を 包 含 す る 組 成 物 を 開 示 す る 。
米 国 特 許 第 5,660,834号 は 、 Ｔ ｎ （ GalNAcα -Ser/Thr） 抗 原 ま た は シ ア リ ル － Ｔ ｎ （ NeuNA
cα 6GalNAcα -Ser/Thr） 抗 原 か ら 実 質 的 に な る ム チ ン 型 糖 タ ン パ ク 質 を 含 有 す る 医 薬 組 成
物 お よ び そ れ を ア ジ ュ バ ン ド と と も に 用 い て 癌 細 胞 の 増 殖 速 度 を 低 下 さ せ る 方 法 を 開 示 す
る 。 こ れ と 同 じ ム チ ン 配 列 に 関 す る 発 明 が 、 他 の 特 許 に も 開 示 さ れ て い る ： 米 国 特 許 第 5,
747,048号 （ ヒ ト に 対 す る ア ジ ュ バ ン ド 療 法 ） お よ び 米 国 特 許 第 5,229,289号 。
米 国 特 許 第 6,083,929号 は 、 伸 長 １ 型 鎖 ス フ ィ ン ゴ 脂 質 （ Galβ 3GlcNAc） を 腫 瘍 関 連 組 成
物 と し て 開 示 し 、 更 に そ れ を ア ジ ュ バ ン ド と と も に 用 い た 医 薬 組 成 物 を 開 示 す る 。
治 療 用 抗 体 ： 　 米 国 特 許 第 4,851,511号 は 、 ジ シ ア ロ シ ル ル イ ス ａ － 構 造 （ NeuNAcα 3Gal
β 3(Fucα 4)[NeuNAcα 6]GlcNAc） に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 診 断 試 験 キ ッ ト 、 抗 体
を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 、 マ ー カ ー 分 子 お よ び 抗 体 と 結 合 し た 抗 腫 瘍 剤 を 開 示 す る 。
米 国 特 許 第 4,904,596号 は 、 NeuNAcα 3Galβ 4(Fucα 3)GlcNAcβ 3Galβ 4(Fucα 3)GlcNAcβ 3
LacCerで 表 さ れ る 構 造 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 、 診 断 方 法 お よ び
抗 腫 瘍 剤 、 免 疫 調 整 剤 ま た は 分 化 誘 導 剤 に カ ッ プ リ ン グ し た 抗 体 を 開 示 す る 。
米 国 特 許 第 5,874,060号 は 、 ル イ ス ｙ － 抗 原 （ Fucα 2Galβ 4(Fucα 3)GlcNAc） を 認 識 す る
人 体 に 適 応 さ せ た 抗 体 を 開 示 す る 。
米 国 特 許 第 6,025,481号 は 、 ル イ ス ｂ － 抗 原 を 認 識 す る 、 人 体 に 適 応 さ せ た 抗 体 を コ ー ド
す る 核 酸 分 子 を 開 示 す る 。 ル イ ス ｂ － 構 造 （ Fucα 2Galβ 3(Fucα 4)GlcNAc-） の 発 現 は 、
癌 細 胞 で は 増 加 し て い る 。 米 国 特 許 第 5,795,961号 は 、 さ ら に 抗 ル イ ス ｂ 抗 体 も 開 示 す る
。
【 ０ ０ ０ ５ 】
診 断 方 法 ： 　 米 国 特 許 第 4,725,557号 は 、 タ ン パ ク 質 結 合 抗 原 で あ る Fucα 3Gal-、 Fucα 4G
al-お よ び Fucα 6Gal-、 こ れ ら の 構 造 を 認 識 す る 抗 体 、 癌 関 連 炭 水 化 物 の 結 合 を 検 出 す る
方 法 な ら び に 診 断 キ ッ ト を 開 示 す る 。 抗 体 は ヒ ト 消 化 器 系 の 癌 細 胞 に 結 合 す る 。
米 国 特 許 第 5,059,520号 は 、 癌 の 診 断 に 用 い る こ と の で き る 、 血 液 型 Ａ － 抗 原 （ GalNAcα 3
(Fucα 2)Galβ -） を 認 識 す る 数 種 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 開 示 す る 。
米 国 特 許 第 5,171,667号 は 、 フ コ シ ル 化 ２ 型 ラ ク ト サ ミ ン （ -Galβ 4(Fucα 3)GlcNAcβ -）
に 対 す る 抗 体 お よ び そ れ を 用 い た 癌 の 診 断 方 法 を 開 示 す る 。
米 国 特 許 第 5,173,292号 は 、 癌 に 特 異 的 な 構 造 で あ る 、 Gal-グ ロ ボ シ ド （ Galβ 3GalNAcβ 3
Galα 4LacCer） に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 開 示 す る 。
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米 国 特 許 第 6,090,789号 お よ び 5,708,163号 は 、 Fucα 2Galβ 3GalNAcβ 3Galα 4LacCer（ グ
ロ ボ Ｈ 、 Ｍ Ｂ ｒ １ 、 乳 腫 瘍 関 連 抗 原 ） 結 合 体 お よ び そ の 類 似 体 の 合 成 、 な ら び に そ れ ら を
包 含 す る 医 薬 組 成 物 を 開 示 す る 。 米 国 特 許 第 5,679,769号 は 、 糖 ペ プ チ ド に 結 合 し た ア ス
パ ラ ギ ン の 合 成 を 開 示 す る 。 米 国 特 許 第 5,543,505号 は 、 細 菌 で あ る  
に 結 合 す る 合 成 化 合 物 を 開 示 す る 。
米 国 特 許 第 5,902,725号 お よ び 6,203,999号 は 、 前 立 腺 特 異 的 抗 原 上 の 少 な く と も ト リ ア ン
テ ナ リ ー （ triantennary） オ リ ゴ 糖 の 分 析 に よ る 前 立 腺 特 異 的 癌 の 検 出 を 開 示 す る 。 抗 体
ま た は レ ク チ ン Ｐ Ｈ Ａ － Ｌ を 検 出 に 用 い る 。 こ れ ら の 特 許 は 、 細 胞 系 か ら 得 た 癌 型 Ｐ Ｓ Ａ
に 存 在 す る ト リ ア ン テ ナ リ ー Ｎ － グ リ カ ン を ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 特 徴 付 け て い る
。
【 ０ ０ ０ ６ 】
従 来 技 術 に は 、 比 較 的 大 き な Ｎ － グ リ カ ン 構 造 を 含 む フ コ シ ル 化 lacdiNAcを 包 含 す る 医 薬
組 成 物 （ Ｅ Ｐ 特 許 第 0565241号 ） お よ び コ ア ２ 型 Ｏ － グ リ カ ン 構 造 を 包 含 す る 医 薬 組 成 物
（ Ｅ Ｐ 特 許 第 0919563号 ） に 関 す る 開 示 が あ る 。 こ れ ら の 組 成 物 は 、 セ レ ク チ ン 仲 介 細 胞
接 着 の 阻 害 を 目 的 と し て お り 、 Ｅ Ｐ 第 0919563号 で は 、 セ レ ク チ ン 仲 介 細 胞 接 着 の 阻 害 に
よ る 転 移 の 阻 害 も 目 的 と し て い る 。 し か し な が ら 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の オ リ ゴ 糖 エ ピ ト ー
プ を 、 抗 体 を 含 め た 特 異 的 認 識 分 子 の 標 的 と す る 方 法 に 関 す る 。 具 体 的 に は 、 本 発 明 は 、
診 断 お よ び 治 療 に 用 い る 抗 体 を 誘 導 す る の に 適 切 な 抗 原 性 を 有 す る 結 合 体 お よ び 組 成 物 に
関 す る 。 本 発 明 は 、 特 異 的 抗 体 に よ る 認 識 に お い て 最 適 な サ イ ズ の オ リ ゴ 糖 配 列 を 包 含 す
る 医 薬 組 成 物 に 関 す る 。 最 適 な オ リ ゴ 糖 エ ピ ト ー プ は 、 末 端 lacdiNAc構 造 の み を 含 む も の
か 、 末 端 オ リ ゴ 糖 配 列 と 一 種 ま た は 二 種 の 単 糖 残 基 を 含 む も の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】

本 発 明 は 、 癌 細 胞 に よ っ て 特 異 的 に 発 現 さ れ る オ リ ゴ 糖 配 列 を 開 示 す る 。 本 発 明 は 、 下 記
式 （ Ｉ ） ：
(Sac1) x GalNAcβ 4(Fucα 3) y GlcNAc　 　 　 （ Ｉ ）
（ 式 中 、 ｘ お よ び ｙ は 各 々 独 立 に ０ ま た は １ の 整 数 で あ り 、 Sac1は NeuNAcα 3ま た は NeuNA
cα 6で あ る 。 ）
で 表 さ れ る 癌 特 異 的 配 列 を 含 む オ リ ゴ 糖 鎖 の 存 在 を 生 物 学 的 試 料 中 に 検 出 し 、 該 配 列 の 存
在 を 指 標 と し て 、 癌 の 検 出 お よ び ／ ま た は 癌 の 型 判 定 を 行 う 方 法 に 関 す る 。 本 発 明 は 、 多
価 の 形 態 で 該 オ リ ゴ 糖 鎖 を 含 む 抗 原 性 物 質 を 提 供 し 、 さ ら に 該 オ リ ゴ 糖 鎖 ま た は 該 オ リ ゴ
糖 鎖 に 結 合 す る 結 合 性 物 質 を 包 含 す る 診 断 剤 、 医 薬 組 成 物 お よ び 癌 ワ ク チ ン を 提 供 す る 。
ま た 、 本 発 明 は 癌 の 治 療 方 法 に も 関 す る 。

い く つ か の lacdiNAc（ GalNAcβ 4GlcNAc） 型 構 造 が 分 泌 タ ン パ ク 質 、 例 え ば 糖 タ ン パ ク 質
ホ ル モ ン か ら 見 出 さ れ て い る 。 ヒ ト の 糖 タ ン パ ク 質 ホ ル モ ン に お い て は 、 通 常 lacdiNAcは
、 ホ ル モ ン の 機 能 に 重 要 で あ る と 考 え ら れ る 4sulfo-GalNAcβ 4GlcNAc-配 列 に 修 飾 さ れ て
い る が 、 い く つ か の 異 型 が 分 泌 lacdiNAc構 造 に 存 在 す る 。 糖 タ ン パ ク 質 ホ ル モ ン は 希 少 な
可 溶 性 タ ン パ ク 質 で あ り 、 一 般 的 に 比 較 的 小 さ く 、 グ リ コ シ ル 化 部 位 を ほ と ん ど 有 し て い
な い た め 、 採 り う る lacdiNAc構 造 が 非 常 に 限 定 さ れ て い る 。 ヒ ト の グ リ コ シ ル 化 に 関 す る
多 く の 構 造 研 究 が こ の ３ ０ 年 の 間 に 行 わ れ て い る が 、 ヒ ト の 膜 結 合 性 の 非 分 泌 タ ン パ ク 質
に お け る lacdiNAc配 列 の 構 造 は 特 徴 付 け ら れ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
細 胞 内 分 泌 マ ー カ ー と し て の lacdiNAc構 造 の 役 割 は 報 告 さ れ て お り 、 同 じ 報 告 は 、 lacdiN
Ac構 造 は Ｍ Ｄ Ｃ Ｋ 細 胞 の 膜 タ ン パ ク 質 に 提 示 さ れ て い な い こ と を 明 確 に 記 述 し て い る （ Oh
kura,  . 2001） 。 分 泌 タ ン パ ク 質 に お い て 特 徴 付 け ら れ た lacdiNAc構 造 の ヒ ト の 癌
と の 関 連 は 示 さ れ て い な い 。 癌 に よ る 異 常 発 現 産 物 で あ る lacdiNAc構 造 な ら び に 特 に 希 少
な そ の 異 型 で あ る フ コ シ ル 化 体 お よ び シ ア リ ル 化 体 は 、 正 常 な 組 織 で は 発 現 さ れ な い の で
、 こ の よ う な 構 造 の 認 識 に 基 づ く 癌 の 処 置 お よ び 治 療 が 有 効 な 可 能 性 は 非 常 に 高 い 。 限 ら
れ た 量 の 正 常 組 織 に の み 提 示 さ れ て い る か 、 低 い 密 度 で 正 常 の 組 織 お よ び ／ ま た は 血 清 に
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存 在 す る 炭 水 化 物 を 用 い る 方 法 は 、 診 断 方 法 お よ び 治 療 方 法 と し て 成 功 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】

本 発 明 で 得 ら れ た デ ー タ は 、 本 願 で 開 示 す る lacdiNAc構 造 が 、 癌 細 胞 に 提 示 さ れ て い る 炭
水 化 物 構 造 を 認 識 す る 診 断 方 法 お よ び 治 療 方 法 に 有 用 で あ る こ と を 示 し て い る 。 グ リ コ シ
ル 化 の パ タ ー ン は 、 組 織 間 、 腫 瘍 間 、 更 に は 個 々 の 患 者 間 で も 変 化 す る の で 、 本 発 明 は 、
特 に 腫 瘍 か ら 異 常 な 炭 水 化 物 構 造 を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 特 定 の 患 者 の 癌 が 特 異 的 に 発 現 す
る グ リ コ シ ル 化 の 形 態 に 対 応 し た 個 別 の 治 療 を 提 供 す る た め の 方 法 に 関 す る 。 具 体 的 に は
、 本 発 明 は 、 特 に 腫 瘍 ま た は 癌 の 試 料 に 存 在 す る 、 本 願 で 開 示 す る lacdiNAc構 造 の グ リ コ
シ ル 化 産 物 を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 本 発 明 の lacdiNAc標 的 治 療 を 用 い て 、 （ 特 に 腫 瘍 、 悪 性
化 し た 組 織 ま た は 細 胞 に 特 異 的 に 提 示 さ れ た ） 特 定 の 癌 関 連 グ リ コ シ ル 化 産 物 を 有 す る 患
者 を 治 療 す る 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
本 発 明 者 ら は 、 lacdiNAcが 正 常 な 組 織 上 の 細 胞 表 面 マ ー カ ー で は な い こ と を 証 明 す る た め
に 、 効 果 的 な 質 量 分 析 法 で 複 数 の 正 常 な 組 織 の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 っ た 。 本 発 明 の 研 究 過
程 に お い て 、 以 下 の 事 柄 が 判 明 し た 。
（ ｉ ） lacdiNAc配 列 は 、 単 細 胞 癌 （ 例 え ば 白 血 病 ） お よ び 固 形 腫 瘍 の 両 方 に 存 在 す る ；
（ ｉ ｉ ） lacdiNAc配 列 は 、 正 常 な 組 織 上 で 多 数 観 察 さ れ る こ と は な か っ た ；
（ ｉ ｉ ｉ ） lacdiNAc配 列 は 、 癌 細 胞 の 形 質 膜 ま た は 膜 結 合 タ ン パ ク 質 、 な ら び に 分 泌 タ ン
パ ク 質 の 両 方 に 存 在 し 、 細 胞 表 面 に 組 み 込 ま れ た lacdiNAc配 列 は 、 癌 診 断 、 免 疫 療 法 お よ
び 癌 の lacdiNAc配 列 の 認 識 に 基 づ く 他 の 治 療 の た め の 標 的 と な る ； そ し て
（ ｉ ｖ ） 癌 細 胞 表 面 に 提 示 さ れ た lacdiNAc配 列 は 、 治 療 お よ び 診 断 用 の 特 異 的 抗 体 に よ っ
て 認 識 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 構 造 は 、 細 胞 表 面 上 に 有 効 な 形 態 で 存 在 し 、 他 の 細 胞
表 面 成 分 に よ っ て 被 覆 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ １ １ 】
白 血 病 細 胞 を 単 細 胞 癌 細 胞 の モ デ ル と し て 選 ん だ 。 白 血 病 細 胞 は 血 液 癌 に お け る 単 細 胞 癌
細 胞 の 代 表 例 で あ る 。 可 溶 性 標 的 タ ン パ ク 質 は 、 非 悪 性 腫 瘍 細 胞 に 関 す る 構 造 比 較 デ ー タ
が 存 在 す る も の を 選 ん だ 。 癌 細 胞 上 の LacdiNAc配 列 の 異 常 発 現 を 示 す た め に 、 メ タ ロ プ ロ
テ ア ー ゼ － ９ （ MMP-9） を 白 血 病 細 胞 （ U-937） か ら 単 離 し 、 Ｎ － グ リ コ シ ド 結 合 グ リ カ ン
を Ｎ － グ リ コ シ ダ ー ゼ Ｆ で 遊 離 さ せ た 。 グ リ カ ン 画 分 を ト リ ヒ ド ロ キ シ ア セ ト フ ェ ノ ン マ
ト リ ッ ク ス 中 で Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ  Ｍ Ｓ を 用 い て 分 析 し た と こ ろ （ 図 １ Ａ ） 、 無 視 で き
る ほ ど 少 量 の シ ア ル 酸 残 基 の 開 裂 が 見 ら れ た 。 帰 属 さ れ た 単 糖 組 成 を 、 続 く グ リ コ シ ダ ー
ゼ 処 理 で 推 定 さ れ た 構 造 と 共 に 表 １ に 示 す 。 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ  Ｍ Ｓ に よ る オ リ ゴ 糖 の
分 析 は 比 較 的 計 量 的 で あ る こ と が 示 さ れ て い る の で 、 各 成 分 の 相 対 的 な 存 在 量 も 示 す 。 最
も 多 量 に 存 在 す る グ リ カ ン 種 を 、 (Hex) 5 (HexNAc) 4 (Fuc) 3 の [M+Na]

+ に 帰 属 し た 。 典 型 的 な
Ｎ － グ リ カ ン 構 造 は わ か っ て い る の で 、 仮 に こ の 構 造 を ト リ フ コ シ ル 化 ジ ア ン テ ナ リ ー 複
合 体 型 グ リ カ ン と し て 帰 属 し た 。 他 の 主 要 な グ リ カ ン 種 は 、 シ ア リ ル 化 、 ジ フ コ シ ル 化 ジ
ア ン テ ナ リ ー 複 合 体 型 グ リ カ ン 、 お よ び １ つ の ア ン テ ナ に 末 端 単 糖 と し て Galの 代 わ り に G
alNAcを 有 す る （ い わ ゆ る LacdiNAc構 造 を 有 す る ） ト リ フ コ シ ル 化 ジ ア ン テ ナ リ ー 複 合 体
型 グ リ カ ン と し て 同 定 し た 。 一 連 の グ リ コ シ ダ ー ゼ 処 理 に よ っ て 示 さ れ る よ う に 、 こ れ ら
の 帰 属 は 正 し い こ と が 判 っ た 。 比 較 の た め に 、 非 悪 性 白 血 球 細 胞 に お け る マ ト リ ッ ク ス メ
タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ MMP-9の 構 造 も 決 定 し た と こ ろ 、 こ の タ ン パ ク 質 に は lacdiNAc配 列 は 含
ま れ て い な か っ た （ Rudd P  ., 1999） 。
【 ０ ０ １ ２ 】
本 発 明 は 、 U-937細 胞 誘 導 MMP-9が 、 そ の Ｎ － グ リ カ ン の 大 き な 画 分 （ お よ そ ３ ０ ％ ） に La
cdiNAc構 造 を 有 す る こ と を 示 す 。 LacdiNAc構 造 の 存 在 は 、 二 種 の 独 立 し た 方 法 、 す な わ ち
完 全 糖 ペ プ チ ド の Ｌ Ｃ － Ｅ Ｓ Ｉ  Ｍ Ｓ だ け で な く 、 遊 離 し た Ｎ － グ リ カ ン の Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ －
Ｔ Ｏ Ｆ  Ｍ Ｓ 分 析 で も 証 明 さ れ た 。 構 造 の 帰 属 は 、 さ ら に 一 連 の グ リ コ シ ダ ー ゼ 処 理 に よ
っ て 確 認 し た 。 本 研 究 で 用 い た 方 法 の 有 効 性 は 、 合 成 オ リ ゴ 糖 と 公 知 の 天 然 の 構 造 体 の 両
方 を 用 い た い く つ か の ア プ ロ ー チ で 立 証 さ れ て い る 。
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【 ０ ０ １ ３ 】

ヒ ト の 胃 、 肺 お よ び 結 腸 を 含 む い く つ か の 非 悪 性 組 織 の 膜 タ ン パ ク 質 試 料 を 、 上 記 の よ う
に 質 量 分 析 法 で 分 析 し た 。 Ｎ － 結 合 型 ま た は Ｏ － 結 合 型 の lacdiNAc配 列 は 観 察 さ れ な か っ
た 。 従 来 技 術 に も 、 ヒ ト の 正 常 な 膜 タ ン パ ク 質 と 癌 の 膜 タ ン パ ク 質 の い ず れ か に 提 示 さ れ
て い る lacdiNAcに 関 す る 報 告 は な い 。
【 ０ ０ １ ４ 】

本 発 明 は 、 lacdiNAc-配 列 が ヒ ト の 固 形 腫 瘍 に 提 示 さ れ て い る こ と も 初 め て 示 す 。 本 願 の
実 施 例 の １ つ は 、 ヒ ト 喉 頭 癌 の 試 料 か ら 得 た lacdiNAc構 造 の 特 徴 づ け を 示 す 。
【 ０ ０ １ ５ 】

本 発 明 は 、 癌 に お け る 、 形 質 膜 型 の lacdiNAc発 現 タ ン パ ク 質 に も 関 す る 。 マ ト リ ッ ク ス メ
タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ MMP-9は 、 膜 結 合 型 で 存 在 す る こ と も 知 ら れ て お り (Koivunen  ., 1
999） 、 こ れ は 本 発 明 に お け る 癌 の 診 断 お よ び 免 疫 療 法 に 用 い る 理 想 的 な 標 的 を 形 成 す る
。 他 の 一 つ の 例 と し て 、 メ ラ ノ ー マ 関 連 膜 の 二 種 の 異 な る 試 料 の グ リ コ シ ル 化 産 物 を 分 析
し た 。 特 有 の Ｎ － グ リ カ ン 構 造 を 含 む 多 量 の 種 々 の lacdiNAc型 オ リ ゴ 糖 配 列 が 、 膜 結 合 性
の 糖 タ ン パ ク 質 に 見 出 さ れ た 。 グ リ コ シ ル 化 膜 タ ン パ ク 質 は 、 細 胞 お よ び 組 織 の 表 面 に 提
示 さ れ て い る こ と が 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ １ ６ 】

本 発 明 は 、 癌 細 胞 の 新 規 な 欠 陥 を 開 示 す る 。 分 泌 タ ン パ ク 質 と 関 連 す る 希 少 な 構 造 は 、 通
常 lacdiNAc構 造 を 発 現 し な い タ ン パ ク 質 上 に 発 現 さ れ る 。 さ ら に 、 グ リ コ シ ル 化 の 不 全 は
、 よ り 異 常 な シ ア リ ル 化 体 、 フ コ シ ル 化 体 お よ び GalNacの ４ 位 の 通 常 の 硫 酸 化 を 欠 い た 異
型 を 誘 導 す る 。 癌 に 対 す る 一 般 的 な 知 見 に よ る と 、 癌 細 胞 に お い て は 細 胞 内 機 構 が 乱 さ れ
て い る 。 ゴ ル ジ 装 置 の こ の よ う な 欠 陥 に よ っ て 種 々 の 細 胞 型 に お け る 非 常 に 特 異 的 な グ リ
コ シ ル 化 が 生 じ 、 そ の 結 果 が 明 か に 上 記 の よ う な 問 題 を 誘 導 す る 。 可 溶 性 タ ン パ ク 質 に お
け る 癌 を 示 す 異 常 な グ リ コ シ ル 化 産 物 の 存 在 は 、 明 か に 癌 の 診 断 に 有 用 で あ り 、 膜 と 結 合
し た 癌 グ リ コ シ ル 化 産 物 の 存 在 に よ っ て 可 溶 性 タ ン パ ク 質 そ の も の が 治 療 に 有 用 と な る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
上 述 の よ う に 、 癌 抗 原 の 存 在 に つ い て 、 白 血 病 細 胞 系 U-937細 胞 の 分 泌 MMP-9タ ン パ ク 質 、
固 形 腫 瘍 お よ び 膜 調 製 物 を 検 討 し た 。 白 血 病 細 胞 系 の 単 一 細 胞 は 、 単 一 細 胞 癌 白 血 病 と の
妥 当 な 関 連 性 を 示 す モ デ ル で あ る と も 考 え ら れ る 。 LacdiNAc-構 造 が 固 形 腫 瘍 か ら 得 ら れ
、 そ れ が 膜 結 合 性 で あ る と い う 知 見 は 、 グ リ コ シ ル 化 産 物 を 発 現 す る 固 形 腫 瘍 に 対 す る 治
療 に お い て 、 癌 グ リ コ シ ル 化 産 物 が 有 用 で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ １ ８ 】
本 発 明 は 、 下 記 式 （ Ｉ ） で 表 さ れ る LacdiNAc構 造 が 癌 特 異 的 抗 原 で あ る こ と を 示 す 。
(Sac1) x GalNAcβ 4(Fucα 3) y GlcNAc　 　 　 （ Ｉ ）
（ 式 中 、 ｘ お よ び ｙ は 各 々 独 立 に ０ ま た は １ の 整 数 で あ り 、 Sac1は NeuNAcα 3ま た は NeuNA
cα 6で あ る 。 ）
細 胞 結 合 型 の MMP-9が 知 ら れ て い る こ と か ら （ Koivunen  ., 1999） 、 本 発 明 は 、 癌 細
胞 お よ び 腫 瘍 組 織 か ら 癌 抗 原 を 直 接 検 出 す る 方 法 に 関 す る 。 し か し な が ら 、 癌 抗 原 は 、 癌
細 胞 お よ び 腫 瘍 組 織 か ら 検 出 さ れ る 以 外 に も 、 本 明 細 書 で 説 明 す る よ う に 、 癌 細 胞 ま た は
組 織 か ら 誘 導 さ れ た 分 泌 糖 タ ン パ ク 質 か ら 検 出 さ れ る 場 合 が あ る 。 こ の よ う な 癌 特 異 的 タ
ン パ ク 質 と し て は 、 プ ロ テ ア ー ゼ 、 ホ ル モ ン ま た は 分 泌 ム チ ン 型 糖 タ ン パ ク 質 が 挙 げ ら れ
る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
本 発 明 は 、 癌 抗 原 は 糖 タ ン パ ク 質 か ら 検 出 で き る こ と を 示 し 、 こ の 現 象 は 悪 性 転 換 の 際 に
上 向 き 調 節 さ れ る こ と が 知 ら れ て い る 。 癌 関 連 糖 タ ン パ ク 質 と 推 定 さ れ る も の に は 癌 抗 原
が 存 在 す る と い う 知 見 は 、 初 期 の 癌 に 対 す る よ り 確 実 な 診 断 手 法 を 提 供 す る と 考 え ら れ る
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。 こ の よ う な 好 ま し い 癌 関 連 タ ン パ ク 質 の 例 に は 、 マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ト テ ア ー ゼ タ ン
パ ク 質 フ ァ ミ リ ー に 属 す る タ ン パ ク 質 （ 例 え ば MMP-9） 、 前 立 腺 特 異 的 抗 原 、 カ リ ク レ イ
ン ２ 、 ヒ ト 絨 毛 性 性 腺 刺 激 ホ ル モ ン お よ び 胎 児 性 癌 抗 原 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ
る も の で は な い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
LacdiNAc型 の 癌 特 異 的 オ リ ゴ 糖 は 、 GalNAcβ 4GlcNAc-オ リ ゴ 糖 配 列 を 含 ん で い る 。 こ の 配
列 は 、 癌 細 胞 の オ リ ゴ 糖 結 合 体 の 一 部 で あ る 。 オ リ ゴ 糖 配 列 は 以 下 に 示 す 配 列 の よ う に 置
換 す る こ と も で き 、 こ れ ら も 癌 細 胞 に 提 示 さ れ て い る こ と が 知 ら れ て い る ： GalNAcβ 4(Fu
cα 3)GlcNAc-、 NeuNAcα 3GalNAcβ 4GlcNAc-、 NeuNAcα 6GalNAcβ 4GlcNAc-、 NeuNAcα 3Gal
NAcβ 4(Fucα 3)GlcNAc-ま た は NeuNAcα 6GalNAcβ 4(Fucα 3)GlcNAc-。 癌 オ リ ゴ 糖 エ ピ ト ー
プ が 単 独 で シ ア ル 酸 お よ び フ コ ー ス の 両 方 を 含 む 場 合 は 、 そ の 構 造 は  NeuNAcα 3GalNAcβ
4(Fucα 3)GlcNAc- と な る 。 癌 細 胞 が 硫 酸 化 に 必 要 な ス ル フ ォ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ を 有 す
る 場 合 に は 、 LacdiNAc配 列 は 、 例 え ば ４ 位 の GalNAcが 硫 酸 化 も さ れ て い て も よ い 。 LacdiN
Ac型 配 列 は 、 癌 細 胞 ま た は 組 織 の 糖 タ ン パ ク 質 配 列 の 一 部 で あ っ て も よ く 、 例 え ば LacdiN
Ac型 配 列 は 糖 タ ン パ ク 質 の Ｎ － 結 合 グ リ カ ン 中 の マ ン ノ ー ス 残 基 に β ２ － 、 β ４ － ま た は
β ６ － 結 合 し て い る か 、 LacdiNAc型 配 列 は 糖 タ ン パ ク 質 の Ｎ － 結 合 グ リ カ ン 中 の マ ン ノ ー
ス 残 基 に β ２ － 結 合 し て い る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
フ コ シ ル 化 LacdiNAc糖 類 は 、 ル イ ス 型 癌 関 連 オ リ ゴ 糖 と の 相 似 性 を 示 す 。 ル イ ス 型 癌 関 連
オ リ ゴ 糖 は 正 常 な 組 織 に も 多 量 に 存 在 す る も の の 、 ル イ ス 型 癌 関 連 オ リ ゴ 糖 の 認 識 が 弱 い
ヒ ト 抗 体 が 産 生 さ れ る 有 望 な 理 由 は 、 ル イ ス 型 癌 関 連 オ リ ゴ 糖 と フ コ シ ル 化 LacdiNAc糖 類
と の 潜 在 的 な 弱 い 交 差 反 応 性 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
本 発 明 は 、 細 胞 ま た は 組 織 の 悪 性 化 を 、 癌 特 異 的 グ リ コ シ ル 化 産 物 を 指 標 と し て 検 出 す る
方 法 に 関 す る 。 こ の よ う な 検 出 は 、 本 願 で 開 示 す る 癌 特 異 的 オ リ ゴ 糖 配 列 に 特 異 的 に 結 合
す る 分 子 に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 好 ま し い 分 子 は 、 ア プ タ マ ー 、 レ ク チ ン 、 遺 伝 子 工
学 的 に 作 製 し た レ ク チ ン 、 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 抗 体 の 断 片 、 LacdiNAc-構 造 を 認
識 す る 酵 素 （ 例 え ば グ リ コ シ ダ ー ゼ や グ リ コ シ ル 基 転 移 酵 素 ） お よ び 遺 伝 子 工 学 的 に 作 製
し た そ れ ら の 異 型 で あ る 。 標 識 し た 細 菌 、 ウ イ ル ス ま た は 細 胞 、 あ る い は 重 合 体 の 表 面 で
あ っ て 、 LacdiNAc構 造 を 認 識 す る 分 子 を 有 す る も の を 検 出 に 用 い る こ と が で き る 。 オ リ ゴ
糖 配 列 は 、 エ ン ド グ リ コ シ ダ ー ゼ 酵 素 に よ っ て 癌 細 胞 か ら 遊 離 す る こ と が で き る 。 ま た 、
オ リ ゴ 糖 配 列 を プ ロ テ ア ー ゼ 酵 素 に よ り 糖 脂 質 と し て 遊 離 す る こ と が で き る 。 オ リ ゴ 糖 ま
た は そ の 誘 導 体 を 遊 離 さ せ る た め の 化 学 的 方 法 の 具 体 例 に は 、 糖 脂 質 の 音 波 分 解 法 （ otso
nolysis） 、 お よ び 糖 タ ン パ ク 質 か ら オ リ ゴ 糖 を 遊 離 さ せ る た め の β -脱 離 法 （ beta-elimi
nation） ま た は ヒ ド ラ ジ ン 分 解 法 （ hydrazinolysis method） が 含 ま れ る 。 そ の 他 の 方 法
と し て は 、 糖 脂 質 画 分 の 単 離 が 挙 げ ら れ る 。 癌 特 異 的 オ リ ゴ 糖 配 列 に 特 異 的 に 結 合 す る 結
合 性 物 質 は 、 細 胞 表 面 上 の 該 配 列 の 分 析 に 用 い る こ と も で き る 。 該 配 列 は 、 例 え ば 糖 結 合
体 あ る い は 遊 離 の お よ び ／ ま た は 単 離 し た オ リ ゴ 糖 画 分 と し て 検 出 す る こ と が で き る 。 種
々 の 形 態 の 該 配 列 の 分 析 に 用 い る こ と が で き る 方 法 と し て は 、 Ｎ Ｍ Ｒ 分 光 法 、 質 量 分 析 法
お よ び グ リ コ シ ダ ー ゼ 分 解 法 が 挙 げ ら れ る 。 特 に 、 特 異 性 に 限 定 の あ る 方 法 を 用 い る 場 合
に は 、 少 な く と も 二 種 の 分 析 法 を 用 い る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
質 量 分 析 法 は 、 試 料 中 に 存 在 す る 、 少 な く と も 一 種 の 本 発 明 の 癌 特 異 的 オ リ ゴ 糖 配 列 を 検
出 す る た め の 好 ま し い 方 法 で あ る 。 式 （ Ｉ ） で 表 さ れ る オ リ ゴ 糖 配 列 を 含 む 画 分 か ら HexN
Ac-HexNAc-断 片 を 検 出 す る た め に 質 量 分 析 走 査 法 （ mass spectrometric scanning method
） を 用 い る こ と が 特 に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
本 発 明 は 、 癌 特 異 的 オ リ ゴ 糖 配 列 あ る い は そ の 類 似 体 ま た は 誘 導 体 を 用 い て 、 オ リ ゴ 糖 構
造 を 認 識 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 製 造 す る 方 法 に 関 し 、 以 下
の 工 程 に 従 っ て 該 抗 体 を 製 造 す る ：
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１ ） 本 願 で 開 示 す る オ リ ゴ 糖 配 列 あ る い は そ の 類 似 体 ま た は 誘 導 体 を 多 価 の 形 態 で 含 ん で
い る 結 合 体 を 、 化 学 的 ま た は 生 化 学 的 に 合 成 す る 。 多 価 の 結 合 体 は 、 例 え ば 、 本 願 で 開 示
す る 癌 特 異 的 末 端 オ リ ゴ 糖 配 列 を 含 む オ リ ゴ 糖 鎖 （ Ｏ Ｓ ） が 、 そ の Ｃ １ 位 の 還 元 末 端 か ら
ス ペ ー サ ー 基 （ Ｙ ） を 介 し て 、 所 望 に よ り 単 糖 ま た は オ リ ゴ 糖 残 基 （ Ｘ ） を さ ら に 介 し て
、 オ リ ゴ 価 ま た は 多 価 の 担 体 （ Ｚ ） に 原 子 （ Ｌ ） に よ っ て 結 合 し て い る 、 下 記 式 （ Ｉ Ｉ ）
で 表 さ れ る 構 造 を 形 成 す る ：
[OS-(X) n -L-Y] m -Z　 　 　 　 　 　 　 　 （ Ｉ Ｉ ）
（ 式 中 、
ｍ は １ よ り 大 き い 整 数 で あ り 、
ｎ は 各 々 独 立 に ０ ま た は １ で あ り 、
Ｌ は 酸 素 原 子 、 窒 素 原 子 、 硫 黄 原 子 ま た は 炭 素 原 子 で あ り 、
Ｘ は 、 好 ま し く は ラ ク ト シ ル 残 基 、 ガ ラ ク ト シ ル 残 基 、 ポ リ － Ｎ － ア セ チ ル ラ ク ト サ ミ ニ
ル 残 基 、 あ る い は Ｏ － グ リ カ ン ま た は Ｎ － グ リ カ ン オ リ ゴ 糖 配 列 の 一 部 で あ り 、
Ｙ は ス ペ ー サ ー 基 ま た は 末 端 結 合 体 、 例 え ば セ ラ ミ ド 脂 質 部 ま た は Ｚ へ の 結 合 部 で あ り ；
上 記 式 （ Ｉ Ｉ ） で 表 さ れ る 好 ま し い 構 造 は 、 次 の 特 徴 の い ず れ か 一 つ を 満 足 す る ： オ リ ゴ
糖 鎖 （ Ｏ Ｓ ） は シ ア リ ル 化 さ れ て い る 、 Ｘ は 少 な く と も 一 つ の マ ン ノ ー ス 残 基 ま た は Ｎ －
ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ン 残 基 を 含 む 、 及 び Ｚ は 炭 水 化 物 材 料 、 例 え ば 多 糖 を 包 含 す る ） ；
そ し て
２ ） 免 疫 応 答 活 性 化 物 質 と 共 に 多 価 結 合 体 で 動 物 ま た は ヒ ト を 免 疫 す る 。
オ リ ゴ 糖 鎖 は 免 疫 応 答 活 性 化 物 質 に 多 価 の 形 態 で 結 合 し て い る こ と が 好 ま し く 、 結 合 体 は
単 独 、 ま た は さ ら な る 免 疫 応 答 活 性 化 物 質 と 共 に 免 疫 に 用 い る 。 よ り 好 ま し い 態 様 に お い
て は 、 オ リ ゴ 糖 結 合 体 を 、 少 な く と も 一 種 の ア ジ ュ バ ン ド 分 子 と 共 に 抗 体 産 生 生 物 に 注 射
ま た は 粘 膜 投 与 す る 。 抗 体 産 生 の た め に は 、 オ リ ゴ 糖 配 列 あ る い は そ の 類 似 体 ま た は 誘 導
体 を タ ン パ ク 質 、 例 え ば Ｂ Ｓ Ａ 、 ス カ シ ガ イ （ keyhole limpet） ヘ モ シ ア ニ ン 、 リ ポ ペ プ
チ ド 、 ペ プ チ ド 、 細 菌 の 毒 素 、 ペ プ チ ド グ リ カ ン ま た は 免 疫 活 性 多 糖 の 一 部 、 あ る い は 他
の 抗 体 産 生 活 性 化 分 子 に 多 価 の 形 態 で 結 合 す る 。 当 業 界 で 知 ら れ て い る 慣 習 的 な 抗 体 産 生
法 で 抗 体 を 誘 導 す る た め に 、 多 価 結 合 体 を ア ジ ュ バ ン ド 分 子 と 共 に 動 物 に 注 射 す る こ と が
で き る 。 ま た 、 本 発 明 の 抗 原 性 物 質 は 、 ヒ ト を 免 疫 す る た め の 物 質 と 関 連 し て 上 述 し た 、
式 （ Ｉ ） で 表 さ れ る 末 端 オ リ ゴ 糖 配 列 を 化 学 的 ま た は 生 化 学 的 に 合 成 し た 多 価 の 形 態 で 含
む も の で あ る こ と が 好 ま し い 。 よ り 好 ま し く は 、 抗 原 性 物 質 は 、 末 端 NeuNAcα 3ま た は 末
端 NeuNAcα 6を 含 む （ す な わ ち 、 式 （ Ｉ ） に お い て Ｘ が １ で あ る ） か 、 糖 配 列 が マ ン ノ ー
ス ま た は Ｎ － ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ン に 結 合 す る （ 例 え ば 、 式 （ Ｉ Ｉ ） に お い て Ｘ が Man
ま た は GalNAcで あ る ） 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
本 発 明 は 、 本 発 明 の オ リ ゴ 糖 配 列 を 含 む 一 価 お よ び ／ ま た は オ リ ゴ 価 の 抗 原 性 結 合 体 に も
関 す る 。 一 価 の 抗 原 性 結 合 体 は 抗 原 性 脂 質 構 造 、 例 え ば 本 願 に 記 載 し た 方 法 や 公 知 の 方 法
で 抗 体 産 生 を 誘 導 す る こ と の 可 能 な セ ラ ミ ド 、 合 成 脂 質 ま た は 細 菌 型 の 脂 質 を 含 ん で い て
も よ い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
特 に 本 発 明 は 、 最 適 な サ イ ズ の 抗 原 性 エ ピ ト ー プ お よ び そ れ を 包 含 す る 医 薬 組 成 物 の 用 途
に 関 す る 。 抗 体 は 通 常 、 少 数 の 単 糖 残 基 か ら な る エ ピ ト ー プ し か 効 果 的 に 認 識 す る こ と が
で き な い 。 ま た 、 小 さ な エ ピ ト ー プ は よ り 経 済 効 率 の 高 い 合 成 が 可 能 な た め 、 こ の よ う な
構 造 を 用 い る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
好 ま し い 最 適 な 抗 原 性 エ ピ ト ー プ は 下 記 式 （ Ｉ Ｉ ） で 表 さ れ る 構 造 を 含 む ：
[OS-(X) n -L-Y] m -Z　 　 　 　 　 　 　 　 （ Ｉ Ｉ ）
（ 式 中 、
Ｙ は 非 炭 水 化 物 ス ペ ー サ ー ま た は グ リ コ シ ド 結 合 し て い な い 末 端 結 合 体 で あ り 、
ｎ は 各 々 独 立 に ０ ま た は １ で あ り 、
Ｘ は ラ ク ト シ ル 残 基 、 ガ ラ ク ト シ ル 残 基 、 Ｎ － ア セ チ ル ラ ク ト サ ミ ニ ル 残 基 、 マ ン ノ シ ル
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残 基 、 Man 2 残 基 、 Man 3 残 基 、 Man 3 GlcNAc残 基 、 Man 4 GlcNAc残 基 、 Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ
ニ ル 残 基 ま た は Ｎ － ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ニ ル 残 基 で あ り 、 好 ま し く は 、 Ｘ は ラ ク ト シ ル
残 基 、 ガ ラ ク ト シ ル 残 基 、 マ ン ノ シ ル 残 基 ま た は Ｎ － ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ニ ル 残 基 で あ
る ） 。
好 ま し い 態 様 に お い て は 、 Ｘ は マ ン ノ シ ル 残 基 で あ り 、 Ｏ Ｓ は Ｘ に β ２ － 、 β ４ － ま た は
β ６ － 結 合 、 さ ら に 好 ま し く は β ２ － 結 合 し て い る 。 他 の 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 Ｘ は
ラ ク ト シ ル 残 基 ま た は Ｎ － ア セ チ ル ラ ク ト サ ミ ニ ル 残 基 で あ り 、 Ｏ Ｓ は Ｘ の Gal残 基 に β
３ － ま た は β ６ － 結 合 し て い る か 、 Ｘ は ガ ラ ク ト シ ル 残 基 ま た は Ｎ － ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ
ミ ニ ル 残 基 で あ り 、 Ｏ Ｓ は Ｘ に β ３ － ま た は β ６ － 結 合 し て お り ； さ ら に 好 ま し く は 、 Ｘ
は Gal残 基 ま た は GalNAc残 基 で あ り 、 Ｏ Ｓ は Ｘ に β ３ － ま た は β ６ － 結 合 し て い る か 、 Ｘ
は ラ ク ト シ ル 残 基 で あ り 、 Ｏ Ｓ は Ｘ の Gal残 基 に β ３ － ま た は β ６ － 結 合 し て お り ； 最 も
好 ま し く は 、 Ｘ は Gal残 基 で あ り 、 Ｏ Ｓ は Ｘ に β ３ － 結 合 し て い る か 、 Ｘ は ラ ク ト シ ル 残
基 で あ り 、 Ｏ Ｓ は Ｘ の Gal残 基 に β ３ － 結 合 し て い る か 、 Ｘ は GalNAc残 基 で あ り 、 Ｏ Ｓ は
Ｘ に β ６ － 結 合 し て い る 。 よ り 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 上 記 の 最 適 な 抗 原 エ ピ ト ー プ 中
の オ リ ゴ 糖 配 列 は フ コ ー ス を 含 ま な い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
Man 2 残 基 、 Man 3 残 基 、 Man 3 GlcNAc残 基 お よ び Man 4 GlcNAc残 基 は 、 オ リ ゴ 糖 配 列 で あ る Man
α 3Man、 Manα 6Man、 Manα 3(Manα 6)Man、 Manα 3(Manα 6)Manま た は Manα 3(Manα 6)Manβ
4GlcNAcあ る い は こ れ ら の ハ イ ブ リ ッ ド 型 の 構 造 を 含 む Ｎ － グ リ カ ン コ ア 構 造 の 好 ま し い
部 分 を 示 す 。 付 加 さ れ た Man残 基 は 、 い ず れ か の 非 還 元 末 端 Man残 基 、 好 ま し く は Manα 6分
岐 鎖 に 結 合 し 、 本 発 明 の オ リ ゴ 糖 配 列 は 該 分 子 の 他 の 分 岐 鎖 に 結 合 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
好 ま し い 態 様 に お い て は 、 次 の 構 造 を 含 む 最 適 な 抗 原 性 エ ピ ト ー プ を 用 い る ： OSβ 2Man、
OSβ 2Manα 3Manま た は OSβ 2Manα 6Man。 こ れ ら は 、 本 研 究 の 初 め に 見 つ か っ た Ｎ － グ リ カ
ン lacdiNAcの 部 分 エ ピ ト ー プ で あ る 。 別 の 態 様 に お い て は 、 癌 細 胞 の グ リ コ シ ル 化 に は 欠
陥 が あ る た め 、 上 記 と 類 似 の 最 適 抗 原 性 エ ピ ト ー プ で あ る OSβ 3Galお よ び OSβ 3GalNAc、
特 に OSβ 6Galお よ び OSβ 6GalNAcを 含 む Ｏ － グ リ カ ン 型 lacdiNAcお よ び 部 分 ラ ク ト サ ミ ン
型 lacdiNAcは 、 免 疫 や 、 こ れ ら の 構 造 を 有 す る 腫 瘍 に 対 す る 本 願 で 開 示 す る 他 の 用 途 に 有
用 で あ る 。 こ の よ う な 腫 瘍 は 、 lacdiNAc型 オ リ ゴ 糖 分 泌 機 能 と 、 ラ ク ト サ ミ ン お よ び ／ ま
た は ム チ ン 産 生 と の 組 み 合 わ せ に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
癌 特 異 的 オ リ ゴ 糖 配 列 あ る い は そ の 類 似 体 ま た は 誘 導 体 を 、 血 清 、 好 ま し く は ヒ ト の 血 清
、 か ら 抗 体 を 精 製 す る た め に 固 定 す る こ と が で き る 。 癌 特 異 的 オ リ ゴ 糖 配 列 を 、 好 ま し く
は 多 価 の 結 合 体 と し て 、 癌 特 異 的 オ リ ゴ 糖 配 列 に 結 合 す る 抗 体 の 検 出 お よ び ／ ま た は 定 量
、 例 え ば 癌 の 診 断 の た め の 酵 素 免 疫 測 定 法 （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） や ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー に よ る 分 析 に も 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
抗 体 産 生 ま た は 予 防 接 種 は 、 癌 特 異 的 オ リ ゴ 糖 配 列 の 類 似 体 ま た は 誘 導 体 に よ っ て も 達 成
さ れ う る 。 Ｎ － ア セ チ ル 基 を 含 む オ リ ゴ 糖 配 列 の 単 純 な 類 似 体 と し て は 、 修 飾 さ れ た Ｎ －
ア セ チ ル 基 、 例 え ば Ｎ － プ ロ パ ノ イ ル 基 な ど の Ｎ － ア シ ル 基 を 含 む 化 合 物 が 挙 げ ら れ る 。
本 発 明 は 、 本 発 明 の 癌 特 異 的 オ リ ゴ 糖 配 列 に 対 す る 特 異 的 な 類 似 体 の 製 造 に も 関 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
さ ら に 、 癌 特 異 的 オ リ ゴ 糖 配 列 に 対 す る ヒ ト 抗 体 ま た は 人 体 に 適 応 さ せ た 抗 体 を 、 腫 瘍 や
癌 を 破 壊 し た り 、 そ の 増 殖 能 を 低 下 さ せ る た め に 用 い る こ と が で き る 。 ヒ ト 抗 体 は 、 癌 特
異 的 オ リ ゴ 糖 配 列 に 対 す る 天 然 の ヒ ト 抗 体 の 耐 性 を 高 め た 類 似 体 で も よ い 。 こ の よ う な 類
似 体 は 、 組 換 え 遺 伝 子 工 学 お よ び ／ ま た は 生 物 工 学 に よ っ て 製 造 す る こ と が で き 、 ヒ ト 抗
体 の 断 片 ま た は 最 適 化 し た 誘 導 体 な ど が 挙 げ ら れ る 。 精 製 し た 天 然 の 抗 腫 瘍 抗 体 は 予 想 さ
れ る い か な る 副 作 用 も 生 じ る こ と な く ヒ ト に 投 与 す る こ と が で き 、 標 準 的 な 輸 血 の 際 に こ
の よ う な 抗 体 は 移 植 さ れ て い る 。 こ れ は 、 癌 特 異 的 構 造 が 正 常 の 組 織 ま た は 細 胞 に 提 示 さ
れ て お ら ず 、 且 つ 、 血 液 型 抗 原 と は 異 な り 、 個 体 差 が な い と し た 条 件 下 で は 確 実 で あ り 、
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本 発 明 の 癌 特 異 的 オ リ ゴ 糖 配 列 に は 血 液 型 の よ う な 多 様 性 は 知 ら れ て い な い 。 本 願 の 他 の
一 つ の 態 様 に お い て は 、 種 特 異 的 動 物 抗 体 を 特 定 の 動 物 の 腫 瘍 ま た は 癌 に 対 し て 用 い る 。
特 異 的 な 人 体 適 応 抗 体 を 遺 伝 子 工 学 お よ び 生 物 工 学 で 製 造 す る こ と も 可 能 で あ り 、 人 体 に
適 応 さ せ た 抗 体 の 製 造 方 法 は 、 例 え ば 米 国 特 許 第 5,874,060号 お よ び 第 6,025,481号 に 記 載
さ れ て い る 。 人 体 に 適 応 さ せ た 抗 体 は ヒ ト 抗 体 の 配 列 を 模 倣 す る よ う に 設 計 さ れ る の で 、
ヒ ト の 患 者 に 投 与 し た 際 に 、 動 物 抗 体 の よ う に 免 疫 系 に よ っ て 拒 絶 さ れ る こ と は な い 。 癌
の 増 殖 能 を 低 下 さ せ た り 癌 を 破 壊 す る た め の 方 法 は 、 一 般 的 に 固 形 腫 瘍 お よ び 癌 細 胞 の 両
方 に 適 用 可 能 で あ る こ と が 知 ら れ て い る 。 い か な る ヒ ト 癌 特 異 的 抗 原 、 好 ま し く は オ リ ゴ
糖 か ら な る 抗 原 を 認 識 す る 精 製 し た 天 然 の ヒ ト 抗 体 を 、 腫 瘍 ま た は 癌 の 増 殖 能 を 低 下 さ せ
た り そ れ を 破 壊 す る た め に 用 い る こ と が 可 能 で あ る こ と も 知 ら れ て い る 。 他 の 一 つ の 好 ま
し い 態 様 に お い て は 、 種 特 異 的 動 物 抗 体 を 特 定 の 動 物 の 腫 瘍 ま た は 癌 に 対 し て 用 い る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
本 発 明 に よ る と 、 癌 特 異 的 オ リ ゴ 糖 に 対 す る ヒ ト 抗 体 ま た は 人 体 に 適 応 さ せ た 抗 体 、 あ る
い は 癌 特 異 的 オ リ ゴ 糖 に 結 合 す る 、 生 体 に 許 容 さ れ る 他 の 物 質 は 、 腫 瘍 ま た は 癌 細 胞 を 毒
性 物 質 の 標 的 と す る た め に 有 用 で あ る 。 毒 性 物 質 と し て は 、 例 え ば 細 胞 殺 傷 化 学 療 法 薬 （
cell killing chemotherapeutics medicine） （ 例 え ば ド キ ソ ル ビ シ ン （ Arap  ., 19
98） ） 、 毒 性 タ ン パ ク 質 ま た は 放 射 線 化 学 薬 剤 な ど の 腫 瘍 の 破 壊 に 有 効 な 物 質 が 挙 げ ら れ
る 。 こ の よ う な 療 法 は 、 当 業 界 で は 発 表 さ れ て お り 、 特 許 に も な っ て い る 。 毒 性 物 質 は 、
癌 細 胞 ま た は 腫 瘍 に ア ポ ト ー シ ス を 起 こ さ せ た り 、 そ の 分 化 を 誘 導 し た り 、 癌 細 胞 ま た は
腫 瘍 に 対 す る 防 御 反 応 を 増 強 し た り す る こ と も で き る 。 本 願 の 他 の 一 つ の 態 様 に お い て は
、 種 特 異 的 動 物 抗 体 を 特 定 の 動 物 の 腫 瘍 ま た は 癌 に 対 し て 用 い る 。 本 発 明 の 癌 結 合 性 抗 体
は 、 例 え ば 、 い わ ゆ る 「 Ａ Ｄ Ｅ Ｐ Ｔ － ア プ ロ ー チ 」 に お い て 、 癌 に 対 し て 活 性 を 示 す プ ロ
ド ラ ッ グ 、 あ る い は プ ロ ド ラ ッ グ を 癌 を 破 壊 し た り 抑 制 す る 活 性 化 毒 性 物 質 に 変 換 す る 酵
素 ま た は 他 の 物 質 の 標 的 と す る た め に 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
上 記 の 治 療 用 抗 体 は 、 癌 の 治 療 ま た は 予 防 を 目 的 と し た 医 薬 組 成 物 に 用 い る こ と が で き る
。 本 発 明 の 治 療 方 法 は 、 患 者 が 免 疫 抑 制 剤 療 法 を 受 け て い る か 、 免 疫 不 全 に 陥 っ て い る 時
に も 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
免 疫 抑 制 剤 療 法 は 、 例 え ば 、 腎 臓 、 心 臓 、 肝 臓 ま た は 肺 の 移 植 の 際 の 拒 絶 反 応 を 抑 制 す る
た め に 、 臓 器 移 植 と 共 に 実 施 す る 。 こ の よ う な 療 法 を 実 施 し て い る 間 に 現 れ る 腫 瘍 は 通 常
は 良 性 で あ る が 、 貴 重 な 移 植 臓 器 の 損 失 を し ば し ば 引 き 起 こ す 。 腫 瘍 ま た は 癌 に 特 異 的 な
抗 原 に 対 す る 抗 体 の 産 生 能 は 、 免 疫 系 に 見 ら れ る 個 体 差 に よ っ て 異 な る 場 合 が あ る 。 癌 か
ら 生 還 し た ヒ ト は 、 特 に 多 量 の 天 然 の 抗 癌 抗 体 を 保 有 し て い る 場 合 が あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】

診 断 物 質 の 場 合 と 同 様 に 、 癌 に 対 す る 治 療 的 タ ー ゲ テ ィ ン グ に 用 い る 物 質 と し て は 、 抗 体
、 抗 体 断 片 や 人 体 に 適 応 さ せ た 抗 体 以 外 に も 、 多 く の 薬 剤 が 利 用 可 能 で あ る こ と が 知 ら れ
て い る 。 癌 に 対 す る タ ー ゲ テ ィ ン グ に は 、 非 免 疫 原 性 の 許 容 さ れ る 物 質 を 用 い る こ と が 特
に 好 ま し い 。 癌 に 結 合 す る タ ー ゲ テ ィ ン グ 物 質 の 例 に は 、 癌 を 破 壊 ま た は 抑 制 す る 特 異 的
な 毒 性 、 細 胞 溶 解 性 ま た は 細 胞 調 節 性 の 薬 剤 も 含 ま れ る 。 癌 に 対 す る 治 療 的 タ ー ゲ テ ィ ン
グ に 用 い る 非 抗 体 分 子 は 、 本 発 明 の 癌 特 異 的 オ リ ゴ 糖 配 列 に 特 異 的 に 結 合 す る 分 子 を 包 含
す る こ と が 好 ま し く 、 こ の よ う な 結 合 性 の 分 子 （ 即 ち オ リ ゴ 糖 鎖 結 合 性 物 質 ） と し て は 、
は ア プ タ マ ー 、 レ ク チ ン 、 遺 伝 子 工 学 的 に 作 製 し た レ ク チ ン 、 LacdiNAc-構 造 を 認 識 す る
酵 素 （ 例 え ば グ リ コ シ ダ ー ゼ や グ リ コ シ ル 基 転 移 酵 素 ） お よ び 遺 伝 子 工 学 的 に 作 製 し た そ
れ ら の 異 型 が 挙 げ ら れ る 。 標 識 し た 細 菌 、 ウ イ ル ス ま た は 細 胞 、 あ る い は 重 合 体 の 表 面 で
あ っ て 、 そ の 構 造 を 認 識 す る 分 子 を 有 す る も の も 癌 に 対 す る 治 療 的 タ ー ゲ テ ィ ン グ に 用 い
る こ と が で き る 。 本 願 で 開 示 す る 癌 結 合 性 非 抗 体 物 質 は 、 癌 を 標 的 と す る 、 癌 に 対 し て 活
性 を 示 す プ ロ ド ラ ッ グ 、 あ る い は プ ロ ド ラ ッ グ を 癌 を 破 壊 し た り 抑 制 す る 活 性 化 毒 性 物 質
に 変 換 す る 酵 素 ま た は 他 の 物 質 の 標 的 と す る た め に も 用 い る こ と も で き る 。
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【 ０ ０ ３ ７ 】
本 発 明 は 特 に 、 本 発 明 の 癌 特 異 的 オ リ ゴ 糖 配 列 に 結 合 す る 物 質 お よ び 抗 体 を 用 い た 、 患 者
、 好 ま し く は ヒ ト の 患 者 、 の 胃 腸 器 系 疾 患 の 治 療 方 法 に 関 す る 。 ヒ ト の 胃 腸 器 系 で 用 い る
治 療 用 の 抗 体 は 、 動 物 に よ っ て 産 生 さ れ た 抗 体 、 例 え ば 家 畜 （ 具 体 的 に は 家 畜 用 反 芻 動 物
で あ る ウ シ 、 ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ ま た は ス イ ギ ュ ウ な ど ） の 乳 に 含 ま れ る 抗 体 や 、 鶏 卵 で 産 生 し
た 抗 体 で も よ い 。 公 知 の 方 法 に 従 っ て 、 動 物 を 癌 特 異 的 炭 水 化 物 結 合 体 に よ っ て 免 疫 す る
こ と が で き る 。 本 発 明 は 、 ヒ ト の 胃 腸 器 系 の 癌 の 抑 制 ま た は 破 壊 に 用 い る こ と が で き る 、
他 の 許 容 さ れ る 物 質 、 好 ま し く は 食 品 と し て 許 容 さ れ る タ ン パ ク 質 に も 関 し 、 こ の よ う な
物 質 の 具 体 例 に は 、 癌 特 異 的 オ リ ゴ 糖 配 列 に 特 異 的 な 植 物 レ ク チ ン が 含 ま れ る 。 本 発 明 は
、 胃 腸 器 系 に 存 在 す る 本 発 明 の 癌 特 異 的 オ リ ゴ 糖 配 列 を 認 識 す る 抗 体 を 含 む 、 機 能 性 食 品
お よ び 食 品 添 加 剤 に 関 し 、 さ ら に 本 発 明 は 、 食 品 と し て 許 容 さ れ る 他 の 物 質 （ 特 に 胃 腸 器
系 に 存 在 す る 癌 特 異 的 オ リ ゴ 糖 配 列 に 結 合 す る レ ク チ ン ） を 用 い た 機 能 性 食 品 ま た は 食 品
添 加 剤 に も 関 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
さ ら に 、 本 発 明 に よ る と 、 癌 特 異 的 オ リ ゴ 糖 配 列 あ る い は そ の 類 似 体 ま た は 誘 導 体 は 、 癌
細 胞 を 抑 制 す る か 排 除 す る た め の 免 疫 応 答 を 刺 激 す る た め に ヒ ト の 癌 ワ ク チ ン と し て 使 用
す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 治 療 は 必 ず し も 癌 を 根 治 し な い 場 合 も あ る が 、 腫 瘍 に よ る
負 担 を 軽 減 さ せ た り 、 癌 患 者 の 病 態 を 安 定 化 し 、 癌 の 転 移 能 も 低 下 さ せ る こ と が で き る 。
ワ ク チ ン と し て 用 い る た め に は 、 オ リ ゴ 糖 配 列 あ る い は そ の 類 似 体 ま た は 誘 導 体 を タ ン パ
ク 質 （ 例 え ば Ｂ Ｓ Ａ ま た は ス カ シ ガ イ （ keyhole limpet） ヘ モ シ ア ニ ン ） 、 脂 質 ま た は リ
ポ ペ プ チ ド 、 細 菌 の 毒 素 （ 例 え ば コ レ ラ 毒 素 ま た は 熱 不 安 定 毒 素 ） 、 ペ プ チ ド グ リ カ ン 、
免 疫 活 性 多 糖 、 あ る い は ワ ク チ ン 分 子 に 対 す る 免 疫 反 応 を 活 性 化 す る 他 の 分 子 、 細 胞 ま た
は 細 胞 調 製 物 に 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 癌 ワ ク チ ン は 、 医 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 お よ び
所 望 に よ り ア ジ ュ バ ン ド を さ ら に 包 含 し て も よ い 。 適 切 な 担 体 ま た は ア ジ ュ バ ン ド は 、 例
え ば 免 疫 応 答 を 刺 激 す る こ と が 知 ら れ て い る 脂 質 で あ る 。 糖 類 あ る い は そ の 誘 導 体 ま た は
類 似 体 、 好 ま し く は 該 糖 類 の 結 合 体 は 、 少 な く と も 一 種 の 許 容 さ れ る ア ジ ュ バ ン ド 分 子 と
共 に 癌 患 者 に 注 射 あ る い は 粘 膜 的 （ 例 え ば 経 口 的 ま た は 経 鼻 的 ） に 投 与 す る こ と が で き る
。 癌 ワ ク チ ン は 、 癌 に 対 す る 治 療 方 法 に お い て 薬 剤 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の よ
う な 方 法 は 、 ヒ ト の 患 者 の 治 療 に 用 い る こ と が 好 ま し い 。 ま た 、 こ の 治 療 方 法 は 、 免 疫 抑
制 剤 療 法 を 受 け て い る か 、 免 疫 不 全 に 陥 っ て い る 患 者 の 癌 の 治 療 に 用 い る こ と が 好 ま し い
。
【 ０ ０ ３ ９ 】
さ ら に 、 癌 特 異 的 オ リ ゴ 糖 配 列 あ る い は そ の 類 似 体 ま た は 誘 導 体 を 包 含 す る 、 癌 治 療 用 医
薬 組 成 物 を 製 造 す る こ と が で き る 。 該 医 薬 組 成 物 は 、 ヒ ト の 患 者 の 治 療 に 用 い る こ と が 好
ま し い 。 免 疫 抑 制 剤 療 法 を 受 け て い る か 、 免 疫 不 全 に 陥 っ て い る 患 者 の 癌 の 治 療 に 該 医 薬
組 成 物 を 用 い る こ と が 好 ま し い 。 上 記 の 治 療 方 法 ま た は 医 薬 組 成 物 は 、 本 発 明 の 癌 特 異 的
オ リ ゴ 糖 配 列 を 発 現 し て い る と 診 断 さ れ た 癌 の 治 療 に 用 い る こ と が 特 に 好 ま し い 。 治 療 方
法 ま た は 医 薬 組 成 物 は 、 癌 の 治 療 の た め の 他 の 治 療 方 法 ま た は 医 薬 組 成 物 と 共 に 用 い る こ
と が で き る 。 他 の 治 療 方 法 や 医 薬 組 成 物 に は 、 細 胞 成 長 抑 止 剤 、 抗 血 管 形 成 薬 、 抗 癌 タ ン
パ ク 質 （ 例 え ば イ ン タ ー フ ェ ロ ン ま た は イ ン タ ー ロ イ キ ン ） ま た は 放 射 線 療 法 が 含 ま れ る
こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
癌 の 診 断 お よ び 薬 剤 を 癌 に 対 し て タ ー ゲ テ ィ ン グ す る た め に 抗 体 を 用 い る 方 法 は 、 他 の 抗
原 や オ リ ゴ 糖 構 造 と 関 連 し て 開 示 さ れ て い る （ 米 国 特 許 第 4,851,511号 、 第 4,904,596号 、
第 5,874,060号 、 第 6,025,481号 、 第 5,795,961号 、 第 4,725,557号 、 第 5,059,520号 、 第 5,1
71,667号 、 第 5,173,292号 、 第 6,090,789号 、 第 5,708,163号 、 第 5,902,725号 お よ び 第 6,20
3,999号 ） 。 癌 特 異 的 オ リ ゴ 糖 を 癌 ワ ク チ ン と し て 用 い る こ と も 、 他 の オ リ ゴ 糖 配 列 に 関
連 し て 開 示 さ れ て い る （ 第 5,102,663号 、 第 5,660,834号 、 第 5,747,048号 、 第 5,229,289号
お よ び 第 6,083,929号 ） 。
【 ０ ０ ４ １ 】
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本 発 明 の 抗 原 性 物 質 は 、 担 体 に 結 合 す る こ と が で き る 。 オ リ ゴ 糖 を 一 価 ま た は 多 価 の 担 体
に 結 合 す る 方 法 は 当 業 界 で は 知 ら れ て い る 。 癌 特 異 的 オ リ ゴ 糖 配 列 あ る い は そ の 類 似 体 ま
た は 誘 導 体 を そ の 還 元 末 端 か ら 担 体 分 子 に 結 合 す る こ と が 好 ま し い 。 担 体 分 子 を 用 い る と
、 一 つ の 担 体 に 多 数 の 抗 原 性 物 質 分 子 を 結 合 す る こ と が で き る の で 、 免 疫 応 答 の 刺 激 お よ
び 抗 体 結 合 効 率 が 増 大 す る 。 最 適 な 抗 体 産 生 を 達 成 す る た め に は 、 分 子 量 が １ ０ ｋ Ｄ ａ よ
り も 大 き い 結 合 体 で 、 一 般 的 に １ ０ 個 を 超 え る オ リ ゴ 糖 配 列 を 担 持 し た も の を 用 い る こ と
が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
本 発 明 の オ リ ゴ 糖 配 列 は 、 グ リ コ シ ル 基 転 移 酵 素 に よ っ て 酵 素 的 に 合 成 す る か 、 あ る い は
グ リ コ シ ダ ー ゼ ま た は ト ラ ン ス グ リ コ シ ダ ー ゼ に よ っ て 触 媒 さ れ る ト ラ ン ス グ リ コ シ ル 化
反 応 で 合 成 す る こ と が で き る （ 文 献 と し て Ernst  ., 2000を 参 照 ） 。 こ れ ら の 酵 素 の
特 異 性 お よ び 補 因 子 の 必 要 性 に つ い て は 改 良 す る こ と が で き る 。 修 飾 さ れ た 特 定 の 酵 素 を
用 い て よ り 効 率 よ く 合 成 す る こ と も で き 、 例 え ば 、 グ リ コ シ ル 基 転 移 反 応 を 触 媒 す る が 、
グ リ コ シ ダ ー ゼ 反 応 は 触 媒 し な い 酵 素 を 得 る こ と が で き る 。 本 発 明 で 開 示 す る 糖 類 お よ び
糖 結 合 体 ま た は そ れ ら と 類 似 し た 化 合 物 の 有 機 合 成 も 知 ら れ て い る （ Ernst  ., 2000
） 。 炭 水 化 物 材 料 を 天 然 の 原 料 か ら 単 離 し て 、 化 学 的 ま た は 酵 素 学 的 に 修 飾 し て 本 願 で 開
示 す る 化 合 物 と す る こ と が で き る 。 種 々 の 反 芻 動 物 の 乳 か ら 天 然 の オ リ ゴ 糖 を 単 離 す る こ
と が で き る 。 グ リ コ シ ル 化 酵 素 を 発 現 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク な 生 物 、 例 え ば ウ シ や 微 生
物 も 糖 の 製 造 に 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 の オ リ ゴ 糖 配 列 は 、 所 望 に よ り 担 体 と 共 に 、
患 者 の 癌 の 治 療 に 適 当 な 医 薬 組 成 物 に 加 え る こ と が で き る 。 本 発 明 に よ っ て 治 療 す る こ と
の で き る 病 態 の 例 と し て は 、 本 発 明 の 癌 特 異 的 オ リ ゴ 糖 を 少 な く と も 一 種 発 現 し て い る 腫
瘍 か ら な る 癌 が 挙 げ ら れ る 。 治 療 可 能 な 癌 の 症 例 は 、 患 者 か ら 得 た 生 物 学 的 試 料 中 に 癌 特
異 的 オ リ ゴ 糖 配 列 の 存 在 を 検 出 す る こ と に よ っ て 発 見 す る こ と が で き る 。 該 試 料 と し て は
、 例 え ば 生 検 材 料 ま た は 血 液 試 料 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
LacdiNAc生 合 成 に 対 す る 特 異 的 な 阻 害 剤 に よ っ て 、 本 願 で 開 示 す る 癌 抗 原 の 形 成 を 阻 害 す
る こ と が で き る 。 こ の よ う な 阻 害 剤 と し て は 、 供 与 ヌ ク レ オ チ ド で あ る UDP-GalNAcの 類 似
体 を 用 い る こ と が で き る 。 グ リ コ シ ル 基 転 移 酵 素 に 対 す る 阻 害 性 類 似 体 を 製 造 す る 方 法 は
公 知 で あ る 。 阻 害 剤 は 、 LacdiNAcを 合 成 す る GalNAc-転 移 酵 素 に 特 異 的 で あ る こ と が 好 ま
し い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
ま た 、 実 質 的 に 非 抗 原 性 で あ る 、 化 学 的 お よ び ／ ま た は 酵 素 学 的 に 合 成 し た オ リ ゴ 価 ま た
は 多 価 の 、 本 発 明 の 癌 特 異 的 オ リ ゴ 糖 配 列 の 結 合 体 は 、 癌 細 胞 の 接 着 お よ び ／ ま た は 増 殖
の 防 止 に 用 い る こ と が で き る 。 そ れ は 、 結 合 体 が 抗 原 性 を 有 す る が 故 に 、 抗 体 に よ っ て 循
環 血 液 か ら 阻 害 性 オ リ ゴ マ ー ま た は ポ リ マ ー の 消 失 が 達 成 さ れ る 。 本 発 明 の 抗 原 性 物 質 の
例 は 上 記 し た 。 非 抗 原 性 多 糖 結 合 体 は 、 式 （ Ｉ Ｉ ） （ 但 し 、 式 中 の Ｘ 、 Ｙ お よ び Ｚ は 免 疫
原 性 で は な い も の と す る ） に し た が っ て 構 築 す る こ と が で き る 。 結 合 体 の 分 子 量 は ５ ０ キ
ロ ダ ル ト ン （ ｋ Ｄ ａ ） 未 満 で あ る こ と が 好 ま し く 、 １ ０ ｋ Ｄ ａ 未 満 で あ る こ と が さ ら に 好
ま し い 。 本 発 明 の オ リ ゴ 糖 配 列 は 、 非 タ ン パ ク 質 担 体 に 結 合 す る こ と も で き る 。 そ の 場 合
、 癌 特 異 的 オ リ ゴ 糖 配 列 を 非 免 疫 原 性 多 糖 に 結 合 す る こ と が 好 ま し く 、 結 合 体 の 分 子 量 が
１ ０ ｋ Ｄ ａ 未 満 で あ る こ と が 最 も 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
セ レ ク チ ン と 炭 水 化 物 と の 相 互 作 用 は 癌 転 移 を 仲 介 す る の で 、 LacdiNAc型 グ リ コ シ ル 化 産
物 に よ っ て 転 移 性 癌 細 胞 の 標 的 が 血 管 内 皮 上 に 存 在 す る セ レ ク チ ン 含 有 部 位 と な る 場 合 が
あ り 、 そ の よ う な 部 位 の 構 造 は 、 強 力 な セ レ ク チ ン リ ガ ン ド と し て 知 ら れ て い る （ Grinne
l  ., 1994; Jain  ., 1998） 。 LacdiNAc糖 類 は 、 Dell  . (1995)に 考 察 さ
れ て い る よ う に 、 免 疫 応 答 か ら 自 ら を 保 護 す る こ と の で き る 免 疫 調 節 活 性 を 有 す る 。 末 端
GalNAc残 基 は 、 肝 臓 の ア シ ア ロ 糖 タ ン パ ク 質 レ セ プ タ ー を 癌 細 胞 の 標 的 と す る こ と も で き
る （ Yang  ., 2000） 。 癌 細 胞 に お け る LacdiNAc生 合 成 を 阻 害 す る こ と に よ っ て 、 癌
の 転 移 能 お よ び 悪 性 度 を 低 下 さ せ る 。 本 発 明 は 特 に 、 癌 細 胞 の 転 移 能 を 阻 害 す る た め の 、
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LacdiNAc生 合 成 の 阻 害 に 関 す る 。 最 適 な 抗 原 性 エ ピ ト ー プ は 、 転 移 阻 害 剤 と し て は 設 計 さ
れ て い な い 。 正 常 な 免 疫 系 お よ び 白 血 球 機 能 に も 必 要 な セ レ ク チ ン 仲 介 細 胞 接 着 を 阻 害 し
な い よ う に 、 ワ ク チ ン 型 の ア プ ロ ー チ に お い て は 、 非 常 に 少 量 の LacdiNAc構 造 を 使 用 す る
。
【 ０ ０ ４ ６ 】
本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 他 の 物 質 、 例 え ば 不 活 性 な ベ ヒ ク ル ま た は 医 薬 的 に 許 容 さ れ る 担
体 や 保 存 剤 な ど の 公 知 の 物 質 を 包 含 し て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
本 発 明 の 抗 原 性 物 質 ま た は 医 薬 組 成 物 は 、 適 当 な 方 法 で 投 与 す れ ば よ い 。 治 療 用 抗 体 ま た
は ワ ク チ ン の 投 与 方 法 は 公 知 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
本 願 に お い て 「 治 療 」 と は 、 疾 患 ま た は 病 態 を 治 癒 ま た は 改 善 す る た め の 治 療 と 、 疾 患 ま
た は 病 態 の 発 症 を 予 防 す る た め の 治 療 の 両 方 を 意 味 す る 。 治 療 は 急 性 的 ま た は 慢 性 的 に 行
う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
本 願 に お い て 「 患 者 」 と は 、 本 発 明 に よ る 治 療 を 必 要 と す る い か な る 哺 乳 類 も 意 味 す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
癌 特 異 的 オ リ ゴ 糖 ま た は 本 発 明 の 癌 特 異 的 オ リ ゴ 糖 を 特 異 的 に 認 識 す る 化 合 物 を 診 断 ま た
は 型 の 同 定 に 用 い る 場 合 、 例 え ば 、 オ リ ゴ 糖 ま た は 化 合 物 は プ ロ ー ブ や テ ス ト ス テ ィ ッ ク
に 含 ま れ て い て も よ く 、 所 望 に よ り 、 テ ス ト キ ッ ト の 一 部 を 構 成 し て も よ い 。 こ の よ う な
プ ロ ー ブ や テ ス ト ス テ ィ ッ ク が 、 癌 患 者 か ら 得 た 抗 体 を 包 含 す る 試 料 あ る い は 患 者 の 癌 細
胞 ま た は 癌 組 織 と 接 触 す る と 、 癌 陽 性 試 料 の 成 分 は プ ロ ー ブ ま た は テ ス ト ス テ ィ ッ ク に 結
合 し 、 試 料 か ら 取 り 出 さ れ て さ ら に 分 析 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
本 願 に お い て 「 癌 」 と は 、 「 腫 瘍 」 ま た は 「 癌 細 胞 」 を 意 味 す る 。 「 腫 瘍 」 は 、 固 形 の 多
細 胞 腫 瘍 組 織 を 意 味 す る 。 さ ら に 、 本 願 に お い て 「 腫 瘍 」 は 、 前 悪 性 状 態 の 組 織 で あ っ て
、 固 形 腫 瘍 に 分 化 し 、 癌 に 特 異 的 な 特 徴 を 有 す る も の を 意 味 す る 。 本 願 に お い て 「 腫 瘍 」
と い う 用 語 は 、 白 血 病 の よ う な 単 一 細 胞 癌 、 培 養 し た 癌 細 胞 、 ま た は そ の よ う な 細 胞 の ク
ラ ス タ ー を 意 味 す る も の で は な い 。 本 願 に お い て 「 癌 細 胞 」 と い う 表 現 は 、 腫 瘍 内 の 細 胞
、 単 一 癌 細 胞 （ 例 え ば 白 血 病 細 胞 ） ま た は そ の 他 の い か な る 種 類 の 悪 性 細 胞 を も 意 味 し 、
悪 性 細 胞 は 癌 ま た は 腫 瘍 に 分 化 す る も の で 、 癌 の 特 徴 ま た は 癌 特 異 的 な 特 徴 を 有 す る も の
で あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】

末 端 LacdiNAcエ ピ ト ー プ は 、 多 量 の β ４ － ガ ラ ク ト シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ 例 え ば 市 販
の ウ シ 乳 ガ ラ ク ト シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ） お よ び 受 容 体 に 対 し て 過 剰 モ ル 量 の UDP-GalN
Acを 用 い て 合 成 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 UDP-GalNAcと GlcNAcβ 3Galβ 4Glcを 比 較 的 多
量 の β ４ － ガ ラ ク ト シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ と 共 に Nyame  . (2000)の 記 載 の よ う に
イ ン キ ュ ベ ー ト す る と 、 GalNAcβ 4GlcNAcβ 3Galβ 4Glcが 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
上 記 の 反 応 は 、 UDP-GalNAcか ら 効 率 的 に GalNAcを 転 移 す る こ と の で き る 新 規 な 組 換 え 型 ガ
ラ ク ト シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ に よ っ て 行 う こ と も で き る （ Ramakrishnan  ., 2001
） 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
GalNAcβ 4GlcNAcエ ピ ト ー プ ま た は そ の シ ア リ ル 化 誘 導 体 （ NeuNAcα 3GalNAcβ 4GlcNAc）
を 数 種 類 の α ３ － フ コ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ に よ っ て フ コ シ ル 化 す る こ と が 可 能 で あ り
、 例 え ば 、 Bergwerff  . (1993)の 記 載 と 実 質 的 に 同 様 に ヒ ト 乳 か ら 得 た フ コ シ ル ト
ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ に よ っ て フ コ シ ル 化 し た り 、 フ コ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ Ｖ Ｉ に よ っ て
フ コ シ ル 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
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本 発 明 は 、 酵 素 学 的 合 成 の 新 規 な 経 路 に も 関 す る 。 こ れ ら の 経 路 は 、 lacdiNAc構 造 、 関 連
構 造 お よ び そ れ ら の 類 似 体 の 製 造 に  で 用 い る こ と が で き る 。 ヘ キ ソ サ ミ ン に 対 す
る グ リ コ シ ダ ー ゼ 反 応 お よ び グ リ コ シ ダ ー ゼ 反 応 に 用 い る ヘ キ ソ サ ミ ン 供 与 体 に つ い て は
、 従 来 技 術 に 記 載 が あ る 。 本 発 明 は 、 通 常 、 末 端 Gal残 基 や GalNAc残 基 な ど を 含 む 受 容 体
構 造 を 使 用 す る 種 々 の グ リ コ シ ル 基 転 移 酵 素 の た め の 受 容 体 と し て 、 末 端 ヘ キ ソ サ ミ ン 、
特 に ガ ラ ク ト サ ミ ン お よ び GalNβ 4Glc(NAc)末 端 構 造 を 用 い る 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
上 記 の 反 応 は こ れ ま で 報 告 さ れ て お ら ず 、 負 に 電 位 を 帯 び た ヌ ク レ オ チ ド 糖 供 与 体 の 近 傍
に 存 在 す る 正 に 電 位 を 帯 び た ア ミ ン 基 が 反 応 を 阻 害 し て い る と 考 え ら れ て い た 。 電 荷 を 帯
び た ア ミ ノ 基 は 、 受 容 体 の ２ 位 の 水 酸 基 を 必 要 と す る 酵 素 に よ る 認 識 を 阻 害 す る か 、 ま た
は 酵 素 の 活 性 部 位 に 対 す る 望 ま し く な い 不 可 逆 的 結 合 を 生 じ る と も 考 え ら れ て い た 。 本 発
明 は 、 新 規 な グ リ コ シ ル 基 転 移 酵 素 反 応 が 可 能 で あ り 、 こ の よ う な 反 応 は 哺 乳 類 の グ リ コ
シ ル 基 転 移 酵 素 に よ っ て も 可 能 で あ る こ と を 初 め て 開 示 す る 。 グ リ コ シ ダ ー ゼ 触 媒 反 応 と
比 較 し て 、 グ リ コ シ ル 基 転 移 酵 素 反 応 は 、 通 常 、 一 対 の 供 与 体 お よ び 受 容 体 物 質 か ら 一 種
類 の 生 成 物 の み を 形 成 す る と い っ た 特 異 性 を 示 す が 、 一 方 、 グ リ コ シ ダ ー ゼ 触 媒 に よ る グ
リ コ シ ル 基 転 移 反 応 は 、 一 般 的 に 数 種 類 の 生 成 物 を 生 じ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
以 前 か ら 、 Gal受 容 体 を 用 い る 酵 素 に 強 制 的 に GalNAcを 使 用 さ せ る こ と に よ っ て 、 lacdiNA
c誘 導 体 は 合 成 さ れ て い た 。 こ の よ う な 方 法 の 収 率 は 一 般 的 に 非 常 に 低 い 。 あ る 種 の 転 移
酵 素 を 用 い た 反 応 の 中 に は 、 末 端 GalNAcを 用 い た 反 応 よ り も 効 率 の 悪 い も の も あ る が 、 ア
ミ ン 基 の 存 在 は 、 天 然 Gal/GalNAc配 列 の ア ミ ン 誘 導 体 ま た は 類 似 体 の 特 異 的 な 合 成 を 可 能
に す る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
新 規 な 反 応 は 、 悪 性 腫 瘍 ま た は 疾 患 に 関 連 す る 新 規 な 抗 原 性 構 造 の 潜 在 的 な 生 合 成 経 路 も
明 ら か に し た 。 こ の よ う な 抗 原 性 構 造 は 正 常 な 組 織 か ら は 特 徴 付 け る こ と の で き な い も の
で あ る 。 特 に 、 新 規 な 血 液 型 関 連 抗 原 は 、 天 然 の グ リ コ シ ル 化 酵 素 に よ っ て 製 造 さ れ て い
る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
好 ま し い 反 応 と し て は 、 末 端 ヘ キ ソ サ ミ ン （ よ り 好 ま し く は ガ ラ ク ト サ ミ ン ） の ３ 位 、 ４
位 ま た は ６ 位 に 対 す る グ リ コ シ ル 基 転 移 反 応 が 挙 げ ら れ 、 ガ ラ ク ト サ ミ ン の ３ 位 ま た は ６
位 に 対 す る 反 応 が 更 に 好 ま し く 、 ガ ラ ク ト サ ミ ン の ３ 位 に 対 す る 反 応 が 最 も 好 ま し い 。 好
ま し い 反 応 の 具 体 例 に は 、 次 の 反 応 が 含 ま れ る ： α ３ － シ ア リ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 反 応
、 α ６ － シ ア リ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 反 応 、 α ３ － ガ ラ ク ト シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 反 応
、 α ３ － Ｎ － ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ニ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 反 応 、 α ３ － ガ ラ ク ト サ ミ ニ
ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 反 応 、 β ３ － Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ニ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 反 応
、 β ６ － Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ニ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 反 応 、 β ３ － Ｎ － ア セ チ ル ガ ラ
ク ト サ ミ ニ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 反 応 お よ び β ３ － グ ル ク ロ ニ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 反 応
。 最 も 好 ま し い 反 応 は α ３ － シ ア リ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 反 応 、 α ３ － ガ ラ ク ト サ ミ ニ ル
ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 反 応 お よ び α ３ － ガ ラ ク ト シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 反 応 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
好 ま し い 合 成 反 応 は 下 記 式 （ Ｉ Ｉ Ｉ ） で 表 さ れ る 反 応 で あ る 。
SAC-供 与 体 　 ＋ 　 GalNβ 3/4　 → 　 SACyxGalNβ 3/4　 　 （ Ｉ Ｉ Ｉ ）
［ 式 中 、
ｙ は α － ま た は β － 結 合 で あ り 、
ｘ は 各 々 独 立 し て ３ 位 、 ４ 位 ま た は ６ 位 の 結 合 位 置 を 表 し 、
GalNβ 3/4は 、 ヘ キ ソ ー ス 、 ヘ キ ソ サ ミ ン ま た は ヘ キ ソ サ ミ ン 誘 導 体 、 好 ま し く は Gal、 Ga
lN、 GalNAc、 Glc、 GlcNま た は GlcNAc、 に β ３ － ま た は β ４ － 結 合 し て い る 非 還 元 末 端 Gal
Nを 表 し 、 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 GalNβ 4は 非 還 元 末 端 構 造 （ GalNβ 4GlcNAcま た は Gal
Nβ 4Glc） の 一 部 で あ る 、 例 え ば 、 GalNβ 4GlcNAcβ 3Galβ 4Glcで あ り 、
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Ｓ Ａ Ｃ は シ ア ル 酸 ま た は 下 記 式 で 表 さ れ る 糖 残 基 を 表 し 、
Hex(A) s 1 [N(Ac) s 2 ] s 3
（ 式 中 、 Hexは Galま た は Glcで あ り 、 ｓ １ 、 ｓ ２ お よ び ｓ ３ は 各 々 独 立 に ０
ま た は １ の 整 数 で あ り 、 但 し ｓ １ が １ で あ る 場 合 に は 、 ｓ ３ は ０ で あ る ）
上 記 式 中 の ｓ １ が １ で あ る 場 合 に は 、 Ｓ Ａ Ｃ で 表 さ れ る 構 造 は ヘ キ ス ロ ン 酸 構 造 、 好 ま し
く は GlcA、 を 含 み ； ｓ ３ が １ で あ り 、 且 つ 、 ｓ ２ が １ で あ る 場 合 に は 、 Ｓ Ａ Ｃ で 表 さ れ る
構 造 は GlcNAcま た は GalNAcを 含 み ； そ し て 、 ｓ ２ が ０ で あ る 場 合 に は 、 Ｓ Ａ Ｃ で 表 さ れ る
構 造 は GalNま た は GlcNを 含 ん で い る 。 ］
【 ０ ０ ６ １ 】
さ ら に 、 本 発 明 は 下 記 式 （ Ｉ Ｖ ） で 表 さ れ る 新 規 な 炭 水 化 物 に 関 す る 。
Gal[N(Am) s 2 ] s 3 α 3GalN(Am) s 2 β 3/4　 　 　 　 （ Ｉ Ｖ ）
（ 式 中 、
Ａ ｍ は ア ミ ン 基 の 誘 導 残 基 で あ る が 、 但 し 、 Ａ ｍ は ア セ チ ル （ Ａ ｃ ） 基 ま た は イ ミ ド 基 で
は な く 、 好 ま し く は GalN残 基 と カ ル ボ ン 酸 を 形 成 す る ア ミ ド 基 、 例 え ば 、 ホ ル ム ア ミ ド 、
プ ロ ピ オ ン 酸 ア ミ ド 、 他 の ア ル キ ル ア ミ ド 、 カ ル ボ ン 酸 を 含 む シ ク ロ ヘ キ サ ン ラ ジ カ ル の
ア ミ ド な ど の 環 状 ア ミ ド 、 お よ び 安 息 香 酸 の ア ミ ド 基 の よ う な 芳 香 族 炭 化 水 素 の ア ミ ド 基
で あ り 、
ｓ ２ お よ び ｓ ３ は 各 々 独 立 に ０ ま た は １ の 整 数 で あ る 。 ）
ア セ チ ル 基 は 天 然 の オ リ ゴ 糖 配 列 に 存 在 す る の で 、 上 記 式 で 表 さ れ る 類 似 体 に お い て は 好
ま し く な い 。 ま た 、 嵩 高 い イ ミ ド 基 （ 例 え ば フ タ ル イ ミ ド 基 ） は 、 類 似 体 の 立 体 構 造 を 必
要 以 上 に 変 え て し ま う 大 き な 官 能 基 で あ る た め に 好 ま し く な い 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
さ ら に 好 ま し い 炭 水 化 物 と し て は 、 次 の 末 端 オ リ ゴ 糖 配 列 が 挙 げ ら れ る ： Gal[N(Am) s 2 ] s 3
α 3GalN(Am) s 2 β 4GlcNAcお よ び Gal[N(Am) s 2 ] s 3 α 3GalN(Am) s 2 β 4Glc。 最 も 好 ま し い 末 端
オ リ ゴ 糖 配 列 と し て は 、 次 の 配 列 が 挙 げ ら れ る ： Galα 3GalN(Am) s 2 β 4GlcNAc、 Galα 3Gal
N(Am) s 2 β 4Glc、 Galα 3GalNβ 4GlcNAcお よ び Galα 3GalNβ 4Glc。
【 ０ ０ ６ ３ 】
新 規 な 炭 水 化 物 は 、 特 に 抗 原 と し て 使 用 し た り 、 免 疫 に 用 い る の に 有 用 で あ る 。 希 少 な 、
大 部 分 が 非 天 然 ま た は 病 原 性 関 連 の 炭 水 化 物 は 、 関 連 構 造 も 認 識 す る 抗 体 の 製 造 を 誘 導 す
る た め の 免 疫 原 と し て 有 用 で あ る 。 ア ミ ン 含 有 炭 水 化 物 は 、 更 な る 類 似 体 を 製 造 す る た め
の 出 発 物 質 や 、 グ リ コ シ ダ ー ゼ の 基 質 お よ び ／ ま た は 阻 害 剤 の 候 補 物 質 、 動 物 の ま た は 植
物 の レ ク チ ン に 結 合 す る 天 然 オ リ ゴ 糖 配 列 の 類 似 体 の 候 補 物 質 と し て 有 用 で も あ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
本 発 明 は 、 UDP-GalNを ま ず 受 容 体 （ 例 え ば GlcNAc、 グ ル コ ー ス あ る い は 非 還 元 末 端 の GlcN
Acま た は グ ル コ ー ス ） に 転 移 す る 反 応 と 、 同 じ 反 応 容 器 内 で UDP-GalNの GalNを 受 容 体 の ３
位 、 ４ 位 ま た は ６ 位 、 好 ま し く は ３ 位 ま た は ６ 位 、 最 も 好 ま し く は ３ 位 、 に 修 飾 す る 反 応
の 二 つ を 組 み 合 わ せ た 反 応 に も 関 す る 。 他 の 反 応 の 組 み 合 わ せ に お い て は 、 二 種 の グ リ コ
シ ル 基 転 移 酵 素 を 使 用 す る こ と で 、 主 要 な 反 応 系 中 で UDP-GalNの 合 成 も 同 時 に 行 う こ と が
で き る 。 反 応 に 用 い る た め の UDP-GalNを  で 製 造 す る 方 法 は す で に 報 告 さ れ て い る
。
【 ０ ０ ６ ５ 】
本 発 明 に お い て は 、 GalN1-リ ン 酸 お よ び UDP-Glcか ら UDP-GalNを 作 製 す る 単 純 な 方 法 が 好
ま し い 。 lacdiNAc型 構 造 の 合 成 に 関 す る 好 ま し い 態 様 に は 、 ヘ キ ソ サ ミ ン の Ｎ － ア セ チ ル
化 に よ っ て Ｎ － ア セ チ ル ヘ キ ソ サ ミ ン を 得 る 反 応 （ 例 え ば GalNか ら GalNAcを 得 る 反 応 ） が
含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
好 ま し い 態 様 に お い て は 、 Ｎ － ア セ チ ル ヘ キ ソ サ ミ ン ま た は ヘ キ ソ ー ス を 含 有 す る オ リ ゴ
糖 の 類 似 体 が 製 造 さ れ 、 lacdiNAc類 似 体 が 製 造 さ れ る こ と が よ り 好 ま し い 。 本 発 明 は 、 ヘ
キ ソ サ ミ ン の ア ミ ン 誘 導 体 の 製 造 に も 関 し 、 ヘ キ ソ サ ミ ン の 好 ま し い ア ミ ン 類 似 体 ま た は
誘 導 体 に は 、 ホ ル ム ア ミ ド 、 プ ロ ピ オ ン 酸 ア ミ ド 、 他 の ア ル キ ル ア ミ ド 、 カ ル ボ ン 酸 を 含

10

20

30

40

50

(18) JP 2005-500057 A 2005.1.6

in situ



む シ ク ロ ヘ キ サ ン ラ ジ カ ル の ア ミ ド な ど の 環 状 ア ミ ド 、 お よ び 安 息 香 酸 の ア ミ ド 基 の よ う
な 芳 香 族 炭 化 水 素 の ア ミ ド 基 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
好 ま し い 態 様 に お い て は 、 ヘ キ ソ サ ミ ン は グ リ コ シ ル 基 転 移 酵 素 に よ っ て ヘ キ ソ サ ミ ン に
転 移 さ れ 、 よ り 好 ま し く は ガ ラ ク ト サ ミ ン が ガ ラ ク ト サ ミ ン に 転 移 さ れ 、 さ ら に 好 ま し く
は 、 GalNα 3GalNβ 4GlcNAcが 形 成 さ れ る 。 こ の 物 質 は ア ミ ノ 基 の 誘 導 に よ っ て GalNAcα 3G
alNAcβ 4GlcNAcま た は 本 発 明 で 定 義 し た 類 似 体 に さ ら に 修 飾 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
別 の 態 様 に お い て は 、 UDP-GalNを α － ガ ラ ク ト シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ま た は α － GalNAc
ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 好 ま し く は α ３ － ガ ラ ク ト シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ に よ っ て 、 Gal
β -末 端 を 有 す る 受 容 体 に 転 移 す る 。 ア ミ ン 基 は 、 Ｎ － ア セ チ ル 基 ま た は 誘 導 ア ミ ン 基 を
含 む 類 似 体 に さ ら に 誘 導 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 方 法 で 得 ら れ る 生 成 物 の 例 と し て
は GalNAcα 3Galβ 4GlcNAc、 GalNα 3Galβ 4GlcNAc、 GalNAcα 3(Fucα 2)Galβ 4、 GalNα 3(F
ucα 2)Galβ 4、 GalNAcα 3(Fucα 2)Galβ 3、 GalNα 3(Fucα 2)Galβ 3、 GalNAcα 3(Fucα 2)G
alβ 4GlcNAcお よ び GalNα 3(Fucα 2)Galβ 4GlcNAcが 挙 げ ら れ 、 こ れ ら は ヒ ト Ａ ／ Ｂ 血 液 型
抗 原 の 末 端 構 造 お よ び 類 似 体 に 相 当 す る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
さ ら に 本 発 明 は 、 下 記 式 （ Ｖ ） で 表 さ れ る 新 規 な 炭 水 化 物 に 関 す る 。
GalN(Am) r 1 α 3(Fucα 2) r 2 Galβ 3/4　 　 　 　 （ Ｖ ）
（ 式 中 、
ｒ １ お よ び ｒ ２ は 各 々 独 立 に ０ ま た は １ の 整 数 で あ り 、
Ａ ｍ は ア ミ ン 基 の 誘 導 残 基 で あ る が 、 但 し 、 Ａ ｍ は ア セ チ ル （ Ａ ｃ ） 基 ま た は イ ミ ド 基 で
は な く 、 好 ま し く は GalN残 基 と カ ル ボ ン 酸 を 形 成 す る ア ミ ド 基 、 例 え ば 、 ホ ル ム ア ミ ド 、
プ ロ ピ オ ン 酸 ア ミ ド 、 他 の ア ル キ ル ア ミ ド 、 カ ル ボ ン 酸 を 含 む シ ク ロ ヘ キ サ ン ラ ジ カ ル の
ア ミ ド な ど の 環 状 ア ミ ド 、 お よ び 安 息 香 酸 の ア ミ ド 基 の よ う な 芳 香 族 炭 化 水 素 の ア ミ ド 基
で あ る 。 ）
ア セ チ ル 基 は 天 然 の オ リ ゴ 糖 配 列 に 存 在 す る の で 、 上 記 式 で 表 さ れ る 炭 水 化 物 に お い て は
好 ま し く な い 。 ま た 、 嵩 高 い イ ミ ド 基 （ 例 え ば フ タ ル イ ミ ド 基 ） は 、 類 似 体 の 立 体 構 造 を
必 要 以 上 に 変 え て し ま う 大 き な 官 能 基 で あ る た め に 好 ま し く な い 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
さ ら に 好 ま し い 炭 水 化 物 と し て は 、 以 下 の 末 端 オ リ ゴ 糖 配 列 が 挙 げ ら れ る ：
GalNα 3Galβ 4GlcNAcお よ び GalNα 3Galβ 4Glc；
GalNα 3(Fucα 2)Galβ 4GlcNAcお よ び GalNα 3(Fucα 2)Galβ 4Glc；
GalNAmα 3(Fucα 2)Galβ 4GlcNAcお よ び GalNAmα 3(Fucα 2)Galβ 4Glc； な ら び に
GalNAmα 3Galβ 4GlcNAcお よ び GalNAmα 3Galβ 4Glc。
最 も 好 ま し い 炭 水 化 物 と し て は 、 以 下 の 末 端 オ リ ゴ 糖 配 列 が 挙 げ ら れ る ：
GalNAmα 3(Fucα 2)Galβ 4GlcNAcお よ び GalNAmα 3(Fucα 2)Galβ 4Glc； な ら び に
GalNAmα 3Galβ 4GlcNAcお よ び GalNAmα 3Galβ 4Glc。
【 ０ ０ ７ １ 】
新 規 な 炭 水 化 物 は 、 特 に 抗 原 と し て 使 用 し た り 、 免 疫 に 用 い る の に 有 用 で あ る 。 希 少 な 、
大 部 分 が 非 天 然 ま た は 病 原 性 関 連 の 炭 水 化 物 は 、 関 連 構 造 も 認 識 す る 抗 体 の 製 造 を 誘 導 す
る た め の 免 疫 原 と し て 有 用 で あ る 。 ア ミ ン 含 有 炭 水 化 物 は 、 更 な る 類 似 体 を 製 造 す る た め
の 出 発 物 質 や 、 グ リ コ シ ダ ー ゼ の 基 質 お よ び ／ ま た は 阻 害 剤 の 候 補 物 質 、 動 物 の ま た は 植
物 の レ ク チ ン に 結 合 す る 天 然 オ リ ゴ 糖 配 列 の 類 似 体 の 候 補 物 質 と し て 有 用 で も あ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
本 発 明 は 、 特 に 本 発 明 で 開 示 す る 新 規 な 物 質 を 用 い た 免 疫 方 法 な ら び に 本 発 明 で 開 示 す る
物 質 に 結 合 す る レ ク チ ン お よ び 抗 体 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に 関 す る 。 具 体 的 に は 、 本 発 明
は 、 血 液 型 抗 原 に 結 合 す る 抗 体 や 関 連 し た 抗 体 の 特 異 性 を 判 断 す る た め の ス ク リ ー ニ ン グ
に 関 す る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
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本 発 明 は 、 特 に 口 腔 癌 の 診 断 お よ び ／ ま た は 治 療 に 関 し 、 該 口 腔 癌 と し て は 、 本 発 明 の オ
リ ゴ 糖 配 列 を 発 現 す る 喉 頭 癌 ま た は 白 血 病 型 の 癌 が 好 ま し い 。 ま た 、 本 発 明 は 、 特 に 本 願
で 開 示 す る lacdiNAc構 造 を そ の 表 面 に 発 現 す る 全 て の 種 類 の 癌 に 対 す る 、 本 発 明 の 治 療 に
も 関 す る 。 他 の 一 つ の 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 通 常 lacdiNAc配 列 を 含 む タ ン
パ ク 質 を 発 現 お よ び 分 泌 す る 組 織 の 癌 の 治 療 に 関 し 、 そ の よ う な 組 織 と し て は 糖 タ ン パ ク
質 ホ ル モ ン 分 泌 組 織 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
糖 脂 質 お よ び 炭 水 化 物 の 命 名 は 、 Ｉ Ｕ Ｐ Ａ Ｃ － Ｉ Ｕ Ｂ 生 化 学 命 名 委 員 会 の 推 奨 す る 命 名 法
（ Carbohydrate Res. 1998, 312, 167; Carbohydrate Res. 1997, 297, 1; Eur. J. Bioc
hem. 1998, 257, 29） に 従 っ た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
Gal、 Glc、 GlcNAc お よ び  NeuNAcは Ｄ 型 で あ り 、 Fucは Ｌ 型 で あ り 、 全 て の 単 糖 残 基 は ピ
ラ ノ ー ス 環 構 造 で あ る も の と す る 。 グ ル コ サ ミ ン は GlcNと 示 し 、 ガ ラ ク ト サ ミ ン は GalNと
示 す 。 グ リ コ シ ド 結 合 は 略 記 で 示 す 場 合 と 正 式 名 称 で 示 す 場 合 と あ り 、 NeuNAc残 基 の α ３
お よ び α ６ 結 合 は そ れ ぞ れ α ２ － ３ お よ び α ２ － ６ 結 合 と 同 じ で あ る 。 β １ － ３ 、 β １ －
４ お よ び β １ － ６ 結 合 は そ れ ぞ れ β ３ 、 β ４ お よ び β ６ と 略 す こ と が で き る 。 ラ ク ト サ ミ
ン 、 Ｎ － ア セ チ ル ラ ク ト サ ミ ン ま た は Galβ 3/4GlcNAcは 、 １ 型 構 造 残 基 Galβ 3GlcNAcお よ
び ２ 型 構 造 残 基 Galβ 1-4GlcNAcの い ず れ か を 示 し 、 シ ア ル 酸 は Ｎ － ア セ チ ル ノ イ ラ ミ ン 酸
ま た は NeuNAcで あ り 、 Lacは ラ ク ト ー ス を 示 し 、 Cerは セ ラ ミ ド を 示 す 。 SAは シ ア ル 酸 、 例
え ば NeuNAcを 示 す 。 本 発 明 の 癌 関 連 二 糖 配 列 で あ る GalNAcβ 4GlcNAcは lacdiNAcま た は Lac
diNAcと 略 す 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
本 発 明 を 以 下 の 実 施 例 に よ っ て さ ら に 説 明 す る が 、 こ れ ら は 本 発 明 の 範 囲 を 限 定 す る も の
で は な い 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ７ ７ 】
実 施 例 １

MMP-9の 単 離
一 連 の Ｃ Ｍ － セ ル ロ ー ス （ Ｃ Ｍ － ５ ２ ） ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー と 続 く DEAE/REDセ フ ァ ロ ー ス
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 、 U-937細 胞 か ら MMP-9を 単 離 し た （ Saarinen  ., 1999
） 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
MMP-9の ４ － ビ ニ ル ピ リ ジ ン ア ル キ ル 化
MMP-9の 濃 縮 ・ 脱 塩 を 、 Poros T M Ｒ ２ カ ラ ム （ ２ ． １ × １ ５ ０ ｍ ｍ ） を 用 い 、 ア セ ト ニ ト リ
ル の 直 線 グ ラ ジ エ ン ト （ ０ ． １ ％ ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 溶 液 、 １ ５ 分 間 で ３ ～ １ ０ ０ ％ ） で 溶
出 す る 逆 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Ｒ Ｐ － Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ ） で 行 っ た 。 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー は 流 速
１ ｍ ｌ ／ 分 で 行 い 、 MMP-9の 溶 出 を ２ １ ４ ｎ ｍ に お け る 紫 外 線 吸 収 度 で モ ニ タ ー し た 。 溶
出 し た MMP-9は 真 空 乾 燥 し 、 以 下 の ア ル キ ル 化 に 付 し た 。 MMP-9 試 料 を ６ Ｍ グ ア ジ ン 塩 酸
と ２ ｍ Ｍ  Ｅ Ｄ Ｔ Ａ を 含 む ０ ． ５ Ｍ ト リ ス （ ｐ Ｈ ７ ． ５ ） 溶 液 ８ ０ μ ｌ に 溶 解 し 、 ５ μ ｌ
の ０ ． ６ Ｍ  Ｄ Ｔ Ｔ を 添 加 し て 還 元 し 、 室 温 で ２ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 還 元 後 、 １
μ ｌ の ４ － ビ ニ ル ピ リ ジ ン を 加 え 、 続 い て 室 温 で １ ５ 分 間 ア ル キ ル 化 反 応 を 行 っ た 。 反 応
は ５ μ ｌ の ０ ． ６ Ｍ  Ｄ Ｔ Ｔ を 添 加 す る こ と で 停 止 し 、 ア ル キ ル 化 し た MMP-9を 得 た 。 得 ら
れ た ア ル キ ル 化 し た MMP-9は 上 述 の よ う に Ｒ Ｐ － Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ で 直 ち に 脱 塩 し た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
ト リ プ シ ン 消 化
２ ． ５ μ ｌ （ １ ０ ０ ｐ ｍ ｏ ｌ ） の ア ル キ ル 化 MMP-9を 真 空 乾 燥 し 、 ４ ０ μ ｌ の １ ． ６ ６ ｎ
ｇ ／ μ ｌ ト リ プ シ ン （ シ ー ク エ ン シ ン グ 用 グ レ ー ド 、 Promega社 製 ） 含 有 ５ ０ ｍ Ｍ 二 炭 酸
ア ン モ ニ ウ ム 緩 衝 液 に 溶 解 し た 。 消 化 は ３ ７ ℃ で 一 晩 行 っ た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
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質 量 分 析 法
Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ  Ｍ Ｓ は 、 波 長 が ３ ３ ７ ｎ ｍ の 窒 素 レ ー ザ ー を 備 え た Biflex飛 行 時 間
型 装 置 （ ド イ ツ 国 、 Bruker Franzen Analytik社 製 ） で 行 っ た 。 総 MMP-9 Ｎ － グ リ カ ン の
み な ら ず 、 Ｎ Ｄ Ｖ シ ア リ ダ ー ゼ 反 応 産 物 も 、 リ ニ ア 型 の 陽 イ オ ン 遅 延 引 き 出 し モ ー ド （ li
near positive ion delayed extraction mode） に お い て 、 ２ ， ４ ， ６ － ト リ ヒ ド ロ キ シ
ア セ ト フ ェ ノ ン （ Fluka Chemie AG社 製 、 ３ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ 、 溶 媒 は ア セ ト ニ ト リ ル ／ ２ ０ ｍ
Ｍ  ク エ ン 酸 ジ ア ン モ ニ ウ ム 水 溶 液 （ 容 量 比 は １ ： １ ） ） を マ ト リ ッ ク ス と し て 分 析 し た
。 . の シ ア リ ダ ー ゼ お よ び フ コ シ ダ ー ゼ 処 理 で 得 た グ リ カ ン は 、 リ フ レ ク タ
ー 型 の 陽 イ オ ン 遅 延 引 き 出 し モ ー ド （ reflector positive ion delayed extraction mode
） に お い て 、 ２ ， ５ － ジ ヒ ド ロ 安 息 香 酸 （ １ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ ） を マ ト リ ッ ク ス と し て 分 析 し
た 。 ス ペ ク ト ル は 、 デ キ ス ト ラ ン ５ ０ ０ ０ （ Fluka Chemie AG社 製 ） を 用 い て 外 部 補 整 し
た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
エ レ ク ト ロ ス プ レ ー イ オ ン 化 （ Ｅ Ｓ Ｉ ） 質 量 ス ペ ク ト ル は 、 ハ イ ブ リ ッ ド 四 重 極 型 飛 行 時
間 型 質 量 分 析 計  Micromass Q-TOF（ 英 国 、 Micromass社 製 ） を 用 い て 得 た 。 イ オ ン 化 は 、
シ リ カ キ ャ ピ ラ リ ー 針 （ 内 径 ： ２ ０ μ ｍ 、 先 端 開 口 部 ： １ ０ μ ｍ 、 も う 一 方 の 末 端 か ら 金
で 被 覆 さ れ て い る ） （ New Objective Inc.社 製 ） を 備 え た ナ ノ ス プ レ ー イ オ ン 源 （ ２ ． ２
ｋ Ｖ で 作 動 ） を 通 す こ と で 達 成 し た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
ナ ノ フ ロ ー Ｌ Ｃ ／ Ｍ Ｓ に よ る グ リ コ シ ル 化 部 位 の 決 定
MMP-9を ト リ プ シ ン 処 理 し て 得 た ペ プ チ ド 試 料 （ １ ｐ ｍ ｏ ｌ ） を 、 PepMapカ ラ ム （ ０ ． ０
７ ５ × １ ５ ０ ｍ ｍ 、 NAN75-15-03-C18-PM、 LC Packings社 製 ） を 用 い 、 ア セ ト ニ ト リ ル の
直 線 グ ラ ジ エ ン ト （ ０ ． １ ％ ギ 酸 溶 液 、 ３ ０ 分 間 で ４ ～ ４ ０ ％ ） で 溶 出 す る マ イ ク ロ ボ ア
逆 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 分 離 し た 。 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー は 流 速 ２ ５ ０ ｎ ｌ ／ 分 で
行 い 、 ２ １ ４ ｎ ｍ に お け る 紫 外 線 吸 収 度 を 記 録 し た 。 Ｌ Ｃ は 、 Micromass Q-TOF質 量 分 析
計 に 直 接 つ な い だ 。 質 量 分 析 計 は 、 グ リ コ シ ル 化 成 分 の 同 定 を 促 進 す る た め に 、 低 コ ー ン
電 圧 条 件 お よ び 高 コ ー ン 電 圧 条 件 の 両 方 で Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 溶 出 液 を ス キ ャ ン す る よ う に 、 Carr 
 . (1993)の 報 告 に 従 っ て 設 定 し た 。 低 コ ー ン 電 圧 の ス キ ャ ン は 、 コ ー ン 電 圧 が ３ ５ Ｖ

の 条 件 で ｍ ／ ｚ １ ０ ０ ～ ２ ５ ０ ０ の 質 量 数 範 囲 を ス キ ャ ン し 、 溶 出 成 分 の 質 量 分 析 ス ペ ク
ト ル を 得 た 。 高 コ ー ン 電 圧 の ス キ ャ ン は 、 コ ー ン 電 圧 が １ ２ ０ Ｖ の 条 件 、 具 体 的 に は 、 質
量 分 析 計 へ 導 入 す る 全 て の イ オ ン に 高 衝 突 励 起 ポ テ ン シ ャ ル を 適 用 す る 条 件 下 で 得 た 。 こ
れ は 、 質 量 に 基 づ く 分 離 を 行 う 前 に 、 導 入 イ オ ン の 衝 突 に よ っ て 誘 導 さ れ る フ ラ グ メ ン ト
化 を 生 じ る 。 高 コ ー ン 電 位 の ス キ ャ ン の 際 に は 、 質 量 分 析 計 は ｍ ／ ｚ １ ０ ０ ～ １ ０ ０ ０ を
ス キ ャ ン す る よ う に 設 定 し た 。 次 に 、 ｍ ／ ｚ ２ ０ ４ ． １ （ HexNAcの オ キ ソ ニ ウ ム イ オ ン ）
、 ｍ ／ ｚ ２ ９ ２ ． １ ５ （ Neu5Acの オ キ ソ ニ ウ ム イ オ ン ） お よ び ｍ ／ ｚ ３ ６ ６ ． １ （ Hex-He
xNAcの オ キ ソ ニ ウ ム イ オ ン ） に つ い て 再 構 成 し た ク ロ マ ト グ ラ ム を 作 成 す る こ と で 、 溶 出
し た 糖 ペ プ チ ド に 選 択 的 な ク ロ マ ト グ ラ ム を 得 た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】

癌 細 胞 上 の LacdiNAc配 列 の 異 常 発 現 を 示 す た め に 、 メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ － ９ （ MMP-9） を
白 血 病 細 胞 （ U-937） か ら 単 離 し 、 Ｎ － グ リ コ シ ド 結 合 グ リ カ ン を Ｎ － グ リ コ シ ダ ー ゼ Ｆ
で 遊 離 さ せ た 。 グ リ カ ン 画 分 を ト リ ヒ ド ロ キ シ ア セ ト フ ェ ノ ン マ ト リ ッ ク ス 中 で Ｍ Ａ Ｌ Ｄ
Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ  Ｍ Ｓ を 用 い て 分 析 し た と こ ろ （ 図 １ Ａ ） 、 無 視 で き る ほ ど 少 量 の シ ア ル 酸 残
基 の 開 裂 が 見 ら れ た 。 帰 属 さ れ た 単 糖 組 成 を 、 以 下 の グ リ コ シ ダ ー ゼ 処 理 で 推 定 さ れ た 構
造 と 共 に 表 １ に 示 す 。 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ  Ｍ Ｓ に よ る オ リ ゴ 糖 の 分 析 は 、 比 較 的 計 量 的
で あ る こ と が 示 さ れ て い る の で 、 各 成 分 の 相 対 的 な 存 在 量 も 示 す 。 最 も 多 量 に 存 在 す る グ
リ カ ン 種 を 、 (Hex) 5 (HexNAc) 4 (Fuc) 3 の [M+Na]

+ に 帰 属 し た 。 典 型 的 な Ｎ － グ リ カ ン 構 造 は
わ か っ て い る の で 、 仮 に こ の 構 造 を ト リ フ コ シ ル 化 ジ ア ン テ ナ リ ー 複 合 体 型 グ リ カ ン と し
て 帰 属 し た 。 他 の 主 要 な グ リ カ ン 種 は 、 シ ア リ ル 化 、 ジ フ コ シ ル 化 ジ ア ン テ ナ リ ー 複 合 体
型 グ リ カ ン 、 お よ び １ つ の ア ン テ ナ に 末 端 単 糖 と し て Galの 代 わ り に GalNAcを 有 す る （ い
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わ ゆ る LacdiNAc構 造 を 有 す る ） ト リ フ コ シ ル 化 ジ ア ン テ ナ リ ー 複 合 体 型 グ リ カ ン と し て 同
定 し た 。 一 連 の グ リ コ シ ダ ー ゼ 処 理 に よ っ て 示 さ れ る よ う に 、 こ れ ら の 帰 属 は 正 し い こ と
が 判 っ た 。 比 較 の た め に 、 非 悪 性 白 血 球 細 胞 に お け る マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ MM
P-9の 構 造 も 決 定 し た と こ ろ 、 こ の タ ン パ ク 質 に は lacdiNAc配 列 が 含 ま れ て い な か っ た （ R
udd  ., 1999） 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
グ リ カ ン の 構 造 的 特 徴 づ け を 、 一 連 の グ リ コ シ ダ ー ゼ 処 理 を Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ  Ｍ Ｓ で
モ ニ タ ー す る こ と で 行 っ た 。 二 種 の 妥 当 な Neu5Ac結 合 （ α 2-3対 α 2-6） を 見 分 け る た め に
、 グ リ カ ン 混 合 物 を Ｎ Ｄ Ｖ ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ 、 即 ち 、 α 2-3ノ イ ラ ミ ン 酸 に 非 常 に 特 異 的
な 酵 素 で 処 理 し た 。 そ の 結 果 、 部 分 開 裂 が 観 察 さ れ （ 図 １ Ｂ ） 、 こ れ は Ｎ Ｄ Ｖ シ ア リ ダ ー
ゼ 活 性 に 対 し て 耐 性 で あ る こ と が 知 ら れ て い る Ｓ Ａ の α 2-3GalNAc結 合 か ら 生 じ た も の で
あ る と 考 え ら れ る 。 他 の 可 能 性 と し て は 、 α 2-3結 合 Ｓ Ａ お よ び α 2-6結 合 Ｓ Ａ の 両 方 が 混
在 し て い る と 考 え ら れ る 。 特 異 性 の 緩 や か な ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ （  
） で Ｎ － グ リ カ ン 画 分 を 処 理 し た と こ ろ 、 次 の よ う な 変 化 が 観 察 さ れ た （ 図 １ Ｃ ） ： ｍ

／ ｚ ２ ２ ４ ７ ． ３ 、 ２ ２ ８ ７ ． ９ お よ び ２ ３ ９ ２ ． ３ の シ グ ナ ル が 消 失 し 、 ｍ ／ ｚ １ ８ ０
９ ． ７ ０ 、 １ ８ ５ ０ ． ７ ８ 、 １ ８ ９ １ ． ７ ５ 、 １ ９ ５ ５ ． ７ ７ お よ び １ ９ ９ ６ ． ７ ９ の シ
グ ナ ル が 現 れ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 正 常 な バ イ ア ン テ ナ リ ー Ｎ － グ リ カ ン の 異 な る フ コ シ
ル 化 体 、 ア ン テ ナ の 一 つ に LacdiNAc構 造 （ GalNAcβ 1-4GlcNAc） を 有 す る バ イ ア ン テ ナ リ
ー Ｎ － グ リ カ ン お よ び ア ン テ ナ の 両 方 に LacdiNAc構 造 を 有 す る 少 量 の Ｎ － グ リ カ ン の 存 在
を 示 す 。 ア ー モ ン ド の 実 由 来 の α 1-3(4)フ コ シ ダ ー ゼ （ ア ン テ ナ か ら α 1-3(4)結 合 フ コ ー
ス 残 基 を 除 く が 、 Ｎ － グ リ カ ン コ ア か ら α 1-6結 合 フ コ ー ス 残 基 を 開 裂 し な い 酵 素 ） で 試
料 を 処 理 し た と こ ろ 、 １ ８ ０ ９ ． ８ ０ 、 １ ８ ５ ０ ． ７ ８ お よ び １ ８ ９ １ ． ８ ４ の シ グ ナ ル
（ 強 度 ： ６ ７ ％ 、 ２ ７ ％ お よ び ６ ％ ） が 出 現 し た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 お よ そ ３ ０ ％ の グ リ
カ ン が 一 つ ま た は 両 方 の ア ン テ ナ の い ず れ か に LacdiNAc配 列 を 有 す る こ と を 示 す 。 こ の 結
果 は 、 下 記 の Ｌ Ｃ － Ｅ Ｓ Ｉ  Ｍ Ｓ の デ ー タ と よ く 符 合 す る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
U-937細 胞 か ら MMP-9を 単 離 し 、 ア ル キ ル 化 し 、 さ ら に ト リ プ シ ン で 消 化 し た 。 糖 ペ プ チ ド
を 同 定 す る た め に 、 MMP-9の ト リ プ シ ン 処 理 ペ プ チ ド の Ｌ Ｃ ／ Ｍ Ｓ 分 析 を 段 階 的 な コ ー ン
電 圧 を 用 い て 行 い 、 総 イ オ ン の ク ロ マ ト グ ラ ム （ 図 ２ Ａ ） お よ び 糖 ペ プ チ ド と 考 え ら れ る
も の を 示 す ク ロ マ ト グ ラ ム （ 図 ２ Ｂ 、 Ｃ お よ び Ｄ ） の 両 方 を 得 た 。 本 研 究 で 用 い た ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー の 条 件 （ 即 ち 、 PepMap媒 体 を ０ ． １ ％ ギ 酸 － ア セ ト ニ ト リ ル で 溶 出 す る 条 件
） に お い て は 、 糖 ペ プ チ ド の 分 離 は ペ プ チ ド 部 位 と グ リ カ ン 部 位 の 両 方 の 影 響 を 受 け る 。
よ り 一 般 的 に 用 い ら れ る ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 － ア セ ト ニ ト リ ル 系 に お い て は 、 糖 ペ プ チ ド の
分 離 は 、 ペ プ チ ド 部 位 の 特 性 に の み 支 配 さ れ る 。 そ の 結 果 、 糖 ペ プ チ ド は ２ ３ ． １ 分 お よ
び ２ ４ ． ３ 分 に 溶 出 す る 二 種 の 主 要 な ピ ー ク と し て 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
２ ３ ． １ 分 に 溶 出 し た も の の 質 量 ス ペ ク ト ル を 図 ３ Ａ に 示 し 、 図 中 の シ グ ナ ル は 全 て 複 合
型 グ リ カ ン （ 表 １ 参 照 ） を 有 す る グ リ コ シ ル 化 ペ プ チ ド Trp 1 1 6 -Arg 1 3 4 に 帰 属 す る こ と が
で き る 。 こ の ス ペ ク ト ル の 中 で 最 も 強 度 の 高 い ｍ ／ ｚ １ １ ４ ３ ． ４ ９ の イ オ ン を 、 (Hex) 5
(HexNAc) 4 (Fuc) 3 を 有 す る Trp 1 1 6 -Arg 1 3 4 の [M+4H] 4 + に 帰 属 す る 。 ２ ４ ． ３ 分 に 溶 出 し た も
の の 質 量 ス ペ ク ト ル を 図 ３ Ｂ に 示 す 。 こ の ス ペ ク ト ル の 中 で 最 も 強 度 の 高 い ｍ ／ ｚ １ １ ７
９ ． ５ ４ の イ オ ン を 、 (Hex) 5 (HexNAc) 4 (Fuc) 2 (SA) 1 を 有 す る Trp 1 1 6 -Arg 1 3 4 の [M+4H] 4 + に
帰 属 す る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
本 発 明 は 、 U-937細 胞 誘 導 MMP-9が 、 そ の Ｎ － グ リ カ ン の 大 き な 画 分 （ お よ そ ３ ０ ％ ） に La
cdiNAc構 造 を 有 す る こ と を 示 す 。 LacdiNAc構 造 の 存 在 は 、 二 種 の 独 立 し た 方 法 、 す な わ ち
完 全 糖 ペ プ チ ド の Ｌ Ｃ － Ｅ Ｓ Ｉ  Ｍ Ｓ だ け で な く 、 遊 離 し た Ｎ － グ リ カ ン の Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ －
Ｔ Ｏ Ｆ  Ｍ Ｓ 分 析 で も 証 明 さ れ た 。 構 造 の 帰 属 は 、 さ ら に 一 連 の グ リ コ シ ダ ー ゼ 処 理 に よ
っ て 確 認 し た 。 本 研 究 で 用 い た 方 法 の 有 効 性 は 、 合 成 オ リ ゴ 糖 と 公 知 の 天 然 の 構 造 体 の 両
方 を 用 い た い く つ か の ア プ ロ ー チ で 立 証 さ れ て い る 。
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【 ０ ０ ８ ８ 】
以 下 の グ リ カ ン を 用 い た 同 様 の 実 験 に つ い て は 、 実 施 例 ２ に 記 載 し た ：
喉 頭 癌 由 来 の LacdiNAc配 列 含 有 シ ア リ ル 化 Ｎ － グ リ カ ン 、 お よ び
LacdiNAc配 列 、 シ ア リ ル － LacdiNAc配 列 お よ び フ コ シ ル － LacdiNAc配 列 を 有 す る ヒ ト メ ラ
ノ ー マ 細 胞 （ Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ － ７ ９ ３ ２ お よ び Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ － ７ ９ ５ １ ） の 膜 タ ン パ ク 質 Ｎ － グ リ カ
ン 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
実 施 例 ２

癌 試 料 の 出 発 材 料
喉 頭 癌 試 料 と し て は 、 外 科 的 手 術 の 際 に 集 め た 腫 瘍 試 料 を ホ ル マ リ ン 固 定 し た も の を 用 い
た 。 グ リ カ ン を 単 離 す る 前 に は 、 タ ン パ ク 質 を Manzi  . (2000)の 記 載 と 実 質 的 に 同
様 の ク ロ ロ ホ ル ム － メ タ ノ ー ル 抽 出 を 行 う こ と で 濃 縮 し た 。 糖 タ ン パ ク 質 の 定 量 的 抽 出 は
、 標 準 放 射 性 標 識 糖 タ ン パ ク 質 に よ っ て 確 認 し た （ デ ー タ は 示 さ な い ） 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
ク ロ ロ ホ ル ム － メ タ ノ ー ル 抽 出 タ ン パ ク 質 か ら の グ リ カ ン の 単 離
グ リ カ ン は 、 試 料 糖 タ ン パ ク 質 か ら 非 還 元 的 β － 脱 離 法 に よ っ て 分 離 し 、 ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー に よ っ て 精 製 し た 。
【 ０ ０ ９ １ 】
ヒ ト メ ラ ノ ー マ 細 胞 膜 タ ン パ ク 質 の 単 離
ヒ ト メ ラ ノ ー マ 細 胞 （ Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ － ７ ９ ３ ２ お よ び Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ － ７ ９ ５ １ ） を 室 温 で リ ン 酸 緩
衝 生 理 食 塩 水 （ Ｐ Ｂ Ｓ ） で 洗 浄 し 、 細 胞 培 養 皿 か ら 細 胞 を か き と り 、 遠 心 分 離 に よ っ て 細
胞 を 回 収 し た 。 以 下 の 精 製 工 程 は ０ ℃ ～ ＋ ４ ℃ で 行 っ た 。 細 胞 を 低 浸 透 圧 緩 衝 液 （ ２ ５ ｍ
Ｍ ト リ ス － Ｈ Ｃ ｌ （ ｐ Ｈ ８ ． ５ ） ） で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 に ホ モ ジ ナ イ ザ ー で 破 砕 し 、
そ こ に 終 濃 度 が １ ５ ０ ｍ Ｍ と な る よ う に Ｎ ａ Ｃ ｌ を 添 加 し て 等 浸 透 圧 緩 衝 液 に 戻 し た 。 細
胞 膜 の 塊 か ら 細 胞 核 を 低 速 遠 心 分 離 に よ っ て 分 離 す る が 、 分 離 は 顕 微 鏡 検 査 で モ ニ タ ー し
た 。 膜 お よ び 細 胞 質 ゾ ル 材 料 を 含 む 上 清 を 、 更 に ４ ０ ， ０ ０ ０ ｇ で 遠 心 分 離 し た 。 得 ら れ
た ペ レ ッ ト （ 膜 調 製 物 ） を 、 ２ ５ ｍ Ｍ ト リ ス － Ｈ Ｃ ｌ （ ｐ Ｈ ８ ． ５ ） 、 １ ５ ０ ｍ Ｍ  Ｎ ａ
Ｃ ｌ お よ び １ ％ （ ｗ ／ ｖ ） ト リ ト ン Ｘ － １ ０ ０ を 含 む 界 面 活 性 剤 緩 衝 液 中 で ホ モ ジ ナ イ ズ
し た 。 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 調 製 物 を １ ０ ０ ， ０ ０ ０ ｇ で 遠 心 分 離 し 、 界 面 活 性 剤 抽 出
膜 タ ン パ ク 質 を 含 む 上 清 を 回 収 し た 。 緩 衝 塩 お よ び 界 面 活 性 剤 を 、 Verostek  . (200
0)に 従 っ た 寒 冷 ア セ ト ン 沈 殿 法 （ cold acetone precipitation） に よ っ て 除 去 し た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
膜 タ ン パ ク 質 Ｎ － グ リ カ ン の 単 離
Nyman  . (1998)の 記 載 と 実 質 的 に 同 様 の 方 法 に 従 っ て 、  

 Ｎ － グ リ コ シ ダ ー ゼ Ｆ （ 米 国 、 Calbiochem社 製 ） を 用 い て 膜 糖 タ ン パ ク 質 か ら Ｎ
－ グ リ カ ン を 分 離 し 、 次 い で Verostek  . (2000)と Packer  . (1998)の 記 載 と 実
質 的 に 同 様 に 精 製 し た 。 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ － ７ ９ ５ １ 細 胞 か ら 得 た Ｎ － グ リ カ ン は 、 さ ら に １ ） Ａ
Ｇ － ５ ０ Ｗ 強 カ チ オ ン 交 換 材 料 カ ラ ム お よ び ２ ） 水 で 膨 潤 さ せ た Ｃ 1 8 シ リ カ の カ ラ ム を 通
し た が 、 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ － ７ ９ ３ ２ 細 胞 か ら 得 た Ｎ － グ リ カ ン に 対 し て は 、 こ の よ う な 処 理 は 行
わ な か っ た 。 い ず れ の Ｎ － グ リ カ ン も 、 Packer  . (1998)の 記 載 と 実 質 的 に 同 様 に 、
黒 鉛 化 炭 素 の カ ラ ム （ graphitised carbon column） に よ っ て シ ア リ ル 化 画 分 と 非 シ ア リ
ル 化 画 分 に 分 離 し た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ  Ｍ Ｓ
Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 質 量 分 析 は 、 Voyager-DE STR BioSpectrometry Workstationを 用 い 、
Saarinen  . (1999)、 Papac  . (1996)お よ び Harvey(1993)の 記 載 と 実 質 的 に 同
様 に 行 っ た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
エ キ ソ グ リ コ シ ダ ー ゼ 消 化
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全 て の エ キ ソ グ リ コ シ ダ ー ゼ 反 応 を Nyman  . (1998)お よ び Saarinen  . (1999)
の 記 載 と 実 質 的 に 同 様 に 行 い 、 結 果 は Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ  Ｍ Ｓ で 分 析 し た 。 使 用 し た 酵
素 と そ れ に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る オ リ ゴ 糖 を 用 い た 特 異 的 な 対 照 反 応 を 以 下 に 示 す ：

 の シ ア リ ダ ー ゼ （ . 組 換 え 体 ； 英 国 、 Glyko社 製 ） は 、 オ リ ゴ
糖 中 の Neu5Acα 2-3Galβ 1-4GlcNAc-Rお よ び Neu5Acα 2-6Galβ 1-4GlcNAc-Rの 両 方 を 消 化 し
た ； β － Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ニ ダ ー ゼ （  由 来 、 . 組
換 え 体 ； 米 国 、 Calbiochem社 製 ） は 、 GlcNAcβ 1-6Gal-Rを 消 化 し た が 、 GalNAcβ 1-4GlcNA
cβ 1-3/6Gal-Rは 消 化 し な か っ た ； β － Ｎ － ア セ チ ル ヘ キ ソ サ ミ ニ ダ ー ゼ （ ナ タ マ メ 由 来
； 米 国 、 Calbiochem社 製 ） は GlcNAcβ 1-6Gal-Rお よ び GalNAcβ 1-4GlcNAcβ 1-3/6Gal-Rの
両 方 を 消 化 し た ； お よ び α 1,3/4－ フ コ シ ダ ー ゼ （  sp.由 来 ； 米 国 、 Calbioch
em社 製 ） は 、 Galβ 1-4(Fucα 1-3)GlcNAc-Rを 消 化 し た が 、 Fucα 1-2Galβ 1-3GlcNAc-Rは 消
化 し な か っ た 。 対 照 の 消 化 反 応 も 分 析 用 の エ キ ソ グ リ コ シ ダ ー ゼ 反 応 と 並 行 し て 行 い 、 そ
の 結 果 も 同 様 に 分 析 し た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】

喉 頭 癌 試 料 の LacdiNAc含 有 シ ア リ ル 化 Ｎ － グ リ カ ン
喉 頭 癌 試 料 の シ ア リ ル 化 グ リ カ ン は 、   シ ア リ ダ ー ゼ に よ っ て
効 率 的 に 脱 シ ア リ ル 化 さ れ た 。 脱 シ ア リ ル 化 は Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ  Ｍ Ｓ で モ ニ タ ー し た
（ デ ー タ は 示 さ な い ） 。 脱 シ ア リ ル 化 し た グ リ カ ン は 、 は じ め に 、 末 端 β － GlcNAc残 基 を
特 異 的 に 加 水 分 解 す る が β － GalNAc残 基 は 加 水 分 解 し な い 濃 度 の β － Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ
サ ミ ニ ダ ー ゼ を 用 い て 消 化 し た 。 更 に β － ア セ チ ル ヘ キ ソ サ ミ ニ ダ ー ゼ を 添 加 す る と 、 一
つ の Ｎ － グ リ カ ン か ら 二 つ の HexNAc残 基 が 除 去 さ れ た 。 こ の 結 果 は 、 β － Ｎ － ア セ チ ル グ
ル コ サ ミ ニ ダ ー ゼ の 作 用 に は 耐 性 で あ る が 、 β － Ｎ － ア セ チ ル ヘ キ ソ サ ミ ニ ダ ー ゼ で 完 全
に 消 化 さ れ る GalNAcβ 1-4GlcNAc配 列 の 存 在 を 示 し た 。 β － Ｎ － ア セ チ ル ヘ キ ソ サ ミ ニ ダ
ー ゼ 消 化 の 際 に は 、 ｍ ／ ｚ １ ８ ５ ０ ． ３ ８ と ｍ ／ ｚ １ ８ ５ ０ ． １ ６ に 観 測 さ れ る 、 [Hex 4 H
exNAc 5 Fuc 1 +Na]

+ イ オ ン （ 計 算 値 ： ｍ ／ ｚ ： １ ８ ５ ０ ． ６ ７ ） に 対 応 す る ピ ー ク の 相 対 シ
グ ナ ル 強 度 は 有 意 に 減 少 し た 。 同 時 に 、 ｍ ／ ｚ １ ４ ４ ４ ． ３ ０ と ｍ ／ ｚ １ ４ ４ ４ ． １ ５ に
観 測 さ れ る 、 [Hex 4 HexNAc 3 Fuc 1 +Na]

+ イ オ ン （ 計 算 値 ： ｍ ／ ｚ ： １ ４ ４ ４ ． ５ １ ） に 対 応
す る ピ ー ク の 相 対 シ グ ナ ル 強 度 は 増 加 し 、 ｍ ／ ｚ １ ６ ４ ７ ． ３ ４ と ｍ ／ ｚ １ ６ ４ ７ ． １ ９
に 観 測 さ れ る 、 [Hex 4 HexNAc 4 Fuc 1 +Na]

+ イ オ ン （ 計 算 値 ： ｍ ／ ｚ １ ６ ４ ７ ． ５ ９ ） に 対 応
す る 不 完 全 消 化 産 物 の 相 対 シ グ ナ ル 強 度 は 増 加 し な か っ た 。 検 討 中 の LacdiNAc含 有 Ｎ － グ
リ カ ン の シ ア リ ル 化 体 に 対 応 す る 一 つ の 観 測 さ れ た ピ ー ク 、 具 体 的 に は 、 ｍ ／ ｚ ２ １ １ ８
． ０ ９ の イ オ ン （ [NeuAc 1 Hex 4 HexNAc 5 Fuc 1 -H]

- ; 計 算 値 ： ｍ ／ ｚ ２ １ １ ８ ． ９ ３ ） は 、 シ
ア ル 酸 残 基 を 一 つ し か 有 し て い な い 。 し か し な が ら 、 本 願 の デ ー タ は 、 も と の 試 料 中 に 異
な る シ ア リ ル 化 体 が 存 在 し て い る 可 能 性 を 排 除 す る こ と は で き な い 。 こ こ で 重 要 な の は 、
多 く の 健 康 な 組 織 か ら 得 た 試 料 を 同 様 に 分 析 し た 場 合 に は 、 LacdiNAc含 有 グ リ カ ン の 形 跡
が 見 つ か ら な か っ た こ と で あ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
ヒ ト メ ラ ノ ー マ 細 胞 系 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ － ７ ９ ３ ２ お よ び Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ － ７ ９ ５ １ の 膜 タ ン パ ク 質 由 来
脱 シ ア リ ル 化 Ｎ － グ リ カ ン
膜 結 合 シ ア リ ル 化 Ｎ － グ リ カ ン を 包 含 す る シ ア リ ル 化 Ｎ － グ リ カ ン は 、  

 シ ア リ ダ ー ゼ で 効 率 的 に 脱 シ ア リ ル 化 さ れ た 。 脱 シ ア リ ル 化 は 、 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ －
Ｔ Ｏ Ｆ  Ｍ Ｓ で モ ニ タ ー し た （ デ ー タ は 示 さ な い ） 。 脱 シ ア リ ル 化 し た Ｎ － グ リ カ ン は 、
は じ め に 、 末 端 β － GlcNAc残 基 を 特 異 的 に 加 水 分 解 す る が β － GalNAc残 基 は 加 水 分 解 し な
い 濃 度 の β － Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ニ ダ ー ゼ を 用 い て 消 化 し た 。 更 に β － ア セ チ ル ヘ キ
ソ サ ミ ニ ダ ー ゼ を 添 加 す る と 、 い く つ か の Ｎ － グ リ カ ン か ら HexNAc残 基 が 除 去 さ れ た 。 以
下 に β － Ｎ － ア セ チ ル ヘ キ ソ サ ミ ニ ダ ー ゼ 感 受 性 で あ る が 、 β － Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ
ニ ダ ー ゼ 非 感 受 性 の 構 造 （ 構 造 Ａ ～ Ｅ ） を 例 示 す る が 、 上 述 の 酵 素 は こ れ ら の 構 造 か ら 同
時 に 二 つ ま た は 四 つ の HexNAc残 基 の み を 除 去 し た 。 こ れ ら の 結 果 を ま と め る と 、 下 記 の 構
造 は 、 β － Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ニ ダ ー ゼ の 作 用 に は 耐 性 で あ る が 、 β － Ｎ － ア セ チ ル
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ヘ キ ソ サ ミ ニ ダ ー ゼ で 完 全 に 消 化 さ れ る GalNAcβ 1-4GlcNAc配 列 を 含 む こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
ヒ ト メ ラ ノ ー マ 細 胞 系 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ － ７ ９ ３ ２ の 膜 タ ン パ ク 質 由 来 LacdiNAc含 有 Ｎ － グ リ カ ン
（ 図 ５ ～ ７ ） ：
構 造 Ａ ． 　 β － Ｎ － ア セ チ ル ヘ キ ソ サ ミ ニ ダ ー ゼ 消 化 の 際 に は 、 ｍ ／ ｚ １ ７ ０ ４ ． ７ １ に
観 測 さ れ る 、 [Hex 4 HexNAc 5 +Na]

+ イ オ ン （ 計 算 値 ： ｍ ／ ｚ １ ７ ０ ４ ． ６ １ ） に 対 応 す る ピ
ー ク は 、 ｍ ／ ｚ １ ２ ９ ８ ． ５ ３ に 観 測 さ れ る 、 [Hex 4 HexNAc 3 +Na]

+ イ オ ン （ 計 算 値 ： ｍ ／
ｚ １ ２ ９ ８ ． ４ ５ ） に 対 応 す る ピ ー ク に 変 化 し た 。 一 方 、 ｍ ／ ｚ １ ５ ０ １ ． ６ ２ に 観 測 さ
れ る 、 [Hex 4 HexNAc 4 +Na]

+ イ オ ン （ 計 算 値 ： ｍ ／ ｚ １ ５ ０ １ ． ５ ３ ） に 対 応 す る 不 完 全 消
化 産 物 の 相 対 シ グ ナ ル 強 度 は 増 加 し な か っ た 。
構 造 Ｂ ． 　 β － Ｎ － ア セ チ ル ヘ キ ソ サ ミ ニ ダ ー ゼ 消 化 の 際 に は 、 ｍ ／ ｚ １ ８ ５ ０ ． ７ ３ と
ｍ ／ ｚ １ ８ ５ ０ ． ７ ２ に 観 測 さ れ る 、 [Hex 4 HexNAc 5 Fuc 1 +Na]

+ イ オ ン （ 計 算 値 ： ｍ ／ ｚ １
８ ５ ０ ． ６ ７ ） に 対 応 す る ピ ー ク の 相 対 シ グ ナ ル 強 度 は 有 意 に 減 少 し た 。 同 時 に 、 ｍ ／ ｚ
１ ４ ４ ４ ． ５ ９ と ｍ ／ ｚ １ ４ ４ ４ ． ５ ８ に 観 測 さ れ る 、 [Hex 4 HexNAc 3 Fuc 1 +Na]

+ イ オ ン （
計 算 値 ： ｍ ／ ｚ １ ４ ４ ４ ． ５ １ ） に 対 応 す る ピ ー ク の 相 対 シ グ ナ ル 強 度 も 有 意 に 増 加 し た
。 一 方 、 ｍ ／ ｚ １ ６ ４ ７ ． ６ ６ に 観 測 さ れ る 、 [Hex 4 HexNAc 4 Fuc 1 +Na]

+ イ オ ン （ 計 算 値 ：
ｍ ／ ｚ １ ６ ４ ７ ． ５ ９ ） に 対 応 す る 不 完 全 消 化 産 物 の 相 対 シ グ ナ ル 強 度 の 増 加 は 見 ら れ な
か っ た 。
構 造 Ｃ ． 　 β － Ｎ － ア セ チ ル ヘ キ ソ サ ミ ニ ダ ー ゼ 消 化 の 際 に は 、 ｍ ／ ｚ １ ８ ９ １ ． ７ ８ に
観 測 さ れ る 、 [Hex 3 HexNAc 6 Fuc 1 +Na]

+ イ オ ン （ 計 算 値 ： ｍ ／ ｚ １ ８ ９ １ ． ６ ９ ） に 対 応 す
る ピ ー ク は 、 ｍ ／ ｚ １ ０ ７ ９ ． ４ ７ に 観 測 さ れ る 、 [Hex 3 HexNAc 2 Fuc 1 +Na]

+ イ オ ン （ 計 算
値 ： ｍ ／ ｚ １ ０ ７ ９ ． ３ ８ ） に 対 応 す る ピ ー ク お よ び ｍ ／ ｚ １ ４ ８ ５ ． ６ ５ と ｍ ／ ｚ １ ４
８ ５ ． ６ １ に 観 測 さ れ る 、 [Hex 3 HexNAc 4 Fuc 1 +Na]

+ イ オ ン （ 計 算 値 ： ｍ ／ ｚ １ ４ ８ ５ ． ５
３ ） に 対 応 す る ピ ー ク に 完 全 に 変 化 し た 。 一 方 、 計 算 値 が ｍ ／ ｚ １ ６ ８ ８ ． ６ １ の [Hex 3 H
exNAc 5 Fuc 1 +Na]

+ ま た は 計 算 値 が ｍ ／ ｚ １ ２ ８ ２ ． ４ ５ の [Hex 3 HexNAc 3 Fuc 1 +Na]
+ で あ る と

考 え ら れ る 不 完 全 消 化 産 物 の 形 跡 は 見 ら れ な か っ た 。 α 1,3/4-フ コ シ ダ ー ゼ 消 化 の 際 に は
、 ｍ ／ ｚ １ ４ ８ ５ ． ６ １ に 観 測 さ れ る ピ ー ク の 一 部 は 、 ｍ ／ ｚ １ ３ ３ ９ ． ５ ２ に 観 測 さ れ
る 、 [Hex 3 HexNAc 4 +Na]

+ イ オ ン （ 計 算 値 ： ｍ ／ ｚ １ ３ ３ ９ ． ４ ８ ） に 対 応 す る ピ ー ク に 変
化 し た 。
構 造 Ｄ ． 　 β － Ｎ － ア セ チ ル ヘ キ ソ サ ミ ニ ダ ー ゼ 消 化 の 際 に は 、 ｍ ／ ｚ ２ ２ １ ５ ． ８ ５ と
ｍ ／ ｚ ２ ２ １ ５ ． ８ ４ に 観 測 さ れ る 、 [Hex 5 HexNAc 6 Fuc 1 +Na]

+ イ オ ン （ 計 算 値 ： ｍ ／ ｚ ２
２ １ ５ ． ８ ０ ） に 対 応 す る ピ ー ク の 相 対 シ グ ナ ル 強 度 は 有 意 に 減 少 し た 。 同 時 に 、 ｍ ／ ｚ
１ ８ ０ ９ ． ７ １ と ｍ ／ ｚ １ ８ ０ ９ ． ６ ７ に 観 測 さ れ る 、 [Hex 5 HexNAc 4 Fuc 1 +Na]

+ イ オ ン （
計 算 値 ： ｍ ／ ｚ １ ８ ０ ９ ． ６ ４ ） に 対 応 す る ピ ー ク の 相 対 シ グ ナ ル 強 度 も 有 意 に 増 加 し た
。 一 方 、 不 完 全 消 化 産 物 と 考 え ら れ る ｍ ／ ｚ ２ ０ １ ２ ． ７ ６ に 観 測 さ れ る 、 [Hex 5 HexNAc 5
Fuc 1 +Na]

+ イ オ ン （ 計 算 値 ： ｍ ／ ｚ ２ ０ １ ２ ． ７ ２ ） に 対 応 す る ピ ー ク の 相 対 シ グ ナ ル 強
度 の 増 加 は 見 ら れ な か っ た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
ヒ ト メ ラ ノ ー マ 細 胞 系 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ － ７ ９ ３ ２ の 膜 タ ン パ ク 質 由 来 LacdiNAc含 有 Ｎ － グ リ カ ン
（ 図 ８ ～ ９ ） ：
構 造 Ｅ ． 　 β － ヘ キ ソ サ ミ ニ ダ ー ゼ 消 化 の 際 に は 、 ｍ ／ ｚ １ ５ ０ １ ． ５ ２ に 観 測 さ れ る 、
[Hex 4 HexNAc 4 +Na]

+ イ オ ン （ 計 算 値 ： ｍ ／ ｚ １ ５ ０ １ ． ５ ３ ） に 対 応 す る ピ ー ク は 、 ｍ ／
ｚ １ ０ ９ ５ ． ３ ６ に 観 測 さ れ る 、 [Hex 4 HexNAc 2 +Na]

+ イ オ ン （ 計 算 値 ： ｍ ／ ｚ １ ０ ９ ５ ．
３ ７ ） に 対 応 す る ピ ー ク に 変 化 し た 。 一 方 、 ｍ ／ ｚ １ ２ ９ ８ ． ４ ８ と ｍ ／ ｚ １ ２ ９ ８ ． ４
６ に 観 測 さ れ る 、 [Hex 4 HexNAc 3 +Na]

+ イ オ ン （ 計 算 値 ： ｍ ／ ｚ １ ２ ９ ８ ． ４ ５ ） に 対 応 す
る 不 完 全 消 化 産 物 の 相 対 シ グ ナ ル 強 度 の 有 意 な 増 加 は 見 ら れ な か っ た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】

本 実 施 例 の 結 果 は 、 ヒ ト 癌 化 組 織 は LacdiNAc配 列 を 有 す る 糖 タ ン パ ク 質 を 含 有 す る こ と を
示 す 。 よ り 具 体 的 に は 、 本 実 施 例 の 結 果 は 、 LacdiNAc含 有 シ ア リ ル 化 Ｎ － グ リ カ ン で あ る
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NeuAc 1 Hex 4 HexNAc 5 Fuc 1 は 喉 頭 癌 腫 瘍 試 料 の 糖 タ ン パ ク 質 と し て 発 現 さ れ て い る こ と を 示
す 。 さ ら に 、 本 実 施 例 の 結 果 は 、 メ ラ ノ ー マ 細 胞 系 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ － ７ ９ ３ ２ の 膜 タ ン パ ク 質 由
来 シ ア リ ル 化 Ｎ － グ リ カ ン の 中 に は 、 LacdiNAc、 シ ア リ ル － LacdiNAcお よ び ／ ま た は フ コ
シ ル － LacdiNAcを 含 有 す る 構 造 が い く つ も 存 在 し 、 メ ラ ノ ー マ 細 胞 系 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ － ７ ９ ５ １
の 膜 タ ン パ ク 質 由 来 シ ア リ ル 化 Ｎ － グ リ カ ン の 中 に は 、 シ ア リ ル － LacdiNAc含 有 Ｎ － グ リ
カ ン が 存 在 す る こ と を 示 唆 し て い る 。 メ ラ ノ ー マ 細 胞 系 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ － ７ ９ ３ ２ の 膜 タ ン パ ク
質 由 来 脱 シ ア リ ル 化 Ｎ － グ リ カ ン で あ る 構 造 Ｃ （ 即 ち Hex 3 HexNAc 6 Fuc 1 ） に お い て は 、 単
離 し た シ ア リ ル 化 Ｎ － グ リ カ ン を   シ ア リ ダ ー ゼ で 消 化 し て Ｎ
－ グ リ カ ン を 得 て い る の で 、 少 な く と も 一 つ の LacdiNAc単 位 は も と も と シ ア リ ル 化 さ れ て
い た 。 同 様 に 、 メ ラ ノ ー マ 細 胞 系 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ － ７ ９ ３ ２ の 膜 タ ン パ ク 質 由 来 シ ア リ ル 化 Ｎ －
グ リ カ ン で あ る 構 造 Ｃ に お い て は 、 二 つ の LacdiNAc配 列 の 少 な く と も 一 つ は Ｎ － グ リ カ ン
コ ア の α － マ ン ノ ー ス の 一 つ に β － 結 合 し て い な け れ ば な ら な い 。 さ ら に 、 α 1,3/4-フ コ
シ ダ ー ゼ 消 化 に よ っ て 、 メ ラ ノ ー マ 細 胞 系 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ － ７ ９ ３ ２ の 膜 タ ン パ ク 質 由 来 シ ア リ
ル 化 Ｎ － グ リ カ ン で あ る 構 造 Ｃ に は 、 α 1,3-フ コ シ ル 化 LacdiNAc配 列 が 存 在 す る こ と が 明
ら か に な っ た 。 他 の 構 造 に お い て は 、 Hex-HexNAc配 列 の 存 在 に よ っ て 、 上 述 の 構 造 的 特 徴
の 帰 属 が 妨 げ ら れ た 。 メ ラ ノ ー マ 細 胞 系 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ － ７ ９ ５ １ の 膜 タ ン パ ク 質 由 来 脱 シ ア リ
ル 化 Ｎ － グ リ カ ン で あ る 構 造 Ｅ （ 即 ち Hex 4 HexNAc 4 ） の 単 糖 組 成 は 、 Man 4 GlcNAc 2 Ｎ － グ リ
カ ン コ ア に シ ア リ ル － LacdiNAc配 列 を 有 す る ハ イ ブ リ ッ ド Ｎ － グ リ カ ン の 存 在 を 示 唆 す る
。
【 ０ １ ０ ０ 】
実 施 例 ３

抗 体
抗 － LacdiNAc抗 体 は 、 免 疫 原 性 LacdiNAc結 合 体 を 用 い 、 実 験 動 物 免 疫 学 に お け る 標 準 的 な
方 法 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 法 で 行 う 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ 、 ま た は 他 の 公
知 の 方 法 で 製 造 す る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 考 え ら れ る 使 用 し た 抗 体 は 、 LacdiNAcに 対 し
て 特 異 的 で あ り 、 こ れ は 特 異 的 な オ リ ゴ 糖 ま た は オ リ ゴ 糖 結 合 体 で 被 覆 し た Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ プ
レ ー ト を 用 い た Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 、 あ る い は 特 異 的 な オ リ ゴ 糖 ま た は そ の 結 合 体 の 認 識 を 利 用 し
た 他 の 適 当 な 方 法 に よ っ て 示 さ れ る 。 LacdiNAc抗 原 に 結 合 す る が 、 対 応 す る LacNAc類 似 体
に は 結 合 し な い 抗 体 は 、 目 的 と す る 用 途 に 適 し て い る 。 LacdiNAc抗 原 と LacNAc対 照 抗 原 と
か ら な る 特 定 の ペ ア は 、 ネ オ 糖 タ ン パ ク 質 ま た は 他 の 免 疫 原 性 結 合 体 な ど の 結 合 体 の 調 製
に 適 し て い る 。 こ の よ う な ペ ア の 具 体 例 と し て は 、 以 下 の ペ ア が 挙 げ ら れ る 。
GalNAcβ 1-4GlcNAcβ 1-3Galβ 1-R と  Galβ 1-4GlcNAcβ 1-3Galβ 1-R、
GalNAcβ 1-4GlcNAcβ 1-6Galβ 1-R と  Galβ 1-4GlcNAcβ 1-6Galβ 1-R、
GalNAcβ 1-4GlcNAcβ 1-3GalNAcα 1-R と  Galβ 1-4GlcNAcβ 1-3GalNAcα 1-R、
GalNAcβ 1-4GlcNAcβ 1-6GalNAcα 1-R と  Galβ 1-4GlcNAcβ 1-6GalNAcα 1-R、
GalNAcβ 1-4GlcNAcβ 1-2Manα 1-R と  Galβ 1-4GlcNAcβ 1-2Manα 1-R、
GalNAcβ 1-4GlcNAcβ 1-6Manα 1-R と  Galβ 1-4GlcNAcβ 1-6Manα 1-R、
GalNAcβ 1-4GlcNAcβ 1-4Manα 1-R と  Galβ 1-4GlcNAcβ 1-4Manα 1-R、 そ し て
上 記 の 本 発 明 の エ ピ ト ー プ に 対 応 す る シ ア リ ル 化 類 似 体 お よ び ／ ま た は フ コ シ ル 化 類 似 体
。
（ 式 中 、 Ｒ は 、 例 え ば 、 ラ ク ト ー ス 、 全 て の Ｏ － グ リ カ ン 、 全 て の Ｎ － グ リ カ ン 、 全 て の
糖 脂 質 の コ ア 構 造 、 お よ び 公 知 の 方 法 に よ っ て オ リ ゴ 糖 を ネ オ 糖 タ ン パ ク 質 ま た は 他 の 免
疫 原 性 担 体 に 結 合 す る た め に 用 い る ス ペ ー サ ー か ら 選 ば れ る も の で あ る 。 ）
【 ０ １ ０ １ 】
組 織 片 に お け る LacdiNAc配 列 の  の 製 造
対 照 組 織 を   LacdiNAc合 成 に 付 し て 、 免 疫 組 織 化 学 ま た は 他 の 診 断 分 野 に お い て 正
の 対 照 （ positive control） と し て 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば Ramakrishnan と  Qasba
（ 2002） に 記 載 さ れ て い る ウ シ 乳 酵 素 Ｙ ２ ８ ９ Ｌ 変 異 体 に 類 似 し た 変 異 型 β － ガ ラ ク ト シ
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癌 細 胞 お よ び 糖 結 合 体 上 の GalNAcβ 1-4GlcNAc配 列 を 認 識 す る 抗 － LacdiNAc抗 体 、 な ら び
に そ の 製 造 と 特 徴 付 け に 用 い る 免 疫 原 性 オ リ ゴ 糖 結 合 体

in situ
in situ



ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ を 使 用 し 、 且 つ こ の 引 例 に 記 載 の 反 応 条 件 と 実 質 的 に 同 様 の 反 応 条
件 を 用 い る こ と で 、 反 応 を 促 進 す る こ と が で き る 。 GalNAc転 移 反 応 の 前 に 、 組 織 片 を ５ ０
ｍ Ｍ 酢 酸 ナ ト リ ウ ム （ ｐ Ｈ ４ ． ０ ） 中 で 、 ０ ． ５ Ｕ ／ ｍ ｌ の ナ タ マ メ β － ガ ラ ク ト シ ダ ー
ゼ （ 英 国 、 Glyko社 製 ） と 共 に ３ ７ ℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し て も よ く 、 そ の 後 に は グ リ
コ シ ダ ー ゼ 反 応 溶 液 を 組 織 片 か ら 洗 い 流 す 。 こ う す る こ と に よ っ て 、 GalNAc転 移 酵 素 に 対
す る さ ら な る 受 容 部 位 を 作 る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
免 疫 学 的 診 断 の 分 野 に お け る 抗 体 の 使 用
LacdiNAc特 異 的 抗 体 は 、 免 疫 組 織 化 学 、 免 疫 学 的 診 断 、 お よ び 標 準 的 な 免 疫 学 的 方 法 に 基
づ く 他 の 診 断 分 野 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
実 施 例 ４

細 胞 表 面 に lacdiNAc構 造 を 有 す る モ デ ル 癌 細 胞 を ８ ０ ％ 集 密 的 密 度 と な る よ う に 回 収 し 、
Ｈ Ｂ Ｓ Ｓ （ ハ ン ク ス の 平 衡 塩 類 溶 液 ） で ４ 回 洗 浄 す る 。 細 胞 の 生 存 率 は ト レ パ ン ブ ル ー 染
色 で 確 認 す る 。 約 ２ ０ ０ ， ０ ０ ０ 個 の 細 胞 を 、 そ の 細 胞 表 面 に 提 示 さ れ て い る 本 発 明 の la
cdiNAc構 造 に 結 合 す る 抗 体 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 一 方 の 細 胞 の セ ッ ト に は 、 ウ サ ギ
補 体 を 最 終 希 釈 度 が １ ： ５ に な る よ う に 加 え 、 他 方 の 細 胞 の セ ッ ト は 、 培 地 を 添 加 し て 体
積 が 同 じ に な る よ う に 調 整 す る 。 さ ら に 細 胞 を ３ ７ ℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 最 後
に 、 ヨ ウ 化 プ ロ ピ ウ ム （ propium iodide） を 終 濃 度 が ２ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ に な る よ う に 加 え 、
細 胞 の 色 素 取 り 込 み を 分 析 し た 。 細 胞 は lacdiNAc結 合 抗 体 に よ っ て 溶 解 す る が 、 癌 非 結 合
性 対 照 抗 体 で は 溶 解 し な い 。 lacdiNAc構 造 は 、 抗 体 の 認 識 お よ び 細 胞 溶 解 に 利 用 で き る よ
う に 細 胞 表 面 に 存 在 す る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
実 施 例 ５

過 剰 モ ル 量 （ ２ ０ μ ｍ ｏ ｌ ） の CMP-NeuNAcお よ び １ Ｕ の α ３ － シ ア リ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー
ゼ （ ST3Gal III、 ラ ッ ト 肝 臓 由 来 、 Calbiochem社 製 ） を 、 ２ ． １ ｍ ｌ の ２ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ  Ｂ
Ｓ Ａ 含 有 ５ ０ ｍ Ｍ  Ｍ Ｏ Ｐ Ｓ － Ｎ ａ Ｏ Ｈ （ ｐ Ｈ ７ ． ４ ） 中 で 、 GalNβ 4GlcNAcβ 3Lac（ ５ μ
ｍ ｏ ｌ ） と 共 に ３ ７ ℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 生 成 物 で あ る NeuNAcα 3GalNβ 4GlcNAc
β 3Galβ 4Glcは 量 的 に 生 成 さ れ 、 そ れ を ゲ ル ろ 過 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ － ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て
精 製 す る 。 質 量 分 析 お よ び Ｎ Ｍ Ｒ 分 析 に よ っ て 、 予 想 し た 構 造 が 確 認 さ れ る 。 リ ニ ア 型 の
陰 イ オ ン モ ー ド Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 質 量 分 析 に お い て は 、 生 成 物 の ピ ー ク が ｍ ／ ｚ ９ ９ ８
． ３ ６ に 観 測 さ れ る 。 こ の 生 成 物 を 所 望 に よ り 、 α ３ － シ ア リ ル 化 LacdiNAcの 類 似 体 に Ｎ
－ ア ル キ ル 化 ま た は 誘 導 す る こ と も で き る 。 α ３ － シ ア リ ル 化 lacdiNAcは 、 ８ μ ｌ の 無 水
酢 酸 を 含 む ２ ０ ０ μ ｌ の １ Ｍ  Ｎ Ｈ 4 Ｈ Ｃ Ｏ 3 中 で GalNを GalNAcへ Ｎ － ア セ チ ル 化 す る こ と
で 得 ら れ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】

GalNβ 4GlcNAcβ 3Lacか ら の Galα 3GalNβ 4GlcNAcβ 3Lacの 合 成
UDP-Gal（ ３ μ ｍ ｏ ｌ ） 、 GalNβ 4GlcNAcβ 3Lac（ １ ． ５ μ ｍ ｏ ｌ ） お よ び α ３ － ガ ラ ク ト
シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ ０ ． １ Ｕ 、 Calbiochem社 製 ） を 、 ５ ０ ０ μ ｌ の ２ ０ ｍ Ｍ  Ｍ ｇ
Ｃ ｌ 2 含 有 １ ０ ０ ｍ Ｍ  Ｍ Ｅ Ｓ 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ７ ． ０ ） 中 で ３ ７ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 生
成 物 で あ る Galα 3GalNβ 4GlcNAcβ 3Galβ 4Glcは 、 ゲ ル ろ 過 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ － ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー に よ っ て 精 製 し た 。 反 応 混 合 物 は ３ ７ ℃ で ４ 日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 陽 イ オ ン モ ー ド
の Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 質 量 分 析 に お い て は 、 予 想 さ れ た 生 成 物 の ピ ー ク が ｍ ／ ｚ ８ ９ １ ．
２ １ ０ ２ に 観 測 さ れ た 。 こ の 生 成 物 の 構 造 は 、 Ｎ Ｍ Ｒ 分 光 測 定 に よ っ て 確 認 す る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
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本 発 明 の lacdiNAc構 造 を 認 識 す る 抗 体 に 対 す る 細 胞 溶 解 活 性 を 検 出 す る た め の in vitro
溶 解 ア ッ セ イ

α ３ － シ ア リ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 反 応 の 例

α ３ － ガ ラ ク ト シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 反 応 の 例



実 施 例 ６

５ μ ｍ ｏ ｌ  GlcNAcβ 3Lac、 １ ０ ｍ Ｍ  GalN-1P（ Sigma社 製 ） 、 ２ ０ ｍ Ｍ  UDP-Glc、 ２ ． ５
Ｕ  ガ ラ ク ト ー ス － １ － リ ン 酸 － ウ リ ジ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 ０ ． ５ Ｕ  β 1-4－ ガ ラ ク
ト シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ お よ び ０ ． ５ Ｕ  α 1-3－ ガ ラ ク ト シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ 米
国 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 、 Calbiochem社 製 ） を 含 む 反 応 混 合 物 を 、 ５ ｍ Ｍ  Ｍ ｇ Ｃ ｌ 2 お よ び
５ ｍ Ｍ  β － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を 含 有 す る ０ ． １ Ｍ  Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ （ ｐ Ｈ ８ ． ０ ） １ ． ０
ｍ ｌ 中 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 反 応 混 合 物 は ３ ７ ℃ で ４ 日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 反 応 生
成 物 を 陽 イ オ ン モ ー ド の Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 分 析 に 付 し た と こ ろ 、 主 要 な 生 成 物 の ピ ー ク
が ｍ ／ ｚ ８ ９ ０ ． ２ ３ ４ ９ に 観 測 さ れ た 。 生 成 物 の 構 造 は Ｎ Ｍ Ｒ 分 光 測 定 に よ っ て 確 認 す
る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
【 表 １ 】
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二 種 の ガ ラ ク ト シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ に よ る GlcNAcβ 3Lacか ら の GalNα 3GalNβ 4GlcNAc
β 3Lacの 合 成 お よ び in situ 供 与 体 合 成
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ０ ９ 】
【 図 １ Ａ 】 遊 離 MMP-9 Ｎ － グ リ カ ン の Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 分 析 。 Ｎ -グ リ カ ン は 完 全 な Ｎ
－ グ リ カ ン で あ る 。
【 図 １ Ｂ 】 遊 離 MMP-9 Ｎ － グ リ カ ン の Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 分 析 。 Ｎ -グ リ カ ン は Ｎ Ｄ Ｖ ノ
イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た も の で あ る 。
【 図 １ Ｃ 】 遊 離 MMP-9 Ｎ － グ リ カ ン の Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 分 析 。 Ｎ -グ リ カ ン は 、 Ｎ Ｄ Ｖ
ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 に 、 .  ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ で
処 理 し た も の で あ る 。
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【 図 １ Ｄ 】 遊 離 MMP-9 Ｎ － グ リ カ ン の Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 分 析 。 Ｎ -グ リ カ ン は Ｎ Ｄ Ｖ ノ
イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 に 、 .  ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ 、 次
い で ア ー モ ン ド の 実 由 来 の フ コ シ ダ ー ゼ で 処 理 し た も の で あ る 。
【 図 ２ 】 ト リ プ シ ン 消 化 し た MMP-9の Ｌ Ｃ － Ｅ Ｓ Ｉ  Ｍ Ｓ 分 析 。 Ａ は 溶 出 し た ペ プ チ ド の 全
イ オ ン を 示 す ク ロ マ ト グ ラ ム で あ り 、 Ｂ は ｍ ／ ｚ ２ ０ ４ ． １ (Hexの オ キ ソ ニ ウ ム イ オ ン )
の 抽 出 イ オ ン の ク ロ マ ト グ ラ ム で あ り 、 Ｃ は ｍ ／ ｚ ２ ９ ２ ． １ (Ｓ Ａ の オ キ ソ ニ ウ ム イ オ
ン )の 抽 出 イ オ ン の ク ロ マ ト グ ラ ム で あ り 、 Ｄ は ｍ ／ ｚ ３ ６ ６ ． １ (Hex-HexNAcの オ キ ソ ニ
ウ ム イ オ ン )の 抽 出 イ オ ン の ク ロ マ ト グ ラ ム で あ る 。 Ｂ 、 Ｃ お よ び Ｄ は 糖 ペ プ チ ド と 推 定
さ れ る 消 化 産 物 を 示 す 。
【 図 ３ Ａ 】 MMP-9の ト リ プ シ ン 処 理 ペ プ チ ド の Ｌ Ｃ ／ Ｍ Ｓ 分 析 。 ２ ３ ． １ 分 に 溶 出 し た 糖
ペ プ チ ド に 対 応 す る マ ス ス ペ ク ト ル で あ る 。
【 図 ３ Ｂ 】 MMP-9の ト リ プ シ ン 処 理 ペ プ チ ド の Ｌ Ｃ ／ Ｍ Ｓ 分 析 。 ２ ４ ． ３ 分 に 溶 出 し た 糖
ペ プ チ ド に 対 応 す る マ ス ス ペ ク ト ル で あ る 。
【 図 ４ Ａ 】 喉 頭 癌 試 料 由 来 シ ア リ ル 化 グ リ カ ン の リ ニ ア 型 の 陰 イ オ ン モ ー ド Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ －
Ｔ Ｏ Ｆ マ ス ス ペ ク ト ル 。
【 図 ４ Ｂ 】 喉 頭 癌 試 料 由 来 シ ア リ ル 化 グ リ カ ン を .  シ ア リ ダ ー ゼ 消 化 お よ
び .  β － Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ニ ダ ー ゼ 消 化 に 付 し た も の の 、 リ フ レ ク タ
ー 型 の 陽 イ オ ン モ ー ド Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ マ ス ス ペ ク ト ル 。
【 図 ４ Ｃ 】 喉 頭 癌 試 料 由 来 シ ア リ ル 化 グ リ カ ン を .  シ ア リ ダ ー ゼ 消 化 、 . 

 β － Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ニ ダ ー ゼ 消 化 お よ び ナ タ マ メ  β － Ｎ － ア セ チ ル
ヘ キ ソ サ ミ ニ ダ ー ゼ 消 化 に 付 し た も の の 、 リ フ レ ク タ ー 型 の 陽 イ オ ン モ ー ド Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ －
Ｔ Ｏ Ｆ マ ス ス ペ ク ト ル 。
【 図 ５ 】 メ ラ ノ ー マ 細 胞 系 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ － ７ ９ ３ ２ の 膜 タ ン パ ク 質 由 来 シ ア リ ル 化 Ｎ － グ リ カ
ン を .  シ ア リ ダ ー ゼ 消 化 お よ び .  β － Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ
ミ ニ ダ ー ゼ 消 化 に 付 し た も の の 、 リ フ レ ク タ ー 型 の 陽 イ オ ン モ ー ド Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ マ
ス ス ペ ク ト ル 。
【 図 ６ 】 メ ラ ノ ー マ 細 胞 系 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ － ７ ９ ３ ２ の 膜 タ ン パ ク 質 由 来 シ ア リ ル 化 Ｎ － グ リ カ
ン を .  シ ア リ ダ ー ゼ 消 化 、 .  β － Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ニ
ダ ー ゼ 消 化 お よ び ナ タ マ メ  β － Ｎ － ア セ チ ル ヘ キ ソ サ ミ ニ ダ ー ゼ 消 化 に 付 し た も の の 、
リ フ レ ク タ ー 型 の 陽 イ オ ン モ ー ド Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ マ ス ス ペ ク ト ル 。
【 図 ７ 】 メ ラ ノ ー マ 細 胞 系 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ － ７ ９ ３ ２ の 膜 タ ン パ ク 質 由 来 シ ア リ ル 化 Ｎ － グ リ カ
ン を .  シ ア リ ダ ー ゼ 消 化 、 ナ タ マ メ  β － Ｎ － ア セ チ ル ヘ キ ソ サ ミ ニ ダ ー ゼ
消 化 お よ び 種  α 1,3/4－ フ コ シ ダ ー ゼ 消 化 に 付 し た も の の 、 リ フ レ ク タ ー 型
の 陽 イ オ ン モ ー ド Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ マ ス ス ペ ク ト ル 。
【 図 ８ 】 メ ラ ノ ー マ 細 胞 系 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ － ７ ９ ５ １ の 膜 タ ン パ ク 質 由 来 シ ア リ ル 化 Ｎ － グ リ カ
ン を .  シ ア リ ダ ー ゼ 消 化 お よ び .  β － Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ
ミ ニ ダ ー ゼ 消 化 に 付 し た も の の 、 リ フ レ ク タ ー 型 の 陽 イ オ ン モ ー ド Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ マ
ス ス ペ ク ト ル 。
【 図 ９ 】 メ ラ ノ ー マ 細 胞 系 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ － ７ ９ ５ １ の 膜 タ ン パ ク 質 由 来 シ ア リ ル 化 Ｎ － グ リ カ
ン を .  シ ア リ ダ ー ゼ 消 化 、 .  β － Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ニ
ダ ー ゼ 消 化 お よ び ナ タ マ メ  β － Ｎ － ア セ チ ル ヘ キ ソ サ ミ ニ ダ ー ゼ 消 化 に 付 し た も の の 、
リ フ レ ク タ ー 型 の 陽 イ オ ン モ ー ド Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ マ ス ス ペ ク ト ル 。
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【 図 １ Ａ 】 【 図 １ Ｂ 】

【 図 １ Ｃ 】 【 図 １ Ｄ 】
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【 図 ２ 】 【 図 ３ Ａ 】

【 図 ３ Ｂ 】 【 図 ４ Ａ 】
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【 図 ４ Ｂ 】 【 図 ４ Ｃ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

【 図 ９ 】
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【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト （ コ レ ク ト バ ー ジ ョ ン ） 】
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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 15年 9月 12日 (2003.9.12)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
下 記 式 （ Ｉ ） ：
(Sac1) x GalNAcβ 4(Fucα 3) y GlcNAc　 　 　 （ Ｉ ）
（ 式 中 、 ｘ お よ び ｙ は 各 々 独 立 に ０ ま た は １ の 整 数 で あ り 、 Sac1は NeuNAcα 3ま た は NeuNA
cα 6で あ る 。 ）
で 表 さ れ る オ リ ゴ 糖 配 列 の 存 在 を 生 物 学 的 試 料 中 に 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る 、 生 物 学 的
試 料 を 用 い て 癌 を 診 断 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
以 下 の 工 程 （ ａ ） ま た は 工 程 （ ｂ ） を 包 含 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 診 断
方 法 。
（ ａ ） 該 生 物 学 的 試 料 を 該 オ リ ゴ 糖 配 列 に 結 合 す る 結 合 性 物 質 と 接 触 さ せ 、 そ し て
該 オ リ ゴ 糖 配 列 を 介 し た 該 結 合 性 物 質 と 該 生 物 学 的 試 料 と の 結 合 を 指 標 と し て 、 該 生 物 学
的 試 料 中 の 癌 の 存 在 を 検 出 す る 、 ま た は
（ ｂ ） 酵 素 学 的 ま た は 化 学 的 方 法 に よ っ て 該 生 物 学 的 試 料 中 の オ リ ゴ 糖 構 造 ま た は オ リ ゴ
糖 複 合 体 を 遊 離 さ せ て 、 該 生 物 学 的 試 料 か ら 遊 離 し た オ リ ゴ 糖 構 造 ま た は オ リ ゴ 糖 複 合 体
を 含 む 画 分 を 生 成 し 、 そ し て
該 画 分 中 の 該 オ リ ゴ 糖 配 列 の 存 在 を 指 標 と し て 、 該 生 物 学 的 試 料 中 の 癌 の 存 在 を 検 出 す る
。
【 請 求 項 ３ 】
該 結 合 性 物 質 が 、 オ リ ゴ 糖 配 列 で あ る GalNAcβ 4GlcNAcま た は そ の 誘 導 体 に 特 異 的 で あ る
こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
該 結 合 性 物 質 が 、 下 記 式 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 少 な く と も 一 種 の オ リ ゴ 糖 配 列 に 特 異 的
で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
[NeuNAcα 3] 0 - 1 GalNAcβ 4(Fucα 3)  0 - 1 GlcNAc、 そ し て
[NeuNAcα 6] 0 - 1 GalNAcβ 4(Fucα 3)  0 - 1 GlcNAc　 　 。
【 請 求 項 ５ 】
該 結 合 性 物 質 が 、 ア プ タ マ ー 、 ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求
項 ２ ～ ４ の い ず れ か に 記 載 の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
該 タ ン パ ク 質 が 、 抗 体 、 酵 素 、 レ ク チ ン ま た は そ れ ら の 断 片 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請
求 項 ５ に 記 載 の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
該 生 物 学 的 試 料 が 、 血 液 試 料 ま た は 血 清 試 料 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の
診 断 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
該 オ リ ゴ 糖 配 列 を 、 血 液 試 料 ま た は 血 清 試 料 中 の 分 泌 糖 タ ン パ ク 質 か ら 検 出 す る こ と を 特
徴 と す る 、 請 求 項 ７ に 記 載 の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
該 糖 タ ン パ ク 質 が 、 マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー 、 前 立 腺 特 異
的 抗 原 、 カ リ ク レ イ ン ２ 、 ヒ ト 絨 毛 性 性 腺 刺 激 ホ ル モ ン お よ び 癌 胎 児 性 抗 原 か ら な る 群 よ
り 選 ば れ る 糖 タ ン パ ク 質 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 診 断 方 法 。
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【 請 求 項 １ ０ 】
該 オ リ ゴ 糖 配 列 の 存 在 を 質 量 分 析 法 お よ び ／ ま た は グ リ コ シ ダ ー ゼ 酵 素 を 用 い る 方 法 に よ
っ て 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ ～ ９ の い ず れ か に 記 載 の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
該 オ リ ゴ 糖 配 列 が 、 下 記 式 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 末 端 オ リ ゴ 糖 配 列 で あ る こ と を 特 徴 と
す る 、 請 求 項 １ ～ １ ０ の い ず れ か に 記 載 の 診 断 方 法 。
NeuNAcα 3GalNAcβ 4GlcNAc、
NeuNAcα 3GalNAcβ 4(Fucα 3)GlcNAc、
NeuNAcα 6GalNAcβ 4GlcNAc、 そ し て
NeuNAcα 6GalNAcβ 4(Fucα 3)GlcNAc　 　 。
【 請 求 項 １ ２ 】
ヒ ト の 癌 を 診 断 す る た め の 、 請 求 項 １ ～ １ １ の い ず れ か に 記 載 の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
請 求 項 ２ ～ ６ の い ず れ か で 定 義 さ れ て い る 結 合 性 物 質 を 包 含 す る 、 癌 ま た は 癌 の 型 の 診 断
に 用 い る 診 断 剤 で あ っ て 、 該 結 合 性 物 質 は 、 請 求 項 １ １ で 定 義 さ れ て い る オ リ ゴ 糖 配 列 に
結 合 す る こ と を 特 徴 と す る 診 断 剤 。
【 請 求 項 １ ４ 】
請 求 項 ２ ～ ６ の い ず れ か で 定 義 さ れ て い る 結 合 性 物 質 を 用 い て 癌 ま た は 癌 の 型 の 診 断 用 の
診 断 剤 を 製 造 す る 方 法 で あ っ て 、 該 結 合 性 物 質 は 、 式 （ Ｉ ） で 表 さ れ る オ リ ゴ 糖 配 列 に 結
合 す る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
請 求 項 １ １ で 定 義 さ れ て い る 末 端 オ リ ゴ 糖 配 列 を 、 化 学 的 ま た は 生 化 学 的 に 合 成 し た 多 価
の 形 態 で 含 ん で い る こ と を 特 徴 と す る 、 ヒ ト の 免 疫 感 作 に 用 い る 抗 原 性 物 質 。
【 請 求 項 １ ６ 】
請 求 項 １ ５ の 抗 原 性 物 質 あ る い は そ の 類 似 体 ま た は 誘 導 体 を 用 い て 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体
ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 製 造 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
請 求 項 １ ５ の 抗 原 性 物 質 あ る い は そ の 類 似 体 ま た は 誘 導 体 を 用 い て 、 血 清 、 好 ま し く は ヒ
ト の 血 清 か ら 抗 体 を 精 製 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
請 求 項 １ ５ の 抗 原 性 物 質 あ る い は そ の 類 似 体 ま た は 誘 導 体 を 用 い て 、 抗 体 の 検 出 お よ び ／
ま た は 定 量 を 行 う 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
請 求 項 １ １ で 定 義 さ れ て い る 末 端 オ リ ゴ 糖 配 列 を 少 な く と も 一 種 含 む 多 価 ま た は オ リ ゴ 価
の 非 免 疫 原 性 結 合 体 を 用 い て 、 癌 治 療 用 医 薬 組 成 物 を 製 造 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
請 求 項 １ １ で 定 義 さ れ て い る 末 端 オ リ ゴ 糖 配 列 あ る い は そ の 類 似 体 ま た は 誘 導 体 を 包 含 す
る 、 癌 治 療 用 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ １ 】
請 求 項 １ １ で 定 義 さ れ て い る 末 端 オ リ ゴ 糖 配 列 あ る い は そ の 類 似 体 ま た は 誘 導 体 を 含 む オ
リ ゴ 糖 鎖 を 用 い た 、 癌 治 療 用 医 薬 組 成 物 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
請 求 項 １ １ で 定 義 さ れ て い る 末 端 オ リ ゴ 糖 配 列 を 含 む 少 な く と も 一 種 の オ リ ゴ 糖 鎖 に 対 す
る 抗 体 を 包 含 す る 、 癌 治 療 用 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
式 （ Ｉ ） で 表 さ れ る 末 端 オ リ ゴ 糖 配 列 を 含 む 少 な く と も 一 種 の オ リ ゴ 糖 鎖 に 対 す る 抗 体 を
用 い る 癌 治 療 用 医 薬 組 成 物 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
該 オ リ ゴ 糖 鎖 が 請 求 項 １ １ で 定 義 さ れ て い る 末 端 オ リ ゴ 糖 配 列 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、
請 求 項 ２ ２ に 記 載 の 製 造 方 法 。
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【 請 求 項 ２ ５ 】
式 （ Ｉ ） で 表 さ れ る 末 端 オ リ ゴ 糖 配 列 あ る い は そ の 類 似 体 ま た は 誘 導 体 を 含 む オ リ ゴ 糖 鎖
を 用 い た 、 癌 治 療 用 の 免 疫 原 性 医 薬 組 成 物 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
該 医 薬 組 成 物 が 、 医 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 お よ び 所 望 に よ り ア ジ ュ バ ン ド を 包 含 す る こ と
を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ９ 、 ２ １ お よ び ２ ３ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 あ る い は 請 求 項 ２ ０
ま た は ２ ２ に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
請 求 項 １ １ で 定 義 さ れ て い る 末 端 オ リ ゴ 糖 配 列 を 含 む オ リ ゴ 糖 鎖 あ る い は そ の 類 似 体 ま た
は 誘 導 体 を 包 含 し 、 好 ま し く は 医 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 お よ び 所 望 に よ り ア ジ ュ バ ン ド を
更 に 包 含 す る 癌 ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
式 （ Ｉ ） で 表 さ れ る 末 端 オ リ ゴ 糖 配 列 あ る い は そ の 類 似 体 ま た は 誘 導 体 を 含 む オ リ ゴ 糖 鎖
を 用 い た 、 癌 ワ ク チ ン の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
該 オ リ ゴ 糖 配 列 が 、 請 求 項 ３ ２ の マ ン ノ シ ル 残 基 ま た は Ｎ － グ リ カ ン 構 造 に β ２ － 結 合 し
て い る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
式 （ Ｉ ） で 表 さ れ る 末 端 オ リ ゴ 糖 配 列 を 含 む オ リ ゴ 糖 鎖 に 結 合 す る 結 合 性 物 質 で あ っ て 、
ア プ タ マ ー 、 酵 素 、 人 体 に 適 応 さ せ た 抗 体 ま た は ペ プ チ ド で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 ヒ ト
の 癌 の 治 療 用 物 質 。
【 請 求 項 ３ １ 】
請 求 項 １ １ で 定 義 さ れ て い る 末 端 オ リ ゴ 糖 配 列 を 含 む オ リ ゴ 糖 鎖 に 結 合 す る 物 質 で あ っ て
、 ア プ タ マ ー 、 酵 素 、 人 体 に 適 応 さ せ た 抗 体 ま た は ペ プ チ ド で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 オ
リ ゴ 糖 配 列 結 合 性 物 質 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
下 記 式 （ Ｉ Ｉ ） ：
[OS-(X) n -L-Y] m -Z　 　 　 　 　 　 　 　 （ Ｉ Ｉ ）
（ 式 中 、
Ｙ は 非 炭 水 化 物 ス ペ ー サ ー ま た は グ リ コ シ ド 結 合 し て い な い 末 端 結 合 体 で あ り 、
ｎ は 各 々 独 立 に ０ ま た は １ で あ り 、
Ｘ は ラ ク ト シ ル 残 基 、 ガ ラ ク ト シ ル 残 基 、 Ｎ － ア セ チ ル ラ ク ト サ ミ ニ ル 残 基 、 マ ン ノ シ ル
残 基 、 Man 2 残 基 、 Man 3 残 基 、 Man 3 GlcNAc残 基 、 Man 4 GlcNAc残 基 、 Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ
ニ ル 残 基 ま た は Ｎ － ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ニ ル 残 基 で あ り 、 好 ま し く は ラ ク ト シ ル 残 基 、
ガ ラ ク ト シ ル 残 基 、 マ ン ノ シ ル 残 基 ま た は Ｎ － ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ニ ル 残 基 で あ り 、
Ｏ Ｓ は 請 求 項 １ １ で 定 義 さ れ て い る オ リ ゴ 糖 配 列 で あ り 、
好 ま し い 態 様 に お い て は 、 Ｘ は マ ン ノ シ ル 残 基 で あ り 、 Ｏ Ｓ は Ｘ に β ２ － 、 β ４ － ま た は
β ６ － 結 合 、 好 ま し く は β ２ － 結 合 し て お り 、
他 の 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 Ｘ は ラ ク ト シ ル 残 基 ま た は Ｎ － ア セ チ ル ラ ク ト サ ミ ニ ル 残
基 で あ り 、 Ｏ Ｓ は Ｘ の Gal残 基 に β ３ － ま た は β ６ － 結 合 し て い る か 、 Ｘ は ガ ラ ク ト シ ル
残 基 ま た は Ｎ － ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ニ ル 残 基 で あ り 、 Ｏ Ｓ は Ｘ に β ３ － ま た は β ６ － 結
合 し て い る 。 ）
で 表 さ れ る 抗 原 性 エ ピ ト ー プ 構 造 を 包 含 す る こ と を 特 徴 と す る 、 癌 治 療 用 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
下 記 式 （ Ｉ Ｖ ） ：
Gal[N(Am) s 2 ] s 3 α 3GalN(Am) s 2 β 3/4　 　 　 　 （ Ｉ Ｖ ）
（ 式 中 、
Ａ ｍ は ア ミ ン 基 の 誘 導 残 基 で あ る が 、 但 し 、 Ａ ｍ は ア セ チ ル （ Ａ ｃ ） 基 ま た は イ ミ ド 基 で
は な く 、 好 ま し く は GalN残 基 と カ ル ボ ン 酸 を 形 成 す る ア ミ ド 基 、 例 え ば 、 ホ ル ム ア ミ ド 、
プ ロ ピ オ ン 酸 ア ミ ド 、 他 の ア ル キ ル ア ミ ド 、 カ ル ボ ン 酸 を 含 む シ ク ロ ヘ キ サ ン ラ ジ カ ル の
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ア ミ ド な ど の 環 状 ア ミ ド 、 お よ び 安 息 香 酸 の ア ミ ド 基 の よ う な 芳 香 族 炭 化 水 素 の ア ミ ド 基
で あ り 、
ｓ ２ お よ び ｓ ３ は 各 々 独 立 に ０ ま た は １ の 整 数 で あ る 。 ）
で 表 さ れ る 炭 水 化 物 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
下 記 式 ：
GalN(Am) r 1 α 3Galβ 3/4
（ 式 中 、
ｒ １ は ０ ま た は １ の 整 数 で あ り 、
Ａ ｍ は ア ミ ン 基 の 誘 導 残 基 で あ る が 、 但 し 、 Ａ ｍ は ア セ チ ル （ Ａ ｃ ） 基 ま た は イ ミ ド 基 で
は な く 、 好 ま し く は GalN残 基 と カ ル ボ ン 酸 を 形 成 す る ア ミ ド 基 、 例 え ば 、 ホ ル ム ア ミ ド 、
プ ロ ピ オ ン 酸 ア ミ ド 、 他 の ア ル キ ル ア ミ ド 、 カ ル ボ ン 酸 を 含 む シ ク ロ ヘ キ サ ン ラ ジ カ ル の
ア ミ ド な ど の 環 状 ア ミ ド 、 お よ び 安 息 香 酸 の ア ミ ド 基 の よ う な 芳 香 族 炭 化 水 素 の ア ミ ド 基
で あ る 。 ）
で 表 さ れ る 炭 水 化 物 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
GalN誘 導 体 、 特 に lacdiNac構 造 お よ び そ の 類 似 体 を 製 造 す る 方 法 に し て 、 末 端 ヘ キ ソ サ ミ
ン を 受 容 体 と し て 下 記 式 （ Ｉ Ｉ Ｉ ） で 表 さ れ る グ リ コ シ ル 基 転 移 反 応 を 行 う こ と を 包 含 す
る 製 造 方 法 。
SAC-供 与 体 　 ＋ 　 GalNβ 3/4　 → 　 SACyxGalNβ 3/4　 　 （ Ｉ Ｉ Ｉ ）
［ 式 中 、
ｙ は α － ま た は β － 結 合 で あ り 、
ｘ は 各 々 独 立 し て ３ 位 、 ４ 位 ま た は ６ 位 の 結 合 位 置 を 表 し 、
GalNβ 3/4は 、 ヘ キ ソ ー ス 、 ヘ キ ソ サ ミ ン ま た は ヘ キ ソ サ ミ ン 誘 導 体 、 好 ま し く は Gal、 Ga
lN、 GalNAc、 Glc、 GlcNま た は GlcNAc、 に β ３ － ま た は β ４ － 結 合 し て い る 非 還 元 末 端 Gal
Nを 表 し 、
Ｓ Ａ Ｃ は シ ア ル 酸 ま た は 下 記 式 で 表 さ れ る 糖 残 基 を 表 す 。
Hex(A) s 1 [N(Ac) s 2 ] s 3
（ 式 中 、 Hexは Galま た は Glcで あ り 、 ｓ １ 、 ｓ ２ お よ び ｓ ３ は 各 々 独 立 に ０
ま た は １ の 整 数 で あ り 、 但 し ｓ １ が １ で あ る 場 合 に は 、 ｓ ３ は ０ で あ る ）
上 記 式 中 の ｓ １ が １ で あ る 場 合 に は 、 Ｓ Ａ Ｃ で 表 さ れ る 構 造 は ヘ キ ス ロ ン 酸 構 造 、 好 ま し
く は GlcA、 を 含 み ； ｓ ３ が １ で あ り 、 且 つ 、 ｓ ２ が １ で あ る 場 合 に は 、 Ｓ Ａ Ｃ で 表 さ れ る
構 造 は GlcNAcま た は GalNAcを 含 み ； そ し て 、 ｓ ２ が ０ で あ る 場 合 に は 、 Ｓ Ａ Ｃ で 表 さ れ る
構 造 は GalNま た は GlcNを 含 ん で い る 。 ］
【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 15年 11月 3日 (2003.11.3)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
下 記 式 （ Ｉ ） ：
(Sac1) x GalNAcβ 4(Fucα 3) y GlcNAc　 　 　 （ Ｉ ）
（ 式 中 、 ｘ お よ び ｙ は 各 々 独 立 に ０ ま た は １ の 整 数 で あ り 、 Sac1は NeuNAcα 3ま た は NeuNA
cα 6で あ る 。 ）
で 表 さ れ る オ リ ゴ 糖 配 列 の 存 在 を 生 物 学 的 試 料 中 に 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る 、 生 物 学 的
試 料 を 用 い て 癌 を 診 断 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
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以 下 の 工 程 （ ａ ） ま た は 工 程 （ ｂ ） を 包 含 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 診 断
方 法 。
（ ａ ） 該 生 物 学 的 試 料 を 該 オ リ ゴ 糖 配 列 に 結 合 す る 結 合 性 物 質 と 接 触 さ せ 、 そ し て
該 オ リ ゴ 糖 配 列 を 介 し た 該 結 合 性 物 質 と 該 生 物 学 的 試 料 と の 結 合 を 指 標 と し て 、 該 生 物 学
的 試 料 中 の 癌 の 存 在 を 検 出 す る 、 ま た は
（ ｂ ） 酵 素 学 的 ま た は 化 学 的 方 法 に よ っ て 該 生 物 学 的 試 料 中 の オ リ ゴ 糖 構 造 ま た は オ リ ゴ
糖 複 合 体 を 遊 離 さ せ て 、 該 生 物 学 的 試 料 か ら 遊 離 し た オ リ ゴ 糖 構 造 ま た は オ リ ゴ 糖 複 合 体
を 含 む 画 分 を 生 成 し 、 そ し て
該 画 分 中 の 該 オ リ ゴ 糖 配 列 の 存 在 を 指 標 と し て 、 該 生 物 学 的 試 料 中 の 癌 の 存 在 を 検 出 す る
。
【 請 求 項 ３ 】
該 結 合 性 物 質 が 、 オ リ ゴ 糖 配 列 で あ る GalNAcβ 4GlcNAcま た は そ の 誘 導 体 に 特 異 的 で あ る
こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
該 結 合 性 物 質 が 、 下 記 式 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 少 な く と も 一 種 の オ リ ゴ 糖 配 列 に 特 異 的
で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
[NeuNAcα 3] 0 - 1 GalNAcβ 4(Fucα 3)  0 - 1 GlcNAc、 そ し て
[NeuNAcα 6] 0 - 1 GalNAcβ 4(Fucα 3)  0 - 1 GlcNAc　 　 。
【 請 求 項 ５ 】
該 結 合 性 物 質 が 、 ア プ タ マ ー 、 ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求
項 ２ ～ ４ の い ず れ か に 記 載 の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
該 タ ン パ ク 質 が 、 抗 体 、 酵 素 、 レ ク チ ン ま た は そ れ ら の 断 片 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請
求 項 ５ に 記 載 の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
該 生 物 学 的 試 料 が 、 血 液 試 料 ま た は 血 清 試 料 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の
診 断 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
該 オ リ ゴ 糖 配 列 を 、 血 液 試 料 ま た は 血 清 試 料 中 の 分 泌 糖 タ ン パ ク 質 か ら 検 出 す る こ と を 特
徴 と す る 、 請 求 項 ７ に 記 載 の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
該 糖 タ ン パ ク 質 が 、 マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー 、 前 立 腺 特 異
的 抗 原 、 カ リ ク レ イ ン ２ 、 ヒ ト 絨 毛 性 性 腺 刺 激 ホ ル モ ン お よ び 癌 胎 児 性 抗 原 か ら な る 群 よ
り 選 ば れ る 糖 タ ン パ ク 質 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
該 オ リ ゴ 糖 配 列 の 存 在 を 質 量 分 析 法 お よ び ／ ま た は グ リ コ シ ダ ー ゼ 酵 素 を 用 い る 方 法 に よ
っ て 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ ～ ９ の い ず れ か に 記 載 の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
該 オ リ ゴ 糖 配 列 が 、 下 記 式 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 末 端 オ リ ゴ 糖 配 列 で あ る こ と を 特 徴 と
す る 、 請 求 項 １ ～ １ ０ の い ず れ か に 記 載 の 診 断 方 法 。
NeuNAcα 3GalNAcβ 4GlcNAc、
NeuNAcα 3GalNAcβ 4(Fucα 3)GlcNAc、
NeuNAcα 6GalNAcβ 4GlcNAc、 そ し て
NeuNAcα 6GalNAcβ 4(Fucα 3)GlcNAc　 　 。
【 請 求 項 １ ２ 】
ヒ ト の 癌 を 診 断 す る た め の 、 請 求 項 １ ～ １ １ の い ず れ か に 記 載 の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
請 求 項 ２ ～ ６ の い ず れ か で 定 義 さ れ て い る 結 合 性 物 質 を 包 含 す る 、 癌 ま た は 癌 の 型 の 診 断
に 用 い る 診 断 剤 で あ っ て 、 該 結 合 性 物 質 は 、 請 求 項 １ １ で 定 義 さ れ て い る オ リ ゴ 糖 配 列 に
結 合 す る こ と を 特 徴 と す る 診 断 剤 。
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【 請 求 項 １ ４ 】
請 求 項 ２ ～ ６ の い ず れ か で 定 義 さ れ て い る 結 合 性 物 質 を 用 い て 癌 ま た は 癌 の 型 の 診 断 用 の
診 断 剤 を 製 造 す る 方 法 で あ っ て 、 該 結 合 性 物 質 は 、 式 （ Ｉ ） で 表 さ れ る オ リ ゴ 糖 配 列 に 結
合 す る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
下 記 式 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 末 端 オ リ ゴ 糖 配 列 を 、 化 学 的 ま た は 生 化 学 的 に 合 成 し た 多
価 の 形 態 で 含 ん で い る こ と を 特 徴 と す る 、 ヒ ト の 免 疫 感 作 に 用 い る 抗 原 性 物 質 。
NeuNAcα 3GalNAcβ 4GlcNAc、
NeuNAcα 3GalNAcβ 4(Fucα 3)GlcNAc、 そ し て
NeuNAcα 6GalNAcβ 4(Fucα 3)GlcNAc　 　 。
【 請 求 項 １ ６ 】
請 求 項 １ １ で 定 義 さ れ て い る 末 端 オ リ ゴ 糖 配 列 あ る い は そ の 類 似 体 ま た は 誘 導 体 を 、 化 学
的 ま た は 生 化 学 的 に 合 成 し た 多 価 の 形 態 で 含 ん で い る 抗 原 性 物 質 を 用 い て 、 ポ リ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 製 造 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
請 求 項 １ ６ で 定 義 さ れ て い る 抗 原 性 物 質 を 用 い て 、 血 清 、 好 ま し く は ヒ ト の 血 清 か ら 抗 体
を 精 製 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
請 求 項 １ ６ で 定 義 さ れ て い る 抗 原 性 物 質 を 用 い て 、 抗 体 の 検 出 お よ び ／ ま た は 定 量 を 行 う
方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
請 求 項 １ １ で 定 義 さ れ て い る 末 端 オ リ ゴ 糖 配 列 を 少 な く と も 一 種 含 む 多 価 ま た は オ リ ゴ 価
の 非 免 疫 原 性 結 合 体 を 用 い て 、 癌 治 療 用 医 薬 組 成 物 を 製 造 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
下 記 式 で 表 さ れ る 末 端 オ リ ゴ 糖 配 列 あ る い は そ の 類 似 体 ま た は 誘 導 体 を 包 含 す る 、 癌 治 療
用 医 薬 組 成 物 。
NeuNAcα 3GalNAcβ 4GlcNAc、
NeuNAcα 3GalNAcβ 4(Fucα 3)GlcNAc、 そ し て
NeuNAcα 6GalNAcβ 4(Fucα 3)GlcNAc　 　 。
【 請 求 項 ２ １ 】
請 求 項 １ １ で 定 義 さ れ て い る 末 端 オ リ ゴ 糖 配 列 あ る い は そ の 類 似 体 ま た は 誘 導 体 を 含 む オ
リ ゴ 糖 鎖 を 用 い た 、 癌 治 療 用 医 薬 組 成 物 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
請 求 項 １ １ で 定 義 さ れ て い る 末 端 オ リ ゴ 糖 配 列 を 含 む 少 な く と も 一 種 の オ リ ゴ 糖 鎖 に 対 す
る 抗 体 を 包 含 す る 、 癌 治 療 用 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
式 （ Ｉ ） で 表 さ れ る 末 端 オ リ ゴ 糖 配 列 を 含 む 少 な く と も 一 種 の オ リ ゴ 糖 鎖 に 対 す る 抗 体 を
用 い る 癌 治 療 用 医 薬 組 成 物 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
該 オ リ ゴ 糖 鎖 が 請 求 項 １ １ で 定 義 さ れ て い る 末 端 オ リ ゴ 糖 配 列 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、
請 求 項 ２ ２ に 記 載 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
式 （ Ｉ ） で 表 さ れ る 末 端 オ リ ゴ 糖 配 列 あ る い は そ の 類 似 体 ま た は 誘 導 体 を 含 む オ リ ゴ 糖 鎖
を 用 い た 、 癌 治 療 用 の 免 疫 原 性 医 薬 組 成 物 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
該 医 薬 組 成 物 が 、 医 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 お よ び 所 望 に よ り ア ジ ュ バ ン ド を 包 含 す る こ と
を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ９ 、 ２ １ お よ び ２ ３ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 あ る い は 請 求 項 ２ ０
ま た は ２ ２ に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
請 求 項 １ １ で 定 義 さ れ て い る 末 端 オ リ ゴ 糖 配 列 を 含 む オ リ ゴ 糖 鎖 あ る い は そ の 類 似 体 ま た
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は 誘 導 体 を 包 含 し 、 好 ま し く は 医 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 お よ び 所 望 に よ り ア ジ ュ バ ン ド を
更 に 包 含 す る 癌 ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
式 （ Ｉ ） で 表 さ れ る 末 端 オ リ ゴ 糖 配 列 あ る い は そ の 類 似 体 ま た は 誘 導 体 を 含 む オ リ ゴ 糖 鎖
を 用 い た 、 癌 ワ ク チ ン の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
該 オ リ ゴ 糖 配 列 が 、 請 求 項 ３ ２ の マ ン ノ シ ル 残 基 ま た は Ｎ － グ リ カ ン 構 造 に β ２ － 結 合 し
て い る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
式 （ Ｉ ） で 表 さ れ る 末 端 オ リ ゴ 糖 配 列 を 含 む オ リ ゴ 糖 鎖 に 結 合 す る 結 合 性 物 質 で あ っ て 、
ア プ タ マ ー 、 酵 素 、 人 体 に 適 応 さ せ た 抗 体 ま た は ペ プ チ ド で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 ヒ ト
の 癌 の 治 療 用 物 質 。
【 請 求 項 ３ １ 】
請 求 項 １ １ で 定 義 さ れ て い る 末 端 オ リ ゴ 糖 配 列 を 含 む オ リ ゴ 糖 鎖 に 結 合 す る 物 質 で あ っ て
、 ア プ タ マ ー 、 酵 素 、 人 体 に 適 応 さ せ た 抗 体 ま た は ペ プ チ ド で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 オ
リ ゴ 糖 配 列 結 合 性 物 質 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
下 記 式 （ Ｉ Ｉ ） ：
[OS-(X) n -L-Y] m -Z　 　 　 　 　 　 　 　 （ Ｉ Ｉ ）
（ 式 中 、
Ｙ は 非 炭 水 化 物 ス ペ ー サ ー ま た は グ リ コ シ ド 結 合 し て い な い 末 端 結 合 体 で あ り 、
ｎ は 各 々 独 立 に ０ ま た は １ で あ り 、
Ｘ は ラ ク ト シ ル 残 基 、 ガ ラ ク ト シ ル 残 基 、 Ｎ － ア セ チ ル ラ ク ト サ ミ ニ ル 残 基 、 マ ン ノ シ ル
残 基 、 Man 2 残 基 、 Man 3 残 基 、 Man 3 GlcNAc残 基 、 Man 4 GlcNAc残 基 、 Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ
ニ ル 残 基 ま た は Ｎ － ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ニ ル 残 基 で あ り 、 好 ま し く は ラ ク ト シ ル 残 基 、
ガ ラ ク ト シ ル 残 基 、 マ ン ノ シ ル 残 基 ま た は Ｎ － ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ニ ル 残 基 で あ り 、
Ｏ Ｓ は 請 求 項 １ １ で 定 義 さ れ て い る オ リ ゴ 糖 配 列 で あ り 、
好 ま し い 態 様 に お い て は 、 Ｘ は マ ン ノ シ ル 残 基 で あ り 、 Ｏ Ｓ は Ｘ に β ２ － 、 β ４ － ま た は
β ６ － 結 合 、 好 ま し く は β ２ － 結 合 し て お り 、
他 の 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 Ｘ は ラ ク ト シ ル 残 基 ま た は Ｎ － ア セ チ ル ラ ク ト サ ミ ニ ル 残
基 で あ り 、 Ｏ Ｓ は Ｘ の Gal残 基 に β ３ － ま た は β ６ － 結 合 し て い る か 、 Ｘ は ガ ラ ク ト シ ル
残 基 ま た は Ｎ － ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ニ ル 残 基 で あ り 、 Ｏ Ｓ は Ｘ に β ３ － ま た は β ６ － 結
合 し て い る 。 ）
で 表 さ れ る 抗 原 性 エ ピ ト ー プ 構 造 を 包 含 す る こ と を 特 徴 と す る 、 癌 治 療 用 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
下 記 式 （ Ｉ Ｖ ） ：
Gal[N(Am) s 2 ] s 3 α 3GalN(Am) s 2 β 3/4　 　 　 　 （ Ｉ Ｖ ）
（ 式 中 、
Ａ ｍ は ア ミ ン 基 の 誘 導 残 基 で あ る が 、 但 し 、 Ａ ｍ は ア セ チ ル （ Ａ ｃ ） 基 ま た は イ ミ ド 基 で
は な く 、 好 ま し く は GalN残 基 と カ ル ボ ン 酸 を 形 成 す る ア ミ ド 基 、 例 え ば 、 ホ ル ム ア ミ ド 、
プ ロ ピ オ ン 酸 ア ミ ド 、 他 の ア ル キ ル ア ミ ド 、 カ ル ボ ン 酸 を 含 む シ ク ロ ヘ キ サ ン ラ ジ カ ル の
ア ミ ド な ど の 環 状 ア ミ ド 、 お よ び 安 息 香 酸 の ア ミ ド 基 の よ う な 芳 香 族 炭 化 水 素 の ア ミ ド 基
で あ り 、
ｓ ２ お よ び ｓ ３ は 各 々 独 立 に ０ ま た は １ の 整 数 で あ る 。 ）
で 表 さ れ る 炭 水 化 物 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
下 記 式 ：
GalN(Am) r 1 α 3Galβ 3/4
（ 式 中 、
ｒ １ は ０ ま た は １ の 整 数 で あ り 、
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Ａ ｍ は ア ミ ン 基 の 誘 導 残 基 で あ る が 、 但 し 、 Ａ ｍ は ア セ チ ル （ Ａ ｃ ） 基 ま た は イ ミ ド 基 で
は な く 、 好 ま し く は GalN残 基 と カ ル ボ ン 酸 を 形 成 す る ア ミ ド 基 、 例 え ば 、 ホ ル ム ア ミ ド 、
プ ロ ピ オ ン 酸 ア ミ ド 、 他 の ア ル キ ル ア ミ ド 、 カ ル ボ ン 酸 を 含 む シ ク ロ ヘ キ サ ン ラ ジ カ ル の
ア ミ ド な ど の 環 状 ア ミ ド 、 お よ び 安 息 香 酸 の ア ミ ド 基 の よ う な 芳 香 族 炭 化 水 素 の ア ミ ド 基
で あ る 。 ）
で 表 さ れ る 炭 水 化 物 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
GalN誘 導 体 、 特 に lacdiNac構 造 お よ び そ の 類 似 体 を 製 造 す る 方 法 に し て 、 末 端 ヘ キ ソ サ ミ
ン を 受 容 体 と し て 下 記 式 （ Ｉ Ｉ Ｉ ） で 表 さ れ る グ リ コ シ ル 基 転 移 反 応 を 行 う こ と を 包 含 す
る 製 造 方 法 。
SAC-供 与 体 　 ＋ 　 GalNβ 3/4　 → 　 SACyxGalNβ 3/4　 　 （ Ｉ Ｉ Ｉ ）
［ 式 中 、
ｙ は α － ま た は β － 結 合 で あ り 、
ｘ は 各 々 独 立 し て ３ 位 、 ４ 位 ま た は ６ 位 の 結 合 位 置 を 表 し 、
GalNβ 3/4は 、 ヘ キ ソ ー ス 、 ヘ キ ソ サ ミ ン ま た は ヘ キ ソ サ ミ ン 誘 導 体 、 好 ま し く は Gal、 Ga
lN、 GalNAc、 Glc、 GlcNま た は GlcNAc、 に β ３ － ま た は β ４ － 結 合 し て い る 非 還 元 末 端 Gal
Nを 表 し 、
Ｓ Ａ Ｃ は シ ア ル 酸 ま た は 下 記 式 で 表 さ れ る 糖 残 基 を 表 す 。
Hex(A) s 1 [N(Ac) s 2 ] s 3
（ 式 中 、 Hexは Galま た は Glcで あ り 、 ｓ １ 、 ｓ ２ お よ び ｓ ３ は 各 々 独 立 に ０
ま た は １ の 整 数 で あ り 、 但 し ｓ １ が １ で あ る 場 合 に は 、 ｓ ３ は ０ で あ る ）
上 記 式 中 の ｓ １ が １ で あ る 場 合 に は 、 Ｓ Ａ Ｃ で 表 さ れ る 構 造 は ヘ キ ス ロ ン 酸 構 造 、 好 ま し
く は GlcA、 を 含 み ； ｓ ３ が １ で あ り 、 且 つ 、 ｓ ２ が １ で あ る 場 合 に は 、 Ｓ Ａ Ｃ で 表 さ れ る
構 造 は GlcNAcま た は GalNAcを 含 み ； そ し て 、 ｓ ２ が ０ で あ る 場 合 に は 、 Ｓ Ａ Ｃ で 表 さ れ る
構 造 は GalNま た は GlcNを 含 ん で い る 。 ］
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