
(57)【要約】
本発明は、ポリペプチドおよびこれらをコード化する核酸ならびに肝臓障害および腫瘍性
疾患、特に肝臓および他の上皮組織の癌、アデノーマなどの良性肝新生物ならびに限局性
結節性過形成（ＦＮＨ）および肝硬変などの他の増殖性肝臓障害の診断、防止、および／
または処置へのその使用に関する。本発明は、更に、これらの障害を診断および処置する
方法に関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 配 列 番 号 ２ 記 載 の 配 列 を 含 む 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の 機 能 的 変 異 体 。
【 請 求 項 ２ 】
　 請 求 項 １ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 、 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ３ 】
　 請 求 項 １ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 、 ま た は そ の 変 異 体 。
【 請 求 項 ４ 】
　 核 酸 が 、 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ で あ る 、 請 求 項 ３ 記 載 の 核 酸 。
【 請 求 項 ５ 】
　 核 酸 が 、 配 列 番 号 １ １ 記 載 の 核 酸 を 含 む 、 請 求 項 ３ 記 載 の 核 酸 。
【 請 求 項 ６ 】
　 請 求 項 ３ 記 載 の 核 酸 、 お よ び 配 列 番 号 １ ～ ９ ま た は 配 列 番 号 ４ ７ に よ る ポ リ ペ プ チ ド を
コ ー ド す る 核 酸 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ７ 】
　 ベ ク タ ー が ノ ッ ク ア ウ ト 遺 伝 子 構 築 物 、 プ ラ ス ミ ド 、 シ ャ ト ル ベ ク タ ー 、 フ ァ ー ジ ミ ド
、 コ ス ミ ド 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 お よ び 発 現 ベ ク タ ー か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項
６ 記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ８ 】
　 請 求 項 ３ 記 載 の 核 酸 を 含 む 細 胞 。
【 請 求 項 ９ 】
　 請 求 項 ６ 記 載 の ベ ク タ ー を 含 む 細 胞 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 細 胞 が ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 胎 性 非 ヒ ト 幹 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ９ 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 請 求 項 ３ 記 載 の 核 酸 を 含 む 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 抗 体 が 請 求 項 １ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 、 ま た は 請 求 項 ３ 記 載 の 核 酸 に 対 し て 作 成
さ れ て い る 、 抗 体 ま た は そ の 抗 体 断 片 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 請 求 項 ３ 記 載 の 核 酸 に 対 し て 相 補 性 で あ る 配 列 を 有 す る 核 酸 ま た は 請 求 項 ３ 記 載 の 核 酸
の 非 機 能 的 突 然 変 異 体 変 種 を 含 む 核 酸 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 相 補 性 配 列 を 有 す る 核 酸 が ア ン チ セ ン ス 分 子 ま た は Ｒ Ｎ Ａ 干 渉 分 子 で あ る 、 請 求 項 １ ３
記 載 の 核 酸 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 請 求 項 １ ３ 記 載 の 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 ベ ク タ ー が プ ラ ス ミ ド 、 シ ャ ト ル ベ ク タ ー 、 フ ァ ー ジ ミ ド 、 コ ス ミ ド 、 ウ イ ル ス ベ ク タ
ー 、 お よ び 発 現 ベ ク タ ー か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ５ 記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 請 求 項 １ ３ 記 載 の 核 酸 を 含 む 細 胞 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 請 求 項 １ ５ 記 載 の ベ ク タ ー を 含 む 細 胞 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 請 求 項 １ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 配 列 番 号 １ ～ ９ ま た は 配 列 番 号 ４ ７ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド
、 上 記 ポ リ ペ プ チ ド の １ つ を コ ー ド す る 核 酸 、 上 記 核 酸 の １ つ の 変 異 体 、 お よ び 上 記 ポ リ
ペ プ チ ド の １ つ に 対 し て 作 製 さ れ た 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ た 少 な く
と も １ つ の 化 合 物 を 、 適 切 な 添 加 剤 ま た は 助 剤 と 組 合 せ て か ま た は 一 緒 に 含 む 診 断 薬 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
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　 核 酸 が 、 プ ロ ー ブ で あ る 、 請 求 項 １ ９ 記 載 の 診 断 薬 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 プ ロ ー ブ が 、 Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ で あ る 、 請 求 項 ２ ０ 記 載 の 診 断 薬 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 請 求 項 １ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 配 列 番 号 １ ～ ９ ま た は 配 列 番 号 ４ ７ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド
、 上 記 ポ リ ペ プ チ ド の １ つ の 機 能 的 変 異 体 、 上 記 ポ リ ペ プ チ ド の １ つ を コ ー ド す る 核 酸 、
上 記 核 酸 の １ つ の 変 異 体 、 上 記 核 酸 の １ つ の 非 機 能 的 突 然 変 異 体 変 種 で あ る 核 酸 、 上 記 核
酸 の １ つ に 対 し て 相 補 性 で あ る 配 列 を 有 す る 核 酸 、 上 記 核 酸 の １ つ を 含 む ベ ク タ ー 、 上 記
核 酸 の １ つ を 含 む 細 胞 、 上 記 ベ ク タ ー を 含 む 細 胞 、 上 記 ポ リ ペ プ チ ド の １ つ に 対 し て 作 製
さ れ た 抗 体 ま た は 抗 体 の 断 片 、 上 記 ポ リ ペ プ チ ド の １ つ の 機 能 的 変 異 体 に 対 し て 作 成 さ れ
た 抗 体 ま た は 抗 体 の 断 片 、 上 記 抗 体 の １ つ を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー 、 上 記 抗 体 の
１ つ を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー を 含 む 細 胞 、 お よ び 上 記 抗 体 断 片 の １ つ を コ ー ド す
る 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー を 含 む 細 胞 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ た 少 な く と も １ つ の 成 分 を 、 適
切 な 添 加 剤 ま た は 助 剤 と 組 合 せ て か ま た は 一 緒 に 含 む 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 相 補 性 配 列 を 有 す る 核 酸 が 、 ア ン チ セ ン ス 分 子 ま た は Ｒ Ｎ Ａ 干 渉 分 子 で あ る 、 請 求 項 ２
２ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 配 列 番 号 １ ～ ９ ま た は 配 列 番 号 ４ ７ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 上 記 ポ リ ペ プ チ ド の １ つ の 機
能 的 変 異 体 、 上 記 ポ リ ペ プ チ ド の １ つ を コ ー ド す る 核 酸 、 上 記 核 酸 の １ つ の 変 異 体 、 上 記
核 酸 の １ つ の 非 機 能 的 突 然 変 異 体 変 種 で あ る 核 酸 、 上 記 核 酸 の １ つ に 対 し て 相 補 性 で あ る
配 列 を 有 す る 核 酸 、 上 記 ポ リ ペ プ チ ド の １ つ に 対 し て 作 成 さ れ た 抗 体 ま た は 抗 体 の 断 片 、
お よ び 上 記 ポ リ ペ プ チ ド の １ つ の 機 能 的 変 異 体 に 対 し て 作 製 さ れ た 抗 体 ま た は 抗 体 の 断 片
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ た 少 な く と も １ つ の 化 合 物 が 、 患 者 の サ ン プ ル 中 で 同 定 さ れ 、 参
照 ラ イ ブ ラ リ ー ま た は 参 照 サ ン プ ル の 少 な く と も １ つ の 化 合 物 と 比 較 さ れ る 、 肝 臓 障 害 ま
た は 上 皮 癌 の 診 断 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 肝 臓 障 害 が 、 肝 硬 変 、 ア ル コ ー ル 性 肝 臓 疾 患 、 慢 性 肝 炎 、 ウ ィ ル ソ ン 病 、 血 色 素 症 、 肝
細 胞 癌 、 良 性 肝 新 生 物 、 お よ び 限 局 性 結 節 性 過 形 成 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 障 害 で あ る
、 請 求 項 ２ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 上 皮 癌 が 、 肺 、 胃 、 腎 臓 、 大 腸 、 前 立 腺 、 皮 膚 、 お よ び 乳 房 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る
器 官 の 腺 癌 で あ る 、 請 求 項 ２ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 肝 臓 障 害 ま た は 上 皮 癌 を 患 う 患 者 を 処 置 す る 方 法 で あ っ て 、 配 列 番 号 １ ～ ９ ま た は 配 列
番 号 ４ ７ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 上 記 ポ リ ペ プ チ ド の １ つ の 機 能 的 変 異 体 、 上 記 ポ リ ペ プ チ
ド の １ つ を コ ー ド 化 す る 核 酸 、 上 記 核 酸 の １ つ の 変 異 体 、 上 記 核 酸 の １ つ の 非 機 能 的 突 然
変 異 体 変 種 で あ る 核 酸 、 上 記 核 酸 の １ つ に 対 し て 相 補 性 で あ る 配 列 を 有 す る 核 酸 、 上 記 核
酸 の １ つ を 含 む ベ ク タ ー 、 上 記 核 酸 の １ つ を 含 む 細 胞 、 上 記 ベ ク タ ー を 含 む 細 胞 、 上 記 ポ
リ ペ プ チ ド の １ つ に 対 し て 作 製 さ れ た 抗 体 ま た は 抗 体 の 断 片 、 上 記 ポ リ ペ プ チ ド の １ つ の
機 能 的 変 異 体 に 対 し て 作 製 さ れ た 抗 体 ま た は 抗 体 の 断 片 、 抗 体 を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む ベ
ク タ ー 、 抗 体 を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー を 含 む 細 胞 、 お よ び 抗 体 断 片 を コ ー ド す る
核 酸 を 含 む ベ ク タ ー を 含 む 細 胞 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の 成 分 が 、 適 切
な 添 加 剤 ま た は 助 剤 と 組 合 せ て か ま た は 一 緒 に 、 処 置 の 必 要 な 患 者 に 治 療 的 有 効 量 で 投 与
さ れ る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 相 補 性 配 列 を 有 す る 核 酸 が 、 ア ン チ セ ン ス 分 子 ま た は Ｒ Ｎ Ａ 干 渉 分 子 で あ る 、 請 求 項 ２
７ 記 載 の 処 置 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 Ｒ Ｎ Ａ 干 渉 分 子 が 、 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ま た は 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ を 発 現 す る ベ ク タ ー の 形 で 投 与 さ
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れ る 、 請 求 項 ２ ８ 記 載 の 処 置 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 Ｒ Ｎ Ａ 干 渉 分 子 が 、 １ ５ ～ ３ ０ 個 の ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る サ イ ズ 範 囲
を 有 す る 、 請 求 項 ２ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 肝 臓 障 害 が 、 肝 硬 変 、 ア ル コ ー ル 性 肝 臓 疾 患 、 慢 性 肝 炎 、 ウ ィ ル ソ ン 病 、 血 色 素 症 、 肝
細 胞 癌 、 良 性 肝 新 生 物 、 お よ び 限 局 性 結 節 性 過 形 成 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 障 害 で あ る
、 請 求 項 ２ ７ ～ ３ ０ の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 上 皮 癌 が 、 肺 、 胃 、 腎 臓 、 大 腸 、 前 立 腺 、 皮 膚 、 お よ び 乳 房 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る
器 官 の 腺 癌 で あ る 、 請 求 項 ２ ７ ～ ３ ０ の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 配 列 番 号 １ ～ ９ ま た は 配 列 番 号 ４ ７ の 配 列 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の 機 能 的 変 異
体 に 対 す る 、 肝 臓 障 害 ま た は 上 皮 癌 を 患 う 患 者 の 免 疫 反 応 を 刺 激 す る 方 法 で あ っ て 、 配 列
番 号 １ ～ ９ ま た は 配 列 番 号 ４ ７ の 配 列 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 そ の 機 能 的 変 異 体 、 上 記 ポ リ
ペ プ チ ド の １ つ を コ ー ド す る 核 酸 、 上 記 核 酸 の １ つ の 変 異 体 、 上 記 核 酸 の １ つ を 含 む ベ ク
タ ー 、 上 記 核 酸 の １ つ を 含 む 細 胞 、 お よ び 上 記 ベ ク タ ー を 含 む 細 胞 か ら な る 群 よ り 選 択 さ
れ る 少 な く と も １ つ の 成 分 を 、 こ の よ う な 治 療 の 必 要 な 患 者 に 治 療 的 有 効 量 で 投 与 し 、 患
者 の 免 疫 反 応 を 刺 激 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 患 者 か ら 分 離 し た サ ン プ ル 中 で 異 な っ て 発 現 さ れ た 配 列 番 号 １ ０ ～ 配 列 番 号 １ ９ 記 載 の
少 な く と も １ つ の 核 酸 、 ま た は そ の 変 異 体 を 、 参 照 ラ イ ブ ラ リ ー ま た は 参 照 サ ン プ ル に 対
し て 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 工 程 ：
　 （ ａ ） 患 者 か ら 分 離 し た サ ン プ ル 中 の 、 配 列 番 号 １ ０ ～ 配 列 番 号 １ ９ 記 載 の 少 な く と も
１ つ の 核 酸 、 ま た は そ の 変 異 体 の 発 現 を 検 出 す る 工 程 と ；
　 （ ｂ ） 工 程 （ ａ ） で 検 出 さ れ た 上 記 核 酸 の 発 現 を 、 参 照 ラ イ ブ ラ リ ー ま た は 参 照 サ ン プ
ル 中 の 同 じ 上 記 核 酸 の 発 現 と 比 較 す る 工 程 と ；
　 （ ｃ ） 参 照 ラ イ ブ ラ リ ー ま た は 参 照 サ ン プ ル と 比 較 し て 、 患 者 か ら 分 離 し た サ ン プ ル 中
の 異 な っ て 発 現 さ れ た 上 記 核 酸 を 同 定 す る 工 程 と ；
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 肝 臓 障 害 ま た は 上 皮 癌 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 工 程 ：
　 （ ａ ） 患 者 か ら 分 離 し た サ ン プ ル 中 の 、 配 列 番 号 １ ０ ～ 配 列 番 号 １ ９ 記 載 の 少 な く と も
１ つ の 核 酸 、 ま た は そ の 変 異 体 の 発 現 を 検 出 す る 工 程 と ；
　 （ ｂ ） 工 程 （ ａ ） で 検 出 さ れ た 上 記 核 酸 の 発 現 を 、 参 照 ラ イ ブ ラ リ ー ま た は 参 照 サ ン プ
ル 中 の 該 核 酸 の 発 現 と 比 較 す る 工 程 と ；
　 （ ｃ ） 参 照 ラ イ ブ ラ リ ー ま た は 参 照 サ ン プ ル と 比 較 し て 、 患 者 か ら 分 離 し た サ ン プ ル 中
の 異 な っ て 発 現 さ れ た 上 記 核 酸 を 同 定 す る 工 程 と ；
　 （ ｄ ） 工 程 （ ｃ ） で 同 定 し た 上 記 核 酸 を 、 病 理 参 照 サ ン プ ル ま た は 病 理 参 照 ラ イ ブ ラ リ
ー 中 の 異 な っ て 発 現 さ れ た 上 記 核 酸 と 一 致 さ せ る 工 程 と ；
を 含 み 、
　 一 致 し た 核 酸 が 、 肝 臓 障 害 ま た は 上 皮 癌 を 患 う 患 者 を 示 す 、
方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 工 程 （ ａ ） で 、 少 な く と も ２ つ の 核 酸 が 、 同 定 さ れ る 、 請 求 項 ３ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 工 程 （ ａ ） で 、 上 記 核 酸 の 検 出 が 、 Ｐ Ｃ Ｒ ベ ー ス 検 出 に よ る か 、 ま た は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン ア ッ セ イ に よ る 、 請 求 項 ３ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 工 程 （ ｂ ） に お い て 、 上 記 核 酸 の 発 現 が 、 固 相 ベ ー ス の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 、 ハ イ ブ リ

10

20

30

40

50

(4) JP 2006-500074 A 2006.1.5



ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 サ ブ ト ラ ク テ ィ ブ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル デ ィ ス
プ レ イ 、 お よ び Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ 保 護 ア ッ セ イ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 方 法 に よ っ て 比 較 さ れ
る 、 請 求 項 ３ ５ ～ ３ ７ の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 患 者 か ら 分 離 し た サ ン プ ル が 、 肝 臓 組 織 、 肝 臓 細 胞 、 癌 性 形 質 転 換 を 受 け た 別 の 器 官 か
ら の 組 織 、 こ の 器 官 か ら の 細 胞 、 血 液 、 血 清 、 血 漿 、 腹 水 、 乳 房 水 、 脳 脊 髄 液 、 唾 液 、 尿
、 精 液 、 お よ び 糞 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ３ ５ ～ ３ ８ の い ず れ か 一 項 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 参 照 サ ン プ ル が 、 同 じ 患 者 の 非 罹 患 サ ン プ ル お よ び 別 の 対 象 者 か ら の 非 罹 患 サ ン プ ル か
ら 選 択 さ れ た 供 給 源 よ り 分 離 さ れ る 、 請 求 項 ３ ５ ～ ３ ９ の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 参 照 サ ン プ ル が 、 肝 臓 組 織 、 肝 臓 細 胞 、 血 液 、 血 清 、 血 漿 、 腹 水 、 乳 房 水 、 脳 脊 髄 液 、
唾 液 、 尿 、 精 液 、 お よ び 糞 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ３ ５ ～ ４ ０ の い ず れ か 一 項
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 参 照 ラ イ ブ ラ リ ー が 、 工 程 （ ａ ） の 上 記 核 酸 の 肝 臓 障 害 特 異 的 発 現 に 関 す る ク ロ ー ン ま
た は デ ー タ を 含 む 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー ま た は デ ー タ ベ ー ス で あ る 、 請 求 項 ３ ５ ～ ４ １ の い ず
れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 病 理 参 照 サ ン プ ル が 、 肝 臓 障 害 ま た は 上 皮 癌 を 患 う 別 の 患 者 か ら の 罹 患 サ ン プ ル か ら 選
択 さ れ た 供 給 源 か ら 分 離 さ れ る 、 請 求 項 ３ ５ ～ ４ ２ の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 病 理 参 照 ラ イ ブ ラ リ ー が 、 参 照 サ ン プ ル ま た は 参 照 ラ イ ブ ラ リ ー で の 対 照 発 現 に 対 す る
、 肝 臓 障 害 ま た は 上 皮 癌 を 患 う 別 の 患 者 か ら 分 離 さ れ た サ ン プ ル 中 の 工 程 （ ａ ） に お け る
上 記 核 酸 の デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル 発 現 に 関 す る デ ー タ を 含 む デ ー タ ベ ー ス で あ る 、 請 求 項 ３
５ ～ ４ ３ の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 肝 臓 障 害 が 、 肝 細 胞 癌 、 良 性 肝 新 生 物 、 お よ び 肝 硬 変 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 障 害 で
あ る 、 請 求 項 ３ ５ ～ ４ ４ の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 上 皮 癌 が 、 肺 、 胃 、 腎 臓 、 大 腸 、 前 立 腺 、 皮 膚 、 お よ び 乳 房 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る
器 官 の 腺 癌 で あ る 、 請 求 項 ３ ５ ～ ４ ４ の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 参 照 ラ イ ブ ラ リ ー ま た は 参 照 サ ン プ ル に 対 し て 、 患 者 か ら 分 離 さ れ た サ ン プ ル 中 で 異 な
っ て 発 現 さ れ た 配 列 番 号 １ ～ 配 列 番 号 ９ ま た は 配 列 番 号 ４ ７ 記 載 の 少 な く と も １ つ の ポ リ
ペ プ チ ド 、 ま た は そ の 機 能 的 変 異 体 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 工 程 ：
　 （ ａ ） 患 者 か ら 分 離 さ れ た サ ン プ ル 中 の 、 配 列 番 号 １ ～ 配 列 番 号 ９ ま た は 配 列 番 号 ４ ７
記 載 の 少 な く と も １ つ の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の 機 能 的 変 異 体 の 発 現 を 検 出 す る 工 程 と
；
　 （ ｂ ） 工 程 （ ａ ） で 検 出 さ れ た 上 記 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 、 参 照 ラ イ ブ ラ リ ー ま た は 参
照 サ ン プ ル 中 の 上 記 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 と 比 較 す る 工 程 と ；
　 （ ｃ ） 参 照 ラ イ ブ ラ リ ー ま た は 参 照 サ ン プ ル と 比 較 し て 、 患 者 か ら 分 離 し た サ ン プ ル 中
の 異 な っ て 発 現 さ れ た 上 記 ポ リ ペ プ チ ド を 同 定 す る 工 程 と ；
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
肝 臓 障 害 ま た は 上 皮 癌 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 工 程 ：
　 （ ａ ） 患 者 か ら 分 離 さ れ た サ ン プ ル 中 の 、 配 列 番 号 １ ～ 配 列 番 号 ９ ま た は 配 列 番 号 ４ ７
記 載 の 少 な く と も １ つ の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の 機 能 的 変 異 体 の 発 現 を 検 出 す る 工 程 と
；
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　 （ ｂ ） 工 程 （ ａ ） で 検 出 さ れ た 上 記 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 、 参 照 ラ イ ブ ラ リ ー ま た は 参
照 サ ン プ ル 中 の 上 記 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 と 比 較 す る 工 程 と ；
　 （ ｃ ） 参 照 ラ イ ブ ラ リ ー ま た は 参 照 サ ン プ ル と 比 較 し て 、 患 者 か ら 分 離 し た サ ン プ ル 中
で 異 な っ て 発 現 さ れ た 上 記 ポ リ ペ プ チ ド を 同 定 す る 工 程 と ；
　 （ ｄ ） 工 程 （ ｃ ） で 同 定 し た 上 記 ポ リ ペ プ チ ド を 、 病 理 参 照 サ ン プ ル ま た は 病 理 参 照 ラ
イ ブ ラ リ ー 中 の 異 な っ て 発 現 さ れ た 上 記 ポ リ ペ プ チ ド と 一 致 さ せ る 工 程 と ；
を 含 み 、
　 一 致 し た ポ リ ペ プ チ ド が 、 肝 臓 障 害 ま た は 上 皮 癌 を 患 う 患 者 を 示 す 、
方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 少 な く と も ２ つ の ポ リ ペ プ チ ド が 、 同 定 さ れ る 、 請 求 項 ４ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 ゲ ル 電 気 泳 動 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 技 法 、 免 疫 ブ ロ ッ ト 分 析 、 免 疫 組
織 化 学 、 酵 素 ベ ー ス 免 疫 ア ッ セ イ 、 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 、 質 量 分 析 法 、 免 疫 組
織 化 学 、 お よ び 酵 素 ベ ー ス 免 疫 ア ッ セ イ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 方 法 に よ っ て 検 出 さ れ
る 、 請 求 項 ４ ８ ま た は ４ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 二 次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 分 離 技 法 、 免 疫 ブ ロ ッ ト 分
析 、 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 、 免 疫 組 織 化 学 、 お よ び 酵 素 ベ ー ス 免 疫 ア ッ セ イ か ら な る 群 よ り
選 択 さ れ る 方 法 に よ っ て 比 較 さ れ る 、 請 求 項 ４ ８ ～ ５ ０ の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 患 者 か ら 分 離 し た サ ン プ ル が 、 肝 臓 組 織 、 肝 臓 細 胞 、 癌 性 形 質 転 換 を 受 け た 別 の 器 官 か
ら の 組 織 、 こ の 器 官 か ら の 細 胞 、 血 液 、 血 清 、 血 漿 、 腹 水 、 乳 房 水 、 脳 脊 髄 液 、 唾 液 、 尿
、 精 液 、 お よ び 糞 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ４ ８ ～ ５ １ の い ず れ か 一 項 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 参 照 サ ン プ ル が 、 同 じ 患 者 の 非 罹 患 サ ン プ ル お よ び 別 の 対 象 者 か ら の 非 罹 患 サ ン プ ル か
ら 選 択 さ れ た 供 給 源 よ り 分 離 さ れ る 、 請 求 項 ４ ８ ～ ５ ２ の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 参 照 サ ン プ ル が 肝 臓 組 織 、 肝 臓 細 胞 、 血 液 、 血 清 、 血 漿 、 腹 水 、 乳 房 水 、 脳 脊 髄 液 、 唾
液 、 尿 、 精 液 、 お よ び 糞 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ４ ８ ～ ５ ３ の い ず れ か 一 項 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 参 照 ラ イ ブ ラ リ ー が 、 工 程 （ ａ ） の 上 記 核 酸 の 肝 臓 障 害 特 異 的 発 現 に 関 す る ク ロ ー ン ま
た は デ ー タ を 含 む 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー ま た は デ ー タ ベ ー ス で あ る 、 請 求 項 ４ ８ ～ ５ ４ の い ず
れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 病 理 参 照 サ ン プ ル が 、 肝 臓 障 害 ま た は 上 皮 癌 を 患 う 別 の 患 者 か ら の 罹 患 サ ン プ ル か ら 選
択 さ れ た 供 給 源 か ら 分 離 さ れ る 、 請 求 項 ４ ８ ～ ５ ５ の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 病 理 参 照 ラ イ ブ ラ リ ー が 、 参 照 サ ン プ ル ま た は 参 照 ラ イ ブ ラ リ ー で の 対 照 発 現 に 対 す る
、 肝 臓 障 害 ま た は 上 皮 癌 を 患 う 別 の 患 者 か ら 分 離 さ れ た サ ン プ ル 中 の 工 程 （ ａ ） に お け る
上 記 ポ リ ペ プ チ ド の デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル 発 現 に 関 す る デ ー タ を 含 む デ ー タ ベ ー ス で あ る 、
請 求 項 ４ ８ ～ ５ ６ の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 肝 臓 障 害 が 、 肝 細 胞 癌 、 良 性 肝 新 生 物 、 お よ び 肝 硬 変 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 障 害 で
あ る 、 請 求 項 ４ ８ ～ ５ ７ の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 上 皮 癌 が 、 肺 、 胃 、 腎 臓 、 大 腸 、 前 立 腺 、 皮 膚 、 お よ び 乳 房 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る
器 官 の 腺 癌 で あ る 、 請 求 項 ４ ８ ～ ５ ７ の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ６ ０ 】
　 患 者 が 肝 臓 障 害 ま た は 上 皮 癌 を 発 症 す る の を 防 止 す る 方 法 で あ っ て 、 配 列 番 号 １ ～ ９ ま
た は 配 列 番 号 ４ ７ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 そ の 機 能 的 変 異 体 、 上 記 ポ リ ペ プ チ ド の １ つ を コ
ー ド す る 核 酸 、 上 記 核 酸 の １ つ の 変 異 体 、 上 記 核 酸 の １ つ に 対 し て 相 補 性 で あ る 配 列 を 有
す る 核 酸 、 上 記 核 酸 の １ つ の 非 機 能 的 突 然 変 異 体 で あ る 核 酸 、 上 記 核 酸 の １ つ を 含 む ベ ク
タ ー ま た は そ の 変 異 体 、 上 記 核 酸 の １ つ を 含 む 細 胞 ま た は そ の 変 異 体 、 お よ び 上 記 ベ ク タ
ー を 含 む 細 胞 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の 成 分 が 、 こ の よ う な 防 止 処 置 の
必 要 な 患 者 に 治 療 的 有 効 量 で 投 与 さ れ る 方 法 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 薬 理 学 的 活 性 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 工 程 ：
　 （ ａ ） 配 列 番 号 １ ～ ９ ま た は 配 列 番 号 ４ ７ 記 載 の 少 な く と も １ つ の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た
は そ の 機 能 的 変 異 体 を 提 供 す る 工 程 と ；
　 （ ｂ ） 上 記 ポ リ ペ プ チ ド に 、 薬 理 学 的 活 性 化 合 物 で あ る と 思 わ れ る 化 合 物 を 接 触 さ せ る
工 程 と ；
　 （ ｃ ） 工 程 （ ａ ） の 上 記 ポ リ ペ プ チ ド と 薬 理 学 的 に 活 性 で あ る と 思 わ れ る 上 記 化 合 物 と
の 相 互 作 用 を ア ッ セ イ す る 工 程 と ；
　 （ ｄ ） 工 程 （ ａ ） の 上 記 ポ リ ペ プ チ ド と 直 接 ま た は 間 接 的 に 相 互 作 用 す る 、 薬 理 学 的 に
活 性 で あ る と 思 わ れ る 上 記 化 合 物 を 同 定 す る 工 程 と ；
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 工 程 （ ａ ） の 上 記 ポ リ ペ プ チ ド が カ ラ ム に 付 着 さ れ る か 、 上 記 ポ リ ペ プ チ ド が 、 ア レ イ
に 付 着 さ れ る か 、 電 気 泳 動 ゲ ル に 含 有 さ れ る か 、 膜 に 付 着 さ れ る か 、 ま た は 細 胞 に よ っ て
発 現 さ れ る 、 請 求 項 ６ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 相 互 作 用 が 、 酵 素 ま た は 蛍 光 ベ ー ス 細 胞 レ ポ ー タ ー 法 に よ っ て ア ッ セ イ さ れ る 、 請 求 項
６ １ ま た は ６ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 相 互 作 用 が 、 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 、 Ｈ Ｐ Ｌ 、 ま た は 質 量 分 析 法 に よ っ て ア ッ セ イ さ れ る
、 請 求 項 ６ １ ま た は ６ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 工 程 （ ｄ ） の 直 接 ま た は 間 接 機 能 相 互 作 用 が 、 工 程 （ ａ ） に お け る 上 記 ポ リ ペ プ チ ド の
発 現 の 誘 発 、 上 記 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 の 抑 制 、 上 記 ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 の 活 性 化 、 上 記 ポ
リ ペ プ チ ド の 機 能 の 抑 制 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ６ １ 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 ポ リ ペ プ チ ド お よ び こ れ ら を コ ー ド 化 す る 核 酸 な ら び に 肝 臓 障 害 お よ び 腫 瘍
性 疾 患 、 特 に 肝 臓 お よ び 他 の 上 皮 組 織 の 癌 、 良 性 肝 新 生 物 、 例 え ば ア デ ノ ー マ な ら び に 他
の 増 殖 性 肝 臓 障 害 、 例 え ば 限 局 性 結 節 性 過 形 成 （ Ｆ Ｎ Ｈ ） お よ び 肝 硬 変 の 診 断 、 防 止 、 お
よ び ／ ま た は 処 置 へ の そ の 使 用 に 関 す る 。 本 発 明 は 、 更 に 、 こ れ ら の 障 害 を 診 断 お よ び 処
置 す る 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 癌 の 発 生 は 一 般 に 、 例 え ば 増 殖 、 ア ポ ト ー シ ス （ 細 胞 死 ） 、 ス ト レ ス に 対 す る 反 応 お よ
び 上 皮 ／ 間 質 相 互 作 用 を 含 む 、 重 要 な 細 胞 経 路 の 活 性 を 変 化 さ せ る 遺 伝 子 変 異 を 特 徴 と す
る 。 癌 に お い て 調 節 解 除 さ れ た 核 酸 の 同 定 は 、 腫 瘍 性 形 質 転 換 の 機 構 へ の 重 要 な 新 し い 洞
察 を 与 え う る こ と が 、 ま す ま す 認 識 さ れ て い る 。 マ ク ロ 再 生 結 節 な ど の 前 癌 状 態 に お け る
調 節 解 除 核 酸 発 現 の 同 定 な ら び に 肝 臓 癌 に お け る 「 大 き な 」 お よ び 「 小 さ な 」 細 胞 変 化 は
、 悪 性 形 質 転 換 の 初 期 事 象 の 知 識 を 提 供 す る 。 同 様 に 、 肝 臓 に お け る Ｆ Ｎ Ｈ お よ び 肝 硬 変
な ど の 組 織 増 殖 お よ び 組 織 修 復 を 特 徴 と す る 障 害 に お け る 調 節 解 除 遺 伝 子 発 現 の 同 定 は 、
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増 殖 お よ び 悪 性 形 質 転 換 に 包 含 さ れ る 核 酸 を 識 別 で き る 。 こ の よ う な 調 節 解 除 核 酸 お よ び
コ ー ド 化 さ れ た 遺 伝 子 生 成 物 は 共 に 、 癌 の 新 し い 診 断 マ ー カ ー と し て の 可 能 性 を 有 す る 。
そ の 上 、 こ れ ら の 調 節 解 除 核 酸 の 生 成 物 は そ れ 自 体 、 ヒ ト 患 者 に お け る こ れ ら の 障 害 の 防
止 お よ び ／ ま た は 処 置 で の 治 療 介 入 の 標 的 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 肝 臓 は 、 タ ン パ ク 質 、 脂 質 、 炭 水 化 物 、 核 酸 、 お よ び ビ タ ミ ン の 代 謝 で 重 要 な 役 割 を 果
た す 。 効 果 的 に 診 断 、 防 止 、 ま た は 処 置 で き な い 、 肝 細 胞 癌 （ Ｈ Ｃ Ｃ ） な ど の 肝 臓 に 影 響
を 及 ぼ す 多 数 の 障 害 が あ る 。 Ｈ Ｃ Ｃ の 検 査 は 、 癌 に お け る 調 節 解 除 遺 伝 子 発 現 の 同 定 に 特
に よ く 適 し て い る 。 こ の こ と は 、 Ｈ Ｃ Ｃ の 組 織 サ ン プ ル が 外 科 的 に 切 除 し た 腫 瘍 か ら 得 る
こ と が 可 能 で あ り 、 腫 瘍 が 間 質 組 織 が ほ と ん ど な い 、 境 界 が 明 ら か な 固 形 構 造 で あ る か ら
で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 更 に 、 先 に 記 載 し た よ う に 、 肝 硬 変 、 非 腫 瘍 性 症 状 と 同 様 に 良 性 お よ び 悪 性 腫 瘍 の 比 較
分 析 の 可 能 性 が あ る 。 肝 臓 障 害 に 関 連 す る 異 な っ て 発 現 さ れ た 遺 伝 子 を 同 定 す る 技 術 の 制
限 が 克 服 で き る な ら ば 、 こ の 比 較 手 法 は 、 成 熟 器 官 で の （ 例 え ば 肝 硬 変 で の ） 細 胞 増 殖 お
よ び 組 織 修 復 の 過 程 に 特 異 的 に 関 与 す る 調 節 解 除 核 酸 の 同 定 は も ち ろ ん の こ と 、 過 形 成 （
Ｆ Ｎ Ｈ な ど ） な ら び に 良 性 お よ び 悪 性 新 生 物 （ 例 え ば ア デ ノ ー マ お よ び Ｈ Ｃ Ｃ ） に 関 連 す
る 遺 伝 子 発 現 変 化 の 同 定 お よ び 識 別 を 可 能 に す る 。 Ｈ Ｃ Ｃ に お い て 、 新 し く よ り 優 れ た 診
断 お よ び 治 療 能 力 へ の 切 迫 し た 要 求 が あ る 。 肝 臓 癌 の 調 節 解 除 遺 伝 子 が 、 胃 腸 管 の 他 の 癌
と 、 そ し て 確 か に 他 の 癌 腫 （ 上 皮 由 来 癌 ） と 高 度 に 関 連 性 で あ る の は 、 こ れ ら の 組 織 が 共
通 の 発 生 起 源 を 共 有 す る た め で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 世 界 的 に 肝 細 胞 癌 （ Ｈ Ｃ Ｃ ） は 、 最 も 一 般 的 な 悪 性 腫 瘍 に 属 し 、 約 １ ０ ０ 万 件 死 亡 ／ 年
を 計 上 し て い る （ Ishakら , 1999. Atlas of Tumor Pathology. Fascicle 31. Armed Forc
es Institute of Pathology, Washington, DC） 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 Ｈ Ｃ Ｃ な ど の 腫 瘍 性 肝 臓 障 害 お よ び 他 の 多 く の 腫 瘍 の 最 終 診 断 は 、 生 検 標 本 の 組 織 病 理
学 的 評 価 に 依 存 す る 。 こ の 侵 襲 性 外 科 的 措 置 は 、 一 般 に 、 症 候 が 現 れ る ま で 行 わ れ ず 、 そ
の と き 疾 患 は 、 ほ と ん ど の 場 合 で 進 行 段 階 に あ る た め 、 そ れ に よ り 治 療 介 入 の 選 択 肢 が 制
限 さ れ る 。 そ れ ゆ え 診 断 薬 お よ び 診 断 方 法 を 改 善 す る た め の 要 求 が あ る 。 加 え て 早 期 診 断
が 不 可 欠 で あ る が 、 晩 期 発 症 ま た は 特 異 的 臨 床 症 候 の 欠 如 に よ っ て さ え 阻 止 さ れ る 。 診 断
時 に 大 半 の Ｈ Ｃ Ｃ 腫 瘍 は 、 外 科 的 切 除 を も は や 受 入 れ ら れ な い （ 被 包 性 腫 瘍 ま た は 線 維 層
状 変 種 を 除 く ） （ Chen and Jeng, 1997, J.Gastroenterol. Hepatol.12: 329-34） ； そ の
上 、 こ れ ら は 細 胞 増 殖 抑 制 療 法 に 対 し て 高 度 に 耐 性 で あ る （ Kawataら , 2001 Br.J.Cancer
 84: 886-91） 。 全 体 的 に 、 通 例 、 診 断 後 １ 年 以 内 に 死 に 至 る 。 そ れ ゆ え Ｈ Ｃ Ｃ の 初 期 検
知 の マ ー カ ー 、 予 後 指 標 、 お よ び 有 効 な 防 止 お よ び ／ ま た は 治 療 法 が 、 こ の 分 野 で 非 常 に
望 ま し い 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 対 照 的 に 、 結 腸 直 腸 癌 に お い て 良 く 研 究 さ れ た 状 況 と は 異 な り 、 肝 臓 ア デ ノ ー マ は 、 Ｈ
Ｃ Ｃ の 前 駆 病 巣 を 示 さ な い 。 同 様 に 肝 硬 変 お よ び 肝 炎 ウ イ ル ス 感 染 は 、 Ｈ Ｃ Ｃ の 明 ら か な
危 険 因 子 で あ る が 、 こ れ ら の 状 態 は Ｈ Ｃ Ｃ 発 症 に 必 須 で は な い 。 あ る 肝 臓 病 巣 は 、 マ ク ロ
再 生 結 節 性 過 形 成 な ど の Ｈ Ｃ Ｃ 前 段 階 を 示 す が 、 こ れ は ま だ 確 認 さ れ て い な い （ Shortell
 and Schwartz, 1991, Surg Gynecol Obstet.173: 426-31; Anthony, P. in MacSweenら ,
 編  Pathology of the Liver.2001, Churchill Livingstone, Edinburgh） 。 こ れ ら の 障
害 は 、 肝 臓 切 除 お よ び 肝 臓 生 検 の 組 織 病 理 学 的 調 査 に よ っ て 診 断 さ れ る が 、 こ れ ら の 状 態
の よ り 早 期 の 、 ま た は 非 侵 襲 性 検 知 の 有 効 な 方 法 は 存 在 し て い な い 。 さ ら に 、 こ れ ら の 新
生 物 の 診 断 お よ び 予 後 マ ー カ ー に 対 す る 、 お よ び こ れ ら の 障 害 の 非 侵 襲 性 検 知 に 対 す る 即
時 の 要 求 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 過 去 １ ０ 年 間 に 複 数 の 技 術 が 、 細 胞 内 の 多 数 の 転 写 物 の 発 現 レ ベ ル を 常 に 監 視 す る こ と
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を 可 能 に し て き た （ 例 え ば Schenaら , 1995, Science 270: 467-470; Lockhartら , 1996, 
Nature Biotechnology 14: 1675-1680; Blanchardら , 1996, Nature Biotechnology 14, 
1649; 1996, 米 国 特 許 第 ５ ， ５ ６ ９ ， ５ ８ ８ 号 を 参 照 ） 。 転 写 物 配 列 技 術 が 、 各 種 の 障 害
状 態 に お い て ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト ま た は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ る 遺 伝 子 の 同 定 に 利 用 さ
れ て き た 。 複 数 の 最 近 の 研 究 は 、 Ｈ Ｃ Ｃ で の 遺 伝 子 発 現 の 変 化 を 検 査 す る た め に 、 こ の 技
術 を 利 用 し て き た 。 こ れ ら の 研 究 は 、 対 照 に 対 し て 、 Ｈ Ｃ Ｃ 細 胞 系 お よ び Ｈ Ｃ Ｃ 組 織 中 の
肝 臓 特 異 性 タ ン パ ク 質 を コ ー ド 化 す る 遺 伝 子 の 調 節 解 除 （ す な わ ち 過 剰 お よ び 過 小 発 現 ）
を さ ま ざ ま に 明 ら か に し た 。 そ の 上 、 研 究 は 、 細 胞 サ イ ク ル 制 御 、 ス ト レ ス 反 応 、 ア ポ ト
ー シ ス 、 脂 質 代 謝 、 細 胞 － 細 胞 相 互 作 用 、 Ｄ Ｎ Ａ 修 復 、 な ら び に サ イ ト カ イ ン お よ び 成 長
因 子 生 成 に 必 須 の 遺 伝 子 を 明 ら か に し た （ Graveelら , 2001, Oncogene 20: 2704-12; Kaw
aiら , 2001, Hepatology 33: 676-91; Lauら , 2000, Oncol.Res.12: 59-69; Nagaiら , 19
98, Cancer 82: 454-61; Okabeら , 2001, Cancer Res 61: 2129-37; Salvucciら , 1999, 
Oncogene 18: 181-187; Shirotaら , 2001, Hepatology 33: 832-40; Tackels-Horneら , 2
001, Cancer 92: 395-405; Wuら , 2001, Oncogene 20: 2674-3682; Xuら , 2001, Cancer 
Res.61: 3176-81） 。 し か し な が ら 、 こ れ ら の 研 究 で 報 告 さ れ た 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン に は
、 実 験 設 計 の 相 違 に よ り 、 お よ び ／ ま た は Ｈ Ｃ Ｃ 組 織 自 体 の 不 均 一 性 に よ り 、 ほ と ん ど 一
致 し な い 。 そ の 上 、 こ れ ら の Ｈ Ｃ Ｃ の 病 因 は 、 重 要 な 因 子 で あ る 。 Ｂ 型 お よ び Ｃ 型 慢 性 肝
炎 ウ イ ル ス 感 染 は 、 Ｈ Ｃ Ｃ の 主 な 要 因 で あ る が 、 ア ル コ ー ル に よ る 損 傷 お よ び 慢 性 肝 臓 障
害 も Ｈ Ｃ Ｃ を 発 生 さ せ る こ と が 認 識 さ れ て お り 、 こ れ ら 各 種 の 病 因 に よ る 腫 瘍 の 発 症 の 原
因 と な る 機 構 は 異 な り や す い 。 総 合 す れ ば 、 現 在 ま で に 、 肝 臓 障 害 へ の 介 入 を 可 能 に す る
満 足 な 診 断 薬 お よ び 診 断 方 法 が 開 発 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 同 じ こ と が 肝 臓 障 害 、 お よ び 上 皮 癌 の 治 療 に 当 て は ま る 。 例 え ば Ｈ Ｃ Ｃ で は 、 切 除 お よ
び 移 植 を 除 い て 有 効 な 治 療 選 択 肢 が な い が 、 こ れ ら の 手 法 は 、 ド ナ ー 肝 臓 へ の ア ク セ ス が
制 限 さ れ 、 患 者 へ の 高 度 の 危 険 と 関 連 付 け ら れ た 、 Ｈ Ｃ Ｃ の 早 期 段 階 に お い て の み 利 用 で
き る 。 加 え て こ れ ら の 手 法 は 、 非 常 に 費 用 が か か る 。 こ れ ら の 癌 は 、 大 抵 解 毒 で の 正 常 な
肝 機 能 お よ び 有 害 な 化 合 物 の 移 出 に よ り 、 化 学 療 法 に は ご く わ ず か し か 反 応 し な い 。 化 学
塞 栓 、 凍 結 療 法 、 お よ び エ タ ノ ー ル 注 射 な ど の 、 複 数 の 他 の 治 療 選 択 肢 は 、 な お 実 験 段 階
に あ り 、 こ れ ら の 有 効 性 は 確 立 さ れ て い な い 。 外 科 的 介 入 が 最 良 の 処 置 選 択 肢 の ま ま で あ
る が 、 腫 瘍 の 程 度 を 精 密 に 定 義 す る こ と は で き な い 。 し た が っ て こ の 侵 襲 性 措 置 は 、 処 置
の 観 点 か ら す れ ば 次 善 で あ る 。 更 に 特 異 的 な 肝 臓 機 能 障 害 の 早 期 診 断 の 欠 如 は 、 大 抵 疾 患
の 進 行 助 長 に つ な が り 、 そ れ は 治 療 選 択 肢 を 更 に 混 乱 さ せ 、 こ れ ら の 疾 患 に よ る 患 者 の 死
亡 率 を 劇 的 に 上 昇 さ せ る （ Jansen P.L., 1999, Neth.J.Med.55: 287-292） 。 そ れ ゆ え 現
在 ま で 、 肝 臓 障 害 お よ び 他 の 上 皮 癌 に 介 入 で き る よ う に す る 満 足 の い く 療 法 が 開 発 さ れ て
い な い 。 更 に 最 新 技 術 に お い て は 、 デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル 遺 伝 子 発 現 に よ っ て 明 か さ れ る よ
う な 、 Ｈ Ｃ Ｃ 前 駆 病 巣 、 良 性 肝 新 生 物 、 お よ び ア ル コ ー ル 性 肝 臓 疾 患 お よ び 肝 硬 変 な ど の
代 謝 性 肝 臓 疾 患 な ど の 、 肝 臓 障 害 の 各 種 サ ブ タ イ プ の 認 識 は 、 開 示 さ れ て い な い 。 本 発 明
で 評 価 さ れ た 障 害 の 一 部 の 主 要 な 疾 患 の 特 徴 の 概 要 を 表 １ に 与 え る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 は 、 当 分 野 に 存 在 す る 制 限 を 克 服 す る 、 ポ リ ペ プ チ ド お よ び こ れ ら を コ ー ド 化 す
る 核 酸 な ら び に 肝 臓 障 害 、 特 に 肝 細 胞 癌 （ Ｈ Ｃ Ｃ ） 、 お よ び 上 皮 癌 、 前 癌 肝 臓 病 巣 、 ア デ
ノ ー マ な ど の 良 性 新 生 物 、 な ら び に 限 局 性 結 節 性 過 形 成 （ Ｆ Ｎ Ｈ ） お よ び 肝 硬 変 な ど の 、
他 の 増 殖 性 肝 臓 障 害 の 診 断 、 防 止 、 お よ び ／ ま た は 処 置 の た め の そ の 使 用 に 関 す る 。 本 発
明 は 、 こ の よ う な 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー お よ び 細 胞 に 、 そ し て 上 記 ポ リ ペ プ チ ド お よ び 核 酸
に 対 し て 作 成 さ れ た 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 に も 関 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 は 、 更 に 、 こ れ ら の 障 害 を 診 断 お よ び 処 置 す る 方 法 に 関 す る 。 重 複 す る が 明 確 な
形 態 的 お よ び 臨 床 的 特 徴 を 持 つ 複 数 の 障 害 の 評 価 は 、 同 定 お よ び 識 別 に 関 す る 新 し い 情 報
な ら び に 本 発 明 に よ る 、 こ れ ら の 疾 患 の 極 め て 新 し い 治 療 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 で 採 用 さ れ た 独 自 の 手 法 は 、 非 腫 瘍 性 ヒ ト 肝 臓 の プ ー ル と 比 較 し て Ｈ Ｃ Ｃ で 特 異
的 に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト お よ び ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ た 遺 伝 子 中 で 濃 縮 さ れ た 疾 患 特 異
的 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の 作 成 の た め に 、 別 個 の 、 病 理 学 者 が 確 認 し た 肝 臓 癌 の 病 態 を 利
用 す る 。 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 Ｈ Ｃ Ｃ で の 調 節 解 除 遺 伝 子 発 現 の ゲ ノ ム 規 模 の 表 現 で あ り 、 し
た が っ て す べ て の 潜 在 的 な Ｈ Ｃ Ｃ 調 節 解 除 遺 伝 子 を 含 む 。 多 く の 更 な る 別 個 の 、 病 理 学 者
が 確 認 し た 肝 臓 癌 サ ン プ ル （ Ｈ Ｃ Ｃ ） お よ び 非 悪 性 肝 臓 病 巣 か ら の 標 識 さ れ た 発 現 核 酸 を
用 い た 、 こ れ ら の ラ イ ブ ラ リ ー ク ロ ー ン へ の 反 復 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 Ｈ Ｃ Ｃ 中 で
高 度 に 調 節 解 除 さ れ た 核 酸 を 示 し た 。 驚 く べ き 発 見 は 、 こ の 手 法 が 、 こ れ ま で に 同 定 さ れ
て い な い 調 節 解 除 核 酸 及 び 以 前 に Ｈ Ｃ Ｃ と 関 連 付 け ら れ な か っ た 多 く の 調 節 解 除 核 酸 を 提
供 し 、 そ の 発 現 向 上 が 他 の 新 生 物 に も 関 連 付 け ら れ る こ と で あ る 。 こ れ ら の Ｈ Ｃ Ｃ 調 節 解
除 遺 伝 子 お よ び タ ン パ ク 質 は 、 本 発 明 の 主 題 で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 ス ク リ ー ニ ン グ お よ び 検 証 方 法 は 、 入 念 お よ び 明 確 な パ ラ メ ー タ 選 択 に よ り 、 そ れ 自 体
既 に 独 創 的 で あ る 。 本 発 明 に よ る 異 な っ て 発 現 さ れ た 遺 伝 子 の 同 定 は 、 ヒ ト 肝 臓 の 障 害 で
の 遺 伝 子 発 現 変 化 の 発 現 に 関 し て 、 組 織 病 理 学 的 に 識 別 さ れ た 肝 臓 障 害 組 織 に 依 存 す る 。
実 験 用 の 非 罹 患 の 参 照 肝 臓 サ ン プ ル も 、 診 断 に よ り 確 認 し た 。
【 ０ ０ １ ５ 】
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　 本 発 明 の 目 的 は 、 肝 臓 障 害 、 肝 臓 癌 、 お よ び ／ ま た は 上 皮 癌 の 診 断 方 法 に よ っ て 解 決 さ
れ 、 こ こ で 配 列 番 号 １ ～ 配 列 番 号 ９ お よ び ／ ま た は 配 列 番 号 ４ ７ の 配 列 に よ る ポ リ ペ プ チ
ド （ 表 ２ ） 、 そ の 機 能 的 変 異 体 、 先 に 記 載 し た ポ リ ペ プ チ ド の １ つ を コ ー ド 化 す る 核 酸 、
先 に 記 載 し た 核 酸 の １ つ の 変 異 体 、 先 に 記 載 し た ポ リ ペ プ チ ド の １ つ に 対 し て 作 成 さ れ た
抗 体 ま た は 抗 体 の 断 片 、 ま た は そ の 変 異 体 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の 化
合 物 を 、 患 者 の サ ン プ ル 中 で 同 定 し て 、 参 照 ラ イ ブ ラ リ ー の 、 ま た は 参 照 サ ン プ ル の 少 な
く と も １ つ の 化 合 物 と 比 較 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の 目 的 は 、 肝 臓 障 害 ま た は 上 皮 癌 を 患 う 患 者 を 治 療 す る 方 法 に よ っ て も 解 決 さ れ
、 こ こ で 配 列 番 号 １ ～ ９ お よ び ／ ま た は 配 列 番 号 ４ ７ に よ る ポ リ ペ プ チ ド 、 先 に 記 載 し た
ポ リ ペ プ チ ド の １ つ の 機 能 的 変 異 体 、 先 に 記 載 し た ポ リ ペ プ チ ド の １ つ を コ ー ド 化 す る 核
酸 、 ま た は そ の 機 能 的 変 異 体 、 先 に 記 載 し た 核 酸 の １ つ の 変 異 体 、 先 に 記 載 し た 核 酸 の １
つ の 非 機 能 的 突 然 変 異 体 で あ る 核 酸 、 先 に 記 載 し た 核 酸 の １ つ に 対 し て 相 補 性 で あ る 配 列
を 有 す る 核 酸 、 先 に 記 載 し た 核 酸 の １ つ を 含 む ベ ク タ ー 、 先 に 記 載 し た 核 酸 の １ つ を 含 む
細 胞 、 先 に 記 載 し た ベ ク タ ー を 含 む 細 胞 、 先 に 記 載 し た ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て ま た は そ の
機 能 変 異 体 に 対 し て 作 成 さ れ た 抗 体 ま た は 先 に 記 載 し た 抗 体 の １ つ の 断 片 、 先 に 記 載 し た
抗 体 の １ つ を コ ー ド 化 す る 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー 、 先 に 記 載 し た 抗 体 断 片 を コ ー ド 化 す る 核
酸 を 含 む ベ ク タ ー 、 先 に 記 載 し た 抗 体 を コ ー ド 化 す る 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー を 含 む 細 胞 、 お
よ び 先 に 記 載 し た 抗 体 断 片 を コ ー ド 化 す る 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー を 含 む 細 胞 か ら な る 群 よ り
選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の 成 分 を 、 治 療 の 必 要 の あ る 患 者 に 治 療 的 有 効 量 で 投 与 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド 、 そ の 機 能 変 異 体 、 ポ リ ペ プ チ
ド を コ ー ド 化 す る 核 酸 、 先 に 記 載 し た 核 酸 の １ つ の 変 異 体 、 先 に 記 載 し た 核 酸 の １ つ の 非
機 能 的 突 然 変 異 体 で あ る 核 酸 、 先 に 記 載 し た 核 酸 の １ つ に 対 し て 相 補 性 で あ る 配 列 を 有 す
る 核 酸 、 先 に 記 載 し た 核 酸 の １ つ を 含 む ベ ク タ ー 、 先 に 記 載 し た 核 酸 の １ つ を 含 む 細 胞 、
先 に 記 載 し た ベ ク タ ー を 含 む 細 胞 、 先 に 記 載 し た ポ リ ペ プ チ ド の １ つ に 対 し て 作 成 さ れ た
抗 体 、 先 に 記 載 し た ポ リ ペ プ チ ド の １ つ の 機 能 変 異 体 に 対 し て 作 成 さ れ た 抗 体 、 先 に 記 載
し た 抗 体 の １ つ の 断 片 、 先 に 記 載 し た 抗 体 の １ つ を コ ー ド 化 す る 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー 、 先
に 記 載 し た 抗 体 断 片 の １ つ を コ ー ド 化 す る 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー 、 先 に 記 載 し た 抗 体 を コ ー
ド 化 す る 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー を 含 む 細 胞 、 お よ び 先 に 記 載 し た 抗 体 断 片 の １ つ を コ ー ド 化
す る 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー を 含 む 細 胞 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 少 な く と も １ つ の 化 合 物
を 含 む 医 薬 組 成 物 を 、 治 療 の 必 要 の あ る 患 者 に 治 療 的 有 効 量 で 投 与 す る こ と が 規 定 さ れ る
。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド の ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 お よ び そ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 表 ２ に 示 す 。
【 ０ ０ １ ９ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 に よ る こ れ ら の 核 酸 お よ び ポ リ ペ プ チ ド の サ ブ セ ッ ト は 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 に よ
っ て 、 上 皮 起 源 の 他 の 癌 に お い て 、 そ し て 好 ま し く は 該 当 す る 正 常 な ヒ ト 組 織 に お い て で
は な く 、 特 異 的 に 発 現 ま た は 調 節 解 除 さ れ る こ と が 示 さ れ て い る 。 こ れ ら の 核 酸 は 、 好 ま
し く は 、 配 列 番 号 １ １ ～ １ ６ お よ び １ ９ を 含 む （ 表 ６ お よ び 図 ３ に 与 え る ） 。 肝 臓 癌 の 調
節 解 除 核 酸 は 、 こ れ ら の 組 織 が 共 通 の 発 生 起 源 を 共 有 し て い る た め 、 好 ま し く は 胃 腸 管 の
他 の 癌 と 高 度 に 関 連 性 が あ る 。 結 果 と し て 、 こ れ ら の 核 酸 お よ び コ ー ド 化 さ れ た ポ リ ペ プ
チ ド は 、 好 ま し く は 、 診 断 の 診 断 方 法 、 医 薬 組 成 物 、 お よ び こ れ ら の 上 皮 癌 の 防 止 お よ び
／ ま た は 処 置 の 方 法 に も 同 様 に 利 用 で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド お よ び 核 酸 は 、 参 照 サ ン プ ル と 比 較 し て 、 本 発 明 に よ る 障 害
を 患 う 患 者 か ら 分 離 さ れ た サ ン プ ル で は 異 な っ て 発 現 さ れ る と い う 共 通 点 を 持 つ 。 本 発 明
に よ る ポ リ ペ プ チ ド お よ び 核 酸 の 調 節 は 、 病 理 プ ロ セ ス に は 必 須 で あ り 、 本 発 明 に よ る 障
害 の 診 断 、 防 止 、 お よ び ／ ま た は 処 置 と 直 接 お よ び 間 接 の 関 係 に あ る 。 本 発 明 に よ る ポ リ
ペ プ チ ド お よ び 核 酸 は 、 現 在 ま で に 既 知 の 標 的 に 属 さ な い の で 、 診 断 お よ び 療 法 へ の 驚 く
べ き お よ び 完 全 に 新 規 な 手 法 が 本 発 明 か ら 生 じ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 一 般 に 、 組 織 中 で 異 な っ て 発 現 さ れ た 遺 伝 子 の 分 析 は 、 細 胞 培 養 シ ス テ ム の 分 析 よ り も
、 人 為 的 な 偽 陽 性 ク ロ ー ン の 形 で の エ ラ ー を 起 こ し に く い 。 既 存 の 細 胞 培 養 シ ス テ ム が 、
組 織 中 の 病 理 過 程 の 複 雑 さ を 十 分 に シ ミ ュ レ ー ト で き な い と い う 事 実 に 加 え て 、 培 養 環 境
に お け る 細 胞 挙 動 の 変 動 が 、 実 際 の 病 理 状 態 に 関 し て 疑 わ し い 核 酸 お よ び ポ リ ペ プ チ ド の
発 現 パ タ ー ン を 生 じ さ せ る 。 こ れ ら の 問 題 は 、 正 常 お よ び 罹 患 ヒ ト 組 織 で の 遺 伝 子 発 現 を
利 用 す る 手 法 に よ っ て よ り 明 白 に な り に く い が 、 複 数 の 変 数 が 再 度 、 疾 患 に 直 接 関 連 性 で
あ る デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル 遺 伝 子 発 現 の 明 ら か な 同 定 を 混 乱 さ せ る 。 例 え ば 、 異 な っ て 発 現
さ れ た 核 酸 は 、 個 人 間 の 相 違 、 代 謝 状 態 、 お よ び ／ ま た は 臨 床 処 置 パ ラ ダ イ ム か ら 生 じ る
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こ と が あ る 。 更 に 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ を 使 用 す る 大 規 模 な 遺 伝 子 発 現 の 研 究 は 、 遺
伝 子 発 現 に お け る 変 動 の 細 胞 源 を 示 し て い な い 。 加 え て 、 す べ て ま た は 大 半 の 遺 伝 子 を 含
む デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル 遺 伝 子 発 現 の 研 究 は 、 主 要 疾 患 関 連 の 遺 伝 子 発 現 の 変 化 の 識 別 を 混
乱 さ せ る 、 大 量 の デ ー タ を 生 成 す る 。 結 果 と し て 、 一 般 的 に の み 定 義 さ れ た 肝 臓 障 害 （ 例
え ば 肝 臓 腫 瘍 ） に よ る 組 織 か ら の 遺 伝 子 発 現 の 大 規 模 プ ロ フ ァ イ リ ン グ を 含 む 手 法 は 、 疾
患 過 程 に 関 与 す る 主 要 な 遺 伝 子 を 明 ら か に し そ う も な く 、 診 断 お よ び 治 療 介 入 へ の 最 良 の
標 的 と な る の は 、 こ れ ら の 主 要 な 遺 伝 子 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 こ れ ら の 問 題 に よ り 、 ス ク リ ー ニ ン グ の 成 功 は 、 実 験 パ ラ メ ー タ の 選 択 に 大 き く 依 存 し
て い る 。 使 用 し た 方 法 は 、 確 立 さ れ た 方 法 に 基 づ い て 使 用 さ れ る が 、 ス ク リ ー ニ ン グ お よ
び 検 証 方 法 は 、 入 念 お よ び 明 確 な パ ラ メ ー タ 選 択 に よ り 、 そ れ 自 体 既 に 独 創 的 で あ る 。 本
発 明 で 利 用 し た 独 自 の 手 法 は 、 非 腫 瘍 性 ヒ ト 肝 臓 の プ ー ル と 比 較 し て Ｈ Ｃ Ｃ で 特 異 的 に ア
ッ プ レ ギ ュ レ ー ト お よ び ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ た 核 酸 中 で 濃 縮 さ れ た 疾 患 特 異 性 ｃ Ｄ Ｎ
Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の 作 成 の た め に 、 別 個 の 、 病 理 学 者 が 確 認 し た 肝 臓 癌 病 態 を 利 用 す る 。 実
験 用 の 非 罹 患 の 参 照 肝 臓 サ ン プ ル も 、 診 断 に よ り 確 認 し て 、 個 人 間 の 変 動 か ら 生 じ る 偽 陽
性 の 検 知 を 減 少 さ せ る た め に ３ 名 の サ ン プ ル を プ ー ル し た 。 参 照 肝 臓 プ ー ル お よ び 罹 患 肝
臓 （ す な わ ち Ｈ Ｃ Ｃ ） に お い て 同 様 の レ ベ ル で 一 般 に 発 現 さ れ た 核 酸 は 、 サ ブ ス ト ラ ク テ
ィ ブ ・ サ プ レ ッ シ ブ ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン （ Ｓ Ｓ Ｈ ） ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の 作 成 に
よ っ て 除 去 さ れ た （ Diatchenkoら , 1996, Proc.Natl.Acad. Sci.USA 93: 6025-6030） 。
こ れ ら の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ｓ は 、 Ｈ Ｃ Ｃ で ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト お よ び ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト の 両 方 を
さ れ た 核 酸 に つ い て 高 度 に 濃 縮 さ れ る が 、 異 な っ て 発 現 さ れ た 核 酸 に 相 当 し な い 。 数 千 個
の 各 Ｓ Ｓ Ｈ ク ロ ー ン は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） に よ っ て 増 幅 し 、 カ ス タ ム ｃ Ｄ
Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ 内 の ガ ラ ス ス ラ イ ド に 付 着 さ せ た 。 病 理 学 者 が 確 認 し た 追 加 の 肝 臓 障
害 に よ る Ｒ Ｎ Ａ を 、 マ イ ク ロ ア レ イ 上 の プ ー ル さ れ た 非 罹 患 肝 臓 Ｒ Ｎ Ａ を 用 い て 競 合 ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 用 の 蛍 光 標 識 ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 変 換 す る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 強 度 の 生
成 率 は 、 肝 臓 障 害 に お い て 特 異 的 に 調 節 解 除 さ れ た 核 酸 を 明 ら か に す る 。 デ ィ フ ァ レ ン シ
ャ ル 発 現 さ れ た 遺 伝 子 に 関 し て 高 度 に 濃 縮 さ れ た 候 補 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の プ ー ル を 提 供 す る こ と に
加 え て 、 Ｓ Ｓ Ｈ ラ イ ブ ラ リ ー は 、 ゲ ノ ム 規 模 で 、 全 部 で な い に し て も 大 半 の 異 な っ て 発 現
さ れ た 遺 伝 子 を 、 標 準 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー よ り も は る か に 少 な い ク ロ ー ン と 共 に 提 示 す
る 。 そ れ に よ り こ の 特 徴 は 、 疾 患 で 特 異 的 に 調 節 解 除 さ れ た 核 酸 に 集 中 す る 。 本 発 明 で 作
成 さ れ た Ｓ Ｓ Ｈ ラ イ ブ ラ リ ー は 、 正 常 な 肝 臓 で は 本 質 的 に 発 現 さ れ ず 、 そ れ に よ り 従 来 の
ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー ま た は ゲ ノ ム 規 模 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ で 提 示 さ れ な い 核 酸 か
ら の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 正 常 な 肝 臓 と 比 較 し た 肝 臓 障 害 組 織 に お け る 本 発 明 に よ る 配 列 の 過 剰 発 現 は 、 配 列 特 異
的 定 量 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ （ Ｑ － Ｐ Ｃ Ｒ ） に よ っ て 、 Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル の 独 立 し た 分 析 に よ り 確 認 さ
れ る （ 図 ２ ） 。 こ れ ら の 検 証 実 験 に お い て 、 本 発 明 に よ る 配 列 の 細 胞 Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル に 相 当
す る Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 は 、 特 異 的 Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 の 蛍 光 検 知 に よ り 監 視 す る 。 蛍 光 シ グ ナ ル は 、
Ｔ ａ ｑ Ｍ ａ ｎ 手 順 の 配 列 特 性 加 水 分 解 プ ロ ー ブ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ プ ラ イ マ ー ） 、 ま た
は Ｓ Ｙ Ｂ Ｒ グ リ ー ン な ど の 蛍 光 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 染 料 の ど ち ら か よ っ て 提 供 さ れ る 。 本 発
明 に よ る 配 列 に 相 当 す る Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 の レ ベ ル は 、 グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ
（ Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ ） お よ び β － ア ク チ ン を 含 む 「 ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 」 遺 伝 子 の レ ベ ル と の 比 較
に よ っ て 、 実 験 可 変 性 に つ い て 正 規 化 さ れ 、 疾 患 中 に ま た は 実 験 操 作 の 後 で 比 較 的 不 変 で
あ る と 見 な さ れ る 。 こ れ ら の Ｑ － Ｐ Ｃ Ｒ 手 順 は 、 本 発 明 に よ る 配 列 の レ ベ ル が 、 低 分 子 干
渉 Ｒ Ｎ Ａ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て 実 験 的 に 低 下 し た 場 合 な ど の 実 験 状 況 に お い て 、 遺
伝 子 発 現 の レ ベ ル を 測 定 す る た め に も 使 用 さ れ る （ 図 ６ 、 表 １ ０ ） 。 Ｔ ａ ｑ Ｍ ａ ｎ 　 Ｑ －
Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 に 使 用 さ れ た 参 照 遺 伝 子 プ ラ イ マ ー は 、 Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ － ｐ １ 、 配 列 番 号 ５ ６ ； Ｇ
Ａ Ｐ Ｄ Ｈ － ｐ ２ 、 配 列 番 号 ５ ７ ； Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ － ｐ ３ 、 配 列 番 号 ５ ８ ； ｂ Ａ ｃ ｔ ｉ ｎ － ｐ １
、 配 列 番 号 ５ ９ ； ｂ Ａ ｃ ｔ ｉ ｎ － ｐ ２ 、 配 列 番 号 ６ ０ ； お よ び ｂ Ａ ｃ ｔ ｉ ｎ － ｐ ３ 、 配 列
番 号 ６ １ で あ る 。 Ｓ Ｙ Ｂ Ｒ グ リ ー ン 分 析 に 使 用 し た 参 照 遺 伝 子 プ ラ イ マ ー は 、 ｂ Ａ ｃ ｔ ｉ
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ｎ － ｐ ４ 、 配 列 番 号 ６ ２ ； お よ び ｂ Ａ ｃ ｔ ｉ ｎ － ｐ ５ 、 配 列 番 号 ６ ３ で あ る 。 Ｑ － Ｐ Ｃ Ｒ
実 験 に お け る 、 こ れ ら の ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 に 対 す る Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル の 決 定 は 、 Ｐ ｆ ｆ
ａ ｆ ｌ （ Nucleic Acids Research(2001) May 1, 29(9): e45） の 方 法 に し た が っ て 実 施 し
た 。 こ れ ら の 技 法 は 、 当 業 者 に 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 更 に 本 発 明 に よ る Ｈ Ｃ Ｃ 調 節 解 除 遺 伝 子 の 発 現 は 、 静 止 細 胞 の 血 清 刺 激 の ８ 時 間 後 お よ
び １ ２ 時 間 後 の ヘ パ ト ー マ 細 胞 （ Ｈ ｅ ｐ ３ Ｂ ） の 増 殖 に 関 連 し て い る （ 図 ８ ） 。 こ の 発 見
は 、 本 発 明 に よ る 発 現 の 過 剰 発 現 が 、 肝 臓 癌 な ど の 増 殖 性 肝 臓 障 害 に と っ て 機 能 的 に 重 要
で あ る と い う 示 唆 を 裏 付 け て い る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 最 先 端 と 比 較 す る と 、 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド お よ び 核 酸 は 、 驚 く べ き こ と に 、 肝 臓 障 害
お よ び ／ ま た は 上 皮 癌 の 改 良 さ れ た 、 よ り 感 受 性 の 高 い 、 よ り 早 期 で 、 よ り 高 速 の 、 お よ
び ／ ま た は 非 侵 襲 性 の 診 断 を 可 能 に す る 。 本 発 明 に よ る 核 酸 お よ び ポ リ ペ プ チ ド は 、 肝 臓
障 害 お よ び 上 皮 癌 の 診 断 、 防 止 、 お よ び 処 置 に 利 用 で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ に よ る 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の 機 能 変 異 体 に 関 す る
。 本 発 明 は 、 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド 化 す る 核 酸 、 ま た は そ の 機 能 変 異 体 、 特 に 配 列 番 号 １
１ に よ る 核 酸 お よ び そ の 変 異 体 に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ２ に よ る 配 列 か ら な る 。 別 の 好
ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 核 酸 は 、 配 列 番 号 １ １ に よ る 配 列 か ら な る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 最 先 端 と 比 較 す る と 、 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド お よ び 核 酸 は 、 驚 く べ き こ と に 、 肝 臓 障 害
お よ び ／ ま た は 上 皮 癌 の 改 良 さ れ た 、 よ り 感 受 性 の 高 い 、 よ り 早 期 で 、 よ り 高 速 の 、 お よ
び ／ ま た は 非 侵 襲 性 の 診 断 を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 １ ～ ９ お よ び ／ ま た は 配 列 番 号 ４ ７ に
よ る 少 な く と も １ つ の ポ リ ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 変 異 体 、 先 に 記 載 し た ポ リ ペ プ
チ ド の １ つ を コ ー ド 化 す る 核 酸 、 機 能 変 異 体 を コ ー ド 化 す る 核 酸 、 先 に 記 載 し た 核 酸 の １
つ の 変 異 体 、 先 に 記 載 し た 核 酸 の １ つ の 非 機 能 的 突 然 変 異 体 で あ る 核 酸 、 先 に 記 載 し た 核
酸 の １ つ に 対 し て 相 補 性 で あ る 配 列 を 有 す る 核 酸 、 先 に 記 載 し た 核 酸 の １ つ を 含 む ベ ク タ
ー 、 先 に 記 載 し た 核 酸 の １ つ を 含 む 細 胞 、 先 に 記 載 し た ベ ク タ ー を 含 む 細 胞 、 先 に 記 載 し
た ポ リ ペ プ チ ド の １ つ に 対 し て 作 成 さ れ た 抗 体 、 先 に 記 載 し た ポ リ ペ プ チ ド の １ つ の 機 能
変 異 体 に 対 し て 作 成 さ れ た 抗 体 、 先 に 記 載 し た 抗 体 の １ つ の 断 片 、 先 に 記 載 し た 抗 体 の １
つ を コ ー ド 化 す る 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー 、 先 に 記 載 し た 抗 体 断 片 の １ つ を コ ー ド 化 す る 核 酸
を 含 む ベ ク タ ー 、 先 に 記 載 し た 抗 体 の １ つ を コ ー ド 化 す る 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー を 含 む 細 胞
、 お よ び ／ ま た は 先 に 記 載 し た 抗 体 断 片 の １ つ を コ ー ド 化 す る 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー を 含 む
少 な く と も １ つ の 細 胞 の 、 本 発 明 に よ る 障 害 の 診 断 、 防 止 、 お よ び ／ ま た は 処 置 へ の 使 用
に 関 す る 。 本 発 明 の 更 な る 実 施 態 様 は 、 以 下 で 詳 細 に 述 べ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 肝 臓 障 害 お よ び ／ ま た は 上 皮 癌 の 療 法 の 最 先 端 と 比 較 し た 場 合 、 こ れ ら の 成 分 の 使 用 は
、 驚 く べ き こ と に 改 良 さ れ た 、 持 続 性 の 、 お よ び ／ ま た は 更 に 有 効 な 、 本 発 明 に よ る 障 害
の 診 断 、 防 止 、 お よ び ／ ま た は 処 置 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 と い う 用 語 は 、 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド の 全 長 を 指 す 。 好 ま し い 実
施 態 様 に お い て 、 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 と い う 用 語 は 、 分 離 ポ リ ペ プ チ ド お よ び 組 換 え 方 法 に
よ っ て 、 例 え ば サ ン プ ル か ら の 分 離 お よ び 精 製 に よ っ て 、 ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ
す る こ と に よ っ て 、 お よ び 従 来 方 法 に よ る タ ン パ ク 質 合 成 に よ っ て 、 調 製 さ れ る ポ リ ペ プ
チ ド も 含 み 、 こ れ ら の 方 法 は す べ て 、 当 業 者 に 一 般 に 既 知 で あ る 。 ポ リ ペ プ チ ド 全 体 ま た
は そ の 一 部 は 、 好 ま し く は 、 例 え ば Merrifield技 法 な ど の 従 来 の 合 成 の 助 け に よ っ て 合 成
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す る こ と が で き る 。 別 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド の 部 分 を
利 用 し て 抗 血 清 ま た は 特 異 性 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る こ と が 可 能 で あ り 、 こ れ は 、 本 発
明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド の 更 な る 機 能 変 異 体 を 同 定 す る 目 的 で 、 コ ー ド 化 さ れ た タ ン パ ク 質
配 列 を 発 現 さ せ る た め に 調 製 さ れ た 適 切 な 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め
に 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 「 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド 」 と い う 用 語 は 、 配 列 番 号 １ ～ 配 列 番 号 ９ お よ び ／ ま た は
配 列 番 号 ４ ７ に よ る ポ リ ペ プ チ ド を 指 す （ 表 ２ ） 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 の 意 味 の 範 囲 内 の ポ リ ペ プ チ ド の 「 機 能 変 異 体 」 と い う 用 語 は 、 配 列 番 号 １ ～ 配
列 番 号 ９ お よ び ／ ま た は 配 列 番 号 ４ ７ の １ つ に よ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド と
の 配 列 相 同 性 、 特 に 約 ７ ０ ％ 、 好 ま し く は 約 ８ ０ ％ 、 特 に 約 ９ ０ ％ 、 と り わ け 約 ９ ５ ％ 、
最 も 好 ま し く は ９ ８ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 指 す 。 こ の よ う な 機 能 変 異 体
は 、 例 え ば 、 ヒ ト 以 外 の 生 物 か ら 、 好 ま し く は 非 ヒ ト 哺 乳 類 、 例 え ば マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 サ
ル お よ び ブ タ を 起 源 と す る 、 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 相 同 性 の ポ リ ペ プ チ ド で
あ る 。 機 能 変 異 体 の 他 の 例 は 、 異 な る 個 人 に お け る 、 生 物 の 異 な る 器 官 に お け る 、 ま た は
異 な る 生 育 相 に お け る 、 遺 伝 子 の 異 な る 対 立 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド 化 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド
で あ る 。 例 え ば 機 能 変 異 体 は 、 非 肝 臓 組 織 、 例 え ば 胚 性 組 織 か ら 、 た だ し 指 定 さ れ た 機 能
を 持 つ 肝 臓 障 害 に 関 与 す る 細 胞 中 で の 発 現 の 後 に 分 離 さ れ た 核 酸 に よ っ て コ ー ド 化 さ れ た
ポ リ ペ プ チ ド も 含 む 。 機 能 変 異 体 は 、 好 ま し く は 、 天 然 ま た は 合 成 変 異 、 特 に こ れ ら の 配
列 に よ っ て コ ー ド 化 さ れ た ペ プ チ ド の 活 性 を 定 量 的 に 変 化 さ せ る 変 異 も 含 む 。 更 に 、 こ の
よ う な 変 異 体 は 、 好 ま し く は 、 コ ー ド 化 遺 伝 子 の デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル ス プ ラ イ シ ン グ よ り
生 じ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 「 機 能 変 異 体 」 は 、 対 応 す る 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド と 本 質 的 に 同 じ 生 物 機 能 を 有 す
る ポ リ ペ プ チ ド を 指 す 。 こ の よ う な 生 物 機 能 は 、 機 能 ア ッ セ イ に お い て ア ッ セ イ す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 候 補 ポ リ ペ プ チ ド が 、 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 変 異 体 で あ る か ど う か を 試 験 す
る た め に 、 一 般 に 当 業 者 に 既 知 の 機 能 ア ッ セ イ で 候 補 ポ リ ペ プ チ ド を 分 析 す る こ と が 可 能
で あ り 、 そ の ア ッ セ イ は 、 対 応 す る 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 機 能 を ア ッ セ イ す る
の に 適 し て い る 。 こ の よ う な 機 能 ア ッ セ イ は 、 例 え ば 、 細 胞 培 養 シ ス テ ム ； 遺 伝 子 が 除 去
（ ノ ッ ク ア ウ ト ） さ れ る マ ウ ス ま た は 候 補 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド 化 す る 遺 伝 子 に 関 し て 遺
伝 子 組 換 え で あ る マ ウ ス の 産 生 ； 酵 素 ア ッ セ イ な ど を 含 む 。 候 補 ポ リ ペ プ チ ド が 、 対 応 す
る 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド と 本 質 的 に 同 じ 生 物 機 能 を 示 す か 、 ま た は 直 接 阻 害 す る 場 合
、 候 補 ポ リ ペ プ チ ド は 、 先 に 記 載 し た 配 列 同 一 性 ％ の レ ベ ル に 関 す る 要 求 を 満 足 す る と い
う 条 件 で 、 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 変 異 体 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 更 に 「 機 能 変 異 体 」 と い う 用 語 は 、 候 補 の 機 能 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド が 配 列 同 一 性 ％ の レ
ベ ル に 関 す る 機 能 変 異 体 の 基 準 を 満 足 し て い る と い う 条 件 で 、 変 異 遺 伝 子 か ら 、 ま た は デ
ィ フ ァ レ ン シ ャ ル に ス プ ラ イ ス さ れ た 遺 伝 子 か ら 発 現 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 含 め て 、 参 照
サ ン プ ル ま た は 参 照 ラ イ ブ ラ リ ー に 対 し て 、 肝 臓 障 害 ま た は 他 の 上 皮 癌 を 患 う 患 者 に お い
て 好 ま し く は 異 な っ て 発 現 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 意 味 す る 。 こ の よ う な 発 現 分 析 は 、 一 般
に 当 業 者 に 既 知 の 方 法 に よ っ て 実 施 で き る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド の 「 機 能 変 異 体 」 は 、 そ れ ら が 対 応 す る 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド と 本 質
的 に 同 じ 生 物 機 能 を 有 す る と い う 条 件 で 、 少 な く と も 約 ７ ～ 約 １ ０ ０ ０ 個 の ア ミ ノ 酸 、 好
ま し く は 少 な く と も １ ０ 個 の ア ミ ノ 酸 、 更 に 好 ま し く は 少 な く と も ２ ０ 個 の 、 最 も 好 ま し
く は 少 な く と も ５ ０ 個 の 、 例 え ば 少 な く と も １ ０ ０ 個 の 、 例 え ば 少 な く と も ２ ０ ０ 個 の 、
例 え ば 少 な く と も ３ ０ ０ 個 の 、 例 え ば 少 な く と も ４ ０ ０ 個 の 、 例 え ば 少 な く と も ５ ０ ０ 個
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の 、 例 え ば 少 な く と も ６ ０ ０ 個 の ア ミ ノ 酸 の 長 さ を 持 つ 、 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド の 部
分 で も よ い 。 そ れ ら が 対 応 す る 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド と 本 質 的 に 同 じ 生 物 機 能 を 有 す
る と い う 条 件 で 、 約 １ ～ ３ ０ 個 の 、 好 ま し く は 約 １ ～ １ ５ 個 の 、 特 に 約 １ ～ ５ 個 の ア ミ ノ
酸 の 範 囲 の 、 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド の 欠 損 も 含 ま れ る 。 例 え ば 第 一 の ア ミ ノ 酸 の メ チ
オ ニ ン は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 を 著 し く 変 化 さ せ る こ と な く 、 非 存 在 で あ り う る 。 ま た 変
異 体 に は 、 翻 訳 後 修 飾 、 例 え ば 脂 質 ア ン カ ー ま た は ホ ス ホ リ ル 基 が 存 在 し て も 、 非 存 在 で
も よ い 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
「 配 列 同 一 性 」 は 、 ２ つ の 配 列 の 同 一 性 の 程 度 （ 同 一 性 ％ ） を 指 し 、 ポ リ ペ プ チ ド の 場 合
で は 、 例 え ば 、 Ｆ ｉ ｌ ｔ ｅ ｒ が オ フ に 設 定 さ れ 、 Ｂ Ｌ Ｏ Ｓ Ｕ Ｍ は ６ ２ で あ る 、 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ
Ｐ 　 ２ ． ０ ． １ に よ っ て 、 核 酸 の 場 合 で は 、 例 え ば Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ Ｎ 　 ２ ． ０ １ ４ に よ っ て 決
定 可 能 で あ る （ Altschulら , 1997, Nucleic Acids Res., 25: 3389-3402） 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
「 配 列 相 同 性 」 は 、 例 え ば 、 Ｆ ｉ ｌ ｔ ｅ ｒ が オ フ に 設 定 さ れ 、 Ｂ Ｌ Ｏ Ｓ Ｕ Ｍ は ６ ２ で あ る
Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ Ｐ 　 ２ ． ０ ． １ に よ っ て 決 定 さ れ る 、 ２ つ の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の （ 陽 性 ％ ） の
類 似 性 を 指 す （ Altschulら , 1997, Nucleic Acids Res., 25: 3389-3402） 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 「 肝 臓 障 害 」 と い う 用 語 は 、 好 ま し く は 肝 臓 の 構 造 、 生 理 機 能 、 代 謝 性 、 お よ び ／ ま た
は 遺 伝 子 活 性 に 影 響 を 及 ぼ す 、 好 ま し く は 新 し い 肝 臓 細 胞 の 産 生 に 、 お よ び ／ ま た は 全 体
ま た は そ の 一 部 と し て の 肝 臓 の 再 生 に 、 好 ま し く は 過 渡 的 に 、 一 時 的 に 、 慢 性 的 に 、 ま た
は 永 久 的 に 病 理 的 方 法 で 影 響 を 及 ぼ す あ ら ゆ る 種 類 の 障 害 を 指 し 、 そ れ を 含 む 。 好 ま し く
は 遺 伝 性 肝 臓 障 害 お よ び 腫 瘍 性 肝 臓 障 害 も 含 ま れ る 。 肝 臓 障 害 は 、 更 に 、 好 ま し く は 、 外
傷 、 特 に ア ル コ ー ル 、 薬 物 、 ま た は 食 中 毒 に よ る 中 毒 、 放 射 線 、 感 染 、 胆 汁 鬱 滞 、 免 疫 反
応 に よ っ て 、 お よ び 遺 伝 性 代 謝 性 肝 臓 疾 患 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ た 肝 臓 障 害 を 含 む こ と が
理 解 さ れ る 。 肝 臓 障 害 の 好 ま し い 例 は 、 肝 硬 変 、 ア ル コ ー ル 性 肝 臓 疾 患 、 慢 性 肝 炎 、 ウ ィ
ル ソ ン 病 、 お よ び ヘ モ ク ロ マ ト ー シ ス を 含 む 。 好 ま し く は 、 自 己 免 疫 反 応 が 本 発 明 に よ る
少 な く と も １ つ の ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 向 け ら れ た 、 自 己 免 疫 障 害 も 更 に 含 ま れ る 。 本 発
明 の 意 味 の 範 囲 内 で 、 「 肝 臓 障 害 」 と い う 用 語 は 、 好 ま し く は 、 肝 臓 癌 、 例 え ば 肝 細 胞 癌
（ Ｈ Ｃ Ｃ ） 、 ア デ ノ ー マ な ど の 良 性 肝 新 生 物 お よ び ／ ま た は Ｆ Ｎ Ｈ も 意 味 す る 。 好 ま し く
は Ｈ Ｃ Ｃ は 、 好 ま し く は 細 胞 内 タ ン パ ク 質 封 入 体 を 特 徴 と す る 肝 臓 癌 、 脂 肪 肝 を 特 徴 と す
る Ｈ Ｃ Ｃ 、 お よ び 線 維 層 状 Ｈ Ｃ Ｃ を 含 め て 、 先 に 記 載 し た 障 害 の サ ブ タ イ プ を 更 に 含 む 。
例 え ば 好 ま し く は 前 癌 病 巣 、 例 え ば 肝 細 胞 の 細 胞 サ イ ズ の 増 大 （ 「 大 細 胞 」 変 化 ） を 特 徴
と す る も の 、 お よ び 肝 細 胞 の 細 胞 サ イ ズ の 縮 小 （ 「 小 細 胞 」 変 化 ） は も ち ろ ん の こ と 、 マ
ク ロ 再 生 （ 過 形 成 ） 結 節 を も 特 徴 と す る も の な ど の も 含 ま れ る （ Anthony, P.in MacSween
ら , 編  Pathology of the Liver.2001, Churchill Livingstone, Edinburgh） 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 の 意 味 の 範 囲 内 で 「 上 皮 癌 」 と い う 用 語 は 、 肝 臓 以 外 の い ず れ か の 器 官 、 好 ま し
く は 肺 、 胃 、 腎 臓 、 結 腸 、 前 立 腺 、 皮 膚 、 お よ び 乳 房 の 腺 癌 を 含 み 、 一 般 に 当 業 者 に 既 知
で あ る よ う な 標 準 診 断 手 順 に よ っ て 識 別 さ れ る 悪 性 腫 瘍 を 発 生 さ せ る 、 組 織 の 上 皮 細 胞 成
分 が 形 質 転 換 さ れ る こ れ ら の 器 官 の 障 害 を 指 す 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 の 意 味 の 範 囲 内 で 「 本 発 明 に よ る 障 害 」 と い う 用 語 は 、 先 に 定 義 し た よ う な 上 皮
癌 お よ び 肝 臓 障 害 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド の 場 合 、 「 ポ リ ペ プ チ ド の デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル 発 現 」 と い う 用 語 は 、 参 照
サ ン プ ル ま た は 参 照 ラ イ ブ ラ リ ー で の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 と 比 較 し た 、 患 者 か ら の 分 離 サ
ン プ ル 中 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 の 相 対 的 な レ ベ ル を 指 す 。 発 現 は 、 一 般 に 当 業 者 に 既 知 で
あ る 方 法 に よ っ て 判 定 で き る 。 こ の よ う な 方 法 の 例 は 、 ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 性 の 抗 体 を 用
い た ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 組 織 化 学 ま た は 免 疫 ブ ロ ッ ト ま た は Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 検 出 を 含 む 。 ポ リ
ペ プ チ ド を 標 識 す る 遺 伝 子 操 作 に よ る ポ リ ペ プ チ ド の 検 出 お よ び モ デ ル 系 で の 発 現 の た め
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に 導 入 遺 伝 子 内 の ポ リ ペ プ チ ド に 標 識 す る こ と に よ っ て な ど の 、 モ デ ル 系 に お け る 検 出 も
、 好 ま し く は 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 「 サ ン プ ル 」 と い う 用 語 は 、 肝 臓 組 織 ま た は 肝 臓 細 胞 、 好 ま し く は 悪 性 形 質 転 換 を 受 け
た 別 の 器 官 か ら の 組 織 ま た は こ の 器 官 か ら の 細 胞 、 血 液 、 血 清 、 血 漿 、 腹 水 、 乳 房 水 、 脳
脊 髄 液 、 唾 液 、 尿 、 精 液 ま た は 糞 を 含 む 生 体 物 質 を 指 す 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 サ ン プ ル は 、 患 者 ま た は 別 の 対 象 者 か ら 、 侵 襲 性 ま た は 非 侵 襲 性 方 法 を 含 む 方 法 に よ っ
て 分 離 で き る 。 侵 襲 性 方 法 は 、 一 般 に 、 当 業 者 に 既 知 で あ り 、 例 え ば 穿 刺 に よ る サ ン プ ル
の 分 離 、 切 開 し た 体 か ら の ま た は 内 視 鏡 器 具 に よ る サ ン プ ル の 外 科 的 除 去 を 含 む 。 最 小 限
の 侵 襲 性 お よ び 非 侵 襲 性 方 法 も 当 業 者 に 既 知 で あ り 、 例 え ば 血 液 、 血 清 、 血 漿 、 腹 水 、 乳
房 水 、 お よ び 脳 脊 髄 液 、 唾 液 、 尿 、 精 液 、 な ら び に 糞 な ど の 体 液 を 収 集 す る こ と を 含 む 。
好 ま し く は 、 非 侵 襲 性 方 法 は 、 口 、 耳 、 鼻 、 直 腸 、 尿 道 な ど の 本 来 存 在 す る 体 の 開 口 部 、
お よ び 開 放 創 以 外 の 開 口 を 通 じ て 、 患 者 ま た は 対 象 者 の 体 に 貫 入 ま た は 体 を 切 開 す る 必 要
が な い 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 「 最 小 限 に 侵 襲 的 な 」 手 順 と い う 語 は 、 好 ま し く は 麻 酔 を 必 要 と せ ず 、 診 療 所 ま た は ク
リ ニ ッ ク で 日 常 的 に 実 施 可 能 で あ り 、 有 痛 性 で な い か 、 ま た は 名 目 的 の み に 有 痛 性 で あ る
、 患 者 サ ン プ ル 物 質 を 得 る た め の 、 一 般 に 特 に 当 業 者 に よ っ て 既 知 で あ る 方 法 を 指 す 。 最
小 限 の 侵 襲 性 手 順 の 最 も 一 般 的 な 例 は 、 静 脈 穿 刺 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 「 参 照 サ ン プ ル 」 と い う 用 語 は 、 患 者 か ら 分 離 さ れ た 所 与 の サ ン プ ル 中 で の 本 発 明 に よ
る 核 酸 お よ び ／ ま た は ポ リ ペ プ チ ド の デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル 発 現 を 評 価 す る た め に 、 適 切 な
対 照 と し て 作 用 す る サ ン プ ル を 指 す ； そ の よ う に 適 切 な 参 照 サ ン プ ル の 選 択 は 一 般 に 、 当
業 者 に 既 知 で あ る 。 参 照 サ ン プ ル の 例 は 、 同 じ 患 者 の 、 ま た は 別 の 対 象 者 か ら の 非 罹 患 器
官 ま た は 組 織 ま た は 細 胞 か ら 分 離 さ れ た サ ン プ ル を 含 み 、 こ こ で 非 罹 患 器 官 ま た は 組 織 ま
た は 細 胞 は 、 肝 臓 組 織 ま た は 肝 臓 細 胞 、 血 液 、 あ る い は 先 に 記 載 し た サ ン プ ル か ら な る 群
よ り 選 択 さ れ る 。 肝 臓 障 害 を 持 つ 患 者 か ら 分 離 さ れ た サ ン プ ル で の 発 現 と の 比 較 の た め に
、 参 照 サ ン プ ル は 、 異 な る 患 者 の 非 罹 患 器 官 ま た は 組 織 ま た は 細 胞 か ら 分 離 さ れ た サ ン プ
ル を 含 む こ と が 可 能 で あ り 、 こ こ で 肝 臓 障 害 組 織 ま た は 細 胞 は 、 先 に 挙 げ た サ ン プ ル 群 よ
り 選 択 さ れ る 。 そ の 上 、 参 照 は 、 患 者 の 年 齢 お よ び 性 別 に 好 ま し く は 一 致 し た 健 常 ド ナ ー
か ら の サ ン プ ル を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 「 参 照 ラ イ ブ ラ リ ー 」 と い う 用 語 は 、 発 現 さ れ た 遺 伝 子 を 表 す ラ イ ブ ラ リ ー を 指 し 、 そ
の ラ イ ブ ラ リ ー は 、 好 ま し く は 非 罹 患 肝 臓 組 織 ま た は 細 胞 か ら 作 成 さ れ る 。 参 照 は 、 非 罹
患 肝 臓 組 織 ま た は 細 胞 か ら の ｍ Ｒ Ｎ Ａ か ら 由 来 す る こ と が 可 能 で あ り 、 核 酸 の 非 罹 患 組 織
発 現 に 関 す る デ ー タ を 含 む デ ー タ ベ ー ス を 含 む こ と が で き る 。 肝 臓 に 障 害 の あ る 患 者 か ら
分 離 さ れ た サ ン プ ル 中 で の 、 本 発 明 に よ る 核 酸 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 の 比 較 の た め に
、 参 照 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 肝 臓 障 害 に 罹 患 し た 肝 臓 組 織 ま た は 細 胞 か ら 作 成 さ れ た 発 現 ラ イ
ブ ラ リ ー お よ び 核 酸 の 肝 臓 障 害 特 異 性 発 現 に 関 す る デ ー タ を 含 む デ ー タ ベ ー ス を 含 む こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 「 患 者 」 と い う 用 語 は 、 本 発 明 の 意 味 の 範 囲 内 で 、 生 死 に か か わ ら ず 動 物 、 好 ま し く は
哺 乳 類 、 お よ び ヒ ト を 含 む 。 患 者 は 、 肝 臓 障 害 お よ び ／ ま た は 他 の 上 皮 癌 の ど ち ら か を 患
っ て お り 、 肝 臓 障 害 お よ び ／ ま た は 他 の 上 皮 癌 の 状 況 で 分 析 、 予 防 措 置 、 療 法 、 お よ び ／
ま た は 診 断 を 受 け る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 「 対 象 者 」 と い う 用 語 は 、 本 発 明 の 意 味 の 範 囲 内 で 、 肝 臓 障 害 お よ び ／ ま た は 他 の 上 皮
癌 を 患 っ て お ら ず 、 そ れ ゆ え 患 者 に お け る 本 発 明 に よ る 核 酸 お よ び ／ ま た は ポ リ ペ プ チ ド
の デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル 発 現 の 判 定 用 に 好 ま し い 適 切 な 対 照 と な る 、 生 死 に か か わ ら ず 動 物
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、 好 ま し く は 哺 乳 類 、 お よ び ヒ ト を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 「 有 効 な 処 置 」 と い う 用 語 は 、 本 発 明 の 意 味 の 範 囲 内 で 、 好 ま し く は 本 発 明 に よ る 少 な
く と も １ つ の 障 害 か ら 患 者 を 治 療 す る 、 お よ び ／ ま た は 障 害 に 関 連 す る 少 な く と も １ つ の
症 候 、 好 ま し く は ３ つ の 症 候 、 更 に 好 ま し く は ５ つ の 症 候 、 最 も 好 ま し く は 障 害 に 関 連 す
る １ ０ 個 の 症 候 に 関 し て 、 患 者 の 病 理 状 態 を ； 好 ま し く は 過 渡 的 、 短 期 （ ほ ぼ 数 時 間 ～ 数
日 ） 、 長 期 （ ほ ぼ 数 週 間 、 数 ヶ 月 、 ま た は 数 年 ） ま た は 永 続 的 ベ ー ス で 改 善 す る 処 置 を 指
し 、 こ こ で 、 全 体 的 な 効 果 が 対 照 患 者 と 比 較 し て 症 候 の 著 し い 改 善 で あ る 限 り 、 病 理 状 態
の 改 善 は 、 好 ま し く は 、 程 度 が 一 定 で あ る か 、 上 昇 す る か 、 下 降 す る か 、 連 続 的 に 変 化 ま
た は 変 動 す る 。 治 療 有 効 性 お よ び 毒 性 、 例 え ば Ｅ Ｄ ５ ０ お よ び Ｌ Ｄ ５ ０ は 、 細 胞 培 養 物 ま
た は 実 験 動 物 に お い て 標 準 薬 理 学 的 手 順 に よ っ て 決 定 で き る 。 治 療 効 果 と 毒 性 効 果 の 間 の
用 量 比 は 、 治 療 指 数 で あ り 、 比 Ｌ Ｄ ５ ０ ／ Ｅ Ｄ ５ ０ に よ っ て 表 現 で き る 。 大 き い 治 療 指 数
を 示 す 医 薬 組 成 物 が 好 ま し い 。 用 量 は 、 処 置 さ れ る 個 々 の 患 者 の 年 齢 、 体 重 、 お よ び 状 態
は も ち ろ ん の こ と 、 投 与 経 路 、 投 薬 形 な ら び に 投 薬 計 画 、 お よ び 所 望 の 結 果 に も 合 わ せ て
調 節 す る 必 要 が あ り 、 正 確 な 投 薬 量 は も ち ろ ん 、 医 師 が 決 定 す べ き で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 実 際 の 投 薬 量 は 、 処 置 す る 障 害 の 性 質 お よ び 重 症 度 に 依 存 し 、 医 師 の 裁 量 の 範 囲 内 で あ
り 、 所 望 の 治 療 効 果 を 生 じ さ せ る た め に 、 本 発 明 の 特 定 の 状 況 に 対 す る 投 薬 量 の 滴 定 に よ
っ て 変 化 さ せ る こ と が で き る 。 し か し な が ら 現 在 、 個 々 の 用 量 あ た り 活 性 成 分 約 ０ ． １ ～
５ ０ ０ mg、 好 ま し く は 約 １ ～ １ ０ ０ mg、 最 も 好 ま し く は 約 １ ～ １ ０ mgを 含 む 医 薬 組 成 物 が
治 療 上 の 処 置 に 適 し て い る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 活 性 成 分 は 、 １ 日 あ た り １ 回 ま た は 数 回 の 投 薬 で 投 与 で き る 。 あ る 例 に お い て 、 満 足 な
結 果 は 、 静 脈 内 （ ｉ ． ｖ ． ） お よ び 経 口 （ ｐ ． ｏ ． ） に よ る ０ ． １ μ g／ kgと い う 低 い 投
薬 量 で 得 る こ と が で き る 。 好 ま し い 範 囲 は 、 ０ ． １ μ g／ kg／ 日 ～ 約 １ ０ mg／ kg／ 日 ｉ ．
ｖ ． お よ び １ μ g／ kg／ 日 ～ 約 １ ０ ０ mg／ kg／ 日 ｐ ． ｏ ． で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 １ ～ ９ お よ び ／ ま た は 配 列 番 号 ４ ７ に よ る ポ リ
ペ プ チ ド 、 ま た は そ の 機 能 変 異 体 を 含 む 、 融 合 タ ン パ ク 質 に 関 す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 「 融 合 タ ン パ ク 質 」 は 、 配 列 番 号 １ ～ ９ お よ び ／ ま た は 配 列 番 号 ４ ７ に よ る 少 な く と も
１ つ の ポ リ ペ プ チ ド 、 そ の 機 能 変 異 体 ま た は 部 分 お よ び 一 般 に 当 業 者 に 既 知 で あ る 、 共 有
ま た は 、 例 え ば 水 素 結 合 な ど の 非 共 有 結 合 に よ っ て 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 さ れ
た ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 、 お よ び ／ ま た は ペ プ チ ド 類 似 物 質 か ら 選 択 さ れ た 少 な く と も
１ つ の 成 分 Ａ を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 指 す 。 融 合 タ ン パ ク 質 の 成 分 Ａ の 好 ま し い 例 は 、 融 合
タ ン パ ク 質 の よ り 容 易 な 検 出 を 促 進 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は ペ プ チ ド
類 似 物 質 で あ る ； こ れ ら は 、 例 え ば 「 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 」 、 ま た は そ の 変 異 体 で あ る 。
「 ｈ ｉ ｓ － ｔ ａ ｇ 」 な ど の 組 換 え タ ン パ ク 質 の 精 製 を 促 進 す る 融 合 タ ン パ ク 質 、 ま た は タ
ン パ ク 質 の 免 疫 原 性 を 上 昇 さ せ る 融 合 物 も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 に よ る 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 当 業 者 に 一 般 に 既 知 で あ る 方 法 に よ っ て 生 成 で き る 。
本 発 明 に よ る 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 肝 臓 障 害 お よ び ／ ま た は 上 皮 癌 の 診 断 、 防 止 、 お よ び ／
ま た は 処 置 に 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 最 先 端 と 比 較 す る と 、 こ れ ら の 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 驚 く べ き こ と に 、 肝 臓 障 害 お よ び ／
ま た は 上 皮 癌 の 改 良 さ れ た 、 よ り 感 受 性 の 高 い 、 よ り 早 期 の 、 よ り 高 速 な 、 お よ び ／ ま た
は 非 侵 襲 性 の 診 断 お よ び ／ ま た は 改 良 さ れ た 、 持 続 性 の 、 お よ び ／ ま た は よ り 有 効 な 処 置
を 可 能 に す る 。 　 　 　
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 に よ る 好 ま し い 核 酸 は 、 配 列 番 号 １ ０ ～ 配 列 番 号 １ ９ の １ つ に よ る 配 列 、 ま た は
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そ の 変 異 体 を 有 す る 。 特 に 本 発 明 は 、 分 離 さ れ た 本 発 明 に よ る 核 酸 に 関 す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 最 先 端 と 比 較 す る と 、 こ れ ら の 核 酸 お よ び ポ リ ペ プ チ ド は 、 驚 く べ き こ と に 、 改 良 さ れ
た 、 よ り 感 受 性 の 高 い 、 容 易 で 、 よ り 高 速 な 、 お よ び ／ ま た は 非 侵 襲 性 の 診 断 お よ び ／ ま
た は 改 良 さ れ た 、 持 続 性 の 、 お よ び ／ ま た は よ り 有 効 な 、 肝 臓 障 害 お よ び ／ ま た は 上 皮 癌
の 処 置 を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 「 本 発 明 に よ る 核 酸 」 と い う 用 語 は 、 配 列 番 号 １ ０ ～ 配 列 番 号 １ ９ に 相 当 す る 核 酸 お よ
び ／ ま た は そ の 変 異 体 を 指 す 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 「 コ ー ド 化 核 酸 」 と い う 用 語 は 、 本 発 明 に よ る 分 離 可 能 な 生 物 活 性 ポ リ ペ プ チ ド ま た は
そ の 前 駆 物 質 を コ ー ド 化 す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 関 す る 。 ポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば レ セ プ タ 活 性
な ど の 生 物 機 能 が 本 質 的 に 維 持 さ れ る 限 り 、 配 列 の 全 長 ま た は コ ー ド 化 配 列 の い ず れ か の
部 分 の 配 列 に よ っ て コ ー ド 化 す る こ と が で き る （ 機 能 変 異 体 を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 先 に 記 載 し た 核 酸 の 配 列 中 に 例 え ば 遺 伝 子 コ ー ド の 変 性 に よ る 小 さ な 変 化 が 存 在 し う る
こ と 、 ま た は コ ー ド 化 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 に 著 し い 影 響 を 及 ぼ す こ と な く 、 未 翻 訳 配 列 を
核 酸 の ５ ’ お よ び ／ ま た は ３ ’ 末 端 に 付 着 さ せ ら れ る こ と が 既 知 で あ る 。 し た が っ て 本 発
明 は 、 先 に 記 載 し た 核 酸 の い わ ゆ る 天 然 発 生 型 お よ び 人 工 的 に 産 生 さ れ た 「 変 異 体 」 も 含
む 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 に よ っ て 使 用 さ れ た 核 酸 は 、 Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ 、 好 ま し く は Ｄ Ｎ
Ａ 、 特 に 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ で あ る 。 特 に 本 発 明 に よ る 核 酸 は 、 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 、 好 ま し く は 一 本 鎖
ま た は 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 で も よ い 。 核 酸 の 配 列 は 、 少 な く と も １ つ の イ ン ト ロ ン お よ び ／
ま た は １ つ の ポ リ Ａ 配 列 を 更 に 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 に よ る 核 酸 は 、 当 業 者 に 一 般 に 既 知 で あ る 方 法 に よ っ て 生 成 可 能 で あ り 、 以 下 で
も 詳 細 に 説 明 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 「 変 異 体 」 は 、 本 発 明 の 意 味 の 範 囲 内 で 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 参 照 配 列 を 用 い
て ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 本 発 明 に よ る 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド と 同 様 の 活 性 を 有 す る 、 Ｄ Ｎ Ａ
配 列 に 対 し て 相 補 性 で あ る す べ て の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 指 す 。 本 発 明 に よ る 核 酸 も 、 そ の ア ン チ
セ ン ス 配 列 の 形 で 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 核 酸 の 「 変 異 体 」 は 、 好 ま し く は ８ ０ ％ 、 特 に ９ ０ ％ 、 最 も 好 ま し く は ９ ５ ％ の 配 列 同
一 性 を 備 え た 他 の 種 か ら の 相 同 体 で も よ い 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 核 酸 の 「 変 異 体 」 は 、 そ の 部 分 が 本 発 明 に よ る 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド と 同 様 の 活 性 を 持
つ 限 り 、 少 な く と も 約 ８ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 １ ６ ヌ ク レ オ チ ド 長 、
特 に 少 な く と も 約 ２ １ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 更 に 好 ま し く は 少 な く と も 約 ３ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長
、 な お 更 に 好 ま し く は 少 な く と も 約 ４ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 ５
０ ヌ ク レ オ チ ド 長 を 持 つ 、 本 発 明 に よ る 核 酸 の 部 分 で も よ い 。 こ の よ う な 活 性 は 、 先 に 記
載 し た 機 能 ア ッ セ イ を 用 い て ア ッ セ イ す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 核 酸 は 、 本 発 明 に よ る 核 酸 に 対 し て 相 補 性 で あ る
配 列 を 有 す る 核 酸 、 ま た は そ の 変 異 体 を 含 む 。 好 ま し く は 核 酸 は 、 本 発 明 に よ る 核 酸 の 非
機 能 的 突 然 変 異 体 、 ま た は そ の 変 異 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 特 に 本 発 明 は 、 相 補 性 配 列 を 有 す る 核 酸 に 関 し 、 そ こ で 核 酸 は 、 ア ン チ セ ン ス 分 子 ま た
は Ｒ Ｎ Ａ 干 渉 分 子 で あ る 。
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【 ０ ０ ７ １ 】
　 「 核 酸 の 非 機 能 的 突 然 変 異 体 」 と い う 用 語 は 、 核 酸 の 非 機 能 的 突 然 変 異 体 に よ っ て コ ー
ド 化 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド が 、 非 変 異 ポ リ ペ プ チ ド と 比 較 し て 著 し く 低 下 ま た は 消 滅 し た 生
物 活 性 を 示 す よ う に 変 異 さ れ た 、 本 発 明 に よ る 核 酸 に 由 来 す る 核 酸 、 ま た は そ の 変 異 体 を
指 す 。 核 酸 の 非 機 能 的 突 然 変 異 体 に よ っ て コ ー ド 化 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の こ の よ う な 活 性
は 、 機 能 変 異 体 の 評 価 に つ い て 先 に 記 載 し た よ う な 機 能 ア ッ セ イ に よ っ て 判 定 で き る 。 本
発 明 に よ る 核 酸 に 由 来 す る こ の よ う な 非 機 能 的 突 然 変 異 体 の 作 成 お よ び ス ク リ ー ニ ン グ は
、 当 業 者 に 一 般 に 既 知 で あ る 。 こ の よ う な 本 発 明 に よ る 「 核 酸 の 非 機 能 的 突 然 変 異 体 」 は
、 患 者 に お い て 発 現 さ せ る こ と が 可 能 で あ り 、 リ ボ ソ ー ム に よ る ポ リ ペ プ チ ド 内 へ の 翻 訳
の た め の 未 変 性 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 と の 競 合 に よ っ て 、 標 的 と さ れ た 核 酸 の 発 現 レ ベ ル を 好 ま し
く は 消 滅 ま た は 低 下 さ せ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 」 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 、
２ ． ５ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ 緩 衝 液 中 で ６ ０ ℃ に て 起 こ り 、 低 い 塩 濃 度 の 緩 衝 液 中 で の ３ ７ ℃ で の 多 数
の 洗 浄 工 程 後 に 安 定 を 保 つ 条 件 を 指 す 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 「 核 酸 の デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル 発 現 」 と い う 用 語 は 、 参 照 サ ン プ ル ま た は 参 照 ラ イ ブ ラ リ
ー 中 の 核 酸 の 発 現 と 比 較 し た 、 患 者 か ら の 分 離 サ ン プ ル 中 の 核 酸 の 発 現 の 相 対 レ ベ ル を 指
す 。 参 照 サ ン プ ル お よ び 参 照 ラ イ ブ ラ リ ー の 定 義 は 、 先 に 詳 細 に 述 べ て い る 。 発 現 は 、 当
業 者 に 一 般 に 既 知 で あ る 方 法 に よ っ て 判 定 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 方 法 の 例 は 、 Ｒ
Ｎ Ａ ブ ロ ッ ト （ ノ ザ ン ） 分 析 、 ヌ ク レ ア ー ゼ 保 護 、 イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン 、 逆 転 写 酵 素 Ｐ Ｃ Ｒ （ Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ ； 定 量 的 動 態 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ を 含 む ） を 含 む 。 ｃ Ｄ Ｎ
Ａ お よ び オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ マ イ ク ロ ア レ イ も こ の よ う な 方 法 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 に よ る 核 酸 は 、 非 冗 長 性 お よ び ヒ ト Ｅ Ｓ Ｔ 　 Ｇ ｅ ｎ
Ｂ ａ ｎ ｋ 配 列 デ ー タ ベ ー ス か ら の 重 複 配 列 の 同 定 に よ っ て 組 立 て ら れ る 、 Ｏ Ｂ ｃ ｌ ｌ 　 ｃ
Ｄ Ｎ Ａ （ 配 列 番 号 １ ０ ） で あ る 。 組 立 て ら れ た 配 列 配 列 番 号 に 対 応 す る Ｒ Ｎ Ａ の Ｈ Ｃ Ｃ で
の 発 現 は 、 実 験 的 に 確 認 さ れ る 。 Ｓ Ｓ Ｈ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン と し て 同 定 さ れ た 非 罹 患 肝 臓
に 対 す る Ｈ Ｃ Ｃ に お い て ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ た 初 期 配 列 は 、 Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 配 列 Ａ Ｌ
０ ５ ０ ２ ０ ５ に 一 致 す る 。 そ の 配 列 の ５ ’ 末 端 は Ａ Ｆ １ ３ １ ７ ５ ５ と 重 複 す る ； こ の 配 列
は 、 Ｘ Ｍ １ １ ３ ７ ０ ３ 、 Ａ Ｋ ０ ５ ５ ５ ２ １ お よ び Ａ Ｙ ０ ０ ４ ３ １ ０ に よ っ て 、 ５ ’ に て 進
行 的 に 伸 長 さ れ る 。 後 者 の ３ つ の 配 列 は 、 Ｏ Ｂ ｃ ｌ ｌ ． ｐ ｒ （ 配 列 番 号 １ ） を コ ー ド 化 す
る 読 取 枠 を 含 む 。 こ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 構 築 物 を 支 持 し て 、 す べ て の 重 複 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 同 じ 染 色
体 に 局 在 化 さ せ る こ と が で き る 。 更 に 約 ６ キ ロ 塩 基 対 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 、 Ｈ Ｃ Ｃ の Ｒ Ｎ Ａ ブ ロ
ッ ト 分 析 に よ っ て 同 定 し た が 、 正 常 肝 臓 Ｒ Ｎ Ａ は 、 こ の ク ロ ー ン か ら の Ｓ Ｓ Ｈ 配 列 を ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ と し て 使 用 し な か っ た （ 図 ４ ） 。 こ の ク ロ ー ン に 対 応 す る 配
列 の 発 現 は 、 肝 臓 ま た は Ｈ Ｃ Ｃ に お い て 、 こ れ ま で に 報 告 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｈ Ｃ Ｃ 中 で 、 非 罹 患 肝 臓 （
Ｏ Ｂ ｃ ｌ ｌ 、 配 列 番 号 １ ０ ） に 対 し て 平 均 ２ ． ９ 倍 で ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る こ と が 確
認 さ れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ か ら 驚 く べ き こ と に 同 定 さ れ る 、 Ｏ Ｂ ｃ ｌ ｌ ． ｐ ｒ ポ リ ペ プ チ ド （ 配 列
番 号 １ ） で あ る （ 表 ３ Ａ ／ ３ Ｂ を 参 照 ） 。 こ の ポ リ ペ プ チ ド を エ ン コ ー ド し 、 こ の ｍ Ｒ Ｎ
Ａ と 重 複 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 、 逆 転 写 酵 素 Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 に に よ っ て 同 定 さ れ 、 こ れ ら の 核 酸
は Ｈ Ｃ Ｃ 中 で 同 様 に 増 加 さ れ る 。 こ の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 は 、 Ｈ Ｃ Ｃ で の 増 加 レ ベ ル に つ い
て 以 前 は 認 識 さ れ な か っ た 。 Ｏ Ｂ ｃ ｌ ｌ ． ｐ ｒ ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 か ら 、 ２ つ の 保 存 配 列
ド メ イ ン が 、 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ 配 列 解 析 ツ ー ル に よ っ て 利 用 で き る 保 存 ド メ イ ン 予 測 Ｃ Ｄ Ｄ ア ル
ゴ リ ズ ム （ Altschulら , 1997, Nucleic Acids Res., 25: 3389-3402） ； ル ー プ ス Ｌ ａ ポ
リ ペ プ チ ド 型 Ｒ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン （ 配 列 番 号 １ 、 ア ミ ノ 酸 ４ ７ ～ １ ２ ５ ） 、 お よ び 機 能 が
未 知 の Ｇ Ｔ Ｐ ａ ｓ ｅ 酵 素 ド メ イ ン （ 配 列 番 号 １ 、 ア ミ ノ 酸 ９ ０ ～ ２ ０ ３ ） を 用 い て 同 定 で
き る 。 Ｏ Ｂ ｃ ｌ ｌ ． ｐ ｒ 配 列 は Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 配 列 デ ー タ ベ ー ス で 、 細 胞 骨 髄 増 殖 性 白 血
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病 レ セ プ タ （ ｃ － Ｍ ｐ ｌ ） 結 合 ポ リ ペ プ チ ド に 指 定 さ れ て い る 。 骨 髄 増 殖 性 白 血 病 ウ イ ル
ス レ セ プ タ （ ト ロ ン ボ ポ エ チ ン レ セ プ タ と し て も 既 知 ） の 潜 在 的 な モ ジ ュ レ ー タ ー で あ る
が 、 こ の ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 的 役 割 は 、 ど の 系 に お い て も 説 明 さ れ て い な い 。 同 様 に 、 こ
の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 パ タ ー ン は 開 示 さ れ て い な い 。 こ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド 化 す る ｍ
Ｒ Ｎ Ａ は 、 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ を 受 け た 肝 臓 腫 瘍 ２ １ 例 の う ち １ １ 例 で （ ５ ２ ％ ） 、 非
罹 患 肝 臓 に 対 し て ２ 倍 超 に 増 加 さ れ る 。 こ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド 化 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 同 様
に 、 プ ロ フ ァ イ ル さ れ た 限 局 性 結 節 性 過 形 成 （ Ｆ Ｎ Ｈ ） ４ 例 の う ち ４ 例 で （ １ ０ ０ ％ ） 、
少 な く と も ２ 倍 に 増 加 す る （ 表 ３ Ａ ／ ３ Ｂ ） 。 こ の 核 酸 お よ び 本 発 明 に よ る 他 の 核 酸 で 、
発 現 に 関 す る こ の 値 は 、 ２ 倍 以 上 に 増 加 し な か っ た サ ン プ ル か ら の 値 を 含 め て 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ
マ イ ク ロ ア レ イ 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ 実 験 を 受 け た Ｈ Ｃ Ｃ サ ン プ ル ２ １ 個 す べ て か ら の 発
現 値 比 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 こ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 は 、 分 析 さ れ た 他 の 癌 腫 に お い て も 、 肝 臓 、 腎 臓 、 胃 、 肺 、 皮 膚 、
お よ び そ の 他 を 含 む 非 罹 患 組 織 に お い て も 発 現 が 検 出 さ れ な い た め 、 肝 臓 障 害 に 著 し く 特
異 性 で あ る （ 表 ６ を 参 照 ） 。 Ｏ ｂ ｃ ｌ ｌ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 レ ベ ル の 独 立 し た Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ
分 析 は 、 配 列 番 号 ２ ２ お よ び 配 列 番 号 ２ ３ を 含 む 遺 伝 子 特 異 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い
て 決 定 さ れ る 。 し た が っ て 驚 く べ き こ と に Ｏ Ｂ ｃ ｌ ｌ ． ｐ ｒ ポ リ ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 １ ）
お よ び ポ リ ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 １ ０ ） を コ ー ド 化 す る 核 酸 そ れ ぞ れ の 発 現 と 、 本 発 明 に よ
る 障 害 と の 間 に 、 強 力 で 特 異 性 の 相 関 が あ る こ と が 見 出 さ れ て い る 。 し た が っ て 、 ポ リ ペ
プ チ ド お よ び コ ー ド 化 核 酸 は 、 本 発 明 に よ る 障 害 の 診 断 に 、 例 え ば 過 形 成 性 （ 腫 瘍 性 を 含
む ） 肝 臓 疾 患 と 肝 硬 変 と の 診 断 識 別 に 利 用 で き る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 更 に こ の Ｈ Ｃ Ｃ 調 節 解 除 遺 伝 子 の 発 現 は 、 ヘ パ ト ー マ 細 胞 の 増 殖 と 相 関 し て お り 、 静 止
細 胞 の 血 清 刺 激 の ８ 時 間 お よ び １ ２ 時 間 後 に そ れ ぞ れ 、 Ｈ ｅ ｐ ３ Ｂ 細 胞 系 に お い て Ｏ ｂ ｃ
ｌ ｌ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の ３ ． ４ 倍 お よ び ６ ． ３ 倍 の 増 加 を 示 す （ 図 ８ を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 こ れ ら の 結 果 は 、 Ｏ Ｂ ｃ ｌ ｌ ． ｐ ｒ ポ リ ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 １ ） お よ び ポ リ ペ プ チ ド （
配 列 番 号 １ ０ ） を コ ー ド 化 す る 核 酸 が 、 本 発 明 に よ る 障 害 の 防 止 お よ び 療 法 で 、 特 に 過 形
成 性 （ 腫 瘍 性 を 含 む ） 肝 臓 疾 患 の 処 置 に 利 用 で き る こ と を 証 明 す る 。 処 置 に 関 し て 、 Ｏ Ｂ
ｃ ｌ ｌ ． ｐ ｒ ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド 化 す る 核 酸 の 発 現 が 、 例 え ば Ｏ Ｂ
ｃ ｌ ｌ ． ｐ ｒ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド 化 す る 核 酸 と 特 異 的 に 相 互 作 用 す る ア ン チ セ ン ス オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は Ｒ Ｎ Ａ 干 渉 分 子 を 投 与 す る こ と に よ っ て 、 低 減 お よ び ／ ま た は 阻 害
さ れ る よ う な 処 置 を 実 施 す る こ と が 好 ま し い 。 あ る い は 、 Ｏ Ｂ ｃ ｌ ｌ ． ｐ ｒ ポ リ ペ プ チ ド
の 活 性 が 、 例 え ば Ｏ Ｂ ｃ ｌ ｌ ． ｐ ｒ ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 遮 断 す る 、 Ｏ Ｂ ｃ ｌ ｌ ． ｐ ｒ ポ
リ ペ プ チ ド に 対 し て 作 成 さ れ た 抗 体 ま た は そ の 抗 体 断 片 を 、 こ の よ う な 処 置 を 必 要 と す る
患 者 に 投 与 す る こ と に よ っ て 低 減 お よ び ／ ま た は 阻 害 さ れ る よ う な 処 置 を 実 施 す る こ と が
で き る 。 最 先 端 と 比 較 す る と 、 こ の Ｏ Ｂ ｃ ｌ ｌ ． ｐ ｒ ポ リ ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は Ｏ Ｂ ｃ
ｌ ｌ 核 酸 は 、 驚 く べ き こ と に 、 肝 臓 障 害 お よ び ／ ま た は 上 皮 癌 の 改 良 さ れ た 、 よ り 感 受 性
の 高 い 、 よ り 早 期 の 、 よ り 高 速 な 、 お よ び ／ ま た は 非 侵 襲 性 の 診 断 お よ び ／ ま た は 改 良 さ
れ た 持 続 性 の 、 お よ び ／ ま た は よ り 有 効 な 処 置 を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 別 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 に よ る 核 酸 は 、 Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ ． ｐ ｒ ポ リ ペ プ チ ド
（ 配 列 番 号 ２ ） を コ ー ド 化 す る コ ン パ イ ル 配 列 で あ る 、 Ｏ ｂ ｃ ｌ ５ 核 酸 （ 配 列 番 号 １ １ ）
で あ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 配 列 全 体 は 、 多 数 の Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 発 現 配 列 タ グ （ Ｅ Ｓ Ｔ ） デ ー タ ベ ー ス 配 列 お よ び Ｇ
ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ ゲ ノ ム デ ー タ ベ ー ス 配 列 か ら 確 立 さ れ 、 各 セ グ メ ン ト は 、 Ｈ Ｃ Ｃ に お け る 発
現 に つ い て 確 認 す る 。 例 え ば ｃ Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ 上 の こ の 核 酸 の 配 列 は 、 非 罹 患 肝 臓
参 照 に 対 し て 平 均 ２ ４ ． ７ 倍 に 増 加 さ れ る （ 表 ３ Ａ ／ ３ Ｂ ） 。
【 ０ ０ ８ １ 】
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　 こ の ク ロ ー ン に 対 応 す る 部 分 配 列 の 発 現 は 、 複 数 の 組 織 お よ び 一 部 の 腫 瘍 （ 胎 児 肝 臓 、
結 腸 腺 癌 を 含 み 、 そ し て 肝 臓 に 局 在 化 す る 腫 瘍 転 移 に お い て ） で 報 告 さ れ て い る が 、 本 発
明 に よ る 配 列 全 体 は 、 こ れ ま で に 発 表 さ れ て い な い 。 し た が っ て Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ の 増 加 し た 発
現 は 、 肝 臓 障 害 に 対 し て 完 全 に 特 異 性 で あ る 。 Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ 核 酸 も 、 推 定 ポ リ ペ プ チ ド の コ
ン パ イ ル 配 列 も 、 本 発 明 に よ る 障 害 の 好 ま し く は Ｈ Ｃ Ｃ の レ ベ ル 上 昇 が 認 識 さ れ て い な い
。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 本 発 明 に よ る こ の 配 列 お よ び す べ て の 配 列 の 発 現 に 関 す る 情 報 は 、 パ ブ リ ッ ク ・ ド メ イ
ン ・ デ ー タ ベ ー ス （ Ｐ ｕ ｂ Ｍ ｅ ｄ お よ び Ｓ Ｏ Ｕ Ｒ Ｃ Ｅ な ど ） の 検 索 か ら 得 ら れ る 。 本 発 明
に よ る 配 列 の ほ と ん ど に つ い て 、 雑 誌 記 事 は 発 表 さ れ て い な い 。 し た が っ て 自 動 配 列 決 定
ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー か ら の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 相 対 的 存 在 量 は 、 本 発 明 に よ る こ の 配 列
お よ び 他 の 配 列 の 発 現 に 関 し て 、 本 明 細 書 で 引 用 さ れ た 証 拠 を 提 供 す る 。 こ の 情 報 は 、 Ｕ
ｎ ｉ Ｇ ｅ ｎ ｅ 、 Ｓ ｗ ｉ ｓ ｓ － Ｐ ｒ ｏ ｔ 、 Ｇ ｅ ｎ ｅ Ｍ ａ ｐ ９ ９ 、 Ｒ Ｈ ｄ ｂ 、 ｄ ｂ Ｅ Ｓ Ｔ 、 Ｇ
ｅ ｎ ｅ Ｃ ａ ｒ ｄ ｓ 、 お よ び Ｌ ｏ ｃ ｕ ｓ － Ｌ ｉ ｎ ｋ デ ー タ ベ ー ス か ら 管 理 さ れ る デ ー タ を 含
む 、 「 Ｓ Ｏ Ｕ Ｒ Ｃ Ｅ 」 （ ス タ ン フ ォ ー ド 大 学 遺 伝 子 学 部 が 提 供 ） な ど の デ ー タ ベ ー ス 経 由
で ア ク セ ス で き る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 別 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド は 、 こ の 調 節 解 除 ｍ Ｒ Ｎ Ａ
配 列 か ら の 最 大 読 み 取 り 枠 と な る Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ ． ｐ ｒ ポ リ ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 ２ ） で あ る 。
こ の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 は 、 特 徴 付 け ら れ た ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 、 ま た は 既 知 の 構 造 モ チ
ー フ に 対 す る 、 認 識 さ れ た 配 列 相 同 性 を 含 有 し な い 。 こ の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 の パ タ ー ン
は 記 載 さ れ て い な い 。 こ の ポ リ ペ プ チ ド を 潜 在 的 に コ ー ド 化 す る Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 は 、 非 罹 患
肝 臓 に 対 し て 検 査 さ れ た Ｈ Ｃ Ｃ 症 例 １ ０ ０ ％ で ２ 倍 以 上 に 、 プ ロ フ ァ イ ル さ れ た ２ １ 例 の
う ち １ ７ 例 （ ８ １ ％ ） で ８ 倍 以 上 に 増 加 す る 。 非 罹 患 肝 臓 に 対 す る コ ー ド 化 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発
現 増 加 も 、 肝 臓 ア デ ノ ー マ 、 Ｆ Ｎ Ｈ 、 お よ び 肝 硬 変 肝 臓 に お い て 明 白 で あ る が 、 転 写 物 は
肝 硬 変 に お い て 、 あ ま り 劇 的 に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ な い 。 こ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド
化 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 非 罹 患 の ヒ ト 肺 、 脳 （ 皮 質 ） 、 結 腸 、 精 巣 組 織 で 検 出 で き る が 、 評 価
し た 他 の 大 半 の 癌 腫 で は 検 出 さ れ な い （ 表 ６ ） 。 Ｏ ｂ ｃ ｌ ５ 　 Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 レ ベ ル の 独 立
Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 は 、 配 列 番 号 ２ ４ お よ び 配 列 番 号 ２ ５ を 含 む 遺 伝 子 特 異 性 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド プ ラ イ マ ー を 用 い て 判 定 さ れ る 。 Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 高 い 発 現 特 異 性 は 、 図 ２
に 示 す 正 常 組 織 お よ び 他 の 種 の 癌 に お け る 発 現 パ タ ー ン と 比 較 し て 、 Ｈ Ｃ Ｃ 、 Ｆ Ｎ Ｈ に お
け る 定 量 評 価 （ Ｑ － Ｐ Ｃ Ｒ ） に よ っ て 確 認 さ れ る 。 参 照 遺 伝 子 と し て の Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ お よ び
β － ア ク チ ン の 両 方 の 並 列 検 査 を 利 用 し た Ｔ ａ ｑ Ｍ ａ ｎ 手 順 は 、 非 腫 瘍 性 肝 臓 と 比 較 し て
、 Ｈ Ｃ Ｃ お よ び Ｆ Ｎ Ｈ に お け る Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ 　 Ｒ Ｎ Ａ （ 配 列 番 号 １ １ ） の 大 規 模 な 過 剰 発 現
を 確 認 す る （ 図 ２ ） 。 こ れ ら の ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 に 関 連 し て 、 Ｑ － Ｐ Ｃ Ｒ は 、 正 常
肝 臓 と 比 較 し て Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ 　 Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル が 、 肝 臓 癌 お よ び Ｆ Ｎ Ｈ に お い て 上 昇 す る こ と
と 、 Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ 　 Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル が 他 の 組 織 に お い て 、 お よ び 他 の 癌 に お い て 、 正 常 肝 臓 に
お い て よ り も は る か に 低 い こ と を 明 ら か に す る 。 Ｔ ａ ｑ Ｍ ａ ｎ 分 析 で は 、 Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ 発 現
は 、 配 列 番 号 ６ ６ ； 配 列 番 号 ６ ７ ； お よ び 配 列 番 号 ６ ８ （ 「 加 水 分 解 」 プ ロ ー ブ ） を 含 む
遺 伝 子 特 異 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー に よ っ て 決 定 し た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 更 に イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 分 析 は 、 Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ 　 Ｒ Ｎ Ａ を 用 い て 特 異
的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ラ ジ オ ア イ ソ ト ー プ 標 識 Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ 　 Ｒ Ｎ Ａ ア ン チ セ ン ス プ ロ ー
ブ を 利 用 す る こ と に よ り 、 正 常 肝 臓 組 織 切 片 の 限 界 シ グ ナ ル に 対 し て 、 Ｈ Ｃ Ｃ に お け る Ｏ
Ｂ ｃ ｌ ５ 　 Ｒ Ｎ Ａ の 局 在 化 を 明 確 に 示 す （ 図 ５ ） 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 し た が っ て ポ リ ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は コ ー ド 化 Ｒ Ｎ Ａ の 過 剰 発 現 は 、 肝 臓 障 害 の 診 断
に 有 用 で あ る 。 こ れ ら の 結 果 は 、 Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ ． ｐ ｒ ポ リ ペ プ チ ド な ら び に ポ リ ペ プ チ ド （
配 列 番 号 １ １ ） を コ ー ド 化 す る 核 酸 お よ び そ の 機 能 変 異 体 が 、 本 発 明 に よ る 障 害 の 、 特 に
Ｈ Ｃ Ｃ 、 肝 臓 ア デ ノ ー マ 、 Ｆ Ｎ Ｈ 、 お よ び 肝 硬 変 の 診 断 、 防 止 、 お よ び 処 置 に 利 用 で き る
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こ と を 明 確 に 証 明 す る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 処 置 に 関 し て 、 Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ ． ｐ ｒ ポ リ ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は そ の 機 能 変 異 体 の ； あ る
い は ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド 化 す る 核 酸 お よ び ／ ま た は そ の 機 能 変 異 体 の 発 現 が 、 例 え ば Ｏ
Ｂ ｃ ｌ ５ ． ｐ ｒ ポ リ ペ プ チ ド を 潜 在 的 に コ ー ド 化 す る 、 配 列 番 号 １ １ で 定 義 さ れ た 核 酸 お
よ び ／ ま た は そ の 機 能 変 異 体 と 特 異 的 に 相 互 作 用 す る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま
た は 低 分 子 干 渉 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 を 投 与 す る こ と に よ っ て 、 低 減 お よ び ／ ま た は 阻 害 さ れ る よ う
な 処 置 を 実 施 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 あ る い は 、 処 置 は 、 Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ ． ｐ ｒ ポ リ ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は そ の 機 能 変 異 体 の 活
性 が 、 例 え ば Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ ． ｐ ｒ ポ リ ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は そ の 機 能 変 異 体 の 活 性 を 遮 断
す る 、 Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ ． ｐ ｒ ポ リ ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は そ の 機 能 変 異 体 に 対 し て 作 成 さ れ た
抗 体 、 あ る い は そ の 抗 体 断 片 を こ の よ う な 処 置 を 必 要 と す る 患 者 に 投 与 す る こ と に よ っ て
、 低 減 お よ び ／ ま た は 阻 害 さ れ る よ う な 処 置 を 実 施 す る こ と が で き る 。 最 先 端 と 比 較 す る
と 、 Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ ． ｐ ｒ ポ リ ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は そ の 機 能 変 異 体 ； お よ び ／ ま た は Ｏ Ｂ
ｃ ｌ ５ 核 酸 は 、 驚 く べ き こ と に 、 肝 臓 障 害 お よ び ／ ま た は 上 皮 癌 の 改 良 さ れ た 、 よ り 感 受
性 の 高 い 、 よ り 早 期 の 、 よ り 高 速 な 、 お よ び ／ ま た は 非 侵 襲 性 の 診 断 お よ び ／ ま た は 改 良
さ れ た 持 続 性 の 、 お よ び ／ ま た は よ り 有 効 な 処 置 を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 詳 細 な 配 列 分 析 は 、 Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ と 他 の 真 核 非 コ ー ド 化 Ｒ Ｎ Ａ と の 配 列 類 似 性
を 明 ら か に し た 。 加 え て 、 こ の Ｒ Ｎ Ａ か ら の タ ン パ ク 質 生 成 物 を 検 出 す る た め の 多 様 な 方
法 に よ る 複 数 の 試 み は 、 こ の よ う な 生 成 物 を 明 ら か に し て い な い 。 し た が っ て 、 こ の Ｒ Ｎ
Ａ は 、 ポ リ ペ プ チ ド に 翻 訳 さ れ な い が 、 機 能 （ 例 え ば 調 節 ） 特 性 自 体 を 有 す る こ と が で き
る 。 非 コ ー ド 化 調 節 Ｒ Ｎ Ａ の 疾 患 関 連 性 は 、 例 え ば 真 核 生 物 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ に お け る 細
胞 増 殖 に 関 与 す る 非 コ ー ド 化 Ｒ Ｎ Ａ 「 ｂ ａ ｎ － ｔ ａ ｍ 」 の 役 割 に よ っ て （ Brennecke J, H
ipfner DR, Stark A, Russell RB, Cohen SM.Cell(2003)Apr4; 113(1): 25-36） 、 そ し て
神 経 分 化 ｔ － ４ を 阻 害 す る た め に 転 写 因 子 Ｈ Ｅ Ｓ － １ と 相 互 作 用 す る マ イ ク ロ Ｒ Ｎ Ａ － ２
３ （ Kawasaki, H.and Tiara, K.Nature(2003)423: 838-842） に よ っ て 証 明 さ れ る よ う に
、 今 や 明 白 に な っ て き て い る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 低 分 子 干 渉 Ｒ Ｎ Ａ （ ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ） オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い た ヒ ト 肝 臓 癌 細 胞 の 増 殖 に
お け る Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ 　 Ｒ Ｎ Ａ の レ ベ ル の 低 下 （ ノ ッ ク ダ ウ ン ） は 、 肝 臓 障 害 、 特 に 肝 臓 癌 に
お け る Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ 　 Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 増 加 の た め の 機 能 的 に 重 大 な 役 割 を 裏 付 け て い る 。 こ の
実 験 に お い て 、 腫 瘍 サ プ レ ッ サ 遺 伝 子 網 膜 細 胞 芽 腫 タ ン パ ク 質 １ （ Ｒ Ｂ １ ） を コ ー ド 化 す
る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の レ ベ ル は 、 先 に 記 載 し た よ う に Ｔ ａ ｑ Ｍ ａ ｎ 　 Ｑ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 決 定 さ れ
た Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ 　 Ｒ Ｎ Ａ の レ ベ ル を 減 少 さ せ る と 同 時 に 、 数 倍 に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る
。 Ｒ Ｂ １ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル は 、 プ ラ イ マ ー Ｒ Ｂ １ － ｐ １ （ 配 列 番 号 ６ ４ ） お よ び Ｒ Ｂ １ －
ｐ ２ （ 配 列 番 号 ６ ５ ） を 用 い て 、 Ｓ Ｙ Ｂ Ｒ グ リ ー ン 定 量 Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 に よ っ て 決 定 す る 。 し
た が っ て Ｒ Ｂ １ の 負 の 調 節 に よ っ て 、 Ｈ Ｃ Ｃ に お け る Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ 　 Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 増 加 は 、
腫 瘍 細 胞 増 殖 を 促 進 す る （ 図 ６ ） 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 な お 別 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 に よ る 核 酸 は 、 Ｉ Ｋ ２ ． ｐ ｒ ポ リ ペ プ チ ド
（ 配 列 番 号 ３ ） を コ ー ド 化 す る 読 み 取 り 枠 を 含 む 、 Ｇ ｅ ｎ ｅ 　 Ｂ ａ ｎ ｋ 配 列 Ｎ Ｍ ０ ２ ５ １
６ ０ に よ っ て 表 さ れ る Ｉ Ｋ ２ 核 酸 （ 配 列 番 号 １ ２ ） で あ る 。 Ｉ Ｋ ２ ． ｐ ｒ ポ リ ペ プ チ ド は
、 本 発 明 の 別 の 実 施 態 様 で あ る 。 こ の ク ロ ー ン に 対 応 す る Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 は 、 肝 臓 を 含 む 複 数
の 組 織 か ら の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー で 、 お よ び 腺 癌 で 報 告 さ れ て い る が 、 配 列 は 、 こ れ ま
で に Ｈ Ｃ Ｃ に 関 与 し て い な い 。 こ の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 は 、 ど の 細 胞 ま た は 組 織 で も 述 べ
ら れ て い な い 。 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 は 、 既 知 の 機 能 を 有 し て い な い が 、 配 列 は 進 化 的 に よ く
保 存 さ れ る （ 予 測 ポ リ ペ プ チ ド は 、 複 数 の 哺 乳 類 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ （ Drosophila） お よ
び 植 物 （ シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ 、 Arabidopsis） に 見 出 さ れ る ） 。 Ｃ Ｄ Ｄ ア ル ゴ リ ズ ム は 、 本 発
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明 に よ る こ の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に お け る 複 数 の Ｗ Ｄ ４ ０ 型 ポ リ ペ プ チ ド － ポ リ ペ プ チ ド 相
互 作 用 ド メ イ ン を 予 測 す る 。 Ｈ Ｃ Ｃ 患 者 か ら の 肝 臓 サ ン プ ル に お い て 、 こ の ポ リ ペ プ チ ド
を コ ー ド 化 す る Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 は 、 驚 く べ き こ と に 、 非 罹 患 肝 臓 に 対 し て 、 プ ロ フ ァ イ ル し
た ２ １ 例 の う ち １ ５ 例 （ ７ １ ％ ） で 平 均 値 ４ ． ６ ７ 倍 に 増 加 し た 。 非 罹 患 肝 臓 に 対 す る コ
ー ド 化 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 増 加 も 、 肝 硬 変 肝 臓 に お い て 明 ら か で あ る （ 表 ３ Ａ ／ ３ Ｂ ） 。 非 罹
患 肝 臓 に 対 す る 、 こ の ペ プ チ ド を コ ー ド 化 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 最 高 の デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル 発 現
レ ベ ル は 、 Ｆ Ｎ Ｈ で 観 察 さ れ る ； プ ロ フ ァ イ ル さ れ た ４ 例 の う ち の ４ 例 で ８ 倍 の ア ッ プ レ
ギ ュ レ ー シ ョ ン 。 こ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド 化 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ も 、 乳 腺 、 肺 お よ び 腎 臓 の 癌
腫 を 含 む 複 数 の 他 の ヒ ト 癌 腫 で 、 お よ び 検 査 し た 非 罹 患 ヒ ト 組 織 １ ７ 個 の ２ 個 （ 乳 房 お よ
び 腎 臓 ） で 発 現 さ れ る 。 Ｉ Ｋ ２ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 レ ベ ル の 、 独 立 し た Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 は
、 配 列 番 号 ２ ６ お よ び 配 列 番 号 ２ ７ を 含 む 遺 伝 子 特 異 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を
用 い て 決 定 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 こ れ ら の 結 果 は 、 こ の ポ リ ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は コ ー ド 化 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 過 剰 発 現 が 、 本
発 明 に よ る 障 害 の 診 断 、 防 止 、 お よ び 処 置 に 、 特 に Ｈ Ｃ Ｃ 、 Ｆ Ｎ Ｈ 、 肝 硬 変 、 お よ び 上 皮
由 来 新 生 物 の 診 断 に 利 用 で き る こ と を 証 明 す る 。 処 置 に 関 し て 、 Ｉ Ｋ ２ ． ｐ ｒ ポ リ ペ プ チ
ド の 、 ま た は ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド 化 す る 核 酸 の 発 現 が 、 Ｉ Ｋ ２ ． ｐ ｒ ポ リ ペ プ チ ド を コ
ー ド 化 す る 核 酸 と 特 異 的 に 相 互 作 用 す る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は Ｒ Ｎ Ａ 干
渉 分 子 を 投 与 す る こ と に よ っ て 、 低 減 お よ び ／ ま た は 阻 害 さ れ る よ う な 処 置 を 実 施 す る こ
と が 好 ま し い 。 あ る い は 、 Ｉ Ｋ ２ ． ｐ ｒ ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 が 、 例 え ば Ｉ Ｋ ２ ． ｐ ｒ ポ リ
ペ プ チ ド の 活 性 を 遮 断 す る 、 Ｉ Ｋ ２ ． ｐ ｒ ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 作 成 さ れ た 抗 体 ま た は そ
の 抗 体 断 片 を こ の よ う な 処 置 を 必 要 と す る 患 者 に 投 与 す る こ と に よ っ て 、 低 減 お よ び ／ ま
た は 阻 害 さ れ る よ う な 処 置 を 実 施 す る こ と が で き る 。 最 先 端 と 比 較 す る と 、 こ の Ｉ Ｋ ２ ．
ｐ ｒ ポ リ ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は Ｉ Ｋ ２ 核 酸 は 、 驚 く べ き こ と に 、 肝 臓 障 害 お よ び ／ ま た
は 上 皮 癌 の 改 良 さ れ た 、 よ り 感 受 性 の 高 い 、 よ り 早 期 の 、 よ り 高 速 な 、 お よ び ／ ま た は 非
侵 襲 性 の 診 断 お よ び ／ ま た は 改 良 さ れ た 持 続 性 の 、 お よ び ／ ま た は よ り 有 効 な 処 置 を 可 能
に す る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 な お 別 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 に よ る 核 酸 は 、 Ｈ Ｃ Ｃ 調 節 解 除 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク
ロ ー ン の 配 列 と な る 、 Ｉ Ｋ ５ 核 酸 （ 配 列 番 号 １ ３ ） で あ る 。 こ の ク ロ ー ン に 対 応 す る 配 列
の 発 現 は 、 複 数 の 組 織 （ 肝 臓 を 含 む ） お よ び 一 部 の 腫 瘍 （ 下 垂 体 お よ び 前 立 腺 を 含 む ） で
報 告 さ れ て い る が 、 配 列 が Ｈ Ｃ Ｃ で ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る こ と は 、 こ れ ま で に 発 表 さ
れ て い な い 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｉ Ｋ ５ ｃ Ｄ Ｎ Ａ
（ 配 列 番 号 １ ３ ） に よ っ て コ ー ド 化 さ れ る Ｉ Ｋ ５ ． ｐ ｒ ポ リ ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 ４ ） で あ
る 。 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 は 、 Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ デ ー タ ベ ー ス （ ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ： Ｎ Ｍ ０ ０
６ ４ ０ ７ ） か ら 、 Ｊ Ｗ Ａ 、 ビ タ ミ ン Ａ 反 応 性 ポ リ ペ プ チ ド と し て 推 定 さ れ る 。 こ の 推 定 ポ
リ ペ プ チ ド を コ ー ド 化 す る 遺 伝 子 は 、 ビ タ ミ ン Ａ を 用 い た 培 養 細 胞 の シ ミ ュ レ ー シ ョ ン か
ら 説 明 さ れ て い る が 、 ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 は 、 い ず れ の 細 胞 ま た は 組 織 に お い て も 説 明 さ
れ て お ら ず 、 機 能 は 不 明 で あ る 。 Ｊ Ｗ Ａ は 、 更 に 、 Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ デ ー タ ベ ー ス で 細 胞 骨
格 関 連 ポ リ ペ プ チ ド と し て 述 べ ら れ て い る 。 ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｅ Ａ Ａ Ｃ １ グ ル タ メ ー ト ト
ラ ン ス ポ ー タ と 特 異 的 に 相 互 作 用 し 、 そ の 活 性 を 低 減 さ せ る げ っ 歯 類 ポ リ ペ プ チ ド と の 相
同 性 も 共 有 す る 。 こ の 配 列 の 保 存 ド メ イ ン 検 索 は 、 Ｇ タ ン パ ク 質 情 報 伝 達 分 子 と の 相 互 作
用 を 恐 ら く 仲 介 す る 、 プ レ ニ ル 化 ｒ ａ ｂ ア ク セ プ タ １ ド メ イ ン （ Ｐ Ｒ Ａ １ ） の 考 え ら れ る
存 在 を 示 す 。 こ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド 化 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 は 、 プ ロ フ ァ イ ル し た １ ０
０ ％ の Ｈ Ｃ Ｃ 症 例 に お い て 非 罹 患 肝 臓 に 対 し て 、 平 均 ９ ． １ ４ 倍 増 加 し た 。 同 様 に コ ー ド
化 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 増 加 も 、 ア デ ノ ー マ お よ び Ｆ Ｎ Ｈ に お い て 明 ら か で あ る 。 コ ー ド 化 ｍ Ｒ
Ｎ Ａ 発 現 は 、 肝 硬 変 肝 臓 に お い て も 、 他 の 肝 臓 障 害 よ り も 低 い 程 度 で デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル
に 発 現 さ れ る 。 こ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド 化 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 肺 、 腎 臓 、 お よ び 結 腸 ヒ ト
癌 腫 で 発 現 さ れ る が 、 検 査 し た 非 罹 患 ヒ ト 組 織 １ ７ 例 の う ち １ 例 の み で あ る 。 Ｉ Ｋ ５ 　 ｍ
Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 レ ベ ル の 独 立 し た Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 は 、 配 列 番 号 ２ ８ お よ び 配 列 番 号 ２ ９ を
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含 む 遺 伝 子 特 異 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 用 い て 決 定 さ れ る 。 こ の ポ リ ペ プ チ ド
お よ び ／ ま た は コ ー ド 化 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 過 剰 発 現 は 、 肝 臓 癌 を 含 む 特 異 性 上 皮 由 来 新 生 物 を 示
す こ と が で き る 。 こ れ ら の 結 果 は 、 Ｉ Ｋ ５ ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル に ア ッ プ レ
ギ ュ レ ー ト さ れ た 発 現 が 、 本 発 明 に よ る 障 害 に 対 し て 高 度 に 特 異 性 で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 更 に こ の Ｈ Ｃ Ｃ 調 節 解 除 遺 伝 子 の 発 現 は 、 肝 臓 癌 細 胞 の 増 殖 と 相 関 し て お り 、 静 止 細 胞
の 血 清 刺 激 の ８ 時 間 お よ び １ ２ 時 間 後 そ れ ぞ れ で 、 Ｈ ｅ ｐ ３ Ｂ 細 胞 系 に お け る Ｉ Ｋ ５ 　 ｍ
Ｒ Ｎ Ａ の １ ０ ． ９ 倍 お よ び ４ ． ３ 倍 の 増 加 を 示 す （ 図 ８ を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 し た が っ て 、 Ｉ Ｋ ５ ． ｐ ｒ ポ リ ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は コ ー ド 化 核 酸 は 、 本 発 明 に よ る
障 害 の 診 断 、 防 止 、 お よ び 処 置 に 、 特 に Ｈ Ｃ Ｃ 、 ア デ ノ ー マ 、 Ｆ Ｎ Ｈ 、 肝 硬 変 、 お よ び 上
皮 由 来 新 生 物 の 診 断 に 利 用 で き る 。 処 置 に 関 し て 、 Ｉ Ｋ ５ ． ｐ ｒ ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ
ペ プ チ ド を コ ー ド 化 す る 核 酸 の 発 現 が 、 Ｉ Ｋ ５ ． ｐ ｒ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド 化 す る 核 酸 と
特 異 的 に 相 互 作 用 す る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は Ｒ Ｎ Ａ 干 渉 分 子 を 投 与 す る
こ と に よ っ て 、 低 減 お よ び ／ ま た は 阻 害 さ れ る よ う な 処 置 を 実 施 す る こ と が 好 ま し い 。 あ
る い は 、 Ｉ Ｋ ５ ． ｐ ｒ ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 が 、 例 え ば Ｉ Ｋ ５ ． ｐ ｒ ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を
遮 断 す る 、 Ｉ Ｋ ５ ． ｐ ｒ ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 作 成 さ れ た 抗 体 ま た は そ の 抗 体 断 片 を こ の
よ う な 処 置 を 必 要 と す る 患 者 に 投 与 す る こ と に よ っ て 低 減 お よ び ／ ま た は 阻 害 さ れ る よ う
な 処 置 を 実 施 す る こ と が で き る 。 最 先 端 と 比 較 す る と 、 こ の Ｉ Ｋ ５ ． ｐ ｒ ポ リ ペ プ チ ド お
よ び ／ ま た は Ｉ Ｋ ５ 核 酸 は 、 驚 く べ き こ と に 、 肝 臓 障 害 お よ び ／ ま た は 上 皮 癌 の 改 良 さ れ
た 、 よ り 感 受 性 の 高 い 、 よ り 早 期 の 、 よ り 高 速 な 、 お よ び ／ ま た は 非 侵 襲 性 の 診 断 お よ び
／ ま た は 改 良 さ れ た 持 続 性 の 、 お よ び ／ ま た は よ り 有 効 な 処 置 を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 な お 別 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 に よ る 核 酸 は 、 Ｄ Ａ Ｐ ３ ． ｐ ｒ ポ リ ペ プ チ
ド （ 配 列 番 号 ５ ） を コ ー ド 化 す る 、 以 前 に 開 示 さ れ た （ ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 Ｘ ８ ３ ５ ４ ４
） Ｄ Ａ Ｐ ３ 核 酸 （ 配 列 番 号 １ ４ ） で あ る 。 本 発 明 は 、 更 に 、 培 養 細 胞 中 で 過 剰 発 現 さ れ た
場 合 に ア ポ ト ー シ ス 細 胞 死 の 促 進 に 関 与 し て き た 、 死 関 連 ポ リ ペ プ チ ド ３ （ Ｄ Ａ Ｐ ３ 、 配
列 番 号 ５ ） に 関 す る （ Kissilら , 1995, J.Biol.Chem., 270: 27932-6） 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド は 、 ミ ト コ ン ド リ ア ２ ８ Ｓ リ ボ ソ ー ム 複 合 体 に 寄 与 す る 。 そ の た め 、 こ の
ポ リ ペ プ チ ド は 、 明 ら か に 比 較 的 低 い レ ベ ル で あ る に か か わ ら ず 、 す べ て で は な い が 多 く
の 組 織 お よ び 細 胞 に お い て 遍 在 的 に 発 現 さ れ や す い 。 内 在 性 Ｄ Ａ Ｐ ３ の 特 異 的 機 能 は 述 べ
ら れ て い な い （ Cadvar Kocら , 2001, FEBS Lett., 492: 166-170） 。 Ｄ Ａ Ｐ ３ ｍ Ｒ Ｎ Ａ の
ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン は 、 肝 臓 に お け る 結 腸 腺 癌 転 移 で 述 べ ら れ て い る が （ Ｐ Ｃ Ｔ ／ Ｕ
Ｓ ０ １ ／ ３ ０ ５ ８ ９ ） 、 Ｄ Ａ Ｐ ３ 核 酸 も Ｄ Ａ Ｐ ３ ポ リ ペ プ チ ド も 本 発 明 に よ る 障 害 、 好 ま
し く は Ｈ Ｃ Ｃ の レ ベ ル 上 昇 に 関 し て 認 識 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 精 製 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 定 量 Ｒ Ｔ 　 Ｐ Ｃ Ｔ （ Ｑ － Ｐ Ｃ Ｒ ） 増 幅 分 析 は 、 Ｈ Ｃ Ｃ １ ０ 例 の う ち
８ 例 で 約 ４ ～ ６ コ ピ ー を 持 つ 肝 臓 癌 で の Ｄ Ａ Ｐ ３ 遺 伝 子 増 幅 を 示 唆 し 、 そ し て 非 腫 瘍 性 肝
臓 サ ン プ ル １ ３ 例 （ 腫 瘍 近 位 お よ び 遠 位 肝 硬 変 組 織 を 含 む ） の う ち １ ３ 例 で 増 幅 を 示 唆 し
な い 。 こ れ ら の 分 析 は 、 Ｄ Ａ Ｐ ３ ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 相 対 量 を 正 確 に 定 量 す る た め に 、 プ ラ イ
マ ー Ｄ Ａ Ｐ ３ － ｐ ５ （ 配 列 番 号 ７ １ ） 、 Ｄ Ａ Ｐ ３ － ｐ ６ （ 配 列 番 号 ７ ２ ） お よ び 加 水 分 解
プ ロ ー ブ Ｄ Ａ Ｐ ３ ｐ － ７ （ 配 列 番 号 ７ ３ ） を 用 い て 、 Ｔ ａ ｑ Ｍ ａ ｎ 手 順 に よ っ て 実 施 す る
。 実 際 に Ｄ Ａ Ｐ ３ 遺 伝 子 は 、 Ｈ Ｃ Ｃ に お い て 増 幅 さ れ る こ と が 頻 繁 に 見 出 せ る 領 域 で あ る
、 染 色 体 １ ｑ に 位 置 す る （ Buendia MA., Med Pediatr Oncol.(2002)Nov; 39(5): 530-5）
。 こ の 発 見 は 、 遺 伝 子 増 幅 と し て 現 れ た 正 の 選 択 力 が Ｈ Ｃ Ｃ に お け る Ｄ Ａ Ｐ ３ 　 Ｒ Ｎ Ａ を
過 剰 発 現 さ せ 、 Ｈ Ｃ Ｃ に お け る Ｄ Ａ Ｐ ３ の 機 能 的 に 重 要 な 役 割 を 支 持 す る こ と を 示 唆 し て
い る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 こ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド 化 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 は 、 プ ロ フ ァ イ ル し た Ｈ Ｃ Ｃ ２ １ 例 の
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う ち １ ８ 例 （ ８ ６ ％ ） で 、 非 罹 患 肝 臓 に 対 し て 平 均 ５ ． ５ 倍 増 加 す る 。 コ ー ド 化 ｍ Ｒ Ｎ Ａ
の 発 現 増 加 は 、 Ｈ Ｃ Ｃ に お い て よ り も 低 い 程 度 で あ る が 、 他 の 肝 臓 障 害 に お い て も 明 ら か
で あ る 。 Ｄ Ａ Ｐ ３ ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 レ ベ ル の 独 立 し た Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 は 、 配 列 番 号 ３ ０ お
よ び 配 列 番 号 ３ １ を 含 む 遺 伝 子 特 異 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 用 い て 決 定 さ れ る
。 正 常 肝 臓 と 比 較 し て Ｈ Ｃ Ｃ で 増 加 し た Ｄ Ａ Ｐ ３ ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 参 照 遺 伝 子 と し て β － ア ク
チ ン を 使 用 し た Ｓ Ｙ Ｂ Ｒ グ リ ー ン 技 法 を 用 い て Ｑ － Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 に よ っ て 更 に 確 認 さ れ る 。
検 査 し た Ｈ Ｃ Ｃ ５ 例 そ れ ぞ れ か ら 分 離 し た Ｒ Ｎ Ａ に お い て 、 Ｄ Ａ Ｐ ３ ｍ Ｒ Ｎ Ａ 対 β － ア ク
チ ン ｍ Ｒ Ｎ Ａ の レ ベ ル 比 は 、 正 常 肝 臓 サ ン プ ル ２ 例 か ら 分 離 し た Ｒ Ｎ Ａ で の こ れ ら の 比 と
比 較 し て 上 昇 し た （ 平 均 Ｈ Ｃ Ｃ 比 　 Ｄ Ａ Ｐ ３ ｍ Ｒ Ｎ Ａ 対 β － ア ク チ ン ｍ Ｒ Ｎ Ａ ＝ １ ２ ． ８
； 平 均 正 常 肝 臓 比 　 Ｄ Ａ Ｐ ３ ｍ Ｒ Ｎ Ａ 対 β － ア ク チ ン ｍ Ｒ Ｎ Ａ ＝ １ ． ０ ３ ） 。 Ｄ Ａ Ｐ ３ ｍ
Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル の Ｑ － Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 は 、 配 列 番 号 ６ ９ お よ び 配 列 番 号 ７ ０ を 含 む 遺 伝 子 特 異 性
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 用 い た Ｓ Ｙ Ｂ Ｒ グ リ ー ン 分 析 に よ っ て 決 定 す る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 Ｄ Ａ Ｐ ３ タ ン パ ク 質 の 発 現 は 、 分 析 し た 他 の 癌 腫 に お い て も 、 肝 臓 、 腎 臓 、 胃 、 肺 、 皮
膚 、 お よ び そ の 他 を 含 む 非 罹 患 組 織 に お い て も 、 発 現 は 非 常 に 低 い か 、 検 出 さ れ な い た め
、 Ｈ Ｃ Ｃ で は 非 常 に 特 異 的 に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る 。 Ｈ Ｃ Ｃ で の Ｄ Ａ Ｐ ３ の 他 の 機 能
的 関 与 は 、 正 常 肝 臓 と 比 較 し た 、 そ し て 他 の 正 常 お よ び 罹 患 組 織 と 比 較 し た 、 Ｈ Ｃ Ｃ で の
Ｄ Ａ Ｐ ３ タ ン パ ク 質 発 現 レ ベ ル の 特 異 的 上 昇 に よ っ て 更 に 裏 付 け ら れ る （ 表 ６ お よ び 図 ７
を 参 照 ） 。 低 分 子 干 渉 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 （ ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ； 配 列 番 号 ５ ４ お よ び 配 列 番 号 ５ ５ ） を 用
い た 肝 臓 癌 細 胞 に お け る Ｄ Ａ Ｐ ３ ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 実 験 的 低 減 は 、 肝 臓 癌 細 胞 の 劇 的 な 形 態 的 お
よ び 明 ら か な 生 化 学 的 変 化 を 生 じ る た め 、 細 胞 は 増 大 し 、 そ し て 処 置 細 胞 か ら の 標 準 方 法
に よ る Ｒ Ｎ Ａ お よ び タ ン パ ク 質 抽 出 は 不 可 能 で あ る 。 こ れ ら の 発 見 は 、 更 に 、 Ｈ Ｃ Ｃ で の
Ｄ Ａ Ｐ ３ 増 加 の 機 能 的 重 要 性 を 裏 付 け る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 こ れ ら の 結 果 は 、 Ｄ Ａ Ｐ ３ ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 、 お よ び Ｄ Ａ Ｐ ３ ｐ ｒ ． ポ リ ペ プ チ ド の 強 力
に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ た 発 現 が 、 本 発 明 に よ る 障 害 、 特 に Ｈ Ｃ Ｃ で 非 常 に 特 異 的 で あ
る こ と を 示 す 。 し た が っ て Ｄ Ａ Ｐ ３ ポ リ ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は コ ー ド 化 核 酸 は 、 本 発 明
に よ る 障 害 の 診 断 、 防 止 、 お よ び 処 置 に 、 特 に Ｈ Ｃ Ｃ の 診 断 に 利 用 で き る 。 処 置 に 関 し て
、 Ｄ Ａ Ｐ ３ ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド 化 す る 核 酸 の 発 現 が 、 例 え ば Ｄ Ａ Ｐ
３ ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 す る 核 酸 と 特 異 的 に 相 互 作 用 す る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド ま た は Ｒ Ｎ Ａ 干 渉 分 子 を 投 与 す る こ と に よ っ て 、 低 減 お よ び ／ ま た は 阻 害 さ れ る よ う な
処 置 を 実 施 す る こ と が 好 ま し い 。 あ る い は 、 Ｄ Ａ Ｐ ３ ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 が 、 Ｄ Ａ Ｐ ３ ポ
リ ペ プ チ ド の 活 性 を 遮 断 す る 、 Ｄ Ａ Ｐ ３ ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 作 成 さ れ た 抗 体 ま た は そ の
抗 体 断 片 を こ の よ う な 処 置 を 必 要 と す る 患 者 に 投 与 す る こ と に よ っ て 、 低 減 お よ び ／ ま た
は 阻 害 さ れ る よ う な 処 置 を 実 施 す る こ と が で き る 。 最 先 端 と 比 較 す る と 、 こ の Ｄ Ａ Ｐ ３ ポ
リ ペ プ チ ド お よ び Ｄ Ａ Ｐ ３ 核 酸 は 、 驚 く べ き こ と に 、 肝 臓 障 害 お よ び ／ ま た は 上 皮 癌 の 改
良 さ れ た 、 よ り 感 受 性 の 高 い 、 よ り 早 期 の 、 よ り 高 速 な 、 お よ び ／ ま た は 非 侵 襲 性 の 診 断
お よ び ／ ま た は 改 良 さ れ た 持 続 性 の 、 お よ び ／ ま た は よ り 有 効 な 処 置 を 可 能 に す る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 別 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 Ｈ Ｃ Ｃ ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト Ｌ Ｏ Ｃ ５ ． ｐ ｒ
仮 説 的 ポ リ ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 ６ ） お よ び ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド 化 す る 核 酸 Ｌ Ｏ Ｃ ５ （ 配
列 番 号 １ ５ ） に 関 す る 。 こ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 対 応 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 肝 臓 を 含 む 複 数 の ヒ ト 組 織
か ら の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー で 同 定 さ れ て い る が （ 上 述 し た Ｓ Ｏ Ｕ Ｒ Ｃ Ｅ デ ー タ ベ ー ス か
ら の 情 報 ） 、 配 列 が 本 発 明 に よ る 障 害 、 特 に Ｈ Ｃ Ｃ で ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る こ と は 、
こ れ ま で に 報 告 さ れ て い な い 。 こ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 は 、 プ ロ フ ァ イ ル し た Ｈ Ｃ Ｃ 症 例 の ７
１ ％ で 非 罹 患 肝 臓 に 対 し て ５ 倍 増 加 す る （ 表 ３ Ｂ ） 。 同 様 の 分 析 が 、 こ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク
ロ ア レ イ 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ 手 順 を 受 け た Ｆ Ｎ Ｈ お よ び 大 多 数 の 肝 硬 変 肝 臓 に お け る 、
こ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 増 加 を 明 ら か に す る 。 ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 他 の ヒ ト 胃 腸 管 癌 腫 で 発 現 さ れ る
が 、 検 査 し た 非 罹 患 ヒ ト 組 織 １ ７ 例 で は 脳 お よ び 骨 髄 に お い て の み で あ る 。 Ｌ Ｏ Ｃ ５ ｍ Ｒ
Ｎ Ａ の 発 現 レ ベ ル の 独 立 し た Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 は 、 配 列 番 号 ３ ２ お よ び 配 列 番 号 ３ ３ を 含
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む 遺 伝 子 特 異 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー に よ っ て 決 定 さ れ る 。 Ｌ Ｏ Ｃ ５ ． ｐ ｒ （ 配
列 番 号 ６ ） は 、 予 測 さ れ た ３ ０ kDaポ リ ペ プ チ ド （ Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ デ ー タ ベ ー ス で 、 ア ク
セ ッ シ ョ ン 番 号 Ｎ Ｐ ＿ ０ ６ ０ ９ １ ７ ． １ ） で あ る 。 こ の ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 は 、 ど の 細 胞
ま た は 組 織 で も 述 べ ら れ て い な い 。 こ の 予 測 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド に は ど の 機 能 も 説 明 さ れ
て お ら ず 、 Ｃ Ｄ Ｄ ド メ イ ン ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い た 検 索 か ら 、 保 存 ド メ イ ン は 明 ら か に な っ
て い な い 。 こ れ ら の 結 果 は 、 Ｌ Ｏ Ｃ ５ ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 強 力 に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ た 発
現 が 、 本 発 明 に よ る 障 害 、 特 に Ｈ Ｃ Ｃ 、 Ｆ Ｎ Ｈ 、 お よ び 多 数 の 肝 硬 変 肝 臓 で 非 常 に 特 異 的
で あ る こ と を 示 す 。 更 に 、 こ の Ｈ Ｃ Ｃ 調 節 解 除 遺 伝 子 の 発 現 は 、 肝 臓 癌 細 胞 の 増 殖 と 相 関
し て お り 、 静 止 細 胞 の 血 清 刺 激 の ８ 時 間 お よ び １ ２ 時 間 後 そ れ ぞ れ で 、 Ｈ ｅ ｐ ３ Ｂ 細 胞 系
に お け る Ｌ Ｏ Ｃ ５ ｍ Ｒ Ｎ Ａ の ３ ． ７ 倍 お よ び ８ ． ８ 倍 の 増 加 を 示 す （ 図 ８ を 参 照 ） 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 し た が っ て Ｌ Ｏ Ｃ ５ ． ｐ ｒ ポ リ ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は そ の 機 能 変 異 体 お よ び ／ ま た は
コ ー ド 化 核 酸 お よ び ／ ま た は そ の 変 異 体 は 、 本 発 明 に よ る 障 害 の 診 断 、 防 止 、 お よ び 処 置
に 、 特 に Ｈ Ｃ Ｃ 、 Ｆ Ｎ Ｈ 、 お よ び 多 数 の 肝 硬 変 肝 臓 の 診 断 に 利 用 で き る 。 処 置 に 関 し て 、
Ｌ Ｏ Ｃ ５ ． ｐ ｒ ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド 化 す る 核 酸 の 発 現 が 、 Ｌ Ｏ Ｃ ５
． ｐ ｒ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド 化 す る 核 酸 と 特 異 的 に 相 互 作 用 す る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド ま た は Ｒ Ｎ Ａ 干 渉 分 子 を 投 与 す る こ と に よ っ て 、 低 減 お よ び ／ ま た は 阻 害 さ れ る
よ う な 処 置 を 実 施 す る こ と が 好 ま し い 。 あ る い は 、 Ｌ Ｏ Ｃ ５ ． ｐ ｒ ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 が
、 例 え ば Ｉ Ｋ ５ ． ｐ ｒ ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 遮 断 す る 、 Ｌ Ｏ Ｃ ５ ． ｐ ｒ ポ リ ペ プ チ ド に 対
し て 作 成 さ れ た 抗 体 ま た は そ の 抗 体 断 片 を こ の よ う な 処 置 を 必 要 と す る 患 者 に 投 与 す る こ
と に よ っ て 、 低 減 お よ び ／ ま た は 阻 害 さ れ る よ う な 処 置 を 実 施 す る こ と が で き る 。 最 先 端
と 比 較 す る と 、 こ の Ｌ Ｏ Ｃ ５ ． ｐ ｒ ポ リ ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は Ｌ Ｏ Ｃ ５ 核 酸 は 、 驚 く べ
き こ と に 、 肝 臓 障 害 お よ び ／ ま た は 上 皮 癌 の 改 良 さ れ た 、 よ り 感 受 性 の 高 い 、 よ り 早 期 の
、 よ り 高 速 な 、 お よ び ／ ま た は 非 侵 襲 性 の 診 断 お よ び ／ ま た は 改 良 さ れ た 持 続 性 の 、 お よ
び ／ ま た は よ り 有 効 な 処 置 を 可 能 に す る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 更 に 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ る Ｓ Ｅ Ｃ １ ４ Ｌ ２ ． ｐ ｒ ポ リ ペ
プ チ ド （ 配 列 番 号 ７ ） を コ ー ド 化 す る Ｓ Ｅ Ｃ １ ４ Ｌ ２ 核 酸 ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ 配 列 番 号 １ ６ ） に 関
す る 。 Ｓ Ｅ Ｃ １ ４ Ｌ ２ ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 は 、 多 く の 組 織 で 述 べ ら れ て い る が 、 こ の メ ッ セ ー
ジ ま た は コ ー ド 化 ポ リ ペ プ チ ド の 増 加 は 、 本 発 明 に よ る 障 害 、 特 に 肝 臓 障 害 ま た は 癌 に お
い て は 、 こ れ ま で に 報 告 さ れ て い な い 。 Ｓ Ｅ Ｃ １ ４ Ｌ ２ ． ｐ ｒ （ 配 列 番 号 ７ ） は 、 酵 母 ｓ
ｅ ｃ ポ リ ペ プ チ ド １ ４ の ヒ ト 相 同 体 で あ る 。 酵 母 分 泌 経 路 に 関 与 す る が 、 ポ リ ペ プ チ ド ま
た は そ の 相 同 体 の 明 確 な 機 能 は 、 ど の 種 で も 述 べ ら れ て い な い 。 こ の ヒ ト 配 列 は 、 ト コ フ
ェ ロ ー ル に 結 合 す る こ と も 示 唆 さ れ て お り 、 こ の ポ リ ペ プ チ ド が ス ク ア レ ン 転 移 、 コ レ ス
テ ロ ー ル 生 合 成 ま た は 、 更 に 一 般 に 細 胞 内 輸 送 に 関 与 す る こ と が 予 測 さ れ て き た （ Zimmer
ら , 2000, J.Biol.Chem.275: 25672-25680） 。 こ の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 発 現 は 、 ヒ ト 細 胞
ま た は 組 織 で は 報 告 さ れ て い な い 。 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 は 、 考 え ら れ る Ｇ ポ リ ペ プ チ ド 結 合
お よ び ホ ス ホ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル 転 移 ド メ イ ン お よ び コ ン セ ン サ ス Ｃ Ｒ Ａ Ｌ Ｔ Ｒ Ｉ Ｏ ド メ
イ ン を 含 む 。 後 者 は 、 シ ス － レ チ ナ ー ル Ｃ Ｒ Ａ Ｌ モ チ ー フ を 介 し て ビ タ ミ ン 結 合 に 関 与 し
て き た 。 こ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド 化 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 Ｈ Ｃ Ｃ サ ン プ ル の ７ １ ％ に お い て
、 プ ロ フ ァ イ ル し た Ｆ Ｎ Ｈ 疾 患 サ ン プ ル す べ て に お い て 、 非 罹 患 肝 臓 に 対 し て ５ ． １ ４ 倍
以 上 の 平 均 に 増 加 す る が 、 肝 硬 変 サ ン プ ル の わ ず か 半 分 の ア デ ノ ー マ で は 増 加 し な い （ 表
３ Ａ ／ ３ Ｂ ） 。 こ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド 化 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 は 、 腎 臓 お よ び 結 腸 癌 腫
お よ び 正 常 な 膵 臓 に お い て 検 出 さ れ た が 、 検 査 し た 他 の 正 常 組 織 で は 検 出 さ れ な か っ た （
表 ６ ） 。 Ｓ Ｅ Ｃ １ ４ Ｌ ２ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 レ ベ ル の 独 立 し た Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 は 、 配 列 番
号 ３ ４ お よ び 配 列 番 号 ３ ５ を 含 む 遺 伝 子 特 異 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー に よ っ て 決
定 す る 。 更 に こ の Ｈ Ｃ Ｃ 調 節 解 除 遺 伝 子 の 発 現 は 、 肝 臓 癌 細 胞 の 増 殖 に 相 関 し て お り 、 静
止 細 胞 の 血 清 刺 激 の ８ 時 間 お よ び １ ２ 時 間 後 そ れ ぞ れ で 、 Ｈ ｅ ｐ ３ Ｂ 細 胞 系 に お け る Ｓ Ｅ
Ｃ １ ４ Ｌ ２ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の １ ０ ． ６ 倍 お よ び １ ． ９ 倍 の 増 加 を 示 す （ 図 ８ を 参 照 ） 。
【 ０ １ ０ ４ 】
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　 こ れ ら の 結 果 は 、 Ｓ Ｅ Ｃ １ ４ Ｌ ２ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 強 力 に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ た 発
現 が 、 本 発 明 に よ る 障 害 、 特 に Ｈ Ｃ Ｃ お よ び Ｆ Ｎ Ｈ で 非 常 に 特 異 的 で あ る こ と を 示 す 。 し
た が っ て 、 Ｓ Ｅ Ｃ １ ４ Ｌ ２ ． ｐ ｒ ポ リ ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は コ ー ド 化 核 酸 は 、 本 発 明 に
よ る 障 害 の 診 断 、 防 止 、 お よ び 処 置 、 特 に Ｈ Ｃ Ｃ 、 Ｆ Ｎ Ｈ お よ び 好 ま し く は 肝 硬 変 の 診 断
に も 利 用 で き る 。 処 置 に 関 し て 、 Ｓ Ｅ Ｃ １ ４ Ｌ ２ ． ｐ ｒ ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド
を コ ー ド 化 す る 核 酸 の 発 現 が 、 Ｓ Ｅ Ｃ １ ４ Ｌ ２ ． ｐ ｒ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド 化 す る 核 酸 と
特 異 的 に 相 互 作 用 す る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は Ｒ Ｎ Ａ 干 渉 分 子 を 投 与 す る
こ と に よ っ て 、 低 減 お よ び ／ ま た は 阻 害 さ れ る よ う な 処 置 を 実 施 す る こ と が 好 ま し い 。 あ
る い は 、 Ｓ Ｅ Ｃ １ ４ Ｌ ２ ． ｐ ｒ ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 が 、 例 え ば Ｓ Ｅ Ｃ １ ４ Ｌ ２ ． ｐ ｒ ポ リ
ペ プ チ ド の 活 性 を 遮 断 す る 、 Ｓ Ｅ Ｃ １ ４ Ｌ ２ ． ｐ ｒ ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 作 成 さ れ た 抗 体
ま た は そ の 抗 体 断 片 を こ の よ う な 処 置 を 必 要 と す る 患 者 に 投 与 す る こ と に よ っ て 、 低 減 お
よ び ／ ま た は 阻 害 さ れ る よ う な 処 置 を 実 施 す る こ と が で き る 。 最 先 端 と 比 較 す る と 、 こ の
Ｓ Ｅ Ｃ １ ４ Ｌ ２ ． ｐ ｒ ポ リ ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は Ｓ Ｅ Ｃ １ ４ Ｌ ２ 核 酸 は 、 驚 く べ き こ と
に 、 肝 臓 障 害 お よ び ／ ま た は 上 皮 癌 の 改 良 さ れ た 、 よ り 感 受 性 の 高 い 、 よ り 早 期 の 、 よ り
高 速 な 、 お よ び ／ ま た は 非 侵 襲 性 の 診 断 お よ び ／ ま た は 改 良 さ れ た 持 続 性 の 、 お よ び ／ ま
た は よ り 有 効 な 処 置 を 可 能 に す る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 更 に 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 多 く の 組 織 お よ び 腫 瘍 で 述 べ ら れ て い る 、
Ｓ Ｓ Ｐ ２ ９ ． ｐ ｒ ま た は Ａ Ｐ Ｒ Ｉ Ｌ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド 化 す る 核 酸 （ 配 列 番 号 １ ７ ） に
関 す る 。 こ の 推 定 腫 瘍 壊 死 フ ァ ミ リ メ ン バ を コ ー ド 化 す る 遺 伝 子 に お い て 、 本 発 明 に よ る
障 害 、 特 に Ｈ Ｃ Ｃ に お い て 上 昇 し た レ ベ ル で 発 現 さ れ る こ と は 、 こ れ ま で に 報 告 さ れ て い
な い 。 更 に 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ る 核 酸 （ 配 列 番 号 １ ７ ） に よ っ て コ ー ド 化 さ れ た 銀 染 色
２ ９ kDaポ リ ペ プ チ ド （ Ｓ Ｓ Ｐ ２ ９ ． ｐ ｒ ； 配 列 番 号 ８ ） に 関 す る 。 ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｔ
Ｎ Ｆ サ イ ト カ イ ン フ ァ ミ リ に 属 す る と 考 え ら れ る 、 ロ イ シ ン リ ッ チ 分 泌 ポ リ ペ プ チ ド と し
て 同 定 さ れ て い る 。 そ れ は Ａ Ｐ Ｒ Ｉ Ｌ （ ロ イ シ ン が 豊 富 な 酸 性 ポ リ ペ プ チ ド ） と し て も 既
知 で あ り 、 抗 原 仲 介 細 胞 反 応 に 関 与 す る ロ イ シ ン ・ リ ッ チ ・ リ ピ ー ト （ Ｌ Ｒ Ｒ ） を Ｎ 末 端
付 近 に 含 有 す る （ Zhuら , 1997, Biochem.Mol.Biol.Int.42: 927-935; Mencingerら , 1998
, Biochim.Biophys.Acta 1395: 176-80） 。 Ｓ Ｓ Ｐ ２ ９ ． ｐ ｒ ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 は 、 ヒ
ト 細 胞 ま た は 組 織 に お い て は 報 告 さ れ て い な い 。 こ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド 化 す る ｍ Ｒ Ｎ
Ａ は 、 プ ロ フ ァ イ ル さ れ た Ｈ Ｃ Ｃ ２ １ 例 の う ち １ ７ 例 で 、 非 罹 患 肝 臓 に 対 し て 平 均 ３ ． ７
７ 倍 に 増 加 す る 。 驚 く べ き こ と に 、 こ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド 化 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の レ ベ ル は
、 非 罹 患 肝 臓 の プ ー ル よ り も 、 銅 毒 性 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ た 肝 硬 変 に お い て ３ ０ 倍 高 い
（ 表 ３ Ａ ／ ３ Ｂ ） 。 ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル は 、 プ ロ フ ァ イ ル さ れ た 他 の 肝 臓 障 害 に お い て 、 非 罹
患 肝 臓 に 対 し て わ ず か に 上 昇 し 、 こ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ は そ う で な け れ ば 、 こ こ で 発 現 プ ロ フ ァ イ
リ ン グ を 受 け た 正 常 お よ び 罹 患 組 織 に お い て ま れ に の み 検 出 さ れ る 。 Ｓ Ｓ Ｐ ２ ９ 　 ｍ Ｒ Ｎ
Ａ の 発 現 レ ベ ル の 独 立 し た Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 は 、 配 列 番 号 ３ ６ お よ び 配 列 番 号 ３ ７ を 含 む
遺 伝 子 特 異 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー に よ っ て 決 定 さ れ る 。 更 に こ の Ｈ Ｃ Ｃ 調 節 解
除 遺 伝 子 の 発 現 は 、 肝 臓 癌 細 胞 の 増 殖 に 相 関 し て お り 、 静 止 細 胞 の 血 清 刺 激 の ８ 時 間 お よ
び １ ２ 時 間 後 そ れ ぞ れ で 、 Ｈ ｅ ｐ ３ Ｂ 細 胞 系 に お け る Ｓ Ｓ Ｐ ２ ９ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の ２ ． ４ 倍 お
よ び ４ ． ３ 倍 の 増 加 を 示 す （ 図 ８ を 参 照 ） 。 こ れ ら の 結 果 は 、 Ｓ Ｓ Ｐ ２ ９ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列
の 強 力 に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ た 発 現 が 、 本 発 明 に よ る 障 害 、 特 に Ｈ Ｃ Ｃ 、 お よ び あ る
種 の 肝 硬 変 疾 患 で 非 常 に 特 異 的 で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 し た が っ て Ｓ Ｓ Ｐ ２ ９ ． ｐ ｒ ポ リ ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は コ ー ド 化 核 酸 は 、 本 発 明 に よ
る 障 害 の 診 断 、 防 止 、 お よ び 処 置 、 特 に Ｈ Ｃ Ｃ お よ び 肝 硬 変 の 診 断 に 利 用 で き る 。 処 置 に
関 し て 、 Ｓ Ｓ Ｐ ２ ９ ． ｐ ｒ ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド 化 す る 核 酸 の 発 現 が
、 Ｓ Ｓ Ｐ ２ ９ ． ｐ ｒ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド 化 す る 核 酸 と 特 異 的 に 相 互 作 用 す る ア ン チ セ ン
ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は Ｒ Ｎ Ａ 干 渉 分 子 を 投 与 す る こ と に よ っ て 、 低 減 お よ び ／ ま た
は 阻 害 さ れ る よ う な 処 置 を 実 施 す る こ と が 好 ま し い 。 あ る い は 、 Ｓ Ｓ Ｐ ２ ９ ． ｐ ｒ ポ リ ペ
プ チ ド の 活 性 が 、 例 え ば Ｓ Ｓ Ｐ ２ ９ ． ｐ ｒ ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 遮 断 す る 、 Ｓ Ｓ Ｐ ２ ９ ．
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ｐ ｒ ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 作 成 さ れ た 抗 体 ま た は そ の 抗 体 断 片 を こ の よ う な 処 置 を 必 要 と
す る 患 者 に 投 与 す る こ と に よ っ て 、 低 減 お よ び ／ ま た は 阻 害 さ れ る よ う な 処 置 を 実 施 す る
こ と が で き る 。 最 先 端 と 比 較 す る と 、 こ の Ｓ Ｓ Ｐ ２ ９ ． ｐ ｒ ポ リ ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は
Ｓ Ｓ Ｐ ２ ９ 核 酸 は 、 驚 く べ き こ と に 、 、 肝 臓 障 害 お よ び ／ ま た は 上 皮 癌 の 改 良 さ れ た 、 よ
り 感 受 性 の 高 い 、 よ り 早 期 の 、 よ り 高 速 な 、 お よ び ／ ま た は 非 侵 襲 性 の 診 断 お よ び ／ ま た
は 改 良 さ れ た 持 続 性 の 、 お よ び ／ ま た は よ り 有 効 な 処 置 を 可 能 に す る
【 ０ １ ０ ７ 】
　 な お 別 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 Ｈ Ｓ １ ６ 核 酸 （ 配 列 番 号 １ ８ ） に 関 す
る 。 Ｈ Ｓ １ ６ ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 対 応 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン は 、 結 腸 の 腺 癌 を 含 む 複 数 の 組 織 で 同
定 さ れ て い る が 、 こ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ も 、 コ ー ド 化 ポ リ ペ プ チ ド （ Ｈ Ｓ １ ６ ． ｐ ｒ 、 配 列 番 号 ９
） も 、 こ れ ま で に 本 発 明 に よ る 障 害 、 特 に 肝 臓 障 害 ま た は Ｈ Ｃ Ｃ に 関 与 し て い な い 。 本 発
明 は 、 更 に 、 Ｈ Ｓ １ ６ を コ ー ド 化 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 １ ６ ． ７ kDaの 推 定 ポ リ ペ
プ チ ド （ 配 列 番 号 ９ ； Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ デ ー タ ベ ー ス で ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 Ｎ Ｐ ＿ ０ ５ ７ ２
２ ３ ） に 関 す る 。 ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 は 、 い ず れ の 細 胞 ま た は 組 織 に お い て も 説 明 さ れ て
お ら ず 、 そ の 機 能 は 述 べ ら れ て い な い し 、 機 能 ド メ イ ン も Ｃ Ｄ Ｄ ア ル ゴ リ ズ ム に よ っ て 同
定 さ れ な い 。 こ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド 化 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 す べ て 非 罹 患 肝 臓 に 対 し て 、
検 査 し た Ｈ Ｃ Ｃ ８ 例 で 少 な く と も ２ ． ８ 倍 以 上 に 、 そ し て 検 査 し た 追 加 の Ｈ Ｃ Ｃ サ ン プ ル
４ 例 で は ほ ぼ ２ 倍 に 増 加 す る （ 表 ３ Ａ ／ ３ Ｂ ） 。 Ｈ Ｓ １ ６ ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 レ ベ ル の 独 立 し
た Ｐ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 は 、 配 列 番 号 ３ ８ お よ び 配 列 番 号 ３ ９ を 含 む 遺 伝 子 特 異 性 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 用 い て 決 定 さ れ る 。 こ れ ら の 結 果 は 、 Ｈ Ｓ １ ６ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 強
力 に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ た 発 現 が 、 本 発 明 に よ る 障 害 、 特 に Ｈ Ｃ Ｃ に 対 し て 高 度 に 特
異 性 で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 し た が っ て Ｈ Ｓ １ ６ ． ｐ ｒ ポ リ ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は コ ー ド 化 核 酸 は 、 本 発 明 に よ る
障 害 の 診 断 、 防 止 、 お よ び 処 置 に 、 特 に Ｈ Ｃ Ｃ の 診 断 に 利 用 で き る 。 処 置 に 関 し て 、 Ｈ Ｓ
１ ６ ． ｐ ｒ ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド 化 す る 核 酸 の 発 現 が 、 例 え ば 、 Ｈ Ｓ
１ ６ ． ｐ ｒ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド 化 す る 核 酸 と 特 異 的 に 相 互 作 用 す る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド ま た は Ｒ Ｎ Ａ 干 渉 分 子 を 投 与 す る こ と に よ っ て 、 低 減 お よ び ／ ま た は 阻 害 さ
れ る よ う な 処 置 を 実 施 す る こ と が 好 ま し い 。 あ る い は 、 Ｈ Ｓ １ ６ ． ｐ ｒ ポ リ ペ プ チ ド の 活
性 が 、 例 え ば Ｈ Ｓ １ ６ ． ｐ ｒ ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 遮 断 す る 、 Ｈ Ｓ １ ６ ． ｐ ｒ ポ リ ペ プ チ
ド に 対 し て 作 成 さ れ た 抗 体 ま た は そ の 抗 体 断 片 を こ の よ う な 処 置 を 必 要 と す る 患 者 に 投 与
す る こ と に よ っ て 、 低 減 お よ び ／ ま た は 阻 害 さ れ る よ う な 処 置 を 実 施 す る こ と が で き る 。
最 先 端 と 比 較 す る と 、 こ の Ｈ Ｓ １ ６ ． ｐ ｒ ポ リ ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は Ｈ Ｓ １ ６ 核 酸 は 、
驚 く べ き こ と に 、 肝 臓 障 害 お よ び ／ ま た は 上 皮 癌 の 改 良 さ れ た 、 よ り 感 受 性 の 高 い 、 よ り
早 期 の 、 よ り 高 速 な 、 お よ び ／ ま た は 非 侵 襲 性 の 診 断 お よ び ／ ま た は 改 良 さ れ た 持 続 性 の
、 お よ び ／ ま た は よ り 有 効 な 処 置 を 可 能 に す る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 に よ る 核 酸 は 、 非 冗 長 性 Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 配 列 デ ー タ
ベ ー ス か ら の 重 複 配 列 の 同 定 に よ っ て 組 立 て ら れ た 、 Ｉ Ｋ ３ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ 配 列 番 号 １ ９ ）
で あ る 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 を 用 い て 同 定 さ れ た 、 非 罹 患 肝 臓 に 対 し て Ｈ Ｃ Ｃ で
ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ た 初 期 配 列 は 、 Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ デ ー タ ベ ー ス の 胎 児 脳 ｃ Ｄ Ｎ Ａ （
Ａ Ｌ ０ ４ ９ ３ ３ ８ ） に 一 致 す る 。 そ の 配 列 は 、 Ｘ Ｍ ＿ １ ３ １ ４ ６ ２ （ 配 列 番 号 ４ ７ ） ； タ
ン パ ク 質 チ ロ シ ン ホ ス フ ァ タ ー ゼ レ セ プ タ Ｄ 型 （ Ｐ Ｔ Ｐ Ｒ Ｄ ） を コ ー ド 化 す る マ ウ ス ｃ Ｄ
Ｎ Ａ と 重 複 す る 。 こ の マ ウ ス Ｐ Ｔ Ｐ Ｒ Ｄ は 、 ヒ ト Ｐ Ｔ Ｐ Ｒ Ｄ 転 写 単 位 と 非 常 に 相 同 で あ り
、 こ の 肝 臓 癌 調 節 解 除 Ｒ Ｎ Ａ と 相 同 が あ る 領 域 は 、 こ の ヒ ト Ｐ Ｔ Ｐ Ｒ Ｄ 転 写 ユ ニ ッ ト 配 列
内 に 見 出 さ れ な い 。 し た が っ て 、 こ の Ｈ Ｃ Ｃ 調 節 配 列 が 、 ヒ ト Ｐ Ｔ Ｐ Ｒ Ｄ を コ ー ド 化 す る
こ と は 、 ま だ 述 べ ら れ て い な い 。 あ る い は 、 提 供 さ れ た デ ー タ ベ ー ス 配 列 は 、 読 み 取 り 枠
の 欠 失 を 説 明 す る エ ラ ー を 含 む こ と が あ る 。 更 に 別 の 代 案 は 、 コ ー ド 化 さ れ た ポ リ ペ プ チ
ド が こ の 配 列 内 の 小 型 読 み 取 り 枠 の １ つ か ら 生 じ る こ と で あ る 。 ま た 、 こ の Ｒ Ｎ Ａ は 、 ポ
リ ペ プ チ ド に 翻 訳 さ れ な い が 、 機 能 （ 例 え ば 調 節 ） 特 性 自 体 を 持 つ こ と が で き る 。
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【 ０ １ １ ０ 】
　 驚 く べ き こ と に 、 こ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ か ら の 配 列 は 、 正 常 な ヒ ト の 肝 臓 よ り も 、 Ｈ Ｃ Ｃ で は る
か に 高 い レ ベ ル で 表 現 さ れ る 。 さ も な け れ ば 、 こ の Ｒ Ｎ Ａ は 、 正 常 な 脳 、 骨 格 筋 、 前 立 腺
、 お よ び 肝 臓 に お い て 低 レ ベ ル で の み 発 現 さ れ る 。 こ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 プ ロ フ ァ イ ル さ れ た
Ｈ Ｃ Ｃ サ ン プ ル ２ １ 例 中 １ ２ 例 （ ５ ７ ％ ） で 、 非 罹 患 肝 臓 に 対 し て 、 平 均 ３ ． ８ １ 倍 以 上
に 増 加 す る 。 Ｉ Ｋ ３ は ま た 、 検 査 し た Ｆ Ｎ Ｈ ４ 例 の う ち ３ 例 で 、 ア デ ノ ー マ で 、 お よ び 検
査 し た 肝 硬 変 サ ン プ ル ６ 例 の う ち ５ 例 で 、 非 罹 患 肝 臓 に 対 し て ２ 倍 以 上 に 増 加 す る （ 表 ３
Ａ ／ ３ Ｂ ） 。 Ｉ Ｋ ３ ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 レ ベ ル の 独 立 し た Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 は 、 配 列 番 号 ４ ０
お よ び 配 列 番 号 ４ １ を 含 む 遺 伝 子 特 異 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー に よ っ て 決 定 さ れ
る 。 こ れ ら の 結 果 は 、 Ｉ Ｋ ３ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 強 力 に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ た 発 現 が 、
本 発 明 に よ る 障 害 、 特 に Ｈ Ｃ Ｃ 、 Ｆ Ｎ Ｈ 、 ア デ ノ ー マ 、 お よ び 肝 硬 変 で 非 常 に 特 異 的 で あ
る こ と を 示 す 。
【 ０ １ １ １ 】
　 し た が っ て 、 Ｉ Ｋ ３ ポ リ ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は そ の 機 能 変 異 体 、 お よ び ／ ま た は コ ー
ド 化 核 酸 、 お よ び ／ ま た は そ の 変 異 体 は 、 本 発 明 に よ る 障 害 の 診 断 、 防 止 、 お よ び 処 置 、
特 に Ｈ Ｃ Ｃ 、 Ｆ Ｎ Ｈ 、 ア デ ノ ー マ 、 お よ び 肝 硬 変 の 診 断 に 利 用 で き る 。 処 置 に 関 し て 、 Ｉ
Ｋ ３ に よ っ て コ ー ド 化 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド ま た は Ｉ Ｋ ３ 核 酸 の 発 現 が 、 例 え ば Ｉ Ｋ ３ 核 酸
と 特 異 的 に 相 互 作 用 す る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は Ｒ Ｎ Ａ 干 渉 分 子 を 投 与 す
る こ と に よ っ て 、 低 減 お よ び ／ ま た は 阻 害 さ れ る よ う な 処 置 を 実 施 す る こ と が 好 ま し い 。
あ る い は 、 Ｉ Ｋ ３ ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 が 、 例 え ば Ｉ Ｋ ３ ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 遮 断 す る 、
Ｉ Ｋ ３ ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 作 成 さ れ た 抗 体 ま た は そ の 抗 体 断 片 を こ の よ う な 処 置 を 必 要
と す る 患 者 に 投 与 す る こ と に よ っ て 、 低 減 お よ び ／ ま た は 阻 害 さ れ る よ う な 処 置 を 実 施 す
る こ と が で き る 。 最 先 端 と 比 較 す る と 、 こ の Ｉ Ｋ ３ 核 酸 は 、 驚 く べ き こ と に 、 肝 臓 障 害 お
よ び ／ ま た は 上 皮 癌 の 改 良 さ れ た 、 よ り 感 受 性 の 高 い 、 よ り 早 期 の 、 よ り 高 速 な 、 お よ び
／ ま た は 非 侵 襲 性 の 診 断 お よ び ／ ま た は 改 良 さ れ た 持 続 性 の 、 お よ び ／ ま た は よ り 有 効 な
処 置 を 可 能 に す る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 Ｈ Ｃ Ｃ を 含 む ヒ ト 肝 臓 障 害 か ら の 組 織 に お い て 評 価 さ れ た 、 本 発 明 に よ る 配 列 の 非 罹 患
肝 臓 参 照 サ ン プ ル の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 レ ベ ル を 、 独 立 し た ２ セ ッ ト の 実 験 を 表 示 す る 表 ３ Ａ ／
３ Ｂ に 示 す 。 表 ３ Ｂ の 値 は 、 発 現 レ ベ ル の ｌ ｏ ｇ ２ 比 を 示 す の に 対 し て 、 表 ３ Ａ は 、 特 注
ｃ Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ へ の 競 合 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン か ら 得 た 、 罹 患 サ ン プ ル と 非 罹
患 サ ン プ ル の 間 の 非 形 質 転 換 デ ー タ で あ る 。 Ｈ Ｃ Ｃ ＝ 肝 細 胞 癌 サ ン プ ル ； Ｈ Ｃ Ｃ （ Ｉ Ｈ Ｂ
） ＝ Ｈ Ｃ Ｃ サ ン プ ル を 含 む イ ン ト ラ ヒ ア リ ン 体 ； Ｆ Ｎ Ｈ ＝ 限 局 性 結 節 性 過 形 成 サ ン プ ル ；
Ｃ ｉ ｒ ｒ ｈ ＝ 肝 硬 変 サ ン プ ル 。 グ ル ー プ （ Ｈ Ｃ Ｃ 、 Ｆ Ｎ Ｈ お よ び Ｃ ｉ ｒ ｒ ｈ ） ご と に 各 配
列 （ 配 列 番 号 １ ０ ～ １ ９ ） の 平 均 ； 中 央 値 （ 値 の ５ ０ 番 目 の パ ー セ ン タ イ ル ） お よ び 値 の
標 準 偏 差 が 与 え ら れ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
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【 表 ３ 】
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【 ０ １ １ ４ 】
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【 表 ４ 】
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【 ０ １ １ ５ 】
　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ 核 酸 発 現 値 の 概 要 を 表 ４ に 示 す 。 Mann-Whitneyの Ｕ 検 定 を 利 用
し て 、 Ｒ Ｎ Ａ 発 現 レ ベ ル を 統 計 的 に 評 価 す る ： こ の 検 定 は 、 対 フ ラ グ ＝ ‘ false’ を 用 い
た Wilcoxon順 位 和 両 側 検 定 と 等 し い （ Hollander & Wolfe, 1973, Nonparametric statist
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ical inference.New York: John Wiley & Sons, 27-33, 68～ 75頁 ; Bauer, D.F., 1972, 
J.Amer.Statistical Assoc.67: 687-690） 。 発 現 値 は 通 例 、 正 規 分 布 に 適 合 し な い た め 、
値 の 平 均 は 誤 解 さ れ や す い 。 し か し な が ら 中 央 値 の 解 析 は 、 大 半 の 場 合 、 特 に 大 き な デ ー
タ セ ッ ト に お い て 、 実 験 値 と 参 照 値 の 間 の 有 意 差 を 証 明 す る 。 実 験 中 間 ＝ 実 験 （ 罹 患 ） 組
織 の 中 央 値 ； 実 験 四 分 位 間 ＝ 四 分 位 間 範 囲 の 実 験 値 （ 中 央 値 の ＋ ／ － ２ ５ 番 目 の パ ー セ ン
タ イ ル ） ； 対 照 中 間 ＝ 対 照 （ 非 罹 患 ） 組 織 サ ン プ ル の 中 央 値 ； 対 照 四 分 位 間 ＝ 四 分 位 間 範
囲 の 対 照 値 （ 中 央 値 の ＋ ／ － ２ ５ 番 目 の パ ー セ ン タ イ ル ） ； ｐ 値 ＝ 実 験 値 お よ び 対 照 値 が
有 意 に 異 な る と い う 確 率 の 統 計 的 評 価 か ら 得 ら れ た 値 。
【 ０ １ １ ６ 】
【 表 ５ 】
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【 ０ １ １ ７ 】
　 非 腫 瘍 性 肝 臓 疾 患 お よ び 肝 臓 癌 に お け る 核 酸 発 現 値 の 比 較 を 、 表 ５ Ａ に 示 す 。 本 発 明 に
よ る 各 核 酸 に つ い て 、 Ｆ Ｎ Ｈ 、 肝 硬 変 お よ び Ｈ Ｃ Ｃ サ ン プ ル の 間 の 比 較 の た め に 、 中 間 実
験 発 現 値 の 差 に 対 し て Ｐ 値 が 与 え ら れ る 。 各 核 酸 お よ び 比 較 に つ い て 、 ０ ． ０ ５ 以 下 の Ｐ
値 は 、 疾 患 群 間 の 発 現 値 の 有 意 差 を 示 す 。 有 意 性 は 、 Wilcoxon順 位 和 検 定 を 用 い て 評 価 し
た 。 発 現 の 統 計 的 有 意 差 は 、 疾 患 群 間 で 明 ら か で あ る 。 例 え ば Ｉ Ｋ ２ の 発 現 値 は 、 ３ つ の
比 較 す べ て で 著 し く 異 な る （ ０ ． ０ ５ 未 満 の Ｐ 値 ） 。 Ｆ Ｎ Ｈ サ ン プ ル 群 は 小 さ く 、 値 の 大
き な 分 布 を 示 す 。 こ の こ と は 、 こ の 群 と の 比 較 で の 、 よ り 小 さ い 有 意 差 を 説 明 す る 。
【 ０ １ １ ８ 】
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【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ９ 】
　 表 ５ Ｂ の Mann-Whitney Uは 、 値 が 昇 順 で 整 列 さ れ る と き に 、 第 一 群 （ Ｈ Ｃ Ｃ ） の 値 が 第
二 群 （ そ れ ぞ れ Ｆ Ｈ Ｎ お よ び Ｃ ｉ ｒ ｒ ｈ ） の 値 を 超 え る 回 数 を 示 す 。 Wilcoxon Wは 、 Mann
-Whitney Wilcoxon順 位 和 検 定 で の 、 ２ つ の 群 の 大 き い 方 の 順 位 の 和 で あ る 。 漸 近 有 意 性
（ Asymp. Sig.） （ ２ tailed） は 、 両 側 検 定 の Ｐ 値 を 与 え る 。 こ の 統 計 解 析 は 、 表 ７ に 与
え ら れ 、 図 ２ に 示 さ れ た 定 量 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ （ Ｑ － Ｐ Ｃ Ｒ ） デ ー タ の 統 計 に よ っ て 検 証 さ れ
た 、 Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ （ Ｈ Ｃ Ｃ 対 Ｆ Ｎ Ｈ 、 Ｈ Ｃ Ｃ 対 Ｃ ｉ ｒ ｒ ｈ ） の 発 現 パ タ ー ン の 全 体 的 な 傾 向
を 決 定 す る た め に 利 用 す る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ １ 】
　 逆 転 写 酵 素 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ ） は 、 リ ス ト に 挙 げ た 各 組 織 の 各 調 節
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解 除 核 酸 に 対 し て 特 異 性 で あ る プ ラ イ マ ー を 用 い て 実 施 し 、 配 列 が 各 組 織 か ら 作 成 さ れ た
Ｒ Ｎ Ａ 中 で 表 現 さ れ る か ど う か 判 定 す る 。 利 用 し た す べ て の 組 織 は 、 Ｒ Ｎ Ａ （ お よ び ｃ Ｄ
Ｎ Ａ ） 作 成 へ の 利 用 前 に 、 診 断 に よ っ て 確 認 す る 。 表 ６ に お い て 、 「 ＋ 」 記 号 は 、 遺 伝 子
が 組 織 内 で 発 現 さ れ る こ と を 示 し 、 「 － 」 は 、 こ の 遺 伝 子 が こ の Ｒ Ｎ Ａ サ ン プ ル か ら の ｃ
Ｄ Ｎ Ａ 中 に 検 出 さ れ な い こ と を 示 す ； そ し て 空 欄 は 、 そ の 遺 伝 子 と 組 織 と の 組 合 せ に 対 し
て 解 析 を 行 っ て い な い こ と を 示 す 。 患 者 の 年 齢 お よ び 性 別 を 与 え る 。 追 加 の サ ン プ ル 情 報
は 、 腫 瘍 ス テ ー ジ ン グ 値 （ Ｔ ＝ 腫 瘍 サ イ ズ ） は も ち ろ ん の こ と 、 腫 瘍 グ レ ー デ ィ ン グ ス コ
ア （ Ｇ ＝ 腫 瘍 細 胞 分 化 ） も 含 む ； 大 き い 数 字 は 、 よ り 大 き く 、 あ ま り 分 化 し な か っ た 腫 瘍
を そ れ ぞ れ 示 す 。 組 織 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 正 の 対 照 は 、 グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド ホ ス フ ェ ー ト デ ヒ ド ロ
ゲ ナ ー ゼ ｍ Ｒ Ｎ Ａ （ Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ ） か ら の 増 幅 で あ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
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【 表 ８ 】
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【 ０ １ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 別 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 に よ る 核 酸 は 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド （ Zheng and Kemeny, 1995, Clin.Exp.Immunol.100: 380-2; Nellen and Lich
tenstein, 1993, Trends Biochem.Sci.18: 419-23; Stein, 1992, Leukemia 6: 967-74）
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お よ び ／ ま た は リ ボ ザ イ ム （ Amarzguioui, ら 1998, Cell.Mol.Life Sci.54: 1175-202; V
aishら , 1998, Nucleic Acids Res.26: 5237-42; Persidis, 1997, Nat.Biotechnol.15: 
921-2; Couture and Stinchcomb, 1996, Trends Genet.12: 510-5） お よ び ／ ま た は 低 分
子 干 渉 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ （ Elbashirら , 2001, Nature 411: 494-98; Brummelkampら , 2002, S
cience 296: 550-553） の 作 成 に 使 用 で き る 。 本 発 明 の 更 に 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、
Ｒ Ｎ Ａ 干 渉 分 子 （ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ） を 使 用 し て 、 本 発 明 に よ る 核 酸 の 安 定 性 を 低 下 さ
せ る こ と 、 お よ び ／ ま た は 、 本 発 明 に よ る 核 酸 の 翻 訳 を 抑 制 す る こ と が 可 能 で あ る 。 そ れ
ゆ え 例 え ば 、 細 胞 内 の 対 応 す る 遺 伝 子 の 発 現 は 、 イ ン ビ ボ と イ ン ビ ト ロ の 両 方 で 減 少 さ せ
る こ と が で き る 。 し た が っ て オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 治 療 薬 と し て 適 切 で あ り う る 。 こ の
方 法 は 、 例 え ば 肝 臓 細 胞 に 、 特 に ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が リ ポ ソ ー ム と 複 合 体
化 す る 場 合 に も 適 し て い る 。 プ ロ ー ブ ま た は 「 ア ン チ セ ン ス 」 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と し て
の 使 用 で は 、 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ が 好 ま し い 。 低 分 子 干 渉 Ｒ Ｎ Ａ （ ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ） 二
本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド も 、 治 療 薬 と し て 適 切 で あ り う る 。 こ の ア プ ロ ー チ に よ っ て 、 治
療 上 標 的 に さ れ る 配 列 に 対 し て 相 補 性 で あ る 配 列 を 含 む 、 短 い 配 列 ま た は １ ５ ～ ２ ２ 個 の
ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 は 、 罹 患 組 織 に 触 れ さ せ る と 、 治 療 標 的 Ｒ Ｎ Ａ 配 列 の 発 現 レ ベ ル を 劇
的 に 低 下 ま た は 「 ノ ッ ク ダ ウ ン 」 す る 役 割 を 果 た す 。 別 の 疾 患 で の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 治 療 ア プ ロ
ー チ が 近 年 報 告 さ れ 、 肝 臓 障 害 、 肝 臓 癌 お よ び 他 の 上 皮 癌 に も 利 用 で き る （ Filleur S, C
ourtin A, Ait-Si_Ali S, Guglielmi J, Merle C, Harel-Bellan A, Clezardin P, Cabon
 F.Cancer Res.２ ０ ０ ３ 年 ７ 月 １ ５ 日 ; 63(14): 39-22） 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 に よ る 核 酸 は 、 組 換 え 法 に よ っ て 、 ラ イ ブ ラ リ ー の
ス ク リ ー ニ ン グ ま た は 患 者 ま た は 対 象 者 か ら 得 た サ ン プ ル か ら の 分 離 に よ っ て 作 成 さ れ て
き た 。 本 発 明 の 別 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 に よ る 核 酸 は 、 合 成 に よ り 作 成 さ
れ て き た 。 そ れ ゆ え 本 発 明 に よ る 核 酸 は 、 例 え ば 配 列 番 号 １ ０ ～ 配 列 番 号 １ ９ で 記 述 さ れ
た Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 化 学 的 に 用 い て 、 お よ び ／ ま た は 、 例 え ば ホ ス ホ ト リ エ ス テ ル 法 に よ る 遺
伝 子 コ ー ド へ の 参 照 に よ り 、 配 列 番 号 １ ～ 配 列 番 号 ９ お よ び ／ ま た は 配 列 番 号 ４ ７ で 記 述
さ れ た タ ン パ ク 質 配 列 を 用 い て 合 成 す る こ と が で き る （ 例 え ば Uhlmann and Peyman, 1990
, Chemical Reviews 90: 543-584を 参 照 ） 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 別 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ る 核 酸 ま た は 核 酸 の 非 機 能 的 突
然 変 異 体 で あ る 核 酸 、 あ る い は 核 酸 の １ つ に 対 し て 相 補 性 で あ る 配 列 を 有 す る 核 酸 に 関 し
、 そ れ は 分 解 に 対 し て 安 定 化 さ せ る た め に 核 酸 へ の 化 学 基 の 付 加 に よ っ て 修 飾 さ れ る た め
、 細 胞 内 で 長 期 間 に 渡 っ て 核 酸 の 高 濃 度 が 維 持 さ れ る （ Beigelmanら , 1995, Nucleic aci
ds Res.23: 3989-94; Dudycz, 1995， 国 際 公 開 公 報 第 ９ ５ ／ １ １ ９ １ ０ 号 ； Macadamら , 1
998， 国 際 公 開 公 報 第 ９ ８ ／ ３ ７ ２ ４ ０ 号 ； Reeseら , 1997， 国 際 公 開 公 報 第 ９ ７ ／ ２ ９ １
１ ６ 号 ） 。 通 例 、 こ の よ う な 安 定 化 は 、 １ つ 以 上 の イ ン タ ー ヌ ク レ オ チ ド リ ン 基 の 導 入 に
よ っ て 、 ま た は １ つ 以 上 の 非 リ ン イ ン タ ー ヌ ク レ オ チ ド の 導 入 に よ っ て 得 る こ と が で き る
。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 好 ま し い 適 切 な 修 飾 イ ン タ ー ヌ ク レ オ チ ド は 、 Uhlmannお よ び Peymannに 要 約 さ れ て い る
（ 1990 Chem.Rev.90, 544; Beigelmanら , 1995 Nucleic Acids Res.23: 3989-94; Dudycz
, 1995， 国 際 公 開 公 報 第 ９ ５ ／ １ １ ９ １ ０ 号 ； Macadamら , 1998， 国 際 公 開 公 報 第 ９ ８ ／
３ ７ ２ ４ ０ 号 ； Reeseら , 1997， 国 際 公 開 公 報 第 ９ ７ ／ ２ ９ １ １ ６ 号 も 参 照 ） 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 更 な る 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ る 核 酸 お よ び ／ ま た は そ の 変 異 体 、 あ
る い は 核 酸 の 非 機 能 的 突 然 変 異 体 で あ る 核 酸 、 あ る い は 先 に 記 載 し た 核 酸 の １ つ に 対 し て
相 補 性 で あ る 配 列 を 有 す る 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー に 関 す る 。 好 ま し く は ベ ク タ ー は 、 ノ ッ ク
ア ウ ト 遺 伝 子 構 築 物 、 プ ラ ス ミ ド 、 シ ャ ト ル ベ ク タ ー 、 フ ァ ー ジ ミ ド 、 コ ス ミ ド 、 ウ イ ル
ス ベ ク タ ー 、 発 現 ベ ク タ ー 、 お よ び ／ ま た は 遺 伝 子 療 法 で 利 用 で き る ベ ク タ ー で あ る 。 こ
の よ う な 構 築 物 の 調 製 は 、 当 業 者 に 一 般 に 既 知 で あ る 。
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【 ０ １ ２ ８ 】
　 本 発 明 の 意 味 の 範 囲 内 で の 「 発 現 ベ ク タ ー 」 は 、 好 ま し く は 、 少 な く と も １ つ の プ ロ モ
ー タ ー ま た は エ ン ハ ン サ ー 、 少 な く と も １ つ の 翻 訳 開 始 シ グ ナ ル を 含 む す な わ ち 少 な く と
も １ つ の 調 節 要 素 、 本 発 明 に よ る 核 酸 ま た は 核 酸 の 非 機 能 的 突 然 変 異 体 で あ る 核 酸 ま た は
先 に 記 載 し た 核 酸 の １ つ に 対 し て 相 補 性 で あ る 配 列 を 有 す る 核 酸 の 少 な く と も １ つ 、 １ つ
の 翻 訳 終 了 シ グ ナ ル 、 転 写 終 了 シ グ ナ ル 、 お よ び 真 核 生 物 で の 発 現 の た め の ポ リ ア デ ニ ル
化 シ グ ナ ル を 含 む 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 関 係 す る 遺 伝 子 の 発 現 で は 、 一 般 に 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ が 好 ま し く 、 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド 化
す る Ｄ Ｎ Ａ 領 域 が 特 に 好 ま し い 。 真 核 生 物 の 場 合 、 こ の 領 域 は 、 Ｋ ｏ ｚ ａ ｋ 配 列 に 位 置 す
る 第 一 の 開 始 コ ド ン （ Ａ Ｔ Ｇ ） で 始 ま り （ Kozak, 1987, Nucleic Acids Res.15: 8125-48
） 、 Ａ Ｔ Ｇ と 同 じ 読 み 取 り 枠 内 に 位 置 す る 次 の 停 止 コ ド ン （ Ｔ Ａ Ｇ 、 Ｔ Ｇ Ａ 、 ま た は Ｔ Ａ
Ａ ） ま で で あ る 。 原 核 生 物 の 場 合 、 こ の 領 域 は Shine-Dalgarno配 列 後 の 第 一 の Ａ Ｕ Ｇ （ ま
た は Ｇ Ｕ Ｇ ） で 開 始 し 、 Ａ Ｔ Ｇ と 同 じ 読 み 取 り 枠 内 に 位 置 す る 次 の 停 止 コ ド ン （ Ｔ Ａ Ａ 、
Ｔ Ａ Ｇ 、 ま た は Ｔ Ｇ Ａ ） で 終 了 す る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 Ｈ Ｃ Ｃ で 異 な っ て 発 現 さ れ た 遺 伝 子 は 、 肝 臓 ま た は 肝 臓 癌 遺 伝 子 特 異 性 調 節 配 列 を 含 有
す る こ と が で き る 。 組 織 ま た は 疾 患 特 異 性 遺 伝 子 に 見 出 さ れ る こ れ ら の 非 転 写 配 列 は 含 ま
れ た 治 療 お よ び ／ ま た は 腫 瘍 細 胞 傷 害 性 遺 伝 子 の 組 織 ま た は 疾 患 特 異 性 発 現 を 引 き 起 こ す
た め に 使 用 で き る 。 こ れ ら の 調 節 配 列 は 、 本 発 明 に よ る 核 酸 ま た は 核 酸 の 非 機 能 的 突 然 変
異 体 で あ る 核 酸 ま た は 先 に 記 載 し た 核 酸 の １ つ に 対 し て 相 補 性 で あ る 配 列 を 有 す る 核 酸 の
肝 臓 癌 特 異 性 発 現 に 使 用 で き る 。 こ の よ う な 調 節 配 列 の ス ク リ ー ニ ン グ お よ び 作 成 は 、 当
業 者 に 一 般 に 既 知 で あ る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 適 切 な 発 現 ベ ク タ ー は 、 原 核 ま た は 真 核 発 現 ベ ク タ ー で あ り う る 。 原 核 発 現 ベ ク タ ー の
例 は 、 E.coliで の 発 現 の た め の 、 例 え ば ベ ク タ ー ｓ ｐ Ｇ Ｅ Ｍ ま た は ｐ Ｕ Ｃ 誘 導 体 で あ り 、
真 核 発 現 ベ ク タ ー の 例 は 、 Saccharomyces cerevisiaeで の 発 現 の た め の 、 例 え ば 昆 虫 細 胞
で の 発 現 の た め の ベ ク タ ー ｐ ４ ２ ６ Ｍ ｅ ｔ ２ ５ ま た は ｐ ４ ２ ６ Ｇ Ａ Ｌ ｌ （ Mumbergら (1994
)Nucl.Acids Res., 22, 5767-5768） 、 例 え ば 欧 州 特 許 登 録 特 許 第 ０ １ ２ ７ ８ ３ ９ 号 ま た
は 欧 州 特 許 登 録 特 許 第 ０ ５ ４ ９ ７ ２ １ 号 で 開 示 さ れ て い る よ う な バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ベ ク タ
ー 、 お よ び 哺 乳 類 細 胞 で の 発 現 の た め の 、 例 え ば ベ ク タ ー Ｒ ｃ ／ Ｃ Ｍ Ｖ お よ び Ｒ ｃ ／ Ｒ Ｓ
Ｖ ま た は Ｓ Ｖ ４ ０ ベ ク タ ー で あ り 、 す べ て 一 般 に 入 手 可 能 で あ る 。 形 質 移 入 後 の Ｒ Ｎ Ａ 干
渉 の 生 成 の た め の 特 異 性 ベ ク タ ー 、 例 え ば ｐ Ｓ Ｕ Ｐ Ｅ Ｒ ベ ク タ ー （ Brummelkampら , 2002,
 Science 296: 550-553） も 含 ま れ る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 一 般 に 、 発 現 ベ ク タ ー は 、 各 細 胞 に 適 し た プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば Ｅ ． ｃ ｏ ｌ ｉ で の 発 現
の た め の ｔ ｒ ｐ プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 欧 州 特 許 登 録 特 許 第 ０ １ ５ ４ １ ３ ３ 号 ） 、 酵 母 で の
発 現 の た め の Ｍ Ｅ Ｔ ２ ５ 、 Ｇ Ａ Ｌ 　 １ ま た は Ａ Ｄ Ｈ ２ プ ロ モ ー タ ー （ Russelら (1983), J.
Biol.Chem.258, 2674-2682; Mumberg， 同 上 ） 、 昆 虫 細 胞 で の 発 現 の た め の バ キ ュ ロ ウ イ
ル ス ポ リ ヘ ド リ ン プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 欧 州 特 許 登 録 特 許 第 ０ １ ２ ７ ８ ３ ９ 号 を 参 照 ） な
ど も 含 有 す る 。 哺 乳 類 細 胞 で の 発 現 で は 、 例 え ば 適 切 な プ ロ モ ー タ ー は 、 真 核 細 胞 内 で 、
構 成 的 で 調 節 可 能 な 組 織 特 異 的 の 、 細 胞 サ イ ク ル 特 異 的 の 、 ま た は 代 謝 特 異 的 の 発 現 を 可
能 に す る プ ロ モ ー タ ー で あ る 。 本 発 明 に よ る 調 節 要 素 は 、 好 ま し く は 、 プ ロ モ ー タ ー 、 ア
ク チ ベ ー タ ー 配 列 、 エ ン ハ ン サ ー 、 サ イ レ ン サ ー お よ び ／ ま た は リ プ レ ッ サ ー 配 列 で あ る
。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 真 核 生 物 で の 考 え ら れ る 構 成 的 発 現 を 可 能 に す る 適 切 な 調 節 要 素 の 例 は 、 好 ま し く は 、
Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ Ｉ Ｉ Ｉ ま た は ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー に よ っ て 認 識 さ れ る プ ロ モ ー タ ー
、 Ｃ Ｍ Ｖ エ ン ハ ン サ ー 、 Ｃ Ｍ Ｖ プ ロ モ ー タ ー 、 Ｓ Ｖ ４ ０ プ ロ モ ー タ ー 、 ま た は 、 例 え ば Ｍ
Ｍ Ｔ Ｖ （ マ ウ ス 乳 癌 ウ イ ル ス ； Leeら (1981)Nature 214, 228-232） か ら の Ｌ Ｔ Ｒ プ ロ モ ー
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タ ー お よ び 、 例 え ば ア デ ノ お よ び ア デ ノ 様 ウ イ ル ス Ｈ Ｂ Ｖ 、 Ｈ Ｃ Ｖ 、 Ｈ Ｓ Ｖ 、 Ｈ Ｐ Ｖ 、 Ｅ
Ｂ Ｖ 、 Ｈ Ｔ Ｌ Ｖ ま た は Ｈ Ｉ Ｖ か ら 由 来 す る 、 更 な る ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー お よ び ア ク チ ベ
ー タ ー 配 列 で あ る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 真 核 生 物 に お け る 考 え ら れ る 調 節 発 現 を 可 能 に す る 調 節 要 素 の 例 は 、 対 応 す る リ プ レ ッ
サ ー と 組 合 せ た テ ト ラ サ イ ク リ ン オ ペ レ ー タ ー で あ る （ Gossenら , 1994, Curr.Opin.Biot
echnol.5: 516-20） 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 翻 訳 開 始 シ グ ナ ル 、 翻 訳 終 了 シ グ ナ ル 、 転 写 終 了 シ グ ナ ル 、 お よ び ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ
ナ ル は 当 業 者 に 一 般 に 既 知 で あ り 、 研 究 メ ー カ ー か ら 容 易 に 入 手 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 好 ま し く は 、 肝 臓 障 害 お よ び ／ ま た は 上 皮 癌 に 関 連 す る 遺 伝 子 の 発 現 は 、 組 織 特 異 性 プ
ロ モ ー タ ー の 制 御 下 、 例 え ば ア ル ブ ミ ン 、 ア ル フ ァ フ ェ ト タ ン パ ク 質 、 ア ポ リ ポ タ ン パ ク
質 Ａ Ｉ 、 ア ル フ ァ － １ ア ン チ ト リ プ シ ン 、 お よ び 相 補 性 Ｃ ５ お よ び Ｃ ８ Ａ 遺 伝 子 な ど の 肝
臓 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 で 起 こ る （ Schremら , 2002, Pharmacol.Rev.54 129-58; P
ontoglioら , 2001, J.Expt.Med.194: 1683-1689） 。 本 明 細 書 に 記 載 す る よ う に Ｈ Ｃ Ｃ に
お い て 高 度 に 調 節 解 除 さ れ た 遺 伝 子 に 関 連 す る 調 節 配 列 も 、 こ れ ら の 障 害 に お い て 特 異 的
な 遺 伝 子 発 現 の た め の 好 ま し い 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 真 核 生 物 に お け る 考 え ら れ る 組 織 特 異 的 発 現 を 可 能 に す る 調 節 要 素 の 例 は 、 あ る 細 胞 種
で の み 発 現 さ れ る タ ン パ ク 質 を コ ー ド 化 す る こ れ ら の 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー ま た は エ ン ハ
ン サ ー か ら の 、 プ ロ モ ー タ ー ま た は ア ク チ ベ ー タ ー 配 列 で あ る 。 　 　 　
【 ０ １ ３ ８ 】
　 真 核 生 物 に お け る 考 え ら れ る 代 謝 性 特 異 的 発 現 を 可 能 に す る 調 節 要 素 の 例 は 、 低 酸 素 状
態 に よ っ て 、 酸 化 的 ス ト レ ス に よ っ て 、 グ ル コ ー ス 欠 乏 に よ っ て 、 ホ ス フ ェ ー ト 濃 度 に よ
っ て 、 ま た は 熱 シ ョ ッ ク に よ っ て 調 節 で き る プ ロ モ ー タ ー で あ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 真 核 生 物 に お け る 細 胞 サ イ ク ル 特 異 的 発 現 を 可 能 に す る 調 節 要 素 の 例 は 、 以 下 の 遺 伝 子
： ｃ ｄ ｃ ２ ５ Ａ 、 ｃ ｄ ｃ ２ ５ Ｂ 、 ｃ ｄ ｃ ２ ５ Ｃ 、 サ イ ク リ ン Ａ 、 サ イ ク リ ン Ｅ 、 ｃ ｄ ｃ ２
、 Ｅ ２ Ｆ － １ ～ Ｅ ２ Ｆ － ５ 、 Ｂ － ｍ ｙ ｂ ま た は Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ の プ ロ モ ー タ ー で あ る （ Zwicker 
J.and Muller R., 1997, Trends Genet.13: 3-6） 。 細 胞 サ イ ク ル 調 節 プ ロ モ ー タ ー の 使
用 は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 ま た は 本 発 明 に よ る 核 酸 が 増 殖 性 細 胞 に 制 限 さ れ る 場 合 で 特 に
好 ま し い 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 先 に 記 載 し た よ う な 核 酸 、 ま た は 核 酸 の 非 機 能 的 突 然 変 異 体 の 導 入 お よ び そ れ ゆ え 形 質
移 入 、 形 質 転 換 ま た は 感 染 に よ る 、 真 核 ま た は 原 核 細 胞 で の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 可 能 に
す る た め に 、 核 酸 は 、 プ ラ ス ミ ド と し て 、 ウ イ ル ス ま た は 非 ウ イ ル ス ベ ク タ ー と し て 存 在
で き る 。 こ こ で の 適 切 な ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 特 に ： バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル
ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 お よ び ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス で
あ る 。 こ こ で の 適 切 な 非 ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 特 に ： ビ ロ ソ ー ム 、 リ ポ ソ ー ム 、 カ チ オ ン 性
脂 質 、 ま た は ポ リ リ ジ ン 結 合 Ｄ Ｎ Ａ ま た は 裸 の Ｄ Ｎ Ａ で あ る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 本 発 明 に よ る 使 用 に 適 し た プ ラ ス ミ ド 、 シ ャ ト ル ベ ク タ ー 、 フ ァ ー ジ ミ ド 、 お よ び コ ス
ミ ド も 当 業 者 に 既 知 で あ り 、 研 究 メ ー カ ー か ら 一 般 に 入 手 で き る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 遺 伝 子 療 法 で 利 用 で き る ベ ク タ ー の 例 は 、 ベ ク タ ー 、 例 え ば ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、
レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 ま た は Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の レ プ リ コ ン に 基 づ く ベ ク タ ー で あ る （
Lindemannら , 1997, Mol.Med.3: 466-76; Springerら , 1998, Mol.Cell.2: 549-58, Khro
mykh, 2000, Curr.Opin.Mol Ther.2: 555-569） 。 裸 の Ｄ Ｎ Ａ は 局 所 利 用 時 に 、 ま た は 血
液 供 給 を 通 じ て 例 え ば 肝 臓 細 胞 内 に 浸 透 可 能 で あ る た め 、 真 核 発 現 ベ ク タ ー は 、 単 離 さ れ
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た 形 態 で の 遺 伝 子 療 法 用 途 に 適 切 で あ る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 最 先 端 と 比 較 す る と 、 こ の 融 合 構 築 物 は 、 驚 く べ き こ と に 、 肝 臓 障 害 お よ び ／ ま た は 上
皮 癌 の 改 良 さ れ た 、 よ り 感 受 性 の 高 い 、 よ り 早 期 の 、 よ り 高 速 な 、 お よ び ／ ま た は 非 侵 襲
性 の 診 断 お よ び ／ ま た は 改 良 さ れ た 持 続 性 の 、 お よ び ／ ま た は よ り 有 効 な 処 置 を 可 能 に す
る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 更 に 、 本 発 明 に よ る 核 酸 お よ び ／ ま た は そ の 変 異 体 を 含
む 細 胞 に 関 す る 。 好 ま し く は 細 胞 は 、 本 発 明 に よ る ベ ク タ ー に よ っ て 形 質 転 換 さ れ る 。 細
胞 は 、 好 ま し く は 、 核 酸 で あ っ て 、 本 発 明 に よ る 核 酸 の 非 機 能 的 突 然 変 異 体 、 ま た は そ の
変 異 体 の ど ち ら か で あ る 核 酸 を 含 有 す る 。 特 に 細 胞 は 、 核 酸 で あ っ て 、 本 発 明 に よ る 核 酸
の 非 機 能 的 突 然 変 異 体 、 ま た は そ の 変 異 体 で あ る 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー を 含 有 す る 。 好 ま し
く は 、 細 胞 は 、 本 発 明 に よ る 核 酸 に 対 し て 相 補 性 で あ る 配 列 を 有 す る 核 酸 を コ ー ド 化 す る
核 酸 、 ま た は そ の 変 異 体 を 含 有 す る 。 そ の 上 、 細 胞 は 、 好 ま し く は 、 本 発 明 に よ る 抗 体 ま
た は 抗 体 の 断 片 を コ ー ド 化 す る 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー を 含 有 す る 。 本 発 明 に よ る 細 胞 は 、 例
え ば 、 先 に 記 載 し た 核 酸 の 少 な く と も １ つ を 含 む 肝 臓 細 胞 、 ま た は 先 に 記 載 し た ベ ク タ ー
の １ つ を 使 用 し て 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 で も よ い 。 細 胞 は 、 原 核 ま た は 真 核 細 胞 、 異 種 ま た
は 自 己 細 胞 の ど ち ら で も よ い 。 原 核 細 胞 の 例 は 、 Ｅ ． ｃ ｏ ｌ ｉ で あ り 、 真 核 細 胞 の 例 は 、
一 次 肝 細 胞 、 Ｈ ｅ ｐ Ｇ ２ お よ び Ｈ ｅ ｐ ３ Ｂ 細 胞 な ど の 肝 細 胞 系 、 酵 母 細 胞 、 例 え ば Saccha
romyces cerevisiaeま た は 昆 虫 細 胞 を 含 む 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 最 先 端 と 比 較 す る と 、 本 発 明 に よ る 細 胞 は 、 驚 く べ き こ と に 、 肝 臓 障 害 お よ び ／ ま た は
上 皮 癌 の 改 良 さ れ た 、 よ り 感 受 性 の 高 い 、 よ り 早 期 の 、 よ り 高 速 な 、 お よ び ／ ま た は 非 侵
襲 性 の 診 断 お よ び ／ ま た は 改 良 さ れ た 持 続 性 の 、 お よ び ／ ま た は よ り 有 効 な 処 置 を 可 能 に
す る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 細 胞 は 、 先 に 記 載 し た 少 な く と も １ つ の 本 発 明 に
よ る 核 酸 、 少 な く と も １ つ の ベ ク タ ー 、 少 な く と も １ つ の ノ ッ ク ア ウ ト 遺 伝 子 構 築 物 お よ
び ／ ま た は 少 な く と も １ つ の 発 現 ベ ク タ ー を 含 む 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 胎 性 非 ヒ ト 幹 細 胞
で あ る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 細 胞 お よ び ／ ま た は 幹 細 胞 の 形 質 転 換 の 過 程 は 、 当 業 者 に 周 知 で あ り 、 例 え ば 電 気 穿 孔
ま た は 微 量 注 入 を 含 む 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ る 核 酸 お よ び ／ ま た は そ の 変 異 体 、 核 酸 の 非
機 能 的 突 然 変 異 体 で あ る 核 酸 、 先 に 記 載 し た 核 酸 の １ つ に 対 し て 相 補 性 で あ る 配 列 を 有 す
る 核 酸 、 ベ ク タ ー の 形 の 、 ノ ッ ク ダ ウ ン ま た は ノ ッ ク ア ウ ト 遺 伝 子 構 築 物 の 形 の 、 お よ び
発 現 ベ ク タ ー の 形 の 先 に 記 載 し た 核 酸 の １ つ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 化 合 物 を 含 む 、 ト
ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 哺 乳 類 の 提 供 に 関 す る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 一 般 に 、 核 酸 お よ び ／ ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 組 織 特 異 的 な
発 現 増 加 を 示 し 、 例 え ば Ｈ Ｃ Ｃ な ど の 肝 臓 障 害 お よ び ／ ま た は 上 皮 癌 の 分 析 に 、 そ し て こ
の よ う な 障 害 の 治 療 方 法 の 開 発 お よ び 評 価 に 使 用 で き る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 更
に 、 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド の 生 成 に 利 用 で き る 。 動 物 に よ っ て 生 成 さ れ た ポ リ ペ プ チ
ド は 、 例 え ば 、 動 物 の 体 液 中 で 濃 縮 で き る 。 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば 、 牛 乳
な ど の 体 液 か ら 分 離 で き る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 最 先 端 と 比 較 す る と 、 こ の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 哺 乳 類 は 、 驚 く べ き こ と に 、 肝 臓
障 害 お よ び ／ ま た は 他 の 上 皮 癌 の 改 良 さ れ た 、 よ り 感 受 性 の 高 い 、 よ り 早 期 の 、 よ り 高 速
な 、 お よ び ／ ま た は 非 侵 襲 性 の 分 析 お よ び ／ ま た は 診 断 を 可 能 に す る 。
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【 ０ １ ５ １ 】
　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 、 特 に ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 作 成 工 程 は 同 様 に 、 ド イ
ツ 特 許 １ ９ ６ 　 ２ ５ 　 ０ ４ ９ 号 お よ び 米 国 特 許 第 ４ ， ７ ３ ６ ， ８ ６ ６ 号 ； 米 国 特 許 第 ５ ，
６ ２ ５ ， １ ２ ２ 号 ； 米 国 特 許 第 ５ ， ６ ９ ８ ， ７ ６ ５ 号 ； 米 国 特 許 第 ５ ， ５ ８ ３ ， ２ ７ ８ 号
お よ び 米 国 特 許 第 ５ ， ７ ５ ０ ， ８ ２ ５ 号 か ら 当 業 者 に 既 知 で あ り 、 例 え ば 本 発 明 に よ る 発
現 ベ ク タ ー の 胚 ま た は 精 母 細 胞 へ の 直 接 注 入 に よ っ て 、 ま た は 発 現 ベ ク タ ー の 受 精 卵 の 前
核 へ の 注 入 に よ っ て 、 ま た は 発 現 ベ ク タ ー の 胚 幹 細 胞 へ の 形 質 移 入 に よ っ て 、 ま た は 適 切
な レ シ ピ エ ン ト 細 胞 へ の 核 移 植 に よ っ て 生 成 で き る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 含 む （ Poli
tes and Pinkert, DNA Microinjection and Transgenic animal Production, 15～ 68頁  i
n Pinkert, 1994, Transgenic animal technology: a laboratory handbook, Academic P
ress, London, UK; Houdebine, 1997, Harwood Academic Publishers, Amsterdam, The N
etherlands; Doetschman, Gene Transfer in Embryonic Stem Cells, 115～ 146頁  in Pin
kert, 1994, 同 上 ; Wood, Retrovirus-Mediated Gene Transfer, 147～ 176頁  in Pinkert
, 1994, 同 上 ; Monastersky, Gene Transfer Technology;  Alternative Techniques and
 Applications, 177～ 220頁  in Pinkert, 1994, 同 上 ） 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 先 に 記 載 し た 核 酸 を い わ ゆ る 「 タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー 」 ま た は 「 ノ ッ ク ア ウ ト 遺 伝 子
構 築 物 」 に 組 み 込 む 場 合 （ Pinkert, 1994， 同 上 ） 、 胚 幹 細 胞 の 形 質 移 入 お よ び 相 同 性 組
換 え の 後 に 、 例 え ば 一 般 に ヘ テ ロ 接 合 性 マ ウ ス と し て 、 核 酸 の 発 現 減 少 を 示 す ノ ッ ク ア ウ
ト マ ウ ス を 生 成 す る こ と が 可 能 で あ り 、 こ れ に 対 し て ホ モ 接 合 性 マ ウ ス は 、 核 酸 の 発 現 を
も は や 示 さ な い 。 そ の よ う に 生 成 さ れ た 動 物 は 、 例 え ば Ｈ Ｃ Ｃ な ど の 肝 臓 障 害 お よ び ／ ま
た は 上 皮 癌 の 分 析 に も 使 用 で き る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 ノ ッ ク ア ウ ト 遺 伝 子 構 築 物 は 、 例 え ば 米 国 特 許 第 ５ ， ６ ２ ５ ， １ ２ ２ 号 ； 米 国 特 許 第 ５
， ６ ９ ８ ， ７ ６ ５ 号 ； 米 国 特 許 第 ５ ， ５ ８ ３ ， ２ ７ ８ 号 お よ び 米 国 特 許 第 ５ ， ７ ５ ０ ， ８
２ ５ 号 か ら 当 業 者 に 既 知 で あ る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 更 な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 提 供 さ れ る 抗 体 ま た は そ の 断 片 に 関 し 、 こ こ で 抗 体 ま
た は 抗 体 断 片 は 、 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の 機 能 変 異 体 に 対 し て 、 あ る い は
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド 化 す る 核 酸 ま た は そ の 変 異 体 に 対 し て 作 成 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 最 先 端 と 比 較 す る と 、 こ れ ら の 抗 体 ま た は そ の 断 片 は 、 驚 く べ き こ と に 、 肝 臓 障 害 お よ
び ／ ま た は 上 皮 癌 の 改 良 さ れ た 、 よ り 感 受 性 の 高 い 、 よ り 早 期 の 、 よ り 高 速 な 、 お よ び ／
ま た は 非 侵 襲 性 の 診 断 お よ び ／ ま た は 改 良 さ れ た 、 持 続 性 の 、 お よ び ／ ま た は よ り 有 効 な
処 置 を 可 能 に す る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 「 抗 体 」 ま た は 「 抗 体 断 片 」 と い う 用 語 は 、 本 発 明 に よ り 、 遺 伝 子 操 作 に 作 成 お よ び 場
合 に よ り 修 飾 さ れ た 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 部 分 、 例 え ば キ メ ラ 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 、 多 機
能 性 抗 体 、 二 重 ま た は オ リ ゴ 特 異 性 抗 体 、 一 本 鎖 抗 体 、 Ｆ （ ａ ｂ ） ま た は Ｆ （ ａ ｂ ） ２ 断
片 な ど も 意 味 す る と し て 理 解 さ れ る （ 例 え ば 欧 州 登 録 特 許 第 ０ ３ ６ ８ ６ ８ ４ 号 、 米 国 特 許
第 ４ ， ８ １ ６ ， ５ ６ ７ 号 、 米 国 特 許 第 ４ ， ８ １ ６ ， ３ ９ ７ 号 、 国 際 公 開 公 報 第 ８ ８ ／ ０ １
６ ４ ９ 号 、 国 際 公 開 公 報 ９ ３ ／ ０ ６ ２ １ ３ 号 、 国 際 公 開 公 報 ９ ８ ／ ２ ４ ８ ８ ４ 号 を 参 照 ）
。 本 発 明 に よ る 抗 体 は 、 例 え ば 、 肝 臓 障 害 、 例 え ば Ｈ Ｃ Ｃ お よ び ／ ま た は 上 皮 癌 な ど の 本
発 明 に よ る 障 害 の 診 断 、 防 止 、 お よ び ／ ま た は 処 置 に 使 用 で き る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 本 発 明 は 、 更 に 、 例 え ば 本 発 明 に よ る 障 害 の 診 断 お よ び ／ ま た は 防 止 お よ び ／ ま た は 処
置 の た め に 、 本 発 明 に よ る 核 酸 ま た は そ の 変 異 体 に よ っ て コ ー ド 化 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド ま
た は そ の 機 能 変 異 体 に 対 し て 特 異 性 の 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 、 好 ま し く は ポ リ ク ロ ー ナ ル ま
た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 成 す る 方 法 に 関 す る 。 工 程 は 、 当 業 者 に 一 般 に 既 知 で あ る 方
法 に し た が っ て 、 哺 乳 類 、 例 え ば ウ サ ギ を 、 本 発 明 に よ る 核 酸 ま た は そ の 変 異 体 を 用 い て
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、 あ る い は 本 発 明 に よ る 少 な く と も ６ ア ミ ノ 酸 長 を 有 す る 、 好 ま し く は ８ ア ミ ノ 酸 長 を 有
す る 、 特 に 少 な く と も １ ２ ア ミ ノ 酸 長 を 有 す る 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 部 分 ま た は そ の
機 能 変 異 体 に よ っ て 、 適 切 な 場 合 に は フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト お よ び ／ ま た は 水 酸 化 ア ル
ミ ニ ウ ム ゲ ル の 存 在 下 で 免 疫 化 す る こ と に よ っ て 実 施 さ れ る （ 例 え ば Harlow and Lane, 1
998, Using Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, New York, 
USA, Chapter 5, 53～ 135頁 を 参 照 ） 。 次 に 、 免 疫 反 応 の 結 果 と し て 動 物 内 で 形 成 さ れ た
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 一 般 に 既 知 の 方 法 に し た が っ て 、 例 え ば カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー に よ っ て 、 血 液 か ら 容 易 に 分 離 お よ び 精 製 す る こ と が で き る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、
例 え ば Winter & Milsteinの 既 知 の 方 法 に し た が っ て 作 成 で き る （ Winter and Milstein, 
1991, Nature 349: 293-299） 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 本 発 明 は 、 更 に 、 先 に 記 載 し た ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 作 成 さ れ て お り 、 先 に 記 載 し た ポ
リ ペ プ チ ド と 特 異 的 に 反 応 す る 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 に 関 し 、 こ こ で 先 に 記 載 し た ポ リ ペ プ
チ ド の 部 分 は 、 そ れ 自 体 免 疫 原 性 で あ る か 、 あ る い は 、 例 え ば ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン ま た は
キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン な ど の 適 切 な 担 体 に 結 合 さ せ て そ の 免 疫 原 性 を 上 昇 さ
せ る こ と に よ り 、 免 疫 原 性 に す る か の ど ち ら か で あ る 。 こ の 抗 体 は ポ リ ク ロ ー ナ ル ま た は
モ ノ ク ロ ー ナ ル の ど ち ら か で あ る ； 好 ま し く は そ れ は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 な お 更 に 本 発 明 は 、 例 え ば Knappikら （ 2000, J.Molec.Biol.296: 57-86） に 、 ま た は Ch
addお よ び Chamow（ 2001 Curr.Opin.Biotechnol.12: 188-94） に 記 載 さ れ て い る よ う な 、
組 換 え 抗 体 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー か ら の 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 特 異 性 で あ る 抗 体
ま た は 抗 体 断 片 の 産 生 お よ び ／ ま た は 生 成 に 関 す る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 ア レ イ が 提 供 さ れ 、 ア レ イ は 、 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ
チ ド 、 そ の 機 能 変 異 体 、 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド 化 す る 核 酸 、 核 酸 の 非 機 能 的 突 然 変 異 体 お
よ び ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 作 成 さ れ る 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 少
な く と も ２ つ の 化 合 物 を 含 有 す る 。 あ る い は 、 ア レ イ は 、 少 な く と も １ つ の 本 発 明 に よ る
成 分 を 、 腫 瘍 性 ま た は 代 謝 性 肝 臓 障 害 あ る い は 上 皮 癌 に 関 与 す る 先 に 記 載 し た 成 分 と 組 合
せ て 含 有 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 本 発 明 の 意 味 の 範 囲 内 で 、 「 ア レ イ 」 と い う 用 語 は 、 少 な く と も ２ つ の 化 合 物 が 一 次 元
、 二 次 元 ま た は 三 次 元 配 置 で 付 着 ま た は 結 合 さ れ る 、 固 相 ま た は ゲ ル 状 担 体 を 指 す 。 こ の
よ う な ア レ イ は 、 当 業 者 に 一 般 に 既 知 で あ り 、 顕 微 鏡 ガ ラ ス ス ラ イ ド 、 特 に ポ リ カ チ オ ン
、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス ま た は ビ オ チ ン コ ー テ ィ ン グ ス ラ イ ド な ど の コ ー テ ィ ン グ ガ ラ ス ス ラ
イ ド 、 カ バ ー ス リ ッ プ 、 お よ び 例 え ば ニ ト ロ セ ル ロ ー ス ま た は ナ イ ロ ン を 主 成 分 と す る 膜
な ど の 膜 の 上 に 産 生 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 先 に 記 載 し た ア レ イ は 、 本 発 明 に よ る 結 合 ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 機 能 変 異 体 ま た は ポ
リ ペ プ チ ド を コ ー ド 化 す る 核 酸 、 ま た は そ の 変 異 体 、 本 発 明 に よ る 融 合 タ ン パ ク 質 あ る い
は 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 機 能 変 異 体 に 対 し て 作 成 さ れ た 抗 体 ま た は 抗 体 断
片 あ る い は 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 機 能 変 異 体 を 発 現 す る 細 胞 あ る い は 少 な
く と も １ つ の 本 発 明 に よ る 核 酸 、 ま た は そ の 変 異 体 を 発 現 す る 少 な く と も ２ つ の 細 胞 を 含
む 。 こ れ ら を コ ー ド 化 す る 核 酸 、 ま た は そ の 変 異 体 は 、 ア レ イ の 一 部 で も よ い 。 そ の よ う
は ア レ イ は 、 肝 臓 障 害 、 好 ま し く は Ｈ Ｃ Ｃ 、 お よ び ／ ま た は 上 皮 癌 の 分 析 お よ び ／ ま た は
診 断 に 利 用 で き る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 本 発 明 は 、 更 に 、 本 発 明 に よ る ア レ イ を 作 成 す る 方 法 に 関 し 、 本 発 明 に よ る 少 な く と も
２ つ の 化 合 物 が 担 体 材 料 に 結 合 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 例 え ば 固 相 化 学 お よ び 感 光 保 護 基 に 基 づ い て こ の よ う な ア レ イ を 作 成 す る 方 法 は 、 一 般
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に 既 知 で あ る （ 米 国 特 許 第 ５ ， ７ ４ ４ ， ３ ０ ５ 号 ） 。 こ の よ う な ア レ イ は 、 物 質 ま た は 物
質 ラ イ ブ ラ リ ー と 接 触 さ せ て 、 相 互 作 用 、 例 え ば 結 合 ま た は 高 次 構 造 の 変 化 に つ い て 試 験
す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 本 発 明 は 、 更 に 、 肝 臓 障 害 、 好 ま し く は Ｈ Ｃ Ｃ な ど の 本 発 明 に よ る 障 害 の 分 析 お よ び ／
ま た は 診 断 の た め の 、 支 持 材 料 に 固 定 さ れ た ア レ イ を 作 成 す る た め の 工 程 に 関 し 、 そ こ で
は 少 な く と も ２ つ の 核 酸 、 少 な く と も ２ つ の ポ リ ペ プ チ ド あ る い は 少 な く と も ２ つ の 抗 体
ま た は 抗 体 断 片 、 お よ び ／ ま た は 少 な く と も ２ つ の 細 胞 、 あ る い は 先 に 記 載 し た 成 分 の 少
な く と も １ つ が 、 先 に 記 載 し た よ う に 、 腫 瘍 性 お よ び 代 謝 性 肝 臓 障 害 ま た は 上 皮 癌 に 関 連
す る 他 の 成 分 と 組 合 せ て 調 製 に 使 用 さ れ る 。 こ の よ う な 工 程 に よ り 作 成 さ れ た ア レ イ は 、
本 発 明 に よ る 障 害 の 診 断 に 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の 機 能 変 異 体 、 ポ
リ ペ プ チ ド を コ ー ド 化 す る 核 酸 、 好 ま し く は 配 列 番 号 １ ０ ～ １ ９ に よ る 核 酸 、 あ る い は 先
に 記 載 し た 核 酸 の １ つ の 変 異 体 、 お よ び 本 発 明 に よ る 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 か ら な る 群 よ り
選 択 さ れ た 少 な く と も １ つ の 化 合 物 を 、 適 切 な 添 加 剤 ま た は 助 剤 と 組 合 せ て ま た は 共 に 含
有 す る 診 断 薬 に 関 す る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 最 先 端 と 比 較 す る と 、 こ の 診 断 は 、 驚 く べ き こ と に 、 肝 臓 障 害 お よ び ／ ま た は 他 の 上 皮
癌 の 改 良 さ れ た 、 よ り 感 受 性 の 高 い 、 よ り 早 期 の 、 よ り 高 速 な 、 お よ び ／ ま た は 非 侵 襲 性
の 診 断 を 可 能 に す る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 本 発 明 の 意 味 の 範 囲 内 で 「 適 切 な 添 加 剤 」 ま た は 「 助 剤 」 は 、 当 業 者 に 一 般 に 既 知 で あ
り 、 例 え ば 生 理 的 食 塩 水 、 脱 塩 水 、 ゼ ラ チ ン 、 ま た は グ リ セ ロ ー ル ベ ー ス タ ン パ ク 質 安 定
化 試 薬 を 含 む 。 あ る い は 、 本 発 明 に よ る 核 酸 ま た は ポ リ ペ プ チ ド は 、 安 定 化 の た め に 凍 結
乾 燥 で き る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 別 の 例 に お い て 、 本 発 明 に よ る 核 酸 配 列 に 基 づ く 診 断 キ ッ ト を 作 成 す る こ と が で き る 。
こ の よ う な キ ッ ト は 、 循 環 系 に 内 在 す る 説 明 し た 障 害 の 結 果 と し て 改 変 さ れ て 、 そ れ に よ
り 検 査 患 者 の 血 清 か ら 検 出 可 能 で あ る 細 胞 を 、 特 異 的 に 検 出 す る よ う に 設 計 で き る 。 診 断
キ ッ ト の 追 加 の 例 は 、 酵 素 結 合 免 疫 測 定 法 （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） 、 放 射 性 免 疫 測 定 法 （ Ｒ Ｉ Ａ ）
、 お よ び 特 異 的 に 反 応 す る 免 疫 細 胞 の 検 出 を 含 む 、 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 免
疫 反 応 ま た は 特 異 的 抗 体 の 検 出 を 含 む 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 に よ る 診 断 薬 は 、 プ ロ ー ブ 、 優 先 的 に は Ｄ Ｎ Ａ プ ロ
ー ブ を 含 有 す る 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 例 え ば 本 発 明 に し た が っ て 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） に 基 づ く 診 断 薬 を 調 製 す
る こ と が 可 能 で あ る 。 規 定 条 件 下 で 、 好 ま し く は 本 発 明 に よ る 核 酸 に 対 し て 特 異 的 な プ ラ
イ マ ー を Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ と し て 使 用 し て 、 本 発 明 の 核 酸 配 列 に 対 し て 特 異 的 な Ｐ Ｃ Ｒ は 、
診 断 ま た は 治 療 目 的 の た め に 得 ら れ た 患 者 よ り 分 離 さ れ た サ ン プ ル 中 の 本 発 明 に よ る 特 異
的 核 酸 の 存 在 、 お よ び 特 に 量 の 両 方 を 監 視 す る た め に 利 用 さ れ る 。 こ れ は 、 適 切 な プ ロ ー
ブ を 利 用 し た 、 例 え ば 肝 臓 障 害 特 異 的 ま た は 肝 臓 特 異 的 遺 伝 子 バ ン ク か ら の 例 え ば 適 切 な
遺 伝 子 ま た は ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー か ら の 分 離 に よ っ て 、 説 明 し た 核 酸 を 得 る 更 な る 可 能
性 を 切 り 開 く （ 例 え ば J.Sambrookら , 1989, Molecular Cloning.A Laboratory Manual 2n
d edn., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY 8章  8.1～ 8.81頁 、 9
章  9.47～ 9.58頁 お よ び 10章  10.1～ 10.67頁 を 参 照 ） 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 適 切 な プ ロ ー ブ は 、 例 え ば 、 ヌ ク レ オ チ ド 約 ５ ０ ～ １ ０ ０ ０ 個 の 長 さ を 有 す る 、 好 ま し
く は ヌ ク レ オ チ ド 約 １ ０ ～ 約 １ ０ ０ 個 の 長 さ 、 好 ま し く は ヌ ク レ オ チ ド 約 １ ０ ０ ～ 約 ２ ０
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０ 個 の 長 さ を 有 す る 、 特 に ヌ ク レ オ チ ド 約 ２ ０ ０ ～ ５ ０ ０ の 長 さ を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ
Ｎ Ａ 断 片 で あ り 、 そ の 配 列 は 、 配 列 番 号 １ ～ 配 列 番 号 ９ お よ び ／ ま た は 配 列 番 号 ４ ７ に よ
る ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び そ の 機 能 変 異 体 、 お よ び 好 ま し く は 配 列 番 号 １ ０ ～ 配 列 番 号 １ ９
に よ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド 化 す る 核 酸 、 お よ び そ の 変 異 体 に 由 来 し う る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 あ る い は 、 好 ま し く は 、 由 来 核 酸 配 列 を 用 い て 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 の プ ラ イ マ ー と
し て 適 切 で あ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 こ れ を 使 用 し て 、 先 に 記 載 し た 核 酸 ま た は こ の 一 部 を ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 例 え ば Ｈ Ｃ Ｃ 特 異 的 ｃ
Ｄ Ｎ Ａ か ら 増 幅 お よ び 単 離 す る こ と が で き る 。 適 切 な プ ラ イ マ ー は 、 例 え ば 、 ヌ ク レ オ チ
ド 約 １ ０ ～ １ ０ ０ 個 の 長 さ を 有 す る 、 好 ま し く は ヌ ク レ オ チ ド 約 １ ５ ～ ５ ０ 個 の 長 さ を 有
す る 、 特 に ヌ ク レ オ チ ド １ ７ ～ ３ ０ 個 の 長 さ を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ 断 片 で あ り 、 そ の 配 列 は 、 配
列 番 号 １ ０ ～ 配 列 番 号 １ ９ に よ る 核 酸 か ら の 、 配 列 番 号 １ ～ 配 列 番 号 ９ お よ び ／ ま た は 配
列 番 号 ４ ７ に よ る ポ リ ペ プ チ ド か ら 由 来 し う る 。 こ の よ う な プ ラ イ マ ー の 設 計 お よ び 合 成
は 、 当 業 者 に 一 般 に 既 知 で あ る 。 プ ラ イ マ ー は 、 更 に 、 制 限 部 位 、 例 え ば ベ ク タ ー 内 へ の
組 み 込 み に 適 し た 増 幅 配 列 、 あ る い は 、 例 え ば 当 業 者 に 一 般 に 既 知 で あ る 蛍 光 マ ー カ ー な
ど の マ ー カ ー 分 子 が 結 合 し た し た 、 他 の ア ダ プ タ ー ま た は オ ー バ ー ハ ン グ 配 列 を 更 に 含 有
で き る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 に よ る 障 害 の 診 断 の 方 法 が 提 供 さ れ 、 そ こ で は 配 列
番 号 １ ～ 配 列 番 号 ９ お よ び ／ ま た は 配 列 番 号 ４ ７ の 配 列 に よ る ポ リ ペ プ チ ド 、 そ の 機 能 変
異 体 、 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド 化 す る 核 酸 、 先 に 記 載 し た 核 酸 の １ つ の 変 異 体 、 お よ び ポ リ
ペ プ チ ド に 対 し て 作 成 さ れ た 抗 体 ま た は そ の 抗 体 断 片 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ た 少 な く と
も １ つ の 化 合 物 が 、 患 者 の サ ン プ ル 中 で 同 定 さ れ 、 参 照 ラ イ ブ ラ リ ー ま た は 参 照 サ ン プ ル
の 少 な く と も １ つ の 化 合 物 と 比 較 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 方 法 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 肝 臓 の 障 害 は 、 肝 硬 変 、 ア ル コ ー ル 性 肝 臓 疾 患 、 慢
性 肝 炎 、 ウ ィ ル ソ ン 病 、 ヘ モ ク ロ マ ト ー シ ス 、 肝 細 胞 癌 、 良 性 肝 新 生 物 、 お よ び 限 局 性 結
節 性 過 形 成 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 方 法 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 上 皮 癌 は 、 肝 臓 以 外 の い ず れ か の 器 官 の 、 好 ま し く
は 肺 、 胃 、 腎 臓 、 結 腸 、 前 立 腺 、 皮 膚 、 お よ び 乳 房 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 器 官 の 腺 癌
で あ る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 最 先 端 と 比 較 す る と 、 こ の 診 断 は 、 驚 く べ き こ と に 、 改 良 さ れ た 、 よ り 感 受 性 の 高 い 、
よ り 早 期 の 、 よ り 高 速 な 、 お よ び ／ ま た は 非 侵 襲 性 の 、 肝 臓 障 害 お よ び ／ ま た は 他 の 上 皮
癌 の 診 断 を 可 能 に す る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 好 ま し く は サ ン プ ル は 、 先 に 記 載 し た 非 侵 襲 性 の 方 法 に よ っ て 患 者 か ら 分 離 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 例 え ば 、 特 異 的 調 節 解 除 遺 伝 子 タ ン パ ク 質 の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ア ッ セ イ に よ る 血 清 検 出 は 、 、
調 節 解 除 遺 伝 子 生 成 物 に 対 す る 抗 体 の １ つ ま た は 群 の ど ち ら か の １ つ の 応 用 で あ り 、 そ こ
か ら 診 断 ス コ ア が 、 罹 患 患 者 か ら の 罹 患 組 織 ま た は 血 清 で 発 現 さ れ る 遺 伝 子 の 組 合 せ 、 お
よ び 発 現 レ ベ ル に 基 づ い て 導 き 出 さ れ る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 本 発 明 に よ る 好 ま し い 診 断 は 、 説 明 し た ポ リ ペ プ チ ド ま た は 先 に 更 に 詳 細 に 記 載 し た そ
の 免 疫 原 性 部 分 を 含 有 す る 。 好 ま し く は 、 例 え ば ニ ト ロ セ ル ロ ー ス ま た は ナ イ ロ ン の 固 相
に 結 合 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 部 分 は 、 例 え ば 調 査 す る 体 液 、 例 え ば 血 液 、 血 清 、
血 漿 、 腹 水 、 乳 房 水 、 脳 脊 髄 液 、 唾 液 、 尿 、 精 液 に イ ン ビ ト ロ で 接 触 さ せ て 、 そ れ ゆ え 例
え ば 患 者 の 血 液 中 に 存 在 す る 例 え ば 自 己 免 疫 抗 体 と 反 応 さ せ る こ と が で き る 。 そ こ で 抗 体
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－ ペ プ チ ド 複 合 体 は 、 例 え ば 、 標 識 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 を 用 い て 検 出 す る こ と が で き る 。 標
識 化 は 、 例 え ば 、 呈 色 ま た は 化 学 発 光 反 応 を 触 媒 す る ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ な ど の 酵 素 を 包 含
す る 。 そ れ ゆ え 存 在 す る 自 己 免 疫 抗 体 の 存 在 お よ び 量 は 、 色 に よ っ て 容 易 お よ び 迅 速 に 検
出 で き る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 加 え て 診 断 は 、 患 者 か ら 分 離 し た サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 内 在 性 抗 体 ま た は そ の 断 片 を 検
知 す る を 目 的 と し て お り 、 そ の 抗 体 ま た は そ の 断 片 は 、 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド に 対 し
て 作 成 さ れ て い る 。 こ の よ う な 自 己 免 疫 抗 体 の 検 出 は 、 当 業 者 に 一 般 に 既 知 で あ る 方 法 に
よ っ て 、 例 え ば 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 機 能 変 異 体 ま た は そ の 部 分 を プ ロ ー
ブ と し て 用 い た 、 免 疫 親 和 性 ア ッ セ イ に よ っ て 実 施 で き る 。 好 ま し く は こ の よ う な 自 己 免
疫 抗 体 の 存 在 は 、 本 発 明 に よ る 障 害 を 患 う 患 者 を 示 す 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 本 発 明 の 主 題 で あ る 更 な る 診 断 は 、 本 発 明 に よ る 抗 体 そ の も の を 含 有 す る 。 こ れ ら の 抗
体 を 用 い て 、 例 え ば 関 与 す る 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド が 増 加 し た 量 で 存 在 す る か ど う か
に 関 し て 組 織 サ ン プ ル を 容 易 お よ び 迅 速 に 調 査 し て 、 そ れ に よ り 肝 臓 障 害 、 例 え ば Ｈ Ｃ Ｃ
を 含 む 考 え ら れ る 疾 患 の 指 標 を 得 る こ と が で き る 。 こ の 場 合 、 本 発 明 に よ る 抗 体 は 、 好 ま
し く は 直 接 標 識 さ れ る か 、 更 に 一 般 的 に は 、 例 え ば こ れ ら は 既 に 先 に 記 載 し た よ う に 酵 素
ま た は 蛍 光 分 子 に よ っ て な ど 、 特 異 的 に 二 次 抗 体 に よ っ て 間 接 的 に 検 出 さ れ る 。 特 異 的 抗
体 － ペ プ チ ド 複 合 体 は そ れ に よ り 、 例 え ば 酵 素 呈 色 反 応 に よ っ て 、 容 易 お よ び 迅 速 に 検 出
す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 本 発 明 の な お 別 の 態 様 に お い て 、 参 照 ラ イ ブ ラ リ ー ま た は 参 照 サ ン プ ル に 対 し て 、 患 者
か ら 分 離 し た サ ン プ ル 中 で デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル に 発 現 さ れ た 、 配 列 番 号 １ ０ ～ 配 列 番 号 １
９ に よ る 少 な く と も １ つ の 核 酸 、 ま た は そ の 変 異 体 を 同 定 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 以 下
の 工 程 ：
　 （ ａ ） 患 者 か ら 分 離 し た サ ン プ ル 中 で 、 配 列 番 号 １ ０ ～ 配 列 番 号 １ ９ に よ る 少 な く と も
１ つ の 核 酸 、 ま た は そ の 変 異 体 の 発 現 を 検 出 す る 工 程 と ；
　 （ ｂ ） 工 程 （ ａ ） で 検 出 さ れ た 上 記 核 酸 の 発 現 を 、 参 照 ラ イ ブ ラ リ ー ま た は 参 照 サ ン プ
ル 中 の 同 じ 核 酸 の 発 現 と 比 較 す る 工 程 と ；
　 （ ｃ ） 参 照 ラ イ ブ ラ リ ー ま た は 参 照 サ ン プ ル と 比 較 し て 、 患 者 か ら 分 離 し た サ ン プ ル 中
で 異 な っ て 発 現 さ れ た 上 記 核 酸 を 同 定 す る 工 程 と ；
を 含 む 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 最 先 端 と 比 較 す る と 、 方 法 は 、 驚 く べ き こ と に 、 本 発 明 に よ る 障 害 を 診 断 す る た め に 有
用 な 基 準 を 提 供 す る 、 改 良 さ れ た 、 よ り 感 受 性 の 高 い 、 容 易 で 、 よ り 高 速 な 、 お よ び ／ ま
た は 非 侵 襲 性 の 、 異 な っ て 発 現 さ れ た 本 発 明 に よ る 核 酸 の 同 定 を 可 能 に す る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 好 ま し く は 少 な く と も ２ つ の 、 少 な く と も ３ つ の 、 少 な く と も ４ つ の 、 少 な く と も ５ つ
の 、 少 な く と も ６ つ の 、 ま た は 少 な く と も ７ つ の 核 酸 が 同 定 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 方 法 の 別 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 上 記 核 酸 は 、 Ｐ Ｃ Ｒ ベ ー ス の 検 出 に よ っ て 、 ま
た は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ に よ っ て 検 出 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 方 法 の 別 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 上 記 核 酸 の 発 現 は 、 固 相 ベ ー ス の ス ク リ ー ニ ン
グ 方 法 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 サ ブ ト ラ ク テ ィ ブ ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 デ ィ フ
ァ レ ン シ ャ ル デ ィ ス プ レ イ 、 お よ び Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ 保 護 ア ッ セ イ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 方
法 に よ っ て 比 較 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 方 法 の 更 に 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 患 者 か ら 分 離 し た サ ン プ ル は 、 肝 臓 組 織 、 肝 臓
細 胞 、 癌 性 形 質 転 換 を 受 け た 別 の 器 官 か ら の 組 織 、 こ の 器 官 か ら の 細 胞 、 血 液 、 血 清 、 血
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漿 、 腹 水 、 乳 房 水 、 脳 脊 髄 液 、 唾 液 、 尿 、 精 液 、 お よ び 糞 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 好 ま し く は 参 照 サ ン プ ル は 、 同 じ 患 者 の 非 罹 患 サ ン プ ル ま た は 別 の 対 象 者 か ら の 非 罹 患
サ ン プ ル か ら 選 択 さ れ た 供 給 源 よ り 分 離 さ れ る 。 適 切 な 参 照 サ ン プ ル の 選 択 は 、 当 業 者 に
一 般 に 既 知 で あ る 。 特 に 、 参 照 サ ン プ ル は 、 肝 臓 組 織 、 肝 臓 細 胞 、 血 液 、 血 清 、 血 漿 、 腹
水 、 乳 房 水 、 脳 脊 髄 液 、 唾 液 、 尿 、 精 液 、 お よ び 糞 か ら な る 群 よ り 選 択 で き る 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 方 法 の 別 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 参 照 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 好 ま し く は 肝 臓 組 織 、 肝
臓 細 胞 、 血 液 、 血 清 、 血 漿 、 腹 水 、 乳 房 水 、 脳 脊 髄 液 、 唾 液 、 尿 、 精 液 、 お よ び 糞 か ら な
る 群 よ り 選 択 さ れ る サ ン プ ル 中 の 、 本 発 明 に よ る 少 な く と も １ つ の 核 酸 の 非 罹 患 発 現 に 関
す る ク ロ ー ン ま た は デ ー タ を 含 む 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー ま た は デ ー タ ベ ー ス で あ る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て 、 肝 臓 障 害 お よ び ／ ま た は 別 の 上 皮 癌 を 診 断 す る 方 法 で あ っ
て 、 以 下 の 工 程 ：
　 （ ａ ） 患 者 か ら 分 離 し た サ ン プ ル 中 で 、 配 列 番 号 １ ０ ～ 配 列 番 号 １ ９ お よ び ／ ま た は 配
列 番 号 ４ ７ に よ る 少 な く と も １ つ の 核 酸 、 ま た は そ の 変 異 体 の 発 現 を 検 出 す る ス テ 　 ッ プ
と ；
　 （ ｂ ） 工 程 （ ａ ） で 検 出 さ れ た 上 記 核 酸 の 発 現 を 、 参 照 ラ イ ブ ラ リ ー ま た は 参 照 サ ン プ
ル 内 で の 同 じ 核 酸 の 発 現 と 比 較 す る 工 程 と ；
　 （ ｃ ） 参 照 ラ イ ブ ラ リ ー ま た は 参 照 サ ン プ ル と 比 較 し て 、 患 者 か ら 分 離 し た サ ン プ ル 中
で 異 な っ て 発 現 さ れ た 上 記 核 酸 を 同 定 す る 工 程 と ；
　 （ ｄ ） 工 程 （ ｃ ） で 同 定 し た 上 記 核 酸 を 、 病 理 参 照 サ ン プ ル ま た は 病 理 参 照 ラ イ ブ ラ リ
ー 中 で 異 な っ て 発 現 さ れ た 上 記 核 酸 と 一 致 さ せ る 工 程 と ；
を 含 み 、
　 一 致 し た 核 酸 が 、 肝 臓 障 害 お よ び ／ ま た は 他 の 上 皮 癌 を 患 う 患 者 を 示 す 、
方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 最 先 端 と 比 較 す る と 、 診 断 の こ の 方 法 は 、 驚 く べ き こ と に 、 改 良 さ れ た 、 よ り 感 受 性 の
高 い 、 容 易 で 、 よ り 高 速 な 、 お よ び ／ ま た は 非 侵 襲 性 の 、 肝 臓 障 害 お よ び ／ ま た は 他 の 上
皮 癌 の 診 断 を 可 能 に す る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 好 ま し く は 少 な く と も ２ つ の 、 少 な く と も ３ つ の 、 少 な く と も ４ つ の 、 少 な く と も ５ つ
の 、 少 な く と も ６ つ の 、 ま た は 少 な く と も ７ つ の 核 酸 が 同 定 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 方 法 の 別 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 上 記 核 酸 は 、 Ｐ Ｃ Ｒ ベ ー ス の 検 出 に よ っ て 、 ま
た は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ に よ っ て 検 出 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 方 法 の 別 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 上 記 核 酸 の 発 現 は 、 固 相 ベ ー ス の ス ク リ ー ニ ン
グ 方 法 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 サ ブ ト ラ ク テ ィ ブ ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 デ ィ フ
ァ レ ン シ ャ ル デ ィ ス プ レ イ 、 お よ び Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ 保 護 ア ッ セ イ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 方
法 に よ っ て 比 較 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 方 法 の 更 に 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 患 者 か ら 分 離 し た サ ン プ ル は 、 肝 臓 組 織 、 肝 臓
細 胞 、 癌 性 形 質 転 換 を 受 け た 別 の 器 官 か ら の 組 織 、 こ の 器 官 か ら の 細 胞 、 血 液 、 血 清 、 血
漿 、 腹 水 、 乳 房 水 、 脳 脊 髄 液 、 唾 液 、 尿 、 精 液 、 お よ び 糞 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 好 ま し く は 参 照 サ ン プ ル は 、 同 じ 患 者 の 非 罹 患 サ ン プ ル ま た は 別 の 対 象 者 か ら の 非 罹 患
サ ン プ ル か ら 選 択 さ れ た 供 給 源 よ り 分 離 さ れ る 。 適 切 な 参 照 サ ン プ ル の 選 択 は 、 当 業 者 に
一 般 に 既 知 で あ る 。 特 に 、 参 照 サ ン プ ル は 、 肝 臓 組 織 、 肝 臓 細 胞 、 血 液 、 血 清 、 血 漿 、 腹
水 、 乳 房 水 、 脳 脊 髄 液 、 唾 液 、 尿 、 精 液 、 お よ び 糞 か ら な る 群 よ り 選 択 で き る 。
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【 ０ １ ９ ９ 】
　 診 断 の 方 法 の 別 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 参 照 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 好 ま し く は 肝 臓 組
織 、 肝 臓 細 胞 、 血 液 、 血 清 、 血 漿 、 腹 水 、 乳 房 水 、 脳 脊 髄 液 、 唾 液 、 尿 、 精 液 お よ び 糞 か
ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る サ ン プ ル 中 の 、 本 発 明 に よ る 少 な く と も １ つ の 核 酸 の 非 罹 患 発 現
に 関 す る ク ロ ー ン ま た は デ ー タ を 含 む 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー ま た は デ ー タ ベ ー ス で あ る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 診 断 の 方 法 の 別 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 病 理 参 照 サ ン プ ル は 、 別 の 患 者 か ら の 罹
患 サ ン プ ル か ら 分 離 さ れ る 。 後 者 の 患 者 は 、 診 断 さ れ る 本 発 明 に よ る 障 害 を 患 っ て い る と
診 断 さ れ て い る 。 適 切 な 病 理 参 照 サ ン プ ル の 選 択 は 、 当 業 者 に 一 般 に 既 知 で あ る 。 特 に 病
理 参 照 サ ン プ ル は 、 肝 臓 組 織 、 肝 臓 細 胞 、 血 液 、 血 清 、 血 漿 、 腹 水 、 乳 房 水 、 脳 脊 髄 液 、
唾 液 、 尿 、 精 液 、 お よ び 糞 か ら な る 群 よ り 選 択 で き る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 診 断 の 本 発 明 の 別 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 病 理 参 照 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 診 断 中 の 患
者 を 除 い て 、 参 照 サ ン プ ル ま た は 参 照 ラ イ ブ ラ リ ー で の 対 照 発 現 に 対 す る 、 本 発 明 の 方 法
で 診 断 さ れ る 本 発 明 に よ る 障 害 を 患 う 、 少 な く と も １ 人 の 患 者 か ら 分 離 さ れ た サ ン プ ル 中
の 、 本 発 明 に よ る 少 な く と も １ つ の 核 酸 の デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル 発 現 に 関 す る デ ー タ を 含 む
デ ー タ ベ ー ス で あ る 。 病 理 参 照 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 好 ま し く は 、 診 断 中 の 患 者 を 除 い て 、 参
照 サ ン プ ル ま た は 参 照 ラ イ ブ ラ リ ー で の 対 照 発 現 に 対 し て 本 発 明 の 方 法 で 診 断 さ れ る 本 発
明 に よ る 障 害 を 患 う 、 少 な く と も １ 人 の 患 者 か ら 分 離 さ れ た サ ン プ ル 中 で 異 な っ て 発 現 さ
れ る 、 本 発 明 に よ る 核 酸 を 含 む デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー に も 関 す る 。 適 切 な
病 理 参 照 ラ イ ブ ラ リ ー の 選 択 は 、 当 業 者 に 一 般 に 既 知 で あ る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 好 ま し く は 肝 臓 障 害 は 、 肝 硬 変 、 ア ル コ ー ル 性 肝 臓 疾 患 、 慢 性 肝 炎 、 ウ ィ ル ソ ン 病 、 ヘ
モ ク ロ マ ト ー シ ス 、 肝 細 胞 癌 、 良 性 肝 新 生 物 、 お よ び 限 局 性 結 節 性 過 形 成 か ら な る 群 よ り
選 択 さ れ る 障 害 で あ る 。 特 に 上 皮 癌 は 、 肝 臓 以 外 の い ず れ か の 器 官 の 、 好 ま し く は 肺 、 胃
、 腎 臓 、 結 腸 、 前 立 腺 、 皮 膚 、 お よ び 乳 房 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 器 官 の 腺 癌 で あ る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 本 発 明 の 意 味 の 範 囲 内 で 「 核 酸 を 検 出 す る 」 と い う 用 語 は 、 好 ま し く は サ ン プ ル 中 に 存
在 す る 他 の 成 分 の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド か ら 本 発 明 に よ る 核 酸 を 発 見 、 描 出 、 分 離 す る 、 ま た
は そ の 識 別 を 可 能 に す る 方 法 を 指 す 。 こ の よ う な 方 法 は 、 当 業 者 に 一 般 に 既 知 で あ り 、 イ
ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 、 ゲ ル 電 気 泳 動 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 、
固 相 ア レ イ （ 遺 伝 子 チ ッ プ ） ベ ー ス の 方 法 、 ヌ ク レ ア ー ゼ 保 護 方 法 を 含 む （ Alberts, ら (
2002)The Molecular Biology of the Cell, 4th ed.Garland, New York, USAで 説 明 お よ
び 引 用 ） 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 本 発 明 の 意 味 の 範 囲 内 で 、 「 工 程 （ ａ ） で 検 出 さ れ た 上 記 核 酸 の 発 現 を 、 参 照 ラ イ ブ ラ
リ ー ま た は 参 照 サ ン プ ル 中 の 同 じ 核 酸 の 発 現 と 比 較 す る 」 と い う 用 語 は 、 定 量 的 ま た は 定
性 的 レ ベ ル で の 、 デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル デ ィ ス プ レ イ 、 サ ブ ト ラ ク テ ィ ブ ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン 、 Ｒ Ｎ Ａ ｓ ｅ 保 護 ア ッ セ イ 、 ま た は 特 に Ｄ Ｎ Ａ チ ッ プ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン な
ど の 実 験 手 順 に よ る 、 上 記 核 酸 の ２ つ の 群 の 発 現 の 比 較 を 指 す 。 そ の 上 、 先 に 定 義 し た よ
う に 、 工 程 （ ａ ） で 検 出 さ れ た 上 記 核 酸 の 実 験 デ ー タ の 、 参 照 ラ イ ブ ラ リ ー 中 の 同 じ 核 酸
の 発 現 と の 比 較 も 本 明 細 書 に 含 ま れ て い る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 「 参 照 ラ イ ブ ラ リ ー ま た は 参 照 サ ン プ ル と 比 較 し て 、 患 者 か ら 分 離 し た サ ン プ ル 中 で 異
な っ て 発 現 さ れ た 上 記 核 酸 を 同 定 す る 」 と い う 用 語 は 、 本 発 明 の 意 味 の 範 囲 内 で 、 以 下 の
基 準 を 満 足 す る 、 参 照 ラ イ ブ ラ リ ー ま た は 参 照 サ ン プ ル と 比 較 し て 異 な っ て 発 現 さ れ た 上
記 核 酸 を 選 択 す る こ と を 意 味 す る と 理 解 さ れ る ： 検 出 さ れ た 上 記 核 酸 の デ ィ フ ァ レ ン シ ャ
ル 発 現 の レ ベ ル が 、 参 照 ラ イ ブ ラ リ ー ま た は 参 照 サ ン プ ル と 比 較 し て 、 約 ２ 倍 以 上 、 好 ま
し く は 約 ５ 倍 以 上 、 更 に 好 ま し く は 約 １ ０ 倍 以 上 ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
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　 「 工 程 （ ｃ ） で 同 定 し た 上 記 核 酸 を 、 病 理 参 照 サ ン プ ル ま た は 病 理 参 照 ラ イ ブ ラ リ ー 中
で 異 な っ て 発 現 さ れ た 上 記 核 酸 と 一 致 さ せ る 」 と い う 用 語 は 、 本 発 明 の 意 味 の 範 囲 内 で 、
工 程 （ ｃ ） で 同 定 し た 上 記 核 酸 を 、 病 理 参 照 サ ン プ ル ま た は 病 理 参 照 ラ イ ブ ラ リ ー 中 で 異
な っ て 発 現 さ れ た 上 記 核 酸 と 比 較 す る こ と を 意 味 す る と 理 解 さ れ る 。 そ こ で 病 理 参 照 サ ン
プ ル ま た は 病 理 参 照 ラ イ ブ ラ リ ー 中 で 異 な っ て 発 現 さ れ た 、 工 程 （ ｃ ） で 同 定 し た 上 記 核
酸 は 一 致 さ れ 、 す な わ ち 上 記 同 一 対 は 、 同 定 お よ び 割 当 さ れ る 。 病 理 参 照 サ ン プ ル ま た は
病 理 参 照 ラ イ ブ ラ リ ー 中 で の 上 記 核 酸 の デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル 発 現 は 、 本 発 明 に よ る 障 害 を
示 す た め 、 サ ン プ ル 中 の デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル 発 現 と の こ の よ う な 一 致 は 、 患 者 が そ の 障 害
を 患 っ て い る こ と を 示 す 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 サ ン プ ル は 、 好 ま し く は 、 非 侵 襲 性 の 、 ま た は 静 脈 穿 刺 を 含 む 、 先 に 記 載 し た よ う な 好
ま し く は 最 小 限 の 侵 襲 性 方 法 に よ っ て 患 者 か ら 分 離 さ れ る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 本 発 明 に よ る 診 断 の 方 法 は 、 参 照 サ ン プ ル に 対 す る 、 ま た は 参 照 ラ イ ブ ラ リ ー に 対 す る
、 肝 臓 障 害 お よ び ／ ま た は 上 皮 癌 を 患 う 動 物 お よ び ／ ま た は ヒ ト 患 者 か ら 分 離 し た サ ン プ
ル 中 で 検 出 さ れ た 本 発 明 に よ る 核 酸 の 本 質 的 に 一 致 し た 発 現 パ タ ー ン に 基 づ い て 、 肝 臓 障
害 お よ び ／ ま た は 上 皮 癌 の 初 期 検 出 、 お よ び ／ ま た は 障 害 の 非 侵 襲 性 診 断 を 可 能 に す る 。
方 法 は 、 追 加 の 利 点 を 有 し 、 肝 臓 障 害 の 異 な る サ ブ タ イ プ 、 例 え ば Ｈ Ｃ Ｃ の サ ブ タ イ プ な
ど を 特 徴 付 け る た め に 、 追 加 の お よ び 新 規 な 診 断 パ ラ メ ー タ も 提 供 す る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 本 発 明 に よ る 核 酸 の 「 実 質 的 に 一 致 し た 発 現 パ タ ー ン 」 と い う 用 語 は 、 比 較 さ れ た 患 者
ま た は 対 象 者 が 同 じ ま た は 比 較 可 能 な 病 理 状 態 ま た は 健 康 状 態 に そ れ ぞ れ あ る と い う 条 件
で 、 患 者 間 ま た は 対 象 者 間 で 本 質 的 に 再 現 性 で あ る 発 現 の パ タ ー ン を 指 す 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 本 発 明 の な お 別 の 態 様 に お い て 、 参 照 ラ イ ブ ラ リ ー ま た は 参 照 サ ン プ ル に 対 し て 、 患 者
か ら 分 離 さ れ た サ ン プ ル 中 で 異 な っ て 発 現 さ れ た 配 列 番 号 １ ～ 配 列 番 号 ９ お よ び ／ ま た は
配 列 番 号 ４ ７ に よ る 少 な く と も １ つ の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の 機 能 変 異 体 を 同 定 す る 方
法 で あ っ て 、 以 下 の 工 程 ：
　 （ ａ ） 患 者 か ら 分 離 さ れ た サ ン プ ル 中 で 、 配 列 番 号 １ ～ 配 列 番 号 ９ お よ び ／ ま た は 配 列
番 号 ４ ７ に よ る 少 な く と も １ つ の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の 機 能 変 異 体 の 発 現 を 検 出 す る
工 程 と ；
　 （ ｂ ） 工 程 （ ａ ） で 検 出 さ れ た 上 記 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 、 参 照 ラ イ ブ ラ リ ー ま た は 参
照 サ ン プ ル 中 の 上 記 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 と 比 較 す る 工 程 と ；
　 （ ｃ ） 参 照 ラ イ ブ ラ リ ー ま た は 参 照 サ ン プ ル と 比 較 し て 、 患 者 か ら 分 離 し た サ ン プ ル 中
で 異 な っ て 発 現 さ れ た 上 記 ポ リ ペ プ チ ド を 同 定 す る 工 程 と ；
を 含 む 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 最 先 端 と 比 較 す る と 、 こ の 方 法 は 、 驚 く べ き こ と に 、 本 発 明 に よ る 障 害 を 診 断 す る た め
に 有 用 な 基 準 を 提 供 す る 、 改 良 さ れ た 、 よ り 感 受 性 の 高 い 、 容 易 で 、 よ り 高 速 な 、 お よ び
／ ま た は 非 侵 襲 性 の 、 異 な っ て 発 現 さ れ た 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド の 同 定 を 可 能 に す る
。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 好 ま し く は ２ つ の 、 少 な く と も ３ つ の 、 少 な く と も ４ つ の 、 少 な く と も ５ つ の 、 少 な く
と も ６ つ の 、 ま た は 少 な く と も ７ つ の ポ リ ペ プ チ ド が 同 定 さ れ る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 サ ン プ ル は 、 好 ま し く は 、 非 侵 襲 性 の 、 ま た は 静 脈 穿 刺 を 含 む 、 先 に 記 載 し た よ う な 好
ま し く は 最 小 限 の 侵 襲 性 方 法 に よ っ て 患 者 か ら 分 離 さ れ る 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 方 法 の 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 サ ン プ ル は 、 先 に 更 に 定 義 し た よ う な サ ン プ ル で あ る 。
好 ま し く は 参 照 サ ン プ ル は 、 先 に 定 義 し た よ う な 参 照 サ ン プ ル で あ る 。
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【 ０ ２ １ ５ 】
　 方 法 の 別 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 参 照 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 好 ま し く は 肝 臓 組 織 、 肝
臓 細 胞 、 血 液 、 血 清 、 血 漿 、 腹 水 、 乳 房 水 、 脳 脊 髄 液 、 唾 液 、 尿 、 精 液 、 お よ び 糞 か ら な
る 群 よ り 選 択 さ れ る サ ン プ ル 中 の 、 本 発 明 に よ る 少 な く と も １ つ の ポ リ ペ プ チ ド の 非 罹 患
発 現 に 関 す る ク ロ ー ン ま た は デ ー タ を 含 む 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー ま た は デ ー タ ベ ー ス で あ る 。
こ の よ う な デ ー タ ベ ー ス は 、 本 発 明 に よ る ｃ Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ 発 現 分 析 の 結 果 と し て
作 成 さ れ 、 当 業 者 に 既 知 で あ る 。 本 発 明 に よ り 使 用 で き る 更 な る 参 照 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 上
述 さ れ て い る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て 、 肝 臓 障 害 お よ び ／ ま た は 上 皮 癌 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、
以 下 の 工 程 ：
　 （ ａ ） 患 者 か ら 分 離 さ れ た サ ン プ ル 中 で 、 配 列 番 号 １ ～ 配 列 番 号 ９ お よ び ／ ま た は 配 列
番 号 ４ ７ に よ る 少 な く と も １ つ の ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び ／ ま た は そ の 機 能 変 異 体 の 発 現 を
検 出 す る 工 程 と ；
　 （ ｂ ） 工 程 （ ａ ） で 検 出 さ れ た 上 記 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 、 参 照 ラ イ ブ ラ リ ー ま た は 参
照 サ ン プ ル 中 の 上 記 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 と 比 較 す る 工 程 と ；
　 （ ｃ ） 参 照 ラ イ ブ ラ リ ー ま た は 参 照 サ ン プ ル と 比 較 し て 、 患 者 か ら 分 離 し た サ ン プ ル 中
で 異 な っ て 発 現 さ れ た 上 記 ポ リ ペ プ チ ド を 同 定 す る 工 程 と ；
　 （ ｄ ） 工 程 （ ｃ ） で 同 定 し た 上 記 ポ リ ペ プ チ ド を 、 病 理 参 照 サ ン プ ル ま た は 病 理 参 照 ラ
イ ブ ラ リ ー 中 で 異 な っ て 発 現 さ れ た 上 記 ポ リ ペ プ チ ド と 一 致 さ せ る 工 程 と ；
を 含 み 、
　 一 致 し た ポ リ ペ プ チ ド が 、 肝 臓 障 害 お よ び ／ ま た は 他 の 上 皮 癌 を 患 う 患 者 を 示 す 、
方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 最 先 端 と 比 較 す る と 、 診 断 の こ の 方 法 は 、 驚 く べ き こ と に 、 改 良 さ れ た 、 よ り 感 受 性 の
高 い 、 容 易 で 、 よ り 高 速 な 、 お よ び ／ ま た は 非 侵 襲 性 の 、 肝 臓 障 害 お よ び ／ ま た は 他 の 上
皮 癌 の 診 断 を 可 能 に す る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 好 ま し く は 少 な く と も ２ つ の 、 少 な く と も ３ つ の 、 少 な く と も ４ つ の 、 少 な く と も ５ つ
の 、 少 な く と も ６ つ の 、 ま た は 少 な く と も ７ つ の ポ リ ペ プ チ ド が 同 定 さ れ る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 本 発 明 の 意 味 の 範 囲 内 で 「 ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る 」 と い う 用 語 は 、 好 ま し く は サ ン プ
ル 中 に 存 在 す る 他 の 成 分 の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド か ら 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド を 発 見 、 描 出
、 分 離 す る 、 お よ び ／ ま た は そ の 識 別 を 可 能 に す る 方 法 を 指 す 。 こ の よ う な 方 法 は 、 当 業
者 に 一 般 に 既 知 で あ り 、 先 に 記 載 し た よ う に 、 ゲ ル 電 気 泳 動 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 技 法 、
免 疫 ブ ロ ッ ト 分 析 、 免 疫 組 織 化 学 、 酵 素 ベ ー ス 免 疫 ア ッ セ イ 、 質 量 分 析 法 、 高 圧 液 体 ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー 、 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 、 お よ び ／ ま た は 抗 体 お よ び タ ン パ ク 質 ア レ イ を 含
む （ Ausubel, F.A.ら , 編  , 1990, Current Protocols in Molecular Biology.Greene Pu
blishing and Wiley-Interscience, New York, USA, 10章 ; Myszka and Rich 2000, Phar
m.Sci.Technol.Today 3: 310-317） 。 好 ま し く は 、 タ ン パ ク 質 お よ び ポ リ ペ プ チ ド は 、 例
え ば 物 理 剪 断 ま た は 超 音 波 手 段 を 用 い た 細 胞 の 破 砕 に よ っ て 、 サ ン プ ル か ら 調 製 さ れ る 。
タ ン パ ク 質 を 還 元 剤 処 置 お よ び 加 熱 に よ っ て 変 性 お よ び 安 定 化 し て 、 タ ン パ ク 質 は 電 気 泳
動 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル で サ イ ズ 分 画 す る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 本 発 明 の 意 味 の 範 囲 内 で 、 「 工 程 （ ａ ） で 検 出 さ れ た 上 記 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 、 参 照
ラ イ ブ ラ リ ー ま た は 参 照 サ ン プ ル 中 の 同 じ ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 と 比 較 す る 」 と い う 用 語 は
、 定 量 的 ま た は 定 性 的 レ ベ ル で の 、 二 次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 分 離 技 法 、
免 疫 ブ ロ ッ ト 分 析 、 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 、 免 疫 組 織 化 学 、 お よ び 酵 素 ベ ー ス 免 疫 ア ッ セ イ
な ど の 実 験 手 順 に よ る 、 ポ リ ペ プ チ ド の ２ つ の 群 の 発 現 の 比 較 を 指 す 。 二 次 元 ゲ ル 電 気 泳
動 で は 、 す べ て の ペ プ チ ド は 、 最 初 に 第 一 次 元 目 の 電 気 泳 動 の 等 電 点 に よ っ て 、 次 に 当 業

10

20

30

40

50

(55) JP 2006-500074 A 2006.1.5



者 に 周 知 の 方 法 に し た が っ て サ イ ズ に よ っ て 分 解 さ れ る 。 そ の 上 、 先 に 定 義 し た よ う に 、
工 程 １ で 検 出 し た 少 な く と も １ つ の ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 実 験 デ ー タ と 、 参 照 ラ イ ブ ラ リ
ー 中 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 と の 比 較 も 、 本 明 細 書 に 含 ま れ て い る 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 「 参 照 ラ イ ブ ラ リ ー ま た は 参 照 サ ン プ ル と 比 較 し て 、 患 者 か ら 分 離 し た サ ン プ ル 中 で 異
な っ て 発 現 さ れ た 上 記 ポ リ ペ プ チ ド を 同 定 す る 」 と い う 用 語 は 、 本 発 明 の 意 味 の 範 囲 内 で
、 以 下 の 基 準 を 満 足 す る 、 参 照 ラ イ ブ ラ リ ー ま た は 参 照 サ ン プ ル と 比 較 し て 異 な っ て 発 現
さ れ た 上 記 ポ リ ペ プ チ ド を 選 択 す る こ と を 意 味 す る と 理 解 さ れ る ： 検 出 さ れ た ポ リ ペ プ チ
ド の デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル 発 現 の レ ベ ル が 、 参 照 ラ イ ブ ラ リ ー ま た は 参 照 サ ン プ ル と 比 較 し
て 、 約 ２ 倍 以 上 、 好 ま し く は 約 ５ 倍 以 上 、 更 に 好 ま し く は 約 １ ０ 倍 以 上 ア ッ プ レ ギ ュ レ ー
ト さ れ る 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 「 工 程 （ ｃ ） で 同 定 し た 上 記 ポ リ ペ プ チ ド を 、 病 理 参 照 サ ン プ ル ま た は 病 理 参 照 ラ イ ブ
ラ リ ー 中 で 異 な っ て 発 現 さ れ た 上 記 ポ リ ペ プ チ ド と 一 致 さ せ る 」 と い う 用 語 は 、 本 発 明 の
意 味 の 範 囲 内 で 、 工 程 （ ｃ ） で 同 定 し た 上 記 ポ リ ペ プ チ ド を 、 病 理 参 照 サ ン プ ル ま た は 病
理 参 照 ラ イ ブ ラ リ ー 中 で 異 な っ て 発 現 さ れ た 上 記 ポ リ ペ プ チ ド と 比 較 す る こ と を 意 味 す る
と 理 解 さ れ る 。 そ こ で 病 理 参 照 サ ン プ ル ま た は 病 理 参 照 ラ イ ブ ラ リ ー 中 で 異 な っ て 発 現 さ
れ た 、 工 程 （ ｃ ） で 同 定 し た 上 記 ポ リ ペ プ チ ド は 一 致 さ れ 、 す な わ ち 上 記 同 一 対 は 、 同 定
お よ び 割 当 さ れ る 。 病 理 参 照 サ ン プ ル ま た は 病 理 参 照 ラ イ ブ ラ リ ー 中 で の 上 記 ポ リ ペ プ チ
ド の デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル 発 現 は 、 本 発 明 に よ る 障 害 を 示 す た め 、 サ ン プ ル 中 の デ ィ フ ァ レ
ン シ ャ ル 発 現 と の こ の よ う な 一 致 は そ こ で 、 患 者 が そ の 障 害 を 患 っ て い る こ と を 示 す 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 サ ン プ ル は 、 好 ま し く は 、 非 侵 襲 性 の 、 ま た は 静 脈 穿 刺 を 含 む 、 先 に 記 載 し た よ う な 好
ま し く は 最 小 限 の 侵 襲 性 方 法 に よ っ て 患 者 か ら 分 離 さ れ る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 方 法 の 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 サ ン プ ル は 、 先 に 更 に 定 義 し た よ う な サ ン プ ル で あ る 。
好 ま し く は 参 照 サ ン プ ル は 、 先 に 定 義 し た よ う な 参 照 サ ン プ ル で あ る 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 診 断 の 方 法 の 別 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 参 照 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 好 ま し く は 肝 臓 組
織 、 肝 臓 細 胞 、 血 液 、 血 清 、 血 漿 、 腹 水 、 乳 房 水 、 脳 脊 髄 液 、 唾 液 、 尿 、 精 液 、 お よ び 糞
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る サ ン プ ル 中 の 、 本 発 明 に よ る 少 な く と も １ つ の ポ リ ペ プ チ ド の
非 罹 患 発 現 に 関 す る ク ロ ー ン ま た は デ ー タ を 含 む 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー ま た は デ ー タ セ ッ ト で
あ る 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 本 発 明 に よ る デ ー タ ベ ー ス の 例 お よ び 本 発 明 に よ っ て 使 用 で き る 更 な る 実 験 参 照 ラ イ ブ
ラ リ ー は 、 上 述 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 診 断 の 方 法 の 別 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 病 理 参 照 サ ン プ ル は 、 先 に 定 義 し た よ う
な 病 理 参 照 サ ン プ ル で あ る 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 診 断 の 方 法 の 別 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 病 理 参 照 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 診 断 中 の 患 者
を 除 い て 、 参 照 サ ン プ ル ま た は 参 照 ラ イ ブ ラ リ ー で の 対 照 発 現 に 対 し て 本 発 明 の 方 法 で 診
断 さ れ る 本 発 明 に よ る 障 害 を 患 う 、 少 な く と も １ 人 の 患 者 か ら 分 離 さ れ た サ ン プ ル 中 の 、
本 発 明 に よ る 少 な く と も １ つ の 上 記 ポ リ ペ プ チ ド の デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル 発 現 に 関 す る デ ー
タ を 含 む デ ー タ ベ ー ス で あ る 。 病 理 参 照 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 診 断 中 の 患 者 を 除 い て 、 参 照 サ
ン プ ル ま た は 参 照 ラ イ ブ ラ リ ー で の 対 照 発 現 に 対 し て 本 発 明 の 方 法 で 診 断 さ れ る 本 発 明 に
よ る 障 害 を 患 う 、 少 な く と も １ 人 の 患 者 か ら 分 離 さ れ た サ ン プ ル 中 で 異 な っ て 発 現 さ れ る
、 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー に も 関 す る 。 適
切 な 病 理 参 照 ラ イ ブ ラ リ ー の 選 択 は 、 当 業 者 に 一 般 に 既 知 で あ る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
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　 好 ま し く は 肝 臓 障 害 は 、 肝 硬 変 、 ア ル コ ー ル 性 肝 臓 疾 患 、 慢 性 肝 炎 、 ウ ィ ル ソ ン 病 、 ヘ
モ ク ロ マ ト ー シ ス 、 肝 細 胞 癌 、 良 性 肝 新 生 物 、 お よ び 限 局 性 結 節 性 過 形 成 か ら な る 群 よ り
選 択 さ れ る 障 害 で あ る 。 特 に 上 皮 癌 は 、 肝 臓 以 外 の い ず れ か の 器 官 の 、 好 ま し く は 肺 、 胃
、 腎 臓 、 結 腸 、 前 立 腺 、 皮 膚 、 お よ び 乳 房 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 器 官 の 腺 癌 で あ る 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 本 発 明 に よ る 診 断 の 方 法 は 、 参 照 サ ン プ ル に 対 す る 、 ま た は 参 照 ラ イ ブ ラ リ ー に 対 す る
、 肝 臓 障 害 お よ び ／ ま た は 上 皮 癌 を 患 う 動 物 お よ び ／ ま た は ヒ ト 患 者 か ら 分 離 し た サ ン プ
ル 中 で 検 出 さ れ た 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド の 本 質 的 に 一 致 し た 発 現 パ タ ー ン に 基 づ い て
、 肝 臓 障 害 お よ び ／ ま た は 上 皮 癌 の 初 期 検 出 、 お よ び ／ ま た は 障 害 の 非 侵 襲 性 診 断 を 可 能
に す る 。 方 法 は 、 追 加 の 利 点 を 有 し 、 肝 臓 障 害 の 異 な る サ ブ タ イ プ 、 例 え ば Ｈ Ｃ Ｃ の サ ブ
タ イ プ な ど を 特 徴 付 け る た め に 、 追 加 の お よ び 新 規 な 診 断 パ ラ メ ー タ も 提 供 す る 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド の 「 本 質 的 に 一 致 し た 発 現 パ タ ー ン 」 と い う 用 語 は 、 比 較 さ
れ た 患 者 ま た は 対 象 者 が 同 じ ま た は 比 較 可 能 な 病 理 状 態 ま た は 健 康 状 態 に そ れ ぞ れ あ る と
い う 条 件 で 、 患 者 間 ま た は 対 象 者 間 で 本 質 的 に 再 現 性 で あ る 発 現 の パ タ ー ン を 指 す 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド 、 そ の 機 能 変 異 体 、 先 に 記 載 し
た ポ リ ペ プ チ ド の １ つ を コ ー ド 化 す る 核 酸 、 先 に 記 載 し た 核 酸 の １ つ の 変 異 体 、 先 に 記 載
し た 核 酸 の １ つ の 非 機 能 的 突 然 変 異 体 で あ る 核 酸 、 先 に 記 載 し た 核 酸 の １ つ に 対 し て 相 補
性 で あ る 配 列 を 有 す る 核 酸 、 先 に 記 載 し た 核 酸 の １ つ を 含 む ベ ク タ ー 、 先 に 記 載 し た 核 酸
の １ つ を 含 む 細 胞 、 先 に 記 載 し た ベ ク タ ー を 含 む 細 胞 、 先 に 記 載 し た ポ リ ペ プ チ ド の １ つ
に 対 し て 作 成 さ れ た 抗 体 ま た は 抗 体 の 断 片 、 先 に 記 載 し た 抗 体 を コ ー ド 化 す る 核 酸 を 含 む
ベ ク タ ー 、 先 に 記 載 し た 抗 体 を コ ー ド 化 す る 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー を 含 む 細 胞 、 お よ び 先 に
記 載 し た 抗 体 断 片 を コ ー ド 化 す る 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー を 含 む 細 胞 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ
る 少 な く と も １ つ の 化 合 物 を 、 適 切 な 添 加 剤 ま た は 助 剤 と 組 合 せ て ま た は 共 に 含 む 医 薬 組
成 物 が 提 供 さ れ る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 医 薬 組 成 物 は 、 本 発 明 に よ る 少 な く と も
１ つ の 細 胞 を 、 適 切 な 添 加 剤 ま た は 助 剤 と 組 合 せ て ま た は 共 に 含 有 す る
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 肝 臓 障 害 お よ び ／ ま た は 他 の 上 皮 癌 の 療 法 の 最 先 端 と 比 較 す る と 、 本 発 明 に よ る 医 薬 組
成 物 は 、 驚 く べ き こ と に 、 改 良 さ れ た 、 持 続 性 の 、 お よ び ／ ま た は よ り 有 効 な 処 置 を 提 供
す る 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 医 薬 組 成 物 は 、 本 発 明 が 意 味 す る と こ ろ で 、 肝 臓 障 害 お よ び ／ ま た は 上 皮 癌 を 防 止 お よ
び ／ ま た は 処 置 す る た め に 使 用 で き る 薬 剤 を 含 む 。 医 薬 組 成 物 は 、 例 え ば 、 細 胞 系 、 好 ま
し く は 真 核 系 に お け る 特 異 的 抗 体 遺 伝 子 断 片 の 発 現 に よ り 生 成 さ れ た 安 定 化 組 換 え 抗 体 を
含 む 。 組 換 え 抗 体 治 療 薬 は 、 例 え ば 罹 患 肝 臓 領 域 へ の 、 ま た は 静 脈 ま た は 動 脈 血 管 系 へ の
、 ま た は 肝 門 脈 系 へ の 注 入 に よ っ て 送 達 さ れ る 。 注 入 は 、 治 療 有 効 性 を 達 成 す る た め に 、
定 期 的 な 間 隔 で 反 復 す る こ と が で き る 。 本 発 明 に よ る 治 療 薬 は 、 有 効 性 を 向 上 さ せ る た め
に 、 他 の 化 学 薬 品 、 抗 体 、 ま た は 他 の い ず れ か の 治 療 処 理 と 組 合 せ て 利 用 す る こ と も で き
る 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ る 障 害 、 例 え ば Ｈ Ｃ Ｃ の 処 置 お よ び ／ ま た は 防 止 の た め の 医 薬 組
成 物 を 製 造 す る 工 程 に も 関 し 、 そ こ で 、 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド 、 そ の 機 能 変 異 体 、 先
に 記 載 し た ポ リ ペ プ チ ド の １ つ を コ ー ド 化 す る 核 酸 、 先 に 記 載 し た 核 酸 の １ つ の 変 異 体 、
先 に 記 載 し た 核 酸 の １ つ の 非 機 能 的 突 然 変 異 体 で あ る 核 酸 、 先 に 記 載 し た 核 酸 の １ つ に 対
し て 相 補 性 で あ る 配 列 を 有 す る 核 酸 、 先 に 記 載 し た 核 酸 の １ つ を 含 む ベ ク タ ー 、 先 に 記 載
し た 核 酸 の １ つ を 含 む 細 胞 、 先 に 記 載 し た ベ ク タ ー を 含 む 細 胞 、 先 に 記 載 し た ポ リ ペ プ チ
ド の １ つ に 対 し て 作 成 さ れ た 抗 体 ま た は 抗 体 の 断 片 、 先 に 記 載 し た 抗 体 の １ つ を コ ー ド 化
す る 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー 、 先 に 記 載 し た 抗 体 の １ つ を コ ー ド 化 す る 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー を
含 む 細 胞 、 お よ び 先 に 記 載 し た 抗 体 断 片 の １ つ を コ ー ド 化 す る 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー を 含 む
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細 胞 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の 化 合 物 が 、 適 切 な 添 加 剤 と 共 に 組 合 さ れ
る か 、 混 合 さ れ る 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 本 発 明 は 、 更 に 、 肝 臓 障 害 お よ び ／ ま た は 上 皮 癌 、 例 え ば Ｈ Ｃ Ｃ の 処 置 お よ び ／ ま た は
防 止 の た め に こ の 工 程 に よ っ て 製 造 さ れ た 医 薬 組 成 物 に 関 し 、 そ の 医 薬 組 成 物 は 、 本 発 明
に よ る ポ リ ペ プ チ ド 、 そ の 機 能 変 異 体 、 先 に 記 載 し た ポ リ ペ プ チ ド の １ つ を コ ー ド 化 す る
核 酸 、 先 に 記 載 し た 核 酸 の １ つ の 変 異 体 、 先 に 記 載 し た 核 酸 の １ つ の 非 機 能 的 突 然 変 異 体
で あ る 核 酸 、 先 に 記 載 し た 核 酸 の １ つ に 対 し て 相 補 性 で あ る 配 列 を 有 す る 核 酸 、 先 に 記 載
し た 核 酸 の １ つ を 含 む ベ ク タ ー 、 先 に 記 載 し た 核 酸 の １ つ を 含 む 細 胞 、 先 に 記 載 し た 核 酸
の １ つ を 含 む 細 胞 、 先 に 記 載 し た ベ ク タ ー を 含 む 細 胞 、 先 に 記 載 し た ポ リ ペ プ チ ド の １ つ
に 対 し て 作 成 さ れ た 抗 体 ま た は 抗 体 の 断 片 、 先 に 記 載 し た 抗 体 の １ つ を コ ー ド 化 す る 核 酸
を 含 む ベ ク タ ー 、 先 に 記 載 し た 抗 体 の １ つ を コ ー ド 化 す る 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー を 含 む 細 胞
、 お よ び 先 に 記 載 し た 抗 体 断 片 の １ つ を コ ー ド 化 す る 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー を 含 む 細 胞 か ら
な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の 化 合 物 を 、 適 当 な ら ば 適 切 な 添 加 剤 お よ び 助 剤 と
共 に 含 有 す る 。 本 発 明 は 、 更 に 、 肝 臓 障 害 、 例 え ば Ｈ Ｃ Ｃ お よ び ／ ま た は 上 皮 癌 の 防 止 お
よ び ／ ま た は 処 置 の た め の 本 医 薬 組 成 物 の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 好 ま し く は 医 薬 組 成 物 は 、 肝 硬 変 、 ア ル コ ー ル 性 肝 臓 疾 患 、 慢 性 肝 炎 、 ウ ィ ル ソ ン 病 、
ヘ モ ク ロ マ ト ー シ ス 、 肝 細 胞 癌 、 良 性 肝 新 生 物 、 お よ び 限 局 性 結 節 性 過 形 成 か ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ る 肝 臓 障 害 の 処 置 に 利 用 さ れ る 。 特 に 医 薬 組 成 物 は 、 肝 臓 以 外 の い ず れ か の 器
官 の 、 好 ま し く は 肺 、 胃 、 腎 臓 、 結 腸 、 前 立 腺 、 皮 膚 、 お よ び 乳 房 か ら な る 群 よ り 選 択 さ
れ る 器 官 の 腺 癌 で あ る 上 皮 癌 の 処 置 に 利 用 さ れ る 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 療 法 は 、 当 業 者 に 一 般 に 既 知 で あ る 従 来 方 法 で 、 例 え ば 本 発 明 に よ る 医 薬 組 成 物 の 経 口
投 与 に よ っ て 、 ま た は 静 脈 注 射 を 介 し て も 実 施 で き る 。 そ れ ゆ え 、 例 え ば 生 理 的 食 塩 水 、
脱 塩 水 、 安 定 剤 、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー な ど の 適 切 な 添 加 剤 ま た は 助 剤 を 含 む 医 薬
組 成 物 を 投 与 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 本 発 明 に よ る 少 な く と も １ つ の ポ リ ペ プ チ ド 、 そ の 機 能 変 異 体 ま た は ポ リ ペ プ チ ド を コ
ー ド 化 す る 核 酸 、 ま た は そ の 変 異 体 を 発 現 す る 細 胞 の 使 用 に 基 づ い た 療 法 は 、 自 己 ま た は
異 種 細 胞 を 使 用 し て 実 施 で き る 。 好 ま し い 細 胞 は 、 肝 臓 細 胞 、 例 え ば 肝 臓 細 胞 、 肝 臓 生 成
幹 ま た は 前 駆 細 胞 の 初 代 培 養 物 、 あ る い は 血 液 細 胞 を 含 む 。 細 胞 は 、 適 切 な 担 体 材 料 を 用
い て 、 組 織 、 好 ま し く は 血 液 に 添 加 ま た は 肝 臓 に 注 入 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 療 法
は 、 好 ま し く は 、 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 お よ び ／ ま た は 放 出 時 に 、 ポ リ ペ プ チ
ド が 、 処 置 を 必 要 と す る 患 者 に お い て 免 疫 反 応 を 刺 激 す る と い う 概 念 に 基 づ く 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 好 ま し く は 、 治 療 ア プ ロ ー チ は 、 本 発 明 に よ る 少 な く と も １ つ の ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 お
よ び ／ ま た は 発 現 お よ び ／ ま た は 本 発 明 に よ る 少 な く と も １ つ の 核 酸 の 機 能 お よ び ／ ま た
は 発 現 を 抑 制 す る こ と に 向 け ら れ て い る 。 発 現 お よ び ／ ま た は 機 能 の こ の よ う な 抑 制 は 、
好 ま し く は 、 標 的 化 さ れ た 核 酸 ／ ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 お よ び ／ ま た は 機 能 を 著 し く 低 下 さ
せ る 。 発 現 お よ び ／ ま た は 機 能 の 抑 制 は 、 好 ま し く は 、 標 的 化 核 酸 ／ ポ リ ペ プ チ ド の 発 現
お よ び ／ ま た は 機 能 を 除 去 す る 。 標 的 化 核 酸 ／ ポ リ ペ プ チ ド 発 現 お よ び ／ ま た は 機 能 の こ
の よ う な 低 下 ま た は 除 去 は 、 当 業 者 に 一 般 に 既 知 で あ る ポ リ ペ プ チ ド ／ 核 酸 の 発 現 お よ び
／ ま た は 機 能 を 判 定 す る 従 来 の ア ッ セ イ を 使 用 し て 決 定 で き る 。 特 に 機 能 を 判 定 す る こ の
よ う な ア ッ セ イ は 、 医 薬 組 成 物 の 投 与 前 お よ び 投 与 後 の 、 標 的 化 核 酸 ／ ポ リ ペ プ チ ド の 生
物 活 性 を 比 較 す る 方 法 を 含 む 。 好 ま し く は 発 現 を 判 定 す る こ の よ う な ア ッ セ イ は 、 医 薬 組
成 物 の 投 与 前 お よ び 投 与 後 の 、 標 的 化 核 酸 ／ ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 の レ ベ ル を 比 較 す る 方 法
を 含 む 。
【 ０ ２ ４ １ 】
　 こ の よ う な 療 法 は 、 好 ま し く は 、 本 発 明 に よ る 核 酸 の １ つ に 対 し て 相 補 性 で あ る 配 列 を
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有 す る 核 酸 、 す な わ ち 転 写 さ れ た 本 発 明 に よ る 核 酸 の 翻 訳 を 低 下 ま た は 停 止 さ せ 、 そ れ に
よ り 標 的 化 核 酸 ／ ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 お よ び ／ ま た は 発 現 を 抑 制 す る ア ン チ セ ン ス 分 子 ま
た は Ｒ Ｎ Ａ 干 渉 分 子 の 使 用 に よ っ て 実 施 さ れ る 。 好 ま し く は 相 補 性 配 列 を 有 す る こ の よ う
な 核 酸 は 、 こ の よ う な 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー ま た は 細 胞 の 形 で 利 用 で き る 。 療 法 は ポ リ ペ プ
チ ド レ ベ ル で 、 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 作 成 さ れ た 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 の 使 用
に よ っ て 特 に 実 施 で き る 。 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 は 、 患 者 に 直 接 投 与 さ れ る か 、 ま た は 、 好
ま し く は 、 抗 体 を コ ー ド 化 す る 核 酸 が 、 好 ま し く は 細 胞 に 含 有 さ れ る ベ ク タ ー に 含 有 さ れ
て い る 。 次 に 細 胞 ま た は ベ ク タ ー は 、 こ の よ う な 治 療 が 必 要 な 患 者 に 投 与 で き る 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 肝 臓 障 害 お よ び ／ ま た は 他 の 上 皮 癌 の 療 法 の 最 先 端 と 比 較 す る と 、 本 発 明 に よ る 処 置 の
方 法 は 、 驚 く べ き こ と に 、 改 良 さ れ た 、 持 続 性 の 、 お よ び ／ ま た は 更 に 有 効 な 処 置 を 提 供
す る 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 本 発 明 は 、 更 に 、 肝 臓 障 害 を 患 う 患 者 を 治 療 す る 方 法 に 関 し 、 こ こ で は 本 発 明 に よ る ポ
リ ペ プ チ ド 、 そ の 機 能 変 異 体 、 先 に 記 載 し た ポ リ ペ プ チ ド の １ つ を コ ー ド 化 す る 核 酸 、 先
に 記 載 し た 核 酸 の １ つ の 変 異 体 、 先 に 記 載 し た 核 酸 の １ つ の 非 機 能 的 突 然 変 異 体 で あ る 核
酸 、 先 に 記 載 し た 核 酸 の １ つ に 対 し て 相 補 性 で あ る 配 列 を 有 す る 核 酸 、 先 に 記 載 し た 核 酸
の １ つ を 含 む ベ ク タ ー 、 先 に 記 載 し た 核 酸 の １ つ を 含 む 細 胞 、 ベ ク タ ー を 含 む 細 胞 、 ポ リ
ペ プ チ ド に 対 し て 作 成 さ れ た 抗 体 、 抗 体 の 断 片 、 抗 体 を コ ー ド 化 す る 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー
、 抗 体 を コ ー ド 化 す る 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー を 含 む 細 胞 、 お よ び 抗 体 断 片 を コ ー ド 化 す る 核
酸 を 含 む ベ ク タ ー を 含 む 細 胞 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の 成 分 が 、 場 合 に
よ り 適 切 な 添 加 剤 お よ び ／ ま た は 助 剤 と 組 合 せ て ま た は 共 に 、 治 療 が 必 要 な 患 者 に 治 療 的
有 効 量 で 投 与 さ れ る 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 好 ま し く は 、 治 療 の 方 法 は 、 肝 硬 変 、 ア ル コ ー ル 性 肝 臓 疾 患 、 慢 性 肝 炎 、 ウ ィ ル ソ ン 病
、 ヘ モ ク ロ マ ト ー シ ス 、 肝 細 胞 癌 、 良 性 肝 新 生 物 、 お よ び 限 局 性 結 節 性 過 形 成 か ら な る 群
よ り 選 択 さ れ る 肝 臓 障 害 を 対 象 と す る 。 特 に 治 療 の 方 法 は 、 肝 臓 以 外 の い ず れ か の 器 官 の
、 好 ま し く は 肺 、 胃 、 腎 臓 、 結 腸 、 前 立 腺 、 皮 膚 、 お よ び 乳 房 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る
器 官 の 腺 癌 で あ る 上 皮 癌 を 対 象 と す る 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 こ の よ う な 化 合 物 ま た は 細 胞 を 投 与 す る 方 法 は 、 先 に 詳 細 に 説 明 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
　 「 治 療 的 有 効 量 」 と い う 用 語 は 、 先 に 定 義 し た よ う な 「 有 効 な 治 療 」 を 生 じ る 化 合 物 の
量 の 患 者 へ の 投 与 を 指 す 。 化 合 物 の 治 療 的 有 効 量 の 判 定 は 、 当 業 者 に 一 般 に 既 知 で あ る 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
　 治 療 の こ の よ う な 方 法 は 、 先 に 記 載 し た よ う に 肝 臓 障 害 お よ び ／ ま た は 上 皮 癌 の 有 効 な
治 療 を 可 能 に す る 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の 機 能 変 異 体 に 対 す
る 、 肝 臓 障 害 お よ び ／ ま た は 上 皮 癌 を 患 う 患 者 の 免 疫 反 応 を 刺 激 す る 方 法 が 提 供 さ れ 、 そ
こ で は 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド 、 そ の 機 能 変 異 体 、 先 に 記 載 し た ポ リ ペ プ チ ド の １ つ を
コ ー ド 化 す る 核 酸 、 先 に 記 載 し た 核 酸 の １ つ の 変 異 体 、 先 に 記 載 し た 核 酸 の １ つ を 含 む ベ
ク タ ー 、 先 に 記 載 し た 核 酸 の １ つ を 含 む 細 胞 、 お よ び 先 に 記 載 し た ベ ク タ ー を 含 む 細 胞 か
ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の 成 分 が こ の よ う な 治 療 が 必 要 な 患 者 に 、 患 者 の
免 疫 反 応 を 刺 激 す る の に 有 効 な 量 で 投 与 さ れ る 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
　 障 害 お よ び ／ ま た は 他 の 上 皮 癌 の 療 法 の 最 先 端 と 比 較 す る と 、 本 発 明 に よ る 免 疫 反 応 を
刺 激 す る 方 法 は 、 驚 く べ き こ と に 、 改 良 さ れ た 、 持 続 性 の 、 お よ び ／ ま た は 更 に 有 効 な 免
疫 化 を 提 供 す る 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
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　 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て 、 患 者 が 、 肝 臓 障 害 お よ び ／ ま た は 上 皮 癌 を 発 現 す る の を 防
止 す る 方 法 が 提 供 さ れ 、 こ こ で は 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド 、 そ の 機 能 変 異 体 、 先 に 記 載
し た ポ リ ペ プ チ ド の １ つ を コ ー ド 化 す る 核 酸 、 先 に 記 載 し た 核 酸 の １ つ の 変 異 体 、 先 に 記
載 し た 核 酸 の １ つ に 対 し て 相 補 性 で あ る 配 列 を 有 す る 核 酸 、 先 に 記 載 し た 核 酸 の １ つ の 非
機 能 的 突 然 変 異 体 で あ る 核 酸 、 先 に 記 載 し た 核 酸 の １ つ を 含 む ベ ク タ ー 、 先 に 記 載 し た 核
酸 の １ つ を 含 む 細 胞 、 お よ び 先 に 記 載 し た ベ ク タ ー を 含 む 細 胞 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る
少 な く と も １ つ の 成 分 が 、 こ の よ う な 防 止 処 置 が 必 要 な 患 者 に 治 療 的 有 効 量 で 投 与 さ れ る
。
【 ０ ２ ５ １ 】
　 肝 臓 障 害 お よ び ／ ま た は 他 の 上 皮 癌 の 療 法 の 最 先 端 と 比 較 す る と 、 本 発 明 に よ る 防 止 の
方 法 は 、 驚 く べ き こ と に 、 改 良 さ れ た 、 持 続 性 の 、 お よ び ／ ま た は 更 に 有 効 な 予 防 措 置 を
提 供 す る 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
　 好 ま し く は 免 疫 反 応 を 防 止 す る 方 法 お よ び ／ ま た は 刺 激 す る 方 法 は 、 肝 硬 変 、 ア ル コ ー
ル 性 肝 臓 疾 患 、 慢 性 肝 炎 、 ウ ィ ル ソ ン 病 、 ヘ モ ク ロ マ ト ー シ ス 、 肝 細 胞 癌 、 良 性 肝 新 生 物
、 お よ び 限 局 性 結 節 性 過 形 成 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 肝 臓 障 害 を 対 象 と す る 。 特 に 好 ま
し く は 、 免 疫 反 応 を 防 止 す る 方 法 お よ び ／ ま た は 刺 激 す る 方 法 は 、 肝 臓 以 外 の い ず れ か の
器 官 の 、 好 ま し く は 肺 、 胃 、 腎 臓 、 結 腸 、 前 立 腺 、 皮 膚 、 お よ び 乳 房 か ら な る 群 よ り 選 択
さ れ る 器 官 の 腺 癌 で あ る 上 皮 癌 を 対 象 と す る 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 更 な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 少 な く と も １ つ の 薬 理 学 的 活 性 化 合 物 を 同 定 す る 方 法
で あ っ て 、 以 下 の 工 程 ：
　 （ ａ ） 配 列 番 号 １ ～ ９ お よ び ／ ま た は 配 列 番 号 ４ ７ に よ る 少 な く と も １ つ の ポ リ ペ プ チ
ド 、 ま た は そ の 機 能 変 異 体 を 提 供 す る 工 程 と ；
　 （ ｂ ） 上 記 ポ リ ペ プ チ ド に 、 薬 理 学 的 活 性 化 合 物 で あ る こ と が 疑 わ れ る 化 合 物 を 接 触 さ
せ る 工 程 と ；
　 （ ｃ ） 工 程 （ ａ ） の 上 記 ポ リ ペ プ チ ド と 薬 理 学 的 活 性 で あ る こ と が 疑 わ れ る 上 記 化 合 物
と の 相 互 作 用 を ア ッ セ イ す る 工 程 と ；
　 （ ｄ ） 工 程 （ ａ ） の 上 記 ポ リ ペ プ チ ド と 直 接 ま た は 間 接 的 に 相 互 作 用 す る 、 薬 理 学 的 活
性 で あ る こ と が 疑 わ れ る 上 記 化 合 物 を 同 定 す る 工 程 と ；
を 含 む 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
　 好 ま し く は 、 上 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 カ ラ ム に 付 着 さ れ た 上 記 ポ リ ペ プ チ ド 、 ア レ イ に 付
着 さ れ た 上 記 ポ リ ペ プ チ ド 、 電 気 泳 動 ゲ ル に 含 有 さ れ た 上 記 ポ リ ペ プ チ ド 、 膜 に 付 着 さ れ
た 上 記 ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び 細 胞 に よ っ て 発 現 さ れ た 上 記 ポ リ ペ プ チ ド か ら な る 群 よ り 選
択 さ れ る 形 で 提 供 さ れ る 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
　 薬 理 学 的 活 性 が 疑 わ れ る 化 合 物 と 工 程 （ ａ ） の 上 記 ポ リ ペ プ チ ド の 組 換 え 融 合 タ ン パ ク
質 と の 相 互 作 用 が 検 出 さ れ る 、 酵 素 お よ び 蛍 光 ベ ー ス 細 胞 レ ポ ー タ ー ア ッ セ イ の 群 よ り 選
択 さ れ る 方 法 に よ っ て 、 相 互 作 用 を ア ッ セ イ す る こ と が 好 ま し い 。 相 互 作 用 は 、 好 ま し く
は 、 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 、 お よ び 質 量 分 析 法 に よ っ て も ア ッ セ イ で き る 。 好 ま
し く は 直 接 ま た は 間 接 相 互 作 用 は 、 上 記 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 の 誘 発 、 上 記 ポ リ ペ プ チ ド の
発 現 の 抑 制 、 上 記 ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 の 活 性 化 、 上 記 ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 の 抑 制 か ら な る
群 よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
　 「 薬 理 学 的 活 性 物 質 」 と い う 用 語 は 、 本 発 明 が 意 味 す る と こ ろ で 、 適 切 な 条 件 下 で 配 列
番 号 １ ～ ９ お よ び ／ ま た は 配 列 番 号 ４ ７ に よ る ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の 機 能 変 異 体 （ 配
列 番 号 １ ０ ～ １ ９ に よ っ て コ ー ド 化 ） と 、 適 当 な 場 合 は 適 切 な 添 加 剤 お よ び ／ ま た は 助 剤
と 共 に 相 互 作 用 す る こ と が 可 能 で あ る 、 こ れ ら の 分 子 、 化 合 物 お よ び ／ ま た は 組 成 物 お よ
び 物 質 混 合 物 す べ て を 意 味 す る と 理 解 さ れ る 。 考 え ら れ る 薬 理 学 的 活 性 物 質 は 、 簡 単 な 化
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学 （ 有 機 ま た は 無 機 ） 分 子 ま た は 化 合 物 で あ る が 、 ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 複 合
体 を 含 む こ と も で き る 。 薬 理 学 的 活 性 物 質 の 例 は 、 そ の 薬 理 学 的 活 性 に つ い て 分 析 さ れ て
い る 化 合 物 の ラ イ ブ ラ リ ー か ら 由 来 す る 有 機 分 子 で あ る 。 そ の 相 互 作 用 に よ っ て 、 薬 理 学
的 活 性 物 質 は 、 イ ン ビ ボ ま た は イ ン ビ ト ロ で ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 お よ び ／ ま た は 機 能 に 影
響 を 及 ぼ す か 、 ま た は 代 わ り に 先 に 記 載 し た ポ リ ペ プ チ ド に 単 に 結 合 す る か 、 ま た は そ れ
ら と の 共 有 的 ま た は 非 共 有 的 な 方 法 の 他 の 相 互 作 用 の 一 部 に な る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
　 本 発 明 に よ っ て 使 用 で き る 適 切 な 試 験 シ ス テ ム は 、 二 重 ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム と の 相 互
作 用 を 同 定 す る こ と に 基 づ い て い る （ Fields and Stemglanz, 1994, Trends in Genetics
, 10, 286-292; Colas and Brent, 1998 TIBTECH, 16, 355-363） 。 こ の 試 験 シ ス テ ム に
お い て 、 細 胞 は 、 少 な く と も １ つ の 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド お よ び Ｇ ａ ｌ ４ ま た は Ｌ ｅ
ｘ Ａ な ど の 転 写 因 子 の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン か ら な る 融 合 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 発 現 ベ ク タ
ー に よ っ て 形 質 転 換 さ れ る 。 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 は 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 も 含 有 し 、 そ の プ
ロ モ ー タ ー は 、 対 応 す る Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン へ の 結 合 部 位 を 含 有 す る 。 既 知 ま た は 未 知 の
ポ リ ペ プ チ ド お よ び 例 え ば Ｇ ａ ｌ ４ ま た は 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス Ｖ Ｐ １ ６ か ら の 活 性 化 ド
メ イ ン か ら な る 第 二 の 融 合 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 、 更 な る 発 現 ベ ク タ ー を 形 質 転 換 す る こ
と に よ っ て 、 第 二 の 融 合 タ ン パ ク 質 が 調 査 し た 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る
な ら ば 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 を 大 幅 に 増 加 さ せ る こ と が で き る 。 発 現 の こ の 増 加 は 、
第 二 の 融 合 タ ン パ ク 質 を 作 成 す る 目 的 で 、 例 え ば 肝 臓 組 織 、 ま た は 罹 患 肝 臓 組 織 か ら ｃ Ｄ
Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 作 成 す る こ と に よ っ て 、 新 し い 相 互 作 用 パ ー ト ナ ー を 同 定 す る た め に
使 用 で き る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 相 互 作 用 パ ー ト ナ ー は 、 配 列 番 号 １ ～ ９ お よ び
／ ま た は 配 列 番 号 ４ ７ （ 配 列 番 号 １ ０ ～ １ ９ に よ っ て コ ー ド 化 ） に よ る ポ リ ペ プ チ ド ま た
は そ の 機 能 変 異 体 の イ ン ヒ ビ タ ー で あ る 。 こ の 試 験 シ ス テ ム は 、 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ
ド と 相 互 作 用 パ ー ト ナ ー と の 間 の 相 互 作 用 を 抑 制 す る 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に も
使 用 で き る 。 こ の よ う な 物 質 は 、 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド の 融 合 タ ン パ ク 質 お よ び 相 互
作 用 パ ー ト ナ ー を 発 現 さ せ る 細 胞 に お い て 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 を 減 少 さ せ る （ Vida
l and Endoh, 1999, Trends in Biotechnology, 17: 374-81） 。 こ の よ う に し て 、 肝 臓 障
害 お よ び ／ ま た は 上 皮 癌 の 療 法 お よ び ／ ま た は 防 止 に 利 用 で き る 、 新 規 な 活 性 化 合 物 を 迅
速 に 同 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
　 タ ン パ ク 質 の 発 現 に 影 響 を 及 ぼ す 薬 理 学 的 活 性 物 質 を 同 定 す る ア ッ セ イ は 、 当 業 者 に 周
知 で あ る （ 例 え ば Sivarajaら , 2001， 米 国 特 許 第 ６ ， １ ８ ３ ， ９ ５ ６ を 参 照 ） 。 そ れ ゆ え
配 列 番 号 ２ に よ る ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 機 能 変 異 体 を 発 現 す る 細 胞 は 、 遺 伝 子 発 現 を イ
ン ビ ト ロ で 分 析 す る た め の 試 験 シ ス テ ム と し て 培 養 可 能 で あ り 、 肝 臓 細 胞 が 優 先 さ れ る 。
遺 伝 子 発 現 は 、 当 業 者 に 一 般 に 既 知 の 方 法 を 用 い て 、 例 え ば ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は タ ン パ ク 質 の
レ ベ ル で 分 析 さ れ る 。 こ の 文 脈 で は 、 １ つ 以 上 の 推 定 上 の 薬 理 学 的 活 性 物 質 を 細 胞 培 養 物
に 添 加 し た 後 に 存 在 す る 配 列 番 号 １ ～ ９ お よ び ／ ま た は 配 列 番 号 ４ ７ （ 配 列 番 号 １ ０ ～ １
９ に よ っ て コ ー ド 化 ） に よ る ポ リ ペ プ チ ド ま た は ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 量 を 測 定 し 、 対 照 培 養 物 中 の
対 応 す る 量 と 比 較 す る 。 こ れ は 、 例 え ば 、 細 胞 の 溶 解 物 中 に 存 在 す る ポ リ ペ プ チ ド を 検 出
す る た め に 使 用 で き る 、 配 列 番 号 １ ～ ９ お よ び ／ ま た は 配 列 番 号 ４ ７ （ 配 列 番 号 １ ０ ～ １
９ に よ っ て コ ー ド 化 ） に よ る ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の 機 能 変 異 体 に 対 し て 特 異 的 に 作 成
さ れ た 抗 体 を 用 い て 実 施 さ れ る 。 発 現 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 量 は 、 例 え ば Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ま た
は ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 使 用 し て 、 当 業 者 に 一 般 に 既 知 で あ る 方 法 に よ っ て 定 量 で き る 。
こ の 文 脈 で 、 分 析 を 高 ス ル ー プ ッ ト 方 法 と し て 実 施 し 、 非 常 に 多 数 の 物 質 を 、 配 列 番 号 １
～ ９ お よ び ／ ま た は 配 列 番 号 ４ ７ （ 配 列 番 号 １ ０ ～ １ ９ に よ っ て コ ー ド 化 ） に よ る ポ リ ペ
プ チ ド の 発 現 の モ ジ ュ レ ー タ ー と し て の 適 合 性 に つ い て 分 析 す る こ と が で き る （ Sivaraja
ら , 2001， 米 国 特 許 第 ６ ， １ ８ ３ ， ９ ５ ６ 号 ） 。 こ の 文 脈 で 、 分 析 さ れ る 物 質 は 、 し ば し
ば 非 常 に 異 質 で あ る 、 数 千 個 の 物 質 を 含 有 可 能 な 物 質 ラ イ ブ ラ リ ー （ 例 え ば ド イ ツ 特 許 第
１ ９ ８ １ ６ ４ １ ４ 号 、 ド イ ツ 特 許 第 １ ９ ６ １ ９ ３ ７ ３ 号 ） か ら 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
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　 本 発 明 は こ こ で 、 図 お よ び 実 施 例 を 用 い て 以 下 で 更 に 説 明 し 、 本 発 明 を 本 明 細 書 に 制 限
す る こ と な く 、 本 発 明 の 実 施 態 様 お よ び 特 徴 を 示 す 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ２ ６ ０ 】
　 Ｈ Ｃ Ｃ サ ブ ト ラ ク ト ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の 作 成
　 Ｒ Ｎ Ａ は 、 病 理 学 者 が 確 認 し た Ｈ Ｃ Ｃ 腫 瘍 サ ン プ ル ３ 個 お よ び 病 理 学 者 が 確 認 し た 非 罹
患 ヒ ト 肝 臓 サ ン プ ル ３ 個 か ら 、 標 準 方 法 に し た が っ て Ｔ Ｒ Ｉ Ｚ Ｏ Ｌ 試 薬 （ Invitrogen） を
用 い て 分 離 し た （ Chomczynski & Sacchi, 1987, Anal.Biochem.162: 156-159） 。 ｃ Ｄ Ｎ
Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の 作 成 に 使 用 す る 組 織 は 、 商 業 研 究 を 含 め て 、 こ の 物 質 の 研 究 目 的 へ の 利
用 に 関 し て 明 確 な イ ン フ ォ ー ム ド コ ン セ ン ト を 与 え た 患 者 か ら の も の で あ る 。 ｍ Ｒ Ｎ Ａ は
、 Clontech Laboratoriesに よ る 「 Ｐ Ｃ Ｒ 選 択 ｃ Ｄ Ｎ Ａ サ ブ ト ラ ク シ ョ ン キ ッ ト 」 で 与 え
ら れ た 説 明 書 に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 逆 転 写 酵 素 お よ び Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い て 二
本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 変 換 し た 。 Ｈ Ｃ Ｃ に お い て 特 異 的 に 増 加 お よ び 減 少 し た ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 濃 縮 す
る た め に 、 参 照 肝 臓 プ ー ル お よ び Ｈ Ｃ Ｃ で 共 通 し て 同 様 の レ ベ ル で 発 現 し た ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 、
こ の キ ッ ト で 与 え ら れ た 説 明 書 に し た が っ て 、 そ し て Diatchenkoら （ 1996, Proc.Natl.Ac
ad.Sci.USA 93: 6025-6030） に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 サ ブ ス ト ラ ク テ ィ ブ ・ サ プ レ ッ シ
ブ ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン （ Ｓ Ｓ Ｈ ） に よ っ て 除 去 し た 。 Ｓ Ｓ Ｈ 工 程 は 、 生 じ た ｃ Ｄ Ｎ
Ａ 分 子 が Ｈ Ｃ Ｃ で ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト お よ び ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト の 両 方 を さ れ た 核 酸 配 列
を 示 す が 、 異 な っ て 発 現 さ れ た 核 酸 配 列 を 示 さ な い よ う に 、 両 方 の 方 向 で 実 施 し た （ Ｈ Ｃ
Ｃ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ か ら 非 罹 患 肝 臓 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を サ ブ ト ラ ク ト し 、 非 罹 患 肝 臓 ｃ Ｄ Ｎ Ａ か ら Ｈ Ｃ Ｃ
　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を サ ブ ト ラ ク ト す る ） 。 加 え て 、 Ｈ Ｃ Ｃ 組 織 に お い て 珍 し い ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 を
よ り よ く 示 す た め に 、 正 規 化 さ れ た が サ ブ ト ラ ク ト さ れ て い な い Ｈ Ｃ Ｃ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ
ラ リ ー を 作 成 し た 。 こ れ ら の ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 別 個 に ｐ Ｃ Ｒ Ｉ Ｉ ベ ク タ ー （ Invitrogen） 内 に 、
こ の プ ラ ス ミ ド 内 へ の 連 結 と 、 そ れ に 続 く Ｅ ． ｃ ｏ ｌ ｉ 　 Ｘ Ｌ － １ － Ｂ ｌ ｕ ｅ 電 気 穿 孔 コ
ン ピ テ ン ト 細 胞 （ Stratagene） 内 へ の 電 気 泳 動 形 質 転 換 に よ っ て ク ロ ー ニ ン グ し た 。 ク ロ
ー ニ ン グ は 、 ベ ク タ ー お よ び コ ン ピ テ ン ト 細 胞 の 供 給 者 が 説 明 す る よ う に 実 施 し た 。 ク ロ
ー ニ ン グ 済 み の 異 な っ て 発 現 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 選 択 （ ア ン ピ シ リ ン ） 培 地 に プ レ ー テ ィ ン
グ し 、 個 々 の ク ロ ー ン を 分 離 し た 。 各 Ｓ Ｓ Ｈ ラ イ ブ ラ リ ー か ら は ク ロ ー ン ９ ６ ０ 個 を 分 離
し 、 正 規 化 Ｈ Ｃ Ｃ ラ イ ブ ラ リ ー か ら は ク ロ ー ン ５ ７ ６ 個 を 分 離 し 、 培 養 物 は ９ ６ ウ ェ ル マ
イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト で 確 立 し た 。 こ れ ら の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン は 共 に 、 ヒ ト Ｈ Ｃ Ｃ 組 織
に 特 異 的 な ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 の 独 自 の 表 現 を 与 え る 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ２ ６ １ 】
　 Ｈ Ｃ Ｃ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ の 作 成 お よ び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
　 先 に 記 載 の Ｓ Ｓ Ｈ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー ク ロ ー ン の 培 養 物 １ mlを 増 幅 し 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ イ
ン サ ー ト を 、 Ｄ Ｎ Ａ イ ン サ ー ト に 隣 接 す る ベ ク タ ー 配 列 に 特 異 的 な プ ラ イ マ ー を 用 い て 、
Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 増 幅 し た 。 Ｍ １ ３ フ ォ ワ ー ド （ ５ ’ － Ｇ Ｔ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｃ Ｇ Ａ Ｃ Ｇ Ｇ Ｃ Ｃ Ａ Ｇ
－ ３ ’ ； 配 列 番 号 ２ ０ ） お よ び Ｍ １ ３ リ バ ー ス プ ラ イ マ ー （ ５ ’ － Ｃ Ａ Ｇ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ｃ Ａ Ｇ
Ｃ Ｔ Ａ Ｔ Ｇ Ａ Ｃ － ３ ’ ； 配 列 番 号 ２ １ ） を ク ロ ー ン イ ン サ ー ト の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に 利 用 し た 。
細 菌 培 養 物 ５ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル を ９ ５ ℃ で １ ０ 分 間 に 渡 っ て 熱 変 性 さ せ て 、 細 片 を 遠 心
分 離 に よ っ て 除 去 し 、 上 澄 ２ μ lを 標 準 Ｐ Ｃ Ｒ ［ １ Ｘ 　 Ａ ｍ ｐ ｌ ｉ ｔ ａ ｑ 　 Ｐ Ｃ Ｒ 緩 衝 液
、 ２ ． ５ mM　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 ３ ７ ． ５ nM　 各 プ ラ イ マ ー 、 ０ ． ５ mM　 ｄ Ａ Ｔ Ｐ 、 ｄ Ｃ Ｔ Ｐ 、
ｄ Ｇ Ｔ Ｐ お よ び ｄ Ｔ Ｔ Ｐ の そ れ ぞ れ お よ び １ ． ５ 単 位 　 Ａ ｍ ｐ ｌ ｉ ｔ ａ ｑ 　 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ
ラ ー ゼ （ Applied Biosystems） ］ に 含 め た 。 反 応 条 件 は 、 ９ ５ ℃ に て ５ 分 間 で 、 続 い て ９
４ ℃ に て ３ ０ 秒 間 、 ６ ０ ℃ に て ３ ０ 秒 間 、 ７ ２ ℃ に て ６ ０ 秒 間 を ３ ５ サ イ ク ル ； 次 に 続 い
て ７ ２ ℃ に て ７ 分 間 で あ り 、 そ し て 次 に ４ ℃ に 冷 却 し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ イ ン サ ー ト の 増 幅 は 、
０ ． ４ μ g/ml　 臭 化 エ チ ジ ウ ム を 含 む １ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル で の Ｐ Ｃ Ｒ ５ ％ の 電 気 泳 動 お よ
び １ Ｘ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ ア セ テ ー ト Ｅ Ｄ Ｔ Ａ （ Ｔ Ａ Ｅ ； ４ ０ mM　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － ア セ テ ー ト 、 １ mM　
Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ ） 緩 衝 液 中 で の 泳 動 に よ っ て 確 認 し た 。 Ｓ Ｓ Ｈ ク ロ ー ン 増 幅 イ ン サ
ー ト 配 列 は そ れ ぞ れ 、 Genetic Microsystems 417cDNAア レ イ ヤ ー ロ ボ ッ ト を 使 用 し て 、 シ
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ア リ ル 化 顕 微 鏡 ス ラ イ ド ガ ラ ス （ Ｇ Ａ Ｐ Ｓ 　 Ｃ ｏ ｒ ｎ ｉ ng） に 付 着 さ せ 、 カ ス タ ム Ｈ Ｃ Ｃ
ｃ Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ を 作 成 し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ イ ン サ ー ト を ス ラ イ ド に ス ポ ッ ト す る プ ロ
ト コ ル は 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 緩 衝 液 の 精 製 お よ び 調 整 な し で Ｐ Ｃ Ｒ マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト か ら
直 接 ス ポ ッ ト す る こ と を 除 い て 、 Ｈ ｅ ｄ ｇ ｅ ら が 発 表 し た プ ロ ト コ ル （ 2000, Biotechniq
ues 29: 548-560） に 従 っ た 。 Ｓ Ｓ Ｈ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン イ ン サ ー ト に 加 え て 、 多 数 の 対
照 Ｄ Ｎ Ａ を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 の 対 照 と し て マ イ ク ロ ア レ イ に ス ポ ッ ト し た 。 更
に 、 癌 に 関 与 す る こ と が 以 前 報 告 さ れ た 遺 伝 子 に 対 応 す る 公 式 に 入 手 で き る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ
ー ン 約 ２ ０ ０ ０ 個 を German Genome Research Center(RZPD)か ら 購 入 し 、 膨 張 、 増 幅 さ せ
て 、 先 に 記 載 し た よ う に こ れ ら の マ イ ク ロ ア レ イ に ス ポ ッ ト し た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン プ ロ ー ブ の 作 成 で は 、 更 な る ビ 病 態 が 確 認 さ れ た 肝 臓 障 害 か ら の 、 お よ び 同 じ 量 の プ ー
ル さ れ た 罹 患 肝 臓 Ｒ Ｎ Ａ か ら の Ｒ Ｎ Ａ 　 ２ ０ マ イ ク ロ グ ラ ム を 、 標 準 方 法 （ Hedgeら , 200
0, Biotechniques 29: 548-560） に よ り 、 逆 転 写 酵 素 を 用 い て 、 ｃ ｙ ５ － 蛍 光 標 識 お よ び
ｃ ｙ ３ － 蛍 光 標 識 ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ ｃ ｙ ５ － Ｃ Ｔ Ｐ お よ び ｃ ｙ ３ － Ｃ Ｔ Ｐ 、 Pharmacia） に そ れ
ぞ れ 変 換 し た 。 こ の プ ロ ト コ ル を 使 用 し て 、 こ れ ら の 標 識 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を Ｈ Ｃ Ｃ マ イ ク ロ ア レ
イ に 競 合 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 。 ５ Ｘ 　 Ｓ Ｃ Ｃ （ ０ ． ７ ５ Ｍ 　 ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ７ ５ mM
　 ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ｐ Ｈ ７ ． ０ ） ； ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ （ ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム ） お よ
び １ ％ Ｂ Ｓ Ａ （ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン ） 中 で の ４ ２ ℃ に お け る ４ ５ 分 間 の プ レ ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン の 後 、 ５ ０ ％ ホ ル ム ア ミ ド 、 ５ Ｘ Ｓ Ｓ Ｃ 、 お よ び ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ を 含 む 緩 衝 液
中 で ４ ２ ℃ に て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 一 晩 実 施 し た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た ス ラ イ ド は
、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 （ １ Ｘ 　 Ｓ Ｓ Ｃ 、 ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 中 で 、 ４ ２ ℃ に て ２ 分 間 を そ
れ ぞ れ ２ 回 ； ０ ． １ Ｘ 　 Ｓ Ｓ Ｃ 、 ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 中 で 、 室 温 に て ４ 分 間 を そ れ ぞ れ ２ 回 ；
０ ． ０ ５ Ｘ 　 Ｓ Ｓ Ｃ 中 で 室 温 に て ２ 分 間 を そ れ ぞ れ ２ 回 ） で 洗 浄 し 、 乾 燥 さ せ 、 製 造 者 の
勧 告 に し た が っ て Genetic Microsystems ４ １ ８ ｃ Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ ス キ ャ ナ お よ び
付 属 の Ｉ ｍ ａ ｇ ｅ ｎ ｅ 　 ４ ． １ 画 像 分 析 ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 分 析 し た 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ２ ６ ２ 】
　 本 発 明 に よ る 核 酸 お よ び ポ リ ペ プ チ ド の デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル 発 現 の 独 立 し た 検 証
Ｒ Ｎ Ａ は 、 先 に 詳 細 に 述 べ た よ う に ヒ ト 患 者 サ ン プ ル か ら 分 離 し た 。 こ の 分 析 の Ｈ Ｃ Ｃ サ
ン プ ル は 、 Ｈ Ｃ Ｃ 　 Ｓ Ｓ Ｈ ラ イ ブ ラ リ ー の 作 成 に 、 ま た は ｃ Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ チ ッ プ
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 利 用 し た の と 同 じ 患 者 か ら の も の で は な い （ 上 の 実 施 例 、 表 ３
Ａ ／ ３ Ｂ 、 ４ お よ び 図 １ ） 。 非 罹 患 肝 臓 組 織 で の 、 本 発 明 に よ る 核 酸 の 発 現 を 評 価 す る た
め に 、 Ｈ Ｃ Ｃ サ ン プ ル に 加 え て 、 独 立 し た 非 罹 患 肝 臓 サ ン プ ル か ら Ｒ Ｎ Ａ を 作 成 し た 。 更
に 、 他 の 正 常 ヒ ト 組 織 お よ び 他 の ヒ ト 癌 で の 本 発 明 に よ る 核 酸 の 発 現 を 評 価 す る た め に 、
追 加 の 非 罹 患 お よ び 癌 組 織 か ら Ｒ Ｎ Ａ を 作 成 し た 。 Ｒ Ｎ Ａ 　 １ μ gを 、 Superscript逆 転 写
酵 素 （ Invitrogen） を 用 い て 、 ｄ Ａ Ｔ Ｐ 、 ｄ Ｃ Ｔ Ｐ 、 ｄ Ｇ Ｔ Ｐ 、 お よ び ｄ Ｔ Ｔ Ｐ （ そ れ ぞ
れ ０ ． ４ mM） 、 ７ ． ５ nM　 ラ ン ダ ム ６ － ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー （ ヘ キ サ マ ー ） 、 １ ０ mM
　 ジ チ オ ス レ イ ト ー ル 、 お よ び Ｒ Ｎ Ａ ｓ ｅ イ ン ヒ ビ タ ー １ 単 位 の 中 で 当 業 界 で 既 知 の 標 準
手 順 を 用 い て 、 一 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 変 換 し た （ Sambrookら , Molecular Cloning, 2n d ed., 1
989, Cold Spring Harbor Press, NY, USA, 5.52～ 5.55頁 ） 。 そ し て 本 発 明 に よ る 核 酸 の
存 在 ま た は 非 存 在 は 、 Ｐ Ｃ Ｒ 実 験 に お い て 、 本 発 明 に よ る 各 核 酸 に 特 異 的 な プ ラ イ マ ー 対
を 用 い た ｃ Ｄ Ｎ Ａ か ら の こ れ ら の 配 列 の 増 幅 に よ り 判 定 し た 。 こ の 分 析 に 使 用 し た プ ラ イ
マ ー を 以 下 の 表 ９ に 与 え る 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
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【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ６ ４ 】
　 こ れ ら の プ ラ イ マ ー は 、 本 発 明 に よ る 障 害 の 診 断 に も 利 用 で き る が 、 当 業 者 は 、 所 与 の
本 発 明 に よ る 核 酸 に 特 異 的 な 他 の プ ラ イ マ ー を 設 計 し て も よ い 。 Ｐ Ｃ Ｒ は 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 　 ０
． ５ ％ 、 １ Ｘ 　 Ａ ｍ ｐ ｌ ｉ ｔ ａ ｑ 　 Ｐ Ｃ Ｒ 緩 衝 液 、 ２ ． ５ mM　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 ３ ７ ． ５ nM　
各 プ ラ イ マ ー 、 ０ ． ５ mM　 ｄ Ａ Ｔ Ｐ 、 ｄ Ｃ Ｔ Ｐ 、 ｄ Ｇ Ｔ Ｐ 、 お よ び ｄ Ｔ Ｔ Ｐ の そ れ ぞ れ お
よ び １ ． ５ 単 位 　 Ａ ｍ ｐ ｌ ｉ ｔ ａ ｑ 　 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ （ Applied Biosystems） を 含 ん
で い た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 条 件 は 、 各 プ ラ イ マ ー 対 に つ い て 必 要 に 応 じ て 最 適 化 し て 、 通 例 ： ９ ４ ℃
で ３ 分 間 、 続 い て ９ ４ ℃ で １ ５ 秒 間 、 ６ ０ ℃ で ３ ０ 秒 間 、 ７ ２ ℃ で ６ ０ 秒 間 を ３ ０ サ イ ク
ル で 、 次 に ４ ℃ に 冷 却 し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ イ ン サ ー ト の 増 幅 は 、 ０ ． ５ μ g/ml臭 化 エ チ ジ ウ ム
を 含 む １ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル で の Ｐ Ｃ Ｒ ５ ～ １ ０ ％ の 電 気 泳 動 お よ び １ Ｘ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ ア セ テ
ー ト Ｅ Ｄ Ｔ Ａ （ Ｔ Ａ Ｅ ） 緩 衝 液 中 で の 泳 動 に よ っ て 確 認 し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 合 成 前 の サ ン プ ル
の Ｒ Ｎ Ａ ｓ ｅ 処 置 を 含 む Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ の 標 準 対 照 お よ び 逆 転 写 酵 素 の 省 略 は 、 こ れ ら の 反
応 の 特 異 性 を 決 ま っ て 証 明 し た 。 反 応 は 、 正 し い 分 子 サ イ ズ の 別 個 の バ ン ド が ゲ ル に 認 め
ら れ た か ど う か に 基 づ い て 、 発 現 （ ＋ ） ま た は 発 現 の 非 存 在 （ － ） に つ い て 評 価 し た 。 こ
れ ら の 条 件 下 で の 非 常 に 微 弱 な 、 ま た は 不 明 瞭 な バ ン ド は 、 （ ＋ ／ － ） で 評 価 し た 。 Ｈ Ｃ
Ｃ お よ び 非 罹 患 肝 臓 で の こ れ ら の 検 証 研 究 の 概 要 を 表 ６ に 与 え る 。 独 立 し た Ｈ Ｃ Ｃ お よ び
非 罹 患 肝 臓 サ ン プ ル の こ れ ら の 分 析 を 示 す デ ー タ を 図 ３ に 与 え る 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
　 定 量 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ （ Ｑ － Ｐ Ｃ Ｒ ） は 、 非 罹 患 肝 臓 に 対 す る 、 肝 臓 癌 お よ び 他 の 肝 臓 障 害
で の 本 発 明 に よ る 配 列 の 過 剰 発 現 も 検 証 し た 。 こ れ ら の 研 究 で は 、 実 施 例 ５ で 詳 細 に 説 明
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し 、 図 ２ お よ び ６ に 示 し た 、 Ｔ ａ ｑ Ｍ ａ ｎ 加 水 分 解 プ ラ イ マ ー 方 法 お よ び Ｓ Ｙ Ｂ Ｒ グ リ ー
ン イ ン タ カ レ ー ト 染 料 方 法 を 利 用 し た 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
　 本 発 明 に よ る 核 酸 の デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル 発 現 の 追 加 の 独 立 し た 検 証 を 図 ４ に 示 す 。 こ の
場 合 、 ２ つ の Ｈ Ｃ Ｃ サ ン プ ル か ら 、 お よ び 非 罹 患 肝 臓 か ら の Ｒ Ｎ Ａ 　 １ ５ μ gに 、 ２ ． ２
Ｍ 　 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド お よ び １ Ｘ 　 Ｍ Ｏ Ｐ Ｓ 緩 衝 液 （ １ ０ mM　 ４ － モ ル ホ リ ン プ ロ パ ン ス
ル ホ ン 酸 、 １ mM　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ５ mM　 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ｐ Ｈ ７ ． ０ ） を 含 む １ ％ ア ガ ロ ー ス
ゲ ル で の 変 性 電 気 泳 動 分 離 を 受 け さ せ 、 １ Ｘ 　 Ｍ Ｏ Ｐ Ｓ 緩 衝 液 中 で 泳 動 さ せ た 。 サ イ ズ 分
画 変 性 Ｒ Ｎ Ａ を 、 す べ て 当 業 者 に 周 知 の 手 順 に し た が っ て 、 Ｒ Ｎ Ａ （ ノ ー ザ ン ） ブ ロ ッ ト
技 法 を 用 い て ナ イ ロ ン 膜 （ Gene Screen、 New England Nuclear） に 移 し て 、 Ｕ Ｖ 光 を 用 い
て 膜 に 架 橋 し た （ Sambrookら , Molecular Cloning, 2nd ed., 1989, Cold Spring Harbor
 Press, NY, Press, NY, USA, 7.39～ 7.52頁 ） 。 Ｏ Ｂ ｃ ｌ ｌ お よ び Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ （ 配 列 番 号
１ ０ お よ び １ １ ） の Ｓ Ｓ Ｈ ク ロ ー ン か ら の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン イ ン サ ー ト は 、 前 の 実 施 例 に
記 載 し た よ う に Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に よ っ て 分 離 し た 。 こ れ ら の 配 列 に 対 応 す る 一 本 鎖 放 射 性 標 識
Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ は 、 こ の テ ン プ レ ー ト か ら 、 Ｓ Ｐ ６ お よ び Ｔ ７ 　 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を 用
い て 、 １ Ｘ 標 識 緩 衝 液 （ ０ ． ５ mM　 Ａ Ｔ Ｐ 、 Ｃ Ｔ Ｐ 、 Ｇ Ｔ Ｐ 、 １ ０ mM　 ジ チ オ ス レ イ ト ー
ル 、 お よ び 適 切 な Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ ２ ０ 単 位 ） 中 、 α ３ ２ Ｐ － Ｕ Ｔ Ｐ の 存 在 下 で 、 ３ ７
℃ に て ３ ５ 分 間 に 渡 っ て 合 成 し た 。 生 じ た ア ン チ セ ン ス プ ロ ー ブ は 、 対 応 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ 配
列 に 対 し て 相 補 性 で あ り 、 そ れ ゆ え ノ ザ ン ブ ロ ッ ト で ｍ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ
イ ズ す る こ と が 予 想 さ れ る 。 反 対 に セ ン ス プ ロ ー ブ 配 列 は 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の そ れ と 一 致 し 、 そ
れ に よ り ｍ Ｒ Ｎ Ａ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い 。 同 一 の ノ ザ ン ブ ロ ッ ト は 、 ２ ５ ０ mM　 第 一 リ
ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ２ ５ ０ mM　 第 二 リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ７ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 、 １ mM　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ お よ び
１ ％ 　 Ｂ Ｓ Ａ の １ ５ ml中 で 、 ６ ８ ℃ に て 少 な く と も ３ ０ 分 間 プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 。 ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン で は 、 プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 を 除 去 し て 、 先 に 記 載 し
た セ ン ス お よ び 各 ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 含 む 同 じ 緩 衝 液 １ ０ mlと 、 ６ ８ ℃ に て 一
晩 交 換 し た 。 Ｒ Ｎ Ａ ブ ロ ッ ト を ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 （ そ れ ぞ れ 室 温 に て １ ５ 分 間 、 ２ Ｘ
　 Ｓ Ｓ Ｃ 、 ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ で ２ 回 ； そ れ ぞ れ ６ ８ ℃ に て １ ０ 分 間 、 １ Ｘ 　 Ｓ Ｓ Ｃ 、 ０ ． １
％ Ｓ Ｄ Ｓ で ２ 回 ） 下 で 洗 浄 し 、 乾 燥 さ せ て 、 Ｘ 線 フ ィ ル ム に 暴 露 さ せ て オ ー ト ラ ジ オ グ ラ
フ を 作 成 し た 。 図 ４ に 示 す よ う に 、 各 ア ン チ セ ン ス プ ロ ー ブ は 別 個 の Ｈ Ｃ Ｃ 　 Ｒ Ｎ Ａ に 特
異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る が 、 非 罹 患 肝 臓 Ｒ Ｎ Ａ に は ご く 弱 く ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る か 、 全
く ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い 。 こ れ ら の 結 果 の 特 異 性 は 、 Ｏ Ｂ ｃ ｌ ｌ お よ び Ｏ Ｂ ｃ Ｉ ５ の 両 方
の 対 応 す る セ ン ス プ ロ ー ブ か ら の 特 異 的 シ グ ナ ル の 非 存 在 に よ っ て 示 さ れ る 。 加 え て 、 異
な る 分 子 量 の Ｒ Ｎ Ａ は 、 Ｏ Ｂ ｃ ｌ ｌ ア ン チ セ ン ス プ ロ ー ブ に よ っ て 明 ら か で あ る 。 こ の 結
果 は 大 抵 、 恐 ら く 別 の ス プ ラ イ シ ン グ に よ っ て 作 成 さ れ た 別 個 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 種 を 示 す 。 こ れ
ら の 種 は 、 こ の 配 列 に 対 応 す る 複 数 の 異 な る サ イ ズ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン が 、 Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ
ｋ 配 列 デ ー タ ベ ー ス で 報 告 さ れ る と い う 発 見 に 基 づ い て 予 想 さ れ る 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
　 更 に イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 Ｎ Ｎ Ｌ 組 織 サ ン プ ル と 比 較 し た と き に
、 Ｈ Ｃ Ｃ に お け る 強 力 な Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ 　 Ｒ Ｎ Ａ 発 現 を 明 ら か に す る 。 Ｓ ３ ５ － 標 識 プ ロ ー ブ
は 、 Fickertら （ Am J Pathol.2002 Feb; 160(2): 491-9.） の プ ロ ト コ ル に よ っ て 、 Ｒ Ｎ
Ａ ブ ロ ッ ト に 対 し て 上 述 さ れ た よ う に 合 成 す る 。 イ ン ビ ト ロ 転 写 の テ ン プ レ ー ト は 、 Ｏ Ｂ
ｃ ｌ ５ 　 ３ ’ ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 含 む プ ラ ス ミ ド か ら 増 幅 す る 。 イ ン ビ ト ロ 転 写 テ ン プ レ ー ト を 作
成 す る た め に 利 用 し た プ ラ イ マ ー （ MWG Biotech, Munich, Germany） は 、 両 方 の エ ク ソ ン
（ ヌ ク レ オ チ ド ９ ５ ～ ４ ８ ４ か ら の 配 列 番 号 １ １ ） を 含 む Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ 　 Ｒ Ｎ Ａ の ３ ６ ５ 塩
基 に 及 ぶ Ｔ ７ ア ン チ セ ン ス プ ロ ー ブ の た め の 、 Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ － ｐ ６ フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー （
５ ’ － ａ ａ ｔ ｃ ｔ ｇ ｃ ａ ａ ｇ ｃ ｃ ａ ｇ ｇ ａ ａ ｇ ａ ｇ ｔ － ３ ’ 、 配 列 番 号 ４ ８ ） お よ び Ｍ １
３ ｆ ｏ ｒ （ ５ ’ － ｇ ｔ ａ ａ ａ ａ ｃ ｇ ａ ｃ ｇ ｇ ｃ ｃ ａ ｇ － ３ ’ 、 配 列 番 号 ２ ０ ） ； お よ び 両
方 の エ ク ソ ン （ ヌ ク レ オ チ ド ４ ３ ６ ～ １ か ら の 配 列 番 号 １ １ ） を 含 む Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ 配 列 の ４
３ ６ 塩 基 に 及 ぶ Ｓ Ｐ ６ セ ン ス プ ロ ー ブ の た め の 、 Ｍ １ ３ ｒ ｅ ｖ （ ５ ’ － ｃ ａ ｇ ｇ ａ ａ ａ ｃ
ａ ｇ ｃ ｔ ａ ｔ ｇ ａ ｃ － ３ ’ 、 配 列 番 号 ２ １ ） お よ び Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ － ｐ ７ リ バ ー ス プ ラ イ マ ー
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（ ５ ’ － ｔ ｃ ｔ ａ ｇ ｔ ｔ ｔ ｃ ａ ｇ ｔ ｔ ｔ ｔ ｇ ａ ｔ ｇ ａ ｔ ａ ｔ ｔ ｔ ｔ ｇ － ３ ’ 、 配 列 番 号 ４
９ ） で あ る 。 こ れ ら の テ ン プ レ ー ト Ｐ Ｃ Ｒ を 増 幅 す る た め に 、 １ ０ pM　 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ
マ ー 、 １ ０ pM　 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 、 １ pM　 ｄ Ｎ Ｔ Ｐ （ Invitrogen） 、 Ｐ Ｃ Ｒ 緩 衝 液 Ｉ Ｉ
、 ５ mM　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ （ Applied Biosystems、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 フ ォ ス タ ー シ テ ィ ） 、 テ ン
プ レ ー ト プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ 　 ２ １ ７ ng、 Ａ ｍ ｐ ｌ ｉ Ｔ ａ ｑ ポ リ メ ラ ー ゼ 　 ２ ． ５ 単 位 （ Ap
plied Biosystems、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 フ ォ ス タ ー シ テ ィ ） を 含 む Ｐ Ｃ Ｒ を 、 Applied Bios
ystems Gene Amp PCRシ ス テ ム ２ ７ ０ を 用 い て 、 通 例 ： ９ ４ ℃ に て ３ 分 間 、 ９ ４ ℃ に て ３
０ 秒 間 、 ５ ０ ℃ に て ３ ０ 秒 間 、 ７ ２ ℃ に て ５ ０ 秒 間 で 実 施 し 、 最 後 の 工 程 を ２ ５ 回 反 復 し
、 続 い て ７ ２ ℃ に て ３ 分 間 、 次 に 最 終 伸 長 を 加 え た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 中 の Ｄ Ｎ Ａ の 量 は 、 Sm
art Spec 3000（ Ｂ Ｉ Ｏ － Ｒ Ａ Ｄ 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ハ ー キ ュ リ ー ズ ） を 用 い て 分 光 分 析
に よ っ て 決 定 し た 。 イ ン ビ ト ロ 転 写 ア ッ セ イ は 、 各 テ ン プ レ ー ト ２ ０ ０ ngを 用 い て 、 転 写
緩 衝 液 （ Boehringer Mannheim、 ド イ ツ ） 、 １ ０ ０ mM　 ジ チ オ ス レ イ ト ー ル （ Ｄ Ｔ Ｔ ） 、
そ れ ぞ れ １ mMの ｒ Ｎ Ｔ Ｐ 、 Ｒ Ｎ Ａ ｓ ｅ イ ン ヒ ビ タ ー （ Eppendorf、 ド イ ツ 、 ハ ン ブ ル ク ）
、 α － Ｓ ３ ５ － Ｕ Ｔ Ｐ （ Amersham Bioscience） 、 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ Ｓ Ｐ ６ ／ Ｔ ７ （ Boe
hringer Mannheim） の 中 で 、 ３ ７ ℃ に て ２ 時 間 実 施 し た 。 非 組 込 み ヌ ク レ オ チ ド の 除 去 後
（ Ｒ Ｎ Ａ ｓ ｅ フ リ ー Ｍ ｉ ｃ ｒ ｏ Ｓ ｐ ｉ ｎ 　 Ｓ － ２ ０ ０ Ｈ Ｒ カ ラ ム 、 Amersham Bioscience
、 英 国 バ ッ キ ン ガ ム シ ャ ー ） 、 テ ン プ レ ー ト Ｄ Ｎ Ａ は 、 Ｒ Ｎ Ａ ｓ ｅ フ リ ー Ｄ Ｎ Ａ ｓ ｅ 　 ２
単 位 を 用 い て ３ ７ ℃ に て １ ０ 分 間 消 化 し た 。 平 均 プ ロ ー ブ サ イ ズ を 得 る た め に 、 加 水 分 解
緩 衝 液 （ ４ ０ ０ mM　 Ｎ ａ Ｈ Ｃ Ｏ ３ 、 ６ ０ ０ mM　 Ｎ ａ ２ Ｃ Ｏ ３ 、 １ ０ ０ mM　 Ｄ Ｔ Ｔ ） を 使 用
し て 、 １ ５ ０ bp加 水 分 解 を ６ ０ ℃ に て ４ ２ 分 間 実 施 し 、 ０ ． １ Ｍ 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 、 １ ０ mM
　 Ｄ Ｔ Ｔ お よ び １ ％ 氷 酢 酸 中 で 中 和 し た 。 転 写 プ ロ ー ブ は 、 Ｌ ｉ Ｃ ｌ ／ イ ソ プ ロ パ ノ ー ル
に よ っ て 沈 殿 さ せ 、 ２ ５ mM　 Ｄ Ｔ Ｔ を 含 む ５ ０ ％ ホ ル ム ア ミ ド 中 で 再 懸 濁 さ せ た 。 Ｈ Ｃ Ｃ
お よ び 非 腫 瘍 性 正 常 肝 臓 切 片 の パ ラ フ ィ ン 埋 め 込 み 組 織 学 的 検 証 サ ン プ ル を Ｍ ｉ ｃ ｒ ｏ ｍ
　 Ｈ Ｍ 　 ３ ５ ５ Ｓ 　 ｍ ｉ ｃ ｒ ｏ ｔ ｏ ｍ ｅ （ Microm、 ド イ ツ 、 ウ ォ ル ド ー フ ） に よ っ て ２ ．
５ マ イ ク ロ メ ー ト ル に 切 断 し 、 ス ラ イ ド 当 た り ２ 個 の 切 片 を Ｓ ｕ ｐ ｅ ｒ ｆ ｒ ｏ ｓ ｔ ス ラ イ
ド （ Menzel-Glaser、 ド イ ツ 、 ブ ラ ウ ン シ ュ ワ イ ク ） に 載 せ た 。 す べ て の 切 片 を 一 晩 乾 燥
さ せ た 。 乾 燥 切 片 を ６ ０ ℃ に て １ 時 間 加 熱 し 、 キ シ レ ン 中 で ３ ０ 分 間 脱 パ ラ フ ィ ン し た 。
１ ０ ０ ％ 、 ９ ０ ％ 、 ７ ０ ％ お よ び ５ ０ ％ の 勾 配 エ タ ノ ー ル 中 で 再 水 和 を 行 い 、 続 い て Ｔ ｒ
ｉ ｓ 緩 衝 液 塩 水 （ Ｔ Ｂ Ｓ 緩 衝 液 ） 中 で ３ 分 間 の 洗 浄 を ４ 回 行 い 、 次 に 切 片 を ４ ％ パ ラ ホ ル
ム ア ル デ ヒ ド を 含 む リ ン 酸 緩 衝 塩 水 （ Ｐ Ｂ Ｓ 緩 衝 液 ） 中 で 固 定 し た 。 数 回 の Ｐ Ｂ Ｓ 洗 浄 の
後 、 切 片 を ０ ． ２ Ｍ 　 Ｈ Ｃ ｌ 中 で １ ０ 分 間 変 性 さ せ 、 Ｔ Ｂ Ｓ 中 で 再 度 、 ３ 分 間 ず つ ４ 回 洗
浄 し た 。 タ ン パ ク 質 消 化 は 、 Ｃ ａ Ｃ １ ２ 　 ２ mMを 含 む Ｔ Ｂ Ｓ 中 の 、 Ｒ Ｎ Ａ ｓ ｅ フ リ ー プ ロ
テ イ ナ ー ゼ Ｋ （ F.Hoffman La Roche Ltd.ス イ ス 、 バ ー ゼ ル ） 中 で 、 ３ ７ ℃ に て ２ ０ 分 間
実 施 し た 。 反 応 は 、 ４ ℃ の Ｔ Ｂ Ｓ 中 で の ５ 分 間 の ス ラ イ ド の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ り 停
止 さ せ た 。 続 い て 切 片 を 再 度 、 室 温 に て Ｔ Ｂ Ｓ 緩 衝 液 中 で ４ 分 間 、 ３ 回 洗 浄 し 、 無 水 酢 酸
を 含 む ０ ． １ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 緩 衝 液 、 ｐ Ｈ ８ で １ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 切 片 を ５ ０ ％
、 ７ ０ ％ 、 ９ ０ ％ 、 １ ０ ０ ％ の 勾 配 エ タ ノ ー ル 、 最 後 に ク ロ ロ ホ ル ム で 脱 水 し 、 ２ 時 間 空
気 乾 燥 さ せ た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン で は 、 標 識 プ ロ ー ブ （ 切 片 当 た り １ × １ ０ ６ ｃ ｐ
ｍ ； Ｌ Ｋ Ｂ Ｗ ａ ｌ ｌ ａ ｃ 、 １ ２ １ １ 　 Ｒ Ａ Ｃ Ｋ Ｂ Ｅ Ｔ Ａ 液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ に
よ っ て 決 定 し た プ ロ ー ブ 放 射 能 を 、 １ ２ ． ５ mM　 ホ ス フ ェ ー ト 緩 衝 液 、 ｐ Ｈ ６ ． ８ 、 １ ２
． ５ mM　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ０ ． ４ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ３ mM　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 １ ． ２ ５ ｘ 　 Ｄ ｅ ｎ ｈ ａ ｒ ｄ
ｔ ｓ 溶 液 、 ５ ０ ％ ホ ル ム ア ミ ド 、 １ ２ ． ５ ％ 硫 酸 デ キ ス ト ラ ン 、 ０ ． １ Ｍ 　 Ｄ Ｔ Ｔ 、 １ ０
０ nM　 Ｓ － ｒ Ａ Ｔ Ｐ （ Boehringer Mannheim） 、 酵 母 ｔ Ｒ Ｎ Ａ 　 ６ ０ ng、 お よ び ポ リ （ Ａ
） （ Boehringer Mannheim） ２ ０ ngを 含 む 、 ５ ０ μ l／ 切 片 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝
液 で 希 釈 し た 。 切 片 は 、 ２ ｘ 標 準 ク エ ン 酸 緩 衝 液 （ Ｓ Ｓ Ｃ ） 、 ｐ Ｈ ７ 、 お よ び ５ ０ ％ ホ ル
ム ア ミ ド を 含 む 湿 潤 チ ャ ン バ 内 で 、 ５ ２ ℃ に て 一 晩 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 。 次 に 、 切 片 を ホ
ル ム ア ミ ド 緩 衝 液 （ １ ０ mM　 リ ン 酸 緩 衝 液 、 ｐ Ｈ ６ ． ８ 、 １ ０ mM　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ
Ｈ ７ ． ７ 、 ０ ． ３ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ５ mM　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ０ ． １ ｘ 　 Ｄ ｅ ｎ ｈ ａ ｒ ｄ ｔ ｓ 溶 液 、
０ ． ０ ７ ％ β － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 お よ び ５ ０ ％ ホ ル ム ア ミ ド ） で ２ 回 、 そ れ ぞ れ １
時 間 お よ び ２ 時 間 洗 浄 し た 。 そ の 後 、 切 片 を １ ０ mM　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 　 ｐ Ｈ 　 ７ ． ４ 、
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０ ． ５ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ２ ． ５ mM　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ お よ び ０ ． ０ ７ ％ β － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 中
で １ ５ 分 間 、 ２ 回 洗 浄 し た 。 Ｒ Ｎ Ａ ｓ ｅ 処 理 は 、 ２ ０ μ g/ml　 Ｒ Ｎ Ａ ｓ ｅ 　 Ａ （ Boehring
er Mannheim） を 含 む 同 じ 緩 衝 液 中 で 、 ３ ８ ℃ に て ３ ０ 分 間 実 施 し 、 ホ ル ム ア ミ ド 洗 浄 緩
衝 液 を 用 い た 更 な る 洗 浄 を ３ ７ ℃ に て 一 晩 続 け た 。 切 片 は 続 い て 、 ２ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ お よ び ０ ．
０ ７ β － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 中 で ４ ５ ℃ に て ３ ０ 分 間 洗 浄 し 、 ０ ． １ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ お よ び ０
． ０ ７ β － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 中 で ４ ５ ℃ に て 更 に ３ ０ 分 間 洗 浄 し た 。 そ の 後 、 切 片 を
５ ０ ％ 、 ７ ０ ％ 、 ９ ０ ％ 、 １ ０ ０ ％ の 勾 配 エ タ ノ ー ル 中 で 脱 水 し 、 空 気 乾 燥 さ せ た 。 最 後
に 、 ス ラ イ ド を Ｉ ｌ ｆ ｏ ｒ ｄ 　 Ｋ ２ フ ォ ト エ マ ル ジ ョ ン （ Ilford Ltd. Mobberly、 英 国 チ
ェ シ ャ ー ） で コ ー テ ィ ン グ し た 。 露 出 １ ０ 、 １ ４ お よ び １ ７ 日 後 、 Ｋ ｏ ｄ ａ ｋ Ｄ 　 １ ９ 現
像 機 （ Eastman Kodak、 ニ ュ ー ヨ ー ク 州 ロ チ ェ ス タ ー ） を 用 い て 現 像 を 実 施 し た 。 切 片 を
ヘ マ ト キ シ リ ン に よ っ て 対 比 染 色 し 、 水 性 封 入 剤 に 封 入 し た （ Aquatex-EM Science、 ニ ュ
ー ジ ャ ー ジ ー 州 ギ ブ ズ タ ウ ン ） 。 暗 点 を 現 像 す る と 、 エ マ ル ジ ョ ン か ら の 銀 粒 子 は 、 Ｏ Ｂ
ｃ ｌ ５ 　 Ｒ Ｎ Ａ へ の 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 示 す （ 図 ５ ） 。 相 補 性 セ ン ス プ ロ ー
ブ は 、 ア ン チ セ ン ス プ ロ ー ブ へ の 化 学 的 類 似 性 に も か か わ ら ず 、 イ ン サ イ チ ュ ー で Ｏ Ｂ ｃ
ｌ ５ 　 Ｒ Ｎ Ａ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き な い 。 し た が っ て セ ン ス プ ロ ー ブ は 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン
ド シ グ ナ ル の み が 検 出 さ れ る 負 の 対 照 （ 図 ５ 、 パ ネ ル Ａ お よ び Ｃ ） と し て 作 用 す る 。 Ｏ Ｂ
ｃ ｌ ５ 　 Ｒ Ｎ Ａ は Ｎ Ｎ Ｌ で は わ ず か に 検 出 さ れ （ 図 ５ に 示 す 、 パ ネ ル Ｂ ） 、 Ｈ Ｃ Ｃ で は 、
多 数 の 銀 粒 子 ス ポ ッ ト に よ っ て 証 明 さ れ る よ う に 、 イ ン サ イ チ ュ ー で 明 確 に 示 さ れ て い る
（ 図 ５ 、 パ ネ ル Ｄ 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
　 更 に タ ン パ ク 質 発 現 分 析 は 、 例 え ば Ｄ Ａ Ｐ ３ タ ン パ ク 質 、 す な わ ち Ｈ Ｃ Ｃ 中 で 特 異 的 に
ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ た Ｄ Ａ Ｐ ３ ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 機 能 生 成 物 も 、 Ｈ Ｃ Ｃ で は 高 度 に 過 剰 発 現
さ れ る こ と を 示 す 。 各 種 組 織 で の Ｄ Ａ Ｐ ３ タ ン パ ク 質 発 現 を 検 出 す る た め に 、 凍 結 組 織 （
液 体 窒 素 中 に 保 管 ） に 由 来 す る タ ン パ ク 質 抽 出 物 を 使 用 し て 、 標 準 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分
析 を 実 施 し た 、 図 ７ を 参 照 。 冷 凍 マ イ ク ロ ト ー ム （ cyrocut, Leica CM3050） を 使 用 し て
、 切 片 ５ ０ μ ｍ （ Ｈ Ｃ Ｃ 、 正 常 肝 臓 お よ び 各 種 器 官 サ ン プ ル ） を 得 て 、 検 査 中 の 組 織 の 同
一 性 お よ び 均 一 性 は 、 各 切 断 工 程 の 間 お よ び 後 に 、 以 前 に 採 取 し た Ｈ ＆ Ｅ 染 色 に よ っ て 検
証 し た 。 組 織 切 片 を ２ μ g/ml　 ロ イ ペ プ チ ン 、 ２ μ g/ml　 ペ プ ス タ チ ン 、 ２ μ g/ml　 ア プ
ロ チ ニ ン 、 １ mM　 フ ェ ニ ル メ チ ル ス ル ホ ニ ル フ ロ リ ド （ Ｐ Ｍ Ｓ Ｆ ） 、 お よ び ２ mM　 ジ チ オ
ス レ イ ト ー ル を 添 加 し た 氷 冷 Ｒ Ｉ Ｐ Ａ 緩 衝 液 （ ５ ０ mM　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ７ ． ４ 、
２ ５ ０ mM　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 、 １ ％ デ オ キ シ コ ー ル 酸 塩 、 １ ％ Ｎ Ｐ － ４ ０ ） 中 に
再 懸 濁 さ せ 、 氷 上 で の 超 音 波 処 理 （ ５ 秒 の ２ バ ー ス ト ） に よ る 均 質 化 を 続 け た 。 氷 上 で の
２ ０ 分 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 溶 解 物 を １ ３ ０ ０ ０ rpmで ４ ℃ に て １ ５ 分 間 、 微 量
遠 心 機 内 で ２ 回 の 遠 心 分 離 工 程 に よ っ て 清 澄 に し 、 上 澄 を 収 集 し た 。 タ ン パ ク 質 濃 度 は 、
ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン を 標 準 と し て 用 い て 、 Bradfordア ッ セ イ （ Biorad） に よ っ て 決 定 し た
。 等 量 の タ ン パ ク 質 （ 通 例 １ ０ ～ ３ ０ μ g） を １ ２ ％ Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ゲ ル で 分 離 し て 、 S
emidryブ ロ ッ テ ィ ン グ （ Ｔ Ｅ ７ ０ ， Amersham） に よ り 、 ポ リ ビ ニ リ デ ン ジ フ ロ リ ド （ Ｐ Ｖ
Ｄ Ｆ ） 膜 （ Hybond-P、 Amersham） に 電 気 泳 動 に よ っ て 移 し た 。 膜 は 遮 断 溶 液 ［ Ｔ Ｂ Ｓ － Ｔ
（ ０ ． １ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ － ２ ０ を 含 む ２ ５ mM　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ７ ． ４ 、 １ ３ ７ mM　
Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ３ mM　 Ｋ Ｃ ｌ ） 中 の ５ ％ ミ ル ク ］ 中 で 室 温 に て １ 時 間 遮 断 し 、 一 次 抗 体 溶 液 （
Ｔ Ｂ Ｓ － Ｔ ／ １ ％ ミ ル ク 中 で 調 製 ） に よ っ て 、 ４ ℃ に て 一 晩 攪 拌 し な が ら イ ン キ ュ ベ ー ト
し た 。 以 下 の 抗 体 に 対 し て 特 異 性 で あ る 抗 体 を 使 用 し た ： Ｄ Ａ Ｐ ３ （ １ ： １ ０ ０ ０ ； Ｂ Ｄ
　 Transduction Laboratories） 、 お よ び β － ア ク チ ン （ １ ： ５ ０ ０ ０ ， Ｓ ｉ ｇ ｍ ａ ） 。
一 次 抗 体 溶 液 の 除 去 お よ び Ｔ Ｂ Ｓ － Ｔ 中 で の 複 数 回 の 洗 浄 の 後 、 膜 は 、 Ｈ Ｒ Ｐ （ ホ ー ス ラ
デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ） 結 合 二 次 抗 体 （ ウ サ ギ 抗 マ ウ ス 、 １ ： １ ０ ０ ０ ； Ｄ ａ ｋ ｏ
） を 用 い て 、 室 温 に て １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 Ｔ Ｂ Ｓ － Ｔ 中 で の 複 数 回 の 洗 浄 の 後 、
化 学 発 光 （ Ｅ Ｃ Ｌ ， Amersham） お よ び Ｘ 線 フ ィ ル ム へ の 暴 露 に よ っ て 検 出 を 実 施 し た （ 図
７ ） 。 バ ン ド の 強 度 は 、 ChemiImager 5500ソ フ ト ウ ェ ア （ Alpha Innotech） を 用 い て 濃 度
測 定 に よ っ て 分 析 し 、 各 シ グ ナ ル は 、 対 応 す る β － ア ク チ ン シ グ ナ ル の 強 度 に 正 規 化 し た
（ 表 ８ ） 。
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【 ０ ２ ６ ９ 】
　 こ れ ら の デ ー タ は 、 Ｈ Ｃ Ｃ に お け る 本 発 明 に よ る 核 酸 お よ び ポ リ ペ プ チ ド の 調 節 解 除 発
現 の 独 立 し た 検 証 を 与 え る 。 本 発 明 に よ る 核 酸 お よ び ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 は 、 非 罹 患 肝 臓
に お い て 存 在 す る か 、 非 常 に 低 い レ ベ ル で の み 観 測 さ れ 、 そ れ に よ り ｃ Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア
レ イ へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 確 認 さ れ た こ れ ら の 核 酸 の デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル
発 現 を 検 証 す る 。 結 果 は 、 本 発 明 に よ る 核 酸 お よ び ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て 、 本 発 明 に よ る
障 害 を 診 断 、 防 止 、 お よ び ／ ま た は 処 置 で き る と い う 、 驚 く べ き 証 拠 を 与 え る 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ２ ７ ０ 】
　 肝 臓 癌 （ ヘ パ ト ー マ ） 細 胞 系 の 増 殖 に お い て 増 加 さ れ る 、 本 発 明 に よ る 配 列
ヒ ト 肝 臓 癌 細 胞 系 （ Ｈ ｅ ｐ Ｇ ２ 、 Ｈ ｅ ｐ ３ Ｂ ） は 、 ５ ％ Ｃ Ｏ ２ を 含 む 湿 潤 イ ン キ ュ ベ ー タ
内 で ３ ７ ℃ に て 、 ０ ％ ウ シ 胎 仔 血 清 （ Ｆ Ｂ Ｓ ） を 添 加 し た Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 中 で 培 養 し た 。 細 胞 を
約 ２ ０ ％ コ ン フ ル エ ン ト ま で 分 裂 さ せ 、 続 い て 血 清 の 非 存 在 下 で ３ 日 間 培 養 す る こ と に よ
っ て 静 止 さ せ た 。 飢 餓 期 間 の 後 、 培 地 に １ ０ ％ Ｆ Ｂ Ｓ を 添 加 す る こ と に よ っ て 細 胞 を 刺 激
し て 増 殖 さ せ た 。 Ｒ Ｎ Ａ の 作 成 お よ び Ｆ Ａ Ｃ Ｓ （ 蛍 光 活 性 化 細 胞 分 類 ） 分 析 に よ る 細 胞 サ
イ ク ル に お け る 細 胞 の 位 置 の 決 定 の た め に 、 細 胞 増 殖 の 誘 発 の 前 お よ び 後 （ ０ 、 ８ お よ び
１ ２ 時 間 ） に 、 サ ン プ ル を 採 取 し た 。 し た が っ て 、 ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム （ Ｐ Ｉ ） 染 色 に よ
っ て 細 胞 サ イ ク ル 分 布 を 判 定 す る た め に 、 細 胞 を ト リ プ シ ン 処 理 に よ っ て 採 取 し 、 リ ン 酸
緩 衝 生 理 的 食 塩 水 （ Ｐ Ｂ Ｓ ） で ２ 回 洗 浄 し 、 最 後 に Ｐ Ｂ Ｓ 　 ５ ０ ０ μ l中 で 再 懸 濁 さ せ た
。 続 い て 、 予 備 冷 却 メ タ ノ ー ル ５ mlを 添 加 し た 。 － ２ ０ ℃ で の １ ０ 分 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ
ョ ン の 後 、 細 胞 懸 濁 物 を Ｐ Ｂ Ｓ 中 で の ３ 回 の 洗 浄 後 に Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 分 析 に 直 接 使 用 し て 、 ヨ ウ
化 プ ロ ピ ジ ウ ム （ Ｐ Ｉ ） 染 色 緩 衝 液 （ DNA-Prep Stain, Part No. 6604452; Beckman Coul
ter） 　 ５ ０ ０ μ l中 で 再 懸 濁 さ せ 、 ３ ７ ℃ に て １ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 最 後 に 、 １
Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 　 ７ ０ μ lを 添 加 し 、 Ｅ Ｐ Ｉ Ｃ Ｓ 　 Ｘ Ｌ － Ｍ Ｃ Ｌ フ ロ ー サ イ ト メ ー タ （ Beckm
an Coulter） で の 分 析 前 に 、 サ ン プ ル は 光 を 遮 断 し て 氷 上 で 保 管 し た 。 非 同 期 細 胞 集 団 か
ら 調 製 し た 細 胞 を 参 照 と し て 使 用 し た 。
【 ０ ２ ７ １ 】
　 分 離 Ｒ Ｎ Ａ を 使 用 し て 、 静 止 対 増 殖 肝 臓 癌 細 胞 に お け る 遺 伝 子 の 発 現 を ｃ Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク
ロ ア レ イ 分 析 に よ っ て 監 視 し た 。 実 施 例 ２ に 記 載 し た よ う な 蛍 光 染 料 に よ る 標 識 の 後 、 Ｒ
Ｎ Ａ を 、 細 胞 サ イ ク ル 依 存 方 法 で 発 現 さ れ る こ と が 既 知 で あ る 対 照 遺 伝 子 も 含 有 す る 、 特
別 に 開 発 さ れ た Ｈ Ｃ Ｃ 特 異 的 ｃ Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ チ ッ プ 上 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 。 最
後 に 、 Ｉ ｍ ａ Ｇ ｅ ｎ ｅ 　 ４ ． １ お よ び Ｇ ｅ ｎ ｅ Ｓ ｉ ｇ ｈ ｔ ソ フ ト ウ ェ ア パ ッ ケ ー ジ を 使 用
し て デ ー タ を 解 析 し た 。 血 清 の 添 加 前 に 分 離 し た ０ 時 間 サ ン プ ル で 得 ら れ た シ グ ナ ル を 参
照 と し て 使 用 し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 実 験 読 み 取 り 値 か ら の 血 清 刺 激 対 静 止 発 現 値 の ｌ ｏ ｇ ２ 変 換
比 を 図 ８ に 与 え る 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
　 こ れ ら の デ ー タ は 、 本 発 明 に よ る 配 列 が ヒ ト 肝 臓 腫 瘍 細 胞 増 殖 と 相 関 し て い る こ と を 示
す 。 最 先 端 と 比 較 す る と 、 こ れ ら の 核 酸 お よ び ポ リ ペ プ チ ド は し た が っ て 驚 く べ き こ と に
、 肝 臓 障 害 お よ び ／ ま た は 上 皮 癌 の 改 良 さ れ た 、 よ り 感 受 性 の 高 い 、 よ り 早 期 の 、 よ り 高
速 な 、 お よ び ／ ま た は 非 侵 襲 性 の 診 断 を 可 能 に す る 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ ２ ７ ３ 】
　 肝 臓 障 害 、 特 に 肝 臓 癌 に お け る 、 本 発 明 に よ る 配 列 の 発 現 増 加 に 関 す る 機 能 的 に 重 要 な
役 割
　 詳 細 な 配 列 分 析 は 、 Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ 　 Ｒ Ｎ Ａ と 真 核 非 コ ー ド 化 Ｒ Ｎ Ａ と の 間 の 配 列 類 似 性 を
明 ら か に し た 。 加 え て 、 こ の Ｒ Ｎ Ａ か ら タ ン パ ク 質 生 成 物 を 検 出 す る た め の 多 様 な 方 法 を
用 い た 複 数 の 試 み は 、 こ の よ う な 生 成 物 を 明 ら か に し て い な い 。 し た が っ て こ の Ｒ Ｎ Ａ は
、 ポ リ ペ プ チ ド 内 に 翻 訳 さ れ な い が 、 そ れ 自 体 機 能 （ 例 え ば 調 節 ） 特 性 を 有 す る 。 TransM
essenger Transfection Reagent Handbook(Qiagen, 10/2002） に よ る プ ロ ト コ ル を 使 用 す
る と 、 低 分 子 干 渉 Ｒ Ｎ Ａ （ ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ） オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い た ヒ ト 肝 臓 癌 細 胞 の 増
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殖 に お け る Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ 　 Ｒ Ｎ Ａ の レ ベ ル の 低 下 （ Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ 　 Ｒ Ｎ Ａ の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 仲 介 ノ
ッ ク ダ ウ ン ） が 行 わ れ る 。 二 本 鎖 低 分 子 干 渉 Ｒ Ｎ Ａ （ ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ） オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ
ロ ー ブ （ 表 １ ０ ） は 、 Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ に 対 応 す る Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル の イ ン サ イ チ ュ ー 欠 乏 に 対 し て
設 計 さ れ （ 配 列 番 号 １ １ ） 、 Ｑ ｉ ａ ｇ ｅ ｎ が 提 供 し て い る 。
【 ０ ２ ７ ４ 】
【 表 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

［ ＊ こ れ ら の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ リ ボ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 関 す る 付 随 情 報 に お い て 、 こ れ ら の リ
ス ト で リ ボ ヌ ク レ オ チ ド ／ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド キ メ ラ 分 子 を 明 示 す る こ と は で き な
い た め 、 配 列 番 号 と 共 に 示 し た 配 列 は 、 各 配 列 末 端 に ２ 個 の ３ ’ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ
ド （ ｄ Ｔ Ｔ ） 「 テ ー ル 」 を 含 ま な い 。 ］
【 ０ ２ ７ ５ 】
　 Ｈ ｅ ｐ Ｇ ２ 細 胞 （ ウ ェ ル 当 た り ３ × ｌ ０ ４ 細 胞 の 密 度 ） を 播 種 し て 、 ３ ７ ℃ に て ２ ４ 時
間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 Oligofectamine試 薬 (Invitrogen） １ ． ５ μ lお よ び ２ ０ μ Ｍ 二 本 鎖
ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ス ト ッ ク 溶 液 ２ ． ５ μ lを 用 い て 製 造 者 の 説 明 （ Invitroge
nプ ロ ト コ ル ） に し た が っ て 形 質 移 入 し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン ２ ４ 時 間 後 、 全 Ｒ Ｎ Ａ を
分 離 し 、 実 施 例 ２ に 記 載 し た よ う な ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 逆 転 写 し た 。 し た が っ て Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 は 、
蛍 光 標 識 プ ラ イ マ ー ま た は Ｔ ａ ｑ ｍ ａ ｎ プ ロ ー ブ 加 水 分 解 系 お よ び Ｓ Ｙ Ｂ Ｒ グ リ ー ン な ど
の 蛍 光 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ イ ン タ カ レ ー ト 分 子 を 含 む 、 各 種 の 蛍 光 ベ ー ス イ ン ジ ケ ー タ の 包 含 に
よ っ て 監 視 し た 。 実 験 は 、 製 造 者 の 説 明 　 （ Ｇ ｅ ｎ ｅ Ａ ｍ ｐ （ 登 録 商 標 ） ； 5700 Sequenc
e detection System, User Manual; PE Biosystems） に し た が っ て 実 施 し た 。 し た が っ て
、 Ｔ ａ ｑ Ｍ ａ ｎ 方 法 に 基 づ く リ ア ル タ イ ム 定 量 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 を 、 5700 Sequence Dete
ction System(Applera） を 用 い て 以 下 の よ う に 実 施 し た ： 全 Ｒ Ｎ Ａ 　 ５ ０ ０ ngを 実 施 例 ３
に 記 載 し た よ う に 実 施 し 、 最 終 体 積 ３ ０ μ l中 に 各 プ ラ イ マ ー ５ ～ ８ pmol/μ lを 含 む 、 こ
の ｃ Ｄ Ｎ Ａ テ ン プ レ ー ト の １ ： ４ 希 釈 を Ｑ － Ｐ Ｃ Ｒ に 使 用 し た （ Ｒ Ｎ Ａ 　 ６ ． ２ ５ ngに 相
当 ） 。 Ｑ － Ｐ Ｃ Ｒ の 温 度 は 、 ４ ０ サ イ ク ル を 用 い て 製 造 者 の 説 明 に し た が っ て 使 用 し た 。
３ 通 り の 反 応 を 実 施 し た 。
【 ０ ２ ７ ６ 】
　 Ｓ Ｙ Ｂ Ｒ グ リ ー ン 方 法 に 基 づ く リ ア ル タ イ ム Ｑ － Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 は 、 7000 Sequence Detect
ion System(Applera） を 用 い て 実 施 し た 。 Ｐ Ｃ Ｒ は 、 先 に 記 載 し た よ う に Ｒ Ｎ Ａ 　 ６ ． ２
５ ngに 相 当 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 使 用 し て 、 SYBR-Green Universal PCR Master Mix(Applera）
に よ っ て 実 施 し 、 最 終 体 積 ３ ０ μ l中 の 各 プ ラ イ マ ー （ Ｒ Ｂ お よ び β － ア ク チ ン 、 反 応 サ
ン プ ル 中 各 プ ラ イ マ ー １ ０ pmol） の 量 を 、 製 造 者 の 説 明 に し た が っ て 経 験 的 に 決 定 し た 。
Ｓ Ｙ Ｂ Ｒ － Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ の 温 度 は 、 取 扱 説 明 書 に し た が っ て 使 用 し た 。 こ れ ら の 反 応 も 、
４ ０ 回 サ イ ク ル さ せ 、 ３ 通 り の 反 応 を 実 施 し た 。 標 的 Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル （ こ の 場 合 、 Ｏ Ｂ ｃ ｌ
５ 　 Ｒ Ｎ Ａ ） の ノ ッ ク ダ ウ ン の パ ー セ ン テ ー ジ は 、 先 に 記 載 し た よ う に 、 Ｔ ａ ｑ Ｍ ａ ｎ ベ
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ー ス （ 使 用 し た Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ プ ラ イ マ ー ＝ Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ － ｐ ｌ 、 配 列 番 号 ５ ６ ； Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ －
Ｐ ２ 、 配 列 番 号 ５ ７ ； Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ － ｐ ３ 、 配 列 番 号 ５ ８ ） （ 使 用 し た β － ア ク チ ン プ ラ イ
マ ー ＝ ｂ Ａ ｃ ｔ ｉ ｎ － ｐ ｌ 、 配 列 番 号 ５ ９ ； ｂ Ａ ｃ ｔ ｉ ｎ － ｐ ２ 、 配 列 番 号 ６ ０ ； ｂ Ａ ｃ
ｔ ｉ ｎ － ｐ ３ 、 配 列 番 号 ６ １ ） ま た は Ｓ Ｙ Ｂ Ｒ グ リ ー ン 分 析 （ Ｓ Ｙ Ｂ Ｒ グ リ ー ン 分 析 の 参
照 と し て 、 使 用 し た β － ア ク チ ン プ ラ イ マ ー ＝ ｂ Ａ ｃ ｔ ｉ ｎ － ｐ ４ 、 配 列 番 号 ６ ２ ； ｂ Ａ
ｃ ｔ ｉ ｎ － ｐ ５ 、 配 列 番 号 ６ ３ ） の ど ち ら か に お い て 、 参 照 と し て の Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ ま た は β
－ ア ク チ ン ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル の 並 行 Ｑ － Ｐ Ｃ Ｒ 決 定 を 使 用 し て 、 Ｑ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 決 定 し
た 。 Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル の 変 化 は 、 Pfaffl(Nucleic Acids Research(2001) May 1, 29(9): e45
） に 記 載 さ れ た 方 法 に し た が っ て 決 定 し た 。
【 ０ ２ ７ ７ 】
　 Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ 　 Ｒ Ｎ Ａ の レ ベ ル が ヘ パ ト ー マ 細 胞 に お い て ノ ッ ク ダ ウ ン さ れ る こ の よ う な
実 験 に お い て 、 腫 瘍 サ プ レ ッ サ 遺 伝 子 網 膜 芽 細 胞 腫 タ ン パ ク 質 １ （ Ｒ Ｂ １ ） を コ ー ド 化 す
る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の レ ベ ル が 、 Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ 　 Ｒ Ｎ Ａ の レ ベ ル の 低 下 時 に 、 用 量 依 存 方 式 で 数 倍 に
ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る こ と が 判 定 さ れ た （ 図 ６ ） （ 使 用 し た Ｒ Ｂ １ 　 Ｑ － Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ
イ マ ー ＝ Ｒ Ｂ １ － ｐ １ 、 配 列 番 号 ６ ４ ； Ｒ Ｂ １ － ｐ ２ 、 配 列 番 号 ６ ５ ） 。 明 ら か な 結 論 は
、 Ｈ Ｃ Ｃ で の Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ 　 Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 増 加 が Ｒ Ｂ １ の 負 の 調 節 を 与 え 、 し た が っ て 腫 瘍
細 胞 増 殖 を 促 進 す る こ と で あ る 。 そ れ ゆ え ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い た 、 増 殖
す る ヒ ト 肝 臓 癌 細 胞 に お け る Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ 　 Ｒ Ｎ Ａ の レ ベ ル の 低 下 （ ノ ッ ク ダ ウ ン ） は 、 肝
臓 障 害 、 特 に 肝 臓 癌 に お け る Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ 　 Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 増 加 の た め に 機 能 的 に 重 要 な 役 割
を 裏 付 け て い る 。
【 ０ ２ ７ ８ 】
　 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 肝 臓 癌 細 胞 に お い て Ｄ Ａ Ｐ ３ ｍ Ｒ Ｎ Ａ （ 配 列 番 号 １
４ ） を ノ ッ ク ダ ウ ン す る よ う 設 計 さ れ た 、 更 な る こ の よ う な 実 験 は 、 驚 く べ き 形 態 的 効 果
を 与 え た （ Ｄ Ａ Ｐ ３ 　 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ノ ッ ク ダ ウ ン 研 究 に 使 用 し た オ リ ゴ 配 列 は 、 表 １ ０ に 与
え た ） 。 他 の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ オ リ ゴ を 利 用 し た こ と を 除 い て 完 全 に 同 じ よ う に 処 置 し た 細 胞 （
ス ク ラ ン ブ ル 配 列 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ オ リ ゴ 対 照 な ど ） で は な く 、 Ｄ Ａ Ｐ ３ 　 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ オ リ ゴ 処
置 細 胞 に お い て 、 細 胞 体 積 の 増 大 な ど を 含 む 、 細 胞 形 態 の 実 質 的 な 変 化 が 見 ら れ た 。 こ れ
ら の 処 置 細 胞 は 、 培 養 基 質 に 対 し て 付 着 性 を 維 持 し て い た が 、 Ｒ Ｎ Ａ お よ び タ ン パ ク 質 は
、 こ れ ら の 実 施 例 に 記 載 し た 標 準 方 法 を 使 用 し て こ の よ う な 処 置 細 胞 か ら 抽 出 で き な い こ
と が 更 に 認 め ら れ た 。 同 時 に 完 全 に 同 じ よ う に 処 置 し た 肝 臓 癌 細 胞 に お け る 、 同 様 の ｓ ｉ
Ｒ Ｎ Ａ オ リ ゴ 処 置 を 用 い た こ の よ う な 効 果 の 欠 如 は 、 こ れ ら の 観 察 が 肝 臓 癌 細 胞 で の Ｄ Ａ
Ｐ ３ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル の ノ ッ ク ダ ウ ン に 特 異 的 で あ る こ と を 示 し て い る 。 し た が っ て Ｄ Ａ
Ｐ ３ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 過 剰 発 現 は 、 肝 臓 癌 細 胞 の 生 存 性 に 不 可 欠 で あ る 。 こ れ ら の 観 察 は 、 更
に 、 肝 臓 腫 瘍 細 胞 に お け る Ｄ Ａ Ｐ ３ に 関 す る 機 能 上 重 要 な 役 割 を 裏 付 け て い る 。
【 ０ ２ ７ ９ 】
　 こ れ ら の 結 果 は 、 更 に 、 本 発 明 に よ る 核 酸 お よ び ／ ま た は ポ リ ペ プ チ ド を 使 用 し て 、 本
発 明 に よ る 障 害 を 診 断 、 防 止 、 お よ び ／ ま た は 処 置 で き る と い う 驚 く べ き 証 拠 を 提 供 す る
。
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ ２ ８ ０ 】
　 Ｈ Ｃ Ｃ 特 異 的 プ ロ ー ブ を 使 用 す る 診 断 方 法
　 好 ま し く は ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） に 基 づ く 、 本 発 明 に よ る 障 害 の 診 断 方 法 を
確 立 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 核 酸 配 列 の 標 準 Ｐ Ｃ Ｒ 検 出 は 、 例 え ば 患 者 の 血 流 で 循 環
す る Ｈ Ｃ Ｃ 腫 瘍 細 胞 を 十 分 に 同 定 す る こ と が で き る 。 し か し な が ら 細 針 生 検 な ど か ら の 、
腫 瘍 生 検 物 質 に お け る 本 発 明 の 核 酸 配 列 の 発 現 の 検 出 も 、 こ の 診 断 手 順 の た め の 好 ま し い
指 標 で あ る 。 本 発 明 の 核 酸 配 列 、 Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ （ 配 列 番 号 １ １ ） は 、 例 え ば 、 大 半 の 非 罹 患
組 織 で は 検 出 さ れ ず 、 例 え ば Ｈ Ｃ Ｃ に お い て 比 較 的 特 異 的 に 発 現 さ れ る 。 肝 臓 疾 患 の デ ィ
フ ァ レ ン シ ャ ル 診 断 へ の こ の よ う な ア プ ロ ー チ の 潜 在 的 な 識 別 力 を 示 す 、 肝 硬 変 お よ び Ｈ
Ｃ Ｃ に お け る こ の 核 酸 の 発 現 増 加 も 証 明 さ れ て い る （ 図 １ 、 ２ 、 ５ お よ び 表 ５ Ａ ／ Ｂ ） 。
【 ０ ２ ８ １ 】
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　 Ｐ Ｃ Ｒ 診 断 は 、 好 ま し く は 、 患 者 の 物 質 か ら 分 離 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ を 約 １ pg、 好 ま し く は 少
な く と も １ ０ ０ ng、 更 に 好 ま し く は 少 な く と も １ μ g必 要 と す る 。 好 ま し い 利 用 に お い て
、 Ｒ Ｎ Ａ は 、 最 小 限 の 侵 襲 性 静 脈 穿 刺 手 順 に よ っ て 得 た 循 環 血 か ら の 、 好 ま し く は 白 血 球
画 分 か ら 標 準 手 順 に し た が っ て 分 離 さ れ る 。 こ の 好 ま し い 場 合 で は 、 手 順 は 、 血 液 循 環 系
に お け る Ｈ Ｃ Ｃ 腫 瘍 細 胞 の 存 在 を 検 出 す る 。 Ｒ Ｎ Ａ は 、 肝 臓 生 検 物 質 か ら 同 様 に 分 離 で き
る 。
【 ０ ２ ８ ２ 】
　 例 え ば Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ の 特 異 的 検 出 で は 、 Ｐ Ｃ Ｒ 診 断 は 、 患 者 サ ン プ ル か ら 産 生 さ れ た Ｒ Ｎ
Ａ か ら の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 合 成 の た め の 特 異 的 ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー （ プ ラ イ マ ー Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ －
ｐ ｌ ； ５ ’ － Ｇ Ｃ Ｃ Ａ Ｃ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ｔ Ｇ Ａ Ａ Ｃ Ａ Ｃ Ｔ Ｔ Ａ Ａ Ｔ Ｔ Ｔ Ｇ － ３ ’ ； 配 列 番 号 ４ ２
； 配 列 番 号 １ １ の ヌ ク レ オ チ ド ３ ５ ０ － ３ ２ ７ か ら ） を 含 む 、 Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ 核 酸 配 列 に 特 異
的 な 複 数 の プ ラ イ マ ー を 含 む 。 同 様 に 、 例 え ば Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ － ｐ ２ （ ５ ’ － Ａ Ｇ Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ａ
Ｇ Ｔ Ｃ Ｇ Ｔ Ｃ Ａ Ｃ Ｇ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ｃ Ｃ － ３ ’ ； 配 列 番 号 ４ ３ ； 配 列 番 号 １ １ の ヌ ク レ オ チ ド １
０ ７ ～ １ ２ ８ か ら ） お よ び Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ － ｐ ３ （ ５ ’ － Ａ Ｔ Ａ Ａ Ｔ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ｔ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ Ａ Ｇ
Ｔ Ｔ Ｔ Ａ Ｔ Ｔ Ｇ Ｃ Ｃ － ３ ’ ； 配 列 番 号 ４ ４ ； 配 列 番 号 １ １ の ヌ ク レ オ チ ド ３ １ ３ ～ ２ ８ ９
か ら ） な ど の 特 異 的 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 。 感 受 性 、 特 異 性 、 お よ び 品 質 管 理 は 、 Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５
核 酸 イ ン サ ー ト に 対 し て 特 異 的 で あ り 、 お よ び プ ラ イ マ ー Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ － ｐ ２ お よ び － ｐ ３
の 内 側 （ 入 れ 子 ） で あ る 、 追 加 の プ ラ イ マ ー セ ッ ト （ 例 え ば ： Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ － ｐ ４ ； ５ ’ －
Ｇ Ａ Ｔ Ｃ Ｇ Ｔ Ｇ Ｇ Ａ Ｃ Ａ Ｔ Ｔ Ｔ Ｃ Ａ Ａ Ｃ Ｃ Ｔ Ｃ － ３ ’ ； 配 列 番 号 ４ ５ ； 配 列 番 号 １ １ の ヌ
ク レ オ チ ド １ ４ ７ ～ １ ６ ７ か ら 、 お よ び Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ － ｐ ５ ； ５ ’ － Ｔ Ｃ Ｔ Ｔ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ Ｇ Ａ
Ｔ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ Ｔ Ｇ Ｇ Ｔ Ｃ － ３ ’ ； 配 列 番 号 ４ ６ ； 配 列 番 号 １ １ の ヌ ク レ オ チ ド ２ ８ ０ ～ ２ ６
１ か ら ） の 提 供 に よ っ て 改 良 さ れ る 。 Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル の 定 量 評 価 も 、 Ｔ ａ ｑ
Ｍ ａ ｎ 　 Ｑ － Ｐ Ｃ Ｒ を 使 用 し て 、 例 え ば ：
Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ － ８ 、 配 列 番 号 ６ ６ （ ５ ’ － Ａ Ｔ Ｃ Ｔ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ Ａ Ｇ Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ａ Ｇ Ｔ Ｃ －
３ ’ ） ； Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ － ｐ ９ 、 配 列 番 号 ６ ７ （ ５ ’ － Ｃ Ｔ Ｔ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ Ｇ Ａ Ｔ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ Ｔ Ｇ Ｇ
Ｔ Ｃ Ｔ Ｇ Ｔ － ３ ’ ） ； お よ び Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ － ｐ １ ０ 、 配 列 番 号 ６ ８ 、 （ ５ ’ － Ｃ Ｃ Ａ Ｇ Ａ Ｃ
Ｃ Ａ Ｔ Ｇ Ｃ Ａ Ｇ Ｇ Ａ Ａ Ｃ Ｔ Ｃ Ｔ Ｇ Ａ Ｔ Ｃ Ｇ Ｔ Ｇ Ｇ Ａ Ｃ － ３ ’ ） に よ っ て 、 図 ２ に 示 す よ う
に こ の よ う な 検 出 方 法 で 実 施 で き る 。
【 ０ ２ ８ ３ 】
　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ に よ る 潜 在 的 な 汚 染 を 除 去 す る た め の 、 Ｒ Ｎ Ａ ｓ ｅ フ リ ー Ｄ
Ｎ Ａ ｓ ｅ － １ （ Roche） に よ る Ｒ Ｎ Ａ の 消 化 の 後 に 、 患 者 Ｒ Ｎ Ａ サ ン プ ル か ら 作 成 し た 。
こ の 汚 染 の 可 能 性 は 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ テ ン プ レ ー ト か ら 生 じ る （ お よ び そ れ に よ り Ｏ Ｂ ｃ ｌ
５ に 対 応 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 を 反 映 し な い ） Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 が 、 Ｒ Ｎ Ａ 特 異 的 Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物
よ り 大 で あ る た め 、 Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ 遺 伝 子 の 異 な る エ ク ソ ン の 配 列 か ら の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 用 プ ラ イ
マ ー を 含 め る こ と に よ っ て 更 に 制 御 さ れ る 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 合 成 は 、 例 え ば 、 ５ ０ mM　 Ｔ ｒ ｉ ｓ
－ Ｈ Ｃ ｌ 、 ６ mM　 Ｍ ｇ Ｃ １ ２ 、 ４ ０ mM　 Ｋ Ｃ １ 、 お よ び １ ０ mM　 ジ チ オ ス レ イ ト ー ル 、 ｐ
Ｈ 　 ８ ． ５ な ど の 適 切 な 緩 衝 液 中 に て 、 Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ 特 異 的 Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ － ｐ ｌ （ 約 １ μ Ｍ に
て ） に よ っ て 、 逆 転 写 酵 素 ［ 約 ２ 単 位 ／ 反 応 で の Ｍ ａ ｌ ｏ ｎ ｅ ｙ マ ウ ス 白 血 病 ウ イ ル ス 逆
転 写 酵 素 （ Roche） な ど ］ を 用 い て 初 回 刺 激 す る こ と が で き る 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 合 成 反 応 に お い
て は 、 そ れ ぞ れ 約 １ mMの ｄ Ａ Ｔ Ｐ 、 ｄ Ｃ Ｔ Ｐ 、 ｄ Ｇ Ｔ Ｐ 、 お よ び ｄ Ｔ Ｔ Ｐ 、 約 １ ～ １ ０ 単
位 ／ 反 応 の 胎 盤 Ｒ Ｎ Ａ ｓ ｅ イ ン ヒ ビ タ （ Roche） な ど の Ｒ Ｎ Ａ ｓ ｅ イ ン ヒ ビ タ も 必 要 で あ
る 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 合 成 は 、 好 ま し く は ４ ２ ℃ に て ３ ０ ～ ６ ０ 分 間 実 施 し 、 続 い て ９ ５ ℃ に て １
０ 分 間 加 熱 し て Ｒ Ｎ Ａ テ ン プ レ ー ト を 変 性 さ せ た 。 得 ら れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 血 液 （ ま た は 肝
臓 生 検 サ ン プ ル ） 中 で Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ を 検 出 す る た め に 、 Ｐ Ｃ Ｒ の テ ン プ レ ー ト と し て 利 用 で
き る 。 １ ０ Ｘ 　 Ｔ ａ ｑ 　 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 緩 衝 液 （ ５ ０ ０ mM　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｃ ｌ 　 ｐ Ｈ ８
． ３ 、 ２ ５ mM　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 ０ ． １ ％ Ｔ ｒ ｉ ｔ ｏ ｎ 　 Ｘ － １ ０ ０ ） ； 最 終 濃 度 が そ れ ぞ れ
０ ． ２ mMの ｄ Ａ Ｔ Ｐ 、 ｄ Ｃ Ｔ Ｐ 、 ｄ Ｇ Ｔ Ｐ 、 お よ び ｄ Ｔ Ｔ Ｐ の 混 合 物 ； Ｔ ａ ｑ 　 Ｄ Ｎ Ａ ポ
リ メ ラ ー ゼ （ ２ ． ５ Ｕ ／ 反 応 ） 、 お よ び Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ － ｐ ２ 、 Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ － ｐ ３ 、 Ｏ Ｂ ｃ ｌ
５ － ｐ ４ 、 お よ び Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ － ｐ ５ な ど の Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ 特 異 的 プ ラ イ マ ー （ ０ ． １ ～ １ μ Ｍ
最 終 濃 度 ） を 含 む 、 Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ の Ｐ Ｃ Ｒ 検 出 に 必 要 な 追 加 試 薬 も 、 好 ま し く は 提 供 さ れ る
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。 例 え ば Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ 配 列 イ ン サ ー ト を 備 え た Ｄ Ｎ Ａ な ど の 、 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 の 正 の 対 照 も 好 ま
し く は 含 ま れ る （ １ ～ １ ０ ng／ 反 応 ） 。 Ｐ Ｃ Ｒ は 、 例 え ば 、 ９ ５ ℃ に て ３ ０ 秒 間 、 ６ ０ ℃
に て ３ ０ 秒 間 、 ７ ２ ℃ に て ６ ０ 秒 間 の ２ ２ ～ ４ ０ サ イ ク ル に 渡 っ て 実 施 で き る 。 先 に 示 し
た よ う に 、 好 ま し い 追 加 の 感 受 性 お よ び 特 異 性 は 、 元 の Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い て
増 幅 し た 配 列 内 に 位 置 す る 追 加 の Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ プ ラ イ マ ー セ ッ ト の 利 用 に よ っ て 、 こ の 診 断
手 順 で 達 成 さ れ る 。 こ の 場 合 、 第 一 の Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 で 利 用 さ れ た 条 件 に 似 た 条 件 下 で の 続 い
て の Ｐ Ｃ Ｒ は 、 好 ま し く は プ ラ イ マ ー Ｏ Ｂ ｃ ｌ Ｓ － ｐ ４ お よ び Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ － ｐ ５ を 除 い て
、 テ ン プ レ ー ト Ｄ Ｎ Ａ と し て 第 一 の Ｐ Ｃ Ｒ 　 １ ～ １ ０ μ lを 含 む 反 応 物 中 で 入 れ 子 配 列 を
増 幅 す る た め に 利 用 さ れ た 。 あ る い は 、 反 応 は 、 好 ま し く は 、 第 一 の プ ラ イ マ ー セ ッ ト （
Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ － ｐ ２ お よ び Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ － ｐ ３ ） を 用 い て １ ０ ～ １ ５ サ イ ク ル 実 施 さ れ 、 そ の
後 、 次 に こ の 反 応 物 の １ ～ １ ０ μ lを テ ン プ レ ー ト と し て 、 プ ラ イ マ ー ｓ Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ － ｐ
４ お よ び Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ － ｐ ５ （ お よ び 含 ま れ る す べ て の 必 要 な Ｐ Ｃ Ｒ 成 分 ） と 共 に 新 た な Ｐ
Ｃ Ｒ 反 応 物 中 に 含 ま せ た 。 Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ 特 異 的 Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 の 検 出 は 、 好 ま し く は 、 当 業 界
で 既 知 で あ り 、 前 の 実 施 例 に 記 載 し た ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 を 利 用 し た 。 診 断 に は 、 こ
の よ う な Ｐ Ｃ Ｒ ベ ー ス の 診 断 試 験 の た め の 対 照 と し て 、 好 ま し く は 比 較 可 能 な 体 液 ま た は
組 織 抽 出 物 が 含 ま れ る べ き で あ る 。 こ れ は 、 非 罹 患 者 か ら の 血 清 ま た は 血 漿 お よ び ／ ま た
は 適 切 な 動 物 モ デ ル か ら の 血 清 、 血 漿 ま た は 組 織 抽 出 物 を 含 み う る 。 プ ラ イ マ ー Ｏ Ｂ ｃ ｌ
Ｓ － ｐ ４ お よ び Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ － ｐ ５ と の 反 応 の 生 成 物 な ど の 、 本 発 明 に よ る 核 酸 の Ｐ Ｃ Ｒ に
よ っ て 決 定 さ れ た 発 現 が 、 対 照 に 対 し て 、 患 者 か ら 分 離 さ れ た サ ン プ ル 中 で ア ッ プ レ ギ ュ
レ ー ト さ れ た 場 合 、 そ し て 特 に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ た 発 現 が 本 質 的 に 、 図 １ に 示 し た
よ う な 障 害 特 異 的 （ 平 均 ） 発 現 比 に 一 致 す る 場 合 、 こ の よ う な 一 致 は 、 障 害 を 患 う 患 者 を
示 す 。
【 ０ ２ ８ ４ 】
　 こ の 手 法 の 変 形 も 評 価 で き る 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 合 成 お よ び Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 は 、 熱 安 定 性 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ
メ ラ ー ゼ を 、 Rocheに よ る Titan one-tubeま た は Carboxydothermus　 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ
ｏ ｎ ｅ － ｓ ｅ ｔ 　 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ シ ス テ ム に よ っ て 提 供 さ れ る よ う な 逆 転 写 酵 素 活 性 と 共 に
利 用 し て 、 単 一 の 反 応 容 器 内 で 連 続 的 に ま た は 同 時 に 実 施 で き る 。 あ る い は Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物
は 、 蛍 光 標 識 プ ラ イ マ ー ま た は Ｔ ａ ｑ ｍ ａ ｎ プ ロ ー ブ 加 水 分 解 系 を 含 む Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 の 各
種 の 蛍 光 ベ ー ス イ ン ジ ケ ー タ の 包 含 に よ っ て 、 先 に 記 載 し た よ う に Ｓ Ｙ Ｂ Ｒ グ リ ー ン な ど
の 蛍 光 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ イ ン タ ー カ レ ー ト 分 子 を 用 い て 監 視 す る こ と が で き る 。 Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物
の 蓄 積 は 、 本 発 明 に よ る 核 酸 の 発 現 の 感 受 性 定 量 評 価 を 達 成 す る た め に 連 続 的 に 監 視 で き
る た め 、 蛍 光 ベ ー ス 手 法 は 利 点 を 与 え る 。 こ の こ と は 、 本 発 明 に よ る 障 害 の 血 液 ま た は 組
織 で 上 昇 し た が 、 非 罹 患 患 者 お よ び 組 織 に お い て も よ り 低 い レ ベ ル 存 在 す る 核 酸 で 特 に 有
利 で あ る た め 、 核 酸 の 発 現 の レ ベ ル に 関 す る 定 量 情 報 が 得 ら れ る 。 更 に こ の 実 施 例 と 同 様
に 、 核 酸 発 現 レ ベ ル の 正 確 な 定 量 は 、 例 え ば 肝 硬 変 と Ｈ Ｃ Ｃ と の 間 の デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル
診 断 に 寄 与 す る 。 こ の デ ー タ と 、 疾 患 お よ び 疾 患 不 在 を 示 す 提 供 さ れ た 標 準 と の 比 較 は 、
こ の よ う な 診 断 手 順 に 関 す る 重 要 な 利 点 を 提 供 す る 。
【 ０ ２ ８ ５ 】
　 こ の 診 断 方 法 の 追 加 の 変 形 は 、 本 発 明 に よ る 複 数 の 核 酸 お よ び ／ ま た は 本 発 明 に よ る 核
酸 の 、 障 害 に 関 与 す る 他 の 核 酸 と の 同 時 検 出 を 含 む 。 更 な る 本 発 明 に よ る 核 酸 の ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン ベ ー ス の 診 断 検 知 も 考 え ら れ る 。 こ の 場 合 、 好 ま し く は Ｒ Ｎ Ａ ブ ロ ッ ト 、
Ｒ Ｎ Ａ ｓ ｅ 保 護 ま た は 患 者 細 胞 ま た は 組 織 生 検 サ ン プ ル へ の イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン を 利 用 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ 検 出 も 有 効 で あ る 。
【 ０ ２ ８ ６ 】
　 同 様 の 方 法 お よ び そ の 変 形 に よ っ て 、 本 発 明 に よ る 核 酸 は 、 お よ び ／ ま た は 本 発 明 に よ
る 核 酸 は 他 の 核 酸 と 共 に 、 本 発 明 に よ る 障 害 の 診 断 に 利 用 で き る 。
【 実 施 例 ７ 】
【 ０ ２ ８ ７ 】
　 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド の 抗 体 検 出 に よ る 診 断 方 法
　 本 発 明 に よ る 障 害 の 好 ま し い 診 断 方 法 は 、 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 作 成 さ れ
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た 抗 体 に 基 づ く 。 例 え ば 診 断 手 順 は 、 好 ま し く は 、 酵 素 結 合 免 疫 測 定 法 （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） ア
ッ セ イ に よ る 、 特 異 的 に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ た 遺 伝 子 タ ン パ ク 質 の 血 清 検 出 を 利 用 す
る 。 簡 単 な 形 式 で は 、 診 断 ア ッ セ イ は 、 好 ま し く は 、 Ｏ Ｂ ｃ ｌ Ｓ ． ｐ ｒ （ 配 列 番 号 ２ ） ま
た は Ｄ Ａ Ｐ ３ （ 配 列 番 号 ５ ） な ど の 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 特 異 的 な 分 離 お よ
び 精 製 さ れ た 抗 体 に よ っ て 完 全 に コ ー テ ィ ン グ さ れ た 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト ま た は
マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ ェ ル の ス ト リ ッ プ を 含 む 。 例 え ば 抗 体 は 、 一 般 に 例 え ば ウ サ ギ で 産 生
さ れ る な ど の ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ま た は 当 業 界 で 確 立 さ れ た 手 順 に し
た が っ て 一 般 に マ ウ ス で 産 生 さ れ る な ど の 精 製 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で も よ い （ Cooper, H.
M.& Paterson, Y., (2000), In Current Protocols in Molecular Biology(Ansubel, F.A
.ら , 編 )11.12.1～ 11.12.9頁 , Greene Publ.& Wiley Intersci., NY); (Fuller S.A.ら , 
(1992), In Current Protocols in Molecular Biology(Ansubel, F.A.ら , 編 )11.4.1～ 11
.9.3頁 , Greene Publ.& Wiley Intersci., NY)。 好 ま し く は 抗 体 は 、 Knappikら (2000, J.
Molec.Biol.296: 57-86)ま た は Chaddお よ び Chamow(2001 Curr.Opin.Biotechnol.12: 188-
94） に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 フ ァ ー ジ ・ デ ィ ス プ レ イ ・ ラ イ ブ ラ リ ー ・ パ ニ ン グ お よ び
精 製 か ら 得 た 組 換 え 抗 体 ま た は そ の 断 片 で も よ い 。 抗 体 コ ー テ ィ ン グ は 、 好 ま し く は 、 リ
ン 酸 緩 衝 液 食 塩 水 （ Ｐ Ｂ Ｓ ） な ど の 標 準 コ ー テ ィ ン グ 溶 液 中 の 、 １ ～ １ ０ ０ μ g/mlの 抗 Ｏ
Ｂ ｃ ｌ ５ ． ｐ ｒ 抗 体 ま た は 抗 Ｄ Ａ Ｐ ３ ． ｐ ｒ 抗 体 の 希 釈 物 に よ っ て 実 現 さ れ る 。 抗 体 は 、
好 ま し く は 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ ェ ル （ Nunc Maxisorp immunoplateな ど ） の 吸 収 性 表 面
に ３ ７ ℃ に て ６ ０ 分 間 、 あ る い は 室 温 ま た は ４ ℃ に て 一 晩 結 合 さ せ た 。 コ ー テ ィ ン グ し た
ウ ェ ル に サ ン プ ル を 結 合 さ せ る 前 に 、 ウ ェ ル は 、 好 ま し く は 、 リ ン 酸 緩 衝 液 食 塩 水 中 の ５
％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン ま た は 同 じ 緩 衝 液 中 で 再 懸 濁 さ せ た ５ ％ 脱 脂 粉 乳 な ど の 濃 縮 タ ン パ
ク 質 溶 液 中 で の 、 室 温 に て １ ５ ～ ６ ０ 分 間 の イ ン キ ュ ベ ー ト に よ っ て 、 非 特 異 的 結 合 を 完
全 に 遮 断 し た 。 次 に 、 好 ま し く は 患 者 サ ン プ ル 物 質 を マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ ェ ル に 塗 布 し て
、 遮 断 溶 液 中 に 希 釈 さ せ て 、 検 出 の 特 異 性 を 上 昇 さ せ た 。 サ ン プ ル は 、 例 え ば 、 当 業 界 で
周 知 の 方 法 に し た が っ て 調 製 し た 、 組 織 生 検 ま た は 外 科 的 切 除 物 か ら の 血 漿 ま た は 血 清 ま
た は タ ン パ ク 質 抽 出 物 で あ る （ Smith, J.A.(2001)In, Current Protocols in Molecular 
Biology, Ausubel, F.A.ら , 編 )10.0.1～ 10.0.23頁 , Greene Publ.& Wiley Intersci., N
Y） 。 特 に 患 者 サ ン プ ル は 、 室 温 ま た は ４ ℃ に て 抗 体 コ ー テ ィ ン グ ウ ェ ル に ３ ０ － １ ２ ０
分 間 （ ま た は そ れ 以 上 ） 接 触 さ せ た 。 非 特 異 的 相 互 作 用 タ ン パ ク 質 は 、 好 ま し く は 、 例 え
ば ０ ． ０ ２ ～ ０ ． １ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ を 含 む ０ ． １ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － 緩 衝 液 食 塩 水 な ど の 標
準 洗 浄 緩 衝 液 に よ る 徹 底 的 な 洗 浄 に よ り 除 去 し た 。 洗 浄 は 、 好 ま し く は ３ ～ １ ０ 分 間 に 渡
っ て 実 施 し 、 ３ ～ ５ 回 繰 り 返 し た 。 患 者 サ ン プ ル 中 の Ｄ Ａ Ｐ ３ ． ｐ ｒ ポ リ ペ プ チ ド の 検 出
は 、 例 え ば 、 先 に 記 載 し た よ う に 産 生 さ れ た 第 二 の 独 立 し た 抗 Ｄ Ａ Ｐ ３ ． ｐ ｒ 抗 体 と の 続
い て の 結 合 反 応 に よ っ て 実 施 し 、 標 準 ２ 部 位 「 サ ン ド イ ッ チ 」 型 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に お い て 、 Ｄ
Ａ Ｐ ３ ． ｐ ｒ ポ リ ペ プ チ ド 上 の 特 徴 的 な エ ピ ト ー プ を 識 別 し た 。 第 二 の 抗 Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ ． ｐ
ｒ 抗 体 ま た は Ｄ Ａ Ｐ ３ ． ｐ ｒ 抗 体 の 結 合 は 、 例 え ば 、 室 温 に て ３ ０ ～ ６ ０ 分 間 、 抗 体 内 で
ウ ェ ル を （ 例 え ば 遮 断 溶 液 中 １ ～ １ ０ ０ μ g/mlの 濃 度 に て ） イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 続 い て
前 の 工 程 と 同 様 に 徹 底 的 に 洗 浄 す る こ と に よ っ て 実 施 し た 。 第 二 の 抗 体 は 、 好 ま し く は ア
ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ な ど の 適 切 な 基 質 の 存 在 下 で 、 色 素 生 産 性 ま た は 蛍 光 生 産 性 反 応 生
成 物 を 生 成 で き る 酵 素 に 直 接 結 合 で き る 。 あ る い は 、 例 え ば 、 そ の よ う に 酵 素 に 結 合 さ れ
た 抗 種 お よ び 抗 ア イ ソ タ イ プ 特 異 的 第 三 抗 体 を 利 用 し て 、 標 準 分 光 分 析 プ レ ー ト リ ー ダ ー
機 器 で 検 出 可 能 で あ る 反 応 生 成 物 を 産 生 さ せ る 。 反 応 生 成 物 の 現 像 で は 、 （ 先 の よ う に ）
洗 浄 し た 抗 体 － 抗 原 － 酵 素 複 合 体 を 好 ま し く は Rocheか ら の Ａ ｔ ｔ ｏ Ｐ ｈ ｏ ｓ な ど の 色 素
生 産 性 基 質 に 室 温 に て 約 １ ０ 分 間 露 出 さ せ て 、 反 応 を ５ ０ mM　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 　 ｐ Ｈ ５
． ５ な ど の 低 ｐ Ｈ 緩 衝 液 に よ っ て 停 止 さ せ る か 、 ま た は 代 わ り に 直 接 ア ッ セ イ す る こ と が
で き る 。 特 異 的 に 結 合 し た Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ ． ｐ ｒ ポ リ ペ プ チ ド ま た は Ｄ Ａ Ｐ ３ ． ｐ ｒ ポ リ ペ プ
チ ド の 量 は 、 例 え ば 、 分 光 光 度 計 の 適 切 な 波 長 （ こ の 場 合 は ４ ２ ０ nm） で の 励 起 後 の 、 各
ウ ェ ル に お け る 酵 素 反 応 生 成 物 の 量 の 測 定 に よ っ て 決 定 す る 。 測 定 は 、 好 ま し く は 、 放 射
波 長 （ こ の 場 合 は ５ ６ ０ nm） に お い て プ レ ー ト リ ー ダ ー で 行 う 。 好 ま し く は 診 断 に は 、 例
え ば 精 製 組 換 え Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ ． ｐ ｒ ポ リ ペ プ チ ド ま た は Ｄ Ａ Ｐ ３ ． ｐ ｒ ポ リ ペ プ チ ド な ど の
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、 Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ タ ン パ ク 質 標 準 ま た は Ｄ Ａ Ｐ ３ タ ン パ ク 質 標 準 が 含 ま れ る 。 こ の タ ン パ ク 質
標 準 の 希 釈 シ リ ー ズ は 、 当 業 界 で 周 知 で あ る よ う に 、 反 応 の 対 照 と し て 、 そ し て ポ リ ペ プ
チ ド 発 現 レ ベ ル の 比 較 の タ ン パ ク 質 標 準 曲 線 を 導 く た め に 、 好 ま し く は Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に 同 時
に 含 ま れ る 。 特 定 の 肝 臓 障 害 を 示 す 、 対 応 す る 濃 度 範 囲 は 、 好 ま し く は 、 診 断 で 与 え ら れ
る べ き で あ る 。 加 え て 、 比 較 で き る 体 液 ま た は 組 織 抽 出 物 も 好 ま し く は 、 こ の よ う な Ｅ Ｌ
Ｉ Ｓ Ａ 試 験 で 対 照 と し て 含 ま れ る べ き で あ る 。 こ れ は 、 好 ま し く は 、 非 罹 患 者 か ら の 血 清
ま た は 血 漿 お よ び ／ ま た は 適 切 な 動 物 モ デ ル か ら の 血 清 、 血 漿 、 ま た は 組 織 抽 出 物 を 含 む
。 こ の よ う な Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 検 出 診 断 は 、 当 業 界 で 一 般 的 で あ る （ 例 え ば Hauschildら , 2001,
 Cancer Res.158: 169-77を 参 照 ） 。 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ っ て 決 定 し た サ ン プ ル ： 対 照 タ ン パ
ク 質 レ ベ ル は 、 好 ま し く は 、 対 照 サ ン プ ル に 対 し て 、 本 発 明 に よ る 障 害 を 患 う 患 者 の 、 病
理 学 者 が 確 認 し た 組 織 で 決 定 し た 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 決 定 障 害 特 異 的 タ ン パ ク 質 発 現 比 値 で あ る
。 サ ン プ ル ： 対 照 の タ ン パ ク 質 レ ベ ル が 障 害 特 異 的 タ ン パ ク 質 発 現 比 値 と 本 質 的 に 一 致 す
る 場 合 、 こ の よ う な 一 致 は 、 好 ま し く は 障 害 を 患 う 患 者 を 示 す 。 好 ま し く は こ の よ う な 診
断 は 、 １ つ を 超 え る 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 実 施 さ れ る 。
【 ０ ２ ８ ８ 】
　 更 に 診 断 は 、 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 作 成 さ れ た 内 在 性 抗 体 、 あ る い は 患 者
か ら 分 離 さ れ た サ ン プ ル 中 に 存 在 す る そ の 機 能 変 異 体 ま た は そ の 断 片 を 検 出 す る こ と に 向
け ら れ て お り 、 抗 体 ま た は そ の 断 片 は 、 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 作 成 さ れ て い
る 。 こ の よ う な 自 己 免 疫 抗 体 の 検 出 は 、 当 業 者 に 一 般 に 既 知 で あ る 方 法 に よ っ て 、 例 え ば
先 に 詳 細 に 記 載 し た Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ な ど の 免 疫 親 和 性 ア ッ セ イ に よ っ て 、 本 発 明 に よ る ポ リ ペ
プ チ ド ま た は そ の 機 能 変 異 体 ま た は そ の 一 部 を プ ロ ー ブ と し て 使 用 し て 実 施 で き る 。 こ の
よ う な 自 己 免 疫 抗 体 の 存 在 は 、 本 発 明 に よ る 障 害 を 患 う 患 者 を 示 す 。
【 ０ ２ ８ ９ 】
　 加 え て ま た は あ る い は 、 少 な く と も １ つ の 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 組 織 化 学 検
出 を ベ ー ス と す る 関 連 診 断 キ ッ ト を 作 成 で き る 。 こ の よ う な キ ッ ト で は 、 例 え ば 精 製 し た
抗 体 ま た は 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 な 抗 体 を 、 好 ま し く は 患 者 の 細 胞 ま た は 組
織 切 片 へ の 抗 体 の 結 合 を 検 出 す る た め に 必 要 な 試 薬 と 共 に 含 む こ と が で き る 。 こ れ ら の 試
薬 は 、 例 え ば 、 好 ま し く は 、 例 え ば 色 素 生 産 性 基 質 の 触 媒 作 用 が 可 能 な 触 媒 に 結 合 さ れ た
、 ま た は フ ル オ ロ フ ォ ア （ 例 え ば Texas Redな ど ） に 結 合 さ れ た － 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ
チ ド ま た は そ の 機 能 変 異 体 に 対 し て 作 成 さ れ た － 特 異 的 抗 種 お よ び サ ブ タ イ プ 特 異 的 二 次
抗 体 を 含 む 。 好 ま し く は 酵 素 基 質 も 洗 浄 お よ び イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 緩 衝 液 と 同 様 に 含 ま れ
る 。 こ の よ う な キ ッ ト の 追 加 の 任 意 の 成 分 は 、 正 の 対 照 組 織 、 例 え ば 肝 臓 の 切 片 、 あ る い
は 正 の 組 織 対 照 と し て ポ リ ペ プ チ ド を 特 異 的 に 発 現 す る 細 胞 の 充 填 ペ レ ッ ト か ら の 組 織 ま
た は 切 片 で も よ い 。 与 え ら れ た 説 明 は 、 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド の 検 出 の た め の 抗 原 回
復 の 好 ま し い お よ び ／ ま た は 代 わ り の 方 法 あ る い は 、 例 え ば ホ ル マ リ ン 固 定 お よ び パ ラ フ
ィ ン 包 埋 組 織 物 質 よ り も 、 凍 結 組 織 物 質 を 利 用 す べ き で あ る と い う 指 示 を 含 む 。 こ の 場 合
、 氷 冷 ア セ ト ン へ の １ ０ 分 間 の 浸 漬 な ど の 、 凍 結 組 織 サ ン プ ル 切 片 の 固 定 の た め の 勧 告 が
好 ま し く は 含 ま れ る 。 更 な る 説 明 は 、 好 ま し く は 、 遺 伝 子 生 成 物 の 検 出 で 使 用 す る 抗 体 の
濃 度 に つ い て の 勧 告 は も ち ろ ん の こ と 、 提 供 さ れ た 免 疫 試 薬 へ の 組 織 の 暴 露 の た め の 勧 告
お よ び 提 案 さ れ た イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 お よ び 温 度 も 与 え る 。 ３ ％ 正 常 ヒ ツ ジ 血 清 を 含
む リ ン 酸 緩 衝 液 食 塩 水 を 含 む ０ ． ０ １ ％ ～ ０ ． １ ％ ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ － ２ ０ な ど の 、 抗 体 イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン 用 の 好 ま し い 反 応 緩 衝 液 も 含 む こ と が で き る 。 更 に 、 リ ン 酸 緩 衝 液 食 塩 水 を
含 む ０ ． １ ％ ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ － ２ ０ を 用 い た 、 各 ５ 分 間 の 洗 浄 ４ 回 な ど の 、 特 異 的 抗 体 中 で の
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 前 後 の 組 織 切 の 洗 浄 の た め の 明 細 な 条 件 が 好 ま し く は 含 ま れ る 。 こ の
よ う な 免 疫 組 織 化 学 検 出 プ ロ ト コ ル は 、 当 業 者 に 既 知 で あ る 。 一 般 に 、 キ ッ ト は 、 好 ま し
く は 、 正 お よ び 負 の 組 織 例 か ら の 特 異 的 免 疫 組 織 化 学 染 色 結 果 の 画 像 の パ ネ ル お よ び 特 に
、 診 断 さ れ る 障 害 を 患 う 患 者 を 示 す 結 果 を 表 示 し た 表 を 、 ユ ー ザ ー ガ イ ド と し て 含 む 。 こ
の よ う な キ ッ ト の 利 用 は 、 好 ま し く は 、 本 発 明 に よ る 先 に 記 載 し た 肝 臓 障 害 、 肝 臓 癌 、 ま
た は 上 皮 癌 の 診 断 を 除 外 、 支 持 ま た は 確 認 す る 。
【 ０ ２ ９ ０ 】
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　 核 酸 ベ ー ス 診 断 手 法 に つ い て 先 に 規 定 し た よ う に 、 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド の 検 出 お
よ び ／ ま た は 定 量 に 基 づ く 診 断 は 、 こ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド を １ つ 以 上 含 む 。 そ の 上 、 こ
の よ う な ポ リ ペ プ チ ド の 、 本 発 明 に よ る 障 害 に 関 与 す る 他 の ペ プ チ ド と の 同 時 検 出 は 、 こ
の よ う な 診 断 で 利 用 で き る 。
【 ０ ２ ９ １ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 お よ び 工 程 に 各 種 の 修 正 が 行 え る こ と は 、 当 業 者 に 明 ら か に な る で あ ろ
う 。 そ れ ゆ え 本 発 明 は 、 こ の よ う な 修 正 お よ び 変 更 が 添 付 請 求 項 お よ び そ の 相 当 物 の 範 囲
内 で あ る と い う 条 件 で 、 そ れ ら を 対 象 と す る こ と が 意 図 さ れ て い る 。 本 明 細 書 で 引 用 し た
す べ て の 刊 行 物 は 、 参 照 に よ り そ の 全 体 が 組 み 入 れ ら れ て い る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ９ ２ 】
【 図 １ 】 Ｈ Ｃ Ｃ の Ｒ Ｎ Ａ 発 現 レ ベ ル 　 Ｈ Ｃ Ｃ 対 非 罹 患 肝 臓 ｃ Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ 実 験 で
の 発 現 値 の 要 約 ボ ッ ク ス プ ロ ッ ト を 与 え る 。 ボ ッ ク ス プ ロ ッ ト は 、 ｌ ｏ ｇ ２ 発 現 値 比 と 、
各 ボ ッ ク ス の 水 平 線 に よ っ て 示 さ れ る 中 央 値 と の グ ラ フ 表 示 で あ る 。 各 ボ ッ ク ス の 範 囲 は
、 四 分 位 間 を 示 す ； ウ ィ ス カ ー は 、 四 分 位 間 の １ ． ５ 倍 を 示 す 。 こ の 範 囲 に 含 ま れ な い 比
は 、 小 さ い 丸 で 示 す 。 本 発 明 に よ る 各 核 酸 で は 、 Ｈ Ｃ Ｃ で 発 現 増 加 が 明 ら か で あ る 。 発 現
値 は 、 患 者 と 対 照 サ ン プ ル の 間 の 発 現 の 差 が 最 も 重 大 で あ る Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ （ 配 列 番 号 １ １ ）
を 除 い て 、 同 様 の 比 で 一 貫 し て 増 加 し て い る 。
【 図 ２ 】 正 常 組 織 お よ び 他 の 種 類 の 癌 と 比 較 し た 場 合 の 、 Ｈ Ｃ Ｃ で の Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ の 発 現 特
異 性 　 Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ 特 異 的 Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 の 量 は 、 プ ラ イ マ ー の Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ － ｐ ８ 、 配 列 番 号
６ ６ ； Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ － ｐ ９ 、 配 列 番 号 ６ ７ ； お よ び Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ － ｐ １ ０ 、 配 列 番 号 ６ ８ を 使
用 し て 、 Ｔ ａ ｑ ｍ ａ ｎ 蛍 光 標 識 遺 伝 子 特 異 的 プ ロ ー ブ の 包 含 お よ び 加 水 分 解 に よ っ て 監 視
す る 。 定 量 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ （ Ｑ － Ｐ Ｃ Ｒ ） に よ る Ｈ Ｃ Ｃ ＝ Ａ 、 Ｆ Ｎ Ｈ ＝ Ｂ で の Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ （
配 列 番 号 １ １ ） の 発 現 の 定 量 評 価 は 、 正 常 組 織 （ Ｃ ＝ 非 腫 瘍 性 （ 正 常 ） 肝 臓 ； Ｄ ＝ 肺 正 常
； Ｆ ＝ 結 腸 正 常 ； Ｈ ＝ 睾 丸 正 常 ； Ｊ ＝ 筋 肉 正 常 ； Ｋ ＝ 皮 膚 正 常 ； Ｌ ＝ 心 臓 正 常 ； Ｍ ＝ 腎 臓
正 常 ） お よ び 他 の 癌 （ Ｅ ＝ 肺 癌 ； Ｇ ＝ 結 腸 癌 ； Ｉ ＝ 睾 丸 癌 ） の 発 現 パ タ ー ン と 比 較 す る 。
Mann-Whitney-U検 定 （ 異 常 に 分 布 し た デ ー タ に 利 用 さ れ た 非 パ ラ メ ー タ 検 定 ） は 、 Wilcox
on検 定 と し て オ プ シ ョ ン paired =“ false” を 用 い て 実 施 さ れ 、 ２ つ の 群 の 大 き い ほ う の
順 位 和 を 与 え （ Ｈ Ｃ Ｃ ） （ ＝ Wilcoxon値 、 Ｗ ） 、 そ し て 表 ７ に 示 す よ う な す べ て の 組 織 サ
ン プ ル （ Ｈ Ｃ Ｃ ＝ 肝 細 胞 癌 ； Ｆ Ｎ Ｈ ＝ 限 局 性 結 節 性 過 形 成 ； Ｎ Ｎ Ｌ ＝ 非 腫 瘍 性 （ 正 常 ） 肝
臓 ； 肺 Ｎ ＝ 肺 正 常 ； Ｃ ｏ ｌ 　 Ｎ ＝ 結 腸 正 常 ； Ｔ ｓ ｔ ． Ｎ ＝ 睾 丸 正 常 ； Ｍ ｓ ． Ｎ ＝ 筋 肉 正 常
； 皮 膚 Ｎ ＝ 皮 膚 正 常 ； Ｈ ｒ ｔ ． Ｎ ＝ 心 臓 正 常 ； Ｋ ｄ ｎ ｙ ． Ｎ ＝ 腎 臓 正 常 ） お よ び 他 の 癌 （
肺 Ｃ ＝ 肺 癌 ； Ｃ ｏ ｌ ． Ｃ ＝ 結 腸 癌 ； Ｔ ｓ ｔ ． Ｃ ＝ 睾 丸 癌 ） で の Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ 分 布 の 有 意 差 （
Ｐ 値 ） を 示 す 。
【 ０ ２ ９ ３ 】
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【 表 １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ９ ４ 】
【 図 ３ 】 独 立 Ｈ Ｃ Ｃ サ ン プ ル お よ び 対 照 で の 核 酸 （ 配 列 番 号 １ ０ ～ １ ９ ） の 発 現 を 示 す Ｒ
Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ デ ー タ 　 「 ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 」 遺 伝 子 グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド ホ ス フ ェ ー ト デ ヒ ド
ロ ゲ ナ ー ゼ （ Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ ） の 増 幅 は 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 品 質 を 制 御 す る た め に 、 各 ｃ Ｄ Ｎ Ａ テ ン プ
レ ー ト と の 並 列 反 応 に 含 ま れ て い た 。 ３ ０ ～ ４ ０ 回 の Ｐ Ｃ Ｒ サ イ ク ル を 受 け た Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ
Ｒ 反 応 生 成 物 の ５ ～ １ ０ ％ を ア ガ ロ ー ス に 装 填 し 、 臭 化 エ チ ジ ウ ム で 染 色 し た Ｄ Ｎ Ａ ゲ ル
を こ こ に 描 出 し た 。 Ｈ Ｃ Ｃ ラ イ ブ ラ リ ー プ ー ル か ら の 精 製 Ｄ Ｎ Ａ は 、 本 発 明 に よ る 各 核 酸
の 正 の 対 照 （ Ｃ ） と し て 含 ま れ る 。 こ の 分 析 で は そ れ ぞ れ の 本 発 明 に よ る 核 酸 に つ い て 、
２ つ の 独 立 し た Ｈ Ｃ Ｃ サ ン プ ル （ Ｈ ） が １ つ の 非 罹 患 肝 臓 サ ン プ ル （ Ｎ ） と と も に 含 ま れ
て い た 。 Ｍ ＝ 分 子 量 マ ー カ ー （ １ ０ ０ bpラ ダ ー ） 。
【 図 ４ 】 Ｒ Ｎ Ａ ブ ロ ッ ト に よ る デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル 遺 伝 子 発 現 の 検 証 　 ３ つ の 非 罹 患 肝 臓
（ Ｌ ） お よ び ２ つ の Ｈ Ｃ Ｃ 組 織 （ Ｈ ） の プ ー ル か ら の Ｒ Ｎ Ａ サ ン プ ル の 独 立 し た 評 価 は 、
図 に 示 す よ う に 、 Ｒ Ｎ Ａ ブ ロ ッ ト オ ー ト ラ ジ オ グ ラ ム の こ の 画 像 に お い て 、 Ｏ Ｂ ｃ ｌ ｌ （
配 列 番 号 １ ０ ） お よ び Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ （ 配 列 番 号 １ １ ） の 発 現 増 加 を 検 証 す る 。 各 配 列 に 特 異
的 な ア ン チ セ ン ス 鎖 プ ロ ー ブ （ Ａ 、 上 ； 特 異 的 シ グ ナ ル ） お よ び 負 の 対 照 と し て の 対 応 す
る セ ン ス 鎖 プ ロ ー ブ （ Ｂ 、 下 ） か ら の 結 果 は 、 ア ン チ セ ン ス プ ロ ー ブ に よ る ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン の 特 異 性 を 示 す 。
【 図 ５ 】 Ｈ Ｃ Ｃ 対 Ｎ Ｎ Ｌ の Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ 　 Ｒ Ｎ Ａ 局 在 化 　 イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン 分 析 は 、 肝 細 胞 癌 （ Ｈ Ｃ Ｃ ） お よ び 非 腫 瘍 性 肝 臓 （ Ｎ Ｎ Ｌ ） サ ン プ ル に お い て Ｏ Ｂ
ｃ ｌ ５ 　 Ｒ Ｎ Ａ を 検 出 す る 。 放 射 性 同 位 体 標 識 ア ン チ セ ン ス プ ロ ー ブ （ ａ ｓ ） は 、 組 織 切
片 の Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ 　 Ｒ Ｎ Ａ と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー エ マ ル ジ
ョ ン に よ る 切 片 の 展 開 に よ っ て 検 出 さ れ る 。 暗 点 は 、 Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ 　 Ｒ Ｎ Ａ に 対 す る 特 異 的
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 示 す エ マ ル ジ ョ ン か ら の 展 開 さ れ た 銀 粒 子 で あ る 。 相 補 性 セ ン
ス プ ロ ー ブ は 、 ア ン チ セ ン ス プ ロ ー ブ へ の 化 学 的 類 似 性 に も か か わ ら ず 、 イ ン サ イ チ ュ ー
で Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ 　 Ｒ Ｎ Ａ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き な い 。 し た が っ て セ ン ス プ ロ ー ブ は 、 バ ッ ク
グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル の み が 検 出 さ れ る パ ネ ル Ａ お よ び Ｃ で 負 の 対 照 と し て 作 用 す る 。 Ｏ Ｂ
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ｃ ｌ ５ 　 Ｒ Ｎ Ａ は パ ネ ル Ｂ に 示 し た Ｎ Ｎ Ｌ で わ ず か に 検 出 さ れ 、 パ ネ ル Ｄ の 多 数 の 銀 粒 子
ス ポ ッ ト に よ っ て 明 示 さ れ る よ う に 、 イ ン サ イ チ ュ ー で Ｈ Ｃ Ｃ に て 明 確 に 示 さ れ る 。 各 パ
ネ ル は 、 倍 率 ２ ０ ０ 倍 （ ２ ０ ０ Ｘ ） で 示 さ れ る 。
【 図 ６ 】 Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ 　 Ｒ Ｎ Ａ 発 現 の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 仲 介 ノ ッ ク ダ ウ ン 　 Ｈ ｅ ｐ Ｇ ２ 細 胞 は 、 Ｏ
Ｂ ｃ ｌ ５ 　 Ｒ Ｎ Ａ 配 列 に 対 し て 特 異 的 で あ る ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て 、 ま
た は ス ク ラ ン ブ ル 配 列 で あ る が 同 一 組 成 の 、 負 の 対 照 と し て の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ
て 形 質 移 入 し た （ 表 １ ０ ） 。 こ れ ら の 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ 　 Ｒ Ｎ Ａ
と 相 互 作 用 し て 、 そ れ を 不 安 定 化 し 、 そ れ に よ っ て 肝 臓 癌 細 胞 中 の こ の Ｒ Ｎ Ａ の レ ベ ル を
低 下 さ せ 、 Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ 　 Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル の ノ ッ ク ダ ウ ン と し て 既 知 の 工 程 で あ る 。 負 の 対 照
に よ っ て ス ク ラ ン ブ ル さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 次 の 実 験 読 み 出 し の た め の 対 照 参 照
Ｒ Ｎ Ａ を 提 供 す る た め に 、 並 行 形 質 移 入 で 使 用 す る 。 Ｑ － Ｐ Ｃ Ｒ を 利 用 し て 、 ３ つ の 独 立
し た 実 験 （ Ａ 、 Ｂ お よ び Ｃ ） か ら 、 ス ク ラ ン ブ ル さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 形 質 移 入 （ 対
照 ） 細 胞 と 比 較 し て 、 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 形 質 移 入 細 胞 （ 実 験 ） に お け る 、 Ｏ Ｂ ｃ
ｌ ５ 　 Ｒ Ｎ Ａ お よ び 網 膜 細 胞 芽 腫 タ ン パ ク 質 １ （ Ｒ Ｂ １ ） ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 の レ ベ ル を 判 定
し た 。 Ｙ 軸 は 、 Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 残 存 活 性 （ 白 色 、 左 列 ） の ｌ ｏ ｇ ２ パ ー セ ン ト 値 を
表 す ； こ れ に 対 し て Ｒ Ｂ １ ｍ Ｒ Ｎ Ａ 　 ｌ ｏ ｇ ２ 比 の 値 は 、 Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ 　 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 形 質 移
入 対 対 照 オ リ ゴ 形 質 移 入 Ｈ ｅ ｐ Ｇ ２ 細 胞 で の Ｒ Ｂ １ ｍ Ｒ Ｎ Ａ の レ ベ ル の 倍 増 を 示 す （ 黒 色
、 右 列 ） 。 特 異 的 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て 仲 介 さ れ た Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ 　 Ｒ Ｎ Ａ
の 減 少 は 、 明 ら か で あ る 。 対 照 細 胞 で は 上 昇 し な い が 、 実 験 に お け る Ｒ Ｂ １ ｍ Ｒ Ｎ Ａ の レ
ベ ル 上 昇 は 、 Ｏ Ｂ ｃ ｌ ５ 発 現 が こ の 腫 瘍 サ プ レ ッ サ ｍ Ｒ Ｎ Ａ の レ ベ ル を 負 に 調 節 す る こ と
を 示 唆 す る 。
【 図 ７ 】 組 織 で の Ｄ Ａ Ｐ ３ タ ン パ ク 質 発 現 　 タ ン パ ク 質 抽 出 物 は 、 ヒ ト 組 織 に お け る こ れ
ら の タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル を 判 定 す る た め に 、 Ｄ Ａ Ｐ ３ お よ び β － ア ク チ ン タ ン パ ク 質
に 特 異 的 な 抗 体 を 用 い た 免 疫 ブ ロ ッ ト 分 析 を 受 け る 。 ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー
ゼ （ Ｈ Ｒ Ｐ ） 結 合 二 次 抗 体 を 用 い た イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン お よ び 化 学 発 光 Ｈ Ｒ Ｐ 基 質 に よ る
免 疫 複 合 体 の 検 出 の 後 、 バ ン ド の 強 度 を 濃 度 測 定 に よ っ て 分 析 し 、 各 シ グ ナ ル を β － ア ク
チ ン シ グ ナ ル の 強 度 に 正 規 化 す る 。 各 レ ー ン に 示 し た 組 織 を 、 こ れ ら の 組 織 で の Ｄ Ａ Ｐ ３
タ ン パ ク 質 レ ベ ル の 定 量 分 析 も 含 む 表 ８ に 定 義 す る 。 こ れ ら の 分 析 は 、 Ｄ Ａ Ｐ ３ タ ン パ ク
質 、 す な わ ち Ｈ Ｃ Ｃ で 特 異 的 に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ た Ｄ Ａ Ｐ ３ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 機 能 生 成
物 も 、 Ｈ Ｃ Ｃ で 高 度 に 過 剰 発 現 さ れ る こ と を 示 す 。
【 ０ ２ ９ ５ 】
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【 表 １ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ９ ６ 】
【 図 ８ 】 ヘ パ ト ー マ 細 胞 の 増 殖 に 相 関 す る Ｈ Ｃ Ｃ 調 節 解 除 遺 伝 子 の 発 現 　 静 止 細 胞 の 血 清
刺 激 の ８ 時 間 （ 黒 列 ） お よ び １ ２ 時 間 （ 白 列 ） 後 の 、 肝 臓 癌 細 胞 （ Ｈ ｅ ｐ ３ Ｂ ） に お け る
本 発 明 に よ る 標 的 遺 伝 子 配 列 の 増 殖 依 存 性 発 現 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ 実 験 読 み 取 り か
ら の 血 清 刺 激 対 静 止 発 現 値 の ｌ ｏ ｇ ２ 変 換 比 が 提 供 さ れ る 。 静 止 肝 臓 癌 細 胞 と 比 較 し た 、
増 殖 で の こ れ ら の 配 列 の 発 現 レ ベ ル の 実 質 的 上 昇 は 、 こ れ ら の 配 列 が 肝 臓 癌 細 胞 増 殖 に と
っ て 機 能 的 に 重 要 で あ る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 配 列 表 】
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】 【 図 ５ 】
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【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 17年 5月 13日 (2005.5.13)
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(129) JP 2006-500074 A 2006.1.5

2006500074000001.app



【 国 際 調 査 報 告 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(130) JP 2006-500074 A 2006.1.5



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(131) JP 2006-500074 A 2006.1.5



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(132) JP 2006-500074 A 2006.1.5



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(133) JP 2006-500074 A 2006.1.5



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(134) JP 2006-500074 A 2006.1.5



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(135) JP 2006-500074 A 2006.1.5



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(136) JP 2006-500074 A 2006.1.5



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(137) JP 2006-500074 A 2006.1.5



フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                    テーマコード（参考）
                        Ａ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１Ｋ  48/00     (2006.01)  48/00     (2006.01)  48/00     (2006.01)  48/00     (2006.01)  48/00     (2006.01)  48/00     (2006.01)  48/00     (2006.01)  48/00     (2006.01)           Ａ６１Ｋ  39/395   　　　Ｎ          ４Ｃ０８５
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ   1/16     (2006.01)   1/16     (2006.01)   1/16     (2006.01)   1/16     (2006.01)   1/16     (2006.01)   1/16     (2006.01)   1/16     (2006.01)   1/16     (2006.01)           Ａ６１Ｋ  48/00    　　　　          ４Ｃ０８６
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ  35/00     (2006.01)  35/00     (2006.01)  35/00     (2006.01)  35/00     (2006.01)  35/00     (2006.01)  35/00     (2006.01)  35/00     (2006.01)  35/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   1/16    　　　　          ４Ｃ０８７
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ  37/04     (2006.01)  37/04     (2006.01)  37/04     (2006.01)  37/04     (2006.01)  37/04     (2006.01)  37/04     (2006.01)  37/04     (2006.01)  37/04     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  35/00    　　　　          ４Ｈ０４５
                        Ｃ０７ＫＣ０７ＫＣ０７ＫＣ０７ＫＣ０７ＫＣ０７ＫＣ０７ＫＣ０７Ｋ  14/82     (2006.01)  14/82     (2006.01)  14/82     (2006.01)  14/82     (2006.01)  14/82     (2006.01)  14/82     (2006.01)  14/82     (2006.01)  14/82     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  37/04    　　　　          　　　　　
                        Ｃ０７ＫＣ０７ＫＣ０７ＫＣ０７ＫＣ０７ＫＣ０７ＫＣ０７ＫＣ０７Ｋ  16/32     (2006.01)  16/32     (2006.01)  16/32     (2006.01)  16/32     (2006.01)  16/32     (2006.01)  16/32     (2006.01)  16/32     (2006.01)  16/32     (2006.01)           Ｃ０７Ｋ  14/82    　　　　          　　　　　
                        Ｃ０７ＫＣ０７ＫＣ０７ＫＣ０７ＫＣ０７ＫＣ０７ＫＣ０７ＫＣ０７Ｋ  19/00     (2006.01)  19/00     (2006.01)  19/00     (2006.01)  19/00     (2006.01)  19/00     (2006.01)  19/00     (2006.01)  19/00     (2006.01)  19/00     (2006.01)           Ｃ０７Ｋ  16/32    　　　　          　　　　　
                        Ｃ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２Ｎ   1/15     (2006.01)   1/15     (2006.01)   1/15     (2006.01)   1/15     (2006.01)   1/15     (2006.01)   1/15     (2006.01)   1/15     (2006.01)   1/15     (2006.01)           Ｃ０７Ｋ  19/00    　　　　          　　　　　
                        Ｃ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２Ｎ   1/19     (2006.01)   1/19     (2006.01)   1/19     (2006.01)   1/19     (2006.01)   1/19     (2006.01)   1/19     (2006.01)   1/19     (2006.01)   1/19     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ   1/15    　　　　          　　　　　
                        Ｃ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２Ｎ   1/21     (2006.01)   1/21     (2006.01)   1/21     (2006.01)   1/21     (2006.01)   1/21     (2006.01)   1/21     (2006.01)   1/21     (2006.01)   1/21     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ   1/19    　　　　          　　　　　
                        Ｃ１２ＱＣ１２ＱＣ１２ＱＣ１２ＱＣ１２ＱＣ１２ＱＣ１２ＱＣ１２Ｑ   1/25     (2006.01)   1/25     (2006.01)   1/25     (2006.01)   1/25     (2006.01)   1/25     (2006.01)   1/25     (2006.01)   1/25     (2006.01)   1/25     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ   1/21    　　　　          　　　　　
                        Ｃ１２ＱＣ１２ＱＣ１２ＱＣ１２ＱＣ１２ＱＣ１２ＱＣ１２ＱＣ１２Ｑ   1/68     (2006.01)   1/68     (2006.01)   1/68     (2006.01)   1/68     (2006.01)   1/68     (2006.01)   1/68     (2006.01)   1/68     (2006.01)   1/68     (2006.01)           Ｃ１２Ｑ   1/25    　　　　          　　　　　
                        Ｇ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１Ｎ  33/15     (2006.01)  33/15     (2006.01)  33/15     (2006.01)  33/15     (2006.01)  33/15     (2006.01)  33/15     (2006.01)  33/15     (2006.01)  33/15     (2006.01)           Ｃ１２Ｑ   1/68    　　　Ａ          　　　　　
                        Ｇ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１Ｎ  33/50     (2006.01)  33/50     (2006.01)  33/50     (2006.01)  33/50     (2006.01)  33/50     (2006.01)  33/50     (2006.01)  33/50     (2006.01)  33/50     (2006.01)           Ｇ０１Ｎ  33/15    　　　Ｚ          　　　　　
                        Ｇ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１Ｎ  33/53     (2006.01)  33/53     (2006.01)  33/53     (2006.01)  33/53     (2006.01)  33/53     (2006.01)  33/53     (2006.01)  33/53     (2006.01)  33/53     (2006.01)           Ｇ０１Ｎ  33/50    　　　Ｚ          　　　　　
                        Ｃ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２Ｎ   5/10     (2006.01)   5/10     (2006.01)   5/10     (2006.01)   5/10     (2006.01)   5/10     (2006.01)   5/10     (2006.01)   5/10     (2006.01)   5/10     (2006.01)           Ｇ０１Ｎ  33/53    　　　Ｄ          　　　　　
                        Ａ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１Ｋ  38/00     (2006.01)  38/00     (2006.01)  38/00     (2006.01)  38/00     (2006.01)  38/00     (2006.01)  38/00     (2006.01)  38/00     (2006.01)  38/00     (2006.01)           Ｇ０１Ｎ  33/53    　　　Ｍ          　　　　　
   　　　　                                Ｃ１２Ｎ   5/00    　　　Ａ          　　　　　
   　　　　                                Ａ６１Ｋ  37/02    　　　　          　　　　　

(81)指定国　　　　  AP(GH,GM,KE,LS,MW,MZ,SD,SL,SZ,TZ,UG,ZM,ZW),EA(AM,AZ,BY,KG,KZ,MD,RU,TJ,TM),EP(AT,
BE,BG,CH,CY,CZ,DE,DK,EE,ES,FI,FR,GB,GR,HU,IE,IT,LU,MC,NL,PT,RO,SE,SI,SK,TR),OA(BF,BJ,CF,CG,CI,CM,GA,
GN,GQ,GW,ML,MR,NE,SN,TD,TG),AE,AG,AL,AM,AT,AU,AZ,BA,BB,BG,BR,BY,BZ,CA,CH,CN,CO,CR,CU,CZ,DE,DK,DM,DZ,
EC,EE,EG,ES,FI,GB,GD,GE,GH,GM,HR,HU,ID,IL,IN,IS,JP,KE,KG,KP,KR,KZ,LC,LK,LR,LS,LT,LU,LV,MA,MD,MG,MK,M
N,MW,MX,MZ,NI,NO,NZ,OM,PG,PH,PL,PT,RO,RU,SC,SD,SE,SG,SK,SL,SY,TJ,TM,TN,TR,TT,TZ,UA,UG,US,UZ,VC,VN,YU
,ZA,ZM,ZW

(72)発明者  ゲリー，クリスティアン
            オーストリア国、アー－８０６３　エッゲスドルフ・ベー・グラーツ、プルグスタール　２８１
(72)発明者  バック，チャールズ
            アメリカ合衆国、インディアナ　４７９０６、ウェスト・ラファイエット、ノッティングハム・プ
            レイス　２５１２
(72)発明者  ツァトロウカル，クルト
            オーストリア国、アー－８０４７　グラーツ、シュテルンヴィルトヴェーク　２２ツェー
Ｆターム(参考) 2G045 AA40  DA36  FB01  FB03 
　　　　 　　  4B024 AA01  AA12  CA04  CA09  DA01  DA02  DA05  DA11  EA02  EA03 
　　　　 　　        EA04  EA06  GA11  HA12 
　　　　 　　  4B063 QA01  QA19  QQ08  QQ79  QR32  QR40  QR48  QR55  QR62  QR77 
　　　　 　　        QS25  QS34  QS38 
　　　　 　　  4B065 AA01X AA57X AA87X AA93Y AB01  BA02  CA24  CA44  CA46 
　　　　 　　  4C084 AA02  AA03  AA07  AA13  BA01  BA08  BA20  BA22  BA23  CA53 
　　　　 　　        NA14  ZA752 ZB092 ZB262
　　　　 　　  4C085 AA13  AA14 
　　　　 　　  4C086 AA01  AA02  AA03  EA16  MA01  MA04  NA14  ZA75  ZB09  ZB26 
　　　　 　　  4C087 AA01  AA02  BC83  CA12  NA14  ZA75  ZB09  ZB26 
　　　　 　　  4H045 AA10  AA11  AA20  AA30  BA10  CA41  DA75  EA20  EA50  EA51 
　　　　 　　        FA74 

(138) JP 2006-500074 A 2006.1.5



专利名称(译) 编码它们的多肽和核酸及其用于预防，诊断或治疗肝脏疾病和上皮癌的用途

公开(公告)号 JP2006500074A 公开(公告)日 2006-01-05

申请号 JP2005509664 申请日 2003-09-23

[标]申请(专利权)人(译) ORIDIS生物科技有限公司

申请(专利权)人(译) Oridisu-Biomedo文件夹中顺集团 - UND进入维克Rungu扫描有限公司

[标]发明人 ゲリークリスティアン
バックチャールズ
ツァトロウカルクルト

发明人 ゲリー,クリスティアン
バック,チャールズ
ツァトロウカル,クルト

IPC分类号 C12N15/09 A01K67/027 A61K31/7088 A61K35/76 A61K39/395 A61K48/00 A61P1/16 A61P35/00 
A61P37/04 C07K14/82 C07K16/32 C07K19/00 C12N1/15 C12N1/19 C12N1/21 C12Q1/25 C12Q1/68 
G01N33/15 G01N33/50 G01N33/53 C12N5/10 A61K38/00 A01K67/00 A61K38/17 A61K39/00 C07H21
/04 C07K14/47 C07K16/18 C07K16/30 C12N5/00 C12N15/12 C12N15/62 G01N33/68

CPC分类号 A01K2217/05 A01K2217/075 A01K2227/105 A01K2267/0331 A61K38/00 A61K39/00 A61K48/00 
A61P1/16 C07K14/47 C07K2319/00 C12N2799/021 C12Q1/6886 C12Q2600/112 C12Q2600/136 
C12Q2600/178

FI分类号 C12N15/00.ZNA.A A01K67/027 A61K31/7088 A61K35/76 A61K39/395.D A61K39/395.N A61K48/00 
A61P1/16 A61P35/00 A61P37/04 C07K14/82 C07K16/32 C07K19/00 C12N1/15 C12N1/19 C12N1/21 
C12Q1/25 C12Q1/68.A G01N33/15.Z G01N33/50.Z G01N33/53.D G01N33/53.M C12N5/00.A A61K37
/02

F-TERM分类号 2G045/AA40 2G045/DA36 2G045/FB01 2G045/FB03 4B024/AA01 4B024/AA12 4B024/CA04 4B024
/CA09 4B024/DA01 4B024/DA02 4B024/DA05 4B024/DA11 4B024/EA02 4B024/EA03 4B024/EA04 
4B024/EA06 4B024/GA11 4B024/HA12 4B063/QA01 4B063/QA19 4B063/QQ08 4B063/QQ79 4B063
/QR32 4B063/QR40 4B063/QR48 4B063/QR55 4B063/QR62 4B063/QR77 4B063/QS25 4B063/QS34 
4B063/QS38 4B065/AA01X 4B065/AA57X 4B065/AA87X 4B065/AA93Y 4B065/AB01 4B065/BA02 
4B065/CA24 4B065/CA44 4B065/CA46 4C084/AA02 4C084/AA03 4C084/AA07 4C084/AA13 4C084
/BA01 4C084/BA08 4C084/BA20 4C084/BA22 4C084/BA23 4C084/CA53 4C084/NA14 4C084/ZA752 
4C084/ZB092 4C084/ZB262 4C085/AA13 4C085/AA14 4C086/AA01 4C086/AA02 4C086/AA03 4C086
/EA16 4C086/MA01 4C086/MA04 4C086/NA14 4C086/ZA75 4C086/ZB09 4C086/ZB26 4C087/AA01 
4C087/AA02 4C087/BC83 4C087/CA12 4C087/NA14 4C087/ZA75 4C087/ZB09 4C087/ZB26 4H045
/AA10 4H045/AA11 4H045/AA20 4H045/AA30 4H045/BA10 4H045/CA41 4H045/DA75 4H045/EA20 
4H045/EA50 4H045/EA51 4H045/FA74

代理人(译) 津国 肇
筱田文雄

优先权 2002021696 2002-09-27 EP
60/415913 2002-10-03 US

外部链接 Espacenet

摘要(译)

本发明涉及编码它们的多肽和核酸，以及肝脏和肿瘤疾病，特别是肝脏和其他上皮组织的癌症，良性肝肿瘤如腺瘤和局部结节性增
生（FNH）和肝硬化。用于诊断，预防和/或治疗其他增殖性肝病，例如：本发明还涉及诊断和治疗这些疾病的方法。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/002694bd-75cb-4ed1-b76c-2e2337094978
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/037721039/publication/JP2006500074A?q=JP2006500074A



