
(57)【要約】
　本発明は、多発性骨髄腫および意義不明のモノクローナル免疫グロブリン異常症などの
形質細胞疾患が JAG2の発現の増加により特徴づけられるという所見に基づくものである。
従って本発明は、 JAG2の発現または過剰発現を検出することによる形質細胞疾患の診断の
ための方法を提供するものである。 JAG2の発現または過剰発現は、増加した mRNAの転写ま
たは増加したタンパク質として検出できる。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
形 質 細 胞 を 含 む 個 人 由 来 の 骨 髄 サ ン プ ル に お い て 、
a)JAG2mRNAの 発 現 、 ま た は
b)JAG2タ ン パ ク 質
を 検 出 す る こ と を 含 む 、 個 人 に お け る 形 質 細 胞 疾 患 の 診 断 の た め の 方 法 で あ っ て 、
　 JAG2mRNAの 発 現 ま た は JAG2タ ン パ ク 質 の 存 在 が 形 質 細 胞 疾 患 の 指 標 で あ り 、 JAG2mRNAの
発 現 の 欠 如 ま た は JAG2タ ン パ ク 質 の 発 現 の 不 在 が 形 質 細 胞 疾 患 以 外 の 疾 患 の 指 標 で あ る 方
法 。
【 請 求 項 ２ 】
JAG2mRNAの 検 出 を 、 ノ ー ザ ン ・ ブ ロ ッ テ ィ ン グ 、 イ ン サ イ チ ュ ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
、 PCRに 基 づ く 方 法 、 お よ び こ れ ら の 組 み 合 わ せ か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 方 法 に よ り 行
う 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
前 記 PCRに 基 づ く 方 法 が RT-PCRで あ る 、 請 求 項 ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
RT-PCRに 用 い る プ ラ イ マ ー 対 が 、 配 列 番 号 １ お よ び 配 列 番 号 ２ の 配 列 を 有 す る も の で あ る
、 請 求 項 ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
JAG2タ ン パ ク 質 の 検 出 を 、 当 該 JAG2タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な ポ リ ク ロ ー ナ ル ま た は モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 、 ま た は そ の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト を 用 い て 行 う 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
前 記 JAG2タ ン パ ク 質 の 検 出 を 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い る FACS分 析 を 用 い る こ と に よ り
行 う 、 請 求 項 ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
前 記 JAGS2タ ン パ ク 質 の 検 出 を 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い る こ と に よ り 行 う 、 請 求 項 ５
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
前 記 JAGS2タ ン パ ク 質 の 検 出 を 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い る こ と に よ り 行 う 、 請 求 項 ５
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
前 記 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 配 列 番 号 ３ の ペ プ チ ド に 特 異 的 な も の で あ る 、 請 求 項 ５ 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
JAG2mRNAの 発 現 ま た は JAG2タ ン パ ク 質 の 検 出 前 に 、 前 記 骨 髄 サ ン プ ル を 形 質 細 胞 に 関 し て
濃 縮 す る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
形 質 細 胞 特 異 的 抗 体 に よ る 選 択 的 吸 着 に よ り 、 前 記 骨 髄 サ ン プ ル を 形 質 細 胞 に 関 し て 濃 縮
す る 、 請 求 項 １ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
前 記 骨 髄 細 胞 特 異 的 抗 体 が CD138お よ び CD38か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る も の で あ る 、 請 求
項 １ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
前 記 骨 髄 サ ン プ ル 中 の JAG2mRNAの 発 現 の レ ベ ル ま た は JAGタ ン パ ク 質 の レ ベ ル を ネ ガ テ ィ
ブ コ ン ト ロ ー ル と 比 較 す る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
形 質 細 胞 を 含 む 個 人 由 来 の 骨 髄 サ ン プ ル に お い て 、
a)JAG2mRNAの 発 現 、 ま た は
b)JAG2タ ン パ ク 質
を 検 出 す る ス テ ッ プ を 含 む 、 個 人 に お け る 形 質 細 胞 疾 患 の 重 篤 度 を 測 定 す る た め の 方 法 で
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あ っ て 、
　 JAG2mRNAの 発 現 の レ ベ ル ま た は JAG2タ ン パ ク 質 の レ ベ ル が 、 MGUS、 く す ぶ り 型 骨 髄 腫 、
多 発 性 骨 髄 腫 お よ び 形 質 細 胞 性 白 血 病 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 形 質 細 胞 疾 患 症 状 の 指 標
で あ る 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
JAG2mRNAの 発 現 の 検 出 を 、 ノ ー ザ ン ・ ブ ロ ッ テ ィ ン グ 、 イ ン サ イ チ ュ ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン 、 PCRに 基 づ く 方 法 お よ び こ れ ら の 組 み 合 わ せ か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 方 法 に よ
り 行 う 、 請 求 項 １ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
前 記 PCRに 基 づ く 方 法 が RT-PCRで あ る 、 請 求 項 １ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
RT-PCRに 用 い る プ ラ イ マ ー 対 が 、 配 列 番 号 １ お よ び 配 列 番 号 ２ の 配 列 を 有 す る も の で あ る
、 請 求 項 １ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
JAG2タ ン パ ク 質 の 検 出 を 、 JAG2タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な ポ リ ク ロ ー ナ ル ま た は モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 、 ま た は そ の 抗 原 特 異 的 フ ラ グ メ ン ト を 用 い て 行 う 、 請 求 項 １ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
前 記 JAG2タ ン パ ク 質 の 検 出 を 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い る FACS分 析 を 用 い る こ と に よ り
行 う 、 請 求 項 １ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
前 記 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 配 列 番 号 ３ の ペ プ チ ド に 特 異 的 な も の で あ る 、 請 求 項 １ ９ 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
形 質 細 胞 を 含 む サ ン プ ル に お け る 形 質 細 胞 疾 患 の 診 断 の た め の キ ッ ト で あ っ て 、 JAG2を コ
ー ド し て い る 核 酸 分 子 に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る １ 種 以 上 の プ ラ イ マ ー 対 、 お よ び RP
-PCRを 行 う た め の 試 薬 、 を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
前 記 プ ラ イ マ ー 対 の 配 列 が 配 列 １ お よ び 配 列 ２ で あ る 、 請 求 項 ２ １ 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
JAG2タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 当 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 抗 原 結 合 フ ラ
グ メ ン ト 、 お よ び こ れ ら の 組 み 合 わ せ か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 抗 体 ； お よ び 免 疫 学 的 検
出 を 行 う た め の 試 薬 、 を 含 む 、 形 質 細 胞 疾 患 の 診 断 に 有 用 な キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
前 記 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 配 列 番 号 ３ の ペ プ チ ド に 特 異 的 な も の で あ る 、 請 求 項 ２ ３ 記 載
の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
前 記 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 検 出 可 能 な 標 識 を 有 す る も の で あ る 、 請 求 項 ２ ３ 記 載 の キ ッ ト
。
【 請 求 項 ２ ６ 】
JAG2タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て 、 当 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ り
、 当 該 JAG2タ ン パ ク 質 を 表 面 に 発 現 す る 形 質 細 胞 に 結 合 す る も の 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
配 列 番 号 ３ の ペ プ チ ド に 対 し て 作 成 さ れ た も の で あ る 、 請 求 項 ２ ６ 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 。 　 　
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 出 願 は 、 本 明 細 書 中 に 引 用 に よ り 組 み 込 む 、 2003年 5月 2日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 出 願 第
60/467,733号 に 対 す る 優 先 権 を 主 張 す る も の で あ る 。
　 本 発 明 は 概 し て 形 質 細 胞 疾 患 の 分 野 に 関 し 、 お よ び よ り 詳 細 に は 、 形 質 細 胞 疾 患 の 診 断
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の た め の 方 法 を 提 供 す る も の で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 多 発 性 骨 髄 腫 (MM)は 合 衆 国 に お い て 2番 目 に 多 く 発 症 す る 血 液 疾 患 で あ る 。 お よ そ 13,00
0の 新 た な 症 例 が 毎 年 診 断 さ れ る 。 MMは 、 分 化 し た B細 胞 (即 ち 、 形 質 細 胞 )を 末 期 的 に 冒 す
ク ロ ー ナ ル 形 質 細 胞 増 殖 性 疾 患 で あ る 。 そ れ は 全 悪 性 血 液 腫 瘍 の 10%を 占 め る 。 化 学 的 治
療 法 が あ る 程 度 進 歩 し た に も 関 わ ら ず 、 こ の 疾 患 は 未 だ 不 治 で あ り 、 40ヶ 月 の MM患 者 の 半
分 し か 生 存 し な い 。 MM同 様 、 意 義 不 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 免 疫 グ ロ ブ リ ン 異 常 症 (MGUS)が 、
血 清 お よ び 尿 に お け る モ ノ ク ロ ー ナ ル 免 疫 グ ロ ブ リ ン お よ び 骨 髄 に お け る モ ノ ク ロ ー ナ ル
形 質 細 胞 の 増 加 に よ り 特 徴 づ け ら れ る 。 し か し 、 MGUS患 者 は MMの 臨 床 的 な 症 状 を 示 さ な い
。 重 要 な の は 、 MGUSの 患 者 の 25%が 骨 髄 腫 を 進 行 さ せ る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 骨 髄 に お け る 腫 瘍 形 質 細 胞 の 検 出 は 、 多 発 性 骨 髄 腫 の 診 断 を な す の に 、 お よ び パ ラ タ ン
パ ク 質 に 伴 う 他 の 疾 患 か ら 当 該 疾 患 を 区 別 す る の に 重 要 で あ る 。 当 該 腫 瘍 細 胞 は １ タ イ プ
の み の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 を 産 生 し 、 骨 髄 に お け る モ ノ ク ロ ー ナ ル 増 加 と ポ リ ク ロ ー ナ ル
増 加 の 免 疫 細 胞 学 に よ る 区 別 を 可 能 と す る (McLennan等 、 Brit. Med. J., vol. 308: pp10
33-1036, 1994)。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 免 疫 グ ロ ブ リ ン バ ン ド (パ ラ タ ン パ ク 質 )は 血 液 ま た は 尿
、 ま た は 多 発 性 骨 髄 腫 の 患 者 の 98%に お い て は こ の 両 方 に 見 い だ さ れ る 。 残 る 2%の 患 者 は
非 分 泌 性 の 疾 患 を 有 す る (Kyle等 、 Stem Cells. vol2, pp56-60, 1995)。 パ ラ タ ン パ ク 質
の 発 見 は 、 多 発 性 骨 髄 腫 の 診 断 を サ ポ ー ト す る が 、 診 断 を な す も の で は な い 。 当 該 血 清 パ
ラ タ ン パ ク 質 は 、 IgM－ こ れ は 多 発 性 骨 髄 腫 瘍 で は 、 極 め て ま れ に し か 生 じ な い － 以 外 の
い ず れ か の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の ク ラ ス の も の で あ る 。 完 全 な モ ノ ク ロ ー ナ ル の 免 疫 グ ロ ブ リ
ン は 患 者 の 80%の み に お い て 血 清 中 に 検 出 さ れ 得 る の で 、 血 液 お よ び 尿 の 両 方 に お け る パ
ラ タ ン パ ク 質 を 調 べ る こ と が 重 要 で あ る 。 同 程 度 の 割 合 の 患 者 で 、 尿 中 に 、 過 剰 の モ ノ ク
ロ ー ナ ル 遊 離 軽 鎖 が 含 ま れ る 。 血 液 お よ び 尿 パ ラ タ ン パ ク 質 濃 度 の 連 続 測 定 に よ り 、 形 質
細 胞 疾 患 を 示 す 有 用 な 基 準 、 治 療 に 対 す る 反 応 、 当 該 疾 患 の 安 定 性 、 お よ び 疾 患 の 進 行 の
到 来 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 数 種 の 他 の マ ー カ ー を 多 発 性 骨 髄 腫 に お い て 、 診 断 の た め で な く 予 備 診 断 的 フ ァ ク タ ー
と し て 考 慮 で き る 。 こ れ ら の パ ラ メ ー タ に は 、 形 質 細 胞 標 識 指 標 、 ベ ー タ 2-ミ ク ロ グ ロ ブ
リ ン 、 細 胞 遺 伝 学 的 異 常 、 形 質 芽 の 形 態 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -6、 LDH、 血 管 形 成 、 免 疫 の
フ ェ ノ タ イ ピ ン グ 、 DNA異 倍 数 性 、 活 性 化 癌 遺 伝 子 、 お よ び 他 の フ ァ ク タ ー (血 液 学 /北 米
の 癌 治 療 、 Kyleお よ び Gertz編 者 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 免 疫 グ ロ ブ リ ン 異 常 症 お よ び 関 連 疾 患
、 WB Sabders版 中 の 、 RajkumarA&Greipp, 1999pp 1295-1315に お い て 報 告 さ れ て い る )が
含 ま れ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 骨 髄 に お け る 形 質 細 胞 の 増 加 数 の 検 出 は 、 形 質 細 胞 疾 患 の 多 く の 症 例 の 指 標 で あ る が 、
こ れ は 、 増 殖 そ の も の の 原 因 に つ い て の 情 報 、 細 胞 増 殖 の 調 節 に 関 与 す る 遺 伝 子 の 変 異 的
発 現 な ど を 提 供 す る 方 法 の 場 合 、 感 染 や 他 の 突 発 性 疾 患 の 原 因 に よ る 現 象 の 発 生 を 排 除 し
な い も の で あ る 。 つ ま り 、 MGUSお よ び MMの 指 標 た る 形 質 細 胞 の 増 殖 に 伴 う 変 化 し た 遺 伝 子
発 現 を 検 出 可 能 な 、 形 質 細 胞 疾 患 の 診 断 方 法 が 必 要 と さ れ る 。 　 　
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 は 、 形 質 細 胞 疾 患 の 検 出 の た め の 組 成 物 お よ び 方 法 を 提 供 す る も の で あ る 。 本 方
法 は 、 Jagged2(JAG2)の 発 現 が MM細 胞 系 な ら び に 、 MMま た は MGUSを 含 む 形 質 細 胞 疾 患 と 診
断 さ れ た 患 者 か ら 得 た 一 次 腫 瘍 で 増 加 す る が 、 他 の 血 液 細 胞 腫 瘍 ま た は 非 血 液 腫 瘍 の 患 者
で は 増 加 し な い と い う 所 見 に 基 づ く も の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】

10

20

30

40

50

(4) JP 2006-525026 A 2006.11.9



　 本 発 明 の 一 態 様 で は 、 患 者 か ら 得 た 骨 髄 サ ン プ ル に お い て JAG2の 発 現 を 測 定 す る た め の
方 法 が 提 供 さ れ る 。 JAG2の 発 現 は 、 JAG2mRNAの レ ベ ル ま た は JAG2タ ン パ ク 質 の レ ベ ル を 測
定 す る こ と に よ り 評 価 で き る 。 JAG2mRNAの レ ベ ル の 測 定 の た め の 方 法 に は 、 ノ ー ザ ン ・ ブ
ロ ッ テ ィ ン グ 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 PCRに 基 づ く 方 法 お よ び
イ ン サ イ チ ュ ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に は 限 定 さ れ な い 。 JAG2
タ ン パ ク 質 レ ベ ル の 測 定 す る た め の 方 法 に は 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ (ELISAs)、 免 疫
蛍 光 に 基 づ く 方 法 、 お よ び FACSに 基 づ く 方 法 な ど の 免 疫 ア ッ セ イ が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に
は 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 JAG2mRNAま た は タ ン パ ク 質 の 測 定 の た め の 組 成 物 も 提 供 さ れ る 。 当 該 組 成 物 に は 、 逆 転
写 mRNAの PCR増 幅 に 有 用 な プ ラ イ マ ー 、 お よ び JAG2タ ン パ ク 質 の 検 出 の た め の ポ リ ク ロ ー
ナ ル お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む 抗 体 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 は 、 形 質 細 胞 疾 患 に お い て JAG2の 発 現 が 増 加 す る と い う 思 い が け な い 所 見 に 基 づ
く も の で あ る 。 本 明 細 書 中 に 用 い る 「 形 質 細 胞 疾 患 」 な る 用 語 は 、 血 清 ま た は 尿 に お け る
モ ノ ク ロ ー ナ ル IgGま た は IgMお よ び 骨 髄 に お け る モ ノ ク ロ ー ナ ル 形 質 細 胞 の 増 加 に よ り 特
徴 づ け ら れ る 形 質 細 胞 の 増 殖 性 疾 患 を 意 味 す る 。 形 質 細 胞 疾 患 の 例 に は 、 MGUS、 MM、 く す
ぶ り 型 MM(smoldering MM)お よ び 形 質 細 胞 白 血 病 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 JAG2の 発 現 ま た は 過 剰 発 現 に 関 し て 提 唱 さ れ る 効 果 を 、 図 １ － こ れ は ど の よ う に JAG2が
作 用 す る か を 示 す 図 で あ る － に 記 載 す る が 、 こ れ は 特 定 の 理 論 に よ っ て 拘 束 さ れ る こ と を
意 図 す る も の で は な い 。 IL-6遺 伝 子 は 、 NOTCH-1お よ び -2遺 伝 子 (こ れ ら は 、 細 胞 の 運 命 の
決 定 に お い て 複 合 的 な 重 要 な 役 割 を 果 た す )に よ り 、 CBF1/RBPJ-Kappa経 路 を 介 し て 誘 因 さ
れ 得 る と 考 え ら れ る 。 NOTCH-1お よ び -2の 活 性 化 形 態 は 、 CBF1を 転 写 の リ プ レ ッ サ ー か ら
ア ク チ ベ ー タ ー へ と 変 換 す る 。 NOTCHタ ン パ ク 質 は リ ガ ン ド の 結 合 に よ り 活 性 化 さ れ 、 NOT
CH-1お よ び -2の リ ガ ン ド の 一 つ が JAG2で あ る 。 本 明 細 書 に 示 す 実 施 例 で さ ら に 記 載 す る よ
う に 、 発 明 者 等 は MM細 胞 系 な ら び に MGUS/MM患 者 サ ン プ ル に お い て 、 メ ッ セ ン ジ ャ ー お よ
び タ ン パ ク 質 の 両 レ ベ ル で JAG2の 発 現 が 変 化 す る こ と を 測 定 し た 。 そ の よ う な 発 現 は 、 一
連 の 正 常 コ ン ト ロ ー ル 由 来 の 形 質 細 胞 に お い て は 観 察 さ れ な い 。 JAG2発 現 の 脱 レ ギ ュ レ ー
シ ョ ン は 、 JAG2プ ロ モ ー タ ー の 低 メ チ ル 化 の 結 果 で あ る 。 JAG2の 変 化 し た 発 現 は 、 MGUS/M
M発 病 に お け る 初 期 の 現 象 を 示 し 得 る (図 ２ )。
【 ０ ０ １ １ 】
　 従 っ て 本 発 明 は 、 形 質 細 胞 に お け る JAG2の 発 現 ま た は 過 剰 発 現 を 検 出 す る こ と に よ る 形
質 細 胞 疾 患 の 診 断 の た め の 組 成 物 お よ び 方 法 を 提 供 す る も の で あ る 。 JAG2発 現 の レ ベ ル は
形 質 細 胞 疾 患 を 有 し な い 患 者 (正 常 な 個 人 、 NHLま た は 乳 癌 と 診 断 さ れ た 患 者 )か ら 得 た 形
質 細 胞 の サ ン プ ル に お い て は わ ず か し か 見 い だ さ れ な い の で 、 一 態 様 で は 、 形 質 細 胞 サ ン
プ ル に お け る JAG2の 発 現 の 検 出 が 形 質 細 胞 疾 患 の 指 標 と な る と 考 え ら れ る 。 他 の 態 様 で は
、 患 者 サ ン プ ル に お け る JAG2の 発 現 を 、 ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル (正 常 な 個 人 ま た は 形 質
細 胞 疾 患 を 有 し な い 患 者 )に お け る 発 現 と 比 較 す る 。 JAG2の 発 現 の 差 を 、 JAG2タ ン パ ク 質
ま た は mRNAが コ ン ト ロ ー ル に お け る よ り も 高 レ ベ ル で 発 現 さ れ る こ と を 示 す 「 過 剰 発 現 」
と 名 付 け る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 「 診 断 」 ま た は 「 診 断 試 験 」 な る 用 語 は 、 疾 患 の 進 行 の い ず れ か の 段 階 で の 当 該 疾 患 の
同 定 を 意 味 し 、 即 ち 、 個 人 が 当 該 疾 患 を 有 す る か ど う か の 測 定 を 含 み 、 お よ び /ま た は 当
該 疾 患 の 段 階 の 測 定 を 含 む 。
　 当 該 方 法 は 、 形 質 細 胞 を 含 む 骨 髄 の サ ン プ ル を 得 る こ と 、 次 い で JAG2の 発 現 ま た は 過 剰
発 現 に 関 し て 当 該 サ ン プ ル を 評 価 す る こ と 、 を 含 む 。 JAG2の 発 現 ま た は 過 剰 発 現 は 、 mRNA
ま た は JAG2タ ン パ ク 質 の レ ベ ル な ど の JAGに 関 連 す る 転 写 産 物 を 検 出 す る こ と に よ り 測 定
で き る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
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　 一 態 様 で は 、 JAG2の 発 現 の レ ベ ル の 測 定 は 、 形 質 細 胞 サ ン プ ル に お け る 、 JAG2核 酸 を コ
ー ド す る mRNAの 存 在 を 検 出 す る た め の 、 核 酸 配 列 、 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド な ど の 使 用
を 包 含 す る 。 当 業 者 は 、 溶 液 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ま た は 固 相 法 に お い て 、 核 酸 ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を 用 い る こ と が で き る 。 固 相 法 で は 、 試 験 ま た は プ ロ ー ブ 核 酸
を 、 選 択 さ れ た マ ト リ ッ ク ス ま た は 表 面 に 吸 着 な い し さ も な く ば 固 定 す る 。 固 定 し た 一 本
鎖 の 核 酸 を 次 い で 、 3 2 P-ヌ ク レ オ チ ド な い し 、 ビ オ チ ン な ど の 標 識 を 共 有 結 合 さ せ た ヌ ク
レ オ チ ド で 典 型 的 に 標 識 さ れ た 選 択 プ ロ ー ブ を 用 い る 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 供
す る 。 例 え ば 、 周 知 の 核 酸 に 基 づ く マ イ ク ロ ア レ イ － こ れ は 、 プ ロ ー ブ 核 酸 が 固 定 さ れ て
い る も の で あ る － を 用 い て JAG2mRNA片 を 検 出 し て よ い 。 JAGmRNAの 発 現 の 検 出 の た め の ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 の い く つ か の 例 を 以 下 に 示 す 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 サ ン プ ル が JAG2を 発 現 し て い る 細 胞 を 含 む か ど う か を 測 定 す る た め の 核 酸 に 基 づ く 方 法
は 、 サ ン プ ル か ら 抽 出 し た mRNAの ノ ー ザ ン ・ ブ ロ ッ ト 分 析 で あ る 。 ノ ー ザ ン ・ ブ ロ ッ ト 分
析 を 行 う た め の 方 法 は 当 業 者 に 周 知 で あ り 、 ま た Sambrook, J.等 、 (1989)モ レ キ ュ ラ ー ク
ロ ー ニ ン グ ： 研 究 室 マ ニ ュ ア ル 、 コ ー ル ド ・ ス プ リ ン グ ハ ー バ ー ・ ラ ボ ラ ト リ ー プ レ ス 、
コ ー ル ド ・ ス プ リ ン グ ハ ー バ ー 、 N.Y.に 記 載 さ れ て お り 、 mRNA抽 出 、 mRNAの 電 気 泳 動 分 離
、 ブ ロ ッ テ ィ ン グ 、 プ ロ ー ブ 調 製 お よ び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 全 て 周 知 の 方 法 で あ る
。 mRNAを 検 出 す る た め の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 含 む ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ
ー ブ は 、 JAG2の 公 知 の 配 列 (NCBIデ ー タ ベ ー ス ： http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrezに
て 遺 伝 子 番 号 、 NM145159)か ら 容 易 に 作 成 な い し 設 計 で き る 。 ノ ー ザ ン ・ ブ ロ ッ テ ィ ン グ
分 析 に 関 し て は 、 mRNAを ポ リ dTカ ラ ム を 用 い て 抽 出 し 、 当 該 物 質 を 電 気 泳 動 に よ り 分 離 し
、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 紙 な ど の 適 当 な マ ト リ ッ ク ス へ と 移 す 。 単 離 し た フ ラ グ メ ン ト ま た は
フ ラ グ メ ン ト (複 数 )か ら 作 成 し た 標 識 プ ロ ー ブ を 用 い て 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 紙 に 固 定 し た
相 補 フ ラ グ メ ン ト の 存 在 を 視 覚 化 で き る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 常 套 的 に 最 適 化
し て 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル を 最 小 に す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 明 細 書 中 に 用 い る 「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 な る 用 語 は 、 一 般 に 少 な く と も 10、 好 ま し
く は 少 な く と も 15、 お よ び よ り 好 ま し く は 少 な く と も 20ヌ ク レ オ チ ド 、 好 ま し く は 100ヌ
ク レ オ チ ド 以 下 の 核 酸 を 意 味 す る 。 一 般 に オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 好 ま し く は 核 酸 シ ン セ
サ イ ザ ー に て 合 成 調 製 す る 。 前 記 特 許 に お い て 記 載 さ れ る よ う に 、 核 酸 ア レ イ の た め に は
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は イ ン サ イ チ ュ で 合 成 で き る 。 従 っ て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 天 然
で は 生 じ な い ホ ス ホ エ ス テ ル ア ナ ロ グ 結 合 、 チ オ エ ス テ ル 結 合 な ど を 用 い て 調 製 で き る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 サ ン プ ル に お け る JAG2mRNAの 発 現 を 検 出 す る た め の 他 の 方 法 は 、 固 定 し た 形 質 細 胞 ま た
は 、 一 次 腫 瘍 の 固 定 な い し 凍 結 セ ク シ ョ ン を イ ン サ イ チ ュ ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ
り 使 用 す る も の で あ る 。 こ の 方 法 で は 、 標 識 し た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を 細 胞
ま た は 組 織 サ ン プ ル の セ ク シ ョ ン と 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下
に 接 触 さ せ る 。 非 特 異 的 結 合 を 除 去 し た 後 、 特 異 的 プ ロ ー ブ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を
標 識 に 基 づ い て 検 出 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 JAG2タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る mRNAを 検 出 す る た め の 他 の 方 法 は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 鎖 反 応 (P
CR)法 を 用 い る も の で あ る 。 PCR法 は 当 該 分 野 で 周 知 で あ る 。 (PCR法 を 実 行 す る た め の 方 法
は 、 「 PCRプ ロ ト コ ル ： 方 法 お よ び 応 用 へ の 手 引 き 」 、 Innis, M.A.等 、 Eds. ア カ デ ミ ッ
ク プ レ ス 、 イ ン コ ー ポ レ イ テ ィ ッ ド 、 サ ン デ ィ エ ゴ 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 、 (1990)； お よ び 「
ポ リ メ ラ ー ゼ 鎖 反 応 」 、 Erlich, H.A.等 、 Eds.コ ー ル ド ・ ス プ リ ン グ ハ ー バ ー プ レ ス 、 コ
ー ル ド ・ ス プ リ ン グ ハ ー バ ー 、 N.Y.(1989)に 開 示 さ れ て い る 。 )PCR法 は 、 DNA分 子 に 存 在
す る 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 5'お よ び 3'プ ラ イ マ ー を 提 供 す る こ と に よ り 、 DNA配 列 の
複 数 の コ ピ ー の 高 速 作 成 を 可 能 と す る も の で あ る 。 PCR法 の 変 法 で は 、 RT-PCR(「 逆 転 写 ポ
リ メ ラ ー ゼ 鎖 反 応 」 )を 用 い て 、 生 物 学 的 サ ン プ ル に 潜 在 的 に 存 在 す る 標 的 mRNAを 特 異 的
に 増 幅 で き る 。 mRNAを 逆 転 写 酵 素 に 供 す る こ と に よ り 、 mRNAの 塩 基 配 列 に 相 補 的 な cDNAが
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産 生 さ れ る 。 次 い で 大 量 の 選 択 さ れ た cDNAを 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 鎖 反 応 － サ ー マ ス ・ ア ク ア テ
ィ カ ス (Thermus aquaticus)に よ り 産 生 さ れ る 熱 安 定 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 活 性 に 依 存 す る
、 そ の 増 幅 活 性 の た め の も の － を 用 い て 、 作 成 で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 PCRプ ラ イ マ ー な ら び に オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は 、 JAG2の 配 列 か ら の cDNA配 列 情
報 を 用 い て 、 当 業 者 に よ り 常 套 通 り 設 計 で き る 。 プ ラ イ マ ー は 一 般 に 8～ 50ヌ ク レ オ チ ド
、 好 ま し く は 15～ 30ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 PCR産 物 、 即 ち 増 幅 さ れ た DNAは 、 あ ら ゆ る 周 知
の 方 法 に よ り 検 出 で き る 。
　 他 の 態 様 で は 、 JAG2タ ン パ ク 質 は 、 当 該 タ ン パ ク 質 の 検 出 に 対 し て 指 向 さ れ る 方 法 に よ
り 検 出 で き る 。 例 え ば 、 ウ ェ ス タ ン ・ ブ ロ ッ テ ィ ン グ お よ び 免 疫 細 胞 化 学 は 共 に 、 JAG2の
存 在 ま た は 不 在 の 検 出 を 可 能 と す る も の で あ る 。 他 の 免 疫 ア ッ セ イ フ ォ ー マ ッ ト も 使 用 で
き る 。 例 え ば 以 下 に 記 載 す る よ う に 、 抗 体 に 基 づ く FACS分 析 も 、 JAG2の 発 現 お よ び そ の 定
量 の 検 出 に 使 用 で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 抗 体 に 基 づ く 検 出 法 で は 典 型 的 に は 、 第 一 抗 体 を サ ン プ ル 中 の 形 質 細 胞 へ と 結 合 さ せ 、
次 い で 非 特 異 的 結 合 を 除 去 し 、 標 識 し た 第 二 抗 体 ま た は 同 様 の 検 出 分 子 を 添 加 す る 。 標 識
の 検 出 に よ り 次 い で 、 特 異 的 抗 体 の 形 質 細 胞 へ の 結 合 の 同 定 が 可 能 と な る 。 モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 (ま た は そ の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト )を 用 い る 場 合 、 抗 体 自 体 を 標 識 し 、 そ れ に よ り
第 二 抗 体 を 導 入 す る ス テ ッ プ を 省 略 で き る 。 抗 体 上 の 検 出 可 能 な 標 識 は 当 該 分 野 で 周 知 で
あ り 、 例 え ば 適 当 な ク ロ モ ジ ェ ニ ッ ク 基 質 ま た は 蛍 光 標 識 と イ ン キ ュ ベ ー ト し た 際 に 発 色
を 生 じ る 酵 素 活 性 を 有 す る 標 識 が 含 ま れ る 。 定 量 は 次 い で 、 例 え ば 視 覚 ス ペ ク ト ル ・ ス ペ
ク ト ロ メ ー タ ー ま た は FACS装 置 を 用 い て 発 色 の 程 度 を 測 定 す る こ と に よ り な す こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 ウ ェ ス タ ン ・ ブ ロ ッ テ ィ ン グ 、 細 胞 ホ モ ジ ェ ネ ー ト ま た は そ の 精 製 フ ラ ク シ ョ ン を 次 い
で ゲ ル 電 気 泳 動 に 供 し 、 次 い で ブ ロ ッ テ ィ ン グ フ ィ ル タ ー (ニ ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー
な ど )に 移 す 。 当 該 フ ィ ル タ ー を 抗 体 に 曝 し 、 次 い で 標 識 さ れ た 第 二 抗 体 ま た は 他 の 検 出
法 を 用 い て 特 定 タ ン パ ク 質 の 存 在 を 測 定 す る 。
　 免 疫 蛍 光 、 組 織 セ ク シ ョ ン ま た は 細 胞 は 典 型 的 に は 固 定 し 、 次 い で 特 異 的 抗 体 に 曝 す 。
一 般 的 に は 、 BSAな ど の ニ ュ ー ト ラ ル な タ ン パ ク 質 を 含 む 溶 液 で の 洗 浄 に よ り 非 特 異 的 結
合 を 除 去 し た 後 、 第 一 抗 体 に 対 し て 指 向 さ れ た 標 識 二 次 抗 体 を 用 い て 、 JAG2へ の 特 異 的 抗
体 の 結 合 を 間 接 的 に 示 す 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 ELISAア ッ セ イ で は 、 抗 -JAG2抗 体 を 選 択 さ れ た 表 面 、 例 え ば ポ リ ス チ レ ン ・ ミ ク ロ タ イ
タ ー ・ プ レ ー ト の ウ ェ ル な ど 、 タ ン パ ク 質 を 結 合 で き る 表 面 に 固 定 す る 。 洗 浄 し て 不 完 全
に 吸 着 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 洗 浄 し た 後 、 試 験 サ ン プ ル を 導 入 す る 。 試 験 サ ン プ ル と 結 合
ポ リ ペ プ チ ド の 間 の 特 異 的 免 疫 複 合 体 を 形 成 後 、 当 該 免 疫 複 合 体 の 形 成 は 、 当 該 免 疫 複 合
体 を 、 検 出 可 能 な 標 識 を 有 す る 二 次 抗 体 へ と 供 す る こ と に よ り 測 定 で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 JAG2に 対 し て 指 向 さ れ た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 適 当 な 対 象 を JAG2で 免 疫 化 す る こ と に
よ り 調 製 で き る 。 免 疫 化 さ れ た 対 象 に お け る 抗 -JAG2抗 体 タ イ タ ー は 、 ELISAな ど の 標 準 的
な 方 法 に よ り 、 固 定 さ れ た JAG2を 用 い て 経 時 的 に モ ニ タ ー で き る 。 所 望 に よ り 、 JAG2に 対
し て 指 向 さ れ た 抗 体 分 子 は 、 哺 乳 動 物 か ら (例 え ば 、 血 液 か ら )単 離 で き 、 さ ら に タ ン パ ク
質 Aク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど の 周 知 の 方 法 に よ り 精 製 し て 、 IgGフ ラ ク シ ョ ン を 得 る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 JAG2に 対 し て 指 向 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 Kohlerお よ び Milsteinに よ り 最 初 に 記
載 さ れ た (1975, Nature 256: 495-497)ハ イ ブ リ ド ー マ 法 な ど の 標 準 的 な 方 法 に よ り 産 生
で き る 。 簡 単 に は 、 不 死 化 細 胞 系 (典 型 的 に は 骨 髄 腫 )を JAG2で 免 疫 化 し た 哺 乳 動 物 か ら の
リ ン パ 球 (典 型 的 に は 脾 臓 細 胞 )へ 融 合 し 、 次 い で 生 じ た ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 の 培 養 上 清 を
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ス ク リ ー ニ ン グ し て 、 JAG2タ ン パ ク 質 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 し て い る ハ イ
ブ リ ド ー マ を 同 定 す る 。 典 型 的 に は 、 不 死 化 細 胞 系 (例 え ば 、 骨 髄 腫 細 胞 系 )は 当 該 リ ン パ
球 と 同 じ 哺 乳 動 物 種 か ら 得 る 。 例 え ば 、 ネ ズ ミ の ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 本 発 明 の 免 疫 形 成 調
製 物 で 免 疫 化 し た マ ウ ス 由 来 の リ ン パ 球 を 不 死 化 マ ウ ス 細 胞 系 と 融 合 す る こ と に よ り 作 成
で き る 。 好 ま し い 不 死 化 細 胞 系 は 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 ア ミ ノ プ テ リ ン お よ び チ ミ ジ ン を 含
有 す る 培 養 培 地 (「 HAT培 地 」 )に 感 受 性 の あ る マ ウ ス 骨 髄 腫 細 胞 系 で あ る 。 多 数 の 骨 髄 腫
細 胞 系 の い ず れ か 、 例 え ば P3-NS1/1-Ag4-1、 P3-x63-Ag8.653ま た は Sp2/O-Ag14骨 髄 腫 系 を
、 標 準 法 に 従 い 融 合 パ ー ト ナ ー と し て 用 い て よ い 。 こ れ ら の 骨 髄 腫 細 胞 は 、 ア メ リ カ ・ タ
イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン (ATCC)、 Rockville, Md.か ら 入 手 可 能 で あ る 。 典 型 的 に
は HAT感 受 性 マ ウ ス 骨 髄 腫 細 胞 を マ ウ ス 脾 臓 細 胞 と ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル を 用 い て 融 合
す る 。 融 合 か ら 生 じ た ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 次 い で 、 非 融 合 お よ び 非 生 産 性 の 融 合 骨 髄 腫
細 胞 を 殺 す HAT培 地 を 用 い て 選 択 す る (非 融 合 脾 臓 細 胞 は 、 形 質 転 換 し な い が 故 に 数 日 後 死
ぬ )。 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 し て い る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 、 ハ イ ブ リ ド ー
マ 培 養 上 清 を 、 JAG2に 結 合 す る 抗 体 に 関 し て 、 例 え ば 標 準 的 な ELISAア ッ セ イ を 用 い て ス
ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 検 出 す る 。 ヒ ト の ハ イ ブ リ ド ー マ は 同 様 の 方 法 で 調 製 で き る
。 従 っ て 本 発 明 は 、 JAG2タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 分 泌 し て い る ハ イ ブ
リ ド ー マ を も 含 む 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 分 泌 し て い る ハ イ ブ リ ド ー マ を 調 製 す る た め の 別 法 は 、 組 み 換 え
コ ン ビ ナ ト リ ア ル 免 疫 グ ロ ブ リ ン ラ イ ブ ラ リ ー (例 え ば 抗 体 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ
ラ リ ー )を JAG2タ ン パ ク 質 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト で ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 、 モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 同 定 お よ び 単 離 す る こ と で あ る 。
　 抗 体 の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト も 使 用 で き る 。 こ れ ら に は 、 Fab、 F(ab)' 2 お よ び Fvが 含 ま
れ る 。 他 の 例 は 単 鎖 の 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 、 即 ち ScFvで あ る 。 こ れ ら は 通 常 、 全 抗 原 結 合 部
位 を 含 み 、 ま た 、 特 異 的 結 合 特 性 を 残 す 最 小 の 抗 体 フ ラ グ メ ン ト で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 形 質 細 胞 疾 患 の 診 断 に お い て 、 サ ン プ ル は 当 該 分 野 で 周 知 の 方 法 に よ り 骨 髄 か ら 得 る 。
一 度 サ ン プ ル を 骨 髄 か ら 得 た ら 、 JAG2の 発 現 の 検 出 お よ び 、 形 質 細 胞 な ど の 細 胞 の 同 定 は
同 一 の 方 法 ま た は 別 個 の 方 法 で 行 う こ と が で き る 。 つ ま り 、 形 質 細 胞 を ま ず 、 形 質 細 胞 特
異 的 分 子 に 特 異 的 な ア フ ィ ニ テ ィ を 有 す る 分 子 を 配 列 化 さ せ た カ ラ ム を 用 い る な ど の 標 準
的 な 方 法 に よ り 、 単 離 で き る 。 例 え ば 磁 気 性 ビ ー ズ (Miltenyis)を 結 合 し た 抗 -CD-138を 使
用 で き る 。 他 の 態 様 で は 、 JAG2の 免 疫 蛍 光 検 出 を 形 質 細 胞 な ど の 細 胞 の 同 定 と 、 二 重 な い
し 三 重 免 疫 蛍 光 法 を 用 い る こ と に よ り 組 み 合 わ せ る こ と が で き る 。 例 え ば 二 重 蛍 光 標 識 は
、 JAG2お よ び CD138(ま た は CD38)の 検 出 に 関 し て 行 う こ と が で き る 。 こ の 態 様 の 他 の 変 法
で は 、 三 重 蛍 光 標 識 を 、 JAG2、 CD138、 お よ び IgGの λ お よ び κ 鎖 の 検 出 に 関 し て 行 う こ と
が で き る 。 典 型 的 に は 全 免 疫 蛍 光 法 に は 、 ア イ ソ タ イ プ コ ン ト ロ ー ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ
ル の 場 合 に は 一 次 抗 体 の み の い ず れ か と 反 応 さ せ が コ ン ト ロ ー ル が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 一 態 様 で は 、 JAG2の 発 現 の レ ベ ル を 用 い て 当 該 疾 患 の 段 階 を 測 定 す る 。 つ ま り 、 JAG2の
発 現 の レ ベ ル に 基 づ き 、 MGUS、 く す ぶ り 型 MM、 MMま た は 形 質 細 胞 白 血 病 の 診 断 を な す こ と
が で き る 。 診 断 に よ り 、 適 当 な 治 療 的 ア プ ロ ー チ を 選 択 で き る 。 例 え ば 、 MMま た は 形 質 細
胞 白 血 病 な ど の よ り 進 行 し た 段 階 で は 典 型 的 に 、 よ り 積 極 的 な 治 療 が 必 要 と な る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 、 形 質 細 胞 疾 患 の 検 出 の た め の キ ッ ト を 提 供 す る 。 当 該 キ ッ ト は JAG2mRNA
、 JAG2タ ン パ ク 質 ま た は そ の 両 方 の 検 出 の た め の コ ン ポ ー ネ ン ト を 含 ん で よ い 。 例 え ば 当
該 キ ッ ト は 、 JAG2を コ ー ド し て い る 核 酸 分 子 に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る １ 種 以 上 の プ
ラ イ マ ー 対 ま た は JAG2タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な ポ リ ク ロ ー ナ ル ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (
本 明 細 書 中 で は 「 検 出 ユ ニ ッ ト 」 と 呼 ぶ )ま た は こ れ ら の 組 み 合 わ せ を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 以 下 の 実 施 例 を 本 発 明 を 説 明 す る た め に 示 す が 、 い ず れ に し て も 限 定 的 で あ る こ と を 意
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図 す る も の で は な い 。
実 施 例 １ 　
　 本 態 様 は 、 MM細 胞 系 に お け る JAG2転 写 の 特 定 を 記 載 す る も の で あ る 。 JAG2の 発 現 ま た は
過 剰 発 現 が 転 写 レ ベ ル で 存 在 す る か ど う か を 決 定 す る た め に 発 明 者 等 は 、 JAG2cDNAの 別 個
の 領 域 に 特 異 的 な プ ラ イ マ ー を 用 い て 一 連 の RT-PCR実 験 を 行 っ た 。 発 明 者 等 は 正 常 の B-リ
ン パ 球 お よ び 急 性 白 血 病 細 胞 系 (MUTZ5)を 非 MMネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 用 い た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 ト ー タ ル の RNAを ToTALLY(登 録 商 標 )RNA抽 出 キ ッ ト (Ambion, Austin, TX)を 製 造 業 者 の
指 示 に 従 い 用 い て 調 製 し た 。 第 一 鎖 cDNA合 成 (MBIフ ラ グ メ ン ト 、 Hanover, MD)を 、 42℃ に
て 1時 間 、 1μ gの ト ー タ ル RNAを 用 い て 行 っ た 。 PCRを 、 200μ Mの 各 デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド
ト リ ホ ス フ ェ ー ト 中 100ngの cDNAお よ び 5pモ ル の 各 JAG2(フ ォ ー ワ ー ド ； 5'GAC GTG CTC TA
C CAG TGC AAG AA3' (配 列 番 号 １ )お よ び リ バ ー ス ； 5'AAC AAC CAC AGG TGC GTC AAC AG3
'(配 列 番 号 ２ )ま た は GAPDHプ ラ イ マ ー (ヒ ト GAPDH RT-PCRプ ラ イ マ ー 、 Stratagene, La Jo
lla, CA))を 用 い て 行 っ た 。 PCRサ イ ク ル は 以 下 の 通 り で あ る ： 92℃ に て 2分 間 の 初 期 変 性
お よ び 72℃ に て 最 終 10分 間 の 延 長 を 伴 う 、 92℃ に て 20秒 間 、 57℃ に て 20秒 間 、 72℃ に て 2
分 間 の 35サ イ ク ル 。 期 待 さ れ る PCR産 物 は 、 912bpJAG2フ ラ グ メ ン ト ま た は 525bpGAPDHフ ラ
グ メ ン ト の い ず れ か で あ る 。 PCR産 物 (10μ l)を 、 エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド を 満 た し た 1%ア ガ
ロ ー ス ゲ ル 上 で 電 気 泳 動 し 、 次 い で 撮 影 し た 。 RT-PCR増 幅 を 3回 ま で 繰 り 返 し 、 結 果 の 再
現 性 を 確 認 し た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 結 果 を 図 ３ に 示 す 。 試 験 し た 全 MM細 胞 系 (K620、 KMSM1、 -2、 RPMI8226、 U266)は 、 RT-PC
Rに よ り 検 出 さ れ る JAG2転 写 産 物 を 示 し た が 、 全 非 MMコ ン ト ロ ー ル は 、 RT-PCRに よ っ て す
ら ほ と ん ど 検 出 さ れ な い シ グ ナ ル を 有 し て ネ ガ テ ィ ブ で あ る こ と が 見 い だ さ れ た 。
【 ０ ０ ３ １ 】
実 施 例 ２
　 本 態 様 は 、 MM細 胞 系 に お け る JAG2タ ン パ ク 質 の 増 加 し た 発 現 を 示 す も の で あ る 。 本 態 様
を 説 明 す る べ く 発 明 者 等 は 、 JAG2タ ン パ ク 質 の カ ル ボ キ シ 末 端 に 対 し て 指 向 さ れ た ヤ ギ ポ
リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (Santa Cruz Biotechnology)を 用 い て 、 9MM細 胞 系 の 免 疫 組 織 学 (IHC)を
行 っ た 。 こ れ ら 細 胞 系 の ８ つ は IL6と は 無 関 係 で あ り 、 一 つ は IL-6依 存 性 で あ っ た (IL-6と
の 無 関 係 は 、 形 質 細 胞 白 血 病 を 示 す )。 当 該 細 胞 系 の ４ つ を ウ ェ ス タ ン ・ ブ ロ ッ ト に よ り
試 験 し た 。 図 ４ Ａ に 示 す よ う に 、 末 梢 血 液 リ ン パ 球 、 正 常 形 質 細 胞 お よ び MM細 胞 系 の 、 JA
G2抗 体 を 用 い た 比 較 免 疫 染 色 は 、 細 胞 系 で の JAG2発 現 を 示 し た が 、 コ ン ト ロ ー ル に お い て
は 示 さ な か っ た (Bリ ン パ 球 お よ び 正 常 形 質 細 胞 は CD138＋ /JAG2-で あ る )。 サ イ ト ス ピ ン を
同 じ 細 胞 系 お よ び コ ン ト ロ ー ル か ら 調 製 し 、 ア セ ト ン を 用 い て 10分 間 室 温 に て 固 定 し 、 次
い で 空 気 乾 燥 し た 。 免 疫 蛍 光 に 関 し て は 、 細 胞 を ヤ ギ 抗 -JAG2ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (Santa 
Cruz, Santa Cruz, CA)と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で モ ノ ク ロ ー ナ ル PC結 合 抗 CD138抗
体 (Pharmingen-BD, Franklin Lakes, NJ)と 合 わ せ た FITC結 合 ウ サ ギ 抗 -ヤ ギ (Santa Cruz)
と 共 に イ ン キ ュ べ ー ト し た 。 核 を ジ -ア ミ ド -フ ェ ニ ル -イ ン ド ー ル (DAPI)(Vectashield, V
ector Laboratories, Burlingame, CA)で 核 染 色 し た 。 免 疫 細 胞 化 学 に 関 し て は 、 抗 -JAGS
2抗 体 を DABで 顕 在 化 し 、 抗 -CD138モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を フ ァ ス ト レ ッ ド (FastRed)で 顕 在
化 す る 二 重 染 色 キ ッ ト (Dako, Carpinteria, CA)を 用 い た 。 核 の 核 染 色 は 行 わ な か っ た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 4MM細 胞 系 の ウ ェ ス タ ン ・ ブ ロ ッ ト 分 析 (図 ４ Ｂ )に よ り 、 JAG2の 発 現 を 確 認 し た 。 レ ト
ロ ウ イ ル ス に よ り 転 移 さ れ た JAG2を 構 造 的 に 発 現 し て い る NIH3T3細 胞 系 (レ ー ン ２ )(シ カ
ゴ の イ リ ノ イ 大 学 の Miele博 士 か ら 入 手 )を 参 照 と し て 用 い た 。 こ れ ら の 典 型 的 な 実 施 例 は
、 発 明 者 等 の 細 胞 系 で 観 察 さ れ た 発 現 ま た は 過 剰 発 現 が 、 レ ト ロ ウ イ ル ス LTRに よ り 指 向
さ れ る 異 所 性 発 現 に 匹 敵 す る も の で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
実 施 例 ３
　 本 態 様 は 、 FACS分 析 に よ る JAG2タ ン パ ク 質 の 測 定 を 記 載 す る も の で あ る 。 新 鮮 な サ ン プ
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ル に お け る JAG2タ ン パ ク 質 レ ベ ル を 評 価 す る た め に 、 発 明 者 等 は FACSア プ ロ ー チ を 開 発 し
た 。 発 明 者 等 は 、 悪 性 (細 胞 系 )お よ び 、 正 常 BMな ら び に 扁 桃 由 来 の 形 質 細 胞 に お け る JAG2
の 発 現 レ ベ ル を 定 量 で き た 。 発 明 者 等 は 二 重 染 色 ア プ ロ ー チ (抗 -CD138-PEお よ び JAG2-FIT
C)お よ び 単 染 色 ア プ ロ ー チ (JAG2-FITC)を 用 い た 。 二 重 染 色 ア プ ロ ー チ で は 、 細 胞 を 氷 上 0
.5%の ホ ル マ リ ン を 用 い て 固 定 す る 。 洗 浄 後 、 0.5mlの FITC浸 透 溶 液 (BD Bioscienece, San
 Jose, CA)を 添 加 し 、 10分 間 室 温 に て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の 後 、 細 胞 を 1μ gの 抗 JAG2
一 次 抗 体 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で 、 2.5μ gの FITC標 識 二 次 抗 体 と 共 に イ ン キ ュ ベ
ー ト 後 、 1　 μ gの 抗 -cd138PE抗 体 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 単 染 色 ア プ ロ ー チ で は 、 形
質 細 胞 は 抗 CD-138結 合 磁 気 性 ビ ー ズ 上 に て 濃 縮 す る 。 発 明 者 等 は 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン (IL-
2、 -4、 -10お よ び -12)お よ び 抗 -CD40Lの パ ネ ル を 用 い た Ｂ 細 胞 の 培 養 後 得 ら れ た 形 質 細 胞
を さ ら に 分 析 し た 。 全 FACS実 験 に は 、 ヤ ギ Igア イ ソ タ イ プ ま た は 抗 -JAG2一 次 抗 体 の み の
い ず れ か と 反 応 さ せ た コ ン ト ロ ー ル を 含 め た 。 図 ５ に 示 す よ う に 、 正 常 形 質 細 胞 は ヤ ギ ア
イ ソ タ イ プ コ ン ト ロ ー ル 抗 体 に 匹 敵 す る JAG2の 発 現 レ ベ ル を 示 し た が 、 全 MM細 胞 系 は 著 し
い JAG2の 発 現 を 示 し た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
実 施 例 ４
　 本 態 様 は 、 JAG2タ ン パ ク 質 の 発 現 が 一 次 腫 瘍 に お い て も 観 察 さ れ る こ と を 示 す も の で あ
る 。 本 態 様 を 説 明 す る べ く 、 MGUS、 MMま た は 無 関 係 の 疾 患 (コ ン ト ロ ー ル の た め の も の )の
患 者 か ら 新 鮮 な 臨 床 サ ン プ ル を 得 た 。 患 者 サ ン プ ル な ら び に 、 そ の 形 質 細 胞 の 状 態 に 関 す
る そ の 原 則 的 な 特 徴 を 表 １ に 示 す 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 14人 の こ れ ら の 患 者 は 、 以 下 の 追 跡 実 験 で 認 め ら れ る MM、 MGUSま た は く す ぶ り 型 骨 髄 腫
い ず れ か を 有 す る 新 規 な 患 者 ま た は 患 者 (複 数 )で あ っ た 。 非 形 質 細 胞 疾 患 患 者 か ら ４ つ の
サ ン プ ル を 得 た 。 回 収 し た 骨 髄 (BM)を 各 々 CD138カ ラ ム を 用 い る ポ ジ テ ィ ブ 選 択 を 用 い て
形 質 細 胞 を 単 離 す る か 、 ま た は BMに お け る 形 質 細 胞 の 割 合 が 低 す ぎ る 場 合 に は FACS分 析 に
直 接 供 し た (形 質 細 胞 の 割 合 が 低 す ぎ る 場 合 は 、 精 製 プ ロ セ ス 中 に 生 じ る ロ ス の 結 果 、 細
胞 数 が 少 な す ぎ て 分 析 で き な く な り 、 そ れ ゆ え 高 速 分 析 (JAG2＋ ア イ ソ タ イ プ )を 行 う こ と
が で き な い )。 FACS分 析 は 患 者 サ ン プ ル に お い て 、 三 色 検 出 シ ス テ ム を 用 い て 行 い 、 悪 性
形 質 細 胞 に お け る JAG2発 現 の 高 速 分 析 を 確 実 な も の と す る 。 発 明 者 等 は 、 各 個 々 の 患 者 に
お い て 検 出 さ れ た 単 鎖 Igに よ り 、 抗 JAG2(FITC)、 抗 -CD138(ト ー タ ル の BMを 用 い た 場 合 )ま
た は 抗 -CD38(CD138＋ 精 製 後 )お よ び 抗 -カ ッ パ ま た は 抗 -ラ ム ダ を 用 い た 。 こ の ア プ ロ ー チ
を 用 い て 、 適 当 な 細 胞 集 団 を 、 JAG2タ ン パ ク 質 レ ベ ル に 関 し て 分 析 し た 。 全 場 合 に お い て
、 免 疫 蛍 光 ま た は 二 重 染 色 免 疫 組 織 化 学 (Dako)を 、 二 重 染 色 に お い て 抗 -CD138(ロ ー ダ ミ
ン -赤 ま た は 、 フ ァ ス ト レ ッ ド -赤 に て 顕 在 化 さ れ る )お よ び 抗 -JAG2(FITC-緑 ま た は 茶 (DAB
)を 用 い て 顕 在 化 さ れ る )を 用 い て さ ら に 行 っ た (図 ６ )。 表 １ に 示 す よ う に 、 全 MM関 連 サ ン
プ ル は 顕 著 な JAG2の 発 現 を 示 し た が 、 非 MMサ ン プ ル は 示 さ な か っ た 。 こ れ ら の 結 果 は 発 明
者 等 の 細 胞 系 で 得 ら れ た 結 果 と 一 致 す る 。 サ ン プ ル の い く つ か (CD138選 択 後 、 発 明 者 等 が
両 実 験 の た め に 十 分 な 細 胞 を 得 た も の )に お い て 行 っ た RP-PCRは 、 同 様 の 転 写 レ ベ ル の 増
加 を 示 し た (デ ー タ は 示 さ ず )。
【 ０ ０ ３ ６ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ７ 】
実 施 例 ５
　 本 態 様 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を JAG2タ ン パ ク 質 の 発 現 の 検 出 の た め に 作 成 お よ び 使 用
で き る こ と を 示 す も の で あ る 。 本 態 様 を 説 明 す る べ く 、 JAG2の NOTCH-1へ の 結 合 に 関 与 す
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る と 考 え ら れ る JAGの 領 域 に 対 応 す る ペ プ チ ド を 合 成 し た 。 当 該 ペ プ チ ド の 配 列 は CDENYYS
ATCNKFCRPRND(配 列 番 号 ３ )で あ る 。 ペ プ チ ド を ス カ シ 貝 ヘ モ シ ア ニ ン (KLH)に 結 合 さ せ た
。 マ ウ ス を 結 合 ペ プ チ ド で 免 疫 化 し 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 反 応 を 形 成 し た 。 血 清 を 回 収 し
、 ELISAに よ り 試 験 し た 。 脾 臓 を 当 該 動 物 か ら 取 り 出 し 、 当 該 細 胞 を マ ウ ス 骨 髄 腫 細 胞 と
融 合 し 、 ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 成 し た 。 ２ つ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 M2(IgG1)お よ び M8(IgM)
を 同 定 し た 。 こ れ ら の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 FACS分 析 を MM細 胞 系 RPMI18226に て 行 う た
め に 用 い た 。 結 果 を 図 ７ に 示 す 。 二 次 抗 体 の み を 用 い た ト ッ プ パ ネ ル で は 、 こ の 二 次 抗 体
に 特 徴 的 な ピ ー ク が 観 察 さ れ る 。 M2ま た は M8抗 体 を 用 い る 場 合 、 蛍 光 ピ ー ク の シ フ ト が 観
察 さ れ 、 こ れ は 、 こ れ ら の 抗 体 の 特 異 的 結 合 お よ び そ れ ゆ え こ れ ら の 細 胞 に お け る JAG2の
発 現 を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
実 施 例 ６ 　 　 　 　 　  
　 本 態 様 は 、 一 次 腫 瘍 サ ン プ ル に お け る JAG2発 現 と 当 該 疾 患 の 段 階 と の 関 連 を 示 す も の で
あ る 。 本 態 様 を 説 明 す る べ く 、 発 明 者 等 は JAG2の 発 現 を FACSに よ り 、 JAG2ポ リ ク ロ ー ナ ル
抗 体 お よ び コ ン ト ロ ー ル と し て の ヤ ギ ア イ ソ タ イ プ を 用 い て 評 価 し た 。 図 ８ に 示 す よ う に
、 正 常 形 質 細 胞 (骨 髄 、 扁 桃 )、 MGUSか ら 形 質 細 胞 白 血 病 へ の 当 該 疾 患 の 段 階 に 伴 い 、 JAG2
の 発 現 が 増 加 す る 。 従 っ て 、 JAG2タ ン パ ク 質 ま た は mRNAの レ ベ ル の 測 定 を 用 い て 、 当 該 疾
患 の 段 階 を 評 価 で き 、 治 療 を し か る べ く 設 計 で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
実 施 例 ７
　 本 態 様 は 、 JAG2の 発 現 を 用 い て 形 質 細 胞 疾 患 を 他 の 血 液 学 的 疾 患 か ら 区 別 し 、 そ れ に よ
り 別 個 の 診 断 を 提 供 で き る こ と を 示 す も の で あ る 。 本 態 様 を 以 下 の 実 施 例 に よ り 説 明 す る
。 発 明 者 等 が 試 験 し た 患 者 サ ン プ ル の 一 つ に お い て 、 骨 髄 で の 形 質 細 胞 の 増 加 が あ り 、 ま
た 、 タ ン パ ク 質 電 気 泳 動 に よ り 観 察 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 免 疫 グ ロ ビ ン バ ン ド は そ れ が 多
発 性 骨 髄 腫 で あ る こ と を 示 し た 。 し か し 、 JAG2発 現 の 評 価 を FACS分 析 に よ り 前 記 の ご と く
行 っ た 場 合 、 JAG2レ ベ ル の 増 加 は 観 察 さ れ な か っ た 。 従 っ て 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 、 こ の
症 例 に お い て 別 個 の 診 断 が さ れ 、 そ れ を 形 質 細 胞 疾 患 と し て は 分 類 し な か っ た 。 患 者 は そ
の 後 、 非 -ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 を 有 す る と 分 類 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 明 細 書 中 に 示 す 実 施 例 は 、 JAG2の 過 剰 発 現 を 用 い て MMお よ び MGUSな ど の 形 質 細 胞 疾 患
を 診 断 で き る こ と を 示 す 。 特 定 の 実 施 例 を 示 し た が 、 当 業 者 は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 す る 態
様 に 対 す る 通 常 の 変 更 が 可 能 で あ り 、 こ の 変 更 は 請 求 項 に よ り 包 含 さ れ る 本 発 明 の 範 囲 内
に あ る こ と が 意 図 さ れ る も の で あ る こ と を 認 識 す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ４ １ 】
［ 配 列 表 ]
　 　 　 　 　 　 　  SEQUENCE LISTING
<110> Coignet, Lionel
<120> Use of JAG2 Expression in Diagnosis of Plasma Cell Disorders
<130> 03551.0160
<150> US 60/467,733
<151> 2003-05-02
<160> 3
<210> 1
<211> 23
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> PCR forward primer
<400> 1　
gacgtgctct accagtgcaa gaa　 　 　 　 　 　 　  23
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<210> 2
<211> 23
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220> 
<223> PCR reverse primer
<400> 2　
aacaaccaca ggtgcgtcaa cag　 　 　 　 　 　 　 　 23
<210> 3
<211> 19
<212> PRT
<213> homo sapiens
<220>
<223> peptide corresponding to JAG2
<400> 3　
cys asp glu asn tyr tyr ser ala thr cys asn lys　
　 　 　 　 　 　  5　 　 　 　 　 　 　 10
phe cys arg pro arg asn asp
　 　 　  15
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ４ ２ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 JAG2を 発 現 し て い る 細 胞 ＃ 1で の NOTCHの 生 理 学 的 活 性 化 お よ び NOTCHを
発 現 し て い る 細 胞 ＃ 2を 図 示 し た も の で あ る 。 Ａ は 、 JAG2が 細 胞 対 細 胞 の 接 触 に よ り NOTCH
を 結 合 す る こ と を 示 す 。 Ｂ は 、 JAG2の 結 合 に よ り 、 NOTCHの 細 胞 内 部 分 (NOTCH-IC)の タ ン
パ ク 質 分 解 的 裂 開 が 誘 導 さ れ る こ と を 示 す 。 Ｃ は 、 一 度 裂 開 さ れ る と 、 NOTCH-ICは 核 へ 転
移 す る こ と を 示 す 。 Ｄ は 、 一 度 核 内 へ 入 る と 、 NOTCH-ICは CBF1な ど の 下 流 エ フ ェ ク タ ー に
結 合 し て 、 例 え ば IL-6遺 伝 子 の 転 写 を 活 性 化 す る こ と を 示 す 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 MMに お け る 進 行 性 遺 伝 的 現 象 を 示 す 。 各 患 者 で 必 ず し も 各 段 階 が 認 め ら
れ る わ け で は な い が 、 正 常 形 質 細 胞 か ら MGUSへ － 細 胞 は 不 死 化 さ れ る が 、 形 質 転 換 は さ れ
ず 、 か つ 進 行 的 に 蓄 積 な い し 骨 の 破 壊 を 起 こ す こ と も な い － ； 髄 内 骨 髄 腫 へ － 細 胞 が BMミ
ク ロ 環 境 へ と 閉 じ こ め ら れ 、 蓄 積 し 、 か つ 骨 の 破 壊 を 引 き 起 こ す － ； 髄 外 骨 髄 腫 へ － 細 胞
が よ り 迅 速 に 増 殖 し 、 そ し て 血 液 (形 質 細 胞 白 血 病 )ま た は 他 の 髄 外 部 位 へ と 成 長 す る － ；
骨 髄 腫 細 胞 系 へ － 細 胞 は イ ン ビ ト ロ に て 増 殖 さ れ 得 る － と 、 順 序 だ っ て 進 行 す る と 考 え ら
れ る 。 こ の モ デ ル は 、 臨 床 で の 進 行 に 関 連 す る 遺 伝 的 現 象 に 関 し て 考 え ら れ る タ イ ミ ン グ
を ま と め た も の で あ る 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 JAG2-ネ ガ テ ィ ブ [正 常 形 質 細 胞 (PC)お よ び MUTZ5-ALL]お よ び -ポ ジ テ ィ
ブ (K620、 KMSM-1、 -2お よ び RPMI8226)細 胞 系 に お け る JAG2転 写 の レ ベ ル を 評 価 す る RT-PCR
実 験 の 代 表 的 な 結 果 を 示 す も の で あ る 。 GAPDHレ ベ ル は 、 各 チ ュ ー ブ に 存 在 す る cDNAの 量
を 正 規 化 す る の に 用 い た 。
【 図 ４ Ａ 】 図 ４ Ａ は 、 末 梢 血 リ ン パ 球 、 正 常 形 質 細 胞 お よ び MM細 胞 系 の 、 JAG2(お よ び CD1
38)抗 体 を 用 い た 比 較 免 疫 染 色 を 示 す 。
【 図 ４ Ｂ 】 図 ４ Ｂ は 、 正 常 PC、 JAG2を 過 剰 発 現 し て い る NIH3T3細 胞 系 お よ び 4MM細 胞 系 (K6
20、 KMSM1、 -2、 RPMI8226)の ウ エ ス タ ン ・ ブ ロ ッ ト 分 析 を 示 す 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 Ａ ） 正 常 、 お よ び Ｂ ） MM形 質 細 胞 の 、 JAG2発 現 に 関 す る FACS分 析 を 示 す
。 ヤ ギ Igア イ ソ タ イ プ ま た は 抗 -JAG2一 次 抗 体 を 用 い た CD138＋ 形 質 細 胞 の JAG2発 現 特 性 を
示 す 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 抗 -JAG2お よ び 抗 -CD138抗 体 を 用 い た 、 患 者 サ ン プ ル に お け る 免 疫 蛍 光 (
Ａ )お よ び 二 重 染 色 免 疫 組 織 化 学 (Ｂ )を 示 す 。
【 図 ７ 】 図 ７ は 、 二 次 抗 体 の み 、 M2ま た は M8モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た RPMI18226MM細
胞 系 の FACS分 析 を 示 す 。 こ れ ら の 実 験 で は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 上 清 は 濃 縮 し な か っ た 。
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【 図 ８ 】 図 ８ は 、 正 常 形 質 細 胞 、 MGUS、 く す ぶ り 型 MM、 MMお よ び 細 胞 系 に お い て 検 出 さ れ
た 個 々 の 発 現 の レ ベ ル (ア イ ソ タ イ プ Ig「 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 」 と 比 較 )を 図 示 す も の で あ る
。
【 配 列 表 】
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ Ａ 】
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【 図 ５ 】

【 図 ６ 】 【 図 ７ 】
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【 図 ８ 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 18年 6月 7日 (2006.6.7)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 配 列 表
【 補 正 方 法 】 追 加
【 補 正 の 内 容 】
【 配 列 表 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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