
(19)日本国特許庁（JP） (12) 公表特許公報（Ａ） (11)特許出願公表番号

特表2003－504643
(P2003－504643A)

(43)公表日 平成15年2月4日(2003.2.4)

(51)Int.Cl7 識別記号 FI ﾃｰﾏｺｰﾄﾞ(参考)

   �G�0�1�N 33/53    

   �C�1�2�N  5/06    

   �C�1�2�Q  1/02    

   �G�0�1�N 33/574   

   � � � �  33/577   

   �G�0�1�N 33/53    Y

   �C�1�2�Q  1/02    

   �G�0�1�N 33/574   D

   � � � �  33/577   B

   �C�1�2�N  5/00    E

�4�B�0�6�3

�4�B�0�6�5

審査請求 未請求 予備審査請求（全 50数）

(21)出願番号 特願2001－510845(P2001－510845)

(86)(22)出願日 平成12年4月26日(2000.4.26)

(85)翻訳文提出日 平成13年10月22日(2001.10.22)

(86)国際出願番号 PCT/AU00/00363

(87)国際公開番号 WO01/006259

(87)国際公開日 平成13年1月25日(2001.1.25)

(31)優先権主張番号 PP  9911

(32)優先日 平成11年4月21日(1999.4.21)

(33)優先権主張国 オーストラリア(AU)

(71)出願人 バイオセプター プロプライアタリー リ

ミテッド

オーストラリア国  2000  ニューサウスウ

ェールズ州  シドニー  オコンネル  スト

リート  26  レベル  10

(72)発明者 スレイター、 マイケル

オーストラリア国  2192  ニューサウスウ

ェールズ州  ベルモア  バーウッド  ロー

ド  フラット  3/511

(74)代理人 弁理士 中島 淳 (外2名)

最終頁に続く

(54)【発明の名称】 哺乳類における前腫瘍状態および／または腫瘍状態の同定方法

(57)【要約】
本発明は、哺乳類における前腫瘍状態および／または腫
瘍状態を同定する方法、特に、組織および体液内の前腫
瘍細胞および腫瘍細胞を、これら細胞中のピュリナージ
ック受容体の区別的発現に基づいて同定する方法に関す
る。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  哺乳類における前腫瘍および／または腫瘍状態を病期分類お

よび／または診断する方法であって、該哺乳類からの細胞および／または組織の

P2Xピュリナージック受容体発現プロフィールを検出すること、並びに正常な細

胞および／または組織の予め定められた発現プロフィールと該プロフィールとの

比較を包含する、方法。

    【請求項２】  哺乳類における発癌の病因を決定する方法であって、該哺乳

類からの細胞および／または組織のP2Xピュリナージック受容体発現プロフィー

ルを検出すること、並びに正常な細胞および／または組織の予め定められた発現

プロフィールと該プロフィールとの比較を包含する、方法。

    【請求項３】  哺乳類がヒトである請求項1または請求項2に記載の方法。

    【請求項４】  細胞が前立腺組織の細胞である請求項1～3のいずれか１つに

記載の方法。

    【請求項５】  細胞が乳房組織の細胞である請求項1～3のいずれか１つに記

載の方法。

    【請求項６】  細胞が生検によって得たものである請求1～５のいずれか１

つに記載の方法。

    【請求項７】  細胞が直腸診による滲出物および／または精液から得たもの

である請求項1～4のいずれか１つに記載の方法。

    【請求項８】  細胞が体液から得られたものである請求項１～３のいずれか

１つに記載の方法。

    【請求項９】  P2Xピュリナージック受容体発現プロフィールの検出が抗体

試薬の使用を含む請求項1～8のいずれか１つに記載の方法。

    【請求項１０】  P2X抗体試薬がP2X1、P2X2、P2X3、P2X4、P2X5、P2X6、ま

たはP2X7に特異的である請求項9に記載の方法。

    【請求項１１】抗体試薬がP2X1、P2X2、P2X3、またはP2X7に特異的である請

求項10に記載の方法。

    【請求項１２】  被験体における前立腺癌を診断する方法であって、P2X1、

P2X2、P2X3、および／またはP2X7抗体を各々用いて、被験体からの前立腺の細胞
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および／または組織のP2X1、P2X2、P2X3、および／またはP2X7ピュリナージック

受容体の発現プロフィールを検出することを包含し、ここで、良性前立腺過形成

を有する前立腺からの前立腺細胞および／または組織の発現プロフィールと比較

した、前立腺の細胞および／または組織内のP2Xピュリナージック受容体発現プ

ロフィールの密度増大が前立腺癌の存在の診断となる、方法。

    【請求項１３】  被験体における乳癌を診断する方法であって、P2X2、P2X3

および／またはP2X7抗体を各々用いて、被験体からの乳房の細胞および／または

組織のP2X2、P2X3および／またはP2X7ピュリナージック受容体の発現プロフィー

ルを検出することを包含し、ここで、正常被験体の乳房からの乳房細胞および／

または組織の発現プロフィールと比較した、乳房の細胞および／または組織内の

P2Xピュリナージック受容体発現プロフィールの密度減少が乳癌の存在の診断で

ある、方法。

    【請求項１４】  抗体試薬がポリクロナール抗血清を含む請求項9～13のい

ずれか１つに記載の方法。

    【請求項１５】  抗体試薬がモノクロナール抗血清を含む請求項9～13のい

ずれか１つに記載の方法。

    【請求項１６】  抗体試薬が1揃いのポリクロナール抗体である請求項9～14

のいずれか１つに記載の方法。

    【請求項１７】  抗体試薬が1揃いのモノクロナール抗体である請求項9～13

、または１5のいずれか１つに記載の方法。

    【請求項１８】  １揃いのP2X受容体抗体がP2X受容体サブタイプ抗体の組み

合わせを含む請求項16また請求項17に記載の方法。

    【請求項１９】  P2X受容体発現プロフィールの検出が免疫組織化学的手段

によって行なわれる請求項1～18のいずれか１つに記載の方法。

    【請求項２０】  P2X受容体発現プロフィールの検出がELISAによって行なわ

れる請求項1～18のいずれか１つに記載の方法。

    【請求項２１】  P2X受容体発現プロフィールの検出がRIAによって行なわれ

る請求項1～18のいずれか１つに記載の方法。

    【請求項２２】  P2X受容体発現プロフィールの検出がウェスタンブロット
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によって行なわれる請求項1～18のいずれか１つに記載の方法。

    【請求項２３】  P2Xピュリナージック受容体発現の検出がP2Xピュリナージ

ック受容体mRAN検出によるものである請求項1～18のいずれか１つに記載の方法

。

    【請求項２４】  哺乳類の被験体における前腫瘍および／または腫瘍状態を

病期分類および／または診断するためのP2Xピュリナージック受容体抗体試薬の

使用。

    【請求項２５】  哺乳類の被験体における発癌の病因を決定するためのP2X

ピュリナージック受容体抗体試薬の使用。

    【請求項２６】  哺乳類がヒトである請求項24または請求項25に記載の使用

。

    【請求項２７】  P2Xピュリナージック受容体抗体試薬がポリクロナール抗

血清を含む請求項24～26のいずれか１つに記載の使用。

    【請求項２８】  P2Xピュリナージック受容体抗体試薬がモノクロナール抗

血清である請求項24～26のいずれか１つに記載の使用。

    【請求項２９】  P2Xピュリナージック受容体抗体試薬がP2X1、P2X2、P2X3

、P2X4、P2X5、P2X6、またはP2X7に特異的である請求項27または請求項28に記載

の使用。

    【請求項３０】  P2Xピュリナージック受容体抗体試薬がP2X1、P2X2、P2X3

、またはP2X7に特異的である請求項29に記載の使用。

    【請求項３１】  P2Xピュリナージック受容体抗体試薬が１揃いのポリクロ

ナール抗体である請求項26～27または29および30のいずれか１つに記載の使用。

    【請求項３２】  P2Xピュリナージック受容体抗体試薬が1揃いのモノクロナ

ール抗体である請求項24～26または28～30のいずれか１つに記載の使用。

    【請求項３３】  P2X受容体抗体の前記１揃いがP2X1、P2X2、P2X3、およびP

2X7に特異的である抗体の組み合わせを含む請求項31または請求項32に記載の使

用。

    【請求項３４】  P2Xピュリナージック受容体特異的抗体試薬と複合体化さ

れた、哺乳類の単離された細胞または組織サンプル。
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    【請求項３５】  P2Xピュリナージック受容体特異的抗体試薬がポリクロナ

ール抗血清を含む請求項34に記載の哺乳類の単離された細胞または組織サンプル

。

    【請求項３６】  P2Xピュリナージック受容体抗体試薬がモノクロナール抗

血清を含む請求項34に記載の哺乳類の単離された細胞または組織サンプル。

    【請求項３７】  P2Xピュリナージック受容体特異的抗体試薬がP2X1、P2X2

、P2X3、P2X4、P2X5、P2X6、またはP2X7に特異的である請求項35または請求項36

に記載の哺乳類の単離された細胞または組織サンプル。

    【請求項３８】  P2Xピュリナージック受容体特異的抗体試薬がP2X1、P2X2

、P2X3、またはP2X7に特異的である請求項37に記載の哺乳類の単離された細胞ま

たは組織サンプル。

    【請求項３９】  哺乳類における前腫瘍および／または腫瘍状態を診断する

キットであって、哺乳類からの細胞および／または組織を含むサンプルにおいて

P2Xピュリナージック受容体発現プロフィールを検出する手段、並びに予め定め

られた発現レベルと該発現レベルを比較する手段を含む、キット。

    【請求項４０】  検出手段がP2Xピュリナージック受容体に特異的である抗

体試薬を含む請求項39に記載のキット。

    【請求項４１】  P2Xピュリナージック受容体抗体試薬がポリクロナール抗

血清を含む請求項40に記載のキット。

    【請求項４２】  P2Xピュリナージック受容体抗体試薬がモノクロナール抗

血清を含む請求項40に記載のキット。

    【請求項４３】  P2Xピュリナージック受容体抗体試薬がP2X1、P2X2、P2X3

、P2X4、P2X5、P2X6、またはP2X7に特異的である請求項42に記載のキット。

    【請求項４４】  抗体試薬がP2X1、P2X2、P2X3、またはP2X7に特異的である

請求項43に記載のキット。

    【請求項４５】  P2Xピュリナージック受容体発現プロフィールが比色分析

検定法によって検出される請求項39～44のいずれか１つに記載のキット。

    【請求項４６】  検定法がELISAである請求項45に記載のキット。

    【請求項４７】  検定法がＲＩＡである請求項４５に記載のキット。
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    【請求項４８】  サンプルが体液である請求項39～47のいずれか１つに記載

のキット。

    【請求項４９】  サンプルが直腸診滲出物である請求項39～47のいずれか１

つに記載のキット。

    【請求項５０】  サンプルが生検サンプルである請求項39～48のいずれか１

つに記載のキット。

    【請求項５１】  P2Xピュリナージック受容体に特異的な抗体試薬であって

、前腫瘍または腫瘍状態にある細胞および／または組織と正常な細胞および／ま

たは組織とを区別し得る、試薬。

    【請求項５２】  細胞および／または組織中の機能性P2X受容体と非機能性P

2X受容体を区別するのに使用されるとき、P2Xピュリナージック受容体に特異的

である抗体試薬。

    【請求項５３】  抗体試薬がポリクロナール抗血清を含む請求項51または請

求項52に記載の抗体試薬。

    【請求項５４】  抗体試薬がモノクロナール抗血清を含む請求項51または請

求項52に記載の抗体試薬。

    【請求項５５】  P2X抗体試薬がP2X1、P2X2、P2X3、P2X4、P2X5、P2X6、ま

たはP2X7に特異的である請求項51～54のいずれか１つに記載の抗体試薬。

    【請求項５６】  抗体試薬がP2X1、P2X2、P2X3、またはP2X7に特異的である

請求項55に記載の抗体試薬。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

    （技術分野）

  本発明は、哺乳類における前腫瘍状態および／または腫瘍状態を同定する方法

、特に、組織および体液内の前腫瘍細胞および腫瘍細胞を、これら細胞中のピュ

リナージック受容体の区別的発現に基づいて同定する方法に関する。

      【０００２】

    （背景）

  癌を診断するとき、癌細胞の大きさや形状の変異性の程度、活発に分裂する細

胞の割合、周辺構造物への浸潤など、生検サンプル中の細胞的特徴が考慮される

。一般的に用いられる組織学的染料は、細胞下エレメントを区別的に標識するヘ

マトキシリン（一次染色）およびエオシン（対比染色）である。その他の診断方

法では、例えば癌胎児性抗原（CEA）など、顕微鏡的分析のために可視化できる

、細胞または組織の内部（細胞内エピトープを介する）あるいは表面上（細胞外

エピトープを介する）の特別な診断的分子に対する抗体を用いる。以下で、幾つ

かの具体例を考察する。

      【０００３】

    （前立腺癌）

  西側世界では、前立腺癌の発生率が、過去5年間で2倍以上と驚くべき割合で増

加している。これはどの腫瘍と比べても最も高い発生率であり、全世界で男性の

癌による死亡の原因としては肺癌に次いで最も多く、またオーストラリアでは主

要な死亡原因となっている［1］。良性前立腺過形成（BPH）は、50歳以上の男性

によく見られ、前立腺上皮内新生物（PIN）の前駆体の可能性があり、それ自身

、前立腺癌の前駆体である。剖検によると、男性の70%で80歳になるまでに前立

腺に悪性細胞が見られることが判明している［2］。この疾患は人種による変動

が顕著なことが特徴で、アフリカ系米国人に最も多く見られ、コーカサス人が中

位、ラテンアメリカ系が僅かに低く、そしてアジア人が最も少ない。とはいえ後

者のグループでは、これは最も急速に増加している腫瘍形態である。最近まで、

この違いが人種上の遺伝的変異によるものか、あるいは食事によるものなのか明
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らかではなかった。研究により、今では食事が主な影響要因であることが分かっ

ている［3］。

      【０００４】

    （前立腺癌の現在の診断および治療）

  この疾患の重大性にもかかわらず、診断方法は殆どなく、かつ不正確である。

直腸診（DRE）、超音波、前立腺酸性ホスファターゼ値、アンドロゲン破壊（abl

ation）、前立腺特異的抗原（PSA）の密度、PSAの速度（velocity）、ＰSA年齢

特異的参照範囲、およびGleasonの組織病理学的悪性度分類など現在行われてい

る予後判定方法は、前立腺癌の臨床的結果についての信頼できる予測情報を提供

できない［4］。例えば、研究によるとDREでは偽陰性率が36.9%という結果を示

している［5］。PSAは、前立腺以外の多くの組織に関与する33-kDａセリンプロ

テアーゼであり［6］、アンドロゲン、グルココルチコイドおよびプロゲスチン

によってアップレギュレーションされ、成長因子の調節に関わっていると考えら

れている。残念ながら、血清PSAレベルでは偽陰性診断が23%、偽陽性診断が36.7

%の発生率となっている［6］。新しいスクリーニング法で検出されたケースの半

分以上が、実際には偽陽性であると示唆されている［7］。PSA密度、速度、およ

び年齢特異的参照範囲などの追加的試験を導入することで、スクリーニング法を

改善しようとする試みは、まだ明確ではない。ある研究は、正常PSAの上限を4.5

ng/mLに引き上げた年齢特異的PSA参照範囲を適用すると、実質的な数の臨床的に

重要な癌の検出に失敗するという結果を示している［8］。このような不確実さ

を考えると、前立腺の生検は、悪性度を確認するためにしばしば実施されるが、

この検査はまた偽陰性診断が23%という非常に不満足な成績を有している［9］。

      【０００５】

  治療法の選択は、組織切片の顕微鏡的分析に基づく臨床的病期分類に大きく依

存する［10］。この方法は、組織学的外観を臨床的結果に関連づける相当な経験

と判断に左右される。残念ながら、前立腺癌組織は、非常に不均一であり、検査

対象の切片において、診断上重要な特徴が簡単に見逃されてしまう可能性がある

。状況をさらに複雑にしているのは、手術および放射線治療の結果を検討するた

めの無作為抽出および対照型の臨床試験が過去に行われていないことである［2
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］。治療法の選択肢には、根治的な前立腺切除、放射線治療、アンドロゲン剥奪

（deprivation）、および「経過観察」がある。「経過観察」か根治的介入か、

という問題に対する決定的な答えには、前立腺癌の介入対観察対照試験の結果が

待たれる［11］。患者にとって、これら決定の結果は重大問題である。例えば根

治的前立腺切除は、しばしば尿失禁、インポテンス、膀胱頚狭窄および抑うつを

引き起こす［12］。良性前立腺過形成（BPH）、前立腺上皮内新生物（PIN）、異

型腺腫様過形成（AAH）、および前立腺癌を確実に区別する改良されたマーカー

が、早急に必要とされていることは明白である。

      【０００６】

    （癌におけるP2X受容体の役割）

  ノルアドレナリン、アセチルコリンといった神経伝達物質は、シナプスおよび

神経筋接合部においてのみならず、様々な組織および器官における伝達物質特異

細胞受容体においても作用する。これらの受容体は、細胞内にイオンを導入する

孔様の膜貫型チャンネルである。細胞内エネルギー貯蔵の分子的カレンシー（cu

rrency）として最も良く知られているアデノシン3リン酸（ATP）は、最初は、平

滑筋を収縮させるその能力に基づき、末梢神経伝達物質として取り上げられた［

13］。ATPは他の神経伝達物質と同様の方法で作用し、（比較的遅い）Gタンパク

質共役組織受容体（P2Y）、比較的最近になって特徴が明らかにされた（速時性

）リガンド・ゲート性のピュリナージック（purinergic）（P2X1-7）イオンチャ

ンネルの双方を活性化させることができ、さらに共伝達物質（co-transmitter）

としても作用できる。比較的最近発見されたにもかかわらず、ピュリナージック

伝達系は、進化の極めて早い段階で進化したようである［14］。

      【０００７】

  現在、遺伝的に異なるP2X受容体のサブタイプが、7個ある。それらは、コリン

作動性およびアドレナリン作動性のシステムと同じくらい広く分布し、ほとんど

の哺乳類の細胞で見られる［14］。これらの受容体は、神経末端もしくは局所的

組織源からの細胞外ATPによって活性化される、即時反応性、膜結合性、リガン

ド依存性、カルシウム透過性、陽イオン選択性のチャンネルの新たなクラスを構

成する［15-18］。それらは、専らカルシウムイオン透過性であるが、カリウム
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、ナトリウムなどその他の陽イオンも通し、それによって脱分極を仲介する［19

］。例えば、肺上皮では、P2XチャンネルはCl-チャンネルのアップレギュレーシ

ョン、K+分泌を刺激し、Na+吸収を阻害する（21）。ATPは、P2X受容体のアップ

レギュレーションを介して、DNA合成および細胞増殖を刺激し得る［14］。この

機能は、ホスホリパーゼCの刺激、およびイノシトール-ホスフェート感受性細胞

内貯蔵からのイオン化カルシウムの放出、並びに他のシグナル導入経路に関連し

ている。これらの作用は、ATPとポリペプチド成長因子の相乗作用によって増強

される［20］。P2X受容体を通じてのカルシウム流入はまた、他の神経伝達物質

の分泌をトリガーし、カルシウム依存性カリウムチャンネルを活性化するシグナ

ルの役目を果たし、他のタイプのカルシウムチャンネルを不活性化し、シナプス

小胞膜のエンドサイトーシス性修復を制御し、神経伝達物質の合成を促進し、分

泌に利用可能なシナプス小胞のプールを調整し、さらに複数の形態のシナプス性

柔軟性をトリガーする。P2X受容体の単一刺激作用に対する反応の多様性は、カ

ルシウムで活性化される経路が多数あることを示唆している［21］。

      【０００８】

  ピュリナージック受容体を介して作用する細胞外ATPも、ヒト乳癌細胞、前立

腺癌細胞、ヒト腺癌細胞、および線維芽細胞の細胞系に対して直接的な抗癌作用

を有する。細胞障害性のTリンパ球およびナチュラルキラー細胞（NK）は、腫瘍

細胞を攻撃する際にATPを放出する［22］。S期ブロック、アポトーシス、ヌクレ

オチドに対する透過性増大、糖ホスフェート、イオン、および他の抗癌剤との相

乗作用を誘導することにより、形質転換された細胞増殖のみが阻害される。非形

質転換細胞に対して、これらの効果は認められていない［14］。

      【０００９】

  奇妙なことに、腫瘍細胞は、異常に高レベルのATPを含むことが知られている

［23］。アデノシンおよびATPは共に、内皮からの一酸化窒素合成を刺激して腫

瘍内血流を増大させ、その結果、強力な血管拡張を引き起こす［24］。この場合

、ATPは、2ＰY受容体を介して作用する（26）。一酸化窒素放出は、P2X受容体の

機能にも関連する。例えば、非妊娠ヒツジの子宮筋層に見られる一酸化窒素合成

活動の90%は、カルシウムイオンチャンネル依存性である［25］。
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      【００１０】

  上皮接着タンパク質も、癌の拡大に重要な役割を果たしている［26］。創傷の

治癒において、細胞損傷シグナルは、細胞外P2X受容体と細胞間細隙（gap）結合

を介して広がり、カルシウムイオンによって誘発される波動伝播を刺激する［27

］。P2Xチャンネルによって通された細胞内カルシウムイオンは、微小細管に沿

った膜結合性オルガネラの輸送、ECMの再モデル化、および接着分子であるＥ-カ

ドヘリンのアップレギュレーションをトリガーする［28］。前立腺上皮腺房に見

られる筋上皮細胞は、in situおよびインビトロの両方で、癌細胞に対し重要な

パラクリン効果を発揮する。癌細胞は、ECM分子、タンパク質分解酵素インヒビ

ター、および脈管形成インヒビターの高レベル発現によっても影響を受ける［29

］。転移性浸潤の際、細胞外カルシウム流入は、浸潤性細胞による組織内浸透を

助長する膜会合型の金属結合タンパク質分解酵素を活性化させる。ウロキナーゼ

・プラスミノゲン活性化因子もまた、乳癌および前立腺癌を含む幾つかの悪性疾

患の進行に深く関与している［30］。

      【００１１】

  比較的簡便な技術を用いて、より信頼度の高い結果を提供するためには、癌の

病期分類ならびに診断に関する現在の技術を改善する必要がある。自動化が可能

な診断方法も有益であろう。

      【００１２】

  本発明の目的は、従来技術の少なくとも幾つかの欠陥を克服あるいは大幅に改

善するか、または有益な代替法を提供する、前腫瘍性の（pre-neoplastic）細胞

および／または腫瘍性の(neoplastic)細胞を同定する方法を提供することである

。

      【００１３】

    （発明の概要）

  ピュリナージック神経系は、これよりもよく知られているが作用のより遅いア

ドレナリン作動性およびコリン作動性の神経系と並行に作動する。これらと同様

、ピュリナージック神経系は、脳、シナプス、神経筋接合部、末梢神経系および

平滑筋において作動する。これら作用の速いリガンド・ゲート性陽イオン受容体
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チャンネルを活性化させる伝達物質はATPであり、これは組織内のピュリナージ

ック受容体をトリガーすることによって作用し、細胞内へのイオン流入を含む様

々な代謝性反応を生じる。

      【００１４】

  Ｐ2Ｘピュリナージック受容体のサブタイプそれぞれの細胞外ドメインを区別

できる、高度に特異的でユニークな一揃いの抗体が開発されている。これらの受

容体は、免疫細胞化学法を用いて容易に可視化でき、細胞表面、管状および点状

の標識など、様々な発現パターンで存在で存在する。驚くべきことに、Ｐ2Ｘ受

容体の発現が、前癌（pre-cancer）および癌の各病期、さらには若年対老齢の哺

乳類の各組織についても特徴的であることが明らかにされている。これらの変化

は、成長、細胞外マトリックス、代謝性因子および神経支配因子の際立った差異

、並びに上皮下イオン化カルシウムおよび微小細管の増大を随伴する。本発明は

従って、前癌状態（例えば、過形成）、癌病期を診断し、発癌の基礎的な生理と

病因を研究するための新しいツールを提供する。

      【００１５】

  第1の態様によると、本発明は、哺乳類における前腫瘍および／または腫瘍状

態を病期分類および／または診断する方法であって、該哺乳類からの細胞および

／または組織のP2Xピュリナージック受容体発現プロフィールの検出、並びに正

常な細胞および／または組織の予め定められた発現プロフィールと該プロフィー

ルとの比較を包含する方法、を提供する。

      【００１６】

  第2の態様によると、本発明は、哺乳類における発癌の病因を決定する方法で

あって、哺乳類からの細胞および／または組織のP2Xピュリナージック受容体発

現プロフィールの検出、並びに正常な細胞および／または組織の予め定められた

発現プロフィールと該プロフィールとの比較を包含する方法、を提供する。

      【００１７】

  第3の態様によると、本発明は、被験体における前立腺癌を診断する方法であ

って、P2X1、P2X2、P2X3、および／またはP2X7抗体を各々用いて、被験体からの

前立腺の細胞および／または組織のP2X1、P2X2、P2X3、および／またはP2X7ピュ
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リナージック受容体の発現プロフィールを検出することを包含し、ここで、良性

前立腺過形成を有する前立腺からの細胞および／または組織の発現プロフィール

と比較した、前立腺の細胞および／または組織内のP2Xピュリナージック受容体

発現プロフィールの密度増大が前立腺癌の存在の診断となる方法、を提供する。

      【００１８】

  第4の態様によると、本発明は、被験体における乳癌を診断する方法であって

、P2X2、P2X3および／またはP2X7を抗体を各々用いて、被験体からの乳房の細胞

および／または組織のP2X2、P2X3および／またはP2X7ピュリナージック受容体の

発現プロフィールを検出することを包含し、ここで、正常被験体の乳房からの乳

房細胞および／または組織の発現プロフィールと比較した、乳房細胞および／ま

たは組織内のP2Xピュリナージック受容体発現プロフィールの密度減少が乳癌の

存在の診断である方法、を提供する。

      【００１９】

  第5の態様によると、本発明は、哺乳類の被験体における前腫瘍および／また

は腫瘍状態を病期分類および／または診断するためのP2Xピュリナージック受容

体抗体試薬の使用を提供する。

      【００２０】

  第6の態様によると、本発明は、哺乳類の被験体における発癌の病因を決定す

るためのP2Xピュリナージック受容体抗体試薬の使用を提供する。

      【００２１】

  第7の態様によると、本発明は、P2Xピュリナージック受容体特異的抗体試薬と

複合体化された、哺乳類の単離された細胞または組織サンプルを提供する。

      【００２２】

  第8の態様によると、本発明は、哺乳類における前腫瘍および／または腫瘍状

態を診断するキットであって、哺乳類からの細胞および／または組織を含むサン

プルにおいてP2Xピュリナージック受容体発現プロフィールを検出する手段、並

びに予め定められた発現レベルと該発現レベルを比較する手段を含むキット、を

提供する。

      【００２３】
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  第9の態様によると、本発明は、P2Xピュリナージック受容体に特異的な抗体試

薬であって、前腫瘍または腫瘍状態にある細胞および／または組織と正常な細胞

および／または組織とを区別し得る試薬、を提供する。

      【００２４】

  第10の態様によると、本発明は、前腫瘍または腫瘍状態にある細胞および／ま

たは組織と正常な細胞および／または組織とを区別するのに使用されるとき、P2

Xピュリナージック受容体に特異的である抗体試薬を提供する。

      【００２５】

  第11の態様によると、本発明は、細胞および／または組織中の機能性P2X受容

体と非機能性P2X受容体を区別するのに使用されるとき、P2Xピュリナージック受

容体に特異的である抗体試薬を提供する。

      【００２６】

  好ましくは、哺乳類はヒトであるが、該方法がどのような哺乳類にも適用し得

ることは当業者に明白であろう。好ましくは、細胞は、前立腺の組織および／ま

たは細胞、或いは、乳房の組織および／または細胞である。これら細胞は、生検

により入手し得るが、体液、あるいは前立腺の組織および／または細胞の場合は

直腸診滲出物または精液からも入手し得る。

      【００２７】

  好ましくは、抗体試薬は、ポリクロナール抗血清を含む。好ましくは、P2X抗

体試薬は、P2X1、P2X2、P2X3、P2X4、P2X5、P2X6、またはP2X7 受容体に特異的

であり、最も好ましいのは、P2X1、P2X2、P2X3、またはP2X7 受容体に特異的で

ある。抗体試薬は、ポリクロナールまたはモノクロナールである１揃いの抗体で

あり得ることは当業者に明白であろう。この１揃いのP2X受容体抗体は、P2X受容

体サブタイプの何れかの組み合わせ、特にP2X1、P2X2、P2X3、およびP2X7 の組

み合わせを含み得ることも当業者に明白であろう。

      【００２８】

  好ましくは、P2X受容体発現プロフィールの検出は、免疫組織化学的手段によ

る。細胞または組織サンプルのソースおよび入手可能な試薬によっては、P2X受

容体がELISA、RIAあるいは類似の免疫学的技法を含む別の手段によって検出でき
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ることは当業者に明白であろう。好ましくは、P2X受容体は、比色分析アッセイ

によって検出される。ウェスタンブロット法およびP2Xピュリナージック受容体m

RANの検出が、P2X受容体発現プロフィールの決定に有用であり得ることも当業者

に明白であろう。

      【００２９】

  本発明に関連して、「前腫瘍（pre-neoplastic）細胞」という用語は、過形成

（hyperplastic）または肥大性(hypertrophic)である細胞を含む。

  本発明に関連して、「１揃いの抗体（suite of antibodies）」という用語は

、同一または異なる抗原に特異的な幾つかの異なる抗体を含み、P2X受容体サブ

タイプの各々を特異的に区別できる、ポリクロナール抗体を含む。抗体がモノク

ロナールの場合、「１揃いの抗体」という用語は、P2X受容体サブタイプの各々

を特異的に区別できる抗体のパネルも含む。

      【００３０】

  本発明に関連して、「発現プロフィール」の検出は、発現のパターンまたは密

度の検出を含む。

      【００３１】

  文脈において別途明確に定められていない場合には、「含む」、「含んでいる

」、および類似の語は、詳細な説明および特許請求の範囲全てにわたり、排他的

あるいは網羅的な意味と対立するものとしての包括的な意味、即ち、「を含むが

、これらに限定されるものではない」という意味に解釈されるものとする。

      【００３２】

    （発明の説明）

  本発明の望ましい実施態様を、実施例のみ、および添付の図面を参照しながら

説明する。

      【００３３】

実施例1  －  免疫組織化学的手法

  本研究で用いられた免疫組織化学的方法は、バークレー（Barclay）から翻案

したものである［31］。厚さ8μmの切片を、冷凍切断器リヒャルト・ユング2800

フリゴカット（Reichert Jung 2800 Frigocut）を使って、未固定の凍結組織か
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ら切除した。切片を室温で1時間風乾した後、‐20℃でアセトンにて12時間固定

し、抗体標識化に先立って室温で1時間風乾した。続いて、切片を、ウサギまた

はヒツジの抗P2X1、P2X2、P2X3、P2X4、P2X5、P2X6、またはP2X7抗体のいずれか

１つと共に室温でインキュベートした。洗浄後、切片は、二次抗体中でインキュ

ベートした（ウサギ一次物には、HRP共役ヤギ抗ウサギ二次抗体（Dako）の1：30

の希釈物で30分、ヒツジ一次物には、HRP共役ヤギ抗ヒツジ二次抗体（Dako）で

）。スライドを再度すすぎ、続いて、15%のジアミノベンジジン4塩酸塩（DAB－

シグマ）に10分間浸漬した。切片をすすぎ、風乾し、DPX（メルクMerck）にマウ

ントした。対照スライドは、一次培養の間は希釈緩衝液中でインキュベートし、

その後、実験用スライドと同様の方法で処理した。陰性対照スライドは、一次抗

体を非免疫血清に置き換えたこと以外、実験用スライドと同様の方法で処理した

。

      【００３４】

実施例2  －  抗体産生

  ハンセン（Hansen）ら［15］が採用したアプローチに従い、ラットP2X1［32］

、P2X2［33］、P2X3［34］、ラットP2X4［35］、ラットP2X5［36］、ラットP2X6

［36］、ラットP2X7［37］、ヒトP2X7［38］、ヒトP2X1［39］、ヒトP2X3［40］

、ヒトP2X4［41］、およびヒトP2X5［42］のクローン化した受容体のコンセンサ

ス配列を、適切なエピトープについて調べた。ラットP2X1に使用されているセグ

メント、Lys199‐Cys217に対応する非相同エピトープが、ラットP2X3、ラットP2

X6、およびラットP2X7で用いられた。6kDaジフテリア毒素ドメインとの架橋結合

のためのC末端側Cys残基が付着した配列、Ｉle235-Gly251を使用したラットP2X4

には、様々な変異が適用された。Cys130-Gly153のClドメイン［15］内にある領

域からP2X2エピトープが選択された。第２の膜貫ドメイン近傍ではあるが、依然

として細胞外（やはり共役のためにC末端側Cysが付着しているLys314-Ile333）

である領域から、ラットP2X5エピトープが選択された。ラットP2X4とはおおむね

相同ではあるが、P2X4とP2X5との交叉標識は発生しなかった。ラットの配列に対

する全ての抗体は、対応するヒト受容体の標識が可能であった。ヒトP2X1および

P2X7の配列には、別の一個のエピトープが使用された。これは、正にLys68-Val8
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4から第１膜貫ドメインにC末端側を取り、マレイミドカプロイルNヒドロキシス

クシンイミドを使って、ジフテリア毒素ドメインを介して共役のためにN末端側C

ysを付着させたものである。ヒトP2X3抗体に関するエピトープはラットに用いら

れたものと等価な配列であり、一方、ヒトP2X4およびヒトP2X5に関するエピトー

プはそれぞれCys270-Asn287とCys272-Ser288であった。合成はすべて、ABIシン

セサイザー［43］で標準的なt-BOCケミストリーを用いて行われた。ペプチド抗

原複合体は、5mg/mLで水に懸濁し、フロイント完全アジュバントと混合してアリ

コートを乳化した。ペプチド2mgを含む1mLの乳剤を筋肉注射し、フロイント不完

全アジュバントを使用して、2週間の間隔で2回目、3回目、4回目、および5回目

の免疫化を引き続き行なった。各々のエピトープに使用されたウサギまたはヒツ

ジにおいて適切な抗体力価が得られたことが明らかになった後、静脈穿刺により

最終血を10-12週間目に採取した。この血液は37℃で30分間インキュベートされ

、4℃で15時間保存された後、遠心法で血清が採取され、小さなアリコートとし

て-20℃で保存された。血清は各々のペプチドに特異的な抗体について、ELISA検

定法で試験された［15］。ELISA検定法で、バックグラウンドを超える吸収度1.0

となる血清希釈の逆数として定められる抗体力価は、免疫前サンプルの225±25

と比較して、75,000±4,000の範囲であった。

  抗体の特定エピトープに対する各々の抗体のアフィニティ精製は、バックグラ

ウンドの低下を引き起こしたが、同一の標識傾向を示した。

      【００３５】

実施例3  ‐  抗体の特異性

  使用されたそれぞれのP2X抗血清は、多くのケースで類似の分布を有している

が、他のケースでは、区別的に異なる分布になっており、抗血清が特異性を欠如

していないことを示す。特異性は、同族ペプチドに対する血清のアフィニティ精

製によって実証された。抗体の特異性をさらに検証するため、10mM濃度のP2X1エ

ピトープの存在下および非存在下で、対応するP2X1cDNAをトランスフェクトされ

た細胞に、P2X1に対する抗体のような個々の抗体を加えた。トランスフェクトさ

れたＸｅｎｏｐｕｓの卵母細胞に免疫学的標識および共焦点画像撮影を実施した

結果、予想した通り、発現されたP2X1が細胞膜内に位置し、吸収コントロールと



(18) 特表２００３－５０４６４３

しての10mM濃度の同族ペプチドの存在は、P2X1染色をブロックすることを実証し

た［18］。

  他の全ての抗体の個々の特異性についても、同様に実証された。

      【００３６】

実施例4  ‐  形態の超微細構造検査のための組織標本

  組織は、形態学的検査のために以下のように処理された：  大きさ約3mm x 3m

mの切片を0.1Mトリス緩衝液、pH7.2中2.5%グルタルアルデヒドで1時間固定した

。その後、切片を洗浄し、2%の4酸化オスミウム水溶液中で2時間、後固定した。

さらに洗浄した後、組織を一連の等級のアルコールで脱水し、スパー（Spurr's

）樹脂に包埋した。50℃で18時間硬化を行った。ダイヤモンドナイフで100nm切

片を切り出し、酢酸ウラニルおよびレイノルドクエン酸鉛を用いて通常の方法で

染色してから、フィリップス（Phillips）400の透過型電子顕微鏡で検査した。

      【００３７】

実施例5  ‐  超微細構造の免疫細胞化学

  スレイター（Slater）の方法［44］を使用した。簡単に述べると、薄い切片（

100nm）を切り出し、300番ニッケル製のメッシュグリッドに載せた。30分間ブロ

ッキング液（PBS中1%のBSA）中でインキュベートした後、室温で1時間、HRP共役

ヤギ抗ウサギ二次抗体またはHRP共役ヤギ抗ヒツジ二次抗体（1：100に希釈）を

含むブロッキング液（0.05%のトゥイーン20を添加したもの）の液滴表面上に切

片を置いた。グリッドはその後、PBSの中で10分間3回すすいでから、10nmのゴー

ルド（ナノプローブ）と共役させたヤギ抗ウサギ二次抗体の液滴上に1時間室温

にて置いた。グリッドはさらにPBSで2回、ついで蒸留水で1回、各々10分間洗浄

し、その後、2%の4酸化オスミウム水溶液の蒸気下に1分間置いた。次に切片を、

酢酸ウラニル水溶液で20分間、クエン酸鉛で10分間染色し、蒸留水で10分間2回

すすいだ後、フィリップス（Phillips）400透過型電子顕微鏡で、80kVで検査し

た。

      【００３８】

実施例6  ‐  ヒト癌組織内のP2X受容体

  正常な4例とヒト前立腺癌6例の研究において、P2X1、P2X3、およびP2X4サブタ



(19) 特表２００３－５０４６４３

イプは、ヒト前立腺癌組織で顕著な増加を示した。正常な組織では、これらサブ

タイプに関する標識は全く認められなかった。癌組織内のP2X1の標識パターン（

図1）は、前立腺疾患の各病期ごとに標識された腺房上皮細胞の比率が増えると

いう点で特に興味深く、腫瘍性形質転換とP2X1腺房標識の程度の直接的な相関を

示唆する。幾つかの前立腺癌細胞では、P2X5も増加した（結果は示されていない

）。正常な組織では、P2X5の標識はごく僅かか又は全く見られなかった。

      【００３９】

実施例7  ‐  若年対高齢ウィスターラットにおけるP2X受容体、成長、神経支配

、および代謝性因子、イオン化カルシウム・モジュレーション

P2X受容体とアポトーシス：

  12週齢のラット4匹と1.5年齢のラット4匹の前立腺を比較した研究から、加齢

ラットで、ヒトにおけるBPHに類似した、上皮過形成の著しい増加が検出された

（図2）。ヒトの癌組織におけるように、P2X1、P2X3、およびP2X4の受容体、な

らびにチロシンキナーゼA受容体抗体は、若いラットのそれと比較した場合、加

齢ラットの前立腺上皮でアップレギュレーションされていた。先に論じた通り、

これは、タンパク質リン酸化（活性化）、DNA合成、細胞内微小細管の発現（オ

ルガネラ輸送）、他の神経伝達物質に関する周辺受容体のアップレギュレーショ

ン、細胞増殖、およびアポトーシスを示唆する上皮細胞へのイオン（主として、

イオン化カルシウム）流入の増大を示す。アルファ（1B）（電圧・ゲート性カル

シウムチャンネル）の増加、およびカルシウム調節ホルモンであるスタニオカル

シン（stanniocalcin）の低下も、加齢ラットの前立腺に見られた。PDGFとIGF－

1は共にアポトーシスを阻害し、加齢ラットで減少した。この様に、加齢ラット

の前立腺は、アポトーシスおよびヒト前立腺癌組織と類似するP2X受容体発現の

変化を受けるのであり、従って、前立腺癌の病因の研究に利用され得る。

      【００４０】

神経支配、他の受容体、および代謝性因子：

  加齢ラットでは、前立腺上皮下の線維筋性隔壁において微小細管構造の増加が

あった。これら構造は、アポトーシスに関連したピュリナージック受容体P2X1、

P2X7、イオン化カルシウム、および神経支配因子VAMP、ムスカリン性受容体（M2
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）、SV-2、SNAP-25、S-100、トランスフェリン受容体を写した顕微鏡写真像に類

似して見え、加齢ラットではそのいずれもがアップレギュレーションされていた

。アルファ（1B）電圧・ゲート性カルシウムチャンネルおよびチロシンキナーゼ

A受容体も、加齢ラットでアップレギュレーションされていた。スタニオカルシ

ンはダウンレギュレーションされていたが、P2X1およびP2X7のアポトーシス性カ

ルシウムチャンネル受容体はアップレギュレーションされていた。これらのデー

タは、加齢ラットにおける前立腺上皮のカルシウムイオン流入、代謝速度、微小

細管輸送および神経支配の増大を示すと同時に、このモデルがヒト前立腺癌の研

究にも使用できることを示唆する。

      【００４１】

実施例8  －  乳癌細胞系

  凍結切片として供給された6例の乳癌細胞系において、P2X1、P2X3、およびP2X

4ピュリナージック・サブタイプを、前立腺組織の標識に用いたのと同様の技法

で標識した。標識のパターン（図3）は、ヒト前立腺癌組織（図1）および加齢の

雄ウィスター（Wistar）ラットの前立腺（図2）の双方で見られた標識パターン

を起想させるものであった。

      【００４２】

実施例9  ‐  前立腺癌の診断（図4a-f、および5a-f）

  ピュリナージック受容体カルシウムチャンネル（P2X1-7）に特徴的である発現

を、正常な前立腺組織と前立腺疾患の各期を示す65例の病理学的な前立腺組織に

おいて調査した。即ち、正常、BPH、前腫瘍、および癌性（Gleason分類によるス

コアスコア5-9）の各病期である。明瞭な転移の特徴がP2X1、P2X2、P2X3、および

P2X7で標識された組織に認められた。P2X抗体産生と標識化のプロトコルの長々

しい最適化と標準化のプロセスの後、標準化されたプロトコルが開発された。各

々濃度0.5μｇ/ｍＬ  IgGで、1：100でPBSに希釈したP2X1、P2X2、P2X3、およびP

2X7サブタイプの混合物は、上記の転移の特徴を実証するのに最適の試薬である

ことが判明した。P2X4、P2X5、またはP2X6標識は、それほど有意ではなかった。

前立腺癌の各カテゴリーに属する組織切片の標識にこの試薬を用いたところ、癌

の進行に伴なって、核から細胞質および外側原形質膜へのP2X標識の連続的発現
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と転移が起こり、最後は、主に尖端上皮で発現することが明らかになった（図4f

、5c、5f）。

      【００４３】

  P2X標識は、BPH組織では完全に脱発現化されていた（図4b、4e）。前腫瘍性P2

Xの転移は、3つの異なる病期で起きた。第1期は、薄いバックグラウンド上に密

で顕著なP2X標識された上皮核（PEN）で特徴付けられた（図4c、4f）。第2期は

、PENの進行する脱発現化と、密で顕著な点状の細胞質標識の外観、核膜および

外側原形質膜の標識、ならびに尖端上皮上のシグナル増加が特徴的であった（図

5b、5c）。第3期は、核膜上でのみ標識された核（NO）、細胞質シグナルの不在

、点状標識というより均質で、尖端上皮に密な標識で示された（図5e、5f）。

      【００４４】

  本研究では、ケースの56%がヘマトキシリン‐エオシン（Ｈ＆Ｅ）染色法によ

り正常もしくはBPHと診断され、第1期または第2期のP2X標識を示した。残りのケ

ースは、Gleason分類でG5からG9の範囲のスコアで、P2Xは第2期または第3期の標

識の特徴を有していた。第3期の標識は、常に癌の組織学的特徴を随伴していた

（図5e）。真性非腫瘍性BPH組織は、全てのP2Xサブタイプの完全な脱発現化が上

皮および間質で起こったため、容易に見分けられた。組織学的には正常と診断さ

れたが、P2X標識の特徴を示している生検組織は、代謝レベルで初期の（前腫瘍

性）形質転換過程にあり得ると我々は提起する。「正常」組織における第2期の

特徴の呈示は、前腫瘍性過程がこの組織内でさらに進行していることを示唆する

。記載されたP2X標識の特徴は、それぞれの組織学的分類を代表する細胞の全領

域にわたって、病期特異的であり、均一である。BPHおよび癌領域の双方を含ん

でいた穿刺では、P2Xの標識は明確かつ一様に、BPHまたは癌標識パターンの１つ

のいずれかに区別された。本技法は、非腫瘍性前立腺疾患の患者を早期癌の患者

から除外し（および勇気付ける）、悪性に転じる可能性のある急速に発達してい

る前腫瘍状態も同定できると提案されている。このような情報により、より早く

かつ正確に治療決定を下すことが可能になり得る。

      【００４５】

実施例10  ‐  乳癌の診断
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  サブタイプP2X2、P2X3、およびP2X7は、正常なものと比較すると、乳癌の生検

組織で著しくダウンレギュレーションされる。サブタイプP2X1、P2X4、P2X5、お

よびP2X6は、正常、癌性いずれの組織でも標識されなかった。内因性ペルオキシ

ダーゼ活性を抑制するために、組織を3%の過酸化水素、および5%のウマ血清で予

備インキュベートした。染色パターンの例は、図6a-mに示す。

      【００４６】

  本発明は、特定の実施例に関連して記述されているが、本発明がその他の多く

の形態で実施できることは当業者に認識可能であろう。

      【００４７】
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【図面の簡単な説明】

    【図１】

  正常なヒト前立腺（左）と、進行した前立腺癌患者（右）から採った生検サン

プルにおけるP2X1標識化のレべルの例を示す。

    【図２】

  若い（12週齢）ラット（左）の前立腺上皮（E）と、顕著な過形成（右）を示

す加齢ラット（18月齢；右）の組織の比較を示す。

    【図３】

  正常な乳房（左）と、乳房の腫瘍組織の実質的なダウンレギュレーション（右

）におけるP2X1標識化の例を示す。
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    【図４】

  図4a、b、dおよびeは、PSAが増加している71歳男性から採ったコア生検を示す

。診断はBPH。Ｈ＆Ｅ染色（4a）により、前立腺腺房（A）の尖端上皮（矢印）に

軽度の過形成が見られる。図4dは、この領域（矢印）の高倍率顕微鏡写真である

。同一領域の抗P2Xによる標識（4b）は、BPH（4b矢印）の特徴であるP2X受容体

の完全な脱発現化（de-expression）を示す。図4eは、軽度の過形成上皮（4e矢

印）中のP2Xの完全な脱発現化を示す、この領域の高倍率顕微鏡写真である。図4

c。69歳男性のコア生検切片。PSAは不明。このケースはまた、Ｈ＆Ｅ染色（図示

されていない）によりBPHと診断されているが、隆起上皮核（PEN）（4c矢印）に

特徴付けられるように、異なる第1期のP2X標識が特徴である。図4fは、図4cに示

されるように、これら密に標識された核（4f矢印）の高倍率顕微鏡写真である。

図4aおよび4dは、Ｈ＆Ｅ染色である。図4b、c、eおよびfは、抗P2X免疫ペルオキ

シダーゼ標識である。対比染色なし。低倍率顕微鏡写真（4a、bおよびc）の目盛

りは、1cm=150μm。高倍率顕微鏡写真（4d、eおよびf）の目盛りは、1cm=40μm

である。

    【図５】  図5a-cは、PSAが増加している57歳男性のコア生検（3回穿刺とし

て提供）を示す。2個所の穿刺では、進行癌領域に隣接するBPH領域が含まれると

診断された。Gleason分類によるスコアは8。図5aは、Ｈ＆Ｅ染色で癌性マーカー

（5a矢印）のないBPHの一領域を示す。図5bは、P2X1抗体で標識された同一ブロ

ックの連続切片である。P2X標識は、転移（translocation）第2期の特徴である

。Ｈ＆Ｅ染色法によりBPHと診断された組織において、これら特徴が認められる

ということは、前腫瘍性変化の存在のみならず、こうした変化が一層進んでいる

ことを示唆する。図5cは、図5b矢印部分の腺房の連続切片の高倍率顕微鏡写真で

ある。これは以下のような第2期の特徴を示している：  若干のPENが残存する（

N矢印先端）が、標識の殆どは、点状で細胞質（P矢印）であることを示した。先

の実験では、各々の点は個別に標識されたP2X受容体、もしくは受容体の小さな

限局性斑（patch）である。側方の原形質膜は鮮明に標識され（L矢印）、尖端上

皮（A矢印）に標識がある。

図5d-fは、PSAが8.1である81歳男性のコア生検（3回穿刺）を示す。このケース



(31) 特表２００３－５０４６４３

では、診断は浸潤性腺癌で、Gleason分類によるスコアは6であった。Ｈ＆Ｅ染色

（図5d）で、BPHと侵襲性癌（隆起小核、基底膜浸潤、および異常な腺房構造）

の両方の領域を示した。図5eは、尖端上皮（矢印）においてはP2X標識が増加す

るが、シグナル全体では一般的に減少することを示す。高倍率顕微鏡写真（図5f

）では、P2X転移第3期に典型的なこれらP2X標識の特徴が示されている。標識は

尖端上皮に集中しているため、第2期（図5b）に比べるとそれほど密ではない。

核膜（N矢印）のものを除き、核は標識を有していない。標識は点状というより

均質で、ほとんどが尖端上皮で認められる（A矢印）。転移過程が完了すると、P

2Xの標識は通常尖端上皮に集中し、その後、標識は脱発現化される（D）。図5a

および5dはＨ＆Ｅ染色である。図5b、c、eおよびfは、P2X免疫ペルオキシダーゼ

標識。対比染色なし。低倍率顕微鏡写真（5a、b、dおよびe）の目盛りは、1cm=1

50μm。高倍率顕微鏡写真（5cおよびf）の目盛りは、1cm=40μmである。

    【図６ａ】  正常な組織と比較した乳癌生検組織での染色パターンを示す。

    【図６ｂ】  正常な組織と比較した乳癌生検組織での染色パターンを示す。

    【図６ｃ】  正常な組織と比較した乳癌生検組織での染色パターンを示す。

    【図６ｄ】  正常な組織と比較した乳癌生検組織での染色パターンを示す。

    【図６ｅ】  正常な組織と比較した乳癌生検組織での染色パターンを示す。

    【図６ｆ】  正常な組織と比較した乳癌生検組織での染色パターンを示す。

    【図６ｇ】  正常な組織と比較した乳癌生検組織での染色パターンを示す。

    【図６ｈ】  正常な組織と比較した乳癌生検組織での染色パターンを示す。

    【図６ｉ】  正常な組織と比較した乳癌生検組織での染色パターンを示す。

    【図６ｊ】  正常な組織と比較した乳癌生検組織での染色パターンを示す。

    【図６ｋ】  正常な組織と比較した乳癌生検組織での染色パターンを示す。

    【図６ｌ】  正常な組織と比較した乳癌生検組織での染色パターンを示す。

    【図６ｍ】  正常な組織と比較した乳癌生検組織での染色パターンを示す。
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【図１】
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【図２】
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【図３】
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【図４】
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【図５】
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【図６ａ】

【図６ｂ】

【図６ｃ】
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【図６ｄ】

【図６ｅ】

【図６ｆ】
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【図６ｇ】

【図６ｈ】

【図６ｉ】
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【図６ｊ】

【図６ｋ】

【図６ｌ】
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【図６ｍ】
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【手続補正書】特許協力条約第３４条補正の翻訳文提出書

【提出日】平成１３年７月１２日（２００１．７．１２）

【手続補正１】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】請求項６

【補正方法】変更

【補正の内容】

    【請求項６】  細胞が生検によって得たものである請求1～４のいずれか１

つに記載の方法。

【手続補正２】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】請求項７

【補正方法】変更

【補正の内容】

    【請求項７】  細胞が生検によって得たものである請求項５に記載の方法。

【手続補正３】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】請求項８

【補正方法】変更

【補正の内容】

    【請求項８】  細胞が体液から、直腸診による滲出物からおよび/または精

液から得たものである請求項１～４のいずれか１つに記載の方法。

【手続補正４】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】請求項１０

【補正方法】変更

【補正の内容】

    【請求項１０】  P2Xピュリナージック受容体発現プロフィールの検出がP2X

1、P2X2、P2X3、P2X4、P2X6、またはP2X7に特異的であるP2X抗体試薬の使用を含
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む請求項１～４または６、８または９のいずれか１つに記載の方法。

【手続補正５】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】請求項１１

【補正方法】変更

【補正の内容】

    【請求項１１】  P2Xピュリナージック受容体発現プロフィールの検出がP2X

2またはP2X3に特異的な抗体試薬の使用を含む請求項５または請求項７に記載の

方法。

【手続補正６】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】請求項１３

【補正方法】変更

【補正の内容】

    【請求項１３】  被験体における乳癌を診断する方法であって、P2X2または

P2X3抗体を各々用いて、被験体からの乳房の細胞および／または組織のP2X2また

はP2X3ピュリナージック受容体の発現プロフィールを検出することを包含し、こ

こで、正常被験体の乳房からの乳房の細胞および／または組織の発現プロフィー

ルと比較した、乳房の細胞および／または組織内のP2Xピュリナージック受容体

発現プロフィールの密度減少が乳癌の存在の診断である、方法。

【手続補正７】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】００１８

【補正方法】変更

【補正の内容】

      【００１８】

  第4の態様によると、本発明は、被験体における乳癌を診断する方法であって

、P2X2またはP2X3抗体を各々用いて、被験体からの乳房の細胞および／または組

織のP2X2またはP2X3ピュリナージック受容体の発現プロフィールを検出すること
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を包含し、ここで、正常被験体の乳房からの乳房の細胞および／または組織のP2

Xピュリナージック受容体発現プロフィールの密度減少が乳癌の存在の診断であ

る方法、を提供する。

【手続補正８】

【補正対象書類名】図面

【補正対象項目名】図３

【補正方法】変更

【補正の内容】
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【図３】
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【手続補正書】

【提出日】平成１４年３月２０日（２００２．３．２０）

【手続補正１】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】００１８

【補正方法】変更

【補正の内容】

    【００１８】

  第4の態様によると、本発明は、被験体における乳癌を診断する方法であって

、P2X2またはP2X3抗体を各々用いて、被験体からの乳房の細胞および／または組

織のP2X2またはP2X3ピュリナージック受容体の発現プロフィールを検出すること

を包含し、ここで、正常被験体の乳房からの乳房の細胞および／または組織の発

現プロフィールと比較した、乳房の細胞および／または組織のP2Xピュリナージ

ック受容体発現プロフィールの密度減少が乳癌の存在の診断である方法、を提供

する。                                                                  
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【国際調査報告】
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