
(57)【要約】
　本発明はホルモン依存性腫瘍および他の増殖性疾患の診断に加えて、ホルモン依存性腫
瘍および他の増殖性疾患を予防および／または治療する薬剤の製造におけるＥＲβモジュ
レータの使用に関する。本発明はホルモン依存性腫瘍および他の増殖性疾患の予防および
／または治療におけるそれらの使用のための薬剤のスクリーニング法をも教示する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 ホ ル モ ン 依 存 性 腫 瘍 お よ び 他 の 増 殖 性 疾 患 を 予 防 お よ び ／ ま た は 治 療 す る 薬 剤 の 製 造 に
お け る エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 β （ Ｅ Ｒ β ） モ ジ ュ レ ー タ の 使 用 。
【 請 求 項 ２ 】
　 Ｅ Ｒ β モ ジ ュ レ ー タ が Ｅ Ｒ β に 拮 抗 す る ／ ま た は 作 用 す る 請 求 項 １ に お け る 使 用 。
【 請 求 項 ３ 】
　 Ｅ Ｒ β モ ジ ュ レ ー タ が Ｅ Ｒ β ア ゴ ニ ス ト で あ る 請 求 項 １ に お け る 使 用 。
【 請 求 項 ４ 】
　 ホ ル モ ン 依 存 性 腫 瘍 お よ び 他 の 増 殖 性 疾 患 を 予 防 お よ び ／ ま た は 治 療 す る 薬 剤 の 製 造 に
お け る ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド お よ び ／ ま た は ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド の 生 成 を 触 媒
す る こ と の で き る 酵 素 の 使 用 。
【 請 求 項 ５ 】
　 ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド が ７ α ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド お よ び ／ ま た は ７ β ‐ ヒ ド ロ
キ シ ス テ ロ イ ド で あ る 請 求 項 ４ に お け る 使 用 。
【 請 求 項 ６ 】
　 ス テ ロ イ ド が 以 下 の 化 合 物 か ら な る グ ル ー プ か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 ５ に お け る 使 用 ；
　 i） ７ α ‐ ヒ ド ロ キ シ ‐ Ｄ Ｈ Ｅ Ａ （ ７ Ｄ Ｈ ）
　 ii） ７ α ‐ ヒ ド ロ キ シ ‐ プ レ グ ネ ノ ロ ン
　 iii） ７ α ‐ ヒ ド ロ キ シ ‐ β ‐ エ ス ト ラ ジ オ ー ル
　 iv） ７ α ， ３ β ， １ ７ β ‐ ア ン ド ロ ス テ ン ト リ オ ー ル
　 v） ７ α ， ３ β ， １ ７ β ‐ ア ン ド ロ ス タ ン ト リ オ ー ル
　 vi） ７ α ‐ ヒ ド ロ キ シ コ レ ス テ ロ ー ル
　 vii） ７ α ‐ ２ ５ ‐ ヒ ド ロ キ シ コ レ ス テ ロ ー ル
　 viii） ７ α ‐ ２ ４ ‐ ヒ ド ロ キ シ コ レ ス テ ロ ー ル
　 ix） ７ α ‐ ２ ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ コ レ ス テ ロ ー ル お よ び
　 x） 他 の ７ α ‐ ジ ‐ ヒ ド ロ キ シ 型 お よ び ７ α ‐ マ ル チ ‐ 水 酸 化 型 コ レ ス テ ロ ー ル 。
【 請 求 項 ７ 】
　 薬 剤 を 薬 剤 学 的 に 許 容 し う る 担 体 ま た は 希 釈 剤 と と も に 投 与 す る 先 行 す る い ず れ か の 請
求 項 に お け る 使 用 。
【 請 求 項 ８ 】
　 薬 剤 を 直 接 ま た は 局 所 的 に 前 立 腺 お よ び ／ ま た は 乳 房 に 投 与 す る 請 求 項 １ － ４ に お け る
使 用 。
【 請 求 項 ９ 】
　 ホ ル モ ン 依 存 性 腫 瘍 が 前 立 腺 癌 あ る い は 乳 癌 で あ る 請 求 項 １ － ４ に お け る 使 用 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 増 殖 性 疾 患 が 前 立 腺 あ る い は 乳 房 の 疾 患 で あ る 請 求 項 １ － ４ に お け る 使 用 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 立 腺 の 疾 患 が 前 立 腺 の 発 達 ま た は 前 立 腺 加 齢 の 疾 患 で あ る 請 求 項 １ ０ に お け る 使 用 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 立 腺 の 疾 患 が 良 性 前 立 腺 肥 大 症 （ Ｂ Ｈ Ｐ ） お よ び ／ ま た は 前 立 腺 炎 で あ る 請 求 項 １ ０
に お け る 使 用 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド を 生 成 す る 酵 素 が オ キ シ ス テ ロ ー ル ７ α ‐ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ
（ Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ ） で あ る 請 求 項 ４ に お け る 使 用 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド の 生 成 を 触 媒 す る こ と の で き る 酵 素 が 改 変 さ れ て い る 請 求 項
４ に お け る 使 用 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド の 生 成 を 触 媒 す る こ と の で き る 酵 素 が 基 質 親 和 性 を 改 善 す る
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よ う に 改 変 さ れ て い る 請 求 項 １ ４ に お け る 使 用 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド の 生 成 を 触 媒 す る こ と の で き る 酵 素 が 遺 伝 子 組 換 え ま た は 合
成 に よ っ て 生 成 さ れ た も の で あ る 請 求 項 ４ に お け る 使 用 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド の 生 成 を 触 媒 す る こ と の で き る 酵 素 を 適 切 な 基 質 と 接 触
さ せ る こ と に よ り ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド を 供 給 す る 請 求 項 ４ に お け る 使 用 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド の 生 成 を 触 媒 す る こ と の で き る 酵 素 を 含 む 細 胞 を 適 切 な
基 質 と 接 触 さ せ る こ と に よ り ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド を 供 給 す る 請 求 項 ４ に お け る 使 用
。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 細 胞 が 前 記 ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド の 生 成 を 触 媒 す る こ と の で き る 酵 素 を コ ー ド す る
遺 伝 子 を 含 む ベ ク タ ー に よ り 形 質 転 換 さ れ た も の で あ る 請 求 項 １ ８ に お け る 使 用 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 適 切 な 基 質 が ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド の 生 成 を 触 媒 す る こ と の で き る 酵 素 に よ り ７ ‐
ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド に 変 換 さ れ 得 る 化 合 物 で あ る 請 求 項 １ ７ と １ ８ に お け る 使 用 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 適 切 な 基 質 が 以 下 の 化 合 物 か ら な る グ ル ー プ か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 ２ ０ に お け る 使 用 ；
　 i） デ ヒ ド ロ エ ピ ア ン ド ス テ ロ ン （ Ｄ Ｈ Ｅ Ａ ）
　 ii） ３ β ‐ ア ン ド ロ ス タ ン ジ オ ー ル
　 iii） ３ β ‐ ア ン ド ロ ス テ ン ジ オ ー ル ； お よ び
　 iv） β ‐ エ ス ト ラ ジ オ ー ル
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 ホ ル モ ン 依 存 性 腫 瘍 お よ び 他 の 増 殖 性 疾 患 を 治 療 す る 薬 剤 の 製 造 に お け る ７ ‐ ヒ ド ロ キ
シ ス テ ロ イ ド の 生 成 を 触 媒 す る こ と の で き る 酵 素 を コ ー ド す る 核 酸 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 核 酸 が 核 酸 ベ ク タ ー 内 に 含 ま れ て い る 請 求 項 ２ ２ に お け る 使 用 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 薬 剤 を 薬 剤 学 的 に 許 容 し う る 担 体 と と も に 投 与 す る 請 求 項 ２ ２ に お け る 使 用 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド の 生 成 を 触 媒 す る こ と の で き る 酵 素 が オ キ シ ス テ ロ ー ル ７ α
‐ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ （ Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ ） で あ る 請 求 項 ２ ２ に お け る 使 用 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド の 濃 度 ま た は ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド の 生 成 を 触 媒 す る こ
と の で き る 酵 素 の 濃 度 を 検 出 す る ま た は ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド の 生 成 を 触 媒 す る こ と
の で き る 酵 素 を コ ー ド す る 塩 基 配 列 に お け る 変 異 を 検 出 す る 以 下 の ス テ ッ プ を 含 む 方 法 ；
　 d)患 者 由 来 サ ン プ ル の 提 供 ；
　 e)７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド ま た は ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド の 生 成 を 触 媒 す る こ と の
で き る 酵 素 の 濃 度 検 出 あ る い は 前 記 酵 素 を コ ー ド す る 核 酸 の 塩 基 配 列 の 確 認 ； お よ び
　 f)前 記 検 出 濃 度 ま た は 前 記 核 酸 の 塩 基 配 列 の 正 常 濃 度 ま た は 正 常 塩 基 配 列 と の 比 較 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 ホ ル モ ン 依 存 性 腫 瘍 お よ び 他 の 増 殖 性 疾 患 の 治 療 に 用 い ら れ る 薬 剤 の 効 力 の 検 出 に 用 い
る 請 求 項 ２ ６ に よ る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 腫 瘍 の 進 行 段 階 の 確 認 に 用 い る 請 求 項 ２ ６ の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 患 者 が 健 康 な 人 、 ホ ル モ ン 依 存 性 腫 瘍 ま た は 他 の 増 殖 性 疾 患 の 罹 患 が 疑 わ れ る 人 、 そ れ
ら に 罹 患 す る 素 因 の あ る 人 、 ま た は 罹 患 し て い る 人 で あ る 請 求 項 ２ ６ の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
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　 サ ン プ ル が 生 検 で あ る 請 求 項 ２ ６ の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 生 検 が 前 立 腺 生 検 ま た は 乳 房 組 織 生 検 で あ る 請 求 項 ３ ０ の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 サ ン プ ル が 体 液 で あ る 請 求 項 ２ ６ の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 サ ン プ ル が 以 下 の も の か ら な る グ ル ー プ か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 ３ ２ の 方 法 ；
　 i） 血 液 ；
　 ii） 尿 ； お よ び ／ ま た は
　 iii） 精 液 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 正 常 塩 基 配 列 が ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド の 生 成 を 触 媒 す る こ と の で き る 機 能 性 酵 素 を
コ ー ド す る 請 求 項 ２ ６ の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 正 常 塩 基 配 列 が 前 記 機 能 性 酵 素 に 影 響 す る 変 異 を 含 ま な い 塩 基 配 列 で あ る 請 求 項 ２ ６ の
方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド ま た は ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド の 生 成 を 触 媒 す る こ と の で
き る 酵 素 の 濃 度 を 免 疫 学 的 検 出 技 術 に よ っ て 検 出 す る 請 求 項 ２ ６ の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド ま た は ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド の 生 成 を 触 媒 す る こ と の で
き る 酵 素 の 濃 度 を エ ラ イ ザ 法 に よ っ て 検 出 す る 請 求 項 ３ ６ の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド の 生 成 を 触 媒 す る こ と の で き る 酵 素 の 濃 度 を ウ エ ス タ ン ブ ロ
ッ ト 法 に よ っ て 検 出 す る 請 求 項 ２ ６ の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド の 生 成 を 触 媒 す る こ と の で き る 酵 素 の 濃 度 を Ｐ Ｃ Ｒ お よ び 関
連 技 術 、 例 え ば Ｒ Ｔ ‐ Ｐ Ｃ Ｒ 、 定 量 的 Ｐ Ｃ Ｒ お よ び 定 量 的 Ｒ Ｔ ‐ Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 検 出 す る
請 求 項 ２ ６ の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド の 生 成 を 触 媒 す る こ と の で き る 酵 素 の 濃 度 を 分 光 光 度 分 析 お
よ び 酵 素 反 応 に よ っ て 検 出 す る 請 求 項 ２ ６ の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 患 者 に お い て 、 ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド ま た は ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド の 生 成 を 触
媒 す る こ と の で き る 酵 素 と 相 互 作 用 で き る 分 子 を 患 者 へ 投 与 し 、 前 記 分 子 及 び 前 記 ７ ‐ ヒ
ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド ま た は ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド の 生 成 を 触 媒 す る こ と の で き る 酵 素
か ら な る 複 合 体 を 検 出 す る こ と か ら な る 、 ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド ま た は ７ ‐ ヒ ド ロ キ
シ ス テ ロ イ ド の 生 成 を 触 媒 す る こ と の で き る 酵 素 を 検 出 す る 方 法
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド ま た は ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド の 生 成 を 触 媒 す る こ と の で
き る 酵 素 と 相 互 作 用 で き る 分 子 が 抗 体 で あ る 請 求 項 ４ １ の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 分 子 ま た は 抗 体 が さ ら に 放 射 性 標 識 を 含 む 請 求 項 ４ １ と ４ ２ の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 分 子 ま た は 抗 体 が さ ら に 放 射 性 同 位 元 素 を 含 む 請 求 項 ４ １ と ４ ２ の 方 法
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド の 生 成 を 触 媒 す る こ と の で き る 酵 素 の 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す
る こ と の で き る 薬 剤 を 同 定 す る 以 下 の ス テ ッ プ を 含 む 方 法 ：
　 c)薬 剤 を 前 記 酵 素 に よ っ て ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド に 変 換 さ れ 得 る 基 質 の 存 在 下 、 ７
‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド の 生 成 を 触 媒 す る こ と の で き る 酵 素 を 含 む 前 立 腺 細 胞 と 接 触 さ せ
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る ； お よ び
　 d)前 記 酵 素 に よ っ て ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド に 変 換 さ れ 得 る 基 質 の 量 を 検 出 し 前 記 濃
度 を 正 常 濃 度 と 比 較 す る 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 ホ ル モ ン 依 存 性 腫 瘍 お よ び 他 の 増 殖 性 疾 患 の 治 療 お よ び ／ ま た は 予 防 の た め の 請 求 項 ４
５ の 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ た 薬 剤 の 使 用 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は ホ ル モ ン 依 存 性 腫 瘍 お よ び 他 の 増 殖 性 疾 患 の 診 断 に 加 え て 、 ホ ル モ ン 依 存 性 腫
瘍 お よ び 他 の 増 殖 性 疾 患 を 予 防 お よ び ／ ま た は 治 療 す る 薬 剤 の 製 造 に お け る Ｅ Ｒ β モ ジ ュ
レ ー タ の 使 用 に 関 す る 。 本 発 明 は ホ ル モ ン 依 存 性 腫 瘍 お よ び 他 の 増 殖 性 疾 患 の 予 防 お よ び
／ ま た は 治 療 に お け る そ れ ら の 使 用 の た め の 薬 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 法 を も 教 示 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ア ン ド ロ ゲ ン （ androgens)は 多 く の 腺 、 例 え ば 乳 房 、 脳 お よ び 前 立 腺 の 発 達 と 機 能 に 重
要 な 役 割 を 果 た し 、 ま た ホ ル モ ン 依 存 性 腫 瘍 お よ び 他 の 増 殖 性 疾 患 例 え ば 、 前 立 腺 癌 （ PC
a） お よ び 良 性 前 立 腺 肥 大 症 （ BPH） の 発 症 と 維 持 に も 関 わ っ て い る （ 非 特 許 文 献 １ ） 。 動
物 モ デ ル と ヒ ト で の 最 近 の 研 究 で は 、 エ ス ト ロ ゲ ン （ estrogens） を 含 む 他 の ス テ ロ イ ド
ホ ル モ ン も 前 立 腺 の よ う な 腺 の 成 育 と 疾 患 に も 関 わ る こ と を 示 し て い る （ 非 特 許 文 献 ２ 、
３ ） 。 年 齢 と 共 に 低 下 す る 精 巣 機 能 は 血 漿 中 テ ス ト ス テ ロ ン （ testosterone： T） の 濃 度
低 下 を も た ら す （ 非 特 許 文 献 ４ ） 。 し か し な が ら 、 エ ス ト ロ ゲ ン （ 17β -エ ス ト ラ ジ オ ー
ル ： E 2 ） の 濃 度 は 脂 肪 組 織 の よ う な 末 梢 組 織 に お け る 副 腎 ア ン ド ロ ゲ ン 、 特 に デ ヒ ド ロ エ
ピ ア ン ド ス テ ロ ン （ dehydroepiandosterone： DHEA） （ 非 特 許 文 献 ５ ） （ 図 １ を 参 照 ） の
芳 香 族 化 （ aromatisation） の 促 進 に よ り 維 持 さ れ る （ 非 特 許 文 献 ６ ） 。 よ っ て 高 齢 男 性
に お い て は 、 遊 離 Ｅ 2 と 遊 離 Ｔ と の 比 率 は ４ ０ ％ ま で 増 大 す る （ 非 特 許 文 献 ７ ） 。 中 年 で
の 内 分 泌 変 化 は 長 期 間 観 察 さ れ 、 ５ ０ 歳 代 以 降 の 前 立 腺 の よ う な 腺 に み ら れ る 病 理 と 関 連
し て い る 可 能 性 が あ る （ 非 特 許 文 献 １ 、 ８ 、 ９ ） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 前 立 腺 に お い て 、 エ ス ト ロ ゲ ン は ２ 種 類 の エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 （ ER） 、 Ｅ Ｒ α お よ び Ｅ
Ｒ β と 相 互 に 作 用 し あ う 。 こ の ２ 種 類 の 受 容 体 は 種 々 の エ ス ト ロ ゲ ン 様 化 合 物 に 対 す る そ
れ ら の 結 合 親 和 性 、 お よ び ヒ ト 前 立 腺 に お け る そ れ ら の 局 在 化 に お い て 異 な る （ 非 特 許 文
献 １ ０ ～ １ ３ ） 。 Ｅ Ｒ α は 低 濃 度 で の み 発 現 し 、 か つ 間 質 に 限 ら れ 、 パ ラ ク リ ン 様 式 で 上
皮 の 成 育 に 影 響 を 及 ぼ す （ 非 特 許 文 献 １ ４ ） 。 対 照 的 に 、 Ｅ Ｒ β は 前 立 腺 上 皮 に 高 度 に 発
現 さ れ る （ 非 特 許 文 献 １ ３ ） 。 ヒ ト 前 立 腺 に お け る Ｅ Ｒ β の 役 割 は 明 ら か で は な い 。 あ る
研 究 に お い て 、 Ｅ Ｒ β ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス が 、 年 齢 と と も に 前 立 腺 肥 大 症 を 発 症 す る こ と
が 報 告 さ れ （ 非 特 許 文 献 １ ５ ） て い る こ と か ら 、 抗 増 殖 機 能 が 示 さ れ て い る 。 し か し な が
ら 、 他 の Ｅ Ｒ β ノ ッ ク ア ウ ト モ デ ル は こ の 前 立 腺 表 現 型 を 有 し て い な い 。 た と え こ れ ら の
研 究 が Ｅ Ｒ α お よ び Ｅ Ｒ β の 明 ら か な 役 割 を 示 す と し て も 、 こ れ ら エ ス ト ロ ゲ ン 様 作 用 の
原 因 で あ る リ ガ ン ド の 同 定 に は 至 っ て い な い 。 一 方 Ｅ 2 は ほ と ん ど の 標 的 細 胞 に お い て Ｅ
Ｒ β の 主 要 な リ ガ ン ド で あ り 、 ヒ ト 前 立 腺 で の Ｅ 2 濃 度 は 非 常 に 低 い の で 、 お そ ら く 受 容
体 を 活 性 化 で き な い （ 非 特 許 文 献 １ ６ ） 。 こ の こ と は 前 立 腺 に お い て 局 所 的 に 生 成 さ れ る
他 の エ ス ト ロ ゲ ン 様 リ ガ ン ド が Ｅ Ｒ β の エ ス ト ロ ゲ ン 様 活 性 の 原 因 で あ る 可 能 性 を 高 め て
い る 。 実 際 、 局 所 で の ス テ ロ イ ド 代 謝 が 種 々 の 器 官 に お け る ス テ ロ イ ド 作 用 の 重 要 な 決 定
因 子 で あ る （ 非 特 許 文 献 １ ７ ） 。 こ の よ う に 、 前 立 腺 に お け る 局 所 で の 代 謝 が 、 ス テ ロ イ
ド の 生 物 学 的 活 性 の 鍵 で あ る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 最 近 、 げ っ 歯 類 の 海 馬 に お い て 同 定 さ れ 、 か つ Ｄ Ｈ Ｅ Ａ の ７ α ‐ ヒ ド ロ キ シ Ｄ Ｈ Ｅ Ａ （
7HD） へ の ７ α ‐ 水 酸 化 を 触 媒 す る 新 規 な チ ト ク ロ ー ム Ｐ ４ ５ ０ で あ る オ キ シ ス テ ロ ー ル
７ α ‐ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ （ CYP7B） （ 非 特 許 文 献 １ ８ 、 １ ９ ） が げ っ 歯 類 の 前 立 腺 に 高 度
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に 発 現 し て い る こ と が 判 明 し た （ 非 特 許 文 献 ２ ０ ） 。 Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ ノ ッ ク ア ウ ト 動 物 に よ っ
て 確 か め ら れ た よ う に （ 非 特 許 文 献 ２ １ 、 ２ ２ 、 ２ ３ ） 、 Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ は Ｄ Ｈ Ｅ Ａ の ７ α ‐
水 酸 化 に と っ て 唯 一 の 経 路 で あ り 、 前 立 腺 と 脳 に お い て は Ｄ Ｈ Ｅ Ａ の ７ α ‐ 水 酸 化 の 残 渣
す ら み ら れ な い （ 非 特 許 文 献 ２ ２ ） 。 Ｐ ４ ５ ０ の 中 で も 肝 臓 よ り も 特 異 な 肝 外 組 織 、 特 に
海 馬 お よ び 前 立 腺 （ 非 特 許 文 献 １ ９ ） に お い て 高 度 に 発 現 さ れ て い る と い う 点 で Ｃ Ｙ Ｐ ７
Ｂ は 通 常 と は 異 な っ て い る 。 ７ α ‐ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ 活 性 は ヒ ト で も 報 告 さ れ て い る が （
非 特 許 文 献 ２ ４ ） 、 ほ と ん ど の 組 織 に お い て こ の 反 応 原 因 と な る 酵 素 は 不 明 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 特 許 文 献 １ （ 国 際 特 許 Ｗ Ｏ ９ ７ ／ ３ ７ ６ ６ ４ 号 公 報 ） は 神 経 精 神 疾 患 、 免 疫 疾 患 ま た は
内 分 泌 疾 患 を 治 療 す る た め に ７ α ‐ 置 換 ス テ ロ イ ド お よ び 酵 素 Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ の 使 用 を 開 示 し
て い る が 、 前 立 腺 疾 患 の 治 療 に お け る こ の よ う な ス テ ロ イ ド ま た は 酵 素 Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ の 使 用
の 記 載 は 開 示 さ れ て い な い 。
　 本 発 明 は ヒ ト 前 立 腺 に お け る Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ の 発 現 が ７ α Ｈ Ｄ を 産 生 す る Ｄ Ｈ Ｅ Ａ 代 謝 に と
っ て 主 要 経 路 で あ る と い う 本 発 明 者 ら に よ る 観 察 に 基 づ い て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
【 特 許 文 献 １ 】 国 際 特 許 Ｗ Ｏ ９ ７ ／ ３ ７ ６ ６ ４ 号 公 報
【 非 特 許 文 献 １ 】 Bosland MC 2000 The role of steroid hormones in prostate carcino
genesis. J Natl Cancer Inst Monogr 27: 39-66
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Schweikert HU, Tunn UW, Habenicht UF, Arnold J, Senge T, Schulze
 H, Schoder FH, Blom JHM, Ennemoser O, Horniger W, Bartsch G 1993 Effects of est
rogen deprivation on human benign prostatic hyperplasia. J Steroid Biochem Mol B
iol 44: 573-576
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Jarred RA, Cancilla B, Prins GS, Thayer KA, Cunha GR, Risbridger
 GP 2000 Evidence that estrogens directly alter androgen-regulated prostate deve
lopment. Endocrinology 141: 3471-3477
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Ferrini RL, Barett-Connor E 1998 Sex hormones and age: a cross-s
ectional study of testosterone and estradiol and their bioavailable fractions in
 community-dwelling men. Am. J Epidemiol 147: 750-754
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Labrie C, Belanger A, Labrie F 1988 Androgenic activity of dehyd
roepiandrosterone and androsterone in the rat ventral prostate. Endocrinology 12
3: 1412-1417
【 非 特 許 文 献 ６ 】 Nelson LR, Bulun SE 2001 Estrogens production and actions. J Am 
Acad Dermatol 45: S116-124
【 非 特 許 文 献 ７ 】 Ekman P 2000 The prostate as an endocrine organ: Androgens and e
strogens. Prostate 10: 14-18
【 非 特 許 文 献 ８ 】 Risbridger G P, Bianco JJ, Ellem SJ, McPherson SJ 2003 Internati
onal congres on hormonal steroids and hormones ans cancer: Estrogens and prostat
e cancer. End Related Cancer 10: 187-191
【 非 特 許 文 献 ９ 】 Leav I, Ho SM, Ofner P, Merk FB, Kwan PW, Damassa D 1988 Biochem
ical alterations in sex hormone-induced hyperplasia and dysplasia of the dorsola
teral prostates of Noble rats. J Nat Cancer Inst 80: 1045-1053
【 非 特 許 文 献 １ ０ 】 Kuiper GG, Carlsson B, Grandien K, Enmark E, Haggblad J, Nilss
on S, Gustafsson JA 1997 Comparison of the ligand binding specificity and transc
ript tissue distribution of estrogen receptor α  and β . Endocrinology 138: 863-
870
【 非 特 許 文 献 １ １ 】 Brolin J, Skoog L, Ekman P 1992 Immunohistochemistry and bioch
emistry in detection of androgen, progesterone, and estrogen receptors in benign
 and malignant human prostatic tissue. Prostate 20: 281-295
【 非 特 許 文 献 １ ２ 】 Horvath LG, Henshall SM, Lee CS, Head DR, Quinn DI, Makela S, 
Delprado W, Golovsky D, Brenner PC, O'Neill G, Kooner R, Stricker PD, Grygiel JJ
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, Gustafsson JA, Sutherland RL 2001 Frequent loss of estrogen receptor-β  expres
sion in the prostate cancer. Cancer Res 61: 5331-5335
【 非 特 許 文 献 １ ３ 】 Leav I, Lau KM, Adams JY, McNeal JE, Taplin ME, Wang J, Singh 
H, Ho SM 2001 Comparative studies of the estrogen receptors beta and alpha and t
he androgen receptor in normal human prostate glands, dysplasia, and in primary 
and metastatic carcinoma. Am J Pathol. 159: 79-92
【 非 特 許 文 献 １ ４ 】 Risbridger G, Wang H, Young P, Kurita T, Wang YZ, Lubahn D, Gu
stafsson JA, Cunha G, Wong YZ 2001 Evidence that epithelial and mesenchymal estr
ogen receptor-alpha mediates effects of estrogen on prostatic epithelium. Dev Bi
ol 229: 432-442
【 非 特 許 文 献 １ ５ 】 Weihua Z, Makela S, Andersson LC, Salmi S, Saji S, Webster JI,
 Jensen EV, Nilsson S, Warner M, Gustafsson JA 2001 A role for estrogen receptor
 beta in the regulation of growth of the ventral prostate. Proc Natl Acad Sci U 
S A 98: 6330-6335
【 非 特 許 文 献 １ ６ 】 Ghanadian R, Puah CM 1981 Relationships between oestradiol-17 
beta, testosterone, dihydrotestosterone and 5 alpha-androstane-3 alpha, 27 beta-
diol in human benign hypertrophy and carcinoma of the prostate. J Endocrinol 88:
 255-262
【 非 特 許 文 献 １ ７ 】 Seckl JR, Walker BR 2001 Steroid metabolism. Bailliere's Clini
cal Endocrinology and Metabolism. Vol 15.1 Bailliere Tindall, London; 122
【 非 特 許 文 献 １ ８ 】 Stapleton G, Steel M, Richardson M, Mason JO, Rose KA, Morris 
RG, Lathe R 1995 A novel cytochrome P450 expressed primarily in the brain. J Bio
l Chem 270: 29739-45
【 非 特 許 文 献 １ ９ 】 Rose KA, Stapleton G, Dott K, Kieny MP, Best R, Schwarz M, Rus
sell DW, Bjoorkheim I, Seckl JR, Lathe R 1997 Cyp7b, a novel brain cytochrome P4
50, catalyses the synthesis of neurosteoids 7α -hydroxy-DHEA and 7α -hydroxy-PRE
G. Proc Natl Acad Sci USA 94: 4925-4930
【 非 特 許 文 献 ２ ０ 】 Martin C, Bean R, Rose K, Habib FK, Seckl JR 2001 CYP7B1 catal
yses the 7α -hydroxylation of dehydroepiandrosterone and 25-hydroxycholesterol i
n rat prostate. Biochem J 355: 509-515
【 非 特 許 文 献 ２ １ 】 Li-Hawkins J, Lund EG, Turley SD, Russell DW 2000 Disruption o
f the oxysterol 7alpha-hydroxylase gene in mice. J Biol Chem 275: 16536-16542
【 非 特 許 文 献 ２ ２ 】 Rose K, Allan A, Gauldie S, Stapleton G, Dobbie L, Dott K, Mar
tin C, Wang L, Hedlund E, Gustafsson JA, Seckl J, Lathe R 2001 Targeting the gen
e encoding mouse neurosteroid hydroxylase CYP7B: vivid reporter activity in dent
ate gyrus and abolition of a major pathway of steroid and oxysterol hydrolation.
 J Biol Chem 276: 23937-23944
【 非 特 許 文 献 ２ ３ 】 Weihua Z, Lahe R, Warner M, Gustafsson JA 2002 An endocrine pa
thway in the prostate, ERbeta, AR, 5alpha-androstane-3beta, 17beta-diol, and CYP
7B1, regulates prostate growth. Proc Natl Acad Sci USA 99: 13589-13594
【 非 特 許 文 献 ２ ４ 】 Li K Foo T, Adams JB 1978 Products of dehydroepiandrosterone m
etabolism by human mammary tumors and their influence on estradiol receptor bind
ing. Steroids 31: 113-127
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 つ ま り 本 発 明 は Ｅ Ｒ β の 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る 薬 剤 に 関 す る 。 さ ら に 詳 細 に い え ば 本
発 明 は Ｅ Ｒ β を モ ジ ュ レ ー ト で き る ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド お よ び ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ
ロ イ ド を 生 成 す る 酵 素 に 関 す る 。 ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド 生 成 を 触 媒 す る こ と の で き る
酵 素 の 濃 度 が 低 下 し て い る 時 （ 例 え ば 老 人 あ る い は 前 立 腺 疾 患 の 患 者 に お い て ） 、 前 立 腺
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に お け る エ ス ト ロ ゲ ン と ア ン ド ロ ゲ ン と の 間 の バ ラ ン ス は ア ン ド ロ ゲ ン 経 路 に 有 利 に 変 化
し 、 ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド （ ERβ ア ゴ ニ ス ト ） の 生 成 低 下 を も た ら す 。 そ れ に 付 随 し
て ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド の 生 成 を 触 媒 す る こ と の で き る 酵 素 の 発 現 低 下 は 、 強 力 な ア
ン ド ロ ゲ ン の 合 成 に と っ て 前 立 腺 内 の 例 え ば ネ イ テ ィ ブ Ｄ Ｈ Ｅ Ａ の 利 用 可 能 性 を 高 め る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 Ｅ Ｒ β は Ｅ Ｒ α の 転 写 活 性 を 抑 制 す る 能 力 を 有 す る と さ れ る 。 さ ら に Ｅ Ｒ β へ の 結 合 に
よ っ て 、 ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド は 間 質 区 画 の Ｅ Ｒ α 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る こ と が で
き し た が っ て 間 質 細 胞 の 発 育 を コ ン ト ロ ー ル で き る 。 ま た 、 Ｅ Ｒ β は 前 立 腺 の 発 癌 お よ び
ア ン ド ロ ゲ ン 依 存 性 腫 瘍 発 育 両 者 の 初 期 相 の モ ジ ュ レ ー ト に 加 え て 、 前 立 腺 細 胞 の 分 化 と
増 殖 に お い て 役 割 を 果 た し て い る 。 こ の よ う に 、 ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド お よ び ７ ‐ ヒ
ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド 生 成 を 触 媒 す る こ と の で き る 酵 素 は 活 性 ス テ ロ イ ド の 前 立 腺 内 濃 度 の
制 御 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た し て お り 、 ホ ル モ ン 依 存 性 癌 お よ び 他 の 増 殖 性 疾 患 例 え ば
前 立 腺 疾 患 の 予 防 ま た は 臨 床 で の 治 療 に お い て 有 用 な ツ ー ル で あ る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド は エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 Ｅ Ｒ β に 対 す る ア ゴ ニ ス ト で あ る と 考
え ら れ る 。 Ｅ Ｒ β の 発 現 は 多 く の 組 織 例 え ば 脳 、 乳 房 お よ び 特 に 前 立 腺 の 上 皮 に お い て 観
察 さ れ る （ 非 特 許 文 献 １ ３ ） 。 in vivoに お い て 同 様 に 分 布 す る も う 一 種 の エ ス ト ロ ゲ ン
受 容 体 の Ｅ Ｒ α も 前 立 腺 の 間 質 に 低 濃 度 で 発 現 さ れ る 。 活 性 化 に 際 し 、 Ｅ Ｒ β は Ｅ Ｒ α の
転 写 活 性 を 抑 制 す る 能 力 を 有 す る こ と が 判 明 し た 。 ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド が 前 立 腺 上
皮 に お い て 選 択 的 に 結 合 し て Ｅ Ｒ β を モ ジ ュ レ ー ト す る こ と は 本 発 明 者 ら の 観 察 で あ る 。
こ の よ う な ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド は Ｅ Ｒ α の 転 写 活 性 を 抑 制 す る 効 果 を 有 す る の で 、
そ の 結 果 間 質 細 胞 の 発 育 を コ ン ト ロ ー ル で き る 。 そ れ 故 ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド ま た は
上 皮 に お い て Ｅ Ｒ β に 結 合 し そ の 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る 他 の 化 合 物 は ホ ル モ ン 依 存 性 腫
瘍 お よ び そ の 他 の 増 殖 性 疾 患 例 え ば 、 前 立 腺 癌 （ PCa） お よ び 良 性 前 立 腺 肥 大 症 （ BPH） の
治 療 お よ び ／ ま た は 予 防 に 有 用 と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 こ の よ う に 第 一 に ホ ル モ ン 依 存 性 腫 瘍 お よ び 他 の 増 殖 性 疾 患 を 予 防 お よ び ／ ま た は 治 療
す る 薬 剤 の 製 造 に 対 し Ｅ Ｒ β の 使 用 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 モ ジ ュ レ ー タ と い う 場 合 、 Ｅ Ｒ β に 拮 抗 す る か ま た は 作 用 す る 薬 剤 を 意 味 す る 。 モ ジ ュ
レ ー タ は 好 ま し く は Ｅ Ｒ β ア ゴ ニ ス ト で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は ホ ル モ ン 依 存 性 腫 瘍 お よ び 他 の 増 殖 性 疾 患 を 予 防 お よ び ／ ま た は 治 療
す る 薬 剤 の 製 造 に 対 し ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド お よ び ／ ま た は ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ
ド を 生 成 す る 酵 素 の 使 用 を 提 供 す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　 こ の よ う な 薬 剤 の 製 造 に お い て 好 ま し い ス テ ロ イ ド は ７ α ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド お よ
び ７ β ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド 、 よ り 具 体 的 に は 例 え ば 、 ７ α ‐ ヒ ド ロ キ シ ‐ Ｄ Ｈ Ｅ Ａ （
7DH） 、 ７ α ‐ ヒ ド ロ キ シ ‐ プ レ グ ネ ノ ロ ン 、 ７ α ‐ ヒ ド ロ キ シ ‐ β ‐ エ ス ト ラ ジ オ ー ル
、 ７ α ， ３ β ， １ ７ β ‐ ア ン ド ロ ス テ ン ト リ オ ー ル 、 ７ α ， ３ β ， １ ７ β ‐ ア ン ド ロ ス タ
ン ト リ オ ー ル 、 プ ラ ス 　 ７ α ‐ ヒ ド ロ キ シ コ レ ス テ ロ ー ル 、 ７ α ‐ ２ ５ ‐ ヒ ド ロ キ シ コ レ
ス テ ロ ー ル 、 ７ α ‐ ２ ４ ‐ ヒ ド ロ キ シ コ レ ス テ ロ ー ル 、 ７ α ‐ ２ ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ コ レ ス テ
ロ ー ル お よ び 他 の ７ α ‐ ジ ‐ ヒ ド ロ キ シ 型 お よ び ７ α ‐ マ ル チ ‐ 水 酸 化 型 コ レ ス テ ロ ー ル
を 含 む 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 こ の よ う な 治 療 は 、 薬 剤 学 的 に 許 容 し う る 担 体 ま た は 希 釈 剤 と と も に ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス
テ ロ イ ド ま た は ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド の 生 成 を 触 媒 で き る 酵 素 の 、 患 者 へ の 投 与 を 含
む 。 こ れ は ホ ル モ ン 依 存 性 腫 瘍 ま た は 他 の 増 殖 性 疾 患 の 予 防 お よ び ／ ま た は 治 療 に こ の よ
う な 治 療 の 必 要 な 患 者 に 対 し て 、 例 え ば 消 化 管 投 与 （ 例 え ば 経 口 投 与 ） 、 経 粘 膜 投 与 、 非
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経 口 投 与 、 経 皮 投 与 、 吸 入 ま た は 局 所 投 与 ま た は 座 薬 と し て の 投 与 に と 、 そ れ ぞ れ 適 切 な
剤 形 に 調 剤 で き る 。 好 ま し い 投 与 経 路 は 適 切 な 腺 、 例 え ば ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド ま た
は ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド の 生 成 を 触 媒 で き る 酵 素 に 対 す る 標 的 と し て 前 立 腺 が 好 都 合
で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 Ｅ Ｒ β を モ ジ ュ レ ー ト で き る 化 合 物 、 ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド ま た は ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ
ス テ ロ イ ド の 生 成 を 触 媒 で き る 酵 素 の 患 者 へ の 投 与 効 果 は 、 罹 患 し た 前 立 腺 に お い て エ ス
ト ロ ゲ ン と ア ン ド ロ ゲ ン 間 の バ ラ ン ス を 是 正 す る 効 果 お よ び Ｅ Ｒ α 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す
る 、 例 え ば 、 前 立 腺 に お け る 間 質 細 胞 の 発 育 を コ ン ト ロ ー ル す る 効 果 と 考 え ら れ る 。 例 え
ば 前 立 腺 疾 患 の 治 療 の 場 合 、 身 体 の 他 の 部 位 、 例 え ば 脳 で 形 成 さ れ る ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ
ロ イ ド ま た は ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド の 生 成 を 触 媒 で き る 酵 素 に 影 響 し な い よ う に ま た
は 影 響 が 最 小 限 と な る よ う に 、 前 立 腺 ま た は 前 立 腺 の 近 傍 へ の 直 接 投 与 ま た は 局 所 投 与 が
好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 上 述 薬 剤 ／ 製 剤 に よ り 治 療 で き る 可 能 性 の あ る ホ ル モ ン 依 存 性 腫 瘍 お よ び 他 の 増 殖 性 疾
患 の 例 は 乳 癌 の よ う な 疾 患 に 加 え て 前 立 腺 の 疾 患 、 例 え ば 良 性 前 立 腺 肥 大 症 （ BPH） 、 前
立 腺 炎 お よ び 前 立 腺 癌 （ PCa） 、 前 立 腺 の 成 育 お よ び 前 立 腺 加 齢 の 疾 患 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 望 ま し い 様 式 で 機 能 す る 酵 素 の 例 は 熟 練 し た 読 者 に 明 白 な 国 際 特 許 Ｗ Ｏ ９ ７ ／ ３ ７ ６ ６
４ 号 公 報 で 開 示 さ れ て い る よ う に 、 Ｐ ４ ５ ０ チ ト ク ロ ー ム 酵 素 の 一 種 で あ る Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ を
含 む 。 し か し な が ら 十 分 確 立 し た 技 術 を 用 い る 当 業 者 は 、 酵 素 活 性 を 改 変 す る 多 く の 方 法
で 前 記 酵 素 を 操 作 し 得 る で あ ろ う と 理 解 さ れ る 。 酵 素 改 変 の 例 は 基 質 に 対 し て よ り 大 き な
親 和 性 を 与 え る た め の 、 活 性 部 位 で の ア ミ ノ 酸 の 改 変 を 含 む 。 こ の こ と は 部 位 特 異 的 突 然
変 異 誘 発 ま た は 他 の Ｐ Ｃ Ｒ に 基 づ い た 方 法 （ マ ニ ア テ ィ ス （ Maniatis） ら 、 1989年 ） の よ
う な 当 該 技 術 に お い て よ く 知 ら れ た 技 術 を 用 い て 達 成 で き る 。 こ の よ う な 改 変 法 の 詳 細 は
国 際 特 許 Ｗ Ｏ ９ ７ ／ ３ ７ ６ ６ ４ 号 公 報 に お い て も 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 酵 素 に 関 し て い え ば 、 酵 素 が 蛋 白 質 、 ペ プ チ ド 、 そ れ ら の 断 片 ま た は 一 部 、 お よ び 前 記
蛋 白 質 、 ペ プ チ ド 、 そ れ ら の 断 片 ま た は 一 部 を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む で あ ろ う こ と は 、 無
論 の こ と 言 う ま で も な い 。 蛋 白 質 、 ペ プ チ ド 、 そ れ ら の 断 片 ま た は 一 部 、 例 え ば Ｃ Ｙ Ｐ ７
Ｂ が ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド の 生 成 を 触 媒 す る こ と も で き る こ と は 、 無 論 の こ と 言 う ま
で も な い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 こ こ で 述 べ た す べ て の 蛋 白 質 、 ペ プ チ ド 、 そ れ ら の 断 片 ま た は 一 部 は 、 例 え ば 遺 伝 子 組
換 え に よ っ て 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 す な わ ち 前 記 蛋 白 質 、 ペ プ チ ド 、 そ れ ら の 断 片 ま
た は 一 部 を コ ー ド す る 発 現 可 能 な 核 酸 を 細 菌 、 例 え ば 大 腸 菌 お よ び 真 核 生 物 、 例 え ば 、 酵
母 、 昆 虫 ま た は 哺 乳 類 の 細 胞 の よ う な 適 切 な 細 胞 に 導 入 す る こ と が で き る 。 前 記 蛋 白 質 は
当 該 技 術 に お い て 知 ら れ た 適 切 な 技 術 を 用 い て 、 適 切 な 細 胞 か ら 精 製 す る こ と も で き る 。
当 業 者 は ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド の 生 成 を 触 媒 す る こ と の で き る 酵 素 の 生 成 を 可 能 に す
る 国 際 特 許 Ｗ Ｏ ９ ７ ／ ３ ７ ６ ６ ４ 号 公 報 の 教 示 を 理 解 す る こ と が で き る で あ ろ う 。 具 体 的
に は 国 際 特 許 Ｗ Ｏ ９ ７ ／ ３ ７ ６ ６ ４ 号 公 報 は 本 発 明 者 ら の 観 察 の 結 果 と し て 、 ホ ル モ ン 依
存 性 腫 瘍 お よ び 他 の 増 殖 性 疾 患 の 治 療 に 有 用 な 可 能 性 の あ る ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド の
生 成 を 触 媒 す る こ と の で き る 酵 素 Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ の 生 成 を 容 易 に す る 情 報 を 当 業 者 に 提 供 す る
。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 ホ ル モ ン 依 存 性 腫 瘍 ま た は 他 の 増 殖 性 疾 患 の 治 療 お よ び ／ ま た は 予 防 に お い て 用 い ら れ
る ス テ ロ イ ド は 、 ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド 、 好 ま し く は ７ α ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド 、
具 体 的 に は 例 え ば 、 ７ α ‐ ヒ ド ロ キ シ ‐ Ｄ Ｈ Ｅ Ａ （ 7DH） 、 ７ α ‐ ヒ ド ロ キ シ ‐ プ レ グ ネ
ノ ロ ン 、 ７ α ‐ ヒ ド ロ キ シ ‐ β ‐ エ ス ト ラ ジ オ ー ル 、 ７ α ， ３ β ， １ ７ β ‐ ア ン ド ロ ス テ
ン ト リ オ ー ル 、 ７ α ， ３ β ， １ ７ β ‐ ア ン ド ロ ス タ ン ト リ オ ー ル 、 そ れ ら の す べ て の ７ β
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‐ 水 酸 化 型 、 プ ラ ス 　 ７ α ‐ ヒ ド ロ キ シ コ レ ス テ ロ ー ル 、 ７ α ‐ ２ ５ ‐ ヒ ド ロ キ シ コ レ ス
テ ロ ー ル 、 ７ α ‐ ２ ４ ‐ ヒ ド ロ キ シ コ レ ス テ ロ ー ル 、 ７ α ‐ ２ ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ コ レ ス テ ロ
ー ル お よ び コ レ ス テ ロ ー ル の 他 の ７ α ‐ ジ ‐ ヒ ド ロ キ シ 型 お よ び ７ α ‐ マ ル チ ‐ 水 酸 化 型
で あ る 。 こ の よ う な ス テ ロ イ ド は 合 成 に よ っ て 、 ま た は 例 え ば 、 遺 伝 子 組 換 え に よ っ て 生
成 さ れ た 前 記 ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド の 生 成 を 触 媒 す る こ と の で き る 酵 素 、 例 え ば Ｃ Ｙ
Ｐ ７ Ｂ を 用 い る こ と に よ っ て 生 成 す る こ と が で き る 。 ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド を 生 成 す
る た め に 、 適 切 な 基 質 、 例 え ば 直 接 に 前 記 酵 素 、 ま た は 例 え ば 細 胞 培 養 な ど に 添 加 さ れ る
。 前 記 細 胞 培 養 等 は 、 前 記 基 質 か ら ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド の 生 成 を 触 媒 す る こ と も で
き る 前 記 酵 素 あ る い は 蛋 白 質 、 ペ プ チ ド 、 そ れ ら の 断 片 、 あ る い は 一 部 を コ ー ド す る 遺 伝
子 を 含 む ベ ク タ ー で 形 質 転 換 し た 細 胞 か ら な る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 基 質 に 関 し て は 、 ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド の 生 成 を 触 媒 す る こ と の で き る 酵 素 に よ っ
て ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド に 変 換 さ れ 得 る 化 合 物 を 意 味 す る 。 例 え ば プ レ グ ネ ノ ロ ン 、
デ ヒ ド ロ エ ピ ア ン ド ス テ ロ ン （ DHEA） 、 ３ β ‐ ア ン ド ロ ス タ ン ジ オ ー ル 、 ３ β ‐ ア ン ド ロ
ス テ ン ジ オ ー ル お よ び β ‐ エ ス ト ラ ジ オ ー ル は 、 ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド 生 成 を 触 媒 す
る こ と の で き る 酵 素 に よ っ て 、 ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド に 変 換 さ れ 得 る 、 い ず れ も 適 切
な 基 質 で あ る 。 本 発 明 の 他 の 態 様 と し て 、 ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド お よ び ／ ま た は ７ ‐
ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド の 生 成 を 触 媒 す る こ と の で き る 酵 素 の 有 効 量 を 、 そ れ ら を 必 要 と す
る 患 者 に 投 与 す る こ と か ら な る ホ ル モ ン 依 存 性 腫 瘍 ま た は 他 の 増 殖 性 疾 患 に 罹 患 し て い る
、 ま た は 罹 患 す る 素 因 を 有 す る 患 者 に お け る 治 療 法 お よ び ／ ま た は 予 防 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 態 様 と し て 、 ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド の 生 成 を 触 媒 す る こ と の で
き る 酵 素 を コ ー ド す る 機 能 異 常 遺 伝 子 を 有 す る 患 者 の 治 療 手 段 を 提 供 す る 。 “ 異 常 ” と い
う 場 合 正 常 な 腺 、 例 え ば 前 立 腺 に お い て 発 現 さ れ る 遺 伝 子 と 異 な る 様 式 で 、 あ る 手 段 、 例
え ば 抑 圧 に よ っ て 前 記 遺 伝 子 の 、 例 え ば 変 異 ま た は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン の 結 果 と し て
機 能 す る 遺 伝 子 を 意 味 す る 。 こ の よ う な 治 療 は 前 記 酵 素 を コ ー ド し 、 正 常 に 機 能 す る 遺 伝
子 を 含 む 適 切 な ベ ク タ ー の 腺 へ の 投 与 か ら な る 。 “ 正 常 に 機 能 す る ” と い う 場 合 正 常 な 腺
に お い て 、 発 現 す る 遺 伝 子 と 同 様 の 様 式 で 機 能 す る 遺 伝 子 を 意 味 す る 。 適 切 な ベ ク タ ー の
例 は 、 適 切 な 基 質 か ら ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド の 産 生 を 触 媒 す る こ と の で き る 機 能 性 酵
素 を 発 現 す る こ と の で き る 遺 伝 子 を 含 む よ う に 改 変 さ れ た プ ラ ス ミ ド 、 リ ポ ソ ー ム 、 ア デ
ノ ウ イ ル ス 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス ま た は ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の ベ ク タ ー を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 例 え ば 、 ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド の 生 成 を 触 媒 す る こ と の で き る 酵 素 を コ ー ド す る 変
異 遺 伝 子 、 ま た は あ る メ カ ニ ズ ム に よ り ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ る よ う に な っ た 前 記 酵 素
を コ ー ド す る 遺 伝 子 か ら 生 じ る ホ ル モ ン 依 存 性 腫 瘍 、 お よ び 他 の 増 殖 性 疾 患 の 治 療 に お い
て 利 用 す る 遺 伝 子 療 法 ベ ク タ ー を 、 好 ま し く は 好 都 合 な 標 的 が 適 切 な 腺 で あ る よ う に 投 与
す べ き で あ る 。 ベ ク タ ー は 例 え ば 局 所 投 与 、 経 粘 膜 投 与 、 非 経 口 投 与 、 経 皮 投 与 、 消 化 管
投 与 （ 経 口 投 与 ） 、 ま た は 吸 入 に 適 切 な 製 剤 で 薬 学 的 に 許 容 で き る 担 体 と と も に 投 与 さ れ
る 。 有 効 な 投 与 は ベ ク タ ー が 腺 に 直 接 ま た は 近 傍 に 伝 達 さ れ る よ う に 、 非 経 口 投 与 、 局 所
投 与 ま た は 経 粘 膜 投 与 の 方 法 に よ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 も う 一 つ の 態 様 と し て 本 発 明 は 、 患 者 に お け る ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド の 濃 度 、 ま た
は ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド の 生 成 を 触 媒 す る こ と の で き る 酵 素 の 濃 度 の 診 断 法 、 ま た は
７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド の 生 成 を 触 媒 す る こ と の で き る 酵 素 を コ ー ド す る 塩 基 配 列 に お
け る 突 然 変 異 の 、 以 下 の ス テ ッ プ か ら な る 検 出 法 を 提 供 す る ：
　 ａ ） 患 者 か ら サ ン プ ル を 採 取 す る ；
　 ｂ ） ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド ま た は ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド の 生 成 を 触 媒 す る こ と
の で き る 酵 素 の 濃 度 を 検 出 す る 、 ま た は 前 記 酵 素 を コ ー ド す る 核 酸 の 塩 基 配 列 を 確 か め る
； お よ び
　 ｃ ） 前 記 検 出 濃 度 ま た は 前 記 核 酸 の 塩 基 配 列 を 正 常 濃 度 あ る い は 正 常 配 列 と 比 較 す る 。
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　 患 者 に 関 し て は 健 常 人 、 ホ ル モ ン 依 存 性 腫 瘍 ま た は 他 の 増 殖 性 疾 患 の 疑 わ れ る 人 、 こ れ
ら を 発 症 ま た は 罹 患 す る 素 因 を 有 す る 人 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 サ ン プ ル は 生 検 の 形 、 例 え ば 前 立 腺 生 検 、 ま た は 適 切 な サ ン プ ル に 血 液 、 尿 ま た は 精 液
サ ン プ ル を 含 む 。 例 え ば 、 血 液 は 一 般 に サ ン プ ル 採 取 時 に お け る 、 身 体 の ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ
ス テ ロ イ ド ま た は ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド の 生 成 を 触 媒 す る こ と の で き る 酵 素 の 濃 度 を
検 出 す る 手 段 を 提 供 す る 。 例 え ば 前 述 し た タ イ プ の 前 立 腺 疾 患 に 罹 患 し 、 サ ン プ ル を 採 取
し 、 か つ 前 述 し た ア ッ セ イ に よ り 検 査 し た 患 者 に 、 血 液 中 の ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド ま
た は ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド の 生 成 を 触 媒 す る こ と の で き る 酵 素 の 異 常 濃 度 が み ら れ 、
前 記 ア ッ セ イ に よ り 検 出 さ れ た 異 常 濃 度 が 明 確 に 前 立 腺 の 疾 患 に よ る も の か ど う か を 確 認
す る た め 、 さ ら に 検 査 す る こ と が 望 ま し い 。 前 立 腺 疾 患 の 場 合 、 前 立 腺 生 検 ま た は 尿 サ ン
プ ル は 、 前 立 腺 に お け る ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド ま た は ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド の 生
成 を 触 媒 す る こ と の で き る 酵 素 の 濃 度 を 最 も 正 確 に 測 定 で き る こ と が 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 異 常 濃 度 は 、 健 康 な 患 者 か ら 測 定 さ れ た と き の 正 常 濃 度 に 比 べ た 場 合 、 高 濃 度 ま た は 低
濃 度 で あ る と 解 釈 さ れ る 。 も し 患 者 で 検 出 さ れ た 濃 度 と 正 常 濃 度 間 に 違 い が あ れ ば 、 そ の
場 合 患 者 に は 適 切 な 治 療 薬 、 例 え ば ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド ま た は 他 の 適 切 な 薬 剤 ま た
は ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド の 生 成 を 触 媒 す る こ と の で き る 酵 素 を 投 与 す る か 、 ま た は さ
ら な る 検 査 に ま わ さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 正 常 な 塩 基 配 列 と は ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド の 生 成 を 触 媒 す る こ と の で き る 機 能 的 な
酵 素 を コ ー ド す る 塩 基 配 列 、 ま た は 前 記 の 機 能 的 な 酵 素 の 発 現 に 影 響 を 及 ぼ す 変 異 を 構 成
し な い 塩 基 配 列 で あ る と 解 釈 さ れ る 。 変 異 は 欠 失 、 置 換 、 逆 位 あ る い は 転 座 で あ る と 解 釈
さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド ま た は ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド の 生 成 を 触 媒 す る こ と の で
き る 酵 素 濃 度 を 検 出 す る の に 用 い ら れ る 方 法 の 例 は 捕 捉 、 直 接 ま た は 間 接 酵 素 免 疫 検 査 法
（ ELISA法 ） を 含 み 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 に お い て 、 例 え ば ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド に 特 異 的
な 抗 体 あ る い は ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド の 生 成 を 触 媒 す る こ と の で き る 酵 素 、 例 え ば Ｃ
Ｙ Ｐ ７ Ｂ に 反 応 す る 抗 体 を 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 、 ま た は 他 の 適 切 な も の に 結 合 さ
せ 、 分 析 す る サ ン プ ル を 適 切 な 時 間 、 接 触 さ せ る 。 適 切 な 時 間 と は 抗 体 と そ の エ ピ ト ー プ
と の 間 で 相 互 作 用 が 生 じ る よ う な 長 さ で あ る 。 ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド ま た は ７ ‐ ヒ ド
ロ キ シ ス テ ロ イ ド の 生 成 を 触 媒 す る こ と の で き る 酵 素 の 捕 捉 後 、 前 記 ス テ ロ イ ド 、 ま た は
前 記 酵 素 に 特 異 的 な 二 次 抗 体 を 適 切 な 時 間 、 接 触 さ せ る 。 抗 原 抗 体 相 互 作 用 は そ こ で 、 二
次 抗 体 と 相 互 作 用 で き る 抗 体 の 使 用 に よ っ て 検 出 さ れ 、 カ ラ ー メ ト リ ッ ク 化 学 ル ミ ネ セ ン
ス 反 応 を 経 て 濃 度 を 伝 達 で き る 酵 素 と 共 役 す る 。 こ の よ う な 共 役 酵 素 は セ イ ヨ ウ ワ サ ビ ペ
ル オ キ シ ダ ー ゼ （ HRP） お よ び ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ AlkP） を 含 む が 、 こ れ ら に 限
定 さ れ な い 。 他 の タ イ プ の 共 役 分 子 は 蛍 光 抗 体 ま た は 放 射 性 同 位 元 素 で 標 識 し た 抗 体 を 含
む 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド の 生 成 を 触 媒 す る こ と の で き る 酵 素 の 濃 度 を 検 出 す る 他 の 手
段 は 、 当 業 者 に 良 く 知 ら れ た 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト お よ び 他 の 関 連 技 術 、 Ｒ Ｔ ‐ Ｐ Ｃ Ｒ 、
Ｐ Ｃ Ｒ 、 定 量 的 Ｐ Ｃ Ｒ 、 定 量 的 Ｒ Ｔ ‐ Ｐ Ｃ Ｒ （ マ ニ ア テ ィ ス （ Maniatis） に お い て 規 定 さ
れ て い る ） 、 分 光 光 度 分 析 お よ び 酵 素 反 応 を 含 む 。
　 異 常 な 塩 基 配 列 の 検 出 は 良 く 知 ら れ た 技 術 、 例 え ば ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 、 Ｐ Ｃ Ｒ お
よ び 関 連 技 術 、 Ｒ Ｔ ‐ Ｐ Ｃ Ｒ 、 サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ （ Southern blotting） 、 ノ ー ザ ン
ブ ロ ッ テ イ ン グ （ Northern blotting） 、 制 限 酵 素 分 析 お よ び Ｄ Ｎ Ａ 塩 基 配 列 決 定 を 含 む
。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 態 様 と し て 、 ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド ま た は ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ
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イ ド の 生 成 を 触 媒 す る 酵 素 を 患 者 に お い て 検 出 す る 方 法 を 提 供 し 、 そ の 方 法 は ７ ‐ ヒ ド ロ
キ シ ス テ ロ イ ド ま た は ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド の 生 成 を 触 媒 す る こ と の で き る 酵 素 と 相
互 作 用 で き 、 お よ び 前 記 抗 体 あ る い は 分 子 、 お よ び 前 記 ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド ま た は
７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド の 産 生 を 触 媒 す る こ と の で き る 酵 素 か ら な る 複 合 体 を 検 出 で き
る 抗 体 、 ま た は 分 子 を 患 者 に 投 与 す る こ と か ら な る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 前 記 複 合 体 の 検 出 は 例 え ば 、 放 射 性 同 位 元 素 に よ り ラ ベ ル さ れ た 前 記 抗 体 、 ま た は 分 子
、 ま た は 例 え ば 炭 素 １ ３ の よ う な ア イ ソ ト ー プ か ら な る 前 記 抗 体 ま た は 分 子 の 使 用 を 含 む
。 体 内 、 例 え ば 前 立 腺 に お け る ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド ま た は ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ
ド の 生 成 を 触 媒 す る こ と の で き る 酵 素 の 濃 度 は 例 え ば 、 磁 気 共 鳴 イ メ ー ジ ン グ （ MRI） 、
磁 気 共 鳴 ス ペ ク ト ロ ス コ ピ ー （ MRS） あ る は コ ン ピ ュ ー タ 体 軸 断 層 （ CAT） 走 査 に よ っ て 測
定 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 も う 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド ま た は ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ
イ ド の 生 成 を 触 媒 す る こ と の で き る 酵 素 と 相 互 作 用 で き る 一 次 抗 体 ま た は 分 子 は 患 者 に 投
与 可 能 で あ り 、 前 記 一 次 抗 体 ま た は 分 子 と 相 互 作 用 で き る 二 次 抗 体 ま た は 分 子 を 用 い て 検
出 で き る 。 こ の 詳 細 な 実 施 態 様 に お い て 二 次 抗 体 ま た は 分 子 は 放 射 性 同 位 元 素 に よ り ラ ベ
ル さ れ て い る か ま た は Ｍ Ｒ Ｉ ま た は コ ン ピ ュ ー タ 体 軸 断 層 撮 影 法 （ CATス キ ャ ン ） に よ り
検 出 で き る よ う に 炭 素 １ ３ の よ う な 同 位 元 素 を 含 む こ と が 望 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 こ の よ う な 方 法 は 例 え ば 前 立 腺 に お い て 、 ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド ま た は ７ ‐ ヒ ド ロ
キ シ ス テ ロ イ ド の 生 成 を 触 媒 す る こ と の で き る 酵 素 濃 度 の 検 出 を 可 能 に す る 。 こ の よ う な
検 査 の 結 果 か ら 患 者 が 健 康 で あ る 、 ホ ル モ ン 依 存 性 腫 瘍 ま た は 他 の 増 殖 性 疾 患 に 罹 患 し て
い る 、 罹 患 し や す い ま た は 快 方 に 向 か っ て い る こ と を 指 摘 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 こ こ で 述 べ ら れ た 酵 素 は 、 薬 剤 評 価 試 験 に お い て 用 い ら れ る 。 本 発 明 の こ の 点 で の 態 様
に お い て 、 細 胞 、 ま た は 正 常 組 織 、 ま た は 病 変 組 織 か ら 得 ら れ た 細 胞 は 、 ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ
ス テ ロ イ ド の 生 成 を 触 媒 す る こ と の で き る 酵 素 の 発 現 を モ ジ ュ レ ー ト す る 薬 剤 の ア ッ セ イ
に お け る 基 剤 と し て 用 い ら れ る 。 健 康 な 組 織 ま た は 病 変 組 織 由 来 の 細 胞 株 が 有 利 に 用 い ら
れ る 。 こ の よ う な ア ッ セ イ に 対 す る 適 切 な 細 胞 株 の 例 と し て 、 例 え ば 正 常 な ヒ ト 前 立 腺 細
胞 株 Ｐ Ｎ Ｔ ２ （ ECCAC No:95012613） 、 ヒ ト 前 立 腺 腺 癌 細 胞 株 Ｐ Ｃ ‐ ３ （ ECCAC No:901127
14） ま た は 前 立 腺 癌 細 胞 株 Ｌ Ｎ Ｃ apク ロ ー ン Ｆ Ｇ Ｃ （ ECCAC No:89110211） を 含 む 。 こ の
よ う な ア ッ セ イ は 薬 剤 、 例 え ば 、 ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド の 生 成 を 触 媒 す る こ と の で き
る 酵 素 の 活 性 ま た は 発 現 を モ ジ ュ レ ー ト で き る 低 分 子 の 有 機 分 子 、 ま た は ア ン チ セ ン ス オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 同 定 す る こ と が で き る 。 前 記 ア ッ セ イ に よ っ て 同 定 さ れ た 薬 剤 は 単 独
で ま た は ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド の 産 生 を 触 媒 す る こ と の で き る 酵 素 ま た は in vivoで
前 記 酵 素 の 活 性 ま た は 発 現 が モ ジ ュ レ ー ト で き る よ う に in vivoで ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ
イ ド に 変 換 し う る 基 質 と と も に 投 与 で き る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 こ の よ う に さ ら な る 点 に お い て ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド の 生 成 を 触 媒 す る こ と の で き
る 酵 素 の 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト で き る 薬 剤 の 同 定 に お け る 以 下 の ス テ ッ プ か ら な る ア ッ セ イ
を 提 供 す る ：
　 a)　 前 記 酵 素 に よ っ て ７ ‐ 水 酸 化 ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド に 変 換 し う る 基 質 の 存 在 下 、 薬
剤 を ７ ‐ 水 酸 化 ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド の 生 成 を 触 媒 す る こ と の で き る 酵 素 か ら な る 前 立 腺
細 胞 と 接 触 さ せ ； お よ び
　 b)　 前 記 酵 素 に よ っ て ７ ‐ 水 酸 化 ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド に 変 換 さ れ た 基 質 の 量 を 検 出 し
、 前 記 濃 度 を 正 常 濃 度 と 比 較 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
基 質 の ７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド へ の 変 換 に 有 利 な 条 件 の 基 質 の 存 在 下 に お い て 、 選 択 し
た 細 胞 ま た は 細 胞 株 に 薬 剤 を 接 触 さ せ る 必 要 が あ る こ と は 無 論 で あ る 。
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【 ０ ０ ３ ７ 】
７ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド に 変 換 さ れ た 基 質 の 量 を 検 出 す る た め に 用 い ら れ る 方 法 の 例 と
し て は 、 免 疫 学 に 基 づ い た ア ッ セ イ 方 法 、 例 え ば 前 述 し た よ う な Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 ま た は 変 換
基 質 の 濃 度 を 適 切 に 表 す 他 の 化 学 ル ミ ネ セ ン ス ア ッ セ イ 法 、 蛍 光 ア ッ セ イ 法 ま た は 分 光 光
度 分 析 ま た は 例 え ば 薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー お よ び ガ ス ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 質 量 分 析 の よ う な ア ッ セ イ の 使 用 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 こ の よ う な 方 法 に よ っ て 同 定 で き る 薬 剤 は 低 分 子 の 有 機 分 子 ま た は ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 “ 正 常 濃 度 ” は 正 常 組 織 、 非 病 変 組 織 ま た は そ れ ら 由 来 の 細 胞 ／ 細 胞 株 に お け る ７ ‐ ヒ
ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド の 生 成 を 触 媒 す る こ と の で き る 酵 素 の 濃 度 と し て 測 定 で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 も う 一 つ の 点 に お い て ホ ル モ ン 依 存 性 腫 瘍 お よ び 他 の 増 殖 性 疾 患 の 治 療 お よ び ／ ま た は
予 防 に 対 す る 上 記 方 法 に よ り 同 定 さ れ た 薬 剤 の 使 用 を 提 供 す る 。 そ の よ う な 薬 剤 は ７ ‐ ヒ
ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド の 産 生 を 触 媒 す る こ と の で き る 酵 素 の 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト で き る 低 分
子 の 有 機 分 子 ま た は ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ４ １ 】
材 料 お よ び 方 法

　 Ｂ Ｐ Ｈ 患 者 か ら の パ ラ フ ィ ン 包 埋 前 立 腺 組 織 が 病 理 部 門 （ Western General Hospital、
エ デ ィ ン バ ラ ） に よ っ て 提 供 さ れ た 。 Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ 活 性 の 測 定 と 細 胞 培 養 の た め に 、 新 鮮 な
前 立 腺 サ ン プ ル が ホ ル モ ン 除 去 に よ る 治 療 を 受 け ず 前 立 腺 の 経 尿 道 切 除 術 （ TRUP） を 受 け
て い る 患 者 （ 年 齢 56～ 70歳 ） か ら 得 ら れ た 。 本 研 究 で は 生 検 サ ン プ ル は 用 い ら れ な か っ た
。 各 検 体 の 無 作 為 に 選 択 し た 前 立 腺 小 片 を そ れ ら の 良 性 状 態 お よ び 肥 大 の 存 在 を 確 認 す る
た め に 組 織 病 理 学 的 に 評 価 し た 。 イ ン フ ォ ー ム ド コ ン セ ン ト を 得 て 採 取 し た サ ン プ ル の み
に つ い て 研 究 し 、 我 々 の プ ロ ト コ ー ル は 地 元 の 研 究 倫 理 委 員 会 に よ っ て 承 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】

　 [1， 2， 6， 7- 3 Ｈ ] 4 ‐ Ｄ Ｈ Ｅ Ａ （ 60Ci/mmol） 、 [4‐ 1 4 Ｃ ]‐ Ｄ Ｈ Ｅ Ａ （ 53.8mCi/mmol）
お よ び [1， 2- 3 Ｈ ] 2 ‐ ５ α ‐ ア ン ド ロ ス テ ン ジ オ ー ル （ A/エ ン ジ オ ー ル ） （ 42Ci/mmol） を
米 国 ボ ス ト ン の Ｎ Ｅ Ｎ ラ イ フ サ イ エ ン ス プ ロ ダ ク ツ 社 （ NEN Life Science Products社 ）
か ら 購 入 し 、 [2， 4， 6,7‐ 3 Ｈ ] 4 ‐ Ｅ 2 を 米 国 ボ ス ト ン の パ ー キ ン エ ル マ ー ラ イ フ サ イ エ ン
ス 社 （ Perkin Elmer Life Sciences社 ） か ら 購 入 し た 。 非 放 射 性 ス テ ロ イ ド と ク ロ ト リ マ
ゾ ー ル は 英 国 プ ー ル の シ グ マ ア ル ド リ ッ チ 社 （ Sigma‐ Aldrich社 ） か ら 得 ら れ た 。 ７ Ｄ Ｈ
は 米 国 ニ ュ ー ポ ー ト の ス テ ロ イ ド イ ン コ ー ポ レ ー シ ョ ン 社 （ Steraloids Inc社 ） か ら 購 入
し た 。 ト リ ロ ス タ ン は 英 国 ニ ュ ー カ ー ス ル の さ の ふ ぃ ウ ィ ン ス ロ ッ プ デ ィ ベ ロ ッ プ メ ン ト
セ ン タ ー （ Sanofi Winthrop Development Centre） に よ っ て 快 く 提 供 さ れ 、 Ｉ Ｃ Ｉ １ ８ ２
， ７ ８ ０ は 英 国 ブ リ ス ト ル の ト ク リ ス 社 （ Tocris社 ） か ら 購 入 し た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】

　 ７ α ‐ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ 活 性 は 全 ヒ ト 前 立 腺 片 で 測 定 し た 。 外 科 用 Ｂ Ｐ Ｈ サ ン プ ル を ５
％ 活 性 炭 処 理 血 清 （ DCC-FCS） と ０ ． ３ μ Ｍ 濃 度 の 放 射 性 同 位 体 で 標 識 さ れ た ス テ ロ イ ド
基 質 を 補 足 し た Ｂ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ 培 地 中 で 、 ４ ８ 時 間 ま で ３ ７ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
ス テ ロ イ ド を 酢 酸 エ チ ル に よ り 培 地 か ら 抽 出 し 、 乾 燥 し 、 分 析 ま で － ２ ０ ℃ で 貯 蔵 し た 。
回 収 は ～ ９ ０ ％ で あ っ た （ Martin C, Bean R, Rose K, Habib FK, Seckl JR 2001 CYP7B1
 catalyses the 7α -hydroxylation of dehydroepiandrosterone and 25-hydroxycholest
erol in rat prostate. Biochem J 355: 509-515） 。 ７ Ｈ Ｄ へ の Ｄ Ｈ Ｅ Ａ の 変 換 は 以 前 に
述 べ た よ う に （ Martin C, Bean R, Rose K, Habib FK, Seckl JR 2001 CYP7B1 catalyses
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実 験 対 象

ス テ ロ イ ド

７ α ‐ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ 活 性



 the 7α -hydroxylation of dehydroepiandrosterone and 25-hydroxycholesterol in ra
t prostate. Biochem J 355: 509-515） Ｔ Ｌ Ｃ で 評 価 し 、 ホ ス フ ォ イ メ ー ジ ャ ー （ FLA-20
00、 フ ジ フ ィ ル ム ） を 用 い て 定 量 し た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】

　 オ ン ラ イ ン シ ン チ レ ー シ ョ ン 計 数 （ Berthold） に よ る 高 圧 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ HP
LC） （ Waters） を 、 ７ Ｈ Ｄ お よ び Ｄ Ｈ Ｅ Ａ に 対 し そ れ ぞ れ ７ 分 お よ び ２ ４ 分 の 保 持 時 間 を
与 え る 移 動 相 （ 水 、 メ タ ノ ー ル お よ び ア セ ト ニ ト リ ル 、 容 積 が 55:25:20、 １ ml／ 分 で ） を
用 い て 逆 相 Ｃ １ ８ カ ラ ム （ Luna,Phenomenex） で 行 な っ た （ Martin C, Bean R, Rose K, H
abib FK, Seckl JR 2001 CYP7B1 catalyses the 7α -hydroxylation of dehydroepiandro
sterone and 25-hydroxycholesterol in rat prostate. Biochem J 355: 509-515） 。
【 ０ ０ ４ ５ 】

　 以 前 に 述 べ た よ う に ヒ ト 前 立 腺 組 織 お よ び 細 胞 か ら 全 Ｒ Ｎ Ａ を 単 離 し （ Chomczynski P,
 Sacchi N 1987 Single-step method of RNA isolation by acid guanidinium thiocyana
te-phenol-chloroform extraction. Anal Biochem 162: 156-159） 、 Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ フ リ ー 水
に 再 懸 濁 し 、 － ７ ０ ℃ で 貯 蔵 し た 。 全 サ ン プ ル を ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 後 、 エ チ ジ ウ ム
ブ ロ マ イ ド 染 色 （ ethidium bromide staining） に よ り 判 定 し た と き 、 無 傷 の １ ８ Ｓ Ｒ Ｎ
Ａ ｓ と ２ ８ Ｓ Ｒ Ｎ Ａ ｓ を 有 し て い た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】

　 Ｐ Ｃ Ｒ の た め の ５ ’ プ ラ イ マ ー お よ び ３ ’ プ ラ イ マ ー （ オ ズ ウ ェ ル DNAサ ー ビ ス （ Oswel
 DNA Service） 、 英 国 サ ザ ン プ ト ン ） は ヒ ト Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド ３ ２ ９ －
３ ４ ７ お よ び １ ０ ０ ６ － １ ０ ２ ５ に そ れ ぞ れ 相 当 す る ５ ’ ‐ ｄ Ａ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ Ｔ Ａ Ａ Ａ Ｔ Ｇ Ａ
Ｔ Ｇ Ｔ Ｇ Ｃ Ｔ Ｃ Ｃ ‐ ３ ’ お よ び ５ ’ ‐ ｄ Ｇ Ａ Ｇ Ｔ Ｇ Ｇ Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ Ｇ Ａ Ａ Ｃ Ｔ Ｔ Ａ Ｃ Ｇ ‐ ３ ’
と し た （ Wu Z, Martin KO, Javitt NB, Chiang JYL 1999 Structure and functions of h
uman oxysterol 7alpha-hydroxylase cDNAs and gene CYP7B1. J Lipid Res 40: 2195-22
03） 。 逆 転 写 （ Ｒ Ｔ ） は １ ０ ｍ Ｍ の Tris‐ 塩 酸 （ pH9.0） 、 ５ ０ ｍ Ｍ の 塩 化 カ リ ウ ム 、 ２
５ ｍ Ｍ の 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム 、 ０ ． １ ％ （ w／ v） TritonＸ ‐ １ ０ ０ 、 １ ｍ Ｍ の ｄ Ｎ Ｔ Ｐ ｓ 、
１ ０ 単 位 の Ｒ Ｎ asin(プ ロ メ ガ 社 （ Promega社 ） 、 英 国 サ ザ ン プ ト ン )、 １ μ ｇ の 全 Ｒ Ｎ Ａ
、 １ ２ 単 位 の Ａ Ｍ Ｖ 逆 転 写 酵 素 （ プ ロ メ ガ 社 （ Promega社 ） 、 英 国 サ ザ ン プ ト ン ） お よ び
０ ． １ nmolの ３ ’ Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー を 含 む ２ ０ μ ｌ で 行 な っ た 。 反 応 は 室 温 で １ ０ 分 、 続
い て ４ ２ ℃ で ３ ０ 分 そ れ か ら ９ ５ ℃ で ５ 分 （ 逆 転 写 酵 素 を 失 活 さ せ る た め ） イ ン キ ュ ベ ー
ト し た 。 そ の 後 の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 は ５ ０ ｍ Ｍ の 塩 化 カ リ ウ ム 、 １ ０ ｍ Ｍ の Tris‐ 塩 酸 （ pH9.0
） 、 ２ ． ５ ｍ Ｍ の 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム 、 ０ ． ２ ｍ Ｍ の ｄ Ｎ Ｔ Ｐ ｓ 、 ０ ． １ nＭ の ５ ’ Ｐ Ｃ Ｒ
プ ラ イ マ ー お よ び ２ ． ５ 単 位 の Ｔ ａ ｑ ポ リ メ ラ ー ゼ （ プ ロ メ ガ 社 （ Promega社 ） 、 英 国 サ
ザ ン プ ト ン ） を 含 む ８ ０ μ ｌ の バ ッ フ ァ ー を 加 え て 行 な っ た 。 ９ ４ ℃ で ５ 分 の “ ホ ッ ト ス
タ ー ト ” 後 、 ３ ０ サ イ ク ル の Ｐ Ｃ Ｒ を 行 な っ た ： ９ ４ ℃ で １ 分 、 ５ ６ ℃ で １ 分 、 ７ ２ ℃ で
１ 分 引 き 続 い て ７ ２ ℃ で １ ０ 分 。 増 幅 産 物 を １ ％ （ w／ v） ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 電 気 泳 動 に よ
り 分 析 し た 。 逆 転 写 酵 素 を 除 い た 反 応 で は 産 生 物 は 検 出 さ れ な か っ た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】

　 Ｐ Ｃ Ｒ 産 生 物 は ｐ Ｇ Ｅ Ｍ ‐ （ Ｔ ） easy(プ ロ メ ガ 社 （ Promega社 ） 、 英 国 サ ザ ン プ ト ン )
に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ さ れ 、 両 鎖 に つ い て 塩 基 配 列 決 定 が 行 わ れ た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】

　 ｐ Ｇ Ｅ Ｍ ‐ （ T） Ｅ ａ ｓ ｙ に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ の Ｐ Ｃ Ｒ 断 片 を 以 前 に 述
べ た よ う に “ ア ン チ セ ン ス ” お よ び “ セ ン ス ” ｃ Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 生 成 さ せ る た め に Ｓ Ｐ
６ ま た は Ｔ ７ Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ に 対 す る 鋳 型 と し て 用 い た （ Habib FK, Ross M, Bayne 
CW, Grigor K, Buck AC, Bollina P, Chapman K 1998 The localisation and expression
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Ｒ Ｎ Ａ 抽 出

オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー 、 逆 転 写 お よ び Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅

ク ロ ー ニ ン グ お よ び Ｒ Ｔ ‐ Ｐ Ｃ Ｒ 産 生 物 の 塩 基 配 列 決 定
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 of 5α -reductase types I and II mRNAs in human hyperplastic prostate and in pro
state primary cultures. J Endocrinol 156: 509-517） 。
【 ０ ０ ４ ９ 】

　 パ ラ フ ィ ン 包 埋 切 片 （ 5μ m） を キ シ レ ン 中 で パ ラ フ ィ ン 除 去 し 、 リ ン 酸 バ ッ フ ァ ー 生 理
食 塩 水 （ PBS） に 浸 し 、 Ｐ Ｂ Ｓ 中 プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ （ 20mg/ml） で ３ ７ ℃ で １ ０ 分 間 処 理 し
た 。 切 片 を ４ ％ の パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド （ v/v） 中 で ２ ０ 分 間 固 定 し 、 そ れ か ら ０ ． １ Ｍ
の ト リ エ タ ノ ー ル ア ミ ン 中 ０ ． ２ ５ ％ の 無 水 酢 酸 （ v/v） で １ ０ 分 処 理 し た 。 湿 室 に お け
る ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 標 識 リ ボ プ ロ ー ブ （ DIG） と の ５ ０ ℃ 、 １ ４ － １ ６ 時 間 の ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン 、 Ｒ Ｎ ase Ａ 処 理 お よ び 洗 浄 は 以 前 に 述 べ た と お り で あ っ た （ Habib FK, Ross
 M, Bayne CW, Grigor K, Buck AC, Bollina P, Chapman K 1998 The localisation and 
expression of 5α -reductase types I and II mRNAs in human hyperplastic prostate 
and in prostate primary cultures. J Endocrinol 156: 509-517） 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 、 Ｄ Ｉ Ｇ 標 識 リ ボ プ ロ ー ブ は 室 温 で ３ ０ 分 Ｄ Ｉ Ｇ ‐ ア ル カ リ
ホ ス フ ァ タ ー ゼ 共 役 抗 体 １ ： ２ ５ ０ ０ （ ベ ー リ ン ガ ー マ ン ハ イ ム 社 （ Boehringer Mannhei
m社 ） ） を 用 い て 視 覚 化 し 、 洗 浄 し ベ ー リ ン ガ ー マ ン ハ イ ム 社 （ Boehringer Mannheim社 ）
の 現 像 液 を 用 い て 一 夜 現 像 し た 。 非 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 同 一 条 件 下 で Ｄ Ｉ Ｇ
標 識 “ セ ン ス ” プ ロ ー ブ と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ り 測 定 し た 。
【 ０ ０ ５ １ 】

　 免 疫 組 織 化 学 的 研 究 は ヒ ト Ｅ Ｒ β に 対 す る 市 販 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ セ ロ テ ッ ク 社 （
Serotec社 ） 、 英 国 オ ッ ク ス フ ォ ー ド ） を 用 い て 、 以 前 に 記 述 さ れ て い る よ う に （ Saunder
s PT, Millar MR, Williams K, Macpherson S, Harkiss D, Anderson RA, Orr B, Groome
 NP, Scobie G, Fraser HM 2000 Differential expression of estrogen receptor-α  an
d β  and androgen receptor in the ovaries of marmosets and humans. Biol Reprod 6
3: 1098-1105） 行 な っ た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】

　 分 離 し た 間 質 細 胞 お よ び 上 皮 細 胞 の 初 代 培 養 を 確 立 す る た め に 、 Ｂ Ｐ Ｈ 小 片 を 用 い た （
Chaproniere DM, McKeelan WL 1986 Serial culture of single adult human prostatic 
epithelial cells in serum-free medium containing low calcium and a new growth fa
ctor from bovine brain. Cancer Res 46: 819-824、 Habib FK, Ross M, Bayne CW 2000 
Development of a new in vitro model for the study of benign prostatic hyperplasi
a. Prostate 9: 15-20） 。 上 皮 細 胞 と 間 質 細 胞 の 共 培 養 は 以 前 に 記 述 さ れ て い る と お り で
あ っ た （ Habib FK, Ross M, Bayne CW 2000 Development of a new in vitro model for 
the study of benign prostatic hyperplasia. Prostate 9: 15-20） 。
【 ０ ０ ５ ３ 】

　 Ｃ Ｏ Ｓ ‐ １ 細 胞 と Ｈ ｅ ｐ Ｇ ２ 細 胞 を ペ ニ シ リ ン （ 25単 位 /ml） 、 ス ト レ プ ト マ イ シ ン （ 2
5μ g/ml） お よ び １ ０ ％ の ウ シ 胎 児 血 清 （ v/v） を 含 む 高 グ ル コ ー ス の デ ル ベ コ （ Dulbeco
’ s） 最 小 必 須 培 地 中 で 保 存 し た 。 細 胞 は ５ ｘ １ ０ 5 細 胞 ／ デ ィ ッ シ ュ の 密 度 で 接 種 し 、 接
着 さ せ る た め に 一 夜 放 置 し た 。 形 質 導 入 当 日 に 、 培 地 を １ ０ ％ の Ｄ Ｃ Ｃ ‐ Ｆ Ｃ Ｓ （ v/v）
を 追 加 し た フ ェ ノ ー ル レ ッ ド を 除 い た Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ で 置 換 し た 。 形 質 移 入 は 標 準 方 法 に 従 い 、
リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法 を 用 い て １ ０ μ ｇ の Ｄ Ｎ Ａ （ 1μ gの 発 現 プ ラ ス ミ ド 、 1-5μ gの レ ポ ー
タ ー プ ラ ス ミ ド 、 内 部 コ ン ト ロ ー ル と し て 用 い た β ‐ ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ を コ ー ド す る 1μ g
の ｐ CH110（ Phrmcia社 ） お よ び 3-7μ gの pGEM3） に よ り 行 な っ た 。 発 現 プ ラ ス ミ ド は 、 マ
ウ ス の Ｅ Ｒ α 受 容 体 （ mERα は 英 国 ロ ン ド ン の M.パ ー カ ー （ M.Parker） 教 授 か ら 贈 ら れ た
（ White R, Lees JA, Ham J, Parker M 1987 Structural organization and expression 
of the mouse estrogen receptor. Mol Endo 1: 735-744） ） 、 ヒ ト Ｅ Ｒ β 受 容 体 （ hERβ
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； 英 国 ロ ン ド ン の R.ホ ワ イ ト （ R.White） 教 授 か ら （ Cowley SW, Parker MJ 1999 A compa
rison of transcriptional activation by ER alpha and ER beta. J Steroid Biochem M
ol Biol 69: 165-175） ） お よ び ヒ ト ア ン ド ロ ゲ ン 受 容 体 （ pSVARo； オ ラ ン ダ ロ ッ テ ル ダ
ム の A.ブ リ ン ク マ ン （ A.Brinkman） 教 授 ） と し た 。 マ ウ ス の Ｅ Ｒ α 受 容 体 は ヒ ト Ｅ Ｒ β と
８ ８ ％ の 一 致 を 示 し 、 両 種 は 大 多 数 の ス テ ロ イ ド に 対 し て 同 じ 選 択 性 を 示 す 。 レ ポ ー タ ー
プ ラ ス ミ ド は 、 エ ス ト ロ ゲ ン 反 応 性 に 対 し （ ERE） ‐ Ｔ Ｋ ‐ Ｌ ｕ ｃ （ カ ナ ダ モ ン ト リ オ ー
ル の V.ジ ゲ ー ル （ V.Giguere） 博 士 か ら 贈 ら れ た ） 、 お よ び ア ン ド ロ ゲ ン 反 応 性 に 対 し Ｐ
Ｓ Ａ （ PSA61-luc、 オ ラ ン ダ ロ ッ テ ル ダ ム の J.ト ラ ッ プ マ ン （ J.Trapman） 教 授 ） と し た 。
２ ４ 時 間 後 、 培 地 を 変 え 細 胞 を ス テ ロ イ ド （ E 2 、 DHT、 7HDま た は 適 切 な 濃 度 の エ タ ノ ー ル
） で 処 理 し た 。 細 胞 溶 解 後 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ と β ‐ ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 活 性 を （ Leckie C
, Chapman KE, Edwards CR, Seckl JR 1995 LLC-PK1 cells model 11 beta-hydroxystero
id dehydrogenase type 2 regulation of glucocorticoid access to renal mineralocor
ticoid receptors. Endocrinology 136: 5561-5569） で 述 べ た よ う に 測 定 し た 。 デ ー タ を
相 対 的 な ル シ フ ェ ラ ー ゼ ／ β ‐ ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ と し て 表 わ し 、 少 な く と も ３ 回 の 独 立 し
た 実 験 か ら の 平 均 ± Ｓ ． Ｅ ． Ｍ ． （ 標 準 誤 差 ） で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】

　 ヒ ト Ｅ Ｒ β ク ロ ー ン を 製 造 者 の 指 示 （ プ ロ メ ガ 社 （ Promega社 ） 、 英 国 サ ザ ン プ ト ン ）
に 従 い 、 Ｔ ｎ Ｔ ‐ 共 役 網 状 赤 血 球 溶 解 シ ス テ ム を 用 い て in vitroで 合 成 し た 。 翻 訳 反 応 の
混 合 物 を Ｔ Ｅ Ｄ Ｇ Ｍ oバ ッ フ ァ ー （ 40mMの ト リ ス /塩 酸 、 pH7.4/1mMの EDTA/10％ （ v/v） の
グ リ セ ロ ー ル /10mMの Ｎ a 2 Mｏ O 4 /10mMの DTT） で ５ 倍 に 希 釈 し そ の ０ ． １ ｍ ｌ を ０ 、 １ 、 ５
、 １ ０ 、 ２ ０ 、 ５ ０ お よ び ２ ５ ０ μ Ｍ の ７ Ｄ Ｈ の い ず れ か の 存 在 下 で 、 ４ ℃ で １ ６ 時 間 ０
． ５ nＭ の [2， 4， 6， 7‐ 3 Ｈ ] 4 ‐ Ｅ 2 （ 比 放 射 能 89Ci/mmol） と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。 結 合 お よ び 非 結 合 ス テ ロ イ ド を ろ 過 に よ り 分 離 し た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】

　 統 計 的 比 較 （ シ グ マ ス タ ッ ト （ Sigma Stat） を 用 い た ） は 分 散 分 析 （ ANOVA） お よ び 順
位 和 検 定 に よ っ た 。 有 意 差 は ｐ ＜ ０ ． ０ ５ と 設 定 し た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】

： ヒ ト 前 立 腺 に よ る Ｄ Ｈ Ｅ Ａ か ら の Ｐ ４ ５ ０ に 依 存 し た ７ Ｈ Ｄ の 生 成
　 ヒ ト 前 立 腺 に Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ 活 性 が 存 在 す る か ど う か を 明 ら か に す る た め 、 全 前 立 腺 小 片 で
Ｄ Ｈ Ｅ Ａ の 代 謝 を 測 定 し た 。 Ｄ Ｈ Ｅ Ａ は in vitroで 遺 伝 子 組 換 え Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ に 対 す る 最 良
の 基 質 で あ る と 、 以 前 に 報 告 さ れ て い た （ Rose KA, Stapleton G, Dott K, Kieny MP, Be
st R, Schwarz M, Russell DW, Bjoorkheim I, Seckl JR, Lathe R 1997 Cyp7b, a novel
 brain cytochrome P450, catalyses the synthesis of neurosteoids 7α -hydroxy-DHEA
 and 7α -hydroxy-PREG. Proc Natl Acad Sci USA 94: 4925-4930） 。 Ｄ Ｈ Ｅ Ａ お よ び Ａ
／ エ ン ジ オ ー ル の ７ α ‐ 水 酸 化 が 、 全 ヒ ト 前 立 腺 の 小 片 に お い て 明 確 に 検 出 可 能 で 、 そ れ
は 時 間 に 依 存 し た （ 図 ２ ） 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
“ Ｅ ” （ 図 ２ ） の 印 を 付 け た 放 射 性 化 合 物 は 、 非 標 識 で あ る 市 販 の 対 照 化 合 物 で あ る の ７
α ‐ ヒ ド ロ キ シ Ｄ Ｈ Ｅ Ａ 、 遺 伝 子 組 換 え Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ を 形 質 導 入 し た Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 由 来 の 蛋
白 抽 出 物 に よ る Ｄ Ｈ Ｅ Ａ 代 謝 の 主 要 産 生 物 、 さ ら に は 以 前 に 記 述 さ れ て い る よ う に （ Mart
in C, Bean R, Rose K, Habib FK, Seckl JR 2001 CYP7B1 catalyses the 7α -hydroxyla
tion of dehydroepiandrosterone and 25-hydroxycholesterol in rat prostate. Bioche
m J 355: 509-515） Ｄ Ｈ Ｅ Ａ 代 謝 の ラ ッ ト 前 立 腺 産 生 物 と も 同 様 に 共 に 移 動 し た （ デ ー タ
は 示 し て い な い ） 。 Ａ ／ エ ン ジ オ ー ル 、 Ａ ／ エ ン ジ オ ン （ 共 に ス ポ ッ ト “ Ｂ ” ） も 前 立 腺
組 織 に お い て 以 前 に 報 告 さ れ て い る よ う に （ Mitamura K, Nakagawa T, Shimada K, Namik
i M, Koh E, Mizokami A, Honma S 2002 Identification of dehydroepiandrosterone me
tabolites formed from human prostate homogenate using liquid chromatography-mass
 spectrometry and gas chromatography-mass spectrometry. J Chromatogr A. 961: 97-
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105） 、 Ｄ Ｈ Ｅ Ａ か ら 生 成 さ れ た 。 反 応 中 に 生 じ た 異 な る 標 識 化 合 物 の よ り 良 い 分 離 の た
め に 、 非 標 識 ス テ ロ イ ド の 標 準 品 を 用 い て Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に よ り 、 そ れ ら を 分 析 し た 。 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ
に よ り 検 出 さ れ た Ｄ Ｈ Ｅ Ａ 代 謝 体 全 体 の ５ ０ ％ 以 上 は 、 Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ の 産 生 物 で （ 9％ が A/
エ ン ト リ オ ー ル を 表 す ） 、 ３ ７ ％ の み が ３ β ‐ Ｈ Ｓ Ｄ お よ び １ ７ β ‐ Ｈ Ｓ Ｄ の 産 生 物 で あ
っ た （ 結 果 は 示 し て い な い ） 。 ヒ ト 前 立 腺 小 片 に よ る Ｄ Ｈ Ｅ Ａ の ７ α ‐ 水 酸 化 は 、 ク ロ ト
リ マ ゾ ー ル （ 1μ M） に よ っ て 阻 害 さ れ ７ Ｈ Ｄ の 産 生 が Ｐ ４ ５ ０ 依 存 性 で あ る こ と が 確 認 さ
れ た （ 図 ２ ） 。 少 量 の 生 成 物 で あ る “ Ｃ ” お よ び “ Ｄ ” の 生 成 も ク ロ ト リ マ ゾ ー ル の 存 在
下 で 低 下 し 、 こ の こ と は そ れ ら も Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 の 生 成 物 で あ る こ と を 示 唆 す る 。 特 異 的 に
３ β ‐ Ｈ Ｓ Ｄ 活 性 を 阻 害 す る ト リ ロ ス タ ン は 、 首 尾 よ く Ａ ／ ア ン ジ オ ン の 産 生 を ブ ロ ッ ク
し た に も か か わ ら ず 、 放 射 性 ７ Ｈ Ｄ の 産 生 を ４ ０ ％ 増 大 さ せ た （ 図 ２ ） 。 少 量 の 生 成 物 で
あ る “ Ｃ ” お よ び “ Ｄ ” は ト リ ロ ス タ ン に よ り 影 響 を 受 け な か っ た 。 ヒ ト 前 立 腺 で 観 察 さ
れ た Ｄ Ｈ Ｅ Ａ の ７ α ‐ 水 酸 化 は Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ 代 謝 の 生 成 物 で あ る も の と 矛 盾 し な か っ た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】

： ヒ ト 前 立 腺 に お い て Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ が 発 現 さ れ る 。
　 前 立 腺 で の Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ の 発 現 を 立 証 す る た め に 、 ４ 種 類 の 異 な る ヒ ト 前 立 腺 サ ン プ ル 由
来 の Ｒ Ｎ Ａ に つ い て Ｒ Ｔ ‐ Ｐ Ｃ Ｒ を 行 な っ た 。 Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ に 特 異 的 な プ ラ イ マ ー は 予 想 通
り ６ ９ ６ ｂ ｐ の 断 片 を 増 幅 し た （ 図 ３ ） 。 Ｐ Ｃ Ｒ 産 生 物 が 同 一 で あ る こ と は 、 予 測 断 片 を
生 じ た Ｈ ｉ ｎ ｄ Ｉ Ｉ Ｉ 、 Ｐ ｓ ｔ １ お よ び Ｓ ｓ ｐ １ に よ る 消 化 に よ っ て 立 証 さ れ た （ 図 ３ ）
。 ス ブ ク ロ ー ニ ン グ さ れ た Ｐ Ｃ Ｒ 産 生 物 の 塩 基 配 列 決 定 は 、 ヒ ト Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ と し て そ の 同
一 性 を 確 認 し た （ Wu Z, Martin KO, Javitt NB, Chiang JYL 1999 Structure and functi
ons of human oxysterol 7alpha-hydroxylase cDNAs and gene CYP7B1. J Lipid Res 40:
 2195-2203） 。
【 ０ ０ ５ ９ 】

： Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ ｍ Ｒ Ｎ Ａ は ヒ ト 前 立 腺 に お い て Ｅ Ｒ β 免 疫 反 応 性 と 共 に 局 在 す る 。
　 ヒ ト 前 立 腺 に お け る Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 部 位 を 決 定 す る た め に 、 サ ブ ク ロ ー ニ ン
グ し た Ｐ Ｃ Ｒ 産 生 物 か ら 作 成 さ れ た ｃ Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 用 い て 、 前 立 腺 の パ ラ フ ィ ン 包 埋
切 片 に つ い て in situ ｍ Ｒ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 な っ た 。 Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ ｍ Ｒ Ｎ Ａ
は 間 質 と 脈 管 構 造 に は ほ と ん ど 発 現 は さ れ ず 、 上 皮 に お い て 高 度 に 発 現 し て い た （ 図 ４ Ａ
） 。 “ セ ン ス ” Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 対 照 切 片 は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
の 背 景 レ ベ ル は 低 か っ た （ 図 ４ Ｂ ） 。 我 々 は 特 異 的 な Ｅ Ｒ β 抗 体 を 用 い て 、 ヒ ト 前 立 腺 サ
ン プ ル に お い て Ｅ Ｒ β の 局 在 を も 決 定 し た （ 図 ４ Ｃ ） 。 興 味 深 い こ と に 、 Ｅ Ｒ β は 高 分 子
量 の サ イ ト ケ ラ チ ン 標 識 に よ り 確 か め ら れ た よ う に 、 上 皮 細 胞 （ 主 と し て 上 皮 の 基 底 領 域
） に お い て も 発 現 さ れ た 。 こ の 結 果 は Ｅ Ｒ β の Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ と の 共 発 現 を 示 唆 す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】

： Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 は 、 上 皮 細 胞 の 初 代 培 養 に お い て 維 持 さ れ 、 間 質 の
上 皮 細 胞 と の 共 培 養 に よ っ て 増 加 す る 。
　 Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ と ７ α ‐ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ 活 性 の 両 者 は ヒ ト 前 立 腺 上 皮 細 胞 の 初
代 培 養 に お い て 検 出 さ れ た （ 図 ５ ） 。 さ ら に 、 上 皮 の Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ 活 性 は 上 皮 細 胞 と 間 質 細
胞 と の 共 培 養 の ５ 日 後 に 促 進 さ れ （ p＜ 0.001； 図 ５ Ｃ ） 、 こ の こ と は Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ の 上 皮 で
の 高 発 現 が 間 質 細 胞 と 上 皮 細 胞 と の 共 培 養 に よ り 生 じ た 拡 散 性 因 子 に 依 存 す る こ と を 示 唆
す る 。 間 質 細 胞 だ け に Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ ｍ Ｒ Ｎ Ａ が 認 め ら れ ず 、 Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ が 上 皮 に
限 ら れ る in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 知 見 と 矛 盾 し な い 。
【 ０ ０ ６ １ 】

： ７ Ｈ Ｄ は Ｅ Ｒ β を 活 性 化 す る が 、 Ｅ Ｒ α あ る い は Ａ Ｒ は 活 性 化 し な い 。
　 Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ 産 生 物 の ７ Ｈ Ｄ の 可 能 な 機 能 を さ ら に 評 価 す る た め に 、 エ ス ト ロ ゲ ン お よ び
ア ン ド ロ ゲ ン に 反 応 す る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 に よ る コ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ア ッ セ イ に お い
て Ｅ Ｒ α 、 Ｅ Ｒ β お よ び Ａ Ｒ を ト ラ ン ス ア ク テ ィ ベ ー ト す る そ の 能 力 を 分 析 し た 。 Ｃ Ｏ Ｓ
‐ １ 細 胞 と Ｈ ｅ ｐ Ｇ ２ 細 胞 の 両 方 を 用 い 、 こ れ ら 両 細 胞 株 は 、 ア ン ド ロ ゲ ン （ PSA） ま た
は エ ス ト ロ ゲ ン （ ERE） に 反 応 す る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 活 性 化 す る た め に は 外 因 性 の Ａ Ｒ
、 Ｅ Ｒ α お よ び Ｅ Ｒ β を 必 要 と す る 。 最 初 の 実 験 に お い て 、 Ｅ 2 に よ る Ｅ Ｒ α の 最 大 の 活
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性 化 は １ ０ nMの Ｅ 2 で 認 め ら れ 、 一 方 Ｅ Ｒ β の 最 大 の 活 性 化 は ５ ０ nMの Ｅ 2 で 得 ら れ た 。 ７
Ｈ Ｄ も 著 し く Ｅ Ｒ β を 活 性 化 し た （ 図 ６ Ａ お よ び 図 ６ Ｂ ） 。 ７ Ｈ Ｄ は ６ ． ２ μ Ｍ の Ｅ Ｃ 5 0

で Ｅ Ｒ β を 介 し た 転 写 を 有 意 に 活 性 化 し た 。 ７ Ｈ Ｄ の 転 写 活 性 効 果 は Ｅ 2 の 最 小 限 以 下 の
投 与 量 （ 0.1nM;p<0.01)に 付 加 的 な も の で あ っ た （ 図 ６ Ｂ ） 。 こ の 効 果 は Ｅ Ｒ α の 最 小 の
非 特 異 的 活 性 化 の み に よ り も た ら さ れ 、 ７ Ｈ Ｄ の 同 様 の 濃 度 の よ う に Ｅ Ｒ β に 対 し て 特 異
的 で あ っ た （ 図 ６ Ｃ ） 。 さ ら に 、 ７ Ｈ Ｄ は Ｐ Ｓ Ａ ‐ ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ ポ ー タ ー の ア ン ド ロ
ゲ ン 受 容 体 依 存 転 写 を 活 性 化 で き な か っ た 。 一 方 ５ α ‐ Ｄ Ｈ Ｔ は 明 ら か に 強 力 な 活 性 化 を
も た ら し た （ 図 ６ Ｄ ） 。 ７ Ｈ Ｄ が Ｅ Ｒ を 介 し て 転 写 を 活 性 化 す る こ と を 確 か め る た め に 、
特 異 的 抗 ア ン ド ロ ゲ ン の Ｉ Ｃ Ｉ １ ８ ２ ， ７ ８ ０ を 用 い た 。 期 待 し た よ う に 、 Ｉ Ｃ Ｉ １ ８ ２
， ７ ８ ０ （ 1μ M） 単 独 で は Ｅ Ｒ α 活 性 ま た は Ｅ Ｒ β 活 性 を 刺 激 で き な か っ た が 、 Ｅ Ｒ α 受
容 体 ま た は Ｅ Ｒ β 受 容 体 で コ ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 に お い て 、 Ｅ 2 誘 導 お よ び ７ Ｈ Ｄ
誘 導 ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 転 写 を 完 全 に 消 失 さ せ た （ 図 ６ Ｂ ） 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 [ 3 H]‐ Ｅ 2 結 合 を 阻 害 す る ７ Ｈ Ｄ の 能 力 は 、 Ｔ ｎ Ｔ ‐ 共 役 網 状 赤 血 球 溶 解 シ ス テ ム を 用
い る 我 々 の ヒ ト Ｅ Ｒ β ク ロ ー ン （ hERβ ） か ら in vitroで 合 成 し た ヒ ト Ｅ Ｒ β 受 容 体 を 用
い た 競 合 結 合 ア ッ セ イ に よ っ て も 測 定 さ れ た （ 図 ７ ） 。 我 々 の 競 合 試 験 に お い て 、 ７ Ｈ Ｄ
は Ｅ Ｒ β 受 容 体 と 相 互 作 用 し 、 [ 3 H]‐ Ｅ 2 結 合 を 用 量 依 存 的 に 阻 害 し た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 オ キ シ ス テ ロ ー ル で あ る ７ α ‐ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ （ CYP7B） は ヒ ト 前 立 腺 に お い て 発 現
し 、 こ の 反 応 経 路 は 本 器 官 に お け る Ｄ Ｈ Ｅ Ａ 代 謝 の ５ ０ ％ 以 上 の 原 因 と な る 。 対 照 的 に 、
古 く か ら 知 ら れ て い る ア ン ド ロ ゲ ン お よ び エ ス ト ロ ゲ ン へ の Ｄ Ｈ Ｅ Ａ の 代 謝 は 比 較 的 副 次
的 な 経 路 を 形 成 し て い る 。 さ ら に 、 ７ Ｈ Ｄ は Ｅ Ｒ β に 対 す る 特 異 的 ア ゴ ニ ス ト で あ る が 、
Ｅ Ｒ α ま た は Ａ Ｒ に 対 し て は 異 な る こ と が 本 発 明 者 ら に よ っ て 示 さ れ 、 こ の こ と は ヒ ト 前
立 腺 に お い て ７ Ｈ Ｄ は Ｅ Ｒ β に 対 す る 内 因 性 リ ガ ン ド と し て 作 用 す る 可 能 性 を 示 唆 し て い
る 。 同 時 に デ ー タ は Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ が 前 立 腺 内 の 活 性 ス テ ロ イ ド を 生 成 し 、 そ れ ら が イ ン ト ラ
ク リ ン で あ る エ ス ト ロ ゲ ン ： ア ン ド ロ ゲ ン の バ ラ ン ス 、 お よ び 潜 在 的 な 病 因 に 影 響 を 与 え
る と い う 見 方 を 裏 付 け て い る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 ヒ ト に お け る Ｄ Ｈ Ｅ Ａ の ７ α ‐ 水 酸 化 は 、 最 初 は 尿 中 ７ Ｈ Ｄ の 同 定 （ Schneider JJ, Le
wbart ML 1959 Fractionation and isolation of steroid conjugates. Recent Prog Hor
m Res 15: 201-230、 Okada M, Fukushima DK, Gallagher TF 1959 Isolation and charac
terisation of 3β -hydroxyΔ 5 steroids in adrenal carcinoma. J Biol Chem 234: 1688
-1692） に よ り 、 そ の 後 の 皮 膚 、 脳 、 乳 房 組 織 お よ び 胎 児 組 織 に お け る ７ Ｈ Ｄ 生 成 の 検 出
（ Farendin I, Fazekas AG, Toth I, Kokai K, Julesz M 1969 Transformation in vitro
 of [4- 1 4 C]-dehydroepiandrosterone into 7-oxygenated derivates by normal human m
ale and female skin tissue. J Invest Derm 52:357-361、 Sulcova J, Capkova A, Jira
sek JE, Starka L 1968 7-hydroxylation of dehydroepiandrosterone in human foetal 
liver, adrenals and chorion in vitro. Acta Endocrinol 7: 591-599） に よ り 長 年 知 ら
れ て い た 。 前 立 腺 に お け る ３ β ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド の ７ α ‐ 水 酸 化 に つ い て は 以 前 に
述 べ た が 、 原 因 と な る 酵 素 は 今 ま で 同 定 さ れ な か っ た （ Li K Foo T, Adams JB 1978 Prod
ucts of dehydroepiandrosterone metabolism by human mammary tumors and their infl
uence on estradiol receptor binding. Steroids 31: 113-127， Sundin M, Warner M, H
aaparanta T, Gustafsson JA 1987 Isolation and catalytic activity of cytochrome P
-450 from ventral prostate of control rats. J Biol Chem 262: 12293-12297） 。 本 発
明 に お い て 、 我 々 は そ の 機 能 的 酵 素 活 性 に 加 え て 、 Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ ｍ Ｒ Ｎ Ａ が 上 皮 に 局 在 す る
こ と を 示 す た め に Ｒ Ｔ ‐ Ｐ Ｃ Ｒ 、 in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 生 化 学 的 お よ び 細 胞
培 養 ア プ ロ ー チ を 組 み 合 わ せ て 利 用 し た 。 本 発 明 は Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ が 前 立 腺 に お い て ７ α ‐ 水
酸 化 を 触 媒 す る 最 も 有 力 な 酵 素 で あ る こ と を 確 認 し た も の の 、 他 の 酵 素 も お そ ら く 含 ま れ
る 可 能 性 が あ る 。 し か し な が ら 、 Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ を 欠 く マ ウ ス は 前 立 腺 に お い て Ｄ Ｈ Ｅ Ａ の ７
α ‐ （ ま た は 7β -） 水 酸 化 の 残 渣 を ま っ た く 示 さ ず （ Rose K, Allan A, Gauldie S, Stap
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leton G, Dobbie L, Dott K, Martin C, Wang L, Hedlund E, Gustafsson JA, Seckl J, 
Lathe R 2001 Targeting the gene encoding mouse neurosteroid hydroxylase CYP7B: v
ivid reporter activity in dentate gyrus and abolition of a major pathway of ster
oid and oxysterol hydrolation. J Biol Chem 276: 23937-23944） Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ は 関 連 す
る 唯 一 の 酵 素 で あ る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 Ｄ Ｈ Ｅ Ａ の ７ α ‐ 水 酸 化 は in vivoと in vitroに お い て 前 立 腺 上 皮 に 限 ら れ る 。 こ れ は
前 立 腺 組 織 の 一 部 に の み 関 連 し た ス テ ロ イ ド の 代 謝 酵 素 で あ る こ と を 結 び つ け 、 ７ Ｈ Ｄ 活
性 は も っ ぱ ら 上 皮 に 限 ら れ る 可 能 性 を 提 起 し た 最 初 の 報 告 で あ る 。 我 々 の コ ト ラ ン ス フ ェ
ク シ ョ ン ア ッ セ イ は 、 ７ Ｈ Ｄ が 上 皮 に も 局 在 す る Ｅ Ｒ β を 活 性 化 す る こ と が で き る こ と を
示 す （ Horvath LG, Henshall SM, Lee CS, Head DR, Quinn DI, Makela S, Delprado W, 
Golovsky D, Brenner PC, O'Neill G, Kooner R, Stricker PD, Grygiel JJ, Gustafsson
 JA, Sutherland RL 2001 Frequent loss of estrogen receptor-β  expression in the 
prostate cancer. Cancer Res 61: 5331-5335、 Leav I, Lau KM, Adams JY, McNeal JE, 
Taplin ME, Wang J, Singh H, Ho SM 2001 Comparative studies of the estrogen recep
tors beta and alpha and the androgen receptor in normal human prostate glands, d
ysplasia, and in primary and metastatic carcinoma. Am J Pathol. 159: 79-92） 。 Ｅ

2 の 最 小 濃 度 以 下 に お い て 、 Ｅ Ｒ β に 対 す る ７ Ｈ Ｄ の 効 果 は Ｅ 2 に 相 加 的 で あ る 。 ７ Ｈ Ｄ は
明 ら か に Ｅ 2 よ り 有 効 で は な か っ た が 、 Ｅ Ｒ β の 同 様 の 最 大 の 活 性 と な っ た 。 Ｄ Ｈ Ｅ Ａ お
よ び そ の 硫 酸 塩 が マ イ ク ロ モ ル 濃 度 で 循 環 す る 一 方 、 血 清 エ ス ト ロ ゲ ン が ピ コ モ ル 濃 度 で
あ る と す れ ば 、 Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ は 前 立 腺 上 皮 内 に お い て Ｅ Ｒ β を 活 性 化 す る の に 十 分 な ７ Ｈ Ｄ
を 生 成 し 、 そ の う え 前 立 腺 内 Ｅ 2 の 非 常 に 低 い 濃 度 を 達 成 し た 明 ら か な 可 能 性 が あ る （ Voi
gt KD, Bartsch W 1986 Intratissular androgens in benign prostatic hyperplasia an
d prostatic cancer. J Steroid Biochem 25: 749-757） 。 実 際 、 ７ Ｈ Ｄ は Ｅ 2 そ れ 自 身 よ
り 重 要 な Ｅ Ｒ β リ ガ ン ド で あ る と 考 え ら れ る 。 同 様 な 提 案 が 前 立 腺 に お い て 局 所 的 に 生 成
さ れ た Ｅ Ｒ β リ ガ ン ド で も あ る Ａ ／ ア ン ジ オ ー ル に 対 し て な さ れ た （ Weihua Z, Lahe R, 
Warner M, Gustafsson JA 2002 An endocrine pathway in the prostate, ERbeta, AR, 5
alpha-androstane-3beta, 17beta-diol, and CYP7B1, regulates prostate growth. Proc
 Natl Acad Sci USA 99: 13589-13594、 Weihua Z, Makela S, Andersson LC, Salmi S, S
aji S, Webster JI, Jensen EV, Nilsson S, Warner M, Gustafsson JA 2001 A role for
 estrogen receptor β  in the regulation of growth of the ventral prostate. Proc 
Natl Acad Sci USA 98: 6330-6335） 。 こ こ に 報 告 さ れ た デ ー タ は Ｄ Ｈ Ｅ Ａ は プ ロ ホ ル モ
ン で あ り 、 ７ Ｈ Ｄ は そ の 活 性 代 謝 体 で あ る と い う 見 方 を 裏 付 け て い る 。 Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ の 存 在
下 、 Ｄ Ｈ Ｅ Ａ は 前 立 腺 の 成 育 お よ び 病 因 に 影 響 を 及 ぼ す Ｅ Ｒ β ア ゴ ニ ス ト 、 ７ Ｈ Ｄ と し て
作 用 す る エ ス ト ロ ゲ ン 様 ス テ ロ イ ド に 代 謝 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 興 味 深 い こ と に 、 上 皮 の Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ 活 性 は 上 皮 細 胞 と 間 質 細 胞 の 共 培 養 に よ り 高 め ら れ
る 。 こ の こ と が 共 培 養 に お け る 上 皮 の 分 化 の 結 果 を 反 映 す る の か 、 あ る い は 間 質 細 胞 と 上
皮 細 胞 と の 間 の “ ク ロ ス ト ー ク (crosstalk） ” シ グ ナ ル 伝 達 の 結 果 で あ る か 否 か は 不 明 で
あ る 。 前 立 腺 の 共 培 養 す る 前 の 特 徴 は 、 １ つ の タ イ プ の 細 胞 に よ り 生 成 さ れ た 拡 散 性 因 子
の 存 在 を 示 唆 し 、 次 に 他 の タ イ プ の 細 胞 の 分 化 と 遺 伝 子 発 現 に 影 響 を 及 ぼ す こ と を 示 唆 す
る （ Habib FK, Ross M, Bayne CW 2000 Development of a new in vitro model for the 
study of benign prostatic hyperplasia. Prostate 9: 15-20、 Bayne WC, Donnelly F, 
Chapman K, Bollina P, Buck C, Habib FK 1998 A novel co-culture model for benign 
prostatic hyperplasia expressing both isoforms of 5α -reductase. J Clin Endocrin
ol Meta 83: 206-213、 Bayne CW, Ross M, Inglis NF 2003 Induction of 5a-reductse t
ype II mRNA transcription in primary cultured prostate epithelial cells by a sol
uble factor produced by primary cultured prostate fibroblast cells. Eur J Cancer
 39: 1004-1011） 。 前 立 腺 の 間 質 成 分 と 上 皮 成 分 と の 間 の “ ク ロ ス ト ー ク (crosstalk） ”
が Ｄ Ｈ Ｅ Ａ 代 謝 の 重 要 な レ ギ ュ レ ー タ ー で あ り 、 そ の 結 果 腺 の ホ ル モ ン 状 態 を 調 整 す る 。
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【 ０ ０ ６ ７ 】
　 前 立 腺 お よ び 他 の 組 織 に お け る ７ Ｈ Ｄ に 対 す る 生 物 学 的 役 割 の 実 際 は こ れ ま で 確 認 さ れ
て お ら ず 、 こ の 問 題 を 解 明 す る 試 み は ７ Ｈ Ｄ に 対 す る 確 立 し た 受 容 体 が な い た め 妨 げ ら れ
て い た 。 最 近 の 研 究 は Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ の 発 現 が げ っ 歯 動 物 の 発 育 中 に 低 下 し た り （ Bean R, Se
ckl JR, Lathe R, Martin C 2001 Ontogeny of the neurosteroid enzyme Cyp7b in the 
mouse. Mol Cell Endocrinol 174: 137-144） 、 ス ト レ ス と ア ル ツ ハ イ マ ー 病 に よ っ て も
変 わ る こ と を 示 し て お り （ Graham M, Noble J, Andrew R, Rasmuson S, Olsson T, Seckl
 J, Yau J 2000 Regulation of Cyp7b expression during stress and ageing in rats a
nd Alzheimer's disease in humans. Eur J Neuroscience 12: p184.01 (Abstract)、 Yau
 J, Rasmuson S, Andrew R, Graham M, Noble J, Olsson T, Fuchs E, Lathe R, Seckl J
R Dehydroepiandrosterone 7-hydroxylase CYP7B: predominant expression in primate 
hippocampus and reduced expression in Alzheimer's disease. Neuroscience, in pres
s.） 、 Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ の 発 現 は 環 境 シ グ ナ ル に 反 応 し 、 少 な く と も 脳 で の 老 化 中 に 変 化 す る こ
と を 示 唆 す る 。 前 立 腺 Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ の 減 量 は 選 択 的 Ｅ Ｒ β ‐ ア ゴ ニ ス ト の 合 成 を 減 少 さ せ る
こ と で 、 エ ス ト ロ ゲ ン 経 路 よ り も ア ン ド ロ ゲ ン 経 路 に 有 利 で あ る よ う に 、 エ ス ト ロ ゲ ン と
ア ン ド ロ ゲ ン と の 間 の バ ラ ン ス を 変 え る 。 そ れ に 付 随 し て 、 Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ の 発 現 の 低 下 は 、
強 力 な ア ン ド ロ ゲ ン の 合 成 に と っ て 前 立 腺 内 の ネ イ テ ィ ブ Ｄ Ｈ Ｅ Ａ の 利 用 可 能 性 を 増 す 。
ヒ ト 前 立 腺 上 皮 と 全 前 立 腺 に 関 し Ｅ Ｒ β に 結 合 す る ７ Ｈ Ｄ の 正 確 な 効 果 は 、 未 だ 知 ら れ て
い な い 。 骨 組 織 に 示 さ れ る よ う に 、 Ｅ Ｒ β に 対 し て 果 た す 役 割 の 一 つ と し て は 、 Ｅ Ｒ α を
介 す る 遺 伝 子 転 写 を モ ジ ュ レ ー ト す る こ と で あ る （ Lindberg MK, Moverare S, Skrtic S,
 Gao H, Dahlman-Wright K, Gustafsson JA, Ohlsson C 2003 Estrogen receptor (ER)-
β  reduces ERα -regulated gene transcription, supporting a "ying yang" relations
hip between ERα  and ERβ  in mice. Mol Endocrinol 17:203-208） 。 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子
ア ッ セ イ は 、 Ｅ Ｒ β が Ｅ Ｒ α の 転 写 活 性 を 抑 制 す る 能 力 の あ る こ と を 証 明 し た （ Hall JM,
 McDonnell DP 1999 The estrogen receptor b-isoform (ERβ ) of the human estrogen 
receptor modulates ERα  transcriptional activity and is a key regulator of the c
ellular response to estrogens and antiestrogens. Endocrinology 140 :5566-5578）
。 ７ Ｈ Ｄ は Ｅ Ｒ β へ の 結 合 に よ り 、 間 質 区 画 に お け る Ｅ Ｒ α 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る こ と
が で き 、 そ れ に よ り 間 質 細 胞 の 発 育 を コ ン ト ロ ー ル で き る 。 ま た 、 Ｅ Ｒ β は 前 立 腺 発 癌 お
よ び ア ン ド ロ ゲ ン 依 存 性 腫 瘍 発 育 の 両 者 の 初 期 相 の モ ジ ュ レ ー ト に 加 え て 、 前 立 腺 細 胞 の
分 化 と 増 殖 に お い て 役 割 を 果 た す こ と が 示 唆 さ れ る （ Signoretti S, Loda M 2001 Estrog
en receptor beta in prostate cancer: brake pedal or accelerator? Am J Pathol 159
:13-1） 。 こ の よ う に 、 Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ は 活 性 ス テ ロ イ ド の 前 立 腺 内 濃 度 の 制 御 に お い て 重 要
な 役 割 を 果 た し 、 前 立 腺 疾 患 の 予 防 ま た は 臨 床 治 療 に お い て 有 用 な ツ ー ル と な る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 結 論 と し て 、 Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ は ヒ ト 乳 房 と 前 立 腺 の 両 者 に お い て 高 度 に 発 現 す る 。 さ ら に 、
Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 乳 癌 お よ び 前 立 腺 癌 に 特 異 に 発 現 し 、 Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ が 性 ス テ ロ イ ド 感
受 性 癌 組 織 に お い て 重 要 な 役 割 の あ る こ と を 示 唆 す る 。 Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ 測 定 は 腫 瘍 の 病 期 分 類
お よ び 治 療 の 手 引 き に お け る 診 断 ま た は 予 後 に お い て 有 効 で あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ６ ９ 】
【 図 １ 】 Ｄ Ｈ Ｅ Ａ の ス テ ロ イ ド 経 路 を 示 す 模 式 図 。 　 　 図 中 ３ β ‐ Ｈ Ｓ Ｄ 、 ３ β ‐ ヒ ド ロ
キ シ ス テ ロ イ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ ； １ ７ β ‐ Ｈ Ｓ Ｄ 、 １ ７ β ‐ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド デ ヒ
ド ロ ゲ ナ ー ゼ ； ７ Ｈ Ｄ 、 ７ α ‐ ヒ ド ロ キ シ Ｄ Ｈ Ｅ Ａ ； Ａ ／ エ ン ジ オ ン 、 ５ α ‐ ア ン ド ロ ス
テ ン ジ オ ン ； Ａ ／ エ ン ジ オ ー ル 、 ５ α ‐ ア ン ド ロ ス テ ン ジ オ ー ル ； Ａ ／ ア ン ジ オ ー ル 、 ５
α ‐ ア ン ド ロ ス タ ン ジ オ ー ル ； Ｅ 1 ， エ ス ト ロ ン ； Ｅ 2 、 １ ７ β ‐ エ ス ト ラ ジ オ ー ル お よ び
Ｄ Ｈ Ｔ 、 ５ α ‐ ジ ヒ ド ロ テ ス ト ス テ ロ ン を 示 す 。
【 図 ２ 】 ７ Ｈ Ｄ は ヒ ト 前 立 腺 の 小 片 に お い て Ｄ Ｈ Ｅ Ａ か ら 生 成 さ れ る こ と を 示 す 図 。 　 　
（ Ａ ） ト リ ロ ス タ ン 無 し （ レ ー ン １ ） ま た は １ μ Ｍ の ト リ ロ ス タ ン （ レ ー ン ２ ） ； ま た は
１ μ Ｍ の ク ロ ト リ マ ゾ ー ル （ レ ー ン ３ ） ； ま た は １ μ Ｍ の ク ロ ト リ マ ゾ ー ル プ ラ ス １ μ Ｍ
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の ト リ ロ ス タ ン （ レ ー ン ４ ） の 存 在 下 培 地 中 ２ ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 ヒ ト 前 立 腺 小
片 に お け る Ｄ Ｈ Ｅ Ａ 産 生 物 の Ｔ Ｌ Ｃ 分 析 の 図 。 （ Ｂ ） ヒ ト 前 立 腺 サ ン プ ル （ n=2-7） に よ
る [ 1 4 C]‐ ７ Ｈ Ｄ 産 生 の タ イ ム コ ー ス を 示 す グ ラ フ 。
【 図 ３ 】 ヒ ト 前 立 腺 に お け る Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ ｍ Ｒ Ｎ Ａ の Ｒ Ｔ ‐ Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 図 。
【 図 ４ 】 Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ ｍ Ｒ Ｎ Ａ と Ｅ Ｒ β は ヒ ト 前 立 腺 上 皮 に お い て 、 と も に 局 在 し て い る こ
と を 示 す 顕 微 鏡 写 真 。 Ｂ Ｐ Ｈ 切 片 に お け る Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ （ Ａ ） を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ in -si
tuハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び Ｅ Ｒ β （ Ｃ ） の 免 疫 染 色 の 代 表 的 な 高 分 解 像 。 Ｃ Ｙ Ｐ ７
Ｂ ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 対 す る 代 表 的 な “ セ ン ス ” 対 照 切 片 、 お よ び Ｅ Ｒ β に 対 す る 対 照 切 片 （ 一 次
抗 体 の な い ） は そ れ ぞ れ （ Ｂ ） お よ び （ Ｄ ） に 示 さ れ る 。
【 図 ５ 】 Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ は 上 皮 細 胞 の 初 代 培 養 に お い て 発 現 さ れ 、 間 質 細 胞 と の 共 培 養 に よ っ
て 増 加 す る こ と を 示 す 図 。 　 （ Ａ ） 全 ヒ ト 前 立 腺 （ WP、 レ ー ン １ ） 、 初 代 間 質 細 胞 （ St、
レ ー ン ２ ） お よ び 上 皮 細 胞 （ Ep、 レ ー ン ３ ） に お け る Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ ｍ Ｒ Ｎ Ａ の Ｒ Ｔ ‐ Ｐ Ｃ Ｒ
に よ る 検 出 の た め の 泳 動 図 。 Ｍ は 分 子 量 マ ー カ ー 。 （ Ｂ ） 間 質 細 胞 （ St） 、 上 皮 細 胞 （ Ep
） の 初 代 培 養 ま た は 上 皮 細 胞 と 間 質 細 胞 の 共 培 養 （ Ep+St） の [ 1 4 C]‐ Ｄ Ｈ Ｅ Ａ と の ２ ４ 時
間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ り 生 じ た 生 成 物 の Ｔ Ｌ Ｃ 分 離 を 示 す 図 。 矢 印 は ７ Ｈ Ｄ を 示 す
。 （ Ｃ ） 上 皮 細 胞 （ Ep） 、 間 質 細 胞 （ St） お よ び 上 皮 細 胞 ま た は 間 質 細 胞 の 共 培 養 に よ る
２ ４ 時 間 で の Ｄ Ｈ Ｅ Ａ か ら の [ 1 4 C]‐ ７ Ｈ Ｄ の 生 成 量 を 示 す グ ラ フ 。 ＊ 、 ｐ ＜ ０ ． ０ ０ １
、 Ｅ ｐ 対 Ｓ ｔ ＋ Ｅ ｐ 。
【 図 ６ 】 ７ Ｈ Ｄ に よ る Ｅ Ｒ β （ Ａ ， Ｂ ） 、 Ｅ Ｒ α （ Ｃ ） お よ び ア ン ド ロ ゲ ン 受 容 体 （ AR:D
） の ト ラ ン ス ア ク チ ベ ー シ ョ ン を 示 す グ ラ フ 。 　 　 示 さ れ た 数 値 は そ れ ぞ れ ３ 回 行 な わ れ
た ３ ～ ５ 個 の 独 立 し た 実 験 の 平 均 で あ る 。 （ Ａ ） と （ Ｂ ） は Ｈ ｅ ｐ Ｇ ２ 細 胞 に お け る Ｅ Ｒ
β に よ る （ ERE） ‐ Ｔ Ｋ ‐ Ｌ ｕ ｃ の ト ラ ン ス ア ク チ ベ ー シ ョ ン 、 （ Ｃ ） は Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 に お
け る Ｅ Ｒ α に よ る （ ERE） ‐ Ｔ Ｋ ‐ Ｌ ｕ ｃ の ト ラ ン ス ア ク チ ベ ー シ ョ ン お よ び （ Ｄ ） は ｈ
Ａ Ｒ を 含 む Ｃ Ｏ Ｓ ‐ １ 細 胞 に お け る Ｐ Ｓ Ａ ‐ Ｌ ｕ ｃ レ ポ ー タ ー コ ン ス ト ラ ク ト の ト ラ ン ス
ア ク チ ベ ー シ ョ ン 。 デ ー タ は ２ ０ nＭ の Ｅ 2 （ hERβ ;対 照 と 比 較 し て ｘ ４ 倍 の 誘 導 ； Ａ と Ｂ
） 、 １ ０ nMの Ｅ 2 （ mERα ;対 照 と 比 較 し て ｘ ７ 倍 の 誘 発 量 ； Ｃ ） お よ び １ ０ nMの Ｄ Ｈ Ｔ （ h
AR;対 照 と 比 較 し て ｘ １ ７ 倍 の 誘 発 量 ） で 得 ら れ た 最 大 誘 発 量 の 百 分 率 と し て 表 す 。 ＊ 、
ｐ ＜ ０ ． ０ ０ １ ； φ 、 ｐ ＜ ０ ． ０ ５ ； ７ Ｈ Ｄ 対 ７ Ｈ Ｄ 無 し の 対 照 ； γ 、 ｐ ＜ ０ ． ０ １ 、 Ｅ

2 対 ７ Ｈ Ｄ ＋ Ｅ 2 。
【 図 ７ 】 in vitroで 合 成 さ れ た Ｅ Ｒ β 蛋 白 に 結 合 す る [3H]‐ Ｅ 2 に 対 す る ７ Ｈ Ｄ に よ る 競
合 割 合 を 示 す グ ラ フ 。 　 　 Ｅ Ｒ β 蛋 白 を 含 む 網 状 赤 血 球 分 解 物 は ５ nMの [3H]‐ Ｅ 2 お よ び
指 示 さ れ た 倍 率 の 過 剰 の ７ Ｈ Ｄ で １ ６ 時 間 平 衡 に 達 し た 。 デ ー タ は ７ Ｈ Ｄ （ 0-250μ M） の
存 在 下 、 結 合 し た [3H]‐ Ｅ 2 を 表 す 。 ７ Ｈ Ｄ 無 し で の [3H]‐ Ｅ 2 結 合 を １ ０ ０ ％ と 設 定 し た
。 ＊ 、 ｐ ＜ ０ ． ０ ０ １ お よ び γ 、 ｐ ＜ ０ ． ０ １ ； ７ Ｈ Ｄ 対 ７ Ｈ Ｄ 無 し の 対 照 。
【 図 ８ 】 ヒ ト 乳 房 に お い て Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ が 発 現 さ れ る こ と を 示 す 泳 動 図 。 　 　 ヒ ト 乳 房 に お
け る Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ の 発 現 を 立 証 す る た め に 、 ４ 個 の 異 な る ヒ ト 乳 房 サ ン プ ル 由 来 の Ｒ Ｎ Ａ に
つ い て Ｒ Ｔ ‐ Ｐ Ｃ Ｒ を 行 な っ た ： 正 常 組 織 の １ サ ン プ ル お よ び エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 陽 性 （
ER+） ま た は エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 陰 性 （ ER-） の 乳 癌 の ３ サ ン プ ル 。 ヒ ト 前 立 腺 （ BPH） 由
来 の 全 Ｒ Ｎ Ａ を Ｐ Ｃ Ｒ に 対 す る ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 用 い 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 水 に よ る
置 換 を 汚 染 を 調 べ る た め の ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 用 い た 。 Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ 特 異 的 プ ラ
イ マ ー は 水 を 除 い た 全 サ ン プ ル に お い て 期 待 さ れ た ６ ９ ６ ｂ ｐ 断 片 を 増 幅 し た （ 図 １ を 参
照 ） 。 ヒ ト 乳 房 サ ン プ ル に お け る Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 濃 度 は 高 い が 、 乳 癌 サ ン プ ル の
１ つ は 他 の サ ン プ ル よ り も Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ 濃 度 が は る か に 低 く 、 こ の こ と は 乳 癌 に
お い て Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ の 発 現 が 異 な る こ と を 示 唆 す る 。 乳 癌 に お い て 前 駆 体 の 性 ス テ ロ イ ド 代
謝 ／ 活 性 化 の 濃 度 が 変 動 し や す い こ と を 意 味 す る 。 こ の こ と は 診 断 ／ 予 後 テ ス ト の 開 発 を
可 能 に す る 。 レ ー ン ２ ： 対 照 の 正 常 乳 房 組 織 （ 0.2μ g） ； レ ー ン ３ ： エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体
陽 性 （ ER+） 腫 瘍 （ 0.2μ g） ； レ ー ン ４ ： も う 一 つ の Ｅ Ｒ ＋ 腫 瘍 （ 0.2μ g） ； レ ー ン ５ ：
Ｅ Ｒ 陰 性 腫 瘍 （ 0.2μ g） 。 レ ー ン １ ： ヒ ト 前 立 腺 由 来 の ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル Ｒ Ｎ Ａ （
1μ g） ； レ ー ン ６ ： ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル の 水 。 注 ； Ｅ Ｒ ＋ お よ び Ｅ Ｒ － 乳 癌 に お け る
Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 明 確 な 発 現 。
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【 図 ９ 】 乳 房 組 織 と 乳 癌 に お け る Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 を 示 す グ ラ フ 。 　 　 乳 癌 に
お け る Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 の 変 化 を 検 出 す る た め に リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ を 用 い た 。
標 準 法 に よ っ て ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー お よ び Ｏ ｍ ｎ ｉ ｓ ｃ ｒ ｉ ｐ ｔ 逆 転 写 キ ッ ト （ Qiagen社
） を 用 い て 全 Ｒ Ｎ Ａ の ０ ． ２ μ ｇ （ 乳 房 ） か ら 最 初 の ス ト ラ ン ド ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 産 生 さ せ た 。
そ れ か ら 内 部 標 準 （ い ず れ も Applied Biosystems） と し て Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ に 対 す る Ｔ ａ ｑ ｍ ａ
ｎ プ ラ イ マ ー に 加 え て ヒ ト Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ （ Hs00191385＿ ml） に 対 す る Ｔ ａ ｑ ｍ ａ ｎ  Ｍ ａ ｓ
ｔ ｅ ｒ  Ｍ ｉ ｘ お よ び Ｔ ａ ｑ ｍ ａ ｎ 特 異 的 プ ラ イ マ ー を 用 い て リ ア ル タ イ ム Ｒ Ｔ ‐ Ｐ Ｃ Ｒ
の 鋳 型 と し て ｃ Ｄ Ｎ Ａ 反 応 （ 0.2μ l） を 用 い た 。 各 サ ン プ ル の Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現
濃 度 を 施 設 管 理 （ 不 変 の ） 転 写 物 と し て Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ と 比 較 し た 。 リ ア ル タ イ ム
Ｐ Ｃ Ｒ の デ ー タ を 分 析 し 、 ｐ ＜ ０ ． ０ ５ が 有 意 と 考 え ら れ た 。 Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現
は 正 常 乳 房 組 織 の 対 照 と 比 べ て Ｅ Ｒ ＋ お よ び Ｅ Ｒ － の 両 腫 瘍 の 乳 癌 に お い て ダ ウ ン レ ギ ュ
レ ー ト し て い た 。 ア ロ マ タ ー ゼ 阻 害 剤 に よ る ２ 週 間 の 乳 癌 治 療 は Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 変
え な か っ た 。 Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 無 傷 の 乳 房 に お け る よ り た と え 低 濃 度 で も 乳 癌 で 発 現
し て い る こ と を デ ー タ は 示 し て い る 。 Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 明 ら か に 正 常 な 乳 房 組 織 に
お い て 検 出 さ れ 、 乳 癌 に お い て は 有 意 に 低 い 濃 度 で 検 出 さ れ た 。 乳 癌 に お け る Ｃ Ｙ Ｐ ７ Ｂ
 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 は 変 動 し 、 エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 （ ER） の 状 態 と 関 係 は な か っ た 。 Ｃ Ｙ Ｐ
７ Ｂ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ は ア ロ マ タ ー ゼ 阻 害 剤 （ AR Inh） に よ る ２ 週 間 の 治 療 に よ っ て 変 わ ら な か
っ た 、 ＊ ｐ ＜ ０ ． ０ ０ ５ 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】

【 図 ９ 】

(23) JP 2007-524692 A 2007.8.30



【 国 際 調 査 報 告 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(24) JP 2007-524692 A 2007.8.30



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(25) JP 2007-524692 A 2007.8.30



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(26) JP 2007-524692 A 2007.8.30



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(27) JP 2007-524692 A 2007.8.30



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(28) JP 2007-524692 A 2007.8.30



フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                    テーマコード（参考）
                        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  33/50    　　　Ｚ          　　　　　
                        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)           Ｇ０１Ｎ  33/15    　　　Ｚ          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ  13/08     (2006.01)  13/08     (2006.01)  13/08     (2006.01)  13/08     (2006.01)  13/08     (2006.01)  13/08     (2006.01)  13/08     (2006.01)  13/08     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  13/08    　　　　          　　　　　

(81)指定国　　　　  AP(BW,GH,GM,KE,LS,MW,MZ,NA,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,IS,IT,LT,LU,MC,NL,PL,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,BW,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,L
U,LV,MA,MD,MG,MK,MN,MW,MX,MZ,NA,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  セクル・ジョナサン・アール
            イギリス国，エディンバラ　ＥＨ４　２ＸＵ，エンドクリノロジー・ユニット・モレキュラー・メ
            ディスン・センター・ウエスタン・ジェネラル・ホスピタル，ユニバーシティ・オブ・エディンバ
            ラ
(72)発明者  マーチン・セシル・パスカル
            イギリス国，エディンバラ　ＥＨ４　２ＸＵ，エンドクリノロジー・ユニット・モレキュラー・メ
            ディスン・センター・ウエスタン・ジェネラル・ホスピタル，ユニバーシティ・オブ・エディンバ
            ラ
Ｆターム(参考) 2G045 AA40 
　　　　 　　  4C084 AA02  AA17  BA44  DC01  NA05  ZB262 ZC102 ZC112

(29) JP 2007-524692 A 2007.8.30



专利名称(译) 使用ERβ调节剂

公开(公告)号 JP2007524692A 公开(公告)日 2007-08-30

申请号 JP2006553684 申请日 2005-02-21

[标]申请(专利权)人(译) 爱丁堡大学

申请(专利权)人(译) 爱丁堡大学的大学法院

[标]发明人 セクルジョナサンアール
マーチンセシルパスカル

发明人 セクル·ジョナサン·アール
マーチン·セシル·パスカル

IPC分类号 A61K45/00 A61P35/00 A61K38/46 A61P5/24 G01N33/53 G01N33/50 G01N33/15 A61P13/08 A61K31
/565 A61K31/57 G01N33/74

CPC分类号 A61K31/565 A61K31/57 A61K38/44 A61P13/08 C12Y114/1306 C12Y114/131 G01N33/5011 G01N33
/743 G01N2333/723

FI分类号 A61K45/00 A61P35/00 A61K37/54 A61P5/24 G01N33/53.D G01N33/50.Z G01N33/15.Z A61P13/08

F-TERM分类号 2G045/AA40 4C084/AA02 4C084/AA17 4C084/BA44 4C084/DC01 4C084/NA05 4C084/ZB262 4C084
/ZC102 4C084/ZC112

代理人(译) 大家 邦久
林淳

优先权 2004003889 2004-02-21 GB

外部链接 Espacenet

摘要(译)

本发明涉及ERbeta调节剂在制备用于预防和/或治疗激素依赖性癌症和其
它增殖性疾病以及诊断激素依赖性癌症和其它增殖性疾病的药物中的用
途。本发明还教导了一种筛选用于预防和/或治疗激素依赖性癌症和其它
增殖性疾病的药剂的方法。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/c07c26f8-adb2-4334-bc23-88acef3df97c
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/032040148/publication/JP2007524692A?q=JP2007524692A

