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(57)【要約】
　多くの障害、特に癌及びポリープのような腫瘍性障害
は、過剰増殖性細胞又は分化障害を有する細胞の結果で
ある。これらのタイプの障害に対しては、早期の検出が
極めて重要であり、結腸直腸癌のようなよく見られるタ
イプの癌のための信頼できる及び早期のバイオマーカー
はまだ得られていない。それ故、新規マーカー及びこう
した新規マーカーを同定するための方法が必要とされて
いる。本発明は、癌のような障害、好ましくは、ポリー
プのような結腸直腸癌性又は関連する障害のためのマー
カー及び療法剤として適した、転写中間因子－１ベータ
（ＴＩＦ１－ベータ）に由来するペプチド及びタンパク
質及びそれらの誘導体を提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
個体中の癌細胞又はそれらの前駆体細胞の存在又は不存在を検出するための方法であって
、
　ａ）前記個体のサンプル中の少なくとも一つのＴＩＦ１－ベータ断片及び／又は少なく
とも一つのＴＩＦ１－ベータ及び／又はそれらの誘導体の量を決定する工程；
　ｂ）ａ）の結果と、陰性対照サンプルを使用して決定された結果又は既知の基準値を比
較する工程；及び
　ｃ）工程ｂ）でなされた比較の結果に基づいて、前記個体中の前記細胞の存在又は不存
在を決定する工程；
の工程を含んでなる、前記方法。
【請求項２】
少なくとも一つのＴＩＦ１－ベータ断片が、配列番号１～５のペプチド及び／又はそれら
の誘導体からなる群より選択される、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
前記個体において、結腸直腸癌性又は結腸直腸前癌性障害の癌細胞又は前駆体細胞の存在
を決定するための、請求項１又は２記載の方法。
【請求項４】
前記サンプルが、全血、血漿、血清、脳脊髄液、リンパ液、尿、大便及び組織サンプルか
らなる群より選択される、請求項１～３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５】
前記ＴＩＦ１－ベータ及び／又は前記ＴＩＦ１－ベータの断片及び／又はそれらの誘導体
が、ＥＬＩＳＡ、ＲＩＡ、ウェスタンブロット、タンパク質チップアッセイ、質量分析、
免疫組織学、フローサイトメトリー又は分子生物学的方法から成る群より選択される方法
により決定される、請求項１～４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６】
ＴＩＦ１－ベータ断片及び／又はそれらの誘導体を同定するための方法であって、ＴＩＦ
１－ベータ断片及び／又はそれらの誘導体は、異種移植片を含んでなる宿主の生体のサン
プル中に存在し、前記異種移植片が前記ＴＩＦ１－ベータ断片及び／又はそれらの誘導体
を放出するか、又は前記異種移植片が、引き続いて修飾される前記ＴＩＦ１－ベータ断片
及び／又はそれらの誘導体の前駆体を放出し、
　ａ）異種移植片を非ヒト宿主の生体内に移植し、及び前記非ヒト宿主の前記生体内で特
定の時間、前記異種移植片を増殖させる工程；
　ｂ）非ヒト宿主の前記生体からサンプルを集める工程；
　ｃ）前記サンプル中に存在する複数のペプチドの存在、不存在又は量を決定する工程；
　ｄ）存在しない、又は前記異種移植片が移植されていない非ヒト宿主の生体のサンプル
中では改変された量で存在する、及びペプチドはＴＩＦ１－ベータ断片及び／又はそれら
の誘導体である、工程ｃ）で決定されたペプチドを同定する工程；
の工程を含んでなる、前記方法。
【請求項７】
配列番号１～５のいずれか一つの配列を有するペプチド又はそれらの誘導体。
【請求項８】
ペプチドが追加として少なくとも一つの非ＴＩＦ１－ベータアミノ酸配列を含んでなる、
請求項７に記載のペプチド。
【請求項９】
配列番号１～５のペプチドのネオエピトープに特異的に結合する結合剤であって、配列番
号６又は７のペプチドを結合しない、前記結合剤。
【請求項１０】
抗体、断片又はそれらの誘導体である、請求項９に記載の結合剤。
【請求項１１】
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核酸であって、
　ａ）請求項７又は８のいずれか一項に記載のペプチドをコードする核酸配列；
　ｂ）ａ）に基づいた核酸配列に相補的である核酸配列；
　ｃ）ストリンジェント条件下、ａ）及び／又はｂ）に基づいた核酸にハイブリダイズし
、及び最大でも配列番号６又は７をコードする核酸配列よりも短い核酸配列長を有する核
酸配列；
　ｄ）ａ）～ｃ）のいずれか一つに基づいた前記核酸配列に関して縮重されている核酸配
列；
　ｅ）ａ）～ｄ）のいずれか一つの核酸配列の誘導体及び／又は断片；
　ｆ）さらに、少なくとも一つの非ＴＩＦ１－ベータ核酸配列を含んでなる、ａ）、ｂ）
、ｃ）、ｄ）又はｅ）に従った核酸配列；及び／又は
　ｇ）前記少なくとも一つの非ＴＩＦ１－ベータ核酸配列が、核酸配列のラベル化のため
の配列である、ｆ）に従った核酸配列；
から成る群より選択される、前記核酸。
【請求項１２】
さらにラベルを含んでなり、そのラベルは核酸配列ではない、請求項１１に記載の核酸。
【請求項１３】
請求項１１又は１２に記載の核酸を含んでなるベクター。
【請求項１４】
請求項１１又は１２のいずれか一項に記載の核酸又は請求項１３に記載のベクターを含ん
でなる宿主細胞。
【請求項１５】
試験キットであって、
　ａ）請求項７又は８に記載のペプチド；及び／又は
　ｂ）請求項９又は１０に記載の結合剤；及び／又は
　ｃ）請求項１１又は１２に記載の核酸；及び／又は
　ｄ）請求項１３に記載のベクター；及び／又は
　ｅ）請求項１４に記載の宿主細胞；及び
障害の存在、不存在、予後又は再発を決定するために、試験キットをどのように使用する
のかの説明書を含んでなる、前記試験キット。
【請求項１６】
試験キットであって、
　ａ）請求項７又は８に記載のペプチド；及び／又は
　ｂ）ＴＩＦ１－ベータ又はその断片及び／又は誘導体であるペプチド；及び／又は
　ｃ）追加として少なくとも一つの非ＴＩＦ１－ベータアミノ酸を含んでなる、ｂ）に従
ったペプチド；及び／又は
　ｄ）請求項９又は１０に記載の結合剤；及び／又は
　ｅ）ＴＩＦ１－ベータに特異的な、又はそれらの断片又は誘導体に特異的な結合剤；及
び／又は
　ｆ）請求項１１又は１２に記載の核酸；及び／又は
　ｇ）ＴＩＦ１－ベータ及び／又はその断片及び／又は誘導体をコードする核酸；及び／
又は
　ｈ）ｆ）又はｇ）に従った核酸に相補的である、又はストリンジェント条件下でハイブ
リダイズする核酸配列；及び／又は
　ｉ）追加として少なくとも一つの非ＴＩＦ１－ベータヌクレオチドを含んでなる、ｆ）
、ｇ）又はｈ）に従った核酸；及び／又は
　ｊ）請求項１３に記載のベクター；及び／又は
　ｋ）請求項１４に記載の宿主細胞；及び
請求項１～５のいずれか一項に記載の方法のために、前記試験キットをどのように使用す
るのかの説明書を含んでなる、前記試験キット。



(4) JP 2008-527984 A 2008.7.31

10

20

30

40

50

【請求項１７】
請求項１５又は１６に記載の試験キットの製造のための、
　ａ）請求項７又は８に記載のペプチド；及び／又は
　ｂ）請求項９又は１０に記載の結合剤；及び／又は
　ｃ）請求項１１又は１２に記載の核酸；及び／又は
　ｄ）請求項１３に記載のベクター；及び／又は
　ｅ）請求項１４に記載の宿主細胞；
の使用。
【請求項１８】
癌、結腸直腸癌性又は結腸直腸前癌性障害からなる群より選択される疾患の診断のための
試験キット製造のための、
　ａ）請求項７又は８に記載のペプチド；及び／又は
　ｂ）ＴＩＦ１－ベータ又はその断片及び／又は誘導体であるペプチド；及び／又は
　ｃ）追加として少なくとも一つの非ＴＩＦ１－ベータアミノ酸を含んでなる、ｂ）に従
ったペプチド；及び／又は
　ｄ）請求項９又は１０に記載の結合剤；及び／又は
　ｅ）ＴＩＦ１－ベータに特異的な、又はその断片又は誘導体に特異的な結合剤；及び／
又は
　ｆ）請求項１１又は１２に記載の核酸；及び／又は
　ｇ）ＴＩＦ１－ベータ及び／又はその断片及び／又は誘導体をコードする核酸；及び／
又は
　ｈ）ｆ）又はｇ）に従った核酸に相補的である、又はストリンジェント条件下でハイブ
リダイズする核酸配列；及び／又は
　ｉ）追加として少なくとも一つの非ＴＩＦ１－ベータヌクレオチドを含んでなる、ｆ）
、ｇ）又はｈ）に従った核酸；及び／又は
　ｊ）請求項１３に記載のベクター；及び／又は
　ｋ）請求項１４に記載の宿主細胞；
の使用。

【発明の詳細な説明】
【発明の開示】
【０００１】
　技術分野
　本発明は、増殖及び／又は分化が機能不全の細胞による疾患又は障害の診断及び療法の
分野である。より詳細には、本発明は癌、好ましくは結腸直腸癌性及び前癌性障害の診断
に関する。特に、本発明は、癌のような、過剰増殖障害を有する細胞から、分化障害を有
する細胞から、又は腫瘍性障害を有する細胞から放出される、ＴＩＦ１－ベータ及び他の
分子に対応するペプチド及び核酸に向けられている。多くの種類のこれらの細胞は、腫瘍
又はポリープ細胞を示す。本発明のペプチド及び核酸は、異種移植片を免疫低下動物内に
移植し、及び移植された細胞から放出されるペプチドを探索することにより、中でも、前
記動物の血漿を分析することにより、同定される。これらのペプチド及び核酸は、腫瘍細
胞又はポリープの細胞のような細胞のモデルを示す、移植された細胞のための可能性のあ
るマーカーである。好ましくは、本発明に従ったマーカーは、結腸又は直腸に存在する腫
瘍又はポリープ細胞のためのマーカーである。さらに、本発明は、単離する方法、生物学
的又は診断的サンプル中で検出するための方法、マーカー又はバイオマーカーの検出のた
めの試験キット、及び療法においてこれらのペプチド及びそれらの対応する核酸を使用す
る方法に向けられている。
【０００２】
　背景技術
　多くの疾患及び障害、特に癌は、過剰増殖障害を有する細胞又は分化障害を有する細胞
が原因である。これらの種類の障害に対しては、早期の検出が極めて重要である。しかし
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ながら、乳房、前立腺、肺及び結腸直腸癌のような最もよく見られるタイプの癌のための
信頼できる及び早期のバイオマーカーはまだ得られていない。それ故、新規マーカー及び
こうした新規マーカーを同定するための方法が必要とされている。
【０００３】
　転写抑制は、発生及び分化の多くのプロセスにおいて、ならびに癌及び関連する障害に
おいて重要な役割を果たしている。配列特異的転写抑制因子をコードする調節遺伝子は、
しばしば、ＤＮＡ結合ドメイン及び一つまたはそれより多くの抑制ドメインを含んでいる
。これらの抑制ドメインは、転写中間因子（ＴＩＦ）との相互作用によりそれらの機能を
発揮する。これらのＴＩＦは、クロマチン構造をリモデリングすることにより、（プレ）
開始複合体を阻害することにより、又は標的遺伝子を、転写抑制を与える特殊化された核
コンパートメントと会合させることにより機能する(Development, 2000, 127:2955-2963)
 。
【０００４】
　これらのＴＩＦの一つはＴＩＦ１－ベータである。ＴＩＦ１－ベータに対しては、転写
中間因子１－ベータ、ＴＩＦ１β、ＴＦ１Ｂ、Ｔｉｆ１Ｂ、三者間（Ｔｒｉｐａｒｔｉｔ
ｅ）モチーフプロテイン２８、ＴＲＩＭ２８、三者間モチーフ－含有２８、核コリプレッ
サーＫＡＰ－１、ＫＡＰ－１、ＫＲＩＰ－１又はＫＲＡＢ－会合プロテイン１のような多
様な他の名前が従来の技術で使用されている。約７５アミノ酸長のタンパク質ドメインで
あるＫＲＡＢ（クルッペル（Ｋｒｕｐｐｅｌ）－会合ボックス）ドメインは亜鉛フィンガ
ータンパク質の共通の転写抑制ドメインである。ＴＩＦ１－ベータはＫＲＡＢドメインと
相互作用し、ＫＲＡＢ仲介抑制を増強する。ＴＩＦ１－ベータは、ヘテロクロマチンプロ
テイン１ファミリーのメンバーと会合されることも知られており、そのプロテインファミ
リーはショウジョウバエにおける遺伝子サイレンシングに機能することが知られている(D
evelopment, 2000, 127:2955-2963)。ＴＩＦ１－ベータはＴＩＦ１プロテインファミリー
に属しており、それは、加えてＴＩＦ１－アルファ（推定核レセプター補因子）及びＴＩ
Ｆ１－ガンマ（機能が未知のタンパク質）を含んでなる。ＴＩＦ１－アルファもＴＩＦ１
－ガンマも、ＫＲＡＢ－亜鉛フィンガープロテインファミリーのいくつかのメンバーとは
相互作用せず、又はコリプレッサーとして働かない。ＴＩＦ１－ベータは初期胚発生に必
須であり、ＴＩＦ１－ベータ欠損マウス胚の死を生じる(Development, 2000, 127 : 2955
-2963) 。ＴＩＦ１－ベータ又はＴＩＦ１－ベータ断片は、癌のマーカー又は療法剤とし
て示された又は使用されたことがない。
【０００５】
　発明の要旨
　本発明の第一の側面は、個体における癌細胞又はそれらの前駆細胞の存在又は不存在を
検出するための方法を提供する。より詳細には、前記細胞は、過剰増殖障害を有する細胞
、分化障害を有する細胞及び腫瘍性細胞から成る群より選択される。本発明に従った方法
は、前記個体のサンプル中のＴＩＦ１－ベータ及び／又はＴＩＦ１－ベータ断片及び／又
はそれらの誘導体の量を決定すること、第一の工程の結果と、陰性対照サンプルを使用し
て決定された結果又は既知の基準値を比較すること、及び行われた比較の結果に基づいて
前記個体中の前記細胞の存在又は不存在を決定する工程を含んでなる。好ましくは、この
比較のために選択されるＴＩＦ１－ベータ断片は、配列番号１～５に従ったＴＩＦ１－ベ
ータ断片及び／又は誘導体及び／又はそれらの多形形態から成る群より選択され、この方
法を使用して検出される細胞は、好ましくは癌細胞、より好ましくは、細胞は結腸直腸癌
性又は関連する障害（結腸直腸前癌性障害）を有する細胞であり、好ましくは、この方法
に使用されるサンプルは、全血、血漿、血清、脳脊髄液、リンパ液、尿、大便及び組織サ
ンプルからなる群より選択され、好ましくは、前記ＴＩＦ１－ベータ及び／又は前記ＴＩ
Ｆ１－ベータの断片及び／又は誘導体及び／又はそれらの多形形態を決定するために使用
される測定法はＥＬＩＳＡ、ＲＩＡ、ウェスタンブロット、タンパク質チップアッセイ、
質量分析、免疫組織学、フローサイトメトリー又は分子生物学的方法から成る群より選択
される。
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【０００６】
　本発明の第二の側面はペプチドであり、そのペプチドはＴＩＦ１－ベータ断片及び／又
は誘導体及び／又はそれらの多形形態を含んでなり、ここで前記ペプチドは個体中に存在
しないか又は改変された量で存在し、及び前記個体は、過剰増殖障害を有する細胞、分化
障害を有する細胞及び腫瘍性細胞から成る群より選択される細胞を含んでなり、及び結果
は前記細胞を含んでいない個体中の前記ペプチドの量と比較され、但し、前記ペプチドは
、配列番号６又は７から成る群からは選択されない。好ましくは、前記個体は癌細胞、よ
り好ましくは、直腸結腸癌性又は関連障害を有する細胞を含んでなる。好ましくは、特許
請求された前記ＴＩＦ１－ベータの断片は、配列番号１～５のいずれか一つに従った配列
を有する。好ましくは、特許請求されたペプチドは、少なくとも一つの追加の非ＴＩＦ１
－ベータアミノ酸配列を含んでなることができる。
【０００７】
　本発明のさらなる側面は、ＴＩＦ１－ベータ断片及び／又は誘導体及び／又はそれらの
多形形態を同定する方法であり、そのＴＩＦ１－ベータ断片は異種移植片を含んでなる宿
主生体のサンプル中に存在し、前記異種移植片は前記ＴＩＦ１－ベータ断片を放出するか
、又は前記異種移植片は前記ＴＩＦ１－ベータ断片の前駆体を放出し、前記方法は続いて
、非ヒト宿主の生体内へ異種移植片を移植すること、及び前記非ヒト宿主の前記生体内で
特定の期間、前記異種移植片を増殖させること、非ヒト宿主の前記生体からサンプルを集
めること、前記サンプル中に存在する複数のペプチドの存在、不存在又は量を決定するこ
と、及び前記異種移植片が移植されていない非ヒト宿主のサンプル中では存在していない
、又は改変された量で存在しているペプチドを同定すること、及びそのペプチドはＴＩＦ
１－ベータ断片及び／又は誘導体及び／又はそれらの多形形態である、の工程を含んでな
る。
【０００８】
　さらに本発明は、前の文章に記載された方法で同定されたＴＩＦ１－ベータ断片及び／
又は誘導体及び／又はそれらの多形形態を含むが、但し、配列番号６及び７に従ったペプ
チドは含まれておらず、及び好ましくは、前記特許請求されたＴＩＦ１－ベータの断片は
配列番号１～５のいずれか一つに従った配列を有し、好ましくは、特許請求されたペプチ
ドは、少なくとも一つの追加の非ＴＩＦ１－ベータアミノ酸配列を含んでなることができ
る。
【０００９】
　本発明のさらなる側面は、配列番号１～５に従ったペプチドのネオエピトープ（ｎｅｏ
－Ｅｐｉｔｏｐｅ）へ特異的に結合する結合剤であり、その結合剤は配列番号６又は７に
従ったペプチド（Ｎ－末端メチオニンを欠くＴＩＦ１－ベータ）には結合しない。好まし
くは、これらの結合剤は抗体、断片又はそれらの誘導体である。
【００１０】
　本発明のまださらなる側面は、
ａ）本発明のペプチドをコードする核酸配列；
ｂ）本発明のペプチドをコードする核酸配列に相補的である核酸配列；
ｃ）最大でも配列番号６又は７をコードする核酸配列より短い核酸配列長を有する、
ストリンジェント条件下でａ）及び／又はｂ）の核酸にハイブリダイズする核酸配列；
ｄ）ａ）～ｃ）のいずれか一つの前記核酸配列に関して縮重されている核酸配列；
ｅ）ａ）～ｄ）のいずれか一つの核酸配列の誘導体及び／又は断片；
ｆ）少なくとも一つの非ＴＩＦ１－ベータ核酸配列をさらに含んでなるａ）、ｂ）、ｃ）
、ｄ）又はｅ）に従った核酸配列；
ｇ）前記少なくとも一つの非ＴＩＦ１－ベータ核酸配列が核酸配列のラベル化のための配
列である、ｆ）に従った核酸配列；
から成る群より選択される核酸に関する。
【００１１】
　好ましくは、核酸配列のラベルは核酸配列ではない。
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　本発明のさらなる側面は、本発明の核酸を含んでなるベクター、及び本発明の核酸を含
んでなる又は本発明のベクターを含んでなる宿主細胞である。
【００１２】
　本発明の別の態様は、本発明に従ったペプチド、及び／又は本発明に従った結合剤、及
び／又は本発明に従った核酸、及び／又は本発明に従ったベクター、及び／又は本発明に
従った宿主細胞、及び障害の存在、不存在、予後又は再発を決定するために本試験キット
をどのように使用するのかの説明書を含んでなる試験キット又は医薬組成物である。
【００１３】
　本発明の別の態様は試験キットであって、本発明に従った方法のために前記試験キット
をどのように使用するのかについての説明書、又は癌、直腸結腸癌性又は関連障害からな
る群より選択される疾患の治療及び／又は予防及び／又は診断のための医薬組成物を伴っ
ており、ここで試験キット又は医薬組成物は、
ａ）本発明に従ったペプチド；及び／又は
ｂ）ＴＩＦ１－ベータ又はＴＩＦ１－ベータ断片及び／又は誘導体及び／又はそれらの多
形形態であるペプチド；及び／又は
ｃ）少なくとも一つの非ＴＩＦ１－ベータアミノ酸を追加で含んでなる、ｂ）に従ったペ
プチド；及び／又は
ｄ）本発明に従った結合剤；及び／又は
ｅ）ＴＩＦ１－ベータに特異的な、又は断片又は誘導体又はそれらの多形形態に特異的な
結合剤；及び／又は
ｆ）本発明に従った核酸；及び／又は
ｇ）ＴＩＦ１－ベータ及び／又はＴＩＦ１－ベータ断片及び／又は誘導体及び／又はそれ
らの多形形態をコードする核酸；及び／又は
ｈ）本発明に従った核酸に相補的である、又はストリンジェント条件下でハイブリダイズ
する核酸配列；及び／又は
ｉ）少なくとも一つの非ＴＩＦ１－ベータヌクレオチドを追加で含んでなる、本発明に従
った核酸；及び／又は
ｊ）本発明に従ったベクター；及び／又は
ｋ）本発明に従った宿主細胞；
を含んでなる。
【００１４】
　本発明の別の側面は、癌、直腸結腸癌性又は関連障害からなる群より選択される疾患の
治療及び／又は予防及び／又は診断のための、試験キットの製造についての、及び／又は
医薬組成物の製造についての上に記載したａ）～ｋ）のいずれか一つに従った材料の使用
である。
【００１５】
　本発明の別の態様は、試験キット又は医薬組成物の製造のための、本発明に従ったペプ
チド、及び／又は本発明に従った結合剤、及び／又は本発明に従った核酸、及び／又は本
発明に従ったベクター、及び／又は本発明に従った宿主細胞、及び障害の存在、不存在、
予後又は再発を決定するために本試験キットをどのように使用するのかの説明書の使用で
ある。
【００１６】
　発明の詳細な説明
　一つの態様において、本発明は、以下に記載する細胞の存在のためのマーカーとして適
したペプチド及び／又はタンパク質のような分子を同定するための、過剰増殖障害又は分
化障害を有する細胞又は腫瘍性細胞を含んでなる異種移植片、好ましくはヒト組織又は細
胞の異種移植片、好ましくはヒト腫瘍性組織又は細胞、好ましくはヒト結腸直腸腫瘍性組
織又は細胞、又は結腸癌細胞株ＨＣＴ－１１６が移植されている実験動物、好ましくは免
疫低下非ヒト宿主、好ましくは免疫低下非ヒト哺乳類、好ましくはラット又はマウスのよ
うな免疫低下齧歯類、好ましくはＳＣＩＤマウスに関する。質量分析法のようなプロテオ
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ミクス及びペプチドミクス（登録商標）法を使用し、ペプチド及び／又はタンパク質の組
成物、例えば、実験動物の血漿サンプルを分析した。例えば、マーカー分子として適して
いるためには、同定されたペプチド及び／又はタンパク質は異種移植片に由来し、実験動
物には由来しない。ペプチド及び／又はタンパク質組成物、例えば、腫瘍細胞を移植した
実験動物の生体からの血漿サンプルと対照細胞を移植した別の実験動物のペプチド及び／
又はタンパク質組成物（対照細胞は腫瘍細胞と異なっている）を比較することも可能であ
る。
【００１７】
　こうしたマーカー探索戦略の一つの利点は、実験動物の種間で配列が異なっているため
、異種移植片に由来するペプチド及び／又はタンパク質を、実験動物に由来するものから
容易に区別できることである。
【００１８】
　本発明の別の利点は、宿主の免疫系の攻撃にさらされることなく実験動物の生体中で異
種移植片が増殖するのを可能にする、免疫低下実験動物（宿主）の使用である。このこと
は、例えば、腫瘍性細胞のような、いかなる種類の細胞の分析も可能にする。加えて、免
疫低下実験動物は、異種移植片の結果としての炎症反応を発生しない。結果的に、本発明
のペプチド及び／又はタンパク質はそれ故、こうした炎症反応の結果ではない。炎症反応
は、例えば、腫瘍性障害ばかりではなく多くの異なった障害で起こり、それ故炎症を反映
しているマーカーは通常あまり特異的なマーカーではないので、このことは大きな利点で
ある。
【００１９】
　例えば、腫瘍性障害の可能性のあるマーカーとして本発明で同定されたペプチド及び／
又はタンパク質は、実験動物の生体内で多様な「環境因子」にさらされるが、そのことは
本発明のペプチドのさらなる利点である。このことは、主として典型的な「環境因子」に
生き残った、又はこれらの「環境因子」の結果として発生されたペプチド（マーカー、バ
イオマーカー）が同定されることを保証している。タンパク質分解に非常に感受性が高い
、又はアルブミンのような大量の血漿タンパク質に非常によく固着する、又はタンパク質
及び／又はレセプターに結合されて循環から効率的に除去される、又は腎臓により効率的
に排泄されるマーカーは、高濃度で実験動物には存在していそうもない。それ故、これら
のマーカーは本発明において同定される可能性は低く、そしてまさにこれらのマーカーは
腫瘍性障害のような障害のためのマーカーとしてもあまり適していない。つまり、実験動
物の使用は、インビボでうまく生き残る、そしてそれ故に診断マーカーとしてより適して
いるペプチド及び／又はタンパク質を選択的に富化する。実験動物の生体は、患者の生体
中の可能性のあるマーカーの運命をシミュレートする。それ故、ＴＩＦ１－ベータ断片の
ような同定されたマーカーは、例えば、ヒト癌患者においての使用に最も適しているマー
カーを意味する。
【００２０】
　本発明の別の利点は、例えば、過剰増殖障害を有する細胞から生じる、及び／又は分化
障害を有する細胞から生じる、及び／又は腫瘍性細胞、即ち、増殖及び分化が機能不全で
ある細胞から生じる障害の多くの追加の特徴を分析でき、及びその結果として特別に都合
がよい特徴を有するマーカーを同定することができることである。例えば、腫瘍のサイズ
、腫瘍の物理的位置、転移を起こす腫瘍の傾向、腫瘍のタイプ（例えば、特定のレセプタ
ーについて陽性である結腸腫瘍）などのような腫瘍（腫瘍性細胞）の特定の特性又は特徴
と相関したマーカーを同定することが可能である。これらのタイプのマーカーはすべて、
マーカー同定のためにインビトロ増殖腫瘍細胞を使用する他の方法を使用しては、ほとん
どの場合同定することはできない。一方、ヒト患者を実験動物同様に操作する又は処置す
ることは倫理的に正当と認められないので、定義された特定の特性又は特徴を有するヒト
患者から腫瘍サンプルを得ることは困難である。加えて、標準化条件下で収容されている
遺伝的にほとんど同一である純系実験動物よりも、ヒト患者はその表現型に関してはるか
に多様である。それ故、ヒト患者サンプルで直接的に作業する実験研究は、はるかに多く
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の未特定の及び未知の変異物を含んでなり、もし本発明に記載した方法が使用されるなら
ば検出可能であるマーカーを隠すことができる。
【００２１】
　本発明のマーカーのさらなる利点は、過剰増殖障害を有する細胞及び／又は分化障害を
有する細胞及び／又は腫瘍性細胞の同定されたマーカーは、患者のような、生きている生
体内の前記細胞を除去する、殺す、又は増殖又は生存能を抑制するための治療の成功を予
期するためにも適することができるという可能性である。生存能とは、細胞はまだ生きて
いるが、少しも増殖することがない、又は通常の速度よりも遅い速度で増殖することを意
味する。それ故、本発明に記載した方法で、療法成功をモニタリングするための、又はさ
らに、治療が開始される前にもかかわらず療法成功を予測するためのマーカーを同定する
ことが可能である。このことは一般に、過剰増殖障害を有する細胞の特定のタイプ、及び
／又は分化障害を有する細胞の特定のタイプ、及び／又は腫瘍性細胞の特定のタイプで行
うことができるが、しかし特定の個々の患者の純化された細胞又は組織で行うこともでき
、それにより、個々の患者において、障害のための、又は療法成功を予測するための、又
は治療された障害の潜在的再発をモニターするための、オーダーメードの、患者特異的マ
ーカーを同定する。
【００２２】
　実験動物／免疫低下宿主
　好ましくは、使用される実験動物は非ヒト宿主、非ヒト哺乳類、好ましくは齧歯類、好
ましくはマウス又はラット、好ましくは損なわれた免疫システムを有する動物、例えば免
疫システムの機能障害の理由に関わらず、免疫低下動物である。免疫低下動物とは、前記
動物とは異なった種からの異種移植片、好ましくはヒト細胞、ヒト組織、ヒト器官、ヒト
　腫瘍などに由来する異種移植片が、前記免疫低下動物の免疫システムにより破壊される
ことなく前記動物の生体内で、より長い期間生き残る程度まで抑制されている免疫システ
ムを有するいずれの種類の動物も意味する。より長い期間とは、少なくとも１日、好まし
くは２、３、４、５、６、７、１４、２１、２８日、１、２、３、４、５又は６ヶ月又は
さらにより長い期間を意味する。増殖速度及び細胞の数又は組織の量又は腫瘍のサイズ又
は異種移植片を示している器官に依存して、異なった期間が可能である。速く増殖する異
種移植片は、数日から数週間の範囲のほんのより短い期間のみで増殖することができ、一
方、より遅く増殖する又は増殖していない異種移植片は、数ヶ月の範囲のより長い期間に
わたって動物の生体内に存在することができる。動物はいずれの種でもあることができる
が、マウス、ラット、モルモット、ウサギ、ヤギ、ブタ、サル、イヌ、ネコなどのような
実験室で通常使用される種が好ましい。
【００２３】
　損なわれた免疫システムの理由は、中でも、動物の天然の遺伝子欠失、動物の障害、又
は動物の実験的処置であり得る。実験的処置は、中でも、動物の外科的改変、動物の物理
的処置、動物の遺伝子操作、又は動物の免疫システムを抑制又は破壊する物質による動物
の処置であり得る。免疫低下動物を生じる外科的改変の例は、胸腺の外科的除去である。
低下した免疫システムを生じる動物の物理的処置の例は、照射又は全動物の亜致死的照射
による骨髄の破壊である。実験動物の遺伝子欠陥は、天然に存在する突然変異により、又
は、例えば遺伝子ノックアウト動物又はトランスジェニック動物を生じる、動物の実験的
に誘導されたランダム又は特異的突然変異により起こすことができる。低下した免疫シス
テムを生じる遺伝子欠陥の例は、ＳＣＩＤマウス（重度複合免疫不全）、Ｐｒｋｄｃ（プ
ロテインキナーゼＤＮＡ活性化触媒ポリペプチド遺伝子欠陥）、ヌードマウス及びラット
（Ｆｏｘｎ１（フォークヘッドボックスＮ１）欠陥）、Ｒａｇ１マウス（Ｒａｇ１＝組換
え活性化遺伝子１）、ベージュマウス（ｂｇ＜Ｊ＞変異）及びＦｏｘｎ１、Ｐｒｋｄｃ、
Ｒａｇ１、ｂｇ＜Ｊ＞遺伝子、ＭＨＣ　ＩＩ（主要組織適合性クラスターＩＩ）及びＡＤ
Ａ（アデノシンデアミナーゼ）を含んでなる群より選択される、少なくとも一つの遺伝子
欠損を有する他の種の動物である。遺伝子欠陥を有するこれらの実験動物は、例えば、Ja
ckson Laboratories, Bar Harbor, ME, USA から又はTaconic Farms, Germantown NY, US
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A から入手可能である。例えば、異なった遺伝的免疫低下マウス株の交雑により、又はそ
の骨髄の完全な破壊を生じる正常ラットの照射、続いて、ある種のＳＣＩＤ様ラット(Tra
nsplantation, 1997, 64:1541-50)を生じる、例えばＳＣＩＤマウスの骨髄の照射ラット
への移植により、二つ又はそれより多くの免疫低下動物モデルを組み合わせることが可能
である。さらに、例えばサル免疫不全ウイルス又はサル／ヒト免疫不全ウイルスのような
特定のウイルスは免疫低下動物を生じ、その結果としてこうしたウイルスに感染した実験
動物を、本発明に従って使用することができる。免疫システムを抑制する物質（免疫抑制
剤）を、本発明に従った異種移植片の生存及び／又は増殖を可能にするために使用するこ
とができる。こうした薬剤の例は、中でも、シクロスポリン、コルチゾン、プレドニゾロ
ン、アザチオプリン、シクロフォスファミド、タクロリムス（プレドニゾン）、ミコフェ
ノレート及びシロリムスである。Ｔ－細胞機能を阻害する抗ＣＤ３抗体のような特定の抗
体（ムロモナブ－ＣＤ３）も、免疫抑制剤として使用することができ、実験動物において
異種移植片の生存及び／又は増殖を可能にする。
【００２４】
　免疫低下動物の代替物
　免疫低下実験動物を使用する代わりに、実験動物の細胞、特に免疫細胞から物理的に分
離されている実験動物内の一つのコンパートメントで異種移植片を増殖させることが可能
である。このことは、例えば、宿主生体の免疫細胞とは接触を有しないが、同時に宿主に
より代謝物が供給され、そして逆にゲル又はマトリックスを介して宿主の生体中へ物質を
拡散することができることを保証している、Discovery Labware, Bedford, MA, USA から
のマトリゲル（登録商標）のようなゲル又はマトリックス中に固定された細胞を移植する
ことにより達成することができる。宿主の生体に連結されているゲル又はマトリックスを
使用することの代わりに、例えば、膜の孔サイズが細胞の通過を防止するには十分小さい
が、ペプチド、タンパク質及び代謝物の拡散を許容するには十分に大きな膜を使用するこ
とができる。一般には、ペプチド及び／又はタンパク質及び代謝物が異種移植片に到達す
る及び異種移植片から離れることができ、その間同時に異種移植片の細胞と宿主の細胞間
に物理的接触がないことを保証する、すべての種類のコンパートメント及び方法を使用す
ることができる。これらのコンパートメントは実験動物の生体内に存在することができ、
あるいは動物の生体の外側に存在することもできる。もしこれらのコンパートメントが実
験動物の外側にあれば、これらは、例えば、動物の血液循環をコンパートメントに連結し
ているが、それでも異種移植片を含んでなるコンパートメント内のチャンバーに血液の細
胞が入るのを防止している管材料の使用により、実験動物の生体に連結することができる
。
【００２５】
　癌細胞及びそれらの前駆細胞
　本発明に従った方法で、癌細胞又はそれらの前駆細胞の存在又は不存在を決定すること
が可能である。癌細胞はしばしば改変された増殖及び／又は分化可能性を有する。加えて
、癌細胞は改変された分化状態を有する。癌細胞の前駆細胞には、最終的に癌細胞に発達
することができる過形成性ならびに形成異常細胞が含まれる。癌細胞及びそれらの前駆細
胞は、過剰増殖障害、分化障害及び／又は腫瘍性障害の一部である。
【００２６】
　過剰増殖障害、分化障害及び腫瘍性障害
　それ故、本発明のペプチドを同定するために使用される方法は一般に、過剰増殖障害及
び／又は分化障害及び／又は腫瘍性障害を有する癌細胞又はそれらの前駆細胞のマーカー
を同定するために使用することができる。過剰増殖障害とは、細胞の増殖が正常な健康細
胞におけるように厳重に調節されておらず、過剰増殖細胞の非制御増殖を生じることを意
味する。このことは、しばしば健康な近隣の細胞及び組織の破壊及び抑制を生じる。正常
な健康細胞は通常、接触阻止と称される他の細胞との接触により、組織内でのそれらの増
殖速度及びそれらの増殖が制限されている。
【００２７】
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　細胞は通常、分化の特定の状態を示す一つの状態の形態で生体中に存在する（例えば、
特定の機能のための細胞の特殊化の結果として、特定の程度まで細胞の機能は限定されて
いる、例えば、マクロファージ、白血球、間質細胞、脂肪細胞、筋肉細胞など）。他の機
能的特性を伴う特定の他の種類の細胞へさらに分化する能力を有する、特定の種類の細胞
も生体中に存在する。通常、分化はより特殊化されていないタイプの細胞からより特殊化
されたタイプの細胞へ起こる。分化障害を有する細胞とは、他の機能又は特性を有する細
胞へ分化する細胞を意味し、そしてその分化はこの種類の細胞では通常は生じない。分化
障害を有するこれらの細胞の改変された分化は、より特殊化された細胞を生じることがで
きるか、又はより特殊化されていない細胞を生じることができる。特に癌細胞は非常にし
ばしば改変された、正常ではない分化状態を有し、そしてしばしば、より特殊化されてい
ない細胞に分化するか、又は胚性細胞又は幹細胞により典型的なタイプの細胞に分化する
。過剰増殖障害及び分化障害には腫瘍性ならびに非腫瘍性障害が含まれる。過剰増殖障害
及び分化障害又は細胞の機能不全は、前立腺癌、乳癌、肺癌、結腸癌、直腸癌、結腸直腸
癌、肛門癌、卵巣癌、子宮癌、体（ｃｏｒｐｕｓ）癌、子宮頚部癌、甲状腺癌、膀胱癌、
胃癌、肝臓癌、非ホジキンリンパ腫のような血液細胞の癌、又はポリープ、いぼ、胞、過
誤腫、白斑、アトピー性皮膚炎、過剰増殖又はＵＶ反応性皮膚疾患、乾癬、日光性角化症
、頚部異形成症、紅色肥厚症、白斑症、リンパ腫様肉芽腫症、前白血病、色素性乾皮症、
リンパ腫様丘疹症のような癌へ最終的には転換することができる他の障害又は前癌性又は
前悪性障害を生じる。特定のウイルス感染も、トリ白血病、トリ肉腫、マレック病、肺腺
腫症、ウイルス性疣贅、マウス後天性免疫不全、エプスタイン・バーウイルス感染症及び
パピローマウイルス感染症のような過剰増殖障害又は分化障害を起こすことができる。
【００２８】
　障害
　生体に関した又は個体に関した障害とは、生物学的、生理学的、精神的、心理的又は個
体の生体の他の機能の変化の結果としての、損なわれた健康、減じられた余命、又は減じ
られた生活の質を生じるすべての種類の生物学的変化及び疾患を意味する。
【００２９】
　細胞に関した障害とは（過剰増殖障害を有する細胞、分化障害を有する細胞、腫瘍性細
胞、癌細胞、結腸直腸癌及び関連する細胞、ポリープ細胞など）、増加した細胞増殖、増
加した細胞の寿命、転移を形成する特性を有する細胞、胚性細胞の特徴を有する細胞のよ
うなより特殊化していないタイプの細胞に導く改変された分化段階を有する細胞、を示す
細胞の表現型を生じる、すべての種類の生物学的、生化学的又は他の変化を意味する。
【００３０】
　結腸直腸癌性又は関連する障害
　以下で同義に使用される「結腸直腸癌性又は関連する障害」及び「結腸直腸癌性又は結
腸直腸前癌性障害」とは、結腸又は直腸のすべての種類の癌又は前癌状態、ならびに結腸
又は直腸癌に付随する、又は過剰増殖障害を有する細胞、分化障害を有する細胞、腫瘍性
細胞に付随する結腸又は直腸の他の疾患を意味する。中でも、遺伝的条件又は素因、例え
ば、結腸又は直腸の癌に転換する見込みを有する前癌性障害を含むすべての種類の癌又は
癌様障害が、「結腸直腸癌性又は関連する障害」及び「結腸直腸癌性又は結腸直腸前癌性
障害」の定義に含まれている。癌に転換する見込みを有する障害の中で、結腸又は直腸に
ポリープの存在が主として重要である。ポリープ（病理学上は意味がない臨床的用語）と
は、腸壁から生じ、そして内腔内に突き出しているなんらかの組織の塊である。ポリープ
は無茎性でも又は有茎性であることもでき、サイズはかなり変化する。こうした病変又は
ポリープは、管状腺腫、乳頭状腺腫（絨毛ポリープ）、絨毛（乳頭）腺腫（腺癌あり又は
なし）、過形成性ポリープ、過誤腫、若年性ポリープ、癌腫性ポリープ、偽ポリープ、脂
肪腫、平滑筋腫、又は他のよりまれな腫瘍として組織学的に分類される（The Merck Manu
al of Diagnosis and Therapy, 17th edition, 1999, page 326-330）。本発明に従った
すべてのこうした病変又はポリープは、「結腸直腸癌性又は関連する障害」及び「結腸直
腸癌性又は結腸直腸前癌性障害」とみなされる。本発明に従ったさらなる「結腸直腸癌性
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又は関連する障害」及び「結腸直腸癌性又は結腸直腸前癌性障害」には、リンチ症候群、
ガードナー症候群、ポイツ－ジェガース症候群及びクローン病、家族性ポリポージス、慢
性潰瘍性大腸炎及び肉芽腫性大腸炎が含まれる。
【００３１】
　異種移植片
　本発明に従った異種移植片は、異種移植片が移植された実験動物又は宿主とは異なった
種に由来する、少なくとも一つの細胞を含んでなる。異種移植片は、一つまたは一つより
多くの細胞、組織、腫瘍又は全器官を含んでなることができる。異種移植片は、均質な細
胞の集団（例えば、細胞株の単一クローン）であることができ、又は多様なタイプの細胞
の混合物であることができる。それは過剰増殖及び／又は分化及び／又は腫瘍性障害を有
する細胞の混合物であることができ、及びそれは加えて、過剰増殖又は分化又は腫瘍性障
害に冒されていない正常な健康細胞を含むことができる。特に、もし組織、器官又は腫瘍
が異種移植片として使用されるならば、これらの異種移植片は通常、多様なタイプの細胞
、例えば、多様な分化段階の腫瘍細胞をしばしば含んでなる腫瘍、及び加えて健康な正常
細胞を含んでなる。過剰増殖障害を有する細胞、分化障害を有する細胞及び腫瘍性細胞間
の明確な区分は、それらは一つのタイプの細胞から他の細胞へなめらかに移行することが
でき、又は細胞は同時に分化及び過剰増殖障害を有することができるため、しばしば容易
ではない又は不可能である。二つ又はそれより多くの異なった異種移植片を単一の実験動
物内へ移植することも可能である。好ましい組織及び細胞の種類は、マウス、ラット、サ
ル、ハムスターなどのような多様な種、しかし好ましくは哺乳類、より好ましくはヒトか
らの腫瘍細胞株、原発性腫瘍細胞、腫瘍組織又は全腫瘍である。好ましくは、細胞、組織
、器官又は腫瘍は、結腸直腸癌腫又は関連する障害のモデルとして適しているものである
。多くのこのような腫瘍細胞株が、American Tissue Type Collection (ATCC, Manassas,
 IL, USA) のような供給元から、European Collection of Cell Cultures (ECACC), Sali
sbury, United Kingdom から、又は「Deutsche Stammsammlung fur Mikroorganismen und
 Zellkulturen」 (DSMZ) (German Collection of Microorganisms and Cell Cultures), 
Braunschweig, Germany から入手可能である。原発性腫瘍細胞、腫瘍組織又は全腫瘍は、
腫瘍を自然に発生した動物又はヒトから手術的方法により得ることができ、又はそれらは
、発癌性化学物質又は生物学的製剤で処理した、又は腫瘍細胞の出現を促進する照射、特
定のウイルス感染などのような方法で処理した実験動物から得ることができる。
【００３２】
　異種移植片は、限定されるわけではないが、腹腔、脳、皮膚、血液系、肝臓、腎臓、肺
、心臓、筋肉、脂肪組織、皮膚、骨髄のような器官、脚、腕、手、足、耳、尾部内などを
含む実験動物の生体のいずれの一部内へも移植することができる。移植は手術的に、又は
例えば、静脈内、皮下、腹腔内などの注射による、一回又は繰り返しの細胞の注射により
行うことができる。移植は、個々の実験動物の生体の一つより多くの部分内へ行うことが
できる。異種移植片のサイズ又は移植された異種移植片の細胞数は、少なくとも１細胞、
好ましくは３０以上、３００以上、３０００以上、３００００以上、３０００００以上、
３００００００以上、３０００００００以上、３００００００００以上又は好ましくは、
３０００００００００細胞以上である。一般に、実験動物が小さいほど、異種移植片とし
て使用される細胞数は少なくなるべきである。実験動物内に移植された異種移植片は、好
ましくは、実験動物の全細胞数の０．００００００００１％以下、好ましくは０．０００
００００１％以下、好ましくは０．００００００１％以下、好ましくは０．０００００１
％以下、好ましくは０．００００１％以下、好ましくは０．０００１％以下、好ましくは
０．００１％以下、好ましくは０．０１％以下、好ましくは０．１％以下、好ましくは実
験動物の全細胞数の１％以下であるべきである。もし、異なったサイズへ増殖している異
種移植片が比べられるならば、それらのサイズ（細胞の数、組織、器官又は腫瘍の容量、
組織、器官又は腫瘍の湿潤重量として測定される）は、好ましくは少なくとも１０％、好
ましくは２０％、３０％、４０％、５０％、７０％、１００％、１５０％、２００％、４
００％、６００％、１０００％、２０００％又は好ましくは少なくとも５０００％異なっ
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ている。もし非ヒト宿主内の異なった物理的位置で増殖している異種移植片が比較される
ならば、これらの異種移植片は好ましくは、宿主の最大体長の少なくとも１％、好ましく
は２％、好ましくは５％、好ましくは１０％、好ましくは２０％、好ましくは３０％、好
ましくは少なくとも５０％の距離で増殖させるべきである。宿主がマウス又はラットのよ
うな非ヒト哺乳類である場合、実験動物の最大体長は、好ましくは鼻の先端から尾の末端
までが測定することができる。もし異なった期間の間に増殖した異種移植片が比較される
ならば、増殖時間差は好ましくは１日以上、好ましくは２日以上、３日以上、４日以上、
５日以上、６日以上、７日以上、１０日以上、１４日以上、２１日以上、２８日以上、１
ヶ月以上、２ヶ月以上、３ヶ月以上、４ヶ月以上、５ヶ月以上、好ましくは６ヶ月以上で
あるべきである。
【００３３】
　異種移植片の細胞は、異種移植片として使用する前に又は間に、多様な方法で操作する
ことができる。インビトロ、又は免疫適格又は免疫低下実験動物中で異種移植片を増殖さ
せることは、単に異種移植片の細胞を単に増殖させるように、又は異種移植片の細胞の分
化段階を変化させるように行うことができる。もしくは、異種移植片の細胞を、特定の特
徴の細胞について異種移植片の細胞を純化又は富化することを意図して、化学療法剤、増
殖因子のような物質で処理すること、又はウイルスで感染させること、又は放射線照射に
かけることができる。これらの特徴は、中でも、より速い又はより遅い細胞の増殖速度、
遺伝子突然変異での又は増加した又は減少した突然変異率での細胞の選択、それらの分化
グレードの変化での細胞の選択、転移を形成するより高い又はより低い傾向での細胞の選
択、又は好ましくは転移で増殖する、又は好ましくは特定の器官又は組織中、転移で増殖
する傾向での細胞の選択、癌放射線療法、癌手術、癌化学療法、癌ホルモン療法などのよ
うな特定の抗癌治療により抵抗性である又はより抵抗性が低い、より高い又はより低い生
存率での細胞の選択であり得る。
【００３４】
　異種移植片の細胞は、例えば、繰り返し移植すること、別の実験動物内でそれらを増殖
させること又は再移植することにより操作することができる。それらは、ガンマ照射、ニ
ュートロン照射、電子照射又はプロトン照射のような放射活性照射により操作することが
できる。放射線照射は、外部ビーム放射線照射により、又は細胞又は実験動物に直接適用
された放射活性物質の使用により行うことができる。異種移植片の細胞は、抗生物質、癌
化学療法剤又は他の医薬、増殖因子、血管新生因子、細胞分割及び／又は分化を促進する
又は阻害する因子、遺伝子突然変異を促進する又は阻害する物質、異種移植片の特定の下
位集団、例えば、癌化学療法に耐性のある細胞を選択的に富化することを可能にする物質
などで、インビトロ又はインビボで処理することができる。例えば、腫瘍細胞は実験動物
内へ注射することができ、そしてその動物は抗癌剤で処理することができ、そして続いて
、残っている今やより薬剤耐性の腫瘍細胞を実験動物から単離でき、そして、本発明に記
載されている方法を使用して、薬剤耐性腫瘍細胞のマーカーを同定するために、別の実験
動物で使用する。
【００３５】
　使用することができる、及び異種移植片の細胞に多様な効果を有する物質には、限定さ
れるわけではないが、抗癌剤のような小さな有機又は無機分子、ペプチド、タンパク質及
び核酸、例えば、薬剤耐性遺伝子をコードする、癌遺伝子をコードする、血管新生又は抗
血管新生遺伝子をコードする、腫瘍抑制遺伝子をコードする核酸、例えば、突然変異率を
増加させる、又は細胞の不死化を生じる、又は発癌などを誘導するベクター又はウイルス
、又は癌遺伝子又は腫瘍抑制遺伝子の発現を修飾できるアンチセンス、リボザイム、ＲＮ
Ａｉなどのような核酸分子が含まれる。適した物質は、中でも、メクロレタミン、クロラ
ムブシル、シクロホスファミド、メルファラン又はイフォスファミドのようなアルキル化
薬剤、メトトレキセート、β－メルカプトプリン、５－フルオロウラシル、シタラビン、
ゲムシタビン、ビンブラスチン、ビンクリスチン、ビノレルビン、パクリタキソール、ド
セタキセル、エトポシド、イリノテカン又はトポテカンのような代謝拮抗薬、ドキソルビ
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シン、ブレオマイシン又はマイトマイシンのような抗生物質、カルムスチン又はロムスチ
ンのようなニトロソ尿素、シスプラチン又はカルボプラチンのような無機イオン、インタ
ーフェロン、インターロイキン、インターロイキン－２又は腫瘍壊死因子（ＴＮＦ）のよ
うな生物応答修飾因子、アスパラギナーゼのような酵素、又はタモキシフェン、リュープ
ロリド、フルタミド又は酢酸メゲストロールのようなホルモン、エプスタイン・バーウイ
ルス、乳頭腫ウイルス又は他の腫瘍原性ウイルスのようなウイルス又はベクターである。
【００３６】
　サンプル、陰性対照サンプル、基準値及びサンプルの比較
　本発明に従うと、ペプチド及び／又はタンパク質を含んでなるいずれのサンプルもサン
プルとして適している。好ましくは、サンプルは全血、血液細胞（白血球、Ｂ細胞、Ｔ細
胞、単球、マクロファージ、赤血球及び血小板のような）、血清、血漿、血液濾過物、脳
脊髄液、尿、リンパ液、リンパ節組織、ポリープ又は他の組織及び器官のような腫瘍組織
又は腫瘍関連組織、ならびにそれらの組み合わせである。好ましくは、宿主は哺乳類、霊
長類、齧歯類、ヒト、マウス又はラットである。好ましくは、サンプルは少なくとも１０
、好ましくは少なくとも５０、好ましくは少なくとも１００、好ましくは少なくとも２０
０、好ましくは少なくとも６００及び好ましくは少なくとも１２００の異なったペプチド
及び／又はタンパク質を含んでなる。好ましくは複数のペプチド及び／又はタンパク質が
サンプルから決定され、それは好ましくは少なくとも１０、好ましくは少なくとも５０、
好ましくは少なくとも１００、好ましくは少なくとも２００、好ましくは少なくとも６０
０、及び好ましくは少なくとも１２００のペプチド及び／又はタンパク質が決定されるこ
とを意味する。決定されるとは、これらのペプチド及び／又はタンパク質が定性的及び／
又は定量的に分析されることを意味する。引き続いて、陰性対照サンプル中に存在する、
又は存在しない同一のペプチド及び／又はタンパク質との相違、又は基準値との相違を同
定する（以下において、ペプチドの改変された量とも称される）。比較されるべきサンプ
ルは、中でも、異種移植片を有さない、又は異なった異種移植片を有する宿主からのサン
プルと比較された、異種移植片を含んでなる宿主に由来するサンプルである。別の態様に
おいて、異なった期間増殖した異種移植片を有する宿主からのサンプル、もしくは、宿主
の生体内の異なった物理的位置で増殖したサンプル、又は異なったサイズに増殖した異種
移植片を有する宿主からのサンプルが比較される。加えて、異種移植片を有する宿主から
のサンプルが、異種移植片を除去するための、又は異種移植片の細胞を殺すための又は異
種移植片の細胞の増殖又は生存率を抑制するための療法で治療された宿主からのサンプル
と比較することができる。別の側面において、異なって治療された異種移植片を有する宿
主からのサンプルがお互いに比較され、又は異種移植片を含んでなる宿主からの血漿サン
プルが、同一の異種移植片を含んでなる同一の又は異なった宿主からの尿サンプルと比較
することができる（又はサンプルの他の組み合わせの比較）。一つの時点からの／一つの
物理的位置からの／一つの異種移植片サイズからの／一つの療法で治療した異種移植片か
らの／一つの種類のサンプル源、例えば血漿からの／などのサンプルは、試験されるべき
個体からのサンプルであり、別の時点からの／別の物理的位置からの／別の異種移植片サ
イズからの／別の療法で治療した異種移植片からの又は療法で治療されていない異種移植
片からの／別の種類のサンプル源、例えば尿からの／などのサンプルは、陰性対照サンプ
ルである。異種移植片間に相違を生じる可能な因子は、異種移植片の細胞の異なった段階
、特定の癌遺伝子、腫瘍抑制遺伝子、転写因子、成長ホルモンのレセプター、血管新生因
子のレセプター、ケモカインのレセプター、サイトカインのレセプター細胞表面の接着分
子、接着分子の結合パートナー、分泌されたケモカイン、サイトカイン、ホルモン、プロ
テアーゼ、血管新生又は抗血管新生因子などの存在又は不存在であり得る。すべてのこれ
らの比較の結果は、未知のアイデンティティーの異種移植片を有する宿主のサンプルの引
き続いての分析を可能にし、未知の異種移植片が急速に又は徐々に増殖するであろうか、
本来移植された局在位置から離れた体の局在位置で増殖する傾向を有しているであろうか
（例えば、転移）、又はどの種類の癌遺伝子、腫瘍抑制遺伝子、レセプター及びリガンド
を異種移植片が含んでなるかどうかが判断される。最後に、この知識は、例えば、未知の
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過剰増殖障害を有する細胞及び／又は分化障害を有する細胞及び／又は腫瘍性障害を有す
る細胞を有するヒト患者に拡大することができる。この情報は、個体又は患者又は宿主内
の前記細胞の存在及び特性を診断するために、及び個体又は患者の生体中に存在する、細
胞の特別のタイプ及び特性に療法を正確に調整するために使用することができる。このこ
とは、どの治療を個体又は患者がとらなければならないかを予測することも可能にするで
あろうし、又は前記細胞により起こされる障害の再発可能性について、個体又は患者をモ
ニターすることを可能にするであろう。
【００３７】
　本発明に従ったペプチド及び／又はタンパク質の量変化とは、サンプルと陰性対照サン
プル間でペプチドの量が異なることを意味する。本発明に従った用語「量」とは、物質の
存在又は不存在、又は物質の決定された定量的又は半定量的、相対的又は絶対的濃度又は
量を意味する。好ましくは、改変されたサンプルと陰性対照又は基準値間の物質の量は、
例えば、少なくとも５％、好ましくは１０％、好ましくは２０％、好ましくは４０％、好
ましくは６０％、好ましくは１００％異なっており、好ましくは少なくとも２倍、好まし
くは少なくとも５倍、好ましくは１０倍、好ましくは２０倍異なっており、好ましくは少
なくとも５０倍異なっている。サンプルと陰性対照サンプル間の相違は、二つの値の低い
値に対して常に計算する。サンプルにおいてあるいは陰性対照サンプルにおいて、ペプチ
ド及び／又はタンパク質が検出不能であること、又は検出に使用した方法の検出限界以下
であることもあり得る。
【００３８】
　本発明に従った基準値は、例えば、経験的に決定することができる。この目的のため、
過剰増殖障害を有する細胞、分化障害を有する細胞及び腫瘍性細胞、から成る群の細胞の
存在又は不存在に関して定義された状態を有する個体からの一連のサンプルにおける、ペ
プチド（単数又は複数）の濃度が測定される。
【００３９】
　過剰増殖障害及び／又は分化障害及び／又は腫瘍性障害を有する細胞の特性は、本発明
の方法で同定されたマーカーの量変化と相関させることができる。一般に、マーカーと前
記細胞の特性間の相関は負の又は正の相関であり得る。例えば、もし特定のマーカーが患
者サンプル中で上昇すれば、このことは腫瘍性細胞が前記患者において転移として増殖し
ていることを示すことができ（マーカーと転移活性の正の相関）、もし特定の他のマーカ
ーが患者サンプル中で上昇すれば、このことは、前記患者に存在する腫瘍性細胞は転移と
して増殖していないことを示すことができる（マーカーと転移活性の負の相関）。一つ以
上のマーカーの一団が前記細胞の特性を予測するために必要とされることも可能であり、
例えば、もし一つのマーカーの量が上昇し、及び第二のマーカーの量が上昇し、そして第
三のマーカーの量が減少するならば、前記患者に存在する腫瘍性細胞は転移として増殖し
ていない。好ましくは、２０以上、好ましくは２０まで、好ましくは１０まで、好ましく
は７まで、好ましくは５まで、好ましくは４まで、好ましくは３まで、好ましくは２まで
、好ましくは１つのみの異なったマーカーが、前記細胞の特定の特性を予測するために、
又は前記細胞のいくつかの特定の特性を予測するために必要とされる。異なったマーカー
とは、これらのペプチドが同一の又は異なったタンパク質又はペプチド配列の配列に由来
しているかどうかに関わらず、それらの配列、又は翻訳後修飾のようなそれらの配列の修
飾が異なっている、すべての種類のペプチドを意味する。
【００４０】
　ペプチド及びタンパク質
　用語「ペプチド」とは、２又はそれ以上、好ましくは３又はそれ以上、４又はそれ以上
、６又はそれ以上、８又はそれ以上、１０又はそれ以上、１３又はそれ以上、１６又はそ
れ以上、好ましくは２１又はそれ以上の、ペプチド結合により共有結合で連結されたアミ
ノ酸を指す。大きなペプチドは通常タンパク質と称されるが、一般にペプチドとタンパク
質は同義語である。天然に存在するタンパク質に対しては、用語「ＴＩＦ１－ベータ」は
本明細書において、語ペプチド又は断片の付加なく使用される（例えば、及びＴＩＦ１－
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ベータペプチドではなくＴＩＦ１－ベータ、又はＴＩＦ１－ベータ断片ではなくＴＩＦ１
－ベータ）。そのことは、ＴＩＦ１－ベータは、ＴＩＦ１－ベータのプロセシングにより
除去されるであろうＮ－末端メチオニンを有する又は有していないＴＩＦ１－ベータの完
全アミノ酸配列を指すことを意味する。ＴＩＦ１－ベータ断片はＴＩＦ１－ベータペプチ
ドと同義語である。好ましくは、本発明のペプチド及び／又はタンパク質は、少なくとも
３０％、好ましくは４０％、好ましくは５０％、好ましくは６０％、好ましくは７０％、
好ましくは７５％、好ましくは８０％、好ましくは８５％、好ましくは９０％、好ましく
は９５％、好ましくは９７％、好ましくは９９％、好ましくは９９％以上の純度で精製さ
れている。本発明のペプチド及び／又はタンパク質は、サンプルペプチド及び／又はタン
パク質の誘導体及び／又は多形形態、例えば、特定のペプチド又はタンパク質の非グリコ
シル化形態、及び前記ペプチドの一つ又はいくつか異なってグリコシル化された形態のよ
うな類似のペプチド及び／又はタンパク質の混合物を含んでなることができる。グリコシ
ル化、リン酸化などのような特定の修飾は、天然のように必ずしもすべての分子がこれら
の修飾を受けず、又はいくつかの修飾が一部にのみ起こるように、又は可逆的であるか又
は特定のペプチド又はタンパク質の異なった誘導体間に平衡が存在するように、さもなく
ば均質なペプチド又はタンパク質サンプルのすべての分子中には存在しないことが普通で
ある。
【００４１】
　本発明に従った用語「ペプチド」及び「タンパク質」は、アミノ酸のみを含んでなる化
合物、ならびに炭水化物、脂質、リン基などのような非アミノ酸構成物も含んでなる化合
物を含み、及びペプチド結合のみを含んでなる化合物及び他の結合、例えば、エステル、
チオエステル又はジスルフィド結合も含んでなる化合物を含む。
【００４２】
　さらに、用語ＴＩＦ１－ベータ又はＴＩＦ１－ベータ断片は、本明細書開示された、配
列のすべての天然に存在する突然変異を含む。特に含まれるのは、癌細胞又は癌細胞の前
駆体、特に結腸直腸癌細胞又はポリープ細胞のような結腸直腸癌細胞の前駆体に付随して
いるＴＩＦ１－ベータ配列の突然変異である。
【００４３】
　ペプチドの修飾
　本発明に従ったペプチド又はタンパク質の修飾は、翻訳後修飾、化学修飾、酵素的修飾
による修飾及び他の機能による修飾を含んでなることができる。可能な修飾の例には、限
定されるわけではないが：グリコシル化、リン酸化、スルファチル化、ピログルタミン酸
修飾、システイン－ジスルフィド架橋、チオエステル架橋、メチル化、アセチル化、アシ
ル化、ファメシル化、ホルミル化、ゲラニルゲラニル化、ビオチン化、ステアロイル化、
パルミチル化、リポ化、Ｃ－マンノシル化、ミリストイル化、アミド化、脱アミド化、メ
チル化、脱メチル化、カルボキシル化、ヒドロキシル化、ヨード化、酸化、ペグ化、プレ
ニル化、ＡＤＰ－リボシル化、脂質、ホスファチジルイノシトール、グリコシルホスファ
チジルイノシトール（ＧＰＩ）－アンカー、リン酸ピリドキサールの付加、カルボキシア
ミドメチルシステインを生じる、カルボキシメチルシステインを生じる、又はピリジルエ
チルシステインを生じるシステイン残基の修飾、リポン酸を生じるリジンの修飾、ピログ
ルタミン酸を生じるグルタミン酸の修飾、が含まれる。
【００４４】
　本発明に従ったペプチド又はタンパク質の修飾は、通常ではないアミノ酸、化学的又は
酵素的に修飾されたアミノ酸その他を含むことができ、限定されるわけではないが：アル
ファアミノ酪酸、ベータアミノ酪酸、ベータアミノイソ酪酸、ベータアラニン、ガンマ酪
酸、アルファアミノアジピン酸、４－アミノ安息香酸、アミノエチルシステイン、アルフ
ァアミノペニシラン酸、アリシン、４―カルボキシグルタミン酸、シスタチオニン、カル
ボキシグルタミン酸、カルボキシアミドメチルシステイン、カルボキシメチルシステイン
、システイン酸、シトルリン、デヒドロアラニン、ジ－アミノ酪酸、デヒドロアミノ－２
－酪酸、エチオニン、グリシン－プロリンジペプチド、４－ヒドロキシプロリン、ヒドロ
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キシリジン、ヒドロキシプロリン、ホモセリン、ホモシステイン、ヒスタミン、イソ－バ
リン、リジノアラニン、ランチオニン、ノルバリン、ノルロイシン、オルニチン、２－ピ
ピリジン－カルボン酸、ピログルタミン酸、ピロリジン、プロリン－ヒドロキシプロリン
ジペプチド、サルコシン、４－セレノシステイン、シンデシン、チオプロリンなどが含ま
れる。さらなる例は、ＡＢＲＦのウェブサイトで検索可能な「Ｄｅｌｔａ　Ｍａｓｓ」デ
ータベース、「Association of Biomolecular Resource Facilities」:http://www.abrf.
org/index.cfm/dm.home?AvgMass=all 、で見ることが可能である。
【００４５】
　誘導体、多形形態及びペプチドの断片
　ペプチド及び／又はタンパク質の誘導体は一つまたはそれより多くのアミノ酸構造の修
飾、又はペプチド結合の修飾により主として特徴付けられるが、一方、ペプチド又はタン
パク質の多形形態は、アミノ酸配列の相違により特徴付けられる。ペプチド又はタンパク
質が同時に別のペプチド又はタンパク質の誘導体及び多形形態であることが可能である。
【００４６】
　ペプチド及び／又はタンパク質の誘導体とは、すべての種類のペプチド及び／又はタン
パク質及び／又はそれらの断片を意味し、翻訳後修飾、化学修飾、酵素的修飾及び他の機
構による修飾を含んでなるペプチド及び／又はタンパク質を含む。ペプチドの誘導体は、
２０アミノ酸の標準セットとは異なったアミノ酸残基を含んでなることができ、及び／又
はペプチド模倣体構造を含んでなることができる。
【００４７】
　ペプチド及び／又はタンパク質とは、分子生物学、遺伝学又は化学（核酸又はペプチド
合成）のような技術を使用し、配列の実験的又はランダム操作により起こされた突然変異
による、配列の変異を意味する。さらにペプチド及び／又はタンパク質の多形形態は、お
互いに配列アラインメントにより決定された、好ましくは７０％配列同一性、好ましくは
７５％、好ましくは８０％、好ましくは８５％、好ましくは９０％、好ましくは９５％、
好ましくは９７％、及び好ましくは９９％配列同一性を有する。アミノ酸残基が、もし二
つの配列の配列アラインメント内において、アミノ酸が同一位置に置かれていたら、この
アミノ酸残基はこれら二つの配列内で同一と見なされる。例えば、もし第一の仮定配列「
ＡＣＤＥＦＧＨＩＫＬ」及び欠失された「Ｇ」を有する第二の仮定配列「ＡＣＤＥＦＨＩ
ＫＬ」がアラインされたとすると、第二の配列の「Ｆ」と「Ｈ」の間にギャップが挿入さ
れ、「ＡＣＤＥＦ－ＨＩＫＬ」を生じ、それにより第一の配列に対する第二の配列のより
良いアラインメントを可能にする。結果的に、生じたアラインメントにおいて、１０位の
内の新しい９位が同一のアミノ酸残基で占められ、９０％の第二の配列に対する第一の配
列の配列同一性を生じる。どのようにして配列アラインメントを計算するかについての方
法は以下に与えられている。
【００４８】
　好ましくは、ＴＩＦ１－ベータの断片及び／又は誘導体及び／又は多形形態を示すペプ
チド又はタンパク質は、ペプチド又はタンパク質及びＴＩＦ１－ベータのアラインメント
内の同一位置に存在する８アミノ酸残基、好ましくは１０、好ましくは１２、好ましくは
１５、好ましくは２０、好ましくは５０、好ましくは１００、好ましくは２００、好まし
くは３００、好ましくは４００、好ましくは５００、好ましくは６００、好ましくは７０
０、好ましくは少なくとも８００アミノ酸残基を少なくとも含んでなる。
【００４９】
　ＴＩＦ１－ベータ断片の前駆体
　本発明に従った「ＴＩＦ１－ベータ断片の前駆体」は、ＴＩＦ１－ベータの完全配列（
配列番号６及び７）又はＴＩＦ１－ベータの断片を含んでなることができる。加えて、本
発明に従った「ＴＩＦ１－ベータ断片の前駆体」は、ＴＩＦ１－ベータ又はＴＩＦ１－ベ
ータ断片の誘導体及び／又は多形形態でもあることができる。「ＴＩＦ１－ベータ断片の
前駆体」は、プロセシングされ又は修飾されてＴＩＦ１－ベータ断片を生じ、それ故、Ｔ
ＩＦ１－ベータ断片は、ＴＩＦ１－ベータ断片の前駆体とは構造的に異なったペプチドを
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示す。前駆体のプロセシング又は修飾は、酵素的、化学的、力学的又は他のタイプの反応
のいずれかの種類の結果であることができる。ＴＩＦ１－ベータ断片の前駆体からＴＩＦ
１－ベータ断片へ変換する反応の例は、中でも、タンパク分解性消化、脱リン酸化、グリ
コシル化、脱グリコシル化、ジスルフィド結合の形成又は破壊、酸化、還元などである。
一般に、前駆体のすべての種類のプロセシング又は修飾が可能であり、それは、例えば、
個体においてインビボで、又は、例えば、貯蔵の間のサンプルにおいて又は陰性対照サン
プルにおいてインビトロで起こることができる。
【００５０】
　配列アラインメントの調製及び配列相同性の計算
　配列の相同性を計算するため、ＧＡＰ(Nucleic Acids Res.12:387-95)、ＢＬＡＳＴＰ
、ＢＬＡＳＴＮ、ＦＡＳＴＡ (J MoI Biol. 215:403-10) 又は公知の Smith Watermann-a
lgorithm を含む、ＧＣＧソフトウェア一式(Genetics Computer Group, University of W
isconsin, Madison, Wl, USA) のようなコンピュータープログラムを使用することが可能
である。アミノ酸比較又はアラインメントに使用される好ましいパラメータは、Needlema
n and Wunsch (J MoI Biol. 48:443-53)のアルゴリズム、ＢＬＯＳＵＭ　６２　マトリッ
クス (Proc Natl Acad Sci U S A. 89:10915-9)、１２のギャップペナルティ、４のギャ
ップ長ペナルティ及び０の同一性の閾値を含んでなる。ＧＡＰソフトウェアも、記載した
パラメータで使用するのに適している。記述したパラメータはアミノ酸比較についてのデ
フォルトパラメータであり、配列末端のギャップは相同性値を減少させない。もし８～２
０アミノ酸長配列のような非常に短い配列を比較するならば、期待値を１０００００まで
増加させ、及びワード長を２まで減少させる必要がある。さらに適したアルゴリズムは、
ギャップ開始パラメータ、ギャップ伸長パラメータの使用、及びプログラムハンドブック
Wisconsin Package, バージョン９、１９９７年９月から、に見られるマトリックスの使
用である。最も適したアルゴリズムの選択は、実施する比較の種類に依存する。もし二つ
の配列データベースを比較するならば、ＦＡＳＴＡ及びＢＬＡＳＴアルゴリズムが好まし
い。７０％の配列同一性は７０％の相同性とも称される。同一性とは、アラインメントの
両方の配列内の同一位置に、同じアミノ酸が存在することを意味する。
【００５１】
　ペプチド模倣体
　表１にリストしたペプチド、好ましくは本発明に従ったＴＩＦ１－ベータ及び／又はＴ
ＩＦ１－ベータ断片は、部分的に又は完全にペプチド模倣体を表すように製造又は合成す
ることができる。このことはより明確な特性を有するペプチド及び／又はタンパク質を設
計することを可能にする。例えば、Ｄ－アミノ酸をペプチド結合のタンパク分解を防止す
るために使用することができる。本発明に従った「ペプチド模倣体」は、アミノ酸又はア
ミノ酸配列の機能を模倣する構造である。「ペプチド模倣体」又は「ペプチドの模倣体」
はしばしば、タンパク分解に対する増強された耐性のような追加の特性を有する。ペプチ
ド模倣体は、アミノ酸を連結する別の種類の共有結合でいくつか又はすべてのペプチド結
合を置き換えることが可能である。ペプチド模倣体は、中でも、（ｉ）アミノ酸修飾、（
ｉｉ）ジ－ペプチド類似体、（ｉｉｉ）生物学的半減期を増加させるペプチド主鎖修飾、
及び（ｉｖ）二次構造模倣体、を含んでなることが可能である。いくつかのペプチド模倣
体は、例えば、ペプチドに対する自由度の程度を制限している。アミノ酸修飾の例は、ア
ルファ－Ｃアルキル化、アルファ－Ｎアルキル化その他、共有結合によりお互いに連結さ
れた二つのアミノ酸側鎖を有するペプチドであるジ－ペプチド類似体、アミド結合アイソ
スターのようなペプチド主鎖の修飾、又はＬ－からＤ－アミノ酸へ及びインバースＮ－か
らＣ－配列へ変化させることにより得られるレトロ－インバーソ（ｒｅｔｒｏ－ｉｎｖｅ
ｒｓｏ）異性体、その他である。二次構造模倣体は、アルファ－へリックス（例えば、ベ
ータ－アミノ酸による）、ベータ－シート、ベータ－ターン（例えば、輪止め（ｌｉｎｃ
ｈｐｉｎ）構造による）及びガンマ－ターンのような構造の模倣体を含んでなる。ペプチ
ド模倣体のさらなる例は、ペプチド及びタンパク質の溶解性又は免疫原性特性を修飾でき
る、スピーゲルマー（ｓｐｉｅｇｅｌｍｅｒｓ）（登録商標）（NOXXON Parma AG, Berli
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n, Germany）又はペグ化のような修飾である。
【００５２】
　核酸、相補性及び縮重核酸及び誘導体
本発明に従った核酸又は核酸配列は、これらの核酸が一本鎖又は二本鎖、線状、環状又は
分枝であるかどうかに関わらず、すべての種類のデオキシリボ核酸（ＤＮＡ）及びリボ核
酸（ＲＮＡ）又はそれらの組み合わせを意味する。好ましくは、核酸分子は精製された核
酸分子であり、それは調製物が少なくとも５０％、好ましくは少なくとも６０％、好まし
くは少なくとも７０％、好ましくは少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０％、好
ましくは少なくとも９５％、好ましくは少なくとも９９％、好ましくは９９％以上の特定
の核酸分子、又は一つ又はそれより多くの特定の核酸分子の特定の混合物を含有すること
を意味する。核酸分子の例は、ゲノムＤＮＡ、ｃＤＮＡ（相補ＤＮＡ）、ｍＲＮＡ（メッ
センジャーＲＮＡ）、組換えで生成された核酸分子、化学的に合成された核酸分子又は酵
素的に発生させた核酸分子（例えば、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）により）、又は当
該技術分野で既知の方法を使用し、原核又は真核細胞、ウイルス、組織、器官、又は細菌
、酵素、昆虫、虫（ｗｏｒｍ）その他の全生体のような天然源から精製された核酸である
。さらに本発明に従った核酸分子は、部分的に又は完全に核酸の誘導体を意味することが
可能であり、その誘導体は、ホスホロチオエート、ペプチド核酸（ＰＮＡ）、Ｎ３’，Ｐ
５’－ホスホロアミデート、モルホリノホスホロアミデート、２’－Ｏ－メトキシエチル
核酸、２’－フルオロ－核酸、アラビノ－核酸、ロックト核酸（ＬＮＡ、リボースの２’
－酸素と４’－炭素を連結するメチレン架橋を含有するリボヌクレオチド）のような天然
には観察することができないヌクレオチド又はヌクレオチド様分子を含んでなる。
【００５３】
　本発明に従った核酸はさらに、アンチセンス核酸、リボザイム、三重鎖形成核酸、ＲＮ
Ａｉ－核酸、ポリメラーゼ連鎖反応のプライマーとして適した、インサイツハイブリダイ
ゼーションに適した、ノーザン又はサザンブロットのようなハイブリダイゼーション実験
に適した、又は核酸チップ実験に適した核酸、好ましくは表１にリストした分子、好まし
くはＴＩＦ１－ベータ及び／又はＴＩＦ１－ベータ断片の発現のための、又はＴＩＦ１－
ベータ及び／又はＴＩＦ１－ベータ断片に特異的なアンチセンス核酸の発現のためのベク
ター又はウイルスベクターとして適した核酸を含んでなる。核酸分子は、意図された使用
に依存して、好ましくは、ＴＩＦ１－ベータｍＲＮＡのような表１にリストした分子をコ
ードするｍＲＮＡの完全長の長さ、好ましくは６００、５００、４００、３００、２００
、１００、５０、４０、３０、２５、２０、１５未満のヌクレオチドを有する。もし核酸
が発現ベクターを表すとすれば、例えば、バキュロウイルスのような多くのウイルスは大
きなゲノムを有し、非常に大きなベクターを生じるので、核酸分子の長さはより長く、数
千のヌクレオチドまでであることが可能である。アンチセンス及び三重鎖形成核酸分子は
、好ましくは、６～５０、好ましくは１０～３０、１５～３０、２０～３０ヌクレオチド
の配列長を有する。リボザイムは、好ましくは、標的ＲＮＡにハイブリダイズする配列を
有し、前記ハイブリダイズする配列は対応するアンチセンス核酸と同じ長さを有し、加え
て、当該技術分野で公知の触媒リボザイム配列を含んでなる。ポリメラーゼ連鎖反応でプ
ライマーとして使用するための核酸は、好ましくは、１０～６０、好ましくは１５～６０
、１５～５０、１５～４０、１５～３０ヌクレオチドの長さを有する。
【００５４】
　相補核酸配列とは、グアニンとシトシン及びアデニンとチミン／ウラシルの相互作用に
よりお互いに結合する核酸配列を意味する。お互いに相補的な核酸の結合はハイブリダイ
ゼーションと称される。ハイブリダイゼーションは、好ましくは、ハイブリダイゼーショ
ンが配列特異的であり、ランダムではないことを確実にするストリンジェント実験条件下
で起こる。核酸についてのストリンジェントハイブリダイゼーション条件は当該技術分野
で既知であり、例えば、Molecular Cloning: A Laboratory Manual, J. Sambrook et al.
, Cold Spring Harbor, New York, 1998 、に公開されている。ハイブリダイゼーション
条件についてのストリンジェント条件の例は、３．５ｘＳＳＣ、０．０２％フィコール、
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０．０２％ポリビニルピロリドン、０．０２％ウシ血清アルブミン、２．５ｍＭ　ＮａＨ

２ＰＯ４（ｐＨ７）、０．５％ＳＤＳ（ドデシル硫酸ナトリウム）、２ｍＭ　ＥＤＴＡ（
エチレンジアミン四酢酸）を含有する緩衝液中、６５℃でのハイブリダイゼーションであ
る。ＳＳＣは、０．１５Ｍ塩化ナトリウム及び０，１５Ｍクエン酸ナトリウムをｐＨ７で
含有する緩衝液を表す。ハイブリダイゼーションに続いて、二重鎖核酸が付着している膜
を、室温にて２ｘＳＳＣで、及び６８℃までの温度にて０．１％ＳＤＳ含有０．１～０．
５ｘＳＳＣで洗浄する。ストリンジェント実験条件下でハイブリダイズしている核酸構造
が安定である限り、全核酸配列がお互いにハイブリダイズすることは必要ではない。少な
くとも６０％、好ましくは少なくとも７０％、８０％、９０％、９５％、９９％の核酸配
列の配列部分がお互いにハイブリダイズすることを必要とする特異的ハイブリダイゼーシ
ョンは、お互いに相補的である。核酸は、ｍＲＮＡ又はｃＤＮＡの５’から開始コドンま
での又は３’から終始コドンまでの核酸配列のハイブリダイゼーションによっても、ｍＲ
ＮＡ又はｃＤＮＡのこれらの部分が核酸配列に特異的である限り検出することができる。
【００５５】
　縮重核酸配列とは、ほとんどのアミノ酸は少なくとも二つの異なったコドンによりコー
ドされているので、異なったアミノ酸配列が多種の核酸配列によりコードすることができ
ることを意味している。このため、同一のアミノ酸配列を核酸配列の非常に異なった配列
によりコードすることができる。
【００５６】
　ラベル化核酸、ペプチド、タンパク質及び結合剤
　本明細書において、用語「ラベル」とは：（ｉ）検出可能なシグナルを提供し；（ｉｉ
）第一又は第二のラベルにより提供される検出可能なシグナルを修飾するために第二のラ
ベルと相互作用し、例えば、ＦＲＥＴ；（ｉｉｉ）電荷、疎水性、形状又は他の物理学的
パラメータにより、移動度、例えば、電気泳動移動度に影響し；又は（ｉｖ）捕捉部分を
提供する、例えば、親和性、抗体／抗原、イオン複合体形成、縮重核酸配列を生じる；よ
うに機能するいずれかの部分を指す。
【００５７】
　本発明は、核酸、ペプチド、結合剤、抗体、ならびに前記物質の断片及び誘導体を含ん
でなり、それらはラベル又は他の官能基を含んでなることができる。適しているのは、蛍
光分子、放射性分子、発光分子、酵素、毒素、染料、金属粒子、磁性粒子、ポリマー粒子
、ビオチン又は他の有機分子のようなすべての種類のラベル及び官能基である。特に、質
量分析のためには同位元素ラベル又は等圧性（ｉｓｏｂａｒｉｃ）ラベルが適している。
同位元素ラベルは、酸素－１８、窒素－１５、重水素、トリチウム、炭素－１４、硫黄－
３５又はリン－３２などのような、それらの天然の分子量とは異なった分子量を有する同
位元素の使用により得ることが可能である。等圧性ラベルは、これらのラベルがインタク
トであり、そして質量分析計中でフラグメント化されていない限り、同一の分子量を有す
る。それ故、サンプルの分析に先立って限られた数の質量相違しか存在しないので、等圧
ラベルは質量分析法を使用してより都合よく分析することが可能である。蛍光分子の例は
、フルオレスセイン、テキサスレッド、ローダミン、ＢＯＤＩＰＹ、サイバーグリーンな
どのようなフルオロフォア、グリーン蛍光タンパク質、レッド蛍光タンパク質、ブルー蛍
光タンパク質、ウミシイタケ蛍光タンパク質その他のような蛍光性タンパク質又はそれら
の断片又は誘導体である。ラベル又は機能性基として適した放射性同位元素の例は、リン
－３２又は－３３、硫黄－３５、ヨウ素－１２５、トリチウム、炭素－１４、カルシウム
－４５、クロム－５１及び核酸及び／又はペプチド及び／又はタンパク質とカップリング
可能であるすべての他の既知の放射性同位元素である。酵素の例は、西洋ワサビペルオキ
シダーゼ、アルカリホスファターゼ、ルシフェラーゼ、ガラクトシダーゼなどである。適
した毒素は、微生物毒素、毒性ペプチド、毒性小有機分子、合成毒素、又は医学目的に使
用される毒素のようなすべての種類の毒素である。適した色素の例はジゴキシゲニンであ
る。粒子の例は、種々の粒子直径、好ましくは０．１～１００μｍの間のものである。金
属粒子は、種々の物質、好ましくは金、銀、白金のような重元素又は他の適した金属又は
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合金、又はそれらの混合物である。磁性粒子の例は、鉄、好ましくはＦｅ３Ｏ、Ｆｅ２Ｏ

３、Ｆｅ３Ｏ４、その他のような鉄酸化物を含む、すべての種類の磁性又は磁化可能な材
料から作製される粒子である。ポリマー粒子の例は、ポリアクリルアミド、アガロース、
ポリプロピレン、ポリスチレン、ポリテトラフルオロエチレンなどのようなポリマーから
作製された粒子である。当該技術分野で知られているように、ビオチン、キチン、マルト
ース又はグルタチオンなどのような多様な他のラベルも使用することが可能である。
【００５８】
　さらに、以後ラベル配列と称される、特定の追加の核酸又はアミノ酸配列を含んでなる
ラベル又は機能性基を使用することが可能である。例えば、核酸配列を含んでなるラベル
配列は、例えば、ラベル配列に特異的なプローブでのハイブリダイゼーションにより、ポ
リメラーゼ連鎖反応などによるラベル配列の検出により、例えば、ラベル化物質の検出に
使用することが可能である。アミノ酸配列を含んでなるラベル配列の例は、ｈｉｓ－タグ
、ｆｌａｇ－タグ、ｍｙｃ－タグ又は抗体、グルタチオンＳ－トランスフェラーゼ、スト
レプトアビジン、キチン結合タンパク質、マルトース結合タンパク質、種々のレクチンな
どのような全タンパク質又はそれらの断片である。これらのラベルは、抗体の使用により
、又はプロテインＡ、プロテインＧ、プロテインＹ、プロテインＡ／Ｇ、グルタチオン、
ビオチン、キチン、マルトース又は他の糖のようなこれらのラベルに結合するリガンドの
使用により検出することが可能であり、又はこれらのラベル配列は、もしラベル配列が、
例えば、ＨＩＶ－Ｔａｔペプチド、アンテネペディアペプチド、ＶＰ２２ペプチドなどで
あれば、細胞内へのラベル化物質の輸送のような他の様式で機能することが可能である。
ラベル配列は、特にラベル配列がアミノ酸配列を含んでなれば、前記ラベル配列に特異的
な結合剤でラベル化物質を捕捉することにより、ラベル物質を精製するためにも一般に使
用することが可能である。
【００５９】
　ベクター
　核酸配列はベクターの一部であることが可能である。本発明に従ったベクターは、環状
又は線状又は分枝状、一本鎖又は二本鎖であり得、リボ核酸、デオキシリボ核酸又はそれ
らの組み合わせで構成することができる。ベクターは裸の核酸、例えば、タンパク質、脂
質、リポソーム、リン酸カルシウム沈降物又は他の物質、又はそれらの組み合わせが付随
した核酸であり得る。ベクターは、前記核酸又はベクターを含んでなるウイルス又は細胞
でもあり得る。ベクターは、例えば、ＴＩＦ１－ベータ及び／又はＴＩＦ１－ベータ断片
及び／又は誘導体又はそれらの多形形態、又は表１にリストした他の分子の量を増強又は
減少するために適していることができる。前記ペプチド及び／又はタンパク質、断片又は
それらの誘導体の量を増加させるベクターは、例えば、過渡的又は安定発現ベクターであ
る。前記ペプチド及び／又はタンパク質、断片又はそれらの誘導体の量を減少させるベク
ターは、例えば、例えばＴＩＦ１－ベータ配列特異的アンチセンス核酸、リボザイム、三
重鎖形成核酸、ＲＮＡｉ分子などをコードする核酸配列を含んでなる。ベクターは、レト
ロウイルス、アデノウイルス、バキュロウイルス、ファージ又は当該技術分野で既知の他
のウイルスのようなウイルスの形態で存在することができる。ウイルスは、生きているウ
イルス又は増殖及び／又は感染のためにヘルパーウイルスを必要とするウイルスであるこ
とができる。ベクターは、ヒト、マウス、ラットなどのような特定の種、哺乳類、齧歯類
などのような特定の種の群、又は筋肉組織，膵臓、肝臓、脂肪組織などのような特定の器
官又は組織、脂肪細胞、筋肉細胞、膵臓の細胞、神経細胞、胃腸管からの細胞などのよう
な特定のタイプの細胞に非特異的又は特異的で、又は細菌、酵母、昆虫細胞、ＣＯＳ細胞
又はＣＨＯ細胞のような細胞株に特異的であることができる。ベクターの特異性は、特異
的細胞タイプ又は種でのみ活性である特異的プロモーター核酸配列のためであることが可
能であり、又ベクターは、特異的細胞などへベクターを標的化する機構により特異的であ
り得、又はベクター中に存在するプロモーターを活性化することができ、又は前記ベクタ
ーを含んでなる個体又は細胞に与えられる物質により不活性することができる。
【００６０】
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　宿主細胞
　「宿主細胞」は異種移植片の宿主からの細胞を意味していない、しかし宿主細胞は、前
の章に記載した核酸及び／又はベクターを含んでなる細胞を意味する。核酸又はベクター
は、細胞中に過渡的に又は安定に存在することが可能であり、及び核酸又はベクターはサ
イトゾル、又は核又はミトコンドリアのような細胞の特定の小器官に存在することができ
る。ベクター配列又はそれらの断片は、例えば、プラスミドの形態でサイトゾルに存在す
ることが可能であり、又はベクター配列は、部位（配列）特異的、又はランダム又は他の
機構により、細胞のゲノム又はミトコンドリアのゲノム内に、又は細胞に存在するプラス
ミド内に部分的に又は完全に組み込まれていることが可能である。
【００６１】
　結合剤、抗体及び誘導体
　本発明の別の態様は、ＴＩＦ１－ベータ－、ＰＴＡ－又はＣＫ１８－タンパク質に特異
的な結合剤、又は表１に示されている、２３１５又は２９１６ダルトンの分子量を有する
ペプチド（両方とも分画３５で同定された）が由来するタンパク質に特異的な結合剤であ
る。加えて、本発明は、前記のペプチド又はタンパク質の断片又は多形形態又は誘導体に
特異的な結合剤を含んでなる。特別には、本発明に従った結合剤は配列番号１～５のいず
れか一つに従ったペプチドのネオエピトープに特異的に結合し、但し、これらの結合剤は
配列番号６又は７に従ったペプチドへは結合しない。好ましくは、これらの結合剤はヒト
タンパク質又はペプチドに特異的である。好ましくは、結合剤は表１にリストしたペプチ
ド又は断片又はそれらの多形形態に特異的である。本発明に従った結合剤は、中でも、レ
セプター、ファージ、小有機分子、スピーゲルマー（登録商標）のような、これらのペプ
チドに特異的なレセプター、これらのペプチドを特異的に結合するファージ、これらのペ
プチドを特異的に結合するスピーゲルマー（登録商標）、これらのペプチドを特異的に結
合する小有機分子、これらのペプチドを特異的に結合する物質で表面被覆された粒子であ
る。好ましくは、特異的結合剤は、前記ペプチド及び／又はタンパク質又は断片又は誘導
体又はそれらの多形形態を結合する特異的抗体を含んでなる。また前記抗体の断片も、こ
れらの断片が前記ペプチドに及び／又は前記タンパク質に、又は前記断片に、又は前記誘
導体に、又は前記多形形態に特異的に結合する限りは含まれる。好ましくは、前記ペプチ
ド及び／又はタンパク質又は断片又はそれらの誘導体に特異的な結合剤は、精製された形
態の、又は例えば、細胞培養上清、抗血清、腹水液として、又は卵内に含有されている形
態で存在する、いずれかの種に由来するＩｇＧ、ＩｇＡ、ＩｇＥ、ＩｇＤ又はＩｇＹ抗体
のような抗体である。抗体は、好ましくは、ヒト、マウス、ラット又は他の哺乳類、又は
卵、好ましくは鶏卵に由来することができ、又は抗体を、当該技術分野で既知の組換え技
術を使用して産生することができる。抗体はモノクローナル、オリゴクローナル又はポリ
クローナル抗体であり得る。抗体は、好ましくは、精製された特異的抗体、非特異的抗体
又はアルブミンのような他のタンパク質をさらに含んでなる精製された特異的抗体、全抗
血清から調製された、細胞培養上清から調製された、卵から調製された、又は腹水液から
調製された抗体、又は精製されていない抗体、好ましくは精製されていない抗血清、精製
されていない細胞培養上清、精製されていない腹水液、又は精製されていない組換え抗体
であり得る。好ましくは、本発明に従って精製された抗体又は抗体断片又は誘導体は、少
なくとも３０％、好ましくは、少なくとも４０％、少なくとも５０％、６０％、７０％、
７５％、８０％、８５％、９０％、９５％含んでなり、又は、好ましくは、少なくとも９
８％の前記抗体及び／又は抗体断片及び／又はそれらの誘導体を含んでなる。
【００６２】
　特異的結合剤とは、例えば、ＴＩＦ１－ベータ又はＴＩＦ１－ベータ断片のようなタン
パク質又はペプチドリガンドに特異的に結合する抗体を意味し、又は、本発明の核酸に特
異的に結合する核酸を意味する。抗体又は核酸のような結合剤の結合の特異性は、例えば
、標準ウェスタンブロッティング、ノーザンブロッティング、逆転写酵素－ポリメラーゼ
連鎖反応（ＲＴ－ＰＣＲ）、又は当該技術分野で既知の他の方法により試験することが可
能である。サンプルとして、例えば、試験されるべき抗体が恐らく特異的であるＴＩＦ１



(23) JP 2008-527984 A 2008.7.31

10

20

30

40

50

－ベータ断片をコードする核酸でトランスフェクトされた細胞を使用することができる。
陰性対照として、同一のしかしトランスフェクトされていない細胞株、又は非ＴＩＦ１－
ベータ断片でトランスフェクトされた細胞株を使用することができる。抗体の特異性を決
定するため、両方の細胞株からの溶解液を、ウェスタンブロットで試験する。抗体のよう
な特異的結合剤は、トランスフェクトされた細胞からの溶解物中でのみ正しい分子量のバ
ンドを認識するが、陰性対照からの溶解物中では認識しない。核酸の特異性を決定するた
めには、ＲＮＡを両方の細胞株から精製し、例えば、ノーザンブロットにより試験するこ
とができる。特異的結合核酸は、トランスフェクトされた細胞株のＲＮＡサンプル中にの
み正しい分子量のバンドを認識するが、陰性対照からのＲＮＡは認識せず、ノーザンブロ
ットで適切な分子量のシグナルを生じる。しかしながら、当該技術分野で知られているよ
うに、陰性対照のノーザンブロットでもシグナルがあり得るが、もし結合剤が細胞内にト
ランスフェクトされたリガンドに特異的であるならば、陰性対照中のシグナルは明らかに
より低い。特異性はさらに、ノーザンブロットにおける洗浄工程のストリンジェンシーを
増加させることにより試験することが可能であり、それは陰性対照中のシグナルを徐々に
減少させ、一方、ＴＩＦ１－ベータトランスフェクト細胞のシグナルは依然として存在す
る。
【００６３】
　本発明はさらに、異なった種に由来する抗体の一部を含んでなる抗体、例えば、マウス
抗体の抗原結合ドメイン及びヒト抗体由来の抗体又は抗体断片の他の部分を含んでなる、
例えば、ヒト化抗体のような抗体の誘導体を含んでなる。本発明は、ＴＩＦ１－ベータ断
片及び／又は誘導体又はそれらの多形形態に、又は表１にリストした他のペプチド又はタ
ンパク質にいまだ特異的に結合する限り、これらの抗体の断片及び誘導体も含む。こうし
た抗体断片の例は、Ｆａｂ２又はＦａｂ抗体断片である。本発明に従った抗体のさらなる
誘導体は、有機化合物、無機化合物、ペプチド又はタンパク質のような他の物質に共有結
合又は非共有結合で結合された抗体又は抗体の断片である。抗体のこうした誘導体の例は
、放射性核種、毒素、酵素、フルオロフォア、発色団、ビオチン又は他の有機化合物、蛍
光性タンパク質、染料又は前の章に記載したラベル配列のようなラベル配列でラベルされ
た抗体である。
【００６４】
　医薬組成物
　本発明の別の態様は医薬組成物である。これらの医薬組成物は、表１にリストしたペプ
チド及び／又は前記ペプチド及び／又はタンパク質に対応する完全タンパク質配列又は断
片又は誘導体又は多形形態、前記ペプチド及び／又はタンパク質をコードする核酸、又は
前記核酸の断片又は誘導体、前記核酸を含んでなるベクター、前記核酸又は前記ベクター
を含んでなる宿主細胞、前記ペプチド及び／又はタンパク質に特異的な結合剤又は抗体及
び／又は前記結合剤又は抗体の断片又は誘導体の様な物質を含んでなる。
【００６５】
　本発明の医薬組成物は、障害、好ましくは過剰増殖障害及び／又は分化障害及び／又は
腫瘍性障害の療法、予防、再発の治療、診断及び予後に使用することができる。好ましく
は、医薬組成物は、前の章に記載した多様なタイプに由来する細胞、好ましくは、直腸結
腸癌性又は関連する障害からの細胞の診断、予防又は治療に使用される。
【００６６】
　本発明に従った医薬組成物は、過剰増殖障害及び／又は分化障害及び／又は腫瘍性障害
を有する細胞により起こされる障害の療法及び／又は防止及び／又は再発の治療及び／又
は予防に使用するための医薬又は薬物であり得る。本医薬組成物は、癌を患っている、好
ましくは直腸結腸癌性又は関連する障害を患っている個体のために使用することができ、
及び、もし前記障害が試験された個体において存在する又は間もなく存在するであろうと
すれば、決定するための診断道具として適しているに違いない。
【００６７】
　医薬組成物は、経口的、舌下的に投与され、静脈内に注射され、皮下に注射され、腫瘍
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内、筋肉、脂肪又は他の組織内へ注射され、皮膚上又は粘膜上へ局所投与され、肺内部へ
エアロゾールとして吸入され、直腸又は他の経路を介して投与されることが可能である。
医薬組成物は、錠剤、ピル剤、カプセル剤、散剤、顆粒剤、軟膏剤、個体へ経皮的に物質
を放出する絆創膏、チンキ剤、口蓋垂、懸濁剤、液剤（その溶液は、好ましくは、注射又
は連続的注入液としての使用のために滅菌生理学的塩化ナトリウム溶液に溶解される）な
どとして供給することが可能である。医薬組成物は、充填添加剤、抗菌添加剤、保存添加
剤、着色添加剤、フレーバー添加剤、芳香添加剤、保護又は安定化添加剤などのような添
加剤を含んでなることが可能である。好ましい保護又は安定化添加剤は、ペプチド及びタ
ンパク質の分解を抑制する物質であり、例えば、ペプチド及びタンパク質を分解、凝集か
ら、又は活性の消失から保護するための、プロテアーゼ阻害剤又はアルブミン（好ましく
はヒトアルブミン）のような担体タンパク質である。医薬組成物は、必要に応じて一度又
は繰り返して個体に適用することが可能である。１日に１回又はそれ以上の回数、週１回
、月１回、又はより長い時間間隔で適用することが可能である。医薬組成物は、単独で又
は他の医薬組成物と併用して使用することが可能である。併用された医薬組成物は、治療
されている又は試験されている個体に対して相加的未満、相加的及び相乗的効果を有する
ことが可能である。医薬組成物は、３μｇまで、１０μｇまで、３０μｇまで、１００μ
ｇまで、３００μｇまで、１ｍｇまで、３０ｍｇまで、３００ｍｇまで、１グラムまでの
ＴＩＦ１－ベータペプチド及び／又はタンパク質、前記ペプチド及び／又はタンパク質を
コードする核酸、前記ペプチド及び／又はタンパク質に特異的に結合する結合剤、前記ペ
プチド及び／又はタンパク質又は前記の断片又は誘導体に特異的に結合する抗体、又はそ
れらの組み合わせを含んでなることができる。
【００６８】
　もし医薬組成物が診断組成物として使用されるならば、それは単独で又は他の診断組成
物又は診断法と併用して使用することができる。二つ又はそれより多くの医薬組成物及び
／又は診断法の併用による診断の結果は、診断の信頼性が相加的未満でもあり得るが、相
加的に改良することが可能であり、又は診断を相乗的に改良することが可能である。医薬
組成物は、好ましくは、過剰増殖障害及び／又は分化障害及び／又は腫瘍性障害、好まし
くは、癌から、又は直腸結腸癌性又は関連する障害から選択される障害の存在を証明する
ための、又は不存在を証明するための診断に使用することができる。
【００６９】
　サンプルを分析するために適した方法
　一般に、サンプル中に存在するペプチド及び／又はタンパク質を検出する、及び分析す
るために適したすべての方法を、本発明の方法において使用することが可能であり、ペプ
チド及び／又はタンパク質及び／又は核酸、好ましくは、ＴＩＦ１－ベータ及び／又はＴ
ＩＦ１－ベータ断片及び／又は前記のものをコードする核酸又は表１にリストした対応す
るペプチド、タンパク質及び核酸を決定するために使用することができる。好ましくは、
質量分析、タンパク質チップアッセイ、免疫学及び分子生物学法を使用することができる
。
【００７０】
　ペプチド、タンパク質、ＴＩＦ１－ベータ、ＴＩＦ１－ベータ断片又は誘導体又はそれ
らの多形形態を決定することとは、これらの物質の定性的又は定量的測定を意味する。使
用された方法の感度に依存して、決定はサンプル中に物質が存在していないという結果を
有してもよい（例えば、それは使用された方法の検出限界以下でしか存在しない）。もし
量が決定されたら、使用された方法に依存して、結果は相対又は絶対値であることができ
る。
【００７１】
　適した質量分析法は、中でも、マトリックス支援レーザー脱離イオン化法（ＭＡＬＤＩ
）、連続的又はパルスエレクトロスプレーイオン化法（ＥＳＩ）及びイオンスプレー又は
熱スプレー又はマッシブクラスター衝撃（ＭＣＩ）のような関連する方法である。イオン
源は、リニア又はノンリニア反射飛行時間（ＴＯＦ）、単一又は多四重極、単一又は多磁
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気セクター、フーリエ変換イオンサイクトロン共鳴（ＦＴＩＣＲ）、イオントラップ、及
びそれらの組み合わせ（例えば、イオントラップ／飛行時間）を含む検出様式と一致させ
ることが可能である。イオン化のためには、多数のマトリックス／波長組み合わせ（ＭＡ
ＬＤＩ）又は溶媒組み合わせ（ＥＳＩ）を使用することが可能である。適した他の質量分
析法は、例えば、高速原子衝突（ＦＡＢ）質量分析、表面増強レーザー脱離／イオン化（
ＳＥＬＤＩ）質量分析、同位元素コード化アフィニティータグ（ＩＣＡＴ）質量分析、Ｉ
ＴＲＡＱ質量分析(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) 又はアフィニティー質
量分析法である。
【００７２】
　さらに、適した免疫学的方法は、中でも、酵素結合免疫アッセイ（ＥＬＩＳＡ）、サン
ドイッチ、直接、間接又は競合ＥＬｌＳＡアッセイ、酵素結合免疫スポットアッセイ（Ｅ
ＬＩＳＰＯＴ）、ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）、フローサイトメトリーアッセイ（Ｆ
ＡＣＳ＝蛍光標識細胞分取）、免疫組織化学、ウェスタンブロット、蛍光共鳴エネルギー
転移（ＦＲＥＴ）アッセイ、例えば、本発明のペプチド及び／又はタンパク質を結合する
抗体、抗体断片、レセプター、リガンド又は他の剤、好ましくはＴＩＦ１－ベータ断片及
び／又はＴＩＦ１－ベータタンパク質に特異的な結合剤を使用するタンパク質－チップア
ッセイである。
【００７３】
　中でも、ノーザン又はサザンブロットハイブリダイゼーション、核酸ドット－又はスロ
ット－ブロットハイブリダイゼーション、インサイツハイブリダイゼーション、核酸チッ
プアッセイ（例えば、問題とする核酸を特異的に捕捉するＲＮＡ、ＤＮＡ又は他の核酸を
使用する）、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）、逆転写酵素ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）、中
でも、リアルタイムＰＣＲ（ｔａｑ－ｍａｎ　ＰＣＲ）を、本発明の核酸を検出するため
の分子生物学方法として使用することができる。
【００７４】
　核磁気共鳴（ＮＭＲ）、蛍光光度分析、比色分析、放射分析、発光分析又は他の分光分
析法、高速液体クロマトグラフィー、キャピラリークロマトグラフィー、薄層クロマトグ
ラフィー、プラズモン共鳴（ＢＩＡＣＯＲＥ）、１次元又は２次元ゲル電気泳動などのよ
うなさらなる方法を、ペプチド及び／又はタンパク質及び／又は核酸、好ましくは、表１
にリストした配列に対応する、好ましくはＴＩＦ１－ベータ、好ましくはヒトＴＩＦ１－
ベータに対応するものを検出するために使用することができる。
【００７５】
　以下に血漿サンプルの調製のためのプロトコールが例示される。前記プロトコールは、
血漿サンプルを得るために実施例１に記載された方法の代替法を示している。
　もしマウス又はラットではなく、より大きな実験動物又はヒト患者が血液を得るために
使用されるならば、血液は、好ましくは、肘脈から血液採取チューブ内へ集めることがで
きる。もしくは、適したサイズの他の血管を使用することができる。好ましくは、ＥＤＴ
Ａ－又はクエン酸－血漿、最も好ましくはＥＤＴＡ－血漿がサンプルとして使用される。
ＥＤＴＡ－血漿は、例えば、およそ１．５ｍｇのカリウム－ＥＤＴＡを含有する９ｍｌの
Ｓ－Ｍｏｎｏｖｅｔｔｅｓの使用により得ることができる。クエン酸－血漿は、例えば、
１ｍｌの０．１０６ｍｏｌ／ｌクエン酸溶液を含有する９ｍｌのＳ－Ｍｏｎｏｖｅｔｔｅ
ｓの使用により得ることができる。一般に、クロマトグラフィーを妨害せず、好ましくは
逆相クロマトグラフィーを妨害せず、及び質量分析による続いてのペプチド分析を妨害せ
ず、及びサンプル調製、取り扱い又は分析の他の工程を妨害しない限り、「抗凝固－有効
」濃度のすべての種類の抗凝固剤を使用することができる。多くの場合タンパク質又はペ
プチドであるプロテアーゼ阻害剤のような、ペプチド又はタンパク質含有サンプルを安定
化させるために通常使用される追加の物質は、サンプルのペプチドをマスクすることがで
きるので適していない。ヘパリンは通常種々の分子量（約６０００～４００００Ｄａ）の
ヘパリン分子の混合物であり、及びヘパリン分子は複数の陰性電荷を有しているので、ヘ
パリンのような抗凝固剤は適していない。それ故、ヘパリンは、例えば、質量分析におい
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て多数の質量シグナルを生じ、限外濾過、サイズ排除又はイオン交換クロマトグラフィー
のような他の方法でも困難を生じさせることができる。ペプチド又はタンパク質ではない
プロテアーゼ阻害剤は、本明細書に記載したサンプル調製及び分析に適合することができ
る。好ましくは、抜き取り直後、室温にて２０００ｘｇで１０分の血液の遠心分離により
血漿を得ることができる。抜き取り後、血液は血液は室温で保存すべきであり、冷却すべ
きではない。好ましくは、抜き取り後の保存時間は１時間以下、好ましくは３０分以下、
好ましくは２０分以下、好ましくは１０分以下、最も好ましくは５分以下であるべきであ
る。血液サンプル及び血漿又は血清の温度は３７～１０℃の間に、好ましくは３７～１２
℃の間に、好ましくは２６～１５℃の間に、最も好ましくは２４～１８℃の間に保たなけ
ればならない。遠心分離は、室温で又は室温近辺の温度で行うべきであり、３７℃以上又
は１０℃以下ではない。このことは血漿品質を改良し、なぜなら血液サンプルの冷却又は
加熱は血小板の活性化を生じることができ、それは血漿内にプロテアーゼ及び他の酵素の
ようなペプチド又はタンパク質を放出することにより反応する。これらのタンパク質、ペ
プチド、プロテアーゼ及び他の酵素は、血漿サンプルに存在するマーカーペプチドをほか
の方法でマスクする、覆う、消化する又は修飾する潜在的な危険性を有する。遠心分離後
、例えば、好ましくは濾液から血小板を除去するために十分小さな孔サイズを有する酢酸
セルロースフィルターユニット、好ましくは０．２～０．０１μｍ、好ましくは０．２～
０．０５μｍ、好ましくは０．２～０．１μｍ、最も好ましくは０．２μｍの孔サイズ、
及び濾過を都合よく実施するために十分大きな濾過面積、例えば、５ｃｍ２の濾過面積を
有するフィルター(Sartorius Minisart(登録商標), Sarstedt, Numbrecht, Germany) 、
が取り付けられた１０ｍｌのシリンジを使用して血漿を濾過することにより、残余血小板
を血漿サンプルから除去することができる。
【００７６】
　濾過工程を含まない、血漿サンプル質改良のための別の代替法は、二工程遠心分離スキ
ームである。第一の工程において、赤血球溶解を避けるため８００～２５００ｘｇで５～
３０分、好ましくは２０００ｘｇで１０分、血液を穏やかに遠心分離する。第二の工程に
おいて、血漿を新しいチューブに移し、１０００～３０００ｘｇで５～６０分、好ましく
は２５００ｘｇで１５分の遠心分離により、血小板の溶解なしに可能な限り多くの血小板
を除去するため、より厳しく遠心分離する。両方の遠心分離工程は、室温付近で実施せね
ばならず、３７℃以上又は１０℃以下の温度で実施すべきではない。
【００７７】
　実施例２に記載したプロトコールと異なっている、血漿サンプルの調製のためのプロト
コールが以下に記載されている。このプロトコールは、本発明に従った引き続いての分析
のためのサンプルを得るためにも適している。
【００７８】
　従って、マウス、ラット、ヒト及び他の種からの血漿のタンパク質負荷の減少のための
代替プロトコールは、２３℃での８Ｍ塩化グアニジニウム溶液による血漿サンプルの１：
３希釈、及び続いての、例えば、１５０～１０ｋＤａの分子量カットオフを有するＡｍｉ
ｃｏｎ　Ｕｌｔｒａフィルターデバイス(Millipore, Bedford, USA)（製造元の指示に従
って遠心分離された）を使用する、好ましくは、スウィング型バケットローター中、４０
００ｘｇで６０分遠心分離された、５０ｋＤａの分子量カットオフを有するＡｍｉｃｏｎ
　Ｕｌｔｒａフィルターデバイスを使用する限外濾過である。
【００７９】
　インビトロ培養細胞からのサンプル調製のための以下のプロトコールは、インビトロ培
養細胞からサンプルを調製するアプローチを示している。別のアプローチは実施例３に記
載されている。
【００８０】
　サンプル調製は、細胞培養プレートから組織培養培地を除去すること、抽出緩衝液（６
Ｍ塩化グアニジニウム、５０ｍＭグリシン、ＨＣｌの使用によりｐＨは２．６に調整され
ている）を細胞層に加えること、ゴムポリスマンを使用して組織培養プレートから細胞を
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剥がすことにより行うことができる。この工程を一度繰り返し、生じた細胞培養溶解物を
一つのサンプルに合わせる。７ｃｍの直径の組織培養プレートについて、これらの二工程
のそれぞれで１ｍｌの抽出緩衝液を使用する。細胞抽出物を、１１００ｒｐｍで振盪しな
がらサーモミキサー中、９９℃で１５分加熱する。１８０００ｘｇで１５分遠心分離した
後、上清を採取し、クロマトグラフィーにかけるか又は－８０℃で次ぎに使用するまで保
存する。すべての抽出工程は遠心分離を含んでおり、室温で実施する。
【００８１】
　組織サンプルの調製のための以下のプロトコールは、実施例５に記載されたプロトコー
ルの代替法を示している。
　腫瘍組織からのサンプル調製は、１ｍｌの抽出緩衝液（６Ｍ塩化グアニジニウム、５０
ｍＭグリシン、ＨＣｌの使用によりｐＨは２．６に調整されている）の存在下、２０～５
０ｍｇの腫瘍組織をホモゲナイズすることにより実施することができる。続いて、使用抽
出物を、１１００ｒｐｍで振盪しながらサーモミキサー中、９９℃で１５分加熱する。１
８０００ｘｇで１５分遠心分離した後、上清を採取し、クロマトグラフィーにかけるか又
は－８０℃で次ぎに使用するまで保存する。腫瘍組織の均質化は０℃以下の温度で行い、
及びすべての抽出工程は遠心分離を含んでおり、室温で実施する。
【００８２】
　試験キット
　本発明のさらなる側面は、ペプチド及び／又はタンパク質及び／又は核酸、好ましくは
、ＴＩＦ１－ベータ及び／又はタンパク質及び／又は核酸又は誘導体又はそれらの多形形
態の絶対濃度又は相対濃度を決定するための、又は存在又は不存在を決定するための試験
キットである。本試験キットは、過剰増殖障害及び／又は分化障害及び／又は腫瘍性障害
を有する細胞、好ましくは癌細胞又は結腸直腸癌性細胞又は関連する障害を有する細胞に
より起こされる障害の不存在又は存在を診断するために使用することができる。本試験キ
ットはさらに、前記障害の発生を予測するため又は段階を予測するため、及び／又は前記
障害に対する療法の成功を予測する及び／又はモニターするため、及び／又は前記障害の
再発を予測する及び／又はモニターするために使用することができる。好ましくは、当該
技術分野で知られている他の診断試験により診断が可能になる前に、前記障害を早期に診
断する及び／又は予測するため、好ましくは、本試験キットを使用することができる。本
試験キットは、限定されるわけではないが、全血、血液細胞（白血球、Ｂ細胞、Ｔ細胞、
単球、マクロファージ、赤血球及び血小板のような）、血清、血漿、血液濾過物、脳脊髄
液、尿、リンパ液、リンパ節組織、大便、結腸又は直腸からの組織、癌組織、腫瘍、ポリ
ープの組織又は他の前癌性組織、又は他の組織及び器官、ならびにそれらの組み合わせを
含む個体からのいずれかのサンプルを分析するために使用することができる。試験は、一
つ又は一つ以上の個体のプールされたサンプルで行うことが可能である。サンプルは、直
接使用することができ、又は前処理されたサンプルであることが可能であり、サンプルは
、例えば、クロマトグラフィー、濾過、沈殿、液体又は他の抽出法、免疫沈降などにより
分画されていることができる。全サンプル又は個々の又は、一つ又は一つより多くのサン
プルに由来する二つ又はそれより多くの合わされた分画を分析することができる。試験は
、一回又は数回、好ましくは数回、ペプチド又はタンパク質又は核酸、好ましくはＴＩＦ
１－ベータ、ＴＩＦ１－ベータ断片又はＴＩＦ１－ベータ核酸の量変化についての時間経
過を分析する期間にわたって行うことができる。試験は、限定されるわけではないが、本
特許出願の別の所に記載されているサンプルの分析法を含む、当該技術分野で知られてい
る多様なタイプの試験キットで行うことが可能である。試験キットは、標品として使用す
るための、及び／又は対照として使用するための、ＴＩＦ１－ベータ、ＴＩＦ１－ベータ
断片又はＴＩＦ１－ベータ核酸及び／又は前記のものの断片及び／又は誘導体及び／又は
多形形態のような物質を含んでなることができる。キットは、前記ＴＩＦ１－ベータ及び
／又はＴＩＦ１－ベータ断片に特異的に結合する、又は対応する核酸に特異的にハイブリ
ダイズする剤を含んでなることができる。さらに、本発明の試験キットは、試験キットを
どのように使用するか、サンプルをどのように調製するか、どのような種類のサンプルを
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ることができる。特に、本試験キットは、過剰増殖障害を有する細胞及び／又は分化障害
を有する細胞及び／又は腫瘍性障害を有する細胞の存在又は不存在又は予後を決定するた
めにどのようにキットを使用するのかについて、好ましくは、癌細胞又は前癌性細胞（好
ましくは結腸直腸癌性又は関連する障害に由来する）の存在の診断又は予後のためにどの
ようにキットを使用するのかについての説明書を含んでなることができる。
【００８３】
　同定されたマーカー
　本発明において、実験動物の血漿サンプルの分析により、免疫低下非ヒト宿主（即ち、
ＳＣＩＤマウス）中で増殖した、腫瘍性細胞（即ち、ＨＣＴ－１１６細胞）を使用して、
いくつかのマーカーが検出及び／又は同定された。これらのマーカーは、特定のタンパク
質、即ち、ＴＩＦ１－ベータ、プロチモシンアルファ（ＰＴＡ）及びサイトケラチン１８
（ＣＫ１８）の断片であった。正確な配列、対応する完全タンパク質配列内の配列位置及
び配列プロトコールの対応する配列番号が表１に示されている。加えて、本明細書に記載
した方法を使用して、いくつかのさらなるペプチドが、腫瘍性細胞のマーカーとして、及
び／又は過剰増殖障害を有する細胞のマーカーとして、及び／又は分化障害を有する細胞
のマーカーとして同定された。これらのペプチドの質量は２３１５Ｄａ及び２９１６Ｄａ
であったが、これらのペプチドのアミノ酸配列は決定されていない。両方のペプチドは分
画３５で同定された。表１は、本発明のペプチドが異なった種類のサンプルで観察された
ことを示している。
【００８４】
　これらのタンパク質の断片は従来の技術において知られておらず、過剰増殖障害を有す
る細胞及び／又は分化障害を有する細胞及び／又は腫瘍性細胞、好ましくは、癌細胞又は
結腸直腸癌性細胞又は関連する障害を有する細胞のためのマーカーとして適していること
は知られていない。特に、ＴＩＦ１－ベータ又は断片又は誘導体又はそれらの多形形態が
、宿主中で増殖する細胞から宿主の生体内に放出されることは従来の技術では知られてお
らず、ここで前記細胞は、過剰増殖障害を有する細胞及び／又は分化障害を有する細胞及
び／又は腫瘍性細胞である。ＴＩＦ１－ベータ（転写中間因子１－ベータ）は転写因子で
あり、そしてそれ故、細胞の核に存在することが期待される。それ故、前記細胞の宿主の
生体における過剰増殖障害を有する細胞及び／又は分化障害を有する細胞及び／又は腫瘍
性細胞の存在のためのマーカーとして細胞外ＴＩＦ１－ベータ又は断片又はそれらの誘導
体が発見されたことは驚くべきことであった。
【００８５】
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【表１】

【実施例】
【００８６】
　 
　下記の実施例は、本発明を例示することを意図しているが、本発明の範囲をいかように
も限定することは意味していない。
　実施例１：腫瘍細胞の増殖、マウス内への注射及びサンプル採取
ヒト結腸直腸癌細胞株ＨＣＴ－１１６は、ATCC, Manassas, VA, USA, 注文番号CCL-247、
から得た。腫瘍細胞を、１０％ウシ胎児血清及び２ｍＭ　Ｌ－グルタミンを補充したＲＰ
ＭＩ１６４０培地中、３７℃、５％ＣＯ２、で培養した。すべての組織培養培地及び補充
物はGibco BRL, Gaithersburg, MD, USA から得た。付着腫瘍細胞の細胞継代は、１週間
に２回、１：１０の比で細胞培養物を分割することにより実施した。注射の日（０時点）
、当該技術分野で知られているようにトリプシン／エチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）
を使用して細胞を培養フラスコから採取し、培養培地に移し、一度洗浄し、リン酸緩衝液
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（ＰＢＳ）に再懸濁した。ＰＢＳでの追加の洗浄工程の後、最終濃度をｍＬ当たり１５０
０００００生存細胞に調節した。腫瘍細胞懸濁液を、細胞凝集を避けるように注意深く混
合し、氷上に保ち、針を付けずに１．０ｍＬシリンジ内に吸引した。２００μＬの細胞懸
濁液（３，０００，０００細胞を含有）を、０．４５ｘ２５ｍｍのサイズの針を使用し、
マウスの右横腹側面内の皮下に注射した。総計で６０匹のマウスに腫瘍細胞を注射した。
４０匹の追加の動物は、陰性対照を得るために使用し、ＰＢＳのみを注射した。腫瘍を有
する動物を、腫瘍細胞注射後、第７、１３又は３４日目に殺した。各々２０匹の動物の対
照群は７及び３４日目に殺した。示された時点で、心臓穿刺によりＥＤＴＡ－血液を得た
。ＥＤＴＡ血漿は当該技術分野で知られているように調製し、個々の動物からのサンプル
は、血液吸引３０分以内に－８０℃で保存した。移植された原発性ＨＣＴ－１１６－腫瘍
の重量及び容積を切開時に決定した。腫瘍容積は、センチメーターで測定された長さ及び
平均幅の二乗を掛けることにより計算し、腫瘍容積はミリリットル（ｍＬ）として得られ
た。個々の腫瘍を秤量し、そして容積を決定したらすぐに液体窒素中で凍結し、さらに加
工するまで－８０℃で保存した。
【００８７】
　実施例２：マウス血漿を使用するサンプル調製
　分析に先立って、当該技術分野で知られているように、トリクロロ酢酸（ＴＣＡ）沈殿
により、血漿サンプルのタンパク質ロードの減少を達成した。０．５ｍＬの血漿サンプル
を１ｍＬの冷やした蒸留水に加えた。タンパク質沈澱のため、０．５ｍＬのＴＣＡ（２０
％（ｖ／ｖ）ＴＣＡ濃度）を加え、チューブを３０秒激しく混合した。氷上で３０分イン
キュベートした後、サンプルを１８，０００ｇで３０分、４℃にて遠心分離した。上清を
新しいチューブに移し、さらに加工するまで－８０℃で保存した。３７５μＬ－等量の血
漿を、クロマトグラフィー実施につき使用した。
【００８８】
　実施例３：インビトロで培養した細胞を使用するサンプル調製
　トリプシン／ＥＤＴＡ及びゴムポリスマンの使用により組織培養プレートから細胞を除
去し、６００ｇで５分、室温で遠心分離し、ＰＢＳで２回洗浄した。ペプチド抽出のため
には、５０，０００～４００，０００細胞の湿潤塊標準化サンプルを使用した。２００μ
Ｌの２００ｍＭ酢酸を加えた後、サンプルを１０分煮沸した。続いて、ＨＣｌの３０％保
存溶液を使用してサンプルのｐＨをｐＨ２～ｐＨ３に調整し、最後にＴＦＡの０．１％保
存溶液を使用して１．５ｍＬにサンプルを希釈した。４℃にて、１８，００Ｏｘｇで１０
分遠心分離後、上清を採取し、さらに加工するまで－８０℃で保存した。５０，０００～
４００，０００細胞に相当する細胞抽出物を、クロマトグラフィー実施につき使用した。
【００８９】
　実施例４：細胞培養上清を使用するサンプル調製
　１０ｍｌのシリンジを使用し、細胞培養上清は、０．２μｍ孔サイズ及び５ｃｍ２の濾
過面積を有する酢酸セルロースフィルター(Minisart(登録商標), Sartorius AG, Gotting
en, Germany)を通過させた。濾過サンプルのｐＨは、ＨＣｌの３０％（ｖ／ｖ）保存溶液
を使用してｐＨ２～ｐＨ３に調整し、さらに加工するまで－８０℃で保存した。１．５ｍ
Ｌの細胞培養上清をクロマトグラフィー実施につき使用した。
【００９０】
　実施例５：ＳＣＩＤマウスから単離されたＨＣＴ－１１６腫瘍を使用するサンプル調製
　サンプルの塊は秤量により決定した。４ｍｇの腫瘍組織の湿潤塊に８０μＬの２００ｍ
Ｍ酢酸を加えた後、サンプルを１０分煮沸した。典型的には２０～５０ｍｇの腫瘍組織を
出発物質として使用した。続いて、サンプルのｐＨを、ＨＣｌの３０％（ｖ／ｖ）保存溶
液を使用してｐＨ２～ｐＨ３に調整し、そして最後にサンプルをＴＦＡの０．１％保存溶
液を使用して１．５ｍｌまで希釈した。４℃、１８０００ｘｇで１０分遠心分離した後。
上清を採取し、さらに加工するまで－８０℃で保存した。４ｍｇの腫瘍組織に相当する細
胞抽出物をクロマトグラフィー実施につき使用した。
【００９１】
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　実施例６：サンプルの液体クロマトグラフィー
　実施された分離法は逆相クロマトグラフィーであった。種々のＲＰクロマトグラフィー
樹脂及び緩衝液は等しく適していた。約４ｍｍｘ２５０ｍｍのサイズを有するＣ１８逆相
クロマトグラフィーカラムを使用したペプチド及び／又はタンパク質の分離は以下のよう
に実施した。ここでは、Ｓｏｕｒｃｅ　ＲＰＣ、４，６ｘ１５０ｍｍ（Amersham Bioscie
nces Europe GmbH, Freiburg, Germany) が使用された。緩衝液Ａは、０．０６％容量／
容量（ｖ／ｖ）トリフルオロ酢酸（ＴＦＡ）及び９９，９４％（ｖ／ｖ）蒸留水であり、
及び緩衝液Ｂは、０．０５％（ｖ／ｖ）ＴＦＡ、８０％（ｖ／ｖ）アセトニトリル 　及
び１９．９５％（ｖ／ｖ）蒸留水であった。クロマトグラフィーは、マイクロフローセル
を備えたＨＰ１１００ＨＰＬＣ（両方ともAgilent Technologies, Boblingen , Germany 
から供給された）を使用して３３℃で行った。サンプルのｐＨは、３０％（ｖ／ｖ）ＨＣ
ｌの保存溶液を使用してｐＨをｐＨ２からｐＨ３に調整し、続いてサンプルをトリフルオ
ロ酢酸の０．０５％（ｖ／ｖ）保存溶液を使用して１．５ｍＬに希釈した。クロマトグラ
フィーに先だって、サンプルを４℃及び１８０００ｇで１０分遠心分離し、最後に、３７
５μＬ血漿、５００００～４０００００インビトロ培養細胞、腫瘍組織の４ｍｇ湿潤重量
又は１．５ｍＬの細胞培養上清に相当する、１．５ｍＬのサンプルをクロマトグラフィー
カラムにロードした。緩衝液Ａ及びＢはクロマトグラフィーの間、種々の比で混合され、
緩衝液Ｂのパーセンテージのみが述べられている。緩衝液Ａのパーセンテージは１００％
引く％緩衝液Ｂ（ｖ／ｖ）である。クロマトグラフィー条件は以下のようである：
・最初の１分間は５％緩衝液Ｂ；
・次の４４分間は５から５０％緩衝液Ｂへの直線濃度勾配；
・次の４分間は５０から１００％緩衝液Ｂへの直線濃度勾配；
・次の４分間は１００％緩衝液Ｂ。
流速は５００μＬ／分であり、そして９６分画（各々０．５ｍＬを含有する）を、５から
１００％緩衝液Ｂへの濃度勾配の間に集めた。
【００９２】
　実施例７：ヒト血漿の収集及び調製
　６２歳の平均年齢を有し、種々の癌段階の１９人の男性結腸癌患者からの血漿サンプル
を、抗凝固剤としてＥＤＴＡを使用し、当該技術分野で知られている標準法により集めた
。収集チューブを２０００ｇ及び４℃で１０分遠心分離した。血漿サンプルは、さらに加
工するまで－８０℃で保存した。クロマトグラフィーに先だって、これら１９血漿サンプ
ルの４ｍＬのプールを、当該技術分野で知られているトリクロロ酢酸（ＴＣＡ）沈殿にか
けた。簡単には、５００μＬの血漿を１ｍＬの冷却した蒸留水に加えた。タンパク質沈澱
は、５００μＬの氷冷２０％ＴＣＡ（ｖ／ｖ）を加え、チューブを３０秒激しく混合する
ことにより実施した。氷上で３０分インキュベートした後、チューブを１８，０００ｇで
３０分、４℃にて遠心分離した。上清をさらなる分析に使用した。ＴＣＡ沈澱は、高分子
量タンパク質を除去するため、及びペプチド及び低分子量タンパク質を濃縮するために行
った。続いて、ＴＣＡ沈澱の上清を実施例６に記載したように９６分画に分離した。第一
の分画化（実施例６に従って）の分画４２の３．６ｍＬ血漿等価物を使用した第二の分画
化は、２ｘ２５０ｍｍのサイズのＪｕｐｉｔｅｒ　Ｃ１８逆相カラム(Phenomenex, Ascha
ffenburg, Germany)を使用して行った。クロマトグラフィーは、マイクロフローセルを備
えたＨＰ１１００ＨＰＬＣ（両方ともAgilent Technologies, Boblingen , Germany から
供給された）を使用して３３℃で行った。緩衝液Ａは０．０６％（ｖ／ｖ）トリフルオロ
酢酸（ＴＦＡ）及び９９．９４％（ｖ／ｖ）蒸留水であり及び緩衝液Ｂは０．０５％（ｖ
／ｖ）ＴＦＡ、８０％（ｖ／ｖ）アセトニトリル及び１９．９５％（ｖ／ｖ）蒸留水であ
った。クロマトグラフィー条件は以下のようである：
・最初の１分間は５％緩衝液Ｂ；
・次の２分間は５から１５％緩衝液Ｂへの直線濃度勾配；
・次の４２分間は１５から４０％緩衝液Ｂへの直線濃度勾配；
・次の４分間は４０から１００％緩衝液Ｂへの直線濃度勾配；
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・次の４分間は１００％緩衝液Ｂ；
・次の１．５分間は１００から５０％緩衝液Ｂへの直線濃度勾配；
・次の３分間は５０から１００％緩衝液Ｂへの直線濃度勾配；
・及び最後に、最後の２．５分は１００から５０％緩衝液Ｂへの直線濃度勾配。
流速は１００μＬ／分であり、そして９６分画（各々５００μＬを含有する）を、５から
１００％緩衝液Ｂへの間に集めた。
【００９３】
　実施例８：サンプルの質量分析
　質量分析のため、ペプチドの典型的陽性イオンスペクトルをＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ（マト
リックス支援レーザー脱離イオン化飛行時間）質量分析計を使用して測定した。適したＭ
ＡＬＤＩ－ＴＯＦ質量分析計は、中でも、PerSeptive Biosystems, Framingham, USA(Voy
ager-DE, Voyager- DE PRO 又はVoyager-DE STR)又はBruker Daltonik, Bremen, Germany
 (BIFLEX) により製造されているものである。ペプチドに適した典型的マトリックス物質
は、３，５－ジメトキシ－４－ヒドロキシケイ皮酸、アルファ－シアノ－４－ヒドロキシ
ケイ皮酸及び２，５－ジヒドロキシ安息香酸のような有機酸を含んでなるマトリックス物
質である。ＭＡＬＤＩサンプル調製のため、０．１％ＴＦＡ含有アセトニトリルに溶解さ
れた、マトリックスとしてアルファ－シアノ－４－ヒドロキシケイ皮酸及びコマトリック
スとして６－デスオキシ－ｌ－ガラクトースを使用した。質量分析キャリアプレート上に
スポットされた、７．５μＬ血漿又は１０００～５０００のインビトロ培養細胞又は８０
μｇの腫瘍組織又は３０μＬの細胞培養上清に相当する、逆相クロマトグラフィーにより
得られた凍結乾燥等価物を、ペプチド及び／又はタンパク質を測定するために使用した。
分画化され、凍結乾燥されたサンプルを１５μＬのマトリックス溶液に溶解した。例えば
、１０ｇ／Ｌのα－シアノ－４－ヒドロキシケイ皮酸及び１０ｇ／ＬのＬ（－）フコース
を含有するこのマトリックス溶液を、容量（ｖ／ｖ）で４９：４９：１：１の比のアセト
ニトリル、水、トリフルオロ酢酸（ＴＦＡ）及びアセトンから成る溶媒混合物に溶解した
。０．３μＬのこのサンプル溶液をＭＡＬＤＩキャリアプレートに移し、乾燥させたサン
プルをPerSeptive Biosystems からのVoyager-DE STR MALDI質量分析計で分析した。測定
は、遅延抽出（商標）を伴うリニアモードで行った。ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ質量分析計は、
ペプチドが質量分析計の動的測定範囲内である（それ故検出器飽和が避けられる）濃度で
存在するとすれば、ペプチド、例えば、本発明のペプチドを定量することに用いることが
可能である。個々のペプチド及び／又はタンパク質質量シグナルを定量するＭＡＬＤＩ質
量分析計の能力は、５０～８００ｐｍｏｌの既知の濃度の、ニューロテンシンのようなペ
プチドを、血漿サンプルのような複雑な生物学的サンプルへ添加することにより確認した
。続いてこれらのサンプルを逆相クロマトグラフィーにより分離し、添加したペプチドを
含有する分画を、実施例に記載したように質量分析計で分析した。例えば、ニューロテン
シンペプチドのＭＡＬＤＩ質量分析質量シグナル強度と血漿サンプルに添加したニューロ
テンシンペプチドの量の間には直線的相関があり、ＭＡＬＤＩ質量分析は、血漿のような
複雑なサンプル中のペプチドを定量的に決定するために適していることを示している（図
２）
　実施例９：ペプチド同定
　異なって発現されたペプチドの検出は、減法ペプチドディスプレイマップ及び相関分析
の計算により達成した。腫瘍を有するマウス、細胞培養物又は組織検体からの血漿のペプ
チドディスプレイマップでのみ現れ、対照マウス血漿では現れない選択されたペプチドを
ＥＳＩ－ｑＴＯＦシークエンシング(PE Applied Biosystems, Framingham, USA) により
分析した。当業者には既知の様式で、特異的ｍ／ｚ（質量／電荷）値に基づいて、質量分
析計中でペプチドイオンを選択した。これらの選択されたイオンは次ぎに衝突ガス（例え
ば、ヘリウム又は窒素）で衝突エネルギー（２０－４０ｅＶ）を供給することにより断片
化し、生じたペプチド又はタンパク質の断片を質量分析計中の積分分析ユニットで検出し
、そして相当するｍ／ｚ値を決定した（タンデム質量分析計の原理）。ペプチドの断片化
挙動は、ペプチドの明確な同定を可能にする。例えば、質量分析を四重極－ＴＯＦ（飛行
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時間）シークエンシング（ＱＳｔａｒ－Ｐｕｌｓａｒモデル）により、又はＥＳＩ－ｑＴ
ＯＦシークエンシング（両方とも、PE Applied Biosystems, Framingham,USA より）によ
り行うことが可能である。生じたペプチド断片スペクトルは、生成物イオンスキャンモー
ドのｎａｎｏＳｐｒａｙを使用して検出した（スプレー電圧９５０Ｖ、衝突エネルギー２
０から４０ｅＶ）。サンプル当たり２００までのスキャンを蓄積した。電荷状態デコンボ
リューションはＢｉｏＡｎａｌｙｓｔプログラムパッケージ（PE Applied Biosystems)の
Ｂａｙｅｓｉａｎ再構築ツールを使用して実行し、デアイソトーピング（ｄｅｉｓｏｔｏ
ｐｉｎｇ）はＶｏｙａｇｅｒ　５．１ソフトウェア（PE Applied Biosystems)により達成
した。質量スペクトルはＭＡＳＣＯＴジェネリックファイルフォーマットで保存し、ＭＡ
ＳＣＯＴ１９データベース検索エンジン(Matrix Science, London, UK)へ提出した。検索
したデータベースはＳｗｉｓｓＰｒｏｔ(Version 39.6, www.expasy.ch)及びＭＳＤＢ(Ve
rsion 010721 , EBI, Europe)であった。加えて、このペプチドシークエンシング法は、
タンパク質及びペプチドの生物学的活性の調節にしばしば関与するリン酸化又はアセチル
化のようなアミノ酸修飾の同定も可能にする。
【００９４】
　組織標本の単一ＨＰＬＡ分画のＭＡＬＤＩ－ＰＳＤ－ＭＳ測定も、Ｖｏｙａｇｅｒ　Ｔ
ｏＦ質量分析計(Applied Biosystems, Framingham, MA, USA) を使用して実施した。
　実施例１０：データ分析
実施例６又は７で記載したような分画化に続いて、各分画を実施例８に記載したようにＭ
ＡＬＤＩ質量分析により個々に分析し、各サンプルについて９６の質量スペクトルを生じ
た。これら９６の質量スペクトルをいわゆるペプチドディスプレイに電子的に合併した。
これらペプチドディスプレイのｘ軸は分子量を示し、ｙ軸は分画番号を示し、そして色強
度（グレースケール）は質量分析シグナル強度を表す。ペプチドディスプレイのデータは
バックグラウンドノイズについて調整することにより再加工することができ、異常値は分
析から除くことができる。ペプチドディスプレイ間の相違を、電子的にお互いに差し引く
ことにより、及び／又は質量シグナル強度の相関分析により計算した。相関分析について
は、閾値質量シグナル強度より上のあらゆる質量シグナル強度を、同一の特定の質量シグ
ナル強度の閾値より上のいずれかの他の質量シグナル強度に対する相関について試験した
。異なった（相対的）濃度のペプチド及び／又はタンパク質の検出は、比較すべきサンプ
ルからの質量分析データ（質量シグナル強度）との比較により行われた。インビトロ培養
腫瘍細胞からの、又はインビボＳＣＩＤマウス増殖腫瘍細胞からの、又は組織培養上清か
らの、又はＳＣＩＤマウスの血清からの、又はヒト結腸癌患者の血清からのペプチドディ
スプレイは、約１０００～２３００の非重複性ペプチド及び／又はタンパク質質量シグナ
ルを与えた。
【００９５】
　異種移植片（移植されたヒトＨＣＴ－１１６結腸腫瘍細胞株）に明瞭に由来する多様な
ペプチド及び／又はタンパク質質量シグナルがＳＣＩＤマウスの血漿中で同定された。こ
れらのペプチド及び／又はタンパク質は、異種移植片移植ＳＣＩＤマウスの血漿に検出さ
れたが、腫瘍細胞（異種移植片）の代わりにＰＢＳを注射した対照マウスでは検出されな
かった。加えて、これら多様なペプチドのいくつかは、インビトロ培養ＨＣＴ－１１6結
腸腫瘍細胞の細胞培養物上清中で、インビトロ培養ＨＣＴ－１１6結腸腫瘍細胞の細胞抽
出物中で及び／又はＨＣＴ－１１６細胞を含んでなる腫瘍（その腫瘍はＳＣＩＤマウスか
ら単離された）の細胞抽出物中でも同定された。表１は、検出された及び／又は同定され
たペプチド、及びそれらが検出されたサンプルの種類を要約している。その配列が同定さ
れたペプチドは、それらが由来する親分子／タンパク質の完全配列内の各配列位置により
示されている。
【図面の簡単な説明】
【００９６】
【図１】図１はＳＣＩＤマウスにおける、ＨＣＴ－１１６腫瘍細胞の増殖時間（ｘ軸）の
関数としての腫瘍重量（ｙ軸）を示している。腫瘍重量はグラムで示されており、腫瘍の
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増殖時間は日数で与えられている。腫瘍細胞注射後、第１４日目又は第３４日目に測定さ
れた個々の腫瘍の測定値は、黒丸で示されている。時間に対する腫瘍重量の相関ｒは０．
９０であった。
【図２】５０～８００ｐｍｏｌのニューロテンシンを血漿サンプル内に導入し、続いて逆
相クロマトグラフィーにより分離し、ニューロテンシンを含有する分画を実施例に記載し
たように質量分析法により分析した。ニューロテンシンのＭＡＬＤＩ質量分析シグナル強
度（ｙ－軸）と、血漿サンプルに加えられたニューロテンシンペプチドの量（ｘ－軸）間
に直線関係があり：ＭＡＬＤＩ質量分析は、血漿のような複雑なサンプル中のペプチドを
定量的に決定するのに適していることを示している。
【図３】この図は、ＴＩＦ１－ベータのアミノ酸残基２～３９（表１、配列番号１）に相
当するＴＩＦ１－ベータ断片（血漿中で観察された）のピークのＭＡＬＤＩ質量シグナル
強度に対する、個々のマウスの腫瘍の湿潤重量を示している。ｘ及びｙは対数フォーマッ
トであり、ｙ軸は任意単位でのＭＡＬＤＩ質量シグナル強度を表しており、一方、ｘ軸は
腫瘍重量を表している。ＭＡＬＤＩ質量シグナル強度対腫瘍重量の相関係数ｒは０．９７
であった。
【図４】パネルＡはＨＣＴ－１１６結腸癌細胞を注射して３４日後の、ＳＣＩＤマウス血
漿のＲＰ－クロマトグラフィーにより得られた個々の分画の質量スペクトルを示している
。ｙ軸はＭＡＬＤＩ質量シグナル強度を表し、ｘ軸はダルトンでの分子量を表している。
矢印は問題とするペプチドを表しているピーク（実験的に決定された質量は３１７１ダル
トンであった：理論的モノアイソトピック質量は３１６９ダルトンである）を示しており
、それは配列決定後、ＴＩＦ１－ベータのアミノ酸残基２～３９に相当するヒトＴＩＦ１
－ベータ（ＴＩＦ１－ｂ）の断片と同定された。パネルＢは、異なったサンプルを使用し
て発生させた種々の質量スペクトルのパネルＡと同一の質量ウィンドウを示している。こ
れらの質量スペクトルは「ゲル様」ビューで示されており、サンプルのより容易な比較を
可能にするため、質量シグナル強度は色強度（グレースケール）に変換された。以下のサ
ンプルのＭＡＬＤＩ質量シグナル強度が以下の順で示されている：ＨＣＴ－１１６腫瘍を
有しない１４の個々のＳＣＩＤマウスの１４の個々に測定された血漿サンプル、ＨＣＴ－
１１６腫瘍を有する９の個々のＳＣＩＤマウスの９の個々に測定された血漿サンプル、イ
ンビトロ培養ＨＣＴ－１１６細胞から調製された細胞抽出物の１サンプル、インビトロ培
養ＨＣＴ－１１６細胞から集められた上清の１サンプル、１９の結腸癌腫患者から集めら
れたヒト血漿のプールの１サンプル。下部の矢印は、パネルＡで示されたものと同一のＴ
ＩＦ１－ベータ断片を示している。このＴＩＦ－ベータのＭＡＬＤＩ質量シグナルは、Ｈ
ＣＴ－１１６を有しないＳＣＩＤマウスの血漿サンプルを除いて、すべてのサンプル中に
存在した。
【図５】図５は、図４と同じ種類の実験を示している。すべてのサンプルは「ゲル様」ビ
ューで示されている。以下のサンプルのＭＡＬＤＩ質量シグナル強度が以下の順で示され
ている：ＨＣＴ－１１６腫瘍を有しないＳＣＩＤマウスの１４の個々に測定された血漿サ
ンプル、ＨＣＴ－１１６腫瘍を有するＳＣＩＤマウスの８の個々に測定された血漿サンプ
ル。図の下部の矢印は、未知の配列のペプチドに対応する、２３１５ダルトンの実験的に
決定された質量シグナル（分画３５で同定された）を示している。この質量シグナルは、
ＨＣＴ－１１６腫瘍を有するＳＣＩＤマウスの血漿サンプルに存在したが、ＨＣＴ－１１
６腫瘍を有しないＳＣＩＤマウスの血漿サンプル中には存在しないか又は非常に低かった
。
【図６】この図は、図４と同じ種類の実験を示している。すべてのサンプルは「ゲル様」
ビューで示されている。以下のサンプルのＭＡＬＤＩ質量シグナル強度が以下の順で示さ
れている：ＨＣＴ－１１６腫瘍を有しないＳＣＩＤマウスの１４の個々に測定された血漿
サンプル、ＨＣＴ－１１６腫瘍を有するＳＣＩＤマウスの９の個々に測定された血漿サン
プル。図の下部の矢印は、未知の配列のペプチドに対応する、２９１６ダルトンの実験的
に決定された質量シグナル（分画３５で同定された）を示している。この質量シグナルは
、ＨＣＴ－１１６腫瘍を有するＳＣＩＤマウスの血漿サンプルに存在したが、ＨＣＴ－１
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ナイツズザンネ
ランピングノルベルト

发明人 タンメン,ハラルド
ヘス,リュディガー
ショルン,カルル
ライター,ルードルフ
ナイツ,ズザンネ
ランピング,ノルベルト

IPC分类号 C12N15/09 C12Q1/02 C07K14/47 C12N1/15 C12N1/19 C12N1/21 C12N5/10 C12N15/02 G01N33/53 
G01N27/62 C07K16/18

CPC分类号 G01N33/57419

FI分类号 C12N15/00.ZNA.A C12Q1/02 C07K14/47 C12N1/15 C12N1/19 C12N1/21 C12N5/00.A C12N15/00.C 
G01N33/53.D G01N27/62.V C07K16/18

F-TERM分类号 2G041/CA01 2G041/DA04 2G041/DA05 2G041/DA16 2G041/EA04 2G041/FA12 2G041/GA02 2G041
/GA03 2G041/GA05 2G041/GA06 2G041/GA08 2G041/GA09 2G041/HA01 2G041/JA07 2G041/LA07 
2G041/LA08 4B024/AA12 4B024/BA44 4B024/BA61 4B024/CA04 4B024/HA11 4B024/HA14 4B024
/HA15 4B063/QA01 4B063/QA18 4B063/QQ03 4B063/QQ43 4B063/QR32 4B063/QR40 4B063/QR48 
4B063/QS34 4B063/QS35 4B065/AA93X 4B065/BC50 4B065/CA24 4B065/CA46 4H045/AA10 4H045
/AA20 4H045/AA30 4H045/CA41 4H045/EA51 4H045/GA25

代理人(译) 小林 泰
千叶昭夫
山本修

优先权 2005001341 2005-01-24 EP

外部链接 Espacenet

摘要(译)

许多疾病，特别是肿瘤疾病，例如癌症和息肉，是过度增殖细胞或具有分化障碍的细胞的结果。早期检测对于这些类型的疾病非常
重要，并且尚未获得针对常见类型的癌症（例如结肠直肠癌）的可靠和早期生物标志物。因此，需要用于鉴定此类新标记的新标记
和方法。本发明中，病症如癌症，优选地，用于病症适合作为标记物和治疗剂结直肠癌或相关，例如息肉，从转录因子中间体1个β
（TIF1-β）肽和蛋白质及其衍生物。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/77f30c86-70eb-4a3b-887c-fdb9455f8879
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/034933428/publication/JP2008527984A?q=JP2008527984A



