
(57)【要約】
本発明は、前立腺癌を検出、特定、予防、および治療するための方法に関する。ＦＫＢＰ
マーカーが提供され、その場合に、ＦＫＢＰマーカーの１またはそれ以上の発現のレベル
の変化が前立腺癌の存在に関連する。

JP 2004-526425 A 2004.9.2



【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
対 象 が 前 立 腺 癌 に 罹 患 し て い る か ど う か を 評 価 す る 方 法 で あ っ て 、
ａ ） 対 象 か ら の サ ン プ ル 中 の Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ マ ー カ ー の 発 現 の レ ベ ル 、 お よ び
ｂ ） 対 照 サ ン プ ル 中 の マ ー カ ー の 発 現 の 正 常 レ ベ ル 、 を 比 較 す る こ と を 含 み 、 対 象 か ら の
サ ン プ ル 中 の マ ー カ ー の 発 現 レ ベ ル と 正 常 レ ベ ル の 間 の 有 意 な 差 が 、 対 象 が 前 立 腺 癌 に 罹
患 し て い る こ と を 示 す も の で あ る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
マ ー カ ー 化 合 物 が 転 写 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 部 分 に 対 応 し 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド が マ ー カ ー を 含 む も の で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
サ ン プ ル が 対 象 か ら 得 ら れ る 細 胞 を 含 む も の で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
細 胞 が 前 立 腺 か ら 採 取 さ れ る も の で あ る 、 請 求 項 ３ 記 載 の 方 法
【 請 求 項 ５ 】
細 胞 が 血 液 か ら 採 取 さ れ る も の で あ る 、 請 求 項 ３ 記 載 の 方 法
【 請 求 項 ６ 】
サ ン プ ル 中 の マ ー カ ー の 発 現 レ ベ ル が 、 前 立 腺 癌 に 罹 患 し て い な い 対 象 に お け る マ ー カ ー
の 発 現 の 正 常 レ ベ ル と 、 少 な く と も 係 数 ２ だ け 差 が あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
サ ン プ ル 中 の マ ー カ ー の 発 現 レ ベ ル が 、 前 立 腺 癌 に 罹 患 し て い な い 対 象 に お け る マ ー カ ー
の 発 現 の 正 常 レ ベ ル と 、 少 な く と も 係 数 ３ だ け 差 が あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
サ ン プ ル 中 の マ ー カ ー の 発 現 レ ベ ル を 、 マ ー カ ー に 対 応 す る タ ン パ ク 質 の サ ン プ ル 中 で の
存 在 を 検 出 す る こ と に よ り 評 価 す る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
タ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 試 薬 を 用 い て タ ン パ ク 質 の 存 在 を 検 出 す る 、 請 求 項 ８ 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
試 薬 が 、 抗 体 、 抗 体 誘 導 体 、 お よ び 抗 体 フ ラ グ メ ン ト か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項
９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
サ ン プ ル 中 の マ ー カ ー の 発 現 の レ ベ ル を 、 転 写 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 部 分 の
サ ン プ ル 中 で の 存 在 を 検 出 す る こ と に よ り 評 価 す る 方 法 で あ っ て 、 転 写 さ れ た ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド が マ ー カ ー を 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
転 写 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が ｍ Ｒ Ｎ Ａ で あ る 、 請 求 項 １ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
転 写 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が ｃ Ｄ Ｎ Ａ で あ る 、 請 求 項 １ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
検 出 の ス テ ッ プ が 、 転 写 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 増 幅 す る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １
１ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
サ ン プ ル 中 の マ ー カ ー の 発 現 の レ ベ ル を 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件
下 で マ ー カ ー と ア ニ ー ル す る も し く は ポ リ ペ プ チ ド の 部 分 と ア ニ ー ル す る （ こ こ で 、 ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド は マ ー カ ー を 含 む ） 転 写 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の サ ン プ ル 中 で の 存 在 を 検
出 す る こ と に よ り 評 価 す る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
対 象 に お け る 前 立 腺 癌 の 進 行 を モ ニ タ ー す る 方 法 で あ っ て 、
ａ ） 第 １ の 適 当 な 時 点 で 対 象 サ ン プ ル に お い て Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ マ ー カ ー の 発 現 を 検 出 す る こ と 、
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；
ｂ ） そ の 後 の 適 当 な 時 点 で ス テ ッ プ （ ａ ） を 反 復 す る こ と ； お よ び 、
ｃ ） ス テ ッ プ （ ａ ） と （ ｂ ） に お い て 検 出 さ れ た 発 現 の レ ベ ル を 比 較 し 、 そ し て そ れ よ り
、 対 象 に お け る 前 立 腺 癌 の 進 行 を モ ニ タ ー す る こ と 、
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
マ ー カ ー が 転 写 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 部 分 に 対 応 し 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が マ
ー カ ー を 含 む 、 請 求 項 １ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
サ ン プ ル が 対 象 か ら 得 ら れ る 細 胞 を 含 む も の で あ る 、 請 求 項 １ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
細 胞 が 、 前 立 腺 か ら 採 取 さ れ る も の で あ る 、 請 求 項 １ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
細 胞 が 、 血 液 か ら 採 取 さ れ る も の で あ る 、 請 求 項 １ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
対 象 に お い て 前 立 腺 癌 を 阻 害 す る 治 療 の 有 効 性 を 評 価 す る 方 法 で あ っ て 、
ａ ） 治 療 の 少 な く と も 一 部 を 対 象 に 提 供 す る 前 に 対 象 か ら 得 た 第 １ サ ン プ ル に お け る Ｆ Ｋ
Ｂ Ｐ ５ ４ マ ー カ ー の 発 現 を 得 る こ と ；
ｂ ） 治 療 の 部 分 を 提 供 後 に 対 象 か ら 得 た 第 ２ サ ン プ ル に お け る Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ マ ー カ ー の 発
現 を 得 る こ と ；
を 含 み 、 第 ２ サ ン プ ル に お け る マ ー カ ー の 発 現 の 、 第 １ サ ン プ ル に 対 し て 有 意 に 低 い レ ベ
ル が 、 治 療 が 対 象 に お い て 前 立 腺 癌 を 阻 害 す る の に 有 効 で あ る こ と を 示 す も の で あ る 方 法
。
【 請 求 項 ２ ２ 】
試 験 化 合 物 が 細 胞 に お い て 前 立 腺 癌 を 誘 発 す る 潜 在 的 能 力 を 評 価 す る 方 法 で あ っ て 、
ａ ） 試 験 化 合 物 の 存 在 お よ び 不 在 下 に 細 胞 の 別 個 の 部 分 標 本 を 維 持 す る こ と ； お よ び 、
ｂ ） 部 分 標 本 の そ れ ぞ れ に お け る Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ マ ー カ ー の 発 現 を 比 較 す る こ と 、
を 含 み 、 試 験 化 合 物 の 存 在 下 に 維 持 し た 部 分 標 本 に お け る Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ マ ー カ ー の 発 現 の
、 試 験 化 合 物 の 不 在 下 に 維 持 し た 部 分 標 本 に 対 し て 有 意 に 高 ま っ た レ ベ ル が 、 試 験 化 合 物
が 細 胞 に お い て 前 立 腺 癌 を 誘 発 す る 潜 在 的 能 力 を 有 す る こ と を 示 す も の で あ る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ マ ー カ ー に 対 応 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド を 対 象 の 細 胞 に 提 供 す る こ と を 含 む 、 前 立 腺 癌 に 罹 患 し て い る 対 象 を 治 療 す る 方 法
。
【 請 求 項 ２ ４ 】
前 立 腺 癌 を 進 行 さ せ る 危 険 の あ る 対 象 に お い て 前 立 腺 癌 を 阻 害 す る 方 法 で あ っ て 、 Ｆ Ｋ Ｂ
Ｐ ５ ４ マ ー カ ー に 対 応 す る 遺 伝 子 の 発 現 を 阻 害 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
前 立 腺 癌 を 治 療 す る の に 有 用 な 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
ａ ） 試 験 化 合 物 の 存 在 下 に お け る 細 胞 中 の Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ マ ー カ ー の 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る
こ と ； お よ び 、
ｂ ） ス テ ッ プ （ ａ ） に お い て 測 定 さ れ た 発 現 を 、 試 験 化 合 物 の 不 在 下 で の 細 胞 中 の Ｆ Ｋ Ｂ
Ｐ ５ ４ マ ー カ ー の 発 現 と 比 較 す る こ と 、
を 含 み 、 試 験 化 合 物 の 存 在 下 で の Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ マ ー カ ー の 発 現 レ ベ ル が 、 試 験 化 合 物 の 不
在 下 で の そ の 発 現 レ ベ ル よ り も 低 い 場 合 に 、 化 合 物 が 前 立 腺 癌 を 治 療 す る の に 有 用 な も の
で あ る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
発 現 レ ベ ル を 、 Ｆ Ｋ Ｐ ５ ４ マ ー カ ー の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の レ ベ ル を 測 定 す る こ と に よ り 決 定 す る 、
請 求 項 ２ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
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発 現 レ ベ ル を 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ マ ー カ ー の タ ン パ ク 質 の レ ベ ル を 測 定 す る こ と に よ り 決 定 す
る 、 請 求 項 ２ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
細 胞 が 前 立 腺 癌 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ２ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
前 立 腺 癌 を 治 療 す る の に 有 用 な 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
ａ ） Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ マ ー カ ー の 活 性 を 測 定 す る こ と ； お よ び 、
ｂ ） ス テ ッ プ （ ａ ） に お い て 測 定 さ れ た 活 性 を 、 試 験 化 合 物 の 不 在 下 で の Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ マ
ー カ ー の 活 性 の レ ベ ル と 比 較 す る こ と 、
を 含 み 、 試 験 化 合 物 の 存 在 下 で の Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ マ ー カ ー の 活 性 が 、 試 験 化 合 物 の 不 在 下 で
の そ の 活 性 レ ベ ル よ り も 低 い 場 合 に 、 化 合 物 が 前 立 腺 癌 を 治 療 す る の に 有 用 な も の で あ る
方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
細 胞 が 前 立 腺 癌 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ２ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ マ ー カ ー の 発 現 を 低 下 さ せ る 化 合 物 を 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 患 者 に お
い て 前 立 腺 癌 を 治 療 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
化 合 物 が 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ マ ー カ ー の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 を 低 下 さ せ る も の で あ る 、 請 求 項 ３ １
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
化 合 物 が 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ マ ー カ ー の タ ン パ ク 質 の 発 現 を 低 下 さ せ る も の で あ る 、 請 求 項 ３
１ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
前 立 腺 癌 に 罹 患 し て い る 対 象 に お け る ア ン ド ロ ゲ ン 除 去 治 療 の 有 効 性 を 決 定 す る 方 法 で あ
っ て 、
ａ ） 適 当 な 第 １ 時 点 で 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ マ ー カ ー の 発 現 レ ベ ル を 対 象 に お い て 検 出 す る こ と
；
ｂ ） 対 象 が ア ン ド ロ ゲ ン 除 去 治 療 を 開 始 し た 後 の そ の 後 の 適 当 な 時 点 で 、 ス テ ッ プ （ ａ ）
を 反 復 す る こ と ； お よ び 、
ｃ ） ス テ ッ プ （ ａ ） と （ ｂ ） に お い て 検 出 さ れ た Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ マ ー カ ー の 発 現 の レ ベ ル を 比 較
す る こ と 、
を 含 み 、 発 現 レ ベ ル の 低 下 が 、 ア ン ド ロ ゲ ン 除 去 治 療 が 低 下 効 力 を 有 す る も の で あ る こ と
を 示 す も の で あ る 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 出 願 は 、 ２ ０ ０ ０ 年 １ １ 月 ２ ８ 日 に 出 願 さ れ た 、 「 前 立 腺 癌 の 診 断 お よ び 治 療 に 有 用 な
Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ 核 酸 お よ び ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 分 析 」 と い う 標 題 の 合 衆 国 仮 特 許 出 願 第 ６ ０
/２ ５ ３ ,５ ３ ９ 号 の 利 益 を 主 張 す る 。 前 記 出 願 の 教 示 す る と こ ろ は 、 本 明 細 書 中 に 引 用 に
よ り 組 み 込 ま れ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
前 立 腺 癌 は 、 癌 に 関 連 す る 死 亡 の ２ 番 目 に 最 も 一 般 的 な 原 因 で あ り 、 そ し て 本 年 だ け で も
推 定 ３ ７ ， ０ ０ ０ 人 を 死 亡 さ せ る 。 雄 の 哺 乳 動 物 に お い て も っ ぱ ら 見 出 さ れ る 前 立 腺 は い
く つ か の 調 節 性 ペ プ チ ド を 産 生 す る 。 前 立 腺 は 、 基 質 細 胞 お よ び 上 皮 細 胞 か ら な り 、 後 者
の 群 は 、 円 柱 状 の 分 泌 細 胞 お よ び 基 底 の 非 － 分 泌 細 胞 か ら な る 。 こ れ ら の 基 底 細 胞 な ら び
に 基 質 細 胞 の 増 殖 に よ り 、 一 の 一 般 的 な 前 立 腺 疾 患 で あ る 良 性 の 前 立 腺 増 殖 （ Ｂ Ｐ Ｈ ） が
引 き 起 こ さ れ る 。 他 の 一 般 的 な 前 立 腺 疾 患 は 、 致 命 的 な 病 態 生 理 学 的 前 立 腺 癌 の 最 も 一 般
的 な も の で あ る 前 立 腺 癌 （ Ｃ ａ Ｐ ） で あ る 。 前 立 腺 癌 に は 、 前 立 腺 の 周 辺 領 域 に お け る 上
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皮 細 胞 の 悪 性 の 形 質 転 換 が 関 与 し て い る 。 前 立 腺 癌 お よ び 良 性 の 前 立 腺 増 殖 は 、 年 と っ た
ヒ ト の 男 性 に お い て 高 発 症 率 を 有 す る ２ つ の 一 般 的 な 前 立 腺 疾 患 で あ る 。 ５ ５ 歳 を 越 す ４
人 の 男 性 当 た り 約 １ 人 が 、 い く つ か の 形 態 ま た は 他 の 形 態 の 前 立 腺 疾 患 に 罹 患 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
今 日 ま で 、 正 常 、 良 性 、 お よ び 癌 の 前 立 腺 に よ り 合 成 お よ び 分 泌 さ れ る 種 々 の 物 質 が 、 種
々 の 前 立 腺 疾 患 の 病 因 の 理 解 を 得 る た め の お よ び 前 立 腺 疾 患 の 診 断 に お け る 腫 瘍 マ ー カ ー
と し て 用 い ら れ て い る 。 正 常 な 前 立 腺 に よ り 分 泌 さ れ る ３ つ の 主 な タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ
チ ド は 、 前 立 腺 酸 ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ Ｐ Ａ Ｐ ） 、 前 立 腺 特 異 的 抗 原 （ Ｐ Ｓ Ａ ） 、 お よ び ヒ ト
精 子 血 漿 イ ン ヒ ビ ン （ Ｈ Ｓ Ｐ Ｉ ） と し て も 知 ら れ る 前 立 腺 イ ン ヒ ビ ン （ Ｐ Ｉ Ｐ ） で あ る 。
Ｐ Ｓ Ａ お よ び Ｐ Ａ Ｐ は 共 に 前 立 腺 疾 患 の 検 出 に お け る 腫 瘍 マ ー カ ー と し て 研 究 さ れ て い る
が 、 両 者 は 良 性 の 前 立 腺 増 殖 （ Ｂ Ｐ Ｍ ） を 有 す る 前 立 腺 に お い て 高 ま っ た レ ベ ル を 示 す の
で 、 い ず れ の マ ー カ ー も 特 異 的 で は な く 、 そ れ ゆ え 使 用 が 制 限 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
利 用 可 能 な 知 識 は あ る も の の 、 前 立 腺 癌 疾 患 の 基 礎 で あ る 遺 伝 学 的 基 礎 お よ び そ の 進 行 に
関 わ っ て い る 可 能 性 の あ る ア ン ド ロ ゲ ン 調 節 性 遺 伝 子 に つ い て は ほ と ん ど 知 ら れ て い な い
。 ア ン ド ロ ゲ ン は 前 立 腺 癌 の 生 理 に お い て 腫 瘍 な 役 割 を は た す こ と が 知 ら れ て い る が 、 ホ
ル モ ン 調 節 の 完 全 な 複 雑 さ に つ い て は 完 全 に は 解 明 さ れ て お ら ず 、 そ し て も っ と ア ン ド ロ
ゲ ン に 関 連 す る プ ロ セ ス は 解 明 さ れ て い る 。 こ れ ら の プ ロ セ ス の 多 く は 、 解 明 さ れ な い で
い る 、 前 立 腺 癌 に 関 連 す る い く つ か の 分 子 が 関 与 し て い る 。 加 え て 、 該 疾 患 の 病 因 に 未 だ
関 係 づ け ら れ て い な い い く つ か の 公 知 の 分 子 が 存 在 す る 可 能 性 が あ る 。 従 っ て 、 前 立 腺 疾
患 に 関 連 し て い る 未 公 知 の タ ン パ ク 質 お よ び そ れ ら を コ ー ド し て い る 遺 伝 子 を 同 定 す る 必
要 が あ る 。 前 立 腺 癌 の 病 因 に 未 だ 関 連 づ け ら れ て い な い 公 知 の 分 子 、 特 に 前 立 腺 癌 の 診
断 、 予 防 、 お よ び 治 療 の た め の 標 的 と し て 役 立 ち 得 る も の を 同 定 す る 必 要 も あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
本 発 明 は 、 ア ン ド ロ ゲ ン 依 存 性 前 立 腺 癌 細 胞 （ 例 え ば 、 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 株 ） に お け る ア ン
ド ロ ゲ ン 誘 導 性 の 多 く の 遺 伝 子 の 発 見 に 部 分 的 に 基 く も の で あ る 。 こ れ ら の 遺 伝 子 は 、 前
立 腺 疾 患 の 検 出 、 診 断 、 お よ び 予 測 に 適 し た マ ー カ ー と し て 役 立 つ 。 本 発 明 に よ り 、 前 立
腺 癌 の 検 出 お よ び 診 断 の た め の 方 法 お よ び ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ が 提 供 さ れ る 。 第 １ の
ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ は 、 前 立 腺 癌 に 関 係 す る 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル の 変 化 を 検 出 す る も
の で あ る 。 特 に 、 本 発 明 に よ り 、 前 立 腺 疾 患 の 検 出 、 診 断 お よ び 予 測 の た め の 遺 伝 子 マ ー
カ ー と し て の 、 Ｆ Ｋ － 結 合 タ ン パ ク 質 （ Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ） 例 え ば 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ Ｄ ５ ４ な ど の イ ム ノ
フ ィ リ ン の 使 用 が 提 供 さ れ る 。 イ ム ノ フ ィ リ ン は 、 シ ク ロ ス ポ リ ン Ａ （ Ｃ ｓ Ａ ） 、 Ｆ Ｋ ５
０ ６ 、 お よ び ラ パ マ イ シ ン な ど の 免 疫 抑 制 剤 の レ セ プ タ ー と し て 役 立 つ タ ン パ ク 質 で あ る
。 イ ム ノ フ ィ リ ン の 公 知 の ク ラ ス に は 、 シ ク ロ ス ポ リ ン 、 お よ び Ｆ Ｋ ５ ０ ６ 結 合 タ ン パ ク
質 、 例 え ば Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ な ど が 含 ま れ る 。 シ ク ロ ス ポ リ ン Ａ は シ ク ロ フ ィ リ ン に 結 合 し 、 Ｆ Ｋ
５ ０ ６ お よ び ラ パ マ イ シ ン は Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ に 結 合 す る 。 こ れ ら の イ ム ノ フ ィ リ ン － 薬 物 複 合 体
は 、 種 々 の 細 胞 内 シ グ ナ ル 伝 達 シ ス テ ム と 相 互 作 用 す る 。 イ ム ノ フ ィ フ リ ン は 、 ペ プ チ ジ
ル － プ ロ リ ル イ ソ メ ラ ー ゼ （ Ｐ Ｐ Ｉ ａ ｓ ｅ ） ま た は ロ ー タ マ ー ゼ 酵 素 活 性 を 有 す る こ と が
知 ら れ て い る 。 ロ ー タ マ ー ゼ 活 性 は 、 イ ム ノ フ ィ リ ン タ ン パ ク 質 の シ ス お よ び ト ラ ン ス 異
性 体 の 相 互 変 換 の 触 媒 作 用 に 役 割 を 有 す る こ と が 決 定 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ は 、 イ ム ノ フ ィ リ ン フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ り 、 Smith et al. (1993)J. 
Biol. Chem. 268: 18365-18371に よ り 記 載 さ れ て い る プ ロ ゲ ス テ ロ ン レ セ プ タ ー 複 合 体 と
関 連 し て い る 。 本 発 明 に よ り 、 ア ン ド ロ ゲ ン の 存 在 下 で ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る （ 増 加
し た ｍ Ｒ Ｎ Ａ お よ び タ ン パ ク 質 発 現 ／ 活 性 化 ／ ア ゴ ナ イ ズ ） ま た は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ
れ る （ 低 下 し た ｍ Ｒ Ｎ Ａ お よ び タ ン パ ク 質 発 現 ／ 抑 制 ／ ア ン タ ゴ ナ イ ズ ） 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４
な ど の イ ム ノ フ ィ リ ン の 使 用 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
遺 伝 子 ク ラ ス タ ー 分 析 を 用 い て 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ の 発 現 パ タ ー ン が 、 前 立 腺 癌 患 者 を 診 断 す
る の に 用 い ら れ て い る 前 立 腺 特 異 的 抗 原 （ Ｐ Ｓ Ａ ） の も の と 同 様 で あ る こ と が 見 出 さ れ た
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。 本 明 細 書 に 記 載 す る 本 研 究 に よ り 、 ア ン ド ロ ゲ ン の 存 在 下 で の Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ の ア ッ プ レ
ギ ュ レ ー シ ョ ン が 立 証 さ れ 、 そ し て 、 前 立 腺 疾 患 の 検 出 、 診 断 お よ び 予 防 の た め の マ ー カ
ー と し て 用 い る こ と が で き る こ と が 立 証 さ れ た 。 加 え て 、 定 量 Ｐ Ｃ Ｒ を 用 い て 、 標 的 マ ー
カ ー の 遺 伝 子 発 現 を 確 認 し た 。 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ の 転 写 レ ベ ル が 、 時 間 依 存 性 の 転 写 の 増 加 を
示 し て 、 ア ン ド ロ ゲ ン に よ り 調 節 さ れ る こ と が 見 出 さ れ た 。 発 現 さ れ た Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ タ ン
パ ク 質 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 、 ア ン ド ロ ゲ ン の 存 在 下 で の 発 現 レ ベ ル の 時 間 依
存 性 の 増 加 が さ ら に 確 認 さ れ た 。 充 実 性 腫 瘍 に お け る Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ の 存 在 も 立 証 さ れ た 。
さ ら に 、 Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 に お け る 一 時 的 な 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 研 究 に よ り 、 ア ン ド ロ ゲ
ン レ セ プ タ ー の 活 性 化 が Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ に よ り 高 ま る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
本 発 明 の 一 の 具 体 例 に よ り 、 対 象 か ら の サ ン プ ル 中 の Ｆ Ｋ － 結 合 タ ン パ ク 質 、 例 え ば 、 Ｆ
Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ マ ー カ ー の 発 現 の レ ベ ル を 対 照 サ ン プ ル 中 の マ ー カ ー の 発 現 の 正 常 レ ベ ル と 比
較 す る こ と に よ り 、 対 象 が 前 立 腺 癌 を 患 っ て い る か ど う か を 評 価 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。
こ こ で 、 対 象 か ら の サ ン プ ル 中 の マ ー カ ー の 発 現 の レ ベ ル と 正 常 レ ベ ル の 間 の 有 意 な 差 が
、 対 象 が 前 立 腺 癌 を 患 っ て い る こ と を 示 す 。 好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 マ ー カ ー は 、 転 写
さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は そ の 部 分 に 対 応 し 得 、 こ の 場 合 当 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は
マ ー カ ー を 含 む 。 好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 サ ン プ ル 中 の マ ー カ ー の 発 現 レ ベ ル は 、 前 立
腺 癌 を 患 っ て い な い 対 象 に お け る マ ー カ ー の 発 現 の 正 常 レ ベ ル と 少 な く と も ２ つ の フ ァ ク
タ ー に よ り 異 な り 、 お よ び よ り い っ そ う 好 ま し い 具 体 例 に お い て は 、 発 現 レ ベ ル は 少 な く
と も ３ つ の フ ァ ク タ ー に よ り 異 な る 。 他 の 好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 マ ー カ ー は ま た 、 非
前 立 腺 癌 細 胞 に お い て 有 意 に は 発 現 さ れ な い 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
他 の 好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 サ ン プ ル は 、 対 象 か ら 得 た 細 胞 を 含 む 。 他 の 好 ま し い 具 体
例 に お い て 、 サ ン プ ル に お け る マ ー カ ー の 発 現 の レ ベ ル は 、 サ ン プ ル 中 の 、 マ ー カ ー に 対
応 す る タ ン パ ク 質 の 存 在 を 検 出 す る こ と に よ り 評 価 す る 。 特 に 好 ま し い 具 体 例 に お い て は
、 タ ン パ ク 質 の 存 在 を 、 タ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 試 薬 を 用 い て 検 出 す る 。 さ ら に い
っ そ う 好 ま し い 具 体 例 に お い て は 、 試 薬 は 抗 体 、 抗 体 誘 導 体 、 お よ び 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を
含 む 試 薬 の グ ル ー プ か ら 選 択 さ れ る 。 他 の 好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 サ ン プ ル 中 の マ ー カ
ー の 発 現 の レ ベ ル は 、 転 写 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 部 分 の サ ン プ ル 中 で の 存 在
を 検 出 す る こ と に よ り 評 価 す る が 、 こ こ で 転 写 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は マ ー カ ー を 含 む
。 特 に 好 ま し い 具 体 例 で は 、 転 写 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は ｃ Ｄ Ｎ Ａ で あ
る 。 他 の 特 定 の 好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 検 出 の ス テ ッ プ に は 、 転 写 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド を 増 幅 す る こ と が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
さ ら に 他 の 好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 サ ン プ ル 中 の Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ マ ー カ ー 、 例 え ば Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５
４ マ ー カ ー の 発 現 の レ ベ ル を 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で マ ー カ
ー と ア ニ ー ル す る 、 ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 部 分 （ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は マ ー カ ー を 含 む
） と ア ニ ー ル す る 転 写 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の サ ン プ ル 中 で の 存 在 を 検 出 す る こ と に よ
り 評 価 す る 。 マ ー カ ー の 発 現 の レ ベ ル が マ ー カ ー の 発 現 の 対 応 す る 正 常 レ ベ ル と 比 較 し て
有 意 に 変 化 し て い る 場 合 、 こ れ は 対 象 が 前 立 腺 癌 を 患 っ て い る こ と の 指 標 と な る 。
【 ０ ０ １ １ 】
別 の 具 体 例 に お い て 、 本 発 明 に よ り 、 対 象 に お け る 前 立 腺 癌 の 進 行 を モ ニ タ ー す る た め の
方 法 で あ っ て 、 ま ず 初 め に ち ょ う ど よ い 時 点 で Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ マ ー カ ー 、 例 え ば 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４
マ ー カ ー の 発 現 を 検 出 す る こ と 、 こ の 検 出 ス テ ッ プ を そ の 後 の ち ょ う ど よ い 時 点 で 反 復 す
る こ と 、 お よ び ２ つ の 検 出 ス テ ッ プ に て 検 出 さ れ た 発 現 の レ ベ ル を 比 較 す る こ と 、 お よ び
こ の 情 報 を 用 い て 対 象 に お け る 前 立 腺 癌 の 進 行 を モ ニ タ ー す る こ と を 含 む 方 法 が 提 供 さ れ
る 。 他 の 好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 マ ー カ ー は 転 写 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 部
分 （ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は マ ー カ ー を 含 む ） に 対 応 す る 。 他 の 好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 サ
ン プ ル は 対 象 か ら 得 た 細 胞 を 含 む 。 特 に 好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 細 胞 は 皮 膚 ま た は 血 液
組 織 か ら 回 収 す る 。
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【 ０ ０ １ ２ 】
他 の 具 体 例 に お い て 、 本 発 明 に よ り 、 対 象 に お い て 前 立 腺 癌 を 阻 害 す る た め の 試 験 化 合 物
の 効 力 を 評 価 す る 方 法 で あ っ て 、 試 験 化 合 物 に 暴 露 さ れ た 、 ま た は そ こ に 維 持 さ れ た 対 象
か ら 得 た 第 １ サ ン プ ル に お け る Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ マ ー カ ー の 発 現 を 、 対 象 か ら 得 た 第 ２ サ ン プ
ル （ 第 ２ サ ン プ ル は 試 験 化 合 物 に 暴 露 し て い な い ） に お け る Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ マ ー カ ー 、 例 え ば Ｆ
Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ マ ー カ ー の 発 現 と 比 較 す る こ と を 含 む 方 法 で あ っ て 、 第 ２ サ ン プ ル に お け る も
の と 比 較 し た 第 １ サ ン プ ル に お け る マ ー カ ー の 発 現 の 有 意 に 低 い レ ベ ル が 試 験 化 合 物 が 対
象 に お い て 前 立 腺 癌 を 阻 害 す る こ と に 関 し て 有 効 で あ る こ と を 示 す も の で あ る 方 法 が 提 供
さ れ る 。 好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 第 １ お よ び 第 ２ サ ン プ ル は 、 対 象 か ら 得 た 単 一 サ ン プ
ル の 部 分 で あ る 。 好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 第 １ お よ び 第 ２ サ ン プ ル は 、 対 象 か ら 得 た 貯
蔵 サ ン プ ル （ 複 数 ） の 部 分 で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
他 の 具 体 例 で は 、 本 発 明 に よ り 、 対 象 に お い て 前 立 腺 癌 を 阻 害 す る た め の 治 療 の 有 効 性 を
評 価 す る 方 法 で あ っ て 、 対 象 に 治 療 の 少 な く と も 一 部 を 提 供 す る 前 に 対 象 か ら 得 ら れ た 第
１ サ ン プ ル に お け る Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ マ ー カ ー 、 例 え ば Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ マ ー カ ー の 発 現 を 、 治 療 の 部
分 の 提 供 後 に 対 象 か ら 得 た 第 ２ サ ン プ ル に お け る マ ー カ ー の 発 現 と 比 較 す る こ と を 含 む 方
法 で あ っ て 、 第 ２ サ ン プ ル に お け る マ ー カ ー の 第 １ サ ン プ ル に 対 し て 有 意 に 低 い レ ベ ル が
、 治 療 が 対 象 に お い て 前 立 腺 癌 を 阻 害 す る の に 有 効 で あ る 指 標 で あ る 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
他 の 具 体 例 に お い て 、 本 発 明 に よ り 、 対 象 に お い て 前 立 腺 癌 を 阻 害 す る た め の 組 成 物 を 選
択 す る 方 法 で あ っ て 、 対 象 か ら の 細 胞 を 含 ん で い る サ ン プ ル を 得 る こ と 、 サ ン プ ル の 部 分
標 本 を 複 数 の 試 験 組 成 物 の 存 在 下 に 分 け て 維 持 す る こ と 、 部 分 標 本 の そ れ ぞ れ に お け る Ｆ
Ｋ Ｂ Ｐ マ ー カ ー 、 例 え ば Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ マ ー カ ー の 発 現 を 比 較 す る こ と 、 お よ び そ の 試 験 組
成 物 を 含 ん で い る 部 分 標 本 に お け る Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ マ ー カ ー 、 例 え ば Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ マ ー カ ー の 発
現 の 、 他 の 試 験 組 成 物 と 比 較 し て よ り 低 い レ ベ ル を 誘 導 す る 試 験 組 成 物 の 一 つ を 選 択 す る
こ と を 含 む 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
他 の 具 体 例 に お い て 、 本 発 明 に よ り 、 対 象 に お い て 前 立 腺 癌 を 阻 害 す る 方 法 で あ っ て 、 対
象 か ら の 細 胞 を 含 ん で い る サ ン プ ル を 得 る こ と 、 サ ン プ ル の 部 分 標 本 を 複 数 の 試 験 組 成 物
の 存 在 下 に 分 け て 維 持 す る こ と 、 部 分 標 本 の そ れ ぞ れ に お け る Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ マ ー カ ー 、 例 え ば
Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ マ ー カ ー の 発 現 を 比 較 す る こ と 、 お よ び そ の 試 験 組 成 物 を 含 ん で い る 部 分 標
本 に お い て 、 他 の 試 験 組 成 物 と 比 較 し て よ り 低 い レ ベ ル の Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ マ ー カ ー 、 例 え ば Ｆ Ｋ
Ｂ Ｐ ５ ４ マ ー カ ー の 発 現 を 誘 導 す る 試 験 組 成 物 の 少 な く と も 一 つ を 対 象 に 投 与 す る こ と を
含 む 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
他 の 具 体 例 に お い て 、 本 発 明 に よ り 、 細 胞 に 前 立 腺 癌 を 誘 発 す る 試 験 化 合 物 の 潜 在 的 能 力
を 評 価 す る 方 法 で あ っ て 、 試 験 組 成 物 の 存 在 下 お よ び 不 在 下 に 細 胞 の 部 分 標 本 を 分 け て 維
持 す る こ と 、 お よ び 部 分 標 本 の そ れ ぞ れ に お け る Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ マ ー カ ー 、 例 え ば Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４
マ ー カ ー の 発 現 を 比 較 す る こ と を 含 む 方 法 で あ っ て 、 試 験 化 合 物 の 存 在 下 に 維 持 し た 部 分
標 本 に お い て 、 試 験 化 合 物 の 不 在 下 に 維 持 し た 部 分 標 本 に 対 し て 有 意 に 高 ま っ た Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ
マ ー カ ー 、 例 え ば Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ マ ー カ ー の 発 現 レ ベ ル が そ れ ぞ れ 、 試 験 化 合 物 が 細 胞 に 前
立 腺 癌 を 誘 発 す る 潜 在 能 力 を 有 す る こ と の 指 標 で あ る と こ ろ の 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
他 の 具 体 例 に お い て 、 本 発 明 に よ り 、 前 立 腺 癌 に 罹 患 し て い る 対 象 を 治 療 す る 方 法 で あ っ
て 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ マ ー カ ー 、 例 え ば Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ マ ー カ ー に 対 応 す る タ ン パ ク 質 を 前 立 腺 癌 を
患 っ て い る 対 象 の 細 胞 に 提 供 す る こ と を 含 む 方 法 が 提 供 さ れ る 。 好 ま し い 具 体 例 に お い て
、 タ ン パ ク 質 は 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ タ ン パ ク 質 、 例 え ば Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ベ ク タ ー を 細 胞 へ 提 供 す る こ と に よ り 細 胞 に 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
他 の 具 体 例 に お い て 、 本 発 明 に よ り 、 前 立 腺 癌 に 罹 患 し て い る 対 象 を 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ マ ー カ ー
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、 例 え ば Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ マ ー カ ー に 対 応 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ア ン チ セ ン ス オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド で 治 療 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。
他 の 具 体 例 に お い て 、 本 発 明 に よ り 、 前 立 腺 癌 を 進 行 さ せ る 危 険 の あ る 対 象 に お い て 前 立
腺 癌 を 阻 害 す る 方 法 で あ っ て 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ マ ー カ ー 、 例 え ば Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ マ ー カ ー に 対 応 す
る 遺 伝 子 の 発 現 を 阻 害 す る こ と を 含 む 方 法 が 提 供 さ れ る 。
本 発 明 の 他 の 態 様 お よ び 利 点 は 、 以 下 の 詳 細 な 記 載 お よ び 請 求 の 範 囲 か ら 明 ら か で あ ろ う
。
【 ０ ０ １ ９ 】
図 面 の 簡 単 な 記 載
図 １ は 、 １ ｍ ｌ の 培 地 を 用 い て ２ ４ ウ ェ ル の プ レ ー ト に 、 ２ ０ ,０ ０ ０ 細 胞 ／ ウ ェ ル に て
蒔 い た Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 の 増 殖 お よ び Ｐ Ｓ Ａ 産 生 に お け る ジ ヒ ド ロ テ ス ト ス テ ロ ン （ Ｄ Ｈ Ｔ
） の 影 響 を 示 し て い る 棒 グ ラ フ で あ る 。 細 胞 を 示 す よ う に Ｄ Ｈ Ｔ で 処 理 し 、 次 い で 細 胞 の
増 殖 を ３ － （ ４ ,５ － ジ メ チ ル チ ア ゾ ー ル － ２ － イ ル ） － ２ ,５ － ジ フ ェ ニ ル テ ト ラ ゾ リ ウ
ム ブ ロ マ イ ド （ Ｍ Ｔ Ｔ ） ア ッ セ イ に よ り ３ 日 目 に 測 定 し た 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
図 １ Ｂ は 、 １ × １ ０ ６ 細 胞 ／ ウ ェ ル に て １ ７ ５ ｃ ｍ ２ の フ ラ ス コ 中 に 蒔 い た Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細
胞 の 増 殖 お よ び Ｐ Ｓ Ａ 産 生 に お け る Ｄ Ｈ Ｔ の 影 響 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 細 胞 を 、 翌 日 １ ０
ｎ Ｍ の Ｄ Ｈ Ｔ を 用 い て も し く は 用 い ず に 処 理 し 、 次 い で Ｒ Ｎ Ａ の 調 製 お よ び Ｐ Ｓ Ａ の 分 析
の た め に 回 収 し た 。
図 ２ は 、 Ｒ Ｎ Ａ サ ン プ ル 調 製 、 Affymetrix Genechipハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び 分 析
の た め の 方 法 を 示 す フ ロ ー チ ャ ー ト で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
図 ３ Ａ は 、 ア ン ド ロ ゲ ン 処 置 に 対 す る Ｐ Ｓ Ａ の 発 現 特 性 を 示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。 ｍ Ｒ Ｎ Ａ
の フ リ ー ク エ ン シ ー (frequencies)を Ｙ 軸 に と り 、 各 時 点 で の Ｄ Ｈ Ｔ ア ン ド ロ ゲ ン 処 置 お
よ び 非 処 置 細 胞 を Ｘ 軸 に プ ロ ッ ト し た 。
図 ３ Ｂ は 、 ア ン ド ロ ゲ ン 処 置 に 対 す る Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ の 発 現 特 性 を 示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。 ｍ
Ｒ Ｎ Ａ の フ リ ー ク エ ン シ ー (frequencies)を Ｙ 軸 に プ ロ ッ ト し 、 各 時 点 で の Ｄ Ｈ Ｔ ア ン ド
ロ ゲ ン 処 置 お よ び 非 処 置 細 胞 を Ｘ 軸 に プ ロ ッ ト し た 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
図 ４ Ａ は 、 Ｐ Ｓ Ａ の 定 量 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 を 示 し て い る 棒 グ ラ フ で あ る 。 コ ピ ー 数 を Ｙ 軸
に プ ロ ッ ト し 、 そ し て 各 時 点 で の Ｄ Ｈ Ｔ ア ン ド ロ ゲ ン 処 置 お よ び 非 処 置 細 胞 を Ｘ 軸 に プ ロ
ッ ト し た 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
図 ４ Ｂ は 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ の 定 量 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 を 示 し て い る 棒 グ ラ フ で あ る 。 コ ピ ー 数
を Ｙ 軸 に プ ロ ッ ト し 、 そ し て 各 時 点 で の Ｄ Ｈ Ｔ ア ン ド ロ ゲ ン 処 置 お よ び 非 処 置 細 胞 を Ｘ 軸
に プ ロ ッ ト し た 。
図 ５ は 、 Ｇ Ｒ Ｅ ｅ ｌ ｂ Ｌ ｕ ｃ レ ポ ー タ ー 構 築 物 で 一 時 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た Ｃ Ｏ Ｓ －
１ 細 胞 、 お よ び Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ を コ ー ド し て い る ０ ． １ μ ｇ の 発 現 ベ ク タ ー （ 黒 色 の バ ー ）
ま た は 空 の ベ ク タ ー （ 白 色 の バ ー ） を 用 い た Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ に よ る ア ン ド ロ ゲ ン レ セ プ タ ー
（ Ａ Ｒ ） の 転 写 の 活 性 化 を 示 し て い る 棒 グ ラ フ で あ る 。 Ｃ Ｏ Ｓ － １ 細 胞 を 必 要 に 応 じ て １
０ － ９ Ｍ の 合 成 ア ン ド ロ ゲ ン 、 Ｒ １ ８ ８ １ を ２ ０ 次 間 用 い て 処 理 し た 。 バ ー は 、 少 な く と
３ つ の 独 立 し た 実 験 ± Ｓ Ｄ の 平 均 を 示 す 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
（ 発 明 の 詳 細 な 記 載 ）
本 発 明 は 、 対 象 に お け る 選 択 さ れ た マ ー カ ー の 発 現 と 前 立 腺 癌 の 存 在 と の 間 の 新 た に 発 見
さ れ た 関 連 、 特 に Ｆ Ｋ 結 合 タ ン パ ク 質 （ Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ） 、 例 え ば Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ な ど の イ ム ノ フ
ィ リ ン に 関 す る も の で あ る 。 本 明 細 書 中 、 「 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ 」 な る 用 語 は 、 「 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ １
」 な る 用 語 と 同 じ 意 義 で 用 い ら れ る 。 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ は 、 イ ム ノ フ ィ リ ン フ ァ ミ リ ー の メ ン
バ ー で あ る 。 他 の Ｆ Ｋ 結 合 タ ン パ ク 質 に は 、 制 限 さ れ る も の で は な い が 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ １ ２ (H
idalgo et al. (2000) Oncogene 19: 6680-6686, Genbank 受 入 番 号 AF3222070)、 Ｆ Ｋ Ｂ
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Ｐ １ ２ ． ６ (Deivanayagam et al. (2000) Acta. Crystallogr. D. Biol. Crystallog 56:
 266-271, 受 入 番 号 L37086)、 お よ び Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ２ (Yamamoto-Yamaguchi et al. (2001) E
xp Hematol 29: 582-588, Genbank 受 入 番 号 M88279)が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
Ｆ Ｋ 結 合 タ ン パ ク 質 マ ー カ ー 、 例 え ば Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ マ ー カ ー の 発 現 の 相 対 レ ベ ル は 、 対 象
に お け る 前 立 腺 癌 に 関 す る 素 因 を 示 す も の で あ り 、 お よ び ／ ま た は 対 象 に お け る 前 立 腺 癌
の 存 在 お よ び 存 在 の 可 能 性 を 診 断 す る も の で あ る こ と が 見 出 さ れ た 。 本 発 明 に よ り 、 Ｆ Ｋ
Ｂ Ｐ マ ー カ ー 、 例 え ば 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ 、 サ ン プ ル ま た は 対 象 に お け る 前 立 腺 癌 の 存 在 ま た
は 不 在 を 検 出 す る た め の 方 法 、 お よ び Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ マ ー カ ー 、 例 え ば 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ を 用 い て
サ ン プ ル ま た は 対 象 に お け る 前 立 腺 癌 の 発 症 を 予 測 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。 本 発 明 に よ り
、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ マ ー カ ー 、 例 え ば 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ を 用 い て 前 立 腺 癌 を 治 療 し 得 る 方 法 も 提 供 さ
れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
本 発 明 は 少 な く と も 部 分 的 に は 、 ア ン ド ロ ゲ ン 依 存 性 前 立 腺 癌 細 胞 か ら の サ ン プ ル に お い
て 差 異 的 に 発 現 さ れ る 遺 伝 子 マ ー カ ー 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ の 同 定 に 基 く 。 ６ ８ ０ ０ の 公 知 遺 伝
子 の パ ネ ル を 、 ア ン ド ロ ゲ ン 依 存 性 前 立 腺 癌 細 胞 に お け る 発 現 に 関 し て 調 べ た （ 実 施 例 １
を 参 照 さ れ た い ） 。 疾 患 を 患 っ て い る 組 織 と 正 常 組 織 の 間 で 統 計 学 的 に 有 意 な （ ｐ ＜ ０ ．
０ ５ ） 差 を 有 す る こ れ ら の 遺 伝 子 を 同 定 し た 。 こ の 差 異 的 発 現 は 、 発 現 の 低 下 ま た は 発 現
の 増 加 の い ず れ か と し て 認 め ら れ た 。 ア ン ド ロ ゲ ン 依 存 性 前 立 腺 癌 細 胞 に お け る こ れ ら の
選 択 さ れ た 遺 伝 子 の 発 現 は 、 実 施 例 １ に 記 載 す る よ う に GeneChip分 析 に よ り 評 価 し た 。 Ｆ
Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ は 、 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 前 立 腺 癌 細 胞 に お い て 増 加 す る こ と が 見 出 さ れ た 。 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ
細 胞 の 増 殖 お よ び Ｐ Ｓ Ａ の 産 生 は 、 天 然 の ア ン ド ロ ゲ ン レ セ プ タ ー （ Ａ Ｒ ） リ ガ ン ド 、 に
反 応 性 が あ り 、 Ｄ Ｈ Ｔ 、 Ｌ Ｎ Ｃ Ａ Ｐ は 遺 伝 子 発 現 特 性 の 適 当 な モ デ ル で あ る （ 例 え ば 、 Ko
kontis et al. (1994) Cancer Res. 54: 1566-1573; Schuurmans et al (1991) J. Stero
id Biochem. Mol. Biol. 40: 193-197; Swinnen et al. (1994) Molec. Cell. Endocrino
l. 104: 153-162; Clutjens et al. (1996) J. Biol. Chem. 271: 6379-6388; Henttu et
 al. (1992) Endocrinology 130: 766-772; Murtha et al. (1993) Biochem. 32: 6459-6
464; Swinnen et al. (1996) Endocrinol. 137: 4468-4474を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
内 部 対 照 と し て 、 前 立 腺 癌 に 関 与 し て い る こ と が 当 該 分 野 で 公 知 の 前 立 腺 特 異 的 抗 原 （ Ｐ
Ｓ Ａ )遺 伝 子 を 、 ア ン ド ロ ゲ ン 依 存 性 前 立 腺 癌 細 胞 を ス ク リ ー ニ ン グ す る の に 含 め た 。 Ｐ
Ｓ Ａ は ア ン ド ロ ゲ ン 依 存 性 前 立 腺 癌 細 胞 に お い て 発 現 が 有 意 に 増 す こ と が 見 出 さ れ た 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
従 っ て 、 本 発 明 は Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ の Ｄ Ｎ Ａ ま た は ｃ Ｄ Ｎ Ａ ） 、 対
応 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 産 物 、 お よ び コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 、 進 行 性 の 前 立 腺 癌 の 存 在
ま た は 危 険 性 に 関 す る マ ー カ ー と し て の 使 用 に 関 す る 。 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ マ ー カ ー 、 例 え ば Ｆ Ｋ Ｂ
Ｐ ５ ４ は 疾 患 の 程 度 お よ び ／ ま た は 重 篤 度 を 関 連 づ け る の に 有 用 で あ る 。 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ マ ー カ
ー 、 例 え ば Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ マ ー カ ー は 、 前 立 腺 癌 の 治 療 に 、 ま た は 癌 の 治 療 の 効 力 を 評 価 す
る の に も 有 用 で あ り 得 る 。 加 え て 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ マ ー カ ー 、 例 え ば Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ マ ー カ ー は 、
マ ー カ ー の 発 現 お よ び 疾 患 状 態 を 変 更 す る 化 合 物 ま た は 薬 剤 を 同 定 す る た め の ス ク リ ー ニ
ン グ ア ッ セ イ に 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
一 態 様 に お い て 、 本 発 明 に よ り 、 そ の 量 お よ び 活 性 が 前 立 腺 癌 の 存 在 に 関 連 す る 、 Ｆ Ｋ Ｂ
Ｐ マ ー カ ー 、 例 え ば Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ マ ー カ ー が 提 供 さ れ る 。 本 発 明 の Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ マ ー カ ー 、 例
え ば Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ マ ー カ ー は 核 酸 分 子 （ 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ ， ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 ま た は Ｒ Ｎ Ａ ） ま た
は ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て よ い 。 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ マ ー カ ー 、 例 え ば Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ マ ー カ ー は 、 非 前
立 腺 癌 組 織 と 比 較 し て 、 前 立 腺 癌 組 織 に お け る 量 ま た は 活 性 に 関 し て 増 加 す る か 低 下 す る
か の い ず れ か で あ る 。 例 え ば 、 「 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ 」 （ 受 入 番 号 Ｕ ４ ２ ０ ３ １ ） と 指 定 さ れ る
遺 伝 子 は 、 ア ン ド ロ ゲ ン 依 存 性 前 立 腺 癌 細 胞 サ ン プ ル に お い て 発 現 レ ベ ル が 増 加 す る 。 こ
の 遺 伝 子 に 関 す る 増 加 ま た は 低 下 し た ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 存 在 、 お よ び こ の 遺 伝 子 に 関 し て 増 加 ま
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た は 低 下 し た タ ン パ ク 質 産 物 の レ ベ ル は 、 前 立 腺 癌 の マ ー カ ー と し て 役 立 つ 。 好 ま し く は
、 本 発 明 の マ ー カ ー の 増 加 お よ び 低 下 し た レ ベ ル は 、 適 当 な 対 照 サ ン プ ル （ 例 え ば 、 前 立
腺 癌 に 罹 患 し て い な い サ ン プ ル ） と 比 較 し て 統 計 学 的 に 有 意 な 等 級 の 増 加 か 、 ま た は 低 下
で あ る 。 特 に 好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ マ ー カ ー 、 例 え ば Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ マ ー カ ー
は 対 照 サ ン プ ル に 対 し て 少 な く と も ２ － 、 ３ － 、 ４ － 、 ５ － 、 ６ － 、 ７ － 、 ８ － 、 ９ － 、
ま た は １ ０ － 倍 ま た は そ れ 以 上 増 加 し て い る か 低 下 し て い る 。 同 様 に 、 当 業 者 は 、 好 ま し
い 検 出 法 は 、 生 じ る 検 出 値 が 当 該 方 法 の 最 小 検 出 値 を 超 す も の で あ る 方 法 で あ る こ と を 認
識 す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
本 発 明 の Ｒ Ｎ Ａ ま た は タ ン パ ク 質 マ ー カ ー の 相 対 量 の 測 定 は 、 当 業 者 に 公 知 の い ず れ か の
方 法 に よ る も の で あ っ て よ い （ Sambrook, J., Fritsh, E.F., and Maniatis, T. Molecul
ar Cloning: A Laboratory Manual. 2nd , ed., Cold Spring Harbor Laboratory , Cold
 Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989, お よ び Current pro
tocols in Molecular Biology, eds. Ausubel et al. John Wiley & Sons: 1992を 参 照 さ
れ た い 。 ） 。 Ｒ Ｎ Ａ 検 出 に 関 す る 典 型 的 な 方 法 に は 、 標 識 さ れ た プ ロ ー ブ （ 例 え ば 、 相 補
的 な 核 酸 分 子 ） の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び プ ロ ー ブ の 検 出 （ 例 え ば 、 ノ ー ザ ン ブ ロ
ッ テ ィ ン グ ） が 後 に 続 く 細 胞 ま た は 組 織 サ ン プ ル か ら の Ｒ Ｎ Ａ の 抽 出 が 含 ま れ る 。 タ ン パ
ク 質 検 出 に 関 す る 典 型 的 な 方 法 に は 、 タ ン パ ク 質 サ ン プ ル に 対 す る 標 的 タ ン パ ク 質 に 特 異
的 な 標 識 さ れ た プ ロ ー ブ （ 例 え ば 抗 体 ） の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び プ ロ ー ブ の 検 出
が 後 に 続 く 細 胞 ま た は 組 織 サ ン プ ル か ら の タ ン パ ク 質 の 抽 出 が 含 ま れ る 。 標 識 群 は 、 ラ ジ
オ ア イ ソ ト ー プ 、 蛍 光 化 合 物 、 酵 素 、 ま た は 酵 素 補 因 子 で あ り 得 る 。 特 異 的 タ ン パ ク 質 お
よ び 核 酸 分 子 の 検 出 は 、 当 業 者 に 周 知 の 多 く の 他 の 方 法 の 中 で 、 ゲ ル 電 気 泳 動 、 カ ラ ム ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 直 接 配 列 決 定 、 ま た は 定 量 Ｐ Ｃ Ｒ （ 核 酸 分 子 の 場 合 ） に よ り 評 価 さ れ
て も よ い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
所 定 の 具 体 例 に お い て 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ の 遺 伝 子 自 体 （ 例 え ば 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ Ｄ Ｎ Ａ ま た は ｃ Ｄ
Ｎ Ａ ） を 前 立 腺 癌 の マ ー カ ー と し て 供 し て よ い 。 例 え ば 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ 遺 伝 子 に 対 応 す る
核 酸 の 、 遺 伝 子 の 全 部 ま た は 部 分 の 欠 失 な ど に よ る 不 在 は 疾 患 と 関 連 し 得 る 。 同 様 に 、 Ｆ
Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ 遺 伝 子 に 対 応 す る 核 酸 の 、 遺 伝 子 の 重 複 な ど に よ る 増 加 も 疾 患 に 関 連 し 得 る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
本 発 明 の Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ 遺 伝 子 、 例 え ば Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ 遺 伝 子 の 全 部 ま た は 部 分 の コ ピ ー の 存 在 ま
た は 数 の 検 出 は 、 当 該 分 野 で 公 知 の い ず れ か の 方 法 を 用 い て 行 っ て よ い 。 典 型 的 に は 、 細
胞 ま た は 組 織 サ ン プ ル か ら の ト ー タ ル の Ｄ Ｎ Ａ を 抽 出 し 、 標 識 し た プ ロ ー ブ （ 例 え ば 相 補
的 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 ） と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 つ い で プ ロ ー ブ を 検 出 す る サ ザ ン 分 析 に よ り Ｄ Ｎ
Ａ ま た は ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 存 在 お よ び ／ ま た は 量 を 評 価 す る の が 簡 便 で あ る 。 標 識 群 は 、 ラ ジ オ
ア イ ソ ト ー プ 、 蛍 光 化 合 物 、 酵 素 、 ま た は 酵 素 補 因 子 で あ り 得 る 。 Ｄ Ｎ Ａ の 検 出 お よ び ／
ま た は 定 量 の 他 の 有 用 な 方 法 に は 、 当 該 分 野 の 専 門 家 に は 公 知 の よ う に 、 直 接 配 列 決 定 、
ゲ ル 電 気 泳 動 、 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 お よ び 定 量 Ｐ Ｃ Ｒ が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
本 発 明 は ま た 、 前 記 前 記 の 分 子 と 構 造 上 異 な る （ 例 え ば 、 変 化 し た 核 酸 ま た は ア ミ ノ 酸 配
列 を 有 す る ） が 、 前 記 の 分 子 と 同 じ 特 性 （ 例 え ば コ ー ド さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は 非 必 須
ア ミ ノ 酸 残 基 の み 変 化 し た も の ） を 有 す る 核 酸 お よ び タ ン パ ク 質 分 子 も 包 含 さ れ る 。 そ の
よ う な 分 子 に は 対 立 変 種 が 含 ま れ 、 お よ び サ ブ セ ク シ ョ ン Ｉ に よ り 詳 細 に 記 載 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 に よ り 、 そ の 量 ま た は 活 性 が 前 立 腺 癌 の 重 篤 度 に 関 連 す る Ｆ Ｆ
Ｋ Ｂ Ｐ マ ー カ ー 、 例 え ば Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ マ ー カ ー が 提 供 さ れ る 。 こ の Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ マ ー カ ー 、 例
え ば Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ マ ー カ ー は 、 前 立 腺 癌 の 重 毒 度 の 程 度 に ポ ジ テ ィ ブ ま た は ネ ガ テ ィ ブ の
い ず れ か に て 関 連 し て 、 前 立 腺 癌 組 織 に お い て 量 ま た は 活 性 が 増 加 ま た は 低 下 す る 。 さ ら
に 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 に よ り 、 そ の 量 ま た は 活 性 が 患 者 に お い て 前 立 腺 癌 を 進 行 さ
せ る 危 険 性 と 関 連 す る Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ マ ー カ ー 、 例 え ば Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ マ ー カ ー が 提 供 さ れ る 。 Ｆ
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Ｋ Ｂ Ｐ マ ー カ ー 、 例 え ば Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ マ ー カ ー は 、 対 象 に お け る 前 立 腺 癌 の 進 行 の 見 込 み
と 直 接 関 連 し て 、 活 性 ま た は 量 が 増 加 ま た は 低 下 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
本 発 明 の Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ マ ー カ ー 、 例 え ば Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ マ ー カ ー が 固 体 支 持 体 上 に 簡 便 に 提 供 さ
れ て よ い こ と も 当 業 者 に は 認 識 さ れ る 。 例 え ば 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ な ど の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は ア レ
イ （ 例 え ば 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 分 析 の た め の GeneChipア レ イ ） へ と 、 樹 脂 （ カ ラ ム
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の た め の カ ラ ム に 包 む こ と が で き る 樹 脂 ） へ と 、 ま た は マ ト リ ッ ク ス
（ 例 え ば 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 の た め の ニ ト ロ セ ル ロ ー ス マ ト リ ッ ク ス ） へ と 結 合 さ せ
て よ い 。 マ ー カ ー に 対 し て 相 補 的 な 分 子 を 、 共 有 ま た は 非 共 有 い ず れ か に て 固 定 す る こ と
に よ り 、 サ ン プ ル 中 の 各 マ ー カ ー の 存 在 ま た は 活 性 の 別 個 の 分 析 が 可 能 と な る 。 ア レ イ に
て 、 例 え ば Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ マ ー カ ー 、 例 え ば Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ マ ー カ ー の パ ネ ル の 各 メ ン バ ー に 相 補
的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は そ れ ぞ れ ア レ イ 上 の 異 な る 公 知 の 位 置 へ と 別 個 に 結 合 さ れ て よ い
。 ア レ イ は 、 例 え ば 、 対 象 か ら の 前 立 腺 細 胞 サ ン プ ル か ら 抽 出 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ハ
イ ブ リ ダ イ ズ さ せ て よ い 。 サ ン プ ル か ら の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ア レ イ 上 の い ず れ か の 位 置
の ア レ イ と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 検 出 す る こ と が で き 、 そ し て こ う し て 、 サ ン プ ル
中 の マ ー カ ー の 存 在 ま た は 量 を 確 認 す る こ と が で き る 。 好 ま し い 具 体 例 で は 、 「 GeneChip
」 ア レ イ を 用 い る (Affymetrix)。 同 様 に 、 ウ ェ ス タ ン 分 析 を 、 対 象 か ら の タ ン パ ク 質 サ ン
プ ル に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 異 な る Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ ） マ ー カ
ー に 特 異 的 な 固 定 し た 抗 体 上 で 行 っ て よ い 。 加 え て 、 定 量 Ｐ Ｃ Ｒ を 用 い て 、 標 的 マ ー カ ー
の 発 現 を 確 認 し た 。 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ の 転 写 レ ベ ル は 、 時 間 依 存 性 の 転 写 の 増 加 を 示 し て 、 ア
ン ド ロ ゲ ン に よ り 調 節 さ れ る こ と が 見 出 さ れ た 。 発 現 さ れ た Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ の ウ ェ ス タ ン ブ
ロ ッ ト 分 析 に よ り 、 ア ン ド ロ ゲ ン の 存 在 下 で の 発 現 レ ベ ル に お け る 時 間 依 存 性 の 増 加 が さ
ら に 確 認 さ れ た 。 充 実 性 腫 瘍 に お け る Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ の 存 在 も 立 証 さ れ た 。 さ ら に 、 Ｃ Ｏ Ｓ
細 胞 中 で の 一 時 的 な 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は 、 ア ン ド ロ ゲ ン レ セ プ タ ー の 活 性 化 が Ｆ
Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ に よ り 高 め ら れ る こ と を 示 し た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
全 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ マ ー カ ー 、 例 え ば Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ マ ー カ ー タ ン パ ク 質 ま た は 核 酸 分 子 を 支 持 体 に
結 合 さ せ る 必 要 が な い こ と 、 検 出 の 目 的 の た め に （ 例 え ば ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の た め
に ） 十 分 な 長 さ の マ ー カ ー の 一 部 、 例 え ば 長 さ に し て ７ 、 １ ０ 、 １ ５ 、 ２ ０ 、 ２ ５ 、 ３ ０
、 ３ ５ 、 ４ ０ 、 ４ ５ 、 ５ ０ 、 ５ ５ 、 ６ ０ 、 ６ ５ 、 ７ ０ 、 ７ ５ 、 １ ０ ０ ま た は そ れ 以 上 の ヌ
ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 部 分 が 検 出 目 的 に 関 し て 十 分 で あ り 得 る こ と が 当 業 者 に は 明 ら
か で あ ろ う 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
本 発 明 の Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ 、 例 え ば Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ 核 酸 お よ び タ ン パ ク 質 マ ー カ ー は 、 対 象 の 組 織 ま
た は 細 胞 か ら 単 離 さ れ て よ い 。 好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 組 織 は 前 立 腺 細 胞 ま た は 組 織 で
あ る 。 し か し 、 体 液 （ 例 え ば 、 血 液 、 尿 、 胆 汁 、 血 清 、 リ ン パ 液 、 唾 液 、 粘 液 、 お よ び 膿
） を 含 む 他 の 組 織 サ ン プ ル お よ び 他 の 組 織 サ ン プ ル も 、 本 発 明 の マ ー カ ー が 単 離 さ れ て よ
い 源 ま た は 本 発 明 の マ ー カ ー の 存 在 、 活 性 、 お よ び ／ ま た は 量 を 評 価 し て よ い 源 と し て 供
し て も よ い 。 マ ー カ ー 自 体 の １ ま た は そ れ 以 上 を 含 ん で い る 組 織 サ ン プ ル を 本 発 明 の 方 法
に 用 い て よ く 、 お よ び 当 業 者 は 、 そ の よ う な サ ン プ ル が 簡 便 に 得 ら れ 、 貯 蔵 さ れ 、 お よ び
／ ま た は 保 存 さ れ 得 る 方 法 を 認 識 す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
本 発 明 以 前 に い く つ か の マ ー カ ー 、 例 え ば Ｐ Ｓ Ａ が 、 前 立 腺 癌 と 関 連 し て い る こ と が 公 知
で あ っ た 。 こ れ ら の マ ー カ ー は 、 本 発 明 の マ ー カ ー と 一 緒 に は 含 ま れ な い 。 し か し 、 こ れ
ら の マ ー カ ー は 、 本 発 明 の 方 法 、 パ ネ ル 、 お よ び キ ッ ト に お い て 本 発 明 の マ ー カ ー と 組 み
合 わ せ て 簡 便 に 用 い ら れ て よ い 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 に よ り 、 患 者 が 前 立 腺 癌 に 罹 患 し て い る か ど う か を 評 価 す る の
に 有 用 な 抗 体 を 産 生 す る 単 離 ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 製 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。 こ の 方 法 に お
い て 、 本 発 明 の Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ マ ー カ ー 、 例 え ば Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ マ ー カ ー に 対 応 す る タ ン パ ク 質 を
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（ 例 え ば 、 発 現 さ れ る 細 胞 か ら の 精 製 に よ り 、 ま た は タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 核 酸 の
転 写 お よ び 翻 訳 に よ り イ ン ビ ボ ま た は イ ン ビ ト ロ で 公 知 の 方 法 を 用 い て ） 単 離 す る 。 脊 椎
動 物 、 好 ま し く は マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 ま た は ヒ ツ ジ な ど の 哺 乳 動 物 を 、 単 離 さ れ た
タ ン パ ク 質 ま た は タ ン パ ク 質 フ ラ グ メ ン ト を 用 い て 免 疫 化 す る 。 脊 椎 動 物 は 、 少 な く と も
さ ら に １ 回 、 単 離 タ ン パ ク 質 ま た は タ ン パ ク 質 フ ラ グ メ ン ト で 、 脊 椎 動 物 が 該 タ ン パ ク 質
ま た は タ ン パ ク 質 フ ラ グ メ ン ト に 対 し て 強 い 免 疫 反 応 を 示 す よ う に 、 任 意 に （ お よ び 好 ま
し く は ） 免 疫 化 さ れ て よ い 。 脾 臓 細 胞 を 免 疫 化 し た 脊 椎 動 物 か ら 単 離 し 、 そ し て 当 該 分 野
で 周 知 の 種 々 の 方 法 の い ず れ か を 用 い て 免 疫 化 し た 細 胞 株 と 融 合 さ せ て ハ イ ブ リ ド ー マ を
形 成 す る 。 こ の 方 法 で 作 製 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ を 次 い で 、 常 套 法 を 用 い て ス ク リ ー ニ ン
グ し 、 タ ン パ ク 質 ま た は タ ン パ ク 質 フ ラ グ メ ン ト と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 産 生 す る １ ま
た は そ れ 以 上 の ハ イ ブ リ ド ー マ を 同 定 す る 。 本 発 明 は 、 こ の 方 法 に よ り 作 製 さ れ た ハ イ ブ
リ ド ー マ お よ び そ の よ う な ハ イ ブ リ ド ー マ を 用 い て 作 製 さ れ た 抗 体 を も 含 む 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
本 発 明 に よ り 、 対 象 に お け る 前 立 腺 癌 ま た は 前 立 腺 癌 を 進 行 さ せ る 危 険 性 を 評 価 す る 方 法
が 提 供 さ れ る 。 こ れ ら の 方 法 に は 、 対 象 か ら サ ン プ ル （ 例 え ば 、 前 立 腺 癌 細 胞 ま た は 血 液
細 胞 を 含 ん で い る サ ン プ ル ） を 単 離 す る こ と 、 前 立 腺 癌 を 有 し な い こ と が 公 知 の 対 象 由 来
の 第 ２ サ ン プ ル に 対 す る 該 サ ン プ ル に お け る 本 発 明 の Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ マ ー カ ー 、 例 え ば Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ
５ ４ マ ー カ ー の 存 在 、 量 、 お よ び ／ ま た は 活 性 を 検 出 す る こ と が 含 ま れ る 。 ２ つ の サ ン プ
ル に お け る Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ マ ー カ ー 、 例 え ば Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ マ ー カ ー の レ ベ ル を 比 較 し 、 そ し て 、
試 験 サ ン プ ル に お け る マ ー カ ー の 有 意 な 増 加 が 、 対 象 に お け る 前 立 腺 癌 の 存 在 ま た は 存 在
の 危 険 性 を 示 す 。
【 ０ ０ ４ １ 】
本 発 明 に よ り 、 対 象 に お け る 前 立 腺 癌 の 重 篤 度 を 評 価 す る 方 法 も 提 供 さ れ る 。 こ れ ら の 方
法 に は 、 対 象 か ら サ ン プ ル （ 例 え ば 、 前 立 腺 癌 細 胞 ま た は 血 液 細 胞 を 含 ん で い る サ ン プ ル
） を 単 離 す る こ と 、 前 立 腺 癌 を 有 し な い こ と が 公 知 の 対 象 由 来 の 第 ２ サ ン プ ル に 対 し て 該
サ ン プ ル に お け る 本 発 明 の Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ マ ー カ ー 、 例 え ば Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ マ ー カ ー の 存 在 、 量 、
お よ び ／ ま た は 活 性 を 検 出 す る こ と が 含 ま れ る 。 ２ つ の サ ン プ ル に お け る Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ マ ー カ
ー 、 例 え ば Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ マ ー カ ー の レ ベ ル を 比 較 し 、 そ し て 、 試 験 サ ン プ ル に お け る マ ー
カ ー の 有 意 な 増 加 が 、 対 象 に お け る 前 立 腺 癌 の 重 篤 度 合 い に 関 連 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
本 発 明 に よ り 、 対 象 に お い て 前 立 腺 癌 の 重 篤 度 を 評 価 す る 方 法 も 提 供 さ れ る 。 こ れ ら の 方
法 に は 、 対 象 か ら サ ン プ ル （ 例 え ば 、 前 立 腺 癌 細 胞 ま た は 血 液 細 胞 を 含 ん で い る サ ン プ ル
） を 単 離 す る こ と 、 前 立 腺 癌 を 有 し な い こ と が 公 知 の 対 象 由 来 の 第 ２ サ ン プ ル に 対 し て 、
サ ン プ ル に お け る 本 発 明 の Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ マ ー カ ー 、 例 え ば Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ マ ー カ ー の 存 在 、 量 、
お よ び ／ ま た は 活 性 を 検 出 す る こ と が 含 ま れ る 。 ２ つ の サ ン プ ル に お け る Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ マ ー カ
ー 、 例 え ば Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ マ ー カ ー の レ ベ ル を 比 較 し 、 そ し て 、 試 験 サ ン プ ル に お け る マ ー
カ ー の 有 意 な 増 加 は 対 象 に お け る 前 立 腺 癌 の 重 篤 度 と 関 連 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
本 発 明 に よ り 、 対 象 に お い て 治 療 す る （ 即 ち 、 前 立 腺 癌 を 阻 害 す る ） 方 法 も 提 供 さ れ る 。
こ れ ら の 方 法 に は 、 対 象 か ら サ ン プ ル （ 例 え ば 、 前 立 腺 癌 細 胞 ま た は 血 液 細 胞 を 含 ん で い
る サ ン プ ル ） を 単 離 す る こ と 、 前 立 腺 癌 を 有 し な い こ と が 公 知 の 対 象 由 来 の 第 ２ サ ン プ ル
に 対 し て 、 サ ン プ ル に お け る Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ マ ー カ ー 、 例 え ば Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ マ ー カ ー の 存 在 、 量
、 お よ び ／ ま た は 活 性 を 検 出 す る こ と が 含 ま れ る 。 ２ つ の サ ン プ ル に お け る Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ マ ー
カ ー 、 例 え ば Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ マ ー カ ー の レ ベ ル を 比 較 し 、 そ し て 、 試 験 サ ン プ ル に お け る １
ま た は そ れ 以 上 の マ ー カ ー の 対 照 サ ン プ ル に 対 す る 有 意 な 増 加 ま た は 低 下 を 観 察 す る 。 発
現 ま た は 活 性 が 有 意 に 低 下 す る マ ー カ ー に 関 し て は 、 そ の 発 現 さ れ る マ ー カ ー タ ン パ ク 質
を 患 者 に 投 与 し て よ く 、 ま た は 、 低 下 し た マ ー カ ー に 対 応 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は Ｄ Ｎ Ａ を 誘
導 す る こ と に よ り 処 置 し て （ 例 え ば 、 遺 伝 子 治 療 に よ る ） 、 そ れ に よ り 対 象 に お け る マ ー
カ ー タ ン パ ク 質 の レ ベ ル を 増 す 。 発 現 ま た は 活 性 が 有 意 に 増 加 す る マ ー カ ー に 関 し て は 、
増 加 し た マ ー カ ー に 対 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は Ｄ Ｎ Ａ ア ン チ セ ン ス を 投 与 し て よ く (即 ち 、 遺
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伝 子 治 療 に よ る ） 、 ま た は マ ー カ ー タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な 抗 体 を 投 与 し て よ く 、 そ れ に よ
り 対 象 に お け る マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の レ ベ ル を 低 下 さ せ る 。 こ の 方 法 に て 、 対 象 は 前 立 腺
癌 を 処 置 し 得 る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
本 発 明 に よ り 、 対 象 に お け る 進 行 前 立 腺 癌 を 予 防 す る 方 法 も 提 供 さ れ る 。 こ れ ら の 方 法 に
は 、 発 現 ま た は 活 性 が 有 意 に 低 下 す る マ ー カ ー に 関 し て は 、 対 象 に お け る マ ー カ ー タ ン パ
ク 質 の レ ベ ル を 増 す た め の そ の マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 投 与 ま た は 低 下 し た マ ー カ ー に 対 応
す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は Ｄ Ｎ Ａ の 誘 導 （ 例 え ば 、 遺 伝 子 治 療 に よ る ） が 含 ま れ る 。 発 現 ま た は
活 性 有 意 に 増 加 す る マ ー カ ー に 関 し て は 、 増 加 し た マ ー カ ー に 対 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は Ｄ Ｎ
Ａ ア ン チ セ ン ス を 投 与 し て よ く (即 ち 、 遺 伝 子 治 療 に よ る ） 、 ま た は マ ー カ ー タ ン パ ク 質
に 特 異 的 な 抗 体 を 投 与 し て よ く 、 そ れ に よ り 対 象 に お け る マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の レ ベ ル を
低 下 さ せ る 。 こ の 方 法 に て 、 対 象 は 前 立 腺 癌 を 予 防 し 得 る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
本 発 明 に よ り 、 対 象 に お け る 前 立 腺 癌 症 状 の 治 療 ま た は 療 法 を 評 価 す る 方 法 も 提 供 さ れ る
。 こ れ ら の 方 法 に は 、 処 置 ま た は 治 療 を 受 け て い る 前 立 腺 癌 に 罹 患 し て い る 対 象 由 来 の サ
ン プ ル （ 例 え ば 、 前 立 腺 癌 細 胞 ま た は 血 液 細 胞 を 含 ん で い る ） を 単 離 す る こ と 、 該 症 状 の
た め の 処 置 ま た は 治 療 を 全 く 受 け て い な い 前 立 腺 癌 に 罹 患 し て い る 対 象 由 来 の 第 ２ サ ン プ
ル に 対 す る 、 お よ び ま た 、 前 立 腺 癌 に 罹 患 し て い な い 対 象 由 来 の 第 ３ サ ン プ ル に 対 す る 第
１ サ ン プ ル に お け る 本 発 明 の Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ マ ー カ ー 、 例 え ば Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ マ ー カ ー の 存 在 、 量
、 お よ び ／ ま た は 活 性 を 検 出 す る こ と が 含 ま れ る 。 ３ つ の サ ン プ ル に お け る Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ マ ー
カ ー 、 例 え ば Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ マ ー カ ー の レ ベ ル を 比 較 し 、 そ し て 他 の サ ン プ ル に 対 す る 第 １
サ ン プ ル に お け る Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ マ ー カ ー 、 例 え ば Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ マ ー カ ー の 有 意 な 増 加 ま た は 低
下 を 観 察 し 、 次 い で 、 前 立 腺 癌 の 存 在 ま た は 存 在 の 危 険 性 、 ま た は 重 篤 度 と 関 連 付 け る 。
前 立 腺 癌 が サ ン プ ル に お い て 緩 解 ま た は 緩 和 さ れ た こ と を 評 価 す る こ と に よ り 、 前 立 腺 癌
を 治 療 す る 治 療 ま た は 療 法 の 能 力 を さ ら に 決 定 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
本 発 明 に よ り 、 対 象 に お け る ア ン ド ロ ゲ ン － 依 存 性 前 立 腺 癌 を 診 断 す る 方 法 も 提 供 さ れ る
。 該 方 法 に は 、 前 立 腺 癌 に 罹 患 し て い る 対 象 由 来 の サ ン プ ル （ 例 え ば 、 前 立 腺 癌 細 胞 ま た
は 血 液 細 胞 を 含 ん で い る サ ン プ ル ） を 単 離 す る こ と 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ マ ー カ ー 、 例 え ば Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ
５ ４ マ ー カ ー の 、 ア ン ド ロ ゲ ン の 存 在 下 お よ び 不 在 下 で の 発 現 の レ ベ ル を 測 定 す る こ と 、
お よ び ア ン ド ロ ゲ ン の 存 在 お よ び 不 在 下 で の Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ マ ー カ ー 、 例 え ば Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ マ ー
カ ー の 発 現 の 差 を 比 較 す る こ と が 含 ま れ る 。 前 立 腺 癌 細 胞 は 、 ア ン ド ロ ゲ ン の 不 在 下 と 比
較 し て ア ン ド ロ ゲ ン の 存 在 下 で マ ー カ ー の 発 現 が 増 加 す る 場 合 、 ア ン ド ロ ゲ ン 依 存 性 で あ
る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
本 発 明 に よ り 、 前 立 腺 癌 に 罹 患 し て い る 対 象 に お け る ア ン ド ロ ゲ ン 除 去 治 療 の 効 力 を 決 定
す る 方 法 も 提 供 さ れ る 。 該 方 法 に は 、 対 象 サ ン プ ル に お い て 第 １ の ち ょ う ど よ い 時 点 で Ｆ
Ｋ Ｂ Ｐ マ ー カ ー 、 例 え ば Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ マ ー カ ー の 発 現 レ ベ ル を 検 出 す る こ と 、 お よ び 対 象
が ア ン ド ロ ゲ ン 除 去 処 置 を 開 始 し た 後 に 生 じ る そ の 後 の ち ょ う ど よ い 時 点 で Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ マ ー
カ ー 、 例 え ば Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ マ ー カ ー の 発 現 レ ベ ル を 検 出 す る こ と が 含 ま れ る 。 第 １ お よ び
第 ２ の 時 点 で 検 出 さ れ る Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ マ ー カ ー 、 例 え ば Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ マ ー カ ー の 発 現 の レ ベ ル
を 比 較 す る 。 発 現 レ ベ ル の 低 下 は ア ン ド ロ ゲ ン 除 去 治 療 が 低 下 効 力 を 有 す る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
本 発 明 に よ り 、 前 立 腺 癌 の 治 療 の た め の 医 薬 組 成 物 も 提 供 さ れ る 。 こ れ ら の 組 成 物 に は 、
（ 例 え ば 、 非 前 立 腺 癌 細 胞 サ ン プ ル に 対 し て 前 立 腺 癌 細 胞 サ ン プ ル に お い て 量 ま た は 活 性
が 低 下 す る マ ー カ ー に 関 し て ） 本 発 明 の マ ー カ ー タ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た は 核 酸 が 含 ま れ
て よ く 、 そ し て 以 下 に 記 載 す る よ う に 処 方 す る こ と が で き る 。 別 法 と し て 、 こ れ ら の 組 成
物 に は 、 （ 例 え ば 、 非 前 立 腺 癌 細 胞 サ ン プ ル に 対 し て 前 立 腺 癌 細 胞 サ ン プ ル に お い て 量 ま
た は 活 性 が 増 加 す る マ ー カ ー に 関 し て ） 本 発 明 の マ ー カ ー タ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 結 合 す る
抗 体 お よ び ／ ま た は 本 発 明 の マ ー カ ー 核 酸 に 相 補 的 な ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 が 含 ま れ て よ
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く 、 そ し て 本 明 細 書 中 に 記 載 す る よ う に 処 方 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
本 発 明 に よ り 、 サ ン プ ル （ 例 え ば 、 前 立 腺 癌 の 危 険 性 の あ る 対 象 由 来 の サ ン プ ル ） に お け
る 前 立 腺 癌 の 存 在 を 評 価 す る た め の キ ッ ト で あ っ て 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ マ ー カ ー 、 例 え ば Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ
５ ４ マ ー カ ー に 対 応 す る タ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 含 む キ ッ ト も 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
本 発 明 に よ り 、 対 象 （ 例 え ば 、 前 立 腺 癌 の 危 険 性 の あ る 対 象 ） 由 来 の サ ン プ ル に お い て 前
立 腺 癌 の 存 在 を 評 価 す る た め の キ ッ ト で あ っ て 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ マ ー カ ー 、 例 え ば Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４
マ ー カ ー に 対 応 す る 転 写 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 特 異 的 に 結 合 す る 核 酸 プ ロ ー ブ を 含 む キ ッ ト
が さ ら に 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
本 発 明 に よ り 、 対 象 に お い て 前 立 腺 癌 を 阻 害 す る た め の 複 数 の 化 合 物 の そ れ ぞ れ の 適 性 を
評 価 す る た め の キ ッ ト が さ ら に 提 供 さ れ る 。 そ の よ う な キ ッ ト に は 、 試 験 さ れ る べ き 複 数
の 化 合 物 、 お よ び Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ マ ー カ ー 、 例 え ば Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ マ ー カ ー の 発 現 を 評 価 す る た め
の 試 薬 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
本 発 明 の 前 記 組 成 物 お よ び 方 法 に 対 す る 変 更 は 、 常 套 法 に 従 い 、 当 該 分 野 の 専 門 家 に は 容
易 に 理 解 さ れ る で あ ろ う し 、 お よ び 本 発 明 に よ り 包 含 さ れ る こ と に な る 。
本 発 明 の 理 解 を 容 易 に す る た め に 、 多 く の 用 語 お よ び 語 句 を 以 下 に 定 義 す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
本 明 細 書 中 に 用 い ら れ る よ う に 、 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 お よ び 「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 な
る 用 語 は 交 換 し て 用 い る こ と が で き 、 そ し て 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド ま た は リ ボ ヌ ク
レ オ チ ド ま た は そ の 類 似 体 い ず れ か 、 あ ら ゆ る 長 さ の ヌ ク レ オ チ ド の 重 合 形 態 を 含 む 。 ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド は い ず れ の 三 次 元 構 造 を と っ て も よ く 、 そ し て 、 公 知 ま た は 非 公 知 の い ず
れ の 機 能 を な し て も よ い 。 以 下 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 無 制 限 の 例 で あ る 。 遺 伝 子 ま た は
遺 伝 子 フ ラ グ メ ン ト 、 エ キ ソ ン 、 イ ン ト ロ ン 、 メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ （ ｍ Ｒ Ｎ Ａ ） 、 ト ラ
ン ス フ ァ ー Ｒ Ｎ Ａ 、 リ ボ ソ ー ム Ｒ Ｎ Ａ 、 リ ボ ザ イ ム 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
、 分 枝 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 プ ラ ス ミ ド 、 ベ ク タ ー 、 あ ら ゆ る 配 列 の 単 離 Ｄ Ｎ Ａ 、 あ ら ゆ る
配 列 の 単 離 Ｒ Ｎ Ａ 、 核 酸 プ ロ ー ブ 、 お よ び プ ラ イ マ ー 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 変 更 さ れ た
ヌ ク レ オ チ ド 、 メ チ ル 化 ヌ ク レ オ チ ド お よ び ヌ ク レ オ チ ド 類 似 体 か ら 成 っ て よ い 。 存 在 す
る 場 合 に は 、 核 酸 構 造 に 対 す る 変 更 は 、 重 合 体 の 会 合 の 前 後 に な さ れ て よ い 。 ヌ ク レ オ チ
ド の 配 列 は 、 非 ヌ ク レ オ チ ド 成 分 に よ り 中 断 さ れ て よ い 。 重 合 化 後 に 、 標 識 成 分 と の 結 合
に よ る な ど し て ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は さ ら に 変 更 さ れ て よ い 。 該 用 語 は ま た 、 二 本 鎖 お よ び
一 本 鎖 分 子 の 両 方 を 含 む 。 他 が 特 記 さ れ な い 限 り 、 ま た は 所 望 さ れ な い 限 り 、 ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド で あ る 本 発 明 の い ず れ の 具 体 例 も 、 二 本 鎖 形 態 、 お よ び 二 本 鎖 形 態 を 生 じ る こ と が
公 知 の も し く は 予 想 さ れ る ２ つ の 相 補 的 な 一 本 鎖 形 態 の そ れ ぞ れ が 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ４ つ の ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 ： ア デ ニ ン （ Ａ ） ； シ ト シ ン （ Ｃ ） ； グ ア
ニ ン （ Ｇ ） ； チ ミ ン （ Ｔ ） ； お よ び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が Ｒ Ｎ Ａ の 場 合 の グ ア ニ ン に 代 わ る
ウ ラ シ ル （ Ｕ ） の 特 異 的 な 配 列 か ら 成 る 。 こ こ で 、 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 」 な る 用 語 は
、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の ア ル フ ァ ベ ッ ト 表 記 の こ と で あ る 。 こ の ア ル フ ァ ベ ッ ト 表 記 は
、 中 央 処 理 装 置 を 有 す る コ ン ピ ュ ー タ ー 中 の デ ー タ ベ ー ス に 入 力 す る こ と が で き 、 そ し て
、 機 能 性 遺 伝 子 お よ び 相 同 性 検 索 な ど の 生 物 学 的 情 報 の た め に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
「 遺 伝 子 」 に は 、 転 写 お よ び 翻 訳 さ れ た 後 の 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 を コ ー
ド す る こ と が で き る 少 な く と も 一 つ の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 ん で い る ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド が 含 ま れ る 。 本 明 細 書 中 に 開 示 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の い ず れ か を 用 い て
、 そ れ ら が 関 連 す る 遺 伝 子 の よ り 大 き な フ ラ グ メ ン ト ま た は 完 全 長 の コ ー デ ィ ン グ 配 列 を
同 定 し て よ い 。 よ り 大 き な フ ラ グ メ ン ト 配 列 を 単 離 す る 方 法 が 当 該 分 野 の 専 門 家 に 公 知 で
あ り 、 そ の い く つ か を 本 明 細 書 中 に 記 載 す る 。
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【 ０ ０ ５ ６ 】
「 遺 伝 子 産 物 」 に は 、 遺 伝 子 が 転 写 お よ び 翻 訳 さ れ る と き に 作 製 さ れ る ア ミ ノ 酸 （ 例 え ば
、 ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド ） が 含 ま れ る 。
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 操 作 に 関 す る 内 容 に お い て 用 い ら れ る 場 合 の 「 プ ロ ー ブ 」 に は 、 目 的
の サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 標 的 を 、 標 的 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と に よ り 検 出 す る た め の 試
薬 と し て 提 供 さ れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 含 ま れ る 。 た い て い 、 プ ロ ー ブ は 、 標 識 、 ま た
は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 の 前 後 に 標 識 が 結 合 す る こ と が で き る 手 段 か ら 成 る 。 適 当
な 標 識 に は 、 制 限 さ れ る も の で は な い が 、 ラ ジ オ ア イ ソ ト ー プ 、 蛍 光 色 素 、 化 学 ル ミ ネ セ
ン ス 化 合 物 、 色 素 、 お よ び 酵 素 を 含 む タ ン パ ク 質 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
「 プ ラ イ マ ー 」 に は 、 一 般 に 、 標 的 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と に よ り 目 的 の サ ン プ ル 中 に
存 在 す る 標 的 ま た は 「 鋳 型 」 に 結 合 し 、 そ し て そ の 後 、 標 的 に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
の 重 合 化 を 進 め る 、 遊 離 ３ ’ － Ｏ Ｈ 基 を 一 般 に 有 す る 短 い ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 含 ま れ る 。
「 ポ リ メ ラ ー ゼ 鎖 反 応 」 （ 「 Ｐ Ｃ Ｒ 」 ） は 、 複 製 コ ピ ー が 標 的 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 成
る と こ ろ の 、 「 上 流 」 お よ び 「 下 流 」 プ ラ イ マ ー か ら 成 る 「 プ ラ イ マ ー の 対 」 も し く は 「
プ ラ イ マ ー の セ ッ ト 」 、 お よ び Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 、 典 型 的 に は 熱 安 定 ポ リ メ ラ ー ゼ 酵 素
な ど の 重 合 化 触 媒 を 用 い る 反 応 で あ る 。 Ｐ Ｃ Ｒ の た め の 方 法 は 当 該 分 野 で 周 知 で あ り 、 お
よ び 例 え ば 、 MacPherson et al., IRL Press at Oxford University Press (1991)に お い
て 教 示 さ れ て い る 。 Ｐ Ｃ Ｒ ま た は 遺 伝 子 ク ロ ー ニ ン グ な ど の 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 複 製 コ
ピ ー を 作 製 す る 全 て の 方 法 を 、 本 明 細 書 中 ま と め て 「 複 製 」 と 呼 ぶ 。 プ ラ イ マ ー は 、 サ ザ
ン ま た は ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 な ど の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 に お け る プ ロ ー ブ と し
て も 用 い る こ と が で き る (Sambrook, J., Fritsh, E. F., お よ び Maniatis, T. Molecular
 Cloning: A Laboratory Manual. 2nd, ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spr
ing Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989を 参 照 さ れ た い 。 ） 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
「 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 」 な る 用 語 に は 、 逆 転 写 酵 素 な ど の 酵 素 で ｃ Ｄ Ｎ Ａ へ と 作 製 さ れ る 、 細 胞 ま た
は 生 物 体 に 存 在 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 で あ る 相 補 的 Ｄ Ｎ Ａ が 含 ま れ る 。 「 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ
ー 」 に は 、 逆 転 写 酵 素 を 用 い て ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 変 換 さ れ 、 次 い で 「 ベ ク タ ー 」 （ 外 来 Ｄ Ｎ Ａ の
付 加 後 複 製 し 続 け る こ と が で き る 他 の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 ） へ と 挿 入 さ れ る 、 細 胞 ま た は 生 物 体 に
存 在 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の 集 ま り が 含 ま れ る 。 ラ イ ブ ラ イ リ ー の た め の 典 型 的 な ベ ク タ ー に
は 、 細 菌 に 感 染 す る バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 、 ウ イ ル ス （ 例 え ば 、 ラ ム ダ フ ァ ー ジ ） が 含 ま れ
る 。 ラ イ ブ ラ リ ー は 次 い で 、 目 的 の 特 定 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ お よ び つ ま り ｍ Ｒ Ｎ Ａ ） に 関 し て プ
ロ ー ブ す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
「 遺 伝 子 送 達 媒 体 」 に は 、 宿 主 細 胞 に １ ま た は そ れ 以 上 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 挿 入 す る こ
と が で き る 分 子 が 含 ま れ る 。 遺 伝 子 送 達 媒 体 の 例 は 、 リ ポ ソ ー ム 、 天 然 ポ リ マ ー お よ び 合
成 ポ リ マ ー を 含 む 生 物 学 的 適 合 性 ポ リ マ ー ； リ ポ タ ン パ ク 質 ； ポ リ ペ プ チ ド ； 多 糖 類 ； リ
ポ 多 糖 類 ； 人 工 ウ イ ル ス エ ン ベ ロ ー プ ； 金 属 粒 子 ； お よ び 細 菌 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 、 ア デ
ノ ウ イ ル ス お よ び レ ト ロ ウ イ ル ス な ど の ウ イ ル ス お よ び ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 バ ク テ リ オ フ
ァ ー ジ 、 コ ス ミ ド 、 プ ラ ス ミ ド 、 真 菌 ベ ク タ ー 、 お よ び 種 々 の 真 核 お よ び 原 核 生 物 宿 主 に
お け る 複 製 お よ び ／ ま た は 発 現 に 関 し て 開 示 さ れ て い る 、 当 該 分 野 で 典 型 的 に 用 い ら れ る
他 の 組 換 え 媒 体 で あ る 。 遺 伝 子 送 達 媒 体 は 、 挿 入 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 複 製 、 遺 伝 子
治 療 、 な ら び に 単 に ポ リ ペ プ チ ド お よ び タ ン パ ク 質 の 発 現 の た め に 用 い ら れ て よ い 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
「 ベ ク タ ー 」 に は 、 挿 入 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 宿 主 細 胞 へ 、 お よ び ／ ま た は 宿 主 細 胞
の 間 に 送 達 す る 自 己 複 製 核 酸 分 子 が 含 ま れ る 。 こ の 用 語 に は 、 核 酸 分 子 の 細 胞 へ の 挿 入 に
主 と し て 機 能 す る ベ ク タ ー 、 核 酸 の 複 製 に 主 に 機 能 す る 複 製 ベ ク タ ー 、 お よ び Ｄ Ｎ Ａ ま た
は Ｒ Ｎ Ａ の 転 写 お よ び ／ ま た は 翻 訳 に 機 能 す る 発 現 ベ ク タ ー が 含 ま れ る こ と を 意 図 す る 。
前 記 の 機 能 の １ つ 以 上 を 提 供 す る ベ ク タ ー も 意 図 す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
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「 宿 主 細 胞 」 に は 、 ベ ク タ ー の た め の 、 も し く は 外 来 核 酸 分 子 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ
び ／ ま た は タ ン パ ク 質 の 挿 入 の た め の レ シ ピ エ ン ト で あ り 得 る 、 ま た は レ シ ピ エ ン ト で あ
っ た あ ら ゆ る 個 々 の 細 胞 ま た は 培 養 細 胞 が 含 ま れ る こ と を 意 図 す る 。 単 細 胞 の 子 孫 が 含 ま
れ る こ と も 意 図 す る 。 子 孫 は も と の 親 細 胞 に 対 し て 、 自 然 の 、 偶 発 的 な 、 ま た は 意 図 的 な
変 異 の た め に 、 （ 形 態 学 的 に 、 ま た は 遺 伝 子 も し く は 全 相 補 Ｄ Ｎ Ａ に お い て ） 必 ず し も 完
全 に 同 一 で な く て よ い 。 細 胞 は 真 核 細 胞 の も の も し く は 原 核 細 胞 の も の で あ っ て よ く 、 お
よ び 制 限 さ れ る も の で は な い が 、 細 菌 細 胞 、 酵 母 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 動 物 細 胞 、 お よ び 哺 乳
動 物 細 胞 、 例 え ば ネ ズ ミ 、 ラ ッ ト 、 サ ル 、 ま た は ヒ ト の 細 胞 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
「 遺 伝 子 的 に 変 更 さ れ た 」 な る 用 語 に は 、 細 胞 の 遺 伝 子 型 ま た は 表 現 型 を 変 更 す る 外 来 遺
伝 子 ま た は 核 酸 配 列 を 含 ん で い る お よ び ／ ま た は 発 現 し て い る 細 胞 ま た は そ の 子 孫 が 含 ま
れ る 。 こ の 用 語 に は 、 細 胞 の 内 在 性 ヌ ク レ オ チ ド に 対 す る い ず れ か の 添 加 、 欠 失 、 ま た は
破 壊 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
本 明 細 書 に 用 い ら れ る 「 発 現 」 な る 用 語 に は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を ｍ Ｒ Ｎ Ａ へ 転 写 し 、 そ
し て ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は タ ン パ ク 質 へ と 翻 訳 す る 方 法 が 含 ま れ る 。 ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド が ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ か ら 誘 導 さ れ る 場 合 に 、 適 当 な 真 核 生 物 の 宿 主 が 選 択 さ れ る な ら
、 発 現 に は ｍ Ｒ Ｎ Ａ の ス プ ラ イ シ ン グ が 含 ま れ て よ い 。 発 現 に 必 要 と さ れ る 調 節 エ レ メ ン
ト に は 、 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ に 結 合 す る プ ロ モ ー タ ー 配 列 、 お よ び リ ボ ソ ー ム の 結 合 の た
め の 転 写 開 始 配 列 が 含 ま れ る 。 例 え ば 、 細 菌 発 現 ベ ク タ ー に は 、 ｌ ａ ｃ プ ロ モ ー タ な ど の
プ ロ モ ー タ ー 、 お よ び 翻 訳 開 始 の た め の シ ャ イ ン ・ ダ ル ガ ル ノ 配 列 お よ び 開 始 コ ド ン Ａ Ｕ
Ｇ が 含 ま れ る (Sambrook, J.,Fritsh, E. F.,お よ び Maniatis, T. Molecular Cloning: A 
Laboratory Manual. 2nd, ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor L
aboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989)。 同 様 に 真 核 生 物 発 現 ベ ク タ ー に は 、
Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ Ｉ Ｉ の た め の 異 種 も し く は 同 種 プ ロ モ ー タ ー 、 下 流 ポ リ ア デ ニ ル 化 シ
グ ナ ル 、 短 い コ ド ン Ａ Ｕ Ｇ 、 お よ び リ ボ ソ ー ム の 脱 離 の た め の 終 止 コ ド ン が 含 ま れ る 。 そ
の よ う な ベ ク タ ー は 、 市 場 入 手 す る こ と が で き る か 、 当 該 分 野 の 専 門 家 に 周 知 の 方 法 、 例
え ば ベ ク タ ー を 構 築 す る た め に 以 下 に 記 載 す る 方 法 に て 、 記 載 さ れ る 配 列 に よ り 、 ま た は
組 み 立 て る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
遺 伝 子 に 対 し て 用 い ら れ る 「 差 異 的 に 発 現 さ れ た 」 に は 、 遺 伝 子 か ら 転 写 さ れ る ｍ Ｒ Ｎ Ａ
ま た は 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 産 物 の 差 異 的 な 発 現 が 含 ま れ る 。 差 異 的 に 発
現 さ れ た 遺 伝 子 は 、 正 常 ま た は 対 照 細 胞 の 発 現 レ ベ ル と 比 較 し て 過 剰 発 現 さ れ る か 、 ま た
は 発 現 が 不 足 し て い て よ い 。 一 態 様 に お い て 、 対 照 サ ン プ ル に お い て 検 出 さ れ る 発 現 レ ベ
ル よ り も 、 ２ ． ５ 倍 、 好 ま し く は ５ 倍 、 ま た は 好 ま し く は １ ０ 倍 高 い か 、 ま た は 低 い 差 が
含 ま れ る 。 「 差 異 的 に 発 現 さ れ た 」 な る 用 語 に は 、 対 照 細 胞 中 に て サ イ レ ン ト で あ る 場 合
に 発 現 さ れ る 、 ま た は 対 照 細 胞 に お い て 発 現 さ れ る 場 合 に 発 現 さ れ な い 、 細 胞 ま た は 組 織
に お け る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
「 ポ リ ペ プ チ ド 」 に は 、 ２ ま た は そ れ 以 上 の サ ブ ユ ニ ッ ト の ア ミ ノ 酸 、 ア ミ ノ 酸 類 似 体 、
ま た は ぺ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス か ら 成 る 化 合 物 が 含 ま れ る 。 サ ブ ユ ニ ッ ト は ペ プ チ ド 結 合 に
よ り 結 合 し て い て よ い 。 他 の 具 体 例 に お い て 、 サ ブ ユ ニ ッ ト は 、 例 え ば 、 エ ス テ ル 、 エ ー
テ ル な ど の 他 の 結 合 に よ り 結 合 し て い て よ い 。 本 明 細 書 中 に 用 い ら れ る よ う に 、 「 ア ミ ノ
酸 」 な る 用 語 に は 、 グ リ シ ン 含 む 天 然 お よ び /ま た は 非 天 然 ま た は 合 成 ア ミ ノ 酸 、 お よ び
Ｄ ま た は Ｌ 両 光 学 異 性 体 、 お よ び ア ミ ノ 酸 類 似 体 な ら び に ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス の い ず れ
か が 含 ま れ る 。 ３ ま た は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド が 一 般 に オ リ ゴ ペ プ チ ド と 呼 ば れ
る 。 ３ ま た は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 か ら 成 る ペ プ チ ド 鎖 を 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質
と 呼 ぶ 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
「 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 」 に は 、 １ ま た は そ れ 以 上 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 反 応 さ せ て 、
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ヌ ク レ オ チ ド 残 基 の 塩 基 間 の 水 素 結 合 に よ り 安 定 化 さ れ た 複 合 体 を 形 成 す る 反 応 が 含 ま れ
る 。 水 素 結 合 は 、 ワ ト ソ ン － ク リ ッ ク 塩 基 対 形 成 、 フ ー グ ス テ ィ ー ン 型 結 合 に よ り 、 ま た
は い ず れ か の 他 の 配 列 特 異 的 様 式 に て 起 こ り 得 る 。 複 合 体 は 、 二 本 鎖 構 造 を 形 成 し て い る
２ 本 鎖 、 多 重 鎖 複 合 体 を 形 成 し て い る ３ ま た は そ れ 以 上 の 鎖 、 単 一 の 自 己 ハ イ ブ リ ダ イ ジ
ン グ 鎖 、 ま た は こ れ ら の い ず れ か の 組 み 合 わ せ を 含 ん で よ い 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反
応 は 、 よ り 拡 張 型 の プ ロ セ ス に お い て は 、 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 の 開 始 ま た は リ ボ ザ イ ム に よ る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド の 酵 素 分 解 な ど ス テ ッ プ を 含 ん で よ い 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 は 、 異 な る 「 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 」 の 条 件 下 で 行 う こ と が で
き る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー に は 、 い ず れ か の ２ つ の 核 酸 分
子 が 互 い に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 困 難 性 が 含 ま れ る 。 ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で 互 い に 対 し
て 少 な く と も ６ ０ ％ 、 ６ ５ ％ 、 ７ ０ ％ 、 ７ ５ ％ 同 一 の 核 酸 分 子 は 互 い に ハ イ ブ リ ダ イ ズ を
維 持 し 、 一 方 、 低 パ ー セ ン ト 同 一 性 の 分 子 は ハ イ ブ リ ダ イ ズ を 維 持 す る こ と は で き な い 。
高 い ス ト リ ン ジ ェ ン ト ハ イ ブ リ ダ イ ぜ ー シ ョ ン 条 件 の 無 制 限 の 例 は 、 ６ × 塩 化 ナ ト リ ウ ム
／ ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ Ｓ Ｓ Ｃ ） 中 約 ４ ５ ℃ に て の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 後 、 ０ ． ２
× Ｓ Ｓ Ｃ 、 ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 中 ５ ０ ℃ に て 、 好 ま し く は ５ ５ ℃ に て 、 よ り 好 ま し く は ６ ０ ℃
に て 、 お よ び い っ そ う 好 ま し く は ６ ℃ に て １ 回 ま た は そ れ 以 上 洗 浄 を 行 う こ と で あ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が ２ つ の 一 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 間 で 逆 平 行 の 配 置 で 生 じ る 場
合 、 反 応 は 「 ア ニ ー リ ン グ 」 と 呼 ば れ 、 そ し て こ れ ら の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 「 相 補 的 」 と
記 載 さ れ る 。 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 第 １ の ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド の 鎖 の 一 つ と 第 ２ の も の と の 間 で 生 じ 得 る 場 合 、 他 方 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 し て 「
相 補 」 ま た は 「 相 同 」 で あ り 得 る 。 「 相 補 性 」 ま た は 「 相 同 性 」 （ １ つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド が 他 方 に 対 し て 相 補 的 で あ る 程 度 ） は 、 一 般 に 認 め ら れ て い る 塩 基 対 形 成 の 法 則 に 従 い
、 互 い に 結 合 す る 水 素 結 合 す る こ と が 期 待 さ れ る 反 対 側 の 鎖 中 の 塩 基 の 割 合 に 関 し て 定 量
で き る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
「 抗 体 」 に は 、 抗 原 上 に 存 在 す る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る こ と が で き る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子
が 含 ま れ る 。 本 明 細 書 中 に 用 い ら れ る よ う に 、 該 用 語 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び ポ リ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 な ど の 完 全 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の み な ら ず 、 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 、 変
異 体 、 フ ラ グ メ ン ト 、 融 合 タ ン パ ク 質 、 二 重 特 異 性 抗 体 、 ヒ ト 化 タ ン パ ク 質 、 お よ び 必 要
と さ れ る 特 異 性 の 抗 原 認 識 部 位 を 含 む 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 変 更 体 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
本 明 細 書 中 、 「 前 立 腺 癌 」 （ Ｃ ａ Ｐ ） な る 用 語 は 、 男 性 に お い て 一 般 に 発 生 す る 用 語 に 関
し て 、 当 業 者 に 認 識 さ れ る 使 用 を 意 味 す る 。 「 前 立 腺 癌 」 な る 用 語 は ,前 立 腺 の 触 診 可 能
な 腫 瘍 の 発 生 、 お よ び ま た 、 前 立 腺 に お け る 顕 微 鏡 に て 検 出 可 能 な 腫 瘍 性 細 胞 ま た は 形 質
転 換 細 胞 の 両 方 を 意 味 す る 。 後 者 の 場 合 、 当 該 細 胞 学 的 に 検 出 可 能 な 前 立 腺 癌 は 、 患 者 も
医 者 も 癌 細 胞 の 存 在 を 検 出 で き な い 点 に お い て 無 症 候 性 で あ り 得 る 。 癌 細 胞 は ７ ０ 歳 ま た
は ８ ０ 歳 ま で 生 き て い る 男 性 の 前 立 腺 に お い て 一 般 に 見 出 さ れ る が 、 こ れ ら の 男 性 の 全 て
が 前 立 腺 癌 を 進 行 さ せ る わ け で は な い 。 前 立 腺 癌 が 前 立 腺 と 離 れ た 遠 位 の 部 位 に 転 移 す る
現 象 に お い て は 、 疾 患 は 転 移 性 癌 （ Ｍ Ｃ ） と 記 載 し 、 臓 器 で お さ ま っ て い る 前 立 腺 癌 か ら
こ の 症 状 を 区 別 す る 。 Ｃ ａ Ｐ に よ る 死 亡 は 、 離 れ た 部 位 、 通 常 中 軸 骨 格 へ の 前 立 腺 癌 の 転
移 に よ る 分 散 に よ り 起 こ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
本 明 細 書 中 に 用 い ら れ る よ う に 、 「 マ ー カ ー 」 な る 用 語 に は 、 前 立 腺 癌 に 罹 患 し た 対 象 に
お い て ま た は 前 立 腺 癌 に 関 与 す る 細 胞 に お い て 、 存 在 す る か も し く は 存 在 し な い 、 ま た は
量 も し く は 活 性 が 増 加 も し く は 低 下 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド 分 子 が 含 ま
れ る 。 マ ー カ ー の 量 ま た は 活 性 の 相 対 的 変 化 は 、 前 立 腺 癌 の 発 生 ま た は 発 生 の 危 険 性 と 関
連 す る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
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本 明 細 書 中 に 用 い ら れ る よ う に 、 「 マ ー カ ー の パ ネ ル 」 な る 用 語 に は 、 各 メ ン バ ー の 量 ま
た は 活 性 が 前 立 腺 癌 の 発 生 ま た は 発 生 の 危 険 性 と 関 連 し て い る 、 マ ー カ ー 群 が 含 ま れ る 。
所 定 の 具 体 例 に お い て は 、 マ ー カ ー の パ ネ ル に は 、 前 立 腺 癌 に 罹 患 し た 対 象 ま た は 前 立 腺
癌 に 関 与 す る 、 細 胞 に お い て 量 ま た は 活 性 が 増 加 ま た は 低 下 す る マ ー カ ー の み 含 ま れ て よ
い 。 他 の 具 体 例 に お い て 、 マ ー カ ー の パ ネ ル に は 、 前 立 腺 癌 の 発 生 ま た は 発 生 の 危 険 性 に
関 連 す る 特 定 の 組 織 タ イ プ に 存 在 す る マ ー カ ー の み が 含 ま れ て よ い 。
本 発 明 の 種 々 の 態 様 を 、 以 下 の サ ブ セ ク シ ョ ン に よ り 詳 細 に 記 載 す る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
Ｉ ． 単 離 核 酸 分 子
本 発 明 の 一 態 様 は 、 そ れ 自 体 が 本 発 明 の 遺 伝 子 マ ー カ ー （ 例 え ば 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ ） で あ る か 、
ま た は 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド マ ー カ ー を コ ー ド す る 単 離 核 酸 分 子 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト
に 関 す る 。 本 発 明 の 他 の 態 様 は 、 サ ン プ ル 中 の 本 発 明 の マ ー カ ー を コ ー ド し て い る 核 酸 分
子 を 同 定 す る た め の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ と し て 用 い る の に 十 分 な 核 酸 フ ラ グ
メ ン ト な ら び に 本 発 明 の マ ー カ ー を コ ー ド す る 核 酸 分 子 の 増 幅 ま た は 変 異 の た め の Ｐ Ｃ Ｒ
プ ラ イ マ ー と し て 用 い る た め の ヌ ク レ オ チ ド フ ラ グ メ ン ト に 関 す る 。 本 明 細 書 中 に 用 い る
「 核 酸 分 子 」 な る 用 語 に は 、 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 （ 例 え ば ｃ Ｄ Ｎ Ａ ま た は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ ） お よ び Ｒ
Ｎ Ａ 分 子 （ 例 え ば 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ ） お よ び ヌ ク レ オ チ ド 類 似 体 を 用 い て 作 製 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ ま た
は Ｒ Ｎ Ａ の 類 似 体 が 含 ま れ る こ と を 意 図 す る 。 核 酸 分 子 は 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 で あ り 得 る
が 、 好 ま し く は 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ で あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
「 単 離 核 酸 分 子 」 な る 用 語 に は 、 天 然 の 核 酸 源 中 に 存 在 す る 他 の 核 酸 分 子 か ら 分 離 さ れ る
核 酸 分 子 が 含 ま れ る 。 例 え ば 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ に 関 し て 、 「 単 離 さ れ た 」 な る 用 語 に は 、 ゲ
ノ ム Ｄ Ｎ Ａ が 本 来 関 連 し て い る 染 色 体 か ら 分 離 さ れ る 核 酸 分 子 が 含 ま れ る 。 好 ま し く は 、
「 単 離 さ れ た 」 核 酸 分 子 は 、 核 酸 が 由 来 す る 生 物 体 の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 中 の 核 酸 に 本 来 隣 接 し
て い る 配 列 （ 即 ち 、 核 酸 の ５ ’ お よ び ３ ’ 末 端 に 位 置 す る 配 列 ） か ら 分 離 さ れ る 。 例 え ば
、 種 々 の 具 体 例 に お い て 、 本 発 明 の 単 離 さ れ た マ ー カ ー 核 酸 分 子 、 ま た は 本 発 明 の ポ リ ペ
プ チ ド マ ー カ ー を コ ー ド し て い る 核 酸 分 子 は 、 核 酸 が 由 来 す る 細 胞 の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 中 の 核
酸 分 子 に 本 来 隣 接 す る 約 ５ ｋ ｂ 、 ４ ｋ ｂ 、 ３ ｋ ｂ 、 ２ ｋ ｂ 、 １ ｋ ｂ 、 ０ ． ５ ｋ ｂ 、 ま た は
０ ． １ ｋ ｂ 未 満 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む こ と が で き る 。 さ ら に 、 「 単 離 さ れ た 」 核 酸 分
子 、 例 え ば ｃ Ｄ Ｎ Ａ 分 子 は 、 組 換 え 法 に よ り 作 製 さ れ る 場 合 、 他 の 細 胞 物 質 ま た は 培 養 培
地 か ら 実 質 上 遊 離 し 得 、 ま た は 化 学 的 に 合 成 さ れ た 場 合 、 ケ ミ カ ル プ レ カ ー サ ー ま た は 他
の 化 学 物 質 か ら 実 質 上 遊 離 し 得 る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
本 発 明 の 核 酸 分 子 、 例 え ば 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ 遺 伝 子 、 例 え ば Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ 遺 伝 子 の 一 つ の ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 を 有 す る 核 酸 分 子 に ま た は そ の 部 分 は 、 本 明 細 書 中 に 提 供 さ れ る 常 套 の 分 子 生
物 学 的 技 術 お よ び 配 列 情 報 を 用 い て 単 離 す る こ と が で き る 。 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ 遺 伝 子 、 例 え ば Ｆ Ｋ
Ｂ Ｐ ５ ４ の 一 つ の 核 酸 配 列 の 全 部 ま た は 部 分 を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ と し て 用
い て 、 本 発 明 の マ ー カ ー 遺 伝 子 ま た は 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド マ ー カ ー を コ ー ド し て い る 核
酸 分 子 を 、 常 套 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 お よ び ク ロ ー ニ ン グ 法 （ 例 え ば 、 Aambrook, 
J., Fritsh, E.F., お よ び Maniatis, T. Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 2nd
, ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold 
Spring Harbor, NY, 1989に 記 載 さ れ て い る ） を 用 い て 単 離 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
本 発 明 の 核 酸 は 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は そ れ と は 別 に ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 鋳 型 お よ び 適
当 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー と し て 用 い 、 常 套 の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 法 に 従 い 増 幅 す る こ と
が で き る 。 そ の よ う に 増 幅 さ れ た 核 酸 は 、 適 当 な ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で
き 、 そ し て 、 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 分 析 に よ り 特 定 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 マ ー カ ー ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 に 対 応 し て い る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 本 発 明 の マ ー カ ー を コ ー ド し て い る ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 は 、 常 套 法 に よ り 、 例 え ば 自 動 Ｄ Ｎ Ａ 合 成 装 置 を 用 い て 調 製 す る こ と が で き
る 。
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【 ０ ０ ７ ７ 】
他 の 好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 本 発 明 の 単 離 核 酸 分 子 に は 、 本 発 明 の マ ー カ ー 、 即 ち 、 Ｆ
Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は こ れ ら の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 部 分 に 相 補 的 な 核 酸 分
子 が 含 ま れ る 。 そ の よ う な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 相 補 的 な 核 酸 分 子 は 、 該 ヌ ク レ オ チ ド 配 列
に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て そ れ に よ り 安 定 な 二 本 鎖 を 形 成 す る こ と が で き る ほ ど に ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 に 対 し て 十 分 相 補 的 な も の で あ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
本 発 明 の 核 酸 分 子 は さ ら に 、 本 発 明 の マ ー カ ー 核 酸 の 核 酸 配 列 の 部 分 、 本 発 明 の マ ー カ ー
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る 遺 伝 子 、 例 え ば 、 プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー と し て 用 い ら
れ る こ と が で き る フ ラ グ メ ン ト の み か ら 成 る こ と が で き る 。 プ ロ ー ブ ／ プ ラ イ マ ー は 、 典
型 的 に は 、 実 質 上 精 製 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 典 型 的
に は 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で 、 マ ー カ ー 核 酸 ま た は 本 発 明 の マ ー カ ー ポ リ ペ プ チ ド を
コ ー ド し て い る 核 酸 の 少 な く と も 約 ７ ま た は １ ５ 、 好 ま し く は 約 ２ ０ ま た は ２ ５ 、 よ り 好
ま し く は 約 ５ ０ 、 ７ ５ 、 １ ０ ０ 、 １ ２ ５ 、 １ ５ ０ 、 １ ７ ５ 、 ２ ０ ０ 、 ２ ２ ５ 、 ２ ５ ０ 、 ２
７ ５ 、 ３ ０ ０ 、 ３ ２ ５ 、 ３ ５ ０ 、 ４ ０ ０ ま た は そ れ 以 上 の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド に ハ イ ブ
リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 領 域 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
本 発 明 の マ ー カ ー 遺 伝 子 ま た は マ ー カ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る 核 酸 分 子 の ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 に 基 く プ ロ ー ブ を 用 い て 、 本 発 明 の マ ー カ ー 遺 伝 子 お よ び ／ ま た は マ ー カ ー ポ
リ ペ プ チ ド に 対 応 す る 転 写 産 物 ま た は ゲ ノ ム 配 列 を 検 出 す る こ と が で き る 。 好 ま し い 具 体
例 に お い て 、 プ ロ ー ブ は そ れ に 結 合 し た 標 識 群 を 含 み 、 例 え ば 、 標 識 群 は ラ ジ オ ア イ ソ ト
ー プ 、 蛍 光 化 合 物 、 酵 素 、 ま た は 酵 素 補 因 子 で あ り 得 る 。 そ の よ う な プ ロ ー ブ を 、 本 発 明
の マ ー カ ー ポ リ ペ プ チ ド を 誤 発 現 す る （ 例 え ば 、 過 剰 発 現 ま た は 発 現 不 足 ） 、 ま た は 本 発
明 の マ ー カ ー 遺 伝 子 の よ り 多 く の も し く は も っ と 少 な い コ ピ ー を 有 す る 細 胞 ま た は 組 織 を
同 定 す る た め の 診 断 試 験 キ ッ ト の 一 部 と し て 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 対 象 由 来 の 細
胞 の サ ン プ ル 中 の マ ー カ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る 核 酸 の レ ベ ル を 検 出 し て よ く 、
マ ー カ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 産 物 の 量 を 測 定 し て よ く 、 ま た は 本
発 明 の マ ー カ ー 遺 伝 子 の 変 異 ま た は 欠 失 の 存 在 を 評 価 し て よ い 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
本 発 明 は さ ら に 、 遺 伝 子 コ ー ド の 縮 重 の た め に Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ 遺 伝 子 、 例 え ば Ｆ Ｉ Ｂ ５ ４ 遺 伝 子
の 核 酸 配 列 と は 異 な り 、 そ し て Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ 遺 伝 子 、 例 え ば Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ 遺 伝 子 に よ り コ ー ド
さ れ る タ ン パ ク 質 と 同 じ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ 遺 伝 子 、 例 え ば Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 加 え て 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ 遺 伝
子 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 変 化 を 生 じ る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 多 形 が 個 体 群
（ 例 え ば ヒ ト 個 体 群 ） の 中 に 存 在 し 得 る こ と が 当 業 者 に は 認 識 さ れ る で あ ろ う 。 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ
遺 伝 子 、 例 え ば Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ 遺 伝 子 に お け る そ の よ う な 遺 伝 子 多 形 は 、 天 然 対 立 変 種 に よ
り 個 体 群 中 の 個 体 間 に 存 在 し 得 る 。 対 立 変 種 は 、 所 定 の 遺 伝 子 座 に 二 者 択 一 的 に 生 じ る 遺
伝 子 の 群 の 一 つ で あ る 。 加 え て 、 遺 伝 子 の 全 発 現 レ ベ ル に （ 例 え ば 調 節 ま た は 破 壊 に よ り
） 影 響 し 得 る Ｒ Ｎ Ａ 発 現 レ ベ ル に 影 響 す る Ｄ Ｎ Ａ の 多 形 も 存 在 し 得 る 。 本 明 細 書 中 に 用 い
ら れ る よ う に 、 「 対 立 変 種 」 な る 用 語 に は 、 所 定 の 座 で 生 じ る 核 酸 配 列 、 ま た は 該 ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド が 含 ま れ る 。 本 明 細 書 中 に 用 い ら れ る よ う に
、 「 遺 伝 子 」 お よ び 「 組 換 え 遺 伝 子 」 な る 用 語 は 、 本 発 明 の マ ー カ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー
ド し て い る オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 む 核 酸 分 子 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
本 発 明 の Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ 遺 伝 子 、 例 え ば Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ マ ー カ ー 遺 伝 子 ま た は Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ 、 例 え ば Ｆ
Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ マ ー カ ー タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 遺 伝 子 の 天 然 の 対 立 変 種 お よ び 相 同 物 に
対 応 す る 核 酸 分 子 は 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ 遺 伝 子 、 例 え ば Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ 遺 伝 子 に 対 す る そ の 相 同 性 に
基 い て 、 本 明 細 書 に 開 示 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ま た は そ の 部 分 を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ
と し て 用 い て 、 常 套 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 に 従 い 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ
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イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で 単 離 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の マ ー カ ー 遺 伝 子 の 天 然 対 立 変 種 お
よ び 相 同 物 に 対 応 す る 核 酸 分 子 は 、 本 発 明 の マ ー カ ー 遺 伝 子 ま た は マ ー カ ー タ ン パ ク 質 を
コ ー ド し て い る 遺 伝 子 と 同 じ 染 色 体 ま た は 座 に 対 す る マ ッ ピ ン グ に よ っ て も 単 離 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
他 の 具 体 例 に お い て 、 本 発 明 の 単 離 核 酸 分 子 は 、 長 さ に し て 少 な く と も １ ５ 、 ２ ０ 、 ２ ５
、 ３ ０ 、 ５ ０ 、 １ ０ ０ 、 １ ５ ０ 、 ２ ０ ０ 、 ２ ５ ０ 、 ３ ０ ０ 、 ３ ５ ０ 、 ４ ０ ０ 、 ４ ５ ０ 、 ５
０ ０ 、 ５ ５ ０ 、 ６ ０ ０ 、 ６ ５ ０ 、 ７ ０ ０ 、 ７ ５ ０ 、 ８ ０ ０ 、 ８ ５ ０ 、 ９ ０ ０ 、 ９ ５ ０ 、 １
０ ０ ０ 、 １ １ ０ ０ 、 １ ２ ０ ０ 、 １ ３ ０ ０ 、 １ ４ ０ ０ 、 １ ５ ０ ０ 、 １ ６ ０ ０ 、 １ ７ ０ ０ 、 １
８ ０ ０ 、 １ ９ ０ ０ 、 ２ ０ ０ ０ 、 ま た は そ れ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 ま
た は 本 発 明 の マ ー カ ー タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 遺 伝 子 の 核 酸 配 列 に 対 応 し て い る 核 酸
分 子 に 対 し て ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 本 明 細 書 中 に 用 い ら れ る 「
ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 」 な る 用 語 は 、 互 い に 少 な く と も ６ ０ ％ 相
同 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 互 い に 典 型 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た ま ま 留 ま る 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン お よ び 洗 浄 に 関 す る 条 件 を 記 載 す る こ と を 意 図 す る 。 好 ま し く は 、 該 条 件 は 互 い
に 対 し て 約 少 な く と も ７ ０ ％ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ０ ％ 、 い っ そ う よ り 好 ま し
く は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ ま た は ９ ０ ％ 相 同 な 配 列 が 、 互 い に 典 型 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た
ま ま 留 ま る よ う な 条 件 で あ る 。 そ の よ う な ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 は 当 業 者 に 公 知 で あ り 、
Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, N.Y. (1989), 6.3.1-6.
3.6に 見 出 す こ と が で き る 。 ス ト リ ン ジ ェ ン ト ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 の 好 ま し い 、
無 制 限 の 例 は 、 ６ × 塩 化 ナ ト リ ウ ム ／ ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ Ｓ Ｓ Ｃ ） 中 約 ６ ５ ℃ に て の ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 後 、 ０ ． ２ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 中 ５ ０ ℃ に て 、 好 ま し く は
５ ５ ℃ に て 、 よ り い っ そ う 好 ま し く は ６ ０ ℃ に て 、 お よ び い っ そ う よ り 好 ま し く は ６ ５ ℃
に て の １ 回 ま た は そ れ 以 上 の 洗 浄 を 行 う こ と で あ る 。 好 ま し く は 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ 遺 伝 子 、 例 え
ば Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ 遺 伝 子 の 一 つ の 配 列 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 本 発
明 の 単 離 核 酸 分 子 。 本 明 細 書 中 に 用 い ら れ る よ う に 、 「 天 然 に 生 じ る 」 核 酸 分 子 に は 、 天
然 に 生 じ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 例 え ば 、 天 然 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ） を 有 す る Ｒ Ｎ Ａ
ま た は Ｄ Ｎ Ａ 分 子 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
個 体 群 中 に 存 在 し 得 る 、 本 発 明 の マ ー カ ー 遺 伝 子 お よ び マ ー カ ー タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て
い る 遺 伝 子 の 天 然 に 生 じ る 対 立 変 種 に 加 え て 、 当 業 者 は 、 本 発 明 の マ ー カ ー 遺 伝 子 ま た は
マ ー カ ー タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 変 異 を 誘 導 し 、 そ れ に
よ り こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 機 能 活 性 を 変 更 す る こ と な く コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ
酸 配 列 を 変 化 さ せ る こ と が で き る こ と を さ ら に 認 識 す る で あ ろ う 。 例 え ば 、 「 非 必 須 」 ア
ミ ノ 酸 残 基 に お け る ア ミ ノ 酸 置 換 を 導 く ヌ ク レ オ チ ド の 置 換 を な す こ と が で き る 。 「 非 －
必 須 」 ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 生 物 活 性 を 変 更 す る こ と な く タ ン パ ク 質 の 野 生 型 配 列 か ら 変 更 さ
れ 得 た 残 基 で あ り 、 一 方 、 「 必 須 」 ア ミ ノ 酸 残 基 は 生 物 活 性 に 必 要 で あ る 。 例 え ば 、 遺 伝
子 の 対 立 変 種 ま た は 相 同 物 の 間 （ 例 え ば 、 異 な る 種 由 来 の 遺 伝 子 の 相 同 物 間 ） に 保 存 さ れ
て い る ア ミ ノ 酸 残 基 は 特 に 変 化 に 従 わ な い こ と が 予 想 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
従 っ て 、 本 発 明 の 更 な る 態 様 は 、 活 性 に 必 須 で な い ア ミ ノ 酸 分 子 の 変 化 を 含 む 本 発 明 の マ
ー カ ー タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 核 酸 分 子 に 関 す る 。 そ の よ う な タ ン パ ク 質 は 、 Ｆ Ｋ Ｂ
Ｐ 遺 伝 子 、 例 え ば Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る マ ー カ ー タ ン パ ク 質 か ら ア ミ ノ
酸 配 列 が 異 な っ て い る が 、 生 物 活 性 は 保 持 す る 。 一 の 具 体 例 に お い て 、 タ ン パ ク 質 は 、 本
発 明 の マ ー カ ー タ ン パ ク 質 に 対 し て 少 な く と も ６ ０ ％ 、 ６ ５ ％ 、 ７ ０ ％ 、 ７ ５ ％ 、 ８ ０ ％
、 ８ ５ ％ 、 ９ ０ ％ 、 ９ ５ ％ 、 ９ ８ ％ ま た は そ れ 以 上 の 相 同 性 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
本 発 明 の マ ー カ ー タ ン パ ク 質 に 相 同 な タ ン パ ク 質 相 同 物 を コ ー ド し て い る 単 離 核 酸 分 子 は
、 １ ま た は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 置 、 付 加 、 ま た は 欠 失 が コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 に 導 入 さ
れ る よ う に 、 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に １ ま た は
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そ れ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド 置 換 、 付 加 、 ま た は 欠 失 を 誘 導 す る こ と に よ り 作 製 す る こ と が で
き る 。 変 異 は 、 部 位 指 向 性 突 然 変 異 誘 発 お よ び Ｐ Ｃ Ｒ に よ る 突 然 変 異 誘 発 な ど の 常 套 法 に
よ り 、 本 発 明 の Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ 遺 伝 子 、 例 え ば Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ 遺 伝 子 に 導 入 す る こ と が で き る 。 好
ま し く は 、 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 を 、 １ ま た は そ れ 以 上 の 予 測 さ れ る 非 必 須 ア ミ ノ 酸 残 基 に
て な す 。 「 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 」 は 、 ア ミ ノ 酸 残 基 が 同 様 の 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 残 基 で
置 換 さ れ て い る も の で あ る 。 同 様 の 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 残 基 の フ ァ ミ リ ー は 当 該 分 野 で
規 定 さ れ て い る 。 こ れ ら の フ ァ ミ リ ー に は 、 塩 基 性 側 鎖 （ 例 え ば 、 リ ジ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、
ヒ ス チ ジ ン ） 、 酸 性 側 鎖 （ 例 え ば 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 グ ル タ ミ ン 酸 ） 、 非 荷 電 極 性 側 鎖 （
例 え ば 、 グ リ シ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 セ リ ン 、 ト レ オ ニ ン 、 チ ロ シ ン 、 シ ス テ
イ ン ） 、 非 極 性 側 鎖 （ 例 え ば 、 ア ラ ニ ン 、 バ リ ン 、 ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 プ ロ リ ン 、
フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 メ チ オ ニ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン ） 、 ベ ー タ － 分 枝 側 鎖 （ 例 え ば 、 ト レ オ
ニ ン 、 バ リ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン ） 、 お よ び 芳 香 族 側 鎖 （ 例 え ば 、 チ ロ シ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ
ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン 、 ヒ ス チ ジ ン ） を 有 す る ア ミ ノ 酸 が 含 ま れ る 。 別 法 と し て 、 変 異 は 本
発 明 の 遺 伝 子 の コ ー デ ィ ン グ 配 列 の 全 部 ま た は 部 分 に 沿 っ て 、 飽 和 突 然 変 異 に よ る な ど し
て 無 作 為 に 導 入 す る こ と が で き 、 そ し て 、 生 じ た 変 異 体 を 生 物 学 的 活 性 に 関 し て ス ク リ ー
ニ ン グ し て 、 活 性 を 保 持 す る 変 異 体 を 同 定 す る こ と が で き る 。 突 然 変 異 誘 発 の 後 で 、 コ ー
ド さ れ る タ ン パ ク 質 を 組 換 え 発 現 さ せ る こ と が で き 、 そ し て タ ン パ ク 質 の 活 性 を 測 定 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 本 発 明 の マ ー カ ー 遺 伝 子 お よ び マ ー カ ー タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い
る 遺 伝 子 に 対 し て ア ン チ セ ン ス で あ る 単 離 核 酸 分 子 に 関 す る 。 「 ア ン チ セ ン ス 」 核 酸 は 、
タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 「 セ ン ス 」 核 酸 に 相 補 的 な 、 例 え ば 、 二 本 鎖 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 分 子
の コ ー デ ィ ン グ 鎖 に 相 補 的 も し く は ｍ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 に 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。 従
っ て 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 は セ ン ス 核 酸 に 対 し て 水 素 結 合 す る こ と が で き る 。 ア ン チ セ ン ス
核 酸 は 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ 遺 伝 子 、 例 え ば Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ 遺 伝 子 の 全 コ ー デ ィ ン グ 鎖 、 ま た は そ の 部
分 の み に 対 し て 相 補 的 で あ り 得 る 。 一 具 体 例 に お い て 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 は 、 本 発 明
の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の コ ー デ ィ ン グ 鎖 の 「 コ ー デ ィ ン グ 領 域 」 に 対 し て ア ン チ セ ン ス で あ
る 。 「 コ ー デ ィ ン グ 領 域 」 な る 用 語 は 、 ア ミ ノ 酸 へ と 翻 訳 さ れ る コ ド ン を 含 ん で い る ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 の 領 域 を 含 む 。 他 の 具 体 例 に お い て 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 は 、 本 発 明 の ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 の コ ー デ ィ ン グ 鎖 の 「 非 コ ー デ ィ ン グ 領 域 」 に 対 し て ア ン チ セ ン ス で あ る
。 「 非 コ ー デ ィ ン グ 領 域 」 な る 用 語 に は 、 ア ミ ノ 酸 に 翻 訳 さ れ な い 、 コ ー デ ィ ン グ 領 域 に
隣 接 す る ５ ’ お よ び ３ ’ 配 列 が 含 ま れ る （ 即 ち 、 ５ ’ お よ び ３ ’ 非 翻 訳 領 域 と も 呼 ば れ る
） 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 、 ワ ト ソ ン お よ び ク リ ッ ク の 塩 基 対 形 成 の 法 則 に 従 っ て 設 計
す る こ と が で き る 。 ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 は 本 発 明 の 遺 伝 子 に 対 応 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 全 コ ー
デ ィ ン グ 領 域 に 相 補 的 で あ り 得 る が 、 よ り 好 ま し く は 、 コ ー デ ィ ン グ ま た は 非 コ ー デ ィ ン
グ 領 域 の 一 部 の み に 対 し て ア ン チ セ ン ス で あ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 ア ン チ セ ン ス
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 例 え ば 、 長 さ に し て 約 ５ 、 １ ０ 、 １ ５ 、 ２ ０ 、 ２ ５ 、 ３ ０ 、 ３ ５
、 ４ ０ 、 ４ ５ 、 ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド で あ り 得 る 。 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 、 当 該 分 野 で
公 知 の 方 法 を 用 い て 化 学 合 成 お よ び 酵 素 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 を 用 い て 構 築 す る こ と が で き
る 。 例 え ば 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 （ 例 え ば 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ） は 、 天 然 に
生 じ る ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 、 ま た は 分 子 の 生 物 学 的 安 定 性 を 増 す た め も し く は ア ン チ セ
ン ス お よ び セ ン ス 核 酸 の 間 に 形 成 さ れ る 二 本 鎖 の 物 理 的 安 定 性 を 増 す た め に 設 計 さ れ た 種
々 の 変 更 ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 化 学 的 に 合 成 す る こ と が で き 、 例 え ば チ オ リ ン 酸 誘 導 体 お
よ び ア ク リ ジ ン 置 換 ヌ ク レ オ チ ド を 用 い る こ と が で き る 。 ア ン チ セ ン ス 核 酸 を 作 製 す る の
に 用 い る こ と が で き る 変 更 ヌ ク レ オ オ チ ド の 例 に は 、 ５ － フ ル オ ロ ウ ラ シ ル 、 ５ － ブ ロ モ
ウ ラ シ ル 、 ５ － ク ロ ロ ウ ラ シ ル 、 ５ － ヨ ー ド ウ ラ シ ル 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 キ サ ン チ ン 、 ４
－ ア セ チ ル シ ト シ ン 、 ５ － （ カ ル ボ キ シ ヒ ド ロ キ シ メ チ ル ） ウ ラ シ ル 、 ５ － カ ル ボ キ シ メ
チ ル ア ミ ノ メ チ ル － ２ － チ オ ウ リ ジ ン 、 ５ － カ ル ボ キ シ メ チ ル ア ミ ノ メ チ ル ウ ラ シ ル 、 ジ

10

20

30

40

50

(21) JP 2004-526425 A 2004.9.2



ヒ ド ロ ウ ラ シ ル 、 ベ ー タ － Ｄ － ガ ラ ク ト シ ル キ ュ ー オ シ ン 、 イ ノ シ ン 、 Ｎ ６ － イ ソ ペ ン テ
ニ ル ア デ ニ ン 、 １ － メ チ ル グ ア ニ ン 、 １ － メ チ ル イ ノ シ ン 、 ２ ,２ － ジ メ チ ル グ ア ニ ン 、
２ － メ チ ル ア デ ニ ン 、 ２ － メ チ ル グ ア ニ ン 、 ３ － メ チ ル シ ト シ ン 、 ５ － メ チ ル シ ト シ ン 、
Ｎ ６ － ア デ ニ ン 、 ７ － メ チ ル グ ア ニ ン 、 ５ － メ チ ル ア ミ ノ メ チ ル ウ ラ シ ル 、 ５ － メ ト キ シ
ア ミ ノ メ チ ル － ２ － チ オ ウ ラ シ ル 、 ベ ー タ － Ｄ － マ ン ノ シ ル キ ュ ー オ シ ン 、 ５ ’ － メ ト キ
シ カ ル ボ キ シ メ チ ル ウ ラ シ ル 、 ５ － メ ト キ シ ウ ラ シ ル 、 ２ － メ チ ル チ オ － Ｎ ６ － イ ソ ペ ン
テ ニ ル ア デ ニ ン 、 ウ ラ シ ル － ５ － オ キ シ 酢 酸 （ ｖ ） 、 ウ ィ ブ ト キ ソ シ ン (wybutoxosine)、
プ ソ イ ド ウ ラ シ ル 、 キ ュ ー オ シ ン 、 ２ － チ オ シ ト シ ン 、 ５ － メ チ ル － ２ － チ オ ウ ラ シ ル 、
２ － チ オ ウ ラ シ ル 、 ４ － チ オ ウ ラ シ ル 、 ５ － メ チ ル ウ ラ シ ル 、 ウ ラ シ ル － ５ － オ キ シ 酢 酸
メ チ ル エ ス テ ル 、 ウ ラ シ ル － ５ － オ キ シ 酢 酸 メ チ ル エ ス テ ル 、 ウ ラ シ ル － ５ － オ キ シ 酢 酸
（ ｖ ） 、 ５ － メ チ ル － ２ － チ オ ウ ラ シ ル 、 ３ － （ ３ － ア ミ ノ － ３ － Ｎ － ２ － カ ル ボ キ シ プ
ロ ピ ル ） ウ ラ シ ル 、 （ ａ ｃ ｐ ３ ） ｗ 、 お よ び ２ ,６ － ジ ア ミ ノ プ リ ン が 含 ま れ る 。 別 に 、
ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 、 核 酸 を ア ン チ セ ン ス の 方 向 で サ ブ ク ロ ー ン し た 発 現 ベ ク タ ー を 用 い
て 生 物 学 的 に 作 製 す る こ と が で き る （ す な わ ち 、 挿 入 さ れ た 核 酸 か ら 転 写 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ は
、 以 下 の サ ブ セ ク シ ョ ン に さ ら に 記 載 す る よ う に 目 的 の 標 的 核 酸 に 対 し て ア ン チ セ ン ス の
方 向 で あ る ） 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 は 、 そ れ ら が 本 発 明 の マ ー カ ー タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い
る 細 胞 内 ｍ Ｒ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る か ま た は そ れ に 結 合
し 、 そ れ に よ っ て 、 例 え ば 転 写 お よ び ／ ま た は 翻 訳 を 阻 害 す る こ と に よ り タ ン パ ク 質 の 発
現 を 阻 害 す る よ う に 、 典 型 的 に 対 象 へ 投 与 さ れ 、 ま た は イ ン サ イ チ ュ で 作 製 さ れ る 。 ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 安 定 な 二 本 鎖 を 形 成 す る た め の 常 套 の ヌ ク レ オ チ ド 相 補 性 に よ る
も の で あ り 得 、 ま た は 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ 二 本 鎖 に 結 合 す る ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 の 場 合 に は
、 二 重 ら せ ん の 主 溝 に お け る 特 異 的 相 互 作 用 に よ る も の で あ り 得 る 。 本 発 明 の ア ン チ セ ン
ス 核 酸 分 子 の 投 与 の 経 路 の 例 に は 、 組 織 部 位 （ 例 え ば 、 皮 膚 ） に お け る 直 接 の 注 射 が 含 ま
れ る 。 別 法 と し て 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 は 、 標 的 選 択 細 胞 に 対 し て 変 更 し て 、 次 い で 全
身 に 投 与 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 全 身 投 与 の た め に は 、 ア ン チ セ ン ス 分 子 は 、 そ れ ら
が 選 択 さ れ た 細 胞 の 表 面 に お い て 発 現 さ れ る レ セ プ タ ー ま た は 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す る よ
う に 、 例 え ば 細 胞 表 面 レ セ プ タ ー ま た は 抗 原 に 結 合 す る ペ プ チ ド ま た は 抗 体 に 対 し て ア ン
チ セ ン ス 核 酸 分 子 を 結 合 さ せ る こ と に よ り 変 更 す る こ と が で き る 。 ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子
は 、 本 明 細 書 中 に 開 示 す る ベ ク タ ー を 用 い て 細 胞 に 送 達 す る こ と も で き る 。 ア ン チ セ ン ス
分 子 の 十 分 な 細 胞 内 濃 度 を 達 成 す る た め に は 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 を 強 い ｐ ｏ ｌ Ｉ Ｉ ま
た は ｐ ｏ ｌ Ｉ Ｉ Ｉ プ ロ モ ー タ ー の 対 照 下 に 置 い た ベ ク タ ー 構 築 物 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
さ ら に 他 の 具 体 例 に お い て は 、 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 は α － ア ノ マ ー 核 酸 分 子 で
あ る 。 α － ア ノ マ ー 核 酸 分 子 は 、 通 常 の β ユ ニ ッ ト と は 違 っ て 鎖 が 互 い に 平 行 に 走 っ て い
る 、 相 補 的 Ｒ Ｎ Ａ と 特 徴 的 な 二 本 鎖 ハ イ ブ リ ッ ド を 形 成 す る (Gaultier et al. (1987) Nu
cleic Acids. Res. 15: 6625-6641)。 ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 は 、 ２ ’ － ｏ － メ チ ル リ ボ ヌ
ク レ オ チ ド (Inoue et al. (1987) REBS Lett. 215: 327-330)ま た は キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ ‐ Ｄ Ｎ
Ａ 類 似 体 (Inoue et al. (1987)FEBS Lett. 215: 327-330)を も 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
さ ら に 他 の 具 体 例 に お い て 、 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 は リ ボ ザ イ ム で あ る 。 リ ボ ザ イ ム
は 、 そ れ ら が 相 補 的 な 領 域 を 有 す る と こ ろ の 一 本 鎖 核 酸 、 例 え ば ｍ Ｒ Ｎ Ａ な ど を 分 解 す る
こ と が で き る 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 有 す る 触 媒 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 で あ る 。 つ ま り 、 リ ボ ザ イ
ム (例 え ば 、 ハ ン マ ー ヘ ッ ド 型 リ ボ ザ イ ム (Haselhoff and Gerlach (1988) Nature 334: 5
85-591に 開 示 さ れ て い る ） ） を 用 い て 、 本 発 明 の Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ 遺 伝 子 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 産 物
を 触 媒 分 解 し て 、 そ れ に よ り こ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 翻 訳 を 阻 害 す る こ と が で き る 。 マ ー カ ー タ ン
パ ク 質 を コ ー ド し て い る 核 酸 に 対 し て 特 異 性 を 有 す る リ ボ ザ イ ム を 、 本 明 細 書 中 に 開 示 す
る 本 発 明 の 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 基 い て 設 計 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 活 性 部 位
の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 、 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る ｍ Ｒ Ｎ Ａ に お け る 分 解 さ れ
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る べ き ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 し て 相 補 的 な テ ト ラ ヒ メ ナ L-19 IVS RNAの 誘 導 体 を 構 築 す る
こ と が で き る 。 例 え ば 、 Cech et al. 米 国 特 許 第 4,987,071号 お よ び Cech et al.米 国 特 許
第 5,116,742を 参 照 さ れ た い 。 別 法 と し て 、 本 発 明 の 遺 伝 子 か ら 転 写 さ れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 用
い て 、 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の プ ー ル か ら 特 異 的 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 有 す る 触 媒 Ｒ Ｎ Ａ を 選 択 す
る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Bartel. D. and Szostak, J. W. (1993) Science 261: 1411-1
418を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
別 法 と し て 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ 遺 伝 子 、 例 え ば Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ 遺 伝 子 の 発 現 は 、 こ れ ら の 遺 伝 子 の 調
節 領 域 （ 例 え ば 、 プ ロ モ ー タ ー お よ び ／ ま た は エ ン ハ ン サ ー ） に 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド を
タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ し 、 標 的 細 胞 に お い て 遺 伝 子 の 転 写 を 妨 げ る 3重 ら せ ん 構 造 を 形 成 す る
こ と に よ り 阻 害 す る こ と が で き る 。 一 般 的 に は 、 Helene, C. (1991) Anticancer Drug De
s. 6(6): 569-84; Helene, C. et al. (1992) Ann. N.Y. Acad. Sci. 660: 27-36;お よ び
Maher, L. J. (1992) Bioasays 14(12): 807-15を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
さ ら に 別 の 態 様 で は 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 を 塩 基 部 分 、 糖 部 分 、 ま た は リ ン 酸 骨 格 で 変 更 し
て 、 例 え ば 、 分 子 の 安 定 性 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 ま た は 溶 解 性 を 改 良 す る こ と が で
き る 。 例 え ば 、 核 酸 分 子 の デ オ キ シ リ ボ ー ス リ ン 酸 骨 格 を 変 更 し て 、 ペ プ チ ド 核 酸 を 作 製
す る こ と が で き る (Hyrup B. et al. (1996) Bioorganic & Medicinal Chemistry 4(1): 5
-23を 参 照 さ れ た い ） 。 本 明 細 書 に 用 い ら れ る 「 ペ プ チ ド 核 酸 」 ま た は 「 Ｐ Ｎ Ａ ｓ 」 な る
用 語 は 、 デ オ キ シ リ ボ ー ス リ ン 酸 骨 格 が プ ソ イ ド ペ プ チ ド 骨 格 に よ り 置 換 さ れ 、 お よ び ４
つ の 天 然 の 核 酸 塩 基 の み 保 持 さ れ て い る 核 酸 ミ メ テ ィ ク ス 、 例 え ば Ｄ Ｎ Ａ ミ メ テ ィ ク ス を
意 味 す る 。 Ｐ Ｎ Ａ の 中 性 骨 格 は 、 低 イ オ ン 強 度 の 条 件 下 で 、 Ｄ Ｎ Ａ お よ び Ｒ Ｎ Ａ へ の 特 異
的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 許 容 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 Ｐ Ｎ Ａ オ リ ゴ マ ー の 合 成 は 、
Hyrup B. et al. (1996) 既 出 ; Perry-O'Keefe et al. Proc. Natl. Acad. Sci. 93: 146
70-675に 開 示 さ れ て い る 常 套 の 固 相 ペ プ チ ド 合 成 プ ロ ト コ ー ル を 用 い て 行 う こ と が で き る
。
【 ０ ０ ９ ４ 】
Ｐ Ｎ Ａ は 治 療 お よ び 診 断 に お け る 適 用 に 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Ｐ Ｎ Ａ は 、 例 え ば
転 写 ま た は 翻 訳 停 止 を 誘 導 す る こ と も し く は 複 製 を 阻 害 す る こ と に よ る 遺 伝 子 発 現 の 配 列
特 異 的 変 更 の た め の 、 ア ン チ セ ン ス ま た は ア ン チ 遺 伝 子 試 薬 と し て 用 い る こ と が で き る 。
Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ 、 例 え ば Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ の 核 酸 分 子 の Ｐ Ｎ Ａ は 、 遺 伝 子 に お け る 単 一 塩 基 対 変 異 の
分 析 （ 例 え ば Ｐ Ｎ Ａ 指 向 性 Ｐ Ｃ Ｒ ク ラ ン ピ ン グ に よ る ） に お い て ； 他 の 酵 素 （ 例 え ば 、 Ｓ
１ ヌ ク レ ア ー ゼ (Hyrup B. (1996) 既 出 ） と 組 み 合 わ せ て 用 い ら れ る 場 合 の 「 人 工 制 限 酵
素 」 と し て ； ま た は Ｄ Ｎ Ａ の 配 列 決 定 ま た は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の た め の プ ロ ー ブ ま
た は プ ラ イ マ ー と し て （ Hyrup B. (1996) 既 出 ; Perry-O'Keefe 既 出 )用 い る こ と も で き
る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
他 の 具 体 例 に お い て 、 Ｐ Ｎ Ａ は （ 例 え ば 、 そ の 安 定 性 ま た は 細 胞 の 取 り 込 み を 高 め る た め
に ） 、 Ｐ Ｎ Ａ へ 脂 肪 親 和 性 基 ま た は 他 の ヘ ル パ ー 基 を 結 合 す る こ と に よ り 、 Ｐ Ｎ Ａ -Ｄ Ｎ
Ａ キ メ ラ の 形 成 に よ り 、 ま た は リ ポ ソ ー ム ま た は 当 該 分 野 で 公 知 の 他 の 薬 物 送 達 法 の 使 用
に よ り 変 更 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Ｐ Ｎ Ａ お よ び Ｄ Ｎ Ａ の 有 利 な 特 性 を 組 み 合 わ せ て
よ い 本 発 明 の 核 酸 分 子 の Ｐ Ｎ Ａ -Ｄ Ｎ Ａ キ メ ラ を 作 製 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な キ メ
ラ は 、 Ｄ Ｎ Ａ 認 識 酵 素 （ 例 え ば Ｒ Ｎ Ａ ｓ ｅ Ｈ お よ び Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ ） が Ｄ Ｎ Ａ 部 分 と
相 互 作 用 す る こ と を 許 容 し 、 一 方 、 Ｐ Ｎ Ａ 部 分 は 高 い 結 合 ア フ ィ ニ テ ィ お よ び 特 異 性 を 提
供 す る 。 Ｐ Ｎ Ａ -Ｄ Ｎ Ａ キ メ ラ は 、 塩 基 の ス タ ッ キ ン グ 、 核 酸 塩 基 間 の 結 合 の 数 、 お よ び
配 向 に 関 し て 選 択 さ れ る 適 当 な 長 さ の リ ン カ ー を 用 い て 結 合 さ せ る こ と が で き る (Hyrup B
. (1996) 既 出 ） 。 Ｐ Ｎ Ａ -Ｄ Ｎ Ａ キ メ ラ の 合 成 は 、 Hyrup B. (1996) 既 出 お よ び Finn P. 
J. et al. (1996) Nucleic Acids Res. 24(17): 3357-63に 記 載 さ れ る よ う に 行 う こ と が
で き る 。 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ 鎖 は 常 套 の ホ ス ホ ー ル ア ミ ダ イ ト カ ッ プ リ ン グ 化 学 反 応 を 用 い て
固 体 支 持 体 上 に て 合 成 す る こ と が で き 、 お よ び 変 更 さ れ た ヌ ク レ オ シ ド 類 似 体 、 例 え ば 、
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５ ’ -（ ４ -メ ト キ シ ト リ チ ル ） ア ミ ノ -５ ’ -デ オ キ シ -チ ミ ジ ン ホ ス ホ ー ル ア ミ ダ イ ト を
Ｐ Ｎ Ａ お よ び Ｄ Ｎ Ａ ５ ’ 末 端 間 に 用 い る こ と が で き る (Mag, M. et al. (1989) Nucleic A
cid Res. 17: 5973-88)。 Ｐ Ｎ Ａ モ ノ マ ー を 次 い で 段 階 を 追 っ て 結 合 さ せ て 、 ５ ’ Ｐ Ｎ Ａ
セ グ メ ン ト お よ び ３ ’ Ｄ Ｎ Ａ セ グ メ ン ト を 有 す る キ メ ラ 分 子 を 作 製 す る （ Finn P. J. et 
al. (1996)既 出 ） 。 別 法 と し て 、 キ メ ラ 分 子 は 、 ５ ’ Ｄ Ｎ Ａ セ グ メ ン ト お よ び ３ ’ Ｐ Ｎ Ａ
セ グ メ ン ト を 用 い て 合 成 す る こ と が で き る (Peterser, K.H. et al. (1975) Bioorganic M
ed. Chem. Lett. 5: 1119-11124)。
【 ０ ０ ９ ６ 】
他 の 具 体 例 で は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に は 、 （ 例 え ば イ ン ビ ボ で 宿 主 細 胞 レ セ プ タ ー を 標
的 す る た め の ） ペ プ チ ド な ど の 他 の 付 随 基 、 ま た は 細 胞 膜 (Letsinger et al. (1989) Pro
c. Natl. Acad. Sci. USA 86: 6553-6556; Lemaitre et al. (1987) Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA 84: 648-652; PCT公 開 第 WO88/09810を 参 照 さ れ た い ） ま た は 血 液 -脳 関 門 （ 例 え
ば 、 PCT公 開 第 WO89/10134を 参 照 さ れ た い ） を 横 切 る 輸 送 を 促 進 す る 試 薬 が 含 ま れ て よ い
。 加 え て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン － 誘 発 分 裂 試 薬 (例 え ば 、 Krol 
et al. (1988) Bio-Techniques 6: 958-976を 参 照 さ れ た い 。 )ま た は 挿 入 試 薬 (例 え ば 、 Z
on(1988) Pharm. Res. 5: 539-549を 参 照 さ れ た い 。 ） を 用 い て 変 更 す る こ と が で き る 。
こ の 目 的 の た め に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 他 の 分 子 （ 例 え ば 、 ペ プ チ ド 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン 誘 発 架 橋 剤 、 転 移 剤 、 ま た は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン － 誘 発 分 裂 試 薬 な ど ） に 結
合 さ せ て よ い 。 最 終 的 に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 標 識 が 他 の 試 薬 （ 例 え ば 、 酵 素 標 識 の
た め の 基 質 ） の 添 加 に よ り 検 出 さ れ 、 ま た は ヌ ク レ オ チ ド の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 際
、 す ぐ に 検 出 さ れ る よ う に （ 例 え ば 、 放 射 能 活 性 標 識 ま た は 蛍 光 標 識 （ 例 え ば 、 米 国 特 許
第 5,876,930に 開 示 さ れ る 分 子 ビ ー コ ン ） ） 、 検 出 で き る よ う に 標 識 さ れ て よ い 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
Ｉ Ｉ .単 離 タ ン パ ク 質 お よ び 抗 体
本 発 明 の 一 態 様 は 、 単 離 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 お よ び そ の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 、 な ら び に
抗 -マ ー カ ー タ ン パ ク 質 抗 体 を 増 大 さ せ る た め の 免 疫 原 と し て の 使 用 に 適 し た ポ リ ペ プ チ
ド フ ラ グ メ ン ト に 関 す る 。 一 具 体 例 に お い て 、 天 然 の マ ー カ ー タ ン パ ク 質 を 、 常 套 の タ ン
パ ク 質 精 製 法 を 用 い て 適 当 な 精 製 ス キ ー ム に よ り 細 胞 ま た は 組 織 源 か ら 単 離 す る こ と が で
き る 。 他 の 具 体 例 で は 、 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 は 、 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 法 に よ り 作 製 す る 。 組 換 え
発 現 に 代 え て 、 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド は 、 常 套 の ペ プ チ ド 合 成 法 を 用 い
て 化 学 的 に 合 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
「 単 離 さ れ た 」 ま た は 「 精 製 さ れ た 」 タ ン パ ク 質 ま た は 生 物 学 的 に 活 性 な そ の 部 分 は 、 マ
ー カ ー タ ン パ ク 質 が 由 来 す る 細 胞 ま た は 組 織 源 か ら の 細 胞 物 質 ま た は 他 の 混 在 タ ン パ ク 質
を 実 質 上 含 ま ず 、 ま た は 化 学 的 に 合 成 さ れ た 場 合 、 ケ ミ カ ル プ レ カ ー サ ー ま た は 他 の 化 学
物 質 を 実 質 上 含 ま な い 。 「 細 胞 物 質 を 実 質 上 含 ま な い 」 に は 、 タ ン パ ク 質 が 単 離 も し く は
組 換 え 作 製 さ れ た 細 胞 の 細 胞 内 成 分 か ら タ ン パ ク 質 が 分 離 さ れ て い る と こ ろ の マ ー カ ー タ
ン パ ク 質 調 製 物 が 含 ま れ る 。 一 具 体 例 に お い て 、 「 実 質 上 細 胞 物 質 を 含 ま な い 」 な る 用 語
に は 、 少 な く と も 約 ３ ０ ％ （ 乾 燥 重 量 に て ） の 非 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 （ 本 明 細 書 中 、 「 混
在 タ ン パ ク 質 」 と も 呼 ぶ ） 、 よ り 好 ま し く は 約 ２ ０ ％ 未 満 の 非 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 、 さ ら
に い っ そ う 好 ま し く は 約 １ ０ ％ 未 満 の 非 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 、 お よ び よ り 好 ま し く は 約 ５
％ 未 満 の 非 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 を 有 す る マ ー カ ー タ ン パ ク 質 調 製 物 が 含 ま れ る 。 マ ー カ ー
タ ン パ ク 質 ま た は 生 物 学 的 に 活 性 な そ の 部 分 が 組 換 え 作 製 さ れ る 場 合 、 好 ま し く は 培 養 培
地 を 含 ま ず 、 す な わ ち 、 培 養 培 地 は 、 タ ン パ ク 質 調 製 物 の 約 ２ ０ ％ 未 満 、 よ り 好 ま し く は
約 １ ０ ％ 未 満 、 お よ び 最 も 好 ま し く は 約 ５ ％ 未 満 を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
「 実 質 上 ケ ミ カ ル プ レ カ ー サ ー ま た は 他 の 化 学 物 質 を 含 ま な い 」 な る 用 語 に は 、 タ ン パ ク
質 が 、 タ ン パ ク 質 の 合 成 に 関 与 す る ケ ミ カ ル プ レ カ ー サ ー ま た は 他 の 化 学 物 質 か ら 単 離 さ
れ て い る マ ー カ ー タ ン パ ク 質 調 製 物 が 含 ま れ る 。 一 具 体 例 に お い て 、 「 実 質 上 ケ ミ カ ル プ
レ カ ー サ ー ま た は 他 の 化 学 物 質 を 含 ま な い 」 な る 用 語 に は 、 約 ３ ０ ％ 未 満 （ 乾 燥 重 量 に て
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） の ケ ミ カ ル プ レ カ ー サ ー ま た は 非 タ ン パ ク 質 性 化 学 物 質 、 よ り 好 ま し く は 約 ２ ０ ％ 未 満
の ケ ミ カ ル プ レ カ ー サ ー ま た は 非 タ ン パ ク 質 性 化 学 物 質 、 い っ そ う よ り 好 ま し く は 約 １ ０
％ 未 満 の ケ ミ カ ル プ レ カ ー サ ー ま た は 非 タ ン パ ク 質 性 化 学 物 質 、 お よ び 最 も 好 ま し く は 約
５ ％ 未 満 の ケ ミ カ ル プ レ カ ー サ ー ま た は 非 タ ン パ ク 質 性 化 学 物 質 を 有 す る タ ン パ ク 質 調 製
物 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
本 明 細 書 に 用 い ら れ る よ う に 、 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 「 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 」 に は 、 マ
ー カ ー タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て 十 分 相 同 な も し く は そ れ か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ
酸 配 列 で あ っ て 、 全 長 の マ ー カ ー タ ン パ ク 質 よ り も 少 数 の ア ミ ノ 酸 を 含 み 、 お よ び マ ー カ
ー タ ン パ ク 質 の 少 な く と も 一 活 性 を 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 成 る マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の フ ラ
グ メ ン ト が 含 ま れ る 。 典 型 的 に は 、 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 は 、 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 少 な
く と も 一 活 性 を 有 す る ド メ イ ン ま た は モ チ ー フ か ら 成 る 。 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 生 物 学 的
に 活 性 な 部 分 は 、 長 さ に し て 例 え ば 、 １ ０ 、 ２ ５ 、 ５ ０ 、 １ ０ ０ 、 ２ ０ ０ 、 ま た は そ れ 以
上 の ア ミ ノ 酸 で あ る ポ リ ペ プ チ ド で あ り 得 る 。 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 生 物 学 的 に 活 性 な 部
分 は 、 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 媒 介 性 の 活 性 を 調 節 す る 試 薬 を 開 発 す る た め の 標 的 と し て 用 い
る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ １ 】
好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 は Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ 遺 伝 子 、 例 え ば Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ 遺
伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る 。 他 の 具 体 例 に お い て 、 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 は Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ 遺 伝 子 、
例 え ば Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る マ ー カ ー タ ン パ ク 質 と 実 質 上 相 同 で あ り 、
お よ び マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 機 能 活 性 を 保 持 す る が 、 天 然 の 対 立 変 種 ま た は 突 然 変 異 誘 発
の た め に ア ミ ノ 酸 配 列 が 異 な っ て い る （ 前 記 の サ ブ セ ク シ ョ ン Ｉ で 詳 細 に 記 載 の ご と く ）
。 従 っ て 、 他 の 具 体 例 に お い て 、 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 は 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ 遺 伝 子 、 例 え ば Ｆ Ｋ Ｂ
Ｐ ５ ４ 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て 少 な く と も 約 ６ ０ ％ 、 ６ ５ ％ 、 ７
０ ％ 、 ７ ５ ％ 、 ８ ０ ％ 、 ８ ５ ％ 、 ９ ０ ％ 、 ９ ５ ％ 、 ９ ８ ％ 、 ま た は そ れ 以 上 相 同 な ア ミ ノ
酸 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 で あ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
２ つ の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は ２ つ の 核 酸 配 列 の パ ー セ ン ト 同 一 性 を 決 定 す る た め に 、 配 列 を
最 適 の 比 較 の た め に 並 べ る （ 例 え ば 、 最 適 の 整 列 の た め に 第 １ お よ び 第 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列
ま た は 核 酸 配 列 中 に ギ ャ ッ プ を 導 入 し 、 そ し て 非 相 同 配 列 を 比 較 効 果 の た め に 無 視 す る こ
と が で き る ） 。 好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 比 較 の た め に 並 べ ら れ る 引 用 配 列 の 長 さ は 、 引
用 配 列 の 長 さ の 少 な く と も ３ ０ ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も ４ ０ ％ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く
と も ５ ０ ％ 、 い っ そ う よ り 好 ま し く は 少 な く と も ６ ０ ％ 、 お よ び さ ら に い っ そ う 好 ま し く
は 少 な く と も ７ ０ ％ 、 ８ ０ ％ 、 ま た は ９ ０ ％ で あ る 。 対 応 す る ア ミ ノ 酸 の 位 置 ま た は ヌ ク
レ オ チ ド の 位 置 に お け る ア ミ ノ 酸 残 基 ま た は ヌ ク レ オ チ ド を 次 い で 比 較 す る 。 第 １ 配 列 中
の 位 置 が 第 ２ 配 列 中 の 対 応 す る 位 置 と 同 じ ア ミ ノ 酸 残 基 ま た は ヌ ク レ オ チ ド に よ り 占 有 さ
れ て い る 場 合 、 分 子 は そ の 位 置 で 同 一 で あ る （ 本 明 細 書 中 に 用 い ら れ る よ う に 、 ア ミ ノ 酸
ま た は 核 酸 の 「 同 一 性 」 は 、 ア ミ ノ 酸 ま た は 核 酸 の 「 相 同 性 」 と 同 意 義 で あ る ） 。 ２ つ の
配 列 間 の パ ー セ ン ト 同 一 性 は 、 配 列 が 共 有 す る 同 じ 位 置 の 数 に 関 し て 相 関 関 係 に あ る も の
で あ り 、 ２ つ の 配 列 の 最 適 の 整 列 の た め に 導 入 さ れ る の が 必 要 な ギ ャ ッ プ の 数 お よ び 各 ギ
ャ ッ プ の 長 さ を 考 慮 す る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
配 列 の 比 較 お よ び ２ つ の 配 列 間 の パ ー セ ン ト 同 一 性 の 決 定 は 、 数 理 的 な ア ル ゴ リ ズ ム を 用
い て 行 う こ と が で き る 。 好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 ２ つ の ア ミ ノ 酸 配 列 間 の パ ー セ ン ト 同
一 性 は 、 Ｇ Ｃ Ｇ ス フ ト ウ ェ ア パ ッ ケ ー ジ (http://www.gcg.comよ り 入 手 可 能 )中 の Ｇ Ａ Ｐ プ
ロ グ ラ ム に 組 み 込 ま れ て い る Needleman-Wunsch(J. Mol. Biol. (48): 444-453(1970))ア
ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 、 Blossom 62マ ト リ ッ ク ス ま た は PAM250マ ト リ ッ ク ス の い ず れ か 、 お
よ び １ ６ 、 １ ４ 、 １ ２ 、 １ ０ 、 ８ 、 ６ 、 ま た は ４ の ギ ャ ッ プ 重 量 (gap weight)お よ び １ 、
２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 、 ま た は ６ の 長 さ 重 量 (length weight)を 用 い て 決 定 し た 。 さ ら に 他 の 好
ま し い 具 体 例 で は 、 ２ つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 間 の パ ー セ ン ト 同 一 性 は 、 Ｇ Ｃ Ｇ ス フ ト ウ ェ
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ア パ ッ ケ ー ジ （ http://www.gcg.comに て 入 手 可 能 ） 中 の Ｇ Ａ Ｐ ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 、 NW
Sgapdna.CMPマ ト リ ッ ク ス お よ び ４ ０ 、 ５ ０ 、 ６ ０ 、 ７ ０ 、 ま た は ８ ０ の ギ ャ ッ プ 重 量 お
よ び １ 、 ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 、 ま た は ６ の 長 さ 重 量 を 用 い て 決 定 す る 。 他 の 具 体 例 で は 、 ２ つ
の ア ミ ノ 酸 ま た は ヌ ク レ オ チ ド 配 列 間 の パ ー セ ン ト 同 一 性 は 、 ALIGNプ ロ グ ラ ム （ バ ー ジ
ョ ン ２ ． ０ ） に 組 み 込 ま れ て い る E.Meyers-W.Miller(CABIOS, 4: 11-17(1989))の ア ル ゴ
リ ズ ム を 用 い て 、 PAM120重 量 残 基 表 (weight residue table)、 １ ２ の ギ ャ ッ プ 長 ペ ナ ル テ
ィ お よ び ４ の ギ ャ ッ プ ペ ナ ル テ ィ を 用 い て 決 定 す る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
本 発 明 の 核 酸 お よ び タ ン パ ク 質 配 列 は 、 例 え ば 他 の フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー ま た は 関 連 配 列 を
同 定 す る た め に 、 公 の デ ー タ ベ ー ス に 対 し て 検 索 を 行 う た め の 「 質 問 配 列 」 と し て さ ら に
用 い る こ と が で き る 。 そ の よ う な 検 索 は 、 Altschul, et al. (1990) J. Mol. Biol. 215:
 403-10の NBLASTお よ び XBLASTア ル ゴ リ ズ ム （ バ ー ジ ョ ン ２ ． ０ ） を 用 い て 行 う こ と が で
き る 。 BLASTヌ ク レ オ チ ド 検 索 は 、 NBLASTプ ロ グ ラ ム 、 ス コ ア ＝ １ ０ ０ 、 単 語 長 (wordleng
th)＝ １ ２ を 用 い て 行 い 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 と 相 同 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 得 る こ と が で き
る 。 BLASTタ ン パ ク 質 検 索 は 、 XBLASTプ ロ グ ラ ム 、 ス コ ア ＝ ５ ０ 、 単 語 長 ＝ ３ を 用 い て 行
い 、 本 発 明 の マ ー カ ー タ ン パ ク 質 分 子 と 相 同 な ア ミ ノ 酸 配 列 を 得 る こ と が で き る 。 比 較 の
た め の ギ ャ ッ プ 整 列 を 得 る た め に 、 Gapped BLASTを Altschul et al., (1997) Nucleic Ac
ids Res. 25(17): 3389-3402に 記 載 さ れ て い る よ う に 用 い る こ と が で き る 。 BLASTお よ び G
apped BLASTプ ロ グ ラ ム を 用 い る 場 合 、 個 々 の プ ロ グ ラ ム (例 え ば 、 XBLASTお よ び NBLAST)
の デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ を 用 い る こ と が で き る 。 http://www.ncbi.nlm.hih.govを 参 照 さ
れ た い 。
【 ０ １ ０ ５ 】
本 発 明 に よ り 、 キ メ ラ ま た は 融 合 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 も 提 供 さ れ る 。 本 明 細 書 中 に 用 い る
よ う に 、 マ ー カ ー 「 キ メ ラ タ ン パ ク 質 」 ま た は 「 融 合 タ ン パ ク 質 」 は 、 非 -マ ー カ ー ポ リ
ペ プ チ ド に 作 用 的 に 結 合 し た マ ー カ ー ペ プ チ ド を 含 む 。 「 マ ー カ ー ポ リ ペ プ チ ド 」 に は 、
Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ に よ り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド が 含 ま れ る が 、 「 非
-マ ー カ ー ポ リ ペ プ チ ド 」 に は 、 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 と 実 質 上 相 同 で な い タ ン パ ク 質 、 例
え ば マ ー カ ー タ ン パ ク 質 と 異 な る 、 お よ び 同 一 も し く は 異 な る 生 物 体 か ら 誘 導 さ れ る タ ン
パ ク 質 に 対 応 し て い る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド が 含 ま れ る 。 マ ー カ ー 融 合 タ ン
パ ク 質 に お い て 、 ポ リ ペ プ チ ド は マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 全 部 ま た は 一 部 に 対 応 し 得 る 。 好
ま し い 具 体 例 に お い て 、 マ ー カ ー 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 少 な く と も 一
つ の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 か ら 成 る 。 融 合 タ ン パ ク 質 に お い て 、 「 作 用 的 に 結 合 し た 」 な
る 用 語 は 、 マ ー カ ー ポ リ ペ プ チ ド お よ び 非 マ ー カ ー ポ リ ペ プ チ ド が 互 い に イ ン フ レ ー ム で
融 合 し て い る こ と を 示 す こ と を 意 図 す る 。 非 マ ー カ ー ポ リ ペ プ チ ド は 、 マ ー カ ー ポ リ ペ プ
チ ド の Ｎ 末 端 ま た は Ｃ 末 端 に 融 合 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
例 え ば 、 一 具 体 例 に お い て 、 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 マ ー カ ー 配 列 が Ｇ Ｓ Ｔ 配 列 の Ｃ 末 端 に 融
合 し た Ｇ Ｓ Ｔ -マ ー カ ー 融 合 タ ン パ ク 質 で あ る 。 そ の よ う な 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 組 換 え マ
ー カ ー タ ン パ ク 質 の 精 製 を 容 易 に す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
他 の 具 体 例 に お い て 、 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 そ の Ｎ 末 端 に 異 種 構 造 シ グ ナ ル 配 列 を 含 ん で い
る マ ー カ ー タ ン パ ク 質 で あ る 。 所 定 の 宿 主 細 胞 （ 例 え ば 、 哺 乳 動 物 の 宿 主 細 胞 ） に お い て
、 異 種 構 造 シ グ ナ ル 配 列 の 使 用 に よ り マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 発 現 お よ び ／ ま た は 分 泌 を 増
す こ と が で き る 。 そ の よ う な シ グ ナ ル 配 列 は 当 該 分 野 で 周 知 で あ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
本 発 明 の マ ー カ ー 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 医 薬 組 成 物 中 に
組 み 込 む こ と が で き 、 お よ び イ ン ビ ボ で 対 象 に 投 与 す る こ と が で き る 。 マ ー カ ー 融 合 タ ン
パ ク 質 を 用 い て 、 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 基 質 の 生 物 学 的 利 用 能 に 影 響 を 及 ぼ す こ と が で き る
。 マ ー カ ー 融 合 タ ン パ ク 質 の 使 用 は 、 例 え ば 、 （ ｉ ） マ ー カ ー タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い
る 遺 伝 子 の 異 常 な 変 更 ま た は 変 異 ； （ ｉ ｉ ） マ ー カ ー タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 遺 伝 子
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の 誤 調 節 ； お よ び （ ｉ ｉ ｉ ） マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 異 常 な 翻 訳 後 の 変 更 に よ り 引 き 起 こ さ
れ る 疾 患 （ 例 え ば 前 立 腺 癌 ） の 処 置 の た め に 、 治 療 的 に 有 用 で あ り 得 る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
さ ら に 、 本 発 明 の マ ー カ ー 融 合 タ ン パ ク 質 を 免 疫 原 と し て 用 い て 、 対 象 に お い て 抗 － マ ー
カ ー タ ン パ ク 質 抗 体 を 産 生 す る こ と 、 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 リ ガ ン ド を 精 製 す る こ と 、 お よ
び ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に お い て マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の マ ー カ ー タ ン パ ク 質 基 質 と の 相
互 作 用 を 阻 害 す る 分 子 を 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ０ 】
好 ま し く は 、 本 発 明 の マ ー カ ー キ メ ラ も し く は 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 常 套 の 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 法
に よ り 作 製 さ れ る 。 例 え ば 、 異 な る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を コ ー ド し て い る Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン
ト を 常 套 法 に 従 い 、 例 え ば ラ イ ゲ ー シ ョ ン の た め の ブ ラ ン ト 末 端 ま た は 付 着 末 端 、 適 当 な
末 端 を 提 供 す る た め の 制 限 酵 素 消 化 、 適 当 な 付 着 末 端 の 付 着 、 望 ま し く な い 連 結 を 防 ぐ た
め の ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 処 理 お よ び 酵 素 に よ る ラ イ ゲ ー シ ョ ン を 用 い る こ と に よ り 、
イ ン フ レ ー ム で 連 結 す る 。 他 の 具 体 例 に お い て は 、 融 合 遺 伝 子 は 、 自 動 Ｄ Ｎ Ａ 合 成 装 置 を
含 む 常 套 法 に よ り 合 成 す る こ と が で き る 。 別 法 と し て 、 後 に ア ニ ー ル お よ び 再 増 幅 さ れ る
２ つ の 連 続 す る 遺 伝 子 フ ラ グ メ ン ト 間 に 相 補 的 張 出 部 分 を 生 じ る ア ン カ ー プ ラ イ マ ー を 用
い て 遺 伝 子 フ ラ グ メ ン ト の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 を 行 い 、 キ メ ラ 遺 伝 子 配 列 を 作 製 す る こ と が で き る
(例 え ば 、 Current Protocols in Molecular Biology, eds. Ausubel et al. John Wiley 
& SOns: 1992を 参 照 さ れ た い 。 ） 。 さ ら に 、 融 合 部 分 （ 例 え ば 、 Ｇ Ｓ Ｔ ポ リ ペ プ チ ド ） を
す で に コ ー ド す る 多 く の 発 現 ベ ク タ ー が 市 場 入 手 可 能 で あ る 。 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 を コ ー
ド し て い る 核 酸 を 、 融 合 部 分 が マ ー カ ー タ ン パ ク 質 に イ ン フ レ ー ム で 結 合 す る よ う に 、 そ
の よ う な 発 現 ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ １ 】
シ グ ナ ル 配 列 を 用 い て 、 目 的 の 分 泌 タ ン パ ク 質 ま た は 他 の タ ン パ ク 質 の 分 泌 お よ び 単 離 を
容 易 に す る こ と が で き る 。 シ グ ナ ル 配 列 は 典 型 的 に は 、 分 泌 の 間 に １ ま た は そ れ 以 上 の 切
断 現 象 に て 成 熟 タ ン パ ク 質 か ら 一 般 的 に 切 断 さ れ る 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 の コ ア に よ り 特 徴 づ け
ら れ る 。 そ の よ う な シ グ ナ ル ペ プ チ ド は 、 分 泌 経 路 を 経 る 際 の 成 熟 タ ン パ ク 質 か ら の シ グ
ナ ル 配 列 の 切 断 を 許 容 す る プ ロ セ シ ン グ 部 位 を 含 む 。 つ ま り 、 本 発 明 は 、 シ グ ナ ル 配 列 を
有 す る 前 記 ポ リ ペ プ チ ド 、 な ら び に シ グ ナ ル 配 列 が タ ン パ ク 質 分 解 に よ り 切 断 さ れ た ポ リ
ペ プ チ ド （ 即 ち 、 切 断 産 物 ） に 関 す る 。 一 具 体 例 に お い て 、 シ グ ナ ル 配 列 を コ ー ド し て い
る 核 酸 配 列 を 、 通 常 は 分 泌 さ れ な い か ま た は そ れ 以 外 に は 単 離 す る の が 困 難 な タ ン パ ク 質
な ど の 目 的 の タ ン パ ク 質 に 対 し て 、 発 現 ベ ク タ ー に お い て 作 用 的 に 結 合 さ せ る こ と が で き
る 。 シ グ ナ ル 配 列 は 、 発 現 ベ ク タ ー を 形 質 転 換 す る 真 核 生 物 の 宿 主 か ら の タ ン パ ク 質 な ど
の タ ン パ ク 質 の 分 泌 を 指 向 し 、 そ し て シ グ ナ ル 配 列 は そ の 後 ま た は 同 時 に 切 断 さ れ る 。 タ
ン パ ク 質 は 次 い で 、 当 業 者 に 認 識 さ れ る 方 法 に よ り 細 胞 体 媒 質 か ら 容 易 に 精 製 す る こ と が
で き る 。 別 法 と し て 、 シ グ ナ ル 配 列 は 、 例 え ば Ｇ Ｓ Ｔ ド メ イ ン を 有 す る 精 製 を 容 易 に す る
配 列 を 用 い て 、 目 的 の タ ン パ ク 質 に 結 合 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ２ 】
本 発 明 は さ ら に 、 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 に 対 し て ア ゴ ニ ス ト （ ミ メ テ ィ ク ス ） と し て 、 ま た
は ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 機 能 す る 、 本 発 明 の マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 変 種 に 関 す る 。 マ ー カ
ー タ ン パ ク 質 の 変 種 は 、 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 突 然 変 異 誘 発 、 例 え ば 不 連 続 の 点 突 然 変 異
ま た は 先 端 の 切 断 に よ り 作 製 す る こ と が で き る 。 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の ア ゴ ニ ス ト は 、 マ
ー カ ー タ ン パ ク 質 の 天 然 に 生 じ る 形 態 の 実 質 上 同 一 の ま た は サ ブ セ ッ ト の 生 物 学 的 活 性 を
保 持 し 得 る 。 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 例 え ば マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 活 性
を 競 合 的 に 変 更 す る こ と に よ り 、 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 天 然 に 生 じ る 形 態 の 活 性 の １ ま た
は そ れ 以 上 を 阻 害 す る こ と が で き る 。 つ ま り 、 機 能 が 制 限 さ れ た 変 種 を 用 い る 処 置 に よ り
、 特 定 の 生 物 効 果 を 引 き 出 す こ と が で き る 。 一 具 体 例 に お い て 、 タ ン パ ク 質 の 天 然 に 生 じ
る 形 態 の 生 物 学 的 活 性 の サ ブ セ ッ ト を 有 す る 変 種 で の 対 象 の 処 置 は 、 マ ー カ ー タ ン パ ク 質
の 天 然 に 生 じ る 形 態 で の 処 置 に 対 し て 、 対 象 に お け る 副 作 用 が 少 な い 。
【 ０ １ １ ３ 】
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マ ー カ ー タ ン パ ク 質 ア ゴ ニ ス ト （ ミ メ テ ィ ク ス ） ま た は マ ー カ ー タ ン パ ク 質 ア ン タ ゴ ニ ス
ト い ず れ か と し て 機 能 す る マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 変 種 は 、 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 ア ゴ ニ ス ト
ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト 活 性 に 関 す る マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 変 異 体 、 例 え ば 先 端 切 断 変 異 体
の コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 同 定 す る こ と が で き る
。 一 具 体 例 に お い て 、 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 変 種 の 多 様 な ラ イ ブ ラ リ ー は 、 核 酸 レ ベ ル で
の コ ン ビ ナ ト リ ア ル 突 然 変 異 誘 発 に よ り 作 製 さ れ 、 そ し て 多 様 な 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー に よ
り コ ー ド さ れ る 。 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 変 種 の 多 様 な ラ イ ブ ラ リ ー は 、 例 え ば 、 潜 在 的 な
マ ー カ ー タ ン パ ク 質 配 列 の 縮 重 セ ッ ト が 別 個 の ポ リ ペ プ チ ド と し て 、 ま た は 別 に 、 本 明 細
書 中 の マ ー カ ー タ ン パ ク 質 配 列 の セ ッ ト を 含 ん で い る 大 き な 融 合 タ ン パ ク 質 の セ ッ ト と し
て （ 例 え ば 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ の た め に ） 発 現 さ れ 得 る よ う に 、 遺 伝 子 配 列 中 に 合 成
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 混 合 物 を 酵 素 ラ イ ゲ ー ト す る こ と に よ り 作 製 す る こ と が で き る 。 縮 重
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら の 潜 在 的 な マ ー カ ー タ ン パ ク 質 変 種 の ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す
る た め に 用 い る こ と が で き る 種 々 の 方 法 が あ る 。 縮 重 遺 伝 子 配 列 の 化 学 合 成 を 自 動 Ｄ Ｎ Ａ
合 成 装 置 に て 行 う こ と が で き 、 そ し て 、 合 成 遺 伝 子 を 次 い で 適 当 な 発 現 ベ ク タ ー に ラ イ ゲ
ー ト す る 。 遺 伝 子 の 縮 重 セ ッ ト の 使 用 に よ り 、 潜 在 的 な マ ー カ ー タ ン パ ク 質 配 列 の 所 望 の
セ ッ ト を コ ー ド し て い る 配 列 の 全 て を １ の 混 合 物 中 に 提 供 す る こ と が 可 能 と な る 。 縮 重 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 す る た め の 方 法 は 、 当 該 分 野 で 公 知 で あ る (例 え ば 、 Narang, S.A
. (1983) Tetrahedron 39:3; Itakura et al. (1984) Annu. Rev. Biochem. 53: 323; It
akura et al. (1984) Science 198: 1056; Ike et al. (1983) Nucleic Acid Res. 11: 4
77を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ １ １ ４ 】
加 え て 、 本 発 明 の マ ー カ ー タ ン パ ク 質 に 対 応 し て い る タ ン パ ク 質 コ ー デ ィ ン グ 配 列 の フ ラ
グ メ ン ト の ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い て 、 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 変 種 の ス ク リ ー ニ ン グ お よ び そ
の 後 の 選 択 の た め の マ ー カ ー タ ン パ ク 質 フ ラ グ メ ン ト の 多 様 な 群 を 作 製 す る こ と が で き る
。 一 具 体 例 に お い て 、 コ ー デ ィ ン グ 配 列 の フ ラ グ メ ン ト の ラ イ ブ ラ リ ー は 、 ニ ッ キ ン グ が
分 子 当 た り 約 １ 回 だ け 起 こ る 条 件 下 で ヌ ク レ ア ー ゼ を 用 い て マ ー カ ー タ ン パ ク 質 コ ー デ ィ
ン グ 配 列 の 二 本 鎖 Ｐ Ｃ Ｒ フ ラ グ メ ン ト を 処 理 す る こ と 、 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ を 変 性 す る こ と 、 Ｄ
Ｎ Ａ を 復 元 し て 、 異 な る ニ ッ ク 産 物 か ら の セ ン ス ／ ア ン チ セ ン ス 対 を 含 み 得 る 二 本 鎖 Ｄ Ｎ
Ａ を 形 成 す る こ と 、 Ｓ １ ヌ ク レ ア ー ゼ を 用 い た 処 理 に よ り 、 復 元 さ れ た 二 本 鎖 か ら 一 本 鎖
部 分 を 除 去 す る こ と 、 お よ び 生 じ た フ ラ グ メ ン ト の ラ イ ブ ラ リ ー を 発 現 ベ ク タ ー に ラ イ ゲ
ー ト す る こ と に よ り 作 製 す る こ と が で き る 。 こ の 方 法 に よ り 、 Ｎ － 末 端 、 Ｃ － 末 端 、 お よ
び マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 種 々 の サ イ ズ の 内 部 フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー
を 誘 導 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ５ 】
点 突 然 変 異 お よ び 先 端 切 断 に よ り 作 製 さ れ た コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー の 遺 伝 子 産 物
を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 、 お よ び 選 択 さ れ た 特 性 を 有 す る 遺 伝 子 産 物 に 関 し て ｃ Ｄ Ｎ
Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の い く つ か の 方 法 が 当 該 分 野 で 公 知 で あ る 。 高
処 理 量 分 析 に 適 用 で き る 、 巨 大 な 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 最 も 広
範 に 用 い ら れ る 方 法 に は 、 複 製 可 能 な 発 現 ベ ク タ ー に 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー を ク ロ ー ニ ン グ
す る こ と 、 生 じ た ベ ク タ ー の ラ イ ブ ラ リ ー で 適 当 な 細 胞 を 形 質 転 換 す る こ と 、 お よ び 、 所
望 の 活 性 の 検 出 に よ り 産 物 を 検 出 し た 遺 伝 子 を コ ー ド し て い る ベ ク タ ー の 単 離 が 容 易 と な
る 条 件 下 で 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル 遺 伝 子 を 発 現 さ せ る こ と が 含 ま れ る 。 ラ イ ブ ラ リ ー に お け
る 機 能 変 異 の 頻 度 を 高 め る 新 規 な 方 法 で あ る 繰 り 返 し ア ン サ ン ブ ル 突 然 変 異 誘 発 (recursi
ve ensemble mutagenesis)(Ｒ Ｅ Ｍ ） を マ ー カ ー 変 種 を 同 定 す る た め の ス ク リ ー ニ ン グ ア
ッ セ イ と 組 み 合 わ せ て 用 い る こ と が で き る (Arkin and Yourvan (1992) Proc. Natl. Acad
. Sci. USA 89: 7811-7815; Delgrave et al. (1993) Protein Engineering 6(3): 327-3
31)。
【 ０ １ １ ６ 】
単 離 さ れ た マ ー カ ー タ ン パ ク 質 ま た は そ の 部 分 も し く は フ ラ グ メ ン ト を 免 疫 原 と し て 用 い
て 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製 の た め の 常 套 法 を 用 い て 、 マ ー
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カ ー タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 抗 体 を 作 製 す る こ と が で き る 。 全 長 の マ ー カ ー タ ン パ ク 質 を 用
い る こ と が で き 、 ま た は 別 法 と し て 、 本 発 明 に よ り 、 免 疫 原 と し て の 使 用 の た め の こ れ ら
の タ ン パ ク 質 の 抗 原 性 ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト が 提 供 さ れ る 。 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 抗 原 性
ペ プ チ ド は 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 少 な く と も ８ ア ミ ノ
酸 残 基 を 含 み 、 お よ び 該 ペ プ チ ド に 対 し て 作 製 さ れ た 抗 体 が マ ー カ ー タ ン パ ク 質 と 特 異 的
な 免 疫 複 合 体 を 形 成 す る よ う に 、 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の エ ピ ト ー プ を 包 含 す る 。 好 ま し く
は 、 抗 原 性 ペ プ チ ド は 少 な く と も １ ０ ア ミ ノ 酸 残 基 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も １ ５ ア ミ
ノ 酸 残 基 、 よ り い っ そ う 好 ま し く は 少 な く と も ２ ０ ア ミ ノ 酸 残 基 、 お よ び 最 も 好 ま し く は
少 な く と も ３ ０ ア ミ ノ 酸 残 基 か ら 成 る 。
【 ０ １ １ ７ 】
抗 原 性 ペ プ チ ド に よ り 包 含 さ れ る 好 ま し い エ ピ ト ー プ は 、 タ ン パ ク 質 の 表 面 上 に 位 置 づ け
ら れ る マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 領 域 、 例 え ば 親 水 性 領 域 な ら び に 高 い 抗 原 性 を 有 す る 領 域 で
あ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
マ ー カ ー タ ン パ ク 質 免 疫 原 を 典 型 的 に 用 い て 、 適 当 な 対 象 （ 例 え ば 、 ウ サ ギ 、 ヤ ギ 、 マ ウ
ス 、 ま た は 他 の 哺 乳 動 物 ） を 該 免 疫 原 で 免 疫 価 す る こ と に よ り 抗 体 を 調 製 す る 。 適 当 な 免
疫 原 調 製 物 は 、 例 え ば 、 組 換 え 発 現 さ れ た マ ー カ ー タ ン パ ク 質 ま た は 化 学 合 成 さ れ た マ ー
カ ー ポ リ ペ プ チ ド を 含 み 得 る 。 調 製 物 は 、 フ ロ イ ン ト の 完 全 ま た は 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト な
ど の ア ジ ュ バ ン ト 、 ま た は 同 様 の 免 疫 刺 激 剤 を さ ら に 含 み 得 る 。 適 当 な 対 象 の 免 疫 原 性 マ
ー カ ー タ ン パ ク 質 調 製 物 で の 免 疫 化 に よ り 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 抗 体 反
応 が 誘 導 さ れ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
従 っ て 、 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 抗 － マ ー カ ー タ ン パ ク 質 抗 体 に 関 す る 。 本 明 細 書 中 に 用 い
る 「 抗 体 」 な る 用 語 に は 、 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 分 子 、 お よ び イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 分 子 の 免 疫 学
的 に 活 性 な 部 分 、 す な わ ち 、 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 な ど の 抗 原 と 特 異 的 に 結 合 す る （ 免 疫 反
応 す る ） 抗 原 結 合 部 位 を 含 む 分 子 が 含 ま れ る 。 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 分 子 の 免 疫 学 的 に 活 性 な
部 分 の 例 に は 、 抗 体 を ペ プ シ ン な ど の 酵 素 で 処 理 す る こ と に よ り 生 じ 得 る Ｆ （ ａ ｂ ） お よ
び Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ フ ラ グ メ ン ト が 含 ま れ る 。 本 発 明 に よ り 、 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 に 結 合 す
る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 提 供 さ れ る 。 本 明 細 書 中 に 用 い る 「 モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 ま た は 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 組 成 物 」 な る 用 語 に は 、 特 定 の エ ピ ト ー
プ と 免 疫 反 応 し 得 る 抗 原 結 合 部 位 の 一 種 の み を 含 む 抗 体 分 子 群 が 含 ま れ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 組 成 物 は 、 従 っ て 、 典 型 的 に は 、 そ れ が 免 疫 反 応 す る と こ ろ の 特 定 の マ ー カ ー タ ン
パ ク 質 に 対 し て 単 一 の 結 合 ア フ ィ ニ テ ィ を 示 す 。
【 ０ １ ２ ０ 】
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 － マ ー カ ー タ ン パ ク 質 抗 体 は 、 適 当 な 対 象 を 本 発 明 の マ ー カ ー タ ン パ ク
質 で 免 疫 化 す る こ と に よ り 、 前 記 の よ う に 調 製 す る こ と が で き る 。 免 疫 化 さ れ た 対 象 に お
け る 抗 － マ ー カ ー タ ン パ ク 質 抗 体 の 力 価 は 、 固 定 さ れ た マ ー カ ー タ ン パ ク 質 を 用 い て 酵 素
結 合 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） を 用 い る な ど の 常 套 法 に よ り 、 時 間 中 モ ニ タ ー す る
こ と が で き る 。 所 望 に よ り 、 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 に 対 し て 指 向 さ れ る 抗 体 分 子 は 哺 乳 動 物
か ら （ 例 え ば 、 血 液 、 ま た は 腫 瘍 組 織 サ ン プ ル か ら ） 単 離 す る こ と が で き 、 お よ び さ ら に
、 タ ン パ ク 質 Ａ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど の 周 知 の 方 法 に よ り 精 製 し て 、 Ｉ ｇ Ｇ フ ラ ク シ ョ
ン を 得 る こ と が で き る 。 免 疫 化 後 の 適 当 な 時 間 に お い て 、 例 え ば 抗 － マ ー カ ー タ ン パ ク 質
抗 体 力 価 が 最 も 高 い 時 点 で 、 抗 体 産 生 細 胞 を 対 象 か ら 得 、 お よ び そ れ を 用 い て Kohler and
 Milstein(1975)(Nature256:495-497)に よ り 初 め に 記 載 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 法 （ Brown 
et al. (1981) J. Immunol. 127: 539-46; Brown et al. (1980) J. Biol. Chem. 255: 4
980-83; Yeh et al. (1976) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76: 2927-31; お よ び Yeh et a
l. (1982) Int. J. Cancer 29: 269-75も 参 照 さ れ た い 。 ） 、 よ り 近 年 の ヒ ト Ｂ 細 胞 ハ イ
ブ リ ド ー マ 法 （ Kozbor et al.(1983) Immunol Today 4: 72)、 Ｅ Ｂ Ｖ － ハ イ ブ リ ド ー マ 法
(Cole et al. (1985), Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc
., pp. 77-96)、 ま た は ト リ オ ー マ 法 な ど の 常 套 法 に よ り モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 調 製 す る
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こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ １ 】
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 製 す る た め の 方 法 は 周 知 で あ る (一 般 的 に は 、 R.H
. Kenneth, in Monoclonal Antibodies: A New Dimension In Biological Analyses, Ple
num Publishing Corp., New York, New York (1980); E.A. lerner (1981) Yale J. Biol
. med., 54: 387-402; M.L. Gefter et al. (1977) Somatic Cell Genet. 3: 231-36を 参
照 さ れ た い 。 ） 。 簡 単 に は 、 永 久 細 胞 株 （ 典 型 的 に は 、 骨 髄 腫 ） を 、 前 記 の よ う に マ ー カ
ー タ ン パ ク 質 免 疫 原 で 免 疫 化 し た 哺 乳 動 物 か ら の リ ン パ 球 （ 典 型 的 に は 脾 臓 細 胞 ） と 融 合
し 、 そ し て 生 じ た ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 の 培 養 上 清 を ス ク リ ー ニ ン グ し て 、 本 発 明 の マ ー カ
ー タ ン パ ク 質 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 し て い る ハ イ ブ リ ド ー マ を 同 定 す る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
リ ン パ 球 と 永 久 細 胞 株 を 融 合 す る の に 用 い ら れ る 多 く の 周 知 の 方 法 の い ず れ か を 、 抗 マ ー
カ ー タ ン パ ク 質 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る た め に 適 用 す る こ と が で き る (例 え ば 、 G. 
Galfre et al. (1977) Nature 266: 55052; Gefter et al. Somatic Cell Genet. 上 に 既
出 ; Lerners, Yale J. Biol. Med., 上 に 既 出 ; Kenneth, Monoclonal Antibodies, 上 に
既 出 を 参 照 さ れ た い 。 ） 。 さ ら に 、 当 業 者 は 、 こ れ も ま た 有 用 で あ る そ の よ う な 方 法 の 多
く の 変 更 が あ る こ と を 認 識 す る で あ ろ う 。 典 型 的 に は 、 永 久 細 胞 株 （ 例 え ば 、 骨 髄 腫 細 胞
株 ） は リ ン パ 球 と 同 じ 哺 乳 動 物 種 か ら 得 る 。 例 え ば 、 ネ ズ ミ の ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 本 発 明
の 免 疫 原 性 調 製 物 で 免 疫 化 し た マ ウ ス か ら の リ ン パ 球 を マ ウ ス 永 久 細 胞 株 と 融 合 さ せ る こ
と に よ り 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
好 ま し い 永 久 細 胞 株 は 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 ア ミ ノ プ テ リ ン お よ び チ ミ ジ ン を 含 ん で い る 培
養 培 地 （ 「 Ｈ Ａ Ｔ 」 培 地 ） に 対 し て 感 受 性 の あ る マ ウ ス 骨 髄 腫 細 胞 株 で あ る 。 多 く の 骨 髄
腫 細 胞 株 の い ず れ か 、 例 え ば 、 Ｐ ３ -Ｎ Ｓ １ /１ -Ａ ｇ ４ -１ 、 Ｐ ３ -ｘ ６ ３ -Ａ ｇ ８ ． ６ ５ ３
、 ま た は Ｓ ｐ ２ /Ｏ -Ａ ｇ １ ４ 骨 髄 腫 株 を 常 套 法 に 従 い 融 合 パ ー ト ナ ー と し て 用 い る こ と が
で き る 。 こ れ ら の 骨 髄 腫 株 は 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ か ら 入 手 可 能 で あ る 。 典 型 的 に は 、 Ｈ Ａ Ｔ -感 受
性 マ ウ ス 骨 髄 腫 細 胞 を ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ 「 Ｐ Ｅ Ｇ 」 ） を 用 い て マ ウ ス の 脾 臓 細 胞
に 融 合 す る 。 融 合 か ら 生 じ た ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 次 い で 、 非 融 合 お よ び 非 再 生 性 融 合 骨
髄 腫 細 胞 を 殺 す Ｈ Ａ Ｔ 培 地 を 用 い て 選 択 す る （ 非 融 合 脾 臓 細 胞 は 、 そ れ ら は 形 質 転 換 さ れ
な い の で 数 日 後 に 死 亡 す る ） 。 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 し て い る ハ イ ブ リ ド ー
マ 細 胞 を 、 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 抗 体 に 対 し て ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 上 清 を 常 套 の
Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ア ッ セ イ を 用 い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 、 検 出 す る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 分 泌 し て い る ハ イ ブ リ ド ー マ を 調 製 す る こ と に 代 え て 、 モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 -マ ー カ ー タ ン パ ク 質 抗 体 は 、 組 換 え コ ン ビ ナ ト リ ア ル 免 疫 グ ロ ブ リ ン ラ イ ブ ラ リ
ー （ 例 え ば 、 抗 体 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー ） を マ ー カ ー タ ン パ ク 質 で ス ク リ ー
ニ ン グ し 、 そ れ に よ り マ ー カ ー タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン ラ イ ブ ラ リ ー の メ ン
バ ー を 単 離 す る こ と に よ り 、 同 定 お よ び 単 離 す る こ と が で き る 。 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ
イ ブ ラ リ ー を 作 製 お よ び ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の キ ッ ト が 市 場 入 手 可 能 で あ る （ 例 え ば
、 フ ァ ル マ シ ア 組 換 え フ ァ ー ジ 抗 体 シ ス テ ム 、 カ タ ロ グ 番 号 ２ ７ -９ ４ ０ ０ -０ １ ； お よ び
、 ス ト ラ タ ジ ー ン SurfZAP(登 録 商 標 )フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ キ ッ ト 、 カ タ ロ グ 番 号 240612)
。 加 え て 、 抗 体 デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 お よ び ス ク リ ー ニ ン グ す る の に 特 に 適 用
し や す い 方 法 お よ び 試 薬 の 例 は 、 例 え ば 、 Ladner et al. 米 国 特 許 第 5,223,409号 ； Kang 
et al. PCT国 際 公 開 WO92/18619; Dower et al. PCT国 際 公 開 WO91/17271; Winter et al. 
PCT国 際 公 開 WO92/20791; Markland et al. PCT国 際 公 開 WO92/15679; Breitling et al. P
CT国 際 公 開 WO93/01288; McCafferty et al. PCT国 際 公 開 WO92/01047; Garrard et al. PC
T国 際 公 開 WO92/09690; Ladner et al PCT国 際 公 開 WO90/02809; Fuchs et al. (1991) Bio
/Technology 9: 1370-1372; Hay et al. (1992) Hum. Antibod. Hybridomas 3: 81-85; H
use et al. (1989) Science 246: 1275-1281; Griffiths et al. (1993) EMBO J 12: 725
-734; Hawkins et al. (1992) J. Mol. Biol. 226: 889-896; Clarkson et al. (1991) N
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ature 352: 624-628; Gram et al (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 3576-3580; 
Garrad et al. (1991) Bio/Technology 9: 1373-1377; Hoogenboom et al. (1991) Nuc. 
Acad Res. 19: 4133-4137; Barbas et al. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 797
8-7982; お よ び McGafferty et al. Nature (1990) 348: 552-554に 見 出 す こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
さ ら に 、 組 換 え 抗 -マ ー カ ー タ ン パ ク 質 抗 体 、 例 え ば 、 ヒ ト お よ び 非 ヒ ト 部 分 を 含 ん で い
る キ メ ラ お よ び ヒ ト 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 な ど で あ っ て 、 常 套 の 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 法 を 用 い て
作 製 す る こ と が で き る も の は 、 本 発 明 の 範 囲 内 に あ る 。 そ の よ う な キ メ ラ お よ び ヒ ト 化 モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 当 該 分 野 で 公 知 の 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 法 に よ り 、 例 え ば 、 Robinson et al
. 国 際 出 願 PCT/US86/02269; Akira, et al. 欧 州 特 許 出 願 184,187; Taniguchi, M., 欧 州
特 許 出 願 173,494； Neuberger et al.PCT国 際 公 開 WO86/01533; Cabilly et al. 米 国 特 許
第 4,816,567; Cabilly et al. 欧 州 特 許 出 願 125,023; Better et al. (1988) Science 24
0: 1041-1043; Liu et al. (1987) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84: 3439-3443; Liu et
 al. (1987) J. Immunol. 139: 3521-3526; Sun et al. (1987) Proc. Natl. Acad. Sci.
 USA 84:214-218; Nixhimura et al. (1987) Canc. Res. 47: 999-1005; Wood et al. (1
985) Nature 314: 446-449; お よ び Shaw et al. (1988) J. Natl. Cancer Inst. 80: 155
3-1559); Morrison, S.L. (1985) Science 229: 1202-1207; Oi et al. (1986) Bio Tech
niques 4: 214; Winter 米 国 特 許 5,225,539; Jones et al. (1986) Nature 321: 552-525
; Verhoeyan et al. (1988) Science 239: 1534; Beidler et al. (1988) J. Immunol. 1
41: 4053-4060に 開 示 さ れ て い る 方 法 を 用 い て 産 生 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
完 全 ヒ ト 抗 体 が 、 ヒ ト の 対 象 の 治 療 的 処 置 の た め に 特 に 望 ま し い 。 そ の よ う な 抗 体 は 、 内
在 性 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 お よ び 軽 鎖 遺 伝 子 を 発 現 す る こ と が で き な い が 、 ヒ ト 重 お よ び 軽
鎖 遺 伝 子 は 発 現 す る こ と が で き る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 用 い て 産 生 す る こ と が で き
る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は 選 択 さ れ る 抗 原 、 例 え ば 、 本 発 明 の マ ー カ ー に 対 応 し て
い る ポ リ ペ プ チ ド の 全 部 ま た は 部 分 な ど で 、 通 常 の 方 法 で 免 疫 化 す る 。 抗 原 に 対 し て 指 向
さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 常 套 の ハ イ ブ リ ド ー マ 法 を 用 い て 得 る こ と が で き る 。 ト ラ
ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に よ り 包 含 さ れ る ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン ト ラ ン ス 遺 伝 子 は Ｂ 細 胞 の 分
化 の 間 に 配 置 転 換 し 、 次 い で ク ラ ス ス イ ッ チ ン グ (class switching)お よ び 体 細 胞 変 異 を
受 け る 。 つ ま り 、 こ の よ う な 方 法 を 用 い て 、 治 療 上 有 効 な Ｉ ｇ Ｇ 、 Ｉ ｇ Ａ 、 お よ び Ｉ ｇ Ｅ
抗 体 を 産 生 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ヒ ト 抗 体 を 産 生 す る た め の こ の 方 法 の 概 説 に 関 し て は
、 Lonberg and Huszar (1995) Int. Rev. Immunol. 13: 65-93を 参 照 さ れ た い 。 ） 。 ヒ ト
抗 体 お よ び ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る た め の こ の 方 法 お よ び そ の よ う な 抗 体 を 産
生 す る た め の プ ロ ト コ ル の 詳 細 な 考 察 に 関 し て は 、 米 国 特 許 5,625,126;米 国 特 許 5,633,42
5;米 国 特 許 5,569,825;米 国 特 許 5,661,016;お よ び 米 国 特 許 5,545,806を 参 照 さ れ た い 。 加
え て 、 Abgenix, Inc. (Freemont, CA） な ど の 会 社 が 、 本 明 細 書 に 記 載 す る も の と 同 様 の
方 法 を 用 い て 、 選 択 さ れ る 抗 原 に 対 し て 指 向 さ れ る ヒ ト 抗 体 を 提 供 す る の を 請 け 負 う こ と
が で き る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
選 択 さ れ た エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 完 全 ヒ ト 抗 体 は 、 「 誘 導 選 択 (guided selection)」 と 呼
ば れ る 方 法 を 用 い て 作 製 す る こ と が で き る 。 こ の ア プ ロ ー チ に お い て は 、 選 択 さ れ た 非 -
ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 例 え ば 、 ネ ズ ミ 抗 体 を 用 い て 、 同 じ エ ピ ト ー プ を 認 識 し て い る
完 全 ヒ ト 抗 体 の 選 択 を 誘 導 す る (Jespers et al., 1994, Bio/technology 12: 899-903)。
【 ０ １ ２ ８ 】
抗 -マ ー カ ー タ ン パ ク 質 抗 体 （ 例 え ば 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ） を 用 い て 、 ア フ ィ ニ テ ィ ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ま た は 免 疫 沈 降 法 な ど の 常 套 法 に よ り 、 本 発 明 の マ ー カ ー タ ン パ ク 質 を
単 離 す る こ と が で き る 。 抗 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 抗 体 に よ り 、 細 胞 か ら の 天 然 の マ ー カ ー タ
ン パ ク 質 お よ び 宿 主 細 胞 中 で 発 現 さ れ た 組 換 え 産 生 さ れ た マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 精 製 を 促
す こ と が で き る 。 さ ら に 、 抗 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 抗 体 を 用 い て 、 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 発
現 の 豊 富 さ お よ び パ タ ー ン を 評 価 す る た め に （ 細 胞 溶 解 物 ま た は 細 胞 上 清 中 で ） マ ー カ ー
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タ ン パ ク 質 を 検 出 す る こ と が で き る 。 抗 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 抗 体 を 診 断 に お い て 用 い て 、
臨 床 試 験 法 の 一 部 と し て 組 織 中 の タ ン パ ク 質 レ ベ ル を モ ニ タ ー す る こ と 、 例 え ば 、 所 定 の
治 療 管 理 の 有 効 性 を 決 定 す る こ と が で き る 。 検 出 は 、 検 出 可 能 な 物 質 に 対 し て 抗 体 を カ ッ
プ リ ン グ す る こ と （ 即 ち 、 物 理 的 に 結 合 す る こ と に よ り ） 促 進 す る こ と が で き る 。 検 出 可
能 な 物 質 の 例 に は 、 種 々 の 酵 素 、 補 欠 分 子 団 、 蛍 光 物 質 、 発 光 物 質 、 生 物 発 光 物 質 、 お よ
び 放 射 能 活 性 物 質 が 含 ま れ る 。 適 当 な 酵 素 の 例 に は 、 セ イ ヨ ウ ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、
ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 ま た は ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ が
含 ま れ 、 適 当 な 補 欠 分 子 団 の 例 に は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ／ ビ オ チ ン お よ び ア ビ ジ ン ／ ヒ
オ チ ン が 含 ま れ 、 適 当 な 蛍 光 物 質 の 例 に は 、 ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン 、 フ ル オ レ セ イ ン 、 フ ル オ
レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 ロ ー ダ ミ ン 、 ジ ク ロ ロ ト リ ア ジ ニ ル ア ミ ン フ ル オ レ セ イ ン
、 ダ ン シ ル ク ロ ラ イ ド 、 ま た は フ ィ コ エ リ ト リ ン が 含 ま れ 、 発 光 物 質 の 例 に は 、 ル ミ ノ ー
ル が 含 ま れ 、 生 物 発 光 物 質 の 例 に は 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 ル シ フ ェ リ ン 、 お よ び ア ク オ リ ン
が 含 ま れ 、 お よ び 適 当 な 放 射 能 活 性 物 質 の 例 に は 、 １ ２ ５ Ｉ 、 １ ３ １ Ｉ 、 ３ ５ Ｓ 、 ま た は
３ Ｈ が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
Ｉ Ｉ Ｉ ． 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー お よ び 宿 主 細 胞
本 発 明 の 他 の 態 様 は 、 本 発 明 の マ ー カ ー タ ン パ ク 質 （ ま た は そ の 部 分 ） を コ ー ド し て い る
核 酸 を 含 ん で い る ベ ク タ ー 、 好 ま し く は 発 現 ベ ク タ ー に 関 す る 。 本 明 細 書 中 に 用 い ら れ る
、 「 ベ ク タ ー 」 な る 用 語 に は 、 そ れ が 結 合 し て い る 他 の 核 酸 を 輸 送 す る こ と が で き る 核 酸
分 子 が 含 ま れ る 。 ベ ク タ ー の 一 タ イ プ は 、 追 加 の Ｄ Ｎ Ａ セ グ メ ン ト を ラ イ ゲ ー ト す る こ と
が で き る 環 状 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ ル ー プ を 含 む 「 プ ラ ス ミ ド 」 で あ る 。 ベ ク タ ー の 他 の タ イ プ は
、 追 加 の Ｄ Ｎ Ａ セ グ メ ン ト を ウ イ ル ス ゲ ノ ム に ラ イ ゲ ー ト す る こ と が で き る ウ イ ル ス ベ ク
タ ー で あ る 。 所 定 の ベ ク タ ー は 、 そ れ ら が 導 入 さ れ る 宿 主 細 胞 に お い て 自 律 的 に 複 製 す る
こ と が で き る （ 例 え ば 、 細 菌 の 複 製 起 源 を 有 す る 細 菌 ベ ク タ ー お よ び エ ピ ソ ー ム 哺 乳 動 物
ベ ク タ ー ） 。 他 の ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 非 -エ ピ ソ ー ム 哺 乳 動 物 ベ ク タ ー ） は 宿 主 細 胞 へ の
導 入 に 際 し て 宿 主 細 胞 の ゲ ノ ム に 統 合 し 、 そ し て そ れ に よ り 宿 主 ゲ ノ ム と 共 に 複 製 さ れ る
。 さ ら に 、 所 定 の ベ ク タ ー は 、 そ れ ら が 作 用 的 に 結 合 す る と こ ろ の 遺 伝 子 の 発 現 を 指 向 す
る こ と が で き る 。 そ の よ う な ベ ク タ ー は 本 明 細 書 中 「 発 現 ベ ク タ ー 」 と 呼 ば れ る 。 一 般 に
、 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 法 に お い て 有 用 な 発 現 ベ ク タ ー は プ ラ ス ミ ド の 形 態 で あ る こ と が 多 い 。 本
明 細 書 に お い て 、 プ ラ ス ミ ド は ベ ク タ ー の 最 も 一 般 的 に 用 い ら れ る 形 態 で あ る の で 、 「 プ
ラ ス ミ ド 」 お よ び 「 ベ ク タ ー 」 は 互 い に 交 換 し て 用 い る こ と が で き る 。 し か し 、 本 発 明 は
、 同 等 の 機 能 を 果 た す そ の よ う な 他 の 形 態 の 発 現 ベ ク タ ー 、 例 え ば ウ イ ル ス ベ ク タ ー （ 例
え ば 、 複 製 欠 損 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 お よ び ア デ ノ 関 連 ウ イ ル ス な ど ） を 含
む こ と を 意 図 す る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
本 発 明 の 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー に は 、 宿 主 細 胞 で の 核 酸 の 発 現 に 適 し た 形 態 の 本 発 明 の 核 酸
が 含 ま れ 、 こ れ は 、 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー が 、 発 現 の た め に 用 い ら れ る 宿 主 細 胞 に 基 い て 選
択 さ れ る １ ま た は そ れ 以 上 の 調 節 配 列 で あ っ て 、 発 現 さ れ る べ き 核 酸 配 列 に 作 用 的 に 結 合
す る も の を 含 む こ と を 意 味 す る 。 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー に お い て 、 「 作 用 的 に 結 合 す る 」 は
、 目 的 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 発 現 を （ 例 え ば 、 イ ン ビ ト ロ 転 写 ／ 翻
訳 シ ス テ ム に お い て 、 ま た は ベ ク タ ー が 宿 主 細 胞 へ 導 入 さ れ た 場 合 、 宿 主 細 胞 に お い て ）
許 容 す る 方 法 で 調 節 配 列 に 結 合 す る こ と を 意 味 す る も の と す る 。 「 調 節 配 列 」 な る 用 語 に
は 、 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー お よ び 他 の 発 現 調 節 エ レ メ ン ト （ 例 え ば 、 ポ リ ア デ ニ ル
化 シ グ ナ ル ） が 含 ま れ る も の と す る 。 そ の よ う な 調 節 配 列 は 、 例 え ば 、 Goeddel; Gene Ex
pression Technology; Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1
990)に 開 示 さ れ て い る 。 調 節 配 列 に は 、 多 く の タ イ プ の 宿 主 細 胞 に お け る ヌ ク レ オ チ ド 配
列 の 構 造 発 現 を 指 向 す る も の 、 お よ び 所 定 の 宿 主 細 胞 で の み ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 発 現 を 指
向 す る も の （ 例 え ば 、 組 織 特 異 的 調 節 配 列 ） が 含 ま れ る 。 発 現 ベ ク タ ー の 設 計 は 、 形 質 転
換 さ れ る べ き 宿 主 細 胞 の 選 択 、 所 望 さ れ る タ ン パ ク 質 の 発 現 の レ ベ ル な ど の 要 因 に 依 存 し
得 る こ と が 当 業 者 に は 認 識 さ れ る で あ ろ う 。 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー を 宿 主 細 胞 に 導 入 し て
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、 そ れ に よ り 、 本 明 細 書 に 開 示 す る よ う な 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ る 、 融 合 タ ン パ ク 質 ま た
は ペ プ チ ド を 含 む タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 、 マ ー カ ー タ
ン パ ク 質 の 変 異 形 態 、 融 合 タ ン パ ク 質 な ど ） を 産 生 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ １ 】
本 発 明 の 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー は 、 原 核 生 物 細 胞 ま た は 真 核 生 物 細 胞 に お け る マ ー カ ー タ ン
パ ク 質 の 発 現 の た め の 設 計 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 は 、 イ ー ． コ
リ (E. coli)な ど の 細 菌 細 胞 、 昆 虫 細 胞 に お い て （ バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー を 用 い
て ） 、 酵 母 細 胞 ま た は 哺 乳 動 物 細 胞 に お い て 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 適 当 な 宿 主 細 胞 は
、 Goeddel, Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press
, San Diego, CA(1990)に さ ら に 論 じ ら れ て い る 。 別 法 と し て 、 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー は 、
例 え ば Ｔ ７ プ ロ モ ー タ ー 調 節 配 列 お よ び Ｔ ７ ポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い て イ ン ビ ト ロ で 転 写 お よ
び 翻 訳 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
原 核 生 物 に お け る タ ン パ ク 質 の 発 現 は 、 融 合 ま た は 非 融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 を 指 向 し て い
る 構 造 性 も し く は 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー を 含 ん で い る ベ ク タ ー を 用 い て 、 イ ー ． コ リ に て 最
も 頻 繁 に 行 わ れ る 。 融 合 ベ ク タ ー は 、 そ の 中 に コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 に 対 し て 、 大 抵 組
換 え タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 末 端 に 対 し て 多 く の ア ミ ノ 酸 を 付 加 す る 。 そ の よ う な 融 合 タ ン パ
ク 質 は 典 型 的 に は ３ つ の 目 的 を 果 た す ： １ ） 組 換 え タ ン パ ク 質 の 発 現 を 増 加 さ せ る こ と 、
２ ） 組 換 え タ ン パ ク 質 の 溶 解 度 を 増 す こ と 、 お よ び ３ ４ ） ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 に お い て リ ガ
ン ド と し て 作 用 す る こ と に よ り 組 換 え タ ン パ ク 質 の 精 製 に お い て 役 立 つ こ と 。 し ば し ば 、
融 合 発 現 ベ ク タ ー に お い て 、 タ ン パ ク 質 分 解 切 断 部 位 を 融 合 部 分 と 組 換 え タ ン パ ク 質 の 結
合 部 に 導 入 し て 、 融 合 タ ン パ ク 質 の 精 製 の 後 で 融 合 部 分 か ら 組 換 え タ ン パ ク 質 を 分 離 す る
こ と を 可 能 に す る 。 そ の よ う な 酵 素 お よ び そ の 同 種 の 認 識 配 列 に は 、 フ ァ ク タ ー Ｘ ａ 、 ト
ロ ン ビ ン お よ び エ ン テ ロ キ ナ ー ゼ が 含 ま れ る 。 典 型 的 な 融 合 発 現 ベ ク タ ー に は 、 グ ル タ チ
オ ン Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ Ｇ Ｓ Ｔ ） 、 マ ル ト ー ス Ｅ 結 合 タ ン パ ク 質 、 ま た は タ ン パ ク
質 Ａ を 標 的 組 換 え タ ン パ ク 質 に 融 合 す る ｐ Ｇ Ｅ Ｘ (Pharmacia Biotech Inc; Smith, D.B. 
お よ び Johnson, K.S. (1988) Gene 67: 31-40)、 ｐ Ｍ Ａ Ｌ (New England Biolabs, Beverl
y, MA)お よ び ｐ Ｒ Ｉ Ｔ ５ (Pharmacia, Piscataway NJ)が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
精 製 さ れ る 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 マ ー カ ー 活 性 ア ッ セ イ に お い て （ 例 え ば 、 以 下 に 詳 細 に 記
載 す る 直 接 ア ッ セ イ ま た は 競 合 ア ッ セ イ な ど ） 、 ま た は 例 え ば マ ー カ ー タ ン パ ク 質 に 特 異
的 な 抗 体 を 作 製 す る の に 用 い る こ と が で き る 。
適 当 な 誘 導 性 非 － 融 合 イ ー ． コ リ 発 現 ベ ク タ ー の 例 に は 、 ｐ Ｔ ｒ ｃ （ Amann et al., (198
8) Gene 69: 301-315)お よ び ｐ Ｅ Ｔ １ １ ｄ （ Studier et al., Gene Expression Technolo
gy: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, California (1990)60-89
)が 含 ま れ る 。 ｐ Ｔ ｒ ｃ ベ ク タ ー か ら の 標 的 遺 伝 子 発 現 は 、 ハ イ ブ リ ッ ド ｔ ｒ ｐ － ｌ ａ ｃ
融 合 プ ロ モ ー タ ー か ら の 宿 主 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 転 写 に 依 存 す る 。 ｐ Ｅ Ｔ １ １ ｄ ベ ク タ ー
か ら の 標 的 遺 伝 子 発 現 は 、 同 時 発 現 さ れ る ウ イ ル ス Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ （ Ｔ ７ ｇ ｎ １ ） に
よ り 媒 介 さ れ る Ｔ ７ ｇ ｎ １ ０ － ｌ ａ ｃ 融 合 プ ロ モ ー タ ー か ら の 転 写 に 依 存 す る 。 こ の ウ イ
ル ス ポ リ メ ラ ー ゼ は 、 宿 主 株 Ｂ Ｌ ２ １ （ Ｄ Ｅ ３ ） ま た は Ｈ Ｍ Ｓ １ ７ ４ （ Ｄ Ｅ ３ ） に よ り 、
ｌ ａ ｃ Ｕ Ｖ ５ プ ロ モ ー タ ー の 転 写 対 照 下 に Ｔ ７ ｇ ｎ １ 遺 伝 子 を 含 ん で い る 内 在 性 プ ロ フ ァ
ー ジ か ら 供 給 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
イ ー ． コ リ 中 で の 組 換 え タ ン パ ク 質 の 発 現 を 最 大 に す る 一 つ の 方 法 は 、 組 換 え タ ン パ ク 質
を タ ン パ ク 質 分 解 に よ り 分 解 す る 能 力 を 損 な わ せ た 宿 主 細 菌 中 で タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る
こ と で あ る (Gottesman, S., Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185,
 Academic Press, San Diego, California (1990) 119-128)。 他 の 方 法 は 、 各 ア ミ ノ 酸 の
個 々 の コ ド ン が イ ー ． コ リ 中 で 選 択 的 に 利 用 さ れ る も の と な る よ う に 、 発 現 ベ ク タ ー に 挿
入 さ れ る べ き 核 酸 の 核 酸 配 列 を 変 更 す る こ と で あ る (Wada et al., (1992) Nucleic Acids
 Res. 20: 2111-2118） 。 本 発 明 の 核 酸 配 列 の そ の よ う な 変 更 は 常 套 の Ｄ Ｎ Ａ 合 成 法 に よ
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り 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
他 の 具 体 例 に お い て 、 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 発 現 ベ ク タ ー は 酵 母 発 現 ベ ク タ ー で あ る 。 酵 母
エ ス ． セ レ ビ ジ エ (S.cerevisiae)に お け る 発 現 の た め の ベ ク タ ー の 例 に は 、 ｐ Ｙ ｅ ｐ Ｓ ｅ
ｃ １ (Baldari, et al., (1987) Embo J. 6: 229-234)、 ｐ Ｍ Ｆ ａ (Kurjan and Herskowitz
, (1982) Cell 30: 933-943)、 ｐ Ｊ Ｒ Ｙ ８ ８ (Schultz et al., (1987) Gene 54: 113-123
)、 ｐ Ｙ Ｅ Ｓ ２ (Invitrogen Corporation, San Diego, CA)、 お よ び ｐ ｉ ｃ Ｚ (InVitrogen 
Corp, San Diego, CA)が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
別 法 と し て 、 本 発 明 の マ ー カ ー タ ン パ ク 質 を 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 昆
虫 細 胞 中 で 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 培 養 昆 虫 細 胞 （ 例 え ば 、 Ｓ ｆ ９ 細 胞 ） 中 で の タ ン パ
ク 質 の 発 現 に 利 用 で き る バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー に は 、 ｐ Ａ ｃ シ リ ー ズ （ Smith et al.
 (1983) Mol. Cell Biol. 3: 2156-2165)お よ び ｐ Ｖ Ｌ シ リ ー ズ (Lucklow and Summers (1
989) Virology 170: 31-39)が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
さ ら に 他 の 具 体 例 で は 、 本 発 現 の 核 酸 は 、 哺 乳 動 物 の 発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 哺 乳 動 物 中 で
発 現 さ せ る 。 哺 乳 動 物 発 現 ベ ク タ ー の 例 に は 、 ｐ Ｃ Ｄ Ｍ ８ (Seed, B. (1987) Nature 329:
 840)お よ び ｐ Ｍ Ｔ ２ Ｐ Ｃ (Kaufman et al. (1987) EMBO J. 6: 187-195)が 含 ま れ る 。 哺
乳 動 物 細 胞 中 で 用 い ら れ る 場 合 、 発 現 ベ ク タ ー の コ ン ト ロ ー ル 機 能 が ウ イ ル ス 調 節 エ レ メ
ン ト に よ り し ば し ば 提 供 さ れ る 。 例 え ば 、 一 般 に 用 い ら れ る プ ロ モ ー タ ー は 、 ポ リ オ ー マ
、 ア デ ノ ウ イ ル ス ２ 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス お よ び サ ル ウ イ ル ス ４ ０ か ら 誘 導 さ れ る 。 原
核 生 物 細 胞 お よ び 真 核 生 物 細 胞 の た め の 他 の 適 当 な 発 現 系 に 関 し て は 、 Sambrook, J., Fr
itsh, E.F. and Maniatis, T. Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 2nd, ed., Co
ld Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Ha
rbor, NY, 1989の チ ャ プ タ ー １ ６ お よ び １ ７ を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ３ ８ 】
他 の 具 体 例 に お い て 、 組 換 え 哺 乳 動 物 発 現 ベ ク タ ー が 、 特 定 の 細 胞 タ イ プ に お い て 好 ま し
く 核 酸 の 発 現 を 指 向 す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 組 織 特 異 的 調 節 エ レ メ ン ト を 用 い て 核 酸
を 発 現 さ せ る 。 ） 。 組 織 特 異 的 調 節 エ レ メ ン ト は 当 該 分 野 で 公 知 で あ る 。 適 当 な 組 織 特 異
的 プ ロ モ ー タ ー の 無 制 限 の 例 に は 、 ア ル ブ ミ ン プ ロ モ ー タ ー （ 肝 臓 特 異 的 ； Pinkert et a
l (1987) Genes Dev. 1: 268-277)、 リ ン パ 球 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー (Calame and Eaton (19
88) Adv. Immunol. 43: 235-275)、 特 に Ｔ 細 胞 レ セ プ タ ー の プ ロ モ ー タ ー (Winoto and Ba
ltimore (1989) EMBO J. 8: 729-733)お よ び 免 疫 グ ロ ブ リ ン (Banerji et al. (1983) Cel
l 33: 729-740; Queen and Baltimore (1983) Cell 33: 741-748)、 神 経 特 異 的 プ ロ モ ー
タ ー （ 例 え ば 、 神 経 繊 維 プ ロ モ ー タ ー ； Byrne and Ruddle (1989) Proc. Natl. Acad. Sc
i. USA86: 5473-5477)、 膵 臓 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー (Edlund et al. (1985) Science 230: 9
12-916)、 お よ び 乳 腺 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー (例 え ば 、 乳 清 プ ロ モ ー タ ー ;米 国 特 許 第 4,873,3
16お よ び 欧 州 出 願 公 開 第 264,166） が 含 ま れ る 。 発 生 段 階 で 調 節 さ れ る プ ロ モ ー タ ー 、 例
え ば ネ ズ ミ の ｈ ｏ ｘ プ ロ モ ー タ ー (Kessel and Gruss (1990) Science 249: 374-379)お よ
び α フ ェ ト プ ロ テ イ ン プ ロ モ ー タ ー (Campes and Tilghman (1989) Genes Dev. 3: 537-54
6)も 包 含 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
本 発 明 に よ り 、 ア ン チ セ ン ス 配 向 で 発 現 ベ ク タ ー に ク ロ ー ン 化 さ れ た 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 分 子
を 含 ん で い る 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー が さ ら に 提 供 さ れ る 。 つ ま り 、 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 は 、 Ｆ Ｋ Ｐ Ｂ
５ ４ 遺 伝 子 に 対 応 し て い る ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 対 し て ア ン チ セ ン ス で あ る Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の （ Ｄ Ｎ Ａ 分
子 の 転 写 に よ る ） 発 現 を 許 容 す る 方 法 で 調 節 配 列 に 作 用 的 に 結 合 す る 。 種 々 の 細 胞 タ イ プ
に お け る ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の 持 続 的 な 発 現 を 指 向 す る 、 ア ン チ セ ン ス 配 向 で ク ロ ー
ン 化 さ れ た 核 酸 に 作 用 的 に 結 合 す る 調 節 配 列 ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ を 選 択 す る こ と が で き る
。 ア ン チ セ ン ス 発 現 ベ ク タ ー は 、 組 換 え プ ラ ス ミ ド 、 フ ァ ー ジ ミ ド 、 ま た は 減 毒 化 さ れ た
ウ イ ル ス の 形 態 で あ り 得 、 そ こ で 、 核 酸 は 、 そ の 活 性 を ベ ク タ ー を 導 入 す る 細 胞 タ イ プ に

10

20

30

40

50

(34) JP 2004-526425 A 2004.9.2



よ り 決 定 す る こ と が で き る 高 い 効 率 の 調 節 領 域 の 調 節 下 に 産 生 さ れ る 。 ア ン チ セ ン ス 遺 伝
子 を 用 い る 遺 伝 子 発 現 の 調 節 に 関 す る 考 察 に 関 し て は 、 Weintraub, H. et al., 遺 伝 子 分
析 の た め の 分 子 的 手 段 と し て の ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ 、 レ ビ ュ ー － Trends in Genetics, Vo
l. 1(1) 1986を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ４ ０ 】
本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー 内 の 例 え ば Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ 遺 伝 子 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ 遺 伝
子 な ど の 本 発 明 の 核 酸 分 子 、 ま た は そ れ が 宿 主 細 胞 の ゲ ノ ム の 特 定 の 部 位 に 相 同 的 に 結 合
す る の を 許 容 す る 配 列 を 含 ん で い る 本 発 明 の 核 酸 分 子 が 導 入 さ れ る と こ ろ の 宿 主 細 胞 に 関
す る 。 「 宿 主 細 胞 」 お よ び 「 組 換 え 宿 主 細 胞 」 な る 用 語 は 本 明 細 書 中 、 交 換 し て 用 い ら れ
る 。 そ の よ う な 用 語 が 特 定 対 象 細 胞 の み な ら ず 、 そ の よ う な 細 胞 の 継 代 ま た は 潜 在 的 な 継
代 を も 意 味 す る こ と が 理 解 さ れ る 。 所 定 の 変 更 が 、 変 異 ま た は 環 境 に よ る 影 響 の た め に 後
の 世 代 に 生 じ る 可 能 性 が あ り 、 そ の よ う な 継 代 は 実 際 親 細 胞 と 同 一 で は な い か も し れ な い
が 、 本 明 細 書 中 に 用 い ら れ る 用 語 の 範 囲 内 に 含 ま れ る 。
【 ０ １ ４ １ 】
宿 主 細 胞 は い ず れ か の 原 核 生 物 細 胞 ま た は 真 核 生 物 細 胞 で あ り 得 る 。 例 え ば 、 本 発 明 の マ
ー カ ー タ ン パ ク 質 は 、 イ ー ． コ リ な ど の 細 菌 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 酵 母 ま た は 哺 乳 動 物 細 胞 （
チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 （ Ｃ Ｈ Ｏ ） ま た は Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 ） 中 で 発 現 さ せ る こ と が で
き る 。 他 の 適 当 な 宿 主 細 胞 が 当 該 分 野 の 専 門 家 に 公 知 で あ る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
ベ ク タ ー Ｄ Ｎ Ａ は 、 常 套 の 形 質 転 換 法 ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 法 に よ り 原 核 生 物 細 胞
ま た は 真 核 生 物 細 胞 に 導 入 す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 中 に 用 い る 「 形 質 転 換 」 お よ び 「
ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 」 な る 用 語 は 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム も し く は 塩 化 カ ル シ ウ ム 共 沈 降 、
Ｄ Ｅ Ａ Ｅ デ キ ス ト ラ ン 媒 介 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 、 ま た は エ レ ク ト ロ
ポ ー レ ー シ ョ ン を 含 む 、 外 来 核 酸 （ 例 え ば Ｄ Ｎ Ａ ） を 宿 主 細 胞 に 導 入 す る た め の 当 該 分 野
で 認 識 さ れ る 種 々 の 方 法 を 意 味 す る も の と す る 。 宿 主 細 胞 を 形 質 転 換 す る も し く は ト ラ ン
ス フ ェ ク シ ョ ン す る た め の 適 当 な 方 法 は 、 Sambrook, et al. (Molecular Cloning: A Lab
oratory Manual. 2nd, ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Labo
ratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989)お よ び 他 の 研 究 室 マ ニ ュ ア ル に 見 出 す こ
と が で き る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
哺 乳 動 物 細 胞 の 適 当 な ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に 関 し て 、 用 い ら れ る 発 現 ベ ク タ ー お よ び ト
ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 法 に よ り 、 細 胞 群 の 一 部 の み が 外 来 Ｄ Ｎ Ａ を そ の ゲ ノ ム に 統 合 し 得 る
こ と が 公 知 で あ る 。 こ れ ら の 統 合 物 を 同 定 お よ び 選 択 す る た め に 、 選 択 可 能 な マ ー カ ー （
例 え ば 、 抗 生 物 質 に 対 す る 抵 抗 性 ） を コ ー ド す る 遺 伝 子 が 、 目 的 の 遺 伝 子 と 共 に 宿 主 細 胞
へ 一 般 的 に 導 入 さ れ る 。 好 ま し い 選 択 可 能 な マ ー カ ー に は 、 薬 物 、 例 え ば Ｇ ４ １ ８ 、 ヒ グ
ロ マ イ シ ン 、 お よ び メ ト ト レ キ サ ー ト な ど に 対 す る 抵 抗 性 を 付 与 す る も の が 含 ま れ る 。 選
択 可 能 な マ ー カ ー を コ ー ド し て い る 核 酸 は 、 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る も の と
同 じ ベ ク タ ー に て 宿 主 細 胞 に 導 入 す る こ と が で き 、 ま た は 別 個 の ベ ク タ ー に て 導 入 す る こ
と が で き る 。 導 入 さ れ た 核 酸 で 安 定 に 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 は 、 薬 物 選 択 に よ り 同 定 す る こ
と が で き る （ 例 え ば 、 選 択 可 能 な マ ー カ ー 遺 伝 子 を 導 入 し た 細 胞 は 、 他 の 細 胞 が 死 ぬ 場 合
で も 生 存 す る ） 。
【 ０ １ ４ ４ 】
本 発 明 の 宿 主 細 胞 、 例 え ば 原 核 生 物 宿 主 培 養 細 胞 ま た は 真 核 生 物 宿 主 培 養 細 胞 を 用 い て 、
マ ー カ ー タ ン パ ク 質 を 産 生 さ せ る （ 即 ち 、 発 現 さ せ る ） こ と が で き る 。 従 っ て 、 本 発 明 に
よ り 、 本 発 明 の 宿 主 細 胞 を 用 い て マ ー カ ー タ ン パ ク 質 を 産 生 す る た め の 方 法 が さ ら に 提 供
さ れ る 。 一 具 体 例 に お い て 、 該 方 法 は （ マ ー カ ー タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 組 換 え 発 現
ベ ク タ ー が 導 入 さ れ た ） 本 発 明 の 宿 主 細 胞 を 、 本 発 明 の マ ー カ ー タ ン パ ク 質 が 産 生 さ れ る
よ う 、 適 当 な 培 地 中 で 培 養 す る こ と を 含 む 。 他 の 具 体 例 に お い て 、 該 方 法 は 、 培 地 ま た は
宿 主 細 胞 か ら マ ー カ ー タ ン パ ク 質 を 単 離 す る こ と を さ ら に 含 む 。
【 ０ １ ４ ５ 】
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本 発 明 の 宿 主 細 胞 を 用 い て 、 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 作 製 す る こ と も で き る 。 例
え ば 、 一 具 体 例 に お い て 、 本 発 明 の 宿 主 細 胞 は 、 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 コ ー デ ィ ン グ 配 列 が
導 入 さ れ た 受 精 卵 母 細 胞 ま た は 胎 児 幹 細 胞 で あ る 。 そ の よ う な 宿 主 細 胞 を 次 い で 用 い て 、
本 発 明 の マ ー カ ー タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 外 来 配 列 が そ の ゲ ノ ム に 導 入 さ れ た 非 ヒ ト
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 、 ま た は 本 発 明 の マ ー カ ー タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 外 来 配 列
が 変 更 さ れ た 相 同 組 換 え 動 物 を 作 製 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 動 物 は 、 マ ー カ ー タ ン
パ ク 質 の 機 能 お よ び ／ ま た は 活 性 を 研 究 す る の に 、 お よ び マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 活 性 の モ
ジ ュ レ ー タ ー を 同 定 お よ び ／ ま た は 評 価 す る の に 有 用 で あ る 。 本 明 細 書 に 用 い ら れ る 「 ト
ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 」 は 、 動 物 の 細 胞 の １ ま た は そ れ 以 上 が ト ラ ン ス 遺 伝 子 を 含 む と こ
ろ の 非 ヒ ト 動 物 、 好 ま し く は 哺 乳 動 物 、 よ り 好 ま し く は ラ ッ ト も し く は マ ウ ス な ど の 齧 歯
動 物 で あ る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 他 の 例 に は 、 非 ヒ ト 霊 長 類 、 ヒ ツ ジ 、 イ ヌ 、 ウ シ
、 ヤ ギ 、 ニ ワ ト リ 、 両 生 類 な ど が 含 ま れ る 。 ト ラ ン ス 遺 伝 子 は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物
を 発 生 さ せ る 細 胞 の ゲ ノ ム へ 統 合 さ れ 、 お よ び 成 熟 し た 動 物 の ゲ ノ ム に 残 っ て い る ゲ ノ ム
に 統 合 さ れ 、 そ れ に よ り ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の １ ま た は そ れ 以 上 の 細 胞 タ イ プ ま た は
組 織 中 で コ ー ド さ れ た 遺 伝 子 産 物 の 発 現 を 指 向 す る 外 来 Ｄ Ｎ Ａ で あ る 。 本 明 細 書 中 に 用 い
ら れ る よ う に 、 「 相 同 組 換 え 動 物 」 は 、 内 在 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ 遺 伝 子 が 、 内 在 遺 伝 子 お よ び 動
物 の 細 胞 、 例 え ば 動 物 の 発 生 前 の 動 物 の 胎 児 細 胞 に 導 入 さ れ た 外 来 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の 間 の 相 同
組 換 え に よ り 変 更 さ れ て い る 非 ヒ ト 動 物 、 好 ま し く は 哺 乳 動 物 、 よ り 好 ま し く は マ ウ ス で
あ る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 マ ー カ ー を コ ー ド し て い る 核 酸 を 例 え ば 、 マ イ ク ロ
イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 、 レ ト ロ ウ イ ル ス イ ン フ ェ ク シ ョ ン に よ り 受 精 卵 母 細 胞 の 雄 性 生 殖 核 に
導 入 し 、 そ し て 擬 似 妊 娠 さ せ た 雌 の フ ォ ス タ ー 動 物 に て 卵 母 細 胞 を 発 生 さ せ る こ と に よ り
作 製 す る こ と が で き る 。 イ ン ト ロ ン 配 列 お よ び ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル を ト ラ ン ス 遺 伝 子
に 含 め て 、 ト ラ ン ス 遺 伝 子 の 発 現 効 力 を 増 す こ と も で き る 。 組 織 特 異 的 調 節 配 列 を 、 特 定
細 胞 に 対 し て マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 発 現 を 指 向 す る た め に ト ラ ン ス 遺 伝 子 に 作 用 的 に 結 合
さ せ る こ と が で き る 。 胎 児 の 操 作 お よ び マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン に よ り ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク 動 物 、 特 に マ ウ ス な ど の 動 物 を 作 製 す る た め の 方 法 は 当 該 分 野 で 常 套 の も の と な っ て
お り 、 例 え ば 、 共 に Leder et al.に よ る 米 国 特 許 第 4,736,866お よ び 4,870,009、 Wagner e
t alに よ る 米 国 特 許 第 4,873,191お よ び Hogan, B., Manipulating the Mouse Embryo,(Col
d Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1986)に 開 示 さ れ て い
る 。 同 様 の 方 法 が 他 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 産 生 の た め に 用 い ら れ る 。 ト ラ ン ス ジ ェ
ニ ッ ク 創 設 動 物 (transgenic founder animal)は 、 そ の ゲ ノ ム 中 の 本 発 明 の ト ラ ン ス 遺 伝
子 の 存 在 お よ び ／ ま た は 動 物 の 組 織 ま た は 細 胞 に お け る 本 発 明 の 遺 伝 子 に 対 応 し て い る ｍ
Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 に 基 い て 同 定 す る こ と が で き る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 創 設 動 物 を 次 い で 用 い
て 、 ト ラ ン ス 遺 伝 子 を 含 ん で い る 更 な る 動 物 を 繁 殖 さ せ る こ と が で き る 。 さ ら に 、 マ ー カ
ー タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る ト ラ ン ス 遺 伝 子 を 含 ん で い る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 、
他 の ト ラ ン ス 遺 伝 子 を 含 ん で い る 他 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に さ ら に 交 配 さ せ る こ と が
で き る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
相 同 組 換 え 動 物 を 作 製 す る た め に 、 遺 伝 子 を 変 化 さ せ る 、 例 え ば 機 能 的 に 破 壊 す る 欠 失 、
付 加 ま た は 置 換 が 導 入 さ れ た 、 本 発 明 の 遺 伝 子 の 少 な く と も 一 部 を 含 む ベ ク タ ー を 調 製 す
る 。 遺 伝 子 は ヒ ト の 遺 伝 子 で あ り 得 る が 、 よ り 好 ま し く は ヒ ト Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ 、 例 え ば Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ
５ ４ の 非 ヒ ト 相 同 物 で あ る 。 例 え ば 、 マ ウ ス の 遺 伝 子 を 用 い て 、 相 同 組 換 え 核 酸 分 子 、 例
え ば マ ウ ス の ゲ ノ ム に お け る 本 発 明 の 内 在 遺 伝 子 を 変 更 す る の に 適 し た ベ ク タ ー を 構 築 す
る こ と が で き る 。 好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 相 同 組 換 え に 際 し て 、 本 発 明 の 内 在 遺 伝 子 が
機 能 的 に 破 壊 さ れ る （ す な わ ち 、 も は や 機 能 タ ン パ ク 質 を コ ー ド し な い ； 「 ノ ッ ク ア ウ ト
」 ベ ク タ ー と も 呼 ば れ る ） よ う に 相 同 組 換 核 酸 分 子 を 設 計 す る 。 別 法 と し て 、 相 同 組 換 え
核 酸 分 子 は 、 相 同 組 換 え に 際 し て 、 内 在 遺 伝 子 が 変 異 ま た は 変 更 さ れ る が 、 機 能 タ ン パ ク
質 は な お コ ー ド す る よ う に 設 計 す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 上 流 の 調 節 領 域 を 変 更 し て 、
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そ れ に よ り 内 在 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 発 現 を 変 更 す る こ と が で き る 。 ） 。 相 同 組 換 え 核 酸
分 子 に お い て は 、 本 発 明 の 遺 伝 子 の 変 更 さ れ た 部 分 に そ の ５ ’ お よ び ３ ’ 末 端 に て 本 発 明
の 遺 伝 子 の 追 加 的 核 酸 配 列 が 隣 接 し て 、 相 同 組 換 え 核 酸 分 子 に よ り 保 持 さ れ る 外 来 遺 伝 子
と 、 細 胞 、 例 え ば 胎 児 幹 細 胞 中 の 内 在 遺 伝 子 の 間 で 相 同 組 換 え が 起 こ る の を 可 能 と す る 。
追 加 の 隣 接 核 酸 配 列 は 、 内 在 遺 伝 子 と の 相 同 組 換 え を 成 功 さ せ る の に 十 分 な 長 さ で あ る 。
典 型 的 に は 、 種 々 の キ ロ ベ ー ス の 隣 接 Ｄ Ｎ Ａ （ ５ ’ お よ び ３ ’ 両 末 端 に お け る ） を 相 同 組
換 え 核 酸 分 子 に 含 め る （ 例 え ば 、 相 同 組 換 え ベ ク タ ー の 記 載 に 関 し て は 、 Thomas, K.R. a
nd Capecchi, M. R. (1987) Cell 51: 503を 参 照 さ れ た い 。 ） 。 相 同 組 換 え 核 酸 分 子 は 、
例 え ば 胎 児 幹 細 胞 株 な ど の 細 胞 中 に （ 例 え ば 、 エ レ ク ト ロ ポ ー レ ー シ ョ ン に よ り ） 導 入 し
、 次 い で 導 入 さ れ た 遺 伝 子 が 内 在 遺 伝 子 と 相 同 組 換 え し た 細 胞 を 選 択 す る (例 え ば 、 Li, E
. et al. (1992) Cell 69: 915を 参 照 さ れ た い ） 。 選 択 さ れ た 細 胞 を 次 い で 動 物 （ 例 え ば
マ ウ ス ） の 胚 盤 胞 に 注 射 し 、 集 合 キ メ ラ を 作 製 す る こ と が で き る (例 え ば 、 Bradley, A. i
n Teratocaricinomas and Embryonic Stem Cells: A Practical Approach, E.J. Roberts
on, ed.(IRL, Oxford, 1987) pp. 113-152を 参 照 さ れ た い 。 ） 。 キ メ ラ 胎 児 を 次 い で 適 当
な 擬 似 妊 娠 さ せ た 雌 の フ ォ ス タ ー 動 物 に 移 植 し 、 次 い で 胎 児 を 出 産 さ せ る こ と が で き る 。
そ の 生 殖 細 胞 中 に 相 同 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ を 有 し て い る 子 孫 を 用 い て 、 動 物 の 全 細 胞 が ト ラ ン ス
遺 伝 子 の 生 殖 細 胞 に よ る 伝 達 に よ り 相 同 組 換 え さ れ た Ｄ Ｎ Ａ を 含 ん で い る 動 物 を 繁 殖 さ せ
る こ と が で き る 。 相 同 組 換 え 核 酸 分 子 、 例 え ば ベ ク タ ー 、 ま た は 相 同 組 換 え 動 物 を 構 築 す
る た め の 方 法 は 、 Bradley, A. (1991) Current Opinioin in Biotechnology 2: 823-829
、 お よ び Le Mouellec et alに よ る PCT国 際 公 開 WO90/11354、 Smithies et alに よ る WO91/0
1140； Zijlstra et alに よ る WO92/0968;お よ び Berns et alに よ る WO93/04169に さ ら に 記
載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
他 の 具 体 例 に お い て 、 ト ラ ン ス 遺 伝 子 の 調 節 性 の 発 現 を 可 能 と す る 選 択 さ れ た シ ス テ ム を
含 む ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 を 産 生 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な シ ス テ ム の 一 つ
の 例 は 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ Ｐ １ の cre/loxPリ コ ン ビ ナ ー ゼ シ ス テ ム で あ る 。 cre/loxPリ
コ ン ビ ナ ー ゼ シ ス テ ム に 関 す る 記 載 に 関 し て は 、 例 え ば 、 Lakso et al. (1992) Proc. Na
tl. Acad. Sci. USA 89: 6232-6236を 参 照 さ れ た い 。 リ コ ン ビ ナ ー ゼ シ ス テ ム の 他 の 例 は
、 サ ッ カ ロ マ イ セ ス セ レ ビ ジ エ の Ｆ Ｌ Ｐ リ コ ン ビ ナ ー ゼ シ ス テ ム で あ る (O'Gorman et al.
 (1991) Science 251: 1351-1355)。 cre/loxPリ コ ン ビ ナ ー ゼ シ ス テ ム を 用 い て ト ラ ン ス
遺 伝 子 の 発 現 を 調 節 す る 場 合 、 Creリ コ ン ビ ナ ー ゼ お よ び 選 択 さ れ た タ ン パ ク 質 の 両 方 を
コ ー ド し て い る ト ラ ン ス 遺 伝 子 を 含 ん で い る 動 物 が 所 望 さ れ る 。 そ の よ う な 動 物 は 、 「 ダ
ブ ル 」 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 構 築 に よ り 、 例 え ば 、 選 択 さ れ た タ ン パ ク 質 を コ ー ド し
て い る ト ラ ン ス 遺 伝 子 を 含 ん で い る も の と 、 レ コ ン ビ ナ ー ゼ を コ ー ド し て い る ト ラ ン ス 遺
伝 子 を 含 ん で い る 他 方 と の ２ の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 交 配 す る こ と に よ り 提 供 す る こ
と が で き る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
本 明 細 書 中 に 開 示 す る 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の ク ロ ー ン を 、 Wilmut, I. et al. 
(1997) Nature 385: 810-813お よ び PCT国 際 公 開 第 WO97/07668お よ び WO97/07669に 開 示 さ
れ て い る 方 法 に 従 い 作 製 す る こ と も で き る 。 簡 単 に は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 由 来 の 細
胞 、 例 え ば 体 細 胞 を 単 離 し 、 そ し て 増 殖 サ イ ク ル を 誘 発 す る よ う 誘 導 し 、 そ し て Ｇ ０ 相 へ
入 ら せ る こ と が で き る 。 静 止 期 の 細 胞 を 次 い で 、 例 え ば 電 気 パ ル ス の 使 用 に よ り 、 静 止 期
の 細 胞 を 単 離 し た 同 種 の 動 物 由 来 の 摘 出 卵 母 細 胞 に 融 合 す る こ と が で き る 。 再 構 築 さ れ た
卵 母 細 胞 を 、 桑 実 胚 ま た は 胚 盤 胞 へ と 発 生 す る よ う に 培 養 し 、 そ し て 次 い で 擬 似 妊 娠 さ せ
た 雌 の フ ォ ス タ ー 動 物 に 移 す 。 こ の 雌 の フ ォ ス タ ー 動 物 の 子 孫 は 、 細 胞 、 例 え ば 体 細 胞 を
単 離 し た と こ ろ の 動 物 の ク ロ ー ン で あ る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
Ｉ Ｖ ． 医 薬 組 成 物
本 発 明 の 核 酸 分 子 、 即 ち 、 本 発 明 の Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ 、 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の フ ラ グ メ ン ト お
よ び マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 抗 体 （ 本 明 細 書 中 、 「 活 性 化 合 物 」 と も 呼 ぶ ） は 、 投 与 に 適 し
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た 医 薬 組 成 物 中 に 組 み 込 む こ と が で き る 。 そ の よ う な 組 成 物 は 典 型 的 に は 、 核 酸 分 子 、 タ
ン パ ク 質 、 ま た は 抗 体 お よ び 医 薬 上 許 容 さ れ る キ ャ リ ア か ら な る 。 本 明 細 書 中 に 用 い る 「
医 薬 上 許 容 さ れ る キ ャ リ ア 」 な る 用 語 に は 、 医 薬 投 与 に 用 い る こ と が で き る い ず れ か お よ
び 全 て の 溶 媒 、 分 散 媒 質 、 コ ー テ ィ ン グ 、 抗 細 菌 剤 お よ び 抗 真 菌 剤 、 等 浸 透 剤 お よ び 吸 収
遅 延 剤 な ど を 含 む も の と す る 。 医 薬 活 性 物 質 の た め の そ の よ う な 媒 質 お よ び 剤 の 使 用 は 当
該 分 野 で 周 知 で あ る 。 い ず れ か の 常 套 の 媒 質 ま た は 剤 が 活 性 化 合 物 と 不 適 合 で あ る 場 合 を
除 き 、 組 成 物 に お け る そ の 使 用 が 意 図 さ れ る 。 補 助 的 活 性 化 合 物 も 組 成 物 に 組 み 込 む こ と
が で き る 。
【 ０ １ ５ １ 】
本 発 明 に は 、 本 発 明 の マ ー カ ー に 対 応 し て い る ポ リ ペ プ チ ド ま た は 核 酸 の 発 現 ま た は 活 性
を 調 節 す る た め の 医 薬 組 成 物 を 調 製 す る た め の 方 法 が 含 ま れ る 。 そ の よ う な 方 法 に は 、 本
発 明 の マ ー カ ー に 対 応 し て い る ポ リ ペ プ チ ド ま た は 核 酸 の 発 現 ま た は 活 性 を 調 節 す る 剤 と
共 に 、 医 薬 上 許 容 さ れ る キ ャ リ ア を 処 方 す る こ と が 含 ま れ る 。 そ の よ う な 組 成 物 は 、 追 加
の 活 性 剤 を さ ら に 含 む こ と が で き る 。 つ ま り 、 本 発 明 に は 、 本 発 明 の マ ー カ ー に 対 応 し て
い る ポ リ ペ プ チ ド ま た は 核 酸 の 発 現 ま た は 活 性 を 調 節 す る 剤 お よ び １ ま た は そ れ 以 上 の 追
加 の 活 性 化 合 物 と 共 に 医 薬 上 許 容 さ れ る キ ャ リ ア を 処 方 す る こ と に よ り 、 医 薬 組 成 物 を 調
製 す る 方 法 が さ ら に 含 ま れ る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
本 発 明 に よ り 、 （ ａ ） マ ー カ ー に 結 合 す る 、 ま た は （ ｂ ） マ ー カ ー の 活 性 に 調 節 （ 例 え ば
、 刺 激 ま た は 阻 害 ） 効 果 を 有 す る 、 ま た は よ り 詳 細 に は 、 （ ｃ ） マ ー カ ー の そ の 天 然 の 基
質 （ 例 え ば 、 ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 、 ホ ル モ ン 、 補 因 子 、 ま た は 核 酸 ） の １ ま た は そ れ 以
上 と の 相 互 作 用 に 調 節 効 果 を 有 す る 、 ま た は （ ｄ ） マ ー カ ー の 発 現 に 調 節 効 果 を 有 す る モ
ジ ュ レ ー タ ー 、 即 ち 、 候 補 物 質 ま た は 試 験 化 合 物 ま た は 剤 （ 例 え ば 、 ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド
ミ メ テ ィ ク ス 、 ペ プ ト イ ド 、 小 分 子 ま た は 他 の 薬 物 ） を 同 定 す る た め の 方 法 （ 本 明 細 書 中
「 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ 」 と も 呼 ば れ る ） も 提 供 さ れ る 。 そ の よ う な ア ッ セ イ は 典 型 的
に は 、 マ ー カ ー と １ ま た は そ れ 以 上 の ア ッ セ イ 成 分 と の 間 の 反 応 か ら 成 る 。 他 の 成 分 は 試
験 化 合 物 自 体 、 ま た は 試 験 化 合 物 と マ ー カ ー の 天 然 結 合 パ ー ト ナ ー と の 組 み 合 わ せ の い ず
れ か で あ っ て よ い 。
【 ０ １ ５ ３ 】
本 発 明 の 試 験 化 合 物 は 、 天 然 お よ び /ま た は 合 成 化 合 物 の シ ス テ マ テ ィ ッ ク ラ イ ブ ラ リ ー
を 含 む い ず れ か の 利 用 可 能 な 源 か ら 得 て よ い 。 試 験 化 合 物 は 、 生 物 学 的 ラ イ ブ ラ リ ー ； ペ
プ ト イ ド ラ イ ブ ラ リ ー （ ペ プ チ ド の 機 能 を 有 す る が 、 酵 素 に よ る 分 解 に 対 し て は 抵 抗 性 が
あ る が 、 生 物 活 性 は 保 持 す る 新 規 非 ペ プ チ ド 骨 格 を 有 す る 分 子 の ラ イ ブ ラ リ ー ； Zuckerma
nnn et al., 1994, J. Med. Chem. 37: 2678-85を 参 照 さ れ た い ） ； 場 所 に 関 し て ア ド レ
ス 可 能 な (spatially addressable)パ ラ レ ル 固 相 も し く は 液 相 ラ イ ブ ラ リ ー ； デ コ ン ボ リ
ュ ー シ ョ ン を 要 す る 合 成 ラ イ ブ ラ リ ー 法 ； 「 １ -ビ ー ズ １ -化 合 物 」 ラ イ ブ ラ リ ー 法 ； お よ
び ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 選 択 を 用 い る 合 成 ラ イ ブ ラ リ ー 法 を 含 む 当 該 分 野 で 公
知 の コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー 法 に お け る 多 く の 方 法 の い ず れ か に よ り 得 て も よ い 。
生 物 学 的 ラ イ ブ ラ リ ー 法 お よ び ペ プ ト イ ド ラ イ ブ ラ リ ー 法 は ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー に 限 定
さ れ る が 、 他 の ４ つ の 方 法 は ペ プ チ ド 、 非 ペ プ チ ド オ リ ゴ マ ー ま た は 化 合 物 の 小 分 子 ラ イ
ブ ラ リ ー に 対 し て 適 用 で き る (Lam, 1997, Anticancer Drug Des. 12: 145)。
【 ０ １ ５ ４ 】
本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 投 与 の そ の 意 図 さ れ る 経 路 と 適 合 し 得 る よ う に 処 方 さ れ る 。 投 与
の 経 路 の 例 に は 、 例 え ば 、 静 脈 内 、 皮 内 、 皮 下 、 経 口 （ 例 え ば 吸 入 ） 、 経 皮 （ 局 所 ） 、 粘
膜 経 由 、 お よ び 直 腸 投 与 が 含 ま れ る 。 非 経 口 、 皮 内 、 ま た は 皮 下 適 用 に 用 い ら れ る 溶 液 ま
た は 懸 濁 液 に は 以 下 の 成 分 を 含 め る こ と が で き る ： 注 射 用 の 水 、 塩 水 溶 液 、 固 定 油 、 ポ リ
エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 グ リ セ リ ン 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル ま た は 他 の 合 成 溶 媒 な ど の 滅 菌
希 釈 剤 ； ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル ま た は メ チ ル パ ラ ベ ン な ど の 抗 細 菌 剤 ； ア ス コ ル ビ ン 酸 ま た
は 重 亜 硫 酸 ナ ト リ ウ ム な ど の 抗 酸 化 剤 ； エ チ レ ン ジ ア ミ ネ ー ト テ ト ラ 酢 酸 な ど の キ レ ー ト
化 剤 ； ア セ テ ー ト 、 シ ト レ ー ト 、 ま た は フ ォ ス フ ェ ー ト な ど の バ ッ フ ァ ー 、 お よ び 塩 化 ナ
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ト リ ウ ム ま た は デ キ ス ト ロ ー ス な ど の 緊 張 調 整 剤 。 ｐ Ｈ は 、 塩 酸 ま た は 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム
な ど の 酸 ま た は 塩 基 で 調 整 す る こ と が で き る 。 非 経 口 調 製 物 は 、 ガ ラ ス ま た は プ ラ ス チ ッ
ク 製 の ア ン プ ル 、 使 い 捨 て 注 射 器 ま た は 複 合 投 与 バ イ ア ル に 封 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
注 射 可 能 な 使 用 に 適 し た 医 薬 組 成 物 に は 、 滅 菌 水 溶 液 （ 水 溶 性 の 場 合 ） ま た は 、 滅 菌 注 射
可 能 溶 液 ま た は 分 散 剤 の 即 席 調 製 の た め の 分 散 剤 お よ び 滅 菌 粉 末 が 含 ま れ る 。 静 脈 内 投 与
に 関 し て 、 適 当 な キ ャ リ ア に は 、 生 理 的 塩 水 、 静 菌 水 、 Cremophor EL(登 録 商 標 )(BASF, P
arsippany, NJ)ま た は リ ン 酸 緩 衝 塩 水 （ Ｐ Ｂ Ｓ ） が 含 ま れ る 。 全 て の 場 合 に 、 組 成 物 は 無
菌 で な け れ ば な ら ず 、 容 易 な 注 射 可 能 性 が 存 在 す る 程 度 ま で 液 体 で あ る べ き で あ る 。 そ れ
は 製 造 お よ び 貯 蔵 条 件 下 で 安 定 で な け れ ば な ら ず 、 細 菌 お よ び 真 菌 な ど の 微 生 物 の 混 入 活
性 か ら 保 護 さ れ な け れ ば な ら な い 。 キ ャ リ ア は 、 例 え ば 水 、 エ タ ノ ー ル 、 ポ リ オ ー ル （ 例
え ば 、 グ リ セ ロ ー ル 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 お よ び 液 体 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル な ど ）
、 お よ び 適 当 な そ の 混 合 物 を 含 ん で い る 溶 媒 ま た は 分 散 剤 で あ り 得 る 。 適 当 な 流 動 性 は 、
例 え ば レ シ チ ン な ど の コ ー テ ィ ン グ の 使 用 に よ り 、 分 散 剤 の 場 合 に 所 望 の 粒 子 サ イ ズ の 維
持 に よ り 、 お よ び 界 面 活 性 剤 の 使 用 に よ り 維 持 す る こ と が で き る 。 微 生 物 の 活 性 の 予 防 は
、 例 え ば 、 パ ラ ベ ン 、 ク ロ ロ ブ タ ノ ー ル 、 フ ェ ノ ー ル 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 、 チ メ ロ サ ー ル な
ど の 種 々 の 抗 細 菌 剤 お よ び 抗 真 菌 剤 に よ り 達 成 す る こ と が で き る 。 多 く の 場 合 に 、 例 え ば
、 砂 糖 、 マ ン ニ ト ー ル な ど の ポ リ ア ル コ ー ル 、 ソ ル ビ ト ー ル 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム な ど の 等 張
剤 を 組 成 物 に 含 め る こ と が 好 ま し い 。 注 射 可 能 組 成 物 の 長 期 吸 収 は 、 吸 収 を 遅 延 さ せ る 剤
、 例 え ば モ ノ ス テ ア リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム お よ び ゼ ラ チ ン な ど の 剤 を 組 成 物 中 に 含 め る こ と
に よ り 成 し 遂 げ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
滅 菌 注 射 可 能 溶 液 は 、 活 性 化 合 物 （ 例 え ば 、 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の フ ラ グ メ ン ト ま た は 抗
マ ー カ ー タ ン パ ク 質 抗 体 ） を 所 望 の 量 で 適 当 な 溶 媒 中 に 、 前 記 の 成 分 の １ ま た は 組 み 合 わ
せ と 共 に 混 合 し 、 所 望 に よ り そ の 後 フ ィ ル タ ー に よ る 滅 菌 を 行 う こ と に よ り 調 製 す る こ と
が で き る 。 一 般 に は 、 分 散 剤 は 、 活 性 化 合 物 を 、 塩 基 性 分 散 媒 質 、 お よ び 前 記 か ら の 所 望
の 他 の 成 分 を 含 む 滅 菌 ビ ヒ ク ル に 混 合 す る こ と に よ り 調 製 す る 。 滅 菌 注 射 可 能 溶 液 の 調 製
の た め の 滅 菌 粉 末 の 場 合 、 好 ま し い 調 製 法 は 、 前 も っ て 滅 菌 濾 過 し た 溶 液 か ら 活 性 成 分 お
よ び い ず れ か の 追 加 の 所 望 の 成 分 の 粉 末 を 生 じ る 真 空 乾 燥 お よ び 凍 結 乾 燥 で あ る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
経 口 組 成 物 に は 一 般 に 、 不 活 性 希 釈 剤 ま た は 食 用 キ ャ リ ア が 含 ま れ る 。 そ れ ら は 、 ゼ ラ チ
ン カ プ セ ル に 封 入 す る こ と が で き 、 ま た は 錠 剤 へ と 圧 縮 す る こ と が で き る 。 経 口 治 療 投 与
の た め に 、 活 性 化 合 物 は 賦 形 剤 と 混 合 す る こ と が で き 、 そ し て 錠 剤 、 ト ロ ー チ 、 ま た は カ
プ セ ル の 形 態 で 用 い る こ と が で き る 。 経 口 組 成 物 は 、 液 体 キ ャ リ ア 中 の 化 合 物 を 口 に 入 れ
、 ガ ラ ガ ラ 音 を た て 、 そ し て 吐 き 出 す も し く は 飲 み 込 む と こ ろ の う が い 薬 と し て の 使 用 の
た め の 液 体 キ ャ リ ア を 用 い て 調 製 す る こ と も で き る 。 医 薬 上 用 い る こ と が で き る 結 合 剤 、
お よ び ／ ま た は ア ジ ュ バ ン ト 物 質 を 組 成 物 の 部 分 と し て 含 め る こ と が で き る 。 錠 剤 、 ピ ル
、 カ プ セ ル 、 ト ロ ー チ な ど は 以 下 の 成 分 ま た は 同 様 の 性 質 の 化 合 物 の い ず れ か を 含 む こ と
が で き る ； ミ ク ロ ク リ ス タ リ ン セ ル ロ ー ス 、 ト ラ ガ カ ン ト ゴ ム ま た は ゼ ラ チ ン な ど の 結 合
剤 ； ス タ ー チ ま た は ラ ク ト ー ス な ど の 賦 形 剤 、 ア ル ギ ン 酸 、 プ ラ イ モ ゲ ル (Primogel)、 ま
た は コ ー ン ス タ ー チ な ど の 崩 壊 剤 ； ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム ま た は ス テ ロ ー ト (Sterote
s)な ど の 潤 滑 剤 ； コ ロ イ ド 状 シ リ コ ン ジ オ キ シ ド な ど の 滑 剤 ； ス ク ロ ー ス ま た は サ ッ カ リ
ン な ど の 甘 味 剤 ； ま た は ペ パ ー ミ ン ト 、 サ リ チ ル 酸 メ チ ル 、 ま た は オ レ ン ジ 調 味 料 な ど の
風 味 剤 。
【 ０ １ ５ ８ 】
吸 入 に よ る 投 与 に 関 し て は 、 組 成 物 は 、 適 当 な 推 進 剤 、 例 え ば 二 酸 化 炭 素 な ど の ガ ス 含 む
圧 縮 容 器 ま た は デ ィ ス ペ ン サ ー ま た は 噴 霧 器 か ら エ ア ゾ ル ス プ レ ー の 形 態 で 送 達 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
全 身 投 与 は 、 粘 膜 経 由 ま た は 経 皮 手 段 に よ っ て も な し 得 る 。 粘 膜 経 由 ま た は 経 皮 投 与 の た
め に は 、 浸 透 さ れ る べ き バ リ ア に 適 し た 浸 透 剤 を 処 方 に 用 い る 。 そ の よ う な 浸 透 剤 が 一 般
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に 公 知 で あ り 、 お よ び 例 え ば 、 粘 膜 経 由 投 与 に 関 し て は 、 洗 浄 剤 、 胆 汁 塩 、 お よ び フ シ ジ
ン 酸 誘 導 体 が 含 ま れ る 。 粘 膜 経 由 投 与 は 、 鼻 腔 ス プ レ ー ま た は 坐 薬 の 使 用 に よ り 行 う こ と
が で き る 。 経 皮 投 与 に 関 し て は 、 活 性 化 合 物 を 当 該 分 野 で 一 般 的 に 公 知 の 軟 膏 、 塗 り 薬 、
ゲ ル 、 ま た は ク リ ー ム に 処 方 す る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
化 合 物 は 、 直 腸 送 達 の た め の （ 例 え ば 、 コ コ ア バ タ ー お よ び 他 の グ リ セ リ ド な ど の 常 套 の
坐 薬 基 剤 を 用 い た ） 坐 薬 ま た は 停 留 浣 腸 の 形 態 で 調 製 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ６ １ 】
一 具 体 例 に お い て 、 活 性 化 合 物 は 、 化 合 物 を 体 か ら の 早 期 の 排 泄 か ら 保 護 す る キ ャ リ ア 、
例 え ば イ ン プ ラ ン ト お よ び マ イ ク ロ カ プ セ ル 封 入 送 達 シ ス テ ム を 含 む 調 節 性 放 出 処 方 な ど
を 用 い て 調 製 す る 。 生 物 分 解 可 能 な 、 生 物 使 用 可 能 な ポ リ マ ー 、 例 え ば エ チ レ ン ビ ニ ル ア
セ テ ー ト 、 ポ リ 無 水 物 、 ポ リ グ リ コ ー ル 酸 、 コ ラ ー ゲ ン 、 ポ リ オ ル ト エ ス テ ル 、 お よ び ポ
リ 乳 酸 な ど を 用 い る こ と が で き る 。 そ の よ う な 処 方 の 調 製 法 は 当 該 分 野 の 専 門 家 に 明 ら か
で あ ろ う 。 材 料 は 、 Alza Corporationお よ び Nova Pharmaceutials, Incか ら 市 場 入 手 可 能
で あ り 得 る 。 リ ポ ソ ー ム 懸 濁 液 （ 感 染 細 胞 に 標 的 さ れ る リ ポ ソ ー ム を ウ イ ル ス 抗 原 に 対 す
る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 共 に 含 ん で い る ） を 医 薬 上 許 容 さ れ る キ ャ リ ア と し て 用 い る こ と
も で き る 。 こ れ ら は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 4,522,811に 開 示 さ れ る よ う な 当 該 分 野 の 専 門
家 に 公 知 の 方 法 に 従 い 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
投 与 の 簡 便 お よ び 投 与 量 の 均 一 化 の た め に 、 投 与 単 位 に て 経 口 も し く は 非 経 口 組 成 物 を 調
製 す る の が 特 に 好 都 合 で あ る 。 本 明 細 書 中 に 用 い ら れ る 投 与 単 位 製 剤 に は 、 治 療 さ れ る べ
き 対 象 の た め の 単 位 投 与 製 剤 と し て 適 し た 物 理 的 に 別 個 の 単 位 が 含 ま れ 、 各 単 位 は 、 所 望
の 医 薬 キ ャ リ ア と 組 み 合 わ せ て 所 望 の 治 療 効 果 を 生 じ る よ う 算 定 さ れ た 予 め 決 定 さ れ た 量
の 活 性 化 合 物 を 含 む 。 本 発 明 の 投 与 単 位 製 剤 に 関 す る 詳 細 は 、 活 性 化 合 物 独 自 の 特 性 お よ
び 達 成 さ れ る 特 定 の 治 療 効 果 、 お よ び 個 人 の 治 療 の た め に そ の よ う な 活 性 化 合 物 を 配 合 す
る こ と に 関 す る 当 該 分 野 に 本 来 的 に 存 在 す る 制 限 に よ り お よ び そ れ ら に 直 接 依 存 し て 、 決
定 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
そ の よ う な 化 合 物 の 毒 性 お よ び 治 療 効 果 は 、 培 養 細 胞 ま た は 実 験 動 物 に お い て 、 例 え ば Ｌ
Ｄ ５ ０ （ 集 団 の ５ ０ ％ に 対 し て 致 命 的 な 投 与 量 ） お よ び Ｅ Ｄ ５ ０ （ 集 団 の ５ ０ ％ に お い て
治 療 的 に 有 効 な 投 与 量 ） を 測 定 す る こ と に 関 す る 常 套 の 医 薬 法 に よ り 決 定 す る こ と が で き
る 。 毒 性 お よ び 治 療 的 有 効 量 間 の 投 与 量 の 比 率 は 、 治 療 的 指 標 で あ り 、 比 Ｌ Ｄ ５ ０ /Ｅ Ｄ
５ ０ と し て 表 現 す る こ と が で き る 。 大 き な 治 療 指 標 を 示 す 化 合 物 が 好 ま し い 。 毒 性 の 副 作
用 を 示 す 化 合 物 を 用 い て も よ い が 、 非 感 染 細 胞 に 対 し て 引 き 起 こ し 得 る ダ メ ー ジ を 最 小 限
に 押 さ え 、 そ し て そ れ に よ り 副 作 用 を 減 じ る た め に 、 そ の よ う な 化 合 物 を 冒 さ れ た 組 織 の
部 位 へ 標 的 す る 送 達 シ ス テ ム を 設 計 す る の に は 注 意 を 要 す る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
培 養 細 胞 ア ッ セ イ お よ び 動 物 試 験 か ら 得 ら れ た デ ー タ を 、 ヒ ト に お け る 使 用 の た め に 所 定
の 範 囲 の 投 与 量 を 処 方 す る の に 用 い る こ と が で き る 。 そ の よ う な 化 合 物 の 投 与 量 は 、 好 ま
し く は 、 ほ と ん ど 毒 性 を 有 さ な い 、 も し く は 無 毒 性 の Ｅ Ｄ ５ ０ を 含 む 循 環 濃 度 の 範 囲 内 に
あ る 。 投 与 量 は 、 用 い ら れ る 投 与 製 剤 お よ び 用 い ら れ る 投 与 経 路 に 依 存 し て 、 こ の 範 囲 内
で 変 化 し て よ い 。 本 発 明 の 方 法 に 用 い ら れ る い ず れ の 化 合 物 に 関 し て も 、 治 療 有 効 投 与 量
は 、 培 養 細 胞 ア ッ セ イ か ら ま ず 見 積 も る こ と が で き る 。 投 与 量 は 、 培 養 細 胞 中 で 決 定 さ れ
る よ う な Ｉ Ｃ ５ ０ （ 即 ち 、 症 状 の 最 大 の 阻 害 の 半 分 を 達 成 す る 試 験 化 合 物 の 濃 度 ） を 含 む
循 環 血 漿 濃 度 範 囲 を 達 成 す る べ く 動 物 モ デ ル に お い て 処 方 さ れ て よ い 。 そ の よ う な 情 報 を
用 い て 、 ヒ ト に お い て 有 用 な 投 与 量 を よ り 精 密 に 決 定 す る こ と が で き る 。 血 漿 に お け る レ
ベ ル は 、 例 え ば 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 測 定 さ れ て よ い 。
【 ０ １ ６ ５ 】
本 発 明 の 核 酸 分 子 は 、 ベ ク タ ー に 挿 入 す る こ と が で き 、 お よ び 遺 伝 子 治 療 ベ ク タ ー と し て
用 い る こ と が で き る 。 遺 伝 子 治 療 ベ ク タ ー は 、 例 え ば 、 静 脈 注 射 、 局 所 投 与 （ 米 国 特 許 第

10

20

30

40

50

(40) JP 2004-526425 A 2004.9.2



5,328,470号 を 参 照 さ れ た い ） ま た は 定 位 注 射 （ 例 え ば 、 Chen et al. (1994) Proc. Natl
. Acad. Sci. USA 91: 3054-3057を 参 照 さ れ た い ） に よ り 対 象 に 送 達 す る こ と が で き る 。
遺 伝 子 治 療 ベ ク タ ー の 医 薬 調 製 物 に は 、 許 容 さ れ る 希 釈 剤 中 の 遺 伝 子 治 療 ベ ク タ ー を 含 め
る こ と が で き 、 ま た は 遺 伝 子 送 達 ビ ヒ ク ル を 包 埋 す る 緩 徐 放 出 マ ト リ ッ ク ス を 含 め る こ と
が で き る 。 別 法 と し て 、 完 全 な 遺 伝 子 送 達 ベ ク タ ー 、 例 え ば レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 組
換 え 細 胞 か ら そ の ま ま 産 生 す る こ と が で き 、 医 薬 調 製 物 に は 、 遺 伝 子 送 達 シ ス テ ム を 産 生
す る １ ま た は そ れ 以 上 の 細 胞 を 含 め る こ と が で き る 。
医 薬 組 成 物 は 、 容 器 、 パ ッ ク ま た は デ ィ ス ペ ン サ ー 中 に 、 投 与 の 指 示 書 と 共 に 含 め る こ と
が で き る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
Ｖ ． コ ン ピ ュ ー タ ー 読 み 取 り 可 能 媒 体 お よ び ア レ イ
本 発 明 の マ ー カ ー を 含 ん で い る コ ン ピ ュ ー タ ー 読 み 取 り 可 能 媒 体 も 提 供 さ れ る 。 本 明 細 書
に 用 い ら れ る 、 「 コ ン ピ ュ ー タ ー 読 み 取 り 可 能 媒 体 」 に は 、 コ ン ピ ュ ー タ ー に よ り 直 接 読
み 取 ら れ 得 る お よ び 評 価 さ れ 得 る 媒 体 が 含 ま れ る 。 そ の よ う な 媒 体 に は 、 制 限 さ れ る も の
で は な い が 、 フ ロ ッ ピ ー デ ィ ス ク 、 ハ ー ド デ ィ ス ク 貯 蔵 媒 体 、 お よ び 磁 気 性 テ ー プ な ど の
磁 気 性 貯 蔵 媒 体 ； Ｃ Ｄ -Ｒ Ｏ Ｍ な ど の 光 学 貯 蔵 媒 体 ； Ｒ Ａ Ｍ お よ び Ｒ Ｏ Ｍ な ど の 電 子 貯 蔵
媒 体 ； お よ び 磁 気 /光 学 貯 蔵 媒 体 な ど の こ れ ら の カ テ ゴ リ ー の ハ イ ブ リ ッ ド が 含 ま れ る 。
当 業 者 は 、 ど の よ う に す れ ば 、 現 在 公 知 の コ ン ピ ュ ー タ ー 読 み 取 り 可 能 媒 体 の い ず れ か を
用 い て 、 本 発 明 の マ ー カ ー を そ の 上 に 記 録 さ せ た コ ン ピ ュ ー タ ー 読 み 取 り 可 能 媒 体 を 含 む
製 品 を 作 製 す る こ と が で き る か を 、 容 易 に 認 識 す る で あ ろ う 。
【 ０ １ ６ ７ 】
本 明 細 書 中 、 「 記 録 さ れ る 」 に は 、 コ ン ピ ュ ー タ ー 読 み 取 り 可 能 媒 体 上 に 情 報 を 貯 蔵 す る
た め の プ ロ セ ス が 含 ま れ る 。 当 業 者 は 、 コ ン ピ ュ ー タ ー 読 み 取 り 可 能 媒 体 上 に 情 報 を 記 録
す る た め の 現 在 公 知 の 方 法 の い ず れ か を 適 用 し て 、 本 発 明 の マ ー カ ー を 含 ん で い る 製 品 を
容 易 に 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
種 々 の デ ー タ 処 理 プ ロ グ ラ ム お よ び フ ォ ー マ ッ ト を 用 い て 、 コ ン ピ ュ ー タ ー 読 み 取 り 可 能
媒 体 上 に 本 発 明 の マ ー カ ー 情 報 を 貯 蔵 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 マ ー カ ー に 対 応 し て い
る 核 酸 配 列 は ワ ー ド 処 理 テ キ ス ト フ ァ イ ル に て 表 す こ と が で き 、 WordPerfectお よ び Micro
Soft Wordな ど の 市 場 入 手 可 能 な ソ フ ト ウ ェ ア に フ ォ ー マ ッ ト す る こ と が で き 、 ま た は ASC
IIフ ァ イ ル の 形 態 で 表 す こ と が で き 、 DB2、 Sybase、 Oracleな ど の デ ー タ ベ ー ス ア プ リ ケ
ー シ ョ ン に 貯 蔵 す る こ と が で き る 。 い か な る 数 の デ ー タ 処 理 構 成 フ ォ ー マ ッ ト （ 例 え ば 、
テ キ ス ト フ ァ イ ル ま た は デ ー タ ベ ー ス ） を も 、 本 発 明 の マ ー カ ー を そ の 上 に 記 録 さ せ た コ
ン ピ ュ ー タ ー 読 み 取 り 可 能 媒 体 を 得 る た め に 採 用 し て よ い 。
【 ０ １ ６ ９ 】
本 発 明 の マ ー カ ー を コ ン ピ ュ ー タ ー 読 み 取 り 可 能 形 態 に て 提 供 す る こ と に よ り 、 種 々 の 目
的 の た め に マ ー カ ー 配 列 情 報 に 常 規 的 に ア ク セ ス す る こ と が 可 能 と な る 。 例 え ば 、 当 業 者
は 、 コ ン ピ ュ ー タ 読 み 取 り 可 能 形 態 に て 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 を 用 い
て 、 デ ー タ 貯 蔵 手 段 内 に 保 存 さ れ た 配 列 情 報 と 、 標 的 配 列 ま た は 標 的 構 造 モ チ ー フ を 比 較
す る こ と が で き る 。 検 索 手 段 を 用 い て 、 特 定 の 標 的 配 列 ま た は 標 的 モ チ ー フ に 適 合 す る 本
発 明 の 配 列 の フ ラ グ メ ン ト ま た は 領 域 が 同 定 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
本 発 明 は 、 本 発 明 の マ ー カ ー を 含 む ア レ イ を さ ら に 含 む 。 ア レ イ を 用 い て 、 ア レ イ 中 の １
ま た は そ れ 以 上 の 遺 伝 子 の 発 現 を ア ッ セ イ す る こ と が で き る 。 一 具 体 例 に お い て 、 ア レ イ
を 用 い て 組 織 に お け る 遺 伝 子 発 現 を ア ッ セ イ し て 、 ア レ イ に お け る 遺 伝 子 の 組 織 特 異 性 を
確 認 す る こ と が で き る 。 こ の 方 法 で 、 約 ８ ６ ０ ０ ま で の 遺 伝 子 を 発 現 に 関 し て 同 時 に ア ッ
セ イ す る こ と が で き る 。 こ れ に よ り 、 １ ま た は そ れ 以 上 の 組 織 に お い て 特 異 的 に 発 現 さ れ
る 遺 伝 子 の 一 群 を 示 し て い る 特 性 を 明 ら か に す る こ と が 可 能 と な る 。
【 ０ １ ７ １ 】
そ の よ う な 質 的 測 定 に 加 え て 、 本 発 明 に よ り 遺 伝 子 発 現 の 定 量 が 可 能 と な る 。 つ ま り 、 組
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織 特 異 性 の み な ら ず 、 組 織 中 の 遺 伝 子 の 一 群 の 発 現 の レ ベ ル も 確 認 で き る 。 つ ま り 、 遺 伝
子 を そ の 組 織 発 現 自 体 お よ び そ の 組 織 に お け る 発 現 の レ ベ ル に 基 い て グ ル ー プ 分 け す る こ
と が で き る 。 こ れ は 、 例 え ば 、 組 織 間 ま た は 組 織 中 の 遺 伝 子 発 現 の 関 連 性 を 確 認 す る の に
有 用 で あ る 。 つ ま り 、 一 組 織 を 混 乱 さ せ る こ と が で き 、 そ し て 第 ２ の 組 織 に お け る 遺 伝 子
発 現 に お け る 効 果 を 測 定 す る こ と が で き る 。 こ の 内 容 に お い て 、 一 細 胞 タ イ プ の 他 の 細 胞
タ イ プ に お け る 生 物 学 的 刺 激 に 応 じ た 効 果 を 測 定 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 刺 激 は 、
例 え ば 、 遺 伝 子 発 現 の レ ベ ル で の 細 胞 -細 胞 相 互 作 用 の 効 果 を 知 る の に 有 用 で あ る 。 １ の
細 胞 タ イ プ を 治 療 す る が 、 他 の 細 胞 タ イ プ に お い て は 望 ま し く な い 効 果 を 有 す る 試 薬 が 治
療 的 に 投 与 さ れ る 場 合 、 本 発 明 に よ り 、 望 ま し く な い 効 果 の 分 子 基 準 を 決 定 す る た め の ア
ッ セ イ が 提 供 さ れ 、 そ し て そ れ ゆ え 、 妨 害 剤 (counteracting agent)を 同 時 投 与 す る 、 も
し く は 望 ま し く な い 作 用 を 治 療 す る 機 会 が 提 供 さ れ る 。 同 様 に 、 単 細 胞 タ イ プ 内 で も 、 望
ま し く な い 生 物 学 的 効 果 を 分 子 レ ベ ル で 決 定 す る こ と が で き る 。 つ ま り 、 標 的 遺 伝 子 以 外
の 発 現 に お け る 試 薬 の 効 果 を 確 認 し 、 そ し て 妨 害 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
他 の 具 体 例 に お い て 、 ア レ イ を 用 い て ア レ イ 中 の １ ま た は そ れ 以 上 の 遺 伝 子 の 発 現 の 時 間
経 過 を モ ニ タ ー す る こ と が で き る 。 こ れ は 、 本 明 細 書 中 に 開 示 す る よ う な 、 例 え ば 発 生 お
よ び 分 化 、 疾 患 の 進 行 、 細 胞 形 質 転 換 お よ び 老 化 な ど の イ ン ビ ト ロ プ ロ セ ス 、 例 え ば 痛 み
お よ び 食 欲 な ど の 自 律 神 経 お よ び 神 経 プ ロ セ ス 、 お よ び 例 え ば 学 習 ま た は 記 憶 な ど の 認 識
機 能 な ど の 種 々 の 生 物 学 的 状 況 に お い て 見 出 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
ア レ イ は 、 同 一 細 胞 ま た は 異 な る 細 胞 に お け る 他 の 遺 伝 子 の 発 現 に お け る 遺 伝 子 発 現 の 効
果 を 確 認 す る の に も 有 用 で あ る 。 こ れ に よ り 、 例 え ば 、 最 終 的 な も し く は 下 流 の 標 的 を 調
節 す る こ と が で き な い 場 合 に 、 治 療 的 介 入 の た め の 代 替 分 子 標 的 の 選 択 が 提 供 さ れ る 。
ア レ イ は 、 正 常 細 胞 お よ び 病 的 細 胞 に お け る １ ま た は そ れ 以 上 の 遺 伝 子 の デ ィ フ ァ レ ン シ
ャ ル 発 現 パ タ ー ン を 確 認 す る の に も 有 用 で あ る 。 こ れ に よ り 、 診 断 ま た は 治 療 的 介 入 の た
め の 分 子 標 的 と し て 役 立 ち 得 る 遺 伝 子 の 一 群 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
Ｖ Ｉ ． 診 断 医 薬
本 発 明 は 、 診 断 ア ッ セ イ 、 予 防 ア ッ セ イ 、 薬 理 遺 伝 学 、 お よ び 臨 床 試 験 を モ ニ タ ー す る こ
と を 予 防 （ 診 断 ） 目 的 の た め に 用 い て 、 そ れ に よ り 個 人 を 予 防 的 に 治 療 す る と こ ろ の 診 断
医 薬 の 分 野 に も 関 す る 。 従 っ て 、 本 発 明 の 一 態 様 は 、 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た は
核 酸 発 現 な ら び に マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 活 性 を 、 生 物 学 的 サ ン プ ル （ 例 え ば 、 血 液 、 血 清
、 細 胞 、 組 織 ） の 内 容 物 に お い て 測 定 し て 、 そ れ に よ り 、 個 人 が 病 気 ま た は 疾 患 に 罹 患 し
て い る か ど う か も し く は 増 加 も し く は 低 下 し た マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 発 現 も し く は 活 性 に
伴 う 疾 患 を 進 行 さ せ る 危 険 が あ る か ど う か を 決 定 す る た め の 診 断 ア ッ セ イ に 関 す る 。 本 発
明 に よ り 、 個 人 が 、 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 、 核 酸 の 発 現 ま た は 活 性 に 伴 う 疾 患 を 進 行 さ せ る
危 険 性 が あ る か ど う か を 決 定 す る た め の 予 防 （ ま た は 診 断 ） ア ッ セ イ も 提 供 さ れ る 。 例 え
ば 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 の コ ピ ー の 数 を 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 で ア ッ セ イ す る こ と が で き る 。 そ
の よ う な ア ッ セ イ を 予 防 ま た は 診 断 目 的 の た め に 用 い て 、 そ れ に よ り 、 マ ー カ ー タ ン パ ク
質 、 核 酸 の 発 現 ま た は 活 性 に よ り 特 徴 づ け ら れ る も し く は そ れ に 伴 う 疾 患 （ 例 え ば 、 前 立
腺 癌 ） の 発 症 前 に 個 人 を 予 防 的 に 治 療 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
本 発 明 の 他 の 態 様 は 、 臨 床 試 験 に お け る マ ー カ ー の 発 現 ま た は 活 性 に お け る 試 薬 （ 例 え ば
、 薬 物 、 化 合 物 ） の 影 響 を モ ニ タ ー す る こ と を 含 む 。
こ れ ら お よ び 他 の 試 薬 を 、 以 下 の セ ク シ ョ ン に さ ら に 詳 細 に 記 載 す る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
１ ． 診 断 ア ッ セ イ
生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の 本 発 明 の マ ー カ ー タ ン パ ク 質 ま た は 核 酸 の 存 在 ま た は 不 在 を 検 出 す
る た め の 典 型 的 な 方 法 は 、 試 験 対 象 か ら 生 物 学 的 サ ン プ ル を 得 る こ と 、 お よ び 生 物 学 的 サ
ン プ ル を 、 タ ン パ ク 質 ま た は マ ー カ ー タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 化 合 物 （ 例 え ば 、 ｍ Ｒ
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Ｎ Ａ 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ ） を 検 出 す る こ と が で き る 化 合 物 ま た は 試 薬 と 接 触 さ せ て 、 生 物 学 的
サ ン プ ル 中 の マ ー カ ー タ ン パ ク 質 ま た は 核 酸 の 存 在 を 検 出 す る こ と が 含 ま れ る 。 本 発 明 の
マ ー カ ー 遺 伝 子 ま た は タ ン パ ク 質 に 対 応 し て い る ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 検 出 す る
の に 好 ま し い 試 薬 は 、 本 発 明 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が
で き る 標 識 さ れ た 核 酸 プ ロ ー ブ で あ る 。 本 発 明 の 診 断 ア ッ セ イ に お け る 使 用 に 適 し た プ ロ
ー ブ は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 す る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
マ ー カ ー タ ン パ ク 質 を 検 出 す る の に 好 ま し い 試 薬 は 、 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 に 結 合 す る こ と
が で き る 抗 体 、 好 ま し く は 検 出 可 能 な 標 識 を 有 す る 抗 体 で あ る 。 抗 体 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル
ま た は よ り 好 ま し く は モ ノ ク ロ ー ナ ル で あ り 得 る 。 完 全 抗 体 、 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト （
例 え ば 、 Ｆ ａ ｂ 、 ま た は Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ ） を 用 い る こ と が で き る 。 プ ロ ー ブ ま た は 抗 体 に
関 し て 「 標 識 さ れ た 」 な る 用 語 は 、 検 出 可 能 な 物 質 を プ ロ ー ブ ま た は 抗 体 に （ 例 え ば 物 理
的 結 合 に よ り ） 結 合 さ せ る こ と に よ り プ ロ ー ブ ま た は 抗 体 を 直 接 標 識 す る こ と 、 な ら び に
、 直 接 標 識 さ れ た 他 の 試 薬 と の 反 応 性 に よ り 、 プ ロ ー ブ ま た は 抗 体 を 間 接 的 に 標 識 す る こ
と が 含 ま れ る も の と す る 。 間 接 標 識 の 例 に は 、 蛍 光 標 識 さ れ た 二 次 抗 体 を 用 い る 一 次 抗 体
の 、 お よ び 蛍 光 標 識 さ れ た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で 検 出 で き る ビ オ チ ン を 用 い た Ｄ Ｎ Ａ プ ロ
ー ブ の 末 端 標 識 化 の 検 出 が 含 ま れ る 。 「 生 物 学 的 サ ン プ ル 」 な る 用 語 に は 、 対 象 か ら 単 離
さ れ た 組 織 、 細 胞 、 お よ び 生 物 学 的 液 体 物 、 な ら び に 対 象 内 に 存 在 す る 組 織 、 細 胞 、 お よ
び 液 体 物 が 含 ま れ る も の と す る 。 つ ま り 、 本 発 明 の 検 出 法 を 用 い て 、 生 物 学 的 サ ン プ ル 中
の マ ー カ ー ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 タ ン パ ク 質 、 ま た は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を イ ン ビ ト ロ な ら び に イ ン ビ ボ で
検 出 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 マ ー カ ー ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 検 出 の た め の イ ン ビ ト ロ 法 に は 、 ノ
ー ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び イ ン サ イ チ ュ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 含 ま れ る 。
マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 検 出 の た め の イ ン ビ ト ロ 法 に は 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ （ Ｅ Ｌ
Ｉ Ｓ Ａ ） 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 免 疫 沈 降 法 、 お よ び 免 疫 蛍 光 法 が 含 ま れ る 。 マ ー カ ー ゲ
ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 検 出 の た め の イ ン ビ ト ロ 法 に は 、 サ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 含 ま れ る
。 さ ら に 、 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 検 出 の た め の イ ン ビ ボ 法 に は 、 対 象 に 標 識 さ れ た 抗 マ ー
カ ー 抗 体 を 導 入 す る こ と が 含 ま れ る 。 例 え ば 、 抗 体 を 放 射 能 活 性 マ ー カ ー で 標 識 す る こ と
が で き 、 対 象 に お け る そ の 存 在 お よ び 位 置 を 常 套 の 画 像 処 理 法 に よ り 検 出 す る こ と が で き
る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
一 具 体 例 に お い て 、 生 物 学 的 サ ン プ ル は 、 試 験 対 象 か ら の タ ン パ ク 質 分 子 を 含 む 。 別 法 と
し て 、 生 物 学 的 サ ン プ ル は 、 試 験 対 象 か ら の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 お よ び 試 験 対 象 か ら の ゲ ノ ム Ｄ
Ｎ Ａ 分 子 を 含 み 得 る 。 好 ま し い 生 物 学 的 サ ン プ ル は 、 対 象 か ら 常 套 法 に よ り 単 離 さ れ た 血
清 サ ン プ ル で あ る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
他 の 具 体 例 に お い て 、 該 方 法 は 、 対 照 の 対 象 か ら 対 照 生 物 学 的 サ ン プ ル （ 例 え ば 、 非 前 立
腺 癌 細 胞 サ ン プ ル ） を 得 る こ と 、 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ ， ま た は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を
検 出 す る こ と が で き 、 そ の 結 果 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 存 在
を 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 で 検 出 す る こ と が で き る 化 合 物 ま た は 試 薬 と 対 照 サ ン プ ル を 接 触 さ
せ る こ と 、 お よ び マ ー カ ー タ ン パ ク 質 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 対 照 サ ン プ ル 中 の
存 在 を 、 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 試 験 サ ン プ ル 中 の 存 在 と
比 較 す る こ と を さ ら に 含 む 。
【 ０ １ ８ ０ 】
本 発 明 は 、 生 物 学 的 サ ン プ ル に お け る マ ー カ ー の 存 在 を 検 出 す る た め の キ ッ ト も 包 含 す る
。 さ ら に キ ッ ト に は 、 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 で マ ー カ ー タ ン パ ク 質 ま た は ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 検 出 す
る こ と が で き る 標 識 さ れ た 化 合 物 ま た は 試 薬 ； サ ン プ ル 中 の マ ー カ ー の 量 を 測 定 す る た め
の 手 段 ； お よ び サ ン プ ル 中 の マ ー カ ー の 量 を 標 準 と 比 較 す る た め の 手 段 を 含 め る こ と が で
き る 。 化 合 物 ま た は 試 薬 は 適 当 な 容 器 中 に 封 入 す る こ と が で き る 。 キ ッ ト は 、 キ ッ ト を 用
い て マ ー カ ー タ ン パ ク 質 ま た は 核 酸 を 検 出 す る た め の 指 示 書 を さ ら に 含 む こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ １ 】
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２ ． 予 防 ア ッ セ イ
本 明 細 書 中 に 記 載 す る 診 断 法 を さ ら に 用 い て 、 異 常 な マ ー カ ー の 発 現 ま た は 活 性 に 伴 う 病
気 ま た は 疾 患 を 有 す る も し く は そ れ を 進 行 さ せ る 危 険 の あ る 対 象 を 同 定 す る こ と が で き る
。 本 明 細 書 中 に 用 い ら れ る 、 「 異 常 」 な る 用 語 に は 、 野 生 型 の マ ー カ ー 発 現 ま た は 活 性 か
ら は ず れ る マ ー カ ー の 発 現 ま た は 活 性 が 含 ま れ る 。 異 常 な 発 現 ま た は 活 性 に は 、 増 加 も し
く は 低 下 し た 発 現 ま た は 活 性 、 な ら び に 野 生 型 の 発 生 段 階 に お け る 発 現 パ タ ー ン ま た は 亜
細 胞 発 現 パ タ ー ン に 従 わ な い 発 現 ま た は 活 性 が 含 ま れ る 。 例 え ば 、 異 常 な マ ー カ ー 発 現 ま
た は 活 性 は 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 変 異 に よ り 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 を 発 現 不 足 と な る も し く は 過
剰 発 現 さ れ る 場 合 、 お よ び そ の よ う な 変 異 に よ り 、 非 機 能 性 の マ ー カ ー タ ン パ ク 質 ま た は
野 生 型 の 様 式 で 機 能 し な い タ ン パ ク 質 、 例 え ば 、 マ ー カ ー リ ガ ン ド と 反 応 し な い タ ン パ ク
質 も し く は 非 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 リ ガ ン ド と 相 互 作 用 す る タ ン パ ク 質 が 生 じ る 場 合 が 含 ま
れ る も の と す る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
本 明 細 書 に 開 示 さ れ る 、 前 記 の 診 断 ア ッ セ イ ま た は 後 述 す る ア ッ セ イ な ど の ア ッ セ イ を 用
い て 、 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 活 性 ま た は 核 酸 発 現 の 誤 調 節 に 伴 う 疾 患 、 例 え ば 前 立 腺 癌 を
有 す る も し く は 進 行 さ せ る 危 険 性 の あ る 対 象 を 同 定 す る こ と が で き る 。 別 法 と し て 、 該 予
防 ア ッ セ イ を 用 い て 、 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 活 性 ま た は 核 酸 発 現 の 誤 調 節 に 伴 う 疾 患 、 例
え ば 前 立 腺 癌 を 有 す る も し く は 進 行 さ せ る 危 険 性 の あ る 対 象 を 同 定 す る こ と が で き る 。 つ
ま り 、 本 発 明 に よ り 、 異 常 な マ ー カ ー 発 現 ま た は 活 性 に 伴 う 病 気 ま た は 疾 患 を 同 定 す る た
め の 方 法 で あ っ て 、 試 験 サ ン プ ル を 対 象 か ら 得 、 そ し て マ ー カ ー タ ン パ ク 質 ま た は 核 酸 （
例 え ば 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ ） を 検 出 し 、 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 ま た は 核 酸 の 存 在
が 、 異 常 な マ ー カ ー の 発 現 ま た は 活 性 に 伴 う 病 気 ま た は 疾 患 を 有 す る も し く は そ れ を 進 行
さ せ る 危 険 性 の あ る 対 象 を 診 断 す る も の で あ る と こ ろ の 方 法 が 提 供 さ れ る 。 本 明 細 書 中 に
用 い る よ う に 、 「 試 験 サ ン プ ル 」 に は 、 目 的 の 対 象 か ら 得 ら れ た 生 物 学 的 サ ン プ ル が 含 ま
れ る 。 例 え ば 、 試 験 サ ン プ ル は 、 生 物 学 的 液 体 物 （ 例 え ば 、 血 液 ） 、 細 胞 サ ン プ ル 、 ま た
は 組 織 （ 例 え ば 、 皮 膚 ） で あ り 得 る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
さ ら に 、 本 明 細 書 中 に 開 示 す る 予 防 ア ッ セ イ を 用 い て 、 対 象 に 試 薬 （ 例 え ば 、 ア ゴ ニ ス ト
、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス 、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 核 酸 、 小 分 子 、 ま た
は 他 の 薬 物 候 補 な ど ） を 投 与 し て 、 増 加 も し く は 低 下 し た マ ー カ ー の 発 現 も し く は 活 性 に
伴 う 病 気 ま た は 疾 患 を 治 療 す る こ と が で き る か ど う か を 決 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、
そ の よ う な 方 法 を 用 い て 、 対 象 が 、 前 立 腺 癌 な ど の 疾 患 の た め の 試 薬 で 効 果 的 に 治 療 さ れ
得 る か ど う か を 決 定 す る こ と が で き る 。 つ ま り 、 本 発 明 に よ り 、 増 加 も し く は 低 下 し た マ
ー カ ー の 発 現 ま た は 活 性 に 伴 う 疾 患 の た め の 試 薬 で 対 象 を 効 果 的 に 治 療 す る こ と が で き る
か ど う か を 決 定 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 試 験 サ ン プ ル を 得 、 そ し て マ ー カ ー タ ン パ ク 質
ま た は 核 酸 の 発 現 ま た は 活 性 を 検 出 す る と こ ろ の 方 法 （ 例 え ば 、 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 ま た
は 核 酸 の 発 現 ま た は 活 性 の 存 在 度 が 、 増 加 も し く は 低 下 し た マ ー カ ー の 発 現 ま た は 活 性 に
伴 う 疾 患 を 治 療 す る た め の 試 薬 を 投 与 す る こ と が で き る 対 象 を 診 断 す る も の と な る ） が 提
供 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
本 発 明 の 方 法 を さ ら に 用 い て 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 に お け る 遺 伝 子 の 変 化 を 検 出 し 、 そ れ に よ
り 、 変 化 し た 遺 伝 子 を 有 す る 対 象 が 、 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 活 性 ま た は 核 酸 発 現 に お け る
誤 調 節 に よ り 特 徴 づ け ら れ る 疾 患 、 前 立 腺 癌 な ど の 危 険 性 が あ る か ど う か を 決 定 す る こ と
が で き る 。 好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 該 方 法 は 、 対 象 か ら の 細 胞 の サ ン プ ル 中 の 、 マ ー カ
ー タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 遺 伝 子 の 完 全 性 に 影 響 を 与 え て い る 少 な く と も 一 つ の 変 化
に よ り 特 徴 づ け ら れ る 遺 伝 子 変 化 の 存 在 ま た は 不 在 、 ま た は マ ー カ ー 遺 伝 子 の 誤 発 現 を 検
出 す る こ と が 含 ま れ る 。 例 え ば 、 そ の よ う な 遺 伝 子 変 化 は 、 １ ） マ ー カ ー 遺 伝 子 か ら の １
ま た は そ れ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド の 欠 失 ； ２ ） マ ー カ ー 遺 伝 子 に 対 す る １ ま た は そ れ 以 上 の
ヌ ク レ オ チ ド の 付 加 ； ３ ） マ ー カ ー 遺 伝 子 の １ ま た は そ れ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド の 置 換 ； ４
） マ ー カ ー 遺 伝 子 の 染 色 体 上 で の 転 位 ； ５ ） マ ー カ ー 遺 伝 子 の メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ 転 写
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の レ ベ ル の 変 化 ； ６ ） マ ー カ ー 遺 伝 子 の 、 例 え ば ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の メ チ ル 化 パ タ ー ン な ど の
異 常 な 変 更 、 ； ７ ） マ ー カ ー 遺 伝 子 の メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ 転 写 産 物 の 非 野 生 型 の ス プ ラ
イ シ ン グ パ タ ー ン の 存 在 ； ８ ） マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 非 野 生 型 レ ベ ル ； ９ ） マ ー カ ー 遺 伝
子 の 対 立 遺 伝 子 の 喪 失 ； お よ び １ ０ ） マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 不 適 当 な 翻 訳 後 の 変 更 の 存 在
を 確 認 す る こ と に よ り 検 出 す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 中 に 記 載 す る よ う に 、 マ ー カ ー 遺
伝 子 の 変 化 を 検 出 す る た め に 用 い る こ と が で き る 当 該 分 野 で 公 知 の 多 数 の ア ッ セ イ が 存 在
す る 。 好 ま し い 生 物 学 的 サ ン プ ル は 、 対 象 か ら 常 套 手 段 に よ り 単 離 さ れ た 組 織 ま た は 血 液
サ ン プ ル で あ る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
所 定 の 具 体 例 に お い て 、 変 化 の 検 出 に は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） 、 ア ン カ ー Ｐ Ｃ
Ｒ ま た は Ｒ Ａ Ｃ Ｅ  Ｐ Ｃ Ｒ な ど に お け る （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 4,683,195号 お よ び 4,683,20
2号 を 参 照 さ れ た い ） 、 ま た は 別 法 と し て 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 鎖 反 応 （ Ｌ Ｃ Ｒ ） に お け る （
例 え ば 、 Landegran et al. (1988) Science 241: 1077-1080; and Nakazawa et al. (199
4) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 360-364を 参 照 さ れ た い ） プ ロ ー ブ ／ プ ラ イ マ ー の
使 用 、 こ こ で 後 者 は マ ー カ ー 遺 伝 子 の 点 変 異 を 検 出 す る の に 特 に 有 用 で あ り 得 る (Abravey
a et al. (1995) Nucleic Acids Res. 23: 675-682を 参 照 さ れ た い ） 、 が 含 ま れ る 。 こ の
方 法 は 、 対 象 か ら 細 胞 の サ ン プ ル を 回 収 す る こ と 、 核 酸 （ 例 え ば 、 ゲ ノ ム 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た
は そ の 両 方 ） を サ ン プ ル の 細 胞 か ら 単 離 す る こ と 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 （ 存 在 す る 場 合 ） の ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び 増 幅 が 生 じ る 条 件 下 で マ ー カ ー 遺 伝 子 に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ
イ ズ す る １ ま た は そ れ 以 上 の プ ラ イ マ ー と 核 酸 サ ン プ ル を 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び 増 幅 産
物 の 存 在 ま た は 不 在 を 検 出 す る こ と 、 ま た は 増 幅 産 物 の サ イ ズ を 検 出 す る こ と 、 お よ び 対
照 サ ン プ ル に 対 し て 長 さ を 比 較 す る こ と か ら 成 る ス テ ッ プ を 含 み 得 る 。 Ｐ Ｃ Ｒ お よ び ／ ま
た は Ｌ Ｃ Ｒ が 、 予 備 的 な 増 幅 ス テ ッ プ と し て 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 変 異 を 検 出 す る た め に
用 い ら れ る 方 法 の い ず れ か と 組 み 合 わ せ て 用 い る こ と が 望 ま れ て よ い 。
【 ０ １ ８ ６ 】
別 の 増 幅 法 に は 、 自 律 性 配 列 複 製 (Guatelli, J.C. et al., (1990) Proc. Natl. Acad. A
Sci. USA 87: 1874-1878)、 転 写 増 幅 シ ス テ ム (Kwoh, D. Y. et al., (1989) Proc. Natl.
 Acad. Sci. USA 86:1173-1177)、 Ｑ － ベ ー タ レ プ リ カ ー ゼ （ Lizardi, P.M. et al. (198
8) Bio-Technology 6: 1197)、 ま た は い ず れ か の 他 の 核 酸 増 幅 法 の 後 で 、 当 該 分 野 の 専 門
家 に 周 知 の 方 法 を 用 い て 、 増 幅 さ れ た 分 子 の 検 出 を 行 う こ と が 含 ま れ る 。 こ れ ら の 検 出 ス
キ ー ム は 、 そ の よ う な 分 子 が 非 常 に 少 数 し か 存 在 し な い 場 合 に 、 核 酸 分 子 を 検 出 す る の に
特 に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
別 の 具 体 例 に お い て 、 サ ン プ ル 細 胞 か ら の マ ー カ ー 遺 伝 子 の 変 異 は 、 制 限 酵 素 切 断 パ タ ー
ン の 変 化 に よ り 同 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 サ ン プ ル お よ び 対 照 Ｄ Ｎ Ａ を 単 離 し 、 増
幅 し （ 任 意 ） 、 １ ま た は そ れ 以 上 の 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ で 消 化 し 、 そ し て フ ラ グ メ ン
ト の 長 さ の サ イ ズ を ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 決 定 し 、 そ し て 比 較 す る 。 サ ン プ ル お よ び 対 照 Ｄ
Ｎ Ａ の 間 の フ ラ グ メ ン ト の 長 さ の サ イ ズ の 差 が 、 サ ン プ ル Ｄ Ｎ Ａ に お け る 変 異 を 示 す 。 さ
ら に 、 配 列 特 異 的 リ ボ ザ イ ム の 使 用 （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,498,531を 参 照 さ れ た い ） を
用 い て 、 リ ボ ザ イ ム 切 断 部 位 の 発 生 ま た は 喪 失 に よ り 特 定 の 変 異 の 存 在 を ス コ ア す る こ と
が で き る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
他 の 具 体 例 に お い て 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 ま た は 本 発 明 の マ ー カ ー タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い
る 遺 伝 子 に お け る 遺 伝 子 変 異 は 、 サ ン プ ル と 対 照 の 核 酸 、 例 え ば Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ を 、
数 百 ま た は 数 千 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 含 ん で い る 高 密 度 ア レ イ に ハ イ ブ リ ダ イ
ズ さ せ る こ と に よ り 同 定 す る こ と が で き る (Cronin, M.T. et al. (1996) Human Mutation
7: 244-255; Kozal, M. J. et al. (1966) Nature Medicine 2: 753-759)。 例 え ば 、 マ ー
カ ー に お け る 遺 伝 子 変 異 は 、 Cronin et al. 既 出 に 記 載 さ れ る よ う な 光 に よ り 作 製 さ れ た
(light generated)Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 含 ん で い る 二 次 元 ア レ イ に て 同 定 す る こ と が で き る
。 簡 単 に は 、 プ ロ ー ブ の 第 １ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア レ イ を 用 い て 、 サ ン プ ル お よ び
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対 照 中 の 長 い Ｄ Ｎ Ａ を 探 査 し て 、 連 続 し て 部 分 的 に 重 な っ て い る プ ロ ー ブ の 線 状 ア レ イ を
作 製 す る こ と に よ り 配 列 間 の 塩 基 の 変 化 を 同 定 す る こ と が で き る 。 こ の ス テ ッ プ に よ り 、
点 変 異 の 同 定 が 可 能 と な る 。 こ の ス テ ッ プ の 後 、 検 出 さ れ る 全 変 種 ま た は 変 異 に 相 補 的 な
、 も っ と 小 さ な 、 特 定 化 さ れ た プ ロ ー ブ を 用 い る こ と に よ り 、 特 定 の 変 異 を 特 徴 付 け る こ
と を 可 能 と す る 第 ２ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア レ イ に よ り 行 う 。 各 変 異 ア レ イ は 、 野 生
型 遺 伝 子 に 相 補 的 な も の と 変 異 遺 伝 子 に 相 補 的 な 他 方 と の 、 パ ラ レ ル な プ ロ ー ブ セ ッ ト か
ら な る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
さ ら に 他 の 具 体 例 で は 、 当 該 分 野 で 公 知 の 種 々 の 配 列 決 定 反 応 の い ず れ か を 用 い て マ ー カ
ー 遺 伝 子 を 直 接 配 列 決 定 し 、 そ し て 、 対 応 し て い る 野 生 型 （ 対 照 ） 配 列 と サ ン プ ル マ ー カ
ー の 配 列 を 比 較 す る こ と に よ り 、 変 異 を 検 出 す る こ と が で き る 。 配 列 決 定 反 応 の 例 に は 、
Maxam and Gilbert((1977) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74: 560)ま た は Sanger((1977) 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74: 5463)に よ り 開 発 さ れ た 方 法 に 基 く も の が 含 ま れ る 。 マ
ス 　 ス ペ ク ト ロ メ ト リ ー に よ る 配 列 決 定 を 含 む (例 え ば 、 PCT国 際 公 開 第 WO94/16101; Cohe
n et al. (1996) Adv. Chromatogr. 36: 127-162; お よ び Griffin et al. (1993) Appl. 
Biochem. Biotechnol. 38: 147-159)、 種 々 の 自 動 配 列 決 定 法 の い ず れ か を 診 断 ア ッ セ イ
を 行 う 場 合 に 用 い る こ と が で き る こ と も 意 図 さ れ る ((1995) Biotechniques 19: 448)。
【 ０ １ ９ ０ 】
マ ー カ ー 遺 伝 子 ま た は 本 発 明 の マ ー カ ー タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 遺 伝 子 に お け る 変 異
を 検 出 す る 他 の 方 法 に は 、 切 断 試 薬 か ら の 保 護 を 用 い て 、 Ｒ Ｎ Ａ ／ Ｒ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ ／
Ｄ Ｎ Ａ の ヘ テ ロ 二 本 鎖 の ミ ス マ ッ チ 塩 基 を 検 出 す る 方 法 が 含 ま れ る (Myers et al. (1985)
 Science 230: 1242)。 一 般 に 、 「 ミ ス マ ッ チ 切 断 」 の 当 該 分 野 に お け る 方 法 は 、 野 生 型
マ ー カ ー 配 列 を 含 ん で い る （ 標 識 さ れ た ） Ｒ Ｎ Ａ ま た は Ｄ Ｎ Ａ を 、 組 織 サ ン プ ル か ら 得 た
変 異 の 可 能 性 の あ る Ｒ Ｎ Ａ ま た は Ｄ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と に よ り 形 成 さ れ る ヘ
テ ロ 二 本 鎖 を 提 供 す る こ と に よ り 始 ま る 。 二 本 鎖 分 子 を 、 対 照 お よ び サ ン プ ル 鎖 の 間 の 塩
基 対 の ミ ス マ ッ チ の た め に 存 在 す る 二 本 鎖 の 一 本 鎖 領 域 を 切 断 す る 試 薬 で 処 理 す る 。 例 え
ば 、 Ｒ Ｎ Ａ ／ Ｄ Ｎ Ａ 二 本 鎖 は Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ で 処 理 す る こ と が で き 、 お よ び 、 Ｄ Ｎ Ａ ／ Ｄ Ｎ Ａ
ハ イ ブ リ ッ ド は Ｓ １ ヌ ク レ ア ー ゼ で 処 理 し て 、 ミ ス マ ッ チ し て い る 領 域 を 酵 素 消 化 す る 。
他 の 具 体 例 に お い て 、 ミ ス マ ッ チ 領 域 を 消 化 す る た め に 、 Ｄ Ｎ Ａ ／ Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ ／
Ｄ Ｎ Ａ 二 本 鎖 を ヒ ド ロ キ シ ル ア ミ ン ま た は オ ス ミ ウ ム テ ト ロ キ シ ド で 、 お よ び ピ ペ リ ジ ン
で 処 理 す る こ と が で き る 。 ミ ス マ ッ チ 領 域 の 消 化 後 、 生 じ た 物 質 を 次 い で 、 変 性 ポ リ ア ク
リ ル ア ミ ド ゲ ル 上 で サ イ ズ に よ り 分 離 し 、 変 異 の 部 位 を 決 定 す る 。 例 え ば 、 Cotton et al
. (1988) Proc. Natl Acad Sci USA 85: 4397; Saleeba et al. (1992) Methes Enzymol 
217: 286-295を 参 照 さ れ た い 。 好 ま し い 具 体 例 で は 、 対 照 Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ を 検 出 の た
め に 標 識 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ １ 】
さ ら に 他 の 具 体 例 で は 、 ミ ス マ ッ チ 切 断 反 応 は 、 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 中 の ミ ス マ ッ チ 塩 基 対 を 認
識 す る １ ま た は そ れ 以 上 の タ ン パ ク 質 （ い わ ゆ る 「 Ｄ Ｎ Ａ ミ ス マ ッ チ 修 復 酵 素 」 ） を 、 細
胞 の サ ン プ ル か ら 得 た マ ー カ ー ｃ Ｄ Ｎ Ａ 中 の 点 変 異 を 検 出 お よ び マ ッ ピ ン グ す る た め に 規
定 さ れ た シ ス テ ム に お い て 用 い る も の で あ る 。 例 え ば 、 イ ー ． コ リ の ｍ ｕ ｔ Ｙ 酵 素 は Ｇ ／
Ａ ミ ス マ ッ チ に て Ａ を 切 断 し 、 そ し て 、 ヒ ー ラ ー 細 胞 か ら の チ ミ ジ ン Ｄ Ｎ Ａ グ リ コ シ ラ ー
ゼ は 、 Ｇ ／ Ｔ ミ ス マ ッ チ に て Ｔ を 切 断 す る (Hsu et al. (1994) Carcinogenesis 15: 1657
-1662)。 典 型 的 な 具 体 例 に 従 い 、 マ ー カ ー 配 列 、 例 え ば 野 生 型 マ ー カ ー 配 列 に 基 く プ ロ ー
ブ を 、 試 験 細 胞 か ら の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ま た は 他 の Ｄ Ｎ Ａ 産 物 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 。 二 本 鎖 を
Ｄ Ｎ Ａ ミ ス マ ッ チ 修 復 酵 素 で 処 理 し て 、 そ し て 、 切 断 産 物 が 存 在 す る 場 合 は そ れ を 電 気 泳
動 プ ロ ト コ ル な ど か ら 検 出 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,459,039号 を 参 照 さ
れ た い 。
【 ０ １ ９ ２ 】
他 の 具 体 例 に お い て 、 電 位 泳 動 の 移 動 度 の 変 化 を 用 い て 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 ま た は 本 発 明 の
マ ー カ ー タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 遺 伝 子 に お け る 変 異 を 検 出 す る 。 例 え ば 、 一 本 鎖 立
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体 構 造 多 型 （ Ｓ Ｓ Ｃ Ｐ ） を 用 い て 、 変 異 体 お よ び 野 生 型 核 酸 の 間 の 電 気 泳 動 の 移 動 度 の 差
を 検 出 し て よ い (Orita et al. (1989) Proc Natl. Acad. Sci USA: 86: 2766, Cotton (1
993) Mutat. Res. 285: 125-144; お よ び Hayashi (1992) Genet. Anal. Tech. Appl. 9: 
73-79も 参 照 さ れ た い ） 。 サ ン プ ル お よ び 対 照 の マ ー カ ー 核 酸 の 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン
ト は 変 性 し 、 そ し て 復 元 す る 。 一 本 鎖 核 酸 の 二 次 構 造 は 、 配 列 に よ り 変 化 し 、 結 果 的 に 生
じ る 塩 基 泳 動 の 移 動 度 の 変 化 に よ り 、 一 つ の 塩 基 の 変 化 さ え も 検 出 す る こ と が で き る 。 Ｄ
Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト は 、 標 識 プ ロ ー ブ で 標 識 さ れ て よ く 、 ま た は 検 出 さ れ て よ い 。 ア ッ セ イ
の 感 度 を 、 Ｒ Ｎ Ａ （ Ｄ Ｎ Ａ よ り も む し ろ ） を 用 い る こ と に よ り 高 め て よ く 、 こ の 場 合 、 二
次 構 造 は 配 列 の 変 化 に 対 し て よ り 感 受 性 と な る 。 好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 対 象 た る 方 法
は 、 電 気 泳 動 の 移 動 度 の 変 化 に 基 い て 、 二 本 鎖 の ヘ テ ロ 二 本 鎖 分 子 を 分 離 す る ヘ テ ロ 二 本
鎖 分 析 を 用 い る (Keen et al. (1991) Trends Genet 7:5)。
【 ０ １ ９ ３ 】
さ ら に 他 の 具 体 例 に お い て 、 変 性 剤 の 勾 配 を 含 ん で い る ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 中 の 変 異
体 ま た は 野 生 型 フ ラ グ メ ン ト の 移 動 を 、 変 性 勾 配 ゲ ル 電 気 泳 動 （ Ｄ Ｇ Ｇ Ｅ ） を 用 い て ア ッ
セ イ す る (Myers et al. (1985) Nature 313: 495)。 Ｄ Ｇ Ｇ Ｅ を 分 析 の 方 法 と し て 用 い る
場 合 、 Ｄ Ｎ Ａ を 、 そ れ が 完 全 に は 変 性 し な い こ と を 確 実 に す る た め に 、 例 え ば 約 ４ ０ ｂ ｐ
の 高 融 点 の Ｇ Ｃ に 富 む Ｄ Ｎ Ａ の Ｇ Ｃ ク ラ ン プ を Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 添 加 す る こ と に よ り 、 変 更 す
る 。 さ ら な る 具 体 例 に お い て 、 変 性 剤 の 勾 配 の 代 わ り に 温 度 勾 配 を 用 い て 、 対 照 と サ ン プ
ル Ｄ Ｎ Ａ の 移 動 度 の 差 を 同 定 す る (Rosenbaum and Reissner (1987) Biophys Chem 265: 1
2753)。
【 ０ １ ９ ４ 】
点 変 異 を 検 出 す る た め の 他 の 方 法 の 例 に は 、 制 限 さ れ る も の で は な い が 、 選 択 的 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 選 択 的 増 幅 、 ま た は 選 択 的 プ ラ イ マ ー 拡 張 が 含 ま れ
る 。 例 え ば 、 公 知 の 変 異 が 中 央 に 位 置 し て い る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 調 製 し 、
そ し て 次 い で 、 完 全 な マ ッ チ が 見 出 さ れ る 場 合 に の み ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 許 容 す る
条 件 下 で 標 的 Ｄ Ｎ Ａ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ て よ い (Saiki et al. (1986) Nature 324: 163
); Saiki et al. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci USA 86:6230)。 そ の よ う な 対 立 遺 伝 子
特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 増 幅 さ れ た 標 的 Ｄ Ｎ Ａ ま た は 多 く の 異 な る 変 異
体 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 そ の 場 合 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は ハ イ ブ リ ダ イ ジ ン グ 膜 に 結 合
さ せ 、 そ し て 、 標 識 し た 標 的 Ｄ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
別 法 と し て 、 選 択 的 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に 基 く 対 立 遺 伝 子 特 異 的 増 幅 法 を 、 本 発 明 と 組 み 合 わ せ て
用 い て よ い 。 特 定 の 増 幅 の た め の プ ラ イ マ ー と し て 用 い ら れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 （
増 幅 が デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 基 づ く よ う に ） 分 子 の 中 央 に 目 的 の
変 異 を 有 し て よ く (Gibbs et al. (1989) Nucleic Acid Res. 17: 2437-2448)、 ま た は 一
プ ラ イ マ ー の ３ ’ 末 端 に 目 的 の 変 異 を 有 し て い て よ く 、 こ の 場 合 は 、 適 当 な 条 件 下 で ミ ス
マ ッ チ に よ り ポ リ メ ラ ー ゼ の 伸 長 が 妨 げ ら れ 得 も し く は 減 じ ら れ 得 る (Prossner (1993) T
ibtech 11: 238)。 加 え て 、 変 異 の 領 域 に 新 規 な 制 限 部 位 を 誘 導 し て 、 切 断 に 基 く 検 出 を
得 る こ と が 望 ま れ 得 る (Gasparini et al. (1992) Mol. Cell Probes 6:1)。 所 定 の 具 体 例
に お い て 、 増 幅 は 、 増 幅 の た め の Ｔ ａ ｑ リ ガ ー ゼ を 用 い て 行 わ れ て も よ い こ と が 認 識 さ れ
る (Barany (1991) Proc. Natl. Acad. Sci USA 88:189)。 そ の よ う な 場 合 、 ラ イ ゲ ー シ ョ
ン は ５ ’ 配 列 の ３ ’ 末 端 に お い て 完 全 な マ ッ チ が 存 在 す る 場 合 に の み 起 こ り 、 増 幅 の 存 在
ま た は 不 在 を 調 べ る こ と に よ り 、 特 定 の 部 位 に お け る 公 知 の 変 異 の 存 在 を 検 出 す る こ と が
可 能 と な る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
本 明 細 書 に 開 示 す る 方 法 は 、 例 え ば 、 本 明 細 書 中 に 開 示 す る 少 な く と も 一 つ の プ ロ ー ブ 核
酸 ま た は 抗 体 試 薬 を 含 ん で い る 予 め 封 入 さ れ た 診 断 キ ッ ト で あ っ て 、 例 え ば 、 マ ー カ ー 遺
伝 子 が 関 与 し て い る 疾 患 ま た は 病 気 の 症 状 ま た は フ ァ ミ リ ー ヒ ス ト リ ー を 示 し て い る 対 象
を 診 断 す る た め に 臨 床 場 面 に お い て 通 常 用 い ら れ 得 る も の を 利 用 す る こ と に よ り 、 行 っ て
よ い 。
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さ ら に 、 マ ー カ ー を 発 現 す る あ ら ゆ る 細 胞 タ イ プ ま た は 組 織 を 、 本 明 細 書 に 開 示 す る 予 防
ア ッ セ イ に 用 い て よ い 。
【 ０ １ ９ ７ 】
３ ． 臨 床 試 験 中 の 効 果 の モ ニ タ リ ン グ
マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 発 現 ま た は 活 性 に お け る 試 薬 （ 例 え ば 、 薬 物 ） の 影 響 （ 例 え ば 、 前
立 腺 癌 の 調 節 ） を モ ニ タ ー す る こ と は 、 基 礎 的 な 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ の み な ら ず 、 臨 床 試
験 に お い て も 適 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 本 明 細 書 に 開 示 す る ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ
イ に よ り 決 定 さ れ る 試 薬 の 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 、 タ ン パ ク 質 レ ベ ル を 増 す も し く は マ
ー カ ー の 活 性 を ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト す る 効 力 を 、 低 下 し た マ ー カ ー 遺 伝 子 発 現 、 タ ン パ ク
質 レ ベ ル 、 ま た は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ た マ ー カ ー 活 性 を 示 し て い る 対 象 の 臨 床 試 験 に
お い て モ ニ タ ー す る こ と が で き る 。 別 法 と し て 、 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に よ り 決 定 さ れ
る 試 薬 の 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 、 タ ン パ ク 質 レ ベ ル を 低 下 さ せ る も し く は マ ー カ ー の 活
性 を ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ せ る 効 力 を 、 増 加 し た マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 、 タ ン パ ク 質 レ ベ
ル ま た は ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト し た マ ー カ ー 活 性 を 示 し て い る 対 象 の 臨 床 試 験 に お い て モ ニ
タ ー す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 臨 床 試 験 に お い て 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 、 お よ び 好 ま し く
は 例 え ば マ ー カ ー に 関 連 す る 疾 患 （ 例 え ば 前 立 腺 癌 ） に 関 与 し て い る 他 の 遺 伝 子 の 発 現 ま
た は 活 性 を 、 「 リ ー ド ア ウ ト 」 ま た は 特 定 細 胞 の 表 現 型 の マ ー カ ー と し て 用 い る こ と が で
き る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
例 え ば 、 お よ び 制 限 す る も の で な く 、 マ ー カ ー の 活 性 を 調 節 す る 試 薬 （ 例 え ば 、 化 合 物 、
薬 物 ま た は 小 分 子 ） （ 例 え ば 、 本 明 細 書 中 に 記 載 す る ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に お い て 同
定 さ れ る ） で の 処 理 に よ り 細 胞 内 で 調 節 さ れ る 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 お よ び 本 発 明 の マ ー カ ー
タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 遺 伝 子 を 含 ん で い る 遺 伝 子 を 同 定 す る こ と が で き る 。 つ ま り
、 マ ー カ ー に 関 連 す る 疾 患 （ 例 え ば 、 前 立 腺 癌 ） に お け る 試 薬 の 影 響 を 例 え ば 臨 床 試 験 で
試 験 す る た め に 、 細 胞 を 単 離 し 、 そ し て Ｒ Ｎ Ａ を 調 製 し 、 マ ー カ ー お よ び マ ー カ ー 関 連 疾
患 に 関 与 す る 他 の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を そ れ ぞ れ 分 析 す る こ と が で き る 。 遺 伝 子 発 現 の レ
ベ ル （ 例 え ば 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン ） は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 す る よ う な ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分
析 ま た は Ｒ Ｐ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 、 ま た は 別 法 と し て 、 産 生 さ れ た タ ン パ ク 質 の 量 を 測 定 す る
こ と に よ り 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 方 法 の 一 つ に よ り 、 ま た は マ ー カ ー ま た は 他 の 遺 伝 子 の
活 性 レ ベ ル を 測 定 す る こ と に よ り 定 量 す る こ と が で き る 。 こ の 方 法 に お い て 、 遺 伝 子 発 現
パ タ ー ン を 、 試 薬 に 対 す る 細 胞 の 生 理 的 反 応 を 示 す マ ー カ ー と し て 用 い る こ と が で き る 。
従 っ て 、 こ の 反 応 状 態 を 、 試 薬 で 個 人 を 治 療 す る 前 お よ び 治 療 す る 間 の 種 々 の 時 点 で 測 定
し て よ い 。
【 ０ １ ９ ９ 】
好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 本 発 明 に よ り 、 試 薬 （ 例 え ば 、 ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、
ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス 、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 核 酸 、 小 分 子 、 ま た は 本 明 細 書 中 に 開 示
す る ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に よ り 同 定 さ れ る 他 の 薬 物 候 補 ） で の 対 象 の 治 療 の 有 効 性 を
モ ニ タ ー す る 方 法 で あ っ て 、 （ ｉ ） 試 薬 の 投 与 前 に 対 象 か ら 投 与 前 サ ン プ ル を 得 る こ と ；
（ ｉ ｉ ） マ ー カ ー タ ン パ ク 質 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ ， ま た は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 、 投 与 前 サ ン プ ル 中 で の
発 現 の レ ベ ル を 検 出 す る こ と ； （ ｉ ｉ ｉ ） 対 象 か ら 、 １ ま た は そ れ 以 上 の 投 与 後 サ ン プ ル
を 得 る こ と ； （ ｉ ｖ ） マ ー カ ー タ ン パ ク 質 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 投 与 後 サ ン プ
ル に お け る 発 現 ま た は 活 性 の レ ベ ル を 検 出 す る こ と ； （ ｖ ） マ ー カ ー タ ン パ ク 質 、 ｍ Ｒ Ｎ
Ａ 、 ま た は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 前 投 与 サ ン プ ル 中 で の 発 現 ま た は 活 性 の レ ベ ル を 、 投 与 後 サ ン
プ ル ま た は サ ン プ ル （ 複 数 ） 中 の マ ー カ ー タ ン パ ク 質 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ と
比 較 す る こ と ； お よ び 、 （ ｖ ｉ ） そ れ に 応 じ て 、 対 象 へ の 試 薬 の 投 与 を 変 更 す る こ と か ら
成 る ス テ ッ プ を 含 む 方 法 が 提 供 さ れ る 。 例 え ば 、 試 薬 の 投 与 の 増 加 が 、 検 出 さ れ る よ り も
高 い レ ベ ル へ マ ー カ ー の 発 現 ま た は 活 性 を 増 す の に 、 即 ち 、 試 薬 の 有 効 性 を 増 す の に 所 望
さ れ て よ い 。 別 法 と し て 、 試 薬 の 投 与 の 削 減 が 、 検 出 さ れ る よ り も 低 い レ ベ ル へ マ ー カ ー
の 発 現 ま た は 活 性 を 低 下 さ せ る の に 、 即 ち 、 試 薬 の 有 効 性 を 低 下 さ せ る の に 所 望 さ れ て よ
い 。 従 っ て 、 そ の よ う な 具 体 例 に お い て 、 観 察 で き る 表 現 型 の 反 応 が な い 場 合 で も 、 マ ー
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カ ー の 発 現 ま た は 活 性 を 試 薬 の 有 効 性 の 指 標 と し て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
４ ． 治 療 の 方 法 ：
本 発 明 に よ り 、 異 常 な マ ー カ ー の 発 現 ま た は 活 性 に 伴 う 疾 患 の 危 険 性 の あ る （ ま た は 罹 患
し や す い ） ま た は そ れ ら を 有 す る 対 象 を 治 療 す る 、 予 防 的 お よ び 治 療 的 方 法 が 提 供 さ れ る
。 予 防 的 お よ び 治 療 的 治 療 法 の 両 方 に 関 し て 、 そ の よ う な 治 療 は 薬 理 遺 伝 学 の 分 野 か ら 得
ら れ る 知 識 に 基 い て 、 特 に 調 整 ま た は 変 更 さ れ て よ い 。 本 明 細 書 中 に 用 い る 「 薬 理 遺 伝 学
」 に は 、 遺 伝 子 配 列 決 定 、 統 計 遺 伝 学 、 お よ び 臨 床 開 発 段 階 の 、 お よ び 市 場 に お け る 薬 物
に 対 す る 遺 伝 子 発 現 の 分 析 な ど の 遺 伝 子 技 術 の 適 用 が 含 ま れ る 。 よ り 詳 細 に は 、 該 用 語 は
、 ど の よ う に し て 対 象 の 遺 伝 子 に よ り 薬 物 に 対 す る そ の 反 応 が 決 定 さ れ る か （ 例 え ば 、 対
象 の 「 薬 物 反 応 表 現 型 」 、 ま た は 「 薬 物 反 応 遺 伝 子 型 」 ） に 関 す る 研 究 を 意 味 す る 。 つ ま
り 、 本 発 明 の 別 の 態 様 に よ り 、 本 発 明 の マ ー カ ー 分 子 ま た は 個 人 の 薬 物 反 応 の 遺 伝 子 型 に
基 づ く マ ー カ ー モ ジ ュ レ ー タ ー の い ず れ か で 、 個 人 の 予 防 的 ま た は 治 療 的 処 置 を 調 整 す る
た め の 方 法 が 提 供 さ れ る 。 薬 理 遺 伝 学 に よ り 、 臨 床 医 ま た は 主 治 医 は 、 治 療 か ら 最 も 利 益
を 得 る で あ ろ う 対 象 に 対 し て 予 防 的 ま た は 治 療 的 処 置 を 標 的 し 、 そ し て 、 毒 性 薬 物 に 関 連
す る 副 作 用 を 受 け る で あ ろ う 対 象 の 治 療 は 避 け る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
５ ． 予 防 法
一 態 様 に お い て 、 本 発 明 に よ り 、 増 加 ま た は 低 下 し た マ ー カ ー の 発 現 ま た は 活 性 に 伴 う 病
気 ま た は 症 状 （ 例 え ば 、 前 立 腺 癌 ） を 、 対 象 に 、 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 、 ま た は マ ー カ ー タ
ン パ ク 質 の 発 現 も し く は 少 な く と も 一 つ の マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 活 性 を 調 節 す る 試 薬 を 投
与 す る こ と に よ り 、 対 象 に お い て 予 防 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。 増 加 も し く は 低 下 し た マ ー
カ ー の 発 現 ま た は 活 性 に よ り 引 き 起 こ さ れ る も し く は 起 因 す る 疾 患 の 危 険 に あ る 対 象 は 、
例 え ば 、 本 明 細 書 中 に 記 載 す る 診 断 ま た は 予 防 ア ッ セ イ の い ず れ か ま た は そ の 組 み 合 わ せ
に よ り 同 定 す る こ と が で き る 。 予 防 薬 の 投 与 は 、 病 気 ま た は 疾 患 が 予 防 さ れ る よ う に 、 ま
た は 別 に 、 そ の 進 行 が 遅 延 す る よ う に 、 差 異 的 な マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 発 現 に 特 徴 的 な 症
状 が 現 れ る 前 に 行 う こ と が で き る 。 マ ー カ ー 異 常 の タ イ プ （ 例 え ば 、 発 現 レ ベ ル の 増 加 ま
た は 低 下 ） に 依 存 し て 、 例 え ば 、 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 、 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 ア ゴ ニ ス ト 、
ま た は マ ー カ ー タ ン パ ク 質 ア ン タ ゴ ニ ス ト 試 薬 を 、 対 象 を 治 療 す る の に 用 い る こ と が で き
る 。 適 当 な 試 薬 は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 す る ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に 基 い て 決 定 す る こ と
が で き る 。 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ マ ー カ ー を 調 節 す る 試 薬 の 例 は 、 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 中 に 組 み 込
む 米 国 特 許 第 5,362,718に 記 載 さ れ て い る Ｃ Ｃ Ｉ － ７ ７ ９ お よ び 類 似 体 、 Ｆ Ｋ ５ ０ ６ 、 Ｆ
Ｋ ５ ０ ６ の マ コ リ ド (macolides)、 お よ び ラ パ マ イ シ ン (Domont, F. et al., 「 免 疫 抑 制
マ ク ロ リ ド Ｆ Ｋ － ５ ０ ６ お よ び ラ パ マ イ シ ン は 、 ネ ズ ミ の Ｔ 細 胞 に お い て レ シ プ ロ カ ル ア
ン ト タ ゴ ニ ス ト と し て 作 用 す る 、 J. Immunol. 144: 1418-1424(1990)、 ラ パ マ イ シ ン の 合
成 類 似 体 お よ び Ｆ Ｋ ５ ０ ６ （ R.S. Coleman et al., 「 免 疫 抑 制 剤 Ｆ Ｋ ５ ０ ６ の デ ィ グ ラ
デ ー シ ョ ン お よ び 操 作 」 ： 潜 在 的 合 成 中 間 体 の 調 製 」 Heterocycles, 28, pp. 157-161 (1
989)お よ び 本 明 細 書 に お い て 出 典 明 示 に よ り 組 み 込 む 米 国 特 許 6,200,985） な ど で あ り 得
る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
６ ． 治 療 法
本 発 明 の 他 の 態 様 は 、 治 療 目 的 の た め に マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 発 現 ま た は 活 性 を 調 節 す る
方 法 に 関 す る 。 従 っ て 、 典 型 的 な 具 体 例 に お い て 、 本 発 明 の 調 節 法 は 、 細 胞 を 、 マ ー カ ー
タ ン パ ク 質 、 ま た は 該 細 胞 に 伴 う マ ー カ ー タ ン パ ク 質 活 性 の 活 性 の １ ま た は そ れ 以 上 を 調
節 す る 試 薬 と 接 触 さ せ る こ と を 含 む 。 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 活 性 を 調 節 す る 試 薬 は 、 本 明
細 書 中 に 記 載 す る よ う な 試 薬 、 例 え ば 、 核 酸 ま た は タ ン パ ク 質 、 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 天
然 に 生 じ る 標 的 分 子 （ 例 え ば マ ー カ ー タ ン パ ク 質 基 質 ） 、 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 抗 体 、 マ ー
カ ー タ ン パ ク 質 ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 ア ゴ ニ ス ト ま た は
ア ン タ ゴ ニ ス ト の ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス 、 ま た は 他 の 小 分 子 で あ り 得 る 。 一 具 体 例 に お い
て 、 試 薬 は １ ま た は そ れ 以 上 の マ ー カ ー タ ン パ ク 質 活 性 を 刺 激 す る 。 そ の よ う な 刺 激 剤 の
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例 に は 、 活 性 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 、 お よ び 細 胞 中 に 誘 導 さ れ て い る マ ー カ ー タ ン パ ク 質 を
コ ー ド し て い る 核 酸 分 子 が 含 ま れ る 。 他 の 具 体 例 に お い て 、 試 薬 は １ ま た は そ れ 以 上 の マ
ー カ ー タ ン パ ク 質 の 活 性 を 阻 害 す る 。 そ の よ う な 阻 害 剤 の 例 に は 、 ア ン チ セ ン ス マ ー カ ー
タ ン パ ク 質 核 酸 分 子 、 抗 － マ ー カ ー タ ン パ ク 質 抗 体 、 お よ び マ ー カ ー タ ン パ ク 質 イ ン ヒ ビ
タ ー が 含 ま れ る 。 こ れ ら の 調 節 法 は 、 イ ン ビ ト ロ で （ 例 え ば 、 細 胞 を 試 薬 と 共 に 培 養 す る
こ と に よ り ） ま た は 別 法 と し て イ ン ビ ボ で （ 例 え ば 、 試 薬 を 対 象 に 投 与 す る こ と に よ り ）
行 う こ と が で き る 。 そ の よ う に し て 、 本 発 明 に よ り 、 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 ま た は 核 酸 分 子
の 異 常 な 発 現 ま た は 活 性 に よ り 特 徴 づ け ら れ る 病 気 ま た は 疾 患 に 罹 患 し て い る 個 人 を 治 療
す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。 一 具 体 例 に お い て 、 該 方 法 は 、 試 薬 （ 例 え ば 、 本 明 細 書 に 開 示 さ
れ る ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に よ り 同 定 さ れ る 試 薬 ） ま た は マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 発 現 ま
た は 活 性 を 調 節 す る （ 例 え ば 、 ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト ま た は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト す る ） 試 薬
の 組 み 合 わ せ を 投 与 す る こ と を 含 む 。 他 の 具 体 例 に お い て 、 該 方 法 は 、 マ ー カ ー タ ン パ ク
質 ま た は 核 酸 分 子 を 治 療 と し て 投 与 し て 、 低 下 し た 、 も し く は 異 常 な マ ー カ ー タ ン パ ク 質
の 発 現 ま た は 活 性 を 補 う こ と を 含 む 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 活 性 の 刺 激 は 、 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 が 異 常 に ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト し
て い る 場 合 、 お よ び ／ ま た は 増 加 し た マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 活 性 が 有 利 な 効 果 を 持 つ と 考
え ら れ る 場 合 に 望 ま し い 。 例 え ば 、 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 活 性 の 刺 激 は 、 マ ー カ ー タ ン パ
ク 質 が ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ る 場 合 お よ び ／ ま た は 増 加 し た マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 活 性
が 有 利 な 効 果 を 持 つ と 考 え ら れ る 場 合 に 望 ま し い 。 同 様 に マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 活 性 の 阻
害 は 、 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 が 異 常 に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト し て い る 場 合 お よ び ／ ま た は 低 下
し た マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 活 性 が 有 利 な 効 果 を 持 つ と 考 え ら れ る 場 合 に 望 ま し い 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
７ ． 薬 理 遺 伝 学
本 発 明 の マ ー カ ー タ ン パ ク 質 お よ び 核 酸 分 子 な ら び に 試 薬 、 ま た は 本 明 細 書 に 開 示 す る ス
ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に よ り 同 定 さ れ る よ う な 、 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 活 性 （ 例 え ば マ ー
カ ー 遺 伝 子 の 発 現 ） に 刺 激 ま た は 阻 害 効 果 を 持 つ モ ジ ュ レ ー タ ー を 個 人 に 投 与 し て 、 異 常
な マ ー カ ー タ ン パ ク 質 活 性 に 伴 う マ ー カ ー 関 連 疾 患 （ 例 え ば 、 前 立 腺 癌 ） を （ 予 防 的 ま た
は 治 療 的 に ） 治 療 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 治 療 と 組 み 合 わ せ て 、 薬 理 遺 伝 学 （ 即 ち
、 個 人 の 遺 伝 子 タ イ プ と 外 来 化 合 物 ま た は 薬 物 に 対 す る そ の 個 人 の 反 応 の 間 の 関 連 性 に 関
す る 研 究 ） を 考 慮 し て よ い 。 治 療 の 代 謝 に お け る 差 が 、 薬 理 学 的 に 活 性 な 薬 物 の 投 与 量 と
血 液 濃 度 の 間 の 関 連 性 を 変 化 さ せ る こ と に よ り 、 重 度 の 毒 性 と 治 療 の 失 敗 を 導 く 可 能 性 が
あ る 。 従 っ て 、 主 治 医 ま た は 臨 床 医 は 、 マ ー カ ー 分 子 を 投 与 す る か マ ー カ ー モ ジ ュ レ ー タ
ー を 投 与 す る か を 決 定 す る の に 、 な ら び に 、 マ ー カ ー 分 子 ま た は マ ー カ ー モ ジ ュ レ ー タ ー
で の 治 療 の 投 与 量 お よ び ／ ま た は 治 療 管 理 を 調 整 す る の に 、 関 連 す る 薬 理 学 的 研 究 に お い
て 得 ら れ た 知 識 を 用 い る こ と を 考 慮 し 得 る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
薬 理 遺 伝 学 は 、 罹 患 し た 人 に お い て 変 化 し た 薬 物 の 性 質 お よ び 異 常 な 活 性 に よ る 、 薬 物 に
対 す る 反 応 に お け る 臨 床 上 明 ら か な 遺 伝 的 変 化 を 扱 う 。 例 え ば 、 Eichelbaum, M. et al. 
(1996) Clin. Exp. Pharmacol. Physiol. 23(10-11): 983-985 お よ び Linde, M.W. et al
. (1997) Clin. Chem. 43(2): 254-266を 参 照 さ れ た い 。 一 般 に 、 薬 理 遺 伝 学 的 症 状 に 関
し て ２ つ の タ イ プ を 分 別 す る こ と が で き る 。 薬 物 が 体 に 作 用 す る 方 法 を 変 化 さ せ て い る 単
一 の フ ァ ク タ ー （ 変 化 し た 薬 物 活 性 ） と し て 遺 伝 す る 遺 伝 的 症 状 ま た は 体 が 薬 物 に 作 用 す
る 方 法 を 変 化 さ せ て い る 単 一 の フ ァ ク タ ー （ 変 化 し た 薬 物 代 謝 ） と し て 遺 伝 す る 遺 伝 的 症
状 。 こ れ ら の 薬 理 遺 伝 学 的 疾 患 は 、 ま れ な 遺 伝 子 欠 損 と し て 、 ま た は 天 然 に 生 じ る 多 型 と
し て の い ず れ か で 生 じ 得 る 。 例 え ば 、 グ ル コ ー ス － ６ － リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 欠 損 （ Ｇ
６ Ｐ Ｄ ） は 、 主 な 臨 床 合 併 症 が 酸 化 剤 （ 抗 － マ ラ リ ア 、 ス ル ホ ン ア ミ ド 、 鎮 痛 薬 、 ニ ト ロ
フ ラ ン ） の 摂 取 後 お よ び ソ ラ マ メ 消 費 後 の 出 血 で あ る 、 一 般 的 な 遺 伝 性 酵 素 症 で あ る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
薬 物 反 応 を 予 測 す る 遺 伝 子 を 同 定 す る た め の 、 「 ゲ ノ ム の 全 域 に 渡 る 関 連 性 」 と し て 知 ら
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れ る 一 つ の 薬 理 遺 伝 学 的 方 法 は 、 既 に 公 知 の 遺 伝 子 関 連 マ ー カ ー か ら 成 る ヒ ト ゲ ノ ム の 高
分 解 能 マ ッ プ （ 例 え ば 、 そ れ ぞ れ ２ つ の 変 種 を 有 す る 、 ヒ ト の ゲ ノ ム に お け る ６ ０ ,０ ０
０ － １ ０ ０ ,０ ０ ０ の 多 型 も し く は 可 変 部 位 か ら 成 る 「 複 対 立 」 遺 伝 子 マ ー カ ー マ ッ プ ）
に 主 に 基 く 。 そ の よ う な 高 分 解 能 の 遺 伝 子 マ ッ プ を 、 統 計 学 的 に 有 意 な 数 の 、 フ ェ ー ズ Ｉ
Ｉ ／ Ｉ Ｉ Ｉ 薬 物 試 験 に 参 加 し て い る 対 象 の そ れ ぞ れ の ゲ ノ ム の マ ッ プ と 比 較 し て 、 特 に 認
め ら れ る 薬 物 反 応 ま た は 副 作 用 に 関 連 す る マ ー カ ー を 同 定 す る こ と が で き る 。 別 法 と し て
、 そ の よ う な 高 分 解 能 マ ッ プ は 、 ヒ ト ゲ ノ ム に お け る 数 千 万 の 公 知 の 単 一 ヌ ク レ オ チ ド 多
型 （ Ｓ Ｎ Ｐ ） の 組 み 合 わ せ か ら 作 製 す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 に 用 い ら れ る 、 「 Ｓ Ｎ Ｐ
」 は 、 Ｄ Ｎ Ａ の 伸 張 中 の 単 一 の ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 に 生 じ る 共 通 の 変 化 で あ る 。 例 え ば 、 Ｓ
Ｎ Ａ は Ｄ Ｎ Ａ の 約 １ ０ ０ ０ 塩 基 当 た り に １ つ 生 じ 得 る 。 Ｓ Ｎ Ｐ は 、 疾 患 の プ ロ セ ス に 関 与
し て い る 可 能 性 が あ る が 、 大 部 分 は 疾 患 に 関 連 し て い な い 可 能 性 が あ る 。 そ の よ う な Ｓ Ｎ
Ｐ の 発 生 に 基 く 遺 伝 子 マ ッ プ を 用 い て 、 個 人 を 、 そ の 個 々 の ゲ ノ ム に お け る Ｓ Ｎ Ｐ の 特 定
の パ タ ー ン に よ っ て 、 遺 伝 的 カ テ ゴ リ ー に グ ル ー プ 分 け す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 方
法 に て 、 そ の よ う な 遺 伝 的 に 類 似 す る 個 人 の 間 で 共 通 す る 可 能 性 の あ る 特 性 を 考 慮 し て 、
遺 伝 的 に 類 似 す る 個 人 か ら 成 る グ ル ー プ に 対 し て 投 与 管 理 を 調 整 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
別 法 と し て 、 「 候 補 遺 伝 子 法 」 と 名 づ け ら れ る 方 法 を 用 い て 、 薬 物 反 応 を 予 測 す る 遺 伝 子
を 同 定 す る こ と が で き る 。 こ の 方 法 に 従 い 、 薬 物 標 的 を コ ー ド す る 遺 伝 子 が 公 知 で あ る 場
合 （ 例 え ば 、 本 発 明 の マ ー カ ー タ ン パ ク 質 ） 、 そ の 遺 伝 子 の 全 共 通 の 変 種 を 集 団 に お い て
か な り 容 易 に 同 定 す る こ と が で き 、 お よ び 他 に 対 す る 遺 伝 子 の １ バ ー ジ ョ ン を 有 す る こ と
が 特 定 の 薬 物 反 応 に 関 連 し て い る か ど う か を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
典 型 的 な 具 体 例 と し て 、 薬 物 代 謝 酵 素 の 活 性 が 、 薬 物 活 性 の 強 さ お よ び 持 続 の 両 方 の 主 要
な 決 定 要 因 で あ る 。 薬 物 代 謝 酵 素 （ 例 え ば 、 Ｎ － ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ２ （ Ｎ Ａ Ｔ
２ ） お よ び シ ト ク ロ ー ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｄ ６ お よ び Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｃ １ ９ ） の 遺 伝 子 多 型
の 発 見 に よ り 、 薬 物 の 通 常 お よ び 安 全 投 与 量 を 摂 取 し た 後 に 、 な ぜ 幾 人 か の 患 者 は 期 待 さ
れ る 薬 物 効 果 を 得 ず 、 ま た は 激 化 し た 薬 物 反 応 お よ び 重 篤 な 毒 性 を 示 す の か と い う こ と に
関 す る 説 明 が 提 供 さ れ た 。 こ れ ら の 多 型 は 集 団 に お い て ２ つ の 表 現 型 、 強 い 代 謝 能 力 を 有
す る 人 （ Ｅ Ｍ ） お よ び 弱 い 代 謝 能 力 を 有 す る 人 （ Ｐ Ｍ ） に て 表 現 さ れ る 。 Ｐ Ｍ の 優 勢 は 、
異 な る 集 団 の 間 で 異 な る 。 例 え ば 、 Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｄ ６ を コ ー ド し て い る 遺 伝 子 は 高 度 に 多 型 で
あ り 、 す べ て 機 能 的 Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｄ ６ の 不 在 に 通 じ る い く つ か の 変 異 が Ｐ Ｍ に お い て 同 定 さ れ
て い る 。 Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｄ ６ お よ び Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｃ １ ９ の 弱 い 代 謝 能 力 を 有 す る 人 は 、 通 常 の 投 与 量
を 受 け た 場 合 に 激 化 し た 薬 物 反 応 お よ び 副 作 用 を か な り の 頻 度 で 経 験 し た 。 代 謝 産 物 が 活
性 な 治 療 部 分 で あ る 場 合 、 そ の Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｄ ６ に よ り 形 成 さ れ る 代 謝 産 物 モ ル ヒ ネ に よ り 媒
介 さ れ る コ デ イ ン の 鎮 痛 効 果 に 関 し て 立 証 さ れ て い る よ う に 、 Ｐ Ｍ は 治 療 反 応 を 示 さ な い
。 他 の 極 端 な 例 は 、 い わ ゆ る 、 常 套 の 投 与 量 に 対 し て 反 応 し な い い わ ゆ る 超 迅 速 代 謝 能 力
を 有 す る 人 で あ る 。 近 年 、 超 迅 速 代 謝 能 力 を 有 す る 人 の 分 子 的 基 礎 が 、 Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｄ ６ 遺 伝
子 の 増 幅 に よ る も の で あ る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
別 法 と し て 、 「 遺 伝 子 発 現 特 性 化 」 と 呼 ば れ る 方 法 を 用 い て 、 薬 物 反 応 を 予 測 す る 遺 伝 子
を 同 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 薬 物 （ 例 え ば 、 マ ー カ ー 分 子 ま た は 本 発 明 の マ ー カ ー
モ ジ ュ レ ー タ ー ） を 投 与 し た 動 物 の 遺 伝 子 発 現 に よ り 、 毒 性 に 関 連 す る 遺 伝 子 経 路 が 活 性
化 さ れ た か ど う か の 指 標 が 提 供 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
前 記 薬 理 遺 伝 学 的 手 段 の １ 以 上 か ら 得 ら れ る 情 報 を 用 い て 、 個 人 の 予 防 も し く は 治 療 的 処
置 の た め の 適 当 な 投 与 量 お よ び 治 療 管 理 を 決 定 す る こ と が で き る 。 投 与 ま た は 薬 物 選 択 に
適 用 す る 場 合 、 こ の 知 識 は 、 マ ー カ ー 分 子 ま た は 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る 典 型 的 な ス ク リ ー
ニ ン グ ア ッ セ イ の 一 つ で 同 定 さ れ る モ ジ ュ レ ー タ ー な ど の マ ー カ ー モ ジ ュ レ ー タ ー で 対 象
を 治 療 す る 場 合 に 、 有 害 な 反 応 ま た は 治 療 の 失 敗 を 避 け る こ と が で き 、 そ し て す な わ ち 、
治 療 ま た は 予 防 効 果 を 高 め る こ と が で き る 。
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【 ０ ２ １ １ 】
本 発 明 を 以 下 の 実 施 例 に よ り さ ら に 説 明 す る が 、 こ れ ら は 制 限 す る も の と し て 解 釈 さ れ る
べ き で は な い 。 本 明 細 書 中 の 全 引 用 文 献 、 特 許 文 献 お よ び 公 開 さ れ た 特 許 出 願 の 内 容 は 、
本 明 細 書 中 に 出 典 明 示 に よ り 組 み 込 む 。
【 ０ ２ １ ２ 】
実 施 例
実 施 例 １ ： マ ー カ ー ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 同 定 お よ び 特 定
（ ｉ ） 方 法 お よ び 材 料
（ ａ ） 培 養 細 胞
ヒ ト 前 立 腺 癌 細 胞 株 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 、 Ｄ Ｕ － １ ４ ５ 、 Ｐ Ｃ － ３ 、 お よ び Ｔ ｓ ｕ － ｐ ｒ ｌ を Ａ Ｔ
Ｃ Ｃ か ら 得 た 。 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 癌 細 胞 は 空 気 中 ５ ％ Ｃ Ｏ ２ の 湿 っ た 雰 囲 気 中 、 １ ０ ％ の 子 牛 血
清 （ Life Technologies, Inc, Rockville, MD)、 ３ ｍ Ｍ の Ｌ － グ ル タ ミ ン 、 １ ０ ０ μ ｇ ／
ｍ ｌ の ス ト レ プ ト マ イ シ ン お よ び １ ０ ０ ユ ニ ッ ト ／ ｍ ｌ の ペ ニ シ リ ン を 補 充 し た Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ
１ ６ ４ ０ 培 地 中 に 維 持 し た 。 他 の 株 は 、 ３ ｍ Ｍ の Ｌ － グ ル タ ミ ン 、 １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の ス
ト レ プ ト マ イ シ ン 、 １ ０ ０ ユ ニ ッ ト ／ ｍ ｌ の ペ ニ シ リ ン お よ び １ ０ ％ の Ｆ Ｃ Ｓ を 含 ん で い
る Ｄ Ｍ Ｅ Ｄ 中 、 ５ ％ の Ｃ Ｏ ２ の 湿 っ た 雰 囲 気 中 に 維 持 し た 。 ス テ ロ イ ド の 効 果 を 試 験 す る
た め に 、 細 胞 を ５ ％ の Ｆ Ｃ Ｓ を 含 ん で い る Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ 培 地 中 デ キ ス ト ラ ン コ ー ト さ
れ た チ ャ ー コ ー ル (Hyclone, Logan Utah)と 共 に 、 処 置 前 ２ ４ 時 間 培 養 し た 。 細 胞 を １ ０
ｎ Ｍ の Ｄ Ｈ Ｔ の 不 在 ま た は 存 在 下 に 、 ０ 、 ２ 、 ４ 、 ６ 、 １ ２ 、 ２ ４ 、 ４ ８ 、 お よ び ７ ２ 時
間 増 殖 さ せ た 。 そ れ ら を 各 時 点 で 回 収 お よ び 凍 結 し た 。 ２ ０ ０ μ ｌ の 培 地 を 各 フ ラ ス コ か
ら Ｐ Ｓ Ａ ア ッ セ イ の た め に 回 収 し た 。
【 ０ ２ １ ３ 】
（ ｂ ） 細 胞 増 殖 ア ッ セ イ
Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 の 増 殖 に お け る Ｄ Ｈ Ｔ の 効 果 を 確 認 す る た め に 、 ３ ０ ０ ０ 細 胞 ／ ウ ェ ル に
て 細 胞 を ９ ６ ウ ェ ル の プ レ ー ト に 、 Ｄ Ｈ Ｔ で の 処 置 前 ２ ４ 時 間 播 種 し た 。 ７ ２ 時 間 後 、 Ｍ
Ｔ Ｔ を 各 ウ ェ ル に 添 加 し 、 そ し て ３ ７ ℃ に て ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ
ョ ン の 終 わ り に 上 清 を 除 去 し 、 １ ０ ０ μ ｌ の Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ を 各 ウ ェ ル に 添 加 し て 、 細 胞 を 溶 解
さ せ た 。 プ レ ー ト を 次 い で 、 プ レ ー ト リ ー ダ ー に お い て ５ ７ ０ ｎ Ｍ に て 読 ん だ 。
【 ０ ２ １ ４ 】
（ ｃ ） Ｐ Ｓ Ａ  Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ
Ｐ Ｓ Ａ の 定 量 を 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ を 用 い て 行 っ た 。 簡 単 に は 、 ９ ６ ウ ェ ル の Ｎ ｕ ｎ ｃ プ レ ー ト
を １ ０ ０ μ ｌ の ヤ ギ 抗 － Ｐ Ｓ Ａ （ １ μ ｇ ／ ｍ ｌ 、 Scripps lablratory, San Diego, CA)で
一 晩 ４ ℃ に て 覆 っ た 。 プ レ ー ト を 水 で ３ 回 洗 浄 し 、 １ ０ ０ μ ｌ の ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー
（ Ｐ Ｂ Ｓ 、 ０ ． ０ ５ ％ の ト ゥ イ ー ン ２ ０ 、 1μ Ｍ の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ０ ． ２ ５ ％ の Ｂ Ｓ Ａ お よ び
０ ． ０ ５ ％ の Ｎ ａ Ｎ ３ ） と 共 に １ 時 間 室 温 に て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 プ レ ー ト を ３ 回 水 で
洗 浄 し 、 そ し て 、 マ ウ ス 抗 － ヒ ト Ｐ Ｓ Ａ お よ び Ｅ ｕ 標 識 抗 － マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ の １ ： １ 混 合 物
と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た （ １ ０ ｎ ｇ ／ 抗 体  各 々 ／ ウ ェ ル  １ １ ／ ２ 時 間 室 温 に て ） 。 プ
レ ー ト を 次 い で ４ 回 水 で 洗 浄 し た 。 １ ０ ０ μ ｌ の Delfia 増 強 (Enhancement)溶 液 (PerkinE
lmer Wallac Inc (Norton, OH))を プ レ ー ト に 添 加 し 、 Victorリ ー ダ ー を 製 造 業 者 の 指 示
に 従 い 用 い て 読 ん だ 。
【 ０ ２ １ ５ 】
（ ｄ ） Ｒ Ｎ Ａ の 抽 出 お よ び 精 製
全 Ｒ Ｎ Ａ を 、 Qiagen Rneasy Midiキ ッ ト を 製 造 業 者 の 忠 告 に 従 い 用 い て Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 か
ら 単 離 し た 。 ポ リ Ａ （ ＋ ） 選 択 の た め に 、 Promega PolyA Tractキ ッ ト を 製 造 業 者 の 方 法
に 従 い 用 い た 。 簡 単 に は 、 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 を 遠 心 分 離 に よ り 集 め 、 Ｒ Ｎ Ａ を 、 バ ッ フ ァ ー
お よ び Qiagenキ ッ ト か ら 推 奨 さ れ た 方 法 を 用 い て 単 離 し た 。 Ｒ Ｎ Ａ 抽 出 の 後 、 全 サ ン プ ル
を － ８ ０ ℃ に て 凍 結 し た 。 ポ リ Ａ （ ＋ ） Ｒ Ｎ Ａ の １ μ ｇ を 、 GibcoBRL cDNA合 成 キ ッ ト を
用 い る 二 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 合 成 の た め の 鋳 型 と し て 、 Ｔ ７ Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー
を 組 み 込 ん で い る ｄ Ｔ プ ラ イ マ ー と 共 に 用 い た （ プ ラ イ ミ ン グ の た め に ７ ０ ℃ に て １ ０ 分
、 Superscript II RTで の 第 １ 鎖 合 成 の た め に ３ ７ ℃ に て ６ ５ 分 、 そ の 後 、 イ ー .コ リ リ ガ

10

20

30

40

50

(52) JP 2004-526425 A 2004.9.2



ー ゼ 、 イ ー .コ リ ポ リ メ ラ ー ゼ 、 お よ び Ｒ Ｎ Ａ ｓ ｅ Ｈ で の 第 ２ 鎖 合 成 の た め に １ ５ ． ８ ℃
に て １ ５ ０ 分 ） 。 二 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 De Angelis et alに よ り 開 示 さ れ る 方 法 を 用 い て 、
Perseptives 常 磁 性 (paramagnetic)ビ ー ズ を 用 い て 固 相 可 逆 固 定 (SPRI)に よ り 精 製 し た （
De Angelis et al. (1995) Nuc. Acid Res. 23: 4742-4743を 参 照 さ れ た い ） 。 約 ５ ０ ｎ
ｇ の 二 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を イ ン ビ ト ロ で の 転 写 の た め の 鋳 型 と し て 用 い て 、 標 識 さ れ た ｃ Ｒ Ｎ
Ａ を 作 製 し た （ １ ６ 時 間 ３ ７ ℃ に て 、 Epicenter T7 RNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 Enzo Laboratorie
s bio-11-CTP、 bio-11-UTP)。 ｃ Ｒ Ｎ Ａ を 常 磁 気 性 ビ ー ズ (Bangs Laboratories)を 用 い て
Ｓ Ｐ Ｒ Ｉ に よ り 精 製 し 、 次 い で 全 モ ル 濃 度 を ２ ６ ０ の 吸 収 か ら 測 定 し た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン 前 、 １ ０ μ ｇ の 標 識 ｃ Ｒ Ｎ Ａ を 、 平 均 約 ５ ０ 塩 基 長 へ と 無 作 為 に 、 ９ ４ ℃ に て ４
０ ｍ Ｍ ト リ ス － 酢 酸 ｐ Ｈ ８ ． １ 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ 酢 酸 カ リ ウ ム 、 お よ び ３ ０ ｍ Ｍ 酢 酸 マ グ ネ シ
ウ ム 中 ３ ５ 分 間 加 熱 す る こ と に よ り 断 片 化 し た 。
【 ０ ２ １ ６ 】
細 胞 内 Ｒ Ｎ Ａ か ら 直 接 作 製 さ れ る 材 料 に 関 し 、 細 胞 質 Ｒ Ｎ Ａ を 細 胞 か ら 、 Fabaloro et al
の 方 法 に よ り 抽 出 し ((1980) Methods Enzymol. 65: 718-749)、 そ し て ポ リ （ Ａ ） Ｒ Ｎ Ａ
を オ リ ゴ ｄ Ｔ 選 択 ス テ ッ プ （ Promega PolyA tract mRNA Isolation System IV, Madison,
 WI)を 用 い て 単 離 し た 。
【 ０ ２ １ ７ 】
（ ｅ ） チ ッ プ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び 分 析
Affimetrix Genechip(登 録 商 標 )法 を 用 い て 、 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 中 で の 天 然 ア ン ド ロ ゲ ン Ｄ
Ｈ Ｔ に 応 じ た 約 ６ ０ ０ ０ 全 長 の ヒ ト 遺 伝 子 の 発 現 を モ ニ タ ー し た 。 図 ２ は 、 サ ン プ ル の 精
製 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 お よ び 分 析 の た め に 用 い た 一 般 ス キ ー ム を 示 す 。 ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン カ ク テ ル は 、 １ ０ μ ｇ の 断 片 化 し た ｃ Ｒ Ｎ Ａ 、 Ｂ Ｓ Ａ 含 有 ２ × Ｍ Ｅ Ｓ バ ッ
フ ァ ー 、 ニ シ ン 精 子 Ｄ Ｎ Ａ ， 内 部 対 照 の た め の 対 照 原 核 生 物 転 写 産 物 、 お よ び ビ オ チ ン 化
対 照 オ リ ゴ ９ ４ ８ （ チ ッ プ の 質 の 対 照 の た め ） を 用 い て 作 製 し た 。 Ｄ Ｅ Ｐ Ｃ － 水 を ２ ０ ０
μ ｌ の 容 積 ま で 添 加 し た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 前 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ^シ ョ ン カ ク テ ル
を ９ ９ ℃ へ と １ ０ 分 間 加 熱 し 、 次 い で ３ ７ ℃ に て さ ら に １ ０ 分 間 加 熱 し 、 そ の 後 、 Ｈ ｕ ６
８ ０ ０ Ｆ Ｌ ア レ イ （ Affymetrix GeneChips(登 録 商 標 ))に 加 え た 。 Ｈ ｕ ６ ８ ０ ０ Ｆ ｌ ア レ
イ は 、 ６ ８ ０ ０ の 公 知 の 全 長 遺 伝 子 、 遺 伝 子 当 た り ２ ０ の プ ロ ー ブ 対 に て 約 ２ ５ ０ ,０ ０
０ ２ ５ － merの オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ か ら 成 る 。 ア レ イ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は
、 一 晩 ４ ５ ℃ 、 ５ ０ ｒ ｐ ｍ に て 行 っ た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 、 ア レ イ を 洗 浄 し 、 そ
し て 、 製 造 業 者 の 推 奨 お よ び 方 法 を 用 い て 染 色 し た (Affymetrix Expression Analysis Te
chnical Manual)。 非 － ス ト リ ン ジ ェ ン ト 洗 浄 バ ッ フ ァ ー （ ２ ０ × Ｓ Ｓ Ｐ Ｅ 、 １ ． ０ ｍ ｌ
の １ ０ ％ ト ゥ イ ー ン ２ ０ 、 お よ び 水 ） を ２ ０ ℃ に て 、 お よ び ス ト リ ン ジ ェ ン ト 洗 浄 バ ッ フ
ァ ー （ ２ ０ × Ｓ Ｓ Ｐ Ｅ 、 ５ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ０ ％ ト ゥ イ ー ン ２ ０ 、 お よ び 水 ） を ５ ０ ℃ に
て 、 洗 浄 ス テ ッ プ の た め に 用 い た 。 ア レ イ を 次 い で 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 結 合 フ ィ コ エ リ
ト リ ン （ SAPE,Molecular Probes)で 染 色 し た 後 、 ビ オ チ ン 化 抗 － ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン に よ
り 染 色 し 、 そ し て 、 シ グ ナ ル 増 幅 の た め に ２ ５ ℃ に て Ｓ Ａ Ｐ Ｅ の 第 ２ ラ ウ ン ド を 行 っ た 。
各 染 色 ス テ ッ プ は １ ０ 分 間 行 っ た 。 全 ア レ イ を 次 い で 、 HP Genearray Scannerを 用 い て ス
キ ャ ン し 、 次 い で 生 じ た 蛍 光 の 放 出 を 集 め 、 次 い で Affymetrix Genechipソ フ ト ウ ェ ア を
用 い て 定 量 し た 。 ソ フ ト ウ ェ ア 内 で 、 各 ア レ イ 上 の 全 プ ロ ー ブ に 関 す る シ グ ナ ル 強 度 を 、
ス キ ャ ン し た 画 像 か ら 算 定 し 、 次 い で 適 当 な プ ロ ー ブ ア レ イ ア ル ゴ リ ズ ム を 適 用 し て 、 各
遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル （ 平 均 差 ） を 決 定 し た 。 全 遺 伝 子 の 平 均 差 を 、 対 照 転 写 産 物 に お け る
標 準 ス パ イ ク に 基 い て （ １ ０ ０ 万 当 た り の 分 子 に て ） ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 見 積 も り 頻 度 へ と 変 換 し
た 。
【 ０ ２ １ ８ 】
（ ｆ ） デ ー タ の フ ィ ル タ リ ン グ お よ び 統 計 値
初 期 デ ー タ を 、 GeneChip(登 録 商 標 ） に よ り 「 存 在 」 と 指 示 さ れ る 全 遺 伝 子 を フ ィ ル タ リ
ン グ す る こ と に よ り 減 じ た 。 ２ － ウ ェ イ ANOVAを 次 い で 、 統 計 学 的 コ ン ピ ュ ー テ ィ ン グ パ
ッ ケ ー ジ Ｓ － プ ラ ス に て こ れ ら の 遺 伝 子 の そ れ ぞ れ に 関 し て 複 製 デ ー タ に 関 し て 行 っ た 。
発 現 レ ベ ル に 関 し て 、 ２ つ の 実 験 係 数 （ 治 療 お よ び 時 間 ） の 潜 在 的 効 果 お よ び 両 係 数 の 相
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互 作 用 を 分 散 モ デ ル の 分 析 に お い て 評 価 し 、 そ し て 、 主 な 効 果 に 関 す る ｐ － 値 （ Ｐ 治 療 、
Ｐ 時 間 ） お よ び 相 互 作 用 に 関 す る ｐ － 値 （ Ｐ 相 互 作 用 ） を 得 た 。 治 療 係 数 お よ び ／ ま た は
相 互 作 用 に 関 し て 統 計 学 的 に 有 意 な （ ｐ － 値 ＜ ＝ ０ ． ０ ５ ） こ れ ら の 遺 伝 子 の み を ふ さ わ
し い も の (the time being)と 見 な し た 。 ま ず 、 ベ ー ス ラ イ ン 、 お よ び こ の ｐ － 値 標 準 を 超
し た ７ ０ ５ 遺 伝 子 の 実 験 的 複 製 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 頻 度 に 関 し て 、 平 均 を 取 っ た 。 各 遺 伝 子 か ら 得 ら
れ た 平 均 頻 度 を 次 い で 、 ゼ ロ の 平 均 と １ の 標 準 偏 差 を 有 す る べ く 全 サ ン プ ル に 関 し て 標 準
化 し た 。 Kohonen et alに よ り 開 発 さ れ （ セ ル フ － オ ー ガ ナ イ ジ ン グ マ ッ プ (Self-Organiz
ing Maps)、 Second Extended Edition edition, Vol. 30. Nes York, 1997)、 Ｍ Ａ Ｔ Ｌ Ａ
Ｂ ツ ー ル ボ ッ ク ス を 用 い て 作 製 さ れ た も と の セ ル フ － オ ー ガ ナ イ ジ ン グ マ ッ プ （ Ｓ Ｏ Ｍ ）
ア ル ゴ リ ズ ム の 変 更 バ ー ジ ョ ン を 次 い で 、 標 準 化 し た 発 現 値 に 当 て は め て 、 ６ × ６ マ ト リ
ッ ク ス の ３ ６ ク ラ ス タ ー を 作 製 し た (Tamayo et al. (1999) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
.96: 2907-2912)。 Genecardsお よ び Swiss-Protな ど の い く つ か の 公 の デ ー タ ベ ー ス を 遺 伝
子 の 注 釈 の た め に 用 い た （ 例 え ば 、 Rebhan et al. GeneCard: 遺 伝 子 、 タ ン パ ク 質 、 お よ
び 疾 患 に 関 す る 百 科 辞 典 、 Weizmann Institute of Science, Bioinformatics unit and G
enome Center (Rehovot, Israel), 1997. World Wide Web URL: http://bioinfo.weizman
n.ac.il/card,お よ び Appel et al. (1994) 生 物 学 者 の た め の 情 報 修 正 ツ ー ル の 新 規 作 製
： ExPASy WWW サ ー バ ー の 例 。 Trends Biochem. Sci. 19: 258-260 World Wide Web URL: 
http://www.expasy.ch/sprot/を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ２ １ ９ 】
（ ｇ ） 定 量 Ｔ ａ ｑ ｍ ａ ｎ Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ
GeneChip実 験 に 用 い た 同 じ 全 Ｒ Ｎ Ａ サ ン プ ル を 、 Taqman(登 録 商 標 )EZ RT-PCRキ ッ ト (PE A
pplied Biosystems)を 用 い て 分 析 し 、 遺 伝 子 発 現 の 変 化 を 確 認 し た 。 全 Ｒ Ｎ Ａ サ ン プ ル を
、 ５ ０ ｎ ｇ ／ μ ｌ の 濃 度 へ と 希 釈 し 、 ５ ０ ｎ ｇ の 全 部 を 各 反 応 の た め に 用 い た 。 Ｐ Ｓ Ａ お
よ び Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ の た め の プ ラ イ マ ー お よ び 蛍 光 プ ロ ー ブ を 、 Primer Express ソ フ ト ウ
ェ ア を 用 い て 設 計 し 、 プ ラ イ マ ー 選 択 の た め の 製 造 業 者 の 忠 告 に 基 き 選 択 し た 。 用 い た プ
ラ イ マ ー は 、 １ ０ ０ ｎ Ｍ 濃 度 で あ り 、 以 下 の よ う で あ っ た 。 （ ａ ） Ｐ Ｓ Ａ － Ｆ （ 前 方 プ ラ
イ マ ー ） CGTGGCCAACCCCTGA（ 配 列 番 号 １ ） 、 Ｐ Ｓ Ａ － Ｒ （ 逆 プ ラ イ マ ー ） CTTGGCCTGGTCAT
TTCCAA（ 配 列 番 号 ２ ） 、 お よ び Ｐ Ｓ Ａ － Ｐ （ プ ロ ー ブ ） CACCCCTATCAACCCCCTATTGTAGTAAAC
TTGGA（ 配 列 番 号 ３ ） 。 （ ｂ ） Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ － Ｆ （ 前 方 プ ラ イ マ ー ） CTGTGACAAGGCCCTTGGA
（ 配 列 番 号 ４ ） 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ － Ｒ （ 逆 プ ラ イ マ ー ） CTGGGCTTCACCCCTCCTA（ 配 列 番 号 ５
） 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ － Ｐ （ プ ロ ー ブ ） ACAAGCCTTTCTCATTGGCACTGTCCA（ 配 列 番 号 ６ ） 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
製 造 業 者 が 補 充 し た Ｒ Ｐ － Ｐ Ｃ Ｒ 成 分 の 試 薬 混 合 物 [（ ５ × TaqMan EZバ ッ フ ァ ー 、 酢 酸 マ
ン ガ ン （ ２ ５ ｍ Ｍ ） 、 ｄ Ａ Ｔ Ｐ （ １ ０ ｍ Ｍ ） 、 ｄ Ｃ Ｔ Ｐ （ １ ０ ｍ Ｍ ） 、 ｄ Ｇ Ｔ Ｐ （ １ ０ ｍ
Ｍ ） 、 お よ び ｄ Ｕ Ｔ Ｐ （ ２ ０ ｍ Ｍ ） 、 ｒ Ｔ ｔ ｈ  Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ （ ２ ． ５ Ｕ ／ μ ｌ ）
、 Ａ ｍ ｐ Ｅ ｒ ａ ｓ ｅ  Ｕ Ｎ Ｇ (1U/μ ｌ ） 、 プ ラ イ マ ー （ 最 終 濃 度 １ μ Ｍ ） お よ び Ｒ Ｎ Ａ （
５ ０ ｎ ｇ ） ]を 用 い て 、 製 造 業 者 の 推 奨 に 従 い サ ン プ ル を 調 製 し た 。 加 え て 、 標 準 曲 線 の
作 製 お よ び そ の 後 の サ ン プ ル Ｒ Ｎ Ａ の 定 量 の た め に 、 Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ 対 照 サ ン プ ル を 調 製 し た
。 Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ の た め の プ ラ イ マ ー お よ び プ ロ ー ブ は キ ッ ト に 含 ま れ た （ Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ 前 方 お
よ び 逆 プ ラ イ マ ー １ ０ μ Ｍ 、 Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ プ ロ ー ブ ５ μ Ｍ ） 。 β － ア ク チ ン も 標 準 曲 線 の 作
製 の た め に 用 い て 、 そ し て ５ × １ ０ ６ コ ピ ー ～ ５ × １ ０ １ コ ピ ー の 範 囲 の 両 遺 伝 子 の た め
に 希 釈 物 を 作 製 し た 。 ア ッ セ イ を 、 Perkin-Elmer/Applied Biosystems 7700Prismに て 行
い 、 そ し て Ｐ Ｃ Ｒ サ イ ク リ ン グ パ ラ メ ー タ を 製 造 業 者 の 推 奨 に 基 き 選 択 し た 。 サ ン プ ル の
Ｒ Ｎ Ａ を Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ に 対 し て 正 規 化 し 、 そ し て β － ア ク チ ン を 定 量 し た 。
（ ｈ ） ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析
ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 の た め に 、 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 を 、 培 地 を 含 ん で い る チ ャ ー コ ー ル を
除 去 し た 血 清 中 １ × １ ０ ６ 細 胞 ／ ウ ェ ル に て ６ ‐ ウ ェ ル の プ レ ー ト に 撒 い た 。 細 胞 を つ い
で 適 当 な 量 の ア ン ド ロ ゲ ン 、 例 え ば 、 １ ０ ｎ Ｍ の Ｄ Ｈ Ｔ で 処 理 し 、 つ い で 、 指 定 時 間 に て
回 収 し た 。 細 胞 を 、 ４ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ を 含 ん で い る Ｍ Ｐ Ｅ Ｒ 試 薬 (Pierce, Rockford,
 IL)中 に 回 収 し た 。 タ ン パ ク 質 を Bradford法 （ Bradford(1976) Anal. Bioch. 72: 248-25
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4） に よ り 定 量 し た 。 例 え ば ３ ０ μ ｇ の タ ン パ ク 質 を １ ２ ％ の Ｓ Ｄ Ｓ ‐ Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ゲ ル 上 で
電 気 泳 動 し 、 そ し て 、 Bio Radト ラ ン ス フ ァ ー 装 置 を 用 い て Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ 膜 へ 移 し た 。 Ｐ Ｖ Ｄ
Ｆ 膜 を Ｔ Ｂ Ｓ Ｔ （ ０ ． １ ％ の ト ゥ イ ー ン ２ ０ を 含 む Ｔ Ｂ Ｓ ） 中 、 ３ ％ ミ ル ク と 共 に １ ５ 分
間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 第 １ 抗 体 、 例 え ば ウ サ ギ 抗 － Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ 抗 体 （ Affinity Bio
reagent, Inc） を 添 加 し た 。 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ 膜 を ３ 回 Ｔ Ｂ Ｓ Ｔ で 洗
浄 し 、 つ い で ２ 次 抗 体 、 セ イ ヨ ウ ワ サ ビ ぺ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ Transduction Labs） と 結 合
し た 抗 － ウ サ ギ － Ｉ ｇ Ｇ と 共 に １ 時 間 イ ン キ ュ べ ー ト し た 。 Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ 膜 を 次 い で ３ 回 、 Ｔ
Ｂ Ｓ Ｔ で 洗 浄 し 、 そ し て タ ン パ ク 質 を 、 増 強 し た 化 学 ル ミ ネ セ ン ス 検 出 シ ス テ ム (Pierce)
を 用 い る こ と に よ り 検 出 し た 。
（ ｉ ） 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ の 構 築 お よ び 分 析
充 実 性 腫 瘍 に お け る Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ の 存 在 を 評 価 す る た め に 、 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 を 、
多 様 な ヒ ト 正 常 （ 即 ち 、 対 照 サ ン プ ル ） お よ び 前 立 腺 疾 患 標 本 (Clinomics, Inc.)に お い
て 行 っ た 。 １ ０ ％ の 中 性 緩 衝 処 理 し た ホ ル マ リ ン に 固 定 し た 後 、 組 織 を 選 択 し 、 整 え て 、
次 い で プ ロ セ シ ン グ カ セ ッ ト 中 に 置 い た 。 カ セ ッ ト を 次 い で Shandon Hypercenter(登 録 商
標 )組 織 プ ロ セ ッ サ ー 上 の プ ロ セ シ ン グ バ ス ケ ッ ト 中 に 入 れ 、 そ の 中 で 、 組 織 を バ ッ フ ァ
ー の シ リ ー ズ に 、 １ ６ 時 間 の プ ロ セ シ ン グ サ イ ク ル に 渡 っ て （ １ ０ ％ 中 性 緩 衝 処 理 ホ ル マ
リ ン 、 ７ ０ ％ 、 ９ ５ ％ 、 １ ０ ０ ％ エ タ ノ ー ル 、 キ シ レ ン 、 お よ び 溶 融 パ ラ フ ィ ン 包 埋 媒 質
） 暴 露 し た 。 全 ス テ ッ プ は 、 ５ ８ ℃ で な け れ ば な ら な い パ ラ フ ィ ン ス テ ッ プ を 除 い て ４ ０
℃ に て 真 空 下 で 行 っ た 。 プ ロ セ シ ン グ の 後 、 組 織 を カ セ ッ ト か ら 取 り 出 し て 、 パ ラ フ ィ ン
ブ ロ ッ ク 中 に 包 埋 し た 。 生 じ た ブ ロ ッ ク を ５ μ ｍ に 切 断 し 、 そ し て ス ラ イ ド ガ ラ ス 上 に の
せ た 。 ス ラ イ ド を ５ ８ ℃ に て 染 色 前 の ３ ０ 分 間 加 熱 し た 。 抗 体 α － Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ （ Affini
ty Bioreagents） を 、 適 当 な 希 釈 、 例 え ば １ ： １ ５ ０ の 希 釈 へ と 、 Ｄ Ａ Ｋ Ｏ （ 登 録 商 標 ）
抗 体 希 釈 を 用 い て タ イ タ ー し た 。 試 験 標 本 の 染 色 を 、 Ｈ Ｉ Ｅ Ｒ を ｐ Ｈ ６ ． ０ ク エ ン 酸 バ ッ
フ ァ ー 中 で 用 い て 、 前 処 理 な し で 行 っ た 。 組 織 を 次 い で Ventana ES(登 録 商 標 )自 動 免 疫 組
織 学 的 染 色 器 を 用 い て 、 標 準 的 な 間 接 免 疫 ぺ ル オ キ シ ダ ー ゼ プ ロ ト コ ル を 用 い て 、 ３ ， ３
’ ‐ ジ ア ミ ノ ベ ン ズ イ ジ ン を ク ロ マ ゲ ン と し て 用 い て 染 色 し た 。 免 疫 組 織 学 的 染 色 の 格 付
け は 、 腫 瘍 お よ び 正 常 組 織 両 方 の 上 皮 成 分 の 細 胞 質 染 色 の 強 度 に 基 づ く 。 染 色 の 強 度 を 、
１ ＋ ～ ４ ＋ ス ケ ー ル を 用 い て ス コ ア し 、 １ ＋ は か す か な 染 色 を 示 し 、 ４ ＋ は 強 い 染 色 （ 暗
褐 色 の 染 色 を 示 し て い る ） を 示 す 。 ０ の ス コ ア は 染 色 が な い こ と を 示 す 。
（ ｊ ） Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 の 一 時 的 な ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ の 、 ア ン ド ロ ゲ ン レ セ プ タ ー （ Ａ Ｒ ） の 転 写 活 性 に お け る 効 果 を 決 定 す る た
め に 、 Ｃ Ｏ Ｓ ‐ １ 細 胞 を 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ を コ ー ド し て い る 発 現 ベ ク タ ー と と も に ア ン ド ロ
ゲ ン レ セ プ タ ー 反 応 エ レ メ ン ト を 含 ん で い る レ ポ ー タ ー 構 築 物 で 一 時 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク
ト し た 。 Ｃ Ｏ Ｓ ‐ １ 細 胞 は 、 ６ ‐ ウ ェ ル の プ レ ー ト に 、 １ ０ ％ の チ ャ ー コ ー ル を 除 去 し た
子 牛 血 清 を 含 ん で い る ２ ｍ ｌ の フ ェ ノ レ ッ ド － フ リ ー Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 中 ウ ェ ル 当 た り ２ × １ ０ ５

細 胞 の 密 度 で 撒 い た 。 翌 朝 、 培 地 を ２ ｍ ｌ の Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ で 置 き か え た 。 １ ０ ０ μ ｌ の Ｄ Ｍ Ｅ
Ｍ 中 指 定 量 の Ｄ Ｎ Ａ を ６ μ ｌ の Ｐ Ｌ Ｕ Ｓ 試 薬 （ Gibco） と 混 合 し 、 室 温 に て イ ン キ ュ ベ ー
ト し 、 一 方 、 ４ μ ｌ の リ ポ フ ェ ク ト ア ミ ン を １ ０ ０ μ ｌ の Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ と 混 合 し た 。 ３ ０ 分 の
イ ン キ ュ べ ー シ ョ ン の 後 、 ２ つ の 混 合 物 を 合 わ せ 、 各 ウ ェ ル に 滴 下 し た 。 Ｄ Ｎ Ａ と 共 に ４
時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 １ ０ ％ の チ ャ ー コ ー ル を 除 去 し た 子 牛 血 清 を 含 ん で い る ２ ｍ
ｌ の フ ェ ノ ー ル レ ッ ド フ リ ー Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ を 添 加 し 、 細 胞 を 指 定 の 化 学 物 質 で 、 さ ら に ２ ４ 時
間 処 理 し た 後 、 回 収 し た 。
（ ｋ ） ル シ フ ェ ラ ー ゼ ア ッ セ イ
ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 活 性 を 、 Promegaの Steady-Gloル シ フ ェ ラ ー ゼ ア ッ セ イ シ ス テ ム を 用 い
て 測 定 し た 。 簡 単 に は 、 処 置 の ２ ４ 時 間 後 、 細 胞 を １ ｍ ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ 中 で の ス ク ラ ッ ピ ン グ
に よ り 回 収 し た 。 ト ー タ ル １ ０ ０ μ ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ 中 各 サ ン プ ル か ら の ５ μ ｇ を １ ０ ０ μ ｌ の
Stable-Glo試 薬 （ Promega） と 混 合 し 、 そ し て 、 ル ミ ネ セ ン ス を ル ミ ノ メ ー タ ー (Wallac, 
1450 MicroBeth Counter)に て ５ 分 後 に 測 定 し た 。
（ ｉ ｉ ） 結 果
Ｄ Ｈ Ｔ は Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 の 増 殖 お よ び Ｐ Ｓ Ａ の 産 生 を 刺 激 す る 。
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Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 は 、 そ れ ら が ア ン ド ロ ゲ ン に 対 す る 反 応 性 を 維 持 す る が ゆ え に 、 腫 瘍 モ デ
ル と し て 広 く 用 い ら れ て い る (Horoszewicz et al. (1983). Cancer Res 43: 1809-1818)
。 例 え ば 、 そ の 増 殖 能 力 、 分 化 し た 分 泌 機 能 を 発 現 す る 能 力 、 お よ び 脂 質 の 合 成 お よ び 蓄
積 な ど の プ ロ セ ス を 調 節 す る 能 力 、 全 て は ア ン ド ロ ゲ ン 反 応 性 を 維 持 す る 。 本 培 養 条 件 に
お い て Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ を 用 い て ア ン ド ロ ゲ ン 調 節 性 遺 伝 子 を 試 験 す る こ と が で き る か ど う か を
確 認 す る た め に 、 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ の ア ン ド ロ ゲ ン 処 理 に 対 す る 反 応 を 、 セ ク シ ョ ン （ ａ － ｃ ）
に 記 載 す る 方 法 を 用 い て 試 験 し た 。 細 胞 の 増 殖 お よ び Ｐ Ｓ Ａ の 産 生 を 試 験 し た 。
図 １ Ａ は 、 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 の 増 殖 が 、 投 与 量 依 存 様 式 で 天 然 の ア ン ド ロ ゲ ン Ｄ Ｈ Ｔ に よ り
刺 激 さ れ た こ と を 示 す 。 １ ０ ｎ Ｍ の Ｄ Ｈ Ｔ を 、 そ の 強 い 成 長 刺 激 作 用 の た め に 、 残 り の 実
験 の た め に 選 択 し た 。 Ｐ Ｓ Ａ は 、 広 く 用 い ら れ る 前 立 腺 マ ー カ ー で あ り 、 そ れ ゆ え 、 マ イ
ク ロ ア レ イ 実 験 の 前 に 、 本 試 験 に お い て 試 験 し た 。 Ｄ Ｈ Ｔ 処 置 に 反 応 し て 、 Ｐ Ｓ Ａ の 産 生
は 投 与 量 依 存 様 式 で 増 加 し た （ 図 １ Ｂ ） 。 Ｐ Ｓ Ａ シ グ ナ ル を １ ２ 時 間 で 検 出 し 、 次 い で 最
大 レ ベ ル を 約 ４ ８ 時 間 で 認 め た 。 こ れ ら の 結 果 に よ り 、 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ が Ｄ Ｈ Ｔ に 反 応 性 が あ
る こ と が 立 証 さ れ た 。
【 ０ ２ ２ １ 】
Genechipハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び 分 析
Affimetrix Genechp(登 録 商 標 )を 用 い て 、 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 中 で の 天 然 の ア ン ド ロ ゲ ン Ｄ Ｈ
Ｔ に 応 じ た 約 ６ ０ ０ ０ の 全 長 の ヒ ト 遺 伝 子 の 発 現 を モ ニ タ ー し た 。 図 ２ は 、 サ ン プ ル 調 製
、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 お よ び 分 析 に 用 い た 一 般 ス キ ー ム を 示 し 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン の 詳 細 は 、 セ ク シ ョ ン （ ｅ ） に 記 載 す る 。 信 用 で き る デ ー タ を 得 る た め に 、 ト ー タ
ル の Ｒ Ｎ Ａ を 、 Ｄ Ｈ Ｔ で 、 セ ク シ ョ ン （ ｄ ） に 記 載 す る よ う に ０ 、 ２ 、 ４ 、 ６ 、 １ ２ 、 ２
４ 、 ４ ８ 、 お よ び ７ ２ 時 間 処 置 し た も し く は 処 置 し な か っ た Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 か ら 、 対 で 調
製 し た 。 ｃ Ｒ Ｎ Ａ を 調 製 し 、 Affymetrixチ ッ プ に 対 し て 、 こ こ で も 対 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ
せ た 。 そ れ ゆ え 、 ３ ０ サ ン プ ル の ト ー タ ル に 関 す る 生 物 学 的 複 製 物 の セ ッ ト を 、 再 現 性 を
確 保 す る た め に 各 実 験 に 関 し て 作 製 し た 。 少 な く と も １ 時 点 に お い て ベ ー ス ラ イ ン ま た は
実 験 の い ず れ か に お い て 、 お よ び い ず れ か の 複 製 物 に お い て 「 存 在 」 と 指 示 さ れ た こ れ ら
の 遺 伝 子 の み が 、 最 初 の デ ー タ 削 減 フ ィ ル タ ー に パ ス し た 。 チ ッ プ 上 に 表 さ れ た 約 ６ ０ ０
０ の 遺 伝 子 の 中 か ら 、 ４ ４ ９ １ が こ の 最 初 の フ ィ ル タ ー に パ ス し た （ ７ ５ ％ ） 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
複 製 物 の 統 計 学 的 分 析
再 現 性 を 評 価 す る た め に 、 各 時 点 で の ２ つ の 複 製 物 の 平 均 頻 度 に 対 す る 偏 差 係 数 （ Ｃ Ｖ ）
を 比 較 し た 。 結 果 は 、 全 遺 伝 子 を 通 じ て 、 Ｃ Ｖ が ２ ５ と ３ ５ ％ の 間 で 変 化 す る こ と を 示 し
た （ デ ー タ は 示 し て い な い ） 。 実 験 設 計 に 基 づ き 、 偏 差 の ２ ‐ ウ ェ イ 分 析 （ Ａ Ｎ Ｏ Ｖ Ａ ）
を 用 い て 、 ～ ４ ５ ０ ０ 遺 伝 子 の 発 現 変 化 の 統 計 学 的 有 意 性 を 決 定 し た 。 ９ ５ ％ の 有 意 な レ
ベ ル に 基 づ く 結 果 は 、 ２ ０ ０ の 遺 伝 子 が ア ン ド ロ ゲ ン 治 療 単 独 に よ り 有 意 で あ り 、 ４ ３ １
の 遺 伝 子 が ア ン ド ロ ゲ ン 治 療 と 時 間 の 相 互 作 用 の た め に 有 意 で あ り 、 お よ び ７ ４ の 遺 伝 子
が 、 治 療 係 数 と 相 互 作 用 の 両 方 の た め に 有 意 で あ っ た こ と を 示 す 。 ア ン ド ロ ゲ ン 調 節 性 遺
伝 子 の み を 同 定 し 、 時 間 の み に よ り 有 意 に 調 節 さ れ た ２ ４ ２ の 遺 伝 子 は 考 慮 し な か っ た 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
セ ル フ － オ ー ガ ナ イ ジ ン グ マ ッ プ を 用 い る 発 現 特 性 の 迅 速 分 類
迅 速 分 類 の た め に 、 お よ び 候 補 遺 伝 子 の 潜 在 的 な 機 能 を 理 解 す る た め に 、 ア ン ド ロ ゲ ン お
よ び ／ ま た は ア ン ド ロ ゲ ン と 時 間 の 間 の 相 互 作 用 に よ り 調 節 さ れ る こ と が 見 出 さ れ た ７ ０
５ の 遺 伝 子 の Ａ Ｎ Ｏ Ｖ Ａ 分 析 に よ る 発 現 特 性 を 、 c and Tamayo et al.(既 出 )に よ り 開 発
さ れ た セ ル フ － オ ー ガ ナ イ ジ ン グ マ ッ プ （ Ｓ Ｏ Ｍ ） ア ル ゴ リ ズ ム の 適 合 を 用 い て ク ラ ス タ
ー 化 し 、 各 遺 伝 子 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 頻 度 を 治 療 ／ 時 間 サ ブ グ ル ー プ 内 で 平 均 し 、 そ し て 、 全 サ ブ
グ ル ー プ に 対 し て 平 均 し た 頻 度 を 、 平 均 し た 頻 度 の 平 均 が ゼ ロ お よ び 、 １ に 等 し い 標 準 偏
差 に 対 し て 定 め ら れ る よ う に 標 準 化 し た 。 各 遺 伝 子 に 関 し て 標 準 化 し た ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 頻 度 に
基 づ き 、 ６ × ６ マ ト リ ッ ク ス の ３ ６ の ク ラ ス タ ー を 作 製 し 、 視 覚 化 し た 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
ア ン ド ロ ゲ ン 調 節 遺 伝 子 の 同 定
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迅 速 分 類 の た め 、 お よ び 候 補 遺 伝 子 の 潜 在 的 機 能 を 理 解 す る た め に 、 ア ン ド ロ ゲ ン お よ び
／ ま た は ア ン ド ロ ゲ ン と 時 間 の 間 の 相 互 作 用 に よ り 調 節 さ れ る こ と が み い だ さ れ た ７ ０ ５
の 遺 伝 子 の 発 現 特 性 を 、 Kohonen and Tamayo et al(既 出 )に よ り 開 発 さ れ た セ ル フ － オ ー
ガ ナ イ ジ ン グ マ ッ プ （ Ｓ Ｏ Ｍ ） ア ル ゴ リ ズ ム の 適 合 を 用 い て ク ラ ス タ ー 化 し た 。 結 果 は 、
ク ラ ス タ ー （ １ ， １ ） が 、 ア ン ド ロ ゲ ン 治 療 に 際 し て 同 様 の 誘 導 性 発 現 パ タ ー ン を 示 す 遺
伝 子 を 含 み 、 ク ラ ス タ ー （ ６ ， ６ ） が 、 ア ン ド ロ ゲ ン 処 置 に 際 し て 抑 制 性 発 現 パ タ ー ン を
示 す 遺 伝 子 を 含 む こ と を 示 し た 。 ア ン ド ロ ゲ ン に 反 応 し て 誘 導 さ れ る 遺 伝 子 は ク ラ ス タ ー
（ １ ， １ ） に 共 に ク ラ ス タ ー 化 さ れ 、 お よ び 最 も 広 く 用 い ら れ る 前 立 腺 癌 に 関 す る 診 断 マ
ー カ ー で あ る 前 立 腺 特 異 的 抗 原 （ Ｐ Ｓ Ａ ） を 含 ん だ 。 癌 が 存 在 す る 場 合 、 高 ま っ た Ｐ Ｓ Ａ
レ ベ ル が し ば し ば 検 出 さ れ た 。 ア ン ド ロ ゲ ン 処 理 に 反 応 し て 、 Ｐ Ｓ Ａ の 発 現 （ Ｐ 治 療 ＝ ０
． ０ ０ ０ ０ 、 Ｐ 時 間 ＝ ０ ． ８ ６ ８ ２ 、 Ｐ 相 互 作 用 ＝ ０ ． ３ ２ ８ ２ ） は １ ２ 時 間 で 対 照 に 対
し て ３ 倍 増 加 し 、 そ し て 約 ４ 倍 を 誘 導 し た 場 合 、 そ の 高 い 発 現 を ７ ２ 時 間 維 持 し た （ 図 ３
Ａ ） 。 同 様 に 、 対 照 サ ン プ ル に お け る Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ の 発 現 （ Ｐ 治 療 ＝ ０ ． ０ ０ ０ ２ 、 Ｐ 時

間 ＝ ０ ． ４ ３ ６ ９ 、 Ｐ 相 互 作 用 ＝ ０ ． ３ ８ １ ８ ） は 、 時 間 経 過 を 通 じ て 比 較 的 低 い が 一 定
の パ タ ー ン を 維 持 し た 。 し か し 、 ア ン ド ロ ゲ ン 処 置 に 際 し て 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ は ２ 時 間 で 迅
速 に ２ 倍 誘 導 さ れ 、 そ し て ２ ４ 時 間 で ピ ー ク に 達 し 、 そ の 場 合 、 ベ ー ス ラ イ ン に 対 し て 約
４ 倍 過 剰 発 現 し た 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
Ｒ Ｎ Ａ サ ン プ ル の 定 量 Ｒ Ｔ ‐ Ｐ Ｃ Ｒ 分 析
定 量 Ｒ Ｔ ‐ Ｐ Ｃ Ｒ を 用 い て 、 セ ク シ ョ ン （ ｇ ） に 記 載 し た GeneChip分 析 か ら の 遺 伝 子 発 現
の 変 化 を 確 認 し た 。 定 量 Ｒ Ｔ ‐ Ｐ Ｃ Ｒ の 結 果 を 、 Ｐ Ｓ Ａ 、 お よ び Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ に 関 す る Ｒ
Ｎ Ａ レ ベ ル の 変 化 を 示 し て い る 図 ４ Ａ 、 お よ び Ｂ に 示 す 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ １ の 産 生 は ア ン ド ロ ゲ ン に よ り 調 節 さ れ た 。
Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ の タ ン パ ク 質 産 生 が ア ン ド ロ ゲ ン に よ り 調 節 さ れ る こ と を 立 証 す る た め に 、
セ ク シ ョ ン （ ｈ ） に 記 載 す る よ う に ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 行 っ た 。 結 果 は 、 Ｄ Ｈ Ｔ が
時 間 依 存 様 式 で Ｆ Ｋ Ｂ ５ ４ の 発 現 を ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト し た こ と を 示 す （ ブ ロ ッ ト は 示 し
て い な い ） 。 同 様 に 、 合 成 ア ン ド ロ ゲ ン 、 Ｒ １ ８ ８ １ は Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ の 発 現 を ア ッ プ レ ギ
ュ レ ー ト す る こ と が で き （ ブ ロ ッ ト は 示 し て い な い ） 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ が ア ン ド ロ ゲ ン レ セ
プ タ ー に よ り 調 節 さ れ る こ と を 示 す 。 興 味 深 い こ と に 、 タ ン パ ク 質 レ ベ ル は 、 転 写 よ り も
１ ２ 時 間 後 の ２ ４ 時 間 後 に 増 し 、 タ ン パ ク 質 の 合 成 が 誘 導 に 必 要 で あ る こ と が 示 唆 さ れ る
。 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ の 発 現 は 種 々 の ア ン ド ロ ゲ ン 誘 導 性 前 立 腺 癌 株 に お い て 研 究 さ れ 、 そ し て
、 試 験 さ れ た 全 細 胞 株 （ Ｔ ｓ ｕ － ｐ ｒ ｌ 、 Ｐ Ｃ ３ 、 Ｐ Ｃ ３ － ｍ ｍ ２ 、 Ｄ Ｕ １ ４ ５ 、 デ ー タ
は 示 し て い な い ） に 存 在 す る こ と が 見 出 さ れ た 。 ホ ル モ ン 依 存 株 に お け る Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ の
レ ベ ル は 、 非 処 置 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 よ り も 高 か っ た 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
表 １ に 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 か ら の バ ン ド 密 度 値 を ま と め る 。 こ れ ら の 結 果 は 、 Ｄ Ｈ
Ｔ 暴 露 の ２ ４ 時 間 後 に 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ の 発 現 レ ベ ル が 約 ２ 倍 に 増 し 、 そ し て 、 増 し 続 け て
、 Ｄ Ｈ Ｔ 暴 露 の ７ ２ 時 間 後 に 約 ４ 倍 と な っ た 。 Ｒ １ ８ ８ １ 刺 激 に て 、 Ｒ １ ８ ８ １ 刺 激 の ２
４ 時 間 後 に Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ の 発 現 の 約 １ ０ 倍 の 増 加 が あ り 、 そ し て 、 Ｒ １ ８ ８ １ 暴 露 の ７ ２
時 間 後 に 約 ３ ０ 倍 の 増 加 が あ っ た 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
【 表 １ 】

10

20

30

40

(57) JP 2004-526425 A 2004.9.2



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ２ ９ 】
加 え て 、 い く つ か の 前 立 腺 癌 細 胞 は 、 ラ パ マ イ シ ン 類 似 体 、 Ｃ Ｃ Ｉ － ７ ７ ９ に 反 応 性 が あ
る こ と が 同 定 さ れ た （ デ ー タ は 示 し て い な い ） 。 本 明 細 書 中 、 出 典 明 示 に よ り 組 み 込 む 米
国 特 許 第 5,362,718に 記 載 さ れ る 他 の ラ パ マ イ シ ン 類 似 体 も 用 い て よ い 。 癌 患 者 に お け る
Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ の 存 在 は 、 こ れ ら の 患 者 が Ｃ Ｃ Ｉ － ７ ７ ９ 処 置 に 十 分 に 反 応 す る 可 能 性 が あ
る こ と を 示 す 。
Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ そ の も の が 、 そ れ が 固 有 の イ ソ メ ラ ー ゼ 活 性 を 有 す る た め に 、 小 分 子 の 潜 在
的 な 薬 物 標 的 で も あ り 得 る 。 イ ソ メ ラ ー ゼ 活 性 の イ ン ヒ ビ タ ー は 、 高 処 理 フ ォ ー マ ッ ト を
用 い て 異 性 体 特 異 的 プ ロ テ ア ー ゼ と し て キ モ ト リ プ シ ン を 用 い て 、 お よ び 吸 収 測 定 に よ り
放 出 さ れ る ４ － ニ ト ロ ア ニ リ ン を モ ニ タ ー す る こ と に よ り 、 容 易 に ス ク リ ー ニ ン グ こ と が
で き る 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
抗 － Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ を 用 い た 、 前 立 腺 癌 の 免 疫 組 織 学 的 染 色
正 常 な 前 立 腺 お よ び ５ ０ の 標 本 を 含 む 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ か ら の 前 立 腺 癌 の 、 抗 － Ｆ Ｋ Ｂ
Ｐ ５ ４ 抗 体 を 用 い た 前 立 腺 癌 免 疫 組 織 学 的 染 色 を 、 セ ク シ ョ ン （ ｉ ） に 記 載 す る よ う に 行
っ た 。 明 ら か に 、 正 常 サ ン プ ル か ら の 良 性 腺 （ 即 ち 、 対 照 ） は 、 概 し て 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ を
発 現 せ ず （ デ ー タ は 示 し て い な い ） 、 一 方 、 癌 の 領 域 は 核 お よ び 細 胞 質 表 皮 エ レ メ ン ト に
お い て 、 ３ ～ ４ ＋ の 範 囲 で 変 化 す る 染 色 に て 概 し て ポ ジ テ ィ ブ で あ っ た （ デ ー タ は 示 し て
い な い ） 。
【 ０ ２ ３ １ 】
Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ は Ａ Ｒ 転 写 活 性 を 高 め る 。
Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ の 、 ア ン ド ロ ゲ ン レ セ プ タ ー （ Ａ Ｒ ） に お け る 効 果 を 決 定 す る た め に 、 セ ク
シ ョ ン （ ｊ ） に 記 載 さ れ る よ う に 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ を コ ー ド し て い る 発 現 ベ ク タ ー と 共 に ア
ン ド ロ ゲ ン レ セ プ タ ー 反 応 エ レ メ ン ト を 含 ん で い る レ ポ ー タ ー 構 築 物 で 、 Ｃ Ｏ Ｓ － １ 細 胞
を 一 時 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 図 ５ に 示 す よ う に 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ の ト ラ ン ス フ ェ ク シ
ョ ン は レ ポ ー タ ー 活 性 に 影 響 を 持 た な か っ た が 、 ア ン ド ロ ゲ ン の 存 在 下 で ３ ０ ％ 以 上 Ａ Ｒ
活 性 を 増 し 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ が Ａ Ｒ 転 写 活 性 を 増 す こ と が 立 証 さ れ た 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
ま と め て 、 こ れ ら の 結 果 は 、 イ ム ノ フ ィ リ ン Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ が ア ン ド ロ ゲ ン 調 節 性 で あ る こ
と （ Ｄ Ｈ Ｔ お よ び Ｒ １ ８ ８ １ 両 方 に よ り ） 、 お よ び 正 常 組 織 に 対 し て 前 立 腺 癌 標 本 で 高 度
に 発 現 さ れ る こ と が 見 出 さ れ た こ と を 示 す 。 さ ら に 、 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ の 結 果 は 、 Ｆ Ｋ
Ｂ Ｐ ５ ４ の 発 現 が Gleasonス コ ア と 関 連 す る こ と を 示 し た 。 一 時 的 な 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン 試 験 に よ り 、 ア ン ド ロ ゲ ン に よ る Ａ Ｒ の 活 性 化 が Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ に よ り 高 め ら れ る こ
と が 立 証 さ れ 、 ア ン ド ロ ゲ ン レ セ プ タ ー に お け る Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ の 機 能 的 役 割 が 示 唆 さ れ た
。 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ 候 補 物 質 Ａ Ｒ Ｇ は 、 正 常 お よ び 病 的 非 と 前 立 腺 の 増 殖 、 分 化 、 お よ び 機 能
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を 導 く 分 子 機 構 を 理 解 す る の に 有 用 で あ り 得 る 。 ま と め て 、 こ れ ら の 結 果 に よ り 、 Ｆ Ｋ Ｂ
Ｐ ５ ４ を 診 断 マ ー カ ー と し て 用 い る こ と が で き る こ と 、 お よ び 前 立 腺 腫 瘍 の 増 殖 に 重 要 で
あ る こ と が 立 証 さ れ る 。 本 明 細 書 中 に 立 証 す る よ う な 前 立 腺 癌 に お け る Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ の 関
与 お よ び Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ の 発 現 （ ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ た 、 ま た は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ
れ た ） を 修 正 す る こ と に よ り 、 前 立 腺 癌 の 進 行 を 阻 止 す る 治 療 効 果 が 提 供 さ れ 得 る 。 こ の
修 正 は 、 現 存 す る 薬 物 、 ラ パ マ イ シ ン な ど 、 ま た は 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 法 に よ り 同 定
さ れ る 新 規 な 薬 物 の い ず れ か に よ る も の で あ っ て よ い 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
実 施 例 ２ ： 前 立 腺 癌 の 治 療 に 有 用 な 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ
Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ お よ び タ ン パ ク 質 配 列 は 、 受 入 番 号 Ｕ ４ ２ ０ ３ １ に て 、 公 の デ ー
タ ベ ー ス Genbankに て 入 手 可 能 で あ る 。 公 開 文 献 お よ び 配 列 デ ー タ ベ ー ス に よ り 、 当 業 者
に 、 以 下 の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に 有 用 な ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 株 を 調 製 す る の
に 必 要 と さ れ る 遺 伝 子 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
前 立 腺 癌 の 治 療 に 潜 在 的 に 有 用 な 試 験 化 合 物 を 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン の 存 在 下 で (Tet-onシ
ス テ ム 、 Clontechよ り 入 手 可 能 )Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ を 発 現 す る こ と が で き る ベ ク タ ー で 安 定 的
に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 前 立 腺 癌 細 胞 （ 例 え ば Ｗ Ｔ  Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 ） 中 で 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ
５ ４ を 発 現 さ せ る こ と に よ り 同 定 す る こ と が で き る 。 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た Ｗ Ｔ Ｌ Ｎ Ｃ
ａ Ｐ 細 胞 は 、 適 当 な 条 件 下 （ 例 え ば 、 １ ０ ％ ； 子 牛 血 清 （ Ｆ Ｃ Ｓ ） 、 ３ ｍ Ｍ の Ｌ -グ ル タ
ミ ン 、 １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の ス ト レ プ ト マ イ シ ン 、 お よ び １ ０ ０ ユ ニ ッ ト ／ ｍ ｌ の ペ ニ シ リ
ン を 追 加 し た Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ ‐ １ ６ ４ ０ 培 地 中 Ｔ １ ７ ５ 培 養 フ ラ ス コ 中 に て ） 培 養 す る こ と が で
き る 。 ス テ ロ イ ド の 効 果 を 試 験 す る た め に 、 細 胞 を デ キ ス ト ラ ン で コ ー ト さ れ た チ ャ ー コ
ー ル （ Ｃ Ｔ ‐ Ｆ Ｃ Ｓ ） で 前 処 理 し た ５ ％ の Ｆ Ｃ Ｓ を 含 ん で い る Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ 培 地 中 で
２ 日 間 培 養 す る こ と が で き る 。 細 胞 を 、 必 要 に 応 じ て テ ト ラ サ イ ク リ ン と 共 に 試 験 化 合 物
の 存 在 下 に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ し て 細 胞 の 増 殖 速 度 を 測 定 す る こ と が で き る 。 Ｔ ｅ ｔ で
処 置 さ れ た 細 胞 に お い て 、 Ｔ ｅ ｔ で 処 理 し な か っ た 細 胞 に 対 し て 差 異 的 阻 害 活 性 を 示 す 化
合 物 が 前 立 腺 癌 の 治 療 の た め の 潜 在 的 な 治 療 化 合 物 で あ り 、 ゆ え に さ ら な る 確 認 の た め に
選 択 さ れ る 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
実 施 例 ３ ： Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ マ ー カ ー の 検 出
Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ マ ー カ ー 、 例 え ば 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ の 細 胞 の 増 殖 に お け る 役 割 お よ び 腫 瘍 の 阻 害 に
お け る 効 果 を 評 価 す る た め に 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ Ｔ ｅ ｔ － ｏ ｎ 発 現 ベ ク タ ー で 感 染 さ せ た 細 胞
の 増 殖 速 度 を 、 Ｔ ｅ ｔ の 存 在 ま た は 不 在 下 で 測 定 す る 。 変 化 し た 増 殖 に よ り 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５
４ の 、 腫 瘍 細 胞 の 増 殖 に お け る 役 割 を 確 認 し 、 そ し て 、 イ ム ノ フ ィ リ ン の 治 療 に お け る 価
値 を 確 認 す る 。 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ マ ー カ ー の 存 在 お よ び 発 現 レ ベ ル は 、 Sambrook et al., (19
89)既 出 に 記 載 さ れ て い る よ う な 常 套 の 分 子 生 物 学 的 方 法 を 用 い て 評 価 す る こ と が で き る
。
【 ０ ２ ３ ６ 】
Ｒ Ｎ Ａ 種 の 検 出 お よ び 定 量 の た め に 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ マ ー カ ー に 対 応 し て い る 核 酸 を 単 離 お
よ び 増 幅 す る こ と が で き る 。 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ 核 酸 に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る プ ラ イ マ ー
の 対 を 、 Genebank受 入 番 号 Ｕ ４ ２ ０ ３ １ か ら 入 手 可 能 な こ れ ら の マ ー カ ー の ヌ ク レ オ チ ド
配 列 に 基 づ き 設 計 す る こ と が で き る 。 プ ラ イ マ ー は 、 選 択 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 許
容 す る 条 件 下 で 単 離 核 酸 と 接 触 さ せ る こ と が で き る 。 一 度 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た ら 、 核 酸 ：
プ ラ イ マ ー 複 合 体 を 、 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 を 用 い る 鋳 型 依 存 性 の 核 酸 合 成 を 促 進 す る １ ま た は そ れ
以 上 の 酵 素 と 接 触 さ せ る こ と が で き る 。 増 幅 産 物 は 、 例 え ば 、 ゲ ル 電 気 泳 動 お よ び Ｕ Ｖ 光
下 に エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド を 用 い る 視 覚 化 に よ り 検 出 す る こ と が で き る 。 別 法 と し て 、 増
幅 産 物 を 、 放 射 能 ま た は 蛍 光 測 定 標 識 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド で 完 全 に 標 識 す る こ と が で き る
場 合 、 増 幅 産 物 を 次 い で ｘ ‐ 線 フ ィ ル ム に 暴 露 し 、 ま た は 適 当 な 誘 導 ス ペ ク ト ル 下 で 視 覚
化 し た 後 、 分 離 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
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Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ マ ー カ ー の 存 在 お よ び 発 現 レ ベ ル を 検 出 す る た め の 他 の 方 法 に は 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４
マ ー カ ー タ ン パ ク 質 を Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 免 疫 検 出 ア ッ セ イ に よ り 検 出 す る こ と が 含 ま れ る 。 例 え
ば 、 抗 － Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ 抗 体 を 用 い る こ と に よ り 、 細 胞 サ ン プ ル 中 で 発 現 さ れ た Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５
４ マ ー カ ー の 存 在 を 検 出 す る 。 抗 － Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ 抗 体 を タ ン パ ク 質 ア フ ィ ニ テ ィ を 示 し て
い る 選 択 さ れ た 表 面 、 例 え ば ポ リ ス チ レ ン マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 中 の ウ ェ ル な ど の 上
に 固 定 す る こ と が で き る 。 つ い で 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ マ ー カ ー を 含 ん で い る 可 能 性 の あ る 細 胞
サ ン プ ル を ウ ェ ル に 添 加 す る こ と が で き る 。 結 合 さ せ 、 お よ び 洗 浄 し て 、 非 特 異 的 結 合 免
疫 複 合 体 を 除 去 し た 後 、 結 合 し た 抗 体 を 検 出 し て よ い 。 検 出 は 、 検 出 可 能 な 標 識 が 結 合 す
る Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 異 な る 領 域 に 特 異 的 な ２ 次 抗 体 の 添 加 に よ り 達 成 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
実 施 例 ４ ： 充 実 性 腫 瘍 に お け る Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ マ ー カ ー の 検 出
Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ 、 例 え ば Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ が 腫 瘍 の 増 殖 の 異 な る 段 階 で 発 効 し た か ど う か を 決 定 す る
た め に 、 Ｒ Ｎ Ａ を 、 異 な る Gleasonグ レ ー ド を 有 す る 正 常 前 立 腺 お よ び 前 立 腺 腫 瘍 か ら 単
離 す る こ と が で き る 。 充 実 性 腫 瘍 を 、 Gleasonス コ ア リ ン グ シ ス テ ム を 用 い て ス コ ア し た
（ 例 え ば 、 本 明 細 書 中 に 出 典 明 示 に よ り 組 み 込 ま れ る Bostwick (1994) Amer. J. Clin. P
ath. 102: S38-56を 参 照 さ れ た い ） 。 ト ー タ ル の Ｒ Ｎ Ａ を 抽 出 し 、 こ れ ら の 異 な る 腫 瘍 段
階 に お け る Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ の 発 現 の レ ベ ル に 関 し て 、 実 施 例 １ に 記 載 す る よ う に Affimetrix
マ イ ク ロ ア レ イ を 用 い て 試 験 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
同 等 の 内 容 に つ い て
当 該 分 野 の 専 門 家 は 、 常 規 の 実 験 を さ ら に 行 う こ と な く 、 本 明 細 書 中 に 開 示 す る 特 定 の 具
体 例 に 対 す る 多 く の 同 等 の 内 容 を 認 識 す る で あ ろ う し 、 ま た は 確 認 す る こ と が で き る で あ
ろ う 。 そ の よ う な 同 等 の 内 容 は 添 付 の 請 求 の 範 囲 に よ り 包 含 さ れ る も の と す る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ４ ０ 】
【 図 １ 】 図 １ Ａ は 、 １ ｍ ｌ の 培 地 を 用 い て ２ ４ ウ ェ ル の プ レ ー ト に 、 ２ ０ ,０ ０ ０ 細 胞 ／
ウ ェ ル に て 蒔 い た Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 の 増 殖 お よ び Ｐ Ｓ Ａ 産 生 に お け る ジ ヒ ド ロ テ ス ト ス テ ロ
ン （ Ｄ Ｈ Ｔ ） の 影 響 を 示 し て い る 棒 グ ラ フ で あ る 。 細 胞 を 示 す よ う に Ｄ Ｈ Ｔ で 処 理 し 、 次
い で 細 胞 の 増 殖 を ３ － （ ４ ,５ － ジ メ チ ル チ ア ゾ ー ル － ２ － イ ル ） － ２ ,５ － ジ フ ェ ニ ル テ
ト ラ ゾ リ ウ ム ブ ロ マ イ ド （ Ｍ Ｔ Ｔ ） ア ッ セ イ に よ り ３ 日 目 に 測 定 し た 。 図 １ Ｂ は 、 １ × １
０ ６ 細 胞 ／ ウ ェ ル に て １ ７ ５ ｃ ｍ ２ の フ ラ ス コ 中 に 蒔 い た Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 の 増 殖 お よ び Ｐ
Ｓ Ａ 産 生 に お け る Ｄ Ｈ Ｔ の 影 響 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 細 胞 を 、 翌 日 １ ０ ｎ Ｍ の Ｄ Ｈ Ｔ を 用
い て も し く は 用 い ず に 処 理 し 、 次 い で Ｒ Ｎ Ａ の 調 製 お よ び Ｐ Ｓ Ａ の 分 析 の た め に 回 収 し た
。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 Ｒ Ｎ Ａ サ ン プ ル 調 製 、 Affymetrix Genechipハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お
よ び 分 析 の た め の 方 法 を 示 す フ ロ ー チ ャ ー ト で あ る 。
【 図 ３ 】 図 ３ Ａ は 、 ア ン ド ロ ゲ ン 処 置 に 対 す る Ｐ Ｓ Ａ の 発 現 特 性 を 示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。
ｍ Ｒ Ｎ Ａ の フ リ ー ク エ ン シ ー (frequencies)を Ｙ 軸 に と り 、 各 時 点 で の Ｄ Ｈ Ｔ ア ン ド ロ ゲ
ン 処 置 お よ び 非 処 置 細 胞 を Ｘ 軸 に プ ロ ッ ト し た 。 図 ３ Ｂ は 、 ア ン ド ロ ゲ ン 処 置 に 対 す る Ｆ
Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ の 発 現 特 性 を 示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の フ リ ー ク エ ン シ ー (frequencies
)を Ｙ 軸 に プ ロ ッ ト し 、 各 時 点 で の Ｄ Ｈ Ｔ ア ン ド ロ ゲ ン 処 置 お よ び 非 処 置 細 胞 を Ｘ 軸 に プ
ロ ッ ト し た 。
【 図 ４ 】 図 ４ Ａ は 、 Ｐ Ｓ Ａ の 定 量 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 を 示 し て い る 棒 グ ラ フ で あ る 。 コ ピ ー
数 を Ｙ 軸 に プ ロ ッ ト し 、 そ し て 各 時 点 で の Ｄ Ｈ Ｔ ア ン ド ロ ゲ ン 処 置 お よ び 非 処 置 細 胞 を Ｘ
軸 に プ ロ ッ ト し た 。 図 ４ Ｂ は 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ の 定 量 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 を 示 し て い る 棒 グ ラ
フ で あ る 。 コ ピ ー 数 を Ｙ 軸 に プ ロ ッ ト し 、 そ し て 各 時 点 で の Ｄ Ｈ Ｔ ア ン ド ロ ゲ ン 処 置 お よ
び 非 処 置 細 胞 を Ｘ 軸 に プ ロ ッ ト し た 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 Ｇ Ｒ Ｅ ｅ ｌ ｂ Ｌ ｕ ｃ レ ポ ー タ ー 構 築 物 で 一 時 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た
Ｃ Ｏ Ｓ － １ 細 胞 、 お よ び Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ を コ ー ド し て い る ０ ． １ μ ｇ の 発 現 ベ ク タ ー （ 黒 色
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の バ ー ） ま た は 空 の ベ ク タ ー （ 白 色 の バ ー ） を 用 い た Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ４ に よ る ア ン ド ロ ゲ ン レ
セ プ タ ー （ Ａ Ｒ ） の 転 写 の 活 性 化 を 示 し て い る 棒 グ ラ フ で あ る 。 Ｃ Ｏ Ｓ － １ 細 胞 を 必 要 に
応 じ て １ ０ － ９ Ｍ の 合 成 ア ン ド ロ ゲ ン 、 Ｒ １ ８ ８ １ を ２ ０ 次 間 用 い て 処 理 し た 。 バ ー は 、
少 な く と ３ つ の 独 立 し た 実 験 ± Ｓ Ｄ の 平 均 を 示 す 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】
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【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト 】
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