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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】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を提供する。
【解決手段】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ＦＫＢＰ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。
【選択図】なし
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【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ＦＫＢＰ５４マーカーの発現のレベル、および
ｂ）対照サンプル中のＦＫＢＰ５４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間の
差が少なくとも２、３、４、５、６、７、８、９、１０倍またはそれ以上であることが、
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】
　サンプル中のＦＫＢＰ５４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ＦＫＢＰ５４マーカーの発現の正常レベルと、少なくとも２倍だけ差がある、請求
項１記載の方法。
【請求項３】
　サンプル中のＦＫＢＰ５４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ＦＫＢＰ５４マーカーの発現の正常レベルと、少なくとも３倍だけ差がある、請求
項１記載の方法。
【請求項４】
　サンプル中のＦＫＢＰ５４マーカーの発現レベルを、ＦＫＢＰ５４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５】
　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４記
載の方法。
【請求項６】
　試薬が、抗体、および抗体誘導体から成る群から選択される、請求項５記載の方法。
【請求項７】
　サンプル中のＦＫＢＰ５４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ＦＫＢＰ５４マーカー配列を含む、請求項１記載の方法。
【請求項８】
　転写されたポリヌクレオチドがｍＲＮＡである、請求項７記載の方法。
【請求項９】
　転写されたポリヌクレオチドがｃＤＮＡである、請求項７記載の方法。
【請求項１０】
　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
７記載の方法。
【請求項１１】
　サンプル中のＦＫＢＰ５４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ＦＫＢＰ５４マーカーとアニールするもしくはポリヌクレオチドの部
分とアニールする（ここで、ポリヌクレオチドはＦＫＢＰ５４マーカー配列を含む）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１２】
　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ＦＫＢＰ５４マーカーの発現を検出するこ
と；
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１３】
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　ＦＫＢＰ５４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ＦＫＢＰ５４マーカー配列を含む、請求項１～１２いずれか１項記載の方法
。
【請求項１４】
　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１～１３いずれか１項記載
の方法。
【請求項１５】
　細胞が、前立腺から採取されるものである、請求項１～１４いずれか１項記載の方法。
【請求項１６】
　細胞が、血液から採取されるものである、請求項１４記載の方法。
【請求項１７】
　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ＦＫ
ＢＰ５４マーカーの発現；
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ＦＫＢＰ５４マーカーの発
現；
を比較することを含み、第２サンプルにおけるＦＫＢＰ５４マーカーの発現が、第１サン
プルに対して少なくとも２、３、４、５、６、７、８、９、１０倍またはそれ以上低いレ
ベルであることが、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１８】
　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ＦＫＢＰ５４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ＦＫＢＰ５４マーカーの発現が
、試験化合物の不在下に維持した部分標本に対して少なくとも２、３、４、５、６、７、
８、９、１０倍またはそれ以上高いレベルであることが、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１９】
　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ＦＫＢＰ５４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ＦＫＢ
Ｐ５４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ＦＫＢＰ５４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２０】
　発現レベルを、ＦＫＰ５４マーカーのｍＲＮＡのレベルを測定することにより決定する
、請求項１９記載の方法。
【請求項２１】
　発現レベルを、ＦＫＢＰ５４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１９記載の方法。
【請求項２２】
　細胞が前立腺癌細胞である、請求項１９記載の方法。
【請求項２３】
　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）ＦＫＢＰ５４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ＦＫＢＰ５４マ
ーカーの活性のレベルと比較すること、
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を含み、試験化合物の存在下でのＦＫＢＰ５４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２４】
　細胞が前立腺癌細胞である、請求項２３記載の方法。
【請求項２５】
　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、ＦＫＢＰ５４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ＦＫＢＰ５４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高い効力を有するものであること
を示すものである方法。
【請求項２６】
　前立腺癌の治療用の医薬の製造における、ＦＫＢＰ５４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の使用。
【請求項２７】
　前立腺癌の治療および／または予防用の医薬の製造における、ＦＫＢＰ５４マーカーの
発現を減少させる化合物の使用。
【請求項２８】
　化合物が、ＦＫＢＰ５４マーカーのｍＲＮＡの発現を減少させる、請求項２７記載の使
用。
【請求項２９】
　化合物が、ＦＫＢＰ５４マーカータンパク質の発現を減少させる、請求項２７記載の使
用。
【請求項３０】
　前立腺癌の治療用の医薬の製造における、抗－ＦＫＢＰ５４抗体の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は、２０００年１１月２８日に出願された、「前立腺癌の診断および治療に有用
なＦＫＢＰ５４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
０/２５３,５３９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】
【０００２】
　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３７，０００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（ＢＰＨ）
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（ＣａＰ）である。前立腺癌には、前立腺の周辺領域における
上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。５５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
。
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【０００３】
　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（ＰＡＰ）、前立腺特異的抗原（ＰＳＡ）、およびヒ
ト精子血漿インヒビン（ＨＳＰＩ）としても知られる前立腺インヒビン（ＰＩＰ）である
。ＰＳＡおよびＰＡＰ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（ＢＰＭ）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。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　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。
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　本発明は、アンドロゲン依存性前立腺癌細胞（例えば、ＬＮＣａＰ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、ＦＫ－結合タンパク質（ＦＫＢＰ）例えば、ＦＫＢＰＤ５４などのイム
ノフィリンの使用が提供される。
【図面の簡単な説明】
【０００６】
【図１】図１Ａは、１ｍｌの培地を用いて２４ウェルのプレートに、２０,０００細胞／
ウェルにて蒔いたＬＮＣａＰ細胞の増殖およびＰＳＡ産生におけるジヒドロテストステロ
ン（ＤＨＴ）の影響を示している棒グラフである。細胞を示すようにＤＨＴ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（ＭＴＴ）アッセイにより３日目に測定した。図１Ｂは、１×１
０６細胞／ウェルにて１７５ｃｍ２のフラスコ中に蒔いたＬＮＣａＰ細胞の増殖およびＰ
ＳＡ産生におけるＤＨＴの影響を示すグラフである。細胞を、翌日１０ｎＭのＤＨＴを用
いてもしくは用いずに処理し、次いでＲＮＡの調製およびＰＳＡの分析のために回収した
。
【図２】図２は、ＲＮＡ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３Ａは、アンドロゲン処置に対するＰＳＡの発現特性を示す棒グラフである。
ｍＲＮＡのフリークエンシー(frequencies)をＹ軸にとり、各時点でのＤＨＴ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３Ｂは、アンドロゲン処置に対するＦ
ＫＢＰ５４の発現特性を示す棒グラフである。ｍＲＮＡのフリークエンシー(frequencies
)をＹ軸にプロットし、各時点でのＤＨＴアンドロゲン処置および非処置細胞をＸ軸にプ
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ロットした。
【図４】図４Ａは、ＰＳＡの定量ＲＴ－ＰＣＲ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ＤＨＴ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４Ｂは、ＦＫＢＰ５４の定量ＲＴ－ＰＣＲ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ＤＨＴ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、ＧＲＥｅｌｂＬｕｃレポーター構築物で一時的にトランスフェクトした
ＣＯＳ－１細胞、およびＦＫＢＰ５４をコードしている０．１μｇ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ＦＫＢＰ５４によるアンドロゲンレ
セプター（ＡＲ）の転写の活性化を示している棒グラフである。ＣＯＳ－１細胞を必要に
応じて１０－９Ｍの合成アンドロゲン、Ｒ１８８１を２０次間用いて処理した。バーは、
少なくとも３つの独立した実験±ＳＤの平均を示す。
【発明を実施するための形態】
【０００７】
　イムノフィリンは、シクロスポリンＡ（ＣｓＡ）、ＦＫ５０６、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ＦＫ５０６結合タンパク質、例えばＦＫＢＰ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、ＦＫ５０６およびラパマイシンは
ＦＫＢＰ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（
ＰＰＩａｓｅ）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。
【０００８】
　ＦＫＢＰ５４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ｍＲＮＡ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ｍＲＮＡおよびタンパク質発現／抑制／アンタゴナイズ）、ＦＫＢＰ５
４などのイムノフィリンの使用が提供される。
【０００９】
　遺伝子クラスター分析を用いて、ＦＫＢＰ５４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（ＰＳＡ）のものと同様であることが見出され
た。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ＦＫＢＰ５４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ＰＣＲを用いて、標的マ
ーカーの遺伝子発現を確認した。ＦＫＢＰ５４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ＦＫＢＰ５４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ＦＫＢＰ５４の存在も立証された
。さらに、ＣＯＳ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ＦＫＢＰ５４により高まることが示された。
【００１０】
　本発明の一の具体例により、対象からのサンプル中のＦＫ－結合タンパク質、例えば、
ＦＫＢＰ５４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
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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。
【００１１】
　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ｍＲＮＡまたはｃＤＮＡ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。
【００１２】
　さらに他の好ましい具体例において、サンプル中のＦＫＢＰマーカー、例えばＦＫＢＰ
５４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。
【００１３】
　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ＦＫＢＰマーカー、例えば、ＦＫＢＰ５
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。
【００１４】
　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ＦＫＢＰ５４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ＦＫＢＰマーカー、例えば
ＦＫＢＰ５４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。
【００１５】
　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ＦＫＢＰマーカー、例えばＦＫＢＰ５４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
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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
。
【００１６】
　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
ＦＫＢＰマーカー、例えばＦＫＢＰ５４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ＦＫＢＰマーカー、例えばＦＫＢＰ５４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。
【００１７】
　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ＦＫＢＰマーカー、例え
ばＦＫＢＰ５４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ＦＫＢＰマーカー、例えばＦ
ＫＢＰ５４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。
【００１８】
　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ＦＫＢＰマーカー、例えばＦＫＢＰ５
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ＦＫＢ
Ｐマーカー、例えばＦＫＢＰ５４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。
【００１９】
　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、ＦＫＢＰマーカー、例えばＦＫＢＰ５４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、ＦＫＢＰタンパク質、例えばＦＫＢＰ５４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。
【００２０】
　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、ＦＫＢＰマーカ
ー、例えばＦＫＢＰ５４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、ＦＫＢＰマーカー、例えばＦＫＢＰ５４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。
【００２１】
図面の簡単な記載
　図１は、１ｍｌの培地を用いて２４ウェルのプレートに、２０,０００細胞／ウェルに
て蒔いたＬＮＣａＰ細胞の増殖およびＰＳＡ産生におけるジヒドロテストステロン（ＤＨ
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ＤＨＴ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（ＭＴＴ）アッセイにより３日目に測定した。
【００２２】
　図１Ｂは、１×１０６細胞／ウェルにて１７５ｃｍ２のフラスコ中に蒔いたＬＮＣａＰ
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細胞の増殖およびＰＳＡ産生におけるＤＨＴの影響を示すグラフである。細胞を、翌日１
０ｎＭのＤＨＴを用いてもしくは用いずに処理し、次いでＲＮＡの調製およびＰＳＡの分
析のために回収した。
　図２は、ＲＮＡ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。
【００２３】
　図３Ａは、アンドロゲン処置に対するＰＳＡの発現特性を示す棒グラフである。ｍＲＮ
Ａのフリークエンシー(frequencies)をＹ軸にとり、各時点でのＤＨＴ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３Ｂは、アンドロゲン処置に対するＦＫＢＰ５４の発現特性を示す棒グラフである。
ｍＲＮＡのフリークエンシー(frequencies)をＹ軸にプロットし、各時点でのＤＨＴ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。
【００２４】
　図４Ａは、ＰＳＡの定量ＲＴ－ＰＣＲ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ＤＨＴ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。
【００２５】
　図４Ｂは、ＦＫＢＰ５４の定量ＲＴ－ＰＣＲ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ＤＨＴ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、ＧＲＥｅｌｂＬｕｃレポーター構築物で一時的にトランスフェクトしたＣＯＳ
－１細胞、およびＦＫＢＰ５４をコードしている０．１μｇ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ＦＫＢＰ５４によるアンドロゲンレセプタ
ー（ＡＲ）の転写の活性化を示している棒グラフである。ＣＯＳ－１細胞を必要に応じて
１０－９Ｍの合成アンドロゲン、Ｒ１８８１を２０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±ＳＤの平均を示す。
【００２６】
（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ＦＫ結合タンパク質（ＦＫＢＰ）、例えばＦＫＢＰ５４などのイムノ
フィリンに関するものである。本明細書中、「ＦＫＢＰ５４」なる用語は、「ＦＫＢＰ５
１」なる用語と同じ意義で用いられる。ＦＫＢＰ５４は、イムノフィリンファミリーのメ
ンバーである。他のＦＫ結合タンパク質には、制限されるものではないが、ＦＫＢＰ１２
(Hidalgo et al. (2000) Oncogene 19: 6680-6686, Genbank 受入番号AF3222070)、ＦＫ
ＢＰ１２．６(Deivanayagam et al. (2000) Acta. Crystallogr. D. Biol. Crystallog 5
6: 266-271, 受入番号L37086)、およびＦＫＢＰ５２(Yamamoto-Yamaguchi et al. (2001)
 Exp Hematol 29: 582-588, Genbank 受入番号M88279)が含まれる。
【００２７】
　ＦＫ結合タンパク質マーカー、例えばＦＫＢＰ５４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
ＫＢＰマーカー、例えば、ＦＫＢＰ５４、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ＦＫＢＰマーカー、例えば、ＦＫＢＰ５４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、ＦＫＢＰマーカー、例えば、ＦＫＢＰ５４を用いて前立腺癌を治療し得る方法も提供
される。
【００２８】
　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、ＦＫＢＰ５４の同定に基く。６８００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
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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
．０５）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。
ＦＫＢＰ５４は、ＬＮＣａＰ前立腺癌細胞において増加することが見出された。ＬＮＣａ
Ｐ細胞の増殖およびＰＳＡの産生は、天然のアンドロゲンレセプター（ＡＲ）リガンド、
に反応性があり、ＤＨＴ、ＬＮＣＡＰは遺伝子発現特性の適当なモデルである（例えば、
Kokontis et al. (1994) Cancer Res. 54: 1566-1573; Schuurmans et al (1991) J. Ste
roid Biochem. Mol. Biol. 40: 193-197; Swinnen et al. (1994) Molec. Cell. Endocri
nol. 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
-6464; Swinnen et al. (1996) Endocrinol. 137: 4468-4474を参照されたい）。
【００２９】
　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（
ＰＳＡ)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。
ＰＳＡ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。
【００３０】
　従って、本発明はＦＫＢＰ遺伝子（例えば、ＦＫＢＰ５４のＤＮＡまたはｃＤＮＡ）、
対応するｍＲＮＡ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。ＦＫＢＰマーカー、例えばＦＫ
ＢＰ５４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。ＦＫＢＰマー
カー、例えばＦＫＢＰ５４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、ＦＫＢＰマーカー、例えばＦＫＢＰ５４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。
【００３１】
　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、ＦＫ
ＢＰマーカー、例えばＦＫＢＰ５４マーカーが提供される。本発明のＦＫＢＰマーカー、
例えばＦＫＢＰ５４マーカーは核酸分子（例えば、ＤＮＡ，ｃＤＮＡ、またはＲＮＡ）ま
たはポリペプチドであってよい。ＦＫＢＰマーカー、例えばＦＫＢＰ５４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、「ＦＫＢＰ５４」（受入番号Ｕ４２０３１）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ｍＲＮＡの存在、およびこの遺伝子に関して増加
ま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、ＦＫＢＰマーカー、例えばＦＫＢＰ５４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１０－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。
【００３２】
　本発明のＲＮＡ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. Molec
ular Cloning: A Laboratory Manual. 2nd , ed., Cold Spring Harbor Laboratory , Co
ld Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989, およびCurrent p
rotocols in Molecular Biology, eds. Ausubel et al. John Wiley & Sons: 1992を参照
されたい。）。ＲＮＡ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
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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ＲＮＡ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ＰＣＲ（核酸分子の場合）により評価さ
れてもよい。
【００３３】
　所定の具体例において、ＦＫＢＰの遺伝子自体（例えば、ＦＫＢＰ５４ＤＮＡまたはｃ
ＤＮＡ）を前立腺癌のマーカーとして供してよい。例えば、ＦＫＢＰ５４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、
ＦＫＢＰ５４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
。
【００３４】
　本発明のＦＫＢＰ遺伝子、例えばＦＫＢＰ５４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ＤＮＡを抽出し、標識したプローブ（例えば相
補的ＤＮＡ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
ＮＡまたはｃＤＮＡ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。ＤＮＡ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ＰＣＲが含まれる。
【００３５】
　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。
【００３６】
　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
ＦＫＢＰマーカー、例えばＦＫＢＰ５４マーカーが提供される。このＦＫＢＰマーカー、
例えばＦＫＢＰ５４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ＦＫＢＰマーカー、例えばＦＫＢＰ５４マーカーが提供される。
ＦＫＢＰマーカー、例えばＦＫＢＰ５４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。
【００３７】
　本発明のＦＫＢＰマーカー、例えばＦＫＢＰ５４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、ｍＲＮＡ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ＦＫＢＰマーカー、例えばＦＫＢＰ５４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
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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、「GeneCh
ip」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ＦＫＢＰポリペプチド（例えば、ＦＫＢＰ５４）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ＰＣＲを用いて、標的マーカ
ーの発現を確認した。ＦＫＢＰ５４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ＦＫＢＰ５４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ＦＫＢＰ５４の存在も立証された。さらに、ＣＯ
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
ＦＫＢＰ５４により高められることを示した。
【００３８】
　全ＦＫＢＰマーカー、例えばＦＫＢＰ５４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、１０、１５、２０、２５、３
０、３５、４０、４５、５０、５５、６０、６５、７０、７５、１００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。
【００３９】
　本発明のＦＫＢＰ、例えばＦＫＢＰ５４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。
【００４０】
　本発明以前にいくつかのマーカー、例えばＰＳＡ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。
【００４１】
　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ＦＫＢＰマーカー、例えばＦＫＢＰ５４マーカーに対応するタンパク質
を（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。
【００４２】
　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
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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ＦＫＢＰマーカー、例えばＦＫＢ
Ｐ５４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ＦＫＢＰマーカー、例えばＦＫＢＰ５４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。
【００４３】
　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ＦＫＢＰマーカー、例えばＦＫＢＰ５４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ＦＫＢＰマー
カー、例えばＦＫＢＰ５４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。
【００４４】
　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ＦＫＢＰマーカー、例えばＦＫＢＰ５４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ＦＫＢＰマー
カー、例えばＦＫＢＰ５４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。
【００４５】
　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ＦＫＢＰマーカー、例えばＦＫＢＰ５４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ＦＫＢＰマ
ーカー、例えばＦＫＢＰ５４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ｍＲＮＡまたはＤＮＡ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ｍＲＮＡまたはＤＮＡ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
腺癌を処置し得る。
【００４６】
　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ｍＲＮＡまたはＤＮＡ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ｍＲＮＡまたはＤ
ＮＡ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。
【００４７】
　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
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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ＦＫＢＰマーカー、例えばＦＫＢＰ５４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ＦＫＢＰマ
ーカー、例えばＦＫＢＰ５４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ＦＫＢＰマーカー、例えばＦＫＢＰ５４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。
【００４８】
　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、ＦＫＢＰマーカー、例えばＦＫＢ
Ｐ５４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ＦＫＢＰマーカー、例えばＦＫＢＰ５４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。
【００４９】
　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
ＦＫＢＰマーカー、例えばＦＫＢＰ５４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ＦＫＢＰマ
ーカー、例えばＦＫＢＰ５４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ＦＫＢＰマーカー、例えばＦＫＢＰ５４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
。
【００５０】
　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。
【００５１】
　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、ＦＫＢＰマーカー、例えばＦＫＢ
Ｐ５４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
。
【００５２】
　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、ＦＫＢＰマーカー、例えばＦＫＢＰ５
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。
【００５３】
　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
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数の化合物、およびＦＫＢＰマーカー、例えばＦＫＢＰ５４マーカーの発現を評価するた
めの試薬が含まれる。
【００５４】
　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。
【００５５】
　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ＲＮＡ（ｍＲＮＡ）、ト
ランスファーＲＮＡ、リボソームＲＮＡ、リボザイム、ｃＤＮＡ、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ＤＮＡ、あらゆ
る配列の単離ＲＮＡ、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。
【００５６】
　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ＲＮＡ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。
【００５７】
　「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。
【００５８】
　「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。
【００５９】
　「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’－ＯＨ基を一般に有する短いポリヌクレオチドが含まれる
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。「ポリメラーゼ鎖反応」（「ＰＣＲ」）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ＤＮＡ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。ＰＣＲ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。ＰＣＲ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. Molecul
ar Cloning: A Laboratory Manual. 2nd, ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold S
pring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989を参照されたい。）。
【００６０】
　「ｃＤＮＡ」なる用語には、逆転写酵素などの酵素でｃＤＮＡへと作製される、細胞ま
たは生物体に存在するｍＲＮＡ分子である相補的ＤＮＡが含まれる。「ｃＤＮＡライブラ
リー」には、逆転写酵素を用いてｃＤＮＡに変換され、次いで「ベクター」（外来ＤＮＡ
の付加後複製し続けることができる他のＤＮＡ分子）へと挿入される、細胞または生物体
に存在するｍＲＮＡ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ｃＤＮＡ（およびつまりｍＲＮＡ）に関して
プローブすることができる。
【００６１】
　「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。
【００６２】
　「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ＤＮＡま
たはＲＮＡ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。
【００６３】
　「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ＤＮＡ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。
【００６４】
　「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。
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【００６５】
　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ｍＲＮＡ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ＤＮＡ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ｍＲＮＡ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、ＲＮＡ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、ｌａｃ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
ＵＧ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
 Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989)。同様に真核生物発現ベクターには
、ＲＮＡポリメラーゼＩＩ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ＡＵＧ、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。
【００６６】
　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ｍＲＮ
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１０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。
【００６７】
　「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。
【００６８】
　「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
、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、ＰＣＲ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。
【００６９】
　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６０％、６５％、７０％、７５％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
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。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（ＳＳＣ）中約４５℃にてのハイブリダイゼーションの後、０．
２×ＳＳＣ、０．１％ＳＤＳ中５０℃にて、好ましくは５５℃にて、より好ましくは６０
℃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。
【００７０】
　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。
【００７１】
　「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。
【００７２】
　本明細書中、「前立腺癌」（ＣａＰ）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７０歳ま
たは８０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（ＭＣ）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。ＣａＰ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。
【００７３】
　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。
【００７４】
　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。
【００７５】
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、ｍＲＮＡ）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
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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ＰＣ
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、ＤＮＡ分子（例えばｃＤＮＡまたはゲノムＤＮＡ）および
ＲＮＡ分子（例えば、ｍＲＮＡ）およびヌクレオチド類似体を用いて作製されるＤＮＡま
たはＲＮＡ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ＤＮＡである。
【００７６】
　「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ＤＮＡに関して、「単離された」なる用語には、
ゲノムＤＮＡ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ＤＮＡ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ＤＮＡ中の
核酸分子に本来隣接する約５ｋｂ、４ｋｂ、３ｋｂ、２ｋｂ、１ｋｂ、０．５ｋｂ、また
は０．１ｋｂ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ｃＤＮＡ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。
【００７７】
　本発明の核酸分子、例えば、ＦＫＢＰ遺伝子、例えばＦＫＢＰ５４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。ＦＫＢＰ遺伝子、例えばＦ
ＫＢＰ５４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. 2
nd, ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Col
d 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。
【００７８】
　本発明の核酸は、ｃＤＮＡ、ｍＲＮＡ、またはそれとは別にゲノムＤＮＡ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ＰＣＲ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、ＤＮＡ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ＤＮＡ合成装置を用いて調製することがで
きる。
【００７９】
　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、
ＦＫＢＰ５４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。
【００８０】
　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１５、好ましくは約２０または２５、より
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好ましくは約５０、７５、１００、１２５、１５０、１７５、２００、２２５、２５０、
２７５、３００、３２５、３５０、４００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。
【００８１】
　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ｍＲＮＡ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。
【００８２】
　本発明はさらに、遺伝子コードの縮重のためにＦＫＢＰ遺伝子、例えばＦＩＢ５４遺伝
子の核酸配列とは異なり、そしてＦＫＢＰ遺伝子、例えばＦＫＢＰ５４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。
【００８３】
　ＦＫＢＰ遺伝子、例えばＦＫＢＰ５４遺伝子のヌクレオチド配列に加えて、ＦＫＢＰ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ＤＮＡ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。ＦＫＢ
Ｐ遺伝子、例えばＦＫＢＰ５４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ＲＮＡ発現レベルに影響するＤＮＡ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。
【００８４】
　本発明のＦＫＢＰ遺伝子、例えばＦＫＢＰ５４マーカー遺伝子またはＦＫＢＰ、例えば
ＦＫＢＰ５４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、ＦＫＢＰ遺伝子、例えばＦＫＢＰ５４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ｃＤＮＡ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。
【００８５】
　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１５、２０、２
５、３０、５０、１００、１５０、２００、２５０、３００、３５０、４００、４５０、
５００、５５０、６００、６５０、７００、７５０、８００、８５０、９００、９５０、
１０００、１１００、１２００、１３００、１４００、１５００、１６００、１７００、
１８００、１９００、２０００、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６０％
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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７０％、より好ましくは少なくとも約８０％、いっそうより好ま
しくは少なくとも約８５％または９０％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（ＳＳＣ）中約６５℃にての
ハイブリダイゼーションの後、０．２×ＳＳＣ、０．１％ＳＤＳ中５０℃にて、好ましく
は５５℃にて、よりいっそう好ましくは６０℃にて、およびいっそうより好ましくは６５
℃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、ＦＫＢＰ遺伝子、例
えばＦＫＢＰ５４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ＲＮ
ＡまたはＤＮＡ分子が含まれる。
【００８６】
　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。
【００８７】
　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、ＦＫ
ＢＰ遺伝子、例えばＦＫＢＰ５４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６０％、６５％、７０％、７５％、８０
％、８５％、９０％、９５％、９８％またはそれ以上の相同性を含む。
【００８８】
　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ＰＣＲによる突然変異誘発などの常套法
により、本発明のＦＫＢＰ遺伝子、例えばＦＫＢＰ５４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
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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。
【００８９】
　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ｃＤＮＡ分
子のコーディング鎖に相補的もしくはｍＲＮＡ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、ＦＫＢＰ遺伝子、例えばＦＫＢＰ５４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）。
【００９０】
　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ｍＲＮＡ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、１０、１５、２０、２５、３０、３
５、４０、４５、５０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、Ｎ６－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
、Ｎ６－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－Ｎ６－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、（ａｃｐ３）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
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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ＲＮＡ
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）。
【００９１】
　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ｍＲＮＡおよび／またはゲノムＤＮＡ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、ＤＮＡ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ｐｏｌＩＩ
またはｐｏｌＩＩＩ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。
【００９２】
　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ＲＮＡと特徴的な二本鎖ハイブリッドを形成する(Gaultier et al. (1987) 
Nucleic 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ＲＮＡ‐Ｄ
ＮＡ類似体(Inoue et al. (1987)FEBS Lett. 215: 327-330)をも含み得る。
【００９３】
　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ｍＲＮＡ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ＲＮＡ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:
 585-591に開示されている））を用いて、本発明のＦＫＢＰ５４遺伝子のｍＲＮＡ転写産
物を触媒分解して、それによりこのｍＲＮＡ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ｍＲＮＡにおける分解さ
れ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ｍＲＮＡを
用いて、ＲＮＡ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ＲＮＡを選択
することができる。例えば、Bartel. D. and Szostak, J. W. (1993) Science 261: 1411
-1418を参照されたい。
【００９４】
　別法として、ＦＫＢＰ遺伝子、例えばＦＫＢＰ５４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 
Des. 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。
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【００９５】
　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「ＰＮＡｓ」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ＤＮＡミメティクス
を意味する。ＰＮＡの中性骨格は、低イオン強度の条件下で、ＤＮＡおよびＲＮＡ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。ＰＮＡ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: 1
4670-675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。
【００９６】
　ＰＮＡ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、ＰＮＡ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
。ＦＫＢＰ、例えばＦＫＢＰ５４の核酸分子のＰＮＡは、遺伝子における単一塩基対変異
の分析（例えばＰＮＡ指向性ＰＣＲクランピングによる）において；他の酵素（例えば、
Ｓ１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ＤＮＡ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。
【００９７】
　他の具体例において、ＰＮＡ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）、ＰＮＡ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、ＰＮＡ-Ｄ
ＮＡ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、ＰＮＡおよびＤＮＡの有利な特性を組み合わせ
てよい本発明の核酸分子のＰＮＡ-ＤＮＡキメラを作製することができる。そのようなキ
メラは、ＤＮＡ認識酵素（例えばＲＮＡｓｅＨおよびＤＮＡポリメラーゼ）がＤＮＡ部分
と相互作用することを許容し、一方、ＰＮＡ部分は高い結合アフィニティおよび特異性を
提供する。ＰＮＡ-ＤＮＡ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）。ＰＮＡ-ＤＮＡ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、ＤＮＡ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
、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ＰＮＡおよびＤＮＡ５’末端間に用いることができる(Mag, M. et al. (1989) Nucleic
 Acid Res. 17: 5973-88)。ＰＮＡモノマーを次いで段階を追って結合させて、５’ＰＮ
Ａセグメントおよび３’ＤＮＡセグメントを有するキメラ分子を作製する（Finn P. J. e
t al. (1996)既出）。別法として、キメラ分子は、５’ＤＮＡセグメントおよび３’ＰＮ
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
 Med. Chem. Lett. 5: 1119-11124)。
【００９８】
　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) P
roc. 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
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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、Kro
l 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
、Zon(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。
【００９９】
ＩＩ.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ＤＮＡ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。
【０１００】
　「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３０％（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２０％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１０％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２０％未満、より好ましく
は約１０％未満、および最も好ましくは約５％未満を示す。
【０１０１】
　「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３０％未満（乾燥重量に
て）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２０％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。
【０１０２】
　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、１０、２５、５０、１００、２００、またはそれ
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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。
【０１０３】
　好ましい具体例において、マーカータンパク質はＦＫＢＰ遺伝子、例えばＦＫＢＰ５４
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ＦＫＢＰ遺伝子
、例えばＦＫＢＰ５４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、ＦＫＢＰ遺伝子、例えばＦＫ
ＢＰ５４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６０％、６５％、
７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、９８％、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。
【０１０４】
　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３０％、好ましくは少なくとも４０％、より好ましくは少な
くとも５０％、いっそうより好ましくは少なくとも６０％、およびさらにいっそう好まし
くは少なくとも７０％、８０％、または９０％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。
【０１０５】
　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、ＧＣＧスフトウェアパッケージ(http://www.gcg.comより入手可能)中のＧＡＰ
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１６、１４、１２、１０、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、ＧＣＧスフトウ
ェアパッケージ（http://www.gcg.comにて入手可能）中のＧＡＰアルゴリズムを用いて、
NWSgapdna.CMPマトリックスおよび４０、５０、６０、７０、または８０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)、１２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。
【０１０６】
 　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＝１００、単語長(word
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length)＝１２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＝５０、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) Nuclei
c Acids 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Gapped 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NBL
AST)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。
【０１０７】
　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
、ＦＫＢＰ５４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。
【０１０８】
　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ＧＳＴ配列のＣ末端に
融合したＧＳＴ-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。
【０１０９】
　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。
【０１１０】
　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；（ｉｉ）マーカータンパク質をコードしている遺伝
子の誤調節；および（ｉｉｉ）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。
【０１１１】
　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。
【０１１２】
　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ＤＮＡ
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ＤＮＡ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
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、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ＤＮＡ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ＰＣＲ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 Wile
y & SOns: 1992を参照されたい。）。さらに、融合部分（例えば、ＧＳＴ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。
【０１１３】
　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ＧＳＴ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。
【０１１４】
　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。
【０１１５】
　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ＤＮ
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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; 
Itakura et al. (1984) Science 198: 1056; Ike et al. (1983) Nucleic Acid Res. 11:
 477を参照されたい)。
【０１１６】
　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ＰＣＲフラグメントを処理すること、二本鎖ＤＮＡを変性すること、
ＤＮＡ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
ＮＡを形成すること、Ｓ１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。
【０１１７】
　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ｃＤ
ＮＡ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(recur
sive ensemble mutagenesis)(ＲＥＭ）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. Ac
ad. Sci. USA 89: 7811-7815; Delgrave et al. (1993) Protein Engineering 6(3): 327
-331)。
【０１１８】
　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、ＦＫＢＰ５４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１０アミノ酸残基、より好ましくは少なくとも１５ア
ミノ酸残基、よりいっそう好ましくは少なくとも２０アミノ酸残基、および最も好ましく
は少なくとも３０アミノ酸残基から成る。
【０１１９】
　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。
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【０１２０】
　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。
【０１２１】
　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（ａｂ）お
よびＦ（ａｂ’）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。
【０１２２】
　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（ＥＬＩＳＡ）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、ＩｇＧ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 a
nd Milstein(1975)(Nature256:495-497)により初めに記載されたハイブリドーマ法（Brow
n et al. (1981) J. Immunol. 127: 539-46; Brown et al. (1980) J. Biol. Chem. 255:
 4980-83; Yeh et al. (1976) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76: 2927-31; およびYeh et
 al. (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)、ＥＢＶ－ハイブリドーマ
法(Cole et al. (1985), Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, I
nc., 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
ることができる。
【０１２３】
　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, P
lenum Publishing Corp., New York, New York (1980); E.A. lerner (1981) Yale J. Bi
ol. 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
。
【０１２４】
　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
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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。
【０１２５】
　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（「ＨＡＴ」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、Ｐ３-ＮＳ１/１-Ａｇ４-１、Ｐ３-ｘ６３-Ａｇ８．６５
３、またはＳｐ２/Ｏ-Ａｇ１４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、ＡＴＣＣから入手可能である。典型的には、ＨＡＴ-感
受性マウス骨髄腫細胞をポリエチレングリコール（「ＰＥＧ」）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ＨＡＴ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ＥＬＩＳＡアッセイを用いてスクリーニングすることにより、検出する。
【０１２６】
　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２７-９４００-０１；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24061
2)。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；Kan
g 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.
 PCT国際公開WO93/01288; McCafferty et al. PCT国際公開WO92/01047; Garrard et al. 
PCT国際公開WO92/09690; Ladner et al PCT国際公開WO90/02809; Fuchs et al. (1991) B
io/Technology 9: 1370-1372; Hay et al. (1992) Hum. Antibod. Hybridomas 3: 81-85;
 Huse et al. (1989) Science 246: 1275-1281; Griffiths et al. (1993) EMBO J 12: 7
25-734; Hawkins et al. (1992) J. Mol. Biol. 226: 889-896; Clarkson et al. (1991)
 Nature 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: 7
978-7982; およびMcGafferty et al. Nature (1990) 348: 552-554に見出すことができる
。
【０１２７】
　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ＤＮＡ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ＤＮＡ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
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許第4,816,567; Cabilly et al. 欧州特許出願125,023; Better et al. (1988) Science 
240: 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. Sc
i. USA 84:214-218; Nixhimura et al. (1987) Canc. Res. 47: 999-1005; Wood et al. 
(1985) Nature 314: 446-449; およびShaw et al. (1988) J. Natl. Cancer Inst. 80: 1
553-1559); Morrison, S.L. (1985) Science 229: 1202-1207; Oi et al. (1986) Bio Te
chniques 4: 214; Winter 米国特許5,225,539; Jones et al. (1986) Nature 321: 552-5
25; Verhoeyan et al. (1988) Science 239: 1534; Beidler et al. (1988) J. Immunol.
 141: 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。
【０１２８】
　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ＩｇＧ、ＩｇＡ、およびＩｇ
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,
425;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。
【０１２９】
　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)
。
【０１３０】
　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
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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、１２５Ｉ、１３１Ｉ、３５Ｓ、また
は３Ｈが含まれる。
【０１３１】
ＩＩＩ．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ＤＮＡセグメントをライゲートするこ
とができる環状二本鎖ＤＮＡ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ＤＮＡ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ＤＮＡ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。
【０１３２】
　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 
Expression Technology; Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA 
(1990)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、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。
【０１３３】
　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 Pre
ss, 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
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、例えばＴ７プロモーター調節配列およびＴ７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。
【０１３４】
　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３４）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Ｘａ、
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（ＧＳＴ）、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ｐＧＥＸ(Pharmacia Biotech Inc; Smith, D.B
. およびJohnson, K.S. (1988) Gene 67: 31-40)、ｐＭＡＬ(New England Biolabs, Beve
rly, MA)およびｐＲＩＴ５(Pharmacia, Piscataway NJ)が含まれる。
【０１３５】
　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、ｐＴｒｃ（Amann et al., (1
988) Gene 69: 301-315)およびｐＥＴ１１ｄ（Studier et al., Gene Expression Techno
logy: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, California (1990)60-
89)が含まれる。ｐＴｒｃベクターからの標的遺伝子発現は、ハイブリッドｔｒｐ－ｌａ
ｃ融合プロモーターからの宿主ＲＮＡポリメラーゼ転写に依存する。ｐＥＴ１１ｄ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ＲＮＡポリメラーゼ（Ｔ７ｇｎ１）
により媒介されるＴ７ｇｎ１０－ｌａｃ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ＢＬ２１（ＤＥ３）またはＨＭＳ１７４（ＤＥ３）により
、ｌａｃＵＶ５プロモーターの転写対照下にＴ７ｇｎ１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。
【０１３６】
　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 18
5, 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 Aci
ds Res. 20: 2111-2118）。本発明の核酸配列のそのような変更は常套のＤＮＡ合成法に
より行うことができる。
【０１３７】
　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、ｐＹｅｐＳ
ｅｃ１(Baldari, et al., (1987) Embo J. 6: 229-234)、ｐＭＦａ(Kurjan and Herskowi
tz, (1982) Cell 30: 933-943)、ｐＪＲＹ８８(Schultz et al., (1987) Gene 54: 113-1
23)、ｐＹＥＳ２(Invitrogen Corporation, San Diego, CA)、およびｐｉｃＺ(InVitroge
n Corp, San Diego, CA)が含まれる。
【０１３８】
　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
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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、Ｓｆ９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、ｐＡｃシリーズ（Smith et a
l. (1983) Mol. Cell Biol. 3: 2156-2165)およびｐＶＬシリーズ(Lucklow and Summers 
(1989) Virology 170: 31-39)が含まれる。
【０１３９】
　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、ｐＣＤＭ８(Seed, B. (1987) Nature 32
9: 840)およびｐＭＴ２ＰＣ(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４０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., 
Fritsh, E.F. and Maniatis, T. Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 2nd, ed., 
Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring 
Harbor, NY, 1989のチャプター１６および１７を参照されたい。
【０１４０】
　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
 al (1987) Genes Dev. 1: 268-277)、リンパ球特異的プロモーター(Calame and Eaton (
1988) Adv. Immunol. 43: 235-275)、特にＴ細胞レセプターのプロモーター(Winoto and 
Baltimore (1989) EMBO J. 8: 729-733)および免疫グロブリン(Banerji et al. (1983) C
ell 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. 
Sci. USA86: 5473-5477)、膵臓特異的プロモーター(Edlund et al. (1985) Science 230:
 912-916)、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
,316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ｈｏｘ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-
546)も包含される。
【０１４１】
　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ＤＮＡ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、ＤＮＡ分子は、ＦＫＰ
Ｂ５４遺伝子に対応しているｍＲＮＡに対してアンチセンスであるＲＮＡ分子の（ＤＮＡ
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ＲＮＡ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ＲＮＡ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ＲＮＡ、レビュー－Trends in Genetics, 
Vol. 1(1) 1986を参照されたい。
【０１４２】
　本発明の別の態様は、組換え発現ベクター内の例えばＦＫＢＰ遺伝子、ＦＫＢＰ５４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
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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。
【０１４３】
　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（ＣＨＯ）またはＣＯＳ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。
【０１４４】
　ベクターＤＮＡ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
、ＤＥＡＥ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ＤＮＡ）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 L
aboratory Manual. 2nd, ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor La
boratory 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。
【０１４５】
　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ＤＮＡ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Ｇ４１８、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）。
【０１４６】
　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。
【０１４７】
　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
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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ＤＮＡ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ＦＫＢＰ５４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ＤＮＡ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。
【０１４８】
　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
 et alによる米国特許第4,873,191およびHogan, B., Manipulating the Mouse Embryo,(C
old 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
ｍＲＮＡ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。
【０１４９】
　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ＦＫＢＰ、例えばＦＫＢ
Ｐ５４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
、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ＤＮＡ（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.
 and 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,
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 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.
 in Teratocaricinomas and Embryonic Stem Cells: A Practical Approach, E.J. Rober
tson, 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ＤＮＡ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ＤＮＡ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: 823-82
9、およびLe Mouellec et alによるPCT国際公開WO90/11354、Smithies et alによるWO91/
01140；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。
【０１５０】
　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Ｐ１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. 
Natl. 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ＦＬＰリコンビナーゼシステムである(O'Gorman et a
l. (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。
【０１５１】
　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Ｇ０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。
【０１５２】
ＩＶ．医薬組成物
　本発明の核酸分子、即ち、本発明のＦＫＢＰ５４、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。
【０１５３】
　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
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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。
【０１５４】
　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。
【０１５５】
　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；Zucker
mannn 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)。
【０１５６】
　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
ナトリウムまたはデキストロースなどの緊張調整剤。ｐＨ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。
【０１５７】
　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,
 Parsippany, NJ)またはリン酸緩衝塩水（ＰＢＳ）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
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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。
【０１５８】
　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。
【０１５９】
　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(Stero
tes)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。
【０１６０】
　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
。
【０１６１】
　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。
【０１６２】
　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。
【０１６３】
　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
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、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。
【０１６４】
　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。
【０１６５】
　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
ＬＤ５０（集団の５０％に対して致命的な投与量）およびＥＤ５０（集団の５０％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ＬＤ５０/Ｅ
Ｄ５０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。
【０１６６】
　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ＥＤ５０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ＩＣ５０（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。
【０１６７】
　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. Na
tl. 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。
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【０１６８】
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；ＣＤ-ＲＯＭなどの光学貯蔵媒体；ＲＡＭおよびＲＯＭ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。
【０１６９】
　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。
【０１７０】
　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Mic
roSoft 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A
SCII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。
【０１７１】
　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。
【０１７２】
　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８６００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。
【０１７３】
　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
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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。
【０１７４】
　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。
【０１７５】
　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。
【０１７６】
ＶＩ．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。
【０１７７】
　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。
【０１７８】
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
ＲＮＡ、ゲノムＤＮＡ）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ｍＲＮＡまたはゲノムＤＮＡを検出す
るのに好ましい試薬は、本発明のｍＲＮＡまたはゲノムＤＮＡ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。
【０１７９】
　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
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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、Ｆａｂ、またはＦ（ａｂ’）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ＤＮＡ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ｍＲＮＡ、タンパク質、またはゲノムＤＮＡ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ｍＲＮＡ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
ＬＩＳＡ）、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ＤＮＡ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。
【０１８０】
　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ｍＲＮＡ分子および試験対象からのゲノム
ＤＮＡ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。
【０１８１】
　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、ｍＲＮＡ，またはゲノムＤＮＡ
を検出することができ、その結果マーカータンパク質、ｍＲＮＡまたはゲノムＤＮＡ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、ｍＲＮＡまたはゲノムＤＮＡの対照サンプル中
の存在を、マーカータンパク質、ｍＲＮＡ、またはゲノムＤＮＡの試験サンプル中の存在
と比較することをさらに含む。
【０１８２】
　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ｍＲＮＡ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
。
【０１８３】
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
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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。
【０１８４】
　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、ｍＲＮＡまたはゲノムＤＮＡ）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。
【０１８５】
　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。
【０１８６】
　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ＲＮＡ転
写のレベルの変化；６）マーカー遺伝子の、例えばゲノムＤＮＡ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ＲＮＡ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１０）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。
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【０１８７】
　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（ＰＣＲ）、アンカーＰ
ＣＲまたはＲＡＣＥ ＰＣＲなどにおける（例えば、米国特許第4,683,195号および4,683,
202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（ＬＣＲ）における
（例えば、Landegran et al. (1988) Science 241: 1077-1080; and Nakazawa et al. (1
994) 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(Abrav
eya 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、ｍＲＮＡ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。ＰＣＲおよび／
またはＬＣＲ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。
【０１８８】
　別の増幅法には、自律性配列複製(Guatelli, J.C. et al., (1990) Proc. Natl. Acad.
 ASci. USA 87: 1874-1878)、転写増幅システム(Kwoh, D. Y. et al., (1989) Proc. Nat
l. Acad. Sci. USA 86:1173-1177)、Ｑ－ベータレプリカーゼ（Lizardi, P.M. et al. (1
988) 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。
【０１８９】
　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ＤＮＡ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
ＤＮＡの間のフラグメントの長さのサイズの差が、サンプルＤＮＡ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。
【０１９０】
　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ＤＮＡまたはＲＮＡ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 Mutati
on7: 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)ＤＮＡ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
び対照中の長いＤＮＡ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。
【０１９１】
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　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; Co
hen 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)。
【０１９２】
　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、ＲＮＡ／ＲＮＡまたはＲＮＡ
／ＤＮＡ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. (198
5) 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）ＲＮＡまたはＤＮＡを、組織サンプルから得
た変異の可能性のあるＲＮＡまたはＤＮＡ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、ＲＮＡ／ＤＮＡ二本鎖はＲＮａｓｅで処理することができ、および、ＤＮＡ／ＤＮ
ＡハイブリッドはＳ１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、ＤＮＡ／ＤＮＡまたはＲＮＡ
／ＤＮＡ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 Enzymo
l 217: 286-295を参照されたい。好ましい具体例では、対照ＤＮＡまたはＲＮＡを検出の
ために標識することができる。
【０１９３】
　さらに他の具体例では、ミスマッチ切断反応は、二本鎖ＤＮＡ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「ＤＮＡ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ｃＤＮＡ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ｍｕｔＹ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ＤＮＡ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: 16
57-1662)。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ｃＤＮＡまたは他のＤＮＡ産物にハイブリダイズさせる。二本鎖
をＤＮＡ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。
【０１９４】
　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
立体構造多型（ＳＳＣＰ）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 
(1993) 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ＤＮＡ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。
ＤＮＡ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、ＲＮＡ（ＤＮＡよりもむしろ）を用いることにより高めてよく、この場合、
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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)。
【０１９５】
　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（ＤＧＧＥ）を用いてア
ッセイする(Myers et al. (1985) Nature 313: 495)。ＤＧＧＥを分析の方法として用い
る場合、ＤＮＡ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４０ｂ
ｐの高融点のＧＣに富むＤＮＡのＧＣクランプをＰＣＲ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ＤＮＡの移動度の差を同定する(Rosenbaum and Reissner (1987) Biophys Chem 265:
 12753)。
【０１９６】
　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ＤＮＡにハイブリダイズさせてよい(Saiki et al. (1986) Nature 324: 1
63); 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ＰＣＲにより増幅された標的ＤＮＡ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ＤＮＡとハイブリダイズさせる。
【０１９７】
　別法として、選択的ＰＣＲ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)
 Tibtech 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Ｔａｑ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。
【０１９８】
　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。
　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。
【０１９９】
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
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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。
【０２００】
　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ＲＮＡ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ＲＰ－ＰＣＲ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。
【０２０１】
　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
；（ｉｉ）マーカータンパク質、ｍＲＮＡ，またはゲノムＤＮＡの、投与前サンプル中で
の発現のレベルを検出すること；（ｉｉｉ）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；（ｉｖ）マーカータンパク質、ｍＲＮＡまたはゲノムＤＮＡ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、ｍＲ
ＮＡ、またはゲノムＤＮＡ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、ｍＲＮＡ、またはゲノムＤＮＡ
と比較すること；および、（ｖｉ）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。
【０２０２】
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
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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。
【０２０３】
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。ＦＫＢＰ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ＣＣＩ－７７９および類似体、ＦＫ５０６、
ＦＫ５０６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ＦＫ－５０６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ＦＫ５０６（R.S. Coleman et al., 「免疫抑制剤ＦＫ５０６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 
(1989)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。
【０２０４】
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
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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。
【０２０５】
　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。
【０２０６】
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。
【０２０７】
　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（
Ｇ６ＰＤ）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。
【０２０８】
　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６０,０
００－１００,０００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
ＩＩ／ＩＩＩ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（ＳＮＰ）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、「ＳＮ
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Ｐ」は、ＤＮＡ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、
ＳＮＡはＤＮＡの約１０００塩基当たりに１つ生じ得る。ＳＮＰ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
ＮＰ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ＳＮＰ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。
【０２０９】
　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。
【０２１０】
　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（ＮＡ
Ｔ２）およびシトクロームＰ４５０酵素ＣＹＰ２Ｄ６およびＣＹＰ２Ｃ１９）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（ＥＭ）および弱い代謝能力を有する人（ＰＭ）にて表現される。ＰＭの優勢は
、異なる集団の間で異なる。例えば、ＣＹＰ２Ｄ６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ＣＹＰ２Ｄ６の不在に通じるいくつかの変異がＰＭにおいて同定さ
れている。ＣＹＰ２Ｄ６およびＣＹＰ２Ｃ１９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ＣＹＰ２Ｄ６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、ＰＭ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、ＣＹＰ２Ｄ６遺
伝子の増幅によるものであることが確認された。
【０２１１】
　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。
【０２１２】
　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。
【０２１３】
　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。
【０２１４】
実施例
実施例１：マーカーｃＤＮＡの同定および特定
（ｉ）方法および材料
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（ａ）培養細胞
　ヒト前立腺癌細胞株ＬＮＣａＰ、ＤＵ－１４５、ＰＣ－３、およびＴｓｕ－ｐｒｌをＡ
ＴＣＣから得た。ＬＮＣａＰ癌細胞は空気中５％ＣＯ２の湿った雰囲気中、１０％の子牛
血清（Life Technologies, Inc, Rockville, MD)、３ｍＭのＬ－グルタミン、１００μｇ
／ｍｌのストレプトマイシンおよび１００ユニット／ｍｌのペニシリンを補充したＲＰＭ
Ｉ１６４０培地中に維持した。他の株は、３ｍＭのＬ－グルタミン、１００μｇ／ｍｌの
ストレプトマイシン、１００ユニット／ｍｌのペニシリンおよび１０％のＦＣＳを含んで
いるＤＭＥＤ中、５％のＣＯ２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ＦＣＳを含んでいるＲＰＭＩ１６４０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２４時間培養した。細胞を１
０ｎＭのＤＨＴの不在または存在下に、０、２、４、６、１２、２４、４８、および７２
時間増殖させた。それらを各時点で回収および凍結した。２００μｌの培地を各フラスコ
からＰＳＡアッセイのために回収した。
【０２１５】
（ｂ）細胞増殖アッセイ
　ＬＮＣａＰ細胞の増殖におけるＤＨＴの効果を確認するために、３０００細胞／ウェル
にて細胞を９６ウェルのプレートに、ＤＨＴでの処置前２４時間播種した。７２時間後、
ＭＴＴを各ウェルに添加し、そして３７℃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、１００μｌのＤＭＳＯ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５７０ｎＭにて読んだ。
【０２１６】
（ｃ）ＰＳＡ ＥＬＩＳＡ
　ＰＳＡの定量を、ＥＬＩＳＡを用いて行った。簡単には、９６ウェルのＮｕｎｃプレー
トを１００μｌのヤギ抗－ＰＳＡ（１μｇ／ｍｌ、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、１００μｌのブロッキングバッファ
ー（ＰＢＳ、０．０５％のトゥイーン２０、1μＭのＥＤＴＡ、０．２５％のＢＳＡおよ
び０．０５％のＮａＮ３）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ＰＳＡおよびＥｕ標識抗－マウスＩｇＧの１：１混合
物と共にインキュベートした（１０ｎｇ／抗体 各々／ウェル １１／２時間室温にて）。
プレートを次いで４回水で洗浄した。１００μｌのDelfia 増強(Enhancement)溶液(Perki
nElmer 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。
【０２１７】
（ｄ）ＲＮＡの抽出および精製
　全ＲＮＡを、Qiagen Rneasy Midiキットを製造業者の忠告に従い用いてＬＮＣａＰ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、ＬＮＣａＰ細胞を遠心分離により集め、ＲＮＡ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。ＲＮＡ抽出の後、全サンプ
ルを－８０℃にて凍結した。ポリＡ（＋）ＲＮＡの１μｇを、GibcoBRL cDNA合成キット
を用いる二本鎖ｃＤＮＡの合成のための鋳型として、Ｔ７ＲＮＡポリメラーゼプロモータ
ーを組み込んでいるｄＴプライマーと共に用いた（プライミングのために７０℃にて１０
分、Superscript II RTでの第１鎖合成のために３７℃にて６５分、その後、イー.コリリ
ガーゼ、イー.コリポリメラーゼ、およびＲＮＡｓｅＨでの第２鎖合成のために１５．８
℃にて１５０分）。二本鎖ｃＤＮＡ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５０
ｎｇの二本鎖ｃＤＮＡ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ｃＲ
ＮＡを作製した（１６時間３７℃にて、Epicenter T7 RNAポリメラーゼ、Enzo Laborator
ies bio-11-CTP、bio-11-UTP)。ｃＲＮＡを常磁気性ビーズ(Bangs Laboratories)を用い
てＳＰＲＩにより精製し、次いで全モル濃度を２６０の吸収から測定した。ハイブリダイ
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ゼーション前、１０μｇの標識ｃＲＮＡを、平均約５０塩基長へと無作為に、９４℃にて
４０ｍＭトリス－酢酸ｐＨ８．１、１００ｍＭ酢酸カリウム、および３０ｍＭ酢酸マグネ
シウム中３５分間加熱することにより断片化した。
【０２１８】
　細胞内ＲＮＡから直接作製される材料に関し、細胞質ＲＮＡ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）ＲＮ
ＡをオリゴｄＴ選択ステップ（Promega PolyA tract mRNA Isolation System IV, Madiso
n, WI)を用いて単離した。
【０２１９】
（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、ＬＮＣａＰ細胞中での天然アンドロゲン
ＤＨＴに応じた約６０００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、１０μｇの断片化したｃＲＮＡ、ＢＳＡ含有２×ＭＥＳバ
ッファー、ニシン精子ＤＮＡ，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９４８（チップの質の対照のため）を用いて作製した。ＤＥＰＣ－水を２０
０μｌ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９９℃へと１０分間加熱し、次いで３７℃にてさらに１０分間加熱し、その後、Ｈｕ
６８００ＦＬアレイ（Affymetrix GeneChips(登録商標))に加えた。Ｈｕ６８００Ｆｌア
レイは、６８００の公知の全長遺伝子、遺伝子当たり２０のプローブ対にて約２５０,０
００２５－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４５℃、５０ｒｐｍ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 
Technical Manual)。非－ストリンジェント洗浄バッファー（２０×ＳＳＰＥ、１．０ｍ
ｌの１０％トゥイーン２０、および水）を２０℃にて、およびストリンジェント洗浄バッ
ファー（２０×ＳＳＰＥ、５Ｍ ＮａＣｌ、１０％トゥイーン２０、および水）を５０℃
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２５℃にてＳＡＰＥの第２ラウンドを行った
。各染色ステップは１０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（１００万当たりの分子にて）ｍＲＮＡの見積もり頻度へと変換
した。
【０２２０】
（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＜＝０．０５）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７０５遺伝子の実験的複製ｍＲＮＡ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-Organ
izing Maps)、Second Extended Edition edition, Vol. 30. Nes York, 1997)、ＭＡＴＬ
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ＡＢ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（ＳＯＭ
）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３６クラスターを作製した(Tamayo et al. (1999) Proc. Natl. Acad. Sci. U
SA.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
 Genome Center (Rehovot, Israel), 1997. World Wide Web URL: http://bioinfo.weizm
ann.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）。
【０２２１】
（ｇ）定量ＴａｑｍａｎＲＴ－ＰＣＲ
　GeneChip実験に用いた同じ全ＲＮＡサンプルを、Taqman(登録商標)EZ RT-PCRキット(PE
 Applied Biosystems)を用いて分析し、遺伝子発現の変化を確認した。全ＲＮＡサンプル
を、５０ｎｇ／μｌの濃度へと希釈し、５０ｎｇの全部を各反応のために用いた。ＰＳＡ
およびＦＫＢＰ５４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、１００ｎＭ濃度であり、以下のようであった。（ａ）ＰＳＡ－Ｆ（前方プ
ライマー）CGTGGCCAACCCCTGA（配列番号１）、ＰＳＡ－Ｒ（逆プライマー）CTTGGCCTGGTC
ATTTCCAA（配列番号２）、およびＰＳＡ－Ｐ（プローブ）CACCCCTATCAACCCCCTATTGTAGTAA
ACTTGGA（配列番号３）。（ｂ）ＦＫＢＰ５４－Ｆ（前方プライマー）CTGTGACAAGGCCCTTG
GA（配列番号４）、ＦＫＢＰ５４－Ｒ（逆プライマー）CTGGGCTTCACCCCTCCTA（配列番号
５）、ＦＫＢＰ５４－Ｐ（プローブ）ACAAGCCTTTCTCATTGGCACTGTCCA（配列番号６）。
【０２２２】
　製造業者が補充したＲＰ－ＰＣＲ成分の試薬混合物[（５×TaqMan EZバッファー、酢酸
マンガン（２５ｍＭ）、ｄＡＴＰ（１０ｍＭ）、ｄＣＴＰ（１０ｍＭ）、ｄＧＴＰ（１０
ｍＭ）、およびｄＵＴＰ（２０ｍＭ）、ｒＴｔｈ ＤＮＡポリメラーゼ（２．５Ｕ／μｌ
）、ＡｍｐＥｒａｓｅ ＵＮＧ(1U/μｌ）、プライマー（最終濃度１μＭ）およびＲＮＡ
（５０ｎｇ）]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ＲＮＡの定量のために、ＧＡＰＤＨ対照サンプルを調製し
た。ＧＡＰＤＨ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（ＧＡＰＤＨ前方
および逆プライマー１０μＭ、ＧＡＰＤＨプローブ５μＭ）。β－アクチンも標準曲線の
作製のために用いて、そして５×１０６コピー～５×１０１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ＰＣＲ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ＲＮＡをＧＡＰＤＨ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、ＬＮＣａＰ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１×１０６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、１０ｎＭのＤＨＴで処理し、ついで、指定時間に
て回収した。細胞を、４００ｍＭのＮａＣｌを含んでいるＭＰＥＲ試薬(Pierce, Rockfor
d, IL)中に回収した。タンパク質をBradford法（Bradford(1976) Anal. Bioch. 72: 248-
254）により定量した。例えば３０μｇのタンパク質を１２％のＳＤＳ‐ＰＡＧＥ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ＰＶＤＦ膜へ移した。ＰＶ
ＤＦ膜をＴＢＳＴ（０．１％のトゥイーン２０を含むＴＢＳ）中、３％ミルクと共に１５
分間インキュベートした後、第１抗体、例えばウサギ抗－ＦＫＢＰ５４抗体（Affinity B
ioreagent, Inc）を添加した。一晩インキュベートした後、ＰＶＤＦ膜を３回ＴＢＳＴ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－ＩｇＧと共に１時間インキュべートした。ＰＶＤＦ膜を次いで３回、
ＴＢＳＴ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(Pierc
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e)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ＦＫＢＰ５４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。１０％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、１６時間のプロセシングサイクルに渡って（１０％中性緩衝処理ホル
マリン、７０％、９５％、１００％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、５８℃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５μｍに切断し、そしてスライドガラス上に
のせた。スライドを５８℃にて染色前の３０分間加熱した。抗体α－ＦＫＢＰ５４（Affi
nity Bioreagents）を、適当な希釈、例えば１：１５０の希釈へと、ＤＡＫＯ（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、ＨＩＥＲをｐＨ６．０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）ＣＯＳ細胞の一時的なトランスフェクション
　ＦＫＢＰ５４の、アンドロゲンレセプター（ＡＲ）の転写活性における効果を決定する
ために、ＣＯＳ‐１細胞を、ＦＫＢＰ５４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。ＣＯＳ‐１細胞は、６‐ウェルのプレートに、１０％のチャーコールを除去し
た子牛血清を含んでいる２ｍｌのフェノレッド－フリーＤＭＥＭ中ウェル当たり２×１０
５細胞の密度で撒いた。翌朝、培地を２ｍｌのＤＭＥＭで置きかえた。１００μｌのＤＭ
ＥＭ中指定量のＤＮＡを６μｌのＰＬＵＳ試薬（Gibco）と混合し、室温にてインキュベ
ートし、一方、４μｌのリポフェクトアミンを１００μｌのＤＭＥＭと混合した。３０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。ＤＮＡと共に
４時間インキュベートした後、１０％のチャーコールを除去した子牛血清を含んでいる２
ｍｌのフェノールレッドフリーＤＭＥＭを添加し、細胞を指定の化学物質で、さらに２４
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２４時間後、細胞を１ｍｌのＰＢＳ中でのスクラッピン
グにより回収した。トータル１００μｌのＰＢＳ中各サンプルからの５μｇを１００μｌ
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。
（ｉｉ）結果
ＤＨＴはＬＮＣａＰ細胞の増殖およびＰＳＡの産生を刺激する。
　ＬＮＣａＰ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ＬＮＣａＰ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、ＬＮＣａＰ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ＰＳＡの産生を試験した。
　図１Ａは、ＬＮＣａＰ細胞の増殖が、投与量依存様式で天然のアンドロゲンＤＨＴによ
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り刺激されたことを示す。１０ｎＭのＤＨＴ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。ＰＳＡ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。ＤＨＴ処置に反応して、ＰＳＡの産
生は投与量依存様式で増加した（図１Ｂ）。ＰＳＡシグナルを１２時間で検出し、次いで
最大レベルを約４８時間で認めた。これらの結果により、ＬＮＣａＰがＤＨＴに反応性が
あることが立証された。
【０２２３】
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、ＬＮＣａＰ細胞中での天然のアンドロゲンＤ
ＨＴに応じた約６０００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ＲＮＡを、ＤＨＴで、セクション（ｄ）に記載するように０、２、４、６、１２、
２４、４８、および７２時間処置したもしくは処置しなかったＬＮＣａＰ細胞から、対で
調製した。ｃＲＮＡ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、３０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６０
００の遺伝子の中から、４４９１がこの最初のフィルターにパスした（７５％）。
【０２２４】
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（ＣＶ
）を比較した。結果は、全遺伝子を通じて、ＣＶが２５と３５％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（ＡＮＯＶＡ
）を用いて、～４５００遺伝子の発現変化の統計学的有意性を決定した。９５％の有意な
レベルに基づく結果は、２００の遺伝子がアンドロゲン治療単独により有意であり、４３
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７４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２４２の遺伝子は考慮しなかった
。
【０２２５】
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
０５の遺伝子のＡＮＯＶＡ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（ＳＯＭ）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ｍＲＮＡ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ｍＲＮＡの頻度
に基づき、６×６マトリックスの３６のクラスターを作製し、視覚化した。
【０２２６】
アンドロゲン調節遺伝子の同定
　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７０
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（ＳＯＭ）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
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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（ＰＳＡ）を含んだ。癌が存在する場合、高まったＰＳ
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、ＰＳＡの発現（Ｐ治療＝
０．００００、Ｐ時間＝０．８６８２、Ｐ相互作用＝０．３２８２）は１２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７２時間維持した（図
３Ａ）。同様に、対照サンプルにおけるＦＫＢＰ５４の発現（Ｐ治療＝０．０００２、Ｐ

時間＝０．４３６９、Ｐ相互作用＝０．３８１８）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、ＦＫＢＰ５４は２時間で
迅速に２倍誘導され、そして２４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。
【０２２７】
　ＲＮＡサンプルの定量ＲＴ‐ＰＣＲ分析
　定量ＲＴ‐ＰＣＲ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ＲＴ‐ＰＣＲの結果を、ＰＳＡ、およびＦＫＢＰ５４に関する
ＲＮＡレベルの変化を示している図４Ａ、およびＢに示す。
【０２２８】
ＦＫＢＰ５１の産生はアンドロゲンにより調節された。
　ＦＫＢＰ５４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、ＤＨＴ
が時間依存様式でＦＫＢ５４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、Ｒ１８８１はＦＫＢＰ５４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）、ＦＫＢＰ５４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１２時間後の２４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。ＦＫＢＰ５４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（Ｔｓｕ－ｐｒｌ、ＰＣ３、ＰＣ３－ｍｍ２、ＤＵ１４５、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ＦＫＢＰ５４
のレベルは、非処置ＬＮＣａＰ細胞よりも高かった。
【０２２９】
　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
ＨＴ暴露の２４時間後に、ＦＫＢＰ５４の発現レベルが約２倍に増し、そして、増し続け
て、ＤＨＴ暴露の７２時間後に約４倍となった。Ｒ１８８１刺激にて、Ｒ１８８１刺激の
２４時間後にＦＫＢＰ５４の発現の約１０倍の増加があり、そして、Ｒ１８８１暴露の７
２時間後に約３０倍の増加があった。
【０２３０】
【表１】

【０２３１】
　加えて、いくつかの前立腺癌細胞は、ラパマイシン類似体、ＣＣＩ－７７９に反応性が
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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ＦＫＢＰ５４の存在は、これらの患者がＣＣＩ－７７９処置に十分に反応する可能性が
あることを示す。
　ＦＫＢＰ５４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。
【０２３２】
抗－ＦＫＢＰ５４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５０の標本を含む組織マイクロアレイからの前立腺癌の、抗－ＦＫ
ＢＰ５４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、ＦＫＢＰ５４
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）。
【０２３３】
ＦＫＢＰ５４はＡＲ転写活性を高める。
　ＦＫＢＰ５４の、アンドロゲンレセプター（ＡＲ）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、ＦＫＢＰ５４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、ＣＯＳ－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、ＦＫＢＰ５４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３０％以上Ａ
Ｒ活性を増し、ＦＫＢＰ５４がＡＲ転写活性を増すことが立証された。
【０２３４】
　まとめて、これらの結果は、イムノフィリンＦＫＢＰ５４がアンドロゲン調節性である
こと（ＤＨＴおよびＲ１８８１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
ＫＢＰ５４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ＡＲの活性化がＦＫＢＰ５４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ＦＫＢＰ５４の機能的役割が示唆され
た。ＦＫＢＰ５４候補物質ＡＲＧは、正常および病的非と前立腺の増殖、分化、および機
能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、ＦＫ
ＢＰ５４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ＦＫＢＰ５４の
関与およびＦＫＢＰ５４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。
【０２３５】
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
　ＦＫＢＰ５４のｃＤＮＡおよびタンパク質配列は、受入番号Ｕ４２０３１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。
【０２３６】
　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)ＦＫＢＰ５４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ＷＴ ＬＮＣａＰ細胞）中で、ＦＫＢ
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Ｐ５４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ＷＴＬＮ
ＣａＰ細胞は、適当な条件下（例えば、１０％；子牛血清（ＦＣＳ）、３ｍＭのＬ-グル
タミン、１００μｇ／ｍｌのストレプトマイシン、および１００ユニット／ｍｌのペニシ
リンを追加したＲＰＭＩ‐１６４０培地中Ｔ１７５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（ＣＴ‐ＦＣＳ）で前処理した５％のＦＣＳを含んでいるＲＰＭＩ１６４０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。Ｔｅｔ
で処置された細胞において、Ｔｅｔ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。
【０２３７】
実施例３：ＦＫＢＰマーカーの検出
　ＦＫＢＰマーカー、例えば、ＦＫＢＰ５４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、ＦＫＢＰ５４Ｔｅｔ－ｏｎ発現ベクターで感染させた細
胞の増殖速度を、Ｔｅｔの存在または不在下で測定する。変化した増殖により、ＦＫＢＰ
５４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。ＦＫＢＰ５４マーカーの存在および発現レベルは、Sambrook et al., (
1989)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。
【０２３８】
　ＲＮＡ種の検出および定量のために、ＦＫＢＰ５４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。ＦＫＢＰ５４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Ｕ４２０３１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、ＰＣＲ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ＵＶ
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。
【０２３９】
　ＦＫＢＰ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、ＦＫＢＰ５
４マーカータンパク質をＥＬＩＳＡ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－ＦＫＢＰ５４抗体を用いることにより、細胞サンプル中で発現されたＦＫＢＰ
５４マーカーの存在を検出する。抗－ＦＫＢＰ５４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、ＦＫＢＰ５４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ＦＫＢＰ５４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。
【０２４０】
実施例４：充実性腫瘍におけるＦＫＢＰマーカーの検出
　ＦＫＢＰ、例えばＦＫＢＰ５４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、ＲＮＡ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.
 Path. 102: S38-56を参照されたい）。トータルのＲＮＡを抽出し、これらの異なる腫瘍
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段階におけるＦＫＢＰ５４の発現のレベルに関して、実施例１に記載するようにAffimetr
ixマイクロアレイを用いて試験することができる。
【０２４１】
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１】 【図２】
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【図３】 【図４】

【図５】
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