
(57)【要約】
本発明は、 OBCAMおよび NTM遺伝子と関係がある癌の診断、予後および治療の方法を提供す
る。本発明の方法は、卵巣癌および結腸直腸癌に非常に適している。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
患 者 の 癌 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、
(i)患 者 か ら 核 酸 を 含 む サ ン プ ル を 得 る ス テ ッ プ 、 お よ び
(ii)前 記 核 酸 を
(a)OBCAM遺 伝 子 も し く は そ の 変 異 対 立 遺 伝 子 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 、 ま た は
、 OBCAMの cDNAも し く は そ の 変 異 対 立 遺 伝 子 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 、 ま た は
、 そ れ ら の 相 補 体 、 あ る い は
(b)NTM遺 伝 子 も し く は そ の 変 異 対 立 遺 伝 子 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 、 ま た は 、
NTMの cDNAも し く は そ の 変 異 対 立 遺 伝 子 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 、 ま た は 、 そ
れ ら の 相 補 体 、 あ る い は
(c)(a)と (b)の 両 方
と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
患 者 の 癌 の 特 定 の 結 末 の 相 対 的 な 見 通 し を 予 測 す る 方 法 で あ っ て 、
(i)患 者 か ら 核 酸 を 含 む サ ン プ ル を 得 る ス テ ッ プ 、 お よ び
(ii)前 記 核 酸 を
(a)OBCAM遺 伝 子 も し く は そ の 変 異 対 立 遺 伝 子 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 、 ま た は
、 OBCAMの cDNAも し く は そ の 変 異 対 立 遺 伝 子 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 、 ま た は
、 そ れ ら の 相 補 体 、 あ る い は
(b)NTM遺 伝 子 も し く は そ の 変 異 対 立 遺 伝 子 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 、 ま た は 、
NTMの cDNAも し く は そ の 変 異 対 立 遺 伝 子 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 、 ま た は 、 そ
れ ら の 相 補 体 、 あ る い は
(c)(a)と (b)の 両 方
と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
患 者 の 癌 疾 患 の 進 行 を 判 定 す る 方 法 で あ っ て 、
(i)患 者 の OBCAM遺 伝 子 が 失 わ れ て い る か あ る い は 不 活 性 化 し て い る 患 者 か ら 、 サ ン プ ル の
核 酸 を 得 る ス テ ッ プ 、
(ii)前 記 核 酸 を 、 NTM遺 伝 子 も し く は そ の 変 異 対 立 遺 伝 子 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る
核 酸 、 ま た は 、 NTMの cDNAも し く は そ の 変 異 対 立 遺 伝 子 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核
酸 、 ま た は 、 そ れ ら の 相 補 体 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
患 者 か ら の 核 酸 中 の 図 7に 付 番 し た ヌ ク レ オ チ ド 334に 対 応 す る ヌ ク レ オ チ ド が 、 図 7の ヌ
ク レ オ チ ド と 同 じ で あ る か ど う か を 判 定 す る 、 請 求 項 1か ら 3の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ５ 】
判 定 が 請 求 項 56に 記 載 の 核 酸 に 関 す る も の で あ る 、 請 求 項 4に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
(i)患 者 か ら の OBCAMま た は NTM遺 伝 子 を 含 む サ ン プ ル を 得 る ス テ ッ プ 、
(ii)OBCAMま た は NTM遺 伝 子 の メ チ ル 化 度 を 判 定 す る ス テ ッ プ 、
(iii)患 者 の サ ン プ ル か ら の OBCAMま た は NTM遺 伝 子 の メ チ ル 化 度 を 、 対 照 サ ン プ ル の メ チ
ル 化 度 と 比 較 す る ス テ ッ プ 、 お よ び
(iv)対 照 サ ン プ ル と 比 較 し て 、 患 者 の サ ン プ ル が よ り 高 い メ チ ル 化 度 の OBCAMま た は NTM遺
伝 子 を 有 す る 場 合 、 こ れ が 癌 を 示 す ス テ ッ プ
を 含 む 患 者 の 癌 を 診 断 す る 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
癌 患 者 の 特 定 の 結 末 の 相 対 的 な 見 通 し を 予 測 す る 方 法 で あ っ て 、
(i)患 者 か ら OBCAMま た は NTM遺 伝 子 を 含 む サ ン プ ル を 得 る ス テ ッ プ 、
(ii)OBCAMま た は NTM遺 伝 子 の メ チ ル 化 度 を 判 定 す る ス テ ッ プ 、
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(iii)患 者 の サ ン プ ル か ら の OBCAMま た は NTM遺 伝 子 の メ チ ル 化 度 を 、 対 照 サ ン プ ル の メ チ
ル 化 度 と 比 較 す る ス テ ッ プ 、 お よ び
(iv)対 照 サ ン プ ル と 比 較 し て 、 患 者 の サ ン プ ル が よ り 高 い メ チ ル 化 度 の OBCAMま た は NTM遺
伝 子 を 有 す る 場 合 、 こ れ が 良 い 結 果 の 可 能 性 が 低 い こ と を 示 す ス テ ッ プ
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
患 者 の 癌 疾 患 の 進 行 を 判 定 す る 方 法 で あ っ て 、
(i)患 者 か ら 、 NTM遺 伝 子 を 含 む 患 者 か ら の サ ン プ ル を 得 る ス テ ッ プ 、
(ii)NTM遺 伝 子 の メ チ ル 化 度 を 判 定 す る ス テ ッ プ 、
(iii)患 者 の サ ン プ ル か ら の NTM遺 伝 子 の メ チ ル 化 度 を 、 対 照 サ ン プ ル の メ チ ル 化 度 と 比 較
す る ス テ ッ プ 、
お よ び 、 対 照 サ ン プ ル と 比 較 し て 、 NTMの メ チ ル 化 度 が 増 加 し て い る 場 合 、 こ れ が 疾 患 の
進 行 を 示 す ス テ ッ プ
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
OBCAMま た は NTMの CpGア イ ラ ン ド の メ チ ル 化 を 分 析 す る 、 請 求 項 6か ら 8の い ず れ か 一 項 に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
癌 ま た は 腫 瘍 が 、 卵 巣 癌 ま た は 卵 巣 腫 瘍 、 あ る い は 結 腸 癌 ま た は 結 腸 腫 瘍 で あ る 、 請 求 項
1か ら 9の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
核 酸 を オ プ シ ョ ン (a)に 記 載 の 核 酸 と 接 触 さ せ 、 癌 が 卵 巣 癌 で あ る 、 請 求 項 1ま た は 2に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
核 酸 を オ プ シ ョ ン (b)に 記 載 の 核 酸 と 接 触 さ せ 、 癌 が 結 腸 直 腸 癌 で あ る 、 請 求 項 1ま た は 2
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
サ ン プ ル が 、 癌 が 疑 わ れ る か 、 あ る い は 癌 が 発 見 で き る か ま た は す で に 発 見 さ れ て い る 組
織 の サ ン プ ル で あ る 、 請 求 項 1か ら 12の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
サ ン プ ル が 卵 巣 の サ ン プ ル で あ り 、 癌 が 卵 巣 癌 で あ る 、 請 求 項 1か ら 11の い ず れ か 一 項 に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
サ ン プ ル が 結 腸 の サ ン プ ル で あ り 、 癌 が 結 腸 直 腸 癌 で あ る 、 請 求 項 1か ら 9、 12ま た は 13の
い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
前 記 OBCAMも し く は NTM遺 伝 子 の DNA、 ま た は 前 記 OBCAMも し く は NTMの cDNA配 列 、 ま た は そ
の 変 異 対 立 遺 伝 子 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 、 あ る い は そ れ ら の 相 補 体 が 、 検 出
可 能 な 標 識 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 1か ら 15の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
前 記 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 が 一 本 鎖 で あ る 、 請 求 項 1か ら 16の い ず れ か 一 項 に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
前 記 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 が 、 二 本 鎖 で あ る と き は 10000よ り 少 な い 塩 基 対 、
ま た は 一 本 鎖 で あ る と き は 10000よ り 少 な い 塩 基 を 有 す る 、 請 求 項 1か ら 17の い ず れ か 一 項
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
前 記 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 が 、 二 本 鎖 で あ る と き は 1000よ り 少 な い 塩 基 対 、 ま
た は 一 本 鎖 で あ る と き は 1000よ り 少 な い 塩 基 を 有 す る 、 請 求 項 1か ら 18の い ず れ か 一 項 に
記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ２ ０ 】
前 記 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 が 、 二 本 鎖 で あ る と き は 10～ 100個 の 塩 基 対 、 ま た は 一 本 鎖
で あ る と き は 10～ 100個 の 塩 基 を 有 す る 、 請 求 項 1か ら 19の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
前 記 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 が 、 二 本 鎖 で あ る と き は 15～ 30個 の 塩 基 対 、 ま た は 核 酸 が 一
本 鎖 で あ る と き は 15～ 30個 の 塩 基 を 有 す る 、 請 求 項 1か ら 20の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ２ ２ 】
前 記 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 が 、 OBCAMの cDNAの 一 部 分 を 含 む 、 請 求 項 1ま た は 2に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
前 記 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 が 、 NTMの cDNAの 一 部 分 を 含 む 、 請 求 項 1ま た は 2に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
一 部 分 が 一 本 鎖 部 分 で あ る 、 請 求 項 22ま た は 23に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
前 記 一 部 分 が 、 OBCAM遺 伝 子 ま た は NTM遺 伝 子 、 ま た は OBCAMの cDNAも し く は mRNA、 ま た は N
TMの cDNAも し く は mRNAの 一 部 分 を 、 核 酸 増 幅 反 応 に お い て 増 幅 さ せ る こ と が で き る 、 請 求
項 24に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
患 者 の 癌 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、
(i)患 者 に 由 来 す る タ ン パ ク 質 を 含 む サ ン プ ル を 得 る ス テ ッ プ 、 お よ び
(ii)(a)OBCAMポ リ ペ プ チ ド の 相 対 量 、 ま た は 細 胞 内 位 置 、 ま た は 物 理 的 形 状 、 あ る い は OB
CAMポ リ ペ プ チ ド の 相 対 活 性 、 ま た は 活 性 変 化 、 ま た は 変 化 し た 活 性 、 あ る い は
(b)NTMポ リ ペ プ チ ド の 相 対 量 、 ま た は 細 胞 内 位 置 、 ま た は 物 理 的 形 状 、 あ る い は NTMポ リ
ペ プ チ ド の 相 対 活 性 、 ま た は 活 性 変 化 、 ま た は 変 化 し た 活 性 、 あ る い は
(c)(a)と (b)の 両 方
を 判 定 す る ス テ ッ プ を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
患 者 の 癌 の 特 定 の 結 末 の 相 対 的 な 見 通 し を 予 測 す る 方 法 で あ っ て 、
(i)患 者 に 由 来 す る タ ン パ ク 質 を 含 む サ ン プ ル を 得 る ス テ ッ プ 、 お よ び
(ii)(a)OBCAMポ リ ペ プ チ ド の 相 対 量 、 ま た は 細 胞 内 位 置 、 ま た は 物 理 的 形 状 、 あ る い は OB
CAMポ リ ペ プ チ ド の 相 対 活 性 、 ま た は 活 性 変 化 、 ま た は 変 化 し た 活 性 、 あ る い は
(b)NTMポ リ ペ プ チ ド の 相 対 量 、 ま た は 細 胞 内 位 置 、 ま た は 物 理 的 形 状 、 あ る い は NTMポ リ
ペ プ チ ド の 相 対 活 性 、 ま た は 活 性 変 化 、 ま た は 変 化 し た 活 性 、 あ る い は
(c)(a)と (b)の 両 方
を 判 定 す る ス テ ッ プ を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
癌 が 卵 巣 癌 ま た は 結 腸 癌 で あ る 、 請 求 項 26ま た は 27に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
サ ン プ ル が 、 癌 が 疑 わ れ る か 、 あ る い は 癌 が 発 見 で き る か ま た は す で に 発 見 さ れ て い る 組
織 の サ ン プ ル で あ る 、 請 求 項 26か ら 28の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
サ ン プ ル が 卵 巣 の サ ン プ ル で あ り 、 癌 が 卵 巣 癌 で あ る 、 請 求 項 26か ら 28の い ず れ か 一 項 に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
サ ン プ ル が 結 腸 の サ ン プ ル で あ り 、 癌 が 結 腸 直 腸 癌 で あ る 、 請 求 項 26か ら 28の い ず れ か 一
項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
OBCAMポ リ ペ プ チ ド の 相 対 量 、 ま た は 細 胞 内 位 置 を 、 OBCAMポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の 天 然
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変 異 体 も し く は 断 片 に 選 択 的 に 結 合 す る 分 子 を 使 用 し て 決 定 す る 、 請 求 項 26か ら 31の い ず
れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
NTMポ リ ペ プ チ ド の 相 対 量 、 ま た は 細 胞 内 位 置 を 、 NTMポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の 天 然 変 異
体 も し く は 断 片 に 選 択 的 に 結 合 す る 分 子 を 使 用 し て 決 定 す る 、 請 求 項 26か ら 31の い ず れ か
一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
OBCAMま た は NTMポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の 天 然 変 異 体 も し く は 断 片 に 選 択 的 に 結 合 す る 分
子 が 、 抗 OBCAMま た は 抗 NTM抗 体 で あ る 、 請 求 項 32ま た は 33に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
抗 OBCAM抗 体 が 請 求 項 55で 定 義 す る 抗 体 で あ る 、 請 求 項 34に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
OBCAMま た は NTMに 選 択 的 に 結 合 す る 分 子 が 、 検 出 可 能 な 標 識 を 含 む 、 請 求 項 32か ら 35の い
ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
OBCAMま た は NTMポ リ ペ プ チ ド の 相 対 量 、 ま た は 細 胞 内 位 置 を 、 OBCAMま た は NTMポ リ ペ プ チ
ド の 活 性 を ア ッ セ イ ま た は 検 出 す る こ と に よ っ て 決 定 す る 、 請 求 項 26か ら 31の い ず れ か 一
項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
(a)OBCAM遺 伝 子 、 も し く は そ の 変 異 対 立 遺 伝 子 、 ま た は OBCAMの cDNAも し く は そ の 変 異 対
立 遺 伝 子 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 、 ま た は そ れ ら の 相 補 体 、 あ る い は
(b)NTM遺 伝 子 、 も し く は そ の 変 異 対 立 遺 伝 子 、 ま た は NTMの cDNAも し く は そ の 変 異 対 立 遺
伝 子 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 、 ま た は そ れ ら の 相 補 体 、 あ る い は
(c)(a)と (b)の 両 方
と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 の 使 用 で あ っ て 、 癌 を 診 断 す る た め の 試 薬 の 製 造 に お
け る 使 用 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
(a)OBCAMポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の 天 然 の 断 片 も し く は 変 異 体 、 あ る い は
(b)NTMポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の 天 然 の 断 片 も し く は 変 異 体
と 選 択 的 に 結 合 す る 分 子 の 使 用 で あ っ て 、 癌 を 診 断 す る た め の 試 薬 の 製 造 に お け る 使 用 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
癌 を 診 断 す る 方 法 に お け る 、 請 求 項 38で 定 義 し た 核 酸 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ １ 】
(a)OBCAMポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の 天 然 の 断 片 も し く は 変 異 体 、 あ る い は
(b)NTMポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の 天 然 の 断 片 も し く は 変 異 体
と 選 択 的 に 結 合 す る 分 子 の 使 用 で あ っ て 、 癌 を 診 断 す る 方 法 に お け る 使 用 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
図 7で 付 番 し た 残 基 95の プ ロ リ ン が ア ル ギ ニ ン で あ る 、 OBCAMポ リ ペ プ チ ド の 変 異 体 と 、 前
記 分 子 が 選 択 的 に 結 合 す る 、 請 求 項 39ま た は 41の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
組 織 サ ン プ ル 中 の 異 型 接 合 性 の 消 失 を 判 定 す る 方 法 で あ っ て 、 (i)組 織 に 由 来 す る 核 酸 を
含 む サ ン プ ル を 得 る ス テ ッ プ 、 お よ び (ii)前 記 核 酸 の マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト の プ ロ フ ァ イ ル
と 参 照 (同 型 接 合 性 )組 織 の そ れ を 比 較 す る ス テ ッ プ で あ っ て 、 マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト を 、
(a)OBCAM遺 伝 子 、 ま た は
(b)NTM遺 伝 子 、 ま た は
(c)(a)と (b)の 両 方
の い ず れ か を 参 照 す る こ と に よ っ て 選 択 す る ス テ ッ プ を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
患 者 の 癌 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 OBCAMま た は NTM遺 伝 子 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る
核 酸 、 あ る い は OBCAMま た は NTMの cDNAと 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 を 、 患 者 に 投 与
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す る ス テ ッ プ を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
患 者 の 癌 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 OBCAMお よ び /ま た は NTMポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ れ ら
の 機 能 的 変 異 体 も し く は 一 部 分 も し く は 融 合 体 を コ ー ド す る 核 酸 を 、 患 者 に 投 与 す る ス テ
ッ プ を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
癌 を 治 療 す る た め の 薬 剤 の 製 造 に お け る 、 請 求 項 44で 定 義 し た 核 酸 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
患 者 の 癌 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 有 効 量 の OBCAMお よ び /ま た は NTMポ リ ペ プ チ ド 、 ま た
は そ れ ら の 断 片 も し く は 変 異 体 も し く は 融 合 体 を 患 者 に 投 与 し て 、 癌 を 改 善 す る ス テ ッ プ
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
癌 を 治 療 す る た め の 薬 剤 の 製 造 に お け る 、 OBCAMお よ び /ま た は NTMポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は
そ れ ら の 断 片 も し く は 変 異 体 も し く は 融 合 体 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
患 者 の 癌 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 腫 瘍 細 胞 中 に 見 ら れ る 変 異 OBCAMま た は NTMポ リ ペ プ チ
ド の 機 能 を 阻 害 す る か 、 あ る い は 野 生 型 OBCAMま た は NTMポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 上 方 制 御 す
る 、 有 効 量 の 化 合 物 を 患 者 に 投 与 す る ス テ ッ プ を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
患 者 の OBCAMお よ び /ま た は NTM遺 伝 子 が メ チ ル 化 さ れ て い る 癌 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 O
BCAMお よ び /ま た は NTM遺 伝 子 の DNAの メ チ ル 化 を 低 下 さ せ る か 、 あ る い は 阻 害 す る 、 有 効
量 の 化 合 物 を 患 者 に 投 与 す る ス テ ッ プ を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
細 胞 中 の OBCAMお よ び /ま た は NTM遺 伝 子 の 発 現 を 増 大 さ せ る た め の 方 法 で あ っ て 、 DNAの メ
チ ル 化 を 低 下 さ せ る か 、 あ る い は 阻 害 す る 、 有 効 量 の 化 合 物 を 細 胞 に 投 与 す る ス テ ッ プ を
含 む 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
細 胞 が 患 者 中 に 存 在 す る 、 請 求 項 51に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
癌 を 治 療 す る た め の 薬 剤 の 製 造 に お け る 、 変 異 OBCAMま た は NTMポ リ ペ プ チ ド の 機 能 を 阻 害
す る 、 あ る い は 野 生 型 OBCAMま た は NTMポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 上 方 制 御 す る 、 化 合 物 の 使 用
。
【 請 求 項 ５ ４ 】
変 異 OBCAMも し く は NTMポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の 断 片 と 反 応 す る 抗 体 で あ っ て 、 前 記 変 異
OBCAMも し く は NTMポ リ ペ プ チ ド が 、 癌 細 胞 中 で 見 ら れ る 変 異 体 で あ る 、 お よ び /ま た は 図 9
Ａ ～ Ｃ に 示 す 挿 入 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 抗 体 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
変 異 OBCAMが 、 図 7で 付 番 し た 残 基 95に お い て 、 プ ロ リ ン で は な く ア ル ギ ニ ン を 有 す る 、 請
求 項 54に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
変 異 OBCAMま た は NTMポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 で
あ っ て 、 前 記 変 異 OBCAMま た は NTMが 、 癌 細 胞 中 で 見 ら れ る 変 異 体 で あ る 、 お よ び /ま た は
核 酸 が 図 9Ａ ～ Ｃ に 示 す 挿 入 配 列 を 含 む 核 酸 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
OBCAMも し く は NTM遺 伝 子 、 ま た は そ の 変 異 対 立 遺 伝 子 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸
、 あ る い は 、 OBCAMも し く は NTMの cDNA、 ま た は そ の 変 異 対 立 遺 伝 子 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ
イ ズ す る 核 酸 、 お よ び OBCAMま た は NTM遺 伝 子 中 の 変 異 を 検 出 す る た め の 手 段 で あ っ て 、 前
記 変 異 が 、 癌 細 胞 中 で 見 ら れ る OBCAMま た は NTM中 の 変 異 で あ る 手 段 を 含 む パ ー ツ の キ ッ ト
。
【 請 求 項 ５ ８ 】
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遺 伝 子 ま た は 核 酸 が 、 図 7で 付 番 し た ヌ ク レ オ チ ド 334に お い て シ ト シ ン の 代 わ り に グ ア ニ
ン を 有 す る OBCAM変 異 体 対 立 遺 伝 子 で あ る 、 請 求 項 38に 記 載 の 使 用 、 ま た は 請 求 項 56に 記
載 の 核 酸 、 ま た は 請 求 項 57に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
(a)OBCAM遺 伝 子 、 も し く は そ の 変 異 対 立 遺 伝 子 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 少 な く と も
2つ の 核 酸 、 ま た は OBCAMの cDNAも し く は そ の 変 異 対 立 遺 伝 子 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す
る 少 な く と も 2つ の 核 酸 、 あ る い は
(b)重 亜 硫 酸 塩 処 理 し た メ チ ル 化 OBCAM遺 伝 子 、 ま た は そ の 変 異 対 立 遺 伝 子 と 選 択 的 に ハ イ
ブ リ ダ イ ズ す る 少 な く と も 2つ の 核 酸 、 あ る い は
(c)重 亜 硫 酸 塩 処 理 し た 非 メ チ ル 化 OBCAM遺 伝 子 、 ま た は そ の 変 異 対 立 遺 伝 子 と 選 択 的 に ハ
イ ブ リ ダ イ ズ す る 少 な く と も 2つ の 核 酸 、 あ る い は
(d)(a)お よ び (b)、 ま た は (a)お よ び (c)、 ま た は (b)お よ び (c)、 ま た は (a)、 (b)お よ び (c)
な ら び に 重 亜 硫 酸 塩 の 源
を 含 む パ ー ツ の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
(a)NTM遺 伝 子 も し く は そ の 変 異 対 立 遺 伝 子 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 少 な く と も 2つ
の 核 酸 、 ま た は NTMの cDNAも し く は そ の 変 異 対 立 遺 伝 子 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 少
な く と も 2つ の 核 酸 、 あ る い は
(b)重 亜 硫 酸 塩 処 理 し た メ チ ル 化 NTM遺 伝 子 、 ま た は そ の 変 異 対 立 遺 伝 子 と 選 択 的 に ハ イ ブ
リ ダ イ ズ す る 少 な く と も 2つ の 核 酸 、 あ る い は
(c)重 亜 硫 酸 塩 処 理 し た 非 メ チ ル 化 NTM遺 伝 子 、 ま た は そ の 変 異 対 立 遺 伝 子 と 選 択 的 に ハ イ
ブ リ ダ イ ズ す る 少 な く と も 2つ の 核 酸 、 あ る い は
(d)(a)お よ び (b)(a)お よ び (b)、 ま た は (a)お よ び (c)、 ま た は (b)お よ び (c)、 ま た は (a)、
(b)お よ び (c)
な ら び に 重 亜 硫 酸 塩 の 源
を 含 む パ ー ツ の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ １ 】
対 照 の メ チ ル 化 DNAを さ ら に 含 む 、 請 求 項 59ま た は 60に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
DNAポ リ メ ラ ー ゼ を さ ら に 含 む 、 請 求 項 59か ら 61の い ず れ か 一 項 に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
哺 乳 動 物 細 胞 中 に お い て 、 OBCAMお よ び /ま た は NTMポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ れ ら の 機 能 的
断 片 も し く は 変 異 体 も し く は 融 合 体 を 発 現 さ せ る こ と が で き る 遺 伝 子 療 法 用 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
OBCAMも し く は NTMポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ れ ら の 機 能 的 変 異 体 も し く は 一 部 分 も し く は 融
合 体 を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む 遺 伝 子 療 法 用 ベ ク タ ー 、 お よ び 薬 剤 と し て 許 容 さ れ る 担 体 を
含 む 薬 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
OBCAMも し く は NTM遺 伝 子 、 ま た は そ の 変 異 対 立 遺 伝 子 、 あ る い は OBCAMも し く は NTMの cDNA
、 ま た は そ の 変 異 対 立 遺 伝 子 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 を 含 む 遺 伝 子 療 法 用 ベ ク
タ ー 、 お よ び 薬 剤 と し て 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む 薬 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
OBCAMも し く は NTMポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の 断 片 も し く は 変 異 体 も し く は 融 合 体 、 お よ び
薬 剤 と し て 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む 薬 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
医 薬 品 中 に 使 用 す る た め の 、 請 求 項 63か ら 65の い ず れ か 一 項 で 定 義 し た 核 酸 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
医 薬 品 中 に 使 用 す る た め の 、 OBCAMも し く は NTMポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の 断 片 も し く は 変
異 体 も し く は 融 合 体 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
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OBCAMの 機 能 を 調 節 す る 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 OBCAM遺 伝 子 ま た は cDNA、 ま た は
ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ れ ら の 一 部 分 を 試 験 化 合 物 と 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び そ の 効 果 を
決 定 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
NTMの 機 能 を 調 節 す る 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 NTM遺 伝 子 ま た は cDNA、 ま た は ポ リ
ペ プ チ ド 、 ま た は そ れ ら の 一 部 分 を 試 験 化 合 物 と 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び そ の 効 果 を 決 定
す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ７ １ 】
サ ン プ ル が 血 液 で あ る 、 請 求 項 1か ら 13、 16か ら 25の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
癌 を 治 療 す る 際 に 有 用 で あ る 可 能 性 が あ る 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 69ま た
は 70の ス テ ッ プ を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
本 明 細 書 で 開 示 す る 、 癌 の 診 断 、 予 後 ま た は 治 療 の 任 意 の 新 規 な 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 発 明 は 癌 、 特 に 卵 巣 癌 お よ び 結 腸 直 腸 癌 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
癌 は 重 大 な 疾 患 で あ り 、 主 た る 死 因 で あ る 。 近 年 、 い く つ か の 癌 の 診 断 お よ び 治 療 に お い
て は 進 展 が あ る が 、 診 断 お よ び 治 療 を 改 善 す る 必 要 性 が 依 然 と し て 存 在 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
癌 は 遺 伝 性 疾 患 で あ り 、 た い て い の 場 合 、 1つ ま た は 複 数 の 遺 伝 子 の 変 異 と 関 係 が あ る 。
ヒ ト ゲ ノ ム 中 に は 約 30～ 40,000個 の 遺 伝 子 が 存 在 す る と 考 え ら れ て い る が 、 こ れ ら の 遺 伝
子 の 一 握 り の み が 癌 と 関 係 が あ る こ と が 示 さ れ て い る 。 現 在 同 定 さ れ て い る 遺 伝 子 よ り も
多 く の 遺 伝 子 が 、 癌 と 関 係 が あ る こ と が 発 見 さ れ る で あ ろ う こ と が 推 量 さ れ る が 、 分 子 の
分 析 技 法 が 利 用 可 能 で あ る に も か か わ ら ず 、 こ の 分 野 の 進 歩 は 依 然 と し て 遅 い 。 こ れ は 、
今 日 ま で に 同 定 さ れ て い る 遺 伝 子 の さ ま ざ ま な 構 造 お よ び 機 能 の た め で あ る 可 能 性 が あ り
、 こ の こ と は 、 癌 遺 伝 子 が 多 く の 形 を と り 、 多 く の 異 な る 機 能 を 有 す る こ と が で き る こ と
を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
卵 巣 癌 は 、 西 側 の 世 界 で は 婦 人 科 学 上 の 悪 性 腫 瘍 の 最 も 頻 度 の 高 い 死 因 で あ り 、 イ ン グ ラ
ン ド お よ び ウ ェ ー ル ズ で は 5,500の 新 し い 症 例 が 毎 年 発 生 す る 。 卵 巣 癌 は 、 ア メ リ カ 人 女
性 の 癌 に よ る 死 亡 の 第 4の 最 も 一 般 的 な 原 因 で あ る 。 上 皮 性 卵 巣 癌 を 有 す る 大 部 分 の 患 者
は 、 こ の 疾 患 の 進 行 段 階 に あ る 。 し た が っ て 、 白 金 及 び タ ク ソ ー ル な ど の 新 し い 薬 剤 の 導
入 に も か か わ ら ず 、 充 分 な 外 科 手 術 及 び 化 学 療 法 の 後 で の 、 5年 の 生 存 率 は わ ず か 30%で あ
る (Advanced Ovarian Cancer Trialists Group(1991)BMJ 303、 884-893;Ozols(1995)Semi
n Oncol.22、 61-66)。 し か し な が ら 、 第 I段 階 の 疾 患 (卵 巣 に 限 る )を 有 す る 患 者 は 、 5年 の
生 存 率 が 70%で あ り 良 い 。 し た が っ て 、 生 存 に 対 す る 有 意 な 影 響 を 与 え る た め に 、 転 移 前
に 癌 を 検 出 す る た め の 技 法 を 有 す る こ と が 望 ま し い 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
上 皮 性 卵 巣 癌 は 、 卵 巣 癌 の 70～ 80%を 構 成 し 、 局 所 的 な 良 性 腫 瘍 、 お よ び 境 界 的 な 悪 性 の
可 能 性 の 新 生 物 か ら 侵 襲 性 腺 癌 の 範 囲 に 及 ぶ 、 広 範 囲 の 病 巣 を 含 む 。 組 織 学 的 に 、 一 般 的
な 上 皮 性 卵 巣 癌 は 、 い く つ か の タ イ プ 、 す な わ ち 漿 液 性 、 ム チ ン 性 、 子 宮 内 膜 性 、 明 細 胞
、 混 合 上 皮 性 、 お よ び 未 分 化 腫 瘍 に 分 類 さ れ る 。 組 織 学 的 な サ ブ タ イ プ の 異 質 性 は 、 腹 膜
お よ び 尿 生 殖 器 系 の 残 り 部 分 と 共 通 な 発 生 源 を 共 有 す る 、 卵 巣 表 面 の ミ ュ ラ ー 型 上 皮 の 後
形 質 の 可 能 性 を 反 映 す る 。 生 殖 細 胞 、 性 策 /基 質 腫 瘍 、 お よ び 肉 腫 は 、 卵 巣 癌 の 残 り で あ
る 。 上 皮 性 卵 巣 癌 の 組 織 発 生 的 お よ び 生 物 学 的 性 質 は 、 こ の よ う な 腫 瘍 の 分 化 ま た は そ れ
ら の 進 行 に 貢 献 す る 可 能 性 が あ る 分 子 遺 伝 学 的 変 化 と 同 様 に 、 あ ま り 理 解 さ れ て い な い 。
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排 卵 に 関 す る 疫 学 的 要 因 は 重 要 で あ る よ う で あ り 、 卵 巣 上 皮 細 胞 は 、 分 裂 お よ び 増 殖 に よ
る 成 長 の い く つ か の 過 程 を 経 て 、 上 皮 表 面 の 傷 を 癒 す 。 こ れ ら の こ と に よ っ て 、 上 皮 封 入
の う 胞 の 分 化 が も た ら さ れ 、 明 白 な 悪 性 腫 瘍 が そ れ ら か ら 生 じ る 可 能 性 が あ る (Fathalla(
1971)Lancet 2、 163)。
【 ０ ０ ０ ６ 】
卵 巣 癌 の ス ク リ ー ニ ン グ の 概 要 は 、 Bell et al(1998)Health Technology Assessment 2、
1-50中 に 与 え ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
腫 瘍 の 遺 伝 的 変 化 は 、 癌 の 分 化 に 関 し て 重 要 で あ る 。 多 く の 染 色 体 領 域 (染 色 体 3、 5、 6、
8、 11、 13、 17、 18、 22お よ び X)は 、 突 発 性 卵 巣 癌 の 腫 瘍 の 進 行 と 関 連 が あ る 、 腫 瘍 抑 制
遺 伝 子 を 含 む こ と が 示 さ れ て き て い る が 、 p53遺 伝 子 (染 色 体 ア ー ム 17p)の み が 、 頻 繁 に 変
異 す る こ と が 見 出 さ れ て き て い る (Shelling et al(1995)Br.,T.Cancer 72、 521-527)。 そ
れ ぞ れ 1994年 お よ び 1996年 に 単 離 さ れ た 、 BRCA1遺 伝 子 (染 色 体 ア ー ム 17q)お よ び BRCA2遺
伝 子 (染 色 体 ア ー ム 13q)は 、 家 族 性 乳 癌 /卵 巣 癌 を 有 す る 一 部 分 の 患 者 で 変 異 す る (Ford & 
Easton(1995)Br.J.Cancer 72、 805-812)。 家 族 性 の 卵 巣 癌 は 、 卵 巣 腫 瘍 全 体 の わ ず か 5～ 1
0%を 占 め る 。 突 発 性 卵 巣 癌 を 有 す る 患 者 か ら の 腫 瘍 で は 、 BRCA1遺 伝 子 の わ ず か 5つ の 変 異
体 、 BRCA2遺 伝 子 の 4つ の 変 異 体 が 報 告 さ れ て き て お り (Takahashi et al(1995)Cancer Res
.55、 2998-3002;Takahashi et al(1996)Cancer Res.56、 2738-2741)、 こ れ ら は 突 発 性 卵
巣 癌 に お い て は 珍 し い こ と が 示 唆 さ れ る 。 ミ ス マ ッ チ 修 復 遺 伝 子 の 変 異 は 、 10%の 頻 度 で
報 告 さ れ て き て い る (Tangi et al(1996)Cancer Res.56、 2501-2505;Fujita et al(1995)I
nt.J.Cancer 64、 361-366;Orth et al(1994)Proc.Natl.Acad.Sci.USA 91、 9495-9499)。
し た が っ て 、 突 発 性 卵 巣 癌 の 腫 瘍 の 進 行 に お い て 、 よ り 重 要 で あ る 可 能 性 が あ る 遺 伝 子 は
、 い ま だ 完 全 に は 特 徴 付 け ら れ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
WO96/05306、 WO96/05307お よ び WO96/05308は 、 ヒ ト の 乳 癌 お よ び 卵 巣 癌 の 素 因 で あ る 遺 伝
子 (BRCA1)を 単 離 お よ び 検 出 す る た め に 使 用 さ れ る 、 方 法 お よ び 物 質 に 関 す る も の で あ り
、 そ の 遺 伝 子 の い く つ か の 変 異 対 立 遺 伝 子 は 、 癌 、 特 に 乳 癌 お よ び 卵 巣 癌 に 対 す る 罹 患 性
を 引 き 起 こ す と 言 わ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
腫 瘍 抑 制 活 性 は 、 染 色 体 11上 に コ ー ド さ れ て い る こ と が 示 唆 さ れ て き て い る (Tanaka et a
l(1991)Nature 349、 340-342;Rimessi et al(1994)Oncogene 9、 3467-3474;Satoh et al(
1993)Mol.Carcinogenesis 7、 157-164;Yoshida et al(1994)Mol.Carcinogenesis 9、 114-
121;Gabra et al(1996)Int.J.Oncol.8、 625-631;Gabra et al(1996)Cancer Res.56、 950-
954;Gabra et al(1995)Br.J.Cancer 72、 367-375;EP0727486;Gabra et al(1998)Proc.AAC
R 39、 Abstract#4236;and Gabra et al(1998)Br J.Cancer 78、 Poster P185)が 、 こ れ ら
の 論 文 は い ず れ も 、 候 補 と な る 遺 伝 子 を 同 定 し て い な い 。
【 ０ ０ １ ０ 】
大 腸 の 結 腸 直 腸 腫 瘍 は 、 西 側 の 世 界 で は ヒ ト の 癌 に よ る 死 亡 率 の 頻 度 の 高 い 死 因 で あ り 、
英 国 で は 1年 当 た り 約 19,000人 が 死 ん で い る 。
【 ０ ０ １ １ 】
結 腸 直 腸 の 大 部 分 の 癌 は 、 腺 癌 で あ る (Jass and Morson(1987)J.Clin.Pathol.40、 1016-1
023;Morson(1974)Proc.R.Soc.Med.67、 451-457)。 文 献 は 、 結 腸 直 腸 癌 腫 の 真 の 起 源 に 関
し て 意 見 が 分 か れ た ま ま で あ り 、 癌 腫 が 、 既 存 の 良 性 新 生 物 (腺 腫 と 呼 ば れ る )中 、 腺 腫 ～
癌 腫 配 列 と 呼 ば れ て い る も の の 中 (Muto et al(1975)Cancer 30、 2251-2270)か ら 、 あ る い
は 腺 腫 段 階 な し で (新 し い )全 身 の 異 形 成 の 領 域 を 介 し て 、 生 じ る 可 能 性 が あ る こ と が 提 案
さ れ て き て い る 。 い く つ か の 結 腸 直 腸 癌 は 腺 腫 に 由 来 す る こ と が 考 え ら れ る が 、 大 部 分 の
腺 腫 は 、 癌 腫 を 進 行 さ せ る た め に 出 現 す る わ け で は な く 、 実 際 退 行 さ せ る 可 能 性 さ え あ る
(Knoernschild(1963)Surg.Forum XIV 137-138)。 環 境 、 食 生 活 、 年 齢 お よ び 性 別 に 関 す る
証 拠 に よ っ て 、 こ れ ら は す べ て 結 腸 直 腸 癌 に 関 す る 危 険 因 子 で あ る こ と が 示 唆 さ れ る が 、
い ず れ の 場 合 も こ れ ら の 因 子 の 関 与 が 確 認 さ れ て い な い た め 、 結 腸 直 腸 癌 腫 の 形 成 に 関 す
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る 根 底 の 遺 伝 基 盤 が 示 唆 さ れ る 。 大 部 分 の 結 腸 直 腸 癌 は 、 明 白 な 遺 伝 性 症 候 群 と は 関 連 が
な い が 、 家 族 性 大 腸 ポ リ ポ ー シ ス (FPC)、 ガ ー ド ナ ー 症 候 群 、 遺 伝 性 非 結 腸 直 腸 癌 ポ リ ポ
ー シ ス (HNPCC)お よ び タ ー コ ッ ト 症 候 群 を 含 め た 、 遺 伝 形 が 存 在 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
い く つ か の 癌 遺 伝 子 、 お よ び 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 は 、 結 腸 直 腸 の 腫 瘍 形 成 に お い て 明 確 な 役 割
を 果 た す こ と が 現 在 示 さ れ て い る が 、 一 方 で 他 の 遺 伝 子 座 で は 、 LOHと 結 腸 直 腸 癌 の 間 の
相 関 関 係 は 、 充 分 に は 定 義 さ れ て い な い 。 特 に 、 Barx2遺 伝 子 は 、 卵 巣 癌 お よ び 結 腸 直 腸
癌 と 関 連 が あ る 11q24-q25LOH領 域 に お い て 、 候 補 と な る 腫 瘍 抑 制 物 質 で あ る こ と が 見 出 さ
れ た (WO00/77252)。
【 ０ ０ １ ３ 】
IgLON(免 疫 グ ロ ブ リ ン LAMP、 OBCAM、 お よ び ニ ュ ー ロ ト リ ミ ン )は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン (Ig)ド
メ イ ン 含 有 細 胞 接 着 性 分 子 の フ ァ ミ リ ー 、 Igド メ イ ン 含 有 タ ン パ ク 質 (IgSF)の Igス ー パ ー
フ ァ ミ リ ー の 一 部 で あ る 。 IgLONは LAMP(膜 タ ン パ ク 質 と 結 合 し た 大 脳 辺 縁 系 )、 OBCAM/OPC
ML(オ ピ オ イ ド 結 合 細 胞 接 着 性 分 子 、 以 前 は GP55Aと 呼 ば れ た )、 お よ び ニ ュ ー ロ ト リ ミ ン (
ヒ ト の NTMま た は HNT、 ま た は ヒ ヨ コ の CEPU-1)か ら な る 。 近 年 、 IgLONフ ァ ミ リ ー は 、 ラ ッ
ト の ニ ュ ー ロ ト ラ ク チ ン を 含 む こ と が 示 さ れ て き て い る (LONの kilon-Kindredは ヒ ヨ コ の
相 同 体 で あ る )。 IgLONは す べ て が 細 胞 外 タ ン パ ク 質 で あ り 、 そ れ ら 自 体 は 膜 タ ン パ ク 質 で
は な く 、 実 際 に は 細 胞 膜 と 直 接 接 触 さ え す る 。 そ の 代 り に IgLONは 、 タ ン パ ク 質 の C末 端 近
く に ア ン カ ー 結 合 し た 、 GPI(グ リ コ シ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル )に よ っ て 細 胞 膜 に
結 合 し 、 次 い で こ れ が 細 胞 膜 に 挿 入 さ れ る 。 し た が っ て 、 今 だ 同 定 さ れ て い な い Gタ ン パ
ク 質 シ グ ナ ル 経 路 と の ト ラ ン ス お よ び シ ス 相 互 作 用 に よ っ て 、 核 へ の シ グ ナ リ ン グ 、 次 に
IgLONの 結 合 が 行 わ れ る と 仮 定 さ れ る (Clarke and Moss(1997)Eur.J.Neurosci.9:334-41)
。
【 ０ ０ １ ４ 】
OBCAMお よ び NTMを コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 染 色 体 11の 11q24-q25領 域 に 位 置 し て い る 。 2つ の
遺 伝 子 は 、 そ れ ぞ れ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ア ミ ノ 酸 レ ベ ル で 、 約 80%お よ び 76%の 同 一 性 を 共
有 し て い る 。 マ ウ ス で は 、 両 方 の タ ン パ ク 質 が 異 な る 遺 伝 子 に よ っ て も コ ー ド さ れ て お り
、 こ れ ら の 遺 伝 子 は 、 マ ウ ス 染 色 体 9の 近 位 端 上 、 ヒ ト 染 色 体 11q24-q25と 遺 伝 子 が 同 じ 染
色 体 上 に あ る 領 域 に 集 ま っ て い る よ う で あ る 。 し た が っ て 、 こ れ ら の 非 常 に 関 連 し た 遺 伝
子 は 、 ヒ ト と マ ウ ス の 分 岐 よ り も 少 な く と も 前 に 起 こ っ た 、 先 祖 代 代 の 遺 伝 子 複 製 事 象 の
結 果 と し て 生 じ た 可 能 性 が 最 も 高 い よ う で あ る (Struyk AF et al(1995)J.Neurosci 15(3)
:2141-56)。
【 ０ ０ １ ５ 】
IgLONの 機 能 は 、 ニ ュ ー ロ ン 軸 策 の 誘 導 、 お よ び 脳 の 発 達 に お け る 細 胞 間 の 接 触 の 脈 絡 に
お い て 主 に 記 載 さ れ て き て い る 。 IgLONフ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー は 、 1つ の 細 胞 タ イ プ で 同 時
に 発 現 さ せ る こ と が で き 、 細 胞 表 面 上 の そ れ ら の 相 対 的 な レ ベ ル 、 お よ び 結 果 と し て 生 じ
る 異 好 性 の 相 互 作 用 、 さ ら に 同 性 の 相 互 作 用 は 、 IgLONの 機 能 を 説 明 す る 際 に 重 要 で あ る
可 能 性 が あ る 。 膜 の 面 で の ホ モ ダ イ マ ー 化 (三 量 体 化 も )は 、 NTMの シ ス 相 互 作 用 の 特 徴 で
あ る (Gil et al(1998)J.Neuroscience 18:9312-9325)。 IgLONフ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー が 癌
と 関 連 が あ る こ と は 、 以 前 に は 示 唆 さ れ て お ら ず 、 特 に IgLONフ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー が 、
腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 で あ る 可 能 性 が あ る こ と は 、 以 前 に は 示 唆 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
驚 く こ と に 、 11q24-q25に 位 置 す る Barx2腫 瘍 抑 制 物 質 に 加 え て 、 こ の 領 域 内 の 2つ の 他 の
遺 伝 子 が 、 癌 中 で メ チ ル 化 、 変 異 お よ び /ま た は 欠 失 す る こ と が 現 在 見 出 さ れ て い る 。 OBC
AMお よ び NTM遺 伝 子 は 、 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 と し て 、 卵 巣 癌 お よ び 結 腸 直 腸 癌 と 関 連 し て い る
と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
こ の 予 期 せ ぬ 観 察 結 果 に よ っ て 、 癌 、 特 に 卵 巣 癌 お よ び 結 腸 直 腸 癌 を 診 断 お よ び 治 療 す る
新 し い 方 法 が 与 え ら れ る 。
【 非 特 許 文 献 １ 】
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【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ８ 】
本 発 明 の 第 1の 態 様 は 、
患 者 の 癌 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、
(i)患 者 か ら 核 酸 を 含 む サ ン プ ル を 得 る ス テ ッ プ 、 お よ び
(ii)前 記 核 酸 を
(a)OBCAM遺 伝 子 、 ま た は そ の 変 異 対 立 遺 伝 子 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 、 あ る い
は OBCAMの cDNA、 ま た は そ の 変 異 対 立 遺 伝 子 、 ま た は そ の 相 補 体 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ
ズ す る 核 酸 、 ま た は
(b)NTM遺 伝 子 、 ま た は そ の 変 異 対 立 遺 伝 子 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 、 あ る い は
NTMの cDNA、 ま た は そ の 変 異 対 立 遺 伝 子 、 ま た は そ の 相 補 体 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す
る 核 酸 、 ま た は
(c)(a)と (b)両 方 と 、 接 触 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
本 発 明 の 第 2の 態 様 は 、
患 者 の 癌 の 特 定 の 結 末 の 相 対 的 な 見 通 し を 予 測 す る 方 法 で あ っ て 、
(i)患 者 か ら 核 酸 を 含 む サ ン プ ル を 得 る ス テ ッ プ 、 お よ び
(ii)前 記 核 酸 を
(a)OBCAM遺 伝 子 、 ま た は そ の 変 異 対 立 遺 伝 子 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 、 あ る い
は OBCAMの cDNA、 ま た は そ の 変 異 対 立 遺 伝 子 、 ま た は そ の 相 補 体 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ
ズ す る 核 酸 、 ま た は
(b)NTM遺 伝 子 、 ま た は そ の 変 異 対 立 遺 伝 子 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 、 あ る い は
NTMの cDNA、 ま た は そ の 変 異 対 立 遺 伝 子 、 ま た は そ の 相 補 体 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す
る 核 酸 、 ま た は
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(c)(a)と (b)両 方 と 、 接 触 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ０ 】
OBCAMま た は NTMの 変 異 、 ま た は 活 性 の 欠 如 の 識 別 は 、 予 後 (す な わ ち 結 果 と 関 連 付 け る こ
と )に 関 し て 、 遺 伝 子 療 法 ま た は ア ゴ ニ ス ト /擬 似 治 療 (以 下 参 照 )に よ る 治 療 に 、 患 者 が 適
し て い る 可 能 性 が あ る か ど う か 判 定 す る 際 に 、 非 常 に 有 用 で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
特 に 、 異 型 接 合 性 の 消 失 に よ る OBCAMの 活 性 の 欠 如 は 、 た と え ば 卵 巣 癌 の 初 期 事 象 で あ る
と 考 え ら れ る 。 NTMの 異 型 接 合 性 の 消 失 は 、 卵 巣 癌 中 の OBCAMの 消 失 よ り 後 に 起 こ る と 考 え
ら れ る 。 し た が っ て 、 OBCAMの 活 性 の 欠 如 ま た は 変 異 を 識 別 す る こ と に よ っ て 、 癌 の 発 症
の 可 能 性 に 関 し て 充 分 に 情 報 を 与 え る こ と が で き 、 一 方 OBCAMお よ び NTMの 分 析 、 お よ び 両
方 の 遺 伝 子 の 活 性 の 欠 如 ま た は 変 異 (欠 失 な ど )の 識 別 (た と え ば メ チ ル 化 分 析 、 ま た は LOH
分 析 に よ る )に よ っ て 、 疾 患 の 進 行 の 程 度 に 関 す る 結 論 を 与 え る こ と が で き 、 こ の 場 合 、
同 じ 患 者 に 異 な る 回 数 で 方 法 を 行 う 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
以 下 で さ ら に 論 じ る よ う に 、 OBCAMま た は NTM遺 伝 子 、 ま た は そ の 変 異 対 立 遺 伝 子 、 ま た は
そ の 相 補 体 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 は 、 ひ と た び 前 記 遺 伝 子 を 改 変 処 理 、 た と
え ば 以 下 で さ ら に 論 じ る よ う に 、 重 亜 硫 酸 塩 ま た は メ チ ル 化 感 受 性 制 限 酵 素 を 用 い た 処 理
に 曝 す と 、 前 記 遺 伝 子 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の 第 1ま
た は 第 2の 態 様 の 方 法 は 、 患 者 か ら の 前 記 核 酸 を 試 験 核 酸 と 接 触 さ せ る 前 に 、 患 者 か ら の
前 記 核 酸 を 改 変 処 理 、 た と え ば 重 亜 硫 酸 塩 処 理 に 曝 す ス テ ッ プ を さ ら に 含 む こ と が で き る
。
【 ０ ０ ２ ３ 】
卵 巣 癌 の 早 期 検 出 は 非 常 に 有 用 で あ る 。 な ぜ な ら こ の 癌 タ イ プ は 、 腫 瘍 発 達 の 後 期 段 階 ま
で 無 症 候 性 の ま ま で あ る か ら で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
患 者 は ヒ ト 患 者 で あ る こ と が 好 ま し く 、 一 般 に 、 OBCAMお よ び NTMに 関 す る 参 照 は 、 ヒ ト OB
CAMお よ び ヒ ト NTMを そ れ ぞ れ 参 照 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
OBCAMま た は NTM遺 伝 子 、 ま た は そ れ ら の 一 部 分 は 、 他 の 適 切 な ヒ ト 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー 、
標 準 的 な コ ス ミ ド な ど 、 ま た は 酵 母 菌 人 工 染 色 体 (YAC)ま た は P1-人 工 染 色 体 (PAC)ラ イ ブ
ラ リ ー か ら 容 易 に 得 る こ と が で き る こ と は 、 当 業 者 に よ り 容 易 に 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 OB
CAMま た は NTMの cDNAを プ ロ ー ブ と し て 使 用 し て 、 そ れ ぞ れ OBCAMま た は NTM遺 伝 子 の 、 す べ
て ま た は 一 部 分 を 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
OBCAMの cDNA配 列 は 、 受 託 番 号 NM_002545で GenBankか ら 公 に 入 手 可 能 で あ る 。 こ の 配 列 は
、 図 7に も 示 す 。 ラ ッ ト お よ び ウ シ 中 の OBCAMに 関 す る 他 の 配 列 は 、 以 下 の 受 託 番 号 M88711
(Rattus noevegicus)お よ び X12672(Bos taurus)で GenBankか ら 入 手 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
遺 伝 子 の ゲ ノ ム 構 造 は 、 cDNA配 列 、 た と え ば GenBankの cDNA配 列 を 、 GenBankデ ー タ ベ ー ス
か ら の ゲ ノ ム BACク ロ ー ン の 配 列 と 比 較 す る こ と に よ っ て 、 決 定 す る こ と が で き る 。 以 下
の BACま た は PACク ロ ー ン は 、 OBCAM遺 伝 子 :AC027631(た だ し 、 GenBankの こ の 配 列 は 、 染 色
体 18を 参 照 し て 誤 っ て 注 釈 を 施 さ れ て い る ;こ の 配 列 中 に 含 ま れ る マ ー カ ー は 、 す べ て 染
色 体 11で あ る )、 AC027631、 AC012234、 AP000843お よ び AP000912を 含 む 。 HGSプ ロ ジ ェ ク ト
の 一 部 分 と し て 関 連 す る 配 列 決 定 セ ン タ ー か ら 、 こ れ ら を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
OBCAM遺 伝 子 は 、 染 色 体 11上 に D11S4085遺 伝 マ ー カ ー を 含 む と 考 え ら れ る 。 実 施 例 中 に さ
ら に 詳 細 に 記 載 す る よ う に 、 D11S4085マ ー カ ー は 、 卵 巣 癌 お よ び 結 腸 直 腸 癌 中 の 染 色 体 11
の 1つ の 対 立 遺 伝 子 か ら 失 わ れ た も の と し て 同 定 さ れ て い る (そ れ ぞ れ 56%(24/43)お よ び 32
%(8/25)の 症 例 )。 D11S4085マ ー カ ー は 、 D11S1320マ ー カ ー と テ ロ マ ー 化 し て 位 置 す る こ と
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が 知 ら れ て い る 。 D11S4085マ ー カ ー は イ ン ト ロ ン 的 で あ り 、 OBCAMの 第 2の イ ン ト ロ ン 、 約
300～ 600kb、 D11S1320と テ ロ マ ー 化 し て い る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の 第 1ま た は 第 2の 態 様
の 代 替 実 施 形 態 で は 、 ス テ ッ プ (ii)の パ ー ト (a)を 、 以 下 の よ う に 表 す こ と が で き る :
「 マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト で あ る マ ー カ ー D11S4085を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は そ の 変 異
対 立 遺 伝 子 、 ま た は そ の 相 補 体 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 、 ま た は 」
【 ０ ０ ２ ９ 】
こ の 場 合 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 D11S4085マ ー カ ー を 含 む 任 意 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て
よ い 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は OBCAM遺 伝 子 の 少 な く と も 一 部 分 を 含 む こ と が 好 ま し く 、 OBCAM
遺 伝 子 全 体 を 含 む こ と が よ り 好 ま し い 。 さ ら に 好 ま し く は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 染 色 体 11
、 ま た は そ の 一 部 分 で あ り 、 そ の 一 部 分 は 少 な く と も 100、 500、 5000、 10000ま た は 50000
個 の ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ る 。 好 ま し く は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 部 分 は 、 D11S4085マ ー カ ー の
い ず れ か の 側 に 、 染 色 体 11の 少 な く と も 50、 100、 2500、 5000ま た は 25000個 の 連 続 し た ヌ
ク レ オ チ ド を 含 む も の で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
D11S4085は 、 OBCAMの イ ン ト ロ ン 2内 の ゲ ノ ム 配 列 の 側 面 に 位 置 す る 。 こ れ は BACAC012234
上 に あ る 。 イ ン ト ロ ン 2の 一 部 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 、 図 16Ａ ～ Ｄ に 示 す 。 し か し な が ら
、 図 16Ａ ～ Ｄ は イ ン ト ロ ン /エ ク ソ ン 境 界 の み を 示 し 、 完 全 長 の イ ン ト ロ ン は 示 さ な い の
で 、 マ ー カ ー D11S4085は こ の 図 中 に は 示 さ な い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
し た が っ て 、 以 下 の 「 OBCAM遺 伝 子 」 に 関 す る 参 照 事 項 は 、 前 で 定 義 し た D11S4085マ ー カ
ー を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 関 す る 参 照 事 項 で あ る こ と は 理 解 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
NTMの cDNA配 列 は 、 受 託 番 号 NM_016522で GenBankか ら 公 に 入 手 可 能 で あ る 。 こ の 配 列 は 、
図 8に も 示 す 。 ラ ッ ト 中 の NTMに 関 す る 他 の 配 列 は 、 受 託 番 号 NM-017354(Rattus norvegicu
s)で GenBankか ら 入 手 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
遺 伝 子 の ゲ ノ ム 構 造 は 、 cDNA配 列 、 た と え ば GenBankの cDNA配 列 を 、 GenBankデ ー タ ベ ー ス
か ら の ゲ ノ ム BACク ロ ー ン の 配 列 と 比 較 す る こ と に よ っ て 、 決 定 す る こ と が で き る 。 以 下
の BACま た は PACク ロ ー ン は 、 NTM遺 伝 子 :AC012134、 AC018368お よ び AP0000912を 含 む 。 HGS
プ ロ ジ ェ ク ト の 一 部 分 と し て 関 連 す る 配 列 決 定 セ ン タ ー か ら 、 こ れ ら を 得 る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ３ ４ 】
他 の NTMの cDNA配 列 は 、 WO00/61754の ク ロ ー ン 11753149.0.6お よ び 11753149.0.37、 お よ び
WO99/46281の PRO337の 配 列 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
図 9Ａ ～ Ｃ に 示 す 他 の NTMの cDNA配 列 を 、 我 々 は 決 定 し て い る 。 こ れ ら の 配 列 は 、 た と え ば
ヒ ト 卵 巣 の 表 面 上 皮 中 に 見 ら れ る 。 ヒ ト 卵 巣 の 表 面 上 皮 に お け る 主 要 な 形 は 、 「 +33bp」
形 で あ る よ う で あ る 。 「 +69bp」 形 は 、 他 の 代 替 形 で あ る 。 両 方 の 形 は 共 に 、 図 8に 示 す 配
列 中 、 お よ び 前 に 参 照 し た デ ー タ ベ ー ス の 項 目 中 よ り も ヒ ト 卵 巣 の 表 面 上 皮 中 に 豊 富 で あ
る よ う で あ る 。 他 の 形 は 「 +108bp」 形 で あ り 、 こ れ は 追 加 の 108bpを 含 み 、 こ れ に よ っ て
未 熟 な タ ン パ ク 質 の 翻 訳 停 止 が も た ら さ れ 、 カ ル ボ キ シ 末 端 に GPIア ン カ ー 結 合 部 位 が 欠
け て い る 切 断 型 NTMタ ン パ ク 質 イ ソ 型 が 生 成 す る と 予 想 さ れ る 。 し た が っ て 、 切 断 型 タ ン
パ ク 質 は 、 GPIア ン カ ー に よ っ て 細 胞 膜 に 結 合 す る こ と は な い と 予 想 さ れ る 。 し た が っ て
、 こ の イ ソ 型 は NTMの 可 溶 形 で あ っ て よ く 、 こ れ は 細 胞 外 に 位 置 す る 可 能 性 が あ り 、 GPI結
合 型 NTMの 正 常 な 機 能 を 害 す る か あ る い は 調 節 す る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
し た が っ て 、 本 発 明 の 第 1ま た は 第 2の 態 様 に 関 し て は 、 NTM遺 伝 子 、 ま た は そ の 変 異 対 立
遺 伝 子 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 、 あ る い は NTMの cDNA、 ま た は そ の 変 異 対 立 遺
伝 子 、 ま た は そ の 相 補 体 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 は 、 +33bpお よ び /ま た は +69b
pお よ び /ま た は +108bpの NTM遺 伝 子 ま た は cDNA、 ま た は そ の 相 補 体 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る
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こ と が 好 ま し い (特 に 卵 巣 の 癌 に 関 し て は )。
【 ０ ０ ３ ７ 】
一 実 施 形 態 で は 、 前 記 核 酸 が 、 +33bpお よ び /ま た は +69bpお よ び /ま た は +108bp形 の NTM遺
伝 子 ま た は cDNA、 ま た は そ れ ら の 相 補 体 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が 好 ま し い 。 他 の 実 施
形 態 で は 、 さ ら に 前 記 核 酸 が 、 「 正 常 な 」 ま た は デ ー タ ベ ー ス の NTM遺 伝 子 ま た は 図 8の cD
NA配 列 に よ っ て 例 示 さ れ る cDNA配 列 と 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い こ と が 好 ま し い 可 能 性 が あ
る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
任 意 の 事 象 に お い て 、 OBCAMま た は NTMの cDNAは 、 よ く 知 ら れ て い る 技 法 、 お よ び そ れ ぞ れ
図 7お よ び 8ま た は 9に プ ロ ー ブ と し て 示 す 、 ゲ ノ ム ク ロ ー ン の 一 部 分 、 ま た は OBCAMま た は
NTMの cDNA配 列 の 一 部 分 を 使 用 し て 、 ヒ ト cDNAラ イ ブ ラ リ ー か ら 容 易 に 得 る こ と が で き る
。 適 切 な ヒ ト cDNAラ イ ブ ラ リ ー は 、 ヒ ト 卵 巣 ま た は ヒ ト 卵 巣 組 織 、 ま た は ヒ ト 脳 ま た は ヒ
ト リ ン パ 芽 球 状 か ら 単 離 し た mRNAか ら 作 製 し た ラ イ ブ ラ リ ー で あ る が 、 異 な る 組 織 特 異 的
な NTMの イ ソ 型 が 、 非 卵 巣 組 織 中 に 存 在 し て よ い 。 ひ と た び OBCAMま た は NTMの cDNAま た は
遺 伝 子 、 ま た は そ の 断 片 が 前 記 の よ う に 同 定 さ れ る と 、 そ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 た と え
ば サ ン ガ ー の ジ デ オ キ シ 塩 基 配 列 決 定 法 、 ま た は 当 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 他 の 方 法 を 使
用 し て 、 容 易 に 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
OBCAMま た は NTM遺 伝 子 は 「 野 生 型 」 遺 伝 子 と し て 存 在 す る 可 能 性 が あ り 、 あ る い は そ れ は
、 前 述 の 野 生 型 遺 伝 子 と 配 列 が 異 な る 、 変 異 対 立 遺 伝 子 と し て 存 在 す る 可 能 性 が あ る こ と
は 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 「 変 異 対 立 遺 伝 子 」 に よ っ て 、 OBCAMま た は NTMポ リ ペ プ チ ド の 機
能 ま た は 発 現 の 変 化 を も た ら す 配 列 だ け で な く 、 OBCAMま た は NTMポ リ ペ プ チ ド の 機 能 ま た
は 発 現 に 対 し て ま っ た く 影 響 が な い か 、 あ る い は ご く わ ず か な 影 響 が あ る 、 ア リ ー ル 型 変
異 体 (ま た は 多 型 )が 含 ま れ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の 方 法 に お い て 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ
ズ す る 核 酸 は 、 野 生 型 OBCAMま た は NTM遺 伝 子 の 配 列 、 ま た は 野 生 型 OBCAMま た は NTMの cDNA
配 列 (ま た は mRNA配 列 )と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 、 お よ び そ れ ら の 変 異 対 立 遺 伝
子 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 を 含 む 。 さ ら に 、 本 明 細 書 で よ り 詳 細 に 記 載 す る よ
う に 、 当 業 者 が OBCAMま た は NTM遺 伝 子 の 変 異 対 立 遺 伝 子 、 お よ び そ れ ら の 多 型 を 容 易 に 同
定 す る こ と が で き る こ と は 容 易 に 理 解 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
OBCAM遺 伝 子 の 変 異 対 立 遺 伝 子 の 一 例 は 、 実 施 例 5に 記 載 し 、 こ の 場 合 エ ク ソ ン 2中 の シ ト
シ ン ヌ ク レ オ チ ド (図 7に 示 す GenBankの 項 目 番 号 NM_002545の 位 置 334に お け る も の ;図 18中
に は 変 異 体 が 示 さ れ る )が 、 グ ア ニ ン と し て 存 在 す る 。 こ の 変 異 体 は 、 卵 巣 癌 細 胞 株 PE01
お よ び PE04中 で 見 ら れ る が 、 PE01お よ び PE04と し て 同 じ 患 者 か ら 単 離 し た 繊 維 芽 細 胞 の DN
A中 に は 見 ら れ な い 。 変 異 に よ っ て 、 コ ー ド さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 化 が 生 じ 、 卵 巣
癌 細 胞 株 中 で は 、 「 野 生 型 」 プ ロ リ ン 残 基 が ア ル ギ ニ ン に 置 換 さ れ る (図 18)。
【 ０ ０ ４ １ 】
「 ポ リ ペ プ チ ド OBCAMま た は NTM」 に よ っ て 、 我 々 は 、 そ の 配 列 が そ れ ぞ れ 図 7、 ま た は 8ま
た は 9に 与 え る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む か 、 あ る い は そ れ ら か ら な り 、 あ る い は そ の 配 列 が そ
れ ぞ れ 図 7、 ま た は 8ま た は 9中 で コ ー ド 領 域 と し て 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 ま た は そ
の 天 然 変 異 体 に よ っ て コ ー ド さ れ て い る 、 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む こ と に す る 。 OBCAMポ リ ペ
プ チ ド は 、 そ の ア ミ ノ 酸 配 列 が 図 7に 与 え る 配 列 を 含 む 、 ポ リ ペ プ チ ド で あ る こ と が 好 ま
し い 。 NTMポ リ ペ プ チ ド は 、 そ の ア ミ ノ 酸 配 列 が 図 8ま た は 9に 与 え る 配 列 を 含 む 、 ポ リ ペ
プ チ ド で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
「 ポ リ ペ プ チ ド OBCAMま た は NTM」 に よ っ て 、 我 々 は 、 連 続 し た 50個 の ア ミ ノ 酸 残 基 部 分 、
ま た は そ れ ぞ れ 図 7、 ま た は 図 8ま た は 9に 与 え る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 天 然 変 異 体 を 含 む 、
任 意 の 天 然 に 存 在 す る ポ リ ペ プ チ ド も 含 む こ と に す る 。 ポ リ ペ プ チ ド は 、 ヒ ト の ポ リ ペ プ
チ ド で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
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「 OBCAMま た は NTMポ リ ペ プ チ ド の 発 現 の 変 化 」 に よ っ て 、 そ れ ぞ れ OBCAMま た は NTMポ リ ペ
プ チ ド の 発 現 の 変 化 を も た ら す 、 OBCAMま た は NTM遺 伝 子 の 任 意 の 変 化 が 含 ま れ る 。 た と え
ば 、 OBCAMま た は NTM遺 伝 子 の 転 写 の 変 化 に よ っ て 、 そ れ ぞ れ OBCAMま た は NTMポ リ ペ プ チ ド
の 発 現 の 変 化 が も た ら さ れ る で あ ろ う 。 同 様 に 、 OBCAMま た は NTMの mRNAの 翻 訳 の 変 化 に よ
っ て 、 そ れ ぞ れ OBCAMま た は NTMポ リ ペ プ チ ド の 発 現 の 変 化 が も た ら さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
OBCAMま た は NTMの タ ン パ ク 質 コ ー ド 配 列 の 変 異 に よ っ て 、 そ れ ぞ れ OBCAMま た は NTMタ ン パ
ク 質 の 機 能 の 消 失 が も た ら さ れ る 可 能 性 が あ り 、 同 様 に 、 機 能 の 消 失 は 、 OBCAMま た は NTM
遺 伝 子 の 転 写 サ イ レ ン シ ン グ 、 ま た は 優 性 ネ ガ テ ィ ブ 変 異 の 存 在 に よ る も の で あ る 可 能 性
が あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
前 に 定 義 し た 本 発 明 の 方 法 は 、 試 験 サ ン プ ル か ら の 結 果 と 、 対 照 サ ン プ ル か ら 、 た と え ば
、 知 ら れ て い る 非 癌 性 (正 常 )サ ン プ ル な ど か ら 、 あ る い は 知 ら れ て い る 癌 性 サ ン プ ル か ら
の 結 果 を 、 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 比 較 す る こ と を 含 む こ と が で き る こ と は 理 解 さ れ る で あ
ろ う 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
本 発 明 の 方 法 に お い て 有 用 で あ る 核 酸 は 、 OBCAMま た は NTMの cDNA、 ま た は そ の 変 異 対 立 遺
伝 子 、 ま た は そ の 相 補 体 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 と し て 、 容 易 に 定 義 す る こ と
が で き る こ と は 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 さ ら に 本 発 明 の 方 法 は 、 遺 伝 子 ま た は cDNAの 源 が 何
で あ れ 、 OBCAMま た は NTMの 遺 伝 子 ま た は cDNA、 ま た は そ の 変 異 対 立 遺 伝 子 と 選 択 的 に ハ イ
ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 を 使 用 す る こ と を 含 む 。 変 異 OBCAM対 立 遺 伝 子 の 一 例 を 図 18に 示 し 、
前 に さ ら に 詳 細 に 記 載 す る 。 こ の 変 異 体 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 は 、 図 7、 16
お よ び 18に 示 す 配 列 を 使 用 し て 、 容 易 に 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
「 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 」 に よ っ て 、 核 酸 が 前 記 DNAま た は cDNAと 充 分 な ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 類 似 性 が あ り 、 し た が っ て こ の 核 酸 は 、 適 度 あ る い は 非 常 に 厳 密 な 条 件 下 で ハ イ
ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る こ と が 意 味 さ れ る 。 当 分 野 で よ く 知 ら れ て い る よ う に 、 核 酸
の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 厳 密 度 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 起 こ る 核 酸 の 長 さ 、 ハ
イ ブ リ ダ イ ズ す る 配 列 の 同 一 性 の 程 度 な ど の 要 因 、 お よ び 温 度 、 イ オ ン 強 度 、 お よ び 配 列
の CGま た は AT含 有 率 な ど の 要 因 に 依 存 し て い る 。 し た が っ て 、 前 記 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ
ズ す る こ と が で き る 任 意 の 核 酸 が 、 本 発 明 を 実 施 す る 際 に 有 用 で あ る 。 選 択 的 に ハ イ ブ リ
ダ イ ズ す る 核 酸 は 、 ヒ ト OBCAMま た は NTM遺 伝 子 、 ま た は cDNAに 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す
る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
前 記 DNAま た は cDNA(ヒ ト DNAま た は cDNAな ど )に 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る
核 酸 に は 、 核 酸 の 少 な く と も 一 部 お よ び 前 記 DNAま た は cDNAに つ い て 、 95%を 超 え る 配 列 同
一 性 、 好 ま し く は 98%を 超 え る 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 99%を 超 え る 配 列 同 一 性 を 有 す
る 核 酸 が あ る 。 よ く 知 ら れ て い る よ う に 、 ヒ ト 遺 伝 子 は 通 常 は イ ン ト ロ ン を 含 み 、 し た が
っ て 、 た と え ば 前 記 ヒ ト DNA中 の 遺 伝 子 に 由 来 す る 、 mRNAま た は cDNAは 、 そ の 全 長 は 前 記
ヒ ト DNAと は 完 全 に は 一 致 し な い と 思 わ れ る が 、 そ れ で も こ れ は 前 記 ヒ ト DNAと 選 択 的 に ハ
イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る 核 酸 で あ る と 思 わ れ る 。 し た が っ て 、 具 体 的 に は 本 発 明 は
、 OBCAMま た は NTMcDNAに 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る が 、 OBCAMま た は NTM遺 伝 子 に は ハ イ
ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き な い 、 あ る い は こ の 逆 の 核 酸 を 含 む 。 た と え ば 、 OBCAMま た は N
TM遺 伝 子 の イ ン ト ロ ン -エ ク ソ ン 境 界 に 広 が る 核 酸 は 、 そ れ ぞ れ OBCAMま た は NTMcDNAに 選
択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き な い 。 OBCAM遺 伝 子 の イ ン ト ロ ン -エ ク ソ ン 境 界 は 図
16Ａ ～ Ｄ に 示 し 、 す べ て の イ ン ト ロ ン の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 不 完 全 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
選 択 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を も た ら す 、 典 型 的 な 適 度 あ る い は 非 常 に 厳 密 な ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 当 分 野 で よ く 知 ら れ て お り 、 た と え ば 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組
み 込 ん で あ る 、 Molecular Cloning、 a laboratory manual、 2nd edition、 Sambrook他 (ed
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s)、 Cold Spring Harbor Laboratory Press、 Cold Spring Harbor、 NY、 USA中 に 記 載 さ れ
た 条 件 が あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
核 酸 が ナ イ ロ ン 膜 上 に 固 定 さ れ 、 プ ロ ー ブ の 核 酸 が 500以 上 の 塩 基 ま た は 塩 基 対 で あ る と
き の 、 典 型 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 の 一 例 は 以 下 の も の で あ る :
6× SSC(生 理 的 食 塩 水 、 ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム )
0.5%ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム (SDS)
100μ g/mlの 変 性 、 分 画 し た サ ケ 精 液 の DNA
【 ０ ０ ５ １ 】
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 68℃ で 行 う 。 核 酸 を 固 定 し た ナ イ ロ ン 膜 は 68℃ に お い て 1× SSC
で 、 あ る い は さ ら に 高 い 厳 密 度 の た め に 0.1× SSCで 洗 浄 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
20× SSCは 、 以 下 の 方 法 で 調 製 す る こ と が で き る 。 175.3gの NaClお よ び 88.2gの ク エ ン 酸 ナ
ト リ ウ ム を 800mlの H 2 Oに 溶 か す 。 NaOHの 10N溶 液 数 滴 を 用 い て 、 pHを 7.0に 調 節 す る 。 H 2 O
を 用 い て 、 体 積 を 1リ ッ ト ル に 調 節 す る 。 等 分 試 料 に 分 配 す る 。 オ ー ト ク レ ー ブ 処 理 に よ
っ て 滅 菌 す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
核 酸 が ナ イ ロ ン 膜 上 に 固 定 さ れ 、 プ ロ ー ブ が 15個 と 50個 の 間 の 塩 基 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
で あ る と き の 、 典 型 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 の 一 例 は 以 下 の も の で あ る :
3.0M塩 化 ト リ メ チ ル ア ン モ ニ ウ ム (TMACl)
0.01Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム (pH6.8)
1mm EDTA(pH7.6)
0.5%SDS
100μ g/mlの 変 性 、 分 画 し た サ ケ 精 液 の DNA
0.1脱 脂 粉 乳
【 ０ ０ ５ ４ 】
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 最 適 温 度 は 、 通 常 は 所 与 の 鎖 長 の T i よ り 5℃ 低 い 温 度 を 選 択 す
る 。 T i と は 、 プ ロ ー ブ と そ の 標 的 配 列 の 間 で 形 成 さ れ る ハ イ ブ リ ッ ド の 、 不 可 逆 的 な 融 解
温 度 で あ る 。 Jacobs et al(1988)Nucl.Acids Res.16、 4637は 、 T i の 決 定 を 論 じ て い る 。 3
M TMACl中 の 17量 体 に つ い て 奨 励 さ れ て い る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 温 度 は 48～ 50℃ で あ
り 、 19量 体 に つ い て は 、 そ れ は 55～ 57℃ で あ り 、 20量 体 に つ い て は 、 そ れ は 58～ 66℃ で あ
る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
「 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 」 に よ っ て 、 以 下 で よ り 詳 細 に 記 載 す る シ ス テ ム 、 特
に ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR)な ど の 、 よ く 知 ら れ て い る 任 意 の 増 幅 シ ス テ ム に よ り 、 前
記 ヒ ト DNAの 領 域 か ら DNAを 増 幅 さ せ る 核 酸 も 含 ま れ る 。 PCR増 幅 に 関 す る 適 切 な 条 件 は 、
以 下 の 適 切 な 1× 増 幅 用 緩 衝 液 中 で の 増 幅 を 含 む :
10× 増 幅 用 緩 衝 液 は 500mMの KCIで あ る ;100mM Tris.Cl(室 温 で pH8.3);15mM Mg Cl 2 ;0.1%ゼ
ラ チ ン 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
適 切 な 変 性 剤 ま た は 手 順 (95℃ に 加 熱 す る な ど )を 使 用 し て 、 二 本 鎖 DNAの 鎖 を 分 離 す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
適 切 に は 、 増 幅 の ア ニ ー リ ン グ 部 分 は 37℃ と 60℃ の 間 、 好 ま し く は 50℃ で あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
本 発 明 の 方 法 に お い て 有 用 で あ る 核 酸 は RNAま た は DNAで あ っ て よ い が 、 DNAが 好 ま し い 。
本 発 明 の 方 法 に お い て 有 用 で あ る 核 酸 は 二 本 鎖 ま た は 一 本 鎖 で あ っ て よ い が 、 核 酸 の 増 幅
反 応 な ど の い く つ か の 条 件 下 で は 、 一 本 鎖 の 核 酸 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
本 発 明 の 方 法 に お い て 有 用 で あ る 核 酸 は 、 そ れ が 二 本 鎖 で あ る 場 合 、 100kbな ど 非 常 に 大
き く て よ い 。 た と え ば 、 こ の よ う な 大 き な 核 酸 は 、 FISH(蛍 光 in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
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ョ ン )分 析 で 使 用 す る た め の 、 プ ロ ー ブ を 作 製 す る た め の 鋳 型 と し て 有 用 で あ る 。 典 型 的
に は 、 FISHで 使 用 す る 標 識 し た プ ロ ー ブ は 、 ニ ッ ク ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン 、 ま た は ゲ ノ ム ク
ロ ー ン か ら の ラ ン ダ ム な プ ラ イ マ ー の 作 製 (適 切 な PACク ロ ー ン 中 の 挿 入 な ど )に よ っ て 一
般 的 に は 作 製 さ れ る 。 ひ と た び 作 製 さ れ る と 、 こ れ ら の プ ロ ー ブ は 、 ヌ ク レ オ チ ド 約 50～
1000個 の 長 さ で あ る 。 前 に 記 載 し た ニ ッ ク ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン ま た は ラ ン ダ ム な プ ラ イ マ
ー の 伸 長 用 の 、 鋳 型 と し て 使 用 す る こ と が よ り 好 ま し い 。 し か し な が ら 、 核 酸 が 10000個
よ り 少 な い 、 よ り 好 ま し く は 1000個 よ り 少 な い 、 さ ら に 好 ま し く は 10個 か ら 100個 、 さ ら
に 好 ま し く は 15個 か ら 30個 の 塩 基 対 (核 酸 が 二 本 鎖 で あ る 場 合 )ま た は 塩 基 (核 酸 が 一 本 鎖
で あ る 場 合 )で あ る 場 合 、 い く つ か の 診 断 、 プ ロ ー ブ ま た は 増 幅 目 的 に は 、 そ の 核 酸 が 好
ま し い 。 以 下 に よ り 詳 細 に 記 載 す る よ う に 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 に お い て 使 用 す る の に
適 し た 、 一 本 鎖 DNAの プ ラ イ マ ー が 特 に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
本 発 明 の 方 法 に お い て 使 用 す る た め の 核 酸 は 、 OBCAMま た は NTM遺 伝 子 、 ま た は OBCAMま た
は NTMの cDNAま た は mRNA、 ま た は こ れ ら の 変 異 体 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る 核 酸
で あ る 。 こ の 遺 伝 子 の 断 片 お よ び 変 形 、 お よ び こ の 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ て い る mRNA
か ら 誘 導 可 能 な cDNAも 、 本 発 明 の 方 法 に お い て 使 用 す る た め の 好 ま し い 核 酸 で あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
遺 伝 子 そ の も の と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 、 ま た は そ の 変 異 体 が 非 常 に 有 用 で あ
る こ と は 明 ら か で あ る 。 遺 伝 子 の 断 片 は 、 本 発 明 の 方 法 で 使 用 す る の に 好 ま し い 。 大 き な
断 片 の 酵 素 に よ る 分 解 ま た は 化 学 的 分 解 に よ っ て 、 断 片 を 作 製 す る こ と が で き 、 あ る い は
断 片 を 化 学 的 に 合 成 す る こ と が で き る 。 「 遺 伝 子 」 に よ っ て 、 イ ン ト ロ ン お よ び エ ク ソ ン
だ け で な く 、 イ ン ト ロ ン お よ び エ ク ソ ン と 関 連 が あ り 、 物 理 的 に 近 い 調 節 領 域 、 特 に 5'領
域 ～ 5'の 大 部 分 の エ ク ソ ン も 含 ま れ る 。 「 物 理 的 に 近 い 」 に よ っ て 、 50kb以 内 、 好 ま し く
は 10kb以 内 、 よ り 好 ま し く は 5kb以 内 、 さ ら に 好 ま し く は 2kb以 内 が 意 味 さ れ る 。 OBCAMお
よ び NTM遺 伝 子 の 塩 基 プ ロ モ ー タ ー お よ び 調 節 要 素 に は 、 転 写 開 始 部 位 ま た は コ ー ド 領 域
の 始 点 か ら の 200～ 400ま で の 塩 基 対 が 存 在 す る と 考 え ら れ る 。 し か し な が ら 、 組 織 特 異 的
ま た は 誘 導 要 素 は 、 コ ー ド 領 域 (エ ク ソ ン )の い ず れ か の 方 向 に 50kbで あ っ て よ く 、 あ る い
は イ ン ト ロ ン 中 に 存 在 し て よ い 。 OBCAMお よ び NTM遺 伝 子 の こ の よ う な 要 素 は 同 定 す る こ と
が で き 、 あ る い は 調 節 タ ン パ ク 質 の 結 合 の 部 位 を 示 す 、 DNAse過 敏 反 応 部 位 (サ ザ ン ブ ロ ッ
ト で 検 出 )の 近 く に 位 置 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
あ る い は 、 上 流 の ゲ ノ ム DNA(す な わ ち 、 5'の 大 部 分 の エ ク ソ ン の 上 流 )、 お よ び 、 た と え
ば 、 レ ポ ー タ ー 酵 素 と し て β ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ を 使 用 し て 、 レ ポ ー タ ー 構 築 体 を 生 成 さ せ
る こ と が で き る 。 一 連 の 欠 失 お よ び フ ッ ト プ リ ン ト 法 を 使 用 し て 、 調 節 領 域 を 同 定 す る こ
と も で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
NTMCpGア イ ラ ン ド は 、 ATG翻 訳 開 始 部 位 と 重 複 し て お り 、 約 1.1kbの 長 さ で あ る 。 OBCAMCpG
ア イ ラ ン ド は 、 翻 訳 開 始 部 位 の 約 500bp上 流 で あ り 、 約 900bpの 長 さ で あ る 。 NTMま た は OBC
AM遺 伝 子 の メ チ ル 化 状 態 を 調 べ る と き (以 下 で さ ら に 論 じ る よ う に )、 選 択 し た 遺 伝 子 の Cp
Gア イ ラ ン ド と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 が 、 非 常 に 有 用 で あ る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
遺 伝 子 の 「 断 片 」 に よ っ て 、 (一 本 鎖 で あ ろ う と 二 本 鎖 で あ ろ う と )少 な く と も ヌ ク レ オ チ
ド 15個 の 長 さ の 遺 伝 子 の 任 意 の 部 分 が 含 ま れ る が 、 よ り 好 ま し く は 、 断 片 は 少 な く と も ヌ
ク レ オ チ ド 20個 の 長 さ 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も ヌ ク レ オ チ ド 50個 の 長 さ で あ り 、 少 な
く と も ヌ ク レ オ チ ド 100個 の 長 さ で あ っ て よ く 、 あ る い は 少 な く と も ヌ ク レ オ チ ド 500個 の
長 さ で あ っ て よ い 。 断 片 は 50kbを 超 え な い こ と が 好 ま し く 、 100kbを 超 え な い こ と が よ り
好 ま し い 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
遺 伝 子 の 「 変 異 体 」 に よ っ て 、 一 部 分 で あ れ 完 全 長 で あ れ 、 あ る い は mRNAの 任 意 の 接 合 変
異 体 か ら コ ピ ー さ れ た も の で あ れ 、 cDNAが 具 体 的 に は 含 ま れ る 。 我 々 は 、 本 来 の 遺 伝 子 と
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比 較 し て 、 遺 伝 子 ま た は そ の 断 片 中 あ る い は cDNA中 に 、 ヌ ク レ オ チ ド の 置 換 (逆 位 を 含 む )
、 挿 入 お よ び 欠 失 が 存 在 す る 、 核 酸 も 具 体 的 に は 含 め る 。 変 異 体 お よ び 断 片 の 両 方 は 、 そ
の 意 図 す る 目 的 ;探 索 、 増 幅 ま た は 診 断 目 的 に 従 っ て 選 択 し 、 短 い が 高 度 の 配 列 同 一 性 (た
と え ば 、 少 な く と も 80%、 90%、 95%ま た は 99%)を 有 す る 断 片 が 、 一 般 に は 必 要 と さ れ る で
あ ろ う 。 OBCAM遺 伝 子 (お よ び 対 応 す る cDNA)の 変 異 体 の 一 例 に は 、 図 7で 付 番 し 図 18に 示 す
ヌ ク レ オ チ ド 334に お い て シ ト シ ン が グ ア ニ ン に 置 換 さ れ た 変 異 体 が あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
本 発 明 の 方 法 で 使 用 す る た め の 核 酸 が 、 遺 伝 子 ま た は cDNAの 一 部 分 を 増 幅 さ せ る た め に 使
用 す る こ と が で き る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー で あ る 場 合 、 そ れ が 特 に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
本 発 明 の 方 法 で 使 用 す る た め の 好 ま し い 核 酸 は 、 OBCAMま た は NTM遺 伝 子 ま た は cDNAと 選 択
的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 他 の 遺 伝 子 ま た は cDNAと は ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い 核 酸 で あ る 。 こ
の よ う な 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 は 、 た と え ば そ れ ぞ れ 図 7お よ び 8ま た は 9に 記
載 し た よ う に 、 核 酸 が OBCAMま た は NTMの cDNAと ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る か ど う か を 参 照 す る こ
と に よ っ て 、 容 易 に 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
第 1お よ び 第 2の 態 様 の 方 法 を 使 用 し て 、 任 意 の 前 記 遺 伝 子 ま た は cDNAの 変 異 の 有 無 を 検 出
す る こ と が 好 ま し い 。 言 い 換 え れ ば 、 変 異 体 遺 伝 子 ま た は cDNAが 存 在 す る か ど う か で あ る
。 患 者 か ら の 核 酸 中 の 、 図 7で 付 番 し た OBCAMの ヌ ク レ オ チ ド 334に 対 応 す る ヌ ク レ オ チ ド
が 、 図 7中 の ヌ ク レ オ チ ド と 同 じ で あ る か 、 あ る い は そ う で は な い か を 判 定 す る こ と が 、
よ り 好 ま し い 。 こ の よ う な 判 定 は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 し て 、 以 下 に 記 載 す
る よ う に 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
本 発 明 の 方 法 は 任 意 の 癌 に 関 し て 適 し て い る が 、 癌 が 卵 巣 、 結 腸 直 腸 の 癌 、 ま た は 他 の 一
般 的 な 腺 癌 、 乳 、 肺 、 前 立 腺 お よ び 頚 部 の 癌 な ど で あ る 場 合 、 本 発 明 の 方 法 が 好 ま し い 。
さ ら に 、 OBCAMに 関 す る 方 法 は 、 白 血 病 に も 適 し て お り 、 NTMに 関 す る 方 法 は 膵 臓 お よ び 白
血 病 に 適 し て い る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 卵 巣 ま た は 結 腸 の 癌 に 関 し て 特 に 適 し て お り 、 方 法
が OBCAM遺 伝 子 ま た は cDNA、 ま た は D11S4085マ ー カ ー を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 選 択 的 に
ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 に 関 す る も の で あ る と き 、 こ れ ら の 方 法 は 卵 巣 癌 に 関 し て 最 も 適
し て お り 、 方 法 が NTM遺 伝 子 ま た は cDNAと 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 に 関 す る も の
で あ る と き 、 結 腸 直 腸 癌 に 関 し て 最 も 適 し て い る 。 本 発 明 の 方 法 が 予 後 の 方 法 、 お よ び 診
断 を 助 長 す る 方 法 を 含 む こ と は 、 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 患 者 の 管 理 ま た は 治 療 の 行 程 を 決
定 す る 際 に 、 内 科 医 ま た は 外 科 医 に と っ て 本 発 明 の 方 法 が 有 用 で あ る こ と も 、 理 解 さ れ る
で あ ろ う 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
患 者 は 、 癌 ま た は 腫 瘍 が 発 見 さ れ て い る か 、 あ る い は そ れ が 疑 わ れ る 任 意 の 個 人 で あ っ て
よ い 。 特 に 好 ま し い 患 者 は 、 超 音 波 に よ っ て 同 定 さ れ る 骨 盤 付 近 の 塊 を 有 す る 患 者 、 お よ
び /ま た は CA125の レ ベ ル が わ ず か に 上 昇 し た 患 者 で あ る 。 CA125は 、 Muc16と し て 近 年 同 定
さ れ た 血 清 中 の 糖 ペ プ チ ド で あ り 、 卵 巣 癌 用 だ け で は な く 、 卵 巣 腫 瘍 の 臨 床 管 理 に お い て
主 に 使 用 さ れ る 腫 瘍 マ ー カ ー で あ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
OBCAMま た は NTM遺 伝 子 の 変 異 は 、 突 発 性 の 癌 だ け で は な く 家 族 性 の 癌 に お い て 起 こ る 可 能
性 が あ る の で 、 患 者 に 由 来 す る 核 酸 を 含 む 任 意 の サ ン プ ル は 、 本 発 明 の 方 法 に お い て 有 用
で あ る と 考 え ら れ る が 、 し か し な が ら 、 癌 が 疑 わ れ る か 、 あ る い は 癌 が 発 見 さ れ る 可 能 性
が あ る か 発 見 さ れ て い る 組 織 の サ ン プ ル に 核 酸 が 由 来 す る 場 合 は 、 そ れ が 好 ま し い 。 た と
え ば 、 癌 が 疑 わ れ る か 、 あ る い は 癌 が 発 見 さ れ る 可 能 性 が あ る か 発 見 さ れ て い る 組 織 が 卵
巣 で あ る 場 合 、 核 酸 を 含 む サ ン プ ル が 患 者 の 卵 巣 に 由 来 す る 場 合 、 そ れ が 好 ま し い 。 卵 巣
の サ ン プ ル は 、 外 科 手 術 に よ る 切 除 、 腹 壁 切 除 お よ び 生 検 、 内 視 鏡 検 査 お よ び 生 検 、 お よ
び 画 像 誘 導 に よ る 生 検 に よ っ て 得 る こ と が で き る 。 超 音 波 、 ま た は テ ク ネ チ ウ ム -99標 識
抗 体 、 ま た は 卵 巣 に 選 択 的 に 結 合 ま た は 位 置 す る 抗 体 断 片 に よ っ て 、 画 像 を 生 じ さ せ る こ
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と が で き る 。 よ く 知 ら れ て い る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 HMFG1は 、 卵 巣 癌 を 画 像 化 す る た め の
適 切 な 抗 体 で あ る 。 腹 水 /腹 膜 腔 液 、 お よ び 腹 膜 サ ン プ ル は 、 外 科 手 術 ま た は 腹 壁 切 除 に
よ っ て 得 る こ と が で き る 。 同 様 に 、 癌 が 疑 わ れ る か 、 あ る い は 癌 が 発 見 さ れ る 可 能 性 が あ
る か 発 見 さ れ て い る 組 織 が 結 腸 で あ る 場 合 、 核 酸 を 含 む サ ン プ ル が 患 者 の 結 腸 な ど に 由 来
す る 場 合 、 そ れ が 好 ま し い 。 結 腸 サ ン プ ル は 、 結 腸 切 除 に よ っ て 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
OBCAMま た は NTMを 分 析 す る た め に 、 有 益 で あ る 可 能 性 が あ る 他 の サ ン プ ル に は 、 リ ン パ 節
、 血 液 、 血 清 、 お よ び 転 移 の 可 能 性 が あ る 部 位 、 実 際 に 転 移 し た 部 位 、 た と え ば 骨 が あ る
。 た と え ば 潜 在 性 の 疾 患 、 た と え ば 無 症 候 性 の 卵 巣 癌 の 早 期 診 断 の た め に 、 サ ン プ ル は 血
液 ま た は リ ン パ 節 で あ る こ と が 、 特 に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
サ ン プ ル は 、 た と え ば 組 織 の 生 検 に よ り 、 患 者 に 直 接 由 来 す る も の で あ っ て よ く 、 あ る い
は 、 た と え ば 組 織 か ら の 細 胞 は 組 織 か ら 身 体 の 他 の 部 分 に 移 動 し て い る の で 、 患 者 の 組 織
か ら 離 れ た 部 位 に 由 来 す る も の で あ っ て よ い 。 あ る い は 、 た と え ば 患 者 か ら の 組 織 ま た は
細 胞 は in vitroで 培 養 す る こ と が で き 、 あ る い は 異 種 移 植 モ デ ル に お い て 培 養 す る こ と が
で き ;あ る い は 核 酸 サ ン プ ル は 、 患 者 か ら の 起 源 の 核 酸 か ら (in vitroま た は in vivoで )複
製 さ れ た サ ン プ ル で あ っ て よ い と い う 意 味 で 、 サ ン プ ル は 患 者 に 間 接 的 に 由 来 す る も の で
あ っ て よ い 。 し た が っ て 、 患 者 に 由 来 す る 核 酸 は 、 患 者 の 内 部 に 物 理 的 に 存 在 し て い た 可
能 性 は あ る が 、 あ る い は 患 者 の 内 部 に 物 理 的 に 存 在 し た 核 酸 か ら コ ピ ー さ れ た 可 能 性 が あ
る 。 腫 瘍 組 織 は 原 発 性 腫 瘍 か ら 、 あ る い は 転 移 物 か ら 採 取 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
本 発 明 の 有 用 な 方 法 は 、 任 意 の 適 切 な サ ン プ ル に お け る 、 OBCAMま た は NTM遺 伝 子 の 変 異 の
分 析 、 ま た は OBCAMま た は NTM遺 伝 子 の 有 無 の 検 出 を 含 む こ と は 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 適 切
に は サ ン プ ル は 、 患 者 か ら 新 鮮 に 得 ら れ た サ ン プ ル で あ っ て よ く 、 あ る い は サ ン プ ル は 組
織 サ ン プ ル 、 た と え ば サ ン プ ル の ラ イ ブ ラ リ ー 中 に 保 た れ た サ ン プ ル で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
好 都 合 に は 、 前 記 ヒ ト DNAに 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き 、 本 発 明 の 方 法 に お
い て 使 用 す る 核 酸 は 、 検 出 可 能 な 標 識 を さ ら に 含 む 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
「 検 出 可 能 な 標 識 」 に よ っ て 、 よ く 知 ら れ て い る 方 法 を 使 用 し て 核 酸 分 子 中 に 容 易 に 取 り
込 ま せ る こ と が で き る 、 3 2 P、 3 3 Pま た は 3 5 Sな ど の 任 意 の 好 都 合 な 放 射 性 標 識 が 含 ま れ る ;
核 酸 中 に 容 易 に 取 り 込 ま せ る こ と が で き る 、 任 意 の 好 都 合 な 蛍 光 ま た は 化 学 発 光 標 識 も 含
ま れ る 。 さ ら に 、 「 検 出 可 能 な 標 識 」 と い う 語 は 、 他 の 部 分 (ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン と の 結
合 に よ っ て 検 出 す る こ と が で き る ビ オ チ ン な ど )と の 結 合 に よ っ て 検 出 す る こ と が で き る
部 分 ;無 色 の 化 合 物 を 有 色 の 化 合 物 に 転 換 す る 能 力 、 あ る い は こ の 逆 の 能 力 に よ っ て 検 出
す る こ と が で き る (た と え ば 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ は 無 色 の o-ニ ト ロ フ ェ ニ ル ホ ス フ
ェ ー ト を 有 色 の o-ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル に 転 換 す る こ と が で き る )、 酵 素 な ど の 部 分 も 含 む 。
好 都 合 に は 、 核 酸 プ ロ ー ブ は 固 定 配 列 中 の あ る 位 置 を 占 め て い て よ く 、 核 酸 が 前 記 ヒ ト DN
Aの 領 域 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る か ど う か は 、 固 定 配 列 中 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 位 置
を 参 照 す る こ と に よ っ て 判 定 す る こ と が で き る 。 検 出 可 能 な 標 識 は 、 Tyagi & Kramer(199
6)Nature Biotechnology 14、 303-308中 に 記 載 さ れ た よ う な 、 蛍 光 体 -発 光 抑 制 剤 の 対 で
あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
癌 の 危 険 群 に 入 る 患 者 の 前 駆 症 状 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 前 述 の 方 法 を 使 用 す る こ
と が で き る こ と は 、 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 危 険 度 の 高 い 患 者 は
、 50才 を 超 え る 患 者 、 ま た は 高 い 罹 患 性 を も た ら す 遺 伝 子 (た と え ば BRCA1、 BRCA2ま た は p
53の 素 因 型 )を 保 有 す る 患 者 、 乳 /卵 巣 癌 の 家 族 歴 を 有 す る 患 者 、 冒 さ れ た 血 縁 者 が い る 患
者 、 未 産 婦 、 お よ び 初 潮 と 閉 経 の 間 の 長 い 時 間 間 隔 を 有 す る 女 性 を 含 む 。 同 様 に 、 卵 巣 腫
瘍 ま た は 結 腸 腫 瘍 な ど の 腫 瘍 を 病 理 学 的 に 分 類 す る た め に 、 本 発 明 の 方 法 を 使 用 す る こ と
が で き る 。
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【 ０ ０ ７ ８ 】
好 都 合 に は 、 本 発 明 の 第 1、 第 2お よ び 第 3の 態 様 の 方 法 で は 、 前 記 選 択 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン が 可 能 な 核 酸 (検 出 可 能 な 標 識 で 標 識 し た も の 、 ま た は 標 識 し な い も の )を 、 ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で 、 患 者 に 由 来 す る 核 酸 と 接 触 さ せ る 。 適 切 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン 条 件 は 、 前 に 記 載 し た 条 件 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
患 者 に 由 来 す る 核 酸 を 含 む サ ン プ ル が 、 問 題 の 組 織 ま た は 細 胞 タ イ プ の 実 質 的 に 純 粋 な サ
ン プ ル で は な い 場 合 、 前 記 組 織 ま た は 細 胞 の サ ン プ ル を 富 裕 化 さ せ る こ と が 好 ま し い 。 た
と え ば 、 血 液 サ ン プ ル な ど の サ ン プ ル 中 の 卵 巣 細 胞 の 富 裕 化 は 、 た と え ば 細 胞 選 別 法 、 卵
巣 細 胞 に 選 択 的 な 抗 体 、 ま た は 上 皮 細 胞 に 選 択 的 な 少 な く と も 1つ の 抗 体 を 使 用 す る 、 蛍
光 活 性 化 細 胞 選 別 (FACS)な ど を 使 用 し て 行 う こ と が で き る 。 た と え ば 、 Cam 5.2、 anticyt
okeratin7/8、 from Becton Dickinson、 2350 Qume Drive、 San Jose、 California、 USAが
有 用 で あ る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 初 期 の 卵 巣 疾 患 ま た は 他 の 腫 瘍 タ イ プ に 関 す る 、 診 断
用 血 液 検 査 を 提 供 す る 。 血 液 検 査 に よ っ て 、 OBCAMお よ び /ま た は NTMに 関 し て 、 た と え ば
こ れ ら の 遺 伝 子 の 片 方 ま た は 両 方 の メ チ ル 化 状 態 に 関 し て 、 少 数 の 循 環 腫 瘍 細 胞 を 分 析 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
前 記 サ ン プ ル の 源 は 、 固 定 パ ラ フ ィ ン 包 埋 標 本 、 お よ び 新 鮮 ま た は 凍 結 組 織 も 含 め て 、 前
に 論 じ た 生 検 物 質 お よ び 腫 瘍 サ ン プ ル も 含 む 。 患 者 か ら の 核 酸 サ ン プ ル は 、 OBCAMま た は N
TMと 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 と 接 触 さ せ る 前 に 、 処 理 す る こ と が で き る 。 た と え
ば 、 患 者 か ら の 核 酸 サ ン プ ル は 、 選 択 的 増 幅 、 逆 転 写 、 固 定 (配 列 特 異 的 な 固 定 な ど )、 ま
た は 検 出 可 能 な マ ー カ ー の 取 り 込 み に よ っ て 、 処 理 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
本 発 明 の 方 法 が 、 OBCAMま た は NTM遺 伝 子 の メ チ ル 化 、 変 異 、 ま た は そ の 有 無 の 検 出 を 判 定
す る こ と を 含 む 場 合 、 そ れ が 特 に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
本 発 明 の 第 1ま た は 第 2の 態 様 の 方 法 は 、 直 接 的 な 塩 基 配 列 決 定 ;PCR増 幅 さ せ た エ ク ソ ン の
直 接 的 な 塩 基 配 列 決 定 ;関 連 領 域 内 の 関 連 位 置 に お い て ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る た め に 設 計
し た 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ の デ フ ァ レ ン シ ャ ル ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン (こ の ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 当 分 野 で よ く 知 ら れ て い る い わ ゆ る 「 チ ッ プ 」 シ ス テ ム に お い
て 、 固 定 型 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 使 用 す る こ と が 好 都 合 で あ る );変 性 ゲ ル 電 気 泳
動 、 次 に 適 切 な 制 限 酵 素 に よ る 消 化 、 次 に 関 連 DNA領 域 を 増 幅 さ せ る こ と が 好 ま し い ;S1ヌ
ク レ ア ー ゼ に よ る 配 列 分 析 ;非 変 性 ゲ ル 電 気 泳 動 、 次 に 関 連 DNA領 域 を 増 幅 さ せ る こ と が 好
ま し い ;従 来 の RFLP(制 限 断 片 の 長 さ 多 型 )ア ッ セ イ ;ヘ テ ロ 二 本 鎖 分 析 ;オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド を 使 用 す る 選 択 的 DNA増 幅 ;分 裂 間 期 染 色 体 の 蛍 光 in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン (FISH
);特 定 の 変 異 に 関 す る ARMS-PCR(増 幅 拒 否 性 変 異 系 -PCR);ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 核 酸 中 の ミ
ス マ ッ チ 部 位 で の 切 断 (そ の 切 断 は 化 学 的 ま た は 酵 素 に よ る も の で あ る );SSCP一 本 鎖 の 立
体 配 座 多 型 ま た は DGGE(不 連 続 ま た は 変 性 勾 配 ゲ ル 電 気 泳 動 );ア ニ ー リ ン グ し た 正 常 の /変
異 し た PCRに よ り 増 幅 さ せ た DNA中 の 、 ミ ス マ ッ チ を 検 出 す る た め の 分 析 ;お よ び 、 タ ン パ
ク 質 切 断 の ア ッ セ イ (エ ク ソ ン の 翻 訳 及 び 転 写 、 変 異 に よ り 停 止 コ ド ン が 導 入 さ れ る 場 合
、 切 断 型 タ ン パ ク 質 産 物 が 生 成 す る と 思 わ れ る )を 含 め た 、 関 連 領 域 内 の 1つ ま た は 複 数 の
関 連 位 置 に お け る DNAの 塩 基 配 列 決 定 を 含 む こ と が で き る 。 た と え ば 切 断 I酵 素 を 使 用 し て
、 主 要 配 列 の 変 化 か ら 生 じ る 一 本 鎖 DNAの 二 次 構 造 の 変 化 を 検 出 す る な ど 、 他 の 方 法 を 使
用 す る こ と が で き る 。 こ の シ ス テ ム は 、 Gibco BRL、 Life Technologies、 3 Fountain Dri
ve、 Inchinnan Business Park、 Paisley PA49RF、 Scotlandか ら 市 販 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
本 発 明 の 方 法 は 、 「 DNAチ ッ プ 」 上 で 行 う こ と も で き る こ と は 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 こ の
よ う な 「 チ ッ プ 」 は 、 米 国 特 許 第 5,445,934号 (Affymetrix;プ ロ ー ブ ア レ イ )、 WO96/31622
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(Oxford;プ ロ ー ブ ア レ イ 、 お よ び リ ガ ー ゼ ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ に よ る 伸 長 )、 お よ び WO95/
22058(Affymax;オ リ ゴ マ ー 基 質 、 お よ び 検 出 す る ア レ イ 中 の 位 置 に 結 合 す る 蛍 光 標 識 さ れ
た 標 的 )に 記 載 さ れ て お り 、 こ れ ら は す べ て 参 照 に よ っ て 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
変 異 検 出 の 詳 細 な 方 法 は 、 HUGO(Human Genome Organisation)に よ っ て 、 「 Laboratory Pr
otocols for Mutation Detection」 1996、 ed.Landegren、 Oxford University Pressに 記
載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
非 常 に 大 き い (500bp以 上 )欠 失 ま た は 挿 入 を 検 出 す る た め に 、 RFLPが 使 用 さ れ る 場 合 、 そ
れ が 好 ま し い 。 本 発 明 の 方 法 用 に 、 サ ザ ン ブ ロ ッ ト を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
小 さ な 変 化 、 3～ 4bpを 超 え る 欠 失 ま た は 挿 入 を 検 出 す る た め に は 、 小 さ な 領 域 (最 大 300bp
)の PCR増 幅 が 、 好 ま し い 可 能 性 が あ る 。 増 幅 さ せ た 配 列 は 塩 基 配 列 決 定 用 ゲ ル 上 で 分 析 す
る こ と が で き 、 小 さ な 変 化 (最 少 の 大 き さ が 3～ 4bp)は 目 に 見 え る 状 態 に す る こ と が で き る
。 適 切 な プ ラ イ マ ー は 、 本 明 細 書 に 記 載 し た よ う に 設 計 す る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
さ ら に 、 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 ま た は PCRを 使 用 す る こ と に よ っ て 、 制 限 酵 素 変 異 部 位 を 検
出 す る こ と が で き る 。 た と え ば 、 ゲ ノ ム DNAの 制 限 酵 素 に よ る 消 化 の 変 異 部 位 を 分 析 す る
た め に 、 ゲ ル 電 気 泳 動 、 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 、 お よ び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 特 異 的 プ ロ ー ブ
(た と え ば 、 OBCAMま た は NTMの cDNAま た は 遺 伝 子 に 由 来 す る 任 意 の 適 切 な 断 片 )。
【 ０ ０ ８ ９ 】
た と え ば 、 変 異 部 位 を 分 析 す る た め に 、 PCRに よ る DNA増 幅 、 制 限 酵 素 に よ る 消 化 、 臭 化 エ
チ ジ ウ ム 、 銀 染 色 に よ る ゲ ル の 検 出 、 ま た は PCRに お け る 放 射 性 ヌ ク レ オ チ ド ま た は 蛍 光
プ ラ イ マ ー の 取 り 込 み を 使 用 す る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
他 の 適 切 な 方 法 は 、 特 定 の 変 異 事 象 用 の 対 立 遺 伝 子 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド (ASO)の 開
発 を 含 む 。 同 様 の 方 法 が 、 卵 巣 ま た は 結 腸 組 織 な ど の 適 切 な 組 織 の 、 RNAお よ び cDNAに 使
用 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
OBCAMお よ び /ま た は NTM遺 伝 子 の 任 意 の 部 分 の 、 変 異 を 検 出 す る こ と は 有 用 で あ る が 、 遺
伝 子 の エ ク ソ ン 中 の 変 異 が 検 出 さ れ る 場 合 、 そ れ が 好 ま し く 、 変 異 が コ ー ド さ れ て い る 意
味 を 変 え る 変 異 で あ る 場 合 、 そ れ が さ ら に 好 ま し い 。 こ れ ら の 変 異 の 検 出 は 、 本 発 明 の 好
ま し い 態 様 で あ る 。 OBCAM遺 伝 子 の エ ク ソ ン 2(GenBankの 項 目 番 号 NM_002545で 付 番 し た ヌ
ク レ オ チ ド 334)に お け る 、 シ ト シ ン か ら グ ア ニ ン へ の 変 異 の 一 例 は 、 実 施 例 5に 記 載 す る
。
【 ０ ０ ９ ２ 】
本 発 明 の 方 法 は 、 異 型 接 合 性 の 消 失 (LOH;1コ ピ ー の 消 失 を 示 す )を 調 べ る こ と も 含 む 。 LOH
は 診 断 用 の 充 分 な 指 標 で あ る 可 能 性 が あ り ;第 2の 対 立 遺 伝 子 の 変 異 /消 失 を 調 べ る こ と は
、 必 要 で は な い 可 能 性 が あ る 。 遺 伝 子 の LOHは 、 遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 、 お よ び イ ン ト ロ ン
の 多 型 性 を 使 用 し て 検 出 す る こ と が で き る 。 腫 瘍 細 胞 の LOHは 、 ど ん な 源 か ら の も の で あ
れ 、 血 液 と 比 較 す る と 、 診 断 ツ ー ル と し て 有 用 で あ る 。 た と え ば そ れ は 、 腫 瘍 が 進 行 し 、
よ り 厳 し い 治 療 を 必 要 と す る こ と を 示 す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
本 発 明 の 前 述 の 方 法 に お い て 使 用 す る の に 、 特 に 好 ま し い 核 酸 は 、 核 酸 を 増 幅 さ せ る の に
適 し た プ ラ イ マ ー か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
プ ラ イ マ ー は 、 OBCAMま た は NTM遺 伝 子 ま た は cDNA配 列 を 示 す 図 面 の い ず れ か に 示 す ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 、 プ ラ イ マ ー か ら な る 群 か ら 選 択 す る こ と が 適 切 で あ る
。 プ ラ イ マ ー が OBCAMま た は NTM遺 伝 子 の イ ン ト ロ ン と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 場 合 、 あ る い は
プ ラ イ マ ー が 、 他 の 遺 伝 子 ま た は cDNAか ら で は な く OBCAMま た は NTM遺 伝 子 ま た は cDNAか ら
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DNAの 合 成 を 引 き 起 こ す プ ラ イ マ ー で あ る 場 合 、 そ れ が 特 に 好 ま し い 。 OBCAM遺 伝 子 の イ ン
ト ロ ン -エ ク ソ ン 境 界 は 、 図 16Ａ ～ Ｄ に 示 す 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 に お い て 使 用 す る の に 適 し た プ ラ イ マ ー (PCR;Saiki et al(1988)Sc
ience 239、 487-491)が 好 ま し い 。 適 切 な PCRプ ラ イ マ ー は 、 以 下 の 諸 性 質 を 有 し て い て よ
い :
【 ０ ０ ９ ６ 】
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 5'端 の 配 列 は 、 増 幅 さ せ る 標 的 配 列 と 一 致 し て い る 必 要 は な い こ と
は よ く 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
PCRプ ラ イ マ ー は 、 特 に そ の 3'端 に は 、 2塩 基 よ り 長 い 任 意 の 互 い に 相 補 的 な 構 造 を 含 ま な
い こ と が 普 通 で あ る 。 な ぜ な ら こ の 特 徴 は 、 「 プ ラ イ マ ー 二 量 体 」 と 呼 ば れ る 人 工 的 産 物
の 形 成 を 促 進 す る 可 能 性 が あ る か ら で あ る 。 2つ の プ ラ イ マ ー の 3'端 が ハ イ ブ リ ダ イ ズ す
る と 、 こ れ ら は 「 プ ラ イ マ ー 化 さ れ た 鋳 型 」 複 合 体 を 形 成 し 、 プ ラ イ マ ー の 伸 張 に よ っ て
、 「 プ ラ イ マ ー 二 量 体 」 と 呼 ば れ る 短 い 重 複 産 物 が も た ら さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
プ ラ イ マ ー 中 の 内 部 二 次 構 造 は 、 回 避 す べ き で あ る 。 対 称 性 PCRに 関 し て は 、 い ず れ の 塩
基 も 長 い 伸 張 部 を 有 し て い な い 両 方 の プ ラ イ マ ー に つ い て 、 40～ 60%の G+C含 有 率 が し ば し
ば 勧 め ら れ る 。 DNAプ ロ ー ブ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 研 究 に 関 し て 使 用 さ れ る 、 古 典
的 な 融 解 温 度 の 計 算 に よ っ て 、 所 与 の プ ラ イ マ ー は 特 定 の 温 度 で ア ニ ー ル す る は ず で あ り
、 あ る い は 72℃ と い う 伸 張 温 度 に よ っ て プ ラ イ マ ー /鋳 型 ハ イ ブ リ ッ ド が 時 期 尚 早 に 解 離
す る で あ ろ う こ と が し ば し ば 予 測 さ れ る 。 実 際 ハ イ ブ リ ッ ド は 、 単 純 な T m 計 算 に よ っ て 一
般 的 に 予 測 す る よ り も 、 PCR法 に お い て 効 果 的 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
最 適 な ア ニ ー リ ン グ 温 度 は 経 験 的 に 決 定 す る こ と が で き 、 予 測 し た 温 度 よ り も 高 く て よ い
。 Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ は 37～ 55℃ の 領 域 で 活 性 が あ り 、 し た が っ て プ ラ イ マ ー の 伸 張 が
ア ニ ー リ ン グ ス テ ッ プ 中 に 起 こ り 、 ハ イ ブ リ ッ ド が 安 定 化 す る で あ ろ う 。 プ ラ イ マ ー の 濃
度 は 、 従 来 の (対 称 性 )PCRで は 等 し く 、 典 型 的 に は 0.1～ 1μ Mの 範 囲 で あ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 、 QBレ プ リ カ ー ゼ お よ び リ ガ ー ゼ 連 鎖 反 応 を 含 め た 、 任 意 の 核 酸 増
幅 プ ロ ト コ ル を 、 本 発 明 の 方 法 に お い て 使 用 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 3SRと も 呼 ば れ
る NASBA(増 幅 に 基 づ く 核 酸 配 列 )を Compton(1991)Nature 350、 91-92お よ び AIDS(1993)、 V
ol 7(Suppl,2)に 記 載 さ れ た よ う に 使 用 す る こ と が で き 、 S108ま た は SDA(鎖 置 換 増 幅 )を Wa
lker et al(1992)Nucl.Acids Res.20、 1691-1696に 記 載 さ れ た よ う に 使 用 す る こ と が で き
る 。 そ の 簡 潔 性 の た め に 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 が 特 に 好 ま し い 。
【 ０ １ ０ １ 】
本 発 明 の 1対 の 適 切 な 核 酸 を PCRに お い て 使 用 す る と き 、 ゲ ル 電 気 泳 動 お よ び 臭 化 エ チ ジ ウ
ム 染 色 に よ っ て 、 そ の 産 物 を 検 出 す る こ と が 好 都 合 で あ る 。 DNAの ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳
動 お よ び 臭 化 エ チ ジ ウ ム 染 色 を 使 用 し 、 DNA増 幅 の 産 物 を 検 出 す る た め の 代 替 方 法 と し て
、 増 幅 さ せ た DNAに プ ロ ー ブ と し て ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る 、 標 識 し た オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド 使 用 す る こ と が 好 都 合 で あ る 。 増 幅 が PCRに よ る も の で あ る と き 、 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド プ ロ ー ブ は 、 2つ の プ ラ イ マ ー に よ っ て 定 義 さ れ る 内 部 プ ラ イ マ ー 配 列 に ハ イ ブ
リ ダ イ ズ す る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は 、 10個 と 50個 の 間 の ヌ ク レ オ チ ド 長 、 よ り
好 ま し く は 15個 と 30個 の 間 の ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ る 。 プ ロ ー ブ は 、 標 準 的 な 技 法 を 使 用 し
て 、 3 2 P、 3 3 Pお よ び 3 5 Sな ど の 放 射 性 核 種 で 標 識 す る こ と が で き 、 あ る い は 蛍 光 染 料 で 標
識 す る こ と が で き る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 蛍 光 的 に 標 識 す る と き 、 増 幅 さ せ た
DNA産 物 は 溶 液 中 で 検 出 す る こ と が で き る (た と え ば 、 Balaguer et al(1991)「 Quantifica
tion of DNA sequences obtained by polymerase chain reaction using a bioluminesce
nce adsorbent」 Anal.Biochem.195、 105-110お よ び Dilesare et al(1993)「 A high-sensi
tivity electrochemiluminescence-based detection system for automated PCR product
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 quantitation」 BioTechniques15、 152-157を 参 照 の こ と )。
【 ０ １ ０ ２ 】
PCR産 物 は 、 プ ロ ー ブ を 使 用 し て 検 出 す る こ と も で き 、 プ ロ ー ブ は 蛍 光 体 と 抑 制 物 質 の 対
を 有 し て い て よ く 、 ま た は 固 形 担 体 に 結 合 し て よ く 、 ま た は ビ オ チ ン タ グ を 有 し て い て よ
く 、 あ る い は 捕 獲 プ ロ ー ブ と 検 出 プ ロ ー ブ の 組 み 合 わ せ を 使 用 し て 、 PCR産 物 を 検 出 す る
こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
蛍 光 体 と 抑 制 物 質 の 対 は 、 PCR反 応 (た と え ば RT-PCR)の 定 量 測 定 に 特 に 適 し て い る 。 適 切
な プ ロ ー ブ を 使 用 す る 蛍 光 性 の 分 極 化 を 使 用 し て 、 PCR産 物 を 検 出 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー は 、 た と え ば 固 相 ホ ス ホ ル ア ミ ダ イ ト の 化 学 的 性 質 を 使 用
す る 、 当 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 方 法 を 使 用 し て 合 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
本 発 明 は 、 癌 を 診 断 す る か あ る い は 癌 を 予 知 す る 、 あ る い は 癌 に 対 す る 罹 患 性 を 判 定 す る
方 法 に お け る 、 あ る い は こ れ ら の 方 法 を 行 う た め の 試 薬 の 製 造 に お け る 、 OBCAMま た は NTM
遺 伝 子 、 ま た は (前 に 記 載 し た )マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト D11S4085を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま
た は そ の 変 異 対 立 遺 伝 子 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 、 ま た は OBCAMま た は NTMの cD
NA、 ま た は そ の 変 異 対 立 遺 伝 子 、 ま た は そ の 相 補 体 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 の
使 用 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
さ ら に 本 発 明 は 、 前 記 OBCAMお よ び /ま た は NTM遺 伝 子 の 有 無 、 ま た は 変 異 を 判 定 す る 方 法
を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 、 患 者 か ら の 適 切 な サ ン プ ル を 使 用 す る こ と が 好 ま し い 。 適 切 な
変 異 の 一 例 は 、 実 施 例 5に 記 載 し 図 18に 示 す 、 OBCAM中 の ヌ ク レ オ チ ド 334に お け る シ ト シ
ン か ら グ ア ニ ン へ の 変 異 を 含 む 。
【 ０ １ ０ ７ 】
本 発 明 の 方 法 は 、 OBCAMお よ び /ま た は NTM遺 伝 子 中 の 、 変 異 を 検 出 す る こ と を 含 む 。
【 ０ １ ０ ８ 】
本 発 明 の 方 法 は 、 変 異 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 制 限 酵 素 切 断 部 位 の 違 い を 利 用 す る こ と が
で き る 。 非 変 性 ゲ ル を 使 用 し て 、 適 切 な 制 限 酵 素 を 用 い た 消 化 に よ っ て 生 じ る 、 異 な る 長
さ の 断 片 を 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
「 適 切 な 制 限 酵 素 」 は 、 変 異 し た 配 列 で は な く 野 生 型 の 配 列 を 認 識 し 切 断 す る 、 あ る い は
そ の 逆 の 酵 素 で あ る 。 制 限 酵 素 に よ っ て 認 識 さ れ 切 断 さ れ る (あ る い は そ う で は な い 場 合
も あ る )配 列 は 、 変 異 の 結 果 と し て 存 在 す る こ と が で き る か 、 あ る い は 配 列 は 、 PCR反 応 に
お い て ミ ス マ ッ チ し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 し て 、 正 常 あ る い は 変 異 対 立 遺 伝 子 に 導
入 す る こ と が で き る 。 酵 素 が DNAの み を ま れ に 切 断 す る 場 合 、 言 い 換 え る と 、 酵 素 が ご く
ま れ に 存 在 す る 配 列 を 認 識 す る 場 合 、 こ の こ と は 好 都 合 で あ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
他 の 方 法 で は 、 野 生 型 の 遺 伝 子 型 ま た は 変 異 し た 遺 伝 子 型 の い ず れ か と 一 致 す る (す な わ
ち ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る )が 、 両 方 と は 一 致 し な い 、 PCRプ ラ イ マ ー の 対 を 使 用 す る 。 し た が
っ て 、 増 幅 さ れ た DNAが 生 じ る か ど う か は 、 野 生 型 ま た は 変 異 し た 遺 伝 子 型 (し た が っ て 表
現 型 )を 示 す 。 し か し な が ら 、 こ の 方 法 は 、 技 術 的 な 失 敗 に よ る も の で あ る と 思 わ れ る 負
の 結 果 (す な わ ち 、 増 幅 さ れ た DNAが 存 在 し な い こ と )を 利 用 す る も の で あ る 。 し た が っ て
こ の 方 法 は 、 あ ま り 信 頼 性 が な く 、 か つ /あ る い は 追 加 の 対 照 実 験 を 必 要 と す る 可 能 性 が
あ る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 プ ラ イ マ ー 対 の 1つ は 、 図 7で 付 番 し た ヌ ク レ オ チ ド 334を
含 む OBCAM遺 伝 子 の 一 部 分 、 ま た は OBCAMの cDNAの 対 応 す る 部 分 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ
す る 。
【 ０ １ １ １ 】
好 ま し い 方 法 は 、 同 様 の PCRプ ラ イ マ ー で あ る が 、 野 生 型 ま た は 変 異 し た 配 列 の 1つ と だ け
ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る プ ラ イ マ ー を 使 用 し 、 通 常 で は そ こ に 存 在 し な い 制 限 部 位 を 、 野 生 型
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ま た は 変 異 し た 配 列 中 に 導 入 す る 。
【 ０ １ １ ２ 】
前 記 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 は 、 OBCAMお よ び NTM遺 伝 子 の 両 方 と 選 択 的 に ハ イ ブ
リ ダ イ ズ す る こ と が で き る こ と は 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 な ぜ な ら 、 こ れ ら 2つ の 遺 伝 子 は
、 染 色 体 11上 で 互 い に 比 較 的 近 位 に 位 置 す る か ら で あ る 。 図 lに 示 す よ う に 、 こ れ ら 2つ の
遺 伝 子 は 、 お そ ら く 互 い に 隣 接 し て 位 置 し て い る 。
【 ０ １ １ ３ 】
OBCAMお よ び /ま た は NTM遺 伝 子 、 ま た は OBCAMま た は NTMの cDNAと 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ
す る 核 酸 は 、 い く つ か の 目 的 に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
ゲ ノ ム DNAと の サ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に お い て 、 前 で す で に 論 じ た 点 変 異 を 検 出
す る た め の RNase保 護 法 に お い て 、 核 酸 を 使 用 す る こ と が で き る 。 プ ロ ー ブ を 使 用 し て 、 P
CR増 幅 産 物 を 検 出 す る こ と が で き る 。 プ ロ ー ブ を 使 用 し て 、 他 の 技 法 を 使 用 す る サ ン プ ル
中 の OBCAMま た は NTM遺 伝 子 ま た は mRNAと の ミ ス マ ッ チ を 検 出 す る こ と も で き る 。 ミ ス マ ッ
チ は 、 酵 素 (た と え ば 、 S1ヌ ク レ ア ー ゼ ま た は リ ソ ル バ ー ゼ )、 化 学 物 質 (た と え ば 、 ヒ ド
ロ キ シ ル ア ミ ン ま た は 四 酸 化 オ ス ミ ウ ム お よ び ピ ペ リ ジ ン )、 ま た は 完 全 に 一 致 し た ハ イ
ブ リ ッ ド と 比 較 し た ミ ス マ ッ チ し た ハ イ ブ リ ッ ド の 電 気 泳 動 に よ る 移 動 の 変 化 の い ず れ か
を 使 用 し て 、 検 出 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 技 法 は 、 当 分 野 で は よ く 知 ら れ て い る 。 一
般 に プ ロ ー ブ は 、 OBCAMお よ び /ま た は NTM遺 伝 子 を コ ー ド す る 配 列 と 相 補 的 で あ る が 、 い
く つ か の イ ン ト ロ ン の た め の プ ロ ー ブ も 企 図 さ れ る 。 一 式 の 核 酸 プ ロ ー ブ を 使 用 し て 、 野
生 型 OBCAMお よ び /ま た は NTM遺 伝 子 の 変 異 の 消 失 を 検 出 す る た め の 、 キ ッ ト を 構 成 す る こ
と が で き る 。 こ の キ ッ ト に よ り 、 OBCAMお よ び /ま た は NTM遺 伝 子 全 体 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン が 可 能 で あ る 。 プ ロ ー ブ は 互 い に 重 複 し て い る か 、 あ る い は 隣 接 し て い て よ い 。
好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 プ ロ ー ブ は 、 図 7で 付 番 し た ヌ ク レ オ チ ド 334、 ま た は OBCAMの cDN
Aの 対 応 す る ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 (た と え ば 、 前 に 記 載 し た よ う に 増 幅 さ せ た 後 の )OBCAM
遺 伝 子 の 一 部 分 を 検 出 す る 。
【 ０ １ １ ５ 】
リ ボ プ ロ ー ブ を 使 用 し て mRNAと の ミ ス マ ッ チ を 検 出 す る 場 合 、 そ れ は ヒ ト OBCAMま た は NTM
遺 伝 子 の mRNAと 相 補 的 で あ る 。 し た が っ て リ ボ プ ロ ー ブ は 、 そ れ が OBCAMま た は NTM遺 伝 子
に よ っ て コ ー ド さ れ て い る タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い な い 点 に お い て 、 ア ン チ セ ン ス プ ロ
ー ブ で あ る 。 な ぜ な ら そ れ は 、 セ ン ス 鎖 と 正 反 対 の 極 性 で あ る か ら で あ る 。 一 般 に リ ボ プ
ロ ー ブ は 標 識 、 た と え ば 放 射 活 性 標 識 さ れ て お り 、 標 識 は 当 分 野 で 知 ら れ て い る 任 意 の 手
段 に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 リ ボ プ ロ ー ブ を 使 用 し て DNAと の ミ ス マ ッ チ を 検 出 す る 場
合 、 そ れ は い ず れ か の 極 性 、 セ ン ス ま た は ア ン チ セ ン ス で あ っ て よ い 。 同 様 に 、 DNAプ ロ
ー ブ を 使 用 し て ミ ス マ ッ チ を 検 出 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ １ ６ 】
核 酸 プ ロ ー ブ は 、 OBCAMま た は NTM遺 伝 子 の 変 異 対 立 遺 伝 子 と も 相 補 的 で あ っ て よ い 。 ミ ス
マ ッ チ で は な く ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 基 づ い て 、 他 の 患 者 中 の 類 似 の 変 異 を 検 出 す る
た め に 、 こ れ ら の 核 酸 プ ロ ー ブ は 有 用 で あ る 。 前 述 の よ う に 、 OBCAMお よ び NTM遺 伝 子 プ ロ
ー ブ を 、 ゲ ノ ム DNAと の サ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン で 使 用 し て 、 欠 失 お よ び 挿 入 な ど
全 体 的 な 染 色 体 の 変 化 を 検 出 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ １ ７ 】
本 発 明 の 診 断 お よ び 予 後 法 に 従 っ て 、 野 生 型 遺 伝 子 の 機 能 の 消 失 、 ま た は 変 化 を 検 出 す る
こ と が で き る 。 そ の 消 失 は 、 挿 入 、 欠 失 、 ま た は 点 変 異 事 象 の い ず れ か に よ る も の で あ る
可 能 性 が あ る 。 た だ 1つ の 対 立 遺 伝 子 が 変 異 す る 場 合 、 初 期 の 新 生 物 状 態 が 示 さ れ る 可 能
性 が あ る 。 し か し な が ら 、 両 方 の 対 立 遺 伝 子 が 変 異 す る 場 合 は 、 し た が っ て 悪 性 状 態 が 示
さ れ る 、 す な わ ち 悪 性 の 確 率 が 高 ま る こ と が 示 さ れ る 。 し た が っ て 、 こ の よ う な 変 異 を 発
見 す る こ と に よ っ て 、 診 断 お よ び 予 後 の 情 報 が 与 え ら れ る 。 検 出 さ れ て い な い OBCAMま た
は NTM遺 伝 子 の 対 立 遺 伝 子 (た と え ば 、 姉 妹 染 色 体 ～ 遺 伝 子 が 欠 失 し て い る 染 色 体 上 の も の
)を 、 挿 入 、 わ ず か な 欠 失 、 お よ び 点 変 異 な ど の 他 の 変 異 に 関 し て 、 ス ク リ ー ニ ン グ す る
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こ と が で き る 。 遺 伝 子 の 1つ の コ ピ ー (対 立 遺 伝 子 )の 変 異 を 検 出 す る こ と が 有 用 で あ る と
我 々 は 考 え て い る 。 た と え ば 、 GenBank受 託 番 号 NM_002545で 付 番 し た シ ト シ ン 334に お け
る 、 OBCAM遺 伝 子 の 変 異 は 、 卵 巣 癌 の 発 達 の 初 期 事 象 と し て 観 察 さ れ る 。 第 2の 対 立 遺 伝 子
の 消 失 が 、 発 癌 の た め に 必 要 で あ る 可 能 性 が あ る 。 第 2の コ ピ ー が 全 体 的 な 機 構 に よ っ て
常 に 失 わ れ る 場 合 、 こ れ は 検 出 す る た め の 有 用 な 事 象 で あ る と 思 わ れ る 。 遺 伝 子 の い く つ
か の 変 異 は 、 残 り の 対 立 遺 伝 子 に 対 し て 優 性 ネ ガ テ ィ ブ 効 果 が あ る 可 能 性 が あ る 。 非 機 能
遺 伝 子 の 産 物 を も た ら す 変 異 は 、 悪 性 状 態 す な わ ち 悪 性 の 確 率 の 増 大 を も た ら す 可 能 性 も
あ る 。 変 異 事 象 (点 変 異 、 欠 失 、 挿 入 な ど )は 、 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 中 な ど の 調 節 領 域 で
起 こ り 、 こ れ に よ っ て mRNAの 発 現 の 消 失 ま た は 低 下 が も た ら さ れ る 可 能 性 が あ る 。 点 変 異
も 、 正 確 な RNAの プ ロ セ ッ シ ン グ を 無 効 に し 、 OBCAMま た は NTM遺 伝 子 産 物 の 発 現 の 消 失 ま
た は 変 化 、 ま た は 非 機 能 的 で あ る か あ る い は 発 現 が 変 化 し た OBCAMま た は NTMポ リ ペ プ チ ド
を も た ら す 可 能 性 が あ る 。 試 験 サ ン プ ル 中 の OBCAMま た は NTMの mRNAの 量 を 定 量 化 し 、 対 照
サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 量 と 比 較 す る 場 合 、 そ れ が 好 ま し い 。 試 験 サ ン プ ル 中 の OBCAMま た
は NTMの mRNAの 接 合 型 ま た は 構 造 を 決 定 し 、 対 照 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る も の と 比 較 す る 場
合 も 、 そ れ が 好 ま し い 。 し か し な が ら 、 OBCAMま た は NTMの 発 現 を 検 出 す る こ と は 、 あ ま り
好 ま し く な い 。
【 ０ １ １ ８ 】
サ ン プ ル 組 織 の 単 位 質 量 当 た り あ る い は サ ン プ ル 細 胞 の 単 位 数 当 た り の 、 OBCAMま た は NTM
の mRNAの 量 を 決 定 し 、 こ れ を 知 ら れ て い る 正 常 な 組 織 の 単 位 質 量 ま た は 正 常 な 細 胞 の 単 位
数 当 た り と 比 較 す る こ と が 適 切 で あ る 。 た と え ば ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト ま た は 定 量 RT-PCRを 使
用 し て 、 RNAを 定 量 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ９ 】
遺 伝 子 は そ れ ぞ れ 2つ の 対 立 遺 伝 子 を 有 し て お り 、 両 方 の 対 立 遺 伝 子 を 改 変 す る こ と は 、 1
つ の 対 立 遺 伝 子 を 改 変 す る よ り も 、 細 胞 の 挙 動 に 対 し て 大 き な 影 響 が あ る 可 能 性 が あ る こ
と は 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 少 な く と も 、 1つ の 変 異 対 立 遺 伝 子 が 、 改 変 さ れ た コ ー ド 配 列
を も た ら す 変 異 体 を 有 す る こ と は 予 想 さ れ る 。 コ ー ド 配 列 以 外 の 第 2の 対 立 遺 伝 子 の 改 変
は 、 調 節 領 域 の 完 全 ま た は 部 分 的 な 遺 伝 子 の 欠 失 、 お よ び 消 失 ま た は 変 異 を 含 ん で よ い 。
【 ０ １ ２ ０ 】
前 述 の よ う に 、 OBCAMお よ び NTMの 対 立 遺 伝 子 の 消 失 ま た は 不 活 性 化 を 判 定 す る こ と が 、 有
用 で あ る 可 能 性 が あ る 。 な ぜ な ら 、 OBCAMの 消 失 ま た は 不 活 性 化 は 、 NTMの 消 失 ま た は 不 活
性 化 よ り 初 期 の 事 象 で あ る 可 能 性 が あ り 、 2つ の う ち の い ず れ か の 消 失 ま た は 不 活 性 化 の
有 無 を 判 定 す る こ と に よ っ て 、 癌 の 進 行 の 段 階 に 関 す る 情 報 を 与 え る こ と が で き る か ら で
あ る 。 た と え ば 、 NTM中 で は な く OBCAM中 で 欠 失 (ま た は 他 の 消 失 ま た は 不 活 性 化 )が 認 め ら
れ る 患 者 は 、 OBCAMと NTMの 両 方 で 消 失 ま た は 不 活 性 化 が 認 め ら れ る 患 者 よ り も 、 初 期 の 段
階 の 癌 を 有 す る 可 能 性 が あ る 。 た と え ば 、 後 の NTMの LOHは OBCAMの LOHの 場 合 ほ ぼ 独 占 的 に
起 こ り 、 NTMの LOHの み が 起 こ る こ と は ほ と ん ど な い と 考 え ら れ る 。 高 段 階 、 ま た は 等 級 、
ま た は 逆 生 存 率 と 、 相 関 関 係 が あ る 可 能 性 が あ る 。 結 腸 直 腸 癌 に 関 し て は 、 OBCAMと ニ ュ
ー ロ ト リ ミ ン LOHの 比 は 、 そ れ ぞ れ 約 32%と 50%で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
癌 ま た は 前 癌 疾 患 の 状 態 の 進 行 は 、 NTMの 消 失 ま た は 不 活 性 化 、 さ ら に OBCAMの 消 失 ま た は
不 活 性 化 を 検 出 す る こ と に よ っ て 示 す こ と が で き る の で 、 し た が っ て 、 本 発 明 の 第 1ま た
は 第 2の 態 様 の 方 法 を 、 同 じ 患 者 に 2回 以 上 行 う こ と が 有 用 で あ る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
し た が っ て 、 本 発 明 は 、 患 者 の 癌 疾 患 の 進 行 、 た と え ば 腫 瘍 の 進 行 を 判 定 す る 方 法 で あ っ
て 、
(i)患 者 の OBCAM遺 伝 子 が 失 わ れ て い る か あ る い は 不 活 性 化 し て い る 患 者 か ら 、 サ ン プ ル の
核 酸 を 得 る ス テ ッ プ 、
(ii)前 記 核 酸 を 、 NTM遺 伝 子 、 ま た は そ の 変 異 対 立 遺 伝 子 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る
核 酸 、 あ る い は NTMの cDNA、 ま た は そ の 変 異 対 立 遺 伝 子 、 ま た は そ の 相 補 体 と 選 択 的 に ハ
イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 方 法 も 提 供 す る 。
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【 ０ １ ２ ３ 】
サ ン プ ル は 、 癌 が 発 見 さ れ て い る か 疑 わ れ る 組 織 か ら の サ ン プ ル で あ る こ と が 好 ま し く 、
サ ン プ ル は 卵 巣 ま た は 直 腸 か ら の も の で あ る こ と が よ り 好 ま し い 。
【 ０ １ ２ ４ 】
任 意 の 癌 ま た は 前 癌 疾 患 の 状 態 の 進 行 、 ま た は 変 化 に 関 す る こ の よ う な 情 報 は 、 治 療 の 有
効 性 を 監 視 す る 際 に 、 正 確 な 状 態 を 診 断 す る 際 に 、 あ る い は 患 者 の 特 定 の 結 末 の 相 対 的 な
見 通 し を 予 後 ま た は 予 測 す る 際 に 、 内 科 医 に と っ て 有 用 で あ る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
本 発 明 は 以 下 の 方 法 も 含 む :切 断 型 遺 伝 子 産 物 、 ま た は 基 質 の 結 合 な ど の 変 化 し た 性 質 を
同 定 す る た め に 、 OBCAMお よ び /ま た は NTM遺 伝 子 の in vitroで の 転 写 お よ び 翻 訳 ;タ ン パ ク
質 の 発 現 が 低 下 /消 失 し て い る 、 あ る い は タ ン パ ク 質 の 分 布 が 細 胞 内 ま た は 細 胞 表 面 で 変
化 し て い る 、 細 胞 を 同 定 す る た め に 、 組 織 切 片 の 免 疫 組 織 化 学 法 ;お よ び 前 に 記 載 し た 領
域 の 変 異 を 検 出 す る 前 の 、 ラ ン ダ ム な プ ラ イ マ ー を 使 用 す る RT-PCRの 使 用 。 OBCAMま た は N
TMポ リ ペ プ チ ド の 変 化 し た 分 布 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 場 合 、 そ れ が 好 ま し い 。
【 ０ １ ２ ６ 】
検 出 す る こ と が 有 用 で あ る 可 能 性 が あ る 変 異 の 一 例 は 、 実 施 例 5に 記 載 す る OBCAMポ リ ペ プ
チ ド 中 の プ ロ リ ン か ら ア ル ギ ニ ン へ の 変 異 で あ る 。 変 異 す る 残 基 は 第 1の 免 疫 グ ロ ブ リ ン
ド メ イ ン 中 に 位 置 し 、 OBCAMポ リ ペ プ チ ド の 立 体 配 座 の 変 化 を も た ら す 可 能 性 が あ る 。 こ
の 変 異 は 癌 の 指 標 、 特 に 卵 巣 癌 の 初 期 の 指 標 で あ る と 考 え ら れ る 。 OBCAMポ リ ペ プ チ ド の
こ の よ う な 変 異 は 、 野 生 型 (す な わ ち 、 プ ロ リ ン か ら ア ル ギ ニ ン へ の 変 異 が な い )と 変 異 体
を 区 別 す る こ と が で き る 、 抗 体 を 使 用 し て 検 出 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 抗 体 は 、 以
下 で さ ら に 詳 細 に 記 載 す る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
本 発 明 の 方 法 は 、 OBCAMま た は NTM遺 伝 子 の 不 活 性 化 を 、 そ の DNAの メ チ ル 化 状 態 を 調 べ る
こ と に よ っ て 検 出 す る こ と も 含 む 。 OBCAMま た は NTM遺 伝 子 の DNAの メ チ ル 化 は 、 Herman et
 al(1996)Proc.Nad.Acad.Sci.USA 93、 9821-9826中 に 記 載 さ れ た 技 法 な ど の 、 標 準 的 な 技
法 を 使 用 し て 評 価 す る こ と が で き る 。 OBCAMま た は NTM遺 伝 子 の DNAの 異 常 な メ チ ル 化 は 、
そ れ ら の 不 活 性 化 と 関 連 し て い る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
当 業 者 に は 知 ら れ て い る よ う に 、 CpGア イ ラ ン ド と 呼 ば れ る 、 5'～ グ ア ニ ン に 位 置 す る シ
ト シ ン の 領 域 が 、 多 く の 遺 伝 子 の 調 節 領 域 中 に 存 在 す る 。 こ れ ら の シ ト シ ン は 、 正 常 な 条
件 下 で は 一 般 に 非 メ チ ル 化 状 態 で あ る 。 し か し な が ら こ れ ら の シ ト シ ン は 、 癌 と 関 連 が あ
る い く つ か の 遺 伝 子 中 に お い て メ チ ル 化 状 態 に な る 可 能 性 が あ る 。 こ れ ら の メ チ ル 化 遺 伝
子 は 、 二 対 立 遺 伝 子 の メ チ ル 化 に よ る こ の 両 方 の 結 果 と し て 、 あ る い は 第 2の 不 活 性 化 機
構 (た と え ば LOHま た は 変 異 )と 組 み 合 わ さ っ て 、 抑 制 さ れ る 可 能 性 が あ る 。 メ チ ル 化 特 異
的 PCR(MS-PCR)は 、 重 硫 酸 ナ ト リ ウ ム を 使 用 す る 改 変 に よ っ て 、 ゲ ノ ム DNA中 の 非 メ チ ル 化
シ ト シ ン の ウ ラ シ ル へ の 脱 ア ミ ノ 化 を 含 む 。 メ チ ル 化 シ ト シ ン が 、 重 硫 酸 ナ ト リ ウ ム に よ
っ て 脱 ア ミ ノ 化 す る こ と は な い 。 調 査 中 の ゲ ノ ム DNAの メ チ ル 化 状 態 に 応 じ て 、 ミ ス マ ッ
チ が 生 じ る よ う に プ ラ イ マ ー を 設 計 す る 。 典 型 的 な 実 験 は 、 同 じ 鋳 型 を 使 用 す る 2つ の PCR
反 応 を 含 む 。 1つ の 実 験 は 、 改 変 型 メ チ ル 化 DNAに ア ニ ー リ ン グ さ せ る プ ラ イ マ ー を 使 用 し
、 も う 一 方 の 実 験 は 、 改 変 型 非 メ チ ル 化 DNAに ア ニ ー リ ン グ さ せ 、 MS-PCRに よ り そ れ ぞ れ
メ チ ル 化 お よ び 非 メ チ ル 化 DNAに 関 す る 、 特 異 的 な 結 合 を 生 み 出 す よ う に 設 計 し た プ ラ イ
マ ー を 使 用 す る 。 MS-PCR産 物 の 塩 基 配 列 決 定 に よ っ て 、 試 験 中 の 遺 伝 子 の CpGア イ ラ ン ド
の メ チ ル 化 度 が さ ら に 確 認 さ れ る 。 適 切 な プ ラ イ マ ー の 例 を 、 実 施 例 12に 示 す 。
【 ０ １ ２ ９ 】
以 下 の 参 照 文 献 は 、 MS-PCRに 関 す る も の で あ る :Maekawa et al(2001)Clin Chem Lab Med 
Feb;39(2):121-8;Maekawa M et al(1999)Biochem Biophys Res Commun 262(3):671-6。
【 ０ １ ３ ０ 】
実 施 例 は 、 OBCAMま た は NTM遺 伝 子 の メ チ ル 化 状 態 と そ の 発 現 レ ベ ル の 間 に 相 関 関 係 が あ り
、 OBCAMま た は NTM発 現 の 下 方 制 御 は 、 OBCAMま た は NTMの メ チ ル 化 と 相 関 関 係 が あ る こ と を
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示 す 。 し た が っ て 本 発 明 は 、 OBCAMま た は NTM遺 伝 子 の メ チ ル 化 度 ま た は 程 度 を 評 価 す る こ
と に よ っ て 、 OBCAMま た は NTMの 発 現 レ ベ ル を 判 定 す る 方 法 、 お よ び 患 者 の 癌 の 特 定 の 結 末
の 相 対 的 な 見 通 し を 診 断 ま た は 予 測 す る 際 に 、 こ の 情 報 を 使 用 す る 方 法 を 含 む 。
【 ０ １ ３ １ 】
本 発 明 の 他 の 態 様 は 、 患 者 の 癌 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、
(i)患 者 か ら の OBCAMお よ び /ま た は NTM遺 伝 子 を 含 む サ ン プ ル を 得 る ス テ ッ プ 、
(ii)OBCAMお よ び /ま た は NTM遺 伝 子 の メ チ ル 化 度 を 判 定 す る ス テ ッ プ 、
(iii)患 者 の サ ン プ ル か ら の OBCAMお よ び /ま た は NTM遺 伝 子 の メ チ ル 化 度 を 、 対 照 サ ン プ ル
の メ チ ル 化 度 と 比 較 す る ス テ ッ プ 、 お よ び
(iv)対 照 サ ン プ ル と 比 較 し て 、 患 者 の サ ン プ ル が よ り 高 い メ チ ル 化 度 の OBCAMお よ び /ま た
は NTM遺 伝 子 を 有 す る 場 合 、 こ れ が 癌 を 示 す ス テ ッ プ を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
メ チ ル 化 度 を 判 定 す る こ と に よ っ て 、 メ チ ル 化 の 有 無 、 た と え ば 個 々 の 残 基 ま た は 領 域 上
の メ チ ル 化 の 有 無 を 判 定 す る こ と が 含 ま れ る 。 し た が っ て 、 た と え ば 、 プ ラ イ マ ー 領 域 の
メ チ ル 化 は 、 前 に 記 載 し た MS-PCRを 使 用 し て 生 成 物 の 有 無 に よ っ て 検 出 す る こ と が で き 、
一 方 、 生 成 物 の 塩 基 配 列 決 定 に よ っ て 、 介 在 (増 幅 )領 域 中 の 潜 在 的 な メ チ ル 化 部 位 が メ チ
ル 化 さ れ る か ど う か 、 あ る い は ど の く ら い の 数 メ チ ル 化 さ れ る か (さ ら に そ れ ゆ え 、 脱 ア
ミ ノ 剤 、 ま た は た と え ば 重 亜 硫 酸 塩 処 理 な ど の 処 理 の 結 果 と し て 変 異 す る )を 示 す こ と が
で き る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
患 者 の サ ン プ ル が OBCAMお よ び /ま た は NTM遺 伝 子 の メ チ ル 化 を 示 す が 、 一 方 で 対 照 サ ン プ
ル は 、 OBCAMお よ び /ま た は NTM遺 伝 子 の メ チ ル 化 を 全 く 示 さ な い か わ ず か に 示 す 場 合 、 こ
れ は 癌 を 示 す 。 メ チ ル 化 は 、 本 質 的 に 「 全 か 無 か 」 方 式 で 起 こ る 可 能 性 が あ る と 考 え ら れ
る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
本 発 明 の 他 の 態 様 は 、 癌 患 者 の 特 定 の 結 末 の 相 対 的 な 見 通 し を 予 測 す る 方 法 で あ っ て 、
(i)患 者 か ら の OBCAMお よ び /ま た は NTM遺 伝 子 を 含 む サ ン プ ル を 得 る ス テ ッ プ 、
(ii)OBCAMお よ び /ま た は NTM遺 伝 子 の メ チ ル 化 度 を 判 定 す る ス テ ッ プ 、
(iii)患 者 の サ ン プ ル か ら の OBCAMお よ び /ま た は NTM遺 伝 子 の メ チ ル 化 度 を 、 対 照 サ ン プ ル
の メ チ ル 化 度 と 比 較 す る ス テ ッ プ 、 お よ び
(iv)対 照 サ ン プ ル と 比 較 し て 、 患 者 の サ ン プ ル が よ り 高 い メ チ ル 化 度 の OBCAMお よ び /ま た
は NTM遺 伝 子 を 有 す る 場 合 、 こ れ が 首 尾 の 良 い 結 果 の 可 能 性 が 低 い こ と を 示 す ス テ ッ プ を
含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
「 対 照 サ ン プ ル 」 に よ っ て 我 々 は 、 非 腫 瘍 サ ン プ ル 、 ま た は 腫 瘍 性 で あ る 可 能 性 が あ る が
、 患 者 の サ ン プ ル 中 で 疑 わ れ る も の よ り も 発 達 の 初 期 の 段 階 に あ る サ ン プ ル の 意 味 を 含 ま
せ る こ と に す る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
対 照 サ ン プ ル は 、 非 腫 瘍 サ ン プ ル で あ る こ と が 好 ま し い 。 腫 瘍 の 進 行 を 測 定 す る 場 合 、 対
照 サ ン プ ル が 発 達 の 初 期 の 段 階 か ら の 、 典 型 的 に は 同 じ 患 者 か ら の 腫 瘍 サ ン プ ル で あ る 場
合 、 そ れ が 好 ま し い 可 能 性 が あ る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
疾 患 ま た は 腫 瘍 の 進 行 は 、 NTMの み の メ チ ル 化 度 を 判 定 す る こ と に よ っ て 確 認 す る こ と が
で き 、 あ る い は NTMと OBCAMの 両 方 の メ チ ル 化 度 を 判 定 す る こ と に よ っ て 確 認 す る こ と が で
き る 。 メ チ ル 化 度 は 、 NTMと OBCAMの 両 方 に お い て 判 定 す る こ と が 好 ま し い 。 「 進 行 」 に よ
っ て 我 々 は 、 腫 瘍 が 悪 性 に な る 可 能 性 の 増 大 を 含 ま せ る こ と に す る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
明 ら か な 進 行 経 路 を 有 す る 結 腸 直 腸 癌 と 異 な り 、 卵 巣 癌 に は 、 検 出 可 能 な 前 悪 性 /悪 性 の
変 化 が な い 。 し た が っ て 、 卵 巣 疾 患 の 進 行 は 、 た と え ば 予 後 を 悪 化 さ せ 局 所 へ の 広 が り が
増 す 一 層 攻 撃 的 な 腫 瘍 を 指 す 。
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【 ０ １ ３ ９ 】
LOHは 、 NTMの LOHよ り 前 の OBCAMの LOHと は 一 時 的 に 別 の も の で あ る よ う で あ る 。 OBCAMお よ
び NTMに 関 し て メ チ ル 化 を 一 時 的 に 定 義 す る こ と も で き る が 、 実 施 例 1で 論 じ る よ う に 、 メ
チ ル 化 が 起 こ る 場 合 は 、 そ れ は 両 方 の 遺 伝 子 中 で 同 時 に 起 こ る こ と が よ り 一 般 的 で あ る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
NTMに お け る 任 意 の メ チ ル 化 、 ま た は 事 前 に OBCAMの み が メ チ ル 化 し た 、 NTMに お け る 他 の
メ チ ル 化 を 確 認 す る こ と に よ っ て 、 NTMに お け る メ チ ル 化 が 確 認 さ れ な か っ た 段 階 か ら の
、 疾 患 ま た は 腫 瘍 の 進 行 を 示 す こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ １ 】
し た が っ て 、 本 発 明 の 他 の 態 様 は 、 患 者 の 癌 疾 患 の 進 行 、 た と え ば 腫 瘍 の 進 行 を 判 定 す る
方 法 で あ っ て 、
(i)NTM遺 伝 子 を 含 む 患 者 か ら サ ン プ ル を 得 る ス テ ッ プ で あ っ て 、 患 者 の OBCAM遺 伝 子 が メ
チ ル 化 し て い る ス テ ッ プ 、
(ii)NTM遺 伝 子 の メ チ ル 化 度 を 判 定 す る ス テ ッ プ 、
(iii)患 者 の サ ン プ ル か ら の NTM遺 伝 子 の メ チ ル 化 度 を 、 対 照 サ ン プ ル の メ チ ル 化 度 と 比 較
す る ス テ ッ プ 、
お よ び 、 対 照 サ ン プ ル と 比 較 し て 、 患 者 の サ ン プ ル か ら の NTMの メ チ ル 化 度 が 高 い 場 合 、
こ れ が 疾 患 ま た は 腫 瘍 の 進 行 を 示 す ス テ ッ プ を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
腫 瘍 は 良 性 ま た は 悪 性 で あ っ て よ い 。 前 に 記 載 し た よ う に 、 本 発 明 の 第 1お よ び 第 2の 態 様
に 関 し て は 、 腫 瘍 が 卵 巣 ま た は 結 腸 直 腸 腫 瘍 で あ る 場 合 、 そ れ が 好 ま し く 、 サ ン プ ル が 、
癌 が 疑 わ れ る か 腫 瘍 は 発 見 さ れ て い る 組 織 の サ ン プ ル で あ る 場 合 も 、 そ れ が 好 ま し い 。
【 ０ １ ４ ３ 】
核 酸 間 の メ チ ル 化 の 違 い を 判 定 す る た め の 方 法 は 当 分 野 で よ く 知 ら れ て お り 、 (a)メ チ ル
化 感 受 性 で あ る 1つ の ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー 伸 長 剤 (Ms-SNuPE)を 使 用 す る こ と ;(b)サ ザ
ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ る 、 メ チ ル 化 感 受 性 制 限 酵 素 を 用 い た ゲ ノ ム DNAの 消 化 、 お よ び (c)PC
R増 幅 の 前 に 、 メ チ ル 化 感 受 性 制 限 酵 素 を 用 い た ゲ ノ ム DNAの 消 化 を 利 用 す る 、 PCR系 メ チ
ル 化 ア ッ セ イ を 含 む 。 前 述 の 方 法 を 行 い 、 そ の 後 DNAを 消 化 ま た は 重 亜 硫 酸 塩 に よ り 転 換
す る こ と が で き る 。 重 亜 硫 酸 塩 処 理 に よ っ て 、 核 酸 サ ン プ ル 中 に お い て 非 メ チ ル 化 シ ト シ
ン の ウ ラ シ ル へ の 転 換 が 引 き 起 こ さ れ る が 、 メ チ ル 化 シ ト シ ン の (チ ミ ン へ の )脱 ア ミ ノ 化
は 引 き 起 こ さ れ な い 。
【 ０ １ ４ ４ 】
本 発 明 の 他 の 態 様 は 、 ヒ ト DNAの 関 連 領 域 の 有 無 、 ま た は 変 異 を 検 出 す る た め の シ ス テ ム (
あ る い は 、 パ ー ツ の キ ッ ト と 名 付 け る こ と も 可 能 で あ る と 思 わ れ る )を 提 供 し 、 こ の シ ス
テ ム は ヒ ト DNAの 関 連 領 域 、 お よ び ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 ま た は デ オ キ シ ヌ ク レ オ シ ド 三
リ ン 酸 、 ま た は こ れ ら の 誘 導 体 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る 核 酸 を 含 む 。
ヒ ト DNAの 関 連 領 域 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る 好 ま し い 核 酸 は 、 前 述 の
好 ま し い 核 酸 と 同 じ で あ る 。 「 ヒ ト DNAの 関 連 領 域 」 は 、 OBCAMま た は NTM遺 伝 子 、 ま た は O
BCAMま た は NTMの cDNAを 含 む 。 ヒ ト DNAの 関 連 領 域 は 、 本 明 細 書 で 定 義 す る OBCAMま た は NTM
遺 伝 子 で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ １ ４ ５ 】
し た が っ て 本 発 明 は 、 OBCAMま た は NTM遺 伝 子 、 ま た は そ の 変 異 対 立 遺 伝 子 と 選 択 的 に ハ イ
ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 、 お よ び OBCAMま た は NTM遺 伝 子 中 の 変 異 体 を 検 出 す る た め の 手 段 で あ
っ て 、 前 記 変 異 体 が 、 癌 細 胞 中 で 見 ら れ る OBCAMま た は NTMの 変 異 体 で あ る 手 段 を 含 む パ ー
ツ の キ ッ ト を 提 供 す る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
「 変 異 」 に よ っ て 、 挿 入 、 置 換 お よ び 欠 失 が 含 ま れ る 。 核 酸 が 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す
る こ と が で き る 変 異 の 一 例 は 、 図 7で 付 番 し た ヌ ク レ オ チ ド 334に お け る 、 OBCAMの シ ト シ
ン の グ ア ニ ン へ の 変 異 で あ る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
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「 ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 ま た は デ オ キ シ ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 、 ま た は そ れ ら の 誘 導 体 」
に よ っ て 、 任 意 の 天 然 に 存 在 す る ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 ま た は デ オ キ シ ヌ ク レ オ シ ド 三 リ
ン 酸 、 ATP、 GTP、 CTP、 お よ び UTP、 dATPdGTP、 dCTP、 TTPな ど 、 お よ び 非 天 然 誘 導 体 、 チ
オ リ ン 酸 結 合 を 含 む 誘 導 体 (た と え ば α S誘 導 体 )な ど が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 ま た は デ オ キ シ ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 、 ま た は そ れ ら の 誘 導 体 は 、
た と え ば 3 2 P、 3 3 Pま た は 3 5 Sで 放 射 標 識 さ れ て い る か 、 あ る い は で 化 学 蛍 光 性 化 合 物 ま た
は ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 標 識 さ れ て い る こ と が 、 好 都 合 で あ る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド は 、 PCRで 使 用 す る た め の 、 希 釈 す る の に 適 し た 濃 度 で あ る こ と が
好 都 合 で あ る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
し た が っ て 本 発 明 は 、 前 記 ヒ ト DNAの 関 連 領 域 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き
る 核 酸 、 お よ び 前 記 領 域 の 有 無 、 ま た は 変 異 を 検 出 す る た め の 手 段 を 含 む パ ー ツ の キ ッ ト
を 含 む 。 前 記 領 域 の 有 無 、 ま た は 変 異 を 検 出 す る た め の 手 段 に は 、 た と え ば 診 断 用 制 限 酵
素 、 ま た は 変 異 特 異 的 核 酸 プ ロ ー ブ な ど が あ る 。
【 ０ １ ５ １ 】
本 発 明 の 他 の 態 様 は 、
(a)OBCAM遺 伝 子 、 ま た は そ の 変 異 対 立 遺 伝 子 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 少 な く と も 2
つ の 核 酸 、 ま た は OBCAMの cDNA、 ま た は そ の 変 異 対 立 遺 伝 子 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す
る 少 な く と も 2つ の 核 酸 、 ま た は
(b)重 亜 硫 酸 塩 処 理 し た メ チ ル 化 OBCAM遺 伝 子 、 ま た は そ の 変 異 対 立 遺 伝 子 と 選 択 的 に ハ イ
ブ リ ダ イ ズ す る 少 な く と も 2つ の 核 酸 、 ま た は
(c)重 亜 硫 酸 塩 処 理 し た 非 メ チ ル 化 OBCAM遺 伝 子 、 ま た は そ の 変 異 対 立 遺 伝 子 と 選 択 的 に ハ
イ ブ リ ダ イ ズ す る 少 な く と も 2つ の 核 酸 、 ま た は
(d)(a)お よ び (b)、 ま た は (a)お よ び (c)、 ま た は (b)お よ び (c)、 ま た は (a)、 (b)お よ び (c)
お よ び 重 亜 硫 酸 塩 の 源 を 含 む パ ー ツ の キ ッ ト を 提 供 す る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
本 発 明 は 、
(a)NTM遺 伝 子 、 ま た は そ の 変 異 対 立 遺 伝 子 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 少 な く と も 2つ
の 核 酸 、 ま た は NTMの cDNA、 ま た は そ の 変 異 対 立 遺 伝 子 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 少
な く と も 2つ の 核 酸 、 ま た は
(b)重 亜 硫 酸 塩 処 理 し た メ チ ル 化 NTM遺 伝 子 、 ま た は そ の 変 異 対 立 遺 伝 子 と 選 択 的 に ハ イ ブ
リ ダ イ ズ す る 少 な く と も 2つ の 核 酸 、 ま た は
(c)重 亜 硫 酸 塩 処 理 し た 非 メ チ ル 化 NTM遺 伝 子 、 ま た は そ の 変 異 対 立 遺 伝 子 と 選 択 的 に ハ イ
ブ リ ダ イ ズ す る 少 な く と も 2つ の 核 酸 、 ま た は
(d)(a)お よ び (b)(a)お よ び (b)、 ま た は (a)お よ び (c)、 ま た は (b)お よ び (c)、 ま た は (a)、
(b)お よ び (c)
お よ び 重 亜 硫 酸 塩 の 源 を 含 む パ ー ツ の キ ッ ト を さ ら に 提 供 す る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
本 発 明 の キ ッ ト は 、 以 下 で さ ら に 論 じ る よ う に 、 増 幅 反 応 (た と え ば PCR反 応 )を 行 う た め
の 手 段 、 お よ び /ま た は 増 幅 産 物 の 塩 基 配 列 を 決 定 す る た め の 手 段 を さ ら に 含 む こ と が で
き 、 こ れ ら の 手 段 に よ っ て 増 幅 体 、 た と え ば PCR産 物 中 の メ チ ル 化 CpGの 有 無 を 示 す こ と が
で き る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
重 亜 硫 酸 塩 の 源 を 含 む こ れ ら の キ ッ ト は 、 対 照 の メ チ ル 化 DNAを さ ら に 含 む こ と が 好 都 合
で あ る 。 こ の よ う な 対 照 の DNAは 、 少 な く と も 1つ の シ ト シ ン に お い て メ チ ル 化 す る こ と が
知 ら れ て お り 、 試 験 DNAと 陽 性 比 較 す る こ と が で き る 。 任 意 の メ チ ル 化 さ せ た ヒ ト DNA、 た
と え ば 酵 素 に よ る 方 法 を 使 用 し て 人 工 的 に メ チ ル 化 さ せ た DNAを 使 用 す る こ と が で き る 。
血 液 に 由 来 す る DNAは 、 有 用 で あ る 可 能 性 が あ る 。 な ぜ な ら こ れ は 、 再 生 可 能 な 源 で あ る
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か ら で あ る 。 メ チ ル 化 さ せ た ヒ ト DNAは 、 Intergen(Purchase、 New York、 USA/Oxford、 UK
):CpGenome Universal Methylated DNA Cat.No.S7821か ら 市 販 さ れ て い る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
こ れ ら の キ ッ ト は DNAポ リ メ ラ ー ゼ も 含 む こ と も 好 都 合 で あ る 。 DNAポ リ メ ラ ー ゼ は 、 配 列
分 析 の 前 に 、 重 亜 硫 酸 塩 で 改 変 さ せ た DNAを 増 幅 さ せ る の に 有 用 で あ る 。 DNAの 改 変 に お け
る 重 亜 硫 酸 塩 の 使 用 、 お よ び DNAの メ チ ル 化 状 態 を 調 べ る 際 の 後 の DNA増 幅 は 、 前 お よ び 実
施 例 中 に 記 載 す る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
本 発 明 の 他 の 態 様 は 、 DNAの 関 連 領 域 の 有 無 、 ま た は 変 異 を 検 出 す る た め の シ ス テ ム を 提
供 し 、 こ の シ ス テ ム は 、 ヒ ト DNAの 関 連 領 域 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る
核 酸 、 お よ び 核 酸 を 改 変 す る 酵 素 を 含 む 。 ヒ ト DNAの 関 連 領 域 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ
す る こ と が で き る 好 ま し い 核 酸 は 、 前 述 の 好 ま し い 核 酸 と 同 じ で あ る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
「 変 異 」 に よ っ て 、 挿 入 、 置 換 (塩 基 転 換 含 む )お よ び 欠 失 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
「 核 酸 を 改 変 す る 酵 素 」 に よ っ て 、 RNAま た は DNA分 子 を 改 変 す る こ と が で き る 任 意 の 酵 素
が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
好 ま し い 酵 素 は 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 DNAリ ガ ー ゼ 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド キ ナ ー ゼ ま た は 制 限
エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 特 に 好 ま し い 酵 素 は 、 TaqDNAポ リ メ ラ ー
ゼ な ど の 、 熱 安 定 性 の DNAポ リ メ ラ ー ゼ で あ る 。 二 次 構 造 、 た と え ば ミ ス マ ッ チ を 認 識 す
る 、 CleavaseIな ど の ヌ ク レ ア ー ゼ も 、 有 用 で あ る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
遺 伝 子 の 変 異 を 検 出 す る こ と は 、 患 者 の た め の 適 切 な 治 療 、 た と え ば OBCAMお よ び /ま た は
NTM遺 伝 子 療 法 を 決 定 す る た め に 有 用 で あ ろ う (以 下 参 照 )。 遺 伝 子 の 変 異 を 検 出 す る こ と
は 、 腫 瘍 が こ の 共 通 の 特 性 を 有 し て お り 、 さ ま ざ ま な 治 療 に 対 す る 予 後 ま た は 応 答 に 関 す
る 群 と し て 分 析 す る こ と が で き る 、 患 者 の 亜 群 を 識 別 す る た め に 、 有 用 で あ る 可 能 性 が あ
る 。 OBCAMの 変 異 の 一 例 を 、 実 施 例 5に 記 載 し 図 18に 示 す 。
【 ０ １ ６ １ 】
遺 伝 子 の 変 異 は 、 い く つ か の 治 療 に 対 す る 応 答 ま た は 耐 性 と 関 連 が あ る 可 能 性 が あ り 、 さ
ま ざ ま な 療 法 に 対 す る 感 度 が 知 ら れ て い る 細 胞 株 を 使 用 し て 、 あ る い は 臨 床 的 な 相 関 関 係
の 研 究 に よ っ て 、 こ れ を 調 べ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
一 群 の マ ー カ ー お よ び 試 験 体 の 一 部 と し て 、 遺 伝 子 を 使 用 す る こ と が 考 え ら れ 、 そ の 併 せ
た 結 果 が 療 法 に 向 け ら れ る と 思 わ れ る 。 片 方 ま た は 両 方 の 遺 伝 子 の 変 異 を 検 出 す る こ と は
、 疾 患 の 広 が り お よ び 重 度 を 調 べ る た め に 、 有 用 で あ る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
遺 伝 子 の 変 異 が 1つ の 腫 瘍 で は 共 通 で あ る が 、 他 の 腫 瘍 で は そ う で は な い 場 合 、 遺 伝 子 の
分 析 は 、 鑑 別 診 断 す る た め に 有 用 で あ る 可 能 性 が あ る 。 た と え ば 、 胃 腸 起 源 の 二 次 的 な 腫
瘍 は 卵 巣 中 に 頻 繁 に 見 ら れ 、 真 の 卵 巣 起 源 の 腫 瘍 と 区 別 す る こ と が 困 難 で あ る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
本 発 明 の 他 の 態 様 は 、
患 者 の 癌 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、
(i)患 者 に 由 来 す る タ ン パ ク 質 を 含 む サ ン プ ル を 得 る ス テ ッ プ 、 お よ び
(ii)(a)OBCAMポ リ ペ プ チ ド の 相 対 量 、 ま た は 細 胞 内 位 置 、 ま た は 物 理 的 形 状 、 あ る い は OB
CAMポ リ ペ プ チ ド の 相 対 活 性 、 ま た は 活 性 の 変 化 、 ま た は 変 化 し た 活 性 、 ま た は
(b)NTMポ リ ペ プ チ ド の 相 対 量 、 ま た は 細 胞 内 位 置 、 ま た は 物 理 的 形 状 、 あ る い は NTMポ リ
ペ プ チ ド の 相 対 活 性 、 ま た は 活 性 の 変 化 、 ま た は 変 化 し た 活 性 、 ま た は
(c)(a)と (b)両 方 を 判 定 す る ス テ ッ プ を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
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本 発 明 の 他 の 態 様 は 、
患 者 の 癌 の 特 定 の 結 末 の 相 対 的 な 見 通 し を 予 測 す る 方 法 で あ っ て 、
(i)患 者 に 由 来 す る タ ン パ ク 質 を 含 む サ ン プ ル を 得 る ス テ ッ プ 、 お よ び
(ii)(a)OBCAMポ リ ペ プ チ ド の 相 対 量 、 ま た は 細 胞 内 位 置 、 ま た は 物 理 的 形 状 、 あ る い は OB
CAMポ リ ペ プ チ ド の 相 対 活 性 、 ま た は 活 性 の 変 化 、 ま た は 変 化 し た 活 性 、 ま た は
(b)NTMポ リ ペ プ チ ド の 相 対 量 、 ま た は 細 胞 内 位 置 、 ま た は 物 理 的 形 状 、 あ る い は NTMポ リ
ペ プ チ ド の 相 対 活 性 、 ま た は 活 性 の 変 化 、 ま た は 変 化 し た 活 性 、 ま た は
(c)(a)と (b)両 方 を 判 定 す る ス テ ッ プ を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
本 発 明 の 方 法 は 、 試 験 サ ン プ ル 中 の OBCAMお よ び /ま た は NTMポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の 変
異 体 の 測 定 お よ び 検 出 、 お よ び そ れ ら を 対 照 サ ン プ ル と 比 較 す る こ と も 含 む 。 ポ リ ペ プ チ
ド の 変 化 し た 活 性 を 検 出 す る こ と も 、 有 用 で あ る 可 能 性 が あ る 。 試 験 サ ン プ ル 中 の OBCAM
お よ び /ま た は NTMポ リ ペ プ チ ド (ま た は そ の 変 異 体 )に 関 し て 得 ら れ る 測 定 値 と 、 知 ら れ て
い る 非 癌 性 (正 常 )細 胞 に 由 来 す る か 、 あ る い は 知 ら れ て い る 癌 性 細 胞 に 由 来 す る 可 能 性 が
あ る 、 対 照 サ ン プ ル の 均 等 な 測 定 値 を 比 較 す る こ と が で き る こ と は 理 解 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ １ ６ ７ 】
患 者 に 由 来 す る タ ン パ ク 質 を 含 む サ ン プ ル は 、 癌 が 疑 わ れ る か 、 ま た は 癌 が 発 見 さ れ る 可
能 性 が あ る か あ る い は 発 見 さ れ て い る 組 織 の サ ン プ ル で あ る こ と が 好 都 合 で あ る 。 こ れ ら
の 方 法 は 任 意 の 癌 に 使 用 す る こ と が で き る が 、 卵 巣 の 癌 、 結 腸 直 腸 癌 、 お よ び 他 の 一 般 的
な 腺 癌 、 乳 、 肺 ま た は 上 部 胃 腸 管 の 癌 な ど に 関 し て 特 に 適 し て お り 、 こ れ ら の 方 法 は 卵 巣
の 癌 ま た は 結 腸 直 腸 癌 に 関 し て 特 に 適 し て い る 。 適 切 な サ ン プ ル を 得 る 方 法 は 、 初 期 の 方
法 に 関 し て 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
OBCAMお よ び /ま た は NTMポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る こ と を 含 む 本 発 明 の 方 法 は 、 腫 瘍 サ ン プ
ル の パ ラ フ ィ ン 包 埋 切 片 を 含 む サ ン プ ル な ど の 、 組 織 サ ン プ ル に 関 し て 特 に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
OBCAMま た は NTMポ リ ペ プ チ ド の 相 対 量 、 ま た は 細 胞 内 位 置 、 ま た は 物 理 的 形 状 は 、 任 意 の
適 切 な 方 法 で 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
OBCAMの ポ リ ペ プ チ ド 配 列 は 、 受 託 番 号 NM_002545で 、 GenBankの デ ー タ ラ イ ブ ラ リ ー 中 に
与 え ら れ る (図 7参 照 )。 NTMの ポ リ ペ プ チ ド 配 列 は 、 受 託 番 号 NM_016522で 、 GenBankの デ ー
タ ラ イ ブ ラ リ ー 中 に 与 え ら れ る (図 8お よ び 9参 照 )。 NTMの ポ リ ペ プ チ ド 配 列 は 、 WO00/6175
4の ク ロ ー ン 11753149.0.6お よ び 11753149.0.37、 お よ び WO99/46281の PR0337に よ っ て コ ー
ド さ れ て い る 、 配 列 も 含 む こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ １ 】
「 物 理 的 形 状 」 の 決 定 に よ り 我 々 は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 の 決 定 、 た と え ば 図 7に 示 す 野
生 型 配 列 と 患 者 か ら の サ ン プ ル 中 に 存 在 す る ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 の 間 の 、 挿 入 、 欠 失 、 置
換 な ど の 違 い の 存 在 を 決 定 す る こ と を 含 ま せ る こ と に す る 。 OBCAMの 場 合 、 ポ リ ペ プ チ ド
が 変 異 体 、 実 施 例 5に 記 載 す る 変 異 体 な ど で あ る か ど う か を 決 定 す る こ と は 、 有 用 で あ る
可 能 性 が あ る 。 な ぜ な ら 、 こ の よ う な 変 異 体 は 、 情 報 を 与 え る こ と が で き る か ら で あ る 。
た と え ば 、 患 者 か ら の サ ン プ ル が 、 残 基 95(図 7に 示 す 未 熟 ポ リ ペ プ チ ド に お い て 、 お よ び
GenBankの 受 託 番 号 NP_002536の 対 応 す る タ ン パ ク 質 の 参 照 配 列 に お い て 付 番 し た も の )が
プ ロ リ ン で は な く ア ル ギ ニ ン で あ る 、 変 異 体 OBCAMを 含 む こ と を 判 定 す る こ と に よ っ て 、
卵 巣 癌 を 示 す こ と が で き る 。 こ の 変 異 体 は 、 卵 巣 癌 の 初 期 段 階 か ら 検 出 可 能 で あ る と 考 え
ら れ る の で 、 そ れ を 検 出 す る こ と に よ っ て 、 そ の 患 者 の 特 定 の 結 末 の 相 対 的 な 見 通 し の 、
迅 速 な 診 断 、 予 後 お よ び 決 定 が 可 能 で あ り 、 こ れ ら す べ て に よ っ て 、 よ り 適 切 な 治 療 を 選
択 す る こ と が で き 、 そ の 患 者 の 好 ま し い 結 末 の 確 率 が 高 ま る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
OBCAMま た は NTMポ リ ペ プ チ ド の 相 対 量 、 ま た は 細 胞 内 位 置 、 ま た は 物 理 的 形 状 を 、 OBCAM
ま た は NTMポ リ ペ プ チ ド に 選 択 的 に 結 合 す る か 、 あ る い は OBCAMま た は NTMポ リ ペ プ チ ド の
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変 異 形 に 選 択 的 に 結 合 す る 、 分 子 を 使 用 し て 決 定 す る 場 合 、 そ れ が 好 ま し い 。 当 業 者 に 知
ら れ て い る よ う に 、 OBCAMお よ び NTMは 両 方 と も に 細 胞 外 の も の で あ り 、 分 泌 型 細 胞 接 着 分
子 で あ り 、 し た が っ て 成 熟 し た 野 生 型 分 子 は 一 般 に は 細 胞 内 に 存 在 し な い 。 OBCAMま た は N
TMに 選 択 的 に 結 合 す る か 、 あ る い は OBCAMま た は NTMの 変 異 体 に 選 択 的 に 結 合 す る 分 子 は 、
抗 体 で あ る こ と が 適 切 で あ る 。 抗 体 は 、 OBCAMま た は NTMポ リ ペ プ チ ド の 天 然 変 異 体 ま た は
断 片 に 結 合 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
OBCAMま た は NTMに 対 す る 抗 体 は 、 当 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 方 法 に よ っ て 作 製 す る こ と が
で き る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
使 用 す る 抗 体 が OBCAMま た は NTMに 選 択 的 で あ る 場 合 、 そ れ が 好 ま し い 。 「 OBCAMま た は NTM
に 選 択 的 で あ る 」 に よ っ て 我 々 は 、 そ れ ら は OBCAMま た は NTMに は 結 合 す る が 、 他 の ポ リ ペ
プ チ ド に は 実 質 的 に 結 合 し な い こ と を 意 味 す る こ と に す る 。 抗 体 は OBCAMま た は NTMポ リ ペ
プ チ ド の み に 選 択 的 に 結 合 す る こ と が 好 ま し く 、 抗 体 は OBCAMと NTMの 片 方 に の み 結 合 し 、
両 方 に は 結 合 し な い こ と が よ り 好 ま し い 。
【 ０ １ ７ ５ 】
OBCAMま た は NTMの 変 異 形 に 選 択 的 に 結 合 す る こ と が で き る 抗 体 は 、 た と え ば OBCAMま た は N
TMの 変 化 し た ア ミ ノ 酸 あ る い は そ れ 以 外 の 場 合 は 改 変 領 域 を 含 む ペ プ チ ド を 使 用 す る こ と
に よ っ て 、 あ る い は OBCAMま た は NTMポ リ ペ プ チ ド の 一 部 分 を 発 現 し 、 変 化 し た ア ミ ノ 酸 あ
る い は そ れ 以 外 の 場 合 は 改 変 領 域 を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 作 製 す
る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
そ れ に 対 す る 抗 体 を 作 製 す る こ と が 有 用 で あ る 可 能 性 が あ り 、 選 択 的 に 結 合 す る こ と が で
き る 、 変 異 OBCAM(す な わ ち 、 変 異 OBCAM)ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 一 例 を 実 施 例 5に 記 載 し 、 変
異 し た 残 基 の す ぐ 周 辺 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 図 18に 示 す 。 こ の 変 異 し た ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 図
7で 付 番 し た 、 未 熟 (す な わ ち 、 ま だ シ グ ナ ル ペ プ チ ド が 結 合 し て い る )ポ リ ペ プ チ ド の 残
基 95に 対 応 す る 。 残 基 95は 、 OBCAMの 第 1の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ド メ イ ン 中 に 位 置 す る と 考 え ら
れ る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
い ず れ の 場 合 も 、 遺 伝 コ ー ド に 基 づ い て 、 ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 化 を 容 易 に 推 測 す る こ と が で
き る 。 本 明 細 書 で 開 示 す る 、 変 異 OBCAMま た は NTMポ リ ペ プ チ ド に 選 択 的 で あ る 抗 体 は 、 本
発 明 の 他 の 態 様 を 形 成 す る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル で あ っ て よ い 。 適 切 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は
、 知 ら れ て い る 技 法 、 た と え ば Monoclonal Antibodies:A manual of techniques、 H Zola
(CRC Press、 1988)中 、 お よ び Monoclonal Hybridoma Antibodies:Techniques and applic
ations、 J G R Hurrell(CRC Press、 1982)中 に 開 示 さ れ た 技 法 に よ っ て 作 製 す る こ と が で
き 、 こ の 両 方 は 参 照 に よ っ て 本 明 細 書 に 組 み 込 ん で あ る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
「 OBCAMポ リ ペ プ チ ド の 相 対 量 」 に よ っ て 、 知 ら れ て い る 正 常 な 組 織 の 単 位 質 量 当 た り あ
る い は 正 常 な 細 胞 の 単 位 数 当 た り の 、 OBCAMポ リ ペ プ チ ド の 量 と 比 較 し た 、 サ ン プ ル 組 織
の 単 位 質 量 当 た り あ る い は サ ン プ ル 細 胞 の 単 位 数 当 た り の 、 OBCAMポ リ ペ プ チ ド の 量 が 意
味 さ れ る 。 任 意 の 適 切 な タ ン パ ク 質 定 量 法 を 使 用 し て 、 相 対 量 を 決 定 す る こ と が で き る 。
特 に 、 抗 体 を 使 用 す る 場 合 、 OBCAMの 量 は 、 定 量 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着
定 量 ア ッ セ イ (ELISA)、 ま た は 定 量 免 疫 組 織 化 学 法 を 含 め た 方 法 を 使 用 し て 決 定 す る こ と
が 好 ま し い 。 同 様 に 、 「 NTMポ リ ペ プ チ ド の 相 対 量 」 に よ っ て 、 OBCAMに 関 し て 前 に 記 載 し
た よ う に 、 サ ン プ ル な ど の 単 位 質 量 当 た り の NTMポ リ ペ プ チ ド の 量 が 意 味 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
腫 瘍 状 態 の 病 巣 を 、 野 生 型 OBCAMま た は NTMポ リ ペ プ チ ド の 変 化 に 基 づ い て 、 検 出 す る こ と
も で き る 。 こ の よ う な 変 化 は 、 従 来 の 技 法 に 従 っ て 、 配 列 分 析 に よ り 決 定 す る こ と が で き
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る 。 よ り 好 ま し く は 、 抗 体 (ポ リ ク ロ ー ナ ル ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル )を 使 用 し て 、 OBCAMま
た は NTMポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ れ に 由 来 す る ペ プ チ ド の 違 い 、 ま た は 不 在 を 検 出 す る 。
抗 体 は 、 本 明 細 書 で 論 じ る よ う に 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ １ 】
抗 体 を 産 生 ま た は 精 製 す る た め の 他 の 技 法 は 、 当 分 野 で は よ く 知 ら れ て お り 、 任 意 の こ の
よ う な 技 法 を 選 択 し て 、 本 発 明 で 特 許 請 求 す る 調 製 物 を 得 る こ と が で き る 。 本 発 明 の 好 ま
し い 実 施 形 態 で は 、 抗 体 に よ っ て 、 OBCAMま た は NTMタ ン パ ク 質 を 溶 液 か ら 免 疫 沈 降 さ せ 、
か つ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル の ウ エ ス タ ン ま た は 免 疫 ブ ロ ッ ト で 、 OBCAMま た は NTMタ ン パ
ク 質 と 反 応 さ せ る 。 他 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 免 疫 細 胞 化 学 技 法 を 使 用 し て 、 抗 体 に よ
っ て 、 パ ラ フ ィ ン ま た は 凍 結 組 織 切 片 中 の OBCAMま た は NTMタ ン パ ク 質 を 検 出 す る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
OBCAMま た は NTMま た は そ の 変 異 体 を 検 出 す る た め の 方 法 に 関 す る 、 好 ま し い 実 施 形 態 に は
、 モ ノ ク ロ ー ナ ル お よ び /ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル を 使 用 す る サ ン ド ウ ィ ッ チ ア ッ セ イ を 含
め て 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 定 量 ア ッ セ イ (ELISA)、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ (RIA)、 イ ム ノ ラ ジ
オ メ ト リ ッ ク ア ッ セ イ (IRMA)、 お よ び 免 疫 酵 素 ア ッ セ イ (IEMA)が あ る 。 代 表 的 な サ ン ド ウ
ィ ッ チ ア ッ セ イ は 、 参 照 に よ っ て こ こ に 組 み 込 ん で あ る 、 David他 の 米 国 特 許 第 4,376,110
号 お よ び 第 4,486,530号 に よ っ て 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
OBCAMま た は NTMの 細 胞 内 位 置 は 、 免 疫 細 胞 化 学 な ど の 分 野 で 知 ら れ て い る 方 法 を 使 用 し て
、 容 易 に 決 定 す る こ と が で き 、 こ れ ら の 方 法 で は 、 標 識 し た 抗 体 (た と え ば 、 放 射 活 性 ま
た は 蛍 光 標 識 し た 抗 体 )を 使 用 し て 、 OBCAMま た は NTMと 結 合 さ せ 、 細 胞 内 で の そ の 位 置 を
顕 微 鏡 に よ っ て 決 定 す る 。 た と え ば 、 こ の 方 法 を 使 用 し て 、 OBCAMま た は NTMが 細 胞 質 ま た
は 原 形 質 膜 中 に 位 置 す る か ど う か 、 あ る い は 両 方 の 区 分 に 位 置 す る 場 合 は 、 そ れ ぞ れ の 区
分 に 位 置 す る OBCAMま た は NTMの 比 率 を 決 定 す る こ と が で き る 。 非 癌 性 の 、 正 常 な 対 照 サ ン
プ ル と 比 較 し た 、 試 験 サ ン プ ル 中 の OBCAMま た は NTMの 位 置 の 変 化 は 、 癌 状 態 を 示 す 可 能 性
が あ る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
変 化 し た 細 胞 内 の 分 布 を 検 出 す る た め の 方 法 に は 、 免 疫 組 織 化 学 法 (IHC;た と え ば 、 一 次
抗 体 を 認 識 す る 抗 体 、 す な わ ち 二 次 抗 体 を 酵 素 、 蛍 光 タ グ 、 放 射 性 同 位 体 で 標 識 す る 場 合
)、 お よ び IHC染 色 し た 切 片 の コ ン ピ ュ ー タ 支 援 の 画 像 分 析 が あ る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
OBCAMま た は NTMの 相 対 活 性 は 、 サ ン プ ル 組 織 の 単 位 質 量 当 た り あ る い は サ ン プ ル 細 胞 の 単
位 数 当 た り の 、 OBCAMま た は NTMポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 測 定 し 、 こ の 活 性 を 、 知 ら れ て い る
正 常 な 組 織 の 単 位 質 量 当 た り あ る い は 正 常 な 細 胞 の 単 位 数 当 た り の 、 OBCAMま た は NTMポ リ
ペ プ チ ド の 活 性 と 比 較 す る こ と に よ っ て 、 決 定 す る こ と が で き る 。 相 対 量 は 、 OBCAMま た
は NTMの 活 性 の 任 意 の 適 切 な ア ッ セ イ を 使 用 し て 、 決 定 す る こ と が で き る 。 ア ッ セ イ は 、 O
BCAMま た は NTMポ リ ペ プ チ ド の 活 性 に 選 択 的 で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ １ ８ ６ 】
NTMお よ び OBCAM遺 伝 子 の 活 性 に は 、 腫 瘍 抑 制 活 性 、 神 経 軸 策 の 支 持 、 細 胞 凝 集 の 促 進 、 お
よ び ま だ 明 確 に は 定 義 さ れ て い な い 細 胞 シ グ ナ ル 機 能 が あ る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
本 発 明 は 、 変 異 OBCAMま た は NTMポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の 断 片 と 反 応 す る 抗 体 で あ っ て 、
前 記 変 異 OBCAMま た は NTMポ リ ペ プ チ ド が 、 癌 細 胞 中 で 見 ら れ る 変 異 体 で あ る 抗 体 も 提 供 す
る 。 抗 体 は 、 野 生 型 OBCAMま た は NTMポ リ ペ プ チ ド と は 反 応 し な い こ と が 好 ま し い 。 こ の よ
う な 抗 体 は 、 診 断 ア ッ セ イ お よ び 本 発 明 の 方 法 に お い て 有 用 で あ り 、 た と え ば そ の 配 列 が
変 異 OBCAMま た は NTMポ リ ペ プ チ ド に 由 来 す る ペ プ チ ド を 、 免 疫 原 と し て 使 用 し て 、 作 製 す
る こ と が で き る 。 OBCAM変 異 体 の 一 例 は 、 実 施 例 5に 記 載 し 図 18に 示 す 。
【 ０ １ ８ ８ 】
本 発 明 は 、 変 異 OBCAMま た は NTMポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ
す る 核 酸 で あ っ て 、 そ の 変 異 体 が 、 癌 細 胞 中 で 見 ら れ る 変 異 体 で あ る 核 酸 も 提 供 す る 。 こ
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の よ う な 核 酸 は 、 診 断 ア ッ セ イ お よ び 本 発 明 の 方 法 に お い て 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
罹 患 性 の 診 断 、 決 定 、 お よ び 結 末 の 相 対 的 な 見 通 し の 予 想 の 、 い く つ か の 核 酸 系 の 方 法 に
関 し て は 、 こ れ ら の 方 法 は 、 同 等 な 組 織 、 ま た は 正 常 す な わ ち 疾 患 が な い こ と が 知 ら れ て
い る 他 の 源 か ら の サ ン プ ル と 比 較 し て 、 試 験 す る サ ン プ ル 中 で 、 OBCAMま た は NTM核 酸 の 状
態 が (DNAで あ れ mRNAで あ れ )、 変 わ る か ど う か を 決 定 す る こ と を 含 む こ と は 理 解 さ れ る で
あ ろ う 。
【 ０ １ ９ ０ 】
変 異 配 列 を 基 盤 と す る ペ プ チ ド は 、 免 疫 応 答 を 刺 激 す る 際 に 有 用 で あ る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ １ ９ １ 】
本 発 明 の 他 の 態 様 は 、 患 者 の 癌 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 OBCAMま た は NTM活 性 の ア ゴ ニ ス
ト を 患 者 に 投 与 す る ス テ ッ プ を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。 ア ゴ ニ ス ト は 、 細 胞 膜 の 外 面 、 た と
え ば GPIア ン カ ー に 結 合 す る こ と 、 お よ び OBCAMま た は NTMの 通 常 の 標 的 と 相 互 作 用 す る こ
と に よ っ て 機 能 す る こ と が で き る 。 ア ゴ ニ ス ト は 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る よ う に 、 抗 体 ま
た は 抗 体 断 片 で あ っ て よ く 、 あ る い は た と え ば 5000Da未 満 の 小 分 子 で あ っ て よ い 。
【 ０ １ ９ ２ 】
OBCAMお よ び NTMは 細 胞 外 分 子 で あ る の で 、 細 胞 膜 の 細 胞 外 部 分 で 結 合 す る こ と に よ っ て 、
そ の 機 能 が 復 元 す る 擬 似 体 に よ っ て 、 完 全 長 の cDNAを 形 質 導 入 す る 遺 伝 子 治 療 と 、 同 じ 効
果 を 得 る こ と が で き る と 思 わ れ る 。 言 い 換 え る と 、 患 者 中 で の 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 の 機 能 は 、
小 分 子 治 療 剤 を 患 者 に 投 与 す る こ と に よ っ て 、 復 元 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
本 発 明 の 他 の 態 様 は 、 患 者 の 癌 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 OBCAMま た は NTM遺 伝 子 と 選 択 的
に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 、 ま た は OBCAMま た は NTMの cDNAと 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る
核 酸 を 、 患 者 に 投 与 す る ス テ ッ プ を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
本 発 明 の 他 の 態 様 は 、 患 者 の 癌 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 OBCAMお よ び /ま た は NTMポ リ ペ
プ チ ド 、 ま た は そ の 機 能 変 異 体 、 ま た は 一 部 分 ま た は 融 合 体 を コ ー ド す る 核 酸 を 、 患 者 に
投 与 す る ス テ ッ プ を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
本 発 明 は 、 OBCAMお よ び /ま た は NTM遺 伝 子 ま た は cDNAを 、 癌 を 有 す る 患 者 に 投 与 す る こ と
も 含 む 。 治 療 さ れ る 癌 は 、 卵 巣 癌 ま た は 結 腸 直 腸 癌 で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ １ ９ ６ 】
患 者 に 投 与 す る 核 酸 は 、 OBCAMお よ び /ま た は NTMポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の 機 能 変 異 体 、
ま た は 一 部 分 を コ ー ド す る 核 酸 で あ る こ と が 適 切 で あ る 。 OBCAMお よ び /ま た は NTMポ リ ペ
プ チ ド は 、 野 生 型 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 実 質 的 に 野 生 型 で あ る 活 性 を 有 す る 変 異 ポ リ ペ プ
チ ド で あ る こ と が 好 ま し い 。 OBCAMお よ び /ま た は NTMポ リ ペ プ チ ド が 、 卵 巣 癌 細 胞 な ど の
癌 細 胞 中 に 見 ら れ る 変 異 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 場 合 、 そ れ は あ ま り 好 ま し く な い 。
し か し な が ら 、 こ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド は 、 抗 癌 細 胞 の 免 疫 応 答 を 誘 発 す る 際 に 有 用 で あ
る 可 能 性 が あ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 に よ っ て 、 野 生 型 OBCAMお よ び /ま た は NTMの 機 能 を
、 変 異 OBCAMお よ び /ま た は NTM対 立 遺 伝 子 を 保 有 す る 細 胞 に 与 え る 方 法 も 提 供 さ れ る 。 こ
の よ う な 機 能 を 与 え る こ と に よ っ て 、 レ シ ピ エ ン ト 細 胞 の 新 生 物 の 増 殖 が 抑 制 さ れ る は ず
で あ る 。 野 生 型 OBCAMお よ び /ま た は NTM遺 伝 子 、 ま た は そ の 遺 伝 子 の 一 部 分 は 、 遺 伝 子 が
染 色 体 外 の 状 態 で あ る よ う に 、 細 胞 中 、 ベ ク タ ー 中 に 導 入 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な
状 況 で は 、 染 色 体 外 の 位 置 か ら 細 胞 に よ っ て 遺 伝 子 が 発 現 さ れ る で あ ろ う 。 遺 伝 子 断 片 が
導 入 さ れ 、 そ れ が 変 異 OBCAMお よ び /ま た は NTM対 立 遺 伝 子 を 保 有 す る 細 胞 中 で 発 現 さ れ る
場 合 、 そ の 遺 伝 子 断 片 は 、 細 胞 の 非 新 生 物 の 増 殖 に 必 要 と さ れ る 、 OBCAMお よ び /ま た は NT
Mタ ン パ ク 質 の 一 部 分 を コ ー ド し て い る は ず で あ る 。 よ り 好 ま し い の は 、 野 生 型 OBCAMお よ
び /ま た は NTM遺 伝 子 、 ま た は そ の 一 部 分 を 、 そ れ が 細 胞 中 に 存 在 す る 内 生 変 異 OBCAMお よ
び /ま た は NTM遺 伝 子 と 組 み 換 え を 起 こ す よ う に 、 変 異 細 胞 中 に 導 入 す る 状 況 で あ る 。 こ の
よ う な 組 み 換 え は 、 OBCAMお よ び /ま た は NTM遺 伝 子 の 変 異 の 正 確 さ を も た ら す 、 二 重 の 組
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み 換 え 事 象 を 必 要 と す る 。 組 み 換 え 用 お よ び 染 色 体 外 で の 維 持 用 の 、 遺 伝 子 を 導 入 す る た
め の ベ ク タ ー は 当 分 野 で 知 ら れ て お り 、 任 意 の 適 切 な ベ ク タ ー を 使 用 す る こ と が で き る 。
エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 共 沈 殿 、 お よ び ウ イ ル ス 形 質 導 入 な ど の 、 DN
Aを 細 胞 に 導 入 す る た め の 方 法 は 、 当 分 野 で 知 ら れ て お り 、 方 法 の 選 択 は 当 業 者 の 能 力 範
囲 内 の こ と で あ る 。 野 生 型 OBCAMお よ び /ま た は NTM遺 伝 子 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 を
モ デ ル 系 と し て 使 用 し て 、 癌 の 寛 解 、 お よ び そ の よ う な 寛 解 を 助 長 す る 薬 剤 治 療 を 研 究 す
る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
前 で 概 略 的 に 論 じ た よ う に 、 適 用 可 能 で あ る 場 合 は 、 OBCAMお よ び /ま た は NTM遺 伝 子 ま た
は 断 片 を 遺 伝 子 療 法 に お い て 使 用 し て 、 癌 細 胞 中 の こ の よ う な 遺 伝 子 の 発 現 産 物 の 量 を 増
大 さ せ る こ と が で き る 。 こ の よ う な 遺 伝 子 療 法 は 、 OBCAMお よ び /ま た は NTMポ リ ペ プ チ ド
の レ ベ ル が 、 正 常 な 細 胞 と 比 較 し て 、 存 在 し な い か あ る い は 低 下 し て お り 、 あ る い は そ れ
以 外 の 場 合 は 変 化 し て い る 、 癌 性 細 胞 お よ び 非 癌 性 細 胞 に 使 用 す る の に 非 常 に 適 し て い る
。 変 異 遺 伝 子 が 「 正 常 な 」 レ ベ ル で 発 現 さ れ る 癌 細 胞 中 に お い て も 、 OBCAMお よ び /ま た は
NTM遺 伝 子 の 発 現 の レ ベ ル を 増 大 さ せ る こ と が 有 用 で あ る 可 能 性 も あ る が 、 し か し な が ら
遺 伝 子 産 物 は 完 全 に 機 能 的 で あ る わ け で は な く 、 変 化 し た 機 能 を 有 す る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
遺 伝 子 療 法 は 、 一 般 に 認 め ら れ て い る 方 法 に 従 っ て 、 た と え ば Friedman、 1991に よ っ て 記
載 さ れ た よ う に 行 う こ と が で き る 。 患 者 の 腫 瘍 か ら の 細 胞 は 、 本 明 細 書 に 記 載 し た 診 断 法
に よ っ て 最 初 に 分 析 し て 、 腫 瘍 細 胞 中 の OBCAMお よ び /ま た は NTMポ リ ペ プ チ ド の 生 成 、 お
よ び そ の 物 理 的 形 状 (す な わ ち 、 ど の よ う な 変 異 を そ れ が 含 む か )を 確 認 す る こ と が で き る
。 発 現 調 節 要 素 と 関 連 が あ る OBCAMお よ び /ま た は NTM遺 伝 子 の コ ピ ー を 含 み 、 腫 瘍 細 胞 内
で 複 製 す る こ と が で き る 、 ウ イ ル ス ま た は プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー (以 下 の 詳 細 を さ ら に 参 照
の こ と )を 作 製 す る 。 米 国 特 許 第 5,252,479号 お よ び PCT公 開 出 願 WO93/07282中 に 開 示 さ れ
た も の な ど 、 適 切 な ベ ク タ ー が 知 ら れ て い る 。 し た が っ て ベ ク タ ー を 患 者 に 、 腫 瘍 の 部 位
に 局 所 的 に あ る い は 全 身 に 注 射 し て 、 (他 の 部 位 に 転 移 し た 可 能 性 が あ る 任 意 の 腫 瘍 細 胞
に 到 達 さ せ る )。 ト ラ ン ス フ ェ ク ト 遺 伝 子 が 、 そ れ ぞ れ の 標 的 腫 瘍 細 胞 の ゲ ノ ム に 常 に 取
り 込 ま れ る わ け で は な い 場 合 、 治 療 を 周 期 的 に 繰 り 返 さ な け れ ば な ら な い 可 能 性 が あ る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
当 分 野 で 知 ら れ て い る 遺 伝 子 送 達 系 は 、 本 発 明 の 遺 伝 子 療 法 を 実 施 す る 際 に 、 有 用 で あ る
可 能 性 が あ る 。 こ れ ら は 、 ウ イ ル ス お よ び 非 ウ イ ル ス 送 達 法 を 含 む 。 い く つ か の ウ イ ル ス
が 遺 伝 子 送 達 ベ ク タ ー と し て 使 用 さ れ て き て お り 、 パ ポ バ ウ イ ル ス 、 た と え ば SV40(Madza
k et al、 1992)、 ア デ ノ ウ イ ル ス (Berkner、 1992;Berkner et al、 1988;Gorziglia and K
apikian、 1992;Quantin et al、 1992;Rosenfeld et al、 1992;Wilkinson et al、 1992;St
ratford-Perricaudet et al、 1990)、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス (Moss、 1992)、 ア デ ノ 関 連 ウ イ
ル ス (Muzyczka、 1992;Ohi et al、 1990)、 HSVお よ び EBVを 含 め た ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス (Margo
lskee、 1992;Johnson et al、 1992;Fink et al、 1992;Breakfield and Geller、 1987;Fre
ese et al、 1990)、 お よ び 鳥 類 の レ ト ロ ウ イ ル ス (Brandyopadhyay and Temin、 1984;Petr
opoulos et al.、 1992)、 ネ ズ ミ (Miller、 1992;Miller et al、 1985;Sorge et al、 1984;
Mann and Baltimore、 1985;Miller et al、 1988)、 お よ び ヒ ト 起 源 の も の (Shimada et al
、 1991;Helseth et al、 1990;Page et al、 1990;Buchschacher and Panganiban、 1992)を
含 む 。 今 日 ま で 、 大 部 分 の ヒ ト 遺 伝 子 療 法 プ ロ ト コ ル は 、 損 傷 し た ネ ズ ミ の ウ イ ル ス に 基
づ く も の で あ る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
特 に OBCAMに 関 し て は 、 遺 伝 子 療 法 用 ベ ク タ ー が ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス ベ ク タ ー で は な い こ
と が 、 好 ま し い 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
当 分 野 で 知 ら れ て い る 非 ウ イ ル ス 遺 伝 子 送 達 法 に は 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 共 沈 殿 な ど の 化 学
的 技 法 (Graham and van der Eb、 1973;Pellicer et al、 1980);機 械 的 技 法 、 た と え ば マ
イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン (Anderson et al、 1980;Gordon et al、 1980;Brinster et al、 1
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981;Constantini and Lacy、 1981);リ ポ ソ ー ム を 介 し た 膜 融 合 仲 介 型 の 送 達 (Felgner et 
al、 1987;Wang and Huang、 1989;Kaneda et al、 1989;Stewart et al、 1992;Nabel et al
、 1990;Lim et al、 1992);お よ び 直 接 的 な DNA摂 取 お よ び 受 容 体 仲 介 型 の DNA送 達 (Wolff e
t al、 1990;Wu et al、 1991;Zenke et al、 1990;Wu et al、 1989b;Wolff et al、 1991;Wa
gner et al、 1990;Wagner et al、 1991;Cotten et al、 1990;Curiel et al、 1991a;Curie
l et al、 1991b)が あ る 。 ウ イ ル ス 仲 介 型 の 遺 伝 子 送 達 は 、 リ ポ ソ ー ム 送 達 を 使 用 す る 直
接 的 な in vivoの 遺 伝 子 送 達 と 組 み 合 わ せ る こ と が で き 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 周 囲 の 非 分
裂 細 胞 で は な く 腫 瘍 細 胞 に 向 け る こ と が で き る 。 あ る い は 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 生 成
細 胞 株 を 、 腫 瘍 に 注 射 す る こ と が で き る (Culver et al、 1992)。 し た が っ て 、 生 成 細 胞 を
注 射 す る こ と に よ っ て 、 ベ ク タ ー 粒 子 の 連 続 的 な 源 が 与 え ら れ る と 思 わ れ る 。 手 術 不 能 な
脳 腫 瘍 を 有 す る ヒ ト に お い て 使 用 す る た め に 、 こ の 技 法 が 承 認 さ れ て き て い る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
他 の 適 切 な 系 に は 、 Feng et al(1997)Nature Biotechnology 15、 866-870に よ っ て 記 載 さ
れ た 、 レ ト ロ ウ イ ル ス -ア デ ノ ウ イ ル ス ハ イ ブ リ ッ ド 系 、 ま た は 適 切 な 単 鎖 Fv断 片 な ど の
標 的 リ ガ ン ド を 有 す る ウ イ ル ス 系 が あ る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
生 物 学 的 お よ び 物 理 的 遺 伝 子 送 達 法 を 組 み 合 わ せ る 手 法 で は 、 任 意 の 大 き さ の プ ラ ス ミ ド
DNAを 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ヘ キ ソ ン タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な ポ リ リ シ ン 複 合 抗 体 と 組 み 合 わ せ
、 生 成 し た 複 合 体 を ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー に 結 合 さ せ る 。 次 い で こ の 三 分 子 複 合 体 を 使
用 し て 、 細 胞 を 感 染 さ せ る 。 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー に よ っ て 、 結 合 し た DNAが 損 傷 を 受
け る 前 に 、 エ ン ド ソ ー ム の 効 率 の 良 い 結 合 、 内 在 化 、 お よ び 分 解 が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
リ ポ ソ ー ム /DNA複 合 体 は 、 直 接 的 な in vivoの 遺 伝 子 送 達 を 仲 介 す る こ と が で き る こ と が
示 さ れ て き て い る 。 標 準 的 な リ ポ ソ ー ム 調 製 で は 、 遺 伝 子 送 達 の プ ロ セ ス は 非 特 異 的 で あ
り 、 腫 瘍 堆 積 物 の 局 所 的 な in vivo摂 取 お よ び 発 現 、 た と え ば 次 に 直 接 的 な in situ投 与 が
報 告 さ れ て き て い る (Nabel(1992)Hum.Gene Ther.3、 399-410)。
【 ０ ２ ０ ５ 】
DNAを 卵 巣 組 織 、 た と え ば 卵 巣 の 上 皮 細 胞 に 直 接 向 け る 、 遺 伝 子 送 達 技 法 が 好 ま し い 。 受
容 体 仲 介 型 の 遺 伝 子 送 達 は 、 た と え ば DNA(通 常 は 共 有 結 合 し た 超 ら せ ん 型 プ ラ ス ミ ド の 形
)を ポ リ リ シ ン を 介 し て タ ン パ ク 質 リ ガ ン ド に 複 合 さ せ る こ と に よ っ て 行 わ れ る 。 リ ガ ン
ド は 、 標 的 細 胞 /組 織 タ イ プ の 細 胞 表 面 上 の 、 対 応 す る リ ガ ン ド 受 容 体 の 存 在 に 基 づ い て
選 択 さ れ る 。 こ れ ら の リ ガ ン ド -DNA複 合 体 は 、 望 む な ら ば 血 液 中 に 直 接 注 射 す る こ と が で
き 、 標 的 組 織 に 向 け ら れ 、 受 容 体 の 結 合 お よ び DNA-タ ン パ ク 質 複 合 体 の 内 在 化 が 起 こ る 。
細 胞 内 で の DNAの 破 壊 と い う 問 題 を 克 服 す る た め に 、 ア デ ノ ウ イ ル ス に よ る 同 時 感 染 体 を
含 ま せ て 、 エ ン ド ソ ー ム 機 能 を 害 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
機 能 的 に 野 生 型 で あ る OBCAMお よ び /ま た は NTMを 使 用 す る 、 補 充 遺 伝 子 療 法 を 使 用 す る 場
合 、 OBCAMお よ び /ま た は NTMの mRNAま た は ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 機 能 的 OBCAMお よ び /ま た
は NTMの 存 在 を 、 標 的 腫 瘍 、 転 移 部 位 、 血 清 、 お よ び 身 体 の 分 泌 物 /排 泄 物 、 た と え ば 尿 を
含 め た 、 身 体 中 の さ ま ざ ま な 部 位 で 検 出 す る こ と に よ っ て 、 治 療 を 監 視 す る こ と が 有 用 で
あ る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
本 発 明 の 他 の 態 様 は 、 哺 乳 動 物 細 胞 中 に お い て 、 OBCAMお よ び /ま た は NTMポ リ ペ プ チ ド 、
ま た は そ れ ら の 機 能 的 断 片 、 ま た は 変 異 体 ま た は 融 合 体 を 発 現 さ せ る こ と が で き る 、 遺 伝
子 療 法 用 ベ ク タ ー を 提 供 す る 。 典 型 的 に は 、 OBCAMお よ び /ま た は NTMポ リ ペ プ チ ド の 機 能
的 断 片 ま た は 変 異 体 ま た は 一 部 分 ま た は 融 合 体 は 、 そ れ ぞ れ 野 生 型 OBCAMま た は NTMの 腫 瘍
抑 制 活 性 を 有 す る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
OBCAMの 腫 瘍 抑 制 活 性 は 図 14に 示 し 、 実 施 例 3に よ り 詳 細 に 記 載 す る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
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ベ ク タ ー は 、 ヒ ト 細 胞 中 で 複 製 す る こ と が で き る ベ ク タ ー で あ る こ と が 好 ま し い 。 ベ ク タ
ー は 、 本 発 明 の 遺 伝 子 療 法 の 態 様 と 関 係 が あ る 、 前 で よ り 詳 細 に 記 載 し た ベ ク タ ー で あ る
こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ２ １ ０ 】
本 発 明 の 他 の 態 様 は 、 患 者 の 癌 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 有 効 量 の OBCAMお よ び /ま た は NT
Mポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ れ ら の 断 片 ま た は 変 異 体 ま た は 融 合 体 (ま た は OBCAMお よ び /ま た
は NTM活 性 が あ る 他 の ア ゴ ニ ス ト 、 前 述 の も の )を 患 者 に 投 与 し て 、 癌 を 改 善 す る ス テ ッ プ
を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ２ １ １ 】
OBCAMま た は NTM活 性 を 有 す る ペ プ チ ド を 、 変 異 を 有 す る か あ る い は OBCAMま た は NTMの 対 立
遺 伝 子 が 欠 け て い る 細 胞 に 与 え る こ と が で き る 。 OBCAMま た は NTMタ ン パ ク 質 の 配 列 は 、 そ
れ ぞ れ 図 7お よ び 8ま た は 9に 開 示 す る 。 た と え ば 知 ら れ て い る 発 現 ベ ク タ ー を 使 用 し て 、
細 菌 中 の cDNA配 列 を 発 現 さ せ る こ と に よ っ て 、 タ ン パ ク 質 を 生 成 さ せ る こ と が で き る 。 あ
る い は 、 OBCAMま た は NTMポ リ ペ プ チ ド を 、 OBCAM生 成 ま た は NTM生 成 哺 乳 動 物 細 胞 か ら 抽 出
す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 合 成 化 学 の 技 法 を 使 用 し て 、 OBCAMま た は NTMタ ン パ ク 質 を 合
成 す る こ と が で き る 。 任 意 の こ の よ う な 技 法 に よ っ て 、 OBCAMま た は NTMタ ン パ ク 質 を 含 む
本 発 明 の 調 製 物 を 与 え る こ と が で き る 。 こ の 調 製 物 は 、 他 の ヒ ト タ ン パ ク 質 は 実 質 的 に 含
ま な い 。 こ れ は 、 微 生 物 中 あ る い は in vitroで の 合 成 に よ っ て 行 う の が 最 も 簡 単 で あ る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
OBCAMま た は NTM遺 伝 子 ま た は cDNAは 、 任 意 の 適 切 な 方 法 に よ っ て 、 発 現 さ せ る こ と が で き
る 。 一 般 に は DNAを 、 発 現 に 関 し て 適 切 な 方 向 お よ び 正 し い 読 み 枠 で 、 プ ラ ス ミ ド な ど の
発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 す る 。 必 要 な 場 合 は 、 所 望 の 宿 主 に よ っ て 認 識 さ れ る 適 切 な 転 写 お よ
び 翻 訳 を 制 御 調 節 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 、 DNAを 連 結 さ せ る こ と が で き る が 、 こ の よ う
な 調 節 は 発 現 ベ ク タ ー 中 で 一 般 的 に 利 用 可 能 で あ る 。 次 い で 標 準 的 な 技 法 に よ っ て 、 ベ ク
タ ー を 宿 主 に 導 入 す る 。 一 般 に 、 す べ て の 宿 主 が ベ ク タ ー に よ っ て 形 質 転 換 さ れ る わ け で
は な い 。 し た が っ て 、 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 を 選 択 す る こ と が 必 要 で あ ろ う 。 1つ の 選
択 の 技 法 は 、 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 に お い て 、 抗 生 物 質 耐 性 な ど の 選 択 可 能 な 性 質 を コ ー ド
す る 、 任 意 の 必 要 な 調 節 要 素 を 有 す る DNA配 列 を 、 発 現 ベ ク タ ー に 取 り 込 ま せ る こ と に 関
す る も の で あ る 。 あ る い は 、 こ の よ う な 選 択 可 能 な 性 質 の 遺 伝 子 は 、 他 の ベ ク タ ー 上 に あ
っ て よ く 、 こ れ を 使 用 し て 所 望 の 宿 主 細 胞 を 同 時 に 形 質 転 換 す る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
本 発 明 の 組 み 換 え DNAに よ っ て 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 を 、 本 明 細 書 で 開 示 す る 教 示 を 鑑
み て 、 充 分 な 時 間 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る 適 切 な 条 件 下 で 、 次 い で 培 養 し て 、 次 い で 回 収
す る こ と が で き る ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 可 能 に す る 。
【 ０ ２ １ ４ 】
細 菌 (た と え ば 大 腸 菌 お よ び Bacillus subtilis)、 酵 母 菌 (た と え ば Saccharormyces cerev
isiae)、 糸 状 菌 (た と え ば Aspergillus)、 植 物 細 胞 、 動 物 細 胞 、 お よ び 昆 虫 細 胞 を 含 め た
、 多 く の 発 現 系 が 知 ら れ て い る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
ベ ク タ ー は 、 ベ ク タ ー が 他 の 非 原 核 細 胞 タ イ プ に お け る 発 現 用 に 使 用 さ れ る 場 合 で も 、 原
核 生 物 中 で 増 殖 さ せ る た め の ColE1 oriな ど の 原 核 生 物 の レ プ リ コ ン を 含 む 。 ベ ク タ ー は
、 形 質 転 換 さ れ た 大 腸 菌 な ど の 細 菌 宿 主 細 胞 中 で 、 遺 伝 子 の 発 現 (転 写 お よ び 翻 訳 )を 指 示
す る こ と が で き る 、 原 核 生 物 の プ ロ モ ー タ ー な ど の 適 切 な プ ロ モ ー タ ー を 含 む こ と も で き
る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
プ ロ モ ー タ ー は 、 RNAポ リ メ ラ ー ゼ と の 結 合 お よ び 転 写 の 発 生 を 可 能 に す る DNA配 列 に よ っ
て 形 成 さ れ る 、 発 現 調 節 要 素 で あ る 。 代 表 的 な 細 菌 宿 主 細 胞 と 適 合 性 が あ る プ ロ モ ー タ ー
配 列 は 、 本 発 明 の DNA断 片 を 挿 入 す る の に 好 都 合 な 制 限 部 位 を 含 む 、 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー
中 に 典 型 的 に は 与 え ら れ る 。
【 ０ ２ １ ７ 】
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典 型 的 な 原 核 生 物 の ベ ク タ ー プ ラ ス ミ ド は 、 Biorad Laboratories(Richmond、 CA、 USA)か
ら 入 手 可 能 な pUC18、 pUC19、 pBR322お よ び pBR329、 お よ び Pharmacia、 Piscataway、 NJ、 U
SAか ら 入 手 可 能 な pTrc99Aお よ び pKK223-3で あ る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
典 型 的 な 哺 乳 動 物 細 胞 ベ ク タ ー プ ラ ス ミ ド は 、 Pharmacia、 Piscataway、 NJ、 USAか ら 入 手
可 能 な pSVLで あ る 。 こ の ベ ク タ ー は SV40後 期 プ ロ モ ー タ ー を 使 用 し て 、 ク ロ ー ン 遺 伝 子 の
発 現 、 COS-1細 胞 な ど の T抗 原 生 成 細 胞 で 見 ら れ る 最 高 レ ベ ル の 発 現 を 誘 導 す る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
誘 導 性 で あ る 哺 乳 動 物 の 発 現 ベ ク タ ー の 一 例 は pMSGで あ り 、 こ れ も Pharmaciaか ら 入 手 可
能 で あ る 。 こ の ベ ク タ ー は 、 マ ウ ス 乳 癌 腫 瘍 ウ イ ル ス の 長 端 の 繰 り 返 し 単 位 の グ ル コ コ ル
チ コ イ ド 誘 導 プ ロ モ ー タ ー を 使 用 し て 、 ク ロ ー ン 遺 伝 子 の 発 現 を 誘 導 す る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
有 用 な 酵 母 菌 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー は 、 pRS403-406お よ び pRS413-416で あ り 、 こ れ ら は 一 般
に Stratagene Cloning Systems、 La Jolla、 CA 92037、 USAか ら 入 手 可 能 で あ る 。 プ ラ ス
ミ ド pRS403、 pRS404、 pRS405お よ び pRS406は 、 酵 母 菌 組 み 込 み 型 プ ラ ス ミ ド (YIp)で あ り
、 酵 母 菌 に 選 択 的 な マ ー カ ー HIS3、 TRPI、 LEU2お よ び URA3を 取 り 込 ん で い る 。 プ ラ ス ミ ド
pRS413-416は 、 酵 母 菌 動 原 体 プ ラ ス ミ ド (YCp)で あ る 。
【 ０ ２ ２ １ 】
相 補 的 な 粘 着 端 を 介 し て ベ ク タ ー に DNAを 動 作 可 能 に 連 結 さ せ る た め の 、 さ ま ざ ま な 方 法
が 開 発 さ れ て き て い る 。 た と え ば 、 相 補 的 な ホ モ ポ リ マ ー 部 位 を 、 ベ ク タ ー DNAに 挿 入 す
る DNA断 片 に 加 え る こ と が で き る 。 次 い で ベ ク タ ー お よ び DNA断 片 を 、 相 補 的 な ホ モ ポ リ マ
ー 尾 部 の 間 の 水 素 結 合 に よ っ て 連 結 さ せ て 、 組 み 換 え DNA分 子 を 形 成 す る 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
1つ ま た は 複 数 の 制 限 部 位 を 含 む 合 成 連 結 剤 に よ っ て 、 DNA断 片 を ベ ク タ ー に 連 結 さ せ る 代
替 法 が 与 え ら れ る 。 前 に 記 載 し た エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に よ る 制 限 消 化 に よ っ て 生 成 す る DN
A断 片 は 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ T4DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 ま た は 大 腸 菌 DNAポ リ メ ラ ー ゼ I、 突 出
部 、 3'-5'-エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 有 す る 3'一 本 鎖 末 端 を 除 去 し 、 重 合 活 性 を 有 す る 窪
ん だ 3'-端 を 充 填 す る 酵 素 で 処 理 す る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
し た が っ て 、 こ れ ら の 活 性 を 組 み 合 わ せ る こ と に よ っ て 、 平 滑 末 端 型 DNA断 片 が 生 成 す る
。 次 い で 平 滑 末 端 型 断 片 を 、 平 滑 末 端 型 DNA分 子 の 連 結 を 触 媒 す る こ と が で き る 酵 素 、 バ
ク テ リ オ フ ァ ー ジ T4DNAリ ガ ー ゼ な ど の 存 在 下 に お い て 、 非 常 に モ ル 過 剰 の 連 結 分 子 と 共
に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 し た が っ て 、 こ の 反 応 の 生 成 物 は 、 そ の 両 端 に ポ リ マ ー 連 結 配 列
を 有 す る DNA断 片 で あ る 。 し た が っ て 、 こ れ ら の DNA断 片 は 適 切 な 制 限 酵 素 で 切 断 さ れ 、 DN
A断 片 の 末 端 と 適 合 性 が あ る 末 端 を 生 成 さ せ る 酵 素 で 切 断 さ れ た 発 現 ベ ク タ ー に 連 結 さ れ
る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
本 発 明 の 他 の 態 様 は 、 患 者 の 癌 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 腫 瘍 細 胞 中 に 見 ら れ る 変 異 OBCA
Mま た は NTMポ リ ペ プ チ ド の 機 能 を 阻 害 す る 、 あ る い は 野 生 型 OBCAMま た は NTMポ リ ペ プ チ ド
の 発 現 を 上 方 制 御 す る 、 有 効 量 の 化 合 物 を 患 者 に 投 与 す る ス テ ッ プ を 含 む 方 法 を 提 供 す る
。
【 ０ ２ ２ ５ 】
本 発 明 の 方 法 で 使 用 す る の に 適 し た 化 合 物 に は 、 変 異 OBCAMま た は NTMの 活 性 を 阻 害 す る 抗
体 ま た は 断 片 、 ま た は そ の 変 異 体 、 あ る い は 変 異 OBCAMお よ び /ま た は NTMの 発 現 を 阻 害 す
る ア ン チ セ ン ス 分 子 が あ る 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
メ チ ル 化 阻 害 剤 も 適 切 で あ る (あ ま り 好 ま し く は な い が );以 下 お よ び 実 施 例 中 に 記 載 す る
よ う に 、 OBCAMお よ び NTM遺 伝 子 が 癌 で は メ チ ル 化 さ れ 、 メ チ ル 化 阻 害 剤 を 投 与 す る こ と に
よ り 、 こ の メ チ ル 化 を 阻 害 す る こ と に よ っ て 、 野 生 型 遺 伝 子 ま た は 遺 伝 子 群 の 発 現 を 上 方
制 御 す る こ と が で き る 。 メ チ ル 化 阻 害 剤 は 当 分 野 で 知 ら れ て お り 、 化 合 物 ア ザ シ チ ジ ン を
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含 む 。 他 の メ チ ル 化 阻 害 剤 に は 、 5デ オ キ シ -ア ザ シ チ ジ ン 、 ま た は DNAメ チ ル ト ラ ン ス フ
ェ ラ ー ゼ に 対 す る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ が あ る 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
本 発 明 の 他 の 態 様 は 、 患 者 の OBCAMお よ び /ま た は NTM遺 伝 子 が メ チ ル 化 さ れ て い る 癌 を 治
療 す る 方 法 で あ っ て 、 DNAの メ チ ル 化 を 低 下 さ せ る か あ る い は 阻 害 す る 有 効 量 の 化 合 物 を
、 患 者 に 投 与 す る ス テ ッ プ を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
以 下 で 論 じ る よ う に 、 メ チ ル 化 を 阻 害 す る こ と に よ っ て 、 そ の 発 現 の 低 下 が 癌 を 引 き 起 こ
す 可 能 性 が あ る OBCAMお よ び /ま た は NTM遺 伝 子 の 発 現 の 低 下 を 引 き 起 こ す 、 メ チ ル 基 を 除
去 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 癌 細 胞 中 の OBCAMお よ び /ま た は NTMの メ チ ル 化 の 低 下
に よ っ て 、 OBCAMお よ び /ま た は NTMの 発 現 が 増 大 し 、 癌 細 胞 を 除 去 し 、 癌 細 胞 の 制 御 不 能
な 増 殖 の 速 度 を 低 下 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
本 発 明 の 他 の 態 様 は 、 細 胞 中 の OBCAMお よ び /ま た は NTM遺 伝 子 の 発 現 を 増 大 さ せ る た め の
方 法 で あ っ て 、 DNAの メ チ ル 化 を 低 下 さ せ る か あ る い は 阻 害 す る 、 有 効 量 の 化 合 物 を 細 胞
に 投 与 す る ス テ ッ プ を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
本 明 細 書 に 示 す 他 の 治 療 剤 と 組 み 合 わ せ て 化 合 物 を 投 与 す る こ と が 、 有 益 で あ る 可 能 性 が
あ る 。
【 ０ ２ ３ １ 】
好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 細 胞 は 患 者 内 の 細 胞 で あ る 。 細 胞 が 患 者 内 の 癌 ま た は 腫 瘍 細 胞 で
あ る 場 合 は 、 そ れ が さ ら に 好 ま し い 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
腫 瘍 細 胞 中 に 見 ら れ る 変 異 OBCAMま た は NTMポ リ ペ プ チ ド の 機 能 を 阻 害 す る 、 あ る い は 野 生
型 OBCAMま た は NTMポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 上 方 制 御 す る 、 あ る い は そ れ 以 外 の 場 合 は OBCAM
ま た は NTMの ア ゴ ニ ス ト と し て 作 用 す る 化 合 物 は 、 ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 得 る こ と が で
き る 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
OBCAMお よ び /ま た は NTMポ リ ペ プ チ ド を 使 用 す る こ と 、 ま た は 任 意 の さ ま ざ ま な 薬 剤 ス ク
リ ー ニ ン グ 技 法 に お い て そ れ ら の 断 片 を 結 合 さ せ る こ と に よ っ て 、 ス ク リ ー ニ ン グ 化 合 物
を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
こ の よ う な 試 験 で 使 用 す る 、 腫 瘍 細 胞 中 に 見 ら れ る OBCAMお よ び /ま た は NTMポ リ ペ プ チ ド
、 ま た は そ の 断 片 ま た は 変 異 体 は 、 溶 液 中 に 遊 離 し て い る か 、 固 形 担 体 に 固 定 さ れ て い る
か 、 あ る い は 細 胞 表 面 上 に 付 着 し て い て よ い 。 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ の 1つ の 方 法 は 、 好 ま
し く は 競 合 結 合 ア ッ セ イ に お い て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 断 片 を 発 現 す る 組 み 換 え ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て 安 定 し て 形 質 転 換 さ れ る 、 真 核 ま た は 原 核 宿 主 細 胞 を 使 用 す る 。 生
存 形 ま た は 固 定 形 の こ の よ う な 細 胞 は 、 標 準 的 な 結 合 ア ッ セ イ 用 に 使 用 す る こ と が で き る
。 た と え ば 、 OBCAMま た は NTMポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 断 片 と 試 験 す る 物 質 の 間 の 複 合 体 の 形
成 を 測 定 す る こ と が で き 、 あ る い は OBCAMま た は NTMポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 断 片 の 間 の 複 合
体 の 形 成 の 程 度 を 調 べ る こ と が で き 、 知 ら れ て い る リ ガ ン ド は 試 験 す る 物 質 に よ っ て 害 さ
れ る 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
し た が っ て 本 発 明 は 、 薬 剤 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、 こ の よ う な 物 質 と 、 腫 瘍
細 胞 中 に 見 ら れ る OBCAMま た は NTMポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の 断 片 ま た は そ の 変 異 体 を 接 触
さ せ る こ と 、 お よ び 当 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 方 法 に よ っ て 、 (i)そ の 物 質 と OBCAMま た は
NTMポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 断 片 ま た は 変 異 体 の 間 の 複 合 体 の 存 在 、 あ る い は (ii)OBCAMま た
は NTMポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 断 片 ま た は 変 異 体 と リ ガ ン ド の 間 の 複 合 体 の 存 在 を ア ッ セ イ
す る こ と を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。 こ の よ う な 競 合 結 合 ア ッ セ イ で は 、 OBCAMま た は NTMポ リ
ペ プ チ ド 、 ま た は 断 片 ま た は 変 異 体 を 、 典 型 的 に は 標 識 す る 。 遊 離 OBCAMま た は NTMポ リ ペ
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プ チ ド 、 ま た は 断 片 ま た は 変 異 体 は 、 タ ン パ ク 質 :タ ン パ ク 質 複 合 体 中 に 存 在 す る も の か
ら 分 離 し 、 遊 離 (す な わ ち 非 複 合 体 )標 識 の 量 は 、 そ れ ぞ れ 、 試 験 す る 物 質 と OBCAMま た は N
TMの 結 合 、 ま た は OBCAMま た は NTMと の そ の 阻 害 :リ ガ ン ド 結 合 の 指 標 で あ る 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
変 異 OBCAMお よ び /ま た は NTMの 機 能 を 正 す こ と が で き る 薬 剤 (し た が っ て 、 野 生 型 の 機 能 が
回 復 す る )、 ま た は そ の 擬 似 野 生 型 で あ る OBCAMお よ び /ま た は NTMの 機 能 を 正 す こ と が で き
る 薬 剤 は 、 有 用 で あ る と 考 え ら れ る 。 同 様 に 、 野 生 型 OBCAMお よ び /ま た は NTMの 発 現 を 促
進 す る 薬 剤 は 、 有 用 で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
野 生 型 OBCAMお よ び /ま た は NTMの 発 現 は 、 発 現 の 阻 害 剤 を 除 去 す る こ と に よ っ て 、 促 進 さ
せ る こ と が で き る 。 た と え ば 、 OBCAMお よ び NTMの 発 現 は 、 そ れ ぞ れ の 遺 伝 子 の CpGア イ ラ
ン ド を メ チ ル 化 す る こ と に よ っ て 阻 害 さ れ る 。 ア ザ シ チ ジ ン 、 5デ オ キ シ -ア ザ シ チ ジ ン 、
ま た は DNAメ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ に 対 す る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ な ど の 、 メ チ ル 化 阻 害
剤 を 投 与 す る こ と に よ っ て 、 CpGア イ ラ ン ド の メ チ ル 化 が 妨 げ ら れ 、 こ れ に よ っ て 遺 伝 子
の 発 現 が 促 進 さ れ る 。 し た が っ て 、 患 者 の 野 生 型 OBCAMま た は NTMポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 上
方 制 御 す る 方 法 は 、 メ チ ル 化 阻 害 剤 を 投 与 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ に 関 す る 他 の 技 法 に よ っ て 、 OBCAMま た は NTMポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 適
切 な 結 合 親 和 性 を 有 す る 化 合 物 の 、 ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ が も た ら さ れ 、 こ れ
は 1984年 9月 13日 に 公 開 さ れ た 、 Geysen、 PCT公 開 出 願 WO84/03564中 に 詳 細 に 記 載 さ れ て い
る 。 簡 潔 に 述 べ る と 、 多 数 の 異 な る 小 さ な ペ プ チ ド 試 験 化 合 物 を 、 プ ラ ス チ ッ ク 製 の ピ ン
な ど の 固 形 支 持 体 上 、 あ る い は 何 か 他 の 表 面 上 で 合 成 す る 。 ペ プ チ ド 試 験 化 合 物 は 、 OBCA
Mま た は NTMポ リ ペ プ チ ド と 反 応 さ せ 、 洗 浄 す る 。 次 い で 結 合 し た OBCAMま た は NTMポ リ ペ プ
チ ド を 、 当 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 方 法 に よ っ て 検 出 す る 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
精 製 し た OBCAMま た は NTMは 、 前 述 の 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ 技 法 に お い て 使 用 す る た め に 、 プ
レ ー ト 上 に 直 接 コ ー テ ィ ン グ す る こ と が で き る 。 し か し な が ら 、 ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 非
中 和 抗 体 を 使 用 し て 抗 体 を 捕 ら え 、 OBCAMま た は NTMポ リ ペ プ チ ド を 固 相 上 に 固 定 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
本 発 明 は 、 競 合 薬 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ の 使 用 も 企 図 す る も の で あ り 、 OBCAMま た
は NTMポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る 中 和 抗 体 が 、 OBCAMま た は NTMポ リ ペ
プ チ ド ま た は そ の 断 片 へ の 結 合 に 関 し て 、 試 験 化 合 物 と 競 合 す る 。 こ の よ う に し て 、 抗 体
を 使 用 し て 、 OBCAMま た は NTMポ リ ペ プ チ ド の 1つ ま た は 複 数 の 抗 原 決 定 基 を 共 有 す る 、 任
意 の ペ プ チ ド の 存 在 を 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ４ １ 】
薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ に 関 す る 他 の 技 法 は 、 変 異 OBCAMお よ び /ま た は NTM遺 伝 子 を 有 す る 宿
主 真 核 生 物 の 細 胞 株 ま た は 細 胞 (前 に 記 載 し た も の な ど )の 使 用 に 関 す る も の で あ る 。 こ れ
ら の 宿 主 細 胞 株 ま た は 細 胞 は 、 OBCAMお よ び /ま た は NTMポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル で 欠 陥 が あ
る 。 宿 主 細 胞 株 ま た は 細 胞 は 、 薬 剤 化 合 物 の 存 在 下 で 増 殖 さ せ る 。 宿 主 細 胞 の 増 殖 率 を 測
定 し て 、 そ の 化 合 物 が OBCAMお よ び /ま た は NTM欠 陥 細 胞 の 増 殖 を 調 節 で き る か ど う か を 判
定 す る 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 に 動 作 可 能 に 連 結 し た OBCAMま た は NTMの プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 利 用 す る 、
ス ク リ ー ニ ン グ を 誘 導 す る こ と も で き る 。 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 を 選 択 的 に 増 大 さ せ る
化 合 物 を 、 有 用 に 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
追 加 的 あ る い は 代 替 的 に 、 合 理 的 な 薬 剤 設 計 を 使 用 す る こ と が で き る 。 合 理 的 な 薬 剤 設 計
の 目 的 は 、 生 物 学 的 に 活 性 が あ る 当 該 の ポ リ ペ プ チ ド 、 相 互 作 用 し て 、 た と え ば 、 よ り 活
性 が あ り あ る い は 安 定 し た 形 の ポ リ ペ プ チ ド で あ る か 、 あ る い は 、 た と え ば 、 in vivoで
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ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 を 高 め る か 害 す る 薬 剤 を 形 成 す る 小 分 子 (た と え ば 、 ア ゴ ニ ス ト 、 ア
ン タ ゴ ニ ス ト 、 阻 害 剤 )の 構 造 類 似 体 を 生 成 さ せ る こ と で あ る 。 た と え ば Hodgson、 1991を
参 照 の こ と 。 1つ の 手 法 で は 、 当 該 の タ ン パ ク 質 (た と え ば 、 OBCAMま た は NTMポ リ ペ プ チ ド
)、 た と え ば OBCAMま た は NTMリ ガ ン ド 複 合 体 の 三 次 元 構 造 を 、 X線 結 晶 解 析 法 に よ っ て 、 コ
ン ピ ュ ー タ に よ る モ デ ル 化 に よ っ て 、 あ る い は 最 も 典 型 的 に は 手 法 の 組 み 合 わ せ に よ っ て
最 初 に 決 定 す る 。 頻 繁 に で は な い が 、 ポ リ ペ プ チ ド の 構 造 に 関 す る 有 用 な 情 報 を 、 相 同 タ
ン パ ク 質 の 構 造 に 基 づ く モ デ ル 化 に よ っ て 、 得 る こ と が で き る 。 合 理 的 な 薬 剤 設 計 の 一 例
は 、 HIVプ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 の 開 発 で あ る (Erickson et al(1990)Science 249、 527-533)
。 さ ら に 、 ペ プ チ ド (た と え ば 、 OBCAMお よ び NTMポ リ ペ プ チ ド )は 、 ア ラ ニ ン ス キ ャ ン に よ
っ て 分 析 さ れ る (Wells(1991)Methods Enzymol.202、 390-411)。 こ の 技 法 で は 、 ア ミ ノ 酸
残 基 を Alaで 置 換 し 、 ペ プ チ ド の 活 性 に 対 す る そ の 影 響 を 決 定 す る 。 ペ プ チ ド の そ れ ぞ れ
の ア ミ ノ 酸 残 基 を こ の よ う に 分 析 し て 、 ペ プ チ ド の 重 要 な 領 域 を 決 定 す る 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
機 能 ア ッ セ イ に よ っ て 選 択 さ れ る 、 標 的 に 特 異 的 な 抗 体 を 単 離 し て 、 次 い で そ の 結 晶 構 造
を 解 明 す る こ と も 可 能 で あ る 。 原 則 と し て 、 こ の 手 法 に よ っ て 、 後 の 薬 剤 設 計 の 基 と な り
得 る 薬 理 作 用 団 (pharmacophore)が も た ら さ れ る 。 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 (anti-ids)を 機
能 的 な 、 薬 理 学 的 に 活 性 が あ る 抗 体 に す る こ と に よ っ て 、 タ ン パ ク 質 の 結 晶 解 析 を 完 全 に
回 避 す る こ と が 可 能 で あ る 。 鏡 像 の 鏡 像 と し て 、 anti-idsの 結 合 部 位 は 、 元 の 受 容 体 の 類
似 体 で あ る と 予 想 さ れ る 。 し た が っ て anti-idを 使 用 し て 、 化 学 的 ま た は 生 物 学 的 に 生 成
さ せ た 群 の ペ プ チ ド の 群 か ら 、 ペ プ チ ド を 同 定 お よ び 単 離 す る こ と が 可 能 で あ る と 思 わ れ
る 。 し た が っ て 選 択 し た ペ プ チ ド は 、 薬 理 作 用 団 と し て 作 用 す る と 思 わ れ る 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
し た が っ て 、 た と え ば 改 善 さ れ た OBCAMお よ び /ま た は NTMポ リ ペ プ チ ド の 活 性 ま た は 安 定
性 を 有 す る 薬 剤 、 ま た は OBCAMお よ び /ま た は NTMポ リ ペ プ チ ド 活 性 の 阻 害 剤 、 ア ゴ ニ ス ト
、 ア ン タ ゴ ニ ス ト な ど と し て 作 用 す る 薬 剤 を 設 計 す る こ と が で き る 。 ク ロ ー ン OBCAMお よ
び NTM配 列 を 利 用 す る こ と に よ っ て 、 充 分 な 量 の OBCAMお よ び NTMポ リ ペ プ チ ド を 利 用 し て
、 X線 結 晶 解 析 な ど の 分 析 研 究 を 行 う こ と が で き る 。 さ ら に 、 本 明 細 書 で 与 え る OBCAMお よ
び NTMタ ン パ ク 質 配 列 の 知 識 は 、 X線 結 晶 解 析 法 の 代 わ り に 、 あ る い は そ れ に 加 え て 、 コ ン
ピ ュ ー タ に よ る モ デ ル 化 技 法 を 使 用 す る 人 を 助 け る で あ ろ う 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
変 異 OBCAMお よ び /ま た は NTM対 立 遺 伝 子 を 保 有 す る 、 細 胞 お よ び 動 物 を モ デ ル 系 と し て 使
用 し て 、 治 療 剤 と し て の 可 能 性 を 有 す る 物 質 に 関 し て 、 研 究 お よ び 試 験 す る こ と が で き る
。 そ れ ら の 細 胞 は 、 典 型 的 に は 培 養 さ れ た 上 皮 細 胞 で あ る 。 こ れ ら の 細 胞 は 、 OBCAMお よ
び /ま た は NTM変 異 体 を 有 す る 個 体 、 体 細 胞 ま た は 生 殖 細 胞 の い ず れ か か ら 単 離 す る こ と が
で き る 。 あ る い は 、 当 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 方 法 を 使 用 し て 、 細 胞 株 を 工 学 処 理 し て 、
OBCAMお よ び /ま た は NTM対 立 遺 伝 子 の 変 異 を 行 わ せ る こ と が で き る 。 試 験 物 質 を 細 胞 に 施
し た 後 に 、 新 生 物 に 形 質 転 換 さ れ た 表 現 型 の 細 胞 を 決 定 す る 。 足 場 非 依 存 性 増 殖 、 ヌ ー ド
マ ウ ス の 腫 瘍 形 成 、 細 胞 の 侵 襲 性 、 お よ び 増 殖 因 子 依 存 性 を 含 め た 、 新 生 物 に 形 質 転 換 さ
れ た 細 胞 の 任 意 の 性 質 を 評 価 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 性 質 の そ れ ぞ れ に 関 す る ア ッ セ
イ は 、 当 分 野 で 知 ら れ て い る 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
治 療 剤 の 試 験 用 の 動 物 は 、 動 物 全 体 の 変 異 誘 発 の 後 、 あ る い は 生 殖 細 胞 ま た は 接 合 子 を 処
理 し た 後 に 、 選 択 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 処 理 は 、 通 常 は 第 2の 動 物 種 か ら の 、 変
異 OBCAMお よ び /ま た は NTM対 立 遺 伝 子 を 挿 入 す る こ と 、 お よ び 破 壊 さ れ た 相 同 遺 伝 子 を 挿
入 す る こ と 含 む 。 あ る い は 、 動 物 の 内 生 の OBCAMお よ び /ま た は NTM遺 伝 子 は 、 挿 入 ま た は
欠 失 変 異 、 あ る い は 従 来 の 技 法 を 使 用 す る 他 の 遺 伝 的 改 変 に よ っ て 、 破 壊 す る こ と が で き
る (Capecchi、 1989;Valancius and Smithies、 1991;Hasty et al、 1991;Shinkai et al、
1992;Mombaerts et al、 1992;Philpott et al、 1992;Snouwaert et al、 1992;Donehower 
et al、 1992)。 試 験 物 質 を 動 物 に 投 与 し た 後 に 、 腫 瘍 の 増 殖 を 評 価 し な け れ ば な ら な い 。
試 験 物 質 が 腫 瘍 の 増 殖 を 妨 げ る か あ る い は 抑 制 す る 場 合 、 し た が っ て 試 験 物 質 は 、 本 明 細
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書 で 示 す 癌 を 治 療 す る た め の 、 候 補 と な る 治 療 剤 で あ る 。 こ れ ら の 動 物 モ デ ル に よ っ て 、
潜 在 的 な 治 療 品 用 の 非 常 に 重 要 な 試 験 用 媒 体 が 与 え ら れ る 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
活 性 OBCAMお よ び /ま た は NTM分 子 を 、 た と え ば マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン に よ っ て 、 あ る
い は リ ポ ソ ー ム を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 細 胞 に 導 入 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 い く
つ か の 活 性 分 子 を 、 細 胞 に よ っ て 活 性 的 に 、 あ る い は 拡 散 に よ っ て 摂 取 さ せ る こ と が で き
る 。 OBCAMお よ び /ま た は NTM遺 伝 子 産 物 を 細 胞 外 に 施 す こ と は 、 腫 瘍 の 増 殖 に 影 響 を 与 え
る の に 充 分 で あ る 可 能 性 が あ る 。 OBCAMお よ び /ま た は NTM活 性 を 有 す る 分 子 を 与 え る こ と
に よ っ て 、 新 生 物 状 態 の 部 分 的 な 逆 行 が も た ら さ れ る は ず で あ る 。 OBCAMお よ び /ま た は NT
M活 性 を 有 す る 他 の 分 子 (た と え ば 、 ペ プ チ ド 、 薬 剤 ま た は 有 機 化 合 物 )を 使 用 し て 、 こ の
よ う な 逆 行 に 影 響 を 与 え る こ と も で き る 。 実 質 的 に 同 じ 機 能 を 有 す る 改 変 ポ リ ペ プ チ ド も
、 ペ プ チ ド 療 法 に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
本 発 明 の 他 の 態 様 は 、 OBCAMま た は NTMポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ れ ら の 機 能 変 異 体 、 ま た は
一 部 分 ま た は 融 合 体 を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む 遺 伝 子 療 法 用 ベ ク タ ー 、 お よ び 薬 剤 と し て 許
容 さ れ る 担 体 を 含 む 、 薬 剤 組 成 物 ;OBCAMま た は NTM遺 伝 子 、 ま た は そ の 変 異 対 立 遺 伝 子 、
ま た は OBCAMま た は NTMの cDNA、 ま た は そ の 変 異 対 立 遺 伝 子 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る
核 酸 を 含 む 遺 伝 子 療 法 用 ベ ク タ ー 、 お よ び 薬 剤 と し て 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む 、 薬 剤 組 成 物
;OBCAMま た は NTMポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ れ ら の 断 片 ま た は 変 異 体 ま た は 融 合 体 、 お よ び
薬 剤 と し て 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む 、 薬 剤 組 成 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
適 切 な 遺 伝 子 療 法 用 ベ ク タ ー は 、 前 に 記 載 し た も の で あ る 。 適 切 な OBCAMお よ び NTMポ リ ペ
プ チ ド は 、 前 に 記 載 し た も の で あ る 。 前 述 の よ う に 、 特 に OBCAMに 関 し て は 、 遺 伝 子 療 法
用 ベ ク タ ー が ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス ベ ク タ ー で は な い こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ２ ５ １ 】
「 薬 剤 と し て 許 容 さ れ る 」 に よ っ て 、 調 合 物 が 滅 菌 さ れ て お り 病 原 体 を 含 ま な い こ と が 含
ま れ る 。 適 切 な 薬 剤 担 体 は 、 薬 の 分 野 で は よ く 知 ら れ て い る 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
こ こ で 本 発 明 を 、 以 下 の 非 制 限 的 な 実 施 例 お よ び 図 面 を 参 照 し な が ら 、 よ り 詳 細 に 記 載 す
る こ と に す る 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ２ ５ ３ 】
上 皮 性 卵 巣 癌 (EOC)の 進 行 に お け る OBCAMお よ び NTMの 役 割
卵 巣 血 液 /腫 瘍 対 DNAの 11q24-q25の LOHの 分 析
卵 巣 腫 瘍 全 体 か ら 抽 出 し た DNAか ら 、 お よ び 適 合 性 の あ る 正 常 な 対 照 と し て 血 液 か ら 、 あ
る い は 正 常 な 卵 巣 組 織 か ら の 、 染 色 体 の 11q24-q25領 域 か ら 選 択 し た 、 蛍 光 標 識 し た 多 型
性 マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト マ ー カ ー を 、 PCR増 幅 さ せ た 。 動 原 体 ～ 11qterの 順 で 使 用 し た マ ー
カ ー は 、 llcen-DllS910-D11S1320-DllS874-D11S4085-D11S969-11qterで あ っ た 。 PCR増 幅
産 物 を 、 GeneScanソ フ ト ウ ェ ア (PE Biosystems)を 使 用 し て 、 ABI 310 Genetic Analyzer
上 で 分 離 さ せ た 。 LOHは 、 正 常 な 組 織 と 比 較 し た 、 腫 瘍 中 の 対 立 遺 伝 子 間 の 30%以 上 の 違 い
の 不 均 衡 と し て 定 義 す る 。 D11S4085で 観 察 さ れ る LOHの 顕 著 な 特 徴 は 、 LOHの 完 全 性 で あ る
。 卵 巣 腫 瘍 の DNAが 、 ミ ク ロ 解 剖 し た 組 織 か ら で は な く 、 卵 巣 全 体 か ら 抽 出 さ れ た と 考 え
る と 、 こ れ は 珍 し い 。 腫 瘍 組 織 は 、 通 常 は 汚 染 し た 正 常 細 胞 、 た と え ば ス ト ロ マ 細 胞 の 一
部 分 を 含 む と み な さ れ て い る と 思 わ れ る 。 し か し な が ら 、 こ の 場 合 は 消 失 が 非 常 に 完 全 な
も の で あ る の で 、 我 々 は 汚 染 し た 正 常 細 胞 の 欠 如 か ら 、 D11S4085対 立 遺 伝 子 の 消 失 は 、 卵
巣 癌 形 成 の 過 程 の 、 非 常 に 初 期 の 事 象 で あ る と 推 測 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
OBCAM/NTM領 域 の 物 理 的 な 地 図 化
OBCAMお よ び ニ ュ ー ロ ト リ ミ ン は 、 11q24-q25LOH関 連 遺 伝 子 で あ る 。 LOHの 領 域 を 同 定 し た
の で 、 我 々 は 次 に 、 卵 巣 癌 中 の LOHに よ っ て 破 壊 さ れ た 領 域 か ら の 遺 伝 子 を 同 定 し よ う と
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し た 。 LOHの 研 究 で 使 用 す る マ ー カ ー を 含 む 11q24-q25領 域 か ら 、 BACク ロ ー ン を 同 定 す る
た め に 、 そ れ ら の 対 応 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 使 用 し て 、 NCBIの Genbank HTGSデ ー タ ベ ー
ス を BLAST検 索 し た 。 使 用 し た マ ー カ ー の 中 で は 、 D11S969以 外 の す べ て に よ っ て 、 HTGSデ
ー タ ベ ー ス の 相 同 性 検 索 に お い て 、 BACク ロ ー ン が 同 定 さ れ た 。 次 い で 、 対 応 す る BACク ロ
ー ン か ら の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 、 UK Human Genome Mapping Project Resource Centre(HG
MP-RC)の 、 Nucleotide Identify X(NIX)ア ル ゴ リ ズ ム を 使 用 し て 分 析 し た 。 NIXに よ っ て
、 多 数 の 生 物 情 報 プ ロ グ ラ ム を 1つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 同 時 に 行 う こ と 、 多 数 の デ ー タ
ベ ー ス に 対 す る BLAST検 索 な ど 、 ヌ ク レ オ チ ド お よ び タ ン パ ク 質 翻 訳 の 相 同 性 を 同 定 す る
こ と 、 エ ク ソ ン の 予 想 、 CpGア イ ラ ン ド の 予 想 な ど を 行 う こ と が 可 能 で あ る 。 NIXに よ っ て
我 々 は 、 重 複 BACク ロ ー ン を 取 り 込 ん で い る 領 域 の 近 辺 の 地 図 を 編 集 し 、 研 究 中 に そ の 領
域 の 遺 伝 子 、 そ れ ら の マ ー カ ー に 対 す る 位 置 を 同 定 す る こ と が で き る (図 1)。
【 ０ ２ ５ ５ 】
NIXに よ っ て 、 2つ の 非 常 に 関 連 が あ る 遺 伝 子 OBCAMと ニ ュ ー ロ ト リ ミ ン は 、 LOHの 領 域 中 に
存 在 す る 唯 一 の 遺 伝 子 で あ る こ と が 確 認 さ れ て い る 。 最 高 LOHの マ ー カ ー 、 D11S4085は OBC
AM中 に 含 ま れ 、 一 方 ニ ュ ー ロ ト リ ミ ン は 、 2つ の マ ー カ ー :D11S1320お よ び D11S874に 広 が
る 。 OBCAMと NTMは 非 常 に 関 連 が あ り 、 そ れ ぞ れ 約 80%お よ び 76%の ヌ ク レ オ チ ド お よ び タ ン
パ ク 質 同 一 性 を 共 有 し て い る 。 マ ウ ス で は 、 そ の そ れ ぞ れ の 相 同 体 は 、 ヒ ト 染 色 体 11q24-
q25と 遺 伝 子 が 同 じ 染 色 体 上 に あ る 染 色 体 9の 領 域 上 で 、 互 い に 近 く に 位 置 し て い る 。 し た
が っ て 、 こ の 2つ の 遺 伝 子 は 、 人 間 と マ ウ ス の 分 岐 よ り も 前 に 起 こ っ た 、 遺 伝 子 複 製 事 象
の 結 果 と し て 生 じ た 可 能 性 が あ る 。 人 間 で は 、 こ の 2つ の 遺 伝 子 は 、 3'-3'方 向 、 相 近 の 転
写 方 向 に 配 置 さ れ て い る (図 1)。
【 ０ ２ ５ ６ 】
OBCAMお よ び NTMは 、 正 常 な 卵 巣 表 面 上 皮 (OSE)で は 発 現 す る が 、 卵 巣 癌 細 胞 株 中 で は 発 現
し な い 。
我 々 は 、 培 養 し た 正 常 な ヒ ト OSE(HOSE)、 主 要 な 手 術 に よ っ て 除 去 し た HOSEか ら 、 お よ び
正 常 な 卵 巣 全 体 か ら 、 RNAを 抽 出 し た 。 RT-PCRに よ っ て 、 OBCAMお よ び NTMは 、 主 要 な 手 術
に よ っ て 除 去 し た 上 皮 中 で 発 現 し 、 一 方 培 養 し た HOSEで は 、 OBCAMで は な く NTMの み の 発 現
が 検 出 可 能 で あ る こ と が 示 さ れ た 。 OSEは 器 官 全 体 の わ ず か な 成 分 し か 含 ん で い な い に も
か か わ ら ず 、 卵 巣 全 体 か ら は 両 方 の 発 現 が 検 出 可 能 で あ っ た 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
対 照 的 に 、 卵 巣 、 乳 、 肺 、 結 腸 お よ び 膵 臓 癌 細 胞 株 か ら 単 離 し た RNA群 で は 、 い か な る 実
質 的 な 程 度 で も 、 い ず れ の 遺 伝 子 の 発 現 も 明 ら か で は な か っ た 。 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト に よ っ
て 、 す べ て の 細 胞 株 で 発 現 は 完 全 に 検 出 不 能 で あ っ た が 、 2つ :CaOv3(卵 巣 )お よ び WX330(
小 細 胞 肺 癌 )は 例 外 で あ り 、 こ れ ら で は NTMの 発 現 が 容 易 に 検 出 不 能 で あ っ た 。 興 味 深 い こ
と に 、 CaOv3中 の NTM転 写 物 の 大 き さ は 、 完 全 長 NTMに 関 し て 予 想 さ れ た も の よ り も 小 さ か
っ た 。 RT-PCR分 析 に よ っ て 、 5'切 断 型 mRNAの た め に 、 転 写 物 は 予 想 さ れ た も の よ り 短 い こ
と が 示 さ れ て お り 、 そ の 正 確 な 程 度 は 決 定 さ れ て お ら ず 、 イ ン ト ロ ン の 他 の プ ロ モ ー タ ー
を 使 用 す る こ と に よ っ て 結 合 す る 5'変 異 体 の 結 果 と し て 、 生 じ る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
OBCAMお よ び NTMの CpGア イ ラ ン ド は 、 細 胞 株 中 で メ チ ル 化 さ れ 、 発 現 の 欠 如 と 相 関 関 係 が
あ る 。
OBCAMお よ び NTMの CpGア イ ラ ン ド の メ チ ル 化 状 態 を 、 プ ラ イ マ ー 対 を 用 い る MSPCRに よ っ て
評 価 し て 、 卵 巣 、 乳 、 肺 、 結 腸 お よ び 前 立 腺 起 源 で あ る 癌 細 胞 株 の 範 囲 の 、 メ チ ル 化 お よ
び 非 メ チ ル 化 対 立 遺 伝 子 を 検 出 し た 。 そ の 結 果 は 、 表 1お よ び 2に 表 す 。 我 々 は 、 RT-PCRに
よ っ て OBCAMお よ び NTMの 発 現 の レ ベ ル に 関 し て 、 同 じ 範 囲 の 細 胞 株 を ア ッ セ イ し 、 そ れ ら
の 結 果 を MSPCRア ッ セ イ で 決 定 し た メ チ ル 化 状 態 と 比 較 し た 。 そ れ ぞ れ の CpGア イ ラ ン ド の
メ チ ル 化 と 、 検 出 可 能 な 発 現 の 欠 如 の 間 の 、 相 関 関 係 が 見 出 さ れ た ;逆 に 、 メ チ ル 化 の 欠
如 は 、 遺 伝 子 の 発 現 と 相 関 関 係 が あ る 。 こ の 相 関 関 係 の 1つ の 例 外 は 卵 巣 癌 細 胞 株 OAW28で
あ り 、 こ れ は 明 ら か な メ チ ル 化 が な い に も か か わ ら ず 、 い ず れ の 遺 伝 子 の 発 現 も 示 さ な い
。 こ れ は 、 こ の 特 定 の ア ッ セ イ に よ り 検 出 す る こ と が で き な い メ チ ル 化 に 、 原 因 が あ る 可
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能 性 が あ る 。 :そ れ は 増 幅 さ れ る 領 域 の 外 側 、 あ る い は MSPCRプ ラ イ マ ー の 間 に 存 在 す る 。
な ぜ な ら 、 MSPは 、 プ ラ イ マ ー 結 合 部 位 そ の も の の メ チ ル 化 の 有 無 の み を 検 出 す る か ら で
あ る 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
【 表 １ 】
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【 ０ ２ ６ ０ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ６ １ 】
OBCAMお よ び NTMは 、 原 発 性 の 卵 巣 腫 瘍 中 で メ チ ル 化 さ れ る
我 々 は MSPCRを 行 っ て 、 13の 卵 巣 腫 瘍 /正 常 (ま た は 血 液 )と 適 合 性 が あ る 対 の DNA中 の 、 OBC
AMお よ び NTMの メ チ ル 化 お よ び 非 メ チ ル 化 対 立 遺 伝 子 を 検 出 し た 。 メ チ ル 化 DNA(Intergen)
、 お よ び 非 メ チ ル 化 DNA(HL60細 胞 株 )対 照 サ ン プ ル を 含 め た 、 13の 血 液 /腫 瘍 の 対 に 関 す る
MSPア ッ セ イ の 代 表 的 な 組 は 、 図 3に 示 し 、 そ れ ら の 結 果 の 概 要 は 図 6に 示 す 。 NTMは OBCAM
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の メ チ ル 化 を 伴 う こ と が 多 く 、 こ の 2つ は 一 致 す る と 考 え る こ と が で き る こ と を 、 我 々 は
観 察 し た 。 こ れ は OBCAM(D11S4085)の LOHと 関 連 す る 生 存 性 の 欠 如 と 一 致 し 、 OBCAMの 不 活
性 化 は 、 こ の プ ロ セ ス の 初 期 事 象 で あ る こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
物 質 お よ び 方 法
卵 巣 癌 と 適 合 性 が あ る 血 液 (正 常 )/腫 瘍 対 サ ン プ ル
65の 適 合 性 が あ る 血 液 (ま た は パ ラ フ ィ ン 包 埋 正 常 卵 巣 組 織 )、 お よ び パ ラ フ ィ ン 包 埋 卵 巣
腫 瘍 サ ン プ ル か ら 、 製 造 者 の プ ロ ト コ ル (QIAGEN)に 従 い QIAamp DNAミ ニ キ ッ ト を 使 用 し て
、 DNAを 抽 出 し た 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
異 型 接 合 性 の 消 失 の 分 析
11q24-q25領 域 か ら の 6つ の 蛍 光 標 識 し た 多 型 性 マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト マ ー カ ー か ら の 、 PCR
産 物 を 、 適 合 性 が あ る 卵 巣 の 正 常 /腫 瘍 DNA群 か ら 、 増 幅 さ せ た 。 cen-D115910-2-D11S1320
-D11S874-D1154085-Dl1S969-11qterPCR産 物 を 分 離 さ せ 、 Genescanソ フ ト ウ ェ ア (PE Biosy
stems)を 使 用 し て ABI 310 Genetic Analyzer上 で 分 析 し た 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
ヒ ト 染 色 体 11q24-q25領 域 の 生 物 情 報 分 析 :
LOHを 検 出 す る た め に 使 用 す る 6つ の 多 型 性 11q24-q25マ ー カ ー を 含 む BACク ロ ー ン を 、 マ ー
カ ー 配 列 を 用 い る BLAST検 索 に よ っ て 、 GenBankの High Throughput Genomic Sequences(HT
GS)デ ー タ ベ ー ス か ら 同 定 し た 。 次 い で 、 同 定 し た BACク ロ ー ン か ら の 配 列 を 、 Nucleotide
 Identify X(NIX)ア ル ゴ リ ズ ム (Human Genome Mapping Project Resource Centre、 Hinxt
on、 UK)を 使 用 し て 分 析 し た 。 こ の よ う に し て 、 マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト マ ー カ ー に 対 す る 知
ら れ て い る 遺 伝 子 の 位 置 を 詳 し く 調 べ な が ら 、 領 域 の BAC近 辺 の 地 図 を 作 製 し た 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
逆 転 写 酵 素 PCR(RT-PCR)
細 胞 株 か ら の 完 全 な RNA抽 出 を 、 TRI Reagent(Sigma、 Dorset、 UK)を 使 用 し て 行 っ た 。 一
本 鎖 cDNA合 成 キ ッ ト (Roche、 UK)を 使 用 し て 、 1μ gの DNaseI処 理 物 か ら 一 本 鎖 cDNAを 調 製
し 、 次 い で 2μ lの 等 分 試 料 を 、 25μ lの PCR反 応 混 合 物 中 で 鋳 型 と し て 使 用 し た 。 あ る い は
、 少 な い 細 胞 数 に 関 し て は 、 DNaseI処 理 し た す べ て の RNAは 、 Absolutely RNA mini prep
ス ピ ン カ ラ ム (Stratagene)を 使 用 し て 調 製 し 、 一 本 鎖 cDNAは 記 載 し た よ う に 調 製 し た 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
組 織 の 発 現
Multiple Tissue Northern(MTN)ブ ロ ッ ト 品 (Human Iお よ び Human II)、 お よ び Multiple T
issue cDNA群 (Human Iお よ び Human II)を 、 BD Clontech、 Basingstoke、 UKか ら 購 入 し た
。 MTNは 、 奨 励 さ れ て い る よ う に ExpressHyb緩 衝 液 (BD Clontech)を 使 用 し て 、 完 全 長 OBCA
Mお よ び NTMの PCR増 幅 さ せ た cDNAプ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 ブ ロ ッ ト 品 を 、 β -ア
ク チ ン 対 照 プ ロ ー ブ (BD Clontech)と 再 度 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 完 全 長 cDNA産 物 を 増 幅
さ せ る た め に 設 計 し た 、 OBCAMお よ び NTMプ ラ イ マ ー 対 を 用 い る PCRに よ っ て 、 MTC群 を ス ク
リ ー ニ ン グ し た 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
メ チ ル 化 特 異 的 PCR(MSPCR)
正 常 /卵 巣 腫 瘍 と 適 合 性 が あ る 対 (前 述 の も の )、 お よ び 細 胞 株 の 群 (卵 巣 、 乳 、 肺 、 結 腸 お
よ び 膵 臓 癌 )か ら 単 離 し た ゲ ノ ム DNAを 、 製 造 者 の プ ロ ト コ ル に 従 い CpG Modificationキ ッ
ト (Intergen)を 使 用 し て 、 重 亜 硫 酸 塩 処 理 に よ っ て 改 変 さ せ た 。 対 照 の メ チ ル 化 DNAは 、 I
ntergenか ら 購 入 し た 。 重 亜 硫 酸 塩 で 改 変 さ せ た DNAを 、 ヒ ト NTMお よ び OBCAMの CpGア イ ラ
ン ド の メ チ ル 化 お よ び 非 メ チ ル 化 対 立 遺 伝 子 を 、 そ れ ぞ れ 特 異 的 に 認 識 す る プ ラ イ マ ー 対
を 用 い て 、 PCR増 幅 さ せ た 。 プ ラ イ マ ー 対 お よ び 増 幅 条 件 は 、 以 下 の 通 り で あ っ た 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
OBCAMお よ び NTMの CpGア イ ラ ン ド 中 の 、 CpGア イ ラ ン ド の メ チ ル 化 度 を 決 定 す る た め に 、 メ
チ ル 化 特 異 的 PCRで 増 幅 さ せ 重 亜 硫 酸 塩 処 理 し た DNAを 、 pGEM-T Easy TAク ロ ー ニ ン グ ベ ク
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タ ー (Promega)に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 そ れ ぞ れ の PCR産 物 に 対 応 す る 6つ の サ ブ ク ロ ー
ン を 、 標 準 的 な 方 法 に 従 っ て Big Dye(PE BioSystems)の 化 学 物 質 を 使 用 し て 塩 基 配 列 を 決
定 し た 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
ア ザ シ チ ジ ン お よ び TSAに よ る 再 発 現
脱 メ チ ル 化 再 発 現 の 実 験 で は 、 5× 10 6 個 の 細 胞 (OBCAMに 関 し て は MDAMB23.1;ニ ュ ー ロ ト リ
ミ ン に 関 し て は MDAMB23.1お よ び T47D)を ま き 、 24時 間 接 着 さ せ た ま ま の 状 態 に し た 。 細 胞
は 1Oμ Mの ア ザ シ チ ジ ン (Sigma)の 存 在 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 4日 間 の 最 後 の 24時 間 0.3μ
Mの TSAを 加 え た 。 細 胞 を 採 取 し 、 RNAを 単 離 し 、 一 本 鎖 cDNAを 合 成 し 、 OBCAM、 NTMお よ び
ア ク チ ン PCRプ ラ イ マ ー を 用 い て RT-PCR反 応 を 行 っ た 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
OBCAMの SKOV-3へ の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
Kozakコ ン セ ン サ ス 配 列 お よ び 3'UTR重 複 部 を 含 む 、 ヒ ト OBCAMの 完 全 な コ ー ド 配 列 を 、 正
常 な ヒ ト 卵 巣 表 面 上 皮 の RNAか ら PCR増 幅 さ せ 、 pGEM-T Easy TAク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー (Pro
mega)に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 増 幅 用 に 使 用 し た PCRプ ラ イ マ ー 対 は 以 下 の も の で あ る :
OPCML F1:5'-AGTTGTGGCTGTCGAGAATG-3'nucs34-53
OPCML R1:5'-TCAGAGGACCTAGGATTTCT-3'nucs1110-1091
Genbank受 託 番 号 NM_002545の mRNA(NM_002454.2参 照 配 列 )か ら の 、 ヌ ク レ オ チ ド 番 号 。 次
い で OBCAM挿 入 体 を 、 NotIで 切 除 し 、 NotIで 消 化 し た pcDNA3.1Zeo哺 乳 動 物 発 現 ベ ク タ ー (I
nvitrogen)に 再 度 サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 次 い で 挿 入 配 列 を 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン で 使
用 す る 前 に 確 認 し た 。 OBCAMの セ ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス 構 築 体 に 対 応 す る プ ラ ス ミ ド DNA
、 お よ び 親 ベ ク タ ー を 、 標 準 的 な 方 法 (QIAGEN)に よ っ て 作 製 し 、 PvuIで 消 化 し た 。 1μ gお
よ び 2μ gの PvuI-線 状 構 築 体 お よ び ベ ク タ ー を 、 リ ポ フ ェ ク チ ン の 存 在 下 で 、 ク ロ ー ン SKO
V-3ネ オ マ イ シ ン 耐 性 細 胞 株 SKNV3.3に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。
【 ０ ２ ７ １ 】
Zeomycin(Invitrogen)の 選 択
ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 48時 間 後 に 、 細 胞 を 1:6に 分 け 、 Zeomycin抗 生 物 質 選 択 品 の 存 在
下 で 培 養 し た 。 次 い で 個 々 の コ ロ ニ ー を 、 3週 間 の 分 析 用 に 選 択 し 、 次 に 抗 生 物 質 の 選 択
を 行 っ た 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ っ て 、 OBCAMア ン チ セ ン ス お よ び ベ ク タ ー 対 照 ト ラ ン ス フ ェ ク
タ ン ト は 、 OBCAMセ ン ス ト ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト よ り 早 く 増 殖 す る こ と が 示 さ れ 、 増 殖 に 対
す る 機 能 的 な 抑 制 効 果 が 存 在 す る こ と が 示 唆 さ れ る 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
考 察
我 々 は 、 65対 の 正 常 /腫 瘍 サ ン プ ル 中 の 11q24-q25領 域 の EOCに 、 よ り 高 度 な LOH分 析 を 行 い
、 OBCAM遺 伝 子 内 の マ ー カ ー D11S4085で 、 高 率 で あ る 56%の LOHを 確 認 し た 。 さ ら に 、 相 同
遺 伝 子 、 ニ ュ ー ロ ト リ ミ ン (NTMま た は NTM)内 の 、 マ ー カ ー D11S1320お よ び D11S874で 、 40%
の LOHも 検 出 し た 。 臨 床 病 理 学 的 な パ ラ メ ー タ を 分 析 す る こ と に よ っ て 、 LOHと 患 者 の 低 い
生 存 率 の 関 係 が 示 さ れ る こ と は な く 、 こ れ ら の 遺 伝 子 の 消 失 は 、 卵 巣 の 発 癌 の 初 期 事 象 で
あ る こ と が 示 さ れ る 。 い ず れ も 、 我 々 の 以 前 の LOHの 研 究 に お い て 検 出 さ れ た 、 生 存 遺 伝
子 で は な い こ と も 証 明 さ れ る 。 43の 適 合 性 が あ る 正 常 /卵 巣 腫 瘍 対 か ら 単 離 し た DNA、 お よ
び 6つ の 腫 瘍 の み の DNAの メ チ ル 化 特 異 的 PCRに よ っ て 、 OBCAMお よ び NTMの 76%と い う CpGア
イ ラ ン ド の メ チ ル 化 率 、 遺 伝 子 間 の 86%の 一 致 を 確 認 し た 。 重 亜 硫 酸 塩 に よ る 塩 基 配 列 決
定 に よ っ て 、 両 方 の 遺 伝 子 か ら の CpGア イ ラ ン ド 内 で 、 広 範 囲 の メ チ ル 化 の 存 在 を 確 認 し
た 。 12の EOC株 の 中 で は 、 OBCAMが 75%の 細 胞 株 で 完 全 に メ チ ル 化 状 態 で あ り 、 部 分 的 に メ
チ ル 化 状 態 で あ る も の は 0%で あ り 、 25%は 非 メ チ ル 化 状 態 で あ っ た 。 HNT/NTMに 関 し て は 、
13の EOC株 の 中 で 、 54%が 完 全 に メ チ ル 化 状 態 で あ り 、 23%が 部 分 的 に メ チ ル 化 状 態 で あ り
、 23%が 非 メ チ ル 化 状 態 で あ っ た 。 ト リ コ ス タ チ ン A(TSA)を 用 い た ア ザ シ チ ジ ン 処 理 に よ
っ て 、 両 方 の 遺 伝 子 の 再 発 現 が 行 わ れ 、 CpGア イ ラ ン ド の メ チ ル 化 は 、 こ れ ら の 遺 伝 子 の
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発 現 の 欠 如 の 根 底 に あ る 機 構 で あ る こ と の 、 決 定 的 な 証 拠 が 与 え ら れ た 。 MS-PCRに よ る 研
究 か ら 、 OBCAMの CpGア イ ラ ン ド の メ チ ル 化 は 、 NTMの CpGア イ ラ ン ド に 関 し て 見 ら れ 、 NTM
メ チ ル 化 が 起 こ る た め の 必 須 条 件 で あ る 可 能 性 が あ る こ と は 明 ら か で あ る 。 こ れ を LOHデ
ー タ と 組 み 合 わ せ る と 、 2つ の 遺 伝 子 の 中 で は 、 疾 患 の 初 期 事 象 に お い て 、 OBCAMが よ り 重
要 で あ る こ と が 示 唆 さ れ る 。 し た が っ て 我 々 は 、 CMVプ ロ モ ー タ ー の 調 節 下 で 、 OBCAMを 卵
巣 癌 細 胞 株 SKOV-3の ク ロ ー ン 誘 導 体 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 以 下 の 影 響 が 示 さ れ る 。 3つ
の 観 察 結 果 に よ っ て 、 抑 制 物 質 と し て の NTM/OBCAMの 機 能 が 示 唆 さ れ る 。 第 1に 、 い く つ か
の セ ン ス NTMト ラ ン ス フ ェ ク ト SKOV3ク ロ ー ン は 、 ア ン チ セ ン ス ク ロ ー ン と 比 較 し て 、 腫 瘍
形 成 の 抑 制 を 示 す と い う 証 拠 が 存 在 す る が 、 SKOV3の ク ロ ー ン の 異 型 接 合 性 に よ っ て 、 こ
の デ ー タ を 解 釈 す る の が 難 し く な っ た 。 さ ら に 、 形 態 学 的 に 、 セ ン ス NTMト ラ ン ス フ ェ ク
ト SKOV3ク ロ ー ン に 関 す る 接 触 阻 害 が あ っ た と い う 、 い く つ か の 証 拠 が 存 在 し た 。 最 後 に
我 々 は 、 ア ン チ セ ン ス OBCAM、 お よ び SKOV3の ベ ク タ ー 対 照 ト ラ ン ス フ ェ ク ト ク ロ ー ン 誘 導
体 (SKNV3.3)が 、 同 じ SKOV3細 胞 株 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た セ ン ス OBCAMと 比 較 し て 、 速 い
増 殖 を 示 す こ と に 気 付 い た 。 ア ン チ セ ン ス OBCAMSKOV3ト ラ ン ス フ ェ ク ト ク ロ ー ン 細 胞 株 と
比 較 し て 、 OBCAMSKOV3ト ラ ン ス フ ェ ク ト ク ロ ー ン の 増 殖 率 の 、 明 ら か な 50%の 低 下 が 存 在
す る 。 LOHと メ チ ル 化 研 究 を 関 連 付 け る こ と に よ っ て 、 Knudsenの 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 不 活 性 化
の 古 典 的 な 2-ヒ ッ ト 機 構 (Knudsen AG、 1971 Proc Natl Acad Sci 68(4)p820-823)に 従 っ
て 、 2つ の 不 活 性 化 の 存 在 が 当 て は ま る こ と に 関 す る 証 拠 を 我 々 は 与 え る 。 そ れ は 、 た だ 1
つ の 不 活 性 化 機 構 (LOHま た は メ チ ル 化 の い ず れ か )が 存 在 す る 腫 瘍 サ ン プ ル に よ っ て 我 々
は 、 OBCAM遺 伝 子 中 の 変 異 を 検 出 す る た め に 、 こ れ ら の サ ン プ ル を 標 的 化 す る こ と が で き
る こ と も 強 調 し た 。
【 ０ ２ ７ ４ 】
こ れ は 、 任 意 の 形 の 癌 、 あ る い は 実 際 に は 任 意 の 形 の ヒ ト 疾 患 の 進 行 に お け る 、 IgLONフ
ァ ミ リ ー 、 特 に OBCAMお よ び ニ ュ ー ロ ト リ ミ ン に 関 す る 、 最 初 の 記 載 で あ る 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ２ ７ ５ 】
SKNV3.3は OBCAMに 関 し て メ チ ル 化 す る が 、 OBCAMは 発 現 し な い
細 胞 株 SKNV3.3は 、 卵 巣 癌 細 胞 株 SKOV-3の ネ オ マ イ シ ン 耐 性 の ク ロ ー ン 誘 導 体 で あ る 。 我
々 は 、 定 量 RT-PCRに よ っ て 、 SKNV3.3は OBCAMを 発 現 し な い こ と 、 か つ MS-PCRに よ っ て 、 OB
CAMの CpGア イ ラ ン ド が メ チ ル 化 さ れ る こ と を 示 し て い る 。 さ ら に 、 in vitroで SKNV3.3を 5
'-ア ザ -2'-デ オ キ シ シ チ ジ ン に 暴 露 さ せ た 後 の 、 脱 メ チ ル 化 に よ っ て 、 OBCAMの 再 発 現 が
も た ら さ れ る 。 し た が っ て こ れ を 、 OBCAMの 機 能 研 究 用 に 選 択 し た 。
【 ０ ２ ７ ６ 】
OBCAMの CpGア イ ラ ン ド は 、 MS-PCRア ッ セ イ に よ っ て 判 定 さ れ る よ う に 完 全 に メ チ ル 化 さ れ
る 。 し た が っ て 、 SKNV3.3中 で の OBCAMの 発 現 は 、 こ の 後 生 的 機 構 に よ っ て 抑 制 さ れ る 。 Cp
Gア イ ラ ン ド の メ チ ル 化 が OBCAMの 発 現 を 抑 制 す る 機 構 で あ る こ と を 証 明 す る た め に 、 SKNV
3.3細 胞 を 5'-ア ザ -2'-デ オ キ シ シ チ ジ ン に 暴 露 さ せ 、 RT-PCR、 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 、 お よ び OB
CAM特 異 的 プ ロ ー ブ と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 、 OBCAMの 再 発 現 を ア ッ セ イ し た
。
【 ０ ２ ７ ７ 】
1× 10 5 個 の SKNV3.3(6回 継 代 )細 胞 を 、 25cn 3 の 組 織 培 養 フ ラ ス コ 中 の 10m1培 地 に ま い た 。
こ の 培 地 は 24時 間 後 に 交 換 し 、 5'-ア ザ -2'-デ オ キ シ シ チ ジ ン (Sigma A3656)を 加 え て 、 最
終 濃 度 20μ Mを 与 え た 。 細 胞 用 の 控 え の フ ラ ス コ に は 、 ア ザ シ チ ジ ン の 暴 露 は 行 わ な か っ
た (対 照 )。 4日 後 、 両 方 の フ ラ ス コ か ら の 細 胞 を 採 取 し 、 DNaseI処 理 し 、 Absolutely RNA 
Miniprepキ ッ ト (Stratagene)を 使 用 し て 完 全 な RNAを 調 製 し た 。 一 本 鎖 cDNA合 成 キ ッ ト (Ro
che)を 使 用 し て 、 一 本 鎖 cDNAを 合 成 し 、 2μ lの 等 分 試 料 で あ る cDNAを RT-PCR反 応 当 た り で
使 用 し た 。
【 ０ ２ ７ ８ 】
ア ク チ ン RT-PCRを 行 っ て 、 対 照 お よ び ア ザ シ チ ジ ン 処 理 し た SKVN3.3細 胞 か ら の 、 一 本 鎖 c
DNAの 完 全 性 を 確 認 し た 。 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 に 分 け た 、 そ れ ぞ れ の ア ク チ ン PCR反 応 の 等 量
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の 等 分 試 料 に よ っ て 、 両 方 の サ ン プ ル の 完 全 性 、 お よ び サ ン プ ル 当 た り の cDNAの 等 し い 濃
度 が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ２ ７ ９ 】
OBCAMの RT-PCR反 応 :
OPCMLF4/R6の RT-PCR(474bp産 物 )を 、 25μ lの 反 応 混 合 物 中 で 行 っ た 。
使 用 し た PCRプ ラ イ マ ー は 以 下 の も の で あ る (GenBank受 託 番 号 NM_002545に 対 応 す る ヌ ク レ
オ チ ド 番 号 )
OPCML F4:5'-TACCATAGATGACCGGGTAA-3'nucs:221-240
OPCML R6:5'-TTCCGCACATCGGGCGCAGC-3'nucs:694-675
【 ０ ２ ８ ０ 】
OBCAMの PCR反 応 か ら の 産 物 を 、 2%ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 大 き さ に よ っ て 分 け 、 MSIナ イ ロ ン
膜 上 で 一 晩 サ ザ ン ブ ロ ッ ト し 、 次 い で DNAを 紫 外 線 に よ り 膜 に 架 橋 さ せ た 。
【 ０ ２ ８ １ 】
QIAquick PCR用 精 製 カ ラ ム (QIAGEN)に よ っ て 精 製 し た 、 OBCAMエ ク ソ ン 2F2/OPCMLR6の PCR
産 物 を 、 α 3 2 P-dCTP.PCRで 標 識 し た 。 PCRプ ラ イ マ ー は 以 下 の も の で あ っ た (GenBank受 託
番 号 NM_002545に 対 応 す る ヌ ク レ オ チ ド 番 号 ):
OBCAMエ ク ソ ン 2F2:5'-ATAGACCCTCGTGTGATCAT-3'nucs300-319
OPCML R6:5'-TTCCGCACATCGGGCGCAGC-3'nucs:694-675
【 ０ ２ ８ ２ 】
一 晩 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 後 に 、 ブ ロ ッ ト 品 を 洗 浄 し て 、 非 結 合 プ ロ ー ブ を 除 去 し
、 ブ ロ ッ ト 品 を -70℃ に お い て 1時 間 、 X線 フ ィ ル ム に 暴 露 し 、 次 い で 現 像 し た 。
【 ０ ２ ８ ３ 】
OBCAMの 再 発 現 は 、 20μ Mの 5'-ア ザ -2'-デ オ キ シ シ チ ジ ン に 4日 間 暴 露 さ せ た SKNV3.3細 胞
に お い て 、 明 ら か に 示 さ れ る 。 対 照 的 に 、 4日 後 に 5'-ア ザ -2'-デ オ キ シ シ チ ジ ン 処 理 が な
い 対 照 の SKNV3.3細 胞 で は 、 OBCAMの 再 発 現 は 検 出 不 能 で あ る (図 13)。 ア ク チ ン PCR産 物 を
、 対 照 お よ び 処 理 細 胞 の 両 方 で 等 し い 強 度 で 増 幅 さ せ て 、 単 離 RNAお よ び 合 成 し た 一 本 鎖 c
DNAの 完 全 性 を 確 認 し た 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ２ ８ ４ 】
SKVN3.3(SKOV3ク ロ ー ン 誘 導 体 )中 の OBCAMの 機 能 の 研 究
OBCAMの SKNV3.3へ の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
Kozakコ ン セ ン サ ス 配 列 お よ び 3'UTR重 複 部 を 含 む 、 ヒ ト OBCAMの 完 全 な コ ー ド 配 列 を 、 正
常 な ヒ ト 卵 巣 表 面 上 皮 の RNAか ら PCR増 幅 さ せ 、 pGEM-T Easy TAク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー に サ
ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 ヌ ク レ オ チ ド 34-1110(NM_002454.2参 照 配 列 )を 増 幅 さ せ る た め に 使
用 し た 、 PCRプ ラ イ マ ー 対 は 以 下 の も の で あ っ た :
OPCML F1:5'-AGTTGTGGCTGTCGAGAATG-3'nucs34-53
OPCML R1:5'-TCAGAGGACCTAGGATTTCT-3'nucs1110-1091
1077bpの PCR産 物 を 増 幅 さ せ た 。 次 い で OBCAM挿 入 体 を 、 NotIで 切 除 し 、 NotIで 消 化 し た pc
DNA3.1Zeo(ゼ オ マ イ シ ン 耐 性 )哺 乳 動 物 発 現 ベ ク タ ー (Invitrogen)に 、 セ ン ス お よ び ア ン
チ セ ン ス 方 向 に 再 度 サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 次 い で 挿 入 配 列 を 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン で
使 用 す る 前 に 確 認 し た 。 OBCAMの セ ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス 構 築 体 に 対 応 す る プ ラ ス ミ ド D
NA、 お よ び 親 ベ ク タ ー を 、 標 準 的 な 方 法 (QIAGEN)に よ っ て 作 製 し 、 PvuIで 消 化 し た 。
【 ０ ２ ８ ５ 】
1μ gお よ び 2μ gの PvuI-線 状 構 築 体 お よ び ベ ク タ ー を 、 ネ オ マ イ シ ン 標 識 し た SKOV3ク ロ ー
ン 誘 導 体 細 胞 株 、 SKNV3.3に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。
【 ０ ２ ８ ６ 】
細 胞 株 は 、 熱 失 活 さ せ た 10%ウ シ 胎 児 血 清 (FCS)、 お よ び ペ ニ シ リ ン (100単 位 /ml)ス ト レ プ
ト マ イ シ ン (100μ g/ml)、 お よ び G418お よ び Zeocin(Inviirogen)を 含 む 、 RPMI1640中 に 、
適 切 に 保 っ た 。
【 ０ ２ ８ ７ 】

10

20

30

40

50

(51) JP 2004-535806 A 2004.12.2



2× 10 5 個 の SKNV3.3細 胞 を 、 60mm皿 当 た り 4mlの 培 地 に ま い た 。 24時 間 後 50%の 集 合 状 態 に
な っ た と き 、 こ れ ら の 細 胞 を 、 製 造 者 の プ ロ ト コ ル に 従 い LIPOFECTIN Reagent(Life Tech
nologies GIBCO BRL)を 使 用 し 、 2μ gの 線 状 構 築 体 :OBCAMセ ン ス ま た は ア ン チ セ ン ス pcDNA
3.1zeo構 築 体 、 ま た は 挿 入 体 を 含 ま な い pcDNA3.1zeoベ ク タ ー を 用 い て 、 別 々 に ト ラ ン ス
フ ェ ク ト し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 48時 間 後 、 そ れ ぞ れ の プ レ ー ト の 細 胞 を 1:6に 分
け 、 次 い で 250μ g/mlの ゼ オ シ ン を 用 い て ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 を 選 択 し た 。 第 3週 に
、 コ ロ ニ ー を 24ウ エ ル プ レ ー ト に 拾 い 集 め 、 ク ロ ー ン 細 胞 株 を 確 立 し た 。
【 ０ ２ ８ ８ 】
OBCAMは in vitroで の 増 殖 を 抑 制 す る :
OBCAMの SKNV3.3細 胞 へ の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ っ て 、 in vitroの SKNV3.3対 照 細 胞 と
比 較 し て 、 抑 制 さ れ た 増 殖 が も た ら さ れ る (図 は 示 さ ず )。
【 ０ ２ ８ ９ 】
OBCAMは 腫 瘍 増 殖 、 お よ び in vivoで の 広 が り を 抑 制 す る :
対 数 期 の SKNV3.3対 照 お よ び OBCAMト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 を 採 取 し 、 5× 10 6 個 の 細 胞 を ヌ ー
ド マ ウ ス の 脇 腹 に 腹 膜 内 (i.p.)ま た は 皮 下 (s.c.)注 射 し 、 細 胞 株 当 た り 6回 の s.c.お よ び 3
回 の i.p.注 射 を 行 っ た 。 s.c.腫 瘍 の 大 き さ の 測 定 は 、 4週 間 の 間 週 1回 行 っ た 。 i.p.注 射 に
よ っ て 細 胞 を 与 え た マ ウ ス を 、 注 射 後 65日 に 殺 傷 し 、 腹 腔 か ら 腫 瘍 を 除 去 し 、 重 量 を 測 定
し 、 写 真 を 撮 っ た 。
【 ０ ２ ９ ０ 】
OBCAMの SKNV3.3へ の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ っ て 、 OBCAM「 セ ン ス 」 発 現 構 築 体 (セ ン ス
ト ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト )で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た SKNV3.3細 胞 、 お よ び 対 照 SKNV3.3細 胞 (対
照 )と 比 較 し て 、 著 し く 抑 制 さ れ た 皮 下 の 腫 瘍 増 殖 が も た ら さ れ る (図 14)。
【 ０ ２ ９ １ 】
OBCAMの SKNV3.3へ の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ っ て 、 SKNV3.3親 細 胞 に 関 し て 観 察 さ れ る
腫 瘍 の 増 殖 お よ び i.p.に よ る 広 が り と 比 較 し て 、 腫 瘍 の 増 殖 お よ び 腹 膜 内 で の 広 が り が ほ
ぼ 完 全 に な く な る (図 21;実 施 例 8を 参 照 の こ と )。
【 ０ ２ ９ ２ 】
OBCAMの ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ っ て 、 細 胞 凝 集 が 増 大 す る :
対 数 期 の SKNV3.3対 照 お よ び OBCAMト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 を ト リ プ シ ン 処 理 し 、 10%FCSを 含
む 培 地 に 再 懸 濁 さ せ た 。 1× 10 6 個 の 細 胞 を 1mlの 培 地 に 再 懸 濁 さ せ 、 21ゲ ー ジ ニ ー ド ル に
通 し て 、 単 細 胞 懸 濁 液 の 作 製 を 確 実 に 行 っ た 。 次 い で 細 胞 懸 濁 液 を 、 5%CO 2 中 に お い て 37
℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 明 確 な 時 間 地 点 で 、 等 分 試 料 を 広 口 ピ ペ ッ ト に よ っ て 除 去 し 、
単 細 胞 を 血 球 計 で 計 数 し た 。
【 ０ ２ ９ ３ 】
OBCAMの SKNV3.3(セ ン ス 発 現 構 築 体 )へ の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ っ て 、 対 照 SKNV3.3細
胞 に 関 し て 観 察 さ れ る も の と 比 較 し て 、 高 い 細 胞 の 凝 集 率 が も た ら さ れ る (図 15)。 OBCAM
ア ン チ セ ン ス 発 現 構 築 体 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ っ て 、 親 SKNV3.3と 比 較 し て 、 低 い
細 胞 の 凝 集 率 が も た ら さ れ る 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ２ ９ ４ 】
ヒ ト OBCAM遺 伝 子 の エ ク ソ ン 構 造
ヒ ト OBCAM遺 伝 子 の エ ク ソ ン 構 造 を 、 生 物 情 報 分 析 で 決 定 し た 。 ヒ ト OBCAMの mRNAの 参 照 配
列 NM_002545.2を 、 BLAST2相 同 性 検 索 を 使 用 し て 、 GenBank HTGSデ ー タ ベ ー ス の 入 手 可 能
な Human Genome Projectの 配 列 と 比 較 し た 。 こ の 比 較 に よ っ て 、 OBCAMが 少 な く と も 7つ の
エ ク ソ ン か ら な る こ と が 確 認 さ れ た 。 イ ン ト ロ ン -エ ク ソ ン 境 界 の 位 置 に よ っ て 導 か れ る
エ ク ソ ン 構 造 を 、 図 16Ａ ～ Ｄ に 示 す 。 エ ク ソ ン 配 列 を 黄 色 で 強 調 し 、 エ ク ソ ン 側 面 の イ ン
ト ロ ン 配 列 は 単 な る 文 字 中 に あ る 。 ヌ ク レ オ チ ド 番 号 は 、 (そ の 受 託 番 号 が 与 え ら れ て い
る )GenBankの デ ー タ ベ ー ス 配 列 に 対 応 す る も の に 関 す る も の で あ る 。 エ ク ソ ン 1の ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 は 、 GenBank受 託 番 号 AC027631.4の 入 手 可 能 な Human Genome Projectの 配 列 が
欠 け て い る た め に 、 エ ク ソ ン /イ ン ト ロ ン 1境 界 を 含 む 領 域 内 で は 不 完 全 で あ る 。
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【 実 施 例 ５ 】
【 ０ ２ ９ ５ 】
一 本 鎖 の 立 体 配 座 の 多 型 性 に 関 す る 電 気 泳 動 (SSCPE)に よ る 、 OBCAMの 変 異 の 検 出
ヒ ト OBCAM遺 伝 子 の 構 造 の 生 物 情 報 分 析 に よ る 予 測 の 次 に 、 OBCAM遺 伝 子 の 7つ の 同 定 し た
エ ク ソ ン を 増 幅 さ せ る た め の 、 プ ラ イ マ ー を 設 計 し た 。 Exon2は 、 SSCPE分 析 に 有 用 な PCR
産 物 の 大 き さ に 制 限 が あ る た め に 、 2つ の 重 複 プ ラ イ マ ー 組 を 用 い て 分 析 し た 。 SSCPE分 析
に お い て 使 用 し た DNAサ ン プ ル は 、 卵 巣 腫 瘍 お よ び 適 合 性 の あ る 正 常 組 織 を パ ラ フ ィ ン 包
埋 し た 収 容 型 卵 巣 腫 瘍 、 お よ び 卵 巣 癌 細 胞 株 か ら 抽 出 し た 。
【 ０ ２ ９ ６ 】
使 用 し た OBCAMエ ク ソ ン 特 異 的 プ ラ イ マ ー は 、 以 下 の も の で あ っ た 。 PCR産 物 の 大 き さ は 、
括 弧 内 に 与 え る 。
【 ０ ２ ９ ７ 】
図 16Ａ ～ Ｄ で は 、 SSCPEの セ ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー の 位 置 は 、 そ れ ぞ れ 一 本
お よ び 二 本 の 下 線 で 強 調 し て い る 。 イ ン ト ロ ン お よ び エ ク ソ ン 配 列 は 、 そ れ ぞ れ 強 調 し て
い な い か 、 あ る い は 太 字 で 強 調 し て い る 。
【 ０ ２ ９ ８ 】
エ ク ソ ン 1(188bp)
OBCAMEXlF3:5'-GACCAGGACTGTGCGGCTGC-3'
nucs54514-54533AC027631.4
OPCML R3:5'-CGTCACGTTGTCCATAGCTT-3'
nucs:188-169NM_002545.2
【 ０ ２ ９ ９ 】
エ ク ソ ン 2/1(175bp):(GenBank AC012234.6か ら の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 )
OBCAMEX2F1:5'-CACCACTCCCTGCCTCACTG-3'
nucs75226-75245
OBCAMEX2R1:5'-CATCCACATTTTGGATCATG-3'
nucs75400-75381
【 ０ ３ ０ ０ 】
エ ク ソ ン 2/2(180bp):(GenBank AC012234.6か ら の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 )
OBCAMEX2F2:5'-ATAGACCCTCGTGTGATCAT-3
nucs75331-75350
OBCAMEX2R2:5'-TGGCAACCCCAGATCCAGCT-3'
nucs75510-75491
【 ０ ３ ０ １ 】
エ ク ソ ン 3(179bp):(GenBank AP000843.3か ら の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 )
OBCAMEMF1:5'-CAGGTATTTCTTCTATCCTG-3'
nucs37032-37051
OBCAMEX3R1:5'-GTCCTCCAGGTCAGCACCTT-3'
nucs37210-37191
【 ０ ３ ０ ２ 】
エ ク ソ ン 4(214bp):(GenBank AP000843.3か ら の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 )
OBCAMEX4F1:5'-TGGTTACACAGTTTCCTGAT-3'
nucs2881-2900
OBCAMEX4R1:5'-AGAACCCCCTGGCTGCAGGT-3'
nucs3094-3075
【 ０ ３ ０ ３ 】
エ ク ソ ン 5(195bp):(GenBank AP000843.3か ら の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 )
OBCAMEX5Fl:5'-GTGCGTGCATGCCTGTGCAT-3'
nucs3466-3485
OBCAMEX5Rl:5'-CAGAACTGTCCAGGTGTCAT-3'

10

20

30

40

50

(53) JP 2004-535806 A 2004.12.2



nucs3660-3641
【 ０ ３ ０ ４ 】
エ ク ソ ン 6(198bp):(GenBank AP000843.3か ら の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 )
OBCAMEX6Fl:5'-TAGCAATGTCTTCCCTCTTG-3'
nucs4028-4047
OBCAMEX6Rl:5'-GCATCCAGGCTTCCAGCACT-3'
nucs4225-4206
【 ０ ３ ０ ５ 】
エ ク ソ ン 7(176bp):(GenBank AP000843.3か ら の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 )
OBCAMEX7Fl:5'-TCCTTGGGTGTATGCTAATG-3'
nucs19945-19964
OBCAMEX7R1:5'-GCGTTGCTCAGAGGACCTAG-3'
nucs20120-20101
【 ０ ３ ０ ６ 】
そ れ ぞ れ の OBCAMエ ク ソ ン に 関 す る SSCPEは 、 卵 巣 癌 と 適 合 性 が あ る 正 常 /腫 瘍 DNA、 腫 瘍 DN
Aお よ び 細 胞 株 に 行 っ た 。 OBCAMに 関 し て 観 察 さ れ る 高 度 の LOH、 お よ び CpGア イ ラ ン ド の メ
チ ル 化 が 保 た れ る 際 に は 、 予 想 さ れ る 体 細 胞 変 異 の 頻 度 は 低 い 。 SSCPEお よ び 塩 基 配 列 決
定 に よ っ て 検 出 さ れ て き て い る 、 体 細 胞 の ミ ス セ ン ス 変 異 は 以 下 に 記 載 す る 。
【 ０ ３ ０ ７ 】
PEO卵 巣 癌 細 胞 株 系 中 の 体 細 胞 OBCAM変 異
OBCAMエ ク ソ ン 2Fl/R1の PCR産 物 の SSCPEに よ っ て 、 疾 患 の 過 程 中 の 卵 巣 癌 患 者 に 由 来 す る
一 連 の 細 胞 株 か ら の DNAの 、 「 バ ン ド 移 動 」 を 確 認 し た 。 PEO1は 、 疾 患 の 過 程 初 期 の 患 者
に 由 来 す る 、 プ ラ チ ナ 感 受 性 卵 巣 癌 細 胞 株 で あ る 。 プ ラ チ ナ 耐 性 細 胞 株 PE04は 、 シ ス プ ラ
チ ン 化 学 療 法 後 の 再 発 時 の 同 じ 患 者 に 由 来 す る も の で あ っ た 。 細 胞 株 PEOICDDPは 、 in-vit
roで の シ ス プ ラ チ ン 暴 露 に よ り PEO1に 由 来 す る も の で あ り 、 プ ラ チ ナ 耐 性 で あ る in-vitro
モ デ ル で あ る 。 正 常 な DNAで あ る 線 維 芽 細 胞 DNAを 、 同 じ 患 者 か ら 単 離 し 、 PE04細 胞 株 を 確
立 し た (PE04線 維 芽 細 胞 )。
【 ０ ３ ０ ８ 】
PEO1、 PEO1CDDP、 PE04お よ び PE04線 維 芽 細 胞 か ら 増 幅 さ せ た エ ク ソ ン 2Fl/R1の PCR産 物 を
、 最 初 の PCRで 使 用 し た の と 同 じ プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 塩 基 配 列 決 定 し た 。 配 列 追 跡 フ ァ
イ ル (図 17)に よ っ て 、 PEO1、 PEO1CDDP、 お よ び PE04か ら の PCR産 物 中 で 、 位 置 334(GenBank
受 託 番 号 NM_002545、 図 7に 示 す )の Cお よ び Gヌ ク レ オ チ ド の 存 在 に 対 応 す る 、 異 型 接 合 性
の ピ ー ク 値 が 明 ら か に 示 さ れ る 。 PE04線 維 芽 細 胞 か ら の PCR産 物 中 で 、 位 置 334(NM_002545
)は 、 Cが 同 型 で あ る (*に よ っ て 印 さ れ る )。 野 生 型 配 列 (NM_002545参 照 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 )
は 、 こ の 位 置 に C残 基 を 含 み 、 CCAコ ド ン が CGAに 変 わ っ て い る 。 こ の 位 置 を 含 む ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 の 翻 訳 (ExPasyを 使 用 す る )に よ っ て 、 対 応 す る 野 生 型 ア ミ ノ 酸 プ ロ リ ン (P)が ア
ル ギ ニ ン (R)に 変 わ り 、 こ れ が 未 熟 な OBCAMタ ン パ ク 質 配 列 の ア ミ ノ 酸 残 基 95に 対 応 す る こ
と が 予 想 さ れ る (図 18)。 こ の 残 基 は 、 OBCAMの 第 1の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ド メ イ ン 中 に 位 置 す る
と 考 え ら れ る (図 7お よ び GenBank受 託 番 号 NP_002536)。
【 ０ ３ ０ ９ 】
PE04線 維 芽 細 胞 は 、 同 型 の 野 生 型 (プ ロ リ ン )で あ り 、 一 方 PE01、 PEO1CDDP、 お よ び PE04は
、 異 型 の 野 生 型 /ミ ス セ ン ス 変 異 体 (プ ロ リ ン /ア ル ギ ニ ン )で あ る 。 こ の 位 置 で ア ル ギ ニ ン
残 基 を プ ロ リ ン に 置 換 す る こ と に よ っ て 、 変 化 し た OBCAM構 造 の 立 体 配 座 、 し た が っ て 変
化 し た OBCAM機 能 も 、 も た ら さ れ る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ３ １ ０ 】
こ の 患 者 の 疾 患 の 時 間 工 程 中 に 由 来 す る す べ て の 細 胞 株 が 、 こ の ミ ス セ ン ス 変 異 体 を 含 む
の で 、 こ の 変 異 は そ れ ら の 疾 患 過 程 の 初 期 事 象 で あ っ た と 、 我 々 は 要 約 す る こ と が で き る
。 正 常 DNAに 対 応 す る PE04線 維 芽 細 胞 は 野 生 型 で あ る の で 、 こ の 変 化 は 体 細 胞 の 事 象 で あ
る 。
【 ０ ３ １ １ 】
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こ れ は 、 卵 巣 癌 を 含 め た 癌 の OBCAMに 関 し て 同 定 さ れ た 、 最 初 の 体 細 胞 変 異 で あ る 。
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ ３ １ ２ 】
OBCAMは 正 常 な ヒ ト 卵 巣 中 で は 非 メ チ ル 化 状 態 で あ る
我 々 は 、 5つ の 正 常 な ヒ ト 卵 巣 切 片 か ら 、 DNAお よ び RNAを 抽 出 し た 。 こ れ ら の 切 片 の OBCAM
の MS-PCRに よ っ て 、 OBCAMの CpGア イ ラ ン ド が 非 メ チ ル 化 状 態 で あ る こ と が 示 さ れ る 。 600b
pの 増 幅 さ せ た MS-PCR産 物 は 、 58の CpGを 含 む 。 こ れ ら の 正 常 な 卵 巣 か ら の OBCAMの 、 MS-PC
R産 物 全 体 の 塩 基 配 列 決 定 に よ っ て 、 産 物 中 に メ チ ル 化 し た CpGの 証 拠 は 示 さ れ な か っ た 。
【 ０ ３ １ ３ 】
対 照 的 に 、 MS-PCRア ッ セ イ に お い て メ チ ル 化 状 態 で あ る 卵 巣 癌 細 胞 株 お よ び 原 発 性 腫 瘍 か
ら の 、 MS-PCR産 物 塩 基 配 列 決 定 に よ っ て 、 増 幅 さ せ た CpGア イ ラ ン ド の 領 域 全 体 の 、 広 範
囲 の メ チ ル 化 が 示 さ れ る 。
【 実 施 例 ７ 】
【 ０ ３ １ ４ 】
OBCAMの CpGア イ ラ ン ド は 、 卵 巣 腫 瘍 中 で は メ チ ル 化 状 態 で あ り 、 正 常 な 卵 巣 中 で は 非 メ チ
ル 化 状 態 で あ る 。
2例 の 卵 巣 腫 瘍 か ら 、 お よ び 2例 の 正 常 な 卵 巣 か ら の DNAを 、 重 亜 硫 酸 塩 処 理 に よ っ て 化 学
的 に 改 変 さ せ た 。 次 い で 、 メ チ ル 化 (M)と 非 メ チ ル 化 (U)OBCAMの CpGア イ ラ ン ド の 重 亜 硫 酸
塩 で 改 変 さ れ た DNAを 区 別 す る た め に 設 計 し た プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 メ チ ル 化 特 異 的 PCRを
行 っ た 。 529bpの メ チ ル 化 ま た は 非 メ チ ル 化 状 態 の 特 異 的 な PCR産 物 を 、 前 に 詳 し く 述 べ た
プ ラ イ マ ー を 使 用 し て 、 そ れ ぞ れ 卵 巣 腫 瘍 ま た は 正 常 な 卵 巣 の DNAか ら 特 異 的 に 増 幅 さ せ
た (OBCAMの CpGア イ ラ ン ド の 塩 基 配 列 決 定 )。 増 幅 さ せ た PCR産 物 は 、 図 19の ヌ ク レ オ チ ド 2
5-553に 対 応 す る (OBCAMの CpGア イ ラ ン ド の 重 亜 硫 酸 塩 に よ る 塩 基 配 列 決 定 )。 次 い で PCR産
物 を pGEM-T Easyに サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 次 い で 個 々 の 対 立 遺 伝 子 を 表 す 個 々 の サ ブ ク ロ
ー ン を 塩 基 配 列 決 定 し 、 CpGに お け る メ チ ル 化 Cヌ ク レ オ チ ド の 有 無 を 記 録 し た 。 図 20は 、
卵 巣 腫 瘍 お よ び 正 常 な 卵 巣 の 例 中 に 存 在 す る 、 メ チ ル 化 し た CpGの Cの 程 度 を 表 す 。 ヌ ク レ
オ チ ド 番 号 は 、 図 19に 示 す CpGの Cの 位 置 で あ り 、 CpG番 号 は 、 塩 基 配 列 決 定 し た 526bpの OB
CAMの CpGア イ ラ ン ド 中 に 位 置 す る CpGの 配 列 番 号 で あ る 。 2例 の 卵 巣 腫 瘍 そ れ ぞ れ に 関 す る
6つ の 対 立 遺 伝 子 、 お よ び 正 常 な 卵 巣 の 例 そ れ ぞ れ に 関 す る 2つ の 対 立 遺 伝 子 の 、 塩 基 配 列
決 定 の 結 果 を 示 す 。 黒 く 塗 り つ ぶ し た 四 角 は メ チ ル 化 状 態 の CpGを 表 し 、 空 白 の 四 角 は 非
メ チ ル 化 状 態 の CpGを 表 し 、 縦 方 向 の 線 を 含 む 四 角 は 、 CpGの メ チ ル 化 状 態 が 決 定 さ れ な か
っ た 場 合 を 表 す 。 図 20は 、 CpGア イ ラ ン ド が 卵 巣 腫 瘍 中 で は 広 範 囲 で メ チ ル 化 状 態 で あ り
、 正 常 な 卵 巣 中 で は 非 メ チ ル 化 状 態 で あ る こ と を 示 す 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ３ １ ５ 】
【 図 １ 】 物 理 的 な 位 置 に 従 っ て 編 成 し た 、 NTMお よ び OBCAM遺 伝 子 を 含 む 11q25領 域 の BAC近
辺 の 地 図 で あ る 。 関 連 マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト マ ー カ ー の 相 対 的 な 位 置 を 示 す 。 目 盛 り 付 け は
し て い な い 。
【 図 ２ 】 Barx2領 域 (領 域 2)を 示 す 染 色 体 11q24-q25上 の 離 れ た LOH領 域 と 、 OBCAM/NTM領 域 (
領 域 5)の 関 係 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 卵 巣 癌 お よ び 結 腸 直 腸 癌 の 動 原 体 か ら テ ロ メ ア ー の 、 図 2に 関 す る マ イ ク ロ サ テ
ラ イ ト マ ー カ ー の LOH率 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 マ ー カ ー を ど の よ う に 記 録 し た か を 示 し 、 そ れ ぞ れ の マ ー カ ー の 情 報 を 与 え る 例
の 数 の パ ー セ ン テ ー ジ と し て 、 LOHに 関 す る 例 の 数 を 述 べ る 図 で あ る 。 66%(43/65)の 卵 巣
腫 瘍 、 お よ び 69%(27/39)の 結 腸 直 腸 腫 瘍 が 、 11q24-q25領 域 内 で 少 な く と も 1つ の 遺 伝 子 座
に 関 す る LOHを 有 し て い た 。 そ れ ぞ れ の 群 の 8つ の 腫 瘍 が 、 情 報 を 与 え る す べ て の 遺 伝 子 座
に お い て LOHを 有 し て い た 。
【 図 ５ 】 D11S4085の LOHの 例 、 血 液 中 の 2つ の 対 立 遺 伝 子 が 保 持 さ れ て い る 2例 、 お よ び 卵
巣 癌 組 織 中 の 対 立 遺 伝 子 の 完 全 な 消 失 を 示 す 図 で あ る 。 D11S4085に お け る LOHの 概 略 の こ
の 例 は 、 側 面 の マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト マ ー カ ー D11S874(動 原 体 )お よ び D11S969(テ ロ メ ア ー )
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に お い て 、 異 型 接 合 性 が 保 持 さ れ て い る こ と を 示 す 。 PCR(蛍 光 染 料 で 標 識 し た そ れ ぞ れ の
マ ー カ ー に 関 し て 、 1つ の プ ラ イ マ ー を 用 い る )に よ っ て 、 卵 巣 癌 を 有 す る 2人 の 患 者 か ら
の 正 常 (N)お よ び 腫 瘍 (T)DNAか ら 、 マ ー カ ー を 増 幅 さ せ た 。 PCR産 物 (蛍 光 標 識 し た も の )を
、 AB1310 Genetic Analyzer上 で 大 き さ に よ っ て 分 離 し 、 レ ー ザ ー お よ び デ ー タ に よ っ て
検 出 し 、 ABI GeneScanソ フ ト ウ ェ ア で 分 析 し た 。 ピ ー ク 値 は 、 2人 の 患 者 、 患 者 1お よ び 患
者 2の 正 常 お よ び 腫 瘍 DNA中 の 、 そ れ ぞ れ の マ ー カ ー に 関 す る 対 立 遺 伝 子 の 型 を 表 す 。 そ れ
ぞ れ の 患 者 の 、 Nと Tの 間 の D11S4085に 関 す る 対 立 遺 伝 子 の 型 を 比 較 す る こ と に よ っ て 、 正
常 な DNA中 に 存 在 す る 2つ の 対 立 遺 伝 子 (異 型 接 合 性 )が 示 さ れ る が 、 一 方 で 腫 瘍 DNA中 に は
た だ 1つ の 対 立 遺 伝 子 が 存 在 し 、 異 型 接 合 性 の 消 失 が 起 こ っ た こ と が 示 さ れ る 。 い ず れ の
例 で も 、 対 立 遺 伝 子 の 消 失 は 完 全 な も の で あ り 、 腫 瘍 サ ン プ ル 中 で の 異 型 接 合 性 の 欠 如 が
示 さ れ る 。 こ れ に よ っ て 、 D11S4085の 消 失 は 、 卵 巣 癌 の 発 癌 の 初 期 事 象 で あ る こ と が 示 唆
さ れ る 。 対 照 的 に 、 2つ の 側 面 の マ ー カ ー の 異 型 で あ る 対 立 遺 伝 子 の 型 は 、 2人 の 患 者 そ れ
ぞ れ の 正 常 と 腫 瘍 の 間 で 変 わ ら ず 、 異 型 接 合 性 の 保 持 が 表 さ れ る 。
【 図 ６ 】 OBCAMお よ び ニ ュ ー ロ ト リ ミ ン に 関 し て メ チ ル 化 状 態 を 示 す 、 卵 巣 癌 の 13の 症 例
の 代 表 的 サ ン プ ル 、 お よ び 個 体 中 お よ び サ ン プ ル 全 体 の 、 一 致 率 お よ び 不 一 致 率 を 示 す 図
で あ る 。 M=メ チ ル 化 　 U=非 メ チ ル 化 　 C=一 致 　 D=不 一 致
【 図 ７ 】 ヒ ト OBCAMの cDNAの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 お よ び コ ー ド さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 を
示 す 図 で あ る 。 こ の 配 列 は 、 GenBankの デ ー タ ベ ー ス 項 目 番 号 NM_002545に 対 応 す る 。
【 図 ８ 】 ヒ ト ニ ュ ー ロ ト リ ミ ン (NTM)の cDNAの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 お よ び コ ー ド さ れ て い
る ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 図 で あ る 。 こ の 配 列 は 、 GenBankの デ ー タ ベ ー ス 項 目 番 号 NM_016522
に 対 応 す る 。
【 図 ９ Ａ 】 NTMイ ソ 型 の 配 列 を 示 す 図 で あ る 。 正 常 な ヒ ト 卵 巣 表 面 上 皮 の 主 要 な 形 は 、 +33
bp形 (約 69%)で あ る 。 +69bp形 は 、 約 4%を 形 成 す る デ ー タ ベ ー ス の 野 生 型 配 列 と 比 較 し た 、
少 数 の イ ソ 型 で あ る (約 19%)他 の 代 替 的 な 形 で あ る 。 他 の 少 数 の イ ソ 型 は 、 他 の 108bpを 含
み 、 こ れ が 未 熟 な タ ン パ ク 質 の 翻 訳 停 止 を も た ら し 、 切 断 型 NTMタ ン パ ク 質 イ ソ 型 を 生 成
さ せ る と 予 想 さ れ る 。 +33bp形 は 、 33bpの 挿 入 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 み 、 こ れ は NTM遺 伝 子
中 の 1つ の 他 の エ ク ソ ン に 由 来 す る 。 こ の エ ク ソ ン は 、 69bpの 挿 入 に 貢 献 す る (以 下 参 照 )
、 2つ の エ ク ソ ン の う ち の 1つ で あ る 。 示 す の は 、 ヒ ト ニ ュ ー ロ ト リ ミ ン の 卵 巣 表 面 上 皮 の
+33bpイ ソ 型 の 、 タ ン パ ク 質 が 翻 訳 さ れ た (ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 下 )ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ
る 。 他 の 33bpの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 お よ び 生 成 す る イ ン フ レ ー ム の 11個 の ア ミ ノ 酸 を 、 野
生 型 ヒ ト NTM配 列 (Genbank NM_015622)の 脈 絡 に お い て 太 字 下 線 で 示 す 。 停 止 コ ド ン は *に
よ っ て 示 す 。 イ ン フ レ ー ム 挿 入 に よ っ て 、 NTMタ ン パ ク 質 :EVKTTALTPWKの C末 端 の 近 く に 、
他 の 11個 の ア ミ ノ 酸 が 含 ま れ る 結 果 と な る 。 +69bp形 は 、 69bpの 挿 入 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を
含 み 、 こ れ は NTM遺 伝 子 中 の 2つ の 他 の エ ク ソ ン の ス プ ラ イ シ ン グ に 由 来 す る 。 示 す の は 、
ヒ ト NTMの 卵 巣 表 面 上 皮 の +69bpイ ソ 型 の 、 タ ン パ ク 質 が 翻 訳 さ れ た (ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の
下 )ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。 他 の 69bpの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 お よ び 生 成 す る イ ン フ レ ー
ム の 23個 の ア ミ ノ 酸 を 、 野 生 型 ヒ ト NTM配 列 (Genbank NM_015622)の 脈 絡 に お い て 太 字 下 線
で 示 す 。 停 止 コ ド ン は *に よ っ て 示 す 。 イ ン フ レ ー ム 挿 入 に よ っ て 、 NTMタ ン パ ク 質 :ELNEP
TSSTLLQEVKTTALTPWKの C末 端 の 近 く に 、 他 の 23個 の ア ミ ノ 酸 が 含 ま れ る 結 果 と な る 。
+108bp形 は 、 108bpの 挿 入 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 み 、 こ れ は NTM遺 伝 子 中 の 3つ の 他 の エ ク
ソ ン の ス プ ラ イ シ ン グ に 由 来 す る 。 示 す の は 、 ヒ ト NTMの 卵 巣 表 面 上 皮 の +108bpイ ソ 型 の
、 タ ン パ ク 質 が 翻 訳 さ れ た (ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 下 )ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。 他 の 108bp
の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 未 熟 な タ ン パ ク 質 の 翻 訳 停 止 を も た ら し 、 カ ル ボ キ シ 末 端 に GPI
ア ン カ ー 結 合 部 位 が 欠 け て い る 、 切 断 型 NTMタ ン パ ク 質 イ ソ 型 を 生 成 さ せ る と 予 想 さ れ る
。 し た が っ て 切 断 型 タ ン パ ク 質 は 、 GPIア ン カ ー を 介 し て 細 胞 膜 に 結 合 す る こ と は な い と
予 想 さ れ る 。 し た が っ て こ の イ ソ 型 は 、 可 溶 形 の NTMを 表 す こ と が で き 、 こ れ は 細 胞 外 に
位 置 す る 可 能 性 が あ り 、 お そ ら く GPI結 合 型 NTMの 正 常 な 機 能 を 害 す る か 調 節 す る 可 能 性 が
あ る 。 他 の 108bpの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 お よ び タ ン パ ク 質 翻 訳 は 、 野 生 型 ヒ ト NTM配 列 (Gen
bank NM_015622)の 脈 絡 に お い て 太 字 下 線 で 示 す 。 停 止 コ ド ン は *に よ っ て 示 す 。
【 図 ９ Ｂ 】 図 ９ Ａ の 続 き で あ る 。
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【 図 ９ Ｃ 】 図 ９ Ｂ の 続 き で あ る 。
【 図 １ ０ 】 IgLONが 正 常 な 卵 巣 中 で 高 度 に 発 現 さ れ る こ と を 示 す 図 で あ る 。 多 数 の 組 織 の c
DNA群 (BD Clontech)の 、 OBCAMお よ び NTMの 完 全 長 コ ー ド 配 列 の RT-PCR、 さ ら に ICRF Medic
al Oncology Unit、 Edinburgh、 UKに お い て 調 製 さ れ た 正 常 な 卵 巣 サ ン プ ル 。 脳 中 、 お よ
び 内 輪 で 調 製 し た (す な わ ち Clontechの cDNA群 で は な い )正 常 な 卵 巣 サ ン プ ル に お い て 、 両
方 の 遺 伝 子 の 最 も 強 い 発 現 が 観 察 さ れ る 。 プ ラ イ マ ー 配 列 :　 OBCAM:　 OPCML Fi:5'-AGTTG
TGGCTGTCGAGAATG-3' 20'mer nucs34-53　 OPCML R1:5'-TCAGAGGACCTAGGATTTCT-3' 20'mer 
nucs1110-1091　 NM_002545か ら 付 番 し た OBCAMヌ ク レ オ チ ド 　 NTM:　 NTM F2:5'-AGTTGTGGC
TGTCGAGAATG-3' nucs248-267　 NTM R1:5'-AGAGGTTGCACGATGCAGCT-3' nucs1600-1581　 NM_
016522か ら 付 番 し た NTMヌ ク レ オ チ ド
【 図 １ １ 】 IgLONの 再 発 現 を 示 す 図 で あ る 。 MDAMB23.1お よ び T47D癌 細 胞 株 を 、 ア ザ シ チ ジ
ン の 存 在 (+)ま た は 不 在 (-)下 に お い て 4日 間 、 さ ら に TSA(Aza/TSA)で 4日 間 培 養 し た 。 OBCA
Mお よ び NTMの RT-PCRに よ っ て 、 MDAMB23.1細 胞 株 中 で の OBCAMの 再 発 現 、 お よ び MDAMB23.1
お よ び T47D細 胞 株 中 で の NTMの 再 発 現 が 示 さ れ る 。 逆 転 写 酵 素 か ら 対 照 を 引 い た も の が 含
ま れ る 。 NTMの RT-PCRに よ っ て 、 多 数 の ニ ュ ー ロ ト リ ミ ン イ ソ 型 の 再 発 現 が 示 さ れ る 。 使
用 し た プ ラ イ マ ー は 以 下 の も の で あ っ た :　 OBCAM:　 OPCML F4:5'-TACCATAGATGACCGGGTAA-
3'nucs:221-240　 OPCML R6:5'-TTCCGCACATCGGGCGCAGC-3'nucs:694-675　 NM_002545か ら 付
番 し た OBCAMヌ ク レ オ チ ド 　 NTM:　 NTM F3:5'-ACATGACTATGGGAACTACA-3'nucs1125-1144　 N
TM R2:5'- GGAAGTGGCACTCACATCAA-3'nucs1315-1296　 NM_016522か ら 付 番 し た NTMヌ ク レ オ
チ ド
【 図 １ ２ Ａ 】 OBCAMお よ び NTM遺 伝 子 の メ チ ル 化 の 検 出 に お い て 有 用 な 、 代 表 的 な プ ラ イ マ
ー を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ２ Ｂ 】 図 １ ２ Ａ の 続 き で あ る 。
【 図 １ ３ 】 5'-ア ザ 2'-デ オ キ シ チ ジ ン (AZA)へ の 暴 露 の 後 の 、 SKNV3.3細 胞 中 の OBCAMの 脱
メ チ ル 化 お よ び 再 発 現 を 示 す 図 で あ る 。 CONは 、 対 照 の 未 処 理 SKNV3.3細 胞 で あ る 。 Mixは
、 鋳 型 DNA以 外 の す べ て の 成 分 を 含 む 、 対 照 の PCR反 応 混 合 物 で あ る 。 上 側 パ ネ ル :20μ Mの
5'-ア ザ 2'-デ オ キ シ チ ジ ン の 存 在 (AZA)ま た は 不 在 (CON)で 培 養 4日 後 に 、 SKNV3.3細 胞 か ら
調 製 し た 一 本 鎖 cDNAの OBCAM RT-PCR。 Mixは 、 鋳 型 DNA以 外 の す べ て の 反 応 成 分 を 含 む 、 対
照 の PCR反 応 混 合 物 を 指 す 。 次 い で OBCAMの PCR産 物 を 、 ナ イ ロ ン 膜 上 に 移 し 、 OBCAMプ ロ ー
ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 OBCAMの 発 現 は 、 AZAへ の 暴 露 の 後 に 明 ら か に 認 め ら れ る が 、
対 照 の 細 胞 中 に は 不 在 で あ る 。 下 側 パ ネ ル :サ ン プ ル の 完 全 性 の た め の 対 照 と し て の 、 小
さ な 細 胞 株 の 一 本 鎖 cDNAの ア ク チ ン RT-PCR。 ア ク チ ン の 発 現 は 、 処 理 お よ び 未 処 理 SKNV3.
3細 胞 で 同 等 で あ る 。
【 図 １ ４ 】 OBCAMの SKNV3.3細 胞 へ の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ っ て 、 ヌ ー ド マ ウ ス の 皮 下
の 腫 瘍 増 殖 が 抑 制 さ れ る こ と を 示 す 図 で あ る 。 OBCAMセ ン ス ト ラ ン ス フ ェ ク ト お よ び 対 照 S
KNV3.3細 胞 の 皮 下 注 射 の 後 の 、 ヌ ー ド マ ウ ス の 腫 瘍 の 平 均 腫 瘍 体 積 (cm 3 )の グ ラ フ 。 腫 瘍
体 積 は 、 4週 間 の 間 、 週 に 一 度 測 定 し た 。 皮 下 の 腫 瘍 増 殖 の 違 い は 、 統 計 的 に 有 意 で あ る
。
【 図 １ ５ 】 OBCAMの SKNV3.3細 胞 へ の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ っ て 、 細 胞 の 凝 集 が 増 大 す
る こ と を 示 す 図 で あ る 。 血 球 計 を 用 い て 時 間 間 隔 で 測 定 し た 、 OBCAMセ ン ス ト ラ ン ス フ ェ
ク シ ョ ン 、 OBCAMア ン チ セ ン ス ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 お よ び 親 SKNV3.3細 胞 の 培 養 物 中 に
残 っ て い る 、 単 細 胞 の 数 の グ ラ フ 。 OBCAMの 発 現 に よ っ て 、 培 養 物 中 に 残 っ て い る 単 細 胞
の 数 の 減 少 が も た ら さ れ 、 観 察 さ れ る 高 い 細 胞 の 凝 集 率 が 平 衡 化 す る 。
【 図 １ ６ Ａ 】 ヒ ト OBCAM遺 伝 子 の 、 予 想 さ れ る エ ク ソ ン 構 造 を 示 す 図 で あ る 。 エ ク ソ ン 配
列 を 太 線 で 強 調 し 、 エ ク ソ ン 側 面 の イ ン ト ロ ン 配 列 は 単 な る 文 字 中 に あ る 。 ヌ ク レ オ チ ド
番 号 は 、 以 下 の よ う に GenBankの デ ー タ ベ ー ス 配 列 に 対 応 す る も の に 関 す る も の で あ る 。
エ ク ソ ン 1は AC027631.4を 指 し ;エ ク ソ ン 2は AC012234.6を 指 し ;エ ク ソ ン 3～ 7は AP000843.3
を 指 す 。 エ ク ソ ン 1の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 GenBank受 託 番 号 AC027631.4の 入 手 可 能 な Huma
n Genome Project Sequenceが 欠 け て い る た め に 、 エ ク ソ ン /イ ン ト ロ ン 1境 界 を 含 む 領 域
内 で は 不 完 全 で あ る 。 SSCPEの セ ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス PCRプ ラ イ マ ー は 、 そ れ ぞ れ 一 本
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お よ び 二 本 の 下 線 で 強 調 す る 。 予 想 さ れ る エ ク ソ ン の 大 き さ を 与 え る 。
【 図 １ ６ Ｂ 】 図 １ ６ Ａ の 続 き で あ る 。
【 図 １ ６ Ｃ 】 図 １ ６ Ｂ の 続 き で あ る 。
【 図 １ ６ Ｄ 】 図 １ ６ Ｃ の 続 き で あ る 。
【 図 １ ７ 】 PE04が 、 エ ク ソ ン 2の OBCAMの 体 細 胞 変 異 体 を 含 む こ と を 示 す 図 で あ る 。 塩 基 配
列 決 定 プ ラ イ マ ー と し て OBCAMEX2Flを 使 用 し て 得 た 、 PE04お よ び PE04線 維 芽 細 胞 の DNAか
ら の 、 OBCAMエ ク ソ ン 2F1/RlSSCPEの PCR産 物 の 配 列 追 跡 フ ァ イ ル 。 PE04線 維 芽 細 胞 は 、 印
を つ け た 位 置 (*)で Cヌ ク レ オ チ ド が 同 型 で あ り 、 PE04は こ の 位 置 で 異 型 で あ り 、 Cお よ び G
対 立 遺 伝 子 を 有 す る 。
【 図 １ ８ 】 PE04が 、 OBCAMの 体 細 胞 ミ ス セ ン ス 変 異 体 を 含 む こ と を 示 す 図 で あ る 。 ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 PE04OBCAMEX2FI/R1SSCPEPCR産 物 か ら 同 定 し た 、 2つ の 対 立 遺 伝 子 の Ex-Pasy翻
訳 に よ っ て 、 プ ロ リ ン (P)か ら ア ル ギ ニ ン (R)へ の ミ ス セ ン ス 変 異 が 予 想 さ れ る 。 ヌ ク レ オ
チ ド 位 置 75365(AP000843.3)/334(NM_002545.2)で の 、 cか ら gへ の 体 細 胞 の ヌ ク レ オ チ ド の
変 化 に よ っ て 、 OBCAMの 第 1の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ド メ イ ン 内 の 位 置 95(未 熟 タ ン パ ク 質 の 番 号 )
で の 、 ア ミ ノ 酸 の 置 換 :ア ル ギ ニ ン (R)か ら プ ロ リ ン (P)が も た ら さ れ る 。 PE04線 維 芽 細 胞
は 、 野 生 型 プ ロ リ ン 対 立 遺 伝 子 が 同 型 で あ り 、 一 方 PE04(お よ び PEO1お よ び PE01CDDP)は 、
野 生 型 お よ び 変 異 配 列 が 異 型 で あ り 、 野 生 型 プ ロ リ ン と 体 細 胞 ア ル ギ ニ ン ミ ス セ ン ス 変 異
体 の 両 方 を 含 む 。 野 生 型 と は 、 GenBank配 列 中 に 含 ま れ る 参 照 配 列 を 指 す 。 野 生 型 OBCAM、
お よ び 体 細 胞 変 異 体 を 含 む 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 、 そ れ ら の そ れ ぞ れ の タ ン パ ク 質 翻
訳 (一 文 字 の ア ミ ノ 酸 コ ー ド )の 下 に そ れ ぞ れ 示 す 。 影 響 を 受 け た ヌ ク レ オ チ ド お よ び ア ミ
ノ 酸 を 、 太 字 で 示 す 。 野 生 型 と は 、 GenBankデ ー タ ベ ー ス (NM_002545.2お よ び AP000843.3)
中 に 含 ま れ る 参 照 配 列 を 指 す 。
【 図 １ ９ 】 OBCAMの CpGア イ ラ ン ド の 重 亜 硫 酸 塩 に よ る 塩 基 配 列 決 定 を 示 す 図 で あ る 。 ヌ ク
レ オ チ ド 53134-54032(GenBank受 託 番 号 AC027631.4)に 対 応 す る 、 OBCAMの 予 想 さ れ る CpGア
イ ラ ン ド の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 示 す 。 重 亜 硫 酸 ナ ト リ ウ ム で 改 変 さ せ た メ チ ル 化 (M)ま た
は 非 メ チ ル 化 (U)DNAか ら の 、 529bpの 産 物 を 特 異 的 に 増 幅 さ せ る た め に 設 計 し た 、 PCRプ ラ
イ マ ー の 位 置 を イ タ リ ッ ク で 示 し 、 そ れ ら の 配 列 を 以 下 で 詳 細 に 述 べ る 。 増 幅 さ せ た PCR
産 物 は 太 字 で 示 し 、 周 囲 の 配 列 は 単 な る 文 字 中 に あ る 。 CpGか ら の メ チ ル 化 可 能 な Cヌ ク レ
オ チ ド は 、 下 線 で 示 す 。 プ ラ イ マ ー :　 重 亜 硫 酸 ナ ト リ ウ ム で 改 変 さ せ た メ チ ル 化 DNAに 特
異 的 な も の :　 OBCAM FlM:5'-AGGCGTTTAGTGGAGGGGTACGGGC-3'　 OBCAM R3M:5'-TCCCGATACCG
CCTCGAAACGAACG-3'　 重 亜 硫 酸 ナ ト リ ウ ム で 改 変 さ せ た 非 メ チ ル 化 DNAに 特 異 的 な も の :　 O
BCAM FlU:5'-AGGTGTTTAGTGGAGGGGTATGGGT-3'　 OBCAM R3U:5'-TCCCAATACCACCTCAAAACAAACA
-3'
【 図 ２ ０ 】 OBCAMの CpGア イ ラ ン ド が 、 卵 巣 腫 瘍 中 で は メ チ ル 化 状 態 で あ り 、 正 常 な 卵 巣 中
で は 非 メ チ ル 化 状 態 で あ る こ と を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ １ 】 SKNV3.3中 で の OBCAMの 発 現 に よ っ て 、 ヌ ー ド マ ウ ス の 腫 瘍 形 成 が ほ ぼ 完 全 に な
く な る こ と を 示 す 図 で あ る 。 SKNV3.3親 細 胞 株 、 お よ び 2例 の OBCAMト ラ ン ス フ ェ ク ト 再 発
現 SKNV3.3細 胞 株 を 、 ヌ ー ド マ ウ ス に 腹 膜 内 (i.p.)注 射 し た 。 :マ ウ ス 1匹 あ た り の 1回 の 注
射 で 、 細 胞 株 を 3つ 注 射 し た 。 65日 後 、 マ ウ ス を 殺 傷 し 、 腹 腔 か ら 腫 瘍 を 除 去 し 写 真 を 撮
っ た 。 i.p注 射 し た 腹 腔 に 存 在 し た 腫 瘍 の 合 計 量 は 、 親 SKNV3.3細 胞 と 比 較 し て 、 OBCAMト
ラ ン ス フ ェ ク ト SKNV3.3細 胞 を 注 射 し た マ ウ ス 中 で は 大 幅 に 少 な い 。 こ の 図 は 、 3匹 の SKNV
3.3を 注 射 し た マ ウ ス か ら 、 お よ び OBCAMト ラ ン ス フ ェ ク ト SKNV3.3細 胞 を 注 射 し た 5匹 の マ
ウ ス :3匹 は 1つ の OBCAMト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 株 か ら の も の 、 お よ び 2匹 は 第 2の OBCAMト ラ
ン ス フ ェ ク ト 細 胞 株 か ら の も の か ら 除 去 し た 、 す べ て の 腫 瘍 を 示 す 。 第 2の OBCAMト ラ ン ス
フ ェ ク ト SKNV3.3細 胞 株 を 注 射 し た 第 3の マ ウ ス で は 、 腫 瘍 は 識 別 で き な か っ た 。 OBCAMを
発 現 す る 腫 瘍 の 腹 膜 内 で の 広 が り 、 そ の 後 の OBCAMの ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン も 、 親 SKNV3.3
細 胞 (示 さ ず )と 比 較 し て 大 幅 に 低 下 す る 。
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