
(57)【要約】
本発明は、哺乳動物の細胞または体液をヒトアスパルチル（アスパラギニル）β－ヒドロ
キシラーゼ（ HAAH）ポリペプチドに結合する抗体と接触させることによって、哺乳動物に
おいて悪性新生物の成長を診断および阻害するための方法を特徴とする。 HAAH特異的免疫
応答を生じる免疫化方法もまた、本発明の範囲内である。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
哺 乳 動 物 に お い て 腫 瘍 細 胞 に 免 疫 応 答 を 付 与 す る 方 法 で あ っ て 、 該 哺 乳 動 物 に ア ス パ ル チ
ル （ ア ス パ ラ ギ ニ ル ） β -ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ （ HAAH） に 結 合 す る 抗 体 を 投 与 す る 工 程 を 含
む 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
腫 瘍 細 胞 が 、 脳 腫 瘍 細 胞 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
脳 腫 瘍 細 胞 が 、 神 経 膠 腫 、 膠 芽 細 胞 腫 、 星 状 細 胞 腫 、 お よ び 血 管 腫 か ら な る 群 か ら 選 択 さ
れ る 、 請 求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
腫 瘍 細 胞 が 膵 臓 癌 細 胞 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
抗 体 が HAAHの 細 胞 外 ド メ イ ン に 結 合 す る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
抗 体 が HAAHの 触 媒 ド メ イ ン に 結 合 す る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
触 媒 ド メ イ ン が 、 配 列 番 号 ： 2の ア ミ ノ 酸 660～ 700を 含 む 、 請 求 項 6記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
抗 体 が FB50ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
抗 体 が 、 FB50、 86A、 5C7、 お よ び 19Bか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
抗 体 が 、 FB50、 86A、 5C7、 お よ び 19Bか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 1つ ま た は 複 数 の 抗 体 の 混
合 物 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
抗 体 が 高 親 和 性 の 単 鎖 抗 体 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
細 胞 傷 害 剤 に 連 結 し た HAAH結 合 抗 体 を 哺 乳 動 物 に 投 与 す る 工 程 を 含 む 、 哺 乳 動 物 に お い て
腫 瘍 成 長 を 阻 害 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
哺 乳 動 物 に HAAHポ リ ペ プ チ ド を 投 与 す る 工 程 を 含 む 、 哺 乳 動 物 に お い て HAAH特 異 的 免 疫 応
答 を 誘 導 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
ポ リ ペ プ チ ド が 、 配 列 番 号 ： 2の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 13記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
ポ リ ペ プ チ ド が 、 HAAHの 細 胞 外 ド メ イ ン を 含 み 、 且 つ HAAHの 細 胞 内 ド メ イ ン を 欠 く 、 請 求
項 13記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
ポ リ ペ プ チ ド が 、 HAAHの 触 媒 ド メ イ ン を 含 む 、 請 求 項 13記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
ポ リ ペ プ チ ド が 、 配 列 番 号 ： 2の ア ミ ノ 酸 650～ 700を 含 む 、 請 求 項 16記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
ア ジ ュ バ ン ト 組 成 物 を 投 与 す る 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 13記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
哺 乳 動 物 に 、 HAAHポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 組 成 物 、 ま た は 該 ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド の 変 性 変 異 型 を 投 与 す る 工 程 を 含 む 、 哺 乳 動 物 に お い て HAAH特 異 的 免 疫 応 答 を 誘
導 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
組 成 物 が 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 促 進 剤 を 含 む 、 請 求 項 19記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ２ １ 】
ポ リ ペ プ チ ド が 、 配 列 番 号 ： 2の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 19記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
ポ リ ペ プ チ ド が 、 HAAHの 細 胞 外 ド メ イ ン を 含 み 、 且 つ HAAHの 細 胞 内 ド メ イ ン を 欠 く 、 請 求
項 19記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
ポ リ ペ プ チ ド が 、 HAAHの 触 媒 ド メ イ ン を 含 む 、 請 求 項 19記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
ポ リ ペ プ チ ド が 、 配 列 番 号 ： 2の ア ミ ノ 酸 650～ 700を 含 む 、 請 求 項 23記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
哺 乳 動 物 の 組 織 に 、 HAAHに 結 合 す る 検 出 可 能 に 標 識 さ れ た 抗 体 を 接 触 さ せ る 工 程 を 含 む 、
哺 乳 動 物 に お い て 新 生 物 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、 正 常 な 非 新 生 物 組 織 へ の 結 合 レ ベ ル と
比 較 し た 組 織 部 位 で の 抗 体 結 合 レ ベ ル の 増 加 が 、 該 組 織 部 位 で の 新 生 物 の 存 在 を 示 す 方 法
。
【 請 求 項 ２ ６ 】
抗 体 が 、 放 射 性 化 合 物 で 標 識 さ れ て い る 、 請 求 項 25記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
放 射 性 化 合 物 が 、 1 2 5 I、 9 9 Tcか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 26記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
抗 体 が 、 Gd + + + ま た は Fe + + で 標 識 さ れ て い る 、 請 求 項 25記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
抗 体 が 、 比 色 剤 で 標 識 さ れ て い る 、 請 求 項 25記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
組 織 が 、 リ ン パ 系 組 織 で あ る 、 請 求 項 25記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
HAAHの 細 胞 外 ド メ イ ン を 含 み 、 且 つ 細 胞 質 ド メ イ ン を 欠 く 、 HAAHの フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
配 列 番 号 ： 2の 残 基 660～ 758を 欠 く 、 HAAHの フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
配 列 番 号 ： 2の 残 基 679～ 697を 欠 く 、 HAAHの フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
配 列 番 号 ： 2の 少 な く と も 1つ の 残 基 を 欠 き 、 該 残 基 は 、 残 基 661、 662、 663、 670、 671、 6
72、 お よ び 673か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 HAAHの フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
FB50、 86A、 5C7、 お よ び 19Bか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 抗 体 ま た は HAAHに 結 合 す る そ の
フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
NPVEDS（ 配 列 番 号 ： 2の 残 基 286～ 291） の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 、
抗 体 ま た は そ の HAAH結 合 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
QPWWTPK（ 配 列 番 号 ： 2の 残 基 573～ 579） の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 、
抗 体 ま た は そ の HAAH結 合 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
LPEDENLR（ 配 列 番 号 ： 2の 残 基 613～ 620） の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る
、 抗 体 ま た は そ の HAAH結 合 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
抗 体 、 ま た は HAAHに 結 合 す る そ の フ ラ グ メ ン ト を 含 む 、 腫 瘍 細 胞 を 検 出 す る た め の キ ッ ト
。
【 請 求 項 ４ ０ 】
抗 体 の 腫 瘍 細 胞 へ の 結 合 を 検 出 す る 手 段 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 39記 載 の キ ッ ト 。
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【 請 求 項 ４ １ 】
手 段 が 検 出 可 能 な マ ー カ ー で あ る 、 請 求 項 40記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
検 出 可 能 な マ ー カ ー が 放 射 性 化 合 物 で あ る 、 請 求 項 41記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
検 出 可 能 な マ ー カ ー が Gd + + + ま た は Fe + + で あ る 、 請 求 項 41記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
ハ イ ブ リ ド ー マ FB501、 ハ イ ブ リ ド ー マ HA386A、 ハ イ ブ リ ド ー マ HA15C7A、 お よ び ハ イ ブ リ
ド ー マ HA219Bか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
酵 素 活 性 を 欠 く 、 HAAHの フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
α ケ ト グ ル タ ル 酸 結 合 ド メ イ ン お よ び EGF様 ド メ イ ン を 欠 く 、 HAAHの フ ラ グ メ ン ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ １ 】
（ 連 邦 政 府 支 援 研 究 に 関 す る 声 明 ）
本 発 明 は 、 国 立 衛 生 研 究 所 認 可 CA-35711、 AA-02666、 AA-02169、 お よ び AA11431に よ る 米
国 政 府 支 持 の も と で な さ れ た 。 本 政 府 は 、 本 発 明 に お い て 一 定 の 権 利 を 有 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
（ 発 明 の 背 景 ）
原 発 性 悪 性 中 枢 神 経 系 （ CNS） 新 生 物 （ 特 に 、 神 経 膠 芽 細 胞 腫 ） は 、 脳 の 攻 撃 的 か つ 広 範
な 浸 潤 お よ び 抗 癌 処 置 へ の 耐 性 に 起 因 し て 非 常 に 致 死 的 で あ る 。 CNS癌 な ら び に 他 の 癌 タ
イ プ の 根 底 に あ る 病 原 機 構 の 解 明 が 進 行 し て い る が 、 腫 瘍 特 異 的 治 療 ア プ ロ ー チ お よ び 診
断 方 法 は 、 大 い に 捕 ら え ど こ ろ が な か っ た 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
（ 発 明 の 要 旨 ）
本 発 明 は 、 哺 乳 動 物 由 来 の 体 液 を 、 ヒ ト ア ス パ ル チ ル （ ア ス パ ラ ギ ニ ル ） β -ヒ ド ロ キ シ
ラ ー ゼ （ HAAH） ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 を 、 抗 原 -抗 体 複 合 体 を 形 成 す る の に 十 分 な
条 件 下 で 接 触 さ せ 、 そ し て こ の 抗 原 -抗 体 複 合 体 を 検 出 す る こ と に よ る 、 哺 乳 動 物 に お け
る 悪 性 新 生 物 を 診 断 す る た め の 方 法 を 特 徴 と す る 。 こ の よ う に し て 検 出 さ れ る 悪 性 新 生 物
は 、 内 胚 葉 組 織 に 由 来 す る 新 生 物 、 例 え ば 、 結 腸 癌 、 乳 癌 、 膵 臓 癌 、 肝 臓 癌 、 お よ び 胆 管
の 癌 を 包 含 す る 。 中 枢 神 経 系 （ CNS） の 新 生 物 （ 例 え ば 、 ニ ュ ー ロ ン 細 胞 お よ び 神 経 膠 細
胞 起 源 の 両 方 の 原 発 性 悪 性 CNS新 生 物 な ら び に 転 移 性 CNS新 生 物 ） も ま た 検 出 さ れ る 。 患 者
由 来 組 織 試 料 （ 例 え ば 、 固 形 腫 瘍 の 生 検 ） な ら び に 体 液 （ 例 え ば 、 CNS由 来 体 液 、 血 液 、
血 清 、 尿 、 唾 液 、 痰 、 肺 滲 出 液 、 お よ び 腹 水 ） は 、 HAAH特 異 的 抗 体 と 接 触 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
本 発 明 は 、 HAAHに 結 合 す る 抗 体 ま た は こ の よ う な 抗 体 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 哺
乳 動 物 へ の 投 与 に よ っ て 、 哺 乳 動 物 に お い て 腫 瘍 細 胞 （ 例 え ば 、 脳 腫 瘍 ） に 対 し て 免 疫 応
答 を 惹 起 す る か 、 ま た は 免 疫 応 答 を 付 与 す る 方 法 を 含 む 。 好 ま し く は 、 こ の 抗 体 は 、 HAAH
の 細 胞 外 ド メ イ ン 中 の 部 位 （ 例 え ば 、 残 基 1～ 700の 範 囲 内 の 部 位 ） に 結 合 す る 。 こ の 抗 体
は 、 HAAHの 外 部 ド メ イ ン （ 配 列 番 号 ： 2の 残 基 19～ 75） に 結 合 す る 。 よ り 好 ま し く は 、 こ
の 抗 体 は 、 HAAHの 触 媒 ド メ イ ン （ 例 え ば 配 列 番 号 ： 2の ア ミ ノ 酸 650～ 700） に 結 合 す る 。
例 え ば 、 FB50は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 NPVEDS（ 配 列 番 号 ： 2の 残 基 286～ 291） を 有 す る ポ リ ペ プ
チ ド に 結 合 す る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 HBOH1は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 QPWWTPK（ 配 列 番 号 ： 2の 残
基 573～ 579） を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 HBOH-2は 、 ア ミ ノ 酸 配
列 LPEDENLR（ 配 列 番 号 ： 2の 残 基 613～ 620） を 含 む ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 。 HAAHの 上 記
抗 原 エ ピ ト ー プ は 、 悪 性 細 胞 の 細 胞 表 面 上 に 位 置 す る 。 受 動 免 疫 化 に 適 切 な 他 の HAAH特 異
的 抗 体 に は 、 5C7、 5E9、 19B、 48A、 74A、 78A、 86A、 HA238A、 HA221、 HA239、 HA241、 HA32
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9、 お よ び HA355が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
投 与 す べ き 抗 体 は 、 ヘ テ ロ 二 量 体 抗 体 、 単 鎖 抗 体 、 ま た は 高 親 和 性 単 鎖 抗 体 で あ る 。 高 親
和 性 と は 、 抗 体 の 抗 原 特 異 的 結 合 親 和 性 が ナ ノ モ ル 範 囲 の K d を 有 す る こ と を 意 味 す る 。 好
ま し く は 、 結 合 親 和 性 は 、 100pMま た は そ れ 以 上 の 親 和 性 の 範 囲 内 で あ る 。 例 え ば 、 抗 体
、 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 、 ま た は 単 鎖 抗 体 は 、 10－ 1 0 ～ 10－ 1 5 Mの 範 囲 の 抗 原 特 異 的 結 合 親 和
性 を 有 す る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト は 、 抗 体 で 処 置 し た 患 者 の 補 体 を 活 性 化 す る 。 好 ま し く は 、
抗 体 は 、 抗 体 で 処 置 し た 患 者 に お け る 腫 瘍 細 胞 の 抗 体 依 存 性 細 胞 障 害 性 を 媒 介 す る 。 抗 体
ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を 、 単 独 ま た は 細 胞 傷 害 剤 に 連 結 さ せ て 投 与 す る 。 後 者 の 場 合 、
腫 瘍 細 胞 へ の 抗 体 の 結 合 に よ り 、 細 胞 の 障 害 ま た は 死 滅 を も た ら し 、 そ れ に よ り 腫 瘍 負 荷
が 軽 減 す る 。 抗 体 は 、 結 合 し た 細 胞 を 、 照 射 ま た は レ ー ザ ー 媒 介 死 に 対 し て 敏 感 に す る 、
放 射 化 学 タ グ ま た は 化 学 タ グ に 連 結 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
能 動 免 疫 化 に よ っ て 、 腫 瘍 成 長 を 減 少 さ せ る た め に HAAH特 異 的 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 方 法 も
ま た 本 発 明 の 範 囲 内 に あ る 。 こ の 方 法 は 、 哺 乳 動 物 に HAAHポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 配 列 番
号 ： 2の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド ） を 投 与 す る 工 程 を 含 む 。 免 疫 原 性 HAAHフ ラ グ
メ ン ト も ま た 、 HAAHの 特 定 の 部 分 に 対 す る 免 疫 応 答 を 生 じ さ せ る た め に 投 与 さ れ る 。 例 え
ば 、 細 胞 表 面 上 で HAAHに 対 す る 抗 体 応 答 を 生 じ さ せ る た め に 、 HAAHの 細 胞 外 ド メ イ ン を 含
む （ し か し 、 HAAHの 細 胞 内 ド メ イ ン を 欠 く ） ポ リ ペ プ チ ド を 投 与 す る 。 HAAH活 性 を 阻 害 す
る 抗 体 を 生 じ さ せ る た め に 、 個 体 を HAAHの 触 媒 ド メ イ ン （ 例 え ば 、 配 列 番 号 ： 2の ア ミ ノ
酸 650～ 700） を 含 む ポ リ ペ プ チ ド で 免 疫 化 す る 。 選 択 的 に 、 ポ リ ペ プ チ ド 組 成 物 は 、 臨 床
的 に 許 容 さ れ る ア ジ ュ バ ン ト 化 合 物 を 含 む 。 こ の よ う な ア ジ ュ バ ン ト は 、 当 技 術 分 野 で 一
般 に 公 知 で あ り 、 油 乳 濁 液 、 フ ロ イ ン ト 完 全 お よ び 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト 、 ビ タ ミ ン E、 ア
ル ミ ニ ウ ム 塩 ま た は ゲ ル （ 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム 、 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム 、 ま た は リ ン 酸 ア ル ミ
ニ ウ ム な ど ） 、 サ ポ ニ ン 、 ポ リ ア ク リ ル 酸 を 基 に し た ポ リ マ ー （ カ ル ボ ポ ー ル な ど ） 、 非
イ オ ン 性 ブ ロ ッ ク ポ リ マ ー 、 脂 肪 酸 ア ミ ン （ ア ブ リ ジ ン お よ び DDAな ど ） 、 デ キ ス ト ラ ン
を 基 に し た ポ リ マ ー （ 硫 酸 デ キ ス ト ラ ン お よ び DEAEデ キ ス ト ラ ン な ど ） 、 ム ラ ミ ー ル ジ ペ
プ チ ド 、 ISCOM（ 欧 州 特 許 第 109942号 な ど に 記 載 の 免 疫 刺 激 複 合 体 ） 、 生 分 解 性 マ イ ク ロ
カ プ セ ル 、 リ ポ ソ ー ム 、 細 菌 免 疫 刺 激 物 質 （ MDPお よ び LPSな ど ） 、 な ら び に グ ル カ ン が 含
ま れ る 。 他 の ア ジ ュ バ ン ト 化 合 物 が 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ る （ 例 え ば 、 Altman and Dixon
、 1989、 Advances in Veterinary Science and Comparative Medicine 33： 301～ 343に 記
載 ） 。 ヒ ト の 使 用 に は ミ ョ ウ バ ン が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
HAAH特 異 的 免 疫 応 答 は ま た 、 HAAHポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 組 成 物 、 ま
た は HAAHコ ー ド ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 変 性 変 異 型 の 哺 乳 動 物 へ の 投 与 に よ っ て 誘 導 さ れ る 。
例 え ば 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 HAAHの 特 異 的 免 疫 原 性 ド メ イ ン を コ ー ド す る 、 配 列 番 号 ：
3の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 も し く は そ の 変 性 変 異 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を 含 む 。 好 ま し く
は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る HAAHポ リ ペ プ チ ド （ ま た は 直 接 投 与 さ れ た ポ
リ ペ プ チ ド ） は 、 酵 素 的 に 機 能 し な い 。 よ り 好 ま し く は 、 HAAHポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 分 泌
さ れ る HAAHポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る （ 例 え ば 、 構 築 物 は 、 細 胞 か ら 細 胞 外 空 間 へ の 輸 送
の た め の シ グ ナ ル 配 列 を 含 む ） 。 HAAHポ リ ペ プ チ ド は 、 必 須 ヒ ス チ ジ ン を 欠 く 。 HAAHポ リ
ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ： 2の 最 初 の 650個 の ア ミ ノ 酸 を 含 む 短 縮 HAAHで あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
選 択 的 に 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 組 成 物 は 、 沈 殿 剤 ま た は 脂 質 な ど の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 促
進 剤 を 含 む 。 好 ま し く は 、 コ ー ド さ れ る HAAHポ リ ペ プ チ ド は 、 HAAHの 細 胞 外 ド メ イ ン を 含
み 、 か つ HAAHの 細 胞 内 ド メ イ ン を 欠 く 、 配 列 番 号 ： 2（ 全 長 HAAH） の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は
そ の フ ラ グ メ ン ト を 含 む 。 好 ま し く は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 HAAHの 触 媒 ド メ イ ン を 含 む
。 HAAHコ ー ド 配 列 は 、 プ ロ モ ー タ ー 、 お よ び 標 的 細 胞 中 に お け る ポ リ ペ プ チ ド 発 現 の た め
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の 他 の 調 節 配 列 に 、 機 能 可 能 に 連 結 さ れ る 。 ポ リ ペ プ チ ド は 、 細 胞 内 に 指 向 さ れ る か 、 ま
た は 細 胞 外 発 現 も し く は 分 泌 の た め に 標 識 さ れ る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 抗 原 提 示 の た め
の 適 切 な ア ク セ サ リ ー 分 子 （ 例 え ば 、 主 要 組 織 適 合 抗 原 ） を 発 現 す る 、 標 的 細 胞 に お け る
発 現 を 指 示 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
診 断 方 法 は 、 体 液 中 の 腫 瘍 細 胞 を 検 出 す る 工 程 お よ び 組 織 中 の 腫 瘍 細 胞 を 検 出 す る 工 程 （
イ ン ビ ボ ま た は エ キ ソ ビ ボ ） を 含 む 。 例 え ば 、 生 検 組 織 を 、 HAAH特 異 的 抗 体 と 接 触 さ せ 、
抗 体 結 合 を 測 定 す る 。 従 来 の 診 断 方 法 を 使 用 し て 検 出 不 可 能 な 微 小 腫 瘍 を 検 出 す る た め に
、 全 身 画 像 診 断 を 行 う こ と が で き る 。 し た が っ て 、 哺 乳 動 物 に お け る 新 生 物 の 診 断 方 法 を
、 哺 乳 動 物 の 組 織 （ 例 え ば 、 リ ン パ 節 ） を HAAHに 結 合 す る 検 出 可 能 に 標 識 し た 抗 体 と 接 触
さ せ る こ と に よ っ て 行 う 。 正 常 な 非 新 生 物 組 織 へ の 結 合 レ ベ ル と 比 較 し た 組 織 部 位 で の 抗
体 結 合 レ ベ ル の 増 加 は 、 組 織 部 位 で の 新 生 物 の 存 在 を 示 す 。 検 出 目 的 の た め に 、 抗 体 （ ま
た は そ の HAAH結 合 フ ラ グ メ ン ト ） を 、 非 放 射 性 タ グ 、 放 射 性 化 合 物 、 ま た は 比 色 剤 で 標 識
す る 。 例 え ば 、 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 、 1 2 5 I、 9 9 Tc、 Gd + + + 、 ま た は Fe + + で タ グ
化 す る 。 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 を 、 比 色 タ グ と し て 使 用 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
本 発 明 は ま た 、 HAAHの 可 溶 性 フ ラ グ メ ン ト を 包 含 す る 。 可 溶 性 HAAHポ リ ペ プ チ ド は 、 細 胞
外 ド メ イ ン を 含 み 、 選 択 的 に HAAHの 細 胞 質 ド メ イ ン ま た は 膜 貫 通 ド メ イ ン の 一 部 ま た は 全
て を 欠 く 。 1つ の 例 で は 、 フ ラ グ メ ン ト は 、 配 列 番 号 ： 2の 残 基 660～ 758を 欠 く 。 別 の 例 で
は 、 フ ラ グ メ ン ト は 、 配 列 番 号 ： 2の 残 基 679～ 697（ Hisモ チ ー フ ） を 欠 く 。 さ ら に 別 の 例
で は 、 フ ラ グ メ ン ト は 、 配 列 番 号 ： 2の 少 な く と も 1つ の 残 基 を 欠 き 、 こ の 残 基 は 、 残 基 66
1、 662、 663、 670、 671、 672、 お よ び 673か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 HAAHフ ラ グ メ ン ト
は 、 HAAHポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 そ の 長 さ は 、 全 長 HAAHタ ン パ ク 質 の 長 さ 未 満 で あ る 。 全 長
HAAHタ ン パ ク 質 を 、 表 1に 示 す 。
【 ０ ０ １ ２ 】
診 断 キ ッ ト も ま た 、 本 発 明 に 含 ま れ る 。 例 え ば 、 腫 瘍 細 胞 を 検 出 す る た め の キ ッ ト は 、 HA
AHに 結 合 す る 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を 含 む 。 こ の キ ッ ト は 、 選 択 的 に 、 抗 体 の 腫 瘍
細 胞 へ の 結 合 を 検 出 す る た め の 手 段 を 含 む 。 例 え ば 、 こ の キ ッ ト は 、 検 出 可 能 な マ ー カ ー
（ 例 え ば 、 Gd + + + も し く は Fe + + な ど の 非 放 射 性 マ ー カ ー 、 ま た は 放 射 性 化 合 物 ） を 含 む 。
こ の キ ッ ト は ま た 、 使 用 説 明 書 、 正 の 抗 原 結 合 を 決 定 す る た め の 標 準 試 薬 、 ま た は 抗 体 結
合 の 欠 失 を 決 定 す る た め の 負 の コ ン ト ロ ー ル を 含 む 。 内 容 物 は キ ッ ト 中 に 共 に 包 装 さ れ て
い る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
ア ッ セ イ フ ォ ー マ ッ ト は ま た 、 悪 性 疾 患 の 予 後 の た め に 使 用 さ れ る 時 間 的 デ ー タ を 生 成 す
る た め に 有 用 で あ る 。 哺 乳 動 物 の 悪 性 新 生 物 の 予 後 の た め の 方 法 は 、 （ a） 哺 乳 動 物 由 来
の 体 液 を 、 HAAHポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 と 、 抗 原 -抗 体 複 合 体 を 形 成 す る の に 十 分 な
条 件 下 で 接 触 さ せ る 工 程 、 お よ び こ の 抗 原 -抗 体 複 合 体 を 検 出 す る 工 程 ； （ b） こ の 複 合 体
の 量 を 定 量 し 、 体 液 中 の HAAHの レ ベ ル を 決 定 す る 工 程 ； お よ び （ c） 体 液 中 の HAAHの レ ベ
ル を 、 HAAHの 正 常 コ ン ト ロ ー ル レ ベ ル と 比 較 す る 工 程 に よ っ て 実 施 さ れ る 。 経 時 的 な HAAH
の レ ベ ル の 増 大 は 、 疾 患 の 進 行 性 の 悪 化 、 お よ び 従 っ て 有 害 な 予 後 を 示 す 。
【 ０ ０ １ ４ 】
本 発 明 は ま た 、 HAAHに 結 合 す る 抗 体 を 包 含 す る 。 こ の 抗 体 は 、 好 ま し く は 、 HAAHの カ ル ボ
キ シ 末 端 触 媒 ド メ イ ン の 部 位 に 結 合 す る 。 あ る い は 、 こ の 抗 体 は 、 細 胞 の 表 面 に 露 出 さ れ
る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 。 こ の 抗 体 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 血 清 ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
で あ る 。 本 発 明 は 、 イ ン タ ク ト な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の み な ら ず 、 免 疫 学 的 に 活 性 な 抗 体
フ ラ グ メ ン ト （ 例 え ば 、 Fabま た は (Fab) 2 フ ラ グ メ ン ト ） ； 操 作 さ れ た 単 鎖 Fv分 子 ； ま た
は キ メ ラ 分 子 （ 例 え ば 、 あ る 抗 体 （ 例 え ば マ ウ ス 起 源 の ） の 結 合 特 異 性 、 お よ び 別 の 抗 体
（ 例 え ば 、 ヒ ト 起 源 の ） の 残 り の 部 分 を 含 む 抗 体 ） も ま た 包 含 す る 。 好 ま し く は 、 こ の 抗
体 は 、 FB50、 5C7、 5E9、 19B、 48A、 74A、 78A、 86A、 HA238A、 HA221、 HA239、 HA241、 HA32
9、 ま た は HA355の よ う な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 そ れ ら の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 同 じ
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エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 抗 体 も ま た 、 本 発 明 の 範 囲 内 に あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
HAAH特 異 的 イ ン ト ラ ボ デ ィ （ intrabody） は 、 標 的 細 胞 （ 例 え ば 、 腫 瘍 細 胞 ） の 内 部 で 発
現 さ れ る 組 換 え 単 鎖 HAAH特 異 的 抗 体 で あ る 。 こ の よ う な イ ン ト ラ ボ デ ィ は 、 内 因 性 細 胞 内
HAAHに 結 合 し 、 そ し て HAAH酵 素 活 性 を 阻 害 す る か 、 ま た は HAAHが 細 胞 内 リ ガ ン ド に 結 合 す
る こ と を 妨 害 す る 。 HAAH特 異 的 イ ン ト ラ ボ デ ィ は 、 細 胞 内 シ グ ナ ル 伝 達 を 阻 害 し 、 そ し て
結 果 と し て 、 HAAHを 過 剰 発 現 す る 腫 瘍 の 増 殖 を 阻 害 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
哺 乳 動 物 に お け る 腫 瘍 の 診 断 の た め の キ ッ ト は 、 HAAH特 異 的 抗 体 を 含 む 。 診 断 ア ッ セ イ キ
ッ ト は 、 標 準 的 な 2抗 体 結 合 フ ォ ー マ ッ ト で 優 先 的 に 処 方 さ れ る 。 こ こ で は 、 1つ の HAAH特
異 的 抗 体 が 、 患 者 試 料 に お け る HAAHを 捕 捉 し 、 そ し て 別 の HAAH特 異 的 抗 体 が 、 捕 捉 さ れ た
HAAHを 検 出 す る た め に 使 用 さ れ る 。 例 え ば 、 こ の 捕 捉 抗 体 は 、 固 相 （ 例 え ば 、 ア ッ セ イ プ
レ ー ト 、 ア ッ セ イ ウ ェ ル 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス メ ン ブ レ ン 、 ビ ー ズ 、 デ ィ ッ プ ス テ ィ ッ ク 、
ま た は 溶 出 カ ラ ム の コ ン ポ ー ネ ン ト ） に 固 定 化 さ れ る 。 二 次 抗 体 （ す な わ ち 、 検 出 抗 体 ）
は 、 代 表 的 に は 、 検 出 可 能 標 識 （ 例 え ば 、 比 色 剤 ま た は 放 射 性 同 位 体 ） で タ グ 化 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
哺 乳 動 物 に お け る 腫 瘍 増 殖 を 阻 害 す る 方 法 も ま た 、 本 発 明 の 範 囲 内 に あ る 。 こ の 方 法 は 、
哺 乳 動 物 に 、 HAAHの 発 現 ま た は 酵 素 活 性 を 阻 害 す る 化 合 物 を 投 与 す る こ と に よ っ て 行 わ れ
る 。 好 ま し く は 、 こ の 化 合 物 は 、 実 質 的 に 純 粋 な 核 酸 分 子 （ 例 え ば 、 HAAHア ン チ セ ン ス DN
A） で あ り 、 そ の 配 列 は 、 HAAHの コ ー ド 配 列 に 相 補 的 で あ る 。 HAAHの 発 現 は 、 哺 乳 動 物 細
胞 （ 例 え ば 、 腫 瘍 細 胞 ） を 、 HAAHア ン チ セ ン ス DNAま た は RNA（ 例 え ば 、 合 成 HAAHア ン チ セ
ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ） と 接 触 さ せ る こ と に よ り 阻 害 さ れ る 。 ア ン チ セ ン ス の 配 列 は 、
HAAH遺 伝 子 の コ ー ド ま た は 非 コ ー ド 領 域 に 相 補 的 で あ る 。 例 え ば 、 こ の 配 列 は 、 HAAH遺 伝
子 の 5'非 翻 訳 領 域 に お け る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 相 補 的 で あ る 。 哺 乳 動 物 細 胞 に お い て HAAH
発 現 を 阻 害 す る HAAHア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 例 は 、 配 列 番 号 ： 10、 11、 ま た は
12を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 包 含 す る 。 HAAHア ン チ セ ン ス 核 酸 は 、 HAAHを 過 剰 発 現 す る
神 経 膠 芽 細 胞 腫 細 胞 ま た は 他 の 腫 瘍 細 胞 に 導 入 さ れ る 。 標 的 細 胞 に お け る ア ン チ セ ン ス 核
酸 の HAAH転 写 物 へ の 結 合 は 、 細 胞 に よ る HAAH産 生 の 減 少 を 生 じ る 。 用 語 「 ア ン チ セ ン ス 核
酸 」 と は 、 mRNAの 一 部 に 相 補 的 で あ り 、 そ し て mRNAに ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 そ し て こ の 翻 訳
を 妨 害 す る 核 酸 （ RNAま た は DNA） を 意 味 す る 。 好 ま し く は 、 ア ン チ セ ン ス DNAは 、 5'調 節
配 列 ま た は HAAH mRNAの コ ー ド 配 列 の 5'部 分 （ 例 え ば 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配
列 ま た は HAAH遺 伝 子 の エ キ ソ ン 1内 の 配 列 ） に 相 補 的 で あ る 。 ア ン チ セ ン ス DNAを 細 胞 に 導
入 す る た め の 標 準 的 な 技 術 が 使 用 さ れ 得 る 。 こ れ ら は 、 ア ン チ セ ン ス DNAが 、 ア ン チ セ ン
ス RNAが 転 写 さ れ る テ ン プ レ ー ト で あ る 技 術 を 包 含 す る 。 こ の 方 法 は 、 HAAHの 発 現 が ア ッ
プ ギ ュ レ ー ト さ れ る （ 例 え ば 、 細 胞 の 悪 性 形 質 転 換 の 結 果 と し て ） 腫 瘍 を 処 置 す る も の で
あ る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ は 、 少 な く と も 10ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 天 然 に 生 じ る HA
AH転 写 物 と 同 程 度 の 長 さ で あ り 得 る 。 好 ま し く は 、 こ の 長 さ は 、 10ヌ ク レ オ チ ド と 50ヌ ク
レ オ チ ド と の 間 （ 両 数 値 を 含 む ） で あ る 。 よ り 好 ま し く は 、 こ の 長 さ は 、 10ヌ ク レ オ チ ド
と 20ヌ ク レ オ チ ド と の 間 （ 両 数 値 を 含 む ） で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
「 実 質 的 に 純 粋 な DNAま た は RNA」 と は 、 こ の 核 酸 が 、 本 発 明 の DNAが 由 来 す る 生 物 の 天 然
に 生 じ る ゲ ノ ム で は HAAH遺 伝 子 に 隣 接 し て い る 遺 伝 子 を 含 ま な い こ と を 意 味 す る 。 従 っ て
、 こ の 用 語 は 、 例 え ば 、 ベ ク タ ー 、 自 律 複 製 プ ラ ス ミ ド も し く は ウ イ ル ス 、 ま た は そ の 天
然 部 位 以 外 の 部 位 で 原 核 生 物 も し く は 真 核 生 物 の ゲ ノ ム DNAに 取 り 込 ま れ る か ； あ る い は
他 の 配 列 と 独 立 し た 別 個 の 分 子 （ 例 え ば 、 cDNA、 ま た は 、 PCRま た は 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア
ー ゼ 消 化 に よ っ て 生 成 さ れ た ゲ ノ ム も し く は cDNAフ ラ グ メ ン ト ） と し て 存 在 す る 組 換 え 核
酸 を 包 含 す る 。 そ れ は ま た 、 さ ら な る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を コ ー ド す る ハ イ ブ リ ッ ド 遺 伝 子
の 一 部 で あ る 組 換 え 核 酸 （ 例 え ば 、 キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 （ 例 え ば 、 細 胞
傷 害 性 ポ リ ペ プ チ ド に 連 結 さ れ た 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る 核 酸 ） ） を 包 含 す る 。 あ
る い は 、 HAAH発 現 は 、 リ ボ ザ イ ム 、 ま た は HAAHプ ロ モ ー タ ー 配 列 へ の Fosま た は Junの 結 合
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を 阻 害 す る 化 合 物 を 投 与 す る こ と に よ り 阻 害 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
HAAHの 酵 素 活 性 を 阻 害 す る 化 合 物 は 、 哺 乳 動 物 に お け る 腫 瘍 増 殖 を 阻 害 す る た め に 有 用 で
あ る 。 HAAHの 酵 素 活 性 と は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 上 皮 増 殖 因 子 （ EGF） 様 ド メ イ ン の 水 酸 化 を
意 味 す る 。 例 え ば 、 EGF様 ド メ イ ン は 、 コ ン セ ン サ ス 配 列 CX 7 CX 4 CX 1 0 CXCX 8 C（ 配 列 番 号 ： 1
） を 有 す る 。 HAAHヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ 活 性 は 、 細 胞 内 で 阻 害 さ れ る 。 例 え ば 、 HAAHの ド ミ ナ
ン ト ネ ガ テ ィ ブ 変 異 体 （ ま た は こ の よ う な 変 異 体 を コ ー ド す る 核 酸 ） が 投 与 さ れ る 。 こ の
ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ HAAH変 異 体 は 、 天 然 に 生 じ る HAAH配 列 の ヒ ス チ ジ ン の 第 一 鉄 の 鉄 結
合 部 位 を 、 非 鉄 結 合 ア ミ ノ 酸 に 変 更 す る 変 異 を 含 み 、 そ れ に よ り HAAHの ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ
活 性 を 廃 止 す る 。 変 異 さ れ る （ 例 え ば 、 欠 失 ま た は 置 換 さ れ る ） ヒ ス チ ジ ン は 、 HAAHの カ
ル ボ キ シ 末 端 触 媒 ド メ イ ン 中 に 位 置 す る 。 例 え ば 、 こ の 変 異 は 、 ネ イ テ ィ ブ HAAH配 列 の ア
ミ ノ 酸 650～ 700の 間 （ 例 え ば 、 Hisモ チ ー フ 、 配 列 番 号 ： 2の 下 線 配 列 ） に 位 置 す る 。 例 え
ば 、 変 異 は 、 配 列 番 号 ： 2の 残 基 671、 675、 679、 ま た は 690に あ る 。 HAAH特 異 的 イ ン ト ラ
ボ デ ィ は ま た 、 HAAHに 結 合 し 、 そ し て 細 胞 内 HAAH酵 素 活 性 を 阻 害 す る （ 例 え ば 、 HAAHの 触
媒 ド メ イ ン 内 の エ ピ ト ー プ に 結 合 す る こ と に よ り ） の に 有 用 で あ る 。 他 の 化 合 物 （ 例 え ば
、 L-ミ モ シ ン （ mimosine） ま た は ヒ ド ロ キ シ ピ リ ド ン ） は 、 HAAHヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ 活 性 を
阻 害 す る た め に 、 腫 瘍 部 位 に 直 接 、 ま た は 全 身 的 に 投 与 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
（ 表 １ ） HAAHの ア ミ ノ 酸 配 列
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
（ 配 列 番 号 ： 2； GENBANKア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 S83325； Hisモ チ ー フ に 下 線 を 引 く ； 触 媒 ド
メ イ ン 内 の 保 存 さ れ た 配 列 は 、 太 字 で 示 す ） 。
【 ０ ０ ２ １ 】
例 え ば 、 HAAH水 酸 化 を 阻 害 す る 化 合 物 は 、 HAAHリ ガ ン ド に 結 合 す る が 、 細 胞 内 シ グ ナ ル を
伝 達 し な い ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は HAAHの 触 媒 部 位 に 変 異 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 こ の
よ う な ポ リ ペ プ チ ド は 、 天 然 に 生 じ る HAAHア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト に 少
な く と も 50％ 同 一 で あ り 、 そ し て EGF様 反 復 配 列 を 含 む 基 質 の HAAH水 酸 化 を 阻 害 す る 能 力
を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。 よ り 好 ま し く は 、 こ の ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ： 2に 対
し て 、 少 な く と も 75％ 、 よ り 好 ま し く は 、 少 な く と も 85％ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 95
％ 同 一 で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
実 質 的 に 純 粋 な HAAHポ リ ペ プ チ ド ま た は HAAH由 来 ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 変 異 HAAHポ リ ペ
プ チ ド ） は 、 好 ま し く は 、 こ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 組 換 え 核 酸 の 発 現 に よ っ て 、 ま
た は タ ン パ ク 質 を 化 学 合 成 す る こ と に よ っ て 、 得 ら れ る 。 ポ リ ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質
は 、 そ れ が 、 そ の 天 然 状 態 で こ れ に 付 随 す る 夾 雑 物 （ タ ン パ ク 質 お よ び 他 の 天 然 に 生 じ る
有 機 分 子 ） と 分 離 さ れ て い る と き 、 実 質 的 に 純 粋 で あ る 。 代 表 的 に は 、 こ の ポ リ ペ プ チ ド
は 、 そ れ が 、 調 製 に お け る タ ン パ ク 質 の 少 な く と も 60重 量 ％ を 占 め る と き 、 実 質 的 に 純 粋
で あ る 。 好 ま し く は 、 調 製 に お け る タ ン パ ク 質 は 、 重 量 基 準 で 、 少 な く と も 75％ 、 よ り 好
ま し く は 、 少 な く と も 90％ 、 お よ び 最 も 好 ま し く は 、 少 な く と も 99％ の HAAHで あ る 。 純 度
は 、 任 意 の 適 切 な 方 法 （ 例 え ば 、 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電
気 泳 動 、 ま た は HPLC分 析 ） に よ っ て 測 定 さ れ る 。 従 っ て 、 実 質 的 に 純 粋 な ポ リ ペ プ チ ド は
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、 真 核 生 物 に 由 来 す る が E.coliも し く は 別 の 原 核 生 物 、 ま た は こ の ポ リ ペ プ チ ド が 由 来 し
た 以 外 の 真 核 生 物 に お い て 産 生 さ れ る 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
こ の よ う な HAAHま た は HAAH由 来 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 も ま た 、 本 発 明 の 範 囲
内 に あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
（ 表 ２ ） HAAH cDNA配 列
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
（ 配 列 番 号 ： 3； GENBANKア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 S83325； 開 始 メ チ オ ニ ン を コ ー ド す る コ ド ン
に 下 線 を 引 く ） 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
腫 瘍 増 殖 を 阻 害 す る 方 法 は ま た 、 NOTCHポ リ ペ プ チ ド の HAAH水 酸 化 を 阻 害 す る 化 合 物 を 投
与 す る 工 程 を 包 含 す る 。 例 え ば 、 こ の 化 合 物 は 、 NOTCHポ リ ペ プ チ ド に お け る EGF様 シ ス テ
イ ン リ ッ チ 反 復 配 列 （ 例 え ば 、 コ ン セ ン サ ス 配 列
　
　
を 含 む 配 列 ） の 水 酸 化 を 阻 害 す る 。 EGF様 シ ス テ イ ン リ ッ チ 反 復 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド
は 、 内 因 性 NOTCHの 水 酸 化 を ブ ロ ッ ク す る た め に 投 与 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
HAAHを 過 剰 発 現 す る 腫 瘍 の 増 殖 は ま た 、 イ ン ス リ ン レ セ プ タ ー 基 質 （ IRS） シ グ ナ ル 伝 達
経 路 を 介 す る シ グ ナ ル 伝 達 を 阻 害 す る 化 合 物 を 投 与 す る こ と に よ っ て 阻 害 さ れ る 。 好 ま し
く は 、 こ の 化 合 物 は 、 IRSリ ン 酸 化 を 阻 害 す る 。 例 え ば 、 こ の 化 合 物 は 、 配 列 番 号 ： 5の 残
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基 46、 465、 551、 612、 632、 662、 732、 941、 989、 ま た は 1012に 結 合 し 、 そ し て リ ン 酸 化
を 阻 害 す る ペ プ チ ド ま た は 非 ペ プ チ ド 化 合 物 で あ る 。 化 合 物 は 、 ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、
IRSリ ン 酸 化 部 位 （ 例 え ば 、 Glu／ Tyr部 位 ） を ブ ロ ッ ク す る ポ リ ペ プ チ ド ） を 包 含 す る 。
抗 体 （ 例 え ば 、 リ ン 酸 化 部 位 を 含 む IRSの カ ル ボ キ シ 末 端 ド メ イ ン に 結 合 す る 抗 体 ） は 、 I
RSリ ン 酸 化 を ブ ロ ッ ク し 、 そ し て 結 果 と し て こ の 経 路 に 沿 っ た シ グ ナ ル 伝 達 を ブ ロ ッ ク す
る 。 IRSリ ン 酸 化 の 阻 害 は 、 順 に 、 細 胞 増 殖 の 阻 害 に 至 る 。 IRSリ ン 酸 化 を 阻 害 す る 他 の 化
合 物 は 、 ビ タ ミ ン Dア ナ ロ グ EB1089お よ び ワ ー ト マ ニ ン （ Wortmannin） を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
HAAH過 剰 産 生 腫 瘍 細 胞 は 、 腫 瘍 細 胞 の 細 胞 内 お よ び 表 面 上 の 両 方 で HAAHを 発 現 す る こ と が
示 さ れ た 。 従 っ て 、 腫 瘍 細 胞 を 殺 傷 す る 方 法 は 、 こ の よ う な 腫 瘍 細 胞 を HAAH特 異 的 抗 体 に
連 結 さ れ た 細 胞 傷 害 剤 と 接 触 さ せ る こ と よ り 行 わ れ る 。 HAAH特 異 的 抗 体 （ 抗 体 フ ラ グ メ ン
ト 、 ま た は 細 胞 外 HAAHに 結 合 す る リ ガ ン ド ） は 、 腫 瘍 細 胞 の 表 面 に キ メ ラ 分 子 を 指 向 さ せ
、 こ の 細 胞 傷 害 剤 が 、 こ の 抗 体 が 結 合 さ れ る 腫 瘍 細 胞 を 損 傷 ま た は 殺 傷 さ せ る こ と を 可 能
に す る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 HAAHの エ ピ ト ー プ （ 例 え ば 、 細 胞 の 表 面 上 も し く は HAAH
の 触 媒 部 位 に 露 出 さ れ た エ ピ ト ー プ ） に 結 合 す る 。 細 胞 傷 害 性 組 成 物 は 、 非 腫 瘍 細 胞 に 比
較 し て 腫 瘍 細 胞 を 優 先 的 に 殺 傷 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
HAAHを 過 剰 発 現 す る 腫 瘍 の 増 殖 を 阻 害 す る 抗 腫 瘍 剤 を 同 定 す る た め の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法
も ま た 、 本 発 明 の 範 囲 内 に あ る 。 候 補 化 合 物 が HAAH酵 素 活 性 を 阻 害 す る か 否 か を 決 定 す る
た め に 使 用 さ れ る ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 以 下 の 工 程 を 包 含 す る ： （ a） HAAHポ リ ペ プ チ
ド （ 例 え ば 、 HAAHの カ ル ボ キ シ 末 端 触 媒 部 位 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド ） を 提 供 す る 工 程 ； （ b
） EGF様 ド メ イ ン を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 工 程 ； （ c） HAAHポ リ ペ プ チ ド ま た は EGF
様 ポ リ ペ プ チ ド を 、 候 補 化 合 物 と 接 触 さ せ る 工 程 ； お よ び （ d） 工 程 （ b） の EGF様 ポ リ ペ
プ チ ド の 水 酸 化 を 決 定 す る 工 程 。 候 補 化 合 物 の 存 在 下 で の こ の 化 合 物 の 不 在 下 に 比 較 し た
水 酸 化 の 減 少 は 、 こ の 化 合 物 が 、 NOTCHの よ う な タ ン パ ク 質 に お け る EGF様 ド メ イ ン の HAAH
水 酸 化 を 阻 害 す る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
NOTCHの HAAH活 性 化 を 阻 害 す る 抗 腫 瘍 剤 は 、 （ a） HAAHを 発 現 す る 細 胞 を 提 供 す る 工 程 ； （
b） こ の 細 胞 を 候 補 化 合 物 と 接 触 さ せ る 工 程 ； お よ び （ c） こ の 細 胞 の 核 へ の 活 性 化 NOTCH
の 転 移 を 測 定 す る 工 程 に よ っ て 同 定 さ れ る 。 転 移 は 、 NOTCHの 110kDa活 性 化 フ ラ グ メ ン ト
に 結 合 す る 抗 体 の よ う な 試 薬 を 使 用 す る こ と に よ っ て 測 定 さ れ る 。 候 補 化 合 物 の 存 在 下 で
の こ の 化 合 物 の 不 在 下 に 比 較 し た 転 移 の 減 少 は 、 こ の 化 合 物 が 、 NOTCHの HAAH活 性 化 を 阻
害 し 、 そ れ に よ り NOTCH媒 介 シ グ ナ ル 伝 達 お よ び HAAH過 剰 発 現 腫 瘍 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す る
こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
本 明 細 書 中 に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド お よ び ア ミ ノ 酸 比 較 は 、 Lasergeneソ フ ト ウ ェ ア パ ッ ケ
ー ジ （ DNASTAR， Inc.、 Madison、 WI） を 用 い て 実 施 さ れ た 。 使 用 さ れ る MegAlignモ ジ ュ ー
ル は 、 Clustal V方 法 （ Higginsら 、 1989、 CABIOS5（ 2） ： 151-153） で あ っ た 。 使 用 さ れ
る パ ラ メ ー タ ー は 、 ギ ャ ッ プ ペ ナ ル テ ィ ー 10、 ギ ャ ッ プ 長 さ ペ ナ ル テ ィ ー 10で あ っ た 。
【 ０ ０ ３ １ 】
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 標 準 的 な 技 術 （ 例 え ば 、 Ausubelら に 記 載 の 技 術 （ Current P
rotocols inMolecular Biology、 John Wiley＆ Sons、 1989） ） を 用 い て 実 施 さ れ る 。 「 高
い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 」 と は 、 高 温 お よ び 低 塩 濃 度 （ 例 え ば 、 0.1× SSCの 塩 濃 度 で 65℃ で
の 洗 浄 条 件 ） に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び 洗 浄 条 件 を い う
。 「 低 」 か ら 「 中 程 度 の 」 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー と は 、 低 温 お よ び 高 塩 濃 度 （ 例 え ば 、 1.0
× SSCの 塩 濃 度 で 60℃ 未 満 で の 洗 浄 条 件 ） に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る DNAハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン お よ び 洗 浄 条 件 を い う 。 例 え ば 、 高 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 は 、 50％ ホ ル ム ア ミ ド
の 存 在 下 の 42℃ で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ； 2× SSCお よ び 1％ SDSの 存 在 下 で の 65℃ で の
第 一 の 洗 浄 ； 続 い て 、 0.1％ × SSCの 存 在 下 で の 65℃ で の 第 二 の 洗 浄 を 包 含 す る 。 HAAH遺 伝
子 配 列 に 対 し て 約 50％ 配 列 同 一 性 を 有 す る DNA配 列 を 検 出 す る た め に 適 し た よ り 低 い ス ト
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リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 は 、 例 え ば 、 ホ ル ム ア ミ ド の 不 在 下 で の 約 42℃ で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン ； 42℃ 、 6× SSC、 お よ び 1％ SDSで の 第 一 の 洗 浄 ； な ら び に 50℃ 、 6× SSC、 お よ び 1
％ SDSで の 第 二 の 洗 浄 に よ っ て 検 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
本 発 明 の 他 の 特 徴 お よ び 利 点 は 、 以 下 の 好 ま し い 実 施 形 態 の 説 明 、 お よ び 特 許 請 求 の 範 囲
か ら 明 ら か で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
（ 詳 細 な 説 明 ）
HAAHは 、 コ ラ ー ゲ ン 生 合 成 に お い て 鍵 と な る 役 割 を 演 じ る プ ロ リ ル お よ び リ ジ ル ヒ ド ロ キ
シ ラ ー ゼ の （ α -ケ ト グ ル タ ル 酸 依 存 性 ジ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ フ ァ ミ リ ー に 属 す る タ ン パ ク 質
で あ る 。 こ の 分 子 は 、 第 一 鉄 の 鉄 の 存 在 下 で い く つ か の タ ン パ ク 質 の EGF様 ド メ イ ン に お
け る ア ス パ ラ ギ ン 酸 ま た は ア ス パ ラ ギ ン 残 基 を 水 酸 化 す る 。 こ れ ら の EGF様 ド メ イ ン は 、
保 存 さ れ た モ チ ー フ を 含 む 。 こ の モ チ ー フ は 、 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 凝 固 因 子 、 細 胞 外 細
胞 間 質 タ ン パ ク 質 、 LDLレ セ プ タ ー 、 NOTCHホ モ ロ グ 、 ま た は NOTCHリ ガ ン ド ホ モ ロ グ ） に
お け る 反 復 配 列 を 形 成 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
α -ケ ト グ ル タ ル 酸 依 存 性 ジ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ で あ る ア ス パ ル チ ル （ ア ス パ ラ ギ ニ ル ） β -ヒ
ド ロ キ シ ラ ー ゼ （ AAH） は 、 種 々 の タ ン パ ク 質 の EGF様 ド メ イ ン に お け る 1つ の ア ス パ ラ ギ
ン 酸 ま た は ア ス パ ラ ギ ン 残 基 を 特 異 的 に 水 酸 化 す る 。 ヒ ト AspH（ hAspH） を コ ー ド す る 4.3
kb cDNAは 、 形 質 転 換 細 胞 に お け る 2.6kbお よ び 4.3kb転 写 物 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 そ し て
よ り 大 き な 転 写 物 の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 約 85kDaの タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。 イ ン ビ ボ
で の 転 写 お よ び 翻 訳 、 な ら び に ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 の 両 方 と も 、 触 媒 性 C末 端 の 翻 訳
後 切 断 か ら 生 じ 得 る 56kDaタ ン パ ク 質 も ま た 示 す 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
AAHの 生 理 的 機 能 は 、 ビ タ ミ ン K依 存 性 凝 血 タ ン パ ク 質 に お け る ア ス パ ラ ギ ン 酸 の 翻 訳 後 β
水 酸 化 で あ る 。 し か し な が ら 、 い く つ か の 悪 性 新 生 物 に お け る AAHの 豊 富 な 発 現 、 お よ び
多 く の 正 常 細 胞 に お け る 低 い レ ベ ル の AAHは 、 悪 性 に お け る こ の 酵 素 の 役 割 を 示 す 。 AAH遺
伝 子 は ま た 、 栄 養 膜 細 胞 層 に お い て 高 度 に 発 現 さ れ る が 、 胎 盤 の 合 胞 体 栄 養 細 胞 層 に お い
て は あ ま り 発 現 さ れ な い 。 栄 養 膜 細 胞 層 は 、 胎 盤 移 植 を 媒 介 す る 侵 襲 性 細 胞 で あ る 。 ヒ ト
胆 管 癌 、 肝 細 胞 癌 、 結 腸 癌 、 お よ び 乳 癌 に お け る AAH発 現 レ ベ ル の 増 大 は 、 侵 襲 性 ま た は
転 移 性 の 病 変 に 主 に 関 連 し た 。 さ ら に 、 AAHの 過 剰 発 現 は 、 DNA合 成 の 増 大 お よ び 細 胞 増 殖
を 厳 密 に は 反 映 し な い 。 な ぜ な ら 、 高 レ ベ ル の AAH免 疫 反 応 性 が 100％ の 胆 管 癌 に お い て 観
察 さ れ た が 、 胆 管 の 再 生 ま た は 非 新 生 物 性 増 殖 と 関 連 し た ヒ ト ま た は 実 験 的 疾 患 プ ロ セ ス
に お い て は そ う で は な か っ た か ら で あ る 。 AAH過 剰 発 現 お よ び 付 随 す る 高 レ ベ ル の β ヒ ド
ロ キ シ ラ ー ゼ 活 性 は 、 形 質 転 換 新 生 物 細 胞 の 侵 襲 性 増 殖 に 至 る 。 HAAH発 現 の 増 大 の 検 出 は
、 遺 伝 子 産 物 を 過 剰 発 現 す る と し て 特 徴 付 け ら れ て い る 癌 タ イ プ の 早 期 か つ 信 頼 性 あ る 診
断 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
（ 悪 性 腫 瘍 の 診 断 ）
HAAHは 、 正 常 非 癌 性 細 胞 に 比 較 し て 、 内 胚 葉 起 源 の 多 く の 腫 瘍 お よ び CNS腫 瘍 の 少 な く と
も 95％ に お い て 過 剰 発 現 さ れ る 。 患 者 由 来 組 織 試 料 （ 例 え ば 、 固 体 組 織 ま た は 体 液 ） に お
け る HAAH遺 伝 子 産 物 の 増 大 は 、 標 準 的 な 方 法 （ 例 え ば 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト ア ッ セ イ 、 ま
た は ELISAの よ う な 定 量 ア ッ セ イ に よ っ て ） を 用 い て 実 施 さ れ る 。 例 え ば 、 HAA特 異 的 抗 体
を 用 い る 標 準 的 な 競 合 ELISAフ ォ ー マ ッ ト が 、 患 者 HAAHレ ベ ル を 定 量 す る た め に 使 用 さ れ
る 。 あ る い は 、 捕 捉 抗 体 と し て 第 一 の 抗 体 お よ び 検 出 抗 体 と し て 第 二 の HAAH特 異 的 抗 体 を
用 い る サ ン ド イ ッ チ ELISAが 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
HAAHを 検 出 す る 方 法 は 、 体 液 の 成 分 を 固 体 基 材 （ 例 え ば 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 、 ビ
ー ズ 、 デ ィ ッ プ ス テ ィ ッ ク ） に 結 合 さ れ た HAAH特 異 的 抗 体 と 接 触 さ せ る 工 程 を 包 含 す る 。
例 え ば 、 こ の 固 体 基 材 は 、 体 液 の 患 者 由 来 試 料 中 に 浸 漬 さ れ 、 洗 浄 さ れ 、 そ し て こ の 固 体
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基 材 は 、 試 薬 と 接 触 さ れ て 、 こ の 固 体 基 材 に 存 在 す る 免 疫 複 合 体 の 存 在 を 検 出 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
試 験 試 料 に お け る タ ン パ ク 質 は 、 固 体 基 材 上 に 固 定 化 さ れ る （ 例 え ば 、 結 合 さ れ る ） 。 タ
ン パ ク 質 を 固 体 基 材 に 共 有 結 合 的 ま た は 非 共 有 結 合 的 に 結 合 す る た め の 方 法 お よ び 手 段 は
、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ る 。 固 体 表 面 の 性 質 は 、 ア ッ セ イ フ ォ ー マ ッ ト に 依 存 し て
変 動 し 得 る 。 マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ ェ ル に お い て 実 施 さ れ る ア ッ セ イ に つ い て は 、 固 体 表 面
は 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ ェ ル ま た は カ ッ プ の 壁 で あ る 。 ビ ー ズ を 用 い る ア ッ セ イ に つ い て
は 、 固 体 表 面 は 、 ビ ー ズ の 表 面 で あ る 。 デ ィ ッ プ ス テ ィ ッ ク （ す な わ ち 、 繊 維 ま た は 紙 の
よ う な 有 孔 性 ま た は 繊 維 性 材 料 か ら 作 製 さ れ た 固 形 物 ） を 用 い る ア ッ セ イ に お い て は 、 こ
の 表 面 は 、 デ ィ ッ プ ス テ ィ ッ ク が 作 製 さ れ た 材 料 の 表 面 で あ る 。 有 用 な 固 体 支 持 体 の 例 は
、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス （ 例 え ば 、 メ ン ブ レ ン ま た は マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ ェ ル 形 態 で ） 、 ポ リ
塩 化 ビ ニ ル （ 例 え ば 、 シ ー ト ま た は マ ク ロ タ イ タ ー ウ ェ ル ） 、 ポ リ ス チ レ ン ラ テ ッ ク ス （
例 え ば 、 ビ ー ズ ま た は マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト ） 、 ポ リ ビ ニ リ ジ ン フ ル オ ラ イ ド （ IMMU
LON（ 商 標 ） と し て 公 知 ） 、 ジ ア ゾ 化 紙 、 ナ イ ロ ン メ ン ブ レ ン 、 活 性 化 ビ ー ズ 、 お よ び プ
ロ テ イ ン Aビ ー ズ を 包 含 す る 。 抗 体 を 含 む 体 支 持 体 は 、 代 表 的 に は 、 試 験 試 料 と の 接 触 後
、 そ し て 結 合 さ れ た 免 疫 複 合 体 の 検 出 前 に 洗 浄 さ れ る 。 試 験 試 料 と の 抗 体 の イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン 後 、 検 出 可 能 標 識 に よ る 免 疫 複 合 体 の 検 出 が 行 わ れ る 。 例 え ば 、 こ の 標 識 は 、 酵 素
、 蛍 光 、 化 学 発 光 、 放 射 能 、 ま た は 染 料 で あ る 。 免 疫 複 合 体 か ら の シ グ ナ ル を 増 幅 す る ア
ッ セ イ も ま た 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ り 、 こ の よ う な ア ッ セ イ と し て 、 例 え ば 、 ビ オ
チ ン お よ び ア ビ ジ ン を 利 用 す る ア ッ セ イ が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
HAAH検 出 試 薬 （ 例 え ば 、 抗 体 ） は 、 キ ッ ト の 形 態 で パ ッ ケ ー ジ ン グ さ れ る 。 こ れ は 、 1つ
以 上 の HAAH特 異 的 抗 体 、 コ ン ト ロ ー ル 処 方 物 （ 陽 性 お よ び ／ ま た は 陰 性 ） 、 お よ び ／ ま た
は 検 出 可 能 標 識 を 含 む 。 ア ッ セ イ は 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 標 準 的 な 2抗 体 サ ン ド イ
ッ チ ア ッ セ イ フ ォ ー マ ッ ト の 形 態 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
（ HAAH特 異 的 抗 体 の 産 生 ）
抗 HAAH抗 体 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 の 技 術 に よ っ て 得 ら れ た 。 こ の よ う な 抗 体 は 、 ポ
リ ク ロ ー ナ ル ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル で あ る 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 標 準 的 な 方 法 （ 例 え
ば 、 Ghoseら 、 Methods in Enzymology、  Vol. 93、  326-327、 1983に 記 載 の 方 法 に よ り ）
を 用 い て 得 ら れ た 。 HAAHポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ れ ら の 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト は 、 ウ サ ギ 、
ヤ ギ 、 ヒ ツ ジ 、 ま た は げ っ 歯 類 の 抗 血 清 に お い て ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生 を 刺 激 す る た
め の 免 疫 原 と し て 使 用 さ れ た 。 免 疫 原 と し て 有 用 な ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 の 両 方 の 産 生 の た め の 抗 原 性 ポ リ ペ プ チ ド は 、 HAAH触 媒 ド メ イ ン を 含 む ポ リ ペ プ
チ ド を 包 含 す る 。 例 え ば 、 免 疫 原 性 ポ リ ペ プ チ ド は 、 全 長 成 熟 HAAHタ ン パ ク 質 ま た は カ ル
ボ キ シ 末 端 触 媒 ド メ イ ン を 含 む HAAHフ ラ グ メ ン ト （ 例 え ば 、 配 列 番 号 ： 2の Hisモ チ ー フ を
含 む HAAHポ リ ペ プ チ ド ） で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
本 明 細 書 中 に 開 示 し た 抗 体 と 同 じ エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 抗 体 は 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 標 準
的 な 方 法 （ 例 え ば 、 競 合 結 合 ア ッ セ イ ） を 用 い て 同 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 標 準 的 な 技 術 に よ っ て 得 ら れ た 。 10μ gの 精 製 組 換 え HAAHポ リ ペ
プ チ ド は 、 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト 中 で マ ウ ス に 腹 腔 内 投 与 さ れ 、 次 い で 最 初 の 接 種
の 3～ 5ヶ 月 後 に 、 静 脈 内 で （ 尾 静 脈 に ） ブ ー ス ト を 1回 行 っ た 。 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ
は 、 標 準 的 な 方 法 を 用 い て 作 製 さ れ た 。 HAAHポ リ ペ プ チ ド に つ い て 高 度 に 特 異 的 で あ る 抗
体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 同 定 す る た め に 、 ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 免 疫 に 使 用 し た 同 じ
ポ リ ペ プ チ ド 免 疫 原 を 用 い て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ た 。 HAAH結 合 活 性 を 有 す る と し て 同 定 さ
れ た 抗 体 は ま た 、 以 下 に 記 載 の 酵 素 ア ッ セ イ を 使 用 し て HAAH触 媒 活 性 を 阻 害 す る 能 力 に つ
い て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。 好 ま し く は 、 こ の 抗 体 は 、 少 な く と も 約 10 8 リ ッ ト ル ／ molの
結 合 親 和 力 お よ び よ り 好 ま し く は 、 少 な く と も 約 10 9 リ ッ ト ル ／ molの 親 和 力 を 有 す る 。
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【 ０ ０ ４ ３ 】
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 方 法 に よ っ て ヒ ト 化 さ れ る 。 例 え ば 、
所 望 の 結 合 特 異 性 を 有 す る MAbは 、 商 業 的 に ヒ ト 化 さ れ 得 る （ Scotgene、 Scotland； Oxfor
d Molecular、 Palo Alto、 CA） 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
HAAH特 異 的 イ ン ト ラ ボ デ ィ は 、 以 下 の よ う に し て 産 生 さ れ る 。 適 切 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ の 同 定 後 、 抗 体 を コ ー ド す る DNAが ク ロ ー ニ ン グ さ れ る 。 単 鎖 H
AAH特 異 的 抗 体 を コ ー ド す る DNA（ こ こ で 、 重 鎖 お よ び 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン が フ レ キ シ ブ ル な
リ ン カ ー ペ プ チ ド に よ っ て 分 離 さ れ る ） が 、 公 知 の 方 法 （ 例 え ば 、 Marascoら 、 1993、 Pro
c. Natl. Acad. Sci. USA90： 7889-7893お よ び Marascoら 、 1997、 Gene Therapy4： 11-15
） を 用 い て 発 現 ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ さ れ る 。 こ の よ う な 構 築 物 は 、 例 え ば 、 抗 体 の 細
胞 内 産 生 の た め の 標 準 的 な 遺 伝 子 送 達 技 術 を 用 い て 、 細 胞 に 導 入 さ れ る 。 細 胞 内 抗 体 （ す
な わ ち 、 イ ン ト ラ ボ デ ィ （ intrabody） ） が 、 HAAHに よ る シ グ ナ ル 伝 達 を 阻 害 す る た め に
使 用 さ れ る 。 HAAHの カ ル ボ キ シ 末 端 触 媒 ド メ イ ン に 結 合 す る イ ン ト ラ ボ デ ィ は 、 EGF様 標
的 配 列 を 水 酸 化 す る HAAHの 能 力 を 阻 害 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
腫 瘍 細 胞 の 表 面 で HAAHの 細 胞 表 面 露 出 エ ピ ト ー プ に 結 合 す る HAAH特 異 的 抗 体 （ ま た は そ の
フ ラ グ メ ン ト ） を 連 結 す る 方 法 は 、 公 知 の 方 法 を 用 い て 、 公 知 の 細 胞 傷 害 剤 （ 例 え ば 、 リ
シ ン ま た は ジ フ テ リ ア 毒 素 ） に 連 結 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
（ 生 体 材 料 の 寄 託 ）
特 許 手 続 き 上 の 微 生 物 寄 託 の 国 際 的 承 認 に 関 す る ブ ダ ペ ス ト 条 約 の 条 項 に 従 っ て 、 ハ イ ブ
リ ド ー マ FB501（ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 FB50を 産 生 す る ） 、 ハ イ ブ リ ド ー マ HA386A（ モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 86Aを 産 生 す る ） 、 ハ イ ブ リ ド ー マ HA15C7A（ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 5C7を 産 生
す る ） 、 お よ び ハ イ ブ リ ド ー マ HA219B（ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 19Bを 産 生 す る ） を 、 2001年 5
月 17日 に ア メ リ カ ン タ イ プ カ ル チ ャ ー コ レ ク シ ョ ン （ ATCC） 、 10801、 ブ ー ル バ ー ド 大 学
、 Manassas、 Va． 20110-2209、 米 国 に 寄 託 し た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
出 願 人 の 代 理 人 は 、 特 許 が 付 与 さ れ た 場 合 、 ATCCは 、 永 続 的 な 寄 託 お よ び 公 的 に 容 易 な 利
用 可 能 性 を 提 供 す る 寄 託 機 関 で あ る と 説 明 し て い る 。 こ の よ う に し て 寄 託 し た 材 料 の 公 的
利 用 可 能 性 に 対 す る 全 て の 制 限 は 、 特 許 付 与 時 に 決 定 的 に 取 り 除 か れ る 。 こ の 材 料 は 、 米
国 特 許 法 施 行 規 則 1.14お よ び 米 国 特 許 法 第 122条 の 下 で 権 限 を 有 す る 特 許 庁 長 官 に よ っ て
決 定 さ れ た 者 は 特 許 出 願 の 係 属 中 に 利 用 可 能 で あ る 。 寄 託 さ れ た 材 料 は 、 寄 託 さ れ た プ ラ
ス ミ ド 試 料 の 最 近 の 提 供 請 求 後 少 な く と も 5年 間 、 な ら び に い か な る 場 合 で も 、 寄 託 日 か
ら 少 な く と も 30年 間 ま た は 特 許 有 効 期 間 の い ず れ か 長 期 の 方 で 、 生 存 お よ び 非 汚 染 状 態 の
維 持 に 必 要 な 全 て の 対 処 を 行 っ て 保 存 さ れ る 。 出 願 人 の 代 理 人 は 、 要 求 し た 際 に 、 寄 託 条
件 が 原 因 で 寄 託 機 関 が 試 料 を 提 供 す る こ と が で き な い 場 合 に 、 寄 託 物 を 交 換 す る 義 務 を 承
認 す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
（ 悪 性 腫 瘍 を 処 置 す る 方 法 ）
HAAHを 過 剰 発 現 す る と し て 特 徴 付 け ら れ た 腫 瘍 （ 例 え ば 、 内 胚 葉 起 源 の 腫 瘍 ま た は CNS腫
瘍 ） を 有 す る 患 者 は 、 HAAHア ン チ セ ン ス 核 酸 を 投 与 す る こ と に よ っ て 処 置 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
ア ン チ セ ン ス 療 法 は 、 肝 細 胞 癌 、 胆 管 癌 、 神 経 膠 芽 細 胞 腫 、 お よ び 神 経 芽 細 胞 腫 を 罹 患 す
る 患 者 に お い て HAAHの 発 現 を 阻 害 す る た め に 使 用 さ れ る 。 例 え ば 、 HAAHア ン チ セ ン ス 鎖 （
RNAま た は DNAの い ず れ か ） は 、 mRNA転 写 物 に 結 合 し 得 る 形 態 で 細 胞 に 直 接 的 に 導 入 さ れ る
。 あ る い は 、 一 旦 標 的 細 胞 内 に あ る と 、 適 切 な ア ン チ セ ン ス mRNAに 転 写 さ れ る 配 列 を 含 む
ベ ク タ ー が 、 投 与 さ れ 得 る 。 標 的 mRNAに ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 、 通 常 一
本 鎖 の mRNA転 写 物 と 会 合 し 、 そ れ に よ り 翻 訳 お よ び 従 っ て タ ン パ ク 質 の 発 現 を 妨 害 す る こ
と に よ り 、 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 産 物 の 産 生 を 減 少 ま た は 阻 害 す る 。 例
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え ば 、 プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 組 織 特 異 的 ま た は 腫 瘍 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー ） を 含 む DNAは
、 DNA配 列 （ ア ン チ セ ン ス テ ン プ レ ー ト ） （ こ れ は 、 ア ン チ セ ン ス RNAに 転 写 さ れ る ） に 作
動 可 能 に 連 結 さ れ る 。 「 作 動 可 能 に 連 結 さ れ る 」 と は 、 コ ー ド 配 列 お よ び 調 節 配 列 （ す な
わ ち 、 プ ロ モ ー タ ー ） が 、 適 切 な 分 子 （ 例 え ば 、 転 写 活 性 化 タ ン パ ク 質 ） が 調 節 配 列 に 結
合 さ れ た と き に 遺 伝 子 発 現 を 可 能 に す る よ う に 接 続 さ れ る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
HAAH mRNAの 種 々 の 部 分 に 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 標 準 的 な 方 法 に 従 っ て 、 腫 瘍
細 胞 に お け る HAAHの 産 生 を 減 少 さ せ る そ の 能 力 に つ い て 、 イ ン ビ ト ロ で 試 験 さ れ た （ 例 え
ば 、 FOCUS肝 細 胞 癌 （ HCC） 細 胞 株 を 用 い て ） 。 候 補 ア ン チ セ ン ス 組 成 物 と 接 触 さ れ た 細 胞
に お い て HAAH遺 伝 子 産 物 の 、 候 補 組 成 物 の 不 在 下 で 培 養 さ れ た 細 胞 に 比 較 し た 減 少 は 、 HA
AH特 異 的 抗 体 ま た は 他 の 検 出 戦 略 を 用 い て 検 出 さ れ る 。 イ ン ビ ト ロ で の 細 胞 に 基 づ く ア ッ
セ イ ま た は 無 細 胞 ア ッ セ イ に お い て HAAHの 産 生 を 減 少 さ せ る 配 列 は 、 次 い で 、 悪 性 新 生 物
を 有 す る 動 物 に お け る HAAH産 生 の 減 少 を 確 認 す る た め に 、 ラ ッ ト ま た は マ ウ ス に お い て イ
ン ビ ボ で 試 験 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
ア ン チ セ ン ス 療 法 は 、 標 準 的 な ベ ク タ ー お よ び ／ ま た は 遺 伝 子 送 達 系 に よ っ て ア ン チ セ ン
ス 核 酸 を 患 者 に 投 与 す る こ と に よ っ て 実 施 さ れ る 。 適 切 な 遺 伝 子 送 達 系 は 、 リ ポ ソ ー ム 、
レ セ プ タ ー 媒 介 送 達 系 、 裸 の DNA、 お よ び ウ イ ル ス ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 と り わ け 、 ヘ ル ペ
ス ウ イ ル ス 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 お よ び ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス ） を 包 含 し 得
る 。 HAAH産 生 の 減 少 は 、 IRSシ グ ナ ル 伝 達 経 路 を 介 す る シ グ ナ ル 伝 達 の 減 少 を 生 じ る 。 治
療 用 核 酸 組 成 物 は 、 薬 学 的 に 受 容 可 能 な キ ャ リ ア に お い て 処 方 さ れ る 。 治 療 用 組 成 物 は ま
た 、 上 記 の よ う な 遺 伝 子 送 達 系 を 含 み 得 る 。 薬 学 的 に 受 容 可 能 な キ ャ リ ア は 、 動 物 へ の 投
与 の た め に 適 切 な 生 物 学 的 に 適 合 性 の ビ ヒ ク ル で あ る ： 例 え ば 、 生 理 食 塩 水 。 化 合 物 の 療
有 効 量 は 、 医 学 的 に 所 望 と さ れ る 結 果 （ 例 え ば 、 HAAH遺 伝 子 産 物 の 産 生 の 減 少 ま た は 処 置
動 物 に お け る 腫 瘍 増 殖 の 減 少 ） を 生 じ 得 る 量 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
非 経 口 投 与 （ 例 え ば 、 静 脈 内 、 皮 下 、 筋 内 、 お よ び 腹 腔 内 送 達 経 路 ） は 、 核 酸 ま た は HAAH
阻 害 ペ プ チ ド ま た は 非 ペ プ チ ド 化 合 物 を 送 達 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 CNS腫 瘍 の 処 置 の
た め に 、 脳 脊 髄 液 へ の 直 接 注 入 が 有 用 で あ る 。 血 液 脳 関 門 は 、 癌 患 者 に お い て 補 償 さ れ 得
、 全 身 的 に 投 与 さ れ た 薬 物 が 関 門 を 通 っ て CNSに 通 過 す る こ と を 可 能 に す る 。 治 療 用 化 合
物 の リ ポ ソ ー ム 処 方 物 も ま た 、 血 液 脳 関 門 の 通 過 を 促 進 し 得 る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
任 意 の 一 患 者 の た め の 投 与 量 は 、 多 く の 要 因 （ 患 者 の 大 き さ 、 体 表 面 積 、 年 齢 、 投 与 さ れ
る 特 定 の 核 酸 、 性 、 投 与 時 間 お よ び 経 路 、 全 体 的 な 健 康 、 お よ び 同 時 に 投 与 さ れ る 他 の 薬
物 を 含 む ） に 依 存 す る 。 核 酸 の 静 脈 内 投 与 の た め の 投 与 量 は 、 お よ そ 10 6 ～ 10 2 2 コ ピ ー の
核 酸 分 子 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
リ ボ ザ イ ム 療 法 も ま た 、 癌 患 者 に お い て HAAH遺 伝 子 発 現 を 阻 害 す る た め に 使 用 さ れ る 。 リ
ボ ザ イ ム は 、 特 異 的 mRNAに 結 合 し 、 次 い で そ れ を 予 め 決 定 さ れ た 切 断 点 で 切 断 し 、 そ れ に
よ っ て 転 写 物 を 破 壊 す る 。 こ れ ら の RNA分 子 は 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 方 法 に 従 っ て 、 HAAH
遺 伝 子 の 発 現 を 阻 害 す る た め に 使 用 さ れ る （ Sullivanら 、 1994、 J. Invest. Derm. 103：
85S-89S； Czubaykoら 、 1994、 J. Biol. Chem. 269： 21358-21363； Mahieuら 、 1994、 Bloo
d 84： 3758-65； Kobayashiら 、 1994、  CancerRes. 54： 1271-1275） 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
（ HAAH特 異 的 抗 体 は 腫 瘍 細 胞 成 長 を 阻 害 す る ）
HAAH特 異 的 抗 体 は 、 培 養 に お い て 腫 瘍 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す る 。 2つ の 異 な る HAAH特 異 的 抗
体 FB-50お よ び 5C7を 試 験 し た 。 腫 瘍 細 胞 （ 肝 細 胞 癌 細 胞 株 、 肺 癌 細 胞 株 、 お よ び 乳 癌 細 胞
株 ） を 、 96ウ ェ ル プ レ ー ト に 播 種 し 、 種 々 の 濃 度 の 抗 体 と 共 に 48時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。 細 胞 を 、 ア セ ト ン で 固 定 し た 。 細 胞 成 長 を 、 ス ル ホ ロ ー ダ ミ ン B色 素 結 合 ア ッ セ イ 法 を
使 用 し て モ ニ タ ー し た 。 デ ー タ は 、 FB50の 存 在 下 で は 、 非 存 在 下 と 比 較 し て 細 胞 の 生 存 能
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力 お よ び 増 殖 が 減 少 し た こ と を 示 し た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
（ 受 動 免 疫 化 ）
本 明 細 書 中 に 記 載 の HAAH特 異 的 抗 体 を 使 用 し て 、 腫 瘍 細 胞 の 成 長 を 阻 害 す る か 、 ま た は 腫
瘍 細 胞 を 死 滅 さ せ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
精 製 抗 体 調 製 物 （ 例 え ば 、 精 製 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 、 ま た は 単 鎖 抗 体
） を 、 腫 瘍 ま た は 腫 瘍 発 症 の 危 険 性 を 診 断 す る 患 者 に 投 与 す る 。 受 動 免 疫 化 分 野 で 公 知 の
方 法 （ 例 え ば 、 静 脈 内 注 射 ま た は 筋 肉 内 注 射 ） を 使 用 し て 、 抗 体 調 製 物 を 投 与 す る 。 本 明
細 書 中 に 記 載 の 方 法 で 使 用 し た 抗 体 を 、 生 理 学 的 に 許 容 さ れ る 賦 形 剤 中 で 処 方 す る 。 こ の
よ う な 賦 形 剤 （ 例 え ば 、 生 理 食 塩 水 ） は 、 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
抗 体 は 、 好 ま し く は 、 高 親 和 性 抗 体 （ 例 え ば 、 IgGク ラ ス 抗 体 ） ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト
も し く は 単 鎖 抗 体 で あ る 。 ま た は 、 抗 体 は IgMイ ソ 型 で あ る 。 抗 体 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 （ 例 え ば 、 マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 も し く は そ の フ ラ グ メ ン ト 、 ま た は ヒ ト 化 さ れ た
マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ） で あ る 。 抗 体 は 、 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 所 与 の モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 親 和 性 を 、 公 知 の 方 法 （ 例 え ば 、 亢 進 す る 結 合 能 力 に つ い て の 選 択 ）
を 使 用 し て さ ら に 増 大 さ せ る （ 例 え ば 、 Boderら 、 2000、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA、 9
7： 10701か ら 10705に 記 載 の 方 法 に よ る ） 。 選 択 的 に 、 抗 体 、 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 、 ま た は
高 親 和 性 単 鎖 抗 体 を 、 投 与 前 に 有 毒 部 分 に 連 結 す る 。 連 結 に 適 切 な 有 毒 部 分 に は 、 リ シ ン
、 シ ュ ー ド モ ナ ス 毒 素 、 ジ フ テ リ ア 毒 素 、 な ら び に 当 技 術 分 野 で 公 知 の 放 射 性 同 位 元 素 お
よ び 化 学 療 法 剤 が 含 ま れ る 。 こ の よ う な 抗 体 毒 素 は 、 腫 瘍 細 胞 へ の 結 合 時 ま た は 腫 瘍 細 胞
の 細 胞 質 へ の 内 在 化 時 に 、 腫 瘍 細 胞 を 損 傷 す る か ま た は 死 滅 さ せ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
抗 体 調 製 物 ま た は 抗 体 -毒 素 調 製 物 を 、 約 0.01～ 2mL／ kg体 重 の 用 量 で 投 与 す る 。 処 置 個 体
の 腫 瘍 負 荷 を 減 少 さ せ る た め に 、 必 要 に 応 じ て 投 与 量 を 毎 週 ま た は 毎 月 再 投 与 す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
（ 能 動 免 疫 化 ）
能 動 ワ ク チ ン 接 種 は 、 動 物 を 抗 原 に 応 答 す る よ う に 誘 導 す る プ ロ セ ス で あ る 。 ワ ク チ ン 接
種 中 に 、 抗 原 を 認 識 す る 細 胞 （ B細 胞 ま た は 細 胞 障 害 性 T細 胞 ） を ク ロ ー ン と し て 増 殖 さ せ
る 。 さ ら に 、 抗 原 に 特 異 的 な ヘ ル パ ー T細 胞 集 団 も 増 加 す る 。 ワ ク チ ン 接 種 は ま た 、 抗 原
を 処 理 し 、 こ れ を 2つ の 経 路 の う ち の 1つ を 刺 激 す る こ と が で き る 形 態 に 提 示 す る こ と が で
き る 、 特 殊 化 抗 原 提 示 細 胞 を 含 む 。 抗 原 認 識 後 の 免 疫 細 胞 の 拡 大 お よ び 活 性 化 に よ り 、 抗
原 特 異 的 抗 原 が 産 生 さ れ 、 抗 原 特 異 的 細 胞 性 免 疫 応 答 が 起 こ る 。 免 疫 化 前 の レ ベ ル と 比 較
し た 免 疫 化 個 体 の 血 清 中 の HAAH特 異 的 抗 体 の 力 価 レ ベ ル の 増 加 に よ っ て 、 免 疫 化 の 成 功 が
示 さ れ る 。 好 ま し く は 、 HAAH特 異 的 抗 体 の 力 価 は 、 免 疫 化 前 よ り も 少 な く と も 10％ 、 よ り
好 ま し く は 少 な く と も 50％ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 100％ 、 お よ び 最 も 好 ま し く は 200
％ 高 い 。
【 ０ ０ ６ １ 】
個 体 を 、 AAH（ 例 え ば 、 HAAH） ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド で 免 疫 化 す る 。 例 え ば 、 ヒ ト 患 者 を 、 52kDaの 全 長 HAAHで 免 疫 化 す る 。 免 疫 化 ポ リ ペ プ
チ ド の 免 疫 原 性 を 増 強 す る た め に 、 標 準 的 な ア ジ ュ バ ン ト 製 剤 を 同 時 投 与 し て も よ い 。 ま
た は 、 よ り 短 い ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 HAAHの 免 疫 原 性 フ ラ グ メ ン ト ） を 使 用 す る 。 例 え
ば 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 HAAHの 細 胞 外 触 媒 ド メ イ ン （ 例 え ば 、 配 列 番 号 ： 2の ア ミ ノ 酸 650～
700） を 含 む 。 HAAHの 他 の 免 疫 原 性 フ ラ グ メ ン ト に は 、 α ケ ト グ ル タ ル 酸 の 結 合 部 位 を 含
む フ ラ グ メ ン ト 、 α ケ ト グ ル タ ル 酸 の 結 合 部 位 を 欠 く フ ラ グ メ ン ト 、 カ ル シ ウ ム 結 合 部 位
を 含 む フ ラ グ メ ン ト 、 お よ び EGF様 ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 部 位 を 欠 く フ ラ グ メ ン ト が 含 ま れ
る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
（ DNAワ ク チ ン ）
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ペ プ チ ド 抗 原 を 使 用 し た 標 準 的 な 能 動 ワ ク チ ン 接 種 に 加 え て 、 DNAワ ク チ ン 接 種 を 使 用 し
て 、 HAAH、 同 様 に HAAHを 過 剰 発 現 す る 腫 瘍 細 胞 に 対 す る 免 疫 応 答 を 起 こ す 。 悪 性 細 胞 上 で
HAAHが 過 剰 発 現 さ れ る に も か か わ ら ず 、 腫 瘍 細 胞 は 抗 原 提 示 の た め の 適 切 な ア ク セ サ リ ー
分 子 を 欠 く の で 、 患 者 は 有 効 な 免 疫 応 答 を 起 こ さ な い 。 本 明 細 書 中 に 記 載 の DNAワ ク チ ン
に よ り 、 HAAH（ お よ び 細 胞 表 面 上 に HAAHを 発 現 す る 細 胞 ） に 特 異 的 な 体 液 性 お よ び 細 胞 性
免 疫 が 生 じ る 。 例 え ば 、 免 疫 化 個 体 で は HAAH特 異 的 抗 体 が 産 生 さ れ る だ け で な く 、 HAAH特
異 的 細 胞 傷 害 性 T細 胞 が 生 成 さ れ る 。 HAAH特 異 的 細 胞 傷 害 性 T細 胞 は 腫 瘍 細 胞 を 死 滅 さ せ る
の で 、 免 疫 化 個 体 の 腫 瘍 負 荷 が 低 減 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
AAHポ リ ペ プ チ ド （ 全 長 ま た は AAHの 免 疫 原 性 フ ラ グ メ ン ト ） を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド を 、 公 知 の 方 法 （ 例 え ば 、 微 粒 子 銃 ま た は 針 に よ る 直 接 注 入 ） に よ っ て 個 体 に 移 入 す る
。 典 型 的 に は 、 抗 原 （ ま た は 抗 原 を コ ー ド す る DNA） は 、 筋 肉 内 に 送 達 さ れ る 。 抗 原 は ま
た 、 他 の 組 織 （ 例 え ば 、 腫 瘍 部 位 ） に 直 接 注 入 さ れ る 。 注 入 点 で 細 胞 は DNAを 取 り 込 む 。
細 胞 は タ ン パ ク 質 を 産 生 し 、 タ ン パ ク 質 は 免 疫 化 個 体 の 免 疫 系 を 刺 激 し 、 そ れ に よ り 例 え
ば HAAH特 異 的 抗 体 が 産 生 さ れ る 。 細 胞 性 免 疫 （ 例 え ば 、 細 胞 傷 害 性 T細 胞 ） も ま た 生 成 さ
れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
有 効 な DNAま た は mRNAの 投 与 量 は 、 一 般 に 、 約 0.05μ g／ kg体 重 ～ 約 50mg／ kg体 重 、 通 常 、
約 0.005～ 5mg／ kg体 重 （ 例 え ば 、 0.5～ 5mg／ kg） の 範 囲 で あ る 。 投 与 す べ き DNAは 、 裸 （
ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 促 進 物 質 の 非 存 在 下 ） で あ る か 、 ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 細 胞 取
り 込 み を 増 強 す る 化 合 物 （ 例 え ば 、 荷 電 脂 質 、 脂 質 複 合 体 、 ま た は リ ポ ソ ー ム ） と 組 み 合
わ さ れ る 。 例 え ば 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 Lipofectin（ 商 標 ） ま た は CaPO 4 な ど の 沈 殿 剤
と と も に 投 与 す る 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 細 胞 （ 例 え ば 、 非 増 殖 筋 細 胞 ） は 、 少 な く
と も 1ヶ 月 か ら 数 ヶ 月 （ 例 え ば 、 3～ 6ヶ 月 ） に わ た り 、 組 換 え 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド を 産 生 す
る 。 ま た は 、 組 織 （ 例 え ば 、 非 筋 組 織 ま た は 腫 瘍 組 織 ） へ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 物 の 導
入 に よ っ て ポ リ ペ プ チ ド の 一 過 性 発 現 が 達 成 さ れ る 。 後 者 の 場 合 、 組 織 の 細 胞 は 、 よ り 短
期 間 （ 例 え ば 、 数 日 （ 3～ 5日 お よ び 約 20日 ま で ） ） ポ リ ペ プ チ ド を 産 生 す る 。 標 的 細 胞 に
よ る タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 レ ベ ル は 、 HAAH特 異 的 抗 体 産 生 の 誘 導 に 十 分 で
あ る 。 抗 体 産 生 レ ベ ル を 、 標 準 的 な 方 法 （ 例 え ば 、 免 疫 化 前 後 の 患 者 の 血 清 中 の 抗 体 力 価
の 評 価 ） を 使 用 し て 測 定 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 筋 肉 も し く は 皮 膚 な ど の 組 織 の 間 質 腔 へ の 注 射 、 循 環 も し く は 体 腔
へ の 導 入 、 ま た は 吸 入 も し く は ガ ス 注 入 な ど の 標 準 的 な 方 法 に よ っ て 投 与 さ れ る 。 ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド を 、 注 射 ま た は 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 水 性 ま た は 部 分 的 水 性 の 液 体 担 体 （ 例 え ば
、 液 体 担 体 ） と 共 に 動 物 に 注 射 、 さ も な け れ ば 送 達 す る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 リ ポ ソ ー
ム （ 例 え ば 、 カ チ オ ン 性 ま た は ア ニ オ ン 性 リ ポ ソ ー ム ） と 会 合 さ せ る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
は 、 プ ロ モ ー タ ー な ど の 標 的 細 胞 に よ る 発 現 に 必 要 な 遺 伝 情 報 を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
DNAワ ク チ ン 接 種 の 1つ の 利 点 は 、 DNAワ ク チ ン は 抗 原 ペ プ チ ド を 長 期 間 継 続 し て 産 生 す る
こ と が で き 、 追 加 抗 原 の 投 与 量 が 減 少 す る か 、 ま た は 追 加 抗 原 に よ る 免 疫 化 が 回 避 さ れ る
こ と で あ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
免 疫 応 答 の 誘 導 （ 例 え ば 、 HAAHポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNAで の ワ ク チ ン 接 種 に よ る 、 H
AAH特 異 的 抗 体 応 答 ） に 加 え て 、 抗 体 自 体 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 導 入 す る 。 HAA
H特 異 的 抗 体 （ 例 え ば 、 抗 体 の 可 変 領 域 ） を コ ー ド す る 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 イ ン サ
イ チ ュ ー で の 抗 体 産 生 の た め に 導 入 す る 。 そ の 後 、 抗 体 は 、 細 胞 表 面 抗 原 （ 例 え ば 、 細 胞
外 HAAH） へ 結 合 す る か 、 ま た は HAAHの 触 媒 ド メ イ ン へ 結 合 し 、 HAAH機 能 を 阻 害 す る こ と に
よ っ て 、 標 的 部 位 で 治 療 効 果 を 発 揮 す る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
（ イ ン ビ ボ 画 像 診 断 ）
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本 明 細 書 中 に 記 載 の 抗 体 （ 抗 体 フ ラ グ メ ン ト お よ び 単 鎖 抗 体 ） は 、 組 織 お よ び 体 液 中 の 腫
瘍 の 存 在 の 診 断 に 有 用 で あ る 。 HAAH特 異 的 抗 体 を 、 放 射 性 同 位 体 ま た は 比 色 剤 な ど の 検 出
可 能 な 標 識 で タ グ 化 す る 。 標 識 化 抗 体 を 、 癌 を 発 症 す る 危 険 性 の あ る 個 体 、 ま た は 以 前 に
癌 と 診 断 さ れ た 個 体 に 投 与 す る 。 例 え ば 、 抗 体 は 、 手 術 で 切 除 さ れ た か 、 ま た は 化 学 療 法
も し く は 放 射 線 療 法 に よ っ て 治 療 さ れ た 腫 瘍 の 転 移 診 断 に 有 用 で あ る 。 こ の 方 法 の 感 度 は
、 リ ン パ 節 な ど の 組 織 中 の 微 小 転 移 の 検 出 に 十 分 で あ る 。 こ の 様 式 で の 早 期 且 つ 感 度 の 高
い 腫 瘍 診 断 は 、 迅 速 な 治 療 介 入 を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
標 識 化 抗 体 を 、 公 知 の 方 法 （ 例 え ば 静 脈 内 、 ま た は 固 形 組 織 も し く は 柔 組 織 へ の 直 接 注 射
） を 使 用 し て 個 体 に 投 与 す る 。 抗 体 は 、 組 織 中 ま た は 全 身 に わ た っ て 約 1時 間 ～ 72時 間 分
布 す る こ と が で き る 。 次 い で 、 個 体 の 全 身 を 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 方 法 を 使 用 し て 画 像 化
す る 。 ま た は 、 身 体 の 小 部 分 （ 例 え ば 、 腫 瘍 を 保 有 す る と 疑 わ れ る 組 織 部 位 ） を 画 像 化 す
る 。 標 識 検 出 の 増 加 に よ っ て 測 定 さ れ る 、 基 準 線 結 合 レ ベ ル （ 正 常 組 織 ） を 超 え る 抗 体 結
合 の 増 加 は 、 結 合 部 位 で の 腫 瘍 の 存 在 を 示 す 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
（ NOTCHシ グ ナ ル 伝 達 の 活 性 化 ）
NOTCHシ グ ナ ル 伝 達 は 、 AAHを 高 度 に 発 現 す る 細 胞 に お い て 活 性 化 さ れ る 。 図 14Aは 、 ウ ェ
ス タ ン ブ ロ ッ ト を 用 い る こ と に よ る 110kDa NOTCHフ ラ グ メ ン ト の 存 在 を 示 す 。 酵 素 活 性 AA
Hの 過 剰 発 現 は 、 100kDaの 切 断 さ れ た 活 性 NOTCH-1の 提 示 に よ っ て 示 さ れ る （ レ ー ン 1、 偽 D
NAト ラ ン ス フ ェ ク ト ク ロ ー ン ； レ ー ン 2、 ク ロ ー ン 7； お よ び レ ー ン 3、 ク ロ ー ン 8） 。 対 し
て 、 NOTCH-2は 活 性 化 さ れ な か っ た 。 AAHを 発 現 す る ク ロ ー ン に お い て 、 偽 DNAト ラ ン ス フ
ェ ク ト ク ロ ー ン に 比 較 し た 全 長 Jaggedリ ガ ン ド の 発 現 の 増 強 が あ っ た 。 チ ュ ー ブ リ ン は 、
タ ン パ ク 質 ロ ー デ ィ ン グ の た め の 内 部 コ ン ト ロ ー ル と し て 使 用 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
Hes-1（ 公 知 の 下 流 エ フ ェ ク タ ー 遺 伝 子 ） の 発 現 は 、 NOTCHシ グ ナ ル 伝 達 に よ っ て 活 性 化 さ
れ る （ 図 14B） 。 AAH発 現 ク ロ ー ン の み が 、 転 写 因 子 と し て Notch発 現 を 活 性 化 し 、 続 い て
競 合 RT-PCRに よ っ て 明 ら か に さ れ る よ う に 、 Hes-1遺 伝 子 発 現 を 上 方 調 節 す る 。 下 の ほ う
の パ ネ ル は 、 内 部 コ ン ト ロ ー ル と し て 働 く GAPDIIの RT-PCR産 物 で あ る 。 図 14Cは 、 ヒ ト NOT
CH-1（ hNOTCH-1） お よ び Jagged-1の 発 現 を 示 し 、 こ こ で IRS-1シ グ ナ ル 伝 達 は ド ミ ナ ン ト
ネ ガ テ ィ ブ 変 異 体 （ DhIRS-1） に よ っ て 減 少 さ れ る 。 こ の よ う な 細 胞 は 、 下 方 調 節 （ downr
egulation） AAH発 現 を 示 し 、 そ し て ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ る NOTCH-1お よ び Jagged
レ ベ ル の 平 行 し た 減 少 を 示 す 。 チ ュ ー ブ リ ン は 、 タ ン パ ク 質 ロ ー デ ィ ン グ に つ い て の 内 部
コ ン ト ロ ー ル と し て 使 用 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
（ HAAH酵 素 活 性 を 阻 害 す る 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 ）
ア ス パ ル チ ル （ ア ス パ ラ ギ ニ ル ） β -ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ （ hydroxylaseydroxylase） （ AAH
） 活 性 は 、 イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ で 測 定 さ れ る 。 例 え ば 、 HAAHは 、 EGF様 ポ リ ペ プ チ
ド ド メ イ ン の ア ス パ ル チ ル お よ び ア ス パ ラ ギ ル 残 基 の β 炭 素 の 翻 訳 後 修 飾 を 触 媒 す る 。 ヒ
ド ロ キ シ ラ ー ゼ 活 性 を 阻 害 す る 化 合 物 を 同 定 す る た め の ア ッ セ イ は 、 化 合 物 の 不 在 下 （ ま
た は 予 め 決 定 さ れ た コ ン ト ロ ー ル 値 ） で の 平 行 反 応 と 比 較 し て 候 補 化 合 物 が 存 在 す る 酵 素
反 応 に お け る 水 酸 化 の レ ベ ル を 比 較 す る こ と に よ り 実 施 さ れ る 。 試 験 管 に お い て 実 施 さ れ
る 標 準 的 な ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ ア ッ セ イ は 、 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ る （ 例 え ば 、 Lavaissier
eら 、 1996、 J. Clin. Invest. 98： 1313-1323； Jiaら 、 1992、 J. Biol. Chem. 267： 1432
2-14327； Wangら 、 1991、 J. Biol. Chem. 266： 14004-14010； ま た は Gronkeら 、 1990、 J.
 Biol. Chem. 265： 8558-8565） 。 ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ 活 性 は ま た 、 96ウ ェ ル マ イ ク ロ タ イ
タ ー プ レ ー ト フ ォ ー マ ッ ト に お い て 二 酸 化 炭 素 を 用 い て 測 定 さ れ る （ 1 4 CO 2 捕 捉 ア ッ セ イ
） （ Zhangら 、 1999、 Anal. Biochem. 271： 137-142） 。 こ れ ら の ア ッ セ イ は 、 容 易 に 自 動
化 さ れ 、 そ し て ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ 阻 害 活 性 を 有 す る 化 合 物 を 同 定 す る た め の 候 補 化 合 物 の
高 処 理 能 ス ク リ ー ニ ン グ に 適 す る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
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NOTCHの HAAH活 性 化 を 阻 害 す る 候 補 化 合 物 は 、 HAAHを 発 現 す る か ま た は 過 剰 発 現 す る 細 胞
（ 例 え ば 、 FOCUS HCC細 胞 ） に お い て 活 性 化 NOTCHの 減 少 を 検 出 す る こ と に よ り 同 定 さ れ る
。 細 胞 は 、 候 補 化 合 物 の 存 在 下 で 培 養 さ れ る 。 平 行 培 養 物 が 、 候 補 化 合 物 の 不 在 下 で イ ン
キ ュ ベ ー ト さ れ る 。 こ の 化 合 物 が NOTCHの HAAH活 性 化 を 阻 害 す る か 否 か を 評 価 す る た め に
、 細 胞 の 核 へ の 活 性 化 NOTCHの 転 移 が 測 定 さ れ る 。 転 移 は 、 細 胞 の 核 に お い て NOTCHの 110k
Da活 性 化 フ ラ グ メ ン ト を 検 出 す る こ と に よ り 測 定 さ れ る 。 活 性 化 フ ラ グ メ ン ト は 、 活 性 化
の 際 に 大 き な （ お よ そ 300kDaの ） 膜 貫 通 NOTCHタ ン パ ク 質 か ら 切 断 さ れ る 。 NOTCH転 移 を 測
定 す る 方 法 は 、 公 知 で あ る （ 例 え ば 、 Songら 、 1999、 Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 96
： 6959-6963ま た は Capobiancoら 、 1997、 Mol. CellBiol. 17： 6265-6273に 記 載 の 方 法 ）
。 候 補 化 合 物 の 不 在 下 に 比 較 し た 候 補 化 合 物 の 存 在 下 の 転 移 の 減 少 は 、 こ の 化 合 物 が 、 NO
TCHの HAAH活 性 化 を 阻 害 し 、 そ れ に よ り 、 NOTCH媒 介 シ グ ナ ル 伝 達 お よ び HAAH過 剰 発 現 腫 瘍
細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
IRSの リ ン 酸 化 を 阻 害 す る 化 合 物 に つ い て の ス ク リ ー ニ ン グ の 方 法 は 、 候 補 化 合 物 の 存 在
お よ び 不 在 下 で IRS発 現 細 胞 を イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ し て こ の 細 胞 に お け る IRSリ ン 酸 化 レ
ベ ル を 評 価 す る こ と に よ り 、 実 施 さ れ る 。 化 合 物 の 不 在 下 に 比 較 し た 、 化 合 物 の 存 在 下 で
培 養 し た 細 胞 に お け る リ ン 酸 化 の 減 少 は 、 こ の 化 合 物 が 、 IRS-1リ ン 酸 化 お よ び 結 果 と し
て HAAH過 剰 発 現 腫 瘍 の 増 殖 を 阻 害 す る こ と を 示 す 。 あ る い は 、 こ の よ う な 化 合 物 は 、 当 技
術 分 野 で 公 知 の イ ン ビ ト ロ リ ン 酸 化 ア ッ セ イ （ 例 え ば 、 ポ リ （ Glu／ Tyr） の よ う な 合 成 基
質 の リ ン 酸 化 を 測 定 し た も の ） に お い て 同 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
（ 実 施 例 1： HAAHの 発 現 増 大 は 、 悪 性 形 質 転 換 と 関 連 す る ）
HAAHは 、 形 質 転 換 関 連 タ ン パ ク 質 に お い て EGF様 ド メ イ ン を 水 酸 化 す る 高 度 に 保 存 さ れ た
酵 素 で あ る 。 HAAH遺 伝 子 は 、 多 く の 癌 タ イ プ （ ヒ ト 肝 細 胞 癌 お よ び 胆 管 癌 を 含 む ） に お い
て 過 剰 発 現 さ れ る 。 HAAH遺 伝 子 発 現 は 、 胆 管 癌 に 比 較 し て 、 ヒ ト 疾 患 お よ び ラ ッ ト モ デ ル
の 両 方 に お い て 胆 管 増 殖 の 間 に 検 出 不 能 で あ る こ と が 見 出 さ れ た 。 NIH-3T3細 胞 に お け る H
AAHの 過 剰 発 現 は 、 悪 性 表 現 型 の 生 成 と 関 連 し 、 そ し て 酵 素 活 性 は 、 細 胞 形 質 転 換 の た め
に 必 要 と さ れ る こ と が 見 出 さ れ た 。 以 下 に 記 載 の デ ー タ は 、 HAAHの 過 剰 発 現 が 胆 上 皮 細 胞
の 細 胞 形 質 転 換 に 連 結 さ れ る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
ヒ ト 肝 細 胞 起 源 の 形 質 転 換 悪 性 細 胞 に お い て 特 異 的 に 過 剰 発 現 さ れ る 分 子 を 同 定 す る た め
に 、 FOCUS肝 細 胞 癌 （ HCC） 細 胞 株 を 、 悪 性 表 現 型 と 関 連 し た タ ン パ ク 質 を 特 異 的 ま た は 優
先 的 に 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ mAb） を 生 成 す る 免 疫 原 と し て 使 用 し た 。 HepG2 HCC
細 胞 由 来 の λ GT11 cDNA発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 そ し て FOCUS細 胞 株 に 対 し
て 産 生 さ れ る HAAH特 異 的 mAbが 、 HAAH cDNAに よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の エ ピ ト ー プ を
認 識 す る こ と が 見 い だ さ れ た 。 HAAH酵 素 は 、 い く つ か の 異 な る ヒ ト 形 質 転 換 細 胞 株 お よ び
腫 瘍 組 織 に お い て 隣 接 す る ヒ ト 組 織 対 応 物 に 比 較 し て 上 方 調 節 （ upregulate） さ れ る こ と
が 見 い だ さ れ た 。 異 な る ヒ ト 悪 性 組 織 に お け る 過 剰 発 現 さ れ た HAAH酵 素 は 、 触 媒 的 に 活 性
で あ る こ と が 見 出 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
HAAH遺 伝 子 発 現 を 、 増 殖 胆 管 に お い て 、 お よ び NIH3T3細 胞 に お い て 試 験 し た 。 悪 性 表 現 型
の 生 成 に お け る そ の 役 割 を 、 形 質 転 換 病 巣 の 形 成 、 足 場 非 依 存 性 増 殖 の 指 標 と し て ソ フ ト
ア ガ ー に お け る 増 殖 、 お よ び ヌ ー ド マ ウ ス に お け る 腫 瘍 形 成 に よ っ て 測 定 し た 。 形 質 転 換
表 現 型 の 誘 導 に お け る 酵 素 活 性 の 役 割 を 、 ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ 活 性 を 廃 す る 触 媒 部 位 に お け
る 変 異 を 有 す る cDNA構 築 物 を 用 い る こ と に よ っ て 測 定 し た 。 こ の 結 果 は 、 HAAH遺 伝 子 の 発
現 の 増 加 が 、 胆 管 の 悪 性 形 質 転 換 と 関 連 す る こ と を 示 し た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
以 下 の 材 料 お よ び 方 法 を 使 用 し て 、 以 下 に 記 載 す る デ ー タ を 生 成 し た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
（ 抗 体 ）
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FB50モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 FOCUS HCC細 胞 で Balb／ Cマ ウ ス を 細 胞 免 疫 す る こ と に よ っ て
生 成 し た 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 デ ン グ 熱 ウ イ ル ス 抗 体 を 非 関 連 コ ン ト ロ ー ル と し て 使 用 し た
。 HBOH2モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 52kDa組 換 え HAAHポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 生 成 し た 。 こ れ は
、 マ ウ ス お よ び ヒ ト タ ン パ ク 質 由 来 の β ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ の 触 媒 ド メ イ ン を 認 識 す る 。 ポ
リ ク ロ ー ナ ル 抗 HAAH抗 体 は 、 ラ ッ ト ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ タ ン パ ク 質 と 交 差 反 応 す る 。 コ ン ト
ロ ー ル 抗 体 抗 Erk-1を Santa CruzBiotechnology, Inc.、 CAか ら 購 入 し た 。 西 洋 ワ サ ビ ペ ル
オ キ シ ダ ー ゼ で 標 識 し た ヒ ツ ジ 抗 マ ウ ス 抗 血 清 お よ び ロ バ 抗 ウ サ ギ 抗 血 清 を 、 Amersham、
Arlington Heights、 ILか ら 入 手 し た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
（ 構 築 物 ）
マ ウ ス 全 長 AAH構 築 物 （ pNH376） お よ び 触 媒 活 性 が 廃 止 さ れ た 部 位 指 向 性 変 異 構 築 物 （ pNH
376-H660） を 、 真 核 生 物 発 現 ベ ク タ ー pcDNA3（ Invitrogen Corp.、 San Diego、 CA） に ク
ロ ー ニ ン グ し た 。 全 長 ヒ ト AAHを 、 原 核 生 物 発 現 ベ ク タ ー pBC-SK＋ （ Stratagene、 LaJolla
、 CA） に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 全 長 ヒ ト AAH（ GENBANKア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 S83325） を pcDNA3
ベ ク タ ー の EcoRI部 位 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
（ 胆 管 増 殖 の 動 物 モ デ ル ）
ラ ッ ト を 、 グ ル ー プ 9を 除 い て 各 々 3匹 の 動 物 の 9つ の 別 個 の 群 に 分 け た 。 グ ル ー プ 9は 5匹
の ラ ッ ト を 含 ん だ 。 グ ル ー プ 1は 、 非 手 術 コ ン ト ロ ー ル 群 で あ り 、 グ ル ー プ 2は 、 偽 操 作 手
術 コ ン ト ロ ー ル で あ っ た 。 残 り の グ ル ー プ は 、 肝 臓 内 胆 管 増 殖 を 誘 導 す る た め に 総 胆 管 結
紮 （ ligation） を 受 け 、 そ し て 表 3に 示 す よ う に 6、 12、 24、 48時 間 、 お よ び 4、 8お よ び 16
日 目 に 評 価 し た 。 動 物 を CO 2 で 窒 息 さ せ 、 そ し て 肝 臓 試 料 を 左 側 葉 お よ び 中 葉 か ら 採 取 し
、 2％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 中 に 固 定 化 し 、 そ し て パ ラ フ ィ ン 包 埋 し た 。 肝 臓 試 料 （ 5m）
を 切 断 し 、 ヘ マ ト キ シ リ ン お よ び エ オ シ ン で 染 色 し て 、 肝 臓 内 胆 管 増 殖 を 評 価 し た 。 免 疫
組 織 化 学 を 、 ラ ッ ト タ ン パ ク 質 と 交 差 反 応 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 HAAH抗 体 を 用 い て 実 施 し
、 タ ン パ ク 質 発 現 の レ ベ ル を 決 定 し た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
（ 原 発 性 硬 化 性 胆 管 炎 （ PSC） と 関 連 し た 胆 管 増 殖 ）
肝 臓 生 検 試 料 を 、 PSCお よ び 関 連 胆 管 増 殖 を 有 す る 7個 体 か ら 得 た 。 こ れ ら の 個 体 を 、 標 準
的 な 胃 腸 肝 臓 （ gastroenterohepatological） プ ロ ト コ ル に 従 っ て 評 価 し た 。 患 者 は 、 22
～ 46歳 で あ り 、 そ し て 男 性 が 4人 、 女 性 が 3人 で あ っ た 。 4人 は 、 炎 症 性 腸 疾 患 を 伴 っ た （ 3
人 が 潰 瘍 性 大 腸 炎 で あ り 、 そ し て 1人 が ク ロ ー ン 大 腸 炎 （ Crohn'scolitis） で あ る ） 。 患
者 は 全 て 、 放 射 線 医 学 評 価 （ 腹 部 超 音 波 検 査 お よ び 内 視 鏡 的 逆 行 性 胆 道 膵 管 造 影 を 含 む ）
を 受 け 、 肝 臓 外 胆 管 閉 塞 の 診 断 を 除 い た 。 組 織 切 片 を 、 パ ラ フ ィ ン 包 埋 ブ ロ ッ ク か ら 調 製
し 、 胆 管 増 殖 に つ い て ヘ マ ト キ シ リ ン お よ び エ オ シ ン 染 色 に よ っ て 評 価 し た 。 HAAHの 発 現
を 、 HAAH特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 例 え ば FB50） を 用 い て 免 疫 組 織 化 学 に よ っ て 決 定 し
た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
（ 免 疫 組 織 化 学 ）
肝 臓 組 織 切 片 （ 5μ m） を 、 キ シ レ ン 中 で 脱 パ ラ フ ィ ン し 、 そ し て 等 級 化 ア ル コ ー ル （ grad
ed alcohol） 中 で 再 水 和 し た 。 内 因 性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 活 性 を 、 60％ メ タ ノ ー ル 中 で の 0.
6％  H 2 O 2 で の 30分 処 理 に よ っ て ク エ ン チ し た 。 内 因 性 ビ オ チ ン を 、 ア ビ ジ ン -ビ オ チ ン ブ
ロ ッ キ ン グ 溶 液 （ VectorLaboratories、 Burlingame、 CA） と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ っ
て マ ス キ ン グ し た 。 FB50mAb（ PSC試 料 に つ い て ） お よ び ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 HAAHヒ ド ロ キ シ
ラ ー ゼ 抗 体 （ ラ ッ ト 肝 臓 試 料 に つ い て ） を 、 4℃ で 一 晩 、 加 湿 チ ャ ン バ ー に お い て ス ラ イ
ド に 添 加 し た 。 免 疫 組 織 化 学 染 色 を 、 色 素 原 と し て ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン （ DAB） を 有 す る V
ectastain Kitsを 用 い る 標 準 的 な ア ビ ジ ン -ビ オ チ ン 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 複 合 体
（ ABC） 法 を 用 い て 、 製 造 者 の 指 示 書 （ VectorLaboratories， Inc.、 Burlingame、 CA） に
従 っ て 実 施 し た 。 組 織 切 片 を ヘ マ ト キ シ リ ン で 対 比 染 色 し 、 次 い で エ タ ノ ー ル 中 で 脱 水 し
た 。 切 片 を 、 胆 管 増 殖 お よ び HAAHタ ン パ ク 質 発 現 に つ い て 光 学 顕 微 鏡 に よ っ て 試 験 し た 。
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胆 管 癌 お よ び 胎 盤 の パ ラ フ ィ ン 切 片 を 、 陽 性 コ ン ト ロ ー ル と し て 使 用 し 、 そ し て 肝 臓 脂 肪
症 試 料 （ hepatosteatosis samples） を 、 陰 性 コ ン ト ロ ー ル と し て 使 用 し た 。 抗 体 結 合 特
異 性 に つ い て の コ ン ト ロ ー ル に 、 隣 接 切 片 を 、 一 次 抗 体 の 不 在 下 で 、 ま た は デ ン グ 熱 ウ イ
ル ス に 対 す る 非 関 連 抗 体 を 用 い て 免 疫 染 色 し た 。 組 織 免 疫 反 応 性 に つ い て の 陽 性 コ ン ト ロ
ー ル と し て 、 全 て の 標 本 の 隣 接 切 片 を 、 グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド 3-リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ に
対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 免 疫 染 色 し た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
（ ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 ）
細 胞 溶 解 物 を 、 プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー を 含 む 標 準 的 な 放 射 性 免 疫 沈 降 ア ッ セ イ （ RIPA
） 緩 衝 液 に お い て 調 製 し た 。 溶 解 物 中 の タ ン パ ク 質 の 総 量 を Bio-Rad比 色 ア ッ セ イ （ BioRa
d、 Hercules、 CA） 、 続 い て 10％ ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳
動 （ SDS-PAGE） に よ っ て 決 定 し 、 PVDFメ ン ブ レ ン に 転 写 し 、 そ し て 、 二 次 抗 体 と し て の 西
洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で 標 識 さ れ た 一 次 ヒ ツ ジ 抗 マ ウ ス お よ び ロ バ 抗 ウ サ ギ 抗 血 清 と
し て の FB50、 HBOH2、 抗 Erk-1（ タ ン パ ク 質 ロ ー デ ィ ン グ に つ い て の 内 部 コ ン ト ロ ー ル と し
て 使 用 ） を 使 用 す る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に 供 し た 。 抗 体 結 合 を 、 増 強 さ れ た 化 学 発 光
試 薬 （ SuperSignal、 Pierce Chemical Company、 Rockford、 IL） お よ び フ ィ ル ム オ ー ト ラ
ジ オ グ ラ フ ィ ー で 検 出 し た 。 免 疫 反 応 性 の レ ベ ル を 、 NIH画 像 ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い る 体 積
デ ン シ ト メ ト リ ー に よ っ て 測 定 し た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
（ 酵 素 活 性 ア ッ セ イ ）
AAH活 性 を 、 標 準 的 な 方 法 （ 例 え ば 、 Jiaら 、 1992、 J. Biol. Chem. 267： 14322-14327； W
angら 、 1991、 J. Biol. Chem. 266： 14004-14010； ま た は Gronkeら 、 1990、 J. Biol. Che
m. 265： 8558-8565に 記 載 の 方 法 ） に 従 っ て 、 1 4 C標 識 α -ケ ト グ ル タ レ ー ト が 1 4 C含 有 CO 2
を 放 出 す る ド メ イ ン を 水 酸 化 す る 基 質 と し て ウ シ プ ロ テ イ ン Sの 第 一 の EGF様 ド メ イ ン を 用
い て 細 胞 溶 解 物 中 で 測 定 し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 、 48μ gの 粗 細 胞 抽 出 タ ン パ ク 質 お
よ び 75μ M EGF基 質 を 含 む 最 終 容 量 40μ lで 、 37℃ で 30分 間 実 施 し た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
（ 細 胞 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 研 究 ）
NIH-3T3細 胞 を 、 10％ 熱 不 活 化 胎 仔 ウ シ 血 清 （ FCS； Sigma Chemical Co.、 St. Louis、 MO
） 、 1％ L-グ ル タ ミ ン 、 1％ 非 必 須 ア ミ ノ 酸 お よ び 1％ ペ ニ シ リ ン -ス ト レ プ ト マ イ シ ン （ GI
BCO BRL, LifeTechnologies, Inc.、 GrandIsland、 NY） を 補 充 し た 、 ダ ル ベ ッ コ 改 変 イ ー
グ ル 培 地 （ DMEM； Mediatech、 Washington、 DC） 中 で 培 養 し た 。 サ ブ コ ン フ ル エ ン ト な NIH
-3T3細 胞 （ 3× 10 5 細 胞 ／ 60mmデ ィ ッ シ ュ ） を 、 以 下 の プ ラ ス ミ ド の 1つ （ 10μ g） で ト ラ ン
ス フ ェ ク ト し た ； 1） 非 組 換 え pcDNA3ベ ク タ ー （ Invitrogen Corp.、 SanDiego、 CA） （ 陰
性 コ ン ト ロ ー ル と し て ） ； 2） pNH376-H660（ そ の 触 媒 ド メ イ ン を 変 異 さ せ そ し て CMVプ ロ
モ ー タ ー 駆 動 の pcDNA3ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し た 、 マ ウ ス AAH cDNA） ； 3） pNH376（ pcD
NA3ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し た 野 生 型 マ ウ ス AAH cDNA） ； 4） pCDHH（ pcDNA3ベ ク タ ー に
ク ロ ー ニ ン グ し た 野 生 型 ヒ ト AAH cDNA） ； ま た は 5） pLNCX-UP1（ v-Srcオ ン コ ジ ー ン を コ
ー ド す る cDNA） （ ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル ） 。 細 胞 を 、 製 造 業 者 （ 5Prime-3 Prime, Inc.
、 Boulder、 CO） の 指 示 書 に 従 っ て 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン キ ッ ト を 用
い て ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 細 胞 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 効 率 の 比 較 を 、 こ れ ら の 種 々 の 構
築 物 で 評 価 し た 。 こ の 手 順 の た め に 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 48時 間 で 得 た コ ン フ ル エ ン
ト な プ レ ー ト を 分 け て 、 12個 の 別 々 の 6cmデ ィ ッ シ ュ に 再 播 種 し た 。 こ れ ら の 内 の 6個 は 、
400μ g／ mlの G-418（ GIBCO BRL, LifeTechnologies, Inc.、 GrantIsland、 NY） を 含 有 す
る 培 地 の 存 在 下 で 増 殖 さ せ た 。 G-418耐 性 病 巣 の 数 を 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 14日 目 に
測 定 し 、 そ し て ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 効 率 に お け る 任 意 の 変 動 性 に つ い て 補 正 す る た め に
使 用 し た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
（ 形 質 転 換 ア ッ セ イ ）
NIH-3T3細 胞 を 、 こ れ ら の 種 々 の 構 築 物 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 そ し て 上 記 の よ う に 48時
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間 後 に コ ン フ ル エ ン ト に 到 達 さ せ た 。 各 6cmデ ィ ッ シ ュ を 分 け 、 そ し て 12個 の 異 な る 6cmデ
ィ ッ シ ュ に 播 種 し た 。 こ の う ち 6個 を 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 効 率 を 検 出 す る た め に G-418
の 存 在 下 で 増 殖 さ せ 、 他 の 6個 を 、 G418を 含 ま な い 完 全 培 地 中 で 、 4日 毎 に 培 地 交 換 を 行 っ
て 増 殖 さ せ た 。 形 質 転 換 病 巣 の 数 を 、 G-418を 含 ま な い こ れ ら の プ レ ー ト に お い て カ ウ ン
ト し 、 そ し て 1μ gの ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た DNAあ た り の 形 質 転 換 病 巣 と し て 表 し た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
（ 足 場 非 依 存 性 細 胞 増 殖 ア ッ セ イ ）
限 界 希 釈 技 術 （ 平 底 96ウ ェ ル プ レ ー ト の 1ウ ェ ル あ た り 0.15細 胞 ） を 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ
ト 分 析 お よ び ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ 活 性 の 酵 素 ア ッ セ イ に よ っ て 測 定 さ れ る よ う な 、 異 な る レ
ベ ル の HAAH活 性 を 有 す る 細 胞 ク ロ ー ン を 単 離 す る た め に 、 G-418中 で 増 殖 さ せ た ト ラ ン ス
フ ェ ク ト 体 に 対 し て 行 っ た 。 ク ロ ー ン 化 し た 細 胞 株 （ 1.0× 10 4 細 胞 ） を 、 0.4％ 低 融 点 ア
ガ ロ ー ス （ SeaPlaque GTG Agarose； FMCBioproducts、 Rockland、 Maine） を 含 む 完 全 培 地
中 に 懸 濁 し 、 0.53％ 低 融 点 ア ガ ロ ー ス を 含 む 完 全 培 地 か ら な る ボ ト ム ア ガ ー 混 合 物 上 に 重
層 し た 。 各 ク ロ ー ン を 、 3連 で ア ッ セ イ し た 。 ク ロ ー ン を 、 こ れ ら の 条 件 下 で 藩 種 し 、 そ
し て 10日 後 、 病 巣 の サ イ ズ （ 陽 性 の 増 殖 ＞ 0.1mm直 径 ） お よ び 数 を 測 定 し た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
（ ヌ ー ド マ ウ ス に お け る 腫 瘍 形 成 能 ）
こ の 足 場 非 依 存 性 増 殖 ア ッ セ イ で 評 価 し た ク ロ ー ン と 同 じ ク ロ ー ン を 、 ヌ ー ド マ ウ ス に 注
射 し 、 そ し て 腫 瘍 形 成 に つ い て 観 察 し た 。 腫 瘍 形 成 能 を 、 各 4グ ル ー プ の 10匹 の 動 物 （ Cha
rles RiverLabs.、 Wilmington、 MA） を 用 い て 評 価 し た 。 グ ル ー プ 1に は 、 偽 DNAで 安 定 に
ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 1× 10 7 細 胞 を 与 え 、 グ ル ー プ 2～ 4に は 、 pNH376で 安 定 に ト ラ ン ス フ
ェ ク ト し そ し て 種 々 の レ ベ ル の マ ウ ス HAAHタ ン パ ク 質 を 発 現 す る ク ロ ー ン の 、 1× 10 7 細 胞
を 与 え た 。 ヌ ー ド マ ウ ス を 、 標 準 的 な 動 物 施 設 中 、 無 病 原 体 条 件 下 で 維 持 し た 。 腫 瘍 細 胞
接 種 の 30日 後 、 動 物 を 、 イ ソ フ ル オ ラ ン （ isofluorane） （ Acrranc、 Anaquest、 NJ） を 含
む チ ャ ン バ を 使 用 し て 屠 殺 し 、 そ し て 腫 瘍 を 注 意 深 く 取 り 出 し 、 重 量 を 測 定 し た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
（ 胆 管 増 殖 の 動 物 モ デ ル ）
総 胆 管 の 結 紮 後 、 肝 臓 内 胆 管 増 殖 が 、 48時 間 で 明 ら か に な っ た 。 総 胆 管 結 紮 後 8日 お よ び 1
6日 に 得 た 組 織 試 料 は 、 表 3に 示 さ れ る よ う に 過 剰 な 胆 管 の 増 殖 を 示 し た 。
【 ０ ０ ９ １ 】
（ 表 ３ ） 総 胆 管 の 結 紮 後 の 異 な る 間 隔 で の 胆 管 増 殖 お よ び HAAH発 現
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*ヘ マ ト キ シ リ ン お よ び エ オ シ ン 染 色 後 に 光 学 顕 微 鏡 下 で 調 査 し た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
免 疫 組 織 化 学 的 染 色 で は 、 い か な る 時 間 で の 増 殖 中 の 胆 管 中 に HAAHの 存 在 を 検 出 で き な か
っ た 。 偽 性 の 外 科 的 コ ン ト ロ ー ル 由 来 の 胆 管 に お け る HAAH発 現 の 分 析 も ま た 陰 性 で あ っ た
が 、 全 て の 試 料 は 、 グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド 3-リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ に 対 す る コ ン ト ロ ー ル
抗 体 と の 陽 性 の 免 疫 反 応 性 を 示 し た 。 従 っ て 、 胆 管 増 殖 は 、 こ の 標 準 的 な 動 物 モ デ ル 系 に
お い て HAAH発 現 の 増 加 に 関 連 し な か っ た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
（ PSCに お け る HAAH発 現 ）
PSCを 有 す る 患 者 由 来 の 肝 臓 生 検 標 本 は 、 管 周 辺 （ periductal） 線 維 症 を 伴 う 胆 管 増 殖 お
よ び 形 成 異 常 を 示 さ な い 単 核 炎 症 細 胞 浸 潤 を 示 し た 。 HAAH特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用
い て 免 疫 染 色 し た 隣 接 切 片 は 、 増 殖 中 の 胆 管 に お け る 検 出 可 能 な HAAH免 疫 反 応 性 を 有 さ な
か っ た 。 対 照 的 に 、 同 じ 抗 体 を お よ び 検 出 試 薬 を 使 用 し て 同 時 に 免 疫 染 色 し た 胆 管 癌 の 切
片 は 、 ほ と ん ど 全 て の 腫 瘍 細 胞 に お い て HAAHの 免 疫 反 応 性 の 強 力 な レ ベ ル を 示 し た が 、 胆
管 癌 の 隣 接 切 片 は 、 デ ン グ 熱 ウ イ ル ス に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で ネ ガ テ ィ ブ な 免 疫 染
色 反 応 を 示 し た 。 こ れ ら の 知 見 は 、 HAAH発 現 が 、 肝 臓 内 胆 管 の 非 癌 性 細 胞 増 殖 よ り も む し
ろ 悪 性 の 形 質 転 換 と 関 連 す る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
（ NIH-3T3細 胞 の HAAH関 連 形 質 転 換 ）
マ ウ ス お よ び ヒ ト の AAH遺 伝 子 、 な ら び に 酵 素 活 性 を 有 さ な い マ ウ ス AAH変 異 体 構 築 物 の 形
質 転 換 能 力 を 、 偽 DNA（ ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル ） お よ び v-Src（ ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル
） を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た NIH-3T3細 胞 に 対 し て 比 較 し た 。 マ ウ ス AAHの 形 質 転 換 能 力 は 、
図 1に 示 さ れ る よ う に 、 ベ ク タ ー DNAコ ン ト ロ ー ル の 能 力 の 2～ 3倍 で あ る こ と が 見 出 さ れ た
。 こ の ヒ ト 遺 伝 子 の 形 質 転 換 能 力 は 、 マ ウ ス AAHで 観 察 さ れ た 能 力 よ り も 高 か っ た （ そ れ
ぞ れ 、 32± 1.5 対 13± 2.6個 の 形 質 転 換 病 巣 ） 。 マ ウ ス お よ び ヒ ト の AAHを ト ラ ン ス フ ェ ク
ト し た 細 胞 は 、 大 き い 病 巣 を 形 成 し 、 こ れ は 、 v-Srcを ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 線 維 芽 細 胞
の 病 巣 と 類 似 す る 。 対 し て 、 ベ ク タ ー DNAを ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 に お い て 時 折 は る
か に 小 さ い 病 巣 が 観 察 さ れ 、 こ れ は 、 線 維 芽 細 胞 株 の 接 触 阻 害 を 示 す 。 酵 素 活 性 を 有 さ な
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い 変 異 体 pNH376-H660構 築 物 を 使 用 し て 行 っ た 並 行 実 験 は 、 形 質 転 換 活 性 を 全 く 示 さ な か
っ た 。 こ の 知 見 は 、 HAAHの 酵 素 活 性 が 、 こ の HAAH遺 伝 子 に よ っ て 示 さ れ る 形 質 転 換 活 性 に
必 要 で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
（ 足 場 非 依 存 性 細 胞 増 殖 ア ッ セ イ ）
マ ウ ス AAH構 築 物 で の 一 過 的 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 、 い く つ か の 異 な る 形 質 転 換 病 巣 を
、 希 釈 ク ロ ー ニ ン グ 実 験 の た め に 単 離 し 、 異 な る レ ベ ル の HAAH遺 伝 子 発 現 を 有 す る 安 定 に
ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 ク ロ ー ン を 確 立 し た 。 9個 の 異 な る ク ロ ー ン 化 し た 細 胞 株 を
、 さ ら な る 研 究 の た め に 選 択 し た 。 HAAHタ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル を 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト
分 析 に よ っ て 測 定 し た 。 ク ロ ー ン 7お よ び 18は 、 HAAHタ ン パ ク 質 発 現 の 穏 や か な 増 加 を 有
し 、 ソ フ ト ア ガ ー 中 に 大 き い コ ロ ニ ー を 形 成 し た （ 図 2） 。 抗 Erk-1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で
の こ の 同 じ 膜 の 免 疫 ブ ロ ッ ト に よ っ て 示 さ れ る よ う に 、 全 て の レ ー ン に お い て タ ン パ ク 質
ロ ー ド 量 は 等 価 で あ っ た 。 タ ン パ ク 質 発 現 の 増 加 は 、 図 3に 示 さ れ る よ う な 、 酵 素 活 性 の
増 加 に 関 連 し た 。 こ れ ら の ク ロ ー ン が ソ フ ト ア ガ ー 中 で の 足 場 非 依 存 性 の 細 胞 増 殖 を 示 す
能 力 を 、 図 3に 示 す 。 HAAH遺 伝 子 発 現 の 増 加 を 有 す る 全 3個 の ク ロ ー ン は 、 偽 DNA単 独 を ト
ラ ン ス フ ェ ク ト し た ク ロ ー ン と 比 較 し て 、 足 場 非 依 存 性 の 細 胞 増 殖 を 示 し た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
（ ヌ ー ド マ ウ ス に お け る 腫 瘍 形 成 ）
HAAH遺 伝 子 発 現 の 増 加 を 有 す る こ の 3個 の ク ロ ー ン を 、 ヌ ー ド マ ウ ス に お い て 腫 瘍 を 形 成
す る 能 力 に つ い て 評 価 し た 。 ク ロ ー ン 18を 与 え た マ ウ ス に お け る 腫 瘍 サ イ ズ を 、 偽 DNAを
ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た ク ロ ー ン と 比 較 し た 。 ク ロ ー ン 7、 16お よ び 18は 、 こ の ア ッ セ イ に
お い て 高 度 に 形 質 転 換 さ れ 、 そ し て そ れ ぞ れ 、 2.5、 0.9お よ び 1.5グ ラ ム の 平 均 重 量 を 有
す る 大 き い 腫 瘍 を 生 じ た （ 図 4） 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 HAAHの 過 剰 発 現 が 、 イ ン ビ ボ で の
悪 性 の 表 現 型 の 誘 導 お よ び 維 持 に 寄 与 す る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
（ 高 レ ベ ル の HAAH発 現 は 悪 性 の 指 標 で あ る ）
HAAH発 現 が 、 細 胞 交 替 の 増 加 よ り も む し ろ 悪 性 に 関 連 す る か 否 か を 決 定 す る た め に 、 胆 管
増 殖 の 2つ の モ デ ル を 研 究 し た 。 こ の 動 物 モ デ ル に お い て 、 総 胆 管 の 連 結 は 、 広 範 な 肝 臓
内 胆 管 増 殖 を 誘 導 し た が 、 表 3に 示 さ れ る よ う に 、 こ れ ら の 実 験 条 件 下 で の HAAH遺 伝 子 発
現 は 見 ら れ な か っ た 。 PSCは 、 肝 臓 内 お よ び 肝 臓 外 の 胆 管 の 破 壊 な ら び に 増 殖 に 関 連 す る
自 己 免 疫 肝 臓 疾 患 で あ る の で 、 同 様 に 、 HAAH遺 伝 子 発 現 を 、 胆 管 増 殖 に 関 連 す る ヒ ト 疾 患
モ デ ル に お い て 評 価 し た 。 PSCは 、 前 悪 性 疾 患 で あ り 、 そ し て 罹 患 し た 個 体 の 有 意 な 割 合
が 、 結 果 的 に 胆 管 癌 を 発 症 す る 。 し か し 、 広 範 な 胆 管 増 殖 の 存 在 下 で の HAAH遺 伝 子 発 現 の
増 加 に つ い て の 証 拠 は 存 在 し な か っ た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
HAAHタ ン パ ク 質 レ ベ ル が 、 胆 管 癌 に お い て 上 昇 し 、 そ し て 正 常 ま た は 増 殖 中 の 胆 管 に お い
て 上 昇 し な い こ と が 確 認 さ れ た の で 、 悪 性 表 現 型 の 発 生 に お け る HAAHの 役 割 を 研 究 し た 。
HAAH遺 伝 子 を 、 NIH-3T3細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 そ し て 細 胞 変 化 （ 例 え ば 、 形 質 転 換
病 巣 の 形 成 の 増 加 、 ソ フ ト ア ガ ー 中 の コ ロ ニ ー 増 殖 、 お よ び 悪 性 形 質 転 換 に 関 連 す る ヌ ー
ド マ ウ ス に お け る 腫 瘍 形 成 ） を 評 価 し た 。 全 長 の マ ウ ス お よ び ヒ ト の AAH遺 伝 子 を 、 発 現
構 築 物 に ク ロ ー ニ ン グ し 、 そ し て NIH-3T3細 胞 に 一 過 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 偽 DNAを
ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た コ ン ト ロ ー ル と 比 べ て 、 形 質 転 換 病 巣 の 数 の 増 加 が 、 マ ウ ス お よ び
ヒ ト の AAH遺 伝 子 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 に お い て 検 出 さ れ た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ
ン 効 率 を 制 御 し た 後 の 、 こ の 形 質 転 換 病 巣 の 数 の 増 加 は 、 v-Src遺 伝 子 を ト ラ ン ス フ ェ ク
ト し た 細 胞 （ ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 使 用 し た ） と 比 較 し て 高 く な か っ た 。 HAAH遺
伝 子 の 酵 素 活 性 は 、 悪 性 表 現 型 に 必 要 と さ れ た 。 な ぜ な ら 、 触 媒 部 位 を 欠 く 変 異 体 構 築 物
は 、 形 質 転 換 特 性 を 有 さ な か っ た か ら で あ る 。 HAAHタ ン パ ク 質 レ ベ ル お よ び 酵 素 活 性 に お
け る 穏 や か な 増 加 を 有 す る 、 い く つ か の 安 定 な ト ラ ン ス フ ェ ク ト 体 お よ び ク ロ ー ン 化 NIH-
3T3細 胞 株 を 確 立 し た 。 こ の よ う な 細 胞 株 を 、 ソ フ ト ア ガ ー 中 に 置 き 、 こ の 悪 性 表 現 型 の
別 の 特 性 と し て 、 足 場 非 依 存 性 の 細 胞 増 殖 を 試 験 し た 。 全 て の 細 胞 株 が 、 偽 DNAト ラ ン ス
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フ ェ ク ト コ ン ト ロ ー ル と 比 較 し て 、 ソ フ ト ア ガ ー 中 で 増 殖 し 、 そ し て HAAH遺 伝 子 発 現 の 細
胞 レ ベ ル と 形 成 さ れ た コ ロ ニ ー の 数 お よ び サ イ ズ と の 間 に 、 ポ ジ テ ィ ブ な 相 関 が 存 在 し た
。 こ れ ら の ク ロ ー ン 化 し た 細 胞 株 の う ち 3つ が 、 ヌ ー ド マ ウ ス に お い て 腫 瘍 を 形 成 し た 。 H
AAH発 現 の 増 加 を 有 す る 3つ 全 て の 細 胞 株 は 、 形 質 転 換 表 現 型 の 別 の 周 知 の 特 徴 と し て の 大
き い 腫 瘍 の 発 達 に よ っ て 示 さ れ る よ う に 、 腫 瘍 形 成 性 で あ っ た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
HAAHの 過 剰 発 現 に よ っ て 誘 導 さ れ る 細 胞 変 化 が 、 酵 素 機 能 に 関 連 す る か 否 か を 決 定 す る た
め に 、 部 位 特 異 的 変 異 誘 発 を こ の 遺 伝 子 に 導 入 し た 。 こ の 変 異 誘 発 は 、 マ ウ ス HAAHの 鉄 イ
オ ン 結 合 部 位 で あ る 660番 目 の ヒ ス チ ジ ン を リ ジ ン に 変 化 し 、 こ れ に よ っ て 、 こ の マ ウ ス H
AAHの ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ 活 性 を 消 失 さ せ た 。 HAAHに お け る 対 応 す る 変 異 を 、 HAAHヒ ド ロ キ
シ ラ ー ゼ 活 性 を 阻 害 す る た め の ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ 変 異 体 と し て 使 用 し た 。 こ の pNH376
-H660構 築 物 は 、 形 質 転 換 活 性 を 有 さ ず 、 こ れ は 、 過 剰 発 現 に よ っ て 誘 導 さ れ る こ の 悪 性
表 現 型 の 細 胞 変 化 が 、 こ の タ ン パ ク 質 の 酵 素 活 性 に 依 存 す る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ０ ０ 】
Notchレ セ プ タ ー お よ び そ れ ら の リ ガ ン ド は 、 β -水 酸 化 に つ い て の 推 定 コ ン セ ン サ ス 配 列
を 含 む 、 N末 端 領 域 中 の い く つ か の EGF様 ド メ イ ン を 有 す る 。 Notchリ ガ ン ド は 、 Notchシ グ
ナ ル 伝 達 経 路 の 重 要 な エ レ メ ン ト で あ り 、 こ の リ ガ ン ド と の Notchの 相 互 作 用 は 、 両 分 子
の EGF様 ド メ イ ン に よ っ て 生 じ る 。 HAAHに よ る β -水 酸 化 の 標 的 で あ る EGF様 ド メ イ ン の 、
ア ス パ ラ ギ ン 酸 残 基 ま た は ア ス パ ラ ギ ン 残 基 に 及 ぼ さ れ る 点 変 異 は 、 下 流 の シ グ ナ ル 伝 達
経 路 の 活 性 化 に 関 与 す る カ ル シ ウ ム 結 合 お よ び タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用 を 減 少 す
る 。 HAAHの 過 剰 発 現 お よ び HAAHに よ る Notchタ ン パ ク 質 の 水 酸 化 は 、 悪 性 に 寄 与 す る 。 腫
瘍 増 殖 は 、 HAAHに よ る Notchタ ン パ ク 質 の 水 酸 化 を 減 少 す る こ と に よ っ て 阻 害 さ れ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
本 明 細 書 中 に 示 さ れ る デ ー タ は 、 高 レ ベ ル の HAAH発 現 が 、 悪 性 形 質 転 換 に 関 連 す る と い う
証 拠 で あ る 。 NIH-3T3細 胞 に お け る HAAH cDNAの 発 現 の 増 加 は 、 形 質 転 換 病 巣 の 数 の 増 加 、
足 場 非 依 存 性 増 殖 、 お よ び ヌ ー ド マ ウ ス 中 の 腫 瘍 形 成 に よ っ て 表 さ れ る 、 形 質 転 換 表 現 型
を 誘 導 し た 。 さ ら に 、 イ ン タ ク ト な HAAH酵 素 が 、 HAAH関 連 形 質 転 換 に 必 要 と さ れ る こ と が
見 出 さ れ た 。 従 っ て 、 内 因 性 HAAHの 酵 素 活 性 ま た は 発 現 の 20％ 程 度 の 少 な い 阻 害 だ け で 、
治 療 的 利 点 を 付 与 す る 。 例 え ば 、 臨 床 的 利 点 は 、 未 処 理 の 癌 細 胞 ま た は 正 常 な 非 癌 性 細 胞
に 関 連 す る レ ベ ル と 比 較 し た 、 HAAH阻 害 性 化 合 物 の 投 与 後 の 50％ ～ 70％ の HAAHの 発 現 ま た
は 活 性 の 阻 害 に よ っ て 達 成 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
HAAHは 、 転 写 レ ベ ル で 調 節 さ れ る 。 HAAHの 発 現 お よ び 酵 素 活 性 に お け る ほ ん の 穏 や か な 増
加 が 、 細 胞 の 形 質 転 換 に 必 要 と さ れ た 。 こ れ ら は 、 HAAHの 遺 伝 子 発 現 お よ び 酵 素 活 性 の 増
加 が 、 形 質 転 換 表 現 型 の 発 生 ま た は 維 持 に 寄 与 す る こ と 、 お よ び HAAH遺 伝 子 の 転 写 の 減 少
ま た は HAAH遺 伝 子 産 物 の 酵 素 活 性 の 減 少 が 、 悪 性 の 減 少 を 導 く こ と を 示 す 。 従 っ て 、 HAAH
転 写 は 、 HAAHプ ロ モ ー タ ー 配 列 へ の Fosお よ び ／ ま た は Jun（ HAAH転 写 を 調 節 す る エ レ メ ン
ト ） の 結 合 を 減 少 す る 化 合 物 を 投 与 す る こ と に よ っ て 阻 害 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
HAAHは 、 胆 管 上 皮 の 悪 性 形 質 転 換 を 伴 っ て 上 方 調 節 さ れ 、 そ し て HAAH免 疫 反 応 性 が 、 腫 瘍
細 胞 表 面 膜 上 で 検 出 可 能 で あ る の で 、 HAAHは ま た 、 細 胞 傷 害 剤 を 標 的 化 す る （ 例 え ば 、 腫
瘍 細 胞 の 表 面 上 に 発 現 さ れ る HAAHに 結 合 す る 化 合 物 へ の 、 細 胞 傷 害 剤 の 連 結 に よ っ て ） た
め の 分 子 で も あ る 。 生 物 学 的 液 体 （ 例 え ば 、 胆 汁 ） ま た は 細 胞 （ 微 細 な ニ ー ド ル で の 吸 引
に よ っ て 得 ら れ る ） の い ず れ か に お け る HAAHタ ン パ ク 質 レ ベ ル の ア ッ セ イ は 、 ヒ ト 胆 管 癌
の 診 断 マ ー カ ー で あ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
（ 実 施 例 2： AAHの 発 現 な ら び に 悪 性 CNS新 生 物 の 増 殖 お よ び 浸 潤 ）
AAHは 、 癌 腫 お よ び 栄 養 膜 細 胞 に お い て 豊 富 に 発 現 さ れ る が 、 ほ と ん ど の 正 常 細 胞 （ CNS起
源 の 細 胞 を 含 む ） に お い て は 豊 富 に 発 現 さ れ な い 。 高 レ ベ ル の AAH発 現 が 、 16個 の 神 経 膠
芽 細 胞 腫 の う ち の 15個 、 9個 の 退 形 成 型 乏 突 起 膠 腫 の う ち の 8個 、 お よ び 12個 の 未 分 化 神 経
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外 胚 葉 性 腫 瘍 （ PNET） の う ち の 12個 に お い て 観 察 さ れ た 。 高 レ ベ ル の AAH免 疫 反 応 性 は 、
腫 瘍 の 中 央 部 よ り も む し ろ 浸 潤 中 の 縁 部 分 で 主 に 局 在 さ れ る 。 二 重 標 識 免 疫 組 織 化 学 的 染
色 は 、 AAHと テ ネ イ シ ン （ AAH酵 素 活 性 の 基 質 ） と の 間 の 相 互 関 係 を 実 証 し た 。 ホ ル ボ ー ル
エ ス テ ル ミ リ ス テ ー ト ま た は レ チ ノ イ ン 酸 で 処 理 し 、 ニ ュ ー ラ イ ト 伸 長 お よ び 侵 襲 性 増 殖
を 刺 激 し た PNET2ニ ュ ー ロ ン 細 胞 株 は 、 高 レ ベ ル の AAH発 現 を 示 し 、 一 方 、 H 2 O 2 誘 導 性 の ニ
ュ ー ラ イ ト 収 縮 が 、 AAHの 下 方 調 節 を 生 じ た 。 ヒ ト AAH cDNAを 安 定 に 過 剰 発 現 し た PNET2ニ
ュ ー ロ ン 細 胞 は 、 PCNAお よ び Bcl-2の レ ベ ル を 増 加 し 、 そ し て p21／ Waf1お よ び p16の レ ベ
ル を 減 少 し 、 こ れ は 、 AAH過 剰 発 現 が 、 病 理 学 的 細 胞 増 殖 、 細 胞 周 期 進 行 、 お よ び ア ポ ト
ー シ ス に 対 す る 耐 性 の 増 強 を 生 じ る こ と を 示 唆 す る 。 さ ら に 、 AAHト ラ ン ス フ ェ ク ト 体 に
観 察 さ れ た p16の レ ベ ル の 減 少 は 、 AAH過 剰 発 現 が 、 新 生 物 細 胞 の 侵 襲 性 の 増 殖 の 増 強 を 付
与 す る こ と を 示 す 。 な ぜ な ら 、 こ の p16遺 伝 子 の 欠 失 ま た は 下 方 調 節 は 、 神 経 膠 芽 細 胞 腫
の よ り 攻 撃 的 か つ 侵 襲 性 の イ ン ビ ボ 増 殖 と 相 関 す る か ら で あ る 。 増 加 さ れ た AAH免 疫 反 応
性 は 、 原 発 性 悪 性 CNS新 生 物 の 浸 潤 中 の 縁 部 分 で 検 出 さ れ 、 こ れ は 、 腫 瘍 侵 襲 性 に お け る H
AAHの 役 割 を さ ら に 示 す 。
【 ０ １ ０ ５ 】
以 下 の 材 料 お よ び 方 法 を 使 用 し て 、 以 下 に 記 載 の デ ー タ を 作 成 し た 。
【 ０ １ ０ ６ 】
（ 原 発 性 ヒ ト 悪 性 CNS新 生 物 に お け る AAH免 疫 反 応 性 の 分 析 ）
AAH免 疫 反 応 性 を 、 神 経 膠 芽 細 胞 腫 （ N＝ 16） 、 退 形 成 型 乏 突 起 膠 腫 （ N＝ 9） 、 お よ び 未 分
化 神 経 外 胚 葉 性 腫 瘍 （ PNET； テ ン ト 上 神 経 芽 細 胞 腫 （ N＝ 3） お よ び 髄 芽 細 胞 腫 （ N＝ 9） ）
の 外 科 的 切 除 標 本 に お い て 試 験 し た 。 こ れ ら の 組 織 病 理 学 的 切 片 を 再 評 価 し て 、 標 準 的 判
断 基 準 を 使 用 し て そ の 診 断 を 確 か め た 。 そ れ ぞ れ の 生 存 固 形 腫 瘍 ま た は 隣 接 す る イ ン タ ク
ト な 組 織 を 有 す る 腫 瘍 の 試 料 を 含 む ブ ロ ッ ク か ら の パ ラ フ ィ ン 切 片 を 、 研 究 し た 。 正 常 な
成 体 の 死 後 の 脳 （ n＝ 4） 由 来 の 切 片 を 、 ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 含 ん だ 。 AAH免 疫
反 応 性 を 、 HAAH特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 し て 検 出 し た 。 免 疫 反 応 性 は 、 色 素 原 と
し て 3-3'ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン （ DAB） （ 24） お よ び 対 比 染 色 と し て ヘ マ ト キ シ リ ン を 使 用
す る 、 ア ビ ジ ン -ビ オ チ ン 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 複 合 体 法 （ Vector ABC Elite Kit
； VectorLaboratories、 Burlingame、 CA） に よ っ て 明 ら か に し た 。
【 ０ １ ０ ７ 】
テ ネ イ シ ン お よ び ラ ミ ニ ン は 、 お そ ら く 、 こ れ ら の 分 子 内 の EGF様 反 復 の 存 在 に 起 因 し て
、 AAHに つ い て の 基 質 で あ る 。 二 重 免 疫 染 色 研 究 を 行 い 、 テ ネ イ シ ン ま た は ラ ミ ニ ン と 共
に AAHを 同 時 局 在 化 し た 。 AAH免 疫 反 応 性 を 、 色 素 原 と し て DABを 用 い る ABC法 に よ っ て 検 出
し 、 そ し て テ ネ イ シ ン ま た は ラ ミ ニ ン の 免 疫 反 応 性 を 、 基 質 と し て BCIP／ NBTを 用 い る ア
ビ ジ ン -ビ オ チ ン ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 複 合 体 法 （ VectorLaboratories、 Burlingame、 C
A） に よ っ て 検 出 し た 。 ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル お よ び ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 、
隣 接 切 片 を 、 神 経 膠 原 線 維 酸 性 タ ン パ ク 質 （ GFAP） お よ び B型 肝 炎 表 面 抗 原 に 対 す る モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 免 疫 染 色 し た 。 全 て の 標 本 を 、 同 じ 抗 体 希 釈 度 お よ び 免 疫 検 出 試
薬 を 用 い て 、 バ ッ チ 免 疫 染 色 し た 。
【 ０ １ ０ ８ 】
（ 細 胞 株 お よ び 培 養 条 件 ）
AAH発 現 が 、 悪 性 新 生 物 の 浸 潤 性 増 殖 と 共 に 生 じ る 、 ニ ュ ー ラ イ ト （ 糸 状 足 （ filopodia）
） 伸 長 （ 出 芽 ） に よ っ て 調 節 さ れ る か 否 か を 決 定 す る た め に 、 研 究 を 行 っ た 。 ヒ ト PNET2C
NS由 来 お よ び SH-Sy5yの 神 経 芽 細 胞 腫 細 胞 を 培 養 し 、 そ し て 0、 1、 2、 3、 5ま た は 7日 目 に 1
00nMの ホ ル ボ ー ル 12-エ ス テ ル 13-ア セ テ ー ト ま た は 10μ Mの レ チ ノ イ ン 酸 で 刺 激 し て 、 出
芽 を 誘 導 し た 。 さ ら に 、 AAH発 現 に 際 す る ニ ュ ー ラ イ ト 収 縮 の 効 果 を 試 験 す る た め に 、 サ
ブ コ ン フ ル エ ン ト な 培 養 物 を 、 低 濃 度 （ 10～ 40μ M） の H 2 O 2 で 24時 間 処 理 し た 。 両 方 の 研
究 に つ い て 、 AAH発 現 を 、 HAAH特 異 的 抗 体 を 使 用 す る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ っ て 評
価 し た 。
【 ０ １ ０ ９ 】
（ PNET2 AAHト ラ ン ス フ ェ ク ト ク ロ ー ン の 作 製 ）
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全 長 ヒ ト AAH cDNA（ 配 列 番 号 ： 3） を 、 pcDNA3.1哺 乳 動 物 発 現 ベ ク タ ー に 連 結 し た 。 こ の
発 現 ベ ク タ ー に お い て 、 遺 伝 子 発 現 は 、 CMVプ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に あ る （ Invitrogen Co
rp.、 San Diego、 CA） 。 PNET2細 胞 を 、 Cellfectin試 薬 （ Gibco BRL、 GrandIsland、 NY）
を 使 用 し て 、 pHAAHま た は pcDNA3（ ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル ） の い ず れ か で ト ラ ン ス フ ェ
ク ト し た 。 ネ オ マ イ シ ン 耐 性 ク ロ ー ン を 選 択 し 、 構 成 的 レ ベ ル の AAHタ ン パ ク 質 発 現 が 、
ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ っ て 検 出 し た 場 合 に 、 コ ン ト ロ ー ル （ pcDNA3） と 比 較 し て 少
な く と も 2倍 増 加 し た か 否 か を 研 究 し た 。 AAHの 過 剰 発 現 が 、 そ の 形 質 転 換 表 現 型 を 調 節 す
る 遺 伝 子 の 発 現 を ど れ ほ ど 変 更 す る か を 決 定 す る た め に 、 増 殖 細 胞 核 抗 原 （ PCNA） 、 p53
、 p21／ Waf1、 Bcl-2お よ び p16の レ ベ ル を 、 AAH（ N＝ 5） お よ び pcDNA3（ N＝ 5） を 安 定 に ト
ラ ン ス フ ェ ク ト し た ク ロ ー ン の サ ブ コ ン フ ル エ ン ト な 培 養 物 由 来 の 細 胞 溶 解 調 製 物 に お い
て 測 定 し た 。 PCNAを 、 細 胞 増 殖 の マ ー カ ー と し て 使 用 し た 。 p53、 p21／ Waf1、 お よ び Bcl-
2の レ ベ ル を 、 AAHを 過 剰 発 現 す る 細 胞 が 、 細 胞 周 期 進 行 へ の よ り 高 い 傾 向 が あ り 、 か つ ア
ポ ト ー シ ス に 対 す る よ り 高 い 耐 性 を 有 す る か 否 か を 決 定 す る た め に 試 験 し た 。 p16の レ ベ
ル を 、 AAH過 剰 発 現 が 、 腫 瘍 侵 襲 性 に お け る 役 割 を 有 す る か 否 か を 決 定 す る た め に 評 価 し
た 。
【 ０ １ １ ０ 】
（ ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 ）
10cm 2 デ ィ ッ シ ュ に お い て 増 殖 さ せ た 細 胞 を 、 溶 解 し 、 そ し て プ ロ テ ア ー ゼ お よ び ホ ス フ
ァ タ ー ゼ の イ ン ヒ ビ タ ー を 含 有 す る 標 準 的 な 放 射 免 疫 沈 降 ア ッ セ イ RIPA緩 衝 液 中 に 均 質 化
し た 。 不 溶 性 細 片 を 除 去 す る た め に 試 料 を 12,000× gで 10分 間 の 遠 心 分 離 し た 後 に 収 集 し
た 上 清 を 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に 使 用 し た 。 タ ン パ ク 質 濃 度 を 、 BCAア ッ セ イ （ Pierc
e Chemical Co.、 Rockford、 IL） を 使 用 し て 測 定 し た 。 60μ gの タ ン パ ク 質 を 含 む 試 料 を
、 ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル （ SDS-PAGE） 中 で 電 気 泳 動 し 、 そ し て
ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に 供 し た 。 二 連 の ブ ロ ッ ト を 、 個 々 の 抗 体 で プ ロ ー ブ し た 。 免 疫
反 応 性 を 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 結 合 体 化 IgG（ Pierce Chemical Co.、 Rockford、
IL） で 検 出 し 、 そ し て 化 学 発 光 試 薬 で 増 強 し た 。 タ ン パ ク 質 発 現 の レ ベ ル を 定 量 す る た め
に 、 不 飽 和 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ を 、 NIH Imageソ フ ト ウ エ ア バ ー ジ ョ ン 1.6を 使 用 す る 容 量
デ ン シ ト メ ト リ ー （ volumedensitometry） に 供 し た 。 pHAAHと pcDNA3を ト ラ ン ス フ ェ ク ト
し た 細 胞 間 の 統 計 学 的 比 較 を 、 ス チ ュ ー デ ン ト T検 定 を 使 用 し て 行 っ た 。
【 ０ １ １ １ 】
（ 抗 体 ）
FOCUS肝 細 胞 癌 細 胞 に 対 し て 作 製 し た HAAH特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 し て 、 AAH免 疫
反 応 性 を 検 出 し た 。 テ ネ イ シ ン お よ び 神 経 膠 原 線 維 酸 性 タ ン パ ク 質 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 、 な ら び に ラ ミ ニ ン に 対 す る ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 Sigma Co.（ St. Louis
、 MO） か ら 購 入 し た 。 ヒ ト p16に 対 す る ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 Santa Cruz Biotec
hnologyInc. （ SantaCruz. CA） か ら 購 入 し た 。 B型 肝 炎 表 面 抗 原 に 対 す る 5C3ネ ガ テ ィ ブ
コ ン ト ロ ー ル モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 組 換 え タ ン パ ク 質 を 使 用 し て 作 製 し 、 そ し て ネ ガ テ
ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 使 用 し た 。
【 ０ １ １ ２ 】
（ 原 発 性 悪 性 脳 腫 瘍 に お け る AAH免 疫 反 応 性 ）
神 経 膠 芽 細 胞 腫 16の う ち 15、 未 分 化 乏 突 起 細 胞 腫 9の う ち 8、 そ し て PNETの 12全 て に お い て
、 AAH免 疫 反 応 性 を 検 出 し た 。 AAH免 疫 反 応 性 は 、 細 胞 質 、 核 お よ び 細 胞 突 起 に 局 在 し た 。
AAH免 疫 反 応 性 の 組 織 分 布 は 、 腫 瘍 と イ ン タ ク ト な 脳 と の 間 の 界 面 に 局 在 し た 強 力 な 標 識
化 に 著 し く 、 そ し て 腫 瘍 の 中 央 部 分 内 の 免 疫 反 応 性 の 目 立 っ て 低 い レ ベ ル で あ っ た 。 高 い
レ ベ ル の AAH免 疫 反 応 性 は ま た 、 軟 膜 下 の 領 域 、 軟 膜 、 フ ィ ル ヒ ョ ー -ロ バ ン 血 管 周 囲 腔 隙
に 分 布 し た 新 形 成 細 胞 に お い て 、 お よ び 実 質 組 織 に 浸 潤 し た 新 形 成 細 胞 の 個 体 ま た は 小 集
団 に お い て 、 観 察 さ れ た 。 対 照 的 に 、 AAH免 疫 反 応 性 は 、 正 常 な 脳 で は 検 出 さ れ な か っ た
。 有 糸 分 裂 に お け る 核 の 密 度 （ 1～ 5％ ） は 、 腫 瘍 の 中 央 部 分 お よ び 末 端 部 分 に お い て 類 似
し て い た の で 、 AAH免 疫 反 応 性 の 分 布 は 、 DNA合 成 と 厳 密 に は 関 連 し て い な い よ う で あ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
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（ 神 経 膠 芽 細 胞 腫 に お け る AAHと テ ネ イ シ ン 免 疫 反 応 性 と の 間 の 関 係 ）
テ ネ イ シ ン は 、 悪 性 神 経 膠 腫 に お い て 発 現 さ れ た 細 胞 外 細 胞 間 質 関 連 抗 原 で あ る 。 テ ネ イ
シ ン は 、 分 子 内 に 、 HAAH水 酸 化 の 基 質 で あ る 、 EGF様 ド メ イ ン を 含 む 。 悪 性 脳 腫 瘍 に お け
る テ ネ イ シ ン 免 疫 反 応 性 に 関 し て AAHを 局 在 化 す る た め 、 二 重 標 識 免 疫 組 織 化 学 染 色 を 実
施 し 、 こ こ で 褐 色 色 素 原 （ brownchromogen） （ DAB） 、 お よ び テ ネ イ シ ン 、 青 色 色 素 原 （ b
luechromogen） （ BCIP／ NBT） を 用 い て AAHを 検 出 し た 。 隣 接 部 位 を 同 様 に 二 重 標 識 し て 、
CNS中 に 発 現 さ れ た 細 胞 外 細 胞 間 質 分 子 を 含 む 別 の EGFド メ イ ン で あ る ラ ミ ニ ン を 用 い て AA
Hを 同 時 局 在 化 し た 。 血 管 周 囲 結 合 組 織 に お い て 、 お よ び 内 皮 細 胞 の グ ロ メ ル ロ イ ド （ glo
meruloid） 増 殖 に 関 連 し て 、 テ ネ イ シ ン 免 疫 反 応 性 の 強 力 な レ ベ ル が 観 察 さ れ た 。 二 重 標
識 試 験 に よ っ て 、 高 レ ベ ル の AAHが 、 低 テ ネ イ シ ン ま た は 検 出 不 能 な テ ネ イ シ ン と 関 連 し
て お り 、 そ し て 低 レ ベ ル の AAHが 、 豊 富 な テ ネ イ シ ン 免 疫 反 応 性 を 関 連 し て い る よ う な 、 A
AHと テ ネ イ シ ン の 免 疫 反 応 性 の 間 の 相 反 す る 関 係 が 実 証 さ れ た 。 ラ ミ ニ ン は ま た 、 分 子 内
の EGF反 復 に 起 因 し て AAH酵 素 活 性 の 基 質 で あ る よ う で あ る が 、 二 重 標 識 試 験 で は 、 腫 瘍 全
体 を 通 じ て 、 そ し て 腫 瘍 と イ ン タ ク ト な 組 織 と の 間 の 界 面 で ご く 低 い レ ベ ル の ラ ミ ニ ン 免
疫 反 応 性 が 示 さ れ た 。
【 ０ １ １ ４ 】
（ PMAま た は RAで 処 理 し た ニ ュ ー ロ ン 細 胞 株 に お け る AAHの 分 析 ）
ニ ュ ー ラ イ ト 出 芽 ／ 糸 状 仮 足 伸 長 は 、 新 生 物 の ニ ュ ー ロ ン 細 胞 の 侵 襲 性 の 増 殖 を 特 徴 付 け
る 。 PMAは 、 ニ ュ ー ラ イ ト 出 芽 に 関 与 す る プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Cシ グ ナ ル 伝 達 経 路 を 活 性 化
す る 。 レ チ ノ イ ン 酸 は そ れ 自 体 の レ セ プ タ ー に 結 合 し 、 そ し て リ ガ ン ド -レ セ プ タ ー 複 合
体 は 、 核 に 移 動 し 、 こ こ で ニ ュ ー ラ イ ト 成 長 に 関 与 す る 標 的 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー ／ エ ン
ハ ン サ ー 領 域 に 存 在 す る 特 定 の コ ン セ ン サ ス 配 列 に 結 合 す る 。 PNET2細 胞 お よ び SH-Sy5y細
胞 の 両 方 と も 、 PMA（ 60～ 120nM） ま た は レ チ ノ イ ン 酸 （ 5～ 10μ M） で の 処 理 に よ っ て 出 芽
す る よ う に 誘 導 さ れ 得 る 。 図 5A～ Dは 、 代 表 的 な ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト の オ ー ト ラ ジ オ グ ラ
フ ィ ー か ら の デ ー タ を 示 す ； 棒 グ ラ フ は 、 3つ の 実 験 か ら 得 た 結 果 の 平 均 ± S.D.に 相 当 す
る 。 FB50抗 体 を 用 い た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 、 約 85kDaの 分 子 量 を 有 す る タ ン パ
ク 質 に 相 当 す る 二 重 の バ ン ド を 検 出 し た 。 未 処 理 の PNET2細 胞 は 、 比 較 的 低 レ ベ ル の AAH免
疫 反 応 性 を 有 し た （ 図 5A） が 、 未 処 理 の SH-Sy5y細 胞 は 、 容 易 に 検 出 さ れ る AAH発 現 を 有 し
た （ 図 5B） 。 未 処 理 の PNET2細 胞 は 、 粗 い 、 短 い 半 径 方 向 細 胞 突 起 を 有 す る 多 角 形 の 形 態
を 示 し た が 、 SH-Sy5y細 胞 は 、 わ ず か に 伸 長 さ れ 、 細 く 尖 っ た 突 起 を 自 ら 伸 長 し た 。 両 方
の 細 胞 株 と も 、 RA（ 図 5Aお よ び 5B） ま た は PMA（ 図 5C） の い ず れ か の 刺 激 お よ び ニ ュ ー ラ
イ ト 伸 長 後 、 AAH免 疫 反 応 性 の レ ベ ル に お い て 、 時 間 依 存 性 の 増 大 を 表 し た 。 PNET2細 胞 に
お い て は 、 RAま た は PMAに 対 す る 暴 露 の 24時 間 後 少 な く と も 2倍 ま で AAHタ ン パ ク 質 の レ ベ
ル が 増 大 し 、 そ し て 試 験 の 7日 間 を 通 じ て 高 い レ ベ ル の AAHが 維 持 さ れ た 。 SH-Sy5y細 胞 に
お い て は 、 AAH発 現 に お い て 、 RA刺 激 ま た は PMA刺 激 の 増 大 が 、 よ り 漸 増 的 に 生 じ 、 そ し て
処 理 の 7日 後 に 最 高 で あ っ た （ 図 5B） 。
【 ０ １ １ ５ 】
ニ ュ ー ラ イ ト 収 縮 に 対 す る AAH発 現 の 効 果 を 試 験 す る た め 、 PNET2お よ び SH-Sy5y細 胞 を 低
濃 度 （ 8～ 40μ M） の H 2 O 2 で 処 理 し た 。 40μ Mま で の H 2 O 2 に 対 す る 暴 露 の 24時 間 後 、 ほ と ん
ど の 細 胞 は 、 生 き て い た （ ト リ パ ン ブ ル ー 色 素 排 除 ） が 、 そ れ ら は 、 ニ ュ ー ラ イ ト の 収 縮
お よ び 丸 ま り を 示 し た 。 FB50抗 体 を 用 い る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 、 AAHタ ン パ ク
質 の レ ベ ル に お け る H 2 O 2 の 用 量 依 存 性 の 減 少 が 実 証 さ れ た （ 図 5D） 。
【 ０ １ １ ６ 】
（ PNET2細 胞 に お け る AAH過 剰 発 現 の 効 果 ）
悪 性 の 表 現 型 に 対 す る AAH過 剰 発 現 の 役 割 を 直 接 評 価 す る た め 、 CMVプ ロ モ ー タ ー （ pHAAH
） の 制 御 下 で 遺 伝 子 発 現 を 有 す る ヒ ト 全 長 cDNAを 用 い て PNET2細 胞 を 安 定 に ト ラ ン ス フ ェ
ク ト し た 。 ネ オ マ イ シ ン 耐 性 pcDNA3偽 （ mock） ク ロ ー ン に 対 し て 少 な く と も 2倍 高 い レ ベ
ル の AAH免 疫 反 応 性 を 有 す る ネ オ マ イ シ ン 耐 性 ク ロ ー ン を 研 究 し た 。 悪 性 新 生 物 の 攻 撃 的
な 挙 動 は 、 DNA合 成 の 増 大 、 細 胞 周 期 進 行 、 ア ポ ト ー シ ス に 対 す る 耐 性 、 お よ び 侵 襲 的 増
殖 に 関 連 し て い る の で 、 AAHの 構 成 的 な 過 剰 発 現 に 関 連 す る 表 現 型 の 変 化 が 、 PCNA、 p21／
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Waf1、 p53、 Bcl-2、 お よ び p16に 関 し て 特 徴 づ け ら れ た 。 PCNAを 、 DNA合 成 お よ び 細 胞 増 殖
の 係 数 と し て 用 い た 。 p21／ Waf1は 細 胞 周 期 の イ ン ヒ ビ タ ー で あ る 。 p53腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 の
発 現 は 、 ア ポ ト ー シ ス の 前 に 増 大 す る が 、 bcl-2は 、 ア ポ ト ー シ ス を 阻 害 し 、 そ し て 神 経
細 胞 の 生 存 を 増 強 す る 。 p16は 、 し ば し ば 、 悪 性 新 生 物 に 対 す る 浸 潤 に お い て ダ ウ ン レ ギ
ュ レ ー ト さ れ る か ま た は 変 異 さ れ る か の い ず れ か で あ る 癌 抑 制 遺 伝 子 で あ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
5つ の pHAAHお よ び 5つ の pcDNA3の ク ロ ー ン を 研 究 し た 。 PHAAHト ラ ン ス フ ェ ク ト し た ク ロ ー
ン に お け る AAH発 現 の レ ベ ル の 上 昇 を 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 （ 図 6） お よ び ノ ー ザ ン ブ
ロ ッ ト 分 析 に よ り 確 認 し た 。 70～ 80％ コ ン フ ル エ ン ト に な っ た 培 養 物 由 来 の 細 胞 溶 解 物 を
用 い た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 、 pHAAHト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 に お け る AAH発 現 （ 約
85kDa； p＜ 0.05） の 構 成 的 に 増 大 し た レ ベ ル が PCNA（ 約 35kDa； p＜ 0.01） お よ び Bcl-2（
約 25kDa； p＜ 0.05） の 有 意 に 増 大 し た レ ベ ル 、 な ら び に p21／ Waf1（ 約 21kDa； p＜ 0.001）
お よ び p16（ 約 16kDa； p＜ 0.001） の 減 少 し た レ ベ ル に 関 連 す る こ と が 実 証 さ れ た （ 図 6）
。 し か し 、 pHAAH安 定 ト ラ ン ス フ ェ ク ト 体 は ま た 、 よ り 高 い レ ベ ル の 野 生 型 p53（ 約 53～ 55
kDa） を 示 し た 。 安 定 な ト ラ ン ス フ ェ ク ト 体 に お け る AAH発 現 （ 85kDaタ ン パ ク 質 ） は 、 わ
ず か 75～ 100％ ま で し か 増 大 し な か っ た が 、 p16お よ び p21／ Waf1の レ ベ ル は 、 は っ き り 減
少 し 、 そ し て PCNAは 、 2倍 近 く ま で 増 大 し た （ 図 6） 。
【 ０ １ １ ８ 】
（ AAH発 現 の 増 大 は 、 悪 性 CNA新 生 物 の 増 殖 お よ び 侵 襲 の 指 標 で あ る ）
本 明 細 書 に 記 載 さ れ る デ ー タ は 、 AAH過 剰 発 現 が 、 診 断 ツ ー ル （ こ れ に よ っ て ニ ュ ー ロ ン
細 胞 起 源 お よ び 神 経 膠 細 胞 起 源 の 両 方 の 原 発 性 悪 性 CNS新 生 物 を 同 定 す る ） で あ る こ と を
実 証 す る 。 免 疫 組 織 化 学 染 色 研 究 に よ り 、 AAH過 剰 発 現 が 、 固 形 腫 瘍 と 正 常 組 織 と の 間 の
境 界 に お い て 、 な ら び に 軟 膜 下 領 域 、 軟 膜 、 血 管 周 囲 腔 、 お よ び 実 質 組 織 に 分 布 し た 新 生
物 細 胞 へ の 浸 潤 に お い て 、 主 に 検 出 可 能 で あ る こ と が 実 証 さ れ た 。 イ ン ビ ト ロ 実 験 に お い
て 、 AAH遺 伝 子 発 現 が ニ ュ ー ラ イ ト （ 糸 状 仮 足 ） 伸 長 お よ び 侵 襲 で 調 節 さ れ 、 そ し て ニ ュ
ー ラ イ ト 収 縮 で ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ る こ と が 実 証 さ れ た 。 さ ら に 、 AAH cDNAで 安 定 に
ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た PNET2細 胞 は 、 PCNAお よ び bcl-2の 増 大 を 示 し 、 そ し て Waf1／ p21
お よ び p16発 現 の 減 少 を 示 し た 。 従 っ て 、 AAH過 剰 発 現 は 、 細 胞 増 殖 お よ び 細 胞 周 期 進 行 を
促 進 す る か 、 ア ポ ト ー シ ス を 阻 害 す る か 、 ま た は 腫 瘍 細 胞 侵 襲 を 増 強 す る 他 の 遺 伝 子 の 発
現 を 調 節 す る こ と に よ っ て CNS細 胞 の 形 質 転 換 さ れ た 表 現 型 に 寄 与 す る 。
【 ０ １ １ ９ 】
こ の デ ー タ は 、 PNET2細 胞 お よ び SH-Sy5y細 胞 に お い て 、 た だ し 正 常 な 脳 に は な い 、 容 易 に
検 出 可 能 な AAH mRNA転 写 物 （ 4.3kBお よ び 2.6kB） お よ び タ ン パ ク 質 （ 85kDaお よ び 50～ 56k
Da） を 実 証 し た 。 こ れ に 対 し て 、 高 レ ベ ル の AAH免 疫 反 応 性 が 、 研 究 さ れ た 悪 性 の 原 発 性 C
NS由 来 新 生 物 中 に お い て 37の う ち 35で 観 察 さ れ た 、 一 方 、 4つ の 正 常 な コ ン ト ロ ー ル の 脳
は 、 検 出 可 能 な AAH免 疫 反 応 性 を 有 さ な か っ た 。 浸 潤 す る 周 辺 で の 、 そ し て 一 般 に は 腫 瘍
の 中 央 部 に は な い 、 高 レ ベ ル AAH免 疫 反 応 性 の 存 在 は 、 AAH過 剰 発 現 が CNS新 生 物 の 侵 襲 的
増 殖 に 関 与 す る こ と を 示 す 。 AAH発 現 ま た は 酵 素 活 性 を 減 少 す る 化 合 物 の 投 与 は 、 AAHを 過
剰 発 現 す る CNS腫 瘍 の 増 殖 、 な ら び に 他 の 組 織 型 へ の CNS腫 瘍 の 転 移 を 阻 害 す る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
AAH酵 素 は 、 多 数 の タ ン パ ク 質 の EGFド メ イ ン を 水 酸 化 す る 。 テ ネ イ シ ン （ 悪 性 神 経 膠 腫 に
お い て 大 量 に 発 現 さ れ る 細 胞 外 細 胞 間 質 分 子 ） は 、 EGF様 ド メ イ ン を 含 む 。 テ ネ イ シ ン は
腫 瘍 細 胞 侵 襲 を 促 進 す る の で 、 神 経 膠 芽 細 胞 腫 に お け る テ ネ イ シ ン の 大 量 の 発 現 は 、 悪 性
神 経 膠 細 胞 新 生 物 中 の EGFま た は EGF様 レ セ プ タ ー の 高 頻 度 の 過 剰 発 現 に 対 す る 腫 瘍 細 胞 増
殖 の 増 強 の 自 己 分 泌 機 構 を 示 す 。 テ ネ イ シ ン の 機 能 的 ド メ イ ン の 分 析 は 、 こ の フ ァ ミ リ ー
の 分 子 の 分 裂 促 進 効 果 が 、 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン ド メ イ ン に よ っ て 大 き く 媒 介 さ れ る こ と 、 お
よ び EGF様 ド メ イ ン が 増 殖 、 細 胞 突 起 伸 長 、 お よ び 細 胞 間 質 侵 襲 を 阻 害 す る こ と を 示 し た
。 従 っ て 、 AAHに よ る EGF様 ド メ イ ン の 水 酸 化 は 、 腫 瘍 細 胞 侵 襲 に お け る 重 要 な 調 節 要 因 を
示 す 。
【 ０ １ ２ １ 】
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二 重 標 識 免 疫 組 織 学 的 染 色 研 究 に よ っ て 、 腫 瘍 の 周 辺 に 存 在 す る 高 レ ベ ル の AAH免 疫 反 応
性 が 、 低 レ ベ ル の テ ネ イ シ ン と 関 連 し て お り 、 そ し て 低 レ ベ ル の AAHが 、 し ば し ば 高 レ ベ
ル の テ ネ イ シ ン と 関 連 し て い る よ う な 、 AAHと テ ネ イ シ ン の 免 疫 反 応 性 の 間 の 相 反 す る 関
係 が 実 証 さ れ た 。 こ れ ら の 関 係 は 、 テ ネ イ シ ン の EGF様 ド メ イ ン の AAH水 酸 化 が 、 テ ネ イ シ
ン タ ン パ ク 質 の 免 疫 反 応 性 を 変 更 す る こ と 、 お よ び そ う し た 場 合 、 隣 接 す る 正 常 組 織 お よ
び 血 管 周 囲 腔 へ の 悪 性 CNS新 生 物 の 侵 襲 的 増 殖 を 促 進 す る こ と を 示 し た 。
【 ０ １ ２ ２ 】
PMAま た は レ チ ノ イ ン 酸 で ニ ュ ー ラ イ ト 伸 長 を 受 け る よ う に 、 ま た は 低 用 量 の H 2 O 2 へ の 暴
露 に よ っ て ニ ュ ー ラ イ ト 収 縮 を 受 け る よ う に 、 誘 導 さ れ た PNET2お よ び SH-Sy5y神 経 細 胞 に
お い て 、 AAH免 疫 反 応 性 を 試 験 し た 。 AAH発 現 は 、 PMA誘 導 ま た は レ チ ノ イ ン 酸 誘 導 に よ る
ニ ュ ー ラ イ ト （ 糸 状 仮 足 ） 伸 長 に よ っ て 、 は っ き り と 増 大 し 、 そ し て H 2 O 2 誘 導 性 ニ ュ ー ラ
イ ト 収 縮 お よ び 細 胞 の 丸 ま り に よ り 阻 害 さ れ た 。 ニ ュ ー ラ イ ト ま た は 糸 状 仮 足 の 伸 長 お よ
び 細 胞 外 細 胞 間 質 へ の 付 着 は 、 CNSに お け る 腫 瘍 細 胞 侵 襲 に 必 要 で あ る 。 テ ネ イ シ ン の EGF
様 ド メ イ ン は 、 発 生 の 間 、 細 胞 間 質 へ の ニ ュ ー ラ イ ト お よ び グ リ ア 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す る
。
【 ０ １ ２ ３ 】
形 質 転 換 さ れ た 表 現 型 に 対 す る AAH過 剰 発 現 の 役 割 を 直 接 評 価 す る た め 、 DNA合 成 、 細 胞 周
期 進 行 、 ア ポ ト ー シ ス 、 お よ び 腫 瘍 侵 襲 で 調 節 さ れ た 遺 伝 子 を 、 ヒ ト AAH cDNAを 安 定 に 過
剰 発 現 す る 神 経 細 胞 ク ロ ー ン 中 で 試 験 し た 。 PCNA免 疫 反 応 性 の 増 大 お よ び Waf1／ p21免 疫
反 応 性 の 減 少 の 知 見 は 、 AAHの 過 剰 発 現 が 、 細 胞 増 殖 お よ び 細 胞 周 期 進 行 を 増 強 す る こ と
を 示 し た 。 さ ら に 、 Bcl-2発 現 の 増 大 の 知 見 は 、 AAH過 剰 発 現 が ア ポ ト ー シ ス に 対 す る 細 胞
の 耐 性 の 増 大 に よ っ て 、 形 質 転 換 さ れ た 表 現 型 に 寄 与 す る こ と を 示 し た 。 AAHを 過 剰 発 現
し た 細 胞 に お け る よ り 高 レ ベ ル の p53と い う 明 ら か に 矛 盾 し た 知 見 は 、 未 熟 な 神 経 細 胞 に
お け る 高 レ ベ ル の 野 生 型 p53が 、 ア ポ ト ー シ ス で は な く ニ ュ ー ラ イ ト 成 長 （ 侵 襲 ） に 関 連
し て い る と い う 観 察 に よ っ て 説 明 さ れ る 。 p16の レ ベ ル は （ 正 常 細 胞 に 比 べ て ） 減 少 し た
か 、 ま た は AAHを 構 成 的 に 過 剰 発 現 し た 細 胞 に お い て 実 質 的 に 検 出 不 能 で あ っ た ； p16遺 伝
子 の 欠 失 変 異 体 は 、 侵 襲 的 増 殖 お よ び よ り 迅 速 な 悪 性 新 生 物 （ CNS起 源 の も の を 含 む ） の
進 行 に 関 連 し て い た 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 p16発 現 が AAHに よ っ て 調 節 さ れ る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ２ ４ 】
（ 実 施 例 3： HAAH産 生 の 増 大 お よ び IRS媒 介 シ グ ナ ル 伝 達 ）
IRS-1媒 介 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 は 、 隣 接 す る 無 関 係 の 肝 臓 組 織 に 比 べ 、 ヒ ト HCC腫 瘍 の 95％ に
お い て 活 性 化 さ れ る 。 HAAHは 、 こ の シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に 関 与 す る 下 流 エ フ ェ ク タ ー 遺 伝 子
で あ る 。 HAAH遺 伝 子 ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン は 、 免 疫 組 織 化 学 染 色 お よ び ウ エ ス タ ン ブ ロ
ッ ト 分 析 に よ っ て 表 さ れ る よ う に 、 HCC腫 瘍 に お け る IRS-1の 過 剰 発 現 に 密 接 に 関 連 し て い
る 。 高 レ ベ ル の HAAHタ ン パ ク 質 が 、 正 常 な 肝 細 胞 お よ び 胆 管 に 比 し て 、 HCCお よ び 胆 管 癌
に お い て 発 現 さ れ る 。 こ れ ら の 腫 瘍 の 両 方 と も 、 免 疫 組 織 化 学 染 色 に よ っ て 、 IRS-1の 高
レ ベ ル の 発 現 を 示 す 。 IRS-1の C末 端 短 縮 型 ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ 変 異 体 で 安 定 に ト ラ ン ス
フ ェ ク ト し た FOCUS HCC細 胞 ク ロ ー ン （ イ ン ス リ ン お よ び IGF-1刺 激 シ グ ナ ル 伝 達 を ブ ロ ッ
ク す る ） は 、 肝 臓 に お け る HAAH遺 伝 子 発 現 の 顕 著 な 減 少 に 関 連 し て い た 。 対 照 的 に 、 IRS-
1を 過 剰 発 現 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 、 HAAH遺
伝 子 発 現 の 増 大 を 実 証 す る 。 無 血 清 培 地 に お け る FOCUS HCC細 胞 の イ ン ス リ ン 刺 激 （ 20お
よ び 40U） お よ び 16時 間 後 の 血 清 枯 渇 に よ り 、 HAAH遺 伝 子 発 現 の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン
が 実 証 さ れ た 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 HAAH遺 伝 子 発 現 が 、 IRS-1シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 下 流 エ
フ ェ ク タ ー で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ２ ５ 】
（ 実 施 例 4： 悪 性 表 現 型 の 特 徴 に 対 す る HAAH発 現 レ ベ ル の 効 果 ）
NIH3T3細 胞 に お け る IRS-1の 過 剰 発 現 は 、 形 質 転 換 を 誘 導 す る 。 全 長 マ ウ ス HAAH構 築 物 を
、 pcDNA3真 核 生 物 発 現 ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 第 二 の マ ウ ス 構 築 物 は 、 部 位 指 向
性 変 異 に よ っ て 触 媒 活 性 を 廃 し た HAAHを コ ー ド し た 。 全 長 ヒ ト HAAH cDNAを pcDNA3発 現 ベ
ク タ ー 、 お よ び 形 質 転 換 活 性 の た め の ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 用 い ら れ た v-srcを
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コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド 中 に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 ヌ ー ド マ ウ ス に お い て 、 NIH3T3細 胞 の ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 効 率 の コ ン ト ロ ー ル 、 HAAH酵 素 活 性 の ア ッ セ イ
、 病 巣 形 成 の 分 析 に よ る 形 質 転 換 、 足 場 非 依 存 性 細 胞 増 殖 ア ッ セ イ 、 お よ び 腫 瘍 形 成 能 の
分 析 の た め に は 、 標 準 的 方 法 を 用 い た 。 こ の デ ー タ は 、 HAAHの 過 剰 発 現 が 悪 性 の 表 現 型 の
生 成 に 関 連 す る こ と を 示 し た 。
【 ０ １ ２ ６ 】
（ 表 ４ ） 酵 素 的 に 活 性 な HAAHの 過 剰 発 現 は 悪 性 腫 瘍 を 示 す 。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
a． 酵 素 的 に 活 性 な HAAH
b． P＜ 0.01（ 偽 お よ び 変 異 マ ウ ス HAAHに 比 し て ）
c． P＜ 0.01（ 偽 に 比 し て ）
d． ク ロ ー ン 18は 、 約 2倍 ま で 、 ヒ ト HAAHを 過 剰 発 現 す る 、 安 定 な ク ロ ー ニ ン グ さ れ た NIH 
3T3細 胞 株 で あ る 。
e． ク ロ ー ン 16は 、 約 50％ ま で ヒ ト HAAHを 過 剰 発 現 す る 、 安 定 な ク ロ ー ニ ン グ さ れ た NIH 3
T3細 胞 株 で あ る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
こ れ ら の デ ー タ は 、 HAAHの 過 剰 発 現 が 形 質 転 換 さ れ た 病 巣 の 形 成 に 関 連 す る こ と を 示 す 。
酵 素 的 活 性 は 、 細 胞 性 の 形 質 転 換 が 生 じ る の に 必 要 で あ る 。 ヒ ト HAAH遺 伝 子 発 現 の 増 大 を
伴 う ク ロ ー ニ ン グ さ れ た NIH3T3細 胞 株 は 、 ヌ ー ド マ ウ ス に お け る 固 体 腫 瘍 と 同 様 に 増 殖 す
る 。 HAAHは 、 IRS-1シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 下 流 エ フ ェ ク タ ー 遺 伝 子 で あ る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
（ 実 施 例 5： HAAH遺 伝 子 発 現 の 阻 害 ）
FOCUS HCC細 胞 株 （ こ こ か ら ヒ ト HAAH遺 伝 子 が 最 初 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ た ） は 、 正 常 肝 臓
に お い て 見 出 さ れ る レ ベ ル よ り も 約 3～ 4倍 高 い レ ベ ル の HAAH発 現 レ ベ ル を 有 す る 。 HAAHア
ン チ セ ン ス 構 築 物 を 作 成 す る た め 、 全 長 ヒ ト HAAH cDNAを 、 G418耐 性 遺 伝 子 を 含 む レ ト ロ
ウ イ ル ス ベ ク タ ー 中 に 反 対 方 向 に 挿 入 し 、 そ し て ア ン チ セ ン ス RNAを こ の 細 胞 中 で 産 生 し
た 。 ま た 、 よ り 短 い HAAHア ン チ セ ン ス 核 酸 （ 例 え ば 、 HAAH遺 伝 子 の エ キ ソ ン 1に 対 応 す る
核 酸 ） も 用 い て HAAH発 現 を 阻 害 す る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
FOCUS細 胞 を こ の ベ ク タ ー で 感 染 さ せ て 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り HAAHの レ ベ ル を
決 定 し た 。 HAAH遺 伝 子 発 現 の 減 少 を 観 察 し た 。 コ ン ト ロ ー ル と し て 、 こ れ も ま た 反 対 方 向
に 挿 入 さ れ た 、 非 関 連 緑 色 （ グ リ ー ン ） 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ nonrelevant Green Fluorescen
tProtein） （ GFP） を 含 有 す る 、 レ ト ロ ウ イ ル ス で 感 染 さ せ た 細 胞 の 増 殖 速 度 お よ び 形 態
学 的 外 観 （ 図 8） 。 細 胞 （ HAAHア ン チ セ ン ス 構 築 物 を 保 有 す る ） は 、 細 胞 質 対 核 の 比 に お
け る 増 大 に よ り 特 徴 付 け ら れ る 形 態 学 の 実 質 的 な 変 化 を 示 し 、 そ し て こ の こ と は 培 養 に お
け る 正 常 な 成 体 肝 細 胞 を 連 想 さ せ る 細 胞 形 状 の 変 化 を 仮 定 す る 。 HAAHレ ベ ル が 減 少 し て い
る 細 胞 は 、 図 8に 示 さ れ る よ う に 、 ア ン チ セ ン ス （ GFP） を 発 現 す る レ ト ロ ウ イ ル ス 感 染 細
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胞 （ コ ン ト ロ ー ル ） よ り も 実 質 的 に 遅 い 速 度 で 増 殖 す る 。 HAAH遺 伝 子 発 現 の 減 少 は 、 よ り
分 化 し た 非 癌 性 の 「 肝 細 胞 様 」 の 表 現 型 に 関 連 し て い た 。 HAAHア ン チ セ ン ス 配 列 の 発 現 を
用 い て 腫 瘍 増 殖 速 度 を 阻 害 す る 。 HAAH細 胞 レ ベ ル の 減 少 は 、 形 質 転 換 さ れ た 病 巣 の 形 成 の
低 下 に よ り 特 徴 付 け ら れ る 表 現 型 、 ソ フ ト ア ガ ー に お け る 低 レ ベ ル 増 殖 ま た は 足 場 非 依 存
性 増 殖 が な い こ と 、 光 学 顕 微 鏡 お よ び 位 相 差 顕 微 鏡 に よ り 決 定 さ れ る 分 化 し た 肝 細 胞 の 形
態 学 的 特 徴 、 を 生 じ 、 そ し て 腫 瘍 形 成 を 生 じ な い （ ヌ ー ド マ ウ ス へ の 細 胞 の 接 種 に よ り 試
験 し た 場 合 ） 。
【 ０ １ ３ ０ 】
（ 実 施 例 6： AAHア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に よ る AAH発 現 の 阻 害 ）
AAH遺 伝 子 発 現 を 阻 害 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 標 準 的 な 方 法 を 用 い て 設 計 し 、 そ し て
合 成 し た 。 例 え ば 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ 20マ ー ） を 設 計 し て AAH mRNAの 5'
領 域 に 結 合 し 、 そ し て AUG開 始 コ ド ン と 重 複 さ せ た （ 表 5） 。 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド を 、 そ れ ら が AUG（ メ チ オ ニ ン ） コ ド ン の 「 A」 か ら 1（ 位 置 -1） 、 6（ 位 置 -6） 、 ま た
は 11（ 位 置 -11） ヌ ク レ オ チ ド 上 流 （ 前 ） に 開 始 す る 配 列 に 相 補 的 で あ る よ う に 選 択 し た
。 さ ら に 、 位 置 -3で 開 始 す る セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 作 成 し た 。
【 ０ １ ３ １ 】
（ 表 ５ ） 例 示 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 配 列
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ２ 】
図 10は 、 AAG遺 伝 子 の 領 域 （ こ れ に 、 表 5に 記 載 さ れ る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が
結 合 す る ） を 示 す 。 全 て の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 MacVector6.5.3ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て
設 計 し た 。
【 ０ １ ３ ３ 】
試 験 し た AAHア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 AAH遺 伝 子 発 現 を 阻 害 す る こ と が 見 出 さ
れ た 。 イ ン ビ ト ロ 無 細 胞 転 写 翻 訳 ア ッ セ イ （ TNTQuick Coupled System） を 用 い 、 ヒ ト AAH
 cDNA（ pHAAH） を 用 い て AAHタ ン パ ク 質 を 合 成 し た 。 反 応 混 合 物 中 に 含 ま れ た ウ サ ギ 赤 血
球 溶 解 物 を 用 い て イ ン ビ ト ロ 翻 訳 を 達 成 し た 。 反 応 緩 衝 液 、 RNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 ア ミ ノ 酸
混 合 物 、 お よ び リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー （ RNAsin） の 存 在 下 で ［ 3 5 S］ メ チ オ ニ ン
を 用 い て 、 翻 訳 さ れ た 産 物 を 標 識 し た 。 こ の 産 物 を SDS-PAGEに よ り 、 続 い て オ ー ト ラ ジ オ
グ ラ フ ィ ー に よ っ て 分 析 し た 。 ル シ フ ェ ラ ー ゼ （ Luc） 発 現 プ ラ ス ミ ド を ポ ジ テ ィ ブ コ ン
ト ロ ー ル と し て 用 い た 。 第 二 レ ー ン お よ び 第 三 レ ー ン に お い て 、 約 85kD AAHタ ン パ ク 質 の
合 成 を 示 す （ AAH、 矢 印 ） 。 こ こ で 、 mRNAを 生 成 す る た め 、 テ ン プ レ ー ト と し て 1ま た は 2
μ gの プ ラ ス ミ ド 、 お よ び T7DNA依 存 性 RNAポ リ メ ラ ー ゼ プ ラ イ マ ー ／ プ ロ モ ー タ ー を 用 い
た 。 100× ま た は 1000× 過 剰 の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー の 添 加 に よ り
、 AAHタ ン パ ク 質 合 成 の 漸 増 的 に 増 大 す る 程 度 の 阻 害 を 得 た が 、 同 じ 量 の セ ン ス オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド の 封 入 は 、 AAHタ ン パ ク 質 合 成 に は 影 響 を 有 さ な か っ た 。 さ ら な る 試 験 に よ り
、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の み に よ る 、 AAHタ ン パ ク 質 合 成 の 完 全 な 阻 害 が 実 証
さ れ た 。 さ ら に 、 試 験 し た 3つ の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 全 て を 用 い て 、 遺 伝 子
発 現 の 効 果 的 な 阻 害 が 観 察 さ れ た 。 図 11は 、 AAHア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の イ ン
ビ ト ロ 転 写 ／ 翻 訳 分 析 の 結 果 を 示 し 、 そ し て 試 験 し た ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が
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HAAH RNAの 翻 訳 、 お よ び HAAHタ ン パ ク 質 の 引 き 続 く タ ン パ ク 質 合 成 を ブ ロ ッ ク す る こ と を
示 す 。
【 ０ １ ３ ４ 】
AAH遺 伝 子 発 現 の 阻 害 を ま た 細 胞 に お い て 試 験 し た 。 図 11は 、 Microtiter In situ Lumine
scence Quantification（ MILQ） Assayの 結 果 を 示 し 、 そ し て ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド 含 有 細 胞 の 実 際 の 効 果 を 実 証 す る 。 HAAH遺 伝 子 発 現 の 実 際 の 減 少 を 、 細 胞 の 培 養 培 地
に ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 単 に 添 加 す る こ と に よ り 検 出 し た 。 MILQア ッ セ イ は
、 RNA抽 出 の 必 要 性 な し に 、 培 養 細 胞 に お け る イ ン サ イ チ ュ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 結 合
を 定 量 す る 。 MILQア ッ セ イ を 用 い て 、 競 合 的 ア ン チ セ ン ス 結 合 阻 害 を 研 究 し 、 mRNAに ハ イ
ブ リ ダ イ ズ し た ア ン チ セ ン ス プ ロ ー ブ が Sh-SySy神 経 芽 細 胞 腫 内 で 内 因 性 に 発 現 し た こ と
を 例 証 し た 。 こ の 図 で は 、 特 定 の 未 標 識 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 、 FITC
-標 識 化 し た 位 置 -6の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 阻 害 を 示 す 。 結 合 の 最 小 阻 害 は
、 非 関 連 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で 観 察 さ れ た 。 未 標 識 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 FITC結
合 体 化 し た 位 置 -6プ ロ ー ブ に よ り 指 定 さ れ た 結 合 部 位 に 効 率 的 に 競 合 し 得 た が 、 非 関 連 プ
ロ ー ブ は 、 同 じ 分 子 濃 度 で 有 意 に 少 な い 阻 害 を 示 し た 。 FITCに 対 す る 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ
シ ダ ー ゼ 結 合 体 化 抗 体 を 用 い て 、 結 合 し た プ ロ ー ブ （ FITC標 識 し た ） を 検 出 し 、 そ し て ル
ミ ネ セ ン ス （ 発 光 ） 試 薬 を 用 い て 結 合 抗 体 を 検 出 し た 。 発 光 単 位 を 細 胞 密 度 に つ い て 補 正
し た が 、 現 実 に は 随 意 で あ る 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 細 胞 が 周 囲 の 環 境 か ら ア ン チ セ ン ス オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 効 率 的 に 取 り 入 れ る こ と 、 そ し て こ の 取 り 入 れ ら れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド が HAAH遺 伝 子 発 現 を 効 率 的 か つ 特 異 的 に 阻 害 す る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ３ ５ 】
HAAH遺 伝 子 発 現 の 阻 害 は 、 細 胞 を HAAHア ン チ セ ン ス の ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 誘 導 体 と 接 触 さ
せ る こ と に よ っ て 強 化 さ れ る 。 当 技 術 分 野 で 周 知 の 方 法 を 用 い て ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト ア ン
チ セ ン ス 誘 導 体 を 作 成 す る 。 図 13は 、 SH-SySY神 経 芽 細 胞 腫 細 胞 へ の ア ン チ セ ン ス （ 位 置 -
6） オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 遺 伝 子 送 達 に 起 因 す る AAH遺 伝 子 発 現 の 阻 害 を 示 す 。 MILQア ッ セ イ
を 用 い て 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 遺 伝 子 送 達 か ら 生 じ る 遺 伝 子 発 現 を 測 定 す る
。 細 胞 を AAH位 置 -6ア ン チ セ ン ス DNAと 接 触 さ せ 、 そ し て 当 技 術 分 野 で 公 知 の 方 法 （ 例 え ば
、 MICEア ッ セ イ （ de laMonteら 、 1999、 Biotechniques） ） を 用 い て 、 AAHタ ン パ ク 質 発 現
を 測 定 し て 、 こ れ が オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 阻 害 さ れ る
か 否 か を 決 定 し た 。 MICEア ッ セ イ を 用 い て 、 タ ン パ ク 質 を 抽 出 す る 必 要 な し に 培 養 細 胞 中
で 免 疫 反 応 性 を 測 定 す る か ま た は ゲ ル 電 気 泳 動 を 実 施 す る 。 こ の ア ッ セ イ は 、 ウ エ ス タ ン
ブ ロ ッ ト 分 析 よ り も 感 受 性 で あ る 。 MICEア ッ セ イ を 用 い て 、 非 関 連 （ ラ ン ダ ム ） オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 、 特 異 的 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ 位 置 -6） 、 お よ び ホ ス ホ ロ チ
オ エ ー ト 位 置 6ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 に お い て AAH
免 疫 反 応 性 を 評 価 し た 。 こ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 化 学 修 飾 は 、 細 胞
内 部 で の DNAの 安 定 性 を よ り 大 き く す る こ と が 見 出 さ れ た 。 な ぜ な ら 、 イ オ ウ 基 は 、 ホ ス
ホ ロ チ オ エ ー ト 結 合 お よ び 細 胞 核 で 通 常 生 じ る 分 解 か ら DNAを 保 護 す る か ら で あ る 。 ア ン
チ セ ン ス AAHオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ 位 置 -6） ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は 、 AAH免 疫 反 応 性 の レ
ベ ル の 減 少 を 生 じ た 。 そ し て ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 連 結 位 置 -6ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド を 用 い て 、 AAH遺 伝 子 発 現 を 阻 害 す る 効 果 は 、 ラ ン ダ ム オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で ト ラ ン
ス フ ェ ク ト し た 細 胞 に お い て 観 察 さ れ た レ ベ ル に か な り 比 例 し た 。 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 連
結 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い た AAH発 現 の よ り 効 果 的 な 阻 害 は 、 mRNAに 対 す
る 有 効 な 結 合 の 保 持 と あ わ せ た 、 分 子 の よ り 大 き い 安 定 性 に 起 因 す る よ う で あ っ た 。
【 ０ １ ３ ６ 】
（ 実 施 例 7： ヒ ト IRS-1変 異 体 ）
HCC細 胞 株 に お け る HAAHの イ ン ス リ ン ／ IGF-1刺 激 発 現 。 プ レ ク ス ト リ ン （ plextrin） お よ
び ホ ス ホ ト リ オ シ ン （ PTB） ド メ イ ン に お い て 変 異 し た ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ IRS-1cDNA、
な ら び に 分 子 の C末 端 に 位 置 す る Grb2、 Sypお よ び PI3K結 合 モ チ ー フ を 構 築 し た 。 ヒ ト IRS-
1変 異 体 構 築 物 を 生 成 し て 、 HAAH遺 伝 子 発 現 が IRS-1増 殖 因 子 シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド の 活
性 化 に よ り ど の よ う に 上 方 調 節 さ れ る か を 評 価 し た 。 hIRS-1分 子 の C末 端 に お け る 特 定 の

10

20

30

40

50

(32) JP 2005-501001 A 2005.1.13



変 異 は 、 Grb2、 Sypお よ び PI3Kの よ う な SH2エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 種 々 の ド メ
イ ン を 廃 し た 。 ヒ ト IRS-1タ ン パ ク 質 は 、 ラ ッ ト IRS-1タ ン パ ク 質 と 同 様 に 、 そ れ ぞ れ 、 89
7YVNI（ 以 下 、 表 5に 下 線 を 付 し て い る ） お よ び 1180YIDL（ 以 下 、 表 5に 下 線 を 付 し て い る
） の 同 じ Grb2お よ び Syp結 合 モ チ ー フ を 含 む 。 hIRS-1の 変 異 体 は 、 こ れ ら の モ チ ー フ に お
い て 、 以 下 の プ ラ イ マ ー を 請 う オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 指 向 性 変 異 誘 発 の 使 用 に よ っ て 、 TTT
コ ド ン （ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ） で の TATコ ド ン （ チ ロ シ ン ） の 置 換 に よ り 構 築 し た ： （ そ れ
ぞ れ 、
　
　
お よ び
　
　
で あ る ） 。 hIRS-1（ 野 生 型 ） お よ び 変 異 体 （ チ ロ シ ン 897～ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン お よ び チ ロ
シ ン 1180～ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ） の cDNAを pBK-CMV発 現 ベ ク タ ー 中 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し て
、 hIRS-1-wt、 897F、 Δ Grb2） 、 1180F、 お よ び Δ Sypと 名 付 け た 。
【 ０ １ ３ ７ 】
（ 表 ６ ） ヒ ト IRS-1ア ミ ノ 酸 配 列
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
（ 配 列 番 号 ： 5； GENBANKア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 JS0670； プ レ ケ ス ト リ ン ド メ イ ン は 、 11～ 11
3残 基 に ま た が る （ 包 括 的 ） ； リ ン 酸 結 合 残 基 は 配 列 番 号 ： 5の 46、 465、 551、 612、 632、
662、 732、 941、 989、 ま た は 1012を 含 む ） 。
【 ０ １ ３ ８ 】
（ 表 ７ ） ヒ ト IRS-1 cDNA
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（ 配 列 番 号 ： 6； GENBANKア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 NM005544） 。
【 ０ １ ３ ９ 】
制 限 酵 素 NheIお よ び EcoRIを 用 い て 1180Fの 同 じ 領 域 に よ る 897Fを コ ー ド す る 3'配 列 の 置 換
に よ っ て チ ロ シ ン 897お よ び 1180の 二 重 変 異 体 を 構 築 し 、 そ し て こ の 構 築 物 を 897F1180Fま
た は Δ Grb2Δ Sypと 呼 ん だ 。 発 現 プ ラ ス ミ ド は 、 CMVプ ロ モ ー タ ー （ hIRS-1-wt、 Δ Grb2、
Δ Syp、 Δ Grb2、 Δ Sypお よ び pBK-CMV（ 偽 ） ） の コ ン ト ロ ー ル 下 で あ り 、 そ し て MluI制 限
酵 素 に よ り ポ リ Aシ グ ナ ル 配 列 の 3'末 端 で 直 線 化 さ れ 、 次 に 精 製 さ れ た 。 類 似 の ア プ ロ ー
チ を 用 い て 、 613位 置 と 942位 置 で チ ロ シ ン 残 基 を フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン に 変 化 し 、 二 重 PI3K変
異 体 構 築 物 （ Δ PI3K） を 作 製 し た 。 hIRS-1変 異 体 は 、 PCRに よ っ て C末 端 に 付 加 さ れ た FLAG
エ ピ ト ー プ （ DYKDDDDK（ 配 列 番 号 ： 6） ＋ 終 止 コ ド ン ） を 有 す る 。 こ の ス ト ラ テ ジ ー に よ
り 、 安 定 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 株 に お い て 、 「 野 生 型 」 hIRS-1か ら 変 異 体 タ ン パ ク
質 を 識 別 す る こ と が 可 能 に な る 。 こ の 変 異 体 を 用 い て IRSシ グ ナ ル 伝 達 経 路 と 下 流 エ フ ェ
ク タ ー 遺 伝 子 と し て の HAAHの 活 性 化 と の 間 の 連 絡 を 規 定 し 、 そ し て HAAH過 剰 発 現 に よ り 特
徴 付 け ら れ る 腫 瘍 の 増 殖 を 阻 害 す る こ の 経 路 に 沿 う 伝 達 を 阻 害 す る 化 合 物 を 同 定 す る 。 リ
ン 酸 化 反 応 部 位 に 結 合 す る か ま た は そ の 部 位 で リ ン 酸 化 反 応 を 阻 害 す る 抗 体 ま た は 他 の 化
合 物 を 用 い て 、 シ グ ナ ル 伝 達 を 阻 害 し 、 こ れ に よ り HAA過 剰 発 現 腫 瘍 の 増 殖 を 阻 害 す る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
他 の 実 施 形 態 は 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 内 に あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ４ １ 】
【 図 １ 】 種 々 の ア ス パ ル チ ル （ ア ス パ ラ ギ ニ ル ） β -ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ （ AAH） cDNAに よ る
NIH-3T3細 胞 の 一 過 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ り 誘 導 さ れ た コ ロ ニ ー 形 成 を 示 す 棒 グ ラ
フ で あ る 。 コ ロ ニ ー 形 成 を 、 10μ g DNAに よ る 一 過 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ っ て 誘 導
し た 。 対 し て 、 酵 素 活 性 を 有 さ な い 変 異 体 マ ウ ス AAH構 築 物 は 、 形 質 転 換 活 性 を 有 さ な い
。 デ ー タ は 、 形 質 転 換 病 巣 平 均 数 ± SEMと し て 示 す 。
【 図 ２ 】 種 々 の マ ウ ス AAH安 定 ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 ク ロ ー ン に よ り 産 生 さ れ た タ ン パ ク
質 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト ア ッ セ イ の デ ン シ ト メ ト リ ー 分 析 の 結 果 を 示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。
ク ロ ー ン 7お よ び 18に お い て 、 HAAH遺 伝 子 発 現 の 穏 や か な 増 加 が あ り 、 ク ロ ー ン 16に お い
て は 、 よ り 低 い 程 度 で あ っ た が 過 剰 発 現 が あ っ た 。
【 図 ３ 】 図 3A～ Bは 、 HAAH酵 素 活 性 に 比 較 し た HAAH安 定 ト ラ ン ス フ ェ ク ト ク ロ ー ン に よ り
示 さ れ た ソ フ ト ア ガ ー に お け る コ ロ ニ ー 形 成 を 示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。 図 3Aは 、 ク ロ ー ン 7
、 16、 お よ び 18に お け る マ ウ ス AAH酵 素 活 性 の 測 定 を 示 し 、 そ し て 図 3Bは 、 ク ロ ー ン 7、 16
、 お よ び 18に よ り 示 さ れ た コ ロ ニ ー 形 成 を 示 す 。 デ ー タ は 、 播 種 10日 後 の コ ロ ニ ー 平 均 数
± SEMと し て 示 す 。 HAAH酵 素 活 性 に お い て 穏 や か な 増 大 が あ っ た （ こ れ は 、 タ ン パ ク 質 発
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現 と 相 関 し た ） 3つ の ク ロ ー ン は 全 て 、 足 場 非 依 存 性 増 殖 を 示 し た 。
【 図 ４ 】 マ ウ ス AAHを 過 剰 発 現 す る ト ラ ン ス フ ェ ク ト ク ロ ー ン を 注 射 し た ヌ ー ド マ ウ ス に
お け る 腫 瘍 形 成 を 示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。 腫 瘍 増 殖 は 、 30日 後 に 評 価 し た 。 ク ロ ー ン 7、 16
、 お よ び 18を 注 射 し た マ ウ ス に お い て 観 察 さ れ た 平 均 腫 瘍 重 量 を 偽 DNAト ラ ン ス フ ェ ク ト
ク ロ ー ン に 対 し て 比 較 し た 。 HAAHを 過 剰 発 現 す る ク ロ ー ン を 注 射 し た 全 て の 動 物 は 、 腫 瘍
を 発 達 さ せ た 。
【 図 ５ 】 図 5A～ Dは 、 腫 瘍 細 胞 侵 襲 の 間 に 生 じ る よ う な ニ ュ ー ラ イ ト 成 長 （ neurite outgr
owth） を 誘 導 す る た め に レ チ ノ イ ン 酸 （ 図 5A、 5B） お よ び ホ ル ボ ー ル エ ス テ ル ミ リ ス テ ー
ト （ PMA； 図 5C） で 処 置 し た PNET2（ 図 5A、 5C） お よ び SH-Sy5y（ 図 5B） 細 胞 に お け る AAH発
現 の 増 大 を 示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。 細 胞 を 、 0、 1、 2、 3、 4、 ま た は 7日 間 、 10Mレ チ ノ イ ン
酸 ま た は 100nM PMAで 処 理 し た 。 細 胞 溶 解 物 を 、 HAAH特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て
ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ っ て 分 析 し 、 85kDa AAHタ ン パ ク 質 を 検 出 し た 。 免 疫 反 応 性
の レ ベ ル は 、 体 積 デ ン シ ト メ ト リ ー （ 任 意 単 位 ） に よ っ て 測 定 し た 。 こ の グ ラ フ は 、 3つ
の 別 個 の 実 験 か ら 得 ら れ た 結 果 の 平 均 ± S.D.を 示 す 。 図 5Dに お い て は 、 PNET2細 胞 を 、 ニ
ュ ー ラ イ ト 収 縮 を 誘 導 す る た め に 致 死 下 濃 度 の H 2 O 2 で 24時 間 処 理 し た 。 細 胞 の 90％ よ り 多
く の 生 存 度 が 、 ト リ パ ン ブ ル ー 染 料 排 除 に よ っ て 示 さ れ た 。 同 様 の 結 果 が 、 SH-Sy5y細 胞
に つ い て 観 察 さ れ た 。
【 図 ６ 】 抗 ア ポ ト ー シ ス 分 子 （ Bcl-2） 、 細 胞 周 期 有 糸 分 裂 イ ン ヒ ビ タ ー 分 子 （ p16お よ び
p21／ Waf1） 、 お よ び 増 殖 分 子 （ 増 殖 細 胞 核 抗 原 ； PCNA） の レ ベ ル に 関 す る AAH過 剰 発 現 の
効 果 を 示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。 PNET2ニ ュ ー ロ ン 細 胞 を AAHを コ ー ド す る 全 長 ヒ ト cDNA（ pHAA
H） ま た は 空 ベ ク タ ー （ pcDNA） で 安 定 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 AAH遺 伝 子 発 現 は 、 CMVプ
ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に あ っ た 。 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 、 70～ 80パ ー セ ン ト の コ ン フ ル
エ ン ト で あ る 培 養 物 か ら 調 製 し た 細 胞 溶 解 物 を 用 い て 実 施 し た 。 タ ン パ ク 質 ロ ー デ ィ ン グ
は 、 各 レ ー ン に お い て 等 価 で あ っ た 。 反 復 ブ ロ ッ ト を 、 異 な る 抗 体 を 用 い て プ ロ ー ブ し た
。 棒 グ ラ フ は 、 3つ の 実 験 に お い て 測 定 し た タ ン パ ク 質 発 現 レ ベ ル の 平 均 S.D.を 示 す 。 全
て の 差 異 は 、 ス チ ュ ー デ ン ト T検 定 分 析 に よ っ て 統 計 学 的 に 有 意 で あ る （ P＜ 0.01～ P＜ 0.0
01） 。
【 図 ７ 】 IRS-1シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 成 分 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ８ 】 GFPを 発 現 す る コ ン ト ロ ー ル に 比 較 し た ア ン チ セ ン ス HAAH発 現 細 胞 に お い て 生 じ
た 増 殖 曲 線 を 示 す 線 グ ラ フ で あ る 。
【 図 ９ 】 hIRS-1タ ン パ ク 質 の 機 能 的 ド メ イ ン お よ び 点 変 異 体 の 構 造 的 構 成 を 示 す 図 で あ る
。 全 て の 変 異 体 お よ び 「 野 生 型 」 hIRS-Iタ ン パ ク 質 構 築 物 は 、 C末 端 に FLAG（ F） エ ピ ト ー
プ （ DYKDDDDK； 配 列 番 号 ： 7） を 含 む 。 PHお よ び PTBは 、 そ れ ぞ れ 、 プ レ ッ ク ス ト リ ン （ pl
eckstrin） 相 同 性 領 域 お よ び ホ ス ホ チ ロ シ ン 結 合 領 域 を 示 す 。
【 図 １ ０ 】 AAH cDNA、 お よ び ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 結 合 す る 位 置 を 示 す 図 で
あ る 。 示 し た 位 置 は 、 AAH cDNAの AUG開 始 部 位 に 対 し て で あ る 。
【 図 １ １ 】 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド DNA分 子 に よ る AAH遺 伝 子 発 現 の 阻 害 を 示 す 電
気 泳 動 ゲ ル の 写 真 で あ る 。
【 図 １ ２ 】 神 経 芽 細 胞 腫 細 胞 に お け る AAHア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 結 合 を 示 す 線
グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ３ 】 神 経 芽 細 胞 腫 細 胞 へ の AAHア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 送 達 の 結 果 と し て
の AAH遺 伝 子 発 現 の 阻 害 を 示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ４ 】 図 14Aは 、 NOTCHタ ン パ ク 質 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト ア ッ セ イ 発 現 の 写 真 で あ る 。
図 14Bは 、 逆 転 写 酵 素 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ RT-PCR） に よ り 測 定 さ れ る よ う な Hes-1遺 伝
子 発 現 を 示 す 電 気 泳 動 ゲ ル の 写 真 で あ る 。 図 14Cは 、 IRS-1シ グ ナ ル 伝 達 が 減 少 す る 条 件 下
で の NOTCH-1お よ び Jagged-1の 発 現 を 示 す ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト ア ッ セ イ の 写 真 で あ る 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】 【 図 ５ 】

【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ 】
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【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト 】
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