
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】癌の発生、浸潤または転移を診断するための診断剤、および癌の発生、浸潤、転
移または増殖を抑制するための治療剤を提供する。
【解決手段】特定のアミノ酸配列における８６位または２５４位チロシン残基がリン酸化
されたβカテニンを選択的に認識する抗体またはその免疫反応性断片、およびそれらを有
効成分とする癌の発生、浸潤または転移を診断するための診断剤、および癌の発生、浸潤
、転移または増殖を抑制するための治療剤に関する。
【選択図】　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る ８ ６ 位 ま た は ２ ５ ４ 位 の チ ロ シ ン 残 基 が リ
ン 酸 化 さ れ た β カ テ ニ ン を 選 択 的 に 認 識 す る 抗 体 。
【 請 求 項 ２ 】
　 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 請 求 項 １ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ 】
　 抗 体 が ハ イ ブ リ ド ー マ KM2853ま た は KM2891か ら 生 産 さ れ る 請 求 項 ２ 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 。
【 請 求 項 ４ 】
　 IgGク ラ ス の 抗 体 で あ る 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ５ 】
　 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 の 免 疫 反 応 性 断 片 。
【 請 求 項 ６ 】
　 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 の 誘 導 体 。
【 請 求 項 ７ 】
　 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る ８ ６ 位 チ ロ シ ン 残 基 が リ ン 酸 化 さ れ た β カ
テ ニ ン を 選 択 的 に 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 産 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 請 求 項 ８ 】
　 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る ２ ５ ４ 位 チ ロ シ ン 残 基 が リ ン 酸 化 さ れ た β
カ テ ニ ン を 選 択 的 に 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 産 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 請 求 項 ９ 】
　 ハ イ ブ リ ド ー マ が 受 託 番 号 FERM BP-8262で 特 定 さ れ る 請 求 項 ７ 記 載 の ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 ハ イ ブ リ ド ー マ が 受 託 番 号 FERM BP-8261で 特 定 さ れ る 請 求 項 ８ 記 載 の ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 免 疫 反 応 性 断 片 ま た は 誘 導 体 を 含 有 す
る 、 癌 の 治 療 剤 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 免 疫 反 応 性 断 片 ま た は 誘 導 体 を 含 有 す
る 、 癌 の 診 断 剤 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 免 疫 反 応 性 断 片 ま た は 誘 導 体 を 用 い て
β カ テ ニ ン の チ ロ シ ン リ ン 酸 化 を 免 疫 学 的 測 定 法 に よ っ て 検 出 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 免 疫 反 応 性 断 片 ま た は 誘 導 体 を 用 い て
癌 を 判 別 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 免 疫 反 応 性 断 片 ま た は 誘 導 体 を 用 い て
、 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 配 列 で 表 さ れ る β カ テ ニ ン の ８ ６ 位 ま た は ２ ５ ４ 位 の チ ロ シ ン 残
基 の リ ン 酸 化 を 阻 害 す る 薬 剤 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 免 疫 反 応 性 断 片 ま た は 誘 導 体 を 用 い て
癌 の 治 療 剤 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る ８ ６ 位 チ ロ シ ン 残 基 が リ ン 酸 化
さ れ た β カ テ ニ ン を 選 択 的 に 認 識 す る 抗 体 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る
２ ５ ４ 位 チ ロ シ ン 残 基 が リ ン 酸 化 さ れ た β カ テ ニ ン を 選 択 的 に 認 識 す る 抗 体 、 お よ び そ れ
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ら の 利 用 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 上 皮 細 胞 間 の 細 胞 接 着 は 、 ア ド ヘ レ ン ス ジ ャ ン ク シ ョ ン を 構 成 す る カ ル シ ウ ム 依 存 性 細
胞 接 着 因 子 で あ る Ｅ カ ド ヘ リ ン の ホ モ フ ィ リ ッ ク な 結 合 に よ り 維 持 さ れ て い る 。 β カ テ ニ
ン は 、 Ｅ カ ド ヘ リ ン の 細 胞 内 ド メ イ ン に 結 合 す る 蛋 白 質 の 一 つ と し て 見 出 さ れ た 。 ま た 、
Ｅ カ ド ヘ リ ン と 結 合 し た β カ テ ニ ン は 、 α カ テ ニ ン を 介 し て ア ク チ ン 細 胞 骨 格 と 結 合 す る
。 即 ち 、 α カ テ ニ ン お よ び β カ テ ニ ン は 、 Ｅ カ ド ヘ リ ン と ア ク チ ン 細 胞 骨 格 と の 結 合 を 介
在 し て い る 。 ま た 、 細 胞 内 ド メ イ ン を 欠 損 し た Ｅ カ ド ヘ リ ン は 、 細 胞 間 接 着 能 を 喪 失 す る
こ と か ら 、 α カ テ ニ ン お よ び β カ テ ニ ン を 介 し た Ｅ カ ド ヘ リ ン と ア ク チ ン 細 胞 骨 格 と の 結
合 は 、 細 胞 間 接 着 の 維 持 に 必 須 で あ る と 考 え ら れ て い る （ 非 特 許 文 献 １ ） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 癌 の 浸 潤 お よ び 癌 の 転 移 の 第 一 段 階 は 、 癌 胞 巣 か ら の 癌 細 胞 の 遊 走 で あ る 。 Ｅ カ ド ヘ リ
ン 細 胞 間 接 着 機 構 は 、 こ の 癌 細 胞 の 遊 走 に 関 与 し 、 癌 の 浸 潤 お よ び 癌 の 転 移 を 抑 制 す る 機
能 を 担 っ て い る と 考 え ら れ る 。 実 際 、 癌 細 胞 で は 様 々 な 要 因 に よ り Ｅ カ ド ヘ リ ン 細 胞 間 接
着 機 構 が 不 活 性 化 し て い る こ と が 知 ら れ て い る 。 例 え ば 、 Ｅ カ ド ヘ リ ン ま た は カ テ ニ ン の
遺 伝 子 の 欠 失 ま た は 変 異 の 導 入 が 挙 げ ら れ る 。 ま た は 、 遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 が 正 常 で あ っ
て も プ ロ モ ー タ ー 領 域 の CpGメ チ ル 化 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 、 細 胞 間 接 着 機 構 に 関 わ る 蛋
白 質 の 発 現 低 下 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 ま た 、 細 胞 間 の 接 着 性 が 乏 し い び ま ん 浸 潤 の 組 織 像 を 示 す 低 分 化 型 腺 癌 で は 、 Ｅ カ ド ヘ
リ ン お よ び β カ テ ニ ン の 遺 伝 子 異 常 ま た は 発 現 異 常 が 、 高 頻 度 で 認 め ら れ る 。 こ の よ う な
Ｅ カ ド ヘ リ ン お よ び β カ テ ニ ン の 遺 伝 子 発 現 異 常 に よ る 細 胞 間 接 着 機 構 の 不 活 性 化 は 、 癌
の 浸 潤 お よ び 転 移 の 引 き 金 の 一 つ に な っ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 一 方 、 細 胞 間 接 着 を 維 持 し た 組 織 像 を 示 す 高 分 化 型 腺 癌 で は 、 Ｅ カ ド ヘ リ ン お よ び β カ
テ ニ ン の 遺 伝 子 異 常 ま た は 発 現 異 常 の 頻 度 は 低 い 。 高 分 化 型 腺 癌 で は 、 腫 瘍 先 進 部 で の み
細 胞 間 の 接 着 性 が 喪 失 し 、 癌 細 胞 は 間 質 増 生 を 伴 っ て 浸 潤 す る 病 理 組 織 学 的 所 見 を 認 め る
。 ま た 、 同 一 症 例 の 肝 転 移 巣 で は 細 胞 間 の 接 着 能 は 回 復 し て お り 、 高 分 化 型 腺 癌 に お い て
は 、 Ｅ カ ド ヘ リ ン 細 胞 間 接 着 機 構 は 可 逆 的 に 制 御 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 細 胞 株 を 用 い た  の 実 験 で は 、 細 胞 内 の リ ン 酸 化 の 亢 進 に よ り 、 細 胞 間 接 着 が 解
離 す る こ と が 確 認 さ れ た 。 さ ら に 上 皮 増 殖 因 子 （ Epidermal Growth Factor； 以 下 、 EGFと
表 記 す る ） や 肝 細 胞 増 殖 因 子 （ Hepatocyte Growth Factor； 以 下 、 HGFと 表 記 す る ） な ど
の 増 殖 因 子 に よ る 刺 激 が あ る と 、 細 胞 間 接 着 は 解 離 す る 。 加 え て 、 EGF受 容 体 で あ る c-erb
B-2の リ ン 酸 化 触 媒 ド メ イ ン が 、 細 胞 内 で β カ テ ニ ン と 会 合 し て い る こ と が 見 出 さ れ た 。
現 在 で は 、 種 々 の 増 殖 因 子 受 容 体 の チ ロ シ ン リ ン 酸 化 作 用 に よ り β カ テ ニ ン が リ ン 酸 化 さ
れ る こ と が 、 Ｅ カ ド ヘ リ ン 細 胞 間 接 着 機 構 が 不 活 性 化 す る 一 因 と な っ て い る と 考 え ら れ て
い る （ 非 特 許 文 献 ２ ） 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 胃 の 未 分 化 型 腺 癌 の 免 疫 組 織 染 色 に お い て 、 細 胞 内 の リ ン 酸 化 チ ロ シ ン 量 と リ ン 酸 化 触
媒 ド メ イ ン を 有 す る 角 質 細 胞 増 殖 因 子 （ Keratinocyte Growth Factor； KGF） 受 容 体 の 発
現 量 が 相 関 （ P＜ 0.001） す る こ と 、 お よ び 細 胞 内 リ ン 酸 化 チ ロ シ ン 量 と 、 Ｅ カ ド ヘ リ ン お
よ び β カ テ ニ ン の 細 胞 質 内 発 現 量 が 相 関 す る こ と （ P＜ 0.05） が 報 告 さ れ て い る （ 非 特 許
文 献 ３ ） 。 臨 床 検 体 の 癌 部 位 の 抽 出 物 を 抗 β カ テ ニ ン 抗 体 で 免 疫 沈 降 し た 後 、 抗 リ ン 酸 化
チ ロ シ ン 抗 体 で 検 出 し た と こ ろ 、 リ ン 酸 化 さ れ た β カ テ ニ ン が 検 出 さ れ た 。 即 ち 、 癌 組 織
内 に は リ ン 酸 化 さ れ た β カ テ ニ ン が 著 量 存 在 し て い る 。 一 方 、 癌 部 位 に 近 接 す る 非 癌 部 位
に お い て は リ ン 酸 化 さ れ た β カ テ ニ ン は 検 出 さ れ な か っ た 。 従 っ て 、 臨 床 に お い て も 、 β
カ テ ニ ン の リ ン 酸 化 を 伴 う 細 胞 間 接 着 機 構 の 不 活 性 化 が 、 癌 の 浸 潤 お よ び 癌 の 転 移 に 関 与
し て い る も の と 考 え ら れ る 。
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【 ０ ０ ０ ８ 】
　 リ ン 酸 化 触 媒 ド メ イ ン を 有 す る erbB-2レ セ プ タ ー と は 結 合 で き る が 、 Ｅ カ ド ヘ リ ン と は
結 合 で き な い β カ テ ニ ン の N末 端 欠 失 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 導 入 し た ヒ ト 胃 癌 細 胞 株 TMK
-1細 胞 の 形 質 転 換 体 を 、 ヌ ー ド マ ウ ス の 腹 腔 内 に 移 植 し 、 腹 膜 へ の 転 移 が 検 討 さ れ た 。 遺
伝 子 導 入 さ れ て い な い TMK-1細 胞 と 比 較 し た 場 合 、 β カ テ ニ ン N末 端 欠 失 体 の 形 質 転 換 体 に
は 腹 膜 へ の 転 移 の 抑 制 効 果 が 認 め ら れ た (非 特 許 文 献 ４ )。 即 ち 、 β カ テ ニ ン N末 端 欠 失 体
の 形 質 転 換 体 で は 、 受 容 体 erbB-2に よ る 野 生 型 β カ テ ニ ン の チ ロ シ ン リ ン 酸 化 を 、 β カ テ
ニ ン N末 端 の 欠 失 体 が 競 合 的 に 阻 害 す る こ と で 、 Ｅ カ ド ヘ リ ン に よ る 細 胞 間 接 着 機 構 を 正
常 化 し 、 癌 細 胞 の 転 移 を 抑 制 し て い る と 考 え ら れ た 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 ま た 、 β カ テ ニ ン は wntシ グ ナ ル を 伝 達 し て 核 内 で 転 写 活 性 化 因 子 と し て 機 能 し て い る
と の 報 告 が あ る （ 非 特 許 文 献 ５ ） 。 β カ テ ニ ン は 、 グ リ コ ー ゲ ン 合 成 酵 素 キ ナ ー ゼ -3β (
以 下 、 GSK-3β と 表 記 す る )に よ る リ ン 酸 化 、 癌 抑 制 遺 伝 子 で あ る APC遺 伝 子 の 産 物 や そ の
他 の 因 子 と の 結 合 、 ユ ビ キ チ ン 化 を 経 て 、 分 解 さ れ る こ と で 細 胞 質 内 で の 存 在 量 が 低 く 保
た れ て い る 。 wntと そ の 受 容 体 で あ る Frizzledの 結 合 に よ り 、 GSK-3β は 不 活 性 化 さ れ 、 β
カ テ ニ ン は リ ン 酸 化 さ れ ず に 分 解 機 構 か ら 免 れ て 細 胞 質 内 に 蓄 積 す る 。 蓄 積 し た β カ テ ニ
ン は 、 転 写 因 子 で あ る リ ン パ 球 エ ン ハ ン サ ー 結 合 因 子 -1（ lymphoid enhancer binding fa
ctor-1； 以 下 、 LEF1と 表 記 す る ） ま た は T細 胞 因 子 -4（ T cell factor-4； 以 下 、 TCF4と 表
記 す る ） な ど と 結 合 し て 、 核 内 に 移 行 し て 、 c-myc、 Cyclin D、 PPARδ （ peroxisome prol
iferator activated receptor δ ） 等 の 癌 関 連 遺 伝 子 の 転 写 活 性 化 を 行 う と 考 え ら れ て い
る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 ま た 、 多 く の 大 腸 癌 に お い て 、 β カ テ ニ ン の 分 解 に 関 与 す る と 考 え ら れ て い る APC遺 伝
子 の 欠 失 ま た は 変 異 が 見 出 さ れ て お り 、 同 様 に 多 く の 癌 に お い て 、 β カ テ ニ ン が GSK-3β
に よ り リ ン 酸 化 を 受 け る 部 位 に 変 異 が 認 め ら れ る 。 即 ち 、 β カ テ ニ ン の 細 胞 質 内 で の 蓄 積
は 、 癌 の 発 生 や 増 殖 に 深 く 関 わ っ て い る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 さ ら に 、 APC遺 伝 子 ま た は β カ テ ニ ン 遺 伝 子 の 変 異 が 原 因 で β カ テ ニ ン の 分 解 系 が 不 完
全 に な っ て い る メ ラ ノ ー マ 細 胞 株 に 、 EGF受 容 体 erbB-2の 分 解 を 誘 導 す る 薬 剤 で あ る ゲ ル
ダ ナ マ イ シ ン を 作 用 さ せ る と 、 β カ テ ニ ン の チ ロ シ ン 残 基 の リ ン 酸 化 は 抑 制 さ れ 、 β カ テ
ニ ン と Ｅ カ ド ヘ リ ン と の 結 合 が 亢 進 さ れ る と 同 時 に 、 核 内 β カ テ ニ ン 量 の 低 下 と β カ テ ニ
ン 依 存 的 な 転 写 活 性 因 子 の 活 性 低 下 が 認 め ら れ る （ 非 特 許 文 献 ６ ） 。 即 ち 、 β カ テ ニ ン の
分 解 系 が 不 全 と な っ た 癌 細 胞 で は 、 増 殖 因 子 受 容 体 の リ ン 酸 化 触 媒 ド メ イ ン に よ る β カ テ
ニ ン の チ ロ シ ン リ ン 酸 化 は 、 Ｅ カ ド ヘ リ ン の 細 胞 間 接 着 機 構 を 不 活 性 化 し て 癌 の 浸 潤 お よ
び 癌 の 転 移 を 引 き 起 こ す と 同 時 に 、 wntシ グ ナ ル 伝 達 系 の 正 の 制 御 を 介 し て 、 癌 の 発 生 お
よ び 癌 の 増 殖 に も 関 与 し て い る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 β カ テ ニ ン の リ ン 酸 化 に よ る Ｅ カ ド ヘ リ ン 細 胞 間 接 着 機 構 不 活 性 化 の 分 子 レ ベ ル で の メ
カ ニ ズ ム は 未 だ 明 ら か に さ れ て い な い が 、 い く つ か の 仮 説 が 提 唱 さ れ て い る 。 リ ン 酸 化 さ
れ た β カ テ ニ ン は 、 Ｅ カ ド ヘ リ ン に 対 す る 親 和 性 が 低 下 し 、 Ｅ カ ド ヘ リ ン と の 結 合 が 解 離
す る 。  の 組 換 え 体 蛋 白 質 を 用 い た 実 験 で 、 癌 原 遺 伝 子 で あ る c-Src遺 伝 子 の 産 物
に よ る β カ テ ニ ン の リ ン 酸 化 部 位 は 、 ８ ６ 位 チ ロ シ ン ま た は ６ ５ ４ 位 チ ロ シ ン で あ り 、 チ
ロ シ ン を フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン に 置 換 し た 変 異 体 を 用 い た 検 討 か ら 、 β カ テ ニ ン と Ｅ カ ド ヘ リ
ン と の 親 和 性 の 低 下 に は ６ ５ ４ 位 チ ロ シ ン の リ ン 酸 化 が 関 与 し て い る こ と が 明 ら か と な っ
た （ 非 特 許 文 献 ７ ） 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 リ ン パ 腫 細 胞 株 K562細 胞 に Ｅ カ ド ヘ リ ン 遺 伝 子 を 導 入 し て 細 胞 間 接 着 機 構 が 導 入 さ れ た
形 質 転 換 体 に 、 チ ロ シ ン フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ の 阻 害 剤 を 作 用 さ せ て 細 胞 内 リ ン 酸 化 を 亢 進 さ
せ る と 、 細 胞 の 凝 集 塊 が 解 離 す る 。 そ の 際 、 Ｅ カ ド ヘ リ ン と β カ テ ニ ン の 結 合 は 解 離 せ ず
、 β カ テ ニ ン と α カ テ ニ ン の 結 合 が 解 離 す る 。 さ ら に K562細 胞 に Ｅ カ ド ヘ リ ン と α カ テ ニ
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ン と の キ メ ラ 遺 伝 子 を 導 入 し た 形 質 転 換 体 は 、 チ ロ シ ン フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 阻 害 剤 に よ り 細
胞 の 凝 集 塊 の 解 離 は 認 め ら れ な か っ た 。 従 っ て 、 Ｅ カ ド ヘ リ ン と α カ テ ニ ン お よ び β カ テ
ニ ン の 複 合 体 か ら 、 α カ テ ニ ン が 離 脱 す る こ と が 、 細 胞 間 接 着 機 構 の 不 活 性 化 の 原 因 で あ
る こ と が 示 唆 さ れ た 。 （ 非 特 許 文 献 ８ ） 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 こ の よ う に 、 β カ テ ニ ン の リ ン 酸 化 は 、 癌 の 発 生 、 浸 潤 、 転 移 、 な ら び に 増 殖 に 深 く 関
わ っ て い る と 考 え ら れ る が 、 こ れ ら の 現 象 に お い て 重 要 な β カ テ ニ ン の チ ロ シ ン リ ン 酸 化
部 位 は こ れ ま で に 特 定 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 こ の よ う な リ ン 酸 化 ア ミ ノ 酸 残 基 を 特 異 的 に 検 出 す る 場 合 に は 、 一 般 的 に リ ン 酸 化 ア ミ
ノ 酸 残 基 を 含 む ペ プ チ ド と 特 異 的 に 反 応 す る 抗 体 が 利 用 さ れ る 。 こ れ ま で に 、 リ ン 酸 化 β
カ テ ニ ン と 特 異 的 に 反 応 す る 抗 体 と し て は 、 ウ サ ギ 抗 リ ン 酸 化 β カ テ ニ ン ポ リ ク ロ ー ナ ル
抗 体 が 市 販 さ れ て い る 。 該 抗 体 は ４ １ 位 の チ ロ シ ン お よ び ４ ５ 位 の セ リ ン が リ ン 酸 化 さ れ
た β カ テ ニ ン 、 ま た は ３ ３ 位 、 ３ ７ 位 の セ リ ン お よ び ４ １ 位 の チ ロ シ ン が リ ン 酸 化 さ れ た
β カ テ ニ ン を 認 識 す る 。 し か し な が ら 、 特 定 の リ ン 酸 化 部 位 を 認 識 で き る 抗 β カ テ ニ ン モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 報 告 は な い 。 さ ら に 、 た だ 一 つ の リ ン 酸 化 部 位 を 認 識 す る 抗 リ ン 酸 化
β カ テ ニ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 知 ら れ て お ら ず 、 特 に ８ ６ 位 リ ン 酸 化 チ ロ シ ン ま た は ２
５ ４ 位 リ ン 酸 化 チ ロ シ ン を 選 択 的 に 認 識 で き る 抗 リ ン 酸 化 β カ テ ニ ン 抗 体 は 知 ら れ て い な
い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
【 非 特 許 文 献 １ 】 EMBO Journal, 7, 3679, 1988
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Japanese Journal of Cancer and Chemotherapy, 26, 565, 1999
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Japanese Journal of Cancer Research, 89, 829, 1998
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Oncogene, 13, 883, 1996
【 非 特 許 文 献 ５ 】 細 胞 工 学 , 16, 793， 1997
【 非 特 許 文 献 ６ 】 Cancer Research, 61, 1671, 2001
【 非 特 許 文 献 ７ 】 Journal of Biological Chemistry， 274， 36734, 1999
【 非 特 許 文 献 ８ 】 The Journal of Cell Biology, 127, 1375, 1994
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の 目 的 は 、 癌 を 診 断 す る た め の 診 断 剤 、 癌 の 治 療 剤 、 な ら び に 癌 の 治 療 剤 を ス ク
リ ー ニ ン グ す る 方 法 を 提 供 す る こ と に あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 は 、 以 下 に 示 す （ １ ） ～ （ １ ６ ） に 関 す る 。
（ １ ） 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る ８ ６ 位 ま た は ２ ５ ４ 位 の チ ロ シ ン 残 基
が リ ン 酸 化 さ れ た β カ テ ニ ン を 選 択 的 に 認 識 す る 抗 体 。
（ ２ ） 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る （ １ ） 記 載 の 抗 体 。
（ ３ ） 抗 体 が ハ イ ブ リ ド ー マ KM2853ま た は KM2891か ら 生 産 さ れ る （ ２ ） 記 載 の モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 。
（ ４ ） IgGク ラ ス の 抗 体 で あ る （ １ ） ～ （ ３ ） の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 。
（ ５ ） （ １ ） ～ （ ４ ） の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 の 免 疫 反 応 性 断 片 。
（ ６ ） （ １ ） ～ （ ４ ） の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 の 誘 導 体 。
（ ７ ） 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る ８ ６ 位 チ ロ シ ン 残 基 が リ ン 酸 化 さ れ た
β カ テ ニ ン を 選 択 的 に 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 産 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 。
（ ８ ） 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る ２ ５ ４ 位 チ ロ シ ン 残 基 が リ ン 酸 化 さ れ
た β カ テ ニ ン を 選 択 的 に 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 産 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 。
（ ９ ） ハ イ ブ リ ド ー マ が 受 託 番 号 FERM BP-8262で 特 定 さ れ る （ ７ ） 記 載 の ハ イ ブ リ ド ー マ
。
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（ １ ０ ） ハ イ ブ リ ド ー マ が 受 託 番 号 FERM BP-8261で 特 定 さ れ る （ ８ ） 記 載 の ハ イ ブ リ ド ー
マ 。
（ １ １ ） （ １ ） ～ （ ４ ） の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 、 そ の 免 疫 反 応 性 断 片 ま た は 誘 導 体 を 含
有 す る 、 癌 の 治 療 剤 。
（ １ ２ ） （ １ ） ～ （ ４ ） の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 、 そ の 免 疫 反 応 性 断 片 ま た は 誘 導 体 を 含
有 す る 、 癌 の 診 断 剤 。
（ １ ３ ） （ １ ） ～ （ ４ ） の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 、 そ の 免 疫 反 応 性 断 片 ま た は 誘 導 体 を 用
い て β カ テ ニ ン の チ ロ シ ン リ ン 酸 化 を 免 疫 学 的 測 定 法 に よ っ て 検 出 す る 方 法 。
（ １ ４ ） （ １ ） ～ （ ４ ） の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 、 そ の 免 疫 反 応 性 断 片 ま た は 誘 導 体 を 用
い て 癌 を 判 別 す る 方 法 。
（ １ ５ ） （ １ ） ～ （ ４ ） の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 、 そ の 免 疫 反 応 性 断 片 ま た は 誘 導 体 を 用
い て 、 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 配 列 で 表 さ れ る β カ テ ニ ン の ８ ６ 位 ま た は ２ ５ ４ 位 の チ ロ シ
ン 残 基 の リ ン 酸 化 を 阻 害 す る 薬 剤 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 。
（ １ ６ ） （ １ ） ～ （ ４ ） の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 、 そ の 免 疫 反 応 性 断 片 ま た は 誘 導 体 を 用
い て 癌 の 治 療 剤 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 は 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る ８ ６ 位 チ ロ シ ン 残 基 が リ ン 酸 化
さ れ た β カ テ ニ ン ま た は 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る ２ ５ ４ 位 チ ロ シ ン 残
基 が リ ン 酸 化 さ れ た β カ テ ニ ン を 選 択 的 に 認 識 す る 抗 体 お よ び そ の 用 途 を 提 供 す る 。 ま た
、 本 発 明 の 抗 体 は 、 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 配 列 で 表 さ れ る β カ テ ニ ン の ８ ６ 位 ま た は ２ ５
４ 位 の チ ロ シ ン リ ン 酸 化 を 特 異 的 に 認 識 す る こ と が で き る た め 、 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 配
列 で 表 さ れ る β カ テ ニ ン の ８ ６ 位 ま た は ２ ５ ４ 位 の チ ロ シ ン リ ン 酸 化 を 阻 害 す る 物 質 の ス
ク リ ー ニ ン グ に も 利 用 す る こ と が で き る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ０ 】

　 本 発 明 の 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る ８ ６ 位 ま た は ２ ５ ４ 位 の チ ロ シ ン
残 基 が リ ン 酸 化 さ れ た β カ テ ニ ン を 選 択 的 に 認 識 す る 抗 体 に は 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る β
カ テ ニ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 ８ ６ 位 チ ロ シ ン が リ ン 酸 化 さ れ た β カ テ ニ ン を 選 択 的
に 認 識 す る 抗 体 （ 以 下 、 「 ８ ６ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン 抗 体 」 と 表 記 す る
） 、 お よ び ２ ５ ４ 位 チ ロ シ ン が リ ン 酸 化 さ れ た β カ テ ニ ン を 選 択 的 に 認 識 す る 抗 体 （ 以 下
、 「 ２ ５ ４ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン 抗 体 」 と 表 記 す る ） が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 ８ ６ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン 抗 体 は 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配
列 に お け る ８ ６ 位 チ ロ シ ン 残 基 が リ ン 酸 化 さ れ た β カ テ ニ ン に 特 異 的 に 結 合 で き る 抗 体 を
い う 。 ２ ５ ４ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン 抗 体 は 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る ア ミ
ノ 酸 配 列 に お け る ２ ５ ４ 位 チ ロ シ ン 残 基 が リ ン 酸 化 さ れ た β カ テ ニ ン に 特 異 的 に 結 合 で き
る 抗 体 を い う 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 こ こ で 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る ８ ６ 位 チ ロ シ ン 残 基 が リ ン 酸 化 さ
れ た β カ テ ニ ン に 特 異 的 に 結 合 で き る 抗 体 と は 、 β カ テ ニ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 中 の ８ ６ 位 チ
ロ シ ン 残 基 が リ ン 酸 化 さ れ て い な い β カ テ ニ ン よ り も ８ ６ 位 チ ロ シ ン 残 基 が リ ン 酸 化 さ れ
て い る β カ テ ニ ン に 対 し 、 よ り 強 い ア フ ィ ニ テ ィ ー を も っ て 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を い う
。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 抗 体 に は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の い ず れ も 包 含 さ れ る が
、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て は 、 免 疫 を 施 さ れ た 動 物 の 抗 血 清 、 お よ び 該 抗 血 清 か ら 精 製
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さ れ た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ に よ り 生 産 さ れ た 抗 体 お よ び 抗 体 遺 伝 子
を 含 む 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 し た 形 質 転 換 体 に よ り 生 産 さ れ る 遺 伝 子 組 換 え 抗 体 を 挙 げ
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 遺 伝 子 組 換 え 抗 体 に は 、 ヒ ト 化 抗 体 お よ び ヒ ト 抗 体 な ど 、 遺 伝 子 組 換 え に よ り 製 造 さ れ
る 抗 体 が 包 含 さ れ る 。 遺 伝 子 組 換 え 抗 体 と し て は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 有 す る 性 質 と 同
等 の 性 質 を 有 し 、 ヒ ト 体 内 に お い て 抗 原 性 が 低 下 し 、 血 中 半 減 期 が 延 長 さ れ た も の が 好 ま
し く 用 い ら れ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 有 す る 性 質 と 同 等 の 性 質 と し て は 結 合 活 性 、 中 和
活 性 な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 ヒ ト 化 抗 体 は 、 ヒ ト 型 キ メ ラ 抗 体 お よ び ヒ ト 型 相 補 性 決 定 領 域 （ complementary determ
ining region; 以 下 、 CDRと 表 記 す る ） 移 植 抗 体 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 ヒ ト 型 キ メ ラ 抗 体 は 、 ヒ ト 以 外 の 動 物 の 抗 体 の 重 鎖 （ 以 下 、 H鎖 と 表 記 す る ） V領 域 （ 以
下 、 抗 体 重 鎖 可 変 領 域 を VHと 表 記 す る ） お よ び 軽 鎖 （ 以 下 、 L鎖 と 表 記 す る ） V領 域 （ 以 下
、 抗 体 L鎖 可 変 領 域 を VLと 表 記 す る ） と 、 ヒ ト 抗 体 の 重 鎖 定 常 領 域 （ 以 下 、 CHと 表 記 す る
） お よ び ヒ ト 抗 体 の 軽 鎖 定 常 領 域 （ 以 下 、 CLと 表 記 す る ） と か ら な る 抗 体 を い う 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 に お い て 、 ヒ ト 型 キ メ ラ 抗 体 は 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る ８
６ 位 チ ロ シ ン 残 基 ま た は ２ ５ ４ 位 チ ロ シ ン 残 基 が リ ン 酸 化 さ れ た β カ テ ニ ン に 特 異 的 に 結
合 す る マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 産 す る ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 、 VHお よ び VLを コ ー ド す
る cDNAを 取 得 し 、 ヒ ト 抗 体 CHお よ び ヒ ト 抗 体 CLを コ ー ド す る 遺 伝 子 を 有 す る 動 物 細 胞 用 発
現 ベ ク タ ー に 挿 入 し て ヒ ト 型 キ メ ラ 抗 体 発 現 ベ ク タ ー を 構 築 し 、 こ れ を 動 物 細 胞 へ 導 入 し
て 発 現 さ せ る こ と に よ り 製 造 で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の ヒ ト 型 キ メ ラ 抗 体 の C領 域 の 構 造 と し て は 、 い ず れ の イ ム ノ グ ロ ブ リ ン （ Ig）
ク ラ ス に 属 す る も の で も よ い が 、 IgG型 、 さ ら に は IgG型 に 属 す る IgG1、 IgG2、 IgG3、 IgG4
等 の イ ム ノ グ ロ ブ リ ン の C領 域 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 ヒ ト 型 CDR移 植 抗 体 は 、 ヒ ト 以 外 の 動 物 の 抗 体 の VHお よ び VLの CDR配 列 で 任 意 の ヒ ト 抗 体
の VH配 列 お よ び VL配 列 を そ れ ぞ れ 置 換 し た V領 域 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 構 築 し 、 ヒ ト 抗 体
の CHお よ び ヒ ト 抗 体 の CLを コ ー ド す る 遺 伝 子 を 有 す る 動 物 細 胞 用 発 現 ベ ク タ ー に そ れ ぞ れ
導 入 し 、 発 現 さ せ る こ と に よ り 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 の ヒ ト 型 CDR移 植 抗 体 の C領 域 の 構 造 と し て は 、 い ず れ の イ ム ノ グ ロ ブ リ ン （ Ig）
ク ラ ス に 属 す る も の で も よ い が 、 IgG型 、 さ ら に は IgG型 に 属 す る IgG1、 IgG2、 IgG3、 IgG4
等 の イ ム ノ グ ロ ブ リ ン の C領 域 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 ヒ ト 抗 体 は 、 元 来 、 ヒ ト 体 内 に 天 然 に 存 在 す る 抗 体 を 意 味 す る が 、 最 近 の 遺 伝 子 工 学 的
、 細 胞 工 学 的 、 発 生 工 学 的 な 技 術 の 進 歩 に よ り 作 製 さ れ た ヒ ト 抗 体 フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー
、 お よ び ヒ ト 抗 体 産 生 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 か ら 得 ら れ る 抗 体 等 も 包 含 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 ヒ ト 体 内 に 存 在 す る 抗 体 は 、 例 え ば 、 ヒ ト 抗 体 を 産 生 す る ヒ ト 末 梢 血 リ ン パ 球 を 単 離 し
、 EBウ イ ル ス な ど を 感 染 さ せ て 不 死 化 、 単 一 ク ロ ー ン 化 す る こ と に よ り 、 該 抗 体 を 産 生 す
る リ ン パ 球 を 培 養 し 、 培 養 物 中 よ り 該 抗 体 を 精 製 し て 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 ヒ ト 抗 体 フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー は 、 ヒ ト B細 胞 な ど の ヒ ト 抗 体 産 生 細 胞 か ら 調 製 し た 抗
体 cDNAを フ ァ ー ジ ベ ク タ ー 中 に 挿 入 す る こ と に よ り 、 Fab、 scFv等 の 抗 体 断 片 を フ ァ ー ジ
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表 面 に 発 現 さ せ た ラ イ ブ ラ リ ー の こ と を い う 。 該 ラ イ ブ ラ リ ー よ り 、 抗 原 を 固 定 化 し た 基
質 に 対 す る 結 合 活 性 を 指 標 と し て 所 望 の 抗 原 結 合 活 性 を 有 す る 抗 体 断 片 を 発 現 し て い る フ
ァ ー ジ を 回 収 す る こ と が で き る 。 該 抗 体 断 片 は 、 さ ら に 遺 伝 子 工 学 的 手 法 を 用 い て 、 2本
の 完 全 な H鎖 お よ び 2本 の 完 全 な L鎖 か ら な る ヒ ト 抗 体 分 子 に 変 換 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 ヒ ト 抗 体 産 生 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 ヒ ト 抗 体 遺 伝 子 が ゲ ノ ム 内 に 組 み 込 ま れ た 動
物 を い う 。 具 体 的 に は 、 マ ウ ス 等 の ES細 胞 へ ヒ ト 抗 体 遺 伝 子 を 導 入 し 、 該 ES細 胞 を 他 の マ
ウ ス 初 期 胚 へ 移 植 後 、 発 生 さ せ る こ と に よ り ヒ ト 抗 体 産 生 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 創 製
す る こ と が で き る 。 ヒ ト 抗 体 産 生 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 か ら の ヒ ト 抗 体 の 作 製 は 、 通 常
の ヒ ト 以 外 の 哺 乳 動 物 で 行 わ れ て い る ハ イ ブ リ ド ー マ 作 製 方 法 に よ り ヒ ト 抗 体 産 生 ハ イ ブ
リ ド ー マ を 取 得 し 、 こ れ を 培 養 し て 培 養 物 中 の 該 抗 体 を 精 製 す る こ と に よ り 実 施 で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】

　 本 発 明 の 抗 体 の 免 疫 反 応 性 断 片 は 、 上 記 の よ う な 本 発 明 の 抗 体 の 断 片 で あ っ て 、 配 列 番
号 １ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る ８ ６ 位 チ ロ シ ン 残 基 が リ ン 酸 化 さ れ た β カ テ ニ ン ま
た は 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る ２ ５ ４ 位 チ ロ シ ン 残 基 が リ ン 酸 化 さ れ た
β カ テ ニ ン に 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る 抗 体 断 片 を い う 。 こ の よ う な 免 疫 反 応 性 断 片
は 、 本 発 明 の 抗 体 を 適 当 な ペ プ チ ダ ー ゼ で 消 化 し て 得 ら れ る 抗 体 断 片 、 組 換 え DNA技 術 を
用 い て 作 製 さ れ る 抗 体 断 片 を 包 含 す る 。 本 発 明 の 免 疫 反 応 性 断 片 に は 、 上 記 の 本 発 明 の 抗
体 の Fab（ Fragment of antigen binding） 、 F(ab’ ) 2 、 Fab’ 、 一 本 鎖 抗 体 （ Single chai
n Fv; 以 下 、 scFvと 称 す ） ［ Science, 242, 423, 1988］ 、 ２ 量 体 化 可 変 領 域 （ 以 下 、 Dia
bodyと 称 す ） ［ Nature Biotechnol., 15, 629, 1997］ 、 お よ び ジ ス ル フ ィ ド 安 定 化 V領 域
断 片 （ disulfide stabilized Fv; 以 下 、 dsFvと 称 す ） ［ Molecular Immunol., 32, 249, 
1995］ が 包 含 さ れ る 。 ま た 、 本 発 明 の 抗 体 断 片 に は 、 抗 体 重 鎖 V領 域 （ VH） 、 お よ び 抗 体
軽 鎖 V領 域 （ VL） の CDRの ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ペ プ チ ド （ 以 下 、 CDRを 含 む ペ プ チ ド と 表 記
す る ） ［ J. Biol. Chem.，  271， 2966, 1996］ も 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 Fabは 、 IgGの ヒ ン ジ 領 域 で 2本 の H鎖 を 架 橋 し て い る 2つ の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 上 部 の ペ
プ チ ド 部 分 を 酵 素 パ パ イ ン で 切 断 し て 得 ら れ る H鎖 の N末 端 側 半 分 と 、 L鎖 全 体 で 構 成 さ れ
る 分 子 量 約 3万 の 抗 原 結 合 活 性 を 有 す る 抗 体 断 片 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 の Fabは 、 ８ ６ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン 抗 体 ま た は ２ ５ ４ 位 チ ロ
シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン 抗 体 を 酵 素 パ パ イ ン で 処 理 し て 取 得 す る こ と が で き る 。
ま た は 、 該 抗 体 の Fab断 片 を コ ー ド す る DNAを 原 核 生 物 発 現 ベ ク タ ー ま た は 真 核 生 物 発 現 ベ
ク タ ー に 挿 入 し 、 該 ベ ク タ ー を 原 核 生 物 ま た は 真 核 生 物 に 導 入 す る こ と に よ り 発 現 さ せ 、
Fabを 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 F(ab’ )  2 は 、 IgGの ヒ ン ジ 領 域 の ２ 対 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 下 部 を 酵 素 ト リ プ シ ン で 処
理 し て 得 る こ と が で き る 、 ２ つ の Fab領 域 が ヒ ン ジ 部 分 で 結 合 し た 分 子 量 約 １ ０ 万 の 抗 原
結 合 活 性 を 有 す る 抗 体 断 片 で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 の F(ab’ )  2 は 、 ８ ６ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン 抗 体 ま た は ２ ５ ４
位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン 抗 体 を 酵 素 ペ プ シ ン で 処 理 し て 得 る こ と が で き る
。 ま た は 、 該 抗 体 の F(ab’ )  2 断 片 を コ ー ド す る DNAを 原 核 生 物 発 現 ベ ク タ ー ま た は 真 核 生
物 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 該 ベ ク タ ー を 原 核 生 物 ま た は 真 核 生 物 に 導 入 す る こ と に よ り 発
現 さ せ 、 F(ab’ )  2 を 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 Fab’ は 、 下 記 F(ab’ ) 2 の ヒ ン ジ 間 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 切 断 し て 得 ら れ る 分 子 量 約 ５
万 の 抗 原 結 合 活 性 を 有 す る 抗 体 断 片 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
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　 本 発 明 の Fab’ は 、 ８ ６ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン 抗 体 の ま た は ２ ５ ４ 位
チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン 抗 体 の F(ab’ ) 2 を 還 元 剤 ジ チ オ ス レ イ ト ー ル 処 理 し
て 得 る こ と が で き る 。 ま た は 、 該 抗 体 の Fab’ 断 片 を コ ー ド す る DNAを 原 核 生 物 発 現 ベ ク タ
ー ま た は 真 核 生 物 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 該 ベ ク タ ー を 原 核 生 物 ま た は 真 核 生 物 に 導 入 す
る こ と に よ り 発 現 さ せ 、 Fab’ を 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 scFvは 、 一 本 の VHと 一 本 の VLと が 適 当 な ペ プ チ ド リ ン カ ー （ 以 下 、 Pと 表 記 す る ） を 用
い て 連 結 さ れ た 、 VH-P-VLな い し は VL-P-VHポ リ ペ プ チ ド と し て 示 さ れ る 断 片 を い う 。 本 発
明 で 使 用 さ れ る scFvに 含 ま れ る VHお よ び VLと し て は 、 本 発 明 の ８ ６ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選
択 的 抗 β カ テ ニ ン 抗 体 ま た は ２ ５ ４ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン 抗 体 の い ず れ
の も の も 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 の scFvは 、 ８ ６ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン 抗 体 ま た は ２ ５ ４ 位 チ ロ
シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン 抗 体 か ら 、 VHお よ び VLの cDNAを 取 得 し て scFv断 片 を コ ー
ド す る DNAを 構 築 し 、 原 核 生 物 発 現 ベ ク タ ー ま た は 真 核 生 物 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 該 ベ
ク タ ー を 原 核 生 物 ま た は 真 核 生 物 に 導 入 し て 発 現 さ せ る こ と に よ り 、 製 造 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 Diabodyは 、 抗 原 結 合 特 異 性 の 同 じ ま た は 異 な る scFvが ２ 量 体 を 形 成 し た 抗 体 断 片 で 、
同 じ 抗 原 に 対 す る ２ 価 の 抗 原 結 合 活 性 、 ま た は 異 な る 抗 原 に 対 す る ２ 特 異 的 な 抗 原 結 合 活
性 を 有 す る 抗 体 断 片 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 の Diabodyは 、 ８ ６ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン 抗 体 ま た は ２ ５ ４ 位
チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン 抗 体 か ら 、 VHお よ び VLの cDNAを 取 得 し て Diabody断
片 を コ ー ド す る DNAを 構 築 し 、 原 核 生 物 発 現 ベ ク タ ー ま た は 真 核 生 物 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入
し 、 該 ベ ク タ ー を 原 核 生 物 ま た は 真 核 生 物 に 導 入 し て 発 現 さ せ る こ と に よ り 製 造 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 dsFvは 、 VHお よ び VL中 の そ れ ぞ れ １ ア ミ ノ 酸 残 基 を シ ス テ イ ン 残 基 に 置 換 し た ポ リ ペ プ
チ ド を ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ り 結 合 さ せ た も の で あ る 。 シ ス テ イ ン 残 基 に 置 換 す る ア ミ ノ
酸 残 基 は Reiterら に 示 さ れ た 方 法 ［ Protein Engineering, 7, 697, 1994］ に 従 っ て 、 抗
体 の 立 体 構 造 予 測 に 基 づ い て 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 の dsFvに 含 ま れ る VHお よ び VLは 、 ８ ６ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン 抗
体 、 ま た は ２ ５ ４ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン 抗 体 の い ず れ の も の も 用 い る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 の dsFvは 、 ８ ６ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン 抗 体 ま た は ２ ５ ４ 位 チ ロ
シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン 抗 体 か ら 、 VHお よ び VLの cDNAを 取 得 し て dsFv断 片 を コ ー
ド す る DNAを 構 築 し 、 原 核 生 物 発 現 ベ ク タ ー ま た は 真 核 生 物 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 該 ベ
ク タ ー を 原 核 生 物 ま た は 真 核 生 物 に 導 入 し て 発 現 さ せ る こ と に よ り 、 製 造 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 CDRを 含 む ペ プ チ ド は 、 VHま た は VLの CDRの 少 な く と も １ 領 域 以 上 を 含 ん で 構 成 さ れ る 。
複 数 の CDRを 含 む ペ プ チ ド は 、 直 接 ま た は 適 当 な ペ プ チ ド リ ン カ ー を 介 し て 結 合 さ せ る こ
と に よ っ て 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 の CDRを 含 む ペ プ チ ド は 、 ８ ６ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン 抗 体 ま た
は ２ ５ ４ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン 抗 体 か ら 、 VHお よ び VLの cDNAを 取 得 し て
CDRを 含 む ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNAを 構 築 し 、 原 核 生 物 発 現 ベ ク タ ー ま た は 真 核 生 物 発 現
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ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 該 ベ ク タ ー を 原 核 生 物 ま た は 真 核 生 物 に 導 入 し て 発 現 さ せ る こ と に よ
り 、 製 造 す る こ と が で き る 。 ま た 、 CDRを 含 む ペ プ チ ド は 、 Fmoc法 （ フ ル オ レ メ チ ル オ キ
シ カ ル ボ ニ ル 法 ） 、 tBoc法 （ t-ブ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 法 ） な ど の 化 学 合 成 法 よ っ て 製 造
す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】

　 本 発 明 の 抗 体 の 誘 導 体 と し て は 、 ８ ６ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン 抗 体 も し
く は そ の 免 疫 反 応 性 断 片 、 ま た は ２ ５ ４ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン 抗 体 も し
く は そ の 免 疫 反 応 性 断 片 に 、 放 射 性 同 位 元 素 、 蛋 白 質 ま た は 薬 剤 な ど を 化 学 的 に ま た は 遺
伝 子 工 学 的 に 結 合 さ せ た 抗 体 の 誘 導 体 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 発 明 の 抗 体 の 誘 導 体 は 、 本 発 明 の ８ ６ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン 抗 体 も
し く は そ の 免 疫 反 応 性 断 片 、 ま た は ２ ５ ４ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン 抗 体 も
し く は そ の 免 疫 反 応 性 断 片 の H鎖 ま た は L鎖 の 、 N末 端 側 ま た は C末 端 側 、 抗 体 ま た は 抗 体 断
片 中 の 適 当 な 置 換 基 ま た は 側 鎖 、 あ る い は 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 中 の 糖 鎖 に 、 放 射 性 同 位 元
素 、 蛋 白 質 ま た は 薬 剤 （ 好 ま し く は 、 低 分 子 薬 剤 ） な ど を 化 学 的 手 法 ［ 抗 体 工 学 入 門 、 金
光 修 著 、 （ 株 ） 地 人 書 館 、 1994］ を 用 い て 結 合 さ せ る こ と に よ り 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 あ る い は 、 ８ ６ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン 抗 体 も し く は ２ ５ ４ 位 チ ロ シ ン
リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン 抗 体 ま た は そ の 免 疫 反 応 性 断 片 を コ ー ド す る DNAと 、 結 合 さ
せ た い 蛋 白 質 を コ ー ド す る DNAと を 連 結 さ せ た DNAを 、 原 核 生 物 発 現 ベ ク タ ー ま た は 真 核 生
物 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 該 ベ ク タ ー を 原 核 生 物 ま た は 真 核 生 物 に 導 入 す る こ と に よ り 発
現 さ せ て 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 放 射 性 同 位 元 素 と し て は 、 1 3 1 I、 1 2 5 Iな ど が あ げ ら れ 、 例 え ば 、 ク ロ ラ ミ ン Ｔ 法 な ど に
よ り 抗 体 に 結 合 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 薬 剤 と し て は 、 ナ イ ト ロ ジ ェ ン ・ マ ス タ ー ド 、 サ イ ク ロ フ ォ ス フ ァ ミ ド な ど の ア ル キ ル
化 剤 、 5-フ ル オ ロ ウ ラ シ ル 、 メ ソ ト レ キ セ ー ト な ど の 代 謝 拮 抗 剤 、 ダ ウ ノ マ イ シ ン 、 ブ レ
オ マ イ シ ン 、 マ イ ト マ イ シ ン C、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン 、 ド キ ソ ル ビ シ ン な ど の 抗 生 物 質 、 ビ ン
ク リ ス チ ン 、 ビ ン ブ ラ ス チ ン 、 ビ ン デ シ ン の よ う な 植 物 ア ル カ ロ イ ド 、 タ モ キ シ フ ェ ン 、
デ キ サ メ タ ソ ン な ど の ホ ル モ ン 剤 な ど の 抗 癌 剤 ［ 臨 床 腫 瘍 学 、 日 本 臨 床 腫 瘍 研 究 会 編 、 癌
と 化 学 療 法 社 、 1996］ 、 ま た は ハ イ ド ロ コ ー チ ゾ ン 、 プ レ ド ニ ゾ ン な ど の ス テ ロ イ ド 剤 、
ア ス ピ リ ン 、 イ ン ド メ タ シ ン な ど の 非 ス テ ロ イ ド 剤 、 金 チ オ マ レ ー ト 、 ペ ニ シ ラ ミ ン な ど
の 免 疫 調 節 剤 、 サ イ ク ロ フ ォ ス フ ァ ミ ド 、 ア ザ チ オ プ リ ン な ど の 免 疫 抑 制 剤 、 マ レ イ ン 酸
ク ロ ル フ ェ ニ ラ ミ ン 、 ク レ マ ス チ ン の よ う な 抗 ヒ ス タ ミ ン 剤 な ど の 抗 炎 症 剤 ［ 炎 症 と 抗 炎
症 療 法 、 医 歯 薬 出 版 株 式 会 社 、 1982］ な ど が 挙 げ ら れ る 。 例 え ば 、 ダ ウ ノ マ イ シ ン と 抗 体
を 結 合 さ せ る 方 法 と し て は 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド を 介 し て ダ ウ ノ マ イ シ ン と 抗 体 の ア ミ ノ
基 間 を 結 合 さ せ る 方 法 、 水 溶 性 カ ル ボ ジ イ ミ ド を 介 し て ダ ウ ノ マ イ シ ン の ア ミ ノ 基 と 抗 体
の カ ル ボ キ シ ル 基 を 結 合 さ せ る 方 法 な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 蛋 白 質 と し て は 、 免 疫 担 当 細 胞 を 活 性 化 す る サ イ ト カ イ ン 、 例 え ば 、 ヒ ト イ ン タ ー ロ イ
キ ン 2、 ヒ ト 顆 粒 球 マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 、 ヒ ト マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 刺 激
因 子 、 ヒ ト イ ン タ ー ロ イ キ ン 12な ど が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 癌 細 胞 を 直 接 障 害 す る 活 性 を 有
す る リ シ ン や ジ フ テ リ ア 毒 素 な ど の 毒 素 を 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 蛋 白 質 と 抗 体 ま
た は そ の 免 疫 反 応 性 抗 体 断 片 と を 結 合 さ せ た 融 合 抗 体 つ い て は 、 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 を コ
ー ド す る cDNAに 蛋 白 質 を コ ー ド す る cDNAを 連 結 さ せ 、 融 合 抗 体 を コ ー ド す る DNAを 構 築 し
、 該 DNAを 原 核 生 物 ま た は 真 核 生 物 用 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 該 発 現 ベ ク タ ー を 原 核 生 物
ま た は 真 核 生 物 へ 導 入 す る こ と に よ り 発 現 さ せ 、 融 合 抗 体 を 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】

10

20

30

40

50

(10) JP 2005-89354 A 2005.4.7

抗 体 誘 導 体



　 本 発 明 の 抗 体 ま た は そ の 免 疫 反 応 性 断 片 の 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お け
る ８ ６ 位 の チ ロ シ ン 残 基 が リ ン 酸 化 さ れ た β カ テ ニ ン ま た は 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る ア ミ ノ
酸 配 列 に お け る ２ ５ ４ 位 の チ ロ シ ン 残 基 が リ ン 酸 化 さ れ た β カ テ ニ ン に 対 す る 結 合 活 性 は
、 一 般 的 に 使 用 さ れ る 免 疫 学 的 測 定 法 で 測 定 す る こ と が で き る 。 免 疫 学 的 測 定 法 と し て は
、 ELISA［ Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, 1988］
、 お よ び ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ ［ Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring H
arbor Laboratory, 1988］ な ど が あ げ ら れ る 。 こ れ ら の 方 法 に よ り 、  に お い て 測
定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 以 下 に 、 本 発 明 を 構 成 す る ８ ６ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン 抗 体 ま た は ２ ５
４ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン 抗 体 、 そ の 免 疫 反 応 性 断 片 お よ び 誘 導 体 の 製 造
法 、 そ れ ら の 用 途 、 な ら び に そ れ ら を 含 む 薬 剤 の 用 途 に つ い て 説 明 す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】

(1)抗 原 と す る ペ プ チ ド の 調 製
　 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る ８ ６ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 β カ テ ニ ン
抗 体 、 ま た は 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る ２ ５ ４ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択
的 β カ テ ニ ン 抗 体 は 、 β カ テ ニ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち の 、 そ れ ぞ れ 配 列 番 号 １ で 表 さ れ
る ア ミ ノ 配 列 に お け る ８ ６ 位 ま た は ２ ５ ４ 位 の チ ロ シ ン を 含 む 連 続 し た ５ 残 基 以 上 、 具 体
的 に は ６ ～ ３ ０ 残 基 、 好 ま し く は １ ０ ～ ２ ５ 残 基 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 配 列 番 号 １ で
表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る ８ ６ 位 ま た は ２ ５ ４ 位 の チ ロ シ ン を リ ン 酸 化 チ ロ シ ン に 置
換 し た ペ プ チ ド を 化 学 合 成 し 、 該 ペ プ チ ド を 抗 原 と し て 動 物 に 免 疫 す る こ と に よ り 、 そ れ
ぞ れ 作 製 す る こ と が で き る 。 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る ８ ６ 位 チ ロ シ ン
リ ン 酸 化 選 択 的 β カ テ ニ ン 抗 体 を 製 造 す る た め の 抗 原 ペ プ チ ド の 具 体 例 と し て は 、 配 列 番
号 ３ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ プ チ ド 等 が 挙 げ ら れ る 。 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る ア
ミ ノ 酸 配 列 に お け る ８ ６ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 β カ テ ニ ン 抗 体 を 製 造 す る た め の 抗 原
ペ プ チ ド の 具 体 例 と し て は 、 配 列 番 号 ５ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ プ チ ド 等 が 挙
げ ら れ る 。 す な わ ち 、 本 発 明 の ８ ６ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン 抗 体 は 、 ８ ６
位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 β カ テ ニ ン に お け る 上 記 リ ン 酸 化 ペ プ チ ド 部 分 を エ ピ ト ー プ と し 、 当
該 リ ン 酸 化 ペ プ チ ド 部 分 に 特 異 的 に 結 合 す る 。 ２ ５ ４ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ
ニ ン 抗 体 も 同 様 に 、 ２ ５ ４ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 β カ テ ニ ン に お け る 上 記 リ ン 酸 化 ペ プ チ ド
部 分 を エ ピ ト ー プ と し 、 当 該 リ ン 酸 化 ペ プ チ ド 部 分 に 特 異 的 に 結 合 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 必 要 に 応 じ て 該 ペ プ チ ド の N末 端 ま た は C末 端 に は 、 後 述 す る 担 体 蛋 白 質 と の 結 合 に 用 い
る た め の シ ス テ イ ン 残 基 を 付 加 す る 。 チ ロ シ ン が リ ン 酸 化 さ れ た ペ プ チ ド は 、 文 献 の 方 法
［ Helv. Chim. Acta, 74, 1314, 1991、 Helv. Chem. Acta, 75, 707, 1992、 Tetrahedron
 Lett., 30, 6229, 1989、 Tetrahedron Lett., 29, 3591, 1988］ に 基 づ き ペ プ チ ド 合 成
機 等 を 用 い て 固 相 合 成 を 行 う こ と に よ り 化 学 合 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
(2)ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製
　 上 記 の ペ プ チ ド に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む 抗 血 清 は 、 文 献  ［ Antibodies: A L
aboratory Manual, Cold Spring Harbor Press. 1988］ （ 以 下 、 Antibodies: A Laborato
ry Manualと 略 記 す る ） 等 に 記 載 の 一 般 的 な 方 法 に よ り 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー 、
ウ サ ギ な ど の 動 物 の 皮 下 、 静 脈 内 ま た は 腹 腔 内 に 、 適 当 な ア ジ ュ バ ン ト と と も に 上 記 抗 原
を 10日 か ら 4週 間 お き に 数 回 投 与 し て 免 疫 を 行 う こ と に よ り 調 製 す る こ と が で き る 。 免 疫
は 、 ８ ６ 位 リ ン 酸 化 チ ロ シ ン を 含 む 上 記 ペ プ チ ド 抗 原 お よ び ２ ５ ４ 位 リ ン 酸 化 チ ロ シ ン を
含 む 上 記 ペ プ チ ド 抗 原 の 片 方 で 行 っ て も よ く 、 ま た は 双 方 を 含 む 混 合 物 を 用 い て 行 っ て も
よ い 。 混 合 物 を 用 い て 免 疫 を 行 っ た 場 合 は 、 ８ ６ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン
抗 体 と ２ ５ ４ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン 抗 体 を 含 む ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 得
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１ ． ８ ６ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン 抗 体 ま た は ２ ５ ４ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選
択 的 抗 β カ テ ニ ン 抗 体 の 製 造 法



ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 （ 1） で 調 製 し た ペ プ チ ド だ け で は 抗 原 と し て 抗 体 を 惹 起 す る 力 が 弱 い 場 合 、 ペ プ チ ド
を キ ー ホ ー ル ・ リ ン ペ ッ ト ・ ヘ モ シ ア ニ ン (Keyhole Limpet Hemocyanine； 以 下 、 KLHと 表
記 す る )、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 オ ボ ア ル ブ ミ ン 、 破 傷 風 毒 素 な ど の 担 体 蛋 白 質 に 結 合 さ
せ た も の を 抗 原 と し 、 例 え ば ウ サ ギ で は 200～ 1000μ g、 マ ウ ス で 10～ 100μ gを 1回 あ た り
投 与 す る 。 ペ プ チ ド と 担 体 蛋 白 質 と の 結 合 は m-マ レ イ ン イ ミ ド ベ ン ゾ イ ル -N-ヒ ド ロ キ シ
ス ク シ ン イ ミ ド (MBS)、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 ア ジ ュ バ ン ド と
し て は 、 フ ロ イ ン ド の 完 全 ア ジ ュ バ ン ト (Complete Freund's Adjuvant)ま た は 、 水 酸 化 ア
ル ミ ニ ウ ム ゲ ル と 百 日 咳 菌 ワ ク チ ン な ど が 挙 げ ら れ る 。 各 投 与 後 3～ 10日 目 に 免 疫 動 物 の
眼 底 静 脈 叢 ま た は 尾 静 脈 よ り 採 血 し 、 抗 原 に 用 い た リ ン 酸 化 ペ プ チ ド に 対 す る 反 応 性 に つ
い て 、 酵 素 免 疫 測 定 法 で 確 認 し 、 そ の 血 清 が 十 分 な 抗 体 価 を 示 し た 動 物 か ら 採 取 し た 血 清
を 抗 血 清 と す る 。 酵 素 免 疫 測 定 法 は 、 抗 原 に 用 い た リ ン 酸 化 ペ プ チ ド を プ レ ー ト に コ ー ト
し 、 サ ン プ ル で あ る 血 清 を 第 一 抗 体 と し て 反 応 さ せ 、 さ ら に 第 二 抗 体 と し て ビ オ チ ン 、 酵
素 、 化 学 発 光 物 質 ま た は 放 射 性 同 位 体 等 で 標 識 し た 抗 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 抗 体 (免 疫 に 用 い
た 動 物 の イ ム ノ グ ロ ブ リ ン に 対 す る 抗 体 )を 反 応 さ せ た 後 に 標 識 物 質 に 応 じ た 反 応 を 行 い
、 抗 原 ペ プ チ ド を 認 識 し て 結 合 す る 抗 体 を 検 出 お よ び 定 量 す る 方 法 で あ る [酵 素 免 疫 測 定
法 (ELISA法 ): 医 学 書 院 刊 , 1976]。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 (1)で 調 製 し た 抗 原 用 の ペ プ チ ド を 、 例 え ば 、 N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド (N-hydroxys
uccinimide、 NHS)に よ り 活 性 化 し た セ フ ァ ロ ー ス -4B（ Amersham Pharmacia Biotech 社 製
） や そ の 充 填 済 カ ラ ム で あ る ハ イ ト ラ ッ プ NHS-活 性 化 カ ラ ム （ HiTrap NHS-activated col
umn、 Amersham Pharmacia Biotech 社 製 ） 等 に 固 定 化 し て 作 製 し た ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム
を 用 い て 、 上 記 の 抗 血 清 に 対 し て ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 行 う こ と に よ り 、
抗 原 ペ プ チ ド と 結 合 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 精 製 す る こ と が で き る 。 ペ プ チ ド の 固 定 化
や ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー は メ ー カ ー の 添 付 書 類 に 従 っ て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 こ の よ う に し て 精 製 し た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に は 、 抗 原 と し た ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列
中 の リ ン 酸 化 チ ロ シ ン 以 外 の 部 分 を エ ピ ト ー プ と す る た め に 、 抗 原 と し た ペ プ チ ド ま た は
、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る ８ ６ 位 も し く は ２ ５ ４ 位 の チ ロ シ ン 残 基 が
リ ン 酸 化 さ れ た β カ テ ニ ン 以 外 の 、 ８ ６ 位 ま た は ２ ５ ４ 位 が リ ン 酸 化 さ れ て い な い β カ テ
ニ ン と も 結 合 で き る 抗 体 も 含 ま れ て い る 。 そ こ で 、 (1)で 調 製 し た 抗 原 用 の ペ プ チ ド と 同
一 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 チ ロ シ ン が リ ン 酸 化 さ れ て い な い ペ プ チ ド を 上 記 方 法 を 用 い
て 固 定 化 し た ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム に 、 上 記 で 精 製 し た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 通 塔 し て 、
配 列 番 号 １ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る ８ ６ 位 ま た は ２ ５ ４ 位 が リ ン 酸 化 さ れ て い な
い β カ テ ニ ン を 認 識 す る 抗 体 を カ ラ ム に 結 合 さ せ て 除 く こ と に よ り 、 ８ ６ 位 チ ロ シ ン リ ン
酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は ２ ５ ４ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β
カ テ ニ ン ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 精 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
(3)モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製
　 (2)と 同 様 に し て 3～ 20週 令 の マ ウ ス ま た は ラ ッ ト を 免 疫 し 、 血 清 中 に 十 分 な 抗 体 価 を 示
し た 動 物 の 脾 臓 、 リ ン パ 節 、 末 梢 血 よ り 抗 体 産 生 細 胞 を 採 取 す る 。 例 え ば 脾 臓 を 摘 出 し 、
脾 細 胞 を 採 取 す る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 ハ イ ブ リ ド ー マ を 得 る た め 、 抗 体 産 生 細 胞 と 骨 髄 腫 細 胞 と の 細 胞 融 合 を 行 う 。 抗 体 産 生
細 胞 と 融 合 さ せ る 骨 髄 腫 細 胞 と し て 、 一 般 に 入 手 可 能 な 株 化 細 胞 を 使 用 す る こ と が で き る
。 骨 髄 腫 細 胞 と し て は 、 例 え ば 、 マ ウ ス か ら 得 ら れ た 株 化 細 胞 で あ る ８ － ア ザ グ ア ニ ン 耐
性 マ ウ ス （ BALB/c由 来 ） 骨 髄 腫 細 胞 株 P3-X63Ag8-U1（ P3-U1） ［ Kohler G. et al., Europ
. J. Immunol., 6, 511, 1976］ 、 SP2/0-Ag14（ SP-2/0） ［ Shulmanet M. et al., Nature
, 276, 269, 1978］ 、 P3-X63Ag8653（ 653） ［ Kearney JF et al., J. Immunol., 123， 15
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48, 1979］ 、 P3-X63Ag8（ X63） ［ Kohler G. et al., Nature, 256, 495, 1975］ な ど 、 イ
ン ・ ビ ト ロ （  ） で 増 殖 可 能 な 骨 髄 腫 細 胞 で あ れ ば い か な る も の で も よ い 。 こ れ ら
の 細 胞 株 の 培 養 お よ び 継 代 に つ い て は 公 知 の 方 法 ［ Antibodies: A Laboratory Manual, C
old Spring Harbor Press, 1988］ に 従 い 、 細 胞 融 合 時 ま で に 2× 10 7 個 以 上 の 細 胞 数 を 確
保 す る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 抗 体 産 生 細 胞 と 骨 髄 腫 細 胞 を 、 最 小 培 地 （ minimal essential medium； 以 下 、 MEMと 表
記 す る ） ま た は リ ン 酸 緩 衝 化 生 理 食 塩 水 （ Phosphate Buffered Saline； 以 下 、 PBSと 表 記
す る ） で 洗 浄 し た の ち 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル － 1000な ど の 細 胞 凝 集 性 媒 体 を 加 え 、 細
胞 融 合 さ せ る 。 融 合 細 胞 を HAT培 地 ［ 正 常 培 地 （ RPMI-1640培 地 に 1.5mmol/Lグ ル タ ミ ン 、 5
× 10 - 5 mol/L　 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 10μ g/mLジ ェ ン タ マ イ シ ン お よ び 10％ ウ シ 胎 児
血 清 （ FCS） を 加 え た 培 地 ） に 10 - 4 mol/L ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 1.5× 10 - 5 mol/L チ ミ ジ ン お よ
び 4× 10 - 7 mol/L ア ミ ノ プ テ リ ン を 加 え た 培 地 ］ に 懸 濁 さ せ 、 96ウ ェ ル プ レ ー ト に 分 注 し
て 培 養 す る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 培 養 後 、 各 ウ ェ ル の 培 養 上 清 の 一 部 を と り 酵 素 免 疫 測 定 法 に よ り 、 抗 原 と し た リ ン 酸 化
ペ プ チ ド に 、 抗 原 の ペ プ チ ド と 同 一 の 配 列 を 有 す る 非 リ ン 酸 化 ペ プ チ ド と 比 較 し て よ り 強
い 反 応 性 を 示 す も の を 選 択 す る 。 選 択 し た ウ ェ ル 内 の 細 胞 か ら 、 限 界 希 釈 法 に よ り ク ロ ー
ニ ン グ を ２ 回 繰 り 返 し ［ 1回 目 は 、 HT培 地 （ HAT培 地 か ら ア ミ ノ プ テ リ ン を 除 い た 培 地 ） 、
２ 回 目 は 、 正 常 培 地 を 使 用 す る ］ 、 安 定 し て 強 い 抗 体 価 の 認 め ら れ た も の を ８ ６ 位 チ ロ シ
ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン 抗 体 ま た は ２ ５ ４ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン
抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ 株 と し て 選 択 す る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 精 製 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の サ ブ ク ラ ス の 決 定 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 タ イ ピ ン グ キ ッ ト
な ど を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 蛋 白 質 量 は 、 ロ ー リ ー 法 ま た は 波 長 280nmで の 吸 光 度 よ
り 算 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 精 製 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 取 得 法 と し て は 、 プ リ ス タ ン （ Pristane、 2、 6、 10、 14-テ
ト ラ メ チ ル ペ ン タ デ カ ン ） 0.5mlを 腹 腔 内 投 与 し 、 ２ 週 間 飼 育 し た 8～ 10週 令 の マ ウ ス ま た
は ヌ ー ド マ ウ ス に 、 上 記 で 得 ら れ た ８ ６ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン 抗 体 産 生
ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 ま た は ２ ５ ４ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン 抗 体 産 生 ハ イ ブ
リ ド ー マ 細 胞 5× 10 6 ～ 2× 10 7 細 胞 ／ 匹 を 腹 腔 内 に 注 射 す る 。 10～ 21日 間 で ハ イ ブ リ ド ー マ
は 腹 水 癌 化 す る 。 該 マ ウ ス ま た は ヌ ー ド マ ウ ス か ら 腹 水 を 採 取 し 、 遠 心 分 離 、 40～ 50％ 飽
和 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム に よ る 塩 析 、 カ プ リ ル 酸 沈 殿 法 、 DEAE－ セ フ ァ ロ ー ス カ ラ ム 、 プ ロ テ
イ ン Ａ カ ラ ム ま た は セ ル ロ フ ァ イ ン GSL2000（ 生 化 学 工 業 ） の カ ラ ム な ど を 用 い て 、 IgGま
た は IgM画 分 を 回 収 し 、 精 製 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と す る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 な お 、 本 発 明 の ハ イ ブ リ ド ー マ の 具 体 例 と し て は 、 ８ ６ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β
カ テ ニ ン 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ KM2891、 お よ び ２ ５ ４ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ
テ ニ ン 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ KM2853な ど が 挙 げ ら れ る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ KM2853は 、 平 成
１ ４ 年 １ ２ 月 １ ９ 日 付 け で 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所  特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー （ 茨
城 県 つ く ば 市 東 1丁 目 1番 地 １ 　 中 央 第 ３ ） に FERM BP-8261と し て 寄 託 さ れ て い る 。 ま た 、
ハ イ ブ リ ド ー マ KM2891は 、 平 成 １ ４ 年 １ ２ 月 １ ９ 日 付 け で 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究
所  特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー （ 茨 城 県 つ く ば 市 東 1丁 目 1番 地 １ 　 中 央 第 ３ ） に FERM BP-8262
と し て 寄 託 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】

　 本 発 明 の ８ ６ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン 抗 体 ま た は ２ ５ ４ 位 チ ロ シ ン リ ン
酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン 抗 体 は 、 β カ テ ニ ン の リ ン 酸 化 さ れ た ８ ６ 位 の チ ロ シ ン ま た は ２
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２ ． ８ ６ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン 抗 体 、 ま た は ２ ５ ４ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化
選 択 的 抗 β カ テ ニ ン 抗 体 、 そ の 免 疫 反 応 性 断 片 お よ び 誘 導 体 の 用 途



５ ４ 位 の チ ロ シ ン に そ れ ぞ れ 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 性 質 を 有 す る 本
発 明 の 抗 体 は 以 下 の 用 途 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
(1)本 発 明 の 抗 体 を 用 い る β カ テ ニ ン の リ ン 酸 化 を 検 出 す る 方 法 、 癌 の 診 断 剤 お よ び 癌 を
判 別 す る 方 法
　 細 胞 内 の β カ テ ニ ン の リ ン 酸 化 は 、 上 記 １ で 得 ら れ た 抗 体 を 用 い て 、 免 疫 学 的 方 法 に よ
り 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 ま た 、 β カ テ ニ ン の 細 胞 内 で の 上 昇 は 癌 に 関 与 し て い る と さ れ る こ と か ら 、 上 述 の 免 疫
学 的 方 法 で β カ テ ニ ン の 定 量 を 行 う こ と に よ り 、 癌 の 発 生 、 癌 増 殖 、 癌 浸 潤 お よ び 癌 転 移
の 状 態 を 判 別 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の 抗 体 は 癌 の 診 断 剤 と し て 用 い る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 具 体 的 に は 、 本 発 明 の 抗 体 を 、 細 胞 抽 出 物 ま た は 被 験 試 料 と 接 触 さ せ て 、 本 発 明 の 抗 体
と β カ テ ニ ン の 結 合 を 定 性 的 ま た は 定 量 的 に 測 定 す る 。 以 上 の こ と に よ り 、 細 胞 抽 出 物 ま
た は 被 験 試 料 内 の β カ テ ニ ン の リ ン 酸 化 を 定 量 す る こ と に よ り 、 癌 の 発 生 、 癌 増 殖 、 癌 浸
潤 お よ び 癌 転 移 の 状 態 を 予 測 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 被 験 試 料 と し て は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 例 え ば 生 体 試 料 、 具 体 的 に は 、 癌 化 の 疑 わ れ
る 病 変 組 織 な ど 、 そ れ ら の 抽 出 物 等 が 挙 げ ら れ 、 生 検 試 料 、 手 術 摘 出 組 織 な ど を 使 用 す る
の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 本 発 明 の β カ テ ニ ン の リ ン 酸 化 の 度 合 い を 調 べ る 方 法 と し て は 、 免 疫 学 的 測 定 法 が 挙 げ
ら れ る 。 免 疫 学 的 測 定 方 法 と し て は 、 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 、 イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 、 凝 集
反 応 、 補 体 結 合 反 応 、 溶 血 反 応 、 沈 降 反 応 、 金 コ ロ イ ド 法 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 、 免 疫
染 色 法 等 の 抗 原 抗 体 反 応 を 利 用 し た 方 法 で あ れ ば い か な る も の も 包 含 さ れ る が 、 好 ま し く
は 、 酵 素 免 疫 学 的 測 定 法 （ ELISA法 ） 、 イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 、 免 疫 組 織 染 色 法 等 が 用
い ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 ELISA法 と し て は 、 サ ン ド イ ッ チ ELISAや 競 合 ELISAが 挙 げ ら れ る が 、 サ ン ド イ ッ チ ELISA
が 望 ま し い 。 サ ン ド イ ッ チ ELISA法 に 用 い る 抗 体 と し て は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ポ リ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 な ど の 抗 体 お よ び そ れ ら の 免 疫 反 応 性 断 片 の う ち い ず れ を 用 い て も よ い 。 EL
ISA法 で 用 い る 2種 類 の 抗 体 の 組 み 合 わ せ と し て は 、 異 な る エ ピ ト ー プ を 認 識 す る モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 な ど の 抗 体 お よ び そ れ ら の 免 疫 反 応 性 断 片 の う ち い ず れ
を 用 い て も 良 い が 、 高 感 度 の サ ン ド イ ッ チ ELISAを 行 う た め に は 、 異 な る 抗 原 結 合 活 性 を
有 す る ２ 種 類 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 組 み 合 わ せ が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 ま た 、 リ ン 酸 化 β カ テ ニ ン を 特 異 的 に 検 出 す る 場 合 、 一 方 の 抗 体 に は β カ テ ニ ン 特 異 的
な 抗 体 を 、 一 方 の 抗 体 に は 本 発 明 の ８ ６ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン 抗 体 ま た
は ２ ５ ４ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン 抗 体 を 用 い る の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 非 リ ン 酸 化 β カ テ ニ ン を 特 異 的 に 検 出 す る 場 合 に は 、 使 用 す る ２ 種 類 の 抗 体 が 同 一 の エ
ピ ト ー プ を 認 識 し て お ら ず 、 互 い に β カ テ ニ ン へ の 結 合 を 阻 害 し な い 抗 体 で あ れ ば 、 い か
な る β カ テ ニ ン 結 合 抗 体 も 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 固 相 に 結 合 さ せ る 抗 体 お よ び 標 識 す る 抗 体 は 、 上 記 の 抗 体 の い ず れ で も よ い 。 抗 体 の 標
識 方 法 と し て は 、 放 射 性 同 位 元 素 、 酵 素 、 蛍 光 、 発 光 な ど で 標 識 す る 方 法 が 挙 げ ら れ る が
、 酵 素 で の 標 識 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 ELISA法 を 利 用 し た β カ テ ニ ン の リ ン 酸 化 の 度 合 い を 調 べ る 方 法 と し て は 、 以 下 の 方 法
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が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 第 一 に 、 上 記 の サ ン ド イ ッ チ ELISAに お い て 、 固 相 に 結 合 さ せ る 抗 体 お よ び 標 識 抗 体 と
し て 、 リ ン 酸 化 さ れ て い な い β カ テ ニ ン に 結 合 す る 抗 体 を 使 用 し 、 被 験 試 料 中 に 含 ま れ る
リ ン 酸 化 さ れ て い な い β カ テ ニ ン を 検 出 す る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 第 二 に 、 固 相 に 結 合 さ せ る 抗 体 ま た は 標 識 抗 体 の い ず れ か 一 方 に 、 本 発 明 の ８ ６ 位 チ ロ
シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン 抗 体 ま た は ２ ５ ４ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ
ン 抗 体 を 使 用 し て 、 被 験 試 料 中 に 含 ま れ る 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る ８
６ 位 ま た は ２ ５ ４ 位 の チ ロ シ ン が リ ン 酸 化 さ れ た β カ テ ニ ン の み を 特 異 的 に 検 出 す る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 こ の よ う に し て 検 出 さ れ た 非 リ ン 酸 化 β カ テ ニ ン 量 と リ ン 酸 化 β カ テ ニ ン 量 を 比 較 す る
こ と に よ り 、 被 験 試 料 中 の β カ テ ニ ン 量 お よ び β カ テ ニ ン の リ ン 酸 化 の 度 合 い を 測 定 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 を 利 用 し た β カ テ ニ ン の リ ン 酸 化 の 度 合 い を 調 べ る 方 法 と し て
は 、 具 体 的 に は 、 メ ン ブ レ ン 上 に 固 定 し た 細 胞 抽 出 物 ま た は 被 験 物 質 と 、 第 一 の 抗 体 と を
反 応 さ せ た 後 、 標 識 し た 第 二 の 抗 体 を 反 応 さ せ る 方 法 を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 に 用 い る 抗 体 と し て は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 の い ず れ を 用 い て も よ く 、 上 述 し た Fab、 Fab’ 、 F(ab’ ) 2 な ど の 免 疫 反 応 性 断 片 を 用
い て も よ い 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 第 一 の 抗 体 と し て は 、 例 え ば 、 本 発 明 の ８ ６ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 も し く は ２ ５ ４ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 、 そ れ ら の 免 疫 反 応 性 断 片 、 ま た は 非 リ ン 酸 化 β カ テ ニ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 も し く
は そ の 免 疫 反 応 性 断 片 を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 第 二 の 抗 体 と し て は 、 第 一 の 抗 体 に 反 応 で き る 抗 体 で あ れ ば い か な る 抗 体 を 用 い て も よ
く 、 例 え ば 、 抗 マ ウ ス イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 抗 体 が 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 標 識 方 法 と し て は 、 放 射 性 同 位 元 素 、 酵 素 、 蛍 光 、 発 光 な ど に よ る 標 識 が 挙 げ ら れ る が
、 酵 素 で の 標 識 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 免 疫 組 織 染 色 法 を 利 用 し て β カ テ ニ ン リ ン 酸 化 の 度 合 い を 調 べ る 方 法 は 、 イ ム ノ ブ ロ ッ
テ ィ ン グ 法 と 同 様 に 行 う こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、 プ レ パ ラ ー ト 上 に 固 定 し た 臨 床 組 織
材 料 と 第 一 の 抗 体 と を 反 応 さ せ た 後 、 標 識 し た 第 二 の 抗 体 を 反 応 さ せ る 。 臨 床 組 織 と し て
は 、 癌 化 が 疑 わ れ る 組 織 お よ び そ の 抽 出 物 等 が 挙 げ ら れ 、 生 検 試 料 お よ び 手 術 摘 出 組 織 を
使 用 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 免 疫 組 織 染 色 法 に お い て 染 色 さ れ た 組 織 の 部 位 は 、 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 配 列 で 表 さ れ
る β カ テ ニ ン の ８ ６ 位 ま た は ２ ５ ４ 位 チ ロ シ ン が リ ン 酸 化 さ れ て い る こ と を 示 す 。 そ し て
、 リ ン 酸 化 の 度 合 い の 高 い 組 織 を 有 す る 患 者 は 、 癌 患 者 と し て 判 別 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 ま た 、 癌 患 者 の 腫 瘍 組 織 を 上 記 と 同 様 の 方 法 で 経 時 的 に 染 色 す る こ と に よ り 、 β カ テ ニ
ン の ８ ６ 位 ま た は ２ ５ ４ 位 チ ロ シ ン の リ ン 酸 化 の 度 合 い を 測 定 し て 、 癌 の 増 殖 ま た は 浸 潤
を 判 別 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 さ ら に 、 癌 患 者 の 腫 瘍 組 織 と 腫 瘍 組 織 近 傍 の 組 織 を 上 記 と 同 様 の 方 法 で 染 色 し 、 β カ テ
ニ ン の ８ ６ 位 ま た は ２ ５ ４ 位 チ ロ シ ン の リ ン 酸 化 の 度 合 い を 比 較 す る こ と に よ り 、 癌 の 転

10

20

30

40

50

(15) JP 2005-89354 A 2005.4.7



移 に つ い て 判 別 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 な お 、 イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 、 な ら び に 免 疫 組 織 染 色 は Antibodies: A Laboratory M
anual, Cold Spring Harbor Press, 1988等 の 実 験 書 に 記 載 す る 方 法 で 行 う こ と が で き る
。
【 ０ ０ ９ ８ 】
(2)本 発 明 の 抗 体 、 そ の 免 疫 反 応 性 断 片 ま た は 誘 導 体 を 用 い た 癌 の 治 療 剤
　 本 発 明 の 抗 体 、 そ の 免 疫 反 応 性 断 片 ま た は 誘 導 体 は 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配
列 に お け る ８ ６ 位 の チ ロ シ ン ま た は ２ ５ ４ 位 の チ ロ シ ン が リ ン 酸 化 さ れ た β カ テ ニ ン を 選
択 的 に 認 識 し 、 リ ン 酸 化 β カ テ ニ ン の ８ ６ 位 ま た は ２ ５ ４ 位 の リ ン 酸 化 チ ロ シ ン に 特 異 的
に 結 合 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 リ ン 酸 化 さ れ た β カ テ ニ ン が 関 連 す る 癌 関 連 遺 伝 子 の
転 写 活 性 化 を 抑 制 す る こ と に よ り 、 癌 の 治 療 剤 と し て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 上 述 し た 薬 剤 は 、 単 独 で 投 与 す る こ と も 可 能 で は あ る が 、 通 常 は 薬 理 学 的 に 許 容 さ れ る
一 つ 以 上 の 担 体 と 一 緒 に 混 合 し 、 製 剤 学 の 技 術 分 野 に お い て よ く 知 ら れ る 任 意 の 方 法 に よ
り 製 造 し た 医 薬 製 剤 と し て 提 供 す る の が 望 ま し い 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 投 与 経 路 は 、 治 療 に 際 し て 最 も 効 果 的 な も の を 使 用 す る の が 望 ま し く 、 経 口 投 与 、 ま た
は 口 腔 内 、 気 道 内 、 直 腸 内 、 皮 下 、 筋 肉 内 お よ び 静 脈 内 等 の 非 経 口 投 与 を あ げ る こ と が で
き 、 抗 体 製 剤 の 場 合 、 望 ま し く は 静 脈 内 投 与 を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 投 与 形 態 と し て は 、 噴 霧 剤 、 カ プ セ ル 剤 、 錠 剤 、 顆 粒 剤 、 シ ロ ッ プ 剤 、 乳 剤 、 坐 剤 、 注
射 剤 、 軟 膏 、 テ ー プ 剤 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 経 口 投 与 に 適 当 な 製 剤 と し て は 、 乳 剤 、 シ ロ ッ プ 剤 、 カ プ セ ル 剤 、 錠 剤 、 散 剤 、 顆 粒 剤
等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 乳 剤 お よ び シ ロ ッ プ 剤 の よ う な 液 体 調 製 物 は 、 水 、 シ ョ 糖 、 ソ ル ビ ト ー ル 、 果 糖 等 の 糖
類 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 等 の グ リ コ ー ル 類 、 ご ま 油 、 オ リ ー
ブ 油 、 大 豆 油 等 の 油 類 、 p-ヒ ド ロ キ シ 安 息 香 酸 エ ス テ ル 類 等 の 防 腐 剤 、 ス ト ロ ベ リ ー フ レ
ー バ ー 、 ペ パ ー ミ ン ト 等 の フ レ ー バ ー 類 等 を 添 加 剤 と し て 用 い て 製 造 で き る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 カ プ セ ル 剤 、 錠 剤 、 散 剤 、 顆 粒 剤 等 は 、 乳 糖 、 ブ ド ウ 糖 、 シ ョ 糖 、 マ ン ニ ト ー ル 等 の 賦
形 剤 、 デ ン プ ン 、 ア ル ギ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 等 の 崩 壊 剤 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 タ ル ク
等 の 滑 沢 剤 、 ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル セ ル ロ ー ス 、 ゼ ラ チ ン 等 の 結 合
剤 、 脂 肪 酸 エ ス テ ル 等 の 界 面 活 性 剤 、 グ リ セ リ ン 等 の 可 塑 剤 等 を 添 加 剤 と し て 用 い て 製 造
で き る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 非 経 口 投 与 に 適 当 な 製 剤 と し て は 、 注 射 剤 、 坐 剤 、 噴 霧 剤 等 が 挙 げ ら れ る 。
　 注 射 剤 は 、 塩 溶 液 、 ブ ド ウ 糖 溶 液 、 ま た は 両 者 の 混 合 物 か ら な る 担 体 等 を 用 い て 調 製 す
る 。
　 坐 剤 は カ カ オ 脂 、 水 素 化 脂 肪 ま た は カ ル ボ ン 酸 等 の 担 体 を 用 い て 調 製 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 ま た 、 噴 霧 剤 は 該 化 合 物 ま た は 抗 体 そ の も の 、 な い し は 受 容 者 の 口 腔 お よ び 気 道 粘 膜 を
刺 激 せ ず 、 か つ 該 化 合 物 ま た は 抗 体 を 微 細 な 粒 子 と し て 分 散 さ せ 吸 収 を 容 易 に さ せ る 担 体
等 を 用 い て 調 製 す る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 担 体 と し て 具 体 的 に は 乳 糖 、 グ リ セ リ ン 等 が 例 示 さ れ る 。 該 化 合 物 ま た は 抗 体 お よ び 用
い る 担 体 の 性 質 に よ り 、 エ ア ロ ゾ ル 、 ド ラ イ パ ウ ダ ー 等 の 製 剤 が 可 能 で あ る 。 ま た 、 こ れ
ら の 非 経 口 剤 に お い て も 経 口 剤 で 添 加 剤 と し て 例 示 し た 成 分 を 添 加 す る こ と も で き る 。
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【 ０ １ ０ ８ 】
　 本 医 薬 組 成 物 の 投 与 量 は 、 患 者 の 年 齢 、 症 状 等 に よ っ て 異 な る が 、 ヒ ト を 含 む 哺 乳 動 物
に 対 し 、 各 化 合 物 ま た は 抗 体 と し て 0.1～ 20mg/kg/日 投 与 す る 。 投 与 は 、 各 化 合 物 ま た は
抗 体 を 同 時 に 投 与 す る 場 合 は 、 1日 1回  (単 回 投 与 ま た は 連 日 投 与 ) ま た は 間 歇 的 に 1週 間
に 1～ 3回 、 2、 3週 間 に 1回 、 別 々 に 投 与 す る 場 合 は 、 各 々 の 化 合 物 ま た は 抗 体 を 、 適 宜 時
間 を お い て 、 1日 1回 (単 回 投 与 ま た は 連 日 投 与 ) ま た は 間 歇 的 に 1週 間 に 1～ 3回 、 2、 3週 間
に 1回 静 脈 注 射 に よ り 行 う 。
【 ０ １ ０ ９ 】
(3)β カ テ ニ ン の ８ ６ 位 ま た は ２ ５ ４ 位 チ ロ シ ン の リ ン 酸 化 を 特 異 的 に 阻 害 す る 物 質 を ス
ク リ ー ニ ン グ す る 方 法
　 上 記 1で 得 ら れ た 抗 体 、 そ の 免 疫 反 応 性 断 片 ま た は 誘 導 体 と β カ テ ニ ン を 発 現 す る 細 胞
を 用 い て 、 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 配 列 で 表 さ れ る β カ テ ニ ン の ８ ６ 位 ま た は ２ ５ ４ 位 チ ロ
シ ン の リ ン 酸 化 を 阻 害 す る 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 具 体 的 に は 、 β カ テ ニ ン を 発 現 し て い る と 思 わ れ る 細 胞 ま た は 該 細 胞 の 抽 出 物 お よ び β
カ テ ニ ン を リ ン 酸 化 で き る 物 質 と 被 験 試 料 と を 接 触 さ せ た 後 、 上 記 ２ の (1)に 記 載 の β カ
テ ニ ン の リ ン 酸 化 量 を 測 定 す る 方 法 を 用 い て β カ テ ニ ン の リ ン 酸 化 量 を 測 定 し 、 被 験 試 料
中 に 含 ま れ る 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 配 列 で 表 さ れ る β カ テ ニ ン の ８ ６ 位 ま た は ２ ５ ４ 位 の
チ ロ シ ン の リ ン 酸 化 を 阻 害 す る 物 質 を 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 被 験 物 質 と し て は 、 β カ テ ニ ン と 溶 液 状 態 で 混 合 で き る も の で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ ず 、
例 え ば 、 低 分 子 化 合 物 、 高 分 子 化 合 物 、 有 機 化 合 物 、 無 機 化 合 物 、 蛋 白 質 、 遺 伝 子 、 ウ イ
ル ス 、 細 胞 な ど が 挙 げ ら れ る 。 遺 伝 子 を 除 く 被 験 物 質 は 、 反 応 液 中 に 直 接 添 加 す れ ば よ い
。
【 ０ １ １ ２ 】
　 遺 伝 子 を 効 率 的 に 培 養 系 に 導 入 す る 方 法 と し て は 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、
ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 、 レ ン チ ウ イ ル ス 等 の ウ イ ル ス ベ ク タ ー に 乗
せ て 培 養 系 に 添 加 す る 方 法 、 ま た は リ ポ ソ ー ム な ど の 人 工 的 な べ ジ ク ル 構 造 に 封 入 し て 培
養 系 に 添 加 す る 方 法 な ど が 挙 げ ら れ る 。 そ の 具 体 例 と し て は 、 組 換 え ウ イ ル ス ベ ク タ ー を
用 い た 遺 伝 子 解 析 に 関 す る 報 告  ［ Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 92, 6733, 1995、 Nucle
ic Acids Res., 18, 3587, 1990、 Nucleic Acids Res., 23, 3816, 1995］ を 挙 げ る こ と
が で き る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 と し て は 、 免 疫 学 的 測 定 法 を 利 用 し た ス ク リ ー ニ ン グ 方 法
が 挙 げ ら れ る 。 免 疫 学 的 測 定 法 と し て は 、 任 意 の 公 知 の 免 疫 学 的 測 定 方 法 が 挙 げ ら れ る 。
免 疫 学 的 測 定 法 と し て は 、 例 え ば 、 競 合 法 、 サ ン ド イ ッ チ 法  [免 疫 学 イ ラ ス ト レ イ テ ッ ド
 第 5版  (南 江 堂 )]が 挙 げ ら れ る が 、 サ ン ド イ ッ チ 法 が 好 ま し い 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 サ ン ド イ ッ チ 法 を 利 用 し た ス ク リ ー ニ ン グ 法 と は 、 具 体 的 に は 、 固 相 に 第 一 の 抗 体 を 結
合 さ せ た 後 、 被 験 試 料 と 、 EGF（ epidermal growth factor） や HGF（ hepatocyte growth f
actor） な ど の 増 殖 因 子 含 有 培 地 で 培 養 し た β カ テ ニ ン が 発 現 し て い る と 思 わ れ る 細 胞 ま
た は 細 胞 の 抽 出 物 と を 反 応 さ せ た 後 、 標 識 し た 第 二 の 抗 体 を 反 応 さ せ る 方 法 で あ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 サ ン ド イ ッ チ 法 に 用 い る 抗 体 と し て は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の い ず
れ を 用 い て も よ く 、 上 述 し た Fab、 Fab’ 、 F(ab’ ) 2 、 な ど の 免 疫 反 応 性 断 片 を 用 い て も よ
い 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 サ ン ド イ ッ チ 法 で 用 い る ２ 種 類 の 抗 体 の 組 み 合 わ せ と し て は 、 異 な る エ ピ ト ー プ を 認 識
す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 な ど の 抗 体 お よ び そ れ ら の 免 疫 反 応 性 断 片
の う ち い ず れ を 用 い て も よ い が 、 高 感 度 の サ ン ド イ ッ チ ELISAを 行 う た め に は 、 異 な る 抗
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原 結 合 活 性 を 有 す る ２ 種 類 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 組 み 合 わ せ が 好 ま し い 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 例 え ば 、 ８ ６ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン 抗 体 も し く は ２ ５ ４ 位 チ ロ シ ン リ
ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン 抗 体 と は 別 の エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 β カ テ ニ ン 抗 体 ま た は そ
の 抗 体 断 片 と 、 ８ ６ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン 抗 体 も し く は ２ ５ ４ 位 チ ロ シ
ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン 抗 体 ま た は そ の 免 疫 反 応 性 断 片 と の 組 み 合 わ せ が 挙 げ ら れ
る 。 固 相 に 結 合 さ せ る 抗 体 お よ び 標 識 す る 抗 体 は 、 ２ つ の 抗 体 の い ず れ で も よ い 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 標 識 方 法 と し て は 、 放 射 性 同 位 元 素 、 酵 素 、 蛍 光 、 発 光 な ど に よ る 標 識 が 挙 げ ら れ る が
、 酵 素 で の 標 識 が 好 ま し い 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 以 下 に 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 の 一 態 様 を 具 体 的 に 説 明 す る 。
　 96ウ ェ ル プ レ ー ト に ８ ６ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン 抗 体 ま た は ２ ５ ４ 位 チ
ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン 抗 体 を 分 注 し 、 4℃ で 一 晩 放 置 し て 吸 着 さ せ る 。 洗 浄
後 、 1％ 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン を 含 む PBSを 加 え て 、 室 温 で 1時 間 静 置 し て 非 特 異 的 吸 着 を ブ ロ
ッ ク す る 。 PBSで 洗 浄 後 、 EGF（ epidermal growth factor） や HGF（ hepatocyte growth fa
ctor） 等 の 増 殖 因 子 を 含 ま な い 培 地 で 培 養 し た β カ テ ニ ン を 発 現 し て い る 細 胞 の 細 胞 抽 出
液 を 分 注 し た 後 に 、 EGFや HGF等 の 増 殖 因 子 お よ び 試 験 物 質 を 添 加 し て β カ テ ニ ン を 活 性 化
し 反 応 さ せ る 。 洗 浄 後 に ８ ６ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン 抗 体 ま た は ２ ５ ４ 位
チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン 抗 体 に 結 合 し た β カ テ ニ ン の 量 を 、 ８ ６ 位 チ ロ シ ン
リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン 抗 体 ま た は ２ ５ ４ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン 抗
体 と は 別 の エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 β カ テ ニ ン 抗 体 を 用 い て 酵 素 免 疫 測 定 法 に よ り 測 定 す
る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 ま た は ウ ェ ル に 結 合 し た β カ テ ニ ン に 結 合 し う る ア ダ プ タ ー 分 子 の 結 合 量 を 、 ア ダ プ タ
ー 分 子 の 標 識 体 ま た は ア ダ プ タ ー 分 子 に 対 す る 抗 体 を 用 い て 酵 素 免 疫 測 定 法 に よ り 測 定 す
る 。 試 験 物 質 を 添 加 し な い 場 合 の β カ テ ニ ン の 結 合 量 ま た は β カ テ ニ ン と 結 合 し た ア ダ プ
タ ー 分 子 の 結 合 量 と 、 試 験 物 質 を 添 加 し た 場 合 の 結 合 量 と を 比 較 す る こ と に よ り 、 配 列 番
号 １ の ア ミ ノ 酸 配 列 で 表 さ れ る β カ テ ニ ン の ８ ６ 位 ま た は ２ ５ ４ 位 の チ ロ シ ン の リ ン 酸 化
を 阻 害 す る 物 質 、 あ る い は 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る ８ ６ 位 ま た は ２ ５
４ 位 の チ ロ シ ン が リ ン 酸 化 さ れ た β カ テ ニ ン と ア ダ プ タ ー 分 子 の 結 合 を 阻 害 す る 物 質 を ス
ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 ア ダ プ タ ー 分 子 と し て は 、 Ｅ カ ド ヘ リ ン 、 α カ テ ニ ン 、 転 写 因 子 で あ る LEF1、 ま た は TC
F-4な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
(4)ド ラ ッ ク デ ザ イ ン に よ る β カ テ ニ ン の ８ ６ 位 ま た は ２ ５ ４ 位 チ ロ シ ン の リ ン 酸 化 を 特
異 的 に 阻 害 す る 物 質 の 取 得 方 法
　 β カ テ ニ ン の 細 胞 内 領 域 お よ び チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ ド メ イ ン の 構 造 を 、 X線 結 晶 解 析 ま た
は NMR解 析 な ど の 構 造 解 析 に よ り 得 ら れ た 数 値 を も と に 、 計 算 機 上 の シ ミ ュ レ ー シ ョ ン を
行 っ て β カ テ ニ ン と 情 報 伝 達 分 子 と の 結 合 領 域 を 推 定 し 、 か つ そ れ ら の 分 子 間 結 合 を 阻 害
す る こ と が 可 能 な 化 合 物 を 既 存 の デ ー タ ベ ー ス ま た は コ ン ピ ュ ー タ ー ソ フ ト を 用 い て デ ザ
イ ン し て 該 化 合 物 を 合 成 す る こ と に よ り 、 β カ テ ニ ン の リ ン 酸 化 の 阻 害 剤 を 取 得 す る こ と
が で き る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ ド メ イ ン と し て は 、 β カ テ ニ ン と 相 互 作 用 し て 、 β カ テ ニ ン を リ ン 酸
化 で き る 酵 素 蛋 白 質 で あ れ ば 、 い か な る 酵 素 蛋 白 質 で も よ く 、 例 え ば 、 EGF受 容 体 や HGF受
容 体 な ど の 増 殖 因 子 受 容 体 の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ ド メ イ ン 、 ま た は wntシ グ ナ ル を 伝 達 す る G
SK-3β の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ ド メ イ ン が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
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　 ま た 、 β カ テ ニ ン の ８ ６ 位 ま た は ２ ５ ４ 位 チ ロ シ ン の リ ン 酸 化 を 特 異 的 に 阻 害 す る 物 質
は 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る ８ ６ 位 ま た は ２ ５ ４ 位 を リ ン 酸 化 す る チ
ロ シ ン キ ナ ー ゼ ド メ イ ン の 構 造 を 、 X線 結 晶 解 析 ま た は NMR解 析 な ど に よ る 構 造 解 析 に よ り
得 ら れ た 数 値 を も と に 計 算 機 上 の シ ミ ュ レ ー シ ョ ン に よ り 、 推 定 し て 新 規 化 合 物 を 既 存 の
デ ー タ ベ ー ス か ら 選 択 す る か 、 ま た は コ ン ピ ュ ー タ ー ソ フ ト を 用 い て デ ザ イ ン す る こ と に
よ り 、 β カ テ ニ ン の リ ン 酸 化 を 特 異 的 に 阻 害 す る 物 質 を 設 計 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 コ ン ピ ュ ー タ ー ソ フ ト と し て は 、 蛋 白 質 の 立 体 構 造 予 測 か ら ド ラ ッ グ デ ザ イ ン に 一 般 的
に 用 い ら れ て い る コ ン ピ ュ ー タ ー ソ フ ト で あ れ ば 、 い か な る ソ フ ト を 使 用 す る こ と も で き
る 。 具 体 的 に は 、 (1) 構 造 未 知 の タ ン パ ク 質 の 立 体 構 造 を 構 造 が 既 知 の 類 似 蛋 白 質 の 立 体
構 造 か ら 自 動 構 築 す る 場 合 に は 、 例 え ば 、 Insight II/Modeler (Accelrys) が 用 い ら れ る
。 (2) タ ン パ ク 質 の 立 体 構 造 か ら リ ガ ン ド 結 合 部 位 を 予 測 す る 場 合 に は 、 例 え ば 、 Cerius
2/LigandFit(Accelrys) が 用 い ら れ る 。 (3) タ ン パ ク 質 の 立 体 構 造 が わ か っ て い て 、 リ ガ
ン ド 結 合 部 位 が だ い た い （ 領 域 と し て ） わ か っ て い る と き に 、 リ ガ ン ド の 結 合 様 式 を 予 測
す る 場 合 、 ま た は 任 意 の 化 合 物 が 結 合 （ 阻 害 ） す る か ど う か 予 測 す る 場 合 に は 、 例 え ば 、
Insight II/Affinity (Accelrys)、 GOLD(CCDC)、 FlexX (Tripos)、 DOCK (Prof. Kuntz) 
が 用 い ら れ る 。 (4) リ ガ ン ド 結 合 部 位 か ら 、 結 合 （ 阻 害 ） す る と 予 想 さ れ る 化 合 物 を デ ザ
イ ン す る 場 合 に は 、 例 え ば 、 Insight II/Ludi (Accelrys) が 用 い ら れ る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 上 記 で デ ザ イ ン し た 化 合 物 を 製 造 し 、 前 記 ２ の (3)の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で 示 し た ア ッ
セ イ 方 法 に 供 す る こ と に よ り 、 阻 害 活 性 を 有 し て い る か 否 か を 確 認 す る こ と が で き る 。
　 以 下 に 本 発 明 の 実 施 例 を 示 す が 、 本 発 明 は こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ ２ ７ 】

　 本 発 明 に お い て 使 用 し た ア ミ ノ 酸 お よ び そ の 保 護 基 に 関 す る 略 号 は 、 生 化 学 命 名 に 関 す
る IUPAC-IUB委 員 会 （ IUPAC-IUB Joint Commission on Biochemical Nomenclature） の 勧
告 ［ European Journal of Biochemistry, 138, 9, 1984］ に 従 っ た 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 以 下 の 略 号 は 、 特 に 断 わ ら な い 限 り 対 応 す る 下 記 の ア ミ ノ 酸 を 表 す 。
Ala: L-ア ラ ニ ン
Asp: L-ア ス パ ラ ギ ン 酸
Asx: L-ア ス パ ラ ギ ン 酸 ま た は L-ア ス パ ラ ギ ン
Arg: L-ア ル ギ ニ ン
Cys: L-シ ス テ イ ン
Gln: L-グ ル タ ミ ン
Glx: L-グ ル タ ミ ン 酸 ま た は L-グ ル タ ミ ン
Gly: グ リ シ ン
Ile: L-イ ソ ロ イ シ ン
Leu: L-ロ イ シ ン
Met: L-メ チ オ ニ ン
Phe: L-フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン
Ser: L-セ リ ン
Thr: L-ス レ オ ニ ン
Tyr: L-チ ロ シ ン
pTyr: L-ホ ス ホ チ ロ シ ン
Met: L-メ チ オ ニ ン
Val: L-バ リ ン
【 ０ １ ２ ９ 】
　 以 下 の 略 号 は 、 対 応 す る 下 記 の ア ミ ノ 酸 の 保 護 基 お よ び 側 鎖 保 護 ア ミ ノ 酸 を 表 す 。
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Fmoc: 9-フ ル オ レ ニ ル メ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル
tBu: ｔ -ブ チ ル
Bzl: ベ ン ジ ル
Trt: ト リ チ ル
Pmc: 2,2,5,7,8-ペ ン タ メ チ ル ク ロ マ ン -6-ス ル フ ォ ニ ル
Fmoc-Arg(Pmc)-OH:Nα -9-フ ル オ レ ニ ル メ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル -N g -2,2,5,7,8-ペ ン タ メ
チ ル ク ロ マ ン -6-ス ル ホ ニ ル -L-ア ル ギ ニ ン
Fmoc-Asp(OtBu)-OH: Nα -9-フ ル オ レ ニ ル メ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル -L-ア ス パ ラ ギ ン 酸 -β -
t-ブ チ ル エ ス テ ル
Fmoc-Cys(Trt)-OH:Nα -9-フ ル オ レ ニ ル メ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル -S-ト リ チ ル -L-シ ス テ イ
ン
Fmoc-Gln(Trt)-OH:Nα -9-フ ル オ レ ニ ル メ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル -Nε -ト リ チ ル -L-グ ル タ
ミ ン
Fmoc-Ser(tBu)-OH:Nα -9-フ ル オ レ ニ ル メ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル -O-t-ブ チ ル -L-セ リ ン
Fmoc-Thr(tBu)-OH:Nα -9-フ ル オ レ ニ ル メ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル -O-t-ブ チ ル -L-ス レ オ ニ
ン
Fmoc-Tyr(tBu)-OH:Nα -9-フ ル オ レ ニ ル メ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル -O-t-ブ チ ル -L-チ ロ シ ン
Fmoc-Tyr(PO(OBzl)OH)-OH: Nα -9-フ ル オ レ ニ ル メ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル -O-ベ ン ジ ル -L-
ホ ス ホ チ ロ シ ン
【 ０ １ ３ ０ 】
　 以 下 の 略 号 は 、 対 応 す る 下 記 の 反 応 溶 媒 、 反 応 試 薬 等 を 表 す 。
HBTU: 2-（ 1H-ベ ン ゾ ト リ ア ゾ ー ル -1-イ ル )-1,1,3,3-テ ト ラ メ チ ル ウ ロ ニ ウ ム ・ ヘ キ サ フ
ル オ ロ ホ ス フ ェ ー ト
HOBt: N-ヒ ド ロ キ シ ベ ン ゾ ト リ ア ゾ ー ル
DIEA: ジ イ ソ プ ロ ピ ル エ チ ル ア ミ ン
DMF: N,N-ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド
TFA: ト リ フ ル オ ロ 酢 酸
【 ０ １ ３ １ 】
　 以 下 の 実 施 例 に お い て 、 化 合 物 の 理 化 学 的 性 質 は 以 下 の 方 法 に よ り 測 定 し た 。
　 質 量 分 析 は 、 日 本 電 子 JMS-HX110Aを 用 い FAB-MS法 に よ り 、 も し く は ブ ル カ ー 社 質 量 分 析
装 置 REFLEXを 用 い MALDI-TOFMS法 に よ り 行 っ た 。 ア ミ ノ 酸 分 析 は 、 コ ー エ ン ら の 方 法 ［ Ana
lytical Biochemistry, 222, 19, 1994］ に よ り 行 っ た 。 加 水 分 解 は 塩 酸 蒸 気 中 110℃ で 20
時 間 行 い 、 加 水 分 解 物 の ア ミ ノ 酸 組 成 は ウ ォ ー タ ー ズ ・ ア キ ュ ・ タ グ （ Waters AccQ-Tag
） ア ミ ノ 酸 分 析 計 （ Waters社 製 ） を 用 い 分 析 し た 。
【 ０ １ ３ ２ 】

(1)抗 原 ペ プ チ ド の 調 製
　 配 列 番 号 １ に 示 し た β カ テ ニ ン 蛋 白 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 解 析 し 、 親 水 性 の 高 い 部 分 、 N
末 端 、 C末 端 、 二 次 構 造 上 タ ー ン 構 造 、 ラ ン ダ ム コ イ ル 構 造 を 有 す る 部 分 の 中 か ら 、 抗 原
と し て 適 当 と 考 え ら れ る 配 列 番 号 ２ お よ び 配 列 番 号 ４ で 示 さ れ る 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 を ２ つ
選 択 し 、 ア ミ ノ 酸 配 列 に 基 づ き ペ プ チ ド 化 合 物 を 作 製 し た （ 化 合 物 １ お よ び ３ ） 。 さ ら に
そ れ ぞ れ の 部 分 配 列 の 中 で リ ン 酸 化 部 位 で あ る と 考 え ら れ る チ ロ シ ン 残 基 を 特 定 し 、 配 列
番 号 ３ お よ び 配 列 番 号 ５ で 示 さ れ る ２ つ の 部 分 配 列 で チ ロ シ ン 残 基 が リ ン 酸 化 さ れ た ペ プ
チ ド お よ び リ ン 酸 化 し て い な い ペ プ チ ド （ 化 合 物 ２ お よ び ４ ） を 以 下 の よ う に 作 製 し た 。
【 ０ １ ３ ３ 】
(1)-1　 化 合 物 １ (bCAT-86Y)（ 配 列 番 号 ２ ）
（ H-Cys-Asp-Ile-Asp-Gly-Gln-Tyr-Ala-Met-Thr-Arg-Ala-NH2 ） の 合 成
　 Fmoc-NH、 27.5μ molが 結 合 し た 担 体 樹 脂 （ Rink amide MBHA resin樹 脂 、 ノ バ ビ オ ケ ム
社 製 ） 50mgを 自 動 合 成 機 （ 島 津 製 作 所 製 ） の 反 応 容 器 に 入 れ 、 600μ lの DMFを 加 え て 3分 間
攪 拌 し 溶 液 を 排 出 し た 後 、 島 津 製 作 所 の 合 成 プ ロ グ ラ ム に 従 っ て 、 以 下 の 操 作 を 行 っ た 。
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(a) 30%ピ ペ リ ジ ン -DMF溶 液 500μ lを 加 え て 混 合 物 を 4分 間 攪 拌 し 、 該 溶 液 を 排 出 し 、 こ の
操 作 を さ ら に 1回 繰 り 返 し た 。
(b) 担 体 樹 脂 を 600μ lの DMFで 1分 間 洗 浄 し 、 該 溶 液 を 排 出 し 、 こ の 操 作 を 5回 繰 り 返 し た
。
(c) Fmoc-Ala-OH(275μ mol)、 HBTU(275μ mol)、 HOBt 1水 和 物 (275μ mol)お よ び DIEA(550
μ mol)を DMF(1.10ml)中 で 3分 間 攪 拌 し 、 得 ら れ た 溶 液 を 樹 脂 に 加 え て 混 合 物 を 60分 間 攪 拌
し 、 溶 液 を 排 出 し た 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 担 体 樹 脂 を 600μ lの DMFで 1分 間 洗 浄 後 溶 液 を 排 出 し 、 こ れ を 5回 繰 り 返 し た 。 こ の よ う
に し て 、 Fmoc-Ala-NHを 担 体 上 に 合 成 し た 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 次 に 、 (a) (b)の 工 程 の 後 、 (c)の 工 程 で Fmoc-Arg(Pmc)-OHを 用 い て 縮 合 反 応 を 行 い 、 (d
)の 洗 浄 工 程 を 経 て 、 Fmoc-Arg(Pmc)-Ala-NHが 担 体 上 に 合 成 さ れ た 。
以 下 、 工 程 (c)に お い て 、 Fmoc-Thr(tBu)-OH、 Fmoc-Met-OH、 Fmoc-Ala-OH、 Fmoc-Tyr(tBu)
-OH、 Fmoc-Gln(Trt)-OH、 Fmoc-Gly-OH、 Fmoc-Asp(OtBu)-OH、 Fmoc-Ile-OH、 Fmoc-Asp(OtB
u)-OH、 Fmoc-Cys(Trt)-OHを 順 次 用 い て 、 (a)～ (d)を 繰 り 返 し た 後 、 (a)(b)の 脱 保 護 、 洗
浄 工 程 を 経 て 、 メ タ ノ ー ル 、 ブ チ ル エ ー テ ル で 順 次 洗 浄 し 、 減 圧 下 12時 間 乾 燥 し て 、 側 鎖
保 護 ペ プ チ ド の 結 合 し た 担 体 樹 脂 を 得 た 。 こ れ に 、 TFA（ 82.5%） 、 チ オ ア ニ ソ ー ル （ 5%）
、 水 （ 5%） 、 エ チ ル メ チ ル ス ル フ ィ ド （ 3%） 、 1,2-エ タ ン ジ チ オ ー ル （ 2.5%） お よ び チ オ
フ ェ ノ ー ル （ 2%） か ら な る 混 合 溶 液 1mlを 加 え て 室 温 で 8時 間 放 置 し 、 側 鎖 保 護 基 を 除 去 す
る と と も に 樹 脂 よ り ペ プ チ ド を 切 り 出 し た 。 樹 脂 を 濾 別 後 、 得 ら れ た 溶 液 に エ ー テ ル 約 10
mlを 加 え 、 生 成 し た 沈 澱 を 遠 心 分 離 お よ び デ カ ン テ ー シ ョ ン に よ り 回 収 し 、 粗 ペ プ チ ド と
し て 41.5mgを 取 得 し た 。 こ の 粗 生 成 物 全 量 を 酢 酸 水 溶 液 に 溶 解 後 、 逆 相 カ ラ ム （ 資 生 堂 製
、 CAPCELL PAK C18 30mmI.D. X 250mm） を 用 い た HPLCで 精 製 し た 。 0.1% TFA水 溶 液 に 、 TF
A 0.1%を 含 む 90%ア セ ト ニ ト リ ル 水 溶 液 を 加 え て い く 直 線 濃 度 勾 配 法 で 溶 出 し 、 220nmで 検
出 し 、 化 合 物 １ を 含 む 画 分 を 得 た 。 こ の 画 分 を 凍 結 乾 燥 し て 、 11.4mgの 以 下 の 物 理 化 学 的
性 質 を 有 す る 化 合 物 １ を 得 た 。
質 量 分 析 ［ TOFMS］ ; m/z = 1342.5 (M+H+ )
ア ミ ノ 酸 分 析 ; Asx 2.1 (2), Glx 1.1 (1), Gly 1.1 (1), Arg 1.1 (1), Thr 1.0 (1), A
la 2.1 (2), Tyr 0.9 (1), Met 0.6 (1), Ile 1.0 (1), Cys 1.4 (1)
【 ０ １ ３ ６ 】
(1)-2　 化 合 物 ２ (bCAT-86pY)（ 配 列 番 号 ３ ）
（ H-Cys-Asp-Ile-Asp-Gly-Gln-pTyr-Ala-Met-Thr-Arg-Ala-NH2 ） の 合 成
　 Fmoc-NH、 27.5μ mol が 結 合 し た 担 体 樹 脂 （ Rink amide MBHA resin樹 脂 、 ノ バ ビ オ ケ ム
社 製 ） 50mgを 出 発 物 質 と し て 、 上 記 (1)-1と 同 様 に 、 Fmoc-Ala-OH、 Fmoc-Arg(Pmc)-OH、 Fm
oc-Thr(tBu)-OH、 Fmoc-Met-OH、 Fmoc-Ala-OH、 Fmoc-Tyr(PO(OBzl)OH)-OH、 Fmoc-Gln(Trt)
-OH、 Fmoc-Gly-OH、 Fmoc-Asp(OtBu)-OH、 Fmoc-Ile-OH、 Fmoc-Asp(OtBu)-OH、 Fmoc-Cys(Tr
t)-OHを 順 次 縮 合 し た 後 に 、 Fmoc基 除 去 、 洗 浄 、 乾 燥 を 経 て 、 側 鎖 保 護 ペ プ チ ド の 結 合 し
た 担 体 樹 脂 を 得 た 。 こ れ に 、 TFA（ 82.5%） 、 チ オ ア ニ ソ ー ル （ 5%） 、 水 （ 5%） 、 エ チ ル メ
チ ル ス ル フ ィ ド （ 3%） 、 1,2-エ タ ン ジ チ オ ー ル （ 2.5%） お よ び チ オ フ ェ ノ ー ル （ 2%） か ら
な る 混 合 溶 液 1mlを 加 え て 室 温 で 8時 間 放 置 し 、 側 鎖 保 護 基 を 除 去 す る と と も に 樹 脂 よ り ペ
プ チ ド を 切 り 出 し た 。 樹 脂 を 濾 別 後 、 得 ら れ た 溶 液 に エ ー テ ル 約 10mlを 加 え 、 生 成 し た 沈
澱 を 遠 心 分 離 お よ び デ カ ン テ ー シ ョ ン に よ り 回 収 し 、 粗 ペ プ チ ド と し て 38.7mgを 取 得 し た
。 こ の 粗 生 成 物 全 量 を 酢 酸 水 溶 液 に 溶 解 後 、 逆 相 カ ラ ム （ 資 生 堂 製 、 CAPCELL PAK C18 30
mmI.D. X 250mm） を 用 い た HPLCで 精 製 し た 。 0.1% TFA水 溶 液 に 、 TFA 0.1%を 含 む 90%ア セ
ト ニ ト リ ル 水 溶 液 を 加 え て い く 直 線 濃 度 勾 配 法 で 溶 出 し 、 220nmで 検 出 し 、 化 合 物 ２ を 含
む 画 分 を 得 た 。 こ の 画 分 を 凍 結 乾 燥 し て 、 14.1mgの 以 下 の 物 理 化 学 的 性 質 を 有 す る 化 合 物
２ を 得 た 。
質 量 分 析 ［ TOFMS］ ; m/z = 1422.6 (M+H+ )
ア ミ ノ 酸 分 析 ; Asx 2.1 (2), Glx 1.1 (1), Gly 1.0 (1), Arg 1.0 (1), Thr 1.0 (1), A
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la 2.0 (2), Tyr 0.9 (1), Met 1.0 (1), Ile 0.9 (1), Cys 1.4 (1)
但 し 、 ア ミ ノ 酸 分 析 に お い て ホ ス ホ チ ロ シ ン は 加 水 分 解 に よ り チ ロ シ ン と し て 検 出 さ れ た
。
【 ０ １ ３ ７ 】
(1)-3　 化 合 物 ３ (bCAT-254Y)（ 配 列 番 号 ４ ）
（ H-Cys-Asp-Ser-Val-Leu-Phe-Tyr-Ala-Ile-Thr-Thr-Leu-NH2 ） の 合 成
　 Fmoc-NH、 27.5μ molが 結 合 し た 担 体 樹 脂 （ Rink Amide MBHA resin樹 脂 、 ノ バ ビ オ ケ ム
社 製 ） 50mgを 出 発 物 質 と し て 、 上 記 (1)-1と 同 様 に 、 Fmoc-Leu-OH、 Fmoc-Thr(tBu)-OH、 Fm
oc-Thr(tBu)-OH、 Fmoc-Ile-OH、 Fmoc-Ala-OH、 Fmoc-Tyr(tBu)-OH、 Fmoc-Phe-OH、 Fmoc-Le
u-OH、 Fmoc-Val-OH、 Fmoc-Ser(tBu)-OH、 Fmoc-Asp(OtBu)-OH、 Fmoc-Cys(Trt)-OHを 順 次 縮
合 し た 後 に 、 Fmoc基 除 去 、 洗 浄 、 乾 燥 を 経 て 、 側 鎖 保 護 ペ プ チ ド の 結 合 し た 担 体 樹 脂 を 得
た 。 こ れ に 、 TFA（ 90%） 、 チ オ ア ニ ソ ー ル （ 5%） お よ び 1,2-エ タ ン ジ チ オ ー ル （ 5%） か ら
な る 混 合 溶 液 1mlを 加 え て 室 温 で 2時 間 放 置 し 、 側 鎖 保 護 基 を 除 去 す る と と も に 樹 脂 よ り ペ
プ チ ド を 切 り 出 し た 。 樹 脂 を 濾 別 後 、 得 ら れ た 溶 液 に エ ー テ ル 約 10mlを 加 え 、 生 成 し た 沈
澱 を 遠 心 分 離 お よ び デ カ ン テ ー シ ョ ン に よ り 回 収 し 、 粗 ペ プ チ ド と し て 30.4mgを 取 得 し た
。 こ の 粗 生 成 物 全 量 を ジ チ オ ス レ イ ト ー ル お よ び DMFか ら な る 混 合 溶 液 に 溶 解 し 、 逆 相 カ
ラ ム （ 資 生 堂 製 、 CAPCELL PAK C18 30mmI.D. X 250mm） を 用 い た HPLCで 精 製 し た 。 0.1% T
FA水 溶 液 に 、 TFA 0.1%を 含 む 90%ア セ ト ニ ト リ ル 水 溶 液 を 加 え て い く 直 線 濃 度 勾 配 法 で 溶
出 し 、 220nmで 検 出 し 、 化 合 物 ３ を 含 む 画 分 を 得 た 。 こ の 画 分 を 凍 結 乾 燥 し て 、 2.9mgの 以
下 の 物 理 化 学 的 性 質 を 有 す る 化 合 物 ３ を 得 た 。
質 量 分 析 ［ TOFMS］ ; m/z = 1936.0 (M+H+ )
ア ミ ノ 酸 分 析 ; Asx 1.1 (1), Gly 0.9 (1), Thr 2.1 (2), Ala 1.2 (1), Tyr 1.0 (1), V
al 0.7 (1), Ile 1.1 (1), Leu 1.9 (2), Phe 1.0 (1), Cys 1.3 (1)
【 ０ １ ３ ８ 】
(1)-4　 化 合 物 ４ (bCAT-254pY)（ 配 列 番 号 ５ ）
（ H-Cys-Asp-Ser-Val-Leu-Phe-pTyr-Ala-Ile-Thr-Thr-Leu-NH2 ） の 合 成
　 Fmoc-NH、 27.5μ molが 結 合 し た 担 体 樹 脂 （ NovaSyn TGR resin樹 脂 、 ノ バ ビ オ ケ ム 社 製
） 50mgを 出 発 物 質 と し て 、 上 記 (1)-1と 同 様 に 、 Fmoc-Leu-OH、 Fmoc-Thr(tBu)-OH、 Fmoc-T
hr(tBu)-OH、 Fmoc-Ile-OH、 Fmoc-Ala-OH、 Fmoc-Tyr(PO(OBzl)OH)-OH、 Fmoc-Phe-OH、 Fmoc
-Leu-OH、 Fmoc-Val-OH、 Fmoc-Ser(tBu)-OH、 Fmoc-Asp(OtBu)-OH、 Fmoc-Cys(Trt)-OHを 順
次 縮 合 し た 後 に 、 Fmoc基 除 去 、 洗 浄 、 乾 燥 を 経 て 、 側 鎖 保 護 ペ プ チ ド の 結 合 し た 担 体 樹 脂
を 得 た 。 こ れ に 、 TFA（ 90%） 、 チ オ ア ニ ソ ー ル （ 5%） お よ び 1,2-エ タ ン ジ チ オ ー ル （ 2.5%
） か ら な る 混 合 溶 液 1mlを 加 え て 室 温 で 2時 間 放 置 し 、 側 鎖 保 護 基 を 除 去 す る と と も に 樹 脂
よ り ペ プ チ ド を 切 り 出 し た 。 樹 脂 を 濾 別 後 、 得 ら れ た 溶 液 に エ ー テ ル 約 10mlを 加 え 、 生 成
し た 沈 澱 を 遠 心 分 離 お よ び デ カ ン テ ー シ ョ ン に よ り 回 収 し 、 粗 ペ プ チ ド と し て 34.1mgを 取
得 し た 。 こ の 粗 生 成 物 全 量 を ジ チ オ ス レ イ ト ー ル お よ び ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド か ら な る 混
合 溶 液 に 溶 解 し 、 逆 相 カ ラ ム （ 資 生 堂 製 、 CAPCELL PAK C18 30mmI.D. X 250mm） を 用 い た
HPLCで 精 製 し た 。 0.1% TFA水 溶 液 に 、 TFA 0.1%を 含 む 90%ア セ ト ニ ト リ ル 水 溶 液 を 加 え て
い く 直 線 濃 度 勾 配 法 で 溶 出 し 、 220nmで 検 出 し 、 化 合 物 ４ を 含 む 画 分 を 得 た 。 こ の 画 分 を
凍 結 乾 燥 し て 、 2.9mgの 以 下 の 物 理 化 学 的 性 質 を 有 す る 化 合 物 ４ を 得 た 。
質 量 分 析 ［ TOFMS］ ; m/z = 1424.6 (M+H+ )
ア ミ ノ 酸 分 析 ; Asx 1.1 (1), Gly 1.0 (1), Thr 2.0 (2), Ala 1.0 (1), Tyr 0.9 (1), V
al 0.9 (1), Ile 1.0 (1), Leu 2.0 (2), Phe 1.0 (1), Cys 1.3 (1)
但 し 、 ア ミ ノ 酸 分 析 に お い て ホ ス ホ チ ロ シ ン は 加 水 分 解 に よ り チ ロ シ ン と し て 検 出 さ れ た
。
【 ０ １ ３ ９ 】
(2)免 疫 原 の 調 製
　 実 施 例 １ (1)で 得 ら れ た 化 合 物 １ ～ ４ で 示 し た ペ プ チ ド の う ち 、 化 合 物 ２ （ bCAT-86pY）
お よ び 化 合 物 ４ （ bCAT-254pY） は 、 免 疫 原 性 を 高 め る 目 的 で 以 下 の 方 法 で KLH（ ナ カ ラ イ
テ ス ク 社 製 ） と の コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 作 製 し 、 免 疫 原 と し た 。 す な わ ち 、 KLHを PBSに 溶 解 し
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て 10m/mLに 調 製 し 、 1/10容 量 の 25m/mL MBS[N-（ m-Maleimidobenzoyloxy） succinimide;ナ
カ ラ イ テ ス ク 社 製 ]を 滴 下 し て 30分 間 撹 拌 反 応 さ せ た 。 あ ら か じ め PBSで 平 衡 化 し た セ フ ァ
デ ッ ク ス G-25カ ラ ム な ど の ゲ ル ろ 過 カ ラ ム で 未 反 応 の MBSを 除 い て 得 ら れ た KLH-MBS 2.5mg
を 0.1Mり ん 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー （ pH7.0） に 溶 解 し た ペ プ チ ド 1mgと 混 合 し 、 室 温 で 3
時 間 、 攪 拌 反 応 さ せ た 。 反 応 後 、 PBSで 透 析 し た も の を 免 疫 原 と し て 用 い た 。
【 ０ １ ４ ０ 】
(3)動 物 の 免 疫 と 抗 体 産 生 細 胞 の 調 製
　 実 施 例 １ （ 2） で 調 製 し た 化 合 物 ２ お よ び 化 合 物 ４ の KLHコ ン ジ ュ ゲ ー ト 100μ gを そ れ ぞ
れ 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム ア ジ ュ バ ン ト ［ Antibodies-A Laboratory Manual, Cold Spring Ha
rbor Laboratory, 99, 1988］ 2 mgお よ び 百 日 咳 ワ ク チ ン （ 千 葉 県 血 清 研 究 所 製 ） 1× 10 9

細 胞 と と も に 6週 令 雌 BDF1マ ウ ス 各 ３ 匹 に 投 与 し た 。 投 与 2週 間 後 よ り 、 各 KLHコ ン ジ ュ ゲ
ー ト 100μ gを 1週 間 に 1回 、 計 4回 投 与 し た 。 該 マ ウ ス の 眼 底 静 脈 叢 よ り 採 血 し 、 そ の 血 清
抗 体 価 を 以 下 に 示 す 酵 素 免 疫 測 定 法 で 調 べ 、 十 分 な 抗 体 価 を 示 し た マ ウ ス か ら 最 終 免 疫 3
日 後 に 脾 臓 を 摘 出 し た 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 脾 臓 を MEM（ Minimum Essential Medium） 培 地 （ 日 水 製 薬 社 製 ） 中 で 細 断 し 、 ピ ン セ ッ
ト で ほ ぐ し 、 遠 心 分 離 （ 280× g、 ５ 分 間 ） し た 。 得 ら れ た 沈 殿 画 分 に ト リ ス － 塩 化 ア ン モ
ニ ウ ム 緩 衝 液 （ pH7.6） を 添 加 し 、 1～ 2分 間 処 理 す る こ と に よ り 赤 血 球 を 除 去 し た 。 得 ら
れ た 沈 殿 画 分 （ 細 胞 画 分 ） を MEM培 地 で ３ 回 洗 浄 し 、 細 胞 融 合 に 用 い た 。
【 ０ １ ４ ２ 】
(4)マ ウ ス 骨 髄 腫 細 胞 の 調 製
　 8-ア ザ グ ア ニ ン 耐 性 マ ウ ス 骨 髄 腫 細 胞 株 P3-X63Ag8-U1（ P3-U1： ATCCよ り 購 入 ） を 正 常
培 地 （ 10％ ウ シ 胎 児 血 清 添 加 RPMI培 地 ） で 培 養 し 、 細 胞 融 合 時 に 2× 10 7 個 以 上 の 細 胞 を 確
保 し 、 細 胞 融 合 に 親 株 と し て 供 し た 。
【 ０ １ ４ ３ 】
(5)ハ イ ブ リ ド ー マ の 作 製
　 実 施 例 １ (3)で 得 ら れ た マ ウ ス 脾 細 胞 と 実 施 例 １ (４ )で 得 ら れ た 骨 髄 腫 細 胞 と を 10:1に
な る よ う 混 合 し 、 遠 心 分 離 （ 280× g、 5分 間 ） し た 。 得 ら れ た 沈 澱 画 分 の 細 胞 群 を よ く ほ
ぐ し た 後 、 攪 拌 し な が ら 、 37℃ で 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル － 1000（ PEG-1000） 2g、 MEM
培 地 2mLお よ び ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド 0.7mLの 混 液 を 10 8 個 の マ ウ ス 脾 細 胞 あ た り 0.5mL加 え
、 該 懸 濁 液 に １ ～ ２ 分 間 毎 に MEM培 地 １ mLを 数 回 加 え た 後 、 MEM培 地 を 加 え て 全 量 が 50mLに
な る よ う に し た 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 該 懸 濁 液 を 遠 心 分 離 （ 170× g、 5分 間 ） し 、 得 ら れ た 沈 澱 画 分 の 細 胞 を ゆ る や か に ほ ぐ
し た 後 、 該 細 胞 を 、 メ ス ピ ペ ッ ト に よ る 吸 込 み 吸 出 し で ゆ る や か に HAT培 地 〔 10％ ウ シ 胎
児 血 清 添 加 RPMI培 地 に HAT 培 地 添 加 物 （ GIBCO BRL社 製 ） を 加 え た 培 地 〕 100mL中 に 懸 濁 し
た 。 該 懸 濁 液 を 96ウ ェ ル 培 養 用 プ レ ー ト に 200μ L／ ウ ェ ル ず つ 分 注 し 、 5％ CO 2 イ ン キ ュ ベ
ー タ ー 中 、 37℃ で 10～ 14日 間 培 養 し た 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 培 養 後 、 培 養 上 清 を 実 施 例 １ (6)に 記 載 し た 酵 素 免 疫 測 定 法 を 用 い て 、 抗 原 ペ プ チ ド と
し て 用 い た 化 合 物 ２ お よ び 化 合 物 ４ に 対 し て 、 同 じ ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る が リ ン 酸 化 さ れ て
い な い コ ン ト ロ ー ル ペ プ チ ド と し て 用 い た 化 合 物 １ お よ び 化 合 物 ３ と 比 較 し て 、 強 い 反 応
性 を 示 す ウ ェ ル を 選 び 、 そ こ に 含 ま れ る 細 胞 か ら 限 界 希 釈 法 に よ る ク ロ ー ニ ン グ を 2回 繰
り 返 し 、 ８ ６ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド
ー マ ま た は ２ ５ ４ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 ハ イ ブ
リ ド ー マ を 確 立 し た 。 化 合 物 ２ を 抗 原 ペ プ チ ド と し て 用 い て KM2890お よ び KM2891、 化 合 物
４ を 抗 原 ペ プ チ ド と し て 用 い て KM2850～ KM2858、 KM2972～ KM2974の 計 14ク ロ ー ン を 取 得 し
た 。
【 ０ １ ４ ６ 】
(6)酵 素 免 疫 測 定 法 （ バ イ ン デ ィ ン グ ELISA）
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　 ア ッ セ イ 用 の 抗 原 に は 実 施 例 １ （ 1） で 得 ら れ た 化 合 物 １ ～ ４ を サ イ ロ グ ロ ブ リ ン （ 以
下 、 THYと 表 記 す る ） と コ ン ジ ュ ゲ ー ト し た も の を 用 い た 。 作 製 方 法 は 実 施 例 １ (2)に 記 し
た 通 り で あ る が 、 架 橋 剤 に は MBSの 代 わ り に SMCC [4-(N-Maleimidomethyl)-cyclohexane-1
-carboxylic acid N-hydroxysuccinimido ester； シ グ マ 社 製 ]を 用 い た 。 化 合 物 ２ に つ い
て は 化 合 物 ２ と 同 一 配 列 を 有 す る 非 リ ン 酸 化 ペ プ チ ド で あ る 化 合 物 １ （ bCAT-86Y） を 、 化
合 物 ４ に つ い て は 同 様 に 化 合 物 ３ （ bCAT-254Y） を そ れ ぞ れ の 陰 性 対 照 ペ プ チ ド と し て 、
同 様 に THYと コ ン ジ ュ ゲ ー ト し て 用 い た 。 96ウ ェ ル の ELISA用 プ レ ー ト （ グ ラ イ ナ ー 社 製 ）
に 、 上 記 の よ う に 調 製 し た コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 5μ g/mLで 50μ L/ウ ェ ル で 分 注 し 、 4℃ で 一 晩
放 置 し て 吸 着 さ せ た 。 該 プ レ ー ト を 洗 浄 後 、 1％ 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン （ 以 下 、 BSAと 表 記 す る
） を 含 む ダ ル ベ ッ コ リ ン 酸 バ ッ フ ァ ー （ Phosphate buffered saline： PBS） （ 以 下 、 １ ％
BSA/PBSと 表 記 す る ） を 100μ L/ウ ェ ル 加 え 、 室 温 で 1時 間 放 置 し 、 残 存 し て い る 活 性 基 を
ブ ロ ッ ク し た 。 1％  BSA/PBSを 捨 て 、 該 プ レ ー ト に 一 次 抗 体 と し て 被 免 疫 マ ウ ス 抗 血 清 、
ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 上 清 も し く は 精 製 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 50μ L/ウ ェ ル で 分 注 し 、 ２
時 間 放 置 し た 。 該 プ レ ー ト を 0.05%ポ リ オ キ シ エ チ レ ン （ 20） ソ ル ビ タ ン モ ノ ラ ウ レ ー ト [
（ ICI社 商 標 Tween 20相 当 品 ： 和 光 純 薬 社 製 ） ]/PBS（ 以 下 Tween-PBSと 表 記 す る ） で 洗 浄
後 、 2次 抗 体 と し て ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 ウ サ ギ 抗 マ ウ ス イ ム ノ グ ロ ブ リ ン （ ダ コ 社 製 ）
を 50μ L/ウ ェ ル で 加 え て 室 温 、 1時 間 放 置 し た 。 該 プ レ ー ト を Tween-PBSで 洗 浄 後 、 ABTS基
質 液 〔 2.2-ア ジ ノ ビ ス （ 3-エ チ ル ベ ン ゾ チ ア ゾ ー ル -6-ス ル ホ ン 酸 ） 、 1mmol/L / 0.1mol/
Lク エ ン 酸 バ ッ フ ァ ー （ pH4.2） 〕 を 50μ L/ウ ェ ル で 添 加 し て 発 色 さ せ 、 OD415nmの 吸 光 度
を プ レ ー ト リ ー ダ ー （ Emax； Molecular Devices社 製 ） を 用 い て 測 定 し た 。
【 ０ １ ４ ７ 】
(7)モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 精 製
　 プ リ ス タ ン 処 理 し た 8週 令 ヌ ー ド 雌 マ ウ ス （ BALB/c） に 実 施 例 １ (5)で 得 ら れ た ハ イ ブ リ
ド ー マ 株 を 5× 10 6 ～ 2× 10 7 細 胞 ／ 匹 そ れ ぞ れ 腹 腔 内 注 射 し た 。 10～ 21日 後 、 ハ イ ブ リ ド ー
マ が 腹 水 癌 化 す る こ と に よ り 腹 水 の た ま っ た マ ウ ス か ら 、 腹 水 を 採 取 し た 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 該 腹 水 を 遠 心 分 離 （ 1200× g、 5分 間 ） し 固 形 分 を 除 去 し た 。 精 製 IgGモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 は 、 カ プ リ ル 酸 沈 殿 法 ［ Antibodies-A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Labor
atory, 1988］ に よ り 精 製 す る こ と に よ り 取 得 し た 。 ハ イ ブ リ ド ー マ KM2850～ KM2858、 KM2
890、 KM2891お よ び KM2972～ KM2974が 生 産 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の サ ブ ク ラ ス は 、 サ ブ
ク ラ ス タ イ ピ ン グ キ ッ ト を 用 い た ELISA法 に よ り 表 １ に 示 す よ う に 決 定 さ れ た 。
【 ０ １ ４ ９ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ５ ０ 】

(1)抗 原 固 相 系 に お け る 抗 原 ペ プ チ ド と の 反 応 性 （ バ イ ン デ ィ ン グ ELISA）
　 実 施 例 １ (6)に 示 し た 方 法 に 従 っ て 行 っ た 。 1次 抗 体 に は 実 施 例 １ (5)で 得 ら れ た ハ イ ブ
リ ド ー マ の 培 養 上 清 を 5倍 希 釈 で 6段 階 に 希 釈 し た も の を 用 い た 。 結 果 を 図 １ に 示 す 。 す べ
て の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 陰 性 対 照 の 非 リ ン 酸 化 ペ プ チ ド （ 化 合 物 １ ま た は ３ ） と 比 較
し て 、 リ ン 酸 化 抗 原 ペ プ チ ド （ 化 合 物 ２ ま た は ４ ） に 強 い 反 応 性 を 示 し た 。
【 ０ １ ５ １ 】
(2)抗 原 液 相 系 に お け る 抗 原 ペ プ チ ド に 対 す る 反 応 性 （ イ ン ヒ ビ シ ョ ン ELISA）
　 実 施 例 １ (6)で 化 合 物 ２ を 抗 原 ペ プ チ ド に 用 い て 作 製 さ れ た ８ ６ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選
択 的 抗 β カ テ ニ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 、 化 合 物 １ ～ ４ に 示 さ れ る 各 種 ペ プ チ ド に 対 す る
反 応 性 を 、 イ ン ヒ ビ シ ョ ン ELISAで 調 べ た 。 実 施 例 １ (6)と 同 様 に 抗 原 を 固 相 化 し た プ レ ー
ト を 準 備 し 、 10μ g/mLか ら 10倍 希 釈 で 段 階 的 に 希 釈 し た 化 合 物 を 50μ L/ウ ェ ル で 分 注 後 、
ハ イ ブ リ ド ー マ KM2890ま た は KM2891の 培 養 上 清 を 2000倍 に 希 釈 し て 50μ L/ウ ェ ル で 分 注 し
、 ウ ェ ル 内 で 混 合 し て 室 温 で 2時 間 反 応 さ せ た 。 ウ ェ ル を Tween－ PBSで 洗 浄 後 、 希 釈 し た
ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 ウ サ ギ 抗 マ ウ ス イ ム ノ グ ロ ブ リ ン （ ダ コ 社 製 ） を 50μ L/ウ ェ ル で 加
え て 室 温 、 1時 間 反 応 さ せ 、 Tween-PBSで 洗 浄 後 ABTS基 質 液 ［ 2.2-ア ジ ノ ビ ス （ 3-エ チ ル ベ
ン ゾ チ ア ゾ ー ル -6-ス ル ホ ン 酸 ） ア ン モ ニ ウ ム ］ を 50μ L/ウ ェ ル で 添 加 し て 発 色 さ せ 、 OD4
15nmの 吸 光 度 を プ レ ー ト リ ー ダ ー （ Emax;和 光 純 薬 社 製 ） に て 測 定 し た 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 図 ２ に 示 す よ う に 、 ８ ６ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （
KM2890由 来 （ １ ） お よ び KM2891由 来 （ ２ ） ） は い ず れ も 液 相 系 に お い て ア ミ ノ 酸 配 列 の 異
な る 化 合 物 ３ お よ び ４ に は 反 応 し な か っ た 。 ま た 、 同 一 ア ミ ノ 酸 配 列 で は あ る が リ ン 酸 化
さ れ て い な い 陰 性 対 照 で あ る 化 合 物 １ と 比 較 し て 、 リ ン 酸 化 ペ プ チ ド で あ る 化 合 物 ２ と は
10～ 100倍 強 く 反 応 し た 。
【 ０ １ ５ ３ 】
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(3)ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ
　 ヒ ト 偏 平 上 皮 癌 細 胞 株 A431（ ATCC No. CRL-1555） と ヒ ト 胃 癌 細 胞 株 TMK-1［ Jpn. J. Ca
ncer Rec., 76, 1064-1071, 1985］ を 血 清 無 添 加 の RPMI培 地 で 48時 間 培 養 後 、 50ng/mLに
な る よ う に 上 皮 増 殖 因 子 EGFを 添 加 し 、 0時 間 と 0.5時 間 後 に EDTA溶 液 を 用 い て 回 収 し て 以
下 の よ う に 細 胞 溶 解 液 を 調 製 し た 。 ま た 、 比 較 対 照 と し て 無 血 清 培 養 、 上 皮 増 殖 因 子 EGF
処 理 を せ ず 10%FCS添 加 し た RPMI培 地 で 培 養 し た 細 胞 か ら も 細 胞 溶 解 液 を 調 製 し た 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 回 収 し た 細 胞 を PBSで 洗 浄 し た 後 、 細 胞 溶 解 用 緩 衝 液 (50mM Tris-HCl pH7.2， 1% Triton
X， 50mM NaCl， 2mM MgCl 2 ， 2mM CaCl 2 ， 0.1% NaN 3 ， 50mM ヨ ー ド ア セ ト ア ミ ド ， 50mM N-
エ チ ル マ レ イ ミ ド ， 1mg/ml ロ イ ペ プ チ ン ， 0.1mM ジ チ オ ス レ イ ト ー ル )を 5× 10 7 細 胞 に １
mL添 加 し 、 4℃ 、 0.5時 間 放 置 後 、 遠 心 分 離 し て 得 ら れ た 上 清 画 分 を 細 胞 溶 解 液 と し て 用 い
た 。 得 ら れ た 細 胞 溶 解 液 に SDS-PAGE用 サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー を 加 え 100℃ 、 5分 加 熱 し 、 1× 1
0 5 細 胞 分 /レ ー ン で SDS-ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 電 気 泳 動 (5%濃 縮 ゲ ル 、 7.5%分 離 ゲ ル 、 200V、
45分 間 )［ Antibodies-A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, 1988］ に
て 分 画 後 、 セ ミ ド ラ イ 型 ブ ロ ッ テ ィ ン グ 装 置 に て PVDF膜 に ブ ロ ッ テ ィ ン グ （ 25V、 30分 間
ま た は 60分 間 ） し た 。 5% Skimmilk， 1% BSA， 0.1% Tween-PBSで 2時 間 ブ ロ ッ キ ン グ 後 、 ８
６ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ハ イ ブ リ ド ー マ （ KM2891）
ま た は ２ ５ ４ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ハ イ ブ リ ド ー マ
（ KM2853） の 培 養 上 清 を 4℃ で 一 晩 反 応 さ せ た 。 0.1% Tween-20， 1mM Orthovanadate-PBS
で よ く 洗 浄 し た 後 、 第 二 抗 体 と し て ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 ウ サ ギ 抗 マ ウ ス イ ム ノ グ ロ ブ リ
ン 抗 体 〔 ザ イ メ ッ ト 社 製 〕 を １ 時 間 反 応 さ せ た 。 0.1% Tween， 1mM Orthovanadate- PBSで
よ く 洗 浄 し た 後 、 検 出 は ECL detection kit（ Amersham-Pharmacia社 製 ） を 用 い て 行 い 、 X
線 フ ィ ル ム 上 に 感 光 さ せ た 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 図 ３ に 、 ８ ６ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ KM2891由 来
） で の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ の 結 果 を 示 し た 。 無 血 清 培 養 後 、 上 皮 増 殖 因 子 EGFを 添
加 し て 0.5時 間 経 過 し た TMK-1細 胞 で は 、 上 皮 増 殖 因 子 EGF添 加 直 後 の TMK-1細 胞 と 比 較 し て
、 ８ ６ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ KM2891由 来 ） で 検 出
さ れ る バ ン ド の シ グ ナ ル は 明 ら か に 増 強 し て い た 。 従 っ て 、 ８ ６ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択
的 抗 β カ テ ニ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ KM2891由 来 ） は 、 上 皮 増 殖 因 子 EGF刺 激 で 配 列 番 号
１ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る ８ ６ 位 チ ロ シ ン 残 基 が リ ン 酸 化 さ れ た β カ テ ニ ン に 、
非 リ ン 酸 化 β カ テ ニ ン と 比 較 し て よ り 強 く 結 合 し 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 配 列
番 号 １ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る ８ ６ 位 チ ロ シ ン 残 基 が リ ン 酸 化 さ れ た β カ テ ニ ン
を 検 出 で き る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 図 ４ に ２ ５ ４ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ KM2853由 来
） で の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ の 結 果 を 示 し た 。 無 血 清 培 養 後 、 上 皮 増 殖 因 子 EGFを 添
加 し て 0.5時 間 経 過 し た A431細 胞 で は 、 上 皮 増 殖 因 子 EGF添 加 直 後 の A431細 胞 と 比 較 し て 、
２ ５ ４ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ KM2853由 来 ） で 検 出
さ れ る バ ン ド の シ グ ナ ル は 明 ら か に 増 強 し て い た 。 従 っ て 、 ２ ５ ４ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選
択 的 抗 β カ テ ニ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ KM2853由 来 ） は 、 上 皮 増 殖 因 子 EGF刺 激 で 配 列 番
号 １ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る ２ ５ ４ 位 チ ロ シ ン 残 基 が リ ン 酸 化 さ れ た β カ テ ニ ン
に 非 リ ン 酸 化 β カ テ ニ ン と 比 較 し て よ り 強 く 結 合 し 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 配
列 番 号 １ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る ２ ５ ４ 位 チ ロ シ ン 残 基 が リ ン 酸 化 さ れ た β カ テ
ニ ン を 検 出 で き る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ １ ５ ７ 】
(4)免 疫 組 織 染 色 （ ABC法 ）
　 検 体 と し て ホ ル マ リ ン 固 定 後 、 パ ラ フ ィ ン 包 埋 処 理 を 施 し た ヒ ト 舌 癌 （ 扁 平 上 皮 癌 ） 切
片 を 用 い た 。 切 片 は キ シ レ ン -エ タ ノ ー ル 系 列 に て 脱 パ ラ フ ィ ン 、 親 水 化 を 行 い 、 流 水 水
洗 後 、 0.3%過 酸 化 水 素 -メ タ ノ ー ル 溶 液 に て 内 因 性 の ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 失 活 さ せ た 。 抗
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原 賦 活 処 理 と し て 1mM Orthovanadate-0.01Mク エ ン 酸 バ ッ フ ァ ー （ PH6.0） 中 で マ イ ク ロ ウ
エ ー ブ 処 理 （ 95℃ 、 20分 間 ） を 行 っ た 。 流 水 お よ び 0.1％  Tween-PBSに て 洗 浄 後 、 5% Skim
milk-1% BSA-1mM Orthovanadate-0.1％  Tween-PBSに て 40分 間 ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 2% NSS-
1mM Orthovanadate-PBSに て 処 理 （ 3分 間 ） し た 後 、 一 次 抗 体 と し て ８ ６ 位 ま た は ２ ５ ４ 位
チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 上 清 を 4
℃ で 一 晩 反 応 さ せ た 。 0.1％  Tween-PBSに て 洗 浄 後 2% NSS-1mM Orthovanadate-PBSに て 処
理 （ 3分 間 ） し た 後 、 二 次 抗 体 と し て ビ オ チ ン 化 抗 マ ウ ス イ ム ノ グ ロ ブ リ ン （ VECTOR社 製
） を 室 温 で 45分 間 反 応 さ せ た 。 0.1％  Tween-PBSに て 洗 浄 後 、 2% NSS-1mM Orthovanadate-
PBSに て 処 理 （ 3分 間 ） し た 後 、 sABC試 薬 （ ダ コ 社 製 ） を 室 温 で 40分 間 反 応 さ せ た 。 0.1％  
Tween-PBSに て 洗 浄 後 ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン 水 溶 液 を 3～ 20分 間 反 応 さ せ て 発 色 さ せ た 。 流 水
水 洗 後 ヘ マ ト キ シ リ ン に て 核 染 色 し 、 流 水 水 洗 後 、 エ タ ノ ー ル -キ シ レ ン 系 列 に て 脱 水 、
透 徹 を 行 っ た 後 、 封 入 、 検 鏡 し た 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 ８ ６ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ KM2891由 来 ） ま た は
２ ５ ４ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ KM2853由 来 ） を 一 次
抗 体 に 用 い た 染 色 の 結 果 、 癌 細 胞 の 細 胞 膜 部 分 が 特 異 的 に 染 色 さ れ た 。 し た が っ て 、 こ れ
ら の 抗 体 は 、 免 疫 組 織 染 色 に お い て 癌 組 織 に お け る 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 配 列 で 表 さ れ る
β カ テ ニ ン の ８ ６ 位 ま た は ２ ５ ４ 位 チ ロ シ ン の リ ン 酸 化 亢 進 を そ れ ぞ れ 検 出 で き る こ と が
明 ら か と な っ た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ５ ９ 】
【 図 １ 】 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の バ イ ン デ ィ ン グ ELISAに お け る 抗 原 ペ プ チ ド 選 択 的 な 反 応
性 を 示 す 。 横 軸 は 、 ELISAに 用 い た 各 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 上 清 の 希 釈 倍 率 を 、
縦 軸 は 吸 光 度 を 示 す 。
【 図 ２ 】 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 、 イ ン ヒ ビ シ ョ ン ELISAに お け る 抗 原 ペ プ チ ド 選 択 的 な 反
応 性 を 示 す 。 横 軸 は 、 反 応 系 に 添 加 し た ペ プ チ ド で あ る 化 合 物 １ ～ ４ の 濃 度 を 、 縦 軸 は 吸
光 度 を 示 す 。
【 図 ３ 】 ８ ６ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ KM2891由 来 ）
の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に お け る 反 応 性 を 示 す 。 図 中 SFMは 無 血 清 培 養 、 FBS Mは 血 清
添 加 培 養 を 示 す 。 レ ー ン は 用 い た 細 胞 毎 に 左 か ら 、 無 血 清 培 養 後 に EGFを 添 加 し た 直 後 、 0
.5時 間 後 、 さ ら に 血 清 添 加 培 養 時 の 細 胞 を 示 す 。 矢 印 は β カ テ ニ ン の バ ン ド を 示 す 。
【 図 ４ 】 ２ ５ ４ 位 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 選 択 的 抗 β カ テ ニ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ KM2853由 来
） の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に お け る 反 応 性 を 示 す 。 A431細 胞 を 用 い た 各 レ ー ン は 用 い
た 細 胞 毎 に 左 か ら 、 無 血 清 培 養 後 に EGFを 添 加 し た 直 後 、 0.5時 間 後 、 さ ら に 血 清 添 加 培 養
時 の 細 胞 を 示 す 。
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