
(57)【要約】
結腸の増殖性疾患の診断に有用なタンパク質が核マトリックスタンパク質調製物中に存在
し、それらは分子量、等電点、およびアミノ酸配列によって特徴付けることができる。該
タンパク質は、例えば 2次元ゲル電気泳動、または抗体などの特異的結合パートナーによ
って同定することができる。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 癌 性 の 結 腸 細 胞 中 に は 存 在 す る が 正 常 な 結 腸 上 皮 細 胞 中 で は 全 く 存 在 し な い か ま た は 量
が 低 下 し て い る 精 製 タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 該 タ ン パ ク 質 が 次 の も の ：
a)　 分 子 量 が 約 56kDで pIが 約 6.22の CC2；
b)　 分 子 量 が 約 43kDで pIが 約 6.3の CC3；
c)　 分 子 量 が 約 43kDで pIが 約 6.2の CC4；
d)　 分 子 量 が 約 42kDで pIが 約 6.2の CC5；
e)　 分 子 量 が 約 20kDで pIが 約 6.9の CC6a；
f)　 分 子 量 が 約 20kDで pIが 約 6.8の CC6b；
g)　 分 子 量 が 約 50kDで pIが 約 6.01の L1；
h)　 分 子 量 が 約 20kDで pIが 約 5.73の L2； お よ び
i)　 分 子 量 が 約 19kDで pIが 約 5.88の L5；
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た も の で あ る 、 精 製 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ 】
　 該 タ ン パ ク 質 が CC2で あ る 請 求 項 １ に 記 載 の 精 製 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ３ 】
　 該 タ ン パ ク 質 が CC3で あ る 請 求 項 １ に 記 載 の 精 製 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ４ 】
　 該 タ ン パ ク 質 が CC4で あ る 請 求 項 １ に 記 載 の 精 製 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ５ 】
　 該 タ ン パ ク 質 が CC5で あ る 請 求 項 １ に 記 載 の 精 製 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ６ 】
　 該 タ ン パ ク 質 が CC6aで あ る 請 求 項 １ に 記 載 の 精 製 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ７ 】
　 該 タ ン パ ク 質 が CC6bで あ る 請 求 項 １ に 記 載 の 精 製 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ８ 】
　 該 タ ン パ ク 質 が L1で あ る 請 求 項 １ に 記 載 の 精 製 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ９ 】
　 該 タ ン パ ク 質 が L2で あ る 請 求 項 １ に 記 載 の 精 製 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 該 タ ン パ ク 質 が L5で あ る 請 求 項 １ に 記 載 の 精 製 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 該 タ ン パ ク 質 が 結 腸 癌 の 肝 臓 転 移 で は 正 常 肝 臓 組 織 よ り も よ り 多 く 検 出 さ れ る 、 請 求 項
１ に 記 載 の 精 製 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 該 タ ン パ ク 質 が L1、 L2、 ま た は L3で あ る 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 精 製 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 CC2が 配 列 番 号 14、 15、 16、 17、 ま た は 23に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ２ に 記 載
の 精 製 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 CC3が 配 列 番 号 24～ 26に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 精 製 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 CC4が 配 列 番 号 27～ 29に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ４ に 記 載 の 精 製 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 CC6aが 配 列 番 号 18～ 20に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ５ に 記 載 の 精 製 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 CC6bが 配 列 番 号 21に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 精 製 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 L2が 配 列 番 号 30～ 32に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ９ に 記 載 の 精 製 タ ン パ ク 質 。
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【 請 求 項 １ ９ 】
　 L5が 配 列 番 号 33～ 36に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 精 製 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 該 タ ン パ ク 質 が 核 マ ト リ ッ ク ス 調 製 物 中 に 存 在 す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 精 製 タ ン パ ク 質
。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の 精 製 タ ン パ ク 質 に 対 し て 特 異 的 な 結 合 パ ー ト ナ ー 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 該 結 合 パ ー ト ナ ー が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ２ １ に 記 載 の 精 製 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 該 結 合 パ ー ト ナ ー が ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ２ １ に 記 載 の 精 製 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 正 常 な 結 腸 上 皮 細 胞 中 に は 存 在 す る が 癌 性 の 結 腸 細 胞 中 で は 全 く 存 在 し な い か ま た は 量
が 低 下 し て い る 精 製 タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 該 タ ン パ ク 質 が 次 の も の ：
a)　 分 子 量 が 約 40kDで pIが 約 5.5の N1；
b)　 分 子 量 が 約 30kDで pIが 約 5.94の N2；
c)　 分 子 量 が 約 30kDで pIが 約 5.88の N3；
d)　 分 子 量 が 約 30kDで pIが 約 5.80の N4；
e)　 分 子 量 が 約 30kDで pIが 約 5.73の N5； お よ び
f)　 分 子 量 が 約 18kDで pIが 約 6.6の N6；
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た も の で あ る 、 精 製 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 該 タ ン パ ク 質 が N1で あ る 、 請 求 項 ２ ４ に 記 載 の 精 製 タ ン パ ク 質 。 　
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 該 タ ン パ ク 質 が N2で あ る 、 請 求 項 ２ ４ に 記 載 の 精 製 タ ン パ ク 質 。 　
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 該 タ ン パ ク 質 が N3で あ る 、 請 求 項 ２ ４ に 記 載 の 精 製 タ ン パ ク 質 。 　
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 該 タ ン パ ク 質 が N4で あ る 、 請 求 項 ２ ４ に 記 載 の 精 製 タ ン パ ク 質 。 　
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 該 タ ン パ ク 質 が N5で あ る 、 請 求 項 ２ ４ に 記 載 の 精 製 タ ン パ ク 質 。 　
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 該 タ ン パ ク 質 が N5で あ る 、 請 求 項 ２ ４ に 記 載 の 精 製 タ ン パ ク 質 。 　
【 請 求 項 ３ １ 】
　 該 タ ン パ ク 質 が 核 マ ト リ ッ ク ス 調 製 物 中 に 存 在 す る 、 請 求 項 ２ ４ に 記 載 の 精 製 タ ン パ ク
質 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 請 求 項 ２ ４ に 記 載 の 精 製 タ ン パ ク 質 に 対 し て 特 異 的 な 結 合 パ ー ト ナ ー 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 該 結 合 パ ー ト ナ ー が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の 精 製 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 該 結 合 パ ー ト ナ ー が ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の 精 製 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 原 発 性 結 腸 癌 細 胞 お よ び そ れ か ら 肝 臓 へ 転 移 し た も の に 存 在 し 、 癌 の 診 断 用 マ ー カ ー と
し て 有 用 な 精 製 タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 該 タ ン パ ク 質 が 次 の も の ：
a)　 分 子 量 が 約 18kDで pIが 約 6.09の L3；
b)　 分 子 量 が 約 18kDで pIが 約 6.00の L4；
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た も の で あ る 、 精 製 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 該 タ ン パ ク 質 が L3で あ る 、 請 求 項 35に 記 載 の 精 製 タ ン パ ク 質 。
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【 請 求 項 ３ ７ 】
　 該 タ ン パ ク 質 が L4で あ る 、 請 求 項 ３ ５ に 記 載 の 精 製 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 該 タ ン パ ク 質 が 核 マ ト リ ッ ク ス 調 製 物 中 に 存 在 す る 、 請 求 項 ３ ５ に 記 載 の 精 製 タ ン パ ク
質 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 請 求 項 ３ ５ に 記 載 の 精 製 タ ン パ ク 質 に 対 し て 特 異 的 な 結 合 パ ー ト ナ ー 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 該 結 合 パ ー ト ナ ー が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 精 製 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 該 結 合 パ ー ト ナ ー が ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 精 製 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 癌 性 の 結 腸 上 皮 細 胞 と 正 常 な 結 腸 上 皮 細 胞 と を 識 別 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製 方 法
で あ っ て 、 動 物 を 請 求 項 １ に 記 載 の タ ン パ ク 質 で 免 疫 し 、 該 抗 体 を 回 収 す る こ と を 含 ん で
な る 、 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 癌 性 の 結 腸 上 皮 細 胞 と 正 常 な 結 腸 上 皮 細 胞 と を 識 別 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製 方 法
で あ っ て 、 動 物 を 請 求 項 ２ ４ に 記 載 の タ ン パ ク 質 で 免 疫 し 、 該 抗 体 を 回 収 す る こ と を 含 ん
で な る 、 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 結 腸 癌 の 肝 臓 へ 転 移 し た も の と 正 常 な 肝 臓 上 皮 細 胞 と を 識 別 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の
作 製 方 法 で あ っ て 、 動 物 を 請 求 項 ３ ５ に 記 載 の タ ン パ ク 質 で 免 疫 し 、 該 抗 体 を 回 収 す る こ
と を 含 ん で な る 、 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 癌 性 の 結 腸 上 皮 細 胞 と 正 常 な 結 腸 上 皮 細 胞 と を 識 別 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る
方 法 で あ っ て 、 動 物 を 請 求 項 １ に 記 載 の タ ン パ ク 質 で 免 疫 し 、 そ の 免 疫 し た 動 物 か ら B細
胞 を 取 り 出 し 、 i)該 タ ン パ ク 質 に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 を 産 生 す る 該 B細 胞 を 不 死 化 お よ び
単 離 し 、 ま た は ii)Ｂ 細 胞 か ら 抗 体 の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 を コ ー ド す る 核 酸 を 得 て 、 宿 主 細 胞
が 該 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る 抗 体 を 産 生 す る よ う に 、 該 核 酸 を 含 ん で い る 1個 以 上 の 発
現 ベ ク タ ー で 該 宿 主 細 胞 を 形 質 転 換 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト 、 ま た は 形 質 導 入 し 、 該 タ ン パ ク
質 に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 を 産 生 す る 宿 主 細 胞 を 選 択 す る こ と を 含 ん で な る 、 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 癌 性 の 結 腸 上 皮 細 胞 と 正 常 な 結 腸 上 皮 細 胞 と を 識 別 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る
方 法 で あ っ て 、 動 物 を 請 求 項 ２ ４ に 記 載 の タ ン パ ク 質 で 免 疫 し 、 そ の 免 疫 し た 動 物 か ら B
細 胞 を 取 り 出 し 、 i)該 タ ン パ ク 質 に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 を 産 生 す る 該 B細 胞 を 不 死 化 お よ
び 単 離 し 、 ま た は ii)Ｂ 細 胞 か ら 抗 体 の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 を コ ー ド す る 核 酸 を 得 て 、 宿 主 細
胞 が 該 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る 抗 体 を 産 生 す る よ う に 、 該 核 酸 を 含 ん で い る 1個 以 上 の
発 現 ベ ク タ ー で 該 宿 主 細 胞 を 形 質 転 換 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト 、 ま た は 形 質 導 入 し 、 該 タ ン パ
ク 質 に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 を 産 生 す る 宿 主 細 胞 を 選 択 す る こ と を 含 ん で な る 、 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 結 腸 癌 の 肝 臓 へ 転 移 し た も の と 正 常 な 肝 臓 上 皮 細 胞 と を 識 別 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を
作 製 す る 方 法 で あ っ て 、 動 物 を 請 求 項 ３ ５ に 記 載 の タ ン パ ク 質 で 免 疫 し 、 そ の 免 疫 し た 動
物 か ら B細 胞 を 取 り 出 し 、 i)該 タ ン パ ク 質 に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 を 産 生 す る 該 B細 胞 を 不 死
化 お よ び 単 離 し 、 ま た は ii)Ｂ 細 胞 か ら 抗 体 の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 を コ ー ド す る 核 酸 を 得 て 、
宿 主 細 胞 が 該 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る 抗 体 を 産 生 す る よ う に 、 該 核 酸 を 含 ん で い る 1個
以 上 の 発 現 ベ ク タ ー で 該 宿 主 細 胞 を 形 質 転 換 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト 、 ま た は 形 質 導 入 し 、 該
タ ン パ ク 質 に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 を 産 生 す る 宿 主 細 胞 を 選 択 す る こ と を 含 ん で な る 、 方 法
。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 患 者 の 結 腸 の 増 殖 性 疾 患 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、 患 者 か ら 得 た 組 織 、 糞 便 、 ま た は 体
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液 中 に 、 癌 性 の 結 腸 細 胞 中 に は 存 在 す る が 正 常 な 結 腸 上 皮 細 胞 中 で は 全 く 存 在 し な い か 量
が 低 下 し て い る 、 ま た は 正 常 な 結 腸 上 皮 細 胞 中 に は 存 在 す る が 癌 性 の 結 腸 細 胞 中 で は 全 く
存 在 し な い か 量 が 低 下 し て い る 、 少 な く と も 1種 の タ ン パ ク 質 の 存 在 を 分 析 す る こ と を 含
ん で な る 方 法 で 、 該 タ ン パ ク 質 が 次 の も の ：
a)　 分 子 量 が 約 56kDで pIが 約 6.22の CC2；
b)　 分 子 量 が 約 43kDで pIが 約 6.3の CC3；
c)　 分 子 量 が 約 43kDで pIが 約 6.2の CC4；
d)　 分 子 量 が 約 42kDで pIが 約 6.2の CC5；
e)　 分 子 量 が 約 20kDで pIが 約 6.9の CC6a；
f)　 分 子 量 が 約 20kDで pIが 約 6.8の CC6b；
g)　 分 子 量 が 約 50kDで pIが 約 6.01の L1；
h)　 分 子 量 が 約 20kDで pIが 約 5.73の L2；
i)　 分 子 量 が 約 19kDで pIが 約 5.88の L5；
j)　 分 子 量 が 約 40kDで pIが 約 5.5の N1；
k)　 分 子 量 が 約 30kDで pIが 約 5.94の N2；
l)　 分 子 量 が 約 30kDで pIが 約 5.88の N3；
m)　 分 子 量 が 約 30kDで pIが 約 5.80の N4；
n)　 分 子 量 が 約 30kDで pIが 約 5.73の N5； お よ び
o)　 分 子 量 が 約 18kDで pIが 約 6.6の N6；
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た も の で あ る 、 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 少 な く と も 1個 の 該 タ ン パ ク 質 の 存 在 が 2次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 で 検 出 さ れ る 、 請 求 項 ４ ８ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 少 な く と も 1個 の 該 タ ン パ ク 質 の 存 在 が 該 タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な 結 合 パ ー ト ナ ー を 用 い
て 検 出 さ れ る 、 請 求 項 ４ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 該 結 合 パ ー ト ナ ー が モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ５ ０ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 少 な く と も 1個 の 該 タ ン パ ク 質 の 存 在 が 該 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る mRNAを 核 酸 と ハ イ ブ
リ ダ イ ズ さ せ て 検 出 す る こ と に よ っ て 調 べ る 、 請 求 項 ４ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 該 精 製 タ ン パ ク 質 が 核 マ ト リ ッ ク ス 調 製 物 中 に 存 在 し て い る 、 請 求 項 ４ ８ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 患 者 の 結 腸 癌 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、 患 者 か ら 得 た 組 織 、 糞 便 、 ま た は 体 液 中 の カ ル
レ テ ィ キ ュ リ ン の 存 在 を 分 析 す る こ と を 含 ん で な る 、 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 該 検 出 が 2次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 で 行 わ れ る 、 請 求 項 ５ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 カ ル レ テ ィ キ ュ リ ン が 特 異 的 な 結 合 パ ー ト ナ ー に よ っ て 検 出 さ れ る 、 請 求 項 ５ ４ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 該 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー が モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ５
６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 カ ル レ テ ィ キ ュ リ ン が カ ル レ テ ィ キ ュ リ ン の 核 酸 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と に よ っ て
検 出 さ れ る 、 請 求 項 ５ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
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　 組 織 が 分 析 さ れ る 、 請 求 項 ５ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 該 組 織 が 核 マ ト リ ッ ク ス 調 製 物 で あ る 、 請 求 項 ５ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 該 増 殖 性 疾 患 が 結 腸 直 腸 癌 で あ る 、 請 求 項 ５ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 該 増 殖 性 疾 患 が 結 腸 腺 腫 で あ る 、 請 求 項 ５ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 該 タ ン パ ク 質 が CC3、 CC4、 ま た は CC5で あ る 、 請 求 項 ６ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 結 腸 腺 腫 が 悪 性 の も の と な る 可 能 性 を 評 価 す る 方 法 で あ っ て 、 癌 性 の 結 腸 細 胞 中 に は 存
在 す る が 正 常 な 結 腸 上 皮 細 胞 中 で は 全 く 存 在 し な い か も し く は 量 が 低 下 し て い る 、 ま た は
正 常 な 結 腸 上 皮 細 胞 中 に は 存 在 す る が 癌 性 の 結 腸 細 胞 中 で は 全 く 存 在 し な い か も し く は 量
が 低 下 し て い る 、 少 な く と も 1種 の タ ン パ ク 質 の 存 在 に つ い て 該 腺 腫 を 分 析 す る こ と を 含
ん で な る 方 法 で 、 該 タ ン パ ク 質 が 次 の も の ：
a)　 分 子 量 が 約 56kDで pIが 約 6.22の CC2；
b)　 分 子 量 が 約 43kDで pIが 約 6.3の CC3；
c)　 分 子 量 が 約 43kDで pIが 約 6.2の CC4；
d)　 分 子 量 が 約 42kDで pIが 約 6.2の CC5；
e)　 分 子 量 が 約 20kDで pIが 約 6.9の CC6a；
f)　 分 子 量 が 約 20kDで pIが 約 6.8の CC6b；
g)　 分 子 量 が 約 50kDで pIが 約 6.01の L1；
h)　 分 子 量 が 約 20kDで pIが 約 5.73の L2；
i)　 分 子 量 が 約 19kDで pIが 約 5.88の L5；
j)　 分 子 量 が 約 40kDで pIが 約 5.5の N1；
k)　 分 子 量 が 約 30kDで pIが 約 5.94の N2；
l)　 分 子 量 が 約 30kDで pIが 約 5.88の N3；
m)　 分 子 量 が 約 30kDで pIが 約 5.80の N4；
n)　 分 子 量 が 約 30kDで pIが 約 5.73の N5； お よ び
o)　 分 子 量 が 約 18kDで pIが 約 6.6の N6；
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た も の で あ り 、 該 タ ン パ ク 質 が 検 出 さ れ る こ と が 、 悪 性 な も の と
な る 可 能 性 の 増 大 を 示 す も の で あ る 、 方 法 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 少 な く と も 1個 の 該 タ ン パ ク 質 の 存 在 が 2次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 で 検 出 さ れ る 、 請 求 項 ６ ４ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 少 な く と も 1個 の 該 タ ン パ ク 質 の 存 在 が 該 タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な 結 合 パ ー ト ナ ー を 用 い
て 検 出 さ れ る 、 請 求 項 ６ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 該 結 合 パ ー ト ナ ー が モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ６ ６ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 少 な く と も 1個 の 該 タ ン パ ク 質 の 存 在 が 該 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る mRNAを 核 酸 と ハ イ ブ
リ ダ イ ズ さ せ て 検 出 す る こ と に よ っ て 決 定 さ れ る 、 請 求 項 ６ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 該 タ ン パ ク 質 が CC3、 CC4、 お よ び CC5で あ る 、 請 求 項 ６ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 患 者 の 結 腸 癌 の 肝 臓 へ の 転 移 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、 肝 臓 の サ ン プ ル 中 の 、 少 な く と
も 1種 の タ ン パ ク 質 の 存 在 を 分 析 す る こ と を 含 ん で な る 方 法 で 、 該 タ ン パ ク 質 が 次 の も の
：
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a)　 分 子 量 が 約 50kDで pIが 約 6.01の L1；
b)　 分 子 量 が 約 20kDで pIが 約 5.73の L2；
c)　 分 子 量 が 約 17kDで pIが 約 6.09の L3；
d)　 分 子 量 が 約 17kDで pIが 約 6.00の L4； お よ び
e)　 分 子 量 が 約 19kDで pIが 約 5.88の L5；
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た も の で あ る 、 方 法 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 少 な く と も 1種 の 該 タ ン パ ク 質 の 存 在 が 高 分 解 能 2次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 に よ っ て 検 出 さ れ る
、 請 求 項 ７ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 少 な く と も 1個 の 該 タ ン パ ク 質 の 存 在 が 該 タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な 結 合 パ ー ト ナ ー を 用 い
て 検 出 さ れ る 、 請 求 項 ７ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 該 結 合 パ ー ト ナ ー が モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ７ ２ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 該 タ ン パ ク 質 が カ ル レ テ ィ キ ュ リ ン の 核 酸 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と に よ っ て 検 出 さ
れ る 、 請 求 項 ７ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の タ ン パ ク 質 の 存 在 を 調 べ る た め の 診 断 用 ア ッ セ イ キ ッ ト で あ っ て 、 該
タ ン パ ク 質 と 特 異 的 に 結 合 す る こ と の で き る 少 な く と も 1種 の 結 合 パ ー ト ナ ー を 含 ん で な
る 、 診 断 用 ア ッ セ イ キ ッ ト 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 該 結 合 パ ー ト ナ ー は 固 相 支 持 体 上 に 固 定 化 さ れ た も の で あ る 、 請 求 項 ７ ５ に 記 載 の 診 断
用 ア ッ セ イ キ ッ ト 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
　 該 結 合 パ ー ト ナ ー が 検 出 し う る よ う に 標 識 さ れ た も の で あ る 、 請 求 項 ７ ５ に 記 載 の 診 断
用 ア ッ セ イ キ ッ ト 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
　 該 結 合 パ ー ト ナ ー が 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ７ ５ に 記 載 の 診 断 用 ア ッ セ イ キ ッ ト 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 患 者 の 結 腸 の 増 殖 性 疾 患 の 生 物 学 的 マ ー カ ー と し て の タ ン パ ク 質 の 使 用 で あ っ て 、 患 者
か ら 得 た 組 織 、 糞 便 、 ま た は 体 液 中 で 該 タ ン パ ク 質 を 検 出 し 、 該 タ ン パ ク 質 が 癌 性 の 結 腸
細 胞 中 に は 存 在 す る が 正 常 な 結 腸 上 皮 細 胞 中 で は 全 く 存 在 し な い か も し く は 量 が 低 下 し て
い る こ と で 特 徴 付 け ら れ る か 、 ま た は 該 タ ン パ ク 質 が 正 常 な 結 腸 上 皮 細 胞 中 に は 存 在 す る
が 癌 性 の 結 腸 細 胞 中 で は 全 く 存 在 し な い か も し く は 量 が 低 下 し て い る こ と で 特 徴 付 け ら れ
、 該 タ ン パ ク 質 が 次 の も の ：
a)　 分 子 量 が 約 56kDで pIが 約 6.22の CC2；
b)　 分 子 量 が 約 43kDで pIが 約 6.3の CC3；
c)　 分 子 量 が 約 43kDで pIが 約 6.2の CC4；
d)　 分 子 量 が 約 42kDで pIが 約 6.2の CC5；
e)　 分 子 量 が 約 20kDで pIが 約 6.9の CC6a；
f)　 分 子 量 が 約 20kDで pIが 約 6.8の CC6b；
g)　 分 子 量 が 約 50kDで pIが 約 6.01の L1；
h)　 分 子 量 が 約 20kDで pIが 約 5.73の L2；
i)　 分 子 量 が 約 19kDで pIが 約 5.88の L5；
j)　 分 子 量 が 約 40kDで pIが 約 5.5の N1；
k)　 分 子 量 が 約 30kDで pIが 約 5.94の N2；
l)　 分 子 量 が 約 30kDで pIが 約 5.88の N3；
m)　 分 子 量 が 約 30kDで pIが 約 5.80の N4；
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n)　 分 子 量 が 約 30kDで pIが 約 5.73の N5； お よ び
o)　 分 子 量 が 約 18kDで pIが 約 6.6の N6；
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た も の で あ る 、 使 用 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 結 腸 の 該 増 殖 性 疾 患 が 結 腸 の 腺 癌 で あ る 、 請 求 項 ７ ８ に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
　 結 腸 の 該 増 殖 性 疾 患 が 結 腸 腺 腫 で あ る 、 請 求 項 ７ ８ に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ８ １ 】
　 患 者 の 結 腸 癌 の 肝 臓 へ の 転 移 を 診 断 す る 生 物 学 的 マ ー カ ー と し て の タ ン パ ク 質 の 使 用 で
あ っ て 、 該 タ ン パ ク 質 を 患 者 か ら 得 た 肝 臓 の サ ン プ ル 中 で 検 出 し 、 該 タ ン パ ク 質 が 次 の も
の ：
a)　 分 子 量 が 約 50kDで pIが 約 6.01の L1；
b)　 分 子 量 が 約 20kDで pIが 約 5.73の L2；
c)　 分 子 量 が 約 17kDで pIが 約 6.09の L3；
d)　 分 子 量 が 約 17kDで pIが 約 6.00の L4； お よ び
e)　 分 子 量 が 約 19kDで pIが 約 5.88の L5；
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た も の で あ る 、 使 用 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 米 国 国 立 衛 生 研 究 所 (United States National Institutes of Health)か ら の
政 府 援 助 を 受 け て な さ れ た も の で あ る 。 米 国 政 府 は 本 発 明 に 対 し て 一 定 の 権 利 を 有 し う る
も の で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】

　 本 発 明 は 結 腸 癌 お よ び 結 腸 癌 の 肝 臓 へ の 転 移 を 含 む 結 腸 の 細 胞 増 殖 障 害 に 伴 う タ ン パ ク
質 に 関 す る 。 本 発 明 は ま た 、 正 常 な 結 腸 組 織 に 関 わ る タ ン パ ク 質 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 手 術 手 技 、 補 助 療 法 、 お よ び ス ク リ ー ニ ン グ 法 の 改 良 に よ っ て 、 結 腸 癌 の 死 亡 率 は 過 去
20年 間 、 全 体 と し て 減 少 し た (1)。 そ れ で も や は り 、 結 腸 直 腸 癌 は 依 然 と し て 米 国 で は 全
て の 癌 の う ち の 11%を 占 め る 重 要 な 疾 患 で あ り 、 2001年 で は 、 130,200例 の 新 患 者 お よ び 48
,100例 の 死 亡 が あ る も の と 推 測 さ れ て い る (2)。 初 期 の 限 局 性 の ス テ ー ジ で 診 断 を 受 け た
場 合 は 結 腸 癌 の 5年 生 存 率 は 90%で あ る 。 こ の ス テ ー ジ で 偶 然 に 結 腸 癌 で あ る と 診 断 さ れ る
症 例 は 37%に す ぎ ず 、 残 り の 人 々 で は 、 腫 瘍 が 転 移 し て し ま っ て か ら 医 師 の 診 断 を 仰 ぐ こ
と が よ く あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 こ の よ う な 公 衆 衛 生 上 の 問 題 を 解 決 す る に は 、 結 腸 直 腸 癌 に 対 す る よ り 効 果 的 な ス ク リ
ー ニ ン グ 法 と 予 防 策 が 必 要 で あ る 。 結 腸 大 腸 癌 の 早 期 発 見 法 に は 、 糞 便 中 の 血 液 の 試 験 ま
た は 内 視 鏡 の 使 用 が 含 ま れ る 。 糞 便 中 の 血 液 試 験 で の 検 出 に は 、 腫 瘍 が 非 常 に 大 き く な っ
て い る こ と が 必 要 で あ り (小 さ な ポ リ ー プ で は 感 度 は 90%で 、 微 小 な ポ リ ー プ で は 75%で あ
る )、 感 度 は 約 26%で 、 こ の こ と は 悪 性 の 病 変 の あ る 患 者 の 74%が 検 出 さ れ な い こ と を 意 味
す る 。 便 潜 血 の 試 験 で は 初 期 の 結 腸 癌 の ス テ ー ジ で は 糞 便 中 に は 血 液 は ほ と ん ど 放 出 さ れ
な い の で 、 初 期 の 結 腸 癌 の 多 数 の も の を 検 出 す る こ と が で き な い 。 ま た 、 便 潜 血 試 験 は 一
般 的 な ス ク リ ー ニ ン グ と し て は さ ほ ど 特 異 性 が 高 く な く 、 多 数 の 人 々 に こ の 試 験 後 の 腸 の
精 密 検 査 で 不 必 要 な 不 快 感 と 危 険 性 を も た ら す こ と と な る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 前 癌 状 態 お よ び 癌 の 病 変 を 内 視 鏡 で 観 察 す る こ と は 、 早 期 発 見 に 効 果 的 で は あ る が 、 合
併 症 の 大 き な 危 険 性 を 伴 う 侵 襲 的 な 方 法 で あ る (4,5)。 例 え ば 、 こ の 方 法 の 実 施 例 の う ち
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で 盲 腸 ま で 到 達 す る の は 80%～ 95%で あ り (22)、 結 腸 鏡 観 察 が 不 完 全 な 場 合 に は 、 結 腸 鏡 で
の 観 察 を 反 復 す る か ま た は 補 助 的 に バ リ ウ ム 浣 腸 の い ず れ か を 行 う 必 要 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 結 腸 鏡 観 察 の 複 雑 性 と コ ス ト は か な り 大 き く 、 癌 の ス ク リ ー ニ ン グ の 道 具 と し て こ の 方
法 を ど の 程 度 の 頻 度 で 用 い る べ き か は 不 明 で あ る 。 さ ら に 、 内 視 鏡 の 操 作 を 行 う 作 業 者 に
よ っ て こ の 方 法 へ の 適 性 が か な り 異 な る 。 従 っ て 、 結 腸 鏡 観 察 は 現 在 の と こ ろ 一 般 人 で の
結 腸 癌 の ス ク リ ー ニ ン グ に は 有 用 で な い 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 癌 の 早 期 発 見 ま た は 早 期 の 予 後 判 定 の た め の 情 報 を 高 い 信 頼 性 で 提 供 す る こ と の で き る
、 結 腸 癌 の よ り 良 い 診 断 用 マ ー カ ー を 見 出 す た め の 努 力 が 、 長 年 に わ た っ て な さ れ て き た
。 癌 胎 児 性 抗 原 (CEA)は 腫 瘍 関 連 糖 タ ン パ ク 質 で あ る が 、 結 腸 直 腸 癌 、 胃 癌 、 お よ び 膵 臓
癌 の 95%、 乳 癌 、 肺 癌 、 お よ び 頭 頚 部 癌 の 多 数 で そ の 発 現 レ ベ ル が 上 昇 し て い る こ と が 見
出 さ れ た (6)。 診 断 用 の 血 中 CEA試 験 は 結 腸 直 腸 癌 の 管 理 で 治 療 の 結 果 を フ ォ ロ ー す る た め
に 用 い ら れ て い る 。 術 後 の フ ォ ロ ー ア ッ プ で は CEAは 再 発 、 主 と し て 肝 臓 転 移 の マ ー カ ー
と し て 有 用 で あ る と 考 え ら れ る が (感 度 77%； 特 異 性 98%)、 モ ニ タ リ ン グ 療 法 で は 結 腸 直 腸
癌 の 検 出 に 十 分 な だ け の CEAの レ ベ ル を 放 出 す る 結 腸 直 腸 癌 は 半 数 に す ぎ な い こ と が 示 さ
れ て い る (7,8)。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 癌 の 再 発 の 検 出 に お け る CEAの 有 用 性 は 議 論 の あ る と こ ろ で あ り 、 広 く 適 用 さ れ る に は
至 っ て い な い (9,10)。 非 悪 性 疾 患 の 患 者 で の CEAの 高 値 が 報 告 さ れ て お り 、 ま た 結 腸 癌 の
患 者 、 特 に 結 腸 癌 の 初 期 の 患 者 の 多 数 で 血 清 中 の CEAの レ ベ ル は 正 常 で あ る (7,11)。 現 在
得 ら れ て い る デ ー タ か ら は 、 血 清 CEA測 定 は 、 無 症 状 の 人 々 で の 結 腸 直 腸 癌 の 早 期 ス ク リ
ー ニ ン グ 試 験 と し て 必 要 と さ れ る 感 度 、 特 異 性 の い ず れ も 有 し て い な い (12)。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 大 き な 形 態 学 的 変 形 を 含 む 核 の 形 、 大 き さ 、 お よ び DNA組 織 化 の 変 化 は 癌 細 胞 の ユ ニ ー
ク な 特 徴 で あ り 、 癌 の 診 断 に 用 い ら れ て き た 。 核 の 構 造 は 核 の 足 場 を な す も の で あ る 各 マ
ト リ ッ ク ス で 決 定 さ れ て い る 。 こ の 核 マ ト リ ッ ク ス は 末 梢 ラ ミ ン 、 タ ン パ ク 質 複 合 体 、 内
部 リ ボ 核 酸 タ ン パ ク 質 ネ ッ ト ワ ー ク 、 お よ び 、 残 り の 核 小 体 か ら 構 成 さ れ て い る (23)。 核
の フ レ ー ム ワ ー ク は 約 10%の 核 タ ン パ ク 質 か ら な り 、 お よ び 実 質 的 に は 脂 質 、 DNA、 お よ び
ヒ ス ト ン を 欠 い て い る (24)。 こ れ ま で に 同 定 さ れ た 核 マ ト リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 の 大 部 分 は
全 て の 細 胞 タ イ プ に 共 通 し た も の で あ っ た が 、 同 定 さ れ た NMPの い く つ か は 組 織 お よ び 細
胞 系 統 特 異 的 な も の で あ り 、 NMPは 分 化 と と も に 変 化 し て い く こ と が 示 さ れ て い る (25,26)
。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 異 常 な 核 マ ト リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 の 細 胞 タ イ プ 特 異 的 な 「 フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト 」 お よ び
癌 の 発 達 に お い て 核 マ ト リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 が 出 現 し て く る の で 、 こ れ ら の 核 マ ト リ ッ ク
ス タ ン パ ク 質 を 癌 の 診 断 の た め の 、 お よ び /ま た は 予 後 判 定 の た め の マ ー カ ー と し て 開 発
し う る か 否 か を 調 べ る 努 力 に お い て 種 々 の 腫 瘍 で の 核 マ ト リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 組 成 の 分 析
を 行 う こ と と な っ た 。 高 分 解 能 の 2次 元 電 気 泳 動 に よ っ て 特 異 的 な 核 マ ト リ ッ ク ス タ ン パ
ク 質 の 変 化 が 、 前 立 腺 、 膀 胱 、 腎 臓 、 お よ び 結 腸 の 原 発 性 癌 に 存 在 す る こ と が 示 さ れ た (2
7-30)。 種 々 の タ イ プ の 癌 を 有 す る 患 者 の 血 清 中 に 核 マ ト リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 が 検 出 さ れ
た (31)。
【 発 明 の 開 示 】
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ １ 】

　 本 発 明 の 1態 様 で は 、 癌 性 の 結 腸 細 胞 中 に は 存 在 す る が 正 常 な 結 腸 上 皮 細 胞 中 で は 全 く
存 在 し な い か ま た は 量 が 低 下 し て い る 、 精 製 タ ン パ ク 質 が 提 供 さ れ る 。 特 定 の タ ン パ ク 質
と し て は 、 CC2、 CC3、 CC4、 CC5、 CC6a、 CC6b、 L1、 L2、 お よ び L5が 含 ま れ る 。 こ れ ら の タ
ン パ ク 質 の 見 か け の 分 子 量 、 等 電 点 、 お よ び 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 本 明 細 書 の 実 施 例 の 記
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載 中 で 提 供 さ れ る 。 好 ま し い 1実 施 形 態 に お い て は 、 該 タ ン パ ク 質 は 核 マ ト リ ッ ク ス 調 製
物 (「 NMP」 )中 に 検 出 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の 別 の 1態 様 で は 、 正 常 な 結 腸 上 皮 細 胞 中 に は 存 在 す る が 、 癌 性 の 結 腸 細 胞 中 で
全 く 存 在 し な い か ま た は 量 が 低 下 し て い る タ ン パ ク 質 が 提 供 さ れ る 。 特 定 さ れ た タ ン パ ク
質 に は 、 N1～ N6が 含 ま れ 、 そ れ ら の 見 か け の 分 子 量 、 お よ び 等 電 点 の 値 は 提 供 さ れ て い る
(後 記 の 実 施 例 を 参 照 の こ と )。 好 ま し い 1実 施 形 態 に お い て は 、 該 Nタ ン パ ク 質 は 核 マ ト リ
ッ ク ス タ ン パ ク 質 中 に 検 出 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の ま た 別 の 1態 様 で は 、 結 腸 癌 の 診 断 マ ー カ ー と し て 有 用 な 、 癌 性 の 結 腸 細 胞 お
よ び そ れ か ら 由 来 し た 肝 臓 へ の 転 移 癌 中 の 精 製 タ ン パ ク 質 が 提 供 さ れ る 。 特 定 の タ ン パ ク
質 と し て は L1、 L2、 L3、 L4、 お よ び L5が 含 ま れ 、 こ れ ら の 見 か け の 分 子 量 お よ び 等 電 点 は
下 記 に 示 す 。 好 ま し い 1実 施 形 態 に お い て は 、 タ ン パ ク 質 L1～ L5は NMP中 で 検 出 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 1態 様 で は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 対 し て 特 異 的 な 結 合 パ ー ト ナ ー
が 提 供 さ れ る 。 結 合 パ ー ト ナ ー は 例 え ば 診 断 用 ま た は 治 療 用 に 用 い る こ と が で き る 。 結 合
パ ー ト ナ ー を 作 製 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。 結 合 パ ー ト ナ ー は 好 ま し く は モ ノ ク ロ ー ナ ル ま
た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 本 発 明 の さ ら に 別 の 1態 様 で は 、 患 者 か ら 得 た 組 織 、 糞
便 、 ま た は 体 液 中 に 、 癌 性 の 結 腸 細 胞 中 に は 存 在 す る が 正 常 な 結 腸 上 皮 細 胞 中 で は 全 く 存
在 し な い か も し く は 量 が 低 下 し て い る 、 ま た は 正 常 な 結 腸 上 皮 細 胞 中 に は 存 在 す る が 癌 性
の 結 腸 細 胞 中 で は 全 く 存 在 し な い か も し く は 量 が 低 下 し て い る 、 少 な く と も 1種 の タ ン パ
ク 質 の 存 在 を 分 析 す る こ と に よ っ て 、 そ の 患 者 の 体 内 の 、 結 腸 の 細 胞 増 殖 性 疾 患 、 好 ま し
く は 結 腸 癌 を 診 断 す る た め の 方 法 が 提 供 さ れ る 。 そ の よ う な 診 断 用 タ ン パ ク 質 と し て は 、
CC2、 CC3、 CC4、 CC5、 CC6a、 CC6b、 L1、 L2、 お よ び L5、 な ら び に N1～ N6が 含 ま れ る 。 こ れ
ら の タ ン パ ク 質 は 、 2次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 、 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー に よ る 検 出 な ど の 生 化 学
的 方 法 を 含 む 種 々 の 方 法 に よ っ て 、 ま た は コ ー ド す る mRNAの レ ベ ル を 測 定 す る こ と に よ っ
て 、 検 出 す る こ と が で き る 。 1実 施 形 態 に お い て は 、 該 増 殖 性 疾 患 は 結 腸 直 腸 の 腺 癌 で あ
り 、 ま た 別 の 実 施 形 態 で は 、 該 増 殖 性 疾 患 は 結 腸 腺 腫 で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の さ ら に ま た 別 の 1態 様 で は 、 患 者 体 内 の 結 腸 癌 を 診 断 す る 方 法 が 提 供 さ れ 、 そ
の 方 法 は 、 そ の 患 者 か ら 得 た 組 織 、 糞 便 、 ま た は 体 液 に カ ル レ テ ィ キ ュ リ ン (calreticuli
n)が な い か 分 析 す る こ と を 含 ん で な る 。 カ ル レ テ ィ キ ュ リ ン は 2次 元 電 気 泳 動 、 特 異 的 結
合 パ ー ト ナ ー に よ る 検 出 、 ま た は カ ル レ テ ィ キ ュ リ ン を コ ー ド す る mRNAの レ ベ ル の 測 定 な
ど の 生 化 学 的 方 法 を 含 む 種 々 の 方 法 の い ず れ か で 検 出 す る こ と が で き る 。 好 ま し い 1実 施
形 態 に お い て は 、 カ ル レ テ ィ キ ュ リ ン は NMP調 製 物 中 に 検 出 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の ま た 別 の 1態 様 で は 、 結 腸 腺 腫 が 悪 性 の も の と な る 可 能 性 が あ る か を 評 価 す る
方 法 が 提 供 さ れ る 。 そ の 方 法 は 、 そ の 腺 腫 に つ い て 、 癌 性 の 結 腸 細 胞 中 に は 存 在 す る が 正
常 な 結 腸 上 皮 細 胞 中 で は 全 く 存 在 し な い か も し く は 量 が 低 下 し て い る 、 ま た は 正 常 な 結 腸
上 皮 細 胞 中 に は 存 在 す る が 癌 性 の 結 腸 細 胞 中 で は 全 く 存 在 し な い か も し く は 量 が 低 下 し て
い る 、 少 な く と も 1種 の タ ン パ ク 質 の 存 在 を 分 析 す る こ と を 含 む 。 そ の よ う な タ ン パ ク 質
と は 、 CC2、 CC3、 CC4、 CC5、 CC6a、 CC6b、 L1、 L2、 お よ び L5、 な ら び に N1～ N6で あ る 。 好
ま し い 1実 施 形 態 に お い て は 、 該 タ ン パ ク 質 は CC3、 CC4、 お よ び CC5で あ る 。 該 タ ン パ ク 質
は 2次 元 電 気 泳 動 、 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー と の 結 合 の 検 出 、 ま た は 該 タ ン パ ク 質 を コ ー ド
す る mRNAの レ ベ ル の 測 定 な ど の 生 化 学 的 方 法 を 含 む 種 々 の 方 法 の い ず れ か で 検 出 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 1態 様 で は 、 患 者 体 内 で の 結 腸 癌 の 肝 臓 へ の 転 移 を 診 断 す る 方 法 が
提 供 さ れ る 。 そ の 方 法 は 、 肝 臓 の サ ン プ ル に つ い て 少 な く と も 1種 の タ ン パ ク 質 の 存 在 を
分 析 す る こ と を 含 ん で な る も の で あ り 、 そ の タ ン パ ク 質 と は L1～ L5の う ち の い ず れ か で あ
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る 。 該 タ ン パ ク 質 は 2次 元 電 気 泳 動 、 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー と の 結 合 の 検 出 、 ま た は 該 タ
ン パ ク 質 を コ ー ド す る mRNAの レ ベ ル の 測 定 な ど の 生 化 学 的 方 法 を 含 む 種 々 の 方 法 の い ず れ
か で 検 出 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 １ ８ 】

　 上 述 の と お り 、 本 発 明 の 重 要 な 1態 様 は 発 明 者 ら が 、 癌 性 の 結 腸 細 胞 中 に は 存 在 す る が
正 常 な 結 腸 上 皮 細 胞 中 で は 全 く 存 在 し な い か ま た は 量 が 低 下 し て い る 精 製 タ ン パ ク 質 を 提
供 す る こ と で あ る 。 そ れ ら の タ ン パ ク 質 な ら び に そ れ ら の 見 か け の 分 子 量 (SDS-PAGEに よ
る 測 定 )お よ び 等 電 点 は 下 記 の と お り で あ る ：
　 a)　 CC2は 分 子 量 が 約 56kDで pIは 約 6.22；
　 b)　 CC3は 分 子 量 が 約 43kDで pIは 約 6.3；
　 c)　 CC4は 分 子 量 が 約 43kDで pIは 約 6.2；
　 d)　 CC5は 分 子 量 が 約 42kDで pIは 約 6.2；
　 e)　 CC6aは 分 子 量 が 約 20kDで pIは 約 6.9；
　 f)　 CC6bは 分 子 量 が 約 20kDで pIは 約 6.8；
　 g)　 L1は 分 子 量 が 約 50kDで pIは 約 6.01；
　 h)　 L2は 分 子 量 が 約 20kDで pIは 約 5.73；
お よ び
　 i)　 L5は 分 子 量 が 約 19kDで pIは 約 5.88。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 ま た 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 は 表 5、 6、 お よ び 9に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 に よ っ て 、 な ら び に N
MP調 製 物 中 に 存 在 す る こ と に よ っ て 定 義 づ け る こ と も で き る 。 例 え ば 、 CC2の 場 合 に は 、
分 子 量 が 約 56kDで 等 電 点 が 約 6.22の 1種 以 上 の タ ン パ ク 質 を 含 む も の で あ っ て 、 そ の タ ン
パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 配 列 番 号 14～ 17お よ び 23の う ち の い ず れ か 1種 以 上 の も の を 含 む
、 と 定 義 さ れ る 。 こ の よ う に CC2は 、 そ の 分 子 量 と pI、 NMP調 製 物 中 の 存 在 、 お よ び 配 列 番
号 14、 配 列 番 号 15、 配 列 番 号 16、 配 列 番 号 17、 も し く は 配 列 番 号 23、 ま た は こ れ ら の 配 列
の 任 意 の 組 み 合 わ せ に よ っ て 定 義 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 ま た 、 正 常 な 結 腸 上 皮 細 胞 中 に は 存 在 す る が 癌 性 の 結 腸 細 胞 中 で は 全 く 存 在 し な い か ま
た は 量 が 低 下 し て い る 精 製 タ ン パ ク 質 も 提 供 さ れ る 。 そ れ ら の タ ン パ ク 質 な ら び に そ れ ら
の 見 か け の 分 子 量 (SDS-PAGEに よ る 測 定 )お よ び 等 電 点 は 下 記 の と お り で あ る ：
　 a)　 N1は 分 子 量 が 約 40kDで pIは 約 5.5；
　 b)　 N2は 分 子 量 が 約 30kDで pIは 約 5.94；
　 c)　 N3は 分 子 量 が 約 30kDで pIは 約 5.88；
　 d)　 N4は 分 子 量 が 約 30kDで pIは 約 5.80；
　 e)　 N5は 分 子 量 が 約 30kDで pIは 約 5.73； お よ び
　 f)　 N6は 分 子 量 が 約 18kDで pIは 約 6.6。
【 ０ ０ ２ １ 】
タ ン パ ク 質 N1～ N5は そ れ ら の 分 子 量 と pI、 お よ び NMP調 製 物 中 に 存 在 す る こ と に よ っ て 定
義 づ け る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 さ ら に 、 結 腸 癌 の 肝 臓 転 移 に つ い て の 診 断 用 マ ー カ ー と し て 有 用 な 種 々 の 精 製 タ ン パ ク
質 が 提 供 さ れ る 。 そ れ ら の タ ン パ ク 質 な ら び に そ れ ら の 見 か け の 分 子 量 (SDS-PAGEに よ る
測 定 )お よ び 等 電 点 は 下 記 の と お り で あ る ：
　 a)　 L1は 分 子 量 が 約 50kDで pIは 約 6.01；
　 b)　 L2は 分 子 量 が 約 20kDで pIは 約 5.73；
　 c)　 L3は 分 子 量 が 約 17kDで pIは 約 6.09；
　 d)　 L4は 分 子 量 が 約 17kDで pIは 約 6.00； お よ び
　 e)　 L5は 分 子 量 が 約 19kDで pIは 約 5.88。
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【 ０ ０ ２ ３ 】
L1～ L5は 結 腸 癌 の 肝 臓 転 移 の 診 断 用 マ ー カ ー と し て 有 用 で あ る が 、 そ れ は 、 こ れ ら の タ ン
パ ク 質 が 正 常 な 肝 臓 組 織 の サ ン プ ル 中 よ り も 結 腸 癌 を 含 ん で い る 肝 臓 の サ ン プ ル 中 で よ り
高 く 検 出 さ れ る か ら で あ る 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 は 分 子 量 お よ び pI、 NMP調 製 物 中 に 存 在
す る こ と 、 な ら び に 表 9に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 に よ っ て 定 義 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 正 常 な 結 腸 上 皮 細 胞 中 で は 全 く 存 在 し な い か ま た は （ も し く は ） 量
が 低 下 し て い る 」 と い う 用 語 は 、 該 タ ン パ ク 質 が 正 常 な 結 腸 上 皮 細 胞 中 で は 検 出 さ れ な い
か 、 ま た は そ の よ う な 細 胞 中 で 検 出 は さ れ る が 結 腸 直 腸 癌 細 胞 中 で 認 め ら れ る よ り も 低 い
レ ベ ル で あ る こ と を 意 味 す る 。 正 常 結 腸 上 皮 細 胞 に 対 し て 結 腸 直 腸 癌 で よ り 高 く 検 出 さ れ
る 、 と は 、 該 タ ン パ ク 質 は 癌 の サ ン プ ル の う ち の 80%以 上 で 検 出 さ れ う る の に 対 し て 、 そ
れ に 対 応 す る 癌 で な い サ ン プ ル で は 50%以 下 し か 検 出 さ れ な い こ と で あ る 。 同 様 に し て 、
結 腸 癌 の 肝 臓 転 移 の マ ー カ ー に 関 し て も 、 「 全 く 存 在 し な い か ま た は （ も し く は ） 量 が 低
下 し て い る 」 と い う 用 語 は 、 該 タ ン パ ク 質 が 結 腸 癌 を 含 ん で い る 肝 臓 の サ ン プ ル 中 で は 、
正 常 な 肝 臓 組 織 の サ ン プ ル 中 よ り も 高 く 検 出 さ れ る こ と を 意 味 す る 。 「 よ り 高 く 検 出 さ れ
る 」 と は 、 タ ン パ ク 質 L1～ L5が 結 腸 癌 の 肝 臓 転 移 の サ ン プ ル の 80%で 検 出 さ れ る の に 対 し
、 正 常 肝 臓 組 織 の ド ナ ー サ ン プ ル で は 50%以 下 し か 検 出 さ れ な い こ と で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 正 常 な 肝 臓 組 織 に 対 し て 結 腸 癌 の 肝 臓 転 移 し た も の で L1～ L5が 高 く 検 出 さ れ る こ と は 、
こ れ ら の タ ン パ ク 質 が 結 腸 癌 細 胞 中 で は 、 肝 細 胞 を 含 む 正 常 な 肝 臓 細 胞 よ り も そ の 発 現 レ
ベ ル が 上 昇 し て い る こ と に よ る も の と 思 わ れ る 。 「 正 常 な 肝 臓 組 織 」 と し て は 、 「 正 常 な
ド ナ ー 肝 臓 組 織 」 が 含 ま れ 、 そ れ は 転 移 性 肝 癌 を 有 し て い な い ド ナ ー か ら 得 た 肝 臓 組 織 を
意 味 し 、 「 隣 接 正 常 肝 臓 組 織 」 と は 結 腸 癌 が 転 移 し た 肝 臓 か ら 得 た 正 常 な 肝 臓 組 織 を 意 味
す る 。 「 隣 接 」 と い う 用 語 は 、 そ の よ う な 正 常 組 織 と 転 移 癌 と の 間 の 近 接 性 の 程 度 を 示 す
の で は な く 、 こ の 「 正 常 な 」 肝 臓 組 織 を 得 た 元 の 肝 臓 の タ イ プ (す な わ ち 転 移 し た 肝 臓 )を
同 定 す る た め に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 結 腸 癌 の 転 移 を 含 む 肝 臓 サ ン プ ル お よ び 正 常 肝 臓 組 織 を 含 む サ ン プ ル 中 で L1～ L5が 検 出
さ れ た 2次 元 ゲ ル の パ ー セ ン テ ー ジ を 表 7(実 施 例 5)に 示 す 。 L3お よ び L4タ ン パ ク 質 は 正 常
な 隣 接 肝 臓 組 織 中 お よ び 正 常 ド ナ ー 肝 臓 組 織 中 で 検 出 さ れ た が 、 検 出 さ れ た タ ン パ ク 質 の
量 は 転 移 癌 組 織 中 の 量 よ り も 低 か っ た 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 が 特 定 の 組 織 で 別 の 組 織 よ り も よ り 高 く 検 出 さ れ る か 否 か を 測 定 す
る た め に は 、 核 マ ト リ ッ ク ス 調 製 物 の 銀 染 色 し た 高 分 解 能 2次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 で の 分 析 に
よ る タ ン パ ク 質 の 同 定 が 好 ま し い 方 法 で あ る 。 そ の 他 の ア プ ロ ー チ も 可 能 で あ り 、 そ の 様
な ア プ ロ ー チ と し て は 、 該 タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な 結 合 パ ー ト ナ ー 用 い た 、 ま た は 該 タ ン パ
ク 質 を コ ー ド す る RNAを 検 出 す る こ と に よ っ て 、 組 織 も し く は 組 織 抽 出 物 中 の そ の タ ン パ
ク 質 を 検 出 す る こ と が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 こ の 説 明 に お い て 、 「 核 マ ト リ ッ ク ス 」 と い う 用 語 は 分 裂 間 期 核 中 に 存 在 す る 3次 元 の
繊 維 状 タ ン パ ク 質 の 網 状 構 造 を 意 味 す る 。 こ の タ ン パ ク 質 網 状 構 造 の NMPは 核 の 全 体 と し
て の 大 き さ と 形 を 維 持 す る た め の 枠 組 み を 提 供 し 、 分 裂 間 期 の 間 の DNA螺 旋 の 構 造 的 付 着
部 位 と し て 働 く 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 「 NMP調 製 物 」 と は 、 核 マ ト リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 (「 NMP」 )を 豊 富 に 含 ん で い る 生 物 学 的
供 給 源 (例 え ば 、 細 胞 、 組 織 、 ま た は 体 液 )か ら 調 製 し た も の で あ る 。 「 豊 富 に 含 ん で い る
」 と は 、 少 な く と も い く つ か の NMPが 、 天 然 の 状 態 で (例 え ば 、 細 胞 、 組 織 、 ま た は 体 液 中
に )存 在 す る NMP中 に あ る よ り も 、 よ り 高 頻 度 で 存 在 す る こ と を 意 味 す る 。 NMP調 製 物 は 、
界 面 活 性 剤 お よ び 尿 素 で の 抽 出 な ど の 当 業 界 で は よ く 知 ら れ た 方 法 で 調 製 す る こ と が で き
る (Getzenbergら , 参 考 文 献 29を 参 照 の こ と )。 NMPを 豊 富 に 含 ん で い る NMP調 製 物 は 核 マ ト
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リ ッ ク ス の 一 部 分 で は な い タ ン パ ク 質 を 含 ん で い て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な 結 合 パ ー ト ナ ー を 提 供 す る 。 そ の 結 合 パ ー ト
ナ ー は サ ン プ ル 中 の 該 タ ン パ ク 質 の 存 在 を 検 出 す る た め に 有 用 で あ る 。 該 タ ン パ ク 質 と そ
の 結 合 パ ー ト ナ ー は 分 子 の 結 合 ペ ア で あ り 、 そ れ ら は 、 例 え ば イ オ ン 結 合 、 共 有 結 合 、 疎
水 結 合 、 フ ァ ン ・ デ ル ・ ワ ー ル ス 力 お よ び 水 素 結 合 を 含 む 種 々 の 分 子 間 力 の い ず れ か を 介
し て 互 い に 相 互 作 用 し 、 そ れ に よ っ て 該 ペ ア は 互 い に 特 異 的 に 結 合 す る 性 質 を 有 す る 。 特
異 的 結 合 と は 、 そ の 結 合 ペ ア が 、 別 の 分 子 と は 結 合 し な い よ う な 条 件 下 で 互 い に 結 合 す る
こ と を 意 味 し て い る 。 特 異 的 結 合 ペ ア の タ イ プ の 例 と し て は 、 抗 原 -抗 体 、 ビ オ チ ン -ア ビ
ジ ン 、 ホ ル モ ン -受 容 体 、 受 容 体 -リ ガ ン ド 、 酵 素 -基 質 、 IgG-プ ロ テ イ ン A、 お よ び 類 似 の
も の が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に と っ て 好 ま し い 結 合 パ ー ト ナ ー は 抗 体 で あ る が
、 そ の 他 の 望 ま し い 結 合 パ ー ト ナ ー と し て は 、 核 酸 (例 え ば 、 天 然 ま た は 合 成 の DNA、 RNA
、 gDNA、 cDNA、 mRNA、 tRNAな ど )、 レ ク チ ン 、 オ リ ゴ サ ッ カ ラ イ ド 、 糖 タ ン パ ク 質 、 候 補
薬 剤 (例 え ば 、 ラ ン ダ ム ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー 、 天 然 物 ラ イ ブ ラ リ ー 、 レ ク チ ン ラ イ ブ ラ
リ ー 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー 、 オ リ ゴ サ ッ カ ラ イ ド ラ イ ブ ラ リ ー 、 ま た は フ ァ ー
ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー )、 代 謝 産 物 、 ビ タ ミ ン 、 脂 質 、 ス テ ロ イ ド 、 金 属 、 お よ び
類 似 の も の が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 明 細 書 の 文 脈 に お い て 、 「 抗 体 」 と は 1種 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド か ら 成 り 立 っ て い る 、
実 質 的 に は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 ま た は そ の 遺 伝 子 の 断 片 で コ ー ド さ れ て い る タ ン パ ク 質
で あ る 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 遺 伝 子 と し て 認 め ら れ て い る も の に は 、 κ 、 λ 、 α 、 γ 、 δ 、
ε 、 お よ び μ 定 常 領 域 遺 伝 子 、 な ら び に 無 数 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 可 変 領 域 遺 伝 子 が 含 ま れ る
。 軽 鎖 は κ ま た は λ の い ず れ か に 分 類 さ れ る 。 重 鎖 は γ 、 μ 、 α 、 δ 、 ま た は ε に 分 類 さ
れ 、 そ れ ら は 免 疫 グ ロ ブ リ ン の ク ラ ス で あ る IgG、 IgM、 IgA、 IgD、 お よ び IgEを そ れ ぞ れ
定 義 す る こ と と な る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 典 型 的 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン (抗 体 )は 、 2本 の 全 く 同 じ 「 軽 」 鎖 の ペ ア (各 々 が 約 25kD)と 、 2
本 の 全 く 同 じ 「 重 」 鎖 の ペ ア (各 々 が 約 50～ 70kD)か ら 構 成 さ れ る 四 量 体 で あ る 。 各 鎖 の N
末 端 は 約 100～ 110以 上 の ア ミ ノ 酸 の 可 変 領 域 を 定 義 づ け る も の で 、 主 と し て 抗 原 の 認 識 を
行 っ て い る 。 「 軽 鎖 可 変 部 」 (variable light chain:VL)お よ び 「 重 鎖 可 変 部 」 (variable
 heavy chain:VH)と い う 用 語 は 軽 鎖 お よ び 重 鎖 の 可 変 部 分 を そ れ ぞ れ 意 味 し て い る 。 免 疫
グ ロ ブ リ ン 分 子 の 抗 原 認 識 部 位 ま た は リ ガ ン ド /基 質 結 合 部 位 は 、 重 鎖 と 軽 鎖 の V領 域 内 の
3個 の 高 度 に 多 様 な ス ト レ ッ チ か ら 形 成 さ れ る 「 超 可 変 領 域 」 と し て 知 ら れ て い る も の で
あ り 、 そ れ は 「 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 」 と し て 知 ら れ て い る 、 よ り 保 存 さ れ て い る 隣 接 の ス
ト レ ッ チ 間 に 挟 ま れ て い る 。 1つ の 抗 体 分 子 中 で 1本 の 軽 鎖 の 3個 の 超 可 変 領 域 お よ び 1本 の
重 鎖 の 3個 の 超 可 変 領 域 は 3次 元 空 間 内 で 互 い に 相 対 す る よ う に 配 置 さ れ て 抗 原 結 合 を 行 う
表 面 を 形 成 す る 。 こ の 表 面 は 標 的 抗 原 ま た は リ ガ ン ド /基 質 の 認 識 と 結 合 を 仲 介 す る 。 重
鎖 と 軽 鎖 の 各 々 の 3個 の 超 可 変 領 域 は 「 相 補 性 決 定 領 域 」 ま た は 「 CDR」 と 呼 ば れ 、 そ れ に
つ い て は 例 え ば 、 Kabatら (15)に 述 べ ら れ て い る 。 抗 体 の CDRと 相 互 作 用 す る 抗 原 の 部 分 は
エ ピ ト ー プ と 呼 ば れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 抗 体 は 、 無 傷 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン と し て 、 ま た は よ く 特 徴 の 調 べ ら れ た 多 数 の フ ラ グ メ ン
ト 、 例 え ば 種 々 の ペ プ チ ダ ー ゼ で 消 化 し て 作 製 し た も の お よ び 組 換 え DNA技 法 で 作 製 し う
る も の な ど と し て 、 存 在 す る 。 抗 体 フ ラ グ メ ン ト と し て は 、 Fab'モ ノ マ ー 、 Fab'2ダ イ マ
ー 、 Fvフ ラ グ メ ン ト 、 単 鎖 Fv(「 scFv」 )フ ラ グ メ ン ト 、 お よ び 類 似 の も の が 含 ま れ る 。 例
え ば 、 Hustonら (16)を 参 照 の こ と 。 抗 体 フ ラ グ メ ン ト と し て は ま た 、 軽 鎖 お よ び /ま た は
重 鎖 定 常 領 域 の 欠 失 セ グ メ ン ト ま た は 末 端 切 断 型 セ グ メ ン ト も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル な も の と す る こ と が で き る 。 一 般
的 に は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 本 発 明 の タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 1回 以 上 注 射 す る こ
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と に よ っ て 免 疫 し た 動 物 の 血 清 中 に 存 在 す る 。 一 般 的 に は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 適 切
に 免 疫 さ れ た 動 物 か ら B細 胞 源 を 得 て 、 そ の B細 胞 を 不 死 化 し 、 個 々 の 不 死 化 し た 細 胞 か ら
B細 胞 集 団 を ク ロ ー ン 化 し 、 目 的 の 抗 体 を 産 生 す る ク ロ ー ン を 選 択 す る こ と に よ っ て 調 製
さ れ る 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る 方 法 は 当 業 界 で よ く 知
ら れ て い る 。 例 え ば 、 Harlowと Lane(17)を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 し た が っ て 、 原 発 性 結 腸 癌 を 正 常 な 結 腸 か ら 、 お よ び /ま た は 結 腸 癌 の 肝 臓 転 移 を 正 常
な 肝 臓 組 織 か ら 識 別 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る た め の 方 法 が 提 供 さ れ る 。 そ の 方
法 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 1種 以 上 を 用 い て 動 物 を 免 疫 し 、 そ の 抗 体 を 回 収 す る こ と を
含 む 。 さ ら に 、 原 発 性 結 腸 癌 を 正 常 な 結 腸 か ら 、 お よ び /ま た は 結 腸 癌 の 肝 臓 転 移 を 正 常
な 肝 臓 組 織 か ら 識 別 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る た め の 方 法 が 提 供 さ れ る 。 そ の 方
法 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 1種 以 上 の も の を 用 い て 動 物 を 免 疫 し 、 そ の 免 疫 し た 動 物 か
ら B細 胞 を 取 り 出 し 、 不 死 化 し 、 そ の タ ン パ ク 質 に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 を 産 生 す る B細 胞 を
単 離 す る こ と を 含 む 。 不 死 化 の 代 わ り に 、 抗 体 の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 を コ ー ド す る 核 酸 を 、 免
疫 し た 動 物 の 免 疫 細 胞 か ら 得 る こ と が で き る 。 次 い で そ の 核 酸 を 適 切 な 発 現 ベ ク タ ー 中 に
ク ロ ー ン 化 し 、 宿 主 細 胞 を 形 質 転 換 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト 、 ま た は 形 質 導 入 し て 、 そ れ に よ
っ て 宿 主 細 胞 が 、 免 疫 し た 動 物 の B細 胞 中 に 存 在 す る 重 鎖 お よ び 軽 鎖 由 来 の 抗 体 を 産 生 す
る よ う に す る こ と が で き る 。 目 的 の 抗 体 を 産 生 す る 宿 主 細 胞 を 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 を 引 き 出 す た め に 適 し た 免 疫 原 は 、 該 タ ン パ
ク 質 の 精 製 し た 、 ま た は 部 分 的 に 精 製 し た 調 製 物 を 含 む こ と が で き る 。 本 発 明 の 精 製 タ ン
パ ク 質 は 少 な く と も 20%の 純 度 、 好 ま し く は 少 な く と も 40%の 純 度 、 よ り 好 ま し く は 少 な く
と も 60%の 純 度 、 さ ら に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 80%の 純 度 、 さ ら に よ り い っ そ う 好 ま し
く は 少 な く と も 90%の 純 度 、 お よ び 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 95%か ら 99%の 間 の 純 度 の
も の で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 「 タ ン パ ク 質 」 、 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 、 お よ び 「 ペ プ チ ド 」 と い う 用 語 は 、 本 説 明 で は ア
ミ ノ 酸 残 基 の ポ リ マ ー を 示 す も の と し て 相 互 交 換 可 能 な も の と し て 用 い ら れ て い る 。 「 タ
ン パ ク 質 」 の カ テ ゴ リ ー に は 、 他 の 分 子 と 会 合 し て い る タ ン パ ク 質 、 例 え ば 、 糖 タ ン パ ク
質 、 プ ロ テ オ グ リ カ ン 、 リ ポ タ ン パ ク 質 、 核 酸 、 お よ び そ れ ら の 組 み 合 わ せ が 含 ま れ る 。
特 に 断 ら な い 限 り は 、 「 a」 、 「 an」 、 ま た は 「 the」 と い う 用 語 は 1以 上 で あ る こ と を 意
味 す る 。 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に は 保 存 的 に 置 換 さ れ た そ の タ ン パ ク 質 の 変 異 体 も 含 ま れ る
。 一 次 ア ミ ノ 酸 配 列 の 小 さ な 改 変 は 、 本 明 細 書 に 記 載 の 天 然 ポ リ ペ プ チ ド と 比 較 し て 実 質
的 に 等 価 な 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を も た ら し う る 。 配 列 内 で の 保 存 的 な 置 換 と は 、 あ る
ア ミ ノ 酸 残 基 を 構 造 的 に 類 似 の 残 基 と 置 換 す る こ と を 意 味 す る も の だ が 、 そ の よ う な 置 換
が 好 ま し い 。 保 存 的 な 置 換 の 例 と し て は 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 バ リ ン 、 ロ イ シ ン 、 も し く は メ
チ オ ニ ン な ど の 疎 水 性 残 基 の 1つ を 別 の 疎 水 性 残 基 と 置 換 す る こ と 、 ま た は 極 性 の 残 基 1つ
を 別 の 極 性 残 基 と 置 換 す る こ と 、 例 え ば リ ジ ン の 替 わ り に ア ル ギ ニ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 の
替 わ り に グ ル タ ミ ン 酸 、 ア ス パ ラ ギ ン の 替 わ り に グ ル タ ミ ン な ど に 置 換 す る こ と な ど が 含
ま れ る 。 そ の よ う な 改 変 は 、 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 に よ る も の の よ う な 計 画 的 な も の と
す る こ と が で き 、 ま た は 自 然 発 生 的 な も の と す る こ と が で き 、 非 必 須 ア ミ ノ 酸 の 欠 失 も 含
む こ と が で き る 。 改 変 に は 、 1も し く は 複 数 の ア ミ ノ 酸 の 欠 失 が 含 ま れ 、 そ れ は よ り 広 い
用 途 を 有 す る 活 性 の あ る よ り 小 さ い 分 子 を 開 発 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 こ れ ら の
改 変 で 作 製 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 全 て は 、 該 天 然 タ ン パ ク 質 の 生 物 学 的 活 性 が 同 等 に 維 持
さ れ て い る も の で あ る 限 り は 本 発 明 に 含 ま れ る 。 本 発 明 の タ ン パ ク 質 は ま た 、 例 え ば そ の
タ ン パ ク 質 の 結 合 パ ー ト ナ ー を 作 製 す る た め に 有 用 な タ ン パ ク 質 断 片 を も 含 む 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 あ る NMP調 製 物 を 免 疫 原 用 の 部 分 的 に 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 源 と し て 用 い る こ と が で き
る 。 本 発 明 の タ ン パ ク 質 は 、 多 数 の よ く 知 ら れ た 精 製 方 法 の い ず れ か に よ っ て 精 製 す る こ
と が で き 、 そ の よ う な 精 製 方 法 と し て は 、 沈 殿 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 電 気 泳 動 、 モ ノ ク

10

20

30

40

50

(14) JP 2005-525103 A 2005.8.25



ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 関 与 す る 免 疫 学 的 分 離 、 お よ び 類 似 の も の が 含 ま れ
る 。 例 え ば 、 精 製 タ ン パ ク 質 調 製 物 は NMPの 2次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 を 行 っ た 後 に 該 タ ン パ ク 質
の ス ポ ッ ト を 切 り 取 り 、 そ の ゲ ル か ら の 該 タ ン パ ク 質 の 溶 出 に 電 気 泳 動 を 用 い る こ と に よ
っ て 得 る こ と が で き る (実 施 例 を 参 照 の こ と )。 あ る い は ま た 、 該 タ ン パ ク 質 ま た は そ れ ら
の 断 片 は 、 タ ン パ ク 質 の 配 列 に 基 づ い て 、 例 え ば 、 Merrifield(13)ま た は Stewartと Young
(14)が 報 告 し た 、 よ く 知 ら れ た 固 相 ペ プ チ ド 合 成 法 に よ っ て 合 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 の 精 製 調 製 物 は 、 Goeddelら (18)が 報 告 し て い る も
の な ど の 当 業 界 で は よ く 知 ら れ た 市 販 の ベ ク タ ー と 宿 主 細 胞 を 用 い て 組 換 え で 発 現 さ せ る
こ と に よ っ て も 調 製 す る こ と が で き る 。 宿 主 細 胞 と し て は 、 例 え ば 、 哺 乳 類 細 胞 、 細 菌 、
酵 母 、 お よ び 類 似 の も の が 含 ま れ る 。 宿 主 細 胞 は 当 業 界 で 既 知 の 従 来 の 技 法 に よ っ て 組 換
え DNAで 形 質 転 換 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 宿 主 が 大 腸 菌 (E.coli)な ど の 原 核 生 物 で あ
る 場 合 に は 、 コ ン ピ テ ン ト な 細 胞 を 調 製 す る こ と が で き 、 そ れ は DNAを 取 り 込 む こ と の で
き る も の で あ り 、 そ の よ う な 細 胞 は 対 数 増 殖 期 の 後 に 従 来 法 に よ っ て CaCl 2 で 処 理 し た 細
胞 か ら 採 取 す る こ と が で き る 。 形 質 転 換 は ま た 、 宿 主 細 胞 の プ ロ ト プ ラ ス ト を 形 成 さ せ る
こ と に よ っ て 、 ま た は 電 気 穿 孔 法 に よ っ て 行 う こ と も で き る 。 真 核 生 物 の 宿 主 は 、 リ ン 酸
カ ル シ ウ ム 沈 殿 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 、 電 気 穿 孔 法 、 リ ポ ソ ー ム 封 入 、 ウ イ ル ス ベ
ク タ ー 、 お よ び 類 似 の も の な ど の よ く 知 ら れ た 方 法 を 用 い て 外 来 DNAで 形 質 転 換 す る こ と
が で き る 。 組 換 え DNAも 当 業 界 で よ く 知 ら れ て い る ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン お よ び 形 質 導 入
法 に よ っ て 導 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 真 核 細 胞 は ま た 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNA配 列 、 お よ び 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ
ル ス チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 遺 伝 子 な ど の 選 択 し う る 表 現 型 を コ ー ド す る 第 2の 外 来 DNA分 子 を 用
い て 同 時 形 質 転 換 す る こ と も で き る 。 別 の 方 法 と し て は 、 真 核 細 胞 性 の ウ イ ル ス ベ ク タ ー
、 例 え ば SV40(Simian Virus 40)ま た は ウ シ パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス な ど を 用 い て 、 真 核 細 胞
を 一 過 性 に 感 染 さ せ る か ま た は 形 質 転 換 し て 、 該 タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 は 外 来 ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば GSTま た は 連 鎖 球 菌 の
プ ロ テ イ ン Aな ど の 細 菌 性 の リ ガ ン ド 結 合 配 列 な ど に 融 合 さ せ た 融 合 体 と し て 発 現 さ せ る
こ と も で き る 。 例 え ば 、 GSTと の 融 合 に よ っ て 融 合 産 物 の 精 製 、 ま た は 免 疫 原 性 の 増 大 の
た め の 効 率 的 な 方 法 が 提 供 さ れ る (例 え ば 、 Uhlenと Moks, (19)を 参 照 の こ と )。 免 疫 原 性
は ま た 、 該 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 適 切 な 免 疫 原 性 キ ャ リ ア ー タ ン パ ク 質 と 化 学 的 に
結 合 す る こ と に よ っ て 増 強 さ せ る こ と も で き る 。 本 発 明 に 有 用 な キ ャ リ ア ー タ ン パ ク 質 は
少 な く と も 約 20,000ダ ル ト ン の 分 子 量 を 有 す る 。 本 発 明 に 有 用 な キ ャ リ ア ー タ ン パ ク 質 と
し て は 、 例 え ば 、 GST、 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト か ら 得 た も の な ど の ヘ モ シ ア ニ ン 、 血 清 ア
ル ブ ミ ン も し く は 陽 イ オ ン 化 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 チ ロ グ ロ ブ リ ン 、 卵 白 ア ル ブ ミ ン 、 破 傷 風
ト キ ソ イ ド も し く は ジ フ テ リ ア ト キ ソ イ ド な ど の 種 々 の ト キ ソ イ ド タ ン パ ク 質 、 免 疫 グ ロ
ブ リ ン 、 ま た は 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 が 含 ま れ る 。 あ る ポ リ ペ プ チ ド を キ ャ リ ア ー タ ン パ
ク 質 と 化 学 的 に 結 合 さ せ る 方 法 は 当 業 界 で は よ く 知 ら れ て お り 、 そ の よ う な 方 法 と し て は
、 塩 酸 1-エ チ ル -3-(3-ジ メ チ ル ア ミ ノ プ ロ ピ ル )カ ル ボ ジ イ ミ ド な ど の 水 溶 性 カ ル ボ ジ イ
ミ ド に よ る コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン 、 例 え ば NHSエ ス テ ル 基 も し く は ス ル ホ -NHSエ ス テ ル 類 似
体 を 有 す る ホ モ 二 官 能 性 架 橋 剤 に よ る コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン 、 例 え ば NHSエ ス テ ル お よ び ス
ル ホ ス ク シ ニ ミ ジ ル -4-(N-マ レ イ ミ ド メ チ ル )シ ク ロ ヘ キ サ ン -1-カ ル ボ キ シ レ ー ト な ど の
マ レ イ ミ ド 基 を 有 す る ヘ テ ロ 二 官 能 性 架 橋 剤 に よ る コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン 、 グ ル タ ル ア ル デ
ヒ ド を 用 い た コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン 、 お よ び 類 似 の も の が 含 ま れ る 。 例 え ば 、 Hermanson(20
)な ら び に 米 国 特 許 第 4,608,251号 お よ び 第 4,161,519号 を 参 照 せ よ 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 な ど の 結 合 パ ー ト ナ ー は 、 RIA、 EIA、 お よ び
類 似 の も の な ど の イ ム ノ ア ッ セ イ で 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 検 出 す る た め に 用 い る こ と が で
き る 。 そ の よ う な ア ッ セ イ は 競 合 的 な も の ま た は 非 競 合 的 な も の と す る こ と が で き 、 直 接
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的 ま た は 間 接 的 方 式 に 基 づ い た も の と す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 結 合 パ ー ト ナ ー は 液
相 中 で 、 お よ び /ま た は 固 相 担 体 と 結 合 さ せ て 用 い る こ と が で き る 。 担 体 と し て は 、 ガ ラ
ス 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン 、 ポ リ エ チ レ ン 、 デ キ ス ト ラ ン 、 ナ イ ロ ン 、 天 然 お よ
び 改 変 セ ル ロ ー ス 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 、 ア ガ ロ ー ス 、 磁 鉄 鉱 、 お よ び 類 似 の も の が 含 ま
れ る 。 担 体 の 性 質 は 、 可 溶 性 ま た は 不 溶 性 の い ず れ で あ っ て も よ い 。 イ ム ノ ア ッ セ イ で 典
型 的 に 見 ら れ る と お り 、 該 結 合 パ ー ト ナ ー ま た は 本 発 明 の タ ン パ ク 質 は 当 業 界 で よ く 知 ら
れ た 種 々 の 方 法 で 標 識 し て 、 検 出 し う る よ う に す る こ と が で き る 。 結 合 パ ー ト ナ ー は ま た
、 電 気 泳 動 で 分 離 し た ゲ ル (例 え ば 2次 元 ゲ ル )中 に あ る 、 ま た は ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト な ど
の よ う な 固 相 膜 に 付 着 し た 状 態 の 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 検 出 に も 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 も し く は そ の 断 片 を 含 む 免 疫 原 は 、 該 タ ン パ ク 質 も し く は 断 片 を ア
ジ ュ バ ン ト と 混 合 す る か 、 ま た は そ の ア ジ ュ バ ン ト と コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ る か も し く は そ
の 他 の 方 法 で 連 結 さ せ る こ と に よ っ て 、 そ の ア ジ ュ バ ン ト と と も に 投 与 す る こ と も で き る
。 種 々 の ア ジ ュ バ ン ト が 知 ら れ て お り 、 そ の よ う な も の と し て は 、 フ ロ イ ン ト の ア ジ ュ バ
ン ト (完 全 お よ び 不 完 全 )、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム (alum)、 ム ラ ミ ル ジ ペ プ チ ド 、 BCG、 LPS、
Ribi Adjuvant System(登 録 商 標 )、 TiterMax(登 録 商 標 )、 お よ び 類 似 の も の が 含 ま れ る 。
当 業 者 で あ れ ば あ る 与 え ら れ た 状 況 で の 使 用 に 適 す る ア ジ ュ バ ン ト の タ イ プ は 承 知 し て い
る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 は ま た 、 患 者 の 体 内 で の 結 腸 の 増 殖 性 疾 患 を 診 断 す る 方 法 を も 提 供 し 、 そ の 方 法
は 、 患 者 か ら 得 た 組 織 、 糞 便 、 ま た は 体 液 中 に 、 癌 性 の 結 腸 細 胞 中 に は 存 在 す る が 正 常 な
結 腸 上 皮 細 胞 中 で は 全 く 存 在 し な い か も し く は 量 が 低 下 し て い る 、 ま た は 正 常 な 結 腸 上 皮
細 胞 中 に は 存 在 す る が 癌 性 の 結 腸 細 胞 中 で は 全 く 存 在 し な い か も し く は 量 が 低 下 し て い る
、 少 な く と も 1種 の タ ン パ ク 質 の 存 在 を 分 析 す る こ と を 含 ん で な る も の で あ り 、 該 タ ン パ
ク 質 は 次 の も の か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た も の で あ る ：
　 a)　 分 子 量 が 約 56kDで pIが 約 6.22の CC2；
　 b)　 分 子 量 が 約 43kDで pIが 約 6.3の CC3；
　 c)　 分 子 量 が 約 43kDで pIが 約 6.2の CC4；
　 d)　 分 子 量 が 約 42kDで pIが 約 6.2の CC5；
　 e)　 分 子 量 が 約 20kDで pIが 約 6.9の CC6a；
　 f)　 分 子 量 が 約 20kDで pIが 約 6.8の CC6b；
　 g)　 分 子 量 が 約 50kDで pIが 約 6.01の L1；
　 h)　 分 子 量 が 約 20kDで pIが 約 5.73の L2；
　 i)　 分 子 量 が 約 19kDで pIが 約 5.88の L5；
　 j)　 分 子 量 が 約 40kDで pIが 約 5.5の N1；
　 k)　 分 子 量 が 約 30kDで pIが 約 5.94の N2；
　 l)　 分 子 量 が 約 30kDで pIが 約 5.88の N3；
　 m)　 分 子 量 が 約 30kDで pIが 約 5.80の N4；
　 n)　 分 子 量 が 約 30kDで pIが 約 5.73の N5； お よ び
　 o)　 分 子 量 が 約 18kDで pIが 約 6.6の N6。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 既 に 述 べ た と お り 、 該 タ ン パ ク 質 は 2次 元 電 気 泳 動 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 な ど の 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー に よ る 検 出 、 お よ び 類 似 の も の な ど の 生 化 学 的 手 段
を 含 む 種 々 の 方 法 の い ず れ か で 検 出 す る こ と が で き る 。 該 タ ン パ ク 質 は ま た 、 該 タ ン パ ク
質 を コ ー ド す る mRNAを 、 適 切 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と
に よ っ て 、 該 ｍ RNAの レ ベ ル を 測 定 す る こ と に よ っ て 検 出 す る こ と も で き る 。 こ こ で 「 患
者 」 と は 哺 乳 類 、 好 ま し く は ヒ ト で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 明 細 書 で 「 結 腸 の 増 殖 性 疾 患 」 と い う 用 語 は 、 悪 性 の 、 な ら び に 悪 性 で な い (ま た は
良 性 の )結 腸 疾 患 を 意 味 す る 、 こ こ で 結 腸 に は 、 限 定 は さ れ な い が 結 腸 上 皮 が 含 ま れ る 。
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そ の よ う な 疾 患 と し て は 、 異 型 ま た は 異 形 成 を 伴 う よ う な ポ リ ー プ 、 無 茎 の 絨 毛 腺 腫 、 有
茎 の 管 状 腺 腫 、 お よ び 類 似 の も の が 含 ま れ る 。 こ れ ら の 増 殖 性 疾 患 を 構 成 し て い る 細 胞 は
周 囲 の 正 常 組 織 と は 形 態 学 的 お よ び 遺 伝 子 型 か ら み て 異 な っ て い る こ と が 多 い よ う に 思 わ
れ る 。 該 増 殖 性 疾 患 は 、 例 え ば 、 本 発 明 の CCま た は Lタ ン パ ク 質 、 後 者 の 場 合 は 特 に L1、 L
2、 お よ び L5の 発 現 を 伴 っ て い る 可 能 性 が あ る 。 細 胞 周 期 の 不 適 切 な 時 点 で の 、 ま た は 適
正 で な い 細 胞 タ イ プ 中 で の 、 同 定 さ れ た タ ン パ ク 質 の 発 現 に よ っ て 細 胞 増 殖 性 疾 患 が も た
ら さ れ る 可 能 性 が あ る 。 該 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ア ン チ セ ン ス ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド (ま た は リ ボ ザ イ ム )の 形 態 の も の は 結 腸 の 過 形 成 お よ び 悪 性 腫 瘍 の 治 療 に 有
用 で あ る 。 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 該 増 殖 性 疾 患 は 結 腸 癌 で あ る 。 表 2(実 施 例 2)は
、 正 常 な 隣 接 結 腸 組 織 と 正 常 ド ナ ー 結 腸 組 織 の 核 マ ト リ ッ ク ス 調 製 物 中 で L1、 L2、 お よ び
L5が 検 出 さ れ た 2次 元 ゲ ル の パ ー セ ン テ ー ジ を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 ま た 本 明 細 書 は 結 腸 腺 腫 が 悪 性 腫 瘍 と な る 可 能 性 を 評 価 す る 方 法 を も 提 供 し 、 そ の 方 法
は 、 癌 性 の 結 腸 細 胞 中 に は 存 在 す る が 正 常 な 結 腸 上 皮 細 胞 中 で は 全 く 存 在 し な い か も し く
は 量 が 低 下 し て い る 、 ま た は 正 常 な 結 腸 上 皮 細 胞 中 に は 存 在 す る が 癌 性 の 結 腸 細 胞 中 で は
全 く 存 在 し な い か も し く は 量 が 低 下 し て い る 、 少 な く と も 1種 の タ ン パ ク 質 の 存 在 に つ い
て 該 腺 腫 を 分 析 す る こ と を 含 ん で な る も の で あ り 、 該 タ ン パ ク 質 は 次 の も の か ら な る 群 か
ら 選 択 さ れ た も の で あ る ：
　 a)　 分 子 量 が 約 56kDで pIが 約 6.22の CC2；
　 b)　 分 子 量 が 約 43kDで pIが 約 6.3の CC3；
　 c)　 分 子 量 が 約 43kDで pIが 約 6.2の CC4；
　 d)　 分 子 量 が 約 42kDで pIが 約 6.2の CC5；
　 e)　 分 子 量 が 約 20kDで pIが 約 6.9の CC6a；
　 f)　 分 子 量 が 約 20kDで pIが 約 6.8の CC6b；
　 g)　 分 子 量 が 約 50kDで pIが 約 6.01の L1；
　 h)　 分 子 量 が 約 20kDで pIが 約 5.73の L2；
　 i)　 分 子 量 が 約 19kDで pIが 約 5.88の L5；
　 j)　 分 子 量 が 約 40kDで pIが 約 5.5の N1；
　 k)　 分 子 量 が 約 30kDで pIが 約 5.94の N2；
　 l)　 分 子 量 が 約 30kDで pIが 約 5.88の N3；
　 m)　 分 子 量 が 約 30kDで pIが 約 5.80の N4；
　 n)　 分 子 量 が 約 30kDで pIが 約 5.73の N5； お よ び
　 o)　 分 子 量 が 約 18kDで pIが 約 6.6の N6、
こ こ で 該 タ ン パ ク 質 が 検 出 さ れ る こ と は 、 悪 性 化 す る 可 能 性 の 増 大 を 示 し て い る 。 好 ま し
い 実 施 形 態 に お い て は 、 該 タ ン パ ク 質 は CC3、 CC4、 お よ び CC5で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 は ま た 、 患 者 の 体 内 で の 結 腸 癌 の 肝 臓 転 移 の 診 断 を も 包 含 し て お り 、 そ れ は そ の
患 者 の 組 織 ま た は 体 液 中 に 次 の も の か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た タ ン パ ク 質 の 少 な く と も 1
種 が 存 在 す る か 分 析 す る こ と に よ る も の で あ る ：
　 a)　 分 子 量 が 約 50kDで pIが 約 6.01の L1；
　 b)　 分 子 量 が 約 20kDで pIが 約 5.73の L2；
　 c)　 分 子 量 が 約 17kDで pIが 約 6.09の L3；
　 d)　 分 子 量 が 約 17kDで pIが 約 6.00の L4； お よ び
　 e)　 分 子 量 が 約 19kDで pIが 約 5.88の L5。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 に よ る タ ン パ ク 質 の 検 出 は 、 結 腸 細 胞 増 殖 性 疾 患 の う ち で 悪 性 腫 瘍 と な る 可 能 性
の あ る ま た は 転 移 す る 可 能 性 の あ る 疾 患 の そ れ ぞ れ を 識 別 す る こ と を 可 能 に す る 。 本 明 細
書 で 述 べ て い る タ ン パ ク 質 組 成 物 も ま た 、 結 腸 直 腸 癌 な ど の 結 腸 細 胞 増 殖 性 疾 患 の 早 期 診
断 、 お よ び 再 発 の 早 期 発 見 、 な ら び に そ れ か ら 由 来 し た 転 移 性 疾 患 の 早 期 発 見 の た め の マ
ー カ ー と し て 有 用 で あ り 、 そ の マ ー カ ー か ら 得 ら れ た 知 識 は こ の 疾 患 の 効 果 的 な 治 療 法 に
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と っ て 中 心 的 な も の と な る も の で あ る 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 を 個 々 に 用 い る こ と に 加 え て
、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の い ず れ か 2種 以 上 の 検 出 を 組 み 合 わ せ て 、 結 腸 癌 お よ び そ の 肝 臓
へ の 転 移 を 含 む 結 腸 の 増 殖 性 疾 患 を 診 断 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 検 出 は
ま た 、 そ の 他 の 結 腸 癌 の マ ー カ ー 、 例 え ば CEAま た は す で に 報 告 さ れ て い る 結 腸 癌 NMP(32)
な ど の 検 出 と 組 み 合 わ せ て 結 腸 癌 お よ び そ の 肝 臓 へ の 転 移 を 診 断 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 の 特 定 の タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 は 、 例 え ば 、 そ れ を コ ー ド す る mRNA
の レ ベ ル を 検 出 す る こ と に よ っ て 、 間 接 的 に 検 出 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 前
述 し た 実 施 形 態 の 同 定 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を コ ー ド す る 精 製 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 提 供 す る 。 ま た 、 本 発 明 は 上 述 の タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る (ま た は 相 補 的 な 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る )核 酸 プ ロ ー ブ
を 提 供 す る 。 本 明 細 書 で 用 い て い る 「 核 酸 」 と い う 用 語 は デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド ま た
は リ ボ ヌ ク レ オ チ ド の ポ リ マ ー で 一 本 鎖 も し く は 二 本 鎖 の い ず れ か の 形 態 で あ り 、 ま た 天
然 の ヌ ク レ オ チ ド と 類 似 の 様 式 で 機 能 す る 、 天 然 の ヌ ク レ オ チ ド の 既 知 の 類 似 体 を も 包 含
す る 。 プ ロ ー ブ は 好 ま し く は 一 本 鎖 で あ り 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 14ヌ ク レ オ チ ド の 長
さ か ら な り 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 18ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ か ら な り 、 最 も 好 ま し く
は 少 な く と も 約 25ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ か ら な る 。 核 酸 プ ロ ー ブ は 放 射 性 同 位 元 素 、 生 物 発
光 性 化 合 物 、 化 学 発 光 性 化 合 物 、 蛍 光 性 化 合 物 、 金 属 キ レ ー ト 、 酵 素 、 お よ び 類 似 の も の
で 、 検 出 し う る よ う に 標 識 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 ま た 、 結 腸 細 胞 増 殖 性 疾 患 を 検 出 す る た め の キ ッ ト も 提 供 さ れ る 。 そ の キ ッ ト に は 本 発
明 の タ ン パ ク 質 の い ず れ か 1種 以 上 に 対 し て 特 異 的 な 結 合 パ ー ト ナ ー ま た は 核 酸 プ ロ ー ブ
を 含 む も の と す る こ と が で き る 。 該 結 合 パ ー ト ナ ー ま た は プ ロ ー ブ は 検 出 が 容 易 と な る よ
う に 標 識 す る こ と が で き る 。 そ の キ ッ ト に は 各 試 薬 を 別 々 の バ イ ア ル 瓶 に 入 れ た も の と す
る こ と が で き 、 陽 性 お よ び 陰 性 の 対 照 、 反 応 を 行 う た め の も の な ど の バ ッ フ ァ ー 、 な ら び
に 使 用 説 明 書 を 含 め る こ と が で き る 。 ま た 、 そ の キ ッ ト は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 1つ を
コ ー ド す る 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 、 例 え ば 、 ポ リ メ ラ ー ゼ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR)増
幅 に よ っ て 増 幅 で き る よ う に オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 含 め る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 は ま た 、 原 発 性 の 結 腸 癌 お よ び そ れ か ら 由 来 す る 肝 臓 へ の 転 移 癌 に 存 在 す る タ ン
パ ク 質 の 発 現 ま た は 活 性 の レ ベ ル を 低 下 さ せ る こ と に よ る 、 結 腸 癌 お よ び そ の 肝 臓 転 移 を
治 療 す る 方 法 を も 提 供 す る 。 そ の よ う な タ ン パ ク 質 と し て は 、 本 明 細 書 で 開 示 し て い る CC
ま た は Lタ ン パ ク 質 の う ち の い ず れ か が 含 ま れ る 。 該 タ ン パ ク 質 の 発 現 の レ ベ ル は 、 例 え
ば 、 そ の 個 体 を ア ン チ セ ン ス 核 酸 ま た は リ ボ ザ イ ム を 用 い て 治 療 す る こ と に よ っ て 低 減 さ
せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 ア ン チ セ ン ス 核 酸 は あ る 特 定 の 遺 伝 子 配 列 に 対 し て 相 補 的 と な る よ う に 設 計 さ れ た 、 短
い DNAま た は RNAオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 ア ン チ セ ン ス を 用 い る こ と の 目 的 は 、 ア ン チ
セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 特 定 の 遺 伝 子 配 列 に 結 合 す る こ と に よ っ て そ の 特 定 の 遺 伝 子
の 発 現 に 変 化 を 与 え る こ と で あ る 。 DNAヘ リ ッ ク ス の 特 定 の 領 域 と 結 合 す る ア ン チ セ ン ス
分 子 は 、 そ の ヘ リ ッ ク ス を 構 成 し て い る 2本 の 鎖 と 結 合 す る 部 位 で 第 3の 鎖 を 形 成 す る の で
3本 鎖 を 作 る こ と が で き る 。 RNAを 標 的 と す る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 触 媒 作 用
を 持 た な い も の 、 ま た は 触 媒 作 用 を 持 つ も の (す な わ ち 、 リ ボ ザ イ ム )の い ず れ か と す る こ
と が で き る 。 触 媒 作 用 の な い ア ン チ セ ン ス 分 子 の 標 的 RNAへ の 結 合 は 、 RNAが さ ら に プ ロ セ
シ ン グ さ れ る こ と を ブ ロ ッ ク す る か 、 ま た は い く つ か の 可 能 な 機 序 の い ず れ か を 介 す る 輸
送 を ブ ロ ッ ク す る こ と が で き 、 そ の よ う な 機 序 と し て は 、 例 え ば 1)リ ボ ソ ー ム の 該 RNAへ
の 結 合 を mRNA上 の リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 を マ ス ク し て 妨 げ る こ と に よ る 一 時 的 な 阻 害 ； 2)大
多 数 の 細 胞 中 に 存 在 す る 酵 素 で あ る RNア ー ゼ Hが RNA/:DNAハ イ ブ リ ッ ド 中 の RNAを 分 解 す る
こ と に よ る 該 プ ロ セ ス の 永 続 的 な 阻 害 ； お よ び 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 標 的 RNAへ の 架 橋
に よ る 永 続 的 な 阻 害 が 含 ま れ る 。
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【 ０ ０ ５ ４ 】
　 該 ア ン チ セ ン ス 化 合 物 は 好 ま し く は 約 8個 か ら 約 30個 の 核 酸 塩 基 (す な わ ち 、 約 8個 か ら
約 30個 の 連 結 さ れ た ヌ ク レ オ シ ド )を 含 み 、 よ り 好 ま し く は 約 12個 か ら 約 25個 の 核 酸 塩 基
を 含 む 。 該 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は そ の 形 状 を 直 鎖 状 ま た は 環 状 と す る こ と が
で き る 。 本 発 明 で 有 用 な ア ン チ セ ン ス 化 合 物 と し て は 、 骨 格 の 修 飾 さ れ た も の 、 ま た は 非
天 然 の ヌ ク レ オ シ ド 間 の 結 合 を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 含 ま れ る 。 好 ま し い 修 飾 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド 骨 格 と し て は 、 例 え ば 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 、 キ ラ ル ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 、
ホ ス ホ ロ ジ チ オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ト リ エ ス テ ル 、 ア ミ ノ ア ル キ ル ホ ス ホ ト リ エ ス テ ル 、 ホ ス
ホ ン 酸 3'-ア ル キ レ ン お よ び キ ラ ル ホ ス ホ ン 酸 を 含 む ホ ス ホ ン 酸 メ チ ル お よ び そ の 他 の ホ
ス ホ ン 酸 ア ル キ ル 、 ホ ス フ ィ ネ ー ト 、 3'-ア ミ ノ ホ ス ホ ロ ア ミ デ ー ト お よ び ア ミ ノ ア ル キ
ル ホ ス ホ ロ ア ミ デ ー ト を 含 む ホ ス ホ ロ ア デ ー ト 、 チ オ ノ ホ ス ホ ロ ア ミ デ ー ト 、 チ オ ノ ア ル
キ ル ホ ス ホ ネ ー ト 、 チ オ ノ ア ル キ ル ホ ス ホ ト リ エ ス テ ル 、 な ら び に 正 常 な 3'-5'結 合 を も
つ ボ ラ ノ ホ ス フ ェ ー ト 、 こ れ ら の 2'-5'結 合 類 似 体 、 お よ び ヌ ク レ オ シ ド 単 位 の 隣 接 対 が 3
'-5'か ら 5'-3'に 、 も し く は 2'-5'か ら 5'-2'に 結 合 さ れ た 逆 極 性 を も つ も の が 含 ま れ る 。
ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 調 製 す る 方 法 に 関 す る 広 範 な 引 用 は 、 例 え ば Bennett,
 米 国 特 許 第 6,210,892号 に 見 出 す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 細 胞 増 殖 性 疾 患 が 本 発 明 の タ ン パ ク 質 (例 え ば 、 N1ま た は N6)の 発 現 が 低 い と い う 特 徴 を
持 っ て い る 場 合 に は 、 欠 落 し た そ の 発 現 の 低 い タ ン パ ク 質 (例 え ば 増 殖 ま た は 腫 瘍 抑 制 タ
ン パ ク 質 )を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 、 そ の 発 現 レ ベ ル を 上 昇 さ せ る た め に 投
与 す る こ と が で き る 。 こ の こ と は 、 宿 主 被 験 者 の 細 胞 内 に 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の い ず れ
か 1種 以 上 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー を 導 入 す る こ と に よ っ
て 行 う こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 該 発 現 ベ ク タ ー は 宿 主 被 験 者 の 細 胞 中 へ ex vivoで 導
入 さ れ 、 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 が 得 ら れ 、 そ の 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 が 被 験 者 の 体 内 へ 再 導 入
さ れ る 。 こ の こ と は 、 例 え ば 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー な ど の RNAウ イ ル ス ベ ク タ ー を 用
い て 行 う こ と が で き る 。 該 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る よ う に 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 は 、 例 え ば 、
腫 瘍 ワ ク チ ン と し て も 有 用 で あ る 。 細 胞 内 に セ ン ス ま た は ア ン チ セ ン ス 核 酸 を (in vivoま
た は in vitroで )送 達 す る た め の ベ ク タ ー の 調 製 方 法 、 お よ び こ れ ら の 送 達 ベ ヒ ク ル を 投
与 用 に 製 剤 化 す る 方 法 は 当 業 界 で は よ く 知 ら れ て い る 。 例 え ば 、 Coffeyら の 米 国 特 許 第 5,
824,490号 を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル は ま た 、 プ ロ モ ー タ ー や エ ン ハ ン サ ー な ど の 発 現 を 制
御 す る 調 節 領 域 に 影 響 を 及 ぼ す 化 合 物 、 ま た は 該 タ ン パ ク 質 の 活 性 を 調 節 す る 化 合 物 で 個
体 を 処 置 す る こ と に よ っ て 低 減 さ せ る こ と も で き る 。 そ の よ う な 化 合 物 は 、 a)本 発 明 の タ
ン パ ク 質 を 発 現 し て い る 増 殖 性 の 細 胞 (例 え ば 、 結 腸 直 腸 癌 細 胞 )を 、 そ の 細 胞 と 試 験 組 成
物 が 相 互 作 用 す る こ と の で き る 条 件 下 で 試 験 組 成 物 と イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 b)そ の 試 験 組 成
物 が 該 タ ン パ ク 質 の 機 能 を ブ ロ ッ ク ま た は 増 強 す る か を 測 定 す る こ と に よ っ て 同 定 す る こ
と が で き る 。 Caco-2細 胞 は こ の 点 で 有 用 な 結 腸 直 腸 癌 細 胞 系 統 の 1例 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 は 下 記 の 非 限 定 的 な 実 施 例 を 参 照 し て よ り い っ そ う 詳 細 に 説 明 さ れ る 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ５ ８ 】
NMPの 単 離 と 精 製 方 法
A.　 組 織 の プ ロ セ シ ン グ
　 結 腸 腺 癌 の 肝 臓 転 移 サ ン プ ル (N=12)お よ び そ れ と 適 合 す る 隣 接 正 常 肝 臓 組 織 (N=12)を 、
施 設 内 倫 理 委 員 会 (IRB)の 承 認 を 得 て ピ ッ ツ バ ー グ 大 学 メ デ ィ カ ル セ ン タ ー の 早 期 発 見 研
究 ネ ッ ト ワ ー ク (Early Detection Research Network： EDRN)を 通 じ て 収 集 し た 。 患 者 の 年
齢 の 範 囲 は 44～ 75歳 で あ り 、 平 均 年 齢 は 62.4歳 で あ っ た 。 サ ン プ リ ン グ し た 集 団 の 60%は
女 性 で あ っ た 。 癌 は 標 準 TNMシ ス テ ム に 従 っ て ス テ ー ジ 分 け し 、 そ の カ テ ゴ リ ー は 表 1に 示
す と お り で あ っ た 。
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【 ０ ０ ５ ９ 】
　 結 腸 腺 癌 の サ ン プ ル (N=10)お よ び そ れ と 適 合 す る 隣 接 正 常 肝 臓 組 織 (N=10)も 、 施 設 内 倫
理 委 員 会 (IRB)の 承 認 を 得 て ピ ッ ツ バ ー グ 大 学 メ デ ィ カ ル セ ン タ ー の 早 期 発 見 研 究 ネ ッ ト
ワ ー ク (EDRN)を 通 じ て 収 集 し た 。 患 者 の 年 齢 の 範 囲 は 36～ 82歳 で あ り 、 平 均 年 齢 は 71歳 で
あ っ た 。 サ ン プ リ ン グ し た 集 団 の 60%は 女 性 で あ っ た 。 癌 は ス テ ー ジ 分 け し 、 そ の カ テ ゴ
リ ー は 表 1に 示 す と お り で あ っ た 。
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 正 常 肝 臓 組 織 は 外 傷 を 受 け た 被 害 者 か ら 得 た も の で 、 そ の 内 訳 は 、 銃 撃 の 被 害 者 1例 、
お よ び 交 通 事 故 の 被 害 者 2例 で あ っ た (N=3)。 患 者 の 年 齢 の 範 囲 は 36～ 48歳 で 、 平 均 年 齢 40
． 3歳 で あ っ た 。 こ れ ら の 正 常 人 の う ち の 2例 は 男 性 で 、 1例 は 女 性 で あ っ た 。 こ れ ら の 患
者 で 肝 硬 変 の 患 者 は い な か っ た 。 患 者 の 30%は 軽 度 の 脂 肪 症 を 有 し て い た 。 診 断 は 、 各 検
体 に 付 け ら れ た 病 理 所 見 報 告 か ら 得 て 、 組 織 学 的 に 確 認 し た 。 組 織 は プ ロ セ シ ン グ す る ま
で は － 80℃ で 保 存 し た 。 散 在 性 の 結 腸 腺 癌 サ ン プ ル お よ び そ れ と 適 合 す る 隣 接 正 常 組 織 、
な ら び に 正 常 ド ナ ー の 結 腸 組 織 は 既 に 報 告 さ れ て い る と お り 集 め た (30)。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 正 常 結 腸 組 織 は 外 傷 の 被 害 者 か ら 得 た 。 す な わ ち 、 そ れ ら の 被 害 者 の 内 訳 は 、 銃 撃 創 を
有 す る も の が 2例 、 交 通 事 故 に よ る 外 傷 が 1例 、 お よ び 臓 器 の ド ナ ー が 1例 で あ っ た (N=4)。
患 者 の 年 齢 の 範 囲 は 20～ 59歳 で あ り 、 平 均 年 齢 は 47.2歳 で あ っ た 。 こ れ ら の 正 常 結 腸 ド ナ
ー は 全 員 男 性 で あ っ た 。 診 断 は 、 各 検 体 に 付 け ら れ た 病 理 所 見 報 告 か ら 得 て 、 組 織 学 的 に
確 認 し た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 結 腸 癌 の 細 胞 系 統 で あ る SW480お よ び Caco-2は 、 American Type Culture Collection(Ma
nassas, Virginia)か ら 得 た 。 こ れ ら の 細 胞 系 統 は 双 方 と も 原 発 性 ヒ ト 結 腸 癌 細 胞 か ら 樹
立 さ れ た も の で あ る 。 SW480細 胞 系 統 は 10% ウ シ 胎 児 血 清 を 添 加 し た Leibovitz培 地 中 で 37
℃ で CO 2 な し で 増 殖 さ せ た 。 Caco-2細 胞 系 統 は 、 10%ウ シ 胎 児 血 清 、 1% L-グ ル タ ミ ン (200m
M)、 1% ペ ニ シ リ ン /ス ト レ プ ト マ イ シ ン 、 1%ピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム (100mM)、 1% MEN 非 必
須 ア ミ ノ 酸 、 1.5% HEPESバ ッ フ ァ ー (1M)を 添 加 し た ダ ル ベ ッ コ 最 小 必 須 培 地 (DMEM)中 で 37
℃ で 5% CO 2 雰 囲 気 で 増 殖 さ せ た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 結 腸 癌 細 胞 系 統 CX-1は ピ ッ ツ バ ー グ 大 学 の Lee YJ, Ph.D.か ら 贈 与 を 受 け た も の で あ る
。 こ の 細 胞 系 統 は 原 発 性 ヒ ト 結 腸 癌 細 胞 か ら 樹 立 さ れ た も の で あ る 。 こ の 細 胞 系 統 は 、 10

10

20

30

40

50

(20) JP 2005-525103 A 2005.8.25



%ウ シ 胎 児 血 清 、 1% ペ ニ シ リ ン /ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 添 加 し た RPMI-1640培 地 中 で 37℃ で
5% CO 2 雰 囲 気 で 増 殖 さ せ た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 正 常 ヒ ト 肝 細 胞 (50 x 10 6 )は 63歳 の 女 性 の 臓 器 ド ナ ー か ら 得 た も の で 、 Dr. Stephan St
rom(ピ ッ ツ バ ー グ 大 学 , PA)か ら 贈 与 を 受 け た も の で あ る 。 ヒ ト 原 発 性 肝 癌 細 胞 系 統 の huh
 7、 HepG 2は Dr. George Michalopoulos（ ピ ッ ツ バ ー グ 大 学 , PA） か ら 贈 与 を 受 け た も の
で あ る 。 細 胞 系 統 は 双 方 と も 、 10%ウ シ 胎 児 血 清 、 1% ペ ニ シ リ ン /ス ト レ プ ト マ イ シ ン を
添 加 し た DMEM中 で 37℃ で 5% CO 2 雰 囲 気 で 増 殖 さ せ た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
B.　 核 マ ト リ ッ ク ス 調 製 物
　 核 マ ト リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 は Getzenbergら (29)の 方 法 に 従 っ て 種 々 の 細 胞 お よ び 組 織 か
ら 抽 出 し た 。 簡 潔 に 記 せ ば 、 組 織 を 小 片 に 細 か く 切 断 し 、 2mMの バ ナ ジ ル リ ボ ヌ ク レ オ シ
ド (RNア ー ゼ の 阻 害 剤 )を 含 有 す る 溶 液 中 の 0.5% Triton X-100を 用 い て 、 氷 上 で テ フ ロ ン
の 乳 棒 で ホ モ ジ ナ イ ズ し て 、 脂 質 お よ び 可 溶 性 タ ン パ ク 質 を 放 出 さ せ た 。 そ の ホ モ ジ ネ ー
ト を 350μ mの ナ イ ロ ン メ ッ シ ュ を 通 過 さ せ て ろ 過 し た 。 DNア ー ゼ お よ び RNア ー ゼ で の 処 理
を 行 っ て 可 溶 性 ク ロ マ チ ン を 除 去 し 、 中 間 径 フ ィ ラ メ ン ト お よ び NMPを 含 む 残 存 画 分 を 得
た 。 次 い で こ の 画 分 を 8M尿 素 で 解 離 し 、 炭 水 化 物 と 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス か ら な る 不 溶 性 の
成 分 を 遠 心 に よ っ て 除 去 し た 。 透 析 し て 尿 素 を 除 い た 後 、 中 間 径 フ ィ ラ メ ン ト を 再 び 組 み
立 て 、 そ の 後 そ れ ら の フ ィ ラ メ ン ト を 遠 心 に よ っ て 分 離 し た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 次 い で NMPを エ タ ノ ー ル で 沈 殿 さ せ 、 9M尿 素 、 65nM 3-((3-コ ラ ミ ド プ ロ ピ ル )-ジ メ チ ル
ア ン モ ニ オ )-1-プ ロ パ ン ス ル ホ ネ ー ト 、 2.2% ア ン フ ォ ラ イ ト 、 お よ び 140mM DTTか ら な る
2Dサ ン プ ル バ ッ フ ァ ー 中 に 再 懸 濁 し 、 ク ー マ シ ー プ ラ ス タ ン パ ク 質 ア ッ セ イ (Pierce Chem
ical Co., Rockford, IL)で ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン を 標 準 品 と し て 用 い て 定 量 し た 。 エ タ ノ
ー ル 沈 殿 後 に 得 た NMPを 含 有 す る ペ レ ッ ト は 出 発 材 料 中 の 細 胞 性 タ ン パ ク 質 の 合 計 量 の 1%
未 満 で あ っ た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
C.　 高 分 解 能 2次 元 電 気 泳 動
　 こ の 方 法 は Investigator 2-D ゲ ル シ ス テ ム (Genomic Solution, Ann Arbor, MI)を 用 い
て 既 に 報 告 さ れ て い る と お り 行 っ た (29, 33-34)。 ゲ ル あ た り 100μ gの タ ン パ ク 質 を 毛 細
管 サ イ ズ の IEFカ ラ ム 上 に ロ ー ド し た 。 プ レ フ ォ ー カ シ ン グ の 1.5時 間 後 に 1次 元 等 電 点 フ
ォ ー カ シ ン グ を 1mm x 18イ ン チ の チ ュ ー ブ ゲ ル を 用 い て 18000ボ ル ト -時 間 行 っ た 。 そ の チ
ュ ー ブ ゲ ル を 押 し 出 し 、 1mmの SDS Duracryl(Genomic Solution, Ann Arbor, MI)高 引 っ 張
り 強 度 の PAGEス ラ ブ ゲ ル 上 に お い た 。 そ の ゲ ル を 12℃ の 定 温 で 4.5～ 5時 間 電 気 泳 動 し た 。
ゲ ル を 50%の メ タ ノ ー ル と 10%の 酢 酸 で 固 定 し た 。 十 分 に 洗 い 脱 水 し た 後 、 50mM リ ン 酸 塩 (
pH7.2)で 緩 衝 化 し た 後 、 ゲ ル を 5% グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド と 5mM DTTで 処 理 し た 。 ゲ ル を Wray
ら の 方 法 (Accurate Chemical Co., Westbury, NY) (21)を 用 い て 銀 染 色 し た 。 結 腸 NMPの
分 子 量 は Genomic Solutionsが 提 供 し て い る 標 準 品 を 用 い て 求 め た 。 等 電 点 (PI)は カ ル バ
ミ ル 化 し た 標 準 品 （ Gallard-Schlessinger(Carle Place, NY)お よ び Sigma Chemical Co.(
St. Louis, MO)が 販 売 し て い る BDH） を 用 い て 測 定 し た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 各 サ ン プ ル に つ い て 複 数 の ゲ ル を 用 い て 測 定 し 、 複 数 の サ ン プ ル を 別 々 の 時 点 で 測 定 し
た 。 ゲ ル は BioImage 2D Electrophoresis Analysis System(BioImage, Ann Arbor, MI)を
用 い て 分 析 し 、 こ の シ ス テ ム は ゲ ル 間 の タ ン パ ク 質 ス ポ ッ ト を ぴ っ た り 一 致 さ せ て ゲ ル と
タ ン パ ク 質 ス ポ ッ ト を デ ー タ ベ ー ス 中 で 分 類 す る も の で あ る 。 あ る サ ン プ ル タ イ プ の ゲ ル
全 て で 複 数 の タ ン パ ク 質 ス ポ ッ ト が 明 確 か つ 再 現 性 を も っ て 同 一 で あ る と き に の み 、 報 告
さ れ て い る NMPを 示 し て い る も の で あ る と し た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 結 腸 癌 ま た は 正 常 な 結 腸 上 皮 に 特 徴 的 な NMPの 同 定
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A.　 結 腸 直 腸 癌 お よ び 正 常 結 腸 上 皮 か ら 得 た NMPの 分 析
　 高 分 解 能 2次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 に よ っ て 分 離 し た NMPを 評 価 し て 、 主 と し て 結 腸 直 腸 腺 癌 中
で 発 現 さ れ た 臨 床 的 に 価 値 の あ る 7種 類 の NMPを 同 定 し 、 表 2に 示 す と お り 名 付 け た 。 CC2か
ら CC6a, bは 全 て の 結 腸 腫 瘍 中 で 強 く 発 現 さ れ て い た が 、 隣 接 正 常 組 織 で は 検 出 さ れ な か
っ た 。 こ れ に 対 し て 、 CC1は 癌 の 抽 出 物 と 隣 接 正 常 組 織 ま た は ド ナ ー 組 織 で は 発 現 さ れ た
が 、 そ の シ グ ナ ル は 結 腸 癌 で は 正 常 組 織 源 の い ず れ よ り も 強 か っ た 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 主 と し て 正 常 な 結 腸 上 皮 で 発 現 さ れ た 臨 床 的 に 価 値 の あ る 6種 類 の NMPを 表 2に 示 す と お
り 名 付 け た 。 N2～ N6は 結 腸 癌 の 少 数 で 発 現 し て い た が (約 20%)、 隣 接 す る 正 常 組 織 お よ び
ド ナ ー 組 織 の 抽 出 物 で は 全 て で 発 現 し て い た 。 こ れ に 対 し て N1は 癌 の 抽 出 物 の 多 数 (約 70%
)、 お よ び 正 常 組 織 抽 出 物 の 全 て で 発 現 し て い た が 、 正 常 組 織 抽 出 物 で は そ の シ グ ナ ル が
よ り 強 か っ た 。 同 定 し た 結 腸 癌 NMP`の 特 徴 を 表 2に 要 約 す る 。
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ １ 】
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　 *NCと は 参 考 文 献 で 、 大 き さ ま た は pIが 近 似 し て い る も の が 報 告 さ れ て い な い も の を 意
味 す る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 **癌 の サ ン プ ル で は 発 現 頻 度 が 約 10～ 20%で あ る こ と 意 味 す る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
B.　 結 腸 直 腸 腫 瘍 細 胞 系 統 か ら 得 た CC NMPの 分 析
　 NMP調 製 物 を 2つ の ヒ ト 結 腸 癌 細 胞 系 統 、 Caco-2お よ び SW480、 か ら 、 本 質 的 に は ヒ ト 組
織 か ら の NMP調 製 物 に つ い て 報 告 さ れ て い る と お り の 方 法 で 単 離 し た 。 こ れ ら の NMPを 上 述
の ヒ ト 組 織 NMPに つ い て 説 明 し た 2次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 法 に よ っ て 分 析 し た 。 2つ の 細 胞 系 統
は ど ち ら も 、 隣 接 ま た は ド ナ ー ゲ ル で は 発 現 さ れ て い た タ ン パ ク 質 (N1～ N6)の い ず れ を も
発 現 し て い な か っ た 。 細 胞 系 統 SW480は 結 腸 癌 関 連 タ ン パ ク 質 で あ る CC1お よ び CC6a/bを 発
現 し て い た (図 5)； Caco-2細 胞 系 統 は CC1、 CC3、 CC4、 CC6a, bを 発 現 し て い た 。 Caco-2、 S
W480の NMP調 製 物 中 で CC2は 検 出 さ れ な か っ た が 、 癌 細 胞 系 統 CX-1で は 検 出 さ れ た 。 CX-1 N
MP中 で は CC3、 CC4は 検 出 さ れ た が CC5は 検 出 さ れ な か っ た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 こ れ ら の 調 査 は 、 ヒ ト 結 腸 癌 か ら 単 離 さ れ た 核 マ ト リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 は 正 常 な 隣 接 組
織 お よ び 正 常 な ド ナ ー 組 織 と 異 な り 、 特 定 の タ ン パ ク 質 の 喪 失 お よ び 獲 得 の 双 方 を 示 す こ
と を 実 証 し て い る 。 癌 細 胞 中 で の ユ ニ ー ク な NMPの 存 在 ま た は 不 在 は 疾 患 の 診 断 に 有 用 で
あ り 、 発 癌 に お け る NMPの 機 能 に つ い て の 新 た な 情 報 を 提 供 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
C.　 結 腸 の 腺 腫 性 ポ リ ー プ で の CC NMPの 分 析
　 結 腸 ポ リ ー プ (n=20)は 、 施 設 内 倫 理 委 員 会 (IRB)の 承 認 を 得 て ピ ッ ツ バ ー グ 大 学 メ デ ィ
カ ル セ ン タ ー の 早 期 発 見 研 究 ネ ッ ト ワ ー ク (EDRN)を 通 じ て 収 集 し た 。 若 年 性 ポ リ ー プ の 1
検 体 、 管 状 腺 腫 (TA)の 6検 体 、 管 状 絨 毛 腺 腫 (tubulovillus adenoma; TVA)の 7検 体 、 高 度
な 異 形 成 を 伴 う 管 状 絨 毛 腺 腫 (HGDを 伴 う TVA)の 6検 体 を 調 べ た 。 患 者 の 年 齢 の 範 囲 は 18～ 7
7歳 で あ り 、 平 均 年 齢 は 58歳 で あ っ た 。 サ ン プ リ ン グ し た 集 団 の 55%は 女 性 で あ っ た 。 診 断
は 、 各 検 体 に 付 け ら れ た 病 理 所 見 報 告 か ら 得 て 、 組 織 学 的 に 確 認 し た 。 結 腸 ポ リ ー プ を 組
織 学 的 に 分 け た も の は 表 3に 示 し て い る 。 組 織 は プ ロ セ シ ン グ す る ま で － 80℃ で 保 存 し た
。
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 結 腸 の 種 々 の 腺 腫 に お け る CC2、 CC3、 CC4、 お よ び CC5 NMPの 存 在 の 検 出 結 果 を 表 4に 示
す 。
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【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 CC2は 前 悪 性 (pre-malignant)ポ リ ー プ の い ず れ で も 全 く 認 め ら れ な か っ た 。 CC5は HGDを
伴 う 前 悪 性 TVAで は 2検 体 (33%)、 TAで は 1検 体 (17%)に の み 存 在 し て い た 。 CC3と CC4は 、 TA
で は 83～ 100%、 TVAで は 86%、 HGDを 伴 う TVAで は 83～ 100%に 存 在 し て い た 。 若 年 性 ポ リ ー プ
（ 結 腸 癌 の 前 駆 状 態 で は な い ） で は 核 マ ト リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 は 認 め ら れ な か っ た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 CC5は HGDを 伴 う 前 悪 性 TVAで 2検 体 の み に 、 お よ び TAの 1検 体 に 存 在 し て い た が 、 結 腸 癌
組 織 で は そ の 全 て に 存 在 し 、 進 行 し た 腺 腫 と 侵 襲 的 な 結 腸 癌 の 境 界 で 発 現 さ れ て い る 。 CC
5は 進 行 し た ポ リ ー プ と 結 腸 癌 上 皮 に 発 現 さ れ る の で 、 結 腸 ポ リ ー プ の 悪 性 化 の 可 能 性 を
示 す た め の 有 望 な マ ー カ ー で あ る 。 CC3と CC4は 大 部 分 の 腺 腫 に 、 そ の 進 行 の 程 度 に か か わ
ら ず 存 在 し て い た 。 こ の 2種 の タ ン パ ク 質 は 双 方 と も 腺 腫 性 ポ リ ー プ の 発 達 の 初 期 か ら 発
現 さ れ て お り 、 ま た 結 腸 癌 で も そ の 全 て で 発 現 さ れ て い る (表 2)。 こ こ で 試 験 し た 4種 類 の
CCマ ー カ ー の 全 て を 組 み 合 わ せ た も の も 、 結 腸 ポ リ ー プ の 悪 性 化 の 早 期 発 見 に 診 断 的 価 値
を 提 供 す る 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 結 腸 癌 NMPの 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列
A.　 ポ リ ペ プ チ ド の 単 離 と 配 列 分 析 の 方 法
　 2次 元 ゲ ル で 単 離 し た 特 定 の CCマ ー カ ー に つ い て 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 Gaevaertら (35)
が 開 発 し た 技 法 を 改 変 し て 用 い て 決 定 し た 。 簡 潔 に 記 せ ば 、 NMP調 製 物 を 泳 動 さ せ た 2次 元
ゲ ル を 0.2M イ ミ ダ ゾ ー ル 中 で 15分 間 ネ ガ テ ィ ブ 染 色 し 、 脱 イ オ ン 水 で 数 回 洗 い 、 加 温 し
た 0.3M 塩 化 亜 鉛 溶 液 で 染 色 し 、 そ の 染 色 反 応 を 脱 イ オ ン 水 中 で 洗 う こ と に よ っ て 停 止 さ
せ た 。 タ ン パ ク 質 の ス ポ ッ ト を ゲ ル か ら 切 り 取 り 、 － 80℃ で 凍 結 し た 。 そ の ゲ ル ス ポ ッ ト
を 融 解 し 、 プ ー ル し 、 45%メ タ ノ ー ル /9%酢 酸 中 に 0.25% ク ー マ シ ー ブ ル ー を 含 む 液 で 20分
間 染 色 し た 。 単 離 し た ゲ ル ス ポ ッ ト を 脱 色 溶 液 (5%メ タ ノ ー ル /7.5%酢 酸 )中 で 1時 間 振 盪 し
て 脱 色 し 、 脱 イ オ ン 水 で 1時 間 洗 い 、 SDSポ リ ア ク リ ル ア ミ ド サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー (1% SDS/
10% グ リ セ ロ ー ル /50mM DTT/12mM Tris-HCl pH7.1)中 で 1時 間 平 衡 化 し た 後 、 SDSア ク リ ル
ア ミ ド /ア ガ ロ ー ス ゲ ル に ロ ー ド し た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 脱 色 後 、 各 ゲ ル の ス ポ ッ ト か ら 得 た タ ン パ ク 質 を 、 ミ ニ ア ガ ロ ー ス /ア ク リ ル ア ミ ド ゲ
ル 上 で 濃 縮 し た 。 こ の ゲ ル は 、 幅 1cm、 厚 さ 1.5mmの ス ペ ー サ ー を 介 し て 分 離 さ れ た 2枚 の
あ ら か じ め 加 温 し た (60℃ )ガ ラ ス プ レ ー ト (10cm x 9cm)間 で 作 製 さ れ た 。 Whatman 3MMろ
紙 の 紙 片 を 底 部 に お い て 低 い 位 置 の ア ガ ロ ー ス ゲ ル の 支 持 体 と し て 用 い て 、 ゲ ル が 電 気 泳
動 中 に 滑 ら な い よ う に し た 。 2個 の 平 行 に お い た ス ペ ー サ ー 間 に 幅 2cm x　 厚 さ 1.5 cmの ス
ペ ー サ ー を 1個 挿 入 し て ゲ ル ス ポ ッ ト を 受 容 す る サ ン プ ル ウ エ ル を 形 成 さ せ た 。 そ の サ ン
プ ル ウ エ ル は 、 ガ ラ ス プ レ ー ト の 中 心 部 に 挿 入 し 、 接 着 テ ー プ で バ ッ ク プ レ ー ト の 上 端 を
接 着 し た 各 々 幅 1cm x 厚 さ 1.5cmの 2個 の 平 行 に お い た ス ペ ー サ ー 間 に セ ッ ト し た 幅 2cm x 
厚 さ 1.5cmの ス ペ ー サ ー に よ っ て 形 成 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
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　 ミ ニ ゲ ル の 泳 動 ゲ ル 部 分 は 2cmの 深 さ の ア ガ ロ ー ス (0.36M Tris-HCl pH8.7/0.1% SDS中
の 1.45% ア ガ ロ ー ス )か ら な り 、 ア ガ ロ ー ス を 注 ぎ 入 れ 、 硬 化 さ せ た 。 ポ リ ア ク リ ル ア ミ
ド 分 離 用 ゲ ル (5.45% ア ク リ ル ア ミ ド / 0.13% ビ ス ア ク リ ル ア ミ ド /0.12M Tris-HCl pH6.8
/0.1% SDS)を そ の ア ガ ロ ー ス の 上 に 載 置 し た 。 分 離 用 ゲ ル が 重 合 し た 後 、 中 心 の ウ エ ル を
形 成 し て い る ス ペ ー サ ー を 除 去 す る と 、 高 さ 2cm、 幅 2cm、 お よ び 厚 さ 1.5mmの 大 き さ の ロ
ー デ ィ ン グ ウ エ ル が 残 さ れ た 。 次 い で そ の ミ ニ 濃 縮 ゲ ル を 小 さ な 電 気 泳 動 タ ン ク (BioRad,
 Hercules, CA)上 に 固 定 し 、 ロ ー デ ィ ン グ ス ロ ッ ト を SDSサ ン プ ル バ ッ フ ァ ー で 平 衡 化 し
た ゲ ル ス ポ ッ ト で 満 た し た 。 残 存 す る 容 積 は ブ ラ ン ク の ゲ ル 片 で 満 た し た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 ミ ニ ゲ ル を 100Vで 泳 動 さ せ る と 、 該 タ ン パ ク 質 が 組 み 合 わ せ た ゲ ル 片 か ら ア ク リ ル ア ミ
ド 中 に 溶 出 さ れ る 。 こ の 時 点 で 、 中 心 ス ペ ー サ ー を 、 染 料 の 先 端 が 2つ の 平 行 に お か れ た
幅 1cmの ス ペ ー サ ー を 通 り 過 ぎ る ま で 、 再 度 サ ン プ ル ウ エ ル に 挿 入 し た 。 そ の 場 所 で 中 心
ス ペ ー サ ー を 除 去 し 、 電 気 泳 動 を 染 料 の 先 端 が ア ガ ロ ー ス に 入 り ろ 紙 に 到 達 す る ま で 継 続
し た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 ア ガ ロ ー ス の 泳 動 ゲ ル を 取 り 外 し 、 新 鮮 な 50%メ タ ノ ー ル /10% 酢 酸 中 で 室 温 30分 間 振 盪
し て 固 定 し た 。 そ の ゲ ル を 0.05% ク ー マ シ ー ブ ル ー (50%メ タ ノ ー ル /10% 酢 酸 )で 5分 間 染
色 し 、 次 い で 5% メ タ ノ ー ル /7% 酢 酸 中 で 一 定 に 振 盪 し つ つ 2時 間 か け て 脱 色 し た 。 次 い で
タ ン パ ク 質 の バ ン ド を ア ガ ロ ー ス ゲ ル の 容 積 が 最 小 と な る よ う に 切 り 取 り 、 滅 菌 済 の 試 験
管 に 移 し 、 ト リ プ シ ン で 十 分 に 消 化 さ せ た 。 ト リ プ シ ン 消 化 し た 断 片 を 分 取 用 逆 相 C18 HP
LCに か け 、 種 々 の ペ プ チ ド を 含 ん だ 画 分 を 単 離 し た 。 種 々 の 画 分 中 の 断 片 の 配 列 は 自 動 配
列 分 析 機 を 用 い て 決 定 し た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
B.　 ペ プ チ ド 配 列 分 析 の 結 果
　 Caco-2細 胞 の NMP調 製 物 か ら 単 離 し た 特 定 の 単 離 CCポ リ ペ プ チ ド の ト リ プ シ ン 消 化 断 片
の N末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 は 表 5に 示 し 、 ヒ ト 結 腸 直 腸 癌 検 体 の NMP調 製 物 か ら 単 離 し た 特 定 の C
Cポ リ ペ プ チ ド の 配 列 は 表 6に 示 す 。
【 表 ５ 】
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【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 該 ア ミ ノ 酸 配 列 を 公 開 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 デ ー タ ベ ー ス に 対 し て 検 索 し て 既 知 の タ ン パ
ク 質 で な い か 調 べ た 。 CC1か ら 作 製 し た 断 片 の ア ミ ノ 酸 配 列 (配 列 番 号 9、 10、 お よ び 11)は
カ ル レ テ ィ キ ュ リ ン と い う タ ン パ ク 質 と 一 致 し て お り 、 一 方 、 配 列 番 号 12お よ び 13を 有 す
る CC1配 列 は カ ル レ テ ィ キ ュ リ ン の 前 駆 体 と 一 致 し て い た 。 カ ル レ テ ィ キ ュ リ ン は 重 要 な
多 機 能 性 の カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 で 、 平 滑 筋 の 筋 小 胞 体 お よ び 筋 肉 以 外 の 小 胞 体 (ER)
の 膜 中 に 見 出 さ れ る 主 要 な カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 で あ る 。 カ ル レ テ ィ キ ュ リ ン は 主 要
組 織 適 合 性 遺 伝 子 複 合 体 (MHC)ク ラ ス Iタ ン パ ク 質 の 新 た に 合 成 さ れ た 分 子 の 折 り 畳 み と ペ
プ チ ド の ロ ー デ ィ ン グ に お い て 免 疫 学 的 機 能 を 有 し て い る 。 完 全 な MHCク ラ ス I分 子 は 、 短
い ペ プ チ ド 断 片 と 結 合 し た α 鎖 の 3個 の ド メ イ ン と よ り 小 さ な β 2-ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン か ら
で き て い る 。 β 2-ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン が α 鎖 に ま ず 最 初 に 結 合 す る と 、 こ の 部 分 的 に 折 り た
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た ま れ た ヘ テ ロ ダ イ マ ー は カ ル レ テ ィ キ ュ リ ン を 含 ん で い る タ ン パ ク 質 の 複 合 体 と 結 合 す
る 。 カ ル レ テ ィ キ ュ リ ン と MHC分 子 と の 結 合 は 発 生 期 の N-結 合 型 オ リ ゴ サ ッ カ ラ イ ド の グ
ル コ ー ス ト リ ミ ン グ に よ っ て 調 節 さ れ る --MHCク ラ ス I分 子 の α 1ド メ イ ン 中 の オ リ ゴ サ ッ
カ ラ イ ド 部 分 お よ び α 3ド メ イ ン 内 の 残 基 は カ ル レ テ ィ キ ュ リ ン と の 結 合 (intersection)
に き わ め て 重 要 で あ る 。 ペ プ チ ド の ロ ー デ ィ ン グ と N-結 合 型 グ リ カ ン の 糖 の 除 去 後 、 カ ル
レ テ ィ キ ュ リ ン は そ の ヘ テ ロ ダ イ マ ー か ら 解 離 す る 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 結 腸 癌 NMP調 製 物 中 の カ ル レ テ ィ キ ュ リ ン の 同 定
結 腸 癌 中 の カ ル レ テ ィ キ ュ リ ン の 存 在 を NMP調 製 物 な ら び に 核 お よ び 細 胞 質 抽 出 物 を 用 い
て 評 価 し た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
A.　 方 法
　 核 お よ び 細 胞 質 抽 出 物 ： NE-PER核 お よ び 細 胞 質 抽 出 試 薬 (Pierce Chemical Co., Rockfo
rd, IL)を 、 核 お よ び 細 胞 質 抽 出 物 の 調 製 に 用 い た 。 そ の タ ン パ ク 質 濃 度 は 、 ウ シ 血 清 ア
ル ブ ミ ン を 標 準 品 と し て 用 い て ク ー マ シ ー ・ プ ラ ス ・ プ ロ テ イ ン ア ッ セ イ (Pierce Chemic
al Co., Rockford, IL)で 定 量 し た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 1次 元 イ ム ノ ブ ロ ッ ト ： 1次 元 イ ム ノ ブ ロ ッ ト 分 析 は 標 準 的 な 確 立 さ れ た プ ロ ト コ ー ル に
従 っ て 行 っ た 。 抽 出 し た NMPの 各 サ ン プ ル の 10μ gを PBS(リ ン 酸 塩 緩 衝 食 塩 水 )中 に 懸 濁 し
、 核 抽 出 試 薬 (NER)中 、 ま た は 細 胞 質 抽 出 試 薬 (CERII)中 に 懸 濁 し た 核 お よ び 細 胞 質 抽 出 物
を 12% SDS-PAGEで 分 離 し た 。 10μ Lの Rainbowマ ー カ ー (Amersham Life Sciences, Arlingt
on Heights, IL)も ロ ー ド し た 。 次 い で タ ン パ ク 質 を ポ リ ビ ニ リ デ ン ジ フ ル オ リ ド 膜 (Mill
ipore, Bedford, MA)に 転 写 し 、 そ の 膜 を 0.2% Tween 20を 加 え た PBSに 4% 脱 脂 粉 乳 を 入 れ
た 液 中 で 4℃ で 一 晩 ブ ロ ッ ク し た 。 次 い で そ の 膜 を PBSと 0.2%Tween20で 洗 っ た 後 、 1:2000
希 釈 の 抗 カ ル レ テ ィ キ ュ リ ン IgG(Research Diagnostics, NC, Flanders, NJ)お よ び 0.2% 
Tween 20を 加 え た PBSに 2% 脱 脂 粉 乳 を 入 れ た 液 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の 膜 を さ
ら に PBSと 0.2% Tween20で 洗 い 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ (Amersham Life Sciences, 
Arlington Heights, IL)を コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ た 1:5000希 釈 の ヤ ギ 抗 ウ サ ギ IgG(Amersham
 Life Sciences, Arlington Heights, IL)二 次 抗 体 中 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 各 タ
ン パ ク 質 抽 出 の 相 対 純 度 の 測 定 に は 、 そ の 膜 を 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル α -チ ュ ー ブ リ ン マ ウ ス
抗 体 (1:500)(細 胞 質 チ ュ ー ブ リ ン に 特 異 的 な も の )と 0.2% Tween 20を 加 え た PBS中 に 2% 脱
脂 粉 乳 を 入 れ た 液 で 、 プ ロ ー ブ し た 。 こ れ ら の 膜 を さ ら に PBSと 0.2% Tween 20で 洗 い 、 西
洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ た 1:5000希 釈 の ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG(Amersh
am Life Sciences, Arlington Heights, IL)中 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の 膜 を 再
度 PBSと 0.2% Tween 20で 洗 い 、 タ ン パ ク 質 を ECL イ ム ノ ブ ロ ッ ト キ ッ ト (Amersham Life S
ciences, Arlington Heights, IL)を 用 い て 化 学 発 光 反 応 で 検 出 し た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 2次 元 イ ム ノ ブ ロ ッ ト ： 2次 元 電 気 泳 動 を 行 っ た 後 、 ペ プ チ ド 配 列 分 析 の 結 果 カ ル レ テ ィ
キ ュ リ ン と 同 定 さ れ た ス ポ ッ ト が 位 置 す る ゲ ル 部 分 を 取 り 出 し 、 ポ リ ビ ニ リ デ ン ジ フ ル オ
リ ド 膜 (Millipore, Bedford, MA)に 転 写 し た 。 ゲ ル の こ の 部 分 は ゲ ル 全 体 の 替 わ り に 用 い
た が 、 そ れ は 大 き な ゲ ル を 用 い る と ブ ロ ッ テ ィ ン グ と プ ロ セ シ ン グ が 困 難 と な る た め で あ
る 。 そ の 後 、 上 述 と 同 じ 方 法 で 1次 元 イ ム ノ ブ ロ ッ ト を 行 っ た 後 、 0.2% Tween 20を 加 え た
PBSに 2% 脱 脂 粉 乳 を 入 れ た 液 中 に 1:2000の 希 釈 の 抗 カ ル レ テ ィ キ ュ リ ン IgG(Research Dia
gnostics, Inc., Flanders, NJ)と 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の 膜 を さ ら に PBSと 0.2% 
Tween 20で 洗 い 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ (Amersham Life Sciences, Arlington Hei
ghts, IL)を コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ た 1:5000希 釈 の ヤ ギ 抗 ウ サ ギ IgG(Amersham Life Science
s, Arlington Heights, IL)二 次 抗 体 中 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の 膜 を 再 度 PBSと 0
.2% Tween 20で 洗 い 、 タ ン パ ク 質 を ECL イ ム ノ ブ ロ ッ ト キ ッ ト (Amersham Life Sciences,
 Arlington Heights, IL)を 用 い て 化 学 発 光 反 応 で 検 出 し た 。
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【 ０ ０ ９ ０ 】
B.　 結 果
　 CC1の 2次 元 イ ム ノ ブ ロ ッ ト は 抗 カ ル レ テ ィ キ ュ リ ン 抗 体 を プ ロ ー ブ と し て 調 べ る と 陽 性
を 示 し た 。 結 腸 癌 組 織 、 正 常 隣 接 結 腸 組 織 お よ び 正 常 ド ナ ー 結 腸 組 織 の 細 胞 質 、 核 、 お よ
び 核 マ ト リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 画 分 の 1次 元 イ ム ノ ブ ロ ッ ト を カ ル レ テ ィ キ ュ リ ン お よ び α -
チ ュ ー ブ リ ン (細 胞 質 に あ る 51kDタ ン パ ク 質 )に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 を プ ロ ー ブ と し て 調 べ
た 。 チ ュ ー ブ リ ン は 核 お よ び 核 マ ト リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 画 分 に は 検 出 さ れ ず 、 こ の こ と は
、 こ れ ら の 画 分 に は 細 胞 質 物 質 の 夾 雑 は な い こ と を 示 し て い る 。 カ ル レ テ ィ キ ュ リ ン は ヒ
ト 結 腸 癌 組 織 、 隣 接 正 常 組 織 お よ び 正 常 ド ナ ー 組 織 の 3種 類 の 異 な る タ ン パ ク 質 画 分 の 全
て で 検 出 さ れ た (60kDバ ン ド 付 近 )。 こ れ ら の 結 果 は カ ル レ テ ィ キ ュ リ ン が 結 腸 癌 細 胞 の 核
タ ン パ ク 質 画 分 、 よ り 具 体 的 に は 核 マ ト リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 画 分 中 に 存 在 し 、 そ の 画 分 に
存 在 す る こ と は 細 胞 質 の カ ル レ テ ィ キ ュ リ ン の 夾 雑 に よ る も の で は な い こ と を 示 し て い る
。 1次 元 イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ で は 、 カ ル レ テ ィ キ ュ リ ン は 正 常 隣 接 結 腸 組 織 お よ び 正 常
ド ナ ー 結 腸 組 織 の NMP調 製 物 中 で は 、 よ り 検 出 が 少 な か っ た 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ ０ ９ １ 】
肝 臓 転 移 し た 結 腸 癌 細 胞 と 原 発 性 結 腸 癌 細 胞 の NMPの 特 徴 の 同 定
A.　 種 々 の 供 給 源 か ら 得 た NMP中 で の L1～ L5の 発 現
　 種 々 の NMP調 製 物 に つ い て 高 分 解 能 2次 元 （ 2D） ゲ ル 電 気 泳 動 を 行 い 、 臨 床 的 に 価 値 の あ
る 5種 類 の タ ン パ ク 質 (L1～ L5)を 同 定 し た (表 7)。 NMP L1～ L5は 、 肝 臓 に 転 移 し た 結 腸 癌 の
種 々 の も の の NMP調 製 物 に つ い て の 2Dゲ ル の 約 83%か ら 100%で 検 出 さ れ た 。 L1～ L5は 正 常 な
肝 細 胞 の NMP調 製 物 中 に は 検 出 さ れ な か っ た 。 L1、 L2、 お よ び L5の 3種 の タ ン パ ク 質 は 正 常
ド ナ ー 肝 臓 組 織 の NMP調 製 物 中 に は 検 出 さ れ ず 、 L3お よ び L4の 2種 の タ ン パ ク 質 は 、 正 常 ド
ナ ー 肝 臓 組 織 の NMP調 製 物 か ら 調 製 し た ゲ ル で は 結 腸 癌 の 肝 臓 転 移 の 組 織 の も の と 比 較 す
る と 検 出 の パ ー セ ン テ ー ジ は 低 か っ た 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 の う ち の 4種 (L1、 L2、 L4、 お
よ び L5)は 隣 接 正 常 肝 臓 組 織 サ ン プ ル 中 で は 40%未 満 に 検 出 さ れ (表 7)、 一 方 L3タ ン パ ク 質
は 隣 接 肝 臓 組 織 サ ン プ ル の 92%に 検 出 さ れ た (表 7)。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 L1、 L2、 L3、 お よ び L4の 4種 の タ ン パ ク 質 は ま た 、 原 発 性 結 腸 癌 細 胞 の NMP調 製 物 を 用 い
て 調 製 さ れ た ゲ ル の 60%以 上 で 検 出 さ れ た (表 7)。 他 方 、 L5タ ン パ ク 質 は 原 発 性 結 腸 癌 細 胞
の NMP調 製 物 を 用 い て 調 製 さ れ た ゲ ル の 20%で 検 出 さ れ た に す ぎ な か っ た (表 7)。 L3お よ び L
4タ ン パ ク 質 は 正 常 隣 接 結 腸 の NMP調 製 物 を 用 い て 調 製 し た ゲ ル で は 100%で 発 現 さ れ て お り
、 ド ナ ー 結 腸 組 織 で は そ れ ぞ れ 100%お よ び 75%に 発 現 さ れ て い た 。 L2タ ン パ ク 質 は 隣 接 正
常 結 腸 組 織 の 10%で 発 現 さ れ 、 一 方 L1は 隣 接 正 常 結 腸 で は 検 出 さ れ な か っ た が 、 ド ナ ー 結
腸 サ ン プ ル 4検 体 の う ち の 1つ で は 検 出 さ れ た (25%、 表 7)。 同 定 し た タ ン パ ク 質 の 電 気 泳 動
で 調 べ た 特 徴 を 表 7に 示 し て い る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 こ の よ う に 、 L1～ L5は 正 常 肝 臓 へ の 転 移 と 正 常 な 肝 細 胞 と で は そ の 発 現 に 差 が あ る 。 L1
と L2は こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 全 種 類 の う ち で 最 も 差 が 大 き く 、 そ の 相 違 は 結 腸 癌 の 肝 臓 転
移 対 隣 接 肝 臓 組 織 、 お よ び 原 発 性 結 腸 癌 対 隣 接 結 腸 組 織 の 双 方 で 認 め ら れ る 。 L3は 肝 臓 転
移 対 隣 接 肝 臓 組 織 、 ま た は 原 発 性 結 腸 癌 対 正 常 隣 接 結 腸 で 差 が 認 め ら れ る 。
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【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ４ 】
B.　 肝 臓 お よ び 結 腸 癌 組 織 な ら び に 細 胞 系 統 か ら 得 た NMPの 分 析
　 組 織 サ ン プ ル は 上 皮 細 胞 、 基 質 細 胞 、 免 疫 細 胞 、 お よ び そ の 他 の 細 胞 タ イ プ の 複 雑 な 混
合 物 で あ る 。 検 出 さ れ た 核 マ ト リ ッ ク ス の 変 化 が 実 際 に 悪 性 新 生 物 細 胞 中 で 起 こ っ て い た
変 化 を 示 し て い る の か を 調 べ る た め 、 ま た モ デ ル と な り う る も の を 同 定 す る た め に 、 2種
類 の ヒ ト 原 発 性 肝 癌 細 胞 系 統 の NMP組 成 を 調 べ た 。 純 粋 な 細 胞 系 統 か ら 得 た NMPフ ィ ン ガ ー
プ リ ン ト は 、 肝 臓 転 移 お よ び 結 腸 癌 検 体 の 3次 元 複 合 体 と 異 な る で あ ろ う と 予 想 さ れ る が
、 そ の NMPフ ィ ン ガ ー プ リ ン ト は 試 薬 を 作 製 す る た め の 道 具 、 ま た 単 一 の 細 胞 タ イ プ を 調
べ る た め の 道 具 と し て 役 立 つ 。 ヒ ト 肝 臓 癌 細 胞 系 統 Huh 7お よ び HepG 2、 な ら び に ヒ ト 結
腸 癌 細 胞 系 統 Coco-2お よ び SW480を 増 殖 さ せ 、 そ れ ら の NMPを 単 離 し た 。 次 い で こ れ ら の NM
Pを 分 離 し 、 上 述 の と お り 分 析 し た 。 HepG 2細 胞 系 統 で は 、 肝 臓 転 移 に 関 わ る タ ン パ ク 質
は 全 く 発 現 さ れ ず 、 Huh 7細 胞 系 統 は 肝 臓 転 移 に 関 わ る タ ン パ ク 質 の う ち の 1種 (L1)を 発 現
し た 。 Caco-2細 胞 系 統 は そ れ ら の タ ン パ ク 質 の う ち の 2種 (L3、 L2)を 発 現 し 、 SW480細 胞 系
統 は 1種 の タ ン パ ク 質 (L2)を 発 現 し た に す ぎ な い 。 こ れ ら の 細 胞 系 統 中 で 同 定 さ れ た タ ン
パ ク 質 の 電 気 泳 動 で 調 べ た 特 徴 は 表 8に 示 す 。
【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 こ れ ら の 研 究 か ら は 、 核 マ ト リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 が ヒ ト の 肝 臓 転 移 か ら 得 ら れ た NMP調
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製 物 中 に 一 様 に 存 在 す る が 、 正 常 な ド ナ ー 組 織 ま た は 単 離 し た 肝 細 胞 中 に は 容 易 に は 見 つ
か ら な い こ と を 示 し て い る 。 さ ら に 、 場 合 に よ っ て は 、 正 常 隣 接 肝 臓 組 織 に 、 肝 臓 転 移 に
認 め ら れ る も の と 類 似 の 核 マ ト リ ッ ク ス パ タ ー ン の 変 化 が み ら れ る 。 こ れ ら の 5種 類 の タ
ン パ ク 質 は 、 原 発 性 結 腸 癌 中 に も 程 度 は 様 々 な が ら 認 め ら れ た が 、 そ の 他 の タ イ プ の 癌 で
は 認 め ら れ な か っ た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 NMP抗 体 の 作 製 を 介 し て の こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 機 能 の 同 定 と 検 出 を 、 結 腸 癌 の 予 後 判
定 お よ び 転 移 の 早 期 発 見 の た め の 試 験 法 を 開 発 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 血 液 ま た
は 組 織 サ ン プ ル 中 の 特 定 の 核 マ ト リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 を 検 出 す る た め の 抗 体 を 作 製 し 、 こ
こ で 同 定 し た 個 々 の タ ン パ ク 質 の 検 出 と 組 み 合 わ せ を 含 む ア ッ セ イ 法 を 開 発 し う る 。 こ れ
ら の 抗 体 を 用 い た ア ッ セ イ 法 を 開 発 す れ ば 、 高 い 感 度 と 特 異 性 を 有 す る 腫 瘍 マ ー カ ー と し
て 用 い う る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 さ ら に 、 肝 臓 転 移 で の ユ ニ ー ク な NMPの 存 在 、 ま た は 癌 細 胞 中 で の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ
ョ ン は 、 転 移 の 発 症 に お け る NMPの 機 能 に 関 し て の 新 た な 情 報 を 提 供 し う る も の で あ り 、
抗 癌 治 療 法 の た め の 新 た な 標 的 を 提 供 し う る も の で あ る 。
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ ０ ９ ８ 】
2次 元 ゲ ル か ら の "L"タ ン パ ク 質 の 単 離 お よ び 配 列 分 析
　 Lタ ン パ ク 質 の 単 離 と 配 列 分 析 の 方 法 は 、 実 施 例 3に お い て CCタ ン パ ク 質 に つ い て 述 べ た
も の と 同 様 で あ る 。 結 腸 直 腸 癌 の 肝 臓 転 移 の NMP調 製 物 か ら 単 離 し た 特 定 の Lポ リ ペ プ チ ド
の ト リ プ シ ン 処 理 断 片 に つ い て N末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 分 析 し た も の を 表 9に 示 し て い る 。
【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ９ 】
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　 本 発 明 を 、 広 く 開 示 し 、 上 述 の 代 表 的 な 実 施 形 態 を 参 照 し て 説 明 し て き た 。 当 業 者 で あ
れ ば 、 本 発 明 の 思 想 お よ び 範 囲 か ら 逸 脱 す る こ と な く 様 々 な 変 形 を 行 い う る こ と は 理 解 さ
れ よ う 。
【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 16年 9月 24日 (2004.9.24)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 臨 床 症 状 の 指 標 と な る ア ナ ラ イ ト の 存 在 に つ い て 生 物 学 的 検 体 を 分 析 す る 方 法 で あ っ て
、 該 ア ナ ラ イ ト に 結 合 す る 抗 体 と 該 検 体 と を 接 触 さ せ る 工 程 、 該 検 体 中 の 該 抗 体 の 結 合 を
検 出 す る 工 程 、 及 び 該 検 出 さ れ た 結 合 を 該 臨 床 症 状 と 相 関 さ せ る 工 程 を 含 み 、
こ こ で 該 抗 体 が 、
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Asn-Leu-Pro-Gln-Glu(配 列 番 号 14)、
Thr-Glu-Pro-Glu-Leu-Gln-Asp-Lys-Ile-His-Gln(配 列 番 号 15)、
Thr-Asp-Ala-Pro-Ser-Phe-Ser-Asp-Ile-Pro-Asn-Leu(配 列 番 号 16)、
Xaa-Gln-Lys-Glu-Asp-Val-Pro-Ser-Glu(配 列 番 号 17)、 ま た は
Leu-Lys-Tyr-Glu-Asn-Glu-Val-Ala-Leu-Arg(配 列 番 号 23)
と 結 合 す る も の で あ り 、 な ら び に 該 検 出 さ れ る 結 合 が 細 胞 増 殖 性 疾 患 と 相 関 す る 、 上 記 方
法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 検 出 さ れ る 結 合 が 結 腸 の 細 胞 増 殖 性 疾 患 と 相 関 す る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 検 体 が 組 織 、 糞 便 ま た は 体 液 サ ン プ ル で あ る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 抗 体 が Asn-Leu-Pro-Gln-Glu(配 列 番 号 14)と 結 合 す る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 抗 体 が Thr-Glu-Pro-Glu-Leu-Gln-Asp-Lys-Ile-His-Gln(配 列 番 号 15)と 結 合 す る 請
求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 抗 体 が Thr-Asp-Ala-Pro-Ser-Phe-Ser-Asp-Ile-Pro-Asn-Leu(配 列 番 号 16)と 結 合 す
る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 抗 体 が Xaa-Gln-Lys-Glu-Asp-Val-Pro-Ser-Glu(配 列 番 号 17)と 結 合 す る 請 求 項 １ 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 抗 体 が Leu-Lys-Tyr-Glu-Asn-Glu-Val-Ala-Leu-Arg(配 列 番 号 23)と 結 合 す る 請 求 項
１ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 臨 床 症 状 の 指 標 と な る ア ナ ラ イ ト の 存 在 に つ い て 生 物 学 的 検 体 を 分 析 す る 方 法 で あ っ て
、 該 ア ナ ラ イ ト に 結 合 す る 抗 体 と 該 検 体 と を 接 触 さ せ る 工 程 、 該 検 体 中 の 該 抗 体 の 結 合 を
検 出 す る 工 程 、 及 び 該 検 出 さ れ た 結 合 を 該 臨 床 症 状 と 相 関 さ せ る 工 程 を 含 み 、
こ こ で 該 生 物 学 的 検 体 が 体 液 で あ り 、 該 抗 体 が
Thr-Glu-Pro-Glu-Leu-Gln-Asp-Lys-Ile-His-Gln(配 列 番 号 15)
と 結 合 し 、 な ら び に 該 検 出 さ れ る 結 合 が 結 腸 の 細 胞 増 殖 性 疾 患 と 相 関 す る 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 体 液 が 血 清 で あ る 請 求 項 ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 本 質 的 に Asn-Leu-Pro-Gln-Glu(配 列 番 号 14)か ら な る 合 成 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 本 質 的 に Thr-Glu-Pro-Glu-Leu-Gln-Asp-Lys-Ile-His-Gln(配 列 番 号 15)か ら な る 合 成 ペ
プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 本 質 的 に Thr-Asp-Ala-Pro-Ser-Phe-Ser-Asp-Ile-Pro-Asn-Leu(配 列 番 号 16)か ら な る 合
成 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 本 質 的 に Xaa-Gln-Lys-Glu-Asp-Val-Pro-Ser-Glu(配 列 番 号 17)か ら な る 合 成 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 本 質 的 に Leu-Lys-Tyr-Glu-Asn-Glu-Val-Ala-Leu-Arg(配 列 番 号 23)か ら な る 合 成 ペ プ チ
ド 。
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【 国 際 調 査 報 告 】
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