
(57)【要約】
本明細書においては、結腸直腸癌および胃癌の検出および診断を目的とした方法を記載す
る。 1つの態様において、その診断方法は、結腸癌細胞または胃癌細胞と正常細胞とを識
別する結腸癌関連遺伝子または胃癌関連遺伝子の発現レベルを決定することを含む。本発
明は、結腸癌の治療における有用な治療剤のスクリーニング方法、および結腸癌または胃
癌に対するワクチンを対象に接種する方法をさらに提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 以 下 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 実 質 的 に 純 粋 な ポ リ ペ プ チ ド ：
（ a） 配 列 番 号 ： 2、 4、 6、 8、 10、 お よ び 12の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド ；
（ b） 1個 以 上 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 、 欠 失 、 挿 入 、 お よ び /ま た は 付 加 さ れ た 配 列 番 号 ： 2、 4
、 6、 8、 10、 お よ び 12の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、 か つ 配 列 番 号 ： 2、 4、 6、 8、 10、 お よ び 12
の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質 と 同 等 な 生 物 学 的 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド ； な ら び
に
（ c） 配 列 番 号 ： 1、 3、 5、 7、 9、 お よ び 11の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ
て お り 、 か つ 配 列 番 号 ： 2、 4、 6、 8、 10、 お よ び 12の い ず れ か 1つ の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な
る ポ リ ペ プ チ ド と 同 等 な 生 物 学 的 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド ：
【 請 求 項 ２ 】
　 請 求 項 1記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ３ 】
　 請 求 項 2記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ４ 】
　 請 求 項 2記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 請 求 項 3記 載 の ベ ク タ ー を 保 有 す る 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ５ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 作 製 す る た め の 方 法 ：
（ a） 請 求 項 4記 載 の 宿 主 細 胞 を 培 養 す る 段 階 ；
（ b） 宿 主 細 胞 に ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る 段 階 ； お よ び
（ c） 発 現 し た ポ リ ペ プ チ ド を 収 集 す る 段 階 。
【 請 求 項 ６ 】
　 請 求 項 1記 載 の ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 抗 体 。
【 請 求 項 ７ 】
　 請 求 項 2記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 相 補 鎖 と 相 補 的 で あ り 、 か つ 少 な く と も 15
ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ８ 】
　 請 求 項 2記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 す る ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 低 分 子
干 渉 RNA。
【 請 求 項 ９ 】
　 配 列 番 号 ： 50の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 請 求 項 8記 載 の 配 列 番 号 ： 1の ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 す る ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 配 列 番 号 ： 54ま た は 56の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 請 求 項 8記 載 の 配 列 番 号 ： 3の ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 す る ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 配 列 番 号 ： 68の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 請 求 項 8記 載 の 配 列 番 号 ： 5の ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 す る ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 配 列 番 号 ： 58、 60、 62、 64、 ま た は 66か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含
む 、 請 求 項 8記 載 の 配 列 番 号 ： 7ま た は 9の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対
す る ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 配 列 番 号 ： 52の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 請 求 項 8記 載 の 配 列 番 号 ： 11の ヌ ク レ オ チ ド
配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 す る ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 標 的 配 列 が 配 列 番 号 ： 126の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 請 求 項 8記 載 の 配 列 番 号 ： 11の ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 す る 低 分 子 干 渉 RNA。
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【 請 求 項 １ ５ 】
　 標 的 配 列 が 配 列 番 号 ： 127の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 請 求 項 8記 載 の 配 列 番 号 ： 3の ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 す る 低 分 子 干 渉 RNA。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 標 的 配 列 が 配 列 番 号 ： 128ま た は 129の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 請 求 項 8記 載 の 配 列 番
号 ： 5の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 す る 低 分 子 干 渉 RNA。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 患 者 に 由 来 す る 生 物 学 的 試 料 に お け る CGX1～ 7か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 結 腸 癌 関 連 遺
伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 決 定 す る 段 階 を 含 み 、 該 遺 伝 子 の 正 常 対 照 レ ベ ル と の 比 較 に お け る 該
レ ベ ル の 上 昇 が 、 対 象 が 結 腸 癌 に 罹 患 し て い る ま た は 結 腸 癌 を 発 症 す る リ ス ク を 有 し て い
る こ と の 指 標 と な る 、 対 象 に お け る 結 腸 癌 ま た は 結 腸 癌 の 発 症 の 素 因 を 診 断 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 上 昇 が 、 正 常 対 照 レ ベ ル よ り 少 な く と も 10％ 大 き い 、 請 求 項 17記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 複 数 の 結 腸 癌 関 連 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 決 定 す る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 17記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 発 現 レ ベ ル が 、 以 下 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 方 法 の い ず れ か 1つ に よ り 決 定 さ れ る 、
請 求 項 17記 載 の 方 法 ：
（ a） 結 腸 癌 関 連 遺 伝 子 の mRNAの 検 出 ；
（ b） 結 腸 癌 関 連 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 検 出 ； お よ び
（ c） 結 腸 癌 関 連 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 生 物 学 的 活 性 の 検 出 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 発 現 レ ベ ル が 、 患 者 に 由 来 す る 生 物 学 的 試 料 の 遺 伝 子 転 写 物 と 結 腸 癌 関 連 遺 伝 子 プ ロ ー
ブ と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 検 出 す る 段 階 に よ り 決 定 さ れ る 、 請 求 項 17記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 段 階 が DNAア レ イ 上 で 実 施 さ れ る 、 請 求 項 21記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 生 物 学 的 試 料 が 粘 膜 細 胞 を 含 む 、 請 求 項 17記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 生 物 学 的 試 料 が 腫 瘍 細 胞 を 含 む 、 請 求 項 17記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 生 物 学 的 試 料 が 結 腸 癌 細 胞 を 含 む 、 請 求 項 17記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 CGX1～ 7か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 2個 以 上 の 遺 伝 子 の 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン を 含 む 、 結 腸
癌 参 照 発 現 プ ロ フ ァ イ ル 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 結 腸 癌 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 ：
（ a） CGX1～ 7か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド と 被 験 化
合 物 を 接 触 さ せ る 段 階 ；
（ b） ポ リ ペ プ チ ド と 被 験 化 合 物 と の 結 合 活 性 を 検 出 す る 段 階 ； お よ び
（ c） ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 化 合 物 を 選 択 す る 段 階 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 結 腸 癌 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 ：
（ a） CGX1～ 7か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 1個 以 上 の マ ー カ ー 遺 伝 子 を 発 現 し て い る 細 胞 と
候 補 化 合 物 を 接 触 さ せ る 段 階 ； お よ び
（ b） CGX1～ 7か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 1個 以 上 の マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 低 下 さ
せ る 化 合 物 を 選 択 す る 段 階 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 被 験 細 胞 が 結 腸 癌 細 胞 を 含 む 、 請 求 項 28記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ３ ０ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 結 腸 癌 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 ：
（ a） CGX1～ 7か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド と 被 験 化
合 物 を 接 触 さ せ る 段 階 ；
（ b） 段 階 （ a） の ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 を 検 出 す る 段 階 ； お よ び
（ c） 被 験 化 合 物 の 非 存 在 下 で 検 出 さ れ た 生 物 学 的 活 性 と 比 較 し て 、 CGX1～ 7か ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 を 抑 制 す る 化 合 物 を
選 択 す る 段 階 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 結 腸 癌 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 ：
（ a） CGX1～ 7か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 1個 以 上 の マ ー カ ー 遺 伝 子 の 転 写 制 御 領 域 お よ び
そ の 転 写 制 御 領 域 の 調 節 下 で 発 現 さ れ る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 含 む ベ ク タ ー を 導 入 し た 細 胞
と 、 候 補 化 合 物 を 接 触 さ せ る 段 階
（ b） 該 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 活 性 を 測 定 す る 段 階 ； な ら び に
（ c） 対 照 と 比 較 し て 該 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 低 下 さ せ る 化 合 物 を 選 択 す る 段
階 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 結 腸 癌 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 ：
（ a） 被 験 化 合 物 の 存 在 下 、 ARHCL1に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を ザ イ キ シ ン と 接
触 さ せ る 段 階 ；
（ b） ポ リ ペ プ チ ド と ザ イ キ シ ン と の 結 合 を 検 出 す る 段 階 ； お よ び
（ c） ポ リ ペ プ チ ド と ザ イ キ シ ン と の 結 合 を 阻 害 す る 被 験 化 合 物 を 選 択 す る 段 階 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 結 腸 癌 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 ：
（ a） 被 験 化 合 物 の 存 在 下 、 NFXL1に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を MGC10334ま た は CE
NPC1と 接 触 さ せ る 段 階 ；
（ b） ポ リ ペ プ チ ド と MGC10334ま た は CENPC1と の 結 合 を 検 出 す る 段 階 ； お よ び
（ c） ポ リ ペ プ チ ド と MGC10334ま た は CENPC1と の 結 合 を 阻 害 す る 被 験 化 合 物 を 選 択 す る 段
階 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 結 腸 癌 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 ：
（ a） 被 験 化 合 物 の 存 在 下 、 C20orf20に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を BRD8と 接 触 さ
せ る 段 階 ；
（ b） ポ リ ペ プ チ ド と BRD8と の 結 合 を 検 出 す る 段 階 ； お よ び
（ c） ポ リ ペ プ チ ド と BRD8と の 結 合 を 阻 害 す る 被 験 化 合 物 を 選 択 す る 段 階 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 結 腸 癌 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 ：
（ a） 被 験 化 合 物 の 存 在 下 、 CCPUCC1に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を nCLUと 接 触 さ せ
る 段 階 ；
（ b） ポ リ ペ プ チ ド と nCLUと の 結 合 を 検 出 す る 段 階 ； お よ び
（ c） ポ リ ペ プ チ ド と nCLUと の 結 合 を 阻 害 す る 被 験 化 合 物 を 選 択 す る 段 階 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 CGX1～ 7か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 1個 以 上 の 核 酸 配 列 と 結 合 す る 検 出 試 薬 を 含 む キ ッ ト
。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 CGX1～ 7か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 核 酸 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る 1個 以 上 の ポ リ ペ プ チ
ド と 結 合 す る 検 出 試 薬 を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 CGX1～ 7か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 2個 以 上 の 核 酸 配 列 と 結 合 す る 核 酸 を 含 む ア レ イ 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
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　 CGX1～ 7か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 す る ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド ま た は 低 分 子 干 渉 RNAの 薬 学 的 有 効 量 を 投 与 す る 段 階 を 含 む 、 結 腸 癌 を 治 療 す る た
め の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 、 配 列 番 号 ： 50、 52、 54、 56、 58
、 60、 62、 64、 66、 68、 70、 72、 74、 76の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、
請 求 項 39記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 低 分 子 干 渉 RNAの 標 的 配 列 が 、 配 列 番 号 ： 126～ 129の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 請 求 項 3
9記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 CGX1～ 7か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 と 結 合 す る 抗
体 ま た は そ の 断 片 の 薬 学 的 有 効 量 を 対 象 へ 投 与 す る 段 階 を 含 む 、 対 象 に お け る 結 腸 癌 を 治
療 ま た は 予 防 す る た め の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 CGX1～ 7か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド も し く は 該
ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 学 的 活 性 断 片 ま た は そ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
を 含 む ワ ク チ ン の 薬 学 的 有 効 量 を 対 象 へ 投 与 す る 段 階 を 含 む 、 対 象 に お け る 結 腸 癌 を 治 療
ま た は 予 防 す る た め の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 CGX1～ 7か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ
ド を 抗 原 提 示 細 胞 と 接 触 さ せ る 段 階 、 ま た は ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
も し く は そ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ベ ク タ ー を 抗 原 提 示 細 胞 に 導 入 す る 段 階 を 含 む 、 抗
腫 瘍 免 疫 を 誘 導 す る た め の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 抗 原 提 示 細 胞 を 対 象 へ 投 与 す る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 44記 載 の 抗 腫 瘍 免 疫 を 誘 導 す
る た め の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 請 求 項 27～ 35の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 に よ っ て 得 ら れ た 化 合 物 の 薬 学 的 有 効 量 を 投 与
す る 段 階 を 含 む 、 対 象 に お け る 結 腸 癌 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 CGX1～ 7か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 す る ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド ま た は 低 分 子 干 渉 RNAの 薬 学 的 有 効 量 を 含 む 、 結 腸 癌 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の
組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 CGX1～ 7か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 と 結 合 す る 抗
体 ま た は そ の 断 片 の 薬 学 的 有 効 量 を 含 む 、 結 腸 癌 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 CGX1～ 7か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド も し く は 該
ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 学 的 活 性 断 片 ま た は そ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
の 薬 学 的 有 効 量 を 含 む 、 結 腸 癌 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 活 性 成 分 と し て 請 求 項 27～ 35の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 に よ っ て 選 択 さ れ た 化 合 物 の 薬
学 的 有 効 量 と 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と を 含 む 、 結 腸 癌 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 組
成 物 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 患 者 に 由 来 す る 生 物 学 的 試 料 に お け る 胃 癌 関 連 遺 伝 子 CGX8の 発 現 レ ベ ル を 決 定 す る 段 階
を 含 み 、 該 遺 伝 子 の 正 常 対 照 レ ベ ル と の 比 較 に お け る 該 レ ベ ル の 上 昇 が 、 対 象 が 胃 癌 に 罹
患 し て い る ま た は 胃 癌 を 発 症 す る リ ス ク を 有 し て い る こ と の 指 標 と な る 、 対 象 に お け る 胃
癌 ま た は 胃 癌 の 発 症 の 素 因 を 診 断 す る 方 法 。
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【 請 求 項 ５ ２ 】
　 上 昇 が 、 正 常 対 照 レ ベ ル よ り 少 な く と も 10％ 大 き い 、 請 求 項 51記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 発 現 レ ベ ル が 、 以 下 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 方 法 の い ず れ か 1つ に よ り 決 定 さ れ る 、
請 求 項 51記 載 の 方 法 ：
（ a） 胃 癌 関 連 遺 伝 子 CGX8の mRNAの 検 出 ；
（ b） 胃 癌 関 連 遺 伝 子 CGX8に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 検 出 ； お よ び
（ c） 胃 癌 関 連 遺 伝 子 CGX8に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 生 物 学 的 活 性 の 検 出 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 発 現 レ ベ ル が 、 患 者 に 由 来 す る 生 物 学 的 試 料 の 遺 伝 子 転 写 物 と 胃 癌 関 連 遺 伝 子 CGX8プ ロ
ー ブ と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 検 出 す る 段 階 に よ り 決 定 さ れ る 、 請 求 項 51記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 段 階 が DNAア レ イ 上 で 実 施 さ れ る 、 請 求 項 54記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 生 物 学 的 試 料 が 粘 膜 細 胞 を 含 む 、 請 求 項 51記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 生 物 学 的 試 料 が 腫 瘍 細 胞 を 含 む 、 請 求 項 51記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 生 物 学 的 試 料 が 胃 癌 細 胞 を 含 む 、 請 求 項 51記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 胃 癌 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 ：
（ a） CGX8に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド と 被 験 化 合 物 を 接 触 さ せ る 段 階 ；
（ b） ポ リ ペ プ チ ド と 被 験 化 合 物 と の 結 合 活 性 を 検 出 す る 段 階 ； お よ び
（ c） ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 化 合 物 を 選 択 す る 段 階 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 胃 癌 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 ：
（ a） CGX8を 発 現 し て い る 細 胞 と 候 補 化 合 物 を 接 触 さ せ る 段 階 ； お よ び
（ b） CGX8の 発 現 レ ベ ル を 低 下 さ せ る 化 合 物 を 選 択 す る 段 階 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 被 験 細 胞 が 胃 癌 細 胞 を 含 む 、 請 求 項 60記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 胃 癌 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 ：
（ a） CGX8に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド と 被 験 化 合 物 を 接 触 さ せ る 段 階 ；
（ b） 段 階 （ a） の ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 を 検 出 す る 段 階 ； お よ び
（ c） 被 験 化 合 物 の 非 存 在 下 で 検 出 さ れ た 生 物 学 的 活 性 と 比 較 し て 、 CGX8に よ っ て コ ー ド
さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 を 抑 制 す る 化 合 物 を 選 択 す る 段 階 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 胃 癌 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 ：
（ a） CGX8の 転 写 制 御 領 域 お よ び そ の 転 写 制 御 領 域 の 調 節 下 で 発 現 さ れ る レ ポ ー タ ー 遺 伝
子 を 含 む ベ ク タ ー を 導 入 し た 細 胞 と 、 候 補 化 合 物 を 接 触 さ せ る 段 階 ；
（ b） 該 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 活 性 を 測 定 す る 段 階 ； な ら び に
（ c） 対 照 と 比 較 し て 該 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 低 下 さ せ る 化 合 物 を 選 択 す る 段
階 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 CGX8の 核 酸 配 列 と 結 合 す る 検 出 試 薬 を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 CGX8に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 検 出 試 薬 を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 CGX8の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 す る ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 低 分 子 干 渉 RNA
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の 薬 学 的 有 効 量 を 投 与 す る 段 階 を 含 む 、 胃 癌 を 治 療 す る た め の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 配 列 番 号 ： 79の ヌ ク レ オ チ ド 配 列
で あ る 、 請 求 項 66記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 CGX8に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 と 結 合 す る 抗 体 ま た は そ の 断 片 の 薬 学 的 有 効 量 を
対 象 へ 投 与 す る 段 階 を 含 む 、 対 象 に お け る 胃 癌 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 CGX8に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド も し く は 該 ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 学 的 活 性 断 片 ま
た は そ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ワ ク チ ン の 薬 学 的 有 効 量 を 対
象 へ 投 与 す る 段 階 を 含 む 、 対 象 に お け る 胃 癌 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 CGX8に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 抗 原 提 示 細 胞 と 接 触 さ せ る 段 階 、 ま た は ポ リ
ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド も し く は そ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ベ ク タ ー を
抗 原 提 示 細 胞 に 導 入 す る 段 階 を 含 む 、 抗 腫 瘍 免 疫 を 誘 導 す る た め の 方 法 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 抗 原 提 示 細 胞 を 対 象 へ 投 与 す る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 70記 載 の 抗 腫 瘍 免 疫 を 誘 導 す
る た め の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 請 求 項 59～ 63の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 に よ っ て 得 ら れ た 化 合 物 の 薬 学 的 有 効 量 を 投 与
す る 段 階 を 含 む 、 対 象 に お け る 胃 癌 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 CGX8の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 す る ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 低 分 子 干 渉 RNA
の 薬 学 的 有 効 量 を 含 む 、 胃 癌 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 CGX8に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 と 結 合 す る 抗 体 ま た は そ の 断 片 の 薬 学 的 有 効 量 を
含 む 、 胃 癌 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 CGX8に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド も し く は 該 ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 学 的 活 性 断 片 ま
た は そ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 薬 学 的 有 効 量 を 含 む 、 胃 癌 を 治 療
ま た は 予 防 す る た め の 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 活 性 成 分 と し て 請 求 項 59～ 63の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 に よ っ て 選 択 さ れ た 化 合 物 の 薬
学 的 有 効 量 と 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と を 含 む 、 胃 癌 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 組 成
物 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 出 願 は 、 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 2002年 8月 30日 出 願 の 米 国 特 許 出 願 第
第 60/407,338号 に 関 連 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
発 明 の 分 野
　 本 発 明 は 、 結 腸 癌 お よ び 胃 癌 の 診 断 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
背 景 技 術
　 結 腸 直 腸 癌 お よ び 胃 癌 は 世 界 的 に 癌 に よ る 死 亡 の 主 な 原 因 で あ る 。 診 断 お よ び 治 療 の 戦
略 の 最 近 の 進 歩 に も か か わ ら ず 、 進 行 癌 の 患 者 の 予 後 は 依 然 と し て 極 め て 悪 い 。 腫 瘍 抑 制
遺 伝 子 お よ び /ま た は 癌 遺 伝 子 の 変 化 が 発 癌 に 関 与 す る こ と が 分 子 的 な 研 究 に よ っ て 明 ら
か に な っ て き た が 、 そ の 厳 密 な 機 序 は 完 全 に 明 ら か と は な っ て い な い 。
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【 ０ ０ ０ ４ 】
　 cDNAマ イ ク ロ ア レ イ 技 術 に よ り 、 正 常 細 胞 お よ び 悪 性 細 胞 に お け る 遺 伝 子 発 現 の 包 括 的
プ ロ フ ァ イ ル を 得 る こ と 、 な ら び に 悪 性 細 胞 お よ び 対 応 す る 正 常 細 胞 に お け る 遺 伝 子 発 現
を 比 較 す る こ と が 可 能 に な っ た （ Okabeら 、 Cancer Res 61： 2129-37 (2001)； Kitaharaら
、 Cancer Res 61： 3544-9 (2001)； Linら 、 Oncogene 21： 4120-8 (2002)； Hasegawaら 、 C
ancer Res 62： 7012-7 (2002)） 。 こ の ア プ ロ ー チ は 癌 細 胞 の 複 雑 な 性 質 を 明 ら か に す る
こ と を 可 能 に し 、 発 癌 の 機 序 を 解 明 す る 一 助 と な る 。 腫 瘍 に お い て 脱 制 御 さ れ る 遺 伝 子 の
同 定 は 、 個 々 の 癌 の よ り 正 確 で 間 違 い の な い 診 断 、 お よ び 新 規 な 治 療 標 的 の 開 発 に つ な が
る 可 能 性 が あ る （ Bienzお よ び Clevers、 Cell 103： 311-20 (2000)） 。 腫 瘍 の 基 礎 を な す
機 序 を 全 ゲ ノ ム 的 な 観 点 か ら 解 明 す る た め 、 な ら び に 診 断 お よ び 新 規 治 療 薬 の 開 発 の た め
の 標 的 分 子 を 探 索 す る た め に 、 本 発 明 者 ら は 、 23040種 の 遺 伝 子 を 含 む cDNAマ イ ク ロ ア レ
イ を 用 い て 腫 瘍 細 胞 の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 分 析 し て き た （ Okabeら 、 Cancer Res 61： 2129
-37 (2001)； Kitaharaら 、 Cancer Res 61： 3544-9 (2001)； Linら 、 Oncogene 21： 4120-8
 (2002)； Hasegawaら 、 Cancer Res 62： 7012-7 (2002)） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 発 癌 の 機 序 を 明 ら か に す る 目 的 で 設 計 さ れ た 研 究 に よ り 、 抗 腫 瘍 薬 の 分 子 標 的 を 同 定 す
る こ と は 既 に 容 易 で あ る 。 例 え ば 、 Ras（ そ の 活 性 化 は 翻 訳 後 フ ァ ル ネ シ ル 化 に 依 存 す る
） が 関 係 す る 増 殖 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 を 阻 害 す る た め に 当 初 開 発 さ れ た フ ァ ル ネ シ ル ト ラ ン
ス フ ェ ラ ー ゼ 阻 害 剤 （ FTI） は 、 動 物 モ デ ル に お け る Ras依 存 性 腫 瘍 の 治 療 に 有 効 で あ っ た
（ Heら 、 Cell 99： 335-45 (1999)） 。 抗 癌 薬 と 抗 HER2モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ト ラ ス ツ ズ マ ブ
（ trastuzumab） を 併 用 し た ヒ ト に 対 す る 臨 床 試 験 が プ ロ ト 癌 遺 伝 子 受 容 体 HER2/neuの 拮
抗 を 目 的 と し て 実 施 さ れ て お り 、 乳 癌 患 者 の 臨 床 効 果 お よ び 全 般 的 な 生 存 率 の 改 善 が 達 成
さ れ て い る （ Linら 、 Cancer Res 61： 6345-9 (2001)） 。 bcr-abl融 合 タ ン パ ク 質 を 選 択 的
に 不 活 性 化 す る チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 STI-571は 、 bcr-ablチ ロ シ ン キ ナ ー ゼ の 構 成 的 活
性 化 が 白 血 球 の ト ラ ン ス フ ォ ー メ ー シ ョ ン に 決 定 的 な 役 割 を 果 た す 、 慢 性 骨 髄 性 白 血 病 の
治 療 を 目 的 と し て 開 発 さ れ た 。 こ れ ら の 種 類 の 薬 剤 は 、 特 定 の 遺 伝 子 産 物 の 発 癌 活 性 を 抑
制 す る 目 的 で 設 計 さ れ て い る （ Fujitaら 、 Cancer Res 61： 7722-6 (2001)） 。 こ の た め 、
癌 細 胞 で 高 頻 度 に 上 方 制 御 さ れ る 遺 伝 子 産 物 は 、 新 規 抗 癌 薬 を 開 発 す る た め の 標 的 候 補 と
し て 役 立 つ 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 CD8+細 胞 障 害 性 Tリ ン パ 球 （ CTL） は 、 MHCク ラ ス I分 子 上 に 提 示 さ れ た 腫 瘍 関 連 抗 原 （ TA
A） に 由 来 す る エ ピ ト ー プ ペ プ チ ド を 認 識 し て 、 腫 瘍 細 胞 を 溶 解 す る こ と が 示 さ れ て い る
。 TAAの 最 初 の 例 と し て MAGEフ ァ ミ リ ー が 発 見 さ れ て 以 来 、 他 の 多 く の TAAが 免 疫 学 的 ア プ
ロ ー チ を 用 い て 発 見 さ れ て い る （ Boon、 Int J Cancer 54： 177-80 (1993)； Boonお よ び va
n der Bruggen、 J Exp Med 183： 725-9 (1996)； van der Bruggenら 、 Science 254： 1643
-7 (1991)； Brichardら 、 J Exp Med 178： 489-95 (1993)； Kawakamiら 、 J Exp Med 180：
347-52 (1994)） 。 発 見 さ れ た TAAの い く つ か は 現 在 、 免 疫 療 法 の 標 的 と し て 臨 床 開 発 の 段
階 に あ る 。 こ れ ま で に 発 見 さ れ た TAAに は 、 MAGE（ van der Bruggenら 、 Science 254： 164
3-7 (1991)） 、 gp100（ Kawakamiら 、 J Exp Med 180： 347-52 (1994)） 、 SART（ Shichijo
ら 、 J Exp Med 187： 277-88 (1998)） お よ び NY-ESO-1（ Chenら 、 Proc Natl Acad Sci USA
 94： 1914-8 (1997)） が 含 ま れ る 。 一 方 、 腫 瘍 細 胞 に お い て 特 異 的 に 過 剰 発 現 さ れ る こ と
が 示 さ れ た 遺 伝 子 産 物 は 、 細 胞 性 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 標 的 と し て 認 識 さ れ る こ と が 示 さ れ
て い る 。 こ の よ う な 遺 伝 子 産 物 に は 、 p53（ Umanoら 、 Brit J Cancer 84： 1052-7 (2001)
） 、 HER2/neu（ Tanakaら 、 Brit J Cancer 84： 94-9 (2001)） 、 CEA（ Nukayaら 、 Int J Ca
ncer 80： 92-7 (1999)） な ど が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 TAAに 関 す る 基 礎 研 究 お よ び 臨 床 研 究 の 著 し い 進 歩 に も か か わ ら ず （ Rosenbegら 、 Natur
e Med 4： 321-7 (1998)； Mukherjiら 、 Proc Natl Acad Sci USA 92： 8078-82 (1995)； Hu
ら 、 Cancer Res 56： 2479-83 (1996)） 、 結 腸 直 腸 癌 を 含 む 腺 癌 の 治 療 の た め の 候 補 と な
る TAAの 数 は 非 常 に 限 ら れ て い る 。 癌 細 胞 で 大 量 に 発 現 さ れ る と 同 時 に そ の 発 現 が 癌 細 胞
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に 限 定 さ れ る TAAは 、 免 疫 治 療 の 標 的 と し て 有 望 な 候 補 に な る と 考 え ら れ る 。 さ ら に 、 強
力 か つ 特 異 的 な 抗 腫 瘍 免 疫 応 答 を 誘 発 す る 新 た な TAAの 同 定 は 、 様 々 な 種 類 の 癌 に お け る
ペ プ チ ド ワ ク チ ン 接 種 の 臨 床 使 用 を 促 す と 考 え ら れ る （ Boonお よ び can der Bruggen、 J E
xp Med 183： 725-9 (1996)； van der Bruggenら 、 Science 254： 1643-7 (1991)； Brichar
dら 、 J Exp Med 178： 489-95 (1993)； Kawakamiら 、 J Exp Med 180： 347-52 (1994)； Shi
chijoら 、 J Exp Med 187： 277-88 (1998)； Chenら 、 Proc Natl Acad Sci USA 94： 1914-8
 (1997)； Harris、 J Natl Cancer Inst 88： 1442-5 (1996)； Butterfieldら 、 Cancer Res
 59： 3134-42 (1999)； Vissersら 、 Cancer Res 59： 5554-9 (1999)； van der Burgら 、 J 
Immunol 156： 3308-14 (1996)； Tanakaら 、 Cancer Res 57： 4465-8 (1997)； Fujieら 、 In
t J Cancer 80： 169-72 (1999)； Kikuchiら 、 Int J Cancer 81： 459-66 (1999)； Oisoら
、 Int J Cancer 81： 387-94 (1999)） 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 あ る 一 定 の 健 常 ド ナ ー 由 来 の 末 梢 血 単 核 細 胞 （ PBMC） が ペ プ チ ド 刺 激 を 受 け る と 、 ペ プ
チ ド に 反 応 し て 著 し い レ ベ ル の IFN-γ を 産 生 す る が 、 5 1 Cr放 出 ア ッ セ イ で HLA-A24ま た は H
LA-A0201拘 束 的 な 様 式 で 腫 瘍 細 胞 に 対 し て 細 胞 障 害 性 を 及 ぼ す こ と は ほ と ん ど な い と 繰 り
返 し 報 告 さ れ て い る （ Kawanoら 、 Cance Res 60： 3550-8 (2000)； Nishizakaら 、 Cancer R
es 60： 4830-7 (2000)； Tamuraら 、 Jpn J Cancer Res 92： 762-7 (2001)） 。 し か し 、 HLA
-A24お よ び HLA-A0201は ど ち ら も 日 本 人 に 多 い HLAア レ ル で あ り 、 白 人 で も 同 様 で あ る （ Da
teら 、 Tissue Antigens 47： 93-101 (1996)； Kondoら 、 J Immunol 155： 4307-12 (1995)
； Kuboら 、 J Immunol 152： 3913-24 (1994)； Imanishiら 、 Proceeding of the eleventh 
International Hictocompatibility Workshop and Conference Oxford University Press
、 Oxford、 1065 (1992)； Williamsら 、 Tissue Antigens 49： 129 (1997)） 。 こ の た め 、
こ れ ら の HLAに よ っ て 提 示 さ れ る 癌 の 抗 原 ペ プ チ ド は 、 日 本 人 お よ び 白 人 の 癌 の 治 療 に 特
に 有 用 な 可 能 性 が あ る 。 さ ら に 、 イ ン ビ ト ロ で の 低 親 和 性 CTLの 誘 導 は 通 常 、 ペ プ チ ド を
高 濃 度 で 用 い て 、 抗 原 提 示 細 胞 （ APC） の 表 面 に 、 こ れ ら の CTLを 効 果 的 に 活 性 化 す る と 考
え ら れ る 特 異 的 ペ プ チ ド /MHC複 合 体 を 高 レ ベ ル に 生 じ さ せ る こ と に よ っ て 起 こ る こ と が 知
ら れ て い る （ Alexander-Millerら 、 Proc Natl Acad Sci USA 93： 4102-7 (1996)） 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
発 明 の 概 要
　 本 発 明 は 、 遺 伝 子 の 発 現 パ タ ー ン が 、 癌 性 状 態 、 例 え ば 、 結 腸 癌 ま た は 胃 癌 と 相 関 し て
い る と い う こ と の 発 見 に 基 づ い て い る 。 本 明 細 書 に お い て 、 結 腸 癌 ま た は 胃 癌 に お い て 差
次 的 に 発 現 さ れ る 遺 伝 子 は 、 「 CGX核 酸 」 ま た は 「 CGXポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 と 集 合 的 に 呼 ば
れ 、 対 応 す る コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド は 、 「 CGXポ リ ペ プ チ ド 」 ま た は 「 CGXタ ン パ ク 質
」 と 呼 ば れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 患 者 に 由 来 す る 生 物 学 的 試 料 、 例 え ば 組 織 試 料 に お け る 結 腸 癌 関 連
遺 伝 子 ま た は 胃 癌 関 連 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 決 定 す る こ と に よ っ て 、 対 象 に お け る 結 腸 癌
も し く は 胃 癌 を 診 断 す る 、 ま た は そ の 素 因 を 決 定 す る 方 法 を 特 色 と す る 。 結 腸 癌 関 連 遺 伝
子 ま た は 胃 癌 関 連 遺 伝 子 と は 、 正 常 細 胞 （ ま た は 非 結 腸 癌 細 胞 も し く は 非 胃 癌 細 胞 ） と 比
較 し て 結 腸 癌 細 胞 ま た は 胃 癌 細 胞 に お い て 発 現 レ ベ ル が 異 な る こ と を 特 徴 と す る 遺 伝 子 を
意 味 す る 。 結 腸 癌 関 連 遺 伝 子 ま た は 胃 癌 関 連 遺 伝 子 に は 、 例 え ば 、 CGX1～ 8が 含 ま れ る 。
遺 伝 子 の 正 常 対 照 レ ベ ル と の 比 較 に お け る 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル の 変 化 、 例 え ば 、 上 昇 ま た
は 低 下 は 、 対 象 が 結 腸 癌 も し く は 胃 癌 に 罹 患 し て い る こ と 、 ま た は 結 腸 癌 も し く は 胃 癌 を
発 症 す る リ ス ク を 有 し て い る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 正 常 対 照 レ ベ ル と は 、 正 常 で 健 康 な 個 体 、 ま た は 結 腸 癌 も し く は 胃 癌 に 罹 患 し て い な い
こ と が 既 知 の 個 体 集 団 に お い て 検 出 さ れ る 遺 伝 子 発 現 の レ ベ ル を 意 味 す る 。 対 照 レ ベ ル は
、 単 一 の 参 照 集 団 ま た は 複 数 の 発 現 パ タ ー ン に 由 来 す る 単 一 の 発 現 パ タ ー ン で あ る 。 例 え
ば 、 対 照 レ ベ ル は 、 以 前 に 試 験 さ れ た 細 胞 か ら の 発 現 パ タ ー ン の デ ー タ ベ ー ス で あ っ て も
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よ い 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 正 常 対 照 レ ベ ル と の 比 較 に お け る 、 被 験 試 料 で 検 出 さ れ た CGX1～ 8の レ ベ ル の 上 昇 は 、
（ そ の 試 料 が 得 ら れ た ） 対 象 が 、 結 腸 癌 も し く は 胃 癌 に 罹 患 し て い る こ と 、 ま た は 結 腸 癌
も し く は 胃 癌 を 発 症 す る リ ス ク を 有 し て い る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 ま た は 、 試 料 に お け る 結 腸 癌 関 連 遺 伝 子 ま た は 胃 癌 関 連 遺 伝 子 の パ ネ ル の 発 現 が 、 同 じ
遺 伝 子 の パ ネ ル の 結 腸 癌 ま た は 胃 癌 の 対 照 レ ベ ル と 比 較 さ れ る 。 結 腸 癌 ま た は 胃 癌 の 対 照
レ ベ ル と は 、 結 腸 癌 ま た は 胃 癌 に 罹 患 し て い る 集 団 に お い て 見 出 さ れ る 結 腸 癌 関 連 遺 伝 子
ま た は 胃 癌 関 連 遺 伝 子 の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 意 味 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 遺 伝 子 発 現 は 、 対 照 レ ベ ル と 比 較 し て 、 10％ 、 25％ 、 50％ 上 昇 し て い る 。 ま た は 、 遺 伝
子 発 現 は 、 対 照 レ ベ ル と 比 較 し て 、 1倍 、 2倍 、 5倍 、 ま た は そ れ 以 上 、 上 昇 し て い る 。 発
現 は 、 例 え ば ア レ イ 上 で 、 患 者 に 由 来 す る 組 織 試 料 の 遺 伝 子 転 写 物 と 結 腸 癌 関 連 遺 伝 子 プ
ロ ー ブ ま た は 胃 癌 関 連 遺 伝 子 プ ロ ー ブ と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 検 出 す る こ と に よ り
決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 患 者 に 由 来 す る 組 織 試 料 と は 、 被 験 対 象 、 例 え ば 、 結 腸 癌 も し く は 胃 癌 を 有 し て い る こ
と が 既 知 で あ る か 、 ま た は 結 腸 癌 も し く は 胃 癌 を 有 し て い る と 推 測 さ れ る 患 者 か ら の 任 意
の 組 織 で あ る 。 例 え ば 、 組 織 は 、 腫 瘍 細 胞 を 含 有 し て い る 。 例 え ば 、 組 織 は 、 結 腸 ま た は
胃 か ら の 腫 瘍 細 胞 で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 は 、 CGX1～ 8の う ち の 2個 以 上 の 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル に よ る 結 腸 癌 ま た は 胃 癌 の 参 照
発 現 プ ロ フ ァ イ ル も 提 供 す る 。 ま た は 、 本 発 明 は 、 CGX1～ 8の う ち の 2個 以 上 の 発 現 レ ベ ル
に よ る 結 腸 癌 ま た は 胃 癌 の 参 照 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 は 、 結 腸 癌 関 連 遺 伝 子 ま た は 胃 癌 関 連 遺 伝 子 を 発 現 し て い る 被 験 細 胞 を 被 験 薬 剤
と 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び 結 腸 癌 関 連 遺 伝 子 ま た は 胃 癌 関 連 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 決 定 す
る こ と に よ る 、 結 腸 癌 関 連 遺 伝 子 ま た は 胃 癌 関 連 遺 伝 子 の 発 現 ま た は 活 性 を 阻 害 す る 薬 剤
を 同 定 す る 方 法 を さ ら に 提 供 す る 。 被 験 細 胞 は 上 皮 細 胞 、 例 え ば 結 腸 ま た は 胃 由 来 の 上 皮
細 胞 で あ る 。 遺 伝 子 の 正 常 対 照 レ ベ ル と の 比 較 に お け る レ ベ ル の 低 下 は 、 そ の 被 験 薬 剤 が
結 腸 癌 関 連 遺 伝 子 ま た は 胃 癌 関 連 遺 伝 子 の 阻 害 剤 で あ る こ と を 示 す 。 さ ら に 、 酵 母 2-ハ イ
ブ リ ッ ド ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に よ り 、 ARHCL1タ ン パ ク 質 、 NFXL1タ ン パ ク 質 、 C20orf2
0タ ン パ ク 質 、 お よ び CCPUCC1タ ン パ ク 質 が 、 そ れ ぞ れ 、 ザ イ キ シ ン （ Zyxin） 、 MGC10334
ま た は CENPC1、 BRD8、 お よ び nCLUと 会 合 す る こ と が 明 ら か と な っ た 。 結 腸 癌 は 、 そ れ ら タ
ン パ ク 質 の 会 合 を 阻 害 す る こ と に よ り 治 療 さ れ 得 る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 被 験 化 合 物 の 存
在 下 で タ ン パ ク 質 を 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び タ ン パ ク 質 の 結 合 を 阻 害 す る 被 験 化 合 物 を 選
択 す る こ と を 含 む 、 結 腸 癌 を 治 療 す る た め の 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 は 、 2個 以 上 の CGX核 酸 配 列 と 結 合 す る か 、 ま た は 核 酸 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る
遺 伝 子 産 物 と 結 合 す る 検 出 試 薬 を 有 す る キ ッ ト も 提 供 す る 。 2個 以 上 の CGX核 酸 と 結 合 す る
核 酸 の ア レ イ も 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 治 療 法 に は 、 ア ン チ セ ン ス 組 成 物 を 対 象 へ 投 与 す る こ と に よ り 、 対 象 に お け る 結 腸 癌 ま
た は 胃 癌 を 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 が 含 ま れ る 。 ア ン チ セ ン ス 組 成 物 と は 、 特 異 的 な 標 的
遺 伝 子 の 発 現 を 低 下 さ せ る も の で あ り 、 例 え ば 、 ア ン チ セ ン ス 組 成 物 は 、 CGX1～ 8か ら な
る 群 よ り 選 択 さ れ る 配 列 に 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 す る 。 別 の 方 法 は 、 短 鎖 干 渉 RNA
（ siRNA） 組 成 物 を 対 象 へ 投 与 す る 段 階 を 含 む 。 siRNA組 成 物 は 、 CGX1～ 8か ら な る 群 よ り
選 択 さ れ る 核 酸 の 発 現 を 低 下 さ せ る 。 さ ら に 別 の 方 法 に お い て 、 対 象 に お け る 結 腸 癌 ま た
は 胃 癌 の 治 療 ま た は 予 防 は 、 リ ボ ザ イ ム 組 成 物 を 対 象 へ 投 与 す る こ と に よ り 実 施 さ れ る 。
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核 酸 特 異 的 リ ボ ザ イ ム 組 成 物 は 、 CGX1～ 8か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 核 酸 の 発 現 を 低 下 さ
せ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 は 、 ワ ク チ ン お よ び ワ ク チ ン 接 種 法 も 含 む 。 例 え ば 、 対 象 に お け る 結 腸 癌 ま た は
胃 癌 を 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 は 、 CGX1～ 8か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 核 酸 に よ っ て コ ー
ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 学 的 活 性 断 片 を 含 有 し て い る
ワ ク チ ン を 対 象 へ 投 与 す る こ と に よ り 実 施 さ れ る 。 免 疫 学 的 活 性 断 片 と は 、 天 然 に 存 在 す
る 全 長 の タ ン パ ク 質 よ り 長 さ が 短 く 、 か つ 免 疫 応 答 を 誘 導 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 例 え
ば 、 免 疫 学 的 活 性 断 片 は 、 長 さ が 少 な く と も 8残 基 で あ り 、 T細 胞 ま た は B細 胞 等 の 免 疫 細
胞 を 刺 激 す る 。 免 疫 細 胞 刺 激 は 、 細 胞 増 殖 、 サ イ ト カ イ ン （ 例 え ば 、 IL-2） の 同 化 、 ま た
は 抗 体 の 産 生 を 検 出 す る こ と に よ り 測 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 結 腸 直 腸 癌 の 診 断 マ ー カ ー と し て の 候 補 で あ る の み な ら ず 、 新 た な
診 断 戦 略 お よ び 有 効 な 抗 癌 剤 を 開 発 す る た め の 有 望 な 標 的 で も あ る 、 単 離 さ れ た 新 規 遺 伝
子 ARHCL1、 NFXL1、 C20orf20、 LEMD1、 お よ び CCPUCC1を 提 供 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 こ
れ ら の 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 、 な ら び に そ れ ら の 作 製 お よ び 使 用 を 提
供 す る 。 よ り 具 体 的 に は 、 本 発 明 は 以 下 の も の を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 出 願 は 、 細 胞 増 殖 を 促 進 し 、 か つ 結 腸 直 腸 癌 に お い て 上 方 制 御 さ れ て い る 新 規 ヒ ト ポ
リ ペ プ チ ド ARHCL1、 NFXL1、 C20orf20、 LEMD1、 お よ び CCPUCC1、 ま た は そ れ ら の 機 能 的 同
等 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 ARHCL1ポ リ ペ プ チ ド は 、 ヒ ト 仮 説 タ ン パ ク 質 DKFZp434P1514.1
と 約 68.7％ の 同 一 性 お よ び マ ウ ス RIKEN cDNA 2310008J22と 61.45％ の 同 一 性 を 有 す る 推 定
514ア ミ ノ 酸 の タ ン パ ク 質 を 含 む 。 シ ン プ ル ・ モ ジ ュ ラ ー ・ ア ー キ テ ク チ ャ ー ・ リ サ ー チ
・ ツ ー ル （ Simple Modular Architecture Research Tool） （ SMART、 http://smart.embl-
heidelberg.de） を 用 い た タ ン パ ク 質 モ チ ー フ 検 索 に よ り 、 予 測 さ れ た タ ン パ ク 質 が 、 セ
リ ン /ト レ オ ニ ン ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 フ ァ ミ リ ー 2C、 触 媒 ド メ イ ン （ コ ド ン 68～ 506） を 含 有
し て い る こ と が 明 ら か と な っ た （ 図 3b） 。 ARHCL1ポ リ ペ プ チ ド は 、 好 ま し く は 、 配 列 番 号
： 2に 示 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。 本 出 願 は 、 ARHCL1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 ま た は 配
列 番 号 ： 1に 示 さ れ た 配 列 に 少 な く と も 70％ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 80％ 相 同 な ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 少 な く と も 一 部 に よ っ て コ ー ド さ れ る 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 も 提 供 す
る 。 ARHCL1は ザ イ キ シ ン と 会 合 す る 。 ザ イ キ シ ン は 、 N末 端 プ ロ リ ン リ ッ チ 領 域 お よ び C末
端 領 域 内 の 3個 の LIMド メ イ ン を 含 む リ ン タ ン パ ク 質 で あ る （ Macalma, T.ら 、 J. Biol. Ch
em. 271： 31470-31478、 1996） 。 ザ イ キ シ ン は 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ る と 偏 在 性 に
発 現 し て お り 、 ア ク チ ン フ ィ ラ メ ン ト の 束 と 共 に 局 所 接 着 プ ラ ー ク （ focal adhesion pla
ques） に 集 中 し て い る タ ン パ ク 質 で あ る が 、 有 系 分 裂 細 胞 に お い て は 分 裂 装 置 に 集 中 し 細
胞 質 に は 散 在 性 に 分 布 し て い る （ Hirota, T.ら 、 J. Cell Biol. 149： 1073-1086、 2000.
） 。 ザ イ キ シ ン は 、 CDC2キ ナ ー ゼ に よ っ て リ ン 酸 化 さ れ 、 LATS1腫 瘍 抑 制 因 子 と 相 互 作 用
し た 。 従 っ て 、 ザ イ キ シ ン は 、 LATS1と の 相 互 作 用 に よ り 、 ア ク チ ン フ ィ ラ メ ン ト の 構 築
を 制 御 し 、 分 裂 装 置 を 標 的 と す る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 C20orf20ポ リ ペ プ チ ド は 、 マ ウ ス RIKEN cDNA 1600027N09（ XM_
110403） と 約 96.6％ の 同 一 性 を 有 す る 推 定 204ア ミ ノ 酸 の タ ン パ ク 質 を 含 む 。 シ ン プ ル ・
モ ジ ュ ラ ー ・ ア ー キ テ ク チ ャ ー ・ リ サ ー チ ・ ツ ー ル に よ る タ ン パ ク 質 モ チ ー フ 検 索 で は 、
既 知 の 保 存 さ れ た ド メ イ ン は 予 測 さ れ な か っ た （ 図 16b） 。 C20orf20ポ リ ペ プ チ ド は 、 好
ま し く は 、 配 列 番 号 ： 4に 示 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。 本 出 願 は 、 C20orf20ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 、 ま た は 配 列 番 号 ： 3に 示 さ れ た 配 列 に 少 な く と も 97％ 、 よ り 好 ま し く は 少 な
く と も 99％ 相 同 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 少 な く と も 一 部 に よ っ て コ ー ド さ れ る 単 離 さ れ
た タ ン パ ク 質 も 提 供 す る 。 C20orf20は BRD8と 会 合 す る 。 BRD8タ ン パ ク 質 は 、 C末 端 に ブ ロ
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モ ド メ イ ン を 含 有 し 、 多 く の 酸 性 残 基 お よ び い く つ か の プ ロ リ ン リ ッ チ セ グ メ ン ト を 含 有
し て い る （ Nielsen, M. S.ら 、 Biochim. Biophys. Acta 1306： 14-16、 1996） 。 BRD8は 、
甲 状 腺 ホ ル モ ン 受 容 体 お よ び ア ン ド ロ ゲ ン 受 容 体 と 相 互 作 用 す る 核 受 容 体 活 性 化 因 子 で あ
り 、 そ れ ら の 転 写 活 性 を 活 性 化 す る （ Monden, T.ら 、 J. Biol. Chem. 272： 29834-29841
、 1997） 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 CCPUCC1ポ リ ペ プ チ ド は 、 マ ウ ス RIKEN cDNA 2610111M03（ AK01
1846） と 約 89％ の 同 一 性 を 有 す る 推 定 413ア ミ ノ 酸 の タ ン パ ク 質 を 含 む 。 シ ン プ ル ・ モ ジ
ュ ラ ー ・ ア ー キ テ ク チ ャ ー ・ リ サ ー チ ・ ツ ー ル に よ る タ ン パ ク 質 モ チ ー フ 検 索 に よ り 、 予
測 さ れ た タ ン パ ク 質 が 、 コ イ ル ド コ イ ル 領 域 （ コ ド ン 195～ 267） を 含 有 し て い る こ と が 明
ら か と な っ た た め 、 本 発 明 者 ら は 、 そ の 遺 伝 子 を CCPUCC1（ coiled-coil protein up-regu
lated in colon cancer（ 結 腸 癌 に お い て 上 方 制 御 さ れ る コ イ ル ド コ イ ル タ ン パ ク 質 ） ）
と 名 付 け た 。 CCPUCC1ポ リ ペ プ チ ド は 、 好 ま し く は 、 配 列 番 号 ： 6に 示 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列
を 含 む 。 本 出 願 は 、 CCPUCC1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 ま た は 配 列 番 号 ： 5に 示 さ れ た 配 列 に
少 な く と も 90％ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 95％ 相 同 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 少 な く と
も 一 部 に よ っ て コ ー ド さ れ る 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 も 提 供 す る 。 CCPUCC1は nCLUと 会 合 す
る 。 核 ク ラ ス タ リ ン （ Nuclear clusterin） （ nCLU） は 、 CLU遺 伝 子 の 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン
グ 転 写 の 産 物 で あ る 。 エ キ ソ ン Iお よ び IIIは 、 エ キ ソ ン IIス キ ッ ピ ン グ に よ っ て つ な ぎ 合
わ せ ら れ 、 エ キ ソ ン IIIに 最 初 の 利 用 可 能 な AUG翻 訳 開 始 部 位 が も た ら さ れ る 。 こ の よ り 短
い mRNAは 、 49kDaの 前 駆 体 nCLUタ ン パ ク 質 を 産 生 す る （ Leskov K. S.ら 、 J. Biol. Chem. 
278： 11590-11600、 2003） 。 核 ク ラ ス タ リ ン （ nCLU） は 、 Ku70に 結 合 す る タ ン パ ク 質 で あ
る 。 電 離 放 射 線 （ IR） は nCLUを 誘 導 し 、 そ の 過 剰 発 現 は 、 MCF-7細 胞 に お い て ア ポ ト ー シ
ス を 誘 発 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 LEMD1ポ リ ペ プ チ ド は 、 推 定 29ア ミ ノ 酸 の タ ン パ ク 質 （ LEMD1S
） を 含 む 。 シ ン プ ル ・ モ ジ ュ ラ ー ・ ア ー キ テ ク チ ャ ー ・ リ サ ー チ ・ ツ ー ル に よ る タ ン パ ク
質 モ チ ー フ 検 索 に よ り 、 予 測 さ れ た タ ン パ ク 質 が 、 LEMモ チ ー フ （ コ ド ン 1～ 27） を 含 有 し
て い る こ と が 明 ら か と な り 、 本 発 明 者 ら は 、 そ の 遺 伝 子 を LEMD1（ LEM domain containing
 1（ LEMド メ イ ン 含 有 1） ） と 名 付 け た （ 図 38a） 。 LEMD1ポ リ ペ プ チ ド は 、 好 ま し く は 、 配
列 番 号 ： 8に 示 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。 さ ら に 、 好 ま し い 態 様 に お い て 、 LEMD1ポ リ ペ
プ チ ド は 、 そ の 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ 型 を 含 む 。 従 っ て 、 LEMD1ポ リ ペ プ チ ド は 、 推 定 67
ア ミ ノ 酸 の タ ン パ ク 質 （ LEMD1L） を 含 む 。 LEMD1ポ リ ペ プ チ ド は 、 好 ま し く は 、 配 列 番 号
： 10に 示 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。 予 測 さ れ た LEMD1タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 Gen
Bankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 XM_050184を 有 す る チ モ ピ エ チ ン （ thymopietin） に 類 似 し て い る
ヒ ト 仮 説 タ ン パ ク 質 と 62％ の 同 一 性 を 示 し た 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 出 願 は 、 LEMD1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 ま た は 配 列 番 号 ： 7も し く は 9に 示 さ れ た 配 列
に 少 な く と も 70％ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 80％ 相 同 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 少 な く
と も 一 部 に よ っ て コ ー ド さ れ る 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 NFXL1ポ リ ペ プ チ ド は 、 ヒ ト NFX1（ nuclear transcription fac
tor, X-box binding 1（ 核 転 写 因 子 、 Xボ ッ ク ス 結 合 1） ） と 約 35.3％ の 同 一 性 を 有 す る 推
定 911ア ミ ノ 酸 の タ ン パ ク 質 を 含 む 。 シ ン プ ル ・ モ ジ ュ ラ ー ・ ア ー キ テ ク チ ャ ー ・ リ サ ー
チ ・ ツ ー ル に よ る タ ン パ ク 質 モ チ ー フ 検 索 に よ り 、 予 測 さ れ た タ ン パ ク 質 が 、 リ ン グ フ ィ
ン ガ ー （ ring finger） ド メ イ ン （ コ ド ン 160～ 219） 、 12個 の NFX型 Znフ ィ ン ガ ー ド メ イ ン
（ コ ド ン 265～ 794） 、 コ イ ル ド コ イ ル 領 域 （ コ ド ン 822～ 873） 、 お よ び 膜 貫 通 領 域 （ コ ド
ン 889～ 906） を 含 有 し て い る こ と が 明 ら か と な っ た （ 図 9b） 。 NFXL1ポ リ ペ プ チ ド は 、 好
ま し く は 、 配 列 番 号 ： 12に 示 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。 本 出 願 は 、 NFXL1ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 、 ま た は 配 列 番 号 ： 11に 示 さ れ た 配 列 に 少 な く と も 40％ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く
と も 50％ 相 同 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 少 な く と も 一 部 に よ っ て コ ー ド さ れ る 単 離 さ れ た
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タ ン パ ク 質 も 提 供 す る 。 NFXL1は MGC10334ま た は CENPC1と 会 合 す る 。 免 疫 電 子 顕 微 鏡 検 に
よ っ て 、 CENPC1が 内 部 動 原 体 プ レ ー ト （ inner kinetochore plate） に 局 在 し て い る こ と
が 示 さ れ た （ Saitoh, H.ら 、 Cell 70： 115-125、 1992） 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 他 に 特 記 し な い 限 り 、 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 技 術 用 語 お よ び 科 学 用 語 は 、 全 て 、
本 発 明 が 属 す る 技 術 分 野 の 当 業 者 に よ っ て 一 般 に 理 解 さ れ る の と 同 じ 意 味 を 有 す る 。 本 発
明 の 実 施 ま た は 試 行 に お い て は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た も の に 類 似 す る か ま た は 同 等 の 方
法 お よ び 材 料 が 使 用 さ れ 得 る が 、 適 当 な 方 法 お よ び 材 料 を 以 下 に 記 載 す る 。 本 明 細 書 に お
い て 言 及 さ れ る 出 版 物 、 特 許 出 願 、 特 許 、 お よ び そ の 他 の 参 考 文 献 は 、 全 て 参 照 と し て 完
全 に 組 み 入 れ ら れ る 。 矛 盾 す る 場 合 に は 、 定 義 を 含 む 本 明 細 書 に よ っ て 統 制 さ れ る 。 さ ら
に 、 材 料 、 方 法 、 お よ び 実 施 例 は 、 例 示 的 な も の に 過 ぎ ず 、 本 発 明 を 制 限 す る た め の も の
で は な い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 他 の 特 色 お よ び 利 点 は 、 以 下 の 詳 細 な 説 明 お よ び 特 許 請 求 の 範 囲 よ り 明 白 に な
る と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
詳 細 な 説 明
　 本 発 明 は 、 結 腸 癌 ま た は 胃 癌 を 有 す る 患 者 の 結 腸 お よ び 胃 由 来 の 細 胞 に お け る 複 数 の 核
酸 配 列 の 発 現 パ タ ー ン の 変 化 の 発 見 に 一 部 基 づ い て い る 。 遺 伝 子 発 現 の 違 い は 、 包 括 的 な
cDNAマ イ ク ロ ア レ イ 系 を 使 用 す る こ と に よ り 同 定 さ れ た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 結 腸 癌 ま た は 胃 癌 の 患 者 に お い て 発 現 レ ベ ル が 調 整 さ れ て い る （ 即 ち 、 上 昇 し て い る ）
遺 伝 子 は 、 本 明 細 書 に お い て 、 「 CGX核 酸 」 ま た は 「 CGXポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 と 集 合 的 に 呼
ば れ 、 対 応 す る コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド は 、 「 CGXポ リ ペ プ チ ド 」 ま た は 「 CGXタ ン パ ク
質 」 と 呼 ば れ る 。 他 に 特 記 し な い 限 り 、 「 CGX」 は 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た 配 列 （ 例 え ば
、 CGX1～ 8） の う ち の い ず れ か を 指 す も の と す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 結 腸 直 腸 癌 に お い て 発 現 レ ベ ル が 上 昇 し て い る 7個 の 遺 伝 子 が 同 定 さ れ た 。 こ れ ら の 7個
の 遺 伝 子 は 、 本 明 細 書 に お い て 、 結 腸 癌 関 連 遺 伝 子 と 呼 ば れ る 。 そ の う ち 5個 は 新 規 で あ
り 、 2個 は 、 結 腸 癌 と の 関 連 は 未 知 で あ っ た が 、 以 前 よ り 知 ら れ て い る 遺 伝 子 で あ っ た 。 5
個 の 新 規 遺 伝 子 に は 、 ARHCL1（ 「 CGX1」 ） 、 NFXL1（ 「 CGX2」 ） 、 C20orf20（ 「 CGX3」 ）
、 LEMD1（ 「 CGX4」 ） 、 お よ び CCPUCC1（ 「 CGX5」 ） が 含 ま れ る 。 新 規 の 結 腸 癌 関 連 遺 伝 子
を 、 下 記 表 1に と り ま と め 、 そ れ ら の 核 酸 配 列 お よ び ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 配 列 表 に 提 供 す
る 。 既 知 の 遺 伝 子 に は 、 Ly6E（ 「 CGX6」 ） お よ び Nkd1（ 「 CGX7」 ） が 含 ま れ る 。 胃 癌 に お
い て 発 現 レ ベ ル が 上 昇 し て い る 1個 の 既 知 の 遺 伝 子 LAPTM4β （ 「 CGX8」 ） が 同 定 さ れ た 。
こ の 遺 伝 子 は 、 本 明 細 書 に お い て 、 胃 癌 関 連 遺 伝 子 と 呼 ば れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 細 胞 試 料 に お け る 様 々 な 遺 伝 子 の 発 現 を 測 定 す る こ と に よ っ て 、 結 腸 癌 ま た は 胃 癌 が 、
細 胞 ま た は 細 胞 の 集 団 に お い て 決 定 さ れ 得 る 。 同 様 に 、 様 々 な 薬 剤 に 応 答 し て 起 こ る こ れ
ら の 遺 伝 子 の 発 現 を 測 定 す る こ と に よ っ て 、 結 腸 癌 ま た は 胃 癌 を 治 療 す る た め の 薬 剤 が 同
定 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 は 、 CGX配 列 の う ち の 少 な く と も 1個 、 最 大 全 て の 発 現 を 決 定 す る こ と （ 例 え ば 、
測 定 す る こ と ） を 含 む 。 既 知 の 配 列 に 関 し て は 、 GeneBank登 録 デ ー タ ベ ー ス に よ っ て 提 供
さ れ る 配 列 情 報 を 使 用 し 、 当 業 者 に 周 知 の 技 術 を 使 用 し て 、 結 腸 癌 関 連 遺 伝 子 ま た は 胃 癌
関 連 遺 伝 子 が 検 出 さ れ 測 定 さ れ る 。 例 え ば 、 配 列 登 録 デ ー タ ベ ー ス 内 の CGX配 列 に 相 当 す
る 配 列 は 、 例 え ば 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 分 析 に お い て 、 CGX RNA配
列 検 出 用 の プ ロ ー ブ を 構 築 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 別 の 例 と し て 、 配 列 は 、 例 え ば 、 逆
転 写 に 基 づ く ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 の よ う な 増 幅 に 基 づ く 検 出 法 に お い て 、 CGX配 列 の 特
異 的 増 幅 用 の プ ラ イ マ ー を 構 築 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 被 験 細 胞 集 団 、 例 え ば 、 患 者 由 来 の 組 織 試 料 に お け る CGX配 列 の 1個 以 上 の 発 現 レ ベ ル は
、 次 い で 、 参 照 集 団 に お け る い く つ か の 配 列 の 発 現 レ ベ ル と 比 較 さ れ る 。 参 照 細 胞 集 団 は
、 比 較 さ れ る パ ラ メ ー タ が 既 知 で あ る 、 即 ち 、 癌 性 ま た は 非 癌 性 の 細 胞 を 1個 以 上 含 ん で
い る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 参 照 細 胞 集 団 と 比 較 し た 被 験 細 胞 集 団 に お け る 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル に よ っ て 、 測 定 さ れ る
パ ラ メ ー タ の 存 在 が 明 ら か と な る か 否 か は 、 参 照 細 胞 集 団 の 組 成 に 依 拠 す る 。 例 え ば 、 参
照 細 胞 集 団 が 非 癌 細 胞 か ら 構 成 さ れ て い る 場 合 、 被 験 細 胞 集 団 と 参 照 細 胞 集 団 と で 類 似 す
る 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル は 、 被 験 細 胞 集 団 が 非 癌 性 で あ る こ と を 示 す 。 反 対 に 、 参 照 細 胞 集 団
が 癌 性 細 胞 か ら な る 場 合 に は 、 被 験 細 胞 集 団 と 参 照 細 胞 集 団 と で 類 似 す る 遺 伝 子 発 現 プ ロ
フ ァ イ ル は 、 被 験 細 胞 集 団 が 癌 性 細 胞 を 含 む こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 被 験 細 胞 集 団 に お け る CGX配 列 は 、 そ の 発 現 レ ベ ル が 、 参 照 細 胞 集 団 に お け る 対 応 す る C
GX配 列 の 発 現 レ ベ ル か ら 1.0倍 、 1.5倍 、 2.0倍 、 5.0倍 、 10.0倍 、 ま た は そ れ 以 上 変 動 し て
い る 場 合 、 発 現 レ ベ ル が 変 化 し て い る と 見 な す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 所 望 に よ り 、 被 験 細 胞 集 団 と 参 照 細 胞 集 団 と で 差 次 的 に 発 現 さ れ た 配 列 を 、 測 定 中 の パ
ラ メ ー タ ま た は 条 件 に そ の 発 現 が 依 存 し な い 対 照 核 酸 に 対 し て 比 較 す る こ と が 可 能 で あ る
。 例 え ば 、 対 照 核 酸 は 、 細 胞 の 癌 性 状 態 ま た は 非 癌 性 状 態 に 依 存 し て 異 な る こ と は な い と
分 か っ て い る 核 酸 で あ る 。 被 験 核 酸 お よ び 参 照 核 酸 に お け る 対 照 核 酸 の 発 現 レ ベ ル は 、 比
較 さ れ た 集 団 に お け る シ グ ナ ル レ ベ ル を 規 準 化 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 対 照 遺 伝 子 は 、
例 え ば 、 β -ア ク チ ン 、 グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド 3リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ま た は リ ボ ソ ー ム
タ ン パ ク 質 P1で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 被 験 細 胞 集 団 は 、 複 数 の 参 照 細 胞 集 団 と 比 較 さ れ る 。 複 数 の 参 照 集 団 は 、 各 々 、 既 知 の
パ ラ メ ー タ が 異 な っ て い て も よ い 。 従 っ て 、 被 験 細 胞 集 団 は 、 例 え ば 、 結 腸 癌 細 胞 ま た は
胃 癌 細 胞 を 含 有 す る こ と が 分 か っ て い る 第 二 の 参 照 細 胞 集 団 と 比 較 し て も よ い し 、 例 え ば
、 非 結 腸 癌 細 胞 ま た は 非 胃 癌 細 胞 を 含 有 す る こ と が 分 か っ て い る 第 二 の 参 照 細 胞 集 団 と 比
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較 し て も よ い 。 被 験 細 胞 は 、 結 腸 癌 細 胞 ま た は 胃 癌 細 胞 を 含 有 す る こ と が 分 か っ て い る ま
た は そ れ ら を 含 有 す る と 推 測 さ れ る 対 象 か ら の 組 織 型 ま た は 細 胞 試 料 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 被 験 細 胞 は 、 体 組 織 ま た は 体 液 （ 尿 、 糞 便 、 胃 分 泌 物 、 も し く は 血 液 等 ） 、 例 え ば 、 体
組 織 （ 結 腸 ま た は 胃 等 ） か ら 得 ら れ る 。 例 え ば 、 被 験 細 胞 は 、 結 腸 ま た は 胃 の 組 織 か ら 精
製 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 参 照 細 胞 集 団 の 細 胞 は 、 被 験 細 胞 に 類 似 し て い る 組 織 型 、 例 え ば 、 結 腸 ま た は 胃 の 粘 膜
組 織 に 由 来 す る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 参 照 細 胞 は 、 被 験 細 胞 と 同 じ 対 象 、 例 え ば 、
被 験 細 胞 の 起 源 の 領 域 に 近 位 の 領 域 に 由 来 す る 。 ま た は 、 対 照 細 胞 集 団 は 、 ア ッ セ イ の パ
ラ メ ー タ ま た は 条 件 が 既 知 の 細 胞 か ら 生 じ た 分 子 情 報 の デ ー タ ベ ー ス に 由 来 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 対 象 は 、 好 ま し く は 哺 乳 動 物 で あ る 。 哺 乳 動 物 は 、 例 え ば 、 ヒ ト 、 非 ヒ ト 霊 長 類 、 マ ウ
ス 、 ラ ッ ト 、 イ ヌ 、 ネ コ 、 ウ マ 、 ま た は ウ シ で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 CGX1～ 8に よ っ て 表 さ れ る 配 列 の う ち の 1個 、 2個 、 3個 、 4個 、 5個 、 ま た は そ れ 以 上 の 発
現 が 決 定 さ れ 、 所 望 に よ り 、 こ れ ら の 配 列 の 発 現 は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る パ ラ メ ー タ ま
た は 条 件 の う ち の 1つ 、 例 え ば 、 結 腸 癌 も し く は 胃 癌 で あ る か ま た は 非 結 腸 癌 も し く は 非
胃 癌 で あ る か に よ っ て 発 現 レ ベ ル が 変 化 す る こ と が 既 知 の 他 の 配 列 に 従 っ て 決 定 さ れ 得 る
。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た 遺 伝 子 の 発 現 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 既 知 の 任 意 の 方 法 を 使 用 し
て 、 RNAレ ベ ル で 決 定 さ れ る 。 例 え ば 、 こ れ ら の 配 列 の う ち の 1個 以 上 を 特 異 的 に 認 識 す る
プ ロ ー ブ を 使 用 し た ノ ー ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 分 析 が 、 遺 伝 子 発 現 を 決 定 す る た め
に 使 用 さ れ 得 る 。 ま た は 、 発 現 は 、 例 え ば 、 差 次 的 に 発 現 さ れ る 配 列 に 特 異 的 な プ ラ イ マ
ー を 使 用 し た 、 逆 転 写 に 基 づ く PCRア ッ セ イ を 使 用 し て 、 測 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 発 現 は 、 タ ン パ ク 質 レ ベ ル で 、 即 ち 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 遺 伝 子 産 物 に よ っ て コ ー ド
さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル ま た は そ の 生 物 学 的 活 性 を 測 定 す る こ と に よ っ て も 決 定 さ れ
る 。 そ の よ う な 方 法 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ り 、 例 え ば 、 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド
さ れ る タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 に 基 づ く 免 疫 ア ッ セ イ を 含 む 。 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ
る タ ン パ ク 質 の 生 物 学 的 活 性 も 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 遺 伝 子 発 現 の 変 化 が 遺 伝 子 の 増 幅 ま た は 欠 失 に 関 連 し て い る 場 合 、 被 験 細 胞 集 団 お よ び
参 照 細 胞 集 団 に お け る 配 列 比 較 は 、 被 験 細 胞 集 団 お よ び 参 照 細 胞 集 団 で 調 査 さ れ た DNA配
列 の 相 対 量 を 比 較 す る こ と に よ り 行 わ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
結 腸 癌 ま た は 胃 癌 の 診 断
　 結 腸 癌 ま た は 胃 癌 は 、 結 腸 癌 細 胞 ま た は 胃 癌 細 胞 を 含 有 し て い る か ま た は 含 有 し て い る
と 推 測 さ れ る 被 験 細 胞 集 団 （ 即 ち 、 患 者 に 由 来 す る 生 物 学 的 試 料 ） に お い て 1個 以 上 の CGX
核 酸 配 列 の 発 現 を 調 査 す る こ と に よ り 診 断 さ れ る 。 好 ま し く は 、 被 験 細 胞 集 団 は 上 皮 細 胞
を 含 む 。 最 も 好 ま し く は 、 細 胞 集 団 は 結 腸 ま た は 胃 か ら の 粘 膜 細 胞 を 含 む 。 他 の 生 物 学 的
試 料 も 、 タ ン パ ク 質 レ ベ ル を 測 定 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 診 断 さ れ る 対 象 に 由
来 す る 血 液 ま た は 血 清 に お け る タ ン パ ク 質 レ ベ ル が 、 免 疫 ア ッ セ イ ま た は 生 物 学 的 ア ッ セ
イ に よ っ て 測 定 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 結 腸 癌 関 連 遺 伝 子 ま た は 胃 癌 関 連 遺 伝 子 、 例 え ば 、 CGX1～ 8の う ち の 1個 以 上 の 発 現 は 、
被 験 細 胞 ま た は 生 物 学 的 試 料 に お い て 決 定 さ れ 、 正 常 対 照 レ ベ ル の 発 現 と 比 較 さ れ る 。 正
常 対 照 レ ベ ル と は 、 結 腸 癌 ま た は 胃 癌 に 罹 患 し て い な い 集 団 に お い て 典 型 的 に 見 出 さ れ る
結 腸 癌 関 連 遺 伝 子 ま た は 胃 癌 関 連 遺 伝 子 の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 意 味 す る 。 患 者 に 由 来 す る
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組 織 試 料 に お け る 結 腸 癌 関 連 遺 伝 子 ま た は 胃 癌 関 連 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル の 上 昇 ま た は 低 下
は 、 対 象 が 結 腸 癌 も し く は 胃 癌 に 罹 患 し て い る こ と ま た は 結 腸 癌 も し く は 胃 癌 を 発 症 す る
リ ス ク を 有 し て い る こ と を 示 す 。 例 え ば 、 正 常 対 照 レ ベ ル と の 比 較 に お け る 被 験 集 団 で の
CGX1～ 8の 発 現 の 上 昇 は 、 対 象 が 結 腸 癌 も し く は 胃 癌 に 罹 患 し て い る こ と ま た は 結 腸 癌 も
し く は 胃 癌 を 発 症 す る リ ス ク を 有 し て い る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 被 験 集 団 に お い て 、 結 腸 癌 関 連 遺 伝 子 ま た は 胃 癌 関 連 遺 伝 子 の 50％ 、 60％ 、 80％ 、 90％
、 ま た は そ れ 以 上 が 、 正 常 対 照 レ ベ ル と 比 較 し て 変 化 し て い る 場 合 、 そ れ は 、 対 象 が 結 腸
癌 も し く は 胃 癌 に 罹 患 し て い る こ と ま た は 結 腸 癌 も し く は 胃 癌 を 発 症 す る リ ス ク を 有 し て
い る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 ま た は 、 被 験 集 団 に お け る 結 腸 癌 関 連 遺 伝 子 ま た は 胃 癌 関 連 遺 伝 子 の 発 現 が 、 結 腸 癌 ま
た は 胃 癌 に 罹 患 し て い る 集 団 の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル と 比 較 さ れ る 場 合 、 CGX1～ 8の 発 現 の 低
下 は 、 対 象 が 結 腸 癌 ま た は 胃 癌 に 罹 患 し て い な い こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 特 定 の 標 本 に お け る CGX1～ 8の 発 現 レ ベ ル は 、 CGX1～ 8に 対 応 す る mRNAま た は CGX1～ 8に
よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 を 定 量 す る こ と に よ り 測 定 さ れ 得 る 。 mRNAの 定 量 法 は 当 業
者 に 既 知 で あ る 。 例 え ば 、 CGX1～ 8に 対 応 す る mRNAの レ ベ ル は 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ
ま た は RT-PCRに よ っ て 測 定 さ れ 得 る 。 CGX1～ 5の 全 長 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 配 列 番 号 ： 1、 3
、 5、 7、 9、 ま た は 11に 示 さ れ て い る 。 ま た は 、 CGX6～ 8の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 既 に 報 告 さ
れ て い る 。 当 業 者 で あ れ ば 、 CGX1～ 8を 定 量 す る た め の プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー の ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 を 設 計 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 CGX1～ 8の 発 現 レ ベ ル は 、 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 活 性 ま た は 量 に 基
づ き 分 析 さ れ 得 る 。 CGX1～ 8タ ン パ ク 質 の 量 を 決 定 す る た め の 方 法 は 、 以 下 に 示 さ れ る 。
例 え ば 、 免 疫 ア ッ セ イ 法 は 、 生 物 学 的 材 料 に お け る タ ン パ ク 質 の 決 定 に 有 用 で あ る 。 任 意
の 生 物 学 的 材 料 を タ ン パ ク 質 ま た は そ の 活 性 の 決 定 の た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え
ば 、 血 液 試 料 は 、 血 清 マ ー カ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 を 測 定 す る た め に 分 析 さ
れ る 。 一 方 、 CGX1～ 8に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 活 性 の 決 定 の た め の 適 切 な 方 法
は 、 分 析 さ れ る 各 タ ン パ ク 質 の 活 性 に 応 じ て 選 択 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 標 本 （ 被 験 試 料 ） に お け る CGX1～ 8の 発 現 レ ベ ル が 測 定 さ れ 、 正 常 試 料 に お け る 発 現 レ
ベ ル と 比 較 さ れ る 。 そ の よ う な 比 較 に よ っ て 、 標 的 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル が 、 正 常 試 料 に お
け る 発 現 レ ベ ル よ り 高 い こ と が 示 さ れ た 場 合 、 そ の 対 象 は 、 結 腸 癌 ま た は 胃 癌 に 冒 さ れ て
い る と 判 断 さ れ る 。 正 常 試 料 お よ び 対 象 か ら の 標 本 に お け る CGX1～ 8の 発 現 レ ベ ル を 同 時
に 決 定 し て も よ い 。 ま た は 、 正 常 な 発 現 レ ベ ル の 範 囲 は 、 対 照 群 か ら 前 も っ て 収 集 し た 標
本 に お け る 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 分 析 す る こ と に よ り 得 ら れ た 結 果 に 基 づ い て 統 計 的 方 法
に よ り 決 定 し て も よ い 。 対 象 の 試 料 に よ り 得 ら れ た 結 果 が 正 常 範 囲 と 比 較 さ れ ； そ の 結 果
が 正 常 範 囲 内 に な い 場 合 、 そ の 対 象 は 結 腸 癌 ま た は 胃 癌 に 冒 さ れ て い る と 判 断 さ れ る 。 本
発 明 に お い て 、 結 腸 癌 を 診 断 す る に は 、 CGX1～ 7の 発 現 レ ベ ル を 測 定 し 、 正 常 試 料 に お け
る 発 現 レ ベ ル と 比 較 す る ； 胃 癌 を 診 断 す る に は 、 CGX8を 測 定 す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 発 明 に お い て は 、 結 腸 癌 ま た は 胃 癌 を 診 断 す る た め の 診 断 剤 も 提 供 さ れ る 。 本 発 明 の
診 断 剤 は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 化 合 物 を 含 む 。 好 ま
し く は 、 CGX1～ 8の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は C
GX1～ 8の ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 抗 体 が 、 そ の よ う な 化 合 物 と し て 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
結 腸 癌 関 連 遺 伝 子 ま た は 胃 癌 関 連 遺 伝 子 の 発 現 を 阻 害 す る 薬 剤 の 同 定
　 結 腸 癌 関 連 遺 伝 子 ま た は 胃 癌 関 連 遺 伝 子 の 発 現 ま た は 活 性 を 阻 害 す る 薬 剤 は 、 結 腸 癌 関
連 遺 伝 子 ま た は 胃 癌 関 連 遺 伝 子 を 発 現 し て い る 被 験 細 胞 集 団 を 被 験 薬 剤 と 接 触 さ せ る こ と
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、 お よ び 結 腸 癌 関 連 遺 伝 子 ま た は 胃 癌 関 連 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 決 定 す る こ と に よ り 同 定
さ れ る 。 対 照 レ ベ ル と の 比 較 に お け る 発 現 の 低 下 は 、 そ の 薬 剤 が 結 腸 癌 関 連 遺 伝 子 ま た は
胃 癌 関 連 遺 伝 子 の 阻 害 剤 で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 被 験 細 胞 集 団 は 、 結 腸 癌 関 連 遺 伝 子 ま た は 胃 癌 関 連 遺 伝 子 を 発 現 し て い る 任 意 の 細 胞 で
あ る 。 例 え ば 、 被 験 細 胞 集 団 は 粘 膜 細 胞 を 含 む 。 好 ま し く は 、 上 皮 細 胞 は 結 腸 ま た は 胃 に
由 来 す る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
対 象 に お け る 結 腸 癌 ま た は 胃 癌 の 治 療 効 率 の 判 定
　 本 明 細 書 に お い て 同 定 さ れ た 差 次 的 に 発 現 さ れ る CGX配 列 に よ っ て 、 結 腸 癌 ま た は 胃 癌
の 治 療 経 過 を モ ニ タ リ ン グ で き る 。 こ の 方 法 に お い て は 、 被 験 細 胞 集 団 は 、 結 腸 癌 ま た は
胃 癌 の た め の 治 療 を 受 け て い る 対 象 か ら 提 供 さ れ る 。 所 望 に よ り 、 被 験 細 胞 集 団 は 、 治 療
の 前 、 途 中 、 ま た は 後 の 様 々 な 時 点 で 対 象 か ら 採 取 さ れ 得 る 。 次 い で 、 細 胞 集 団 に お け る
CGX配 列 の 1個 以 上 の 発 現 が 決 定 さ れ 、 結 腸 癌 ま た は 胃 癌 の 状 態 が 分 か っ て い る 細 胞 を 含 む
参 照 細 胞 集 団 と 比 較 さ れ る 。 好 ま し く は 、 参 照 細 胞 は 治 療 に 曝 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 参 照 細 胞 集 団 が 結 腸 癌 細 胞 ま た は 胃 癌 細 胞 を 含 有 し て い な い 場 合 、 被 験 細 胞 集 団 と 参 照
細 胞 集 団 の CGX配 列 の 発 現 の 類 似 性 は 、 そ の 治 療 が 効 果 的 で あ る こ と を 示 す 。 し か し な が
ら 、 被 験 細 胞 集 団 と 参 照 細 胞 集 団 の CGX配 列 の 発 現 の 違 い は 、 そ の 治 療 が 効 果 的 で は な い
こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 「 効 果 的 な 」 と は 、 そ の 治 療 に よ っ て 、 対 象 に お け る 結 腸 癌 ま た は 胃 癌 の 腫 瘍 の 大 き さ
、 有 病 率 、 ま た は 転 移 の 可 能 性 が 減 少 す る こ と を 意 味 す る 。 治 療 が 予 防 的 に 適 用 さ れ る 場
合 、 「 効 果 的 な 」 と は 、 そ の 治 療 に よ っ て 、 結 腸 癌 ま た は 胃 癌 の 腫 瘍 の 形 成 が 遅 延 さ れ る
か ま た は 防 止 さ れ る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 参 照 細 胞 集 団 が 結 腸 癌 細 胞 ま た は 胃 癌 細 胞 を 含 有 し て い る 場 合 、 例 え ば 、 参 照 細 胞 集 団
が 、 治 療 を 開 始 す る 前 の 診 断 の 時 点 で 対 象 か ら 採 取 さ れ た 結 腸 癌 細 胞 ま た は 胃 癌 細 胞 を 含
む 場 合 、 被 験 細 胞 集 団 と 参 照 細 胞 集 団 の 発 現 パ タ ー ン の 類 似 性 は 、 そ の 治 療 が 効 果 的 で な
い こ と を 示 す 。 対 照 的 に 、 被 験 集 団 と 参 照 細 胞 集 団 の CGX配 列 の 発 現 の 違 い は 、 そ の 治 療
が 効 果 的 で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 参 照 細 胞 集 団 が 非 結 腸 癌 細 胞 ま た は 非 胃 癌 細 胞 を 含 有 し て い る 場 合 、 配 列 CGX1～ 8の う
ち の 1個 以 上 の 発 現 の 類 似 は 、 そ の 治 療 が 効 果 的 で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 効 力 は 、 結 腸 癌 ま た は 胃 癌 を 診 断 ま た は 治 療 す る た め の 任 意 の 既 知 の 方 法 と 併 せ て 決 定
さ れ る 。 結 腸 癌 は 、 例 え ば 、 直 腸 診 に お け る 物 理 的 触 診 、 直 腸 鏡 検 査 、 お よ び バ リ ウ ム 注
腸 、 ま た は 糞 便 中 の 潜 血 も し く は 血 中 の 腫 瘍 抗 原 を 測 定 す る 試 験 等 の そ の 他 の 画 像 化 法 に
従 っ て 、 症 状 の 異 常 、 例 え ば 、 排 便 習 慣 の 変 化 、 大 便 中 の 血 液 、 普 段 よ り 細 い 大 便 、 理 由
の な い 体 重 減 少 、 お よ び 恒 常 的 な 疲 労 を 同 定 す る こ と に よ り 診 断 さ れ る 。 胃 癌 は 、 例 え ば
、 糞 便 潜 血 試 験 、 胃 鏡 検 査 、 バ リ ウ ム 嚥 下 検 査 、 コ ン ピ ュ ー タ 連 動 断 層 撮 影 （ CT） ス キ ャ
ン 、 お よ び 超 音 波 検 査 に 従 っ て 、 症 状 の 異 常 、 例 え ば 、 潰 瘍 症 状 を 同 定 す る こ と に よ り 診
断 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
結 腸 癌 ま た は 胃 癌 を 治 療 す る た め の 特 定 の 個 体 に 適 し た 治 療 剤 の 選 択
　 個 体 の 遺 伝 的 体 質 の 違 い は 、 様 々 な 薬 物 を 代 謝 す る 相 対 的 な 能 力 の 違 い を も た ら し 得 る
。 対 象 に お い て 代 謝 さ れ 抗 結 腸 癌 剤 ま た は 抗 胃 癌 剤 と し て 作 用 す る 薬 剤 は 、 対 象 の 細 胞 に
お け る 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン を 、 結 腸 癌 ま た は 胃 癌 の 状 態 に 特 徴 的 な 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン か
ら 非 結 腸 癌 ま た は 非 胃 癌 に 特 徴 的 な 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン へ と 変 化 さ せ る こ と に よ り 効 果 を
現 す こ と が で き る 。 従 っ て 、 本 明 細 書 に お い て 開 示 さ れ た 差 次 的 に 発 現 さ れ る CGX配 列 に
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よ り 、 推 定 上 の 治 療 用 ま た は 予 防 用 の 抗 結 腸 癌 剤 ま た は 抗 胃 癌 剤 が 対 象 に 適 し た 抗 結 腸 癌
剤 ま た は 抗 胃 癌 剤 で あ る か 否 か を 決 定 す る 手 段 と し て 、 選 択 さ れ た 対 象 由 来 の 被 験 細 胞 集
団 に お い て 薬 剤 を 試 験 す る こ と が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 特 定 の 対 象 に 適 し た 抗 結 腸 癌 剤 ま た は 抗 胃 癌 剤 を 同 定 す る た め に は 、 対 象 か ら の 被 験 細
胞 集 団 を 治 療 剤 に 曝 し 、 CGX1～ 8配 列 の 1個 以 上 の 発 現 を 決 定 す る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 被 験 細 胞 集 団 は 、 結 腸 癌 関 連 遺 伝 子 ま た は 胃 癌 関 連 遺 伝 子 を 発 現 し て い る 結 腸 癌 細 胞 ま
た は 胃 癌 細 胞 を 含 有 し て い る 。 好 ま し く は 、 被 験 細 胞 は 結 腸 ま た は 胃 か ら の 上 皮 細 胞 で あ
る 。 例 え ば 、 被 験 細 胞 集 団 を 候 補 薬 剤 の 存 在 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 被 験 試 料 の 遺 伝 子 発
現 パ タ ー ン を 測 定 し 、 1個 以 上 の 参 照 プ ロ フ ァ イ ル 、 例 え ば 、 結 腸 癌 も し く は 胃 癌 の 参 照
発 現 プ ロ フ ァ イ ル ま た は 非 結 腸 癌 も し く は 非 胃 癌 の 参 照 発 現 プ ロ フ ァ イ ル と 比 較 す る 。 ま
た は 、 ま ず 、 薬 剤 を 、 薬 物 を 活 性 型 へ と 代 謝 す る 酵 素 を 含 有 し て い る 細 胞 抽 出 物 、 例 え ば
、 肝 細 胞 抽 出 物 と 混 合 す る 。 次 い で 、 活 性 化 型 の 薬 剤 を 被 験 細 胞 集 団 と 混 合 し 、 遺 伝 子 発
現 を 測 定 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 細 胞 集 団 は 、 エ ク ス ビ ボ で 、 薬 剤 ま た は 活 性 化
型 の 薬 剤 と 接 触 さ せ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 次 い で 、 被 験 細 胞 集 団 に お け る 核 酸 配 列 の 発 現 を 、 参 照 細 胞 集 団 に お け る 核 酸 配 列 の 発
現 と 比 較 す る 。 参 照 細 胞 集 団 は 、 結 腸 癌 ま た は 胃 癌 の 状 態 が 分 か っ て い る 細 胞 を 少 な く と
も 1個 含 ん で い る 。 参 照 細 胞 が 非 結 腸 癌 ま た は 非 胃 癌 で あ る 場 合 、 被 験 細 胞 集 団 と 参 照 細
胞 集 団 と で 類 似 し た 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ ル は 、 そ の 対 象 に お け る 結 腸 癌 ま た は 胃 癌 の 治
療 に そ の 薬 剤 が 適 し て い る こ と を 示 す 。 被 験 細 胞 集 団 と 参 照 細 胞 集 団 の 配 列 の 発 現 の 違 い
は 、 そ の 対 象 に お け る 結 腸 癌 ま た は 胃 癌 の 治 療 に そ の 薬 剤 が 適 し て い な い こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 参 照 細 胞 が 結 腸 癌 細 胞 ま た は 胃 癌 細 胞 で あ る 場 合 、 被 験 細 胞 集 団 と 参 照 細 胞 集 団 の 遺 伝
子 発 現 パ タ ー ン の 類 似 性 は 、 対 象 に お け る 結 腸 癌 ま た は 胃 癌 の 治 療 に そ の 薬 剤 が 適 し て い
な い こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 結 腸 癌 ま た は 胃 癌 を 含 有 し て い る 参 照 細 胞 集 団 と 比 べ て 、 被 験 細 胞 集 団 に お い て 配 列 CG
X1～ 8の 1個 以 上 の 発 現 が 低 下 す る こ と は 、 そ の 薬 剤 が 治 療 的 で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 被 験 薬 剤 は い か な る 化 合 物 ま た は 組 成 物 で あ っ て も よ い 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 被
験 薬 剤 は 、 抗 癌 剤 で あ る こ と が 既 知 の 化 合 物 お よ び 組 成 物 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
結 腸 癌 ま た は 胃 癌 の 治 療 ま た は 予 防 用 の 候 補 治 療 剤 を 同 定 す る た め の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ
セ イ
　 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た 差 次 的 に 発 現 さ れ る 配 列 は 、 結 腸 癌 ま た は 胃 癌 を 治 療 す る た め の
候 補 治 療 剤 の 同 定 に も 使 用 さ れ 得 る 。 そ の 方 法 は 、 結 腸 癌 ま た は 胃 癌 の 状 態 に 特 徴 的 な CG
X1～ 8配 列 の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 、 非 結 腸 癌 ま た は 非 胃 癌 の 状 態 の 指 標 と な る パ タ ー ン へ
と 変 化 さ せ る か 否 か を 測 定 す る こ と に よ る 候 補 治 療 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ に 基 づ く 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 そ の 方 法 に お い て は 、 細 胞 を 、 被 験 薬 剤 ま た は 被 験 薬 剤 の 組 み 合 わ せ に （ 連 続 的 ま た は
結 果 的 に ） 曝 し 、 細 胞 に お け る 1個 以 上 の CGX1～ 8配 列 の 発 現 を 測 定 す る 。 被 験 集 団 に お け
る CGX配 列 の 発 現 は 、 被 験 薬 剤 に 曝 さ れ て い な い 参 照 細 胞 集 団 に お け る CGX配 列 の 発 現 レ ベ
ル と 比 較 す る 。 被 験 薬 剤 は 、 い く つ か の 結 腸 癌 細 胞 ま た は 胃 癌 細 胞 に お い て 上 方 制 御 さ れ
て い る CGX配 列 の 発 現 を 低 下 さ せ る と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 参 照 細 胞 集 団 は 、 結 腸 癌 細 胞 ま た は 胃 癌 細 胞 を 含 ん で い る 。
こ の 細 胞 集 団 が 使 用 さ れ る 場 合 、 薬 剤 の 存 在 下 に お け る 核 酸 配 列 の 発 現 が 、 薬 剤 の 非 存 在
下 に お け る 細 胞 集 団 の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル か ら 変 化 す る こ と は 、 そ の 薬 剤 が 結 腸 癌 ま た は 胃
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癌 の 治 療 用 の 候 補 治 療 剤 で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 被 験 薬 剤 は 、 以 前 に 記 載 さ れ て い な い 化 合 物 で あ っ て も よ い し 、 ま た は 以 前 か ら 既 知 で
あ る が 抗 結 腸 癌 剤 も し く は 抗 胃 癌 剤 で あ る こ と は 既 知 で な い 化 合 物 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 過 剰 発 現 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る の に 有 効 な 薬 剤 は 、 結 腸 癌 ま た は 胃 癌 の 腫 瘍 の 増 殖 を
防 止 す る 能 力 に 関 し て さ ら に 試 験 す る こ と が で き 、 結 腸 癌 ま た は 胃 癌 の 治 療 に 有 用 で あ る
可 能 性 の あ る 治 療 剤 で あ る 。 そ の よ う な 化 合 物 の 臨 床 的 有 用 性 に つ い て の さ ら な る 評 価 は
、 抗 癌 剤 の 毒 性 お よ び 臨 床 的 有 効 性 を 評 価 す る 標 準 的 な 方 法 を 使 用 し て 実 施 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 さ ら な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 結 腸 癌 ま た は 胃 癌 の 治 療 に お い て 標 的 と な る 可 能 性
の あ る 候 補 薬 剤 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 を 提 供 す る 。 既 に 詳 述 し た よ う に 、 マ ー カ ー 遺
伝 子 の 発 現 レ ベ ル ま た は 活 性 を 調 節 す る こ と に よ り 、 結 腸 癌 ま た は 胃 癌 の 発 症 お よ び 進 行
を 調 節 す る こ と が 可 能 で あ る 。 従 っ て 、 結 腸 癌 ま た は 胃 癌 の 治 療 に お い て 標 的 と な る 可 能
性 の あ る 候 補 薬 剤 は 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル お よ び 活 性 を 指 標 と し て 使 用 し た ス ク
リ ー ニ ン グ に よ っ て 同 定 さ れ 得 る 。 本 発 明 に 関 し て 、 そ の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ は 、 例 え
ば 、
（ a） CGX1～ 8か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド と 被 験 化
合 物 を 接 触 さ せ る 段 階 ；
（ b） ポ リ ペ プ チ ド と 被 験 化 合 物 と の 結 合 活 性 を 検 出 す る 段 階 ； お よ び
（ c） ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 化 合 物 を 選 択 す る 段 階
を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 ま た は 、 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 法 は 、
（ a） CGX1～ 8か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 1個 以 上 の マ ー カ ー 遺 伝 子 を 発 現 し て い る 細 胞 と
候 補 化 合 物 を 接 触 さ せ る 段 階 ； お よ び
（ b） CGX1～ 8か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 1個 以 上 の マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 低 下 さ
せ る 化 合 物 を 選 択 す る 段 階
を 含 み 得 る 。 マ ー カ ー 遺 伝 子 を 発 現 し て い る 細 胞 に は 、 例 え ば 、 結 腸 癌 ま た は 胃 癌 か ら 樹
立 さ れ た 細 胞 株 が 含 ま れ る ； そ の よ う な 細 胞 は 、 本 発 明 の 上 記 ス ク リ ー ニ ン グ に 使 用 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 ま た は 、 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 法 は 、
（ a） CGX1～ 8か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド と 被 験 化
合 物 を 接 触 さ せ る 段 階 ；
（ b） 段 階 （ a） の ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 を 検 出 す る 段 階 ； お よ び
（ c） CGX1～ 8か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学
的 活 性 を 、 被 験 化 合 物 の 非 存 在 下 に お い て 検 出 さ れ た 生 物 学 的 活 性 と 比 較 し て 抑 制 す る 化
合 物 を 選 択 す る 段 階
を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 ス ク リ ー ニ ン グ に 必 要 と さ れ る タ ン パ ク 質 は 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 使
用 し て 、 組 換 え タ ン パ ク 質 と し て 入 手 す る こ と が で き る 。 当 業 者 は 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 情
報 に 基 づ き 、 タ ン パ ク 質 の 任 意 の 生 物 学 的 活 性 を ス ク リ ー ニ ン グ の た め の 指 標 と し て 選 択
す る こ と が で き 、 選 択 さ れ た 生 物 学 的 活 性 に 基 づ き 測 定 法 を 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 ま た は 、 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、
　 a） 候 補 化 合 物 を 、 1つ ま た は 複 数 の マ ー カ ー 遺 伝 子 の 転 写 調 節 領 域 お よ び 転 写 調 節 領 域
の 制 御 下 で 発 現 さ れ る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 含 む ベ ク タ ー が 導 入 さ れ た 細 胞 と 接 触 さ せ る 段
階 （ こ の 際 、 1つ ま た は 複 数 の マ ー カ ー 遺 伝 子 は CGX1～ 8か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ） ；
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　 b） 前 記 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 活 性 を 測 定 す る 段 階 ； お よ び
　 c） 前 記 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 対 照 と 比 較 し て 低 下 さ せ る 化 合 物 を 選 択 す る
段 階 を 含 み う る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 適 し た レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 お よ び 宿 主 細 胞 は 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ る 。 ス ク リ ー ニ ン グ の
た め に 必 要 な レ ポ ー タ ー 構 築 物 は 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 転 写 調 節 領 域 を 用 い る こ と に よ っ て
作 製 し う る 。 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 転 写 調 節 領 域 が 当 業 者 に 知 ら れ て い る 場 合 に は 、 事 前 の 配
列 情 報 を 用 い る こ と に よ っ て レ ポ ー タ ー 構 築 物 を 作 製 す る こ と が で き る 。 マ ー カ ー 遺 伝 子
の 転 写 調 節 領 域 が ま だ 同 定 さ れ て い な い 場 合 に は 、 転 写 調 節 領 域 を 含 む ヌ ク レ オ チ ド セ グ
メ ン ト を 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 情 報 に 基 づ い て ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー か ら 単
離 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 本 発 明 の 結 腸 癌 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 の さ ら に も う
1つ の 態 様 に お い て 、 本 方 法 は 、 ARHCL1の ザ イ キ シ ン と の 結 合 能 、 NFXL1の MGC10334ま た は
CENPC1と の 結 合 能 、 C20orf20の BRD8と の 結 合 能 、 お よ び CCPUCC1の nCLUと の 結 合 能 を 利 用
す る 。 本 発 明 の タ ン パ ク 質 は ザ イ キ シ ン 、 MGC10334、 CENPC1、 BRD8、 ま た は nCLUと 会 合 す
る こ と が 判 明 し た 。 こ れ ら の 所 見 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 が ザ イ キ シ ン 、 MGC10334、 CENP
C1、 BRD8、 お よ び nCLUな ど の 分 子 と の 結 合 を 介 し て 細 胞 増 殖 の 機 能 を 発 揮 す る こ と を 示 唆
す る 。 こ の た め 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 と ザ イ キ シ ン 、 MGC10334、 CENPC1、 BRD8、 ま た は nC
LUと の 結 合 を 阻 害 す る こ と に よ っ て 細 胞 増 殖 の 阻 害 が も た ら さ れ 、 こ の 結 合 を 阻 害 す る 化
合 物 は 結 腸 癌 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 調 合 薬 と し て 役 立 つ こ と が 予 想 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 こ の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 （ a） 被 験 化 合 物 の 存 在 下 で 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を ザ イ
キ シ ン 、 MGC10334、 CENPC1、 BRD8、 ま た は nCLUと 接 触 さ せ る 段 階 、 （ b） ポ リ ペ プ チ ド と
ザ イ キ シ ン 、 MGC10334、 CENPC1、 BRD8、 ま た は nCLUと の 結 合 を 検 出 す る 段 階 、 お よ び （ c
） ポ リ ペ プ チ ド と ザ イ キ シ ン 、 MGC10334、 CENPC1、 BRD8、 ま た は nCLUと の 結 合 を 阻 害 す る
化 合 物 を 選 択 す る 段 階 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 こ の ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い ら れ る 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び ザ イ キ シ ン 、 MGC10334
、 CENPC1、 BRD8、 ま た は nCLUは 、 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド で も 天 然 の タ ン パ ク 質 で も よ く 、 ま
た は 、 相 互 の 結 合 能 を 保 っ て い る 限 り 、 そ れ ら の 部 分 ペ プ チ ド で も よ い 。 ス ク リ ー ニ ン グ
に 用 い ら れ る 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 ザ イ キ シ ン 、 MGC10334、 CENPC1、 BRD8、 ま た は nCLU
は 、 例 え ば 、 精 製 ポ リ ペ プ チ ド 、 可 溶 性 タ ン パ ク 質 、 担 体 と 結 合 し た 形 態 、 ま た は 他 の ポ
リ ペ プ チ ド と 融 合 し た 融 合 タ ン パ ク 質 で あ り う る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 任 意 の 被 験 化 合 物 は 、 例 え ば 、 細 胞 抽 出 物 、 細 胞 培 養 上 清 、 発 酵 性 微 生 物 の 産 物 、 海 洋
生 物 か ら の 抽 出 物 、 植 物 抽 出 物 、 精 製 タ ン パ ク 質 ま た は 粗 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 非 ペ プ
チ ド 化 合 物 、 合 成 ミ ク ロ 分 子 化 合 物 お よ び 天 然 化 合 物 を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 と ザ イ キ シ ン 、 MGC10334、 CENPC1、 BRD8、 ま た は nCLUと の 結 合 を 阻
害 す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 と し て は 、 当 業 者 に 周 知 の 多 く の 方 法 を 用 い る こ と が
で き る 。 こ の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ は 、 イ ン ビ ト ロ ア ッ セ イ 系 、 例 え ば 細 胞 系 に お い て 行
う こ と が で き る 。 よ り 具 体 的 に 述 べ る と 、 ま ず 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ザ イ キ シ ン
、 MGC10334、 CENPC1、 BRD8、 ま た は nCLUの い ず れ か を 支 持 体 に 対 し て 結 合 さ せ 、 そ れ に 対
し て も う 一 方 の タ ン パ ク 質 を 被 験 試 料 と と も に 添 加 す る 。 次 に 、 混 合 物 を イ ン キ ュ ベ ー ト
し 、 洗 浄 し た 上 で 、 支 持 体 と 結 合 し た も う 一 方 の タ ン パ ク 質 を 検 出 お よ び /ま た は 測 定 す
る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 タ ン パ ク 質 を 結 合 さ せ る た め に 用 い う る 支 持 体 の 例 に は 、 ア ガ ロ ー ス 、 セ ル ロ ー ス 、 お
よ び デ キ ス ト ラ ン な ど の 不 溶 性 多 糖 類 、 な ら び に ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 、 ポ リ ス チ レ ン 、 お
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よ び シ リ コ ン な ど の 合 成 樹 脂 が 含 ま れ る ； 以 上 の 材 料 か ら 作 製 さ れ た 市 販 の ビ ー ズ お よ び
プ レ ー ト （ 例 え ば 、 マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー ト 、 バ イ オ セ ン サ ー チ ッ プ な ど ） を 用 い る こ と が
好 ま し い 。 ビ ー ズ を 用 い る 場 合 に は 、 そ れ ら を カ ラ ム に 充 填 し て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 タ ン パ ク 質 は 、 化 学 的 結 合 お よ び 物 理 的 吸 着 な ど の 慣 行 の 方 法 に 従 っ て 支 持 体 に 結 合 さ
せ る こ と が で き る 。 ま た は 、 タ ン パ ク 質 は 、 タ ン パ ク 質 を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 を 介 し て
支 持 体 に 結 合 さ せ て も よ い 。 さ ら に 、 ア ビ ジ ン と ビ オ チ ン の 結 合 を 利 用 し て 、 タ ン パ ク 質
を 支 持 体 に 結 合 さ せ る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 タ ン パ ク 質 同 士 の 結 合 は 、 緩 衝 液 が タ ン パ ク 質 同 士 の 結 合 を 阻 害 し な い 限 り は 、 例 え ば
こ れ ら に 限 定 さ れ な い が リ ン 酸 緩 衝 液 お よ び Tris緩 衝 液 の 緩 衝 液 中 で 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 本 発 明 に お い て 、 表 面 プ ラ ス モ ン 共 鳴 現 象 を 利 用 す る バ イ オ セ ン サ ー を 、 結 合 し た タ ン
パ ク 質 の 検 出 ま た は 定 量 の た め の 手 段 と し て 用 い る こ と も で き る 。 こ の よ う な バ イ オ セ ン
サ ー を 用 い る と 、 ご く 微 量 の ポ リ ペ プ チ ド の み を 用 い て 、 標 識 を 行 わ ず に 、 タ ン パ ク 質 同
士 の 相 互 作 用 を 表 面 プ ラ ス モ ン 共 鳴 シ グ ナ ル と し て リ ア ル タ イ ム に 観 察 す る こ と が で き る
（ 例 え ば 、 BIAcore、 Pharmacia） 。 こ の た め 、 BIAcoreな ど の バ イ オ セ ン サ ー を 用 い て 、
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド と ザ イ キ シ ン 、 MGC10334、 CENPC1、 BRD8、 ま た は nCLUと の 結 合 を 評
価 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 ま た は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ザ イ キ シ ン 、 MGC10334、 CENPC1、 BRD8、 ま た は nC
LUの い ず れ か を 標 識 し 、 結 合 し た タ ン パ ク 質 の 標 識 を 、 結 合 し た タ ン パ ク 質 の 検 出 ま た は
測 定 に 用 い る こ と も で き る 。 具 体 的 に は 、 タ ン パ ク 質 の 一 方 を あ ら か じ め 標 識 し た 後 に 、
標 識 し た タ ン パ ク 質 を 被 験 化 合 物 の 存 在 下 で も う 一 方 の タ ン パ ク 質 と 接 触 さ せ 、 洗 浄 後 、
結 合 し た タ ン パ ク 質 を 標 識 に よ っ て 検 出 ま た は 測 定 す る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 本 方 法 に お け る タ ン パ ク 質 の 標 識 の た め に は 、 放 射 性 同 位 体 （ 例 え ば 、 3 H、 1 4 C、 3 2 P、
3 3 P、 3 5 S、 1 2 5 I、 1 3 1 I） 、 酵 素 （ 例 え ば 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ
シ ダ ー ゼ 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 β -グ ル コ シ ダ ー ゼ ） 、 蛍 光 物 質 （ 例 え ば 、 フ ル オ レ セ
イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト （ FITC） 、 ロ ー ダ ミ ン ） お よ び ビ オ チ ン /ア ビ ジ ン な ど の 標 識 物
質 を 用 い る こ と が で き る 。 タ ン パ ク 質 を 放 射 性 同 位 体 で 標 識 す る 場 合 に は 、 検 出 ま た は 測
定 を 液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 ま た は 、 酵 素 で 標 識 し た タ ン パ ク
質 は 、 呈 色 な ど の 基 質 の 酵 素 的 変 化 を 検 出 す る た め に 、 酵 素 基 質 を 添 加 し て 吸 光 光 度 計 で
検 出 ま た は 測 定 す る こ と も で き る 。 さ ら に 、 蛍 光 物 質 を 標 識 と し て 用 い る 場 合 に は 、 結 合
し た タ ン パ ク 質 を 蛍 光 光 度 計 を 用 い て 検 出 ま た は 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド と ザ イ キ シ ン 、 MGC10334、 CENPC1、 BRD8、 ま た は nCLUと
の 結 合 を 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド お よ び ザ イ キ シ ン 、 MGC10334、 CENPC1、 BRD8、 ま た は nC
LUに 対 す る 抗 体 を 用 い て 検 出 ま た は 測 定 す る こ と も で き る 。 例 え ば 、 支 持 体 上 に 固 定 さ せ
た 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 被 験 化 合 物 お よ び ザ イ キ シ ン 、 MGC10334、 CENPC1、 BRD8、 ま た
は nCLUと 接 触 さ せ た 後 に 、 混 合 物 を イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 洗 浄 し た 上 で 、 ザ イ キ シ ン 、 MGC1
0334、 CENPC1、 BRD8、 ま た は nCLUに 対 す る 抗 体 を 用 い て 検 出 ま た は 測 定 を 行 う こ と が で き
る 。 ま た は 、 ザ イ キ シ ン 、 MGC10334、 CENPC1、 BRD8、 ま た は nCLUを 支 持 体 上 に 固 定 化 し 、
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 を 検 出 ま た は 測 定 の た め の 抗 体 と し て 用 い て も よ い 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 抗 体 を 本 ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い る 場 合 に は 、 抗 体 を 上 記 の 標 識 物 質 の い ず れ か で 標 識 し
、 標 識 物 質 に 基 づ い て 検 出 ま た は 測 定 を 行 う こ と が 好 ま し い 。 ま た は 、 標 識 物 質 で 標 識 し
た 二 次 抗 体 に よ っ て 検 出 さ れ る よ う に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 ザ イ キ シ ン 、 MGC10334、
CENPC1、 BRD8、 ま た は nCLUに 対 す る 抗 体 を 一 次 抗 体 と し て 用 い て も よ い 。 さ ら に 、 本 発 明
の ス ク リ ー ニ ン グ に お い て タ ン パ ク 質 と 結 合 し た 抗 体 は 、 プ ロ テ イ ン Gま た は プ ロ テ イ ン A

10

20

30

40

50

(21) JP 2005-537007 A 2005.12.8



カ ラ ム を 用 い て 検 出 ま た は 測 定 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 ま た は 、 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 の も う 1つ の 態 様 に お い て 、 細 胞 を 利 用 す る 2-ハ
イ ブ リ ッ ド 系 を 用 い る こ と も で き る （ 「 MATCHMAKER 2-ハ イ ブ リ ッ ド 系 」 「 哺 乳 動 物 MATCH
MAKER 2-ハ イ ブ リ ッ ド ア ッ セ イ キ ッ ト 」 「 MATCHMAKER 1-ハ イ ブ リ ッ ド 系 」 （ Clontech）
； 「 HybriZAP 2-ハ イ ブ リ ッ ド ベ ク タ ー 系 」 （ Stratagene） ； 参 考 文 献 「 Daltonお よ び Tre
isman、 Cell 68： 597-612 (1992)」 「 Fieldsお よ び Sternglanz、 Trends Genet 10： 286-9
2 (1994)」 ） 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 2-ハ イ ブ リ ッ ド 系 で は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を SRF結 合 領 域 ま た は GAL4結 合 領 域 と 融
合 さ せ て 、 酵 母 細 胞 に お い て 発 現 さ せ る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る ザ イ キ シ ン 、
MGC10334、 CENPC1、 BRD8、 ま た は nCLUを VP16ま た は GAL4転 写 活 性 化 領 域 と 融 合 さ せ 、 被 験
化 合 物 の 存 在 下 で 酵 母 細 胞 に お い て 同 様 に 発 現 さ せ る 。 被 験 化 合 物 が 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ
ド と ザ イ キ シ ン 、 MGC10334、 CENPC1、 BRD8、 ま た は nCLUと の 結 合 を 阻 害 し な け れ ば 、 こ の
2つ の 結 合 に よ っ て レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 が 活 性 化 さ れ 、 陽 性 ク ロ ー ン が 検 出 さ れ る よ う に な
る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 と し て は 、 HIS3遺 伝 子 の ほ か に 、 例 え ば 、 Ade2遺 伝 子 、 lacZ遺 伝 子 、
CAT遺 伝 子 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 な ど を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 本 ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 単 離 さ れ る 化 合 物 は 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る
タ ン パ ク 質 の 活 性 を 阻 害 す る 薬 剤 の 候 補 で あ り 、 結 腸 癌 ま た は 胃 癌 の 治 療 ま た は 予 防 に 応
用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 さ ら に 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 活 性 を 阻 害 す る 化 合 物 の 構
造 の 一 部 が 、 付 加 、 欠 失 、 お よ び /ま た は 置 換 に よ っ て 変 換 さ れ た 化 合 物 も 、 本 発 明 の ス
ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ っ て 得 ら れ る 化 合 物 に 含 ま れ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 単 離 さ れ た 化 合 物 を 、 ヒ ト お よ び 他 の 哺 乳 動 物 、 例 え ば マ ウ ス 、
ラ ッ ト 、 モ ル モ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 ネ コ 、 イ ヌ 、 ヒ ツ ジ 、 ブ タ 、 ウ シ 、 サ ル 、 ヒ ヒ 、 お よ び チ
ン パ ン ジ ー に 対 し て 調 合 薬 と し て 投 与 す る 場 合 に は 、 単 離 さ れ た 化 合 物 を 直 接 投 与 し て も
よ く 、 ま た は 既 知 の 薬 剤 調 製 法 を 用 い て 剤 形 に 製 剤 化 し て も よ い 。 例 え ば 、 必 要 に 応 じ て
、 薬 剤 を 糖 衣 錠 剤 、 カ プ セ ル 剤 、 エ リ キ シ ル 剤 、 お よ び マ イ ク ロ カ プ セ ル と し て 経 口 投 与
す る こ と も で き 、 ま た は 水 も し く は 他 の 任 意 の 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 液 体 と の 滅 菌 溶 液 も し
く は 懸 濁 液 で あ る 注 射 剤 の 形 態 と し て 非 経 口 的 に 投 与 す る こ と も で き る 。 例 え ば 、 化 合 物
を 、 一 般 に 認 め ら れ る 薬 剤 の 実 現 の た め に 必 要 な 単 位 用 量 の 形 で 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担
体 ま た は 媒 体 、 具 体 的 に は 滅 菌 水 、 生 理 食 塩 水 、 植 物 油 、 乳 化 剤 、 懸 濁 剤 、 界 面 活 性 剤 、
安 定 剤 、 香 味 剤 、 賦 形 剤 、 媒 質 、 保 存 料 、 結 合 剤 な ど と 混 合 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の
製 剤 に お け る 有 効 成 分 の 量 に よ り 、 指 定 さ れ た 範 囲 内 に あ る 適 し た 投 与 量 が 得 ら れ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 錠 剤 お よ び カ プ セ ル 剤 に 混 合 し う る 添 加 剤 の 例 に は 、 ゼ ラ チ ン 、 コ ー ン ス タ ー チ 、 ト ラ
ガ カ ン ト ゴ ム お よ び ア ラ ビ ア ゴ ム な ど の 結 合 剤 ； 結 晶 セ ル ロ ー ス な ど の 媒 質 ； コ ー ン ス タ
ー チ 、 ゼ ラ チ ン お よ び ア ル ギ ン 酸 な ど の 膨 潤 剤 ； ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム な ど の 潤 滑 剤
； ス ク ロ ー ス 、 ラ ク ト ー ス ま た は サ ッ カ リ ン な ど の 甘 味 料 ； な ら び に ペ パ ー ミ ン ト 、 冬 緑
油 お よ び チ ェ リ ー な ど の 香 味 剤 が あ る 。 単 位 用 量 剤 形 が カ プ セ ル 剤 で あ る 場 合 に は 、 油 な
ど の 液 体 担 体 も 上 記 の 成 分 に さ ら に 含 め る こ と が で き る 。 注 射 用 の 滅 菌 混 合 物 は 、 通 常 の
薬 剤 の 実 現 に 倣 っ て 、 注 射 用 の 蒸 留 水 な ど の 媒 体 を 用 い て 製 剤 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 生 理 食 塩 水 、 グ ル コ ー ス 、 な ら び に D-ソ ル ビ ト ー ル 、 D-マ ン ノ ー ス 、 D-マ ン ニ ト ー ル お
よ び 塩 化 ナ ト リ ウ ム な ど の 佐 剤 を 含 む そ の 他 の 等 張 液 を 、 注 射 用 の 水 溶 液 と し て 用 い る こ
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と が で き る 。 こ れ ら は 適 し た 可 溶 化 剤 、 例 え ば ア ル コ ー ル 、 具 体 的 に は エ タ ノ ー ル 、 プ ロ
ピ レ ン グ リ コ ー ル お よ び ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル な ど の 多 価 ア ル コ ー ル 、 Polysorbate 80
(商 標 )お よ び HCO-50な ど の 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 な ど と 組 み 合 わ せ て 用 い る こ と が で き る
。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 ゴ マ 油 ま た は ダ イ ズ 油 は 油 脂 性 液 体 と し て 用 い る こ と が で き 、 こ れ ら を 可 溶 化 剤 と し て
の 安 息 香 酸 ベ ン ジ ル ま た は ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル と 組 み 合 わ せ て 用 い る こ と も で き 、 さ ら に
こ れ ら を リ ン 酸 緩 衝 液 お よ び 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 な ど の 緩 衝 液 ； 塩 酸 プ ロ カ イ ン な ど の
鎮 痛 薬 ； ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル お よ び フ ェ ノ ー ル な ど の 安 定 剤 ； な ら び に 抗 酸 化 剤 と と も に
製 剤 化 す る こ と も で き る 。 調 製 さ れ た 注 射 剤 は 適 し た ア ン プ ル に 充 填 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 を 、 例 え ば 動 脈 内 注 射 、 静 脈 内 注 射 、 ま た は 皮 下 注 射 と し て 、 お よ
び 同 じ く 鼻 腔 内 投 与 、 経 気 管 支 投 与 、 筋 肉 内 投 与 ま た は 経 口 投 与 と し て 患 者 に 対 し て 投 与
す る た め に は 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ た 方 法 を 用 い る こ と が で き る 。 投 与 量 お よ び 投 与 方 法
は 患 者 の 体 重 お よ び 年 齢 な ら び に 投 与 方 法 に 応 じ て 異 な る 。 し か し 、 当 業 者 は 慣 行 的 に 適
切 な 投 与 方 法 を 選 択 す る こ と が で き る 。 前 記 化 合 物 が DNAに よ っ て コ ー ド さ れ う る 場 合 に
は 、 DNAを 遺 伝 子 治 療 用 の ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 治 療 を 行 う た め に そ の ベ ク タ ー を 患 者 に 投
与 す る こ と が で き る 。 投 与 量 お よ び 投 与 方 法 は 患 者 の 体 重 、 年 齢 お よ び 症 状 に 応 じ て 異 な
る が 、 当 業 者 は そ れ ら を 適 切 に 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 例 え ば 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 と 結 合 し て そ の 活 性 を 調 節 す る 化 合 物 の 投 与 量 は 、 そ の 症
状 に 依 存 す る と は い え 、 標 準 的 な 成 人 （ 体 重 60kg） に 対 し て 経 口 投 与 す る 場 合 、 約 0.1mg
～ 約 100mg/日 、 好 ま し く は 約 1.0mg～ 約 50mg/日 、 よ り 好 ま し く は 約 1.0mg～ 約 20mg/日 で あ
る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 標 準 的 な 成 人 （ 体 重 60kg） に 対 し て 注 射 剤 の 形 態 と し て 非 経 口 的 に 投 与 す る 場 合 に は 、
患 者 、 標 的 臓 器 、 症 状 お よ び 投 与 方 法 に 応 じ て 若 干 の 違 い は あ る も の の 、 約 0.01mg～ 約 30
mg/日 、 好 ま し く は 約 0.1～ 約 20mg/日 、 よ り 好 ま し く は 約 0.1～ 約 10mg/日 の 用 量 を 静 脈 注
射 す る こ と が 好 都 合 で あ る 。 同 じ く 、 他 の 動 物 の 場 合 に も 、 体 重 60kgに 換 算 し た 量 を 投 与
す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
結 腸 癌 ま た は 胃 癌 を 有 す る 対 象 の 予 後 の 判 定
　 被 験 細 胞 集 団 に お け る 1個 以 上 の CGX配 列 の 発 現 を 、 疾 患 段 階 の 一 定 の 範 囲 を 超 え た 患 者
に 由 来 す る 参 照 細 胞 集 団 に お け る 配 列 の 発 現 と 比 較 す る こ と に よ り 、 結 腸 癌 ま た は 胃 癌 を
有 す る 対 象 の 予 後 を 判 定 す る 方 法 も 、 提 供 さ れ る 。 被 験 細 胞 集 団 と 参 照 細 胞 集 団 と で 1個
以 上 の CGX配 列 の 遺 伝 子 発 現 を 比 較 す る こ と に よ り 、 ま た は 対 象 に 由 来 す る 被 験 細 胞 集 団
に お け る 遺 伝 子 発 現 の パ タ ー ン を 経 時 的 に 比 較 す る こ と に よ り 、 対 象 の 予 後 が 判 定 さ れ 得
る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 参 照 細 胞 集 団 は 、 非 結 腸 癌 細 胞 も し く は 非 胃 癌 細 胞 、 ま た は 結 腸 癌 細 胞 も し く は 胃 癌 細
胞 を 主 に 含 む 。 ま た は 、 参 照 は 、 結 腸 癌 も し く は 胃 癌 、 ま た は 非 結 腸 癌 も し く は 非 胃 癌 の
発 現 プ ロ フ ァ イ ル で あ る 。 参 照 細 胞 集 団 が 非 結 腸 癌 細 胞 ま た は 非 胃 癌 細 胞 を 主 に 含 む 場 合
、 配 列 CGX1～ 8の う ち の 1個 以 上 の 発 現 の 上 昇 は 、 予 後 が あ ま り 良 く な い こ と を 示 す 。 配 列
CGX1～ 8の 発 現 の 類 似 ま た は 低 下 は 、 そ の 対 象 に お け る 予 後 が 良 い こ と を 示 す 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 ま た は 、 参 照 細 胞 集 団 が 非 結 腸 癌 細 胞 ま た は 非 胃 癌 細 胞 を 主 に 含 む 場 合 、 配 列 CGX1～ 8
の 1個 以 上 の 発 現 の 上 昇 は 、 そ の 対 象 に お け る 予 後 が あ ま り 良 く な い こ と を 示 し 、 低 下 ま
た は 類 似 の 発 現 は 予 後 が 良 い こ と を 示 す 。
【 ０ １ １ １ 】
キ ッ ト
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　 本 発 明 は 、 キ ッ ト の 形 態 で パ ッ ケ ー ジ ン グ さ れ た CGX検 出 試 薬 、 例 え ば 、 CGX核 酸 の 一 部
に 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の よ う な 相 同 核 酸 配 列 を 有 し て い る こ と に よ り 特 異 的
に 1個 以 上 の CGX核 酸 を 同 定 す る 核 酸 、 ま た は CGX核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 に
対 す る 抗 体 も 含 む 。 キ ッ ト は 、 別 々 の 容 器 内 に 、 核 酸 も し く は 抗 体 （ 固 体 マ ト リ ッ ク ス に
既 に 結 合 さ れ て い る か 、 ま た は マ ト リ ッ ク ス に 結 合 さ せ る た め の 試 薬 が 別 途 パ ッ ケ ー ジ ン
グ さ れ て い る ） 、 対 照 製 剤 （ 陽 性 お よ び /ま た は 陰 性 ） 、 な ら び に /ま た は 検 出 可 能 な 標 識
を 含 有 し 得 る 。 ア ッ セ イ を 実 施 す る た め の 指 示 （ 例 え ば 、 文 書 、 テ ー プ 、 VCR、 CD-ROM等
） が 、 キ ッ ト に 含 ま れ て い て も よ い 。 ア ッ セ イ は 、 例 え ば 、 当 技 術 分 野 に お い て 既 知 で あ
る よ う な ノ ー ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ま た は サ ン ド イ ッ チ ELISAの 形 態 を と り 得 る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 例 え ば 、 CGX検 出 試 薬 は 、 少 な く と も 1個 の CGX検 出 部 位 が 形 成 さ れ る よ う 、 多 孔 性 ス ト
リ ッ プ の よ う な 固 体 マ ト リ ッ ク ス の 上 に 固 定 化 さ れ る 。 多 孔 性 ス ト リ ッ プ の 測 定 領 域 ま た
は 検 出 領 域 は 、 複 数 の 核 酸 含 有 部 位 を 含 み 得 る 。 被 験 ス ト リ ッ プ は 、 陰 性 お よ び /ま た は
陽 性 対 照 の た め の 部 位 も 含 有 し 得 る 。 ま た は 、 対 照 部 位 は 、 被 験 ス ト リ ッ プ と は 別 の ス ト
リ ッ プ に 置 か れ る 。 選 択 的 に 、 異 な る 検 出 部 位 に 異 な る 量 の 固 定 化 核 酸 を 含 有 し て い て も
よ く 、 即 ち 、 第 1の 検 出 部 位 に よ り 多 い 量 を 含 有 し 、 次 の 部 位 に は よ り 少 な い 量 を 含 有 し
て い て も よ い 。 被 験 試 料 を 添 加 す る と 、 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 示 す 部 位 の 数 に よ り 、 試 料
中 に 存 在 す る CGXの 量 が 定 量 的 に 示 さ れ る 。 検 出 部 位 は 任 意 の 適 切 な 検 出 可 能 な 形 で 配 置
す る こ と が で き 、 典 型 的 に は 、 被 験 ス ト リ ッ プ の 幅 全 体 に 及 ぶ バ ー ま た は ド ッ ト の 形 を と
る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 ま た は 、 キ ッ ト は 、 1個 以 上 の 核 酸 配 列 を 含 む 核 酸 基 質 ア レ イ を 含 む 。 ア レ イ 上 の 核 酸
は 、 CGX1～ 8に よ っ て 表 さ れ る 1個 以 上 の 核 酸 配 列 を 特 異 的 に 同 定 す る 。 様 々 な 態 様 に お い
て 、 CGX1～ 8に よ っ て 表 さ れ る 配 列 の 2個 、 3個 、 4個 、 5個 、 6個 、 7個 、 ま た は そ れ 以 上 の
発 現 が 、 ア レ イ と の 結 合 に よ っ て 同 定 さ れ る 。 基 質 ア レ イ は 、 例 え ば 、 固 体 基 質 、 例 え ば
、 米 国 特 許 第 5,744,305号 に 記 載 さ れ る よ う な 「 チ ッ プ 」 の 上 に 存 在 し 得 る 。
【 ０ １ １ ４ 】
ア レ イ お よ び 複 数 状 態
　 本 発 明 は 、 1個 以 上 の 核 酸 配 列 を 含 む 核 酸 基 質 ア レ イ も 含 む 。 ア レ イ 上 の 核 酸 は 、 CGX1
～ 8に よ っ て 表 さ れ る 1個 以 上 の 核 酸 配 列 を 特 異 的 に 同 定 す る 。 様 々 な 態 様 に お い て 、 CGX1
～ 8に よ っ て 表 さ れ る 配 列 の う ち の 2個 、 3個 、 4個 、 5個 、 6個 、 7個 、 ま た は そ れ 以 上 の 発
現 が 同 定 さ れ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 ア レ イ 中 の 核 酸 は 、 例 え ば 、 列 挙 さ れ た 核 酸 の 一 部 に 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列
の よ う な 相 同 核 酸 配 列 を 有 す る こ と に よ り 、 列 挙 さ れ た 核 酸 を 同 定 す る こ と が で き る 。 基
質 ア レ イ は 、 例 え ば 、 固 体 基 質 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,744,305号 に 記 載 さ れ る よ う な 「
チ ッ プ 」 の 上 に 存 在 し 得 る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 本 発 明 は 、 単 離 さ れ た 複 数 の 核 酸 配 列 （ 即 ち 、 2個 以 上 の 核 酸 の 混 合 物 ） も 含 む 。 核 酸
配 列 は 、 液 相 ま た は 固 相 に 存 在 で き 、 例 え ば 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 の よ う な 固 体 支 持 体 の
上 に 固 定 化 す る こ と が で き る 。 複 数 の も の と し て は 、 典 型 的 に は 、 CGX1～ 8に よ っ て 表 さ
れ る 核 酸 配 列 の 1個 以 上 が 含 ま れ る 。 様 々 な 態 様 に お い て 、 複 数 に は 、 CGX1～ 8に よ っ て 表
さ れ る 配 列 の 2個 、 3個 、 4個 、 5個 、 6個 、 7個 、 ま た は そ れ 以 上 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
結 腸 癌 ま た は 胃 癌 の 治 療 方 法
　 本 発 明 は 、 対 象 に お け る 結 腸 癌 ま た は 胃 癌 を 治 療 す る 方 法 を 提 供 す る 。 投 与 は 、 本 明 細
書 に 記 載 さ れ た 差 次 的 に 発 現 さ れ る 配 列 （ 例 え ば 、 CGX1～ 8） の 異 常 な 発 現 ま た は 活 性 に
関 連 す る 障 害 の リ ス ク を 有 し て い る （ も し く は 、 そ の よ う な 障 害 に 感 受 性 で あ る ） か 、 ま
た は そ の よ う な 障 害 を 有 し て い る 対 象 に 対 し て 予 防 的 ま た は 治 療 的 に 行 わ れ 得 る 。
【 ０ １ １ ８ 】
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　 そ の 方 法 は 、 非 結 腸 癌 細 胞 ま た は 非 胃 癌 細 胞 と 比 較 し て 結 腸 癌 細 胞 ま た は 胃 癌 細 胞 に お
い て 発 現 が 上 昇 し て い る 遺 伝 子 （ 「 過 剰 発 現 遺 伝 子 」 ） の う ち 1個 以 上 の 遺 伝 子 産 物 の 発
現 も し く は 機 能 ま た は そ の 両 方 を 低 下 さ せ る こ と も 含 む 。 発 現 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 既
知 の い く つ か の 方 式 で 阻 害 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 発 現 は 、 1個 ま た は 複 数 個 の 過 剰 発 現 遺 伝
子 の 発 現 を 阻 害 す る か ま た は そ れ に 拮 抗 す る 核 酸 を 対 象 へ 投 与 す る こ と に よ り 阻 害 さ れ 得
る 。 1つ の 態 様 に お い て 、 1個 ま た は 複 数 個 の 遺 伝 子 の 発 現 を 妨 害 す る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド ま た は 低 分 子 干 渉 RNAが 、 投 与 さ れ 得 る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 上 述 の よ う に 、 CGX1～ 8の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 応 す る ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 、 CGX1～ 8の
発 現 レ ベ ル を 低 下 さ せ る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 結 腸 癌 ま た は 胃 癌 に お い て 上 方 制 御 さ れ て
い る CGX1～ 8に 対 応 す る ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 、 結 腸 癌 ま た は 胃 癌 の 治 療 に 有 用 で あ る 。 特
に 、 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 、 CGX1～ 8も し く は そ れ ら に 対 応 す る mRNAに 結 合 し 、 そ
れ に よ り 、 遺 伝 子 の 転 写 も し く は 翻 訳 を 阻 害 し 、 mRNAの 分 解 を 促 進 し 、 か つ /ま た は CGX1
～ 8か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 発 現 を 阻 害 し 、 最
終 的 に 、 タ ン パ ク 質 の 機 能 を 阻 害 す る こ と に よ り 作 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 プ ロ モ
ー タ ー 、 例 え ば 、 組 織 特 異 的 ま た は 腫 瘍 特 異 的 な プ ロ モ ー タ ー 、 を 含 有 し て い る DNAが 、
ア ン チ セ ン ス RNAへ と 転 写 さ れ る DNA配 列 （ ア ン チ セ ン ス 鋳 型 ） と 機 能 的 に 連 結 さ れ る 。 「
機 能 的 に 連 結 さ れ る 」 と は 、 適 切 な 分 子 （ 例 え ば 、 転 写 ア ク チ ベ ー タ ー タ ン パ ク 質 ） が 制
御 配 列 に 結 合 し た 場 合 に 遺 伝 子 が 発 現 さ れ る よ う な 方 式 で 、 コ ー デ ィ ン グ 配 列 と 制 御 配 列
（ 即 ち 、 プ ロ モ ー タ ー ） と が 接 続 さ れ る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 「 ア ン チ セ ン ス 核 酸 」 と い う 用 語 は 、 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る よ う に 、 標 的 配 列 に
特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る 限 り 、 標 的 配 列 に 完 全 に 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド
お よ び 1個 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド の ミ ス マ ッ チ を 有 す る も の 両 方 を 包 含 す る 。 例 え ば 、 本 発
明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 、 少 な く と も 15個 の 連 続 ヌ ク レ オ チ ド に わ た り 、 少 な く と も 70％
以 上 、 好 ま し く は 80％ 以 上 、 よ り 好 ま し く は 90％ 以 上 、 さ ら に 好 ま し く は 95％ 以 上 の 相 同
性 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 当 技 術 分 野 に お い て 既 知 の ア ル ゴ リ ズ ム が 、 相 同 性
を 決 定 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 ア ン チ セ ン ス 療 法 は 、 標 準 的 な ベ ク タ ー お よ び /ま た は 遺 伝 子 送 達 系 に よ り 、 ア ン チ セ
ン ス 核 酸 を 患 者 へ 投 与 す る こ と に よ り 実 施 さ れ る 。 適 当 な 遺 伝 子 送 達 系 に は 、 と り わ け 、
リ ポ ソ ー ム 、 受 容 体 を 介 す る 送 達 系 、 裸 の DNA、 な ら び に ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 、 レ ト ロ ウ イ
ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 お よ び ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス の よ う な ウ イ ル ス ベ ク タ ー が 含 ま れ 得
る 。 治 療 用 核 酸 組 成 物 は 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 で 製 剤 化 さ れ る 。 治 療 用 組 成 物 は 、 上
記 の よ う な 遺 伝 子 送 達 系 も 含 み 得 る 。 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と は 、 動 物 へ の 投 与 に 適 し
て い る 生 物 学 的 に 適 合 性 の 媒 体 、 例 え ば 、 生 理 食 塩 水 で あ る 。 化 合 物 の 治 療 的 有 効 量 と は
、 治 療 を 受 け た 動 物 に お け る CGX遺 伝 子 産 物 の 産 生 が 低 下 す る ま た は 腫 瘍 増 殖 が 低 下 す る
よ う な 医 学 的 に 望 ま し い 結 果 を も た ら す こ と が で き る 量 で あ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 誘 導 体 は 、 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAま た は mRNAと 結 合 し
、 そ れ ら の 転 写 ま た は 翻 訳 を 阻 害 し 、 mRNAの 分 解 を 促 進 し 、 タ ン パ ク 質 の 発 現 を 阻 害 し 、
そ れ に よ っ て 、 タ ン パ ク 質 機 能 の 阻 害 を も た ら す こ と に よ り 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 に よ っ て コ
ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 を 産 生 す る 細 胞 に 作 用 す る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 誘 導 体 は 、 誘 導 体 に 対 し て 不 活 性 な 、 適 当 な 基 剤 材 料 と 混 合
す る こ と に よ り 、 リ ニ メ ン ト 剤 ま た は パ ッ プ 剤 の よ う な 外 用 調 製 物 に 製 造 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 ま た 、 必 要 に 応 じ て 、 誘 導 体 は 、 賦 形 剤 、 等 張 剤 、 可 溶 化 剤 、 安 定 剤 、 保 存 剤 、 鎮 痛 剤
等 を 添 加 す る こ と に よ り 、 錠 剤 、 散 剤 、 顆 粒 剤 、 カ プ セ ル 剤 、 リ ポ ソ ー ム カ プ セ ル 剤 、 注
射 剤 、 液 剤 、 点 鼻 剤 、 お よ び 凍 結 乾 燥 剤 へ と 製 剤 化 さ れ 得 る 。 こ れ ら は 、 以 下 の 既 知 の 方
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法 に よ っ て 調 製 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 ア ン チ セ ン ス 核 酸 誘 導 体 は 、 病 巣 へ 直 接 適 用 す る こ と に よ り 、 ま た は 病 巣 に 到 達 す る よ
う 血 管 内 に 注 射 す る こ と に よ り 、 患 者 に 与 え ら れ る 。 送 達 経 路 と し て は 、 静 脈 内 、 皮 下 、
筋 肉 内 、 お よ び 腹 腔 内 と い っ た 非 経 口 投 与 が 、 核 酸 ま た は CGX阻 害 性 ペ プ チ ド ま た は 非 ペ
プ チ ド 化 合 物 の 送 達 に 使 用 さ れ 得 る 。 ア ン チ セ ン ス 封 入 剤 も 、 持 続 性 お よ び 膜 透 過 性 を 増
加 さ せ る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 例 と し て は 、 リ ポ ソ ー ム 、 ポ リ -L-リ ジ ン 、 脂 質 、 コ レ ス
テ ロ ー ル 、 リ ポ フ ェ ク チ ン 、 ま た は こ れ ら の 誘 導 体 が あ る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 誘 導 体 の 投 与 量 は 、 例 え ば 、 患 者 の サ イ ズ 、 体 表 面 積 、 年 齢
、 投 与 さ れ る 特 定 の 核 酸 、 性 別 、 投 与 の 時 間 お よ び 経 路 、 全 身 状 態 、 お よ び 同 時 に 投 与 さ
れ る 他 の 薬 剤 を 含 む 患 者 の 状 態 に 応 じ て 適 切 に 調 整 さ れ 、 所 望 の 量 で 使 用 さ れ 得 る 。 例 え
ば 、 0.1～ 100mg/kg、 好 ま し く は 、 0.1～ 50mg/kgの 用 量 範 囲 が 投 与 さ れ 得 る 。 ま た は 、 核
酸 の 静 脈 内 投 与 の た め の 投 与 量 は 、 核 酸 分 子 お よ そ 10 6 ～ 10 2 2 コ ピ ー で あ る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 発 現 を 阻 害 し 、 そ の た め 、 本 発 明
の タ ン パ ク 質 の 生 物 学 的 活 性 を 抑 制 す る の に 有 用 で あ る 。 ま た 、 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核
酸 を 含 む 発 現 阻 害 剤 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 生 物 学 的 活 性 を 阻 害 す る こ と が で き る た め
、 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 、 修 飾 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 例 え ば 、 チ オ 化 （ thio
ated） ヌ ク レ オ チ ド は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に ヌ ク レ ア ー ゼ 抵 抗 性 を 賦 与 す る た め に 使 用
さ れ 得 る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 CGX mRNAの 様 々 な 部 分 に 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 標 準 的 な 方 法 に 従 い 、 腫 瘍 細
胞 に お け る CGX産 生 を 低 下 さ せ る 能 力 に 関 し て 、 イ ン ビ ト ロ で 試 験 さ れ る 。 候 補 組 成 物 の
非 存 在 下 で 培 養 し た 細 胞 と 比 較 し て 、 候 補 ア ン チ セ ン ス 組 成 物 と 接 触 し た 細 胞 に お け る CG
X遺 伝 子 産 物 の 低 下 は 、 CGX特 異 的 抗 体 ま た は そ の 他 の 検 出 戦 略 を 使 用 し て 検 出 さ れ る 。 イ
ン ビ ト ロ の 細 胞 に 基 づ く ア ッ セ イ ま た は 無 細 胞 ア ッ セ イ に お い て CGXの 産 生 を 低 下 さ せ た
配 列 は 、 次 い で 、 悪 性 新 生 物 を 有 す る 動 物 に お け る CGX産 生 の 低 下 を 確 認 す る た め 、 ラ ッ
ト ま た は マ ウ ス に お い て イ ン ビ ボ で 試 験 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 適 切 な ア ン チ セ ン ス S-オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 配 列 番 号 ： 50、 52、 54、 56、 58、 60、 62
、 64、 66、 68、 70、 72、 74、 76、 お よ び 79の 群 よ り 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る
。 配 列 番 号 ： 50の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る も の を 含 む ARHCL1の ア ン チ セ ン ス S-オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド ； 配 列 番 号 ： 52の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る も の を 含 む NFXL1の ア ン チ セ ン ス S
-オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ； 配 列 番 号 ： 54ま た は 56の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る も の を 含 む C20
orf20の ア ン チ セ ン ス S-オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ； 配 列 番 号 ： 58、 60、 62、 64、 ま た は 66か ら
な る 群 よ り 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る も の を 含 む LEMD1の ア ン チ セ ン ス S-オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド ； 配 列 番 号 ： 68の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る も の を 含 む CCPUCC1の ア ン チ
セ ン ス S-オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ； 配 列 番 号 ： 70ま た は 72の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る も の を
含 む Ly6Eの ア ン チ セ ン ス S-オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ； 配 列 番 号 ： 74ま た は 76の ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 有 す る も の を 含 む Nkd1の ア ン チ セ ン ス S-オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 結 腸 直 腸 癌 に と っ て
適 切 で あ り 得 る 。 配 列 番 号 ： 79の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る も の を 含 む LAPTM4β の ア ン チ
セ ン ス S-オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 胃 癌 に と っ て 適 切 で あ り 得 る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 リ ボ ザ イ ム 療 法 も 、 癌 患 者 に お け る CGX遺 伝 子 発 現 を 阻 害 す る た め に 使 用 さ れ る 。 リ ボ
ザ イ ム は 、 特 異 的 な mRNAに 結 合 し 、 次 い で 、 予 定 さ れ た 切 断 点 で そ れ を 切 断 し 、 そ れ に よ
っ て 転 写 物 を 破 壊 す る 。 こ れ ら の RNA分 子 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 既 知 の 方 法 に 従 い 、 CGC
遺 伝 子 の 発 現 を 阻 害 す る た め に 使 用 さ れ る （ Sullivanら 、 1994、 J. Invest. Derm. 103：
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85S-89S； Czubaykoら 、 1994、 J. Biol. Chem. 269： 21358-21363； Mahieuら 、 1994、 Bloo
d 84： 3758-65； Kobayashiら 、 1994、 Cancer Res. 54： 1271-1275） 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 ま た 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 に 対 す る siRNAも 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 低 下 さ せ る た
め に 使 用 さ れ 得 る 。 「 siRNA」 と い う 用 語 は 、 標 的 mRNAの 翻 訳 を 防 ぐ 二 本 鎖 RNA分 子 を 意 味
す る 。 RNA転 写 の 鋳 型 と な る DNAを 含 む 、 細 胞 に siRNAを 導 入 す る 標 準 的 な 技 術 が 使 用 さ れ
る 。 本 発 明 に 関 し て 、 siRNAは 、 CGX1～ 8の よ う な 上 方 制 御 さ れ る マ ー カ ー 遺 伝 子 に 対 す る
セ ン ス 核 酸 配 列 お よ び ア ン チ セ ン ス 核 酸 配 列 を 含 む 。 siRNAは 、 単 一 の 転 写 物 が 標 的 遺 伝
子 か ら の セ ン ス 配 列 お よ び 相 補 的 ア ン チ セ ン ス 配 列 の 両 方 、 例 え ば ヘ ア ピ ン を 有 す る よ う
、 構 築 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 こ の 方 法 は 、 例 え ば 、 細 胞 の 悪 性 形 質 転 換 の 結 果 と し て 上 方 制 御 さ れ た 発 現 を 変 化 さ せ
る た め に 使 用 さ れ る 。 標 的 細 胞 に お け る CGX1～ 8の 1個 に 対 応 す る 転 写 物 と siRNAと の 結 合
は 、 細 胞 に お け る タ ン パ ク 質 産 生 の 低 下 を も た ら す 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ は 、 少 な
く と も 10ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 天 然 に 存 在 す る 転 写 物 と 同 じ 長 さ で あ っ て も よ い 。 好 ま し
く は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 19～ 25ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ る 。 最 も 好 ま し く は 、 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド は 75、 50、 25ヌ ク レ オ チ ド 未 満 の 長 さ で あ る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 siRNAの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 ア ン ビ オ ン （ Ambion） の ウ ェ ブ サ イ ト （ http://www.ambi
on.com/techlib/misc/siRNA_finder.html） よ り 入 手 可 能 な siRNA設 計 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ
ラ ム を 使 用 し て 設 計 さ れ た 。 そ の コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム は 、 以 下 の プ ロ ト コ ル に 基 づ き
、 siRNA合 成 の た め の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 選 択 す る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 siRNA標 的 部 位 の 選 択 ：
1． 対 象 転 写 物 の AUG開 始 コ ド ン か ら 開 始 し て 、 下 流 へ 、 AAジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 関 し て ス
キ ャ ン す る 。 各 AAお よ び 3'隣 接 19ヌ ク レ オ チ ド の 出 現 を 、 可 能 性 の あ る siRNA標 的 部 位 と
し て 記 録 す る 。 Tuschlら は 、 制 御 タ ン パ ク 質 結 合 部 位 を よ り 豊 富 に 含 む た め 、 5'お よ び 3'
の 非 翻 訳 領 域 （ UTR） な ら び に 開 始 コ ド ン 近 傍 （ 75塩 基 内 ） の 領 域 に 対 し て は siRNAを 設 計
し な い よ う 推 奨 し て い る 。 UTR結 合 タ ン パ ク 質 お よ び /ま た は 翻 訳 開 始 複 合 体 は 、 siRNAエ
ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 複 合 体 の 結 合 に 干 渉 す る 可 能 性 が あ る 。
2． 可 能 性 の あ る 標 的 部 位 を ヒ ト ゲ ノ ム デ ー タ ベ ー ス と 比 較 し 、 他 の コ ー デ ィ ン グ 配 列 と
の 有 意 な 相 同 性 を 有 す る 標 的 配 列 を 検 討 か ら 排 除 す る 。 相 同 性 検 索 は 、 NCBIサ ー バ 上 の :w
ww.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/に 見 出 さ れ る BLASTを 使 用 し て 実 施 す る こ と が で き る 。
3． 合 成 用 に 適 格 な 標 的 配 列 を 選 択 す る 。 ア ン ビ オ ン （ Ambion） で は 、 好 ま し く は 、 い く
つ か の 標 的 配 列 を 、 評 価 用 と し て 、 遺 伝 子 の 全 長 に 沿 っ て 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 siRNAの 標 的 配 列 と し て 適 し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 配 列 番 号
： 126、 127、 128、 ま た は 129の 群 か ら 選 択 さ れ 得 る 。 配 列 番 号 ： 126の ヌ ク レ オ チ ド 配 列
か ら な る NFXL1の 標 的 配 列 ； 配 列 番 号 ： 127の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る C20orf20の 標 的 配
列 ； お よ び 配 列 番 号 ： 128ま た は 129の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る CCPUCC1の 標 的 配 列 は 、
結 腸 直 腸 癌 の 治 療 用 の siRNAヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 設 計 す る た め に 適 切 に 使 用 さ れ 得 る 。 例
え ば 、 本 発 明 の 好 ま し い siRNAは 、 以 下 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 組 み 合 わ せ を 有 す る 二 本 鎖 R
NAを 含 む 。 配 列 番 号 ： 106～ 121の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に お い て 、 塩 基 「 t」 に は 、 RNAヌ ク レ
オ チ ド 配 列 を 示 す 塩 基 「 u」 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 siRNA用 標 的 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 組 み 合 わ せ
　 配 列 番 号 ： 126　 　 　 配 列 番 号 ： 114/115
　 配 列 番 号 ： 127　 　 　 配 列 番 号 ： 116/117
　 配 列 番 号 ： 128　 　 　 配 列 番 号 ： 118/119
　 配 列 番 号 ： 129　 　 　 配 列 番 号 ： 120/121
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【 ０ １ ３ ８ 】
　 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は siRNAは 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 発
現 を 阻 害 し 、 そ の た め 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 を 抑 制 す る の に 有 用 で あ る
。 ま た 、 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は siRNAを 含 む 発 現 阻 害 剤 は 、 本
発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 を 阻 害 す る こ と が で き る と い う 点 で 有 用 で あ る 。 従 っ
て 、 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は siRNAを 含 む 組 成 物 は 、 結 腸 癌 ま た
は 胃 癌 の 治 療 に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 ま た は 、 過 剰 発 現 遺 伝 子 の う ち 1個 以 上 の 遺 伝 子 産 物 の 機 能 を 、 遺 伝 子 産 物 に 結 合 す る
ま た は そ の 機 能 を 阻 害 す る 化 合 物 を 投 与 す る こ と に よ り 阻 害 す る こ と が で き る 。 化 合 物 は
、 例 え ば 、 1個 ま た は 複 数 個 の 過 剰 発 現 遺 伝 子 産 物 に 対 す る 抗 体 で あ り 得 る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 本 発 明 は 、 抗 体 、 特 に 、 上 方 制 御 さ れ る マ ー カ ー 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク
質 に 対 す る 抗 体 、 ま た は そ の 抗 体 の 断 片 の 使 用 に 関 す る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る よ
う に 、 「 抗 体 」 と い う 用 語 は 、 抗 体 を 合 成 す る た め に 使 用 さ れ た 抗 原 （ 即 ち 、 上 方 制 御 さ
れ た マ ー カ ー 遺 伝 子 産 物 ） ま た は そ れ と 密 接 に 関 係 し て い る 抗 原 と の み 相 互 作 用 す る （ 即
ち 、 結 合 す る ） 特 異 的 な 構 造 を 有 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 を 指 す 。 さ ら に 、 マ ー カ ー 遺 伝
子 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の う ち の 1個 以 上 と 結 合 す る 限 り 、 抗 体 は 、 抗 体 の 断
片 ま た は 修 飾 抗 体 で あ っ て も よ い 。 例 え ば 、 抗 体 断 片 は 、 Fab、 F(ab')2、 Fv、 ま た は 適 切
な リ ン カ ー に よ っ て H鎖 お よ び L鎖 か ら の Fv断 片 を 連 結 さ せ た 単 鎖 Fv（ scFv） （ Huston J. 
S.ら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85： 5879-5883（ 1988） ） で あ り 得 る 。 よ り 具 体
的 に は 、 抗 体 断 片 は 、 パ パ イ ン ま た は ペ プ シ ン の よ う な 酵 素 で 抗 体 を 処 理 す る こ と に よ り
生 成 し て も よ い 。 ま た は 、 抗 体 断 片 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 構 築 し 、 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し
、 適 切 な 宿 主 細 胞 に お い て 発 現 さ せ て も よ い （ 例 え ば 、 Co M. S.ら 、 J. Immunol. 152： 2
968-2976（ 1994） ； Better M.お よ び Horwitz A. H.、 Methods Enzymol. 178： 476-496（ 1
989） ； Pluckthun A.お よ び Skerra A.、 Methods Enzymol.178： 497-515（ 1989） ； Lamoyi
 E.、 Methods Enzymol. 121： 652-663（ 1986） ； Rousseaux J.ら 、 Methods Enzymol. 121
： 663-669（ 1986） ； Bird R. E.お よ び Walker B. W.、 Trends Biotechnol. 9： 132-137（
1991） を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 抗 体 は 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ PEG） の よ う な 多 様 な 分 子 と の 結 合 に よ っ て 修 飾 さ
れ 得 る 。 本 発 明 は 、 そ の よ う な 修 飾 抗 体 を 提 供 す る 。 修 飾 抗 体 は 、 抗 体 を 化 学 的 に 修 飾 す
る こ と に よ り 入 手 で き る 。 こ れ ら の 修 飾 法 は 、 当 分 野 に お い て 一 般 的 で あ る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 ま た は 、 抗 体 は 、 非 ヒ ト 抗 体 に 由 来 す る 可 変 領 域 と 、 ヒ ト 抗 体 に 由 来 す る 定 常 領 域 と の
キ メ ラ 抗 体 と し て 、 ま た は 非 ヒ ト 抗 体 に 由 来 す る 相 補 性 決 定 領 域 （ CDR） と 、 ヒ ト 抗 体 に
由 来 す る フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 （ FR） と 、 定 常 領 域 と を 含 む ヒ ト 化 抗 体 と し て 入 手 で き る 。
そ の よ う な 抗 体 は 、 既 知 の 技 術 を 使 用 す る こ と に よ り 調 製 で き る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 癌 細 胞 で 発 生 す る 特 異 的 な 分 子 的 変 化 に 対 し て 指 向 さ れ る 癌 治 療 は 、 進 行 し た 乳 癌 の 治
療 の た め の ト ラ ス ツ ズ マ ブ （ trastuzumab） （ ハ ー セ プ チ ン （ Herceptin） ） 、 慢 性 骨 髄 性
白 血 病 の た め の メ チ ル 化 イ マ チ ニ ブ （ imatinib methylate） （ グ リ ベ ッ ク （ Gleevec） ）
、 非 小 細 胞 肺 癌 （ NSCLC） の た め の ゲ フ ィ チ ニ ブ （ gefitinib） （ イ レ ッ サ （ Iressa） ） 、
な ら び に B細 胞 リ ン パ 腫 お よ び マ ン ト ル 細 胞 リ ン パ 腫 の た め の リ ツ キ シ マ ブ （ rituximab）
（ 抗 CD20 mAb） の よ う な 抗 癌 薬 の 臨 床 的 開 発 お よ び 規 制 承 認 に よ っ て 認 証 さ れ て い る （ Ci
ardiello F、 Tortora G「 新 規 癌 治 療 法 ： 上 皮 増 殖 因 子 受 容 体 の タ ー ゲ テ ィ ン グ （ A novel
 approach in the treatment of cancer： targeting the epidermal growth factor rece
ptor） 」 Clin Cancer Res. 2001年 10月 ； 7（ 10） ： 2958-70 総 説 ； Slamon DJ、 Leyland-J
ones B、 Shak S、 Fuchs H、 Paton V、 Bajamonde A、 Fleming T、 Eiermann W、 Wolter J、
Pegram M、 Baselga J、 Norton L「 HER2を 過 剰 発 現 し て い る 転 移 性 乳 癌 の た め の 化 学 療 法

10

20

30

40

50

(28) JP 2005-537007 A 2005.12.8



と HER2に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と の 併 用 （ Use of chemotherapy plus a monoclonal 
antibody against HER2 for metastatic breast cancer that overexpresses HER2） 」 N 
Engl J Med. 2001年 3月 15日 ； 344（ 11） ： 783-92.； Rehwald U、 Schulz H、 Reiser M、 Si
eber M、 Staak JO、 Morschhauser F、 Driessen C、 Rudiger T、 Muller-Hermelink K、 Die
hl V、 Engert A「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 リ ツ キ シ マ ブ に よ る 再 発 し た CD20+ホ ジ キ ン リ ン パ
腫 の 治 療 は 有 効 で あ り 、 よ く 容 認 さ れ る ： ド イ ツ ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 研 究 グ ル ー プ の 第 二 相
治 験 の 結 果 （ Treatment of relapsed CD20+ Hodgkin lymphoma with the monoclonal ant
ibody rituximab is effective and well tolerated： results of a phase 2 trial of t
he German Hodgkin Lymphoma Study Group） 」 Blood 2003年 1月 15日 ； 101（ 2） ： 420-424
； Fang G、 Kim CN、 Perkins CL、 Ramadevi N、 Winton E、 Wittmann S、 お よ び Bhalla KN
（ 2000） Blood、 96、 2246-2253） 。 こ れ ら の 薬 物 は 、 形 質 転 換 細 胞 の み を 標 的 と す る た め
、 臨 床 的 に 有 効 で あ り 、 伝 統 的 な 抗 癌 剤 よ り も 許 容 さ れ や す い 。 従 っ て 、 そ の よ う な 薬 物
は 、 癌 患 者 の 生 存 率 お よ び 生 活 の 質 を 改 善 す る の み な ら ず 、 分 子 標 的 癌 治 療 の 概 念 を 認 証
す る 。 さ ら に 、 標 的 特 異 的 薬 剤 は 、 組 み 合 わ せ て 使 用 さ れ た 場 合 、 標 準 的 な 化 学 療 法 の 効
率 を 増 強 し 得 る （ Gianni L（ 2002） Oncology、 63 Suppl 1、 47-56； Klejman A、 Rushen L
、 Morrione A、 Slupianek A、 お よ び Skorski T（ 2002） Oncogene、 21、 5868-5876） 。 従
っ て 、 将 来 の 癌 治 療 は 、 恐 ら く 、 従 来 の 薬 物 を 、 血 管 形 成 お よ び 侵 襲 性 と い っ た 腫 瘍 細 胞
の 異 な る 特 徴 を 狙 う 標 的 特 異 的 薬 剤 と 組 み 合 わ せ た 治 療 を 含 む で あ ろ う 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 こ れ ら の 調 整 法 は 、 エ ク ス ビ ボ も し く は イ ン ビ ト ロ で （ 例 え ば 、 薬 剤 と 共 に 細 胞 を 培 養
す る こ と に よ り ） 、 ま た は イ ン ビ ボ で （ 例 え ば 、 対 象 へ 薬 剤 を 投 与 す る こ と に よ り ） 実 施
さ れ 得 る 。 そ の た め 、 本 発 明 は 、 差 次 的 に 発 現 さ れ る タ ン パ ク 質 ま た は 核 酸 分 子 の 異 常 な
発 現 ま た は 活 性 を 特 徴 と す る 疾 患 ま た は 障 害 に 罹 患 し て い る 個 体 を 治 療 す る 方 法 を 提 供 す
る 。 1つ の 態 様 に お い て 、 方 法 は 、 1個 以 上 の 差 次 的 に 発 現 さ れ る 遺 伝 子 の 発 現 ま た は 活 性
を 調 整 す る （ 例 え ば 、 上 方 制 御 も し く は 下 方 制 御 す る ） 薬 剤 （ 例 え ば 、 本 明 細 書 に 記 載 さ
れ た ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に よ っ て 同 定 さ れ た 薬 剤 ） ま た は 薬 剤 の 組 み 合 わ せ を 投 与 す
る こ と を 含 む 。 別 の 態 様 に お い て 、 方 法 は 、 差 次 的 に 発 現 さ れ る 遺 伝 子 の 発 現 ま た は 活 性
に お け る 低 下 ま た は 異 常 を 補 う 療 法 と し て 、 タ ン パ ク 質 も し く は タ ン パ ク 質 の 組 み 合 わ せ
、 ま た は 核 酸 分 子 も し く は 核 酸 分 子 の 組 み 合 わ せ を 投 与 す る こ と を 含 む 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 （ 疾 患 ま た は 障 害 に 罹 患 し て い な い 対 象 と 比 べ て ） 遺 伝 子 の レ ベ ル ま た は 生 物 学 的 活 性
の 増 大 を 特 徴 と す る 疾 患 お よ び 障 害 は 、 1個 ま た は 複 数 個 の 過 剰 発 現 遺 伝 子 の 活 性 に 拮 抗
す る （ 即 ち 、 活 性 を 低 下 さ せ る か ま た は 阻 害 す る ） 治 療 剤 で 治 療 さ れ 得 る 。 活 性 に 拮 抗 す
る 治 療 剤 は 、 治 療 的 ま た は 予 防 的 に 投 与 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 利 用 さ れ 得 る 治 療 剤 に は 、 例 え ば 、 （ i） 1個 も し く は 複 数 個 の 過 剰 発 現 配 列 の ポ リ ペ プ
チ ド 、 も し く は そ の 類 似 体 、 誘 導 体 、 断 片 、 も し く は 相 同 体 ； （ ii） 1個 も し く は 複 数 個
の 過 剰 発 現 配 列 に 対 す る 抗 体 ； （ iii） 1個 も し く は 複 数 個 の 過 剰 発 現 配 列 を コ ー ド す る 核
酸 ； （ iv） ア ン チ セ ン ス 核 酸 、 も し く は 「 機 能 欠 損 」 （ 即 ち 、 1個 以 上 の 過 剰 発 現 配 列 が
コ ー デ ィ ン グ 配 列 へ 異 種 挿 入 し た た め ） で あ る 核 酸 ； （ v） 低 分 子 干 渉 RNA（ siRNA） ； ま
た は （ vi） 調 整 剤 （ 即 ち 、 過 剰 発 現 ポ リ ペ プ チ ド と そ の 結 合 パ ー ト ナ ー と の 相 互 作 用 を 変
化 さ せ る 、 阻 害 剤 、 ア ゴ ニ ス ト 、 お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト ） が 含 ま れ る 。 機 能 欠 損 分 子 は 、
相 同 的 組 換 え に よ っ て ポ リ ペ プ チ ド の 内 因 性 機 能 を 「 ノ ッ ク ア ウ ト 」 す る た め に 利 用 さ れ
る （ 例 え ば 、 Capecchi、 Science 244： 1288-1292、 1989を 参 照 ） 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 上 昇 レ ベ ル は 、 （ 例 え ば 、 生 検 組 織 か ら ） 患 者 の 組 織 試 料 を 入 手 し 、 RNAま た は ペ プ チ
ド の レ ベ ル 、 発 現 し た ペ プ チ ド （ ま た は 、 発 現 が 変 化 し た 遺 伝 子 の mRNA） の 構 造 お よ び /
ま た は 活 性 に 関 し て イ ン ビ ト ロ で ア ッ セ イ し 、 ペ プ チ ド お よ び /ま た は RNAを 定 量 す る こ と
に よ り 、 容 易 に 検 出 さ れ 得 る 。 当 技 術 分 野 に お け る 周 知 の 方 法 に は 、 （ 例 え ば 、 ウ ェ ス タ
ン ブ ロ ッ ト 分 析 、 免 疫 沈 降 後 の ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム （ SDS） ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル
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電 気 泳 動 、 免 疫 細 胞 化 学 等 に よ る ） 免 疫 ア ッ セ イ 、 お よ び /ま た は mRNAの 発 現 を 検 出 す る
た め の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ （ 例 え ば 、 ノ ー ザ ン ア ッ セ イ 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 、
イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 等 ） が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 制 限 さ れ な い 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 予 防 剤 の 投 与 は 、 疾 患 ま た は 障 害 を 予 防 す る ま た は そ の 進 行 を 遅 延 す る よ う 、 異 常 な 遺
伝 子 発 現 を 特 徴 と す る 症 状 が 顕 在 化 す る 前 に 行 わ れ 得 る 。 検 出 さ れ た 異 常 な 発 現 の 型 に 依
存 し て 、 薬 剤 が 対 象 の 治 療 に 使 用 さ れ 得 る 。 適 切 な 薬 剤 は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た ス ク リ
ー ニ ン グ ア ッ セ イ に 基 づ き 決 定 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 本 発 明 の 別 の 局 面 は 、 治 療 目 的 の た め 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 差 次 的 に 制 御 さ れ た 遺 伝
子 の う ち の 1個 の 発 現 ま た は 活 性 を 調 整 す る 方 法 に 関 す る 。 方 法 は 、 差 次 的 に 発 現 さ れ る
遺 伝 子 の 遺 伝 子 産 物 の 活 性 の う ち の 1つ 以 上 を 調 整 す る 薬 剤 と 、 細 胞 と を 接 触 さ せ る こ と
を 含 む 。 核 酸 ま た は タ ン パ ク 質 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 天 然 に 存 在 す る 同 族 リ ガ ン ド 、 ペ
プ チ ド 、 ペ プ チ ド 模 倣 体 、 ま た は そ の 他 の 低 分 子 の よ う な 、 タ ン パ ク 質 活 性 を 調 整 す る 薬
剤 が 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る よ う な 薬 剤 で あ り 得 る 。 1つ の 態 様 に お い て 、 薬 剤 は 、 差 次
的 に 発 現 さ れ る 遺 伝 子 の う ち の 1つ 以 上 の タ ン パ ク 質 活 性 を 刺 激 す る 。 そ の よ う な 刺 激 性
薬 剤 の 例 に は 、 活 性 タ ン パ ク 質 お よ び 細 胞 に 導 入 さ れ た そ の よ う な タ ン パ ク 質 を コ ー ド す
る 核 酸 分 子 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 本 発 明 は 、 CGX1～ 8か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド
、 も し く は ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 学 的 活 性 断 片 、 ま た は ポ リ ペ プ チ ド も し く は そ の 断 片 を コ
ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ワ ク チ ン を 対 象 へ 投 与 す る こ と を 含 む 、 対 象 に お け る 結
腸 癌 ま た は 胃 癌 を 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 に も 関 す る 。 ポ リ ペ プ チ ド の 投 与 は 、 対 象 に お
け る 抗 腫 瘍 免 疫 を 誘 導 す る 。 抗 腫 瘍 免 疫 を 誘 導 す る た め 、 CGX1～ 8か ら な る 群 よ り 選 択 さ
れ る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 、 も し く は ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 学 的 活 性 断 片
、 ま た は そ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 投 与 さ れ る 。 ポ リ ペ プ チ ド ま
た は そ の 免 疫 学 的 活 性 断 片 は 、 結 腸 癌 ま た は 胃 癌 に 対 す る ワ ク チ ン と し て 有 用 で あ る 。 い
く つ か の 場 合 に は 、 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 は 、 T細 胞 受 容 体 （ TCR） と 結 合 し た 形 態 、
ま た は マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 樹 状 細 胞 （ DC） 、 も し く は B細 胞 の よ う な 抗 原 提 示 細 胞 （ APC） に
よ っ て 提 示 さ れ た 形 態 で 投 与 さ れ て も よ い 。 DCは 抗 原 提 示 能 力 が 高 い た め 、 APCの 中 で DC
の 使 用 が 最 も 好 ま し い 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 本 発 明 に お い て 、 結 腸 癌 ま た は 胃 癌 に 対 す る ワ ク チ ン と は 、 動 物 へ の 接 種 の 際 に 抗 腫 瘍
免 疫 を 誘 導 す る 機 能 を 有 し て い る 物 質 を 指 す 。 本 発 明 に よ る と 、 CGX1～ 8か ら な る 群 よ り
選 択 さ れ る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 は 、 CGX1～ 8を 発 現 し
て い る 結 腸 癌 細 胞 ま た は 胃 癌 細 胞 に 対 し て 強 力 か つ 特 異 的 な 免 疫 応 答 を 誘 導 し う る HLA-A2
4拘 束 性 ま た は HLA-A*0201拘 束 性 の エ ピ ト ー プ ペ プ チ ド で あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。 従 っ て
、 本 発 明 は 、 ポ リ ペ プ チ ド を 使 用 し て 抗 腫 瘍 免 疫 を 誘 導 す る 方 法 も 包 含 す る 。 一 般 に 、 抗
腫 瘍 免 疫 に は 、
腫 瘍 に 対 す る 細 胞 障 害 性 リ ン パ 球 の 誘 導 、
腫 瘍 を 認 識 す る 抗 体 の 誘 導 、 お よ び
抗 腫 瘍 サ イ ト カ イ ン 産 生 の 誘 導 、
と い っ た 免 疫 応 答 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 従 っ て 、 あ る 種 の タ ン パ ク 質 が 、 動 物 へ の 接 種 の 際 に 、 こ れ ら の 免 疫 応 答 の う ち の い ず
れ か を 誘 導 す る 場 合 、 そ の タ ン パ ク 質 は 、 抗 腫 瘍 免 疫 誘 導 作 用 を 有 し て い る と 決 定 さ れ る
。 タ ン パ ク 質 に よ る 抗 腫 瘍 免 疫 の 誘 導 は 、 宿 主 に お け る タ ン パ ク 質 に 対 す る 免 疫 系 の 応 答
を イ ン ビ ボ ま た は イ ン ビ ト ロ で 観 察 す る こ と に よ り 検 出 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 例 え ば 、 細 胞 障 害 性 Tリ ン パ 球 の 誘 導 を 検 出 す る 方 法 は 周 知 で あ る 。 生 体 に 侵 入 し た 外
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来 物 質 は 、 抗 原 提 示 細 胞 （ APC） の 作 用 に よ っ て T細 胞 お よ び B細 胞 に 提 示 さ れ る 。 APCに よ
り 提 示 さ れ た 抗 原 に 応 答 す る T細 胞 は 、 抗 原 に よ る 刺 激 に よ り 、 細 胞 障 害 性 T細 胞 （ ま た は
、 細 胞 障 害 性 Tリ ン パ 球 ； CTL） へ と 抗 原 特 異 的 に 分 化 し 、 次 い で 増 殖 す る （ こ れ は 、 T細
胞 の 活 性 化 と 呼 ば れ る ） 。 従 っ て 、 あ る 種 の ペ プ チ ド に よ る CTL誘 導 は 、 APCに よ り ペ プ チ
ド を T細 胞 に 提 示 し 、 CTLの 誘 導 を 検 出 す る こ と に よ り 評 価 さ れ 得 る 。 さ ら に 、 APCは 、 CD4
＋ T細 胞 、 CD8＋ T細 胞 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 好 酸 球 、 お よ び NK細 胞 を 活 性 化 す る 作 用 を 有 す
る 。 CD4＋ T細 胞 お よ び CD8＋ T細 胞 も 抗 腫 瘍 免 疫 に お い て 重 要 で あ る た め 、 ペ プ チ ド の 抗 腫
瘍 免 疫 誘 導 作 用 は 、 こ れ ら の 細 胞 の 活 性 化 作 用 を 指 標 と し て 使 用 し て 評 価 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 樹 状 細 胞 （ DC） を APCと し て 使 用 し て CTLの 誘 導 作 用 を 評 価 す る 方 法 は 、 当 技 術 分 野 に お
い て 周 知 で あ る 。 DCは 、 APCの 中 で 最 も 強 い CTL作 誘 導 用 を 有 す る 代 表 的 な APCで あ る 。 こ
の 方 法 に お い て は 、 ま ず 、 被 験 ポ リ ペ プ チ ド を DCに 接 触 さ せ 、 次 い で 、 こ の DCを T細 胞 と
接 触 さ せ る 。 DCと の 接 触 後 の 検 出 で 、 T細 胞 が 目 的 の 細 胞 に 対 す る 細 胞 障 害 作 用 を 有 し て
い れ ば 、 被 験 ポ リ ペ プ チ ド が 細 胞 障 害 性 T細 胞 の 誘 導 活 性 を 有 し て い る こ と を 示 す 。 腫 瘍
に 対 す る CTLの 活 性 は 、 例 え ば 、 5 1 Cr標 識 腫 瘍 細 胞 の 溶 解 を 指 標 と し て 使 用 し て 検 出 さ れ
得 る 。 ま た は 、 3 H-チ ミ ジ ン 取 り 込 み 活 性 ま た は LDH（ 乳 糖 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ ） 放 出 を 指 標
と し て 使 用 し て 、 腫 瘍 細 胞 傷 害 の 程 度 を 評 価 す る 方 法 も 周 知 で あ る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 DCの 他 に 、 末 梢 血 単 核 細 胞 （ PBMC） も APCと し て 使 用 さ れ 得 る 。 CTLの 誘 導 は 、 GM-CSFお
よ び IL-4の 存 在 下 で PBMCを 培 養 す る こ と に よ り 増 強 さ れ る こ と が 報 告 さ れ て い る 。 同 様 に
、 CTLは 、 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン （ keyhole limpet hemocyanin） （ KLH） お
よ び IL-7の 存 在 下 で PBMCを 培 養 す る こ と に よ り 誘 導 さ れ る こ と が 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 こ れ ら の 方 法 に よ り CTL誘 導 活 性 を 保 有 し て い る こ と が 確 認 さ れ た 被 験 ポ リ ペ プ チ ド は
、 DC活 性 化 作 用 お よ び そ の 後 の CTL誘 導 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 従 っ て 、 腫 瘍
細 胞 に 対 す る CTLを 誘 導 す る ポ リ ペ プ チ ド は 、 腫 瘍 に 対 す る ワ ク チ ン と し て 有 用 で あ る 。
さ ら に 、 ポ リ ペ プ チ ド と 接 触 す る こ と に よ り 腫 瘍 に 対 す る CTLを 誘 導 す る 能 力 を 獲 得 し た A
PCは 、 腫 瘍 に 対 す る ワ ク チ ン と し て 有 用 で あ る 。 さ ら に 、 APCに よ る ポ リ ペ プ チ ド 抗 原 の
提 示 に よ り 細 胞 障 害 性 を 獲 得 し た CTLも 、 腫 瘍 に 対 す る ワ ク チ ン と し て 使 用 さ れ 得 る 。 そ
の よ う な APCお よ び CTLに よ る 抗 腫 瘍 免 疫 を 使 用 し た 腫 瘍 の 治 療 法 は 、 細 胞 免 疫 療 法 と 呼 ば
れ る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 一 般 に 、 ポ リ ペ プ チ ド を 細 胞 免 疫 療 法 に 使 用 す る 場 合 、 異 な る 構 造 を 有 す る 複 数 の ポ リ
ペ プ チ ド を 組 み 合 わ せ 、 そ れ ら を DCと 接 触 さ せ る こ と に よ り 、 CTL誘 導 の 効 率 が 増 大 す る
こ と は 既 知 で あ る 。 従 っ て 、 タ ン パ ク 質 断 片 で DCを 刺 激 す る 場 合 、 複 数 種 の 断 片 に よ る 混
合 物 を 使 用 す る こ と が 有 利 で あ る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 ま た は 、 ポ リ ペ プ チ ド に よ る 抗 腫 瘍 免 疫 の 誘 導 は 、 腫 瘍 に 対 す る 抗 体 産 生 の 誘 導 を 観 察
す る こ と に よ り 確 認 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 が 、 ポ リ ペ プ チ ド で 免
疫 感 作 さ れ た 実 験 動 物 に お い て 誘 導 さ れ る 場 合 、 お よ び 腫 瘍 細 胞 の 増 殖 が そ れ ら の 抗 体 に
よ り 抑 制 さ れ る 場 合 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド は 抗 腫 瘍 免 疫 を 誘 導 す る 能 力 を 有 し て い る と 決 定
さ れ 得 る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 抗 腫 瘍 免 疫 は 、 本 発 明 の ワ ク チ ン を 投 与 す る こ と に よ り 誘 導 さ れ 、 抗 腫 瘍 免 疫 の 誘 導 に
よ る 、 結 腸 癌 ま た は 胃 癌 の 治 療 お よ び 予 防 が 可 能 と な る 。 癌 に 対 す る 治 療 ま た は 癌 発 症 の
予 防 に は 、 癌 性 細 胞 の 増 殖 の 阻 害 、 癌 の 退 縮 、 お よ び 癌 の 発 生 の 抑 制 の よ う な 段 階 の う ち
の い ず れ か が 含 ま れ る 。 癌 を 有 す る 個 体 の 死 亡 率 の 低 下 、 血 中 の 腫 瘍 マ ー カ ー の 減 少 、 癌
に 伴 う 検 出 可 能 な 症 状 の 緩 和 等 も 、 癌 の 治 療 ま た は 予 防 に 含 ま れ る 。 そ の よ う な 治 療 的 お
よ び 予 防 的 な 効 果 は 、 統 計 的 に 有 意 で あ る こ と が 好 ま し い 。 例 え ば 、 細 胞 増 殖 性 疾 患 に 対
す る ワ ク チ ン の 治 療 効 果 ま た は 予 防 効 果 を 、 ワ ク チ ン を 投 与 し て い な い 対 照 と 比 較 す る 観
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察 に お い て 、 5％ 以 下 は 有 意 水 準 で あ る 。 例 え ば 、 ス チ ュ ー デ ン ト の t検 定 、 マ ン -ホ イ ッ
ト ニ ー の U検 定 、 ま た は ANOVAが 、 統 計 分 析 の た め 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 免 疫 学 的 活 性 を 有 す る 前 述 の タ ン パ ク 質 ま た は タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ベ ク タ ー は 、 ア
ジ ュ バ ン ト と 組 み 合 わ せ ら れ て も よ い 。 ア ジ ュ バ ン ト と は 、 免 疫 学 的 活 性 を 有 す る タ ン パ
ク 質 と 同 時 に （ ま た は 連 続 的 に ） 投 与 さ れ た 場 合 に 、 タ ン パ ク 質 に 対 す る 免 疫 応 答 を 増 強
す る 化 合 物 を 指 す 。 ア ジ ュ バ ン ト の 例 に は 、 コ レ ラ 毒 素 、 サ ル モ ネ ラ 毒 素 、 ミ ョ ウ バ ン 等
が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 制 限 さ れ な い 。 さ ら に 、 本 発 明 の ワ ク チ ン は 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ
る 担 体 と 適 切 に 組 み 合 わ せ て も よ い 。 そ の よ う な 担 体 の 例 に は 、 滅 菌 水 、 生 理 食 塩 水 、 リ
ン 酸 緩 衝 液 、 培 養 液 等 で あ る 。 さ ら に 、 ワ ク チ ン は 、 必 要 に 応 じ て 、 安 定 剤 、 懸 濁 剤 、 保
存 剤 、 界 面 活 性 剤 等 を 含 有 し 得 る 。 ワ ク チ ン は 、 全 身 投 与 ま た は 局 所 投 与 さ れ る 。 ワ ク チ
ン 投 与 は 、 単 回 投 与 に よ り 実 施 さ れ て も よ い し 、 ま た は 複 数 回 投 与 に よ り 追 加 免 疫 を 行 っ
て も よ い 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 本 発 明 の ワ ク チ ン と し て APCま た は CTLを 使 用 す る 場 合 、 腫 瘍 は 、 例 え ば 、 エ ク ス ビ ボ の
方 法 に よ り 治 療 ま た は 予 防 さ れ 得 る 。 よ り 具 体 的 に は 、 治 療 ま た は 予 防 を 受 け て い る 対 象
の PBMCを 収 集 し 、 細 胞 を エ ク ス ビ ボ で ポ リ ペ プ チ ド と 接 触 さ せ 、 APCま た は CTLを 誘 導 し た
後 、 細 胞 を 対 象 へ 投 与 す る こ と が で き る 。 APCは 、 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ベ ク タ ー を
エ ク ス ビ ボ で PBMCへ 導 入 す る こ と に よ っ て も 誘 導 で き る 。 イ ン ビ ト ロ で 誘 導 さ れ た APCま
た は CTLは 、 投 与 の 前 に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 標 的 細 胞 に 対 す る 傷 害 活 性 が 高
い 細 胞 を ク ロ ー ニ ン グ し 増 殖 さ せ る こ と に よ り 、 細 胞 免 疫 療 法 は よ り 効 率 的 に 実 施 で き る
。 さ ら に 、 こ の よ う に し て 単 離 さ れ た APCお よ び CTLは 、 細 胞 が 由 来 す る 個 体 に 対 し て の み
な ら ず 、 他 の 個 体 か ら の 類 似 の 型 の 腫 瘍 に 対 し て も 、 細 胞 免 疫 療 法 と し て 使 用 す る こ と が
で き る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 さ ら に 、 薬 学 的 有 効 量 の 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 、 癌 な ど の 細 胞 増 殖 性 疾 患 を 治 療
ま た は 予 防 す る た め の 薬 学 的 組 成 物 が 提 供 さ れ る 。 薬 学 的 組 成 物 は 、 抗 腫 瘍 免 疫 を 起 こ す
た め に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
結 腸 癌 ま た は 胃 癌 を 治 療 す る た め の 薬 学 的 組 成 物
　 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 1個 以 上 の 治 療 用 化 合 物 を 含 有 し
て い る 薬 学 的 組 成 物 ま た は 治 療 用 組 成 物 を 含 む 。 薬 学 的 製 剤 に は 、 経 口 、 直 腸 、 鼻 、 局 所
（ 頬 お よ び 舌 下 を 含 む ） 、 膣 、 も し く は 非 経 口 （ 筋 肉 内 、 皮 下 、 お よ び 静 脈 内 を 含 む ） の
投 与 に 適 し た も の 、 ま た は 吸 入 も し く は 通 気 に よ る 投 与 に 適 し た も の が 含 ま れ 得 る 。 製 剤
は 、 適 宜 、 個 別 の 投 与 量 単 位 で 都 合 良 く 提 示 で き 、 薬 学 分 野 に お け る 周 知 の 方 法 の い ず れ
か に よ っ て 調 製 で き る 。 そ の よ う な 薬 学 の 方 法 は 、 全 て 、 必 要 に 応 じ て 、 液 状 担 体 も し く
は 微 細 に 粉 砕 さ れ た 固 形 担 体 ま た は そ の 両 方 と 活 性 化 合 物 と を 会 合 さ せ る 工 程 を 含 み 、 そ
し て 、 必 要 で あ れ ば 、 次 い で 、 そ の 生 成 物 を 所 望 の 製 剤 へ と 成 形 す る 工 程 を 含 む 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 経 口 投 与 に 適 し た 薬 学 的 製 剤 は 、 予 定 さ れ た 量 の 活 性 成 分 を 各 々 含 有 し て い る カ プ セ ル
剤 、 カ シ ェ 剤 、 も し く は 錠 剤 の よ う な 個 別 の 単 位 と し て ； 散 剤 も し く は 顆 粒 剤 と し て ； ま
た は 液 剤 、 懸 濁 剤 、 も し く は 乳 濁 剤 と し て 、 都 合 良 く 提 示 で き る 。 活 性 成 分 は 、 ボ ー ラ ス
舐 剤 ま た は ペ ー ス ト 剤 と し て 提 示 し て も よ く 、 そ し て 純 粋 な （ 即 ち 、 担 体 を 含 ま な い ） 形
態 で あ っ て も よ い 。 経 口 投 与 用 の 錠 剤 お よ び カ プ セ ル 剤 は 、 結 合 剤 、 増 量 剤 、 滑 沢 剤 、 崩
壊 剤 、 ま た は 湿 潤 剤 の よ う な 従 来 の 賦 形 剤 を 含 有 し 得 る 。 錠 剤 は 、 任 意 で 、 1個 以 上 の 製
剤 化 成 分 を 用 い て 、 圧 縮 ま た は 成 型 に よ り 作 成 し て も よ い 。 圧 縮 錠 剤 は 、 結 合 剤 、 滑 沢 剤
、 不 活 性 希 釈 剤 、 滑 沢 、 界 面 活 性 、 ま た は 分 散 剤 と 任 意 に 混 合 さ れ た 散 剤 ま た は 顆 粒 剤 の
よ う な 流 動 性 の 高 い 形 態 の 活 性 成 分 を 適 当 な 機 械 で 圧 縮 す る こ と に よ り 調 製 で き る 。 成 型
錠 剤 は 、 不 活 性 液 状 希 釈 剤 で 湿 ら さ れ た 粉 末 化 合 物 の 混 合 物 を 適 当 な 機 械 で 成 型 す る こ と
に よ り 作 成 で き る 。 錠 剤 は 、 当 技 術 分 野 に お け る 周 知 の 方 法 に 従 い 、 剤 皮 を 施 し て も よ い
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。 経 口 液 状 調 製 物 は 、 例 え ば 、 水 性 も し く は 油 性 の 懸 濁 剤 、 液 剤 、 乳 濁 剤 、 シ ロ ッ プ 剤 、
も し く は エ リ キ シ ル 剤 の 形 態 で あ っ て も よ い し 、 ま た は 乾 燥 生 成 物 と し て 提 示 し 、 使 用 前
に 水 も し く は そ の 他 の 適 当 な 媒 体 で 調 製 し て も よ い 。 そ の よ う な 液 状 調 製 物 は 、 懸 濁 化 剤
、 乳 化 剤 、 非 水 性 媒 体 （ 食 用 油 を 含 み 得 る ） 、 ま た は 保 存 剤 の よ う な 従 来 の 添 加 剤 を 含 有
し 得 る 。 錠 剤 は 、 任 意 で 、 含 ま れ る 活 性 成 分 を 徐 放 す る よ う に ま た は 放 出 が 制 御 さ れ る よ
う に 製 剤 化 し て も よ い 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 非 経 口 投 与 用 の 製 剤 に は 、 抗 酸 化 剤 、 緩 衝 剤 、 静 菌 剤 、 お よ び 対 象 と な る レ シ ピ エ ン ト
の 血 液 と 等 張 に す る 溶 質 を 含 有 し 得 る 水 性 お よ び 非 水 性 の 無 菌 の 注 射 液 剤 ； な ら び に 懸 濁
化 剤 お よ び 濃 化 剤 を 含 み 得 る 水 性 お よ び 非 水 性 の 無 菌 の 懸 濁 剤 が 含 ま れ る 。 製 剤 は 、 単 位
用 量 容 器 ま た は 多 回 用 量 容 器 、 例 え ば 、 密 封 さ れ た ア ン プ ル お よ び バ イ ア ル で 提 示 で き 、
使 用 直 前 に 無 菌 の 液 状 担 体 、 例 え ば 、 生 理 食 塩 水 、 注 射 用 水 の 添 加 の み を 必 要 と す る 、 フ
リ ー ズ ド ラ イ （ 凍 結 乾 燥 ） 状 態 で 保 管 し て も よ い 。 ま た は 、 製 剤 は 連 続 注 入 用 に 提 示 し て
も よ い 。 即 席 の 注 射 用 の 液 剤 お よ び 懸 濁 剤 は 、 前 に 記 載 さ れ る よ う な 種 類 の 無 菌 の 散 剤 、
顆 粒 剤 、 お よ び 錠 剤 か ら 調 製 で き る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 直 腸 投 与 用 の 製 剤 は 、 カ カ オ 脂 ま た は ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル の よ う な 通 常 の 担 体 を 含
む 坐 剤 と し て 提 示 で き る 。 口 内 、 例 え ば 、 頬 ま た は 舌 下 へ の 局 所 投 与 用 の 製 剤 に は 、 シ ョ
糖 お よ び ア ラ ビ ア ゴ ム も し く は ト ラ ガ カ ン ト ゴ ム の よ う な 風 味 付 き の 基 剤 中 に 活 性 成 分 が
含 ま れ た ロ ゼ ン ジ 剤 、 な ら び に ゼ ラ チ ン お よ び グ リ セ リ ン も し く は シ ョ 糖 お よ び ア ラ ビ ア
ゴ ム の よ う な 基 剤 中 に 活 性 成 分 が 含 ま れ た 香 錠 が 挙 げ ら れ る 。 鼻 腔 内 投 与 の 場 合 、 本 発 明
の 化 合 物 は 、 液 状 ス プ レ ー も し く は 分 散 可 能 な 散 剤 と し て 、 ま た は 滴 剤 の 形 態 で 使 用 で き
る 。 滴 剤 は 、 1つ 以 上 の 分 散 剤 、 可 溶 化 剤 、 ま た は 懸 濁 化 剤 も 含 む 水 性 ま た は 非 水 性 の 基
剤 を 用 い て 製 剤 化 で き る 。 液 状 ス プ レ ー は 、 加 圧 パ ッ ク か ら 都 合 良 く 送 達 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 吸 入 に よ る 投 与 の 場 合 、 化 合 物 は 、 注 入 器 （ insufflator） 、 ネ ブ ラ イ ザ ー （ nebulizer
） 、 加 圧 パ ッ ク 、 ま た は エ ア ロ ゾ ル ス プ レ ー を 送 達 す る そ の 他 の 便 利 な 手 段 か ら 都 合 良 く
送 達 さ れ る 。 加 圧 パ ッ ク は 、 ジ ク ロ ロ ジ フ ル オ ロ メ タ ン 、 ト リ ク ロ ロ フ ル オ ロ メ タ ン 、 ジ
ク ロ ロ テ ト ラ フ ル オ ロ エ タ ン 、 二 酸 化 炭 素 、 ま た は そ の 他 の 適 当 な ガ ス 等 の 適 当 な 噴 霧 剤
を 含 み 得 る 。 加 圧 エ ア ロ ゾ ル 剤 の 場 合 、 投 与 量 単 位 は バ ル ブ に よ っ て 決 定 さ れ 、 計 量 さ れ
た 量 が 送 達 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 ま た は 、 吸 入 ま た は 通 気 に よ る 投 与 の 場 合 、 化 合 物 は 、 乾 燥 粉 末 組 成 物 、 例 え ば 、 化 合
物 と 乳 糖 ま た は デ ン プ ン の よ う な 適 当 な 粉 末 基 剤 と の 粉 末 混 合 物 の 形 態 を と り 得 る 。 粉 末
組 成 物 は 、 単 位 剤 形 、 例 え ば 、 カ プ セ ル 、 カ ー ト リ ッ ジ 、 ゼ ラ チ ン 、 ま た は ブ リ ス タ ー 包
装 で 提 示 で き 、 そ れ ら か ら 、 吸 入 器 ま た は 注 入 器 を 使 用 し て 粉 末 を 投 与 で き る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 所 望 の 場 合 、 活 性 成 分 を 徐 放 す る よ う 適 合 さ せ た 上 記 の 製 剤 が 利 用 さ れ て も よ い 。 薬 学
的 組 成 物 は 、 抗 微 生 物 剤 、 免 疫 抑 制 剤 、 ま た は 保 存 剤 の よ う な そ の 他 の 活 性 成 分 を 含 有 し
て い て も よ い 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 特 に 上 で 言 及 し た 成 分 に 加 え 、 本 発 明 の 製 剤 に は 、 問 題 と な る 製 剤 の 型 を 考 慮 し た 上 で
、 当 技 術 分 野 に お い て 一 般 的 な そ の 他 の 薬 剤 が 含 ま れ て い て も よ い こ と 、 例 え ば 、 経 口 投
与 に 適 し た 薬 剤 に は 着 香 料 が 含 ま れ て い て も よ い こ と が 理 解 さ れ る 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 好 ま し い 単 位 投 与 量 製 剤 は 、 下 記 の よ う な 有 効 用 量 ま た は そ の 活 性 成 分 の 適 切 な 画 分 を
含 有 し て い る も の と す る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 前 記 の 各 条 件 の た め 、 組 成 物 は 、 1日 当 た り 約 0.1～ 約 250mg/kgの 用 量 で 経 口 的 に ま た は
注 射 に よ り 投 与 さ れ 得 る 。 成 人 の ヒ ト に 対 す る 用 量 範 囲 は 、 一 般 に 、 約 5mg～ 約 17.5g/日
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、 好 ま し く は 約 5mg～ 約 10g/日 、 最 も 好 ま し く は 約 100mg～ 約 3g/日 で あ る 。 個 別 の 単 位 で
提 供 さ れ る 錠 剤 ま た は そ の 他 の 単 位 剤 形 に は 、 そ の よ う な 投 与 量 ま た は そ の 多 回 数 の 投 与
量 で 有 効 量 と な る 量 、 例 え ば 、 約 5mg～ 約 500mg、 通 常 約 100mg～ 約 500mgを 含 有 す る 単 位 が
都 合 良 く 含 ま れ る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 薬 学 的 組 成 物 は 、 好 ま し く は 、 経 口 的 に ま た は 注 射 （ 静 脈 内 も し く は 皮 下 ） に よ り 投 与
さ れ 、 対 象 へ 投 与 さ れ る 正 確 な 量 は 、 担 当 医 師 の 責 任 で あ ろ う 。 し か し な が ら 、 用 い ら れ
る 用 量 は 、 対 象 の 年 齢 お よ び 性 別 、 治 療 が 施 さ れ る 正 確 な 障 害 お よ び そ の 重 傷 度 を 含 む 多
数 の 要 因 に よ る も の と 考 え ら れ る 。 ま た 、 投 与 経 路 も 、 状 態 お よ び そ の 重 傷 度 に よ っ て 変
動 し 得 る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
CGX核 酸
　 CGX1～ 5（ 配 列 番 号 ： 1、 3、 5、 7、 9、 お よ び 11） か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 核 酸 配 列 、
ま た は そ の 相 補 鎖 を 含 む 新 規 の 核 酸 、 な ら び に こ れ ら の 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー お よ び 細 胞 も
、 本 発 明 に お い て 提 供 さ れ る 。 CGX核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 生
物 学 的 活 性 部 分 も 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 CGXコ ー デ ィ ン グ 核 酸 （ 例 え ば 、 CGX mRNA） を 同 定 す る た め の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る の に 十 分 な 核 酸 断 片 、 お よ び CGX核 酸 分 子 の 増 幅 ま た は 変 異 の た
め の ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） プ ラ イ マ ー と し て 使 用 す る た め の 断 片 も 、 本 発 明 に 含
ま れ る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る よ う に 、 「 核 酸 分 子 」 と い う 用 語 に は 、 DNA分 子 （
例 え ば 、 cDNAま た は ゲ ノ ム DNA） 、 RNA分 子 （ 例 え ば 、 mRNA） 、 ヌ ク レ オ チ ド 類 似 体 を 使 用
し て 生 成 さ せ た DNAま た は RNAの 類 似 体 、 な ら び に そ れ ら の 誘 導 体 、 断 片 、 お よ び 相 同 体 が
含 ま れ る も の と す る 。 核 酸 分 子 は 、 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 で あ り 得 る が 、 好 ま し く は 、 二 本
鎖 DNAで あ る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 「 プ ロ ー ブ 」 と は 、 使 用 に よ っ て 長 さ が 可 変 す る 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 10ヌ ク レ オ
チ ド （ nt） ま た は 最 大 例 え ば 約 6,000ntの 核 酸 配 列 を 指 す 。 プ ロ ー ブ は 、 同 一 の 、 類 似 し
た 、 ま た は 相 補 的 な 核 酸 配 列 を 検 出 す る 際 に 使 用 さ れ る 。 よ り 長 い プ ロ ー ブ は 、 通 常 、 天
然 ま た は 組 換 え の 起 源 か ら 得 ら れ 、 高 度 に 特 異 的 で あ り 、 か つ オ リ ゴ マ ー よ り も ハ イ ブ リ
ダ イ ズ す る の が は る か に 遅 い 。 プ ロ ー ブ は 、 一 本 鎖 で あ っ て も ま た は 二 本 鎖 で あ っ て も よ
く 、 PCR、 膜 を 利 用 し た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 術 、 ま た は ELISA様 の 技 術 に お い て 特 異
性 を 有 す る よ う 設 計 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 「 単 離 さ れ た 」 核 酸 分 子 と は 、 そ の 核 酸 の 天 然 起 源 に 存 在 す る 他 の 核 酸 分 子 か ら 分 離 さ
れ た 核 酸 分 子 の こ と で あ る 。 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 の 例 に は 、 ベ ク タ ー に 含 有 さ れ て い る 組
換 え DNA分 子 、 異 種 宿 主 細 胞 内 に 維 持 さ れ て い る 組 換 え DNA分 子 、 部 分 的 ま た は 実 質 的 に 精
製 さ れ た 核 酸 分 子 、 お よ び 合 成 の DNA分 子 ま た は RNA分 子 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 制 限 さ れ
な い 。 好 ま し く は 、 「 単 離 さ れ た 」 核 酸 は 、 そ の 核 酸 が 由 来 す る 生 物 の ゲ ノ ム DNAに お い
て 、 そ の 核 酸 に 天 然 に 隣 接 し て い る 配 列 （ 即 ち 、 そ の 核 酸 の 5'末 端 お よ び 3'末 端 に 位 置 す
る 配 列 ） を 含 ま な い 。 例 え ば 、 様 々 な 態 様 に お い て 、 単 離 さ れ た CGX核 酸 分 子 は 、 そ の 核
酸 が 由 来 す る 細 胞 の ゲ ノ ム DNAに お い て 、 そ の 核 酸 分 子 に 天 然 に 隣 接 し て い る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 の う ち 約 50kb未 満 、 25kb未 満 、 5kb未 満 、 4kb未 満 、 3kb未 満 、 2kb未 満 、 1kb未 満 、 0
.5kb未 満 、 ま た は 0.1kb未 満 を 含 有 し 得 る 。 さ ら に 、 cDNA分 子 の よ う な 「 単 離 さ れ た 」 核
酸 分 子 は 、 組 換 え 技 術 に よ り 作 製 さ れ た 場 合 に は 、 他 の 細 胞 材 料 も し く は 培 養 培 地 を 実 質
的 に 含 ま ず 、 ま た は 化 学 合 成 さ れ た 場 合 に は 、 化 学 前 駆 物 質 も し く は そ の 他 の 化 学 物 質 を
実 質 的 に 含 ま な い 可 能 性 が あ る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 本 発 明 の 核 酸 分 子 、 例 え ば 、 CGX1～ 5（ 配 列 番 号 ： 1、 3、 5、 7、 9、 ま た は 11） の う ち の
い ず れ か の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 核 酸 分 子 ま た は こ れ ら の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の う ち の
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い ず れ か の 相 補 鎖 は 、 標 準 的 な 分 子 生 物 学 の 技 術 、 お よ び 本 明 細 書 に 提 供 さ れ る 配 列 情 報
を 使 用 し て 単 離 で き る 。 こ れ ら の 核 酸 配 列 の 全 部 ま た は 一 部 を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ
ロ ー ブ と し て 使 用 し 、 標 準 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び ク ロ ー ニ ン グ の 技 術 を 使 用
し て 、 CGX核 酸 配 列 を 単 離 で き る （ 例 え ば 、 Sambrookら 編 、 「 MOLECULAR CLONING： A LABO
RATORY MANUAL」 、 第 2版 、 Cold Spring Harbor Laboratory Press、 Cold Spring Harbor
、 NY、 1989； お よ び Ausubelら 編 、 「 CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY」 、 John 
Wiley & Sons、 New York、 NY、 1993） 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 本 発 明 の 核 酸 は 、 標 準 的 な PCR増 幅 技 術 に 従 い 、 鋳 型 と し て cDNA、 mRNA、 ま た は ゲ ノ ム D
NA、 お よ び 適 切 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 使 用 し て 増 幅 さ れ 得 る 。 そ の よ う に し
て 増 幅 さ れ た 核 酸 は 、 適 切 な ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し 、 DNA配 列 分 析 に よ り 特 徴 決 定 で
き る 。 さ ら に 、 CGXヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 応 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 標 準 的 な 合 成 技
術 に よ り 、 例 え ば 、 自 動 DNA合 成 装 置 を 使 用 し て 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る よ う に 、 「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 と い う 用 語 は 、 PCR反 応
に お い て 使 用 さ れ る の に 十 分 な ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 数 を 有 す る 一 連 の 連 結 さ れ た ヌ ク レ オ チ
ド 残 基 を 指 す 。 短 い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 ゲ ノ ム 配 列 も し く は cDNA配 列 に 基 づ い て
、 ま た は そ れ ら か ら 設 計 す る こ と が で き 、 特 定 の 細 胞 ま た は 組 織 に お け る 同 一 の 、 類 似 し
た 、 ま た は 相 補 的 な DNAま た は RNAを 増 幅 す る た め 、 そ れ ら の 存 在 を 確 認 す る た め 、 ま た は
明 ら か に す る た め に 使 用 さ れ る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 少 な く と も 約 10nt、 最 大 50nt、
好 ま し く は 約 15nt～ 30ntを 有 す る 核 酸 配 列 の 一 部 を 含 む 。 そ れ ら を 化 学 合 成 し 、 プ ロ ー ブ
と し て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 は 、 CGX1～ 5（ 配 列 番 号 ： 1、 3、 5、 7
、 9、 ま た は 11） に 示 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 相 補 鎖 で あ る 核 酸 分 子 を 含 む 。 別 の 態 様
に お い て 、 本 発 明 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 は 、 こ れ ら の 配 列 の う ち の い ず れ か に 示 さ れ た ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 の 相 補 鎖 で あ る 核 酸 分 子 、 ま た は こ れ ら の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の う ち の い ず
れ か の 一 部 を 含 む 。 CGX1～ 5（ 配 列 番 号 ： 1、 3、 5、 7、 9、 ま た は 11） に 示 さ れ た ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 に 相 補 的 な 核 酸 分 子 と は 、 ミ ス マ ッ チ を ほ と ん ど ま た は 全 く 起 こ さ ず に 、 示 さ れ
た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 水 素 結 合 し 、 そ れ に よ り 安 定 な 二 重 鎖 を 形 成 さ れ る よ う な 、 示 さ れ
た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 十 分 に 相 補 的 な 核 酸 分 子 で あ る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る よ う に 、 「 相 補 的 な 」 と い う 用 語 は 、 核 酸 分 子 の ヌ ク レ オ
チ ド 単 位 間 の ワ ト ソ ン -ク リ ッ ク （ Watson-Crick） 型 ま た は フ ー グ ス テ ィ ー ン （ Hoogsteen
） 型 の 塩 基 対 形 成 を さ し 、 「 結 合 」 と い う 用 語 は 、 2つ の ポ リ ペ プ チ ド も し く は 化 合 物 の
間 の 物 理 的 も し く は 化 学 的 な 相 互 作 用 、 ま た は 会 合 し た ポ リ ペ プ チ ド も し く は 化 合 物 も し
く は そ れ ら の 組 み 合 わ せ を 意 味 す る 。 結 合 に は 、 イ オ ン 性 相 互 作 用 、 非 イ オ ン 性 相 互 作 用
、 フ ァ ン デ ル ワ ー ル ス 相 互 作 用 、 疎 水 性 相 互 作 用 等 が 含 ま れ る 。 物 理 的 相 互 作 用 は 、 直 接
的 で あ っ て も 間 接 的 で あ っ て も よ い 。 間 接 相 互 作 用 は 、 別 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 化 合 物 の
作 用 を 通 し た ま た は そ れ ら に 起 因 し た も の で あ り 得 る 。 直 接 結 合 と は 、 別 の ポ リ ペ プ チ ド
ま た は 化 合 物 の 作 用 を 通 し て ま た は そ れ ら に 起 因 し て 起 こ る の で は な く 、 他 の 実 質 的 な 化
学 中 間 物 質 を 含 ま な い 相 互 作 用 を 指 す 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 に は 、 CGX1～ 5（ 配 列 番 号 ： 1、 3、 5、 7、 9、 ま た は 11） の 核
酸 配 列 の 一 部 の み 、 例 え ば 、 プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー と し て 使 用 さ れ 得 る 断 片 、 ま た は
CGXの 生 物 学 的 活 性 部 分 を コ ー ド す る 断 片 が 含 ま れ 得 る 。 本 明 細 書 に お い て 提 供 さ れ る 断
片 は 、 核 酸 の 場 合 に は 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 、 ま た は ア ミ ノ 酸 の 場 合 に は エ ピ
ト ー プ の 特 異 的 な 認 識 を そ れ ぞ れ 可 能 に す る の に 十 分 な 長 さ 、 少 な く と も 6個 の （ 連 続 ）
核 酸 ま た は 少 な く と も 4個 の （ 連 続 ） ア ミ ノ 酸 の 配 列 と 定 義 さ れ 、 多 く て も 全 長 配 列 よ り
短 い 部 分 で あ る 。 断 片 は 、 選 択 さ れ た 核 酸 配 列 ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 の 任 意 の 連 続 部 分 に 由
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来 し 得 る 。 誘 導 体 と は 、 直 接 的 に 、 ま た は 修 飾 も し く は 部 分 的 置 換 に よ り 、 天 然 化 合 物 か
ら 形 成 さ れ た 核 酸 配 列 ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。 類 似 体 と は 、 天 然 の 化 合 物 と 類 似 し て
い る が 同 一 で は な い 構 造 を 有 し 、 あ る 種 の 要 素 ま た は 側 鎖 が 異 な る 核 酸 配 列 ま た は ア ミ ノ
酸 配 列 で あ る 。 類 似 体 は 、 合 成 さ れ た も の で も ま た は 異 な る 進 化 上 の 起 源 に 由 来 す る も の
で も よ く 、 野 生 型 と 比 較 し て 類 似 ま た は 反 対 の 代 謝 活 性 を 有 す る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 下 記 の よ う に 、 誘 導 体 ま た は 類 似 体 が 修 飾 核 酸 ま た は ア ミ ノ 酸 を 含 有 し て い る 場 合 、 誘
導 体 お よ び 類 似 体 は 、 全 長 ま た は 全 長 以 外 で あ っ て も よ い 。 本 発 明 の 核 酸 ま た は タ ン パ ク
質 の 誘 導 体 ま た は 類 似 体 は 、 様 々 な 態 様 に お い て 、 同 一 サ イ ズ の 核 酸 配 列 も し く は ア ミ ノ
酸 配 列 、 ま た は 当 技 術 分 野 に お い て 既 知 の コ ン ピ ュ ー タ 相 同 性 プ ロ グ ラ ム に よ り 整 列 化 さ
れ た 配 列 と 比 較 し た 場 合 と 、 少 な く と も 約 45％ 、 50％ 、 70％ 、 80％ 、 95％ 、 98％ 、 も し く
は 99％ 以 上 の 同 一 性 （ 好 ま し い 同 一 性 は 80～ 99％ ） が あ り 、 ま た は ス ト リ ン ジ ェ ン ト 、 中
ス ト リ ン ジ ェ ン ト 、 低 ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で コ ー デ ィ ン グ 核 酸 が 前 記 タ ン パ ク 質 を コ
ー ド す る 配 列 の 相 補 鎖 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 得 る よ う な 、 本 発 明 の 核 酸 も し く は タ ン パ ク 質
と 実 質 的 に 相 同 な 領 域 を 含 む 分 子 に 含 ま れ る が 、 こ れ に 制 限 さ れ な い 。 例 え ば 、 Ausubel
ら 、 「 CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY」 、 John Wiley & Sons、 New York、 NY
、 1993、 お よ び 下 記 を 参 照 の こ と 。 例 示 的 な プ ロ グ ラ ム は 、 Smithお よ び Watermanの ア ル
ゴ リ ズ ム （ Adv.Appl.Math., 1981, 2： 482-489、 こ れ は 参 照 と し て 完 全 に 本 明 細 書 に お い
て 組 み 入 れ ら れ る ） を 使 用 す る 、 デ フ ォ ル ト 設 定 を 使 用 し た ギ ャ ッ プ （ Gap） プ ロ グ ラ ム
（ Wisconsin Sequence Analysis Package, Version 8 for UNIX, Genetics Computer Gro
up, University Research Park, Madison, WI） で あ る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 「 相 同 核 酸 配 列 」 ま た は 「 相 同 ア ミ ノ 酸 配 列 」 ま た は そ れ ら の 変 種 は 、 前 述 の よ う な ヌ
ク レ オ チ ド レ ベ ル ま た は ア ミ ノ 酸 レ ベ ル で の 相 同 性 を 特 徴 と す る 配 列 を 指 す 。 相 同 ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 は 、 CGXポ リ ペ プ チ ド の ア イ ソ フ ォ ー ム を コ ー ド す る 配 列 を コ ー ド す る 。 ア イ
ソ フ ォ ー ム は 、 例 え ば 、 RNAの 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ の 結 果 と し て 、 同 じ 生 物 の 異 な る 組
織 に お い て 発 現 さ れ 得 る 。 ま た は 、 ア イ ソ フ ォ ー ム は 、 異 な る 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ 得
る 。 本 発 明 に お い て 、 相 同 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に は 、 以 下 に 制 限 さ れ な い が 、 哺 乳 動 物 を 含
み 、 従 っ て 、 例 え ば 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 イ ヌ 、 ネ コ 、 ウ シ 、 ウ マ 、 お よ び そ の 他
の 生 物 を 含 み 得 る ヒ ト 以 外 の 種 の CGXポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 含 ま
れ る 。 相 同 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に は 、 本 明 細 書 に 示 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 天 然 に 存 在 す
る 対 立 遺 伝 子 の バ リ エ ー シ ョ ン お よ び 変 異 も 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 制 限 さ れ な い 。 し か し
な が ら 、 相 同 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に は 、 ヒ ト CGXタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
は 含 ま れ な い 。 相 同 核 酸 配 列 に は 、 CGXポ リ ペ プ チ ド 内 に 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 （ 下 記 参 照
） を 有 す る お よ び CGX活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 が 含 ま れ る 。 相 同
ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 ヒ ト CGXポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド し な い 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 ヒ ト CGX遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ か ら 決 定 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ り 、 他 の 細 胞 型 に
お け る 、 例 え ば 、 他 の 組 織 に 由 来 す る CGX相 同 体 、 お よ び 他 の 哺 乳 動 物 に 由 来 す る CGX相 同
体 の 同 定 お よ び /ま た は ク ロ ー ニ ン グ に お い て 使 用 す る た め に 設 計 さ れ た プ ロ ー ブ お よ び
プ ラ イ マ ー の 生 成 が 可 能 で あ る 。 プ ロ ー ブ /プ ラ イ マ ー は 、 典 型 的 に は 、 実 質 的 に 精 製 さ
れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 典 型 的 に は 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト
な 条 件 の 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る CGX配 列 を 含 む 核 酸 の 、 少 な く と も 約 12、 25、 50、 100、
150、 200、 250、 300、 350、 も し く は 400の 連 続 し た セ ン ス 鎖 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 ま た は CG
X配 列 を 含 む 核 酸 の ア ン チ セ ン ス 鎖 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 も し く は こ れ ら の 配 列 の 天 然 に 存
在 す る 変 異 体 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 領 域 を 含 む 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 ヒ ト CGXヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 基 づ く プ ロ ー ブ は 、 同 一 の ま た は 相 同 な タ ン パ ク 質 を コ ー
ド す る 転 写 物 ま た は ゲ ノ ム 配 列 を 検 出 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 様 々 な 態 様 に お い て 、 プ
ロ ー ブ は 、 さ ら に 、 そ れ に 付 加 さ れ た 標 識 基 、 例 え ば 、 標 識 基 は 、 放 射 性 同 位 体 、 蛍 光 性
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化 合 物 、 酵 素 、 ま た は 酵 素 補 因 子 を 含 む 。 そ の よ う な プ ロ ー ブ は 、 対 象 に 由 来 す る 細 胞 の
試 料 に お け る CGXコ ー デ ィ ン グ 核 酸 の レ ベ ル を 測 定 す る こ と に よ り 、 例 え ば 、 CGX mRNAレ
ベ ル の 検 出 、 ま た は ゲ ノ ム CGX遺 伝 子 が 変 異 も し く は 欠 失 し て い る か 否 か の 決 定 等 に よ り
、 CGXタ ン パ ク 質 を 誤 発 現 （ misexpress） し て い る 細 胞 ま た は 組 織 を 同 定 す る た め の 診 断
試 験 キ ッ ト の 一 部 と し て 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 「 CGXの 生 物 学 的 活 性 部 分 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 」 と は 、 用 量 に 依 存 す る ま た は 依 存 し
な い 特 定 の 生 物 学 的 ア ッ セ イ に お い て 測 定 さ れ る よ う な 、 成 熟 型 を 含 む 本 発 明 の ポ リ ペ プ
チ ド の 活 性 と 類 似 し て い る が 必 ず し も 同 一 で は な い 活 性 を 示 す ポ リ ペ プ チ ド を 指 す 。 「 CG
Xの 生 物 学 的 活 性 部 分 」 を コ ー ド す る 核 酸 断 片 は 、 CGX生 物 学 的 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド
を コ ー ド す る CGX1～ 5（ 配 列 番 号 ： 1、 3、 5、 7、 9、 ま た は 11） の 部 分 を 単 離 し 、 CGXタ ン
パ ク 質 の コ ー ド さ れ た 部 分 を （ 例 え ば 、 イ ン ビ ト ロ 組 換 え 発 現 に よ り ） 発 現 さ せ 、 CGXの
コ ー ド さ れ た 部 分 の 活 性 を 判 定 す る こ と に よ り 調 製 さ れ 得 る 。 別 の 態 様 に お い て 、 CGXの
生 物 学 的 活 性 部 分 を コ ー ド す る 核 酸 断 片 は 、 1個 以 上 の 領 域 を 含 む 。
【 ０ １ ８ ９ 】
CGX変 種
　 本 発 明 は 、 さ ら に 、 遺 伝 暗 号 の 縮 重 に よ る 、 開 示 ま た は 参 照 の CGXヌ ク レ オ チ ド 配 列 と
は 異 な る 核 酸 分 子 を 包 含 す る 。 従 っ て 、 こ れ ら の 核 酸 は 、 例 え ば 、 CGX1、 3、 5、 7、 9、 ま
た は 11に 示 さ れ た よ う な CGX核 酸 を 含 む ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る も の と 同
一 の CGXタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 CGX1～ 5（ 配 列 番 号 ： 1、 3、 5、 7、 9、 ま た は 11） に 示 さ れ た ヒ ト CGXヌ ク レ オ チ ド 配 列
に 加 え 、 CGXポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 化 に 至 る DNA配 列 多 型 が 、 一 定 の 集 団 （ 例 え
ば 、 ヒ ト 集 団 ） 内 に 存 在 し 得 る こ と が 、 当 業 者 に よ り 認 識 さ れ る と 思 わ れ る 。 そ の よ う な
CGX遺 伝 子 の 遺 伝 的 多 型 は 、 天 然 の 対 立 遺 伝 子 バ リ エ ー シ ョ ン に よ り 、 あ る 集 団 内 の 個 体
間 に 存 在 し 得 る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る よ う に 、 「 遺 伝 子 」 お よ び 「 組 換 え 遺 伝 子
」 と い う 用 語 は 、 CGXタ ン パ ク 質 、 好 ま し く は 哺 乳 動 物 CGXタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る オ ー プ
ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 む 核 酸 分 子 を 指 す 。 そ の よ う な 天 然 の 対 立 遺 伝 子 バ リ エ ー シ
ョ ン は 、 典 型 的 に は 、 CGX遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 中 1～ 5％ の 変 動 を も た ら し 得 る 。 天
然 の 対 立 遺 伝 子 バ リ エ ー シ ョ ン の 結 果 で あ り 、 CGXの 機 能 的 活 性 を 変 え る こ と の な い そ の
よ う な ヌ ク レ オ チ ド バ リ エ ー シ ョ ン お よ び そ の 結 果 の CGXの ア ミ ノ 酸 多 型 は 、 全 て 、 本 発
明 の 範 囲 内 に 含 ま れ る も の と す る 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 さ ら に 、 他 の 種 か ら の CGXタ ン パ ク 質 を コ ー ド し 、 従 っ て CGX1、 3、 5、 7、 9、 ま た は 11
の ヒ ト 配 列 と 異 な る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 核 酸 分 子 が 、 本 発 明 の 範 囲 内 に 含 ま れ る も
の と す る 。 本 発 明 の CGX DNAの 天 然 の 対 立 遺 伝 子 変 種 お よ び 相 同 体 に 対 応 す る 核 酸 分 子 は
、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で 、 標 準 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン 技 術 に 従 い 、 ヒ ト cDNAま た は そ の 一 部 を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ と し て 使 用 し
て 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た ヒ ト CGX核 酸 と の 相 同 性 に 基 づ き 単 離 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 可 溶
性 ヒ ト CGX DNAは 、 ヒ ト 膜 結 合 型 CGXと の 相 同 性 に 基 づ き 単 離 さ れ 得 る 。 同 様 に 、 膜 結 合 型
ヒ ト CGX DNAは 、 可 溶 型 ヒ ト CGXと の 相 同 性 に 基 づ き 単 離 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 従 っ て 、 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 は 、 少 な く と も 6ヌ ク レ オ チ
ド 長 で あ り 、 か つ CGX1～ 5（ 配 列 番 号 ： 1、 3、 5、 7、 9、 ま た は 11） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を
含 む 核 酸 分 子 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 別 の 態 様 に お い て 、 核
酸 は 、 少 な く と も 10、 25、 50、 100、 250、 ま た は 500ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ る 。 別 の 態 様 に
お い て 、 本 発 明 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 は 、 コ ー デ ィ ン グ 領 域 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 本 明
細 書 に お い て 使 用 さ れ る よ う に 、 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 」 と
い う 用 語 は 、 互 い に 少 な く と も 60％ 相 同 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 典 型 的 に は 互 い に ハ イ ブ リ
ダ イ ズ し 続 け る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び 洗 浄 の 条 件 に つ い て の 記 載 を 意 図 し て い る
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。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 相 同 体 （ 即 ち 、 ヒ ト 以 外 の 種 に 由 来 す る CGXタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 ） ま た は そ の
他 の 関 連 配 列 （ 例 え ば 、 パ ラ ロ グ ） は 、 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び ク ロ ー ニ ン グ
用 の 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 の 方 法 を 用 い 、 プ ロ ー ブ と し て 特 定 の ヒ ト 配 列 の 全 部 ま た は
一 部 を 使 用 し 、 低 、 中 、 ま た は 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 う こ と
で 入 手 で き る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 本 発 明 に お い て 、 「 機 能 的 に 同 等 な 」 と い う 用 語 は 、 対 象 ポ リ ペ プ チ ド が 、 CGX1～ 7タ
ン パ ク 質 の よ う に 細 胞 増 殖 を 促 進 し 、 癌 細 胞 へ 発 癌 活 性 を 賦 与 す る 活 性 を 有 し て い る こ と
を 意 味 す る 。 対 象 ポ リ ペ プ チ ド が 細 胞 増 殖 活 性 を 有 し て い る か 否 か は 、 そ れ ぞ れ の ポ リ ペ
プ チ ド を 発 現 し て い る 細 胞 へ 対 象 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNAを 導 入 し 、 細 胞 の 増 殖 の
促 進 ま た は コ ロ ニ ー 形 成 活 性 の 増 大 を 検 出 す る こ と に よ り 判 断 さ れ 得 る 。 ま た は 、 対 象 ポ
リ ペ プ チ ド が ARHCL1、 NFXL1、 C20orf20、 お よ び CCPUCC1と 機 能 的 に 同 等 で あ る か 否 か は 、
そ れ ぞ れ ザ イ キ シ ン 、 MGC10334ま た は CENPC1、 BRD8、 お よ び nCLUと の 結 合 能 を 検 出 す る こ
と に よ り 判 断 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る よ う に 、 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条
件 」 と い う 語 句 は 、 プ ロ ー ブ 、 プ ラ イ マ ー 、 ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 そ の 標 的 配 列
に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 他 の 配 列 に は ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い 条 件 を 指 す 。 ス ト リ ン ジ ェ ン ト
な 条 件 は 、 配 列 依 存 性 で あ り 、 異 な る 状 況 に お い て は 異 な る で あ ろ う 。 よ り 長 い 配 列 は 、
よ り 短 い 配 列 よ り も 高 い 温 度 で 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 一 般 に 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト
な 条 件 は 、 規 定 の イ オ ン 強 度 お よ び pHに お け る 特 異 的 配 列 の 熱 融 点 （ Tm） よ り 約 5℃ 低 く
選 択 さ れ る 。 Tmと は 、 平 衡 時 に 、 標 的 配 列 に 相 補 的 な プ ロ ー ブ の 50％ が 標 的 配 列 に ハ イ ブ
リ ダ イ ズ す る （ 規 定 の イ オ ン 強 度 、 pH、 お よ び 核 酸 濃 度 の 下 で の ） 温 度 で あ る 。 標 的 配 列
は 一 般 に 過 剰 に 存 在 す る た め 、 Tmに お い て は 、 平 衡 時 、 プ ロ ー ブ の 50％ が 占 有 さ れ る 。 典
型 的 に は 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 と は 、 pH7.0～ 8.3で 、 塩 濃 度 が 約 1.0M未 満 の ナ ト リ ウ
ム イ オ ン 、 典 型 的 に 約 0.01～ 1.0Mの ナ ト リ ウ ム イ オ ン （ ま た は そ の 他 の 塩 ） で あ り 、 温 度
が 、 比 較 的 短 い プ ロ ー ブ 、 プ ラ イ マ ー 、 ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ 例 え ば 、 10nt～ 50nt
） の 場 合 に は 、 少 な く と も 約 30℃ で あ り 、 比 較 的 長 い プ ロ ー ブ 、 プ ラ イ マ ー 、 お よ び オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 場 合 に は 、 少 な く と も 約 60℃ で あ る よ う な 条 件 と す る 。 ス ト リ ン ジ ェ ン
ト な 条 件 は 、 ホ ル ム ア ミ ド の よ う な 不 安 定 化 剤 の 添 加 に よ っ て も 達 成 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 は 、 当 業 者 に 既 知 で あ り 、 「 CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR
 BIOLOGY」 、 John Wiley & Sons、 N.Y.（ 1989） 、 6.3.1～ 6.3.6に 見 出 さ れ 得 る 。 好 ま し
く は 、 条 件 は 、 少 な く と も 約 65％ 、 70％ 、 75％ 、 85％ 、 90％ 、 95％ 、 98％ 、 ま た は 99％ 互
い に 相 同 な 配 列 が 典 型 的 に は 互 い に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 続 け る よ う な 条 件 と す る 。 ス ト リ ン
ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 の 非 制 限 的 な 例 は 、 65℃ に お け る 、 6× SSC、 50mM
ト リ ス HCl（ pH7.5） 、 1mM EDTA、 0.02％ PVP、 0.02％ フ ィ コ ー ル （ Ficoll） 、 0.02％ BSA、
お よ び 500mg/ml変 性 サ ケ 精 子 DNAを 含 む 高 塩 緩 衝 液 で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン で あ る 。
こ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 後 、 50℃ で 、 0.2× SSC、 0.01％ BSAで の 1回 以 上 の 洗 浄 が 行
わ れ る 。 CGX1～ 5（ 配 列 番 号 ： 1、 3、 5、 7、 9、 ま た は 11） の 配 列 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条
件 の 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 本 発 明 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 は 、 天 然 に 存 在 す る 核 酸 分 子 に
相 当 す る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る よ う に 、 「 天 然 に 存 在 す る 」 核 酸 分 子 と は 、 自 然
界 に 存 在 す る （ 例 え ば 、 天 然 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ） ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る RNA分
子 ま た は DNA分 子 を 指 す 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 第 二 の 態 様 に お い て 、 中 程 度 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で 、 CGX1～ 5（ 配 列 番 号 ： 1、
3、 5、 7、 9、 ま た は 11） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 ま た は そ れ ら の 断 片 、 類 似 体 、 も し く は 誘
導 体 を 含 む 核 酸 分 子 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 得 る 核 酸 配 列 が 提 供 さ れ る 。 中 程 度 の ス ト リ ン ジ
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ェ ン シ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 の 非 制 限 的 な 例 は 、 55℃ に お け る 、 6× SSC、 5× デ
ン ハ ル ト 液 、 0.5％ SDS、 お よ び 100mg/ml変 性 サ ケ 精 子 DNAで の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、
そ し て そ の 後 の 37℃ に お け る 、 1× SSC、 0.1％ SDSで の 1回 以 上 の 洗 浄 で あ る 。 使 用 さ れ 得
る そ の 他 の 中 程 度 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。 例 え ば
、 Ausubelら 編 、 1993、 「 CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY」 、 John Wiley & So
ns、 NY、 お よ び Kriegler、 1990、 「 GENE TRANSFER AND EXPRESSION, A LABORATORY MANUA
L」 、 Stockton Press、 NYを 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 第 三 の 態 様 に お い て 、 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で 、 CGX1～ 5（ 配 列 番 号 ： 1、 3、 5、
7、 9、 ま た は 11） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 ま た は そ れ ら の 断 片 、 類 似 体 、 も し く は 誘 導 体 を
含 む 核 酸 分 子 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 得 る 核 酸 が 提 供 さ れ る 。 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 の 非 制 限 的 な 例 は 、 40℃ に お け る 、 35％ ホ ル ム ア ミ ド 、 5× SSC、 50mM
ト リ ス HCl（ pH7.5） 、 5mM EDTA、 0.02％ PVP、 0.02％ フ ィ コ ー ル 、 0.2％ BSA、 100mg/ml変
性 サ ケ 精 子 DNA、 10％ （ wt/vol） デ キ ス ト ラ ン 硫 酸 で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 そ し て
そ の 後 の 50℃ に お け る 、 2× SSC、 50mMト リ ス HCl（ pH7.4） 、 5mM EDTA、 お よ び 0.1％ SDSで
の 1回 以 上 の 洗 浄 で あ る 。 使 用 さ れ 得 る そ の 他 の 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 （ 例 え ば 、 種
間 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 利 用 さ れ る よ う な ） は 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。 例
え ば 、 Ausubelら 編 、 1993、 「 CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY」 、 John Wiley 
& Sons、 NY、 お よ び Kriegler、 1990、 「 GENE TRANSFER AND EXPRESSION, A LABORATORY M
ANUAL」 、 Stockton Press、 NY； Shiloら 、 1981、 Proc Natl Acad Sci USA 78： 6789-6792
を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ９ ９ 】
保 存 的 変 異
　 熟 練 し た 当 業 者 で あ れ ば 、 集 団 内 に 存 在 し 得 る CGX配 列 の 天 然 に 存 在 す る 対 立 遺 伝 子 変
種 に 加 え 、 CGXタ ン パ ク 質 の 機 能 的 能 力 を 変 え る こ と な く 、 CGX核 酸 に 、 ま た は 直 接 CGXポ
リ ペ プ チ ド 配 列 に 変 化 が 導 入 さ れ 得 る こ と を さ ら に 認 識 す る も の と 思 わ れ る 。 い く つ か の
態 様 に お い て 、 CGX1～ 5（ 配 列 番 号 ： 1、 3、 5、 7、 9、 ま た は 11） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 改
変 さ れ 、 そ れ に よ り コ ー ド さ れ る CGXタ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 変 化 す る も の と 思 わ れ
る 。 例 え ば 、 様 々 な 「 非 必 須 な 」 ア ミ ノ 酸 残 基 に お け る ア ミ ノ 酸 置 換 を も た ら す ヌ ク レ オ
チ ド 置 換 が 、 CGX1～ 5（ 配 列 番 号 ： 1、 3、 5、 7、 9、 ま た は 11） の 配 列 に 作 成 さ れ 得 る 。 「
非 必 須 な 」 ア ミ ノ 酸 残 基 と は 、 生 物 学 的 活 性 を 変 え る こ と な く CGX野 生 型 配 列 か ら の 改 変
が 可 能 な 残 基 で あ り 、 「 必 須 な 」 ア ミ ノ 酸 残 基 と は 、 生 物 学 的 活 性 に 必 要 と さ れ る 残 基 で
あ る 。 例 え ば 、 本 発 明 の CGXタ ン パ ク 質 間 で 保 存 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 特 に 、 改 変
を 受 け 入 れ に く い と 予 測 さ れ る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の CGXタ ン パ ク 質 の フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー 間 で 保 存 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 残
基 も 、 特 に 、 改 変 を 受 け 入 れ に く い と 予 測 さ れ る 。 そ の た め 、 こ れ ら の 保 存 さ れ た ド メ イ
ン は 、 変 異 を 受 け 入 れ や す い 可 能 性 が 低 い と 思 わ れ る 。 し か し な が ら 、 そ の 他 の ア ミ ノ 酸
残 基 （ 例 え ば 、 CGXタ ン パ ク 質 の メ ン バ ー 間 で 保 存 さ れ て い な い ま た は 部 分 的 に し か 保 存
さ れ て い な い も の ） は 、 活 性 に 不 可 欠 で は な い 可 能 性 が あ り 、 改 変 を 受 け 入 れ や す い 可 能
性 が 高 い 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 本 発 明 の 別 の 局 面 は 、 活 性 に と っ て 不 可 欠 で は な い ア ミ ノ 酸 残 基 に 変 化 を 含 む CGXタ ン
パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 に 関 す る 。 そ の よ う な CGXタ ン パ ク 質 は 、 CGX1～ 5（ 配 列 番 号
： 1、 3、 5、 7、 9、 ま た は 11） を 含 有 し て い る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の
ア ミ ノ 酸 配 列 と は ア ミ ノ 酸 配 列 が 異 な る が 、 依 然 と し て 生 物 学 的 活 性 を 保 持 し て い る 。 1
つ の 態 様 に お い て 、 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 は 、 CGX1～ 5（ 配 列 番 号 ： 1、 3、 5、 7、 9、 ま た は
11） を 含 む 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ 酸 配 列 と 、 少
な く と も 約 45％ 相 同 な 、 よ り 好 ま し く は 60％ 、 さ ら に 好 ま し く は 少 な く と も 70％ 、 80％ 、
90％ 、 95％ 、 98％ 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 99％ 相 同 な ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン パ ク
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質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 相 同 な CGXタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 は 、 1個 以 上 の ア ミ ノ 酸 の 置 換 、
付 加 、 ま た は 欠 失 が 、 コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 へ 導 入 さ れ る よ う 、 1個 以 上 の ヌ ク レ オ チ
ド の 置 換 、 付 加 、 ま た は 欠 失 を 、 CGX1～ 5（ 配 列 番 号 ： 1、 3、 5、 7、 9、 ま た は 、 11） を 含
む 核 酸 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 へ 導 入 す る こ と に よ り 作 出 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 変 異 は 、 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 お よ び PCRに よ る 突 然 変 異 誘 発 の よ う な 標 準 的 な 技 術
に よ り 、 CGX1～ 5（ 配 列 番 号 ： 1、 3、 5、 7、 9、 ま た は 11） を 含 む 核 酸 へ 導 入 さ れ 得 る 。 好
ま し く は 、 保 存 的 な ア ミ ノ 酸 置 換 が 、 1個 以 上 の 予 測 さ れ た 非 必 須 な ア ミ ノ 酸 残 基 に お い
て 作 成 さ れ る 。 「 保 存 的 な ア ミ ノ 酸 置 換 」 と は 、 ア ミ ノ 酸 残 基 が 、 類 似 の 側 鎖 を 有 す る ア
ミ ノ 酸 残 基 と 交 換 さ れ る も の で あ る 。 類 似 の 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 残 基 の フ ァ ミ リ ー は 、
当 技 術 分 野 に お い て 規 定 さ れ て い る 。 こ れ ら の フ ァ ミ リ ー に は 、 塩 基 性 側 鎖 を 有 す る ア ミ
ノ 酸 （ 例 え ば 、 リ ジ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 ヒ ス チ ジ ン ） 、 酸 性 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 （ 例 え ば
、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 グ ル タ ミ ン 酸 ） 、 非 荷 電 極 性 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 （ 例 え ば 、 グ リ シ
ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 セ リ ン 、 ト レ オ ニ ン 、 チ ロ シ ン 、 シ ス テ イ ン ） 、 無 極 性
側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 （ 例 え ば 、 ア ラ ニ ン 、 バ リ ン 、 ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 プ ロ リ ン
、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 メ チ オ ニ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン ） 、 β 分 岐 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 （ 例
え ば 、 ト レ オ ニ ン 、 バ リ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン ） 、 お よ び 芳 香 族 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 （ 例 え
ば 、 チ ロ シ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン 、 ヒ ス チ ジ ン ） が 含 ま れ る 。 従 っ て 、
CGX内 の 予 測 さ れ た 非 必 須 な ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 同 じ 側 鎖 フ ァ ミ リ ー か ら の 別 の ア ミ ノ 酸 残
基 と 置 き 換 え ら れ る 。 ま た は 、 別 の 態 様 に お い て は 、 飽 和 突 然 変 異 誘 発 等 に よ り 、 CGXコ
ー デ ィ ン グ 配 列 の 全 部 ま た は 一 部 に 沿 っ て ラ ン ダ ム に 変 異 を 導 入 し 、 結 果 と し て 生 じ た 変
異 体 を CGX生 物 学 的 活 性 に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ し 、 活 性 を 保 持 し て い る 変 異 体 を 同 定 す
る こ と が で き る 。 核 酸 の 突 然 変 異 誘 発 の 後 、 コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 を 、 当 技 術 分 野 に お
い て 既 知 の 任 意 の 組 換 え 技 術 に よ り 発 現 さ せ 、 タ ン パ ク 質 の 活 性 を 決 定 す る こ と が で き る
。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 そ の 他 の 態 様 に お い て 、 最 初 の 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 相 補 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の
断 片 は 、 CGX1、 3、 5、 7、 9、 ま た は 、 11の 相 補 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 断 片 で あ る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 そ の 他 の 特 定 の 態 様 に お い て 、 核 酸 は RNAま た は DNAで あ る 。 断 片 は 約 10～ 約 100ヌ ク レ
オ チ ド 長 、 例 え ば 約 10～ 約 90ヌ ク レ オ チ ド 長 、 ま た は 約 10～ 約 75ヌ ク レ オ チ ド 長 、 約 10～
約 50塩 基 長 、 約 10～ 約 40塩 基 長 、 ま た は 約 15～ 約 30塩 基 長 で あ る 、 CGX1、 3、 5、 7、 9、 ま
た は 11の 相 補 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 断 片 で あ る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
CGXポ リ ペ プ チ ド
　 本 発 明 の 1つ の 局 面 は 、 単 離 さ れ た CGXタ ン パ ク 質 （ 配 列 番 号 ： 2、 4、 6、 8、 10、 ま た は
12） 、 お よ び そ れ ら の 生 物 学 的 活 性 部 分 、 ま た は そ れ ら の 誘 導 体 、 断 片 、 類 似 体 、 も し く
は 相 同 体 に 関 す る 。 抗 CGX抗 体 を も た ら す た め の 免 疫 原 と し て 使 用 す る の に 適 し て い る ポ
リ ペ プ チ ド 断 片 も 提 供 さ れ る 。 1つ の 態 様 に お い て 、 天 然 CGXタ ン パ ク 質 が 、 標 準 的 な タ ン
パ ク 質 精 製 技 術 を 使 用 し た 適 切 な 精 製 ス キ ー ム に よ り 、 細 胞 ま た は 組 織 の 起 源 か ら 単 離 さ
れ 得 る 。 別 の 態 様 に お い て 、 CGXタ ン パ ク 質 は 、 組 換 え DNA技 術 に よ り 作 製 さ れ る 。 CGXタ
ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド は 、 組 換 え 発 現 の 代 わ り に 、 標 準 的 な ペ プ チ ド 合 成 技 術 を 使
用 し て 化 学 合 成 さ れ て も よ い 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 「 単 離 さ れ た 」 ま た は 「 精 製 さ れ た 」 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 生 物 学 的 活 性 部 分 は 、 CGX
タ ン パ ク 質 が 由 来 す る 細 胞 も し く は 組 織 の 起 源 か ら の 細 胞 材 料 も し く は そ の 他 の 混 入 タ ン
パ ク 質 を 実 質 的 に 含 ま な い か 、 ま た は 化 学 合 成 さ れ た 場 合 に は 、 化 学 前 駆 物 質 も し く は そ
の 他 の 化 学 物 質 を 実 質 的 に 含 ま な い 。 「 細 胞 材 料 を 実 質 的 に 含 ま な い 」 と い う 用 語 は 、 単
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離 さ れ た ま た は 組 換 え 作 製 さ れ た 細 胞 の 細 胞 要 素 か ら タ ン パ ク 質 が 分 離 さ れ て い る CGXタ
ン パ ク 質 の 調 製 物 を 含 む 。 1つ の 態 様 に お い て 、 「 細 胞 材 料 を 実 質 的 に 含 ま な い 」 と い う
用 語 は 、 （ 乾 重 量 で ） 約 30％ 未 満 の 非 CGXタ ン パ ク 質 （ 本 明 細 書 に お い て 、 「 混 入 タ ン パ
ク 質 」 と も 呼 ば れ る ） 、 よ り 好 ま し く は 約 20％ 未 満 の 非 CGXタ ン パ ク 質 、 さ ら に 好 ま し く
は 約 10％ 未 満 の 非 CGXタ ン パ ク 質 、 最 も 好 ま し く は 約 5％ 未 満 の 非 CGXタ ン パ ク 質 を 有 す る C
GXタ ン パ ク 質 の 調 製 物 を 含 む 。 CGXタ ン パ ク 質 ま た は そ の 生 物 学 的 活 性 部 分 が 組 換 え 作 製
さ れ る 場 合 に は 、 好 ま し く は 培 養 培 地 も 実 質 的 に 含 ま ず 、 即 ち 、 培 養 培 地 は 、 タ ン パ ク 質
調 製 物 の 容 量 の 約 20％ 未 満 、 よ り 好 ま し く は 約 10％ 未 満 、 最 も 好 ま し く は 約 5％ 未 満 で あ
る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 「 化 学 前 駆 物 質 ま た は そ の 他 の 化 学 物 質 を 実 質 的 に 含 ま な い 」 と い う 用 語 は 、 タ ン パ ク
質 の 合 成 に 関 与 し た 化 学 前 駆 物 質 ま た は そ の 他 の 化 学 物 質 か ら タ ン パ ク 質 が 分 離 さ れ て い
る CGXタ ン パ ク 質 の 調 製 物 を 含 む 。 1つ の 態 様 に お い て 、 「 化 学 前 駆 物 質 ま た は そ の 他 の 化
学 物 質 を 実 質 的 に 含 ま な い 」 と い う 用 語 は 、 （ 乾 重 量 で ） 約 30％ 未 満 の 化 学 前 駆 物 質 ま た
は 非 CGX化 学 物 質 、 よ り 好 ま し く は 約 20％ 未 満 の 化 学 前 駆 物 質 ま た は 非 CGX化 学 物 質 、 さ ら
に 好 ま し く は 約 10％ 未 満 の 化 学 前 駆 物 質 ま た は 非 CGX化 学 物 質 、 最 も 好 ま し く は 約 5％ 未 満
の 化 学 前 駆 物 質 ま た は 非 CGX化 学 物 質 を 有 し て い る CGXタ ン パ ク 質 の 調 製 物 を 含 む 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 CGXタ ン パ ク 質 の 生 物 学 的 活 性 部 分 に は 、 CGXタ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 と 十 分 に 相 同 な
、 ま た は そ れ に 由 来 す る ア ミ ノ 酸 配 列 、 例 え ば 、 全 長 CGXタ ン パ ク 質 よ り も 少 数 の ア ミ ノ
酸 を 含 み 、 か つ CGXタ ン パ ク 質 の 活 性 を 少 な く と も 1つ 示 す 、 CGX1～ 8を 含 む 核 酸 に よ っ て
コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 を 含 む ペ プ チ ド が 含 ま れ る 。 典 型 的 に は 、 生 物 学 的 活 性 部 分
は 、 CGXタ ン パ ク 質 の 活 性 を 少 な く と も 1つ 有 す る ド メ イ ン ま た は モ チ ー フ を 含 む 。 CGXタ
ン パ ク 質 の 生 物 学 的 活 性 部 分 は 、 例 え ば 、 10、 25、 50、 100ア ミ ノ 酸 長 、 ま た は そ れ 以 上
の ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て も よ い 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 本 発 明 の CGXタ ン パ ク 質 の 生 物 学 的 活 性 部 分 は 、 CGXタ ン パ ク 質 間 で 保 存 さ れ た 上 記 の 同
定 さ れ た ド メ イ ン の う ち の 少 な く と も 1つ を 含 有 し て い る 可 能 性 が あ る 。 別 の CGXタ ン パ ク
質 の 生 物 学 的 活 性 部 分 は 、 上 記 の 同 定 さ れ た ド メ イ ン の う ち の 少 な く と も 2つ を 含 有 し て
い る 可 能 性 が あ る 。 も う 1つ の CGXタ ン パ ク 質 の 生 物 学 的 活 性 部 分 は 、 上 記 の 同 定 さ れ た ド
メ イ ン の う ち の 少 な く と も 3つ を 含 有 し て い る 可 能 性 が あ る 。 さ ら に も う 1つ の 本 発 明 の CG
Xタ ン パ ク 質 の 生 物 学 的 活 性 部 分 は 、 上 記 の 同 定 さ れ た ド メ イ ン の う ち の 少 な く と も 4つ を
含 有 し て い る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 さ ら に 、 タ ン パ ク 質 の 他 の 領 域 が 欠 失 し た そ の 他 の 生 物 学 的 活 性 部 分 が 、 組 換 え 技 術 に
よ り 調 製 さ れ 、 天 然 CGXタ ン パ ク 質 の 機 能 的 活 性 の う ち の 1つ 以 上 に 関 し て 評 価 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 CGXタ ン パ ク 質 は 、 こ れ ら の CGXタ ン パ ク 質 の う ち の 1つ に 実
質 的 に 相 同 で あ り 、 か つ そ の 機 能 的 活 性 を 保 持 し て い る が 、 後 に 詳 述 さ れ る よ う に 、 天 然
の 対 立 遺 伝 子 バ リ エ ー シ ョ ン ま た は 突 然 変 異 誘 発 に よ り ア ミ ノ 酸 配 列 が 異 な っ て い る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 本 発 明 は 、 特 許 請 求 の 範 囲 に 記 載 さ れ る 本 発 明 の 範 囲 を 制 限 し な い 以 下 の 実 施 例 に お い
て さ ら に 説 明 さ れ る 。 以 下 の 実 施 例 は 、 結 腸 癌 細 胞 ま た は 胃 癌 細 胞 に お い て 差 次 的 に 発 現
さ れ る 遺 伝 子 の 同 定 お よ び 特 徴 決 定 を 例 示 す る も の で あ る 。
【 ０ ２ １ ４ 】
実 施 例 1： 一 般 的 方 法
患 者 お よ び 組 織 標 本
　 結 腸 直 腸 癌 お よ び 胃 癌 の 組 織 、 な ら び に 対 応 す る 非 癌 性 組 織 は 、 全 て 、 イ ン フ ォ ー ム ド
コ ン セ ン ト を も っ て 、 手 術 を 受 け た 患 者 の 外 科 標 本 か ら 入 手 し た 。
【 ０ ２ １ ５ 】
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ゲ ノ ム 全 体 の cDNAマ イ ク ロ ア レ イ
　 23040個 の 遺 伝 子 を 含 む ゲ ノ ム 全 体 の cDNAマ イ ク ロ ア レ イ を 使 用 し た 。 顕 微 解 剖 し た 組
織 か ら 抽 出 し た 全 RNAを 、 DNase Iに よ り 処 理 し 、 ア ン プ リ ス ク ラ イ ブ T7転 写 キ ッ ト （ Ampl
iscribe T7 Transcription Kit） （ Epicentre Technologies） に よ り 増 幅 し 、 そ の 後 、 Cy
色 素 （ Amersham） で 逆 転 写 中 に 標 識 し た 。 非 癌 性 組 織 か ら の RNAを Cy5で 、 腫 瘍 か ら の RNA
を Cy3で 標 識 し た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 洗 浄 、 お よ び 検 出 は 、 以 前 に 記 載 さ れ た よ
う に し て （ 4） 実 施 し 、 各 標 的 ス ポ ッ ト の Cy5お よ び Cy3の 蛍 光 強 度 は 、 ア レ イ ビ ジ ョ ン （ A
rrayVision） ソ フ ト ウ ェ ア （ Amersham Pharmacia） に よ り 生 成 さ せ た 。 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド
シ グ ナ ル を 差 し 引 い た 後 、 2連 の 値 を 各 ス ポ ッ ト に つ い て 平 均 化 し た 。 次 い で 、 各 ス ラ イ
ド に お け る 52個 の ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 の Cy5お よ び Cy3の 平 均 強 度 が 一 致 す る よ う に 、
ス ラ イ ド 上 の 全 て の 蛍 光 強 度 を 規 準 化 し た 。 Cy3お よ び Cy5の 両 方 の 強 度 が 25,000蛍 光 単 位
未 満 で あ る 場 合 に は 、 そ の 遺 伝 子 を さ ら な る 検 討 か ら 排 除 し 、 残 り の う ち 、 Cy3/Cy5シ グ
ナ ル 比 が ＞ 2.0で あ る も の を さ ら な る 評 価 の た め に 選 択 し た 。
【 ０ ２ １ ６ 】
細 胞 株
　 COS7細 胞 、 な ら び に ヒ ト 結 腸 癌 細 胞 株 LoVo、 HCT15、 お よ び SW480は 、 ア メ リ カ ン ・ タ イ
プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン （ American Type Culture Collection） （ ATCC, Rockvill
e, MD） よ り 入 手 し 、 ヒ ト 結 腸 癌 SNU-C4細 胞 は 、 韓 国 細 胞 バ ン ク （ Korea cell-line bank
） よ り 入 手 し た 。 ヒ ト 胃 癌 細 胞 株 MKN-1、 MKN-28、 MKN45、 お よ び MKN74は 、 ジ ャ パ ニ ー ズ
・ コ レ ク シ ョ ン ・ オ ブ ・ リ サ ー チ ・ バ イ オ リ ソ ー シ ー ズ （ Japanese Collection of Resea
rch Bioresorces） （ JCRB） か ら の も の で あ っ た 。 ヒ ト 胃 癌 MKN7細 胞 は 、 理 研 （ RIKEN） か
ら の も の で あ り 、 ヒ ト 胃 癌 St-4細 胞 は 、 日 本 の 癌 研 究 所 （ Institute of Cancer Research
） の Tsuruo博 士 よ り 寄 贈 さ れ た 。 全 て の 細 胞 を 、 適 切 な 培 地 （ Sigma） ： COS7は ダ ル ベ ッ
コ 改 変 イ ー グ ル 培 地 に て 、 SNUC4、 HCT15、 MKN-1、 MKN-7、 MKN-28、 MKN45、 MKN74、 St-4は
RPMI1640に て 、 SW480は レ イ ボ ビ ッ ツ （ Leibovitz's） L-15に て 、 LoVoは ハ ム （ HAM's） F-1
2に て 単 層 で 増 殖 さ せ た 。 全 て の 培 地 に 、 10％ 胎 仔 ウ シ 血 清 お よ び 1％ 抗 生 物 質 /抗 真 菌 剤
溶 液 （ Sigma） を 補 足 し た 。
【 ０ ２ １ ７ 】
RNA調 製 お よ び RT-PCR
　 全 RNAを 、 製 造 業 者 の プ ロ ト コ ル に 従 い 、 キ ア ゲ ン （ Qiagen） RNeasyキ ッ ト （ Qiagen）
ま た は ト リ ゾ ー ル （ Trizol） 試 薬 （ Life Technologies, Inc.） で 抽 出 し た 。 全 RNAの 一 部
10マ イ ク ロ グ ラ ム を 、 ス ー パ ー ス ク リ プ ト （ Superscript） II逆 転 写 酵 素 （ Life Technolo
gies） に よ り 、 ポ リ dT 1 2 - 1 8 プ ラ イ マ ー （ Amersham Pharmacia Biotech） を 使 用 し て 、 一
本 鎖 cDNAへ と 逆 転 写 し た 。 一 本 鎖 cDNA調 製 物 を 、 標 準 的 な RT-PCR実 験 に よ る 次 の PCR増 幅
の た め に 希 釈 し た 。 RT-PCRは 、 各 々 、 12μ l容 量 の PCR緩 衝 液 （ TAKARA） で 実 施 し た 。 増 幅
は 、 ジ ー ン ア ン プ （ GeneAmp） PCRシ ス テ ム 9700（ Perkin-Elmer, Foster City, CA） に お
い て 、 変 性 の た め の 94℃  4分 の 後 、 94℃  30秒 、 60℃  30秒 、 72℃  60秒 を 、 21サ イ ク ル （ G
APDH） 、 36サ イ ク ル （ ARHCL1） 、 32サ イ ク ル （ NFXL1） 、 32サ イ ク ル （ C20orf20） 、 40サ
イ ク ル （ LEMD1） 、 30サ イ ク ル （ CCPUCC1、 Ly6E、 お よ び Nkd1） 、 お よ び 28サ イ ク ル （ LAPT
M4β ） 行 っ た 。 プ ラ イ マ ー 配 列 は 、 以 下 の 通 り で あ っ た ：
GAPDH用 ： フ ォ ワ ー ド 5'-ACAACAGCCTCAAGATCATCAG-3'（ 配 列 番 号 ： 13） お よ び
リ バ ー ス 5'-GGTCCACCACTGACACGTTG-3'（ 配 列 番 号 ： 14） ；
ARHCL1用 ： フ ォ ワ ー ド 5'-TTTCTTCCTAACTGTGATCCAGAT-3'（ 配 列 番 号 ： 15） お よ び
リ バ ー ス 5'-ACAACACTTGGTAGCAGCCTT-3'（ 配 列 番 号 ： 16） ；
NFXL1用 ： フ ォ ワ ー ド 5'-CTCTAACAGACCTCTTAAATTGTG-3'（ 配 列 番 号 ： 17） お よ び
リ バ ー ス 5'-CATAGACCCATAAGCCCTGTTG-3'（ 配 列 番 号 ： 18） ；
C20orf20用 ： フ ォ ワ ー ド 5'-GTGTGCCTCTTCCACGCCAT-3'（ 配 列 番 号 ： 19） お よ び
リ バ ー ス 5'-CCTGGTCTTTCAGGTCCATCA-3'（ 配 列 番 号 ： 20） ；
LEMD1用 ： フ ォ ワ ー ド 5'-TGTGGTGTTTGTCTACCTGACTG-3'（ 配 列 番 号 ： 21） お よ び
リ バ ー ス 5'-ACCATCATGCTCTTAACACAGGT-3'（ 配 列 番 号 ： 22） ；
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CCPUCC1用 ： フ ォ ワ ー ド 5'-GAGTGGAAGTAACGATGACTC-3'（ 配 列 番 号 ： 23） お よ び
リ バ ー ス 5'-GTCATTGTCACTCTCATCCAG-3'（ 配 列 番 号 ： 24） ；
Ly6E用 ： フ ォ ワ ー ド 5'-GAAGATCTTCTTGCCAGTG-3'（ 配 列 番 号 ： 25） お よ び
リ バ ー ス 5'-GCAGCAGGCTCAGCTGC-3'（ 配 列 番 号 ： 26） ；
Nkd1用 ： フ ォ ワ ー ド 5'-CTTGTTGATGTGGGTCACACG-3'（ 配 列 番 号 ： 27） お よ び
リ バ ー ス 5'-TGTGGAGCTTAGGGAGGCAG-3'（ 配 列 番 号 ： 28） ；
LAPTM4β 用 ： フ ォ ワ ー ド 5'-CTATGGCTACTTACGGAGCG-3'（ 配 列 番 号 ： 29） お よ び
リ バ ー ス 5'-TCCTTGGCAGCACCATTCAC-3'（ 配 列 番 号 ： 30） 。
【 ０ ２ １ ８ 】
ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析
　 ヒ ト 多 組 織 ブ ロ ッ ト （ multiple-tissue blots） （ Clontech, Palo Alto, CA） に 、 ARHC
L1、 NFXL1、 C20orf20、 LEMD1、 Nkd1、 ま た は LAPTM4β の 3 2 P標 識 PCR産 物 を ハ イ ブ リ ダ イ ズ
さ せ た 。 プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 お よ び 洗 浄 は 、 供 給 元
の 推 奨 に 従 い 実 施 し た 。 ブ ロ ッ ト は 、 24～ 72時 間 、 － 80℃ で 増 感 ス ク リ ー ン を 用 い て オ ー
ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー を 行 っ た 。
【 ０ ２ １ ９ 】
ARHCL1、 NFXL1、 C20orf20、 LEMD1 CCPUCC1、 Ly6E、 Nkd1、 ま た は LAPTM4β を 発 現 す る プ ラ
ス ミ ド の 構 築
　 ARHCL1、 NFXL1、 C20orf20、 LEMD1 CCPUCC1、 Ly6E、 Nkd1、 ま た は LAPTM4β の 全 コ ー デ ィ
ン グ 領 域 を 、 以 下 の 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 使 用 し 、 RT-PCRに よ り 増 幅 し た ：
ARHCL1用 に 、 5'-GGCGAATTCGTAATATGCTCACTCGAGTG-3'（ 配 列 番 号 ： 31） 、 5'-CCAGGATCCTGA
CAGCTTGTTTCCA-3'（ 配 列 番 号 ： 32） お よ び 5'-TCTCCGGCCGCTTTCATGACAGCTTG-3'（ 配 列 番 号
： 33） ；
NFXL1用 に 、 5'-TGCGAATTCGGGATGGAAGCTTCCT-3'（ 配 列 番 号 ： 34） 、 5'-GATAATTCTTTTTTTAA
TTGACATC-3'（ 配 列 番 号 ： 35） お よ び 5'-CTTGTACCATTGACATCATGGGTGAT-3'（ 配 列 番 号 ： 36
） ；
C20orf20用 に 、 5'-TGTGAATTCGCCATGGGAGAGGC-3'（ 配 列 番 号 ： 37） 、 5'- TAACTCGAGCGTGCG
GCGCCGCTT-3'（ 配 列 番 号 ： 38） お よ び 5'-TAAGGATCCCGTGCGGCGCCGCTT-3'（ 配 列 番 号 ： 39）
；
LEMD1用 に 、 5'-TCTGAATTCAGAAAAGAGGCCAAACTTCTATC-3'（ 配 列 番 号 ： 40） お よ び 5'-TCCGAT
ATCAGGTAGACAAACACCACAATGATG-3'（ 配 列 番 号 ： 41） ；
CCPUCC1用 、 5'-GAGGAATTCCGACCCTGGGCTCCTGGGGAC-3'（ 配 列 番 号 ： 42） お よ び 5'-AAGCTCGA
GAAGTCATTGTCACTCTCATCCAG-3'（ 配 列 番 号 ： 43） ；
Ly6E用 に 、 5'-ACGGAATTCCTCTCCAGAATGAAGATCTTC-3'（ 配 列 番 号 ： 44） お よ び 5'-TCTCTCGAG
TCAGGGGCCAAACCGCAGC-3'（ 配 列 番 号 ： 45） ；
Nkd1用 に 、 5'-CGGCTCGAGCGCATGGCTTAGGGACGCTC-3'（ 配 列 番 号 ： 46） お よ び 5'-TGGGGATCCG
CTCTATGTCTGGTAGAAGTG-3'（ 配 列 番 号 ： 47） ；
LAPTM4β 用 に 、 5'-CTGAATTCGGAGCGATGAAGATGGTCGC-3'（ 配 列 番 号 ： 48） お よ び 5'- AAGCTC
GAGGCAGACACGTAAGGTGGCG-3'（ 配 列 番 号 ： 49） 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 PCR産 物 を 、 pcDNA3.1（ Invitrogen） 、 pFLAG-CMV-5（ Sigma） 、 ま た は pcDNA3.1myc/His
（ Invitrogen） ベ ク タ ー の い ず れ か の 適 切 な ク ロ ー ニ ン グ 部 位 に ク ロ ー ニ ン グ し た 。
【 ０ ２ ２ １ 】
イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ
　 pcDNA3.1myc/His-ARHCL1、 pFLAG-ARHCL1、 pcDNA3.1myc/His-C20orf20、 pFLAG-C20orf20
、 pcDNA3.1myc/His-CCPUCC1、 pcDNA3.1myc/His-Ly6E、 pcDNA3.1myc/His-LAPTM4β 、 ま た
は pFLAG-LAPTM4β を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 を 、 PBSで 2回 洗 浄 し 、 溶 解 緩 衝 液 （ 150mM 
NaCl、 1％ ト リ ト ン X-100、 50mMト リ ス HCl pH7.4、 1mM DTT、 お よ び 1× 完 全 プ ロ テ ア ー ゼ
阻 害 剤 カ ク テ ル （ Boehringer） ） に 収 集 し た 。 細 胞 を ホ モ ジ ナ イ ズ し 、 30分 間 10,000× g
で 遠 心 分 離 し た 後 、 上 清 を ブ ラ ッ ド フ ォ ー ド （ Bradford） ア ッ セ イ （ Bio-Rad） に よ り タ
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ン パ ク 質 濃 度 に 関 し て 規 準 化 し た 。 タ ン パ ク 質 を 10％ SDS-PAGEに よ り 分 離 し 、 マ ウ ス 抗 my
c抗 体 （ SANTA CRUZ） ま た は 抗 Flag抗 体 （ SIGMA） を 用 い て イ ム ノ ブ ロ ッ ト し た 。 HRP結 合
ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG（ Amersham） を 、 ECL検 出 シ ス テ ム （ Detection System） （ Amersham） の
た め の 二 次 抗 体 と し た 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
免 疫 組 織 化 学 染 色
　 pcDNA3.1myc/His-ARHCL1、 pFLAG-ARHCL1、 pcDNA3.1myc/His-C20orf20、 pFLAG-C20orf20
、 pcDNA3.1myc/His-CCPUCC1、 pcDNA3.1myc/His-Ly6E、 pcDNA3.1myc/His-LAPTM4β 、 ま た
は pFLAG-LAPTM4β を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 、 な ら び に pFlag-ARHCL1お よ び pCMV-HA-ザ
イ キ シ ン 、 ま た は pCMV-HA-NFXL1を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た HCT16細 胞 、 SW480細 胞 、 お よ び C
OS7細 胞 、 な ら び に pcDNA-myc-CCPUCC1お よ び pFlag-ク ラ ス タ リ ン を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た
COS7細 胞 を 、 4％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド を 含 有 し て い る PBSで 15分 間 固 定 し 、 次 い で 、 0.1
％ ト リ ト ン X-100を 含 む PBS中 に 室 温 で 2.5分 間 お い て 透 過 処 理 を 行 っ た 。 そ の 後 、 非 特 異
的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を ブ ロ ッ キ ン グ す る た め 、 4℃ で 12～ 24時 間 、 2ま た は 3％ BSAを
含 む PBSで 細 胞 を 覆 っ た 。 1： 1000希 釈 の ラ ッ ト 抗 HAモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Roche） 、 1： 10
00希 釈 の ウ サ ギ 抗 FLAG抗 体 （ Sigma） 、 1： 1000希 釈 の マ ウ ス 抗 mycモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ S
igma） 、 ま た は 1： 2000希 釈 の マ ウ ス 抗 FLAG抗 体 （ Sigma） を 一 次 抗 体 に 使 用 し 、 FITC結 合
抗 マ ウ ス お よ び フ ル オ レ セ イ ン 結 合 抗 マ ウ ス IgG二 次 抗 体 （ Leincoお よ び ICN） で イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン し 、 反 応 を 可 視 化 し た 。 核 は 、 4',6'-ジ ア ミ ジ ン -2'-フ ェ ニ ル イ ン ド ー ル ジ ヒ
ド ロ ク ロ リ ド （ DAPI） で 対 比 染 色 し た 。 蛍 光 画 像 は エ ク リ プ ス （ ECLIPSE） E800顕 微 鏡 下
で 得 た 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
細 胞 増 殖 に 対 す る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 作 用
　 10cmデ ィ ッ シ ュ に 細 胞 を 播 種 し （ 1枚 当 た り 2× 10 5 個 ） 、 リ ポ フ ェ ク チ ン （ LIPOFECTIN
） 試 薬 （ GIBCO BRL） を 使 用 し て 、 ARHCL1、 NFXL1、 C20orf20、 LEMD1、 CCPUCC1、 Ly6E、 Nk
d1、 ま た は LAPTM4β の 合 成 S-オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 3～ 7日 間 培 養 し
た 。 次 い で 、 細 胞 を 100％ メ タ ノ ー ル で 固 定 し 、 ギ ム ザ （ Giemsa） 溶 液 に よ り 染 色 し た 。 S
-オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 は 、 以 下 の 通 り で あ っ た ：
ARHCL1-AS1、 5'-GTGAGCATATTACTCC-3'（ 配 列 番 号 :50） ;
ARHCL1-R1、 5'-CCTCATTATACGAGTG-3'（ 配 列 番 号 :51） ;
NFXL1-AS、 5'-GGCCAGGGACAATCTTTC-3'（ 配 列 番 号 :52） ;
NFXL1-R、 5'-CTTTCTAACAGGGACCGG-3'（ 配 列 番 号 :53） ;
C20orf20-AS1、 5'-GCCCACCTCGGCCTCTCC-3'（ 配 列 番 号 :54） ;
C20orf20-R1、 5'-CCTCTCCGGCTCCACCCG-3'（ 配 列 番 号 :55） ;
C20orf20-AS2、 5'-CACCTCGGCCTCTCCCAT-3'（ 配 列 番 号 :56） ;
C20orf20-R2、 5'-TACCCTCTCCGGCTCCAC-3'（ 配 列 番 号 :57） ;
LEMD1-AS1、 5'-ATCCACCATGATGATAGA-3'（ 配 列 番 号 :58） ;
LEMD1-REV1、 5'-AGATAGTAGTACCACCTA-3'（ 配 列 番 号 :59） ;
LEMD1-AS2、 5'-ACACTTCACATCCACCAT-3'（ 配 列 番 号 :60） ;
LEMD1-REV2、 5'-TACCACCTACACTTCACA-3'（ 配 列 番 号 :61） ;
LEMD1-AS3、 5'-CAGACACTTCACATCCAC-3'（ 配 列 番 号 :62） ;
LEMD1-REV3、 5'-CACCTACACTTCACAGAC-3'（ 配 列 番 号 :63） ;
LEMD1-AS4、 5'-CATGATGATAGAAGTTTG-3'（ 配 列 番 号 :64） ;お よ び
LEMD1-REV4、 5'-GTTTGAAGATAGTAGTAC-3'（ 配 列 番 号 :65） ;
LEMD1-AS5、 5'-ACATCCACCATGATGATA-3'（ 配 列 番 号 :66） ;お よ び
LEMD1-REV5、 5'-ATAGTAGTACCACCTACA-3'（ 配 列 番 号 :67） ;
CCPUCC1-AS3、 5'-CGGAGGTCGCGGAAAG-3'（ 配 列 番 号 :68） ;
CCPUCC1-S3、 5'-CTTTCCGCGACCTCCG-3'（ 配 列 番 号 :69） ;
Ly6E-AS1、 5'-ATCTTCATTCTGGAGA-3'（ 配 列 番 号 :70） ;
Ly6E-S1、 5'-TCTCCAGAATGAAGAT-3'（ 配 列 番 号 :71） ;
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Ly6E-AS5、 5'-GAAGATCTTCATTCTG-3'（ 配 列 番 号 :72） ;
Ly6E-S5、 5'-CAGAATGAAGATCTTC-3'（ 配 列 番 号 :73） ;
Nkd1-AS4、 5'-GCGGCCGGCTTGGAGT-3'（ 配 列 番 号 :74） ;
Nkd1-S4、 5'-ACTCCAAGCCGGCCGC-3'（ 配 列 番 号 :75） ;
Nkd1-AS5、 5'-GTAGAAGTGGTGGTAA-3'（ 配 列 番 号 :76） ;
Nkd1-S5、 5'-TTACCACCACTTCTAC-3'（ 配 列 番 号 :77） ;
LAPTM4β -S、 5'-GTGAGCGCGGCGCGCC-3'（ 配 列 番 号 :78） ;
LAPTM4β -AS、 5'-GGCGCGCCGCGCTCAC-3'（ 配 列 番 号 :79） ;
LAPTM4β -SCR、 5'-GCGCGGCCGCGCTCAC-3'（ 配 列 番 号 :80） ;
LAPTM4β -REV、 5'-CACTCGCGCCGCGCGG-3'（ 配 列 番 号 :81） 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
3-(4,5-ジ メ チ ル チ ア ゾ ー ル -2-イ ル )-2,5-ジ フ ェ ニ ル テ ト ラ ゾ リ ウ ム ブ ロ ミ ド （ MTT） ア
ッ セ イ
　 細 胞 は 、 ア ン チ セ ン ス S-オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 対 照 （ セ ン ス 、 リ バ ー ス 、 お よ び ス
ク ラ ン ブ ル ） S-オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 3連 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ
ン の 72時 間 後 、 培 地 を 500μ g/mlの MTT（ 3-(4,5-ジ メ チ ル チ ア ゾ ー ル -2-イ ル )-2,5-ジ フ ェ
ニ ル テ ト ラ ゾ リ ウ ム ブ ロ ミ ド ） （ Sigma） を 含 む 新 鮮 な 培 地 に 交 換 し 、 プ レ ー ト を 37℃ で 4
時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の 後 、 1mlの 0.01N HCl/10％ SDSの 添 加 に よ り 細 胞 を 溶 解 さ せ
、 溶 解 物 の 吸 光 度 を 570nmの 試 験 波 長 （ 参 照 、 630nm） で ELISAプ レ ー ト リ ー ダ ー を 用 い て
測 定 し た 。 対 照 細 胞 の 吸 光 度 と 比 較 し た 吸 光 度 に よ り 、 細 胞 生 存 率 を 表 し た 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
組 換 え の ARHCL1タ ン パ ク 質 お よ び NFXL1タ ン パ ク 質 の 調 製
　 ARHCL1ま た は NFXL1に 対 す る 特 異 的 抗 体 を 生 成 さ せ る た め 、 本 発 明 者 ら は 、 組 換 え の ARH
CL1タ ン パ ク 質 お よ び NFXL1タ ン パ ク 質 を 調 製 し た 。 そ れ ら の 部 分 コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 、 以
下 の プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い 、 RT-PCRに よ り 増 幅 し た ： ARHCL1の N末 端 領 域 （ ARHCL1-N）
用 に 5'-GGCGAATTCGTAATATGCTCACTCGAGTGAAAT-3'（ 配 列 番 号 ： 82） お よ び 5'-GTTGAATTCCGT
GTTCTCAGGCT-3'（ 配 列 番 号 ： 83） 、 ARHCL1の C末 端 領 域 （ ARHCL1-C） 用 に 5'-GCGGAATTCCTG
CTGCAGCACCACAT-3'（ 配 列 番 号 ： 84） お よ び 5'-ACAGCGGCCGCTTTCATGACAGCTTG-3'（ 配 列 番
号 ： 85） 、 NFXL1の N末 端 領 域 （ NFXL1-N） 用 に 5'-ACAGAATTCGGGATGGAAGCTTC-3'（ 配 列 番 号
： 86） お よ び 5'-ATACTCGAGAGGAGGTTTAAATTCACGCTC-3'（ 配 列 番 号 ： 87） 、 NFXL1の C末 端 領
域 （ NFXL1-C2） 用 に 5'-CACGAATTCAAGGTAAAACTTAGATGTCCT-3'（ 配 列 番 号 ： 88） お よ び 5'-G
AGCTCGAGTTTATGTTTTTGCCATAGTGATAG-3'（ 配 列 番 号 ： 89） 。 産 物 を 精 製 し 、 EcoRl（ ARHCL1
-N） 、 EcoRlお よ び NotI（ ARHCL1-C） 、 ま た は EcoRlお よ び Xhol（ NFXL1-Nお よ び NFXL1-C2
） で 消 化 し 、 pGEX6P-1ベ ク タ ー （ pGEX-ARHCL1-Nま た は pGEX-ARHCL1-C） ま た は pET28aベ ク
タ ー （ pET-NFXL1-Nま た は pET-NFXL1-C2） の 適 切 な ク ロ ー ニ ン グ 部 位 に ク ロ ー ニ ン グ し た
。 プ ラ ス ミ ド pGEX-ARHCL1-N、 pGEX-ARHCL1-C、 pET-NFXL1-N、 ま た は pET-NFXL1-C2で 、 大
腸 菌 DH10B細 胞 （ Life Technologies, Inc.） ま た は BL21コ ド ン プ ラ ス 細 胞 （ codon plus c
ell） （ Novagen） を 形 質 転 換 し た 。 組 換 え タ ン パ ク 質 は IPTGの 添 加 に よ り 誘 導 し 、 製 造 業
者 の プ ロ ト コ ル に 従 っ て 抽 出 物 か ら 精 製 し た 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
酵 母 2-ハ イ ブ リ ッ ド 実 験
　 酵 母 2-ハ イ ブ リ ッ ド ア ッ セ イ は 、 製 造 業 者 の プ ロ ト コ ル （ BD Bioscience） に 従 い 、 MAT
CHMAKER GAL4 2-ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム （ Two-Hybrid System） を 用 い て 実 施 し た 。 ARHCL1
ま た は NFXL1の 部 分 コ ー デ ィ ン グ 配 列 を pAS2-1ベ ク タ ー の EcoRl-Xhol部 位 に ク ロ ー ニ ン グ
し た （ pAS2-ARHCL1-N、 pAS2-ARHCL1-C、 pAS2-NFXL1-N、 お よ び pAS2-NFXL1-C2） 。 pcDNA3.
1-C20orf20を 鋳 型 と し て 用 い 、 プ ラ イ マ ー セ ッ ト 5'-TGTGAATTCGCCATGGGAGAGGC-3'（ 配 列
番 号 ： 90） お よ び 5'-TAAGGATCCCGTGCGGCGCCGCTT-3'（ 配 列 番 号 ： 91） を 使 用 し て PCRを 行
い 、 C20orf20の 完 全 コ ー デ ィ ン グ 領 域 を 増 幅 し 、 そ の 産 物 も pAS2-1ベ ク タ ー の EcoRI-BamH
I部 位 に ク ロ ー ニ ン グ し た （ pAS2-C20orf20） 。 さ ら に 、 CCPUCC1の 完 全 コ ー デ ィ ン グ 配 列
を pAS2-1ベ ク タ ー の EcoRI部 位 に ク ロ ー ニ ン グ し た （ pAS2-CCPUCC1） 。 ベ イ ト と し て pAS2-
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ARHCL1-N、 pAS2-ARHCL1-C、 pAS2-NFXL1-N、 ま た は pAS2-NFXL1-C2を 用 い 、 ヒ ト 精 巣 MATCHM
AKER cDNAラ イ ブ ラ リ ー か ら 5× 10 5 個 の ク ロ ー ン を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 pAS2-C20orf20を 用
い て 、 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 1.9× 10 6 個 の ク ロ ー ン を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 pAS2-CCPUCC1を 用 い
て 、 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 1.1× 10 6 個 の ク ロ ー ン を ス ク リ ー ニ ン グ し た （ BD Bioscience） 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
免 疫 沈 降 ア ッ セ イ
　 ザ イ キ シ ン の 完 全 コ ー デ ィ ン グ 領 域 を 、 プ ラ イ マ ー セ ッ ト 5'-CATGAATTCCGGCCATGGCG-3'
（ 配 列 番 号 ： 92） お よ び 5'-CATCTCGAGTCAGGTCTGGGCTC-3'（ 配 列 番 号 ： 93） を 用 い て RT-PC
Rに よ り 増 幅 し た 。 そ の PCR産 物 を 精 製 し 、 EcoRlお よ び Xholで 消 化 し 、 pCMV-HAベ ク タ ー に
ク ロ ー ニ ン グ し た 。 MGC10334ま た は CEMPC1の 完 全 コ ー デ ィ ン グ 領 域 お よ び BRD8の C末 端 領
域 を 、 cDNAラ イ ブ ラ リ ー 中 の 陽 性 ク ロ ー ン か ら 単 離 し 、 pCMV-HAベ ク タ ー に サ ブ ク ロ ー ニ
ン グ し た （ pCMV-HA-MGC10334、 pCMV-HA-CEMPC1、 お よ び pCMV-HA-BRD8） 。 核 ク ラ ス タ リ ン
の C末 端 領 域 を 、 陽 性 ク ロ ー ン か ら 単 離 し 、 pFlagベ ク タ ー へ と サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 pF
lag-CMV、 pFlag-ARHCL1、 pCMV-HA、 pCMV-HA-ザ イ キ シ ン 、 ま た は そ れ ら の 組 み 合 わ せ に よ
り HeLa細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 pFlag-CMV、 pFlag-NFXL1、 pCMV-HA、 pCMV-HA-MGC1033
4、 pCMV-HA-CEMPC1、 ま た は そ れ ら の 組 み 合 わ せ に よ り COS7細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 p
Flag-CMV、 pFlag-C20orf20、 pCMV-HA、 pCMV-HA-BRD8、 ま た は そ れ ら の 組 み 合 わ せ に よ り C
OS7細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 pcDNA-myc、 myc標 識 （ tagged） CCPUCC1を 発 現 す る pcDNA-
CCPUCC1-myc、 pFlag-CMV、 pFlag-ク ラ ス タ リ ン 、 ま た は そ れ ら の 組 み 合 わ せ に よ り COS7細
胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 細 胞 を PBSで 洗 浄 し 、 150mM NaCl、 0.5％ NP-40、 10mMト リ ス H
Cl pH7.8、 お よ び EDTA不 含 1× 完 全 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 カ ク テ ル （ Complete Protease Inh
ibitor Cocktail EDTA-free） （ Roche） を 含 む TNE緩 衝 液 で 溶 解 さ せ た 。 典 型 的 な 免 疫 沈
降 反 応 に お い て は 、 全 細 胞 抽 出 物 300μ gを 、 1μ gの 抗 FLAG M2抗 体 （ SIGMA） ま た は 抗 HA抗
体 、 お よ び 20μ lの プ ロ テ イ ン Gセ フ ァ ロ ー ス ビ ー ズ （ Zymed） と 共 に 4℃ で 2時 間 イ ン キ ュ
ベ ー ト し た 。 ビ ー ズ を 1mlの TNE緩 衝 液 で 4回 洗 浄 し 、 ビ ー ズ に 結 合 し た タ ン パ ク 質 を 、 レ
ム リ 試 料 緩 衝 液 （ Laemmli Sample Buffer） 中 で 煮 沸 す る こ と に よ り 溶 出 さ せ た 。 沈 降 し
た タ ン パ ク 質 を 、 SDS-PAGEに よ り 分 離 し 、 抗 myc抗 体 、 抗 HA抗 体 、 ま た は ウ サ ギ 抗 FLAG抗
体 を 使 用 し て イ ム ノ ブ ロ ッ ト 分 析 を 実 施 し た 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
NFXL1-siRNA、 C20orf20-siRNA、 お よ び CCPUCC1-siRNAを 発 現 す る プ ラ ス ミ ド の 構 築 お よ び
そ れ ら の 作 用
　 短 鎖 干 渉 RNA（ siRNA） を 発 現 す る プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー を 調 製 す る た め 、 プ ラ イ マ ー セ ッ
ト 、 H1RNA用 に 5'-TGGTAGCCAAGTGCAGGTTATA-3'（ 配 列 番 号 ： 94） お よ び 5'-CCAAAGGGTTTCTG
CAGTTTCA-3'（ 配 列 番 号 ： 95） 、 な ら び に U6snRNA用 に 5'-GGGGATCAGCGTTTGAGTAA-3'（ 配 列
番 号 ： 96） お よ び 5'-TAGGCCCCACCTCCTTCTAT-3'（ 配 列 番 号 ： 97） 、 な ら び に 鋳 型 と し て の
ヒ ト 胎 盤 DNAを 使 用 し て PCRを 行 い 、 そ の プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 含 む H1RNA遺 伝 子 ま た は U6snR
NA遺 伝 子 の ゲ ノ ム 断 片 を 増 幅 し た 。 そ の 産 物 を 精 製 し 、 供 給 元 の プ ロ ト コ ル （ Invitrogen
） に 従 い 、 TAク ロ ー ニ ン グ キ ッ ト を 使 用 し て 、 pCR2.0プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ
し た 。 H1RNAま た は U6snRNAを 含 む BamHI/XhoI断 片 を 、 pcDNA3.1（ +） の ヌ ク レ オ チ ド 1257
～ 56の 間 に ク ロ ー ニ ン グ し 、 そ れ を 、 5'-TGCGGATCCAGAGCAGATTGTACTGAGAGT-3'（ 配 列 番 号
： 98） お よ び 5'-CTCTATCTCGAGTGAGGCGGAAAGAACCA-3'（ 配 列 番 号 ： 99） を 使 用 し て PCRに よ
り 増 幅 し た 。 連 結 さ せ た DNAを 、 プ ラ イ マ ー 、 H1RNA用 の 5'-TTTAAGCTTGAAGACCATTTTTGGAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAC-3'（ 配 列 番 号 ： 100） お よ び 5'-TTTAAGCTTGAAGACATGGGAAAGAGTGGTC
TCA-3'（ 配 列 番 号 ： 101） ま た は U6snRNA用 の 5'-TTTAAGCTTGAAGACTATTTTTACATCAGGTTGTTTT
TCT-3'（ 配 列 番 号 ： 102） お よ び 5'-TTTAAGCTTGAAGACACGGTGTTTCGTCCTTTCCACA-3'（ 配 列 番
号 ： 103） を 用 い る PCR増 幅 に お い て 鋳 型 と し た 。 そ の 産 物 を HindIIIで 消 化 し 、 そ の 後 、 p
siH1BX3.0プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー ま た は psiU6BX3.0プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー を 作 製 す る た め 、 自
己 連 結 さ せ た 。 対 照 プ ラ ス ミ ド 、 psiH1BX-EGFPお よ び psiU6BX-EGFPは 、 5'-CACCGAAGCAGCA
CGACTTCTTCTTCAAGAGAGAAGAAGTCGTGCTGCTTC-3'（ 配 列 番 号 ： 104） お よ び 5'-AAAAGAAGCAGCA
CGACTTCTTCTCTCTTGAAGAAGAAGTCGTGCTGCTTC-3'（ 配 列 番 号 ： 105） の 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
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チ ド を 、 そ れ ぞ れ psiH1BX3.0ベ ク タ ー ま た は psiU6BXベ ク タ ー の BbsI部 位 に ク ロ ー ニ ン グ
す る こ と に よ り 調 製 し た 。 NFXL1-siRNAを 発 現 す る プ ラ ス ミ ド は 、 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド を psiU6BX3.0ベ ク タ ー へ ク ロ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 調 製 し た 。 NFXL1-siRNAの た め
に 使 用 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、
psiU6BX-NFXL1D用 の 5'-CACCAGAAAGATTGTCCCTGGCCTTCAAGAGAGGCCAGGGACAATCTTTCT-3'（ 配
列 番 号 ： 106） お よ び 5'-AAAAAGAAAGATTGTCCCTGGCCTCTCTTGAAGGCCAGGGACAATCTTTCT-3'（ 配
列 番 号 ： 107） （ siRNAの 標 的 配 列 は 配 列 番 号 ： 122で あ る ） ；
psiU6BX-NFXL1E用 の 5'-CACCGGAGATGAAGATTTTGAAGTTCAAGAGACTTCAAAATCTTCATCTCC-3'（ 配
列 番 号 ： 108） お よ び 5'-AAAAGGAGATGAAGATTTTGAAGTCTCTTGAACTTCAAAATCTTCATCTCC-3'（ 配
列 番 号 ： 109） （ siRNAの 標 的 配 列 は 配 列 番 号 ： 123で あ る ） ；
psiU6BX-NFXL1F用 の 5'-CACCGAAGAACAGGAAAAGAGATTTCAAGAGAATCTCTTTTCCTGTTCTTC-3'（ 配
列 番 号 ： 110） お よ び 5'-AAAAGAAGAACAGGAAAAGAGATTCTCTTGAAATCTCTTTTCCTGTTCTTC-3'（ 配
列 番 号 ： 111） （ siRNAの 標 的 配 列 は 配 列 番 号 ： 124で あ る ） 、 な ら び に
psiU6BX-NFXL1G用 の 5'-CACCCCAGAAGGTAAAACTTAGATTCAAGAGATCTAAGTTTTACCTTCTGG-3'（ 配
列 番 号 ： 112） お よ び 5'-AAAACCAGAAGGTAAAACTTAGATCTCTTGAATCTAAGTTTTACCTTCTGG-3'（ 配
列 番 号 ： 113） （ siRNAの 標 的 配 列 は 配 列 番 号 ： 125で あ る ） 、 な ら び に
psiU6BX-NFXL1H用 の 5'-CACCGTATGTGAGCGTGAATTTATTCAAGAGATAAATTCACGCTCACATAC-3'（ 配
列 番 号 ： 114） お よ び 5'-AAAAGTATGTGAGCGTGAATTTATCTCTTGAATAAATTCACGCTCACATAC-3'（ 配
列 番 号 ： 115） （ siRNAの 標 的 配 列 は 配 列 番 号 ： 126で あ る ） で あ っ た 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 C20orf20-siRNAを 発 現 す る プ ラ ス ミ ド は 、 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を psiH1BX3.0ベ ク
タ ー へ ク ロ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 調 製 し た 。 C20orf20-siRNAの た め に 使 用 し た オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド は 、 5'-TCCCCCGACACTTCCACATGATTTTCAAGAGAAATCATGTGGAAGTGTCGG-3'（ 配 列 番
号 ： 116） お よ び （ 配 列 番 号 ： 117） 5'-AAAACCGACACTTCCACATGATTTCTCTTGAAAATCATGTGGAAG
TGTCGG-3'（ siRNAの 標 的 配 列 は 配 列 番 号 ： 127で あ る ） で あ っ た 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 CCPUCC1-siRNAを 発 現 す る プ ラ ス ミ ド は 、 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を psiU6BX3.0ベ ク
タ ー へ ク ロ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 調 製 し た 。 CCPUCC1-siRNAの た め に 使 用 し た オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド は 、
siRNA-2用 の 5'-TCCCGCGACTAGAGACTCTGCAGTTCAAGAGACTGCAGAGTCTCTAGTCGC-3'（ 配 列 番 号 ：
118） お よ び 5'-TTTTGCGACTAGAGACTCTGCAGTCTCTTGAACTGCAGAGTCTCTAGTCGC-3'（ 配 列 番 号 ：
119） （ siRNAの 標 的 配 列 は 配 列 番 号 ： 128で あ る ） ；
siRNA-3用 の 5'-TCCCGACCATCATAGGATGGAGCTTCAAGAGAGCTCCATCCTATGATGGTC-3'（ 配 列 番 号 ：
120） お よ び 5'-TTTTGACCATCATAGGATGGAGCTCTCTTGAAGCTCCATCCTATGATGGTC-3'（ 配 列 番 号 ：
121） （ siRNAの 標 的 配 列 は 配 列 番 号 ： 129で あ る ） で あ っ た 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 供 給 元 の 推 奨 に 従 い 、 FuGENE6試 薬 （ Roche） ま た は ヌ ク レ オ フ ェ ク タ ー （ Nucleofector
） 試 薬 （ Alexa） を 使 用 し て 、 プ ラ ス ミ ド psiU6BX-NFXL1、 psiU6BX-EGFP、 psiH1BX-C20orf
20、 psiH1BX-EGFP、 ま た は psiH1BX-擬 似 を SNU-C4細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 psiU6BX-CC
PUCC1-2、 psiU6BX-CCPUCC1-3、 ま た は psiU6BX-擬 似 プ ラ ス ミ ド を HCT116細 胞 お よ び SNUC4
細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 48時 間 後 、 全 RNAを 細 胞 か ら 抽 出
し た 。 細 胞 を 、 400～ 800μ g/mlの ジ ェ ネ テ シ ン （ G418） 存 在 下 で 14日 間 培 養 し 、 他 に 記 載
さ れ る よ う に し て ギ ム ザ 溶 液 （ MERCK, Germany） で 染 色 し た 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
CCPUCC1に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製
　 組 換 え His標 識 CCPUCC1タ ン パ ク 質 を 大 腸 菌 に お い て 作 製 し 、 製 造 業 者 の 推 奨 （ Invitrog
en） に 従 い 、 Pro Bond（ 商 標 ） ヒ ス チ ジ ン 樹 脂 を 使 用 し て 、 細 胞 か ら 精 製 し た 。 そ の 組 換
え タ ン パ ク 質 を 、 ウ サ ギ の 免 疫 感 作 の た め に 接 種 し た 。 CCPUCC1に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル
抗 体 を 血 清 か ら 精 製 し た 。 pcDNA-myc-CCPUCC1を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 の 抽 出 物 お よ
び 結 腸 癌 細 胞 株 か ら の 抽 出 物 を 、 10％ SDS-PAGEに よ り 分 離 し 、 抗 体 を 用 い て イ ム ノ ブ ロ ッ
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ト し た 。 HRP結 合 ヤ ギ 抗 ウ サ ギ IgG（ Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA） を 、 EC
L検 出 シ ス テ ム （ Detection System） （ Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ）
の た め の 二 次 抗 体 と し た 。 抗 CCPUCC1抗 体 に よ る イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ で は 、 myc標 識 CCPU
CC1の 55kDの バ ン ド が 示 さ れ 、 こ れ は 抗 myc抗 体 を 使 用 し て 検 出 さ れ た も の と 同 一 の パ タ ー
ン で あ っ た 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
免 疫 組 織 化 学
　 免 疫 組 織 化 学 染 色 は 、 抗 CCPUCC1抗 体 を 使 用 し て 実 施 し た 。 パ ラ フ ィ ン で 包 埋 し た 組 織
切 片 を 、 製 造 業 者 の 推 奨 す る 方 法 に 従 い 、 SAB-POペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 免 疫 染 色 シ ス テ ム （ Ni
chirei, Tokyo, Japan） に 供 し た 。 700Wで 10分 間 電 子 レ ン ジ に て ク エ ン 酸 塩 緩 衝 液 （ pH6
） 中 で ス ラ イ ド を 前 処 理 す る こ と に よ り 脱 パ ラ フ ィ ン し 再 水 和 さ せ た 組 織 か ら 抗 原 を 回 収
し た 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
統 計 分 析
　 デ ー タ は 、 分 散 分 析 （ ANOVA） お よ び シ ェ ッ フ ェ （ Scheffe） の F検 定 に 供 し た 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
実 施 例 2： 結 腸 癌 お よ び 胃 癌 に 関 連 す る 遺 伝 子 の 同 定
　 23040個 の 遺 伝 子 を 含 む cDNAマ イ ク ロ ア レ イ を 使 用 し て 、 11個 の 結 腸 癌 組 織 、 お よ び そ
れ ら の 対 応 す る 非 癌 性 結 腸 粘 膜 組 織 の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 分 析 し た 。 こ の 分 析 に よ り 、 対
応 す る 非 癌 性 組 織 と 比 較 し て 癌 組 織 で 発 現 レ ベ ル が 高 頻 度 に 上 昇 し て い る 多 数 の 遺 伝 子 を
同 定 し た 。 そ れ ら の う ち 、 EST（ KIAA1157） 、 UniGeneク ラ ス タ （ http://www.ncbi.nlm.ni
h.gov/UniGene） に お け る Hs.21894に 相 当 す る 施 設 内 ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 B6647を 有 す る 遺
伝 子 は 、 選 択 基 準 （ cut-off filter） を 満 た し た 7例 全 て に お い て 、 上 昇 率 2.60～ 8.03の
範 囲 で 、 対 応 す る 非 癌 性 粘 膜 と 比 較 し て 癌 組 織 で 上 方 制 御 さ れ て い た （ 図 1a） 。 EST（ IMA
GE4286524） 、 UniGeneク ラ ス タ に お け る Hs.351839に 相 当 す る 施 設 内 ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 D
7610を 有 す る 第 二 の 新 規 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル は 、 選 択 基 準 を 満 た し た 4例 に お い て 、 上 昇
率 1.25～ 2.44の 範 囲 で 、 対 応 す る 非 癌 性 粘 膜 と 比 較 し て 癌 組 織 で 上 昇 し て い た （ 図 1b） 。
推 定 ORF、 UniGeneク ラ ス タ に お け る Hs.143954に 相 当 す る 施 設 内 ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 C4821
を 有 す る 第 三 の 新 規 遺 伝 子 は 、 選 択 基 準 を 満 た し た 10例 の う ち 9例 に お い て 、 上 昇 率 1.31
～ 3.83の 範 囲 で 、 対 応 す る 非 癌 性 粘 膜 と 比 較 し て 癌 組 織 で 上 方 制 御 さ れ て い た （ 図 1c） 。
EST、 XM_050184に 相 当 す る 施 設 内 ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 A8108を 有 す る 第 四 の 新 規 遺 伝 子 は
、 選 択 基 準 を 満 た し た 3例 の う ち 2例 に お い て 、 上 昇 率 1.19～ 5.90の 範 囲 で 、 対 応 す る 非 癌
性 粘 膜 と 比 較 し て 癌 組 織 で 上 方 制 御 さ れ て い た （ 図 1d） 。 さ ら に 、 EST、 UniGeneク ラ ス タ
に お け る Hs.155995に 相 当 す る 施 設 内 ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 B9223を 有 す る 第 五 の 新 規 遺 伝 子
は 、 選 択 基 準 を 満 た し た 7例 全 て に お い て 、 上 昇 率 1.49～ 3.5の 範 囲 で 、 対 応 す る 非 癌 性 粘
膜 と 比 較 し て 癌 組 織 で 上 方 制 御 さ れ て い た （ 図 1e） 。 Ly6Eに 相 当 す る 施 設 内 ア ク セ ッ シ ョ
ン 番 号 C3703を 与 え ら れ た 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル は 、 選 択 基 準 を 満 た し た 1例 に お い て 、 上 昇
率 2.6で 、 対 応 す る 非 癌 性 粘 膜 と 比 較 し て 癌 組 織 で 上 昇 し て お り （ 図 1f） 、 Nkd1に 相 当 す
る 施 設 内 ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 D9092を 与 え ら れ た も う 1つ の 遺 伝 子 は 、 選 択 基 準 を 満 た し た
4例 の う ち 2例 に お い て 、 上 昇 率 1.24～ 2.63の 範 囲 で 、 対 応 す る 非 癌 性 粘 膜 と 比 較 し て 癌 組
織 で 上 昇 し て い た （ 図 1g） 。 マ イ ク ロ ア レ イ の 結 果 を 明 確 に す る た め 、 半 定 量 的 RT-PCRを
実 施 し た と こ ろ 、 B6647の 発 現 が 、 さ ら な る 20個 の 結 腸 癌 の う ち の 19個 に お い て 、 対 応 す
る 正 常 粘 膜 と 比 較 し て 上 昇 し て お り （ 図 2a） 、 D7610の 発 現 が 、 20個 の 腫 瘍 の う ち 12個 で
上 昇 し て お り （ 図 2b） 、 C4821の 発 現 が 、 20個 の 腫 瘍 の う ち の 15個 で 上 昇 し て お り （ 図 2c
） 、 A8108の 発 現 が 、 調 査 さ れ た 8個 の 腫 瘍 全 て で 上 昇 し て お り （ 図 2d） 、 B9223の 発 現 が
、 調 査 さ れ た 28個 の 腫 瘍 の う ち の 15個 で 上 昇 し て お り （ 図 2e） 、 Ly6Eの 発 現 が 、 調 査 さ れ
た 13個 の 腫 瘍 の う ち の 11個 で 上 昇 し て お り （ 図 2f） 、 Nkd1の 発 現 が 、 調 査 さ れ た 腫 瘍 全 て
で 上 昇 し て い る こ と が 明 ら か と な っ た （ 図 2g） 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
実 施 例 3： ARHCL1の 発 現 低 下 に よ る 結 腸 癌 細 胞 の 増 殖 抑 制
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ARHCL1の 同 定 、 発 現 、 お よ び 構 造
　 国 立 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 情 報 セ ン タ ー （ National Center for Biotechnology Informat
ion） （ http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/） の BLASTプ ロ グ ラ ム を 使 用 し た 公 共 ベ ー タ
ベ ー ス に お け る B6647の 配 列 と の 相 同 性 検 索 に よ っ て 、 XM_051093を 含 む EST、 お よ び 染 色
体 バ ン ド 12q13.13に 割 り 当 て ら れ た GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 NT-009711を 有 す る ゲ ノ ム
配 列 が 同 定 さ れ た 。 遺 伝 子 の コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 決 定 す る た め 、 GENSCANプ ロ グ ラ ム （ htt
p://genes.mit.edu/GENSCAN.html） お よ び ジ ー ン ・ リ コ グ ニ シ ョ ン ・ ア ン ド ・ ア セ ン ブ リ
・ イ ン タ ー ネ ッ ト ・ リ ン ク （ Gene Recognition and Assembly Internet Link） プ ロ グ ラ
ム （ GLAIL、 http://compbio.ornl.gov/Grail-1.3/） を 使 用 し て 、 ゲ ノ ム 配 列 で 候 補 エ キ
ソ ン 配 列 を 予 測 し 、 エ キ ソ ン -コ ネ ク シ ョ ン （ exon-connection） 実 験 を 実 施 し た 。 結 果 と
し て 、 推 定 514ア ミ ノ 酸 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 1535ヌ ク レ オ チ ド の オ ー プ ン リ ー デ ィ
ン グ フ レ ー ム を 含 む 6462ヌ ク レ オ チ ド の ア セ ン ブ リ 配 列 （ GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AB0
84258） を 得 、 こ の 遺 伝 子 を ARHCL1（ Ras homolog gene family, member C like 1（ Ras相
同 体 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー 、 メ ン バ ー C様 1） ） と 名 付 け た 。 最 初 の ATGに は 、 真 核 生 物 に お け
る 翻 訳 の 開 始 の た め の コ ン セ ン サ ス 配 列 と 一 致 す る 配 列 （ ATT C） 、 お よ び 上 流 の イ ン
フ レ ー ム 終 止 コ ド ン が 隣 接 し て い た 。 ARHCL1 cDNAと ゲ ノ ム 配 列 と の 比 較 に よ っ て 、 こ の
遺 伝 子 が 11個 の エ キ ソ ン か ら な る こ と が 明 ら か と な っ た 。 さ ら に 、 ARHCL1の PCR産 物 を プ
ロ ー ブ と し て 用 い た 多 組 織 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 実 施 し た と こ ろ 、 前 立 腺 、 脳 、 お よ び
膵 臓 に 6.5kb転 写 物 の 発 現 が 検 出 さ れ た （ 図 3a） 。 予 測 さ れ た ARHCL1タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ
酸 配 列 は 、 ヒ ト 仮 説 タ ン パ ク 質 DKFZp434P1514.1と 68.7％ の 同 一 性 お よ び マ ウ ス RIKEN cDN
A 2310008J22と 61.45％ の 同 一 性 を 示 し た 。 シ ン プ ル ・ モ ジ ュ ラ ー ・ ア ー キ テ ク チ ャ ー ・
リ サ ー チ ・ ツ ー ル （ SMART、 http://smart.embl-heidelberg.de） を 用 い た タ ン パ ク 質 モ チ
ー フ 検 索 に よ っ て 、 予 測 さ れ た タ ン パ ク 質 が セ リ ン /ト レ オ ニ ン ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 フ ァ ミ
リ ー 2C、 触 媒 性 ド メ イ ン （ コ ド ン 68～ 506） を 含 む こ と が 明 ら か と な っ た （ 図 3b） 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
myc標 識 ま た は Flag標 識 ARHCL1タ ン パ ク 質 の 細 胞 内 局 在
　 ARHCL1タ ン パ ク 質 の 細 胞 内 局 在 を 検 討 す る た め 、 myc標 識 ARHCL1タ ン パ ク 質 （ pDNAmyc/H
is-ARHCL1） ま た は Flag標 識 ARHCL1タ ン パ ク 質 （ pFLAG-ARHCL1） を 発 現 す る プ ラ ス ミ ド を
、 HCT15細 胞 に 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 細 胞 か ら の 抽 出 物 お よ び 抗 myc抗 体 ま た は
抗 Flag抗 体 を 使 用 し た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ っ て 、 標 識 さ れ た タ ン パ ク 質 に 対 応 す
る そ れ ぞ れ 56kDaお よ び 60kDaの バ ン ド が 明 ら か と な っ た （ 図 4a） 。 そ の 後 、 こ れ ら の 抗 体
に よ る 細 胞 の 免 疫 組 織 化 学 染 色 に よ っ て 、 タ ン パ ク 質 が 主 と し て 細 胞 質 に 存 在 す る こ と が
示 さ れ た （ 図 4b） 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
ARHCL1の 発 現 を 低 下 さ せ る よ う 設 計 さ れ た ア ン チ セ ン ス S-オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に よ る 結 腸
癌 細 胞 の 増 殖 抑 制
　 ARHCL1の 抑 制 が 結 腸 癌 細 胞 の 増 殖 遅 滞 お よ び /ま た は 細 胞 死 を も た ら す か 否 か を 試 験 す
る た め 、 ARHCL1に 対 応 す る 5対 の 対 照 S-オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ア ン チ セ ン ス S-オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 し 、 調 査 さ れ た 11個 の 結 腸 癌 細 胞 株 の う ち 豊 富 な 量 の ARHCL1を 発 現 し
て い た SNU-C4結 腸 癌 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 5個 の ア ン チ セ ン ス S-オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド の う ち 、 ARHCL1-AS1は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 12時 間 後 、 対 照 S-オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド （ ARHCL1-R1） と 比 較 し て 、 ARHCL1の 発 現 を 有 意 に 抑 制 し た （ 図 5a） 。 ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン の 5日 後 、 ARHCL1-AS1を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 の 生 存 細 胞 数 は 、 ARHCL1-R1を ト
ラ ン ス フ ェ ク ト し た も の よ り 有 意 に 少 な く 、 こ の こ と か ら 、 ARHCL1の 抑 制 に よ り 、 ト ラ ン
ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 の 増 殖 お よ び /ま た は 生 存 が 低 下 す る こ と が 示 唆 さ れ た （ 図 5b） 。
一 貫 し た 結 果 が 、 3回 の 独 立 し た 実 験 で 得 ら れ た 。 ARHCL1-AS1に よ る 類 似 の 増 殖 抑 制 が 、 L
oVoヒ ト 結 腸 癌 細 胞 に お い て 観 察 さ れ た （ 図 5b） 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
組 換 え ARHCL1タ ン パ ク 質 の 調 製
　 ARHCL1に 対 す る 特 異 的 抗 体 を 生 成 さ せ る た め 、 GSTが 融 合 し た N末 端 ARHCL1タ ン パ ク 質 （
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ARHCL1-N） お よ び C末 端 ARHCL1タ ン パ ク 質 （ ARHCL1-C） を 発 現 す る プ ラ ス ミ ド を 構 築 し た
（ 図 6A） 。 プ ラ ス ミ ド で 大 腸 菌 細 胞 を 形 質 転 換 し た と こ ろ 、 SDS-PAGE上 の 予 想 さ れ た サ イ
ズ に 組 換 え タ ン パ ク 質 の 産 生 が 観 察 さ れ 、 イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 確 認 さ れ た （ 図 6B
） 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
酵 母 2-ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム に よ る 、 ARHCL1と 相 互 作 用 す る タ ン パ ク 質 の 同 定
　 ARHCL1の 機 能 を 分 析 す る た め 、 酵 母 2-ハ イ ブ リ ッ ド ス ク リ ー ニ ン グ シ ス テ ム を 使 用 し て
、 ARHCL1と 相 互 作 用 す る タ ン パ ク 質 を 探 索 し た 。 ARHCL1の N末 端 領 域 （ ARHCL1-N） と の 相
互 作 用 を 示 し た 陽 性 ク ロ ー ン 75個 の う ち 、 15個 、 8個 、 7個 、 7個 、 お よ び 3個 の ク ロ ー ン が
、 そ れ ぞ れ ザ イ キ シ ン 、 DTNB、 MAGE-A12、 PA28α 、 お よ び プ ロ テ ア ソ ー ム 28サ ブ ユ ニ ッ ト
3で あ っ た 。 さ ら に 、 ARHCL1の C末 端 領 域 （ ARHCL1-C） と の 相 互 作 用 を 示 し た 陽 性 ク ロ ー ン
52個 の う ち 、 2個 の ク ロ ー ン が FLJ25348で あ っ た 。 pAS2-ARHCL1-Nま た は pAS2-ARHCL1-C、
お よ び 6個 の ク ロ ー ン で の 同 時 形 質 転 換 に よ り 、 酵 母 に お け る 相 互 作 用 を 確 認 し た （ 図 7）
。
【 ０ ２ ４ １ 】
ザ イ キ シ ン と ARHCL1の N末 端 領 域 と の イ ン ビ ボ で の 相 互 作 用
　 ARHCL1と ザ イ キ シ ン と の 会 合 を イ ン ビ ボ で 立 証 す る た め 、 HeLa細 胞 に お け る 免 疫 沈 降 ア
ッ セ イ を 実 施 し た （ 図 8A） 。 pFlag-ARHCL1、 pCMV-HA-ザ イ キ シ ン 、 ま た は そ れ ら の 組 み 合
わ せ で HeLa細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 細 胞 か ら タ ン パ ク 質 を 抽 出 し た 。 抗 Flag抗 体 に よ
る 免 疫 沈 降 の 後 、 抗 HA抗 体 に よ る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 行 い 、 イ ン ビ ボ で の ザ イ キ シ
ン と ARHCL1と の 相 互 作 用 を 立 証 し た 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
細 胞 内 で の Flag標 識 ARHCL1お よ び HA標 識 ザ イ キ シ ン の 共 局 在
　 細 胞 内 で ARHCL1お よ び ザ イ キ シ ン が 共 局 在 し て い る か 否 か を 試 験 す る た め 、 pFlag-ARHC
L1お よ び pCMV-HA-ザ イ キ シ ン を SW480細 胞 へ 共 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 免 疫 組 織 化 学 染 色 に
よ り 細 胞 内 局 在 を 調 査 し た （ 図 8B） 。 抗 Flag抗 体 に よ る 染 色 に よ り 、 Flag標 識 ARHCL1が 核
お よ び 細 胞 質 の 両 方 に 局 在 し て い る こ と が 明 ら か に な っ た 。 さ ら に 、 抗 FLAGお よ び 抗 HA抗
体 に よ る 染 色 に よ り 、 HA標 識 ザ イ キ シ ン が 核 お よ び 細 胞 質 に ARHCL1と 共 局 在 し て い る こ と
が 証 明 さ れ た （ 図 8B） 。 こ の デ ー タ は 、 核 お よ び 細 胞 質 に お け る ARHCL1と ザ イ キ シ ン と の
相 互 作 用 の 見 解 を 支 持 す る も の で あ る 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
実 施 例 4： NFXL1の 発 現 低 下 に よ る 結 腸 癌 細 胞 の 増 殖 抑 制
NFXL1の 単 離 、 構 造 、 お よ び 発 現
　 国 立 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 情 報 セ ン タ ー の BLASTプ ロ グ ラ ム を 使 用 し た 公 共 ベ ー タ ベ ー ス
に お け る D7610の 配 列 と の 相 同 性 検 索 に よ っ て 、 BC018019を 含 む EST、 お よ び 染 色 体 バ ン ド
4p12に 割 り 当 て ら れ た GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AC107068を 有 す る ゲ ノ ム 配 列 が 同 定 さ
れ た 。 D7610 cDNAの 5'部 分 の 配 列 を 決 定 す る た め 、 そ れ ら の 配 列 を 用 い て 、 ジ ー ン ・ リ コ
グ ニ シ ョ ン ・ ア ン ド ・ ア セ ン ブ リ ・ イ ン タ ー ネ ッ ト ・ リ ン ク ・ プ ロ グ ラ ム で 候 補 エ キ ソ ン
配 列 を 予 測 し た 。 結 果 と し て 、 推 定 911ア ミ ノ 酸 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 2,736ヌ ク レ オ
チ ド の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 む 3,707ヌ ク レ オ チ ド の ア セ ン ブ リ 配 列 （ GenBa
nkア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AB085695） を 得 、 NFXL1（ nuclear transcription factor, X-box b
inding-like 1（ 核 転 写 因 子 、 Xボ ッ ク ス 結 合 様 1） ） と 名 付 け た 。 最 初 の ATGに は 、 真 核 生
物 に お け る 翻 訳 の 開 始 の た め の コ ン セ ン サ ス 配 列 に 一 致 す る 配 列 （ GGG G） が 隣 接 し て
い た 。 NFXL1 cDNAと ゲ ノ ム 配 列 と の 比 較 に よ り 、 こ の 遺 伝 子 が 23個 の エ キ ソ ン か ら な る こ
と が 明 ら か と な っ た 。 さ ら に 、 NFXL1の PCR産 物 を プ ロ ー ブ と し て 用 い て 多 組 織 ノ ー ザ ン ブ
ロ ッ ト 分 析 を 実 施 し た と こ ろ 、 精 巣 お よ び 甲 状 腺 に 3.8kb転 写 物 の 発 現 が 検 出 さ れ た （ 図 9
a） 。 予 測 さ れ た NFXL1タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 ヒ ト NFX1（ nuclear transcription 
factor, X-box binding 1（ 核 転 写 因 子 、 Xボ ッ ク ス 結 合 1） ） と 35.3％ の 同 一 性 を 示 し た
。 シ ン プ ル ・ モ ジ ュ ラ ー ・ ア ー キ テ ク チ ャ ー ・ リ サ ー チ ・ ツ ー ル を 用 い た タ ン パ ク 質 モ チ
ー フ 検 索 に よ り 、 予 測 さ れ た タ ン パ ク 質 が 、 リ ン グ フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン （ コ ド ン 160～ 219
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） 、 12個 の NFX型 Znフ ィ ン ガ ー ド メ イ ン （ コ ド ン 265～ 794） 、 コ イ ル ド コ イ ル 領 域 （ コ ド
ン 822～ 873） 、 お よ び 膜 貫 通 領 域 （ コ ド ン 889～ 906） を 含 む こ と が 明 ら か と な っ た （ 図 9b
） 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
NFXL1の 発 現 を 低 下 さ せ る よ う 設 計 さ れ た ア ン チ セ ン ス S-オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に よ る 結 腸
癌 細 胞 の 増 殖 抑 制
　 NFXL1の 抑 制 が 結 腸 癌 細 胞 の 増 殖 遅 滞 お よ び /ま た は 細 胞 死 を も た ら す か 否 か を 試 験 す る
た め 、 NFXL1に 対 応 す る 4対 の 対 照 S-オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ア ン チ セ ン ス S-オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド を 合 成 し 、 調 査 さ れ た 11個 の 結 腸 癌 細 胞 株 の う ち 豊 富 な 量 の NFXL1を 発 現 し て い
た SW480結 腸 癌 細 胞 お よ び SNU-C4結 腸 癌 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ
ョ ン の 5日 後 、 NFXL1-ASを ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 の 生 存 細 胞 数 は 、 NFXL1-Rを ト ラ ン ス
フ ェ ク ト し た も の よ り 有 意 に 少 な く 、 こ の こ と か ら 、 NFXL1の 抑 制 に よ り 、 ト ラ ン ス フ ェ
ク ト さ れ た 細 胞 の 増 殖 お よ び /ま た は 生 存 が 低 下 す る こ と が 示 唆 さ れ た （ 図 10） 。 一 貫 し
た 結 果 が 、 3回 の 独 立 し た 実 験 で 得 ら れ た 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
結 腸 癌 細 胞 の 増 殖 に 対 す る 、 NFXL1-siRNAを 発 現 す る プ ラ ス ミ ド の 作 用
　 哺 乳 動 物 細 胞 に お い て 、 19個 の 相 補 的 ヌ ク レ オ チ ド お よ び 3'末 端 の チ ミ ジ ン ま た は ウ リ
ジ ン の 相 補 的 二 量 体 を 含 む 20塩 基 長 ま た は 21塩 基 長 の 二 本 鎖 RNA（ dsRNA） か ら 構 成 さ れ た
短 鎖 干 渉 RNA（ siRNA） は 、 遺 伝 子 発 現 の 全 体 的 な 変 化 を 誘 導 す る こ と な く 、 遺 伝 子 特 異 的
な 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ 作 用 を 有 す る こ と が 最 近 示 さ れ た 。 従 っ て 、 本 発 明 者 ら は 、 様 々
な NFXL1-siRNAを 発 現 す る プ ラ ス ミ ド を 構 築 し 、 NFXL1発 現 に 対 す る そ れ ら の 作 用 を 調 査 し
た 。 そ れ ら の う ち 、 psiU6BX-NFXL1Hは 、 SNUC4細 胞 に お け る NFXL1の 発 現 を 有 意 に 抑 制 し た
が 、 psiU6BX-NFXL1D、 psiU6BX-NFXL1E、 psiU6BX-NFXL1F、 ま た は psiU6BX-NFXL1Gは 抑 制 し
な か っ た （ 図 11A） 。 NFXL1の 抑 制 が 結 腸 癌 細 胞 の 増 殖 抑 制 を も た ら す か 否 か を 試 験 す る た
め 、 psiU6BX-NFXL1Hま た は psiU6BX-EGFPを 、 HCT116細 胞 、 SW480細 胞 、 ま た は SNUC4細 胞 に
ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 psiU6BX-NFXL1Hが ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 生 存 可 能 細 胞 は 、 psiU
6BX-EGFPが ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た も の と 比 較 し て 著 し く 減 少 し 、 こ の こ と か ら 、 NFXL1
の 発 現 低 下 に よ り 、 結 腸 癌 細 胞 の 増 殖 が 抑 制 さ れ る こ と が 示 唆 さ れ た （ 図 11B） 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
哺 乳 動 物 細 胞 に お け る NFXL1の 細 胞 内 局 在
　 NFXL1タ ン パ ク 質 の 細 胞 内 局 在 を 検 討 す る た め 、 HA標 識 NFXL1の 蛍 光 免 疫 組 織 化 学 染 色 を
、 HCT116細 胞 、 SW480細 胞 、 ま た は COS7細 胞 に お い て 実 施 し た 。 細 胞 を pCMV-HA-NFXL1で ト
ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 次 い で 固 定 し 、 抗 HAで 染 色 し 、 ロ ー ダ ミ ン 結 合 二 次 抗 体 で 可 視 化 し た
。 シ グ ナ ル は 細 胞 質 に 観 察 さ れ 、 こ の こ と か ら 、 細 胞 質 に お け る NFXL1の 細 胞 内 局 在 が 示
唆 さ れ た （ 図 12） 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
組 換 え NFXL1タ ン パ ク 質 の 調 製
　 NFXL1に 対 す る 特 異 的 抗 体 を 生 成 さ せ る た め 、 His標 識 N末 端 NFXL1タ ン パ ク 質 （ NFXL1-N
） お よ び C末 端 NFXL1タ ン パ ク 質 （ NFXL1-C2） を 発 現 す る プ ラ ス ミ ド を 構 築 し た （ 図 13A）
。 こ れ ら の プ ラ ス ミ ド で 大 腸 菌 細 胞 を 形 質 転 換 し た と こ ろ 、 SDS-PAGE上 の 予 想 さ れ た サ イ
ズ に 組 換 え タ ン パ ク 質 の 産 生 が 観 察 さ れ 、 イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 確 認 さ れ た （ 図 13
Bお よ び 13C） 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
酵 母 2-ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム に よ る 、 NFXL1と 相 互 作 用 す る タ ン パ ク 質 の ス ク リ ー ニ ン グ
　 NFXL1の 機 能 を 分 析 す る た め 、 酵 母 2-ハ イ ブ リ ッ ド ス ク リ ー ニ ン グ シ ス テ ム を 使 用 し て
、 NFXL1と 相 互 作 用 す る タ ン パ ク 質 を 探 索 し た 。 NFXL1の N末 端 領 域 （ NFXL1-N） と の 相 互 作
用 を 示 し た 145個 の 陽 性 ク ロ ー ン の う ち 、 9個 、 7個 、 6個 、 3個 、 お よ び 3個 の ク ロ ー ン が 、
そ れ ぞ れ 、 DKFZp564J047、 DKFZp434A1319、 MGC10334、 SOX30、 CENPC1、 お よ び FLJ25348で
あ っ た 。 さ ら に 、 NFXL1の C末 端 領 域 （ NFXL1-C2） と の 相 互 作 用 を 示 し た 32個 の ク ロ ー ン の
う ち 、 8個 お よ び 5個 の ク ロ ー ン が 、 そ れ ぞ れ FLJ36990お よ び GBP2で あ っ た 。 pAS2-NFXL1-N
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ま た は pAS2-NFXL1-C、 お よ び こ れ ら の 同 定 さ れ た 8個 の ク ロ ー ン で の 同 時 形 質 転 換 に よ り
、 酵 母 に お け る 会 合 を 立 証 し た （ 図 14Aお よ び 14B） 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
NFXL1と 相 互 作 用 す る タ ン パ ク 質 と し て の MGC10334お よ び CENPC1の 同 定
　 NFXL1と MGC10334タ ン パ ク 質 ま た は CENPC1タ ン パ ク 質 と の 会 合 を イ ン ビ ボ で 立 証 す る た
め 、 COS7細 胞 に お け る 免 疫 沈 降 ア ッ セ イ を 実 施 し た （ 図 15） 。 pFlag-NFXL1お よ び pCMV-HA
-MGC10334、 pCMV-HA-CEMPC1、 ま た は そ れ ら の 組 み 合 わ せ で 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、
細 胞 か ら タ ン パ ク 質 を 抽 出 し た 。 抗 Flag抗 体 に よ る 免 疫 沈 降 の 後 、 抗 HA抗 体 を 用 い て ウ ェ
ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 行 い 、 イ ン ビ ボ で の NFXL1と MGC10334ま た は CENPC1と の 相 互 作 用 を
立 証 し た 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
実 施 例 5： C20orf20の 発 現 低 下 に よ る 結 腸 癌 細 胞 の 増 殖 抑 制
C20orf20の 単 離 、 構 造 、 お よ び 発 現
　 国 立 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 情 報 セ ン タ ー の BLASTプ ロ グ ラ ム を 使 用 し た 公 共 ベ ー タ ベ ー ス
に お け る C4821の 配 列 と の 相 同 性 検 索 に よ り 、 BM922576を 含 む EST、 お よ び 染 色 体 バ ン ド 20
q13.3に 割 り 当 て ら れ た GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AL035669を 有 す る ゲ ノ ム 配 列 が 同 定 さ
れ た 。 C4821 cDNAの 5'部 分 の 配 列 を 決 定 す る た め 、 ゲ ノ ム 配 列 に お い て 候 補 エ キ ソ ン 配 列
を 予 測 し 、 そ れ ら の 配 列 を 用 い て 、 GENSCANお よ び ジ ー ン ・ リ コ グ ニ シ ョ ン ・ ア ン ド ・ ア
セ ン ブ リ ・ イ ン タ ー ネ ッ ト ・ リ ン ク ・ プ ロ グ ラ ム を 使 用 し て 、 エ キ ソ ン -コ ネ ク シ ョ ン を
実 施 し た 。 結 果 と し て 、 推 定 204ア ミ ノ 酸 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 615ヌ ク レ オ チ ド の オ
ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 む 1,634ヌ ク レ オ チ ド の ア セ ン ブ リ 配 列 （ GenBankア ク セ
ッ シ ョ ン 番 号 AB085682） を 得 、 C20orf20と 名 付 け た 。 最 初 の ATGに は 、 真 核 生 物 に お け る
翻 訳 の 開 始 の た め の コ ン セ ン サ ス 配 列 に 一 致 す る 配 列 （ GCC G） が 隣 接 し て い た 。 C20or
f20 cDNAと ゲ ノ ム 配 列 と の 比 較 に よ り 、 こ の 遺 伝 子 が 5個 の エ キ ソ ン か ら な る こ と が 明 ら
か と な っ た 。 さ ら に 、 C20orf20の PCR産 物 を プ ロ ー ブ と し て 用 い て 多 組 織 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ
ト 分 析 を 実 施 し た と こ ろ 、 精 巣 お よ び 甲 状 腺 に 1.8kb転 写 物 の 発 現 が 検 出 さ れ た （ 図 16a）
。 予 測 さ れ た C20orf20タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 マ ウ ス RIKEN cDNA 1600027N09（ XM_
110403） と 96.6％ の 同 一 性 を 示 し た 。 シ ン プ ル ・ モ ジ ュ ラ ー ・ ア ー キ テ ク チ ャ ー ・ リ サ ー
チ ・ ツ ー ル に よ る タ ン パ ク 質 モ チ ー フ 検 索 で は 、 既 知 の 保 存 さ れ た ド メ イ ン は 予 測 さ れ な
か っ た （ 図 16b） 。
【 ０ ２ ５ １ 】
myc標 識 ま た は Flag標 識 C20orf20タ ン パ ク 質 の 細 胞 内 局 在
　 C20orf20タ ン パ ク 質 の 細 胞 内 局 在 を 検 討 す る た め 、 myc標 識 C20orf20タ ン パ ク 質 （ pDNAm
yc/His-C20orf20） ま た は Flag標 識 C20orf20タ ン パ ク 質 （ pFLAG-C20orf20） を 発 現 す る プ
ラ ス ミ ド を 、 COS7細 胞 に 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 抗 myc抗 体 と 細 胞 か ら の 抽 出 物
を 使 用 し た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 、 myc標 識 タ ン パ ク 質 に 対 応 す る 主 要 な 30kDaバ
ン ド お よ び 微 量 の 25kDaバ ン ド を 明 ら か と し 、 抗 Flag抗 体 に よ る 分 析 に よ っ て 、 Flag標 識
タ ン パ ク 質 に 対 応 す る 主 要 な 28kDaバ ン ド お よ び 微 量 の 23kDaバ ン ド を 明 ら か と し た （ 図 17
a） 。 こ れ ら の デ ー タ に よ り 、 標 識 さ れ た タ ン パ ク 質 の 翻 訳 後 修 飾 の 可 能 性 が 示 唆 さ れ た
。 そ の 後 、 こ れ ら の 抗 体 に よ る 細 胞 の 免 疫 組 織 化 学 染 色 に よ り 、 標 識 さ れ た タ ン パ ク 質 が
主 と し て 核 に 存 在 す る こ と が 示 さ れ た （ 図 17b） 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
C20orf20の 発 現 を 低 下 さ せ る よ う 設 計 さ れ た ア ン チ セ ン ス S-オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に よ る 結
腸 癌 細 胞 の 増 殖 抑 制
　 C20orf20の 抑 制 が 結 腸 癌 細 胞 の 増 殖 遅 滞 お よ び /ま た は 細 胞 死 を も た ら す か 否 か を 試 験
す る た め 、 C20orf20に 対 応 す る 4対 の 対 照 S-オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ア ン チ セ ン ス S-オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 し 、 調 査 さ れ た 11個 の 結 腸 癌 細 胞 株 の 中 で 豊 富 な 量 の C20orf20を
発 現 し て い た SNU-C4結 腸 癌 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 5日 後
、 C20orf20-A1ま た は C20orf20-A2を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 の 生 存 細 胞 数 は 、 C20orf20
-R1ま た は C20orf20-R2を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た も の よ り 有 意 に 少 な く 、 こ の こ と か ら 、 C2
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0orf20の 抑 制 に よ り 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 の 増 殖 お よ び /ま た は 生 存 が 低 下 す る
こ と が 示 唆 さ れ た （ 図 18） 。 一 貫 し た 結 果 が 、 3回 の 独 立 し た 実 験 で 得 ら れ た 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
結 腸 癌 細 胞 の 増 殖 に 対 す る 、 C20orf20-siRNAを 発 現 す る プ ラ ス ミ ド の 作 用
　 癌 細 胞 に お け る C20orf20の 機 能 を 検 討 す る た め 、 C20orf20-siRNAを 発 現 す る プ ラ ス ミ ド
を 構 築 し 、 C20orf20発 現 に 対 す る そ れ ら の 作 用 を 調 査 し た 。 psiH1BX-C20orf20、 psiH1BX-
EGFP、 ま た は psiH1BX-擬 似 で の SNU-C4細 胞 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ り 、 psiH1BX-C20o
rf20が 、 psiH1BX-EGFPま た は psiH1BX-擬 似 と 比 較 し て 、 細 胞 に お け る C20orf20の 発 現 を 有
意 に 抑 制 す る こ と が 明 ら か に な っ た （ 図 19A） 。 C20orf20の 抑 制 が 結 腸 癌 細 胞 の 増 殖 抑 制
を も た ら す か 否 か を 試 験 す る た め 、 psiH1BX-C20orf20ま た は psiH1BX-EGFPを HCT116細 胞 お
よ び SW480細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 psiH1BX-C20orf20が ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 生
存 可 能 細 胞 は 、 psiH1BX-EGFPが ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た も の と 比 較 し て 著 し く 減 少 し 、 こ
の こ と か ら 、 C20orf20の 発 現 低 下 に よ り 、 結 腸 癌 細 胞 の 増 殖 が 抑 制 さ れ る こ と が 示 唆 さ れ
た （ 図 19B） 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
酵 母 2-ハ イ ブ リ ッ ド ス ク リ ー ニ ン グ シ ス テ ム に よ る 、 C20orf20と 相 互 作 用 す る タ ン パ ク 質
の 同 定
　 C20orf20の 機 能 を 明 確 に す る た め 、 酵 母 2-ハ イ ブ リ ッ ド ス ク リ ー ニ ン グ シ ス テ ム を 使 用
し て 、 C20orf20と 相 互 作 用 す る タ ン パ ク 質 を 探 索 し た 。 C20orf20の 完 全 コ ー デ ィ ン グ 領 域
を 発 現 す る pAS2-C20orf20を ベ イ ト と し て 用 い て 、 ヒ ト 精 巣 cDNAラ イ ブ ラ リ ー か ら の 1.9×
10 6 個 の ク ロ ー ン を ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 175個 の 陽 性 コ ロ ニ ー の う ち 、 32個 は 、 そ の 後 の
DNA配 列 決 定 に よ り 、 ブ ロ モ ド メ イ ン 含 有 （ Bromo domain containing） 8（ BRD8） を コ ー
ド す る 遺 伝 子 で あ る こ と が 判 明 し た 。 さ ら に 、 BRD8ク ロ ー ン は 、 全 て 、 C末 端 の 588ア ミ ノ
酸 領 域 を 含 み 、 こ の こ と か ら 、 会 合 を 担 う 領 域 が こ の 領 域 内 に あ る こ と が 示 唆 さ れ た （ 図
20A） 。 pAS2-C20orf20お よ び BRD8の C末 端 領 域 を 発 現 す る pACT2-BRD8を 酵 母 細 胞 に 同 時 ト
ラ ン ス フ ェ ク ト す る こ と に よ り 、 イ ン ビ ト ロ で の C20orf20と BRD8と の 相 互 作 用 を 立 証 し た
（ 図 20B） 。 イ ン ビ ボ で の C20orf20と BRD8と の 会 合 を 調 査 す る た め 、 HA標 識 C末 端 BRD8タ ン
パ ク 質 を 発 現 す る プ ラ ス ミ ド （ pCMV-HA-BRD8） と 共 に 、 ま た は そ の プ ラ ス ミ ド な し で 、 Fl
ag標 識 C20orf20タ ン パ ク 質 を 発 現 す る プ ラ ス ミ ド （ pFlag-C20orf20） を COS7細 胞 に ト ラ ン
ス フ ェ ク ト し 、 免 疫 沈 降 ア ッ セ イ を 実 施 し た 。 抗 FLAG抗 体 を 用 い た 免 疫 沈 降 、 お よ び そ の
後 の 抗 HA抗 体 を 使 用 し た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 、 Flag標 識 C20orf20に 対 応 す る 単
一 の バ ン ド が 検 出 さ れ 、 こ の こ と か ら 、 イ ン ビ ボ の C20orf20と BRD8と の 相 互 作 用 が 確 認 さ
れ た （ 図 20C） 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
実 施 例 6： CCPUCC1の 発 現 低 下 に よ る 結 腸 癌 細 胞 の 増 殖 抑 制
CCPUCC1の 同 定 、 発 現 、 お よ び 構 造
　 国 立 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 情 報 セ ン タ ー の BLASTプ ロ グ ラ ム を 使 用 し て 公 共 ベ ー タ ベ ー ス
で 実 施 し た B9223の 配 列 と の 相 同 性 検 索 に よ り 、 KIAA0643タ ン パ ク 質 、 ク ロ ー ン MGC： 9638
（ GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 BC017070） に 類 似 し て い る と の 注 釈 が 付 け ら れ た 新 規 ヒ ト
遺 伝 子 、 お よ び 染 色 体 バ ン ド 16p12に 割 り 当 て ら れ た GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 NT_01055
2.9を 有 す る ゲ ノ ム 配 列 が 同 定 さ れ た 。 遺 伝 子 の コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 決 定 す る た め 、 GENSC
ANお よ び ジ ー ン ・ リ コ グ ニ シ ョ ン ・ ア ン ド ・ ア セ ン ブ リ ・ イ ン タ ー ネ ッ ト ・ リ ン ク ・ プ ロ
グ ラ ム を 使 用 し て 、 ゲ ノ ム 配 列 で 候 補 エ キ ソ ン 配 列 を 予 測 し 、 エ キ ソ ン -コ ネ ク シ ョ ン 実
験 を 実 施 し た 。 結 果 と し て 、 推 定 413ア ミ ノ 酸 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 1239ヌ ク レ オ チ
ド の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 む 1681ヌ ク レ オ チ ド の ア セ ン ブ リ 配 列 が 得 ら れ た
。 最 初 の ATGに は 、 真 核 生 物 に お け る 翻 訳 の 開 始 の た め の コ ン セ ン サ ス 配 列 に 一 致 す る 配
列 （ GTT T） 、 お よ び 上 流 の イ ン フ レ ー ム 終 止 コ ド ン が 隣 接 し て い た 。 cDNAと ゲ ノ ム 配
列 と の 比 較 に よ り 、 こ の 遺 伝 子 が 11個 の エ キ ソ ン か ら な る こ と が 明 ら か と な っ た 。 予 測 さ
れ た タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 マ ウ ス RIKEN cDNA 2610111M03（ AK011846） と 89％ の
同 一 性 を 示 し た 。 シ ン プ ル ・ モ ジ ュ ラ ー ・ ア ー キ テ ク チ ャ ー ・ リ サ ー チ ・ ツ ー ル を 用 い た
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タ ン パ ク 質 モ チ ー フ 検 索 に よ り 、 予 測 さ れ た タ ン パ ク 質 が コ イ ル ド コ イ ル 領 域 （ コ ド ン 19
5～ 267） を 含 む こ と が 明 ら か と な っ た た め 、 本 発 明 者 ら は 、 そ の 遺 伝 子 を CCPUCC1（ coile
d-coil protein up-regulated in colon cancer（ 結 腸 癌 で 上 方 制 御 さ れ る コ イ ル ド コ イ
ル タ ン パ ク 質 ） ） と 名 付 け た 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
myc標 識 CCPUCC1タ ン パ ク 質 の 細 胞 内 局 在
　 CCPUCC1タ ン パ ク 質 の 細 胞 内 局 在 を 検 討 す る た め 、 myc標 識 CCPUCC1タ ン パ ク 質 を 発 現 す
る プ ラ ス ミ ド （ pDNAmyc/His-CCPUCC1） を 、 COS7細 胞 に 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。
細 胞 か ら の 抽 出 物 お よ び 抗 myc抗 体 を 使 用 し た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 、 標 識 さ れ
た タ ン パ ク 質 に 対 応 す る 60kDaの バ ン ド が 明 ら か に な っ た （ 図 21a） 。 そ の 後 、 抗 体 に よ る
細 胞 の 免 疫 組 織 化 学 染 色 に よ り 、 タ ン パ ク 質 が 主 と し て 細 胞 質 に 存 在 す る こ と が 示 さ れ た
（ 図 21b） 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
CCPUCC1の 発 現 を 低 下 さ せ る よ う 設 計 さ れ た ア ン チ セ ン ス S-オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に よ る 結
腸 癌 細 胞 の 増 殖 抑 制
　 CCPUCC1の 抑 制 が 結 腸 癌 細 胞 の 増 殖 遅 滞 お よ び /ま た は 細 胞 死 を も た ら す か 否 か を 試 験 す
る た め 、 CCPUCC1に 対 応 す る 5対 の 対 照 S-オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ア ン チ セ ン ス S-オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 し 、 調 査 さ れ た 11個 の 結 腸 癌 細 胞 株 の 中 で 豊 富 な 量 の CCPUCC1を 発 現
し て い た LoVo結 腸 癌 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 12時 間 後 、 5
個 の ア ン チ セ ン ス S-オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 中 で 、 CCPUCC1-AS3は 、 対 照 S-オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド （ CCPUCC1-S3） と 比 較 し て 、 有 意 に CCPUCC1の 発 現 を 抑 制 し た （ 図 22a） 。 ト ラ ン ス フ
ェ ク シ ョ ン の 5日 後 、 CCPUCC1-AS3を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 の 生 存 細 胞 数 は 、 CCPUCC1-
S3を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た も の よ り 有 意 に 少 な く 、 こ の こ と か ら 、 CCPUCC1の 抑 制 に よ り
、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 の 増 殖 お よ び /ま た は 生 存 が 低 下 す る こ と が 示 唆 さ れ た （
図 22b） 。 一 貫 し た 結 果 が 、 3回 の 独 立 し た 実 験 で 得 ら れ た 。 CCPUCC1-AS3に よ る 類 似 の 増
殖 抑 制 が 、 SW480ヒ ト 結 腸 癌 細 胞 に お い て 観 察 さ れ た 。 さ ら に 、 CCPUCC1-AS3ま た は CCPUCC
1-S3と LoVo細 胞 を 用 い て MTTア ッ セ イ を 実 施 し た と こ ろ 、 CCPUCC1-S3と 比 較 し て 、 CCPUCC1
-AS3に 応 答 し て 細 胞 生 存 率 が 低 下 す る こ と が 確 証 さ れ た （ 図 22c） 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
結 腸 癌 細 胞 の 増 殖 に 対 す る 、 CCPUCC1-siRNAを 発 現 す る プ ラ ス ミ ド の 作 用
　 癌 細 胞 に お け る CCPUCC1の 機 能 を 調 査 す る た め 、 CCPUCC1-siRNAを 発 現 す る プ ラ ス ミ ド を
構 築 し 、 CCPUCC1発 現 に 対 す る そ れ ら の 作 用 を 調 査 し た 。 psiU6BX-CCPUCC1-2、 psiU6BX-CC
PUCC1-3、 ま た は psiU6BX-擬 似 で の SNU-C4結 腸 癌 細 胞 ま た は HCT116結 腸 癌 細 胞 の ト ラ ン ス
フ ェ ク シ ョ ン に よ り 、 psiU6BX-CCPUCC1-3が 、 psiU6BX-CCPUCC1-2ま た は psiU6BX-擬 似 と 比
較 し て 、 細 胞 に お け る CCPUCC1の 発 現 を 有 意 に 抑 制 す る こ と が 明 ら か に な っ た （ 図 23A、 24
A） 。 CCPUCC1の 抑 制 が 結 腸 癌 細 胞 の 増 殖 抑 制 を も た ら す か 否 か を 試 験 す る た め 、 psiU6BX-
CCPUCC1-3ま た は psiU6BX-擬 似 を こ れ ら の 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 psiU6BX-CCPUCC1
-3が ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 生 存 可 能 細 胞 は 、 psiU6BX-CCPUCC1-2が ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ
れ た も の と 比 較 し て 著 し く 減 少 し 、 こ の こ と か ら 、 CCPUCC1の 発 現 低 下 に よ り 、 SNU-C4細
胞 （ 図 23B） お よ び HCT116細 胞 （ 図 24B） の 増 殖 が 抑 制 さ れ る こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
結 腸 癌 細 胞 株 に お け る CCPUCC1の 発 現
　 CCPUCC1の 発 現 を 調 査 し 、 機 能 を 探 求 す る た め 、 CCPUCC1に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を
調 製 し た 。 HCT116、 SNUC4、 お よ び SW480を 含 む 結 腸 癌 細 胞 の 全 抽 出 物 を 使 用 し た ウ ェ ス タ
ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 、 CCPUCC1に 対 応 す る 53kDaの バ ン ド が 示 さ れ た （ 図 25） 。 内 因 性 CC
PUCC1タ ン パ ク 質 の サ イ ズ は 、 抗 myc抗 体 を 用 い て 検 出 さ れ た myc標 識 CCPUCC1の サ イ ズ と 非
常 に 類 似 し て い た （ 図 25） 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
結 腸 癌 細 胞 お よ び 組 織 に お け る CCPUCC1の 細 胞 内 局 在
　 細 胞 内 局 在 を 明 ら か に す る た め 、 CCPUCC1の 蛍 光 免 疫 組 織 化 学 染 色 を HCT116細 胞 に お い
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て 実 施 し た 。 細 胞 を 抗 CCPUCC1で 染 色 し 、 フ ル オ レ セ イ ン 結 合 二 次 抗 体 で 可 視 化 し た 。 シ
グ ナ ル は 主 と し て 核 に 観 察 さ れ た （ 図 26） 。
【 ０ ２ ６ １ 】
結 腸 の 正 常 上 皮 、 腺 癌 、 お よ び 腺 腫 に お け る CCPUCC1の 発 現
　 非 癌 性 上 皮 細 胞 と 腫 瘍 細 胞 と で CCPUCC1タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル を 比 較 す る た め 、 パ ラ
フ ィ ン で 包 埋 し た 臨 床 組 織 を 免 疫 組 織 化 学 染 色 に 供 し た 。 癌 性 細 胞 は 、 非 癌 性 上 皮 細 胞 よ
り も 強 く 抗 CCPUCC1抗 体 で 染 色 さ れ た （ 図 27A） 。 腺 腫 に お け る 発 現 も 研 究 し た と こ ろ 、 弱
い シ グ ナ ル が 腺 腫 細 胞 に 示 さ れ た （ 図 27B） 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
酵 母 2-ハ イ ブ リ ッ ド ス ク リ ー ニ ン グ シ ス テ ム に よ る 、 CCPUCC1と 相 互 作 用 す る タ ン パ ク 質
の 同 定
　 CCPUCC1の 発 癌 メ カ ニ ズ ム を 明 確 に す る た め 、 酵 母 2-ハ イ ブ リ ッ ド ス ク リ ー ニ ン グ シ ス
テ ム を 使 用 し て 、 CCPUCC1と 相 互 作 用 す る タ ン パ ク 質 を 探 索 し た 。 同 定 さ れ た 陽 性 ク ロ ー
ン の う ち 、 核 ク ラ ス タ リ ン の C末 端 領 域 （ nCLU） は 、 酵 母 細 胞 に お け る pAS2-CCPUCC1お よ
び pACT2-ク ラ ス タ リ ン を 使 用 し た 同 時 形 質 転 換 に よ り 、 CCPUCC1と 相 互 作 用 し た （ 図 28A）
。 陽 性 ク ロ ー ン は 、 コ ド ン 252～ 449を 含 有 し て お り 、 こ の こ と か ら 、 nCLUの 相 互 作 用 を 担
う 領 域 が こ の 領 域 内 に あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。 イ ン ビ ボ の CCPUCC1と nCLUと の 会 合 を 立 証
す る た め 、 FLAG標 識 C末 端 nCLUを 発 現 す る プ ラ ス ミ ド （ pFlag-ク ラ ス タ リ ン ） と 共 に 、 ま
た は そ の プ ラ ス ミ ド な し で 、 myc標 識 CCPUCC1を 発 現 す る プ ラ ス ミ ド （ pcDNA-CCPUCC1-myc
） を COS7細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 免 疫 沈 降 ア ッ セ イ を 実 施 し た 。 抗 FLAG抗 体 を 用 い た
免 疫 沈 降 お よ び 抗 myc抗 体 を 使 用 し た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ り 、 CCPUCC1に 対 応 す る 単 一
の バ ン ド が 示 さ れ 、 抗 myc抗 体 を 用 い た 免 疫 沈 降 お よ び 抗 FLAGを 使 用 し た ウ ェ ス タ ン ブ ロ
ッ ト に よ り 、 nCLUに 対 応 す る バ ン ド が 示 さ れ 、 こ れ ら の こ と か ら 、 イ ン ビ ボ で CCPUCC1は n
CLUと 会 合 す る こ と が 示 唆 さ れ た （ 図 28B、 28C） 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
細 胞 内 で の myc標 識 CCPUCC1お よ び FLAG標 識 ク ラ ス タ リ ン の 共 局 在
　 細 胞 内 で CCPUCC1お よ び nCLUが 共 局 在 し て い る か 否 か を 試 験 す る た め 、 pcDNA-CCPUCC1-m
ycお よ び pFlag-ク ラ ス タ リ ン を COS7細 胞 に 共 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 免 疫 組 織 化 学 染 色 に よ
り そ れ ら の 細 胞 内 局 在 を 調 査 し た 。 抗 myc抗 体 で の 染 色 に よ り 、 標 識 さ れ た CCPUCC1タ ン パ
ク 質 が 核 に 局 在 し て い る こ と が 明 ら か に な り 、 抗 FLAG抗 体 で の 染 色 に よ り 、 標 識 さ れ た nC
LUが 核 に 存 在 す る こ と が 証 明 さ れ た （ 図 29A、 29B、 29D） 。 pcDNA-CCPUCC1-mycお よ び pFla
g-ク ラ ス タ リ ン の 両 方 で の 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン な ら び に 抗 体 に よ る 二 重 染 色 に よ り
、 核 に お け る こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 共 局 在 が 明 ら か に な り 、 こ の こ と か ら 、 CCPUCC1と nCL
Uが 細 胞 内 で 相 互 作 用 し て い る と い う 見 解 が 支 持 さ れ た （ 図 29C） 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
実 施 例 7： LY6Eの 発 現 低 下 に よ る 結 腸 癌 細 胞 の 増 殖 抑 制
Ly6Eの 同 定 お よ び 構 造
　 国 立 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 情 報 セ ン タ ー の BLASTプ ロ グ ラ ム を 使 用 し て 公 共 ベ ー タ ベ ー ス
で 実 施 し た C3703の 配 列 と の 相 同 性 検 索 に よ り 、 ヒ ト 遺 伝 子 、 Ly6E（ lymphocyte antigen 
6 complex, locus E（ リ ン パ 球 抗 原 6複 合 体 、 遺 伝 子 座 E） ） （ GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番
号 U66711） お よ び 染 色 体 バ ン ド 8q24.3に 割 り 当 て ら れ た GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 NT_00
8127を 有 す る ゲ ノ ム 配 列 が 同 定 さ れ た 。 Ly6E cDNAと ゲ ノ ム 配 列 と の 比 較 に よ り 、 こ の 遺
伝 子 が 4個 の エ キ ソ ン か ら な る こ と が 明 ら か と な っ た 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
myc標 識 Ly6Eタ ン パ ク 質 の 細 胞 内 局 在
　 Ly6Eタ ン パ ク 質 の 細 胞 内 局 在 を 検 討 す る た め 、 myc標 識 Ly6Eタ ン パ ク 質 を 発 現 す る プ ラ
ス ミ ド （ pDNAmyc/His-Ly6E） を SW480細 胞 に 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 細 胞 か ら の
抽 出 物 お よ び 抗 myc抗 体 を 使 用 し た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 、 標 識 さ れ た タ ン パ ク
質 に 対 応 す る 30kDaの バ ン ド が 明 ら か に な っ た （ 図 30a） 。 そ の 後 の 抗 体 に よ る 細 胞 の 免 疫
組 織 化 学 染 色 に よ り 、 タ ン パ ク 質 が 主 と し て 細 胞 質 に 存 在 す る こ と が 示 さ れ た （ 図 30b）
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。
【 ０ ２ ６ ６ 】
Ly6Eの 発 現 を 低 下 さ せ る よ う 設 計 さ れ た ア ン チ セ ン ス S-オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に よ る 結 腸 癌
細 胞 の 増 殖 抑 制
　 Ly6Eの 抑 制 が 結 腸 癌 細 胞 の 増 殖 遅 滞 お よ び /ま た は 細 胞 死 を も た ら す か 否 か を 試 験 す る
た め 、 Ly6Eに 対 応 す る 5対 の 対 照 S-オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ア ン チ セ ン ス S-オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド を 合 成 し 、 調 査 さ れ た 11個 の 結 腸 癌 細 胞 株 の 中 で 豊 富 な 量 の Ly6Eを 発 現 し て い た
LoVo結 腸 癌 細 胞 ま た は SNU-C4結 腸 癌 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
の 12時 間 後 、 5個 の ア ン チ セ ン ス S-オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の う ち 、 Ly6E-AS1ま た は Ly6E-AS5
は 、 対 照 S-オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ Ly6E-S1、 Ly6E-S5） と 比 較 し て 、 LoVo細 胞 に お け る Ly6E
の 発 現 を そ れ ぞ れ 有 意 に 抑 制 し た （ 図 31a） 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 5日 後 、 Ly6E-AS1ま
た は Ly6E-AS5を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 の 生 存 細 胞 数 は 、 Ly6E-S1ま た は Ly6E-S5を ト ラ
ン ス フ ェ ク ト し た も の よ り 有 意 に 少 な く 、 こ の こ と か ら 、 Ly6Eの 抑 制 に よ り 、 ト ラ ン ス フ
ェ ク ト さ れ た LoVo細 胞 の 増 殖 お よ び /ま た は 生 存 が 低 下 す る こ と が 示 唆 さ れ た （ 図 31b） 。
一 貫 し た 結 果 が 、 3回 の 独 立 し た 実 験 で 得 ら れ た 。 さ ら に 、 S-オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ Ly6E-
AS1、 Ly6E-AS5、 Ly6E-S1、 ま た は Ly6E-S5） を 用 い て LoVo細 胞 を 使 用 し た MTTア ッ セ イ を 実
施 し た と こ ろ 、 Ly6E-S1ま た は Ly6E-S5と 比 較 し て 、 Ly6E-AS1ま た は Ly6E-AS5に 応 答 し て 細
胞 生 存 率 が 低 下 す る こ と が 確 証 さ れ た （ 図 31c） 。 類 似 し た 結 果 が 、 SNU-C4細 胞 で 得 ら れ
た 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
実 施 例 8： NKD1の 発 現 低 下 に よ る 結 腸 癌 細 胞 の 増 殖 抑 制
Nkd1の 同 定 、 構 造 、 お よ び 発 現
　 国 立 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 情 報 セ ン タ ー の BLASTプ ロ グ ラ ム を 使 用 し て 公 共 ベ ー タ ベ ー ス
で 実 施 し た D9092の 配 列 と の 相 同 性 検 索 に よ り 、 ヒ ト 遺 伝 子 、 Nkd1（ Naked1） （ GenBankア
ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AB062886） 、 お よ び 染 色 体 バ ン ド 16q12に 割 り 当 て ら れ た GenBankア ク セ
ッ シ ョ ン 番 号 NT_010493を 有 す る ゲ ノ ム 配 列 が 同 定 さ れ た 。 Nkd1の PCR産 物 を プ ロ ー ブ と し
て 用 い て 多 組 織 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 実 施 し た と こ ろ 、 脾 臓 、 精 巣 、 お よ び 卵 巣 に 4.0k
b転 写 物 の 発 現 が 検 出 さ れ た （ 図 32） 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
Nkd1の 発 現 を 低 下 さ せ る よ う 設 計 さ れ た ア ン チ セ ン ス S-オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に よ る 結 腸 癌
細 胞 の 増 殖 抑 制
　 Nkd1の 抑 制 が 結 腸 癌 細 胞 の 増 殖 遅 滞 お よ び /ま た は 細 胞 死 を も た ら す か 否 か を 試 験 す る
た め 、 Nkd1に 対 応 す る 4対 の 対 照 S-オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ア ン チ セ ン ス S-オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド を 合 成 し 、 調 査 さ れ た 11個 の 結 腸 癌 細 胞 株 の 中 で 豊 富 な 量 の Nkd1を 発 現 し て い た
LoVo結 腸 癌 細 胞 ま た は SW480結 腸 癌 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
の 12時 間 後 、 5個 の ア ン チ セ ン ス S-オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の う ち 、 Nkd1-AS4ま た は Nkd1-AS5
は 、 対 照 S-オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド Nks1-S4ま た は Nkd1-S5と 比 較 し て そ れ ぞ れ 有 意 に Nkd1の 発
現 を 抑 制 し た （ 図 33a） 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 5日 後 、 Nkd1-AS4お よ び Nkd1-AS5を ト ラ
ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 の 生 存 細 胞 数 は 、 Nkd1-S4ま た は Nkd1-S5を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た も
の よ り そ れ ぞ れ 有 意 に 少 な く 、 こ の こ と か ら 、 Nkd1の 抑 制 に よ り 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ
た 細 胞 の 増 殖 お よ び /ま た は 生 存 が 低 下 す る こ と が 示 唆 さ れ た （ 図 33b） 。 一 貫 し た 結 果 が
、 3回 の 独 立 し た 実 験 で 得 ら れ た 。 さ ら に 、 S-オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ Nkd1-AS4、 Nkd1-AS5
、 Nkd1-S4、 ま た は Nkd1-S5） と LoVo細 胞 お よ び SW480細 胞 を 使 用 し た MTTア ッ セ イ を 実 施 し
た と こ ろ 、 Nkd1-S4ま た は Nkd1-S5と 比 較 し て 、 Nkd1-AS4ま た は Nkd1-AS5に 応 答 し て 細 胞 生
存 率 が 低 下 す る こ と が 確 証 さ れ た （ 図 33c） 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
実 施 例 10： LAPTM4β の 発 現 低 下 に よ る 胃 癌 細 胞 の 増 殖 抑 制
ヒ ト 胃 癌 で 共 通 し て 発 現 が 上 方 制 御 さ れ る 遺 伝 子 B0338の 同 定
　 20個 の 胃 癌 組 織 お よ び 対 応 す る 非 癌 性 胃 粘 膜 組 織 の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 、 23040個 の 遺
伝 子 を 含 む cDNAマ イ ク ロ ア レ イ を 使 用 し て 分 析 し た 。 こ の 分 析 に よ り 、 対 応 す る 非 癌 性 組
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織 と 比 較 し て 癌 組 織 で 高 頻 度 に 発 現 レ ベ ル が 上 昇 し て い る 多 数 の 遺 伝 子 が 同 定 さ れ た 。 そ
れ ら の う ち 、 LAPTM4β に 対 応 す る 施 設 内 ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 B0338を 有 す る 遺 伝 子 は 、 選
択 基 準 を 満 た し た 16例 に お い て 、 上 昇 率 1.03～ 16の 範 囲 で 、 対 応 す る 非 癌 性 粘 膜 と 比 較 し
て 癌 組 織 で 上 方 制 御 さ れ て い た （ 図 34a） 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
　 マ イ ク ロ ア レ イ の 結 果 を 明 確 に す る た め 、 半 定 量 的 RT-PCRを 実 施 し た と こ ろ 、 さ ら な る
12個 の 胃 癌 の う ち の 8個 に お い て 、 対 応 す る 正 常 粘 膜 と 比 較 し て 、 LAPTM4β の 発 現 が 上 昇
し て い る こ と が 明 ら か に な っ た （ 図 34b） 。
【 ０ ２ ７ １ 】
LAPTM4β の 発 現 お よ び 構 造
　 LAPTM4β の PCR産 物 を プ ロ ー ブ と し て 用 い た 多 組 織 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 実 施 し た と
こ ろ 、 精 巣 、 卵 巣 、 心 臓 、 お よ び 骨 格 筋 に 2.4kb転 写 物 の 比 較 的 高 度 な 発 現 が 検 出 さ れ た
（ 図 35a） 。 LAPTM4β タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 ヒ ト LAPTM4Aと 47％ の 同 一 性 お よ び マ
ウ ス Laptm4bと 97％ の 同 一 性 を 示 し た 。 シ ン プ ル ・ モ ジ ュ ラ ー ・ ア ー キ テ ク チ ャ ー ・ リ サ
ー チ ・ ツ ー ル を 用 い た タ ン パ ク 質 モ チ ー フ 検 索 に よ り 、 予 測 タ ン パ ク 質 が 、 4個 の 膜 貫 通
ド メ イ ン を 含 む こ と が 明 ら か と な っ た （ 図 35b） 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
myc標 識 LAPTM4β ま た は Flag標 識 LAPTM4β の 細 胞 内 局 在
　 LAPTM4β タ ン パ ク 質 の 細 胞 内 局 在 を 調 査 す る た め 、 myc標 識 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る プ ラ
ス ミ ド （ pDNAmyc/His-LAPTM4β ） ま た は Flag標 識 LAPTM4β タ ン パ ク 質 を 発 現 す る プ ラ ス ミ
ド （ pFLAG-LAPTM4β ） を 、 NIH3T3細 胞 に 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 細 胞 か ら の 抽 出
物 お よ び 抗 myc抗 体 ま た は 抗 Flag抗 体 を 使 用 し た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 、 標 識 さ
れ た タ ン パ ク 質 に 対 応 す る 26kDaの バ ン ド が 明 ら か に な っ た 。 そ の 後 の こ れ ら の 抗 体 に よ
る 細 胞 の 免 疫 組 織 化 学 染 色 に よ り 、 標 識 さ れ た タ ン パ ク 質 が 主 と し て ゴ ル ジ 装 置 に 存 在 す
る こ と が 示 さ れ た （ 図 36） 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
LAPTM4β の 発 現 を 低 下 さ せ る よ う 設 計 さ れ た ア ン チ セ ン ス S-オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に よ る 胃
癌 細 胞 の 増 殖 抑 制
　 LAPTM4β の 抑 制 が 胃 癌 細 胞 の 増 殖 遅 滞 お よ び /ま た は 細 胞 死 を も た ら す か 否 か を 試 験 す
る た め 、 LAPTM4β に 対 応 す る 対 照 S-オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ア ン チ セ ン ス S-オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド を 合 成 し 、 調 査 さ れ た 6個 の 胃 癌 細 胞 株 の 中 で 豊 富 な 量 の LAPTM4β を 発 現 し て い
た MKN1胃 癌 細 胞 ま た は MKN7胃 癌 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 12
時 間 後 、 ア ン チ セ ン ス S-オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド LAPTM4β -ASは 、 対 照 S-オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド L
APTM4β -S、 LAPTM4β -SCR、 LAPTM4β -REVと 比 較 し て そ れ ぞ れ 有 意 に LAPTM4β の 発 現 を 抑
制 し た （ 図 37a） 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 6日 後 、 LAPTM4β -ASを ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た
細 胞 の 生 存 細 胞 数 は 、 対 照 S-オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ LAPTM4β -S、 LAPTM4β -SCR、 LAPTM4β
-REV） を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た も の よ り 有 意 に 少 な く 、 こ の こ と か ら 、 LAPTM4β の 抑 制 に
よ り 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 の 増 殖 お よ び /ま た は 生 存 が 低 下 す る こ と が 示 唆 さ れ
た （ 図 37b） 。 一 貫 し た 結 果 が 、 3回 の 独 立 し た 実 験 で 得 ら れ た 。 さ ら に 、 MKN1細 胞 お よ び
MKN7細 胞 、 な ら び に S-オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ LAPTM4β -AS、 LAPTM4β -S、 LAPTM4β -SCR、
ま た は LAPTM4β -REV） を 使 用 し た MTTア ッ セ イ を 実 施 し た と こ ろ 、 LAPTM4β -S、 LAPTM4β -
SCR、 ま た は LAPTM4β -REVと 比 較 し て 、 LAPTM4β -ASに 応 答 し て 細 胞 生 存 率 が 低 下 す る こ と
が 確 証 さ れ た （ 図 37c） 。 LAPTM4β -ASに よ る 類 似 の 増 殖 抑 制 が 、 MKN28ヒ ト 胃 癌 細 胞 、 MKN
74ヒ ト 胃 癌 細 胞 、 お よ び St-4ヒ ト 胃 癌 細 胞 で 観 察 さ れ た 。
【 ０ ２ ７ ４ 】
実 施 例 11： LEMD1の 発 現 低 下 に よ る 結 腸 癌 細 胞 の 増 殖 抑 制
LEMD1の 同 定 、 構 造 、 お よ び 発 現
　 国 立 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 情 報 セ ン タ ー の BLASTプ ロ グ ラ ム を 使 用 し た 公 共 ベ ー タ ベ ー ス
に お け る A8108の 配 列 と の 相 同 性 検 索 に よ り 、 XM_050184を 含 む EST、 お よ び 染 色 体 バ ン ド 1
q31に 割 り 当 て ら れ た GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 NT_02190を 有 す る ゲ ノ ム 配 列 が 同 定 さ れ
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た 。 遺 伝 子 の コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 決 定 す る た め 、 GENSCANお よ び ジ ー ン ・ リ コ グ ニ シ ョ ン
・ ア ン ド ・ ア セ ン ブ リ ・ イ ン タ ー ネ ッ ト ・ リ ン ク ・ プ ロ グ ラ ム を 使 用 し て 、 ゲ ノ ム 配 列 で
候 補 エ キ ソ ン 配 列 を 予 測 し 、 エ キ ソ ン -コ ネ ク シ ョ ン 実 験 を 実 施 し た 。 結 果 と し て 、 29ア
ミ ノ 酸 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 90ヌ ク レ オ チ ド の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 む
733ヌ ク レ オ チ ド の ア セ ン ブ リ 配 列 （ GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ： AB084765） が 得 ら れ た
。 シ ン プ ル ・ モ ジ ュ ラ ー ・ ア ー キ テ ク チ ャ ー ・ リ サ ー チ ・ ツ ー ル を 用 い た タ ン パ ク 質 モ チ
ー フ 検 索 に よ り 、 予 測 さ れ た タ ン パ ク 質 が LEMモ チ ー フ （ コ ド ン 1～ 27） を 含 む こ と が 明 ら
か と な っ た た め 、 本 発 明 者 ら は 、 そ の 遺 伝 子 を LEMD1（ LEM domain containing 1（ LEMド
メ イ ン 含 有 1） ） と 名 付 け た （ 図 38a） 。 最 初 の ATGに は 、 真 核 生 物 に お け る 翻 訳 の 開 始 の
た め の コ ン セ ン サ ス 配 列 に 一 致 す る 配 列 （ ATC G） 、 お よ び 上 流 の イ ン フ レ ー ム 終 止 コ
ド ン が 隣 接 し て い た 。 LEMD1 cDNAと ゲ ノ ム 配 列 と の 比 較 に よ り 、 こ の 遺 伝 子 が 4個 の エ キ
ソ ン か ら な る こ と が 明 ら か と な っ た 。 最 終 的 に 、 エ キ ソ ン 1、 2、 お よ び 4か ら な る 選 択 的
ス プ ラ イ シ ン グ が 同 定 さ れ た 。 こ の 転 写 物 は 、 67ア ミ ノ 酸 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 204
ヌ ク レ オ チ ド の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 有 し て い た （ GenBankア ク セ ッ シ ョ ン
番 号 ： AB084764） 。
【 ０ ２ ７ ５ 】
　 さ ら に 、 LEMD1の PCR産 物 を プ ロ ー ブ と し て 用 い て 多 組 織 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 実 施 し
た と こ ろ 、 他 の 器 官 に は 発 現 し て い な い 0.9kb転 写 物 の 精 巣 で の 発 現 が 検 出 さ れ た （ 図 38b
） 。 予 測 さ れ た LEMD1タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 XM_05018
4を 有 す る チ モ ピ エ チ ン （ thymopietin） に 類 似 し て い る ヒ ト 仮 説 タ ン パ ク 質 と 62％ の 同 一
性 を 示 し た 。
【 ０ ２ ７ ６ 】
LEMD1の 発 現 を 低 下 さ せ る よ う 設 計 さ れ た ア ン チ セ ン ス S-オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に よ る 結 腸
癌 細 胞 の 増 殖 抑 制
　 LEMD1の 抑 制 が 結 腸 癌 細 胞 の 増 殖 遅 滞 お よ び /ま た は 細 胞 死 を も た ら す か 否 か を 試 験 す る
た め 、 LEMD1に 対 応 す る 5対 の 対 照 S-オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ア ン チ セ ン ス S-オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド を 合 成 し 、 調 査 さ れ た 7個 の 結 腸 癌 細 胞 株 の 中 で 豊 富 な 量 の LEMD1を 発 現 し て い た
HCT116結 腸 癌 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 5日 後 、 ア ン チ セ ン
ス S-オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド LEMD1-AS1、 2、 3、 4、 ま た は 5を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 の 生
存 細 胞 数 は 、 対 照 S-オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド LEMD1-REV1、 2、 3、 4、 ま た は 5を ト ラ ン ス フ ェ ク
ト し た も の よ り そ れ ぞ れ 有 意 に 少 な く 、 こ の こ と か ら 、 LEMD1の 抑 制 に よ り 、 ト ラ ン ス フ
ェ ク ト さ れ た 細 胞 の 増 殖 お よ び /ま た は 生 存 が 低 下 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。 一 貫 し た 結 果
が 、 3回 の 独 立 し た 実 験 で 得 ら れ た （ 図 39） 。
【 ０ ２ ７ ７ 】
産 業 上 の 利 用 可 能 性
　 レ ー ザ ー キ ャ プ チ ャ ー ダ イ セ ク シ ョ ン （ laser-capture dissection） と ゲ ノ ム 全 体 の cD
NAマ イ ク ロ ア レ イ と の 組 み 合 わ せ に よ り 得 ら れ た 本 明 細 書 に 記 載 の 結 腸 癌 ま た は 胃 癌 の 遺
伝 子 発 現 分 析 に よ っ て 、 癌 の 予 防 お よ び 治 療 の 標 的 と し て の 特 異 的 な 遺 伝 子 が 同 定 さ れ た
。 差 次 的 に 発 現 さ れ る 遺 伝 子 サ ブ セ ッ ト の 発 現 に 基 づ き 、 本 発 明 は 、 結 腸 癌 ま た は 胃 癌 の
同 定 ま た は 検 出 の た め の 分 子 的 診 断 マ ー カ ー を 提 供 す る 。
【 ０ ２ ７ ８ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 の 方 法 は 、 結 腸 癌 ま た は 胃 癌 の 予 防 、 診 断 、 お よ び 治 療 の た め の さ ら な
る 分 子 標 的 を 同 定 す る 際 に も 有 用 で あ る 。 本 明 細 書 に お い て 報 告 さ れ た デ ー タ は 、 結 腸 癌
ま た は 胃 癌 の 包 括 的 な 理 解 を 深 め 、 新 規 の 診 断 戦 略 の 開 発 を 容 易 に し 、 治 療 剤 お よ び 予 防
剤 と し て の 分 子 標 的 を 同 定 す る た め の 手 掛 か り を 提 供 す る 。 そ の よ う な 情 報 は 、 結 腸 直 腸
ま た は 胃 の 腫 瘍 形 成 に つ い て の よ り 深 い 理 解 に 寄 与 し 、 結 腸 癌 ま た は 胃 癌 の 診 断 、 治 療 、
そ し て 最 終 的 に は 予 防 に お け る 新 し い 戦 略 を 開 発 す る た め の 指 標 を 提 供 す る 。
【 ０ ２ ７ ９ 】
　 本 明 細 書 に お い て 引 用 さ れ る 特 許 、 特 許 出 願 、 お よ び 刊 行 物 は 、 全 て 、 参 照 と し て 完 全
に 組 み 入 れ ら れ る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 詳 細 に 、 か つ 特 定 の 態 様 を 参 照 し つ つ 記 載 し た が
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、 本 発 明 の 趣 旨 お よ び 範 囲 を 逸 脱 す る こ と な く 、 様 々 な 変 更 お よ び 修 正 を そ れ ら に 施 し 得
る こ と が 、 当 業 者 に は 明 白 で あ る 。
【 ０ ２ ８ ０ 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ８ １ 】
【 図 １ 】 cDNAマ イ ク ロ ア レ イ で の 各 選 択 基 準 の 強 度 よ り も 大 き な Cy3ま た は Cy5の シ グ ナ ル
強 度 を 有 す る 結 腸 癌 組 織 に お け る 、 B6647、 D7610、 C4821、 A8108、 B9223、 C3703、 お よ び
D9092の 相 対 発 現 比 （ 癌 /非 癌 ） を 表 し た 棒 グ ラ フ を 示 す 。 （ a） B6647、 （ b） D7610、 （ c
） C4821、 （ d） A8108、 （ e） B9223、 （ f） C3703、 （ g） D9092。
【 図 ２ 】 結 腸 癌 の さ ら な る 症 例 を 使 用 し て 半 定 量 的 RT-PCRに よ り 分 析 し た 。 （ a） B6647、
（ b） D7610、 （ c） C4821、 （ d） A8108、 （ e） B9223、 （ f） Ly6E、 お よ び （ g） Nkd1の 発 現
を 示 す ゲ ル で あ る 。 T： 腫 瘍 組 織 、 N： 正 常 組 織 。 GAPDHの 発 現 を 内 部 対 照 と し た 。
【 図 ３ 】 ARHCL1の 構 造 を 示 す 。 （ a） ARHCL1の 多 組 織 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 示 す 。 （ b）
ARHCL1の ゲ ノ ム 構 造 お よ び 予 測 さ れ た ARHCL1タ ン パ ク 質 の 構 造 の 概 略 図 で あ る 。 エ キ ソ ン
は 、 パ ネ ル 上 部 の ARHCL1 cDNA配 列 中 、 ヌ ク レ オ チ ド 番 号 を 付 け た 白 抜 き の 四 角 に よ り 示
す 。
【 図 ４ 】 標 識 さ れ た ARHCL1タ ン パ ク 質 の 細 胞 内 局 在 を 示 す 。 （ a） cMyc標 識 ARHCL1タ ン パ
ク 質 ま た は Flag標 識 ARHCL1タ ン パ ク 質 の イ ム ノ ブ ロ ッ ト を 示 す 。 （ b） FITCに よ り 可 視 化
し た 、 HCT15細 胞 に お け る 標 識 さ れ た タ ン パ ク 質 の 免 疫 組 織 化 学 染 色 を 示 す 。 核 は DAPIで
対 比 染 色 し た 。
【 図 ５ 】 SNU-C4細 胞 ま た は LoVo細 胞 に お け る ARHCL1の ア ン チ セ ン ス S-オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
（ AS1） の 増 殖 阻 害 作 用 を 示 す 。 （ a） 半 定 量 的 RT-PCRに よ り 調 査 さ れ た 、 対 照 ARHCL1-R1
（ R1） と 比 較 し て ARHCL1-AS1（ AS1） に よ っ て 低 下 し た ARHCL1の 発 現 を 示 す ゲ ル を 示 す 。
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（ b） ARHCL1-AS1（ AS1） ま た は ARHCL1-R1（ R1） が ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 生 存 可 能 な SNU
-C4細 胞 お よ び LoVo細 胞 の ギ ム ザ 染 色 写 真 で あ る 。
【 図 ６ 】 大 腸 菌 細 胞 に お け る GST融 合 ARHCL1タ ン パ ク 質 の 調 製 を 示 す 。 （ A） ARHCL1の 構 造
、 お よ び GSTと 融 合 し た N末 端 ARHCL1タ ン パ ク 質 （ ARHCL1-N） ま た は C末 端 ARHCL1タ ン パ ク
質 （ ARHCL1-C） を 発 現 す る プ ラ ス ミ ド の 構 築 を 示 す 。 （ B） GSTと 融 合 し た ARHCL1-Nタ ン パ
ク 質 ま た は ARHCL1-Cタ ン パ ク 質 の 発 現 を 示 す 。 上 パ ネ ル ： CBB染 色 。 下 パ ネ ル ： 抗 GST抗 体
を 用 い た イ ム ノ ブ ロ ッ ト 分 析 。
【 図 ７ 】 酵 母 2-ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム に よ る 、 ARHCL1と 相 互 作 用 す る タ ン パ ク 質 の 同 定 を
示 す 。 （ A） （ B） 酵 母 細 胞 に お け る ARHCL1タ ン パ ク 質 の N末 端 領 域 ま た は C末 端 領 域 と 、 同
定 さ れ た ク ロ ー ン と の 相 互 作 用 を 示 す 。
【 図 ８ 】 イ ン ビ ボ で の ARHCL1と ザ イ キ シ ン と の 相 互 作 用 を 示 す 。 （ A） Flag標 識 ARHCL1と H
A標 識 ザ イ キ シ ン と の 共 免 疫 沈 降 の 結 果 を 示 す 。 pCMV-HAま た は pCMV-HA-ザ イ キ シ ン と 共 に
pFlagま た は pFLAG-ARHCL1を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 か ら 抽 出 さ れ た タ ン パ ク 質 を 、 抗 F
lag M2抗 体 に よ り 免 疫 沈 降 さ せ た 。 そ の 後 、 抗 HA抗 体 を 使 用 し た イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ を
実 施 し た 。 （ B） 細 胞 内 で の ARHCL1お よ び ザ イ キ シ ン の 細 胞 内 共 局 在 を 示 す 。 核 は DAPIで
染 色 し た 。
【 図 ９ 】 NFXL1の 構 造 を 示 す 。 （ a） NFXL1の 多 組 織 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト を 示 す 。 （ b） NFXL1
の ゲ ノ ム 構 造 お よ び 予 測 さ れ た NFXL1タ ン パ ク 質 の 構 造 の 概 略 図 で あ る 。 エ キ ソ ン を パ ネ
ル 上 部 の 白 抜 き の 四 角 に よ り 示 す 。
【 図 １ ０ 】 NFXL1-AS（ AS） ま た は NFXL1-R（ R） が ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 生 存 可 能 な SW48
0細 胞 お よ び SNU-C4細 胞 を 示 す ギ ム ザ 染 色 写 真 で あ る 。
【 図 １ １ 】 （ A） SNU-C4細 胞 に お け る 、 NFXL1の 発 現 に 対 す る NFXL1-siRNAの 作 用 。 （ B） 上
パ ネ ル ： 対 照 siRNAま た は NFXL1-siRNAで 処 理 さ れ た 生 存 可 能 な HCT116細 胞 、 SW480細 胞 、
ま た は SNU-C4細 胞 の ギ ム ザ 染 色 。 下 パ ネ ル ： EGFP-siRNAま た は NFXL1-siRNAに 応 答 し た 生
存 可 能 な 細 胞 を 3連 で MTTア ッ セ イ に よ り 調 査 し た 。
【 図 １ ２ 】 HCT116細 胞 、 SW480細 胞 、 お よ び COS7細 胞 に お け る HA標 識 NFXL1タ ン パ ク 質 の 細
胞 内 局 在 を 示 す 。
【 図 １ ３ 】 大 腸 菌 細 胞 に お け る His標 識 NFXL1タ ン パ ク 質 の 調 製 を 示 す 。 （ A） NFXL1の 構 造
、 His標 識 N末 端 NFXL1（ NFXL1-N） ま た は C末 端 NFXL1（ NFXL1-C2） を 発 現 す る プ ラ ス ミ ド の
構 築 を 示 す 。 （ B） （ C） His標 識 NFXL1-Nタ ン パ ク 質 ま た は NFXL1-C2タ ン パ ク 質 の 発 現 を 示
す 。 左 パ ネ ル ： CBB染 色 。 右 パ ネ ル ： 抗 Hisタ グ 抗 体 に よ る イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ 。
【 図 １ ４ 】 酵 母 2-ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム に よ る 、 NFXL1と 相 互 作 用 す る タ ン パ ク 質 の 同 定
を 示 す 。 （ A） （ B） NFXL1の N末 端 領 域 ま た は C末 端 領 域 と 、 同 定 さ れ た ク ロ ー ン と の 相 互
作 用 が 、 酵 母 細 胞 に お け る 共 形 質 転 換 に よ り 確 証 さ れ た こ と を 示 す 。
【 図 １ ５ 】 イ ン ビ ボ で の Flag標 識 NFXL1と HA標 識 MGC10334ま た は CENPC1と の 共 免 疫 沈 降 の
結 果 を 示 す 。 pCMV-HA-FLJ25348、 pCMV-HA-MGC10334、 pCMV-HA-CENPC1、 pCMV-HA-SOX30、
ま た は pCMV-HA-DKFZp564J047と 共 に pFlagま た は pFLAG-NFXL1を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞
か ら 抽 出 さ れ た タ ン パ ク 質 を 、 抗 Flag M2抗 体 で 免 疫 沈 降 さ せ る 。 そ の 後 、 抗 HA抗 体 を 使
用 し て イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 実 施 し た （ 1： pCMV-HA-FLJ25348、 2： pCMV-HA-MGC10334、
3： pCMV-HA-CENPC1、 4： pCMV-HA-SOX30、 お よ び 5： pCMV-HA-DKFZp564J047） 。
【 図 １ ６ 】 C20orf20の 構 造 を 示 す 。 （ a） 様 々 な ヒ ト 組 織 に お け る C20orf20の 多 組 織 ノ ー
ザ ン ブ ロ ッ ト を 示 す 。 （ b） C20orf20の ゲ ノ ム 構 造 お よ び 予 測 さ れ た C20orf20タ ン パ ク 質
の 構 造 の 概 略 図 で あ る 。 エ キ ソ ン を パ ネ ル 上 部 の 白 抜 き の 四 角 に よ り 示 す 。
【 図 １ ７ 】 標 識 さ れ た C20orf20タ ン パ ク 質 の 細 胞 内 局 在 を 示 す 。 （ a） cMyc標 識 ま た は Fla
g標 識 C20orf20タ ン パ ク 質 の イ ム ノ ブ ロ ッ ト を 示 す 。 （ b） FITCに よ り 可 視 化 し た 、 COS7細
胞 に お け る 標 識 さ れ た タ ン パ ク 質 の 免 疫 組 織 化 学 染 色 を 示 す 。 核 は DAPIで 対 比 染 色 し た 。
【 図 １ ８ 】 C20orf20-AS1（ AS1） 、 C20orf20-AS2（ AS2） 、 C20orf20-R1（ R1） 、 ま た は C20
orf20-R1（ R2） が ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 生 存 可 能 な SNU-C4細 胞 の ギ ム ザ 染 色 写 真 で あ る
。
【 図 １ ９ 】 （ A） C20orf20の 発 現 に 対 す る C20orf20-siRNAの 作 用 の 結 果 を 示 す 。 （ B） HCT1
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16細 胞 お よ び SW480細 胞 の 生 存 率 に 対 す る C20orf20-siRNAの 作 用 の 結 果 を 示 す 。
【 図 ２ ０ 】 酵 母 2-ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム に お け る 、 C20orf20と BRD8と の 相 互 作 用 を 示 す 。
（ A） 保 存 さ れ た ブ ロ モ ド メ イ ン お よ び BRD8の 相 互 作 用 領 域 を 示 す 。 相 互 作 用 を 担 う 領 域
を バ ー で 示 す 。 （ B） 酵 母 細 胞 に お け る C20orf20と BRD8と の 相 互 作 用 を 示 す 。 （ C） イ ン ビ
ボ で の C20orf20の BRD8と の 相 互 作 用 を 示 す 。 pFlag-C20orf20単 独 、 ま た は pFlag-C20orf20
お よ び pCMV-HA-BRD8を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 か ら の 抽 出 物 の 免 疫 沈 降 は 、 抗 -FLAG M2
抗 体 を 用 い て 実 施 し た 。 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 は 抗 HA抗 体 を 用 い て 実 施 し た 。
【 図 ２ １ 】 CCPUCC1の 細 胞 内 局 在 を 示 す 。 （ a） cMyc標 識 CCPUCC1タ ン パ ク 質 の イ ム ノ ブ ロ
ッ ト を 示 す 。 （ b） FITCに よ り 可 視 化 し た 、 COS7細 胞 に お け る 標 識 さ れ た タ ン パ ク 質 の 免
疫 組 織 化 学 染 色 を 示 す 。 核 は DAPIで 対 比 染 色 し た 。
【 図 ２ ２ 】 LoVo細 胞 に お け る CCPUCC1の ア ン チ セ ン ス S-オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ CCPUCC1-AS3
） の 増 殖 阻 害 作 用 を 示 す 。 （ a） 半 定 量 的 RT-PCRに よ り 調 査 さ れ た 、 対 照 CCPUCC1-S3（ S3
） と 比 較 し て CCPUCC1-AS3（ AS3） に よ っ て 低 下 し た CCPUCC1の 発 現 を 示 す ゲ ル で あ る 。 （ b
） CCPUCC1-AS3（ AS3） ま た は CCPUCC1-S3（ S3） が ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 生 存 可 能 な LoVo
細 胞 お よ び 未 処 理 （ 擬 似 ） の 細 胞 の ギ ム ザ 染 色 写 真 で あ る 。 （ c） MTTア ッ セ イ に よ り 測 定
さ れ た 、 CCPUCC1-AS3（ AS3） ま た は CCPUCC1-S3（ S3） の い ず れ か を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た
LoVo細 胞 の 生 存 率 を 示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 ２ ３ 】 （ A） SNU-C4細 胞 に お け る 、 CCPUCC1の 発 現 に 対 す る CCPUCC1-siRNAの 作 用 。 （ B
） SNU-C4細 胞 の 生 存 率 に 対 す る CCPUCC1-siRNAの 作 用 。
【 図 ２ ４ 】 （ A） HCT116細 胞 に お け る 、 CCPUCC1の 発 現 に 対 す る CCPUCC1-siRNAの 作 用 。 （ B
） HCT116細 胞 の 生 存 率 に 対 す る CCPUCC1-siRNAの 作 用 。
【 図 ２ ５ 】 結 腸 癌 細 胞 株 に お け る 、 CCPUCC1の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 示 す 。
【 図 ２ ６ 】 HCT116細 胞 に お け る 、 CCPUCC1タ ン パ ク 質 の 細 胞 内 局 在 を 示 す 。
【 図 ２ ７ 】 （ A） 結 腸 癌 組 織 に お け る CCPUCC1の 免 疫 組 織 化 学 染 色 の 写 真 を 示 す 。 （ B） 結
腸 腺 腫 に お け る CCPUCC1の 免 疫 組 織 化 学 染 色 の 写 真 を 示 す 。
【 図 ２ ８ 】 酵 母 2-ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム に よ る 、 CCPUCC1と 相 互 作 用 す る タ ン パ ク 質 と し
て の 核 ク ラ ス タ リ ン （ nCLU） の 同 定 の 結 果 を 示 す 。 （ A） 酵 母 細 胞 に お け る CCPUCC1と 核 ク
ラ ス タ リ ン と の 相 互 作 用 を 示 す 。 （ B） イ ン ビ ボ で の CCPUCC1と nCLUと の 相 互 作 用 を 示 す 。
COS7細 胞 に 、 CCPUCC1-mycも し く は pFlag-ク ラ ス タ リ ン ま た は そ の 両 方 を ト ラ ン ス フ ェ ク
ト し た 。 免 疫 沈 降 は 、 抗 FLAG M2抗 体 ま た は 抗 mycマ ウ ス 抗 体 を 用 い て 実 施 し た 。 ウ ェ ス タ
ン ブ ロ ッ ト 分 析 は 、 抗 myc抗 体 （ 上 パ ネ ル ） ま た は 抗 FLAG抗 体 （ 下 パ ネ ル ） を 使 用 し て 実
施 し た 。 CCPUCC1お よ び C末 端 nCLUの バ ン ド が 、 共 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 の 溶 解 物 の
レ ー ン に の み 検 出 さ れ 、 こ の こ と は 、 CCPUCC1（ 上 パ ネ ル ） が nCLUタ ン パ ク 質 （ 下 パ ネ ル
） と イ ン ビ ボ で 相 互 作 用 す る こ と を 示 し て い る 。
【 図 ２ ９ 】 CCPUCC1お よ び nCLUタ ン パ ク 質 の 細 胞 内 局 在 を 示 す 。 （ A） pcDNA-myc-CCPUCC1
お よ び pFlag-ク ラ ス タ リ ン を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 マ ウ ス 抗 myc抗 体 で 染 色 し た COS7細 胞
の 写 真 を 示 す 。 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 は 、 FITC標 識 抗 マ ウ ス IgG抗 体 に よ り 可 視 化
し た 。 （ B） ウ サ ギ 抗 FLAG抗 体 で 染 色 し 、 ロ ー ダ ミ ン 結 合 抗 ウ サ ギ 抗 体 IgGで 可 視 化 し た 細
胞 の 写 真 を 示 す 。 （ C） A、 Bお よ び Dを 合 成 し た 画 像 の 写 真 を 示 す 。 （ D） DAPIに よ り 対 比
染 色 し た 核 の 写 真 を 示 す 。
【 図 ３ ０ 】 Ly6Eの 細 胞 内 局 在 を 示 す 。 （ a） cMyc標 識 Ly6Eタ ン パ ク 質 の イ ム ノ ブ ロ ッ ト で
あ る 。 （ b） FITCに よ り 可 視 化 し た 、 SW480細 胞 に お け る 標 識 さ れ た Ly6Eタ ン パ ク 質 の 免 疫
組 織 化 学 染 色 を 示 す 。 核 は 、 DAPIで 対 比 染 色 し た 。
【 図 ３ １ 】 LoVo細 胞 に お け る Ly6Eの ア ン チ セ ン ス S-オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ Ly6E-AS1ま た は
Ly6E-AS5） の 増 殖 阻 害 作 用 を 示 す 。 （ a） 半 定 量 的 RT-PCRに よ り 調 査 さ れ た 、 対 照 Ly6E-S1
（ S1） ま た は Ly6E-S5（ S5） と 比 較 し て Ly6E-AS1（ AS1） ま た は Ly6E-AS5（ AS5） に よ っ て
低 下 し た Ly6Eの 発 現 を 示 す ゲ ル で あ る 。 （ b） Ly6E-AS1（ AS1） 、 Ly6E-S1（ S1） 、 Ly6E-AS
5（ AS5） 、 ま た は Ly6E-S5（ S5） が ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 生 存 可 能 な 結 腸 癌 細 胞 、 お よ
び ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ て い な い （ 擬 似 ） 細 胞 の ギ ム ザ 染 色 写 真 で あ る 。 （ c） MTTア ッ セ
イ に よ り 測 定 さ れ た 、 Ly6E-AS1（ AS1） 、 Ly6E-S1（ S1） 、 Ly6E-AS5（ AS5） 、 ま た は Ly6E-
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S5（ S5） を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 結 腸 癌 細 胞 の 生 存 率 を 示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 ３ ２ 】 Nkd1の 多 組 織 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト を 示 す 。
【 図 ３ ３ 】 LoVo細 胞 お よ び Sw480細 胞 に お け る Nkd1の ア ン チ セ ン ス S-オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
（ Nkd1-AS4ま た は Nkd1-AS5） の 増 殖 阻 害 作 用 を 示 す 。 （ a） 半 定 量 的 RT-PCRに よ り 調 査 さ
れ た 、 対 照 Nkd1-S4（ S4） ま た は Nkd1-S5（ S5） と 比 較 し て Nkd1-AS4（ AS4） ま た は Nkd1-AS
5（ AS5） に よ っ て 低 下 し た Nkd1の 発 現 を 示 す ゲ ル で あ る 。 （ b） Nkd1-AS4（ AS4） 、 Nkd1-S
4（ S4） 、 Nkd1-AS5（ AS5） 、 ま た は Nkd1-S5（ S5） が ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 生 存 可 能 な
結 腸 癌 細 胞 、 お よ び ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ て い な い 細 胞 （ 擬 似 ） の ギ ム ザ 染 色 写 真 で あ る
。 （ c） MTTに よ り 測 定 さ れ た 、 Nkd1-AS4（ AS4） 、 Nkd1-S4（ S4） 、 Nkd1-AS5（ AS5） 、 ま
た は Nkd1-S5（ S5） を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 結 腸 癌 細 胞 の 生 存 率 を 示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 ３ ４ 】 胃 癌 に お け る B0338の 発 現 を 示 す 。 （ a） 選 択 基 準 値 よ り も 大 き な Cy3ま た は Cy5
の シ グ ナ ル 強 度 を 有 す る 16個 の 胃 癌 組 織 に お け る cDNAマ イ ク ロ ア レ イ で の B0338の 相 対 発
現 比 （ 癌 /非 癌 ） を 示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。 （ b） 半 定 量 的 RT-PCRに よ り 分 析 さ れ た LAPTM4β
の 発 現 を 示 す ゲ ル で あ る 。 T： 腫 瘍 組 織 、 N： 正 常 組 織 。 GAPDHの 発 現 を 内 部 対 照 と し た 。
【 図 ３ ５ 】 LAPTM4β の 構 造 を 示 す 。 （ a） LAPTM4β の 多 組 織 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト を 示 す 。 （ b
） 4個 の LAPTM4β タ ン パ ク 質 膜 貫 通 ド メ イ ン の 概 略 図 で あ る 。
【 図 ３ ６ 】 FITCに よ り 可 視 化 し た 、 NIH3T3細 胞 に お け る cMyc標 識 ま た は Flag標 識 LAPTM4β
タ ン パ ク 質 の 免 疫 組 織 化 学 染 色 を 示 す 。 核 は 、 DAPIで 対 比 染 色 し た 。
【 図 ３ ７ 】 MKN1胃 癌 細 胞 お よ び MKN7胃 癌 細 胞 に お け る LAPTM4β の ア ン チ セ ン ス S-オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド （ LAPTM4β -AS） の 増 殖 阻 害 作 用 を 示 す 。 （ a） 半 定 量 的 RT-PCRに よ り 調 査 さ れ
た 、 対 照 LAPTM4β -S（ S） 、 LAPTM4β -SCR（ SCR） 、 ま た は LAPTM4β -REV（ REV） と 比 較 し
て LAPTM4β -AS（ AS） に よ っ て 低 下 し た LAPTM4β の 発 現 を 示 す ゲ ル で あ る 。 （ b） LAPTM4β
-ア ン チ セ ン ス （ AS） 、 LAPTM4β -REV（ REV） 、 LAPTM4β -SCR（ SCR） 、 ま た は LAPTM4β -S
（ S） が ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 生 存 可 能 な 胃 癌 細 胞 、 お よ び ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ て い
な い 細 胞 （ 擬 似 ） の ギ ム ザ 染 色 写 真 で あ る 。 （ c） MTTア ッ セ イ に よ り 測 定 さ れ た 、 LAPTM4
β -AS（ AS） ま た は 対 照 （ S、 SCR、 ま た は REV） S-オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を ト ラ ン ス フ ェ ク ト
し た 胃 癌 細 胞 の 生 存 率 を 示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ て い な い 細 胞 に 対 す
る 相 対 値 が 示 さ れ る 。
【 図 ３ ８ 】 LEMD1の 構 造 を 示 す 。 （ a） LEMD1の ゲ ノ ム 構 造 を 示 す 。 エ キ ソ ン を パ ネ ル 上 部
の 白 抜 き の 四 角 に よ り 示 す 。 （ b） 様 々 な ヒ ト 成 人 組 織 に お け る LEMD1の 多 組 織 ノ ー ザ ン ブ
ロ ッ ト を 示 す 。
【 図 ３ ９ 】 LEMD1-AS1（ AS1） 、 LEMD1-AS2（ AS2） 、 LEMD1-AS3（ AS3） 、 LEMD1-AS4（ AS4）
、 LEMD1-AS5（ AS5） 、 LEMD1-REV1（ REV1） 、 LEMD1-REV2（ REV2） 、 LEMD1-REV3（ REV3） 、
LEMD1-REV4（ REV4） 、 ま た は LEMD1-REV5（ REV5） が ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 生 存 可 能 な HC
T116細 胞 の ギ ム ザ 染 色 写 真 で あ る 。

10

20

30

(62) JP 2005-537007 A 2005.12.8



【 図 １ ａ 】

【 図 １ ｂ 】

【 図 １ ｃ 】

【 図 １ ｄ 】

【 図 １ ｅ 】

【 図 １ ｆ 】
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【 図 ２ ｂ 】

【 図 ２ ｃ 】

【 図 ２ ｄ 】

【 図 ２ ｅ 】

【 図 ２ ｆ 】

【 図 ２ ｇ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】 【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】 【 図 １ ２ 】
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【 図 １ ３ 】 【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】 【 図 １ ６ 】

(67) JP 2005-537007 A 2005.12.8



【 図 １ ７ 】 【 図 １ ８ 】

【 図 １ ９ 】 【 図 ２ ０ 】

(68) JP 2005-537007 A 2005.12.8



【 図 ２ １ 】 【 図 ２ ２ 】

【 図 ２ ３ 】 【 図 ２ ４ 】

(69) JP 2005-537007 A 2005.12.8



【 図 ２ ５ 】

【 図 ２ ６ 】

【 図 ２ ７ 】

【 図 ２ ８ 】 【 図 ２ ９ 】

(70) JP 2005-537007 A 2005.12.8
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摘要(译)

本文描述了用于检测和诊断结肠直肠癌和胃癌的客观方法。 在一个实施
方案中，该诊断方法涉及确定区别结肠或胃癌与正常细胞的结肠或胃癌
相关基因的表达水平。 本发明进一步提供了筛选可用于治疗结肠癌的治
疗剂的方法，以及为受试者接种结肠癌或胃癌疫苗的方法。


