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最終頁に続く

(54)【発明の名称】 卵巣癌の早期診断のための組成物および方法

(57)【要約】
本発明は、組織ｃＤＮＡの定量的増殖（ＰＣＲ）と組み
合わせて用いられる核酸プライマーセットが、組織試料
中における特定プロテアーゼの存在を示唆できることを
開示する。検出されたプロテアーゼは、それ自体、特定
の癌において特異的に過剰発現され、その遺伝子前駆体
の存在は、関連する卵巣および他の悪性腫瘍の早期検出
、ならびに癌治療のための薬の設計に役立つであろう。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  個体における癌を診断する方法であって：

  （ａ）個体から生物試料を採取し；さらに

  （ｂ）前記試料中のヘプシンを検出する各工程を含み、

  前記試料中にヘプシンが存在すれば前記個体に癌が存在することを示唆し、前

記試料中にヘプシンが存在しなければ前記個体に癌が存在しないことを示唆する

ことを特徴とする方法。

    【請求項２】  前記生物試料が、血液、尿、唾液、涙液、間質液、腹水、腫

瘍生検組織、および循環腫瘍細胞より成る群から選択されることを特徴とする請

求項１記載の方法。

    【請求項３】  前記ヘプシンの検出が、ノーザンブロット、ウェスタンブロ

ット、ＰＣＲ、ドットブロット、ＥＬＩＳＡサンドイッチ法、ラジオイムノアッ

セイ、ＤＮＡアレイチップ、またはフローサイトメトリーより成る群から選択さ

れる手段によってなされることを特徴とする請求項１記載の方法。

    【請求項４】  前記癌が、卵巣癌、乳癌、肺癌、結腸癌、前立腺癌、および

ヘプシンが過剰発現されている他の癌より成る群から選択されることを特徴とす

る請求項１記載の方法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

発明の背景

発明の分野

  本発明は、概して、細胞生物学および医薬の分野に関する。より詳細には、本

発明は、癌、特に卵巣癌の診断の分野に属する。

      【０００２】

発明の背景

  今日まで、卵巣癌は、婦人科悪性過形成を有する女性の第１位の致死的病気で

あり続けている。そのような癌を有すると診断された女性の約７５％が、その最

初の診断において、既に疾患の進行ステージ（IIIおよびIV）にある。過去２０

年間、それら患者の診断および５年生存率のいずれもほとんど改善されていない

。それは、実質的に、高いステージでの最初の疾患の検出の割合が高いためであ

る。従って、早期診断を改善させ、それによって高いステージでの最初の診断の

割合（％）を減らすような、新規なマーカーを開発するという課題が残されてい

る。

      【０００３】

  悪性細胞は、in situで成長し得るのみならず、原発腫瘍から解離して、新し

い表面に浸潤し得ることから、細胞外プロテアーゼが、多くの癌の増殖、広がり

、および転移性の進行に関連していると考えられている。１つの組織から離脱し

て、別の組織の表面に再び結合し得ることは、その疾患に関連する罹患率および

死亡率につながるものである。従って、細胞外プロテアーゼは、新生物発生のマ

ーカーの優れた候補であろう。

      【０００４】

発明の概要

  本発明は、ヘプシンプロテアーゼの指標である、組織中におけるヘプシンｍＲ

ＮＡ（卵巣癌および他の腫瘍の８０％の表面に特異的に存在することがこの中で

示されている）をスクリーニングすることによって、癌、特に卵巣癌の検出を可

能とする。プロテアーゼは、腫瘍増殖および転移に必須のものであると考えられ
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ており、従って、プロテア－ゼの存在または不在を示唆するマーカーは、癌の診

断に有用である。さらには、本発明は、治療（すなわち、ヘプシンまたはヘプシ

ンの発現を阻害することによる）、ターゲティング療法、またはワクチン接種に

有用である。

      【０００５】

  本発明の１つの実施形態において、生物試料を個体から採取し、その試料中の

ヘプシンを検出することを含んでなる、個体における癌を診断する方法を提供す

る。試料中にヘプシンが存在すれば、その個体に癌が存在することを示唆し、試

料中にヘプシンが存在しなければ、その個体に癌が存在しないことを示唆する。

      【０００６】

図面の簡単な説明

  本発明の前記の特徴、利点および目的が明確にされかつ詳細に理解されるよう

に、添付図面が含まれている。それら図面は本明細書の一部を構成する。しかし

ながら、添付図面は本発明の好ましい実施形態を例示したものであり、本発明の

範囲を限定することを意図していないことに注意すべきである。

      【０００７】

  図１は、正常および癌のｃＤＮＡ由来のＰＣＲ産物のアガロースゲルの比較を

示す。

      【０００８】

  図２は、ヘプシン、ＳＣＣＥ、ＰＵＭＰ－１、ＴＡＤＧ－１４、およびβ－チ

ューブリンのプローブを用いた卵巣腫瘍のノーザンブロット分析を示す。

      【０００９】

  図３は、セリンプロテアーゼ重複プライマー(redundant priminers)での増幅

を示す：正常ｃＤＮＡ（レーン１）および腫瘍ｃＤＮＡ（レーン２）を用いて、

ヒスチジンセンス（Ｓ１）およびアスパラギン酸アンチセンス（ＡＳ１）での増

幅；ならびに正常ｃＤＮＡ（レーン３）および腫瘍ｃＤＮＡ（レーン４）を用い

て、ヒスチジンセンス（Ｓ１）およびセリンアンチセンス（ＡＳ２）での増幅。

      【００１０】

  図４は、システインプロテアーゼ重複プライマーでの増幅を示す。正常（レー
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ン１）、低悪性潜在的腫瘍（レーン２）、漿液性癌（レーン３）、粘液性癌（レ

ーン４）、および明細胞癌（レーン５）。

      【００１１】

  図５は、メタロプロテアーゼ重複プライマーでの増幅を示す。正常（レーン１

）、低悪性潜在的腫瘍（レーン２）、漿液性癌（レーン３）、粘液性癌（レーン

４）、および明細胞癌（レーン５）。

      【００１２】

  図６は、セリンプロテアーゼであるヘプシンに特異的なプライマーでの増幅を

示す。正常（レーン１－３）、低悪性潜在的腫瘍（レーン４－８）、および卵巣

癌（レーン９－１２）における発現を示す。

      【００１３】

  図７は、正常、低悪性潜在的腫瘍、および卵巣癌でのヘプシン発現レベルを示

す。Ｓ＝漿液性、Ｍ＝粘液性、ＬＭＰ＝低悪性潜在的腫瘍。

      【００１４】

  図８は、正常、低悪性潜在的腫瘍、および卵巣癌でのセリンプロテアーゼであ

る角質層キモトリプシン酵素（ＳＣＣＥ）の発現レベルを示す。

      【００１５】

  図９は、正常組織（レーン１－２）および卵巣癌組織（レーン３－１０）での

、メタロプロテアーゼＰＵＭＰ－１（ＭＭＰ－７）遺伝子の発現を示す

  図１０Ａは、正常卵巣および卵巣癌でのヘプシン発現のノーザンブロット分析

を示す。レーン１、正常卵巣（ケース１０）；レーン２、漿液性癌（ケース３５

）；レーン３、粘液性癌（ケース４８）；レーン４、子宮内膜様癌（ケース５１

）；ならびにレーン５、明細胞癌（ケース５４）。ケース３５、５１、および５

４において、１０倍を越えるヘプシン１．８ｋｂ転写物の量の増加が観察された

。図１０Ｂは、正常ヒト胎児におけるヘプシンのノーザンブロット分析を示す。

図１０Ｃは、成体組織におけるヘプシンのノーザンブロット分析を示す。胎児の

肝臓および胎児の腎臓において、ヘプシン転写物の有意な過剰発現が認められた

。特に、ヘプシンの過剰発現は正常成体組織では観察されなかった。バックグラ

ウンドレベルを越えるわずかな発現が成体前立腺において観察された。
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      【００１６】

  図１１Ａは、正常（Ｎ）、粘液性（Ｍ）および漿液性（Ｓ）低悪性潜在的（Ｌ

ＭＰ）腫瘍、ならびに癌（ＣＡ）におけるヘプシン発現を示す。

      【００１７】

  図１１Ｂは、正常卵巣、ＬＭＰ腫瘍、および卵巣癌におけるヘプシン：β－チ

ューブリン発現の比を示す。ヘプシンｍＲＮＡ発現レベルは、正常卵巣における

レベルと比較して、ＬＭＰ腫瘍（p<0.005）および癌(p<0.0001)において有意に

上昇していた。正常卵巣の１０のケース全てが、相対的に低いレベルのヘプシン

ｍＲＮＡ発現を示した。

      【００１８】

  図１２Ａは、胎児組織におけるＳＣＣＥ遺伝子のｍＲＮＡ発現のノーザンブロ

ット分析を示す。図１２Ｂは、卵巣組織におけるＳＣＣＥ遺伝子のｍＲＮＡ発現

のノーザンブロット分析を示す。

      【００１９】

  図１３Ａは、正常卵巣および卵巣癌からのＳＣＣＥ ｃＤＮＡの定量的ＰＣＲ

の比較を示す。図１３Ｂは、１０の正常組織および４４の卵巣癌組織における、

β－チューブリンに対するＳＣＣＥの比を比較する棒グラフを示す。

      【００２０】

  図１４は、正常および卵巣癌におけるプロテアーゼＭのｍＲＮＡ発現の定量的

ＰＣＲによる比較を示す。

      【００２１】

  図１５は、Ｈｉｓ  ５’末端近くに挿入物を含むＴＡＤＧ－１２触媒ドメイン

を示す。

      【００２２】

  図１６Ａは、正常組織および卵巣癌組織におけるＴＡＤＧ－１４発現を比較す

るノーザンブロット分析を示す。図１６Ｂは、ＴＡＤＧ－１４特異的プライマー

を用いた、正常および癌のｃＤＮＡの予備定量的ＰＣＲを示す。

      【００２３】

  図１７Ａは、ヒト胎児組織におけるＰＵＭＰ－１遺伝子のノーザンブロット分
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析を示す。図１７Ｂは、正常卵巣および卵巣癌におけるＰＵＭＰ－１遺伝子のノ

ーザンブロット分析を示す。

      【００２４】

  図１８Ａは、内部対照β－チューブリンを用いた定量的ＰＣＲによって、正常

組織および癌組織におけるＰＵＭＰ－１発現を比較したものを示す。図１８Ｂは

、１０の正常および４４の卵巣癌における、内部対照β－チューブリンに対する

ＰＵＭＰ－１のｍＲＮＡ発現の比を示す。

      【００２５】

  図１９は、ヘプシン、ＳＣＣＥ、プロテアーゼＭ、ＰＵＭＰ－１、およびカテ

プシンＬの遺伝子のＰＣＲ増幅産物の比較を示す。

      【００２６】

発明の詳細な説明

  本発明は、卵巣および他の癌細胞において、そのタイプの癌の特性となり、か

つ他のプロテアーゼとの様様な組み合わせにおいて個々の腫瘍タイプの特性とな

る、ヘプシンプロテアーゼを発見した。そのような情報は、診断試験（アッセイ

または免疫組織化学分析）、予後評価（表示パターンに依存する）、ならびに、

立証された阻害データから得られたおよび／または新規な薬剤の設計のための、

プロテアーゼに対する抗体、ダウンレギュレーションのためのアンチセンス手段

、またはプロテアーゼ阻害剤の何れかを利用する治療的介入のための基礎を提供

できる。腫瘍増殖、浸潤、および転移の長期間の治療は、化学療法剤－多数サイ

クルの化学療法の後、ほとんどの腫瘍が薬剤耐性となる－の存在をもって成功し

ていない。

      【００２７】

  本発明の第１の目的は、組織試料における悪性過形成の存在を検出する方法で

ある。卵巣組織における癌の検出を特定の目的とすることは、本発明の利点であ

る。特定タイプの癌細胞の特定の指標であるプロテアーゼに対するマーカーの存

在に関して、生物試料を分析することによって癌を検出する。試料からｍＲＮＡ

を単離することによって、あるいはポリクロナール抗体または好ましくはモノク

ロナール抗体で蛋白質を検出することによって、本目的を達成できる。ｍＲＮＡ
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検出が用いられる場合、標準的方法に基づいて単離ｍＲＮＡを試薬と混合してｃ

ＤＮＡに変化させ；表２のリストから選択された核酸プライマーの適切な混合物

と共に、容器内で増幅反応試薬（例えばｃＤＮＡ ＰＣＲ反応試薬）でそのｃＤ

ＮＡを処理し；容器内の内容物を反応させて増幅産物を作成し；さらに増幅産物

を分析して、試料中における悪性過形成マーカーの存在を検出する；ことによっ

て、その方法を実施する。ｍＲＮＡに関して、ノーザンブロット分析を用いて増

幅産物中における悪性過形成マーカーの存在を検出することによって、分析工程

を実施することができる。ノーザンブロット分析は当業界で公知である。増幅産

物中における悪性過形成マーカーの存在を定量的に分析し、さらに、検出された

マーカーの量を、類似のプライマーを用いた場合における正常組織および悪性組

織中における存在または不在に関する予測値のパネルと比較することによって、

分析工程をさらに実施する。

      【００２８】

実施例１

重複特異的プライマーを用いたセリンプロテアーゼの増幅

  遺伝子発現分析のために、ゲノムＤＮＡを含まないと思われるｃＤＮＡ調製物

のみを用いた。セリンプロテアーゼ、メタロプロテアーゼ、およびシステインプ

ロテアーゼ用に重複プライマーを調製した。セリンプロテアーゼの触媒三つ組残

基の周りのアミノ酸のコンセンサス配列、すなわち、ヒスチジン．．．アスパラ

ギン酸．．．およびセリンに対するプライマーを合成した。

【図面の簡単な説明】

    【図１】

  図１は、正常および癌のｃＤＮＡ由来のＰＣＲ産物のアガロースゲルの比較を

示す

    【図２】

  図２は、ヘプシン、ＳＣＣＥ、ＰＵＭＰ-１、ＴＡＤＧ-１４、およびβ－チュ

ーブリンプローブを用いた卵巣腫瘍のノーザンブロット分析を示す

    【図３】

  図３は、セリンプロテアーゼ重複プライマーでの増幅を示す



(9) 特表２００３－５２３５２４

    【図４】

  図４は、システインプロテアーゼ重複プライマーでの増幅を示す

    【図５】

  図５は、メタロプロテアーゼ重複プライマーでの増幅を示す

    【図６】

  図６は、セリンプロテアーゼであるヘプシンに特異的なプライマーでの増幅を

示す

    【図７】

  図７は、正常、低悪性潜在的腫瘍、および卵巣癌でのヘプシン発現レベルを示

す

    【図８】

  図８は、正常、低悪性潜在的腫瘍、および卵巣癌でのセリンプロテアーゼ角質

層キモトリプシン酵素（ＳＣＣＥ）発現レベルを示す

    【図９】

  図９は、正常組織および卵巣癌組織でのメタロプロテアーゼＰＵＭＰ－１（Ｍ

ＭＰ－７）遺伝子の発現を示す

    【図１０】

  図１０は、ヘプシン発現のノーザンブロット分析を示す

    【図１１Ａ】

  図１１Ａは、正常（Ｎ）、粘液性（Ｍ）および漿液性（Ｓ）低悪性潜在的（Ｌ

ＭＰ）腫瘍、ならびに癌（ＣＡ）におけるヘプシン発現を示す

    【図１１Ｂ】

  図１１Ｂは、正常卵巣、ＬＭＰ腫瘍、および卵巣癌におけるヘプシン：β－チ

ューブリン発現の比を示す

    【図１２Ａ】

  図１２Ａは、胎児組織におけるＳＣＣＥ遺伝子のｍＲＮＡ発現のノーザンブロ

ット分析を示す

    【図１２Ｂ】

  図１２Ｂは、卵巣組織におけるＳＣＣＥ遺伝子のｍＲＮＡ発現のノーザンブロ
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ット分析を示す

    【図１３Ａ】

  図１３Ａは、正常卵巣および卵巣癌からのＳＣＣＥ ｃＤＮＡの定量的ＰＣＲ

の比較を示す

    【図１３Ｂ】

  図１３Ｂは、１０の正常組織および４４の卵巣癌組織における、β－チューブ

リンに対するＳＣＣＥの比を比較する棒グラフを示す

    【図１４】

  図１４は、正常および卵巣癌におけるプロテアーゼＭのｍＲＮＡ発現の定量的

ＰＣＲによる比較を示す

    【図１５】

  図１５は、Ｈｉｓ  ５’末端近くに挿入物を含むＴＡＤＧ－１２触媒ドメイン

を示す

    【図１６Ａ】

  図１６Ａは、正常組織および卵巣癌組織におけるＴＡＤＧ－１４発現を比較す

るノーザンブロット分析を示す

    【図１６Ｂ】

  図１６Ｂは、ＴＡＤＧ－１４特異的プライマーを用いた、正常および癌のｃＤ

ＮＡの予備定量的ＰＣＲを示す

    【図１７Ａ】

  図１７Ａは、ヒト胎児組織におけるＰＵＭＰ－１遺伝子のノーザンブロット分

析を示す

    【図１７Ｂ】

  図１７Ｂは、正常卵巣および卵巣癌におけるＰＵＭＰ－１遺伝子のノーザンブ

ロット分析を示す

    【図１８Ａ】

  図１８Ａは、内部対照β－チューブリンを用いた定量的ＰＣＲによって、正常

組織および癌組織におけるＰＵＭＰ－１発現を比較したものを示す

    【図１８Ｂ】
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  図１８Ｂは、１０の正常および４４の卵巣癌における、内部対照β－チューブ

リンに対するＰＵＭＰ－１のｍＲＮＡ発現の比を示す

    【図１９】

  図１９は、ヘプシン、ＳＣＣＥ、プロテアーゼＭ、ＰＵＭＰ－１、およびカテ

プシンＬの遺伝子のＰＣＲ増幅産物の比較を示す

    【配列表】
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