
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】肝細胞癌（ hepatocellular carcinoma）（ＨＣＣ）のバイオマーカーを提供する
。
【解決手段】肝内小結節を有するか有すると思われる被験体、特に、Ｂ型肝炎ウイルスお
よびＣ型肝炎ウイルスの少なくとも１つに感染した者における肝細胞癌（ＨＣＣ）の素因
を決定するための方法、ならびにＨＣＣを有するかまたは有すると思われる被験体の予後
評価のための方法が開示され、ここで、Ｗｎｔ－１がＨＣＣのバイオマーカーとして使用
される。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 被 験 体 に お け る 肝 細 胞 癌 の 素 因 （ predisposition） を イ ン ビ ト ロ で 決 定 す る た め の 方 法
で あ っ て 、
　 該 被 験 体 か ら 採 取 し た 肝 臓 検 体 を 腫 瘍 部 分 と 非 腫 瘍 部 分 へ 分 離 す る こ と ；
　 該 腫 瘍 部 分 と 該 非 腫 瘍 部 分 に お け る Ｗ ｎ ｔ － １ 発 現 の レ ベ ル を そ れ ぞ れ 検 出 す る こ と ；
　 該 腫 瘍 部 分 に お け る Ｗ ｎ ｔ － １ 発 現 の 検 出 レ ベ ル を 該 非 腫 瘍 部 分 の そ れ と 比 較 し て 、 比
率 値 を 得 る こ と ； お よ び
　 該 被 験 体 が 、 得 ら れ た 該 比 率 値 に 基 づ い て 肝 細 胞 癌 に 素 因 を 有 す る （ predisposed to）
か 否 か を 決 定 す る こ と （ こ こ で 、 該 被 験 体 は 、 得 ら れ た 該 比 率 値 が １ よ り も 大 き い 場 合 、
肝 細 胞 癌 に 素 因 を 有 す る と 決 定 さ れ る ）
を 包 含 す る 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 被 験 体 が 、 Ｂ 型 肝 炎 ウ イ ル ス お よ び Ｃ 型 肝 炎 ウ イ ル ス の 少 な く と も １ つ に 感 染 し て
い る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 肝 臓 検 体 が 、 肝 内 小 結 節 （ hepatic nodule） を 含 む 前 記 被 験 体 の 肝 臓 の 部 分 か ら 採
取 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 肝 臓 検 体 が 、 部 分 切 除 お よ び 右 葉 切 除 （ right lobectomy） か ら 選 択 さ れ る 外 科 手
術 に よ っ て 前 記 被 験 体 か ら 採 取 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 肝 臓 検 体 が 、 肝 生 検 、 吸 引 （ aspiration） ま た は 腹 腔 鏡 検 査 に よ っ て 前 記 被 験 体 か
ら 採 取 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 非 腫 瘍 部 分 の そ れ と 比 較 し た 場 合 の 、 前 記 腫 瘍 部 分 に お け る 前 記 Ｗ ｎ ｔ － １ 発 現 の
検 出 レ ベ ル の 増 加 が 、 Ｎ Ｆ － κ Ｂ 活 性 化 と 関 連 し て い る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 Ｗ ｎ ｔ － １ 発 現 の レ ベ ル が 、 Ｗ ｎ ｔ － １ 遺 伝 子 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 を 定 量 す る こ と に
よ っ て 検 出 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 Ｗ ｎ ｔ － １ 遺 伝 子 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 の 定 量 が 、 以 下 の 方 法 ： ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、
ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 、 お よ び 定 量 的 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 の 少 な く と も １ つ を 使 用 し
て 行 わ れ る 、 請 求 項 ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 Ｗ ｎ ｔ － １ 発 現 の レ ベ ル が Ｗ ｎ ｔ － １ 蛋 白 質 を 定 量 す る こ と に よ っ て 検 出 さ れ る 、
請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 Ｗ ｎ ｔ － １ 蛋 白 質 の 定 量 が 、 以 下 の 方 法 ： ゲ ル 電 気 泳 動 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 、
酵 素 免 疫 検 定 法 、 例 え ば 酵 素 結 合 イ ム ノ ソ ル ベ ン ト 検 定 法 、 放 射 免 疫 測 定 法 、 免 疫 組 織 化
学 、 お よ び プ ロ テ オ ミ ク ス の 少 な く と も １ つ を 使 用 し て 行 わ れ る 、 請 求 項 ９ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 １ １ 】
　 Ｗ ｎ ｔ － １ 蛋 白 質 の 定 量 が 、 Ｗ ｎ ｔ － １ 蛋 白 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 ベ ー ス の 結 合 部
分 を 使 用 し て 行 わ れ る 、 請 求 項 ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 抗 体 ベ ー ス の 結 合 部 分 が 検 出 可 能 な ラ ベ ル で 標 識 さ れ る 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 ラ ベ ル が 、 放 射 性 ラ ベ ル 、 ハ プ テ ン ラ ベ ル 、 蛍 光 ラ ベ ル 、 お よ び 酵 素 ラ ベ ル か ら な

10

20

30

40

50

(2) JP 2007-139742 A 2007.6.7



る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 抗 体 ベ ー ス の 結 合 部 分 が 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 肝 細 胞 癌 を 有 す る か ま た は 有 す る と 思 わ れ る 被 験 体 の 予 後 （ prognosis） を イ ン ビ ト ロ
で 評 価 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
　 該 被 験 体 か ら 採 取 し た 肝 臓 検 体 を 腫 瘍 部 分 と 非 腫 瘍 部 分 へ 分 離 す る こ と ；
　 該 腫 瘍 部 分 と 該 非 腫 瘍 部 分 に お け る Ｗ ｎ ｔ － １ 発 現 の レ ベ ル を そ れ ぞ れ 検 出 す る こ と ；
　 該 腫 瘍 部 分 に お け る Ｗ ｎ ｔ － １ 発 現 の 検 出 レ ベ ル を 該 非 腫 瘍 部 分 の そ れ と 比 較 し て 、 比
率 値 を 得 る こ と ； お よ び
　 得 ら れ た 該 比 率 値 に 基 づ い て 該 被 験 体 の 予 後 を 評 価 す る こ と （ こ こ で 、 該 被 験 体 は 、
　 （ ｉ ） 得 ら れ た 該 比 率 値 が ２ よ り 大 き い 場 合 、 ６ ヶ 月 以 下 の 予 後 ；
　 （ ｉ ｉ ） 得 ら れ た 該 比 率 値 が １ ～ ２ で あ る 場 合 、 ６ ～ １ ８ ヶ 月 の 予 後 ； お よ び
　 （ ｉ ｉ ｉ ） 得 ら れ た 該 比 率 値 が １ 未 満 で あ る 場 合 、 少 な く と も １ ８ ヶ 月 の 予 後
を 有 す る と 評 価 さ れ る ）
を 包 含 す る 、 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 被 験 体 が 、 Ｂ 型 肝 炎 ウ イ ル ス お よ び Ｃ 型 肝 炎 ウ イ ル ス の 少 な く と も １ つ に 感 染 し て
い る 、 請 求 項 １ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 肝 臓 検 体 が 、 肝 内 小 結 節 （ hepatic nodule） を 含 む 前 記 被 験 体 の 肝 臓 の 部 分 か ら 採
取 さ れ る 、 請 求 項 １ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 肝 臓 検 体 が 、 部 分 切 除 お よ び 右 葉 切 除 （ right lobectomy） か ら 選 択 さ れ る 外 科 手
術 に よ っ て 前 記 被 験 体 か ら 採 取 さ れ る 、 請 求 項 １ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 肝 臓 検 体 が 、 肝 生 検 、 吸 引 （ aspiration） ま た は 腹 腔 鏡 検 査 に よ っ て 前 記 被 験 体 か
ら 採 取 さ れ る 、 請 求 項 １ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 非 腫 瘍 部 分 の そ れ と 比 較 し た 場 合 の 、 前 記 腫 瘍 部 分 に お け る 前 記 Ｗ ｎ ｔ － １ 発 現 の
検 出 レ ベ ル の 増 加 が 、 Ｎ Ｆ － κ Ｂ 活 性 化 と 関 連 し て い る 、 請 求 項 １ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 Ｗ ｎ ｔ － １ 発 現 の レ ベ ル が 、 Ｗ ｎ ｔ － １ 遺 伝 子 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 を 定 量 す る こ と に
よ っ て 検 出 さ れ る 、 請 求 項 １ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 Ｗ ｎ ｔ － １ 遺 伝 子 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 の 定 量 が 、 以 下 の 方 法 ： ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、
ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 、 お よ び 定 量 的 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 の 少 な く と も １ つ を 使 用 し
て 行 わ れ る 、 請 求 項 ２ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 Ｗ ｎ ｔ － １ 発 現 の レ ベ ル が Ｗ ｎ ｔ － １ 蛋 白 質 を 定 量 す る こ と に よ っ て 検 出 さ れ る 、
請 求 項 １ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 Ｗ ｎ ｔ － １ 蛋 白 質 の 定 量 が 、 以 下 の 方 法 ： ゲ ル 電 気 泳 動 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 、
酵 素 免 疫 検 定 法 、 例 え ば 、 酵 素 結 合 イ ム ノ ソ ル ベ ン ト 検 定 法 、 放 射 免 疫 測 定 法 、 免 疫 組 織
化 学 、 お よ び プ ロ テ オ ミ ク ス の 少 な く と も １ つ を 使 用 し て 行 わ れ る 、 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 Ｗ ｎ ｔ － １ 蛋 白 質 の 定 量 が 、 Ｗ ｎ ｔ － １ 蛋 白 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 ベ ー ス の 結 合 部
分 を 使 用 し て 行 わ れ る 、 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
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　 前 記 抗 体 ベ ー ス の 結 合 部 分 が 検 出 可 能 な ラ ベ ル で 標 識 さ れ て い る 、 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 前 記 ラ ベ ル が 、 放 射 性 ラ ベ ル 、 ハ プ テ ン ラ ベ ル 、 蛍 光 ラ ベ ル 、 お よ び 酵 素 ラ ベ ル か ら な
る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 前 記 抗 体 ベ ー ス の 結 合 部 分 が 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 発 明 の 背 景
　 １ ． 発 明 の 分 野
　 本 発 明 は 、 肝 細 胞 癌 （ hepatocellular carcinoma） （ Ｈ Ｃ Ｃ ） の バ イ オ マ ー カ ー と し て
の Ｗ ｎ ｔ － １ の 発 見 に 関 す る 。 該 発 見 に 基 づ い て 、 本 発 明 は 、 肝 内 小 結 節 （ hepatic nodu
le） を 有 す る か 有 す る と 思 わ れ る 被 験 体 、 特 に 、 Ｂ 型 肝 炎 ウ イ ル ス お よ び Ｃ 型 肝 炎 ウ イ ル
ス の 少 な く と も １ つ に 感 染 し た 者 に お け る Ｈ Ｃ Ｃ の 素 因 （ predisposition） を 決 定 す る た
め の 方 法 、 な ら び に Ｈ Ｃ Ｃ を 有 す る か ま た は 有 す る と 思 わ れ る 被 験 体 の 予 後 評 価 （ progno
stic evaluation） の た め の 方 法 を 提 供 し 、 こ こ で 、 Ｗ ｎ ｔ － １ が Ｈ Ｃ Ｃ の バ イ オ マ ー カ
ー と し て 使 用 さ れ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ２ ． 関 連 技 術 の 説 明
　 癌 か ら の 生 存 に お い て 最 も 重 要 な 因 子 の １ つ は 、 早 期 段 階 で の 検 出 で あ る 。 癌 の 早 期 事
象 を 検 出 す る 臨 床 検 査 は 、 癌 進 行 に 介 入 し こ れ を 防 止 す る 機 会 を 提 供 す る 。 遺 伝 子 プ ロ フ
ァ イ リ ン グ お よ び プ ロ テ オ ミ ク ス の 発 展 に 伴 っ て 、 特 定 の 癌 を 診 断 お よ び 予 後 予 測 す る （
prognose） た め に 使 用 さ れ 得 る 分 子 マ ー カ ー ま た は “ バ イ オ マ ー カ ー ” の 同 定 が 顕 著 に 進
歩 し た 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 例 え ば 、 Sanford D. Markowitzら に 付 与 さ れ た US 5,866,323は 、 患 者 の 細 胞 中 の Ｔ Ｇ Ｆ
－ β に つ い て の 機 能 タ イ プ Ｉ Ｉ レ セ プ タ ー （ functional type II receptor） （ Ｒ Ｉ Ｉ ）
の 非 存 在 の 検 出 に よ る 、 癌 の 診 断 ま た は 予 後 予 測 （ prognosis） の た め の 方 法 を 開 示 し て
い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 John Fruehaufら に 付 与 さ れ た US 6,303,324 B1は 、 ヒ ト 癌 患 者 に お け る 疾 患 過 程 の 予 後
予 測 を 行 う た め の 方 法 を 開 示 し て お り 、 該 方 法 は 以 下 の 工 程 を 包 含 す る ： （ ａ ） ヒ ト 癌 患
者 か ら 腫 瘍 の サ ン プ ル を 得 る 工 程 ； （ ｂ ） 該 腫 瘍 サ ン プ ル に お け る ｐ ５ ３ 蛋 白 質 の 核 局 在
の レ ベ ル を 測 定 し 、 そ し て 該 腫 瘍 サ ン プ ル 中 の ｐ ５ ３ 蛋 白 質 の 核 局 在 の レ ベ ル を 比 較 し 、
そ し て 該 腫 瘍 サ ン プ ル 中 の ｐ ５ ３ 蛋 白 質 の 核 局 在 の レ ベ ル と 非 侵 襲 性 ・ 非 転 移 性 腫 瘍 サ ン
プ ル 中 の ｐ ５ ３ 蛋 白 質 の 核 局 在 の レ ベ ル と を 比 較 す る 工 程 ； （ ｃ ） 該 腫 瘍 サ ン プ ル 中 の ト
ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン １ 発 現 の レ ベ ル を 測 定 し 、 そ し て 非 侵 襲 性 ・ 非 転 移 性 腫 瘍 サ ン プ ル 中 の
ト ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン １ 発 現 の レ ベ ル を 比 較 す る 工 程 ； （ ｄ ） 腫 瘍 サ ン プ ル 中 の 微 小 血 管 新
生 の 程 度 を 免 疫 組 織 化 学 に よ っ て 測 定 し 、 そ し て 該 腫 瘍 サ ン プ ル 中 の 微 小 血 管 新 生 の 程 度
と 非 侵 襲 性 ・ 非 転 移 性 腫 瘍 サ ン プ ル 中 の 微 小 血 管 新 生 の 程 度 と を 比 較 す る 工 程 ； こ こ で 、
該 予 後 は 、 更 な る 新 生 物 性 疾 患 の 可 能 性 を 考 慮 す る こ と か ら 予 想 さ れ 、 こ れ は 、 腫 瘍 サ ン
プ ル の 核 局 在 の レ ベ ル が 、 非 侵 襲 性 ・ 非 転 移 性 腫 瘍 サ ン プ ル 中 の ｐ ５ ３ 蛋 白 質 の 核 局 在 の
レ ベ ル よ り も 大 き く ； 腫 瘍 サ ン プ ル 中 の ト ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン １ 発 現 の レ ベ ル が 、 非 侵 襲 性
・ 非 転 移 性 腫 瘍 サ ン プ ル 中 の ト ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン １ 発 現 の レ ベ ル よ り 低 く ； な ら び に 腫 瘍
サ ン プ ル 中 の 微 小 血 管 新 生 の 程 度 が 、 非 侵 襲 性 ・ 非 転 移 性 腫 瘍 サ ン プ ル 中 の 微 小 血 管 新 生
の 程 度 よ り も 大 き い 場 合 に な さ れ ； そ し て こ こ で 、 該 ヒ ト 癌 患 者 は 、 乳 癌 ま た は 前 立 腺 癌
を 有 す る 。
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【 ０ ０ ０ ５ 】
　 Alexander Lopataら に 付 与 さ れ た US 6,607,894 B1は 、 子 宮 洗 浄 に お け る マ ト リ ク ス メ
タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ － ２ お よ び ／ ま た は マ ト リ ク ス メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ － ９ の レ ベ ル の
測 定 に よ り 、 子 宮 内 膜 癌 の 存 在 お よ び ／ ま た は 危 険 性 を 評 価 す る た め の 方 法 を 開 示 し て い
る 。 該 方 法 は 、 質 的 ま た は 量 的 で あ り 得 、 そ し て 大 規 模 ス ク リ ー ニ ン グ お よ び 臨 床 試 験 に
適 応 可 能 で あ る
　 Ｕ Ｓ 特 許 出 願 公 開 公 報 20050048542 A1は 、 癌 患 者 に お け る 予 後 決 定 の た め の 非 侵 襲 性 ・
量 的 試 験 を 開 示 し て い る 。 試 験 は 、 特 定 の メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ （ ｍ Ｒ Ｎ Ａ ） ま た は 対 応
の 遺 伝 子 発 現 産 物 の 腫 瘍 レ ベ ル の 測 定 に 頼 る 。 こ れ ら ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は 蛋 白 質 レ ベ ル は 、 数
的 ス コ ア を 生 じ る 多 項 式 （ ア ル ゴ リ ズ ム ） へ 入 れ ら れ 、 こ れ は 、 再 発 危 険 性 （ 再 発 ス コ ア
） ま た は 治 療 へ の 患 者 応 答 の 可 能 性 （ 応 答 ス コ ア ） を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 WO 2005/071387 A1は 、 患 者 か ら 得 ら れ る 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の Ａ Ｄ Ａ Ｍ １ ２ の レ ベ ル
を 評 価 す る こ と に よ る 、 上 皮 起 源 の 癌 の 診 断 お よ び 予 後 予 測 の た め の 方 法 を 開 示 し て い る
。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 癌 検 出 の 分 野 に お い て 顕 著 な 進 歩 が あ る に も か か わ ら ず 、 臨 床 適 用 に お い て 容 易 に 使 用
さ れ 得 る 種 々 の 癌 に つ い て の 新 規 の バ イ オ マ ー カ ー の 同 定 に つ い て の 必 要 性 が 当 該 分 野 に
お い て 依 然 と し て 存 在 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 Ｂ 型 肝 炎 ウ イ ル ス （ Ｈ Ｂ Ｖ ） お よ び Ｃ 型 肝 炎 ウ イ ル ス （ Ｈ Ｃ Ｖ ） は 、 そ れ ぞ れ 、 世 界 中
で ３ 億 ５ 千 万 お よ び １ 億 ７ 千 万 を 超 え る 人 々 に 感 染 し て い る （ Purcell, R.H. (1993), Ga
stroenterology, 104:955-963） 。 両 ウ イ ル ス は 、 慢 性 的 に 感 染 さ れ た 被 験 体 に お い て 共
通 の 特 徴 を 共 有 し て お り 、 肝 臓 に お け る 類 似 の 組 織 病 理 学 的 変 化 、 な ら び に 慢 性 肝 炎 か ら
、 肝 硬 変 お よ び 最 終 的 に は 肝 細 胞 癌 （ Ｈ Ｃ Ｃ ） へ の 共 通 の 臨 床 的 進 展 （ clinical evoluti
on） を 含 む （ S.L. Tsai and Y.F. Liaw (1995), Digest. Surg., 12:7-15; K. Okuda (19
92), Hepatology, 15:948-963; S.S. Thorgeirsson and J.W. Grisham (2002), Nature G
enet., 31:339-346） 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 慢 性 ウ イ ル ス 性 肝 炎 を 有 す る 患 者 に つ い て 、 初 期 Ｈ Ｃ Ｃ に つ い て の ス ク リ ー ニ グ は 、 治
療 処 置 ス ト ラ テ ジ ー の 設 定 を 可 能 に 得 、 そ し て 抗 ウ イ ル ス 治 療 は 、 Ｈ Ｃ Ｃ の 引 き 続 い て の
発 生 の 危 険 性 を 減 少 さ せ 得 る 。 確 立 さ れ た 肝 細 胞 癌 を 有 す る 患 者 に つ い て 、 同 時 の 慢 性 ウ
イ ル ス 性 肝 炎 ま た は 肝 硬 変 の 存 在 は 、 予 後 お よ び 生 存 に 影 響 を 与 え 得 、 そ し て 損 な わ れ た
肝 機 能 の た め に 治 療 オ プ シ ョ ン を 変 化 さ せ 得 る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 Ｈ Ｃ Ｃ に つ い て の 診 断 方 法 に お け る 近 年 の 進 歩 に も か か わ ら ず 、 予 後 予 測 は 、 依 然 と し
て 、 一 般 的 に 粗 末 で あ る 。 転 移 性 ま た は 局 所 的 に 進 行 し た Ｈ Ｃ Ｃ を 有 す る 患 者 は 、 通 常 、
抗 癌 治 療 に 対 す る 反 応 性 に 乏 し い 。 処 置 し て い な い 患 者 は 通 常 ３ ～ ４ ヶ 月 で 死 亡 し 、 処 置
し た 患 者 は 、 彼 ら が 治 療 に 応 答 し た 場 合 は 、 ６ ～ １ ８ ヶ 月 生 存 し 得 る 。 長 期 の 生 存 が 、 場
合 に よ っ て は 、 非 侵 襲 性 癌 に つ い て 、 成 功 し た 部 分 的 肝 切 除 （ successful subtotal hepa
tectomy） 後 に 見 ら れ る 。 肝 臓 の 正 常 な 代 謝 お よ び 貯 蔵 機 能 は 損 な わ れ て い る の で 、 患 者
は 、 栄 養 お よ び 出 血 合 併 症 の 危 険 性 が あ る 。 進 行 し た 肝 硬 変 を 有 す る 患 者 は 、 一 般 的 に 、
腫 瘍 の 程 度 と は 無 関 係 に 、 合 併 症 、 例 え ば 、 脳 障 害 、 静 脈 溜 出 血 、 お よ び 敗 血 症 に 倒 れ る
。
【 ０ ０ １ １ 】
　 肝 臓 切 除 （ hepatic resection） は 、 こ の 腫 瘍 の 処 置 の 中 心 の ま ま で あ り 、 そ し て 唯 一
の 一 貫 し た 長 期 の 生 存 を 提 供 す る （ N. Nagasue et al. (2001), British Journal of Sur
gery, 88:515-522） 。 現 在 、 肝 臓 切 除 は 、 患 者 の １ ０ ～ １ ５ ％ に つ い て の み 実 行 可 能 で あ
る 。 こ の 低 い 切 除 可 能 率 に つ い て の 理 由 と し て は 、 肝 臓 切 除 の 任 意 の 形 態 を 排 除 す る 、 広
範 囲 の 局 所 疾 患 （ extensive local disease） 、 肝 外 疾 患 （ extrahepatic disease） の 存
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在 お よ び 乏 し い 機 能 的 肝 臓 リ ザ ー ブ （ poor functional liver reserve） が 挙 げ ら れ る （ T
.K. Seow et al. (2001),Proteomics, 1:1249-1263） 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 Ｈ Ｃ Ｃ は 、 そ れ が 臨 床 的 に 表 れ る 前 に 、 進 行 し た 段 階 に 達 し 得 る の で 、 危 険 性 の あ る 個
人 に つ い て 、 ６ ヶ 月 間 隔 で の 定 期 的 な ス ク リ ー ニ ン グ が 推 奨 さ れ る 。 こ れ は 、 腫 瘍 小 結 節
（ tumor nodule(s)） の 存 在 を 検 出 す る た め の 肝 臓 の 経 腹 超 音 波 ス キ ャ ン の 実 施 お よ び 血
清 腫 瘍 マ ー カ ー 　 α － フ ェ ト － プ ロ テ イ ン （ Ａ Ｆ Ｐ ） の 測 定 を 必 要 と す る （ T.K. Seow et
 al. (2001), Proteomics, 1:1249-1263） 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 い く つ か の 研 究 は 、 腫 瘍 組 織 （ J. Kim et al. (2002), Electrophoresis. 23: 4142-41
56; S.O. Lim et al. (2002), Biochem. Biophys. Res. Commun., 291: 1031-1037; K.S.
 Park et al. (2002), Int. J. Cancer, 97: 261-265） 、 ま た は 患 者 の 血 清 （ F.L. Naour
 et al. (2002), Mole. Cell. Proteomics., 1:197-203） の い ず れ か か ら の 、 Ｈ Ｃ Ｃ の プ
ロ テ ー ム 分 析 を 報 告 し て い る 。 全 て が 、 肝 細 胞 癌 発 生 に 関 連 す る 特 異 的 因 子 ま た は Ｈ Ｃ Ｃ
の 早 期 診 断 の た め の 新 規 の 腫 瘍 マ ー カ ー を 同 定 す る よ う に 試 み た が 、 こ れ ら の ゴ ー ル は 到
達 に は 遠 い よ う で あ る （ R.C.M.Y. Liang et al. (2002), J. Chromatogr. B., 771:303-3
28; T.K.Seow et al. (2001), Proteomics, 1:1249-1263） 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 以 前 同 定 さ れ た マ ー カ ー 、 例 え ば 、 Ａ Ｆ Ｐ 、 血 清 フ ェ リ チ ン 、 γ － グ ル タ ミ ル ト ラ ン ス
ペ プ チ ダ ー ゼ ア イ ソ エ ン ザ イ ム 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 デ ス － γ － カ ル ボ キ シ プ ロ ト
ロ ン ビ ン 、 α － １ － ア ン チ ト リ プ シ ン 、 ア ル ド ラ ー ゼ Ａ 、 ５ ’ － ヌ ク レ オ チ ド ホ ス ホ ジ エ
ス テ ラ ー ゼ 、 組 織 ポ リ ペ プ チ ド 抗 原 、 お よ び α － １ － フ コ シ ダ ー ゼ （ T.K. Seow et al. (
2001), Proteomics, 1:1249-1263） は 、 Ｈ Ｃ Ｃ を 診 断 お よ び 治 療 す る た め の 努 力 を 促 進 し
た が 、 こ の 腫 瘍 の 診 断 お よ び 治 療 を 更 に 改 善 す る た め に 、 Ｈ Ｃ Ｃ に つ い て の 更 な る マ ー カ
ー お よ び 治 療 タ ー ゲ ッ ト の 同 定 に つ い て の 必 要 性 が 、 依 然 と し て 存 在 し て い る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 Ｗ ｎ ｔ 遺 伝 子 は 、 Ｎ － 結 合 グ リ コ シ ル 化 （ N-linked glycosylation） に よ っ て 修 飾 さ れ
て い る 、 膜 内 外 ド メ イ ン （ transmembrane domains） を 欠 い て い る 、 ３ ８ － ４ ５ ｋ Ｄ ａ の
、 分 泌 シ ス テ イ ン リ ッ チ 蛋 白 質 の フ ァ ミ リ ー を コ ー ド す る （ K.M. Cardigan and R. Nusse
 (1997), Genes Dev., 11:3286-3305） 。 こ れ ら の 分 泌 Ｗ ｎ ｔ 蛋 白 質 は 、 細 胞 表 面 上 ま た
は そ の 付 近 の 細 胞 外 マ ト リ ク ス 蛋 白 質 に 結 合 し （ associate with） 、 そ し て オ ー ト ク ラ イ
ン ま た は パ ラ ク ラ イ ン 効 果 （ autocrine or paracrine effects） を 発 し 得 る 。 １ ９ の 公 知
の ヒ ト Ｗ ｎ ｔ 遺 伝 子 の 第 一 メ ン バ ー 、 Ｗ ｎ ｔ － １ は 、 そ の 腫 瘍 形 成 特 性 の た め に 初 め て 発
見 さ れ た （ R. Nusse and H.E. Varmus (1982), Cell, 31:99-109） 。 ウ イ ン グ レ ス （ wing
less） 、 Ｗ ｎ ｔ － １ の ハ エ 相 同 体 （ the fly homolog of Wnt-1） の 引 き 続 い て の 発 見 は 、
癌 発 生 遺 伝 子 を 含 有 す る と 判 っ た シ グ ナ リ ン グ 経 路 を 組 み 立 て る こ と へ の 道 を 開 い た （ K.
M. Cardigan and R. Nusse (1997), Genes Dev., 11:3286-3305; P. Polakis (2000), Ge
nes Dev., 14:1837-1641） 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 ヒ ト 癌 に お け る Ｗ ｎ ｔ 遺 伝 子 の 過 剰 発 現 （ overexpression） 、 お よ び 特 に は 過 小 発 現 （
underexpression） に つ い て （ K.M. Cardigan and R. Nusse (1997)（ 前 述 ） ; P. Polakis
 (2000)（ 前 述 ） ; J. Taipale, and P.A. Beachy (2001), Nature, 411: 349-354; D. Ka
lderon (2002), Trends Cell. Biol., 12: 523-531; Ariel Ruiz i Altaba et al. (2002
), Nature Rev. Cancer, 2 (5): 361-370; J.R. Miller, et al. (1999), Oncogene. 18:
7860-7872） 、 な ら び に 血 液 学 的 悪 性 疾 患 に お け る 無 調 節 の （ dysregulated） Ｗ ｎ ｔ シ グ
ナ リ ン グ に つ い て （ F.J.T. Staal and H.C. Clevers (2005), Nature Rev. Immunol., 5:
 21-30） の 多 数 の 報 告 が 存 在 す る 。 Ｗ ｎ ｔ リ ガ ン ド ま た は レ セ プ タ ー を コ ー ド す る 遺 伝 子
の 増 幅 、 再 配 列 ま た は 突 然 変 異 に 対 す る よ り 説 得 力 の あ る 証 拠 が 、 例 え ば 、 P. Polakis (
2000)（ 前 述 ） ; J. Taipale, and P.A. Beachy (2001)（ 前 述 ） ; D. Kalderon (2002)（
前 述 ） ; Ariel Ruiz i Altaba et al. (2002)（ 前 述 ） ; J.R. Miller, et al. (1999)（
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前 述 ） に お い て 見 ら れ 得 、 こ こ で 、 Ｗ ｎ ｔ 突 然 変 異 は 、 結 腸 直 腸 癌 の ８ ５ ％ 、 類 腱 腫 の ７
４ ％ 、 お よ び ヘ パ ト ブ ラ ス ト ー マ の ６ ７ ％ に お い て 生 じ る と 報 告 さ れ た 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 核 因 子 κ Ｂ （ nuclear factor κ B） （ Ｎ Ｆ － κ Ｂ ） は 、 多 く の 炎 症 性 お よ び 免 疫 学 的 蛋
白 質 、 例 え ば 、 サ イ ト カ イ ン 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 主 要 組 織 適 合 遺 伝 子 複 合 体 蛋 白 質 、 接
着 分 子 、 お よ び 誘 導 性 一 酸 化 窒 素 シ ン テ タ ー ゼ （ inducible nitric oxide synthetase）
を 調 節 す る 、 重 要 な 転 写 因 子 （ transcription factor） で あ る 。 従 っ て 、 Ｎ Ｆ － κ Ｂ は 、
細 胞 生 理 学 お よ び ア ポ ト ー シ ス の 制 御 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た す 。 Ｎ Ｆ － κ Ｂ は 、 Ｒ ｅ
ｌ 蛋 白 質 の ダ イ マ ー で あ り 、 そ し て 通 常 、 ２ つ の サ ブ ユ ニ ッ ト 、 Ｒ ｅ ｌ Ａ （ ｐ ６ ５ ） お よ
び Ｎ Ｆ κ Ｂ １ （ ｐ ５ ０ ） か ら な る 。 静 止 条 件 下 で 、 Ｎ Ｆ － κ Ｂ ダ イ マ ー は 、 Ｎ Ｆ － κ Ｂ ダ
イ マ ー が 核 へ 入 る こ と を 阻 止 す る 阻 害 κ Ｂ （ Ｉ κ Ｂ ） 蛋 白 質 と の 相 互 作 用 に よ り 、 細 胞 質
中 で 隔 離 さ れ る 。 該 細 胞 が 刺 激 に よ っ て 活 性 化 さ れ る と 、 Ｉ κ Ｂ 蛋 白 質 は 、 リ ン 酸 化 さ れ
、 そ し て 迅 速 に 分 解 す る 。 遊 離 形 態 の Ｎ Ｆ － κ Ｂ は 、 核 へ 輸 送 さ れ 、 そ し て 標 的 遺 伝 子 の
イ ン ト ロ ニ ッ ク エ ン ハ ン サ ー （ intronic enhancer） と 結 合 し 、 遺 伝 子 転 写 を 誘 発 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 蓄 積 さ れ た 証 拠 は 、 Ｈ Ｂ Ｖ （ M. Doria et al. (1995), EMBO J., 14:4747-57; F. Su a
nd R.J. Schneider (1996), J. Virol., 70: 4558-4566; R. Weil et al. (1999), Mol. 
Cell Biol., 19: 6345-6354; J. Diao et al. (2001), Cytokine Growth F. R., 12:189-
205;H. Kim et al. (2001), Biochem. Biophys. Res. Commun., 286:886-894） お よ び Ｈ
Ｃ Ｖ （ D.I. Tai et al. (2000), Hepatology, 31: 656-664; H. Yoshida et al. (2001),
 J. Biol. Chem., 276: 16399-16405; P. Boya et al. (2001), Hepatology, 34: 1041-4
8; G. Gong et al. (2001), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 98:9599-9604; H. Marusawa 
et al. (1999), J. Virol., 73: 4713-4720） の 両 方 と も が 、 核 因 子 － カ ッ パ Ｂ （ Ｎ Ｆ －
κ Ｂ ） を 活 性 化 し 得 る こ と を 示 し て い る 。 Ｎ Ｆ － κ Ｂ の 構 成 的 お よ び ／ ま た は 誘 導 性 活 性
化 が 、 Ｈ Ｂ Ｖ 陽 性 細 胞 系 Ｈ ｅ ｐ ３ Ｂ お よ び Ｈ Ｃ Ｖ ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た Ｈ ｅ ｐ Ｇ ２ 細 胞
、 な ら び に Ｈ Ｂ Ｖ お よ び Ｈ Ｃ Ｖ 感 染 さ れ た 肝 臓 組 織 に お い て 確 立 さ れ た （ D.I. Tai et al
. (2000), Hepatology, 31: 656-664; P.J. Chiao et al. (2002), Cancer, 95:1696-170
5; D.I. Tai et al. (2000), Cancer, 89: 2274-2281） 。 活 性 化 Ｎ Ｆ － κ Ｂ は 、 免 疫 組 織
学 化 学 的 染 色 、 電 気 泳 動 移 動 度 シ フ ト ア ッ セ イ （ electrophoretic mobility shift assay
） （ Ｅ Ｍ Ｓ Ａ ） 、 お よ び ス ー パ ー シ フ ト ア ッ セ イ （ supershift assay） に よ っ て 実 証 さ れ
得 る 。 免 疫 に お け る Ｎ Ｆ － κ Ｂ の 重 要 性 は 議 論 の 余 地 が 無 い （ W.C. Sha (1998), J. Exp.
 Med., 187:143-146; Q. Li (2002), Nature Rev. Immunol., 2:725-734） 。 最 近 の 証 拠
は 、 Ｎ Ｆ － κ Ｂ お よ び そ の 活 性 化 経 路 は ま た 、 腫 瘍 発 生 に つ い て も 重 要 で あ る こ と を 示 し
て い る （ D. Hanahan and R.A. Weinberg (2000), Cell, 100:57-70; M. Karin et al. (2
002), Nature Rev. Cancer, 2: 301-310; E. Pikarsky et al. (2004), Nature, 431: 46
1-466; A. Lin and M. Karin (2003), Semin. Cancer Biol., 13: 107-114） 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ９ 】
　 Ｎ Ｆ － κ Ｂ 活 性 化 と 関 連 す る 以 前 の 報 告 に 基 づ い て 、 Ｈ Ｂ Ｖ お よ び Ｈ Ｃ Ｖ の 両 方 に 共 通
の Ｎ Ｆ － κ Ｂ 関 連 肝 細 胞 癌 発 生 （ NF-kB-related hepatocarcinogenesis） の 可 能 な 機 構 が
存 在 す る こ と が 、 提 案 さ れ る 。 こ の 仮 説 を 試 験 す る た め に 、 本 発 明 者 は 、 Ｈ Ｂ Ｖ お よ び ／
ま た は Ｈ Ｃ Ｖ に 感 染 し た 患 者 か ら 採 取 し た 対 の 腫 瘍 お よ び 非 腫 瘍 組 織 に お け る Ｎ Ｆ － κ Ｂ
活 性 化 を そ れ ぞ れ 分 析 し た 。 驚 く べ き こ と に 、 本 発 明 者 は 、 よ り 高 い レ ベ ル の Ｎ Ｆ － κ Ｂ
結 合 Ｗ ｎ ｔ － １ 蛋 白 質 （ NF-kB-associated Wnt-1 protein） が 、 Ｈ Ｂ Ｖ お よ び Ｈ Ｃ Ｖ の 少
な く と も １ つ に 感 染 し た 患 者 か ら 採 取 し た 対 の 肝 臓 検 体 の 非 腫 瘍 部 分 に お い て よ り も 腫 瘍
部 分 に お い て 検 出 さ れ る と い う こ と を 見 出 し た 。 更 に 、 Ｗ ｎ ｔ － １ の 増 強 さ れ た 発 現 が 、
Ｈ Ｂ Ｖ お よ び Ｈ Ｃ Ｖ の 少 な く と も １ つ に 感 染 し た 患 者 に お け る Ｈ Ｃ Ｃ の 発 生 に 臨 床 的 に 関
連 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
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　 本 発 明 者 の 知 る 限 り で は 、 Ｗ ｎ ｔ － １ が Ｈ Ｃ Ｃ の 発 生 に 密 接 に 関 連 し て い る こ と は 、 文
献 に お い て 報 告 さ れ て い な い 。 本 発 明 者 の 知 見 に 基 づ い て 、 Ｗ ｎ ｔ － １ を Ｈ Ｃ Ｃ の バ イ オ
マ ー カ ー と し て 使 用 す る 、 肝 内 小 結 節 （ hepatic nodule） を 有 す る か 有 す る と 思 わ れ る 被
験 体 、 特 に 、 Ｈ Ｂ Ｃ と Ｈ Ｃ Ｖ の 少 な く と も １ つ に 感 染 し た 者 に お け る Ｈ Ｃ Ｃ の 素 因 を 決 定
す る た め の 方 法 、 な ら び に Ｈ Ｃ Ｃ を 有 す る か ま た は 有 す る と 思 わ れ る 被 験 体 の 予 後 評 価 の
た め の 方 法 を 開 発 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ２ １ 】
　 発 明 の 要 旨
　 従 っ て 、 第 一 の 局 面 に よ れ ば 、 本 発 明 は 、
　 肝 内 小 結 節 を 有 す る か 有 す る と 思 わ れ る 被 験 体 に お け る 肝 細 胞 癌 の 素 因 （ predispositi
on） を 決 定 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
　 該 被 験 体 か ら 採 取 し た 肝 臓 検 体 を 腫 瘍 部 分 と 非 腫 瘍 部 分 へ 分 離 す る こ と ；
　 該 腫 瘍 部 分 お よ び 該 非 腫 瘍 部 分 に お け る Ｗ ｎ ｔ － １ 発 現 の レ ベ ル を そ れ ぞ れ 検 出 す る こ
と ；
　 該 腫 瘍 部 分 に お け る Ｗ ｎ ｔ － １ 発 現 の 検 出 レ ベ ル を 該 非 腫 瘍 部 分 の そ れ と 比 較 し て 、 比
率 値 を 得 る こ と ； お よ び
　 該 被 験 体 が 、 得 ら れ た 該 比 率 値 に 基 づ い て 肝 細 胞 癌 に 素 因 を 有 す る （ predisposed to）
か 否 か を 決 定 す る こ と （ こ こ で 、 該 被 験 体 は 、 得 ら れ た 該 比 率 値 が １ よ り も 大 き い 場 合 、
肝 細 胞 癌 に 素 因 を 有 す る と 決 定 さ れ る ）
を 包 含 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 第 二 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、
　 肝 細 胞 癌 を 有 す る か ま た は 有 す る と 思 わ れ る 被 験 体 の 予 後 評 価 （ prognostic evaluatio
n） の た め の 方 法 で あ っ て 、
　 該 被 験 体 か ら 採 取 し た 肝 臓 検 体 を 腫 瘍 部 分 と 非 腫 瘍 部 分 へ 分 離 す る こ と ；
　 該 腫 瘍 部 分 お よ び 該 非 腫 瘍 部 分 に お け る Ｗ ｎ ｔ － １ 発 現 の レ ベ ル を そ れ ぞ れ 検 出 す る こ
と ；
　 該 腫 瘍 部 分 に お け る Ｗ ｎ ｔ － １ 発 現 の 検 出 レ ベ ル を 該 非 腫 瘍 部 分 の そ れ と 比 較 し て 、 比
率 値 を 得 る こ と ； お よ び
　 得 ら れ た 該 比 率 値 に 基 づ い て 該 被 験 体 の 予 後 を 評 価 す る こ と （ こ こ で 、 該 被 験 体 は 、
　 （ ｉ ） 得 ら れ た 該 比 率 値 が ２ よ り 大 き い 場 合 、 ６ ヶ 月 以 下 の 予 後 （ prognosis） ；
　 （ ｉ ｉ ） 得 ら れ た 該 比 率 値 が １ ～ ２ で あ る 場 合 、 ６ ～ １ ８ ヶ 月 の 予 後 ； ま た は
　 （ ｉ ｉ ｉ ） 得 ら れ た 該 比 率 値 が １ 未 満 で あ る 場 合 、 少 な く と も １ ８ ヶ 月 の 予 後
を 有 す る と 評 価 さ れ る ）
を 包 含 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 上 記 お よ び 他 の 特 徴 お よ び 利 点 は 、 添 付 の 図 面 を 参 照 す る 好 ま し い 実 施 形 態 の
以 下 の 詳 細 な 説 明 に お い て 明 ら か と な る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 発 明 の 詳 細 な 説 明
　 本 明 細 書 の 目 的 の た め に 、 用 語 “ 含 む （ comprising） ” は “ 含 む が 限 定 さ れ な い （ incl
uding but not limited to） ” を 意 味 し 、 そ し て 用 語 “ 含 む （ comprises） ” は 対 応 の 意
味 を 有 す る と 明 確 に 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 先 行 技 術 刊 行 物 が 本 明 細 書 に お い て 参 照 し て も 、 こ の よ う な 参 照 は 、 該 刊 行 物 が 当 該 分
野 、 台 湾 ま た は 他 の 国 に お け る 共 通 の 一 般 的 知 識 の 一 部 を 形 成 す る と い う 承 認 を 構 成 し な
い こ と が 理 解 さ れ る べ き で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 別 に 規 定 さ れ な い 限 り 、 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 全 て の 技 術 お よ び 科 学 用 語 は 、 本

10

20

30

40

50

(8) JP 2007-139742 A 2007.6.7



発 明 が 属 す る 技 術 の 当 業 者 に よ っ て 一 般 的 に 理 解 さ れ る 意 味 を 有 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 種 々 の 実 質 性 肝 臓 疾 患 （ parenchymal liver diseases） は 、 肝 炎 、 線 維 症 、 お よ び 最 終
的 に は 肝 硬 変 に 至 り 得 る 。 硬 変 肝 臓 は 、 再 生 性 小 結 節 （ regenerative nodules） を 含 み 、
そ し て ま た 異 形 成 小 結 節 （ dysplastic nodules） な ら び に 肝 細 胞 癌 （ Ｈ Ｃ Ｃ ） を 含 み 得 る
。 １ ９ ９ ５ 年 以 来 、 改 変 さ れ た 命 名 法 は 、 ２ つ の グ ル ー プ に 肝 内 小 結 節 を 分 類 し た ： 再 生
性 病 巣 （ regenerative lesions） お よ び 異 形 成 ま た は 新 生 物 性 病 巣 （ dysplastic or neop
lastic lesions） 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 異 形 成 ま た は 新 生 物 性 病 巣 は 、 推 定 さ れ る か ま た は 証 明 さ れ た 遺 伝 的 変 性 に よ っ て 引 き
起 こ さ れ る 異 常 成 長 の 組 織 学 的 特 徴 を 示 す 肝 細 胞 か ら 構 成 さ れ る 。 異 形 成 ま た は 新 生 物 性
小 結 節 は 、 肝 細 胞 腺 腫 、 異 形 成 病 巣 （ dysplastic foci） 、 異 形 成 小 結 節 、 お よ び Ｈ Ｃ Ｃ
を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 異 形 成 病 巣 （ dysplastic focus） は 、 直 径 １ ｍ ｍ 未 満 の 肝 細 胞 の ク ラ ス タ ー と し て 規 定
さ れ 、 異 形 成 を 有 す る が 悪 性 度 に つ い て 明 確 な 組 織 学 的 判 定 基 準 を 有 さ な い 。 異 形 成 （ dy
splasia） は 、 該 病 巣 を 構 成 す る 細 胞 の ク ラ ス タ ー 内 の 、 核 お よ び 細 胞 質 変 化 の 存 在 （ 例
え ば 、 重 篤 な 核 異 型 へ 最 小 量 の も の ） お よ び 増 加 し た 量 の 細 胞 質 脂 肪 ま た は グ リ コ ー ゲ ン
を 示 す 。 異 形 成 病 巣 は 、 肝 硬 変 に お い て 一 般 的 で あ り 、 そ し て 非 肝 硬 変 肝 臓 に お い て 一 般
的 で な い 。 異 形 成 は 、 小 さ い ま た は 大 き い 細 胞 タ イ プ の も の で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 異 形 成 小 結 節 （ dysplastic nodule） は 、 少 な く と も 直 径 １ ｍ ｍ の 肝 細 胞 の 小 結 節 領 域
で あ り 、 異 形 成 を 有 す る が 悪 性 度 に つ い て 明 確 な 組 織 学 的 判 定 基 準 を 有 さ な い 。 こ れ ら の
小 結 節 は 、 通 常 、 肝 硬 変 肝 臓 に お い て 見 ら れ る 。 異 形 成 小 結 節 は 、 低 グ レ ー ド ま た は 高 グ
レ ー ド で あ り 得 る 。 低 グ レ ー ド 異 形 成 を 有 す る 小 結 節 は 、 変 化 し た 肝 臓 実 質 細 胞 構 造 な ら
び に 増 加 し た 核 － 細 胞 質 比 を 有 す る 増 加 し た 数 の 細 胞 を 示 し 得 る 。 高 グ レ ー ド 異 形 成 を 有
す る 小 結 節 は 、 サ イ ズ お よ び 形 状 が 可 変 で あ る 核 を 含 有 す る 、 肝 細 胞 の 層 の 増 加 し た 厚 み
を 示 す 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 Ｈ Ｃ Ｃ は 、 肝 細 胞 性 分 化 （ hepatocellular differentiation） を 有 す る 細 胞 か ら 構 成 さ
れ る 悪 性 新 生 物 で あ る 。 小 さ な Ｈ Ｃ Ｃ は 、 直 径 ２ ｃ ｍ 以 下 と 規 定 さ れ る 。 Ｈ Ｃ Ｃ と 高 グ レ
ー ド 異 形 成 小 結 節 と を 区 別 す る た め に 使 用 さ れ る 判 定 基 準 は 、 明 確 に は 規 定 さ れ て い な い
。 ほ と ん ど の 小 さ な Ｈ Ｃ Ｃ は 、 確 信 を も っ て 異 形 成 小 結 節 と 組 織 学 的 に 区 別 す る こ と が 出
来 な い 。 更 に は 、 癌 の 病 巣 （ foci of carcinoma） は 、 他 に 良 性 異 形 成 小 結 節 に お い て 見
ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 上 記 説 明 は 、 Shahid M. Hussain et al. (2002), RadioGraphics, 22:1023-1039か ら 引
用 さ れ 、 こ の 開 示 は 、 そ の 全 て が 、 参 照 に よ っ て 本 明 細 書 中 に 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 Ｈ Ｂ Ｖ お よ び Ｈ Ｃ Ｖ で の 慢 性 感 染 は 、 肝 炎 、 肝 硬 変 、 お よ び 肝 細 胞 癌 （ Ｈ Ｃ Ｃ ） に 病 因
学 的 に 関 連 す る 。 ウ イ ル ス は 両 方 と も 、 肝 細 胞 に お い て Ｎ Ｆ － κ Ｂ 活 性 化 を 誘 発 す る と 報
告 さ れ て い る 。 Ｈ Ｂ Ｖ お よ び Ｈ Ｃ Ｖ の 両 方 に 共 通 の Ｎ Ｆ － κ Ｂ 関 連 肝 細 胞 癌 発 生 （ NF-kB-
related hepatocarcinogenesis） の 可 能 な 機 構 を 探 究 す る た め に 、 本 発 明 者 は 、 Ｈ Ｂ Ｖ お
よ び Ｈ Ｃ Ｖ の 少 な く と も １ つ に 感 染 し た 患 者 か ら 採 取 し た 対 の 腫 瘍 お よ び 非 腫 瘍 肝 臓 組 織
に お い て 、 Ｎ Ｆ － κ Ｂ 結 合 蛋 白 質 複 合 体 （ NF-kB associated protein complexes） を 分 析
し た 。 Ｎ Ｆ － κ Ｂ 結 合 蛋 白 質 の 量 を 、 ２ － Ｄ Ｅ ゲ ル に お け る 蛋 白 質 ス ポ ッ ト 強 度 （ protei
n spot intensity） に よ っ て 半 定 量 的 に 測 定 し た 。 Ｎ Ｆ － κ Ｂ シ グ ナ リ ン グ 複 合 体 と 関 連
し た 蛋 白 質 ス ポ ッ ト を 、 機 能 的 プ ロ テ オ ー ム 分 析 （ functional proteomics analysis） に
よ っ て 研 究 し た （ R. Aebersold and M. Mann (2003), Nature, 422:198-207; E. Phizick
y et al. (2003), Nature, 422:208-215） 。
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【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 の 研 究 プ ロ ト コ ル を 図 １ に 図 示 す る 。 手 短 に 言 え ば 、 Ｈ Ｂ Ｖ お よ び Ｈ Ｃ Ｖ の 少 な
く と も １ つ に 感 染 し た 患 者 か ら 採 取 し た 対 の 腫 瘍 ／ 非 腫 瘍 肝 組 織 を 、 以 下 の 分 析 に 供 し た
： Ｅ Ｍ Ｓ Ａ ／ ス ー パ ー シ フ ト ア ッ セ イ 、 免 疫 沈 降 （ Ｉ Ｐ ） 、 二 次 元 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ
ル 電 気 泳 動 （ ２ － Ｄ Ｅ ） 、 銀 染 色 お よ び ／ ま た は Ｓ Ｙ Ｐ Ｒ Ｏ － Ｒ ｕ ｂ ｙ 染 色 、 Ｉ Ｐ 蛋 白 質
ス ポ ッ ト の Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｑ － Ｔ Ｏ Ｆ 分 析 、 お よ び 抗 － Ｗ ｎ ｔ － １ 抗 体 を 使 用 す る ウ ェ ス タ
ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 図 ６ を 参 照 し て 、 抗 － ｐ ５ ０ お よ び ／ ま た は 抗 － ｐ ６ ５ を 使 用 し て Ｉ Ｐ で 処 理 し た ２ －
Ｄ Ｅ ゲ ル 上 に お い て ポ ジ テ ィ ブ に 染 色 さ れ た も の に 等 し い ２ ０ 個 の 蛋 白 質 ス ポ ッ ト を 、 Im
ageMaster 2D Platinum Software, version 5.0 (Amersham Biosciences)を 組 み 合 わ せ た
Typhoon 9200 ImageMaster (Amersham Biosciences)を 使 用 し て 、 任 意 に 選 択 し そ し て 共
に マ ッ ピ ン グ し た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 別 の ２ － Ｄ Ｅ ゲ ル を 、 図 ６ の 銀 染 色 し た ２ － Ｄ Ｅ ゲ ル に つ い て 使 用 し た も の と 同 一 の 条
件 下 で 実 行 し た 。 Ｓ Ｙ Ｐ Ｒ Ｏ － Ｒ ｕ ｂ ｙ 染 色 後 、 図 ６ に 示 さ れ る そ れ ら の ス ポ ッ ト に 対 応
す る ２ ０ 個 の 蛋 白 質 ス ポ ッ ト を 、 イ ン － ゲ ル ト リ プ シ ン 消 化 （ in-gel trypsin digestion
） に 供 し 、 続 い て Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 質 量 分 析 計 を 使 用 し て 質 量 分 析 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 こ れ ら の 分 析 し た ２ ０ 個 の 蛋 白 質 ス ポ ッ ト の う ち 、 “ Ｍ Ｉ ２ ０ ５ ４ ３ ４ ” と 呼 ば れ る 蛋
白 質 ス ポ ッ ト は 、 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ 　 Ｐ Ｍ Ｆ 分 析 に よ る デ ー タ ベ ー ス サ ー チ 結 果 （ 後 述 の 表 ３ を
参 照 の こ と ） 、 抗 － ヒ ト Ｗ ｎ ｔ － １ を 使 用 す る Ｈ Ｃ Ｃ 患 者 番 号 １ お よ び ５ の 対 の 検 体 の ２
－ Ｄ Ｅ ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 か ら の 実 験 結 果 （ 図 １ １ を 参 照 の こ と ） 、 な ら び に ８ 個 の
更 な る Ｈ Ｃ Ｃ 患 者 か ら の 検 体 の １ － Ｄ Ｅ ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に お け る デ ン シ ト メ ト リ ー 分
析 か ら の 実 験 結 果 （ 即 ち 、 患 者 番 号 １ ０ ～ １ ７ 、 図 １ ２ を 参 照 の こ と ） に 基 づ い て 、 Ｗ ｎ
ｔ － １ 蛋 白 質 （ Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ ア ク セ ッ シ ョ ン ナ ン バ ー Ｐ ０ ４ ６ ２ ８ ） で あ る と 示 唆 さ れ た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 者 の 結 果 は 、 Ｈ Ｂ Ｖ お よ び ／ ま た は Ｈ Ｃ Ｖ に 感 染 し た 患 者 か ら 採 取 し た 対 の 肝 臓
検 体 の 腫 瘍 お よ び 非 腫 瘍 部 分 に お け る Ｎ Ｆ － κ Ｂ の 構 成 的 活 性 化 （ constitutive activat
ion） を 明 ら か に し た 。 更 に 、 驚 く べ き こ と に 、 よ り 高 い レ ベ ル の Ｎ Ｆ － κ Ｂ 結 合 Ｗ ｎ ｔ
－ １ 蛋 白 質 が 、 Ｈ Ｂ Ｖ お よ び Ｈ Ｃ Ｖ の 少 な く と も １ つ に 感 染 し た ９ 人 の 患 者 （ 即 ち 、 後 述
の 表 １ に 列 挙 さ れ る Ｈ Ｃ Ｃ 患 者 番 号 １ ～ ９ ） か ら 採 取 し た 対 の 肝 臓 検 体 の 非 腫 瘍 部 分 よ り
も 腫 瘍 部 分 に お い て 検 出 さ れ る こ と が 判 明 し た 。 更 に 、 Ｗ ｎ ｔ － １ の 増 強 さ れ た 発 現 は 、
Ｈ Ｂ Ｖ お よ び Ｈ Ｃ Ｖ の 少 な く と も １ つ に 感 染 し た こ れ ら ９ 人 の 患 者 に お い て 、 Ｈ Ｃ Ｃ の 発
生 に 臨 床 的 に 関 連 し て い る 。 Ｎ Ｆ － κ Ｂ 結 合 Ｗ ｎ ｔ － １ 蛋 白 質 （ NF-kB-associated Wnt-1
 protein） の 観 察 さ れ た 増 強 さ れ た 発 現 は 、 更 に 、 ８ 個 の 更 な る 対 の Ｈ Ｃ Ｃ 検 体 （ 即 ち 、
患 者 番 号 １ ０ ～ １ ７ 、 図 １ ２ を 参 照 の こ と ） の イ ム ノ ブ ロ ッ ト 分 析 に よ っ て 立 証 さ れ た 。
本 発 明 者 の 研 究 は 、 Ｎ Ｆ － κ Ｂ 結 合 Ｗ ｎ ｔ － １ 蛋 白 質 の 増 強 さ れ た 発 現 は 、 Ｂ 型 肝 炎 お よ
び Ｃ 型 肝 炎 関 連 肝 細 胞 癌 発 生 の 共 通 事 項 （ common denominator） で あ り 得 る こ と を 示 唆 し
て い る 。 従 っ て 、 Ｎ Ｆ － κ Ｂ お よ び Ｗ ｎ ｔ － １ 蛋 白 質 は 、 Ｈ Ｃ Ｃ の 処 置 お よ び 肝 細 胞 癌 発
生 の 化 学 的 予 防 の た め に 非 常 に 有 効 な 治 療 剤 を 設 計 す る こ と に お け る 潜 在 的 な 標 的 と し て
使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 更 に は 、 術 後 １ 年 以 内 で 検 出 さ れ た 肝 臓 内 拡 散 （ intrahepatic spread） 、 早 期 の 再 発
、 門 脈 腫 瘍 血 栓 症 （ portal vein tumor thrombosis） 、 お よ び 遠 位 転 移 （ distant metast
ases） を 、 悪 い 予 後 （ poor prognosis） と 分 類 し た 。 今 ま で の と こ ろ 研 究 さ れ た ４ ２ 人 の
Ｈ Ｃ Ｃ 患 者 に お い て 、 高 レ ベ ル の Ｗ ｎ ｔ － １ 発 現 （ 腫 瘍 ／ 非 腫 瘍 ≧ ２ ） は 、 外 科 手 術 治 療
を 受 け た こ れ ら の 患 者 に お い て 悪 い 予 後 に 関 連 し た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 に よ れ ば 、 肝 内 小 結 節 を 有 す る か ま た は 有 す る と 思 わ れ る 被 験 体 に お け
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る 肝 細 胞 癌 の 素 因 （ predisposition） を 決 定 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
　 該 被 験 体 か ら 採 取 し た 肝 臓 検 体 を 腫 瘍 部 分 と 非 腫 瘍 部 分 へ 分 離 す る こ と ；
　 該 腫 瘍 部 分 お よ び 該 非 腫 瘍 部 分 に お け る Ｗ ｎ ｔ － １ 発 現 の レ ベ ル を そ れ ぞ れ 検 出 す る こ
と ；
　 該 腫 瘍 部 分 に お け る Ｗ ｎ ｔ － １ 発 現 の 検 出 レ ベ ル を 該 非 腫 瘍 部 分 に お け る そ れ と 比 較 し
て 、 比 率 値 を 得 る こ と ； お よ び
　 該 被 験 体 が 、 得 ら れ た 該 比 率 値 に 基 づ い て 肝 細 胞 癌 に 素 因 を 有 す る （ predisposed to）
か 否 か を 決 定 す る こ と （ こ こ で 、 該 被 験 体 は 、 得 ら れ た 該 比 率 値 が １ よ り も 大 き い 場 合 、
肝 細 胞 癌 に 素 因 を 有 す る と 決 定 さ れ る ）
を 包 含 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 試 験 さ れ る 被 験 体 は 、 肝 臓 問 題 を 有 し て い る 患 者 、 特 に Ｂ 型 肝 炎 ウ イ
ル ス と Ｃ 型 肝 炎 ウ イ ル ス の 少 な く と も １ つ に 感 染 し た 者 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 該 被 験 体 に 存 在 す る 肝 内 小 結 節 （ hepatic nodule） は 、 臨 床 プ ラ ク テ
ィ ス に お い て 広 く 使 用 さ れ る 種 々 の 身 体 検 査 、 例 え ば 、 超 音 波 、 コ ン ピ ュ ー タ 連 動 断 層 撮
影 （ Ｃ Ｔ ） 、 磁 気 共 鳴 画 像 法 （ Ｍ Ｒ Ｉ ） な ど に よ っ て 検 出 さ れ 得 る 。 肝 内 小 結 節 は そ れ 自
体 臨 床 的 に 検 出 さ れ 得 る が 、 肝 内 小 結 節 が 良 性 ま た は 前 悪 性 ま た は 悪 性 で あ る か を 決 定 す
る こ と が 依 然 と し て 必 要 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 肝 臓 検 体 は 、 好 ま し く は 、 肝 内 小 結 節 を 含 有 す る 被 験 体 の 肝 臓 の 部 分
か ら 採 取 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 該 肝 臓 検 体 は 、 部 分 切 除 お よ び 右 葉 切 除 （ right lobectomy） か ら 選
択 さ れ る 外 科 手 術 に よ っ て 、 あ る い は 肝 生 検 （ liver biopsy） 、 吸 引 （ aspiration） ま た
は 腹 腔 鏡 検 査 に よ っ て 、 該 被 験 体 か ら 採 取 さ れ る 。 次 い で 、 該 肝 臓 検 体 を 、 該 検 体 に 含 ま
れ る 肝 臓 組 織 の 全 体 的 外 観 （ gross appearances） に 基 づ い て 、 腫 瘍 部 分 お よ び 非 腫 瘍 部
分 に 分 離 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 の 研 究 に よ れ ば 、 該 非 腫 瘍 部 分 に お け る そ れ と 比 較 し た 場 合 の 、 該 腫 瘍 部 分 に お
け る 該 Ｗ ｎ ｔ － １ 発 現 の 検 出 レ ベ ル の 増 加 が 、 Ｎ Ｆ － κ Ｂ 活 性 化 と 関 連 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 Ｗ ｎ ｔ － １ 発 現 の レ ベ ル は 、 当 業 者 に 公 知 の 手 段 に よ っ て 測 定 さ れ 得 る 。 本 発 明 に よ れ
ば 、 一 般 的 に 、 抗 体 、 ま た は 抗 体 等 価 物 を 使 用 し て 、 肝 臓 検 体 に お け る Ｗ ｎ ｔ － １ 発 現 の
レ ベ ル を 検 出 す る こ と が 好 ま し い 。 し か し 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 （ mRNA transcripts） の 分 析
に よ っ て Ｗ ｎ ｔ － １ 発 現 を 測 定 す る こ と の よ う な 、 Ｗ ｎ ｔ － １ 発 現 の 検 出 の た め の 他 の 方
法 も ま た 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の レ ベ ル を 評 価 す る た め の 方 法 は 、 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 例 え ば 、 Ｗ ｎ ｔ － １
遺 伝 子 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 を 定 量 す る こ と は 、 以 下 の 方 法 の 少 な く と も １ つ を 使 用 し て 行 わ
れ 得 る ： ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 、 定 量 的 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反
応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） な ど 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 例 と し て 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ と 関 連 し て 、 Ｒ Ｎ Ａ の 調 製 は 、 変 性 ア ガ ロ ー ス ゲ ン
ル 上 に お い て 実 行 さ れ 、 そ し て 適 切 な 支 持 体 （ 例 え ば 、 活 性 化 セ ル ロ ー ス 、 ニ ト ロ セ ル ロ
ー ス ま た は ガ ラ ス ま た は ナ イ ロ ン 膜 ） へ 移 さ れ る 。 次 い で 、 標 識 さ れ た （ 例 え ば 、 放 射 標
識 さ れ た ） ｃ Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ を 、 該 調 製 物 へ ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 洗 浄 し 、 そ し て オ
ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー の よ う な 方 法 に よ っ て 分 析 す る 。 Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 の 検 出 の た め の 別 の
一 般 的 な ア プ ロ ー チ は 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ で あ り 、 こ れ は 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ へ ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 逆 転 写 し 、
続 い て ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 を 行 う こ と を 包 含 す る 。 あ る い は 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 は 、 Ｄ Ｎ Ａ
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ア レ イ 、 チ ッ プ ま た は マ イ ク ロ ア レ イ に お い て 検 出 さ れ 得 る 。 Ｄ Ｎ Ａ ア レ イ を 作 製 す る 方
法 お よ び そ れ ら の 使 用 方 法 は 、 当 該 分 野 に お い て 周 知 で あ る （ 例 え ば 、 US 6,618,679、 US
 6,379,897、 US 6,664,377、 US 6,451,536お よ び US 6,548,257を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 Ｗ ｎ ｔ － １ 発 現 の レ ベ ル は 、 以 下 の 方 法 の 少 な く
と も １ つ を 使 用 し て 、 Ｗ ｎ ｔ － １ 蛋 白 質 を 定 量 す る こ と に よ っ て 測 定 さ れ る ： ゲ ル 電 気 泳
動 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 、 酵 素 免 疫 検 定 法 、 例 え ば 、 酵 素 結 合 イ ム ノ ソ ル ベ ン ト 検
定 法 （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） 、 放 射 免 疫 測 定 法 、 免 疫 組 織 化 学 、 プ ロ テ オ ミ ク ス な ど 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 Ｗ ｎ ｔ － １ 蛋 白 質 の 定 量 は 、 Ｗ ｎ ｔ － １ 蛋 白 質 に
特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 ベ ー ス の 結 合 部 分 （ antibody-based binding moiety） を 使 用 し て
行 わ れ る 。 本 発 明 の よ り 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 該 抗 体 ベ ー ス の 結 合 部 分 は 、 放 射 性
ラ ベ ル 、 ハ プ テ ン ラ ベ ル 、 蛍 光 ラ ベ ル 、 お よ び 酵 素 ラ ベ ル か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 検
出 可 能 な ラ ベ ル で 標 識 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 用 語 “ 抗 体 ベ ー ス の 結 合 部 分 ” ま た は “ 抗 体 ” は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 お よ び 免 疫 グ ロ
ブ リ ン 分 子 の 免 疫 学 的 に 活 性 な 決 定 基 、 例 え ば 、 Ｗ ｎ ｔ － １ 蛋 白 質 に 特 異 的 に 結 合 す る （
こ れ と 免 疫 反 応 す る ） 抗 原 結 合 部 位 を 含 む 分 子 を 包 含 す る 。 用 語 “ 抗 体 ベ ー ス の 結 合 部 分
” は 、 任 意 の ア イ ソ タ イ プ の 全 て の 抗 体 （ 例 え ば 、 Ｉ ｇ Ｇ 、 Ｉ ｇ Ａ 、 Ｉ ｇ Ｍ 、 Ｉ ｇ Ｅ な ど
） を 包 含 す る よ う に 意 図 さ れ 、 そ し て ま た Ｗ ｎ ｔ － １ 蛋 白 質 と 特 異 的 に 反 応 性 で あ る そ の
フ ラ グ メ ン ト を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 抗 体 は 、 従 来 の 技 術 を 使 用 し て フ ラ グ メ ン ト 化 さ れ 得 る 。 従 っ て 、 用 語 “ そ の フ ラ グ メ
ン ト ” は 、 特 定 の 蛋 白 質 と 選 択 的 に 反 応 し 得 る 、 蛋 白 質 分 解 的 に 切 断 さ れ た （ proteolyti
cally-cleaved） ま た は 組 換 え 的 に 調 製 さ れ た （ recombinantly-prepared） 抗 体 分 子 部 分
の セ グ メ ン ト を 包 含 す る 。 こ の よ う な 蛋 白 質 分 解 お よ び ／ ま た は 組 換 え フ ラ グ メ ン ト の 非
限 定 的 な 例 は 、 Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 、 Ｆ ａ ｂ ’ 、 Ｆ ｖ 、 ｄ ａ ｂ （ dabs） お よ び ペ プ チ
ド リ ン カ ー に よ っ て 連 結 さ れ た Ｖ Ｌ お よ び Ｖ Ｈ ド メ イ ン を 含 有 す る 一 本 鎖 抗 体 （ single c
hain antibodies） （ ｓ ｃ Ｆ ｖ ） を 包 含 す る 。 該 ｓ ｃ Ｆ ｖ は 、 共 有 結 合 ま た は 非 共 有 結 合
さ れ て ２ 以 上 の 結 合 部 位 を 有 す る 抗 体 を 形 成 し 得 る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 用 語 “ 抗 体 ベ ー ス の 結 合 部 分 ” は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 、 ま た は 抗 体 お よ
び 組 換 え 抗 体 の 他 の 精 製 調 製 物 を 包 含 す る 。 用 語 “ 抗 体 ベ ー ス の 結 合 部 分 ” は 、 更 に 、 ヒ
ト 化 抗 体 、 二 重 特 異 的 （ bi-specific） 抗 体 、 お よ び 抗 体 分 子 か ら 誘 導 さ れ る 少 な く と も
１ つ の 抗 原 結 合 決 定 基 を 有 す る キ メ ラ 分 子 を 包 含 す る よ う に 意 図 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 該 抗 体 ベ ー ス の 結 合 部 分 は 、 検 出 可 能 に 標 識 さ れ る 。 本 明
細 書 中 で 使 用 さ れ る 場 合 、 “ 標 識 さ れ た 抗 体 （ labeled antibody） ” は 、 検 出 可 能 な 手 段
に よ っ て 標 識 さ れ て い る 抗 体 を 含 み 、 そ し て 酵 素 的 に 、 放 射 活 性 的 に 、 蛍 光 的 に 、 お よ び
化 学 発 光 的 に 標 識 さ れ て い る 抗 体 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 抗 体 は ま た 、 ｃ － Ｍ
ｙ ｃ 、 Ｈ Ａ 、 Ｖ Ｓ Ｖ － Ｇ 、 Ｈ Ｓ Ｖ 、 Ｆ Ｌ Ａ Ｇ 、 Ｖ ５ 、 ま た は Ｈ Ｉ Ｓ の よ う な 、 検 出 可 能 な
タ グ （ tag） で 標 識 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 Ｗ ｎ ｔ － １ の 検 出 の た め に 抗 体 ベ ー ス の 結 合 部 分 を 使 用 す る 本 発 明 の 方 法 に お い て 、 肝
臓 検 体 中 に 存 在 す る Ｗ ｎ ｔ － １ 蛋 白 質 の レ ベ ル は 、 検 出 可 能 に 標 識 さ れ た 抗 体 か ら 発 せ ら
れ た シ グ ナ ル の 強 度 に 相 関 す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 １ つ の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 抗 体 ベ ー ス の 結 合 部 分 は 、 抗 体 を 酵 素 へ 連 結 す る こ
と に よ っ て 、 検 出 可 能 に 標 識 さ れ る 。 次 い で 、 酵 素 は 、 そ の 基 質 へ 暴 露 さ れ る と 、 例 え ば
、 分 光 測 光 的 、 蛍 光 測 定 的 ま た は 可 視 的 手 段 に よ っ て 、 検 出 可 能 で あ り 得 る 化 学 部 分 を 生
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成 す る 様 式 で 、 該 基 質 と 反 応 す る 。 本 発 明 の 抗 体 を 検 出 可 能 に 標 識 す る た め に 使 用 さ れ 得
る 酵 素 と し て は 、 リ ン ゴ 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ブ ド ウ 球 菌 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 デ ル タ － Ｖ － ス
テ ロ イ ド イ ソ メ ラ ー ゼ （ delta-V- steroid isomerase） 、 酵 母 ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー
ゼ 、 ア ル フ ァ － グ リ セ ロ ホ ス フ ェ ー ト デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ト リ オ ー ス ホ ス フ ェ ー ト イ ソ メ
ラ ー ゼ 、 ホ ー ス ラ デ ィ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ア ル パ ラ ギ ナ ー
ゼ 、 グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 、 ウ レ ア ー ゼ 、
カ タ ラ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス － Ｖ Ｉ － ホ ス フ ェ ー ト デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ お よ
び ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 化 学 発 光 は 、 抗
体 ベ ー ス の 結 合 部 分 を 検 出 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 別 の 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 検 出 は ま た 、 種 々 の 他 の 免 疫 測 定 法 を 使 用 し て 達 成 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 抗 体 を 放 射 性 標
識 す る こ と に よ っ て 、 放 射 免 疫 ア ッ セ イ （ radioimmune assays） の 使 用 に よ り 該 抗 体 を 検
出 す る こ と が 可 能 で あ る 。 放 射 性 同 位 体 は 、 ガ ン マ カ ウ ン タ ー ま た は シ ン チ レ ー シ ョ ン カ
ウ ン タ ー の 使 用 の よ う な 手 段 に よ っ て 、 あ る い は オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー に よ っ て 、 検 出
さ れ 得 る 。 本 発 明 の 目 的 の た め に 特 に 有 用 で あ る 同 位 体 は 、 ３ Ｈ 、 ３ １ Ｐ 、 ３ ５ Ｓ 、 １ ４

Ｃ 、 お よ び １ ２ ５ Ｉ で あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 蛍 光 性 化 合 物 で 抗 体 を 標 識 す る こ と も 可 能 で あ る 。 蛍 光 的 に 標 識 さ れ た 抗 体 を 好 適 な 波
長 の 光 へ 暴 露 す る と 、 そ の 存 在 は 、 蛍 光 に 起 因 し て 検 出 さ れ 得 る 。 最 も 一 般 的 に 使 用 さ れ
る 蛍 光 標 識 化 合 物 は 、 中 で も 、 Ｃ Ｙ Ｅ 色 素 、 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 ロ ー ダ
ミ ン 、 フ ィ コ エ リ セ リ ン （ phycoerytherin） 、 フ ィ コ シ ア ニ ン 、 ア ロ フ ィ コ シ ア ニ ン 、 ｏ
－ フ タ ア ル デ ヒ ド （ o-phthaldehyde） お よ び フ ル オ レ ス カ ミ ン で あ る 。 抗 体 は ま た 、 １ ５

２ Ｅ ｕ 、 ま た は ラ ン タ ニ ド 系 の 他 の も の の よ う な 蛍 光 発 光 金 属 （ fluorescence emitting 
metals） を 使 用 し て 検 出 可 能 に 標 識 さ れ 得 る 。 こ れ ら の 金 属 は 、 ジ エ チ レ ン ト リ ア ミ ン 五
酢 酸 （ Ｄ Ｔ Ｐ Ａ ） ま た は エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 （ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ） の よ う な 金 属 キ レ ー ト 基 （
metal-chelating groups） を 使 用 し て 、 抗 体 へ 結 合 さ れ 得 る 。 抗 体 は ま た 、 そ れ を 化 学 発
光 化 合 物 へ カ ッ プ リ ン グ す る こ と に よ っ て 、 検 出 可 能 に 標 識 さ れ 得 る 。 次 い で 、 化 学 発 光
－ 抗 体 の 存 在 は 、 化 学 反 応 の 過 程 の 間 に 生 じ る 発 光 の 存 在 を 検 出 す る こ と に よ っ て 測 定 さ
れ る 。 特 に 有 用 な 化 学 発 光 標 識 化 合 物 の 例 は 、 ル ミ ノ ー ル 、 ル シ フ ェ リ ン 、 イ ソ ル ミ ノ ー
ル （ isoluminol） 、 テ ロ マ テ ィ ッ ク ア ク リ ジ ニ ウ ム エ ス テ ル （ theromatic acridinium es
ter） 、 イ ミ ダ ゾ ー ル 、 ア ク リ ジ ニ ウ ム 塩 お よ び オ キ サ レ ー ト エ ス テ ル で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 上 述 さ れ る よ う に 、 Ｗ ｎ ｔ － １ 蛋 白 質 の 量 ま た は レ ベ ル は 、 酵 素 結 合 イ ム ノ ソ ル ベ ン ト
検 定 法 （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） 、 放 射 免 疫 測 定 法 （ Ｒ Ｉ Ａ ） 、 イ ム ノ ラ ジ オ メ ト リ ッ ク ア ッ セ イ （
Ｉ Ｒ Ｍ Ａ ） 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 、 ま た は 免 疫 組 織 化 学 の よ う な 、 免 疫 ア ッ セ イ に
よ っ て 検 出 さ れ 得 る 。 抗 体 ア レ イ ま た は プ ロ テ イ ン チ ッ プ も ま た 使 用 さ れ 得 る （ 例 え ば 、
米 国 特 許 第 6,329,209号 お よ び 第 6,365,418号 ； な ら び に 米 国 特 許 出 願 公 開 公 報 第 20030013
208A1号 、 第 20020155493A1号 お よ び 第 20030017515A1号 を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 プ ロ テ オ ミ ク ス は 、 典 型 的 に 、 以 下 の 工 程 を 包 含 す る ： （ １ ） ２ － Ｄ ゲ ル 電 気 泳 動 （ ２
－ Ｄ 　 Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ） に よ る サ ン プ ル 中 の 個 々 の 蛋 白 質 の 分 離 ； （ ２ ） 例 え ば 質 量 分 析 ま た は
Ｎ 末 端 配 列 決 定 （ N-terminal sequencing） に よ る 該 ゲ ル か ら 回 収 さ れ た 個 々 の 蛋 白 質 の
同 定 ； な ら び に （ ３ ） バ イ オ イ ン フ ォ マ テ ィ ッ ク ス を 使 用 す る 該 デ ー タ の 分 析 。 プ ロ テ オ
ミ ク ス 方 法 は 、 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ の 他 の 方 法 の 有 用 な 補 足 で あ り 、 そ し て 本 発
明 に 従 う Ｈ Ｃ Ｃ の バ イ オ マ ー カ ー の プ ロ ダ ク ト を 検 出 す る た め に 、 単 独 で ま た は 他 の 方 法
と 組 み 合 わ せ て 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 質 量 分 析 法 は 、 当 該 分 野 に お い て 周 知 で あ り 、 そ し て 生 体 分 子 （ 例 え ば 、 蛋 白 質 ） を 定
量 お よ び ／ ま た は 同 定 す る た め に 使 用 さ れ て い る 。 従 っ て 、 本 発 明 の 方 法 に お い て 、 Ｗ ｎ
ｔ － １ 蛋 白 質 は ま た 、 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ ／ Ｔ Ｏ Ｆ （ 飛 行 時 間 型 （ time-of-flight） ） 、 Ｓ Ｅ Ｌ Ｄ
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Ｉ ／ Ｔ Ｏ Ｆ 、 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー － 質 量 分 析 （ Ｌ Ｃ － Ｍ Ｓ ） 、 ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー － 質 量 分 析 （ Ｇ Ｃ － Ｍ Ｓ ） 、 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー － 質 量 分 析 （ Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ － Ｍ Ｓ
） 、 キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 － 質 量 分 析 、 核 磁 気 共 鳴 分 光 測 定 、 ま た は タ ン デ ム 質 量 分 析 （
tandem mass spectrometry） （ 例 え ば 、 Ｍ Ｓ ／ Ｍ Ｓ 、 Ｍ Ｓ ／ Ｍ Ｓ ／ Ｍ Ｓ 、 Ｅ Ｓ Ｔ － Ｍ Ｓ ／
Ｍ Ｓ な ど ） の よ う な 質 量 分 析 法 を 使 用 し て 検 出 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 出 願 公 開 公 報
第 20030199001号 、 20030134304号 、 20030077616号 を 参 照 の こ と （ こ れ ら は 、 参 照 に よ り
本 明 細 書 中 に 組 み 込 ま れ る ） 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 肝 細 胞 癌 を 有 す る か ま た は 有 す る と 思 わ れ る 被 験 体 の 予 後 評 価 （ prog
nostic evaluation） の た め の 方 法 で あ っ て 、
　 該 被 験 体 か ら 採 取 し た 肝 臓 検 体 を 腫 瘍 部 分 と 非 腫 瘍 部 分 へ 分 離 す る こ と ；
　 該 腫 瘍 部 分 お よ び 該 非 腫 瘍 部 分 に お け る Ｗ ｎ ｔ － １ 発 現 の レ ベ ル を そ れ ぞ れ 検 出 す る こ
と ；
　 該 腫 瘍 部 分 に お け る Ｗ ｎ ｔ － １ 発 現 の 検 出 レ ベ ル を 該 非 腫 瘍 部 分 に お け る そ れ と 比 較 し
て 、 比 率 値 を 得 る こ と ； お よ び
　 得 ら れ た 該 比 率 値 に 基 づ い て 該 被 験 体 の 予 後 を 評 価 す る こ と （ こ こ で 、 該 被 験 体 は 、
　 （ ｉ ） 得 ら れ た 該 比 率 値 が ２ よ り 大 き い 場 合 、 ６ ヶ 月 以 下 の 予 後 （ prognosis） ；
　 （ ｉ ｉ ） 得 ら れ た 該 比 率 値 が １ ～ ２ で あ る 場 合 、 ６ ～ １ ８ ヶ 月 の 予 後 ； ま た は
　 （ ｉ ｉ ｉ ） 得 ら れ た 該 比 率 値 が １ 未 満 で あ る 場 合 、 少 な く と も １ ８ ヶ 月 の 予 後
を 有 す る と 評 価 さ れ る ）
を 包 含 す る 方 法 も ま た 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 肝 細 胞 癌 を 有 す る か ま た は 有 す る と 思 わ れ る 被 験 体 の 予 後 を 評 価 す る た め の 方 法 の 局 面
に 関 す る 詳 細 お よ び 細 部 は 、 上 記 で 議 論 さ れ る 被 験 体 に お け る 肝 細 胞 癌 の 素 因 を 決 定 す る
た め の 方 法 の 局 面 の そ れ ら と 実 質 的 に 同 一 で あ る と 理 解 さ れ 、 そ し て こ れ は 、 適 切 で あ る
場 合 は 、 肝 臓 検 体 、 分 析 な ど に 関 す る 上 記 の 記 載 は 、 肝 細 胞 癌 を 有 す る か ま た は 有 す る と
思 わ れ る 被 験 体 の 予 後 を 評 価 す る た め の 方 法 の 局 面 に 必 要 な 変 更 を 加 え て 適 用 さ れ る こ と
を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 の 予 後 予 測 方 法 （ prognostic method） は 、 Ｈ Ｃ Ｃ を 有 す る か ま た は 有 す る と 思
わ れ る 患 者 に つ い て の 処 置 の 適 切 な コ ー ス を 決 定 す る た め に 有 用 で あ る 。 処 置 の コ ー ス は
、 癌 に つ い て の 診 断 後 ま た は 処 置 後 に 患 者 に つ い て 採 用 さ れ る 治 療 手 段 （ therapeutic me
asures） を い う 。 例 え ば 、 癌 再 発 、 拡 散 、 ま た は 患 者 生 存 に つ い て の 可 能 性 の 決 定 は 、 治
療 へ の よ り 保 存 的 な ま た は よ り 根 治 的 な ア プ ロ ー チ が 採 用 さ れ る べ き か ど う か 、 あ る い は
処 置 モ ダ リ テ ィ （ treatment modalities） を 組 み 合 わ せ る べ き か ど う か を 決 定 す る に 役 立
ち 得 る 。 例 え ば 、 癌 再 発 の 可 能 性 が あ る 場 合 、 化 学 療 法 、 放 射 線 、 免 疫 療 法 、 生 物 学 的 修
飾 物 質 治 療 （ biological modifier therapy） 、 遺 伝 子 治 療 、 ワ ク チ ン な ど で の 外 科 的 処
理 を 先 行 す る か ま た は 追 随 す る こ と 、 あ る い は 患 者 が 処 置 さ れ る 期 間 を 調 節 す る こ と が 、
有 利 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 は ま た 、 肝 内 小 結 節 を 有 す る か ま た は 有 す る と 思 わ れ る 被 験 体 に お け る Ｈ Ｃ Ｃ の
診 断 （ 素 因 ） お よ び ／ ま た は 予 後 予 測 （ prognosis） の た め の 診 断 キ ッ ト の 製 造 を 考 え 、
こ こ で 、 Ｗ ｎ ｔ － １ 発 現 の レ ベ ル を 定 量 し 得 る 試 薬 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 は 、 以 下 の 実 施 例 に よ っ て 更 に 説 明 さ れ る 。 し か し 、 以 下 の 実 施 例 は 、 例 示 目 的
の た め の み に 意 図 さ れ 、 そ し て 実 際 に 本 発 明 を 限 定 す る と 解 釈 さ れ る べ き で は な い こ と が
理 解 さ れ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 実 施 例
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　 材 料 お よ び 方 法 ：
　 １ ． 肝 臓 組 織 サ ン プ ル の 収 集 ：
　 イ ン フ ォ ー ム ド コ ン セ ン ト を 、 本 発 明 に お い て 研 究 さ れ る 被 験 体 の 各 々 か ら 、 彼 ら の 肝
臓 組 織 の 寄 贈 に つ い て 得 、 そ し て 本 発 明 の 研 究 プ ロ ト コ ル は 、 1975 Declaration of Hels
inkiの 倫 理 指 針 に 適 合 し た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 Chi-Mei Medical Center（ 台 南 、 台 湾 ） お よ び Chang-Gung Memorial Hospital（ タ オ エ
ン （ Taoyen） 、 台 湾 ） に お い て 肝 臓 腫 瘍 の 外 科 的 処 理 を 受 け た ９ 人 の Ｈ Ｃ Ｃ 患 者 （ 患 者 番
号 １ ～ ９ ） の 新 鮮 な 切 除 検 体 を 、 手 術 直 後 、 腫 瘍 お よ び 非 腫 瘍 部 分 に 分 離 し た 。 表 １ は 、
こ れ ら ９ 人 の 患 者 の 臨 床 的 特 徴 （ clinical features） を 要 約 し て い る 。 The Tumor and S
erum Bank of Chi-Mei Medical Centerか ら 得 た ８ 個 の 更 な る 対 の Ｈ Ｃ Ｃ 検 体 （ 患 者 番 号
１ ０ ～ １ ７ ） を 、 同 様 に 、 腫 瘍 お よ び 非 腫 瘍 部 分 へ 分 離 し 、 そ し て 検 証 の た め に 研 究 し た
。 全 て の Ｈ Ｃ Ｃ 検 体 を 、 実 験 前 、 － ７ ０ ℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 ２ ． 肝 臓 組 織 か ら の 蛋 白 質 サ ン プ ル の 調 製 ：
　 蛋 白 質 を 、 研 究 下 の Ｈ Ｃ Ｃ 検 体 か ら 抽 出 し た 。 ２ つ の グ ル ー プ の 実 験 を 並 行 し て 行 い 、
一 方 は 、 腫 瘍 お よ び 非 腫 瘍 部 分 に 予 め 分 割 さ れ た 各 々 の 対 の Ｈ Ｃ Ｃ 検 体 に つ い て 個 々 に 実
行 し 、 そ し て 他 方 は 、 ９ 個 の 対 の Ｈ Ｃ Ｃ 検 体 の 腫 瘍 お よ び 非 腫 瘍 部 分 の プ ー ル さ れ た 総 蛋
白 質 に つ い て そ れ ぞ れ 行 っ た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 サ ン プ ル は 、 実 験 の 間 中 ず っ と 氷 上 で 維 持 し た 。 腫 瘍 お よ び 非 腫 瘍 部 分 に 分 離 さ れ た 個
々 の Ｈ Ｃ Ｃ 検 体 の 各 々 に つ い て 、 ０ ． ０ ６ ～ ０ ． ０ ８ ｇ の 凍 結 肝 臓 組 織 を 、 液 体 窒 素 と 共
に 冷 却 さ れ た ス テ ン レ ス ス チ ー ル 乳 鉢 お よ び 乳 棒 を 使 用 し て 粉 末 に 砕 い た 。 得 ら れ た 組 織
粉 末 を 、 ５ ｍ Ｌ の 溶 解 緩 衝 液 （ lysis buffer） （ ７ Ｍ 尿 素 、 ２ Ｍ チ オ 尿 素 、 ４ ％ Ｃ Ｈ Ａ Ｐ
Ｓ 、 １ ０ ｍ Ｍ  Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 お よ び １ ｍ Ｍ  Ｐ Ｍ Ｓ Ｆ ） と 混 合 し 、 そ し て こ の よ う に し て 得 ら
れ た 混 合 物 を 、 ４ ℃ で １ 時 間 、 Ｐ ｏ ｔ ｔ ｅ ｒ タ イ プ ホ モ ジ ナ イ ザ ー を 使 用 し て ホ モ ナ イ ゼ
ー シ ョ ン に 供 し た 。 破 壊 さ れ て い な い 細 胞 お よ び 結 合 組 織 を 、 ４ ℃ で ３ 時 間 、 ２ １ ， ０ ０
０ × ｇ で の 遠 心 分 離 に よ っ て 、 該 ホ モ ジ ネ ー ト か ら 除 去 し た 。 上 澄 み を 回 収 し 、 そ し て 使
用 ま で － ７ ０ ℃ で 保 存 し た 。

10

20

30

40

50

(15) JP 2007-139742 A 2007.6.7



【 ０ ０ ７ ２ 】
　 回 収 し た 上 澄 み の 蛋 白 質 濃 度 を 、 Ｐ ｌ ｕ ｓ Ｏ ｎ ｅ Ｔ Ｍ ２ － Ｄ 　 Ｑ ｕ ａ ｎ ｔ 　 Ｋ ｉ ｔ （ Am
ersham Biosciences Corp., Piscataway, NJ, USA） を 使 用 し て 定 量 し た 。 ５ ｍ Ｌ 溶 解 緩
衝 液 中 の ０ ． ２ ｇ の 凍 結 肝 臓 組 織 は 、 ５ ～ １ ０ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ の 最 終 蛋 白 質 濃 度 を 与 え た 。 こ
の よ う に し て 調 製 さ れ た 蛋 白 質 サ ン プ ル を 、 免 疫 沈 降 お よ び ２ － Ｄ Ｅ 電 気 泳 動 実 験 に お い
て 使 用 し た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 他 方 で 、 引 き 続 い て の １ － Ｄ Ｅ 電 気 泳 動 実 験 に お い て 使 用 し た 蛋 白 質 サ ン プ ル を 、 以 前
に 記 載 さ れ た Ｂ ｒ ａ ｄ ｆ ｏ ｒ ｄ 蛋 白 質 ア ッ セ イ （ Bradford protein assay） に よ っ て 定 量
し た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 ３ ． Ｅ Ｍ Ｓ Ａ お よ び ス ー パ ー シ フ ト ア ッ セ イ ：
　 核 お よ び 細 胞 質 蛋 白 質 抽 出 物 を 、 標 準 プ ロ ト コ ル に 従 っ て 調 製 し た （ S.M. Abmayr and 
J.L. Workman (1991), Preparation of nuclear and cytoplasmic extracts from mammal
ian cells. In: Ausubel, F.M., Brent, R., Kingston, R.E., Moore, D.D., Seidman J.
G., Smith, J.A., and Struhl, K. eds., Current Protocols in Molecular Biology. Ne
w York: John Wiley & Sons; 12.1.1-12.1.9） 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 該 Ｈ Ｃ Ｃ 検 体 の 腫 瘍 お よ び 非 腫 瘍 部 分 に つ い て の Ｎ Ｆ － κ Ｂ の 電 気 泳 動 移 動 度 シ フ ト ア
ッ セ イ （ Electrophoretic mobility shift assay） （ Ｅ Ｍ Ｓ Ａ ） お よ び ス ー パ ー シ フ ト ア
ッ セ イ （ supershift assay） を 、 以 前 に 記 載 さ れ た 手 順 （ D.I. Tai et al. (2000), Hepa
tology, 31:656-664; お よ び  D.I. Tai et al. (2000), Cancer, 89:2274-2281） に 従 っ
て 行 っ た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 ４ ． Ｎ Ｆ － κ Ｂ 結 合 蛋 白 質 複 合 体 の 免 疫 沈 降 ：
　 上 述 の ９ 個 の 対 の Ｈ Ｃ Ｃ 検 体 の 腫 瘍 お よ び 非 腫 瘍 部 分 か ら 調 製 し た 該 蛋 白 質 サ ン プ ル の
各 々 （ ５ ０ ０ μ ｇ ） を 、 １ ｍ Ｌ の 再 水 和 緩 衝 液 （ rehydration buffer） （ ７ Ｍ 尿 素 、 ２ Ｍ
チ オ 尿 素 、 ４ ％ Ｃ Ｈ Ａ Ｐ Ｓ 、 ０ ． ５ ％ Ｉ Ｐ Ｇ 緩 衝 液 お よ び 数 滴 の ブ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー
） に 溶 解 し 、 続 い て 、 ４ ℃ で １ ． ５ 時 間 、 抗 － Ｎ Ｆ － κ Ｂ 　 ｐ ５ ０ 抗 体 （ 抗 － ｐ ５ ０ ） ま
た は 抗 － Ｎ Ｆ － κ Ｂ 　 ｐ ６ ５ 抗 体 （ 抗 － ｐ ６ ５ ） （ Biogenesis, Poole, UK） の い ず れ か
１ ０ μ Ｌ と 混 合 し た 。 得 ら れ た 免 疫 複 合 体 、 即 ち 、 Ｎ Ｆ － κ Ｂ 結 合 蛋 白 質 複 合 体 （ NF-kB-
associated protein complexes） を 、 Ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ 　 Ａ 　 Ｓ ｅ ｐ ｈ ａ ｒ ｏ ｓ ｅ Ｔ Ｍ Ｃ Ｌ
－ ４ Ｂ ビ ー ズ （ Amersham Biosciences） に よ り 製 造 業 者 の 使 用 説 明 書 に 従 っ て 回 収 し た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 ５ ． 二 次 元 電 気 泳 動 （ ２ － Ｄ Ｅ ） ：
　 表 １ （ 前 述 ） に 列 挙 さ れ る ９ 人 の Ｈ Ｃ Ｃ 患 者 の 検 体 の 腫 瘍 部 分 か ら 回 収 さ れ た 免 疫 複 合
体 を 、 プ ー ル し 、 次 い で 、 標 準 プ ロ ト コ ル （ P.H. O’ Farrell (1975), J. Biol. Chem., 
250:4007-4021） お よ び 以 前 に 記 載 さ れ る 詳 細 な 手 順 （ C.L. Lee et al. (2003), Proteom
ics, 3:2472-2486） に 従 っ て 、 変 性 条 件 下 、 １ ２ ． ５ ％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル を 使 用 し
て 二 次 元 電 気 泳 動 （ ２ － Ｄ Ｅ ） 分 析 に 供 し た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 本 発 明 の 実 験 に お い て 、 免 疫 沈 降 か ら 回 収 さ れ た 該 Ｎ Ｆ － κ Ｂ 結 合 蛋 白 質 複 合 体 に 加 え
て 、 表 １ （ 前 述 ） に 列 挙 さ れ る ９ 人 の Ｈ Ｃ Ｃ 患 者 の 検 体 の 腫 瘍 お よ び 非 腫 瘍 部 分 か ら の 総
蛋 白 質 を 、 並 行 し て 実 験 し た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 ６ ． 銀 染 色 ：
　 蛋 白 質 ス ポ ッ ト 可 視 化 を 提 供 す る た め に 質 量 分 析 と 適 合 性 で あ る 、 改 変 し た 銀 染 色 法 （
modified silver staining method） を 、 本 発 明 の 研 究 プ ロ ト コ ル に お い て 使 用 し た （ C.L
. Lee et al., (2003), Proteomics, 3:2472-2486） 。 簡 単 に 言 え ば 、 ２ － Ｄ Ｅ 後 の ポ リ
ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル を 、 ３ ０ 分 間 、 水 中 ５ ０ ％ メ タ ノ ー ル ／ １ ０ ％ 酢 酸 に お い て 固 定 し 、
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続 い て １ ５ 分 間 ５ ％ メ タ ノ ー ル 中 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の 後 、 ２ － Ｄ Ｅ ゲ ル を 、 各 々
５ 分 間 、 Ｍ ｉ ｌ ｌ ｉ － Ｑ 水 で ３ 回 洗 浄 し 、 次 い で 、 正 確 に ２ 分 間 、 新 た に 調 製 し た ０ ． ０
２ ％ チ オ 硫 酸 ナ ト リ ウ ム で 敏 感 に し 、 続 い て 、 各 々 ３ ０ 秒 間 、 Ｍ ｉ ｌ ｌ ｉ － Ｑ 水 で ３ 回 洗
浄 し た 。 そ の 後 、 該 ２ － Ｄ Ｅ ゲ ル を 、 ２ ５ 分 間 、 ０ ． ２ ％ 硝 酸 銀 で 処 理 し 、 そ し て 各 々 １
分 間 、 Ｍ ｉ ｌ ｌ ｉ － Ｑ 水 で ３ 回 リ ン ス し た 。 該 ２ － Ｄ Ｅ ゲ ル を 次 い で 、 ３ ％ 炭 酸 ナ ト リ ウ
ム 、 ０ ． ０ １ ８ ％ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド お よ び ０ ． ０ ２ ％ チ オ 硫 酸 ナ ト リ ウ ム を 含 む 発 色 溶 液
（ developer solution） に 浸 漬 し た 。 染 色 の 所 望 の 強 度 は 、 ３ ～ ４ 分 間 発 色 溶 液 中 に ２ －
Ｄ Ｅ ゲ ル を 浸 漬 後 に 達 成 さ れ た 。 発 色 （ development） を 、 １ ０ 分 間 の １ ． ４ ％ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ
ナ ト リ ウ ム の 添 加 に よ っ て 停 止 し 、 そ し て 次 い で 該 ２ － Ｄ Ｅ ゲ ル を 、 各 々 ２ 分 間 、 Ｍ ｉ ｌ
ｌ ｉ － Ｑ 水 で ２ 回 リ ン ス し た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 ７ ． Ｓ Ｙ Ｐ Ｒ Ｏ － Ｒ ｕ ｂ ｙ 染 色 ：
　 ２ － Ｄ Ｅ 電 気 泳 動 を 、 上 記 の も の と 同 一 の 条 件 下 、 別 の １ ２ ． ５ ％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド
ゲ ル 上 に お い て 実 行 し た 。 そ の 後 、 該 ゲ ル を 、 ３ ０ 分 間 、 水 中 １ ０ ％ メ タ ノ ー ル ／ ７ ％ 酢
酸 に お い て 固 定 し 、 続 い て ５ 分 間 水 で 各 々 ３ 回 洗 浄 し た 。 最 大 感 度 を 得 る た め に 、 該 ゲ ル
を 、 少 な く と も ３ 時 間 、 製 造 業 者 の 使 用 説 明 書 に 従 っ て 、 Ｓ Ｙ Ｐ Ｒ Ｏ － Ｒ ｕ ｂ ｙ 溶 液 （ Mo
lecular Probes, Eugene, OR, USA） と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 蛍 光
を 減 少 さ せ そ し て 感 度 を 増 加 さ せ る た め に 、 該 染 色 さ れ た ゲ ル を 、 ３ ０ 分 間 、 水 中 １ ０ ％
メ タ ノ ー ル ／ ７ ％ 酢 酸 で 洗 浄 し た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 ８ ． 画 像 記 録 お よ び 分 析 ：
　 銀 染 色 後 、 ２ － Ｄ Ｅ ゲ ル を 、 各 々 ５ 分 間 水 で ２ 回 リ ン ス し 、 そ の 後 、 Ｔ ｙ ｐ ｈ ｏ ｏ ｎ 　
９ ２ ０ ０ 　 Ｉ ｍ ａ ｇ ｅ Ｍ ａ ｓ ｔ ｅ ｒ （ Amersham Biosciences） に お い て ス キ ャ ン し た 。 画
像 分 析 お よ び ２ － Ｄ Ｅ ゲ ル プ ロ テ オ ー ム デ ー タ ベ ー ス マ ネ ー ジ メ ン ト を 、 Ｉ ｍ ａ ｇ ｅ Ｍ ａ
ｓ ｔ ｅ ｒ 　 ２ Ｄ 　 Ｐ ｌ ａ ｔ ｉ ｎ ｕ ｍ 　 Ｓ ｏ ｆ ｔ ｗ ａ ｒ ｅ ， ｖ ｅ ｒ ｓ ｉ ｏ ｎ 　 ５ ． ０ （ Amer
sham Biosciences） を 使 用 し て 行 っ た 。 ２ － Ｄ Ｅ マ ー カ ー の 理 論 的 Ｍ ｒ お よ び ｐ Ｉ 値 を 使
用 し て 、 ２ － Ｄ Ｅ ゲ ル に お け る 蛋 白 質 ス ポ ッ ト の Ｍ ｒ お よ び ｐ Ｉ 値 を 較 正 し た 。 強 度 レ ベ
ル を 、 全 ゲ ル に つ い て 検 出 さ れ た 総 蛋 白 質 強 度 の 割 合 と し て 、 ゲ ル 間 で 標 準 化 し 、 そ し て
各 ス ポ ッ ト の 蛋 白 質 量 を 、 ス ポ ッ ト 領 域 上 の 密 度 を 積 分 す る に よ っ て 算 出 し た （ C.L. Lee
 et al. (2003), Proteomics, 3: 2472-2486; M.J. Hubbard and N.J. McHugh (2000), E
lectrophoresis, 21: 3785-3796） 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 ９ ． 質 量 分 析 ：
　 Ｓ Ｙ Ｐ Ｒ Ｏ － Ｒ ｕ ｂ ｙ 染 色 さ れ た ２ － Ｄ Ｅ ゲ ル を 、 イ ン － ゲ ル ト リ プ シ ン 消 化 （ in-gel
 trypsin digestion） に 供 し た 。 そ の 後 、 ト リ プ シ ン 消 化 ペ プ チ ド （ Tryptic peptides）
を 、 該 染 色 さ れ た ２ － Ｄ Ｅ ゲ ル 上 の 選 択 さ れ た 蛋 白 質 ス ポ ッ ト か ら 得 、 次 い で 、 以 前 に 記
載 さ れ た リ フ レ ク ト ロ ン ポ ジ テ ィ ブ イ オ ン モ ー ド （ reflectron positive ion mode） （ C.
L. Lee et al. (2003), Proteomics, 3:2472-2486;J. Kim et al. (2002), Electrophore
sis, 23:4142-4156） に お い て 操 作 さ れ る 、 マ ト リ ク ス 支 援 レ ー ザ ー 脱 離 ／ イ オ ン 化 　 四
重 極 － 飛 行 時 間 型 （ Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｑ － Ｔ Ｏ Ｆ ） （ matrix-assisted laser desorption/ion
ization quadrupole-time of flight） 質 量 分 析 計 （ M@LDI T M ; Micromass, Manchester, U
K） を 使 用 し て 、 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ ペ プ チ ド マ ス フ ィ ン ガ ー プ リ ン テ ィ ン グ （ MALDI peptide mas
s fingerprinting） （ Ｐ Ｍ Ｆ ） に 供 し た 。 簡 単 に 言 え ば 、 サ ン プ ル を 、 ６ ０ ％ Ａ Ｃ Ｎ ／ １
％ Ｔ Ｆ Ａ 中 α － シ ア ノ － ４ － ヒ ド ロ キ シ ケ イ 皮 酸 （ Ｃ Ｈ Ｃ Ａ ） の 飽 和 マ ト リ ク ス 溶 液 を 使
用 し て 、 ９ ６ ウ エ ル フ ォ ー マ ッ ト Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ タ ー ゲ ッ ト プ レ ー ト 上 へ ス ポ ッ ト し た 。 器 機
を 、 標 準 ペ プ チ ド 混 合 物 で 外 部 か ら 較 正 し 、 そ し て 更 に 、 近 点 較 正 物 質 （ near-point cal
ibrant） と し て 副 腎 皮 質 刺 激 ホ ル モ ン （ Ａ Ｃ Ｔ Ｈ ） を 使 用 し て ロ ッ ク マ ス フ ィ ー チ ャ ー （
lock mass feature） で 調 節 し た 。 質 量 ス ペ ク ト ル を 、 ９ ０ ０ ～ ３ ０ ０ ０ Ｄ ａ の 質 量 範 囲
に つ い て 獲 得 し 、 そ し て Ｍ Ａ Ｓ Ｃ Ｏ Ｔ プ ロ グ ラ ム を 使 用 し て Ｓ Ｗ Ｉ Ｓ Ｓ － Ｐ Ｒ Ｏ Ｔ デ ー タ
ベ ー ス に 対 す る Ｐ Ｍ Ｆ サ ー チ の た め に Ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ Ｌ ｙ ｎ ｘ Ｔ Ｍ ソ フ ト ウ ェ ア に よ っ て
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自 動 で 処 理 し た （ A.I. Nesvizhskii and R. Aebersold (2004), Drug Disc. Today, 9:17
3-181） 。 サ ー チ パ ラ メ ー タ は 、 １ つ の 失 わ れ た 切 断 （ one missed cleavage） 、 メ チ オ ニ
ン の 酸 化 、 Ｎ 末 端 ア セ チ ル 化 、 お よ び シ ス テ イ ン の カ ル ボ キ サ ミ ド － メ チ ル 化 を 考 慮 に 入
れ た 。 蛋 白 質 の ポ ジ テ ィ ブ 同 定 は 、 ５ ０ ｐ ｐ ｍ ま た は そ れ よ り 良 好 な 質 量 精 度 で の 少 な く
と も ５ つ の マ ッ チ ン グ ペ プ チ ド 質 量 を 必 要 と し た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 １ ０ ． Ｗ ｎ ｔ － １ 蛋 白 質 の １ － Ｄ Ｅ お よ び ２ － Ｄ Ｅ ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 ：
　 分 析 １ － Ｄ Ｅ お よ び ２ － Ｄ Ｅ ゲ ル を 、 標 準 手 順 に 従 っ て 、 Ｗ ｎ ｔ － １ 蛋 白 質 の ウ ェ ス タ
ン ブ ロ ッ ト 分 析 の た め に Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ 膜 （ Hybond P, Amersham Biosciences） 上 に 電 気 移 動 さ
せ （ electrotransferred） 、 こ こ で 、 使 用 し た 一 次 抗 体 は 、 ビ オ チ ン 結 合 ウ サ ギ 抗 － ヒ ト
Ｗ ｎ ｔ － １ 抗 体 （ ZYMED Lab. Inc., CA） で あ り 、 そ し て 使 用 し た 二 次 抗 体 は 、 Ｈ Ｒ Ｐ 結
合 マ ウ ス 抗 － ウ サ ギ Ｉ ｇ Ｇ （ Amersham Pharmacia Biotech, NJ, USA） で あ っ た 。 そ の 後
、 Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ 膜 を 、 増 強 さ れ た 化 学 発 光 検 出 シ ス テ ム （ ECLplus, Amersham Biosciences）
で 処 理 し 、 続 い て ３ ～ １ ５ 分 間 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー フ ィ ル ム へ 暴 露 し た 。 Ｗ ｎ ｔ － １
蛋 白 質 の 発 現 レ ベ ル を 、 ImageMaster TotalLab, Version 2.01（ Amersham Pharmacia Bio
tech, NJ, USA） を 使 用 し て 、 該 フ ィ ル ム 上 で 半 定 量 的 に 評 価 し た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 結 果 ：
　 １ ． Ｈ Ｂ Ｖ － お よ び Ｈ Ｃ Ｖ － 関 連 Ｈ Ｃ Ｃ 腫 瘍 お よ び 非 腫 瘍 組 織 に お け る Ｎ Ｆ － κ Ｂ の 構
成 的 活 性 化 ：
　 Ｈ Ｖ Ｂ お よ び Ｈ Ｃ Ｖ 関 連 Ｈ Ｃ Ｃ 肝 臓 検 体 の 腫 瘍 お よ び 非 腫 瘍 部 分 に お け る Ｎ Ｆ － κ Ｂ の
活 性 化 を 、 Ｅ Ｍ Ｓ Ａ に よ っ て 、 単 独 で ま た は ス ー パ ー シ フ ト ア ッ セ イ と 組 み 合 わ せ て 、 分
析 し た 。 詳 細 に は 、 表 １ に 列 挙 さ れ る Ｈ Ｃ Ｃ 患 者 番 号 １ ～ ９ の 検 体 の 腫 瘍 お よ び 非 腫 瘍 部
分 か ら の 核 蛋 白 質 サ ン プ ル を 、 Ｎ Ｆ － κ Ｂ に つ い て の プ ロ ー ブ と し て 抗 － ｐ ５ ０ を 使 用 し
て 、 Ｅ Ｍ Ｓ Ａ へ 、 単 独 で ま た は ス ー パ ー シ フ ト ア ッ セ イ と 組 み 合 わ せ て 供 し た 。 図 ２ は 、
抗 － ｐ ５ ０ で プ ロ ー ブ し た 場 合 の 、 Ｈ Ｃ Ｃ 患 者 番 号 １ ～ ７ の 検 体 の 腫 瘍 お よ び 非 腫 瘍 部 分
か ら の 核 蛋 白 質 サ ン プ ル の Ｅ Ｍ Ｓ Ａ お よ び ス ー パ ー シ フ ト ア ッ セ イ 結 果 を 示 し て お り 、 一
方 、 図 ３ は 、 Ｈ Ｃ Ｃ 患 者 番 号 ８ お よ び ９ の 検 体 の 腫 瘍 お よ び 非 腫 瘍 部 分 か ら の 核 蛋 白 質 サ
ン プ ル の Ｅ Ｍ Ｓ Ａ 結 果 を 示 し て い る 。 別 の Ｅ Ｍ Ｓ Ａ 実 験 を 、 本 発 明 の 研 究 の 更 な る 検 証 の
た め に 、 １ つ の 対 の Ｈ Ｃ Ｃ 腫 瘍 お よ び 非 腫 瘍 組 織 、 胆 石 の 胆 嚢 切 除 の 間 の 肝 生 検 か ら の １
つ の 正 常 な 肝 臓 コ ン ト ロ ー ル 、 な ら び に 患 者 番 号 １ ０ ～ １ ７ の ８ 個 の 更 な る 検 体 の う ち ５
つ か ら の 腫 瘍 組 織 を 使 用 し て 行 っ た （ デ ー タ は 示 さ ず ） 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 シ フ ト し た バ ン ド の 特 異 性 を 、 D.I. Tai et al. (2000), Hepatology, 31:656-664に 記
載 さ れ る 手 順 に 従 っ て 行 わ れ た Ｅ Ｍ Ｓ Ａ 実 験 に お い て 使 用 し た 変 異 プ ロ ー ブ （ mutant pro
be） お よ び ５ ０ 倍 過 剰 量 の 野 生 型 コ ー ル ド プ ロ ー ブ （ wild-type cold probe） と の 競 合 研
究 に よ っ て 確 か め た 。 ス ー パ ー シ フ ト 研 究 は 、 Ｈ Ｂ Ｖ お よ び Ｈ Ｃ Ｖ 感 染 し た 肝 臓 に お け る
活 性 化 Ｎ Ｆ － κ Ｂ バ ン ド は 、 抗 － ｐ ５ ０ で の ス ー パ ー シ フ ト を 受 け る こ と を 示 し た （ 図 ２
を 参 照 の こ と ） 。 抗 － ｐ ６ ５ で の ス ー パ ー シ フ ト 実 験 は 、 同 様 の 結 果 を 示 し た （ デ ー タ は
示 さ ず ） 。 Ｈ Ｂ Ｖ お よ び Ｈ Ｃ Ｖ の 両 方 に 感 染 し た 肝 臓 の シ フ ト バ ン ド は 、 過 剰 量 野 生 型 コ
ー ル ド プ ロ ー ブ に よ っ て ほ と ん ど 完 全 に 無 効 に さ れ た が （ デ ー タ は 示 さ ず ） 、 変 異 プ ロ ー
ブ と の 競 合 時 に 変 化 さ れ な か っ た （ デ ー タ は 示 さ ず ） 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 文 献 に お い て 、 多 数 の 因 子 ま た は 蛋 白 質 が Ｎ Ｆ － κ Ｂ 活 性 化 に 関 連 し て い る と 報 告 さ れ
て い る （ W.C. Sha (1998), J. Exp. Med., 187:143-146; Q. Li and I.M. Verma (2002),
 Nature Rev. Immunol., 2:725-734; D. Hanahan and R.A. Weinberg (2000), Cell, 100
:57-70; M. Karin et al. (2002), Nature Rev. Cancer, 2:301-310; E. Pikarsky et al
. (2004), Nature, 431: 461-466; A. Lin and M. Karin (2003), Semin. Cancer Biol.,
 13: 107-114） 。 従 っ て 、 腫 瘍 部 分 に お け る Ｎ Ｆ － κ Ｂ 活 性 化 は 、 同 一 患 者 の 非 腫 瘍 部 分
に お け る そ れ よ り も 必 ず し も 顕 著 で あ る と は 限 ら な い 。 図 ２ お よ び ３ に お い て 示 さ れ る Ｅ
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Ｍ Ｓ Ａ お よ び ス ー パ ー シ フ ト ア ッ セ イ 結 果 は 、 Ｎ Ｆ － κ Ｂ の 構 成 的 活 性 化 が 、 表 １ に 列 挙
さ れ る Ｈ Ｂ Ｖ お よ び ／ ま た は Ｈ Ｃ Ｖ に 感 染 し た 患 者 番 号 １ ～ ９ の 対 の 検 体 の 腫 瘍 お よ び 非
腫 瘍 部 分 中 に 存 在 す る こ と を 明 ら か に し て い る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 ２ ． 免 疫 沈 降 （ Ｉ Ｐ ） 無 し ま た は 有 り で の Ｎ Ｆ － κ Ｂ 結 合 蛋 白 質 複 合 体 の ２ － Ｄ Ｅ ：
　 表 １ に 列 挙 さ れ る ９ 人 の Ｈ Ｃ Ｃ 患 者 の 検 体 の 腫 瘍 部 分 か ら 抽 出 さ れ た 蛋 白 質 を 、 そ れ ぞ
れ 、 抗 － ｐ ５ ０ ま た は 抗 － ｐ ６ ５ の い ず れ か を 使 用 す る 免 疫 沈 降 （ Ｉ Ｐ ） へ 供 し 、 そ し て
該 ９ 人 の Ｈ Ｃ Ｃ 患 者 の 蛋 白 質 サ ン プ ル 中 の 得 ら れ た Ｎ Ｆ － κ Ｂ 結 合 蛋 白 質 複 合 体 を 、 回 収
し そ し て 共 に プ ー ル し 、 ２ － Ｄ Ｅ 分 析 を 実 行 し 、 続 い て 銀 染 色 を 行 っ た 。 図 ４ は 、 抗 － ｐ
５ ０ に よ っ て プ ロ ー ブ さ れ た Ｎ Ｆ － κ Ｂ 結 合 蛋 白 質 複 合 体 の プ ロ テ オ ー ム プ ロ フ ィ ー ル を
示 し て お り 、 一 方 、 図 ５ は 、 抗 － ｐ ６ ５ に よ っ て プ ロ ー ブ さ れ た Ｎ Ｆ － κ Ｂ 結 合 蛋 白 質 複
合 体 の プ ロ テ オ ー ム プ ロ フ ィ ー ル を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 別 の 実 験 を 、 表 １ に 列 挙 さ れ る ９ 人 の Ｈ Ｃ Ｃ 患 者 の 検 体 の 腫 瘍 部 分 か ら の プ ー ル さ れ た
総 蛋 白 質 を Ｉ Ｐ 無 し で 直 接 ２ － Ｄ Ｅ 分 析 に 供 し 、 続 い て 銀 染 色 を 行 う こ と に よ っ て 、 並 行
し て 行 っ た 。 結 果 を 図 ６ に 示 す 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 図 ６ を 参 照 し て 、 抗 － ｐ ５ ０ お よ び ／ ま た は 抗 － ｐ ６ ５ を 使 用 す る Ｉ Ｐ で 処 理 さ れ た ２
－ Ｄ Ｅ ゲ ル 上 に お い て ポ ジ テ ィ ブ に 銀 染 色 さ れ た も の に 等 し い ２ ０ 個 の ス ポ ッ ト を 、 任 意
に 選 択 し そ し て 共 に マ ッ ピ ン グ し た 。 こ れ ら ２ ０ 個 の ス ポ ッ ト を 、 引 き 続 い て の 実 験 に お
け る 分 析 の た め に 選 択 し た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 ３ ． 蛋 白 質 ス ポ ッ ト の 質 量 分 析 ：
　 別 の ２ － Ｄ Ｅ ゲ ル を 、 銀 染 色 し た ２ － Ｄ Ｅ ゲ ル の た め に 使 用 し た も の と 同 一 の 条 件 下 で
実 行 し た 。 Ｓ Ｙ Ｐ Ｒ Ｏ － Ｒ ｕ ｂ ｙ 染 色 後 、 図 ６ に 記 載 の ス ポ ッ ト に 対 応 す る ２ ０ 個 の 蛋 白
質 ス ポ ッ ト を 、 イ ン － ゲ ル ト リ プ シ ン 消 化 に 供 し 、 続 い て 、 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 質 量 分 析
計 を 使 用 し て 質 量 分 析 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 図 ７ は 、 こ れ ら ２ ０ 個 の 選 択 さ れ た ス ポ ッ ト の 質 量 分 析 結 果 を 示 し て い る 。 更 に は 、 こ
れ ら ２ ０ 個 の 蛋 白 質 ス ポ ッ ト の 質 量 分 析 後 に 得 ら れ た デ ー タ ベ ー ス サ ー チ 結 果 は 、 Ｉ Ｐ 蛋
白 質 の ２ － Ｄ Ｅ プ ロ フ ィ ー ル に お け る い く つ か の ス ポ ッ ト が 、 抗 － Ｎ Ｆ － κ Ｂ 抗 体 の 重 鎖
ま た は 軽 鎖 の 誘 導 体 で あ り 得 る と い う 可 能 性 を 排 除 し た （ ruled out） （ デ ー タ は 示 さ ず
） 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 ４ ． Ｈ Ｂ Ｖ お よ び ／ ま た は Ｈ Ｃ Ｖ 関 連 Ｈ Ｃ Ｃ 患 者 か ら の 肝 臓 検 体 の 腫 瘍 お よ び 非 腫 瘍 部
分 に お け る ス ポ ッ ト Ｍ Ｉ ２ ０ ５ ４ ３ ４ の 量 比 較 お よ び イ ム ノ ブ ロ ッ ト 分 析 ：
　 図 ６ の 銀 染 色 さ れ た ２ － Ｄ Ｅ ゲ ル か ら 選 択 さ れ た ２ ０ 個 の 蛋 白 質 ス ポ ッ ト を 、 半 質 量 的
に 測 定 し た 。 該 ９ 個 の 対 の Ｈ Ｃ Ｃ 検 体 の 腫 瘍 部 分 と 非 腫 瘍 部 分 と の 間 に 、 該 蛋 白 質 ス ポ ッ
ト の 発 現 レ ベ ル の 点 で 、 差 異 が あ る と い う こ と は 、 驚 く べ き こ と で あ っ た 。 特 に 、 ス ポ ッ
ト Ｍ Ｉ ２ ０ ５ ４ ３ ４ に つ い て 、 そ の 測 定 さ れ た 値 は 、 該 ９ 個 の 対 の Ｈ Ｃ Ｃ 検 体 の う ち ７ 個
で 、 少 な く と も ２ 倍 、 非 腫 瘍 部 分 に お い て よ り も 腫 瘍 部 分 に お い て 有 意 に 高 か っ た 。 図 ８
～ １ ０ は そ れ ぞ れ 、 前 述 の 表 １ に 列 挙 し た Ｈ Ｃ Ｃ 患 者 番 号 １ 、 ５ お よ び ９ の 検 体 の 腫 瘍 部
分 お よ び 非 腫 瘍 部 分 間 の ス ポ ッ ト Ｍ Ｉ ２ ０ ５ ４ ３ ４ の 量 比 較 結 果 を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 表 ２ は 、 該 ９ 個 の 対 の Ｈ Ｃ Ｃ 検 体 の 各 々 の 非 腫 瘍 部 分 に お け る そ れ に 対 す る 腫 瘍 部 分 に
お け る ス ポ ッ ト Ｍ Ｉ ２ ０ ５ ４ ３ ４ の 測 定 量 の 比 率 を 示 し て い る 。 非 腫 瘍 部 分 に お け る そ れ
に 対 す る 腫 瘍 部 分 に お け る ス ポ ッ ト Ｍ Ｉ ２ ０ ５ ４ ３ ４ （ 即 ち 、 Ｗ ｎ ｔ － １ 蛋 白 質 ） の 発 現
の 最 大 増 加 （ １ １ ． ４ 倍 ） は 、 Ｂ 型 肝 炎 お よ び Ｃ 型 肝 炎 に 罹 患 し た Ｈ Ｃ Ｃ 患 者 番 号 ９ に お
い て 観 察 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ ペ プ チ ド マ ス フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト （ MALDI peptide mass fingerprint） （ Ｐ
Ｍ Ｆ ） 分 析 に よ る ス ポ ッ ト Ｍ Ｉ ２ ０ ５ ４ ３ ４ の デ ー タ ベ ー ス サ ー チ 結 果 は 、 ス ポ ッ ト Ｍ Ｉ
２ ０ ５ ４ ３ ４ に つ い て い く つ か の 蛋 白 質 候 補 が 存 在 す る こ と を 示 し た （ デ ー タ は 示 さ ず ）
。 し か し 、 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ 　 Ｐ Ｍ Ｆ 分 析 に よ る デ ー タ ベ ー ス 結 果 （ 図 ３ を 参 照 の こ と ） 、 抗 －
ヒ ト Ｗ ｎ ｔ － １ を 使 用 す る Ｈ Ｃ Ｃ 患 者 番 号 １ お よ び ５ の 対 の 検 体 の ２ － Ｄ Ｅ ウ ェ ス タ ン ブ
ロ ッ ト 分 析 か ら の 実 験 結 果 （ 図 １ １ を 参 照 の こ と ） 、 な ら び に ８ 個 の 更 な る Ｈ Ｃ Ｃ 患 者 （
患 者 番 号 １ ０ ～ １ ７ ） か ら の 検 体 の １ － Ｄ Ｅ ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に つ い て の デ ン シ ト メ ト
リ ー 分 析 か ら の 実 験 結 果 （ 図 １ ２ を 参 照 の こ と ） の 統 合 は 、 ス ポ ッ ト Ｍ Ｉ ２ ０ ５ ４ ３ ４ の
最 も 可 能 性 あ る 候 補 蛋 白 質 が Ｗ ｎ ｔ － １ 蛋 白 質 で あ る こ と を 示 唆 し た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 更 に 、 図 １ ２ か ら 、 Ｗ ｎ ｔ － １ の 発 現 レ ベ ル が 、 該 更 な る ８ 個 の 対 の Ｈ Ｃ Ｃ 検 体 （ 患 者
番 号 １ ０ ～ １ ７ ） の う ち ６ 個 で 、 非 腫 瘍 部 分 に お け る そ れ よ り も 腫 瘍 部 分 に お い て 少 な く
と も ２ 倍 増 強 さ れ た こ と が 理 解 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 得 ら れ た 結 果 、 特 に 、 表 ２ お よ び 図 １ ２ に 示 さ れ る も の に 基 づ い て 、 Ｗ ｎ ｔ － １ 蛋 白 質
は 、 被 験 体 に お け る Ｈ Ｃ Ｃ の 素 因 を 検 出 す る た め 、 ま た は Ｈ Ｃ Ｃ を 有 す る 被 験 体 の 予 後 を
予 測 す る た め の 、 バ イ オ マ ー カ ー と し て 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 詳 細 に は 、 今 ま で の と こ ろ 研 究 さ れ た 患 者 か ら 回 収 さ れ た 結 果 に よ れ ば 、 肝 細 胞 癌 を 有
す る か ま た は 有 す る と 思 わ れ る 被 験 体 の 予 後 が 、 該 被 験 体 か ら 採 取 し た 対 の 肝 臓 検 体 の 非
腫 瘍 部 分 に お け る そ れ と 腫 瘍 部 分 に お け る Ｗ ｎ ｔ － １ 発 現 の レ ベ ル と を 比 較 す る こ と か ら
得 ら れ る 比 率 値 に 基 づ い て 評 価 さ れ 得 、 こ こ で 、 該 被 験 体 は 、 以 下 を 有 す る と 評 価 さ れ る
：
　 （ ｉ ） 得 ら れ た 該 比 率 値 が ２ よ り 大 き い 場 合 、 ６ ヶ 月 以 下 の 予 後 （ prognosis） ；
　 （ ｉ ｉ ） 得 ら れ た 該 比 率 値 が １ ～ ２ で あ る 場 合 、 ６ ～ １ ８ ヶ 月 の 予 後 ； お よ び
　 （ ｉ ｉ ｉ ） 得 ら れ た 該 比 率 値 が １ 未 満 で あ る 場 合 、 少 な く と も １ ８ ヶ 月 の 予 後 。
【 ０ １ ０ ０ 】
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　 議 論 ：
　 本 発 明 の 研 究 は 、 機 能 的 プ ロ テ オ ー ム ア プ ロ ー チ に よ っ て 、 Ｈ Ｃ Ｃ 腫 瘍 お よ び 非 腫 瘍 組
織 に お け る Ｎ Ｆ － κ Ｂ 結 合 シ グ ナ リ ン グ 蛋 白 質 複 合 体 （ NF-kB-associated signaling pro
tein complexes） を 分 析 し た 。 Ｗ ｎ ｔ － １ 蛋 白 質 の 発 現 レ ベ ル は 、 Ｈ Ｂ Ｖ お よ び Ｈ Ｃ Ｖ の
少 な く と も １ つ に 感 染 し た 患 者 か ら 採 取 し た 対 の 肝 臓 検 体 の 非 腫 瘍 部 分 に お け る よ り も 腫
瘍 部 分 に お い て よ り 高 い こ と が 偶 然 に 見 出 さ れ た 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 初 め て 、 本 発 明 者 は 、 Ｗ ｎ ｔ － １ 発 現 の レ ベ ル が 、 Ｈ Ｂ Ｖ お よ び Ｈ Ｃ Ｖ の 少 な く と も １
つ に 感 染 し た 患 者 か ら 採 取 し た 対 の 肝 臓 検 体 の 非 腫 瘍 部 分 に お い て よ り も 腫 瘍 部 分 に お い
て 増 強 さ れ る こ と を 実 証 し た 。 こ の 増 強 は 、 Ｈ Ｃ Ｃ の 肝 細 胞 癌 発 生 に 臨 床 的 に 関 連 し て い
る 。 最 も 重 要 な こ と に 、 Ｗ ｎ ｔ － １ 蛋 白 質 の 過 剰 発 現 は 、 Ｎ Ｆ － κ Ｂ シ グ ナ リ ン グ に 関 連
し て い る 。 こ れ は 、 Ｎ Ｆ － κ Ｂ が 、 炎 症 関 連 癌 （ inflammation-associated cancer） に お
け る 腫 瘍 プ ロ モ ー タ と し て 機 能 す る と い う Ｐ ｉ ｋ ａ ｒ ｓ ｋ ｙ ら に よ っ て 報 告 さ れ る デ ー タ
と 一 致 し て い る （ E. Pikarsky et al. (2004), Nature, 431:461-466） 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 Ｈ Ｂ Ｖ お よ び Ｈ Ｃ Ｖ 感 染 の 共 通 の 症 状 発 現 は 、 肝 臓 に お け る 共 通 の 組 織 病 理 学 的 変 化 、
慢 性 肝 炎 か ら 、 肝 硬 変 お よ び 最 終 的 に は Ｈ Ｃ Ｃ へ の 共 通 の 臨 床 的 進 展 を 包 含 す る （ Brecho
t, C. 2001. In: Arias, I.M. editor-in-chief. The Liver: Biology and Pathobiology
. 4th ed. Philadelphia (PA): Lippincott: P.801-830） 。 臨 床 的 に は 、 マ ル チ モ ダ リ テ
ィ ー 処 置 プ ロ ト コ ル （ multimodality treatment protocols） が Ｈ Ｃ Ｃ 患 者 を 処 置 す る た
め に 適 用 さ れ て い る が 、 こ の 癌 の 予 後 は 依 然 と し て 非 常 に 悪 い （ A. Sangiovanni et al. 
(2004), Gastroenterology, 126:1005-1014; S. Ueno et al. (2001), Hepatology, 34:5
29-534; T.W.T. Leung et al. (2002), Cancer, 94:1760-1769; J. Bruix and J.M. Llov
ert (2002), Hepatology, 35:519-524） 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 プ ロ ト 発 癌 性 （ proto-oncogenic） 蛋 白 質 Ｗ ｎ ｔ － １ と Ｎ Ｆ － κ Ｂ 活 性 と の 関 連 は 、 Bou
rnatら に よ っ て J. Neurosci. Res., 61:21-32, 2000に お い て 初 め て 報 告 さ れ た 。 彼 ら の
研 究 は 、 Ｐ Ｃ １ ２ 細 胞 、 神 経 堤 直 系 の ラ ッ ト 褐 色 細 胞 腫 細 胞 （ rat pheochromocytoma cel
l line of neural crest lineage） の Ｗ ｎ ｔ － １ 介 在 生 存 は 、 Ｎ Ｆ － κ Ｂ 活 性 化 に 依 存 す
る こ と 、 な ら び に Ｗ ｎ ｔ － １ の 安 定 発 現 は Ｎ Ｆ － κ Ｂ 活 性 を 増 加 さ せ る こ と を 示 し た 。 Ｗ
ｎ ｔ シ グ ナ リ ン グ と Ｎ Ｆ － κ Ｂ 経 路 と の 関 連 は 、 以 前 、 プ ロ テ ア ソ ー ム に よ る ユ ビ キ チ ン
依 存 性 蛋 白 質 分 解 を 研 究 す る 際 に 気 付 か れ た 。 そ の 経 路 の キ ー メ デ ィ エ ー タ ー は 、 β － カ
テ ニ ン で あ る （ K. Willer and R. Nusse (1998), Curr. Opin. Genet. Dev., 8: 95-102
） 。 そ の 上 、 Ｈ Ｂ Ｖ の Ｘ － 蛋 白 質 （ Ｈ Ｂ ｘ ） が β － カ テ ニ ン の 安 定 化 を 増 強 さ せ 得 、 そ し
て 活 性 化 Ｗ ｎ ｔ ／ β － カ テ ニ ン シ グ ナ リ ン グ の た め に 必 須 で あ る と い う 、 Ｈ Ｂ Ｖ と Ｗ ｎ ｔ
シ グ ナ リ ン グ と の 関 連 が 、 肝 癌 細 胞 に お い て 最 近 報 告 さ れ た （ M.Y. Cha et al. (2004), 
Hepatology, 39:1683-1693） 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 Ｈ Ｃ Ｖ 感 染 と Ｗ ｎ ｔ ／ β － カ テ ニ ン シ グ ナ リ ン グ と の 関 連 は 未 だ 報 告 さ れ て い な い 。 し
か し 、 熱 シ ョ ッ ク 蛋 白 質 ２ ７ （ heat-shock protein 27） （ Ｈ Ｓ Ｐ ２ ７ ） が 、 Ｈ Ｃ Ｖ の 非
構 造 蛋 白 質 ５ Ａ （ nonstructural protein 5A） （ Ｎ Ｓ ５ Ａ ） と 相 互 作 用 す る と 、 プ ロ テ オ
ー ム ア プ ロ ー チ に よ っ て 確 認 さ れ た （ Y.W. Choi et al. (2004), Biochem. Biophys. Res
. Commun., 318: 514-519） 。 同 様 に 、 Ｈ Ｓ Ｐ ７ ０ は 、 Ｈ Ｃ Ｖ 関 連 Ｈ Ｃ Ｃ 腫 瘍 組 織 に お い
て 過 剰 発 現 へ の 傾 向 を 示 し た （ M. Takashima et al. (2003), Proteomics, 3: 2487-2493
） 。 誘 導 さ れ る 熱 シ ョ ッ ク 蛋 白 質 は 、 変 性 細 胞 蛋 白 質 を 安 定 化 お よ び 部 分 的 に 修 復 す る こ
と を 助 け る も の を 含 み 、 そ し て ユ ビ キ チ ン 依 存 性 蛋 白 質 分 解 経 路 に 密 接 に 関 連 し て お り （
H. Shimura et al. (2004), J. Biol. Chem., 279: 4869-4876） 、 そ し て ま た 、 Ｎ Ｆ － κ
Ｂ シ グ ナ リ ン グ お よ び 細 胞 生 存 に 関 連 し て い る （ R. Ran et al. (2004), Genes Dev., 18
:1466-1481） 。 従 っ て 、 Ｈ Ｃ Ｖ 感 染 と Ｗ ｎ ｔ ／ β － カ テ ニ ン シ グ ナ リ ン グ と の 間 接 的 な 関
連 の み が 、 今 回 、 共 に 連 結 さ れ 得 る 。 こ の 考 察 は 、 更 な る 研 究 を 必 要 と す る 。
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【 ０ １ ０ ５ 】
　 累 積 的 証 拠 が 、 Ｎ Ｆ － κ Ｂ の 活 性 化 が ア ポ ト ー シ ス を 阻 害 す る こ と 、 お よ び Ｎ Ｆ － κ Ｂ
の 阻 害 が 増 加 さ れ た ア ポ ト ー シ ス に よ り 抗 腫 瘍 治 療 を 増 強 す る こ と を 示 し て い る （ A.A. B
erg, and D. Baltimore (1996), Science, 274:782-784; D.J. Van Antwerp et al. (199
6), Science, 274:787-789; C.Y. Wang et al. (1999), Nat. Med., 5:421-427） 。 Ｉ Ｅ
Ｘ － １ Ｌ 遺 伝 子 、 ア ポ ト ー シ ス イ ン ヒ ビ タ ー の 活 性 化 お よ び ア ポ ト ー シ ス 蛋 白 質 （ ｃ － Ｉ
Ａ Ｐ １ お よ び ｃ － Ｉ Ａ Ｐ ２ ） の イ ン ヒ ビ タ ー の 誘 導 が 、 Ｎ Ｆ － κ Ｂ 介 在 細 胞 生 存 に 関 与 し
得 る こ と も 報 告 さ れ た （ M.X. Wu et al. (1998), Science, 281: 998-1001; C.Y. Wang e
t al. (1998), Science, 281:680-1683） 。 Ｈ Ｂ Ｖ お よ び Ｈ Ｃ Ｖ が 感 染 し た Ｈ Ｃ Ｃ 腫 瘍 お
よ び 非 腫 瘍 組 織 に お け る Ｎ Ｆ － κ Ｂ 関 連 Ｗ ｎ ｔ － １ 蛋 白 質 発 現 が こ れ ら 抗 － ア ポ ト ー シ ス
因 子 に 関 連 し て い る か 否 か は 、 依 然 と し て 不 明 の ま ま で あ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 累 積 的 証 拠 は 、 進 化 的 に 保 存 さ れ た （ evolutionarily conserved） Ｗ ｎ ｔ － シ グ ナ リ ン
グ 経 路 は 、 多 く の 器 官 の 発 生 の 間 に 重 要 な 役 割 を 有 し 得 （ K.M. Cardigan and R. Nusse (
1997), Genes Dev., 11:3286-3305; A. Ruiz i Altaba et al. (2002), Nature Rev. Can
cer, 2:361-370; F.J.T. Staal et al. (2005), Nature Rev. Immunol., 5: 21-30） 、 そ
し て 調 節 異 常 の （ dysregulated） Ｗ ｎ ｔ － シ グ ナ リ ン グ は 、 種 々 の 腫 瘍 の 開 始 お よ び 疾 患
の 発 生 に お い て 重 要 な 因 子 で あ る こ と を 示 唆 し て い る （ P. Polakis, (2000), Genes Dev.
, 14:1837-1641; J. Taipale and P.A. Beachy (2001), Nature, 411: 349-354; D. Kald
eron (2002), Trends Cell. Biol., 12: 523-531; A. Ruiz i Altaba et al. (2002), Na
ture Rev. Cancer, 2:361-370; J.R. Miller (1999), Oncogene, 18:7860-7872; W.J. Ne
lson and R. Nusse (2004), Science, 303: 1483-1487） 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 Ｗ ｎ ｔ － １ 蛋 白 質 の 発 現 が 、 非 腫 瘍 組 織 に お い て よ り も Ｈ Ｂ Ｖ お よ び ／ ま た は Ｈ Ｃ Ｖ の
両 方 に 関 連 す る Ｈ Ｃ Ｃ 腫 瘍 組 織 に お い て 増 強 さ れ る と い う 本 発 明 者 の 知 見 は 、 癌 形 成 に 関
連 し て い る 。 Ｎ Ｆ － κ Ｂ 結 合 Ｗ ｎ ｔ － １ 蛋 白 質 は 、 Ｈ Ｂ Ｖ お よ び Ｈ Ｃ Ｖ 関 連 肝 細 胞 発 生 の
共 通 事 項 （ common denominator） と し て 役 立 ち 得 る こ と が 提 案 さ れ る 。 Ｎ Ｆ － κ Ｂ 結 合 Ｗ
ｎ ｔ － １ 蛋 白 質 の 増 強 さ れ た 発 現 に 関 し て の こ の 提 案 の シ ナ リ オ を 、 図 １ ３ に 示 す 。 こ の
提 案 に つ い て の 可 能 な 科 学 的 基 礎 は 、 Ｗ ｎ ｔ 蛋 白 質 （ Ｗ ｎ ｔ ） が 、 典 型 的 な Ｇ 蛋 白 結 合 レ
セ プ タ ー （ G protein-coupled receptors） に 似 て い る 、 Ｆ ｒ ｉ ｚ ｚ ｌ ｅ ｄ （ Ｆ ｚ ） レ セ
プ タ ー に つ い て の リ ガ ン ド で あ る と い う こ と で あ る （ K.M. Cardigan and R. Nusse (1997
), Genes Dev., 11:3286-3305;J.R. Miller et al. (1999), Oncogene, 18:7860-7872）
。 従 っ て 、 Ｗ ｎ ｔ 蛋 白 質 は 膜 Ｆ ｚ レ セ プ タ ー に 対 し て 細 胞 外 的 に 作 用 す る が 、 Ｗ ｎ ｔ － シ
グ ナ リ ン グ は 、 レ セ プ タ ー 介 在 エ ン ド サ イ ト ー シ ス の 機 構 に よ っ て 細 胞 内 的 に 、 Ｎ Ｆ － κ
Ｂ を 含 む マ ル チ プ ロ テ イ ン コ ン プ レ ッ ク ス （ multiprotein complex） の 調 節 に 関 与 し 得 る
。 Ｈ Ｂ Ｖ お よ び Ｈ Ｃ Ｖ 感 染 に よ っ て 活 性 化 さ れ た Ｎ Ｆ － κ Ｂ は 、 更 に 、 Ｗ ｎ ｔ お よ び 細 胞
成 長 を 制 御 す る 他 の 調 節 因 子 と 相 互 作 用 し 得 る と 考 え ら れ る 。 Ｎ Ｆ － κ Ｂ シ グ ナ リ ン グ が
Ｗ ｎ ｔ － １ 蛋 白 質 発 現 を ど の よ う に 増 強 す る か 、 お よ び こ れ ら の 複 合 体 （ complexes） が
、 Ｈ Ｂ Ｖ お よ び Ｈ Ｃ Ｖ 関 連 肝 細 胞 癌 発 生 に お い て Ｗ ｎ ｔ － １ 蛋 白 質 と ど の よ う に 関 連 す る
か に つ い て の 問 題 は 、 依 然 と し て 明 確 に さ れ る 必 要 が あ る 。 よ り 複 雑 な 病 態 生 理 学 的 コ ン
テ ク ス ト で の 、 Ｈ Ｂ Ｖ お よ び ／ ま た は Ｈ Ｃ Ｖ 、 Ｎ Ｆ － κ Ｂ 、 Ｗ ｎ ｔ － １ 、 β － カ テ ニ ン 経
路 お よ び Ｈ Ｃ Ｃ 間 の コ ネ ク シ ョ ン を 探 究 す る た め に 、 更 な る 研 究 が 必 要 と さ れ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 Ｗ ｎ ｔ シ グ ナ リ ン グ 経 路 が 、 髄 芽 腫 を 有 す る 子 供 に お け る （ R.J. Gilbertson (2004), 
Lancet Oncol., 5:209-218） 、 そ し て 頭 お よ び 首 扁 平 上 皮 細 胞 癌 （ head and neck squamo
us cell carcinomas） を 有 す る 人 に お け る （ C.S. Rhee (2002), Oncogene, 21:6598-6605
） 、 新 規 の 処 置 レ ジ メ を 設 計 す る た め の 治 療 標 的 と し て 使 用 さ れ 得 る こ と が 提 案 さ れ て い
る 。 理 論 的 に 、 そ れ は 、 Ｈ Ｃ Ｃ の 処 置 に お け る 非 常 に 有 効 な 治 療 剤 を 設 計 す る た め お よ び
肝 細 胞 癌 発 生 の 化 学 的 予 防 の た め に （ W.K. Hong and M.B. Sporn (1997), Science, 278:
1073-1077; W.J. Nelson and R. Nusse (2004), Science, 303:1483-1487） 、 Ｎ Ｆ － κ Ｂ
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シ グ ナ リ ン グ （ A. Lin and M. Karin (2003), Semin. Cancer Biol., 13:107-114; C.Y. 
Wang et al. (1999), Nat. Med., 5:421-427） と 共 に 、 Ｗ ｎ ｔ シ グ ナ リ ン グ 経 路 （ J. Tai
pale and P. A. Beachy (2001), Nature, 411:349-354; Kalderon, D. (2002), Trends C
ell. Biol., 12:523-531; A. Ruiz i Altaba et al. (2002), Nature Rev. Cancer, 2:36
1-370; R.J. Gilbertson (2004), Lancet Oncol., 5:209-218; C.S. Rhee et al. (2002)
, Oncogene, 21:6598-6605） を 標 的 化 す る こ と に よ っ て 、 実 現 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 最 後 に 、 本 発 明 者 の 研 究 は 、 Ｎ Ｆ － κ Ｂ 結 合 Ｗ ｎ ｔ － １ 蛋 白 質 の 増 強 さ れ た 発 現 が 、 Ｈ
Ｂ Ｖ お よ び Ｈ Ｃ Ｖ 関 連 肝 細 胞 癌 発 生 の 共 通 の 機 構 を 構 成 し 得 る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 本 明 細 書 に お い て 引 用 さ れ た 全 て の 特 許 お よ び 文 献 は 、 参 照 に よ り 、 そ れ ら の 全 体 が 本
明 細 書 中 に 組 み 込 ま れ る 。 コ ン フ リ ク ト の 場 合 、 規 定 を 含 む 本 明 細 書 が 優 勢 で あ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 本 発 明 は 、 上 記 特 定 の 実 施 形 態 を 参 照 し て 説 明 さ れ た が 、 多 数 の 修 飾 お よ び 改 変 が 、 本
発 明 の 範 囲 お よ び 精 神 を 逸 脱 す る こ と な く 成 さ れ 得 る こ と が 明 ら か で あ る 。 従 っ て 、 本 発
明 は 、 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 に よ っ て 示 さ れ る よ う に の み 限 定 さ れ る こ と が 意 図 さ れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ １ ２ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 本 発 明 の 研 究 プ ロ ト コ ル を 図 示 し て お り 、 こ こ で 、 腫 瘍 お よ び 非 腫 瘍 部
分 に 分 離 さ れ た 各 々 の 対 の Ｈ Ｃ Ｃ 検 体 の 肝 臓 組 織 か ら 抽 出 さ れ た 蛋 白 質 が 、 種 々 の 実 験 に
供 さ れ て い る ； 略 語 ： Ｅ Ｍ Ｓ Ａ 、 電 気 泳 動 移 動 度 シ フ ト ア ッ セ イ ； Ｉ Ｐ 、 免 疫 沈 降 ； ２ －
Ｄ Ｅ 、 二 次 元 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 ； お よ び Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｑ － Ｔ Ｏ Ｆ 、 マ ト リ
ク ス 支 援 レ ー ザ ー 脱 離 ／ イ オ ン 化 － 四 重 極 － 飛 行 時 間 （ matrix-assisted laser desorpti
on/ionization-quadrupole-time-of-flight） 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 抗 － Ｎ Ｆ － κ Ｂ 　 ｐ ５ ０ 抗 体 （ 抗 － ｐ ５ ０ ） で プ ロ ー ブ さ れ る 場 合 の 、
抽 出 さ れ た 核 蛋 白 質 の Ｅ Ｍ Ｓ Ａ お よ び ス ー パ ー シ フ ト ア ッ セ イ 結 果 を 示 し て お り 、 該 抽 出
さ れ た 核 蛋 白 質 は 、 前 述 の 表 １ に 列 挙 さ れ る Ｈ Ｃ Ｃ 患 者 番 号 １ ～ ７ の 検 体 の 腫 瘍 お よ び 非
腫 瘍 部 分 か ら そ れ ぞ れ 得 ら れ 、 こ こ で 、 略 語 ： Ｔ 、 Ｈ Ｃ Ｃ 検 体 の 腫 瘍 部 分 か ら 抽 出 さ れ た
核 蛋 白 質 、 そ し て Ｎ Ｔ 、 Ｈ Ｃ Ｃ 検 体 の 非 腫 瘍 部 分 か ら 抽 出 さ れ た 核 蛋 白 質 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 前 述 の 表 １ に 列 挙 さ れ る Ｈ Ｃ Ｃ 患 者 番 号 ８ ～ ９ の 検 体 の 腫 瘍 お よ び 非 腫
瘍 部 分 か ら そ れ ぞ れ 得 ら れ た 、 抽 出 さ れ た 核 蛋 白 質 の Ｅ Ｍ Ｓ Ａ 結 果 を 示 し て お り 、 こ こ で
、 略 語 ： Ｔ 、 Ｈ Ｃ Ｃ 検 体 の 腫 瘍 部 分 か ら 抽 出 さ れ た 核 蛋 白 質 、 そ し て Ｎ Ｔ 、 Ｈ Ｃ Ｃ 検 体 の
非 腫 瘍 部 分 か ら 抽 出 さ れ た 核 蛋 白 質 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 ２ － Ｄ Ｅ ゲ ル の 銀 染 色 結 果 を 示 し て お り 、 こ こ で 、 前 述 の 表 １ に 列 挙 さ
れ る ９ 人 の Ｈ Ｃ Ｃ 患 者 の 検 体 の 腫 瘍 部 分 か ら 抽 出 さ れ た 蛋 白 質 （ ５ ０ ０ μ ｇ ） が 、 そ れ ぞ
れ 、 抗 － ｐ ５ ０ を 使 用 す る 免 疫 沈 降 （ Ｉ Ｐ ） へ 供 さ れ 、 そ し て 該 ９ 人 の Ｈ Ｃ Ｃ 患 者 の 蛋 白
質 サ ン プ ル に お い て 得 ら れ る 免 疫 複 合 体 が 、 回 収 さ れ そ し て 共 に プ ー ル さ れ 、 １ ２ ． ５ ％
ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル を 使 用 す る 二 次 元 電 気 泳 動 （ ２ － Ｄ Ｅ ） 分 析 を 実 行 し 、 続 い て こ
の よ う に 得 ら れ た ２ － Ｄ Ｅ ゲ ル が 銀 染 色 さ れ 、 こ の 上 に お い て ス ポ ッ ト Ｍ Ｉ ２ ０ ５ ４ ３ ４
の 位 置 が マ ー ク さ れ た 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 ２ － Ｄ Ｅ ゲ ル の 銀 染 色 結 果 を 示 し て お り 、 こ こ で 、 前 述 の 表 １ に 列 挙 さ
れ る ９ 人 の Ｈ Ｃ Ｃ 患 者 の 検 体 の 腫 瘍 部 分 か ら 抽 出 さ れ た 蛋 白 質 （ ５ ０ ０ μ ｇ ） が 、 そ れ ぞ
れ 、 抗 － Ｎ Ｆ － κ Ｂ 　 ｐ ６ ５ 抗 体 （ 抗 － ｐ ６ ５ ） を 使 用 す る 免 疫 沈 降 （ Ｉ Ｐ ） へ 供 さ れ 、
そ し て 該 ９ 人 の Ｈ Ｃ Ｃ 患 者 の 蛋 白 質 サ ン プ ル に お い て 得 ら れ る 免 疫 複 合 体 が 、 回 収 さ れ そ
し て 共 に プ ー ル さ れ 、 １ ２ ． ５ ％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル を 使 用 す る ２ － Ｄ Ｅ 分 析 を 実 行
し 、 続 い て こ の よ う に 得 ら れ た ２ － Ｄ Ｅ ゲ ル が 銀 染 色 さ れ 、 こ の 上 に お い て ス ポ ッ ト Ｍ Ｉ
２ ０ ５ ４ ３ ４ の 位 置 が マ ー ク さ れ た 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 ２ － Ｄ Ｅ ゲ ル の 銀 染 色 結 果 を 示 し て お り 、 こ こ で 、 前 述 の 表 １ に 列 挙 さ
れ る ９ 人 の Ｈ Ｃ Ｃ 患 者 の 検 体 の 腫 瘍 部 分 か ら の プ ー ル さ れ た 総 蛋 白 質 が 、 １ ２ ． ５ ％ ポ リ
ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル を 使 用 す る ２ － Ｄ Ｅ 分 析 に 供 さ れ 、 続 い て 、 こ の よ う に 得 ら れ た ２ －
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Ｄ Ｅ ゲ ル が 銀 染 色 さ れ 、 こ の 上 に お い て 、 抗 － ｐ ５ ０ お よ び ／ ま た は 抗 － ｐ ６ ５ を 使 用 す
る Ｉ Ｐ で 処 理 さ れ た ２ － Ｄ Ｅ ゲ ル に お い て ポ ジ テ ィ ブ に 染 色 さ れ た も の に 等 し い ２ ０ 個 の
ス ポ ッ ト の 位 置 が 、 ImageMaster 2D Platinum Software, version 5.0 (Amersham Biosci
ences)と 組 み 合 わ せ て 、 Typhoon 9200 ImageMaster (Amersham Biosciences)を 使 用 し て
、 任 意 に 選 択 さ れ そ し て 共 に マ ッ ピ ン グ さ れ た （ Hubbard, M.J., and McHugh, N.J. (200
0), Electrophoresis, 21:3785-3796） 。
【 図 ７ 】 図 ７ は 、 図 ６ の 銀 染 色 さ れ た ２ － Ｄ Ｅ ゲ ル に つ い て 使 用 し た も の と 同 一 の 条 件 下
で 実 行 さ れ た 、 Ｓ Ｙ Ｐ Ｒ Ｏ － Ｒ ｕ ｂ ｙ 染 色 さ れ た ２ － Ｄ Ｅ ゲ ル か ら 得 ら れ た ２ ０ 個 の ス ポ
ッ ト の 質 量 分 析 結 果 を 示 し て お り 、 そ し て 図 ６ に 記 載 の ス ポ ッ ト に 対 応 し て い る 。
【 図 ８ 】 図 ８ ～ １ ０ は 、 ぞ れ ぞ れ 、 前 述 の 表 １ に 列 挙 さ れ る Ｈ Ｃ Ｃ 患 者 番 号 １ 、 ５ お よ び
９ の 検 体 の 腫 瘍 部 分 お よ び 非 腫 瘍 部 分 と の 間 で の 、 図 ６ に お い て 同 定 さ れ た ス ポ ッ ト Ｍ Ｉ
２ ０ ５ ４ ３ ４ の 量 比 較 結 果 を 示 し て お り 、 こ こ で 、 腫 瘍 肝 臓 組 織 と 非 腫 瘍 肝 臓 組 織 と の 間
で の ス ポ ッ ト Ｍ Ｉ ２ ０ ５ ４ ３ ４ の 量 比 較 は 、 ImageMaster（ Amersham Biosciences） に よ
っ て な さ れ て お り 、 そ し て 参 照 値 は 、 非 腫 瘍 肝 臓 組 織 に お け る 対 応 の ス ポ ッ ト か ら 得 ら れ
た 量 で あ り 、 こ れ は 、 比 較 の た め の ベ ー ス ラ イ ン 値 と し て 機 能 す る 。
【 図 ９ 】 図 ８ ～ １ ０ は 、 ぞ れ ぞ れ 、 前 述 の 表 １ に 列 挙 さ れ る Ｈ Ｃ Ｃ 患 者 番 号 １ 、 ５ お よ び
９ の 検 体 の 腫 瘍 部 分 お よ び 非 腫 瘍 部 分 と の 間 で の 、 図 ６ に お い て 同 定 さ れ た ス ポ ッ ト Ｍ Ｉ
２ ０ ５ ４ ３ ４ の 量 比 較 結 果 を 示 し て お り 、 こ こ で 、 腫 瘍 肝 臓 組 織 と 非 腫 瘍 肝 臓 組 織 と の 間
で の ス ポ ッ ト Ｍ Ｉ ２ ０ ５ ４ ３ ４ の 量 比 較 は 、 ImageMaster（ Amersham Biosciences） に よ
っ て な さ れ て お り 、 そ し て 参 照 値 は 、 非 腫 瘍 肝 臓 組 織 に お け る 対 応 の ス ポ ッ ト か ら 得 ら れ
た 量 で あ り 、 こ れ は 、 比 較 の た め の ベ ー ス ラ イ ン 値 と し て 機 能 す る 。
【 図 １ ０ 】 図 ８ ～ １ ０ は 、 ぞ れ ぞ れ 、 前 述 の 表 １ に 列 挙 さ れ る Ｈ Ｃ Ｃ 患 者 番 号 １ 、 ５ お よ
び ９ の 検 体 の 腫 瘍 部 分 お よ び 非 腫 瘍 部 分 と の 間 で の 、 図 ６ に お い て 同 定 さ れ た ス ポ ッ ト Ｍ
Ｉ ２ ０ ５ ４ ３ ４ の 量 比 較 結 果 を 示 し て お り 、 こ こ で 、 腫 瘍 肝 臓 組 織 と 非 腫 瘍 肝 臓 組 織 と の
間 で の ス ポ ッ ト Ｍ Ｉ ２ ０ ５ ４ ３ ４ の 量 比 較 は 、 ImageMaster（ Amersham Biosciences） に
よ っ て な さ れ て お り 、 そ し て 参 照 値 は 、 非 腫 瘍 肝 臓 組 織 に お け る 対 応 の ス ポ ッ ト か ら 得 ら
れ た 量 で あ り 、 こ れ は 、 比 較 の た め の ベ ー ス ラ イ ン 値 と し て 機 能 す る 。
【 図 １ １ 】 図 １ １ は 、 前 述 の 表 １ に 列 挙 さ れ る Ｈ Ｃ Ｃ 患 者 番 号 １ お よ び ５ の 検 体 の 腫 瘍 部
分 お よ び 非 腫 瘍 部 分 の ２ － Ｄ Ｅ ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 結 果 を 示 し て お り 、 こ こ で 、 表 １ に 列
挙 さ れ る Ｈ Ｃ Ｃ 患 者 番 号 １ お よ び ５ の 検 体 の 腫 瘍 お よ び 非 腫 瘍 部 分 か ら 抽 出 さ れ た 蛋 白 質
は 、 そ れ ぞ れ 、 ２ － Ｄ Ｅ へ 供 さ れ 、 続 い て 、 抗 － ヒ ト Ｗ ｎ ｔ － １ 抗 体 で プ ロ ー ブ さ れ る ウ
ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ が 行 わ れ た ； 略 語 ： Ｔ 、 Ｈ Ｃ Ｃ 腫 瘍 部 分 ； お よ び Ｎ 、 Ｈ Ｃ Ｃ 非 腫
瘍 部 分 。
【 図 １ ２ 】 図 １ ２ は 、 the Tumor and Serum Bank of Chi-Mei Medical Centerか ら 得 ら れ
た 更 な る ８ 個 の 対 の Ｈ Ｃ Ｃ 検 体 （ 患 者 番 号 １ ０ ～ １ ７ ） の 腫 瘍 お よ び 非 腫 瘍 部 分 の 一 次 元
電 気 泳 動 （ １ － Ｄ Ｅ ） － ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に つ い て の デ ン シ ト メ ト リ ー 分 析 結 果 を 示 し
て お り 、 こ こ で 、 該 更 な る ８ 個 の 対 の Ｈ Ｃ Ｃ 検 体 の 腫 瘍 お よ び 非 腫 瘍 部 分 か ら 抽 出 さ れ た
蛋 白 質 は 、 １ ２ ． ５ ％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル を 使 用 す る １ － Ｄ Ｅ 分 析 に 供 さ れ 、 続 い て
、 抗 － ヒ ト Ｗ ｎ ｔ － １ 抗 体 で プ ロ ー ブ さ れ た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ が 行 わ れ 、 そ し て
該 更 な る ８ 個 の 対 の Ｈ Ｃ Ｃ 検 体 の 腫 瘍 お よ び 非 腫 瘍 部 分 の 各 々 に お け る Ｗ ｎ ｔ － １ 蛋 白 質
の 発 現 レ ベ ル が 、 the ImageMaster (Amersham Biosciences)を 使 用 す る 半 定 量 的 分 析 に よ
っ て 測 定 さ れ ； 参 照 値 １ ０ ０ は 、 患 者 番 号 １ ７ の 腫 瘍 組 織 の Ｗ ｎ ｔ － １ 蛋 白 質 バ ン ド か ら
得 ら れ た 総 カ ウ ン ト で あ り 、 こ れ は 比 較 の た め の ベ ー ス ラ イ ン 値 と し て 機 能 し ； 患 者 番 号
１ ０ ～ １ ３ は 、 Ｈ Ｃ Ｖ 感 染 し た 被 験 体 で あ り 、 一 方 、 患 者 番 号 １ ４ ～ １ ７ は Ｈ Ｂ Ｖ 感 染 し
た 被 験 体 で あ り ； 略 語 ： Ｔ 、 腫 瘍 組 織 ； Ｎ Ｔ 、 非 腫 瘍 組 織 ； お よ び 矢 印 は 、 Ｗ ｎ ｔ － １ の
位 置 を 示 し て い る 。
【 図 １ ３ 】 図 １ ３ は 、 Ｈ Ｃ Ｃ の 発 生 の 仮 定 さ れ る 経 路 を 示 し て お り 、 こ こ で 、 Ｎ Ｆ － κ Ｂ
シ グ ナ リ ン グ 経 路 に よ る Ｗ ｎ ｔ － １ 蛋 白 質 の 活 性 化 は 、 Ｂ 型 肝 炎 お よ び Ｃ 型 肝 炎 関 連 肝 細
胞 癌 発 生 に 対 し て 因 果 関 係 を 有 し て い る 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】 【 図 ８ 】
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