
(57)【要約】
【課題】　患者の乳房器官から生物学的試料を収集するための新規な試料収集装置の提供
。
【解決手段】　患者の乳房器官から生物学的試料を収集するための試料収集装置であって
、乳房適合メンバーと乳房の乳首又は小葉内導管との間の流体連結を確立するための、患
者の乳房への適用のための乳房適合メンバー；前記乳首又は小葉内導管からの乳房流体発
現を誘発するか又は促進するために、前記乳房の乳首の表面での又は小葉内導管内の圧力
を変えるために前記乳房適合メンバーと連結する圧力変更手段；及び前記乳首又は小葉内
導管からの発現された乳房流体の試料を受けるための前記乳房適合メンバーと流体連結し
て存在する固相試料収集媒体を含んで成る装置。
【選択図】　　　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 患 者 の 乳 房 器 官 か ら 生 物 学 的 試 料 を 収 集 す る た め の 試 料 収 集 装 置 で あ っ て 、
　 乳 房 適 合 メ ン バ ー と 乳 房 の 乳 首 又 は 小 葉 内 導 管 と の 間 の 流 体 連 結 を 確 立 す る た め の 、 患
者 の 乳 房 へ の 適 用 の た め の 乳 房 適 合 メ ン バ ー ；
　 前 記 乳 首 又 は 小 葉 内 導 管 か ら の 乳 房 流 体 発 現 を 誘 発 す る か 又 は 促 進 す る た め に 、 前 記 乳
房 の 乳 首 の 表 面 で の 又 は 小 葉 内 導 管 内 の 圧 力 を 変 え る た め に 前 記 乳 房 適 合 メ ン バ ー と 連 結
す る 圧 力 変 更 手 段 ； 及 び
　 前 記 乳 首 又 は 小 葉 内 導 管 か ら の 発 現 さ れ た 乳 房 流 体 の 試 料 を 受 け る た め の 前 記 乳 房 適 合
メ ン バ ー と 流 体 連 結 し て 存 在 す る 固 相 試 料 収 集 媒 体 を 含 ん で 成 る 装 置 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 圧 力 変 更 手 段 が 、 前 記 乳 首 上 に 又 は 前 記 小 葉 内 導 管 内 に 負 圧 を 適 用 す る 前 記 乳 房 適
合 メ ン バ ー と 気 体 連 結 し て 存 在 す る 真 空 ポ ン プ を 含 ん で 成 る 請 求 項 １ 記 載 の 試 料 収 集 装 置
。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 乳 房 適 合 メ ン バ ー と 流 体 連 結 す る 前 記 固 相 試 料 連 結 媒 体 が 、 乳 房 患 者 マ ー カ ー を 検
出 す る た め の ア ッ セ イ 中 へ の 組 み 込 み の た め の 乳 房 流 体 の 所 望 す る 成 分 を 選 択 的 に 吸 着 し
、 結 合 し 、 又 は 他 方 で は 、 処 理 す る 請 求 項 １ 記 載 の 試 料 収 集 装 置 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 固 相 試 料 収 集 媒 体 が 、 前 記 乳 房 適 合 メ ン バ ー が 乳 房 に 適 用 さ れ 、 そ し て 正 又 は 負 圧
が 前 記 負 圧 変 更 手 段 に よ り 発 生 さ れ る 場 合 、 前 記 乳 首 又 は 小 葉 内 導 管 と 流 体 接 触 し て 存 在
す る 請 求 項 １ 記 載 の 試 料 収 集 装 置 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 固 相 試 料 収 集 媒 体 が 、 乳 房 ポ ン プ と 流 体 連 結 し て 、 一 体 式 的 に 又 は 着 脱 可 能 的 に 配
置 さ れ る 請 求 項 １ 記 載 の 試 料 収 集 装 置 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 固 相 試 料 収 集 媒 体 が 、 顕 微 鏡 ガ ラ ス ス ラ イ ド 、 毛 細 管 、 収 集 管 、 カ ラ ム 、 マ イ ク ロ
－ カ ラ ム 、 ウ ェ ル 、 プ レ ー ト 、 膜 、 フ ィ ル タ ー 、 樹 脂 、 無 機 マ ト リ ッ ク ス 、 ビ ー ズ 、 粒 質
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 媒 体 、 プ ラ ス チ ッ ク 微 小 粒 子 、 ラ テ ッ ク ス 粒 子 、 被 覆 さ れ た 管 、 被 覆
さ れ た 鋳 型 、 被 覆 さ れ た ビ ー ズ 、 被 覆 さ れ た マ ト リ ッ ク ス 、 又 は そ れ ら の 組 合 せ か ら 成 る
群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 １ 記 載 の 試 料 収 集 装 置 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 固 相 試 料 収 集 媒 体 が フ ィ ル タ ー 又 は 膜 を 含 ん で 成 る 請 求 項 １ 記 載 の 試 料 収 集 装 置 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 固 相 試 料 収 集 媒 体 が ニ ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー 又 は 膜 を 含 ん で 成 る 請 求 項 １ 記 載
の 試 料 収 集 装 置 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 固 相 試 料 収 集 媒 体 が 、 乳 房 流 体 か ら の 細 胞 、 細 胞 構 成 成 分 、 精 製 さ れ た 又 は バ ル ク
タ ン パ ク 質 、 糖 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 又 は ヌ ク レ オ チ ド を 受 け る か 又 は 分 割 す る よ う 機 能
す る 請 求 項 １ 記 載 の 試 料 収 集 装 置 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 生 物 学 的 試 料 が 、 全 乳 房 流 体 、 全 細 胞 、 細 胞 フ ラ グ メ ン ト 、 細 胞 膜 、 タ ン パ ク 質 、
糖 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 乳 房 流 体 の ヌ ク レ オ チ ド 成 分 、 又 は そ れ ら の 組 合 せ か ら 成 る 群
か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 １ 記 載 の 試 料 収 集 装 置 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 生 物 学 的 試 料 が 、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 糖 タ ン パ ク 質 、 脂 質 、 糖 脂 質 、 DNAポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 、 RNAポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 又 は そ れ ら の 組 合 せ か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た １
又 は 複 数 の 乳 房 疾 患 マ ー カ ー を 含 ん で 成 る 請 求 項 １ 記 載 の 試 料 収 集 装 置 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 生 物 学 的 試 料 が 、 Ki67成 長 因 子 、 サ イ ク リ ン 、 増 殖 す る 細 胞 核 抗 原 、 エ ス ト ロ ゲ ン
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、 上 皮 成 長 因 子 、 形 質 転 換 す る 成 長 因 子 α 、 組 織 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー 、 イ ン
ス リ ン 成 長 因 子 レ セ プ タ ー 、 上 皮 因 子 成 長 因 子 レ セ プ タ ー 、 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 、 ラ ミ ニ ン レ セ
プ タ ー 、 イ ン テ グ リ ン 、 p53, rb, nm23, ras, c-myc, 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 、 プ ロ ラ ク
チ ン 、 ニ ュ ー ロ ン 特 異 的 エ ノ ラ ー ゼ 、 IR－ 14、 KA1, KA14, ア ル フ ァ ー － ラ ク ト ア ル ブ ミ
ン 、 ア ク チ ン 、 CEA, HME抗 原 、 MCA, PSA, バ ソ プ レ シ ン 及 び カ テ プ シ ン D、 又 は そ れ ら の
組 合 せ か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る １ 又 は 複 数 の 乳 房 疾 患 マ ー カ ー を 含 ん で 成 る 請 求 項 １ 記
載 の 試 料 収 集 装 置 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 患 者 の 乳 房 器 官 か ら 生 物 学 試 料 を 得 る た め の 非 侵 入 性 方 法 で あ っ て 、
　 乳 房 適 合 メ ン バ ー と 乳 房 の 乳 首 又 は 小 葉 内 導 管 と の 間 の 流 体 連 結 を 確 立 す る た め の 、 患
者 の 乳 房 へ の 適 用 の た め の 乳 房 適 合 メ ン バ ー ；
　 前 記 乳 首 又 は 小 葉 内 導 管 か ら の 乳 房 流 体 発 現 を 誘 発 す る か 又 は 促 進 す る た め に 、 前 記 乳
房 の 乳 首 の 表 面 で の 又 は 小 葉 内 導 管 内 の 圧 力 を 変 え る た め に 前 記 乳 房 適 合 メ ン バ ー と 連 結
す る 圧 力 変 更 手 段 ； 及 び
　 前 記 乳 首 又 は 小 葉 内 導 管 か ら の 発 現 さ れ た 乳 房 流 体 の 試 料 を 受 け る た め の 前 記 乳 房 適 合
メ ン バ ー と 流 体 連 結 し て 存 在 す る 固 相 試 料 収 集 媒 体 を 含 ん で 成 る 、 前 記 患 者 か ら の 前 記 生
物 学 的 試 料 を 収 集 す る た め の 試 料 収 集 装 置 を 適 用 し ； そ し て
　 前 記 乳 房 流 体 の 発 現 と 同 時 に 、 又 は そ れ に 続 い て 、 前 記 発 現 さ れ た 乳 房 流 体 、 又 は 固 相
試 料 収 集 媒 体 上 の 又 は そ の 内 部 の １ 又 は 複 数 の 乳 房 疾 患 マ ー カ ー を 含 む そ の 成 分 を 含 ん で
成 る 生 物 学 的 試 料 を 収 集 す る 段 階 を 含 ん で 成 る 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 圧 力 変 更 手 段 が 、 前 記 乳 首 の 外 部 上 に 又 は 前 記 小 葉 内 導 管 内 に 負 圧 を 適 用 す る 前 記
乳 房 適 合 メ ン バ ー 又 は 小 葉 内 導 管 と 気 体 連 結 し て 存 在 す る 真 空 ポ ン プ を 含 ん で 成 る 請 求 項
13記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 固 相 試 料 収 集 媒 体 が 、 前 記 乳 房 適 合 メ ン バ ー が 乳 房 に 適 用 さ れ 、 そ し て 正 又 は 負 圧
が 前 記 負 圧 変 更 手 段 に よ り 発 生 さ れ る 場 合 、 前 記 乳 首 又 は 小 葉 内 導 管 と 流 体 接 触 し て 存 在
す る 請 求 項 13記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 固 相 試 料 収 集 媒 体 が 、 乳 房 ポ ン プ と 流 体 連 結 し て 、 一 体 式 的 に 又 は 着 脱 可 能 的 に 配
置 さ れ る 請 求 項 13記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 固 相 試 料 収 集 媒 体 が 、 顕 微 鏡 ガ ラ ス ス ラ イ ド 、 毛 細 管 、 収 集 管 、 カ ラ ム 、 マ イ ク ロ
－ カ ラ ム 、 ウ ェ ル 、 プ レ ー ト 、 膜 、 フ ィ ル タ ー 、 樹 脂 、 無 機 マ ト リ ッ ク ス 、 ビ ー ズ 、 粒 質
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 媒 体 、 プ ラ ス チ ッ ク 微 小 粒 子 、 ラ テ ッ ク ス 粒 子 、 被 覆 さ れ た 管 、 被 覆
さ れ た 鋳 型 、 被 覆 さ れ た ビ ー ズ 、 被 覆 さ れ た マ ト リ ッ ク ス 、 又 は そ れ ら の 組 合 せ か ら 成 る
群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 13記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 固 相 試 料 収 集 媒 体 が フ ィ ル タ ー 又 は 膜 を 含 ん で 成 る 請 求 項 13記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 固 相 試 料 収 集 媒 体 が ニ ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー 又 は 膜 を 含 ん で 成 る 請 求 項 13記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 固 相 試 料 収 集 媒 体 が 、 乳 房 流 体 か ら の 細 胞 、 細 胞 構 成 成 分 、 精 製 さ れ た 又 は バ ル ク
タ ン パ ク 質 、 糖 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 又 は ヌ ク レ オ チ ド を 受 け る か 又 は 分 割 す る よ う 機 能
す る 請 求 項 13記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 生 物 学 的 試 料 が 、 全 乳 房 流 体 、 全 細 胞 、 細 胞 フ ラ グ メ ン ト 、 細 胞 膜 、 タ ン パ ク 質 、
糖 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 乳 房 流 体 の ヌ ク レ オ チ ド 成 分 、 又 は そ れ ら の 組 合 せ か ら 成 る 群
か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 13記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 生 物 学 的 試 料 が 、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 糖 タ ン パ ク 質 、 脂 質 、 糖 脂 質 、 DNAポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 、 RNAポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 又 は そ れ ら の 組 合 せ か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た １
又 は 複 数 の 乳 房 疾 患 マ ー カ ー を 含 ん で 成 る 請 求 項 13記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 生 物 学 的 試 料 が 、 Ki67成 長 因 子 、 サ イ ク リ ン 、 増 殖 す る 細 胞 核 抗 原 、 エ ス ト ロ ゲ ン
、 上 皮 成 長 因 子 、 形 質 転 換 す る 成 長 因 子 α 、 組 織 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー 、 イ ン
ス リ ン 成 長 因 子 レ セ プ タ ー 、 上 皮 因 子 成 長 因 子 レ セ プ タ ー 、 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 、 ラ ミ ニ ン レ セ
プ タ ー 、 イ ン テ グ リ ン 、 p53, rb, nm23, ras, c-myc, 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 、 プ ロ ラ ク
チ ン 、 ニ ュ ー ロ ン 特 異 的 エ ノ ラ ー ゼ 、 IR－ 14、 KA1, KA14, ア ル フ ァ ー － ラ ク ト ア ル ブ ミ
ン 、 ア ク チ ン 、 CEA, HME抗 原 、 MCA, PSA, バ ソ プ レ シ ン 及 び カ テ プ シ ン D、 又 は そ れ ら の
組 合 せ か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る １ 又 は 複 数 の 乳 房 疾 患 マ ー カ ー を 含 ん で 成 る 請 求 項 13記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 記 生 物 学 的 試 料 を 収 集 す る 前 記 段 階 が 、 前 記 発 現 さ れ た 乳 房 流 体 か ら の 少 な く と も １
又 は 複 数 の 乳 房 疾 患 マ ー カ ー を 保 持 す る 固 相 試 料 収 集 媒 体 と 前 記 発 現 さ れ た 乳 房 流 体 と を
接 触 せ し め る こ と を 包 含 す る 請 求 項 13記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 患 者 の 乳 房 器 官 か ら 得 ら れ た 生 物 学 的 試 料 に お け る １ 又 は 複 数 の 乳 房 疾 患 マ ー カ ー の 存
在 又 は 量 を 決 定 す る た め の ア ッ セ イ 方 法 で あ っ て 、
　 乳 房 適 合 メ ン バ ー と 乳 房 の 乳 首 又 は 小 葉 内 導 管 と の 間 の 流 体 連 結 を 確 立 す る た め の 、 患
者 の 乳 房 へ の 適 用 の た め の 乳 房 適 合 メ ン バ ー ；
　 前 記 乳 首 又 は 小 葉 内 導 管 か ら の 乳 房 流 体 発 現 を 誘 発 す る か 又 は 促 進 す る た め に 、 前 記 乳
房 の 乳 首 の 表 面 で の 又 は 小 葉 内 導 管 内 の 圧 力 を 変 え る た め に 前 記 乳 房 適 合 メ ン バ ー と 連 結
す る 圧 力 変 更 手 段 ； 及 び
　 前 記 乳 首 又 は 小 葉 内 導 管 か ら の 発 現 さ れ た 乳 房 流 体 の 試 料 を 受 け る た め の 前 記 乳 房 適 合
メ ン バ ー と 流 体 連 結 し て 存 在 す る 固 相 試 料 収 集 媒 体 を 含 ん で 成 る 、 前 記 患 者 か ら の 前 記 生
物 学 的 試 料 を 収 集 す る た め の 試 料 収 集 装 置 を 適 用 し ； そ し て
　 前 記 乳 房 流 体 の 発 現 と 同 時 に 、 又 は そ れ に 続 い て 、 前 記 発 現 さ れ た 乳 房 流 体 、 又 は 固 相
試 料 収 集 媒 体 上 の 又 は そ の 内 部 の １ 又 は 複 数 の 乳 房 疾 患 マ ー カ ー を 含 む そ の 成 分 を 含 ん で
成 る 生 物 学 的 試 料 を 収 集 し ； そ し て
　 前 記 試 料 に お け る 前 記 １ 又 は 複 数 の 乳 房 疾 患 マ ー カ ー の 存 在 又 は 量 を 検 出 す る 段 階 を 含
ん で 成 る ア ッ セ イ 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 前 記 圧 力 変 更 手 段 が 、 前 記 乳 首 の 外 部 上 に 又 は 前 記 小 葉 内 導 管 内 に 負 圧 を 適 用 す る 前 記
乳 房 適 合 メ ン バ ー 又 は 小 葉 内 導 管 と 気 体 連 結 し て 存 在 す る 真 空 ポ ン プ を 含 ん で 成 る 請 求 項
25記 載 の ア ッ セ イ 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 前 記 固 相 試 料 収 集 媒 体 が 、 前 記 乳 房 適 合 メ ン バ ー が 乳 房 に 適 用 さ れ 、 そ し て 正 又 は 負 圧
が 前 記 負 圧 変 更 手 段 に よ り 発 生 さ れ る 場 合 、 前 記 乳 首 又 は 小 葉 内 導 管 と 流 体 接 触 し て 存 在
す る 請 求 項 25記 載 の ア ッ セ イ 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 前 記 固 相 試 料 収 集 媒 体 が 、 乳 房 ポ ン プ と 流 体 連 結 し て 、 一 体 式 的 に 又 は 着 脱 可 能 的 に 配
置 さ れ る 請 求 項 25記 載 の ア ッ セ イ 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 前 記 固 相 試 料 収 集 媒 体 が 、 顕 微 鏡 ガ ラ ス ス ラ イ ド 、 毛 細 管 、 収 集 管 、 カ ラ ム 、 マ イ ク ロ
－ カ ラ ム 、 ウ ェ ル 、 プ レ ー ト 、 膜 、 フ ィ ル タ ー 、 樹 脂 、 無 機 マ ト リ ッ ク ス 、 ビ ー ズ 、 粒 質
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 媒 体 、 プ ラ ス チ ッ ク 微 小 粒 子 、 ラ テ ッ ク ス 粒 子 、 被 覆 さ れ た 管 、 被 覆
さ れ た 鋳 型 、 被 覆 さ れ た ビ ー ズ 、 被 覆 さ れ た マ ト リ ッ ク ス 、 又 は そ れ ら の 組 合 せ か ら 成 る
群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 25記 載 の ア ッ セ イ 方 法 。
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【 請 求 項 ３ ０ 】
　 前 記 固 相 試 料 収 集 媒 体 が フ ィ ル タ ー 又 は 膜 を 含 ん で 成 る 請 求 項 25記 載 の ア ッ セ イ 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 前 記 固 相 試 料 収 集 媒 体 が ニ ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー 又 は 膜 を 含 ん で 成 る 請 求 項 25記 載
の ア ッ セ イ 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 前 記 固 相 試 料 収 集 媒 体 が 、 乳 房 流 体 か ら の 細 胞 、 細 胞 構 成 成 分 、 精 製 さ れ た 又 は バ ル ク
タ ン パ ク 質 、 糖 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 又 は ヌ ク レ オ チ ド を 受 け る か 又 は 分 割 す る よ う 機 能
す る 請 求 項 25記 載 の ア ッ セ イ 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 前 記 生 物 学 的 試 料 が 、 全 乳 房 流 体 、 全 細 胞 、 細 胞 フ ラ グ メ ン ト 、 細 胞 膜 、 タ ン パ ク 質 、
糖 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 乳 房 流 体 の ヌ ク レ オ チ ド 成 分 、 又 は そ れ ら の 組 合 せ か ら 成 る 群
か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 25記 載 の ア ッ セ イ 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 前 記 生 物 学 的 試 料 が 、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 糖 タ ン パ ク 質 、 脂 質 、 糖 脂 質 、 DNAポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 、 RNAポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 又 は そ れ ら の 組 合 せ か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た １
又 は 複 数 の 乳 房 疾 患 マ ー カ ー を 含 ん で 成 る 請 求 項 25記 載 の ア ッ セ イ 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 前 記 生 物 学 的 試 料 が 、 Ki67成 長 因 子 、 サ イ ク リ ン 、 増 殖 す る 細 胞 核 抗 原 、 エ ス ト ロ ゲ ン
、 上 皮 成 長 因 子 、 形 質 転 換 す る 成 長 因 子 α 、 組 織 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー 、 イ ン
ス リ ン 成 長 因 子 レ セ プ タ ー 、 上 皮 因 子 成 長 因 子 レ セ プ タ ー 、 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 、 ラ ミ ニ ン レ セ
プ タ ー 、 イ ン テ グ リ ン 、 p53, rb, nm23, ras, c-myc, 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 、 プ ロ ラ ク
チ ン 、 ニ ュ ー ロ ン 特 異 的 エ ノ ラ ー ゼ 、 IR－ 14、 KA1, KA14, ア ル フ ァ ー － ラ ク ト ア ル ブ ミ
ン 、 ア ク チ ン 、 CEA, HME抗 原 、 MCA, PSA, バ ソ プ レ シ ン 及 び カ テ プ シ ン D、 又 は そ れ ら の
組 合 せ か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る １ 又 は 複 数 の 乳 房 疾 患 マ ー カ ー を 含 ん で 成 る 請 求 項 25記
載 の ア ッ セ イ 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 前 記 生 物 学 的 試 料 を 収 集 す る 前 記 段 階 が 、 前 記 発 現 さ れ た 乳 房 流 体 か ら の 少 な く と も １
又 は 複 数 の 乳 房 疾 患 マ ー カ ー を 保 持 す る 固 相 試 料 収 集 媒 体 と 前 記 発 現 さ れ た 乳 房 流 体 と を
接 触 せ し め る こ と を 包 含 す る 請 求 項 25記 載 の ア ッ セ イ 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 患 者 の 乳 房 器 官 か ら 生 物 学 的 試 料 を 得 る た め の 非 侵 入 性 方 法 で あ っ て 、
　 乳 首 又 は 小 葉 内 導 管 か ら の 乳 房 流 体 発 現 を 誘 発 す る か 又 は 促 進 す る た め に 患 者 の 乳 房 、
乳 首 又 は 小 葉 内 導 管 に 正 又 は 負 圧 を 適 用 し ；
　 前 記 乳 首 又 は 小 葉 内 導 管 と 乳 房 適 合 メ ン バ ー と の 間 に 流 体 連 結 を 確 立 す る た め に 、 前 記
患 者 の 乳 房 に 前 記 乳 房 適 合 メ ン バ ー を 適 用 し ；
　 前 記 乳 首 又 は 小 葉 内 導 管 か ら の 発 現 さ れ た 乳 房 流 体 の 試 料 を 受 け る た め に 前 記 乳 房 適 合
メ ン バ ー と 流 体 連 結 し て 存 在 す る 固 相 試 料 収 集 媒 体 を 供 給 し ； そ し て
　 前 記 乳 房 流 体 の 発 現 と 同 時 に 、 又 は そ れ に 続 い て 、 前 記 発 現 さ れ た 乳 房 流 体 、 又 は 固 相
試 料 収 集 媒 体 上 の 又 は そ の 内 部 の １ 又 は 複 数 の 乳 房 疾 患 マ ー カ ー を 含 む そ の 成 分 を 含 ん で
成 る 生 物 学 的 試 料 を 収 集 す る 段 階 を 含 ん で 成 る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 前 記 乳 房 、 乳 首 又 は 小 葉 内 導 管 に 正 又 は 負 圧 を 適 用 す る 段 階 が 、 前 記 乳 首 及 び /又 は 小
葉 内 導 管 に 対 し て 負 圧 を 付 与 す る た め に 前 記 乳 房 適 合 メ ン バ ー と 気 体 連 結 し て 存 在 す る 真
空 ポ ン プ を 活 性 化 す る こ と を 含 ん で 成 る 請 求 項 37記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 前 記 固 相 試 料 収 集 媒 体 が 、 前 記 乳 房 適 合 メ ン バ ー が 乳 房 に 適 用 さ れ 、 そ し て 正 又 は 負 圧
が 前 記 負 圧 変 更 手 段 に よ り 発 生 さ れ る 場 合 、 前 記 乳 首 又 は 小 葉 内 導 管 と 流 体 接 触 し て 存 在
す る 請 求 項 37記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
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　 前 記 固 相 試 料 収 集 媒 体 が 、 乳 房 ポ ン プ と 流 体 連 結 し て 、 一 体 式 的 に 又 は 着 脱 可 能 的 に 配
置 さ れ る 請 求 項 37記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 前 記 固 相 試 料 収 集 媒 体 が 、 顕 微 鏡 ガ ラ ス ス ラ イ ド 、 毛 細 管 、 収 集 管 、 カ ラ ム 、 マ イ ク ロ
－ カ ラ ム 、 ウ ェ ル 、 プ レ ー ト 、 膜 、 フ ィ ル タ ー 、 樹 脂 、 無 機 マ ト リ ッ ク ス 、 ビ ー ズ 、 粒 質
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 媒 体 、 プ ラ ス チ ッ ク 微 小 粒 子 、 ラ テ ッ ク ス 粒 子 、 被 覆 さ れ た 管 、 被 覆
さ れ た 鋳 型 、 被 覆 さ れ た ビ ー ズ 、 被 覆 さ れ た マ ト リ ッ ク ス 、 又 は そ れ ら の 組 合 せ か ら 成 る
群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 37記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 前 記 固 相 試 料 収 集 媒 体 が フ ィ ル タ ー 又 は 膜 を 含 ん で 成 る 請 求 項 37記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 前 記 固 相 試 料 収 集 媒 体 が ニ ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー 又 は 膜 を 含 ん で 成 る 請 求 項 37記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 前 記 生 物 学 的 試 料 が 、 全 乳 房 流 体 、 全 細 胞 、 細 胞 フ ラ グ メ ン ト 、 細 胞 膜 、 タ ン パ ク 質 、
糖 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 乳 房 流 体 の ヌ ク レ オ チ ド 成 分 、 又 は そ れ ら の 組 合 せ か ら 成 る 群
か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 37記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 前 記 生 物 学 的 試 料 が 、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 糖 タ ン パ ク 質 、 脂 質 、 糖 脂 質 、 DNAポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 、 RNAポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 又 は そ れ ら の 組 合 せ か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た １
又 は 複 数 の 乳 房 疾 患 マ ー カ ー を 含 ん で 成 る 請 求 項 37記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 前 記 生 物 学 的 試 料 が 、 Ki67成 長 因 子 、 サ イ ク リ ン 、 増 殖 す る 細 胞 核 抗 原 、 エ ス ト ロ ゲ ン
、 上 皮 成 長 因 子 、 形 質 転 換 す る 成 長 因 子 α 、 組 織 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー 、 イ ン
ス リ ン 成 長 因 子 レ セ プ タ ー 、 上 皮 因 子 成 長 因 子 レ セ プ タ ー 、 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 、 ラ ミ ニ ン レ セ
プ タ ー 、 イ ン テ グ リ ン 、 p53, rb, nm23, ras, c-myc, 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 、 プ ロ ラ ク
チ ン 、 ニ ュ ー ロ ン 特 異 的 エ ノ ラ ー ゼ 、 IR－ 14、 KA1, KA14, ア ル フ ァ ー － ラ ク ト ア ル ブ ミ
ン 、 ア ク チ ン 、 CEA, HME抗 原 、 MCA, PSA, バ ソ プ レ シ ン 及 び カ テ プ シ ン D、 又 は そ れ ら の
組 合 せ か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る １ 又 は 複 数 の 乳 房 疾 患 マ ー カ ー を 含 ん で 成 る 請 求 項 37記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 前 記 生 物 学 的 試 料 を 収 集 す る 前 記 段 階 が 、 前 記 発 現 さ れ た 乳 房 流 体 か ら の 少 な く と も １
又 は 複 数 の 乳 房 疾 患 マ ー カ ー を 保 持 す る 固 相 試 料 収 集 媒 体 と 前 記 発 現 さ れ た 乳 房 流 体 と を
接 触 せ し め る こ と を 包 含 す る 請 求 項 31記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 乳 房 疾 患 の 存 在 又 は 不 在 を 検 出 し 、 そ し て /又 は 試 料 が 得 ら れ る 患 者 に お け る 前 記 乳 房
疾 患 に 関 連 す る 、 予 後 及 び /又 は 処 理 － 関 連 の 変 数 を 決 定 す る た め に 、 乳 房 流 体 発 現 の 人
工 的 誘 発 に よ り 収 集 さ れ た 乳 房 流 体 の 生 物 学 的 試 料 に お け る １ 又 は 複 数 の 乳 房 疾 患 マ ー カ
ー の 存 在 又 は 量 を 決 定 す る た め の 組 成 物 で あ っ て 、
　 乳 房 流 体 発 現 の 人 工 的 誘 発 に よ り 収 集 さ れ た 乳 房 流 体 中 の １ 又 は 複 数 の 成 分 、 こ こ で 前
記 １ 又 は 複 数 の 成 分 が 全 乳 房 流 体 、 全 細 胞 、 細 胞 フ ラ グ メ ン ト 、 細 胞 膜 、 精 製 さ れ た タ ン
パ ク 質 、 バ ル ク タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 糖 タ ン パ ク 質 、 脂 質 、 糖 脂 質 、 タ ン パ ク 質 、 DNA
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 及 び RNAポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ 、 前 記 乳 房 流 体 中 の
１ 又 は 複 数 の 成 分 が 検 出 で き る 量 の １ 又 は 複 数 の 乳 房 疾 患 マ ー カ ー を 含 ん で 成 り 、 そ し て
前 記 生 物 学 的 試 料 に お け る 前 記 乳 房 疾 患 マ ー カ ー の 存 在 又 は 量 が 前 記 患 者 に お け る 前 記 乳
房 疾 患 の 存 在 、 不 在 、 重 症 性 又 は 危 険 性 と 相 互 関 係 し ； 及 び
　 前 記 １ 又 は 複 数 の 乳 房 疾 患 マ ー カ ー の 存 在 又 は 量 を 決 定 す る た め の 検 出 試 薬 を 含 ん で 成
る 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 前 記 乳 房 流 体 の 生 物 学 的 試 料 が 、 前 記 患 者 か ら の 前 記 乳 房 流 体 の 発 現 を 誘 発 す る の に 十
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分 な 量 の オ キ シ ト シ ン 又 は オ キ シ ト シ ン 類 似 体 の 投 与 に 続 い て 、 収 集 さ れ る 請 求 項 48記 載
の 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 前 記 乳 房 流 体 の 生 物 学 的 試 料 が 、 乳 房 流 体 収 集 装 置 を 用 い て 収 集 さ れ る 請 求 項 48記 載 の
組 成 物 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 前 記 １ 又 は 複 数 の 乳 房 疾 患 マ ー カ ー が 、 Ki67成 長 因 子 、 サ イ ク リ ン 、 増 殖 す る 細 胞 核 抗
原 、 エ ス ト ロ ゲ ン 、 上 皮 成 長 因 子 、 形 質 転 換 す る 成 長 因 子 α 、 組 織 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ア ク
チ ベ ー タ ー 、 イ ン ス リ ン 成 長 因 子 レ セ プ タ ー 、 上 皮 因 子 成 長 因 子 レ セ プ タ ー 、 コ ラ ゲ ナ ー
ゼ 、 ラ ミ ニ ン レ セ プ タ ー 、 イ ン テ グ リ ン 、 p53, rb, nm23, ras, c-myc, 熱 シ ョ ッ ク タ ン
パ ク 質 、 プ ロ ラ ク チ ン 、 ニ ュ ー ロ ン 特 異 的 エ ノ ラ ー ゼ 、 IR－ 14、 KA1, KA14, ア ル フ ァ ー
－ ラ ク ト ア ル ブ ミ ン 、 ア ク チ ン 、 HME抗 原 、 MCA, PSA, バ ソ プ レ シ ン 及 び カ テ プ シ ン D、 又
は そ れ ら の 組 合 せ か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 48記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 前 記 乳 房 流 体 の 生 物 学 的 試 料 が 、 約 300～ 500μ l又 は そ れ 以 下 の 初 期 体 積 の 収 集 さ れ た
材 料 を 含 ん で 成 る 請 求 項 48記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 前 記 乳 房 流 体 の 生 物 学 的 試 料 が 、 約 3μ l又 は そ れ 以 下 の 初 期 体 積 の 収 集 さ れ た 材 料 を 含
ん で 成 る 請 求 項 52記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 前 記 検 出 手 段 が 、 乳 房 疾 患 マ ー カ ー を 特 異 的 に 結 合 す る 免 疫 学 的 プ ロ ー ブ を 包 含 し 、 こ
こ で 前 記 免 疫 学 的 プ ロ ー ブ 又 は 乳 房 疾 患 マ ー カ ー 、 又 は そ れ ら の 組 み 合 わ せ 又 は 結 合 複 合
体 が 前 記 乳 房 疾 患 マ ー カ ー の 存 在 又 は 量 を 検 出 す る か 又 は 測 定 す る た め の 検 出 可 能 シ グ ナ
ル を 提 供 す る 請 求 項 48記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 前 記 免 疫 学 的 プ ロ ー ブ が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 ん で 成 る 請 求 項 54記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 前 記 検 出 手 段 が 、 同 じ か 又 は 異 な っ た 乳 房 疾 患 マ ー カ ー に 結 合 す る 多 く の 免 疫 的 プ ロ ー
ブ を 包 含 す る 請 求 項 54記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 前 記 検 出 手 段 が 、 ELISAイ ム ノ ア ッ セ イ 、 免 疫 沈 殿 ア ッ セ イ 、 又 は ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ
ト 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 及 び 親 和 性 精 製 イ ム ノ ア ッ セ イ か ら 選 択 さ れ た 固 相 イ ム ノ ア ッ セ イ に
組 込 ま れ 得 る 請 求 項 54記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 前 記 検 出 手 段 が 、 前 記 乳 房 疾 患 マ ー カ ー に 対 し て 、 標 準 又 は 高 い 緊 縮 性 下 で ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン す る 、 ラ ベ ル さ れ た ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 包 含 す る 請 求 項 48記 載 の 組 成 物
。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 前 記 ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ が 、 １ 又 は 複 数 の 前 記 乳 房 疾 患 マ ー カ ー に 対 し て 、 標 準 又 は
高 い 緊 縮 性 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン す る cDNA又 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で 成 る 請
求 項 58記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 前 記 検 出 手 段 が 、 ノ ザ ン 、 サ ザ ン 又 は ド ッ ト ー ブ ロ ッ ト ア ッ セ イ に 組 込 ま れ 得 る 請 求 項
58記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 前 記 乳 房 疾 患 マ ー カ ー が 、 前 記 乳 房 疾 患 に 関 連 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNA又 は mRN
Aポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で 成 る 請 求 項 58記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 前 記 検 出 手 段 が 、 リ ガ ン ド 、 結 合 パ ー ト ナ ー 、 又 は 乳 房 疾 患 マ ー カ ー の 補 因 子 か ら 選 択
さ れ た 、 ラ ベ ル さ れ た プ ロ ー ブ を 包 含 す る 請 求 項 48記 載 の 組 成 物 。
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【 請 求 項 ６ ３ 】
　 前 記 １ 又 は 複 数 の 乳 房 疾 患 マ ー カ ー を 検 出 す る か 又 は 測 定 す る た め の ア ッ セ イ へ の 組 込
み の た め の 前 記 乳 房 流 体 の 所 望 す る 成 分 を 、 選 択 的 に 吸 着 し 、 結 合 し 、 濾 過 し 、 又 は 他 方
で は 、 処 理 す る 固 相 試 料 収 集 媒 体 を さ ら に 含 ん で 成 る 請 求 項 48記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 前 記 固 相 試 料 収 集 媒 体 が 、 前 記 乳 房 流 体 を 収 集 す る た め の 装 置 と 流 体 連 結 し て 、 一 体 式
又 は 着 脱 し う る 配 置 の た め の 適 合 さ れ る 請 求 項 63記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 前 記 固 相 試 料 収 集 媒 体 が 、 顕 微 鏡 ガ ラ ス ス ラ イ ド 、 毛 細 管 、 収 集 管 、 カ ラ ム 、 マ イ ク ロ
－ カ ラ ム 、 ウ ェ ル 、 プ レ ー ト 、 膜 、 フ ィ ル タ ー 、 樹 脂 、 無 機 マ ト リ ッ ク ス 、 ビ ー ズ 、 粒 質
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 媒 体 、 プ ラ ス チ ッ ク 微 小 粒 子 、 ラ テ ッ ク ス 粒 子 、 被 覆 さ れ た 管 、 被 覆
さ れ た 鋳 型 、 被 覆 さ れ た ビ ー ズ 、 被 覆 さ れ た マ ト リ ッ ク ス 、 又 は そ れ ら の 組 合 せ か ら 成 る
群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 63記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 前 記 固 相 試 料 収 集 媒 体 が フ ィ ル タ ー 又 は 膜 を 含 ん で 成 る 請 求 項 63記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 前 記 固 相 試 料 収 集 媒 体 が ニ ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー 又 は 膜 を 含 ん で 成 る 請 求 項 63記 載
の 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 前 記 固 相 試 料 収 集 媒 体 が 、 乳 房 流 体 か ら の 細 胞 、 細 胞 構 成 成 分 、 精 製 さ れ た 又 は バ ル ク
タ ン パ ク 質 、 糖 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 又 は ヌ ク レ オ チ ド を 受 け る か 又 は 分 割 す る よ う 機 能
す る 請 求 項 63記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 前 記 固 相 試 料 収 集 媒 体 が 、 前 記 １ 又 は 複 数 の 乳 房 疾 患 マ ー カ ー を 検 出 す る た め に 、 所 望
す る ア ッ セ イ 中 へ の 組 込 み の た め の 前 記 乳 房 流 体 中 の 所 望 す る 成 分 を 、 選 択 的 に 吸 着 し 、
結 合 し 、 濾 過 し 、 又 は 他 方 で は 、 処 理 す る よ う 機 能 す る 請 求 項 63記 載 の 組 成 物 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 乳 房 流 体 か ら 生 物 学 的 試 料 を 収 集 し 、 ア ッ セ イ す る 方 法 お よ び キ ッ ト に 関 す
る 。 さ ら に 詳 し く は 、 本 発 明 は 、 哺 乳 動 物 の 被 検 体 の 乳 腺 か ら 流 体 お よ び 細 胞 学 的 試 料 を
収 集 し 、 ア ッ セ イ し て 、 感 染 、 前 癌 症 状 、 癌 の 感 受 性 お よ び 癌 を 包 含 す る 乳 房 疾 患 を 評 価
し 、 診 断 し 、 そ し て 管 理 す る 方 法 お よ び キ ッ ト に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 乳 癌 は 女 性 に お け る 癌 の 最 も 普 通 の 形 態 で あ り 、 そ し て ヒ ト に お け る 癌 の 死 亡 の 第 2の
主 要 な 原 因 で あ る 。 乳 癌 の 診 断 お よ び 治 療 に お け る 多 数 の 最 近 の 発 達 に か か わ ら ず 、 こ の
疾 患 の 増 勢 は 1940年 以 来 約 1％ ／ 年 の 速 度 で 絶 え ず 上 昇 し 続 け て い る 。 今 日 、 北 ア メ リ カ
に 住 む 女 性 が 寿 命 中 に 乳 癌 を 発 生 す る 可 能 性 は 8人 に つ き 1人 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 乳 房 造 影 法 の 現 在 の 広 範 囲 に 及 ぶ 使 用 は 乳 癌 の 検 出 を 改 良 し た 。 そ れ に も か か わ ら ず 、
乳 癌 の た め の 死 亡 率 は 女 性 の 100,000人 に つ き 約 27人 で 未 変 化 の ま ま で あ る 。 し ば し ば 、
乳 癌 は 進 行 し 過 ぎ た 段 階 で 発 見 さ れ る の で 、 治 療 的 オ プ シ ョ ン お よ び 生 存 率 は 非 常 に 制 限
さ れ る 。 し た が っ て 、 乳 房 の 小 さ い （ 直 径 2cmよ り 小 さ い ） 、 初 期 の 段 階 の 上 皮 内 癌 を 検
出 す る た め に 、 い っ そ う 感 受 性 で 信 頼 性 あ る 方 法 が 必 要 で あ る 。 こ の よ う な 方 法 は 、 頸 部
癌 の 初 期 の 検 出 お よ び 治 療 に つ い て の パ ピ ニ コ ラ ウ ス ミ ア （ Papinicolou smears） の 好 結
果 の 使 用 に よ り 示 唆 さ れ る よ う に 、 乳 癌 の 生 存 率 を 有 意 に 改 良 す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 初 期 の 検 出 の 問 題 に 加 え て 、 悪 性 お よ び 良 性 の 乳 房 疾 患 の 区 別 、 既 知 の 乳 癌 の 段 階 判 定
（ staging） 、 お よ び 異 な る 型 の 乳 癌 （ 例 え ば 、 エ ス ト ロ ゲ ン 依 存 性 ／ 非 エ ス ト ロ ゲ ン 依
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存 性 腫 瘍 ） の 識 別 に お い て 重 大 な 問 題 が 残 っ て い る 。 乳 癌 の 検 出 、 段 階 判 定 お よ び 分 類 の
改 良 さ れ た 方 法 を 開 発 す る た め の 最 近 の 努 力 は 、 い わ ゆ る 癌 「 マ ー カ ー 」 の 有 望 な 配 列 に
集 中 さ れ て き て い る 。 癌 マ ー カ ー は 、 典 型 的 に は 、 癌 細 胞 に よ り 特 異 的 に 発 現 さ れ る （ 例
え ば 、 細 胞 表 面 の ま た は 分 泌 さ れ た タ ン パ ク 質 と し て ） か 、 あ る い は 正 常 の 細 胞 に 比 較 し
て 癌 細 胞 に よ り 測 定 可 能 に 増 加 ま た は 減 少 し た レ ベ ル で 発 現 さ れ る タ ン パ ク 質 で あ る 。 他
の 癌 マ ー カ ー は 、 特 定 の 形 態 の 癌 に 関 連 す る 遺 伝 子 の 発 現 の パ タ ー ン ま た は レ ベ ル に お け
る 有 害 な 変 化 ま た は 変 更 を マ ー ク す る 特 定 の DNAま た は RNA配 列 を 包 含 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 多 数 の 、 種 々 の 乳 癌 マ ー カ ー が 今 日 ま で 同 定 さ れ て き て お り 、 そ し て こ れ ら の 多 数 は 予
後 お よ び ／ ま た は 治 療 に 関 係 す る 変 数 を 決 定 す る た め に 重 要 な 価 値 を 有 す る こ と が 示 さ れ
た 。 予 後 の 変 数 は 、 疾 患 の 結 果 、 例 え ば 、 再 発 ま た は 生 存 の 可 能 性 を 予 測 す る 働 き を す る
変 数 で あ る 。 治 療 に 関 係 す る 変 数 は 、 所 定 の 治 療 計 画 の 成 功 ま た は 失 敗 の 可 能 性 を 予 測 す
る 変 数 で あ る 。 あ る 種 の 乳 癌 マ ー カ ー は 明 瞭 に 双 方 の 機 能 を 働 く 。 例 え ば 、 エ ス ト ロ ゲ ン
レ セ プ タ ー の レ ベ ル は 、 治 療 に 対 し て 独 立 し て 、 乳 癌 患 者 の 再 発 お よ び 生 存 を 予 示 し 、 ま
た 、 内 分 泌 治 療 に 対 す る 応 答 を 予 示 す る 。 Pertschuk et al.、 Cancer、 66:1663-1670、 19
90;Parl お よ び Posey 、 Hum.Pathol. 、 19:960-966、 1988;Kinsel et al.、 Cancer Res. 
、 49:1052-1056、 1989;Andersonお よ び Poulson 、 Cancer、 65:1901-1980、 1989。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 ス ク リ ー ニ ン グ お よ び 診 断 、 段 階 判 定 お よ び 分 類 、 モ ニ タ ー お よ び ／ ま た は 治 療 の 目 的
の た め に 特 定 の 乳 癌 マ ー カ ー を 利 用 す る こ と は 、 問 題 の マ ー カ ー の 特 質 お よ び 活 性 に 依 存
す る 。 乳 癌 マ ー カ ー の 一 般 的 概 観 に つ い て は 、 下 記 の 文 献 を 参 照 の こ と :Portr-Jordan et
 al. 、 Hemotol.Oncol.Clin.North Amer.、 8:73-100、 1994; お よ び Greiner 、 Pharmaceu
tical Tech.、 May 、 1993、 pp.28-44。 こ れ ら の 概 観 に お い て 反 映 さ れ て い る よ う に 、 乳
癌 マ ー カ ー の 開 発 に つ い て の 主 要 な 焦 点 は 、 腫 瘍 発 生 、 腫 瘍 増 殖 お よ び 癌 の 浸 潤 の オ ー バ
ー ラ ッ プ す る 領 域 に 集 中 し た 。 腫 瘍 発 生 お よ び 腫 瘍 増 殖 は 、 種 々 の 細 胞 増 殖 マ ー カ ー （ 例
え ば 、 Ki67、 サ イ ク リ ン D1お よ び 増 殖 す る 細 胞 核 抗 原 （ PCNA） ） を 使 用 し て 評 価 す る こ と
が で き 、 そ れ ら の い く つ か は そ の 上 重 要 な 腫 瘍 遺 伝 子 で あ る こ と が あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 ま た 、 腫 瘍 増 殖 は 、 種 々 の 成 長 因 子 お よ び ホ ル モ ン の マ ー カ ー （ 例 え ば 、 エ ス ト ロ ゲ ン
、 表 皮 成 長 因 子 （ EGF） 、 erB-2、 形 質 転 換 成 長 因 子 （ TGF） α ） を 使 用 し て 評 価 す る こ と
が で き 、 こ れ ら は 過 度 に 発 現 、 過 小 に 発 現 さ れ る か 、 あ る い は 癌 細 胞 に お い て 変 更 し た 活
性 を 示 す こ と が あ る 。 同 様 に 、 オ ー ト ク リ ン ま た は 外 分 泌 成 長 因 子 お よ び ホ ル モ ン の レ セ
プ タ ー （ 例 え ば 、 イ ン ス リ ン 成 長 因 子 （ IGF） レ セ プ タ ー 、 お よ び EGFレ セ プ タ ー ） は 、 ま
た 、 腫 瘍 増 殖 に 関 連 す る 発 現 ま た は 活 性 の 変 化 を 示 す こ と が あ る 。 最 後 に 、 腫 瘍 増 殖 は 、
新 し い 血 管 の 形 成 （ elaboration） ま た は 成 長 を 含 む 血 管 形 成 、 お よ び 腫 瘍 発 生 お よ び 腫
瘍 増 殖 の マ ー カ ー と し て 働 く こ と が で き る 血 管 形 成 因 子 の 付 随 す る 発 現 に よ り 支 持 さ れ る
。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 腫 瘍 発 生 、 増 加 お よ び 増 殖 の マ ー カ ー に 加 え て 、 癌 細 胞 の 集 団 に お け る 浸 潤 お よ び ／ ま
た は 転 移 の 可 能 性 の イ ン ジ ケ ー タ ー と し て 働 く こ と が で き る 多 数 の マ ー カ ー が 同 定 さ れ て
き て い る 。 こ れ ら の マ ー カ ー は 、 一 般 的 に 、 癌 細 胞 と そ れ ら の 取 り 囲 む 微 小 環 境 と の 間 の
相 互 作 用 の 変 更 を 反 映 す る 。 例 え ば 、 癌 細 胞 が 浸 潤 ま た は 転 移 す る と き 、 細 胞 の 付 着 ま た
は 運 動 の 因 子 の 発 現 ま た は 活 性 に お い て 、 検 出 可 能 な 変 化 が 起 こ る こ と が あ り 、 そ れ ら の
例 は 癌 マ ー カ ー 、 カ テ プ シ ン D、 プ ラ ス ミ ノ ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー 、 コ ラ ゲ ナ ー ゼ お よ び 他
の 因 子 を 包 含 す る 。 さ ら に 、 い く つ か の 推 定 上 の 腫 瘍 「 サ プ レ ッ サ ー 」 遺 伝 子 （ 例 え ば 、
nm23、 p53お よ び rb） の 発 現 の 減 少 ま た は 過 度 の 発 現 は 、 劣 っ た 疾 患 の 結 果 を 予 示 す る 転
移 の 可 能 性 の 増 加 ま た は 増 殖 の 調 節 消 失 に 直 接 関 連 づ け ら れ た 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 要 約 す る と 、 他 の 癌 マ ー カ ー の 中 で 、 増 殖 因 子 、 腫 瘍 遺 伝 子 、 成 長 因 子 お よ び 成 長 因 子
の レ セ プ タ ー 、 血 管 形 成 因 子 、 プ ロ テ ア ー ゼ 、 付 着 因 子 お よ び 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 は 、 患 者 に
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お け る 癌 の 危 険 、 存 在 、 状 態 ま た は 将 来 の 挙 動 に 関 す る 重 要 な 情 報 を 提 供 す る こ と が で き
る 。 こ れ ら の 癌 マ ー カ ー の 1ま た は 2以 上 の 発 現 ま た は 活 性 の 存 在 ま た は レ ベ ル の 決 定 は 、
例 え ば 、 悪 性 異 常 を 良 性 の 異 常 と 区 別 す る こ と に よ っ て 、 不 確 実 の 臨 床 的 異 常 を 有 す る 患
者 の 分 別 診 断 を 促 進 す る 。 さ ら に 、 確 立 さ れ た 悪 性 を 示 す 患 者 に お い て 、 癌 マ ー カ ー は 将
来 の 再 発 の 危 険 、 ま た は 特 定 の 患 者 に お け る 選 択 し た 治 療 過 程 に 対 す る 応 答 の 可 能 性 を 予
測 す る た め に 有 効 で あ る こ と が あ る 。 特 定 の 薬 剤 ま た は 治 療 の オ プ シ ョ ン に 対 す る 患 者 の
応 答 を 予 測 で き る 、 高 度 に 特 異 的 な 癌 マ ー カ ー 、 ま た は マ ー カ ー の 組 合 わ せ を 分 析 す る こ
と に よ っ て 、 な お い っ そ う 特 定 の 情 報 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 癌 マ ー カ ー を 検 出 し か つ 測 定 す る 方 法 は 、 最 近 、 免 疫 学 的 ア ッ セ イ の 開 発 に よ り 、 特 に
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 技 術 を 利 用 す る ア ッ セ イ に よ り 、 革 新 さ れ た 。 以 前 に お い て は 、 多
数 の 癌 マ ー カ ー は 慣 用 の 生 化 学 的 ア ッ セ イ 法 を 使 用 し て 検 出 ま た は 測 定 で き る だ け で あ っ
た 。 こ の よ う な 生 化 学 的 ア ッ セ イ 法 は 一 般 に 多 量 の 試 験 試 料 を 必 要 と し 、 し た が っ て 多 く
の 臨 床 的 用 途 に お い て 不 適 当 で あ っ た 。 対 照 的 に 、 現 代 の イ ム ノ ア ッ セ イ 技 術 は 、 特 に 標
的 （ targeted） マ ー カ ー タ ン パ ク 質 を 特 異 的 に 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 す る と
き 、 比 較 的 非 常 に 小 量 の 試 料 中 の 癌 マ ー カ ー を 検 出 し か つ 測 定 す る こ と が で き る 。 し た が
っ て 、 現 在 、 慣 用 の 生 検 法 を 介 し て 得 ら れ た 乳 房 組 織 を 免 疫 組 織 化 学 的 に 染 色 す る こ と に
よ っ て 、 選 択 し た 癌 マ ー カ ー の 存 在 ま た は 非 存 在 、 レ ベ ル 、 ま た は 活 性 を ア ッ セ イ す る こ
と は 日 常 的 で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 の 高 度 に 感 受 性 の 特 質 の た め に 、 こ れ ら の 方 法 は 、 ま た 、 慣 用 の 生
検 検 体 に 比 較 し て 低 い 侵 入 性 の 試 料 収 集 手 法 を 必 要 と す る 、 よ り 小 さ い 、 針 の 生 検 検 体 中
の 癌 マ ー カ ー を 検 出 し か つ 測 定 す る た め に 首 尾 よ く 使 用 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 患 者
か ら の 非 細 胞 試 料 、 例 え ば 、 血 清 お よ び 他 の 生 物 学 的 流 体 中 の 癌 マ ー カ ー の 検 出 お よ び 測
定 を 可 能 と す る 、 他 の 免 疫 学 的 方 法 が 開 発 さ れ て き て お り 、 現 在 、 こ の 分 野 に お い て よ く
知 ら れ て い る 。 こ れ ら の 別 の 試 料 源 の 使 用 は 、 慣 用 の 生 検 試 料 を 使 用 す る 手 法 に 比 較 し て
、 罹 患 率 お よ び ア ッ セ イ の コ ス ト を 実 質 的 に 減 少 さ せ 、 初 期 の ス ク リ ー ニ ン グ に お け る 癌
マ ー カ ー の ア ッ セ イ の 適 用 、 お よ び 侵 入 的 生 検 手 法 （ invasive biopsy） が 適 用 さ れ て な
い 低 い 危 険 の モ ニ タ ー プ ロ グ ラ ム を 可 能 と す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 乳 癌 の 評 価 の 目 的 で 、 癌 マ ー カ ー の ア ッ セ イ の た め の 慣 用 の ま た は 針 の 生 検 試 料 を 使 用
す る こ と は し ば し ば 望 ま し く な い 。 な ぜ な ら 、 こ の よ う な ア ッ セ イ の 主 要 な 目 標 は 、 癌 が
触 知 可 能 な ま た は 乳 房 造 影 的 に 検 出 可 能 な 腫 瘍 段 階 に 進 行 す る 前 に 、 癌 を 検 出 す る こ と で
あ る か ら で あ る 。 こ の 段 階 の 前 に 、 生 検 は 一 般 に 禁 忌 さ れ 、 こ の よ う な 試 料 を 使 用 す る 初
期 の ス ク リ ー ニ ン グ お よ び 低 い 危 険 の モ ニ タ ー 手 法 を 維 持 不 可 能 と す る 。 し た が っ て 、 生
検 よ り も 低 い 侵 入 性 の 手 段 、 例 え ば 、 血 清 の 抜 き 出 し に よ り 、 乳 癌 マ ー カ ー の ア ッ セ イ の
た め の 試 料 を 得 る こ と が こ の 分 野 に お い て 一 般 に 要 求 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 乳 癌 マ ー カ ー の ア ッ セ イ の た め に 血 清 試 料 を 使 用 す る 努 力 は 成 功 が 制 限 さ れ た 。 主 と し
て 、 標 的 （ targeted） マ ー カ ー は 血 清 中 で 検 出 不 可 能 で あ る か 、 あ る い は マ ー カ ー の レ ベ
ル ま た は 活 性 の 示 さ れ る （ tall tel） 変 化 を 血 清 中 で モ ニ タ ー で き な い か ら で あ る 。 さ ら
に 、 血 清 中 の 乳 癌 の 存 在 は 多 分 微 小 転 移 の 時 に 起 こ り 、 転 移 前 の 疾 患 の 検 出 に 対 す る 血 清
ア ッ セ イ の 有 効 性 を 低 下 さ せ る 。 対 照 的 に 、 乳 腺 そ れ 自 体 内 の 流 体 は 、 特 に す べ て の 乳 癌
の 80％ ～ 90％ が 乳 腺 の 導 管 内 上 皮 内 （ intraductal epithelium） に お い て 生 こ る と い う 事
実 に か ん が み て 、 血 清 よ り も 非 常 に 高 く か つ い っ そ う 生 物 学 的 に 有 意 義 な レ ベ ル の 乳 癌 マ
ー カ ー を 含 有 す る こ と が 期 待 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 乳 房 腺 管 （ breast duct） 内 の 流 体 は 、 肺 胞 管 系 （ alveolar-ductal system） の 取 り 囲
む 細 胞 に よ り 分 泌 さ れ る か 、 あ る い は そ れ ら に 対 し て 作 用 す る 流 体 に 匹 敵 す る 、 ホ ル モ ン
、 成 長 因 子 お よ び 他 の タ ン パ ク 質 の マ ー カ ー 集 合 と 液 濃 を 含 有 す る こ と が 予 想 さ れ る 。 同
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様 に 、 乳 房 流 体 の 液 体 画 分 中 で 検 出 可 能 で な い こ と が あ る 細 胞 内 ま た は 細 胞 表 面 の マ ー カ
ー を 評 価 す る 細 胞 学 的 ま た は 免 疫 学 的 ア ッ セ イ に お い て 使 用 で き る 、 細 胞 お よ び 固 体 の 細
胞 断 片 （ debris） を 乳 房 流 体 は 含 有 す る こ と が 期 待 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 乳 房 流 体 試 料 を 利 用 す る 非 侵 入 的 乳 癌 マ ー カ ー を 開 発 す る 従 来 の 試 み は 、 自 発 的 乳 首 排
出 物 を 示 す 患 者 か ら 得 ら れ た 乳 房 流 体 の 研 究 を 含 ん だ 。 Inaji et al.、 Cancer、 60:3008-
3013、 1987に よ り 実 施 さ れ た 、 こ れ ら の 研 究 の 1つ に お い て 、 慣 用 の 酵 素 結 合 免 疫 ア ッ セ
イ （ ELISA） お よ び サ ン ド イ ッ チ 型 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の イ ム ノ ア ッ セ イ 法 を 使 用 し て 、
乳 癌 マ ー カ ー の 癌 胎 児 抗 原 （ CEA） の レ ベ ル が 測 定 さ れ た 。 こ れ ら の 方 法 は 、 自 然 に 排 出
さ れ た 乳 房 流 体 中 の CEAの レ ベ ル が 触 知 可 能 で な い 乳 癌 の 感 受 性 イ ン ジ ケ ー タ を 提 供 す る
こ と に 首 尾 よ く か つ 再 現 可 能 に 証 明 し た 。 ま た 、 Inaji et al.、 Jpn.J.Clin.Oncol. 、 19
:373-379、 1989に よ る 、 引 き 続 く 研 究 に お い て 、 CEA測 定 の た め に い っ そ う 感 受 性 の 乾 式
化 学 的 ド ッ ト 免 疫 結 合 ア ッ セ イ を 使 用 し て 、 こ れ ら の 結 果 は 拡 張 さ れ た 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 こ の 後 者 の 研 究 に お い て 、 評 価 さ れ た CEAレ ベ ル は 触 知 可 能 な 乳 房 腫 瘍 を も つ と 試 験 さ
れ た 患 者 の 43％ に お い て 存 在 し 、 そ し て 触 知 可 能 で な い 腫 瘍 を も つ と 試 験 さ れ た 患 者 の 73
％ に 存 在 す る こ と が 報 告 さ れ た 。 排 出 さ れ た 乳 房 流 体 中 の CEAレ ベ ル は 腫 瘍 内 CEAレ ベ ル と
高 度 に 相 関 し 、 乳 癌 細 胞 に よ り CEA発 現 の レ ベ ル が 乳 房 流 体 の CEA含 量 に お い て 密 接 に 反 映
さ れ る こ と が 示 さ れ た 。 こ れ ら の 結 果 に 基 づ い て 、 自 然 に 排 出 さ れ た 乳 房 流 体 中 の CEAに
つ い て の イ ム ノ ア ッ セ イ は 触 知 不 可 能 な 乳 癌 の ス ク リ ー ニ ン グ に 有 効 で あ る と 、 著 者 ら は
結 論 し た 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 乳 房 流 体 の 評 価 は 自 然 乳 首 排 出 を 経 験 す る 女 性 に お け る 触 知 不 可 能 な 乳 癌 を ス ク リ ー ニ
ン グ す る 有 効 な 方 法 で あ る こ と が 示 さ れ た が 、 こ の 症 状 は 希 で あ る た め Inaji et al.の 方
法 を 初 期 の 乳 癌 の ス ク リ ー ニ ン グ の た め の 候 補 で あ る 女 性 の 大 部 分 に 適 用 す る こ と は 不 可
能 で あ る 。 さ ら に 、 上 に 引 用 さ れ た 最 初 の Inajiの 報 告 は 自 然 乳 首 排 出 に 悩 ま さ れ る あ る
種 の 患 者 が 10μ lよ り 少 な い 乳 房 流 体 を 分 泌 す る こ と を 決 定 し 、 こ れ は そ の 研 究 に お い て
使 用 さ れ る ELISAお よ び サ ン ド イ ッ チ イ ム ノ ア ッ セ イ の た め に は 臨 界 的 に 低 い レ ベ ル で あ
る 。 他 の 癌 マ ー カ ー の ア ッ セ イ に 使 用 さ れ る 他 の 抗 体 は Inajiお よ び 共 同 研 究 者 ら が 使 用
し た 抗 CEA抗 体 よ り も な お 低 い 感 受 性 を 示 し 、 し た が っ て 、 自 然 に 排 出 さ れ た 乳 房 流 体 の
小 さ い 試 料 の 乾 式 化 学 的 イ ム ノ ア ッ セ イ に お い て さ え 使 用 す る た め に 十 分 に 適 合 可 能 で は
な く 、 あ る い は 感 受 性 で は な い こ と が あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 前 述 の 事 柄 に か ん が み て 、 癌 を 包 含 す る 乳 房 疾 患 を 評 価 し 、 診 断 し 、 そ し て 管 理 す る た
め に 、 特 に 初 期 の 段 階 の 触 知 不 可 能 な 乳 房 腫 瘍 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 使 用 す る た
め の 生 物 学 的 試 料 を 得 る 、 い っ そ う 広 く 適 用 可 能 な 、 非 侵 入 的 方 法 お よ び 材 料 が 、 こ の 分
野 に お い て 非 常 に 要 求 さ れ て い る 。 乳 房 疾 患 を 評 価 し 、 診 断 し 、 そ し て 管 理 し て 、 特 に 選
択 し た 乳 癌 マ ー カ ー 、 ま た は 乳 癌 マ ー カ ー の パ ネ ル を 検 出 ま た は 測 定 す る こ と に よ っ て 、
高 度 に 特 異 的 な 、 癌 の 予 後 お よ び ／ ま た は 治 療 に 関 係 す る 情 報 を 提 供 し 、 そ し て 前 癌 症 状
、 癌 の 感 受 性 、 乳 房 の 感 染 、 お よ び 他 の 乳 房 疾 患 を 診 断 し か つ 管 理 す る た め に 、 こ の よ う
な 容 易 に 得 ら れ る 生 物 学 的 試 料 を 利 用 す る 方 法 お よ び 物 質 が 、 関 係 し て 要 求 さ れ て い る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ ９ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の 目 的 は 、 乳 房 疾 患 、 特 に 癌 を 評 価 し 、 診 断 し 、 そ し て 管 理 す る ア
ッ セ イ に お い て 使 用 で き る 生 物 学 的 試 料 を 得 る 、 非 侵 入 的 方 法 お よ び キ ッ ト を 提 供 す る こ
と で あ る 。 　 本 発 明 の 他 の 目 的 は 、 広 い 範 囲 の 患 者 に 広 く 適 用 可 能 で あ り 、 か つ 初 期 の 段
階 の 、 触 知 不 可 能 な 乳 房 腫 瘍 を ス ク リ ー ニ ン グ す る の に 有 効 な ア ッ セ イ お よ び キ ッ ト を 包
含 す る 、 ア ッ セ イ 法 お よ び キ ッ ト に お い て 上 記 目 的 を 達 成 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の な お 他 の 目 的 は 、 臨 床 医 に 特 定 の 予 後 お よ び ／ ま た は 治 療 に 関 係 す る 情 報 を 提
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供 す る た め に 、 選 択 し た 乳 房 疾 患 の マ ー カ ー 、 例 え ば 、 乳 癌 マ ー カ ー 、 ま た は 乳 癌 マ ー カ
ー の パ ネ ル を 検 出 お よ び ／ ま た は 測 定 す る こ と に よ っ て 、 乳 房 疾 患 、 好 ま し く は 乳 癌 を 評
価 し 、 診 断 し 、 そ し て 管 理 す る た め に 前 述 の 生 物 学 的 試 料 を 利 用 す る 方 法 お よ び キ ッ ト を
提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 は 、 哺 乳 動 物 の 患 者 の 乳 房 器 官 か ら 生 物 学 的 試 料 を 収 集 す る 非 侵 入 的 方 法 を 提 供
す る こ と に よ っ て 、 こ れ ら の 目 的 お よ び 下 記 の 説 明 か ら 明 ら か と な る で あ ろ う 他 の 目 的 お
よ び 利 点 を 達 成 す る 。 詳 し く は 、 本 発 明 の 方 法 は 、 患 者 の 乳 首 か ら の 乳 房 流 体 の 発 現 を 刺
激 す る た め に 有 効 で あ る 量 の オ キ シ ト シ ン ま た は オ キ シ ト シ ン 類 似 体 を 投 与 す る こ と を 含
む 。 オ キ シ ト シ ン を 好 ま し く は 鼻 内 に 投 与 し 、 乳 房 の 標 的 肺 胞 管 組 織 に 到 達 さ 、 こ こ で オ
キ シ ト シ ン が 肺 胞 管 組 織 の 筋 上 皮 の 収 縮 を 刺 激 す る 。 ま た 、 オ キ シ ト シ ン の 筋 肉 内 ま た は
脈 管 内 注 射 を 実 施 し て 、 鼻 内 投 与 の 経 路 と 同 一 の 筋 上 皮 の 収 縮 の 応 答 を 発 生 さ せ る こ と が
で き る 。 次 い で 、 乳 房 流 体 の コ レ ク タ ー 、 好 ま し く は 搾 乳 ポ ン プ を 乳 首 に 適 用 し 、 そ し て
放 出 （ expression） さ れ た 乳 房 流 体 を 受 容 す る た め に 使 用 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 搾 乳 ポ ン プ の 使 用 を 含 む 好 ま し い 方 法 に お い て 、 負 圧 を 乳 房 上 に 発 生 さ せ て 、 オ キ シ ト
シ ン 刺 激 さ れ た 乳 房 流 体 の 放 出 を 促 進 す る 。 ま た 、 搾 乳 ポ ン プ を 使 用 し な い で 乳 房 流 体 を
放 出 さ せ 、 収 集 す る こ と が で き る 。 こ れ は 、 オ キ シ ト シ ン の 投 与 量 を 増 加 す る か 、 あ る い
は 乳 房 流 体 が 乳 首 か ら 完 全 に 放 出 さ れ る 前 に 、 投 与 後 の 時 間 を 長 く す る こ と を 必 要 と す る
こ と が あ る 。 乳 房 流 体 の 放 出 過 程 の 間 ま た は 後 に 、 生 物 学 的 試 料 を 放 出 さ れ た 乳 房 流 体 か
ら 収 集 し 、 こ の 試 料 は 全 乳 房 流 体 、 乳 房 流 体 の 全 細 胞 、 細 胞 フ ラ グ メ ン ト 、 細 胞 膜 、 選 択
し た 液 体 、 細 胞 ま た は 他 の 固 体 の 画 分 、 な ら び に 乳 房 流 体 の タ ン パ ク 質 、 糖 タ ン パ ク 質 、
ペ プ チ ド 、 ヌ ク レ オ チ ド （ DNAお よ び RNAの ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 包 含 す る ） お よ び 他 の 同 様
な 生 化 学 的 お よ び 分 子 の 構 成 成 分 か ら 成 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 関 係 す る 面 に お い て 、 哺 乳 動 物 の 患 者 の 乳 房 器 官 か ら 得 ら れ た 生 物 学 的 試 料 中
の 乳 房 疾 患 の マ ー カ ー 、 特 に 乳 癌 マ ー カ ー の 存 在 ま た は 量 を 決 定 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。
こ れ ら の 方 法 は 、 哺 乳 動 物 の 患 者 に お い て 乳 房 流 体 の 放 出 を 刺 激 す る た め に 十 分 な 量 の オ
キ シ ト シ ン ま た は オ キ シ ト シ ン 類 似 体 を 患 者 に 鼻 内 、 筋 肉 内 ま た は 脈 管 内 投 与 す る こ と を
含 む 。 オ キ シ ト シ ン を 標 的 肺 胞 管 組 織 に 到 達 さ せ 、 前 記 組 織 を 刺 激 す る た め に 十 分 な 投 与
後 の 時 間 が い っ た ん 経 過 し た 後 、 乳 房 流 体 を 乳 首 か ら 直 接 収 集 す る か 、 あ る い は 、 前 述 し
た よ う に 乳 房 を ポ ン プ 吸 引 し 、 放 出 さ れ た 乳 房 流 体 か ら 生 物 学 的 試 料 を 収 集 す る 。 試 料 が
収 集 さ れ た 後 、 バ イ オ ア ッ セ イ を 実 施 し て 、 試 料 中 の 乳 房 疾 患 の マ ー カ ー の 存 在 お よ び ／
ま た は 量 を 決 定 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 こ れ に 関 し て 適 当 な バ イ オ ア ッ セ イ は 、 乳 房 感 染 の 既 知 の マ ー カ ー を 検 出 す る ア ッ セ イ
、 例 え ば 、 免 疫 学 的 プ ロ ー ブ ま た は 他 の 適 当 な プ ロ ー ブ を 使 用 し て 、 特 異 的 抗 原 、 お よ び
細 菌 お よ び ウ イ ル ス の 病 原 体 を 包 含 す る 、 選 択 し た 病 原 体 に よ り 発 現 さ れ る 他 の マ ー カ ー
を 検 出 す る ア ッ セ イ を 包 含 す る 。 よ り 好 ま し い バ イ オ ア ッ セ イ は 、 良 性 乳 房 腫 瘍 、 前 癌 乳
房 疾 患 、 お よ び ／ ま た は 乳 癌 の 個 々 の マ ー カ ー ま た は マ ー カ ー の パ ネ ル を 検 出 す る で あ ろ
う 、 こ の よ う な ア ッ セ イ は 免 疫 学 的 プ ロ ー ブ ま た は 他 の 適 当 な プ ロ ー ブ を 使 用 し て 、 特 異
的 抗 原 、 お よ び 乳 房 の 良 性 の 、 前 癌 の 、 お よ び ／ ま た は 癌 性 肺 胞 管 細 胞 に よ り 発 現 さ れ る
他 の マ ー カ ー を 検 出 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 の な お 他 の 面 に お い て 、 哺 乳 動 物 の 患 者 の 乳 房 器 官 か ら 得 ら れ た 生 物 学 的 試 料 中
の 乳 房 疾 患 の マ ー カ ー 、 特 に 乳 癌 マ ー カ ー の 存 在 ま た は 量 を 決 定 す る キ ッ ト が 提 供 さ れ る
。 こ の キ ッ ト は 、 生 物 学 的 に 適 当 な 担 体 中 の オ キ シ ト シ ン の 製 剤 を 含 む 。 好 ま し く は 、 オ
キ シ ト シ ン 製 剤 は 鼻 内 ス プ レ ー の ア プ リ ケ ー タ ー の 中 に 準 備 さ れ た オ キ シ ト シ ン 溶 液 で あ
る 。 キ ッ ト は 、 ま た 、 発 現 さ れ た 乳 房 流 体 か ら 生 物 学 的 試 料 を 収 集 す る 収 集 装 置 を 含 み 、
こ の 収 集 装 置 は 試 料 流 体 の 溜 か ら 固 相 バ イ オ ア ッ セ イ の 中 に 直 接 組 込 む す る こ と が で き る
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固 相 媒 質 ま で の 範 囲 で あ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 こ れ に 関 し て 、 オ キ シ ト シ ン の 刺 激 後 に 乳 首 か ら の 乳 房 流 体 の 発 現 を 促 進 す る 負 圧 を 乳
房 に 加 え 、 か つ 生 物 学 的 試 料 の 収 集 の た め に 搾 乳 ポ ン プ 内 に 組 込 ま れ た 溜 ま た は 固 相 収 集
装 置 を 提 供 す る と い う 二 重 の 目 的 を 達 成 す る 、 任 意 の 搾 乳 ポ ン プ を 設 け る こ と も で き る 。
本 発 明 の 特 に 好 ま し い 態 様 に お い て 、 キ ッ ト は 、 生 物 学 的 試 料 中 の 乳 房 疾 患 の マ ー カ ー の
存 在 ま た は 量 を 検 出 す る 組 成 物 お よ び ／ ま た は 装 置 、 例 え ば 、 乳 癌 マ ー カ ー に 結 合 す る か
、 あ る い は そ れ と 反 応 す る 免 疫 学 的 プ ロ ー ブ ま た は 分 子 プ ロ ー ブ を 含 む 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 前 述 し た よ う に 、 本 発 明 は 乳 房 流 体 か ら 生 物 学 的 試 料 を 得 る 方 法 を 提 供 す る 。 好 ま し く
は 、 こ れ ら の 方 法 は 非 侵 入 的 で あ り 、 非 外 科 的 で あ り か つ 針 ま た は 他 の 侵 入 装 置 に よ る 乳
房 の 貫 通 を 含 ま な い こ と を 意 味 す る 。 非 侵 入 的 試 料 収 集 方 法 を 達 成 す る た め に 、 特 別 に 、
本 発 明 は 、 乳 房 流 体 の 発 現 を 促 進 す る た め に 搾 乳 ポ ン プ を 適 用 す る と き 、 患 者 の 乳 首 か ら
の 乳 房 流 体 の 放 出 を 刺 激 す る た め に 有 効 な 量 の ペ プ チ ド ホ ル モ ン の オ キ シ ト シ ン を 哺 乳 動
物 の 患 者 に 投 与 こ と に 頼 る 。 好 ま し く は 、 オ キ シ ト シ ン 調 製 物 を 鼻 内 に 投 与 し 、 そ し て 乳
首 か ら の 乳 房 流 体 の 放 出 を 刺 激 す る た め に 鼻 内 的 に 有 効 な 量 に お い て 投 与 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 オ キ シ ト シ ン は 脳 下 垂 体 由 来 の ペ プ チ ド ホ ル モ ン で あ り 、 吸 引 に 応 答 し て 泌 乳 期 の 女 性
の 血 流 の 中 に 自 然 に 放 出 さ れ 、 そ し て 哺 乳 動 物 の 肺 胞 お よ び 導 管 の 中 の 筋 上 皮 細 胞 の 収 縮
を 刺 激 し て 乳 の 射 出 を 引 き 起 こ す 。 Cobo、 J.Perinat.Med.、 21:77-85、 1993。 こ の 薬 剤 は
、 ま た 、 子 宮 の 収 縮 を 刺 激 す る 活 性 を 有 す る た め に 、 妊 娠 し た 女 性 に お け る 分 娩 を 刺 激 す
る た め に 広 く 使 用 さ れ て き て い る 。 Satin et al.、 Am.J.Obstet.Gynercol. 、 166:1260-1
261 、 1992。 こ れ ら の 理 由 で 、 オ キ シ ト シ ン の 薬 理 学 は よ く 研 究 さ れ て き て お り 、 有 効 投
与 量 、 半 減 期 お よ び 潜 在 的 副 作 用 の 詳 細 な 研 究 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 に お い て 使 用 す る た め に 、 生 物 学 的 に 適 当 な 液 状 担 体 の 中 に オ キ シ ト シ ン を 含 有
す る オ キ シ ト シ ン 調 製 物 は 、 鼻 内 、 筋 肉 内 、 ま た は 脈 管 内 投 与 の た め に 提 供 さ れ る 。 最 も
経 済 的 な オ キ シ ト シ ン 調 製 物 は 、 種 々 の 供 給 会 社 、 例 え ば 、 サ ン ド （ Sandoz） （ ス イ ス 国
バ ー ゼ ル ） お よ び ユ ナ イ テ ッ ド ・ ス テ イ ツ ・ フ ァ ー マ コ ペ イ ア （ United State Pharmacop
eia） か ら 入 手 可 能 な 合 成 オ キ シ ト シ ン 類 似 体 （ 例 え ば 、 Pitocin R  ま た は Syntocinon R  
） を 利 用 す る 。 哺 乳 動 物 源 か ら の 天 然 に 存 在 す る オ キ シ ト シ ン 、 な ら び に 他 の 既 知 の 天 然
に 存 在 す る オ キ シ ト シ ン 様 ペ プ チ ド 類 似 体 お よ び 肺 胞 管 の 筋 上 皮 の 収 縮 を 刺 激 す る 同 様 な
活 性 を 有 す る そ れ ら の 合 成 同 等 物 は も ち ろ ん 適 当 で あ る 。 （ 例 え ば 、 Amico et al.、 J.Cl
in.Endocrinol.Metab.、 60:5、 1985、 そ の 全 体 に お い て 引 用 す る こ と に よ っ て 本 明 細 書 の
一 部 と さ れ る 、 を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 方 法 お よ び キ ッ ト に お い て 使 用 す る た め に 、 好 ま し い オ キ シ ト シ ン 調 製 物 は ほ
ぼ 40単 位 の オ キ シ ト シ ン ／ mlの 液 状 担 体 を 含 有 す る 。 好 ま し い 液 状 担 体 は 、 生 物 学 的 に 適
合 性 の 溶 液 、 例 え ば 、 加 乳 酸 リ ン ゲ ル 溶 液 ま た は 他 の 生 理 学 的 に 均 衡 し た 、 無 菌 の 、 無 毒
お よ び 非 刺 激 性 溶 液 で あ る 。 オ キ シ ト シ ン を 鼻 内 に 投 与 す る た め に 、 標 準 的 鼻 の ス ク ィ ー
ズ ボ ト ル を 使 用 し 、 こ の ス ク ィ ー ズ ボ ト ル は 、 絞 っ た と き 、 患 者 の 鼻 の 中 に ほ ぼ 0.5mlの
オ キ シ ト シ ン 調 製 物 を 送 出 す 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 オ キ シ ト シ ン は 鼻 粘 膜 に よ り 全 身 的 循 環 系 の 中 に 吸 収 さ れ 、 こ こ で オ キ シ ト シ ン は 乳 房
の 肺 胞 を 取 り 囲 み か つ 乳 管 壁 を 構 成 す る 筋 上 皮 細 胞 上 に 到 達 し か つ 特 異 的 に 作 用 し 、 そ れ
ら の 平 滑 筋 線 維 を 収 縮 さ せ 、 存 在 す る 流 体 を 大 き い 管 ま た は 洞 の 中 に 強 制 的 に 入 れ 、 こ こ
で 流 体 は 乳 首 か ら 試 料 コ レ ク タ ー 上 に 自 発 的 に 放 出 さ れ る か 、 あ る い は 搾 乳 ポ ン プ の そ れ
以 上 の 作 用 に よ り 発 現 さ れ る こ と が で き る 。 ヒ ト の 血 流 中 の オ キ シ ト シ ン の 半 減 期 は 、 腎
臓 、 肝 臓 、 お よ び 乳 腺 に よ り 血 漿 か ら の 急 速 な 除 去 の た め に 、 極 め て 短 く 、 約 10～ 15分 ま
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た は そ れ よ り 短 い と 推 定 さ れ 、 そ し て 薬 理 動 態 お よ び 臨 床 的 定 常 状 態 ま で の 時 間 は 投 与 の
モ ー ド に 依 存 し て 容 易 に 決 定 さ れ る （ 例 え ば 、 ボ ー ラ ス 投 与 、 反 復 投 与 、 ま た は 定 常 注 入
） 。 （ 例 え ば 、 Gonser、 Arch.Gynecol.Obstet.、 256:63-66 、 1955;お よ び Orhue 、 Obste
t.Gynecol. 、 83:229-233、 1994、 各 々 は そ の 全 体 に お い て 引 用 す る こ と に よ っ て 本 明 細
書 の 一 部 と さ れ る 、 を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 し た が っ て 、 搾 乳 ポ ン プ の 補 助 を 使 用 す る か 、 ま た は 使 用 し な い で 乳 房 流 体 の 放 出 を 引
き 起 こ す た め に 有 効 な （ 鼻 内 的 に 有 効 な 、 静 脈 内 的 に 有 効 な 、 ま た は 筋 肉 内 的 に 有 効 な ）
量 の オ キ シ ト シ ン を 投 与 す る た め に 適 当 な オ キ シ ト シ ン 調 製 物 の 濃 度 お よ び 投 与 量 を 決 定
す る こ と は 日 常 的 事 柄 で あ る 。 （ 例 え ば 、 下 記 の 文 献 を 参 照 の こ と :Newton、  Ann.N.Y.Ac
ad.Sci. 、 652:481-483;Mena、 Neuroendocrinology、 61:722-730、 1995;Gonser 、 Arch.G
ynecol.Obstet.、 256:63-66 、 1995;Orhue、 Obstet Gynecol. 、 83:229-233、 1994;Satin
 et al. 、 Am.J.Obstet.Gynercol. 、 166:1260-1261 、 1992; お よ び Satin et al.、 Obst
et Gynecol. 、 83:234-238、 1994、 各 々 は そ の 全 体 に お い て 引 用 す る こ と に よ っ て 本 明 細
書 の 一 部 と さ れ る ） 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 す べ て の 女 性 の 患 者 が 鼻 内 オ キ シ ト シ ン の 刺 激 に 対 し て 応 答 す る こ と を 期 待 す る わ け で
は な い が 、 本 発 明 の 目 的 の た め の オ キ シ ト シ ン の 鼻 内 的 に 有 効 量 を 容 易 に 決 定 す る こ と が
で き る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る と き 、 オ キ シ ト シ ン の 鼻 内 的 に 有 効 量 は 、 搾 乳 ポ ン プ
に よ り 加 え ら れ た 50～ 200mmHgの 乳 首 へ の 負 圧 の 助 け に よ り 、 非 泌 乳 の 女 性 の 少 な く と も 5
0％ に お い て 、 オ キ シ ト シ ン ス プ レ ー の 最 初 の 投 与 後 45分 ま で に 、 少 な く と も 3μ lの 乳 房
流 体 の 放 出 を 鼻 内 的 に 刺 激 す る た め に 十 分 な 量 で あ る 。 低 い 、 予 備 的 投 与 量 の オ キ シ ト シ
ン を 患 者 に 投 与 す る こ と 、 例 え ば 、 各 鼻 孔 の 中 に 40単 位 ／ mlの オ キ シ ト シ ン 溶 液 の 単 一 の
ス プ レ ー 、 ま た は よ り 低 い 濃 度 の オ キ シ ト シ ン 溶 液 の 多 数 回 の ス プ レ ー を 投 与 し 、 次 い で
待 機 し て 特 定 の 患 者 の 感 受 性 を 測 定 す る こ と は 必 要 で あ る こ と が あ り 、 事 実 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 2～ 15分 、 好 ま し く は 2～ 5分 の 投 与 後 の 短 い 期 間 後 に 搾 乳 ポ ン プ の 初 期 の 適 用 で 反 応 が
存 在 し な い 場 合 、 ブ ー ス タ ー 投 与 量 の オ キ シ ト シ ン の ス プ レ ー を 投 与 し 、 ポ ン プ を 再 び 適
用 す る こ と が で き る 。 こ の よ う に し て 、 臨 床 医 は 各 患 者 の 変 化 す る 感 受 性 に 対 し て 投 与 量
を 調 節 し 、 こ れ に よ り 潜 在 的 に 悪 い 副 作 用 を 最 小 に す る こ と が で き る 。 ま た 、 鼻 内 の 投 与
が 失 敗 し た か 、 あ る い は そ う で な け れ ば 好 ま し い 投 与 の モ ー ド と し て 禁 忌 さ れ る 患 者 に お
い て 、 筋 肉 内 ま た は 脈 管 内 の オ キ シ ト シ ン の 投 与 を 同 一 の 投 与 量 お よ び 投 与 の 原 理 に 従 い
使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 い っ た ん 鼻 内 的 に 有 効 投 与 量 の オ キ シ ト シ ン が 投 与 さ れ 、 臨 床 医 が 適 当 な 投 与 後 の 期 間
を 経 過 さ せ て オ キ シ ト シ ン を 標 的 肺 胞 管 組 織 に 到 達 さ せ 、 標 的 肺 胞 管 組 織 を 刺 激 す る と 、
搾 乳 ポ ン プ を よ く 知 ら れ て い る 手 法 に 従 い 適 用 し 、 負 圧 を 乳 房 上 に 発 生 さ せ て 乳 房 流 体 の
放 出 を 促 進 す る 。 本 発 明 の 方 法 の 範 囲 内 に お い て 、 50～ 200mmHgの 負 圧 は 好 ま し く 、 そ し
て 個 々 の 患 者 の 感 受 性 、 オ キ シ ト シ ン の 投 与 量 お よ び 他 の 因 子 に 依 存 し て 、 こ れ ら の 負 圧
を 、 好 ま し く は 間 欠 的 に 、 ほ ぼ 1～ 15分 間 維 持 す る 。 ま た 、 搾 乳 ポ ン プ の 助 け な し に 、 本
明 細 書 に お い て 記 載 す る よ う に 、 発 現 さ れ た 乳 房 流 体 を 受 容 す る 試 料 コ レ ク タ ー を 使 用 し
て 、 乳 房 流 体 の 発 現 を 達 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 発 現 さ れ た 乳 房 流 体 の 体 積 は 、 種 々 の 因 子 、 例 え ば 、 オ キ シ ト シ ン に 対 す る 患 者 の 感 受
性 、 送 出 さ れ る オ キ シ ト シ ン の 投 与 量 、 搾 乳 ポ ン プ 投 与 の 時 間 お よ び 圧 力 、 お よ び 他 の 因
子 に 依 存 し て 変 化 す る で あ ろ う 。 本 発 明 の 最 小 の 感 受 性 の 乳 房 マ ー カ ー の ア ッ セ イ に つ い
て 、 300～ 500μ lの 放 出 さ れ た 乳 房 流 体 の 体 積 は ア ッ セ イ を 実 施 す る た め の 十 分 な 物 質 を
提 供 す る た め に 好 ま し く 、 そ し て こ れ ら の 体 積 は 前 述 の 方 法 に 従 い 処 置 さ れ た 女 性 の 実 質
的 な 比 率 か ら 得 る こ と が で き る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
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　 300～ 500μ lの 乳 房 流 体 を 放 出 さ せ る た め に 、 幾 人 か の 女 性 は 反 復 し た 刺 激 を 必 要 と し
、 多 分 多 数 回 の 患 者 の 訪 問 の 間 に 得 ら れ た 乳 房 流 体 試 料 の プ ー ル を 必 要 と す る で あ ろ う 。
し か し な が ら 、 本 発 明 の い っ そ う 感 受 性 の ア ッ セ イ 、 例 え ば 、 固 相 イ ム ノ ア ッ セ イ の た め
に 、 特 に 乳 房 流 体 の 中 に 自 然 に 分 泌 さ れ 、 し た が っ て 、 例 え ば 、 分 泌 し な い 乳 房 上 皮 細 胞
の 表 面 抗 原 ま た は 細 胞 内 抗 原 に 比 較 し て 、 非 常 に 高 い 濃 度 で 存 在 す る こ と が 期 待 さ れ る 乳
癌 マ ー カ ー の 場 合 に お い て 、 こ の ア ッ セ イ を 実 施 す る た め に 3μ lま た は そ れ よ り 少 な い 非
常 に よ り 小 さ い 試 料 は 適 当 で あ ろ う 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 乳 房 流 体 の 放 出 過 程 の 間 ま た は 後 に 、 生 物 学 的 試 料 を 放 出 さ れ た 乳 房 流 体 か ら 収 集 す る
。 全 乳 房 流 体 、 乳 房 流 体 の 選 択 し た 液 体 ま た は 固 体 の 画 分 、 乳 房 流 体 の 全 細 胞 ま た は 細 胞
の 構 成 成 分 、 タ ン パ ク 質 、 糖 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 ヌ ク レ オ チ ド （ DNAお よ び RNAの ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド を 包 含 す る ） お よ び 他 の 同 様 な 生 化 学 的 お よ び 分 子 の 構 成 成 分 を 包 含 す る 、
あ る 範 囲 の 適 当 な 生 物 学 的 試 料 が 考 え ら れ 、 こ れ ら は 本 発 明 の 方 法 の 範 囲 内 に お い て 有 用
で あ ろ う 。 試 料 の 収 集 は 、 単 に 、 放 出 さ れ た 乳 房 流 体 を 適 当 な 溜 、 例 え ば 、 通 常 の 試 料 貯
蔵 容 器 ま た は ア ッ セ イ 容 器 内 に 入 れ る こ と に よ っ て 達 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 ま た 、 放 出 さ れ た 乳 房 流 体 を 慣 用 の 緩 衝 液 、 希 釈 剤 、 抽 出 媒 質 ま た は ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー の 媒 質 、 フ ィ ル タ ー 、 お よ び そ の 他 に 暴 露 し て 、 そ れ 以 上 の プ ロ セ シ ン グ ま た は 所 望 の
ア ッ セ イ の 中 へ の 直 接 的 組 込 み の た め に 試 料 を 安 定 化 ま た は 調 製 す る こ と に よ っ て 、 試 料
を 収 集 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 放 出 さ れ た 乳 房 流 体 を 固 相 媒 質 、 例 え ば 、 顕 微 鏡 の ガ
ラ ス ス ラ イ ド 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス の フ ィ ル タ ー 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム 、 ド ッ ト ・ ブ ロ ッ
ト マ ト リ ッ ク ス ま た は 他 の 同 様 な 媒 質 に 暴 露 し 、 こ の よ う な 固 相 媒 質 は 、 所 望 の ア ッ セ イ
の 中 へ の 組 込 み に 好 都 合 で あ る よ う に 、 乳 房 流 体 の 所 望 の 成 分 、 例 え ば 、 バ ル ク ま た は 精
製 さ れ た タ ン パ ク 質 を 選 択 的 に 吸 収 し 、 結 合 し 、 濾 過 す る か 、 あ る い は そ う で な け れ ば プ
ロ セ ス す る で あ ろ う 。 当 業 者 が 理 解 し か つ 容 易 に 実 施 す る よ う に 、 本 発 明 の 範 囲 内 に お い
て 有 用 で あ る 考 え ら れ る 試 料 収 集 手 法 お よ び 材 料 の 範 囲 は 広 く 、 各 選 択 し た ア ッ セ イ と と
も に 変 化 す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 の 基 本 的 実 用 性 は 乳 房 流 体 か ら 生 物 学 的 試 料 を 得 る 、 新 規 な 、 非 侵 入 的 方 法 に あ
る が 、 こ れ ら の 試 料 中 の 重 要 な 乳 房 疾 患 の マ ー カ ー を 検 出 お よ び ／ ま た は 測 定 す る 有 効 な
ア ッ セ イ を 提 供 す る 追 加 の 方 法 を 開 示 す る 。 こ れ に 関 し て 、 本 発 明 は 、 生 物 学 的 試 料 中 の
乳 房 疾 患 の マ ー カ ー 、 特 に 乳 癌 マ ー カ ー の 存 在 お よ び ／ ま た は 発 現 レ ベ ル を 決 定 す る 既 知
の 手 法 お よ び 試 薬 を 組 込 ん だ 、 広 い 範 囲 の ア ッ セ イ 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 の 範 囲 内 に 組 込 む と き 、 こ れ ら の 方 法 は 、 哺 乳 動 物 の 患 者 に オ キ シ ト シ ン を 、 好
ま し く は 鼻 内 投 与 を 介 し て 、 前 述 し た よ う に 、 患 者 に お い て 乳 房 流 体 の 発 現 を 刺 激 す る た
め に 有 効 量 に お い て 投 与 す る こ と を 含 む 。 オ キ シ ト シ ン を タ ー ゲ ッ ト 肺 胞 管 組 織 に 到 達 さ
せ か つ 前 記 組 織 を 刺 激 す る た め に 十 分 な 投 与 後 の 時 間 が い っ た ん 経 過 す る と 、 前 述 し た よ
う に 、 乳 房 を ポ ン プ し 、 生 物 学 的 試 料 を 収 集 す る 。 試 料 を 収 集 し た 後 、 試 料 に つ い て バ イ
オ ア ッ セ イ を 実 施 し て 、 試 料 中 の 選 択 し た 乳 房 疾 患 の マ ー カ ー 、 好 ま し く は 乳 癌 マ ー カ ー
ま た は 乳 癌 マ ー カ ー の パ ネ ル の 存 在 お よ び ／ ま た は 量 を 決 定 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る と き 、 乳 房 疾 患 の マ ー カ ー と い う 用 語 は 、 疾 患 を 有 す る 乳 房
の 細 胞 に よ り 特 異 的 に 発 現 さ れ る （ 例 え ば 、 細 胞 表 面 の タ ン パ ク 質 ま た は 分 泌 さ れ た タ ン
パ ク 質 と し て ） か 、 あ る い は 疾 患 を 有 す る 乳 房 の 細 胞 に よ る か 、 あ る い は 乳 房 疾 患 に 関 連
し て 統 計 学 的 に 有 意 に 、 測 定 可 能 に 増 加 す る か 、 あ る い は 減 少 し た レ ベ ル で 発 現 さ れ る （
例 え ば 、 乳 房 疾 患 に 関 連 す る 感 染 因 子 に よ り 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質 ） か 、 あ る い は 正 常 の
乳 房 の 細 胞 に 比 較 し て 疾 患 を 有 す る 乳 房 の 細 胞 に よ り 統 計 学 的 に 有 意 に 、 測 定 可 能 に 増 加
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す る か 、 あ る い は 減 少 し た レ ベ ル で 発 現 さ れ る か 、 あ る い は 乳 房 疾 患 に 関 連 し て 非 疾 患 の
乳 房 の 細 胞 に よ り 発 現 さ れ る （ 例 え ば 、 疾 患 を 有 す る 乳 房 細 胞 ま た は そ れ か ら 生 産 さ れ た
物 質 の 存 在 に 応 答 し て ） 発 現 さ れ る 、 細 胞 、 細 胞 フ ラ グ メ ン ト 、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、
糖 タ ン パ ク 質 、 脂 質 、 グ リ コ リ ピ ド 、 ま た は 他 の 分 子 ま た は 生 物 学 的 材 料 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 乳 房 疾 患 の マ ー カ ー は 、 ま た 、 有 害 な 遺 伝 的 変 化 、 ま た は 乳 房 疾 患 に 有 意 に 関 連 す る 遺
伝 子 の 発 現 の パ タ ー ン ま た は レ ベ ル の 変 更 を マ ー ク す る 、 特 異 的 DNAま た は RNA配 列 を 包 含
す る こ と が で き る 。 好 ま し い 乳 房 疾 患 の マ ー カ ー は 、 乳 房 感 染 、 良 性 の 新 形 成 、 悪 性 の 新
形 成 、 前 癌 症 状 、 お よ び 癌 の 増 加 し た 危 険 に 関 連 す る 症 状 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る と き 、 乳 癌 マ ー カ ー と い う 用 語 は 、 癌 細 胞 に よ り 特 異 的 に 発
現 さ れ る か 、 あ る い は 疾 患 を 有 す る 乳 房 の 細 胞 に よ る か 、 あ る い は 正 常 の 細 胞 に 比 較 し て
癌 細 胞 に よ り 統 計 学 的 に 有 意 に 、 測 定 可 能 に 増 加 す る か 、 あ る い は 減 少 し た レ ベ ル で 発 現
さ れ る か 、 あ る い は 癌 細 胞 に 関 連 し て 非 癌 細 胞 に よ り 発 現 さ れ る （ 例 え ば 、 癌 細 胞 ま た は
そ れ か ら 生 産 さ れ た 物 質 の 存 在 に 応 答 し て ） 発 現 さ れ る 、 乳 房 疾 患 の マ ー カ ー の サ ブ セ ッ
ト 、 す な わ ち 、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 糖 タ ン パ ク 質 、 脂 質 、 グ リ コ リ ピ ド 、 プ ロ テ オ リ
ピ ド 、 ま た は 他 の 分 子 ま た は 生 物 学 的 材 料 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 乳 癌 マ ー カ ー は 、 ま た 、 有 害 な 遺 伝 的 変 化 、 ま た は 乳 房 疾 患 に 有 意 に 関 連 す る 遺 伝 子 の
発 現 の パ タ ー ン ま た は レ ベ ル の 変 更 を マ ー ク す る 、 特 異 的 DNAま た は RNA配 列 を 包 含 す る こ
と が で き る 。 さ ら に 、 乳 癌 マ ー カ ー は 、 乳 房 流 体 の 中 に 存 在 す る 全 細 胞 の 細 胞 学 的 特 徴 、
例 え ば 、 核 の 包 接 ま た は 細 胞 形 質 の 構 造 、 あ る い は 独 特 に 癌 細 胞 に よ り 発 現 さ れ る か 、 あ
る い は 癌 細 胞 に 関 連 す る 染 色 の 属 性 を 包 含 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 の 方 法 の 範 囲 内 に お い て 有 効 な 乳 癌 マ ー カ ー の 中 で 、 サ ブ セ ッ ト は 下 記 の 代 表 的
な 総 説 論 文 に 記 載 さ れ て い る ;Porter-Jordan et al.、 Hematol.Oncol.Clin.North Amer.
、 8:73-100、 1994;お よ び Greiner 、 Pharmaceutical Tech.、 May 、 1993、 pp.28-44、 各
々 は そ の 全 体 に お い て 引 用 す る こ と に よ っ て 本 明 細 書 の 一 部 と さ れ る 。 他 の 適 当 な マ ー カ
ー も ま た 、 広 く 知 ら れ て お り 、 文 献 に お い て 一 般 に 知 ら れ て い る か 、 あ る い は 入 手 可 能 で
あ る 情 報 お よ び 方 法 を 使 用 し て 本 発 明 の 方 法 の 中 に 容 易 に 組 込 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 の 範 囲 内 に お い て 使 用 す る た め に 好 ま し い 乳 癌 マ ー カ ー は 、 女 性 の 患 者 に お け る
予 後 お よ び ／ ま た は 治 療 に 関 係 す る 変 動 を 決 定 す る た め に 重 要 な 価 値 を 有 す る こ と が 示 さ
れ た 、 よ り 特 徴 づ け ら れ た マ ー カ ー を 包 含 す る 。 前 述 し た よ う に 、 予 後 の 変 動 は 、 疾 患 の
結 果 を 予 測 す る 働 き を す る 変 動 、 例 え ば 、 再 発 ま た は 生 存 の 尤 度 お よ び タ イ ミ ン グ で あ る
。 治 療 に 関 係 す る 変 動 は 、 所 定 の 治 療 プ ロ グ ラ ム の 成 功 ま た は 失 敗 の 可 能 性 を 予 測 す る 。
こ れ ら の マ ー カ ー の 1ま た は 2以 上 の 発 現 ま た は 活 性 の 存 在 ま た は レ ベ ル の 決 定 は 、 悪 性 ま
た は 良 性 の 異 常 を 有 す る 患 者 の 分 別 的 診 断 を 促 進 す る こ と が で き 、 そ し て 再 発 の 危 険 ま た
は 選 択 し た 治 療 の オ プ シ ョ ン に 対 す る 応 答 の 尤 度 の 予 測 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 し か し な が ら 、 本 発 明 は 、 ヒ ト の 患 者 に 対 す る 臨 床 的 応 用 に 直 ち に 許 容 可 能 と す る 感 受
性 お よ び 特 異 性 の 厳 し い 要 件 を 満 足 す る 乳 房 疾 患 の マ ー カ ー の み に 頼 ら な い こ と に 注 意 す
る こ と は 重 要 で あ る 。 反 対 に 、 本 発 明 の 範 囲 内 に お い て 考 え ら れ る 多 数 の 乳 房 疾 患 の マ ー
カ ー は 、 こ れ ら の 厳 し い 基 準 を 満 た さ な い が 、 そ れ に も か か わ ら ず 、 乳 癌 の 検 出 、 示 差 的
に 診 断 ま た は 管 理 す る と き 実 質 的 に 有 益 で あ る 、 有 用 な 情 報 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 こ の よ う な 非 臨 床 的 に 受 け 入 れ ら れ た マ ー カ ー は 、 基 本 的 研 究 道 具 と し て 、 お よ び 臨 床
的 応 用 に お い て 付 属 的 道 具 と し て 、 本 発 明 の 方 法 の 範 囲 内 に お い て 即 時 の 応 用 に 有 用 で あ
る 。 こ れ ら の 即 時 の 応 用 を 越 え て 、 多 数 の こ の よ う な マ ー カ ー は 、 特 に マ ー カ ー の 組 合 わ
せ を 分 析 し て 、 個 々 の マ ー カ ー 単 独 に よ り 生 ず る デ ー タ よ り も 大 き い 予 測 的 価 値 の 相 補 的
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デ ー タ を 発 生 す る ア ッ セ イ 方 法 に お い て 、 さ ら に 開 発 さ れ 、 そ し て 本 発 明 の 方 法 に 従 い 直
接 的 臨 床 的 適 用 可 能 な 点 ま で 洗 練 さ れ る こ と が 期 待 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い ア ッ セ イ 法 は 、 腫 瘍 発 生 、 腫 瘍 増 殖 、 血 管 新 生 お よ び 癌 の 浸 潤 に 関 連
す る 乳 癌 マ ー カ ー に 特 に 焦 点 が 合 わ さ れ 、 こ の 関 連 に よ り 、 患 者 に お け る 癌 の 危 険 、 存 在
、 状 態 ま た は 将 来 の 挙 動 に 関 す る 重 要 な 情 報 を 提 供 す る 。 前 述 し た よ う に 、 腫 瘍 発 生 お よ
び 腫 瘍 増 殖 は 種 々 の 細 胞 増 殖 マ ー カ ー （ 例 え ば 、 Ki67、 サ イ ク リ ン D1お よ び PCNA） を 使 用
し て 評 価 す る こ と が で き る 。 腫 瘍 増 殖 は 、 ま た 、 種 々 の 成 長 因 子 お よ び ホ ル モ ン の マ ー カ
ー （ 例 え ば 、 エ ス ト ロ ゲ ン 、 EGF、 erB-2、 お よ び TGFα ） 、 オ ー ト ク リ ン ま た は 外 分 泌 成
長 因 子 お よ び ホ ル モ ン の レ セ プ タ ー （ 例 え ば 、 IGFお よ び EGFレ セ プ タ ー ） 、 ま た は 血 管 形
成 因 子 を 使 用 し て 評 価 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 腫 瘍 発 生 、 増 殖 お よ び 成 長 の マ ー カ ー に 加 え て 、 多 数 の マ ー カ ー は 、 例 え ば 、 細 胞 付 着
ま た は 運 動 性 因 子 の 発 現 ま た は 活 性 の 変 化 を 示 す こ と に よ っ て 、 癌 細 胞 に お け る 癌 の 浸 潤
ま た は 転 移 の 潜 在 性 に 関 す る 情 報 を 提 供 す る 。 こ れ に 関 す る 典 型 的 な マ ー カ ー は 、 カ テ プ
シ ン D、 プ ラ ス ミ ノ ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー お よ び コ ラ ゲ ナ ー ゼ を 包 含 す る 。 さ ら に 、 い く つ
か の 推 定 上 の 腫 瘍 「 サ プ レ ッ サ ー 」 遺 伝 子 、 例 え ば 、 nm23、 p53お よ び rbの 発 現 レ ベ ル は
、 癌 細 胞 の 転 移 の 潜 在 性 ま た は 増 殖 調 節 に 関 す る 重 要 な デ ー タ を 提 供 す る 。 こ れ ら の ク ラ
ス の 各 々 に お け る 大 き い 数 お よ び 変 量 の 適 当 な 乳 癌 マ ー カ ー が 同 定 さ れ 、 そ し て こ れ ら の
多 数 は 乳 癌 に 関 す る 予 後 お よ び ／ ま た は 治 療 に 関 係 す る 変 動 を 決 定 す る た め に 重 要 な 価 値
を 有 す る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 の 各 ア ッ セ イ の 前 ま た は そ れ と 同 時 に 、 試 料 の 起 源 お よ び ／ ま た は 品 質 を 確 認 す
る た め の 予 備 的 評 価 を 実 施 す る こ と が 好 ま し い 。 こ の よ う な 予 備 的 評 価 は 、 発 現 さ れ た 乳
房 流 体 か ら 収 集 さ れ た 試 料 が 事 実 乳 房 起 源 で あ り 、 か つ 他 の 潜 在 的 汚 染 物 質 、 例 え ば 、 乳
首 を 取 り 囲 む 皮 膚 か ら の 汗 で 汚 染 さ れ て い な い こ と を 証 明 す る こ と に 集 中 さ れ る 。 こ れ ら
の 試 料 の 証 明 の 目 的 の た め に 、 哺 乳 動 物 の 乳 房 流 体 の 中 に 存 在 す る こ と が 知 ら れ て お り 、
か つ 好 ま し く は 乳 房 流 体 に 対 し て 高 度 に 特 異 的 な マ ー カ ー （ す な わ ち 、 典 型 的 に は 乳 房 流
体 の 中 に 常 に 存 在 し か つ 他 の 潜 在 的 に 汚 染 す る 体 液 お よ び 体 の 組 織 の す べ て ま た は 大 部 分
を 含 ま な い マ ー カ ー ） で あ る 、 乳 房 流 体 の マ ー カ ー を 同 定 す る 種 々 の ア ッ セ イ は 利 用 可 能
で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 し か し な が ら 、 本 発 明 の 方 法 の 範 囲 内 の 乳 房 流 体 の マ ー カ ー に 対 す る 特 異 性 の 許 容 さ れ
る レ ベ ル は 、 乳 房 流 体 の 中 に 存 在 す る こ と が 単 に 知 ら れ て い る マ ー カ ー に よ り 提 供 さ れ る
が 、 そ れ ら は 他 の 体 液 の 中 に 存 在 す る こ と が あ る 。 1つ の こ の よ う な マ ー カ ー は 、 ヒ ト の
血 清 、 尿 、 唾 液 、 涙 、 鼻 の 分 泌 物 、 膣 の 切 片 、 精 液 、 お よ び 乳 房 流 体 の 正 常 の 成 分 で あ る
、 酵 素 の リ ゾ チ ー ム で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 リ ゾ チ ー ム （ ム ラ ミ ダ ー ゼ ） は 、 細 胞 溶 解 を 生 ず る 種 々 の 微 生 物 の ム コ 多 糖 体 の 細 胞 壁
中 の ベ ー タ 1,4-グ リ コ シ ド 結 合 を 加 水 分 解 す る 酵 素 で あ る 。 リ ゾ チ ー ム の 定 量 的 測 定 は よ
く 知 ら れ て い る 寒 天 プ レ ー ト の 拡 散 方 法 に よ り 達 成 さ れ 、 こ の 拡 散 方 法 は 、 カ レ ス タ ッ ド
、 サ ノ フ ィ ・ ダ イ ア グ ノ ス テ ィ ク ス （ Kllestad,Sanofi Diagnostics ） （ ミ ネ ソ タ 州 チ ャ
ス タ ） か ら 入 手 可 能 な Qunatiplate R  リ ゾ チ ー ム 試 験 キ ッ ト と と も に 提 供 さ れ る 使 用 説 明
書 （ そ の 全 体 に お い て 引 用 す る こ と に よ っ て 本 明 細 書 の 一 部 と さ れ る ） 詳 細 に 記 載 さ れ て
い る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 リ ゾ チ ー ム よ り も い っ そ う 特 異 的 で あ る 、 試 料 の 検 査 の た め の 他 の 乳 房 流 体 の マ ー カ ー
は 本 発 明 の 方 法 の 範 囲 内 に お い て 好 ま し く 、 そ し て 発 表 さ れ 、 一 般 に 知 ら れ て い る 情 報 に
基 づ い て 本 発 明 の 範 囲 内 に 容 易 に 組 込 む こ と が で き る 。 こ れ ら の マ ー カ ー の 中 で 最 も 好 ま
し い も の は 、 乳 房 流 体 の 中 に 特 異 的 に 発 現 ま た は 濃 縮 さ れ る タ ン パ ク 質 お よ び 他 の 生 物 学
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的 物 質 で あ る 。 こ れ に 関 し て 多 様 な 配 列 の 適 当 な マ ー カ ー が 特 徴 づ け ら れ 、 特 異 的 な 抗 体
、 例 え ば 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 さ れ た 抗 体 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 開 発 す る た め に 既
に 使 用 さ れ て き て い る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 引 き 続 い て 、 こ れ ら の 抗 体 を 免 疫 学 的 プ ロ ー ブ と し て 使 用 し て 、 選 択 し た 乳 房 流 体 の マ
ー カ ー の 存 在 ま た は 非 存 在 を 決 定 し 、 お よ び ／ ま た は 定 量 し て 、 乳 房 流 体 の 試 料 の 起 源 お
よ び 品 質 を 検 査 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 範 囲 内 で 使 用 す る た め に 特 に 重 要 で あ る 乳 房
流 体 の マ ー カ ー は 、 正 常 お よ び 癌 性 の 乳 房 上 皮 細 胞 に よ り 特 徴 的 に 発 現 さ れ る サ イ ト カ イ
ン を 包 含 し 、 こ れ ら に 対 し て 抗 体 プ ロ ー ブ の 特 定 の パ ネ ル が 既 に 開 発 さ れ て い る 。 （ 例 え
ば 、 Nagle 、 J.Histochem. Cytochem.、 34:869-881、 1986、 そ の 全 体 に お い て 引 用 す る こ
と に よ っ て 本 明 細 書 の 一 部 と さ れ る 、 を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 ま た 、 ヒ ト 乳 脂 グ ロ ブ リ ン （ HMFG） タ ン パ ク 質 の 糖 タ ン パ ク 質 成 分 に 相 当 す る ヒ ト 乳 房
上 皮 抗 原 （ HME-Ags） は 乳 房 流 体 の マ ー カ ー と し て 有 用 で あ り 、 こ れ ら に 対 し て 特 異 的 な
抗 原 （ 例 え ば 、 HMFG1、 英 国 ユ ニ パ ス ） も 入 手 可 能 で あ る 。 （ 下 記 の 文 献 を 参 照 の こ と :Ro
sner et al. 、 Cancer Invest.、 13:573-582、 1995;Ceriani et al. 、 Proc.Natl.Acad.S
ci.USA、 74:582-586、 1982;Ceriani et al. 、 Breast Cancer Res.Treat.、 15:161-174、
1990、 各 々 は そ の 全 体 に お い て 引 用 す る こ と に よ っ て 本 明 細 書 の 一 部 と さ れ る ） 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 の 範 囲 内 に お い て 提 供 さ れ た 乳 房 疾 患 の マ ー カ ー の ア ッ セ イ を 実 施 す る た め に 、
乳 房 流 体 か ら 収 集 さ れ た 生 物 学 的 試 料 を 一 般 に プ ロ ー ブ に 暴 露 す る 。 こ の プ ロ ー ブ は 、 選
択 し た 乳 房 疾 患 ま た は 乳 癌 の マ ー カ ー に 特 異 的 に 結 合 す る か 、 あ る い は そ う で な け れ ば 検
出 可 能 方 法 に お い て マ ー カ ー と 相 互 作 用 し て 、 試 料 中 の 乳 房 疾 患 ま た は 乳 癌 の マ ー カ ー の
存 在 ま た は 非 存 在 、 ま た は 量 を 示 す 。 こ の 目 的 に 選 択 さ れ る プ ロ ー ブ は 、 一 般 に 、 乳 房 疾
患 の マ ー カ ー の 特 徴 、 す な わ ち 、 マ ー カ ー は タ ン パ ク 質 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 他 の 物
質 で あ る か ど う か に 依 存 す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 乳 房 疾 患 の マ ー カ ー は タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド ま た は 糖
タ ン パ ク 質 で あ り 、 そ れ ら の す べ て は 特 異 的 免 疫 学 的 プ ロ ー ブ を 使 用 し て 乳 房 疾 患 の マ ー
カ ー 中 で 有 効 に 標 的 化 さ れ る 。 こ れ ら の 免 疫 学 的 プ ロ ー ブ を 共 有 結 合 し た 標 識 で 標 識 化 し
て プ ロ ー ブ を 検 出 す る シ グ ナ ル を 与 え る か 、 あ る い は 、 例 え ば 、 免 疫 学 的 プ ロ ー ブ に 結 合
し て 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 提 供 す る 標 識 化 二 次 抗 体 に よ り 、 間 接 的 に 標 識 化 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 非 ヒ ト （ 例 え ば 、 ネ ズ ミ 、 ウ サ ギ 、 ブ タ 、 ウ マ ） 抗 血 清 ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生
産 す る 一 般 的 方 法 は よ く 知 ら れ て お り 、 例 え ば 、 選 択 し た 乳 房 疾 患 の マ ー カ ー の タ ン パ ク
質 、 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 配 列 の 一 部 分 を 含 む よ う に 合 成 さ れ た ペ プ チ ド 、 マ ー カ ー タ ン パ
ク 質 配 列 の 一 部 分 を 含 む 分 解 産 物 、 ま た は 異 質 タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド に 結 合 し た マ ー
カ ー タ ン パ ク 質 の す べ て ま た は 一 部 分 を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 で 動 物 を 免 疫 化 す る こ と に よ
っ て 、 達 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 種 々 の 態 様 の 範 囲 内 に お い て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る 細 胞 を 免 疫 化 さ れ た 動 物
か ら 獲 得 し 、 永 久 分 裂 能 化 し 、 そ し て ス ク リ ー ニ ン グ す る か 、 あ る い は ま ず 選 択 し た 乳 癌
マ ー カ ー の タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 の 産 生 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ し 、
次 い で 永 久 分 裂 能 化 す る 。 非 ヒ ト 抗 原 の 抗 原 結 合 領 域 （ す な わ ち 、 F（ ab'） 2  ま た は 超 可
変 領 域 ） を ヒ ト 抗 体 の フ レ ー ム ワ ー ク の 中 に 組 換 え DNA技 術 に よ り 移 し て 、 実 質 的 に ヒ ト
の 分 子 を 産 生 す る こ と が 望 ま し い で あ ろ う 。 こ の よ う な 「 ヒ ト 化 」 分 子 を 産 生 す る 方 法 は
、 一 般 に よ く 知 ら れ て お り 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 4,816,397号 明 細 書 （ そ の 全 体 に お い て
引 用 す る こ と に よ っ て 本 明 細 書 の 一 部 と さ れ る ） に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
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　 ま た 、 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 一 部 分 は 、 ま ず ヒ ト B細 胞 の cDNAラ イ ブ ラ リ
ー を 、 Huse et al. 、 Science 、 246:1275-1281 、 1989（ そ の 全 体 に お い て 引 用 す る こ と
に よ っ て 本 明 細 書 の 一 部 と さ れ る ） に 記 載 さ れ て い る 方 法 に 従 い 、 選 択 し た 乳 房 疾 患 の マ
ー カ ー に 特 異 的 に 結 合 す る DNA分 子 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 同 定 す る こ
と が で き る 。 次 い で DNA分 子 を ク ロ ー ニ ン グ し 、 増 幅 し て 、 所 望 の 特 異 性 の 抗 体 （ ま た は
結 合 ド メ イ ン ） を コ ー ド す る 配 列 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 範 囲 内 に お い て 、 各 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 上 に 独 立 の 抗 原 結 合 部 位 を 有 す
る 二 価 抗 体 （ 例 え ば 、 Thromb.Res.Suppl. 、 X:83、 1990 、 お よ び The Second Annual IBC
 International Conference on Antibody Engineering、 A.George編 、 Dec.16-18 、 1991;
各 々 は そ の 全 体 に お い て 引 用 す る こ と に よ っ て 本 明 細 書 の 一 部 と さ れ る 、 に 記 載 さ れ て い
る ） 、 な ら び に 異 な る 特 異 性 を 有 す る 個 々 の 抗 体 の パ ネ ル が 考 え ら れ る 。 本 発 明 の 範 囲 内
に お い て 特 に 使 用 さ れ る 二 価 抗 体 お よ び 抗 体 の パ ネ ル は 、 2ま た は そ れ 以 上 の 選 択 し た 乳
房 疾 患 の マ ー カ ー に 結 合 し て 、 個 々 の マ ー カ ー 単 独 に よ り 生 ず る デ ー タ よ り も 大 き い 予 測
的 価 値 を 有 す る 相 補 的 デ ー タ を 発 生 す る 抗 体 お よ び 抗 体 の パ ネ ル を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 選 択 し た 乳 房 疾 患 の マ ー カ ー の 存 在 ま た は 活 性 を 検 出 し 、 画 像
形 成 し 、 お よ び ／ ま た は 定 量 す る プ ロ ー ブ と し て 、 本 発 明 の 範 囲 内 に お い て 特 に 有 用 で あ
る 。 こ れ に 関 し て 、 1ま た は 2以 上 の よ く 知 ら れ た 標 識 化 、 例 え ば 、 色 素 、 フ ル オ レ セ イ ン
の タ グ ま た は 放 射 性 標 識 を 組 込 ん だ 、 選 択 し た 乳 房 疾 患 の マ ー カ ー に 特 異 的 に 結 合 す る モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 提 供 さ れ る 。 こ の よ う な 標 識 を 組 込 む こ と に よ っ て 、 抗 体 を 日 常 的 ア
ッ セ イ に お い て 使 用 し て 、 乳 房 流 体 を 包 含 す る か 、 あ る い は そ れ か ら 誘 導 さ れ た 生 物 学 的
試 料 中 の 1ま た は 2以 上 の 選 択 し た 乳 房 疾 患 の マ ー カ ー の 発 現 、 局 在 化 お よ び ／ ま た は 活 性
を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 乳 房 疾 患 に つ い て 危 険 で あ る か 、 あ る い は 乳 房 疾 患 を 有 す る こ と が 知 ら れ て い る 特 許 か
ら 採 っ た 被 験 試 料 中 の 選 択 し た 乳 房 疾 患 の マ ー カ ー の 発 現 、 局 在 化 お よ び ／ ま た は 活 性 を
決 定 す る 、 こ れ ら の ア ッ セ イ の 結 果 を 、 乳 房 疾 患 に つ い て 陰 性 の 正 常 の 患 者 か ら 得 ら れ た
、 同 一 の マ ー カ ー を 検 出 お よ び ／ ま た は 定 量 す る 対 照 研 究 か ら の 結 果 と 比 較 す る こ と が で
き る 。 こ の 方 法 に お い て 、 基 線 お よ び カ ッ ト オ フ 値 を 日 常 的 方 法 に 従 い 決 定 し て 本 発 明 の
ア ッ セ イ を 洗 練 さ せ 、 そ れ ら を 直 接 的 臨 床 的 応 用 の た め に 採 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 発 明 の 生 物 学 的 試 料 中 の 乳 房 疾 患 の マ ー カ ー の 検 出 お よ び ／ ま た は 定 量 は 、 種 々 の 方
法 に よ り 達 成 す る こ と が で き る 。 こ れ に 関 し て 好 ま し い 方 法 は 、 な か で も 、 よ く 知 ら れ た
ELISAイ ム ノ ア ッ セ イ 、 免 疫 沈 降 ア ッ セ イ 、 お よ び 種 々 の 固 相 イ ム ノ ア ッ セ イ 、 例 え ば 、
ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト お よ び ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 イ ム ノ ア ッ セ イ を
包 含 す る 。 乳 房 疾 患 の マ ー カ ー の 発 現 お よ び ／ ま た は 活 性 を 検 出 お よ び ／ ま た は 定 量 す る
た め に 非 抗 体 プ ロ ー ブ を 使 用 す る 、 匹 敵 す る 方 法 は 、 本 明 細 書 に お い て 開 示 さ れ る か 、 あ
る い は こ の 分 野 に お い て 何 処 か に 開 示 さ れ か つ 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 本 発 明 の 範 囲 内 に お い て 使 用 す る た め に 適 当 な 非 抗 体 プ ロ ー ブ は 、 例 え ば 、 標 識 化 ヌ ク
レ オ チ ド の プ ロ ー ブ を 包 含 し 、 こ の プ ロ ー ブ は 、 標 準 的 ま た は 高 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ イ に
お い て 、 腫 瘍 遺 伝 子 の DNA転 写 物 に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン し 、 そ し て 増 加 し た 乳 房 疾 患
の 危 険 に 関 連 す る か 、 あ る い は 乳 房 疾 患 の マ ー カ ー の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る RNA転 写 物
に 関 連 す る 他 の DNA配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン す る 。 他 の 適 当 な プ ロ ー ブ は 、 標 識 化
リ ガ ン ド 、 結 合 相 手 お よ び 乳 房 疾 患 の マ ー カ ー の コ フ ァ ク タ ー （ 例 え ば 、 成 長 因 子 レ セ プ
タ ー の リ ガ ン ド 、 ま た は 乳 癌 関 連 プ ロ テ ア ー ゼ の 基 質 、 例 え ば 、 カ テ プ シ ン D） を 包 含 す
る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 発 明 の あ る 種 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 cDNAお よ び オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の プ ロ ー ブ を
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ノ ザ ン 、 サ ザ ン お よ び ド ッ ト ブ ロ ッ ト の ア ッ セ イ に お い て 使 用 し て 、 発 現 さ れ た 乳 房 流 体
か ら 収 集 さ れ た 細 胞 試 料 中 の 選 択 し た 乳 房 疾 患 の マ ー カ ー の 発 現 の レ ベ ル を 同 定 し か つ 定
量 す る 。 こ れ ら の に 従 う 乳 房 疾 患 の マ ー カ ー の 発 現 レ ベ ル の 測 定 は 、 広 い 範 囲 の 乳 房 疾 患
、 例 え ば 、 哺 乳 動 物 、 特 に ヒ ト に お け る 癌 の 発 生 、 増 殖 お よ び 浸 潤 を 評 価 す る 予 後 お よ び
治 療 に 関 係 す る 重 要 な 情 報 を 提 供 す る で あ ろ う 。 例 え ば 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の プ ロ ー ブ
を 利 用 す る ア ッ セ イ は 、 乳 癌 に 関 連 す る 遺 伝 性 遺 伝 的 病 変 を 評 価 し 、 か つ 患 者 に お け る 前
癌 、 初 期 の 癌 性 お よ び 同 様 に 転 移 性 病 変 を 区 別 す る 、 初 期 の ス ク リ ー ニ ン グ を 促 進 す る で
あ ろ う 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 前 述 の 試 料 収 集 お よ び ア ッ セ イ の 方 法 に 加 え て 、 本 発 明 は 、 ま た 、 本 発 明 の 試 料 収 集 お
よ び ア ッ セ イ の 方 法 を 実 施 す る た め の 試 薬 お よ び 成 分 を 含 ん で な る キ ッ ト お よ び 多 容 器 の
ユ ニ ッ ト を 提 供 す る 。 簡 単 に 述 べ る と 、 こ れ ら の キ ッ ト は 、 乳 房 流 体 か ら 生 物 学 的 試 料 を
得 る た め の 基 本 的 成 分 、 例 え ば 、 生 物 学 的 に 適 当 な 担 体 の 中 に オ キ シ ト シ ン の 製 剤 を 含 む
。 好 ま し く は 、 オ キ シ ト シ ン 調 製 物 は 、 鼻 内 ス プ レ ー の ア プ リ ケ ー タ ー の 中 に 準 備 さ れ 、
ほ ぼ 40単 位 の オ キ シ ト シ ン ／ mlの 液 状 担 体 を 含 有 し 、 前 記 担 体 は 簡 単 な 、 安 価 な 緩 衝 化 生
理 食 塩 水 で あ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 好 ま し い ア プ リ ケ ー タ ー は 、 オ キ シ ト シ ン の 液 体 ス プ レ ー を 患 者 の 鼻 孔 の 中 に 向 け る ノ
ズ ル を 有 す る 、 種 々 の 加 圧 エ ー ロ ゾ ル ま た は ハ ン ド ポ ン プ 溜 の 形 態 の 任 意 の も の で あ る こ
と が で き る 。 ま た 、 キ ッ ト は 、 好 ま し く は 、 発 現 さ れ た 乳 房 流 体 か ら 生 物 学 的 試 料 を 収 集
す る 収 集 装 置 を 含 み 、 こ の 収 集 装 置 は 簡 単 な 液 体 の 溜 か ら 、 固 相 バ イ オ ア ッ セ イ の 中 に 直
接 組 込 む こ と が で き る 固 相 媒 質 の 範 囲 で あ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 こ れ に 関 し て 、 ヒ ト の 乳 房 に 負 圧 を 適 用 で き か つ 乳 首 を 取 り 囲 む 区 域 に 約 50～ 200mmHg
の 間 欠 的 ま た は 持 続 的 負 圧 を 発 生 さ せ る よ う に デ ザ イ ン さ れ た 、 任 意 の 搾 乳 ポ ン プ を 提 供
す る こ と も で き る 。 よ り 好 ま し く は 、 搾 乳 ポ ン プ は 、 オ キ シ ト シ ン の 刺 激 後 に 乳 首 か ら の
乳 房 流 体 の 発 現 を 促 進 す る 負 圧 を 加 え 、 か つ 搾 乳 ポ ン プ 内 に 組 込 ま れ 、 生 物 学 的 試 料 を 収
集 す る 溜 ま た は 固 相 の 収 集 装 置 を 提 供 す る と い う 二 重 の 目 的 を 達 成 す る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 本 発 明 の ア ッ セ イ 法 を 実 施 す る キ ッ ト は 、 発 現 さ れ た 乳 房 流 体 か ら 生 物 学 的 試 料 を 収 集
す る 適 当 な 容 器 ま た は 他 の 装 置 を 包 含 す る 。 発 現 さ れ た 乳 房 流 体 か ら 収 集 で き る 広 い 範 囲
の 適 当 な 生 物 学 的 試 料 に 対 応 す る 、 あ る 範 囲 の 適 当 な 収 集 装 置 が 考 え ら れ る 。 例 え ば 、 全
乳 房 流 体 を 収 集 す る た め に 、 簡 単 な 無 菌 の 容 器 ま た は 溜 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 ま た 、 乳 房 流 体 の 選 択 し た 液 体 ま た は 固 体 の 画 分 を 受 容 す る か 、 あ る い は 分 配 し 、 乳 房
流 体 の 細 胞 ま た は 細 胞 成 分 を 受 容 す る か 、 あ る い は 分 配 し 、 あ る い は 乳 房 流 体 か ら 精 製 さ
れ た ま た は バ ル ク タ ン パ ク 質 、 糖 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 ヌ ク レ オ チ ド （ DNAお よ び RNAの
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 包 含 す る ） ま た は 他 の 同 様 な 生 化 学 的 お よ び 分 子 の 構 成 成 分 を 受 容 す
る か 、 あ る い は 分 配 す る た め に 、 種 々 の 固 相 装 置 、 例 え ば 、 顕 微 鏡 の ガ ラ ス ス ラ イ ド 、 膜
、 フ ィ ル タ ー 、 ビ ー ズ お よ び 同 様 な 媒 質 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 本 発 明 の 特 定 の 態 様 の 範 囲 内 に お い て 使 用 す る た め に 容 易 に 採 用 で き る 、 広 範 な 種 類 の
こ の よ う な 試 料 収 集 装 置 は 、 本 明 細 書 に お い て 開 示 さ れ る か 、 あ る い は 他 の 広 く 知 ら れ て
い る か 、 あ る い は 文 献 に 記 載 さ れ て い る 。 こ れ ら の 収 集 装 置 は 搾 乳 ポ ン プ の 1成 分 （ 例 え
ば 、 発 現 さ れ た 乳 房 流 体 が ポ ン プ さ れ る と き 、 そ れ を 直 接 的 に 受 容 す る か 、 あ る い は そ れ
と 接 触 す る よ う に ポ ン プ 内 に 配 置 さ れ た 、 除 去 可 能 な 流 体 溜 ま た は フ ィ ル タ ー ） と し て 提
供 す る か 、 あ る い は 別 々 に 提 供 す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 ア ッ セ イ の 目 的 で 生 物 学 的 試
料 を 収 集 す る た め に 乳 房 流 体 お よ び 乳 房 流 体 の 成 分 が そ れ に 対 し て 暴 露 さ れ る 、 非 一 体 的
膜 、 フ ィ ル タ ー 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム ま た は ブ ロ ッ ト 物 質 と し て ） 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
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　 本 発 明 の い っ そ う 詳 細 な 態 様 に お い て 、 キ ッ ト は 、 生 物 学 的 試 料 中 の 乳 房 疾 患 の マ ー カ
ー の 存 在 お よ び ／ ま た は 量 を 検 出 す る 試 薬 お よ び ／ ま た は 装 置 、 例 え ば 、 乳 癌 マ ー カ ー と
結 合 す る か 、 あ る い は 反 応 す る 免 疫 学 的 プ ロ ー ブ ま た は 分 子 の プ ロ ー ブ を 含 む 。 こ れ ら の
可 能 な 試 薬 ま た は 装 置 は 、 生 物 学 的 試 料 中 の 乳 癌 マ ー カ ー の 存 在 ま た は 量 を 検 出 す る 免 疫
学 的 プ ロ ー ブ お よ び 非 免 疫 学 的 プ ロ ー ブ で あ る 。 キ ッ ト は 、 ま た 、 適 当 な 緩 衝 剤 、 保 存 剤
、 例 え ば 、 プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー 、 プ ロ ー ブ を 標 識 化 す る 直 接 ま た は サ ン ド イ ッ チ 型
標 識 、 お よ び ／ ま た は 標 識 か ら の シ グ ナ ル を 検 出 す る 現 像 試 薬 を 含 有 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 1つ の 面 に お い て 、 本 発 明 の キ ッ ト は 、 試 料 中 の 乳 癌 マ ー カ ー を 検 出 し お よ び ／ ま た は
測 定 す る た め に 有 用 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 有 す る 。 こ の よ う な 抗 体 は 前 も っ て 標 識 化
す る か 、 あ る い は キ ッ ト の 中 に 必 要 に 応 じ て 含 め ら れ た 二 次 抗 体 に 結 合 さ せ る こ と に よ っ
て 検 出 す る こ と が で き る 。 抗 体 試 薬 は 別 々 の 容 器 の 中 に 準 備 す る か 、 あ る い は 1系 列 の 容
器 の 中 に 組 合 わ せ て 準 備 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 本 発 明 の な お 他 の 面 の 範 囲 内 に お い て 、 キ ッ ト は 乳 癌 マ ー カ ー の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す
る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 検 出 す る 配 列 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の プ ラ イ マ ー を 含 有 す
る 。 こ の よ う な プ ラ イ マ ー は 別 々 の 容 器 の 中 に 準 備 す る か 、 あ る い は 1系 列 の 容 器 の 中 に 1
ま た は 2以 上 の プ ラ イ マ ー の 対 の 組 合 わ せ で 準 備 す る こ と が で き る 。 こ の 分 野 に お け る 一
般 的 知 識 お よ び 本 明 細 書 に お け る 説 明 に 基 づ い て 、 本 発 明 の ア ッ セ イ を 実 施 す る た め の 特
定 の 使 用 説 明 書 を 含 有 す る キ ッ ト を 包 含 す る 、 他 の キ ッ ト の 広 い 選 択 は 本 発 明 の 範 囲 内 に
お い て な さ れ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 下 記 の 実 施 例 は 本 発 明 の 例 示 で あ る が 、 本 発 明 を 限 定 す る も の と 解 釈 す べ き で は な い 。
実 施 例 1.搾 乳 ポ ン プ の 適 用 と 組 合 わ せ た オ キ シ ト シ ン の 鼻 内 投 与 に よ る 乳 房 流 体 の 放 出 の
刺 激
　 オ キ シ ト シ ン の 経 鼻 溶 液 は 、 乳 房 の 肺 胞 を 取 り 囲 み 、 乳 管 の 壁 を 構 成 す る 筋 上 皮 要 素 に
特 異 的 に 作 用 し 、 そ れ ら の 平 滑 筋 線 維 を 収 縮 さ せ 、 こ う し て 流 体 を 大 き い 管 ま た は 洞 の 中
に 提 供 し 、 こ こ で 搾 乳 ポ ン プ の 作 用 に よ り 流 体 は 乳 首 か ら 発 現 さ れ る 。 鼻 ス プ レ ー は 鼻 粘
膜 に よ り 急 速 に 吸 収 さ れ 、 全 身 の 循 環 系 の 中 に 入 る 。 ス プ レ ー 調 製 物 の 鼻 内 適 用 は 、 実 際
的 な 有 効 な 投 与 法 に よ り 実 施 さ れ る 。 ヒ ト の 循 環 系 中 の オ キ シ ト シ ン 半 減 期 は 極 め て 短 く
、 ほ ぼ 10～ 15分 で あ り 、 次 い で オ キ シ ト シ ン は 血 漿 か ら 腎 臓 、 肝 臓 、 お よ び 乳 腺 に よ り 急
速 に 除 去 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 オ キ シ ト シ ン の 子 宮 を 収 縮 さ せ る 既 知 の 作 用 の た め に 、 妊 娠 し て い る 女 性 は 、 早 期 の 分
娩 の 危 険 よ り ま さ る 試 験 の 利 益 が な い か ぎ り 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 方 法 に よ り 処 置 さ れ
な い 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 オ キ シ ト シ ン の 経 鼻 溶 液 は 天 然 ま た は 合 成 の オ キ シ ト シ ン 、 ま た は そ の 機 能 的 類 似 体 を
含 有 し 、 そ の 濃 度 は 、 乳 房 流 体 の 発 現 を 促 進 す る た め に 搾 乳 ポ ン プ を 乳 首 に 適 用 し た と き
、 患 者 の 乳 首 か ら の 乳 房 流 体 の 発 現 を 刺 激 す る た め に 選 択 さ れ た 体 積 の ス プ レ ー の 投 与 で
鼻 内 的 に 有 効 で あ る 濃 度 で あ る 。 こ の 実 施 例 に お い て 、 乳 酸 加 リ ン ガ ー 溶 液 の 1ml当 た り
ほ ぼ 40USP単 位 の オ キ シ ト シ ン を 含 有 す る 好 ま し い オ キ シ ト シ ン 調 製 物 を 鼻 の 中 に 、 患 者
が 座 っ て い る 位 置 に あ る と き 、 直 立 さ せ て 保 持 さ れ た ス ク ィ ー ズ ボ ト ル で 投 与 す る 。 1回
ま た は 2回 の ス プ レ ー を 標 準 的 な 鼻 の ス ク ィ ー ズ ボ ト ル か ら 各 鼻 孔 の 中 に 投 与 し 、 こ の ス
ク ィ ー ズ ボ ト ル は 、 絞 っ た と き 、 患 者 の 鼻 の 中 に ほ ぼ 0.5mlの オ キ シ ト シ ン 溶 液 ／ ス プ レ
ー を 微 細 な 噴 霧 で 送 出 す 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 投 与 さ れ る ス プ レ ー の 回 数 お よ び カ ラ ム 、 な ら び に 溶 液 中 の オ キ シ ト シ ン の 濃 度 は 、 よ
く 知 ら れ て い る 薬 物 速 度 論 の 原 理 に 従 い 調 節 し て （ 例 え ば 、 下 記 の 文 献 を 参 照 の こ と :New
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ton、 Ann.N.Y.Acad.Sci. 、 652:481-483;Mena、 Neuroendocrinology、 61:722-730、 1995;
Gonser 、 Arch.Gynecol.Obstet.、 256:63-66 、 1995;Orhue、 Obstet Gynecol. 、 83:229-
233、 1994;Satin et al. 、 Am.J.Obstet.Gynercol. 、 166:1260-1261 、 1992; お よ び Sat
in et al.、 Obstet Gynecol. 、 83:234-238、 1994、 各 々 は そ の 全 体 に お い て 引 用 す る こ
と に よ っ て 本 明 細 書 の 一 部 と さ れ る ） 患 者 に 投 与 さ れ る オ キ シ ト シ ン の 量 が 、 搾 乳 ポ ン プ
の 助 け に よ り 、 非 泌 乳 女 性 の 患 者 の 少 な く と も 50％ に お い て 少 な く と も 3μ lの 乳 房 流 体 の
発 現 を 刺 激 す る た め に 鼻 内 的 に 有 効 な 量 に 相 当 す る よ う に す る 。 例 え ば 、 臨 床 医 が 各 患 者
の 変 化 す る 感 受 性 に 対 し て 投 与 量 を 変 更 す る こ と が で き 、 こ れ に よ り 潜 在 的 に 悪 い 副 作 用
を 最 小 す る た め に 、 患 者 に 送 出 さ れ る ス プ レ ー の 回 数 、 お よ び ／ ま た は ス プ レ ー の 送 出 の
タ イ ミ ン グ を 調 節 す る こ と が 望 ま し い こ と が あ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 こ の 実 施 例 に お い て 、 40単 位 ／ mlの オ キ シ ト シ ン 溶 液 の 単 一 の ス プ レ ー の 予 備 的 投 与 量
を 患 者 の 各 鼻 孔 の 中 に 送 出 し 、 そ し て 投 与 の 臨 床 医 は 2～ 3分 の 投 与 後 の 短 い 期 間 の 間 待 機
す る 。 こ の 期 間 後 、 搾 乳 ポ ン プ を 適 用 し 、 臨 床 医 は 送 出 さ れ た オ キ シ ト シ ン の 量 が 搾 乳 ポ
ン プ 促 進 さ れ た 乳 房 流 体 の 発 現 を 刺 激 す る た め に 十 分 で あ っ た か ど う か を 決 定 す る 。 こ の
段 階 に お い て 流 体 が 発 現 さ れ な い 場 合 、 オ キ シ ト シ ン 溶 液 の 1ま た は 2回 の ス プ レ ー の ブ ー
ス タ ー 投 与 量 を 各 鼻 孔 に 投 与 し 、 そ し て ブ ー ス タ ー 投 与 後 5～ 10分 に 、 搾 乳 ポ ン プ を 再 び
適 用 す る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 鼻 内 的 に 有 効 な 投 与 量 の オ キ シ ト シ ン が 投 与 さ れ 、 臨 床 医 が 適 当 な 投 与 後 の 期 間 を 経 過
さ せ て オ キ シ ト シ ン を タ ー ゲ ッ ト 肺 胞 管 組 織 に 到 達 さ せ 、 そ の 組 織 を 刺 激 さ せ た 後 、 よ く
知 ら れ て い る 手 法 に 従 い 搾 乳 ポ ン プ を 適 用 す る 。 50～ 200mmHgの 負 圧 を 乳 首 の 区 域 に 加 え
、 個 々 の 患 者 の 感 受 性 、 オ キ シ ト シ ン の 投 与 量 お よ び 他 の 因 子 に 依 存 し て 、 間 欠 的 ま た は
連 続 的 に 、 ほ ぼ 1～ 15分 間 維 持 す る 。 ま た 、 オ キ シ ト シ ン は よ く 知 ら れ て い る 手 段 （ Oxyto
cin Injection（ synthetic）  、 USP;Wyeth-Ayerst Laboratories） に よ り 筋 肉 内 ま た は 脈
管 内 の 経 路 に よ り 投 与 し て 、 鼻 内 投 与 と 同 一 の 応 答 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 前 述 の 方 法 に よ り 、 少 な く と も 3μ lの 流 体 を 含 有 す る 乳 房 流 体 の 一 次 的 試 料 は 、 非 泌 乳
の 女 性 の 患 者 の 50％ ま た は そ れ よ り 多 く に よ り 発 現 さ れ る 。 乳 房 流 体 の 発 現 の 工 程 の 間 ま
た は 後 に 、 生 物 学 的 試 料 を 発 現 さ れ た 乳 房 流 体 か ら 収 集 す る 。 こ の 実 施 例 に お い て 、 ニ ト
ロ セ ル ロ ー ス の フ ィ ル タ ー を 搾 乳 ポ ン プ 内 に そ の ポ ン プ の 中 へ の 発 現 さ れ た 乳 房 流 体 の 通
路 と イ ン ラ イ ン で 配 置 し て 、 発 現 さ れ た 流 体 が フ ィ ル タ ー と 接 触 す る よ う に す る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 発 現 さ れ た 乳 房 流 体 の 一 次 的 試 料 が フ ィ ル タ ー と 接 触 す る と 、 乳 房 流 体 の 細 胞 、 タ ン パ
ク 質 お よ び 他 の 所 望 の 成 分 は フ ィ ル タ ー に 付 着 し て 、 引 き 続 く 分 析 の た め の フ ィ ル タ ー 結
合 生 物 学 的 試 料 を 形 成 す る 。 他 の 適 当 な 生 物 学 的 試 料 は 、 全 乳 房 流 体 の 試 料 、 全 細 胞 の 細
胞 学 的 試 料 、 膜 ま た は 他 の 細 胞 成 分 、 お よ び 一 次 的 乳 房 流 体 試 料 の タ ン パ ク 質 、 糖 タ ン パ
ク 質 、 ペ プ チ ド 、 ヌ ク レ オ チ ド お よ び 他 の 成 分 を 含 有 す る 試 料 を 包 含 し 、 よ く 知 ら れ て い
る 原 理 お よ び 方 法 に 従 い 、 前 述 の 手 法 の 適 当 な 変 法 に よ り 収 集 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
実 施 例 2.リ ゾ チ ー ム 分 析 を 使 用 す る 試 料 起 源 お よ び 品 質 の 検 査
　 前 述 の 方 法 に よ り 得 ら れ た 乳 房 流 体 み ら 一 次 的 試 料 ま た は 収 集 さ れ た 試 料 が 乳 房 起 源 で
あ り か つ 同 様 な 汚 染 物 質 に よ り 汚 れ て い な い こ と を 確 認 す る た め に 、 正 常 の 乳 房 流 体 の 1
ま た は 2以 上 の 成 分 を ア ッ セ イ す る 。 こ の 実 施 例 に お い て 、 乳 房 流 体 の 中 に 通 常 存 在 す る
酵 素 、 す な わ ち 、 リ ゾ チ ー ム を 一 次 的 乳 房 流 体 試 料 中 で ア ッ セ イ し て 、 試 料 が 乳 房 起 源 で
あ る こ と を 確 証 を 促 進 す る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 リ ゾ チ ー ム （ ム ラ ミ ダ ー ゼ ） は 種 々 の 微 生 物 の ム コ 多 糖 体 の 細 胞 壁 中 の ベ ー タ 1,4-グ リ
コ シ ド 乳 房 流 体 を 加 水 分 解 す る 酵 素 で あ り 、 そ の 活 性 は 日 常 的 な 、 費 用 の か か ら な い ア ッ
セ イ を 使 用 し て 容 易 に 検 出 し 、 定 量 す る こ と が で き る 。 リ ゾ チ ー ム を 一 次 的 乳 房 流 体 試 料
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中 で コ ン テ ィ プ レ ー ド ・ リ ゾ ザ イ ム ・ テ ス ト （ Quantiplate Lysozyme Test） キ ッ ト （ Kal
lestad 、 ミ ネ ソ タ 州 チ ャ ス タ ） に よ り 測 定 す る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 こ の ア ッ セ イ は 製 造 業 者 に よ り 提 供 さ れ か つ 製 造 業 者 の 使 用 説 明 書 の 中 に 詳 細 に 説 明 さ
れ て い る 試 薬 お よ び 手 法 を 使 用 す る が 、 た だ し 乳 房 流 体 試 料 を 血 清 、 尿 ま た は 涙 の 代 わ り
に 使 用 す る 。 こ れ ら の 結 果 を 分 析 す る と 、 ヒ ト の 血 清 、 尿 、 唾 液 、 涙 、 鼻 の 分 泌 物 、 膣 の
分 泌 物 、 精 液 、 お よ び 乳 房 流 体 の 通 常 の 成 分 で あ る リ ゾ チ ー ム を 試 料 が 含 有 す る こ と が 確
立 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 い っ そ う 特 定 の ア ッ セ イ を リ ゾ チ ー ム の ア ッ セ イ の 代 わ り に 使 用 す る か 、 あ る い は 、 特
に ヒ ト の 患 者 の 臨 床 的 デ ー タ が 集 め ら れ て い る 場 合 、 リ ゾ チ ー ム の ア ッ セ イ の 結 果 を 補 充
す る た め に 使 用 す る 。 リ ゾ チ ー ム よ り も 特 異 的 で あ る 試 料 の 検 証 の た め の 他 の 乳 房 流 体 の
マ ー カ ー を 、 発 表 さ れ か つ 一 般 的 に 知 ら れ て い る 情 報 に 基 づ い て 、 本 発 明 の 範 囲 内 に 容 易
に 組 込 む こ と が で き る 。 1つ の 実 施 例 に お い て 、 カ テ プ シ ン Dの 存 在 を 下 記 の 文 献 に 記 載 す
る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び 方 法 に よ り 実 施 す る :Vetvicka et al. 、 Biochem.Mol.Biol.
Int'l. 、 30:921-928、 1993（ そ の 全 体 に お い て 引 用 す る こ と に よ っ て 本 明 細 書 の 一 部 と
さ れ る ） 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 他 の 実 施 例 に お い て 、 ヒ ト の 乳 脂 グ ロ ブ リ ン （ HMFG） タ ン パ ク 質 の 糖 タ ン パ ク 質 に 対 応
す る 1ま た は 2以 上 の ヒ ト の 乳 房 上 皮 抗 原 （ HME-Ags） を 、 一 次 的 乳 房 流 体 試 料 、 ま た は 乳
癌 マ ー カ ー の ア ッ セ イ に お い て 使 用 す る 生 物 学 的 試 料 中 に お い て 、 下 記 の 文 献 に 記 載 さ れ
て い る よ う に 、 特 異 的 抗 体 の プ ロ ー ブ を 使 用 し て 検 出 す る :Rosner et al. 、 Cancer Inve
st.、 13:573-582、 1995;Ceriani et al. 、 Proc.Natl.Acad.Sci.USA、 74:582-586、 1982;
Ceriani et al. 、 Breast Cancer Res.Treat.、 15:161-174、 1990、 各 々 は そ の 全 体 に お
い て 引 用 す る こ と に よ っ て 本 明 細 書 の 一 部 と さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 多 数 の 場 合 に お い て 、 例 え ば 、 HME-Agsに つ い て の ア ッ セ イ （ こ こ で HME-Agsの 発 見 は 試
料 の 起 源 ／ 品 質 、 お よ び ま た 試 料 中 の 特 定 の 乳 癌 マ ー カ ー の 存 在 お よ び ／ ま た は 量 を 示 す
） に つ い て 実 施 例 4に お い て 後 述 す る よ う に 、 試 料 の 検 証 ア ッ セ イ を 乳 癌 マ ー カ ー の ア ッ
セ イ の 中 に 、 単 一 の 手 法 に お い て 、 組 込 む こ と が で き る 。 他 の 実 施 例 に お い て 、 試 料 の 検
証 は 種 々 の サ イ ト カ イ ン を タ ー ゲ ッ ト と す る 組 合 わ せ （ す な わ ち 、 多 数 の マ ー カ ー ） の イ
ム ノ ア ッ セ イ に よ り 達 成 さ れ 、 こ れ ら の サ イ ト カ イ ン は 乳 房 組 織 の 試 料 に お い て 発 現 さ れ
た サ イ ト カ イ ン の パ ネ ル と し て 検 出 す る こ と が で き る 。 （ Nagle 、 J.Histochem.Cytochem
. 、 34:869-881、 1986、 そ の 全 体 に お い て 引 用 す る こ と に よ っ て 本 明 細 書 の 一 部 と さ れ る
、 を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 こ れ ら の サ イ ト カ イ ン （ 例 え ば 、 K5、 K8、 K18お よ び K19） の 1ま た は 2以 上 は 乳 癌 の ア ッ
セ イ に 関 し て 同 時 に ま た は 個 々 に 測 定 す る こ と が で き 、 そ し て 主 題 の 1ま た は 2以 上 の サ イ
ト カ イ ン の 発 現 レ ベ ル は 患 者 に お け る 乳 癌 の 存 在 ま た は 状 態 に 関 す る 情 報 を 発 生 さ せ る こ
と が で き る （ 例 え ば 、 下 記 の 文 献 を 参 照 の こ と :Focus 、 Harvard University News Offic
e、 March 21、 1991、 pp.2-3; お よ び Lee 、 Proc.Natl.Acad.Sci. 、 88:1991 、 各 々 は そ
の 全 体 に お い て 引 用 す る こ と に よ っ て 本 明 細 書 の 一 部 と さ れ る ） 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
実 施 例 3.乳 房 流 体 か ら の 生 物 学 的 試 料 に お け る 細 胞 学
　 こ の 実 施 例 に お い て 、 実 施 例 1に 記 載 す る よ う に 得 ら れ た 試 料 か ら 乳 房 疾 患 を 同 定 し か
つ 分 類 す る た め に 、 慣 用 の 細 胞 学 的 技 術 に 使 用 す る こ と を 記 載 す る 。 試 料 コ レ ク タ ー の 中
に 試 料 を 収 集 し た 後 、 顕 微 鏡 の き れ い な ガ ラ ス ス ラ イ ド の 中 央 領 域 を 試 料 と 接 触 さ せ 、 カ
バ ー ガ ラ ス を 試 料 上 で ス ラ イ ド さ せ て 、 ス ラ イ ド の 表 面 に 沿 っ て 試 料 を 広 げ る 。 こ の ス ラ
イ ド を 空 気 乾 燥 し 、 次 い で 、 例 え ば 、 無 水 ア ル コ ー ル 中 で 、 固 定 し 、 標 準 的 細 胞 学 的 染 色
試 薬 、 例 え ば 、 メ チ レ ン ブ ル ー 、 ヘ マ ト キ シ リ ン お よ び ロ ジ ン 、 お よ び 他 の 適 当 な 染 色 試
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薬 で 染 色 す る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 次 い で 、 ス ラ イ ド を 光 学 顕 微 鏡 に よ り 既 知 の 方 法 、 例 え ば 、 下 記 の 文 献 に 記 載 さ れ て い
る 方 法 に 従 い 、 細 胞 お よ び 細 胞 の か た ま り の 異 型 増 殖 の 証 拠 に つ い て 検 査 す る :″ Diagnos
is of Non-PalpableBreast Lesions:Ultrasonographically Controlled Fine-Needle Asp
iration:Diagnostic and prognostic Implications of Cytology″ 、 Jacqueline Mouriqu
and 著 、 S.Kargr Pub.発 行 :July 1993 、 ISBN:3805557477 ;″ Breast:Guides to Clinica
l Aspiration Biopsy ″ 、 Tilde S.Kline 、 Irwin K.Kline 著 、 Igaku-Shoin MedicalPub
.発 行 :May 1988、 LSBN:0896401596 ;″ Cytopathology of the Breast（ Asop Theory and 
Practice of Cytopathology:5） ″ 、 Shahla Masood 著 、 American Society of Clinical 
Pathology:November 1998、 ISBN:0981893806 ;″ Fine Needle Aspiration Cytology and 
Its ClinicalApplications:Breast and Lung″ 、 Philip S.Feldman著 、 American Society
 of Clinical Pathology:November 1984、 ISBN:0981891846 、 各 々 は そ の 全 体 に お い て 引
用 す る こ と に よ っ て 本 明 細 書 の 一 部 と さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
実 施 例 4.乳 房 流 体 か ら の 生 物 学 的 試 料 中 の 乳 房 上 皮 抗 原 に つ い て の イ ム ノ ア ッ セ イ
　 ヒ ト の 乳 房 上 皮 抗 原 （ HME-Ags） は 、 ヒ ト の 乳 脂 グ ロ ブ リ ン （ HMFG） お よ び 乳 房 上 皮 細
胞 の 膜 の 糖 タ ン パ ク 質 成 分 で あ り 、 こ れ ら は 乳 房 腫 瘍 に よ り 放 出 さ れ る が 、 正 常 の 乳 房 組
織 に よ り 放 出 さ れ な い 。 （ Ceriani et al.、 Proc.Natl.Acad.Sci. 、 74:582-586、 1977、
そ の 全 体 に お い て 引 用 す る こ と に よ っ て 本 明 細 書 の 一 部 と さ れ る ） 。 こ の 実 施 例 に お い て
、  Ceriani et al. 、 Proc.Natl.Acad.Sci. 、 79:5420-5425、 1982（ そ の 全 体 に お い て 引
用 す る こ と に よ っ て 本 明 細 書 の 一 部 と さ れ る ） に 記 載 さ れ て い る よ う に 製 造 さ れ か つ 使 用
さ れ た 、 特 定 の 抗 HMFGま た は 抗 ヒ ト 哺 乳 動 物 上 皮 （ α -HME） プ ロ ー ブ を 使 用 し て 、 150、 7
0、 お よ び 45キ ロ ダ ル ト ン の 分 子 量 を 有 す る 、 い く つ か の HME-Agsを 検 出 し 、 測 定 す る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 こ の ア ッ セ イ を 開 始 す る た め に 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス の フ ィ ル タ ー 上 に 収 集 さ れ た 乳 房 流
体 か ら の 生 物 学 的 試 料 を 、 標 準 的 方 法 に 従 い 、 リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 の 中 に 電 気 泳 動 的 に
溶 離 し て 被 験 試 料 を 得 る 。 ま た 、 乳 房 流 体 か ら 得 ら れ た 全 乳 房 流 体 ま た は 他 の 型 の 生 物 学
的 試 料 を 適 当 な 媒 質 ま た は 混 合 物 中 で 構 成 し て 、 ア ッ セ イ の た め の 被 験 試 料 を 得 る 。 こ う
し て い っ た ん 被 験 試 料 が 得 ら れ る と 、 そ れ を 下 記 の 文 献 に 記 載 さ れ て い る HME-Agsラ ジ オ
イ ム ノ ア ッ セ イ （ RIA） 法 に 従 い ア ッ セ イ す る :Ceriani et al.、 Breast Cancer Res.Trea
t.、 15:161-174、 1990（ そ の 全 体 に お い て 引 用 す る こ と に よ っ て 本 明 細 書 の 一 部 と さ れ る
） 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 簡 単 に 述 べ る と 、 RIAは 妨 害 因 子 を 分 離 す る た め の 生 物 学 的 試 料 の 2つ の 予 備 的 処 理 を 含
む :存 在 す る 脂 肪 を 分 離 す る た め の 遠 心 工 程 、 お よ び ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ PEG） を 使
用 す る 潜 在 的 免 疫 複 合 体 を 沈 降 さ せ る 第 2の 沈 降 工 程 。 次 の 工 程 は 固 有 の ア ッ セ イ を 含 み
、 こ こ で 固 体 の 支 持 体 （ マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト ） に 結 合 し た HMFG抗 原 を 化 学 量 論 的 量
ま た は そ れ よ り 少 な い 量 の α -HME抗 体 に 提 示 し 、 そ し て 前 述 し た よ う に 予 備 的 に 処 理 し た
乳 房 流 体 か ら の 生 物 学 的 試 料 に よ り α -HMEの 結 合 を 完 結 す る 。 最 終 工 程 に お い て 、 放 射 性
ヨ ウ 素 化 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 さ れ た ウ サ ギ 抗 マ ウ ス 免 疫 グ ロ ブ リ ン に よ り α -HME抗 体 を
検 出 す る こ と に よ っ て 、 固 相 上 の HMFG抗 原 に 結 合 し た α -HMEの 量 を 測 定 す る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 こ の ア ッ セ イ に お い て 使 用 す る 溶 液 は 下 記 の 通 り で あ る :i） リ ン 酸 塩 緩 衝 生 理 食 塩 水 （
PBS） :176mlの 0.05Mの KH 2  PO 4  、 608mlの 0.05Mの Na 2  HPO 4  、 お よ び H 2  O（ pH7.4） 中 で 10
00mlと す る 量 の 8gの NaCl、 ii） RIA緩 衝 液 :PBS中 の 0.3％ の ト リ ト ン -X100（ Research Prod
.International Corp. 、 イ リ ノ イ 州 マ ウ ン ト プ ロ ス ペ ク タ ト ） +0.05％ の ア ジ 化 ナ ト リ ウ
ム 中 の 0.1％ の BSA、 iii） 洗 浄 剤 緩 衝 液 :PBS中 の 0.3％ の ト リ ト ン -X100+0.05％ の ア ジ 化 ナ
ト リ ウ ム 、 iv） 緩 衝 化 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ PEG） :PBS中 の 6.6％ の PEG） （ 分 子 量 800
0） （ Sigma） +0.05％ の ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム ） 報 告 さ れ て い る よ う に ク ロ ラ ミ ン -T手 法 に よ
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り 放 射 性 ヨ ウ 素 化 さ れ （ Ceriani et al.、 Proc.Natl.Acad.Sci. 、 79:5420-5425、 1982）
そ し て RIA緩 衝 液 中 の 4× 10 6  cpm／ mlに 希 釈 さ れ た 、 1 2 5  I標 識 化 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 ウ サ
ギ 抗 マ ウ ス 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ Rα -マ ウ ス Ig） （ Antibodies,Inc. 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 デ イ
ブ ス ） 。 ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 HMFG抗 体 ま た は ウ サ ギ 抗 ヒ ト の 乳 房 上 皮 抗 体 （ α -HME）
を 、 記 載 さ れ て い る よ う に （ 同 上 ） 調 製 し 、 ア ッ セ イ し た 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 ア ッ セ イ の 結 果 を 評 価 す る た め の 標 準 曲 線 を 作 成 す る た め に 、 正 常 の ヒ ト 乳 房 流 体 か ら
の 対 照 試 料 （ ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 吸 着 し 、 溶 離 し た 被 験 試 料 と 同 一 の 方 法 で ニ ト ロ セ ル ロ ー
ス の フ ィ ル タ ー に 暴 露 し 、 溶 離 す る か 、 あ る い は 正 常 の 全 乳 房 流 体 ま た は 正 常 の 乳 房 流 体
か ら 得 ら れ た 他 の 選 択 し た 型 の 試 料 と し て 準 備 し 、 適 当 な 媒 質 中 で 構 成 し て 、 適 当 な 対 照
ア ッ セ イ 試 料 を 調 製 す る ） を 10,240rpm、 0℃ に お い て 7分 間 遠 心 す る 。 試 料 の 上 部 に 形 成
し た 上 部 の 白 色 バ ン ド （ そ れ が 存 在 す る 場 合 ） を 廃 棄 す る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 洗 浄 剤 緩 衝 液 中 の 凍 結 乾 燥 し 脱 脂 質 し た HMFGの 新 鮮 な 100μ g／ mlの 溶 液 （ Ceriani et a
l.、 Proc.Natl.Acad.Sci. 、 74:582-586、 1977） を 調 製 し 、 そ し て 4℃ に お い て ソ ニ フ ァ
イ ア ー ・ セ ル ・ デ ィ ス ラ プ タ ー （ Sonifier Cell Disrupter） 185（ Branson 、 Danbury 、
CT）  上 で 25ワ ッ ト に お い て 二 重 ス テ ッ プ の マ イ ク ロ チ ッ プ を 使 用 し て 10秒 の 間 隔 で 合 計 4
分 間 超 音 波 処 理 す る （ 10秒 の 超 音 波 処 理 、 次 い で 10秒 の サ イ レ ン ト 期 間 ） 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 0、 10、 33.3、 100、 333.3お よ び 1000ngの タ ン パ ク 質 ／ mlの 濃 度 の HMFG溶 液 を 女 性 の ス
パ ン （ spun） 血 清 中 で 調 製 し 、 そ し て 正 常 の 女 性 の 血 清 中 の 各 HMFGレ ベ ル の 180μ lの 3つ
の ア リ コ ー ト を 400μ lの ポ リ エ チ レ ン の マ イ ク ロ フ ー ジ 管 （ West Coast Sci.、 カ リ フ ォ
ル ニ ア 州 エ メ リ ー ビ レ ） の 中 に ピ ペ ッ ト で 入 れ る 。 150μ lの 6.6％ の PEG溶 液 を 各 マ イ ク ロ
フ ー ジ 管 に 添 加 し 、 そ し て 管 を 室 温 に お い て 回 転 式 震 盪 機 上 で 一 夜 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 300～ 350μ lの 溶 離 し た ニ ト ロ セ ル ロ ー ス の 濾 液 の 溶 液 （ あ る い は 、 ま た 、 乳 房 流 体 ま
た は 他 の ア ッ セ イ 試 料 の 代 替 物 ） を 400μ lの マ イ ク ロ フ ー ジ 管 中 で 10,240rpm、 10℃ に お
い て 5～ 7分 間 遠 心 す る こ と に よ っ て 、 被 験 試 料 を 匹 敵 す る 方 法 で プ ロ セ シ ン グ す る 。 次 い
で マ イ ク ロ フ ー ジ 管 を カ ミ ソ リ の 刃 で 血 清 に よ り 形 成 し た 白 色 バ ン ド （ そ れ が 存 在 す る 場
合 ） よ り 下 に お い て 切 断 し 、 そ し て 180μ lの 残 り の 血 清 を 新 し い マ イ ク ロ フ ー ジ 管 の 中 に
移 す 。 次 い で 150μ lの 6.6％ の PEG溶 液 を 各 マ イ ク ロ フ ー ジ 管 に 添 加 し 、 そ し て 管 を 室 温 に
お い て 回 転 式 震 盪 機 上 で 一 夜 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 第 2日
　 （ 1） α -HMEを 洗 浄 剤 緩 衝 液 中 で そ の 適 当 な 濃 度 に 希 釈 す る 。 抗 体 溶 液 は 6ngの HMFGタ ン
パ ク 質 当 量 （ タ ン パ ク 質 当 量 ） に 対 し て 化 学 量 論 的 量 ま た は そ れ よ り 少 な い 量 の α -HMEを
有 す る 。 下 記 の 文 献 に Cerianiが 以 前 に 記 載 し て い る よ う に 、 メ チ ル 化 BSA手 法 に よ り 6ng
の HMFGを マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に 共 有 結 合 さ せ る :Kennet et al. 編 、 Monoclonal An
tibodies and Functional Cell Lines 、 Plenum Press、 New York、 1984、 pp.398-402、
そ の 全 体 に お い て 引 用 す る こ と に よ っ て 本 明 細 書 の 一 部 と さ れ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 （ 2） 第 2日 に 被 験 試 料 お よ び 対 照 試 料 を プ ロ セ シ ン グ す る た め に 、 マ イ ク ロ フ ー ジ 管 を
ソ ル バ ー ル （ Sorvall ） RC5C遠 心 機 に よ り SHMTロ ー タ ー 中 で 10,240rpm、 10℃ に お い て 7分
間 遠 心 す る 。 三 重 反 復 実 験 に お い て 、 55μ lの 上 清 を 空 の マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ
ェ ル （ Dynatech、 Alexanderia 、 VA） の 中 に ピ ペ ッ ト で 入 れ 、 そ し て 沈 降 し た ペ レ ッ ト を
混 乱 さ せ ず に 放 置 す る 。 25μ lの 6.6％ の PEG溶 液 を 各 ウ ェ ル に 添 加 す る 。 ま た 、 30μ lの 洗
浄 剤 緩 衝 液 中 に 希 釈 し た α -HMEを 各 ウ ェ ル に 添 加 し 、 そ し て 非 多 孔 質 ス コ ッ チ （ Scotch R  
） テ ー プ を ウ ェ ル の 上 に 配 置 し て 蒸 発 を 回 避 す る 。 次 い で マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を 室
温 に お い て 回 転 式 震 盪 機 上 で 一 夜 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
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　 第 3日
　 （ 1） マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を 室 温 に お い て 30分 間 遠 心 （ 3000rpm） し て 、 懸 濁 し た
粒 状 物 質 を 沈 降 さ せ る 。
　 （ 2） 6ngの IIMFGを 含 有 す る マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル に 50μ lの RIA緩 衝 液 を
添 加 し 、 5分 間 吸 引 す る 。
　 （ 3） PEGに よ り 誘 発 さ れ た 沈 降 の た め に 取 っ て 置 き 、 既 に ペ レ ッ ト 化 し た 1） か ら の マ
イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の 全 体 の 内 容 物 を 、 前 述 の 6ngの HMFG／ ウ ェ ル を 含 有 す る マ イ ク
ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の 他 の 組 の ウ ェ ル に 注 意 し て 移 す （ 第 2、 1日 ） 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 （ 4） マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を 室 温 に お い て 回 転 し な が ら 3時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る
。
　 （ 5） ダ イ ナ テ ク （ Dynatech） か ら の ダ イ ナ ド ロ ッ プ （ Dynadrop） SR-1自 動 デ ィ ス ペ ン
サ ー を 使 用 し て 、 プ レ ー ト を RIA緩 衝 液 で 5回 洗 浄 す る 。
　 （ 6） 次 い で 50μ l／ ウ ェ ル の RIA緩 衝 液 中 で 希 釈 し た 放 射 性 ヨ ウ 素 化 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー
精 製 し た ウ サ ギ 抗 マ ウ ス 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 添 加 す る 。
　 （ 7） プ レ ー ト を テ ー プ で カ バ ー し 、 室 温 に お い て 回 転 し な が ら 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す
る 。
　 （ 8） プ レ ー ト を RIA緩 衝 液 で 5回 洗 浄 す る 。
　 （ 9） ウ ェ ル を 切 断 し 、 ガ ン マ カ ウ ン タ ー で 計 数 す る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 こ れ ら の ア ッ セ イ の 結 果 は 、 Ceriani et al.、 Breast Cancer Res.Treat.、 15:161-174
、 1990に よ り HME-Ag乳 癌 マ ー カ ー に つ い て 実 施 さ れ た 血 清 ア ッ セ イ に よ り 提 供 さ れ た デ ー
タ に 範 囲 お よ び 値 が 匹 敵 す る 、 患 者 に お け る 癌 の 存 在 お よ び ／ ま た は 状 態 に 関 す る 、 重 要
な 情 報 を 生 ず る で あ ろ う 。 Ceriani お よ び 共 同 研 究 者 ら の 手 法 に 従 い 、 患 者 お よ び 対 照 の
試 料 を 選 択 し 、 匹 敵 す る デ ー タ を 発 生 し か つ 評 価 す る こ と に よ っ て 、 本 発 明 の ア ッ セ イ 法
を 、 ま た 、 直 接 的 臨 床 的 用 途 に お い て 使 用 す る た め に 容 易 に 採 用 し て 、 乳 癌 の 患 者 に お け
る 予 後 お よ び 治 療 に 関 係 す る 変 動 を 測 定 す る こ と が で き る で あ ろ う 。 こ の ア ッ セ イ の 試 薬
お よ び 条 件 は 、 よ く 知 ら れ て い る 免 疫 学 的 方 法 お よ び 原 理 を 適 用 す る こ と に よ っ て 、 種 々
の 予 測 さ れ る 変 動 に 依 存 し て 置 換 ま た は 調 節 す る こ と が も ち ろ ん 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
実 施 例 5.乳 房 流 体 か ら の 生 物 学 的 試 料 中 の 非 浸 透 性 結 合 タ ン パ ク 質 の 競 合 ラ ジ オ イ ム ノ ア
ッ セ イ
　 本 発 明 の 方 法 に 従 い 得 ら れ た 乳 房 流 体 か ら の 生 物 学 的 試 料 の 中 に 含 有 さ れ る 乳 房 上 皮 抗
原 が 、 HMFGの 中 に 含 有 さ れ る 非 浸 透 性 Gタ ン パ ク 質 （ NPGP） と し て 知 ら れ て い る 固 相 結 合
抗 原 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Mc5の 化 学 量 論 的 量 ま た は そ れ よ り 少 な い 量 に 結 合 す る
こ と を 代 わ り に 使 用 す る こ と に 、 こ の 競 合 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ は 基 づ く 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 HMFGを 固 体 状 支 持 体 に 結 合 さ せ 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 間 に Mc5抗 体 に 暴 露 さ せ て 、 固
相 結 合 HMFG中 の NPGP抗 原 に 抗 体 を 結 合 さ せ る 。 固 相 結 合 HMFG中 の NPGP抗 原 に 対 す る Mc5の
結 合 に つ い て 競 合 す る 能 力 に よ り 、 生 物 学 的 試 料 中 の NPGPの 存 在 お よ び ／ ま た は レ ベ ル を
究 極 的 に 検 査 す る 。 こ れ は 、 Mc5抗 体 プ ロ ー ブ に 結 合 し か つ そ れ を 標 識 化 す る 、 放 射 性 標
識 化 ヤ ギ 抗 マ ウ ス 抗 体 を 使 用 し て 、 検 出 お よ び ／ ま た は 測 定 さ れ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 こ の 実 施 例 に お け る 緩 衝 液 お よ び 他 の 溶 液 お よ び 試 薬 は 、 一 般 に 、 前 述 の 実 施 例 4に 記
載 す る HME-Agsポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ に 使 用 し た も の と 同 一 で あ る 。
こ の ア ッ セ イ の た め の 被 験 試 料 を 準 備 す る た め に 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス の フ ィ ル タ ー 上 に 含
有 さ れ る 乳 房 流 体 か ら の 生 物 学 的 試 料 を 、 標 準 的 方 法 に 従 い 、 リ ン 酸 塩 緩 衝 生 理 食 塩 水 の
中 に 電 気 泳 動 的 に 溶 離 す る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 ま た 、 全 乳 房 流 体 ま た は 乳 房 流 体 得 ら れ た 他 の 型 の 生 物 学 的 試 料 を 適 当 な 媒 質 ま た は 混
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合 物 中 で 構 成 し て 、 ア ッ セ イ の た め の 被 験 試 料 を 得 る こ と が で き る 。 こ う し て い っ た ん 被
験 試 料 が 準 備 さ れ る と 、 Cerianiet al.、 Breast Cancer Res.Treat.、 15:161-174、 1990
（ そ の 全 体 に お い て 引 用 す る こ と に よ っ て 本 明 細 書 の 一 部 と さ れ る ） に 記 載 さ れ て い る NP
GP／ Mc5ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ （ RIA） 法 に 従 い 、 次 の よ う に し て 、 そ れ を ア ッ セ イ す る :
【 ０ １ １ ３ 】
　 1） 400μ lの プ ー ル し た 正 常 の 女 性 の 乳 房 流 体 （ ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 吸 着 し 、 溶 離 し た 被
験 試 料 と 同 一 の 方 法 で ニ ト ロ セ ル ロ ー ス の フ ィ ル タ ー に 暴 露 し 、 溶 離 す る か 、 あ る い は 正
常 の 全 乳 房 流 体 ま た は 正 常 の 乳 房 流 体 か ら 得 ら れ た 他 の 選 択 し た 型 の 試 料 と し て 準 備 し 、
適 当 な 媒 質 ま た は 混 合 物 中 で 構 成 し て 被 験 試 料 を 調 製 す る ） か ら 適 当 な 対 照 試 料 を 準 備 し
、 こ れ を 1:6の 濃 度 に お い て RIA緩 衝 液 で 2.4mlに 希 釈 す る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 2） 500μ g／ mlの 凍 結 乾 燥 HMFGの 溶 液 を 0.3％ の ト リ ト ン -X100、 0.05％ の ア ジ 化 ナ ト リ
ウ ム を 含 む 1× PBS中 で 調 製 し 、 ソ ニ フ ァ イ ア ー ・ セ ル ・ デ ィ ス ラ プ タ ー （ Sonifier Cell 
Disrupter ） 185（ Branson 、 コ ネ チ カ ッ ト 州 ダ ン ブ リ ー ） 上 で 25ワ ッ ト に お い て 二 重 ス
テ ッ プ の マ イ ク ロ チ ッ プ を 使 用 し て 4分 間 超 音 波 処 理 す る （ 10秒 の 超 音 波 処 理 、 次 い で 10
秒 の サ イ レ ン ト 期 間 、 4℃ ） 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 3） 2.4mlの 1:6の 正 常 の 女 性 の 血 清 を 使 用 し 、 HMFGの 量 を 増 加 す る （ 実 施 例 4に 記 載 す る
よ う に 、 0、 0.25、 2.5、 25、 50μ g／ mlの HMFG） こ と に よ っ て 、 標 準 曲 線 を 作 成 す る た め
の 溶 液 を 調 製 す る 。
　 4） 各 被 験 ア ッ セ イ 試 料 を RIA緩 衝 液 で 1:6に 希 釈 し て （ 40μ lの 血 清 ／ 200μ lの RIA緩 衝
液 ） 、 希 釈 さ れ た 被 験 ア ッ セ イ 試 料 を 形 成 し 、 撹 拌 す る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 5） 下 記 の 文 献 に Ceriani が 以 前 に 記 載 し て い る よ う に 調 製 さ れ た マ イ ク ロ タ イ タ ー プ
レ ー ト に 共 有 結 合 し た HMFGの 100ngの タ ン パ ク 質 ／ ウ ェ ル に 対 し て 化 学 量 論 的 量 よ り 少 な
い 量 の 抗 体 を 含 有 す る よ う に 、 Mc5貯 蔵 液 を 調 製 す る :Kennet et al. 編 、 Monoclonal Ant
ibodies and Functional Cell Lines 、 Plenum Press、 New York、 1984 、 pp.398-402 、
そ の 全 体 に お い て 引 用 す る こ と に よ っ て 本 明 細 書 の 一 部 と さ れ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 6） 200μ lの RIA緩 衝 液 を 100ngの HMFGの 各 ウ ェ ル に 添 加 し 、 次 い で 5分 後 に 吸 引 す る 。
　 7） 標 準 曲 線 を 作 成 す る た め に 、 30μ lの HMFG標 準 化 溶 液 （ 前 述 の 3に お け る よ う に ） 四
重 反 復 実 験 に お い て 100ngの プ ロ ー ブ ／ ウ ェ ル の HMFGマ イ ク ロ タ イ タ ー ト ウ ェ ル に 添 加 す
る 。
　 8） 30μ lの 希 釈 さ れ た 被 験 ア ッ セ イ 試 料 （ あ る い は 、 30μ lの 乳 房 流 体 ま た は 他 の 被 験
ア ッ セ イ 試 料 の 代 替 物 ） を 三 重 反 復 実 験 に お い て 100ngの プ ロ ー ブ ／ ウ ェ ル の HMFGマ イ ク
ロ タ イ タ ー の ウ ェ ル に 添 加 す る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 9） 各 ウ ェ ル に 、 20μ lの Mc5貯 蔵 液 を 添 加 す る 。
　 10） マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を 非 多 孔 質 ス コ ッ チ （ ScotchR ） テ ー プ で カ バ ー し 、 室
温 に お い て 回 転 撹 拌 機 上 で 一 夜 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
　 11） 次 の 日 に 、 ウ ェ ル を 吸 引 し 、 RIA緩 衝 液 で 5回 洗 浄 す る 。
　 12） 各 ウ ェ ル に 、 50μ lの 200,000cpm／ 50μ lの 1 2 5  Iヤ ギ 抗 マ ウ ス 抗 体 を 分 散 さ せ る 。
ウ ェ ル を 非 多 孔 質 テ ー プ で カ バ ー し 、 回 転 撹 拌 機 上 に 室 温 に お い て 3時 間 配 置 す る 。
　 13） ウ ェ ル を RIA緩 衝 液 で 5回 洗 浄 す る 。
　 14） ウ ェ ル を 切 断 し 、 ガ ン マ カ ウ ン タ ー で 放 射 能 を 計 数 す る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 こ れ ら の ア ッ セ イ の 結 果 は 、 Ceriani et al.、 Breast Cancer Res.Treat.、 15:161-174
、 1990に よ り NPGP乳 癌 マ ー カ ー に つ い て 実 施 さ れ た 血 清 ア ッ セ イ に よ り 提 供 さ れ た デ ー タ
に 範 囲 お よ び 値 が 匹 敵 す る 、 患 者 に お け る 癌 の 存 在 お よ び ／ ま た は 状 態 に 関 す る 、 重 要 な
情 報 を 生 ず る で あ ろ う 。 Ceriani お よ び 共 同 研 究 者 ら の 手 法 に 従 い 、 患 者 お よ び 対 照 の 試
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料 を 選 択 し 、 デ ー タ を 発 生 し か つ 評 価 す る こ と に よ っ て 、 本 発 明 の ア ッ セ イ 法 を 、 直 接 的
臨 床 的 用 途 に お い て 使 用 す る た め に 容 易 に 採 用 し て 、 乳 癌 の 患 者 に お け る 予 後 お よ び 治 療
に 関 係 す る 変 動 を 測 定 す る こ と が で き る で あ ろ う 。 当 業 者 は 理 解 す る よ う に 、 こ の ア ッ セ
イ の 試 薬 お よ び 条 件 は 、 よ く 知 ら れ て い る 免 疫 学 的 方 法 お よ び 原 理 を 適 用 す る こ と に よ っ
て 、 種 々 の 予 測 さ れ る 変 動 に 依 存 し て 置 換 ま た は 調 節 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
実 施 例 6.乳 房 流 体 中 の 粘 液 性 癌 腫 関 連 抗 原 の 固 相 イ ム ノ ア ッ セ イ
　 こ の 実 施 例 に お い て 、 感 受 性 固 相 イ ム ノ ア ッ セ イ を 使 用 し て 、 本 発 明 の 方 法 に 従 い 得 ら
れ た 乳 房 流 体 か ら の 生 物 学 的 試 料 中 の 粘 液 性 癌 腫 関 連 抗 原 （ MCA） を 検 出 す る 。 ホ フ マ ン -
ラ ・ ロ シ ェ （ Hoffman-La Roche） （ ス イ ス 国 バ ー ゼ ル ） に よ り 提 供 さ れ る 抗 体 ビ ー ズ イ ム
ノ ア ッ セ イ キ ッ ト 使 用 し 、 か つ 製 造 業 者 に よ り 提 供 さ れ 、 さ ら に Eskelinen et al.、 Anti
cancer Res. 、 9:437-440 、 1989に 詳 細 に 記 載 さ れ て い る 試 薬 お よ び 手 法 を 使 用 し て 、 MC
A濃 度 を 測 定 す る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 簡 単 に 述 べ る と 、 発 現 さ れ た 乳 房 流 体 お よ び 標 準 の 被 験 ア ッ セ イ 試 料 を ま ず MCAモ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 ビ ー ズ と イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で 、 適 当 な 洗 浄 後 、 酵 素 （ セ イ ヨ ウ ワ サ ビ
ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ） 標 識 化 二 次 抗 体 を 添 加 す る 。 第 2イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 間 に 、 抗 MCA酵
素 複 合 体 を ビ ー ズ 上 の 抗 体 抗 原 複 合 体 に 取 付 け る 。 過 剰 の 複 合 体 を 洗 浄 に よ り 除 去 し 、 最
後 に 、 酵 素 基 質 を 添 加 し 、 発 生 し た 色 を 記 録 す る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 こ の 実 施 例 に お い て 提 供 さ れ る 固 相 ア ッ セ イ の フ ォ ー マ ッ ト を 広 い 配 列 の 他 の ア ッ セ イ
に お い て 使 用 す る た め に 適 合 さ せ て 、 増 強 さ れ た 感 度 で 、 MCAマ ー カ ー の 外 に 、 他 の 癌 マ
ー カ ー を 検 出 お よ び ／ ま た は 測 定 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 こ れ ら の ア ッ セ イ の 結 果 を
異 な る マ ー カ ー を 検 出 お よ び ／ ま た は 測 定 す る 相 補 的 ア ッ セ イ の 結 果 と 一 緒 に 評 価 し て 、
下 記 の 文 献 に 記 載 さ れ て い る 組 合 わ せ の MCA／ CA15-3ア ッ セ イ に よ り 例 示 さ れ る よ う に 、
患 者 に お け る 癌 の 存 在 お よ び ／ ま た は 状 態 に 関 す る 、 い っ そ う 正 確 な 情 報 を 発 生 さ せ る こ
と が で き る :Eskeinen et al. 、 Anticancer Res. 、 9:437 -440、 1989;ま た 、 下 記 の 文 献
を 参 照 の こ と :Eskeinen et al.、 Anticancer Res. 、 8:665-668 、 1988、 各 々 は そ の 全 体
に お い て 引 用 す る こ と に よ っ て 本 明 細 書 の 一 部 と さ れ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
実 施 例 7.バ ソ プ レ シ ン を 検 出 す る た め の ポ リ ク ロ ー ナ ル お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用
す る ヒ ト 乳 房 流 体 の 細 胞 画 分 か ら の タ ン パ ク 質 の ウ ェ ス タ ン 分 析
　 ヒ ト 乳 房 流 体 か ら の 細 胞 の 試 料 に 集 中 さ れ る 種 々 の ア ッ セ イ は 、 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ
る 。 一 般 に 、 こ れ ら の ア ッ セ イ は 、 前 述 の 方 法 に 従 い 発 現 さ れ た 全 乳 房 流 体 か ら の 細 胞 、
膜 ま た は 他 の 細 胞 の 成 分 の 標 準 的 分 離 法 （ 例 え ば 、 遠 心 、 ス ク ロ ー ス 勾 配 、 お よ び そ の 他
） に よ る 単 離 に 頼 る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 発 現 さ れ た 乳 房 流 体 か ら の 全 細 胞 を 含 有 す る 生 物 学 的 試 料 は 、 患 者 に お け る 乳 癌 を 検 出
し か つ 評 価 す る 細 胞 学 的 お よ び 細 胞 化 学 的 検 査 の た め に 、 特 に 有 用 で あ る 。 ヒ ト 乳 房 流 体
か ら の 精 製 さ れ た 細 胞 膜 の 画 分 を 含 有 す る 生 物 学 的 試 料 は 、 こ れ に 関 し て 、 例 え ば 、 細 胞
内 ま た は 膜 結 合 タ ン パ ク 質 と し て 肺 胞 管 の 細 胞 に よ り 発 現 さ れ 、 し た が っ て 、 分 泌 さ れ た
タ ン パ ク 質 前 記 乳 房 流 体 の 液 体 画 分 の 中 に 容 易 に 検 出 さ れ な い 、 乳 癌 マ ー カ ー を 検 出 お よ
び ／ ま た は 測 定 す る た め に 、 特 に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 こ の 実 施 例 は 、 North et al.、 Breast Cancer Res.Treat.、 34:229-235、 1995か ら 採 用
さ れ た 方 法 を 使 用 し て 、 乳 房 流 体 か ら の 生 物 学 的 試 料 中 の ペ プ チ ド ホ ル モ ン の バ ソ プ レ シ
ン を 検 出 す る 方 法 に 集 中 す る 。 詳 し く は 、 こ の ア ッ セ イ に お い て 、 発 現 さ れ た 乳 房 流 体 か
ら 得 ら れ た 細 胞 の プ ー ル し た 試 料 か ら 単 離 さ れ た 粗 製 の タ ン パ ク 質 の 被 験 試 料 を 使 用 す る
。 細 胞 を 標 準 的 方 法 に 従 い 全 乳 房 流 体 か ら 分 離 し 、 そ し て 100体 積 の 0.1Mの HCl中 の 超 音 波
処 理 に よ り 粗 製 の タ ン パ ク 質 を 細 胞 か ら 抽 出 す る 。 次 い で 得 ら れ る タ ン パ ク 質 懸 濁 液 を 15
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00× g、 周 囲 温 度 に お い て 10分 間 遠 心 し 、 そ し て 可 溶 性 タ ン パ ク 質 を 40％ の TCAで 沈 降 さ せ
る 。 こ の タ ン パ ク 質 を 10,000× gで 2分 間 遠 心 す る こ と に よ っ て 沈 降 さ せ る 。 TCAを エ ー テ
ル 洗 浄 （ × 2） に よ り ペ レ ッ ト か ら 除 去 す る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 タ ン パ ク 質 を 0.1Mの Tris HCl（ pH8.7） の 中 に 再 懸 濁 さ せ 、 メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル で 100
℃ に お い て 5分 間 還 元 し （ そ し て あ る 場 合 に お い て N-エ チ ル マ レ イ ミ ド で S-ア ル キ ル 化 し
） 、 Laemeli 、 Nature、 227:680-685 、 1970（ そ の 全 体 に お い て 引 用 す る こ と に よ っ て 本
明 細 書 の 一 部 と さ れ る ） の 方 法 を 使 用 し て pH9.3に お い て 15％ の SDS-PAGE電 気 泳 動 に 付 す
。 次 い で 分 離 さ れ た タ ン パ ク 質 を 20mMの Trisグ リ シ ン （ pH8.0） で イ ン モ ビ ロ ン PVDF膜 （ M
illipore 、 マ サ チ ュ セ ッ ツ 州 ベ ッ ド フ ォ ー ド ） に 電 気 泳 動 的 に 移 す 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 こ れ ら の 膜 を 5％ の 無 脂 肪 ミ ル ク 溶 液 で ブ ロ ッ ク し 、 0.5％ の ト リ ト ン を 含 有 す る PBSで
洗 浄 し （ 1× 15分 、 2× 5分 ） 、 VP-HNPに 対 す る マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製 物 、 VPに
対 す る ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 VAGに 対 す る ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ま た は 偏 在
す る マ ウ ス ま た は ウ サ ギ IgG（ 陰 性 の 対 照 ） （ 抗 体 お よ び 抗 体 調 製 物 の 説 明 に つ い て は 、 N
orth et al.、 Breast Cancer Res. Treat. 、 34:229-235、 1995、 そ の 全 体 に お い て 引 用
す る こ と に よ っ て 本 明 細 書 の 一 部 と さ れ る 、 を 参 照 の こ と ） と 周 囲 温 度 に お い て 1時 間 イ
ン キ ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 PBS-Triton中 の 第 2の 洗 浄 （ 1× 15分 、 2× 5分 ） 後 、 膜 を 、 そ れ ぞ れ 、 ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG-
セ イ ヨ ウ ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 複 合 体 ま た は ヤ ギ 抗 ウ サ ギ IgG-セ イ ヨ ウ ワ サ ビ ペ ル オ キ
シ ダ ー ゼ 複 合 体 と 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で PBS-Tritonで 洗 浄 す る （ 1× 15分 、 4× 5
分 ） 。 ECLウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 検 出 シ ス テ ム を 使 用 し て 、 X線 フ ィ ル ム を 10秒 ～ 5分 間 露 出
し て 、 免 疫 反 応 性 タ ン パ ク 質 を 可 視 化 す る 。 分 子 大 き さ マ ー カ ー と し て 、 前 も っ て 染 色 さ
れ た SDS-PAGE標 準 タ ン パ ク 質 を 使 用 す る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 バ ソ プ レ シ ン は 乳 癌 に お い て 広 く 発 現 さ れ る こ と を 最 近 の 研 究 は 示 唆 し て い る 。 North 
et al.、 Breast Cancer Res.Treat.、 34:229-235、 1995。 こ れ ら の 結 果 お よ び 他 の 結 果 が
示 す よ う に 、 バ ソ プ レ シ ン お よ び そ の 関 係 物 は 重 要 な 乳 癌 マ ー カ ー で あ り 、 乳 房 腫 瘍 細 胞
か ら 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 の 免 疫 学 的 ア ッ セ イ に よ り 容 易 に 検 出 す る こ と が で き る 。 し た
が っ て 、 ヒ ト 乳 房 流 体 か ら 単 離 さ れ た 細 胞 試 料 を 使 用 す る 、 こ の 実 施 例 の 結 果 は 、 ま た 、
患 者 に お け る 癌 の 存 在 お よ び ／ ま た は 状 態 に 関 す る 重 要 な 情 報 を 発 生 す る こ と が 期 待 さ れ
る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
実 施 例 8.ド ッ ト イ ム ノ ブ ロ ッ ト ア ッ セ イ に よ る 乳 房 流 体 か ら の 生 物 学 的 試 料 中 の 癌 胎 児 性
抗 原 の 定 量
　 低 い レ ベ ル の 乳 癌 マ ー カ ー を 測 定 す る た め に 有 用 で あ り 、 か つ ほ ん の 小 さ い 体 積 の 発 現
さ れ た 乳 房 流 体 が 入 手 可 能 で あ る と き 、 マ ー カ ー を 検 出 す る た め に 有 用 で あ る 、 本 発 明 の
い っ そ う 感 受 性 の ア ッ セ イ の 中 の 1つ は 、 ド ッ ト イ ム ノ ブ ロ ッ ト ア ッ セ イ で あ る 。 こ の 実
施 例 に お い て 、 エ ル モ テ ク （ Elmotech） 抗 CEAモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 キ ッ ト （ Mochid Pharma
ceutical Co. 、 日 本 国 東 京 ） を 使 用 し て 、 癌 胎 児 性 抗 原 （ CEA） を 全 乳 房 流 体 中 で 測 定 す
る 。 簡 単 に 述 べ る と 、 抗 CEAモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 適 当 な 濃 度 に 希 釈 し 、 プ ラ ス チ ッ ク フ
ィ ル ム 上 に コ ー テ ィ ン グ す る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 標 準 的 CEA溶 液 （ 0、 100、 200、 お よ び 500ng／ ml） ま た は 発 現 さ れ た 乳 房 流 体 の ア ッ セ
イ 試 料 の ア リ コ ー ト （ 4μ l） を 、 免 疫 化 フ ィ ル ム 上 に な す り つ け る 。 エ ル モ テ ク （ Elmote
ch） キ ッ ト の 製 造 業 者 の 使 用 説 明 書 に 従 い 、 精 製 さ れ た 抗 原 調 製 物 か ら ア ッ セ イ 標 準 を 調
製 す る 。 必 要 に 応 じ て 、 ま た 、 1000ng／ mlの CEAを 標 準 と し て 使 用 す る 。 室 温 に お い て 乾
燥 し た 後 、 フ ィ ル ム を ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 複 合 化 抗 CEA抗 体 に 室 温 に お い て 20分 間 暴 露 す る
。 次 い で 、 0.5％ （ v／ v） の ツ イ ー ン 20を 含 有 す る 1Mの 生 理 食 塩 水 で フ ィ ル ム を よ く 洗 浄
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す る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 色 素 形 成 剤 と し て ト リ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン を 使 用 し て 、 酵 素 反 応 を 可 視 化 す る 。 現 像 溶 液
は 、 10％ の メ タ ノ ー ル を 含 有 す る Mcllvain緩 衝 液 （ 0.1％ の 1Mの リ ン 酸 塩 -ク エ ン 酸 塩 緩 衝
液 ） pH5.0中 の 0.05mMの ト リ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン お よ び 0.01％ の 過 酸 化 水 素 か ら 成 る 。 色 成
分 と 対 応 す る 標 準 と を 比 較 す る こ と に よ っ て 、 乳 房 流 体 の ア ッ セ イ 試 料 中 の CEAの 濃 度 を
測 定 す る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 こ の 実 施 例 に 開 示 す る ア ッ セ イ 、 お よ び CEAの 外 に 他 の 腫 瘍 マ ー カ ー に 抗 体 を 組 込 む 関
係 す る ア ッ セ イ は 、 低 い レ ベ ル の 乳 癌 マ ー カ ー を 測 定 す る た め に 有 用 で あ り 、 か つ 制 限 さ
れ た 体 積 中 の マ ー カ ー を 検 出 す る た め に 有 用 で あ る 。 こ れ ら の ア ッ セ イ の 結 果 は 、 乳 癌 患
者 に お け る 予 後 お よ び 治 療 に 関 係 す る 変 動 を 決 定 す る 重 要 な 情 報 を 発 生 す る で あ ろ う 。 当
業 者 は 理 解 す る よ う に 、 こ の ア ッ セ イ の 試 薬 お よ び 条 件 を 、 よ く 知 ら れ て い る 免 疫 学 的 方
法 お よ び 原 理 に 従 い 、 種 々 の 予 測 さ れ る 変 動 に 依 存 し て 、 置 換 す る か 、 あ る い は 調 節 す る
こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
実 施 例 9.乳 房 流 体 か ら の 生 物 学 的 試 料 中 の プ ロ カ テ プ シ ン Dお よ び カ テ プ シ ン Dの 活 性 の 検
出
　 カ テ プ シ ン Dは 、 転 移 に 必 要 な 癌 プ ロ セ ス の た め の マ ー カ ー と し て 集 中 的 に 研 究 さ れ て
き て い る 、 リ ソ ソ ー ム の ア ス パ ラ ギ ン 酸 プ ロ テ ア ー ゼ で あ る 。 こ の 実 施 例 に お い て 、 一 般
に 下 記 の 文 献 に 記 載 さ れ て い る 方 法 に 従 い 、 プ ロ カ テ プ シ ン Dに 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗
体 を 使 用 し て 、 全 乳 房 流 体 か ら 、 ま た は 乳 房 流 体 か ら の 細 胞 ラ イ ゼ イ ト か ら の タ ン パ ク 質
を 免 疫 沈 降 さ せ 、 そ し て 免 疫 化 学 的 に 検 出 す る :Vetvicka et al. 、 Biochem.Mol.Biol.In
t'l. 、 30:921-928、 1993（ そ の 全 体 に お い て 引 用 す る こ と に よ っ て 本 明 細 書 の 一 部 と さ
れ る ） 。 別 に 、 あ る い は 相 補 的 ア ッ セ イ と し て 、 ま た 、 Vetvicka et al. （ 同 上 ） に 開 示
さ れ て い る 方 法 に 従 い 、 カ テ プ シ ン Dの プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 検 出 す る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 簡 単 に 述 べ る と 、 プ ー ル し た 全 乳 房 流 体 （ 好 ま し く は 、 入 手 可 能 で あ る 場 合 、 3ml） を 3
mlの 緩 衝 液 A（ 50mMの Tris HCl、 5mMの CaCl 2  、 1mMの MgCl 2  、 500mMの NaCl、 pH7.2） で 希
釈 す る 。 こ の 懸 濁 液 を 10,000gに お い て 30分 間 遠 心 す る 。 生 ず る 水 相 を 同 一 条 件 下 に 再 び
遠 心 す る 。 可 溶 性 部 分 （ 合 計 ほ ぼ 4.5ml） は 緩 衝 液 A中 で 平 衡 化 し た コ ン カ ナ バ リ ン Aセ フ
ァ ロ ー ズ （ Pharmacia、 ス イ ス 国 ウ ッ プ サ ラ ） の 1mlの カ ラ ム 上 に 負 荷 し 、 緩 衝 液 Aで 洗 浄
し た 後 、 保 持 さ れ た タ ン パ ク 質 を 0.75Mの メ チ ル α -D-マ ン ノ ピ ラ ノ シ ド で 溶 離 す る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 下 記 の 文 献 に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 1 4 Cヘ モ グ ロ ビ ン ア ッ セ イ を 使 用 し て 、 画 分 （ 250
μ l） を カ テ プ シ ン D活 性 に つ い て ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト お よ び 銀 染 色 電 気 泳 動 に よ り 分 析 す
る :Lin et al.、 J.Biol.Chem.、 264:4482-4489 、 1989（ そ の 全 体 に お い て 引 用 す る こ と
に よ っ て 本 明 細 書 の 一 部 と さ れ る ） 。 メ タ ノ ー ル 中 に 溶 解 し た 2μ lの 1mMの ペ プ ス タ チ ン
（ Boehringer Man nheim、 ド イ ツ 国 ） を 反 応 混 合 物 に 添 加 す る こ と に よ っ て 、 ヒ ト 乳 プ ロ
カ テ プ シ ン Dを 阻 害 す る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 こ の ア ッ セ イ は 、 乳 房 流 体 か ら の 生 物 学 的 試 料 を 評 価 し て 癌 に 関 係 す る 変 動 を 決 定 す る
た め に 、 免 疫 学 的 ア ッ セ イ に 加 え て 、 あ る い は そ れ の 補 充 と し て 、 既 知 の 生 化 学 的 ア ッ セ
イ を 組 込 ん だ 本 発 明 の 多 数 の 可 能 な 態 様 の た だ 1つ の 例 を 提 供 す る 。 ヒ ト 乳 房 流 体 か ら 試
料 を 得 る 本 明 細 書 に お い て 提 供 さ れ た 基 本 的 方 法 は 、 こ れ ら の ア ッ セ イ を 広 範 囲 に 及 ぶ 臨
床 的 応 用 に 容 易 に 適 合 さ せ て 、 非 侵 入 的 ス ク リ ー ニ ン グ の プ ロ ト コ ー ル の 範 囲 内 に お い て
主 題 の 乳 癌 マ ー カ ー の 活 性 を 検 出 お よ び ／ ま た は 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 当 業 者 は 理 解 す る よ う に 、 本 明 細 書 に お い て 記 載 す る 同 一 の 発 明 的 概 念 を 使 用 す る 本 発
明 の 他 の 態 様 お よ び 変 法 が 可 能 で あ る 。 さ ら に 詳 し く は 、 広 く か つ 急 速 に 拡 張 す る 配 列 の

10

20

30

40

50

(30) JP 2004-73880 A 2004.3.11



有 用 な 乳 癌 マ ー カ ー （ タ ン パ ク 質 、 DNAお よ び RNAの 配 列 お よ び 他 の マ ー カ ー を 包 含 す る ）
お よ び プ ロ ー ブ （ 免 疫 学 的 、 ヌ ク レ オ チ ド の お よ び 生 化 学 的 プ ロ ー ブ を 包 含 す る ） を 、 本
発 明 の 方 法 お よ び キ ッ ト の 範 囲 内 に お け る 適 合 お よ び 使 用 の た め に 容 易 に 利 用 可 能 で あ る
。 こ れ ら の マ ー カ ー お よ び プ ロ ー ブ は 、 引 用 さ れ か つ 本 発 明 の 開 示 内 の 一 部 と さ れ た か 、
あ る い は 文 献 の 中 の 何 処 か に 発 表 さ れ て い る か 、 あ る い は こ の 分 野 に お い て よ く 知 ら れ て
い る 文 献 に 記 載 さ れ て い る か 、 あ る い は 言 及 さ れ て い る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 こ れ ら の 既 知 の 、 出 現 す る マ ー カ ー お よ び プ ロ ー ブ の 中 で 、 本 発 明 の 範 囲 内 に お い て 有
用 な 例 は 、 Her2（ ま た 、 erB-2お よ び neuと し て 知 ら れ て い る ） を 包 含 す る 。 Her2は 、 染 色
体 17q上 に 位 置 す る 遺 伝 子 、 す な わ ち 、 乳 癌 細 胞 系 統 中 の 頻 繁 な 増 幅 の 領 域 、 に よ り コ ー
ド さ れ る EGFレ セ プ タ ー の フ ァ ミ リ ー の 膜 貫 通 Gタ ン パ ク 質 の 成 長 因 子 の レ セ プ タ ー で あ る
。 こ の マ ー カ ー は 乳 癌 に 対 し て 高 度 に 予 測 的 で あ り 、 そ し て 既 知 の ヌ ク レ オ チ ド の プ ロ ー
ブ を 使 用 し て 本 発 明 の 細 胞 の 試 料 中 で 検 出 し て 、 Her2に お け る 遺 伝 的 欠 陥 を 検 出 す る か 、
あ る い は mRNAを 検 出 お よ び ／ ま た は 測 定 し て 、 癌 細 胞 の 増 殖 の 増 加 に 関 連 す る Her2の 過 度
の 発 現 を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 （ 例 え ば 、 下 記 の 文 献 を 参 照 の こ と :Visscher et al. 著 、 Weisntein お よ び Graham編
、 Advances in Pathology and Laboratory Medicine 、 Vol.5、 St Louis、 Mosby Yuear B
ook、 1992、 pp.123-161;Barbareschi et al. 、 Am.J.Clin.Path. 、 98:408-418、 1992;Sl
amon et al.、 Science 、 235:177-182 、 1987;各 々 は そ の 全 体 に お い て 引 用 す る こ と に よ
っ て 本 明 細 書 の 一 部 と さ れ る ） 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 ま た 、 入 手 可 能 な 免 疫 学 的 プ ロ ー ブ を 使 用 し て 、 Her2の タ ン パ ク 質 の レ ベ ル は 容 易 に 検
出 さ れ る 。 （ 概 観 に つ い て 、 下 記 の 文 献 を 参 照 の こ と :Poter-Jordan et al.、 Hematol.On
col.Clin.North Amer.、 1 8:73-100、 1994お よ び そ の 中 の 第 80ペ ー ジ に 引 用 さ れ た 論 文 、
各 々 は そ の 全 体 に お い て 引 用 す る こ と に よ っ て 本 明 細 書 の 一 部 と さ れ る ） 。 本 発 明 の 範 囲
内 に お い て 使 用 す る 追 加 の マ ー カ ー は 、 EGFお よ び EGFの レ セ プ タ ー を 包 含 し 、 そ れ ら に 対
す る 本 発 明 の 範 囲 内 に 容 易 に 適 合 可 能 な 免 疫 学 的 お よ び 非 免 疫 学 的 プ ロ ー ブ お よ び ア ッ セ
イ 法 は 、 Poter-Jordan et al. 、 Hematol. Oncol.Clin.North Amer. 、 18:73-100 、 1994
の 第 80～ 81ペ ー ジ お よ び そ の 中 に 引 用 さ れ た 論 文 （ 各 々 は そ の 全 体 に お い て 引 用 す る こ と
に よ っ て 本 明 細 書 の 一 部 と さ れ る ） の 中 に に 詳 細 に 特 徴 づ け ら れ て い る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 本 発 明 の 方 法 お よ び キ ッ ト の 範 囲 内 に お い て 有 用 な 乳 癌 マ ー カ ー お よ び プ ロ ー ブ を 提 供
で き る 、 増 殖 マ ー カ ー 、 成 長 因 子 お よ び レ セ プ タ ー 、 プ ロ テ ア ー ゼ 、 付 着 因 子 、 血 管 形 成
因 子 、 腫 瘍 遺 伝 子 お よ び 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 の 追 加 の 例 は 、 下 記 の も の を 包 含 す る :Ki67成 長
因 子 、 サ イ ク リ ン D1、 増 殖 細 胞 核 抗 原 、 形 質 転 換 成 長 因 子 α 、 組 織 プ ラ ス ミ ノ ゲ ン ア ク チ
ベ ー タ ー 、 イ ン ス リ ン 成 長 因 子 レ セ プ タ ー 、 コ ラ ゲ ナ ー ゼ IV型 、 ラ ミ ニ ン レ セ プ タ ー 、 イ
ン テ グ リ ン 、 p53、 rb、 nm23、 c-myc、 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 、 プ ロ ラ ク チ ン 、 ニ ュ ー ロ ン
特 異 的 エ ノ ラ ー ゼ 、 IR-14、 KA1、 KA14、 ア ル フ ァ -ラ ク ト ア ル ブ ミ ン 、 ア ク チ ン 、 お よ び
多 数 の 他 の も の 、 そ れ ら の 大 部 分 は 下 記 の 文 献 に 概 観 さ れ て い る 本 発 明 の 範 囲 内 に 容 易 に
適 合 可 能 な 、 入 手 可 能 な 免 疫 学 的 お よ び 非 免 疫 学 的 プ ロ ー ブ お よ び ア ッ セ イ 法 と 一 緒 に 記
載 さ れ て い る :
【 ０ １ ４ ３ 】
　 Poter-Jordan et al. 、 Hematol.Oncol.Clin.North Ame. 、 18:73-100 、 1994お よ び そ
の 中 に 引 用 さ れ た 論 文 、 各 々 は そ の 全 体 に お い て 引 用 す る こ と に よ っ て 本 明 細 書 の 一 部 と
さ れ る 。 本 発 明 の 範 囲 内 の こ れ ら の マ ー カ ー お よ び プ ロ ー ブ の 適 合 は 、 本 明 細 書 お よ び 引
用 さ れ た 文 献 の 中 に 提 供 さ れ 、 こ の 分 野 に お け る 知 識 に よ り 補 充 さ れ る 教 示 に 基 づ い て 、
容 易 に 達 成 さ れ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 前 述 の 記 載 に よ り 限 定 さ れ ず 、 下 記 の 請 求 の 範
囲 に よ り そ の 範 囲 は 決 定 さ れ る 。
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摘要(译)

要解决的问题：能够从患者的乳房器官中采集生物标本。 ŽSOLUTION：构建一个标本采集装置，用于从患者的乳房器官中采集生
物标本。样本收集装置包括乳房整合构件，用于施加到患者的乳房，以在乳房整合构件和乳房乳头或小叶中的导管之间建立流体连
接;压力改变装置，连接到乳房整合构件，用于改变乳房乳头表面或小叶管道中的压力，以引起或促进乳头液或乳头中的管道产生乳
房液;和固态样本收集介质，其存在用于与乳房整合构件流体连接，用于接收从乳头或小叶中的导管产生的乳房液样本。 Ž
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