
(57)【要約】
乳癌（ BRC）を検出および診断するための方法を本明細書に記載する。 1つの態様において
、本診断方法は、 BRC細胞と正常細胞とを識別する BRC関連遺伝子の発現レベルを決定する
ことを含む。もう 1つの態様において、本診断方法は、 BRC細胞の中での DCIS細胞と IDC細
胞とを識別する BRC関連遺伝子の発現レベルを決定することを含む。本発明はさらに、リ
ンパ節転移を伴う乳癌細胞において特有の変化した発現パターンを有する BRC関連遺伝子
を用いて、乳癌転移を予測し予防するための手段を提供する。さらに本発明は、乳癌の治
療において有用な治療薬のスクリーニング方法、乳癌を治療する方法、および対象への乳
癌に対するワクチン接種の方法を提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 対 象 に お け る 乳 癌 ま た は 乳 癌 を 発 症 す る 素 因 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、 患 者 由 来 の 生 物
試 料 に お け る 乳 癌 関 連 遺 伝 子 の 発 現 の レ ベ ル を 決 定 す る 段 階 を 含 み 、 該 試 料 の 発 現 レ ベ ル
が 該 遺 伝 子 の 正 常 対 照 レ ベ ル と 比 較 し て 上 昇 ま た は 低 下 し て い る こ と に よ っ て 、 該 対 象 が
乳 癌 に 罹 患 し て い る ま た は 乳 癌 を 発 症 す る リ ス ク を 有 す る こ と が 示 さ れ る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 乳 癌 関 連 遺 伝 子 が BRC番 号 123～ 169、 171～ 175、 374～ 398、 448～ 449お よ び 451～ 471の
遺 伝 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 、 さ ら に 、 試 料 の 発 現 レ ベ ル が 正 常 対 照 レ ベ ル と 比 較 し て
上 昇 し て い る こ と に よ っ て 、 対 象 が 乳 癌 に 罹 患 し て い る ま た は 乳 癌 を 発 症 す る リ ス ク を 有
す る こ と が 示 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 試 料 の 発 現 レ ベ ル が 正 常 対 照 レ ベ ル よ り 少 な く と も 10％ 高 い 、 請 求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 乳 癌 関 連 遺 伝 子 が BRC番 号 176～ 373、 399～ 447お よ び 472～ 512の 遺 伝 子 か ら な る 群 よ り
選 択 さ れ 、 さ ら に 試 料 の 発 現 レ ベ ル が 正 常 対 照 レ ベ ル と 比 較 し て 低 下 し て い る こ と に よ っ
て 、 対 象 が 乳 癌 に 罹 患 し て い る ま た は 乳 癌 を 発 症 す る リ ス ク を 有 す る こ と が 示 さ れ る 、 請
求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 試 料 の 発 現 レ ベ ル が 正 常 対 照 レ ベ ル よ り 少 な く と も 10％ 低 い 、 請 求 項 4記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 乳 癌 が IDCで あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 乳 癌 関 連 遺 伝 子 が BRC番 号 448～ 449お よ び 451～ 471の 遺 伝 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 、
さ ら に 試 料 の 発 現 レ ベ ル が 正 常 対 照 レ ベ ル と 比 較 し て 上 昇 し て い る こ と に よ っ て 、 対 象 が
IDCに 罹 患 し て い る ま た は IDCを 発 症 す る リ ス ク を 有 す る こ と が 示 さ れ る 、 請 求 項 6記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 試 料 の 発 現 レ ベ ル が 正 常 対 照 レ ベ ル よ り 少 な く と も 10％ 高 い 、 請 求 項 7記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 乳 癌 関 連 遺 伝 子 が BRC番 号 472～ 512の 遺 伝 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 、 さ ら に 試 料 の 発
現 レ ベ ル が 正 常 対 照 レ ベ ル と 比 較 し て 低 下 し て い る こ と に よ っ て 、 対 象 が IDCに 罹 患 し て
い る ま た は IDCを 発 症 す る リ ス ク を 有 す る こ と が 示 さ れ る 、 請 求 項 6記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 試 料 の 発 現 レ ベ ル が 正 常 対 照 レ ベ ル よ り 少 な く と も 10％ 低 い 、 請 求 項 9記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 複 数 の 乳 癌 関 連 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 決 定 す る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル が 、 以 下 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 方 法 に よ っ て 決 定 さ れ る 、 請 求 項
1記 載 の 方 法 ：
　 （ a） 乳 癌 関 連 遺 伝 子 の mRNAを 検 出 す る 段 階 、
　 （ b） 乳 癌 関 連 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 を 検 出 す る 段 階 、 お よ び
　 （ c） 乳 癌 関 連 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 生 物 活 性 を 検 出 す る 段 階 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 検 出 が DNAア レ イ 上 で 行 わ れ る 、 請 求 項 12記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 患 者 由 来 の 生 物 試 料 が 上 皮 細 胞 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 患 者 由 来 の 生 物 試 料 が 乳 癌 細 胞 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 １ ６ 】
　 患 者 由 来 の 生 物 試 料 が 乳 癌 細 胞 由 来 の 上 皮 細 胞 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 BRC番 号 123～ 169、 171～ 449お よ び 451～ 512の 遺 伝 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 2つ ま
た は そ れ 以 上 の 乳 癌 関 連 遺 伝 子 に 関 す る 遺 伝 子 発 現 の パ タ ー ン を 含 む 、 乳 癌 基 準 発 現 プ ロ
フ ァ イ ル 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 BRC番 号 123～ 169、 171～ 175、 374～ 398、 448～ 449お よ び 451～ 471の 遺 伝 子 か ら な る 群
よ り 選 択 さ れ る 、 2つ ま た は そ れ 以 上 の 乳 癌 関 連 遺 伝 子 に 関 す る 遺 伝 子 発 現 の パ タ ー ン を
含 む 、 乳 癌 基 準 発 現 プ ロ フ ァ イ ル 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 BRC番 号 176～ 373、 399～ 447お よ び 472～ 512か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 2つ ま た は そ れ
以 上 の 乳 癌 関 連 遺 伝 子 に 関 す る 遺 伝 子 発 現 の パ タ ー ン を 含 む 、 乳 癌 基 準 発 現 プ ロ フ ァ イ ル
。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 乳 癌 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 方 法 で あ っ て 、
　 （ a） 被 験 化 合 物 を 、 BRC番 号 123～ 169、 171～ 449お よ び 451～ 512の 遺 伝 子 か ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド と 接 触 さ せ る 段 階 ；
　 （ b） ポ リ ペ プ チ ド と 被 験 化 合 物 と の 結 合 活 性 を 検 出 す る 段 階 ； な ら び に
　 （ c） ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 被 験 化 合 物 を 選 択 す る 段 階
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 乳 癌 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 方 法 で あ っ て 、
　 （ a） 候 補 化 合 物 を 一 つ ま た は 複 数 の マ ー カ ー 遺 伝 子 を 発 現 す る 細 胞 と 接 触 さ せ る 段 階
で あ っ て 、 一 つ ま た は 複 数 の マ ー カ ー 遺 伝 子 が BRC番 号 123～ 169、 171～ 449お よ び 451～ 51
2の 遺 伝 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 段 階 ； な ら び に
　 （ b） 対 照 と 比 較 し て 、 BRC番 号 123～ 169、 171～ 175、 374～ 398、 448～ 449お よ び 451～ 4
71の 遺 伝 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 一 つ も し く は 複 数 の マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を
低 下 さ せ る か 、 ま た は BRC番 号 176～ 373、 399～ 447お よ び 472～ 512の 遺 伝 子 か ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ る 一 つ も し く は 複 数 の マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 上 昇 さ せ る 、 候 補 化 合 物
を 選 択 す る 段 階
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 細 胞 が 乳 癌 細 胞 を 含 む 、 請 求 項 21記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 乳 癌 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 方 法 で あ っ て 、
　 （ a） 被 験 化 合 物 を 、 BRC番 号 123～ 169、 171～ 449お よ び 451～ 512の 遺 伝 子 か ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド と 接 触 さ せ る 段 階 ；
　 （ b） 段 階 （ a） の ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 活 性 を 検 出 す る 段 階 ； な ら び に
　 （ c） BRC番 号 123～ 169、 171～ 175、 374～ 398、 448～ 449お よ び 451～ 471の 遺 伝 子 か ら な
る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 活 性 を 、
被 験 化 合 物 の 非 存 在 下 で 検 出 さ れ る 該 ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 活 性 と 比 較 し て 抑 制 す る か 、 ま
た は BRC番 号 176～ 373、 399～ 447お よ び 472～ 512の 遺 伝 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 活 性 を 、 被 験 化 合 物 の 非 存 在 下 で
検 出 さ れ る 該 ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 活 性 と 比 較 し て 高 め る 、 被 験 化 合 物 を 選 択 す る 段 階
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 乳 癌 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 方 法 で あ っ て 、
　 （ a） 候 補 化 合 物 を 、 一 つ ま た は 複 数 の マ ー カ ー 遺 伝 子 の 転 写 調 節 領 域 お よ び 該 転 写 調
節 領 域 の 制 御 下 で 発 現 さ れ る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 含 む ベ ク タ ー が 導 入 さ れ た 細 胞 と 接 触 さ
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せ る 段 階 で あ っ て 、 一 つ ま た は 複 数 の マ ー カ ー 遺 伝 子 が BRC番 号 123～ 169、 171～ 449お よ
び 451～ 512の 遺 伝 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 段 階 ；
　 （ b） 該 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 ま た は 活 性 を 測 定 す る 段 階 ； な ら び に
　 （ c） 該 マ ー カ ー 遺 伝 子 が BRC番 号 123～ 169、 171～ 175、 374～ 398、 448～ 449お よ び 451
～ 471の 遺 伝 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 上 方 制 御 さ れ る マ ー カ ー 遺 伝 子 で あ る 場 合 、
対 照 と 比 較 し て 該 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 も し く は 活 性 を 低 下 さ せ る か 、 ま た は 該 マ ー カ
ー 遺 伝 子 が BRC番 号 176～ 373、 399～ 447お よ び 472～ 512の 遺 伝 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ
る 、 下 方 制 御 さ れ る マ ー カ ー 遺 伝 子 で あ る 場 合 、 対 照 と 比 較 し て 該 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発
現 レ ベ ル を 高 め る 候 補 化 合 物 を 選 択 す る 段 階
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 乳 癌 が IDCで あ っ て 、
　 （ a） 被 験 化 合 物 を BRC番 号 448～ 449お よ び 451～ 512の 遺 伝 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド と 接 触 さ せ る 段 階 ；
　 （ b） ポ リ ペ プ チ ド と 被 験 化 合 物 と の 結 合 活 性 を 検 出 す る 段 階 ； な ら び に
　 （ c） ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 被 験 化 合 物 を 選 択 す る 段 階
を 含 む 、 請 求 項 20記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 乳 癌 が IDCで あ っ て 、
　 （ a） 候 補 化 合 物 を 一 つ ま た は 複 数 の マ ー カ ー 遺 伝 子 を 発 現 す る 細 胞 と 接 触 さ せ る 段 階
で あ っ て 、 一 つ ま た は 複 数 の マ ー カ ー 遺 伝 子 が BRC番 号 448～ 449お よ び 451～ 512の 遺 伝 子
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 段 階 ； な ら び に
　 （ b） 対 照 と 比 較 し て 、 BRC番 号 448～ 449お よ び 451～ 471の 遺 伝 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ
れ る 一 つ も し く は 複 数 の マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 低 下 さ せ る か 、 ま た は BRC番 号 472
～ 512の 遺 伝 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 一 つ も し く は 複 数 の マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ
ル を 上 昇 さ せ る 、 候 補 化 合 物 を 選 択 す る 段 階
を 含 む 、 請 求 項 21記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 細 胞 が IDC細 胞 を 含 む 、 請 求 項 26記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 乳 癌 が IDCで あ っ て 、
　 （ a） 被 験 化 合 物 を 、 BRC番 号 448～ 449お よ び 451～ 512か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド と 接 触 さ せ る 段 階 ；
　 （ b） 段 階 （ a） の ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 活 性 を 検 出 す る 段 階 ； な ら び に
　 （ c） BRC番 号 448～ 449お よ び 451～ 471の 遺 伝 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 活 性 を 、 被 験 化 合 物 の 非 存 在 下 で 検 出 さ れ
る 該 ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 活 性 と 比 較 し て 抑 制 す る か 、 ま た は BRC番 号 472～ 512の 遺 伝 子 か
ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 活 性
を 、 被 験 化 合 物 の 非 存 在 下 で 検 出 さ れ る 該 ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 活 性 と 比 較 し て 高 め る 、 被
験 化 合 物 を 選 択 す る 段 階 、
を 含 む 、 請 求 項 23記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 乳 癌 が IDCで あ っ て 、
　 （ a） 候 補 化 合 物 を 、 一 つ ま た は 複 数 の マ ー カ ー 遺 伝 子 の 転 写 調 節 領 域 お よ び 該 転 写 調
節 領 域 の 制 御 下 で 発 現 さ れ る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 含 む ベ ク タ ー が 導 入 さ れ た 細 胞 と 接 触 さ
せ る 段 階 で あ っ て 、 一 つ ま た は 複 数 の マ ー カ ー 遺 伝 子 が BRC番 号 448～ 449お よ び 451～ 512
の 遺 伝 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 段 階 ；
　 （ b） 該 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 ま た は 活 性 を 測 定 す る 段 階 ； な ら び に
　 （ c） 該 マ ー カ ー 遺 伝 子 が BRC番 号 448～ 449お よ び 451～ 471の 遺 伝 子 か ら な る 群 よ り 選 択
さ れ る 、 上 方 制 御 さ れ る マ ー カ ー 遺 伝 子 で あ る 場 合 、 対 照 と 比 較 し て 該 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子
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の 発 現 も し く は 活 性 を 低 下 さ せ る か 、 ま た は 該 マ ー カ ー 遺 伝 子 が BRC番 号 472～ 512の 遺 伝
子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 下 方 制 御 さ れ る マ ー カ ー 遺 伝 子 で あ る 場 合 、 対 照 と 比 較 し
て 該 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 高 め る 、 候 補 化 合 物 を 選 択 す る 段 階
を 含 む 、 請 求 項 24記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 （ a） BRC番 号 123～ 169、 171～ 449お よ び 451～ 512の 遺 伝 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 2
つ も し く は そ れ 以 上 の 核 酸 配 列 、 ま た は （ b） そ れ ら に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド
、 と 結 合 す る 検 出 用 試 薬 を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 BRC番 号 123～ 169、 171～ 449お よ び 451～ 512の 遺 伝 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 一 つ ま
た は 複 数 の 核 酸 配 列 と 結 合 す る 2つ ま た は そ れ 以 上 の 核 酸 を 含 む ア レ イ 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 対 象 に お け る 乳 癌 を 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 で あ っ て 、 ア ン チ セ ン ス 組 成 物 を 該 対 象 に
投 与 す る 段 階 を 含 み 、 該 ア ン チ セ ン ス 組 成 物 が BRC番 号 123～ 169、 171～ 175、 374～ 398、 4
48～ 449お よ び 451～ 471の 遺 伝 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る コ ー ド 配 列 に 対 し て 相 補 的 な
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 対 象 に お け る 乳 癌 を 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 で あ っ て 、 siRNA組 成 物 を 該 対 象 に 投 与 す
る 段 階 を 含 み 、 該 siRNA組 成 物 が BRC番 号 123～ 169、 171～ 175、 374～ 398、 448～ 449お よ び
451～ 471の 遺 伝 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 核 酸 配 列 の 発 現 を 低 下 さ せ る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 siRNAが 、 SEQ ID NO： 25、 28、 お よ び 31の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む セ ン ス 鎖 を 含 む 、 請 求 項 33記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 対 象 に お け る 乳 癌 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 BRC番 号 123～ 169、 171～
175、 374～ 398、 448～ 449お よ び 451～ 471の 遺 伝 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る い ず れ か 1つ
の 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 と 結 合 す る 、 抗 体 ま た は そ の 免 疫 活 性 断 片 の 薬
学 的 有 効 量 を 、 該 対 象 に 投 与 す る 段 階 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 対 象 に お け る 乳 癌 を 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 を 含 む ワ ク チ ン を 該 対 象 に
投 与 す る 段 階 を 含 む 方 法 ： （ a） BRC番 号 123～ 169、 171～ 175、 374～ 398、 448～ 449お よ び
451～ 471の 遺 伝 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 、 （
b） 該 ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 活 性 断 片 、 ま た は （ c） 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 抗 腫 瘍 免 疫 を 誘 導 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 抗 原 提 示 細 胞 を 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 該 ポ リ ペ
プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ベ ク タ ー と 接 触
さ せ る 段 階 を 含 み 、 該 ポ リ ペ プ チ ド が BRC番 号 123～ 169、 171～ 175、 374～ 398、 448～ 449
お よ び 451～ 471か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る か 、 ま た は そ の 断
片 で あ る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 抗 原 提 示 細 胞 を 対 象 に 投 与 す る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 37記 載 の 抗 腫 瘍 免 疫 を 誘 導 す
る た め の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 対 象 に お け る 乳 癌 を 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 で あ っ て 、 （ a） BRC番 号 176～ 373、 399～ 4
47お よ び 472～ 512の 遺 伝 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 、 ま た は （
b） そ れ に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 高 め る 化 合 物 を 該 対 象 に 投 与 す る 段
階 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 対 象 に お け る 乳 癌 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 20～ 24の い ず れ か
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一 項 記 載 の 方 法 に よ っ て 得 ら れ る 化 合 物 を 投 与 す る 段 階 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 対 象 に お け る 乳 癌 を 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 で あ っ て 、 （ a） BRC番 号 176～ 373、 399～ 4
47お よ び 472～ 512の 遺 伝 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は （ b） そ
れ に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 、 作 用 因 子 の 薬 学 的 有 効 量 を 該 対 象 に 投 与 す
る 段 階 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 乳 癌 が IDCで あ っ て 、 ア ン チ セ ン ス 組 成 物 が 、 BRC番 号 448～ 449お よ び 451～ 471の 遺 伝 子
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る コ ー ド 配 列 に 対 し て 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 請 求 項
32記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 乳 癌 が IDCで あ っ て 、 siRNA組 成 物 が BRC番 号 448～ 449お よ び 451～ 471の 遺 伝 子 か ら な る
群 よ り 選 択 さ れ る 核 酸 配 列 の 発 現 を 低 下 さ せ る 、 請 求 項 33記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 siRNAが 、 SEQ ID NO： 25、 28、 お よ び 31の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む セ ン ス 鎖 を 含 む 、 請 求 項 43記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 乳 癌 が IDCで あ っ て 、 抗 体 ま た は そ の 断 片 が 、 BRC番 号 448～ 449お よ び 451～ 471の 遺 伝 子
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る い ず れ か 1つ の 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 に 結 合
す る 、 請 求 項 35記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 乳 癌 が IDCで あ っ て 、 ワ ク チ ン が 、 （ a） BRC番 号 448～ 449お よ び 451～ 471の 遺 伝 子 か ら
な る 群 よ り 選 択 さ れ る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 、 （ b） 該 ポ リ ペ プ チ ド の
免 疫 活 性 断 片 、 ま た は （ c） 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 請 求
項 36記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 IDCに 対 す る 抗 腫 瘍 免 疫 を 誘 導 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 抗 原 提 示 細 胞 に 、 ポ リ ペ プ チ
ド 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ベ
ク タ ー を 接 触 さ せ る 段 階 を 含 み 、 該 ポ リ ペ プ チ ド が BRC番 号 448～ 449お よ び 451～ 471か ら
な る 群 よ り 選 択 さ れ る 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る か 、 ま た は そ の 断 片 で あ る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 抗 原 提 示 細 胞 を 対 象 に 投 与 す る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 47記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 乳 癌 が IDCで あ っ て 、 化 合 物 が 、 （ a） BRC番 号 472～ 512の 遺 伝 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ
れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 ま た は （ b） そ れ に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 活 性
を 高 め る 、 請 求 項 39記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 乳 癌 が IDCで あ っ て 、 化 合 物 が 請 求 項 25～ 29の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 に よ っ て 得 ら れ
る 、 請 求 項 40記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 乳 癌 が IDCで あ っ て 、 さ ら に 作 用 因 子 が 、 （ a） BRC番 号 472～ 512の 遺 伝 子 か ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は （ b） そ れ に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を
含 む 、 請 求 項 41記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 乳 癌 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 組 成 物 で あ っ て 、 BRC番 号 123～ 169、 171～ 175、 374～
398、 448～ 449お よ び 451～ 471の 遺 伝 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対
す る ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は siRNAの 薬 学 的 有 効 量 を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 siRNAが 、 SEQ ID NO： 25、 28、 お よ び 31の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む セ ン ス 鎖 を 含 む 、 請 求 項 52記 載 の 組 成 物 。
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【 請 求 項 ５ ４ 】
　 乳 癌 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 組 成 物 で あ っ て 、 BRC番 号 123～ 169、 171～ 175、 374～
398、 448～ 449お よ び 451～ 471の 遺 伝 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド
さ れ る タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 、 抗 体 ま た は そ の 断 片 の 薬 学 的 有 効 量 を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 乳 癌 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 組 成 物 で あ っ て 、 有 効 成 分 と し て の 請 求 項 20～ 24の い
ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 に よ っ て 選 択 さ れ る 化 合 物 の 薬 学 的 有 効 量 、 お よ び 薬 学 的 に 許 容 さ
れ る 担 体 を 含 む 、 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 乳 癌 が IDCで あ っ て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が BRC番 号 448～ 449お よ び 451～ 471の 遺 伝 子 か ら
な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 52記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 siRNAが 、 SEQ ID NO： 25、 28、 お よ び 31の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む セ ン ス 鎖 を 含 む 、 請 求 項 56記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 乳 癌 が IDCで あ っ て 、 タ ン パ ク 質 が BRC番 号 448～ 449お よ び 451～ 471の 遺 伝 子 か ら な る 群
よ り 選 択 さ れ る 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る 、 請 求 項 54記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 乳 癌 が IDCで あ っ て 、 化 合 物 が 請 求 項 25～ 29の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 に よ っ て 選 択 さ
れ る 、 請 求 項 55記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 乳 癌 の 浸 潤 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ a） 被 験 化 合 物 を 、 BRC番 号 374～ 447の 遺 伝 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド と 接 触 さ せ る 段 階 ；
　 （ b） ポ リ ペ プ チ ド と 被 験 化 合 物 と の 結 合 活 性 を 検 出 す る 段 階 ； お よ び
　 （ c） ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 被 験 化 合 物 を 選 択 す る 段 階
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 乳 癌 の 浸 潤 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ a） 候 補 化 合 物 を 一 つ ま た は 複 数 の マ ー カ ー 遺 伝 子 を 発 現 す る 細 胞 と 接 触 さ せ る 段 階
で あ っ て 、 一 つ ま た は 複 数 の マ ー カ ー 遺 伝 子 が BRC番 号 374～ 447の 遺 伝 子 か ら な る 群 よ り
選 択 さ れ る 段 階 ； お よ び
　 （ b） 対 照 と 比 較 し て 、 BRC番 号 374～ 398の 遺 伝 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 一 つ も し く
は 複 数 の マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 低 下 さ せ る か 、 ま た は BRC番 号 399～ 447の 遺 伝 子
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 一 つ も し く は 複 数 の マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 上 昇 さ せ る
、 候 補 化 合 物 を 選 択 す る 段 階
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 細 胞 が 乳 癌 細 胞 を 含 む 、 請 求 項 61記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 乳 癌 の 浸 潤 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ a） 被 験 化 合 物 を 、 BRC番 号 374～ 447の 遺 伝 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド と 接 触 さ せ る 段 階 ；
　 （ b） 段 階 （ a） の ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 活 性 を 検 出 す る 段 階 ； お よ び
　 （ c） BRC番 号 374～ 398の 遺 伝 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ
ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 活 性 を 、 被 験 化 合 物 の 非 存 在 下 で 検 出 さ れ る 該 ポ リ ペ プ チ
ド の 生 物 活 性 と 比 較 し て 抑 制 す る か 、 ま た は BRC番 号 399～ 447の 遺 伝 子 か ら な る 群 よ り 選
択 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 活 性 を 、 被 験 化 合 物
の 非 存 在 下 で 検 出 さ れ る 該 ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 活 性 と 比 較 し て 高 め る 、 被 験 化 合 物 を 選 択
す る 段 階
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を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 乳 癌 の 浸 潤 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ a） 候 補 化 合 物 を 、 一 つ ま た は 複 数 の マ ー カ ー 遺 伝 子 の 転 写 調 節 領 域 お よ び 該 転 写 調
節 領 域 の 制 御 下 で 発 現 さ れ る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 含 む ベ ク タ ー が 導 入 さ れ た 細 胞 と 接 触 さ
せ る 段 階 で あ っ て 、 一 つ ま た は 複 数 の マ ー カ ー 遺 伝 子 が BRC番 号 374～ 447の 遺 伝 子 か ら な
る 群 よ り 選 択 さ れ る 段 階 ；
　 （ b） 該 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 ま た は 活 性 を 測 定 す る 段 階 ； お よ び
　 （ c） 該 マ ー カ ー 遺 伝 子 が BRC番 号 374～ 398の 遺 伝 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 上 方 制 御
さ れ る マ ー カ ー 遺 伝 子 で あ る 場 合 、 対 照 と 比 較 し て 該 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 も し く は 活
性 を 低 下 さ せ る か 、 ま た は 該 マ ー カ ー 遺 伝 子 が BRC番 号 399～ 447の 遺 伝 子 か ら な る 群 よ り
選 択 さ れ る 下 方 制 御 さ れ る マ ー カ ー 遺 伝 子 で あ る 場 合 、 対 照 と 比 較 し て 該 レ ポ ー タ ー 遺 伝
子 の 発 現 レ ベ ル を 高 め る 、 候 補 化 合 物 を 選 択 す る 段 階
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 対 象 に お け る 乳 癌 の 浸 潤 を 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 で あ っ て 、 ア ン チ セ ン ス 組 成 物 を 該
対 象 に 投 与 す る こ と を 含 み 、 該 ア ン チ セ ン ス 組 成 物 が BRC番 号 374～ 398の 遺 伝 子 か ら な る
群 よ り 選 択 さ れ る コ ー ド 配 列 に 対 し て 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 対 象 に お け る 乳 癌 の 浸 潤 を 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 で あ っ て 、 siRNA組 成 物 を 該 対 象 に
投 与 す る 段 階 を 含 み 、 該 siRNA組 成 物 が BRC番 号 374～ 398の 遺 伝 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ
る 核 酸 配 列 の 発 現 を 低 下 さ せ る 方 法 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 対 象 に お け る 乳 癌 の 浸 潤 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 BRC番 号 374～ 398
の 遺 伝 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 抗
体 ま た は そ の 断 片 の 薬 学 的 有 効 量 を 該 対 象 に 投 与 す る 段 階 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 対 象 に お け る 乳 癌 の 浸 潤 を 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 を 含 む ワ ク チ ン を 該
対 象 に 投 与 す る 段 階 を 含 む 方 法 ： （ a） BRC番 号 374～ 398の 遺 伝 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ
る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 、 （ b） 該 ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 活 性 断 片 、 ま た
は （ c） 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 乳 癌 の 浸 潤 に 対 す る 抗 腫 瘍 免 疫 を 誘 導 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 抗 原 提 示 細 胞 に 、 ポ リ
ペ プ チ ド 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を
含 む ベ ク タ ー を 接 触 さ せ る 段 階 を 含 み 、 該 ポ リ ペ プ チ ド が BRC番 号 374～ 398か ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ る 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る か ま た は そ の 断 片 で あ る 方 法 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 抗 原 提 示 細 胞 を 対 象 に 投 与 す る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 69記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 対 象 に お け る 乳 癌 の 浸 潤 を 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 で あ っ て 、 （ a） BRC番 号 399～ 447の
遺 伝 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 ま た は （ b） 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 高 め る 化 合 物 を 、 該 対 象 に 投 与 す る 段 階 を
含 む 方 法 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 対 象 に お け る 乳 癌 の 浸 潤 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 60～ 64の い
ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 に よ っ て 得 ら れ る 化 合 物 を 投 与 す る 段 階 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 対 象 に お け る 乳 癌 の 浸 潤 を 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 で あ っ て 、 （ a） BRC番 号 399～ 447の
遺 伝 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は （ b） 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ
っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 、 作 用 因 子 の 薬 学 的 有 効 量 を 該 対 象 に 投 与 す る こ と
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を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 乳 癌 の 浸 潤 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 組 成 物 で あ っ て 、 BRC番 号 374～ 398の 遺 伝 子 か
ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 す る ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は
低 分 子 干 渉 RNAの 薬 学 的 有 効 量 を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 乳 癌 の 浸 潤 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 組 成 物 で あ っ て 、 BRC番 号 374～ 398の 遺 伝 子 か
ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 抗 体 ま た は そ
の 断 片 の 薬 学 的 有 効 量 を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 乳 癌 の 浸 潤 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 組 成 物 で あ っ て 、 有 効 成 分 と し て 請 求 項 60～ 64
の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 に よ っ て 選 択 さ れ る 化 合 物 の 薬 学 的 有 効 量 、 お よ び 薬 学 的 に 許
容 さ れ る 担 体 を 含 む 、 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
　 対 象 に お け る 乳 癌 の 転 移 を 予 測 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
　 （ a） 該 対 象 か ら 採 取 し た 標 本 に お け る 一 つ ま た は 複 数 の マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル
を 検 出 す る 段 階 で あ っ て 、 一 つ ま た は 複 数 の マ ー カ ー 遺 伝 子 が BRC番 号 719～ 752の 遺 伝 子
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 段 階 ；
　 （ b） 該 標 本 に お け る 一 つ ま た は 複 数 の マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 転 移 陽 性 症 例 お
よ び 転 移 陰 性 症 例 の も の と 比 較 す る 段 階 ； な ら び に
　 （ c） 標 本 の 発 現 レ ベ ル が 転 移 陽 性 症 例 と 同 程 度 で あ る こ と に よ っ て 乳 癌 の 転 移 の リ ス
ク が 高 い こ と が 示 さ れ 、 標 本 の 発 現 レ ベ ル が 転 移 陰 性 症 例 と 同 程 度 で あ る こ と に よ っ て 乳
癌 の 転 移 の リ ス ク が 低 い こ と が 示 さ れ る 段 階
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
　 段 階 （ c） が 以 下 の 段 階 を 用 い て 予 測 ス コ ア を 算 出 す る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 77記
載 の 方 法 ：
　 i） 以 下 の 式 ：
　 Vi＝  | x i -（ μ r ＋ μ n ） /2 |
に よ っ て 得 票 の 多 さ （ magnitude of the vote） （ Vi） を 算 出 す る 段 階 で あ っ て 、 式 中 、 X
iは 試 料 に お け る 発 現 レ ベ ル で あ り 、 μ r は 転 移 陰 性 症 例 に お け る 平 均 発 現 レ ベ ル で あ り 、
μ n は 転 移 陽 性 症 例 に お け る 平 均 発 現 レ ベ ル で あ る 段 階 、
　 ii） 以 下 の 式 ：
　 PS＝ （ （ V r -V n ） /（ V r ＋ V n ） ） × 100
　 に よ っ て PS値 を 算 出 す る 段 階 で あ っ て 、 式 中 、 V r お よ び V n は そ れ ぞ れ 転 移 陰 性 症 例 お よ
び 転 移 陽 性 症 例 に 関 す る 総 得 票 数 で あ る 段 階 、 な ら び に
　 iii） PS値 が 15.8未 満 で あ れ ば 対 象 が 乳 癌 の 転 移 を 有 す る リ ス ク が 高 い と 判 定 さ れ 、 PS
値 が 15.8を 上 回 れ ば 乳 癌 の 転 移 を 有 す る リ ス ク が 低 い と 判 定 さ れ る 段 階 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 BRC番 号 719～ 752の 遺 伝 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 2つ ま た は そ れ 以 上 の 遺 伝 子 の 遺 伝
子 発 現 の パ タ ー ン を 含 む 、 乳 癌 基 準 発 現 プ ロ フ ァ イ ル 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
　 遺 伝 子 発 現 が 、 リ ン パ 節 転 移 を 伴 う 患 者 ま た は リ ン パ 節 転 移 を 伴 わ な い 患 者 の 乳 癌 細 胞
に 由 来 す る 、 請 求 項 79記 載 の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル 。
【 請 求 項 ８ １ 】
　 （ a） BRC番 号 719～ 752の 遺 伝 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 2つ も し く は そ れ 以 上 の 核 酸
配 列 ま た は （ b） 該 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 、 検 出 用 試 薬 を
含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
　 BRC番 号 719～ 752の 遺 伝 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 一 つ ま た は 複 数 の 核 酸 配 列 に 結 合
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す る 、 2つ ま た は そ れ 以 上 の 核 酸 を 含 む ア レ イ 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
　 乳 癌 の 治 療 ま た は 乳 癌 転 移 の 予 防 の た め の 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ 1） 被 験 化 合 物 を 、 BRC番 号 719～ 752の 遺 伝 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 遺 伝 子 に よ っ
て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド と 接 触 さ せ る 段 階 ：
　 （ 2） ポ リ ペ プ チ ド と 被 験 化 合 物 と の 結 合 活 性 を 検 出 す る 段 階 ； お よ び
　 （ 3） ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 被 験 化 合 物 を 選 択 す る 段 階
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
　 乳 癌 の 治 療 ま た は 乳 癌 転 移 の 予 防 の た め の 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ 1） 被 験 化 合 物 を 、 BRC番 号 719～ 752の 遺 伝 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 遺 伝 子 に よ っ
て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド と 接 触 さ せ る 段 階 ；
　 （ 2） 段 階 （ a） の ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 活 性 を 検 出 す る 段 階 ； な ら び に
　 （ 3） VAMP3、 MGC11257、 GSPT1、 DNM2、 CFL1、 CLNS1A、 SENP2、 NDUFS3、 NOP5/NOP58、 PS
MD13、 SUOX、 HRB2、 LOC154467、 THTPA、 ZRF1、 LOC51255、 DEAF1、 NEU1、 UGCGL1、 BRAF、 T
UFM、 FLJ10726、 DNAJB1、 AP4S1お よ び MRPL40か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 遺 伝 子 に よ っ て コ
ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 活 性 を 、 被 験 化 合 物 の 非 存 在 下 で 検 出 さ れ る 生 物 活 性 と 比
較 し て 低 下 さ せ る か 、 ま た は UBA52、 GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AA634090、 CEACAM3、 C21
orf97、 KIAA1040、 EEF1D、 FUS、 GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AW965200お よ び KIAA0475か ら
な る 群 よ り 選 択 さ れ る 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 活 性 を 、 被 験 化 合
物 の 非 存 在 下 で 検 出 さ れ る 生 物 活 性 と 比 較 し て 上 昇 さ せ る 、 被 験 化 合 物 を 選 択 す る 段 階
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
　 乳 癌 の 治 療 ま た は 乳 癌 転 移 の 予 防 の た め の 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ 1） 被 験 化 合 物 を 一 つ ま た は 複 数 の マ ー カ ー 遺 伝 子 を 発 現 す る 細 胞 と 接 触 さ せ る 段 階
で あ っ て 、 該 マ ー カ ー 遺 伝 子 が BRC番 号 719～ 752の 遺 伝 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 段 階
； な ら び に
　 （ 2） VAMP3、 MGC11257、 GSPT1、 DNM2、 CFL1、 CLNS1A、 SENP2、 NDUFS3、 NOP5/NOP58、 PS
MD13、 SUOX、 HRB2、 LOC154467、 THTPA、 ZRF1、 LOC51255、 DEAF1、 NEU1、 UGCGL1、 BRAF、 T
UFM、 FLJ10726、 DNAJB1、 AP4S1お よ び MRPL40か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る マ ー カ ー 遺 伝 子 の
う ち 一 つ も し く は 複 数 の 発 現 レ ベ ル を 、 被 験 化 合 物 の 非 存 在 下 で 検 出 さ れ る 生 物 活 性 と 比
較 し て 低 下 さ せ る か 、 ま た は UBA52、 GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AA634090、 CEACAM3、 C21
orf97、 KIAA1040、 EEF1D、 FUS、 GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AW965200お よ び KIAA0475か ら
な る 群 よ り 選 択 さ れ る マ ー カ ー 遺 伝 子 の う ち 一 つ も し く は 複 数 の 発 現 レ ベ ル を 、 被 験 化 合
物 の 非 存 在 下 で 検 出 さ れ る 生 物 活 性 と 比 較 し て 上 昇 さ せ る 、 化 合 物 を 選 択 す る 段 階
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
　 一 つ ま た は 複 数 の マ ー カ ー 遺 伝 子 を 発 現 す る 細 胞 が 乳 癌 細 胞 を 含 む 、 請 求 項 85記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ８ ７ 】
　 乳 癌 の 治 療 ま た は 乳 癌 転 移 の 予 防 の た め の 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ 1） BRC番 号 719～ 752の 遺 伝 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 遺 伝 子 の 転 写 調 節 領 域 お よ び
該 転 写 調 節 領 域 の 下 流 か つ 制 御 下 に あ る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 含 む 、 ベ ク タ ー を 構 築 す る 段
階 ；
　 （ 2） 段 階 （ 1） の ベ ク タ ー を 用 い て 細 胞 を 形 質 転 換 す る 段 階 ；
　 （ 3） 被 験 化 合 物 を 段 階 （ 2） の 細 胞 と 接 触 さ せ る 段 階 ；
　 （ 4） レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 ま た は 活 性 を 検 出 す る 段 階 ； な ら び に
　 （ 5） 該 マ ー カ ー 遺 伝 子 が 、 VAMP3、 MGC11257、 GSPT1、 DNM2、 CFL1、 CLNS1A、 SENP2、 ND
UFS3、 NOP5/NOP58、 PSMD13、 SUOX、 HRB2、 LOC154467、 THTPA、 ZRF1、 LOC51255、 DEAF1、 N
EU1、 UGCGL1、 BRAF、 TUFM、 FLJ10726、 DNAJB1、 AP4S1お よ び MRPL40か ら な る 群 よ り 選 択 さ
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れ る 上 方 制 御 さ れ る マ ー カ ー 遺 伝 子 で あ る 場 合 、 対 照 と 比 較 し て 該 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発
現 も し く は 活 性 を 低 下 さ せ る か 、 ま た は 該 マ ー カ ー 遺 伝 子 が 、 UBA52、 GenBankア ク セ ッ シ
ョ ン 番 号 AA634090、 CEACAM3、 C21orf97、 KIAA1040、 EEF1D、 FUS、 GenBankア ク セ ッ シ ョ ン
番 号 AW965200お よ び KIAA0475か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 下 方 制 御 さ れ る マ ー カ ー 遺 伝 子 で
あ る 場 合 、 対 照 と 比 較 し て 該 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 も し く は 活 性 を 高 め る 、 被 験 化 合 物
を 選 択 す る 段 階
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ８ ８ 】
　 対 象 に お け る 乳 癌 の 治 療 ま た は 乳 癌 転 移 の 予 防 の た め の 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 83～ 87の
い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 に よ っ て 得 ら れ る 化 合 物 の 薬 学 的 有 効 量 を 対 象 に 投 与 す る 段 階 を
含 む 方 法 。
【 請 求 項 ８ ９ 】
　 対 象 に お け る 乳 癌 の 治 療 ま た は 乳 癌 転 移 の 予 防 の た め の 方 法 で あ っ て 、 VAMP3、 MGC1125
7、 GSPT1、 DNM2、 CFL1、 CLNS1A、 SENP2、 NDUFS3、 NOP5/NOP58、 PSMD13、 SUOX、 HRB2、 LOC
154467、 THTPA、 ZRF1、 LOC51255、 DEAF1、 NEU1、 UGCGL1、 BRAF、 TUFM、 FLJ10726、 DNAJB1
、 AP4S1お よ び MRPL40か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 一 つ ま た は 複 数 の 遺 伝 子 に 対 す る ア ン チ
セ ン ス 核 酸 ま た は siRNAの 薬 学 的 有 効 量 を 対 象 に 投 与 す る 段 階 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ９ ０ 】
　 対 象 に お け る 乳 癌 の 治 療 ま た は 乳 癌 転 移 の 予 防 の た め の 方 法 で あ っ て 、 VAMP3、 MGC1125
7、 GSPT1、 DNM2、 CFL1、 CLNS1A、 SENP2、 NDUFS3、 NOP5/NOP58、 PSMD13、 SUOX、 HRB2、 LOC
154467、 THTPA、 ZRF1、 LOC51255、 DEAF1、 NEU1、 UGCGL1、 BRAF、 TUFM、 FLJ10726、 DNAJB1
、 AP4S1お よ び MRPL40か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質
に 結 合 す る 抗 体 ま た は そ の 断 片 の 薬 学 的 有 効 量 を 対 象 に 投 与 す る 段 階 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ９ １ 】
　 対 象 に お け る 乳 癌 の 治 療 ま た は 乳 癌 転 移 の 予 防 の た め の 方 法 で あ っ て 、 ポ リ ペ プ チ ド 、
該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ベ ク タ
ー の 薬 学 的 有 効 量 を 対 象 に 投 与 す る 段 階 を 含 み 、 該 ポ リ ペ プ チ ド が UBA52、 GenBankア ク セ
ッ シ ョ ン 番 号 AA634090、 CEACAM3、 C21orf97、 KIAA1040、 EEF1D、 FUS、 GenBankア ク セ ッ シ
ョ ン 番 号 AW965200お よ び KIAA0475か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る
か 、 ま た は そ の 断 片 で あ る 方 法 。
【 請 求 項 ９ ２ 】
　 抗 腫 瘍 免 疫 を 誘 導 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 抗 原 提 示 細 胞 を 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 該 ポ リ ペ
プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ベ ク タ ー と 接 触
さ せ る 段 階 を 含 み 、 該 ポ リ ペ プ チ ド が VAMP3、 MGC11257、 GSPT1、 DNM2、 CFL1、 CLNS1A、 SE
NP2、 NDUFS3、 NOP5/NOP58、 PSMD13、 SUOX、 HRB2、 LOC154467、 THTPA、 ZRF1、 LOC51255、 D
EAF1、 NEU1、 UGCGL1、 BRAF、 TUFM、 FLJ10726、 DNAJB1、 AP4S1お よ び MRPL40か ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ る 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る か 、 ま た は そ の 断 片 で あ る 方 法 。
【 請 求 項 ９ ３ 】
　 抗 原 提 示 細 胞 を 対 象 に 投 与 す る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 92記 載 の 抗 腫 瘍 免 疫 を 誘 導 す
る た め の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ４ 】
　 対 象 に お け る 乳 癌 の 治 療 ま た は 乳 癌 転 移 の 予 防 の た め の 組 成 物 で あ っ て 、 請 求 項 83～ 87
の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 に よ っ て 得 ら れ る 化 合 物 の 薬 学 的 有 効 量 を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ ５ 】
　 対 象 に お け る 乳 癌 の 治 療 ま た は 乳 癌 転 移 の 予 防 の た め の 組 成 物 で あ っ て 、 VAMP3、 MGC11
257、 GSPT1、 DNM2、 CFL1、 CLNS1A、 SENP2、 NDUFS3、 NOP5/NOP58、 PSMD13、 SUOX、 HRB2、 L
OC154467、 THTPA、 ZRF1、 LOC51255、 DEAF1、 NEU1、 UGCGL1、 BRAF、 TUFM、 FLJ10726、 DNAJ
B1、 AP4S1お よ び MRPL40か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 一 つ ま た は 複 数 の 遺 伝 子 に 対 す る ア
ン チ セ ン ス 核 酸 ま た は siRNAの 薬 学 的 有 効 量 を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ ６ 】
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　 対 象 に お け る 乳 癌 の 治 療 ま た は 乳 癌 転 移 の 予 防 の た め の 組 成 物 で あ っ て 、 VAMP3、 MGC11
257、 GSPT1、 DNM2、 CFL1、 CLNS1A、 SENP2、 NDUFS3、 NOP5/NOP58、 PSMD13、 SUOX、 HRB2、 L
OC154467、 THTPA、 ZRF1、 LOC51255、 DEAF1、 NEU1、 UGCGL1、 BRAF、 TUFM、 FLJ10726、 DNAJ
B1、 AP4S1お よ び MRPL40か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク
質 に 結 合 す る 、 抗 体 ま た は そ の 断 片 の 薬 学 的 有 効 量 を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ ７ 】
　 対 象 に お け る 乳 癌 の 治 療 ま た は 乳 癌 転 移 の 予 防 の た め の 組 成 物 で あ っ て 、 （ a） ポ リ ペ
プ チ ド 、 （ b） 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は （ c） 該 ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド を 含 む ベ ク タ ー の 薬 学 的 有 効 量 を 含 み 、 該 ポ リ ペ プ チ ド が VAMP3、 MGC11257、 GSPT1
、 DNM2、 CFL1、 CLNS1A、 SENP2、 NDUFS3、 NOP5/NOP58、 PSMD13、 SUOX、 HRB2、 LOC154467、
THTPA、 ZRF1、 LOC51255、 DEAF1、 NEU1、 UGCGL1、 BRAF、 TUFM、 FLJ10726、 DNAJB1、 AP4S1
お よ び MRPL40か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る か 、 ま た は そ の 断 片
で あ る 組 成 物 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 乳 癌 の 検 出 お よ び 診 断 の 方 法 、 な ら び に 乳 癌 お よ び 乳 癌 転 移 を 治 療 お よ び 予
防 す る 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 本 出 願 は 、 2003年 9月 24日 に 提 出 さ れ た 米 国 特 許 仮 出 願 第 60/505,571号 の 恩 典 を 主 張 し
、 そ の 内 容 は そ の 全 体 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】

　 乳 癌 は 遺 伝 的 に 不 均 一 な 疾 患 で あ り 、 女 性 で 最 も 一 般 的 な 悪 性 腫 瘍 で あ る 。 全 世 界 で 毎
年 、 推 定 で 約 80万 件 の 新 た な 症 例 が 報 告 さ れ て い る （ Parkin DM, Pisani P, Ferlay J (1
999)。 CA Cancer J Clin 49: 33-64） 。 本 疾 患 の 治 療 の た め の 同 時 併 用 的 な 選 択 肢 の う ち
第 一 の も の は 乳 房 切 除 術 で あ る 。 原 発 性 腫 瘍 の 外 科 的 除 去 を 行 っ て も 、 診 断 時 点 で は 検 出
不 可 能 な 微 小 転 移 の た め に 局 所 ま た は 遠 隔 部 位 で の 再 発 が 起 こ る 可 能 性 が あ る （ Saphner 
T, Tommey DC, Gray R (1996). J Clin Oncol, 14, 2738-2746） 。 こ の よ う な 残 存 細 胞 ま
た は 前 癌 細 胞 を 死 滅 さ せ る こ と を 狙 い と し て 、 手 術 後 に は 通 常 、 ア ジ ュ バ ン ト 療 法 と し て
細 胞 毒 性 薬 剤 が 投 与 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 従 来 の 化 学 療 法 薬 に よ る 治 療 は 経 験 に 拠 る こ と が 多 く 、 ほ と ん ど は 組 織 学 的 腫 瘍 パ ラ メ
ー タ ー に 基 づ き 、 具 体 的 な 機 序 は 解 明 さ れ て い な い 。 こ の た め 、 標 的 指 向 性 薬 剤 が 乳 癌 に
対 す る 基 礎 的 な 治 療 と な り つ つ あ る 。 タ モ キ シ フ ェ ン お よ び ア ロ マ タ ー ゼ 阻 害 薬 は こ の 種
の も の を 代 表 す る 2つ で あ り 、 転 移 性 乳 癌 を 有 す る 患 者 に ア ジ ュ バ ン ト ま た は 化 学 予 防 薬
と し て 用 い た 場 合 に 大 き な 反 応 が あ る こ と が 証 明 さ れ て い る （ Fisher B, Costantino JP,
 Wickerham DL, Redmond CK, Kavanah M, Cronin WM, Vogel V, Robidoux A, Dimitrov N
, Atkins J, Daly M, Wieand S, Tan-Chiu E, Ford L, Wolmark N (1998). J Natl Cance
r Inst, 90, 1371-1388； Cuzick J (2002). Lancet 360, 817-824） 。 し か し 、 そ の 欠 点
は 、 こ れ ら の 薬 剤 に 対 す る 感 受 性 が あ る の は エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 を 発 現 し て い る 患 者 の み
で あ る こ と で あ る 。 最 近 で は 、 副 作 用 、 特 に 長 期 の タ モ キ シ フ ェ ン 治 療 が 子 宮 内 膜 癌 を 引
き 起 こ す 可 能 性 、 な ら び に ア ロ マ タ ー ゼ を 処 方 さ れ た 患 者 の う ち 閉 経 後 の 女 性 に お け る 骨
折 へ の 有 害 な 影 響 に 関 す る 懸 念 さ え 生 じ て い る （ Coleman RE (2004). Oncology. 18 (5 S
uppl 3),16-20） 。 副 作 用 お よ び 薬 剤 耐 性 の 出 現 の た め に 、 同 定 さ れ た 作 用 機 序 に 基 づ く
、 選 択 的 で 有 用 な 薬 剤 の 新 た な 分 子 標 的 を 探 索 す る こ と が 明 ら か に 必 要 に な っ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 乳 癌 は 、 非 常 に 多 く の 遺 伝 的 変 化 と の 関 連 性 が あ る 複 合 的 な 疾 患 で あ る 。 こ れ ら の 異 常
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が 乳 癌 発 生 の 原 因 で あ る か 否 か は ほ と ん ど 分 か っ て い な い が 、 こ れ ら は 、 異 型 乳 管 過 形 成
、 非 浸 潤 性 乳 管 癌 （ DCIS） お よ び 浸 潤 性 乳 管 癌 （ IDC） の 段 階 を 含 む 、 正 常 細 胞 の 形 質 転
換 と 概 し て 同 一 視 し う る 多 段 階 過 程 に よ っ て 起 こ る こ と が 報 告 さ れ て い る 。 前 癌 病 変 の う
ち 浸 潤 癌 に 進 行 す る の は 一 部 分 に 過 ぎ ず 、 そ れ 以 外 の 病 変 は 自 然 退 行 す る と い う 証 拠 が 得
ら れ て い る 。 原 発 性 乳 癌 の 発 生 、 そ の 進 行 お よ び そ の 転 移 の 形 成 を も た ら す 分 子 的 関 与 に
関 す る こ の 説 明 は 、 予 防 お よ び 治 療 を 目 標 と す る 新 た な 戦 略 の 主 な 焦 点 と な る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 cDNAマ イ ク ロ ア レ イ 解 析 に よ っ て 作 成 さ れ た 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ ル は 、 個 々 の 癌 の 性
質 に 関 し て 、 従 来 の 組 織 病 理 学 的 方 法 が 与 え う る よ り も か な り 多 く の 詳 細 を 提 供 す る こ と
が で き る 。 こ の よ う な 情 報 が 有 望 と さ れ て い る 理 由 は 、 新 生 物 性 疾 患 の 治 療 お よ び 新 規 薬
剤 の 開 発 の た め の 臨 床 的 戦 略 を 進 歩 さ せ る 可 能 性 が あ る と い う 点 に あ る （ Petricoin, E. 
F., 3rd, Hackett, J. L., Lesko, L. J., Puri, R. K., Gutman, S. I., Chumakov, K.,
 Woodcock, J., Feigal, D. W., Jr., Zoon, K. C. and Sistare, F. D.「 Medical appli
cations of microarray technologies： a regularory science perspective.」 Nat Genet
, 32 Suppl： 474-479, 2002） 。 こ の 目 標 の た め 、 本 発 明 者 ら は 、 種 々 の 組 織 か ら の 一 つ
ま た は 複 数 の 腫 瘍 の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を cDNAマ イ ク ロ ア レ イ に よ っ て 解 析 し た （ Okabe, H
. et al.,「 Genome-wide analysis of gene expression in human hepatocellular carci
nomas using cDNA microarray： identification of genes involved in viral carcinoge
nesis and tumor progression.」 Cancer Res, 61： 2129-2137, 2001； Hasegawa, S. et a
l.,「 Genome-wide analysis of gene expression in intestinal-type gastric cancers 
using a complementary DNA microarray representing 23,040 genes.」 Cancer Res, 62
： 7012-7017, 2002； Kaneta, Y. et al., and Ohno, R.「 Prediction of Sensitivity to
 STI571 among Chronic Myeloid Leukemia Patients by Genome-wide cDNA Microarray A
nalysis.」 Jpn J Cancer Res, 93： 849-856, 2002； Kaneta, Y. et al.,「 Genome-wide a
nalysis of gene-expression profiles in chronic myeloid leukemia cells using a cD
NA microarray.」 Int J Oncol, 23： 681-691, 2003； Kitahara, O. et al.,「 Alteration
s of gene expression during colorectal carcinogenesis revealed by cDNA microarra
ys after laser-capture microdissection of tumor tissues and normal epithelia.」 C
ancer Res, 61： 3544-3549, 2001； Lin, Y. et al.「 Molecular diagnosis of colorecta
l tumors by expression profiles of 50 genes expressed differentially in adenomas
 and carcinomas.」 Oncogene, 21： 4120-4128, 2002； Nagayama, S. et al.,「 Genome-wi
de analysis of gene expression in synovial sarcomas using a cDNA microarray.」 Ca
ncer Res, 62： 5859-5866, 2002； Okutsu, J. et al.,「 Prediction of chemosensitivit
y for patients with acute myeloid leukemia, according to expression levels of 28
 genes selected by genome-wide complementary DNA microarray analysis.」 Mol Cance
r Ther, 1： 1035-1042, 2002； Kikuchi, T. et al.,「 Expression profiles of non-smal
l cell lung cancers on cDNA microarrays： identification of genes for prediction 
of lymph-node metastasis and sensitivity to anti-cancer drugs.」 Oncogene, 22： 21
92-2205, 2003） 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 最 近 で は cDNAマ イ ク ロ ア レ イ を 利 用 し た 数 千 種 も の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル が 検 討 さ れ た 結
果 、 種 々 の タ イ プ の 乳 癌 に お け る 個 別 の パ タ ー ン が 発 見 さ れ て い る （ Sgroi, D. C. et al
.,「 In vivo gene expression profile analysis of human breast cancer progression.
」 Cancer Res, 59： 5656-5661, 1999； Sorlie, T. et al.,「 Gene expression patterns 
of breast carcinomas distinguish tumor subclasses with clinical implications.」 P
roc Natl Acad Sci U S A, 98： 10869-10874, 2001； Kauraniemi, P. et al.,「 New ampl
ified and highly expressed genes discovered in the ERBB2 amplicon in breast canc
er by cDNA microarrays.」 Cancer Res, 61： 8235-8240, 2001； Gruvberger, S. et al.,
 S.「 Estrogen receptor status in breast cancer is associated with remarkably dis
tinct gene expression patterns.」 Cancer Res, 61： 5979-5984, 2001； Dressman, M. e

10

20

30

40

50

(13) JP 2007-506426 A 2007.3.22



t al.,「 Gene expression profiling detects gene amplification and differentiates 
tumor types in breast cancer.」 Cancer Res, 63： 2194-2199, 2003） 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 乳 癌 に お け る 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ ル に 関 す る 研 究 に よ り 、 診 断 マ ー カ ー ま た は 予 後 判
定 プ ロ フ ァ イ ル の た め の 候 補 と し て 役 立 つ 可 能 性 の あ る 遺 伝 子 が 同 定 さ れ て い る 。 し か し
、 乳 癌 細 胞 は 高 度 の 炎 症 反 応 を 伴 う 固 形 腫 瘤 （ solid mass） と し て 存 在 し 、 種 々 な 細 胞 成
分 を 含 む た め 、 主 と し て 腫 瘍 塊 か ら 得 ら れ た こ れ ら の デ ー タ は 乳 癌 発 生 過 程 に お け る 発 現
変 化 を 十 分 に は 反 映 で き な い 。 し た が っ て 、 以 前 に 公 開 さ れ た マ イ ク ロ ア レ イ デ ー タ は 混
成 の （ heterogenous） プ ロ フ ァ イ ル を 反 映 し て い る 可 能 性 が 高 い 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 発 癌 メ カ ニ ズ ム を 解 明 す る よ う に 計 画 さ れ た 研 究 に よ っ て 、 い く つ か の 抗 腫 瘍 物 質 の 分
子 標 的 の 同 定 が 既 に 促 進 さ れ て い る 。 例 え ば 、 Rasに 関 連 す る 増 殖 -シ グ ナ ル 伝 達 経 路 を 阻
害 す る よ う に 当 初 開 発 さ れ た フ ァ ル ネ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 阻 害 剤 （ FTI） （ こ の 活 性
は 翻 訳 後 の フ ァ ル ネ シ ル 化 に 依 存 す る ） は 、 動 物 モ デ ル に お い て Ras依 存 的 腫 瘍 を 治 療 す
る た め に 有 効 で あ る こ と が 示 さ れ て い る （ He et al., Cell 99： 335-45（ 1999） ） 。 同 様
に 、 抗 癌 剤 と 、 原 癌 遺 伝 子 受 容 体 HER2/neuに 拮 抗 す る た め の 抗 HER-2モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
で あ る ト ラ ス ツ ズ マ ブ を 併 用 し た ヒ ト に 対 す る 臨 床 試 験 が 実 施 さ れ て お り 、 乳 癌 患 者 の 臨
床 応 答 お よ び 総 生 存 率 の 改 善 が 得 ら れ て い る （ Lin et al., Cancer Res. 61： 6345-9（ 20
01） ） 。 bcr-abl融 合 タ ン パ ク 質 を 選 択 的 に 不 活 化 す る チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 STI-571は
、 bcr-ablチ ロ シ ン キ ナ ー ゼ の 構 成 的 活 性 化 が 白 血 球 の 形 質 転 換 に お い て 重 要 な 役 割 を 果
た し て い る 慢 性 骨 髄 性 白 血 病 を 治 療 す る た め に よ う や く 開 発 さ れ て き て い る 。 こ れ ら の 種
類 の 物 質 は 、 特 定 の 遺 伝 子 産 物 の 発 癌 活 性 を 抑 制 す る よ う に 設 計 さ れ て い る （ Fujita et 
al., Cancer Res. 61： 7722-6（ 2001） ） 。 よ っ て 、 癌 性 細 胞 に お い て 一 般 的 に 上 方 制 御
さ れ て い る 遺 伝 子 産 物 が 、 新 規 抗 癌 剤 を 開 発 す る た め の 有 力 な 標 的 と し て 役 立 つ 可 能 性 が
あ る こ と は 理 解 で き る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 CD8+細 胞 障 害 性 Tリ ン パ 球 （ CTL） は 、 MHCク ラ ス I分 子 上 に 提 示 さ れ た 腫 瘍 関 連 抗 原 （ TA
A） に 由 来 す る エ ピ ト ー プ ペ プ チ ド を 認 識 し て 、 腫 瘍 細 胞 を 溶 解 す る こ と が さ ら に 証 明 さ
れ て い る 。 TAAの 最 初 の 例 と し て MAGEフ ァ ミ リ ー が 発 見 さ れ て 以 来 、 免 疫 学 的 ア プ ロ ー チ
を 用 い て 他 に も 多 く の TAAが 発 見 さ れ て い る （ Boon, Int. J. Cancer 54： 177-80（ 1993）
； Boon and van der Bruggen, J. Exp. Med. 183： 725-9（ 1996） ； van der Bruggen et 
al., Science 254： 1643-7（ 1991） ； Brichard et al., J. Exp. Med.178： 489-95（ 1993
） ； Kawakami et al., J. Exp. Med. 180： 347-52（ 1994） ） 。 新 し く 発 見 さ れ た TAAの い
く つ か に お い て は 、 免 疫 治 療 の 標 的 と し て 現 在 臨 床 開 発 が 行 わ れ て い る 。 こ れ ま で 発 見 さ
れ た TAAに は 、 MAGE（ van der Bruggen et al., Science 254： 1643-7（ 1991） ） 、 gp100
（ Kawakami et al., J. Exp. Med. 180： 347-52（ 1994） ） 、 SART（ Shichijo et al., J.
 Exp. Med. 187： 277-88（ 1998） 、 お よ び NY-ESO-1（ Chen et al., Proc. Natl. Acad. S
ci. USA 94： 1914-8（ 1997） ） が 含 ま れ る 。 一 方 、 腫 瘍 細 胞 に お い て 特 に 過 剰 発 現 さ れ る
こ と が 示 さ れ て い る 遺 伝 子 産 物 は 、 細 胞 性 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 標 的 と し て 認 識 さ れ る こ と
が 示 さ れ て い る 。 そ の よ う な 遺 伝 子 産 物 に は 、 p53（ Umano et al., Brit. J. Cancer 84
： 1052-7（ 2001） ） 、 HER2/neu（ Tanaka et al., Brit. J. Cancer 84： 94-9（ 2001） ）
、 CEA（ Nukaya et al., Int. J. Cancer 80： 92-7（ 1999） ） 等 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 TAAに 関 す る 基 礎 お よ び 臨 床 研 究 に お け る 著 し い 進 歩 に も か か わ ら ず （ Rosenberg et al
., Nature Med. 4： 321-7（ 1998） ； Mukherji et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92
： 8078-82（ 1995） ； Hu et al., Cancer Res. 56： 2479-83（ 1996） ） 、 結 腸 癌 を 含 む 腺
癌 の 治 療 に 現 在 利 用 で き る の は 、 ご く 限 ら れ た 数 の 候 補 TAAに 過 ぎ な い 。 癌 細 胞 に お い て
豊 富 に 発 現 さ れ る と 共 に さ ら に そ の 発 現 が 癌 細 胞 に 限 定 さ れ る TAAは 、 免 疫 療 法 の 標 的 と
し て 有 望 な 候 補 物 質 と な る で あ ろ う 。 さ ら に 、 強 力 で 特 異 的 な 抗 腫 瘍 免 疫 応 答 を 誘 導 す る
新 規 TAAが 同 定 さ れ れ ば 、 様 々 な タ イ プ の 癌 に お け る ペ プ チ ド ワ ク チ ン 法 の 臨 床 応 用 を 促
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進 す る と 期 待 さ れ る （ Boon and van der Bruggen, J. Exp. Med. 183： 725-9（ 1996） ； v
an der Bruggen et al., Science 254： 1643-7（ 1991） ； Brichard et al., J. Exp. Med
.178： 489-95（ 1993） ； Kawakami et al., J. Exp. Med. 180： 347-52（ 1994） ； Shichij
o et al., J. Exp. Med. 187： 277-88（ 1998） ； Chen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 94： 1914-8（ 1997） ； Harris, J. Natl. Cancer Inst. 88： 1442-5（ 1996） ； Butter
field et al., Cancer Res. 59： 3134-42（ 1999） ； Vissers et al., Cancer Res. 59： 5
554-9（ 1999） ； van der Burg et al., J. Immunol. 156： 3308-14（ 1996） ； Tanaka et 
al., Cancer Res. 57： 4465-8（ 1997） ； Fujie et al., Int. J. Cancer 80： 169-72（ 19
99） ； Kikuchi et al., Int. J. Cancer 81： 459-66（ 1999） ； Oiso et al., Int. J. Ca
ncer 81： 387-94（ 1999） ） 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 ペ プ チ ド 刺 激 さ れ た 特 定 の 健 康 な ド ナ ー 由 来 の 末 梢 血 単 核 細 胞 （ PBMC） は 、 ペ プ チ ド に
応 答 し て 著 し い レ ベ ル の IFN-γ を 産 生 す る が 、 5 1 Cr-放 出 ア ッ セ イ に お い て HLA-A24ま た は
-A0201拘 束 的 に 腫 瘍 細 胞 に 対 し て 細 胞 障 害 性 を 発 揮 す る こ と は ま れ で あ る こ と は 繰 り 返 し
報 告 さ れ て い る （ Kawano et al., Cancer Res. 60： 3550-8（ 2000） ； Nishizaka et al.,
 Cancer Res. 60： 4830-7（ 2000） ； Tamura et al., Jpn. J. Cancer Res. 92： 762-7（ 2
001） ） 。 し か し 、 HLA-A24お よ び HLA-A0201は い ず れ も 、 白 人 集 団 の み な ら ず 、 日 本 人 集
団 に お け る 一 般 的 な HLA対 立 遺 伝 子 で あ る （ Date et al., Tissue Antigens 47： 93-101（
1996） ； Kondo et al., J. Immunol. 155： 4307-12（ 1995） ； Kubo et al., J. Immunol.
 152： 3913-24（ 1994） ； Imanishi et al., Proceeding of the eleventh International
 Histocompatibility Workshop and Conference, Oxford University Press, Oxford, 10
65（ 1992） ； Williams et al., Tissue Antigen 49： 129（ 1997） ） 。 こ の よ う に 、 こ れ
ら の HLAに よ っ て 提 示 さ れ る 癌 の 抗 原 性 ペ プ チ ド は 、 日 本 人 お よ び 白 人 に お け る 癌 の 治 療
に お い て 特 に 有 用 と な る 可 能 性 が あ る 。 さ ら に 、 イ ン ビ ト ロ で の 低 親 和 性 CTLの 誘 導 は 、
通 常 、 高 濃 度 の ペ プ チ ド の 使 用 に よ っ て 、 CTLを 効 果 的 に 活 性 化 す る 高 レ ベ ル の 特 異 的 な
ペ プ チ ド /MHC複 合 体 を 抗 原 提 示 細 胞 （ APC） 上 に 生 成 す る 結 果 で あ ろ う こ と は 知 ら れ て い
る （ Alexander-Miller et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93： 4102-7（ 1996） ） 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 こ の た め 、 癌 に 関 係 す る 発 癌 機 構 の 解 明 、 お よ び 新 規 抗 癌 剤 を 開 発 す る た め の 有 望 な 標
的 の 同 定 を 目 的 と し た 取 り 組 み と し て 、 本 発 明 者 ら は 23,040種 の 遺 伝 子 を 提 示 す る cDNAマ
イ ク ロ ア レ イ を 用 い て 、 12例 の 非 浸 潤 性 乳 管 癌 （ DCIS） お よ び 69例 の 浸 潤 性 乳 管 癌 （ IDC
） を 含 む 乳 癌 細 胞 の 精 製 集 団 に お い て 見 ら れ る 、 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ ル の 大 規 模 な 全 ゲ
ノ ム 解 析 を 行 っ た 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ ４ 】
発 明 の 概 要
　 本 発 明 は 、 乳 癌 （ BRC） と 相 関 す る 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン の 発 見 に 基 づ く 。 乳 癌 に お い て
差 次 的 に 発 現 さ れ る 遺 伝 子 は 、 本 明 細 書 に お い て 「 BRC核 酸 」 ま た は 「 BRCポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 」 と 総 称 さ れ 、 コ ー ド さ れ る 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド は 「 BRCポ リ ペ プ チ ド 」 ま た は 「 BRC
タ ン パ ク 質 」 と 呼 ば れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 患 者 由 来 の 生 物 学 的 試 料 （ 組 織 試 料 な ど ） に お け る BRC関 連 遺
伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 決 定 す る こ と に よ る 、 対 象 に お け る 乳 癌 に 対 す る 素 因 を 診 断 ま た は 判
定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 「 BRC関 連 遺 伝 子 」 と い う 用 語 は 、 BRC細 胞 に お け る 発 現 レ ベ ル が
正 常 細 胞 と 比 較 し て 異 な る こ と を 特 徴 と す る 遺 伝 子 を 指 す 。 正 常 細 胞 は 乳 房 組 織 か ら 得 ら
れ た も の で あ る 。 本 発 明 の 文 脈 に お い て 、 BRC関 連 遺 伝 子 は 、 表 3～ 8に 列 挙 さ れ た 遺 伝 子
（ す な わ ち BRC番 号 123～ 512の 遺 伝 子 ） で あ る 。 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル が そ の 遺 伝 子 の 正 常
対 照 レ ベ ル と 比 較 し て 変 化 し て い る こ と 、 例 え ば 上 昇 ま た は 低 下 し て い る こ と に よ り 、 対
象 が BRCに 罹 患 し て い る 、 ま た は BRCを 発 症 す る リ ス ク を 有 す る こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
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　 本 発 明 の 文 脈 に お い て 、 「 対 照 レ ベ ル 」 と い う 語 句 は 、 対 照 試 料 で 検 出 さ れ る タ ン パ ク
質 発 現 レ ベ ル を 指 し 、 こ れ に は 正 常 対 照 レ ベ ル お よ び 乳 癌 対 照 レ ベ ル の 両 方 が 含 ま れ る 。
対 照 レ ベ ル は 、 単 一 の 参 照 集 団 に 由 来 す る 単 一 の 発 現 パ タ ー ン で あ っ て も 、 ま た は 複 数 の
発 現 パ タ ー ン に 由 来 す る 単 一 の 発 現 パ タ ー ン で あ っ て も よ い 。 例 え ば 、 対 照 レ ベ ル が 、 以
前 に 試 験 を 行 っ た 細 胞 か ら の 発 現 パ タ ー ン の デ ー タ ベ ー ス で あ っ て も よ い 。 「 正 常 対 照 レ
ベ ル 」 と は 、 正 常 で 健 康 な 個 体 に お い て 、 ま た は 乳 癌 に 罹 患 し て い な い こ と が 判 明 し て い
る 個 体 の 集 団 に お い て 検 出 さ れ る 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 指 す 。 正 常 個 体 と は 、 乳 癌 の 臨 床
症 状 が な い 個 体 の こ と で あ る 。 こ れ に 対 し て 、 「 BRC対 照 レ ベ ル 」 と は 、 BRCに 罹 患 し た 集
団 で 認 め ら れ る BRC関 連 遺 伝 子 の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 指 す 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 被 験 試 料 に お い て 検 出 さ れ る 、 表 3、 5お よ び 7に 列 挙 さ れ た 一 つ ま た は 複 数 の BRC関 連 遺
伝 子 （ す な わ ち 、 BRC番 号 123～ 175、 374～ 398お よ び 448～ 471） の 発 現 レ ベ ル が 正 常 対 照
レ ベ ル と 比 較 し て 上 昇 し て い る こ と に よ り 、 （ 試 料 を 入 手 し た ） 対 象 が BRCに 罹 患 し て い
る か 、 ま た は BRCを 発 症 す る リ ス ク を 有 す る こ と が 示 さ れ る 。 対 照 的 に 、 被 験 試 料 中 に 検
出 さ れ る 、 表 4、 6お よ び 8に 列 挙 さ れ た 一 つ ま た は 複 数 の BRC関 連 遺 伝 子 （ す な わ ち 、 BRC
番 号 176～ 373、 399～ 447お よ び 472～ 512） の 発 現 レ ベ ル が 正 常 対 照 レ ベ ル と 比 較 し て 低 下
し て い る こ と に よ り 、 対 象 が BRCに 罹 患 し て い る こ と 、 ま た は BRCを 発 症 す る リ ス ク を 有 す
る こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 ま た は 、 試 料 に お け る BRC関 連 遺 伝 子 の 一 群 の 発 現 を 、 同 じ 遺 伝 子 の 一 群 の BRC対 照 レ ベ
ル と 比 較 す る こ と も で き る 。 試 料 で の 発 現 と BRC対 照 で の 発 現 と の 間 に 類 似 性 が あ れ ば 、
（ 試 料 を 提 供 し た ） 対 象 が BRCに 罹 患 し て い る 、 ま た は BRCを 発 症 す る リ ス ク を 有 す る こ と
が 示 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル は 、 対 照 レ ベ ル と 比 較 し て 10％ 、 25％ 、 ま た は 50％
上 昇 ま た は 低 下 し て い る 場 合 に 「 変 化 し て い る 」 と み な さ れ る 。 ま た は 、 発 現 レ ベ ル は 、
対 照 レ ベ ル と 比 較 し て 少 な く と も 0.1倍 、 少 な く と も 0.2倍 、 少 な く と も 1倍 、 少 な く と も 2
倍 、 少 な く と も 5倍 、 少 な く と も 10倍 ま た は そ れ 以 上 上 昇 ま た は 低 下 し て い る 場 合 に 変 化
し て い る と み な し て も よ い 。 発 現 は 、 例 え ば ア レ イ 上 で 、 BRC関 連 遺 伝 子 プ ロ ー ブ と 患 者
由 来 の 組 織 試 料 の 遺 伝 子 転 写 物 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 検 出 す る こ と に よ っ て 決 定
さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の 文 脈 に お い て 、 患 者 由 来 の 組 織 試 料 は 、 被 験 対 象 か ら 、 例 え ば 、 BRCを 有 す る
こ と が 判 明 し て い る か そ の 疑 い が あ る 患 者 か ら 得 ら れ る 任 意 の 試 料 で あ る 。 例 え ば 、 組 織
に は 上 皮 細 胞 が 含 ま れ て も よ い 。 よ り 具 体 的 に は 、 組 織 は 乳 管 癌 か ら の 上 皮 細 胞 で あ り う
る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 は ま た 、 表 3～ 8に 列 挙 さ れ た BRC関 連 遺 伝 子 の う ち 2つ ま た は そ れ 以 上 に 関 す る 遺
伝 子 発 現 レ ベ ル を 含 む 、 BRC基 準 発 現 プ ロ フ ァ イ ル も 提 供 す る 。 ま た は 、 BRC基 準 発 現 プ ロ
フ ァ イ ル が 、 表 3、 5お よ び 7に 列 挙 さ れ た BRC関 連 遺 伝 子 ま た は 表 4、 6お よ び 8に 列 挙 さ れ
た BRC関 連 遺 伝 子 の う ち 2つ ま た は そ れ 以 上 に 関 す る 発 現 レ ベ ル を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 BRC関 連 遺 伝 子 を 発 現 す る 被 験 細 胞 を 被 験 化 合 物 と 接 触 さ せ る こ と 、 B
RC関 連 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル ま た は そ の 遺 伝 子 産 物 の 活 性 を 決 定 す る こ と に よ っ て 、 BRC関
連 遺 伝 子 、 例 え ば 表 3～ 8に 列 挙 さ れ た BRC関 連 遺 伝 子 の 発 現 ま た は 活 性 を 阻 害 ま た は 増 強
す る 作 用 因 子 を 同 定 す る 方 法 も 提 供 す る 。 被 験 細 胞 は 、 乳 癌 か ら 得 ら れ た 上 皮 細 胞 な ど の
上 皮 細 胞 で あ っ て よ い 。 上 方 制 御 さ れ る BRC関 連 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル ま た は そ の 遺 伝 子 産
物 の 活 性 が 、 そ の 遺 伝 子 ま た は 遺 伝 子 産 物 の 正 常 対 照 レ ベ ル ま た は 活 性 と 比 較 し て 低 下 し
て い る こ と に よ り 、 被 験 作 用 因 子 が BRC関 連 遺 伝 子 の 阻 害 因 子 で あ る こ と が 示 さ れ 、 こ れ
は BRCの 症 状 、 例 え ば 、 表 3、 5お よ び 7に 列 挙 さ れ た 一 つ ま た は 複 数 の BRC関 連 遺 伝 子 の 発
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現 を 緩 和 す る た め に 用 い て も よ い 。 ま た は 、 下 方 制 御 さ れ る BRC関 連 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル
ま た は そ の 遺 伝 子 産 物 の 活 性 が 、 遺 伝 子 ま た は 遺 伝 子 産 物 の 正 常 対 照 レ ベ ル ま た は 活 性 と
比 較 し て 上 昇 し て い る こ と に よ り 、 被 験 作 用 因 子 が BRC関 連 遺 伝 子 の 発 現 ま た は 機 能 に 対
す る 増 強 因 子 で あ る こ と が 示 さ れ 、 こ れ は BRCの 症 状 、 例 え ば 、 表 4、 6お よ び 8に 列 挙 さ れ
た 一 つ ま た は 複 数 の BRC関 連 遺 伝 子 の 低 発 現 を 緩 和 す る た め に 用 い て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 は ま た 、 一 つ ま た は 複 数 の BRC核 酸 ま た は BRCポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 検 出 試 薬 を
含 む キ ッ ト も 提 供 す る 。 一 つ ま た は 複 数 の BRC核 酸 と 結 合 す る 核 酸 の ア レ イ も 提 供 さ れ る
。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 治 療 方 法 に は 、 対 象 に お け る BRCを 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 で あ っ て 、 ア ン チ
セ ン ス 組 成 物 を 対 象 に 投 与 す る 段 階 を 含 む 方 法 が 含 ま れ る 。 本 発 明 の 文 脈 に お い て 、 ア ン
チ セ ン ス 組 成 物 は 特 異 的 な 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 低 下 さ せ る 。 例 え ば 、 ア ン チ セ ン ス 組 成 物
は 、 表 3、 5、 お よ び 7に 列 挙 さ れ た BRC関 連 遺 伝 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る BRC関 連 遺 伝
子 配 列 に 対 し て 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド を 含 み う る 。 ま た は 、 本 方 法 が 、 低 分 子 干 渉 RNA（ s
iRNA） 組 成 物 を 対 象 に 投 与 す る 段 階 を 含 ん で も よ い 。 本 発 明 の 文 脈 に お い て 、 siRNA組 成
物 は 、 表 3、 5、 お よ び 7に 列 挙 さ れ た BRC関 連 遺 伝 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る BRC核 酸 の
発 現 を 低 下 さ せ る 。 さ ら に も う 1つ の 方 法 に お い て 、 対 象 に お け る BRCの 治 療 ま た は 予 防 を
、 リ ボ ザ イ ム 組 成 物 を 対 象 に 投 与 す る こ と に よ っ て 実 施 す る こ と も で き る 。 本 発 明 の 文 脈
に お い て 、 核 酸 特 異 的 な リ ボ ザ イ ム 組 成 物 は 、 表 3、 5、 お よ び 7に 列 挙 さ れ た BRC関 連 遺 伝
子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る BRC核 酸 の 発 現 を 低 下 さ せ る 。 実 際 、 表 に 列 挙 さ れ た BRC関 連
遺 伝 子 に 対 す る siRNAの 阻 害 作 用 が 確 認 さ れ た 。 例 え ば 、 表 7の BRC-456（ GenBankア ク セ ッ
シ ョ ン 番 号 AF237709、 TOPK； T-LAK細 胞 か ら 生 じ る プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ ） に 対 す る siRNAが
乳 癌 細 胞 の 細 胞 増 殖 を 阻 害 す る こ と が 、 実 施 例 の 項 で 明 確 に 示 さ れ て い る 。 し た が っ て 、
本 発 明 に お い て 、 表 3、 5お よ び 7に 列 挙 さ れ た BRC関 連 遺 伝 子 、 特 に BRC-456は 、 乳 癌 の 好
ま し い 治 療 標 的 で あ る 。 他 の 治 療 方 法 に は 、 対 象 に 、 表 4、 6お よ び 8に 列 挙 さ れ た BRC関 連
遺 伝 子 の う ち の 一 つ も し く は 複 数 の 発 現 、 ま た は 表 4、 6お よ び 8に 列 挙 さ れ た BRC関 連 遺 伝
子 の う ち の 一 つ も し く は 複 数 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 高 め る 化 合 物 を
投 与 す る も の が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 は ま た 、 ワ ク チ ン お よ び ワ ク チ ン 接 種 方 法 も 含 む 。 例 え ば 、 対 象 に お け る BRCを
治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 が 、 表 3、 5、 お よ び 7に 列 挙 さ れ た BRC関 連 遺 伝 子 か ら な る 群 よ り
選 択 さ れ る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は こ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド の 免
疫 学 的 活 性 断 片 を 含 む ワ ク チ ン を 対 象 に 投 与 す る 段 階 を 含 ん で も よ い 。 本 発 明 の 文 脈 に お
い て 、 免 疫 学 的 活 性 断 片 と は 、 完 全 長 の 天 然 型 タ ン パ ク 質 よ り も 長 さ は 短 い も の の 、 完 全
長 タ ン パ ク 質 に よ っ て 誘 導 さ れ る 免 疫 応 答 に 類 似 し た 免 疫 応 答 を 誘 導 す る ポ リ ペ プ チ ド の
こ と で あ る 。 例 え ば 、 免 疫 学 的 活 性 断 片 は 、 少 な く と も 8残 基 長 で あ っ て 、 T細 胞 ま た は B
細 胞 な ど の 免 疫 細 胞 を 刺 激 し う る も の で あ る べ き で あ る 。 免 疫 細 胞 の 刺 激 は 、 細 胞 増 殖 、
サ イ ト カ イ ン （ 例 え ば 、 IL-2） の 生 成 、 ま た は 抗 体 の 産 生 を 検 出 す る こ と に よ っ て 測 定 可
能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 乳 癌 の 転 移 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 標 的 分 子 を 提 供 す る 。 本 発
明 に よ れ ば 、 表 11に 列 挙 さ れ た 遺 伝 子 （ す な わ ち 、 BRC番 号 719～ 752の 遺 伝 子 ） が 、 リ ン
パ 節 転 移 を 伴 う 乳 癌 細 胞 に お い て 特 有 の 変 化 し た 発 現 パ タ ー ン を 有 す る 遺 伝 子 と し て 同 定
さ れ た 。 し た が っ て 、 VAMP3、 MGC11257、 GSPT1、 DNM2、 CFL1、 CLNS1A、 SENP2、 NDUFS3、 N
OP5/NOP58、 PSMD13、 SUOX、 HRB2、 LOC154467、 THTPA、 ZRF1、 LOC51255、 DEAF1、 NEU1、 UG
CGL1、 BRAF、 TUFM、 FLJ10726、 DNAJB1、 AP4S1お よ び MRPL40か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、
上 方 制 御 さ れ る 遺 伝 子 ま た は そ れ ら の 遺 伝 子 産 物 の 発 現 ま た は 活 性 の 抑 制 を 介 し て 、 乳 癌
の 転 移 を 治 療 ま た は 予 防 す る こ と が で き る 。 ま た は 、 癌 細 胞 に お け る UBA52、 GenBankア ク
セ ッ シ ョ ン 番 号 AA634090、 CEACAM3、 C21orf97、 KIAA1040、 EEF1D、 FUS、 GenBankア ク セ ッ
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シ ョ ン 番 号 AW965200お よ び KIAA0475の 発 現 ま た は 活 性 を 増 強 す る こ と に よ っ て 、 乳 癌 の 転
移 を 治 療 ま た は 予 防 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 、 乳 癌 の 転 移 を 予 測 す る た め の 方 法 も 提 供 す る 。 詳 細 に は 、 本 方 法 は 、 表
11に 列 挙 さ れ た 遺 伝 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る
段 階 を 含 む 。 こ れ ら の マ ー カ ー 遺 伝 子 は 、 本 明 細 書 に お い て 、 リ ン パ 節 転 移 を 伴 う 患 者 の
乳 癌 細 胞 に お い て 特 有 の 変 化 し た 発 現 パ タ ー ン を 有 す る 遺 伝 子 と し て 同 定 さ れ て い る 。 こ
の た め 、 対 象 由 来 の 試 料 に お い て 検 出 さ れ た 発 現 レ ベ ル が 、 参 照 試 料 に お け る リ ン パ 節 転
移 陽 性 症 例 ま た は 陰 性 症 例 の 平 均 発 現 レ ベ ル と 近 い か 否 か を 判 定 す る こ と に よ っ て 、 対 象
に お け る 乳 癌 の 転 移 を 予 想 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 上 方 制 御 さ れ る 遺 伝 子 の 中 か ら 、 本 発 明 者 ら は 、 発 現 デ ー タ を 得 る こ と が で き た 乳 癌 の
39症 例 中 30例 （ 77％ ） で 、 特 に 浸 潤 性 乳 管 癌 標 本 が 得 ら れ た 36症 例 中 29例 （ 81％ ） で 、 3
倍 を 上 回 っ て 過 剰 発 現 さ れ た 、 T-LAK細 胞 か ら 生 じ る プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ （ TOPK） と 呼 ば
れ る A7870を 同 定 し た 。 そ の 後 の 半 定 量 的 RT-PCRか ら も 、 A7870が 、 乳 管 細 胞 ま た は 正 常 乳
房 を 含 む 正 常 ヒ ト 臓 器 と 比 較 し て 、 12例 の 臨 床 乳 癌 試 料 中 7例 お よ び 20個 の 乳 癌 細 胞 株 中 1
7個 で 上 方 制 御 さ れ る こ と が 確 認 さ れ た 。 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 、 A7870転 写 産 物 は
乳 癌 細 胞 株 な ら び に 正 常 ヒ ト 精 巣 お よ び 胸 腺 の み で 発 現 さ れ る こ と が 判 明 し た 。 TOPK抗 体
を 用 い た 免 疫 細 胞 化 学 染 色 に よ り 、 乳 癌 細 胞 株 T47D、 BT20お よ び HBC5に お い て 内 因 性 A787
0の 細 胞 内 局 在 は 細 胞 質 中 お よ び 核 膜 周 辺 に 観 察 さ れ た 。 低 分 子 干 渉 RNA（ siRNA） に よ る
乳 癌 細 胞 の 処 置 は 、 A7870の 発 現 を 効 果 的 に 阻 害 す る と と も に 乳 癌 細 胞 株 T47Dお よ び BT-20
の 細 胞 /腫 瘍 成 長 を 抑 制 し 、 こ の こ と か ら こ の 遺 伝 子 が 細 胞 の 成 長 増 殖 に 重 要 な 役 割 を 果
た す こ と が 示 唆 さ れ た 。 こ れ ら の 所 見 は 、 A7870の 過 剰 発 現 が 乳 癌 発 生 に 関 与 す る 可 能 性
と と も に 、 乳 癌 患 者 に 対 す る 特 異 的 治 療 法 の た め の 有 望 な 戦 略 と な る 可 能 性 が あ る こ と を
示 唆 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 特 に 定 義 し て い な け れ ば 、 本 明 細 書 に お い て 用 い た 科 学 技 術 用 語 は 全 て 、 本 発 明 が 属 す
る 当 業 者 に よ っ て 一 般 的 に 理 解 さ れ る 意 味 と 同 じ 意 味 を 有 す る 。 本 明 細 書 に 記 述 の 方 法 お
よ び 材 料 と 類 似 ま た は 同 等 の 方 法 お よ び 材 料 を 、 本 発 明 の 実 践 ま た は 試 験 に お い て 用 い る
こ と が で き る が 、 適 し た 方 法 お よ び 材 料 を 下 記 に 記 述 す る 。 本 明 細 書 に お い て 言 及 し た 全
て の 刊 行 物 、 特 許 出 願 、 特 許 、 お よ び 他 の 参 考 文 献 は そ の 全 体 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組
み 入 れ ら れ る 。 矛 盾 す る 場 合 に は 、 定 義 を 含 め て 本 明 細 書 が 優 先 す る 。 さ ら に 、 材 料 、 方
法 、 お よ び 例 は 、 説 明 す る た め に 限 ら れ 、 制 限 す る こ と を 意 図 し な い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 明 細 書 に 記 述 の 方 法 の 一 つ の 長 所 は 、 乳 癌 の 明 白 な 臨 床 症 状 を 検 出 す る 前 に 疾 患 が 同
定 さ れ る こ と で あ る 。 本 発 明 の そ の 他 の 特 徴 お よ び 長 所 は 、 以 下 の 詳 細 な 説 明 お よ び 特 許
請 求 の 範 囲 か ら 明 ら か と な る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ３ １ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 1つ の （ a） 」 、 「 1つ の （ an） 」 お よ び 「 そ の （ the） 」 と い う 用 語
は 、 別 に 特 記 す る 場 合 を 除 き 、 「 少 な く と も 1つ の 」 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 一 般 に 、 乳 癌 細 胞 は 、 高 度 の 炎 症 反 応 を 有 す る と と も に 種 々 の 細 胞 成 分 を 含 む 固 形 腫 瘤
と し て 存 在 す る 。 こ の た め 、 こ れ ま で に 発 表 さ れ た マ イ ク ロ ア レ イ デ ー タ は 混 成 の プ ロ フ
ァ イ ル を 反 映 し て い る 可 能 性 が 高 い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 こ れ ら の 問 題 を 考 慮 し て 、 本 発 明 者 ら は 、 乳 癌 細 胞 お よ び 正 常 乳 房 上 皮 乳 管 細 胞 の 精 製
さ れ た 集 団 を レ ー ザ ー マ イ ク ロ ビ ー ム マ イ ク ロ ダ イ セ ク シ ョ ン （ LMM） 法 に よ っ て 調 製 し
、 23,040遺 伝 子 を 提 示 す る cDNAマ イ ク ロ ア レ イ を 用 い て 、 12例 の 非 浸 潤 性 乳 管 癌 （ DCIS）
お よ び 69例 の 浸 潤 性 乳 管 癌 （ IDC） を 含 む 81例 の BRCの 全 ゲ ノ ム 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を
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、 解 析 し た 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 乳 癌 発 生 に 関 す る 重 要 な 情 報 を 提 供 す る だ け で な く 、 そ
の 産 物 が 診 断 マ ー カ ー と し て お よ び /ま た は 乳 癌 患 者 の 治 療 の た め の 分 子 標 的 と し て 役 立
つ と と も に 、 臨 床 的 に 意 味 の あ る 情 報 を 提 供 す る 可 能 性 が あ る 、 候 補 遺 伝 子 の 同 定 を 容 易
に す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 は 部 分 的 に は 、 BRCの 患 者 の 上 皮 細 胞 と 癌 と の 間 で 、 多 数 の 核 酸 の 発 現 パ タ ー ン
が 変 化 し て い る と い う 発 見 に 基 づ く 。 遺 伝 子 の 発 現 の 差 異 は 網 羅 的 cDNAマ イ ク ロ ア レ イ シ
ス テ ム に よ っ て 同 定 さ れ た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 12例 の DCISお よ び 69例 の IDCを 含 む 81例 の BRC由 来 の 癌 細 胞 の 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を
、 23,040個 の 遺 伝 子 を 提 示 す る cDNAマ イ ク ロ ア レ イ を レ ー ザ ー マ イ ク ロ ダ イ セ ク シ ョ ン 法
と 組 み 合 わ せ て 用 い る こ と に よ り 解 析 し た 。 レ ー ザ ー マ イ ク ロ ダ イ セ ク シ ョ ン 法 に よ っ て
の み 選 択 さ れ た 、 BRCと 診 断 さ れ た 患 者 か ら の 癌 細 胞 と 正 常 乳 管 上 皮 細 胞 の 発 現 パ タ ー ン
を 比 較 す る こ と に よ り 、 102個 の 遺 伝 子 （ 表 3、 5お よ び 7に 示 さ れ て い る ） が BRC細 胞 で 高
頻 度 に 上 方 制 御 さ れ る も の と し て 同 定 さ れ 、 そ の う ち 100個 の 遺 伝 子 を 本 発 明 の BRC関 連 遺
伝 子 と し て 選 択 し た 。 同 様 に 、 288個 の 遺 伝 子 （ 表 4、 6お よ び 8に 示 さ れ て い る ） が 、 BRC
細 胞 で 高 頻 度 に 下 方 制 御 さ れ る も の と し て 同 定 さ れ た 。 さ ら に 、 患 者 の 血 清 中 ま た は 痰 中
の 癌 関 連 タ ン パ ク 質 を 検 出 す る 能 力 を 有 す る 候 補 分 子 マ ー カ ー の 選 別 を 行 い 、 ヒ ト BRCに
お け る シ グ ナ ル 抑 制 方 法 の 開 発 の た め の 標 的 と な る 可 能 性 の あ る も の が い く つ か 発 見 さ れ
た 。 表 3お よ び 4は 、 そ れ ら の う ち 、 DCISお よ び IDCを 含 む BRCと 正 常 組 織 と の 間 で 発 現 が 変
化 し て い る 遺 伝 子 の 一 覧 を 提 供 す る 。 DCISお よ び IDCに お い て 通 常 、 上 方 制 御 ま た は 下 方
制 御 さ れ て い る 遺 伝 子 は 、 そ れ ぞ れ 表 3お よ び 表 4に 示 さ れ て い る 。 DCISか ら IDCへ の 移 行
に お い て 発 現 が 上 昇 ま た は 低 下 す る 遺 伝 子 は 、 そ れ ぞ れ 表 5お よ び 表 6に 列 記 さ れ て い る 。
さ ら に 、 正 常 組 織 と 比 較 し て IDCに お い て 通 常 、 上 方 制 御 ま た は 下 方 制 御 さ れ る 遺 伝 子 は
、 そ れ ぞ れ 表 7お よ び 表 8に 列 記 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 明 細 書 で 同 定 さ れ た 、 差 次 的 に 発 現 さ れ る こ れ ら の 遺 伝 子 に は 、 BRCマ ー カ ー お よ び B
RC遺 伝 子 標 的 と し て の 診 断 上 の 有 用 性 が み ら れ 、 そ の 発 現 は 、 BRC症 状 の 治 療 ま た は 軽 減
を 目 的 に 変 化 さ れ う る 。 ま た は 、 本 明 細 書 で 同 定 さ れ た 、 DCISと IDCと の 間 で 差 次 的 に 発
現 さ れ る 遺 伝 子 に は 、 IDCを DCISと 区 別 す る た め の マ ー カ ー お よ び BRC遺 伝 子 標 的 と し て の
診 断 上 の 有 用 性 が み ら れ 、 IDC症 状 の 治 療 ま た は 軽 減 を 目 的 に そ の 発 現 が 変 化 さ れ う る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 BRC患 者 に お い て 発 現 レ ベ ル が 変 化 し て い る （ す な わ ち 、 上 昇 ま た は 低 下 し て い る ） 遺
伝 子 は 表 3～ 8に ま と め ら れ て お り 、 本 明 細 書 に お い て 「 BRC関 連 遺 伝 子 」 、 「 BRC核 酸 」 、
ま た は 「 BRCポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 と 総 称 さ れ 、 対 応 す る コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド は 「 BRC
ポ リ ペ プ チ ド 」 ま た は 「 BRCタ ン パ ク 質 」 と 呼 ば れ る 。 別 に 指 示 す る 場 合 を 除 き 、 「 BRC」
と は 、 本 明 細 書 中 に 開 示 し た 配 列 の う ち 任 意 の も の を 指 す （ 例 え ば 、 表 3～ 8に 列 挙 さ れ た
BRC関 連 遺 伝 子 ） 。 前 述 の 遺 伝 子 群 は デ ー タ ベ ー ス の ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 と と も に 示 し て
い る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 細 胞 の 試 料 に お け る 種 々 の 遺 伝 子 の 発 現 を 測 定 す る こ と に よ り 、 BRCを 診 断 す る こ と が
で き る 。 同 様 に 、 種 々 の 物 質 に 応 答 し た こ れ ら の 遺 伝 子 の 発 現 を 測 定 す る こ と に よ り 、 BR
Cを 治 療 す る た め の 物 質 を 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 は 、 表 3～ 8に 列 挙 さ れ た BRC関 連 遺 伝 子 の 少 な く と も 1つ 、 最 大 で す べ て の 発 現 を
決 定 す る こ と （ 例 え ば 、 測 定 す る こ と ） を 含 む 。 既 知 の 配 列 に 関 す る GenBank（ 商 標 ） デ
ー タ ベ ー ス の 登 録 情 報 に よ っ て 得 ら れ る 配 列 情 報 を 使 用 し 、 当 業 者 に 周 知 の 手 法 を 用 い て
BRC関 連 遺 伝 子 を 検 出 お よ び 測 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 BRC関 連 遺 伝 子 に 対 応 す る 配
列 デ ー タ ベ ー ス 登 録 情 報 中 の 配 列 を 、 例 え ば ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 分
析 に お い て 、 BRC関 連 遺 伝 子 に 対 応 す る RNA配 列 を 検 出 す る た め の プ ロ ー ブ を 構 築 す る た め
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に 用 い る こ と が で き る 。 プ ロ ー ブ は 、 典 型 的 に は 参 照 配 列 の う ち の 少 な く と も 10ヌ ク レ オ
チ ド 、 少 な く と も 20ヌ ク レ オ チ ド 、 少 な く と も 50ヌ ク レ オ チ ド 、 少 な く と も 100ヌ ク レ オ
チ ド 、 ま た は 少 な く と も 200ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 別 の 例 と し て は 、 こ れ ら の 配 列 は 、 例
え ば 増 幅 に 基 づ い た 検 出 方 法 （ 逆 転 写 に 基 づ く ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 な ど ） に お け る BRC
核 酸 を 特 異 的 に 増 幅 す る た め の プ ラ イ マ ー を 構 築 す る の に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 続 い て 、 被 験 細 胞 集 団 、 例 え ば 患 者 由 来 の 組 織 試 料 に お け る 、 BRC関 連 遺 伝 子 の 一 つ ま
た は 複 数 の 発 現 レ ベ ル を 、 参 照 集 団 に お け る 同 じ 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル と 比 較 す る 。 参 照 細
胞 集 団 は 、 比 較 さ れ る パ ラ メ ー タ ー が 既 知 で あ る 一 つ ま た は 複 数 の 細 胞 、 す な わ ち 、 乳 管
癌 細 胞 （ 例 え ば 、 BRC細 胞 ） ま た は 正 常 乳 管 上 皮 細 胞 （ 例 え ば 、 非 BRC細 胞 ） を 含 む 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 被 験 細 胞 集 団 に お け る 遺 伝 子 発 現 の パ タ ー ン が 、 参 照 細 胞 集 団 と 比 較 し て BRCま た は そ
れ に 対 す る 素 因 を 示 す か 否 か は 、 参 照 細 胞 集 団 の 組 成 に 依 存 す る 。 例 え ば 、 参 照 細 胞 集 団
が 非 BRC細 胞 か ら 構 成 さ れ る 場 合 に は 、 被 験 細 胞 集 団 と 参 照 細 胞 集 団 と の 間 で 遺 伝 子 発 現
パ タ ー ン に 類 似 性 が あ る こ と に よ り 、 被 験 細 胞 集 団 が 非 BRCで あ る と 示 さ れ る 。 そ の 反 対
に 、 参 照 細 胞 集 団 が BRC細 胞 か ら 構 成 さ れ る 場 合 に は 、 被 験 細 胞 集 団 と 参 照 細 胞 集 団 と の
間 で 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ ル に 類 似 性 が あ る こ と に よ り 、 被 験 細 胞 集 団 が BRC細 胞 を 含 む
と 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 被 験 細 胞 集 団 に お け る BRCマ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル は 、 そ れ と 参 照 細 胞 集 団 に お け
る 対 応 す る BRCマ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル と の 違 い が 1.0倍 を 上 回 る 、 1.5倍 を 上 回 る 、 2
.0倍 を 上 回 る 、 5.0倍 を 上 回 る 、 10.0倍 を 上 回 る 、 ま た は そ れ 以 上 の 倍 数 を 上 回 る な ら ば
「 変 化 し て い る 」 と み な さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 被 験 細 胞 集 団 と 参 照 細 胞 集 団 と の 間 の 差 次 的 な 遺 伝 子 発 現 は 、 対 照 核 酸 、 例 え ば ハ ウ ス
キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 に 対 し て 標 準 化 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 対 照 核 酸 は 、 細 胞 が 癌 状 態
に あ る か 非 癌 状 態 に あ る か に よ っ て の 差 が な い こ と が 判 明 し て い る 核 酸 で あ る 。 対 照 核 酸
の 発 現 レ ベ ル は 、 被 験 集 団 お よ び 参 照 集 団 に お け る シ グ ナ ル レ ベ ル を 標 準 化 す る の に 用 い
る こ と が で き る 。 対 照 遺 伝 子 の 例 に は 、 例 え ば 、 β -ア ク チ ン 、 グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド β -リ
ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 お よ び リ ボ ソ ー ム タ ン パ ク 質 P1が 非 制 限 的 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 被 験 細 胞 集 団 は 複 数 の 参 照 細 胞 集 団 と 比 較 す る こ と が で き る 。 多 数 の 参 照 集 団 の そ れ ぞ
れ は 既 知 の パ ラ メ ー タ ー に 関 し て 差 が あ っ て も よ い 。 し た が っ て 、 被 験 細 胞 集 団 を 、 例 え
ば BRC細 胞 を 含 む こ と が 判 明 し て い る 第 1の 参 照 細 胞 集 団 、 な ら び に 例 え ば 非 BRC細 胞 （ 正
常 細 胞 ） を 含 む こ と が 判 明 し て い る 第 2の 参 照 集 団 と 比 較 し て も よ い 。 被 験 細 胞 は 、 BRC細
胞 を 含 む こ と が 判 明 し て い る か ま た は BRC細 胞 を 含 む こ と が 疑 わ れ る 対 象 か ら の 組 織 試 料
ま た は 細 胞 試 料 中 に 含 ま れ て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 被 験 細 胞 は 、 体 組 織 ま た は 体 液 、 例 え ば 、 生 体 液 （ 例 え ば 、 血 液 ま た は 痰 な ど ） か ら 得
ら れ る 。 例 え ば 、 被 験 細 胞 を 乳 房 組 織 か ら 精 製 し て も よ い 。 好 ま し く は 被 験 細 胞 集 団 は 上
皮 細 胞 を 含 む 。 上 皮 細 胞 は 、 好 ま し く は 乳 管 癌 で あ る か 乳 管 癌 で あ る こ と が 疑 わ れ る 組 織
か ら の も の で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 参 照 細 胞 集 団 中 の 細 胞 は 、 被 験 細 胞 の 組 織 型 と 類 似 し た 組 織 型 に 由 来 す べ き で あ る 。 任
意 に は 、 参 照 細 胞 集 団 は 細 胞 株 、 例 え ば 、 BRC細 胞 株 （ す な わ ち 、 陽 性 対 照 ） ま た は 正 常
非 BRC細 胞 株 （ す な わ ち 、 陰 性 対 照 ） で あ る 。 ま た は 、 対 照 細 胞 集 団 は 、 ア ッ セ イ さ れ る
パ ラ メ ー タ ー ま た は 条 件 に 関 し て 既 知 で あ る 細 胞 の 分 子 情 報 の デ ー タ ベ ー ス に 由 来 し て い
て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 対 象 は 、 好 ま し く は 哺 乳 動 物 で あ る 。 哺 乳 動 物 の 例 に は 、 例 え ば 、 ヒ ト 、 非 ヒ ト 霊 長 動
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物 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 イ ヌ 、 ネ コ 、 ウ マ ま た は ウ シ が 非 制 限 的 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 明 細 書 に 開 示 し た 遺 伝 子 の 発 現 は 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 方 法 を 用 い て 、 タ ン パ ク 質 レ
ベ ル ま た は 核 酸 レ ベ ル で 決 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 遺 伝 子 発 現 を 決 定 す る に は 、 こ
れ ら の 核 酸 配 列 の 一 つ ま た は 複 数 を 特 異 的 に 認 識 す る プ ロ ー ブ に よ る ノ ー ザ ン ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン 分 析 を 用 い て も よ い 。 ま た は 、 遺 伝 子 発 現 は 、 例 え ば 、 差 次 的 に 発 現 さ れ る
遺 伝 子 配 列 に 対 し て 特 異 的 な プ ラ イ マ ー を 用 い て 逆 転 写 に 基 づ く PCRア ッ セ イ に よ り 測 定
す る こ と も で き る 。 発 現 は ま た 、 タ ン パ ク 質 レ ベ ル で 、 す な わ ち 、 本 明 細 書 に 記 載 の 遺 伝
子 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル ま た は そ の 生 物 学 的 活 性 を 測 定 す る こ と に
よ っ て 決 定 す る こ と も で き る 。 こ の 種 の 方 法 は 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ り 、 例 え ば 、 遺 伝 子
に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 を 利 用 し た イ ム ノ ア ッ セ イ が 非 制 限 的 に 含
ま れ る 。 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 生 物 学 的 活 性 は 一 般 に 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
乳 癌 の 診 断
　 本 発 明 の 文 脈 に お い て 、 BRCは 、 被 験 細 胞 集 団 （ す な わ ち 、 患 者 由 来 の 生 物 学 的 試 料 ）
か ら の 一 つ ま た は 複 数 の BRC核 酸 の 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る こ と に よ っ て 診 断 さ れ る 。 好 ま
し く は 被 験 細 胞 集 団 は 、 上 皮 細 胞 、 例 え ば 、 乳 房 組 織 か ら 得 ら れ た 細 胞 を 含 む 。 遺 伝 子 発
現 を 、 血 液 ま た は 他 の 体 液 （ 尿 な ど ） か ら 測 定 す る こ と も で き る 。 他 の 生 物 学 的 試 料 を タ
ン パ ク 質 レ ベ ル の 測 定 の た め に 用 い る こ と も で き る 。 例 え ば 、 診 断 し よ う と す る 対 象 か ら
得 た 血 液 ま た は 血 清 中 の タ ン パ ク 質 レ ベ ル を 、 イ ム ノ ア ッ セ イ ま た は 従 来 の 生 物 学 的 ア ッ
セ イ に よ っ て 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 一 つ ま た は 複 数 の BRC関 連 遺 伝 子 、 例 え ば 、 表 3～ 8に 列 挙 さ れ た BRC関 連 遺 伝 子 の 発 現 を
、 被 験 細 胞 試 料 ま た は 生 物 学 的 試 料 に お い て 決 定 し 、 ア ッ セ イ し た 一 つ ま た は 複 数 の BRC
関 連 遺 伝 子 に 付 随 す る 正 常 対 照 発 現 レ ベ ル と 比 較 す る 。 正 常 対 照 レ ベ ル と は 、 BRCに 罹 患
し て い な い こ と が 判 明 し て い る 集 団 で 一 般 に 認 め ら れ る BRC関 連 遺 伝 子 の 発 現 プ ロ フ ァ イ
ル の こ と で あ る 。 患 者 由 来 の 組 織 試 料 に お け る 一 つ ま た は 複 数 の BRC関 連 遺 伝 子 の 発 現 レ
ベ ル に 変 化 （ 例 え ば 、 上 昇 ま た は 低 下 ） が あ る こ と に よ り 、 対 象 が BRCに 罹 患 し て い る か B
RCを 発 症 す る リ ス ク を 有 す る こ と が 示 さ れ る 。 例 え ば 、 被 験 集 団 に お け る 、 表 3、 5、 お よ
び 7に 列 挙 さ れ た 、 上 方 制 御 さ れ た BRC関 連 遺 伝 子 の う ち 一 つ ま た は 複 数 の 発 現 が 正 常 対 照
レ ベ ル と 比 較 し て 上 昇 し て い る こ と に よ り 、 そ の 対 象 が BRCに 罹 患 し て い る か BRCを 発 症 す
る リ ス ク を 有 す る こ と が 示 さ れ る 。 逆 に 、 被 験 集 団 に お け る 、 表 4、 6お よ び 8に 列 挙 さ れ
た 一 つ ま た は 複 数 の 下 方 制 御 さ れ る BRC関 連 遺 伝 子 の 発 現 が 正 常 対 照 レ ベ ル と 比 較 し て 低
下 し て い る こ と に よ り 、 そ の 対 象 が BRCに 罹 患 し て い る 、 ま た は BRCを 発 症 す る リ ス ク を 有
す る こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 被 験 集 団 に お け る BRC関 連 遺 伝 子 の う ち 一 つ ま た は 複 数 が 、 正 常 対 照 レ ベ ル と 比 較 し て
変 化 し て い る こ と に よ り 、 そ の 対 象 が BRCに 罹 患 し て い る 、 ま た は BRCを 発 症 す る リ ス ク を
有 す る こ と が 示 さ れ る 。 例 え ば 、 BRC関 連 遺 伝 子 群 （ 表 3～ 8に 列 挙 さ れ た 遺 伝 子 ） の う ち
、 少 な く と も 1％ 、 少 な く と も 5％ 、 少 な く と も 25％ 、 少 な く と も 50％ 、 少 な く と も 60％ 、
少 な く と も 80％ 、 少 な く と も 90％ ま た は そ れ 以 上 が 変 化 し て い る こ と に よ り 、 そ の 対 象 が
BRCに 罹 患 し て い る 、 ま た は BRCを 発 症 す る リ ス ク を 有 す る こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】

　 本 発 明 は 、 対 象 に お け る BRCの 組 織 学 的 分 化 度 を 特 定 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 以 下 の
段 階 を 含 む 方 法 を 提 供 す る ：
　 （ a） 検 査 す る 対 象 か ら 採 取 し た 組 織 試 料 に お け る 一 つ ま た は 複 数 の マ ー カ ー 遺 伝 子 の
発 現 レ ベ ル を 検 出 す る 段 階 で あ っ て 、 一 つ ま た は 複 数 の マ ー カ ー 遺 伝 子 が 表 1お よ び 表 10
に 列 挙 さ れ た 遺 伝 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 段 階 ； な ら び に
　 （ b） 一 つ ま た は 複 数 の マ ー カ ー 遺 伝 子 の 検 出 さ れ た 発 現 レ ベ ル を 、 高 分 化 型 症 例 お よ
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び 低 分 化 型 症 例 に 付 随 し て み ら れ る 発 現 レ ベ ル と 比 較 す る 段 階 ；
　 （ c） 一 つ ま た は 複 数 の マ ー カ ー 遺 伝 子 の 検 出 さ れ た 発 現 レ ベ ル が 高 分 化 型 症 例 の も の
と 同 程 度 で あ る 場 合 に 、 組 織 試 料 が 高 分 化 型 で あ る と 判 定 さ れ 、 一 つ ま た は 複 数 の マ ー カ
ー 遺 伝 子 の 検 出 さ れ た 発 現 レ ベ ル が 低 分 化 型 症 例 の も の と 同 程 度 で あ る 場 合 に 、 組 織 試 料
が 低 分 化 型 で あ る と 判 定 さ れ る 段 階 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 に お い て 、 BRCの 組 織 学 的 分 化 度 を 特 定 す る た め の マ ー カ ー は 、 表 1お よ び 10に 示
さ れ た 231個 の 遺 伝 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も 1つ の 遺 伝 子 で あ っ て よ い 。 そ
れ ら の 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び そ れ ら に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 は 当 技
術 分 野 で 公 知 で あ る 。 遺 伝 子 の ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 に つ い て は 表 1お よ び 表 10を 参 照 さ れ
た い 。
【 ０ ０ ５ ４ 】

：
　 BRC関 連 遺 伝 子 の 発 現 ま た は そ の 遺 伝 子 産 物 の 活 性 を 阻 害 す る 作 用 因 子 は 、 BRCに 関 連 し
て 上 方 制 御 さ れ る 遺 伝 子 を 発 現 す る 被 験 細 胞 集 団 を 被 験 作 用 因 子 と 接 触 さ せ た 後 に 、 BRC
関 連 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル ま た は そ の 遺 伝 子 産 物 の 活 性 を 決 定 す る こ と に よ っ て 同 定 す る こ
と が で き る 。 作 用 因 子 の 存 在 下 で の 、 BRC関 連 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル ま た は そ の 遺 伝 子 産 物
の 活 性 レ ベ ル が 、 被 験 作 用 因 子 の 非 存 在 下 で の そ の 発 現 ま た は 活 性 レ ベ ル と 比 較 し て 低 下
し て い る こ と に よ り 、 そ の 作 用 因 子 が BRCに 関 連 し て 上 方 制 御 さ れ る 遺 伝 子 の 阻 害 因 子 で
あ っ て 、 BRCを 阻 害 す る の に 有 用 で あ る こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 ま た は 、 BRCに 関 連 し て 下 方 制 御 さ れ る 遺 伝 子 の 発 現 ま た は そ の 遺 伝 子 産 物 の 活 性 を 増
強 す る 作 用 因 子 は 、 BRCに 関 連 し て 下 方 制 御 さ れ る 遺 伝 子 を 発 現 す る 被 験 細 胞 集 団 を 被 験
作 用 因 子 と 接 触 さ せ た 後 に 、 BRCに 関 連 し て 下 方 制 御 さ れ る 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル ま た は 活
性 を 決 定 す る こ と に よ っ て 同 定 す る こ と が で き る 。 作 用 因 子 の 存 在 下 で の 、 BRC関 連 遺 伝
子 の 発 現 レ ベ ル が 、 被 験 作 用 因 子 の 非 存 在 下 で の そ の 発 現 ま た は 活 性 レ ベ ル と 比 較 し て 上
昇 し て い る こ と に よ り 、 そ の 作 用 因 子 が BRCに 関 連 し て 上 方 制 御 さ れ る 遺 伝 子 の 発 現 ま た
は そ の 遺 伝 子 産 物 の 活 性 を 増 大 さ せ る こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 被 験 細 胞 集 団 は 、 BRC関 連 遺 伝 子 を 発 現 す る 任 意 の 細 胞 で あ っ て も よ い 。 例 え ば 、 被 験
細 胞 集 団 に は 、 乳 房 組 織 由 来 の 細 胞 な ど の 上 皮 細 胞 が 含 ま れ う る 。 さ ら に 、 被 験 細 胞 は 癌
細 胞 由 来 の 不 死 化 細 胞 株 で あ っ て も よ い 。 ま た は 、 被 験 細 胞 は 、 BRC関 連 遺 伝 子 を ト ラ ン
ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 、 ま た は レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 と 機 能 的 に 結 合 し た BRC関 連 遺 伝 子 由 来
の 調 節 配 列 （ 例 え ば 、 プ ロ モ ー タ ー 配 列 ） を ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 で あ っ て も よ い
。
【 ０ ０ ５ ７ 】
対 象 に お け る BRCの 治 療 有 効 性 の 評 価
　 本 明 細 書 で 同 定 さ れ た 、 差 次 的 に 発 現 さ れ る BRC関 連 遺 伝 子 は 、 BRCの 治 療 の 経 過 を モ ニ
タ ー す る こ と も 可 能 に す る 。 こ の 方 法 で は 、 BRCに 対 す る 治 療 を 受 け よ う と す る 対 象 か ら
被 験 細 胞 集 団 を 得 る 。 必 要 に 応 じ て 、 治 療 前 、 治 療 中 、 お よ び /ま た は 治 療 後 と い っ た 種
々 の 時 点 で 被 験 細 胞 集 団 を 対 象 か ら 入 手 す る 。 続 い て 、 細 胞 集 団 に お け る BRC関 連 遺 伝 子
の 一 つ ま た は 複 数 の 発 現 を 決 定 し 、 BRCの 状 態 が 判 明 し て い る 細 胞 を 含 む 参 照 細 胞 集 団 と
比 較 す る 。 本 発 明 の 文 脈 に お い て 、 参 照 細 胞 は 、 関 心 対 象 の 治 療 を 受 け て い な い 必 要 が あ
る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 参 照 細 胞 集 団 が BRC細 胞 を 含 ま な い 場 合 に は 、 被 験 細 胞 集 団 お よ び 参 照 細 胞 集 団 に お け
る BRC関 連 遺 伝 子 の 発 現 に 類 似 性 が あ る こ と に よ り 、 関 心 対 象 の 治 療 が 有 効 で あ る こ と が
示 さ れ る 。 し か し 、 被 験 集 団 お よ び 正 常 対 照 参 照 細 胞 集 団 に お い て BRC関 連 遺 伝 子 の 発 現
に 差 が あ れ ば 、 臨 床 的 な 成 果 ま た は 予 後 が そ れ ほ ど 好 ま し く な い こ と が 示 さ れ る 。 同 様 に
、 参 照 細 胞 集 団 が BRC細 胞 を 含 む 場 合 に は 、 被 験 細 胞 集 団 お よ び 参 照 細 胞 集 団 に お け る BRC
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関 連 遺 伝 子 の 発 現 に 差 が あ る こ と に よ り 、 関 心 対 象 の 治 療 が 有 効 で あ る こ と が 示 さ れ る が
、 被 験 集 団 お よ び 癌 対 照 参 照 細 胞 集 団 に お け る BRC関 連 遺 伝 子 の 発 現 に 類 似 性 が あ れ ば 、
臨 床 的 な 成 果 ま た は 予 後 が そ れ ほ ど 好 ま し く な い こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 さ ら に 、 治 療 後 に 入 手 し た 対 象 由 来 の 生 物 学 的 試 料 に お い て 決 定 さ れ た 一 つ ま た は 複 数
の BRC関 連 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル （ す な わ ち 、 治 療 後 レ ベ ル ） を 、 治 療 開 始 前 に 入 手 し た 対
象 由 来 の 生 物 学 的 試 料 に お い て 決 定 さ れ た 一 つ ま た は 複 数 の BRC関 連 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル
（ す な わ ち 、 治 療 前 レ ベ ル ） と 比 較 す る こ と も で き る 。 BRC関 連 遺 伝 子 が 上 方 制 御 さ れ る
遺 伝 子 で あ る 場 合 、 治 療 後 試 料 に お け る 発 現 レ ベ ル が 低 下 し て い る こ と に よ っ て 関 心 対 象
の 治 療 が 有 効 で あ る こ と が 示 さ れ 、 一 方 、 治 療 後 試 料 に お け る 発 現 レ ベ ル が 上 昇 し て い る
ま た は 維 持 さ れ て い る こ と に よ り 、 臨 床 的 な 成 果 ま た は 予 後 が そ れ ほ ど 好 ま し く な い こ と
が 示 さ れ る 。 反 対 に 、 BRC関 連 遺 伝 子 が 下 方 制 御 さ れ る 遺 伝 子 で あ る 場 合 、 治 療 後 試 料 に
お け る 発 現 レ ベ ル が 上 昇 し て い る こ と に よ っ て 関 心 対 象 の 治 療 が 有 効 で あ る こ と が 示 さ れ
、 一 方 、 治 療 後 試 料 に お け る 発 現 レ ベ ル が 低 下 し て い る ま た は 維 持 さ れ て い る こ と に よ り
、 臨 床 的 な 成 果 ま た は 予 後 が そ れ ほ ど 好 ま し く な い こ と が 示 さ れ う る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 場 合 、 「 有 効 な 」 と い う 用 語 は 、 治 療 が 、 対 象 に お け る 、 病 理 学 的 に
上 方 制 御 さ れ る 遺 伝 子 の 発 現 低 下 、 病 理 学 的 に 下 方 制 御 さ れ る 遺 伝 子 の 発 現 増 大 、 ま た は
乳 管 癌 の 大 き さ 、 波 及 度 も し く は 転 移 能 の 低 下 を も た ら す こ と を 指 す 。 関 心 対 象 の 治 療 が
予 防 的 に 適 用 さ れ る 場 合 、 「 有 効 な 」 と い う 用 語 は 、 治 療 が 乳 房 腫 瘍 の 形 成 を 遅 延 も し く
は 防 止 す る 、 ま た は 臨 床 的 な BRCの 症 状 を 遅 延 、 予 防 、 も し く は 軽 減 す る こ と を 示 す 。 乳
房 腫 瘍 の 評 価 は 、 標 準 的 な 臨 床 プ ロ ト コ ー ル を 用 い て 行 え る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 さ ら に 、 有 効 性 を 、 BRCの 診 断 ま た は 治 療 の た め の 任 意 の 既 知 の 方 法 に 付 随 し て 判 定 す
る こ と も で き る 。 例 え ば 、 BRCを 、 症 候 性 の 異 常 、 例 え ば 、 体 重 減 少 、 腹 痛 、 背 部 痛 、 食
欲 不 振 、 悪 心 、 嘔 吐 、 お よ び 全 身 倦 怠 感 、 衰 弱 、 お よ び 黄 疸 を 特 定 す る こ と に よ っ て 診 断
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
特 定 の 個 体 に と っ て 適 切 な BRC治 療 用 の 治 療 物 質 の 選 択
　 個 体 に お け る 遺 伝 的 構 成 の 差 に よ っ て 、 個 体 が 様 々 な 薬 剤 を 代 謝 す る 相 対 的 能 力 に 差 が
起 こ り う る 。 対 象 に お い て 代 謝 さ れ て 抗 BRC物 質 と し て 作 用 す る 物 質 は 、 対 象 の 細 胞 に お
い て 、 癌 性 状 態 に 特 徴 的 な 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン か ら 非 癌 性 状 態 に 特 徴 的 な 遺 伝 子 発 現 パ タ
ー ン へ の 変 化 を 誘 導 す る こ と に よ っ て 顕 在 化 し う る 。 し た が っ て 、 物 質 が 対 象 に お い て 適
し た BRC阻 害 物 質 で あ る か 否 か を 決 定 す る た め に 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る 発 現 差 の あ る BRC
関 連 遺 伝 子 に よ っ て 、 選 択 さ れ た 対 象 由 来 の 被 験 細 胞 集 団 に お い て 、 治 療 効 果 が あ る ま た
は 予 防 効 果 が あ る と 推 定 さ れ る BRC阻 害 物 質 が 適 切 か ど う か を 調 べ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 特 定 の 対 象 に と っ て 適 切 で あ る BRCの 阻 害 物 質 を 同 定 す る た め に 、 対 象 か ら の 被 験 細 胞
集 団 を 治 療 剤 に 曝 露 し て 、 表 3～ 8に 列 挙 さ れ た BRC関 連 遺 伝 子 の 一 つ ま た は 複 数 の 発 現 を
決 定 す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お け る 文 脈 で は 、 被 験 細 胞 集 団 は 、 BRC関 連 遺 伝 子 を 発 現 す る BRC細 胞 を
含 む 。 好 ま し く は 、 被 験 細 胞 は 上 皮 細 胞 で あ る 。 例 え ば 、 被 験 細 胞 集 団 を 候 補 物 質 の 存 在
下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 被 験 細 胞 集 団 の 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン を 測 定 し て 、 一 つ ま た は 複 数
の 参 照 プ ロ フ ァ イ ル 、 例 え ば BRC参 照 発 現 プ ロ フ ァ イ ル ま た は 非 BRC参 照 発 現 プ ロ フ ァ イ ル
と 比 較 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 BRCを 含 む 参 照 細 胞 集 団 と 比 較 し て 、 表 3、 5、 お よ び 7に 列 挙 さ れ た BRC関 連 遺 伝 子 の 一
つ も し く は 複 数 の 発 現 が 減 少 す る か 、 ま た は 表 4、 6、 お よ び 8に 列 挙 さ れ た BRC関 連 遺 伝 子
の 一 つ も し く は 複 数 の 発 現 が 被 験 細 胞 集 団 に お い て 増 加 す る こ と は 、 物 質 に 治 療 効 果 を 発
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揮 す る 可 能 性 が あ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 の 文 脈 に お い て 、 被 験 物 質 は い か な る 化 合 物 ま た は 組 成 物 で あ っ て よ い 。 被 験 物
質 の 例 に は 、 限 定 さ れ な い が 免 疫 調 節 剤 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
治 療 剤 を 同 定 す る た め の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ
　 本 明 細 書 に 開 示 し た 、 差 次 的 に 発 現 さ れ る BRC関 連 遺 伝 子 を 、 BRCを 治 療 す る た め の 候 補
治 療 剤 を 同 定 す る の に 用 い る こ と も で き る 。 本 発 明 の 方 法 は 、 候 補 治 療 剤 が 、 BRC状 態 に
特 徴 的 な 表 3～ 8に 列 挙 さ れ た BRC関 連 遺 伝 子 の う ち 一 つ ま た は 複 数 の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を
、 非 BRC状 態 に 特 徴 的 な 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン へ と 変 換 さ せ う る か 否 か を 判 定 す る こ と を 目
的 に 、 候 補 治 療 剤 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 本 方 法 で は 、 細 胞 を 被 験 物 質 ま た は 複 数 の 被 験 物 質 （ 逐 次 的 に ま た は 組 み 合 わ せ で ） に
対 し て 曝 露 さ せ 、 細 胞 に お け る 表 3～ 8に 列 挙 さ れ た BRC関 連 遺 伝 子 の う ち 一 つ ま た は 複 数
の 発 現 を 測 定 す る 。 被 験 集 団 で ア ッ セ イ し た BRC関 連 遺 伝 子 の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 、 被 験
物 質 に 曝 露 さ れ て い な い 参 照 細 胞 集 団 に お け る 同 じ BRC関 連 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル と 比 較 す
る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 低 発 現 遺 伝 子 の 発 現 を 刺 激 し う る か 、 ま た は 過 剰 発 現 さ れ る 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 し う る
物 質 は 、 臨 床 的 に 有 益 な 可 能 性 が あ る 。 こ の よ う な 物 質 は さ ら に 、 動 物 ま た は 被 験 対 象 に
お け る 乳 管 癌 増 殖 を 防 止 す る 能 力 に 関 し て 試 験 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 さ ら な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 BRCの 治 療 に お け る 標 的 と な る 可 能 性 の あ る 候 補 物
質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 以 上 に 詳 述 し た よ う に 、 マ ー カ ー 遺 伝 子
の 発 現 レ ベ ル ま た は そ れ ら の 遺 伝 子 産 物 の 活 性 を 制 御 す る こ と に よ り 、 BRCの 発 症 お よ び
進 行 を 制 御 す る こ と が で き る 。 こ の た め 、 BRCの 治 療 に お け る 標 的 と な る 可 能 性 の あ る 候
補 物 質 を 、 こ の よ う な 発 現 レ ベ ル お よ び 活 性 を 癌 状 態 ま た は 非 癌 状 態 の 指 標 と し て 用 い る
ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ っ て 同 定 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 文 脈 に お い て 、 こ の よ う な
ス ク リ ー ニ ン グ は 、 例 え ば 、 以 下 の 段 階 を 含 み う る ：
a） 被 験 化 合 物 を 、 表 3、 4、 5、 6、 7、 ま た は 8に 列 挙 さ れ た 遺 伝 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ
れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に 接 触 さ せ る 段 階 ；
b） ポ リ ペ プ チ ド と 被 験 化 合 物 と の 結 合 活 性 を 検 出 す る 段 階 ； お よ び
c） ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 被 験 化 合 物 を 選 択 す る 段 階 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 ま た は 、 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 以 下 の 段 階 を 含 み う る ：
a） 候 補 化 合 物 を 、 表 3、 4、 5、 6、 7、 ま た は 8に 列 挙 さ れ た 遺 伝 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ
れ る 一 つ ま た は 複 数 の マ ー カ ー 遺 伝 子 を 発 現 す る 細 胞 に 接 触 さ せ る 段 階 ； お よ び
b） 表 3、 5、 お よ び 7に 列 挙 さ れ た 遺 伝 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 一 つ も し く は 複 数 の
マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 低 下 さ せ る か 、 ま た は 表 4、 6、 お よ び 8に 列 挙 さ れ た 遺 伝
子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 一 つ も し く は 複 数 の マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 上 昇 さ
せ る 候 補 化 合 物 を 選 択 す る 段 階 。
マ ー カ ー 遺 伝 子 を 発 現 す る 細 胞 に は 、 例 え ば 、 BRCか ら 樹 立 さ れ た 細 胞 株 が 含 ま れ る ； こ
の よ う な 細 胞 は 本 発 明 の 上 記 の ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 ま た は 、 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 以 下 の 段 階 を 含 み う る ：
a） 被 験 化 合 物 を 、 表 3、 4、 5、 6、 7、 ま た は 8に 列 挙 さ れ た 遺 伝 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ
れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に 接 触 さ せ る 段 階 ；
b） 段 階 （ a） の ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 を 検 出 す る 段 階 ； お よ び
c） 被 験 化 合 物 の 非 存 在 下 で 検 出 さ れ る 生 物 学 的 活 性 と 比 較 し て 、 表 3、 5、 お よ び 7に 列 挙
さ れ た 遺 伝 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ
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チ ド の 生 物 学 的 活 性 を 抑 制 す る か 、 ま た は 表 4、 6、 お よ び 8に 列 挙 さ れ た 遺 伝 子 か ら な る
群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 を
高 め る 化 合 物 を 選 択 す る 段 階 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に 用 い る た め の タ ン パ ク 質 は 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 を 用 い て 組 換 え タ ン パ ク 質 と し て 得 る こ と が で き る 。 マ ー カ ー 遺 伝 子 お よ び そ れ
に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 に 関 す る 情 報 に 基 づ き 、 当 業 者 は 、 タ ン パ ク 質 の 任 意 の
生 物 学 的 活 性 を ス ク リ ー ニ ン グ の た め の 指 標 と し て 選 択 し 、 選 択 し た 生 物 学 的 活 性 に 関 す
る ア ッ セ イ の た め に 適 し た 任 意 の 測 定 方 法 を 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 ま た は 、 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 以 下 の 段 階 を 含 ん で も よ い ：
a） 候 補 化 合 物 を 、 表 3、 4、 5、 6、 7、 ま た は 8に 列 挙 さ れ た 遺 伝 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ
れ る 一 つ ま た は 複 数 の マ ー カ ー 遺 伝 子 の 転 写 調 節 領 域 と そ の 転 写 調 節 領 域 の 制 御 下 で 発 現
さ れ る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 と を 含 む ベ ク タ ー が 導 入 さ れ た 細 胞 に 接 触 さ せ る 段 階 ；
b） 該 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 ま た は 活 性 を 測 定 す る 段 階 ； な ら び に
c） 該 マ ー カ ー 遺 伝 子 が 表 3、 5、 お よ び 7に 列 挙 さ れ た 遺 伝 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、
上 方 制 御 さ れ る マ ー カ ー 遺 伝 子 で あ る 場 合 、 対 照 と 比 較 し て 該 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 ま
た は 活 性 を 減 少 さ せ る か 、 ま た は 該 マ ー カ ー 遺 伝 子 が 表 4、 6、 お よ び 8に 列 挙 さ れ た 遺 伝
子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 下 方 制 御 さ れ る マ ー カ ー 遺 伝 子 で あ る 場 合 、 対 照 と 比 較 し
て 該 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 高 め る 、 候 補 化 合 物 を 選 択 す る 段 階 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 適 し た レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 お よ び 宿 主 細 胞 は 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ る 。 本 発 明 の ス ク リ ー
ニ ン グ 方 法 に 適 し た レ ポ ー タ ー 構 築 物 は 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 転 写 調 節 領 域 を 用 い る こ と に
よ っ て 調 製 し う る 。 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 転 写 調 節 領 域 が 当 業 者 に 既 知 で あ る 場 合 に は 、 そ の
既 知 の 配 列 情 報 を 用 い る こ と に よ っ て レ ポ ー タ ー 構 築 物 を 調 製 す る こ と が で き る 。 マ ー カ
ー 遺 伝 子 の 転 写 調 節 領 域 が ま だ 同 定 さ れ て い な い 場 合 に は 、 転 写 調 節 領 域 を 含 む ヌ ク レ オ
チ ド セ グ メ ン ト を 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 情 報 に 基 づ い て ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ
ー か ら 単 離 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 単 離 さ れ た 化 合 物 は 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 ま た は マ ー カ ー 遺
伝 子 に コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 活 性 を 阻 害 し 、 か つ 乳 癌 の 治 療 ま た は 予 防 に 適 用 す る こ
と が で き る 薬 物 の 開 発 に お い て 候 補 と な る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 そ の 上 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 に コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 活 性 を 阻 害 す る 化 合 物 の 構 造 の 一
部 が 、 付 加 、 欠 失 、 お よ び /ま た は 置 換 に よ っ て 変 換 さ れ て い る 化 合 物 も 同 様 に 、 本 発 明
の ス ク リ ー ニ ン グ 法 に よ っ て 得 る こ と が で き る 化 合 物 と し て 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 単 離 さ れ た 化 合 物 を ヒ ト 、 な ら び に マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 モ ル モ ッ ト
、 ウ サ ギ 、 ネ コ 、 イ ヌ 、 ヒ ツ ジ 、 ブ タ 、 ウ シ 、 サ ル 、 ヒ ヒ 、 お よ び チ ン パ ン ジ ー の よ う な
他 の 哺 乳 類 の た め の 薬 剤 と し て 投 与 す る 場 合 、 単 離 さ れ た 化 合 物 を 直 接 投 与 し て も よ く 、
ま た は 既 知 の 薬 学 的 調 製 法 を 用 い て 投 与 剤 形 に 調 製 し て も よ い 。 例 え ば 、 必 要 に 応 じ て 、
薬 物 は 、 糖 衣 錠 、 カ プ セ ル 剤 、 エ リ キ シ ル 剤 お よ び マ イ ク ロ カ プ セ ル と し て 経 口 摂 取 さ れ
る か 、 ま た は 水 も し く は 他 の 任 意 の 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 液 体 と の 滅 菌 溶 液 も し く は 懸 濁 液
の 注 射 剤 形 で 非 経 口 摂 取 さ れ う る 。 例 え ば 、 化 合 物 は 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 ま た は 媒
体 、 具 体 的 に は 滅 菌 水 、 生 理 食 塩 液 、 植 物 油 、 乳 化 剤 、 懸 濁 剤 、 界 面 活 性 剤 、 安 定 化 剤 、
着 香 料 、 賦 形 剤 、 溶 剤 、 保 存 剤 、 結 合 剤 な ど と 共 に 、 一 般 的 に 許 容 さ れ る 投 薬 実 施 に 必 要
な 単 位 投 与 剤 形 で 混 合 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 調 製 物 に 含 ま れ る 活 性 成 分 の 量 に よ っ
て 、 指 示 範 囲 内 の 適 し た 用 量 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 錠 剤 お よ び カ プ セ ル 剤 に 混 合 す る こ と が で き る 添 加 剤 の 例 に は 、 以 下 に 限 定 さ れ な い が
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、 ゼ ラ チ ン 、 コ ー ン ス タ ー チ 、 ト ラ ガ カ ン ト ゴ ム 、 お よ び ア ラ ビ ア ゴ ム の よ う な 結 合 剤 ；
結 晶 セ ル ロ ー ス の よ う な 賦 形 剤 ； コ ー ン ス タ ー チ 、 ゼ ラ チ ン お よ び ア ル ギ ン 酸 の よ う な 膨
張 剤 ； ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム の よ う な 潤 滑 剤 ； シ ョ 糖 、 乳 糖 、 ま た は サ ッ カ リ ン の よ
う な 甘 味 料 ； な ら び に ペ パ ー ミ ン ト 、 ア カ モ ノ 油 、 お よ び チ ェ リ ー の よ う な 着 香 料 が 含 ま
れ る 。 単 位 投 与 剤 形 が カ プ セ ル 剤 で あ る 場 合 、 油 の よ う な 液 体 担 体 を 上 記 の 成 分 に さ ら に
含 め る こ と が で き る 。 注 射 用 滅 菌 組 成 物 は 、 注 射 用 に 適 し た 蒸 留 水 の よ う な 溶 剤 を 用 い て
通 常 の 投 薬 実 施 に 従 っ て 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 生 理 食 塩 液 、 グ ル コ ー ス 、 な ら び に D-ソ ル ビ ト ー ル 、 D-マ ン ノ ー ス 、 D-マ ン ニ ト ー ル 、
お よ び 塩 化 ナ ト リ ウ ム の よ う な 補 助 剤 を 含 む 他 の 等 張 液 は 、 注 射 用 水 溶 液 と し て 用 い る こ
と が で き る 。 こ れ ら は 、 例 え ば 、 エ タ ノ ー ル の よ う な ア ル コ ー ル ； プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル
お よ び ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル の よ う な 多 価 ア ル コ ー ル ； ポ リ ソ ル ベ ー ト 80（ 商 標 ） お よ
び HCO-50の よ う な 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 と い っ た 適 し た 溶 解 剤 と 共 に 用 い る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 ゴ マ 油 ま た は 大 豆 油 を 油 脂 性 液 体 と し て 用 い る こ と が で き 、 安 息 香 酸 ベ ン ジ ル ま た は ベ
ン ジ ル ア ル コ ー ル を 溶 解 剤 と し て 共 に 用 い て も よ く 、 リ ン 酸 緩 衝 液 お よ び 酢 酸 ナ ト リ ウ ム
緩 衝 液 の よ う な 緩 衝 液 ； 塩 酸 プ ロ カ イ ン の よ う な 鎮 痛 剤 ； ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル お よ び フ ェ
ノ ー ル の よ う な 安 定 化 剤 ； な ら び に /ま た は 抗 酸 化 剤 と 共 に 調 製 し て も よ い 。 調 製 さ れ た
注 射 剤 は 適 し た ア ン プ ル に 充 填 し て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 当 業 者 に 周 知 の 方 法 を 用 い て 、 本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 を 患 者 に 、 例 え ば 動 脈 内 、 静 脈 内
、 ま た は 経 皮 注 射 と し て 投 与 し て も よ く 、 鼻 腔 内 、 気 管 支 内 、 筋 肉 内 、 ま た は 経 口 投 与 と
し て 投 与 し て も よ い 。 投 与 の 用 量 お よ び 方 法 は 、 患 者 の 体 重 お よ び 年 齢 な ら び に 投 与 法 に
応 じ て 変 化 す る ； し か し 、 当 業 者 は 、 適 し た 投 与 法 を 日 常 的 に 選 択 す る こ と が で き る 。 該
化 合 物 が DNAに よ っ て コ ー ド さ れ う る 場 合 、 DNAを 遺 伝 子 治 療 の ベ ク タ ー に 挿 入 し て 、 治 療
を 行 う た め に ベ ク タ ー を 患 者 に 投 与 す る こ と が で き る 。 投 与 の 用 量 お よ び 方 法 は 、 患 者 の
体 重 、 年 齢 、 お よ び 症 状 に 応 じ て 変 化 す る が 、 当 業 者 は そ れ ら を 適 切 に 選 択 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 例 え ば 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 結 合 し て そ の 活 性 を 調 節 す る 化 合 物 の 用 量 は 、 症 状 に 依
存 す る が 、 用 量 は 、 正 常 な 成 人 （ 体 重 60 kg） に 経 口 投 与 す る 場 合 、 一 般 に 約 0.1 mg～ 約 1
00 mg/日 、 好 ま し く は 約 1.0 mg～ 約 50 mg/日 、 よ り 好 ま し く は 約 1.0 mg～ 約 20 mg/日 で あ
る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 正 常 な 成 人 （ 体 重 60 kg） に 化 合 物 を 注 射 剤 形 で 非 経 口 投 与 す る 場 合 、 患 者 、 標 的 臓 器
、 症 状 お よ び 投 与 法 に よ っ て 多 少 の 差 が あ る が 、 約 0.01 mg～ 約 30 mg/日 、 好 ま し く は 約 0
.1～ 約 20 mg/日 、 お よ び よ り 好 ま し く は 約 0.1～ 約 10 mg/日 を 静 脈 内 注 射 す る こ と が 都 合
が よ い 。 他 の 動 物 の 場 合 に お い て は 、 慣 行 的 に 体 重 60 kgに 換 算 し て 適 切 な 用 量 を 計 算 し
て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ５ 】

：
　 本 発 明 は 、 乳 癌 の 転 移 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 標 的 分 子 を 提 供 す る 。 本 発 明 の BRC
転 移 に 関 す る ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ は 、 上 記 の BRCに 対 す る 方 法 に 従 い 、 BRC転 移 と の 関
連 性 の あ る マ ー カ ー 遺 伝 子 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 本 発 明 に お い て 、 表 11に 列 挙 さ れ た 遺 伝 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る マ ー カ ー 遺 伝 子 は
、 ス ク リ ー ニ ン グ の た め に 有 用 で あ る 。 こ の 表 に 示 さ れ た 34個 の 遺 伝 子 は リ ン パ 節 転 移 と
関 連 し て い る 。 こ れ ら の 遺 伝 子 の う ち 、 リ ン パ 節 陽 性 腫 瘍 に お い て 25個 の 遺 伝 子 （ +） は
相 対 的 に 上 方 制 御 さ れ 、 9個 の 遺 伝 子 （ -） は 下 方 制 御 さ れ る （ 表 11お よ び 図 10） 。 本 発 明
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に よ っ て 得 ら れ た 、 上 方 制 御 さ れ る 遺 伝 子 の う ち 一 つ も し く は 複 数 の 発 現 ま た は そ れ ら の
遺 伝 子 産 物 の 活 性 を 抑 制 す る 作 用 因 子 は 、 リ ン パ 節 転 移 を 伴 う BRCの 治 療 ま た は 予 防 の た
め に 有 用 で あ る 。 ま た は 、 本 発 明 に よ っ て 得 ら れ た 、 一 つ も し く は 複 数 の 下 方 制 御 さ れ る
遺 伝 子 の 発 現 ま た は そ れ ら の 遺 伝 子 産 物 の 活 性 を 増 強 す る 作 用 因 子 も 、 リ ン パ 節 転 移 を 伴
う BRCの 治 療 ま た は 予 防 の た め に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 本 発 明 に お い て 、 表 11に 列 挙 さ れ た 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 調 節 す る 作 用 因 子 は 、 BRC関
連 遺 伝 子 の 発 現 を 阻 害 ま た は 増 強 す る 作 用 因 子 の 同 定 と 同 じ 方 法 で 同 定 す る こ と が で き る
。 ま た は 、 そ れ ら の 遺 伝 子 産 物 の 活 性 を 調 節 す る 作 用 因 子 を 、 BRC関 連 遺 伝 子 の 産 物 を 阻
害 ま た は 増 強 す る 作 用 因 子 の 同 定 と 同 じ 方 法 で 同 定 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
乳 癌 を 有 す る 対 象 の 予 後 の 評 価
　 本 発 明 は ま た 、 BRCを 有 す る 対 象 の 予 後 を 評 価 す る 方 法 で あ っ て 、 被 験 細 胞 集 団 に お け
る 一 つ ま た は 複 数 の BRC関 連 遺 伝 子 の 発 現 を 、 全 疾 患 病 期 に わ た る 患 者 か ら 得 ら れ た 参 照
細 胞 集 団 に お け る 同 じ BRC関 連 遺 伝 子 の 発 現 と 比 較 す る 段 階 を 含 む 方 法 も 提 供 す る 。 被 験
細 胞 集 団 お よ び 参 照 細 胞 集 団 に お け る 一 つ も し く は 複 数 の BRC関 連 遺 伝 子 の 遺 伝 子 発 現 を
比 較 す る こ と に よ り 、 ま た は 対 象 か ら 得 ら れ た 被 験 細 胞 集 団 の 経 時 的 な 遺 伝 子 発 現 の パ タ
ー ン を 比 較 す る こ と に よ り 、 対 象 の 予 後 を 評 価 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 例 え ば 、 表 3、 5、 お よ び 7に 列 挙 さ れ た よ う な 上 方 制 御 さ れ る BRC関 連 遺 伝 子 の 一 つ も し
く は 複 数 の 発 現 が 正 常 対 照 と 比 較 し て 上 昇 す る こ と 、 ま た は 表 4、 6、 お よ び 8に 列 挙 さ れ
た よ う な 下 方 制 御 さ れ る BRC遺 伝 子 の う ち 一 つ も し く は 複 数 の 発 現 が 正 常 対 照 と 比 較 し て
低 下 す る こ と は 、 予 後 が そ れ ほ ど 好 ま し く な い こ と を 意 味 す る 。 そ の 反 対 に 、 表 3～ 8に 列
挙 さ れ た BRC関 連 遺 伝 子 の う ち の 一 つ ま た は 複 数 の 発 現 が 正 常 対 照 と 比 較 し て 類 似 し て い
る こ と は 、 対 象 の 予 後 が 比 較 的 好 ま し い こ と を 意 味 す る 。 好 ま し く は 、 対 象 の 予 後 を 、 表
3、 4、 5、 6、 7、 お よ び 8に 列 挙 さ れ た 遺 伝 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 遺 伝 子 の 発 現 プ ロ
フ ァ イ ル を 比 較 す る こ と に よ っ て 評 価 で き る 。 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 比 較 す る た め に 分 類 ス
コ ア （ CS） を 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
キ ッ ト
　 本 発 明 に は ま た 、 BRC検 出 試 薬 、 例 え ば BRC核 酸 の 一 部 と 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配
列 の よ う な 、 一 つ も し く は 複 数 の BRC核 酸 に 特 異 的 に 結 合 す る か も し く は そ れ を 同 定 す る
核 酸 か 、 ま た は BRC核 酸 に コ ー ド さ れ る 一 つ も し く は 複 数 の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 抗 体 が
含 ま れ る 。 検 出 試 薬 は 、 キ ッ ト の 形 で 共 に 包 装 さ れ て い て も よ い 。 例 え ば 検 出 試 薬 、 例 え
ば 核 酸 ま た は 抗 体 （ 固 相 マ ト リ ク ス に 結 合 さ せ る か 、 ま た は そ れ ら を マ ト リ ク ス に 結 合 さ
せ る た め の 試 薬 と は 別 に 包 装 さ れ る ） 、 対 照 試 薬 （ 陽 性 お よ び /ま た は 陰 性 ） 、 な ら び に /
ま た は 検 出 標 識 は 、 異 な る 容 器 に 包 装 さ れ て い て も よ い 。 ア ッ セ イ を 行 う た め の 説 明 書 （
例 え ば 、 書 面 、 テ ー プ 、 VCR、 CD-ROM等 ） が キ ッ ト に 含 ま れ て い て も よ い 。 キ ッ ト の ア ッ
セ イ フ ォ ー マ ッ ト は 、 当 技 術 分 野 で い ず れ も 既 知 で あ る ノ ー ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
ま た は サ ン ド イ ッ チ ELISAで あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 例 え ば 、 BRC検 出 試 薬 は 、 少 な く と も 一 つ の BRC検 出 部 位 を 形 成 す る た め に 多 孔 性 ス ト リ
ッ プ の よ う な 固 相 マ ト リ ク ス に 固 定 す る こ と が で き る 。 多 孔 性 ス ト リ ッ プ の 測 定 ま た は 検
出 領 域 に は 、 そ れ ぞ れ に 核 酸 を 含 む 多 数 の 部 位 が 含 ま れ て も よ い 。 試 験 ス ト リ ッ プ は ま た
、 陰 性 お よ び /ま た は 陽 性 対 照 の た め の 部 位 を 含 ん で も よ い 。 ま た は 、 対 照 部 位 は 、 試 験
ス ト リ ッ プ と は 異 な る ス ト リ ッ プ に 存 在 し て い て も よ い 。 任 意 で 、 異 な る 検 出 部 位 は 、 異
な る 量 の 固 定 さ れ た 核 酸 を 含 ん で も よ く 、 す な わ ち 第 一 の 検 出 部 位 は よ り 多 い 量 を 含 み 、
そ れ に 続 く 部 位 で は よ り 少 な い 量 を 含 ん で も よ い 。 被 験 試 料 を 加 え る と 、 検 出 可 能 な シ グ
ナ ル を 示 す 部 位 の 数 が 、 試 料 に 存 在 す る BRCの 量 の 定 量 的 指 標 を 提 供 す る 。 検 出 部 位 は 、
任 意 の 適 し た 検 出 可 能 な 形 状 で 構 成 さ れ て も よ く 、 典 型 的 に 試 験 ス ト リ ッ プ の 幅 に 及 ぶ バ
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ー ま た は ド ッ ト の 形 状 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 ま た は 、 キ ッ ト は 、 一 つ ま た は 複 数 の 核 酸 を 含 む 核 酸 基 質 ア レ イ を 含 み う る 。 ア レ イ 上
の 核 酸 は 、 表 3～ 8に 列 挙 さ れ た BRC関 連 遺 伝 子 に よ っ て 示 さ れ る 一 つ ま た は 複 数 の 核 酸 配
列 を 特 異 的 に 同 定 す る 。 表 3～ 8に 列 挙 さ れ た BRC関 連 遺 伝 子 に よ っ て 表 さ れ る 核 酸 の 2、 3
、 4、 5、 6、 7、 8、 9、 10、 15、 20、 25、 40、 も し く は 50個 ま た は そ れ 以 上 の 発 現 は 、 ア レ
イ 試 験 小 片 ま た は チ ッ プ へ の 結 合 レ ベ ル に よ っ て 同 定 さ れ う る 。 基 質 ア レ イ は 、 例 え ば 固
相 基 質 上 、 例 え ば 参 照 と し て 本 明 細 書 に そ の 内 容 全 体 が 組 み 入 れ ら れ る 米 国 特 許 第 5,744,
305号 に 記 載 さ れ る 「 チ ッ プ 」 上 に 存 在 し う る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
ア レ イ と 複 数 性
　 本 発 明 に は ま た 、 一 つ ま た は 複 数 の 核 酸 を 含 む 核 酸 基 質 ア レ イ も 含 ま れ る 。 ア レ イ 上 の
核 酸 は 、 表 3～ 8に 列 挙 さ れ た BRC関 連 遺 伝 子 に よ っ て 示 さ れ る 一 つ ま た は 複 数 の 核 酸 配 列
に 特 異 的 に 対 応 す る 。 表 3～ 8に 列 挙 さ れ た BRC関 連 遺 伝 子 に よ っ て 表 さ れ る 核 酸 の 2、 3、 4
、 5、 6、 7、 8、 9、 10、 15、 20、 25、 40、 も し く は 50個 ま た は そ れ 以 上 の 発 現 レ ベ ル は 、
ア レ イ に 結 合 す る 核 酸 を 検 出 す る こ と に よ っ て 同 定 さ れ う る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 本 発 明 に は ま た 、 単 離 さ れ た 複 数 の 核 酸 （ す な わ ち 、 二 つ ま た は そ れ 以 上 の 核 酸 の 混 合
物 ） が 含 ま れ る 。 核 酸 は 、 液 相 ま た は 固 相 に 存 在 し 、 例 え ば ニ ト ロ セ ル ロ ー ス メ ン ブ レ ン
の よ う な 固 相 支 持 体 に 固 定 さ れ て い て も よ い 。 複 数 に は 、 表 3～ 8に 列 挙 さ れ た BRC関 連 遺
伝 子 に よ っ て 示 さ れ る 核 酸 の 一 つ ま た は 複 数 が 含 ま れ る 。 様 々 な 態 様 に お い て 、 複 数 に は
、 表 3～ 8に 列 挙 さ れ た BRC関 連 遺 伝 子 に よ っ て 表 さ れ る 核 酸 の 2、 3、 4、 5、 6、 7、 8、 9、 1
0、 15、 20、 25、 40、 も し く は 50個 ま た は そ れ 以 上 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
乳 癌 を 阻 害 す る 方 法
　 本 発 明 は さ ら に 、 表 3、 5、 お よ び 7に 列 挙 さ れ た BRC関 連 遺 伝 子 の う ち の 一 つ ま た は 複 数
の 発 現 （ ま た は そ の 遺 伝 子 産 物 の 活 性 ） を 低 下 さ せ る か 、 ま た は 表 4、 6、 お よ び 8に 列 挙
さ れ た BRC関 連 遺 伝 子 の う ち の 一 つ ま た は 複 数 の 発 現 （ ま た は そ の 遺 伝 子 産 物 の 活 性 ） を
上 昇 さ せ る こ と に よ り 、 対 象 に お け る BRCの 症 状 を 治 療 ま た は 軽 減 す る た め の 方 法 も 提 供
す る 。 適 し た 治 療 用 化 合 物 を 、 BRCに 罹 患 し て い る 対 象 ま た は BRC発 症 の リ ス ク （ も し く は
そ れ に 対 す る 感 受 性 ） を 有 す る 対 象 に 対 し て 、 予 防 的 ま た は 治 療 的 に 投 与 す る こ と が で き
る 。 こ の よ う な 対 象 は 、 標 準 的 な 臨 床 的 方 法 を 用 い て 、 ま た は 表 3～ 8に 列 挙 さ れ た BRC関
連 遺 伝 子 の う ち の 一 つ ま た は 複 数 の 異 常 な 発 現 レ ベ ル も し く は そ の 遺 伝 子 産 物 の 異 常 な 活
性 を 検 出 す る こ と に よ り 、 同 定 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 文 脈 に お い て 、 適 し た 治 療 薬
に は 、 例 え ば 、 細 胞 周 期 調 節 、 細 胞 増 殖 、 お よ び プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ 活 性 の 阻 害 物 質 が 含
ま れ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 本 発 明 の 治 療 方 法 は 、 BRC細 胞 の 由 来 で あ る 同 じ 種 類 の 組 織 の 正 常 細 胞 と 比 較 し て 、 BRC
細 胞 に お い て 発 現 が 低 下 し て い る 遺 伝 子 （ 「 下 方 制 御 さ れ る 」 ま た は 「 低 発 現 さ れ る 」 遺
伝 子 ） の 一 つ ま た は 複 数 の 遺 伝 子 産 物 の 発 現 、 機 能 、 ま た は そ の 両 方 を 増 大 さ せ る 段 階 を
含 む 。 こ れ ら の 方 法 に お い て 、 対 象 は 、 対 象 に お け る 低 発 現 さ れ る （ 下 方 制 御 さ れ る ） 遺
伝 子 の う ち 一 つ ま た は 複 数 の 量 を 増 加 さ せ る 化 合 物 の 有 効 量 に よ っ て 治 療 さ れ る 。 投 与 は
全 身 的 で も 局 所 的 で も よ い 。 適 し た 治 療 用 化 合 物 に は 、 低 発 現 さ れ る 遺 伝 子 の ポ リ ペ プ チ
ド 産 物 、 そ の 生 物 活 性 断 片 、 な ら び に 低 発 現 さ れ る 遺 伝 子 を コ ー ド し BRC細 胞 に お け る 発
現 を 可 能 に す る 発 現 制 御 エ レ メ ン ト を 有 す る 核 酸 ； 例 え ば 、 BRC細 胞 に と っ て 内 因 性 で あ
る こ の よ う な 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 増 大 さ せ る 作 用 因 子 （ す な わ ち 、 低 発 現 さ れ る 一 つ ま
た は 複 数 の 遺 伝 子 の 発 現 を 上 方 制 御 す る も の ） が 含 ま れ る 。 こ の よ う な 化 合 物 の 投 与 は 、
対 象 の 乳 房 細 胞 に お け る 、 異 常 に 低 発 現 さ れ る 一 つ ま た は 複 数 の 遺 伝 子 の 影 響 に 対 抗 し 、
対 象 の 臨 床 状 態 を 改 善 す る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
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　 ま た は 、 本 発 明 の 治 療 方 法 は 、 乳 房 細 胞 に お い て 発 現 が 異 常 に 上 昇 し て い る 遺 伝 子 （ 「
上 方 制 御 さ れ る 」 ま た は 「 過 剰 発 現 さ れ る 」 遺 伝 子 ） の 一 つ ま た は 複 数 の 遺 伝 子 産 物 の 発
現 、 機 能 ま た は そ の 両 方 を 低 下 さ せ る 段 階 を 含 む 。 発 現 は 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の い く つ か
の や り 方 の う ち 任 意 の も の に よ っ て 阻 害 さ せ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 過 剰 発 現 さ れ る 一
つ ま た は 複 数 の 遺 伝 子 の 発 現 を 阻 害 す る ま た は そ れ に 拮 抗 す る 核 酸 を 、 例 え ば 、 過 剰 発 現
さ れ る 一 つ ま た は 複 数 の 遺 伝 子 の 発 現 を 妨 害 す る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は
低 分 子 干 渉 RNAを 、 対 象 に 投 与 す る こ と に よ っ て 発 現 を 阻 害 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
ア ン チ セ ン ス 核 酸
　 上 記 の よ う に 、 表 3、 5、 お よ び 7に 列 挙 さ れ た BRC関 連 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 応
す る ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 、 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 低 下 さ せ る た め に 用 い る こ と が で き る 。
乳 癌 に お い て 上 方 制 御 さ れ る 、 表 3、 5、 お よ び 7に 列 挙 さ れ た BRC関 連 遺 伝 子 に 対 応 す る ア
ン チ セ ン ス 核 酸 は 、 乳 癌 の 治 療 の た め に 有 用 で あ る 。 具 体 的 に は 、 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス
核 酸 は 、 表 3、 5、 お よ び 7に 列 挙 さ れ た BRC関 連 遺 伝 子 ま た は そ れ ら に 対 応 す る mRNAと 結 合
す る こ と に よ っ て 作 用 し 、 そ れ に よ っ て 遺 伝 子 の 転 写 ま た は 翻 訳 を 阻 害 し 、 mRNAの 分 解 を
促 進 し 、 お よ び /ま た は 表 3、 5、 お よ び 7に 列 挙 さ れ た BRC関 連 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ
る タ ン パ ク 質 の 発 現 を 阻 害 し 、 そ れ ら に よ っ て タ ン パ ク 質 の 機 能 を 阻 害 す る こ と が で き る
。 本 明 細 書 で 用 い る 「 ア ン チ セ ン ス 核 酸 」 と い う 用 語 に は 、 標 的 配 列 に 対 し て 完 全 に 相 補
的 な ヌ ク レ オ チ ド と 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 が 標 的 配 列 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し う る と い
う 条 件 付 き で 、 一 つ ま た は 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド に ミ ス マ ッ チ が あ る ヌ ク レ オ チ ド と の 両 方
が 含 ま れ る 。 例 え ば 、 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 に は 、 少 な く と も 15個 の 連 続 し た ヌ ク レ
オ チ ド の 範 囲 に わ た っ て 少 な く と も 70％ ま た は そ れ 以 上 、 好 ま し く は 少 な く と も 80％ ま た
は そ れ 以 上 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 90％ ま た は そ れ 以 上 、 さ ら に よ り 好 ま し く は 少 な
く と も 95％ ま た は そ れ 以 上 の 相 同 性 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 含 ま れ る 。 相 同 性 の 決 定
に は 当 技 術 分 野 で 知 ら れ た ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い う る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 、 BRCに 関 連 し た マ ー カ ー 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ
ン パ ク 質 を 産 生 す る 細 胞 に 対 し て 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAま た は mRNAと 結
合 す る こ と に よ っ て 作 用 し 、 そ の 転 写 ま た は 翻 訳 を 阻 害 し て 、 mRNAの 分 解 を 促 進 し 、 タ ン
パ ク 質 の 発 現 を 阻 害 し て 、 そ の 結 果 タ ン パ ク 質 の 機 能 を 阻 害 す る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 、 核 酸 に 対 し て 不 活 性 の 適 切 な 基 剤 と 混 合 す る こ と に よ り
、 リ ニ メ ン ト 剤 ま た は 湿 布 剤 な ど の 外 用 製 剤 の 形 に す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 同 じ く 、 必 要 に 応 じ て 、 賦 形 剤 、 等 張 剤 、 溶 解 補 助 剤 、 安 定 剤 、 保 存 料 、 鎮 痛 薬 な ど を
添 加 す る こ と に よ り 、 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 を 、 錠 剤 、 粉 剤 、 顆 粒 剤 、 カ プ セ ル 剤 、
リ ポ ソ ー ム カ プ セ ル 剤 、 注 射 剤 、 液 剤 、 点 鼻 薬 、 お よ び 凍 結 乾 燥 製 剤 と し て 製 剤 化 す る こ
と も で き る 。 こ れ ら は 既 知 の 方 法 に 従 っ て 調 製 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 、 罹 患 部 位 に 直 接 適 用 す る こ と に よ り 、 ま た は そ れ が 罹 患
部 位 に 到 達 す る よ う に 血 管 内 に 注 入 す る こ と に よ り 、 患 者 に 投 与 す る こ と が で き る 。 持 続
性 お よ び 膜 透 過 性 を 高 め る た め に ア ン チ セ ン ス 封 入 用 媒 質 を 用 い る こ と も で き る 。 そ の 例
に は 、 リ ポ ソ ー ム 、 ポ リ -L-リ ジ ン 、 脂 質 、 コ レ ス テ ロ ー ル 、 リ ポ フ ェ ク チ ン ま た は こ れ
ら の 誘 導 体 が 非 制 限 的 に 含 ま れ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 誘 導 体 の 投 与 量 は 、 患 者 の 状 態 に 従 っ て 適 切 に 調 整 で き 、 所
望 の 量 を 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 0.1～ 100mg/kg、 好 ま し く は 0.1～ 50mg/kgの 範 囲
の 用 量 を 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 発 現 を 阻 害 し 、 そ の た め 、 本 発 明
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の タ ン パ ク 質 の 生 物 学 的 活 性 を 抑 制 す る の に 有 用 で あ る 。 さ ら に 、 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス
核 酸 を 含 む 発 現 阻 害 物 質 も 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 生 物 学 的 活 性 を 阻 害 し う る た め 、 有 用
で あ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 細 胞 に お け る 、 上 方 制 御 さ れ る BRC関 連 遺 伝 子 の 発 現 、 例 え ば 、 細 胞
の 悪 性 転 換 に 起 因 す る 上 方 制 御 を 変 化 さ せ る た め に 用 い る こ と が で き る 。 標 的 細 胞 に お け
る siRNAと 表 3、 5、 お よ び 7に 列 挙 さ れ た BRC関 連 遺 伝 子 の い ず れ か 1つ に 対 応 す る 転 写 物 と
の 結 合 は 、 細 胞 に よ る タ ン パ ク 質 産 生 の 低 下 を 引 き 起 こ す 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ は
少 な く と も 10ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 天 然 の 転 写 物 程 度 の 長 さ で あ っ て も よ い 。 好 ま し く は
、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 19～ 25ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ る 。 最 も 好 ま し く は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド は 75、 50、 25ヌ ク レ オ チ ド 長 未 満 で あ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 に は 、 修 飾 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 含 ま れ る 。 例 え ば 、 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド に ヌ ク レ ア ー ゼ 抵 抗 性 を 付 与 す る た め に チ オ エ ー ト 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を
用 い る こ と も で き る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 ま た 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 に 対 す る siRNAを 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 低 下 さ せ る た
め に 用 い る こ と も で き る 。 本 明 細 書 に お い て 「 siRNA」 と い う 用 語 は 、 標 的 mRNAの 翻 訳 を
妨 げ る 二 本 鎖 RNA分 子 を 指 す 。 細 胞 中 の DNAが RNAが 転 写 さ れ て 生 じ る 鋳 型 で あ る も の を 含
め 、 siRNAを 細 胞 に 導 入 す る た め の 標 準 的 な 手 法 を 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 の 文 脈 に
お い て 、 siRNAは 、 表 3、 5、 お よ び 7に 列 挙 さ れ た BRC関 連 遺 伝 子 等 の 上 方 制 御 さ れ る マ ー
カ ー 遺 伝 子 に 対 す る セ ン ス 核 酸 配 列 お よ び ア ン チ セ ン ス 核 酸 配 列 を 含 む 。 siRNAは 、 例 え
ば ヘ ア ピ ン の よ う に 、 単 一 の 転 写 物 が 標 的 遺 伝 子 由 来 の セ ン ス 配 列 お よ び 相 補 的 ア ン チ セ
ン ス 配 列 の 両 方 を 有 す る よ う に 構 築 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 表 3、 5、 お よ び 7に 列 挙 さ れ た よ う な BRC関 連 遺 伝 子 の siRNA は 、 標 的 mRNAと ハ イ ブ リ ダ
イ ズ し 、 正 常 な 一 本 鎖 mRNA転 写 物 と 会 合 す る こ と に よ っ て 、 表 3、 5、 お よ び 7に 列 挙 さ れ
た BRC関 連 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 産 生 を 低 下 ま た は 阻 害 し 、 そ れ に よ
り 翻 訳 を 妨 げ 、 タ ン パ ク 質 の 発 現 を 妨 げ る 。 本 発 明 の 文 脈 に お い て 、 siRNAは 好 ま し く は
、 500, 200、 100、 50、 ま た は 25ヌ ク レ オ チ ド 長 未 満 で あ る 。 よ り 好 ま し く は 、 siRNAは 19
～ 25ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ る 。 TOPK siRNAの 作 製 の た め の 核 酸 配 列 の 例 に は 、 標 的 配 列 と し
て の SEQ ID NO： 25、 28、 お よ び 31の ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 が 含 ま れ る 。 siRNAの 阻 害 活 性 を
高 め る 目 的 で 、 ヌ ク レ オ チ ド 「 u」 を 、 標 的 配 列 の ア ン チ セ ン ス 鎖 の 3'末 端 に 付 加 す る こ
と も で き る 。 付 加 す る 「 u」 の 数 は 、 少 な く と も 2個 、 一 般 的 に は 2～ 10個 、 好 ま し く は 2～
5個 で あ る 。 付 加 さ れ た 「 u」 は 、 siRNAの ア ン チ セ ン ス 鎖 の 3'末 端 に 一 本 鎖 を 形 成 す る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 表 3、 5、 お よ び 7に 列 挙 さ れ た よ う な BRC関 連 遺 伝 子 の siRNAは 、 mRNA転 写 物 と 結 合 し う
る 形 態 で 、 細 胞 に 直 接 導 入 す る こ と が で き る 。 ま た は 、 siRNAを コ ー ド す る DNAを 、 ベ ク タ
ー 中 に あ る 状 態 で 送 達 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 ベ ク タ ー は 、 例 え ば 、 BRC関 連 遺 伝 子 標 的 配 列 を 、 前 記 配 列 に 隣 接 す る 機 能 的 に 結 合 し
た 調 節 配 列 を 有 す る 発 現 ベ ク タ ー 中 に 、 両 方 の 鎖 の 発 現 が （ DNA分 子 の 転 写 に よ っ て ） 可
能 に な る よ う な 様 式 で ク ロ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 作 製 し う る （ Lee, N.S., Dohjima, 
T., Bauer, G., Li, H., Li， M.-J., Ehsani, A., Salvaterra、 P. and Rossi, J. (2002
) 「 Expression of small interfering RNAs targeted against HIV-1 rev transcripts 
in human cells.」 Nature Biotechnology 20： 500-505） 。 BRC関 連 遺 伝 子 の mRNAに 対 す る
ア ン チ セ ン ス で あ る RNA分 子 を 第 1の プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た DNAの 3'
側 に あ る プ ロ モ ー タ ー 配 列 ） に よ っ て 転 写 さ せ 、 BRC関 連 遺 伝 子 の mRNAに 対 す る セ ン ス 鎖
で あ る RNA分 子 を 第 2の プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た DNAの 5'側 に あ る プ ロ
モ ー タ ー 配 列 ） に よ っ て 転 写 さ せ る 。 セ ン ス 鎖 お よ び ア ン チ セ ン ス 鎖 を イ ン ビ ボ で ハ イ ブ
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リ ダ イ ズ さ せ て 、 BRC関 連 遺 伝 子 の サ イ レ ン シ ン グ の た め の siRNA構 築 物 を 生 成 さ せ る 。 ま
た は 、 2つ の 構 築 物 を 利 用 し て 、 siRNA構 築 物 の セ ン ス 鎖 お よ び ア ン チ セ ン ス 鎖 を 作 製 す る
こ と も で き る 。 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た BRC関 連 遺 伝 子 は 、 単 一 の 転 写 物 が 標 的 遺 伝 子 由 来 の
セ ン ス 配 列 お よ び 相 補 的 ア ン チ セ ン ス 配 列 の 両 方 を 有 す る よ う な 、 ヘ ア ピ ン な ど の 二 次 構
造 を 有 す る 構 築 物 を コ ー ド す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 ヘ ア ピ ン ル ー プ 構 造 を 形 成 さ せ る 目 的 で 、 任 意 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ル ー プ 配 列
を セ ン ス 配 列 と ア ン チ セ ン ス 配 列 と の 間 に 配 置 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は
、 一 般 式 5'-[A]-[B]-[A']-3'（ 式 中 、 [A]は 表 3、 5、 ま た は 7か ら 選 択 さ れ る 遺 伝 子 の 配 列
に 対 応 す る リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ り 、 ［ B］ は 3～ 23ヌ ク レ オ チ ド か ら な る リ ボ ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 で あ り 、 [A']は [A]の 相 補 配 列 か ら な る リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る ） を 有 す
る siRNAも 提 供 す る 。 領 域 [A]は [A']と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 す る と 領 域 [B]か ら な る ル ー プ
が 形 成 さ れ る 。 ル ー プ 配 列 は 好 ま し く は 3～ 23ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ る 。 ル ー プ 配 列 は 例 え
ば 、 以 下 の 配 列 か ら な る 群 よ り 選 択 す る こ と が で き る （ http://www.ambion.com/techlib/
tb/tb_506.html） 。 さ ら に 、 23ヌ ク レ オ チ ド か ら な る ル ー プ 配 列 に よ っ て 活 性 の あ る siRN
Aを 得 る こ と も で き る （ Jacque, J.-M., Triques， K. and Stevenson， M. (2002) 「 Modul
ation of HIV-1 replication by RNA interference.」 Nature 418： 435-438） 。
　 CCC、 CCACC、 ま た は CCACACC： Jacque, J. M.Triques， K. and Stevenson, M (2002) 「
Modulation of HIV-1 replication by RNA interference.」 Nature, Vol. 418： 435-438
。
　 UUCG： Lee, N.S., Dohjima, T., Bauer, G., Li, H., Li, M.-J., Ehsani, A., Salvat
erra, P. and Rossi, J. (2002) 「 Expression of small interfering RNAs targeted ag
ainst HIV-1 rev transcripts in human cells.」 Nature Biotechnology 20： 500-505。 F
ruscoloni, P., Zamboni, M. and Tocchini-Valentini, G. P. (2003) 「 Exonucleolytic
 degradation of double-stranded RNA by an activity in Xenopus laevis germinal ve
sicles.」 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 100（ 4） ： 1639-1644。
　 UUCAAGAGA： Dykxhoorn, D. M., Novina, C. D. and Sharp, P. A. (2002) 「 Killing t
he messenger： Short RNAs that silence gene expression.」 Nature Reviews Molecular
 Cell Biology 4： 457-467。
【 ０ １ １ ２ 】
　 し た が っ て 、 ル ー プ 配 列 を 、 CCC、 UUCG、 CCACC、 CCACACC、 お よ び UUCAAGAGAか ら な る 群
よ り 選 択 す る こ と が で き る 。 好 ま し い ル ー プ 配 列 は UUCAAGAGA（ DNAで は 「 ttcaagaga」 ）
で あ る 。 本 発 明 の 文 脈 に お け る 使 用 に 適 し た ヘ ア ピ ン siRNAの 例 に は 以 下 が 含 ま れ る 。
TOPK-siRNAに 対 し て ：
gaacgauauaaagccagcc-[b]-ggcuggcuuuauaucguuc（ SEQ ID NO： 25の 標 的 配 列 に 対 し て ） ；
cuggaugaaucauaccaga-[b]-ucugguaugauucauccag（ SEQ ID NO： 28の 標 的 配 列 に 対 し て ） ；
guguggcuugcguaaauaa-[b]-uuauuuacgcaagccacac（ SEQ ID NO： 31の 標 的 配 列 に 対 し て ） 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 適 切 な siRNAの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 Ambionの ウ ェ ブ サ イ ト （ http://www.ambion.com/t
echlib/misc/siRNA_finder.html） か ら 入 手 可 能 な siRNA設 計 コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム を
用 い て 設 計 す る こ と が で き る 。 コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム は 、 以 下 の プ ロ ト コ ー ル に 基 づ
い て siRNA合 成 の た め の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 選 択 す る 。
【 ０ １ １ ４ 】
siRNA標 的 部 位 の 選 択
1． 対 象 と な る 転 写 物 の AUG開 始 コ ド ン か ら 始 め て 、 AAジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 求 め て 下 流 に
ス キ ャ ン す る 。 有 望 な siRNA標 的 部 位 と し て 、 各 AAお よ び 3'隣 接 ヌ ク レ オ チ ド 19個 の 出 現
を 記 録 す る 。 Tuschlら は 、 5'お よ び 3'非 翻 訳 領 域 （ UTR） お よ び 開 始 コ ド ン 近 傍 （ 75塩 基
以 内 ） の 領 域 が 、 調 節 タ ン パ ク 質 結 合 部 位 に よ り 富 ん で い る 可 能 性 が あ る こ と か ら 、 こ れ
ら に 対 し て siRNAを 設 計 し な い こ と を 推 奨 し て い る 。 UTR-結 合 タ ン パ ク 質 お よ び /ま た は 翻
訳 開 始 複 合 体 は 、 siRNAエ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 複 合 体 の 結 合 を 妨 害 し う る 。
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2． 有 望 な 標 的 部 位 を ヒ ト ゲ ノ ム デ ー タ ベ ー ス と 比 較 し て 、 他 の コ ー ド 配 列 と 有 意 な 相 同
性 を 有 す る 如 何 な る 標 的 配 列 も 検 討 か ら 除 外 す る 。 相 同 性 検 索 は 、 NCBIサ ー バ ー 、 www.nc
bi.nlm.nih.gov/BLAST/に お い て 認 め ら れ う る BLASTを 用 い て 行 う こ と が で き る 。
3． 合 成 の た め に 適 格 な 標 的 配 列 を 選 択 す る 。 ア ン ビ オ ン で は 、 好 ま し く は 、 評 価 す べ き
遺 伝 子 の 長 さ に 沿 っ て い く つ か の 標 的 配 列 を 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 BRC関 連 遺 伝 子 配 列 に 隣 接 す る 調 節 配 列 は 同 一 で も よ く 、 ま た は そ れ ら の 発 現 を 独 立 的
に 、 ま た は 時 間 的 も し く は 空 間 的 に 調 節 し う る よ う に 異 な っ て い て も よ い 。 siRNAは 、 BRC
関 連 遺 伝 子 鋳 型 の そ れ ぞ れ を 、 例 え ば 核 内 低 分 子 RNA（ snRNA） U6由 来 の RNA pol III転 写
単 位 ま た は ヒ ト H1 RNAプ ロ モ ー タ ー を 含 む ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 、 細
胞 内 で 転 写 さ れ る 。 ベ ク タ ー を 細 胞 に 導 入 す る た め に 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 促 進 物 質 を
用 い る こ と が で き る 。 FuGENE（ Roche diagnostices） 、 Lipofectamine 2000（ Invitrogen
） 、 Oligofectamine（ Invitrogen） 、 お よ び Nucleofector（ 和 光 純 薬 工 業 ） は 、 ト ラ ン ス
フ ェ ク シ ョ ン 促 進 物 質 と し て 有 用 で あ る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は siRNAは 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 発
現 を 阻 害 す る の で 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 を 抑 制 す る の に 有 用 で あ る 。 同
様 に 、 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は siRNAを 含 む 発 現 阻 害 物 質 は 、 そ
れ ら が 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 を 阻 害 で き る と い う 点 に お い て 有 用 で あ る 。
し た が っ て 、 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は siRNAを 含 む 組 成 物 は 、 乳
癌 を 治 療 す る の に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
抗 体
　 ま た は 、 BRCに お い て 過 剰 発 現 さ れ た 遺 伝 子 の 一 つ ま た は 複 数 の 遺 伝 子 産 物 の 機 能 は 、
遺 伝 子 産 物 に 結 合 す る 化 合 物 、 さ も な け れ ば 遺 伝 子 産 物 の 機 能 を 阻 害 す る 化 合 物 を 投 与 す
る こ と に よ っ て 阻 害 さ れ う る 。 例 え ば 、 化 合 物 は 、 一 つ ま た は 複 数 の 過 剰 発 現 さ れ た 遺 伝
子 産 物 に 結 合 す る 抗 体 で あ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 本 発 明 で は 、 抗 体 、 特 に 上 方 制 御 さ れ た マ ー カ ー 遺 伝 子 に コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 に 対
す る 抗 体 、 ま た は そ の よ う な 抗 体 の 断 片 の 使 用 に 言 及 す る 。 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る
よ う に 、 「 抗 体 」 と い う 用 語 は 、 抗 体 を 合 成 す る た め に 用 い ら れ る 抗 原 （ す な わ ち 上 方 制
御 さ れ た マ ー カ ー 遺 伝 子 の 遺 伝 子 産 物 ） ま た は そ れ に 近 縁 の 抗 原 の み と 相 互 作 用 す る （ す
な わ ち 結 合 す る ） 、 特 異 的 構 造 を 有 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 を 指 す 。 さ ら に 、 抗 体 は 、 そ
れ が マ ー カ ー 遺 伝 子 に コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 一 つ ま た は 複 数 に 結 合 す る 限 り 、 抗 体 断
片 ま た は 修 飾 抗 体 で あ っ て も よ い 。 例 え ば 、 抗 体 断 片 は 、 Fab、 F(ab') 2 、 Fv、 ま た は Hお
よ び L鎖 か ら の Fv断 片 が 適 当 な リ ン カ ー に よ っ て 連 結 さ れ て い る 一 本 鎖 Fv（ scFv） で あ っ
て も よ い （ Huston, J.S. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85： 5879-5883（ 1988
） ） 。 よ り 詳 し く 述 べ る と 、 抗 体 断 片 は 、 抗 体 を パ パ イ ン ま た は ペ プ シ ン の よ う な 酵 素 に
よ っ て 処 理 す る こ と に よ っ て 産 生 し て も よ い 。 ま た は 、 抗 体 断 片 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 構
築 し て 、 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 適 当 な 宿 主 細 胞 に お い て 発 現 さ せ て も よ い （ 例 え ば 、 Co
 M.S. et al., J. Immunol. 152： 2968-2976（ 1994） ； Better M. and Horwitz A.H., Me
thods Enzymol. 178： 476-496（ 1989） ； Pluckthun A. and Skerra A., Methods Enzymol
. 178： 497-515（ 1989） ； Lamoyi E., Methods Enzymol. 121： 652-663（ 1986） ； Rousse
aux J. et al., Methods Enzymol. 121： 663-669（ 1986） ； Bird R.E. and Walker B.W.,
 Trends Biotechnol. 9： 132-137（ 1991） を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 抗 体 は 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ PEG） の よ う な 多 様 な 分 子 に 結 合 さ せ る こ と に よ っ
て 修 飾 し て も よ い 。 本 発 明 は 、 そ の よ う な 修 飾 抗 体 を 提 供 す る 。 修 飾 抗 体 は 、 抗 体 を 化 学
修 飾 す る こ と に よ っ て 得 る こ と が で き る 。 こ れ ら の 修 飾 法 は 、 当 技 術 分 野 で 慣 例 的 で あ る
。
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【 ０ １ ２ ０ 】
　 ま た は 、 抗 体 に は 、 ヒ ト 以 外 の 抗 体 に 由 来 す る 可 変 領 域 と ヒ ト 抗 体 に 由 来 す る 定 常 領 域
と を 有 す る キ メ ラ 抗 体 、 ま た は ヒ ト 以 外 の 抗 体 に 由 来 す る 相 補 性 決 定 領 域 （ CDR） 、 ヒ ト
抗 体 に 由 来 す る フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 （ FR） お よ び 定 常 領 域 を 含 む ヒ ト 化 抗 体 が 含 ま れ う る
。 そ の よ う な 抗 体 は 、 既 知 の 技 術 を 用 い て 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 癌 細 胞 に お い て 起 こ る 特 異 的 な 分 子 変 化 に 対 す る 癌 治 療 は 、 進 行 乳 癌 を 治 療 す る た め の
ト ラ ス ツ ズ マ ブ （ ハ ー セ プ チ ン ） 、 慢 性 骨 髄 性 白 血 病 の た め の イ マ チ ニ ブ メ チ レ ー ト （ グ
リ ー ベ ッ ク ） 、 非 小 細 胞 肺 癌 （ NSCLC） の た め の ゲ フ ィ チ ニ ブ （ イ レ ッ サ ） 、 な ら び に B細
胞 リ ン パ 腫 お よ び マ ン ト ル 細 胞 リ ン パ 腫 の た め の リ ツ キ シ マ ブ （ 抗 CD20 mAb） の よ う な 抗
癌 剤 の 臨 床 開 発 お よ び 規 制 認 可 に よ っ て 確 認 さ れ て い る （ Ciardiello F, Tortora G.「 A 
novel approach in the treatment of cancer： targeting the epidermal growth factor
 receptor.」 Clin Cancer Res. 2001 Oct； 7(10)： 2958-70. Review.； Slamon DJ, Leyla
nd-Jones B, Shak S, Fuchs H, Paton V, Bajamonde A, Fleming T, Eiermann W, Wolter
 J, Pegram M, Baselga J, Norton L.「 Use of chemotherapy plus a monoclonal antibo
dy against HER2 for metastatic breast cancer that overexpresses HER2.」 N Engl J 
Med. 2001 Mar 15； 344(11)： 783-92.； Rehwald U, Schulz H, Reiser M, Sieber M, Sta
ak JO, Morschhauser F, Driessen C, Rudiger T, Muller-Hermelink K, Diehl V, Enger
t A.「 Treatment of relapsed CD20+ Hodgkin lymphoma with the monoclonal antibody 
rituximab is effective and well tolerated： results of a phase 2 trial of the Ger
man Hodgkin Lymphoma Study Group.」 Blood. 2003 Jan 15； 101(2)： 420-424.； Fang G,
 Kim CN, Perkins CL, Ramadevi N, Winton E, Wittmann S and Bhalla KN. (2000). Blo
od, 96, 2246-2253） 。 こ れ ら の 薬 物 は 、 形 質 転 換 し た 細 胞 の み を 標 的 と す る こ と か ら 、
臨 床 的 に 有 効 で あ り 、 従 来 の 抗 癌 剤 よ り 許 容 性 が 良 好 で あ る 。 し た が っ て 、 そ の よ う な 薬
物 は 、 癌 患 者 の 生 存 お よ び 生 活 の 質 を 改 善 す る の み な ら ず 、 分 子 標 的 癌 治 療 の 考 え 方 が 正
当 で あ る こ と を 証 明 し て い る 。 さ ら に 、 標 的 薬 物 は 、 標 準 的 な 化 学 療 法 と 併 用 し て 用 い た
場 合 に 、 そ の 有 効 性 を 増 強 す る こ と が で き る （ Gianni, L. (2002), Oncology 63 suppl 1
, 47-56； Klejman A., Rushen L., Morrione A., Slupianek A and Skorski T. (2002), 
Oncogene 21： 5868-5876） 。 し た が っ て 、 将 来 の 癌 治 療 は お そ ら く 、 従 来 の 薬 物 を 血 管 新
生 お よ び 浸 潤 性 の よ う な 腫 瘍 細 胞 の 異 な る 特 徴 を ね ら っ た 標 的 特 異 的 薬 物 と 併 用 す る こ と
を 含 む で あ ろ う 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 こ れ ら の 調 節 方 法 は 、 エ ク ス ビ ボ も し く は イ ン ビ ト ロ で 行 う こ と も で き （ 例 え ば 、 細 胞
を 物 質 と と も に 培 養 す る こ と に よ り ） 、 ま た は イ ン ビ ボ で 行 う こ と も で き る （ 例 え ば 、 物
質 を 対 象 に 投 与 す る こ と に よ り ） 。 本 方 法 は 、 タ ン パ ク 質 も し く は タ ン パ ク 質 の 組 み 合 わ
せ 、 ま た は 核 酸 分 子 も し く は 核 酸 分 子 の 組 み 合 わ せ を 、 差 次 的 に 発 現 さ れ る 遺 伝 子 の 異 常
な 発 現 ま た は そ れ ら の 遺 伝 子 産 物 の 異 常 な 活 性 を 相 殺 す る 治 療 法 と し て 投 与 す る こ と を 含
む 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 遺 伝 子 お よ び 遺 伝 子 産 物 の そ れ ぞ れ 発 現 レ ベ ル ま た は 生 物 学 的 活 性 が （ 疾 患 ま た は 障 害
に 罹 患 し て い な い 対 象 と 比 較 し て ） 上 昇 し て い る こ と に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 疾 患 お よ び
障 害 は 、 過 剰 発 現 さ れ る 一 つ ま た は 複 数 の 遺 伝 子 の 活 性 に 拮 抗 す る （ す な わ ち 、 そ れ を 低
下 さ せ る ま た は 阻 害 す る ） 治 療 薬 に よ っ て 治 療 さ れ る 可 能 性 が あ る 。 活 性 に 拮 抗 す る 治 療
薬 は 、 治 療 的 ま た は 予 防 的 に 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の 文 脈 に お い て 利 用 し う る 治 療 薬 に は 、 例 え ば 以 下 の も の が 含 ま れ
る ： （ i） 過 剰 発 現 ま た は 低 発 現 さ れ る 一 つ ま た は 複 数 の 遺 伝 子 の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は
そ の 類 似 体 、 誘 導 体 、 断 片 も し く は 相 同 体 ； （ ii） 過 剰 発 現 さ れ る 遺 伝 子 ま た は 遺 伝 子 産
物 に 対 す る 抗 体 ； （ iii） 過 剰 発 現 ま た は 低 発 現 さ れ る 一 つ ま た は 複 数 の 遺 伝 子 を コ ー ド
す る 核 酸 ； （ iv） ア ン チ セ ン ス 核 酸 、 ま た は 「 機 能 欠 損 」 で あ る 核 酸 （ す な わ ち 、 一 つ ま
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た は 複 数 の 過 剰 発 現 さ れ る 遺 伝 子 の 核 酸 内 部 へ の 非 相 同 的 挿 入 の た め ） ； （ v） 低 分 子 干
渉 RNA（ siRNA） ； ま た は （ vi） 調 節 物 質 （ す な わ ち 、 阻 害 物 質 、 過 剰 発 現 ま た は 低 発 現 さ
れ る ポ リ ペ プ チ ド と そ の 結 合 パ ー ト ナ ー と の 間 の 相 互 作 用 を 変 化 さ せ る ア ゴ ニ ス ト お よ び
ア ン タ ゴ ニ ス ト ） 。 機 能 欠 損 ア ン チ セ ン ス 分 子 は 、 相 同 組 換 え に よ っ て ポ リ ペ プ チ ド の 内
因 性 機 能 を 「 ノ ッ ク ア ウ ト 」 す る た め に 用 い ら れ る （ 例 え ば 、 Capecchi, Science 244： 1
288-1292 1989を 参 照 ） 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 生 物 学 的 活 性 の 低 下 （ 疾 患 ま た は 障 害 に 罹 患 し て い な い 対 象 と 比 較 し て ） に よ っ て 特 徴
づ け ら れ る 疾 患 お よ び 障 害 は 、 活 性 を 上 昇 さ せ る （ す な わ ち 、 そ れ に 対 す る ア ゴ ニ ス ト で
あ る ） 治 療 薬 に よ っ て 治 療 し て も よ い 。 活 性 を 上 方 制 御 す る 治 療 薬 は 、 治 療 的 ま た は 予 防
的 に 投 与 す る こ と が で き る 。 用 い う る 治 療 薬 は 、 ポ リ ペ プ チ ド （ ま た は そ の 類 似 体 、 誘 導
体 、 断 片 も し く は ホ モ ロ グ ） 、 ま た は 生 物 学 的 利 用 能 を 高 め る ア ゴ ニ ス ト を 含 む が 、 こ れ
ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 レ ベ ル の 上 昇 ま た は 低 下 は 、 ペ プ チ ド お よ び /ま た は RNAを 定 量 す る こ と に よ っ て 、 患 者
の 組 織 試 料 を 得 て （ 例 え ば 、 生 検 組 織 か ら ） 、 こ れ を RNAま た は ペ プ チ ド レ ベ ル 、 発 現 さ
れ た ペ プ チ ド の 構 造 お よ び /ま た は 活 性 （ ま た は そ の 発 現 が 変 化 し て い る 遺 伝 子 の mRNA）
に 関 し て イ ン ビ ト ロ で ア ッ セ イ す る こ と に よ っ て 、 容 易 に 検 出 す る こ と が で き る 。 当 技 術
分 野 に お い て 周 知 で あ る 方 法 に は 、 イ ム ノ ア ッ セ イ （ 例 え ば 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 、
免 疫 沈 降 後 の ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム （ SDS） ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 、 免 疫 細
胞 化 学 等 ） 、 お よ び /ま た は mRNAの 発 現 を 検 出 す る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ （ 例
え ば 、 ノ ー ザ ン ア ッ セ イ 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 、 イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 等 ）
が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 予 防 的 投 与 は 、 疾 患 も し く は 障 害 が 予 防 さ れ る よ う に 、 ま た は そ の 進 行 が 遅 れ る よ う に
、 疾 患 の 明 白 な 臨 床 症 状 が 発 現 す る 前 に 行 わ れ る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 本 発 明 の 治 療 方 法 は 、 細 胞 を 、 差 次 的 に 発 現 さ れ る 遺 伝 子 の 遺 伝 子 産 物 の 活 性 の う ち 一
つ ま た は 複 数 を 調 節 す る 作 用 因 子 と 接 触 さ せ る 段 階 を 含 ん で も よ い 。 タ ン パ ク 質 活 性 を 調
節 す る 作 用 因 子 の 例 に は 、 核 酸 、 タ ン パ ク 質 、 こ の よ う な タ ン パ ク 質 の 天 然 の 同 族 リ ガ ン
ド 、 ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 模 倣 物 お よ び そ の 他 の 低 分 子 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な
い 。 例 え ば 、 適 し た 作 用 因 子 は 、 差 次 的 に 低 発 現 さ れ る 一 つ ま た は 複 数 の 遺 伝 子 の 一 つ ま
た は 複 数 の タ ン パ ク 質 活 性 を 賦 活 化 し う る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
乳 癌 に 対 す る ワ ク チ ン 接 種
　 本 発 明 は ま た 、 表 3、 5、 お よ び 7に 列 挙 さ れ た BRC関 連 遺 伝 子 （ す な わ ち 、 上 方 制 御 さ れ
る 遺 伝 子 ） か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 核 酸 に コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 、 該 ポ リ ペ プ チ ド
の 免 疫 学 的 活 性 断 片 、 ま た は ポ リ ペ プ チ ド も し く は そ の 断 片 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド を 含 む ワ ク チ ン を 対 象 に 投 与 す る 段 階 を 含 む 、 対 象 に お け る 乳 癌 を 治 療 ま た は 予 防 す る
方 法 に も 関 す る 。 ポ リ ペ プ チ ド の 投 与 は 、 対 象 に お い て 抗 腫 瘍 免 疫 を 誘 導 す る 。 抗 腫 瘍 免
疫 を 誘 導 す る た め に 、 表 3、 5、 お よ び 7に 列 挙 さ れ た BRC関 連 遺 伝 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ
れ る 核 酸 に コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 学 的 活 性 断 片 、 ま た は 該 ポ
リ ペ プ チ ド も し く は そ の 断 片 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 治 療 ま た は 予 防 が 必 要 な
患 者 に 投 与 す る 。 さ ら に 、 表 5お よ び 7に 列 挙 さ れ た BRC関 連 遺 伝 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ
れ る 核 酸 に コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド は 、 乳 癌 お よ び IDCの 浸 潤 に 対 し て そ れ ぞ れ 抗 腫 瘍
免 疫 を 誘 導 し う る 。 ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 免 疫 学 的 活 性 断 片 は BRCに 対 す る ワ ク チ ン と
し て 有 用 で あ る 。 場 合 に よ っ て は 、 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 は 、 T細 胞 受 容 体 （ TCR） に
結 合 し た 形 で 投 与 し て も よ く 、 ま た は マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 樹 状 細 胞 （ DC） 、 も し く は B-細 胞
の よ う な 抗 原 提 示 細 胞 （ APC） に よ っ て 提 示 さ れ た 形 で 投 与 し て も よ い 。 DCの 強 い 抗 原 提
示 能 の た め 、 APCの 中 で は 、 DCを 用 い る こ と が 最 も 好 ま し い 。
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【 ０ １ ３ ０ 】
　 本 発 明 に お い て 、 BRCに 対 す る ワ ク チ ン と は 、 動 物 に 接 種 す る と 抗 腫 瘍 免 疫 を 誘 導 す る
能 力 を 有 す る 物 質 を 指 す 。 本 発 明 に よ る と 、 表 3、 5、 お よ び 7に 列 挙 さ れ た BRC関 連 遺 伝 子
に コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 は 、 表 3、 5、 お よ び 7に 列 挙 さ れ た BRC関 連 遺
伝 子 を 発 現 す る BRC細 胞 に 対 し て 強 力 か つ 特 異 的 な 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 可 能 性 が あ る HLA-A
24ま た は HLA-A*0201拘 束 性 エ ピ ト ー プ で あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。 こ の よ う に 、 本 発 明 は ま
た 、 ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て 抗 腫 瘍 免 疫 を 誘 導 す る 方 法 も 含 む 。 一 般 的 に 、 抗 腫 瘍 免 疫 に は
、 以 下 の よ う な 免 疫 応 答 が 含 ま れ る ：
－ 腫 瘍 に 対 す る 細 胞 障 害 性 リ ン パ 球 の 誘 導 、
－ 腫 瘍 を 認 識 す る 抗 体 の 誘 導 、 お よ び
－ 抗 腫 瘍 サ イ ト カ イ ン 産 生 の 誘 導 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 し た が っ て 、 あ る タ ン パ ク 質 が 、 動 物 へ の 接 種 時 に こ れ ら の 免 疫 応 答 の い ず れ か 一 つ を
誘 導 す る 場 合 、 そ の タ ン パ ク 質 は 、 抗 腫 瘍 免 疫 誘 導 効 果 を 有 す る と 決 定 さ れ る 。 タ ン パ ク
質 に よ る 抗 腫 瘍 免 疫 の 誘 導 は 、 宿 主 に お け る タ ン パ ク 質 に 対 す る 免 疫 系 の 反 応 を イ ン ビ ボ
ま た は イ ン ビ ト ロ で 観 察 す る こ と に よ っ て 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 例 え ば 、 細 胞 障 害 性 Tリ ン パ 球 の 誘 導 を 検 出 す る 方 法 は 周 知 で あ る 。 特 に 、 生 体 内 に 入
る 外 来 物 質 は 、 抗 原 提 示 細 胞 （ APC） の 作 用 に よ っ て T細 胞 お よ び B細 胞 に 提 示 さ れ る 。 APC
に よ っ て 提 示 さ れ た 抗 原 に 対 し て 抗 原 特 異 的 に 応 答 す る T細 胞 は 、 抗 原 に よ る 刺 激 に よ っ
て 細 胞 障 害 性 T細 胞 （ ま た は 細 胞 障 害 性 Tリ ン パ 球 ； CTL） に 分 化 し た 後 増 殖 す る （ こ れ は T
細 胞 の 活 性 化 と 呼 ば れ る ） 。 し た が っ て 、 あ る ペ プ チ ド に よ る CTL誘 導 は 、 APCに よ る T細
胞 へ の ペ プ チ ド の 提 示 お よ び CTLの 誘 導 を 検 出 す る こ と に よ っ て 評 価 す る こ と が で き る 。
さ ら に 、 APCは 、 CD4+ T細 胞 、 CD8+ T細 胞 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 好 酸 球 、 お よ び NK細 胞 を 活
性 化 す る 効 果 を 有 す る 。 CD4+ T細 胞 お よ び CD8+ T細 胞 も 同 様 に 抗 腫 瘍 免 疫 に お い て 重 要 で
あ る こ と か ら 、 ペ プ チ ド の 抗 腫 瘍 免 疫 誘 導 作 用 は 、 こ れ ら の 細 胞 の 活 性 化 効 果 を 指 標 と し
て 用 い て 評 価 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 APCと し て 樹 状 細 胞 （ DC） を 用 い て CTLの 誘 導 作 用 を 評 価 す る 方 法 は 、 当 技 術 分 野 で 周 知
で あ る 。 DCは 、 APCの 中 で も 最 も 強 力 な CTL誘 導 作 用 を 有 す る 代 表 的 な APCで あ る 。 こ の 方
法 で は 、 被 験 ポ リ ペ プ チ ド を ま ず DCに 接 触 さ せ て 、 こ の DCを T細 胞 に 接 触 さ せ る 。 DCに 接
触 さ せ た 後 に 、 対 象 細 胞 に 対 し て 細 胞 障 害 作 用 を 有 す る T細 胞 が 検 出 さ れ れ ば 、 被 験 ポ リ
ペ プ チ ド が 細 胞 障 害 性 T細 胞 の 誘 導 活 性 を 有 す る こ と を 示 し て い る 。 腫 瘍 に 対 す る CTLの 活
性 は 、 例 え ば 5 1 Cr標 識 腫 瘍 細 胞 の 溶 解 を 指 標 と し て 用 い て 検 出 す る こ と が で き る 。 ま た は
、 3 H-チ ミ ジ ン 取 り 込 み 活 性 ま た は LDH（ 乳 糖 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ ） 放 出 を 指 標 と し て 用 い て
腫 瘍 細 胞 の 損 傷 の 程 度 を 評 価 す る 方 法 も 同 様 に 周 知 で あ る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 DCと は 別 に 、 末 梢 血 単 核 球 （ PBMC） も 同 様 に APCと し て 用 い て も よ い 。 CTLの 誘 導 は 、 GM
-CSFお よ び IL-4の 存 在 下 で PBMCを 培 養 す る こ と に よ っ て 増 強 さ れ る こ と が 報 告 さ れ て い る
。 同 様 に 、 CTLは 、 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン （ KLH） お よ び IL-7の 存 在 下 で PBMC
を 培 養 す る こ と に よ っ て 誘 導 さ れ る こ と が 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 こ れ ら の 方 法 に よ っ て CTL誘 導 活 性 を 有 す る こ と が 確 認 さ れ た 被 験 ポ リ ペ プ チ ド は 、 DC
活 性 化 効 果 お よ び そ の 後 の CTL誘 導 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ る と 見 な さ れ る 。 し た
が っ て 、 腫 瘍 細 胞 に 対 し て CTLを 誘 導 す る ポ リ ペ プ チ ド は 、 腫 瘍 に 対 す る ワ ク チ ン と し て
有 用 で あ る 。 さ ら に 、 ポ リ ペ プ チ ド に 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 腫 瘍 に 対 す る CTLの 誘 導 能
を 獲 得 し た APCは 、 腫 瘍 に 対 す る ワ ク チ ン と し て 有 用 で あ る 。 さ ら に 、 APCに よ る ポ リ ペ プ
チ ド 抗 原 の 提 示 に よ り 細 胞 障 害 性 を 獲 得 し た CTLも 同 様 に 、 腫 瘍 に 対 す る ワ ク チ ン と し て
用 い る こ と が で き る 。 APCお よ び CTLに よ る 抗 腫 瘍 免 疫 を 用 い る そ の よ う な 腫 瘍 の 治 療 法 は
、 細 胞 免 疫 療 法 と 呼 ば れ る 。
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【 ０ １ ３ ６ 】
　 一 般 的 に 、 細 胞 免 疫 療 法 の た め に ポ リ ペ プ チ ド を 用 い る 場 合 、 CTL誘 導 効 率 は 、 異 な る
構 造 を 有 す る 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド を 組 み 合 わ せ て 、 そ れ ら を DCに 接 触 さ せ る こ と に よ っ て
増 加 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 し た が っ て 、 DCを タ ン パ ク 質 断 片 に よ っ て 刺 激 す る 場 合 、
複 数 の タ イ プ の 断 片 の 混 合 物 を 用 い る こ と が 有 利 で あ る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 ま た は 、 ポ リ ペ プ チ ド に よ る 抗 腫 瘍 免 疫 の 誘 導 は 、 腫 瘍 に 対 す る 抗 体 産 生 の 誘 導 を 観 察
す る こ と に よ っ て 確 認 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 が 、 そ の ポ
リ ペ プ チ ド で 免 疫 し た 実 験 動 物 に お い て 誘 導 さ れ る 場 合 、 そ し て 腫 瘍 細 胞 の 増 殖 が そ れ ら
の 抗 体 に よ っ て 抑 制 さ れ る 場 合 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 抗 腫 瘍 免 疫 の 誘 導 能 を 有 す る と 見 な す
こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 抗 腫 瘍 免 疫 は 本 発 明 の ワ ク チ ン を 投 与 す る こ と に よ っ て 誘 導 さ れ 、 抗 腫 瘍 免 疫 の 誘 導 に
よ っ て 、 BRCを 治 療 お よ び 予 防 す る こ と が で き る 。 癌 の 治 療 ま た は 癌 の 発 症 の 予 防 に は 、
癌 性 細 胞 の 増 殖 の 阻 害 、 癌 の 退 縮 、 お よ び 癌 の 発 生 抑 制 の よ う な 段 階 の い ず れ か が 含 ま れ
る 。 癌 を 有 す る 個 体 の 死 亡 率 お よ び 疾 病 率 の 低 下 、 血 液 中 の 腫 瘍 マ ー カ ー の レ ベ ル の 減 少
、 癌 に 伴 う 検 出 可 能 な 症 状 の 軽 減 等 も 同 様 に 、 癌 の 治 療 ま た は 予 防 に 含 ま れ る 。 そ の よ う
な 治 療 お よ び 予 防 効 果 は 好 ま し く は 統 計 学 的 に 有 意 で あ る 。 例 え ば 、 細 胞 増 殖 疾 患 に 対 す
る ワ ク チ ン の 治 療 ま た は 予 防 効 果 を 、 ワ ク チ ン 投 与 を 行 わ な い 対 照 と 比 較 す る 観 察 に お い
て 、 5％ ま た は そ れ 未 満 は 有 意 水 準 で あ る 。 例 え ば 、 ス チ ュ ー デ ン ト の t-検 定 、 マ ン -ホ イ
ッ ト ニ ー の U検 定 、 ま た は ANOVAを 統 計 解 析 に 用 い て も よ い 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 免 疫 学 的 活 性 を 有 す る 上 記 の タ ン パ ク 質 ま た は そ の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ベ ク タ ー を
ア ジ ュ バ ン ト と 併 用 し て も よ い 。 ア ジ ュ バ ン ト は 、 免 疫 学 的 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 と 共
に （ ま た は 連 続 し て ） 投 与 し た 場 合 に タ ン パ ク 質 に 対 す る 免 疫 応 答 を 増 強 す る 化 合 物 を 指
す 。 ア ジ ュ バ ン ト の 例 に は 、 コ レ ラ 毒 素 、 サ ル モ ネ ラ 毒 素 、 ミ ョ ウ バ ン 等 が 含 ま れ る が こ
れ ら に 限 定 さ れ な い 。 さ ら に 、 本 発 明 の ワ ク チ ン は 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と 適 当 に 組
み 合 わ せ て も よ い 。 そ の よ う な 担 体 の 例 に は 、 滅 菌 水 、 生 理 食 塩 液 、 リ ン 酸 緩 衝 液 、 培 養
液 等 が 含 ま れ る 。 さ ら に 、 ワ ク チ ン は 必 要 に 応 じ て 、 安 定 化 剤 、 懸 濁 剤 、 保 存 剤 、 界 面 活
性 剤 等 を 含 ん で も よ い 。 ワ ク チ ン は 、 全 身 ま た は 局 所 投 与 さ れ う る 。 ワ ク チ ン 投 与 は 、 1
回 投 与 に よ っ て 行 っ て も よ く 、 ま た は 複 数 回 投 与 に よ っ て 追 加 刺 激 し て も よ い 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 本 発 明 の ワ ク チ ン と し て APCま た は CTLを 用 い る 場 合 、 腫 瘍 を 例 え ば エ ク ス ビ ボ 法 に よ っ
て 治 療 ま た は 予 防 す る こ と が で き る 。 よ り 詳 し く 述 べ る と 、 治 療 ま た は 予 防 を 受 け る 対 象
の PBMCを 採 取 し て 、 細 胞 を エ ク ス ビ ボ で ポ リ ペ プ チ ド に 接 触 さ せ て 、 APCま た は CTLの 誘 導
後 、 細 胞 を 対 象 に 投 与 し て も よ い 。 APCは ま た 、 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ベ ク タ ー を エ
ク ス ビ ボ で PBMCに 導 入 す る こ と に よ っ て 誘 導 す る こ と が で き る 。 イ ン ビ ト ロ で 誘 導 さ れ た
APCま た は CTLは 、 投 与 前 に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 標 的 細 胞 を 障 害 す る 高 い 活 性
を 有 す る 細 胞 を ク ロ ー ニ ン グ し て 増 殖 さ せ る こ と に よ っ て 、 細 胞 免 疫 療 法 を よ り 効 率 よ く
行 う こ と が で き る 。 さ ら に 、 こ の よ う に し て 単 離 さ れ た APCお よ び CTLを 用 い て 、 細 胞 が 由
来 す る 個 体 に 対 し て の み な ら ず 、 他 の 個 体 由 来 の 類 似 の タ イ プ の 腫 瘍 に 対 す る 細 胞 免 疫 療
法 の た め に 用 い て も よ い 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 薬 学 的 有 効 量 を 含 む 、 癌 の よ う な 細 胞 増 殖 疾 患 を 治 療
ま た は 予 防 す る た め の 薬 学 的 組 成 物 が 提 供 さ れ る 。 薬 学 的 組 成 物 は 、 抗 腫 瘍 免 疫 を 惹 起 す
る た め に 用 い て も よ い 。
【 ０ １ ４ ２ 】
BRCま た は 悪 性 BRCを 阻 害 す る た め の 薬 学 的 組 成 物
　 本 発 明 の 文 脈 に お い て 、 適 切 な 薬 学 的 製 剤 に は 、 経 口 、 直 腸 内 、 鼻 腔 内 、 局 所 （ 口 腔 内
お よ び 舌 下 を 含 む ） 、 膣 内 、 も し く は 非 経 口 （ 筋 肉 内 、 皮 下 、 お よ び 静 脈 内 を 含 む ） 投 与
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に 適 し た 製 剤 、 ま た は 吸 入 も し く は 吹 入 に よ る 投 与 に 適 し た 製 剤 が 含 ま れ る 。 好 ま し く は
、 投 与 は 静 脈 内 で あ る 。 製 剤 は 任 意 で 用 量 単 位 ご と に 個 別 に 包 装 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 経 口 投 与 に 適 し た 薬 学 的 製 剤 に は 、 そ れ ぞ れ が 活 性 成 分 の 規 定 量 を 含 む カ プ セ ル 剤 、 カ
シ ェ 剤 、 ま た は 錠 剤 が 含 ま れ る 。 適 切 な 製 剤 に は ま た 、 粉 剤 、 顆 粒 剤 、 溶 液 、 懸 濁 液 、 お
よ び 乳 液 が 含 ま れ る 。 活 性 成 分 は 、 任 意 で ボ ー ラ ス 舐 剤 ま た は ペ ー ス ト と し て 投 与 さ れ る
。 経 口 投 与 用 の 錠 剤 お よ び カ プ セ ル 剤 は 、 結 合 剤 、 充 填 剤 、 潤 滑 剤 、 崩 壊 剤 、 お よ び /ま
た は 湿 潤 剤 の よ う な 通 常 の 賦 形 剤 を 含 ん で も よ い 。 錠 剤 は 、 任 意 で 一 つ ま た は 複 数 の 製 剤
成 分 と の 圧 縮 ま た は 成 形 に よ っ て 作 製 し て も よ い 。 圧 縮 錠 は 、 粉 剤 ま た は 顆 粒 剤 の よ う な
流 動 状 の 活 性 成 分 を 、 任 意 で 結 合 剤 、 潤 滑 剤 、 不 活 性 希 釈 剤 、 潤 滑 剤 、 表 面 活 性 剤 、 お よ
び /ま た は 分 散 剤 と 混 合 し て 、 適 し た 装 置 に お い て 圧 縮 す る こ と に よ っ て 調 製 し て も よ い
。 成 形 錠 剤 は 、 不 活 性 液 体 希 釈 剤 に よ っ て 湿 ら せ た 粉 末 化 合 物 の 混 合 物 を 適 し た 機 械 に お
い て 成 形 す る こ と に よ っ て 作 製 し て も よ い 。 錠 剤 は 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 方 法 に 従 っ て コ
ー テ ィ ン グ し て も よ い 。 経 口 液 体 調 製 物 は 、 例 え ば 、 水 性 も し く は 油 性 懸 濁 液 、 溶 液 、 乳
液 、 シ ロ ッ プ 剤 、 も し く は エ リ キ シ ル 剤 の 形 で あ っ て も よ く 、 ま た は 使 用 前 に 水 も し く は
他 の 適 し た 溶 剤 に よ っ て 構 成 す る た め の 乾 燥 製 品 と し て 提 供 し て も よ い 。 そ の よ う な 液 体
調 製 物 は 、 懸 濁 剤 、 乳 化 剤 、 非 水 性 溶 剤 （ 食 用 油 が 含 ま れ て も よ い ） 、 お よ び /ま た は 保
存 剤 の よ う な 通 常 の 添 加 剤 を 含 ん で も よ い 。 錠 剤 は 任 意 で 、 活 性 成 分 の 徐 放 ま た は 制 御 放
出 を 提 供 す る よ う に 調 製 し て も よ い 。 錠 剤 の 包 装 は 、 毎 月 服 用 さ れ る 錠 剤 1錠 を 含 ん で よ
い 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 非 経 口 投 与 用 の 適 切 な 製 剤 に は 、 抗 酸 化 剤 、 緩 衝 剤 、 制 菌 剤 お よ び 対 象 と す る レ シ ピ エ
ン ト の 血 液 と 製 剤 を 等 張 に す る 溶 質 を 含 ん で い て も よ い 水 性 お よ び 非 水 性 滅 菌 注 射 剤 、 な
ら び に 懸 濁 剤 お よ び /ま た は 濃 化 剤 を 含 む 水 性 お よ び 非 水 性 滅 菌 懸 濁 液 が 含 ま れ る 。 製 剤
は 、 単 位 用 量 ま た は 複 数 回 用 量 で 容 器 、 例 え ば 密 封 ア ン プ ル お よ び バ イ ア ル に 入 れ て も よ
く 、 滅 菌 液 体 担 体 、 例 え ば 生 理 食 塩 液 、 注 射 用 水 を 使 用 直 前 に 加 え る だ け で よ い 凍 結 乾 燥
状 態 で 保 存 し て も よ い 。 ま た は 、 製 剤 は 、 連 続 注 入 用 で あ っ て も よ い 。 即 時 調 合 注 射 溶 液
お よ び 懸 濁 液 は 、 既 に 記 述 し た 種 類 の 滅 菌 粉 末 、 顆 粒 、 お よ び 錠 剤 か ら 調 製 し て も よ い 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 直 腸 投 与 用 の 適 切 な 製 剤 に は 、 カ カ オ バ タ ー ま た は ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル の よ う な 標
準 的 な 担 体 を 含 む 坐 剤 が 含 ま れ る 。 口 内 へ の 、 例 え ば 口 腔 内 ま た は 舌 下 へ の 局 所 投 与 用 の
適 切 な 製 剤 に は 、 シ ョ 糖 お よ び ア カ シ ア ま た は ト ラ ガ カ ン ト の よ う な 着 香 基 剤 に 活 性 成 分
を 含 む ト ロ ー チ 剤 、 な ら び に ゼ ラ チ ン と グ リ セ リ ン ま た は シ ョ 糖 と ア カ シ ア の よ う な 基 剤
に 活 性 成 分 を 含 む 香 錠 が 含 ま れ る 。 鼻 腔 内 投 与 の 場 合 、 本 発 明 の 化 合 物 を 液 体 ス プ レ ー 、
も し く は 分 散 性 の 粉 末 と し て 、 ま た は 点 鼻 剤 の 形 態 で 用 い て も よ い 。 点 鼻 剤 は 、 一 つ ま た
は 複 数 の 分 散 剤 、 溶 解 剤 、 お よ び /ま た は 懸 濁 剤 も 含 む 水 性 ま た は 非 水 性 基 剤 に よ っ て 調
製 し て も よ い 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 吸 入 に よ る 投 与 の 場 合 、 吸 入 器 、 ネ ブ ラ イ ザ ー 、 加 圧 パ ッ ク ま た は エ ア ロ ゾ ル ス プ レ ー
を 送 達 す る た め の 他 の 都 合 の よ い 手 段 に よ っ て 化 合 物 を 都 合 よ く 送 達 す る こ と が で き る 。
加 圧 パ ッ ク は 、 ジ ク ロ ロ ジ フ ル オ ロ メ タ ン 、 ト リ ク ロ ロ フ ル オ ロ メ タ ン 、 ジ ク ロ ロ テ ト ラ
フ ル オ ロ エ タ ン 、 二 酸 化 炭 素 、 ま た は 他 の 適 し た ガ ス の よ う な 適 し た 噴 射 剤 を 含 ん で も よ
い 。 加 圧 エ ア ロ ゾ ル の 場 合 、 用 量 単 位 は 、 一 定 量 を 送 達 す る た め の 弁 を 提 供 す る こ と に よ
っ て 決 定 し て も よ い 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 ま た は 、 吸 入 ま た は 吹 入 に よ る 投 与 の 場 合 、 化 合 物 は 、 乾 燥 粉 末 組 成 物 、 例 え ば 化 合 物
と 、 乳 糖 ま た は デ ン プ ン の よ う な 適 し た 粉 末 基 剤 と の 粉 末 混 合 物 の 形 状 を と っ て も よ い 。
粉 末 組 成 物 は 、 単 位 投 与 剤 形 、 例 え ば 、 粉 末 が 吸 入 器 ま た は 吹 入 器 を 利 用 し て 投 与 さ れ う
る カ プ セ ル 剤 、 カ ー ト リ ッ ジ 、 ゼ ラ チ ン ま た は ブ リ ス タ ー パ ッ ク の 形 と し て も よ い 。
【 ０ １ ４ ８ 】
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　 他 の 製 剤 に は 、 治 療 剤 を 放 出 す る 埋 め 込 み 可 能 装 置 お よ び 接 着 パ ッ チ が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 望 ま し け れ ば 、 活 性 成 分 を 持 続 的 に 放 出 す る よ う に 適 合 さ れ た 上 記 の 製 剤 を 用 い て も よ
い 。 薬 学 的 組 成 物 は ま た 、 抗 菌 剤 、 免 疫 抑 制 剤 、 お よ び /ま た は 保 存 剤 の よ う な 他 の 活 性
成 分 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 上 記 で 特 に 言 及 し た 成 分 の 他 に 、 本 発 明 の 製 剤 に は 、 当 該 製 剤 の タ イ プ に 関 し て 当 技 術
分 野 に お い て 通 常 の 他 の 物 質 が 含 ま れ て い て も よ い と 理 解 す べ き で あ る 。 例 え ば 経 口 投 与
に 適 し た 製 剤 は 着 香 料 を 含 ん で い て も よ い 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 好 ま し い 単 位 投 与 製 剤 は 、 下 記 に 引 用 す る よ う に 、 活 性 成 分 ま た は そ の 適 当 な 分 画 の 有
効 量 を 含 む 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 上 記 の 条 件 の そ れ ぞ れ に 関 し て 、 組 成 物 、 例 え ば ポ リ ペ プ チ ド お よ び 有 機 化 合 物 は 、 約
0.1～ 約 250 mg/kg/日 の 用 量 範 囲 で 経 口 ま た は 注 射 に よ っ て 投 与 さ れ う る 。 成 人 ヒ ト の 用
量 範 囲 は 一 般 的 に 、 約 5 mg～ 約 17.5 g/日 、 好 ま し く は 約 5 mg～ 約 10 g/日 、 お よ び 最 も 好
ま し く は 約 100 mg～ 約 3 g/日 で あ る 。 錠 剤 ま た は 個 別 の 単 位 で 提 供 さ れ る 他 の 単 位 投 与 剤
形 は 、 便 宜 上 、 同 一 単 位 量 を 複 数 回 投 与 し た 量 で 有 効 性 を 示 す よ う な 単 位 量 、 例 え ば 約 5 
mg～ 約 500 mg、 通 常 約 100 mg～ 約 500 mgを 含 み う る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 用 い ら れ る 用 量 は 、 対 象 の 年 齢 お よ び 性 別 、 治 療 し よ う と す る 詳 細 な 障 害 お よ び そ の 重
症 度 を 含 む 、 さ ま ざ ま な 要 因 に 依 存 す る と 考 え ら れ る 。 ま た 、 投 与 の 経 路 も 状 態 お よ び そ
の 重 症 度 に 依 存 し て 変 化 し う る 。 い ず れ に し て も 、 適 切 で 最 適 な 投 与 量 は 、 当 業 者 に よ り
、 上 述 し た 要 因 を 考 慮 し た 上 で 慣 行 的 に 計 算 さ れ う る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 本 発 明 の い く つ か の 局 面 を 以 下 の 実 施 例 に 記 載 し て い る が 、 こ れ ら は 、 特 許 請 求 の 範 囲
に 記 載 さ れ た 本 発 明 の 範 囲 を 限 定 す る も の で は な い 。 以 下 の 実 施 例 は 、 BRC細 胞 に お い て
差 次 的 に 発 現 さ れ る 遺 伝 子 の 同 定 お よ び 特 性 決 定 を 例 示 的 に 説 明 し た も の で あ る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
実 施 例
　 疾 病 状 態 、 例 え ば 、 BRCに お い て 差 次 的 に 発 現 さ れ る 遺 伝 子 を 同 定 す る た め に 、 罹 患 組
織 （ 例 え ば 、 BRC由 来 の 上 皮 細 胞 ） お よ び 正 常 組 織 か ら 入 手 し た 組 織 を 評 価 し た 。 ア ッ セ
イ は 以 下 の 通 り に 行 っ た 。
【 ０ １ ５ ６ 】
患 者 お よ び 組 織 試 料
　 癌 研 究 会 附 属 病 院 乳 腺 外 科 部 門 （ Department of Breast Surgery、 Cancer Institute H
ospital、 東 京 、 日 本 ） で 治 療 を 受 け た 81例 の 患 者 （ 非 浸 潤 性 乳 管 癌 12例 お よ び 浸 潤 性 乳
管 癌 69例 、 2cm～ 5cm（ T2） 、 年 齢 の 中 央 値 45歳 、 21～ 68歳 の 範 囲 ） か ら 、 イ ン フ ォ ー ム ド
コ ン セ ン ト を 伴 っ て 原 発 性 乳 癌 を 入 手 し （ 表 12） 、 こ の こ と に 関 し て は 全 て の 患 者 か ら イ
ン フ ォ ー ム ド コ ン セ ン ト を 得 た 。 臨 床 情 報 を 診 療 記 録 か ら 入 手 し 、 か つ そ れ ぞ れ の 腫 瘍 を
病 理 学 者 が 病 理 組 織 学 的 な サ ブ タ イ プ お よ び グ レ ー ド に 従 っ て 診 断 し た 。 腫 瘍 組 織 を 用 い
て 腫 瘍 の 種 類 を 評 価 し た （ 世 界 保 健 機 構 （ World Health Organization） の 分 類 お よ び 日
本 癌 学 会 の 分 類 に よ る ） 。 臨 床 病 期 は JBCSの TNM分 類 に 従 っ て 判 断 し た 。 リ ン パ 節 陽 性 症
例 と リ ン パ 節 陰 性 症 例 と の 間 に 有 意 差 は 観 察 さ れ な か っ た 。 血 管 侵 入 性 増 殖 お よ び 広 範 囲
に わ た る リ ン パ 球 浸 潤 の 存 在 は 病 理 学 者 が 判 定 し た 。 エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 （ ER） お よ び プ
ロ ゲ ス テ ロ ン 受 容 体 （ PgR） の 発 現 は EIAに よ り 判 定 し た （ 13fmol/mgタ ン パ ク 質 未 満 で あ
れ ば ER陰 性 、 BML） 。 閉 経 前 乳 癌 患 者 15例 ま た は 閉 経 後 患 者 12例 か ら の 正 常 乳 管 細 胞 の 混
合 物 を そ れ ぞ れ 正 常 対 照 と し て 用 い た 。 試 料 は す べ て 直 ち に 凍 結 し 、 -80℃ で 保 存 し た 。
【 ０ １ ５ ７ 】
組 織 試 料 お よ び LMM
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　 腫 瘍 に 関 す る 臨 床 情 報 お よ び 病 理 学 的 情 報 は 表 12に 詳 述 さ れ て い る 。 試 料 は TissueTek 
OCT媒 質 （ Sakura） 中 に 包 埋 し た 後 に 使 用 時 ま で -80℃ で 保 存 し た 。 凍 結 標 本 を ク リ オ ス タ
ッ ト で 連 続 的 に 切 片 化 し て 8μ mの 切 片 と し 、 分 析 す る 領 域 を 規 定 す る た め に ヘ マ ト キ シ リ
ン お よ び エ オ シ ン で 染 色 し た 。 癌 細 胞 と 非 癌 細 胞 の 交 差 汚 染 を 避 け る た め に 、 EZ Cut LMM
 System（ SL Microtest GmbH） を 製 造 元 の プ ロ ト コ ー ル に い く つ か の 修 正 を 加 え て 用 い る
こ と に よ っ て 、 こ れ ら 2つ の 集 団 を 調 製 し た 。 貯 蔵 工 程 お よ び 組 織 採 取 の 間 の 影 響 を 最 小
化 す る た め に 、 癌 組 織 を 同 じ 手 順 に よ っ て 慎 重 に 取 り 扱 っ た 。 RNAの 質 を 調 べ る た め に 、
各 症 例 の 残 り の 組 織 か ら 抽 出 し た 全 RNAを 変 性 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 中 で 電 気 泳 動 し 、 リ ボ ソ ー
ム RNAバ ン ド の 存 在 に よ っ て そ れ ら の 質 を 確 認 し た 。
【 ０ １ ５ ８ 】
RNA抽 出 お よ び T7に 基 づ く RNA増 幅
　 レ ー ザ ー で 捕 捉 し た 細 胞 の 各 集 団 か ら 、 全 RNAを 350μ lの RLT可 溶 化 バ ッ フ ァ ー （ QIAGEN
） 中 に 抽 出 し た 。 抽 出 し た RNAを 、 30単 位 の DNase I（ QIAGEN） に よ り 室 温 で 30分 間 処 理 し
た 。 70℃ に お い て 10分 間 失 活 さ せ た 後 に 、 製 造 元 の 推 奨 に 従 っ て RNeasy Mini Kit（ QIAGE
N） を 用 い 、 RNAを 精 製 し た 。 DNase Iで 処 理 し た RNAす べ て を 、 Ampliscribe T7転 写 キ ッ ト
（ Epicentre Technologies） を 用 い た 、 T7に 基 づ く 増 幅 に 供 し た 。 2回 の 増 幅 に よ り 、 各
試 料 に 関 し て 28.8～ 329.4μ gの 増 幅 RNA（ aRNA） が 得 ら れ 、 一 方 、 15例 の 閉 経 前 患 者 ま た
は 12例 の 閉 経 後 患 者 か ら の 正 常 試 料 か ら の RNAを 増 幅 し た 場 合 に は 、 そ れ ぞ れ 合 計 2240.2
μ gお よ び 2023.8μ gが 得 ら れ た 。 そ れ ぞ れ の 癌 性 乳 管 細 胞 お よ び 非 癌 性 乳 管 細 胞 か ら の aR
NAの 2.5μ gア リ コ ー ト を 、 そ れ ぞ れ Cy5-dCTPお よ び Cy3-dCTP（ Amersham Biosciences） の
存 在 下 で 逆 転 写 さ せ た 。
【 ０ １ ５ ９ 】
cDNAマ イ ク ロ ア レ イ
　 National Center for Biotechnology Information（ NCBI） の UniGeneデ ー タ ベ ー ス （ ビ
ル ド 番 号 131） か ら 選 択 し た 23,040種 の cDNAを 含 む 「 ゲ ノ ム ワ イ ド 」 cDNAマ イ ク ロ ア レ イ
シ ス テ ム を 確 立 し た 。 cDNAマ イ ク ロ ア レ イ ス ラ イ ド の 製 作 に つ い て は 別 稿 に 記 載 さ れ て い
る （ Ono K, Tanaka T, Tsunoda T, Kitahara O, Kihara C, Okamoto A, Ochiai K, Katag
iri T and Nakamura Y.「 Identification by cDNA Microarray of Genes Involved in Ov
arian Carcinogenesis.」 Cancer Res., 60, 5007-11, 2000） 。 手 短 に 述 べ る と 、 種 々 の
ヒ ト 臓 器 か ら 単 離 し た ポ リ (A)+RNAを 鋳 型 と し て 用 い る 逆 転 写 PCRに よ っ て cDNAを 増 幅 し た
； ア ン プ リ コ ン の 長 さ は 反 復 配 列 ま た は ポ リ (A)配 列 を 含 ま ず に 200～ 1100bpの 範 囲 と し た
。 Lucidea Array Spotter（ Amersham Biosciences） を 用 い て 、 PCR産 物 を 7型 ス ラ イ ド ガ
ラ ス （ Amersham Bioscience） 上 に 2箇 所 ず つ ス ポ ッ ト し た ； 4,608種 ま た は 9,216種 の 遺 伝
子 を 単 一 の ス ラ イ ド 上 に 2箇 所 ず つ ス ポ ッ ト し た 。 そ れ ぞ れ 同 じ 52種 類 の ハ ウ ス キ ー ピ ン
グ 遺 伝 子 お よ び 2種 類 の 陰 性 対 照 遺 伝 子 も ス ポ ッ ト し た 、 3種 類 の 異 な る ス ラ イ ド の セ ッ ト
（ 合 計 23,040種 の 遺 伝 子 ） を 調 製 し た 。
【 ０ １ ６ ０ 】
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び デ ー タ の 収 集
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び 洗 浄 は 、 す べ て の 工 程 を Automated Slide Processor（ A
mersham Biosciences） に よ り 行 っ た 点 を 除 き 、 以 前 に 記 載 さ れ た プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て
行 っ た （ Giuliani, N. et al., V.「 Human myeloma cells stimulate the receptor acti
vator of nuclear factor-kappa B ligand (RANKL) in T lymphocytes： a potential rol
e in multiple myeloma bone disease.」 Blood, 100： 4615-4621, 2002） 。 各 ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン シ グ ナ ル の 強 度 を 、 ArrayVisionコ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム （ Amersham Biosci
ences） に よ り 測 定 光 度 を 算 出 し 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 強 度 を 差 し 引 い た 。 52種 の ハ ウ ス キ
ー ピ ン グ 遺 伝 子 か ら の 平 均 化 シ グ ナ ル を 用 い て 、 平 均 Cy5/Cy3比 が 得 ら れ る よ う に 、 各 標
的 ス ポ ッ ト に 対 す る Cy5（ 腫 瘍 ） お よ び Cy3（ 対 照 ） の 蛍 光 強 度 を 調 整 し た 。 低 い シ グ ナ ル
強 度 か ら 得 ら れ る デ ー タ の 信 頼 性 は 低 い た め 、 各 ス ラ イ ド 上 の シ グ ナ ル 強 度 に 対 し て カ ッ
ト オ フ 値 を 設 定 し 、 Cy3色 素 お よ び Cy5色 素 の 両 方 で カ ッ ト オ フ 値 よ り も 低 い シ グ ナ ル 強 度
が 得 ら れ た 場 合 に は 、 遺 伝 子 を さ ら な る 分 析 か ら 除 外 し た 。 各 発 現 レ ベ ル に 関 す る カ ッ ト
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オ フ 値 は 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 変 動 に 従 っ て 自 動 的 に 計 算 さ れ た 。 Cy5お よ び Cy3の シ グ ナ ル
強 度 が い ず れ も カ ッ ト オ フ 値 よ り 低 い 場 合 に は 、 そ の 試 料 に お い て 対 応 す る 遺 伝 子 の 発 現
は 存 在 し な い と し て 評 価 し た 。 Cy5/Cy3比 は 相 対 的 な 発 現 比 と し て 算 出 し た 。 他 の 遺 伝 子
に 関 し て は 、 各 試 料 の 生 デ ー タ を 用 い て Cy5/Cy3比 を 算 出 し た 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 23,040個 の ス ポ ッ ト か ら の Cy3お よ び Cy5の シ グ ナ ル 強 度 を 定 量 し 、 ArrayVisionソ フ ト
ウ エ ア （ Imaging Research, Inc., St. Catharines, Ontario, Canada） を 用 い て 、 バ ッ
ク グ ラ ウ ン ド を 差 し 引 く こ と に よ っ て 解 析 し た 。 続 い て 、 各 標 的 ス ポ ッ ト に 関 す る Cy5（
腫 瘍 ） お よ び Cy3（ 対 照 ） の 蛍 光 強 度 を 、 ア レ イ 上 の 52個 の ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 の 平
均 Cy3/Cy5比 が 1と 等 し く な る よ う に 調 整 し た 。 低 い シ グ ナ ル 強 度 か ら 得 ら れ る デ ー タ の 信
頼 性 は 低 い た め 、 各 ス ラ イ ド 上 で カ ッ ト オ フ 値 を 以 前 に 記 載 さ れ た よ う に 設 定 し （ Ono K.
, et al., Identification by cDNA Microarray of Genes Involved in Ovarian Carcino
genesis. Cancer Res., 60, 5007-11, 2000） 、 Cy3色 素 お よ び Cy5色 素 の 両 方 で カ ッ ト オ
フ 値 よ り も 低 い シ グ ナ ル 強 度 が 得 ら れ た 場 合 に は 、 そ れ ら の 遺 伝 子 を さ ら な る 分 析 か ら 除
外 し た （ Saito-Hisaminato, A., Katagiri, T., Kakiuchi, S., Nakamura, T., Tsunoda,
 T. and Nakamura, Y. Genome-wide profiling of gene expression in 29 normal human
 tissues with a cDNA microarray. DNA Res, 9: 35-45, 2002） 。 他 の 遺 伝 子 に 関 し て は
、 各 試 料 の 生 デ ー タ を 用 い て Cy5/Cy3比 を 算 出 し た 。
【 ０ １ ６ ２ 】

　 cDNAマ イ ク ロ ア レ イ を 用 い た 29個 の 正 常 ヒ ト 組 織 に お け る 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ ル に よ
る と 、 ペ リ リ ピ ン （ PLIN） お よ び 脂 肪 酸 結 合 タ ン パ ク 質 4（ FABP4） は 脂 肪 組 織 お よ び 乳 腺
組 織 で の み 発 現 さ れ た （ Saito-Hisaminato, A. et al., Genome-wide profiling of gene
 expression in 29 normal human tissues with a cDNA microarray. DNA Res, 9: 35-45
, 2002） 。 こ れ ら を 、 マ イ ク ロ ダ イ セ ク シ ョ ン さ れ た 正 常 乳 管 上 皮 細 胞 の 集 団 に 存 在 す る
脂 肪 細 胞 の 割 合 の 評 価 に 用 い た 。 正 常 全 乳 腺 （ Clontech） か ら 単 離 さ れ た ポ リ A+RNA、 お
よ び マ イ ク ロ ダ イ セ ク シ ョ ン さ れ た 正 常 乳 管 上 皮 細 胞 の そ れ ぞ れ の aRNAを 、 そ れ ぞ れ Cy5-
dCTPお よ び Cy3-dCTPの 存 在 下 で 逆 転 写 さ せ た 。 マ イ ク ロ ア レ イ ス ラ イ ド 上 で の ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン の 後 に 、 Cy5/Cy3比 を 算 出 し た 。 そ れ ぞ れ の 比 の 平 均 を 、 閉 経 前 患 者 お よ び
閉 経 後 患 者 に お け る 乳 腺 組 織 お よ び マ イ ク ロ ダ イ セ ク シ ョ ン さ れ た 正 常 乳 管 細 胞 を 用 い た
結 果 に よ っ て 決 定 し た 。
【 ０ １ ６ ３ 】

　 遺 伝 子 お よ び 腫 瘍 の 両 方 に 対 し て 教 師 な し 階 層 ク ラ ス タ リ ン グ の 方 法 を 適 用 し た 。 102
例 の 試 料 の 分 類 に 関 し て 再 現 性 の あ る ク ラ ス タ ー を 得 る た め に 、 実 験 の 80％ で 有 効 デ ー タ
が 得 ら れ て い て 、 そ の 発 現 比 が 1.1を 上 回 る 標 準 偏 差 で 変 化 し た 710個 の 遺 伝 子 を 選 択 し た
。 分 析 は 、 M. Eisenが 作 成 し た 、 ウ ェ ブ 上 で 入 手 可 能 な ソ フ ト ウ エ ア （ 「 Cluster」 お よ
び 「 TreeView」 ） （ http://genome-www5.stanford.edu/MicroArray/SMD/restech.html）
を 用 い て 行 っ た 。 ク ラ ス タ リ ン グ ア ル ゴ リ ズ ム を 適 用 す る 前 に 、 各 ス ポ ッ ト に 関 す る 蛍 光
比 を 対 数 変 換 し 、 続 い て 実 験 的 偏 り を 除 く た め に 各 試 料 に 関 し て デ ー タ の 中 央 値 の セ ン タ
リ ン グ を 行 っ た 上 で 平 均 連 結 法 を 用 い た 。
【 ０ １ ６ ４ 】

　 各 遺 伝 子 の 相 対 的 発 現 比 （ Cy5/Cy3強 度 比 ） を 、 4つ の カ テ ゴ リ ー の い ず れ か に 分 類 し た
： （ A） 上 方 制 御 さ れ る （ 発 現 比 ＞ 2.0） ； （ B） 下 方 制 御 さ れ る （ 発 現 比 ＜ 0.5） ； （ C）
変 化 な し （ 発 現 比 が 0.5～ 2.0の 間 ） ； お よ び （ D） 発 現 さ れ ず （ ま た は わ ず か な 発 現 は あ
る が 検 出 の カ ッ ト オ フ レ ベ ル 未 満 ） 。 こ れ ら の カ テ ゴ リ ー を 用 い て 、 試 料 間 で の 発 現 比 の
変 化 が 共 通 し て い る 遺 伝 子 の セ ッ ト を 検 出 し た 。 各 群 に お い て 通 常 上 方 制 御 ま た は 下 方 制
御 さ れ る 候 補 遺 伝 子 を 検 出 す る た め に 、 23,040個 の 遺 伝 子 の 全 体 的 な 発 現 パ タ ー ン を ま ず
ス ク リ ー ニ ン グ し て 、 分 類 さ れ た 群 の 50％ 超 に 存 在 し 、 発 現 比 が ＞ 3.0ま た は ＜ 1/3で あ る
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混 入 率 の 算 出 ：

遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ ル に よ る 、 81例 の 乳 癌 を 伴 う 102例 の 試 料 の ク ラ ス タ ー 分 析 ：

DCISと IDCと の 間 で 上 方 制 御 ま た は 下 方 制 御 さ れ る 遺 伝 子 の 同 定 ：



遺 伝 子 を 選 択 し た 。
【 ０ １ ６ ５ 】

　 上 方 制 御 さ れ る 5つ の 遺 伝 子 を 選 択 し 、 半 定 量 的 RT-PCR実 験 を 適 用 す る こ と に よ っ て そ
れ ら の 発 現 レ ベ ル を 調 べ た 。 各 試 料 か ら の aRNAの 1μ gの ア リ コ ー ト を 、 ラ ン ダ ム プ ラ イ マ
ー （ Taniguchi, K., et al., Mutational spectrum of beta-catenin、 AXIN1 and AXIN2 
in hepatocellular carcinomas and hepatoblastomas. Oncogene, 21: 4863-4871, 2002
） お よ び Superscript II（ Life Technologies, Inc.） を 用 い て 一 本 鎖 cDNAへ と 逆 転 写 し
た 。 各 cDNA混 合 物 を 、 表 9に 示 し た プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い る PCR増 幅 を 次 に 行 う た め に 希
釈 し た 。 GAPDHの 発 現 を 内 部 対 照 と し て 用 い た 。 PCR反 応 は 、 産 物 強 度 が 直 線 的 増 幅 期 に 確
実 に あ る よ う に サ イ ク ル 数 に 関 し て 最 適 化 し た 。
【 ０ １ ６ ６ 】

：
　 識 別 性 の あ る 遺 伝 子 を 、 以 下 の 2つ の 基 準 を 用 い て 選 択 し た ： （ 1） シ グ ナ ル 強 度 が 、 症
例 の 少 な く と も 70％ （ ER状 態 ） ま た は 50％ （ 組 織 病 理 学 的 状 態 お よ び リ ン パ 節 転 移 ） で カ
ッ ト オ フ レ ベ ル を 上 回 る ； （ 2） 症 例 の |Med r -Med n |が 1を 上 回 る （ ER状 態 ） ま た は 0.5を 上
回 る （ 組 織 病 理 学 的 状 態 お よ び リ ン パ 節 転 移 ） （ こ こ で Medは 、 リ ン パ 節 陽 性 症 例 ま た は
陰 性 症 例 に お け る 対 数 変 換 さ れ た 相 対 的 発 現 比 か ら 得 ら れ た 中 央 値 で あ る ） 。 次 に 、 ラ ン
ダ ム 順 列 検 定 を 、 一 方 の 群 （ A群 ） と も う 一 方 の 群 （ B群 ） と の 間 で 差 次 的 に 発 現 さ れ る 遺
伝 子 を 同 定 す る た め に 適 用 し た 。 平 均 （ μ ） お よ び 標 準 （ σ ） 偏 差 を 、 A群 （ r） お よ び B
群 （ n） の 症 例 に お け る 各 遺 伝 子 の 対 数 変 換 さ れ た 相 対 的 発 現 比 か ら 算 出 し た 。 各 遺 伝 子
に 関 す る 識 別 ス コ ア （ DS） は 以 下 の 通 り に 定 義 し た ：
　 DS＝ （ μ ｒ -μ ｎ ） /（ σ ｒ ＋ σ ｎ ）
　 順 列 検 定 は 、 個 々 の 遺 伝 子 が A群 と B群 と を 識 別 す る 能 力 を 評 価 す る 目 的 で 行 い ； 2つ の
ク ラ ス 間 で の 試 料 の ラ ン ダ ム な 並 び 替 え を 10,000回 行 っ た 。 各 遺 伝 子 の DSデ ー タ セ ッ ト は
正 規 分 布 を 示 し た た め 、 ユ ー ザ ー 定 義 に よ る グ ル ー プ 分 け に 関 し て P値 を 算 出 し た （ Golub
, T. et al., Molecular classification of cancer： class discovery and class predi
ction by gene expression monitoring. Science, 286: 531-537, 1999） 。
【 ０ １ ６ ７ 】

：
　 予 測 ス コ ア を 、 以 前 に 記 載 さ れ た 手 順 に 従 っ て 算 出 し た （ Golub, T. et al., Molecula
r classification of cancer： class discovery and class prediction by gene express
ion monitoring. Science, 286: 531-537, 1999） 。 各 遺 伝 子 （ gi） は 、 試 料 に お け る 発
現 レ ベ ル （ xi） が 参 照 試 料 に お け る リ ン パ 節 陰 性 ま た は 陽 性 の い ず れ の 平 均 発 現 レ ベ ル に
近 い か ど う か に 応 じ て 、 リ ン パ 節 陰 性 ま た は リ ン パ 節 陽 性 の い ず れ か に 票 を 投 じ る 。 得 票
の 多 さ （ vi） は 、 試 料 に お け る 発 現 レ ベ ル の 、 2つ の ク ラ ス の 平 均 か ら の 偏 差 を 反 映 す る
：
　 Vｉ ＝  | xｉ -（ μ ｒ ＋ μ ｎ ） /2 |
【 ０ １ ６ ８ 】
　 得 票 を 合 計 し て 、 リ ン パ 節 陰 性 （ Vr） お よ び リ ン パ 節 陽 性 （ Vn） に 関 す る 総 得 票 を 得 た
上 で 、 PS値 を 以 下 の 通 り に 算 出 す る ：
　 PS ＝ （ Vｒ -Vｎ ） /（ Vｒ ＋ Vｎ ） × 100、 こ れ は リ ン パ 節 陰 性 ま た は リ ン パ 節 陽 性 の い ず
れ か の 方 向 へ の 優 位 度 を 反 映 し て い る 。 PS値 は -100～ 100の 範 囲 に あ り ； PSの 絶 対 値 が 高
い ほ ど 、 強 力 な 予 測 で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ６ ９ 】

　 分 類 ス コ ア （ CS） を 、 各 遺 伝 子 セ ッ ト に お け る リ ン パ 節 陰 性 （ PSr） お よ び リ ン パ 節 陽
性 （ PSn） の 予 測 ス コ ア か ら 、 以 下 の 通 り に 算 出 し た 。 ：
　 CS ＝ （ μ P S r -μ P S n ） /（ σ P S r ＋ σ P S n ）

10

20

30

40

50

(41) JP 2007-506426 A 2007.3.22

半 定 量 的 RT-PCR：

乳 癌 に お け る 組 織 病 理 学 的 状 態 、 ER状 態 、 お よ び リ ン パ 節 転 移 の 原 因 と な る 遺 伝 子 の 同 定

リ ン パ 節 転 移 に 関 す る 予 測 ス コ ア の 算 出

分 類 の 評 価 お よ び Leave-One-Out検 定 ：



【 ０ １ ７ ０ 】
　 CSの 値 が 大 き い ほ ど 、 2つ の 群 が 予 測 ス コ ア シ ス テ ム に よ っ て よ り 良 好 に 分 離 さ れ る こ
と を 示 す 。 leave-one-out検 定 に 関 し て は 、 1つ の 試 料 を 保 留 し た 上 で 、 残 り の 試 料 を 用 い
て 順 列 p値 お よ び 平 均 発 現 レ ベ ル を 算 出 し 、 続 い て 保 留 し た 試 料 の ク ラ ス を 、 そ の 予 測 ス
コ ア を 算 出 す る こ と に よ っ て 評 価 し た 。 こ の 手 順 を 20例 の 試 料 の そ れ ぞ れ に 関 し て 繰 り 返
し た 。
【 ０ １ ７ １ 】

　 ヒ ト 乳 癌 細 胞 株 HBL-100、 HCC1937、 MCF-7、 MDA-MB-435s、 YMB1、 SKBR3、 T47D、 BT-20、
BT-474、 BT-549、 HCC1143、 HCC1500、 HCC1599、 MDA-MB-157、 MDA-MB453、 OUCB-F、 ZR-75-
1、 COS-7細 胞 株 は 、 American Type Culture Collection（ ATCC） か ら 購 入 し 、 そ れ ぞ れ の
寄 託 者 の 推 奨 に 従 っ て 培 養 し た 。 HBC4、 HBC5お よ び MDA-MB-231細 胞 株 は 、 財 団 法 人 癌 研 究
会 癌 化 学 療 法 セ ン タ ー 分 子 薬 理 部 （ Molecular Pharmacology、 Cancer Chemotherapy Cent
re of the Japanese Foundation for Cancer Research） の 矢 守 博 士 に よ り 寄 贈 い た だ い
た 。 細 胞 は す べ て 適 切 な 培 地 中 で 培 養 し た 。 す な わ ち 、 RPMI-1640（ Sigma, St. Louis, M
O） を HBC4、 HBC5、 T47D、 YMB1、 OUCB-F、 ZR-75-1、 BT-549、 HCC1143、 HCC1500、 HCC1599
お よ び HCC1937に 対 し て 使 用 し （ 2mM L-グ ル タ ミ ン を 添 加 ） ； ダ ル ベ ッ コ 変 法 イ ー グ ル 培
地 （ Invitrogen, Carlsbad, CA） を BT474、 HBL100、 COS7に 対 し て 使 用 し ； 0.1mM必 須 ア ミ
ノ 酸 （ Roche） 、 1mMピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ Roche） 、 0.01mg/mlイ ン ス リ ン （ Sigma） を
加 え た EMEM（ Sigma） を BT-20お よ び MCF-7に 対 し て 使 用 し ； McCoy（ Sigma） を SKBR3に 対 し
て 使 用 し （ 1.5mM L-グ ル タ ミ ン を 添 加 ） ； L-15（ Roche） を MDA-MB-231、 MDA-MB-157、 MDA
-MB453お よ び MDA-MB-435Sに 対 し て 使 用 し た 。 そ れ ぞ れ の 培 地 に は 、 10％ ウ シ 胎 仔 血 清 （ C
ansera） お よ び 1％ 抗 生 物 質 /抗 菌 性 溶 液 （ Sigma） を 加 え た 。 MDA-MB-231細 胞 お よ び MDA-M
B-435S細 胞 は 、 CO２ を 含 ま な い 加 湿 空 気 雰 囲 気 中 で 37℃ に 保 っ た 。 他 の 細 胞 株 は 、 5％  CO

２ を 含 む 加 湿 空 気 雰 囲 気 中 で 37℃ に 保 っ た 。 臨 床 試 料 （ 乳 癌 お よ び 正 常 乳 管 ） は 、 す べ て
の 患 者 か ら イ ン フ ォ ー ム ド コ ン セ ン ト を 得 た 上 で 、 手 術 標 本 か ら 入 手 し た 。
【 ０ １ ７ ２ 】

　 す べ て の 乳 癌 細 胞 株 か ら 、 RNeasyキ ッ ト （ QIAGEN） を 製 造 元 の 指 示 に 従 っ て 用 い て 全 RN
Aを 抽 出 し た 。 DNA分 解 酵 素 I（ Nippon Gene、 大 阪 、 日 本 ） に よ る 処 理 の 後 に 、 mRNA精 製 キ
ッ ト （ Amersham Biosciences） を 製 造 元 の 指 示 に 従 っ て 用 い て 、 mRNAを 単 離 し た 。 各 mRNA
の 1μ gの ア リ コ ー ト を 、 正 常 成 人 の 乳 房 （ Biochain） 、 肺 、 心 臓 、 肝 臓 、 腎 臓 、 骨 髄 （ BD
, Clontech, Palo Alto, CA） か ら 単 離 し た ポ リ A（ +） RNAと と も に 1％ 変 性 ア ガ ロ ー ス ゲ
ル 上 で 分 離 し 、 ナ イ ロ ン 膜 に 転 写 し た （ 乳 癌 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト ） 。 乳 癌 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト
お よ び ヒ ト 多 組 織 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト （ Clontech, Palo Alto, CA） を 、 RT-PCRに よ っ て 調
製 し た A7870の [α 3 2 P]-dCTP標 識 PCR産 物 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た （ 下 記 参 照 ） 。 プ レ ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び 洗 浄 は 、 供 給 元 の 推 奨 に 従 っ て 行 っ
た 。 ブ ロ ッ ト の オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー は 増 感 ス ク リ ー ン を 用 い て -80℃ で 14日 間 行 っ た
。 A7870（ 320bp） に 対 す る 特 異 的 プ ロ ー ブ は 、 以 下 の プ ラ イ マ ー セ ッ ト ： 5'-AGACCCTAAAG
ATCGTCCTTCTG-3'（ SEQ ID NO： 13） お よ び 5'-GTGTTTTAAGTCAGCATGAGCAG-3'（ SEQ ID NO：
14） を 用 い る RT-PCRに よ っ て 調 製 し 、 メ ガ プ ラ イ ム DNA標 識 シ ス テ ム （ Amersham bioscien
ce） に よ り 放 射 性 標 識 し た 。
【 ０ １ ７ ３ 】

　 A7870発 現 ベ ク タ ー を 構 築 す る た め 、 A7870 cDNAの 全 コ ー ド 配 列 を 、 KOD-Plus DNAポ リ
メ ラ ー ゼ （ Toyobo、 大 阪 、 日 本 ） を 用 い る PCRに よ っ て 増 幅 し た 。 そ の PCR産 物 を 、 pCAGGS
n3FH-HA発 現 ベ ク タ ー の EocRI部 位 お よ び XhoI部 位 に 挿 入 し た 。 こ の 構 築 物 （ pCAGGS-A7870
-HA） を DNAシ ー ク エ ン シ ン グ に よ っ て 確 認 し た 。 次 に 、 外 因 性 A7870の 細 胞 内 局 在 を ま ず
調 べ る た め に 、 本 発 明 者 ら は 外 因 性 発 現 用 に COS7細 胞 を 1× 10５ 個 /ウ ェ ル で 播 い た 。 24時
間 後 に 、 FuGENE 6ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 試 薬 （ Roche） を 製 造 元 の 指 示 に 従 っ て 用 い て 、 C
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細 胞 株

ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析

免 疫 細 胞 化 学 染 色



OS7細 胞 に 対 し て そ れ ぞ れ 1μ gの pCAGGS-A7870-HAを 一 時 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 次 に
、 細 胞 を 4％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド を 含 む PBSに よ り 15分 間 固 定 し 、 0.1％  Triton X-100を
含 む PBSを 4℃ で 2.5分 間 用 い て 透 過 さ せ た 。 続 い て 、 非 特 異 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
を ブ ロ ッ ク す る た め に 、 細 胞 を 3％  BSAを 含 む PBSに よ り 4℃ で 12時 間 覆 っ た 。 次 に 、 A7870
-HAを ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た COS7細 胞 を 、 1： 1000に 希 釈 し た マ ウ ス 抗 HA抗 体 （ SANTA CRUZ
） お よ び 1： 1000に 希 釈 し た 抗 TOPKポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Cell Signaling） と と も に イ ン
キ ュ ベ ー ト し た 。 PBSで 洗 浄 し た 後 に 、 両 方 の ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 を 、 1： 5000に 希 釈 し
た Alexa594結 合 抗 マ ウ ス 二 次 抗 体 （ Molecular Probe） に よ っ て 染 色 し た 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 本 発 明 者 ら は さ ら に 、 2× 10５ 個 /ウ ェ ル の 乳 癌 細 胞 株 T47D、 BT-20お よ び HBC5に お け る
内 因 性 A7870タ ン パ ク 質 の 細 胞 内 局 在 に つ い て も 確 認 し た 。 細 胞 を 、 ヒ ト PBK/TOPKの c末 端
に あ る 数 ア ミ ノ 酸 に 対 応 す る 合 成 ペ プ チ ド か ら な る ウ サ ギ 抗 TOPKポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 1
： 1000希 釈 ） で 処 置 し た 。 PBSで 洗 浄 し た 後 に 、 細 胞 を 、 1： 3000に 希 釈 し た Alexa488結 合
抗 ウ サ ギ 二 次 抗 体 （ Molecular Probe） に よ っ て 染 色 し た 。 核 は 4',6'-ジ ア ミ ジ ン -2'-フ
ェ ニ ル イ ン ド ー ル 二 塩 酸 （ DAPI） で 対 比 染 色 し た 。 蛍 光 画 像 は TCS SP2AOBS顕 微 鏡 （ Leica
、 東 京 、 日 本 ） を 用 い て 得 ら れ た 。
【 ０ １ ７ ５ 】

　 本 発 明 者 ら は 、 ベ ク タ ー に 基 づ く RNAiシ ス テ ム を 、 以 前 の 報 告 に 従 っ て 、 psiU6BX3.0 s
iRNA発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 確 立 し た （ Shimokawa T, Furukawa Y, Sakai M, L. M.Miwa N,
 Lin YM, Nakamura Y (2003) Cancer Res、 63, 6116-6120） 。 A7870に 対 す る siRNA発 現 ベ
ク タ ー （ psiU6BX-A7870） は 、 psiH1BX3.0ベ ク タ ー の BbsI部 位 へ の 、 表 13中 の 二 本 鎖 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ク ロ ー ニ ン グ に よ っ て 調 製 し た 。 対 照 プ ラ ス ミ ド で あ る psiU6BX-SCお よ
び psiU6BX-LUCは 、 SC（ ス ク ラ ン ブ ル 対 照 ） 用 の 5'-TCCCGCGCGCTTTGTAGGATTCGTTCAAGAGACG
AATCCTACAAAGCGCGC-3'（ SEQ ID NO： 15） お よ び 5'-AAAAGCGCGCTTTGTAGGATTCGTCTCTTGAACG
AATCCTACAAAGCGCGC-3'（ SEQ ID NO： 16） ； LUC（ ル シ フ ェ ラ ー ゼ 対 照 ） 用 の 5'-TCCCCGTAC
GCGGAATACTTCGATTCAAGAGATCGAAGTATTCCGCGTACG-3'（ SEQ ID NO： 17） お よ び 5'-AAAACGTAC
GCGGAATACTTCGATCTCTTGAATCGAAGTATTCCGCGTACG-3'（ SEQ ID NO： 18） の 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド を 、 そ れ ぞ れ psiU6BX3.0ベ ク タ ー の BbsI部 位 に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 調
製 し た 。
【 ０ １ ７ ６ 】

　 ヒ ト 乳 癌 細 胞 株 T47Dま た は BT-20を 15cm皿 に 播 き （ 4× 10６ 細 胞 /皿 ） 、 FuGENE6試 薬 を 供
給 元 （ Roche） の 推 奨 に 従 っ て 用 い て 、 psiU6BX-LUC（ ル シ フ ェ ラ ー ゼ 対 照 ） 、 陰 性 対 照 と
し て psiU6BX-SC（ ス ク ラ ン ブ ル 対 照 ） 、 お よ び psiU6BX-A7870の 各 16μ gで ト ラ ン ス フ ェ ク
ト し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 24時 間 後 に 、 細 胞 を コ ロ ニ ー 形 成 ア ッ セ イ （ 2× 10６ 細
胞 /10cm皿 ） 、 RT-PCR（ 2× 10６ 細 胞 /10cm皿 ） 、 お よ び MTTア ッ セ イ （ 2× 10６ 細 胞 /ウ ェ ル
） の た め に 再 び 播 い た 。 T47Dま た は BT-20細 胞 に お け る A7870導 入 細 胞 を 、 そ れ ぞ れ 0.7mg/
mlま た は 0.6mg/mlの ネ オ マ イ シ ン （ Geneticin、 Gibco） を 含 む 培 地 を 用 い て 選 択 し た 。 そ
の 後 に 、 本 発 明 者 ら は 培 地 を 3週 間 に わ た り 2日 毎 に 交 換 し た 。 siRNAの 機 能 を 評 価 す る た
め に 、 ネ オ マ イ シ ン 選 択 後 11日 目 に 細 胞 か ら 全 RNAを 抽 出 し 、 A7870お よ び GAPDHに 対 す る
以 下 の 特 異 的 な プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い る 半 定 量 的 RT-PCRに よ り 、 siRNAの ノ ッ ク ダ ウ ン
作 用 を 確 認 し た ； 内 部 対 照 と し て GAPDH用 に 5'-ATGGAAATCCCATCACCATCT-3'（ SEQ ID NO： 1
9） お よ び 5'-GGTTGAGCACAGGGTACTTTATT-3'（ SEQ ID NO： 20） 、 な ら び に A7870用 に 5'-GCC
TTCATCATCCAAACATT-3'（ SEQ ID NO： 21） お よ び 5'-GGCAAATATGTCTGCCTTGT-3'（ SEQ ID NO
： 22） 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 さ ら に 、 T47Dま た は BT-20細 胞 株 を 用 い た 、 siRNAを 発 現 す る ト ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト を 、
そ れ ぞ れ ネ オ マ イ シ ン を 含 む 選 択 培 地 中 で 23日 間 増 殖 さ せ た 。 4％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド
で 固 定 し た 後 に 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 を コ ロ ニ ー 形 成 を 評 価 す る た め に ギ ム ザ 液 で
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psiU6BX3.0を 用 い た 、 A7870特 異 的 siRNA発 現 ベ ク タ ー の 構 築

A7870の 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ 作 用



染 色 し た 。 細 胞 の 生 存 度 を 定 量 す る た め に MTTア ッ セ イ を 行 っ た 。 ネ オ マ イ シ ン を 含 む 培
地 中 で 10日 間 培 養 し た 後 に 、 MTT溶 液 （ 臭 化 3-(4,5-ジ メ チ ル チ ア ゾ ー ル -2-イ ル )-2,5-ジ
フ ェ ニ ル テ ト ラ ゾ リ ウ ム ） （ Sigma） を 濃 度 0.5mg/mlで 添 加 し た 。 37℃ で 2.5時 間 イ ン キ ュ
ベ ー ト し た 後 に 、 酸 -SDS（ 0.01N HCl/10％ SDS） を 添 加 し た 。 紺 青 色 の 結 晶 を 溶 解 す る た
め に 、 こ の 懸 濁 液 を 激 し く 混 合 し 、 37℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 570nmで の 吸 光 度 を M
icroplate Reader 550（ BioRad） を 用 い て 測 定 し た 。 siRNAの 機 能 を 評 価 す る た め に 、 選
択 か ら 7日 後 に 細 胞 か ら 全 RNAを 抽 出 し 、 選 択 後 10日 目 に Cell Counting Kit-8（ Dojindo）
を 製 造 元 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 用 い て MTTア ッ セ イ を 行 う 。 Microplate Reader 550（ Bi
oRad） を 用 い て 、 吸 光 度 を 波 長 570nmで 測 定 す る 。 コ ロ ニ ー 形 成 ア ッ セ イ に 関 し て は 、 細
胞 を 4％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド で 15分 間 固 定 し 、 そ の 後 ギ ム ザ 液 （ Merck） で 染 色 し た 。 各
実 験 は 3連 で 行 っ た 。
【 ０ １ ７ ８ 】

：
　 乳 癌 は 腫 瘍 塊 の 中 に 癌 細 胞 の 少 数 集 団 を 含 み 、 正 常 上 皮 乳 管 細 胞 か ら 発 生 す る た め 、 周
囲 の 非 癌 細 胞 ま た は 正 常 で な い 乳 管 上 皮 細 胞 の 混 入 を 避 け る た め に マ イ ク ロ ダ イ セ ク シ ョ
ン 法 を 行 っ た 。 乳 房 組 織 中 の 細 胞 の 大 部 分 は 脂 肪 細 胞 で あ る た め 、 こ の 臓 器 に お け る 癌 特
異 的 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 分 析 す る た め に 乳 房 組 織 全 体 を 用 い る こ と は 適 切 で な い と 考 え ら
れ た 。 図 1に 示 さ れ て い る よ う に 、 DCIS（ 症 例 10326T） 、 IDC（ 10502T） お よ び 正 常 乳 管 上
皮 （ 10341N） の 各 臨 床 標 本 由 来 の 代 表 例 を マ イ ク ロ ダ イ セ ク シ ョ ン し た 。 こ れ に よ り 、 以
降 の 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を よ り 正 確 に 得 る こ と が 可 能 に な る 。 普 遍 的 な 対 照 と し て の
役 割 を 果 た す 、 正 常 乳 管 上 皮 細 胞 の マ イ ク ロ ダ イ セ ク シ ョ ン さ れ た 集 団 に 混 入 し た 脂 肪 細
胞 の 割 合 を 、 以 前 に 記 載 さ れ た よ う に 、 脂 肪 お よ び 乳 腺 組 織 で 高 発 現 さ れ る 2つ の 遺 伝 子
（ す な わ ち 、 PLINお よ び FABP4） の シ グ ナ ル 強 度 を 測 定 す る こ と に よ っ て 調 べ た （ Saito-H
isaminato, A., et al., Genome-wide profiling of gene expression in 29 normal hum
an tissues with a cDNA microarray. DNA Res, 9: 35-45, 2002） 。 こ れ ら の 遺 伝 子 の シ
グ ナ ル 強 度 を 、 多 数 の 脂 肪 細 胞 を 含 む 全 乳 腺 組 織 で 調 べ た と こ ろ 、 こ れ ら の 遺 伝 子 の シ グ
ナ ル 強 度 の 比 の 平 均 は 約 99.4％ で あ っ た 。 マ イ ク ロ ダ イ セ ク シ ョ ン さ れ た 正 常 乳 管 上 皮 細
胞 に お け る 比 は 約 0.6％ で あ っ た （ 「 材 料 お よ び 方 法 」 の 混 入 率 の 項 を 参 照 さ れ た い ） 。
し た が っ て 、 対 照 細 胞 の 集 団 に お け る 混 入 脂 肪 細 胞 の 平 均 的 な 割 合 は 、 マ イ ク ロ ダ イ セ ク
シ ョ ン 後 に は 0.6％ で あ る と 推 定 さ れ た 。 ま ず 、 遺 伝 子 群 に 対 し て 、 102個 の 臨 床 試 料 、 す
な わ ち マ イ ク ロ ダ イ セ ク シ ョ ン さ れ た 81個 の 異 な る 乳 癌 臨 床 標 本 、 10個 体 に お い て マ イ ク
ロ ダ イ セ ク シ ョ ン さ れ た 11個 の 異 な る 組 織 型 、 2個 の 全 乳 癌 組 織 、 マ イ ク ロ ダ イ セ ク シ ョ
ン さ れ た 6個 の 正 常 乳 管 細 胞 、 お よ び 2個 の 全 乳 腺 組 織 ） に お け る 、 そ れ ら の 発 現 パ タ ー ン
の 類 似 性 に 基 づ き 、 教 師 な し 二 次 元 階 層 ク ラ ス タ リ ン グ ア ル ゴ リ ズ ム を 適 用 し た 。 再 現 性
の あ る ク ラ ス タ ー が 710個 の 遺 伝 子 か ら 得 ら れ た （ 「 材 料 お よ び 方 法 」 を 参 照 ） 。 102個 の
試 料 に わ た る そ れ ら の 発 現 パ タ ー ン を 図 2Aに 示 す 。 試 料 軸 に は 、 102個 の 試 料 が 、 そ れ ら
の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル に 基 づ い て 3つ の 主 な 群 （ 群 A、 B、 お よ び C） に ク ラ ス タ ー 化 さ れ て い
る 。 次 に 、 こ の 分 類 を 臨 床 的 パ ラ メ ー タ ー 、 特 に EIAを 用 い て 判 定 し た エ ス ト ロ ゲ ン 受 容
体 （ ER） と 関 連 づ け た 。 55例 の ER陽 性 腫 瘍 の う ち 、 45例 は 腫 瘍 樹 状 図 の 同 じ 分 枝 （ B群 ）
に ク ラ ス タ ー 化 さ れ 、 こ の こ と か ら ER状 態 の 傾 向 が 示 唆 さ れ た 。 さ ら に 、 独 立 し た 実 験 で
標 識 お よ び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 、 異 な る 組 織 型 の 10例 の う ち 7例 （ 試 料 番 号 1
0864、 10149、 10818、 10138、 10005、 10646お よ び 10435） は 、 同 じ 群 内 に 非 常 に 近 接 し て
ク ラ ス タ ー 化 さ れ た 。 特 に 、 こ れ ら の う ち 、 重 複 し た 1例 （ 10149a1お よ び 10149a1T） は ま
た 、 最 も 短 い 分 枝 中 に ク ラ ス タ ー 化 さ れ 、 こ の こ と か ら こ の マ イ ク ロ ア レ イ デ ー タ の 再 現
性 お よ び 信 頼 性 が 裏 づ け ら れ た 。 注 目 さ れ る こ と に 、 C群 は マ イ ク ロ ダ イ セ ク シ ョ ン さ れ
た 非 癌 細 胞 、 お よ び マ イ ク ロ ダ イ セ ク シ ョ ン さ れ た 1例 の 腫 瘍 症 例 を 除 く 乳 癌 の 全 組 織 を
含 ん で お り 、 こ の こ と は こ の デ ー タ が 正 確 な 乳 癌 特 異 的 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 示 す こ と を 示
唆 し て い る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
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結 果
乳 癌 の 正 確 な 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ ル に 基 づ く 分 類 分 析



　 さ ら に 、 8例 の 乳 癌 患 者 か ら マ イ ク ロ ダ イ セ ク シ ョ ン さ れ た 2つ の 分 化 病 変 を 有 す る 16例
の 試 料 に お い て 、 89個 の 遺 伝 子 の 二 次 元 階 層 ク ラ ス タ ー 分 析 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 表 現 型
の 異 な る 病 変 を 有 す る 乳 癌 試 料 は 近 接 し て い た （ 図 2B） 。 次 に 、 マ イ ク ロ ダ イ セ ク シ ョ ン
を 行 っ た 8例 の 癌 標 本 由 来 の 、 表 現 型 が 高 分 化 型 お よ び 低 分 化 型 の 患 者 を 一 致 さ せ た 病 変
に お い て 、 差 次 的 に 発 現 さ れ る 遺 伝 子 を 同 定 す る た め に ラ ン ダ ム 順 列 検 定 を 行 っ た 。 図 2C
に 示 さ れ て い る よ う に 、 差 次 的 に 発 現 さ れ る 25個 の 遺 伝 子 を 用 い た ク ラ ス タ ー 分 析 に よ り
、 高 分 化 型 と 低 分 化 型 の 浸 潤 性 乳 管 癌 細 胞 を 区 別 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 25個 の 遺 伝
子 （ 表 1） に は 、 浸 潤 お よ び 細 胞 増 殖 に お け る 役 割 の 可 能 性 が 以 前 に 報 告 さ れ て い る 、 以
下 の 重 要 な 因 子 が い く つ か 含 ま れ て い た ： TNFSF11、 ITGA5、 お よ び NFAT5（ Giuliani, N.,
 et al., Human myeloma cells stimulate the receptor activator of nuclear factor-
kappa B ligand (RANKL) in T lymphocytes: a potential role in multiple myeloma bo
ne disease） 」 . Blood, 100: 4615-4621, 2002； Sebastien J. et al., The role of NF
AT transcription factors in integrin-mediated carcinoma invasion. Nature cell bi
ology, 4: 540-544, 2002； Klein, S. et al., Alpha 5 beta 1 integrin activates an 
NF-kappa B-dependent program of gene expression important for angiogenesis and i
nflammation. Mol Cell Biol, 22: 5912-5922, 2002） 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 次 に 、 IDCに お け る 41例 の ER陽 性 腫 瘍 お よ び 28例 の ER陰 性 腫 瘍 に お い て 差 次 的 に 発 現 さ
れ る 遺 伝 子 を 同 定 す る た め に 、 ラ ン ダ ム 順 列 検 定 を 行 っ た 。 こ れ ら の 試 料 は す べ て 閉 経 前
患 者 由 来 で あ っ た 。 順 列 P値 0.0001未 満 で ER陽 性 と ER陰 性 と を 識 別 す る こ と が で き た 97個
の 遺 伝 子 を 列 挙 し た （ 「 材 料 お よ び 方 法 」 参 照 ） （ 図 3お よ び 表 2） 。 そ れ ら の う ち 、 96個
の 遺 伝 子 を 本 発 明 の BRC関 連 遺 伝 子 と し て 選 択 し た 。 ER陰 性 群 と 比 較 し て ER陽 性 群 に お い
て こ れ ら の 遺 伝 子 の う ち 92個 で は 発 現 レ ベ ル が 高 く 、 他 の 5個 で は 低 か っ た 。 こ れ ら の 遺
伝 子 の う ち 、 GATA結 合 タ ン パ ク 質 3（ GATA3） 、 ト レ フ ォ イ ル 因 子 3（ TFF3） 、 サ イ ク リ ン D
1（ CCND1） 、 MAPKKホ モ ロ グ （ MAP2K4） お よ び メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ 組 織 阻 害 因 子 1（ TIMP1
） 、 イ ン ス リ ン 受 容 体 基 質 1（ IRS1） 、 Xボ ッ ク ス 結 合 タ ン パ ク 質 1（ XBP1） 、 GLI-Kruppel
フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー GLI3（ GLI3） は 、 ER陽 性 の も の に お い て 過 剰 発 現 さ れ て い た （ 表 2）
。 さ ら に 、 エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 （ ESR1） は 、 p値 の 大 き さ に 基 づ い て 6番 目 の 遺 伝 子 と し て
順 位 付 け ら れ た た め （ 図 3の 下 図 ） 、 ERの 発 現 プ ロ フ ァ イ ル に 従 っ て 乳 癌 を 識 別 し う る 可
能 性 が あ る 。
【 ０ １ ８ １ 】

：
　 乳 癌 の 発 生 の 基 礎 を な す 機 序 を 明 ら か に す る た め に 、 DCISお よ び IDCに お い て 通 常 、 上
方 制 御 ま た は 下 方 制 御 さ れ る 遺 伝 子 を そ れ ぞ れ 調 べ た 。 77例 の 乳 癌 （ DCIS 8例 お よ び IDC 
69例 の 閉 経 前 患 者 ） に お け る 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ ル に よ り 、 通 常 発 現 に 変 化 が み ら れ る
325個 の 遺 伝 子 が 同 定 さ れ た （ 図 4A、 4B） 。 78個 の 遺 伝 子 は 通 常 、 正 常 乳 管 細 胞 に お け る
レ ベ ル と 比 較 し て 3倍 を 上 回 っ て 上 方 制 御 さ れ る が （ 図 4A、 図 4B、 表 3、 表 5） 、 247個 の 遺
伝 子 は 乳 癌 細 胞 に お い て 発 現 が 1/3未 満 に 低 下 し た （ 図 4A、 4B、 表 4、 6） 。 特 に 、 図 4Bに
示 さ れ て い る よ う に 、 25個 の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル は 、 DCISか ら IDCへ の 移 行 に お い て 上 昇
し 、 49個 の 遺 伝 子 の そ れ は 低 下 し た （ 表 5お よ び 表 6） 。 発 現 が 上 昇 し た 遺 伝 子 の 中 に は 、
乳 癌 で 過 剰 発 現 さ れ る と 既 に 報 告 さ れ て い る フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン （ FN1） が 含 ま れ て い た （
表 4） （ Mackay, A. et al., cDNA microarray analysis of genes associated with ERBB
2 (HER2/neu) overexpression in human mammary luminal epithelial cells. Oncogene,
 22: 2680-2688, 2003； Lalani, E. N. et al., Expression of the gene coding for a 
human mucin in mouse mammary tumor cells can affect their tumorigenicity. J Biol
 Chem, 266: 15420-15426, 1991.22; Martin-Lluesma, S., et al., A. Role of Hec1 in
 spindle checkpoint signaling and kinetochore recruitment of Mad1/Mad2. Science,
 297: 2267-2270, 2002） 。 一 方 、 発 現 が 低 下 し た 遺 伝 子 の 中 に は 、 腫 瘍 抑 制 因 子 と し て
機 能 す る こ と が 知 ら れ て い る ST5お よ び SCHIP1も 含 ま れ て い た （ 表 6） 。
【 ０ １ ８ ２ 】
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DCISま た は IDCに お い て 通 常 上 方 制 御 ま た は 下 方 制 御 さ れ る 遺 伝 子 の 同 定



　 次 に 、 IDCの み で 特 異 的 に 発 現 の 変 化 が み ら れ る 遺 伝 子 に つ い て 調 べ た 。 そ の 結 果 、 24
個 の 上 方 制 御 さ れ る 遺 伝 子 （ 図 4C、 表 7） お よ び 41個 の 下 方 制 御 さ れ る 遺 伝 子 （ 図 4C、 表 8
） が 同 定 さ れ た 。 上 方 制 御 さ れ る 遺 伝 子 の う ち 、 ERBB2、 CCNB1、 BUB1Bは 、 乳 癌 発 生 に 関
与 す る こ と が 既 に 知 ら れ て い る （ Latta, E. K., et al., The role of HER2/neu overexp
ression/amplification in the progression of ductal carcinoma in situ to invasive
 carcinoma of the breast. Mod Pathol, 15: 1318-1325, 2002； Takeno, S., et al., P
rognostic value of cyclin B1 in patients with esophageal squamous cell carcinoma
. Cancer, 94: 2874-2881, 2002； Slamon, D. J., et al., Human breast cancer: corre
lation of relapse and survival with amplification of the HER-2/neu oncogene. Sci
ence, 235: 177-182, 1987） 。 下 方 制 御 さ れ る 遺 伝 子 の 中 に は 、 AXINに よ っ て 誘 導 さ れ 、
肺 癌 、 肝 臓 癌 、 結 腸 癌 お よ び 腎 臓 癌 に お い て 下 方 制 御 さ れ る こ と が 多 い 遺 伝 子 で あ る AXUD
1（ Ishiguro, H., et al., Identification of AXUD1, a novel human gene induced by 
AXIN1 and its reduced expression in human carcinomas of the lung, liver, colon a
nd kidney. Oncogene, 20: 5062-5066, 2001） が 含 ま れ る こ と か ら 、 AXUD1は 乳 癌 の 発 生
に も 関 与 し て い る 可 能 性 が 示 唆 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ３ 】

：
　 cDNAマ イ ク ロ ア レ イ 解 析 に よ っ て 得 ら れ た 発 現 デ ー タ の 信 頼 性 を 確 認 す る た め 、 情 報 の
得 ら れ た 高 分 化 型 症 例 に お い て 高 度 に 上 方 制 御 さ れ て い た 3個 の 遺 伝 子 （ ア ク セ ッ シ ョ ン
番 号 AI261804、 AA205444、 AA167194） 、 お よ び 有 益 な 低 分 化 型 症 例 に お い て 同 様 に 高 度 に
上 方 制 御 さ れ て い た 2個 の 遺 伝 子 （ AA676987お よ び H22566） に 対 し て 、 半 定 量 的 RT-PCR実
験 を 行 っ た 。 被 験 症 例 の 大 部 分 に お い て 、 RT-PCRの 結 果 は マ イ ク ロ ア レ イ 解 析 の 結 果 と よ
く 一 致 し た （ 図 5、 表 9） 。
【 ０ １ ８ ４ 】

　 本 発 明 者 ら は 、 IDCに お い て 上 方 制 御 さ れ る 24個 の 遺 伝 子 を 同 定 し た （ 表 7） 。 そ れ ら の
う ち 、 本 発 明 者 ら は 、 T-LAK細 胞 か ら 生 じ る プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ 、 TOPK（ Genbankア ク セ ッ
シ ョ ン 番 号 NM_018492） と 呼 ば れ 、 mRNA転 写 産 物 が 8つ の エ ク ソ ン か ら な る 1899塩 基 長 で あ
っ て 、 染 色 体 8p21.2上 に 位 置 す る 、 A7870に 注 目 し た 。 A7870の 発 現 は 、 発 現 デ ー タ が 入 手
可 能 で あ っ た 乳 癌 症 例 39例 中 30例 （ 77％ ） に お い て 上 昇 し て お り 、 特 に 浸 潤 性 乳 管 癌 標 本
を 含 む 36症 例 中 29例 （ 81％ ） で 上 昇 し て い た 。 こ の 遺 伝 子 の 乳 癌 に お け る 発 現 パ タ ー ン を
確 か め る た め に 、 本 発 明 者 ら は 、 乳 癌 細 胞 株 お よ び （ 正 常 乳 房 細 胞 を 含 む ） 正 常 ヒ ト 組 織
を 用 い た 半 定 量 的 RT-PCR分 析 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 A7870は 12個 の 臨 床 的 乳 癌 標 本 （ 高 分
化 型 ） 中 7個 で 、 正 常 乳 管 細 胞 お よ び 他 の 正 常 組 織 と 比 較 し て 発 現 が 上 昇 し （ 図 6a） 、 20
個 の 乳 癌 細 胞 株 の う ち 17個 で 過 剰 発 現 さ れ る （ 図 6b） こ と が 見 い だ さ れ た 。 こ の 遺 伝 子 の
発 現 パ タ ー ン を さ ら に 調 べ る た め に 、 本 発 明 者 ら は 、 ヒ ト 多 組 織 お よ び 乳 癌 細 胞 株 を 用 い
て 、 A7870の cDNA断 片 （ 320bp） を プ ロ ー ブ と し て 用 い る ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 行 っ た （
図 7a） 。 そ の 結 果 、 正 常 ヒ ト 精 巣 お よ び 胸 腺 で は 2つ の 転 写 産 物 （ 約 1.9kbお よ び 1.8kb）
の み が 発 現 さ れ て い た 。 乳 癌 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト を 用 い て こ れ ら の 転 写 産 物 の 発 現 パ タ ー ン
を さ ら に 調 べ た と こ ろ 、 本 発 明 者 ら は 、 こ の 両 方 の 転 写 産 物 が 正 常 ヒ ト 組 織 と 比 較 し て 、
乳 癌 細 胞 株 に お い て 特 異 的 に 過 剰 発 現 さ れ る こ と を 見 い だ し た （ 図 7b） 。  
【 ０ １ ８ ５ 】

　 A7870の 2つ の 転 写 産 物 の シ ー ク エ ン シ ン グ 解 析 に よ り 、 A7870の 2つ の 変 種 は 同 じ オ ー プ
ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム （ ORF） を 含 む た め 、 本 発 明 者 ら は 、 二 重 特 異 性 の マ イ ト ジ ェ ン
活 性 化 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ キ ナ ー ゼ （ MAPKK） フ ァ ミ リ ー に 関 連 す る セ リ ン /ト レ オ ニ ン キ
ナ ー ゼ で あ る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 、 TOPK（ Genbankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 NM_018492） に
注 目 し た 。 SMARTコ ン ピ ュ ー タ 予 測 に よ り 、 TOPKは pfam、 pキ ナ ー ゼ モ チ ー フ を 32～ 320残
基 に 含 む こ と が 示 さ れ 、 こ れ に よ り こ の タ ン パ ク 質 は 、 細 胞 形 態 形 成 お よ び 細 胞 増 殖 に お
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選 択 さ れ た 遺 伝 子 の 半 定 量 的 RT-PCRに よ る 検 証

乳 癌 細 胞 に お い て 上 方 制 御 さ れ る 遺 伝 子 と し て の 、 T-LAK細 胞 起 源 の プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ
と 呼 ば れ る A7870の 同 定

A7870の 乳 癌 特 異 的 に 発 現 さ れ る 転 写 産 物 の 単 離



い て 役 割 を 果 た す シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に 関 与 す る 可 能 性 が 示 唆 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ６ 】

　 A7870の 特 徴 を さ ら に 詳 細 に 調 べ る た め に 、 本 発 明 者 ら は 、 哺 乳 動 物 細 胞 に お け る こ れ
ら の 遺 伝 子 産 物 の 細 胞 内 局 在 を 調 べ た 。 ま ず 、 A7870タ ン パ ク 質 を 発 現 す る プ ラ ス ミ ド （ p
CAGGS-A7870-HA） を COS7細 胞 に 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た と こ ろ 、 抗 HAタ グ 抗 体 お よ
び TOPKポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 免 疫 細 胞 化 学 分 析 に よ り 、 外 因 性 A7870タ ン パ ク 質 が
細 胞 質 に 局 在 し 、 特 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 全 て の COS7細 胞 に お い て 核 膜 周 囲 に 強 い シ
グ ナ ル が み ら れ る こ と が 判 明 し た （ 図 8a） 。 さ ら に 、 本 発 明 者 ら は 、 抗 TOPKポ リ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 を 用 い る 免 疫 細 胞 化 学 染 色 に よ り 、 内 因 性 タ ン パ ク 質 の 細 胞 内 局 在 を 調 べ た 。 こ の
場 合 も 同 様 に 、 A7870タ ン パ ク 質 は T47D、 BT-20お よ び HBC5細 胞 に お い て 細 胞 小 器 官 お よ び
核 周 囲 に あ る こ と が 観 察 さ れ た （ 図 8b） 。
【 ０ １ ８ ７ 】

　 A7870の 増 殖 促 進 の 役 割 を 評 価 す る た め に 、 本 発 明 者 ら は 、 A7870の 過 剰 発 現 を 示 し た 乳
癌 細 胞 株 T47Dお よ び BT-20に お い て 、 哺 乳 動 物 ベ ク タ ー に 基 づ く RNA干 渉 （ RNAi） 法 （ 「 材
料 お よ び 方 法 」 参 照 ） に よ っ て 内 因 性 A7870の 発 現 を ノ ッ ク ダ ウ ン し た 。 A7870の 発 現 レ ベ
ル を 半 定 量 的 RT-PCR実 験 に よ っ て 調 べ た 。 A7870（ si1、 si3お よ び si4） 特 異 的 siRNAは 、
対 照 siRNA構 築 物 （ psiU6BX-LUCま た は -SC） と 比 較 し て 発 現 を 有 意 に 抑 制 し た 。 A7870特 異
的 siRNAに よ る 細 胞 増 殖 阻 害 を 確 認 す る た め 、 本 発 明 者 ら は コ ロ ニ ー 形 成 ア ッ セ イ お よ び M
TTア ッ セ イ を そ れ ぞ れ 行 っ た 。 そ の 結 果 、 A7870 siRNA構 築 物 の 導 入 に よ り こ れ ら の 乳 癌
細 胞 の 増 殖 が 抑 制 さ れ 、 こ れ は こ の 遺 伝 子 の 発 現 が 低 下 し た 上 記 の 結 果 に 一 致 し た 。 そ れ
ぞ れ の 結 果 は 3回 の 独 立 し た 実 験 に よ っ て 検 証 さ れ た 。 し た が っ て 、 本 発 明 者 ら の 所 見 は
、 A7870が 乳 癌 の 細 胞 増 殖 に お い て 重 要 な 機 能 を 有 す る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ １ ８ ８ 】

：
　 本 発 明 の 1つ の 目 標 は 、 一 部 の 患 者 に お い て 、 異 な る 表 現 型 で 一 貫 し て 上 方 制 御 ま た は
下 方 制 御 さ れ る 遺 伝 子 を 発 見 す る こ と で あ っ た 。 し か し 、 乳 癌 は 不 均 一 な 様 々 な 表 現 型 を
示 す た め 、 顕 微 鏡 に よ る 組 織 病 理 学 的 な 分 化 は 、 図 2に 示 さ れ た よ う な 遺 伝 子 発 現 パ タ ー
ン に よ る 教 師 な し 分 類 を 用 い て 、 明 確 に は 識 別 さ れ な か っ た 。 こ の 観 察 を さ ら に 詳 細 に 調
べ る た め に 、 ラ ン ダ ム 順 列 検 定 を 行 い 、 高 分 化 型 と 低 分 化 型 症 例 と を 識 別 し う る 206個 の
遺 伝 子 を 抽 出 し た 。 こ れ ら の 206個 の 識 別 性 の あ る 遺 伝 子 は す べ て 、 31例 の 高 分 化 型 癌 と 2
4例 の 低 分 化 型 癌 の 間 で P＜ 0.01の レ ベ ル で 有 意 で あ っ た （ 図 9、 表 10） 。 こ れ ら の 206個 の
遺 伝 子 を 用 い た 二 次 元 階 層 ク ラ ス タ ー 分 析 に よ り 、 IDCの 異 な る 構 成 要 素 （ 高 分 化 型 、 中
分 化 型 お よ び 低 分 化 型 ） に 関 し て 群 を 分 類 す る こ と が で き た 。 A群 ク ラ ス タ ー に は 、 低 分
化 型 試 料 で 著 し く 発 現 が 亢 進 し て い た 遺 伝 子 （ 横 の 列 に お け る 分 枝 1） ； 細 胞 外 マ ト リ ッ
ク ス 構 造 （ COL1A2、 COL3A1お よ び P4HA2） 、 細 胞 接 着 （ LOXL2、 THBS2お よ び TAGLN2） が 含
ま れ 、 B群 ク ラ ス タ ー に は 、 主 と し て 高 分 化 型 お よ び 中 分 化 型 の 試 料 に お い て 発 現 が 亢 進
し て い た 遺 伝 子 （ 横 の 列 に お け る 分 枝 2） ； 転 写 調 節 （ BTF、 WTAP、 HTATSF1） 、 細 胞 周 期
調 節 因 子 （ CDC5L、 CCT7） が 含 ま れ た 。 し か し な が ら 、 B群 に お け る 2例 の 低 分 化 型 試 料 （
試 料 番 号 10709お よ び 10781） は 、 低 分 化 型 よ り む し ろ 高 分 化 型 の 特 徴 に 類 似 し た 発 現 パ タ
ー ン を 示 し た 。 い く つ か の 高 分 化 型 試 料 は 、 低 分 化 型 に 特 徴 的 な い く つ か の 遺 伝 子 の 共 発
現 を 示 し た 。
【 ０ １ ８ ９ 】

：
　 乳 癌 で は 、 腋 窩 リ ン パ 節 へ の 浸 潤 が 最 も 重 要 な 予 後 因 子 で あ る （ Shek, L. L. and Godo
lphin, W. Model for breast cancer survival: relative prognostic roles of axillar
y nodal status, TNM stage, estrogen receptor concentration, and tumor necrosis. 
Cancer Res, 48: 5565-5569, 1988） 。 選 択 し た 遺 伝 子 の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 用 い て 、 腋
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A7870の 細 胞 内 局 在

A7870の 発 現 を 低 下 さ せ る よ う に 設 計 さ れ た 低 分 子 干 渉 RNA（ siRNA） の 増 殖 阻 害 作 用

組 織 病 理 学 的 型 に お い て 差 次 的 に 発 現 さ れ る 遺 伝 子 の 同 定 、 お よ び 個 々 の 患 者 に お け る 表
現 型 の 差 異

リ ン パ 節 転 移 に 関 す る 予 測 ス コ ア の 開 発



窩 リ ン パ 節 転 移 の 予 測 の た め の ス コ ア 化 パ ラ メ ー タ ー を 得 る た め の 式 を 開 発 す る た め に 、
20例 の リ ン パ 節 陽 性 症 例 お よ び 20例 の リ ン パ 節 陰 性 症 例 の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 比 較 し た 。
上 記 の 基 準 に 従 っ て 、 0.0001未 満 の 順 列 p値 を 示 し た 93個 の 識 別 性 の あ る 遺 伝 子 を ま ず 選
択 し た 。 続 い て 、 候 補 リ ス ト か ら 、 リ ン パ 節 陽 性 症 例 と 陰 性 症 例 と の 最 も 良 い 分 離 を 示 し
た 上 位 34個 の 遺 伝 子 を 得 た （ 表 11） 。 図 10Aに 示 さ れ て い る よ う に 、 こ れ ら の 34個 の 遺 伝
子 を 用 い た 階 層 ク ラ ス タ ー 分 析 に よ り 、 40例 の 乳 癌 症 例 が す べ て 、 リ ン パ 節 の 状 態 に し た
が っ て 2つ の 群 の い ず れ か に 分 類 さ れ た 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 最 終 的 に 、 34個 の 遺 伝 子 の セ ッ ト の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 用 い て 、 リ ン パ 節 陽 性 症 例 を リ
ン パ 節 陰 性 症 例 と 明 確 に 識 別 し う る 予 測 ス コ ア シ ス テ ム を 構 築 し た 。 こ の ス コ ア シ ス テ ム
を さ ら に 検 証 す る た め に 、 ス コ ア シ ス テ ム の 構 築 に 用 い た も の で は な い 20例 の リ ン パ 節 陽
性 症 例 お よ び 20例 の リ ン パ 節 陰 性 症 例 の ス コ ア を 算 出 し た （ 「 材 料 お よ び 方 法 」 参 照 ） 。
陽 性 転 移 群 お よ び 陰 性 群 に 属 す る 40例 の 患 者 が 明 確 に 区 別 さ れ る 境 界 ス コ ア を 15.8と し （
図 10B） 、 15.8を 上 回 る ス コ ア を 「 陽 性 」 、 15.8ま た は そ れ 未 満 を 「 陰 性 」 と し た 。 シ ス
テ ム を さ ら に 明 確 に す る た め に 、 識 別 性 の あ る 遺 伝 子 の 選 択 の た め の 最 初 の 手 順 に 含 ま れ
な か っ た 17例 の リ ン パ 節 陽 性 症 例 お よ び 20例 の 陰 性 症 例 に 関 し て 、 原 発 性 腫 瘍 か ら の 転 移
の 予 測 ス コ ア を 算 出 し た 。 図 10Bお よ び 10Cに 示 さ れ て い る よ う に 、 リ ン パ 節 転 移 を 伴 う 17
症 例 の う ち 全 症 例 が 本 明 細 書 の 定 義 に よ る 陽 性 ス コ ア を 示 し 、 一 方 、 リ ン パ 節 転 移 を 伴 わ
な い 20症 例 の う ち 18例 （ 90％ ） は 陰 性 ス コ ア を 示 し た 。 77症 例 の う ち 75例 （ 97％ ） は リ ン
パ 節 の 状 態 に 従 っ て 正 し く 位 置 づ け ら れ た が 、 2例 の リ ン パ 節 陰 性 症 例 は 誤 っ て 位 置 づ け
ら れ た か 、 ま た は 境 界 領 域 も し く は 陽 性 領 域 に 位 置 づ け ら れ た 。
【 ０ １ ９ １ 】

　 乳 癌 は 、 遺 伝 因 子 、 環 境 因 子 お よ び ホ ル モ ン 因 子 間 の 相 互 作 用 の 結 果 と し て 発 生 す る 多
因 子 疾 患 で あ る 。 乳 癌 の 明 確 な の 病 理 学 的 病 期 が 記 載 さ れ て い る が 、 こ れ ら の 病 期 の 間 の
分 子 的 な 差 異 は ほ と ん ど 明 ら か に な っ て い な い （ McGuire, W. L. Breast cancer prognos
tic factors: evaluation guidelines. J Natl Cancer Inst, 83: 154-155, 1991.； Eife
l, P., et al., National Institutes of Health Consensus Development Conference St
atement： adjuvant therapy for breast cancer. November 1-3, 2000. J Natl Cancer I
nst, 93: 979-989, 2001.； Fisher, B., et al., Twenty-year follow-up of a randomiz
ed trial comparing total mastectomy, lumpectomy, and lumpectomy plus irradiation
 for the treatment of invasive breast cancer. N Engl J Med, 347: 1233-1241, 2002
） 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 遺 伝 子 発 現 の 全 ゲ ノ ム 解 析 、 お よ び 乳 癌 の 純 粋 な 癌 細 胞 集 団 を 単 離 す る レ ー ザ ー マ イ ク
ロ ダ イ セ ク シ ョ ン （ LMM） 法 の 開 発 は 、 癌 特 異 的 分 類 を 有 す る 分 子 標 的 遺 伝 子 に 関 す る 検
索 、 様 々 な 種 類 の 腫 瘍 、 特 に 乳 癌 に お け る 治 療 お よ び 結 果 の 予 測 を 可 能 に す る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 脂 肪 細 胞 は 乳 腺 組 織 の 90％ 超 を 占 め 、 癌 腫 が 発 生 す る 元 と な る 臓 器 内 の 上 皮 細 胞 は 極 め
て わ ず か な 割 合 に し か 相 当 し な い た め 、 癌 組 織 全 体 お よ び 正 常 乳 腺 全 体 を 用 い た 遺 伝 子 発
現 プ ロ フ ァ イ ル の 分 析 は 、 調 べ る 組 織 に お け る 特 定 の 細 胞 の 混 合 物 に よ っ て 大 き な 影 響 を
受 け る 。 脂 肪 細 胞 、 線 維 芽 細 胞 お よ び 炎 症 細 胞 の 割 合 の 違 い は 、 乳 癌 発 生 に 関 与 す る 遺 伝
子 の 著 し く 特 異 的 な 発 現 を 覆 い 隠 す 可 能 性 が あ る 。 し た が っ て 、 手 術 標 本 か ら 得 ら れ る 癌
細 胞 お よ び 正 常 上 皮 細 胞 の 集 団 を で き る 限 り 精 製 す る た め 、 LMMシ ス テ ム を 用 い た （ Haseg
awa, S., et al. Genome-wide analysis of gene expression in intestinal-type gastr
ic cancers using a complementary DNA microarray representing 23,040 genes. Cance
r Res, 62: 7012-7017, 2002； Kitahara, et al. and Tsunoda, T. Alterations of gene
 expression during colorectal carcinogenesis revealed by cDNA microarrays after 
laser-capture microdissection of tumor tissues and normal epithelia. Cancer Res,
 61: 3544-3549, 2001； Kikuchi, T., et al. Expression profiles of non-small cell 
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lung cancers on cDNA microarrays: identification of genes for prediction of lymp
h-node metastasis and sensitivity to anti-cancer drugs. Oncogene, 22: 2192-2205,
 2003.； Gjerdrum, L. M., et al., Laser-assisted microdissection of membrane-moun
ted paraffin sections for polymerase chain reaction analysis: identification of 
cell populations using immunohistochemistry and in situ hybridization. J Mol Dia
gn, 3: 105-110, 2001） （ 図 1） 。 マ イ ク ロ ダ イ セ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 集 団 の 純 度 を 評 価
す る た め に 、 脂 肪 組 織 お よ び 乳 腺 に お い て 高 発 現 さ れ る PLINお よ び FABP4の 発 現 を 、 cDNA
マ イ ク ロ ア レ イ を 用 い て 、 29個 の 正 常 ヒ ト 組 織 に お け る 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ ル に よ り 分
析 し た （ Saito-Hisaminato, A., et al., Genome-wide profiling of gene expression i
n 29 normal human tissues with a cDNA microarray. DNA Res, 9: 35-45, 2002） 。 ダ
イ セ ク シ ョ ン 手 順 の 後 、 正 常 乳 管 上 皮 細 胞 中 に 混 入 し て い る 脂 肪 細 胞 の 割 合 は 0.6％ 未 満
で あ る と 推 定 さ れ た 。 特 に 、 PLINの 発 現 レ ベ ル を 調 べ た 場 合 （ Nishiu, J., et al., Isol
ation and chromosomal mapping of the human homolog of perilipin (PLIN), a rat ad
ipose tissue-specific gene, by differential display method. Genomics, 48: 254-25
7, 1998） 、 LMM技 術 に 供 し た 細 胞 集 団 の 純 度 は 約 100％ に な る 可 能 性 が あ っ た 。 図 2に 示 さ
れ て い る よ う に 、 教 師 な し ク ラ ス タ ー 分 析 か ら は 、 乳 癌 全 組 織 は LMMに よ り マ イ ク ロ ダ イ
セ ク シ ョ ン さ れ た 乳 癌 細 胞 と 区 別 さ れ る が 、 正 常 乳 管 細 胞 お よ び 乳 腺 は 同 じ 分 枝 に ク ラ ス
タ ー 化 さ れ る こ と が 示 さ れ た 。 こ の た め 、 い く つ か の 研 究 で は 、 乳 癌 特 異 的 発 現 プ ロ フ ァ
イ ル を 正 確 に 得 る た め に 、 乳 癌 細 胞 と 、 乳 癌 の 起 源 と な る 正 常 乳 管 上 皮 細 胞 の マ イ ク ロ ダ
イ セ ク シ ョ ン が 不 可 欠 で あ る 。 LMMと cDNAマ イ ク ロ ア レ イ 解 析 と の 併 用 に よ り 、 乳 癌 の 発
生 お よ び 進 行 を 取 り 巻 く 正 確 な 分 子 イ ベ ン ト を 解 明 し 、 乳 癌 細 胞 の 多 段 階 癌 発 生 お よ び 腫
瘍 の 不 均 一 性 の 機 序 を 理 解 す る た め の 、 強 力 な ア プ ロ ー チ が 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 図 2Aに 示 さ れ て い る よ う に 、 発 現 プ ロ フ ァ イ ル に 基 づ く 教 師 な し 分 類 分 析 に よ り 、 原 発
性 乳 癌 が 2つ の 群 に 分 け ら れ る こ と 、 お よ び EIAに よ る ER状 態 と 関 連 す る こ と を 示 す こ と が
で き る 。 ER陽 性 腫 瘍 お よ び ER陰 性 腫 瘍 は 全 く 異 な る 遺 伝 子 発 現 表 現 型 を 呈 す る こ と が 見 い
だ さ れ た 。 こ の 結 果 は 、 こ れ ら の 2つ の 組 織 学 的 に 異 な る 病 変 が 、 乳 癌 の 発 生 に お い て 重
要 な 役 割 を 果 た す 可 能 性 の あ る 異 な る 生 物 学 的 性 質 を 有 す る こ と を 示 唆 し 、 さ ら に ER状 態
を 利 用 し て ア ジ ュ バ ン ト 存 在 下 で の ホ ル モ ン 療 法 の 必 要 性 を 確 認 し う る こ と を 示 唆 す る （
Eifel, P., et al. National Institutes of Health Consensus Development Conference
 Statement： adjuvant therapy for breast cancer. November 1-3, 2000. J Natl Cance
r Inst, 93: 979-989, 2001.； Hartge、 P. Genes, hormones, and pathways to breast c
ancer. N Engl J Med, 348: 2352-2354, 2003） 。 加 え て 、 教 師 あ り 統 計 分 析 に よ り 、 ホ
ル モ ン 依 存 的 な 進 行 を 調 べ る た め に 、 ER陽 性 を ER陰 性 と 区 別 す る こ と が で き た 遺 伝 子 の サ
ブ セ ッ ト を 選 択 し 、 抗 癌 薬 の た め の 新 規 な 分 子 標 的 を 探 索 し た 。 閉 経 前 患 者 か ら な る こ れ
ら の 二 群 間 で 発 現 が 有 意 差 に 異 な る 97個 の 遺 伝 子 を 、 ラ ン ダ ム 順 列 検 定 に よ っ て 同 定 し た
（ 図 3） 。 こ れ ら の 遺 伝 子 の 中 に は 、 SAPK経 路 の 中 心 に 位 置 す る メ デ ィ エ ー タ ー で あ る MAP
2K4が 含 ま れ た 。 本 研 究 お よ び 他 の 研 究 で 乳 癌 に お け る ER発 現 と の 強 い 関 連 性 を 示 す 遺 伝
子 で あ る 、 Cyclin D1（ May, F. E. and Westley, B. R. Expression of human intestina
l trefoil factor in malignant cells and its regulation by oestrogen in breast ca
ncer cells. J Pathol, 182: 404-413, 1997） も 含 ま れ て い た 。 エ ス ト ロ ゲ ン は 正 常 乳 腺
に お け る 増 殖 お よ び 分 化 の 重 要 な 調 節 因 子 で あ り 、 乳 癌 の 発 生 お よ び 進 行 に お い て も 重 要
で あ る （ Shek, L. L. and Godolphin, W. Model for breast cancer survival: relative
 prognostic roles of axillary nodal status, TNM stage, estrogen receptor concent
ration, and tumor necrosis. Cancer Res, 48: 5565-5569, 1988） 。 エ ス ト ロ ゲ ン は ER
を 介 し て 遺 伝 子 発 現 を 調 節 す る が 、 下 流 の 遺 伝 子 標 的 に 対 す る エ ス ト ロ ゲ ン の 作 用 、 補 助
因 子 の 役 割 、 お よ び 他 の シ グ ナ ル 伝 達 経 路 と の 相 互 干 渉 の 詳 細 に つ い て は 決 し て 十 分 に は
解 明 さ れ て い な い 。 乳 癌 全 体 の 約 3分 の 2は 診 断 時 点 で は ER陽 性 で あ る た め 、 こ の 受 容 体 の
発 現 は 生 物 学 的 お よ び 治 療 的 に 重 要 な 意 味 を 持 つ 。 最 近 、 新 規 な 選 択 的 エ ス ト ロ ゲ ン 受 容
体 調 節 物 質 （ SERM） が ER陽 性 乳 癌 患 者 に 対 す る ホ ル モ ン 治 療 薬 と し て 開 発 さ れ つ つ あ る た
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め 、 ER状 態 と 関 連 性 の あ る こ れ ら の 遺 伝 子 は SERMの 新 規 な 分 子 標 的 候 補 で あ る 可 能 性 が あ
る （ Smith, I.E. and Dowsett, M. Aromatase inhibitors in breast cancer. N Engl J 
Med, 348: 2431-2442, 2003） 。 こ れ ら の 所 見 は 、 発 現 プ ロ フ ァ イ ル お よ び ER状 態 の 比 較
が 、 ER依 存 的 乳 癌 細 胞 の 細 胞 増 殖 お よ び 進 行 の ホ ル モ ン 性 調 節 を 解 明 す る た め の 有 用 な 情
報 を 提 供 す る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 乳 癌 お よ び 他 の ヒ ト 悪 性 腫 瘍 に 対 す る 、 分 子 に 基 づ く 治 療 法 の 開 発 お よ び 利 用 に は 、 患
者 組 織 の 詳 細 な 分 子 遺 伝 学 的 分 析 が 必 要 で あ る 。 組 織 学 的 な 証 拠 か ら は 、 浸 潤 性 乳 癌 に 先
立 っ て 、 い く つ か の 前 癌 状 態 が 存 在 す る こ と が 示 唆 さ れ る 。 こ れ ら の 組 織 学 的 病 変 に は 、
異 型 乳 管 過 形 成 、 異 型 小 葉 過 形 成 、 非 浸 潤 性 乳 管 癌 （ DCIS） お よ び 上 皮 内 小 葉 癌 が 含 ま れ
る （ Lakhani, S. R. The transition from hyperplasia to invasive carcinoma of the 
breast. J Pathol, 187: 272-278, 1999） 。 こ れ ら の 病 変 は 、 正 常 乳 房 上 皮 ま た は 乳 癌 が
生 じ る 乳 管 小 葉 単 位 終 末 か ら 、 最 終 的 な 浸 潤 性 乳 癌 ま で の 組 織 学 的 な 連 続 体 の い ず れ か に
該 当 す る と 考 え ら れ る 。 い く つ か の モ デ ル が 、 前 癌 と 新 生 物 の 間 の 遺 伝 的 異 常 を 説 明 す る
た め に 提 案 さ れ て い る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 DCISと IDCと の 比 較 の よ う に 、 病 理 学 的 に 異 な る 病 期 の 間 で 高 頻 度 に 、 発 現 の 上 昇 ま た
は 低 下 を 示 す 種 々 の 遺 伝 子 が 観 察 さ れ 、 そ の 結 果 と し て 合 計 325個 の 遺 伝 子 が 同 定 さ れ た
。 こ れ ら の 遺 伝 子 は 、 乳 癌 の 病 理 的 段 階 の 分 子 的 基 盤 を な す 可 能 性 が あ り 、 こ れ ら の 遺 伝
子 の 発 現 レ ベ ル は 進 行 期 腫 瘍 段 階 と 相 関 し た 。 DCISお よ び IDCに お い て 通 常 上 方 制 御 さ れ
る 78個 の 遺 伝 子 （ 表 3、 表 5） お よ び 通 常 下 方 制 御 さ れ る 247個 の 遺 伝 子 （ 表 4、 表 6） も 同
定 さ れ た 。 上 方 制 御 さ れ る 遺 伝 子 の う ち 、 乳 癌 に お い て 過 剰 発 現 さ れ る こ と が 報 告 さ れ て
い た NAT1、 HEC、 GATA3お よ び RAI3は 、 前 浸 潤 期 に も 発 現 さ れ る 可 能 性 が あ る こ と が 指 摘 さ
れ た （ Geylan, Y. S., et al., Arylamine N-acetyltransferase activities in human b
reast cancer tissues. Neoplasma, 48: 108-111, 2001.； Chen, Y., et al., HEC, a no
vel nuclear protein rich in leucine heptad repeats specifically involved in mito
sis. Mol Cell Biol, 17: 6049-6056, 1997.； Bertucci, F., et al., Gene expression 
profiling of primary breast carcinomas using arrays of candidate genes. Hum Mol 
Genet, 9: 2981-2991, 2000.； Cheng、 Y. and Lotan, R. Molecular cloning and charac
terization of a novel retinoic acid-inducible gene that encodes a putative G pro
tein-coupled receptor. J Biol Chem, 273: 35008-35015, 1998） 。 一 方 、 本 発 明 に お い
て 下 方 制 御 さ れ る 遺 伝 子 と し て 含 ま れ た TGFBR2は 、 悪 性 度 の 低 下 を 招 く こ と が 知 ら れ て い
る （ Sun, L., et al., Expression of transforming growth factor beta type II recep
tor leads to reduced malignancy in human breast cancer MCF-7 cells. J Biol Chem,
 269: 26449-26455, 1994） 。 こ れ ら の 所 見 は 、 こ れ ら の 遺 伝 子 が DCISか ら IDCへ の 移 行 に
関 与 す る 可 能 性 を 示 唆 す る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 具 体 的 に は 、 DCISか ら IDCへ の 移 行 に お い て 発 現 が 上 昇 ま た は 低 下 す る 、 25個 の 上 方 制
御 さ れ る 遺 伝 子 （ 表 5） お よ び 49個 の 下 方 制 御 さ れ る 遺 伝 子 （ 表 6） が 同 定 さ れ た 。 上 方 制
御 さ れ る エ レ メ ン ト の リ ス ト に は 、 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 お よ び 細 胞 周 期 に 関 与 し 、 浸 潤 癌 の
発 生 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た す タ ン パ ク 質 な ら び に 転 写 因 子 を コ ー ド す る 遺 伝 子 が 含 ま
れ た 。 FoxM1お よ び Cyclin B1の 過 剰 発 現 は 、 様 々 な 腫 瘍 で 報 告 さ れ て い る 。 FoxM1の 過 剰
発 現 は Cyclin B1発 現 を 刺 激 す る （ Leung TW, et al., 2001） 。 CCNB1は G2期 の 通 過 お よ び
有 糸 分 裂 に 必 要 な 細 胞 周 期 制 御 タ ン パ ク 質 で あ る （ Pines, J. and Hunter, T. Cyclins A
 and B1 in the human cell cycle. Ciba Found Symp, 170: 187-196； discussion 196-2
04, 1992） 。 TOP2A阻 害 因 子 は 肺 癌 治 療 に お け る 化 学 療 法 薬 と し て 広 く 用 い ら れ て い る （ M
iettinen, H. E., et al., High topoisomerase II alpha expression associates with 
high proliferation rate and and poor prognosis in oligodendrogliomas. Neuropatho
l Appl Neurobiol, 26: 504-512, 2000） 。 BUB1Bは 、 分 裂 チ ェ ッ ク ポ イ ン ト を 経 て の 腫 瘍
進 行 お よ び 遺 伝 子 不 安 定 性 に 寄 与 す る 、 染 色 体 不 安 定 性 表 現 型 の 原 因 と な る 可 能 性 が あ る
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（ Bardelli, A., et al. Carcinogen-specific induction of genetic instability. Pro
c Natl Acad Sci U S A, 98: 5770-5775, 2001） 。 MMP11は そ の 発 現 が 患 者 の 生 存 期 間 に
直 接 的 に 有 害 な 影 響 を 及 ぼ す こ と が 示 さ れ た （ Boulay, A., et al. High cancer cell de
ath in syngeneic tumors developed in host mice deficient for the stromelysin-3 m
atrix metalloproteinase. Cancer Res, 61: 2189-2193, 2001） 。 ECM1は 血 管 新 生 作 用 を
有 し 、 乳 癌 細 胞 で 発 現 さ れ て い る （ Han, Z., et al., Extracellular matrix protein 1 
(ECM1) has angiogenic properties and is expressed by breast tumor cells. Faseb J
, 15: 988-994, 2001） 。 こ れ ら の 機 能 の ほ と ん ど は 依 然 と し て 不 明 で あ る が 、 こ れ ら の
遺 伝 子 の 機 能 解 析 の 評 価 に よ り 、 こ れ ら が 浸 潤 活 性 の 媒 介 に お い て 役 割 を 果 た し て い る こ
と が 示 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 本 報 告 に お い て 、 本 発 明 者 ら は 、 全 ゲ ノ ム cDNAマ イ ク ロ ア レ イ を 用 い た 乳 癌 の 正 確 な 発
現 プ ロ フ ァ イ ル に よ り 、 正 常 ヒ ト 組 織 と 比 較 し て 乳 癌 細 胞 で 顕 著 に 過 剰 発 現 さ れ る 新 規 遺
伝 子 、 A7870を 単 離 し た 。 さ ら に 本 発 明 者 ら は 、 乳 癌 細 胞 を siRNAで 処 理 す る と 標 的 遺 伝 子
A7870の 発 現 が 効 果 的 に 阻 害 さ れ 、 乳 癌 の 細 胞 /腫 瘍 成 長 が 有 意 に 抑 制 さ れ る こ と を 示 し た
。 こ れ ら の 所 見 は 、 A7870が 腫 瘍 細 胞 の 成 長 増 殖 に 重 要 な 役 割 を 果 た す と と も に 、 抗 癌 薬
の 開 発 の た め の 有 望 な 標 的 で あ る 可 能 性 を 示 す 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 MAPKKフ ァ ミ リ ー の 新 た な メ ン バ ー で あ る TOPKと 呼 ば れ る A7870を 、 乳 癌 に お け る そ の 顕
著 な 発 現 亢 進 の た め 研 究 用 に 選 択 し た 。 本 発 明 者 ら は 、 約 1.8kbお よ び 1.9kbの 転 写 産 物 が
癌 特 異 的 な 発 現 を 示 す こ と を 同 定 し た 。 こ れ ら の 転 写 産 物 は 5'UTR配 列 が 異 な り 、 ORFは 同
一 で あ っ た 。 本 発 明 者 ら は 、 乳 癌 細 胞 を siRNAで 処 理 す る と A7870の 発 現 が 効 果 的 に 阻 害 さ
れ 、 乳 癌 の 細 胞 /腫 瘍 成 長 が 有 意 に 抑 制 さ れ る こ と を 示 し た 。 こ れ ら の 所 見 は 、 A7870が 腫
瘍 細 胞 の 成 長 増 殖 に 重 要 な 役 割 を 果 た す と と も に 、 抗 癌 薬 の 開 発 の た め の 有 望 な 標 的 で あ
る 可 能 性 を 示 す 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 し か し 、 い く つ か の 基 準 は 、 疾 患 の 進 行 お よ び 臨 床 的 結 果 を 予 測 す る 能 力 の 点 で 完 全 で
は な い 。 よ り 侵 襲 性 の 強 い 疾 患 を 有 す る 患 者 は 、 ア ジ ュ バ ン ト 化 学 療 法 ま た は ホ ル モ ン 療
法 に よ り 恩 恵 を 受 け る こ と が で き 、 こ れ は 現 在 、 年 齢 、 腫 瘍 の サ イ ズ 、 腋 窩 リ ン パ 節 の 状
態 、 組 織 型 お よ び 癌 の 病 的 段 階 、 な ら び に ホ ル モ ン 受 容 体 状 態 と い っ た 複 数 の 基 準 の 組 み
合 わ せ に よ っ て 同 定 さ れ て い る 。 組 織 学 的 に 異 な る 腫 瘍 は 、 遺 伝 子 の サ ブ セ ッ ト に よ っ て
分 類 さ れ て お り 、 こ の プ ロ セ ス は 病 理 学 的 に 関 連 す る 情 報 を 提 供 す る 。 大 部 分 の 研 究 者 は
、 腫 瘍 が 組 織 学 的 に 著 し く 高 い 割 合 で 低 分 化 状 態 を 示 す 場 合 、 患 者 の 予 後 は 不 良 で あ る こ
と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 本 研 究 に よ る 驚 く べ き 結 果 は 、 各 患 者 に お け る 異 な る 組 織 型 の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル に 著 し
い 類 似 性 が あ っ た こ と で あ る 。 マ イ ク ロ ダ イ セ ク シ ョ ン お よ び 全 体 的 な 遺 伝 子 発 現 解 析 に
よ り 、 浸 潤 お よ び 予 後 と 関 連 性 の あ る 遺 伝 子 発 現 の 変 化 を 、 高 分 化 型 お よ び 低 分 化 型 の 乳
癌 細 胞 か ら の mRNA発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 用 い 、 教 師 あ り 分 析 を 用 い て 調 べ た 。 発 現 プ ロ フ ァ
イ ル に 基 づ く 教 師 な し 分 類 分 析 に よ り 、 乳 癌 は 2つ の 群 に 分 け る こ と が で き 、 異 な る 病 理
学 的 病 変 と 関 連 す る こ と を 示 す こ と が で き る 。 各 患 者 か ら な る こ れ ら の 二 群 間 で 発 現 に 有
意 差 が み ら れ る 25個 の 遺 伝 子 を 、 ラ ン ダ ム 順 列 検 定 に よ っ て 同 定 し た （ 図 2C） 。 こ れ ら の
遺 伝 子 の う ち 、 活 性 化 T細 胞 核 因 子 5（ NFAT5） は 癌 細 胞 の 遊 走 促 進 に 限 定 さ れ 、 こ の こ と
は こ れ ら の 転 写 因 子 に よ っ て 誘 導 さ れ る 異 な る 遺 伝 子 が あ る 可 能 性 を 強 く 示 す （ Sebastie
n J. et al., The role of NFAT transcription factors in integrin-mediated carcino
ma invasion. Nature cell biology, 4: 540-544, 2002） 。 ト ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン 2（ THSB2
） は 、 細 胞 接 着 お よ び 細 胞 遊 走 に 役 割 を 果 た す と 思 わ れ る 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス タ ン パ ク 質
で あ る 。 LMMに 基 づ く ア プ ロ ー チ の 重 要 な 利 点 の 一 つ は 、 1つ の 標 本 か ら 種 々 の 表 現 型 を 有
す る 癌 細 胞 を 選 択 し う る 点 で あ る 。 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン の 体 系 的 分 析 に よ り 、 浸 潤 の 生 物
学 的 機 序 お よ び 病 理 過 程 を 解 明 す る 手 段 が 提 供 さ れ る 。
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【 ０ ２ ０ ２ 】
　 さ ら に 、 リ ン パ 節 転 移 は 腫 瘍 進 行 に お け る 決 定 的 な 段 階 で あ り 、 乳 癌 患 者 の 予 後 が 不 良
で あ る 主 な 要 因 で あ る （ Shek, L. L. and Godolphin, W. Model for breast cancer surv
ival: relative prognostic roles of axillary nodal status, TNM stage, estrogen re
ceptor concentration, and tumor necrosis. Cancer Res, 48: 5565-5569, 1988） が 、
診 断 時 に 臨 床 的 に 検 出 可 能 な 転 移 を 示 す 患 者 は わ ず か に 過 ぎ な い 。 診 断 時 点 で の リ ン パ 節
の 状 態 は 、 将 来 の 再 発 お よ び 全 生 存 期 間 の 最 も 重 要 な 尺 度 で あ る が 、 こ れ は せ い ぜ い 不 完
全 な 代 用 物 に 過 ぎ な い 。 例 え ば 、 検 出 可 能 な リ ン パ 節 の 併 発 が み ら れ な か っ た 患 者 の 約 3
分 の 1で 、 10年 以 内 に 疾 患 が 再 発 す る （ Saphner, T., et al., Annual hazard rates of r
ecurrence for breast cancer after primary therapy. J Clin Oncol, 14: 2738-2746, 
1996） 。 前 哨 リ ン パ 節 生 検 は 腋 窩 リ ン パ 節 の 調 査 に お い て 精 度 の 高 い 処 置 で あ る こ と が 示
さ れ て お り 、 こ れ は 乳 癌 の 手 術 関 連 死 を 顕 著 に 減 少 さ せ う る と と も に 、 腋 窩 切 除 の 回 避 を
も 可 能 に し た 。 核 グ レ ー ド 、 患 者 の 年 齢 、 腫 瘍 サ イ ズ と い っ た 他 の パ ラ メ ー タ ー は 、 腋 窩
リ ン パ 節 の 状 態 を 予 測 す る こ と が で き ず 、 前 哨 リ ン パ 節 生 検 に よ っ て リ ン パ 節 の 状 態 を 有
効 に 診 断 す る こ と も 不 可 能 で あ る 。 こ の た め 、 リ ン パ 節 陽 性 腫 瘍 と リ ン パ 節 陰 性 腫 瘍 と の
間 で 差 次 的 に 発 現 さ れ る 遺 伝 子 の サ ブ セ ッ ト が 今 回 同 定 さ れ た こ と は 、 臨 床 的 診 断 お よ び
正 確 な 生 物 物 理 学 的 イ ベ ン ト の 理 解 を 向 上 さ せ る こ と に 貢 献 し う る 。 ク ラ ス タ ー 分 析 （ 図
10） は 、 リ ン パ 節 転 移 の あ る 症 例 を 転 移 を 伴 わ な い 症 例 と 区 別 す る こ と を 示 唆 し て い る 。
リ ン パ 節 転 移 の 状 態 に 応 じ た 2つ の 患 者 群 の 区 別 に 寄 与 し た 遺 伝 子 は 、 転 移 に 関 す る 分 子
マ ー カ ー と し て 役 立 つ 可 能 性 が あ る （ Ramaswamy, S., et al., A molecular signature o
f metastasis in primary solid tumors. Nat Genet, 33: 49-54, 2003） 。 例 え ば 、 こ れ
ら の 34個 の 遺 伝 子 の う ち 、 脂 肪 肉 腫 に お け る 転 移 に つ い て TLSと し て 知 ら れ て い る FUSは 、
リ ン パ 節 陰 性 癌 で は 減 少 し 、 ヒ ト 骨 髄 性 白 血 病 に お い て 転 写 因 子 ERG-1を コ ー ド す る 遺 伝
子 と と も に 転 移 す る 。 野 生 型 FUSの 重 要 な 機 能 の 一 つ は 、 ゲ ノ ム の 維 持 、 特 に ゲ ノ ム 安 定
性 の 維 持 で あ る （ Hicks, G. G., et al., Fus deficiency in mice results in defectiv
e B-lymphocyte development and activation, high levels of chromosomal instabilit
y and perinatal death. Nat Genet, 24: 175-179, 2000） 。 転 移 陽 性 群 に お け る 遺 伝 子
の い く つ か は 陰 性 群 と 比 較 し て 発 現 レ ベ ル が 上 昇 し て い た 。 例 え ば 、 EEF1Dに 関 し て は 、
腫 瘍 に お け る EF-1δ の 発 現 が よ り 高 い こ と か ら 、 イ ン ビ ボ で の 悪 性 転 換 は 細 胞 周 期 へ の 進
入 お よ び 移 行 の た め に 翻 訳 因 子 、 mRNAお よ び タ ン パ ク 質 合 成 の 増 加 を 必 要 と す る こ と が 示
唆 さ れ た 。 CFL1、 Rhoタ ン パ ク 質 シ グ ナ ル 伝 達 お よ び Rhoフ ァ ミ リ ー GTPア ー ゼ は 、 細 胞 骨
格 お よ び 細 胞 遊 走 を 調 節 し 、 腫 瘍 で 通 常 過 剰 発 現 さ れ て い る （ Yoshizaki, H., et al., A
ctivity of Rho-family GTPases during cell division as visualized with FRET-based
 probes. J Cell Biol, 162: 223-232, 2003； Arthur, W. T., et al., Regulation of R
ho family GTPases by cell-cell and cell-matrix adhesion. Biol Res, 35: 239-246, 
2002） 。 B-Rafキ ナ ー ゼ で あ る BRAFは 、 増 殖 因 子 刺 激 の 結 果 と し て MEKの リ ン 酸 化 お よ び 活
性 化 を し う る こ と が 示 さ れ た 。 こ れ ら の 遺 伝 子 の う ち の 一 部 の 機 能 は 依 然 と し て 不 明 で あ
る が 、 こ れ ら の 遺 伝 子 産 物 の 機 能 を 解 明 す る こ と に よ り 、 乳 癌 の 転 移 に お け る そ れ ら の 役
割 が 明 ら か に な る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 再 発 の 原 因 お よ び 臨 床 的 な 経 過 は 現 時 点 で は 不 明 で あ る 。 さ ら に 、 利 用 し う る 臨 床 的 、
病 理 学 的 お よ び 遺 伝 的 な マ ー カ ー に 基 づ い て 結 果 を 高 い 信 頼 性 で 予 測 す る こ と も 不 可 能 で
あ る 。 こ れ ら の 34個 の 遺 伝 子 の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 利 用 す る 本 発 明 の 予 測 ス コ ア シ ス テ ム
は 、 予 後 予 測 の 改 善 の た め に 有 用 で あ る 可 能 性 は あ る も の の 、 臨 床 な 段 階 に 導 入 す る た め
に は 多 数 の 症 例 を 用 い た 検 証 が 必 要 と 思 わ れ る 。 い ず れ に し て も 、 本 発 明 は 、 従 来 の 組 織
学 的 診 断 で は 正 し く 理 解 さ れ て い な い 癌 細 胞 の 生 物 学 的 性 質 に 関 す る 、 正 確 な 情 報 を 提 供
と 考 え ら れ る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 癌 細 胞 で 起 こ る 特 定 の 分 子 変 化 に 向 け た 癌 治 療 法 は 、 進 行 乳 癌 の 治 療 の た め の ト ラ ス ツ
ズ マ ブ （ ハ ー セ プ チ ン ） な ど の 抗 癌 薬 の 臨 床 開 発 お よ び 規 制 認 可 に よ っ て 実 証 さ れ て い る
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（ Coussens, L., et al. Tyrosine kinase receptor with extensive homology to EGF r
eceptor shares chromosomal location with neu oncogene. Science, 230: 1132-1139, 
1985） 。 こ の 薬 剤 は 臨 床 的 に 有 効 で あ り 、 こ れ は 形 質 転 換 細 胞 の み を 標 的 と す る た め に 従
来 の 抗 癌 薬 よ り も 耐 容 性 が 優 れ て い る 。 し た が っ て 、 こ の 薬 剤 は 癌 患 者 の 生 存 お よ び 生 活
の 質 を 改 善 す る だ け で な く 、 分 子 標 的 癌 療 法 の 概 念 を も 実 証 し て い る 。 さ ら に 、 標 的 薬 剤
は 、 標 準 的 な 化 学 療 法 と 併 用 し た 場 合 に 、 そ れ ら の 効 力 を 増 強 す る （ Gianni、 L. and Gra
sselli, G. Targeting the epidermal growth factor receptor a new strategy in canc
er treatment. Suppl Tumori, 1: S60-61, 2002.； Klejman, A., et al., Phosphatidyli
nositol-3 kinase inhibitors enhance the anti-leukemia effect of STI571. Oncogene
, 21: 5868-5876, 2002） 。 こ の た め 、 将 来 の 癌 治 療 は お そ ら く 、 従 来 の 薬 剤 と 、 血 管 新
生 お よ び 浸 潤 性 の よ う な 癌 細 胞 の 種 々 の 特 徴 を 対 象 と す る 標 的 特 異 的 薬 剤 と の 併 用 を 含 む
と 考 え ら れ る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 乳 癌 を 有 す る 女 性 の 血 中 ま た は 乳 頭 吸 引 液 中 に 異 常 な
量 で 存 在 し う る 物 質 の よ う な 新 規 腫 瘍 マ ー カ ー を 、 早 期 乳 癌 を 検 出 す る た め に 日 常 的 に 用
い ら れ る の に 十 分 な 信 頼 性 が あ る 可 能 性 も 示 し て い る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 現 在 、 進 行 乳 癌 の 患 者 に 対 し て 用 い う る 有 効 な 治 療 法 は 存 在 し な い 。 こ の た め 、 新 た な
治 療 ア プ ロ ー チ お よ び オ ー ダ ー メ イ ド の 治 療 法 が 至 急 に 必 要 で あ る 。 乳 癌 に お い て 上 方 制
御 お よ び 下 方 制 御 さ れ る 遺 伝 子 を 含 む 、 本 発 明 の 癌 特 異 的 発 現 プ ロ フ ァ イ ル は 、 患 者 の 治
療 の た め の 分 子 標 的 を 同 定 す る た め の 有 用 な 情 報 を 提 供 す る は ず で あ る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 （ 表 １ ） 組 織 学 的 表 現 型 に お け る 高 分 化 型 と 低 分 化 型 と の 間 で 発 現 に 変 化 が み ら れ る 遺
伝 子 の 一 覧
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【 ０ ２ ０ ７ 】
　 （ 表 ２ ） ER陽 性 腫 瘍 と ER陰 性 腫 瘍 と の 間 で 発 現 に 変 化 が み ら れ る 遺 伝 子 の 一 覧
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【 ０ ２ ０ ８ 】
　 （ 表 ３ ） DCISお よ び IDCに お い て 通 常 上 方 制 御 さ れ る 遺 伝 子
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【 ０ ２ ０ ９ 】
　 （ 表 ４ ） DCISお よ び IDCに お い て 通 常 下 方 制 御 さ れ る 遺 伝 子
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【 ０ ２ １ ０ 】
　 （ 表 ５ ） DCISか ら IDCへ の 移 行 に お い て 発 現 が 上 昇 す る 遺 伝 子
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【 ０ ２ １ １ 】
　 （ 表 ６ ） DCISか ら IDCへ の 移 行 に お い て 発 現 が 低 下 す る 遺 伝 子
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【 ０ ２ １ ２ 】
　 （ 表 ７ ） IDCに お い て 通 常 上 方 制 御 さ れ る 遺 伝 子
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【 ０ ２ １ ３ 】
　 （ 表 ８ ） IDCに お い て 通 常 下 方 制 御 さ れ る 遺 伝 子
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【 ０ ２ １ ４ 】
　 （ 表 ９ ） 半 定 量 的 RT-PCR実 験 用 の プ ラ イ マ ー 配 列
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ １ ５ 】
　 （ 表 １ ０ ） 単 一 の 症 例 に お け る 高 分 化 型 と 低 分 化 型 と の 間 で 発 現 に 変 化 が み ら れ る 遺 伝
子 の 一 覧
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【 ０ ２ １ ６ 】
　 （ 表 １ １ ） リ ン パ 節 陽 性 腫 瘍 と リ ン パ 節 陰 性 腫 瘍 と の 間 で 発 現 に 変 化 が み ら れ る 遺 伝 子
の 一 覧
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【 ０ ２ １ ７ 】
　 （ 表 １ ２ ） 組 織 臨 床 学 的 情 報
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【 ０ ２ １ ８ 】
　 （ 表 １ ３ ）
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【 ０ ２ １ ９ 】
産 業 上 の 利 用 可 能 性
　 レ ー ザ ー ビ ー ム を 用 い た 切 除 法 （ laser-capture dissection） と ゲ ノ ム 全 体 の cDNAマ イ
ク ロ ア レ イ と の 組 み 合 わ せ に よ っ て 得 ら れ た 、 本 明 細 書 に 記 載 の 乳 癌 の 遺 伝 子 発 現 解 析 に
よ っ て 、 癌 の 予 防 お よ び 治 療 の 標 的 と な る 特 異 的 遺 伝 子 が 同 定 さ れ た 。 こ れ ら の 発 現 差 の
あ る 遺 伝 子 サ ブ セ ッ ト の 発 現 に 基 づ い て 、 本 発 明 は 、 乳 癌 を 同 定 お よ び 検 出 す る た め の 分
子 診 断 マ ー カ ー を 提 供 す る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 の 方 法 は ま た 、 乳 癌 の 予 防 、 診 断 、 お よ び 治 療 の さ ら な る 分 子 標 的 の 同
定 に 有 用 で あ る 。 本 明 細 書 に お い て 報 告 し た デ ー タ は 、 乳 癌 の 包 括 的 な 理 解 を 増 大 さ せ て
、 新 規 診 断 方 法 の 開 発 を 促 進 し 、 治 療 薬 お よ び 予 防 剤 の 分 子 標 的 を 同 定 す る 手 が か り を 提
供 す る 。 そ の よ う な 情 報 は 、 乳 房 腫 瘍 形 成 の よ り 深 い 理 解 に 寄 与 し 、 乳 癌 を 診 断 、 治 療 、
お よ び 究 極 的 に は 予 防 す る た め の 新 規 方 法 を 開 発 す る た め の 指 標 を 提 供 す る 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 本 明 細 書 に お い て 引 用 し た 全 て の 特 許 、 特 許 出 願 、 お よ び 刊 行 物 は 、 そ の 全 体 が 参 照 と
し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。 さ ら に 、 特 定 の 態 様 を 参 照 し て 本 発 明 を 詳 細 に 説 明 し て
き た が 、 本 発 明 の 趣 旨 お よ び 範 囲 か ら 逸 脱 す る こ と な く 様 々 な 変 更 お よ び 改 変 を 本 発 明 に
加 え る こ と が で き る こ と は 、 当 業 者 に 明 ら か で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 を 、 詳 細 に 、 そ の 特 定 の 態 様 に 言 及 し な が ら 説 明 し て き た が 、 前 記 の 記
載 は 例 示 的 お よ び 説 明 的 な 性 質 の も の で あ っ て 、 本 発 明 お よ び そ の 好 ま し い 態 様 を 例 示 す
る こ と を 意 図 し て い る こ と が 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 当 業 者 は 、 慣 行 的 な 実 験 に よ り 、 発 明
の 精 神 お よ び 範 囲 か ら 逸 脱 す る こ と な く 、 さ ま ざ ま な 変 更 お よ び 修 正 を そ れ に 加 え う る こ
と を 直 ち に 認 識 す る と 考 え ら れ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 以 上 の 記 載 に よ っ て 規 定 さ れ る
の で は な く 、 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 お よ び そ れ ら の 等 価 物 に よ っ て 規 定 さ れ る こ と が 意 図
さ れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ２ ３ 】
【 図 １ 】 マ イ ク ロ ダ イ セ ク シ ョ ン 前 の 細 胞 （ レ ー ン A） 、 マ イ ク ロ ダ イ セ ク シ ョ ン 後 の 細
胞 （ レ ー ン B） お よ び マ イ ク ロ ダ イ セ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 （ レ ー ン C） の 像 を 示 す 。 DCIS細
胞 、 IDC細 胞 お よ び 正 常 乳 管 上 皮 細 胞 の マ イ ク ロ ダ イ セ ク シ ョ ン を 、 レ ー ザ ー マ イ ク ロ ビ
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ー ム マ イ ク ロ ダ イ セ ク シ ョ ン （ LMM） 法 を 用 い て 行 っ た 。 各 標 本 か ら の 、 DCIS細 胞 （ 症 例 1
0326T） 、 IDC細 胞 （ 10502T） お よ び 正 常 乳 管 上 皮 細 胞 （ 10341N） を ヘ マ ト キ シ リ ン お よ び
エ オ シ ン 染 色 し た 切 片 か ら マ イ ク ロ ダ イ セ ク シ ョ ン し た 。
【 図 ２ 】 102例 の 試 料 に わ た る 、 710個 の 遺 伝 子 の 教 師 な し 二 次 元 階 層 ク ラ ス タ ー 分 析 の 結
果 を 示 す 。 図 2（ A） に お い て 、 横 の 各 行 は 乳 癌 患 者 を 表 し 、 縦 の 各 々 の 列 は 単 一 の 遺 伝 子
を 示 す 。 赤 色 お よ び 緑 色 で 示 さ れ た 各 ウ ェ ル の 色 は そ れ ぞ れ 、 転 写 産 物 レ ベ ル が 、 全 試 料
に わ た る そ の 遺 伝 子 の 中 央 値 よ り 高 い こ と 、 お よ び 低 い こ と を 示 す 。 星 印 は 主 な 組 織 型 を
示 し 、 シ ャ ー プ 印 は 同 一 症 例 に お け る 少 数 の 組 織 型 を 示 す 。 四 角 は 重 複 症 例 （ 10149a1お
よ び 10149a1T） を 示 す 。 黒 い 四 角 は 変 化 が な か っ た 発 現 を 示 す 。 ERは EIAに よ っ て 測 定 し
た ER状 態 を 指 し 、 LNは リ ン パ 節 転 移 の 状 態 を 指 し 、 ESR1は こ の マ イ ク ロ ア レ イ に お け る ES
R1の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 指 す 。 図 2（ B） は 、 8例 の 乳 癌 患 者 か ら マ イ ク ロ ダ イ セ ク シ ョ ン
し た 、 2つ の 分 化 病 変 を 有 す る 16例 の 試 料 に わ た る 、 89個 の 遺 伝 子 の 二 次 元 階 層 ク ラ ス タ
ー 分 析 を 示 す 。 図 2（ C） は 、 25個 の 遺 伝 子 を 用 い た ク ラ ス タ ー 分 析 を 示 し 、 こ れ は 高 分 化
型 お よ び 低 分 化 型 の 浸 潤 性 乳 管 癌 細 胞 の 間 で 発 現 に 差 異 が あ る こ と を 示 す 。
【 図 ３ 】 ラ ン ダ ム 順 列 検 定 に よ っ て 選 択 し た 97個 の 遺 伝 子 を 用 い た 、 遺 伝 子 の 教 師 あ り 階
層 ク ラ ス タ ー 分 析 を 示 す 。 横 の 行 に は 、 41例 の ER陽 性 試 料 お よ び 28例 の ER陰 性 試 料 （ 閉 経
前 患 者 か ら 選 択 ） が 示 さ れ て い る 。 縦 の 列 に は 、 97個 の 遺 伝 子 を 相 対 的 発 現 比 の 類 似 性 に
従 っ て 異 な る 分 枝 に ク ラ ス タ ー 化 し た 。 図 2（ A） と 同 様 に 、 下 方 の 主 分 枝 に あ る 遺 伝 子 は
ESR1の 発 現 レ ベ ル と 類 似 し た 様 式 で 選 択 的 に 発 現 さ れ た 。 上 方 の 分 枝 に あ る も の は ESR1と
反 比 例 し た 。
【 図 ４ 】 正 常 乳 管 と 比 較 し て DCISで 、 さ ら に DCISと 比 較 し て IDCで 発 現 の 変 化 が み ら れ る
遺 伝 子 を 示 す 。 図 4（ A） は 、 DCISお よ び IDCに お い て 通 常 、 上 方 制 御 ま た は 下 方 制 御 さ れ
る 251個 の 遺 伝 子 の ク ラ ス タ ー を 示 す 。 図 4（ B） は 、 DCISか ら IDCへ の 移 行 に お い て 発 現 が
上 昇 ま た は 低 下 す る 74個 の 遺 伝 子 の ク ラ ス タ ー を 示 す 。 図 4（ C） は 、 IDCに お い て 特 異 的
に 上 方 制 御 ま た は 下 方 制 御 さ れ る 65個 の 遺 伝 子 の ク ラ ス タ ー を 示 す 。
【 図 ５ 】 高 発 現 さ れ る 遺 伝 子 の 半 定 量 的 RT-PCRに よ る 検 証 の 結 果 を 示 す 。 具 体 的 に は 、 5
個 の 遺 伝 子 （ 高 分 化 型 の 12症 例 に お け る AI261804、 AA205444お よ び AA167194、 な ら び に 低
分 化 型 の 12症 例 に お け る AA676987お よ び H22566） お よ び GAPDH（ 内 部 対 照 ） の 発 現 を 半 定
量 的 RT-PCRに よ っ て 調 べ た 。 マ イ ク ロ ア レ イ の シ グ ナ ル は 半 定 量 的 RT-PCR実 験 の 結 果 に 対
応 し た 。 正 常 乳 管 細 胞 は 、 こ の マ イ ク ロ ア レ イ に 用 い た 15人 の 閉 経 前 患 者 に お け る 正 常 乳
管 上 皮 細 胞 か ら 調 製 し た 。 MGは ヒ ト 全 乳 腺 を 指 す 。
【 図 ６ 】 半 定 量 的 RT-PCRの 結 果 を 示 す 。 （ a） 12人 の 乳 癌 患 者 、 （ b） 乳 癌 細 胞 株 （ HBC4、
HBC5、 HBL100、 HCC1937、 MCF7、 MDA-MB-231、 SKBR3、 T47D、 YMB1、 BT-20、 BT-474、 BT-54
9、 HCC1143、 HCC1500、 HCC1599、 MDA-MB-157、 MDA-MB-435S、 MDA-MB-453、 OCUB-Fお よ び Z
R-75-1） 由 来 の 腫 瘍 細 胞 、 な ら び に 正 常 ヒ ト 組 織 に お け る A7870の 発 現 レ ベ ル を 示 す 。
【 図 ７ 】 （ a） 種 々 の ヒ ト 組 織 、 な ら び に （ b） 乳 癌 細 胞 株 お よ び 正 常 な ヒ ト の 生 命 維 持 に
必 要 な 臓 器 に お け る 、 A7870転 写 産 物 の ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 の 結 果 を 示 す 。
【 図 ８ 】 （ a） ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た COS7細 胞 に お け る 外 因 性 A7870、 な ら び に （ b） T47
D、 BT-20お よ び HBC5細 胞 に お け る 外 因 性 A7870の 細 胞 内 局 在 を 示 す 。
【 図 ９ 】 ラ ン ダ ム 順 列 検 定 に よ っ て 選 択 し た 206個 の 遺 伝 子 を 用 い た 、 遺 伝 子 の 教 師 あ り
階 層 ク ラ ス タ ー 分 析 を 示 す 。 横 の 行 に は 、 69例 の 試 料 （ IDC患 者 か ら 選 択 ） が 示 さ れ て い
る 。 縦 の 列 に は 、 97個 の 遺 伝 子 が 、 相 対 的 発 現 比 の 類 似 性 に 従 っ て 異 な る 分 枝 に ク ラ ス タ
ー 化 さ れ た 。 分 枝 1お よ び 分 枝 2に あ る 遺 伝 子 は 、 低 分 化 型 お よ び 高 分 化 型 の 発 現 レ ベ ル に
類 似 し て 選 択 的 に 発 現 さ れ た 。
【 図 １ ０ 】 図 10（ A） は 、 予 測 ス コ ア シ ス テ ム を 確 立 す る た め 、 ラ ン ダ ム 順 列 検 定 後 に 分
類 の 評 価 お よ び leave-one-out検 定 に よ っ て 選 択 し た 34個 の 遺 伝 子 を 用 い た 、 二 次 元 階 層
ク ラ ス タ ー 分 析 の 結 果 を 示 す 。 上 方 の 主 分 枝 に あ る 遺 伝 子 は リ ン パ 節 転 移 を 伴 う 症 例 で 選
択 的 に 発 現 さ れ ； 下 方 の 分 枝 に あ る も の は リ ン パ 節 陰 性 症 例 で よ り 高 度 に 発 現 さ れ た 。 図
10（ B） は 、 非 転 移 性 （ リ ン パ 節 陰 性 ） 腫 瘍 を 転 移 性 （ リ ン パ 節 陽 性 ） 腫 瘍 と 区 別 す る た
め の 、 10（ A） に み ら れ る 遺 伝 子 の 強 度 を 示 す 。 四 角 は リ ン パ 節 陽 性 症 例 を 表 し ； 三 角 は
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陰 性 症 例 を 表 す 。 17個 の 白 四 角 は リ ン パ 節 陽 性 の 被 験 症 例 を 表 し 、 20個 の 白 三 角 は リ ン パ
節 陰 性 の 被 験 症 例 を 表 し 、 こ れ ら は 予 測 ス コ ア の 確 立 に 用 い な か っ た も の で あ る 。 図 10（
C） は 、 転 移 に 関 す る 予 測 ス コ ア と 実 施 後 の 臨 床 情 報 と の 間 の 相 関 を 示 す 。

【 図 １ 】 【 図 ２ Ａ 】
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【 図 ２ Ｂ 】 【 図 ２ Ｃ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】 【 図 ８ Ａ 】
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【 図 ８ Ｂ 】 【 図 ９ 】

【 図 １ ０ Ａ 】 【 図 １ ０ Ｂ 】
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【 図 １ ０ Ｃ 】

【 配 列 表 】
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