
(57)【要約】
オーファン受容体チロシンキナーゼ (ROR1)に関する方法および材料を記載する。 ROR1は正
常成体組織では限定された組織発現を示し、ある種の乳癌サブタイプでは過剰発現される
。 ROR1は、乳癌に対する診断的および /または治療的な標的を提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 ヒ ト 乳 房 細 胞 を 含 む 被 験 生 物 試 料 を 乳 癌 の 指 標 と な る 細 胞 増 殖 変 化 の 証 拠 に 関 し て 検 査
す る 方 法 で あ っ て 、 SEQ ID NO： 2に 示 さ れ た ROR1ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る オ ー フ ァ ン 受
容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ (ROR1)ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 生 物 試 料 に お け る レ ベ ル を 評 価 す る 段 階
を 含 み 、 こ こ で 被 験 試 料 に お け る ROR1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の レ ベ ル が 正 常 乳 房 組 織 試 料 と 比
較 し て 高 い こ と に よ っ て 乳 癌 の 指 標 と な る 細 胞 増 殖 変 化 の 証 拠 が 得 ら れ ； か つ こ こ で 細 胞
に お け る ROR1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の レ ベ ル が 、 試 料 を SEQ ID NO： 1に 示 さ れ た ROR1ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 ま た は そ の 相 補 物 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ROR1相 補 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 接 触 さ せ
る こ と 、 お よ び ROR1相 補 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 被 験 生 物 試 料 中 の ROR1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と
の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 形 成 さ れ る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 存 在 を 評
価 す る こ と に よ っ て 評 価 さ れ る 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 ROR1相 補 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 検 出 マ ー カ ー で 標 識 さ れ て い る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 存 在 が ノ ー ザ ン 分 析 に よ っ て 評 価 さ れ る 、 請 求 項 1記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 ROR1相 補 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 に 用 い る た め の プ ラ イ マ ー を 含
む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 存 在 が ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 に よ っ て 評 価 さ れ る 、 請
求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 被 験 試 料 に お い て 検 査 さ れ る ROR1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が mRNAで あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ７ 】
　 被 験 生 物 試 料 に お け る Her-2(SEQ ID NO： 3)、 EGFR(SEQ ID NO： 4)、 VEGF(SEQ ID NO： 5
)、 FMS様 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ (SEQ ID NO： 6)、 MYC(SEQ ID NO： 7)、 ウ ロ キ ナ ー ゼ プ ラ ス ミ
ノ ー ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー (SEQ ID NO： 8)、 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー イ ン ヒ ビ タ ー
(SEQ ID NO： 9)、 BRCA1(SEQ ID NO： 10)ま た は BRCA2(SEQ ID NO： 11)ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の
発 現 を 検 査 す る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 乳 癌 が 基 底 状 サ ブ タ イ プ (basal subtype)の も の で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 乳 癌 が BRCA1サ ブ タ イ プ の も の で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 ヒ ト 乳 房 細 胞 を 含 む 被 験 生 物 試 料 を 乳 癌 の 指 標 と な る 細 胞 増 殖 変 化 の 証 拠 に 関 し て 検 査
す る 方 法 で あ っ て 、 SEQ ID NO： 2に 示 さ れ た 配 列 を 有 す る オ ー フ ァ ン 受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ
ー ゼ (ROR1)ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 試 料 に お け る レ ベ ル を 評 価 す る 段 階 を 含 み 、 こ こ で 被 験 試
料 に お け る ROR1ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル が 正 常 乳 房 組 織 試 料 と 比 較 し て 高 い こ と に よ っ て 乳
癌 の 指 標 と な る 細 胞 増 殖 変 化 の 証 拠 が 得 ら れ ； か つ こ こ で 細 胞 に お け る ROR1ポ リ ペ プ チ ド
の レ ベ ル が 、 試 料 を SEQ ID NO： 2に 示 さ れ た ROR1ポ リ ペ プ チ ド 配 列 と 免 疫 特 異 的 に 結 合 す
る 抗 体 と 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び 抗 体 と 試 料 中 の ROR1ポ リ ペ プ チ ド と の 結 合 に よ っ て 形 成
さ れ る 複 合 体 の 存 在 を 評 価 す る こ と に よ っ て 評 価 さ れ る 、 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 複 合 体 の 存 在 が 、 ELISA分 析 、 ウ エ ス タ ン 分 析 お よ び 免 疫 組 織 化 学 か ら な る 群 よ り 選 択
さ れ る 方 法 に よ っ て 評 価 さ れ る 、 請 求 項 10記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 SEQ ID NO： 2に 示 さ れ た ROR1ポ リ ペ プ チ ド 配 列 と 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 が 検 出 マ ー
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カ ー で 標 識 さ れ て い る 、 請 求 項 10記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 被 験 生 物 試 料 に お け る Her-2(SEQ ID NO： 3)、 EGFR(SEQ ID NO： 4)、 VEGF(SEQ ID NO： 5
)、 FMS様 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ (SEQ ID NO： 6)、 MYC(SEQ ID NO： 7)、 ウ ロ キ ナ ー ゼ プ ラ ス ミ
ノ ー ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー (SEQ ID NO： 8)、 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー イ ン ヒ ビ タ ー
(SEQ ID NO： 9)、 BRCA1(SEQ ID NO： 10)ま た は BRCA2(SEQ ID NO： 11)mRNAの 発 現 を 検 査 す
る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 10記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 乳 癌 が 基 底 状 サ ブ タ イ プ の も の で あ る 、 請 求 項 10記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 乳 癌 が BRCA1サ ブ タ イ プ の も の で あ る 、 請 求 項 10記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 被 験 ヒ ト 細 胞 を ヒ ト 癌 の 指 標 と な る 染 色 体 異 常 の 証 拠 に 関 し て 検 査 す る 方 法 で あ っ て 、
　 被 験 ヒ ト 細 胞 に お け る ROR1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 増 幅 ま た は 変 化 を 同 定 す る た め に 、
正 常 細 胞 に お け る 第 1番 染 色 体 の バ ン ド p31か ら の オ ー フ ァ ン 受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ (ROR
1)ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 被 験 ヒ ト 細 胞 に お け る 第 1番 染 色 体 の バ ン ド p31か ら の ROR1ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 比 較 す る 段 階 で あ っ て 、 こ こ で 被 験 ヒ ト 細 胞 に お け る ROR1ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 の 増 幅 ま た は 変 化 に よ っ て ヒ ト 癌 の 指 標 と な る 染 色 体 異 常 の 証 拠 が 得 ら れ る 段
階 を 含 み 、
　 こ こ で 被 験 ヒ ト 細 胞 に お け る 第 1番 染 色 体 、 バ ン ド p31が 、 被 験 ヒ ト 細 胞 試 料 中 の ROR1ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 、 SEQ ID NO： 1に 示 さ れ た ROR1ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は そ の 相 補 物
と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ROR1相 補 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び RO
R1相 補 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 被 験 ヒ ト 細 胞 内 の ROR1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と の ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 形 成 さ れ る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 存 在 を 評 価 す る こ と に
よ っ て 評 価 さ れ る 、 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 存 在 が 、 ノ ー ザ ン 分 析 、 サ ザ ン 分 析 ま た は ポ リ メ ラ ー
ゼ 連 鎖 反 応 分 析 に よ っ て 評 価 さ れ る 、 請 求 項 16記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 癌 が 乳 癌 で あ る 、 請 求 項 16記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 乳 癌 が 基 底 状 サ ブ タ イ プ の も の で あ る 、 請 求 項 18記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 乳 癌 が BRCA1サ ブ タ イ プ の も の で あ る 、 請 求 項 18記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 容 器 、 該 容 器 上 の ラ ベ ル 、 お よ び 該 容 器 の 内 部 に 含 ま れ る 組 成 物 を 含 む キ ッ ト で あ っ て
、
　 組 成 物 が 、 SEQ ID NO： 1に 示 さ れ た ROR1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 相 補 物 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト
な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ROR1特 異 的 抗 体 お よ び /ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、
該 容 器 上 の ラ ベ ル が 、 組 成 物 を 少 な く と も 1つ の 型 の 哺 乳 動 物 細 胞 に お け る ROR1タ ン パ ク
質 、 RNAま た は DNAの 存 在 の 評 価 に 用 い 得 る こ と 、 な ら び に ROR1抗 体 お よ び /ま た は ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド を 少 な く と も 1つ の 型 の 哺 乳 動 物 細 胞 に お け る ROR1タ ン パ ク 質 、 RNAま た は DNA
の 存 在 の 評 価 に 用 い る た め の 指 示 を 示 し て い る 、 キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 本 発 明 は 、 オ ー フ ァ ン 受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ (ROR1)を 発 現 す る
癌 、 特 に 乳 癌 の 診 断 、 治 療 お よ び 管 理 に お い て 有 用 な 方 法 お よ び 組 成 物 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
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発 明 の 分 野



　 本 出 願 は 、 特 許 法 119条 (e)の 下 に , 2004年 4月 6日 に 提 出 さ れ た 米 国 仮 出 願 第 60/559,762
号 (そ の 内 容 は 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る )の 優 先 権 を 主 張 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】

　 癌 は 冠 動 脈 疾 患 に 次 い で 、 ヒ ト の 死 亡 の 二 番 目 に 多 い 原 因 で あ る 。 世 界 的 に は 、 毎 年 数
百 万 人 も の 人 々 が 癌 の た め に 死 亡 し て い る 。 米 国 だ け で も 癌 は 年 間 50万 人 を 優 に 超 え る 人
々 の 死 亡 の 原 因 と な っ て い る 。 ほ ぼ 140万 例 の 症 例 が 毎 年 新 た に 診 断 さ れ て い る 。 心 疾 患
に よ る 死 亡 は 大 き く 減 少 し つ つ あ る が 、 癌 に 起 因 す る も の は 概 ね 増 加 中 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 世 界 的 に 、 い く つ か の 癌 は 主 要 な 死 因 と し て 突 出 し て い る 。 特 に 、 乳 房 、 肺 、 前 立 腺 、
結 腸 、 膵 臓 お よ び 卵 巣 の 癌 は 、 癌 に よ る 死 亡 の 主 な 原 因 と な っ て い る 。 こ れ ら の 癌 お よ び
他 の 事 実 上 す べ て の 癌 は 、 共 通 の 致 死 的 な 特 徴 が あ る 。 極 め て 少 数 の 例 外 を 除 き 、 癌 に よ
る 転 移 性 疾 患 は 致 死 的 で あ る 。 さ ら に 、 原 発 性 癌 か ら 当 初 は 生 き 延 び た 癌 患 者 で あ っ て も
、 一 般 的 な 経 験 か ら は 、 彼 ら の 生 活 が 劇 的 に 変 化 し 、 多 く の 癌 患 者 が 再 発 す る こ と が 示 さ
れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 乳 房 の 癌 は 、 女 性 の 死 亡 の 主 要 原 因 の 一 つ で あ り 、 女 性 が 乳 癌 を 発 症 す る 累 積 生 涯 リ ス
ク は 9分 の 1と 推 定 さ れ て い る 。 し た が っ て 、 こ れ ら の 悪 性 腫 瘍 の 起 源 お よ び サ ブ タ イ プ の
理 解 、 な ら び に 新 た な 診 断 的 お よ び 治 療 的 な 手 段 の 同 定 の た め の モ デ ル は 、 医 療 専 門 家 の
大 き な 関 心 の 対 象 で あ る 。 乳 癌 の た め 死 亡 す る ほ と ん ど の 女 性 は 、 最 初 の 原 発 性 疾 患 (こ
れ は 通 常 、 さ ま ざ ま な 治 療 法 に 反 応 し や す い )の せ い で 死 亡 す る の で は な く 、 乳 癌 の 遠 隔
部 位 へ の 転 移 性 波 及 の た め に 死 亡 す る 。 こ の 事 実 は 、 さ ら な る 診 断 方 法 、 な ら び に 乳 房 腫
瘍 の 諸 サ ブ タ イ プ に 特 異 的 に 向 け ら れ た 新 規 な 抗 癌 薬 ま た は よ り 攻 撃 的 な 形 態 の 治 療 法 と
い う 両 者 の 開 発 の 必 要 性 を 強 く 示 し て い る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ６ 】

　 本 発 明 は 、 乳 房 の 癌 を 含 む 癌 に お い て 異 常 に 発 現 さ れ る 、 オ ー フ ァ ン 受 容 体 チ ロ シ ン キ
ナ ー ゼ ROR1と 命 名 さ れ た 遺 伝 子 に 関 す る 。 ROR1を 過 剰 発 現 す る 乳 癌 腫 瘍 は 予 後 不 良 と 関 連
付 け ら れ て お り 、 ROR1群 に お け る 予 後 不 良 腫 瘍 の パ ー セ ン テ ー ジ (散 発 例 の 70％ )は 、 Her-
2、 上 皮 増 殖 因 子 受 容 体 (EGFR)、 血 管 内 皮 細 胞 増 殖 因 子 (VEGF)、 Fms様 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ -3
(F1t3)、 C-MYC、 ウ ロ キ ナ ー ゼ プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー (uPA)お よ び プ ラ ス ミ ノ ー
ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー イ ン ヒ ビ タ ー 1(PAI-1)を 含 む 、 分 析 さ れ た 他 の あ ら ゆ る 単 一 の 予 後 遺
伝 子 よ り も 高 い 。 さ ら に 、 乳 房 の 癌 は 数 多 く の 異 な る サ ブ タ イ プ に グ ル ー プ 分 け す る こ と
が で き 、 ROR1は 基 底 状 (basal)サ ブ タ イ プ お よ び BRCA1サ ブ タ イ プ に お い て 特 異 的 に ア ッ プ
レ ギ ュ レ ー ト さ れ る 。 正 常 成 体 組 織 に お け る ROR1の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 、 種 々 の 乳 癌 サ ブ
タ イ プ で 観 察 さ れ る 異 常 な 発 現 と 総 合 し て 考 え る と 、 ROR1は こ の よ う な 癌 に 対 す る 有 用 な
診 断 標 的 と し て 役 立 つ 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 は 、 ROR1タ ン パ ク 質 お よ び そ の 断 片 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ROR1遺 伝 子
ま た は mRNA配 列 も し く は そ れ ら の 部 分 に 対 し て 相 補 的 な DNA、 RNA、 DNA/RNAハ イ ブ リ ッ ド
お よ び 関 連 分 子 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 な ら び に ROR1遺 伝 子 、 mR
NAま た は ROR1を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た
は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 好 ま し く は 単 離 さ れ た 形 態 に あ る 、 ROR1遺 伝 子 、 mRNAお よ
び /ま た は コ ー ド 配 列 の 全 体 ま た は 部 分 に 対 応 す る 、 ま た は 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を
提 供 す る 。 ROR1を コ ー ド す る cDNAお よ び 遺 伝 子 を 単 離 す る た め の 手 段 も 同 じ く 提 供 さ れ る
。 ROR1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 組 換 え DNA分 子 、 こ の よ う な 分 子 に よ る 形 質 転 換 ま た は 形
質 導 入 を 受 け た 細 胞 、 お よ び ROR1遺 伝 子 の 発 現 の た め の 宿 主 -ベ ク タ ー 系 も 提 供 さ れ る 。
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本 発 明 は さ ら に 、 ROR1タ ン パ ク 質 お よ び そ の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を 提 供 す る 。 本 発 明 は さ ら
に 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 マ ウ ス お よ び 他 の 哺 乳 動 物 抗 体 、 キ
メ ラ 抗 体 、 ヒ ト 化 お よ び 完 全 ヒ ト 抗 体 、 な ら び に 検 出 マ ー カ ー で 標 識 し た 抗 体 、 お よ び 放
射 性 核 種 、 毒 素 ま た は 他 の 治 療 的 組 成 物 が 結 合 し た 抗 体 を 含 む 、 ROR1タ ン パ ク 質 お よ び そ
の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 と 結 合 す る 抗 体 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 さ ま ざ ま な 生 物 試 料 (例 え ば 、 乳 癌 生 検 試 料 )に お け る ROR1ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド お よ び タ ン パ ク 質 の 存 在 お よ び 状 態 を 検 出 す る た め の 方 法 、 な ら び に ROR1を 発 現 す
る 細 胞 を 同 定 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 の 1つ の 典 型 的 な 態 様 は 、 さ ま ざ ま な 乳
癌 、 例 え ば Sorlie et al., PNAS (2001), 98(19): 10869-10874(こ れ は 参 照 と し て 本 明 細
書 に 組 み 入 れ ら れ る )に 記 載 さ れ た よ う な 基 底 状 サ ブ タ イ プ お よ び BRCA1サ ブ タ イ プ に 認 め
ら れ る よ う な 、 何 ら か の 型 の 増 殖 調 節 障 害 を 有 す る か 有 す る こ と が 疑 わ れ る 組 織 試 料 に お
け る ROR1遺 伝 子 産 物 を モ ニ タ リ ン グ す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 の 1つ の 例 示 的 な 態 様 は 、 SEQ ID NO： 2に 示 さ れ た ROR1ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す
る オ ー フ ァ ン 受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ (ROR1)ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 生 物 試 料 に お け る レ ベ ル
を 評 価 す る こ と に よ っ て 、 ヒ ト 乳 房 細 胞 を 含 む 被 験 生 物 試 料 を 乳 癌 の 指 標 と な る 細 胞 増 殖
変 化 の 証 拠 に 関 し て 検 査 す る 方 法 で あ っ て 、 被 験 試 料 に お け る ROR1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の レ
ベ ル が 正 常 乳 房 組 織 試 料 と 比 較 し て 高 い こ と に よ っ て 乳 癌 の 指 標 と な る 細 胞 増 殖 変 化 の 証
拠 が 得 ら れ 、 細 胞 に お け る ROR1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の レ ベ ル が 、 試 料 を SEQ ID NO： 1に 示 さ
れ た ROR1ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は そ の 相 補 物 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ROR1相 補 的 ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド と 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び ROR1相 補 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 被 験 生 物 試 料 中 の ROR1ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 形 成 さ れ る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
複 合 体 の 存 在 を 評 価 す る こ と に よ っ て 評 価 さ れ る 方 法 で あ る 。 本 発 明 の い く つ か の 特 定 の
態 様 に お い て 、 乳 癌 は 基 底 状 サ ブ タ イ プ の も の で あ る 。 本 発 明 の ま た 別 の 態 様 に お い て 、
乳 癌 は BRCA1サ ブ タ イ プ の も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 1つ の 関 連 し た 態 様 は 、 SEQ ID NO： 2に 示 さ れ た ROR1ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る オ ー フ
ァ ン 受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ (ROR1)ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ヒ ト 乳 房 細 胞 に お け る レ ベ ル を 評
価 す る こ と に よ っ て 、 ヒ ト 乳 房 細 胞 を 乳 癌 に 伴 う ま た は 乳 癌 の 証 拠 を 与 え る 細 胞 増 殖 変 化
の 証 拠 に 関 し て 検 査 す る 方 法 で あ っ て 、 ヒ ト 乳 房 細 胞 に お け る ROR1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド (例
え ば 、 mRNAお よ び ゲ ノ ム 配 列 )の レ ベ ル が 正 常 ヒ ト 乳 房 細 胞 と 比 較 し て 高 い こ と に よ っ て
乳 癌 に 伴 う ま た は 乳 癌 の 証 拠 を 与 え る 細 胞 増 殖 変 化 の 証 拠 が 得 ら れ 、 乳 癌 に 伴 う ま た は 乳
癌 の 証 拠 を 与 え る 細 胞 増 殖 変 化 の 証 拠 が 検 査 さ れ る よ う に 、 ヒ ト 乳 房 細 胞 に お け る ROR1ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド の レ ベ ル が 、 ヒ ト 乳 房 細 胞 内 の 内 因 性 ROR1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を SEQ ID
 NO： 1に 示 さ れ た ROR1ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ROR1相 補 的 ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド (例 え ば 、 検 出 マ ー カ ー で 標 識 さ れ た プ ロ ー ブ ま た は PCRプ ラ イ マ ー )と 接 触 さ
せ 、 ROR1相 補 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 試 料 中 の ROR1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン に よ っ て 形 成 さ れ る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 存 在 を 評 価 す る こ と (例 え ば
、 ノ ー ザ ン 分 析 ま た は PCRに よ り )に よ っ て 評 価 さ れ る 方 法 で あ る 。 本 発 明 の い く つ か の 特
定 の 態 様 は 、 被 験 生 物 試 料 に お け る Her-2(SEQ ID NO： 3)、 EGFR(SEQ ID NO： 4)、 VEGF(SE
Q ID NO： 5)、 FMS様 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ (SEQ ID NO： 6)、 MYC(SEQ ID NO： 7)、 ウ ロ キ ナ ー
ゼ プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー (SEQ ID NO： 8)、 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー イ
ン ヒ ビ タ ー (SEQ ID NO： 9)、 BRCA1(SEQ ID NO： 10)ま た は BRCA2(SEQ ID NO： 11)ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 お よ び /ま た は 配 列 を 検 査 す る 段 階 を さ ら に 含 む 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の も う 1つ の 態 様 は 、 ヒ ト 乳 房 細 胞 を 含 む 被 験 生 物 試 料 を 乳 癌 の 指 標 と な る 細 胞
増 殖 変 化 の 証 拠 に 関 し て 検 査 す る 方 法 で あ っ て 、 SEQ ID NO： 2に 示 さ れ た 配 列 を 有 す る オ
ー フ ァ ン 受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ (ROR1)ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 試 料 に お け る レ ベ ル を 評 価 す
る 段 階 で あ っ て 、 被 験 試 料 に お け る ROR1ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル が 正 常 乳 房 組 織 試 料 と 比 較
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し て 高 い こ と に よ っ て 乳 癌 の 指 標 と な る 細 胞 増 殖 変 化 の 証 拠 が 得 ら れ る 段 階 を 含 み 、 細 胞
に お け る ROR1ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル が 、 試 料 を SEQ ID NO： 2に 示 さ れ た ROR1ポ リ ペ プ チ ド
配 列 と 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 と 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び 抗 体 と 試 料 中 の ROR1ポ リ ペ プ
チ ド と の 結 合 に よ っ て 形 成 さ れ る 複 合 体 の 存 在 を 評 価 す る こ と に よ っ て 評 価 さ れ る 方 法 で
あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の 1つ の 関 連 し た 態 様 は 、 癌 性 で あ る こ と が 疑 わ れ る ヒ ト 乳 房 細 胞 (例 え ば 、 生 検
試 料 か ら の )を 乳 癌 の 指 標 と な る 細 胞 増 殖 変 化 の 証 拠 に 関 し て 検 査 す る 方 法 で あ っ て 、 SEQ
 ID NO： 2に 示 さ れ た 配 列 を 有 す る オ ー フ ァ ン 受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ (ROR1)ポ リ ペ プ チ
ド の 乳 房 細 胞 に お け る レ ベ ル を 評 価 す る 段 階 で あ っ て 、 ヒ ト 乳 房 細 胞 に お け る ROR1ポ リ ペ
プ チ ド の レ ベ ル が 正 常 乳 房 細 胞 (例 え ば 、 ヒ ト 乳 房 細 胞 を 得 た 個 体 か ら の 正 常 細 胞 )と 比 較
し て 高 い こ と に よ っ て 乳 癌 の 指 標 と な る 細 胞 増 殖 変 化 の 証 拠 が 得 ら れ る 段 階 を 含 み 、 細 胞
に お け る ROR1ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル が 、 試 料 を SEQ ID NO： 2に 示 さ れ た ROR1ポ リ ペ プ チ ド
配 列 と 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 (例 え ば 、 検 出 マ ー カ ー で 標 識 さ れ た も の )と 接 触 さ せ る
こ と 、 お よ び 抗 体 と 試 料 中 の ROR1ポ リ ペ プ チ ド と の 結 合 に よ っ て 形 成 さ れ る 複 合 体 の 存 在
を 評 価 す る こ と に よ っ て 評 価 さ れ る 方 法 で あ る 。 典 型 的 に は 、 複 合 体 の 存 在 は 、 ELISA分
析 、 ウ エ ス タ ン 分 析 お よ び 免 疫 組 織 化 学 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 方 法 に よ っ て 評 価 さ れ
る 。 任 意 で 、 乳 癌 は 基 底 状 サ ブ タ イ プ ま た は BRCA1サ ブ タ イ プ で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の さ ら に も う 1つ の 態 様 は 、 被 験 ヒ ト 細 胞 に お け る ROR1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の
増 幅 ま た は 変 化 を 同 定 す る た め に 、 正 常 細 胞 に お け る 第 1番 染 色 体 の バ ン ド p31か ら の オ ー
フ ァ ン 受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ (ROR1)ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 被 験 ヒ ト 細 胞 に お け る 第 1
番 染 色 体 の バ ン ド p31か ら の ROR1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 比 較 す る こ と に よ り 、 被 験 ヒ ト
細 胞 を ヒ ト 癌 の 指 標 と な る 染 色 体 異 常 の 証 拠 に 関 し て 検 査 す る 方 法 で あ っ て 、 被 験 ヒ ト 細
胞 に お け る ROR1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 増 幅 ま た は 変 化 に よ っ て ヒ ト 癌 の 指 標 と な る 染 色
体 異 常 の 証 拠 が 得 ら れ る 方 法 で あ る 。 こ の よ う な 方 法 に お い て 、 被 験 ヒ ト 細 胞 に お け る 第
1番 染 色 体 、 バ ン ド p31は 、 典 型 的 に は 、 被 験 ヒ ト 細 胞 試 料 中 の ROR1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 、 SEQ ID NO： 1に 示 さ れ た ROR1ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は そ の 相 補 物 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ
ダ イ ズ す る ROR1相 補 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び ROR1相 補 的 ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド と 被 験 ヒ ト 細 胞 内 の ROR1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ
て 形 成 さ れ る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 存 在 を 評 価 す る こ と (例 え ば 、 ノ ー ザ ン 分
析 、 サ ザ ン 分 析 ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 分 析 に よ り )に よ っ て 評 価 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の も う 1つ の 態 様 は 、 容 器 、 前 記 容 器 上 の ラ ベ ル 、 お よ び 前 記 容 器 の 内 部 に 含 ま
れ る 組 成 物 を 含 む キ ッ ト で あ っ て 、 組 成 物 が 、 SEQ ID NO： 1に 示 さ れ た ROR1ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド の 相 補 物 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る (ま た は SEQ ID NO： 1に
示 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ た ROR1ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る )ROR1特 異
的 抗 体 お よ び /ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 組 成 物 を 含 み 、 前 記 容 器 上 の ラ ベ ル が 、 組
成 物 を 少 な く と も 1つ の 型 の 哺 乳 動 物 細 胞 に お け る ROR1タ ン パ ク 質 、 RNAま た は DNAの 存 在
の 評 価 に 用 い 得 る こ と 、 な ら び に ROR1抗 体 お よ び /ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 少 な く と も 1
つ の 型 の 哺 乳 動 物 細 胞 に お け る ROR1タ ン パ ク 質 、 RNAま た は DNAの 存 在 の 評 価 に 用 い る た め
の 指 示 を 示 し て い る キ ッ ト で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 ROR1の 機 能 を 阻 害 す る こ と を 目 的 と す る 抗 体 ベ ー ス の 治 療 法 を 含 む 、
ROR1を 発 現 す る 乳 癌 な ど の 癌 を 治 療 す る た め の さ ま ざ ま な 治 療 用 組 成 物 お よ び 戦 略 を 提 供
す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】

　 別 に 定 義 す る 場 合 を 除 き 、 本 明 細 書 で 用 い る す べ て の 技 術 用 語 、 表 記 お よ び そ の 他 の 科
学 用 語 は 、 本 発 明 と 関 係 す る 当 業 者 に よ っ て 一 般 に 理 解 さ れ て い る 意 味 を 有 す る も の と す
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る 。 場 合 に よ っ て は 、 明 確 さ お よ び /ま た は 参 照 の 便 宜 を 図 る た め に 、 意 味 が 一 般 的 に 理
解 さ れ て い る 用 語 の 定 義 を 本 明 細 書 で 行 っ て い る が 、 こ の よ う な 定 義 を 本 明 細 書 に 含 め た
こ と は 、 当 技 術 分 野 に お い て 一 般 に 理 解 さ れ て い る も の と 実 質 的 に 異 な る こ と を 意 味 す る
と は 必 ず し も み な さ れ る べ き で は な い 。 本 明 細 書 に 記 載 ま た は 言 及 さ れ た 技 法 お よ び 手 順
は 、 当 業 者 に 一 般 に よ く 理 解 さ れ て お り 、 例 え ば 、 Ausubel et al, eds., 1995,「 Curren
t Protocols in Molecular Biology」 , Wiley and Sonsに 記 載 さ れ た 、 広 く 利 用 さ れ て い
る 分 子 ク ロ ー ニ ン グ 法 な ど の 慣 例 的 な 方 法 を 用 い て 一 般 に 行 わ れ る 。 適 宜 、 市 販 の キ ッ ト
お よ び 試 薬 を 用 い る 手 順 が 、 別 に 特 記 す る 場 合 を 除 き 、 製 造 者 が 指 示 し た 手 順 お よ び /ま
た は パ ラ メ ー タ ー に 従 っ て 一 般 に 行 わ れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 場 合 、 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 と い う 用 語 は 、 長 さ が 少 な く と も 10塩 基
ま た は 塩 基 対 で あ る 、 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド も し く は デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 改 変 型 の い
ず れ か の 種 類 の ヌ ク レ オ チ ド で 構 成 さ れ る 重 合 型 の ヌ ク レ オ チ ド の こ と を 意 味 し 、 こ れ は
一 本 鎖 型 お よ び 二 本 鎖 型 の DNAを 含 む も の と す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 場 合 、 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 と い う 用 語 は 、 少 な く と も 6ア ミ ノ 酸 で 構 成
さ れ る 重 合 体 の こ と を 意 味 す る 。 本 明 細 書 の 全 体 を 通 じ て 、 ア ミ ノ 酸 に 関 す る 標 準 的 な 三
文 字 ま た は 一 文 字 表 記 を 用 い る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る (hybridize)」 「 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て い る 」 「
ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る (hybridizes)」 な ど の 用 語 は 、 通 常 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 、
好 ま し く は 、 50％ ホ ル ム ア ミ ド /6× SSC/0.1％ SDS/100μ g/ml ssDNA中 で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 用 の 温 度 が 37℃ を 上 回 り 、 0.1× SSC/0.1％ SDS中 で の
洗 浄 用 の 温 度 が 55℃ を 上 回 る と い っ た も の 、 最 も 好 ま し く は ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 の こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 の 「 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 」 は 、 当 業 者 に よ っ て 容 易 に 決 定
可 能 で あ り 、 こ れ は 一 般 に 、 プ ロ ー ブ の 長 さ 、 洗 浄 温 度 お よ び 塩 濃 度 に 依 存 す る 経 験 的 な
計 算 値 で あ る 。 一 般 に 、 よ り 長 い プ ロ ー ブ は 適 切 な ア ニ ー リ ン グ の た め に よ り 高 い 温 度 を
必 要 と し 、 よ り 短 い プ ロ ー ブ は よ り 低 い 温 度 を 必 要 と す る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 一
般 に 、 融 解 温 度 を 下 回 る 環 境 に 相 補 鎖 が 存 在 す る 場 合 に 変 性 DNAが 再 ア ニ ー リ ン グ す る 能
力 に 依 存 す る 。 プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ 性 配 列 と の 間 に 求 め ら れ る 度 合 い の 相 同 性 が 高
い ほ ど 、 用 い 得 る 相 対 的 な 温 度 が 高 く な る 。 そ の 結 果 と し て 、 相 対 的 温 度 が 高 い ほ ど 反 応
条 件 が よ り ス ト リ ン ジ ェ ン ト と な り 、 よ り 低 い 温 度 で は よ り ス ト リ ン ジ ェ ン ト で な く な る
傾 向 が あ る と 考 え ら れ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー に 関 す る そ
の ほ か の 詳 細 お よ び 説 明 に つ い て は 、 Ausubel et al.,「 Current Protocols in Molecula
r Biology」 , Wiley Interscience Publishers,(1995)を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 」 ま た は 「 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 」 は 、 本 明 細 書 に お け
る 定 義 で は 、 以 下 に よ っ て 特 定 す る こ と が で き る ： (1)洗 浄 の た め に 低 イ オ ン 強 度 お よ び
高 温 を 用 い る 、 例 え ば 、 50℃ の 0.015M塩 化 ナ ト リ ウ ム /0.0015Mク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム /0.1％
ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム ； (2)ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 中 に ホ ル ム ア ミ ド な ど の 変 性 剤 を
用 い る 、 例 え ば 、 50％ (v/v)ホ ル ム ア ミ ド を 0.1％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン /0.1％ Ficoll/0.1％
ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン /750mM塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 75mMク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム を 含 む 50mMリ ン 酸
ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 、 pH 6.5と と も に 42℃ で 用 い る ； ま た は (3)50％ ホ ル ム ア ミ ド 、 5× SSC(
0.75M NaCl、 0.075Mク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム )、 50mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム (pH 6.8)、 0.1％ ピ ロ リ
ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 5× デ ン ハ ル ト 溶 液 、 超 音 波 サ ケ 精 子 DNA(50μ g/ml)、 0.1％ SDSお よ び 10
％ 硫 酸 デ キ ス ト ラ ン を 42℃ で 用 い 、 0.2× SSC(塩 化 ナ ト リ ウ ム /ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム )お よ
び 50％ ホ ル ム ア ミ ド 、 55℃ で 洗 浄 し た 後 に 、 EDTAを 含 む 0.1× SSC、 55℃ に よ る 高 ス ト リ ン
ジ ェ ン シ ー 洗 浄 を 行 う 。
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【 ０ ０ ２ ２ 】
　 「 中 程 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 」 は 、 Sambrook et al., 1989,「 Molecular Clonin
g： A Laboratory Manual」 , New York: Cold Spring Harbor Pressに よ っ て 記 載 さ れ た よ
う に 特 定 す る こ と が で き 、 こ れ に は 上 記 の も の よ り も ス ト リ ン ジ ェ ン ト で な い 洗 浄 液 お よ
び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 (例 え ば 、 温 度 、 イ オ ン 強 度 お よ び SDSの ％ )の 使 用 が 含 ま
れ る 。 中 程 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 の 一 例 は 、 20％ ホ ル ム ア ミ ド 、 5× SSC(150mM NaC
l、 15mMク エ ン 酸 三 ナ ト リ ウ ム )、 50mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム (pH 7.6)、 5× デ ン ハ ル ト 溶 液 、 1
0％ 硫 酸 デ キ ス ト ラ ン お よ び 20mg/mL変 性 剪 断 サ ケ 精 子 DNAを 含 む 37℃ の 溶 液 中 で 一 晩 イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン を 行 い 、 そ の 後 に フ ィ ル タ ー を 1× SSC、 約 37～ 50℃ で 洗 浄 す る こ と で あ る
。 当 業 者 は 、 プ ロ ー ブ 長 な ど の 要 因 に 適 応 さ せ る た め に 温 度 、 イ オ ン 強 度 な ど を 必 要 に 応
じ て 調 整 す る や り 方 を 認 知 し て い る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 ア ミ ノ 酸 配 列 の 比 較 の 文 脈 に お け る 「 同 一 性 」 と い う 用 語 は 、 同 じ 相 対 位 置 に あ る 同 一
な ア ミ ノ 酸 残 基 の 比 率 を 表 す た め に 用 い ら れ る 。 同 じ く こ の 文 脈 に お い て 「 相 同 性 」 と い
う 用 語 は 、 当 技 術 分 野 で 一 般 に 理 解 さ れ て い る よ う に 、 BLAST解 析 の 保 存 的 ア ミ ノ 酸 の 基
準 を 用 い て 同 一 で あ る か 類 似 し て い る 、 同 じ 相 対 的 位 置 に あ る ア ミ ノ 酸 残 基 の 比 率 を 表 す
た め に 用 い ら れ る 。 例 え ば 、 一 致 度 (％ identity)の 値 は 、 WU-BLAST-2(Altschul et al., 
1996, Methods in Enzymology 266: 460-480； blast.wustl/edu/blast/README.html)に よ
っ て 生 成 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 基 準 の 下 で 保 存 的 と み な さ れ る ア ミ ノ 酸 置 換 に 関
す る 詳 細 は 以 下 に 提 示 す る 。 そ の ほ か の 定 義 は 、 以 下 の サ ブ セ ク シ ョ ン の 全 体 を 通 じ て 提
示 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 以 下 の セ ク シ ョ ン で は 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る 本 発 明 の さ ま ざ ま な 態 様 の 実 施 に お い て
有 用 な 方 法 お よ び 材 料 に つ い て 述 べ る 。 以 下 に 提 示 す る 例 は 、 乳 癌 サ ブ タ イ プ に お け る RO
R1の 意 義 の さ ら な る 描 写 を 可 能 に す る 開 示 を 含 ん で い る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】

　 本 発 明 の 1つ の 局 面 は 、 ROR1タ ン パ ク 質 お よ び そ の 断 片 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
、 ROR1遺 伝 子 ま た は mRNA配 列 も し く は そ れ ら の 部 分 に 対 し て 相 補 的 な DNA、 RNA、 DNA/RNA
ハ イ ブ リ ッ ド お よ び 関 連 分 子 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 な ら び に RO
R1遺 伝 子 、 mRNAま た は ROR1を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 好 ま し く は 単 離 さ れ た 形 態 に あ る 、 ROR1遺 伝
子 、 mRNAお よ び /ま た は コ ー ド 配 列 の 全 体 も し く は 部 分 に 対 応 す る 、 ま た は そ れ と 相 補 的
な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る (「 ROR1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 と 総 称 )。 本 明 細 書 で 用 い る 場
合 、 ROR1遺 伝 子 お よ び タ ン パ ク 質 は 、 本 明 細 書 に 具 体 的 に 記 載 さ れ た ROR1遺 伝 子 お よ び タ
ン パ ク 質 (例 え ば 、 図 1を 参 照 さ れ た い )、 な ら び に 他 の ROR1タ ン パ ク 質 お よ び 上 記 の も の
と 構 造 的 に 類 似 す る 変 異 体 に 対 応 す る 遺 伝 子 お よ び タ ン パ ク 質 を 含 む も の と す る 。 こ の よ
う な 他 の ROR1タ ン パ ク 質 お よ び 変 異 体 は 、 ROR1コ ー ド 配 列 と の 相 同 性 が 高 い コ ー ド 配 列 を
一 般 に 有 す る と 考 え ら れ 、 好 ま し く は ア ミ ノ 酸 の 同 一 性 が 少 な く と も 約 80％ で あ っ て ア ミ
ノ 酸 の 相 同 性 (BLASTの 基 準 を 用 い る )が 少 な く と も 約 90％ で あ り 、 よ り 好 ま し く は 相 同 性 (
BLASTの 基 準 を 用 い る )が 95％ ま た は そ れ 以 上 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 ROR1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 1つ の 態 様 は 、 図 1に 示 さ れ た 配 列 を 有 す る ROR1ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド で あ る 。 ROR1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に は 、 図 1に 示 さ れ た ヒ ト ROR1の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有
す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド (Tが Uで あ っ て も よ い )； ROR1タ ン パ ク 質 の 全 体 ま た は 部 分 を コ ー ド
す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ； 前 記 の も の に 対 し て 相 補 的 な 配 列 ； ま た は 前 記 の も の の い ず れ か
の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 が 含 ま れ 得 る 。 も う 1つ の 態 様 は 、 図 1に 示 さ れ た 配 列 の う ち ヌ ク
レ オ チ ド 残 基 番 号 376か ら ヌ ク レ オ チ ド 残 基 番 号 3189ま で を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ
り 、 Tが Uで あ っ て も よ い 。 も う 1つ の 態 様 は 、 図 1に 示 さ れ た ヒ ト ROR1 cDNAと 、 ま た は そ
の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で ハ イ ブ リ
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ダ イ ズ し 得 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 明 細 書 に 開 示 す る 本 発 明 の 典 型 的 な 態 様 は 、 タ ン パ ク 質 お よ び そ の 断 片 を コ ー ド す る
も の の よ う な 、 ROR1 mRNA配 列 の 特 定 の 部 分 を 含 む ROR1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド (お よ び こ の よ う
な 配 列 に 対 し て 相 補 的 な も の )を 含 む 。 例 え ば 、 本 明 細 書 に 開 示 す る 本 発 明 の 代 表 的 な 態
様 は 、 以 下 の も の を 含 む ： 図 1に 示 さ れ た ROR1タ ン パ ク 質 の ほ ぼ ア ミ ノ 酸 1か ら ほ ぼ ア ミ ノ
酸 10ま で を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 図 1に 示 さ れ た ROR1タ ン パ ク 質 の ほ ぼ ア ミ ノ 酸 2
0か ら ほ ぼ ア ミ ノ 酸 30ま で を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 図 1に 示 さ れ た ROR1タ ン パ ク 質
ほ ぼ ア ミ ノ 酸 30か ら ほ ぼ ア ミ ノ 酸 40ま で を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 図 1に 示 さ れ た R
OR1タ ン パ ク 質 の ほ ぼ ア ミ ノ 酸 40か ら ほ ぼ ア ミ ノ 酸 50ま で を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
、 図 1に 示 さ れ た ROR1タ ン パ ク 質 の ほ ぼ ア ミ ノ 酸 50か ら ほ ぼ ア ミ ノ 酸 60ま で を コ ー ド す る
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 図 1に 示 さ れ た ROR1タ ン パ ク 質 の ほ ぼ ア ミ ノ 酸 60か ら ほ ぼ ア ミ ノ 酸 70
ま で を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 図 1に 示 さ れ た ROR1タ ン パ ク 質 の ほ ぼ ア ミ ノ 酸 70か
ら ほ ぼ ア ミ ノ 酸 80ま で を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 図 1に 示 さ れ た ROR1タ ン パ ク 質 の
ほ ぼ ア ミ ノ 酸 80か ら ほ ぼ ア ミ ノ 酸 90ま で を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び 図 1に 示
さ れ た ROR1タ ン パ ク 質 の ほ ぼ ア ミ ノ 酸 90か ら ほ ぼ ア ミ ノ 酸 100ま で を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド な ど 。 こ の 方 式 に 従 い 、 ROR1タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 100～ 937の ア ミ ノ 酸 配 列 の 部
分 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 本 発 明 の 典 型 的 な 態 様 で あ る 。 ROR1タ ン パ ク 質 の さ
ら に 大 き な 部 分 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド も 想 定 し て い る 。 例 え ば 、 図 1に 示 さ れ た R
OR1タ ン パ ク 質 の ほ ぼ ア ミ ノ 酸 1(ま た は 20も し く は 30も し く は 40な ど )か ら ほ ぼ ア ミ ノ 酸 20
(ま た は 30も し く は 40も し く は 50な ど )ま で を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 当 技 術 分 野
で 周 知 の さ ま ざ ま な 技 法 に よ っ て 作 製 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 ROR1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の そ の ほ か の 例 示 的 な 態 様 に は 、 図 1に 示 さ れ た 配 列 の う ち 、 ほ
ぼ ヌ ク レ オ チ ド 残 基 番 号 1か ら ほ ぼ ヌ ク レ オ チ ド 残 基 番 号 500ま で 、 ほ ぼ ヌ ク レ オ チ ド 残 基
番 号 500か ら ほ ぼ ヌ ク レ オ チ ド 残 基 番 号 1000ま で 、 ほ ぼ ヌ ク レ オ チ ド 残 基 番 号 1000か ら ほ
ぼ ヌ ク レ オ チ ド 残 基 番 号 1500ま で 、 ほ ぼ ヌ ク レ オ チ ド 残 基 番 号 1500か ら ほ ぼ ヌ ク レ オ チ ド
残 基 番 号 2000ま で 、 ほ ぼ ヌ ク レ オ チ ド 残 基 番 号 2000か ら ほ ぼ ヌ ク レ オ チ ド 残 基 番 号 2500ま
で 、 お よ び ほ ぼ ヌ ク レ オ チ ド 残 基 番 号 2500か ら ほ ぼ ヌ ク レ オ チ ド 残 基 番 号 3358ま で を 有 す
る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 態 様 が 含 ま れ る 。 こ れ ら の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 は 、 図 1に
示 さ れ た ROR1配 列 の 任 意 の 部 分 、 例 え ば 、 図 1に 示 さ れ た 配 列 の う ち ほ ぼ ヌ ク レ オ チ ド 残
基 番 号 376か ら ヌ ク レ オ チ ド 残 基 番 号 3189ま で を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド な ど を 含 む こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 前 述 の 諸 段 落 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に は 、 数 多 く の さ ま ざ ま な 具 体 的 な 用 途 が あ る 。 例 え
ば 、 ヒ ト ROR1遺 伝 子 は 染 色 体 1p31.3に マ ッ ピ ン グ さ れ る た め 、 ROR1タ ン パ ク 質 の 異 な る 領
域 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 、 さ ま ざ ま な 癌 と 関 連 性 が あ る も の と し て 同 定
さ れ て い る 第 1番 染 色 体 バ ン ド p31上 の 細 胞 遺 伝 学 的 異 常 を 特 徴 付 け る こ と が で き る 。 特 に
、 ヘ テ ロ 接 合 性 の 消 失 を 含 む 、 1p31.3に お け る さ ま ざ ま な 染 色 体 異 常 は 、 数 多 く の さ ま ざ
ま な 癌 に お い て 頻 度 の 高 い 細 胞 遺 伝 学 的 異 常 と し て 同 定 さ れ て い る (例 え ば 、 Matthew et 
al., 1989, Cancer Res. 1994 Dec 1;54(23): 6265-9； Chunder et al., Pathol Res Tra
ct. 2003;199(5): 313-21を 参 照 さ れ た い )。 そ の 結 果 と し て 、 ROR1タ ン パ ク 質 の 特 定 の 領
域 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 悪 性 表 現 型 の 一 因 で あ る 可 能 性 の あ る 第 1番 染 色 体
の こ の 領 域 に お け る 細 胞 遺 伝 学 的 異 常 の 明 確 な 性 質 を 、 従 来 可 能 で あ っ た よ り も 高 い 精 度
で 描 写 す る た め に 用 い 得 る 、 新 た な ツ ー ル を 提 供 す る 。 こ の 文 脈 に お い て 、 こ れ ら の ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド は 、 よ り 微 細 で よ り 頻 度 の 低 い 染 色 体 異 常 を 同 定 す る 目 的 で 染 色 体 ス ク リ ー
ニ ン グ の 感 度 を 高 め る と い う 、 当 技 術 分 野 に お け る 要 求 を 満 た す (例 え ば 、 Evans et al.,
 1994, Am. J. Obstet. Gynecol. 171(4): 1055-1057を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 ま た は 、 ROR1は 乳 癌 、 特 に BRCA1サ ブ タ イ プ お よ び 基 底 状 サ ブ タ イ プ に お い て 異 常 に 発
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現 さ れ る こ と が 示 さ れ て い る た め 、 本 明 細 書 に 開 示 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 正 常 組 織 お
よ び 癌 性 組 織 に お け る ROR1遺 伝 子 産 物 の 状 態 を 対 比 し て 評 価 す る 方 法 に お い て 、 な ら び に
/ま た は 乳 癌 サ ブ タ イ プ を 特 徴 付 け る た め に 用 い る こ と も で き る 。 典 型 的 に は 、 ROR1タ ン
パ ク 質 の 特 定 の 領 域 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 細 胞 に お け る ROR1 mRNAの レ ベ ル
、 な ら び に ROR1遺 伝 子 産 物 の 特 定 の 領 域 に お け る 擾 乱 (欠 失 、 挿 入 、 点 変 異 な ど )の 存 在 を
評 価 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 例 示 的 な ア ッ セ イ に は 、 RT-PCRア ッ セ イ な ら び に 一
本 鎖 高 次 構 造 多 型 (SSCP)分 析 の 両 方 が 含 ま れ (例 え ば 、 Marrogi et al., 1999, J. Cutan.
 Pathol. 26(8): 369-378)、 こ れ ら は い ず れ も タ ン パ ク 質 の 特 定 の 領 域 を コ ー ド す る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド を タ ン パ ク 質 内 部 の こ れ ら の 領 域 を 調 べ る た め に 利 用 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 明 細 書 に 開 示 す る 本 発 明 の 具 体 的 に 想 定 し て い る 他 の 態 様 は 、 天 然 の 源 に 由 来 す る も
の か 合 成 さ れ た も の か を 問 わ ず 、 ゲ ノ ム DNA、 cDNA、 リ ボ ザ イ ム お よ び ア ン チ セ ン ス 分 子
、 な ら び に 代 替 的 な 骨 格 を 基 に し て い る か 代 替 的 な 塩 基 を 含 む 核 酸 分 子 で あ る 。 例 え ば 、
ア ン チ セ ン ス 分 子 は RNAで も よ く 、 ペ プ チ ド 核 酸 (PNA)、 ま た は DNAも し く は RNAと 塩 基 対 依
存 的 な 様 式 で 特 異 的 に 結 合 す る ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 誘 導 体 な ど の 非 核 酸 分 子 を 含 む 他 の 分
子 で も よ い 。 当 業 者 は 、 本 明 細 書 に 開 示 す る ROR1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 を 用 い て 、 こ れ ら の ク ラ ス に 属 す る 核 酸 分 子 を 容 易 に 入 手 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 ア ン チ セ ン ス 技 術 は 、 細 胞 内 に 位 置 す る 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 結 合 す る 外 因 性 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド の 投 与 を 伴 う 。 「 ア ン チ セ ン ス 」 と い う 用 語 は 、 こ の よ う な オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド が そ の 細 胞 内 標 的 、 例 え ば ROR1に 対 し て 相 補 的 で あ る と い う 事 実 を 指 す 。 例 え ば 、 Ja
ck Cohen, 1988,「 OLIGODEOXYNUCLEOTIDES, Antisense Inhibitors of Gene Expression
」 , CRC Press； お よ び Synthesis 1: 1-5 (1988)を 参 照 さ れ た い 。 本 発 明 の ROR1ア ン チ セ
ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に は 、 強 化 さ れ た 癌 細 胞 増 殖 抑 制 作 用 を 示 す 、 S-オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド な ど の 誘 導 体 (ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 誘 導 体 ま た は S-オ リ ゴ 体 、 Jack Cohen, 前 記 )が 含
ま れ る 。 S-オ リ ゴ 体 (ヌ ク レ オ シ ド ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト )は 、 リ ン 酸 基 の 非 架 橋 酸 素 原 子 が
イ オ ウ 原 子 に よ っ て 置 換 さ れ て い る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド (O-オ リ ゴ 体 )の 等 電 性 類 似 体 で あ
る 。 本 発 明 の S-オ リ ゴ 体 は 、 対 応 す る O-オ リ ゴ 体 を 、 イ オ ウ 転 移 試 薬 で あ る 3H-1,2-ベ ン
ゾ ジ チ オ ー ル -3-オ ン -1,1-ジ オ キ シ ド で 処 理 す る こ と に よ っ て 調 製 し 得 る 。 Iyer, R. P. 
et al, 1990, J. Org. Chem. 55: 4693-4698； お よ び Iyer, R. P. et al., 1990, J. Am.
 Chem. Soc. 112: 1253-1254を 参 照 さ れ た い (こ れ ら の 開 示 内 容 は す べ て 本 明 細 書 に 参 照
と し て 組 み 入 れ ら れ る )。 本 発 明 の そ の ほ か の ROR1ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に は
、 当 技 術 分 野 で 公 知 の モ ル ホ リ ノ ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド (例 え ば 、 Partridge e
t al., 1996, Antisense & Nucleic Acid Drug Development 6: 169-175)が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 の ROR1ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 典 型 的 に は 、 ROR1ゲ ノ ム 配 列 ま た は
対 応 す る mRNAの 最 初 の 100個 の N末 端 コ ド ン ま た は 最 後 の 100個 の C末 端 コ ド ン と 相 補 的 ま た
は 安 定 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る RNAま た は DNAで あ っ て よ い 。 絶 対 的 な 相 補 性 は 要 求 さ れ な
い が 、 高 度 の 相 補 性 が 望 ま し い 。 こ の 領 域 に 対 し て 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 使 用 に
よ り 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ の 他 の 調 節 サ ブ ユ ニ ッ ト を 指 定 す る mRNAに 対 し て で は な く 、 RO
R1 mRNAに 対 し て 選 択 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 可 能 と な る 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の R
OR1ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ROR1 mRNAと ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 配 列 を 有 す る 、
ア ン チ セ ン ス DNA分 子 の 15～ 30mer断 片 で あ る 。 任 意 で 、 ROR1ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド は 、 ROR1の 最 初 の 10個 の N末 端 コ ド ン お よ び 最 後 の 10個 の C末 端 コ ド ン に お け る 領 域 に
対 し て 相 補 的 な 30-merオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 ま た は 、 ア ン チ セ ン ス 分 子 は 、 ROR1発
現 の 阻 害 に リ ボ ザ イ ム が 用 い る ら れ る よ う に 改 変 さ れ る (L. A. Couture & D. T. Stinchc
omb, 1996, Trends Genet. 12: 510-515)。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 の こ の 局 面 の さ ら に 具 体 的 な 態 様 に は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 任
意 の 特 定 の 部 分 の 特 異 的 増 幅 を 可 能 と す る プ ラ イ マ ー お よ び プ ラ イ マ ー 対 、 な ら び に 本 発
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明 の 核 酸 分 子 ま た は そ の 任 意 の 部 分 と 選 択 的 ま た は 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る プ ロ ー ブ
が 含 ま れ る 。 プ ロ ー ブ を 例 え ば 、 放 射 性 同 位 体 、 蛍 光 化 合 物 、 生 物 発 光 化 合 物 、 化 学 発 光
化 合 物 、 金 属 キ レ ー ト 剤 ま た は 酵 素 な ど の 検 出 マ ー カ ー で 標 識 し て も よ い 。 こ の よ う な プ
ロ ー ブ お よ び プ ラ イ マ ー は 、 試 料 中 の ROR1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 存 在 を 検 出 す る た め に 、 お
よ び ROR1タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 細 胞 を 検 出 す る た め の 手 段 と し て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 こ の よ う な プ ロ ー ブ の 例 に は 、 図 1に 示 さ れ た ヒ ト ROR1 cDNA配 列 の 全 体 ま た は 部 分 を 含
む ポ リ ペ プ チ ド が 含 ま れ る 。 ROR1 mRNAを 特 異 的 に 増 幅 し 得 る プ ラ イ マ ー 対 の 例 は 、 当 業
者 に よ っ て 容 易 に 作 製 さ れ る 。 当 業 者 に は 理 解 さ れ る で あ ろ う が 、 本 明 細 書 に 提 示 し た 配
列 に 基 づ い て 極 め て 多 く の 異 な る プ ラ イ マ ー お よ び プ ロ ー ブ を 調 製 し 、 ROR1 mRNAを 増 幅
お よ び /ま た は 検 出 す る た め に 効 果 的 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 場 合 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 そ れ が 、 ROR1遺 伝 子 以 外 の 遺 伝 子 に 対 応
す る か そ れ に 対 し て 相 補 的 な 、 ま た は ROR1遺 伝 子 産 物 も し く は そ の 断 片 以 外 の も の を コ ー
ド す る 混 入 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 実 質 的 に 分 離 さ れ て い る 場 合 に 「 単 離 さ れ て い る 」 と い
う 。 当 業 者 は 、 単 離 さ れ た ROR1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 得 る た め に 核 酸 単 離 手 順 を 容 易 に 用 い
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 の ROR1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ROR1遺 伝 子 、 mRNAも し く は そ の 断 片 の 増 幅 お よ び /
ま た は 検 出 の た め の プ ロ ー ブ お よ び プ ラ イ マ ー と し て ； 乳 癌 (例 え ば 、 特 定 の 乳 癌 サ ブ タ
イ プ )お よ び 他 の 癌 の 診 断 お よ び /ま た は 予 後 予 測 の た め の 試 薬 と し て ； ROR1ポ リ ペ プ チ ド
の 発 現 を 導 き 得 る コ ー ド 配 列 と し て ； ROR1遺 伝 子 の 発 現 お よ び /ま た は ROR1転 写 物 の 翻 訳
を 調 節 も し く は 抑 制 す る た め の ツ ー ル と し て ； な ら び に 治 療 薬 と し て の 使 用 を 非 制 限 的 に
含 む 、 さ ま ざ ま な 目 的 の た め に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】

　 本 明 細 書 に 記 載 の ROR1 cDNA配 列 は 、 ROR1遺 伝 子 産 物 を コ ー ド す る 他 の ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド の 単 離 の ほ か 、 ROR1遺 伝 子 産 物 の 相 同 体 、 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ を 受 け た ア イ ソ フ ォ ー
ム 、 対 立 遺 伝 子 変 異 体 お よ び 変 異 型 の ROR1遺 伝 子 産 物 の 単 離 も 可 能 に す る 。 ROR1遺 伝 子 を
コ ー ド す る 完 全 長 cDNAを 単 離 す る た め に 用 い 得 る 、 さ ま ざ ま な 分 子 ク ロ ー ニ ン グ 法 が 周 知
で あ る (例 え ば 、 Sambrook, J. et al., 1989,「 Molecular Cloning： A Laboratory Manua
l」 , 2d ed., Cold Spring Harbor Press, New York； Ausubel et al., eds., 1995,「 Cu
rrent Protocols in Molecular Biology」 , Wiley and Sonsを 参 照 さ れ た い )。 例 え ば 、
市 販 の ク ロ ー ニ ン グ シ ス テ ム (例 え ば 、 Lambda ZAP Express, Stratagene)を 用 い て 、 λ フ
ァ ー ジ ク ロ ー ニ ン グ 法 を 都 合 良 く 行 う こ と が で き る 。 ROR1遺 伝 子 の cDNAを 含 む フ ァ ー ジ ク
ロ ー ン は 、 標 識 し た ROR1 cDNAま た は そ の 断 片 を プ ロ ー ブ と し て 探 索 す る こ と に よ っ て 同
定 し 得 る 。 例 え ば 、 1つ の 態 様 で は 、 ROR1 cDNA(図 1)ま た は そ の 一 部 分 を 合 成 し 、 ROR1遺
伝 子 に 対 応 す る 重 複 性 お よ び 完 全 長 cDNAを 回 収 す る た め の プ ロ ー ブ と し て 用 い る こ と が で
き る 。 ROR1遺 伝 子 自 体 は 、 ゲ ノ ム DNAラ イ ブ ラ リ ー 、 細 菌 人 工 染 色 体 ラ イ ブ ラ リ ー (BAC)、
酵 母 人 工 染 色 体 ラ イ ブ ラ リ ー (YAC)な ど を ROR1 DNAプ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー に よ っ て ス
ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 単 離 し 得 る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】

　 本 発 明 は 、 フ ァ ー ジ 、 プ ラ ス ミ ド 、 フ ァ ー ジ ミ ド 、 コ ス ミ ド 、 YAC、 BACの ほ か 、 当 技 術
分 野 で 周 知 の 種 々 の ウ イ ル ス 性 お よ び 非 ウ イ ル ス 性 ベ ク タ ー を 非 制 限 的 に 含 む 、 ROR1ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 組 換 え DNAま た は RNA分 子 、 な ら び に こ の よ う な 組 換 え DNAま た は RNA分
子 に よ る 形 質 転 換 ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 受 け た 細 胞 も 提 供 す る 。 本 明 細 書 で 用 い
る 場 合 、 組 換 え DNAま た は RNA分 子 と は 、 イ ン ビ ト ロ 分 子 操 作 を 受 け た DNAま た は RNA分 子 の
こ と で あ る 。 こ の 種 の 分 子 を 作 製 す る た め の 方 法 は 周 知 で あ る (例 え ば 、 Sambrookら 、 198
9、 前 記 を 参 照 さ れ た い )。
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【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 ROR1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 組 換 え DNA分 子 を 適 し た 原 核 ま た は 真 核
宿 主 細 胞 内 に 含 む 、 宿 主 -ベ ク タ ー 系 も 提 供 す る 。 適 し た 真 核 宿 主 細 胞 の 例 に は 、 酵 母 細
胞 、 植 物 細 胞 、 ま た は 哺 乳 動 物 細 胞 も し く は 昆 虫 細 胞 (例 え ば 、 Sf9細 胞 ま た は HighFive細
胞 な ど の バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 感 染 性 細 胞 )な ど の 動 物 細 胞 が 含 ま れ る 。 適 し た 哺 乳 動 物 細 胞
の 例 に は 、 MDA 231、 MCF-7な ど の 種 々 の 乳 癌 細 胞 株 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ま た は 形 質 導
入 が 可 能 な そ の 他 の 前 立 腺 癌 細 胞 株 の ほ か 、 組 換 え タ ン パ ク 質 の 発 現 の た め に ル ー チ ン に
用 い ら れ る 数 多 く の 哺 乳 動 物 細 胞 (例 え ば 、 COS、 CHO、 MCF-3細 胞 )が 含 ま れ る 。 よ り 詳 細
に は 、 ROR1の コ ー ド 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ル ー チ ン に 用 い ら れ る 当 技 術 分 野 で
周 知 の 任 意 の 数 の 宿 主 -ベ ク タ ー 系 を 用 い て ROR1タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 作 製 す る た
め に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 ROR1タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 の 発 現 の た め に 適 し た 宿 主 -ベ ク タ ー 系 は 幅 広 い 種 類 の
も の が 入 手 可 能 で あ る (例 え ば 、 Sambrook et al., 1989, 前 記 ； 「 Current Protocols in
 Molecular Biology」 , 1995, 前 記 を 参 照 さ れ た い )。 哺 乳 動 物 細 胞 に お け る 発 現 の た め
の 一 般 的 な ベ ク タ ー に は 、 pcDNA 3.1 myc-His-tag(Invitrogen)お よ び レ ト ロ ウ イ ル ス ベ
ク タ ー pSRα tkneo(Muller et al., 1991, MCB 11:1785)が 非 制 限 的 に 含 ま れ る 。 こ れ ら の
発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 、 例 え ば MCF-7、 rat-1、 NIH 3T3お よ び TsuPr1を 含 む 、 い く つ か の
乳 癌 細 胞 株 お よ び 非 乳 腺 細 胞 株 に お い て ROR1を 好 ま し い よ う に 発 現 さ せ る こ と が で き る 。
本 発 明 の 宿 主 -ベ ク タ ー 系 は 、 ROR1タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 の 産 生 の た め に 有 用 で あ る
。 こ の よ う な 宿 主 -ベ ク タ ー 系 を 、 ROR1お よ び ROR1変 異 の 機 能 的 特 性 を 研 究 す る た め に 用
い て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 組 換 え ヒ ト ROR1タ ン パ ク 質 は 、 ROR1を コ ー ド す る 構 築 物 が ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 哺 乳
動 物 細 胞 に よ っ て 産 生 さ せ る こ と が で き る 。 実 施 例 に 記 載 し た 1つ の 例 示 的 な 態 様 で は 、 R
OR1を コ ー ド す る 発 現 プ ラ ス ミ ド を MCF-7細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 ROR1タ ン パ ク 質 を MC
F-7細 胞 で 発 現 さ せ て お り 、 組 換 え ROR1タ ン パ ク 質 は 標 準 的 な 精 製 方 法 (例 え ば 、 抗 ROR1抗
体 を 用 い る ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 )を 用 い て 単 離 す る こ と が で き る 。 同 じ く 本 明 細 書 の 実 施
例 に 記 載 さ れ た も う 1つ の 態 様 で は 、 ROR1コ ー ド 配 列 を レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー pSRaMSVtk
neo中 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 ROR1を 発 現 す る 細 胞 株 を 樹 立 す る こ と を 目 的 と し て 、 NIH 3
T3、 MCF-7お よ び rat-1な ど の さ ま ざ ま な 哺 乳 動 物 細 胞 株 を 感 染 さ せ る た め に 用 い て い る 。
当 技 術 分 野 で 周 知 の さ ま ざ ま な 他 の 発 現 系 を 用 い る こ と も で き る 。 分 泌 型 の 組 換 え ROR1タ
ン パ ク 質 の 作 製 の た め に 、 リ ー ダ ー ペ プ チ ド が イ ン フ レ ー ム に ROR1コ ー ド 配 列 と 連 結 さ れ
た も の を コ ー ド す る 発 現 構 築 物 を 用 い て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 ROR1遺 伝 子 ま た は そ の 断 片 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 に は 、 抗 体 の 産 生 、 な ら び
に ROR1遺 伝 子 産 物 と 結 合 す る リ ガ ン ド お よ び 他 の 作 用 因 子 な ら び に 細 胞 成 分 を 同 定 す る た
め の 方 法 に お け る も の を 非 制 限 的 に 含 む 、 さ ま ざ ま な 用 途 が あ る と 考 え ら れ る 。 ROR1タ ン
パ ク 質 ま た は そ の 断 片 に 対 し て 産 生 さ れ た 抗 体 は 、 診 断 ア ッ セ イ お よ び 予 後 予 測 ア ッ セ イ
、 な ら び に 乳 癌 を 非 制 限 的 に 含 む ROR1タ ン パ ク 質 の 発 現 を 特 徴 と す る ヒ ト 癌 の 管 理 に お け
る 画 像 化 法 に お い て 有 用 と 思 わ れ る 。 こ の よ う な 抗 体 を 細 胞 内 で 発 現 さ せ 、 こ の 種 の 癌 の
患 者 の 治 療 方 法 に 用 い る こ と も で き る 。 さ ま ざ ま な 種 類 の 放 射 免 疫 ア ッ セ イ 、 固 相 酵 素 免
疫 ア ッ セ イ (ELISA)、 固 相 酵 素 免 疫 蛍 光 ア ッ セ イ (ELIFA)、 免 疫 細 胞 化 学 法 な ど を 非 制 限 的
に 含 む 、 ROR1タ ン パ ク 質 の 検 出 の た め に 有 用 な 種 々 の 免 疫 ア ッ セ イ を 想 定 し て い る 。 こ の
よ う な 抗 体 を 標 識 し 、 前 立 腺 細 胞 を 検 出 し 得 る 免 疫 学 的 画 像 化 試 薬 と し て 用 い る こ と も で
き る (例 え ば 、 放 射 シ ン チ グ ラ フ ィ ー 画 像 法 に お い て )。 ま た 、 ROR1タ ン パ ク 質 は 以 下 に 詳
細 に 述 べ る 癌 ワ ク チ ン の 作 製 に も 特 に 有 用 と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】

　 本 発 明 の も う 1つ の 局 面 は 、 ROR1タ ン パ ク 質 お よ び そ の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を 提 供 す る 。
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本 発 明 の ROR1タ ン パ ク 質 に は 、 本 明 細 書 で 具 体 的 に 特 定 さ れ た も の の ほ か 、 以 下 に 概 説 す
る 方 法 に 従 っ て 、 過 度 の 実 験 を 行 わ な く と も 単 離 /作 製 お よ び 特 性 決 定 を 行 い 得 る 、 対 立
遺 伝 子 変 異 体 、 保 存 置 換 変 異 体 お よ び 相 同 体 が 含 ま れ る 。 異 な る ROR1タ ン パ ク 質 ま た は そ
の 断 片 の 部 分 を 組 み 合 わ せ た 融 合 タ ン パ ク 質 の ほ か 、 ROR1タ ン パ ク 質 と 異 種 ポ リ ペ プ チ ド
と の 融 合 タ ン パ ク 質 も 含 ま れ る 。 こ の よ う な ROR1タ ン パ ク 質 は 、 ROR1タ ン パ ク 質 、 本 発 明
の タ ン パ ク 質 、 ま た は ROR1と し て 総 称 す る も の と す る 。 本 明 細 書 で 用 い る 場 合 、 「 ROR1ポ
リ ペ プ チ ド 」 と い う 用 語 は 、 少 な く と も 6ア ミ ノ 酸 、 好 ま し く は 少 な く と も 15ア ミ ノ 酸 か
ら な る ポ リ ペ プ チ ド 断 片 ま た は ROR1タ ン パ ク 質 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 ROR1タ ン パ ク 質 の 具 体 的 な 態 様 に は 、 図 1に 示 さ れ た ヒ ト ROR1の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る
ポ リ ペ プ チ ド が 含 ま れ る 。 ま た は 、 ROR1タ ン パ ク 質 の 態 様 に は 、 図 1に 示 さ れ た ヒ ト ROR1
の ア ミ ノ 酸 配 列 中 に 改 変 を 有 す る 変 異 型 ポ リ ペ プ チ ド も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 一 般 に 、 ヒ ト ROR1の 天 然 の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 は 、 高 度 の 構 造 的 同 一 性 お よ び 相 同 性 を 有
す る と 考 え ら れ る (例 え ば 、 同 一 性 が 90％ ま た は そ れ 以 上 )。 典 型 的 に は 、 ROR1タ ン パ ク 質
の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 は 、 本 明 細 書 に 記 載 す る ROR1配 列 中 に 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 を 含 む か 、
ま た は ROR1相 同 体 に お け る 対 応 位 置 に 由 来 す る ア ミ ノ 酸 置 換 を 含 む と 考 え ら れ る 。 あ る ク
ラ ス の ROR1対 立 遺 伝 子 変 異 体 は 、 特 定 の ROR1ア ミ ノ 酸 配 列 の 少 な く と も わ ず か な 領 域 と は
高 度 の 相 同 性 を 有 す る も の の 、 非 保 存 的 置 換 、 切 断 、 挿 入 ま た は フ レ ー ム シ フ ト と い っ た
配 列 と の 根 本 的 な 差 異 を さ ら に 含 む タ ン パ ク 質 で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 は 、 タ ン パ ク 質 の 立 体 構 造 お よ び 機 能 を い ず れ も 変 化 さ せ ず に タ ン
パ ク 質 に 加 え る こ と が 往 々 に し て 可 能 で あ る 。 こ の よ う な 変 化 に は 、 イ ソ ロ イ シ ン (I)、
バ リ ン (V)お よ び ロ イ シ ン (L)の い ず れ か に よ る そ れ 以 外 の こ れ ら の 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 の 置 換
、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 (D)に よ る グ ル タ ミ ン 酸 (E)の 置 換 お よ び そ の 逆 、 グ ル タ ミ ン (Q)に よ る
ア ス パ ラ ギ ン (N)の 置 換 お よ び そ の 逆 、 な ら び に セ リ ン (S)に よ る ト レ オ ニ ン (T)の 置 換 お
よ び そ の 逆 が 含 ま れ る 。 タ ン パ ク 質 の 三 次 元 構 造 に お け る 特 定 の ア ミ ノ 酸 の 環 境 お よ び そ
の 役 割 に よ っ て は 、 そ の 他 の 置 換 も 保 存 的 と み な し 得 る 。 例 え ば 、 グ リ シ ン (G)お よ び ア
ラ ニ ン (A)は し ば し ば 互 換 的 で あ り 、 ア ラ ニ ン (A)お よ び バ リ ン (V)に つ い て も 同 様 で あ る
。 比 較 的 疎 水 性 が 高 い メ チ オ ニ ン (M)は 、 ロ イ シ ン お よ び イ ソ ロ イ シ ン と し ば し ば 互 換 的
で あ り 、 時 に バ リ ン と 互 換 的 で あ る 。 リ ジ ン (K)お よ び ア ル ギ ニ ン (R)は 、 ア ミ ノ 酸 残 基 の
顕 著 な 特 徴 が そ の 電 荷 に あ っ て 、 こ れ ら の 2つ の ア ミ ノ 酸 残 基 の pKの 違 い が 重 大 で な い 位
置 で は し ば し ば 互 換 的 で あ る 。 特 定 の 環 境 に お い て は 、 さ ら に 他 の 変 化 も 「 保 存 的 」 と み
な す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 明 細 書 に 開 示 す る 本 発 明 の 態 様 に は 、 ア ミ ノ 酸 の 挿 入 、 欠 失 お よ び 置 換 を 有 す る ポ リ
ペ プ チ ド の よ う な 、 ROR1タ ン パ ク 質 の 当 技 術 分 野 で 認 め ら れ て い る 多 種 多 様 な 変 異 体 が 含
ま れ る 。 ROR1変 異 体 は 、 部 位 特 異 的 変 異 誘 発 法 、 ア ラ ニ ン ス キ ャ ニ ン グ 法 お よ び PCR変 異
誘 発 法 と い っ た 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 方 法 を 用 い て 作 製 す る こ と が で き る 。 部 位 特 異 的 変
異 誘 発 法 (Carter et al., 1986, Nucl. Acids Res. 13： 4331； Zoller et al., 1987, Nu
cl. Acids Res. 10: 6487)、 カ セ ッ ト 変 異 誘 発 法 (Wells et al., 1985, Gene 34： 315)、
制 限 選 択 変 異 誘 発 法 (Wells et al., 1986, Philos. Trans. R. Soc. London Set. A, 317
: 415)ま た は 他 の 公 知 の 技 法 を 、 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た DNAに 対 し て 実 施 し 、 ROR1の 変 異 型 D
NAを 作 製 す る こ と が で き る 。 ま た 、 連 続 し た 配 列 に 沿 っ て 1つ ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 を 同
定 す る た め に ス キ ャ ニ ン グ ア ミ ノ 酸 分 析 を 用 い る こ と も で き る 。 一 般 的 な ス キ ャ ニ ン グ 用
ア ミ ノ 酸 は 、 比 較 的 小 型 で 中 性 の ア ミ ノ 酸 で あ る 。 こ の よ う な ア ミ ノ 酸 に は ア ラ ニ ン 、 グ
リ シ ン 、 セ リ ン お よ び シ ス テ イ ン が 含 ま れ る 。 こ の 群 の 中 で は ア ラ ニ ン が よ く 用 い ら れ る
ス キ ャ ニ ン グ 用 ア ミ ノ 酸 で あ り 、 こ れ は β 炭 素 を 越 え る 側 鎖 が な く 、 変 異 体 の 主 鎖 コ ン フ
ォ メ ー シ ョ ン を 変 化 さ せ る 可 能 性 が 低 い た め で あ る 。 ア ラ ニ ン は 最 も よ く み ら れ る ア ミ ノ
酸 で あ る と い う 理 由 か ら も 一 般 的 に 用 い ら れ る 。 さ ら に 、 こ れ は 埋 没 位 置 お よ び 露 出 位 置
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の い ず れ に お い て も 高 頻 度 に 認 め ら れ る (Creighton,「 The Proteins」 (W.H. Freeman & C
o., N.Y.)； Chothia, 1976, J. Mol. Biol., 150:1)。 ア ラ ニ ン 置 換 で 十 分 な 量 の 変 異 体
が 得 ら れ な い 場 合 に は 、 等 電 子 的 な ア ミ ノ 酸 を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 以 上 に 考 察 し た よ う に 、 特 許 請 求 さ れ る 本 発 明 の 態 様 に は 、 図 1に 示 さ れ た ROR1タ ン パ
ク 質 の う ち 937ア ミ ノ 酸 未 満 の 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド (お よ び こ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド を
コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド )が 含 ま れ る 。 例 え ば 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る 本 発 明 の 代 表
的 な 態 様 に は 、 図 1に 示 さ れ た ROR1タ ン パ ク 質 の ほ ぼ ア ミ ノ 酸 1か ら ほ ぼ ア ミ ノ 酸 10ま で か
ら な る ポ リ ペ プ チ ド 、 図 1に 示 さ れ た ROR1タ ン パ ク 質 の ほ ぼ ア ミ ノ 酸 20か ら ほ ぼ ア ミ ノ 酸 3
0ま で か ら な る ポ リ ペ プ チ ド 、 図 1に 示 さ れ た ROR1タ ン パ ク 質 の ほ ぼ ア ミ ノ 酸 30か ら ほ ぼ ア
ミ ノ 酸 40ま で か ら な る ポ リ ペ プ チ ド 、 図 1に 示 さ れ た ROR1タ ン パ ク 質 の ほ ぼ ア ミ ノ 酸 40か
ら ほ ぼ ア ミ ノ 酸 50ま で か ら な る ポ リ ペ プ チ ド 、 図 1に 示 さ れ た ROR1タ ン パ ク 質 の ほ ぼ ア ミ
ノ 酸 50か ら ほ ぼ ア ミ ノ 酸 60ま で か ら な る ポ リ ペ プ チ ド 、 図 1に 示 さ れ た ROR1タ ン パ ク 質 の
ほ ぼ ア ミ ノ 酸 60か ら ほ ぼ ア ミ ノ 酸 70ま で か ら な る ポ リ ペ プ チ ド 、 図 1に 示 さ れ た ROR1タ ン
パ ク 質 の ほ ぼ ア ミ ノ 酸 70か ら ほ ぼ ア ミ ノ 酸 80ま で か ら な る ポ リ ペ プ チ ド 、 図 1に 示 さ れ た R
OR1タ ン パ ク 質 の ほ ぼ ア ミ ノ 酸 80か ら ほ ぼ ア ミ ノ 酸 90ま で か ら な る ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び
、 図 1に 示 さ れ た ROR1タ ン パ ク 質 の ほ ぼ ア ミ ノ 酸 90か ら ほ ぼ ア ミ ノ 酸 100ま で か ら な る ポ リ
ペ プ チ ド な ど が 含 ま れ る 。 こ の 方 式 に 従 い 、 ROR1タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 100～ 937の ア ミ ノ
酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド は 、 本 発 明 の 1つ の 典 型 的 な 態 様 で あ る 。 ROR1タ ン パ ク 質 の
よ り 大 き な 部 分 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド も 想 定 し て い る 。 例 え ば 、 図 1に 示 さ れ た ROR1タ ン
パ ク 質 の ほ ぼ ア ミ ノ 酸 1(ま た は 20も し く は 30も し く は 40な ど )か ら ほ ぼ ア ミ ノ 酸 20(ま た は
30も し く は 40も し く は 50な ど )ま で か ら な る ポ リ ペ プ チ ド を 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の さ ま ざ
ま な 技 法 に よ っ て 作 製 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 前 述 の 諸 段 落 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に は 、 数 多 く の さ ま ざ ま な 具 体 的 な 用 途 が あ る 。 ROR1
は 、 対 応 す る 正 常 乳 房 組 織 と 比 べ て 特 定 の 乳 癌 サ ブ タ イ プ で 高 度 に 発 現 さ れ る こ と が 示 さ
れ て い る た め 、 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド を 、 正 常 組 織 お よ び 癌 性 組 織 に お け る ROR1遺 伝 子 産
物 の 状 態 を 対 比 し て 評 価 す る 方 法 に お い て 、 な ら び に 悪 性 表 現 型 を 解 明 す る た め に 用 い る
こ と も で き る 。 典 型 的 に は 、 ROR1タ ン パ ク 質 の 特 定 の 領 域 を コ ー ド す る ポ リ ペ プ チ ド は 、
ROR1遺 伝 子 産 物 の 特 定 の 領 域 に お け る 擾 乱 (欠 失 、 挿 入 、 点 変 異 な ど )の 存 在 を 評 価 す る た
め に 用 い る こ と が で き る 。 例 示 的 な ア ッ セ イ は 、 ROR1ポ リ ペ プ チ ド 配 列 内 部 に 含 ま れ る 生
物 学 的 モ チ ー フ の 1つ ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む ROR1ポ リ ペ プ チ ド を 標 的 と す る 抗
体 を 、 正 常 組 織 お よ び 癌 性 組 織 に お け る こ の 領 域 の 特 徴 を 評 価 す る こ と を 目 的 と し て 利 用
す る こ と が で き る 。 ま た は 、 ROR1ポ リ ペ プ チ ド 配 列 内 部 に 含 ま れ る 生 物 学 的 モ チ ー フ の 1
つ ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む ROR1ポ リ ペ プ チ ド を 、 ROR1の そ の 領 域 と 相 互 作 用 す る
因 子 に 関 す る ス ク リ ー ニ ン グ の た め に 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 以 上 に 考 察 し た よ う に 、 遺 伝 暗 号 の 冗 長 性 は ROR1遺 伝 子 配 列 に お け る 差 異 を 可 能 に す る
。 特 に 、 当 業 者 は 、 特 定 の 宿 主 種 に よ る 特 定 の コ ド ン 選 好 性 を 認 識 し て い る と 考 え ら れ 、
開 示 さ れ た 配 列 を 所 望 の 宿 主 に 対 す る 好 ま し い も の と し て 適 合 さ せ る こ と が で き る 。 例 え
ば 、 あ る 種 の コ ド ン 配 列 は 一 般 に 、 稀 な コ ド ン (す な わ ち 、 所 望 の 宿 主 の 既 知 の 配 列 に お
け る 使 用 頻 度 が 約 20％ 未 満 で あ る コ ド ン )が よ り 頻 度 の 高 い コ ド ン に 置 き 換 え ら れ て い る
。 特 定 の 生 物 に 関 す る コ ド ン 選 好 性 は 、 例 え ば 、 イ ン タ ー ネ ッ ト の 以 下 の ア ド レ ス ： www.
dna.affrc.go.jp/～ nakamura/codon.htmlか ら 入 手 可 能 な コ ド ン 使 用 頻 度 の 表 を 利 用 す る
こ と に よ っ て 算 出 し 得 る 。 使 用 頻 度 が 約 20％ 未 満 で あ る 任 意 の コ ド ン を 置 換 す る こ と に よ
っ て 特 定 の 宿 主 に 対 し て 最 適 化 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 、 本 明 細 書 で は 「 コ ド ン が 最 適
化 さ れ た 配 列 」 と 称 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 そ の ほ か の 配 列 改 変 が 細 胞 宿 主 に お け る タ ン パ ク 質 発 現 を 増 強 す る こ と も 公 知 で あ る 。
こ れ ら に は 、 偽 性 ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル 、 エ ク ソ ン /イ ン ト ロ ン ス プ ラ イ ス 部 位 シ グ ナ
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ル 、 ト ラ ン ス ポ ゾ ン 様 反 復 配 列 、 お よ び /ま た は 遺 伝 子 発 現 に と っ て 有 害 と 考 え ら れ る 詳
細 に 特 性 が 解 明 さ れ て い る 他 の こ の よ う な 配 列 を コ ー ド す る 配 列 の 除 去 が 含 ま れ る 。 配 列
の GC含 有 量 を 、 宿 主 細 胞 で 発 現 さ れ る 既 知 の 遺 伝 子 を 参 照 す る こ と に よ っ て 算 出 さ れ る よ
う な 、 所 定 の 細 胞 宿 主 に 関 す る 平 均 の レ ベ ル に 調 整 す る こ と も で き る 。 可 能 で あ れ ば 、 予
想 さ れ る ヘ ア ピ ン 型 二 次 mRNA構 造 を 回 避 す る た め に 配 列 を 改 変 し て も よ い 。 そ の 他 の 有 用
な 改 変 に は 、 Kozak, 1989, Mol. Cell Biol., 9:5073-5080に 記 載 さ れ た よ う な 、 オ ー プ
ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の 開 始 部 へ の 翻 訳 開 始 コ ン セ ン サ ス 配 列 の 付 加 が 含 ま れ る 。 コ ド
ン 最 適 化 に 加 え て 、 偽 性 ポ リ ア デ ニ ル 化 配 列 の 除 去 、 エ ク ソ ン /イ ン ト ロ ン ス プ ラ イ ス シ
グ ナ ル の 除 去 、 ト ラ ン ス ポ ゾ ン 様 反 復 配 列 の 除 去 、 お よ び /ま た は GC含 有 量 の 最 適 化 に よ
り 、 所 定 の 宿 主 種 に お け る 発 現 の た め に 最 適 化 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 、 本 明 細 書 で は
「 発 現 が 増 強 さ れ た 配 列 」 と 称 す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 ROR1タ ン パ ク 質 は 多 く の 形 態 と し て 具 現 化 し 得 る が 、 単 離 さ れ た 形 態 が 好 ま し い 。 本 明
細 書 で 用 い る 場 合 、 タ ン パ ク 質 は 、 物 理 的 、 機 械 的 ま た は 化 学 的 方 法 を 用 い て 、 ROR1タ ン
パ ク 質 が 、 タ ン パ ク 質 に 通 常 付 随 す る 細 胞 成 分 か ら 切 り 離 さ れ た 場 合 に 「 単 離 さ れ た 」 と
い う 。 当 業 者 は 、 標 準 的 な 精 製 法 を 容 易 に 用 い て 、 単 離 さ れ た ROR1タ ン パ ク 質 を 得 る こ と
が で き る 。 精 製 さ れ た ROR1タ ン パ ク 質 分 子 は 、 ROR1と 抗 体 ま た は 他 の リ ガ ン ド と の 結 合 を
妨 げ る 他 の タ ン パ ク 質 ま た は 分 子 を 実 質 的 に 含 ま な い と 考 え ら れ る 。 単 離 お よ び 精 製 の 性
質 お よ び 程 度 は 、 意 図 す る 用 途 に よ っ て 決 ま る と 考 え ら れ る 。 ROR1タ ン パ ク 質 の 態 様 に は
、 精 製 さ れ た ROR1タ ン パ ク 質 お よ び 機 能 的 な 可 溶 性 ROR1タ ン パ ク 質 が 含 ま れ る 。 1つ の 形
態 に お い て 、 こ の よ う な 機 能 的 な 可 溶 性 ROR1タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 は 、 抗 体 ま た は 他
の リ ガ ン ド と の 結 合 能 を 保 っ て い る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 発 明 は ま た 、 図 1に 示 さ れ た ROR1の ア ミ ノ 酸 配 列 の 一 部 に 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド な ど
の 、 ROR1ア ミ ノ 酸 配 列 の 生 物 活 性 断 片 を 含 む ROR1ポ リ ペ プ チ ド も 提 供 す る 。 本 発 明 の こ の
種 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 ROR1タ ン パ ク 質 に 付 随 す る エ ピ ト ー プ と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 の 産
生 を 誘 発 す る 能 力 と い う よ う な 、 ROR1タ ン パ ク 質 の 特 性 を 示 す 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 ROR1ポ リ ペ プ チ ド は 、 本 明 細 書 に 開 示 す る ヒ ト ROR1タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 基 づ き
、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 標 準 的 な ペ プ チ ド 合 成 技 術 ま た は 化 学 的 切 断 法 を 用 い て 作 製 す る こ
と が で き る 。 ま た は 、 ROR1タ ン パ ク 質 の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 得 る た
め に 組 換 え 法 を 用 い る こ と も 可 能 で あ る 。 こ の 点 に 関 し て 、 本 明 細 書 に 記 載 の ROR1を コ ー
ド す る 核 酸 分 子 は 、 ROR1タ ン パ ク 質 の 規 定 さ れ た 断 片 を 作 製 す る た め の 手 段 を 提 供 す る 。
ROR1ポ リ ペ プ チ ド は 、 ド メ イ ン 特 異 的 抗 体 (例 え ば 、 ROR1タ ン パ ク 質 の 細 胞 外 ま た は 細 胞
内 エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 体 )の 作 製 お よ び 特 性 決 定 、 ROR1ま た は 特 定 の 構 造 ド メ イ ン と
結 合 す る 作 用 因 子 ま た は 細 胞 因 子 の 同 定 、 な ら び に 癌 ワ ク チ ン を 非 制 限 的 に 含 む 種 々 の 治
療 状 況 に お い て 特 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 特 に 興 味 深 い 構 造 を 含 む ROR1ポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば 、 Chou-Fasman、 Garnier-Robson
、 Kyte-Doolittle、 Eisenberg、 Katplus-Schultzま た は Jameson-Wolf分 析 の 方 法 を 含 む 当
技 術 分 野 で 周 知 の さ ま ざ ま な 分 析 法 を 用 い て 、 ま た は 免 疫 原 性 に 基 づ い て 、 予 測 お よ び /
ま た は 同 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。 こ の よ う な 構 造 を 含 む 断 片 は 、 サ ブ ユ ニ ッ ト 特 異 的 な
抗 ROR1抗 体 の 作 製 、 ま た は ROR1と 結 合 す る 細 胞 因 子 の 同 定 に 特 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 以 下 の 例 に お い て 記 載 さ れ る 1つ の 態 様 で は 、 C末 端 に 6XHisお よ び MYCタ グ を 有 す る ROR1
を コ ー ド す る 、 CMVに よ り 作 動 す る 発 現 ベ ク タ ー (pcDNA3.1/mycHIS, Invitrogenま た は Tag
5、 GenHunter Corporation, Nashville TN)な ど の 市 販 の 発 現 ベ ク タ ー が ト ラ ン ス フ ェ ク
ト さ れ た 細 胞 (MCF-7細 胞 な ど )で ROR1を 首 尾 良 く 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 Tag5ベ ク タ ー
は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 に お け る 分 泌 性 ROR1タ ン パ ク 質 の 産 生 を 容 易 に す る た め に 用 い
得 る IgGK分 泌 シ グ ナ ル を 付 与 す る 。 培 地 中 の 分 泌 性 HISタ グ 付 加 ROR1は 、 ニ ッ ケ ル カ ラ ム
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を 用 い 、 標 準 的 な 技 法 を 用 い て 精 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 発 明 の ROR1を 、 ROR1が 別 の 異 種 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 と 融 合 し た も の を 含
む キ メ ラ 分 子 が 生 じ る よ う な 様 式 で 改 変 す る こ と も で き る 。 1つ の 態 様 に お い て 、 こ の よ
う な キ メ ラ 分 子 は 、 ROR1と 、 固 定 化 さ れ た ニ ッ ケ ル が 選 択 的 に 結 合 し 得 る エ ピ ト ー プ を 付
与 す る ポ リ ヒ ス チ ジ ン エ ピ ト ー プ タ グ と の 融 合 物 を 含 む 。 エ ピ ト ー プ タ グ は 一 般 に 、 ROR1
の ア ミ ノ 末 端 ま た は カ ル ボ キ シ ル 末 端 に 配 置 さ れ る 。 1つ の 代 替 的 な 態 様 に お い て 、 キ メ
ラ 分 子 は 、 ROR1と 免 疫 グ ロ ブ リ ン ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 特 定 の 領 域 と の 融 合 物 を 含 む 。
二 価 型 の キ メ ラ 分 子 (「 イ ム ノ ア ド ヘ シ ン 」 と も 呼 ば れ る )に 関 し て は 、 こ の よ う な 融 合 物
は IgG分 子 の Fc領 域 に 対 す る も の で あ り 得 る 。 Ig融 合 物 に は 、 好 ま し く は 、 Ig分 子 内 部 の
少 な く と も 1つ の 可 変 領 域 の 代 わ り に 可 溶 性 (膜 貫 通 ド メ イ ン が 除 去 ま た は 不 活 性 化 さ れ た
)型 の ROR1ポ リ ペ プ チ ド が あ る 置 換 を 含 む 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 融 合 物
は 、 IgG1分 子 の ヒ ン ジ 、 CH2お よ び CH3、 ま た は ヒ ン ジ 、 CH1、 CH2お よ び CH3領 域 を 含 む 。
免 疫 グ ロ ブ リ ン 融 合 物 の 作 製 に 関 し て は 、 1995年 6月 27日 に 発 行 さ れ た 米 国 特 許 第 5,428,1
30号 も 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 の い く つ か の 態 様 に お い て 、 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 ROR1の Ig様 C2型 ド メ イ ン (SEQ I
D NO： 2の Q73-V139)の み を 含 む 。 本 発 明 の い く つ か の 態 様 に お い て 、 融 合 タ ン パ ク 質 は RO
R1の frizzledド メ イ ン (SEQ ID NO： 2の E165-I299)の み を 含 む 。 本 発 明 の い く つ か の 態 様
に お い て 、 融 合 タ ン パ ク 質 は ROR1の kringleド メ イ ン (SEQ ID NO： 2の K312-C391)の み を 含
む 。 本 発 明 の ま た 別 の 態 様 に お い て 、 融 合 タ ン パ ク 質 は こ れ ら の ROR1ド メ イ ン の 2つ 、 ま
た は 代 替 的 に は 3つ を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ０ 】

　 「 抗 体 」 と い う 用 語 は 、 最 も 広 い 意 味 で 用 い ら れ 、 特 に 単 独 の 抗 ROR1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 (ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト お よ び 中 和 抗 体 を 含 む )お よ び 多 エ ピ ト ー プ 特 異 性 を 有 す
る 抗 ROR1抗 体 組 成 物 を 範 囲 に 含 む 。 本 明 細 書 で 用 い る 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 (mAb)と い
う 用 語 は 、 実 質 的 に 均 一 な 抗 体 の 集 団 か ら 得 ら れ た 抗 体 の こ と を 指 し 、 す な わ ち 、 個 々 の
集 団 を 構 成 す る 抗 体 は 、 微 量 に 存 在 す る 可 能 性 の あ る 天 然 の 変 異 を 例 外 と し て 同 一 で あ る
。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 発 明 の も う 1つ の 局 面 は 、 ROR1タ ン パ ク 質 お よ び ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 抗 体 を 提 供
す る 。 最 も 一 般 的 な 抗 体 は 、 ROR1タ ン パ ク 質 と は 特 異 的 に 結 合 す る が 、 ROR1で な い タ ン パ
ク 質 お よ び ポ リ ペ プ チ ド と は 結 合 し な い (ま た は 弱 く し か 結 合 し な い )と 考 え ら れ る 。 特 に
想 定 し て い る 抗 ROR1抗 体 に は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ほ か 、 こ
れ ら の 抗 体 の 抗 原 結 合 ド メ イ ン お よ び /ま た は 1つ も し く は 複 数 の 相 補 性 決 定 領 域 を 含 む 断
片 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 発 明 の ROR1抗 体 は 、 乳 癌 の 診 断 ア ッ セ イ お よ び 予 後 予 測 ア ッ セ イ 、 な ら び に 画 像 化 法
に お い て 特 に 有 用 と 思 わ れ る 。 細 胞 内 で 発 現 さ れ る 抗 体 (例 え ば 、 一 本 鎖 抗 体 )は 、 ROR1の
発 現 が 関 係 し て い る 癌 、 例 え ば 進 行 性 お よ び 転 移 性 の 乳 癌 の 治 療 に お い て 治 療 的 に 有 用 と
思 わ れ る 。 こ の よ う な 抗 体 は 、 乳 癌 な ど の 他 の 型 の 癌 に お い て ROR1も ま た 発 現 ま た は 過 剰
発 現 さ れ る 範 囲 で 、 他 の 癌 の 治 療 、 診 断 お よ び /ま た は 予 後 予 測 に も 有 用 と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 は ま た 、 ROR1お よ び 変 異 型 ROR1タ ン パ ク 質 お よ び ポ リ ペ プ チ ド の 検 出 お よ び 定 量
の た め に 有 用 な さ ま ざ ま な 免 疫 学 的 ア ッ セ イ も 提 供 す る 。 こ の よ う な ア ッ セ イ 系 は 一 般 に
、 ROR1ま た は 変 異 型 ROR1を 認 識 し て そ れ と 結 合 す る こ と が 可 能 な 1つ ま た は 複 数 の ROR1抗
体 を 含 み 、 さ ま ざ ま な 種 類 の ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 、 固 相 酵 素 免 疫 ア ッ セ イ (ELISA)、 酵
素 結 合 免 疫 蛍 光 ア ッ セ イ (ELIFA)な ど を 非 制 限 的 に 含 む 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の さ ま ざ ま な
免 疫 学 的 ア ッ セ イ 形 式 で 行 う こ と が で き る 。 さ ら に 、 標 識 し た ROR1抗 体 を 用 い る 放 射 性 シ
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ン チ グ ラ フ ィ ー 画 像 化 法 を 非 制 限 的 に 含 む 、 ROR1を 発 現 し て い る 乳 癌 お よ び 他 の 癌 を 検 出
し 得 る 免 疫 学 的 画 像 化 法 も 、 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ る 。 こ の よ う な ア ッ セ イ は 、 乳 癌 の よ
う に ROR1を 発 現 す る 癌 の 検 出 、 モ ニ タ リ ン グ お よ び 予 後 予 測 に お い て 臨 床 的 に 有 用 で あ る
と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 ROR1抗 体 を 、 ROR1お よ び 変 異 型 ROR1タ ン パ ク 質 な ら び に ポ リ ペ プ チ ド を 精 製 す る た め 、
な ら び に ROR1相 同 体 お よ び 関 連 分 子 を 単 離 す る た め の 方 法 に 用 い る こ と も で き る 。 例 え ば
、 1つ の 態 様 に お い て 、 ROR1タ ン パ ク 質 を 精 製 す る 方 法 は 、 ROR1抗 体 と ROR1と の 結 合 を 許
容 す る 条 件 下 で 、 固 体 基 質 に 結 合 さ せ た ROR1抗 体 を ROR1を 含 む 溶 解 液 ま た は 他 の 溶 液 と と
も に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 段 階 ； 不 純 物 を 除 去 す る た め に 固 体 基 質 を 洗 浄 す る 段 階 ； お よ び
、 結 合 し た 抗 体 か ら ROR1を 溶 出 さ せ る 段 階 を 含 む 。 本 発 明 の ROR1抗 体 の そ の 他 の 用 途 に は
、 ROR1タ ン パ ク 質 を 模 倣 す る 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 の 作 製 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 抗 体 の 調 製 の た め の 方 法 は さ ま ざ ま な も の が 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ る 。 例 え ば 、 単 離 さ
れ た 形 態 ま た は 免 疫 複 合 体 の 形 態 に あ る ROR1タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド ま た は 断 片 を 用 い て 適
し た 哺 乳 動 物 宿 主 の 免 疫 処 置 を 行 う こ と に よ り 、 抗 体 を 調 製 す る こ と が で き る (Harlow an
d Lane, eds., 1988,「 Antibodies: A Laboratory Manual」 , CSH Press； Harlow, 1989,
「 Antibodies」 , Cold Spring Harbor Press, NY)。 さ ら に 、 ROR1 GST-融 合 タ ン パ ク 質 と
い っ た ROR1の 融 合 タ ン パ ク 質 を 用 い る こ と も で き る 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 図 1の オ ー プ
ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の ア ミ ノ 酸 配 列 の 全 体 ま た は 大 部 分 を 含 む GST融 合 タ ン パ ク 質 を
作 製 し 、 適 切 な 抗 体 を 作 製 す る た め の 免 疫 原 と し て 用 い る こ と が で き る 。 も う 1つ の 態 様
に お い て 、 ROR1ペ プ チ ド を 合 成 し て 免 疫 原 と し て 用 い て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 さ ら に 、 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ る 裸 の DNAの 免 疫 処 置 法 を 、 コ ー ド さ れ る 免 疫 原 に 対 す
る 免 疫 応 答 を 生 じ さ せ る た め に (精 製 さ れ た ROR1タ ン パ ク 質 も し く は ROR1発 現 細 胞 と と も
に 、 ま た は 伴 わ ず に )用 い る こ と も で き る (総 説 に 関 し て は 、 Donnelly et al, 1997, Ann.
 Rev. Immunol. 15:617-648を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 図 1に 示 さ れ た ROR1の ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 抗 体 の 作 製 を 目 的 と し て ROR1タ ン パ ク 質 の 特 定
の 領 域 を 選 択 す る た め に 用 い て も よ い 。 例 え ば 、 ROR1ア ミ ノ 酸 配 列 の 疎 水 性 お よ び 親 水 性
分 析 を 用 い て 、 ROR1構 造 に お け る 親 水 性 領 域 を 同 定 す る こ と が で き る 。 Chou-Fasman、 Gar
nier-Robson、 Kyte-Doolittle、 Eisenberg、 Karplus-Schultzま た は Jameson-Wolf分 析 な
ど の 当 技 術 分 野 で 知 ら れ た 他 の 種 々 の 方 法 を 用 い て 、 免 疫 原 性 構 造 が 認 め ら れ る ROR1タ ン
パ ク 質 の 領 域 の ほ か 、 他 の 領 域 お よ び ド メ イ ン を 容 易 に 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 免 疫 原 と し て 用 い る た め の タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド を 調 製 す る た め 、 お よ び タ ン
パ ク 質 と BSA、 KLHま た は 他 の 担 体 タ ン パ ク 質 な ど の 担 体 と の 免 疫 原 性 結 合 物 を 調 製 す る た
め の 方 法 は 、 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ る 。 あ る 状 況 で は 例 え ば カ ル ボ ジ イ ミ ド 試 薬 を 用 い る
直 接 的 結 合 を 用 い る こ と が で き 、 別 の 状 況 で は Pierce Chemical Co.(Rockford, IL)が 供
給 し て い る も の な ど の 結 合 剤 が 有 効 と 思 わ れ る 。 ROR1免 疫 原 の 投 与 は 一 般 に 、 当 技 術 分 野
で 一 般 に 理 解 さ れ て い る よ う に 、 適 切 な 期 間 に わ た る 注 射 お よ び 適 切 な ア ジ ュ バ ン ト を 用
い て 行 わ れ る 。 免 疫 処 置 の 期 間 中 に は 、 抗 体 形 成 が 十 分 な こ と を 判 定 す る た め に 抗 体 力 価
を 測 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 ROR1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の さ ま ざ ま な 手 段 に よ っ て 作 製 し 得 る 。
例 え ば 、 一 般 に 公 知 で あ る よ う に 、 リ ン パ 球 ま た は 脾 細 胞 の 不 死 化 を も た ら す 、 Kohlerお
よ び Milsteinの 標 準 的 な 方 法 ま た は 変 法 を 用 い て 、 所 望 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 分 泌 す る
不 死 化 細 胞 株 を 調 製 す る こ と が で き る 。 所 望 の 抗 体 を 分 泌 す る 不 死 化 細 胞 株 を 、 ROR1タ ン
パ ク 質 ま た は ROR1断 片 を 抗 原 と す る イ ム ノ ア ッ セ イ に よ っ て ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 所 望 の
抗 体 を 分 泌 す る 適 切 な 不 死 化 細 胞 培 養 物 が 同 定 さ れ た 時 点 で 、 細 胞 を 増 殖 さ せ て イ ン ビ ト
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ロ 培 養 物 ま た は 腹 水 か ら 抗 体 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 抗 体 ま た は 断 片 を 、 組 換 え 手 段 に よ る 現 行 の 技 術 を 用 い て 作 製 す る こ と も で き る 。 ROR1
タ ン パ ク 質 の 所 望 の 領 域 と 特 異 的 に 結 合 す る 領 域 を 、 複 数 の 種 に 由 来 す る キ メ ラ 抗 体 ま た
は CDRグ ラ フ ト 化 抗 体 の 状 況 で 作 製 す る こ と も で き る 。 ヒ ト 化 ま た は ヒ ト ROR1抗 体 を 作 製
す る こ と も で き 、 こ れ ら は 治 療 的 状 況 で 用 い る の に 好 ま し い 。 非 ヒ ト 抗 体 CDRの 1つ ま た は
複 数 を 対 応 す る ヒ ト 抗 体 配 列 に よ っ て 置 き 換 え る こ と に よ っ て 、 マ ウ ス 抗 体 お よ び そ の 他
の 非 ヒ ト 抗 体 を ヒ ト 化 す る た め の 方 法 は 周 知 で あ る (例 え ば 、 Jones et al., 1986, Natur
e 321: 522-525； Riechmann et al., 1988, Nature 332: 323-327； Verhoeyen, 1988, Sc
ience 239: 1534-1536を 参 照 さ れ た い )。 同 じ く 、 Carter et al., 1993, Proc. Natl. Ac
ad. Sci. USA 89: 4285お よ び Sims et al., 1993, J. Immunol. 151: 2296も 参 照 さ れ た
い 。 完 全 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製 の た め の 方 法 に は 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 法 お よ
び ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 法 が 含 ま れ る (総 説 に つ い て は 、 Vaughan et al., 1998, Nature Bi
otechnology 16: 535-539を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 完 全 ヒ ト ROR1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 大 規 模 な ヒ ト Ig遺 伝 子 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ
リ ー を 用 い る ク ロ ー ニ ン グ 技 術 (す な わ ち 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ )を 用 い て 作 製 す る こ と
も で き る (Griffiths and Hoogenboom,「 Building an in vitro immune system: human an
tibodies from phage display libraries」 . Clark, M. ed, 1993,「 Protein Engineerin
g of Antibody Molecules for Prophylactic and Therapeutic Applications in Man」 中
, Nottingham Academic, pp 45-64； Burton and Barbas, 「 Human Antibodies from comb
inatorial libraries」 , 同 上 、 pp 65-82)。 ま た 、 1997年 12月 3日 に 公 開 さ れ た Kucherlap
atiお よ び Jakobovitsら の PCT特 許 出 願 WO98/24893号 に 記 載 さ れ た よ う に 、 完 全 ヒ ト ROR1モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 座 を 含 む よ う に 操 作 さ れ た ト ラ ン ス ジ ェ
ニ ッ ク マ ウ ス を 用 い て 産 生 さ せ る こ と も で き る (同 じ く 、 Jakobovits, 1998、 Exp. Opin. 
Invest. Drugs 7(4):607-614も 参 照 さ れ た い )。 こ の 方 法 で は 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 技
術 で は 必 要 な イ ン ビ ト ロ 操 作 が 必 要 な く 、 信 頼 性 の あ る 高 親 和 性 ヒ ト 抗 体 を 効 率 的 に 産 生
さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 ROR1抗 体 の ROR1タ ン パ ク 質 と の 反 応 性 は 、 ROR1タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 ROR1発 現 細 胞 ま
た は そ の 抽 出 物 を 適 宜 用 い る 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 、 免 疫 沈 降 、 ELISAお よ び FACS分 析
を 含 む 、 周 知 の 数 多 く の 手 段 に よ っ て 確 認 し 得 る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 本 発 明 の ROR1抗 体 ま た は そ の 断 片 を 、 検 出 マ ー カ ー に よ っ て 標 識 す る こ と 、 ま た は 第 2
の 分 子 と 結 合 さ せ る こ と も で き る 。 適 し た 検 出 マ ー カ ー に は 、 放 射 性 同 位 体 、 蛍 光 性 化 合
物 、 生 物 発 光 化 合 物 、 化 学 発 光 化 合 物 、 金 属 キ レ ー ト 剤 ま た は 酵 素 が 非 制 限 的 に 含 ま れ る
。 ROR1抗 体 と 結 合 さ せ る た め の 第 2の 分 子 は 、 意 図 す る 用 途 に 応 じ て 選 択 す る こ と が で き
る 。 例 え ば 、 治 療 用 途 の 場 合 、 第 2の 分 子 は 毒 素 ま た は 治 療 薬 で あ り 得 る 。 さ ら に 、 2つ ま
た は そ れ 以 上 の ROR1エ ピ ト ー プ に 対 し て 特 異 的 な 二 重 特 異 性 抗 体 を 、 当 技 術 分 野 で 一 般 的
に 公 知 の 方 法 を 用 い て 作 製 す る こ と も で き る 。 ホ モ 二 量 体 性 抗 体 を 当 技 術 分 野 で 公 知 の 架
橋 法 に よ っ て 作 製 す る こ と も で き る (例 え ば 、 Wolff et al., Cancer Res. 53: 2560-2565
)。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 本 発 明 の 1つ の 例 示 的 な 態 様 は 、 図 1に 示 さ れ た ROR1ポ リ ペ プ チ ド 配 列 (SEQ ID NO： 2)と
特 異 的 に 結 合 す る 単 離 さ れ た 抗 体 で あ る 。 任 意 で 、 こ の 単 離 さ れ た 抗 体 は 、 ROR1の 細 胞 外
領 域 (SEQ ID NO： 2の M1-V406)と 特 異 的 に 結 合 す る 。 本 発 明 の い く つ か の 特 定 の 態 様 に お
い て 、 単 離 さ れ た 抗 体 は 、 ROR1の Ig様 C2型 ド メ イ ン (SEQ ID NO： 2の Q73-V139)と 特 異 的 に
結 合 す る 。 本 発 明 の ま た 別 の 態 様 に お い て 、 単 離 さ れ た 抗 体 は 、 ROR1の frizzledド メ イ ン
(SEQ ID NO： 2の E165-I299)と 特 異 的 に 結 合 す る 。 本 発 明 の ま た 別 の 態 様 に お い て 、 単 離
さ れ た 抗 体 は 、 ROR1の kringleド メ イ ン (SEQ ID NO： 2の K312-C391)と 特 異 的 に 結 合 す る 。

10

20

30

40

50

(18) JP 2007-532111 A 2007.11.15



【 ０ ０ ７ ５ 】
　 本 発 明 の も う 1つ の 態 様 は 、 細 胞 毒 性 部 分 と こ れ ら の 抗 体 の 1つ と の 結 合 物 で あ る イ ム ノ
ト キ シ ン で あ る 。 任 意 で 、 抗 体 は 、 ROR1と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 原 結 合 領 域 を 含 む 抗 体 断 片
(例 え ば 、 Fab断 片 )で あ る 。 典 型 的 に は 、 こ れ ら の 抗 体 の 1つ ま た は 複 数 は 、 ROR1を ダ ウ ン
レ ギ ュ レ ー ト す る 、 お よ び /ま た は 抗 体 の 有 効 量 が 投 与 さ れ た 患 者 に お い て 補 体 を 活 性 化
し 得 る 、 お よ び /ま た は 抗 体 の 有 効 量 が 投 与 さ れ た 患 者 に お い て 抗 体 依 存 性 細 胞 傷 害 を 媒
介 し 得 る と 考 え ら れ る 。 本 発 明 の い く つ か の 特 定 の 態 様 に お い て 、 こ れ ら の 抗 体 の 1つ ま
た は 複 数 は 、 抗 体 の 有 効 量 が 投 与 さ れ た 患 者 に お い て 腫 瘍 量 を な く す 、 お よ び /ま た は 減
少 さ せ る 。 本 発 明 の い く つ か の 特 定 の 態 様 に お い て 、 腫 瘍 細 胞 は BRCA1お よ び /ま た は 基 底
状 サ ブ タ イ プ の ヒ ト 乳 癌 で あ る 。 本 発 明 の も う 1つ の 関 連 し た 態 様 は 、 ROR1と 特 異 的 に 結
合 す る こ れ ら の 抗 体 の 1つ を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ で あ る 。 本 発 明 の も う 1つ の 関 連 し た
態 様 は 、 ROR1と 特 異 的 に 結 合 す る こ れ ら の 抗 体 の 1つ 、 お よ び 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 を
含 む 組 成 物 で あ る 。 本 発 明 の さ ら に も う 1つ の 態 様 は 、 細 胞 を こ れ ら の 抗 体 の 1つ に 曝 露 さ
せ る 段 階 、 お よ び 続 い て 抗 体 と 細 胞 と の 結 合 の 程 度 を 判 定 す る 段 階 を 含 む 、 腫 瘍 (例 え ば
、 乳 癌 )を 検 出 す る た め の ア ッ セ イ で あ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 本 発 明 の 1つ の 関 連 し た 態 様 は 、 ROR1の 細 胞 外 ド メ イ ン と 特 異 的 に 結 合 し 、 抗 体 の 有 効
量 を 投 与 さ れ た 患 者 に お け る ROR1を 過 剰 発 現 す る 腫 瘍 細 胞 の 増 殖 を 抑 制 す る 抗 体 で あ る 。
本 発 明 の い く つ か の 特 定 の 態 様 に お い て 、 腫 瘍 細 胞 は BRCA1お よ び /ま た は 基 底 状 サ ブ タ イ
プ の ヒ ト 乳 癌 で あ る 。 任 意 で 、 抗 体 は マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 典 型 的 に は 、 抗
体 は 、 ROR1を ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト す る 、 お よ び /ま た は 抗 体 の 有 効 量 が 投 与 さ れ た 患 者 に
お い て 補 体 を 活 性 化 し 得 る 、 お よ び /ま た は 患 者 に お け る 抗 体 依 存 性 細 胞 傷 害 を 媒 介 し 得
る と 考 え ら れ る 。 本 発 明 の 1つ の 関 連 し た 態 様 は 、 細 胞 毒 性 部 分 と こ の 抗 体 と の 結 合 物 で
あ る イ ム ノ ト キ シ ン で あ る 。 本 発 明 の も う 1つ の 関 連 し た 態 様 は 、 こ の 抗 体 を 産 生 す る ハ
イ ブ リ ド ー マ で あ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 本 発 明 の も う 1つ の 態 様 は 、 ROR1と 特 異 的 に 結 合 し 、 約 0.5、 1、 5、 10ま た は 30μ g/mlの
抗 体 濃 度 で 、 細 胞 培 養 下 に あ る HCC1187、 Cal51、 MB468、 MDA-MB-231、 HCC1395、 HS578T、
HCC70、 HCC1143、 HCC1937、 HCC2157、 MDA-MB-436、 BT-20、 184A1、 MB157、 MCF12A、 184B5
ま た は Colo824腫 瘍 細 胞 (例 え ば 、 図 5を 参 照 さ れ た い )の 増 殖 を 20％ 以 上 抑 制 す る 抗 体 で あ
る 。 典 型 的 に は 、 こ れ ら の 腫 瘍 細 胞 は 10％ ウ シ 胎 仔 血 清 を 含 む 培 地 中 で 培 養 さ れ 、 増 殖 抑
制 は 抗 体 に 対 す る 腫 瘍 細 胞 の 曝 露 か ら 約 6日 後 に 判 定 さ れ る 。 典 型 的 に は 、 こ の 抗 体 は モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 任 意 で 、 こ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は ROR1の 細 胞 外 領 域 (SEQ ID 
NO： 2の M1-V406ま た は Q30-V406)と 結 合 す る 。 本 発 明 の い く つ か の 特 定 の 態 様 に お い て 、
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は ROR1の Ig様 C2型 ド メ イ ン (SEQ ID NO： 2の Q73-V139)と 結 合 す る 。 本
発 明 の ま た 別 の 態 様 に お い て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は ROR1の frizzledド メ イ ン (SEQ ID NO
： 2の E165-1299)と 結 合 す る 。 本 発 明 の ま た 別 の 態 様 に お い て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は ROR
1の kringleド メ イ ン (SEQ ID NO： 2の K312-C391)と 結 合 す る 。 本 発 明 の い く つ か の 態 様 に
お い て 、 こ の 抗 体 は 、 こ の ポ リ ペ プ チ ド を 過 剰 発 現 す る 腫 瘍 細 胞 上 の ROR1を ダ ウ ン レ ギ ュ
レ ー ト し 、 こ の 抗 体 の 治 療 的 有 効 量 を 投 与 さ れ た 患 者 に お け る 腫 瘍 細 胞 の 増 殖 を 抑 制 す る
。 本 発 明 の い く つ か の 特 定 の 態 様 に お い て 、 腫 瘍 細 胞 は BRCA1お よ び /ま た は 基 底 状 サ ブ タ
イ プ の ヒ ト 乳 癌 で あ る 。 典 型 的 に は 、 抗 体 は 患 者 に お い て 補 体 を 活 性 化 し 得 る 、 お よ び /
ま た は 患 者 に お い て 抗 体 依 存 性 細 胞 傷 害 を 媒 介 し 得 る 。 本 発 明 の 1つ の 関 連 し た 態 様 は 、
細 胞 毒 性 部 分 と こ の 抗 体 と の 結 合 物 で あ る イ ム ノ ト キ シ ン で あ る 。 本 発 明 の も う 1つ の 関
連 し た 態 様 は 、 こ の 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ で あ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 本 発 明 の さ ら に も う 1つ の 態 様 は 、 ROR1を 過 剰 発 現 す る 腫 瘍 細 胞 の 増 殖 を 抑 制 す る 方 法
で あ っ て 、 ROR1の 細 胞 外 ド メ イ ン と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 、 患 者 に お け る 腫 瘍 細 胞 の 増
殖 を 抑 制 す る の に 有 効 な 量 と し て 患 者 に 投 与 す る 段 階 を 含 む 方 法 で あ る 。 本 発 明 の い く つ
か の 特 定 の 態 様 に お い て 、 腫 瘍 細 胞 は BRCA1お よ び /ま た は 基 底 状 サ ブ タ イ プ の ヒ ト 乳 癌 で
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あ る 。 典 型 的 に は 、 抗 体 は 患 者 に お い て 補 体 を 活 性 化 し 得 る 、 お よ び /ま た は 患 者 に お い
て 抗 体 依 存 性 細 胞 傷 害 を 媒 介 し 得 る 。 本 発 明 の 1つ の 関 連 し た 態 様 は 、 細 胞 毒 性 部 分 と こ
の 抗 体 と の 結 合 物 で あ る イ ム ノ ト キ シ ン で あ る 。 本 発 明 の も う 1つ の 関 連 し た 態 様 は 、 こ
の 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ で あ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 本 発 明 の さ ら に も う 1つ の 態 様 は 、 ROR1を 過 剰 発 現 す る 腫 瘍 細 胞 の 増 殖 を 抑 制 す る 方 法
で あ っ て 、 ROR1の 細 胞 外 ド メ イ ン 特 異 的 に 結 合 す る 抗 原 結 合 領 域 を 含 む 抗 体 を 、 患 者 に お
け る 腫 瘍 細 胞 の 増 殖 を 抑 制 す る の に 有 効 な 量 と し て 患 者 に 投 与 す る 段 階 を 含 み 、 抗 体 が 細
胞 毒 性 部 分 と 結 合 し て い な い よ う な 方 法 で あ る 。 本 発 明 の い く つ か の 特 定 の 態 様 に お い て
、 腫 瘍 細 胞 は BRCA1お よ び /ま た は 基 底 状 サ ブ タ イ プ の ヒ ト 乳 癌 で あ る 。 本 発 明 の 1つ の 関
連 し た 態 様 は 、 ROR1を 過 剰 発 現 す る 癌 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 ROR1の 細 胞 外 ド メ イ ン と
特 異 的 に 結 合 す る 抗 原 結 合 領 域 を 含 む 抗 体 を 、 患 者 の 腫 瘍 量 を な く す ま た は 減 少 さ せ る の
に 有 効 な 量 と し て 患 者 に 投 与 す る 段 階 を 含 み 、 抗 体 が 細 胞 毒 性 部 分 と 結 合 し て い な い 方 法
で あ る 。 任 意 で 、 患 者 は 乳 癌 を 有 す る 。 本 発 明 の さ ら に も う 1つ の 態 様 は 、 癌 を 治 療 す る
方 法 で あ っ て 、 HER2遺 伝 子 の 過 剰 発 現 お よ び /ま た は ROR1の 過 剰 発 現 を 特 徴 と す る 癌 の 患
者 を 特 定 す る 段 階 、 お よ び こ の よ う に し て 特 定 さ れ た 患 者 に 、 ROR1の 細 胞 外 ド メ イ ン と 特
異 的 に 結 合 す る 抗 原 結 合 領 域 を 含 む 抗 体 を 、 患 者 の 癌 の 増 殖 を 抑 制 す る の に 有 効 な 量 と し
て 投 与 す る 段 階 を 含 む 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 本 発 明 の も う 1つ の 態 様 は 、 ROR1を 過 剰 発 現 す る 癌 を 有 す る 患 者 を 治 療 す る 方 法 で あ っ
て 、 ROR1の 細 胞 外 ド メ イ ン と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 、 患 者 の 腫 瘍 量 を な く す ま た は 減 少
さ せ る の に 有 効 な 量 と し て 患 者 に 投 与 す る 段 階 を 含 む 方 法 で あ る 。 本 発 明 の い く つ か の 特
定 の 態 様 に お い て 、 腫 瘍 細 胞 は BRCA1お よ び /ま た は 基 底 状 サ ブ タ イ プ の ヒ ト 乳 癌 で あ る 。
典 型 的 に は 、 こ の 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 本 発 明 の い く つ か の 態 様 に お い て 、
こ の 抗 体 は こ の ポ リ ペ プ チ ド を 過 剰 発 現 す る 腫 瘍 細 胞 上 の ROR1を ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト し 、
こ の 抗 体 の 治 療 的 有 効 量 を 投 与 さ れ た 患 者 に お け る 腫 瘍 細 胞 の 増 殖 を 抑 制 す る 。 典 型 的 に
は 、 抗 体 は 患 者 に お い て 補 体 を 活 性 化 し 得 る 、 お よ び /ま た は 患 者 に お い て 抗 体 依 存 性 細
胞 傷 害 を 媒 介 し 得 る 。 本 発 明 の 1つ の 関 連 し た 態 様 は 、 細 胞 毒 性 部 分 と こ の 抗 体 と の 結 合
物 で あ る イ ム ノ ト キ シ ン で あ る 。 本 発 明 の も う 1つ の 関 連 し た 態 様 は 、 こ の 抗 体 を 産 生 す
る ハ イ ブ リ ド ー マ で あ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 発 明 の ま た 別 の 関 連 し た 態 様 は 、 乳 癌 を 含 む 病 的 状 態 の 治 療 の た め の 医 薬 品 の 調 製 の
た め の 方 法 で あ っ て 、 病 的 状 態 を 有 す る 哺 乳 動 物 に 対 す る 投 与 の た め の 抗 ROR1抗 体 組 成 物
を 調 製 す る こ と に よ る 方 法 で あ る 。 1つ の 関 連 し た 方 法 は 、 乳 癌 の 治 療 の た め の 医 薬 品 の
調 製 に お け る 抗 ROR1抗 体 の 有 効 量 の 使 用 で あ る 。 も う 1つ の 関 連 し た 方 法 は 、 基 底 状 乳 癌
の 治 療 の た め の 医 薬 品 の 調 製 に お け る 抗 ROR1抗 体 の 有 効 量 の 使 用 で あ る 。 1つ の 関 連 し た
方 法 は 、 BRCA1乳 癌 の 治 療 の た め の 医 薬 品 の 調 製 に お け る 抗 ROR1抗 体 の 有 効 量 の 使 用 で あ
る 。 さ ら に も う 1つ の 関 連 し た 態 様 は 、 患 者 に お け る ROR1の 作 用 を 阻 害 す る た め の 医 薬 品
の 製 造 に お け る 抗 ROR1抗 体 の 使 用 で あ る 。 こ の よ う な 方 法 は 、 典 型 的 に は 、 イ ン ビ ボ で RO
R1シ グ ナ ル 伝 達 を 阻 害 す る の に 十 分 な 量 の 抗 ROR1抗 体 、 お よ び 適 切 な 量 の 生 理 学 的 に 許 容
さ れ る 担 体 を 含 め る 段 階 を 含 む 。 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ る よ う に 、 任 意 で 、 他 の 作 用 因 子
を こ れ ら の 調 製 物 に 含 め る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】

　 ROR1ま た は そ の 改 変 型 を コ ー ド す る 核 酸 を 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 ま た は 「 ノ ッ ク ア
ウ ト 」 動 物 を 作 製 す る た め に 用 い る こ と も で き 、 こ れ ら は 以 後 、 治 療 的 に 有 用 な 試 薬 の 開
発 お よ び ス ク リ ー ニ ン グ に 有 用 で あ る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 (例 え ば 、 マ ウ ス ま た は
ラ ッ ト )と は 、 導 入 遺 伝 子 が 出 生 前 、 例 え ば 胚 形 成 期 に あ る 動 物 ま た は 動 物 の 先 祖 に 導 入
さ れ て い る 、 導 入 遺 伝 子 を 含 む 細 胞 を 有 す る 動 物 の こ と で あ る 。 導 入 遺 伝 子 と は 、 ト ラ ン
ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 が 発 生 す る 元 と な る 細 胞 の ゲ ノ ム 中 に 組 み 込 ま れ た DNAの こ と で あ る 。 1
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つ の 態 様 に お い て 、 ROR1を コ ー ド す る cDNAを 確 立 さ れ た 技 法 に 従 っ て 用 い て 、 ROR1を コ ー
ド す る ゲ ノ ム DNAを ク ロ ー ニ ン グ し 、 そ れ ら の ゲ ノ ム 配 列 を 、 ROR1を コ ー ド す る DNAを 発 現
す る 細 胞 を 含 む ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 作 製 の た め に 用 い る こ と が で き る 。 ト ラ ン ス ジ
ェ ニ ッ ク 動 物 、 特 に マ ウ ス ま た は ラ ッ ト な ど の 動 物 を 作 製 す る た め の 方 法 は 、 当 技 術 分 野
で 慣 例 的 と な っ て お り 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 4,736,866号 お よ び 第 4,870,009号 に 記 載 さ れ
て い る 。 典 型 的 に は 、 組 織 特 異 的 エ ン ハ ン サ ー を 用 い て 、 特 定 の 細 胞 が ROR1導 入 遺 伝 子 の
組 み 入 れ の 標 的 と さ れ る 。 胚 形 成 期 に あ る 動 物 の 生 殖 系 列 に 導 入 さ れ た 、 ROR1を コ ー ド す
る 導 入 遺 伝 子 の コ ピ ー を 含 む ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 ROR1を コ ー ド す る DNAの 発 現 増
大 の 影 響 を 調 べ る た め に 用 い る こ と が で き る 。 こ の よ う な 動 物 は 、 例 え ば 、 そ の 過 剰 発 現
と 関 連 性 の あ る 病 的 状 態 に 対 す る 防 御 を 付 与 す る と 考 え ら れ る 試 薬 に 関 す る 試 験 用 動 物 と
し て 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 の こ の 面 に よ れ ば 、 動 物 に 試 薬 を 投 与 し 、 病 的 状 態 の 発
生 率 が 、 導 入 遺 伝 子 を 有 す る 非 投 与 動 物 と 比 べ て 低 い こ と に よ り 、 病 的 状 態 に 対 す る 治 療
介 入 に 見 込 み が あ る こ と が 示 さ れ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 ま た は 、 ROR1の 非 ヒ ト 相 同 体 を 、 ROR1を コ ー ド す る 内 因 性 遺 伝 子 と 、 動 物 の 胚 細 胞 に 導
入 さ れ た ROR1を コ ー ド す る 改 変 ゲ ノ ム DNAと の 間 で の 相 同 組 換 え の 結 果 と し て 、 ROR1を コ
ー ド す る 欠 陥 遺 伝 子 ま た は 改 変 遺 伝 子 を 有 す る ROR1「 ノ ッ ク ア ウ ト 」 動 物 を 構 築 す る た め
に 用 い る こ と も で き る 。 例 え ば 、 ROR1を コ ー ド す る cDNAを 、 確 立 さ れ た 技 法 に 従 っ て 、 RO
R1を コ ー ド す る ゲ ノ ム DNAの ク ロ ー ニ ン グ の た め に 用 い る こ と が で き る 。 ROR1を コ ー ド す
る ゲ ノ ム DNAの 一 部 分 を 除 去 す る か 、 組 込 み を モ ニ タ ー す る た め に 用 い 得 る 選 択 マ ー カ ー
を コ ー ド す る 遺 伝 子 な ど の 別 の 遺 伝 子 に よ っ て 置 換 す る こ と が で き る 。 典 型 的 に は 、 数 キ
ロ ベ ー ス の 非 改 変 隣 接 DNA(5'末 端 お よ び 3'末 端 の 両 方 )を ベ ク タ ー に 含 め る (相 同 組 換 え ベ
ク タ ー の 説 明 に 関 し て は 、 例 え ば 、 Thomas and Capecchi, 1987, Cell 51:503を 参 照 さ れ
た い )。 ベ ク タ ー を 胚 幹 細 胞 系 に 導 入 し (例 え ば 、 電 気 穿 孔 法 に よ り )、 導 入 DNAが 内 因 性 DN
Aと 相 同 的 に 組 み 換 え ら れ た 細 胞 を 選 択 す る (例 え ば 、 Li et al., 1992, Cell 69:915を 参
照 さ れ た い )。 続 い て 、 選 択 し た 細 胞 を 動 物 (例 え ば 、 マ ウ ス ま た は ラ ッ ト )の 胚 盤 胞 に 注
入 し て 、 凝 集 キ メ ラ を 形 成 さ せ る (例 え ば 、 Robertson, ed., 1987,「 Teratocarcinomas a
nd Embryonic Stem Cells: A Practical Approach」 (IRL, Oxford)中 の 、 Bradley, pp.11
3-152を 参 照 さ れ た い )。 続 い て 、 キ メ ラ 胚 を 適 し た 偽 妊 娠 代 理 母 動 物 に 移 植 し 、 胚 を 出 産
す る ま で 育 て て 「 ノ ッ ク ア ウ ト 」 動 物 を 作 出 す る 。 生 殖 細 胞 に 相 同 組 換 え DNAを 有 す る 子
孫 は 標 準 的 な 技 法 に よ っ て 同 定 す る こ と が で き 、 動 物 の す べ て の 細 胞 が 相 同 組 換 え DNAを
含 ん で い る 動 物 を 交 配 に よ っ て 作 り 出 す こ と が で き る 。 ノ ッ ク ア ウ ト 動 物 を 例 え ば 、 特 定
の 病 的 状 態 に 対 す る 防 御 能 、 お よ び ROR1ポ リ ペ プ チ ド の 欠 如 に 起 因 す る 病 的 状 態 の 発 生 に
関 し て 調 べ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】

　 本 発 明 の も う 1つ の 局 面 は 、 ROR1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ROR1タ ン パ ク 質 お よ び そ れ ら
の 変 異 体 を 検 出 す る た め の 方 法 、 な ら び に ROR1を 発 現 す る 細 胞 を 同 定 す る た め の 方 法 に 関
す る 。 ROR1の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル は 、 こ れ を 乳 癌 お よ び 乳 癌 サ ブ タ イ プ の 見 込 み の あ る 診 断
マ ー カ ー と さ せ て い る 。 こ の 文 脈 に お い て 、 ROR1遺 伝 子 産 物 の 状 態 は 、 進 行 期 疾 患 に 対 す
る 感 受 性 、 進 行 の 速 度 、 お よ び /ま た は 腫 瘍 の 悪 性 度 を 含 む 、 さ ま ざ ま な 因 子 を 予 測 す る
た め に 有 用 な 情 報 を 与 え る 可 能 性 が あ る 。 以 下 に 詳 細 に 考 察 す る よ う に 、 患 者 試 料 に お け
る ROR1遺 伝 子 産 物 の 状 態 は 、 免 疫 組 織 化 学 分 析 、 種 々 の ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 法 (イ ン サ イ チ
ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 含 む )、 RT-PCR分 析 (例 え ば レ ー ザ ー マ イ ク ロ ダ イ セ ク シ ョ
ン を 行 っ た 試 料 に 対 し て )、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 お よ び 組 織 ア レ イ 分 析 を 含 む 、 当 技
術 分 野 で 周 知 の さ ま ざ ま な プ ロ ト コ ー ル に よ っ て 分 析 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 よ り 詳 細 に は 、 本 発 明 は 、 乳 癌 生 検 試 料 な ど の 生 物 試 料 に お け る ROR1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
の 検 出 の た め の ア ッ セ イ を 提 供 す る 。 検 出 可 能 な ROR1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に は 、 例 え ば 、 RO
R1遺 伝 子 ま た は そ の 断 片 、 ROR1 mRNA、 選 択 的 ス プ ラ イ ス 変 異 体 ROR1 mRNA、 お よ び ROR1ポ
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リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 組 換 え DNAま た は RNA分 子 が 含 ま れ る 。 ROR1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 増 幅
お よ び /ま た は そ の 存 在 の 検 出 を 行 う た め の 数 多 く の 方 法 が 当 技 術 分 野 で は 周 知 で あ り 、
本 発 明 の こ の 局 面 の 実 施 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 1つ の 態 様 に お い て 、 生 物 試 料 中 の ROR1 mRNAを 検 出 す る た め の 方 法 は 、 少 な く と も 1つ
の プ ラ イ マ ー を 用 い る 逆 転 写 に よ っ て 試 料 か ら cDNAを 作 製 す る 段 階 、 そ の よ う に し て 作 製
し た cDNAを そ の 中 の ROR1 cDNAを 増 幅 す る た め に ROR1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を セ ン ス お よ び ア
ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー と し て 用 い て 増 幅 す る 段 階 、 な ら び に 増 幅 さ れ た ROR1 cDNAの 存 在
を 検 出 す る 段 階 を 含 む 。 任 意 で 、 増 幅 さ れ た ROR1 cDNAの 配 列 を 決 定 す る こ と も で き る 。
も う 1つ の 態 様 に お い て 、 生 物 試 料 中 の ROR1遺 伝 子 を 検 出 す る た め の 方 法 は 、 ま ず 試 料 か
ら ゲ ノ ム DNAを 単 離 す る 段 階 、 単 離 さ れ た ゲ ノ ム DNAを そ の 中 の ROR1遺 伝 子 を 増 幅 す る た め
に ROR1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を セ ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー と し て 用 い て 増 幅 す る 段
階 、 な ら び に 増 幅 さ れ た ROR1遺 伝 子 の 存 在 を 検 出 す る 段 階 を 含 む 。 ROR1に 関 し て 提 示 さ れ
た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (図 1)か ら 、 任 意 の 数 の 適 し た セ ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス プ ロ ー ブ の
組 み 合 わ せ を 設 計 し 、 こ の 目 的 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 乳 癌 細 胞 標 本 な ど の 他 の 生 物 試 料 の 組 織 中 の ROR1タ ン パ ク 質 の 存 在 を
検 出 す る た め の ア ッ セ イ も 提 供 す る 。 ROR1タ ン パ ク 質 を 検 出 す る た め の 方 法 も 周 知 で あ り
、 こ れ に は 例 え ば 、 免 疫 沈 降 法 、 免 疫 組 織 化 学 分 析 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 、 分 子 結 合
ア ッ セ イ 、 ELISA、 ELIFAな ど が 含 ま れ る 。 例 え ば 、 1つ の 態 様 に お い て 、 生 物 組 織 中 の ROR
1タ ン パ ク 質 の 存 在 を 検 出 す る た め の 方 法 は 、 試 料 を ま ず ROR1抗 体 、 そ の ROR1反 応 性 断 片
ま た は ROR1抗 体 の 抗 原 結 合 領 域 を 含 む 組 換 え タ ン パ ク 質 と 接 触 さ せ る 段 階 、 お よ び 次 に そ
れ に 対 す る 試 料 中 の ROR1タ ン パ ク 質 の 結 合 を 検 出 す る 段 階 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 本 発 明 の い く つ か の 態 様 に お い て 、 試 料 中 の ROR1タ ン パ ク 質 の 発 現 は 免 疫 組 織 化 学 染 色
プ ロ ト コ ー ル に よ っ て 検 査 さ れ る 。 組 織 切 片 の 免 疫 組 織 化 学 染 色 は 、 異 種 混 交 的 な 組 織 に
お け る タ ン パ ク 質 の 変 化 を 評 価 す る た め の 信 頼 性 の あ る 方 法 で あ る こ と が 示 さ れ て い る 。
免 疫 組 織 化 学 (IHC)法 は プ ロ ー ブ に 対 す る 抗 体 を 利 用 し 、 一 般 的 に は 発 色 法 ま た は 蛍 光 法
に よ っ て 細 胞 抗 原 を イ ン サ イ チ ュ ー で 描 出 す る 。 こ の 技 法 は 、 解 離 に よ る 望 ま し く な い 影
響 を 回 避 し 、 形 態 学 の 文 脈 に よ る 個 々 の 細 胞 の 評 価 を 可 能 に す る 点 で 優 れ て い る 。 さ ら に
、 標 的 タ ン パ ク 質 は 凍 結 工 程 に よ っ て 変 化 し な い 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 試 料 中 の ROR1タ ン パ ク 質 の 発 現 を 検 査 す る い く つ か の 特 定 の プ ロ ト コ ー ル は 、 典 型 的 に
は 、 組 織 試 料 の 調 製 に 続 い て 免 疫 組 織 化 学 を 行 う こ と を 含 む 。 例 示 的 な プ ロ ト コ ー ル を 以
下 に 提 示 す る 。 試 料 調 製 の た め に は 、 対 象 か ら の 任 意 の 組 織 試 料 を 用 い て よ い 。 用 い 得 る
組 織 試 料 の 例 に は 、 乳 房 組 織 が 非 制 限 的 に 含 ま れ る 。 組 織 試 料 は 、 外 科 的 摘 出 、 吸 引 ま た
は 生 検 を 非 制 限 的 に 含 む 、 さ ま ざ ま な 手 順 に よ っ て 入 手 可 能 で あ る 。 組 織 は 新 鮮 な ま ま で
も よ く 、 凍 結 さ れ て い て も よ い 。 1つ の 態 様 で は 、 組 織 試 料 を 固 定 し 、 パ ラ フ ィ ン な ど の
中 に 包 埋 す る 。 組 織 試 料 は 従 来 の 方 法 に よ っ て 固 定 (す な わ ち 、 保 存 )す る こ と が で き る (
例 え ば 、 「 Manual of Histological Staining Method of the Armed Forces Institute o
f Pathology」 , 3rd edition (1960) Lee G. Luna, HT (ASCP) Editor, The Blakston Di
vision McGraw-Hill Book Company, New York； 「 The Armed Forces Institute of Patho
logy Advanced Laboratory Methods in Histology and Pathology」 (1994) Ulreka V. Mi
kel, Editor, Armed Forces Institute of Pathology, American Registry of Pathology
, Washington, D.C.を 参 照 さ れ た い )。 当 業 者 は 、 固 定 剤 の 選 択 が 、 組 織 学 的 に 染 色 す る
か 別 の 様 式 で 分 析 し よ う と す る 組 織 の 目 的 に よ っ て 決 ま る こ と を 理 解 し て い る と 考 え ら れ
る 。 当 業 者 は ま た 、 固 定 の 長 さ が 、 組 織 試 料 の サ イ ズ お よ び 用 い る 固 定 剤 に 依 存 す る こ と
も 理 解 し て い る と 考 え ら れ る 。 例 と し て は 、 中 性 緩 衝 ホ ル マ リ ン 、 ブ ワ ン 液 ま た は パ ラ ホ
ル ム ア ル デ ヒ ド を 、 組 織 試 料 の 固 定 の た め に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
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　 一 般 的 に は 、 ま ず 組 織 試 料 を 固 定 し 、 続 い て 比 率 を 徐 々 に 高 め た ア ル コ ー ル で 脱 水 し 、
浸 透 さ せ た 上 で 、 組 織 試 料 を 切 片 化 し 得 る よ う に パ ラ フ ィ ン ま た は 他 の 切 片 用 媒 質 中 に 包
埋 す る 。 ま た は 、 組 織 を 切 片 化 し 、 得 ら れ た 切 片 を 固 定 し て も よ い 。 一 例 と し て 、 組 織 試
料 を 従 来 の 方 法 に よ っ て 包 埋 し て 加 工 し て も よ い (例 え ば 、 「 Manual of Histological St
aining Method of the Armed Forces Institute of Pathology」 , 前 記 を 参 照 さ れ た い )
。 用 い 得 る パ ラ フ ィ ン の 例 に は 、 Paraplast、 Broloidお よ び Tissuemayが 非 制 限 的 に 含 ま
れ 得 る 。 ひ と た び 組 織 試 料 を 包 埋 す れ ば 、 ミ ク ロ ト ー ム な ど を 用 い て 試 料 を 切 片 化 す る こ
と が で き る (例 え ば 、 「 Manual of Histological Staining Method of the Armed Forces 
Institute of Pathology」 , 前 記 を 参 照 さ れ た い )。 こ の 目 的 に 関 す る 一 例 と し て 、 切 片
の 厚 さ は 約 3ミ ク ロ ン か ら 約 5ミ ク ロ ン ま で の 範 囲 で あ っ て よ い 。 ひ と た び 切 片 化 す れ ば 、
い く つ か の 標 準 的 な 方 法 に よ っ て 切 片 を ス ラ イ ド に 接 着 さ せ る こ と が で き る 。 ス ラ イ ド 接
着 剤 の 例 に は 、 シ ラ ン 、 ゼ ラ チ ン 、 ポ リ -L-リ ジ ン な ど が 非 制 限 的 に 含 ま れ る 。 一 例 と し
て 、 パ ラ フ ィ ン 包 埋 切 片 を 、 正 に 荷 電 し た ス ラ イ ド お よ び /ま た は ポ リ -L-リ ジ ン を コ ー テ
ィ ン グ し た ス ラ イ ド に 接 着 さ せ て も よ い 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 パ ラ フ ィ ン を 包 埋 材 料 と し て 用 い た 場 合 に は 、 組 織 切 片 を 一 般 に 脱 パ ラ フ ィ ン 処 理 し 、
水 中 で 再 水 和 さ せ る 。 組 織 切 片 は 、 い く つ か の 従 来 の 標 準 的 な 方 法 に よ っ て 脱 パ ラ フ ィ ン
処 理 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 キ シ レ ン お よ び 段 階 的 に 比 率 を 下 げ た ア ル コ ー ル を 用 い
る こ と が で き る (例 え ば 、 「 Manual of Histological Staining Method of the Armed For
ces Institute of Pathology」 , 前 記 を 参 照 さ れ た い )。 ま た は 、 Hemo-De7(CMS, Houston
, Texas)な ど の 市 販 の 非 有 機 性 脱 パ ラ フ ィ ン 処 理 剤 を 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 組 織 調 製 に 続 い て 、 組 織 切 片 を 免 疫 組 織 化 学 (IHC)に 供 す る こ と が で き る 。 IHCを 、 形 態
学 的 染 色 お よ び /ま た は 蛍 光 イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン な ど の 別 の 手 法 と 組
み 合 わ せ て 行 っ て も よ い 。 IHCに は 、 直 接 ア ッ セ イ お よ び 間 接 ア ッ セ イ と い う 2種 類 の 一 般
的 な 方 法 が あ る 。 最 初 の ア ッ セ イ で は 、 標 的 抗 原 に 対 す る 抗 体 の 結 合 を 直 接 測 定 す る 。 こ
の 直 接 ア ッ セ イ に は 、 さ ら な る 抗 体 相 互 作 用 を 用 い ず に 可 視 化 し 得 る 、 蛍 光 タ グ ま た は 酵
素 標 識 し た 一 次 抗 体 な ど の 標 識 試 薬 を 用 い る 。 典 型 的 な 間 接 ア ッ セ イ で は 、 非 結 合 型 の 一
次 抗 体 を 抗 原 に 結 合 さ せ 、 続 い て 標 識 二 次 抗 体 を 一 次 抗 体 と 結 合 さ せ る 。 二 次 抗 体 が 酵 素
標 識 と 結 合 し て い る 場 合 に は 、 抗 原 の 可 視 化 を 得 る た め に 発 色 性 ま た は 発 蛍 光 性 の 基 質 を
添 加 す る 。 複 数 の 二 次 抗 体 が 一 次 抗 体 上 の 異 な る エ ピ ト ー プ と 反 応 し 得 る た め 、 シ グ ナ ル
増 幅 が 起 こ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 免 疫 組 織 化 学 の た め に 用 い ら れ る 一 次 お よ び /ま た は 二 次 抗 体 は 、 典 型 的 に は 、 検 出 可
能 な 部 分 に よ っ て 標 識 さ れ る と 考 え ら れ る 。 さ ま ざ ま な 標 識 を 利 用 す る こ と が で き 、 こ れ
ら は 一 般 に 以 下 の カ テ ゴ リ ー に グ ル ー プ 分 け す る こ と が で き る ：
　 (a) 3 5 S、 1 4 C、 1 2 5 I、 3 Hお よ び 1 3 1 Iな ど の 放 射 性 同 位 体 。 抗 体 は 、 例 え ば 「 Current Pro
tocols in Immunology」 , Volumes 1 and 2, Coligen et al., Ed. Wiley-Interscience,
 New York, New York, Pubs.(1991)に 記 載 さ れ た 技 法 を 用 い て 放 射 性 同 位 体 で 標 識 す る こ
と が で き 、 放 射 能 を シ ン チ レ ー シ ョ ン 計 数 を 用 い て 測 定 す る こ と が で き る 。
　 (b)コ ロ イ ド 金 粒 子 。
　 (c)希 土 類 キ レ ー ト 剤 (ユ ー ロ ピ ウ ム キ レ ー ト 剤 )、 テ キ サ ス レ ッ ド 、 ロ ー ダ ミ ン 、 フ ル
オ レ セ イ ン 、 ダ ン シ ル 、 リ サ ミ ン 、 ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン 、 フ ィ コ エ リ ト リ ン 、 フ ィ コ シ ア ニ
ン ま た は 市 販 の 蛍 光 団 (SPECTRUM ORANGE7お よ び SPECTRUM GREEN7な ど )お よ び /ま た は 以 上
の も の の 任 意 の 1つ ま た は 複 数 の 誘 導 体 を 非 制 限 的 に 含 む 蛍 光 標 識 。 蛍 光 標 識 は 、 例 え ば
「 Current Protocols in Immunology」 、 前 記 に 開 示 さ れ て い る 技 法 を 用 い て 、 抗 体 と 結
合 さ せ る こ と が で き る 。 蛍 光 は 、 蛍 光 光 度 計 を 用 い て 定 量 す る こ と が で き る 。
　 (d)さ ま ざ ま な 酵 素 基 質 標 識 が 利 用 可 能 で あ り 、 米 国 特 許 第 4,275,149号 は こ れ ら の う ち
い く つ か の 概 説 を 示 し て い る 。 酵 素 は 一 般 に 、 さ ま ざ ま な 技 法 を 用 い て 測 定 可 能 な 、 発 色
基 質 の 化 学 変 化 を 触 媒 す る 。 例 え ば 、 酵 素 が 基 質 に お け る 色 調 変 化 を 触 媒 し 、 そ れ を 分 光
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学 的 に 測 定 し て も よ い 。 ま た は 、 酵 素 が 基 質 の 蛍 光 ま た は 化 学 発 光 を 改 変 し て も よ い 。 蛍
光 の 変 化 を 定 量 す る た め の 手 法 に つ い て は 上 述 し て い る 。 化 学 発 光 性 基 質 は 化 学 反 応 に よ
っ て 電 子 的 に 励 起 さ れ 、 そ の 後 に (例 え ば 化 学 発 光 測 定 装 置 を 用 い て )測 定 可 能 な 光 を 発 す
る 、 ま た は エ ネ ル ギ ー を 蛍 光 受 容 体 に 供 与 す る 。 酵 素 性 標 識 の 例 に は 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ (
例 え ば 、 ホ タ ル ル シ フ ェ ラ ー ゼ お よ び 細 菌 ル シ フ ェ ラ ー ゼ ； 米 国 特 許 第 4,737,456号 )、 ル
シ フ ェ リ ン 、 2,3-ジ ヒ ド ロ フ タ ラ ジ ン ジ オ ン 、 リ ン ゴ 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ウ レ ア ー ゼ 、
西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ (HRPO)な ど の ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、
ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ 、 リ ゾ チ ー ム 、 糖 オ キ シ ダ ー ゼ (例 え ば 、 グ ル コ ー
ス オ キ シ ダ ー ゼ 、 ガ ラ ク ト ー ス オ キ シ ダ ー ゼ お よ び グ ル コ ー ス -6-リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー
ゼ )、 複 素 環 オ キ シ ダ ー ゼ (ウ リ カ ー ゼ お よ び キ サ ン チ ン オ キ シ ダ ー ゼ )、 ラ ク ト ペ ル オ キ
シ ダ ー ゼ 、 ミ ク ロ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ な ど が 含 ま れ る 。 酵 素 を 抗 体 と 結 合 さ せ る た め の 技 法
は 、 O'Sullivan et al.,「 Methods for the Preparation of Enzyme-Antibody Conjugate
s for use in Enzyme Immunoassay」 、 Methods in Enzym.(ed. J. Langone & H. Van Vun
akis)中 , Academic press, New York, 73: 147-166(1981)に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 酵 素 -基 質 の 組 み 合 わ せ の 例 に は 、 例 え ば 以 下 の も の が 含 ま れ る ：
　 (i)西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ (HRPO)と 、 基 質 と し て の 水 素 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 。 こ の
場 合 、 水 素 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ は 色 素 前 駆 体 (例 え ば 、 オ ル ト フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン (OPD)ま た
は 塩 酸 3,3',5,5'-テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン (TMB))を 酸 化 す る ；
　 (ii)ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ (AP)と 、 発 色 性 基 質 と し て の パ ラ -ニ ト ロ フ ェ ニ ル リ ン 酸
； お よ び
　 (iii)β -D-ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ (β -D-Gal)と 、 発 色 性 基 質 (例 え ば 、 p-ニ ト ロ フ ェ ニ ル -β
-D-ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ )ま た は 発 蛍 光 性 基 質 (例 え ば 、 4-メ チ ル ウ ン ベ リ フ ェ リ ル -β -D-ガ
ラ ク ト シ ダ ー ゼ )。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 当 業 者 は 、 さ ま ざ ま な 他 の 酵 素 -基 質 の 組 み 合 わ せ を 利 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の
一 般 的 な 概 説 に つ い て は 、 米 国 特 許 第 4,275,149号 お よ び 第 4,318,980号 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 時 に は 、 標 識 は 抗 体 と 間 接 的 に 結 合 さ れ る 。 当 業 者 は こ れ を 実 現 す る た め の さ ま ざ ま な
技 法 を 承 知 し て い る と 考 え ら れ る 。 例 え ば 、 抗 体 を ビ オ チ ン と 結 合 さ せ 、 上 述 し た 4つ の
幅 広 い カ テ ゴ リ ー の い ず れ か の 標 識 を ア ビ ジ ン と 結 合 さ せ る こ と 、 ま た は そ の 逆 に す る こ
と が 可 能 で あ る 。 ビ オ チ ン は ア ビ ジ ン と 選 択 的 に 結 合 す る た め 、 標 識 は こ の 間 接 的 な 様 式
で 抗 体 と 結 合 す る こ と が で き る 。 ま た は 、 標 識 と 抗 体 と の 間 接 的 結 合 を 実 現 す る た め に 、
抗 体 を 小 型 ハ プ テ ン と 結 合 さ せ 、 上 述 し た 種 々 の タ イ プ の う ち 1つ の 標 識 を 抗 ハ プ テ ン 抗
体 と 結 合 さ せ る 。 こ の よ う に し て 、 標 識 と 抗 体 と の 間 接 的 結 合 を 実 現 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 以 上 に 考 察 し た 試 料 調 製 手 順 と は 別 に 、 IHCの 前 、 最 中 ま た は 後 に 、 組 織 切 片 の さ ら な
る 処 理 が 望 ま れ る 場 合 も あ る 。 例 え ば 、 組 織 試 料 を ク エ ン 酸 緩 衝 液 中 で 加 熱 す る と い っ た
エ ピ ト ー プ 回 収 法 を 行 う こ と も で き る (例 え ば 、 Leong et al. Appl Immunohistochem. 4(
3):201(1996)を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 任 意 で の ブ ロ ッ キ ン グ 段 階 の 後 に 、 一 次 抗 体 が 組 織 試 料 中 の 標 的 タ ン パ ク 質 抗 原 と 結 合
す る よ う に 、 十 分 な 期 間 に わ た り 適 し た 条 件 下 で 組 織 切 片 を 一 次 抗 体 に 曝 露 さ せ る 。 こ れ
を 実 現 す る た め に 適 切 な 条 件 は 、 ル ー チ ン 的 な 実 験 に よ っ て 決 定 し 得 る 。 抗 体 と 試 料 と の
結 合 の 程 度 は 、 以 上 に 考 察 し た 検 出 可 能 な 標 識 の い ず れ か 1つ を 用 い る こ と に よ っ て 決 定
さ れ る 。 好 ま し く は 、 標 識 は 、 3,3'ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン 発 色 団 な ど の 発 色 性 基 質 の 化 学 変
化 を 触 媒 す る 酵 素 標 識 (例 え ば 、 HRPO)で あ る 。 好 ま し く は 、 酵 素 標 識 は 一 次 抗 体 と 特 異 的
に 結 合 す る 抗 体 と 結 合 さ れ る (例 え ば 、 一 次 抗 体 は ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ り 、 二
次 抗 体 は ヤ ギ 抗 ウ サ ギ 抗 体 で あ る )。
【 ０ ０ ９ ９ 】
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　 こ の よ う に し て 調 製 さ れ た 標 本 を マ ウ ン ト し 、 カ バ ー グ ラ ス で 覆 う こ と も で き る 。 続 い
て 、 ス ラ イ ド の 評 価 を 、 例 え ば 顕 微 鏡 を 用 い て 行 う 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 以 下 の パ ラ メ ー タ ー に 拘 束 さ れ る こ と は な い が 、 タ ン パ ク 質 の 染 色 強 度 の 基 準 を 、 以 下
の チ ャ ー ト に 例 示 し た よ う に し て 評 価 し て も よ い 。
【 ０ １ ０ １ 】
タ ン パ ク 質 の 染 色 強 度 の 基 準
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ２ 】
　 ROR1を 発 現 す る 細 胞 を 同 定 す る た め の 他 の 方 法 も 、 当 業 者 は 利 用 す る こ と が で き る 。 1
つ の 態 様 に お い て 、 ROR1遺 伝 子 を 発 現 す る 細 胞 を 同 定 す る た め の ア ッ セ イ は 、 細 胞 内 の RO
R1 mRNAの 存 在 を 検 出 す る 段 階 を 含 む 。 細 胞 内 の 特 定 の mRNAを 検 出 す る た め の 方 法 は 周 知
で あ り 、 こ れ に は 例 え ば 、 相 補 的 DNAプ ロ ー ブ を 用 い る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ (
標 識 し た ROR1リ ボ プ ロ ー ブ を 用 い る イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 ノ ー ザ ン ブ
ロ ッ ト 法 お よ び 関 連 技 法 な ど )お よ び 種 々 の 核 酸 増 幅 ア ッ セ イ (ROR1に 対 し て 特 異 的 な 相 補
的 プ ラ イ マ ー を 用 い る RT-PCR、 お よ び 例 え ば 分 枝 DNA、 SISBA、 TMAな ど を 用 い る 他 の 増 幅
型 検 出 法 )が 含 ま れ る 。 ま た は 、 ROR1遺 伝 子 を 発 現 す る 細 胞 を 同 定 す る た め の ア ッ セ イ は
、 細 胞 内 の 、 ま た は 細 胞 に よ っ て 分 泌 さ れ る ROR1タ ン パ ク 質 の 存 在 を 検 出 す る 段 階 を 含 む
。 タ ン パ ク 質 を 検 出 す る た め の さ ま ざ ま な 方 法 が 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ り 、 ROR1タ ン パ ク
質 お よ び ROR1発 現 細 胞 の 検 出 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 ROR1発 現 解 析 も 、 ROR1遺 伝 子 の 発 現 を 調 節 す る 作 用 因 子 の 同 定 お よ び 評 価 の た め の ツ ー
ル と し て 有 用 と 思 わ れ る 。 例 え ば 、 ROR1の 発 現 は 乳 癌 で 著 し く ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ て
お り 、 他 の 癌 で も 異 常 に 発 現 さ れ る 。 癌 細 胞 に お け る ROR1の 発 現 ま た は 過 剰 発 現 を 抑 制 し
得 る 分 子 ま た は 生 物 的 因 子 の 同 定 に は 治 療 的 意 義 が あ る 可 能 性 が あ る 。 こ の よ う な 因 子 は
、 RT-PCR、 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ま た は 抗 体 結 合 に よ っ て ROR1発 現 を 定 量 化 す る ス
ク リ ー ニ ン グ を 用 い る こ と に よ っ て 同 定 し 得 る 。
【 ０ １ ０ ４ 】

　 個 体 に お け る ROR1遺 伝 子 お よ び ROR1遺 伝 子 産 物 の 状 態 を 評 価 す る ア ッ セ イ は 、 こ の 個 体
か ら の 生 物 試 料 の 増 殖 ま た は 発 癌 能 力 に 関 す る 情 報 を 与 え る と 思 わ れ る 。 例 え ば 、 ROR1 m
RNAは 正 常 乳 房 組 織 と 比 べ て 特 定 の 乳 癌 細 胞 で 非 常 に 高 度 に 発 現 さ れ る た め 、 生 物 試 料 に
お け る ROR1 mRNA転 写 物 ま た は タ ン パ ク 質 の 相 対 レ ベ ル を 評 価 す る ア ッ セ イ は 、 ROR1調 節
障 害 と 関 連 性 の あ る 癌 な ど の 疾 患 を 診 断 す る た め に 用 い る こ と が で き 、 例 え ば 適 切 な 治 療
選 択 肢 を 明 確 に す る た め に 有 用 と な り 得 る 予 後 予 測 情 報 を 与 え る 可 能 性 が あ る 。 同 様 に 、
生 物 試 料 に お け る ROR1ヌ ク レ オ チ ド お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 の 完 全 性 を 評 価 す る ア ッ セ イ を こ
の 文 脈 で 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 ROR1 mRNAが 特 定 の 乳 癌 サ ブ タ イ プ で 非 常 に 高 度 に 発 現 さ れ る と い う 知 見 は 、 こ の 遺 伝
子 が 調 節 障 害 性 細 胞 増 殖 と 関 連 し て い る と い う 証 拠 を 与 え 、 こ れ に よ り 、 こ の 遺 伝 子 お よ
び そ の 産 物 を 、 ROR1調 節 障 害 と 関 連 性 の あ る 疾 患 を 有 す る こ と が 疑 わ れ る 個 体 か ら の 生 物
試 料 を 評 価 す る た め に 用 い 得 る 標 的 と し て 特 定 し て い る 。 こ の 文 脈 に お い て 、 ROR1遺 伝 子
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お よ び そ の 産 物 の 状 態 の 評 価 は 、 組 織 試 料 の 罹 患 可 能 性 に 関 す る 情 報 を 得 る た め に 用 い る
こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 こ の 文 脈 に お け る 「 状 態 (status)」 と い う 用 語 は 、 当 技 術 分 野 で 認 め ら れ て い る そ の 意
味 に 従 っ て 用 い ら れ 、 遺 伝 子 (そ の 調 節 配 列 を 含 む )の 完 全 性 お よ び /ま た は メ チ ル 化 、 発
現 さ れ る 遺 伝 子 産 物 の 位 置 (ROR1発 現 細 胞 の 位 置 を 含 む )、 発 現 さ れ る 遺 伝 子 産 物 (ROR1 mR
NAポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ポ リ ペ プ チ ド な ど )の 存 在 、 レ ベ ル お よ び 生 物 活 性 、 発 現 さ れ
る 遺 伝 子 産 物 に 対 す る 転 写 修 飾 お よ び 翻 訳 修 飾 の 存 在 ま た は 欠 如 、 な ら び に 発 現 さ れ る 遺
伝 子 産 物 と タ ン パ ク 質 結 合 パ ー ト ナ ー と い っ た 他 の 生 物 分 子 と の 会 合 を 非 制 限 的 に 含 む 、
遺 伝 子 お よ び そ の 産 物 の 状 態 の こ と を 指 す 。 ROR1の 状 態 の 変 化 は 、 典 型 的 に は 以 下 に 考 察
す る も の の よ う な 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 多 種 多 様 な 方 法 に よ っ て 評 価 す る こ と が で き る 。
典 型 的 に は 、 ROR1の 状 態 の 変 化 に は 、 ROR1発 現 細 胞 の 位 置 の 変 化 、 ROR1 mRNAお よ び /も し
く は タ ン パ ク 質 の 発 現 の 増 大 、 な ら び に /ま た は ROR1と 結 合 パ ー ト ナ ー と の 会 合 ま た は 解
離 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 ROR1の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル は 、 こ れ を 局 所 性 お よ び /ま た は 転 移 性 乳 癌 に 対 す る 見 込 み の
あ る 診 断 マ ー カ ー と し て い る 。 特 に 、 ROR1遺 伝 子 産 物 の 状 態 は 、 進 行 期 疾 患 に 対 す る 感 受
性 、 進 行 の 速 度 、 お よ び /ま た は 腫 瘍 の 悪 性 度 を 含 む 、 さ ま ざ ま な 因 子 を 予 測 す る た め に
有 用 な 情 報 を 与 え る 可 能 性 が あ る 。 本 発 明 は 、 ROR1の 状 態 の 判 定 お よ び ROR1を 発 現 す る 癌
、 例 え ば 乳 癌 な ど の 診 断 の た め の 方 法 お よ び ア ッ セ イ を 提 供 す る 。 患 者 試 料 に お け る ROR1
の 状 態 は 、 免 疫 組 織 化 学 分 析 、 イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 レ ー ザ ー マ イ ク
ロ ダ イ セ ク シ ョ ン を 行 っ た 試 料 に 対 す る RT-PCR分 析 、 臨 床 試 料 お よ び 細 胞 系 の ウ エ ス タ ン
ブ ロ ッ ト 分 析 、 な ら び に 組 織 ア レ イ 分 析 を 含 む 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の さ ま ざ ま な 手 段 に よ
っ て 分 析 す る こ と が で き る 。 ROR1遺 伝 子 お よ び 遺 伝 子 産 物 の 状 態 を 評 価 す る た め の 典 型 的
な プ ロ ト コ ー ル は 、 例 え ば 、 Ausubul et al. eds., 1995,「 Current Protocols In Molec
ular Biology」 , Units 2［ Northern Blotting］ 、 4［ Southern Blotting］ 、 15［ Immuno
blotting］ お よ び 18［ PCR Analysis］ に 記 載 が あ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 上 記 の よ う に 、 生 物 試 料 に お け る ROR1の 状 態 は 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の さ ま ざ ま な 手 順 に
よ っ て 検 査 さ れ る 。 例 え ば 、 体 内 の 特 定 の 位 置 か ら 採 取 し た 生 物 試 料 に お け る ROR1の 状 態
は 、 試 料 を ROR1発 現 細 胞 (例 え ば 、 ROR1 mRNAま た は タ ン パ ク 質 を 発 現 す る も の )の 存 在 ま
た は 欠 如 に 関 し て 評 価 す る こ と に よ っ て 検 査 し 得 る 。 こ の 検 査 は 、 例 え ば 、 ROR1を 発 現 す
る 乳 房 細 胞 が 、 そ の よ う な 細 胞 を 通 常 は 含 ま な い 生 物 試 料 (リ ン パ 節 、 骨 ま た は 脾 臓 な ど )
中 に 認 め ら れ る 場 合 に 、 調 節 障 害 性 細 胞 増 殖 の 証 拠 を 与 え る こ と が で き る 。 生 物 試 料 に お
け る ROR1の 状 態 の こ の よ う な 変 化 は 、 調 節 障 害 性 細 胞 増 殖 を し ば し ば 伴 う 。 具 体 的 に は 、
調 節 障 害 性 細 胞 増 殖 の 1つ の 指 標 は 、 起 源 臓 器 (乳 腺 な ど )か ら 体 内 の 異 な る 場 所 (リ ン パ 節
な ど )へ の 癌 細 胞 の 転 移 で あ る 。 こ の 文 脈 に お い て 、 調 節 障 害 性 細 胞 増 殖 の 証 拠 は 、 例 え
ば 、 潜 在 性 リ ン パ 節 転 移 を 乳 癌 の 患 者 の か な り の 割 合 で 検 出 す る こ と が で き 、 こ の よ う な
転 移 は 疾 患 進 行 の 既 知 の 予 測 因 子 と 関 連 性 が あ る こ と か ら 、 重 要 で あ る (例 え ば 、 Gipponn
i et al., J Surg Oncol. 2004 Mar 1;85(3): 102-111を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 1つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 調 節 障 害 性 細 胞 増 殖 を 伴 う 疾 患 (過 形 成 ま た は 癌 )を 有
す る こ と が 疑 わ れ る 個 体 か ら の 被 験 組 織 試 料 中 の 細 胞 に よ っ て 発 現 さ れ る ROR1遺 伝 子 産 物
の 状 態 を 判 定 す る こ と 、 お よ び 続 い て 、 そ の よ う に し て 判 定 さ れ た 状 態 を 対 応 す る 正 常 試
料 に お け る ROR1遺 伝 子 産 物 の 状 態 と 比 較 す る こ と に よ る 、 ROR1遺 伝 子 産 物 の モ ニ タ リ ン グ
の た め の 方 法 で あ っ て 、 正 常 試 料 と 対 比 し て 被 験 試 料 中 に 異 常 な ROR1遺 伝 子 産 物 が 存 在 す
る こ と に よ っ て 個 体 の 細 胞 内 部 の 調 節 障 害 性 細 胞 増 殖 の 存 在 が 示 さ れ る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 も う 1つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 被 験 細 胞 ま た は 被 験 試 料 に お け る ROR1 mRNAま た は
タ ン パ ク 質 発 現 の 有 意 な 増 加 を 、 対 応 す る 正 常 細 胞 ま た は 組 織 に お け る 発 現 レ ベ ル と 対 比
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し て 検 出 す る こ と を 含 む 、 個 体 に お け る 癌 の 存 在 の 判 定 に 有 用 な ア ッ セ イ を 提 供 す る 。 RO
R1 mRNAの 存 在 は 、 例 え ば 、 基 底 状 お よ び BRCA1乳 癌 サ ブ タ イ プ な ど の 乳 癌 サ ブ タ イ プ を 非
制 限 的 に 含 む 、 組 織 試 料 に お い て 評 価 す る こ と が で き る (例 え ば 、 Sorlie et al., PNAS(2
001), 98(19): 10869-10874を 参 照 さ れ た い )。 対 応 す る 正 常 組 織 は ROR1 mRNAを 発 現 し な
い か 低 レ ベ ル で 発 現 す る た め 、 こ れ ら の い ず れ か の 組 織 中 に 有 意 な ROR1発 現 が 存 在 す れ ば
、 こ れ ら の 癌 の 出 現 、 存 在 お よ び /ま た は 重 症 度 を 示 す の に 有 用 と 思 わ れ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 1つ の 関 連 し た 態 様 で は 、 ROR1の 発 現 状 態 を 核 酸 レ ベ ル で は な く タ ン パ ク 質 レ ベ ル で 判
定 し て も よ い 。 例 え ば 、 こ の よ う な 方 法 ま た は ア ッ セ イ は 、 被 験 組 織 試 料 中 の 細 胞 に よ っ
て 発 現 さ れ る ROR1タ ン パ ク 質 の レ ベ ル を 判 定 す る こ と 、 お よ び こ の よ う に し て 判 定 さ れ た
レ ベ ル を 対 応 す る 正 常 試 料 中 で 発 現 さ れ る ROR1の レ ベ ル と 比 較 す る こ と を 含 む と 考 え ら れ
る 。 1つ の 態 様 で は 、 ROR1タ ン パ ク 質 の 存 在 を 、 例 え ば 免 疫 組 織 化 学 的 な 方 法 を 用 い て 評
価 す る 。 ROR1タ ン パ ク 質 の 発 現 を 検 出 し 得 る ROR1抗 体 ま た は 結 合 パ ー ト ナ ー は 、 こ の 目 的
の た め に 当 技 術 分 野 で 周 知 の さ ま ざ ま な ア ッ セ イ 形 式 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 ま た 別 の 関 連 し た 態 様 に お い て 、 生 物 試 料 に お け る ROR1ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び ア ミ ノ
酸 配 列 の 完 全 性 を 、 挿 入 、 欠 失 、 置 換 と い っ た こ れ ら の 分 子 の 構 造 に お け る 擾 乱 を 同 定 す
る 目 的 で 評 価 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 態 様 は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び ア ミ ノ 酸 配
列 に お け る 擾 乱 は 成 長 調 節 不 全 表 現 型 と 関 連 性 の あ る 多 数 の タ ン パ ク 質 で 観 察 さ れ る た め
、 有 用 で あ る (例 え ば 、 Marrogi et al., 1999, J. Cutan. Pathol. 26(8): 369-378を 参
照 さ れ た い )。 こ の 文 脈 に お い て 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る 擾 乱 を
観 察 す る た め の 多 種 多 様 な ア ッ セ イ が 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ る 。 例 え ば 、 ROR1遺 伝 子 産 物
の 核 酸 配 列 ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 の サ イ ズ お よ び 構 造 は 、 本 明 細 書 で 考 察 し て い る ノ ー ザ ン
法 、 サ ザ ン 法 、 ウ エ ス タ ン 法 、 PCRお よ び DNAシ ー ク エ ン シ ン グ の プ ロ ト コ ー ル に よ っ て 観
察 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 一 本 鎖 高 次 構 造 多 型 分 析 な ど の 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び
ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る 擾 乱 を 観 察 す る た め の 他 の 方 法 が 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ る (例 え ば
、 米 国 特 許 第 5,382,510号 お よ び 第 5,952,170号 を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ １ １ ３ 】
　 も う 1つ の 態 様 に お い て 、 生 物 試 料 に お け る ROR1遺 伝 子 の メ チ ル 化 の 状 態 を 検 査 す る こ
と が で き る 。 不 死 化 細 胞 お よ び 形 質 転 換 細 胞 で は 、 遺 伝 子 の 5'調 節 領 域 に お け る CpG島 の
異 常 な 脱 メ チ ル 化 お よ び /ま た は 過 剰 メ チ ル 化 が 高 頻 度 に 起 こ っ て お り 、 こ れ は さ ま ざ ま
な 遺 伝 子 の 発 現 変 化 を も た ら し 得 る 。 例 え ば 、 piク ラ ス の グ ル タ チ オ ン S-ト ラ ン ス フ ェ ラ
ー ゼ (正 常 前 立 腺 で は 発 現 さ れ る が 前 立 腺 癌 の 90％ 超 で は 発 現 さ れ な い タ ン パ ク 質 )の プ ロ
モ ー タ ー 過 剰 メ チ ル 化 は こ の 遺 伝 子 の 転 写 の 永 続 的 な サ イ レ ン シ ン グ を 起 こ す よ う に 思 わ
れ 、 こ れ は 前 立 腺 癌 で 最 も 高 頻 度 に 検 出 さ れ る ゲ ノ ム 変 化 で あ る (De Marzo et al., Am. 
J. Pathol. 155(6): 1985-1992(1999))。 さ ら に 、 こ の 変 化 は 高 グ レ ー ド 前 立 腺 上 皮 内 腫
瘍 (PIN)の 症 例 の 少 な く と も 70％ に 存 在 す る (Brooks et al, Cancer Epidemiol. Biomarke
rs Prev., 1998, 7: 531-536)。 も う 1つ の 例 と し て 、 LAGE-I腫 瘍 特 異 的 遺 伝 子 (こ れ は 正
常 前 立 腺 で は 発 現 さ れ な い が 前 立 腺 癌 の 25～ 50％ で 発 現 さ れ る )の 発 現 は リ ン パ 芽 球 細 胞
で デ オ キ シ ア ザ シ チ ジ ン に よ っ て 誘 導 さ れ 、 こ れ は 腫 瘍 性 発 現 が 脱 メ チ ル 化 に 起 因 す る こ
と を 示 唆 す る (Lethe et al., Int. J. Cancer 76(6): 903-908(1998))。 こ の 文 脈 に お い
て は 、 遺 伝 子 の メ チ ル 化 の 状 態 を 検 査 す る た め の さ ま ざ ま な ア ッ セ イ が 当 技 術 分 野 で 周 知
で あ る 。 例 え ば 、 サ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア プ ロ ー チ に お い て 、 CpG島 の 全 体 的 な
メ チ ル 化 状 態 を 評 価 す る た め に 、 メ チ ル 化 さ れ た CpG島 を 含 む 切 断 を 切 除 す る こ と が で き
な い メ チ ル 化 感 受 性 制 限 酵 素 を 利 用 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 MSP(メ チ ル 化 特 異 的 PCR)
は 、 所 定 の 遺 伝 子 の CpG島 に 存 在 す る す べ て の CpG部 位 の メ チ ル 化 状 態 を 容 易 に プ ロ フ ァ イ
ル 化 す る こ と が で き る 。 こ の 手 順 は 、 ま ず 亜 硫 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム (す べ て の 非 メ チ ル 化 シ
ト シ ン を ウ ラ シ ル に 変 換 す る と 考 え ら れ る )に よ っ て DNAを 修 飾 し 、 続 い て 非 メ チ ル 化 DNA
と の 対 比 で メ チ ル 化 に 対 し て 特 異 的 な プ ラ イ マ ー を 用 い る 増 幅 を 行 う こ と を 含 む 。 メ チ ル
化 干 渉 を 含 む プ ロ ト コ ー ル も 、 例 え ば 「 Current Protocols In Mocelular Biology」 , Un
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it 12, Frederick M. Ausubul et al. eds., 1995に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 遺 伝 子 増 幅 は 、 1p31に マ ッ ピ ン グ さ れ て い る 座 位 で あ り 、 種 々 の 癌 に お い て 擾 乱 を 来 し
て い る こ と が 示 さ れ て い る 領 域 で あ る 、 ROR1の 状 態 を 評 価 す る た め の さ ら な る 方 法 を 提 供
す る 。 遺 伝 子 増 幅 は 本 明 細 書 に 提 示 し た 配 列 に 基 づ き 、 適 切 に 標 識 さ れ た プ ロ ー ブ を 用 い
て 、 例 え ば 、 従 来 の サ ザ ン ブ ロ ッ ト 法 、 mRNAの 転 写 を 定 量 す る た め の ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 法
(Thomas, 1980, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77: 5201-5205)、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 法 (DNA
分 析 )ま た は イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 試 料 中 で 直 接 測 定 す る こ と
も で き る 。 ま た は 、 DNA二 重 鎖 、 RNA二 重 鎖 お よ び DNA-RNAハ イ ブ リ ッ ド 二 重 鎖 ま た は DNA-
タ ン パ ク 質 二 重 鎖 を 含 む 、 特 定 の 二 重 鎖 を 認 識 し 得 る 抗 体 を 用 い る こ と も で き る 。 抗 体 を
続 い て 標 識 し 、 表 面 上 の 二 重 鎖 の 形 成 に よ っ て 二 重 鎖 と 結 合 し た 抗 体 の 存 在 が 検 出 可 能 な
よ う に 、 二 重 鎖 が 表 面 に 結 合 す る 様 式 で ア ッ セ イ を 行 う こ と も で き る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 以 上 に 考 察 し た 組 織 に 加 え て 、 末 梢 血 を 、 例 え ば 、 ROR1の 発 現 を 検 出 す る た め の ノ ー ザ
ン 分 析 ま た は RT-PCR分 析 を 用 い て 、 乳 癌 を 非 制 限 的 に 含 む 癌 細 胞 の 存 在 に 関 し て 首 尾 良 く
ア ッ セ イ す る こ と も で き る 。 RT-PCRで 増 幅 可 能 な ROR1 mRNAの 存 在 は 、 こ れ ら の 種 類 の 癌
の 存 在 を 示 す 指 標 を 与 え る 。 末 梢 血 中 の 腫 瘍 細 胞 に 関 す る RT-PCR検 出 ア ッ セ イ は 現 在 、 数
多 く の ヒ ト 固 形 腫 瘍 の 診 断 お よ び 管 理 に お け る 使 用 に 関 し て 評 価 が 進 め ら れ て い る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 本 発 明 の 1つ の 関 連 し た 局 面 は 、 個 体 に お け る 癌 の 発 症 に 対 す る 感 受 性 を 予 測 す る こ と
に 向 け ら れ る 。 1つ の 態 様 に お い て 、 癌 に 対 す る 感 受 性 を 予 測 す る た め の 方 法 は 、 そ の 存
在 に よ っ て 癌 に 対 す る 感 受 性 が 示 さ れ 、 存 在 す る ROR1 mRNA発 現 の 程 度 が 感 受 性 の 程 度 と
比 例 す る よ う な 、 組 織 試 料 中 の ROR1 mRNAま た は ROR1タ ン パ ク 質 を 検 出 す る 段 階 を 含 む 。 1
つ の 具 体 的 な 態 様 で は 、 乳 房 組 織 に お け る ROR1の 存 在 を 検 査 し 、 試 料 中 に ROR1が 存 在 す る
こ と に よ っ て 乳 癌 感 受 性 (ま た は 乳 房 腫 瘍 の 出 現 も し く は 存 在 お よ び /ま た は 特 定 の 乳 房 腫
瘍 サ ブ タ イ プ の 出 現 も し く は 存 在 )の 指 標 が 得 ら れ る 。 も う 1つ の 具 体 的 な 態 様 で は 、 組 織
に お け る ROR1の 存 在 を 検 査 し 、 試 料 中 に ROR1が 存 在 す る こ と に よ っ て 癌 感 受 性 (ま た は 腫
瘍 の 出 現 も し く は 存 在 )の 指 標 が 得 ら れ る 。 1つ の 密 接 に 関 連 し た 態 様 に お い て 、 生 物 試 料
に お け る ROR1ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 の 完 全 性 を 、 挿 入 、 欠 失 、 置 換 と い っ
た こ れ ら の 分 子 の 構 造 に お け る 擾 乱 を 同 定 す る 目 的 で 評 価 す る こ と が で き 、 試 料 中 の ROR1
遺 伝 子 産 物 に 1つ ま た は 複 数 の 擾 乱 が 存 在 す る こ と に よ っ て 癌 感 受 性 (ま た は 腫 瘍 の 出 現 も
し く は 存 在 )の 指 標 が 得 ら れ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 本 発 明 の も う 1つ の 関 連 し た 局 面 は 、 腫 瘍 の 悪 性 度 を 評 価 す る た め の 方 法 に 向 け ら れ る
。 1つ の 態 様 に お い て 、 腫 瘍 の 悪 性 度 を 評 価 す る た め の 方 法 は 、 腫 瘍 の 試 料 中 の 細 胞 に よ
り 発 現 さ れ る ROR1 mRNAま た は ROR1タ ン パ ク 質 の レ ベ ル を 測 定 す る 段 階 、 そ の よ う に し て
測 定 さ れ た レ ベ ル を 同 じ 個 体 か ら 採 取 し た 対 応 す る 正 常 組 織 ま た は 正 常 組 織 対 照 標 本 で 発
現 さ れ る ROR1 mRNAま た は ROR1タ ン パ ク 質 の レ ベ ル と 比 較 す る 段 階 を 含 み 、 正 常 試 料 と 対
比 し た 腫 瘍 試 料 に お け る ROR1 mRNAま た は ROR1タ ン パ ク 質 の 発 現 の 度 合 い に よ っ て 悪 性 度
の 度 合 い が 示 さ れ る 。 1つ の 具 体 的 な 態 様 に お い て 、 腫 瘍 の 悪 性 度 は 腫 瘍 細 胞 に お い て ROR
1が 発 現 さ れ る 程 度 を 判 定 す る こ と に よ っ て 評 価 さ れ 、 発 現 レ ベ ル が よ り 高 い ほ ど よ り 悪
性 度 の 高 い 腫 瘍 で あ る こ と が 示 さ れ る 。 1つ の 密 接 に 関 連 し た 態 様 に お い て 、 生 物 試 料 に
お け る ROR1ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 の 完 全 性 を 、 挿 入 、 欠 失 、 置 換 と い っ た
こ れ ら の 分 子 の 構 造 に お け る 擾 乱 を 同 定 す る 目 的 で 評 価 す る こ と が で き 、 1つ ま た は 複 数
の 擾 乱 が 存 在 す る こ と に よ っ て よ り 悪 性 度 の 高 い 腫 瘍 で あ る こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 本 発 明 の さ ら に も う 1つ の 関 連 し た 局 面 は 、 個 体 に お け る 悪 性 腫 瘍 の 進 行 を 経 時 的 に 観
察 す る た め の 方 法 に 向 け ら れ る 。 1つ の 態 様 に お い て 、 個 体 に お け る 悪 性 腫 瘍 の 進 行 を 経
時 的 に 観 察 す る た め の 方 法 は 、 腫 瘍 の 試 料 中 の 細 胞 に よ っ て 発 現 さ れ る ROR1 mRNAま た は R
OR1タ ン パ ク 質 の レ ベ ル を 決 定 す る 段 階 、 そ の よ う に し て 決 定 さ れ た ROR1 mRNAま た は ROR1
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タ ン パ ク 質 の レ ベ ル を 同 じ 個 体 か ら 異 な る 時 点 で 採 取 し た 同 等 な 組 織 試 料 で 発 現 さ れ る レ
ベ ル と 比 較 す る 段 階 を 含 み 、 腫 瘍 試 料 に お け る ROR1 mRNAま た は ROR1タ ン パ ク 質 発 現 の 経
時 的 な 度 合 い に よ っ て 癌 の 進 行 に 関 す る 情 報 が 得 ら れ る 。 1つ の 具 体 的 な 態 様 に お い て 、
癌 の 進 行 は 、 腫 瘍 細 胞 に お け る ROR1発 現 が 変 化 す る 程 度 を 経 時 的 に 決 定 す る こ と に よ っ て
評 価 さ れ 、 発 現 レ ベ ル が 高 い こ と に よ っ て 癌 の 進 行 が 示 さ れ る 。 1つ の 密 接 に 関 連 し た 態
様 に お い て 、 生 物 試 料 に お け る ROR1ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 の 完 全 性 を 、 挿
入 、 欠 失 、 置 換 と い っ た こ れ ら の 分 子 の 構 造 に お け る 擾 乱 を 同 定 す る 目 的 で 評 価 す る こ と
が で き 、 1つ ま た は 複 数 の 擾 乱 が 存 在 す る こ と に よ っ て 癌 の 進 行 が 示 さ れ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 以 上 の 診 断 ア プ ロ ー チ は 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の さ ま ざ ま な 予 後 予 測 プ ロ ト コ ー ル お よ び
診 断 プ ロ ト コ ー ル の い ず れ か と 組 み 合 わ せ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 本 明 細 書 に 開 示 す る
本 発 明 の も う 1つ の 態 様 は 、 組 織 試 料 の 状 態 の 診 断 お よ び 予 後 予 測 の た め の 手 段 と し て 、 R
OR1遺 伝 子 お よ び ROR1遺 伝 子 産 物 の 発 現 (ま た は ROR1遺 伝 子 お よ び ROR1遺 伝 子 産 物 に お け る
擾 乱 )と 悪 性 腫 瘍 と 関 連 性 の あ る 因 子 と の 間 の 一 致 を 観 察 す る た め の 方 法 に 向 け ら れ る 。
こ の 文 脈 に お い て は 、 悪 性 腫 瘍 と 他 の 様 式 で 関 連 性 の あ る 遺 伝 子 の 発 現 (Her-2な ら び に BR
CA1お よ び 2の 発 現 )な ら び に 巨 視 的 な 細 胞 学 的 観 察 所 見 と い っ た 多 種 多 様 な 因 子 を 利 用 す
る こ と が で き る (例 え ば 、 Bocking et al, 1984, Anal. Quant. Cytol. 6(2): 74-88； Ept
sein, 1995, Hum. Pathol 26(2): 223-9； Thorson et al, 1998, Mod. Pathol. 11(6): 5
43-51； Baisden et al., 1999, Am. J. Surg. Pathol. 23(8): 918-24を 参 照 さ れ た い )。
ROR1遺 伝 子 お よ び ROR1遺 伝 子 産 物 の 発 現 (ま た は ROR1遺 伝 子 お よ び ROR1遺 伝 子 産 物 に お け
る 擾 乱 )と 悪 性 腫 瘍 と 関 連 性 の あ る 別 の 因 子 と の 間 の 一 致 を 観 察 す る た め の 方 法 は 、 例 え
ば 、 一 致 す る 特 定 の 因 子 の セ ッ ト ま た は 一 群 の 存 在 に よ り 、 組 織 試 料 の 状 態 の 診 断 お よ び
予 後 予 測 の た め に 極 め て 重 要 な 情 報 が 得 ら れ る こ と か ら 、 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 1つ の 典 型 的 な 態 様 に お い て 、 ROR1遺 伝 子 お よ び ROR1遺 伝 子 産 物 の 発 現 (ま た は ROR1遺 伝
子 お よ び ROR1遺 伝 子 産 物 に お け る 擾 乱 )と 悪 性 腫 瘍 と 関 連 性 の あ る 因 子 と の 間 の 一 致 を 観
察 す る た め の 方 法 は 、 組 織 試 料 に お け る ROR1 mRNAま た は タ ン パ ク 質 の 過 剰 発 現 を 検 出 す
る 段 階 、 組 織 試 料 に お け る BRCA1ま た は 2の mRNAま た は タ ン パ ク 質 の 過 剰 発 現 を 検 出 す る 段
階 、 お よ び ROR1 mRNAま た は タ ン パ ク 質 と BRCA mRNAま た は タ ン パ ク 質 と の 過 剰 発 現 の 一 致
を 観 察 す る 段 階 を 伴 う 。 も う 1つ の 具 体 的 な 態 様 で は 、 乳 房 組 織 に お け る ROR1お よ び Her-2
 mRNAの 発 現 を 検 査 す る 。 1つ の 一 般 的 な 態 様 で は 、 試 料 に お け る ROR1お よ び Her-2ま た は B
RCA1も し く は 2の mRNAの 過 剰 発 現 に よ り 、 乳 癌 、 乳 癌 サ ブ タ イ プ 、 乳 癌 感 受 性 ま た は 乳 房
腫 瘍 の 出 現 も し く は 存 在 の 指 標 が 得 ら れ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 ROR1 mRNAま た は タ ン パ ク 質 の 発 現 を 検 出 ま た は 定 量 化 す る た め の 方 法 は 本 明 細 書 に 記
載 さ れ て お り 、 標 準 的 な 核 酸 お よ び タ ン パ ク 質 の 検 出 お よ び 定 量 化 の 手 法 は 当 技 術 分 野 で
周 知 で あ る 。 ROR1 mRNAの 検 出 お よ び 定 量 化 の た め の 標 準 的 な 方 法 に は 、 標 識 し た ROR1リ
ボ プ ロ ー ブ を 用 い る イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 ROR1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ
ー ブ を 用 い る ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 法 お よ び 関 連 技 法 、 ROR1に 対 し て 特 異 的 な プ ラ イ マ ー を 用
い る RT-PCR解 析 、 な ら び に 例 え ば 分 枝 DNA、 SISBA、 TMAな ど を 用 い る 他 の 増 幅 型 検 出 方 法
が 含 ま れ る 。 1つ の 具 体 的 な 態 様 で は 、 以 下 の 実 施 例 で 述 べ る よ う に RT-PCRを 用 い て ROR1 
mRNA発 現 の 検 出 お よ び 定 量 化 を 行 う 。 こ の 目 的 に は ROR1を 増 幅 し 得 る 任 意 の 数 の プ ラ イ マ
ー を 用 い 得 る 。 こ の 目 的 に は タ ン パ ク 質 の 検 出 お よ び 定 量 化 の た め の 標 準 的 な 方 法 を 用 い
る こ と が で き る 。 1つ の 具 体 的 な 態 様 で は 、 野 生 型 ROR1タ ン パ ク 質 と 特 異 的 に 反 応 す る ポ
リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 検 組 織 の 免 疫 組 織 化 学 ア ッ セ イ に 用 い る
。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 本 発 明 に は 数 多 く の 態 様 が あ る 。 1つ の 態 様 は 、 SEQ ID NO： 2に 示 さ れ た ROR1ポ リ ペ プ
チ ド を コ ー ド す る オ ー フ ァ ン 受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ (ROR1)ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 生 物 試 料
に お け る レ ベ ル を 評 価 す る こ と に よ っ て 、 ヒ ト 乳 房 細 胞 を 含 む 被 験 生 物 試 料 を 乳 癌 の 指 標
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と な る 細 胞 増 殖 変 化 の 証 拠 に 関 し て 検 査 す る 方 法 で あ っ て 、 被 験 試 料 に お け る ROR1ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド の レ ベ ル が 正 常 乳 房 組 織 試 料 と 比 較 し て 高 い こ と に よ っ て 乳 癌 の 指 標 と な る 細
胞 増 殖 変 化 の 証 拠 が 得 ら れ 、 細 胞 に お け る ROR1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の レ ベ ル が 、 試 料 を SEQ 
ID NO： 1に 示 さ れ た ROR1ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は そ の 相 補 物 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ROR1相
補 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び ROR1相 補 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 被 験 生 物
試 料 中 の ROR1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 形 成 さ れ る ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 存 在 を 評 価 す る こ と に よ っ て 評 価 さ れ る 方 法 で あ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 1つ の 関 連 し た 態 様 は 、 SEQ ID NO： 2に 示 さ れ た ROR1ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る オ ー フ
ァ ン 受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ (ROR1)ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ヒ ト 乳 房 細 胞 に お け る レ ベ ル を 評
価 す る こ と に よ っ て 、 ヒ ト 乳 房 細 胞 を 乳 癌 に 伴 う ま た は 乳 癌 の 証 拠 を 与 え る 細 胞 増 殖 変 化
の 証 拠 に 関 し て 検 査 す る 方 法 で あ っ て 、 ヒ ト 乳 房 細 胞 に お け る ROR1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド (例
え ば 、 mRNAお よ び ゲ ノ ム 配 列 )の レ ベ ル が 正 常 ヒ ト 乳 房 細 胞 と 比 較 し て 高 い こ と に よ っ て
乳 癌 に 伴 う ま た は 乳 癌 の 証 拠 を 与 え る 細 胞 増 殖 変 化 の 証 拠 が 得 ら れ 、 乳 癌 に 伴 う ま た は 乳
癌 の 証 拠 を 与 え る 細 胞 増 殖 変 化 の 証 拠 が 検 査 さ れ る よ う に 、 ヒ ト 乳 房 細 胞 に お け る ROR1ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド の レ ベ ル が 、 ヒ ト 乳 房 細 胞 内 の 内 因 性 ROR1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を SEQ ID
 NO： 1に 示 さ れ た ROR1ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ROR1相 補 的 ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド (例 え ば 、 検 出 マ ー カ ー で 標 識 さ れ た プ ロ ー ブ ま た は PCRプ ラ イ マ ー )と 接 触 さ
せ 、 ROR1相 補 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 試 料 中 の ROR1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン に よ っ て 形 成 さ れ る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 存 在 を 評 価 す る こ と (例 え ば
、 ノ ー ザ ン 分 析 ま た は PCRに よ り )に よ っ て 評 価 さ れ る 方 法 で あ る 。 本 発 明 の い く つ か の 特
定 の 態 様 は 、 被 験 生 物 試 料 に お け る Her-2(SEQ ID NO： 3)、 EGFR(SEQ ID NO： 4)、 VEGF(SE
Q ID NO： 5)、 FMS様 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ (SEQ ID NO： 6)、 MYC(SEQ ID NO： 7)、 ウ ロ キ ナ ー
ゼ プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー (SEQ ID NO： 8)、 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー イ
ン ヒ ビ タ ー (SEQ ID NO： 9)、 BRCA1(SEQ ID NO： 10)ま た は BRCA2(SEQ ID NO： 11)ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド も し く は ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 お よ び /ま た は 配 列 を 検 査 す る 段 階 を さ ら に 含 む 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 本 発 明 の い く つ か の 態 様 に お い て 、 細 胞 増 殖 変 化 の 証 拠 を 与 え る 、 正 常 ヒ ト 乳 房 細 胞 と
比 較 し た ヒ ト 乳 房 細 胞 に お け る ROR1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 増 加 は 、 例 え ば 、 ROR1ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド の 相 対 レ ベ ル の 少 な く と も 100％ (1倍 )の 増 加 、 ま た は 200％ (2倍 )、 4倍 、 8倍 、 15倍
、 30倍 、 60倍 も し く は 120倍 の 増 加 と し て 定 量 さ れ る 。 本 明 細 書 に 開 示 し た 定 量 的 mRNA分
析 に お い て (例 え ば 、 図 5を 参 照 さ れ た い )、 被 験 細 胞 に お け る ROR1 mRNAの レ ベ ル の 増 加 は
、 15倍 の 増 加 (例 え ば BT-20細 胞 株 で )か ら HCC1187細 胞 株 に お け る 120倍 の 増 加 ま で の 範 囲
に わ た っ た 。 管 腔 性 乳 癌 細 胞 株 で 観 察 さ れ た 発 現 と 比 較 し て 、 過 剰 発 現 性 細 胞 株 に お け る
ROR1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の レ ベ ル の 平 均 増 加 幅 は 43倍 で あ る 。 ROR1発 現 の 比 較 参 照 と し て 用
い 得 る 標 準 化 さ れ た 基 準 は 、 例 え ば 、 同 じ 個 体 か ら 採 取 し た 正 常 乳 房 組 織 ま た は 健 康 な 個
体 か ら 採 取 し た 正 常 組 織 参 照 試 料 か ら 入 手 す る こ と が で き る 。 ま た は 、 標 準 化 さ れ た 基 準
は 、 個 体 集 団 か ら の 正 常 細 胞 の 統 計 学 的 サ ン プ リ ン グ に よ っ て 得 ら れ る 正 常 な ROR1発 現 の
数 値 範 囲 で あ っ て も よ い 。 本 発 明 の い く つ か の 特 定 の 態 様 に お い て 、 標 準 化 さ れ た 基 準 は
、 ROR1の 発 現 を 、 同 じ 細 胞 環 境 で 比 較 的 安 定 な レ ベ ル で 発 現 さ れ る 対 照 遺 伝 子 (例 え ば 、
ア ク チ ン な ど の ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 )と 比 較 す る こ と に よ っ て 得 ら れ る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 不 死 化 し た 非 悪 性 乳 房 細 胞 株 は 基 底 由 来 で あ る よ う に 思 わ れ 、 こ れ も 同 じ く ROR1ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド を 管 腔 性 乳 癌 細 胞 よ り も 有 意 に 高 い レ ベ ル で 発 現 す る 。 こ の 文 脈 に お い て 、 RO
R1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 発 現 の レ ベ ル は 非 悪 性 基 底 細 胞 と 比 べ て 基 底 状 乳 癌 細 胞 の 方 が 高 い こ
と が 観 察 さ れ て お り 、 ROR1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 発 現 の 平 均 増 加 幅 は 7倍 の 増 加 で あ る 。 連 続
的 に 増 殖 す る 非 悪 性 管 腔 細 胞 は 得 ら れ て い な い が 、 本 明 細 書 に 記 載 し た 管 腔 性 乳 癌 お よ び
正 常 組 織 の 分 析 か ら は 正 常 管 腔 乳 腺 細 胞 に お け る ROR1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 は 極 め て 低
い か 検 出 不 能 で あ る こ と が 示 唆 さ れ て い る 。 原 発 性 乳 癌 に お け る ROR1発 現 を 乳 房 細 胞 系 と
比 較 し 、 対 数 比 と し て 算 出 す る と 、 ROR1を 最 も 高 度 に 発 現 す る 12種 の 細 胞 株 の 平 均 対 数 比
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は 0.40で あ る (0.12か ら 0.9ま で の 範 囲 )。 5件 の 基 底 状 ROR1陽 性 原 発 性 乳 癌 の 平 均 対 数 比 は
0.26で あ る (0.21か ら 0.32ま で の 範 囲 )。 こ れ ら の 計 算 の 一 貫 性 は 、 同 じ 参 照 (純 粋 な 腫 瘍
細 胞 株 )と 比 較 し た 場 合 に 、 乳 房 腫 瘍 の ROR1発 現 レ ベ ル が 純 粋 な 細 胞 株 で 観 察 さ れ る も の
と 同 程 度 で あ る が 幾 分 低 い と い う 観 察 所 見 に よ っ て 裏 付 け ら れ る 。 特 定 の 理 論 に 拘 束 さ れ
る わ け で は な い が 、 原 発 性 腫 瘍 に お け る 腫 瘍 細 胞 は 複 数 の 細 胞 種 (ROR1を 発 現 し な い こ と
が 公 知 で あ る も の を 含 む )の 複 合 的 混 合 物 と し て 存 在 す る た め 、 こ れ ら の 観 察 所 見 は 単 純
な 希 釈 効 果 と 一 致 す る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 本 発 明 の い く つ か の 特 定 の 態 様 に お い て 、 乳 癌 は 基 底 状 サ ブ タ イ プ の も の で あ る 。 当 技
術 分 野 で 公 知 で あ る よ う に 、 乳 癌 は 、 基 底 状 サ ブ タ イ プ を 含 む 数 多 く の 異 な る サ ブ タ イ プ
に グ ル ー プ 分 け さ れ る (例 え ば 、 Sorlie et al., PNAS(2001), 98(19): 10869-10874を 参
照 さ れ た い )。 詳 細 に は 、 乳 管 は 、 基 底 膜 に 付 着 す る 管 腔 層 お よ び 筋 上 皮 層 か ら 構 成 さ れ
る 二 層 構 造 で あ る 。 基 底 状 サ ブ タ イ プ と い う 用 語 は 、 当 技 術 分 野 で 認 め ら れ て い る 用 語 で
あ り 、 重 層 上 皮 の 基 底 層 か ら 生 じ る 特 定 の 癌 の こ と を 指 す (例 え ば 、 Wilson et al. Breas
t Cancer Research Vol 6 No. 5: 192-200(2004)中 の 図 1を 参 照 さ れ た い )。 基 底 状 サ ブ タ
イ プ の 乳 癌 は 、 頂 端 層 ま た は 管 腔 層 と は 異 な り 、 乳 房 の 導 管 上 皮 の 基 底 層 に 位 置 す る 。 こ
の よ う な 癌 は 、 皮 膚 の 基 底 細 胞 で 最 初 に 見 い だ さ れ た 中 間 フ ィ ラ メ ン ト 性 プ ロ フ ァ イ ル (
サ イ ト ケ ラ チ ン )な ど の 際 立 っ た 細 胞 学 的 特 徴 お よ び 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 有 す る 。
特 に 、 皮 膚 の 基 底 細 胞 は 、 単 層 上 皮 ま た は 腺 上 皮 で 認 め ら れ る K8、 K18、 K19と は 異 な り 、
複 合 上 皮 で 認 め ら れ る い く つ か の 特 定 の サ イ ト ケ ラ チ ン (す な わ ち 、 K5/6、 K7、 K17、 K14)
を 発 現 す る こ と が 公 知 で あ る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 乳 癌 の サ ブ タ イ プ (例 え ば 、 基 底 細 胞 特 性 を 有 す る も の )は 、 本 明 細 書 に 開 示 す る 病 理 学
-IHCデ ー タ お よ び /ま た は Stanford乳 房 腫 瘍 プ ロ フ ァ イ リ ン グ デ ー タ に よ っ て 容 易 に 判 定
す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Wetzels et al, Am J Path.(1991)138： p751-63(こ れ は 参 照
と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る )は 、 ヒ ト 乳 癌 に お け る 基 底 細 胞 特 異 的 で 過 剰 増 殖 関 連
性 の ケ ラ チ ン を 記 載 し て い る 。 こ の 研 究 で は 、 浸 潤 性 乳 癌 の 15％ (n＝ 115)が 基 底 性 サ イ ト
ケ ラ チ ン 14お よ び 17に 関 し て 陽 性 で あ る こ と が 見 い だ さ れ た 。 さ ら に 、 Bartek et al., I
nt J. Cancer(1985)36： 299-306(こ れ は 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る )も 、 ヒ ト
乳 房 組 織 お よ び 腫 瘍 に お け る K19の 発 現 パ タ ー ン を 用 い た 乳 癌 サ ブ タ イ プ の 特 徴 付 け に つ
い て 教 示 し て い る 。 そ の 反 対 に 、 ほ と ん ど の 髄 様 お よ び 低 分 化 型 の 乳 管 癌 は サ イ ト ケ ラ チ
ン 19に 関 し て 陰 性 で あ り 、 中 等 度 分 化 型 お よ び 高 分 化 型 の 乳 管 癌 、 浸 潤 性 小 葉 癌 、 管 状 癌
お よ び 大 部 分 の 粘 液 癌 は K19 Absの 両 方 に 関 し て 陽 性 で あ っ た 。 さ ら に 、 P-カ ド ヘ リ ン (CD
H3)(SEQ ID NO： 12)お よ び デ ス モ ソ ー ム 性 カ ド ヘ リ ン は 乳 管 の 基 底 層 で 発 現 さ れ 、 P-カ ド
ヘ リ ン mRNAは 基 底 状 サ ブ タ イ プ お よ び BRCA1サ ブ タ イ プ で 過 剰 発 現 さ れ る 。 こ の こ と は 、
第 4群 お よ び BRCA1腫 瘍 群 が 、 起 源 細 胞 種 と 関 連 性 の あ る 多 く の 分 子 特 性 を 共 通 に 有 す る こ
と を 裏 付 け る 証 拠 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 Paredes et al., Pathol. Res. Pract. 2002： 198(12): 795-801(こ れ は 参 照 と し て 本
明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る )も 、 複 数 の 乳 癌 サ ブ タ イ プ に お け る Pカ ド ヘ リ ン の 発 現 を 調 べ 、
そ れ を エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 (ER)の 状 態 と 関 連 付 け て い る 。 73件 の 非 浸 潤 性 乳 管 癌 (D CIS)
お よ び 149件 の 浸 潤 性 乳 癌 が 選 択 さ れ 、 Pカ ド ヘ リ ン な ら び に 他 の 生 体 マ ー カ ー の 発 現 に 関
し て 検 討 さ れ た 。 両 タ イ プ の 乳 癌 (非 浸 潤 性 お よ び 浸 潤 性 )と も に 、 P-カ ド ヘ リ ン 発 現 は エ
ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 (ER)発 現 と 強 い 逆 相 関 を 示 し た 。 P-カ ド ヘ リ ン 陽 性 お よ び ER陰 性 の 腫 瘍
は 、 よ り 高 い 組 織 学 的 グ レ ー ド 、 高 い 増 殖 速 度 お よ び c-erbB-2の 発 現 と 関 連 付 け ら れ た 。
こ の こ と は 、 P-カ ド ヘ リ ン が ER発 現 を 伴 わ な い 乳 癌 の サ ブ グ ル ー プ を 特 定 す る こ と 、 な ら
び に よ り 高 い 増 殖 速 度 お よ び 高 悪 性 度 挙 動 の 他 の 予 測 因 子 と 相 関 す る こ と を 示 し て い る 。
Gamallo et al.、 Mod. Pathol. 2001： 14(7): 650-4； Kovacs et al., J Clin Pathol 20
03 Feb； 56(2): 139-41； お よ び Peralta et al., Cancer 1999 Oct 1； 86(7): 1263-72(
こ れ ら は 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る )も 参 照 さ れ た い 。
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【 ０ １ ２ ９ 】
　 本 発 明 の い く つ か の 特 定 の 態 様 に お い て 、 乳 癌 は BRCA1サ ブ タ イ プ の も の で あ る 。 詳 細
に は 、 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ る よ う に 、 乳 房 の 癌 は 、 BRCA1サ ブ タ イ プ を 含 む 数 多 く の 異
な る サ ブ タ イ プ に グ ル ー プ 分 け す る こ と が で き る (例 え ば 、 Sorlie et al., PNAS(2001), 
98(19): 10869-10874を 参 照 さ れ た い )。 こ の 文 脈 に お い て 、 BRCA1サ ブ タ イ プ の 乳 癌 は 、 B
RCA1遺 伝 子 に 変 異 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 。 さ ま ざ ま な 異 な る BRCA1変 異 が 多 数 の 組 織
で 起 こ る こ と が 公 知 で あ り 、 こ れ に は 置 換 、 欠 失 お よ び ミ ス セ ン ス 変 異 が 含 ま れ る (例 え
ば 、 Wagner et al., Int J Cancer. 1998 Jul 29； 77(3): 354-60； Chang et al., Breas
t Cancer Res Treat. 2001 Sep； 69(2): 101-13； お よ び Foulkes et al., Cancer Res. 2
004 Feb 1； 64(3): 830-5； お よ び Aghmesheh et al., Gynecol Oncol. 2005 Apr； 97(1):
 16-25を 参 照 さ れ た い 。 こ れ ら は 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る )。 基 底 状 癌 お よ
び BRCA1癌 は 細 胞 起 源 お よ び 分 子 的 病 因 に よ っ て 関 連 付 け ら れ 、 ROR1の 過 剰 発 現 は こ れ ら
の 2つ の 腫 瘍 群 の 病 因 に か か わ る 重 要 な 変 化 で あ る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 図 5Fお よ び 図 5Gは 、 SKBR細 胞 を 比 較 用 細 胞 株 と し て 用 い て 、 抗 ROR1ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ
ル 血 清 を 用 い た CAL51細 胞 表 面 で の 内 因 性 ROR1タ ン パ ク 質 の 検 出 を 示 し て い る 。 例 え ば 図 5
Bに 示 さ れ た ROR1 mRNA発 現 デ ー タ と 比 較 し た 場 合 、 抗 ROR1ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 を 用
い た こ れ ら の 検 討 は 、 ROR1 mRNA発 現 レ ベ ル が ROR1タ ン パ ク 質 発 現 レ ベ ル と 相 関 す る こ と
を 示 し て い る 。 こ れ ら の 図 に 提 示 さ れ た mRNA/タ ン パ ク 質 発 現 の 相 関 デ ー タ は 、 ROR1 mRNA
お よ び タ ン パ ク 質 の 発 現 に 関 す る 他 の 観 察 所 見 と 一 致 す る 。 例 え ば 、 Paganoniら は 、 J. N
euroscience Research 73: 429-440(2003)(こ れ は 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る )
に お い て 、 ROR1を 発 現 す る さ ま ざ ま な 細 胞 で 、 イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お
よ び /ま た は PCR分 析 に よ っ て 調 べ た ROR1 mRNA発 現 の 観 察 所 見 が 、 免 疫 組 織 化 学 お よ び /ま
た は ウ エ ス タ ン 分 析 に よ っ て 調 べ た ROR1タ ン パ ク 質 発 現 の 観 察 所 見 と 相 関 す る こ と を 教 示
し て い る 。 さ ら に 、 Paganoniら は 、 GLIA 46: 456-466(2004)(こ れ は 参 照 と し て 本 明 細 書
に 組 み 入 れ ら れ る )に お い て 、 脳 発 生 の 初 期 に ROR1お よ び ROR2 mRNAお よ び ROR1お よ び ROR2
タ ン パ ク 質 の 両 方 が イ ン ビ ボ で 発 現 さ れ る こ と を 教 示 し て い る 。 こ の GLIAの 論 文 で 、 Paga
noniら は さ ら に 、 あ る 種 の 培 養 細 胞 で は 、 ROR1お よ び ROR2 mRNAだ け で な く RORタ ン パ ク 質
も 高 度 に 発 現 さ れ る こ と も 教 示 し て い る 。 ROR1 mRNAの 発 現 レ ベ ル が ROR1タ ン パ ク 質 の 発
現 レ ベ ル と 相 関 す る と い う 観 察 所 見 は 、 ROR1を 過 剰 発 現 す る 乳 癌 細 胞 は 例 え ば 特 定 の 基 底
状 表 現 型 を 示 し 、 ROR1を 過 剰 発 現 し な い 細 胞 と 比 べ て 予 後 不 良 で あ る と い う 本 明 細 書 に 提
示 し た デ ー タ に よ っ て も さ ら に 裏 付 け ら れ る (翻 訳 さ れ た タ ン パ ク 質 の 機 能 に よ っ て 影 響
さ れ る こ と が 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ る 特 徴 )。
【 ０ １ ３ １ 】
　 本 発 明 の も う 1つ の 態 様 は 、 ヒ ト 乳 房 細 胞 を 含 む 被 験 生 物 試 料 を 乳 癌 の 指 標 と な る 細 胞
増 殖 変 化 の 証 拠 に 関 し て 検 査 す る 方 法 で あ っ て 、 SEQ ID NO： 2に 示 さ れ た 配 列 を 有 す る オ
ー フ ァ ン 受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ (ROR1)ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 試 料 に お け る レ ベ ル を 評 価 す
る 段 階 で あ っ て 、 被 験 試 料 に お け る ROR1ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル が 正 常 乳 房 組 織 試 料 と 比 較
し て 高 い こ と に よ っ て 乳 癌 の 指 標 と な る 細 胞 増 殖 変 化 の 証 拠 が 得 ら れ る 段 階 を 含 み 、 細 胞
に お け る ROR1ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル が 試 料 を SEQ ID NO： 2に 示 さ れ た ROR1ポ リ ペ プ チ ド 配
列 と 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 と 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び 抗 体 と 試 料 中 の ROR1ポ リ ペ プ チ
ド と の 結 合 に よ っ て 形 成 さ れ る 複 合 体 の 存 在 を 評 価 す る こ と に よ っ て 評 価 さ れ る 方 法 で あ
る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 本 発 明 の 1つ の 関 連 し た 態 様 は 、 癌 性 で あ る こ と が 疑 わ れ る ヒ ト 乳 房 細 胞 (例 え ば 、 生 検
試 料 か ら の )を 乳 癌 の 指 標 と な る 細 胞 増 殖 変 化 の 証 拠 に 関 し て 検 査 す る 方 法 で あ っ て 、 SEQ
 ID NO： 2に 示 さ れ た 配 列 を 有 す る オ ー フ ァ ン 受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ (ROR1)ポ リ ペ プ チ
ド の 乳 房 細 胞 に お け る レ ベ ル を 評 価 す る 段 階 で あ っ て 、 ヒ ト 乳 房 細 胞 に お け る ROR1ポ リ ペ
プ チ ド の レ ベ ル が 正 常 乳 房 細 胞 (例 え ば 、 ヒ ト 乳 房 細 胞 を 得 た 個 体 か ら の 正 常 細 胞 )と 比 較
し て 高 い こ と に よ っ て 乳 癌 の 指 標 と な る 細 胞 増 殖 変 化 の 証 拠 が 得 ら れ る 段 階 を 含 み 、 細 胞
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に お け る ROR1ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル が 、 試 料 を SEQ ID NO： 2に 示 さ れ た ROR1ポ リ ペ プ チ ド
配 列 と 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 (例 え ば 、 検 出 マ ー カ ー で 標 識 さ れ た も の )と 接 触 さ せ る
こ と 、 お よ び 抗 体 と 試 料 中 の ROR1ポ リ ペ プ チ ド と の 結 合 に よ っ て 形 成 さ れ る 複 合 体 の 存 在
を 評 価 す る こ と に よ っ て 評 価 さ れ る 方 法 で あ る 。 典 型 的 に は 、 複 合 体 の 存 在 は 、 ELISA分
析 、 ウ エ ス タ ン 分 析 お よ び 免 疫 組 織 化 学 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 方 法 に よ っ て 評 価 さ れ
る 。 任 意 で 、 乳 癌 は 基 底 状 サ ブ タ イ プ ま た は BRCA1サ ブ タ イ プ で あ る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 本 発 明 の さ ら に も う 1つ の 態 様 は 、 被 験 ヒ ト 細 胞 に お け る ROR1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の
増 幅 ま た は 変 化 (例 え ば 、 欠 失 、 挿 入 、 置 換 ま た は ミ ス セ ン ス 変 異 )を 同 定 す る た め に 、 正
常 細 胞 に お け る 第 1番 染 色 体 の バ ン ド p31か ら の オ ー フ ァ ン 受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ (ROR1)
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 被 験 ヒ ト 細 胞 に お け る 第 1番 染 色 体 の バ ン ド p31か ら の ROR1ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 と 比 較 す る こ と に よ り 、 被 験 ヒ ト 細 胞 を ヒ ト 癌 の 指 標 と な る 染 色 体 異 常 の
証 拠 に 関 し て 検 査 す る 方 法 で あ っ て 、 被 験 ヒ ト 細 胞 に お け る ROR1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の
増 幅 ま た は 変 化 に よ っ て ヒ ト 癌 の 指 標 と な る 染 色 体 異 常 の 証 拠 が 得 ら れ る 方 法 で あ る 。 こ
の よ う な 方 法 に お い て 、 被 験 ヒ ト 細 胞 に お け る 第 1番 染 色 体 、 バ ン ド p31は 、 典 型 的 に は 、
被 験 ヒ ト 細 胞 試 料 中 の ROR1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 、 SEQ ID NO： 1に 示 さ れ た ROR1ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 ま た は そ の 相 補 物 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ROR1相 補 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
と 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び ROR1相 補 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 被 験 ヒ ト 細 胞 内 の ROR1ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 形 成 さ れ る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複
合 体 の 存 在 を 評 価 す る こ と (例 え ば 、 ノ ー ザ ン 分 析 、 サ ザ ン 分 析 ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖
反 応 分 析 に よ り )に よ っ て 評 価 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ４ 】

　 本 明 細 書 に 開 示 す る ROR1タ ン パ ク 質 配 列 は 、 当 業 者 が 、 そ れ ら と 相 互 作 用 す る 分 子 を 、
当 技 術 分 野 で 認 め ら れ て い る 種 々 の プ ロ ト コ ー ル の い ず れ か に よ っ て 同 定 す る こ と を 可 能
に す る 。 例 え ば 、 種 々 の い わ ゆ る 相 互 作 用 捕 捉 シ ス テ ム (「 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド ア ッ セ イ 」
と も 呼 ば れ る )の い ず れ か を 利 用 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な シ ス テ ム で は 、 相 互 作 用
す る 分 子 が 転 写 因 子 を 再 構 成 し て レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 を 導 き 、 そ の 後 に そ の 発 現 が ア
ッ セ イ さ れ る 。 典 型 的 な シ ス テ ム は 真 核 生 物 転 写 ア ク チ ベ ー タ ー の 再 構 成 に よ っ て イ ン ビ
ボ で の タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用 を 同 定 し 、 こ れ ら は 例 え ば 米 国 特 許 第 5,955,280号
、 第 5,925,523号 、 第 5,846,722号 お よ び 第 6,004,746号 に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 ま た は 、 ROR1タ ン パ ク 質 配 列 と 相 互 作 用 す る 分 子 を ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ
ン グ に よ っ て 同 定 す る こ と も で き る 。 こ の よ う な 方 法 で は 、 ROR1な ど の 選 択 さ れ た 受 容 体
分 子 と 結 合 す る ペ プ チ ド を 、 ア ミ ノ 酸 の ラ ン ダ ム ま た は 管 理 さ れ た 集 成 物 を コ ー ド す る ラ
イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 同 定 す る 。 ラ イ ブ ラ リ ー に よ っ て コ ー ド さ
れ る ペ プ チ ド を バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ コ ー ト タ ン パ ク 質 の 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 発 現 さ せ 、
続 い て バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 粒 子 を 関 心 対 象 の 受 容 体 に 対 し て ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 予 想 さ
れ る リ ガ ン ド ま た は 受 容 体 分 子 の 構 造 に 関 す る 事 前 の 情 報 が 全 く な く て も 、 こ の よ う に し
て 、 治 療 用 ま た は 診 断 用 試 薬 と い っ た 多 岐 に わ た る 用 途 を 有 す る ペ プ チ ド を 同 定 す る こ と
が で き る 。 ROR1タ ン パ ク 質 配 列 と 相 互 作 用 す る 分 子 を 同 定 す る た め に 用 い 得 る 典 型 的 な ペ
プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー お よ び ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,723,286号 お よ
び 第 5,733,731号 に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 ま た は 、 ROR1を 発 現 す る 細 胞 系 を 、 ROR1に よ っ て 媒 介 さ れ る タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 相
互 作 用 の 同 定 の た め に 用 い る こ と も で き る 。 こ の 可 能 性 は 、 他 の 者 に よ っ て 示 さ れ て い る
よ う に 免 疫 沈 降 法 を 用 い て 検 討 す る こ と が で き る (Hamilton, B.J., et al., 1999, Bioch
em. Biophys. Res. Commun. 261: 646-51)。 典 型 的 に は 、 ROR1タ ン パ ク 質 を 、 ROR1を 発 現
す る 乳 癌 細 胞 株 か ら 、 抗 ROR1抗 体 を 用 い て 免 疫 沈 降 さ せ る こ と が で き る 。 ま た は 、 Hisタ
グ に 対 す る 抗 体 を 、 ROR1を 発 現 す る よ う に 操 作 さ れ た 細 胞 系 (上 述 の ベ ク タ ー )に 用 い る こ
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と も で き る 。 免 疫 沈 降 複 合 体 は 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 、 タ ン パ ク 質 の 3 5 S-メ チ オ ニ ン 標
識 、 タ ン パ ク 質 マ イ ク ロ シ ー ク エ ン シ ン グ 、 銀 染 色 お よ び 二 次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 な ど の 手 順
に よ り 、 タ ン パ ク 質 会 合 に 関 し て 検 査 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 こ の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ の 関 連 し た 態 様 に は 、 ROR1と 相 互 作 用 す る 低 分 子 を
同 定 す る た め の 方 法 が 含 ま れ る 。 典 型 的 な 方 法 は 、 例 え ば 米 国 特 許 第 5,928,868号 で 考 察
さ れ て お り 、 こ れ に は 少 な く と も 1つ の リ ガ ン ド が 低 分 子 で あ る ハ イ ブ リ ッ ド リ ガ ン ド を
形 成 さ せ る た め の 方 法 が 含 ま れ る 。 1つ の 例 示 的 な 態 様 に お い て 、 第 1お よ び 第 2の 発 現 ベ
ク タ ー を 入 れ 替 わ り に 含 む 細 胞 に ハ イ ブ リ ッ ド リ ガ ン ド を 導 入 す る 。 そ れ ぞ れ の 発 現 ベ ク
タ ー は 、 標 的 タ ン パ ク 質 と 転 写 モ ジ ュ ー ル の コ ー ド 配 列 が 結 合 し た も の を コ ー ド す る ハ イ
ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る た め の DNAを 含 む 。 細 胞 は さ ら に レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 含
み 、 そ の 発 現 は 第 1お よ び 第 2の ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 が 互 い に 近 接 し て い る こ と を 必 要
条 件 と す る が 、 こ れ は ハ イ ブ リ ッ ド リ ガ ン ド が 両 方 の ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 上 の 標 的 部
位 と 結 合 し た 場 合 に の み 起 こ る 事 象 で あ る 。 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 発 現 す る 細 胞 を 選 択 し 、
未 知 の 低 分 子 ま た は 未 知 の ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 を 同 定 す る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 本 発 明 の 1つ の 典 型 的 な 態 様 は 、 図 1に 示 さ れ た ROR1ア ミ ノ 酸 配 列 と 相 互 作 用 す る 分 子 に
関 す る ス ク リ ー ニ ン グ の 方 法 で あ っ て 、 分 子 の 集 団 を ROR1ア ミ ノ 酸 配 列 と 接 触 さ せ る 段 階
、 分 子 の 集 団 お よ び ROR1ア ミ ノ 酸 配 列 を 相 互 作 用 を 促 進 す る 条 件 下 で 相 互 作 用 さ せ る 段 階
、 ROR1ア ミ ノ 酸 配 列 と 相 互 作 用 す る 分 子 の 存 在 を 判 定 す る 段 階 、 な ら び に 続 い て ROR1ア ミ
ノ 酸 配 列 と 相 互 作 用 し な い 分 子 を ROR1ア ミ ノ 酸 配 列 と 相 互 作 用 す る 分 子 か ら 分 離 す る 段 階
を 含 む 方 法 か ら な る 。 1つ の 具 体 的 な 態 様 に お い て 、 本 方 法 は さ ら に 、 ROR1ア ミ ノ 酸 配 列
と 相 互 作 用 す る 分 子 を 精 製 す る 段 階 を 含 む 。 1つ の 態 様 に お い て 、 ROR1ア ミ ノ 酸 配 列 を ペ
プ チ ド の ラ イ ブ ラ リ ー と 接 触 さ せ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】

　 乳 癌 の サ ブ タ イ プ に お い て (お よ び 可 能 性 と し て は 他 の 癌 で も )高 度 に 発 現 さ れ る 遺 伝 子
と し て の ROR1の 同 定 は 、 こ の よ う な 癌 の 治 療 に 対 し て 数 多 く の 新 た な 治 療 ア プ ロ ー チ を 切
り 開 く 。 以 上 に 考 察 し た よ う に 、 ROR1は 癌 細 胞 か ら 分 泌 さ れ 、 こ の よ う に し て 増 殖 シ グ ナ
ル を 調 節 し て い る 可 能 性 が あ る 。 そ の 転 写 因 子 と し て の 役 割 の 可 能 性 お よ び そ れ が 乳 癌 で
高 度 に 発 現 さ れ る こ と か ら 、 こ れ は 低 分 子 を 介 し た 治 療 法 の 標 的 と な る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 こ の た め 、 ROR1タ ン パ ク 質 の 活 性 の 阻 害 を 目 指 し た 治 療 ア プ ロ ー チ は 、 乳 癌 お よ び ROR1
を 発 現 す る 他 の 癌 に 罹 患 し た 患 者 に 対 し て 有 用 で あ る と 期 待 さ れ る 。
【 ０ １ ４ １ 】

　 本 明 細 書 に 開 示 し た よ う に 、 ROR1は 、 乳 癌 な ど の あ る 種 の 病 態 に お い て 過 剰 発 現 さ れ る
細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 で あ る 。 ROR1の 構 造 的 特 徴 は 、 こ の 分 子 が 抗 体 を 用 い る 治 療 戦 略 の 魅
力 的 な 標 的 で あ る こ と を 示 し て い る 。 ROR1は さ ま ざ ま な 系 譜 の 癌 細 胞 に よ っ て 発 現 さ れ 、
対 応 す る 正 常 細 胞 に よ っ て は 発 現 さ れ な い た め 、 ROR1免 疫 反 応 性 組 成 物 の 全 身 投 与 は 、 免
疫 治 療 用 分 子 と 標 的 で な い 臓 器 お よ び 組 織 と の 結 合 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 有 毒 な 、 非 特
異 的 お よ び /ま た は 非 標 的 性 の 影 響 を 伴 わ ず に 、 優 れ た 感 受 性 を 示 す と 期 待 さ れ る 。 ROR1
の ド メ イ ン と 特 異 的 に 反 応 す る 抗 体 は 、 毒 素 も し く は 治 療 薬 と の 結 合 物 と し て 、 ま た は 細
胞 の 増 殖 ま た は 機 能 を 阻 害 し 得 る 裸 の 抗 体 と し て 、 ROR1を 発 現 す る 癌 を 全 身 性 に 治 療 す る
た め に 有 用 な 可 能 性 が あ る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ る よ う に 、 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 は 、 こ れ ら の 細 胞 表
面 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 細 胞 を 選 好 的 に 死 滅 さ せ る 治 療 方 法 に 用 い る こ と が で き 、 特 に 細
胞 表 面 タ ン パ ク 質 (例 え ば 、 HER2)が 、 患 者 の 体 内 で 正 常 細 胞 と 比 較 し て 病 的 細 胞 で 過 剰 発
現 さ れ る よ う な 状 況 で は そ う で あ る 。 こ の よ う な 抗 体 を 用 い る 周 知 の 方 法 は 、 有 効 量 の 抗
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体 を 投 与 さ れ た 患 者 に お い て 、 こ の よ う な 抗 体 が 補 体 カ ス ケ ー ド を 活 性 化 す る 、 お よ び /
ま た は 抗 体 依 存 性 細 胞 傷 害 を 媒 介 す る 能 力 を 利 用 し て い る 。 代 替 的 な 方 法 に は 、 細 胞 毒 性
部 分 と こ れ ら の 抗 体 の 1つ と の 結 合 物 で あ る イ ム ノ ト キ シ ン の 使 用 が 含 ま れ る 。 抗 ROR1抗
体 が 任 意 の 被 験 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す る 能 力 を 評 価 す る た め に 必 要 な 実 験 の 量 は 少 な く 、 当
技 術 分 野 で 十 分 に 確 立 さ れ た プ ロ ト コ ー ル に 従 う 。 さ ら に 、 抗 体 が 、 そ の 抗 体 に よ っ て 認
識 さ れ 、 ROR1の 特 定 的 な 特 徴 を 有 す る (例 え ば 、 HER2な ど の タ ン パ ク 質 と 類 似 し た 発 現 パ
タ ー ン お よ び 構 造 な ど を 有 す る )タ ン パ ク 質 を 表 面 に 発 現 す る 細 胞 を 死 滅 さ せ る 能 力 は 、
十 分 に 確 立 さ れ た 科 学 的 原 理 に 従 う 。 そ の 結 果 、 ROR1抗 体 が 任 意 の 細 胞 種 の 増 殖 を 阻 害 す
る 、 お よ び /ま た は そ れ を 死 滅 さ せ る 能 力 は 、 最 小 限 の 実 験 を 用 い て 決 定 す る こ と が で き
る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 抗 体 が ROR1と 結 合 し て 、 受 容 体 お よ び frizzledフ ァ ミ リ ー の リ ガ ン ド と の 相 互 作 用 と い
っ た 機 能 を 変 化 ま た は 擾 乱 さ せ 、 そ の 結 果 、 細 胞 お よ び 腫 瘍 の 破 壊 を 媒 介 す る 、 お よ び /
ま た は 細 胞 も し く は 腫 瘍 の 増 殖 を 阻 害 す る よ う に 、 ROR1抗 体 を 患 者 に 導 入 す る こ と が で き
る 。 こ の よ う な 抗 体 が 治 療 効 果 を 発 揮 す る メ カ ニ ズ ム に は 、 補 体 媒 介 性 細 胞 溶 解 、 抗 体 依
存 性 細 胞 傷 害 、 ROR1の 生 理 的 機 能 の 調 節 、 リ ガ ン ド 結 合 も し く は シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 阻 害
、 腫 瘍 細 胞 分 化 の 調 節 、 腫 瘍 血 管 新 生 因 子 の 性 質 の 変 化 、 お よ び /ま た は ア ポ ト ー シ ス 誘
導 が 含 ま れ る と 考 え ら れ る 。 ROR1抗 体 を 毒 物 ま た は 治 療 薬 と 結 合 さ せ 、 ROR1を 有 す る 腫 瘍
細 胞 に 毒 物 ま た は 治 療 薬 を 直 接 送 達 す る た め に 用 い る こ と も 可 能 と 思 わ れ る 。 毒 物 の 例 に
は 、 カ ル ケ ミ シ ン (calchemicin)、 メ イ タ ン シ ノ イ ド 、 1 3 1 Iな ど の 放 射 性 同 位 体 、 イ ッ ト
リ ウ ム お よ び ビ ス マ ス が 非 制 限 的 に 含 ま れ る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 抗 ROR1抗 体 を 用 い る 癌 免 疫 療 法 は 、 結 腸 癌 (Arlen et al., 1998, Crit. Rev. Immunol.
 18: 133-138)、 多 発 性 骨 髄 腫 (Ozaki et al., 1997, Blood 90: 3179-3186； Tsunenari e
t al., 1997, Blood 90: 2437-2444)、 胃 癌 (Kasprzyk et al., 1992, Cancer Res. 52: 2
771-2776)、 B細 胞 リ ン パ 腫 (： Funakoshi et al., 1996, J. Immunother. Emphasis Tumor
 Immunol. 19: 93-101)、 白 血 病 (Zhong et al., 1996, Leuk. Res. 20: 581-589)、 大 腸
癌 (Moun et al., 1994, Cancer Res. 54: 6160-6166； Velders et al., 1995, Cancer Re
s. 55: 4398-4403)お よ び 乳 癌 (Shepard et al., 1991, J. Clin. Immunol. 11: 117-127)
を 非 制 限 的 に 含 む 、 そ の 他 の 種 類 の 癌 に 対 し て 首 尾 良 く 用 い ら れ て い る さ ま ざ ま な ア プ ロ
ー チ に よ っ て 得 ら れ た 教 示 に 従 う こ と が で き る 。 い く つ か の 治 療 ア プ ロ ー チ は 、 1 3 1 Iと 抗
CD20抗 体 (例 え ば 、 Rituxan(商 標 )、 IDEC Pharmaceuticals Corp.)と の 結 合 と い っ た 裸 の
抗 体 と 毒 素 と の 結 合 を 伴 う が 、 ま た 別 の も の は ハ ー セ プ チ ン (商 標 )(ト ラ ス ツ ズ マ ブ )と パ
ク リ タ キ セ ル (Genentech, Inc.)と い う よ う に 抗 体 と 他 の 治 療 薬 と の 同 時 投 与 を 伴 う 。 乳
癌 の 治 療 に 対 し て は 、 例 え ば 、 ROR1抗 体 を 放 射 線 療 法 、 化 学 療 法 ま た は ホ ル モ ン 除 去 と 組
み 合 わ せ て 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 ROR1抗 体 療 法 は 癌 の す べ て の 病 期 に 対 し て 有 用 で あ り 得 る が 、 抗 体 療 法 は 進 行 期 ま た は
転 移 性 の 癌 に 特 に 適 し て い る と 思 わ れ る 。 化 学 療 法 を ま だ 受 け て い な い 患 者 に は 本 発 明 の
抗 体 療 法 を 化 学 療 法 ま た は 放 射 線 療 法 と の 併 用 が 好 ま れ 得 る が 、 化 学 療 法 を 1回 ま た は 複
数 回 受 け た 患 者 に は 本 発 明 の 抗 体 療 法 が 必 要 で あ ろ う 。 さ ら に 、 特 に 化 学 療 法 薬 の 毒 性 に
対 す る 忍 容 性 が そ れ ほ ど 高 く な い 患 者 で は 、 抗 体 療 法 に よ り 、 併 用 化 学 療 法 に 用 い る 投 薬
量 を 減 ら す こ と も 可 能 に な り 得 る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 一 部 の 癌 患 者 で は 、 好 ま し く は 腫 瘍 組 織 の 免 疫 組 織 化 学 的 評 価 、 定 量 的 な ROR1画 像 化 ま
た は ROR1発 現 の 存 在 お よ び 程 度 を 確 実 に 示 し 得 る 他 の 技 法 を 用 い て 、 ROR1発 現 の 存 在 お よ
び 程 度 を 評 価 す る こ と が 望 ま し い と 思 わ れ る 。 こ の 目 的 の た め に は 、 腫 瘍 生 検 ま た は 外 科
手 術 標 本 の 免 疫 組 織 化 学 分 析 が 好 ま し い と 思 わ れ る 。 腫 瘍 組 織 の 免 疫 組 織 化 学 分 析 の た め
の 方 法 は 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ る 。
【 ０ １ ４ ７ 】

10

20

30

40

50

(35) JP 2007-532111 A 2007.11.15



　 乳 癌 お よ び 他 の 癌 の 治 療 に 有 用 な 抗 ROR1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に は 、 腫 瘍 に 対 す る 強 力 な
免 疫 応 答 を 誘 発 し 得 る も の 、 お よ び 細 胞 傷 害 を 導 き 得 る も の が 含 ま れ る 。 こ の 点 に 関 し て
、 抗 ROR1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (mAb)は 補 体 媒 介 性 ま た は 抗 体 依 存 性 細 胞 傷 害 (ADCC)機 構 に
よ っ て 腫 瘍 細 胞 溶 解 を 誘 発 し 得 る が 、 こ れ は い ず れ も 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 が エ フ ェ ク タ
ー 細 胞 の Fc受 容 体 部 位 ま た は 補 体 タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 す る た め の 完 全 な Fc部 分 を 必 要 と
す る 。 さ ら に 、 本 発 明 の 実 施 に は 、 腫 瘍 増 殖 に 対 し て 直 接 的 な 生 物 効 果 を 発 揮 す る 抗 ROR1
 mAbが 有 用 で あ る 。 こ の よ う な 直 接 的 な 細 胞 傷 害 性 mAbが 作 用 す る 潜 在 的 メ カ ニ ズ ム に は
、 細 胞 増 殖 の 阻 害 、 細 胞 分 化 の 調 節 、 腫 瘍 血 管 新 生 因 子 の プ ロ フ ィ ー ル の 調 節 、 お よ び ア
ポ ト ー シ ス の 誘 導 が 含 ま れ 得 る 。 特 定 の 抗 ROR1 mAbが 抗 腫 瘍 効 果 を も た ら す メ カ ニ ズ ム は
、 当 技 術 分 野 で 一 般 に 知 ら れ た ADCC、 ADMMC、 補 体 媒 介 性 細 胞 溶 解 な ど を 判 定 す る た め に
設 計 さ れ た 任 意 の 数 の イ ン ビ ト ロ ア ッ セ イ を 用 い て 評 価 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 マ ウ ス も し く は 他 の 非 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ま た は ヒ ト /マ ウ ス キ メ ラ mAbの 使 用 に
よ り 、 一 部 の 患 者 で は 中 等 度 か ら 高 度 の 免 疫 応 答 が 誘 発 さ れ る 得 る 。 症 例 に よ っ て は 、 こ
れ は 流 血 中 か ら の 抗 体 の 排 除 お よ び 有 効 性 の 低 下 を も た ら し 得 る 。 最 も 重 篤 な 症 例 で は 、
こ の よ う な 応 答 は 大 量 の 免 疫 複 合 体 の 形 成 に つ な が り 得 、 最 終 的 に は 腎 不 全 を 引 き 起 こ し
得 る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の 治 療 方 法 の 実 施 に 用 い ら れ る い く つ か の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
は 、 標 的 で あ る ROR1抗 原 と 高 い 親 和 性 で 特 異 的 に 結 合 す る が 、 患 者 に お け る 抗 原 性 は 低 い
か 全 く な い 完 全 ヒ ト ま た は ヒ ト 化 抗 体 で あ る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 本 発 明 の 治 療 方 法 は 、 単 一 の 抗 ROR1 mAbの 投 与 の ほ か 、 異 な る mAb(例 え ば 、 抗 ROR1抗 体
お よ び 抗 Her-2抗 体 )の 併 用 ま た は カ ク テ ル を 想 定 し て い る 。 こ の よ う な mAbカ ク テ ル に は
、 そ れ ら が 異 な る エ フ ェ ク タ ー 機 構 を 用 い る mAbを 含 む か 、 ま た は 直 接 的 な 細 胞 傷 害 性 mAb
と 免 疫 エ フ ェ ク タ ー の 機 能 に 依 拠 す る mAbと の 併 用 で あ る 場 合 、 い く つ か 利 点 を 有 し 得 る
。 こ の よ う な mAbの 併 用 は 相 乗 的 な 治 療 効 果 を も た ら し 得 る 。 さ ら に 、 抗 ROR1 mAbの 投 与
を 、 種 々 の 化 学 療 法 薬 、 ア ン ド ロ ゲ ン 拮 抗 薬 お よ び 免 疫 調 節 薬 (例 え ば 、 IL-2、 GM-CSF)を
非 制 限 的 に 含 む 他 の 治 療 薬 と 組 み 合 わ せ る こ と も で き る 。 抗 ROR1 mAbは 「 裸 の 」 ま た は 非
結 合 形 態 で 投 与 し て も よ く 、 治 療 薬 と 結 合 し た 形 態 で も よ い 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 抗 ROR1抗 体 製 剤 は 、 抗 体 を 腫 瘍 部 位 へ と 送 達 し 得 る 任 意 の 経 路 を 介 し て 投 与 す る こ と が
で き る 。 有 効 と 考 え ら れ る 経 路 に は 、 静 脈 内 、 腹 腔 内 、 筋 肉 内 、 腫 瘍 内 、 皮 内 な ど が 非 制
限 的 に 含 ま れ る 。 治 療 は 一 般 に 、 静 脈 内 注 射 (IV)な ど の 許 容 し 得 る 投 与 経 路 を 介 し た 、 典
型 的 に は 約 0.1～ 約 10mg/kg体 重 の 範 囲 の 投 与 量 で の 、 抗 ROR1抗 体 製 剤 の 反 復 投 与 を 含 み 得
る 。 1週 間 当 た り 10～ 500mg mAbの 投 与 量 で あ れ ば 有 効 で あ っ て 忍 容 性 も 十 分 と 思 わ れ る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 転 移 性 乳 癌 の 治 療 に お け る ハ ー セ プ チ ン mAbの 臨 床 的 経 験 に 基 づ き 、 抗 ROR1 mAb製 剤 の I
Vに よ る 約 4mg/kg患 者 体 重 の 初 回 投 与 後 に IVに よ り 毎 週 約 2mg/kgを 投 与 す る の が 許 容 さ れ
る 投 薬 レ ジ メ ン で あ り 得 る 。 初 回 投 与 は 90分 間 ま た は そ れ 以 上 に わ た る 注 入 に よ っ て 行 う
こ と が 好 ま し い 。 定 期 的 な 維 持 投 与 は 、 初 回 投 与 量 に 対 す る 忍 容 性 が 十 分 で あ れ ば 30分 間
ま た は そ れ 以 上 に わ た る 注 入 に よ っ て 行 う 。 し か し 、 当 業 者 は 理 解 す る で あ ろ う が 、 個 々
の 症 例 に お け る 理 想 的 な 投 薬 方 式 に は さ ま ざ ま な 因 子 が 影 響 す る と 思 わ れ る 。 こ の よ う な
因 子 に は 、 例 え ば 、 用 い る Abま た は 複 数 の mAbの 結 合 親 和 性 お よ び 半 減 期 、 患 者 に お け る R
OR1発 現 の 程 度 、 流 血 中 の 脱 落 ROR1抗 原 の 程 度 、 抗 体 の 望 ま し い 定 常 濃 度 レ ベ ル 、 投 与 頻
度 、 な ら び に 本 発 明 の 方 法 と 併 用 す る 化 学 療 法 薬 の 影 響 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ５ ２ 】

　 本 発 明 は 、 ROR1と そ の 結 合 パ ー ト ナ ー も し く は リ ガ ン ド と の 結 合 、 ま た は 他 の タ ン パ ク
質 と の 会 合 を 阻 害 す る た め の さ ま ざ ま な 方 法 お よ び 組 成 物 、 な ら び に ROR1機 能 を 阻 害 す る
た め の 方 法 を 含 む 。
【 ０ １ ５ ３ 】
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細 胞 内 発 現 抗 体 に よ る ROR1の 阻 害
　 1つ の ア プ ロ ー チ で は 、 ROR1と 特 異 的 に 結 合 す る 一 本 鎖 抗 体 を コ ー ド す る 組 換 え ベ ク タ
ー を 遺 伝 子 導 入 技 術 に よ っ て ROR1発 現 細 胞 に 導 入 し 、 コ ー ド さ れ る 一 本 鎖 抗 ROR1抗 体 を 細
胞 内 で 発 現 さ せ 、 ROR1タ ン パ ク 質 と 結 合 さ せ て そ れ に よ っ て そ の 機 能 を 阻 害 す る 。 こ の よ
う な 細 胞 内 発 現 型 の 一 本 鎖 抗 体 を 作 製 す る た め の 方 法 は 周 知 で あ る 。 こ の よ う な 細 胞 内 発
現 抗 体 は 「 細 胞 内 抗 体 」 と し て も 公 知 で あ り 、 細 胞 内 の 特 定 の 区 画 を 特 異 的 な 標 的 と し 、
治 療 の 阻 害 活 性 を 集 中 さ せ よ う と す る 領 域 を 高 度 に 制 御 す る こ と を 可 能 に す る 。 こ の 技 術
は 当 技 術 分 野 で 首 尾 よ く 用 い ら れ て い る (概 説 に つ い て は 、 Richardson and Marasco, 199
5, TIBTECH vol.13を 参 照 さ れ た い )。 細 胞 内 抗 体 は 通 常 で あ れ ば 豊 富 に 存 在 す る 細 胞 表 面
受 容 体 の 発 現 を 事 実 上 消 失 さ せ る こ と が 示 さ れ て い る 。 例 え ば 、 Richardson et al., 199
5, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92:3137-3141； Beerli et al., 1994, J. Biol. Chem. 
289:23931-23936、 Deshane et al., 1994, Gene Ther. 1:332-337を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 一 本 鎖 抗 体 は 、 柔 軟 な リ ン カ ー ポ リ ペ プ チ ド に よ っ て 連 結 さ れ た 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の 可 変
領 域 を 含 み 、 単 一 の ポ リ ペ プ チ ド と し て 発 現 さ れ る 。 任 意 で 、 一 本 鎖 可 変 領 域 断 片 に 軽 鎖
定 常 領 域 が 連 結 し た も の と し て 一 本 鎖 抗 体 を 発 現 さ せ て も よ い 。 発 現 さ れ た 細 胞 内 抗 体 が
所 要 の 細 胞 内 区 画 を 正 確 に 標 的 と す る よ う に 、 周 知 の 細 胞 内 輸 送 シ グ ナ ル を 、 こ の よ う な
一 本 鎖 抗 体 を コ ー ド す る 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ベ ク タ ー に 組 み 込 む こ と が で き る 。 例 え
ば 、 リ ー ダ ー ペ プ チ ド お よ び 選 択 的 に は KDELア ミ ノ 酸 モ チ ー フ な ど の C末 端 ER残 留 シ グ ナ
ル が 小 胞 体 (ER)を 標 的 と す る 細 胞 内 抗 体 に 組 み 込 ま れ る よ う に 操 作 し 得 る 。 核 内 で 活 性 を
発 揮 さ せ よ う と す る 細 胞 内 抗 体 は 、 核 局 在 化 シ グ ナ ル を 含 む よ う に 操 作 す る こ と が で き る
。 原 形 質 膜 の 細 胞 質 側 に 係 留 す る た め に 、 脂 質 部 分 を 細 胞 内 抗 体 に 連 結 し て も よ い 。 細 胞
質 内 で 機 能 を 発 揮 す る よ う に 細 胞 内 抗 体 の 標 的 化 を 行 う こ と も で き る 。 例 え ば 、 細 胞 質 内
の 因 子 を 隔 離 し 、 そ れ に よ っ て そ れ ら が 細 胞 内 の 通 常 の 目 的 地 に 輸 送 さ れ る こ と を 妨 げ る
た め に 、 細 胞 質 細 胞 内 抗 体 を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 1つ の 態 様 に お い て 、 細 胞 内 抗 体 は 、 核 内 の ROR1を 捕 捉 し 、 そ れ に よ っ て そ の 成 熟 お よ
び 細 胞 外 へ の 分 泌 を 阻 止 す る た め に 用 い 得 る 。 所 要 の タ ー ゲ テ ィ ン グ を 実 現 す る た め に 、
核 を 標 的 と す る シ グ ナ ル お よ び /ま た は リ ー ダ ー ペ プ チ ド を こ の よ う な ROR1細 胞 内 抗 体 に
組 み 込 む こ と も で き る 。 こ の よ う な ROR1細 胞 内 抗 体 を 、 特 定 の ROR1ド メ イ ン と 特 異 的 に 結
合 す る よ う に デ ザ イ ン す る こ と も で き る 。 も う 1つ の 態 様 に お い て 、 ROR1タ ン パ ク 質 と 特
異 的 に 結 合 す る 細 胞 質 細 胞 内 抗 体 を 、 ROR1が 核 に 到 達 す る こ と を 妨 げ 、 そ れ に よ っ て そ れ
が 核 内 部 で 何 ら か の 生 物 活 性 を 発 揮 す る の を 妨 げ る (例 え ば 、 ROR1が 他 の 因 子 と 転 写 複 合
体 を 形 成 す る の を 妨 げ る )た め に 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
組 換 え タ ン パ ク 質 に よ る ROR1の 阻 害
　 も う 1つ の ア プ ロ ー チ で は 、 ROR1ま た は そ の 結 合 パ ー ト ナ ー と 結 合 し 、 そ れ に よ っ て ROR
1が そ の 結 合 パ ー ト ナ ー に 到 達 /結 合 す る こ と 、 ま た は 別 の タ ン パ ク 質 と 会 合 す る こ と を 妨
げ る こ と が で き る 組 換 え 分 子 が 、 ROR1の 機 能 を 阻 害 す る た め に 用 い ら れ る 。 例 え ば 、 組 換
え 分 子 は 、 ROR1の Igル ー プ ド メ イ ン 、 ROR1の frizzledド メ イ ン 、 ま た は ROR1の kringleド
メ イ ン と い っ た 、 ROR1の 細 胞 外 ド メ イ ン ま た は そ の 一 部 分 を 含 み 得 る 。 本 発 明 の い く つ か
の 態 様 に お い て 、 組 換 え 分 子 は こ れ ら の ROR1ド メ イ ン の 2つ 、 ま た は 代 替 的 に は 3つ を 含 む
。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 ま た は 、 こ の よ う な 組 換 え 分 子 が 、 ROR1特 異 的 抗 体 分 子 の 反 応 性 部 分 を 含 ん で も よ い 。
1つ の 具 体 的 な 態 様 で は 、 ROR1結 合 パ ー ト ナ ー の ROR1リ ガ ン ド 結 合 ド メ イ ン が 、 ヒ ト IgG1
な ど の ヒ ト IgGの Fc部 分 と 連 結 し た 2つ の ROR1リ ガ ン ド 結 合 ド メ イ ン を 含 む 二 量 体 融 合 タ ン
パ ク 質 に 組 み 込 ま れ る 。 こ の よ う な IgG部 分 は 、 例 え ば 、 CH2お よ び CH3ド メ イ ン な ら び に
ヒ ン ジ 領 域 を 含 む が 、 CH1ド メ イ ン は 含 ま な い 。 こ の よ う な 二 量 体 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 乳
癌 を 非 制 限 的 に 含 む 、 ROR1の 発 現 と 関 連 性 の あ る 癌 に 罹 患 し た 患 者 に 可 溶 性 形 態 と し て 投
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与 す る こ と が で き 、 こ の 際 、 二 量 体 融 合 タ ン パ ク 質 は ROR1と 特 異 的 に 結 合 し 、 そ れ に よ っ
て ROR1の 受 容 体 ま た は 他 の 結 合 パ ー ト ナ ー と の 相 互 作 用 を 阻 害 す る 。 既 知 の 抗 体 連 結 技 術
を 用 い て 、 こ の よ う な 二 量 体 融 合 タ ン パ ク 質 を さ ら に 組 み 合 わ せ て 多 量 体 タ ン パ ク 質 と す
る こ と も で き る 。
【 ０ １ ５ ８ 】

　 治 療 的 ア プ ロ ー チ の も う 1つ の 分 類 に 含 ま れ る も の と し て 、 本 発 明 は 、 ROR1遺 伝 子 の 転
写 を 阻 害 す る た め の さ ま ざ ま な 方 法 お よ び 組 成 物 を 提 供 す る 。 同 様 に 、 本 発 明 は 、 ROR1 m
RNAの タ ン パ ク 質 へ の 翻 訳 を 阻 害 す る た め の 方 法 お よ び 組 成 物 も 提 供 す る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 1つ の ア プ ロ ー チ に お い て 、 ROR1遺 伝 子 の 転 写 を 阻 害 す る 方 法 は 、 ROR1遺 伝 子 を ROR1ア
ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 接 触 さ せ る 段 階 を 含 む 。 も う 1つ の ア プ ロ ー チ に お い て 、 R
OR1 mRNAの 翻 訳 を 阻 害 す る 方 法 は 、 ROR1 mRNAを ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 接 触 さ
せ る 段 階 を 含 む 。 も う 1つ の ア プ ロ ー チ で は 、 ROR1メ ッ セ ー ジ を 切 断 し 、 そ れ に よ っ て 翻
訳 を 阻 害 す る た め に ROR1特 異 的 リ ボ ザ イ ム が 用 い ら れ る 。 こ の 種 の ア ン チ セ ン ス お よ び リ
ボ ザ イ ム に 基 づ く 方 法 を 、 ROR1プ ロ モ ー タ ー お よ び /ま た は エ ン ハ ン サ ー エ レ メ ン ト な ど
の ROR1遺 伝 子 の 調 節 領 域 に 向 け て 行 う こ と も で き る 。 同 様 に 、 ROR1遺 伝 子 の 転 写 因 子 を 阻
害 し 得 る タ ン パ ク 質 を 、 ROR1 mRNAの 転 写 を 阻 害 す る た め に 用 い る こ と も で き る 。 前 記 の
方 法 に 有 用 な 種 々 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 組 成 物 は 上 記 の 通 り で あ る 。 転 写 お よ び 翻 訳
を 阻 害 す る た め の ア ン チ セ ン ス お よ び リ ボ ザ イ ム の 使 用 は 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 ROR1の 転 写 活 性 化 を 妨 げ る こ と に よ っ て ROR1の 転 写 を 阻 害 す る 他 の 因 子 も 、 ROR1を 発 現
す る 癌 の 治 療 に 有 用 と 思 わ れ る 。 同 様 に 、 ROR1の プ ロ セ シ ン グ を 妨 げ る こ と が で き る 因 子
も 、 ROR1を 発 現 す る 癌 の 治 療 に 有 用 と 思 わ れ る 。 こ の よ う な 因 子 を 利 用 す る 癌 治 療 法 も 本
発 明 の 範 囲 に 含 ま れ る 。
【 ０ １ ６ １ 】

　 ROR1を 合 成 す る 腫 瘍 細 胞 に 対 し て 治 療 用 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 (す な わ ち 、 ア ン チ セ ン
ス 、 リ ボ ザ イ ム 、 細 胞 内 抗 体 お よ び 他 の ROR1阻 害 分 子 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド )を
送 達 す る た め に 、 遺 伝 子 導 入 お よ び 遺 伝 子 治 療 技 術 を 用 い る こ と が で き る 。 数 多 く の 遺 伝
子 治 療 ア プ ロ ー チ が 当 技 術 分 野 で は 公 知 で あ る 。 ROR1ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 リ
ボ ザ イ ム 、 ROR1の 転 写 を 妨 げ る こ と が 可 能 な 因 子 、 成 熟 ROR1の プ ロ セ シ ン グ お よ び /ま た
は 分 泌 を 妨 げ る こ と が 可 能 な 因 子 な ど を コ ー ド す る 組 換 え ベ ク タ ー を 、 こ の よ う な 遺 伝 子
治 療 ア プ ロ ー チ を 用 い て 標 的 腫 瘍 細 胞 に 送 達 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 上 記 の 治 療 ア プ ロ ー チ を 化 学 療 法 ま た は 放 射 線 療 法 と 併 用 し て も よ い 。 こ れ ら の 治 療 ア
プ ロ ー チ に よ り 、 特 に 化 学 療 法 薬 の 毒 性 に 対 す る 忍 容 性 が そ れ ほ ど 高 く な い 患 者 で は 、 併
用 化 学 療 法 に 用 い る 投 薬 量 を 減 ら す こ と も 可 能 に な る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 個 々 の 組 成 物 (例 え ば 、 抗 体 、 リ ボ ザ イ ム 、 細 胞 内 抗 体 )ま た は こ の よ う な 組 成 物 の 組 み
合 わ せ の 抗 腫 瘍 活 性 は 、 種 々 の イ ン ビ ト ロ お よ び イ ン ビ ボ ア ッ セ イ 系 を 用 い て 評 価 し 得 る
。 治 療 能 力 を 評 価 す る た め の イ ン ビ ト ロ ア ッ セ イ に は 、 細 胞 増 殖 ア ッ セ イ 、 軟 寒 天 ア ッ セ
イ お よ び 発 癌 促 進 活 性 を 示 す 他 の ア ッ セ イ 、 治 療 的 組 成 物 が ROR1と 結 合 パ ー ト ナ ー と の 結
合 を 阻 害 す る 程 度 を 決 定 し 得 る 結 合 ア ッ セ イ が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 イ ン ビ ボ で は 、 ROR1治 療 的 組 成 物 の 効 果 を 、 適 し た 動 物 モ デ ル で 評 価 す る こ と が で き る
。 例 え ば 、 ヒ ト 乳 癌 移 植 片 ま た は 継 代 し た 異 種 移 植 片 組 織 を ヌ ー ド マ ウ ス ま た は SCIDマ ウ
ス な ど の 免 疫 機 能 低 下 動 物 に 導 入 し た ゼ ノ ジ ニ ッ ク 乳 癌 モ デ ル は 、 乳 癌 に 関 し て 適 切 で あ
り 、 当 技 術 分 野 で 記 載 さ れ て い る 。 腫 瘍 形 成 、 腫 瘍 退 縮 ま た は 転 移 の 抑 制 な ど を 測 定 す る
ア ッ セ イ を 用 い て 、 有 効 性 を 予 測 す る こ と が 可 能 で あ り 得 る 。
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ROR1の 転 写 ま た は 翻 訳 の 阻 害

治 療 戦 略 に 関 す る 一 般 的 考 察



【 ０ １ ６ ５ 】
　 ア ポ ト ー シ ス の 促 進 を 定 性 的 に 評 価 す る イ ン ビ ボ ア ッ セ イ も 、 治 療 的 組 成 物 の 可 能 性 が
あ る も の の 評 価 に 有 用 と 思 わ れ る 。 1つ の 態 様 で は 、 治 療 的 組 成 物 を 投 与 し た マ ウ ス か ら
得 た 異 種 移 植 片 を ア ポ ト ー シ ス 病 巣 の 存 在 に 関 し て 検 査 し 、 未 処 置 対 照 異 種 移 植 片 を 有 す
る マ ウ ス と 比 較 す る 。 投 与 マ ウ ス の 腫 瘍 内 に 認 め ら れ る ア ポ ト ー シ ス 病 巣 の 程 度 は 、 組 成
物 の 治 療 効 果 の 指 標 に な る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 前 記 の 方 法 の 実 施 に 用 い ら れ る 治 療 的 組 成 物 を 、 所 望 の 送 達 法 の た め に 適 し た 担 体 を 含
む 医 薬 組 成 物 へ と 製 剤 化 す る こ と も で き る 。 適 し た 担 体 に は 、 治 療 的 組 成 物 と 配 合 し た 際
に 治 療 的 組 成 物 の 抗 腫 瘍 機 能 を 保 っ て い て 、 し か も 患 者 の 免 疫 系 と 反 応 し な い よ う な 任 意
の 材 料 が 含 ま れ る 。 そ の 例 に は 、 滅 菌 リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 液 、 滅 菌 精 製 水 と い っ た さ ま ざ
ま な 標 準 的 な 薬 学 的 担 体 の う ち 任 意 の も の が 非 制 限 的 に 含 ま れ る (概 論 に つ い て は 、 「 Rem
ington's Pharmaceutical Sciences」 , 16th Ed, A. Osal. Ed, 1980を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 治 療 製 剤 を 溶 解 し 、 治 療 的 組 成 物 を 腫 瘍 部 位 へ と 送 達 し 得 る 任 意 の 経 路 を 介 し て 投 与 す
る こ と が で き る 。 有 効 と 考 え ら れ る 投 与 経 路 に は 、 静 脈 内 、 非 経 口 的 、 腹 腔 内 、 筋 肉 内 、
腫 瘍 内 、 皮 内 、 臓 器 内 、 同 所 性 な ど が 非 制 限 的 に 含 ま れ る 。 静 脈 内 注 射 の た め に 好 ま し い
製 剤 は 、 滅 菌 精 製 水 の 保 存 溶 液 、 新 鮮 滅 菌 水 、 お よ び /ま た は 米 国 薬 局 方 (USP)の 0.9％ 滅
菌 塩 化 ナ ト リ ウ ム 注 射 液 を 含 む ポ リ 塩 化 ビ ニ ル も し く は ポ リ エ チ レ ン バ ッ グ 中 に 希 釈 さ れ
た 形 で 治 療 的 組 成 物 を 含 む 。 治 療 用 タ ン パ ク 質 製 剤 を 、 凍 結 乾 燥 し て 好 ま し く は 真 空 下 に
て 滅 菌 粉 末 と し て 保 存 し た 上 で 、 注 射 前 に 例 え ば ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル 防 腐 剤 を 含 む 滅 菌 精
製 水 、 ま た は 滅 菌 水 で 再 構 成 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 前 記 の 方 法 を 用 い る 癌 の 治 療 の た め の 投 与 量 お よ び 投 与 の プ ロ ト コ ー ル は 、 方 法 お よ び
標 的 の 癌 に よ っ て 異 な る と 考 え ら れ 、 一 般 に は 、 当 技 術 分 野 で 認 識 さ れ て い る 数 多 く の 他
の 因 子 に 依 存 す る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ６ ９ 】

　 上 記 に お い て 記 載 お よ び 提 案 し た 診 断 的 お よ び 治 療 的 用 途 に 用 い る た め に 、 キ ッ ト も 本
発 明 に よ っ て 提 供 さ れ る 。 こ の よ う な キ ッ ト は 、 バ イ ア ル 、 管 な ど の 1つ ま た は 複 数 の 容
器 手 段 を 密 に 拘 束 し て 収 容 す る た め に 区 画 化 さ れ た 担 体 手 段 を 含 み 、 容 器 手 段 の そ れ ぞ れ
は 本 方 法 に 用 い る 別 々 の 要 素 の 1つ を 含 む 。 例 え ば 、 容 器 手 段 の 1つ は 、 検 出 可 能 な 標 識 が
な さ れ て い る か 、 ま た は そ れ が 可 能 な プ ロ ー ブ を 含 む 。 こ の よ う な プ ロ ー ブ は 、 ROR1タ ン
パ ク 質 ま た は ROR1遺 伝 子 も し く は メ ッ セ ー ジ に 対 し て そ れ ぞ れ 特 異 的 な 抗 体 ま た は ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド で あ っ て よ い 。 標 的 核 酸 を 検 出 す る た め に キ ッ ト が 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン を 利 用 す る 場 合 に は 、 キ ッ ト は 標 的 核 酸 配 列 の 増 幅 の た め の ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 容 器 、
お よ び /ま た は 酵 素 性 、 蛍 光 性 も し く は 放 射 性 ヌ ク レ オ チ ド 標 識 な ど の レ ポ ー タ ー 分 子 を
結 合 さ せ た ア ビ ジ ン ま た は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン な ど の ビ オ チ ン 結 合 タ ン パ ク 質 な ど の レ ポ
ー タ ー 手 段 を 含 む 容 器 も 有 し 得 る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 本 発 明 の 1つ の 典 型 的 な 態 様 は 、 容 器 、 前 記 容 器 上 の ラ ベ ル 、 お よ び 前 記 容 器 の 内 部 に
含 ま れ る 組 成 物 を 含 む キ ッ ト で あ っ て 、 組 成 物 が 、 SEQ ID NO： 1に 示 さ れ た ROR1ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド の 相 補 物 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る (ま た は SEQ ID NO：
1に 示 さ れ た ROR1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 結 合 す る )ROR1特
異 的 抗 体 お よ び /ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 組 成 物 を 含 み 、 前 記 容 器 上 の ラ ベ ル が 、
組 成 物 を 少 な く と も 1つ の 型 の 哺 乳 動 物 細 胞 に お け る ROR1タ ン パ ク 質 、 RNAま た は DNAの 存
在 の 評 価 に 用 い 得 る こ と 、 な ら び に ROR1抗 体 お よ び /ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 少 な く と
も 1つ の 型 の 哺 乳 動 物 細 胞 に お け る ROR1タ ン パ ク 質 、 RNAま た は DNAの 存 在 の 評 価 に 用 い る
た め の 指 示 を 示 し て い る キ ッ ト で あ る 。
【 ０ １ ７ １ 】
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キ ッ ト



　 本 発 明 の キ ッ ト は 、 典 型 的 に は 、 上 記 の 容 器 、 な ら び に 緩 衝 剤 、 希 釈 剤 、 針 、 シ リ ン ジ
お よ び 使 用 上 の 指 示 を 含 む 添 付 文 書 と い っ た 商 業 的 お よ び 使 用 者 の 立 場 か ら み て 望 ま し い
材 料 を 含 む 、 1つ ま た は 複 数 の 他 の 容 器 を 含 む と 考 え ら れ る 。 ラ ベ ル は 、 組 成 物 が 特 定 の
治 療 法 ま た は 非 治 療 的 な 用 途 の た め に 用 い ら れ る こ と を 示 す た め に 容 器 上 に 存 在 し て よ く
、 上 記 の も の の よ う な イ ン ビ ボ ま た は イ ン ビ ト ロ 用 途 の た め の 指 示 を 示 し て も よ い 。
【 ０ １ ７ ２ 】

　 本 開 示 は 、 ROR1を 診 断 的 意 義 の あ る 遺 伝 子 と し て 同 定 す る た め に 用 い た も の を 含 む 、 最
適 化 さ れ た デ ー タ マ イ ニ ン グ 方 法 も 提 供 す る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 新 規 な 実 験 分 析 な ら び に
制 約 ベ ー ス の 公 開 デ ー タ 分 析 を 含 む 。 本 発 明 の こ れ ら の 方 法 は 、 多 種 多 様 な 順 序 で 行 い 得
る 数 多 く の 慎 重 な 操 作 お よ び 段 階 を 含 む 。 続 い て 、 ROR1な ど の 関 心 対 象 の 遺 伝 子 を 同 定 す
る た め に 、 こ れ ら の 段 階 を 組 み 合 わ せ る 。 予 備 的 な 段 階 で は 、 当 業 者 は 、 例 え ば 実 験 的 に
得 ら れ た 遺 伝 子 リ ス ト お よ び /ま た は 文 献 に 基 づ く 遺 伝 子 の 選 択 か ら 、 遺 伝 子 ワ ー キ ン グ
セ ッ ト を 規 定 す る こ と が で き る 。 別 の 段 階 で は 、 当 業 者 は 、 例 え ば +/-HER-2細 胞 系 、 +/-
リ ガ ン ド /ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 原 発 性 乳 癌 、 乳 癌 細 胞 株 な ど に お け る 遺 伝 子 発 現 に 関 す る マ
イ ク ロ ア レ イ ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う こ と が で き る 。 別 の 段 階 で は 、 当 業 者 は 、 例 え ば 、 候
補 選 択 用 パ ラ メ ー タ ー を 用 い て 、 乳 癌 の 進 行 の 一 因 と な る 可 能 性 が 高 い シ グ ナ ル 伝 達 経 路
へ と グ ル ー プ 化 さ れ 得 る 遺 伝 子 (例 え ば 、 RTK(受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ ))に 対 象 を 絞 っ て
関 心 対 象 の 遺 伝 子 を 同 定 す る こ と が で き る 。 別 の 段 階 で は 、 当 業 者 は 、 定 量 的 PCR、 ノ ー
ザ ン 法 お よ び ウ エ ス タ ン 分 析 な ど の 周 知 の プ ロ ト コ ー ル に よ り 、 関 心 対 象 の 遺 伝 子 の 発 現
を 評 価 お よ び /ま た は 確 認 す る こ と が で き る 。 別 の 段 階 で は 、 当 業 者 は 、 以 前 の 過 程 の 結
果 に 基 づ い て 、 例 え ば 、 ROR1発 現 を 1つ も し く は 複 数 の 乳 癌 サ ブ タ イ プ お よ び /ま た は 予 後
不 良 と 相 関 付 け る 仮 説 な ど の よ う な 仮 説 を 立 て て 検 証 す る こ と が で き る 。 こ の 段 階 で 、 当
業 者 は 、 発 現 パ タ ー ン の 機 能 的 意 義 を バ イ オ ア ッ セ イ お よ び 細 胞 系 モ デ ル を 用 い て 測 定 し
得 る か 否 か と い っ た 要 因 を 検 討 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 発 現 の 差 異 に つ い て さ ら に 評
価 す る た め に ヒ ト 腫 瘍 組 織 を 用 い る こ と 、 お よ び イ ン ビ ボ で の 観 察 所 見 の 機 能 的 重 要 性 を
確 か め る た め に 異 種 移 植 片 モ デ ル を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 こ の よ う な 例 示 的 な デ ー タ マ イ ニ ン グ 方 法 の 一 つ に お い て 、 最 初 の 観 察 所 見 は 、 例 え ば
ROR1な ど の 遺 伝 子 の 興 味 深 い 特 徴 を 同 定 す る た め の 、 公 開 発 現 デ ー タ お よ び 細 胞 系 デ ー タ
の 制 約 ベ ー ス の 分 析 に よ っ て 得 ら れ る 。 続 い て 、 こ の 最 初 の 観 察 所 見 を 用 い て 、 乳 癌 サ ブ
タ イ プ を 予 後 不 良 お よ び ROR1(分 子 標 的 候 補 )と 相 関 付 け る 仮 説 を 立 て る こ と が で き る 。 続
い て 、 該 当 す る 乳 癌 細 胞 株 お よ び 腫 瘍 に お け る ROR1過 剰 発 現 を 検 証 す る こ と が で き る 。 そ
の 後 に は 、 乳 癌 の 病 因 に お け る ROR1の 生 物 的 機 能 を 裏 付 け る 実 験 デ ー タ を 得 る こ と が で き
る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 1つ の 例 示 的 な 態 様 に お い て 、 最 初 の 観 察 所 見 は 、 公 開 発 現 デ ー タ の 制 約 ベ ー ス 分 析 に
よ っ て 得 ら れ る 。 こ の 態 様 に お い て 、 受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ お よ び そ の リ ガ ン ド を 含 む
遺 伝 子 ワ ー キ ン グ セ ッ ト を 選 択 す る こ と が で き る 。 続 い て 、 例 え ば 、 Van't Veer, L. J.,
 et al.(2002) Nature 415, 530-536(「 Rosetta/Netherlands」 )に お け る 開 示 内 容 を 、 So
rlie et al., Proc Natl Acad Sci USA. 2001 Sep 11； 98(19): 10869-74に お け る も の と
統 合 す る こ と に よ り 、 こ の 選 択 物 と 当 技 術 分 野 で 公 知 の 他 の 研 究 を 統 合 す る こ と が で き る
。 手 短 に 述 べ る と 、 Van't Veer et al.(2002) Nature 415, 530-536は 、 同 じ 疾 患 病 期 に
あ る 乳 癌 患 者 が 顕 著 に 異 な る 治 療 反 応 お よ び 全 体 的 転 帰 を 示 す こ と を 指 摘 し て い る 。 こ の
研 究 で 、 Van't Veerら は 、 117例 の 若 齢 患 者 の 原 発 性 乳 房 腫 瘍 に 対 す る DNAマ イ ク ロ ア レ イ
分 析 を 用 い 、 診 断 時 に 局 所 リ ン パ 節 に 腫 瘍 細 胞 の な い (リ ン パ 節 陰 性 )患 者 に お け る 短 期 間
で の 遠 隔 転 移 を 強 く 予 測 さ せ る 遺 伝 子 発 現 サ イ ン (「 予 後 不 良 」 サ イ ン )を 同 定 す る た め に
教 師 あ り 分 類 を 適 用 し た 。 こ の よ う に し て 彼 ら は 、 例 え ば BRCA1保 有 者 の 腫 瘍 を 識 別 す る
サ イ ン を 確 立 し 、 こ の 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ ル が 、 疾 患 の 転 帰 の 予 測 に 現 在 用 い ら れ て い
る ど の 臨 床 的 パ ラ メ ー タ ー よ り も 優 れ る こ と を 教 示 し て い る 。 Van't Veerら は 、 予 後 と の
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相 関 係 数 の 強 度 に 基 づ く 78件 の 散 発 性 腫 瘍 の 3段 階 か ら な る 教 師 あ り ク ラ ス タ ー 化 に よ り
、 差 異 を 伴 っ て 発 現 さ れ る 5000種 の 遺 伝 子 か ら 、 5年 以 内 の 遠 隔 転 移 を 83％ の 精 度 で 予 測
す る 70種 の 遺 伝 子 サ ブ セ ッ ト を 同 定 し た こ と を 教 示 し て い る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 同 様 に 、 Sorlie et al., Proc Natl Acad Sci USA. 2001 Sep 11； 98(19): 10869-74の
Stanford/Norway研 究 で も 、 cDNAマ イ ク ロ ア レ イ に 由 来 す る 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン の 差 異 に
基 づ き 、 腫 瘍 の 特 徴 を 臨 床 的 転 帰 と 相 関 付 け る た め に 乳 癌 を 分 類 し て い る 。 こ の 論 文 で は
、 有 意 に 異 な る 臨 床 的 転 帰 と 関 連 性 の あ る 数 多 く の 乳 癌 サ ブ タ イ プ を 特 定 し て い る 。 こ れ
ら の 乳 癌 サ ブ タ イ プ に は 、 基 底 状 、 ERBB2陽 性 な ら び に 管 腔 性 サ ブ タ イ プ Aお よ び Bが 含 ま
れ る (例 え ば 、 Sorlie et al. 前 記 中 の 図 1を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 協 調 的 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン を 予 後 分 類 の 一 部 と し て 分 析 す る ク ラ ス タ ー 化 ア ル ゴ リ ズ ム
を 用 い る こ と が で き る 。 こ の 分 析 は 治 療 標 的 の 同 定 も 可 能 と す る 。 本 発 明 の い く つ か の 態
様 に お い て 、 こ の 段 階 は 、 疾 患 、 増 殖 調 節 障 害 、 細 胞 周 期 な ど に 関 与 す る (ま た は そ れ に
関 与 す る こ と が 公 知 で あ る タ ン パ ク 質 と 相 同 性 の あ る ド メ イ ン を 有 す る )も の の よ う に 疾
患 進 行 に と っ て 重 要 な 可 能 性 が 高 い 遺 伝 子 お よ び 経 路 に 対 象 を 絞 っ た 、 病 因 の 制 約 ベ ー ス
の 仮 説 の 構 築 を 含 む 。 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 用 い る 標 的 同 定 の た め の こ の よ う な 制 約
ベ ー ス の 方 法 で は 、 乳 癌 が 異 種 混 交 的 で あ る こ と 、 予 後 予 測 マ ー カ ー お よ び 分 子 (す な わ
ち 、 ER、 HER-2)が 乳 癌 の サ ブ タ イ プ に 重 要 な こ と が す で に 示 さ れ て い る こ と 、 な ら び に 同
じ 遺 伝 子 セ ッ ト が す べ て の 乳 癌 に お い て 「 予 後 予 測 的 」 で あ る 、 ま た は 適 切 な 治 療 標 的 で
あ る と い う 可 能 性 は 低 い こ と と い う 観 察 所 見 な ど の 、 さ ま ざ ま な 要 因 を 考 慮 す る こ と が で
き る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 本 方 法 の 1つ の 例 示 的 な 態 様 で は 、 例 え ば 、 任 意 で 散 発 性 お よ び /ま た は 遺 伝 性 の 癌 (例
え ば 、 BRCA1お よ び /ま た は 2性 の 腫 瘍 )か ら 選 択 さ れ た 分 析 用 の デ ー タ セ ッ ト (例 え ば 、 あ
る 数 の 遺 伝 子 )を 選 択 す る こ と が で き る 。 続 い て 、 乳 癌 関 連 遺 伝 子 (例 え ば 、 omim、 乳 癌 デ
ー タ ベ ー ス 、 ncbiな ど の 公 知 の デ ー タ ベ ー ス 中 の も の )、 Stanford腫 瘍 型 マ ー カ ー 、 ERBB2
に よ り 調 節 さ れ る 遺 伝 子 (細 胞 系 デ ー タ か ら )、 ケ モ カ イ ン お よ び 受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ
お よ び リ ガ ン ド 、 上 皮 接 合 タ ン パ ク 質 な ど の 分 析 の た め に 、 あ る 遺 伝 子 セ ッ ト に 対 象 を 絞
る こ と が で き る 。 続 い て 、 遺 伝 子 ワ ー キ ン グ セ ッ ト を 同 定 す る た め に 、 特 定 の 遺 伝 子 (例
え ば 、 ERBB2お よ び ESR1な ど )の 発 現 レ ベ ル お よ び /ま た は BRCA1変 異 の 状 態 な ど に 従 っ て 試
料 を 分 類 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Wilson et al., Breast Cancer Research Vol 6 No
. 5: 192-200(2004)(こ れ は 参 照 と し て 組 み 入 れ ら れ る )は 、 エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 1の 発 現
お よ び HER2の 増 幅 を 用 い て 乳 癌 サ ブ タ イ プ を 定 義 し 得 る こ と を 教 示 し て い る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 こ れ ら の 段 階 に 続 い て 、 例 え ば 、 以 上 に 考 察 し た Stanford/Norway分 類 と 概 ね 等 価 な 、
重 複 し な い 試 料 を 有 す る 群 を 描 写 す る こ と が で き る 。 1つ の 態 様 に お い て 、 散 発 性 腫 瘍 試
料 を ま ず HER2発 現 に 基 づ い て 分 類 し 、 残 り の 試 料 を ESR1発 現 に よ っ て グ ル ー プ 分 け す る こ
と が で き る 。 HER2+試 料 が い ず れ も ESR1比 ＞ 0で あ る た め 、 散 発 性 腫 瘍 カ テ ゴ リ ー は 非 重 複
性 の も の と な り 得 る 。 BRCA変 異 を 有 す る 試 料 は 別 個 に 分 類 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な
グ ル ー プ 分 け で は 、 BRCA腫 瘍 の す べ て で ESR1＜ 0か つ HER2＜ 0で あ る こ と が 示 さ れ て い る 。
HER2+腫 瘍 お よ び ESR1-腫 瘍 は 最 も 悪 い 予 後 を 示 し 、 ESR1++腫 瘍 が そ れ に 次 ぐ 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 こ の 遺 伝 子 ワ ー キ ン グ セ ッ ト の 分 析 の い く つ か の 態 様 に お い て 、 「 ク ラ ス タ ー 」 デ ー タ
で は な く 「 bin」 デ ー タ を 用 い る こ と が で き 、 例 え ば 、 試 料 全 体 お よ び 群 別 で の ア ッ プ レ
ギ ュ レ ー ト 性 お よ び ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト 性 の 遺 伝 子 の 頻 度 を 定 量 す る た め に マ ト リ ッ ク ス
を 構 築 す る こ と が で き る 。 任 意 で 、 諸 腫 瘍 群 に お け る 遺 伝 子 ワ ー キ ン グ セ ッ ト の メ ン バ ー
の 同 時 発 現 を 調 べ る こ と も で き る 。 ま た 、 腫 瘍 群 別 に 病 因 に 関 す る 仮 説 を 立 て る こ と も で
き る 。 こ の よ う に し て 、 標 的 の 候 補 を 同 定 し 、 統 計 学 的 有 意 性 に 関 し て 検 証 す る こ と が で
き る 。 例 示 的 な ワ ー キ ン グ セ ッ ト に は 、 既 知 の 乳 癌 遺 伝 子 、 Stanford腫 瘍 型 マ ー カ ー 、 ER
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BB2に よ り 調 節 さ れ る 遺 伝 子 、 ケ モ カ イ ン /RTKお よ び リ ガ ン ド 、 な ら び に /ま た は 上 皮 接 合
タ ン パ ク 質 が 含 ま れ る 。 binデ ー タ に 関 し て は 、 続 い て デ ー タ マ ト リ ッ ク ス を 作 る こ と が
で き 、 こ れ に は 例 え ば 以 下 の も の が あ る ： レ ベ ル 1： そ れ ぞ れ の 遺 伝 子 /試 料 に 関 す る 比 ；
レ ベ ル 2： 各 遺 伝 子 /試 料 の 二 進 値 ； レ ベ ル 3： 遺 伝 子 /群 に よ る 全 体 的 な 増 加 ま た は 低 下 ；
レ ベ ル 4： 同 時 発 現 性 の 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー /群 。 任 意 で 、 受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ を 対 象 に
絞 る こ と が で き 、 そ の 遺 伝 子 ワ ー キ ン グ セ ッ ト に は 、 例 え ば 、 Rosetta/Netherlandsデ ー
タ (考 え ら れ る 130種 の ユ ニ ー ク な RTKお よ び そ れ ら の リ ガ ン ド の う ち 127種 を 表 し て い る 14
7個 の 要 素 )で 得 ら れ る 、 す べ て の RTKお よ び そ れ ら の リ ガ ン ド が 含 ま れ る 。 続 い て 、 腫 瘍
群 に 特 異 的 な RTK/リ ガ ン ド 発 現 を 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 こ の 方 法 の 諸 態 様 を 、 関 心 対 象 の 遺 伝 子 と し て の ROR1の 同 定 の た め に 用 い た 。 ROR1は 、
基 底 状 腫 瘍 お よ び BRCA1腫 瘍 に お い て 特 異 的 に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る 受 容 体 チ ロ シ ン
キ ナ ー ゼ で あ る 。 図 Bは 、 Rosetta/Netherlandsデ ー タ に お け る ROR1 mRNA発 現 を 示 し て い
る 。 ROR1は 、 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 様 ド メ イ ン を 有 す る 細 胞 表 面 受 容 体 の 新 規 な フ ァ ミ リ ー で
あ る (Masiakowski et al., JBC, 267 26181-26190(1992)を 参 照 。 ROR1/2に 対 す る リ ガ ン
ド は 知 ら れ て い な い が 、 CRD(シ ス テ イ ン リ ッ チ ド メ イ ン )ま た は frizzledド メ イ ン の 存 在
か ら 、 RORが WNTと 結 合 す る 可 能 性 が 示 唆 さ れ る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 本 明 細 書 に 開 示 し た よ う に 、 こ れ ら の 方 法 は 、 ROR1の 生 物 学 的 な 働 き に 関 す る 仮 説 の 構
築 、 な ら び に ROR1発 現 を 予 後 お よ び /ま た は 乳 癌 サ ブ タ イ プ な ど と 相 関 付 け る 検 定 の 設 計
を 可 能 に す る 。 例 え ば 、 こ の ア プ ロ ー チ を 用 い て 、 本 発 明 者 ら は 、 基 底 状 乳 癌 お よ び BRCA
1乳 癌 が 細 胞 起 源 お よ び 分 子 的 病 因 に よ っ て 関 連 付 け ら れ る こ と 、 な ら び に ROR1の 過 剰 発
現 が こ れ ら の 2つ の 腫 瘍 群 に か か わ る 重 要 な 変 化 で あ る こ と を 見 い だ し た 。 図 4Aに 示 さ れ
て い る よ う に 、 ROR1を 過 剰 発 現 す る 腫 瘍 は 、 Rosetta/Netherlands腫 瘍 に お け る 予 後 不 良
と 関 連 付 け ら れ る 。 ROR1群 に お け る 予 後 不 良 腫 瘍 の パ ー セ ン テ ー ジ (散 発 例 の 70％ )は 、 HE
R-2、 EGFR、 VEGF、 FLT3、 myc、 UPAお よ び PAIを 含 む 、 分 析 さ れ た 他 の あ ら ゆ る 単 一 の 予 後
遺 伝 子 よ り も 高 い 。 図 4Bに 示 さ れ て い る よ う に 、 こ の 所 見 は 、 HER-2を 過 剰 発 現 す る 腫 瘍
の 54％ が 予 後 不 良 試 料 で あ る と い う 、 HER-2で 観 察 さ れ て い る も の に 類 似 し て い る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 該 当 す る 乳 癌 細 胞 株 お よ び 腫 瘍 に お け る ROR1過 剰 発 現 の 意 義 は さ ら に さ ま ざ ま な や り 方
で 検 証 す る こ と が で き る 。 ROR1遺 伝 子 は 位 置 1p31.3に 位 置 す る 。 さ ら に 、 ROR1を 過 剰 発 現
す る 細 胞 系 は 基 底 状 ま た は 間 葉 性 の 特 徴 を 有 す る 。 も う 1つ の 要 素 と し て 、 ROR1の す ぐ 遠
位 側 に あ る AK000776も 、 Rosettaチ ッ プ な ど の DNAマ イ ク ロ ア レ イ 上 に 存 在 す る 。 ROR1お よ
び AK000776は 強 い 正 の 直 線 的 相 関 を 示 す 。 図 5Aに お け る ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 は 、 さ ま ざ
ま な 乳 癌 細 胞 株 に お け る ROR1 mRNA発 現 を 示 し て い る 。 こ の デ ー タ は 、 腫 瘍 デ ー タ の 第 4群
お よ び 第 6群 で 観 察 さ れ た ROR1発 現 を 裏 付 け る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 関 心 対 象 の 遺 伝 子 と し て の ROR1の 同 定 、 お よ び こ の 観 察 所 見 に 関 す る そ の 後 の 検 証 に よ
り 、 以 上 に 開 示 し た デ ー タ マ イ ニ ン グ 方 法 の 威 力 が 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ８ ４ 】

　 本 発 明 の さ ま ざ ま な 局 面 を 、 以 下 の い く つ か の 実 施 例 に よ っ て 記 載 お よ び 例 示 す る が 、
こ れ ら は い ず れ も 本 発 明 の 範 囲 を 限 定 す る も の で は な い 。
【 ０ １ ８ ５ 】

　 組 換 え ROR1を 発 現 さ せ る た め に 、 6Hisタ グ を カ ル ボ キ シ 末 端 に 有 す る も の (pCDNA 3.1 m
yc-his, Invitrogen)の よ う な 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 発 現 ベ ク タ ー 中 に 完 全 長 ROR1 cDNAを
ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 構 築 物 は MCF-7細 胞 な ど の 適 切 な 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク
ト す る こ と が で き る 。 ま た 、 以 下 の よ う に 、 ROR1遺 伝 子 を pSRα MSVtkneoな ど の レ ト ロ ウ
イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー 中 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 ROR1を 発 現 す る 細 胞 株 の 樹 立 の た め に 用 い
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実 施 例

実 施 例 1： 哺 乳 動 物 系 に お け る 組 換 え ROR1の 作 製



る こ と も で き る 。 ROR1コ ー ド 配 列 (翻 訳 開 始 ATGか ら 終 結 コ ド ン ま で )は 、 ROR1 cDNAか ら の
ds cDNAテ ン プ レ ー ト を 用 い る PCRに よ っ て 増 幅 す る こ と が で き る 。 PCR産 物 を ベ ク タ ー 上
の EcoRI(平 滑 末 端 化 )お よ び XbaI制 限 部 位 に よ っ て pSRα MSVtkneoに サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、
DH5α コ ン ピ テ ン ト 細 胞 に 形 質 転 換 導 入 す る 。 コ ロ ニ ー を 摘 出 し 、 cDNA上 に 特 有 の 内 部 制
限 部 位 を 有 す る ク ロ ー ン に 関 す る ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う 。 陽 性 ク ロ ー ン を cDNAイ ン サ ー ト
の シ ー ク エ ン シ ン グ に よ っ て 確 か め る 。 そ の 後 に 、 レ ト ロ ウ イ ル ス を 感 染 、 お よ び 例 え ば
NIH 3T3、 TsuPr1、 MCF-7ま た は rat-1細 胞 を 用 い た 種 々 の 細 胞 系 の 作 製 の た め に 用 い る こ
と も で き る 。
【 ０ １ ８ ６ 】

　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 例 え ば 、 免 疫 処 置 物 質 お よ び (必 要 に 応 じ て )ア ジ ュ バ ン ト の 1
回 ま た は 複 数 回 の 注 射 に よ り 、 ウ サ ギ な ど の 哺 乳 動 物 で 産 生 さ せ る こ と が で き る 。 典 型 的
に は 、 免 疫 処 置 物 質 お よ び /ま た は ア ジ ュ バ ン ト は 、 多 回 の 皮 下 注 射 ま た は 腹 腔 内 注 射 に
よ っ て 哺 乳 動 物 に 注 入 さ れ る と 考 え ら れ る 。 典 型 的 に は 、 免 疫 処 置 物 質 に は 、 RORタ ン パ
ク 質 ま た は そ の 融 合 タ ン パ ク 質 の 全 体 ま た は 部 分 が 含 ま れ 得 る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 例 え ば 、 Ig C2様 ド メ イ ン お よ び frizzledド メ イ ン を 含 む ROR1の 一 部 分 (「 IF」 と 命 名 )
を 、 ベ ク タ ー pET32A(Novgen)中 に ク ロ ー ニ ン グ し 、 Thio/HIS融 合 タ ン パ ク 質 と し て 発 現 さ
せ た 。 こ の タ ン パ ク 質 構 築 物 は 、 不 溶 性 の 封 入 体 に お い て 高 度 に 発 現 さ れ る 。 6M尿 素 中 に
溶 解 さ せ る と 、 こ の 融 合 タ ン パ ク 質 は 変 性 条 件 下 で Niカ ラ ム と 効 率 的 に 結 合 す る 。 続 い て
、 ウ サ ギ に 対 し て こ の 融 合 タ ン パ ク 質 に よ る 免 疫 処 置 を 行 い 、 そ の 後 に ポ リ ク ロ ー ナ ル 血
清 を 得 る た め に 採 血 し た 。 図 5Fお よ び 図 5Gは 、 SKBR細 胞 を 比 較 用 癌 細 胞 と し て 用 い た 、 こ
の ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 を 用 い て の CAL51細 胞 に お け る 内 因 性 ROR1タ ン パ ク 質 の 検 出
を 示 し て い る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 同 様 に 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 も 当 技 術 分 野 で 周 知 の 方 法 に よ っ て
作 製 す る こ と が で き る 。 例 え ば ROR1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る た め に は 、 ROR1タ ン パ
ク 質 を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 (例 え ば 、 グ ル タ チ オ ン ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ )を 合 成 し 、 免 疫 原
と し て 用 い る こ と が で き る 。 ROR1抗 体 を 作 製 す る た め の 方 法 の も う 1つ の 例 で は 、 HISタ グ
を 付 加 し た frizzledド メ イ ン な ど の RORド メ イ ン を 含 む 免 疫 原 を 調 製 す る 。 こ の 構 築 物 を
バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 続 い て そ れ を 、 自 然 な 状 態 の (折 り 畳 ま れ た )免 疫 原
性 タ ン パ ク 質 が 培 地 中 に 分 泌 さ れ る よ う な 様 式 で 昆 虫 細 胞 に 導 入 す る こ と が で き る 。 任 意
で 、 免 疫 処 置 の 前 に 免 疫 原 を 、 免 疫 応 答 を 誘 発 す る こ と が 知 ら れ た KLHな ど の 第 2の タ ン パ
ク 質 と 結 合 さ せ る こ と も で き る 。 ま た は 、 ROR1 IF免 疫 原 構 築 物 を 細 菌 内 で 作 る こ と も で
き る 。 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 が 不 溶 性 で あ る 状 況 で は 、 そ れ を 任 意 で 免 疫 処 置 の 前 に 尿 素 で
変 性 さ せ る こ と が で き る 。 ま た は 、 ROR1完 全 ECD免 疫 原 構 築 物 を Ig融 合 構 築 物 の 一 部 と し
て 作 製 し 、 続 い て 哺 乳 動 物 細 胞 (例 え ば 、 CHO細 胞 )で 発 現 さ せ 、 免 疫 処 置 の 前 に Ig部 分 の
融 合 構 築 物 を 精 製 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 1つ の 例 示 的 な 態 様 で は 、 マ ウ ス に ま ず 、 ROR1の FRZド メ イ ン を 含 む 適 切 な 量 の 免 疫 原 を
用 い て 免 疫 処 置 (例 え ば 、 腹 腔 内 )を 行 う 。 任 意 で 、 免 疫 原 を KLHと 結 合 さ せ る こ と 、 お よ
び /ま た は 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト 中 に 混 合 す る こ と も で き る 。 マ ウ ス に は そ の 後 、
任 意 で フ ロ イ ン ト 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト と 混 合 し て 、 免 疫 処 置 を 行 う こ と が で き る (例 え ば
、 こ の ROR1免 疫 原 を 用 い て 2週 間 毎 に )。 免 疫 処 置 マ ウ ス か ら の 血 清 の 反 応 性 は 、 こ の ROR1
免 疫 原 を 用 い る ELISAに よ っ て モ ニ タ ー す る こ と が で き る 。 最 も 強 い 反 応 性 を 示 す マ ウ ス
を 安 静 下 に 置 き 、 免 疫 原 の 最 後 の 注 射 を 行 っ た 後 に 屠 殺 す る 。 続 い て 、 屠 殺 し た マ ウ ス の
脾 臓 を 採 取 し 、 標 準 的 な 手 順 を 用 い て SPO/2骨 髄 腫 細 胞 と 融 合 さ せ る 。 ROR1特 異 的 抗 体 を
産 生 す る ク ロ ー ン を 同 定 す る た め に 、 典 型 的 に は 、 HAT選 択 後 の 増 殖 ウ ェ ル か ら の 上 清 を E
LISAお よ び ウ エ ス タ ン 法 に よ っ て ス ク リ ー ニ ン グ す る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
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実 施 例 2： ROR1ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製



　 ROR1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 親 和 性 は 、 標 準 的 な 技 術 を 用 い て 決 定 す る こ と が で き る
。 親 和 性 測 定 は 抗 体 と エ ピ ト ー プ と の 結 合 の 強 さ を 定 量 す る も の で あ り 、 ど の ROR1モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 が 診 断 ま た は 治 療 の 用 途 に 好 ま し い か を 明 ら か に す る た め の 一 助 と し て 用 い
る こ と が で き る 。 BlAcoreシ ス テ ム (Uppsala, Sweden)は 、 結 合 親 和 性 を 決 定 す る た め の 一
般 的 な 方 法 の 一 つ で あ る 。 BlAcoreシ ス テ ム は 、 表 面 プ ラ ス モ ン 共 鳴 (SPR, Welford, K., 
1991, Opt. Quant. Elect. 23： 1； Morton and Myszka, 1998, Methods in Enzymology 2
95： 268)を 利 用 し て 、 生 体 分 子 の 相 互 作 用 を リ ア ル タ イ ム に モ ニ タ ー す る 。 BlAcore分 析
に よ り 、 会 合 速 度 定 数 、 解 離 速 度 定 数 、 平 衡 解 離 定 数 お よ び 親 和 性 定 数 が 首 尾 良 く 得 ら れ
る 。
【 ０ １ ９ １ 】

　 細 胞 に お け る ROR1発 現 を 分 析 す る た め の さ ま ざ ま な PCRプ ロ ト コ ー ル が 当 技 術 分 野 で 周
知 で あ る 。 以 下 は 、 1つ の 典 型 的 な プ ロ ト コ ー ル を 提 示 し て い る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 第 一 鎖 cDNAは 、 オ リ ゴ (dT)12-18プ ラ イ ミ ン グ な ど の プ ラ イ マ ー を 用 い 、 Gibco-BRL Sup
erscript Preamplificationシ ス テ ム な ど の 市 販 の シ ス テ ム を 用 い て 、 十 分 な 量 (例 え ば 、
1μ g)の mRNAか ら 作 製 す る こ と が で き る 。 製 造 元 の プ ロ ト コ ー ル を 用 い る こ と が で き る 。
こ れ ら に は 一 般 に 、 逆 転 写 酵 素 と の 42℃ で の 50分 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に 続 い て 、 RNA
ア ー ゼ H処 理 を 37℃ で 20分 間 行 う こ と が 含 ま れ る 。 反 応 が 完 了 し た 後 に 、 標 準 化 の 前 に 水
で 容 積 を 増 や す こ と が で き る 。 正 常 組 織 お よ び 癌 組 織 か ら の 第 一 鎖 cDNAの 標 準 化 は 、 β -
ア ク チ ン な ど の ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 に 対 す る プ ラ イ マ ー を 用 い る こ と に よ っ て 行 い 得
る 。 例 え ば 、 第 一 鎖 cDNA(5μ l)を 、 0.4μ Mの プ ラ イ マ ー 、 0.2μ Mの 各 dNTP、 1× PCR緩 衝 液
(Gibco-BRL, 10mM Tris-HCl、 1.5mM MgCl 2 、 50mM KCl、 pH8.3)お よ び 1× Platinum Taq DN
Aポ リ メ ラ ー ゼ (Gibco-BRL)を 含 む 総 容 積 50μ l中 で 増 幅 さ せ る こ と が で き る 。 PCRは 、 サ ー
マ ル サ イ ク ラ ー を 以 下 の 条 件 で 用 い て 行 う こ と が で き る ： 初 期 変 性 を 94℃ で 45秒 間 行 い 、
そ の 後 に 94℃  45秒 間 、 58℃  45秒 間 、 72℃  45秒 間 を 18サ イ ク ル 、 20サ イ ク ル お よ び 22サ
イ ク ル 行 う 。 72℃ で の 最 終 伸 長 を 2分 間 か け て 行 う 。 PCR反 応 物 5μ lを 18サ イ ク ル 、 20サ イ
ク ル お よ び 22サ イ ク ル で 採 取 し て 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に 用 い る こ と が で き る 。 ア ガ
ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 の 後 に 、 多 組 織 か ら の 283b.p.の β -ア ク チ ン バ ン ド の バ ン ド 強 度 を 目
視 検 査 に よ っ て 比 較 す る 。 22サ イ ク ル の PCR後 の 全 組 織 に お け る β -ア ク チ ン バ ン ド 強 度 が
等 し く な る よ う に 、 第 一 鎖 cDNAに 関 す る 希 釈 係 数 を 算 出 す る こ と が で き る 。 22サ イ ク ル の
PCR後 の 全 組 織 に お け る バ ン ド 強 度 を 等 し く す る た め に は 3回 の 標 準 化 が 必 要 な こ と が あ る
。 ROR1遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 決 定 す る た め に は 、 標 準 化 さ れ た 第 一 鎖 cDNAの 5μ lを 、 26サ
イ ク ル お よ び 30サ イ ク ル の 増 幅 を 用 い る PCRに よ っ て 分 析 す る 。 定 量 的 発 現 分 析 は 、 所 定
の バ ン ド 強 度 を が 得 ら れ る サ イ ク ル 数 で PCR産 物 を 比 較 す る こ と に よ っ て 行 い 得 る 。 RT-PC
R発 現 分 析 を 、 多 数 の 正 常 試 料 お よ び 癌 試 料 か ら の 組 織 の プ ー ル を 用 い て 作 製 さ れ た 第 一
鎖 cDNAに 対 し て 行 う こ と が で き る 。 cDNA標 準 化 は 、 β -ア ク チ ン な ど の ハ ウ ス キ ー ピ ン グ
遺 伝 子 を 用 い た す べ て の 遺 伝 子 で 実 証 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ３ 】

　 大 規 模 な 乳 癌 コ ホ ー ト の 免 疫 組 織 化 学 試 験 お よ び mRNA発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ 試 験 に よ り
、 乳 腺 の 基 底 層 に 特 徴 的 な サ イ ト ケ ラ チ ン 5な ど の マ ー カ ー を 発 現 す る 腫 瘍 の サ ブ セ ッ ト
が 再 現 性 を 伴 っ て 同 定 さ れ て い る (例 え ば 、 Sorlie et al., Proc Natl Acad Sci U S A. 
2003； 100: 8418-23； Sorlie et al., Proc Natl Acad Sci U S A. 2001； 98: 10869-74
； お よ び Foulkes et al., J Natl Cancer Inst. 2003； 95: 1482-5を 参 照 さ れ た い )。 こ
れ ら の 悪 性 腫 瘍 は 、 幹 細 胞 属 性 を 備 え た 基 底 部 ま た は 基 底 上 部 の 前 駆 細 胞 か ら 生 じ る こ と
が 示 唆 さ れ て い る 。 こ れ は 単 純 な 腺 様 サ イ ト ケ ラ チ ン (K8/18/19)を 均 一 に 発 現 す る 多 く の
ヒ ト 乳 癌 (こ の こ と は そ れ ら の 起 源 が 形 質 転 換 し た 管 腔 上 皮 細 胞 で あ る こ と を 示 唆 す る )と
は 対 照 的 で あ る 。 基 底 状 の 特 徴 を 備 え た ヒ ト 乳 癌 は 、 常 に エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 (ER)陰 性 で
あ り 、 増 幅 さ れ た HER-2を 含 む こ と は 稀 で あ り 、 一 般 に 高 グ レ ー ド /低 分 化 型 で あ り 、 予 後
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不 良 と 関 連 性 が あ る (例 え ば 、 Sorlie et al., Proc Natl Acad Sci U S A.. 2003； 100: 
8418-23； Sorile et al., Proc Natl Acad Sci U S A. 2001； 98: 10869-74； お よ び Foul
kes et al, J Natl Cancer Inst. 2003； 95: 1482-5を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 基 底 癌 は p53変 異 の 頻 度 が 高 い こ と と 関 連 付 け ら れ て お り 、 BRCA1保 有 者 で 生 じ る 腫 瘍 は
こ の 基 底 状 ク ラ ス に 該 当 す る も の の (例 え ば 、 Sorlie et al., Proc Natl Acad Sci U S A
. 2003； 100: 8418-23； Sorlie et al., Proc Natl Acad Sci U S A. 2001； 98: 10869-7
4； お よ び Foulkes et al., J Natl Cancer Inst. 2003； 95: 1482-5を 参 照 さ れ た い )、 こ
れ ら の 腫 瘍 の 進 行 を 生 じ さ せ る 発 癌 分 子 お よ び 鍵 と な る 分 子 経 路 は 不 明 で あ る 。 本 明 細 書
に 開 示 し た よ う に 、 マ イ ク ロ ア レ イ プ ロ フ ァ イ リ ン グ お よ び ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ る 確
認 を 用 い て 、 本 発 明 者 ら は 、 ROR1受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ が 、 ER陰 性 の 基 底 状 表 現 型 を 備
え た 原 発 性 ヒ ト 乳 癌 で 高 度 に 発 現 さ れ る こ と を 示 し た 。 本 発 明 者 ら は ま た 、 基 底 性 マ ー カ
ー を 同 時 発 現 す る い く つ か の ヒ ト 乳 癌 細 胞 株 に お け る 高 度 の ROR1発 現 も 見 い だ し て い る が
、 管 腔 細 胞 系 で は ROR1発 現 が 検 出 さ れ な か っ た 。 重 要 な こ と と し て 、 基 底 状 悪 性 細 胞 系 で
検 出 さ れ た ROR1発 現 の レ ベ ル は 非 悪 性 細 胞 よ り も 有 意 に 高 か っ た 。 ROR1の も う 1つ の 特 徴
は 、 そ れ が 細 胞 外 frizzledド メ イ ン を 介 し て wntリ ガ ン ド と 結 合 す る か も し れ な い こ と で
あ り 、 こ れ は 前 駆 細 胞 を 調 節 す る こ と が 以 前 に 示 さ れ て い る シ グ ナ ル 伝 達 経 路 と つ な が る
可 能 性 が あ る (例 え ば 、 Saldanha et al., Protein Sci. 1998； 7: 1632-5を 参 照 さ れ た い
)。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 本 明 細 書 に 提 示 し た 本 開 示 は 、 ほ と ん ど 解 明 さ れ て い な い こ れ ら の 基 底 状 ER陰 性 ヒ ト 乳
癌 の 進 行 を 生 じ さ せ る 候 補 遺 伝 子 を 当 業 者 が 同 定 す る こ と を 可 能 に す る 。 特 定 の 科 学 理 論
に 拘 束 さ れ る わ け で は な い が 、 ROR1の 示 唆 に 富 む 発 現 パ タ ー ン と 、 腫 瘍 形 成 に お け る 受 容
体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ (例 え ば 、 HER2、 EGFR、 VEGFR)の 確 立 さ れ た 意 義 と を 合 わ せ て 考 え る
こ と に よ り 、 本 発 明 者 ら は 、 ROR1が 基 底 状 腫 瘍 の 発 生 メ カ ニ ズ ム に お い て 極 め て 重 要 な 役
割 を 果 た し て い る と い う 仮 説 を 立 て る に 至 っ た 。 ROR1の 発 癌 能 力 は こ れ ま で 検 討 さ れ て い
な か っ た 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 ROR1が マ ウ ス 乳 腺 の 基 底 /前 駆 細 胞 を 選 好 的 に 形 質 転 換 さ せ る と い う 仮 説 を 検 証 す る 第 1
の セ ッ ト の 実 験 。
　 ROR1の 誘 導 性 過 剰 発 現 が マ ウ ス 乳 腺 上 皮 細 胞 を 形 質 転 換 さ せ 得 る か 否 か の 判 定 。
　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 性 の 条 件 的 TetO-ROR1マ ウ ス を 作 製 し 、 既 存 の MMTV-rtTAマ ウ ス と 交
配 さ せ る こ と で (例 え ば 、 Gunther et al., FASEB J. 2002； 16: 283-92)、 乳 腺 に 特 異 的
な ROR1の ド キ シ サ イ ク リ ン 依 存 性 (tet-on)発 現 を 実 現 さ せ る こ と が で き る 。
　 ROR1過 剰 発 現 が 乳 腺 の 基 底 /前 駆 細 胞 系 列 を 選 好 的 に 形 質 転 換 さ せ 得 る か 否 か の 判 定 。
　 続 い て 、 乳 腺 お よ び 他 の 組 織 の 基 底 /前 駆 細 胞 区 画 に お い て 特 異 的 な 発 現 を 生 じ さ せ る
た め に 、 こ れ ら の TetO-ROR1マ ウ ス を 、 ケ ラ チ ン 5(K5)プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 で rtTAを 発 現
す る 系 統 と 交 配 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
例 示 的 な 方 法 ：
　 MMTV-rtTA/TetO-ROR1マ ウ ス お よ び K5-rtTA/TetO-ROR1マ ウ ス に お け る 導 入 遺 伝 子 の 発 現
を 、 6週 齡 か ら 始 め て 、 ド キ シ サ イ ク リ ン に よ っ て 誘 導 す る こ と が で き る 。 ROR1の 発 現 は
イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 法 お よ び 免 疫 組 織 化 学 に よ っ
て 調 べ る こ と が で き る 。 組 織 構 造 の 変 化 お よ び 前 悪 性 病 変 ま た は 悪 性 病 変 の 存 在 は 、 導 入
遺 伝 子 の 導 入 後 に 、 カ ル ミ ン 染 色 し た 乳 腺 ホ ー ル マ ウ ン ト 物 な ら び に ヘ マ ト キ シ リ ン お よ
び エ オ シ ン で 染 色 し た 組 織 切 片 の 分 析 に よ り 、 頻 繁 な 間 隔 で 分 析 す る こ と が で き る 。 任 意
の 過 形 成 病 変 ま た は 顕 性 の 癌 の 細 胞 起 源 は 、 中 間 径 フ ィ ラ メ ン ト マ ー カ ー 、 接 着 タ ン パ ク
質 、 お よ び 幹 細 胞 マ ー カ ー と 推 定 さ れ る も の (管 腔 細 胞 に 関 し て は K8/K18/K19、 基 底 /前 駆
細 胞 に 関 し て は K5/K6/K14/P-カ ド ヘ リ ン /Sca-1)を 用 い た 免 疫 組 織 化 学 染 色 を 用 い て 調 べ
る こ と が で き る 。 バ ッ ク ア ッ プ と し て 、 K14-rtTaマ ウ ス は ROR1発 現 を 生 じ る も の と み な す
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こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
妥 当 性 ：
　 基 底 特 性 を 備 え た ヒ ト 乳 癌 は 、 常 に ER陰 性 で あ り 、 増 幅 さ れ た HER-2を 稀 に し か 含 ま な
い た め に 、 抗 エ ス ト ロ ゲ ン ま た は ハ ー セ プ チ ン と い っ た 確 立 さ れ た 標 的 療 法 に 反 応 し な い
悪 性 度 の 高 い 悪 性 腫 瘍 で あ る 。 ROR1細 胞 表 面 受 容 体 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は 低 分 子
チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー が 到 達 す る 、 扱 い や す い 治 療 標 的 で あ る 。 ROR1過 剰 発 現 が
マ ウ ス に お い て 基 底 状 乳 癌 を 生 じ さ せ る こ と の 実 証 に よ り 、 基 底 状 乳 癌 を 特 異 的 に 治 療 す
る ROR1標 的 療 法 の 開 発 の た め の 根 拠 が 得 ら れ る 。
【 ０ １ ９ ９ 】

　 発 癌 性 の Neuま た は H-Rasに よ っ て 誘 導 さ れ る ヒ ト エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 (ER)陽 性 腫 瘍 お よ
び マ ウ ス 乳 腺 腫 瘍 は 、 分 化 し た 管 腔 起 源 に 合 致 す る 細 胞 種 マ ー カ ー を 発 現 す る (例 え ば 、
サ イ ト ケ ラ チ ン K18/K19)。 こ れ に 対 し て 、 悪 性 度 の 高 い ER陰 性 ヒ ト 癌 、 お よ び Wnt-1癌 遺
伝 子 に よ っ て 誘 発 さ れ る マ ウ ス 腫 瘍 は 、 基 底 サ イ ト ケ ラ チ ン K5、 K17、 K14お よ び 幹 細 胞 抗
原 (Sca-1)を 含 め 、 細 胞 種 マ ー カ ー に 関 し て は る か に よ り 異 種 混 交 的 な パ タ ー ン を 示 す (例
え ば 、 Li et al., Proc Natl Acad Sci U S A. 2003； 100: 15853-8を 参 照 さ れ た い )。 こ
れ は 、 こ れ ら の 乳 癌 に お け る 形 質 転 換 の 標 的 と な る の が 多 能 性 前 駆 細 胞 で あ る と い う 見 方
に 一 致 す る 。 管 腔 系 列 お よ び 筋 上 皮 系 列 の 両 方 に 分 化 し 得 る 不 死 化 前 駆 細 胞 が 記 載 さ れ て
い る (例 え ば 、 Gudjonsson et al., Genes Dev. 2002； 16: 693-706； お よ び Deugnier et 
al., J Cell Biol. 2002； 159: 453-63を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 ほ と ん ど の ヒ ト 乳 癌 細 胞 株 は 均 一 な 管 腔 マ ー カ ー を 発 現 す る も の の 、 本 発 明 者 ら は 最 近
、 K18/K19陽 性 細 胞 お よ び 平 滑 筋 ア ク チ ン (SMA)陽 性 細 胞 の 両 方 を 生 じ る 前 駆 細 胞 特 性 を 備
え た 多 数 の 悪 性 乳 房 細 胞 株 を 同 定 し た 。 注 目 さ れ る こ と と し て 、 本 発 明 者 ら は 、 前 駆 細 胞
特 性 を 備 え た 非 悪 性 細 胞 系 お よ び 癌 細 胞 株 が い ず れ も ROR1受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ を 一 貫
し て 発 現 し 、 こ れ に 対 し て 管 腔 乳 腺 細 胞 は 検 出 可 能 な 発 現 を 伴 わ な い こ と を 見 い だ し た 。
本 発 明 者 ら は ま た 、 基 底 /前 駆 細 胞 特 性 を 備 え た 原 発 性 ヒ ト 乳 癌 の サ ブ セ ッ ト に お け る ROR
1の 高 レ ベ ル 発 現 も 見 い だ し た 。 さ ら に 、 ROR1は 細 胞 外 frizzledド メ イ ン を 介 し て wntリ ガ
ン ド と 結 合 す る か も し れ ず 、 こ れ は 前 駆 細 胞 を 調 節 す る こ と が 以 前 に 示 さ れ て い る シ グ ナ
ル 伝 達 経 路 と つ な が る 可 能 性 が あ る (例 え ば 、 Saldanha et al, Protein Sci. 1998； 7: 1
632-5； お よ び Brittan et al., J Pathol. 2002； 197： 492.509を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 ROR1の 示 唆 に 富 む 発 現 パ タ ー ン と 、 幹 細 胞 再 生 の 決 定 的 な メ デ ィ エ ー タ と し て の 役 割 が
確 立 し て い る Wntリ ガ ン ド と そ れ が 結 合 す る か も し れ な い と い う 興 味 深 い 可 能 性 と を 合 わ
せ て 考 え る こ と に よ り 、 本 発 明 者 ら は 、 ROR1シ グ ナ ル 伝 達 が 乳 腺 前 駆 細 胞 の 増 殖 お よ び /
ま た は 自 己 再 生 の 制 御 に 関 与 す る と い う 仮 説 を 立 て る に 至 っ た 。 本 発 明 者 ら は さ ら に 、 同
様 の 前 駆 細 胞 特 性 を 有 す る 悪 性 細 胞 は は る か に 高 い ROR1レ ベ ル を 有 す る と い う 理 由 か ら 、
細 胞 は 悪 性 プ ロ グ レ ッ シ ョ ン の 際 に こ の 経 路 を ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト す る の で は な い か と い
う 仮 説 を 立 て た 。 本 明 細 書 に 提 示 し た 本 開 示 は 、 ROR1受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ を 介 し た シ
グ ナ ル 伝 達 が 、 多 能 性 乳 腺 前 駆 細 胞 の 増 殖 、 自 己 再 生 お よ び /ま た は 分 化 を 制 御 す る と い
う 仮 説 を 検 証 す る こ と を 可 能 に す る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 前 駆 細 胞 特 性 を 備 え た 乳 腺 細 胞 に お け る ROR1サ イ レ ン シ ン グ が そ れ ら の 増 殖 、 形 態 形 成
お よ び /ま た は 分 化 能 力 に 決 定 的 な 影 響 を 及 ぼ す こ と の 判 定 。
　 ROR1発 現 を 、 前 駆 特 性 を 備 え た 非 悪 性 細 胞 お よ び 悪 性 細 胞 に お け る RNA干 渉 に よ っ て サ
イ レ ン シ ン グ さ せ 、 そ の 影 響 を 形 態 形 成 ア ッ セ イ お よ び 腫 瘍 形 成 ア ッ セ イ で ア ッ セ イ す る
こ と が で き る 。
　 ROR1受 容 体 に よ る シ グ ナ ル 伝 達 の 亢 進 が 、 管 腔 乳 房 細 胞 と 比 較 し て 、 乳 腺 上 皮 基 底 /前
駆 細 胞 を 特 異 的 に 形 質 転 換 さ せ る か 否 か 、 ま た は そ の 悪 性 腫 瘍 を 増 加 さ せ る か 否 か の 判 定
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実 施 例 5： 新 規 な 受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ お よ び 多 能 性 乳 腺 前 駆 細 胞 の 制 御



。
　 基 底 /前 駆 細 胞 系 お よ び 管 腔 細 胞 系 の 増 殖 お よ び 悪 性 能 力 に 対 す る ROR1の 過 剰 発 現 ま た
は 恒 常 的 活 性 化 の 影 響 を 比 較 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
例 示 的 な 方 法 ：
　 ROR1の サ イ レ ン シ ン グ は 、 pSIREN-retroQレ ト ロ ウ イ ル ス 系 (BD Clontech)を 用 い た hpRN
A ROR1配 列 の 安 定 的 な 発 現 に よ っ て 実 現 す る こ と が で き る 。 野 生 型 、 恒 常 的 活 性 化 型 、 お
よ び CRDま た は キ ナ ー ゼ ド メ イ ン を 欠 く 欠 失 変 異 体 を 含 む ROR1構 築 物 の 過 剰 発 現 を レ ト ロ
ウ イ ル ス 感 染 (pLPCX； BD Clontech)を 用 い て 実 現 し 、 最 近 作 製 さ れ た ROR1ポ リ ク ロ ー ナ ル
抗 体 を 用 い て モ ニ タ ー す る こ と が で き る 。 ROR1の 欠 失 ま た は 過 剰 発 現 の 影 響 は 、 イ ン ビ ト
ロ の マ ト リ ゲ ル TDLU形 成 ア ッ セ イ (ヒ ト 細 胞 )、 除 去 し た 乳 腺 脂 肪 体 に お け る イ ン ビ ボ 乳 腺
上 皮 再 構 成 ア ッ セ イ (マ ウ ス 細 胞 )お よ び イ ン ビ ボ 異 種 移 植 片 の 腫 瘍 形 成 (悪 性 細 胞 )な ら び
に 標 準 的 な 増 殖 ア ッ セ イ を 用 い て ア ッ セ イ す る こ と が で き る 。 分 化 ま た は 細 胞 種 の 組 成 は
、 十 分 に は 解 明 さ れ て お ら ず 、 悪 性 度 の 高 い ER陰 性 基 底 状 乳 癌 の 特 定 の ク ラ ス の 病 因 に と
っ て 極 め て 重 要 な 可 能 性 の あ る 、 乳 腺 幹 細 胞 の 増 殖 お よ び 分 化 を 調 節 す る 特 徴 的 マ ー カ ー
を 用 い た 免 疫 組 織 化 学 染 色 に よ っ て 評 価 し 得 る 。 乳 腺 前 駆 細 胞 お よ び そ れ に 由 来 す る 悪 性
細 胞 の 増 殖 を 制 御 す る 、 ROR1受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ を 介 し た シ グ ナ ル 伝 達 は 、 Wnt-1に
よ り 誘 導 さ れ る マ ウ ス 腫 瘍 が い か に し て 生 じ る か を 説 明 す る 一 助 に な り 得 る と 考 え ら れ る
。 さ ら に 、 細 胞 表 面 受 容 体 お よ び チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ の 両 者 と し て の ROR1の 特 性 か ら み て 、
こ れ は 特 に 魅 力 的 な 治 療 標 的 で あ る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 本 出 願 の 全 体 を 通 じ て 、 さ ま ざ ま な 刊 行 物 を 参 照 し て き た (例 え ば 、 括 弧 の 中 で )。 こ れ
ら の 刊 行 物 の 開 示 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 。 本 出 願 に お
け る い く つ か の 特 定 の 方 法 お よ び 材 料 は 、 米 国 特 許 第 6,767,541号 、 第 6,165,464号 、 第 5,
772,997号 、 第 5,677,171号 、 第 5,770,195号 、 第 6,399,063号 、 第 5,725,856号 お よ び 5,720
,954号 (そ れ ら の 内 容 は 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る )に 見 ら れ る も の と 類 似 し て
い る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 個 々 の 局 面 の 単 な る 例 示 で あ る こ と を 意 図 し て い る 、 本 明 細 書 中 に
開 示 さ れ た 諸 態 様 に よ っ て は 制 限 さ れ ず 、 機 能 的 に 等 価 な 方 法 お よ び 組 成 物 も 本 発 明 の 範
囲 に 含 ま れ る も の と す る 。 当 業 者 に は 、 以 上 の 説 明 お よ び 教 示 に よ り 、 本 明 細 書 に 記 載 し
た も の に 加 え て 、 本 発 明 の モ デ ル お よ び 方 法 に 対 す る さ ま ざ ま な 変 更 が 明 ら か に な る と 考
え ら れ 、 そ れ ら も 同 様 に 本 発 明 の 範 囲 に 含 ま れ る も の と す る 。 こ の よ う な 変 更 お よ び 他 の
態 様 は 、 本 発 明 の 真 の 範 囲 お よ び 精 神 か ら 逸 脱 す る こ と な し に 実 施 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
(表 １ )ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列
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【 ０ ２ ０ ７ 】
(表 ２ )3つ の 乳 癌 コ ホ ー ト に お け る 、 ESR1レ ベ ル の み に よ っ て 定 義 し た 群 で の 腫 瘍 サ ブ タ
イ プ の 分 布
　 そ れ ぞ れ の 腫 瘍 に 関 し て 、 ESR1、 ERBB2お よ び GRE7の 値 を ダ ウ ン ロ ー ド し た 。 本 発 明 者
ら は 、 HER-2増 幅 性 腫 瘍 を 、 ERBB2お よ び GRB7の 両 者 と も に 高 い 発 現 レ ベ ル を 有 す る も の と
定 義 し た 。 本 発 明 者 ら は ESR1発 現 レ ベ ル を HER-2腫 瘍 ま た は BRCA1腫 瘍 の 定 義 に は 用 い て い
な い た め 、 こ れ ら の 表 に は そ れ ら を 含 め て い な い 。 残 り の 腫 瘍 を ESR1の レ ベ ル に 基 づ い て
4つ の 群 に 分 け 、 そ の 際 、 閾 値 は 各 デ ー タ セ ッ ト に 対 し て 決 定 し 、 研 究 の 著 者 ら に よ っ て
定 義 さ れ た サ ブ タ イ プ の そ れ ぞ れ に お け る サ ン プ ル 数 を 算 定 し た 。 各 研 究 と も 、 「 基 底 状
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」 ま た は 「 基 底 状 1」 の い ず れ か と し て 特 定 さ れ た 腫 瘍 の 100％ が 、 最 も 低 い ESR1の 範 囲 に
該 当 し た 。 Sorlieに よ り 分 類 さ れ た デ ー タ で は 、 管 腔 A腫 瘍 の 90％ 超 が 上 位 2つ の ESR1群 に
あ る こ と が 見 い だ さ れ た 。 最 大 の 群 で あ る 「 不 明 」 ま た は 「 分 類 不 能 」 腫 瘍 は 、 常 に ESR1
発 現 の 中 間 範 囲 に 該 当 し た 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
van't Veerの デ ー タ に お け る ERBB2増 幅 b を 伴 わ な い 84件 の 散 発 性 腫 瘍 の セ ッ ト に 関 す る So
rlieの 分 類
　
　
　
　
　
　
ERBB2増 幅 を 伴 わ な い 97件 の 散 発 例 お よ び 6件 の 非 癌 c の セ ッ ト に 関 す る Sorlieの 分 類
　
　
　
　
　
　
　
ERBB2増 幅 d を 伴 わ な い 85件 の 散 発 性 腫 瘍 に 関 す る Sortiriouの 分 類
　
　
　
　
　
　
a  こ れ ら の 表 に お け る グ ル ー プ 分 け は 、 チ ャ ー ト の 左 上 に あ る 第 1群 (黒 く 蔭 を つ け た も の
)が ESR1強 陽 性 、 そ の 下 の 第 2群 が 中 程 度 、 第 3群 を 弱 陽 性 、 第 4群 を ESR1陰 性 と な る よ う に
し て い る 。 さ ら に 、 「 不 明 」 ま た は 分 類 不 能 の 腫 瘍 の 群 は 、 そ の よ う に 列 記 し て い る 。
b  van't Veerの デ ー タ ： 78件 の 訓 練 用 試 料 ＋ 19件 の 被 験 試 料 － 14件 が ERBB2増 幅 性 、 比 の
値 は log 1 0 で あ る 。
c  Sorlieの デ ー タ ： 115件 の 腫 瘍 ＋ 7件 の 非 悪 性 組 織 － 18件 が BRBB2増 幅 性 、 比 の 値 は 比 の
値 は log 2 で あ る 。
d  Sortiriouの デ ー タ ： 99件 の 腫 瘍 － 14件 が ERBB2増 幅 性 、 比 の 値 は 比 の 値 は log 2 で あ る 。
e  研 究 の 著 者 ら に よ れ ば ERBB2と 分 類 さ れ る が 、 本 発 明 者 ら の 基 準 に よ れ ば ERBB2に 関 し て
増 幅 性 で は な い と 分 類 さ れ る 腫 瘍 の 分 布 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
(表 ３ )van't Veerの 研 究 に お け る 、 サ ブ タ イ プ 別 に み た 97件 の 散 発 性 腫 瘍 の 予 後
　 こ の コ ホ ー ト に お け る 散 発 性 腫 瘍 の 97例 の 患 者 は 、 5cm未 満 の 浸 潤 性 乳 房 腫 瘍 を 有 し (T1
ま た は T2)、 腋 窩 転 移 は な く (N0)、 55歳 に な る 前 に 診 断 さ れ た 。 5例 の 患 者 は ア ジ ュ バ ン ト
全 身 療 法 を 受 け た 。 試 験 に お け る 追 跡 期 間 は 少 な く と も 5年 で あ っ た 。 こ れ ら の 97件 の 試
料 に は 、 訓 練 セ ッ ト に 用 い た 78件 の 試 料 、 お よ び 予 後 の 分 類 に 用 い た 19件 の 腫 瘍 が 含 ま れ
る 。 ESR1陰 性 お よ び ERBB2陽 性 の サ ブ グ ル ー プ は 予 後 が 最 も 不 良 と さ れ た (そ れ ぞ れ 69％ お
よ び 60％ )。 ESR1弱 陽 性 サ ブ タ イ プ は 予 後 が 最 も 良 く (68％ )、 ESR1レ ベ ル が 高 い ほ ど 予 後
不 良 と な る 傾 向 が み ら れ る 。
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a  予 後 良 好 は ＞ 5年 に お い て 遠 隔 転 移 が な い と 定 義 さ れ る 。
b  予 後 不 良 は ＜ 5年 に お い て 遠 隔 転 移 と 定 義 さ れ る 。
c  腫 瘍 群 は 上 記 の 通 り に 定 義 さ れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ １ ０ 】
【 図 １ 】 図 1Aは ROR1の 完 全 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (SEQ ID NO： 1)を 示 し て お り 、 図 1Bは 完 全
な ア ミ ノ 酸 配 列 (SEQ ID NO： 2)を 示 し て い る 。 例 え ば 、 Masiakowski et al., J. Biol. C
hem. 267 (36), 26181-26190 (1992)； NP_005003(gi:4826868)； お よ び M97675(gi:337464
)を 参 照 さ れ た い 。
【 図 ２ 】 図 2Aは 、 類 似 の 乳 癌 サ ブ タ イ プ (例 え ば 、 一 群 の 共 通 し た 特 徴 を 有 す る )が 、 Rose
tta/Netherlandsデ ー タ セ ッ ト (Van't Veer, L. J., et al.(2002) Nature 415, 530-536)
お よ び Stanford/Norwayデ ー タ セ ッ ト (Sorlie et al., Proc Natl Acad Sci USA. 2001 Se
p 11;98(19):10869-74)の 両 方 で 、 い か に し て 識 別 さ れ る か を 示 し て い る 。 Rosetta/Nethe
rlandsデ ー タ セ ッ ト は 、 ESR1お よ び ERBB2の 発 現 レ ベ ル な ら び に BRCA変 異 の 識 別 に 基 づ く
、 強 制 的 な ク ラ ス の 定 義 で あ る 。 Stanford/Norwayデ ー タ セ ッ ト は 、 ク ラ ス タ ー に 基 づ く
ク ラ ス の 定 義 で あ る 。 マ ー カ ー は 、 著 者 ら に よ っ て ク ラ ス タ ー の 例 と し て 選 択 さ れ た も の
の サ ブ セ ッ ト で あ る 。 こ れ ら の デ ー タ セ ッ ト に お け る 発 現 レ ベ ル は 、 試 料 と 参 照 と の log1
0強 度 比 と し て 測 定 さ れ る 。 図 2Bは 、 原 発 性 乳 癌 に 認 め ら れ る 広 範 囲 に わ た る 特 性 を 表 す
た め に 選 択 さ れ た 種 々 の 細 胞 系 の プ ロ フ ァ イ ル (例 え ば 、 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン 、 細 胞 学 的
特 徴 な ど )の 比 較 を 示 す た め に 、 (図 2Aに お け る も の と は )異 な る 参 照 RNAを 用 い て い る 。
【 図 ３ 】 図 3Aは 、 Van't Veer, L. J., et al.(2002) Nature 415, 530-536で 同 定 さ れ た
基 底 状 サ ブ タ イ プ お よ び BRCA1サ ブ タ イ プ (第 4群 お よ び 第 6群 )の 乳 癌 腫 瘍 に お い て 、 ROR1 
mRNA発 現 が 特 異 的 に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る こ と を 示 し て い る 。 図 3Bは 、 Van't Veer e
t al., 前 記 で 同 定 さ れ た 乳 癌 サ ブ タ イ プ に お け る ESR1、 HER2お よ び BRCA1/2 mRNAの 発 現
を 示 し て い る 。 図 3Cは 、 種 々 の 細 胞 系 に お け る ROR1 mRNAな ら び に 他 の さ ま ざ ま な マ ー カ
ー の 発 現 を 示 し た 概 略 図 を 提 示 し て い る 。
【 図 ４ 】 図 4Aは 、 予 後 に よ る ESR1お よ び ROR1の 散 布 図 を 示 し て お り 、 ROR1を 発 現 す る 腫 瘍
が 、 Van't Veer, L. J., et al.(2002) Nature 415, 530-536で 同 定 さ れ た 乳 癌 サ ブ タ イ
プ に お け る 予 後 不 良 (5年 未 満 で 転 移 )と 関 連 付 け ら れ る こ と を 示 し て い る 。 17件 の 過 剰 発
現 性 ROR1試 料 の う ち 、 予 後 が 良 好 な の は 3件 の み で あ る 。 試 料 の う ち 7件 は BRCA1変 異 を 有
す る が 予 後 デ ー タ は な い も の の 、 BRCA1変 異 は 一 般 的 に 転 帰 不 良 と 関 連 付 け ら れ る 。 残 り 1
0件 の 試 料 の う ち 7件 は 予 後 不 良 で あ る 。 単 一 の 遺 伝 子 に 関 す る こ の 予 後 不 良 の パ ー セ ン テ
ー ジ は 、 こ れ ま で に 検 討 さ れ た 13種 の 遺 伝 子 の う ち 悪 い 方 で あ る 。 ROR1群 に お け る 予 後 不
良 腫 瘍 の パ ー セ ン テ ー ジ (散 発 例 の 70％ )は 、 HER-2、 EGFR、 VEGF、 FLT3、 MYC、 UPAお よ び P
AIを 含 む 、 分 析 さ れ た 他 の い ず れ の 単 一 の 予 後 判 定 遺 伝 子 よ り も 高 い 。 図 4Bは 、 予 後 に よ
る HER2の 散 布 図 で あ り 、 HER-2を 過 剰 発 現 す る 腫 瘍 の 54％ が 予 後 不 良 な 試 料 で あ る こ と を
示 し て い る 。 13件 の HER2過 剰 発 現 性 腫 瘍 の う ち 6件 は 予 後 良 好 と 関 連 付 け ら れ る 。 BRCA1試
料 は い ず れ も HER2を 過 剰 発 現 し な い 。 す べ て の 試 料 が リ ン パ 節 転 移 陰 性 の 早 期 疾 患 と 関 連
付 け ら れ る も の の 、 HER2試 料 の 50％ 超 が 予 後 不 良 で あ る 。
【 図 ５ 】 図 5Aは 、 さ ま ざ ま な 乳 癌 細 胞 株 に お け る ROR1 mRNA発 現 の ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析
を 示 し て い る 。 5種 の 乳 癌 細 胞 株 は 、 正 常 ヒ ト 乳 腺 上 皮 細 胞 (HMEC)と 比 較 し て ROR1を 有 意
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に 過 剰 発 現 す る 。 ROR1は 不 死 化 HMECお よ び BT20で も 検 出 可 能 で あ る 。 こ の 発 現 パ タ ー ン は
、 管 腔 細 胞 系 は い ず れ も 検 出 可 能 な ROR1を 発 現 し な い 点 で 特 に 興 味 深 い 。 過 剰 発 現 性 の 細
胞 系 は 、 高 度 の ROR1発 現 を 示 す 基 底 腫 瘍 群 と 類 似 し た 基 底 的 ま た は 間 葉 性 /間 質 性 の い ず
れ か と し て 特 徴 付 け ら れ て い る 。 こ の デ ー タ は 腫 瘍 細 胞 に お け る ROR1の 発 現 を 裏 付 け て い
る 。 図 5Bは 、 種 々 の 癌 細 胞 に お け る 、 ノ ー ザ ン 法 に よ る ROR1 mRNA発 現 (ホ ス ホ イ メ ー ジ ャ
ー 単 位 )の 棒 グ ラ フ を 示 し て い る 。 図 5Cは 、 種 々 の 癌 細 胞 に お け る 、 対 数 比 (ROR1/複 合 参
照 )と し て 表 し た ノ ー ザ ン 法 に よ る ROR1 mRNA発 現 の 棒 グ ラ フ を 示 し て い る 。 図 5Dは 、 種 々
の 癌 細 胞 に お け る 、 対 数 比 (ROR1/複 合 参 照 )と し て 表 し た マ イ ク ロ ア レ イ に よ る ROR1 mRNA
発 現 の 棒 グ ラ フ を 示 し て い る 。 図 5Eは 、 ノ ー ザ ン 法 に よ る ROR1 mRNA発 現 と マ イ ク ロ ア レ
イ に よ る ROR1 mRNA発 現 と の 比 較 グ ラ フ を 示 し て い る 。 図 5Fお よ び 図 5Gは 、 SKBR細 胞 を 比
較 用 細 胞 系 と し て 用 い て 、 ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 を 用 い た CAL51細 胞 に お け る 内 因 性 R
OR1タ ン パ ク 質 の 検 出 を 示 し て い る (左 の 図 は こ の 抗 ROR1抗 体 に 曝 露 さ れ た 細 胞 を 示 し て い
る )。
【 図 ６ 】 図 6Aは 、 UCLAで 得 ら れ た 原 発 性 腫 瘍 に お け る ROR1お よ び 関 連 遺 伝 子 の 発 現 デ ー タ
の 概 略 図 を 示 し て い る 。 手 短 に 述 べ る と 、 42件 の 原 発 性 乳 癌 か ら の コ ア 生 検 試 料 を 急 速 凍
結 し て ア ッ セ イ し た 。 こ れ ら の 生 検 試 料 に 関 す る 選 択 基 準 は 腫 瘍 が ＞ 2cmと し た 。 発 現 プ
ロ フ ァ イ ル に は Cy5 Cy3参 照 cRNAで 標 識 し た 腫 瘍 cRNAを 用 い る 60-mer Agilentオ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド ア レ イ を 利 用 し た 。 図 6Bは 、 基 底 状 、 HER-2過 剰 発 現 性 お よ び 管 腔 状 の 癌 サ ブ タ
イ プ に お け る ROR1発 現 デ ー タ の チ ャ ー ト を 提 示 し て お り 、 こ れ は ROR1が 基 底 状 サ ブ タ イ プ
の 最 良 の マ ー カ ー で あ る こ と を 示 し て い る 。 図 6Cは 、 種 々 の 細 胞 に お け る ROR1発 現 の グ ラ
フ を 提 示 し て お り 、 こ れ は ROR1が 専 ら エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 (ER)陰 性 乳 癌 に 限 定 し て 発 現 さ
れ る こ と を 示 し て い る 。 図 6Dは 、 種 々 の 細 胞 に お け る ROR1発 現 の グ ラ フ を 提 示 し て お り 、
こ れ は ROR1が 専 ら 基 底 的 (ア ン ド ロ ゲ ン 受 容 体 陰 性 )乳 癌 に 限 定 し て 発 現 さ れ る こ と を 示 し
て い る 。
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【 図 ２ Ａ 】 【 図 ２ Ｂ 】

【 図 ３ Ａ 】 【 図 ３ Ｂ 】
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【 図 ３ Ｃ 】 【 図 ４ Ａ 】

【 図 ４ Ｂ 】 【 図 ５ Ａ 】
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【 図 ５ Ｂ 】 【 図 ５ Ｃ 】

【 図 ５ Ｄ 】 【 図 ５ Ｅ 】
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【 図 ５ Ｆ 】 【 図 ５ Ｇ 】

【 図 ６ Ａ 】 【 図 ６ Ｂ 】
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【 図 ６ Ｃ 】 【 図 ６ Ｄ 】

【 配 列 表 】

(67) JP 2007-532111 A 2007.11.15

2007532111000001.app
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