
(57)【要約】
本発明には、新規ヒトペリオスチンポリペプチドおよびそれをコードする DNAが含まれる
。ヒトペリオスチン特異的抗体、乳癌の骨への転移および子癇前症を調べる診断アッセイ
法も同様に本発明に含まれる。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
ヒ ト ペ リ オ ス チ ン に 対 し て 特 異 的 に 結 合 す る 精 製 抗 体 。
【 請 求 項 ２ 】
抗 体 が ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ 】
抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ 】
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 5H8ハ イ ブ リ ド ー マ （ ATCCア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 CRL-2646） 、 ま た は 8
H11ハ イ ブ リ ド ー マ （ ATCCア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ） に よ っ て 分 泌 さ れ る 、 請 求 項 3記 載
の 抗 体 。
【 請 求 項 ５ 】
ヒ ト ペ リ オ ス チ ン に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 分 泌 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 請 求 項 ６ 】
ハ イ ブ リ ド ー マ が 5H8ハ イ ブ リ ド ー マ （ ATCCア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 CRL-2646） 、 ま た は 8H11
ハ イ ブ リ ド ー マ （ ATCCア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ） で あ る 、 請 求 項 5記 載 の ハ イ ブ リ ド ー
マ 。
【 請 求 項 ７ 】
以 下 の 段 階 を 含 む 、 試 料 中 に ヒ ト ペ リ オ ス チ ン を 検 出 す る 方 法 ：
（ a） ヒ ト ペ リ オ ス チ ン に 結 合 す る 抗 体 を 試 料 に 接 触 さ せ る 段 階 ； お よ び
（ b） 抗 体 が 試 料 の 成 分 に 結 合 す れ ば 、 試 料 中 に ペ リ オ ス チ ン が 存 在 す る こ と が 示 さ れ る
、 抗 体 が 試 料 の 成 分 に 結 合 す る か 否 か を 決 定 す る 段 階 。
【 請 求 項 ８ 】
第 1の 抗 体 が 結 合 す る ヒ ト ペ リ オ ス チ ン 上 の エ ピ ト ー プ が 、 第 2の 抗 体 が 結 合 す る エ ピ ト ー
プ と は 同 じ で な い 、 ヒ ト ペ リ オ ス チ ン に 結 合 す る 第 1の 抗 体 に 試 料 を 接 触 さ せ る 前 に 、 ヒ
ト ペ リ オ ス チ ン に 結 合 す る 第 2の 抗 体 に 試 料 を 接 触 さ せ る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 7記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
第 2の 抗 体 が 固 相 基 質 に 結 合 す る 、 請 求 項 8記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
抗 体 が ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 7記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 7記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 5H8ハ イ ブ リ ド ー マ （ ATCCア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 CRL-2646） 、 ま た は 8
H11ハ イ ブ リ ド ー マ （ ATCCア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ） に よ っ て 分 泌 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 11記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
第 2の 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 8記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 5H8ハ イ ブ リ ド ー マ （ ATCCア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 CRL-2646） 、 ま た は 8
H11ハ イ ブ リ ド ー マ （ ATCCア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ） に よ っ て 分 泌 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 13記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
第 2の 抗 体 が ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 8記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
方 法 が イ ム ノ ブ ロ ッ ト ア ッ セ イ 法 を 含 む 、 請 求 項 7記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
方 法 が ELISAア ッ セ イ 法 を 含 む 、 請 求 項 7記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
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検 出 段 階 が 化 学 発 光 を 検 出 す る 段 階 を 含 む 、 請 求 項 7記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
検 出 段 階 が 、 放 射 活 性 ま た は 蛍 光 を 検 出 す る 段 階 を 含 む 、 請 求 項 7記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
検 出 段 階 が 、 可 視 光 ま た は 紫 外 光 の 吸 光 度 を 測 定 す る 段 階 を 含 む 、 請 求 項 7記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
抗 体 が ビ オ チ ン 化 さ れ て い る 、 請 求 項 7記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
検 出 段 階 が ア ビ ジ ン を 用 い る こ と を 含 む 、 請 求 項 7記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
検 出 段 階 が 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 に 結 合 す る 抗 体 を 用 い る こ と を 含 む 、 請 求 項 7記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
以 下 の 段 階 を 含 む 、 乳 癌 の 骨 へ の 転 移 を 診 断 す る 方 法 ：
（ a） 乳 癌 の 骨 へ の 転 移 を 有 す る こ と が 疑 わ れ る 、 ま た は 有 す る リ ス ク の あ る 乳 癌 患 者 を
同 定 す る 段 階 ； お よ び
（ b） 試 料 中 の ペ リ オ ス チ ン レ ベ ル が 対 照 ペ リ オ ス チ ン レ ベ ル と 比 較 し て 上 昇 し て い れ ば
、 患 者 の 乳 癌 が 骨 に 転 移 し て い る こ と が 示 さ れ る 、 患 者 か ら の 体 液 試 料 中 の ペ リ オ ス チ ン
レ ベ ル を 測 定 す る 段 階 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
体 液 が 血 液 で あ る 、 請 求 項 24記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
体 液 が 尿 で あ る 、 請 求 項 24記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
以 下 の 段 階 を 含 む 、 患 者 に お け る 子 癇 前 症 を 診 断 す る 方 法 ：
（ a） 子 癇 前 症 を 有 す る こ と が 疑 わ れ る 、 ま た は 有 す る リ ス ク の あ る 妊 娠 患 者 を 同 定 す る
段 階 ； お よ び
（ b） 試 料 中 の ペ リ オ ス チ ン レ ベ ル が 対 照 ペ リ オ ス チ ン レ ベ ル と 比 較 し て 上 昇 し て い れ ば
、 患 者 が 子 癇 前 症 を 有 す る こ と が 示 さ れ る 、 患 者 か ら の 体 液 試 料 中 の ペ リ オ ス チ ン レ ベ ル
を 測 定 す る 段 階 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
体 液 が 血 液 で あ る 、 請 求 項 27記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
体 液 が 尿 で あ る 、 請 求 項 27記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
配 列 番 号 ： 6ま た は 配 列 番 号 ： 14を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 む 単 離 さ
れ た DNA。
【 請 求 項 ３ １ 】
核 酸 配 列 が 配 列 番 号 ： 5ま た は 配 列 番 号 ： 13で あ る 、 請 求 項 30記 載 の 単 離 さ れ た DNA。
【 請 求 項 ３ ２ 】
DNAが 配 列 番 号 ： 4ま た は 配 列 番 号 ： 12を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 む 、
請 求 項 30記 載 の 単 離 さ れ た DNA。
【 請 求 項 ３ ３ 】
核 酸 配 列 が 配 列 番 号 ： 3ま た は 配 列 番 号 ： 11で あ る 、 請 求 項 32記 載 の 単 離 さ れ た DNA。
【 請 求 項 ３ ４ 】
請 求 項 30記 載 の DNAを 含 む ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
核 酸 配 列 が 転 写 調 節 要 素 に 機 能 的 に 結 合 し て い る 、 請 求 項 34記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
請 求 項 35記 載 の ベ ク タ ー を 含 む 細 胞 。
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【 請 求 項 ３ ７ 】
配 列 番 号 ： 6ま た は 配 列 番 号 ： 14を 含 む 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
配 列 番 号 ： 4ま た は 配 列 番 号 ： 12を 含 む 、 請 求 項 37記 載 の 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
（ a） 完 全 長 の ポ リ ペ プ チ ド よ り 短 く 、 か つ
（ b） 構 成 的 に 配 列 番 号 ： 4の 725番 目 お よ び 726番 目 の 残 基 を 含 む 、 ま た は 構 成 的 に 配 列 番
号 ： 12の 768～ 771番 目 の 残 基 を 含 む 、
請 求 項 37記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 抗 原 性 断 片 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
以 下 の 段 階 を 含 む 、 ポ リ ペ プ チ ド を 作 製 す る 方 法 ：
（ a） 請 求 項 36記 載 の 細 胞 を 培 養 す る 段 階 ； お よ び
（ b） 培 養 物 か ら ポ リ ペ プ チ ド を 単 離 す る 段 階 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 出 願 は 2001年 8月 13日 に 提 出 さ れ た 米 国 特 許 仮 出 願 第 60/312,123号 の 優 先 権 を 主 張 す る
。
【 ０ ０ ０ ２ 】
技 術 分 野
本 発 明 は 、 診 断 方 法 、 よ り 詳 し く は 、 乳 癌 の 骨 へ の 転 移 お よ び 子 癇 前 症 を 診 断 す る 方 法 に
関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
背 景
転 移 性 の 骨 腫 瘍 は 、 成 人 に 認 め ら れ る 悪 性 骨 病 変 の 最 も 一 般 的 な タ イ プ で あ り 、 肺 お よ び
肝 臓 に 次 い で 最 も 発 生 率 が 高 い 転 移 部 位 で あ る [Yonedaら （ 2000） 、 J. Orthop. Sci. 5(1
)： 75～ 81]。 骨 芽 細 胞 性 骨 転 移 お よ び 溶 骨 性 骨 転 移 は い ず れ も 、 乳 癌 患 者 に お け る 病 的 状
態 が 深 刻 化 し 、 最 終 的 に は 死 亡 の 主 な 原 因 と な る 。 乳 癌 の た め に 死 亡 す る 女 性 の 約 75％ が
剖 検 時 に 骨 転 移 を 示 す [Galasko、 「 Incidence and distribution of skeletal metastase
s」 、 C.S.B. Galasko（ 編 ） 、 「 Skeletal Metastases」 、 14～ 21頁 、 バ タ ー ワ ー ス 、 ロ ン
ド ン 、 1986； Rubens、 「 The nature of metastatic bone disease.」 、 「 Bone Metastase
s, Diagnosis and Treatment」 、 1～ 10頁 、 ス プ リ ン ガ ー 、 ロ ン ド ン 、 1991]。
【 ０ ０ ０ ４ 】
子 癇 前 症 は 、 母 親 の 死 亡 お よ び 周 産 期 死 亡 の 最 も よ く あ る 原 因 の 一 つ で あ る [Robertsら （
1993） 、 Lancet 341： 1447～ 1451]。
【 ０ ０ ０ ５ 】
上 記 の 検 討 を 考 慮 す る と 、 乳 癌 の 骨 転 移 お よ び 子 癇 前 症 に 関 す る 単 純 で 信 頼 で き る 試 験 を
利 用 で き る こ と が 重 要 で あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
概 要
本 発 明 者 ら は 、 当 初 骨 芽 細 胞 特 異 的 因 子 -2（ OSF-2） と 呼 ば れ 、 今 で は ペ リ オ ス チ ン [Take
shitaら （ 1993） 、 Biochem. J. 294： 272～ 278； Horiuchiら （ 1999） 、 J. Bone Miner. R
es. 14： 1239～ 1249]と 呼 ば れ て い る タ ン パ ク 質 の 新 規 ヒ ト 欠 失 変 種 を 同 定 し た 。 新 規 ペ
リ オ ス チ ン 変 種 の 一 つ は 、 結 腸 癌 細 胞 か ら 単 離 さ れ 、 TCG1と 命 名 さ れ て い る 。 特 定 の 変 種
を 明 記 せ ず に ペ リ オ ス チ ン に つ い て 述 べ て い る テ キ ス ト は 、 本 明 細 書 に 開 示 の 全 て の 変 種
に 対 し て 直 接 関 係 が あ る 。 本 発 明 に は 、 こ れ ら の 新 規 ペ リ オ ス チ ン ポ リ ペ プ チ ド 、 そ れ ら
を コ ー ド す る DNAs、 DNAsを 含 む ベ ク タ ー 、 お よ び ベ ク タ ー を 含 む 細 胞 が 含 ま れ る 。 本 発 明
は ま た 、 ヒ ト ペ リ オ ス チ ン に 対 し て 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ mAbs） 、 お よ び 試 料 （
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例 え ば 、 血 液 試 料 ） 中 の ペ リ オ ス チ ン を 測 定 す る た め に そ の よ う な 抗 体 を 用 い る ア ッ セ イ
法 を 特 徴 と す る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 乳 癌 の 骨 へ の 転 移 お よ び 子 癇 前 症 を 診 断 す る 方 法 を
具 体 化 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
よ り 詳 し く 述 べ る と 、 本 発 明 は 、 ヒ ト ペ リ オ ス チ ン に 対 し て 特 異 的 に 結 合 す る 精 製 抗 体 を
特 徴 と す る 。 抗 体 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ mAb） 、 例 え ば 5H8
ハ イ ブ リ ド ー マ （ ATCCア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 CRL-2646） 、 8H11ハ イ ブ リ ド ー マ （ ATCCア ク セ
ッ シ ョ ン 番 号 ） 、 1B11ハ イ ブ リ ド ー マ 、 2C6ハ イ ブ リ ド ー マ 、 6B1ハ イ ブ リ ド ー マ 、
8E3ハ イ ブ リ ド ー マ 、 10A3ハ イ ブ リ ド ー マ 、 も し く は 7E4ハ イ ブ リ ド ー マ に よ っ て 分 泌 さ れ
る mAbと な り う る 。 同 様 に 、 ヒ ト ペ リ オ ス チ ン に 結 合 す る mAbを 分 泌 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 、
例 え ば 上 記 の 任 意 の ハ イ ブ リ ド ー マ も 本 発 明 に よ っ て 具 体 化 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
本 発 明 の も う 一 つ の 局 面 は 、 試 料 中 の ヒ ト ペ リ オ ス チ ン を 検 出 す る 方 法 で あ る 。 方 法 は ：
（ a） ヒ ト ペ リ オ ス チ ン に 結 合 す る 抗 体 に 試 料 を 接 触 さ せ る 段 階 ； お よ び （ b） 抗 体 が 試 料
の 成 分 に 結 合 す る か 否 か を 決 定 す る 段 階 を 含 む 。 試 料 の 成 分 に 抗 体 が 結 合 す れ ば 、 試 料 中
に ペ リ オ ス チ ン が 存 在 す る こ と を 示 し て い る 。 方 法 に は さ ら に 、 ヒ ト ペ リ オ ス チ ン に 結 合
す る 第 1の 抗 体 に 試 料 を 接 触 さ せ る 前 に 、 ヒ ト ペ リ オ ス チ ン に 結 合 す る 第 2の 抗 体 に 試 料 を
接 触 さ せ る こ と が 含 ま れ う る 。 第 1の 抗 体 が 結 合 す る ヒ ト ペ リ オ ス チ ン 上 の エ ピ ト ー プ は
、 第 2の 抗 体 が 結 合 す る エ ピ ト ー プ と 同 じ で は な い 。 第 2の 抗 体 は 固 相 基 質 に 結 合 さ せ る こ
と が で き る 。 第 1の 抗 体 は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は mAbと な り う る 。 mAbは 上 記 の 任 意 の
ハ イ ブ リ ド ー マ に よ っ て 分 泌 さ れ る mAbと な り う る 。 さ ら に 、 第 2の 抗 体 は 、 mAb（ 上 記 の
任 意 の mAbsの よ う な ） ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と な り う る 。 方 法 は 、 例 え ば 、 イ ム ノ ブ
ロ ッ ト ア ッ セ イ 法 ま た は ELISAア ッ セ イ 法 を 含 み 、 検 出 段 階 は 例 え ば 、 化 学 発 光 、 放 射 活
性 、 ま た は 蛍 光 を 検 出 す る こ と を 含 み う る 。 ま た は 、 検 出 段 階 は 、 例 え ば 、 可 視 光 ま た は
紫 外 光 の 吸 光 度 を 測 定 す る こ と を 含 み う る 。 第 1の 抗 体 は ビ オ チ ン 化 す る こ と が で き 、 検
出 段 階 は ア ビ ジ ン を 用 い る こ と を 含 む 。 ま た は 、 検 出 段 階 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 に 結 合
す る 抗 体 を 用 い る こ と を 含 み う る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
乳 癌 の 骨 へ の 転 移 を 診 断 す る 方 法 も 同 様 に 本 発 明 に 含 ま れ る 。 方 法 は （ a） 乳 癌 の 骨 へ の
転 移 が 疑 わ れ る 、 ま た は 転 移 の リ ス ク を 有 す る 乳 癌 患 者 を 同 定 す る 段 階 ； お よ び （ b） 患
者 か ら の 体 液 試 料 中 の ペ リ オ ス チ ン レ ベ ル を 測 定 す る 段 階 を 含 む 。 ペ リ オ ス チ ン の 対 照 レ
ベ ル と 比 較 し て 、 試 料 中 の ペ リ オ ス チ ン レ ベ ル が 上 昇 す れ ば 、 患 者 が 乳 癌 の 骨 へ の 転 移 を
有 す る こ と が 示 さ れ る 。 体 液 は 、 血 液 ま た は 本 明 細 書 に お い て 引 用 し た 他 の 任 意 の 体 液 、
例 え ば 尿 と な り う る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
本 発 明 の も う 一 つ の 局 面 は 、 患 者 に け る 子 癇 前 症 を 診 断 す る 方 法 で あ る 。 方 法 は （ a） 子
癇 前 症 を 有 す る こ と が 疑 わ れ る 、 ま た は 子 癇 前 症 の リ ス ク を 有 す る 妊 娠 患 者 を 同 定 す る 段
階 ； お よ び （ b） 患 者 か ら の 体 液 試 料 中 の ペ リ オ ス チ ン レ ベ ル を 測 定 す る 段 階 を 含 む 。 ペ
リ オ ス チ ン の 対 照 レ ベ ル と 比 較 し て 、 試 料 中 の ペ リ オ ス チ ン レ ベ ル が 上 昇 す れ ば 、 患 者 が
子 癇 前 症 を 有 す る こ と を 示 し て い る 。 体 液 は 、 血 液 ま た は 本 明 細 書 に お い て 引 用 し た 他 の
任 意 の 体 液 、 例 え ば 尿 と な り う る 。
【 ０ ０ １ １ 】
本 発 明 の も う 一 つ の 局 面 は 、 配 列 番 号 ： 6ま た は 配 列 番 号 ： 14を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー
ド す る 核 酸 配 列 を 含 む 単 離 さ れ た DNAで あ る ； 核 酸 配 列 は 配 列 番 号 ： 5ま た は 配 列 番 号 ： 13
と な り う る 。 ま た は 、 単 離 さ れ た DNAは 配 列 番 号 ： 4ま た は 配 列 番 号 ： 12を 含 む ポ リ ペ プ チ
ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 み う る ； 核 酸 配 列 は 配 列 番 号 ： 3ま た は 配 列 番 号 ： 11と な り
う る 。 本 発 明 に は ま た 、 上 記 の 任 意 の DNAsを 含 む ベ ク タ ー 、 例 え ば 核 酸 配 列 が 転 写 調 節 要
素 （ TRE） に 機 能 的 に 結 合 し て い る ベ ク タ ー も 含 ま れ る 。 同 様 に 、 上 記 の 任 意 の ベ ク タ ー
を 含 む 細 胞 も 本 発 明 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
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配 列 番 号 ： 4ま た は 配 列 番 号 ： 6、 配 列 番 号 ： 12ま た は 配 列 番 号 ： 14を 含 む 単 離 さ れ た ポ リ
ペ プ チ ド も 同 様 に 本 発 明 の 特 徴 で あ る 。 本 発 明 は ま た 、 任 意 の ポ リ ペ プ チ ド の 抗 原 性 断 片
を 提 供 す る 。 断 片 は 完 全 長 の ポ リ ペ プ チ ド よ り 短 い 。 断 片 は 、 構 成 的 に 、 配 列 番 号 ： 4の 7
25番 目 お よ び 726番 目 の 残 基 ま た は 配 列 番 号 ： 12の 768～ 771番 目 の 残 基 を 含 み う る 。 本 発
明 の 任 意 の ポ リ ペ プ チ ド を 作 製 す る 方 法 も 同 様 に 本 発 明 に 含 ま れ る 。 方 法 は （ a） 細 胞 が
含 む ベ ク タ ー に 、 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 に 機 能 的 に 結 合 し た TREが 含 ま れ る
限 り 、 本 発 明 の 任 意 の 細 胞 を 培 養 す る 段 階 ； お よ び （ b） 培 養 物 か ら ポ リ ペ プ チ ド を 単 離
す る 段 階 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ３ 】
「 ポ リ ペ プ チ ド 」 お よ び 「 タ ン パ ク 質 」 は 、 互 換 的 に 用 い ら れ 、 長 さ ま た は 翻 訳 後 改 変 に
よ ら ず 、 ア ミ ノ 酸 の 任 意 の ペ プ チ ド 結 合 鎖 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
本 発 明 に お い て 用 い ら れ る 「 単 離 さ れ た 」 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド 断 片 と い う 用 語 は
、 天 然 に 存 在 す る 相 対 物 を 有 し な い 、 ま た は 例 え ば 肺 、 腎 臓 、 も し く は 胎 盤 の よ う な 正 常
組 織 、 結 腸 癌 組 織 の よ う な 腫 瘍 組 織 、 ま た は 血 液 、 血 清 、 も し く は 尿 の よ う な 体 液 に お い
て 本 来 そ れ が 付 随 す る 成 分 か ら 分 離 ま た は 精 製 さ れ て い る ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド 断
片 を 意 味 す る 。 典 型 的 に 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド 断 片 は 、 そ れ が 本 来 会 合 し て い る
タ ン パ ク 質 お よ び 他 の 天 然 に 存 在 す る 有 機 分 子 を 乾 燥 重 量 で 少 な く と も 70％ 含 ま な い 場 合
に 「 単 離 さ れ た 」 と 見 な さ れ る 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド （ ま た は そ の ペ プ チ
ド 断 片 ） 調 製 物 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド （ ま た は そ の ペ プ チ ド 断 片 ） を 乾 燥 重 量 で 少 な
く と も 80％ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 90％ 、 お よ び 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 99％ で あ
る 。 こ の よ う に 、 例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド xの 調 製 物 は 、 ポ リ ペ プ チ ド xの 乾 燥 重 量 で 少 な く
と も 80％ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 90％ 、 お よ び 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 99％ で あ る
。 化 学 合 成 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド は 、 そ の 特 性 に よ っ て 、 そ れ が 本 来 付 随 す る 成 分 か ら 分 離
さ れ て い る こ と か ら 、 合 成 ポ リ ペ プ チ ド は 「 単 離 さ れ て 」 い る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
本 発 明 の 単 離 ポ リ ペ プ チ ド （ ま た は ペ プ チ ド 断 片 ） は 、 例 え ば 、 天 然 起 源 （ 例 え ば 、 組 織
ま た は 体 液 ） か ら の 抽 出 に よ っ て ； ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 組 換 え 核 酸 の 発 現 に よ っ て
； ま た は 化 学 合 成 に よ っ て 得 る こ と が で き る 。 そ れ が 本 来 由 来 す る 起 源 と は 異 な る 細 胞 系
に お い て 産 生 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 、 そ れ が 本 来 付 随 す る 成 分 を 必 ず し も 含 ま な い こ と か
ら 、 「 単 離 さ れ て い る 」 。 単 離 ま た は 純 度 の 程 度 は 、 任 意 の 適 当 な 方 法 、 例 え ば 、 カ ラ ム
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 、 ま た は HPLC分 析 に よ っ て 測 定 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
「 単 離 さ れ た DNA」 と は 、 （ 1） 任 意 の 天 然 に 存 在 す る 配 列 と は 同 一 で な い 配 列 を 含 む DNA
、 ま た は （ 2） 天 然 に 存 在 す る 配 列 を 有 す る DNA（ 例 え ば 、 cDNAま た は ゲ ノ ム DNA） の 意 味
に お い て 、 対 象 と な る DNAを 含 む 遺 伝 子 が 本 来 存 在 す る 生 物 の ゲ ノ ム に お い て 対 象 と な る D
NAを 含 む 遺 伝 子 に 隣 接 す る 遺 伝 子 を 少 な く と も 一 つ 含 ま な い DNA、 の い ず れ か で あ る 。 し
た が っ て 、 こ の 用 語 に は 、 ベ ク タ ー 、 自 律 的 に 複 製 す る プ ラ ス ミ ド ま た は ウ イ ル ス 、 ま た
は 原 核 細 胞 も し く は 真 核 細 胞 の ゲ ノ ム DNAに 組 み 入 れ ら れ た 組 換 え DNAが 含 ま れ る 。 用 語 に
は ま た 、 対 応 す る ゲ ノ ム DNAが イ ン ト ロ ン を 有 し 、 し た が っ て 異 な る 配 列 を 有 す る cDNA；
少 な く と も 一 つ の 隣 接 遺 伝 子 を 欠 損 す る ゲ ノ ム 断 片 ； ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 に よ っ て 産 生
さ れ 、 少 な く と も 一 つ の 隣 接 遺 伝 子 を 欠 損 す る cDNAま た は ゲ ノ ム DNAの 断 片 ； 少 な く と も
一 つ の 隣 接 遺 伝 子 を 欠 損 す る 制 限 断 片 ； 融 合 タ ン パ ク 質 、 ム テ イ ン 、 ま た は 所 定 の タ ン パ
ク 質 の 断 片 の よ う な 天 然 に 存 在 し な い タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNA； お よ び cDNAま た は 天
然 に 存 在 す る 核 酸 の 縮 重 変 種 で あ る 核 酸 、 と い っ た 分 離 さ れ た 分 子 が 含 ま れ る 。 配 列 番 号
： 3、 配 列 番 号 ： 5、 配 列 番 号 ： 11、 ま た は 配 列 番 号 ： 13の 一 部 が 含 ま れ る 組 換 え DNAも 同
様 に 含 ま れ る 。 「 単 離 さ れ た DNA」 と い う 用 語 に は 、 例 え ば 、 cDNAも し く は ゲ ノ ム DNAラ イ
ブ ラ リ 内 に 存 在 す る DNA、 ま た は 例 え ば 制 限 消 化 反 応 混 合 物 も し く は 電 気 泳 動 ゲ ル ス ラ イ
ス 中 の ゲ ノ ム DNA制 限 消 化 物 は 含 ま れ な い 。
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【 ０ ０ １ ７ 】
本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 ペ リ オ ス チ ン ポ リ ペ プ チ ド の 「 抗 原 性 断 片 」 は 、 完
全 長 の ポ リ ペ プ チ ド よ り 短 く 、 ペ リ オ ス チ ン に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 に 結 合 す る 完 全 長 の ポ
リ ペ プ チ ド の 能 力 の 少 な く と も 5％ （ 例 え ば 、 10％ 、 20％ 、 30％ 、 40％ 、 50％ 、 60％ 、 70
％ 、 80％ 、 90％ 、 95％ 、 98％ 、 99％ 、 100％ ま た は そ れ 以 上 ） を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 断
片 で あ る 。 対 象 と な る 断 片 は 、 組 換 え 、 合 成 、 ま た は タ ン パ ク 質 溶 解 消 化 法 に よ っ て 作 製
す る こ と が で き る 。 次 に 、 そ の よ う な 断 片 を 単 離 し て 、 当 技 術 分 野 で 既 知 の 方 法 に よ っ て
ペ リ オ ス チ ン に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 と の 結 合 能 に 関 し て 調 べ る こ と が で き る 。 本 明 細 書 に
お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 完 全 長 の 」 ペ リ オ ス チ ン は 、 未 成 熟 な ペ リ オ ス チ ン で あ り 、
こ の よ う に ペ リ オ ス チ ン の 本 来 の シ グ ナ ル 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ８ 】
本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 コ ー ド 配 列 に 「 機 能 的 に 結 合 し た 」 発 現 制 御 配 列 は
、 発 現 制 御 配 列 が コ ー ド 配 列 の 発 現 を 有 効 に 制 御 す る よ う に 遺 伝 子 構 築 物 に 組 み 入 れ ら れ
る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 抗 体 」 と い う 用 語 は 、 全 抗 体 分 子 の み な ら ず 、 抗
原 結 合 断 片 、 例 え ば Fab、 F(ab') 2 、 Fv、 お よ び 一 本 鎖 Fv(scFv)断 片 も 意 味 す る 。 本 明 細 書
に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 scFv断 片 」 は 、 単 一 の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 に お い て 免 疫 グ ロ ブ
リ ン （ Ig） 重 鎖 お よ び Ig軽 鎖 の 抗 原 結 合 領 域 を 含 む 抗 体 分 子 の 組 換 え 断 片 で あ る 。 scFv断
片 は 一 般 的 に 、 （ a） Ig重 鎖 も し く は Ig軽 鎖 の 定 常 領 域 を 含 ま な い か 、 ま た は （ b） Ig重 鎖
お よ び ／ ま た は Ig軽 鎖 の 全 定 常 領 域 よ り 短 い 定 常 領 域 を 含 む か の い ず れ か で あ る 。 同 様 に
キ メ ラ 抗 体 も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 非 小 細 胞 癌 （ NSCLC） 組 織 に お け る ペ リ オ ス チ ン
遺 伝 子 の 発 現 を 調 べ る 」 と は 、 腫 瘍 内 部 お よ び 腫 瘍 に 直 ち に 隣 接 す る NSCLC細 胞 お よ び 間
質 細 胞 に お け る ペ リ オ ス チ ン 遺 伝 子 の 発 現 を 、 そ れ が イ ン ビ ボ で 起 こ っ て い る よ う に 調 べ
る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
特 に 定 義 し て い な け れ ば 、 本 明 細 書 に お い て 用 い る 技 術 用 語 お よ び 科 学 用 語 は 全 て 、 本 発
明 が 属 す る 当 業 者 に よ っ て 一 般 的 に 理 解 さ れ る 意 味 と 同 じ 意 味 を 有 す る 。 矛 盾 す る 場 合 は
、 定 義 を 含 め て 本 文 書 が 優 先 す る 。 好 ま し い 方 法 お よ び 材 料 を 下 記 に 説 明 す る が 、 本 明 細
書 に 記 載 し た も の と 類 似 ま た は 同 等 の 方 法 お よ び 材 料 を 、 本 発 明 の 実 施 ま た は 試 験 に お い
て 用 い る こ と が で き る 。 本 明 細 書 に お い て 言 及 し た 全 て の 出 版 物 、 特 許 出 願 、 特 許 、 お よ
び 他 の 参 考 文 献 は そ の 全 文 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。 本 明 細 書 に 開 示 の 材
料 、 方 法 、 お よ び 実 施 例 は 、 説 明 す る た め で あ っ て 、 制 限 す る と 解 釈 し て は な ら な い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
本 発 明 の 他 の 特 徴 お よ び 長 所 、 例 え ば 、 乳 癌 の 骨 へ の 転 移 の 試 験 は 、 以 下 の 説 明 、 図 面 、
お よ び 請 求 の 範 囲 か ら 明 ら か と な る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
詳 細 な 説 明
様 々 な 組 織 か ら 単 離 し た RNAの 逆 転 写 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ RT-PCR） 分 析 の cDNA産 物 の
シ ー ク エ ン シ ン グ か ら 、 ヒ ト ペ リ オ ス チ ン の 新 規 ス プ ラ イ ス 変 種 が 明 ら か と な っ た 。 胎 盤
お よ び 肺 に お い て 発 現 さ れ る 一 つ の 変 種 を 、 本 明 細 書 に お い て ペ リ オ ス チ ン Lと 呼 ぶ 。 腎
臓 に お い て 発 現 さ れ る も う 一 つ の 変 種 を ペ リ オ ス チ ン Kと 呼 ぶ 。 さ ら に 、 結 腸 癌 組 織 お よ
び 正 常 結 腸 組 織 に 由 来 す る cDNAの デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル デ ィ ス プ レ イ に よ っ て 誘 導 さ れ た DN
A断 片 に よ る ヒ ト 癌 の cDNAラ イ ブ ラ リ の ス ク リ ー ニ ン グ か ら 、 結 腸 癌 細 胞 に お い て 過 剰 発
現 さ れ た 転 写 物 が 同 定 さ れ た 。 同 定 さ れ た cDNA分 子 は 、 ペ リ オ ス チ ン 分 子 の も う 一 つ の 変
種 （ 本 明 細 書 に お い て TCG1ま た は ペ リ オ ス チ ン Cと 名 付 け る ） を コ ー ド す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
本 発 明 者 ら は ま た 、 ペ リ オ ス チ ン に 結 合 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ E17） お よ び 多 様 な モ
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ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 し た 。 こ れ ら の 抗 体 を 用 い て 、 本 発 明 者 ら は 検 出 の た め に 化 学 発
光 を 用 い る 「 サ ン ド イ ッ チ 」 ELISAア ッ セ イ 法 を 開 発 し た 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
臨 床 試 験 に お い て 、 本 発 明 者 ら は 、 骨 転 移 を 有 す る 乳 癌 患 者 に お い て （ 骨 転 移 の 兆 候 を 示
さ な い 乳 癌 患 者 と 比 較 し て ） 、 お よ び 子 癇 前 症 の 患 者 に お い て （ 血 圧 が 正 常 な 妊 娠 女 性 と
比 較 し て ） ペ リ オ ス チ ン の 血 清 レ ベ ル が 上 昇 し て い る こ と を 示 し た 。 多 様 な 肺 癌 を 有 す る
患 者 の 試 験 に お い て 、 患 者 の 24％ の 血 清 中 ペ リ オ ス チ ン レ ベ ル が 上 昇 し て い る こ と が 判 明
し た 。 そ の 上 、 レ ベ ル が 非 常 に 高 い （ す な わ ち 、 ＞ 1,000 ng/ml） 患 者 は 全 員 死 亡 し た 。
こ れ ら の 知 見 は 、 ペ リ オ ス チ ン が 癌 （ 例 え ば 、 肺 癌 ） 、 特 に 進 行 癌 の マ ー カ ー で あ る こ と
を 示 唆 し て い る 。 そ れ ら は ま た 、 乳 癌 に お け る 骨 転 移 お よ び 子 癇 前 症 を 診 断 す る ア ッ セ イ
法 の た め の 基 礎 と な る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
さ ら に 、 卵 巣 癌 お よ び 脳 腫 瘍 細 胞 は 、 ペ リ オ ス チ ン を 過 剰 発 現 す る [Ismailら （ 2000） 、 C
ancer Res. 60： 6744～ 6749； Lalら （ 1999） 、 Cancer Res. 59： 5403～ 5407]。
【 ０ ０ ２ ７ 】

本 発 明 の ペ リ オ ス チ ン 核 酸 分 子 は 、 cDNA、 ゲ ノ ム DNA、 合 成 DNA、 ま た は RNAと な り え て 、
二 本 鎖 ま た は 一 本 鎖 （ す な わ ち セ ン ス ま た は ア ン チ セ ン ス 鎖 の い ず れ か ） と な り う る 。 こ
れ ら の 分 子 の セ グ メ ン ト も 同 様 に 、 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る と 見 な さ れ 、 例 え ば 、 ポ リ メ ラ
ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） に よ っ て 産 生 す る こ と が で き 、 ま た は 一 つ ま た は そ れ 以 上 の 制 限 エ
ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に よ る 処 置 に よ っ て 産 生 す る こ と が で き る 。 リ ボ 核 酸 （ RNA） 分 子 は 、
イ ン ビ ト ロ 転 写 に よ っ て 産 生 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 核 酸 分 子 は 、 長 さ に よ ら ず
、 通 常 の 生 理 的 条 件 で 可 溶 性 で あ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
本 発 明 の 核 酸 分 子 は 、 天 然 に 存 在 す る 配 列 、 ま た は 天 然 に 存 在 す る 配 列 と は 異 な る が 、 遺
伝 子 コ ー ド の 縮 重 の た め に 同 じ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 （ 例 え ば 、 配 列 番 号 ： 4、 6
、 12お よ び 14の ポ リ ペ プ チ ド ） を 含 み う る 。 さ ら に 、 こ れ ら の 核 酸 分 子 は コ ー ド 配 列 に 限
定 さ れ な い 、 例 え ば そ れ ら に は コ ー ド 配 列 か ら 上 流 ま た は 下 流 に 存 在 す る 非 コ ー ド 配 列 の
一 部 ま た は 全 て が 含 ま れ う る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
本 発 明 の 核 酸 分 子 は 合 成 す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 ホ ス ホ ラ ミ ダ イ ト に 基 づ く 合 成 ） 、
ま た は 哺 乳 類 の 細 胞 の よ う な 生 物 細 胞 か ら 得 る こ と が で き る 。 核 酸 は 、 ヒ ト 、 ヒ ト 以 外 の
霊 長 類 （ 例 え ば 、 サ ル ） 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 モ ル モ ッ ト 、 ウ シ 、 ヒ ツ ジ 、 ウ マ 、 ブ タ 、 ウ
サ ギ 、 イ ヌ 、 ま た は ネ コ の 核 酸 と な り う る 。 こ れ ら の 核 酸 種 の な か で の ヌ ク レ オ チ ド の 組
み 合 わ せ ま た は 改 変 も 同 様 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
さ ら に 、 本 発 明 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 は 、 天 然 の 状 態 で は そ の よ う に 認 め ら れ な い セ グ メ
ン ト を 含 む 。 こ の よ う に 、 本 発 明 は 、 組 換 え 核 酸 分 子 （ 例 え ば 、 ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 プ ラ
ス ミ ド も し く は ウ イ ル ス ベ ク タ ー ） 、 ま た は 異 種 細 胞 の ゲ ノ ム （ ま た は 、 天 然 の 染 色 体 の
位 置 以 外 の 位 置 で 相 同 な 細 胞 の ゲ ノ ム ） に 組 み 入 れ ら れ た ペ リ オ ス チ ン を コ ー ド す る 単 離
核 酸 分 子 ） を 含 む 。 組 換 え 核 酸 分 子 お よ び そ の 利 用 は 、 下 記 に さ ら に 詳 し く 考 察 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
遺 伝 子 の 検 出 ま た は 調 節 に 関 連 し た 技 術 は 、 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 そ の よ う な 技 術 は 、 異
常 な ペ リ オ ス チ ン 発 現 に 関 連 し た 障 害 を 診 断 お よ び ／ ま た は 治 療 す る た め に 用 い る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
ペ リ オ ス チ ン フ ァ ミ リ ー 遺 伝 子 ま た は タ ン パ ク 質 は 、 そ れ ぞ れ 、 関 連 す る ペ リ オ ス チ ン 遺
伝 子 ま た は タ ン パ ク 質 と の そ の 類 似 性 に 基 づ い て 同 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 同 定 は
、 配 列 同 一 性 に 基 づ く こ と が で き る 。 本 発 明 は 、 （ a） 配 列 番 号 ： 2、 4、 6ま た は 8の ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 、 お よ び （ b） 配 列 番 号 ： 3、 5、 11、 ま た は 13の 少 な く と も 30（ 例 え ば 、 少
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な く と も 50、 100、 150、 150、 200、 250、 300、 350、 400、 500、 700、 900、 1,100、 1,400
、 1,700、 2,000、 2,200、 2,250、 2,300、 ま た は 2,310） ヌ ク レ オ チ ド の セ グ メ ン ト を 含 む
核 酸 分 子 、 と 少 な く と も 50％ （ ま た は 55％ 、 65％ 、 75％ 、 85％ 、 95％ 、 ま た は 98％ ） 同 一
で あ る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
2つ の 配 列 間 の ％ 同 一 性 の 決 定 は 、 Karlinお よ び Altschul（ 1993） 、 Proc. Natl. Acad. S
ci. USA 90： 5873～ 5877の 数 学 的 ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 行 わ れ る 。 そ の よ う な ア ル ゴ リ ズ
ム は 、 Altschulら （ 1990） 、 J. Mol. Biol. 215： 403～ 410の BLASTNお よ び BLASTPプ ロ グ
ラ ム に 組 み 入 れ ら れ て い る 。 BLASTヌ ク レ オ チ ド 検 索 は 、 ペ リ オ ス チ ン コ ー ド 核 酸 と 相 同
な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 得 る た め に 、 BLASTNプ ロ グ ラ ム に よ っ て 、 ス コ ア ＝ 100、 ワ ー ド 長
＝ 12で 行 わ れ る 。 BLASTタ ン パ ク 質 検 索 は 、 ペ リ オ ス チ ン ポ リ ペ プ チ ド と 相 同 な ア ミ ノ 酸
配 列 を 得 る た め に 、 BLASTPプ ロ グ ラ ム に よ っ て 、 ス コ ア ＝ 50、 ワ ー ド 長 ＝ 3で 行 わ れ る 。
比 較 目 的 の た め の ギ ャ ッ プ を 挿 入 し た ア ラ イ ン メ ン ト を 得 る た め に 、 Altschulら （ 1997）
、 Nucleic Acids Res. 25： 3389～ 3402に 記 述 さ れ る よ う な ギ ャ ッ プ ド BLASTを 用 い る 。 BL
ASTお よ び ギ ャ ッ プ ド BLASTプ ロ グ ラ ム を 用 い る 場 合 、 そ れ ぞ れ の プ ロ グ ラ ム の デ フ ォ ル ト
パ ラ メ ー タ （ 例 え ば 、 XBLASTお よ び NBLAST） を 用 い る （ http://www.ncbi.nlm.nih.govを
参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は ま た 、 2つ の 核 酸 配 列 の あ い だ の 相 同 性 の 手 段 と し て 用 い る こ
と が で き る 。 ペ リ オ ス チ ン コ ー ド 核 酸 配 列 ま た は そ の 一 部 は 、 標 準 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン 技 術 に 従 っ て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ と し て 用 い る こ と が で き る 。 ペ リ オ
ス チ ン プ ロ ー ブ と 試 験 源 （ 例 え ば 、 哺 乳 類 細 胞 ） か ら の DNAま た は RNAが ハ イ ブ リ ダ イ ズ す
れ ば 、 試 験 源 に ペ リ オ ス チ ン DNAま た は RNAが 存 在 す る こ と が 示 さ れ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン 条 件 は 当 業 者 に 既 知 で あ り 、 「 Current Protocols in Molecular Biology」 、 ジ ョ
ン ウ ィ リ ー ＆ サ ン ズ 、 ニ ュ ー ヨ ー ク 、 6.3.1～ 6.3.6、 1991に 認 め る こ と が で き る 。 中 等 度
の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 、 2× 塩 化 ナ ト リ ウ ム ／ ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ SSC） に お
い て 30℃ で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 後 、 1× SSC、 0.1％ SDSに お い て 50℃ で の 洗 浄 と 同
等 で あ る と 定 義 さ れ る 。 非 常 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 は 、 6× 塩 化 ナ ト リ ウ ム ／ ク エ ン
酸 ナ ト リ ウ ム （ SSC） に お い て 45℃ で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 後 、 0.2× SSC、 0.1％ SD
Sに お い て 65℃ で の 洗 浄 と 同 等 で あ る と 定 義 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
本 発 明 は ま た 、 以 下 を 含 む ： （ a） 任 意 の 前 述 の ペ リ オ ス チ ン 関 連 コ ー ド 配 列 お よ び ／ ま
た は そ の 相 補 体 （ す な わ ち 、 「 ア ン チ セ ン ス 」 配 列 ） を 含 む ベ ク タ ー （ 下 記 参 照 ） ； （ b
） コ ー ド 配 列 の 発 現 を 指 示 す る た め に 必 要 な 任 意 の 転 写 ／ 翻 訳 調 節 要 素 （ そ の 例 を 下 記 に
示 す ） に 機 能 的 に 結 合 し た 任 意 の 前 述 の ペ リ オ ス チ ン 関 連 コ ー ド 配 列 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー
； （ c） ペ リ オ ス チ ン ポ リ ペ プ チ ド の 他 に 、 レ ポ ー タ ー 、 マ ー カ ー 、 ま た は ペ リ オ ス チ ン
に 融 合 し た シ グ ナ ル ペ プ チ ド と い っ た ペ リ オ ス チ ン に 無 関 係 な 配 列 を コ ー ド す る 発 現 ベ ク
タ ー ； お よ び （ d） 任 意 の 前 述 の 発 現 ベ ク タ ー を 含 み 、 そ れ に よ っ て 本 発 明 の 核 酸 分 子 を
発 現 す る 遺 伝 子 操 作 さ れ た 宿 主 細 胞 （ 下 記 参 照 ） 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
組 換 え 核 酸 分 子 は 、 ペ リ オ ス チ ン ま た は 異 種 シ グ ナ ル 配 列 を 有 す る ペ リ オ ス チ ン を コ ー ド
す る 配 列 を 含 み う る 。 完 全 長 の ペ リ オ ス チ ン ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の 断 片 を 、 下 記 の よ
う に そ の よ う な 異 種 シ グ ナ ル 配 列 ま た は さ ら な る ポ リ ペ プ チ ド に 融 合 さ せ て も よ い 。 同 様
に 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 は 、 ペ リ オ ス チ ン の 成 熟 型 ま た は 分 泌 を 促 進 す る 外 因 性 の ポ リ ペ プ
チ ド を 含 む 型 を コ ー ド し う る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
上 記 で 述 べ た そ し て さ ら に 後 に 記 述 す る 転 写 ／ 翻 訳 調 節 要 素 に は 、 誘 導 型 お よ び 非 誘 導 型
プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 、 オ ペ レ ー タ ー 、 お よ び 当 業 者 に 既 知 で 、 遺 伝 子 発 現 を 促 進
ま た は そ う で な け れ ば 調 節 す る 他 の 要 素 が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 そ の よ う な
調 節 要 素 に は 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス hCMV前 初 期 遺 伝 子 、 SV40ア デ ノ ウ イ ル ス の 初 期 ま た
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は 後 期 プ ロ モ ー タ ー 、 lac系 、 trp系 、 TAC系 、 TRC系 、 フ ァ ー ジ Aの 主 要 な オ ペ レ ー タ ー お
よ び プ ロ モ ー タ ー 領 域 、 fd外 皮 タ ン パ ク 質 の 制 御 領 域 、 3-ホ ス ホ グ リ セ レ ー ト キ ナ ー ゼ の
プ ロ モ ー タ ー 、 酸 ホ ス フ ァ タ ー ゼ の プ ロ モ ー タ ー 、 お よ び 酵 母 α 接 合 因 子 の プ ロ モ ー タ ー
が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
同 様 に 、 核 酸 は 、 さ ら な る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 、 例 え ば マ ー カ ー ま た は レ ポ ー タ ー と し て 機
能 す る 配 列 を コ ー ド す る ハ イ ブ リ ッ ド 遺 伝 子 の 一 部 を 形 成 す る こ と が で き る 。 マ ー カ ー お
よ び レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 例 に は 、 β ラ ク タ マ ー ゼ 、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ア セ チ ル ト ラ ン
ス フ ェ ラ ー ゼ （ CAT） 、 ア デ ノ シ ン デ ア ミ ナ ー ゼ （ ADA） 、 ア ミ ノ グ リ コ シ ド ホ ス ホ ト ラ ン
ス フ ェ ラ ー ゼ （ neo r 、 G418 r ） 、 ジ ヒ ド ロ 葉 酸 レ ダ ク タ ー ゼ （ DHFR） 、 ハ イ グ ロ マ イ シ ン -
B-ホ ス ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ HPH） 、 チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ （ TK） 、 lacZ（ β ガ ラ ク ト シ ダ
ー ゼ を コ ー ド す る ） 、 お よ び キ サ ン チ ン グ ア ニ ン ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ XG
PRT） が 含 ま れ る 。 本 発 明 の 実 施 に 関 連 す る 多 く の 標 準 的 な 技 法 に 関 し て 、 当 業 者 は さ ら
に 有 用 な 試 薬 、 例 え ば 、 マ ー カ ー ま た は レ ポ ー タ ー の 機 能 の 役 割 を 果 た す こ と が で き る さ
ら な る 配 列 を 知 っ て い る で あ ろ う 。 一 般 的 に 、 ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド に は 、 第 1の 部
分 と 第 2の 部 分 と が 含 ま れ 、 第 1の 部 分 は ペ リ オ ス チ ン ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 第 2の 部 分 は
例 え ば 上 記 の レ ポ ー タ ー ま た は Ig定 常 領 域 も し く は Ig定 常 領 域 の 一 部 、 例 え ば 、 IgG2a重
鎖 の CH2お よ び CH3ド メ イ ン で あ る 。 他 の ハ イ ブ リ ッ ド に は 、 精 製 を 促 進 す る た め に 抗 原 性
タ グ ま た は Hisタ グ が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
本 発 明 の 目 的 の た め に 用 い て も よ い 発 現 系 に は 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 を 含 む 組 換 え バ ク テ リ
オ フ ァ ー ジ DNA、 プ ラ ス ミ ド DNA、 ま た は コ ス ミ ド DNA発 現 ベ ク タ ー に よ っ て 形 質 転 換 し た
細 菌 （ 例 え ば 、 大 腸 菌 お よ び 枯 草 菌 （ B. subtilis） ） ； 本 発 明 の 核 酸 分 子 を 含 む 組 換 え
酵 母 発 現 ベ ク タ ー に よ っ て 形 質 転 換 し た 酵 母 （ 例 え ば 、 サ ッ カ ロ ミ セ ス （ Saccharomyces
） お よ び ピ チ ア （ Pichia） ） の よ う な 微 生 物 ； 本 発 明 の 核 酸 分 子 を 含 む 組 換 え ウ イ ル ス 発
現 系 （ 例 え ば 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ） に 感 染 さ せ た 昆 虫 細 胞 系 ； ペ リ オ ス チ ン ヌ ク レ オ チ ド
配 列 を 含 む 組 換 え ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 カ リ フ ラ ワ ー モ ザ イ ク ウ イ ル ス （ CaMV
） も し く は タ バ コ モ ザ イ ク ウ イ ル ス （ TMV） ） を 感 染 さ せ た 、 も し く は 組 換 え プ ラ ス ミ ド
発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 Tiプ ラ ス ミ ド ） に よ っ て 形 質 転 換 し た 植 物 細 胞 系 ； ま た は 哺 乳 類
細 胞 の ゲ ノ ム （ 例 え ば 、 メ タ ロ チ オ ネ イ ン プ ロ モ ー タ ー ） も し く は 哺 乳 類 ウ イ ル ス （ 例 え
ば 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 後 期 プ ロ モ ー タ ー お よ び ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 7.5 Kプ ロ モ ー タ ー ） に
由 来 す る プ ロ モ ー タ ー を 含 む 組 換 え 発 現 構 築 物 を 有 す る 哺 乳 類 細 胞 系 （ 例 え ば 、 COS、 CHO
、 BHK、 293、 VERO、 HeLa、 MDCK、 WI38、 お よ び NIH3T3細 胞 ） が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ
れ な い 。 同 様 に 宿 主 細 胞 と し て 有 用 で あ る の は 、 哺 乳 類 か ら 直 接 得 て 、 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ
ー を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た ま た は ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 感 染 さ せ た 一 次 ま た は 二 次 細 胞 で あ
る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー を ト ラ ン ス フ ェ ク ト ま た は 形 質 導 入 し た 細 胞 は 、 例 え ば 、 当 技 術 分
野 で 既 知 の 方 法 に よ っ て ペ リ オ ス チ ン ポ リ ペ プ チ ド ま た は 抗 原 性 断 片 を イ ン ビ ト ロ で 大 規
模 ま た は 小 規 模 に 産 生 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 本 質 的 に 、 そ の よ う な 方 法 は 、 ポ
リ ペ プ チ ド ま た は 抗 原 性 断 片 の 産 生 を 最 大 限 に す る 条 件 で 細 胞 を 培 養 す る こ と 、 お よ び 細
胞 ま た は 培 養 培 地 か ら そ れ を 単 離 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ４ １ 】

本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に は 、 ペ リ オ ス チ ン L、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 含 ま な い ペ リ オ ス チ ン L
、 ペ リ オ ス チ ン C、 お よ び シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 含 ま な い ペ リ オ ス チ ン Cと 共 に 、 こ れ ら の ポ
リ ペ プ チ ド の 抗 原 性 断 片 が 含 ま れ る 。 ペ リ オ ス チ ン Lの 抗 原 性 断 片 に は 、 連 続 的 に （ a） 配
列 番 号 ： 4の 669番 目 お よ び 670番 目 の 残 基 お よ び ／ ま た は （ b） 配 列 番 号 ： 4の 725番 目 お よ
び 726番 目 の 残 基 が 含 ま れ う る 。 ペ リ オ ス チ ン Cの 抗 原 性 断 片 に は 、 連 続 的 に 、 （ a） 配 列
番 号 ： 12の 669番 目 お よ び 670番 目 の 残 基 お よ び ／ ま た は （ b） 配 列 番 号 ： 12の 768～ 771番
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目 の 残 基 が 含 ま れ る 。 抗 原 性 断 片 に は ま た 、 N末 端 の ア ミ ノ 酸 残 基 18、 19、 20、 21、 22、 2
3、 24、 ま た は 25個 が 欠 失 し て い る 任 意 の ペ リ オ ス チ ン 分 子 の 完 全 長 型 が 含 ま れ る 。 本 発
明 に 含 ま れ る ポ リ ペ プ チ ド に は ま た 、 無 関 係 な ア ミ ノ 酸 配 列 に 融 合 し た 完 全 長 の ペ リ オ ス
チ ン （ 本 明 細 書 に 開 示 の 任 意 の 形 を 含 む ） ま た は そ の 抗 原 性 断 片 の い ず れ か を 含 む 融 合 タ
ン パ ク 質 が 含 ま れ る 。 無 関 係 な 配 列 は 、 さ ら な る 機 能 的 ド メ イ ン ま た は シ グ ナ ル ペ プ チ ド
と な り う る 。 シ グ ナ ル ペ プ チ ド は 下 記 に よ り 詳 細 に 説 明 し て 示 す 。 ポ リ ペ プ チ ド は 、 保 存
的 置 換 を 多 く て 50個 （ す な わ ち 、 多 く て 、 50、 40、 30、 20、 15、 12、 10、 9、 8、 7、 6、 5
、 4、 3、 2、 ま た は 1個 ） 含 む 上 記 の 任 意 の ポ リ ペ プ チ ド と な り う る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
ペ リ オ ス チ ン 分 子 お よ び そ の 抗 原 性 断 片 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 そ れ ら が 野 生 型 ペ リ オ ス チ ン
分 子 に お い て 起 こ る よ う に そ れ ぞ れ 、 ペ リ オ ス チ ン 分 子 の 野 生 型 配 列 お よ び 断 片 の 配 列 と
同 一 と な り う る 。 ま た は 、 任 意 の 成 分 は 欠 失 、 付 加 、 ま た は 置 換 の よ う な 変 異 を 含 み う る
。 必 要 条 件 は 、 野 生 型 ペ リ オ ス チ ン 分 子 ま た は そ の 抗 原 性 断 片 が 、 野 生 型 ペ リ オ ス チ ン 分
子 に お い て 起 こ る よ う に 野 生 型 ペ リ オ ス チ ン に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 に 結 合 す る 能 力 の 少 な
く と も 5％ （ 例 え ば 、 10％ 、 20％ 、 30％ 、 40％ 、 50％ 、 60％ 、 70％ 、 80％ 、 90％ 、 95％ 、 1
00％ ま た は そ れ 以 上 ） を 、 変 異 体 ペ リ オ ス チ ン 分 子 が 有 す る こ と で あ る 。 置 換 は 、 好 ま し
く は 保 存 的 置 換 で あ る 。 保 存 的 置 換 に は 典 型 的 に 、 以 下 の 群 内 で の 置 換 が 含 ま れ る ： グ リ
シ ン お よ び ア ラ ニ ン ； バ リ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 お よ び ロ イ シ ン ； ア ス パ ラ ギ ン 酸 お よ び グ
ル タ ミ ン 酸 ； ア ス パ ラ ギ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 セ リ ン 、 お よ び ト レ オ ニ ン ； リ ジ ン 、 ヒ ス チ ジ
ン 、 お よ び ア ル ギ ニ ン ； な ら び に フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン お よ び チ ロ シ ン 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
ポ リ ペ プ チ ド は 、 天 然 の 起 源 （ 例 え ば 、 血 液 、 血 清 、 血 漿 、 正 常 な 肺 も し く は 胎 盤 の よ う
な 組 織 も し く は 細 胞 、 結 腸 癌 組 織 、 ま た は ペ リ オ ス チ ン ポ リ ペ プ チ ド を 本 来 産 生 す る 任 意
の 細 胞 ） か ら 精 製 す る こ と が で き る 。 ペ リ オ ス チ ン 分 子 お よ び 抗 原 性 断 片 は 、 ヒ ト 、 ヒ ト
以 外 の 霊 長 類 （ 例 え ば 、 サ ル ） 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 モ ル モ ッ ト 、 ウ シ 、 ヒ ツ ジ 、 ウ マ 、 ブ
タ 、 ウ サ ギ 、 イ ヌ 、 ま た は ネ コ の 分 子 と な り う る 。 よ り 小 さ い ペ プ チ ド （ 長 さ が ア ミ ノ 酸
100個 未 満 ） も 同 様 に 、 標 準 的 な 化 学 的 手 段 に よ っ て 都 合 よ く 合 成 す る こ と が で き る 。 さ
ら に 、 ポ リ ペ プ チ ド お よ び ペ プ チ ド は い ず れ も 、 適 当 な ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド を コ
ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 用 い て 、 標 準 的 な イ ン ビ ト ロ 組 換 え DNA技 術 お よ び イ ン ビ ボ
ト ラ ン ス ジ ェ ネ シ ス に よ っ て 産 生 す る こ と が で き る 。 当 業 者 に 周 知 の 方 法 を 用 い て 、 関 連
す る コ ー ド 配 列 お よ び 適 当 な 転 写 ／ 翻 訳 制 御 シ グ ナ ル を 含 む 発 現 ベ ク タ ー を 構 築 す る こ と
が で き る 。 例 え ば 、 Sambrookら 、 「 Molecular Cloning： A Laboratory Manual」 （ 第 2版
） 、 [コ ー ル ド ス プ リ ン グ ハ ー バ ー 研 究 所 、 ニ ュ ー ヨ ー ク 、 1989]お よ び Ausubelら 「 Curre
nt Protocols in Molecular Biology」 [グ リ ー ン パ ブ リ ッ シ ン グ ア ソ シ エ ー ツ ＆ ウ ィ リ ー
イ ン タ ー サ イ エ ン ス 、 ニ ュ ー ヨ ー ク 、 1989]に 記 載 の 技 術 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド お よ び 抗 原 性 断 片 は 、 抗 ペ リ オ ス チ ン 抗 体 を 作 製 す る た め に 、 ま た
は ペ リ オ ス チ ン 機 能 に 関 す る 基 礎 研 究 、 例 え ば 様 々 な 癌 お よ び 子 癇 前 症 と の そ の 関 連 の 重
要 性 に 関 す る 研 究 の た め に 用 い る こ と が で き る 。 ポ リ ペ プ チ ド お よ び 機 能 的 断 片 も 同 様 に
、 本 発 明 の 診 断 ア ッ セ イ 法 に お い て 陽 性 対 照 と し て 用 い る こ と が で き る （ 下 記 を 参 照 さ れ
た い ） 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド お よ び 断 片 に は ま た 、 イ ン ビ ボ で 関 連 す る ポ リ ペ プ チ ド の 生 存 を 促
進 す る た め に ブ ロ ッ キ ン グ 剤 を ア ミ ノ お よ び ／ ま た は カ ル ボ キ シ 末 端 で 付 加 す る こ と に よ
っ て 、 イ ン ビ ボ で 用 い ら れ る よ う に 改 変 さ れ て い る 上 記 の ポ リ ペ プ チ ド お よ び 断 片 が 含 ま
れ る 。 こ れ は 、 ペ プ チ ド 末 端 が 細 胞 に 取 り 込 ま れ る 前 に プ ロ テ ア ー ゼ に よ っ て 分 解 さ れ る
傾 向 が あ る 状 況 で は 有 用 と な り う る 。 そ の よ う な ブ ロ ッ キ ン グ 剤 に は 、 投 与 さ れ る ペ プ チ
ド の ア ミ ノ お よ び ／ ま た は カ ル ボ キ シ 末 端 残 基 に 結 合 さ せ る こ と が で き る さ ら に 関 連 す る
ま た は 無 関 係 な ペ プ チ ド 配 列 が 含 ま れ う る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 こ れ は 、 当 業 者 に 公
知 の 方 法 に よ っ て 、 ペ プ チ ド 合 成 の 際 に 化 学 的 に ま た は 組 換 え DNA技 術 に よ っ て 行 う こ と
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が で き る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
ま た は 、 ピ ロ グ ル タ ミ ン 酸 ま た は 当 技 術 分 野 で 既 知 の 他 の 分 子 の よ う な ブ ロ ッ キ ン グ 剤 を
ア ミ ノ お よ び ／ ま た は カ ル ボ キ シ 末 端 に 結 合 さ せ る こ と が で き 、 ま た は ア ミ ノ 末 端 の ア ミ
ノ 基 ま た は カ ル ボ キ シ 末 端 の カ ル ボ キ シ 基 を 異 な る 部 分 に 置 換 す る こ と が で き る 。 同 様 に
、 ペ プ チ ド は 、 投 与 前 に 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 「 担 体 」 タ ン パ ク 質 に 共 有 結 合 ま た は 非 共
有 結 合 に よ っ て カ ッ プ リ ン グ さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
同 様 に 、 機 能 的 ペ プ チ ド 断 片 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 基 づ い て 設 計 さ れ た ペ プ チ ド 模 倣 化 合 物 も
重 要 で あ る 。 ペ プ チ ド 模 倣 化 合 物 は 、 選 択 し た ペ プ チ ド の 三 次 元 コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン と 実
質 的 に 同 じ で あ る 三 次 元 コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン （ す な わ ち 、 「 ペ プ チ ド モ チ ー フ 」 ） を 有 す
る 合 成 化 合 物 で あ る 。 ペ プ チ ド モ チ ー フ は 、 ペ プ チ ド 模 倣 体 が 由 来 す る ペ リ オ ス チ ン 機 能
的 断 片 と 質 的 に 同 一 の よ う に 、 ペ リ オ ス チ ン に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 と の 結 合 能 を 有 す る ペ
プ チ ド 模 倣 化 合 物 を 提 供 す る 。 ペ プ チ ド 模 倣 化 合 物 は 、 細 胞 透 過 性 の 増 加 お よ び 生 物 学 的
半 減 期 の 延 長 の よ う な 、 イ ン ビ ボ 有 用 性 を 増 強 さ せ る さ ら な る 特 徴 を 有 し う る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
ペ プ チ ド 模 倣 体 は 典 型 的 に 、 部 分 的 ま た は 完 全 に 非 ペ プ チ ド で あ る 骨 格 を 有 す る が 、 側 鎖
は 、 ペ プ チ ド 模 倣 体 が 基 づ く ペ プ チ ド に 起 こ る ア ミ ノ 酸 残 基 の 側 鎖 と 同 一 で あ る 。 い く つ
か の 化 学 結 合 種 、 例 え ば 、 エ ス テ ル 、 チ オ エ ス テ ル 、 チ オ ア ミ ド 、 レ ト ロ ア ミ ド 、 還 元 カ
ル ボ ニ ル 、 ジ メ チ レ ン お よ び ケ ト メ チ レ ン 結 合 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 、 プ ロ テ ア ー ゼ 抵
抗 性 ペ プ チ ド 模 倣 体 を 構 築 す る た め の ペ プ チ ド 結 合 の 一 般 的 に 有 用 な 代 用 結 合 で あ る こ と
が 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の イ ン ビ ボ 半 減 期 は ま た 、 本 来 の 分 子 ま た
は 機 能 的 断 片 の L-ア ミ ノ 酸 残 基 の 全 て ま た は 一 部 を D-ア ミ ノ 酸 に 置 換 す る こ と に よ っ て 延
長 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】

本 発 明 は 、 任 意 の ペ リ オ ス チ ン ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 に 特 異
的 に 結 合 す る 抗 体 を 特 徴 と す る 。 そ の よ う な 抗 体 は 、 当 技 術 分 野 で 既 知 の 方 法 と 選 択 的 に
ア ジ ュ バ ン ト と を 用 い て 、 関 連 す る ペ リ オ ス チ ン ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド 断 片 に よ っ
て 免 疫 し た 動 物 （ 例 え ば 、 マ ウ ス 、 ウ サ ギ 、 ラ ッ ト 、 モ ル モ ッ ト 、 ヒ ツ ジ 、 ウ マ 、 ヤ ギ 、
ウ シ ま た は ブ タ ） の 血 清 ま た は 血 漿 中 に 存 在 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と な り う る 。 そ の よ
う な ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 当 技 術 分 野 で 既 知 の 方 法 に よ っ て 、 例 え ば 、 血 清 、 血 漿 、 ま
た は 腹 水 か ら 単 離 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 例 は 、 E17ポ リ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 上 記 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 断 片 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 も 同
様 に 本 発 明 に 含 ま れ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 お よ び ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 は 当 技
術 分 野 で 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
所 望 の 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ を 選 択 し て ク ロ ー ニ ン グ し た 後 、 得 ら れ た 抗 体 を 当 技 術 分
野 で 既 知 の 多 く の イ ン ビ ボ お よ び イ ン ビ ト ロ 法 に よ っ て 産 生 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、
ハ イ ブ リ ド ー マ を 適 し た 培 地 に お い て 適 し た 時 間 イ ン ビ ト ロ で 培 養 し た 後 、 上 清 か ら 所 望
の 抗 体 を 回 収 す る こ と が で き る 。 培 養 期 間 お よ び 培 地 は 既 知 で あ る か 、 ま た は 容 易 に 決 定
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
さ ら に 、 ヒ ト の 部 分 と 非 ヒ ト の 部 分 と を 含 む キ メ ラ お よ び ヒ ト 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の よ
う な 、 ペ リ オ ス チ ン に 対 す る 特 異 的 な 組 換 え 抗 体 が 、 本 発 明 の 範 囲 に 含 ま れ る 。 そ の よ う
な キ メ ラ お よ び ヒ ト 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 Robinsonら 、 国 際 特 許 出 願 PCT/US第 86/022
69号 ； Akiraら 、 欧 州 特 許 出 願 第 184,187号 ； Taniguchi、 欧 州 特 許 出 願 第 171,496号 ； Morr
isonら 、 欧 州 特 許 出 願 第 173,494号 ； Nerbergerら 、 PCT出 願 国 際 公 開 公 報 第 86/01533号 ； C
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abillyら 、 米 国 特 許 第 4,816,567号 ； Cabillyら 、 欧 州 特 許 出 願 第 125,023号 ； Betterら （ 1
998） Science 240： 1041～ 43； Liuら （ 1987） J. Immnol. 139： 3521～ 26； Sunら （ 1987）
、 PNAS 84： 214～ 18； Nishimuraら （ 1987） Canc. Res. 47： 999～ 1005； Woodら （ 1985） N
ature 314： 446～ 49； Shawら （ 1988） J. Natl. Cancer Inst. 80： 1553～ 59； Morrison（
1985） Science 229： 1202～ 07； Oiら （ 1986） BioTechniques 4： 214； Winter、 米 国 特 許
第 5,225,539号 ； Jonesら （ 1986） Nature 321： 552～ 25； Veroeyanら （ 1988） Science 239
： 1534； お よ び Beidlerら （ 1988） J. Immunol. 141： 4053～ 60に 記 載 さ れ る 方 法 を 用 い て
、 当 技 術 分 野 で 既 知 の 組 換 え DNA技 術 に よ っ て 産 生 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
ペ リ オ ス チ ン に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 の 抗 原 決 定 ド メ イ ン の 少 な く と も 機 能 的 部 分 を 含 む
抗 体 断 片 お よ び 誘 導 体 も 同 様 に 、 本 発 明 の 範 囲 に 含 ま れ る 。 分 子 の 結 合 ド メ イ ン を 含 む 抗
体 断 片 は 、 既 知 の 技 術 に よ っ て 作 製 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 そ の よ う な 断 片 に は 、 以
下 が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い ： 抗 体 分 子 の ペ プ シ ン 消 化 に よ っ て 産 生 す る こ と が
で き る F(ab') 2 断 片 ； F(ab') 2 断 片 の ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 を 還 元 す る こ と に よ っ て 作 製 す る こ
と が で き る Fab断 片 ； お よ び パ パ イ ン と 還 元 剤 と に よ っ て 抗 体 分 子 を 処 理 す る こ と に よ っ
て 作 製 す る こ と が で き る Fab断 片 。 例 え ば 、 米 国 国 立 衛 生 研 究 所 、 「 1 Current Protocols
 in Immunology」 、 Coliganら 編 2.8、 2.10（ ウ ィ リ ー イ ン タ ー サ イ エ ン ス 、 1991） を 参 照
さ れ た い 。 抗 体 断 片 に は ま た 、 Fv（ 例 え ば 、 一 本 鎖 Fv(scFv)） 断 片 、 す な わ ち 定 常 領 域 ア
ミ ノ 酸 残 基 を ほ と ん ど ま た は 全 く 有 し な い 抗 体 産 物 が 含 ま れ る 。 scFv断 片 は 、 scFvが 由 来
す る 抗 体 の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 可 変 領 域 の 双 方 を 含 む 単 一 の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 で あ る 。 そ の よ う
な 断 片 は 、 例 え ば そ の 全 文 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 、 米 国 特 許 第 4,642,33
4号 に 記 載 さ れ る よ う に 産 生 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
本 発 明 の 抗 体 は 、 す べ の ペ リ オ ス チ ン ス プ ラ イ ス 変 種 、 ス プ ラ イ ス 変 種 体 の サ ブ グ ル ー プ
、 ま た は 単 一 の ス プ ラ イ ス 変 種 に 結 合 す る こ と が で き る 。 ス プ ラ イ ス 変 種 特 異 的 抗 体 を 作
製 し て ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 は 当 業 者 に 既 知 で あ る 。 例 え ば 、 ペ リ オ ス チ ン 変 種 xに は
存 在 し な い が ペ リ オ ス チ ン 変 種 yに は 存 在 す る ペ リ オ ス チ ン ド メ イ ン に 対 し て 特 異 的 な 抗
体 を 作 製 す る こ と が 望 ま し い 場 合 、 ペ リ オ ス チ ン 変 種 yに よ っ て 動 物 （ 例 え ば 、 マ ウ ス ）
を 免 疫 し て 、 ペ リ オ ス チ ン 変 種 yに 結 合 す る が ペ リ オ ス チ ン 変 種 xに は 結 合 し な い 抗 体 を 選
択 す る こ と が で き る で あ ろ う 。 ま た は 、 動 物 を 、 対 象 と な る ド メ イ ン か ら な る ペ リ オ ス チ
ン の 機 能 的 断 片 に よ っ て 免 疫 す る こ と が で き る で あ ろ う 。 抗 体 は 、 ペ リ オ ス チ ン の 機 能 的
断 片 と 変 種 yと に 結 合 で き る が 、 変 種 xに 結 合 で き な い こ と に 基 づ い て 選 択 す る こ と が で き
る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
出 願 人 は 、 ブ ダ ペ ス ト 条 約 に 基 づ い て 5H8お よ び 8H11ハ イ ブ リ ド ー マ を ア メ リ カ 、 メ リ ー
ラ ン ド 州 20852ロ ッ ク ビ ル の ア メ リ カ ン タ イ プ カ ル チ ャ ー コ レ ク シ ョ ン （ ATCC） に 寄 託 し
た 。 5H8ハ イ ブ リ ド ー マ は ATCCア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 CRL-2646、 そ し て 8H11ハ イ ブ リ ド ー マ
は ATCCア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 を 与 え ら れ た 。 ATCCに 寄 託 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 本
出 願 の 優 先 権 の 日 付 よ り 前 以 降 、 ダ ナ ・ フ ァ ー バ ー 癌 研 究 所 に よ っ て 維 持 さ れ た 寄 託 物 か
ら 作 製 し た 。 ハ イ ブ リ ド ー マ の 寄 託 は 、 ATCC寄 託 所 に お い て 30年 間 、 一 番 最 近 の 要 請 か ら
5年 間 、 ま た は 特 許 の 有 効 期 限 中 の い ず れ か の 長 い あ い だ 、 制 限 さ れ る こ と な く 維 持 さ れ
、 寄 託 物 が そ の 期 間 に 死 滅 し た 場 合 に は 取 り 替 え ら れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ５ ６ 】

本 発 明 は さ ら に 診 断 ア ッ セ イ 法 を 特 徴 と す る 。 そ の よ う な ア ッ セ イ 法 は 、 ペ リ オ ス チ ン の
血 清 レ ベ ル が 、 骨 転 移 を 有 す る 乳 癌 患 者 に お い て （ 骨 転 移 の 兆 候 を 示 さ な い 乳 癌 患 者 と 比
較 し て ） お よ び 子 癇 前 症 の 患 者 に お い て （ 血 圧 が 正 常 な 妊 娠 女 性 と 比 較 し て ） 上 昇 し て い
る と い う 知 見 に 基 づ い て い る 。 こ れ ら の 知 見 は 、 乳 癌 に お け る 骨 転 移 お よ び 子 癇 前 症 を 診
断 す る ア ッ セ イ 法 の 基 礎 を 提 供 す る 。 そ の よ う な ア ッ セ イ 法 は 、 単 独 で 、 ま た は 好 ま し く
は 関 連 す る 臨 床 状 態 を 調 べ る た め の 他 の 技 法 と 共 に 用 い る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ５ ７ 】
本 発 明 の ア ッ セ イ 法 に お い て 、 （ 1） 癌 組 織 に お け る ペ リ オ ス チ ン タ ン パ ク 質 も し く は ペ
リ オ ス チ ン mRNAの 存 在 を 調 べ る も し く は そ の レ ベ ル を 測 定 す る 、 ま た は （ 2） 体 液 （ 例 え
ば 、 尿 、 唾 液 、 精 液 、 血 液 、 ま た は 血 液 に 由 来 す る 血 清 も し く は 血 漿 ） 、 肺 洗 浄 液 、 胃 洗
浄 液 、 直 腸 も し く は 結 腸 洗 浄 液 、 も し く は 膣 洗 浄 液 の よ う な 洗 浄 液 、 ま た は 細 胞 培 養 物 か
ら の 上 清 の よ う な 液 体 、 の よ う な 液 体 試 料 中 の ペ リ オ ス チ ン タ ン パ ク 質 レ ベ ル を 測 定 す る
こ と の い ず れ か を 行 う 。 細 胞 に お け る ペ リ オ ス チ ン mRNAレ ベ ル の 有 無 を 調 べ る ま た は レ ベ
ル を 測 定 す る た め に 、 細 胞 を 溶 解 し て 、 当 技 術 分 野 で 既 知 の 多 様 な 任 意 の 方 法 に よ っ て 、
総 RNAを 溶 解 物 か ら 精 製 ま た は 半 精 製 す る こ と が で き る 。 特 定 の mRNA転 写 物 レ ベ ル を 検 出
ま た は 測 定 す る 方 法 も 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 そ の よ う な ア ッ セ イ 法 に は 、 検 出 可 能 に 標 識
し た ペ リ オ ス チ ン 特 異 的 DNAま た は プ ロ ー ブ を 用 い る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ 法
、 お よ び 適 当 な ペ リ オ ス チ ン 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 用 い る 定 量 的 ま た は
半 定 量 的 RT-PCR方 法 論 が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い （ 実 施 例 1を 参 照 さ れ た い ） 。
細 胞 溶 解 物 に お け る mRNAを 定 量 す る さ ら な る 方 法 に は 、 RNA保 護 ア ッ セ イ 法 お よ び 連 続 遺
伝 子 発 現 分 析 （ SAGE） が 含 ま れ る 。 ま た は 、 例 え ば 組 織 切 片 ま た は 非 溶 解 細 胞 浮 遊 液 、 お
よ び 検 出 可 能 に （ 例 え ば 、 蛍 光 も し く は 酵 素 ） 標 識 し た DNAま た は RNAプ ロ ー ブ を 用 い て 、
定 性 的 、 定 量 的 、 ま た は 半 定 量 的 イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ 法 を 行
う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
細 胞 に お い て 対 象 と な る タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 ペ リ オ ス チ ン ） の レ ベ ル を 検 出 ま た は 測 定
す る 方 法 は 当 技 術 分 野 で 既 知 で あ る 。 そ の よ う な 多 く の 方 法 は 、 タ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 結
合 す る 抗 体 （ 例 え ば 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は mAb） を 用 い る 。 そ の よ う な ア ッ セ イ 法
に お い て 、 抗 体 そ の も の 、 ま た は そ れ に 結 合 す る 二 次 抗 体 を 検 出 可 能 に 標 識 す る こ と が で
き る 。 ま た は 、 抗 体 は 、 ビ オ チ ン に 結 合 さ せ る こ と が で き 、 検 出 可 能 に 標 識 し た ア ビ ジ ン
（ ビ オ チ ン に 結 合 す る タ ン パ ク 質 ） を 用 い て ビ オ チ ン 化 抗 体 の 有 無 を 検 出 す る こ と が で き
る 。 当 業 者 に 周 知 で あ る こ れ ら の ア プ ロ ー チ （ 「 多 層 」 ア ッ セ イ 法 を 含 む ） の 組 み 合 わ せ
を 用 い て 、 ア ッ セ イ 法 の 感 度 を 増 強 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の ア ッ セ イ 法 の い く つ か （
例 え ば 、 免 疫 組 織 学 的 方 法 ま た は 蛍 光 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー ） を 組 織 切 片 ま た は 非 溶 解 細
胞 浮 遊 液 に 適 用 す る こ と が で き る 。 液 体 試 料 中 の ペ リ オ ス チ ン を 検 出 す る た め の 下 記 の 方
法 は ま た 、 細 胞 溶 解 物 中 の ペ リ オ ス チ ン を 検 出 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
液 体 試 料 中 の ペ リ オ ス チ ン を 検 出 す る 方 法 （ 上 記 ） は 基 本 的 に 、 ペ リ オ ス チ ン を 含 む こ と
が 疑 わ れ る 試 料 を 本 発 明 の 抗 体 に 接 触 さ せ る 段 階 、 お よ び 試 料 の 成 分 に 対 す る 抗 体 の 結 合
を 調 べ る 段 階 を 含 む 。 そ の よ う な ア ッ セ イ 法 に お い て 、 抗 体 は 検 出 可 能 に 標 識 す る 必 要 は
な く 、 ペ リ オ ス チ ン に 結 合 す る 第 2の 抗 体 を 用 い な い で 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 表
面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 現 象 を 活 用 す る こ と に よ っ て 、 適 当 な 固 相 基 質 に 結 合 し た ペ リ オ ス チ ン
に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 を 試 料 に 曝 露 す る 。 固 相 基 質 上 の 抗 体 に 対 す る ペ リ オ ス チ ン の 結 合
に よ っ て 、 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 の 強 度 が 変 化 し て 、 こ れ を 適 当 な 機 器 、 例 え ば ビ ア コ ア 装
置 （ ビ ア コ ア イ ン タ ー ナ シ ョ ナ ル AB（ Biacore International AB） 、 ラ プ ス ガ タ ン 、 ス ウ
ェ ー デ ン ） に よ っ て 定 性 的 ま た は 定 量 的 に 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
そ の 上 、 液 体 試 料 中 の ペ リ オ ス チ ン を 検 出 す る た め の ア ッ セ イ 法 は 、 例 え ば （ a） 検 出 可
能 に 標 識 し た 単 一 の ペ リ オ ス チ ン 特 異 的 抗 体 ； （ b） 非 標 識 ペ リ オ ス チ ン 特 異 的 抗 体 お よ
び 検 出 可 能 に 標 識 し た 二 次 抗 体 ； ま た は （ c） ビ オ チ ン 化 ペ リ オ ス チ ン 特 異 的 抗 体 と 検 出
可 能 に 標 識 し た ア ビ ジ ン 、 を 用 い る こ と を 含 み う る 。 さ ら に 、 細 胞 に お け る タ ン パ ク 質 の
検 出 に 関 し て 先 に 記 述 し た よ う に 、 当 業 者 に 周 知 の こ れ ら の ア プ ロ ー チ （ 「 多 層 」 ア ッ セ
イ 法 を 含 む ） の 組 み 合 わ せ を 用 い て 、 ア ッ セ イ 法 の 感 度 を 増 強 す る こ と が で き る 。 こ れ ら
の ア ッ セ イ 法 に お い て 、 ペ リ オ ス チ ン を 含 む こ と が 疑 わ れ る 試 料 （ ま た は 少 量 の ア リ コ ー
ト ） は 、 例 え ば 液 体 試 料 の 少 量 を 「 ス ポ ッ テ ィ ン グ す る 」 こ と に よ っ て 、 ま た は 試 料 も し
く は 少 量 の ア リ コ ー ト を 電 気 泳 動 で 分 離 し 、 電 気 泳 動 ゲ ル を ブ ロ ッ テ ィ ン グ す る こ と に よ
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っ て 、 ナ イ ロ ン ま た は ニ ト ロ セ ル ロ ー ス メ ン ブ レ ン の よ う な 固 相 基 質 上 に 固 定 す る こ と が
で き る 。 次 に 、 固 相 基 質 上 の ペ リ オ ス チ ン の 存 在 ま た は 量 を 、 ペ リ オ ス チ ン 特 異 的 抗 体 の
上 記 の 任 意 の 型 、 お よ び 必 要 で あ れ ば 、 適 当 な 検 出 可 能 に 標 識 し た 二 次 抗 体 ま た は ア ビ ジ
ン を 用 い て ア ッ セ イ す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
本 発 明 は ま た 、 「 サ ン ド イ ッ チ 」 ア ッ セ イ 法 を 特 徴 と す る 。 こ れ ら の サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ
イ 法 で は 、 上 記 の 方 法 に よ っ て 固 相 基 質 上 に 試 料 を 固 定 す る 代 わ り に 、 試 料 中 に 存 在 す る
可 能 性 が あ る 任 意 の ペ リ オ ス チ ン を 、 固 相 基 質 を 試 料 に 曝 露 す る 前 に 、 当 技 術 分 野 で 既 知
の 多 様 な 任 意 の 方 法 に よ っ て 第 2の （ 「 捕 獲 」 ） ペ リ オ ス チ ン 特 異 的 抗 体 （ ポ リ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 ま た は mAb） を 固 相 基 質 に 結 合 さ せ る こ と に よ っ て 、 固 相 基 質 に 固 定 す る こ と が で
き る 。 第 2の ペ リ オ ス チ ン 特 異 的 抗 体 が 結 合 し て い る 固 相 基 質 に 試 料 を 曝 露 す る と 、 試 料
（ ま た は 少 量 の ア リ コ ー ト ） 中 の 任 意 の ペ リ オ ス チ ン が 、 固 相 基 質 上 の 第 2の ペ リ オ ス チ
ン 特 異 的 抗 体 に 結 合 す る で あ ろ う 。 次 に 、 結 合 し た 第 2の ペ リ オ ス チ ン 特 異 的 抗 体 に 結 合
し た ペ リ オ ス チ ン の 有 無 ま た は 量 を 、 単 一 の ペ リ オ ス チ ン 特 異 的 抗 体 を 用 い る 上 記 の 方 法
と 本 質 的 に 同 じ 方 法 に よ っ て 、 「 検 出 用 の 」 ペ リ オ ス チ ン 特 異 的 抗 体 を 用 い る こ と に よ っ
て ア ッ セ イ す る 。 こ れ ら の サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ 法 に お い て 、 捕 獲 抗 体 は 、 検 出 ア ッ セ イ
法 と 同 じ エ ピ ト ー プ （ ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 場 合 に は あ る 範 囲 の エ ピ ト ー プ ） に 結
合 し て は な ら な い と 理 解 さ れ る 。 こ の よ う に 、 mAbを 捕 獲 抗 体 と し て 用 い る 場 合 、 検 出 抗
体 は 、 （ a） そ れ に 対 し て 捕 獲 mAbが 結 合 す る エ ピ ト ー プ と は 完 全 に 物 理 的 に 離 れ て い る 、
も し く は ご く 部 分 的 に 重 な っ て い る に 過 ぎ な い エ ピ ト ー プ に 結 合 す る も う 一 つ の mAb、 ま
た は （ b） そ れ に 対 し て 捕 獲 mAbが 結 合 す る エ ピ ト ー プ 以 外 の も し く は そ の エ ピ ト ー プ の 他
に エ ピ ト ー プ に 結 合 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の い ず れ か と な り う る 。 一 方 、 ポ リ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 を 捕 獲 抗 体 と し て 用 い る 場 合 、 検 出 抗 体 は 、 （ a） そ れ に 対 し て 捕 獲 ポ リ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 が 結 合 す る 任 意 の エ ピ ト ー プ と は 完 全 に 物 理 的 に 離 れ て い る 、 も し く は 部 分 的 に 重
な り 合 う エ ピ ト ー プ に 結 合 す る mAb、 ま た は （ b） 捕 獲 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 結 合 す る エ ピ
ト ー プ 以 外 の ま た は そ の エ ピ ト ー プ の 他 に エ ピ ト ー プ に 結 合 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 の
い ず れ か と な り う る 。 捕 獲 お よ び 検 出 抗 体 を 用 い る こ と を 含 む ア ッ セ イ 法 に は 、 サ ン ド イ
ッ チ ELISAア ッ セ イ 法 、 サ ン ド イ ッ チ ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト ア ッ セ イ 法 、 お よ び サ ン ド イ ッ
チ 免 疫 磁 気 検 出 ア ッ セ イ 法 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
そ れ に 対 し て 捕 獲 抗 体 が 結 合 す る こ と が で き る 適 し た 固 相 基 質 に は 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ
レ ー ト の ウ ェ ル の プ ラ ス チ ッ ク の 底 お よ び 側 面 、 ナ イ ロ ン ま た は ニ ト ロ セ ル ロ ー ス メ ン ブ
レ ン の よ う な メ ン ブ レ ン 、 ポ リ マ ー （ 例 え ば 、 ア ガ ロ ー ス 、 セ ル ロ ー ス 、 ま た は ポ リ ア ク
リ ル ア ミ ド 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） ビ ー ズ ま た は 粒 子 が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な
い 。 そ の よ う な ビ ー ズ ま た は 粒 子 に 結 合 し た ペ リ オ ス チ ン 特 異 的 抗 体 も 同 様 に 、 ペ リ オ ス
チ ン の 免 疫 ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 の た め に 用 い る こ と が で き る こ と に 注 目 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
検 出 可 能 な 標 識 を 検 出 ま た は 定 量 す る 方 法 は 、 標 識 の 特 性 に 依 存 し て 、 当 技 術 分 野 に お い
て 既 知 で あ る 。 適 当 な 標 識 に は 、 放 射 性 核 種 （ 例 え ば 、 1 2 5 I、 1 3 1 I、 3 5 S、 3 H、 3 2 P、 ま た
は 1 4 C） 、 蛍 光 部 分 （ 例 え ば 、 フ ル オ レ セ イ ン 、 ロ ー ダ ミ ン 、 ま た は フ ィ コ エ リ ス リ ン ）
、 発 光 部 分 （ 例 え ば 、 ク ア ン タ ム ド ッ ト コ ー ポ レ ー シ ョ ン （ Quantum Dot Corporation）
、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 パ ロ ア ル ト ） に よ っ て 供 給 さ れ る Qdot（ 商 標 ） ナ ノ 粒 子 、 規 定 の 波 長
の 光 を 吸 収 す る 化 合 物 、 ま た は 酵 素 （ 例 え ば 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 も し く は 西 洋 ワ
サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ） が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 適 当 な 酵 素 に よ っ て 触 媒 さ
れ る 反 応 産 物 は 、 蛍 光 、 発 光 、 も し く は 放 射 活 性 物 質 と な り う る が こ れ ら に 限 定 さ れ ず 、
ま た は 可 視 光 も し く は 紫 外 光 を 吸 収 し て も よ い 。 検 出 器 の 例 に は 、 x線 フ ィ ル ム 、 放 射 活
性 カ ウ ン タ ー 、 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー 、 分 光 光 度 計 、 比 色 計 、 蛍 光 計 、 発 光 計 、 お
よ び 濃 度 計 が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
乳 癌 の 骨 転 移 を 診 断 す る ア ッ セ イ 法 に お い て 、 例 え ば 、 一 つ ま た は そ れ 以 上 の 骨 転 移 を 有
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す る こ と が 疑 わ れ る 乳 癌 患 者 の 血 清 中 の ペ リ オ ス チ ン 濃 度 を 対 照 値 と 比 較 す る 。 こ の 対 照
値 は 、 例 え ば 、 骨 転 移 が 検 出 さ れ な い 乳 癌 患 者 の 対 照 群 に お け る ペ リ オ ス チ ン 濃 度 の 平 均
値 と な り う る 。 ま た は 、 患 者 の 血 清 中 の ペ リ オ ス チ ン レ ベ ル は 、 乳 癌 診 断 後 の 様 々 な 時 期
に 測 定 す る こ と が で き る 。 測 定 前 と 比 較 し て 特 定 の 時 点 で 血 清 中 に 検 出 さ れ た ペ リ オ ス チ
ン レ ベ ル が 増 加 す れ ば 、 患 者 の 乳 癌 が 骨 に 転 移 し た こ と を 示 す で あ ろ う 。 こ の 場 合 、 関 連
す る 先 の 測 定 値 が 対 照 値 と な る で あ ろ う 。 対 照 値 と 比 較 し て 患 者 の 血 清 中 の ペ リ オ ス チ ン
濃 度 が 有 意 に 高 け れ ば 、 患 者 の 乳 癌 が 骨 に 転 移 し た こ と を 示 す で あ ろ う 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
子 癇 前 症 を 診 断 す る ア ッ セ イ 法 に お い て 、 患 者 の 血 清 中 ペ リ オ ス チ ン レ ベ ル を 対 照 値 と 比
較 す る 。 対 照 値 は 、 例 え ば 、 血 圧 が 正 常 な 妊 娠 女 性 の 対 照 群 の 血 清 に お け る ペ リ オ ス チ ン
濃 度 の 平 均 値 と な り う る 。 患 者 お よ び 対 照 被 験 者 か ら の 血 清 試 料 は 、 ほ ぼ 同 じ 妊 娠 段 階 で
得 ら れ る は ず で あ る 。 子 癇 前 症 の 患 者 の 血 清 中 の ペ リ オ ス チ ン レ ベ ル の 有 意 な 増 加 は 、 レ
ベ ル が 妊 娠 期 と 共 に 上 昇 す る 第 1ト リ メ ス タ ー も の 早 期 に 検 出 す る こ と が で き る 。 こ の よ
う に 、 も う 一 つ の 対 照 値 は 、 妊 娠 初 期 段 階 で 対 象 と な る 患 者 に お け る 血 清 中 ペ リ オ ス チ ン
レ ベ ル と な り う る で あ ろ う 。 対 照 値 と 比 較 し て 患 者 の 血 清 中 の ペ リ オ ス チ ン の 濃 度 が 有 意
に 高 け れ ば 、 患 者 が 子 癇 前 症 を 有 す る こ と が 示 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
診 断 ア ッ セ イ 法 に 関 す る 上 記 の 説 明 は 、 血 清 に 関 す る ア ッ セ イ 法 に つ い て 言 及 し た が 、 ア
ッ セ イ 法 は ま た 、 本 明 細 書 に 記 載 の 他 の 任 意 の 液 体 試 料 に つ い て 行 う こ と が で き る と 理 解
さ れ る 。 さ ら に 、 上 記 の 患 者 お よ び 対 照 被 験 者 は 、 ヒ ト 患 者 で あ る 必 要 は な い こ と に 注 意
す べ き で あ る 。 そ れ ら は 例 え ば 、 ヒ ト 以 外 の 霊 長 類 （ 例 え ば 、 サ ル ） 、 ウ マ 、 ヒ ツ ジ 、 ウ
シ 、 ヤ ギ 、 ブ タ 、 イ ヌ 、 モ ル モ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 ま た は マ ウ ス と な り
う る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
以 下 の 実 施 例 は 、 本 発 明 を 説 明 す る た め で あ っ て 制 限 す る こ と を 意 味 し な い 。
【 ０ ０ ６ ８ 】

本 試 験 に は 、 ダ ナ ・ フ ァ ー バ ー 癌 研 究 所 に お い て ネ オ ア ジ ュ バ ン ト 化 学 療 法 お よ び ／ ま た
は 骨 髄 移 植 を 受 け た 乳 癌 患 者 58人 と 肺 の 小 細 胞 癌 患 者 44人 が 含 ま れ た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
全 て の 試 験 に つ い て 血 液 試 料 を 採 取 し て 、 採 取 後 2時 間 以 内 に 処 理 し た 。 血 清 は ア ッ セ イ
す る ま で -80℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ０ ７ ０ 】

子 癇 前 症 の 未 経 産 妊 娠 女 性 30人 を 、 マ ギ ー 女 性 病 院 （ ペ ン シ ル バ ニ ア 州 ピ ッ ツ バ ー グ ） の
正 常 な 未 経 産 妊 娠 女 性 30人 と 妊 娠 期 に 応 じ て マ ッ チ さ せ た 。 マ ギ ー 女 性 研 究 所 （ ピ ッ ツ バ
ー グ 大 学 、 ペ ン シ ル バ ニ ア 州 ピ ッ ツ バ ー グ ） で の 院 内 審 査 委 員 会 が 承 認 し た 子 癇 前 症 に 関
す る 縦 断 的 試 験 の 一 部 と し て イ ン フ ォ ー ム ド コ ン セ ン ト を 得 て 、 第 3ト リ メ ス タ ー （ 妊 娠
約 36週 ） に お い て 血 液 試 料 を 得 た 。 子 癇 前 症 は 、 血 圧 が 拡 張 期 で 15 mmHgま た は 収 縮 期 で 3
0 mmHg増 加 し 、 タ ン パ ク 尿 （ カ テ ー テ ル 挿 管 尿 に つ い て 300 mg/24時 間 ま た は 1+、 ま た は
排 出 尿 に 関 し て 2+、 ま た は タ ン パ ク 質 ク レ ア チ ニ ン 比 が 0.3で 高 尿 酸 血 症 が そ れ ぞ れ の 妊
娠 期 の 正 常 値 を ＞ 1SD上 回 る ） を 有 す る 初 め て の 満 期 産 妊 娠 女 性 に お い て 診 断 さ れ た 。 本
試 験 に お け る 患 者 は い ず れ も 、 あ い ま い な 血 圧 の 増 加 を 有 さ ず 、 す な わ ち 患 者 は 全 員 収 縮
期 圧 が 少 な く と も 140 mmHgを 維 持 し て 、 拡 張 期 圧 90 mmHgを 維 持 し た 。
【 ０ ０ ７ １ 】

発 現 ベ ク タ ー CMV-6× His-ペ リ オ ス チ ン は 、 （ a） 異 種 リ ー ダ ー 配 列 ； お よ び （ b） エ ン テ
ロ キ ナ ー ゼ 認 識 配 列 に よ っ て ヘ キ サ ヒ ス チ ジ ン 配 列 、 に 結 合 し た 成 熟 ヒ ト ペ リ オ ス チ ン C
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子 癇 前 症 の 試 験 に お け る 患 者

抗 体 の 産 生



（ 下 記 参 照 ） を コ ー ド す る cDNA配 列 を 含 む 。 発 現 ベ ク タ ー CMV-Fc-ペ リ オ ス チ ン は 、 （ a）
異 種 リ ー ダ ー 配 列 、 お よ び （ b） マ ウ ス 免 疫 グ ロ ブ リ ン γ 2 a 重 鎖 定 常 領 域 （ 「 Fc-ペ リ オ ス
チ ン 」 ） [Loら （ 1998） 、 Protein Eng. 11： 495～ 500]、 に 結 合 し た 成 熟 ヒ ト ペ リ オ ス チ
ン Cを コ ー ド す る cDNA配 列 を 含 む 。 発 現 ベ ク タ ー は い ず れ も 、 NS/0マ ウ ス 骨 髄 腫 細 胞 株 の
電 気 穿 孔 に よ っ て ト ラ ン ス フ ェ ク ト し て 、 安 定 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 を メ ソ ト レ キ
セ ー ト に よ っ て 選 択 し た 。 CMV-6× His-ペ リ オ ス チ ン ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 株 に よ っ て 産
生 さ れ た ペ リ オ ス チ ン （ 「 His-ペ リ オ ス チ ン 」 ） を 、 HisBind精 製 キ ッ ト （ ノ バ ゲ ン （ Nov
agen） 、 ウ ィ ス コ ン シ ン 州 マ ジ ソ ン ） を 用 い て 培 養 上 清 か ら 精 製 し た 。 ヒ ス チ ジ ン タ グ を
エ ン テ ロ キ ナ ー ゼ （ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン （ Invitrogen） 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 カ ー ル ス バ ッ ド
） に よ っ て 切 断 し た 後 、 ペ リ オ ス チ ン タ ン パ ク 質 を ウ サ ギ に 注 射 し た 。 こ の 免 疫 に よ っ て
産 生 さ れ た E17ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 Affi-ゲ ル 10を CMV-6× His-ペ リ オ ス チ ン ト ラ ン ス
フ ェ ク ト 細 胞 に よ っ て 産 生 し た ペ リ オ ス チ ン に 結 合 さ せ た Affi-ゲ ル 10カ ラ ム （ ア マ シ ャ
ム ・ フ ァ ル マ シ ア ・ バ イ オ テ ッ ク （ Amersham Pharmacia Biotech） 、 ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州
ピ ス カ タ ウ ェ イ ） 上 で ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 し た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
同 様 に 、 Fc-ペ リ オ ス チ ン は 、 CMV-Fc-ペ リ オ ス チ ン ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 株 の 培 養 上 清 か
ら 、 プ ロ テ イ ン Aア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ ア マ シ ャ ム ・ フ ァ ル マ シ ア ・ バ イ オ
テ ッ ク ） に よ っ て 精 製 し た 。 Fc-ペ リ オ ス チ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を マ ウ ス に 注 射 し て 、 標 準
的 な 技 法 を 用 い て 5H8モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ mAb） を 産 生 し た 。 他 の ヒ ト ペ リ オ ス チ ン 特 異
的 mAb（ 1B11、 2C6、 6B1、 8H11、 8E3、 10A3、 お よ び 7E4） は 、 同 じ 方 法 に よ っ て 誘 導 し た
。 mAbsは 全 て IgGク ラ ス で あ る 。 5H8お よ び 8H11 mAbsは IgG1サ ブ ク ラ ス で あ り 、 κ 軽 鎖 を
有 す る 。 精 製 5H8 IgG抗 体 は 、 ス ル ホ -NHS-LS-ビ オ チ ン 化 キ ッ ト （ ピ ア ス （ Pierce） 、 イ
リ ノ イ 州 ロ ッ ク フ ォ ー ド ） を 用 い て ビ オ チ ン 化 し た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】

mAb産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ お よ び 悪 性 中 皮 腫 細 胞 株 、 JMN1Bを 、 10％ ウ シ 胎 児 血 清 （ ギ ブ コ BR
L（ GibcoBRL） 、 グ ラ ン ド ア イ ラ ン ド 、 ニ ュ ー ヨ ー ク ） を 含 む DMEM（ ギ ブ コ BRL） に お い て
培 養 し た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】

ヒ ト 浸 潤 性 乳 管 癌 組 織 の 切 片 を ノ バ ゲ ン （ Novagen） か ら 購 入 し た 。 パ ラ フ ィ ン 包 埋 切 片
を キ シ レ ン 中 で イ ン キ ュ ベ ー ト し て パ ラ フ ィ ン を 除 去 し て 、 段 階 的 な エ タ ノ ー ル 水 溶 液 に
お い て 再 度 水 和 し た 。 試 料 を マ イ ク ロ ウ ェ ー ブ オ ー ブ ン に お い て ク エ ン 酸 緩 衝 液 （ pH 6.0
） 中 で 15分 間 処 置 し た 。 内 因 性 の ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ は 、 0.3％ H 2 O 2 の メ タ ノ ー ル 溶 液 に よ
っ て 阻 害 し て 、 非 特 異 的 タ ン パ ク 質 結 合 部 位 を 正 常 ウ マ 血 清 に よ っ て ブ ロ ッ ク し た 。 切 片
の 染 色 は 、 Vecastain（ 登 録 商 標 ） Universal Elite（ 登 録 商 標 ） ABCキ ッ ト （ ベ ク タ ー ラ
ボ ラ ト リ ー ズ （ Vector Laboratories） 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 バ ー リ ン ガ ム ） を 用 い て 行 っ
た 。 切 片 を 、 希 釈 し た ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 E17ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 実 施 例 2を 参 照 さ れ た い
） と 共 に 4℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 洗 浄 後 、 ビ オ チ ン 化 二 次 抗 体 と 共 に 室 温 で 1時 間
イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 さ ら に 洗 浄 し た 後 、 切 片 を 、 ア ビ ジ ン と ビ オ チ ン 化 西 洋 ワ サ ビ ペ ル
オ キ シ ダ ー ゼ と の 予 め 形 成 さ れ た 高 分 子 複 合 体 か ら な る 試 薬 と 共 に 室 温 で 30分 間 イ ン キ ュ
ベ ー ト し た 。 色 素 反 応 の 基 質 は 3,3-ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン で あ っ た 。 切 片 を ス ラ イ ド ガ ラ ス
に 載 せ る 前 に ヘ マ ト キ シ リ ン に よ っ て 対 比 染 色 し た 。 陰 性 対 照 ス ラ イ ド ガ ラ ス も 同 時 に 処
理 し た ； こ の 対 照 ス ラ イ ド ガ ラ ス で は 、 E17ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 代 わ り に 「 免 疫 前 血 清
」 を 用 い た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】

上 記 の ヒ ト 浸 潤 性 乳 管 癌 の 切 片 お よ び ヒ ト 肺 扁 平 上 皮 癌 組 織 の 他 の 切 片 （ い ず れ も ノ バ ゲ
ン （ Novagen） か ら 購 入 し た ） を 、 イ ン サ イ チ ュ ー RNAハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の た め に 用
い た 。 パ ラ フ ィ ン 包 埋 切 片 を キ シ レ ン 中 で イ ン キ ュ ベ ー ト し て パ ラ フ ィ ン を 除 去 し て 、 段
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イ ン サ イ チ ュ ー RNAハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン



階 的 な エ タ ノ ー ル 水 溶 液 に お い て 再 度 水 和 し た 。 イ ン サ イ チ ュ ー RNAハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン は 、 既 に 記 述 さ れ て い る よ う に 実 施 し た [Gunnら （ 1998） Proc. Natl. Acad. Sci. US
A 95(1)： 258～ 263]。 ヒ ト ペ リ オ ス チ ン Cの N末 端 （ ATG開 始 コ ド ン か ら 開 始 し て ） を コ ー
ド す る 392bp断 片 を 、 ヒ ト ペ リ オ ス チ ン cDNAか ら Bam HIお よ び EcoRIを 用 い て 切 除 し て 、 pB
luescript（ ス ト ラ タ ジ ー ン （ Stratagene） 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ラ ホ ヤ ） に ク ロ ー ニ ン グ
し た 。 [ 3 5 S]-UTPの 存 在 下 で 、 392bp断 片 を 鋳 型 と し て 用 い て T3お よ び T7 RNAポ リ メ ラ ー ゼ
に よ っ て そ れ ぞ れ 、 セ ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス プ ロ ー ブ を 作 製 し た 。 こ の 時 点 で 特 徴 が 示
さ れ た ペ リ オ ス チ ン 変 種 を コ ー ド す る cDNAは 全 て 、 392bp断 片 に 対 応 す る N末 端 領 域 に お い
て 同 一 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 し 、 こ の よ う に 、 断 片 を 鋳 型 と し て 用 い て 作 製 さ れ た プ ロ
ー ブ は 全 て の 変 種 mRNA分 子 を 検 出 す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ７ ６ 】

患 者 の 血 清 試 料 を 20 mMト リ ス -塩 酸 （ pH 8.0） に よ っ て 2倍 希 釈 し て 、 Sep-Pak（ 登 録 商 標
） QMAカ ー ト リ ッ ジ （ マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ニ ュ ー ベ ッ ド フ ォ ー ド ） に 適 用 し て 、 こ れ を 0.1
 M NaClを 含 む 20 mMト リ ス -塩 酸 （ pH 8.0） に よ っ て 洗 浄 し た 。 次 に カ ー ト リ ッ ジ を 、 0.2
5 M NaClを 含 む 20 mMト リ ス -塩 酸 （ pH 8.0） に よ っ て 溶 出 し た 。 溶 出 物 を 直 ち に 凍 結 し て
凍 結 乾 燥 し た 。 ア ッ セ イ 用 に 凍 結 乾 燥 し た 試 料 を 標 準 的 な 希 釈 緩 衝 液 （ 0.1％ BSAお よ び 0.
05％ ツ イ ー ン 20を 含 む ト リ ス 緩 衝 生 理 食 塩 液 （ TBS） 、 pH 7.4） に よ っ て 溶 解 し て 希 釈 し
た （ 8倍 ま た は 40倍 ） 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
試 料 は 全 て 、 1試 料 あ た り 2本 ず つ ア ッ セ イ し た 。 Reacti-Bind（ 商 標 ） NeutrAvidinコ ー テ
ィ ン グ ポ リ ス チ レ ン 白 色 プ レ ー ト （ ピ ア ス 、 イ リ ノ イ 州 ロ ッ ク フ ォ ー ド ） を 希 釈 し た 緩 衝
液 に よ っ て 予 め 3回 洗 浄 し た 。 ア ビ ジ ン を 予 め コ ー テ ィ ン グ し た プ レ ー ト に ビ オ チ ン 結 合 5
H8モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 100 μ l/ウ ェ ル ） を 加 え て 、 こ れ を 4℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し
た 。 い く つ か の ア ッ セ イ 法 に お い て 、 正 常 な プ レ ー ト （ す な わ ち 、 ア ビ ジ ン を コ ー テ ィ ン
グ し て い な い プ レ ー ト ） を 用 い て 、 こ れ ら の ア ッ セ イ 法 で は 、 ビ オ チ ン を 結 合 し な い 5H8
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を プ レ ー ト の ウ ェ ル の 底 に 直 接 コ ー テ ィ ン グ し た 。 プ レ ー ト を 希 釈 緩
衝 液 に お い て 1回 10分 間 の 洗 浄 を 3回 行 っ た 。 ウ ェ ル に お け る 非 特 異 的 タ ン パ ク 質 結 合 部 位
は 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ BSA； 3％ w/v） を 含 む PBS（ リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 液 ） を ウ ェ ル に
加 え て 、 プ レ ー ト を 37℃ で 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て ブ ロ ッ ク し た 。 次 に 、
プ レ ー ト を 希 釈 緩 衝 液 に よ っ て 3回 洗 浄 し た 。 希 釈 し た 試 料 ま た は 精 製 ペ リ オ ス チ ン （ CMV
-6× His-ペ リ オ ス チ ン ベ ク タ ー を 用 い て 産 生 ； 上 記 を 参 照 ） （ 標 準 物 質 と し て 様 々 な 濃 度
で ） を ウ ェ ル に 加 え て 、 プ レ ー ト を 37℃ で 3時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 さ ら に 洗 浄 し た 後
（ 上 記 の よ う に ） 、 ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 E17を ウ ェ ル に 加 え て 、 プ レ ー
ト を 37℃ で 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 未 結 合 抗 体 を 洗 浄 し て 除 去 し 、 ウ サ ギ IgGに 対 し て
特 異 的 な ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 結 合 ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 抗 体 を 全 て の ウ ェ ル （ ト ロ ピ ク ス
（ Tropix） 、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ベ ッ ド フ ォ ー ド ） に 加 え た 。 プ レ ー ト を 37℃ で 2時 間 イ
ン キ ュ ベ ー ト し た 。 さ ら に 洗 浄 し た 後 、 ア ッ セ イ 緩 衝 液 （ ト ロ ピ ク ス ） 100 μ lを 加 え て
、 室 温 で 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ア ッ セ イ 緩 衝 液 は プ レ ー ト を 上 下 に し て 軽 く た た く
こ と に よ っ て 完 全 に 除 去 し た 。 次 に 、 CSPD（ 3-(4-メ ト キ シ ス ピ ロ [1,2-ジ オ キ セ タ ン -3-2
'(5'-ク ロ ロ )-ト リ シ ク ロ [3.3.1.1]デ カ ン ]-4-イ ル )フ ェ ニ ル ホ ス フ ェ ー ト ） 化 学 発 光 基
質 （ ト ロ ピ ク ス ） を 加 え た 。 化 学 発 光 の 強 度 は FL 600蛍 光 マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー （ バ
イ オ テ ッ ク イ ン ス ト ル メ ン ツ （ Bio-tek Instruments） 、 バ ー モ ン ト 州 ウ ィ ヌ ー ス キ ） を
用 い て 製 造 元 の 説 明 書 に 従 っ て 30分 以 内 に 読 み 取 っ た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】

多 様 な ヒ ト 組 織 か ら 単 離 し た ポ リ A＋ RNAか ら 合 成 し た cDNAは 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 パ ロ ア ル
ト の ク ロ ン テ ッ ク （ Clontech） 社 か ら 購 入 し た 。 PCRは 以 下 の よ う に 行 っ た 。 完 全 長 の ペ
リ オ ス チ ン DNAを 増 幅 す る よ う に 設 計 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー 配 列 は 、
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お よ び
　
　
で あ っ た 。 PCRは 、 38サ イ ク ル （ 94℃ で 30秒 、 49℃ で 45秒 、 72℃ で 150秒 ） 行 っ た 。 6 μ l
の 少 量 を 1％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で の 電 気 泳 動 に 供 し て 、 ア ン プ リ コ ン を エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ
イ ド 染 色 に よ っ て 可 視 化 し た 。 PCRの 特 異 性 は 、 産 物 の シ ー ク エ ン シ ン グ に よ っ て 確 認 し
た 。 対 照 PCRは 、 上 記 の よ う に GAPDH特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 用 い て 行 っ た
。
【 ０ ０ ７ ９ 】

Tri試 薬 （ リ ー ド メ デ ィ カ ル ラ ボ （ Leedo Medical Lab.） 、 テ キ サ ス 州 ハ ウ ス ト ン ） を 用
い て 、 腫 瘍 も し く は 正 常 組 織 （ 外 科 標 本 ） 、 ま た は 培 養 細 胞 か ら か ら 総 細 胞 RNAを 抽 出 し
た 。 外 科 標 本 は 、 既 に 記 述 さ れ て い る よ う に [Barnardら （ 1992） 、 Cancer Res. 52： 3067
～ 3072]、 ニ ュ ー イ ン グ ラ ン ド デ ィ ー コ ネ ス 病 院 外 科 か ら 得 た 。 ポ リ A＋ mRNAは オ リ ゴ dT磁
気 ビ ー ズ （ プ ロ メ ガ （ Promega） 、 ウ ィ ス コ ン シ ン 州 マ デ ィ ソ ン ） を 用 い て 精 製 し た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
組 織 か ら の ポ リ A＋ mRNA（ 100 ng） を 単 一 の パ リ ン ド ロ ー ム プ ラ イ マ ー
　
　
（ 2 mM） お よ び rTh DNAポ リ メ ラ ー ゼ （ パ ー キ ン エ ル マ ー シ ー タ ス （ Perkin Elmer Cetus
） ） 0.5単 位 に よ っ て 、 MnCl 2 （ 1.0 mM） の 存 在 下 で 70℃ で 12分 間 cDNAに 逆 転 写 し た （ 全 量
： 5 μ l） （ 3サ イ ク ル ） 。 逆 転 写 の 後 に 、 逆 転 写 に 用 い た 試 験 管 と 同 じ 試 験 管 （ 全 量 、 25
 μ l） に お い て 、 MgCl 2 （ 2.0 mM） お よ び [ 3 5 S]-dATPの 存 在 下 で 同 じ パ リ ン ド ロ ー ム プ ラ
イ マ ー （ 0.4 mM） お よ び rTh DNAポ リ メ ラ ー ゼ に よ っ て 、 パ リ ン ド ロ ー ム PCR反 応 （ 94℃ で
30秒 ； 40℃ で 100秒 ； 72℃ で 35秒 ） を 40サ イ ク ル 行 っ た 。 増 幅 さ れ た パ リ ン ド ロ ー ム PCR産
物 （ 3 5 S-標 識 ） を ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 上 で 分 解 し た 。 腫 瘍 お よ び 隣 接 す る 正 常 組 織 に
由 来 す る cDNAパ タ ー ン を 直 接 比 較 し た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
対 象 と な る cDNAバ ン ド を 切 除 し て 、 ゲ ル か ら 回 収 し た 。 回 収 し た cDNA断 片 は 、 ト リ ス PCR
緩 衝 液 の 代 わ り に ト リ シ ン 緩 衝 液 （ 10 mMト リ シ ン 、 50 mM KCl、 1.5 mM MgCl 2 、 0.001％
ゼ ラ チ ン 、 pH 8.4） に お い て Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ （ パ ー キ ン エ ル マ ー ） に よ っ て 再 増 幅
し た 。 再 増 幅 さ れ た cDNA断 片 を ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ っ て 分 析 し た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】

統 計 分 析 は 、 対 応 の な い 試 料 に 関 す る マ ン ・ ホ イ ト ニ ー U検 定 を 用 い て 行 っ た 。 変 数 間 の
比 例 関 係 は 、 単 純 な 直 線 回 帰 に よ っ て 決 定 し た 。 相 関 係 数 は 、 ス ペ ア マ ン 検 定 を 用 い る 順
位 相 関 に よ っ て 決 定 し た 。 ク ラ ス カ ル ・ ウ ォ リ ス の 検 定 お よ び フ ィ ッ シ ャ ー の PLSD検 定 を
用 い て 、 平 均 値 の 差 の 有 意 性 を 調 べ た 。 分 析 は 全 て 、 StatView（ 商 標 ） ソ フ ト ウ ェ ア パ ッ
ケ ー ジ （ ア バ カ ス コ ン セ プ ツ イ ン ク （ Abacus Concepts Inc.） ） を 用 い て 行 っ た 。 差 は 、
p値 が 0.05未 満 で あ る 場 合 に 有 意 で あ る と 見 な さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】

本 発 明 者 ら の こ れ ま で の 研 究 か ら 、 ペ リ オ ス チ ン 転 写 物 が 多 く の 癌 組 織 に お い て 検 出 可 能
で あ る が 、 悪 性 中 皮 腫 細 胞 株 JMNお よ び JMN1Bを 除 き 、 調 べ た 如 何 な る 癌 細 胞 株 に も 検 出 で
き な い こ と が 示 さ れ た [Behbehaniら （ 1982） Hum Pathol. 13(9)： 862～ 866； Demetriら （
1989） Blood、 74： 940～ 946]。 JMN1B細 胞 の 条 件 培 地 を 10倍 濃 縮 し て 、 こ の 濃 縮 物 と JMN1B
細 胞 溶 解 物 の 双 方 を ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ っ て 分 析 し た 。 ヒ ト ペ リ オ ス チ ン に 対 し て 産
生 さ れ た E17ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 調 製 物 は 、 ペ リ オ ス チ ン と β igH3の 双 方 に 結 合 す る 抗 体
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を 含 ん だ 。 E17ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト は 、 ペ リ オ ス チ ン と β igH3
が い ず れ も 細 胞 溶 解 物 よ り も JMN1B上 清 に お い て 量 が 多 い こ と を 明 ら か に し た 。 固 相 基 質
に 結 合 し た ペ リ オ ス チ ン に よ る ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 後 、 β igH3に 対 す る E17ポ リ ク ロ ー ナ ル
抗 体 の 結 合 能 は 消 失 し 、 ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 （ SDS-
PAGE） 上 で の 90 kDaの バ ン ド と し て 移 動 し た ペ リ オ ス チ ン と の 結 合 能 の み が 残 さ れ た 。 E1
7ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ペ リ オ ス チ ン を 免 疫 沈 降 し な か っ た が 、 5H8 mAbは 免 疫 沈 降 し た
。 こ の よ う に 、 ペ リ オ ス チ ン に 関 す る 「 サ ン ド イ ッ チ 」 ア ッ セ イ 法 に お い て 、 5H8モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 は 捕 獲 の た め に 用 い 、 ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 E17ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は ペ リ オ ス
チ ン を 検 出 す る た め に 用 い た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
JMN1B細 胞 を 、 細 胞 内 小 胞 輸 送 の 阻 害 剤 で あ る 1.5 μ Mモ ネ ン シ ン （ シ グ マ （ Sigma Co.）
、 ミ ズ ー リ 州 セ ン ト ル イ ス ） に よ っ て 処 置 し た 。 モ ネ ン シ ン を 細 胞 培 養 物 に 添 加 し た 5時
間 後 、 ペ リ オ ス チ ン は 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ っ て 細 胞 溶 解 物 で は 検 出 さ れ た が 、 培 養
培 地 に は 検 出 さ れ な か っ た 。 さ ら に 、 ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 E17抗 体 は 対 照 細 胞 の ゴ ル ジ を 染
色 し た 。 し か し 、 モ ネ ン シ ン 処 置 に よ っ て 細 胞 質 染 色 が 斑 点 状 と な っ た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
全 体 と し て 、 上 記 の 知 見 は ペ リ オ ス チ ン （ JMN1B細 胞 に よ っ て 発 現 さ れ る ） が 90 kDa分 泌
型 タ ン パ ク 質 で あ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】

ペ リ オ ス チ ン タ ン パ ク 質 は 、 上 記 の よ う に 免 疫 精 製 さ れ た E17抗 体 を 用 い て 免 疫 組 織 化 学
に よ っ て 検 出 す る こ と が で き た 。 浸 潤 性 乳 癌 細 胞 に お い て 強 い 染 色 を 認 め た が 、 周 辺 の 正
常 間 質 細 胞 は か す か に 染 色 さ れ た に 過 ぎ な か っ た 。 強 い 染 色 は 同 様 に 、 腫 瘍 の 中 心 領 域 と
は 対 照 的 に 乳 癌 の 進 行 辺 縁 部 に お い て も 認 め ら れ た 。 一 方 、 強 い 染 色 は 、 非 浸 潤 性 の 正 常
乳 腺 組 織 の 切 片 に は 検 出 さ れ な か っ た 。 ペ リ オ ス チ ン mRNAは 、 イ ン サ イ チ ュ ー RNAハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 検 出 で き た 。 ペ リ オ ス チ ン 遺 伝 子 の 高 い 発 現 は 、 乳 癌 周 辺 の 間
質 細 胞 に お い て 認 め た が 、 癌 細 胞 に は ほ と ん ど 発 現 を 認 め な か っ た 。 本 発 明 は 、 如 何 な る
特 定 の 作 用 機 序 に 限 定 さ れ な い が 、 腫 瘍 辺 縁 部 の 間 質 細 胞 の 薄 い 層 が ペ リ オ ス チ ン を 分 泌
し て 、 こ れ が 腫 瘍 細 胞 の 表 面 に 結 合 す る 可 能 性 が あ る よ う に 思 わ れ る 。 本 来 、 腫 瘍 細 胞 は
、 お そ ら く 腫 瘍 の 辺 縁 部 の 間 質 細 胞 よ り 低 い レ ベ ル で ペ リ オ ス チ ン を 産 生 す る 可 能 性 が あ
る 。 正 常 な 乳 腺 組 織 切 片 に は シ グ ナ ル を 認 め な か っ た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】

調 べ た 乳 癌 患 者 58人 の 臨 床 お よ び 病 理 学 的 特 徴 を 表 1に 示 す 。 こ れ ら に は 、 II期 7人 、 III
期 15人 、 お よ び IV期 36人 が 含 ま れ た 。 年 齢 の 中 央 値 は 44.5歳 （ 31～ 63歳 ） で あ っ た 。 IV期
患 者 36人 に お い て 、 15人 （ 42％ ） が 転 移 部 位 1個 で あ る と 診 断 さ れ 、 21人 （ 58％ ） が 2個 よ
り 多 い 転 移 部 位 を 有 し た 。 患 者 40人 の サ ブ セ ッ ト （ 様 々 な 進 行 期 ） に お い て 、 24人 （ 60％
） の 腫 瘍 が エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 陽 性 で あ っ た 。 患 者 38人 の サ ブ セ ッ ト に お い て 、 24人 （ 63
％ ） の 腫 瘍 が プ ロ ゲ ス テ ロ ン 受 容 体 陽 性 で あ っ た 。 患 者 40人 の サ ブ セ ッ ト に お い て 、 29人
（ 72.5％ ） が 閉 経 前 で あ り 、 11人 （ 27.5％ ） が 閉 経 後 で あ っ た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
（ 表 １ ） 　 乳 癌 患 者 58人 の 臨 床 病 理 学 的 デ ー タ
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*  患 者 58人 全 員 に 関 す る 年 齢 と ペ リ オ ス チ ン レ ベ ル の 相 関
NS、 有 意 差 な し ； ER、 エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 ； PR、 プ ロ ゲ ス テ ロ ン 受 容 体 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
肺 小 細 胞 癌 患 者 44人 の 臨 床 お よ び 病 理 学 的 特 徴 を 表 2に 示 す 。 こ の 群 の 患 者 に は 、 III期 32
例 お よ び IV期 12例 が 含 ま れ た 。 年 齢 の 中 央 値 は 51歳 （ 範 囲 26～ 62歳 ） で あ っ た 。 IV期 患 者
12人 に お い て 、 5人 は 転 移 部 位 1個 を 有 し 、 7人 は 、 2個 よ り 多 い 転 移 部 位 を 有 す る と 診 断 さ
れ た （ 表 2） 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
（ 表 ２ ） 　 肺 小 細 胞 癌 患 者 44人 の 臨 床 病 理 学 的 デ ー タ
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*  こ の パ ラ メ ー タ に 関 し て モ ニ タ ー し た 患 者 全 員 に 関 す る ペ リ オ ス チ ン レ ベ ル と の 相 関
NS、 有 意 差 な し ； LDH、 乳 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ ； CEA、 癌 胎 児 抗 原
【 ０ ０ ９ １ 】
乳 癌 患 者 に お け る 血 清 中 ペ リ オ ス チ ン の 平 均 値 は 以 下 の 通 り で あ っ た ： II期 、 56.1± 14.3
 ng/ml； III期 、 28.0± 4.7 ng/ml； お よ び IV期 、 85.3± 20.5 ng/ml（ 表 1） 。 正 常 な 健 康
ボ ラ ン テ ィ ア （ n＝ 20） で は 、 平 均 血 清 中 ペ リ オ ス チ ン レ ベ ル 38.5± 5.8 ng/mlを 認 め た 。
こ れ ら の 群 で は 血 清 中 ペ リ オ ス チ ン レ ベ ル に 有 意 差 を 認 め な か っ た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
確 立 さ れ た 予 後 因 子 に 従 っ て 、 患 者 の 群 を さ ら に 階 層 化 し た 。 血 清 中 ペ リ オ ス チ ン レ ベ ル
は 、 骨 転 移 の 証 拠 を 有 し な い 患 者 （ 55.0± 16.6 ng/ml； p＝ 0.04） と 比 較 し て 骨 転 移 を 有
す る 乳 癌 患 者 （ 89.3± 21.8 ng/ml） で は 上 昇 し た （ 表 1） 。 し か し 、 エ ス ト ロ ゲ ン ま た は
プ ロ ゲ ス テ ロ ン 受 容 体 状 態 （ そ れ ぞ れ 、 p＝ 0.8359お よ び 0.9758） 、 腫 瘍 進 行 期 （ p＝ 0.18
90） 、 閉 経 状 態 （ p＝ 0.4309） 、 単 数 対 複 数 の 転 移 部 位 （ p＝ 0.2546） 、 リ ン パ 節 転 移 の 存
在 （ p＝ 0.5471） 、 ま た は 原 発 腫 瘍 の 大 き さ （ T） の 状 態 （ T1-T4） に 従 う 血 清 中 ペ リ オ ス
チ ン レ ベ ル に は 有 意 差 を 示 さ な か っ た 。 T1肺 腫 瘍 は 、 そ の 最 大 の 寸 法 が 3.0 cmま た は そ れ
未 満 で あ り 、 肺 ま た は 臓 側 胸 膜 に よ っ て 取 り 囲 ま れ 、 気 管 支 鏡 で 葉 気 管 支 に 対 し て 近 位 の
浸 潤 の 証 拠 を 認 め な い 。 T2肺 腫 瘍 は 、 そ の 最 大 寸 法 が 3.0 cmよ り 大 き く 、 臓 側 胸 膜 に 浸 潤
し て い る か 、 ま た は 肺 門 領 域 に 伸 び る 肺 拡 張 不 全 ま た は 閉 塞 性 肺 炎 に 関 連 し て い る 任 意 の
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大 き さ の 肺 腫 瘍 で あ る 。 気 管 支 鏡 で は 、 証 明 可 能 な 腫 瘍 の 近 位 の 程 度 は 、 葉 気 管 支 内 ま た
は 気 管 竜 骨 に 対 し て 少 な く と も 2.0 cm遠 位 で な け れ ば な ら な い 。 任 意 の 関 連 す る 肺 拡 張 不
全 ま た は 閉 塞 性 肺 炎 も 肺 全 体 に 及 ん で は な ら な い 。 T3肺 腫 瘍 は 、 （ a） 心 臓 、 大 血 管 、 気
管 、 食 道 、 も し く は 椎 体 を 含 ま な い 、 胸 壁 （ 上 肺 溝 腫 瘍 を 含 む ） 、 横 隔 膜 、 縦 隔 胸 膜 、 も
し く は 心 膜 に 直 接 伸 長 す る 任 意 の 大 き さ の 腫 瘍 、 ま た は （ b） 気 管 竜 骨 を 含 ま な い 気 管 竜
骨 の 2 cm内 部 で の 主 要 な 気 管 支 に お け る 腫 瘍 、 ま た は 肺 全 体 の 肺 拡 張 不 全 も し く は 閉 塞 性
肺 炎 に 関 連 し た 腫 瘍 で あ る 。 T4肺 腫 瘍 は 、 縦 隔 胸 膜 の 浸 潤 を 認 め 、 肺 、 大 血 管 、 気 管 、 食
道 、 椎 体 、 も し く は 気 管 竜 骨 に 及 ぶ 、 悪 性 胸 膜 も し く は 心 膜 浸 出 液 が 存 在 す る 、 ま た は 同
側 の 原 発 腫 瘍 の 肺 葉 内 で 孤 立 性 腫 瘍 結 節 を 有 す る 任 意 の 大 き さ の 腫 瘍 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
調 べ た 患 者 の 母 集 団 の 大 き さ は 限 ら れ て い た が 、 HER-2陽 性 （ n＝ 4） 対 HER-2陰 性 （ n＝ 8）
患 者 （ p＝ 0.3958） に お け る ペ リ オ ス チ ン レ ベ ル に 有 意 差 を 認 め な か っ た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
肺 小 細 胞 癌 患 者 に お け る 血 清 中 ペ リ オ ス チ ン レ ベ ル の 平 均 値 は 、 III期 に 関 し て 84.9± 13.
5 ng/ml、 IV期 患 者 に 関 し て 55.7± 17.0 ng/mlで あ っ た （ 表 2） 。 疾 患 の 進 行 期 の あ い だ に
、 ま た は 患 者 と 正 常 対 照 と の あ い だ に 有 意 差 を 認 め な か っ た 。 し か し 、 異 な る T状 態 （ 腫
瘍 サ イ ズ の 状 態 ） お よ び N-状 態 （ リ ン パ 節 転 移 の 状 態 ） の 患 者 に お い て 血 清 中 ペ リ オ ス チ
ン レ ベ ル に 有 意 差 を 認 め た 。 血 清 中 ペ リ オ ス チ ン レ ベ ル は 、 T4患 者 で は （ 126.5± 29.7 ng
/ml） 、 T2（ 64.9± 16.1 ng/ml、 p＝ 0.03） お よ び T1（ 36.3± 7.5 ng/ml、 p＝ 0.01） と 比 較
し て 上 昇 し て い た 。 N3状 態 の 患 者 （ 108.7± 17.3 ng/ml） で は 血 清 中 ペ リ オ ス チ ン レ ベ ル
の 差 は 、 N2状 態 の 患 者 （ 49.7± 10.9 ng/ml、 p＝ 0.01） と は 有 意 に 異 な っ た 。 血 清 中 ペ リ
オ ス チ ン レ ベ ル は 、 骨 転 移 の 証 拠 を 有 し な い 患 者 （ 75.6± 12.7 ng/ml） と 比 較 し て 、 骨 転
移 を 有 す る 肺 癌 患 者 （ 88.6± 23.9 ng/ml） に お い て 差 が な か っ た 。 同 様 に 、 性 別 （ p＝ 0.3
349） 、 動 作 状 況 （ 身 体 活 動 を 行 う 能 力 ） （ PS 0-2） 、 ま た は 転 移 部 位 1個 対 2個 ま た は そ
れ 以 上 の 転 移 部 位 （ p＝ 0.4649） の よ う な パ ラ メ ー タ に 従 う 血 清 中 ペ リ オ ス チ ン レ ベ ル に
有 意 差 を 認 め な か っ た 。 ペ リ オ ス チ ン レ ベ ル は 、 乳 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ LDH） ま た は 癌
胎 児 抗 原 （ CEA） の い ず れ の レ ベ ル と も 相 関 し な か っ た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】

ペ リ オ ス チ ン mRNAは 、 ヒ ト 肺 、 腎 臓 お よ び 胎 盤 か ら の RNAに お い て RT-PCRに よ っ て 検 出 さ
れ た 。 し か し 、 ヒ ト 心 臓 、 肝 臓 、 脳 、 お よ び 骨 格 筋 か ら の RNAに は 検 出 さ れ な か っ た 。 肺
、 腎 臓 、 お よ び 胎 盤 か ら の RT-PCR産 物 の DNA配 列 は 、 骨 肉 腫 か ら ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 産 物
（ OSF-2） と は 異 な る ヒ ト ペ リ オ ス チ ン cDNAの 型 で あ る こ と が 判 明 し た [Takeshitaら （ 199
3） 、 Biochem. J. 294： 271～ 278]。 OSF-2を コ ー ド す る cDNAの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番
号 ： 1） を 図 1Aに 示 し 、 OSF-2の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： 2） を 図 1Bに 示 す 。 OSF-2 cDNA
と 比 較 し て 、 胎 盤 お よ び 肺 か ら ク ロ ー ニ ン グ し た ペ リ オ ス チ ン cDNAは 、 残 基 2009～ 2179位
（ 171塩 基 対 、 ア ミ ノ 酸 57個 ） お よ び 残 基 2360～ 2443位 （ 84塩 基 対 、 ア ミ ノ 酸 28個 ） に お
い て そ れ ぞ れ 2つ の 欠 失 を 有 し た 。 ペ リ オ ス チ ン の こ の ス プ ラ イ ス 変 種 （ ペ リ オ ス チ ン Lと
命 名 ） を コ ー ド す る cDNAの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： 3） を 図 2Aに 示 し 、 ペ リ オ ス チ
ン Lの ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： 4） を 図 2Bに 示 す 。 ペ リ オ ス チ ン Lの 成 熟 型 （ す な わ ち 、
配 列 番 号 ： 3の ヌ ク レ オ チ ド 1～ 63位 を 欠 損 す る ） を コ ー ド す る cDNAの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を
、 配 列 番 号 ： 5と 呼 び 、 成 熟 ペ リ オ ス チ ン Lの ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 ： 6と 呼 ぶ 。 配 列 番
号 ： 3の ヌ ク レ オ チ ド 2220位 （ お よ び 配 列 番 号 ： 5の 対 応 す る ヌ ク レ オ チ ド ） は 、 T残 基 よ
り む し ろ A残 基 と な り う る こ と に 注 目 さ れ る 。 腎 臓 か ら ク ロ ー ニ ン グ し た ペ リ オ ス チ ン cDN
Aは 、 残 基 2009～ 2179位 （ 171塩 基 対 、 ア ミ ノ 酸 57個 ） で 欠 失 一 つ の み を 有 す る 。 ペ リ オ ス
チ ン の こ の ス プ ラ イ ス 変 種 （ ペ リ オ ス チ ン K） を コ ー ド す る cDNAの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配
列 番 号 ： 7） を 図 3Aに 示 し 、 ペ リ オ ス チ ン Kの ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： 8） を 図 3Bに 示 す
。 ペ リ オ ス チ ン Kの 成 熟 型 （ す な わ ち 、 配 列 番 号 ： 7の ヌ ク レ オ チ ド 1～ 63位 を 欠 損 す る ）
を コ ー ド す る cDNAの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 配 列 番 号 ： 9と 呼 び 、 成 熟 ペ リ オ ス チ ン Kの ア ミ ノ
酸 配 列 を 配 列 番 号 ： 10と 呼 ぶ 。 配 列 番 号 ： 7の ヌ ク レ オ チ ド 2304位 （ お よ び 配 列 番 号 ： 9の
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実 施 例 5． 正 常 ヒ ト 組 織 に お け る ペ リ オ ス チ ン mRNAの 発 現



対 応 す る ヌ ク レ オ チ ド ） は 、 T残 基 よ り む し ろ A残 基 と な り う る こ と に 注 目 さ れ る 。 上 記 の
欠 失 は 全 て イ ン フ レ ー ム 欠 失 で あ る 。 胎 盤 お よ び 肺 か ら の ペ リ オ ス チ ン ク ロ ー ン は 、 細 胞
の 細 胞 外 マ ト リ ク ス と の 結 合 に 関 与 し う る α ヘ リ ッ ク ス 部 位 （ 残 基 2403～ 2466位 ） の 一 部
を 欠 損 し た 。 イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン か ら 、 ペ リ オ ス チ ン mRNAが 正 常 な 胎
盤 組 織 の 間 質 に 存 在 す る こ と が 判 明 し た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】

子 癇 前 症 の 女 性 お よ び 正 常 な 妊 娠 女 性 の 試 験 母 集 団 の 臨 床 特 徴 を 表 3に 示 す 。 群 の あ い だ
で 妊 娠 前 体 重 、 ヘ マ ト ク リ ッ ト 、 ま た は 出 産 時 の 胎 盤 重 量 に 有 意 差 を 認 め な か っ た 。 本 試
験 に お い て 用 い ら れ る 分 類 基 準 に よ っ て 必 要 と さ れ る よ う に 、 子 癇 前 症 の 群 と 正 常 な 妊 娠
群 と の あ い だ の 有 意 差 は 、 収 縮 期 圧 お よ び 拡 張 期 圧 の 双 方 に つ い て 認 め ら れ た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
年 齢 の 有 意 差 を 群 の あ い だ に 認 め た 。 子 癇 前 症 群 で は 出 産 時 の 平 均 年 齢 は 29.8± 1.2歳 で
あ っ た の に 対 し 、 正 常 妊 娠 群 で は 22.8± 0.7歳 で あ っ た 。 し か し 、 い ず れ の 群 に お い て も
母 親 の ペ リ オ ス チ ン レ ベ ル と 出 産 時 の 年 齢 と の あ い だ に 有 意 な 相 関 を 認 め な か っ た 。 子 癇
前 症 の 女 性 の 乳 児 （ 2240.1± 183.9 g） と 正 常 な 妊 娠 女 性 の 乳 児 （ 3413.3± 78.7 g） の 出
生 時 体 重 の 平 均 値 に は 統 計 学 的 に 有 意 差 を 認 め た 。 し か し 、 母 親 の ペ リ オ ス チ ン レ ベ ル と
乳 児 の 体 重 の あ い だ に は 有 意 な 相 関 を 認 め な か っ た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
妊 娠 満 期 時 の 血 清 中 ペ リ オ ス チ ン 濃 度 は 、 子 癇 前 症 の 患 者 （ 311.8± 56.3 ng/ml） で は 、
正 常 な 妊 娠 女 性 （ 218.8± 37.3 ng/ml） と 比 較 し て 上 昇 し た 。 正 常 な 健 康 な 非 妊 娠 ボ ラ ン
テ ィ ア （ n＝ 20） に 関 す る 血 清 中 ペ リ オ ス チ ン 濃 度 の 平 均 値 は 、 こ れ ま で に 38.5± 6.1 ng/
mlで あ る こ と が 判 明 し て い る 。 第 1ト リ メ ス タ ー で の 妊 娠 ボ ラ ン テ ィ ア （ n＝ 58） の ペ リ オ
ス チ ン 濃 度 は 77.5± 13.7 ng/mlで あ っ た 。 こ の よ う に 、 満 期 時 の 子 癇 前 症 の 患 者 お よ び 正
常 妊 娠 女 性 に お け る 血 清 中 ペ リ オ ス チ ン 濃 度 は 、 非 妊 娠 （ p＝ 0.0001） お よ び 第 1ト リ メ ス
タ ー 妊 娠 被 験 者 （ p＝ 0.01） と 比 較 し て 上 昇 し て い た 。 初 期 の 妊 娠 お よ び 非 妊 娠 女 性 に お
け る 濃 度 は 、 統 計 学 的 な 差 は な か っ た 。 他 の 要 因 も 同 様 に 決 定 し た （ 表 3） 。 血 清 中 の TGF
-β 1レ ベ ル は 、 子 癇 前 症 の 患 者 （ 8.0± 0.3 ng/ml） で は 、 血 圧 が 正 常 な 妊 娠 女 性 （ 7.2± 0
.3 ng/ml、 p＝ 0.0406） よ り 高 か っ た 。 し か し 、 TGF-β 1濃 度 は 、 ペ リ オ ス チ ン 濃 度 （ r＝ 0
.03、 p＝ 0.82） と 相 関 し な か っ た 。 血 清 中 の VCAM-1濃 度 （ 1.74± 0.12 mg/ml対 1.28± 0.07
 mg/ml、 p＝ 0.0018） お よ び E-セ レ ク チ ン （ 50.4± 4.3 ng/ml対 32.0± 3.6 ng/ml、 p＝ 0.00
07） は 、 血 圧 が 正 常 な 妊 娠 女 性 と 比 較 し て 子 癇 前 症 の 患 者 で は 有 意 に 上 昇 し た 。 そ れ ら の
レ ベ ル も 同 様 に 血 清 中 ペ リ オ ス チ ン レ ベ ル と は 相 関 し な か っ た 。 子 癇 前 症 の 患 者 の 血 清 中
の イ ン タ ー ロ イ キ ン 6の レ ベ ル （ 0.86± 0.17 ng/ml） は 、 正 常 な 妊 娠 女 性 （ 1.33± 0.20 ng
/ml） よ り 低 か っ た が 、 差 は 選 択 し た 有 意 水 準 に 達 し な か っ た 。 イ ン タ ー ロ イ キ ン 6濃 度 と
ペ リ オ ス チ ン 濃 度 は 相 関 し な か っ た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
（ 表 ３ ） 　 子 癇 前 症 の 患 者 30人 と 正 常 血 圧 の 妊 娠 女 性 30人 に 関 す る 臨 床 病 理 学 デ ー タ
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実 施 例 6． 子 癇 前 症 の 患 者 に お け る 血 清 中 ペ リ オ ス チ ン レ ベ ル



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ０ 】

TCG1 mRNAは 、 パ リ ン ド ロ ー ム PCR cDNAデ ィ ス プ レ イ 技 術 を 用 い て 、 ヒ ト 結 腸 癌 に お い て
過 剰 発 現 さ れ て い る も の と し て 当 初 同 定 さ れ た 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 ヒ ト 結 腸 癌 組 織 お よ
び 同 じ 患 者 か ら の 隣 接 す る 正 常 結 腸 組 織 か ら の 対 応 の あ る mRNA調 製 物 を 逆 転 写 し て 、 得 ら
れ た cDNAを パ リ ン ド ロ ー ム PCRに よ っ て 増 幅 し た 。 増 幅 さ れ た PCR cDNA断 片 （ 3 5 S-標 識 ）
を ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 電 気 泳 動 ゲ ル 上 で 分 離 し た 。 腫 瘍 お よ び 正 常 組 織 の cDNAパ タ ー ン は
類 似 で あ っ た が 、 発 現 さ れ た 一 つ の cDNA断 片 は 腫 瘍 組 織 に お い て 顕 著 で あ る が 隣 接 す る 正
常 組 織 で は 顕 著 で な い と 同 定 さ れ た 。 こ の cDNA断 片 を ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル か ら 回 収 し
て 、 cDNAデ ィ ス プ レ イ に 用 い た も の と 同 じ プ ラ イ マ ー （ PP12） を 用 い て 再 増 幅 し た 。 再 増
幅 さ れ た cDNA断 片 を PCR2.1 TAク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー （ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 、 グ ロ ニ ン ゲ ン
、 ド イ ツ ） に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 分 析 か ら 、 こ の 断 片 が 二 本 鎖 cDNAの 双
方 の 5'末 端 で 同 じ PP12プ ラ イ マ ー を 有 す る 636bpを 含 む こ と が 判 明 し た 。
【 ０ １ ０ １ 】
636bp TCG1断 片 を プ ロ ー ブ と し て ヒ ト 結 腸 癌 由 来 cDNAラ イ ブ ラ リ （ ラ ム ダ ZAP II） を ス ク
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実 施 例 7． ヒ ト 結 腸 癌 か ら の TCG1 cDNAの 単 離



リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 、 完 全 長 の cDNAを 得 た 。 完 全 長 の ク ロ ー ン は 、 予 想 分 子 量 85
 kDaで ア ミ ノ 酸 771個 の 配 列 を コ ー ド す る 2313bpの オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 有 す
る こ と が 判 明 し た 。 TCG1を コ ー ド す る cDNAの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： 11） を 図 4Aに
示 し 、 TCG1の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： 12） を 図 4Bに 示 す 。 TCG1 cDNAは 、 OSF-2 cDNA（
配 列 番 号 ： 1） の ヌ ク レ オ チ ド 2009～ 2089位 お よ び 2349～ 2432位 を 欠 損 す る 。 さ ら に 、 OSF
-2 cDNAは 、 2472～ 2477位 で A残 基 6個 を 有 す る が 、 TCG1 cDNAは 、 対 応 す る 小 配 列 に お い て
A残 基 7個 を 有 す る 。 こ の よ う に 、 TCG1タ ン パ ク 質 は 、 （ 1） 配 列 番 号 ： 2の ア ミ ノ 酸 670～ 7
26番 目 を 欠 損 し て 、 こ の 小 配 列 の 代 わ り に ア ル ギ ニ ン 残 基 を 有 す る （ 配 列 番 号 ： 1の ヌ ク
レ オ チ ド 2009～ 2089位 の 欠 失 に よ り ） ； （ 2） 配 列 番 号 ： 2の ア ミ ノ 酸 783～ 810番 目 を 欠 損
す る （ 配 列 番 号 ： 1の ヌ ク レ オ チ ド 2349～ 2432位 の 欠 失 に よ り ） ； お よ び （ 3） 配 列 番 号 ：
2の ア ミ ノ 酸 残 基 823～ 836番 目 を ア ミ ノ 酸 配 列 SSRI（ 配 列 番 号 ： 18） に 置 換 す る （ TCG1 cD
NA配 列 に お け る 余 分 の A残 基 に よ り 、 フ レ ー ム シ フ ト お よ び 未 成 熟 な 停 止 コ ド ン が 起 こ る
） 。 さ ら に 、 TCG1コ ー ド 領 域 （ 配 列 番 号 ： 11） の 最 後 の コ ド ン の 最 初 の ヌ ク レ オ チ ド は 、
Aで は な く て Tと な り う る 。 こ の 場 合 、 TCG1の 最 後 の ア ミ ノ 酸 は Iで は な く て Fで あ る 。 ア ミ
ノ 酸 配 列 分 析 に よ り 、 TCG1が N末 端 シ グ ナ ル ペ プ チ ド （ SP） ま た は 分 泌 リ ー ダ ー 配 列 の 後
に シ ス テ イ ン リ ッ チ ド メ イ ン （ CRD） 、 内 部 相 同 反 復 4個 （ そ れ ぞ れ 、 長 さ が ア ミ ノ 酸 約 13
5個 ） 、 お よ び 疎 水 性 C末 端 ド メ イ ン を 含 む こ と が 判 明 し た （ 図 5） 。 ペ リ オ ス チ ン 変 種 に
よ っ て 不 均 一 性 が 起 こ る の は 疎 水 性 C末 端 ド メ イ ン に お い て で あ る 。 一 つ の ケ モ カ イ ン Bフ
ァ ミ リ ー の モ チ ー フ （ C-C） が 、 ア ミ ノ 酸 残 基 79～ 80番 目 の シ ス テ イ ン リ ッ チ ド メ イ ン に
お い て 認 め ら れ た 。 タ ン パ ク 質 は 、 ア ミ ノ 酸 残 基 599～ 601番 目 に 予 想 さ れ る N結 合 グ リ コ
シ ル 化 （ NDT） 部 位 を 1個 有 す る 。 N末 端 で の シ グ ナ ル ペ プ チ ド お よ び 膜 貫 通 ド メ イ ン が な
い こ と か ら 、 こ れ が 分 泌 型 タ ン パ ク 質 で あ る こ と が 示 唆 さ れ る 。 TCG1を 発 現 す る 細 胞 の 培
養 培 地 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 か ら 、 こ れ が 実 際 に 分 泌 型 タ ン パ ク 質 で あ る こ と が 確 認
さ れ た 。 成 熟 TCG1（ す な わ ち 、 配 列 番 号 ： 11の ヌ ク レ オ チ ド 1～ 63位 を 欠 損 す る ） を コ ー
ド す る cDNAの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 配 列 番 号 ： 13と 呼 び 、 成 熟 TCG1を 配 列 番 号 ： 14と 呼 ぶ 。
【 ０ １ ０ ２ 】
予 想 ア ミ ノ 酸 配 列 に 関 す る デ ー タ ベ ー ス 検 索 に よ り 、 こ れ が 、 MEC-3T3骨 芽 細 胞 か ら サ ブ
ト ラ ク テ ィ ブ ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 同 定 さ れ た マ ウ ス OSF-2の ヒ ト 相 同 体 の ス プ ラ イ ス
変 種 で あ る こ と が 判 明 し た [Takeshitaら （ 1993） 、 Biochem. J. 294： 271～ 278]。 ノ ザ ン
ブ ロ ッ ト 分 析 か ら 、 こ の タ ン パ ク 質 が 骨 芽 細 胞 特 異 的 で は な い こ と が 判 明 し た 。 OSF-2と
骨 芽 細 胞 特 異 的 転 写 因 子 OSF2/Cbfa1と の 混 同 を 避 け る た め に 、 タ ン パ ク 質 を TCG1と 命 名 し
た （ TGF-α お よ び TGF-β 調 節 お よ び 癌 関 連 遺 伝 子 1） 。 詳 し い 分 析 に よ り 、 TCG1が 、 ヒ ト
肺 癌 A5409細 胞 か ら 最 初 に 同 定 さ れ た TGF-β 誘 導 遺 伝 子 で あ る β igH3と 有 意 な 構 造 お よ び
配 列 相 同 性 を 有 す る こ と が 示 さ れ た [Skonierら （ 1992） 、 DNA Cell Biol. 11： 511～ 522]
。 TCG1は 、 ア ミ ノ 酸 レ ベ ル で β igH3と 45.2％ 同 一 性 ま た は 82.9％ 類 似 性 を 有 す る （ DNAス
タ ー ア ル ゴ リ ズ ム ； ウ ィ ス コ ン シ ン 州 マ デ ィ ソ ン ） 。 し か し 、 TCG1は 、 C末 端 で さ ら な る
親 水 性 ド メ イ ン を 含 む 。 さ ら に 、 β igH3タ ン パ ク 質 は C末 端 で 、 TCG1に は 含 ま れ な い RGD配
列 を 含 む [Skonierら （ 1992） 、 DNA Cell Biol. 11： 511～ 522]。 TCG1と β igH3と の ア ミ ノ
酸 配 列 が 相 同 で あ っ て 、 構 造 的 に 類 似 で あ る こ と は 、 そ れ ら の 機 能 が 類 似 で あ る こ と を 示
し て い る 。 し か し 、 C末 端 で の ア ミ ノ 酸 配 列 が 多 様 で あ る こ と は 、 2つ の タ ン パ ク 質 間 の 機
能 的 な 差 を 反 映 す る 可 能 性 が あ る 。 実 際 に 、 様 々 な 細 胞 株 に お け る TCG1お よ び β igH3の 発
現 パ タ ー ン は 非 常 に 異 な っ て い る 。 さ ら に 、 増 殖 因 子 に よ る そ れ ら の 発 現 の 調 節 が 異 な る
。 興 味 深 い こ と に 、 TCG1お よ び β igH3は い ず れ も 、 キ リ ギ リ ス お よ び シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ か
ら の フ ァ シ ク リ ン Iと 有 意 な 相 同 性 を 有 す る [Bastianiら （ 1987） 、 Cell 48： 745～ 755； Z
innら （ 1988） 、 Cell 53： 577～ 587]。 フ ァ シ ク リ ン Iは 、 昆 虫 の 胚 に お い て 神 経 系 発 達 の
際 の 成 長 円 錘 の 誘 導 に 関 係 す る 外 因 性 の 膜 糖 タ ン パ ク 質 で あ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】

ヒ ト 原 発 性 結 腸 腫 瘍 組 織 （ T） お よ び そ の 隣 接 す る 正 常 結 腸 組 織 （ N） か ら 個 々 に 単 離 し た
全 RNA試 料 27対 を 、 3 2 P-標 識 TCG1プ ロ ー ブ に よ る ノ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ っ て 調 べ た 。 マ
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実 施 例 8． ヒ ト 結 腸 癌 お よ び 乳 癌 に お け る TCG1の 過 剰 発 現



ッ チ し た 対 27組 中 24組 に お い て 、 TCG1 mRNA発 現 レ ベ ル は 、 隣 接 す る 正 常 結 腸 組 織 よ り 腫
瘍 組 織 に お い て か な り 大 き か っ た 。 発 現 パ タ ー ン の 詳 し い 分 析 か ら 、 27例 に お け る TCG1 m
RNAの T/N比 （ 腫 瘍 ／ 正 常 比 ） が 3.8～ 42の 範 囲 で あ る こ と が 示 さ れ た 。 T/N比 の 平 均 値 は 16
.5で あ っ た 。 TCG1 mRNAの T/N比 と 結 腸 癌 の 疾 患 進 行 期 と の あ い だ の 相 関 の 可 能 性 を 調 べ る
た め に 、 T/N比 を 疾 患 の 進 行 期 に 対 し て プ ロ ッ ト し た 。 デ ー タ は 、 TCG1 mRNA発 現 の よ り 高
い T/N比 と 疾 患 の 後 期 段 階 と の 相 関 を 示 さ な か っ た 。 し か し 、 再 発 性 の 結 腸 癌 5例 全 て に お
い て 、 T/N比 は 、 平 均 値 よ り 有 意 に 高 か っ た 。 こ れ ら の 5例 に お け る T/N比 は 、 22.4～ 42の
範 囲 で あ っ た （ 平 均 値 ＝ 29.6） 。 こ の 結 果 は 、 腫 瘍 細 胞 に お け る TCG1 mRNAの 高 レ ベ ル 発
現 が 腫 瘍 の 再 発 に 関 連 し て い る こ と を 示 唆 し た 。 腫 瘍 再 発 率 が 高 頻 度 で あ る こ と は 、 通 常
、 関 連 す る 癌 細 胞 の 腫 瘍 形 成 性 が よ り 強 い こ と を 示 し て い る 。 悪 性 結 腸 癌 は し ば し ば 肝 臓
に 転 移 す る 。 こ れ ら の 転 移 性 結 腸 腫 瘍 に お け る TCG1 mRNAの 発 現 パ タ ー ン を 調 べ る た め に
、 転 移 性 結 腸 癌 と そ の 隣 接 す る 正 常 肝 臓 組 織 か ら の 総 RNA試 料 6対 を 、 TCG1 cDNAプ ロ ー ブ
に よ る ノ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ っ て 調 べ た 。 TCG1 mRNAレ ベ ル は 、 6例 全 て に お い て 、 隣 接
す る 正 常 肝 組 織 よ り 転 移 性 腫 瘍 に お い て か な り 大 き か っ た 。 実 際 に 、 TCG1 mRNAは 、 調 べ
た 6例 中 5例 に お い て 正 常 肝 組 織 に お い て 検 出 で き な か っ た 。
【 ０ １ ０ ４ 】

肺 癌 患 者 116人 （ 肺 小 細 胞 癌 、 肺 の 非 小 細 胞 癌 、 扁 平 上 皮 癌 、 お よ び 大 細 胞 癌 ） の 血 清 中
ペ リ オ ス チ ン レ ベ ル を 、 上 記 の よ う に 化 学 発 光 ア ッ セ イ 法 の 改 変 版 を 用 い て 測 定 し た 。 上
記 の ア ッ セ イ 法 の よ う に 、 5H8モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 「 捕 獲 」 抗 体 と し て 用 い た 。 し か し
、 対 照 的 に 8H11モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ E17ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で は な く ） を 、 「 検 出 」 抗
体 と し て 用 い た 。 検 出 抗 体 と し て E17ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 行 っ た 乳 癌 試 験 に お い
て 、 正 常 被 験 者 20人 の 群 の 血 清 中 ペ リ オ ス チ ン レ ベ ル の 平 均 値 は 38.5± 5.8 ng/mlを 認 め
た 。 一 方 、 肺 癌 患 者 に 対 す る 試 験 に お い て 検 出 抗 体 と し て 8H11モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い
る と 、 患 者 の 76％ か ら の 血 清 が 、 ア ッ セ イ 緩 衝 液 （ 血 清 試 料 の 代 わ り に ） を 加 え た ア ッ セ
イ ウ ェ ル に つ い て 認 め ら れ た 値 と 有 意 差 が な い 化 学 発 光 値 を 生 じ た 。 こ の よ う に 、 検 出 抗
体 と し て 8H11モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い る ア ッ セ イ 法 に お い て 測 定 し た よ う に 、 ペ リ オ ス
チ ン の 「 正 常 な 」 血 清 中 レ ベ ル は 、 本 質 的 に 0で あ っ た 。 重 要 な こ と に 、 こ の ア ッ セ イ 法
は 、 2 ng/mlの 血 清 中 ペ リ オ ス チ ン レ ベ ル を 検 出 す る た め に 十 分 な 感 度 で あ っ た （ 下 記 の
表 4に お け る 16番 の 患 者 を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ １ ０ ５ 】
調 べ た 肺 癌 患 者 116人 に お い て 、 28人 （ 24％ ） の 血 清 中 ペ リ オ ス チ ン レ ベ ル が 有 意 に 増 加
し た 。 こ れ ら の 患 者 28人 に お い て 検 出 さ れ た 血 清 中 ペ リ オ ス チ ン レ ベ ル を 表 4に 示 す 。 患
者 116人 中 、 6人 （ 5％ ） の 血 清 中 ペ リ オ ス チ ン レ ベ ル は 1,000 ng/mlよ り 大 き く 、 22人 （ 19
％ ） の 血 清 中 ペ リ オ ス チ ン レ ベ ル は 1 ng/ml～ 400 ng/mlの あ い だ で あ っ た 。 特 に 、 1,000 
ng/mlよ り 高 い 血 清 中 ペ リ オ ス チ ン レ ベ ル を 示 し た 患 者 は 全 員 初 回 試 験 の 1年 以 内 に 死 亡 し
た 。 対 照 的 に 、 1 ng/ml～ 400 ng/mlの 範 囲 の 血 清 中 ペ リ オ ス チ ン レ ベ ル を 示 し た 患 者 は 、
そ の 少 な く と も 10人 を 、 原 稿 を 書 い て い る 前 に 1年 以 上 調 べ 、 原 稿 を 書 い て い る あ い だ モ
ニ タ ー を 継 続 し た 。
【 ０ １ ０ ６ 】
（ 表 ４ ） 　 肺 癌 患 者 28人 に お け る 血 清 中 ペ リ オ ス チ ン レ ベ ル
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【 ０ １ ０ ７ 】
こ れ ら の デ ー タ は 、 体 液 （ 例 え ば 、 血 液 ま た は 尿 ） 中 の ペ リ オ ス チ ン レ ベ ル が 肺 癌 の 有 用
な マ ー カ ー と な り う る こ と 、 そ し て 高 い 血 清 中 ペ リ オ ス チ ン レ ベ ル （ 例 え ば 、 1,000 ng/m
lを 超 え る ） は 、 肺 癌 患 者 の 予 後 が 不 良 で あ る こ と の 指 標 と な る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
本 発 明 に 関 し て 多 く の 態 様 を 説 明 し て き た 。 そ れ に も か か わ ら ず 、 様 々 な 改 変 を 行 っ て も
よ く 、 そ れ ら も 本 発 明 の 趣 旨 お よ び 範 囲 に 入 る と 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 し た が っ て 、 本 発
明 は 添 付 の 請 求 の 範 囲 に 限 っ て 制 限 さ れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ０ ９ 】
【 図 １ Ａ 】 完 全 長 の OSF-2を コ ー ド す る cDNAの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： 1） を 示 す 。
【 図 １ Ｂ 】 完 全 長 の OSF-2の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： 2） を 示 す 。
【 図 ２ Ａ 】 完 全 長 の ペ リ オ ス チ ン Lを コ ー ド す る cDNAの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： 3）
を 示 す 。
【 図 ２ Ｂ 】 完 全 長 の ペ リ オ ス チ ン Lの ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： 4） を 示 す 。
【 図 ３ Ａ 】 完 全 長 の ペ リ オ ス チ ン Kを コ ー ド す る cDNAの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： 7）
を 示 す 。
【 図 ３ Ｂ 】 完 全 長 の ペ リ オ ス チ ン Kの ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： 8） を 示 す 。
【 図 ４ Ａ 】 完 全 長 の ペ リ オ ス チ ン C（ TCG1） を コ ー ド す る cDNAの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列
番 号 ： 11） を 示 す 。
【 図 ４ Ｂ 】 完 全 長 の ペ リ オ ス チ ン C（ TCG1） の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： 12） を 示 す 。
【 図 ５ 】 N末 端 リ ー ダ ー 配 列 、 シ ス テ イ ン リ ッ チ ド メ イ ン （ 「 CRD」 ） 、 4つ の 内 部 相 同 反
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復 配 列 （ 「 1」 、 「 2」 、 「 3」 、 お よ び 「 4」 ） 、 な ら び に ペ リ オ ス チ ン 変 種 の あ い だ で 変
化 す る C末 端 ド メ イ ン （ 「 可 変 C末 端 」 ） の 相 対 的 な 位 置 を 示 す 、 ペ リ オ ス チ ン C（ TCG1）
の 略 図 で あ る 。

【 図 １ Ａ 】

【 図 １ Ｂ 】

【 図 ２ Ａ 】

【 図 ２ Ｂ 】
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【 図 ３ Ａ 】

【 図 ３ Ｂ 】

【 図 ４ Ａ 】

【 図 ４ Ｂ 】

【 図 ５ 】
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【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト 】
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CPC分类号 G01N33/689 C07K14/475 C07K16/22 G01N33/57415 G01N2800/368

FI分类号 C12N15/00.ZNA.A C07K14/52 C07K16/24 C12N1/15 C12N1/19 C12N1/21 C12P21/02.C G01N21/76 
G01N21/78.C G01N21/78.Z G01N33/53.D G01N33/53.U G01N33/543.541.B G01N33/543.541.Z 
G01N33/543.545.A G01N33/543.575 G01N33/574.A G01N33/577.B C12N5/00.A C12N5/00.B C12P21
/08

F-TERM分类号 2G054/AA07 2G054/AB04 2G054/BB05 2G054/BB13 2G054/CA23 2G054/CA28 2G054/CB02 2G054
/CB03 2G054/EA01 2G054/GA04 2G054/GB02 4B024/AA12 4B024/BA21 4B024/BA36 4B024/BA53 
4B024/CA04 4B024/DA02 4B024/EA04 4B024/GA03 4B024/GA14 4B024/HA15 4B064/AG02 4B064
/AG31 4B064/CA01 4B064/CA10 4B064/CA19 4B064/CA20 4B064/CC24 4B064/DA14 4B065/AA91X 
4B065/AB01 4B065/AB05 4B065/AC14 4B065/BA03 4B065/CA24 4B065/CA25 4B065/CA46 4H045
/AA10 4H045/AA11 4H045/AA20 4H045/AA30 4H045/BA10 4H045/CA41 4H045/DA01 4H045/DA75 
4H045/DA76 4H045/DA86 4H045/EA51 4H045/FA73 4H045/FA74

代理人(译) 清水初衷

优先权 60/312123 2001-08-13 US

外部链接 Espacenet

摘要(译)

本发明包括新的人骨膜素多肽和编码它们的DNA。用于检查人骨膜素特异性抗体，乳腺癌骨转移和先兆子痫的诊断测定法也包括在
本发明中。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/a4313485-a325-484a-942b-292f4aec78c5
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/023209980/publication/JP2005500059A?q=JP2005500059A



