
(57)【要約】

本発明は、乳癌、肺癌及び／又は膵臓癌の診断、スクリ

ーニング、治療及び予防におけるタンパク質（NKCC1）

の新規な使用に関する。本発明はまた、前記タンパク質

を含む組成物（ワクチンを含む）、前記タンパク質に対

し免疫特異的な抗体、及び前記タンパク質と相互作用す

るか若しくは前記タンパク質の発現又は活性を調節する

か、又は前記タンパク質をコードする核酸の発現を調節

する物質を提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 対 象 者 に お け る 乳 癌 、 肺 癌 及 び ／ 又 は 膵 臓 癌 を ス ク リ ー ニ ン グ 及 び ／ 又 は 診 断 す る 方 法
、 及 び ／ 又 は 乳 癌 、 肺 癌 及 び ／ 又 は 膵 臓 癌 治 療 の 有 効 性 を モ ニ タ ー す る 方 法 で あ っ て 、
　 前 記 対 象 者 か ら 得 ら れ る 生 物 学 的 サ ン プ ル で 、 以 下 の (i) 及 び ／ 又 は (ii)を 検 出 及 び ／
又 は 定 量 す る 工 程 を 含 む 、 前 記 方 法 ：
　 （ i） 以 下 の ａ ） ～ ｃ ） の い ず れ か の NKCC1ポ リ ペ プ チ ド ：
　 ａ ） 図 １ （ 配 列 番 号 1） に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む も の 、 又 は 前 記 ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 成
る も の ；
　 ｂ ） 図 １ （ 配 列 番 号 1） に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し 、 1つ 又 は 2つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 置 換 、
改 変 、 欠 失 又 は 挿 入 を 有 す る 誘 導 体 で あ っ て 、 NKCC1の 免 疫 学 的 又 は 生 物 学 的 活 性 を 保 持
す る も の ； 又 は
　 ｃ ） 図 1（ 配 列 番 号 1） に 示 す 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の フ ラ グ メ ン ト で あ っ て 、 長 さ
が 少 な く と も 10ア ミ ノ 酸 で あ り 且 つ 前 記 フ ラ グ メ ン ト の 全 長 に わ た っ て 少 な く と も 70％ の
配 列 同 一 性 を 有 す る も の ； 及 び ／ 又 は
　 （ ii） 以 下 の ｄ ） ～ ｉ ） の い ず れ か の 核 酸 分 子 ：
　 ｄ ） 図 １ （ 配 列 番 号 2） に 示 す DNA配 列 若 し く は そ の RNA等 価 物 を 含 む も の 、 又 は 前 記 配
列 若 し く は RNA等 価 物 か ら 成 る も の ；
　 ｅ ） 前 記 ａ ） 、 ｂ ） 又 は ｃ ） で 定 義 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 で あ る も の ；
　 ｆ ） 前 記 ｄ ） 又 は ｅ ） の 配 列 と 相 補 的 な 配 列 で あ る も の ；
　 ｇ ） 前 記 ｄ ） 又 は ｅ ） の 配 列 と 同 じ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 で あ る も の ；
　 ｈ ） 前 記 ｄ ） 、 ｅ ） 、 ｆ ） 又 は ｇ ） の 配 列 の い ず れ か と 実 質 的 同 一 性 を 示 す 配 列 で あ る
も の ； 又 は 、
　 ｉ ） 前 記 ｄ ） 、 ｅ ） 、 ｆ ） 、 ｇ ） 又 は ｈ ） の フ ラ グ メ ン ト で あ っ て 、 長 さ が 少 な く と も
8ヌ ク レ オ チ ド で あ る も の 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド 又 は 前 記 核 酸 の レ ベ ル が 先 に 測 定 さ れ た 参 照 値 域 又 は コ ン ト ロ ー ル と
比 較 さ れ る 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 検 出 の 工 程 が 以 下 を 含 む 請 求 項 １ 又 は 2に 記 載 の 方 法 ：
　 （ ａ ） 請 求 項 1(i)に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 な 捕 捉 試 薬 と 前 記 サ ン プ ル を 接 触 さ せ
； さ ら に 、
　 （ ｂ ） 前 記 捕 捉 試 薬 と サ ン プ ル 中 の 前 記 ポ リ ペ プ チ ド と の 間 で 結 合 が 生 じ た か 否 か を 検
出 す る 。
【 請 求 項 ４ 】
　 工 程 （ ｂ ） が 直 接 的 又 は 間 接 的 に 標 識 さ れ た 検 出 試 薬 を 用 い て 前 記 捕 捉 ポ リ ペ プ チ ド を
検 出 す る こ と を 含 む 請 求 項 3に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 捕 捉 試 薬 が 固 相 に 固 定 さ れ る 請 求 項 3又 は 4に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 請 求 項 1(i)に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 、 そ の 機 能 的 に 活 性 な フ ラ グ
メ ン ト 、 誘 導 体 又 は 類 似 体 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 NKCC1ポ リ ペ プ チ ド が 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 用 い て 検 出 及
び ／ 又 は 定 量 さ れ る 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 抗 体 が 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 キ メ ラ 抗 体 、 二 重 特 異 性 抗 体
、 ヒ ト 化 抗 体 で あ る か 、 又 は 検 出 可 能 物 質 、 治 療 薬 成 分 、 二 次 抗 体 若 し く は そ の フ ラ グ メ
ン ト 、 細 胞 毒 性 物 質 又 は サ イ ト カ イ ン と 結 合 さ れ て い る 、 請 求 項 6に 記 載 の 抗 体 又 は 請 求
項 7に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ９ 】
　 請 求 項 1の (i)に 記 載 の NKCC1ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 な 捕 捉 試 薬 、 試 薬 及 び 使 用 説 明 書 を
含 む 、 診 断 用 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 対 象 者 に お け る 乳 癌 、 肺 癌 及 び ／ 又 は 膵 臓 癌 を 予 防 及 び ／ 又 は 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、
前 記 対 象 者 に
　 (i)請 求 項 1の (i)に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド ； 又 は
　 (ii)請 求 項 1の (ii)に 記 載 の 核 酸 分 子 ；
を 治 療 上 有 効 な 量 で 投 与 す る こ と を 含 む 前 記 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 対 象 者 に お け る 乳 癌 、 肺 癌 及 び ／ 又 は 膵 臓 癌 を 予 防 及 び ／ 又 は 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、
該 対 象 者 に 請 求 項 6又 は 8に 記 載 の 抗 体 を 治 療 上 有 効 な 量 で 投 与 す る こ と を 含 む 、 前 記 方 法
。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 乳 癌 、 肺 癌 及 び ／ 又 は 膵 臓 癌 の 予 防 及 び ／ 又 は 治 療 に 使 用 さ れ る 組 成 物 の 製 造 に お け る
、 　 （ i） 請 求 項 1の (i)に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド ； 又 は
　 （ ii） 請 求 項 1の (ii)に 記 載 の 核 酸 分 子 ；
の 使 用 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 乳 癌 、 肺 癌 及 び ／ 又 は 膵 臓 癌 の 予 防 及 び ／ 又 は 治 療 に 使 用 さ れ る 組 成 物 の 製 造 に お け る
、 請 求 項 6又 は 8に 記 載 の 抗 体 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 乳 癌 、 肺 癌 及 び ／ 又 は 膵 臓 癌 の 予 防 及 び ／ 又 は 治 療 に 使 用 さ れ る 、
　 (i)請 求 項 1の (i)に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド ； 又 は
　 (ii)請 求 項 1の (ii)に 記 載 の 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 乳 癌 、 肺 癌 及 び ／ 又 は 膵 臓 癌 の 予 防 及 び ／ 又 は 治 療 に 使 用 さ れ る 、 請 求 項 6又 は 8に 記 載
の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 組 成 物 が ワ ク チ ン で あ る 、 請 求 項 12に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 核 酸 が 、 請 求 項 1の (i)に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 阻 害 す る 、 請 求 項 10記 載 の 方 法 、
又 は 請 求 項 12、 14若 し く は 16の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 請 求 項 1の (i)に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ
っ て 、
　 （ ａ ） 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 候 補 物 質 と 接 触 さ せ る 工 程 ； 及 び
　 （ ｂ ） 前 記 候 補 物 質 が 前 記 ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る か 否 か を 決 定 す る 工 程 ；
を 含 む 前 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 候 補 物 質 と ポ リ ペ プ チ ド と の 間 の 相 互 作 用 の 決 定 が 、 前 記 候 補 物 質 及 び 前 記 ポ リ ペ プ チ
ド の 結 合 を 定 量 的 に 検 出 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 18記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 （ i） 請 求 項 １ の (i)に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 若 し く は 活 性 ； 又 は
　 （ ii） 請 求 項 １ の (ii)に 記 載 の 核 酸 分 子 の 発 現 ；
を 調 節 す る 、 抗 乳 癌 、 抗 膵 臓 癌 及 び ／ 又 は 抗 肺 癌 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て
、
　 ａ ） 候 補 物 質 の 存 在 下 で の 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 若 し く は 活 性 又 は 前 記 核 酸 分 子 の 発
現 を 、 前 記 候 補 物 質 の 非 存 在 下 又 は コ ン ト ロ ー ル 物 質 の 存 在 下 で の 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 発
現 若 し く は 活 性 又 は 前 記 核 酸 分 子 の 発 現 と 比 較 す る 工 程 ； 及 び
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　 ｂ ） 前 記 候 補 物 質 が 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 若 し く は 活 性 又 は 前 記 核 酸 分 子 の 発 現 を 変
化 さ せ る か 否 か を 決 定 す る 工 程 ；
を 含 む 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 該 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 若 し く は 活 性 の レ ベ ル 又 は 該 核 酸 分 子 の 発 現 レ ベ ル が 、 予 め 定 め
ら れ た 参 照 値 域 と 比 較 さ れ る 、 請 求 項 20記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 工 程 ｂ ） が 、 更 な る 試 験 、 又 は 抗 乳 癌 、 抗 肺 癌 及 び ／ 又 は 抗 膵 臓 癌 物 質 と し て の 治 療 的
若 し く は 予 防 的 使 用 の た め に 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 若 し く は 活 性 又 は 前 記 核 酸 分 子 の
発 現 を 調 節 す る 物 質 を 選 択 す る こ と を 更 に 含 む 、 請 求 項 20又 は 21に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 該 ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る か 、 又 は 該 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 若 し く は 活 性 又 は 該 核 酸
分 子 の 発 現 を 変 化 さ せ る 、 請 求 項 18～ 22の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ る
活 性 物 質 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 請 求 項 1の (i)に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 し て 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 若 し く は
活 性 を 調 節 す る 又 は 請 求 項 1の (ii)に 記 載 の 核 酸 の 発 現 を 調 節 す る 活 性 物 質 の 、 乳 癌 、 肺
癌 及 び ／ 又 は 膵 臓 癌 の 予 防 及 び ／ 又 は 治 療 用 組 成 物 の 製 造 に お け る 使 用 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 乳 癌 、 肺 癌 及 び ／ 又 は 膵 臓 癌 の 予 防 及 び ／ 又 は 治 療 で 使 用 す る た め の 、 請 求 項 1の (i)に
記 載 の ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 し て 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 若 し く は 活 性 を 調 節 す る 又
は 請 求 項 1の (ii)に 記 載 の 核 酸 の 発 現 を 調 節 す る 、 活 性 物 質 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 乳 癌 、 肺 癌 及 び ／ 又 は 膵 臓 癌 を 予 防 及 び ／ 又 は 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、
請 求 項 1の (i)に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る 活 性 物 質 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 若
し く は 活 性 を 調 節 す る 活 性 物 質 、 又 は 請 求 項 1の (ii)に 記 載 の 核 酸 の 発 現 を 調 節 す る 活 性
物 質 を 、 治 療 上 有 効 な 量 で 対 象 者 に 投 与 す る こ と を 含 む 前 記 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 乳 癌 、 肺 癌 及 び ／ 又 は 膵 臓 癌 の 診 断 、 ス ク リ ー ニ ン グ 、 治 療 及 び 予 防 に お け
る タ ン パ ク 質 （ NKCC1） の 新 規 な 使 用 に 関 す る 。 本 発 明 は ま た 、 前 記 タ ン パ ク 質 を 含 む 組
成 物 （ ワ ク チ ン を 含 む ） 、 前 記 タ ン パ ク 質 に 免 疫 特 異 的 な 抗 体 、 及 び 前 記 タ ン パ ク 質 と 相
互 作 用 す る か 又 は そ の 発 現 若 し く は 活 性 を 調 節 す る 物 質 、 又 は 前 記 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す
る 核 酸 の 発 現 を 調 節 す る 物 質 を 提 供 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 乳 癌 、 肺 癌 及 び ／ 又 は 膵 臓 癌 の 治 療 に お け る 主 要 な 目 標 は 早 期 検 出 率 の 改 善 、 疾 患 の 進
行 の 追 跡 及 び 再 発 の 同 定 に 用 い る こ と が で き る 新 規 な 非 侵 襲 性 マ ー カ ー の 発 見 、 並 び に よ
り 優 れ た 及 び 毒 性 の 低 い 治 療 の 発 見 （ 特 に 5年 生 存 が な お 非 常 に 稀 で あ る 進 行 性 疾 患 に つ
い て ） で あ る 。 癌 細 胞 に い っ そ う 特 異 的 な 、 理 想 的 に は 腫 瘍 細 胞 表 面 に 発 現 さ れ 、 よ っ て
免 疫 治 療 薬 及 び 標 的 誘 導 毒 素 の よ う な 有 望 な 新 規 ア プ ロ ー チ に よ っ て 攻 撃 す る こ と が で き
る 標 的 の 同 定 が 希 求 さ れ て い る 。
　 癌 の 免 疫 治 療 の た め の 理 想 的 な タ ン パ ク 質 標 的 は 、 免 疫 反 応 が 腫 瘍 細 胞 を 標 的 と し 、 他
の 器 官 を 標 的 と し な い よ う に 、 正 常 な 組 織 で は 限 定 的 発 現 プ ロ フ ィ ル を も ち 腫 瘍 で は 過 剰
に 発 現 さ れ る べ き で あ る 。 さ ら に ま た 、 前 記 タ ン パ ク 質 標 的 は 細 胞 表 面 に 暴 露 さ れ る べ き
で 、 そ こ で 治 療 物 質 に 前 記 が ア ク セ ス す る こ と が で き る 。 腫 瘍 特 異 的 タ ン パ ク 質 は 多 数 の
癌 タ イ プ に つ い て 、 例 え ば ｃ DNAの デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル ス ク リ ー ニ ン グ （ R.S. Hubert et 
al. (1999) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96： 14523-14528；  S. Lucas et al. (2000) I
nt. J. Cancer 87： 55-60） 、 及 び 腫 瘍 特 異 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質
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の 精 製 （ B. Catimel et al. (1996) J. Biol. Chem. 271： 25664-25670） の よ う な 技 術 を
用 い る こ と に よ っ て 同 定 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 最 近 に な っ て 、 10,000も の 発 現 配 列 エ レ メ ン ト を 含 む DNA“ チ ッ プ ” を 用 い て 腫 瘍 細 胞
の 遺 伝 子 発 現 の 特 性 が 明 ら か に さ れ た （ S.M. Dhanasekaran et al. (2001) Nature 412：
822-826） 。 し か し な が ら 、 多 数 且 つ 広 範 な こ れ ま で の 癌 の ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム 分 析 が
、 腫 瘍 関 連 蛋 白 質 を 全 て 、 更 に は ほ と ん ど さ え も 明 ら か に し て い な い こ と に は 、 い く つ か
の 理 由 が あ る 。 そ の 理 由 に は 、 以 下 の も の が 挙 げ ら れ る ：
　 (i)転 写 産 物 と 疾 患 関 連 蛋 白 質 レ ベ ル と の 間 の 相 関 性 の 欠 如 ； 特 に 膜 蛋 白 質 に つ い て は
、 長 い 半 減 期 を 持 つ 場 合 が 多 く 、 そ の た め に 高 度 な mRNA代 謝 回 転 を 有 さ な い こ と が 、 よ く
知 ら れ て い る 。 従 っ て 、 正 常 細 胞 と 癌 細 胞 と の 間 の 蛋 白 質 レ ベ ル の 差 は 一 貫 し て い る に も
か か わ ら ず 、 所 定 の 膜 蛋 白 質 の mRNAの 変 化 を 、 癌 状 態 と 関 連 づ け る こ と は 難 し い 場 合 が 多
い ；
　 (ii)転 写 産 物 、 例 え ば erbB2/HER2-neuの 単 純 な 示 差 的 レ ベ ル よ り も む し ろ 、 疾 患 状 態 に
お け る 蛋 白 質 の 移 行 が 、 癌 細 胞 に お い て 正 常 乳 房 細 胞 に お け る よ り も は る か に 大 き い 形 質
膜 局 在 を 示 し 、 並 び に 転 写 因 子 で あ る エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 及 び STAT3は 、 核 へ と 移 行 し 、
そ れ ら の 腫 瘍 原 性 作 用 を 発 揮 す る ； 並 び に
　 (iii)新 規 ／ 特 徴 付 け ら れ て い な い 遺 伝 子 は 、 1チ ッ プ 当 り の 発 現 し た 配 列 エ レ メ ン ト の
数 並 び に DNAク ロ ー ン の 知 識 及 び 利 用 可 能 性 に 関 し て 制 限 が あ る cDNAア レ イ の 「 閉 じ た シ
ス テ ム 」 に お い て は 、 高 度 に は 提 示 さ れ な い 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 図 １ （ 配 列 番 号 1） に 示 し た NKCC1（ そ の 配 列 は SwissProtデ ー タ ベ ー ス （ http： //www.e
xpasy.org/で 入 手 可 能 ） で ア ク セ ス 番 号 P55011に よ り 入 手 で き る ） は 、 ブ メ タ ニ ド 感 受 性
の ナ ト リ ウ ム -カ リ ウ ム -塩 化 物 （ Na-K-Cl） コ ト ラ ン ス ポ ー タ ー で あ る （ Payne et al. (1
995) J. Biol. Chem. 270(30)： 17977-17985） 。 Na-K-Clコ ト ラ ン ス ポ ー タ ー の 2つ の ア イ
ソ フ ォ ー ム が 同 定 さ れ た ： １ つ は 吸 収 上 皮 の 先 端 膜 上 に 存 在 し （ NKCC2） 、 1つ は 分 泌 上 皮
の 基 底 外 側 膜 に 存 在 し て い た （ NKCC1） 。 前 記 Na-K-Clコ ト ラ ン ス ポ ー タ ー の 機 能 は 、 塩 化
物 イ オ ン の 上 皮 を 貫 通 す る 電 気 的 に 中 性 の 輸 送 （ 1Na： 1K： 2Clの 比 率 ） を 提 供 す る こ と で
あ り 、 前 記 コ ト ラ ン ス ポ ー タ ー は 、 ナ ト リ ウ ム 及 び カ リ ウ ム チ ャ ネ ル 並 び に ナ ト リ ウ ム ポ
ン プ と 共 働 で 作 用 し て 、 膜 を 貫 通 す る 塩 化 ナ ト リ ウ ム の 正 味 の 輸 送 を も た ら す 。 こ の 輸 送
メ カ ニ ズ ム の 調 節 不 全 は 例 え ば 嚢 胞 性 線 維 症 及 び 分 泌 性 下 痢 の よ う な 疾 患 を も た ら す 。
　 ヒ ト の NKCC1タ ン パ ク 質 は ヒ ト 大 腸 癌 細 胞 株 （ T84） の ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 同 定 さ れ
た （ Payne et al. (1995) 上 掲 書 ） 。 前 記 は 板 鰓 類 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 及 び カ レ イ
で 同 定 さ れ た NKCC1タ ン パ ク 質 と 顕 著 な 類 似 性 を 示 す 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 Na-K-Clコ ト ラ ン ス ポ ー タ ー の 両 ア イ ソ フ ォ ー ム は 大 き な N末 端 及 び C末 端 ド メ イ ン 及 び 1
2の 膜 貫 通 セ グ メ ン ト を 含 む 類 似 構 造 を 示 す 。 NKCC1は NKCC２ よ り も 極 め て 大 き く 、 N末 端
に 80個 の 余 分 な ア ミ ノ 酸 を 有 し 、 興 味 深 い こ と に は 前 記 N末 端 は 種 の 間 で 極 め て 大 き な 変
動 を 示 し 、 こ の 部 分 が イ オ ン 輸 送 に 直 接 か か わ ら な い こ と を 示 唆 し て い る 。 最 近 の 研 究 に
よ っ て 、 NKCC1は 2つ の ス プ ラ イ ス 変 種 を も つ 可 能 性 が 示 さ れ た 。 前 記 は 多 様 な 器 官 タ イ プ
で 示 差 的 発 現 を 示 し 、 示 差 的 ス プ ラ イ シ ン グ が NKCC1活 性 に 調 節 的 役 割 を 果 す 可 能 性 が 示
唆 さ れ た （ Vibat et al. (2001) Anal. Biochem. 298(2)： 218-30） 。
　 NKCC1の 過 剰 発 現 が 、 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ ル に よ っ て 喘 息 患 者 で 報 告 さ れ た （ G.M. Do
lganov et al. (2001) Genome Res. 11(9)： 1473-83） 。 こ の デ ー タ は 続 い て 免 疫 組 織 化
学 的 に 確 認 さ れ た （ 前 記 免 疫 組 織 化 学 は 、 喘 息 患 者 で NKCC1の 発 現 が ゴ ブ レ ッ ト 細 胞 で 限
定 し て 増 加 す る こ と を 示 し 、 喘 息 の 粘 液 過 剰 分 泌 に お け る NKCC1の 病 的 生 理 学 上 の 役 割 を
暗 示 し た ） 。
　 し か し な が ら 、 乳 癌 、 肺 癌 及 び ／ 又 は 膵 臓 癌 の 治 療 に お け る NKCC1の 有 用 性 を 示 す NKCC1
タ ン パ ク 質 発 現 の 癌 に 関 連 す る 変 化 は 、 こ れ ま で 示 さ れ て い な か っ た 。
【 発 明 の 開 示 】
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【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 は NKCC1タ ン パ ク 質 の 発 現 は 乳 癌 、 肺 癌 及 び ／ 又 は 膵 臓 癌 で 増 加 し 、 さ ら に NKCC1
ｍ RNAは い く つ か の 組 織 で 限 定 的 発 現 を 示 し 、 乳 癌 、 肺 癌 及 び ／ 又 は 膵 臓 癌 で 発 現 が 増 加
し 、 乳 癌 、 肺 癌 及 び ／ 又 は 膵 臓 癌 の 治 療 と 診 断 に お け る そ の 有 用 性 が 示 唆 さ れ る と い う 発
見 に 基 づ い て い る 。
　 し た が っ て 、 本 発 明 の あ る 特 徴 で は 、 対 象 者 に お け る 乳 癌 、 肺 癌 及 び ／ 又 は 膵 臓 癌 を ス
ク リ ー ニ ン グ 及 び ／ 又 は 診 断 す る 方 法 、 及 び ／ 又 は 乳 癌 、 肺 癌 及 び ／ 又 は 膵 臓 癌 の 治 療 の
有 効 性 を モ ニ タ ー す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。 前 記 方 法 は 、 前 記 対 象 者 か ら 得 た 生 物 学 的 サ ン
プ ル で 以 下 の ａ ） ～ ｃ ） の NKCC1ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 及 び ／ 又 は 定 量 す る 工 程 を 含 む ：
　 ａ ） 図 １ （ 配 列 番 号 1） に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む も の 、 又 は 前 記 ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 成
る も の ；
　 ｂ ） 図 １ （ 配 列 番 号 1） に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し 、 1つ 又 は 2つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 置 換 、
改 変 、 欠 失 又 は 挿 入 を 有 す る 誘 導 体 で あ り 、 NKCC1の 免 疫 学 的 又 は 生 物 学 的 活 性 を 保 持 す
る も の ； 又 は
　 ｃ ） 図 1（ 配 列 番 号 1） に 示 す 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の フ ラ グ メ ン ト で あ り 、 長 さ が
少 な く と も 10ア ミ ノ 酸 で あ り 且 つ 前 記 フ ラ グ メ ン ト の 全 長 に わ た っ て 少 な く と も 70％ の 配
列 同 一 性 を 有 す る も の 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 前 記 ａ ） ～ ｃ ） に 記 載 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 以 下 で は “ NKCC1ポ リ ペ プ チ ド ” と 称 す る
。 “ ポ リ ペ プ チ ド ” と い う 用 語 は ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 及 び タ ン パ ク 質 を 含 む 。 こ れ ら
は 特 に 指 定 さ れ な い 限 り 互 換 的 に 用 い ら れ る 。
　 本 発 明 に 関 し て は 、 生 物 学 的 サ ン プ ル は 任 意 の 供 給 源 、 例 え ば 血 清 サ ン プ ル 又 は 組 織 サ
ン プ ル （ 例 え ば 乳 房 、 肺 又 は 膵 臓 組 織 ） か ら 入 手 す る こ と が で き る 。
　 NKCC1ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 ／ 定 量 す る 便 利 な 手 段 は 抗 体 の 使 用 を 必 要 と し 、 し た が っ て
本 明 細 書 で 定 義 さ れ る NKCC1は ま た 抗 体 作 製 に 利 用 さ れ る 。 し た が っ て 本 発 明 の 別 の 特 徴
で は 、 対 象 者 で 乳 癌 、 肺 癌 及 び ／ 又 は 膵 臓 癌 を ス ク リ ー ニ ン グ 及 び ／ 又 は 診 断 す る た め に
少 な く と も １ つ の NKCC1ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 抗 体 の 使 用 が 提 供 さ れ る 。 好 ま し く は 、
前 記 抗 体 は 、 前 記 対 象 者 か ら 得 ら れ た 生 物 学 的 サ ン プ ル で 一 定 量 の NKCC1ポ リ ペ プ チ ド の
検 出 及 び ／ 又 は 定 量 に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 組 織 切 片 で の 抗 体 の 結 合 は 、 異 常 な ポ リ ペ プ チ ド 分 布 又 は 異 常 な ポ
リ ペ プ チ ド レ ベ ル の 検 出 に 用 い る こ と が で き る 。 特 別 な 実 施 態 様 で は 、 NKCC1ポ リ ペ プ チ
ド に 対 す る 抗 体 を 用 い て 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル に つ い て 患 者 の 組 織 （ 例 え ば 乳 房 、
肺 及 び ／ 又 は 膵 臓 の 生 検 組 織 ） を ア ッ セ イ す る こ と が で き る （ 前 記 組 織 で は ポ リ ペ プ チ ド
の 異 常 レ ベ ル は 乳 癌 、 肺 癌 及 び ／ 又 は 膵 臓 癌 の 指 標 で あ る ） 。 本 明 細 書 で 用 い ら れ る よ う
に 、 “ 異 常 レ ベ ル ” は 、 乳 癌 、 肺 癌 及 び ／ 又 は 膵 臓 癌 を も た な い 対 象 者 の レ ベ ル 又 は リ フ
ァ レ ン ス レ ベ ル と 比 較 し て 上 昇 又 は 低 下 し て い る レ ベ ル を 意 味 す る 。 特 別 な 実 施 態 様 で は
、 NKCC1ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 を 用 い て 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル に つ い て 患 者 の
組 織 （ 例 え ば 乳 房 、 肺 及 び ／ 又 は 膵 臓 の 生 検 組 織 ） を ア ッ セ イ す る こ と が で き る （ 前 記 組
織 で は NKCC1ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル 上 昇 は 乳 癌 、 肺 癌 及 び ／ 又 は 膵 臓 癌 の 指 標 で あ る ） 。
　 適 切 な 免 疫 ア ッ セ イ に は 、 例 え ば ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 放 射 性 免 疫 ア ッ セ イ 、 ELISA(酵
素 結 合 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ )、 “ サ ン ド イ ッ チ ” 免 疫 ア ッ セ イ 、 免 疫 沈 澱 ア ッ セ イ 、 沈 降 反
応 、 ゲ ル 拡 散 沈 降 反 応 、 免 疫 拡 散 ア ッ セ イ 、 凝 集 ア ッ セ イ 、 補 体 固 定 ア ッ セ イ 、 放 射 能 免
疫 測 定 ア ッ セ イ 、 蛍 光 免 疫 ア ッ セ イ 及 び プ ロ テ イ ン A免 疫 ア ッ セ イ の よ う な 技 術 を 用 い る
競 合 及 び 非 競 合 ア ッ セ イ 系 が 含 ま れ る が 、 た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 別 の 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 対 象 者 に お け る 乳 癌 、 肺 癌 及 び ／ 又 は 膵 臓 癌 を ス ク リ ー ニ ン
グ 及 び ／ 又 は 診 断 す る 方 法 、 及 び ／ 又 は 乳 癌 、 肺 癌 及 び ／ 又 は 膵 臓 癌 の 治 療 の 有 効 性 を モ
ニ タ ー す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。 前 記 方 法 は 、 前 記 対 象 者 か ら 得 た 生 物 学 的 サ ン プ ル で 以 下
の ｄ ） ～ ｉ ） の NKCC1核 酸 を 検 出 及 び ／ 又 は 定 量 す る 工 程 を 含 む ：
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　 ｄ ） 図 １ （ 配 列 番 号 2） に 示 す DNA配 列 若 し く は そ の RNA等 価 物 を 含 む も の 、 又 は 前 記 配
列 若 し く は そ の RNA等 価 物 か ら 成 る も の ；
　 ｅ ） 前 記 ａ ） 、 ｂ ） 又 は ｃ ） で 定 義 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 で あ る も の ；
　 ｆ ） 前 記 ｄ ） 又 は ｅ ） の 配 列 と 相 補 的 な 配 列 で あ る も の ；
　 ｇ ） 前 記 ｄ ） 又 は ｅ ） の 配 列 と 同 じ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 で あ る も の ；
　 ｈ ） 前 記 ｄ ） 、 ｅ ） 、 ｆ ） 又 は ｇ ） の 配 列 の い ず れ か と 実 質 的 な 同 一 性 を 示 す 配 列 で あ
る も の ；
　 ｉ ） 前 記 ｄ ） 、 ｅ ） 、 ｆ ） 、 ｇ ） 又 は ｈ ） の フ ラ グ メ ン ト で あ っ て 、 長 さ が 少 な く と も
8ヌ ク レ オ チ ド で あ る も の 。
　 用 語 「 RNA等 価 物 」 は 、 遺 伝 暗 号 に お い て RNAの 「 U」 を 「 T」 で 置 換 え る こ と を 斟 酌 す る
と 、 所 定 の RNA分 子 が 、 所 定 の DNA分 子 の 配 列 に 相 補 的 な 配 列 を 有 し て い る こ と を 示 す 。 前
記 核 酸 分 子 は 単 離 形 で も 組 換 え 形 で も 化 学 的 に 合 成 さ れ た も の で も よ い 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 特 に 別 に 指 定 さ れ な い 限 り 、 “ NKCC1核 酸 ” と い う 用 語 は 、 上 記 の ｄ ） ～ ｉ ） で 定 義 さ
れ る 核 酸 を 含 み 、 さ ら に 以 下 の 1つ 又 は 2つ 以 上 の 特 性 を 有 す る こ と が で き る ：
　 １ ） そ れ ら は DNAで も RNAで も よ い ；
　 ２ ） そ れ ら は 一 本 鎖 で も 二 本 鎖 で も よ い ；
　 ３ ） そ れ ら は 組 換 え 形 で 提 供 さ れ て も よ く 、 例 え ば 5’ 及 び ／ 又 は 3’ フ ラ ン キ ン グ 配 列
と 共 有 結 合 し 、 天 然 に は 存 在 し な い 分 子 を 提 供 す る ；
　 ４ ） そ れ ら は 5’ 及 び ／ 又 は 3’ フ ラ ン キ ン グ 配 列 を も た ず に 提 供 す る こ と が で き 、 前 記
は 通 常 天 然 に 存 在 す る ；
　 ５ ） そ れ ら は 実 質 的 に 純 粋 な 形 態 で 提 供 す る こ と が で き る 。 し た が っ て そ れ ら は 夾 雑 タ
ン パ ク 質 及 び ／ 又 は 他 の 核 酸 を 実 質 的 に 含 ま な い 形 態 で 提 供 す る こ と が で き る ； 及 び
　 ６ ） そ れ ら は イ ン ト ロ ン と と も に 又 は イ ン ト ロ ン を 含 ま ず に （ 例 え ば ｃ DNA） 提 供 す る
こ と が で き る 。
　 前 述 の 記 載 か ら 、 当 業 者 に は 多 数 の 核 酸 の 用 途 が 本 発 明 の 範 囲 内 に 包 含 さ れ る こ と が 理
解 さ れ よ う 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 別 の 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 対 象 者 に お け る 乳 癌 、 肺 癌 及 び ／ 又 は 膵 臓 癌 の 予 防 及 び ／ 又
は 治 療 す る 方 法 を 提 供 す る 。 前 記 方 法 は 、 前 記 対 象 者 に 治 療 的 に 有 効 な 量 の NKCC1ポ リ ペ
プ チ ド 又 は NKCC1核 酸 を 投 与 す る こ と を 含 む 。
　 さ ら に 別 の 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 乳 癌 、 肺 癌 及 び ／ 又 は 膵 臓 癌 の 予 防 及 び ／ 又 は 治 療 で
使 用 さ れ る 組 成 物 の 製 造 に お い て NKCC1ポ リ ペ プ チ ド 又 は NKCC1核 酸 の 使 用 を 提 供 す る 。 前
記 対 象 は 哺 乳 類 、 好 ま し く は ヒ ト で あ る 。
　 上 記 の 特 徴 で は 、 NKCC1ポ リ ペ プ チ ド は 単 離 形 又 は 組 換 え 形 で 提 供 さ れ 、 他 の 成 分 と 融
合 さ れ て あ っ て も よ い 。 前 記 の NKCC1ポ リ ペ プ チ ド は 実 質 的 に 純 粋 な 形 態 で 、 す な わ ち 他
の タ ン パ ク 質 を 実 質 的 に 含 ま な い で 提 供 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 NKCC1ポ リ ペ プ
チ ド は 、 前 記 が 存 在 す る 主 な 成 分 で あ る 組 成 物 と し て 提 供 さ れ る で あ ろ う （ す な わ ち 、 前
記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 溶 媒 又 は 担 体 を 除 い て 重 量 /重 量 基 準 で 測 定 し た と き 少 な く と も 50％
、 好 ま し く は 少 な く と も 75％ 、 少 な く と も 80％ 、 少 な く と も 85％ 、 少 な く と も 90％ 、 少 な
く と も 95％ 又 は 少 な く と も 98％ の レ ベ ル で 存 在 す る ） 。
　 さ ら に 詳 細 な 本 発 明 の 理 解 の た め に 、 上 記 の ａ ） ～ ｃ ） の 範 囲 に 含 ま れ る ポ リ ペ プ チ ド
を こ れ か ら 詳 細 に 考 察 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 （ ａ ） の 範 囲 に 含 ま れ る ポ リ ペ プ チ ド ）
　 前 記 ａ ） の 範 囲 に 含 ま れ る ポ リ ペ プ チ ド は 、 図 １ （ 配 列 番 号 1） に 示 さ れ る 特 定 の ア ミ
ノ 酸 配 列 か ら 成 る か 、 又 は 図 １ （ 配 列 番 号 1） に 示 さ れ る 配 列 に 対 し さ ら に 付 加 的 な N-末
端 及 び ／ 又 は 付 加 的 な C-末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る こ と が で き る 。 さ ら に ま た NKCC1ポ リ
ペ プ チ ド は “ 成 熟 ” タ ン パ ク 質 の 形 態 で あ っ て も 、 又 は 大 き な タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 融 合 タ
ン パ ク 質 ） の 一 部 分 で あ っ て も よ い 。
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　 付 加 的 な N-末 端 又 は C-末 端 配 列 は 種 々 の 理 由 に よ り 提 供 す る こ と が で き る 。 分 泌 若 し く
は リ ー ダ ー 配 列 、 プ レ -、 プ ロ -若 し く は プ レ プ ロ -タ ン パ ク 質 配 列 、 又 は 精 製 を 促 進 す る
配 列 （ 例 え ば ア フ ィ ニ テ ィ タ グ ） を 含 む 付 加 的 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む こ と は し ば し ば 有 利 で
あ る 。 組 換 え の 生 成 時 に 安 定 性 を 提 供 す る こ と が で き る 付 加 的 配 列 も ま た 用 い る こ と が で
き る 。 場 合 に よ っ て そ の よ う な 配 列 は 、 付 加 配 列 又 は そ の 一 部 と し て 切 断 可 能 な 配 列 を 取
り 込 む こ と に よ っ て 必 要 に 応 じ て 除 去 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 NKCC1ポ リ ペ プ チ
ド は 他 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 他 の 成 分 と 融 合 さ せ る こ と が で き る 。 そ の よ う な 付 加 配 列 及
び ア フ ィ ニ テ ィ タ グ は 当 業 界 で は 周 知 で あ る 。 そ の よ う な 付 加 配 列 を 提 供 す る 技 術 も 当 業
界 で 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 付 加 配 列 は 、 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド の 特 徴 を 変 化 さ せ る た め に 提 供 す る こ と が で き る 。 こ
れ は 、 特 定 の 発 現 系 に お け る 発 現 の 改 善 又 は 発 現 の 調 節 で 有 用 で あ ろ う 。 例 え ば 、 付 加 配
列 は タ ン パ ク 質 分 解 に 対 す る 何 ら か の 保 護 を 提 供 す る こ と が で き る 。
　 付 加 配 列 は ま た ポ リ ペ プ チ ド の 特 性 を 変 化 さ せ て 同 定 又 は 精 製 の 促 進 に 有 用 で あ ろ う 。
例 え ば 、 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 単 離 で き る 成 分 （
例 え ば マ ル チ ヒ ス チ ジ ン 残 基 、 FLAGタ グ 、 HAタ グ 又 は mycタ グ 、 た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ
な い ） と ポ リ ペ プ チ ド が 連 結 さ れ た 状 態 で 提 供 す る こ と が で き る 。 前 記 成 分 は 抗 原 又 は エ
ピ ト ー プ で あ っ て 、 ア フ ィ ニ テ ィ カ ラ ム は 固 定 さ れ た 抗 体 又 は 固 定 さ れ た 抗 体 フ ラ グ メ ン
ト を 含 む こ と が で き る 。 前 記 抗 体 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト は 前 記 抗 原 又 は エ ピ ト ー プ （ 望 ま
し く は 高 度 の 特 異 性 を 有 す る ） と 結 合 す る 。 前 記 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 通 常 は 適 切 な 緩 衝 液
の 添 加 に よ っ て カ ラ ム か ら 溶 出 さ せ る こ と が で き る 。
　 し か し な が ら 、 付 加 的 な N-末 端 又 は C-末 端 配 列 は ポ リ ペ プ チ ド を 得 る た め に 用 い た 個 々
の 技 術 の 結 果 と し て 単 に 存 在 す る こ と が あ り 、 必 ず し も 特 定 の 有 利 な 特 性 を 前 記 ポ リ ペ プ
チ ド に 提 供 す る 必 要 は な い 。 そ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド は 本 発 明 に 包 含 さ れ る 。
　 付 加 的 な N-末 端 又 は C-末 端 配 列 が 存 在 す る 場 合 は い つ で も 、 得 ら れ た ポ リ ペ プ チ ド が 、
図 1（ 配 列 番 号 1） に 示 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 学 的 又 は 生 物 学 的 活
性 を 示 す こ と が 所 望 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
（ ｂ ） の 範 囲 に 含 ま れ る ポ リ ペ プ チ ド ）
　 上 記 ｂ ） で 定 義 し た ポ リ ペ プ チ ド に 注 目 す れ ば 、 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド が 上 記 ａ ） で 示
さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 誘 導 体 で あ る こ と は 当 業 者 に は 理 解 さ れ よ う （ た だ し 、 そ の よ う な
誘 導 体 は 、 好 ま し く は 図 1（ 配 列 番 号 1） に 示 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 免
疫 学 的 又 は 生 物 学 的 活 性 を 示 す こ と が 条 件 と さ れ る ） 。 ま た 別 に は 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の
生 物 学 的 活 性 は 改 変 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 誘 導 体 は 翻 訳 後 改 変 （ 例 え ば リ ン 酸
化 、 糖 化 及 び フ ァ ル ネ シ ル 化 、 た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） を 含 む こ と が で き る こ と は
当 業 者 に は 理 解 さ れ よ う 。 改 変 は 、 天 然 に 生 じ る 改 変 （ 例 え ば 翻 訳 後 改 変 、 た だ し こ れ に
限 定 さ れ な い ） 及 び 天 然 に は 生 じ な い 改 変 （ 例 え ば 突 然 変 異 誘 発 に よ っ て 導 入 す る こ と が
で き る も の ） を 含 む 。
　 タ ン パ ク 質 の 活 性 に 影 響 を 与 え な い 、 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る 変 更 が 生 じ て
も よ い 。 こ れ ら の 変 更 に は ア ミ ノ 酸 の 欠 失 、 挿 入 及 び 置 換 が 含 ま れ 、 代 替 ス プ ラ イ シ ン グ
及 び ／ 又 は 複 数 の 翻 訳 開 始 部 位 及 び 終 止 部 位 の 存 在 か ら 生 じ る こ と が で き る 。 多 形 性 現 象
は 翻 訳 プ ロ セ ス の 不 正 確 性 の 結 果 と し て 生 じ る で あ ろ う 。 し た が っ て 、 前 記 タ ン パ ク 質 の
生 物 学 的 又 は 免 疫 学 的 活 性 に 影 響 を 与 え な い ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 化 は 許 容 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 特 徴 で は 、 例 え ば 乳 癌 、 肺 癌 及 び ／ 又 は 膵 臓 癌 の 治 療 及 び ／ 又 は 予
防 で ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ 又 は 構 成 的 に 活 性 を 有 す る NKCC1ポ リ ペ プ チ ド の 使 用 が 意 図 さ
れ る 。 し た が っ て 、 あ る 実 施 態 様 で は 、 欠 失 、 挿 入 、 改 変 又 は 置 換 ア ミ ノ 酸 は 前 記 ペ プ チ
ド に ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ な 活 性 を 与 え る 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 前 記 欠 失 、 挿 入 、 改 変 又
は 置 換 ア ミ ノ 酸 は 前 記 ポ リ ペ プ チ ド に 構 成 的 活 性 を 与 え る 。
　 種 々 の 変 更 が 特 定 の 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 に 加 え ら れ て 、 前 記 活 性
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の 少 な く と も 一 部 分 、 好 ま し く は 前 記 活 性 の 実 質 的 な 部 分 を 有 す る 誘 導 体 （ 時 に 、 変 種 又
は “ ミ ュ ー テ イ ン ” と し て 知 ら れ る ） が 生 成 さ れ る こ と は 当 業 者 に は 理 解 さ れ よ う 。 上 記
の ａ ） に 記 載 さ れ た よ う な ポ リ ペ プ チ ド の 誘 導 体 は 本 発 明 の 範 囲 に 包 含 さ れ 、 下 記 で 極 め
て 詳 細 に 考 察 さ れ る 。 そ れ ら に は 対 立 遺 伝 子 型 誘 導 体 及 び 非 対 立 遺 伝 子 型 誘 導 体 が 含 ま れ
る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 NKCC1ポ リ ペ プ チ ド の 誘 導 体 の 例 は 、 1つ 又 は 2つ 以 上 の 他 の ア ミ ノ 酸 に よ る 1つ 又 は 2つ
以 上 の ア ミ ノ 酸 の 置 換 を 有 す る が 上 記 ａ ） で 定 義 し た ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 種 々 の ア ミ ノ
酸 が 類 似 の 特 性 を 有 す る こ と は 当 業 者 に は 知 ら れ て い よ う 。 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 所 望 の 活
性 を 失 う こ と な く 、 ポ リ ペ プ チ ド の 1つ 又 は 2つ 以 上 の 前 記 の よ う な ア ミ ノ 酸 を 1つ 又 は 2つ
以 上 の 前 記 の よ う な ア ミ ノ 酸 に よ っ て し ば し ば 置 換 す る こ と が で き る 。
　 し た が っ て 、 ア ミ ノ 酸 の グ リ シ ン 、 ア ラ ニ ン 、 バ リ ン 、 ロ イ シ ン 及 び イ ソ ロ イ シ ン （ 脂
肪 族 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 ） は し ば し ば 互 い に 置 換 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 可 能 な 置
換 の う ち で 、 グ リ シ ン と ア ラ ニ ン を 用 い て 互 い に 置 換 す る こ と が 好 ま し く （ そ れ ら は 比 較
的 短 い 側 鎖 を 有 す る た め に ） 、 バ リ ン 、 ロ イ シ ン 及 び イ ソ ロ イ シ ン を 用 い て 互 い に 置 換 す
る こ と が 好 ま し い （ そ れ ら は よ り 大 き な 疎 水 性 脂 肪 族 側 鎖 を も つ た め ） 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 し ば し ば 互 い に 置 換 す る こ と が で き る 他 の ア ミ ノ 酸 に は 以 下 が 含 ま れ る ：
　 － フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 チ ロ シ ン 及 び ト リ プ ト フ ァ ン （ 芳 香 族 側 鎖 を も つ ア ミ ノ 酸 ） ；
　 － リ ジ ン 、 ア ル ギ ニ ン 及 び ヒ ス チ ジ ン （ 塩 基 性 側 鎖 を も つ ア ミ ノ 酸 ） ；
　 － ア ス パ ル テ ー ト 及 び グ ル タ メ ー ト （ 酸 性 側 鎖 を も つ ア ミ ノ 酸 ） ；
　 － ア ス パ ラ ギ ン 及 び グ ル タ ミ ン （ ア ミ ド 側 鎖 を も つ ア ミ ノ 酸 ） ；
　 － シ ス テ イ ン 及 び メ チ オ ニ ン （ 硫 黄 含 有 側 鎖 を も つ ア ミ ノ 酸 ） ； 及 び
　 － ア ス パ ラ ギ ン 酸 及 び グ ル タ ミ ン 酸 で そ れ ぞ れ ホ ス ホ セ リ ン 及 び ホ ス ホ ス レ オ ニ ン を 置
換 す る こ と が で き る （ 酸 性 側 鎖 を も つ ア ミ ノ 酸 ） 。
　 前 記 の 性 質 を も つ 置 換 は 、 “ 保 存 的 ” 又 は “ 半 保 存 的 ” ア ミ ノ 酸 置 換 と 称 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 ア ミ ノ 酸 欠 失 又 は 挿 入 も ま た 上 記 ａ ） に 示 し た ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て 実 施 で き る 。 し た
が っ て 例 え ば 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 及 び ／ 又 は 免 疫 学 的 活 性 に 対 す る 実 質 的 な 影
響 を も た な い ア ミ ノ 酸 、 又 は 少 な く と も そ の よ う な 活 性 を 排 除 し な い ア ミ ノ 酸 を 欠 失 さ せ
る こ と が で き る 。 そ の よ う な 欠 失 は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 全 長 及 び 分 子 量 を 減 少 さ せ 、 一 方 活
性 を 維 持 す る こ と が で き る の で 有 利 で あ ろ う 。 そ れ に よ っ て 特 定 の 目 的 に 必 要 な ポ リ ペ プ
チ ド の 量 を 減 少 さ せ る こ と が で き る （ 例 え ば 用 量 レ ベ ル を 減 少 さ せ る こ と が で き る ） 。
　 上 記 ａ ） で 示 し た ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 す る ア ミ ノ 酸 の 挿 入 も ま た 実 施 す る こ と が で き る 。
NKCC1ポ リ ペ プ チ ド の 特 性 を 変 化 さ せ る た め に （ 例 え ば 融 合 タ ン パ ク 質 に つ い て 上 記 で 説
明 し た よ う に 、 同 定 、 精 製 又 は 発 現 を 促 進 す る た め に ） ア ミ ノ 酸 の 挿 入 を 実 施 す る こ と が
で き る 。
　 上 記 ａ ） で 示 し た ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 す る ア ミ ノ 酸 の 変 更 は 任 意 の 適 切 な 技 術 を 用 い て 、
例 え ば 位 置 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 （ Hutchinson et al. (1978) J. Biol. Chem. 253： 6551
） を 用 い て 実 施 で き る 。
　 本 発 明 で 使 用 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド へ の ア ミ ノ 酸 置 換 又 は 挿 入 は 天 然 に 存 在 す る か 、 又 は
天 然 に 存 在 し な い ア ミ ノ 酸 を 用 い て 実 施 で き る こ と は 理 解 さ れ よ う 。 天 然 ア ミ ノ 酸 で あ れ
、 合 成 ア ミ ノ 酸 で あ れ 、 L型 ア ミ ノ 酸 の み が 存 在 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 ど ん な ア ミ ノ 酸 変 化 が 実 施 さ れ る と し て も （ 置 換 、 改 変 、 挿 入 又 は 欠 失 の 手 段 に か か わ
ら ず ） 、 好 ま し い NKCC1ポ リ ペ プ チ ド は 、 上 記 ａ ） で 定 義 し た ポ リ ペ プ チ ド と 少 な く と も 5
0％ の 配 列 同 一 性 有 し 、 よ り 好 ま し く は 配 列 同 一 性 の 程 度 は 少 な く と も 75％ 、 少 な く と も 8
0％ 、 少 な く と も 85％ で あ る 。 少 な く と も 90％ 、 少 な く と も 95％ 又 は 少 な く と も 98％ の 配
列 同 一 性 が も っ と も 好 ま し い 。
　 同 一 性 と い う 用 語 は 、 2つ の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 間 の 類 似 性 を 表 す た め に 用 い る こ と が で
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き る 。 ア ミ ノ 酸 配 列 の 同 一 性 の 程 度 は 、 例 え ば “ ベ ス ト ヒ ッ ト (bestfit)” （ Smith and W
aterman (1981) Advances in Applied Mathematics,482-489） の よ う な プ ロ グ ラ ム を 用 い
て 計 算 し 、 任 意 の 2つ の 配 列 間 で 最 大 の 類 似 性 を も つ セ グ メ ン ト を 見 つ け る こ と が で き る
。 前 記 ア ラ イ ン メ ン ト は 、 ア ミ ノ 酸 類 似 性 マ ト リ ッ ク ス 、 例 え ば 文 献 （ Schwarz and Dayh
of (1979) Atlas of Protein Sequence and Structure, Dayhof, M.O., Ed pp353-358）
に 記 載 さ れ た よ う な も の を 用 い て 得 ら れ る ス コ ア を 最 大 限 に す る こ と に よ っ て 実 施 さ れ る
。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 前 記 工 程 を 実 施 す る た め の 当 業 界 で 周 知 の ソ フ ト ウ ェ ア パ ッ ケ ー ジ は CLUSTALプ ロ グ ラ
ム で あ る 。 前 記 は 2つ の ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 を 比 較 し 、 ど ち ら か の 配 列 に 適 切 な
ス ペ ー ス を 挿 入 す る こ と に よ っ て 最 適 ア ラ イ ン メ ン ト を 見 出 す 。 最 適 ア ラ イ ン メ ン ト に 対
す る ア ミ ノ 酸 同 一 性 又 は 類 似 性 （ 同 一 性 ＋ ア ミ ノ 酸 の 種 類 の 保 存 ） も ま た 例 え ば BLASTXの
よ う な ソ フ ト ウ ェ ア パ ッ ケ ー ジ を 用 い て 計 算 す る こ と が で き る 。 前 記 の プ ロ グ ラ ム で は 、
最 大 の 長 さ を も つ 類 似 配 列 の ア ラ イ ン メ ン ト を 見 出 し 、 前 記 の フ ィ ッ ト に 対 す る 値 を 割 り
当 て る 。 い ず れ の ワ ン パ タ ー ン 比 較 に つ い て も 、 そ の 各 々 が 異 な る ス コ ア を 有 す る 、 類 似
性 を も つ い く つ か の 領 域 を 見 出 す こ と が で き る 。 異 な る 長 さ を 有 す る 2つ の ポ リ ペ プ チ ド
は 長 い ほ う の フ ラ グ メ ン ト の 全 長 に 対 し て 比 較 で き る こ と は 当 業 者 に は 理 解 さ れ よ う 。 ま
た 別 に は 小 領 域 を 比 較 す る こ と も で き る 。 有 用 な 比 較 を 実 施 す る た め に は 通 常 同 じ 長 さ の
配 列 が 比 較 さ れ る 。
　 高 度 の 配 列 同 一 性 が 存 在 す る 場 合 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 に 比 較 的 わ ず か な 相 違 し か 存 在 し な
い で あ ろ う 。 し た が っ て 例 え ば 20未 満 、 10未 満 又 は 5未 満 の 相 違 で あ ろ う 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 （ ｃ ） の 範 囲 に 含 ま れ る ポ リ ペ プ チ ド ）
　 上 記 で 考 察 し た よ う に 、 ポ リ ペ プ チ ド の 長 さ を 減 少 さ せ る こ と は 、 し ば し ば 有 利 で あ る
（ 好 ま し く は 得 ら れ た 短 い ポ リ ペ プ チ ド は な お 所 望 の 活 性 を 有 す る か 、 又 は 有 用 な 抗 体 を
生 じ る こ と が で き る ） 。 し た が っ て 特 徴 ｃ ） は 、 本 発 明 で 使 用 さ れ る 上 記 ａ ） 又 は ｂ ） の
ポ リ ペ プ チ ド の フ ラ グ メ ン ト を 包 含 す る 。
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る よ う に 、 “ フ ラ グ メ ン ト ” と い う 用 語 は 、 親 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ
ノ 酸 配 列 の 少 な く と も 10ア ミ ノ 酸 残 基 、 好 ま し く は 少 な く と も 15ア ミ ノ 酸 残 基 、 少 な く と
も 20ア ミ ノ 酸 残 基 、 少 な く と も 25ア ミ ノ 酸 残 基 、 少 な く と も 40ア ミ ノ 酸 残 基 、 少 な く と も
50ア ミ ノ 酸 残 基 、 少 な く と も 60ア ミ ノ 酸 残 基 、 少 な く と も 70ア ミ ノ 酸 残 基 、 少 な く と も 80
ア ミ ノ 酸 残 基 、 少 な く と も 90ア ミ ノ 酸 残 基 、 少 な く と も 100ア ミ ノ 酸 残 基 、 少 な く と も 125
ア ミ ノ 酸 残 基 、 少 な く と も 150ア ミ ノ 酸 残 基 、 少 な く と も 175ア ミ ノ 酸 残 基 、 少 な く と も 20
0ア ミ ノ 酸 残 基 、 少 な く と も 250ア ミ ノ 酸 残 基 、 少 な く と も 300ア ミ ノ 酸 残 基 、 少 な く と も 3
50ア ミ ノ 酸 残 基 、 少 な く と も 400ア ミ ノ 酸 残 基 、 少 な く と も 450ア ミ ノ 酸 残 基 、 少 な く と も
500ア ミ ノ 酸 残 基 、 少 な く と も 550ア ミ ノ 酸 残 基 、 少 な く と も 600ア ミ ノ 酸 残 基 、 少 な く と
も 650ア ミ ノ 酸 残 基 、 少 な く と も 700ア ミ ノ 酸 残 基 、 少 な く と も 750ア ミ ノ 酸 残 基 、 少 な く
と も 800ア ミ ノ 酸 残 基 、 少 な く と も 850ア ミ ノ 酸 残 基 、 少 な く と も 900ア ミ ノ 酸 残 基 、 少 な
く と も 950ア ミ ノ 酸 残 基 、 少 な く と も 1000ア ミ ノ 酸 残 基 、 少 な く と も 1050ア ミ ノ 酸 残 基 、
少 な く と も 1100ア ミ ノ 酸 残 基 、 少 な く と も 1150ア ミ ノ 酸 残 基 又 は 少 な く と も 1200ア ミ ノ 酸
残 基 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 指 す 。 NKCC1ポ リ ペ プ チ ド の 任 意 の フ ラ グ メ ン
ト は 親 ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 的 活 性 を 保 持 し て い る 場 合 も い な い 場 合 も あ る 。 フ ラ グ メ ン ト
は そ の 全 長 に わ た っ て 図 1（ 配 列 番 号 1） に 示 し た ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て 少 な く と も 70％ の
同 一 性 を 有 す る 。 好 ま し く は フ ラ グ メ ン ト は 少 な く と も 75％ 、 少 な く と も 80％ 、 少 な く と
も 90％ 、 少 な く と も 95％ 又 は 少 な く と も 98％ の 同 一 性 を 有 す る 。 当 業 者 は 個 々 の フ ラ グ メ
ン ト が 活 性 を 有 す る か 否 か を 決 定 す る こ と が で き よ う 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 NKCC1ポ リ ペ プ チ ド は 抗 原 性 材 料 と し て 有 用 で 、 乳 癌 、 肺 癌 及 び ／ 又 は 膵 臓 癌 の 治 療 又
は 予 防 の た め の ワ ク チ ン の 製 造 に 用 い る こ と が で き る 。 そ の よ う な 材 料 は “ 抗 原 性 ” 又 は
“ 免 疫 原 性 ” を 有 す る で あ ろ う 。 一 般 的 に は 、 “ 抗 原 性 ” は 、 タ ン パ ク 質 が 抗 体 を 生 成 す
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る た め に 用 い る こ と が で き る か 、 又 は 実 際 に 対 象 者 で 抗 体 反 応 を 誘 導 す る こ と が で き る こ
と を 意 味 す る た め に 用 い ら れ る 。 “ 免 疫 原 性 ” は 、 タ ン パ ク 質 が 対 象 者 で 免 疫 反 応 を 誘 引
す る こ と が で き る こ と を 意 味 す る た め に 用 い ら れ る 。 し た が っ て 、 後 者 の 事 例 で は 、 タ ン
パ ク 質 は 抗 体 反 応 だ け で な く 非 抗 体 系 免 疫 反 応 も ま た 生 じ る 。
　 抗 原 性 タ ン パ ク 質 又 は ポ リ ペ プ チ ド を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 エ ピ ト ー プ 領 域 （ す な わ ち タ
ン パ ク 質 若 し く は ポ リ ペ プ チ ド の 抗 原 性 又 は 免 疫 原 性 に 必 要 な 領 域 ） を 同 定 す る こ と が で
き る こ と は 周 知 で あ る 。 当 業 者 に 周 知 の 方 法 を 用 い て フ ラ グ メ ン ト 、 及 び ／ 又 は 相 同 体 及
び ／ 又 は 誘 導 体 を 抗 原 性 に つ い て 調 べ る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 NKCC1ポ リ ペ プ チ ド
の フ ラ グ メ ン ト は 、 1つ 又 は 2つ 以 上 の そ の よ う な エ ピ ト ー プ 領 域 を 含 む か 、 又 は そ れ ら の
抗 原 性 ／ 免 疫 原 性 特 性 を 維 持 す る た め に そ の よ う な 領 域 に 充 分 に 類 似 す る で あ ろ う 。 し た
が っ て 、 NKCC1ポ リ ペ プ チ ド の フ ラ グ メ ン ト の 場 合 、 同 一 性 の 程 度 は お そ ら く 問 題 と さ れ
な い 。 な ぜ な ら ば 、 そ れ ら は 、 本 明 細 書 に 記 載 し た タ ン パ ク 質 若 し く は ポ リ ペ プ チ ド 、 相
同 体 又 は 誘 導 体 の 特 定 の 部 分 に 対 し て 100％ 同 一 で あ ろ う 。 重 要 な こ と は 、 フ ラ グ メ ン ト
は 、 そ れ が 由 来 し た タ ン パ ク 質 の 抗 原 性 及 び ／ 又 は 免 疫 原 性 特 性 を 維 持 す る と い う こ と で
あ ろ う 。
　 相 同 体 、 誘 導 体 及 び フ ラ グ メ ン ト は 少 な く と も 、 そ れ ら が 由 来 し た タ ン パ ク 質 の 抗 原 性
及 び ／ 又 は 免 疫 原 性 を 少 な く と も あ る 程 度 は 保 持 す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 下 記 で 考 察 す る よ う に 、 NKCC1ポ リ ペ プ チ ド は 乳 癌 、 肺 癌 及 び ／ 又 は 膵 臓 癌 の 治 療 手 段
と し て 有 用 で あ る 。 特 に あ る 実 施 態 様 で は 、 NKCC1ポ リ ペ プ チ ド は 別 の ポ リ ペ プ チ ド 、 例
え ば HIV/Tatタ ン パ ク 質 の タ ン パ ク 質 ト ラ ン ス ダ ク シ ョ ン ド メ イ ン （ 融 合 タ ン パ ク 質 の 細
胞 内 へ の 進 入 を 促 進 す る ） に 融 合 さ せ ら れ る （ S. Asoh et al. (2002) Proc. Natl. Acad
. Sci. USA, 99： 17107-17112） 。 そ の よ う な 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 乳 癌 、 肺 癌 及 び ／ 又 は
膵 臓 癌 の 治 療 用 組 成 物 の 製 造 で 使 用 す る た め に 提 供 す る こ と が で き る 。 1つ 又 は 2つ 以 上 の
そ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド を 製 造 す る 場 合 、 好 ま し い 手 段 は 組 換 え DNA技 術 を ベ ー ス に す る
こ と は 当 業 者 に は 理 解 さ れ よ う 。
　 NKCC1ポ リ ペ プ チ ド は 、 周 知 の 遺 伝 コ ー ド の 縮 退 を 考 慮 す れ ば 、 多 様 な 核 酸 分 子 に よ っ
て コ ー ド さ れ る で あ ろ う 。 こ れ ら 分 子 の い ず れ も 本 発 明 で 用 い る こ と が で き る 。 そ れ ら を
ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 ク ロ ー ニ ン グ し て 大 量 の DNA又 は RNAを 更 な る 研 究 の た め に 提 供 す る こ
と が で き る 。 当 業 者 に 公 知 の 技 術 を 用 い て 、 適 切 な ベ ク タ ー を 宿 主 細 胞 に 導 入 し 、 本 発 明
で 使 用 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 タ ン パ ク 質 及 び ポ リ ペ プ チ ド の ク ロ ー ニ ン グ 、 発 現 及 び 精 製 技 術 は 当 業 者 に は 公 知 で あ
る 。 当 業 界 で 周 知 の 方 法 を 用 い て DNA構 築 物 を 容 易 に 作 製 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 技
術 は 例 え ば 以 下 の 文 献 に 記 載 さ れ て い る ： J. Sambrook et al.“ Molecular Cloning” , 2
nd Ed., Cold Spring Harbour Laboratory Press (1989)； “ Old & Primrose Principles
 of Gene Manipulation” , 5th Ed., Blackwell Scientific Publications (1994)；  及
び “ Stryer Biochemistry” , 4th Ed., W.H. Freeman and Company (1995)。 DNA構 築 物 及
び 発 現 タ ン パ ク 質 の 改 変 、 例 え ば プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 、 シ グ ナ ル 配 列 、 リ ー ダ ー
配 列 、 翻 訳 開 始 及 び 終 止 シ グ ナ ル 、 並 び に DNA安 定 性 制 御 領 域 の 付 加 を 続 い て 促 進 す る こ
と が で き る 。
　 通 常 は 、 DNA構 築 物 は ベ ク タ ー （ 前 記 は フ ァ ー ジ 又 は プ ラ ス ミ ド 由 来 で あ ろ う ） に 挿 入
さ れ る 。 タ ン パ ク 質 の 発 現 は ベ ク タ ー で 細 胞 （ 真 核 細 胞 由 来 で も 原 核 細 胞 由 来 で も よ い ）
を 形 質 転 換 又 は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し て 達 成 さ れ る 。 そ の よ う な ベ ク タ ー 及 び 適 切 な 宿
主 細 胞 は 本 発 明 で 使 用 す る た め に さ ら に 別 の 特 徴 を 構 成 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 組 換 え NKCC1ポ リ ペ プ チ ド を 製 造 す る た め に 、 宿 主 細 胞 に 遺 伝 子 工 学 に よ っ て NKCC1核 酸
の た め の 発 現 系 ま た そ の 一 部 を 取 り 込 ま せ る こ と が で き る 。 そ の よ う な 操 作 は 当 業 界 で 周
知 の 方 法 、 例 え ば リ ン 酸 カ ル シ ウ ム ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 DEAE-デ キ ス ト ラ ン 仲 介 ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 ト ラ ン ス ベ ク シ ョ ン 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 、 陽 イ オ ン 性 脂 質 仲
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介 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 ト ラ ン ス ダ ク シ ョ ン 、 擦 過 ロ ー デ ィ
ン グ （ scrape loading） 、 弾 道 誘 導 又 は 感 染 を 用 い て 実 施 す る こ と が で き る （ 例 え ば 以 下
を 参 照 さ れ た い ： Davis et al.“ Basic Methods in Molecular Biology” , (1986)及 び J.
 Sambrook et al.“ Molecular Cloning” , 2nd Ed., Cold Spring Harbour Laboratory P
ress, Cold Spring Harbor, NY (1989)） 。
　 宿 主 細 胞 の 代 表 例 に は 、 細 菌 細 胞 （ 例 え ば 大 腸 菌 （ E. coli） 、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 、
ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス 、 ス ト レ プ ト ミ セ ス 及 び 枯 草 菌 （ Bacillus subtilis） ） 、 真 菌 細 胞
（ 例 え ば 酵 母 細 胞 及 び ア ス ペ ル ギ ル ス 細 胞 ） 、 昆 虫 細 胞 （ 例 え ば シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ S2及 び
ス ポ ド プ テ ラ Sf9細 胞 ） 、 動 物 細 胞 （ 例 え ば CHO、 COS、 HeLa、 C127、 3T3、 HEK293、 BHK及
び ボ ウ ズ メ ラ ノ ー マ 細 胞 ） 及 び 植 物 細 胞 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 例 え ば 以 下 の よ う な 多 様 な 発 現 系 を 用 い る こ と が で き る が 、 た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な
い ： 染 色 体 系 、 エ ピ ソ ー ム 系 及 び ウ イ ル ス 由 来 系 、 例 え ば 細 菌 性 プ ラ ス ミ ド 、 バ ク テ リ オ
フ ァ ー ジ 、 ト ラ ン ス ポ ゾ ン 、 酵 母 エ ピ ト ー プ 、 挿 入 エ レ メ ン ト 、 酵 母 染 色 体 性 エ レ メ ン ト
、 ウ イ ル ス （ 例 え ば バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 、 パ ポ ー バ ウ イ ル ス （ 例 え ば SV40） 、 ワ ク シ ニ ア ウ
イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 鶏 痘 ウ イ ル ス 、 仮 性 狂 犬 病 ウ イ ル ス 及 び レ ト ロ ウ イ ル ス ） に 由
来 す る ベ ク タ ー 、 及 び そ の 組 合 せ に 由 来 す る ベ ク タ ー 、 例 え ば プ ラ ス ミ ド 及 び バ ク テ リ オ
フ ァ ー ジ の 遺 伝 エ レ メ ン ト に 由 来 す る ベ ク タ ー （ 例 え ば コ ス ミ ド 及 び フ ァ ー ジ ミ ド ） 。 発
現 系 は 、 発 現 を 調 節 す る と 同 時 に 発 現 を ひ き 起 こ す コ ン ト ロ ー ル 領 域 を 含 む こ と が で き る
。 一 般 的 に は 、 核 酸 を 維 持 、 増 殖 及 び 発 現 さ せ て 宿 主 で ポ リ ペ プ チ ド を 生 成 す る こ と が で
き る 任 意 の 系 又 は ベ ク タ ー を 用 い る こ と が で き る 。 適 切 な 核 酸 配 列 は 、 周 知 で 日 常 的 な 技
術 （ 例 え ば 上 掲 書 （ Sambrook et al.） に 記 載 さ れ た も の ） に よ っ て 発 現 系 に 挿 入 す る こ
と が で き る 。 適 切 な 分 泌 シ グ ナ ル を NKCC1ポ リ ペ プ チ ド に 取 り 込 ま せ て 、 翻 訳 さ れ た タ ン
パ ク 質 を 小 胞 体 、 細 胞 周 辺 腔 又 は 細 胞 外 環 境 の 管 腔 内 に 分 泌 さ せ る こ と が で き る 。 こ れ ら
の シ グ ナ ル は NKCC1ポ リ ペ プ チ ド に と っ て 内 因 性 で も よ い が 、 ま た そ れ ら は 異 種 の シ グ ナ
ル で も よ い 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 細 胞 を 含 ま な い 翻 訳 系 も ま た 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド の 製 造 に 用 い る こ と が で き る （ 例 え ば
ウ サ ギ 網 状 赤 血 球 溶 解 物 、 コ ム ギ 麦 芽 溶 解 物 、 SP6/T7 in vitro T&T及 び RTS100E.coliHY
を 結 合 さ せ た 転 写 /翻 訳 キ ッ ト （ Roche Diagnostics Ltd., Lewes, UK） 及 び TNTク ィ ッ ク
を 結 合 さ せ た 転 写 /翻 訳 系 （ Promega UK, Southampton, UK） ） 。
　 NKCC１ 核 酸 は 当 業 界 で 公 知 の 方 法 、 例 え ば 通 常 の 化 学 的 手 段 又 は ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応
（ PCR） 増 幅 を 用 い て 合 成 す る こ と が で き る 。 NKCC１ 核 酸 は ま た 、 例 え ば ｃ DNAラ イ ブ ラ リ
ー 、 ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー 又 は 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 、 任 意
の 種 に 由 来 す る NKCC1ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 同 定 及 び ク ロ ー ニ ン グ を 可 能 に
す る 。
　 核 酸 構 造 の 情 報 を 抗 体 の 作 製 及 び 遺 伝 子 治 療 に 用 い る こ と が で き る 。 こ れ に 関 す る 技 術
は 、 本 明 細 書 で さ ら に 詳 細 に 考 察 す る と お り 当 業 者 に は 周 知 で あ る 。
　 適 切 な 発 現 系 を 用 い る こ と に よ っ て 、 NKCC1ポ リ ペ プ チ ド は 糖 付 加 形 態 又 は 糖 の な い 形
態 で 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 糖 の な い 形 態 は 原 核 細 胞 （ 例 え ば 大 腸 菌 ） で 発 現 さ せ る こ
と に よ っ て 生 成 す る こ と が で き る 。
　 N-末 端 メ チ オ ニ ン を 含 む ポ リ ペ プ チ ド は あ る 種 の 発 現 系 を 用 い て 生 成 す る こ と が で き る
が 、 他 の 系 で は 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド は 前 記 の 残 基 を 欠 い て い る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 NKCC1ポ リ ペ プ チ ド の ク ロ ー ニ ン グ 、 発 現 及 び 精 製 の た め の 好 ま し い 技 術 は 以 下 に 要 約
す る ：
　 ポ リ ペ プ チ ド は 天 然 の ま ま の 状 態 で 製 造 す る か 、 又 は 変 性 条 件 下 で 製 造 し 続 い て 最 折 り
畳 み を 実 施 す る こ と が で き る 。 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー は 分 泌 プ ラ ス ミ ド （ 例 え ば
pACGP67（ Pharmingen） ） を 含 み 、 前 記 は フ レ ー ム 内 で ク ロ ー ン 化 さ れ た エ ピ ト ー プ タ グ
配 列 を も ち （ 例 え ば myc、 V5又 は His） 、 検 出 を 促 進 し そ の 後 の タ ン パ ク 質 の 精 製 を 可 能 に
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す る 。 哺 乳 類 発 現 ベ ク タ ー は pCDNA3及 び pSecTag（ 両 者 と も Invitrogen） 並 び に pREP9及 び
pCEP4（ Invitrogen） を 含 む で あ ろ う 。 大 腸 菌 系 は ｐ Badシ リ ー ズ （ Hisタ グ 付 き 、 Invitro
gen） 又 は ｐ Gexシ リ ー ズ （ Pharmacia） を 含 む 。
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 NKCC1ポ リ ペ プ チ ド は 単 離 形 で 提 供 さ れ 、 少 な く と も あ る 程 度 ま で
精 製 さ れ た NKCC1ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。 NKCC1ポ リ ペ プ チ ド は 、 組 換 え 法 を 用 い て 製 造 す る
か 、 合 成 に よ り 製 造 す る か 、 又 は 前 記 の 方 法 を 組 み 合 わ せ て 製 造 す る こ と が で き る 。 NKCC
1ポ リ ペ プ チ ド は 実 質 的 に 純 粋 な 形 態 で 、 換 言 す れ ば 実 質 的 に 他 の タ ン パ ク 質 を 含 ま な い
状 態 で 提 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 NKCC1ポ リ ペ プ チ ド を 下 記 に 述 べ る よ う に 細 胞 を ベ ー ス に し た ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ
で 使 用 す る た め に 発 現 さ せ る 場 合 は 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 細 胞 表 面 で 生 成 さ れ る こ と が 好
ま し い 。 こ の 場 合 に は 、 細 胞 は ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ で 使 用 す る 前 に 採 集 す る こ と が で
き る 。 NKCC1ポ リ ペ プ チ ド が 培 養 液 中 に 分 泌 さ れ る 場 合 は 、 前 記 培 養 液 を 回 収 し て 前 記 ポ
リ ペ プ チ ド を 単 離 す る こ と が で き る 。 細 胞 内 で 生 成 さ れ る 場 合 に は 、 NKCC1ポ リ ペ プ チ ド
を 回 収 す る 前 に 細 胞 を 先 ず 溶 解 さ せ る こ と が で き る 。
　 NKCC1ポ リ ペ プ チ ド は 周 知 の 方 法 に よ っ て 組 換 え 細 胞 培 養 か ら 回 収 し 、 精 製 す る こ と が
で き る 。 前 記 方 法 に は 以 下 が 含 ま れ る ： 硫 安 若 し く は エ タ ノ ー ル 沈 澱 、 酸 抽 出 、 陰 イ オ ン
若 し く は 陽 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ホ ス ホ セ ル ロ ー ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ア フ
ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 疎 水 反 応 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ヒ ド ロ キ シ ル ア パ タ イ ト
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 分 子 篩 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 遠 心 法 、 電 気 泳 動 法 及 び レ ク チ ン ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー 。 あ る 実 施 態 様 で は 前 記 方 法 の 組 合 せ が 用 い ら れ る 。 別 の 実 施 態 様 で は 、
高 性 能 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー が 用 い ら れ る 。 さ ら に 別 の 実 施 態 様 で は 、 NKCC1ポ リ ペ プ
チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 用 い て 、 NKCC1を 含 む サ ン プ ル か ら 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 枯
渇 さ せ る か 、 又 は 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 精 製 す る こ と が で き る 。 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 単 離 又
は 精 製 時 に 変 性 さ せ た と き は 、 当 業 界 で 周 知 の 技 術 を 用 い て 、 NKCC1ポ リ ペ プ チ ド の 天 然
の 構 造 又 は 活 性 を 示 す 構 造 を 再 生 さ せ る た め に 、 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ せ る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 NKCC1ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 （ 本 明 細 書 で は “ コ ー ド ” 核 酸 と 称 さ れ る ）
の 他 に 、 本 発 明 は ま た そ れ と 相 補 的 な 核 酸 も ま た 利 用 す る 。 し た が っ て 、 例 え ば 二 本 鎖 核
酸 分 子 の 両 鎖 が 本 発 明 に 含 ま れ る （ そ れ ら が 互 い に 結 合 し て い る か 否 か に か か わ ら な い ）
。 さ ら に ま た ｍ RNA分 子 及 び 相 補 的 DNA分 子 （ 例 え ば ｃ DNA） も 含 ま れ る 。
　 上 記 で 考 察 し た 核 酸 分 子 の い ず れ か と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る 核 酸 分 子 の 、 乳
癌 、 肺 癌 及 び ／ 又 は 膵 臓 癌 の 診 断 、 ス ク リ ー ニ ン グ 、 治 療 及 び ／ 又 は 診 断 に お け る 使 用 も
ま た 本 発 明 に 包 含 さ れ る 。 そ の よ う な 核 酸 分 子 は 本 明 細 書 で は “ ハ イ ブ リ ダ イ ズ （ す る ）
” 核 酸 分 子 と 称 さ れ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ズ 核 酸 分 子 は 、 例 え ば プ ロ ー ブ 又 は プ ラ イ マ ー と し
て 有 用 で あ ろ う 。
　 望 ま し く は そ の よ う な ハ イ ブ リ ダ イ ズ 分 子 は 長 さ が 少 な く と も 8ヌ ク レ オ チ ド 、 好 ま し
く は 長 さ が 25又 は 少 な く と も 50ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 前 記 ハ イ ブ リ ダ イ ズ 核 酸 分 子 は 好 ま
し く は 上 記 の ｄ ） 、 ｅ ） 、 ｆ ） 、 ｇ ） 、 ｈ ） 又 は ｉ ） の 核 酸 分 子 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ
ズ す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 望 ま し く は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ 分 子 は ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 前 記 の 分 子 と ハ イ ブ リ
ダ イ ズ す る で あ ろ う 。 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 の 一 例 は 、 目 的 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
が 、 約 35℃ ～ 約 65℃ の 間 の 温 度 で 約 0.9モ ル の 塩 溶 液 を 用 い て 実 施 さ れ る 場 合 で あ る 。 し
か し な が ら 、 当 業 者 で あ れ ば 、 例 え ば プ ロ ー ブ の 長 さ 、 塩 基 の 組 成 、 存 在 す る イ オ ン の タ
イ プ な ど の 変 数 (bariables)を 考 慮 し て 、 前 記 の よ う な 条 件 を 変 動 さ せ る こ と が で き る で
あ ろ う 。 高 度 な 選 択 性 の た め に 、 比 較 的 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 （ 例 え ば 低 塩 又 は 高 温 条
件 ） を 使 用 し て 二 重 鎖 が 形 成 さ れ る 。 本 明 細 書 で 用 い ら れ る よ う に 、 “ 高 度 に ス ト リ ン ジ
ェ ン ト な 条 件 ” と は 、 0.5Mの NaHPO 4 、 7％ ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム （ SDS） 、 1mMの EDTA、 6

10

20

30

40

50

(13) JP 2005-522228 A 2005.7.28



5℃ で の フ ィ ル タ ー 結 合 DNAと の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 及 び 0.1Xの SSC／ 0.1％ SDS、 68
℃ で の 洗 滌 を 意 味 す る （ F.M. Ausubel et al. eds., 1989,“ Current Protocols in Mole
cular Bioligy” , Vol.I, Green Publishing Associates, Inc., and  John Wiley & Son
s, Inc., New York, p.2.10.3） 。 い く つ か の 応 用 で は 、 よ り 低 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条
件 が 二 重 鎖 形 成 に 要 求 さ れ る 。 本 明 細 書 で 用 い ら れ る よ う に 、 “ 中 程 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン
ト な 条 件 ” は 、 0.2XSSC／ 0.1％ SDSで 42℃ で の 洗 滌 を 意 味 す る （ Ausubel et al. 1989, 上
掲 書 ） 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 で は ま た 、 ホ ル ム ア ミ ド の 添 加 量 を 増 加 さ せ ハ イ ブ
リ ッ ド 二 重 鎖 を 不 安 定 に さ せ る こ と に よ っ て ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー を 高 め る こ と が で き る 。
し た が っ て 、 個 々 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 容 易 に 操 作 す る こ と が で き 、 一 般 的 に
は 所 望 さ れ る 結 果 に 応 じ て 選 択 さ れ る で あ ろ う 。 一 般 的 に は 、 50％ の ホ ル ム ア ミ ド の 存 在
下 で の 都 合 の よ い ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 温 度 は 以 下 の と お り で あ る ： NKCC1ポ リ ペ プ チ
ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 フ ラ グ メ ン ト と 95～ 100％ 同 一 の プ ロ ー ブ に 対 し て は 42℃ 、 90～ 95
％ 同 一 性 に 対 し て は 37℃ 、 及 び 70～ 90％ 同 一 性 に 対 し て は 32℃ 。 ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー の 調
製 で は 、 DNAフ ラ グ メ ン ト が 生 成 さ れ 、 そ の い く つ か は NKCC1ポ リ ペ プ チ ド の 一 部 分 又 は 全
体 を コ ー ド す る で あ ろ う 。 前 記 DNAは 種 々 の 制 限 酵 素 を 用 い て 特 定 の 部 位 で 切 断 す る こ と
が で き る 。 ま た 別 に は 、 マ ン ガ ン の 存 在 下 で DNA分 解 酵 素 を 用 い て 前 記 DNAを フ ラ グ メ ン ト
化 す る か 、 又 は 前 記 DNAは 物 理 的 に 例 え ば 超 音 波 処 理 に よ っ て せ ん 断 す る こ と が で き る 。
続 い て 前 記 DNAフ ラ グ メ ン ト を 標 準 的 な 技 術 （ ア ガ ロ ー ス 及 び ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電
気 泳 動 、 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 並 び に シ ョ 糖 勾 配 遠 心 分 離 を 含 む が 、 た だ し こ れ ら に
限 定 さ れ な い ） に よ っ て サ イ ズ に し た が っ て 分 離 す る こ と が で き る 。 前 記 DNAフ ラ グ メ ン
ト を 続 い て 適 切 な ベ ク タ ー （ プ ラ ス ミ ド 、 コ ス ミ ド 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ ラ ム ダ 又 は T 4 、
酵 母 人 工 染 色 体 （ YAC） を 含 む が 、 た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） に 挿 入 す る こ と が で き
る （ 例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ： J. Sambrook et al. 1989“ Molecular Cloning, A Labo
ratory Manual” , 1D Ed., Cold Spring Harbour Laboratory Press, Cold Spring Harbo
r, NY；  D.M. Glover, (ed.), 1985,“ DNA Cloning：  A Practical Approach” , MRL Pre
ss, LTD., Oxford, U.K. Vol. I, II：  F.M. Ausubel et al. eds., 1989,“ Current Pro
tocols in Molecular Bioligy” , Vol.I, Green Publishing Associates, Inc., and  Jo
hn Wiley & Sons, Inc., New York） 。 前 記 ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー を 標 識 プ ロ ー ブ と の 核 酸
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る （ Benton & Davis, 19
77, Science 196： 180；  Grunstein & Hogness, 1975, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 72
： 3961） 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAの 操 作 は 、 タ ン パ ク 質 の 改 変 及 び 精 製 目 的 で の 大 量 の タ ン
パ ク 質 の 製 造 の 両 方 で 特 に 強 力 な 技 術 で あ る 。 前 記 に は 所 望 の 核 酸 配 列 増 幅 の た め の PCR
技 術 の 使 用 が 含 ま れ る 。 し た が っ て 、 本 明 細 書 で 提 供 さ れ る 配 列 デ ー タ を 用 い て PCRで 使
用 さ れ る プ ラ イ マ ー を デ ザ イ ン し 、 そ れ に よ っ て 所 望 の 配 列 を 見 つ け 、 こ れ を 高 度 に 増 幅
す る こ と が で き る 。
　 典 型 的 に は 、 プ ラ イ マ ー は 少 な く と も 8ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ を 有 し 、 一 般 的 に は 少 な く
と も 10ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ で あ ろ う （ 例 え ば 15～ 25ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ で あ る ） 。 い く つ
か の 事 例 で は 、 少 な く と も 30又 は 少 な く と も 35ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ の プ ラ イ マ ー が 用 い ら
れ る で あ ろ う 。
　 さ ら に 別 の 選 択 肢 と し て 化 学 合 成 を 用 い る こ と が で き 、 前 記 は 自 動 化 さ れ て あ っ て も よ
い 。 比 較 的 短 い 配 列 は 化 学 的 に 合 成 し 一 緒 に 連 結 さ せ て よ り 長 い 配 列 を 提 供 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 同 一 性 と い う 用 語 は ま た 2つ の 個 々 の DNA配 列 間 の 類 似 性 を 示 す た め に 用 い る こ と が で き
る 。 “ bestfit” プ ロ グ ラ ム （ Smith & Waterman, 1981, Advances in applied Mathemati
cs, 482-489） は 、 2つ の 核 酸 配 列 間 で 類 似 性 を も つ 最 良 の セ グ メ ン ト を 見 つ け る た め に 用
い ら れ る コ ン ピ ュ ー タ ソ フ ト の 一 タ イ プ の 例 で あ る が 、 一 方 GAPプ ロ グ ラ ム は 配 列 の 全 長
に わ た っ て ア ラ イ ン メ ン ト を 実 施 し 、 ど ち ら か の 配 列 に 適 切 な よ う に ス ペ ー ス を 挿 入 す る
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こ と に よ っ て 最 適 な ア ラ イ ン メ ン ト を 見 つ け る こ と を 可 能 に す る 。 ｄ ） 、 ｅ ） 及 び ｆ ） の
配 列 の い ず れ か と 実 質 的 な 同 一 性 を 示 す 配 列 、 例 え ば 少 な く と も 50％ 、 少 な く と も 75％ 、
少 な く と も 80％ 、 少 な く と も 85％ 、 少 な く と も 90％ 、 少 な く と も 95％ 又 は 少 な く と も 98％
の 配 列 同 一 性 を も つ の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 で 使 用 さ れ る ハ イ ブ リ ダ イ ズ 核 酸 分 子 は 、 上 記 の ｄ ） － ｉ ） に 包 含 さ れ る 核 酸 分
子 と そ の 全 長 に わ た っ て 高 度 な 配 列 同 一 性 を 有 す る で あ ろ う （ 例 え ば 少 な く と も 50％ 、 少
な く と も 75％ 、 少 な く と も 80％ 、 少 な く と も 85％ 、 少 な く と も 90％ 、 少 な く と も 95％ 又 は
少 な く と も 98％ の 配 列 同 一 性 ） 。 当 業 者 に 理 解 さ れ る よ う に 、 あ る 一 本 鎖 核 酸 分 子 と 別 の
核 酸 分 子 と が 有 す る 配 列 同 一 性 が 高 け れ ば 高 い ほ ど 、 前 記 が 、 前 記 他 の 核 酸 分 子 と 相 補 的
な 核 酸 分 子 と 適 切 な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 確 率 は 高 く な る で あ ろ う 。
　 所 望 の 場 合 は 、 NKCC1ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 、 関 連 遺 伝 子 、 又 は 関 連 核 酸 配
列 若 し く は サ ブ 配 列 （ 相 補 的 配 列 を 含 む ） も 又 は イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ に 用 い る
こ と が で き る 。 NKCC1ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 、 又 は 少 な く と も 8ヌ ク レ オ チ ド を 含
む そ の サ ブ 配 列 を 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 。 ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ は 、 NKCC1ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 異 常 を 伴 う 症
状 、 障 害 又 は 疾 患 の 検 出 、 予 後 、 診 断 又 は モ ニ タ ー の た め に 、 又 は 乳 癌 、 肺 癌 及 び ／ 又 は
膵 臓 癌 を 示 唆 す る 徴 候 若 し く は 症 状 を も つ 患 者 の 示 差 的 診 断 の た め に 用 い る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 特 に あ る 実 施 態 様 で は 、 そ の よ う な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ は 以 下 の 工 程 を 含
む 方 法 に よ っ て 実 施 す る こ と が で き る ：
　 i） NKCC1ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNA又 は RNAと ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る 核 酸
と 、 核 酸 を 含 む 生 物 学 的 サ ン プ ル を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 生 じ る 条 件 下 で 接 触 さ せ ；
さ ら に
   ii)生 じ た 一 切 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 検 出 又 は 測 定 す る 。
　 本 発 明 は ま た 、 NKCC1ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る RNAと ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る
核 酸 プ ロ ー ブ を 含 む キ ッ ト を 提 供 す る 。 特 別 な 実 施 態 様 で は 、 キ ッ ト は 、 １ つ 又 は 2つ 以
上 の 容 器 の 中 に 一 対 の プ ラ イ マ ー （ 例 え ば 各 々 が 6－ 30ヌ ク レ オ チ ド 、 よ り 好 ま し く は 10
－ 30ヌ ク レ オ チ ド 、 さ ら に 好 ま し く は 10－ 20ヌ ク レ オ チ ド ） を 含 む 。 前 記 プ ラ イ マ ー は 、
適 切 な 反 応 条 件 下 で は NKCC1ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 の 少 な く と も 一 部 分 の 増 幅 を
、 例 え ば ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ 例 え ば 以 下 を 参 照 の こ と ： Innis et al. 1990, PCR Pro
tocols, Academic Press, Inc., San Diego, CA） 、 リ ガ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ EP320308号 を 参
照 さ れ た い ） 、 Qβ レ プ リ カ ー ゼ の 使 用 、 環 状 プ ロ ー ブ 反 応 又 は 当 業 界 で 公 知 の 他 の 方 法
に よ っ て プ ラ イ ミ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 乳 癌 、 肺 癌 及 び ／ 又 は 膵 臓 癌 治 療 用 ワ ク チ ン と し て 使 用 さ れ る NKCC
1ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 相 補 的 な 10又 は そ れ 以 上 の 連 続 す る ヌ ク
レ オ チ ド を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 調 製 物 が 提 供 さ れ る 。 そ の よ う な 調 製 物 は ア ジ ュ バ
ン ト 又 は 他 の 賦 形 剤 を 含 む こ と が で き る 。
　 さ ら に 別 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 乳 癌 、 肺 癌 及 び ／ 又 は 膵 臓 癌 の 治 療 で 使 用 さ れ る
医 薬 組 成 物 の 製 造 で の 少 な く と も １ つ の NKCC1核 酸 の 使 用 を 提 供 す る 。
　 プ ラ イ マ ー 及 び ／ 又 は プ ロ ー ブ と し て 使 用 さ れ る 以 外 に も 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ 核 酸 分 子 を
ア ン チ セ ン ス 分 子 と し て 用 い て 、 相 補 的 核 酸 分 子 と の 結 合 に よ り NKCC1ポ リ ペ プ チ ド の 発
現 を 変 化 さ せ る こ と が で き る 。 こ の 技 術 は ア ン チ セ ン ス 療 法 で 用 い る こ と が で き る 。
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る よ う に 、 “ ア ン チ セ ン ス ” 核 酸 は 、 本 明 細 書 で 定 義 し た ポ リ ペ プ
チ ド を コ ー ド す る RNA（ 好 ま し く は ｍ RNA） の 一 部 と 相 補 的 な 多 少 の 配 列 に よ り ハ イ ブ リ ダ
イ ズ す る こ と が で き る 核 酸 を 指 す 。 ア ン チ セ ン ス 核 酸 は そ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド
す る ｍ RNAの コ ー ド 領 域 及 び ／ 又 は 非 コ ー ド 領 域 と 相 補 的 で あ ろ う 。 そ の よ う な ア ン チ セ
ン ス 核 酸 は 発 現 を 阻 害 す る 化 合 物 と し て 有 用 で あ り 、 乳 癌 、 肺 癌 及 び ／ 又 は 膵 臓 癌 の 治 療
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又 は 予 防 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 特 別 な 実 施 態 様 で は 、 NKCC1ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 は ア ン チ セ ン ス 核 酸 の 使 用 に よ っ て 阻
害 さ れ る 。 本 発 明 は 、 NKCC1ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 又 は ｃ DNAに 対 し て ア ン チ セ
ン ス で あ る 少 な く と も 8ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 核 酸 の 治 療 的 又 は 予 防 的 使 用 を 提 供 す る 。
　 内 因 性 ポ リ ペ プ チ ド 発 現 も ま た 、 標 的 誘 導 さ れ る 相 同 組 換 え を 用 い て 、 前 記 ポ リ ペ プ チ
ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 又 は そ の よ う な 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー の 不 活 化 又 は “ ノ ッ キ ン グ ア
ウ ト ” に よ り 低 下 さ せ る こ と が で き る （ 例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ： Smithies et al. 19
85, Nature 317： 230-234；  Thomas & Capecchi, 1987, Cell 51： 503-512；  Thompson e
t al. 1989, Cell 5： 313-321；  Zijlstra et al. 1989, Nature 342： 435-438） 。 例 え
ば 、 内 因 性 遺 伝 子 と 相 同 な DNAに よ っ て フ ラ ン キ ン グ さ れ て い る 非 機 能 性 ポ リ ペ プ チ ド （
又 は 完 全 に 無 関 係 の DNA配 列 ） を コ ー ド す る 変 異 遺 伝 子 （ 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 又 は 調 節 領 域 ） を 用 い て （ 選 択 マ ー カ ー 及 び ／ 又 は 負 の 選 択 マ ー カ ー
を 有 す る も の で も も た な い も の で も よ い ） 、 標 的 遺 伝 子 を 発 現 す る 細 胞 に in vivoで ト ラ
ン ス フ ェ ク ト す る こ と が で き る 。 標 的 誘 導 さ れ る 相 同 組 換 え を 介 し た 前 記 DNA構 築 物 の 挿
入 に よ っ て 前 記 標 的 遺 伝 子 の 不 活 化 が 生 じ る 。 こ の ア プ ロ ー チ を ヒ ト に 応 用 す る こ と が で
き る が 、 前 記 組 換 え DNA構 築 物 は 直 接 投 与 さ れ る か 、 又 は 必 要 な 部 位 に 適 切 な ウ イ ル ス ベ
ク タ ー を 用 い て in vivoで 標 的 誘 導 さ れ る こ と を 条 件 と す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 NKCC1ポ リ ペ プ チ ド の 遺 伝 子 発 現 を 低 下 さ せ る た め に 周 知 の 遺 伝 子
“ ノ ッ ク ア ウ ト ” リ ボ ザ イ ム 又 は 三 重 ヘ リ ッ ク ス 法 を 併 用 し な が ら NKCC1ポ リ ペ プ チ ド を
コ ー ド す る 遺 伝 子 配 列 を 用 い 、 NKCC1ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル 又 は 活 性 を 低 下 さ せ る こ と に
よ っ て 乳 癌 、 膵 臓 癌 及 び ／ 又 は 肺 癌 の 症 状 を 改 善 す る こ と が で き る 。 こ の ア プ ロ ー チ で は
、 リ ボ ザ イ ム 又 は 三 重 ヘ リ ッ ク ス 分 子 を 用 い て 前 記 遺 伝 子 の 活 性 、 発 現 又 は 合 成 を 調 節 し
、 し た が っ て 乳 癌 、 膵 臓 癌 及 び ／ 又 は 肺 癌 の 症 状 を 改 善 す る 。 そ の よ う な 分 子 は 、 変 異 又
は 非 変 異 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 低 下 又 は 阻 害 す る よ う に デ ザ イ ン す る こ と が で き る 。 そ の よ
う な 分 子 の 作 製 技 術 及 び 使 用 技 術 は 当 業 界 で は 周 知 で あ る 。
　 さ ら に 別 の 実 施 態 様 で は 、 NKCC1核 酸 は 遺 伝 子 治 療 で 投 与 さ れ る （ 例 え ば 以 下 を 参 照 さ
れ た い ： T. Hoshida et al. 2002, Pancreas, 25： 111-121；  Y. Ikuno, 2002, Invest. 
Ophthalmol. Vis. Sci. 43： 2406-2411；  C. Bollard, 2002, Blood 99： 3179-3187；  E.
 Lee, 2001, Mol. Med. 7： 773-782） 。
　 遺 伝 子 治 療 と は 、 発 現 さ せ た 核 酸 又 は 発 現 さ せ る こ と が で き る 核 酸 の 対 象 者 へ の 投 与 を
指 す 。 こ の 実 施 態 様 で は 、 前 記 核 酸 は そ の コ ー ド タ ン パ ク 質 を 生 成 し 、 前 記 タ ン パ ク 質 は
ポ リ ペ プ チ ド 機 能 を 促 進 す る こ と に よ っ て 治 療 的 効 果 を 仲 介 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 好 ま し い 特 徴 で は 、 医 薬 組 成 物 は NKCC1核 酸 （ 例 え ば NKCC1ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核
酸 ） を 含 み 、 前 記 核 酸 は NKCC1ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の キ メ ラ タ ン パ ク 質 を 適 切 な 宿 主 で 発
現 す る 発 現 ベ ク タ ー の 一 部 分 で あ る 。 特 に 、 そ の よ う な 核 酸 は 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の コ ー ド
領 域 に 機 能 的 に 連 結 さ れ た プ ロ モ ー タ ー を 有 し 、 前 記 プ ロ モ ー タ ー は 誘 発 性 又 は 構 成 性 （
及 び 場 合 に よ っ て 組 織 特 異 的 ） で あ る 。 特 に ま た 別 の 実 施 態 様 で は 、 前 記 コ ー ド 配 列 及 び
他 の 任 意 の 所 望 配 列 が 、 ゲ ノ ム 内 の 所 望 の 位 置 で 相 同 組 換 え を 促 進 す る 領 域 に よ っ て フ ラ
ン キ ン グ さ れ た （ し た が っ て 前 記 核 酸 の 染 色 体 内 発 現 が 提 供 さ れ る ） 核 酸 分 子 が 用 い ら れ
る （ Koller & Smithies, 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86： 8932-8935；  Zijlstra
 et al. 1989, Nature 342： 435-438） 。
　 前 記 核 酸 の 患 者 へ の 送 達 は 直 接 的 で 、 こ の 場 合 、 患 者 は 核 酸 又 は 核 酸 含 有 ベ ク タ ー に 直
接 暴 露 さ れ る 。 前 記 ア プ ロ ー チ は in vivo遺 伝 子 治 療 と し て 知 ら れ て い る 。 ま た 別 に は 核
酸 の 患 者 へ の 送 達 は 間 接 的 で 、 こ の 場 合 、 先 ず 初 め に 細 胞 が in vitroで 形 質 転 換 さ れ 、 続
い て 患 者 に 移 植 さ れ る 。 前 記 ア プ ロ ー チ は ex vivo遺 伝 子 治 療 と し て 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 は ま た 、 NKCC1は 乳 癌 、 膵 臓 癌 及 び ／ 又 は 肺 癌 の 治 療 及 び ／ 又 は 予 防 の た め の 適
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切 な 免 疫 治 療 標 的 で あ る こ と を 示 す 。 し た が っ て ま た 別 の 特 徴 で 、 本 発 明 は NKCC1ポ リ ペ
プ チ ド を 認 識 す る 抗 体 並 び に 乳 癌 、 膵 臓 癌 及 び ／ 又 は 肺 癌 の 治 療 及 び ／ 又 は 予 防 で の そ れ
ら の 使 用 を 提 供 す る 。
　 NKCC1ポ リ ペ プ チ ド は 抗 体 を 生 じ る 免 疫 原 と し て 用 い る こ と が で き 、 前 記 抗 体 は そ の よ
う な 免 疫 原 と 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 。 前 記 抗 体 は 本 明 細 書 で は NKCC1抗 体 と 称 さ れ る 。 NKC
C1抗 体 に は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 二 重 特 異 性 抗 体 、 ヒ ト 化 又 は キ メ
ラ 抗 体 、 一 本 鎖 抗 体 、 Fabフ ラ グ メ ン ト 及 び F(ab’ )フ ラ グ メ ン ト 、 Fab発 現 ラ イ ブ ラ リ ー
に よ っ て 生 成 さ れ る フ ラ グ メ ン ト 、 抗 イ デ ィ オ タ イ プ （ 抗 Id） 抗 体 及 び 上 記 の い ず れ か の
エ ピ ト ー プ 結 合 フ ラ グ メ ン ト が 含 ま れ る が 、 た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 本 明 細 書 で 用
い ら れ る “ 抗 体 ” と い う 用 語 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 及 び 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の 免 疫 学 的 に
活 性 な 部 分 、 す な わ ち 抗 原 と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 原 結 合 部 位 を 含 む 分 子 を 指 す 。 前 記 免 疫
グ ロ ブ リ ン 分 子 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の 任 意 の ク ラ ス （ 例 え ば IgG、 IgE、 IgM、 IgD及 び
IgA） 又 は サ ブ ク ラ ス で あ ろ う 。 好 ま し い 抗 体 は NKCC1ポ リ ペ プ チ ド と 特 異 的 に 結 合 し 、 そ
の 結 果 そ れ ら を 用 い て そ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド を 精 製 し 、 及 び ／ 又 は そ の 活 性 を 阻 害 す る
こ と が で き る 。 特 異 的 に 認 識 す る 又 は 特 異 的 に 結 合 す る と は 、 前 記 抗 体 が 他 の ポ リ ペ プ チ
ド に 対 す る よ り も NKCC1ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て よ り 強 い 親 和 性 を 有 す る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 抗 体 の 製 造 で は 、 所 望 の 抗 体 に つ い て の ス ク リ ー ニ ン グ は 当 業 界 で 公 知 の 技 術 、 例 え ば
ELISA（ 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ ） に よ っ て 達 成 で き る 。 例 え ば 、 抗 体 （ NKCC1ポ リ ペ プ
チ ド の 特 定 の ド メ イ ン を 認 識 す る ） の 選 択 の た め に 、 作 製 し た ハ イ ブ リ ド ー マ を そ の よ う
な ド メ イ ン を 含 む ポ リ ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト と 結 合 す る 生 成 物 に つ い て ア ッ セ イ す る こ と
が で き る 。 第 一 の ポ リ ペ プ チ ド 相 同 体 と 特 異 的 に 結 合 す る が 、 第 二 ポ リ ペ プ チ ド 相 同 体 と
は 特 異 的 に 結 合 し な い （ 又 は 弱 く 結 合 す る ） 抗 体 の 選 択 の た め に 、 第 一 の ポ リ ペ プ チ ド 相
同 体 と の 陽 性 結 合 及 び 第 二 の ポ リ ペ プ チ ド 相 同 体 と の 結 合 の 欠 如 （ 又 は 低 い 結 合 ） を 基 準
に し て 選 択 す る こ と が で き る 。
　 NKCC1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ mAb） の 調 製 の た め に は 、 持 続 的 細 胞 株 培 養 に よ っ て 抗 体 分
子 の 生 成 を 提 供 す る 任 意 の 技 術 を 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 最 初 Kohler & Milstein
（ 1975, Nature 256： 495-497） に よ っ て 開 発 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 を 、 ト リ オ ー マ
技 術 、 ヒ ト B細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 （ Kozbor et al. 1983, Immunology Today 4： 72）
及 び ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 成 す る た め の EBV-ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 （ Cole et al. 19
85,“ Monoclonal Antibodie and Cancer Therapy” , Alan R. Liss, Inc., pp. 77-96）
と 同 様 に 用 い る こ と が で き る 。 そ の よ う な 抗 体 は 、 IgG、 IgM、 IgE、 IgA、 IgD及 び 任 意 の
そ の サ ブ ク ラ ス を 含 む 任 意 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン で あ ろ う 。 本 発 明 で 使 用 さ れ る mAbを 産 生 す
る ハ イ ブ リ ド ー マ は in vitro又 は in vivoで 培 養 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の さ ら に 別 の
実 施 態 様 で は 、 mAbは 公 知 の 技 術 を 用 い て 無 菌 動 物 で 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 　 前 記 mAbに は ヒ ト mAb及 び キ メ ラ mAb（ 例 え ば ヒ ト -マ ウ ス キ メ ラ ） が 含 ま れ る が 、 た だ
し こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 キ メ ラ 抗 体 は 、 別 個 の 部 分 が 異 な る 動 物 種 に 由 来 す る 分 子 で あ
り 、 例 え ば ヒ ト の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 領 域 及 び ネ ズ ミ の mAb由 来 の 可 変 領 域 を 有 す る も の
で あ る （ 例 え ば US4,816,567及 び US4,816,397を 参 照 さ れ た い ） 。 ヒ ト 化 抗 体 は 、 ヒ ト 以 外
の 種 に 由 来 す る 1つ 又 は 2つ 以 上 の 相 補 性 決 定 領 域 （ CDR） 及 び ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 由
来 の 枠 組 み 領 域 を 有 す る ヒ ト 以 外 の 種 の 抗 体 分 子 で あ る （ 例 え ば US5,585,089を 参 照 さ れ
た い ） 。
　 キ メ ラ 及 び ヒ ト 化 mAbは 当 業 界 で 公 知 の 組 換 え DNA技 術 に よ っ て 、 例 え ば 以 下 に 記 載 の 方
法 を 用 い て 製 造 す る こ と が で き る ： WO87/02671；  EP184187；  EP171496；  EP173494；  WO
86/01533；  US4,816,567；  EP125023；  Better et al. 1988, Science 240： 1041-1043；
 Liu et al. 1987, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84： 3439-3443；  Liu et al. 1987, J.
 Immunol. 139： 3521-3526；  Sun et al. 1987, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84： 214-2
18；  Nishimura et al. 1987, Canc. Res. 47： 999-1005；  Wood et al. 1985, Nature 3
14： 446-449；  Shaw et al. 1988, J. Natl. Cancer Inst. 80： 1553-1559；  Morrison, 
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1985, Science 229： 1202-1207；  Oi et al. 1986, Bio/Techniques 4： 214；  US5,225,5
39；  Jones et al. 1986, Nature 321： 552-525；  Verhoeyan et al. 1988, Science 239
： 1534； 及 び Beidler et al. 1988, J. Ommunol. 141： 4053-4060。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 ヒ ト の 患 者 を 治 療 す る た め に は 完 全 に ヒ ト の 抗 体 が 特 に 望 ま し い 。 そ の よ う な 抗 体 は ト
ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 用 い て 作 製 す る こ と が で き る 。 前 記 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス
は 内 因 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 及 び 軽 鎖 遺 伝 子 を 発 現 す る こ と は で き な い が 、 ヒ ト の 重 鎖 及
び 軽 鎖 遺 伝 子 を 発 現 す る こ と が で き る 。 前 記 マ ウ ス は 選 択 抗 原 （ 例 え ば 本 発 明 で 使 用 さ れ
る ポ リ ペ プ チ ド の 全 体 又 は 一 部 ） に よ り 通 常 の 態 様 で 免 疫 さ れ る 。 前 記 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ
ク マ ウ ス が 保 持 す る ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の ト ラ ン ス ジ ー ン は B細 胞 分 化 時 に 再 編 成 さ れ 、
続 い て ク ラ ス ス イ ッ チ ン グ 及 び 体 細 胞 変 異 を 受 け る 。 し た が っ て 、 そ の よ う な 技 術 を 用 い
て 、 治 療 的 に 有 用 な IgG、 IgA、 IgM、 IgD及 び IgE抗 体 を 製 造 す る こ と が で き る 。 ヒ ト の 抗
体 を 作 製 す る こ の 技 術 の 大 要 に つ い て は 以 下 を 参 照 さ れ た い ： Lonberg and Huszar, 1995
, Int. Rev. Immunol. 13： 65-93。 ヒ ト 抗 体 及 び ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 製 造 技 術 並 び
に そ の よ う な 抗 体 の 作 製 プ ロ ト コ ル の 詳 細 な 考 察 に つ い て は 例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ：
US5,625,126；  US5,633,425；  US5,569,825；  US5,661,016； 及 び US5,545,806。
　 選 択 し た エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 完 全 に ヒ ト の 抗 体 は “ 誘 導 選 択 （ guided selection） ”
と 称 さ れ る 技 術 を 用 い て 作 製 す る こ と が で き る 。 こ の ア プ ロ ー チ で は 、 選 択 し た 非 ヒ ト モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 例 え ば マ ウ ス 抗 体 ） を 用 い て 、 同 じ エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 完 全 な ヒ ト
抗 体 の 選 択 を 誘 導 す る （ Jespers et al. 1994, Bio/Technology 12： 899-903） 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 NKCC1抗 体 は ま た 当 業 界 で 公 知 の 種 々 の フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ ー 方 法 を 用 い て 作 製 す る こ
と が で き る 。 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ ー 方 法 で は 、 機 能 的 な 抗 体 ド メ イ ン が フ ァ ー ジ 粒 子 の 表
面 に デ ィ ス プ レ ー さ れ る （ 前 記 フ ァ ー ジ 粒 子 は 前 記 抗 体 ド メ イ ン を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 を 保 持 す る ） 。 特 に そ の よ う な フ ァ ー ジ は 、 レ パ ー ト リ ー 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー 又
は 順 列 組 合 せ 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー （ 例 え ば ヒ ト 又 は ネ ズ ミ ） か ら 発 現 さ れ る 抗 原 結 合 ド メ イ
ン の デ ィ ス プ レ ー に 利 用 す る こ と が で き る 。 問 題 の 抗 原 と 結 合 す る 抗 原 結 合 ド メ イ ン を 発
現 し て い る フ ァ ー ジ は 、 抗 原 （ 例 え ば 標 識 抗 原 又 は 固 体 表 面 若 し く は ビ ー ズ に 結 合 若 し く
は 捕 捉 さ せ た 抗 原 ） を 用 い て 選 択 又 は 同 定 す る こ と が で き る 。 前 記 の 方 法 で 用 い ら れ る フ
ァ ー ジ は 典 型 的 に 繊 維 状 フ ァ ー ジ で あ り 、 前 記 は フ ァ ー ジ 遺 伝 子 III又 は 遺 伝 子 VIIIタ ン
パ ク 質 と 遺 伝 子 組 換 え に よ り 融 合 さ せ た Fab、 Fv又 は ジ ス ル フ ィ ド 安 定 化 Fv抗 体 ド メ イ ン
を 有 す る フ ァ ー ジ か ら 発 現 さ れ る fd及 び M13結 合 ド メ イ ン を 含 む 。 本 発 明 の 抗 体 を 作 製 す
る た め に 用 い る こ と が で き る フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ ー 方 法 に は 以 下 の 文 献 に 記 載 さ れ た も の
が 含 ま れ る ： Brimkman et al. 1995, J. Immunol. Methods 182： 41-50；  Ames et al. 1
995, J. Immunol. Method 184： 177-186；  Kettleborough et al. 1994, Eur. J. Immuno
l. 24： 952-958；  Persic et al. 1997, Gene 187： 9-18；  Burton et al. 1994, Advanc
es in Immunolgy 57： 191-280；  WO90/02809；  WO91/10737；  WO92/01047；  WO92/18619
；  WO93/11236；  WO95/15982；  WO95/20401； 及 び 米 国 特 許 第 5,698,426号 、 5,223,409号
、 5,403,484号 、 5,580,717号 、 5,427,908号 、 5,750,753号 、 5,821,047号 、 5,571,698号 、
5,427,908号 、 5,516,637号 、 5,780,225号 、 5,658,727号 、 5,733,743号 及 び 5,969,108号 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 上 記 の 参 考 文 献 に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 フ ァ ー ジ 選 択 後 に フ ァ ー ジ の 抗 体 コ ー ド 領 域
を 単 離 し 、 前 記 を 用 い て 完 全 な 抗 体 （ ヒ ト 抗 体 又 は 所 望 の 他 の 任 意 の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン
ト を 含 む ） を 作 製 し 、 さ ら に 例 え ば 以 下 に 記 載 す る よ う に 任 意 の 所 望 の 宿 主 （ 哺 乳 類 細 胞
、 昆 虫 細 胞 、 植 物 細 胞 、 酵 母 及 び 細 菌 を 含 む ） で 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 以 下 に 開 示 さ
れ た よ う な 当 業 界 で 公 知 の 方 法 を 用 い 、 例 え ば 遺 伝 子 組 換 え に よ り Fab、 Fab’ 及 び F(ab’
) 2 フ ラ グ メ ン ト を 作 製 す る た め の 技 術 も ま た 利 用 す る こ と が で き る ： WO92/22324；  Mulli
nax et al. 1992, BioTechniques 12(6)： 864-869； Sawai et al. 1995, AJRI 34： 26-34
；  Better et al. 1988, Science 240： 1041-1043。
　 単 鎖 Fv及 び 抗 体 を 作 製 す る た め に 用 い る こ と が で き る 技 術 の 例 に は 以 下 に 記 載 さ れ た も
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の が 含 ま れ る ： US4,946,778； US5,258,498；  Huston et al, 1991, Methods in Enzymolo
gy 203： 46-88；  Shu et al. 1993, PNAS 90： 7995-7999；  Skerra et al. 1988, Scienc
e 240： 1038-1040。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 は さ ら に 二 重 特 異 性 抗 体 の 使 用 を 提 供 す る 。 前 記 抗 体 は 当 業 界 で 公 知 の 方 法 に よ
っ て 作 製 す る こ と が で き る 。 完 全 長 の 二 重 特 異 性 抗 体 の 伝 統 的 な 作 製 は 2つ の 免 疫 グ ロ ブ
リ ン 重 鎖 -軽 鎖 対 の 同 時 発 現 に よ る も の で 、 こ の 場 合 、 前 記 2つ の 鎖 は 異 な る 特 異 性 を 有 す
る （ Milstein et al. 1983, Nature 305： 537-539） 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 及 び 軽 鎖 の ラ
ン ダ ム ア ソ ー ト メ ン ト の た め に 、 こ れ ら ハ イ ブ リ ド ー マ （ ク ア ド ロ ー マ ） は 10の 別 個 の 抗
体 分 子 の 潜 在 的 混 合 物 を 生 じ 、 そ の う ち の １ つ だ け が 正 し い 二 重 特 異 性 構 造 を 有 す る 。 前
記 正 し い 分 子 の 精 製 （ 通 常 は ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 工 程 に よ っ て 実 施 さ れ る ） は か な り 面 倒
で あ り 生 成 物 収 量 は 低 い 。 類 似 の 方 法 が 以 下 の 文 献 に 開 示 さ れ て い る ： WO93/08829；  Tra
unecker et al. 1991, EMBO J. 10： 3655-3659。
　 別 個 の よ り 好 ま し い ア プ ロ ー チ に し た が え ば 、 所 望 の 結 合 特 異 性 （ 抗 体 -抗 原 結 合 部 位
） を も つ 抗 体 の 可 変 ド メ イ ン が 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 定 常 ド メ イ ン 配 列 と 融 合 さ れ る 。 前 記 融
合 は 好 ま し く は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 定 常 ド メ イ ン （ 少 な く と も ヒ ン ジ の 一 部 、 C H 2及 び C H 3
領 域 を 含 む ） を 用 い て 実 施 さ れ る 。 軽 鎖 の 結 合 に 必 要 な 部 位 を 含 有 す る 第 一 の 重 鎖 定 常 領
域 （ C H 1） を 有 す る （ 少 な く と も 融 合 物 の 1つ と し て 存 在 す る ） こ と が 好 ま し い 。 免 疫 グ ロ
ブ リ ン 重 鎖 融 合 物 （ 所 望 の 場 合 は さ ら に 免 疫 グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 ） を コ ー ド す る DNAを 別 個 の
発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 適 切 な 宿 主 生 物 に コ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る 。 こ の た め に 、 前
記 構 築 に 用 い ら れ る 3つ の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の 不 均 等 な 比 率 に よ っ て 最 適 な 収 量 が 提 供 さ れ
る と き 、 実 現 す る 3つ の ポ リ ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト の 相 互 の 比 率 の 調 節 に 大 き な 融 通 性 が
提 供 さ れ る 。 し か し な が ら 、 等 し い 比 率 に あ る 少 な く と も 2つ の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の 発 現 が
高 収 量 を も た ら す と き 、 又 は 前 記 の 比 率 が 特 に 重 要 で は な い と き は 、 2つ 又 は 3つ 全 て の ポ
リ ペ プ チ ド 鎖 を １ つ の 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 前 記 ア プ ロ ー チ の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 前 記 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 一 方 の ア ー ム に 第 一
の 結 合 特 異 性 を も つ ハ イ ブ リ ッ ド 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 、 及 び 他 方 の ア ー ム に （ 第 二 の 結 合
特 異 性 を 提 供 す る ） ハ イ ブ リ ッ ド 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 -軽 鎖 対 を 含 む 。 こ の 非 対 称 性 構 造
は 、 所 望 の 二 重 特 異 性 物 質 を 望 ま し く な い 免 疫 グ ロ ブ リ ン 鎖 の 組 合 せ か ら 分 離 す る の を 助
け る 。 な ぜ な ら ば 、 二 重 特 異 性 分 子 の 片 側 半 分 に の み 免 疫 グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 が 存 在 す る こ と
に よ っ て 容 易 な 分 離 方 法 が 提 供 さ れ る か ら で あ る 。 こ の ア プ ロ ー チ は WO94/04690に 開 示 さ
れ て い る 。 二 重 特 異 性 抗 体 の 作 製 に つ い て の 更 な る 詳 細 に つ い て は 例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ
た い ： Suresh et al. 1986, Methods in Enzymology, 121： 210。
　 本 発 明 は 抗 NKCC1抗 体 の 機 能 的 に 活 性 な フ ラ グ メ ン ト 、 誘 導 体 又 は 類 似 体 を 提 供 す る 。
“ 機 能 的 に 活 性 な ” と は 、 前 記 フ ラ グ メ ン ト 、 誘 導 体 又 は 類 似 体 が 、 そ れ ら が 由 来 し た 抗
体 に よ っ て 認 識 さ れ る 抗 原 と 同 じ 抗 原 を 認 識 す る 抗 -抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 （ す な わ ち 第
三 次 抗 体 ） を 誘 導 す る こ と が で き る こ と を 意 味 す る 。 特 に 好 ま し い 態 様 で は 、 前 記 免 疫 グ
ロ ブ リ ン 分 子 の イ デ ィ オ タ イ プ の 抗 原 性 は 、 枠 組 み 及 び 前 記 抗 原 を 特 異 的 に 認 識 す る CDR
配 列 の C末 端 の CDR配 列 を 欠 失 さ せ る こ と に よ っ て 強 化 す る こ と が で き る 。 ど の CDR配 列 が
抗 原 と 結 合 す る か を 決 定 す る た め に 、 CDR配 列 を 含 む 合 成 ペ プ チ ド を 当 業 界 で 公 知 の 任 意
の 結 合 ア ッ セ イ に よ る 抗 原 と の 結 合 ア ッ セ イ で 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 は 、 抗 体 フ ラ グ メ ン ト （ 例 え ば F(ab’ ) 2 フ ラ グ メ ン ト 及 び Fabフ ラ グ メ ン ト 、 た
だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） を 提 供 す る 。 特 定 の エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 体 フ ラ グ メ ン ト
は 公 知 の 技 術 に よ っ て 作 製 す る こ と が で き る 。 F(ab’ ) 2 フ ラ グ メ ン ト は 可 変 領 域 、 軽 鎖 定
常 領 域 及 び 重 鎖 の C H １ ド メ イ ン か ら 成 り 、 抗 体 分 子 の ペ プ シ ン 消 化 に よ っ て 生 成 さ れ る 。
Fabフ ラ グ メ ン ト は F(ab’ ) 2 フ ラ グ メ ン ト の ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 を 還 元 す る こ と に よ っ て 生
成 さ れ る 。 本 発 明 は ま た 、 NKCC1抗 体 の 重 鎖 及 び 軽 鎖 ダ イ マ ー 又 は そ の 任 意 の 最 少 フ ラ グ
メ ン ト （ 例 え ば Fv） 、 又 は 一 本 鎖 抗 体 （ SCA） （ 例 え ば 以 下 に 記 載 さ れ た よ う な も の ： US4
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,946,778；  Bird, 1988, Science 242： 423-42；  Huston et al. 1988, Proc. Natl. Aca
d. Sci. USA 85： 5979-5883；  Ward et al. 1989, Nature 334： 544-54） 、 又 は NKCC1抗
体 と 同 じ 特 異 性 を 有 す る 他 の 任 意 の 分 子 を 提 供 す る 。 一 本 鎖 抗 体 は 、 ア ミ ノ 酸 架 橋 に よ り
Fv領 域 の 重 鎖 及 び 軽 鎖 フ ラ グ メ ン ト を 結 合 さ せ て 一 本 鎖 ポ リ ペ プ チ ド を 生 じ る こ と に よ っ
て 生 成 さ れ る 。 大 腸 菌 で 機 能 的 な Fvフ ラ グ メ ン ト を 構 築 さ せ る 技 術 を 用 い る こ と が で き る
（ Skerra et al. 1988, Science 242： 1038-1041） 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は NKCC1抗 体 （ 又 は 機 能 的 に 活 性 な そ の フ ラ グ メ ン ト ） の 融
合 タ ン パ ク 質 を 提 供 す る 。 前 記 融 合 タ ン パ ク 質 で は 、 例 え ば 抗 体 は 、 共 有 結 合 （ 例 え ば ペ
プ チ ド 結 合 ） を 介 し て 、 そ の N-末 端 又 は C-末 端 の ど ち ら か で 別 の （ 前 記 抗 体 で は な い ） タ
ン パ ク 質 （ 又 は そ の 部 分 で あ っ て 、 前 記 タ ン パ ク 質 の 少 な く と も 10、 20又 は 50ア ミ ノ 酸 部
分 ） の ア ミ ノ 酸 と 融 合 さ れ る 。 好 ま し く は 前 記 抗 体 （ 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト ） は 他 の タ ン
パ ク 質 と 前 記 の 定 常 ド メ イ ン の N末 端 で 共 有 結 合 さ れ る 。 上 記 で 述 べ た よ う に 、 そ の よ う
な 融 合 タ ン パ ク 質 は 精 製 を 容 易 に し 、 in vivoで の 半 減 期 を 延 長 し 、 上 皮 バ リ ア ー を 貫 通
し て 免 疫 系 へ の 抗 原 の 送 達 を 高 め る こ と が で き る 。
　 NKCC1抗 体 に は 、 例 え ば 任 意 の タ イ プ の 分 子 を 共 有 結 合 さ せ る こ と に よ っ て 改 変 さ れ る
類 似 体 及 び 誘 導 体 が そ の よ う な 共 有 結 合 が 免 疫 特 異 的 結 合 を 妨 げ な い 限 り 含 ま れ る 。 例 え
ば 例 示 と し て 挙 げ れ ば 、 前 記 抗 体 の 誘 導 体 及 び 類 似 体 に は 、 例 え ば 糖 付 加 、 ア セ チ ル 化 、
PEG化 、 ホ ス フ ィ ル 化 、 ア ミ ド 化 、 公 知 の 保 護 基 ／ 封 鎖 基 に よ る 誘 導 、 タ ン パ ク 分 解 切 断
、 細 胞 性 リ ガ ン ド 又 は 他 の タ ン パ ク 質 と の 結 合 な ど に よ っ て さ ら に 改 変 さ れ た も の が 含 ま
れ る 。 多 数 の 化 学 的 改 変 の い ず れ も 公 知 の 技 術 に よ っ て 実 施 す る こ と が で き る 。 前 記 技 術
に は 特 異 的 な 化 学 的 切 断 、 ア セ チ ル 化 、 ホ ル ミ ル 化 な ど が 含 ま れ る が 、 た だ し こ れ ら に 限
定 さ れ な い 。 さ ら に ま た 前 記 類 似 体 又 は 誘 導 体 は 1つ 又 は 2つ 以 上 の 非 古 典 的 ア ミ ノ 酸 を 含
む こ と も で き る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 NKCC1ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 場 所 の 決 定 及 び 前 記 ペ プ チ ド の 活 性 に 関 連 し て 当 業 界 で 公 知
の 方 法 で （ 例 え ば こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 画 像 化 若 し く は 放 射 性 画 像 化 、 適 切 な 生 理 学 的 サ
ン プ ル に お け る そ の レ ベ ル の 測 定 の た め に ） 、 診 断 方 法 な ど で 、 さ ら に 放 射 線 療 法 の た め
に 前 述 の 抗 体 を 用 い る こ と が で き る 。
　 NKCC1抗 体 は 、 抗 体 の 合 成 に つ い て 当 業 界 で 公 知 の 任 意 の 方 法 に よ っ て 、 特 に 化 学 的 合
成 又 は 組 換 え 発 現 に よ っ て 製 造 す る こ と が で き 、 好 ま し く は 組 換 え 発 現 技 術 に よ っ て 製 造
さ れ る 。
　 抗 体 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト 、 誘 導 体 若 し く は 類 似 体 の 組 換 え 発 現 は 前 記 抗 体 を コ ー ド す
る 核 酸 の 構 築 を 必 要 と す る 。 前 記 抗 体 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 判 明 し て い る 場 合 は 、 前 記 抗
体 を コ ー ド す る 核 酸 を 化 学 的 に 合 成 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら 組 み 立 て る こ と が で き る
（ 例 え ば 以 下 に 記 載 さ れ て い る よ う に 組 み 立 て る こ と が で き る ： Kutmeier et al. 1994, 
BioTechniques 17： 242） 。 簡 単 に 記 せ ば 、 前 記 は 、 抗 体 を コ ー ド す る 配 列 の 部 分 を 含 む
オ ー バ ー ラ ッ プ す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 合 成 、 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ア ニ ー リ ン グ
及 び 連 結 、 さ ら に 前 記 連 結 さ せ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の PCRに よ る 増 幅 を 必 要 と す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 ま た 別 に は 、 前 記 抗 体 を コ ー ド す る 核 酸 は 、 前 記 抗 体 の ク ロ ー ニ ン グ に よ っ て 入 手 す る
こ と が で き る 。 特 定 の 抗 体 を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む ク ロ ー ン を 未 だ 利 用 す る こ と が で き な
い が 抗 体 分 子 の 配 列 は 判 明 し て い る 場 合 は 、 前 記 抗 体 を コ ー ド す る 核 酸 は 、 適 切 な 供 給 源
（ 例 え ば 抗 体 ｃ DNAラ イ ブ ラ リ ー 又 は 任 意 の 組 織 若 し く は 抗 体 発 現 細 胞 か ら 作 製 さ れ る ｃ D
NAラ イ ブ ラ リ ー ） か ら 、 PCR増 幅 に よ っ て （ そ の 配 列 の 3’ 及 び 5’ 末 端 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ
す る こ と が で き る 合 成 プ ラ イ マ ー を 使 用 す る ） 、 又 は ク ロ ー ニ ン グ に よ っ て （ 特 定 の 遺 伝
子 配 列 に 特 異 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 使 用 す る ） 入 手 す る こ と が で き る 。
　 特 定 の 抗 原 を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 分 子 （ 又 は そ の よ う な 抗 体 を コ ー ド す る 核 酸 を ク ロ
ー ニ ン グ す る た め の ｃ DNAラ イ ブ ラ リ ー 用 供 給 源 ） を 利 用 で き な い 場 合 は 、 特 定 の 抗 原 に
特 異 的 な 抗 体 は 、 当 業 界 で 公 知 の 任 意 の 方 法 に よ っ て 、 例 え ば 動 物 （ 例 え ば ウ サ ギ ） を 免
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疫 し て ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る か 、 よ り 好 ま し く は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る
こ と に よ っ て 製 造 す る こ と が で き る 。 ま た 別 に は 、 抗 体 の 少 な く と も Fab部 分 を コ ー ド す
る ク ロ ー ン を 、 前 記 特 定 の 抗 原 と 結 合 す る Fabフ ラ グ メ ン ト の ク ロ ー ン に つ い て Fab発 現 ラ
イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る か （ 例 え ば 以 下 に 記 載 さ れ た よ う に 実 施 で き る ： Huse e
t al. 1989, Science 246： 1275-1281） 、 又 は 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ
と に よ っ て 入 手 す る こ と が で き る （ 例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ： Clackson er al. 1991, 
Nature 352： 624；  Hane et al. 1997, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94： 4937） 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 少 な く と も 抗 体 分 子 の 可 変 ド メ イ ン を コ ー ド す る 核 酸 が い っ た ん 得 ら れ た ら 、 前 記 核 酸
を 前 記 抗 体 分 子 の 定 常 領 域 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ベ ク タ ー に 導 入 す る こ と
が で き る （ 例 え ば WO86/05807；  WO89/01036；  US5,122,464） 。 核 酸 の 同 時 発 現 に よ っ て
完 全 な 抗 体 分 子 の 発 現 を 可 能 に す る 完 全 な 軽 鎖 又 は 重 鎖 を 含 む ベ ク タ ー も ま た 利 用 で き る
。 続 い て 抗 体 を コ ー ド す る 核 酸 を 用 い て 、 鎖 内 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に 必 要 な 1つ 又 は 2つ 以 上
の 可 変 領 域 の シ ス テ イ ン 残 基 を ス ル フ ヒ ド リ ル 基 を 含 ま な い ア ミ ノ 酸 で 置 換 又 は 欠 失 さ せ
る た め に 必 要 な ヌ ク レ オ チ ド の 置 換 （ 又 は 欠 失 ） を 導 入 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 改
変 は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 特 定 の 変 異 又 は 欠 失 を 導 入 す る た め の 当 業 界 で 公 知 の 任 意 の 方
法 に よ っ て 実 施 す る こ と が で き る 。 前 記 方 法 に は 、 例 え ば 化 学 的 突 然 変 異 誘 発 、 in vitro
位 置 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 （ Hutchinson et al. 1978, J. Biol. Chem. 253： 6551） 、 PCR
に よ る 方 法 な ど が 含 ま れ る が 、 た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
　 さ ら に ま た 、 “ キ メ ラ 抗 体 ” の 作 製 の た め に 開 発 さ れ た 技 術 を 用 い る こ と が で き る （ Mo
rrison et al. 1984, Proc. Natl. Acad. Sci. 81： 851-855；  Neuberger et l. 1984, N
ature 312： 604-608；  Takeda et al. 1985, Nature 314： 452-454） 。 前 記 技 術 で は 、 適
切 な 抗 原 特 異 性 を も つ マ ウ ス 抗 体 分 子 の 遺 伝 子 が 、 適 切 な 生 物 学 的 活 性 を も つ ヒ ト 抗 体 分
子 の 遺 伝 子 と と も に ス プ ラ イ シ ン グ さ れ る 。 上 記 で 述 べ た よ う に 、 キ メ ラ 抗 体 は 別 個 の 部
分 が 別 個 の 動 物 種 に 由 来 す る 分 子 で あ り 、 例 え ば ネ ズ ミ の mAb由 来 の 可 変 領 域 及 び ヒ ト 抗
体 の 定 常 領 域 を も つ も の （ 例 え ば ヒ ト 化 抗 体 ） で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 い っ た ん 抗 体 分 子 を コ ー ド す る 核 酸 が 得 ら れ た ら 、 抗 体 分 子 を 産 生 す る ベ ク タ ー を 当 業
界 で 周 知 の 操 作 を 用 い て 組 換 え DNA技 術 に よ っ て 作 製 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 前
記 抗 体 分 子 の 配 列 を 含 む 核 酸 を 発 現 さ せ る こ と に よ る こ れ ら 抗 体 の 調 製 方 法 は 本 明 細 書 に
記 載 さ れ る 。 当 業 者 に 周 知 の 方 法 を 用 い て 、 抗 体 分 子 の コ ー ド 配 列 並 び に 適 切 な 転 写 及 び
翻 訳 コ ン ト ロ ー ル シ グ ナ ル を 含 む 発 現 ベ ク タ ー を 構 築 す る こ と が で き る 。 前 記 の 方 法 に は
、 例 え ば in vitro組 換 え DNA技 術 、 合 成 技 術 及 び in vivo遺 伝 子 組 換 え が 含 ま れ る 。 例 え ば
以 下 に 記 載 さ れ た 操 作 方 法 を 参 照 さ れ た い ：  Sambrook et al. 1990“ Molecular Cloning
, A Laboratory Manual” , 2d Ed., Cold Spring Harbour Laboratory, Cold Spring Har
bor, NY； 及 び  Ausubel et al. eds., 1989,“ Current Protocols in Molecular Bioligy
” , John Wiley & Sons, NY。
　 発 現 ベ ク タ ー は 一 般 的 な 技 術 に よ っ て 宿 主 細 胞 に 移 さ れ 、 前 記 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た
細 胞 を 続 い て 一 般 的 な 技 術 に よ っ て 培 養 し て NKCC1抗 体 を 製 造 す る 。
　 組 換 え NKCC1抗 体 の 発 現 に 用 い ら れ る 宿 主 細 胞 は 細 菌 細 胞 （ 例 え ば 大 腸 菌 ） で も よ い が
、 特 に 完 全 な 組 換 え 抗 体 分 子 の 発 現 の た め に は 好 ま し く は 真 核 細 胞 を 用 い る こ と が で き る
。 特 に 哺 乳 類 細 胞 、 例 え ば チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 （ CHO） が 、 例 え ば ヒ ト サ イ
ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 由 来 の 主 要 中 間 初 期 遺 伝 子 (major intermediate early gene)プ ロ モ ー
タ ー エ レ メ ン ト の よ う な ベ ク タ ー と 併 せ て 有 効 な 抗 体 の 発 現 系 で あ る （ Foecking et al. 
1986, Gene 45(1)： 101-105；  Cockett et al. 1990, BioTechnology 8： 2） 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 多 様 な 宿 主 発 現 ベ ク タ ー 系 を 利 用 し て NKCC1抗 体 分 子 を 発 現 す る こ と が で き る 。 そ の よ
う な 宿 主 発 現 系 は 、 問 題 の コ ー ド 配 列 を 製 造 し 続 い て 精 製 す る 乗 り 物 で あ る だ け で な く 、
ま た 適 切 な ヌ ク レ オ チ ド コ ー ド 配 列 で 形 質 転 換 又 は ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る と き 、 in situ
で NKCC1抗 体 を 発 現 す る 細 胞 で も あ る 。 前 記 に は 、 抗 体 の コ ー ド 配 列 を 含 む 組 換 え バ ク テ
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リ オ フ ァ ー ジ DNA、 プ ラ ス ミ ド DNA又 は コ ス ミ ド DNA発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 し た 微 生 物 、
例 え ば 細 菌 （ 例 え ば 大 腸 菌 、 枯 草 菌 ） ； 抗 体 コ ー ド 配 列 を 含 む 組 換 え 酵 母 発 現 ベ ク タ ー で
形 質 転 換 し た 酵 母 （ 例 え ば サ ッ カ ロ ミ セ ス 、 ピ キ ア （ Pichia） ） ； 抗 体 コ ー ド 配 列 を 含 む
組 換 え 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； タ バ コ モ ザ イ ク
ウ イ ル ス 、 TMV） を 感 染 、 又 は 組 換 え プ ラ ス ミ ド 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば Tiプ ラ ス ミ ド ） で
形 質 転 換 さ せ た 昆 虫 細 胞 系 ； 又 は 哺 乳 類 細 胞 の ゲ ノ ム 由 来 の プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば メ タ ロ
チ オ ネ イ ン プ ロ モ ー タ ー ） 若 し く は 哺 乳 類 ウ イ ル ス 由 来 の プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば ア デ ノ ウ
イ ル ス 後 期 プ ロ モ ー タ ー ； ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 7.5Kプ ロ モ ー タ ー ） を 含 む 組 換 え 発 現 構 築
物 を 保 有 す る 哺 乳 類 細 胞 系 （ 例 え ば COS、 CHO、 BHK、 HEK293、 3T3細 胞 ） 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 細 菌 系 で は 、 発 現 さ れ る 抗 体 分 子 の 使 用 目 的 に 応 じ て 多 数 の 発 現 ベ ク タ ー を 有 利 に 選 択
す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 そ の よ う な タ ン パ ク 質 を 大 量 に 製 造 す る と き は （ 抗 体 分 子 を
含 む 医 薬 組 成 物 の 製 造 の た め ） 、 精 製 が 容 易 な 高 レ ベ ル の 融 合 タ ン パ ク 生 成 物 の 発 現 を 誘
導 す る ベ ク タ ー が 所 望 さ れ る 。 そ の よ う な ベ ク タ ー に は 、 大 腸 菌 発 現 ベ ク タ ー pUR278（ Ru
ther et al. 1983, EMBO J. 2： 1791） （ こ の 場 合 、 融 合 タ ン パ ク 質 を 産 生 す る こ と が で
き る よ う に 抗 体 コ ー ド 配 列 は lacZコ ー ド 領 域 の フ レ ー ム 内 で ベ ク タ ー に 個 々 に 連 結 す る こ
と が で き る ） ； pINベ ク タ ー （ Inoue & Inoue, 1985, Nucleic Acids Res. 13： 3101-3109
；  Van Heeke & Schuster, 1989, J. Biol. Chem. 24： 5503-5509） な ど が 含 ま れ る が 、
た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 グ ル タ チ オ ン S-ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ GST） と の 融 合 タ ン
パ ク 質 と し て 外 来 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る た め に 、 ｐ GEXベ ク タ ー も ま た 用 い る こ と が
で き る 。 一 般 的 に は 、 そ の よ う な 融 合 タ ン パ ク 質 は 可 溶 性 で 、 マ ト リ ッ ク ス グ ル タ チ オ ン
-ア ガ ロ ー ス ビ ー ズ へ の 吸 着 及 び 結 合 、 続 い て 有 利 グ ル タ チ オ ン の 存 在 下 で の 溶 出 に よ っ
て 溶 解 細 胞 か ら 容 易 に 精 製 す る こ と が で き る 。 pGEXベ ク タ ー は ト ロ ン ビ ン 又 は Xa因 子 の プ
ロ テ ア ー ゼ 切 断 部 位 を 含 む よ う に デ ザ イ ン さ れ て あ り 、 ク ロ ー ニ ン グ し た 標 的 遺 伝 子 生 成
物 は GST部 分 か ら 遊 離 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 昆 虫 系 で は 、 オ ー ト グ ラ フ ァ =カ リ フ ォ ル ニ カ （ Autographa califorunica） 核 多 角 体 病
ウ イ ル ス （ AcNPV） を 外 来 遺 伝 子 発 現 ベ ク タ ー と し て 用 い る 。 前 記 ウ イ ル ス は ス ポ ド プ テ
ラ =フ ル ギ ペ ル ダ （ Spodoptera frugiperda） 細 胞 で 増 殖 す る 。 抗 体 コ ー ド 配 列 を 個 々 に 前
記 ウ イ ル ス の 非 必 須 領 域 （ 例 え ば ポ リ ヘ ド リ ン 遺 伝 子 ） で ク ロ ー ニ ン グ し 、 AcNPVプ ロ モ
ー タ ー （ 例 え ば ポ リ ヘ ド リ ン プ ロ モ ー タ ー ） の 制 御 下 に 置 く こ と が で き る 。 哺 乳 類 の 宿 主
細 胞 で は 、 多 数 の ウ イ ル ス 由 来 発 現 系 （ 例 え ば ア デ ノ ウ イ ル ス 発 現 系 ） を 利 用 す る こ と が
で き る 。
　 上 記 で 考 察 し た よ う に 、 挿 入 配 列 の 発 現 を 調 節 す る か 、 又 は 所 望 さ れ る 特 別 な 態 様 で 遺
伝 子 生 成 物 を 改 変 す る か 又 は プ ロ セ ッ シ ン グ を 施 す 宿 主 細 胞 株 を 選 択 す る こ と が で き る 。
タ ン パ ク 生 成 物 の そ の よ う な 改 変 （ 例 え ば 糖 化 ） 及 び プ ロ セ ッ シ ン グ （ 例 え ば 切 断 ） は 前
記 タ ン パ ク 質 の 活 性 の た め に 重 要 で あ る 。
　 組 換 え 抗 体 の 長 期 に わ た る 高 収 量 産 生 の た め 、 安 定 な 発 現 が 好 ま し い 。 例 え ば 、 安 定 に
問 題 の 抗 体 を 発 現 す る 細 胞 株 は 、 抗 体 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 及 び 選 択 マ ー カ ー （ 例 え ば ネ オ
マ イ シ ン 又 は ハ イ グ ロ マ イ シ ン ） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー で 細 胞 を ト ラ ン
ス フ ェ ク ト し 、 前 記 選 択 マ ー カ ー の 発 現 に つ い て 選 択 す る こ と に よ っ て 作 製 す る こ と が で
き る 。 そ の よ う な 遺 伝 子 工 学 に よ り 作 出 さ れ た 細 胞 株 は 、 抗 体 分 子 と 直 接 又 は 間 接 的 に 相
互 作 用 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 及 び 評 価 に 特 に 有 用 で あ ろ う 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 前 記 抗 体 分 子 の 発 現 レ ベ ル は ベ ク タ ー の 増 幅 に よ っ て 高 め る こ と が で き る （ 大 要 に つ い
て は 、 以 下 を 参 照 さ れ た い ： Bebbington & Hentschel,“ The use of vectors based on g
ene amplification for the expression of cloned genes in mammalian cells in DNA c
loning” , vol.3, Academic Press, New York, 1987） 。 抗 体 を 発 現 す る ベ ク タ ー 系 の マ
ー カ ー が 増 幅 可 能 な と き は 、 宿 主 細 胞 の 培 養 中 に 存 在 す る 阻 害 物 質 の レ ベ ル に お け る 増 加
は マ ー カ ー 遺 伝 子 の コ ピ ー 数 を 増 加 さ せ る で あ ろ う 。 前 記 増 幅 さ れ る 領 域 は 抗 体 遺 伝 子 に
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結 合 し て い る の で 、 抗 体 の 産 生 も ま た 増 加 す る で あ ろ う （ Crouse et al. 1983, Mol. Cel
l. Biol. 3： 257） 。
　 前 記 宿 主 細 胞 は 、 2つ の 発 現 ベ ク タ ー 、 重 鎖 由 来 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ベ ク タ ー 及
び 軽 鎖 由 来 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 第 二 の ベ ク タ ー で コ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る こ と
が で き る 。 2つ の ベ ク タ ー は 同 一 の 選 択 マ ー カ ー を 含 み 、 重 鎖 及 び 軽 鎖 の 同 等 な 発 現 を 可
能 に す る 。 ま た 別 に は 、 重 鎖 及 び 軽 鎖 ポ リ ペ プ チ ド の 両 方 を コ ー ド す る 単 一 ベ ク タ ー を 用
い て も よ い 。 そ の よ う な 状 況 で は 、 軽 鎖 が 重 鎖 の 前 に 配 置 さ れ て 、 過 剰 な 有 毒 な 遊 離 の 重
鎖 を 回 避 す べ き で あ る （ Proudfoot, 1986, Nature 322： 52；  Kohler, 1980, Proc. Natl
. Acad. Sci. USA 77： 2197） 。 重 鎖 及 び 軽 鎖 の コ ー ド 配 列 は cDNA又 は ゲ ノ ム DNAを 構 成 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 NKCC1抗 体 が い っ た ん 組 換 え に よ り 発 現 し た ら 、 前 記 を 抗 体 分 子 の 精 製 に お い て 当 業 界
で 公 知 の 任 意 の 方 法 に よ っ て 、 例 え ば ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ 例 え ば イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ 例 え ば プ ロ テ イ ン A又 は 固 有 抗 原 に よ る
） 、 及 び サ イ ズ 分 離 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ） 、 遠 心 沈 澱 、 示 差 的 溶 解 性 に よ っ て 、 又
は タ ン パ ク 質 精 製 の た め の 他 の 標 準 的 技 術 に よ っ て 精 製 す る こ と が で き る 。
　 ま た 別 に は 、 発 現 さ れ る 融 合 タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な 抗 体 を 用 い る こ と に よ っ て い ず れ の
融 合 タ ン パ ク 質 も 容 易 に 精 製 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Janknechtら が 記 載 し た 系 は 、
ヒ ト 細 胞 株 で 発 現 さ せ た 非 変 性 融 合 タ ン パ ク 質 の 容 易 な 精 製 を 可 能 に す る （ Janknecht et
 al. 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88： 872-897） 。 こ の 系 で は 、 対 象 と す る 遺 伝
子 が 、 そ の 遺 伝 子 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム が 6ヒ ス チ ジ ン 残 基 か ら 成 る ア ミ ノ 末
端 タ グ に 翻 訳 的 に 融 合 さ れ る よ う に 、 ワ ク シ ニ ア 組 換 え プ ラ ス ミ ド で サ ブ ク ロ ー ニ ン グ さ
れ る 。 前 記 タ グ は 前 記 融 合 タ ン パ ク 質 の た め の マ ト リ ッ ク ス 結 合 ド メ イ ン と し て 機 能 す る
。 組 換 え ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス に 感 染 さ せ た 細 胞 の 抽 出 物 を Ni 2 + ニ ト リ ロ 酢 酸 -ア ガ ロ ー ス
カ ラ ム に 装 荷 し 、 ヒ ス チ ジ ン タ グ 付 加 タ ン パ ク 質 を イ ミ ダ ゾ ー ル 含 有 緩 衝 液 で 選 択 的 に 溶
出 さ せ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 NKCC1抗 体 は 診 断 薬 又 は 治 療 薬 成 分 と 結 合 さ せ ら れ る 。 前 記 抗
体 は 診 断 又 は 実 施 さ れ て い る 治 療 計 画 の 有 効 性 の 決 定 に 用 い る こ と が で き る 。 検 出 可 能 な
物 質 に 抗 体 を 結 合 さ せ る こ と に よ っ て 検 出 を 容 易 に す る こ と が で き る 。 検 出 可 能 な 物 質 の
例 に は 種 々 の 酵 素 、 補 欠 分 子 族 、 蛍 光 物 質 、 発 光 物 質 、 生 物 発 光 物 質 、 放 射 性 核 種 、 陽 電
子 放 出 金 属 （ 陽 電 子 放 出 断 層 撮 影 法 で 使 用 す る 場 合 ） 及 び 非 放 射 性 常 磁 性 金 属 イ オ ン が 含
ま れ る 。 本 発 明 の 診 断 で 使 用 す る 抗 体 と 結 合 さ せ る こ と が で き る 金 属 イ オ ン に つ い て は 、
一 般 的 に は 米 国 特 許 第 4,741,900号 を 参 照 さ れ た い 。 適 切 な 酵 素 に は セ イ ヨ ウ ワ サ ビ ペ ル
オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ベ ー タ -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 又 は ア セ チ ル コ
リ ン エ ス テ ラ ー ゼ が 含 ま れ る 。 適 切 な 補 欠 分 子 族 に は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 、 ア ビ ジ ン 及 び
ビ オ チ ン が 含 ま れ 、 適 切 な 蛍 光 物 質 に は ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン 、 フ ル オ レ セ イ ン 、 フ ル オ レ セ
イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 ロ ー ダ ミ ン 、 ジ ク ロ ロ ト リ ア ジ ニ ル ア ミ ン フ ル オ レ セ イ ン 、 ダ
ン シ ル ク ロ リ ド 及 び フ ィ コ エ リ ト リ ン が 含 ま れ 、 適 切 な 発 光 物 質 に は ル ミ ノ ー ル が 含 ま れ
る 。 適 切 な 生 物 発 光 物 質 に は ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 ル シ フ ェ リ ン 及 び エ ク ォ リ ン が 含 ま れ 、 適
切 な 放 射 性 核 種 に は 1 2 5 I, 1 3 1 I、 1 1 1 In及 び 9 9 Tcが 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は ま た 、 NKCC1捕 捉 試 薬 （ 例 え ば 抗 体 ） を 含 む 診 断 キ ッ ト を
提 供 す る 。 さ ら に ま た 、 そ の よ う な キ ッ ト は 場 合 に よ っ て 1つ 又 は 2つ 以 上 の 以 下 の も の を
含 む ：
　 （ １ ） 前 記 捕 捉 試 薬 を 診 断 、 予 後 、 治 療 の モ ニ タ ー 又 は 前 記 用 途 の 任 意 の 組 合 せ に 使 用
す る た め の 指 示 物 ；
　 （ ２ ） 前 記 捕 捉 試 薬 に 対 す る 標 識 さ れ た 結 合 パ ー ト ナ ー ；
　 （ ３ ） 前 記 捕 捉 試 薬 を 固 定 す る た め の 固 相 （ 例 え ば 試 薬 片 ） ； 及 び
　 （ ４ ） 診 断 、 予 後 、 治 療 的 な 使 用 又 は 前 記 の 任 意 の 組 合 せ に つ い て の 規 制 承 認 を 示 す 標
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識 又 は 挿 入 物 。
　 前 記 捕 捉 試 薬 に 対 し 無 標 識 結 合 パ ー ト ナ ー が 提 供 さ れ る 場 合 は 、 抗 NKCC1捕 捉 試 薬 そ れ
自 体 が 検 出 可 能 な マ ー カ ー （ 例 え ば 化 学 発 光 、 酵 素 、 蛍 光 又 は 放 射 能 成 分 ） で 標 識 さ れ 得
る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 NKCC1抗 体 を 治 療 物 質 又 は 薬 剤 成 分 と 結 合 さ せ て 、 与 え ら れ た 生 物 学 的 反 応 を 改 変 さ せ
る こ と が で き る 。 前 記 治 療 物 質 又 は 薬 剤 成 分 は 古 典 的 な 化 学 的 治 療 物 質 に 限 定 さ れ る と 解
さ れ る べ き で は な い 。 例 え ば 、 前 記 薬 剤 成 分 は 所 望 の 生 物 学 的 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 又
は ポ リ ペ プ チ ド で も よ い 。 そ の よ う な タ ン パ ク 質 に は 、 例 え ば 毒 素 （ 例 え ば ア ブ リ ン 、 リ
シ ン A、 シ ュ ー ド モ ナ ス 内 毒 素 、 又 は ジ フ テ リ ア 毒 素 ） 、 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 腫 瘍 壊 死 因
子 、 α -イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 β -イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 神 経 増 殖 因 子 、 血 小 板 由 来 増 殖 因 子 、
組 織 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー 、 血 栓 因 子 若 し く は 抗 血 管 形 成 物 質 （ 例 え ば ア ン ギ
オ ス タ チ ン 又 は エ ン ド ス タ チ ン ） 、 又 は 生 物 反 応 調 節 物 質 （ 例 え ば リ ン ホ カ イ ン 、 イ ン タ
ー ロ イ キ ン -1（ IL-1） 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -2（ IL-2） 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -6（ IL-6） 、 顆
粒 球 マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 （ GM-CSF） 、 顆 粒 球 コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 （ G-CSF） 、
神 経 増 殖 因 子 （ NGF） 又 は 他 の 増 殖 因 子 ） が 含 ま れ よ う 。 他 の 治 療 成 分 に は 、 放 射 性 核 種
（ 例 え ば 1 1 1 In及 び 9 0 Y） 、 抗 生 物 質 （ 例 え ば カ リ ケ ア ミ シ ン ） 又 は 薬 剤 （ 例 え ば ア ル キ ル
ホ ス ホ コ リ ン 、 ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ Iイ ン ヒ ビ タ ー 、 タ キ ソ イ ド 及 び ス ラ ミ ン が 含 ま れ る が
、 た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） が 含 ま れ よ う 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 そ の よ う な 治 療 成 分 を 抗 体 に 結 合 さ せ る 技 術 は 周 知 で 、 例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ： Ar
non et al.“ Monoclonal Antibodies for Immunotargeting of Drugs in Cancer Therapy
” , in Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Reisfeld et al. (eds.), pp.243-
56 (Alan R. Liss, Inc. 1985)；  Hellstrom et al.“ Antibodies for Drug Delivery” ,
 in Controlled Drug Delivery (2nd Ed.), Robinson et al. (eds.), pp.623-53 (Marce
l Dekker, Inc. 1987)；  Thorpe,“ Antibody Carriers of Cytotoxic Agents in Cancer 
Therapy：  A Review” , in Monoclonal Antibodies’ 84：  Biological and Clinical App
lications, Pinchera et al.(eds.), pp475-506 (1985)； “ Analysis, Results, and Fut
ure Prospective of the Therapeutic Use of Radiolabeled Antibody in Cancer Therap
y” , in Monoclonal Antibodies for Cancer Detection and Therapy, Baldwin et al. (
eds.), pp.303-16 (Academic Press 1985), and Thorpe et al.“ The Preparation and C
ytotoxic Properties of Antibody-Toxin Conjugates” , Immunol. Rev., 62： 119-58 (1
982) 及 び Dubowchik et al. 1999, Pharmacology and Therapeutics, 83, 67-123。
　 ま た 別 に 抗 体 は 第 二 の 抗 体 と 結 合 さ せ て 、 米 国 特 許 第 4,676,980号 に 記 載 さ れ た よ う な
抗 体 の ヘ テ ロ 結 合 物 を 生 成 す る こ と が で き る 。
　 抗 体 に 結 合 さ せ た 治 療 成 分 を 含 む 、 又 は 含 ま な い 抗 体 を 、 単 独 若 し く は 細 胞 毒 性 因 子 及
び ／ 又 は サ イ ト カ イ ン と 併 用 し て 投 与 す る こ と が で き る 治 療 薬 と し て 用 い る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 特 徴 で は 、 NKCC1ポ リ ペ プ チ ド の 特 性 、 例 え ば そ の 発 現 、 酵 素 活 性
及 び 結 合 活 性 を 調 節 （ 例 え ば ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト 又 は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト ） す る 活 性 を 有
す る 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。 本 発 明 は ま た 、 乳 癌 、 肺 癌 及 び ／ 又 は
膵 臓 癌 の 治 療 又 は 予 防 の た め に 薬 剤 の 有 効 性 を 同 定 又 は 証 明 す る た め に 、 薬 剤 の 発 見 に 使
用 さ れ る ア ッ セ イ を 提 供 す る 。 候 補 物 質 は 、 乳 癌 、 肺 癌 及 び ／ 又 は 膵 臓 癌 を も つ 対 象 者 で
本 明 細 書 に 定 義 し た ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル を 調 節 す る そ の 能 力 に つ い て ア ッ セ イ す る こ と
が で き る 。 乳 癌 、 肺 癌 及 び ／ 又 は 膵 臓 癌 を も つ 対 象 者 で NKCC1ポ リ ペ プ チ ド レ ベ ル を 、 乳
癌 、 肺 癌 及 び ／ 又 は 膵 臓 癌 を も た な い 対 象 者 で 見 出 さ れ る レ ベ ル に 調 節 す る こ と が で き る
物 質 、 又 は 乳 癌 、 肺 癌 及 び ／ 又 は 膵 臓 癌 の 実 験 動 物 モ デ ル で 同 様 な 変 化 を も た ら す こ と が
で き る 物 質 を 、 更 な る 薬 剤 発 見 の た め の 先 導 物 質 と し て 、 又 は 治 療 に 用 い る こ と が で き る
。 NKCC1ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 は 、 例 え ば 免 疫 ア ッ セ イ に よ っ て 、 ゲ ル 電 気 泳 動 と そ れ に 続
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く 可 視 化 、 活 性 の 検 出 に よ っ て 、 又 は 本 明 細 書 で 開 示 さ れ る か 、 若 し く は 当 業 者 に 周 知 の
他 の 任 意 の 方 法 に よ っ て ア ッ セ イ す る こ と が で き る 。 そ の よ う な ア ッ セ イ を 用 い て 臨 床 モ
ニ タ リ ン グ 又 は 薬 剤 開 発 に お け る 候 補 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る （ こ の 場 合
、 大 量 の NKCC1ポ リ ペ プ チ ド は 疾 患 の 代 用 マ ー カ ー と し て 機 能 す る ） 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は NKCC1ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る か 、 又 は NKCC1ポ リ ペ プ チ ド の 発 現
若 し く は 活 性 に 対 し 調 節 的 効 果 （ 例 え ば 刺 激 、 抑 制 、 ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン 又 は ダ ウ ン
レ ギ ュ レ ー シ ョ ン 効 果 ） を も つ 活 性 物 質 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 前 記 物 質 の 例 に は 、
核 酸 （ 例 え ば DNA及 び RNA） 、 炭 水 化 物 、 脂 質 、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 擬 似 物 質
、 ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 小 分 子 及 び 他 の 薬 剤 が 含 ま れ る が 、 た だ し こ れ ら に 限 定
さ れ な い 。 候 補 物 質 は 、 当 業 界 で 公 知 の 順 列 組 合 せ ラ イ ブ ラ リ ー 方 法 に よ り 多 く の 適 切 な
任 意 の ア プ ロ ー チ を 用 い て 入 手 で き る 。 前 記 ラ イ ブ ラ リ ー に は 生 物 学 的 ラ イ ブ ラ リ ー 、 空
間 的 配 置 を 設 定 で き る パ ラ レ ル 固 相 又 は 溶 液 相 ラ イ ブ ラ リ ー 、 デ コ ン ボ ル ー シ ョ ン を 必 要
と す る 合 成 ラ イ ブ ラ リ ー 方 法 、 “ １ ビ ー ズ １ 化 合 物 ” ラ イ ブ ラ リ ー 方 法 及 び ア フ ィ ニ テ ィ
ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 選 択 を 用 い る 合 成 ラ イ ブ ラ リ ー 方 法 が 含 ま れ る 。 生 物 学 的 ラ イ ブ ラ
リ ー に よ る ア プ ロ ー チ は ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー に 限 ら れ る が 、 他 の ４ つ の ア プ ロ ー チ は ペ
プ チ ド 、 非 ペ プ チ ド オ リ ゴ マ ー 又 は 小 分 子 化 合 物 ラ イ ブ ラ リ ー に も 応 用 で き る （ Lam, 199
7, Anticancer Drug Des. 12： 145；  US5,738,996；  US5,807,683） 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 分 子 ラ イ ブ ラ リ ー 合 成 方 法 の 例 は 当 業 界 で は 例 え ば 以 下 の 文 献 で 見 出 す こ と が で き る ：
DeWott et al. 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90： 6909；  Erb et al. 1994, Proc.
 Natl. Acad. Sci. USA 91： 11422；  Zuckermann et al. 1994, J. Med. Chem. 37： 2678
；  Cho et al. 1993, Science 261： 1303；  Carrell et al. 1994, Angew. Chem. Int. E
d. Engl. 33： 2059；  Carell et al. 1994, Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 33： 2061；  G
allop et al. 1994, J. Med. Chem. 37： 1233。
　 物 質 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 例 え ば 溶 液 と し て （ 例 え ば 、 Houghten, 1992, Bio/Techniques 1
3： 412-421） 、 又 は ビ ー ズ 上 で （ Lam, 1991, Nature 354： 82-84） 、 チ ッ プ 上 で （ Fodor,
 1993, Nature 364： 555-556） 、 細 菌 で （ US5,223,409） 、 胞 子 で （ US5,571,698； US5,40
3,484；  US5,223,409） 、 プ ラ ス ミ ド で （ Cull et al. 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. US
A 89： 1865-1869） 、 又 は フ ァ ー ジ で （ Scott and Smith, 1990, Science 249： 386-390；
 Devlin, 1990, Science 249： 404-406；  Cwirla et al. 1990, Proc. Natl. Acad. Sci.
 USA 87： 6378-6382；  Felici, 1991, J. Mol. Biol. 222： 301-310） 提 示 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 NKCC1ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る （ す な わ ち 結 合 す る ） 物 質 は 細
胞 ベ ー ス の ア ッ セ イ 系 で 同 定 さ れ る 。 こ の 実 施 態 様 に し た が え ば 、 NKCC1ポ リ ペ プ チ ド を
発 現 す る 細 胞 を 候 補 物 質 又 は コ ン ト ロ ー ル 物 質 と 接 触 さ せ 、 前 記 候 補 物 質 が 前 記 ポ リ ペ プ
チ ド と 相 互 作 用 す る 能 力 を 判 定 す る 。 所 望 の 場 合 は 、 こ の ア ッ セ イ を 用 い て 、 複 数 の 候 補
物 質 （ ラ イ ブ ラ リ ー ） を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 細 胞 は 、 例 え ば 原 核 細 胞 由 来
で も （ 例 え ば 大 腸 菌 ） 、 真 核 細 胞 由 来 で も よ い （ 例 え ば 酵 母 又 は 哺 乳 類 ） 。 さ ら に 、 前 記
細 胞 は NKCC1ポ リ ペ プ チ ド を 内 因 的 に 発 現 す る こ と が で き る が 、 ま た 遺 伝 子 操 作 に よ っ て
前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 し て も よ い 。 い く つ か の 実 施 態 様 で は 、 NKCC1ポ リ ペ プ チ ド 又 は
候 補 物 質 は 、 例 え ば 放 射 能 標 識 （ 例 え ば 3 2 P、 3 5 S又 は 1 2 5 I） 又 は 蛍 光 標 識 （ 例 え ば フ ル オ
レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 ロ ー ダ ミ ン 、 フ ィ コ エ リ ト リ ン 、 フ ィ コ シ ア ニ ン 、 ア ロ フ
ィ コ シ ア ニ ン 、 o-フ タ ル ア ル デ ヒ ド 又 は フ ル オ レ ス カ ミ ン ） で 標 識 さ れ 、 ポ リ ペ プ チ ド と
候 補 物 質 と の 相 互 作 用 の 検 出 を 可 能 に す る 。 候 補 物 質 が NKCC1ポ リ ペ プ チ ド と 直 接 又 は 間
接 的 に 相 互 作 用 す る 能 力 は 当 業 者 に 公 知 の 方 法 で 決 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 候 補 物
質 と ポ リ ペ プ チ ド と の 相 互 作 用 は フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 、 シ ン チ レ ー シ ョ ン ア ッ セ イ 、 免
疫 沈 澱 又 は ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
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　 別 の 実 施 態 様 で は 、 NKCC1ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る （ す な わ ち 結 合 す る ） 物 質 は 無
細 胞 ア ッ セ イ 系 で 同 定 さ れ る 。 こ の 実 施 態 様 に し た が え ば 、 天 然 の 又 は 組 換 え NKCC1ポ リ
ペ プ チ ド を 候 補 物 質 又 は コ ン ト ロ ー ル 物 質 と 接 触 さ せ 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る
候 補 物 質 の 能 力 を 判 定 す る 。 所 望 の 場 合 に は 、 こ の ア ッ セ イ を 用 い て 、 複 数 の 候 補 物 質 （
ラ イ ブ ラ リ ー ） を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 例 え ば 特 異 的 に 前 記 ポ
リ ペ プ チ ド を 認 識 又 は 結 合 す る 固 定 抗 体 と ポ リ ペ プ チ ド を 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 、 又 は
タ ン パ ク 質 を 結 合 す る よ う に デ ザ イ ン し た 表 面 と ポ リ ペ プ チ ド の 精 製 調 製 物 を 接 触 さ せ る
こ と に よ っ て 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 先 ず 固 定 す る 。 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 部 分 的 又 は 完 全 に 精
製 さ れ て い て も （ 例 え ば 部 分 的 又 は 完 全 に 他 の タ ン パ ク 質 を 含 ま な い ） 、 又 は 細 胞 溶 解 物
の 一 部 分 で あ っ て も よ い 。 さ ら に ま た 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 NKCC1ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ
の 生 物 学 的 活 性 部 分 及 び 例 え ば グ ル タ チ オ ン -S-ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ の よ う な ド メ イ ン を
含 む 融 合 タ ン パ ク 質 で あ っ て も よ い 。 ま た 別 に は 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 当 業 者 に 周 知 の 技
術 を 用 い て （ 例 え ば ビ オ チ ン 付 加 キ ッ ト 、 Pierce Chemicals；  Rockford, IL） ビ オ チ ン
付 加 し て も よ い 。 前 記 候 補 物 質 が 前 記 ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る 能 力 は 当 業 者 に 公 知 の
方 法 に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 細 胞 ベ ー ス の ア ッ セ イ 系 を 用 い て 、 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 酵 素 ） 又 は
そ の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 と 結 合 す る か 又 は そ の 活 性 を 調 節 す る 物 質 が 同 定 さ れ る （ 前 記
タ ン パ ク 質 は NKCC1ポ リ ペ プ チ ド の 生 成 又 は 分 解 に 必 要 で あ る か 、 又 は 前 記 ポ リ ペ プ チ ド
の 翻 訳 後 改 変 に 必 要 で あ る ） 。 一 次 ス ク リ ー ニ ン グ で は 、 NKCC1ポ リ ペ プ チ ド の 産 生 、 分
解 又 は 翻 訳 後 改 変 を 調 節 す る 化 合 物 を 同 定 す る た め に 、 複 数 の 物 質 （ ラ イ ブ ラ リ ー ） を 天
然 の 状 態 で 又 は 遺 伝 子 組 換 え に よ り 以 下 の （ i） 及 び （ ii） を 発 現 す る 細 胞 と 接 触 さ せ る
： （ i） NKCC1ポ リ ペ プ チ ド 及 び （ ii） NKCC1ポ リ ペ プ チ ド の プ ロ セ ッ シ ン グ に 必 要 な タ ン
パ ク 質 。 所 望 の 場 合 は 、 一 次 ス ク リ ー ニ ン グ で 同 定 し た 活 性 物 質 を 、 続 い て 二 次 ス ク リ ー
ニ ン グ で 対 象 と す る 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド を 天 然 の 状 態 で 又 は 組 換 え に よ っ て 発 現 す る 細 胞
で ア ッ セ イ す る こ と が で き る 。 候 補 物 質 が NKCC1ポ リ ペ プ チ ド の 産 生 、 分 解 又 は 翻 訳 後 改
変 を 調 節 す る 能 力 は 当 業 者 に 公 知 の 方 法 （ フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 、 シ ン チ レ ー シ ョ ン ア ッ
セ イ 、 免 疫 沈 澱 又 は ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 含 む が 、 た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） に
よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 NKCC1ポ リ ペ プ チ ド と 競 合 的 に 相 互 作 用 す る （ す な わ ち 競 合 的 に 結
合 す る ） 物 質 が 競 合 結 合 ア ッ セ イ で 同 定 さ れ る 。 こ の 実 施 態 様 に し た が え ば 、 前 記 ポ リ ペ
プ チ ド を 発 現 す る 細 胞 を 候 補 物 質 及 び 前 記 ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る こ と が 判 明 し て い
る 物 質 と 接 触 さ せ 、 続 い て 前 記 候 補 物 質 が 前 記 ポ リ ペ プ チ ド と 競 合 的 に 相 互 作 用 す る 能 力
を 判 定 す る 。 ま た 別 に は 、 ポ リ ペ プ チ ド と 競 合 的 に 相 互 作 用 す る （ す な わ ち 競 合 的 に 結 合
す る ） 物 質 は 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド と 候 補 物 質 及 び 前 記 ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る こ と が
判 明 し て い る 物 質 を 無 細 胞 ア ッ セ イ 系 で 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 同 定 さ れ る 。 上 記 で 述 べ
た よ う に 、 候 補 物 質 が 本 発 明 で 使 用 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る 能 力 は 当 業 者 に 公
知 の 方 法 に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の ア ッ セ イ は 、 細 胞 ベ ー ス で あ ろ う と 無
細 胞 系 で あ ろ う と 、 複 数 の 候 補 物 質 （ ラ イ ブ ラ リ ー ） の ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 NKCC1ポ リ ペ プ チ ド 又 は NKCC1核 酸 の 発 現 を 調 節 す る （ す な わ ち ア ッ
プ レ ギ ュ レ ー ト 又 は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト す る ） 活 性 物 質 は 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド 又 は 核 酸 を
発 現 す る 細 胞 （ 例 え ば 原 核 細 胞 又 は 真 核 細 胞 由 来 の 細 胞 ） を 候 補 物 質 又 は コ ン ト ロ ー ル 物
質 （ 例 え ば リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 （ PBS） ） と 接 触 さ せ 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 又 は 前 記 ポ
リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 核 酸 の 発 現 を 測 定 す る こ と に よ っ て 同 定 さ れ る 。 候 補 物 質 の 存 在 下
で の NKCC1ポ リ ペ プ チ ド 又 は NKCC1核 酸 の 発 現 レ ベ ル が 、 候 補 物 質 の 非 存 在 下 （ 例 え ば コ ン
ト ロ ー ル 物 質 の 存 在 下 ） で の 前 記 ポ リ ペ プ チ ド 又 は 核 酸 の 発 現 レ ベ ル と 比 較 さ れ る 。 続 い
て 、 こ の 比 較 を 基 に し て 候 補 物 質 を 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 の 調 節 物 質 と し て 同 定 す る こ
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と が で き る 。 例 え ば 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド 又 は 核 酸 の 発 現 が 候 補 物 質 の 存 在 下 で 非 存 在 下 よ
り も 顕 著 に 高 い と き は 、 前 記 候 補 物 質 は 前 記 ポ リ ペ プ チ ド 又 は 核 酸 の 発 現 の 刺 激 物 質 と 同
定 さ れ る 。 ま た 別 に は 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド 又 は 核 酸 の 発 現 が 候 補 物 質 の 存 在 下 で 非 存 在 下
よ り も 顕 著 に 低 い と き は 、 前 記 候 補 物 質 は 前 記 ポ リ ペ プ チ ド 又 は 核 酸 発 現 の 阻 害 物 質 と 同
定 さ れ る 。 NKCC1ポ リ ペ プ チ ド 又 は 核 酸 の 発 現 レ ベ ル は 本 明 細 書 の 記 載 を 基 に し て 当 業 者
に 公 知 の 方 法 に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば DNA又 は mRNA発 現 は ノ ー ザ ン ブ ロ ッ
ト 分 析 又 は RT-PCRに よ っ て 評 価 す る こ と が で き 、 タ ン パ ク 質 レ ベ ル は ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト
分 析 で 評 価 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 NKCC1ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 調 節 す る 活 性 物 質 は 、 前 記 ポ リ ペ プ チ
ド を 含 有 す る 調 製 物 、 又 は 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 細 胞 （ 例 え ば 原 核 細 胞 又 は 真 核 細
胞 ） を 候 補 物 質 又 は コ ン ト ロ ー ル 物 質 と 接 触 さ せ 、 前 記 候 補 物 質 が 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 活
性 を 調 節 す る （ 刺 激 又 は 阻 害 す る ） 能 力 を 決 定 す る こ と に よ っ て 同 定 さ れ る 。 NKCC1ポ リ
ペ プ チ ド の 活 性 は 、 “ 下 流 の エ フ ェ ク タ ー ” に 対 す る そ の 影 響 を 検 出 す る こ と に よ っ て ［
例 え ば 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 細 胞 性 シ グ ナ ル の ト ラ ン ス ダ ク シ ョ ン 経 路 の 誘 導 （ 例 え ば 細 胞
内 Ca 2 + 、 ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル 、 IP 3 な ど ） 、 前 記 標 的 の 適 切 な 基 質 に 対 す る 触 媒 活 性 又
は 酵 素 活 性 の 検 出 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 （ NKCC1ポ リ ペ プ チ ド に 応 答 し 、 さ ら に 検 出 可 能 な
マ ー カ ー （ 例 え ば ル シ フ ェ ラ ー ゼ ） を コ ー ド す る 核 酸 に 機 能 的 に 連 結 さ れ た 調 節 エ レ メ ン
ト ） の 誘 導 の 検 出 、 又 は 細 胞 性 反 応 （ 例 え ば 本 事 例 の 場 合 の よ う に 細 胞 の 分 化 又 は 細 胞 の
増 殖 ） の 検 出 ］ 、 本 明 細 書 の 記 載 に 基 づ い て 評 価 す る こ と が で き 、 当 業 者 に 公 知 の 技 術 を
前 記 の 活 性 の 測 定 に 用 い る こ と が で き る （ 例 え ば US5,401,639を 参 照 さ れ た い ） 。 続 い て
候 補 物 質 の 影 響 を コ ン ト ロ ー ル 物 質 と 比 較 す る こ と に よ っ て 、 前 記 候 補 物 質 を NKCC1ポ リ
ペ プ チ ド 活 性 の 調 節 物 質 と 同 定 す る こ と が で き る 。 適 切 な コ ン ト ロ ー ル 物 質 に は リ ン 酸 緩
衝 食 塩 水 （ PBS） 及 び 通 常 の 食 塩 水 （ NS） が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 NKCC1ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 、 活 性 、 又 は 発 現 と 活 性 の 両 方 を 調 節 す
る 活 性 物 質 が 動 物 モ デ ル で 同 定 さ れ る 。 適 切 な 動 物 の 例 に は マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 サ
ル 、 モ ル モ ッ ト 、 イ ヌ 及 び ネ コ が 含 ま れ る が 、 た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 好 ま し く は
用 い ら れ る 動 物 は 乳 癌 、 膵 臓 癌 及 び ／ 又 は 肺 癌 の モ デ ル で あ る 。 こ の 実 施 態 様 に し た が え
ば 、 候 補 物 質 又 は コ ン ト ロ ー ル 物 質 は 、 例 え ば 経 口 的 、 直 腸 経 由 、 又 は 非 経 口 的 （ 例 え ば
腹 腔 内 又 は 静 脈 内 ） に 適 切 な 動 物 に 投 与 さ れ 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 、 活 性 、 又 は 発 現
と 活 性 の 両 方 に 対 す る 影 響 が 決 定 さ れ る 。 ポ リ ペ プ チ ド 発 現 に お け る 変 化 は 、 上 記 に 記 載
し た 適 切 な 方 法 の い ず れ か に よ り 本 明 細 書 の 記 載 を 基 に 判 定 す る こ と が で き る 。 ま た 別 に
は 、 治 療 さ れ る べ き 疾 患 又 は 病 態 に 附 随 す る 臨 床 症 状 に 対 す る 物 質 の 投 与 の 影 響 （ 例 え ば
臨 床 症 状 が 改 善 さ れ る 、 発 症 が 延 び る か 又 は 疾 患 の 進 行 が 遅 く な る ） を モ ニ タ ー す る こ と
に よ っ て 、 そ れ ら 物 質 を 同 定 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 別 の 実 施 態 様 で は 、 候 補 物 質
で 処 置 さ れ た 哺 乳 類 群 で は 未 処 置 哺 乳 類 群 と 比 較 し て 疾 患 に 附 随 す る １ つ 又 は 2つ 以 上 の
臨 床 症 状 の 重 篤 度 を 低 下 さ せ る か 、 又 は 疾 患 の 進 行 を 遅 ら せ る 物 質 が 前 記 疾 患 の 有 力 な 活
性 物 質 と 同 定 さ れ る 。 乳 癌 、 膵 臓 癌 及 び ／ 又 は 肺 癌 に 精 通 し て い る 医 師 に 既 知 の 技 術 を 用
い て 、 候 補 物 質 が 前 記 疾 患 に 附 随 す る 1つ 又 は 2つ 以 上 の 臨 床 症 状 を 変 化 さ せ る か 否 か を 決
定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 乳 癌 、 膵 臓 癌 及 び ／ 又 は 肺 癌 患 者 の 保 持 腫 瘍 を 縮 小 さ せ る
候 補 物 質 は 乳 癌 、 膵 臓 癌 及 び ／ 又 は 肺 癌 患 者 の 治 療 に 有 益 で あ ろ う 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 特 に あ る 実 施 態 様 で は 、 上 記 に 記 載 し た ス ク リ ー ニ ン グ の 方 法 は さ ら に 、 抗 乳 癌 、 抗 肺
癌 及 び ／ 又 は 抗 膵 臓 癌 物 質 と し て の 治 療 的 又 は 予 防 的 使 用 の 更 な る テ ス ト の た め に 、 前 記
ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 若 し く は 活 性 又 は 前 記 核 酸 の 発 現 を 調 節 す る 物 質 を 選 択 す る こ と を 含
む こ と が で き る 。
　 さ ら に 別 の 実 施 態 様 で は 、 NKCC1ポ リ ペ プ チ ド は 、 二 重 ハ イ ブ リ ッ ド (two-hybrid)ア ッ
セ イ 又 は 三 重 ハ イ ブ リ ッ ド ア ッ セ イ で “ お と り (bait)タ ン パ ク 質 ” と し て 用 い ら れ 、 前 記
ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 又 は 相 互 作 用 す る 他 の タ ン パ ク 質 が 同 定 さ れ る （ 例 え ば 以 下 を 参 照 さ

10

20

30

40

50

(27) JP 2005-522228 A 2005.7.28



れ た い ： US5,283,317；  Zrvos et al. 1993, Cell 72： 223-232；  Madura et al. 1993, 
J. Biol. Chem. 268： 12046-12054；  Bartel et al. 1993, Bio/Techniques 14： 920-924
；  Iwabuchi et al. 1993, Oncogene 8： 1693-1696；  WO94/10300） 。 当 業 者 に は 理 解 さ
れ る と こ ろ で あ る が 、 そ の よ う な 結 合 タ ン パ ク 質 は ま た 、 NKCC1ポ リ ペ プ チ ド に よ る シ グ
ナ ル 伝 達 で 、 例 え ば NKCC1ポ リ ペ プ チ ド を 必 要 と す る シ グ ナ リ ン グ 経 路 の 上 流 又 は 下 流 エ
レ メ ン ト と し て 中 心 的 に 関 与 す る 可 能 性 が 高 い 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 本 発 明 は さ ら に NKCC1ポ リ ペ プ チ ド 、 NKCC1核 酸 、 NKCC1抗 体 、 NKCC1ポ リ ペ プ チ ド の 発 現
又 は 活 性 を 調 節 す る 物 質 、 NKCC1ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る 物 質 、 又 は NKCC1核 酸 の 発 現
を 調 節 す る 物 質 （ 上 記 に 記 載 し た ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ る も の を 含 む ） 、
及 び 本 明 細 書 に 記 載 す る 治 療 の た め の そ れ ら の 使 用 を 提 供 す る 。 下 記 で は 、 NKCC1ポ リ ペ
プ チ ド 、 NKCC1核 酸 及 び NKCC1抗 体 は “ 活 性 物 質 ” と 称 す る 。 “ 治 療 ” と い う 用 語 に は 治 療
的 措 置 又 は 予 防 的 措 置 の い ず れ か が 含 ま れ る 。 本 明 細 書 で 具 体 的 な 活 性 物 質 又 は 物 質 の 組
合 せ を 用 い て 疾 患 又 は 症 状 の 治 療 又 は 予 防 方 法 が 述 べ ら れ る 場 合 は 、 そ の よ う な 言 及 は 、
前 記 疾 患 又 は 症 状 の 治 療 用 医 薬 の 製 造 に お け る 前 記 活 性 物 質 又 は 活 性 物 質 の 組 合 せ の 使 用
を 含 む こ と を 意 図 し て い る こ と は 理 解 さ れ よ う 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 本 発 明 は ま た 、 活 性 物 質 の 投 与 に よ る 乳 癌 、 膵 臓 癌 及 び ／ 又 は 肺 癌 の 治 療 及 び ／ 又 は 予
防 を 提 供 す る 。
　 さ ら に 別 の 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 乳 癌 、 肺 癌 及 び ／ 又 は 膵 臓 癌 の 治 療 又 は 予 防 の た め の
組 成 物 （ 前 記 組 成 物 は ワ ク チ ン で あ る ） の 製 造 に お け る NKCC1ポ リ ペ プ チ ド の 使 用 を 提 供
す る 。 前 記 ワ ク チ ン は 場 合 に よ っ て 1つ 又 は 2つ 以 上 の 適 切 な ア ジ ュ バ ン ト を 含 む 。 当 業 界
で 周 知 の ア ジ ュ バ ン ト の 例 に は 無 機 ゲ ル （ 例 え ば 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム ） 及 び 油 中 水 乳 濁 液
（ 例 え ば フ ロ イ ン ト の 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト ） が 含 ま れ る 。 他 の 有 用 な ア ジ ュ バ ン ト は 当 業
者 に は よ く 知 ら れ て い る で あ ろ う 。
　 さ ら に 別 の 特 徴 で は 、 本 発 明 は 以 下 を 提 供 す る ：
　 （ ａ ） 免 疫 原 性 組 成 物 （ 好 ま し く は ワ ク チ ン ） の 製 造 に お け る NKCC１ ポ リ ペ プ チ ド の 使
用 ；
　 （ ｂ ） 対 象 者 の 免 疫 誘 導 に お け る 前 記 の よ う な 免 疫 原 性 組 成 物 の 使 用 ； 及 び
　 （ ｃ ） 対 象 者 で 乳 癌 、 肺 癌 及 び ／ 又 は 膵 臓 癌 を 治 療 若 し く は 予 防 す る 方 法 、 又 は 対 象 者
に 乳 癌 、 肺 癌 及 び ／ 又 は 膵 臓 癌 に 対 し て ワ ク チ ン 接 種 す る 方 法 、 前 記 方 法 は 前 記 対 象 者 に
有 効 量 の NKCC1ポ リ ペ プ チ ド （ 好 ま し く は ワ ク チ ン ） を 投 与 す る 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 1つ 又 は 2つ 以 上 の 活 性 物 質 が 、 単 独 で 投 与 さ れ る か 、 又 は 乳 癌 、 肺
癌 及 び ／ 又 は 膵 臓 癌 の た め の 1つ 若 し く は 2つ 以 上 の 別 の 治 療 又 は 治 療 薬 と （ 例 え ば 同 時 、
連 続 的 若 し く は 別 個 に ） 併 用 し て 投 与 さ れ る 。 そ の よ う な 治 療 の 例 に は 、 外 科 手 術 及 び 放
射 線 照 射 療 法 が 含 ま れ る 。 治 療 物 質 の 例 に は 以 下 が 含 ま れ る ： シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド （ Cyto
xan（ 登 録 商 標 ） ） ； メ ト ト レ キ セ ー ト （ Methotrexate（ 登 録 商 標 ） ） ； 5-フ ル オ ロ ウ ラ
シ ル （ 5-FU） ； パ ク リ タ キ セ ル （ Taxol） ； ド セ タ キ セ ル （ Taxotere（ 登 録 商 標 ） ） ； ビ
ン ク リ ス チ ン （ Oncovin（ 登 録 商 標 ） ） ； ビ ン ブ ラ ス チ ン （ Velban（ 登 録 商 標 ） ） ； ビ ノ
レ ル ビ ン （ Navelbine（ 登 録 商 標 ） ） ； ド キ ソ ル ビ シ ン （ Adriamycin） ； タ モ キ シ フ ェ ン
（ Nolvadex（ 登 録 商 標 ） ） ； ト レ ミ フ ェ ン （ Fareston（ 登 録 商 標 ） ） ； メ ゲ ス ト ロ ー ル ア
セ テ ー ト （ Megace（ 登 録 商 標 ） ） ； ア ナ ス ト ロ ゾ ー ル （ Arimidex（ 登 録 商 標 ） ） ； ゴ セ レ
リ ン （ Zladex（ 登 録 商 標 ） ） ； 抗 HER2モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Herceptin（ 登 録 商 標 ） ） ；
キ ャ ペ シ タ ビ ン （ Xeloda（ 登 録 商 標 ） ） 及 び ラ ロ キ シ フ ェ ン ヒ ド ロ ク ロ リ ド （ Evista（ 登
録 商 標 ） ） 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 本 明 細 書 で 考 察 さ れ る よ う に 、 本 発 明 の 活 性 物 質 は 対 象 者 で 乳 癌 、 肺 癌 及 び ／ 又 は 膵 臓
癌 の 治 療 又 は 予 防 で 有 用 で あ る 。 し た が っ て 、 さ ら に 別 の 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 少 な く と
も 1つ の 活 性 物 質 を 場 合 に よ っ て 1つ 又 は 2つ 以 上 の 医 薬 的 に 許 容 で き る 賦 形 剤 、 担 体 又 は
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希 釈 剤 と と も に 含 む 医 薬 組 成 物 を 提 供 す る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 前 記 医 薬 組 成 物 は ワ ク チ
ン と し て 使 用 さ れ 、 し た が っ て 任 意 の 付 加 的 成 分 が ワ ク チ ン と し て 使 用 す る た め に 許 容 さ
れ る 。 さ ら に ま た 、 1つ 又 は 2つ 以 上 の 適 切 な ア ジ ュ バ ン ト を そ の よ う な ワ ク チ ン 調 製 物 に
添 加 で き る こ と は 当 業 者 に は 理 解 さ れ よ う 。
　 通 常 前 記 組 成 物 は 、 通 常 は 医 薬 と し て 許 容 で き る 担 体 を 含 む 無 菌 的 な 医 薬 組 成 物 の 一 部
分 と し て 提 供 さ れ る で あ ろ う 。 前 記 医 薬 組 成 物 は 、 患 者 へ の 所 望 の 投 与 方 法 に し た が っ て
任 意 の 適 切 な 形 態 を 有 す る こ と が で き る 。
　 前 記 医 薬 組 成 物 は 単 位 用 量 (unit dosage)形 態 で 提 供 す る こ と が で き 、 一 般 的 に は 封 入
容 器 で 提 供 さ れ る で あ ろ う 。 さ ら に 前 記 組 成 物 は キ ッ ト の 一 部 分 と し て 提 供 す る こ と が で
き る 。 そ の よ う な キ ッ ト は 通 常 は （ 必 ず と い う わ け で は な い が ） 使 用 の た め の 指 示 物 を 含
む 。 前 記 キ ッ ト は 前 記 複 数 の 単 位 用 量 形 態 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 前 記 医 薬 組 成 物 は 、 任 意 の 適 切 な 経 路 ［ 例 え ば 経 口 （ 頬 側 、 舌 下 を 含 む ） 、 直 腸 、 鼻 内
、 局 所 （ 頬 側 、 舌 下 又 は 経 皮 を 含 む ） 、 膣 内 、 又 は 非 経 口 （ 皮 下 、 筋 肉 内 、 静 脈 内 又 は 皮
内 を 含 む ） 経 路 ］ に よ る 投 与 の た め に 調 整 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 組 成 物 は 製 薬 業
界 で 公 知 の 任 意 の 方 法 に よ っ て 、 例 え ば 前 記 活 性 物 質 を 無 菌 的 条 件 下 で 担 体 又 は 賦 形 剤 と
混 合 す る こ と に よ っ て 製 造 す る こ と が で き る 。
　 経 口 投 与 用 に 適 応 さ せ た 医 薬 組 成 物 は 、 別 個 に 分 離 し た 単 位 量 （ 例 え ば カ プ セ ル 又 は 錠
剤 ） と し て 、 散 剤 若 し く は 顆 粒 と し て 、 溶 液 、 シ ロ ッ プ 若 し く は 懸 濁 液 と し て （ 水 性 若 し
く は 非 水 性 液 で 、 又 は 食 用 泡 沫 若 し く は ホ イ ッ プ と し て 、 又 は 乳 液 と し て ） 提 供 す る こ と
が で き る 。
　 錠 剤 又 は 硬 質 ゼ ラ チ ン カ プ セ ル の た め に 適 切 な 賦 形 剤 に は ラ ク ト ー ス 、 ト ウ モ ロ コ シ 澱
粉 又 は そ の 誘 導 体 、 ス テ ア リ ン 酸 又 は そ の 塩 が 含 ま れ る 。
　 軟 質 ゼ ラ チ ン カ プ セ ル で 使 用 さ れ る 適 切 な 賦 形 剤 に は 例 え ば 植 物 油 、 み つ ろ う 、 脂 肪 、
半 固 形 又 は 液 状 ポ リ オ ー ル な ど が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 溶 液 及 び シ ロ ッ プ の 製 造 の た め に 使 用 で き る 賦 形 剤 に は 、 例 え ば 水 、 ポ リ オ ー ル 及 び 砂
糖 が 含 ま れ る 。 懸 濁 液 の 製 造 に は 油 （ 例 え ば 植 物 油 ） を 用 い て 水 中 油 又 は 油 中 水 懸 濁 液 を
提 供 す る こ と が で き る 。
　 経 皮 投 与 に 適 応 さ せ た 医 薬 組 成 物 は 、 使 用 者 の 表 皮 に 長 時 間 密 着 す る こ と を 意 図 し た 別
個 に 分 離 し た パ ッ チ と し て 提 供 す る こ と が で き る 。 例 え ば 活 性 成 分 は 、 文 献 （ Pharmaceut
ical Research, 3(6)： 318(1986)） に 一 般 的 に 記 載 さ れ た イ オ ン 導 入 に よ っ て パ ッ チ か ら
供 給 す る こ と が で き る 。
　 局 所 投 与 に 適 応 さ せ た 医 薬 組 成 物 は 、 軟 膏 、 ク リ ー ム 、 懸 濁 液 、 ロ ー シ ョ ン 、 粉 末 、 溶
液 、 ゲ ル 、 ス プ レ ー 、 エ ア ゾ ル 、 又 は オ イ ル と し て 製 剤 化 す る こ と が で き る 。 目 又 は 他 の
外 部 組 織 （ 例 え ば 口 及 び 皮 膚 ） の 感 染 の た め に は 、 前 記 組 成 物 は 好 ま し く は 局 所 軟 膏 又 は
ク リ ー ム と し て 適 用 さ れ る 。 軟 膏 と し て 製 剤 化 す る と き は 、 活 性 物 質 は パ ラ フ ィ ン 基 剤 又
は 水 に 混 和 性 の 軟 膏 基 剤 と と も に 用 い る こ と が で き る 。 ま た 別 に は 、 活 性 物 質 は 、 水 中 油
ク リ ー ム 基 剤 又 は 油 中 水 基 剤 と と も に ク リ ー ム と し て 製 剤 化 す る こ と が で き る 。 目 の 局 所
投 与 に 適 応 さ せ た 医 薬 組 成 物 に は 滴 下 目 薬 が 含 ま れ 、 前 記 に は 活 性 成 分 は 適 切 な 担 体 （ 特
に 水 性 溶 媒 ） に 溶 解 又 は 懸 濁 さ れ る 。 口 部 へ の 局 所 投 与 に 適 応 さ せ た 医 薬 組 成 物 に は ロ ゼ
ン ジ 、 香 錠 及 び 口 内 洗 滌 液 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 直 腸 投 与 に 適 応 さ せ た 医 薬 組 成 物 は 座 薬 又 は 浣 腸 と し て 提 供 す る こ と が で き る 。
　 担 体 が 固 体 で あ る 鼻 内 投 与 に 適 応 さ せ た 医 薬 組 成 物 に は 、 粒 子 サ イ ズ が 例 え ば 20～ 500
ミ ク ロ ン の 範 囲 に あ る 粗 い 粉 末 が 含 ま れ 、 前 記 は 鼻 道 か ら 迅 速 な 吸 入 に よ っ て 、 鼻 の 直 ぐ
側 に 保 持 さ れ た 容 器 か ら 投 与 さ れ る 。 鼻 内 ス プ レ ー と し て 又 は 鼻 内 ド ロ ッ プ と し て 投 与 さ
れ る 場 合 、 前 記 担 体 が 液 体 の 適 切 な 組 成 物 に は 活 性 物 質 の 水 性 又 は 油 性 溶 液 が 含 ま れ る 。
　 吸 入 に よ る 投 与 に 適 応 さ せ た 医 薬 組 成 物 に は 、 種 々 の タ イ プ の 用 量 計 測 加 圧 エ ア ゾ ル の
手 段 、 ネ ブ ラ イ ザ ー 又 は 散 布 器 に よ っ て 生 成 す る こ と が で き る 微 粒 子 ダ ス ト 又 は ミ ス ト が
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含 ま れ る 。
　 膣 内 投 与 に 適 応 さ せ た 医 薬 組 成 物 は ペ ッ サ リ ー 、 タ ン ポ ン 、 ク リ ー ム 、 ゲ ル 、 ペ ー ス ト
、 泡 沫 又 は ス プ レ ー 組 成 物 と し て 提 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 非 経 口 投 与 に 適 応 さ せ た 医 薬 組 成 物 に は 、 水 性 及 び 非 水 性 無 菌 的 注 射 溶 液 並 び に 水 性 及
び 非 水 性 無 菌 的 懸 濁 液 が 含 ま れ る 。 前 記 溶 液 は 抗 酸 化 剤 、 緩 衝 液 、 制 菌 剤 及 び 、 前 記 組 成
物 を 目 的 の 受 容 者 の 血 液 に 対 し 実 質 的 に ア イ ソ ト ニ ッ ク に す る 溶 質 を 含 み 、 前 記 懸 濁 液 は
懸 濁 剤 及 び 膨 張 剤 を 含 む こ と が で き る 。 注 射 用 溶 液 に 用 い る こ と が で き る 賦 形 剤 に は 、 例
え ば 水 、 ア ル コ ー ル 、 ポ リ オ ー ル 、 グ リ セ リ ン 及 び 植 物 油 が 含 ま れ る 。 前 記 組 成 物 は 単 回
投 与 又 は 複 数 回 投 与 容 器 で 、 例 え ば 封 入 ア ン プ ル 及 び バ イ ア ル で 提 供 す る こ と が で き る 。
さ ら に 前 記 は 、 フ リ ー ズ ド ラ イ （ 凍 結 乾 燥 ） 状 態 で 保 存 す る こ と が で き 、 使 用 直 前 に 注 射
の た め に 保 持 さ れ て い る 無 菌 的 液 体 （ 例 え ば 水 ） の 添 加 を 必 要 と す る だ け で あ る 。 即 時 注
射 溶 液 及 び 懸 濁 液 は 無 菌 的 粉 末 、 顆 粒 及 び 錠 剤 か ら 調 製 で き る 。
　 前 記 医 薬 組 成 物 は 保 存 料 、 可 溶 化 剤 、 安 定 化 剤 、 湿 潤 剤 、 乳 化 剤 、 甘 味 料 、 着 色 剤 、 香
料 、 塩 類 （ 本 発 明 で 使 用 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド は そ れ 自 体 医 薬 的 に 許 容 で き る 塩 の 形 態 で 提
供 す る こ と が で き る ） 、 緩 衝 剤 、 コ ー テ ィ ン グ 物 質 又 は 抗 酸 化 剤 を 含 む こ と が で き る 。
　 本 発 明 で 使 用 さ れ る 活 性 物 質 の 用 量 は 、 乳 癌 、 肺 癌 及 び ／ 又 は 膵 臓 癌 の 病 期 、 治 療 さ れ
る 個 体 の 年 齢 及 び 状 態 な ど に 応 じ て 広 い 範 囲 で 変 動 さ せ る こ と が で き 、 医 師 が 最 終 的 に 適
切 な 使 用 用 量 を 決 定 す る 。 前 記 投 薬 は 適 切 な よ う に し ば し ば 反 復 さ れ る 。 副 作 用 が 生 じ た
場 合 、 通 常 の 臨 床 慣 行 に し た が っ て 投 薬 の 量 及 び ／ 又 は 頻 度 を 減 ら す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 乳 癌 、 膵 臓 癌 及 び ／ 又 は 肺 癌 に お け る NKCC1の 重 要 性 の ゆ え に 、 下 記 が 本 発 明 の さ ら に
別 の 特 徴 を 構 成 す る ：
　 i） 患 者 で 乳 癌 、 膵 臓 癌 及 び ／ 又 は 肺 癌 の 治 療 を モ ニ タ ー 又 は 評 価 す る 方 法 。 前 記 方 法
は 、 前 記 患 者 か ら 得 ら れ た 生 物 学 的 サ ン プ ル で NKCC1ポ リ ペ プ チ ド 又 は NKCC1核 酸 の 有 無 を
決 定 す る 工 程 及 び ／ 又 は 定 量 す る 工 程 を 含 む 。
　 ii） （ a） 乳 癌 、 膵 臓 癌 及 び ／ 又 は 肺 癌 の 発 生 の 予 防 、 （ b） 乳 癌 、 膵 臓 癌 及 び ／ 又 は 肺
癌 の 進 行 の 予 防 、 又 は （ c） 乳 癌 、 膵 臓 癌 及 び ／ 又 は 肺 癌 の 症 状 の 改 善 の た め に 、 患 者 に
治 療 的 に 有 効 な 量 の 活 性 物 質 を 投 与 す る こ と を 含 む 乳 癌 、 膵 臓 癌 及 び ／ 又 は 肺 癌 を 治 療 す
る 方 法 。 前 記 活 性 物 質 は 、 乳 癌 、 膵 臓 癌 及 び ／ 又 は 肺 癌 の 患 者 で NKCC1ポ リ ペ プ チ ド と 相
互 作 用 す る か 若 し く は 調 節 （ 例 え ば ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト 若 し く は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト ） す
る か 、 又 は NKCC1ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 又 は 生 物 学 的 活 性 （ 又 は そ の 両 方 ） を 補 足 す る 。
　 iii） NKCC1ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る か 、 又 は NKCC1ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 又 は 活 性 を
調 節 す る 活 性 物 質 の 、 乳 癌 、 膵 臓 癌 及 び ／ 又 は 肺 癌 の 治 療 用 組 成 物 の 製 造 に お け る 使 用 。
　 iv） 対 象 者 で 乳 癌 、 膵 臓 癌 及 び ／ 又 は 肺 癌 を 予 防 及 び ／ 又 は 治 療 す る 方 法 。 前 記 方 法 は
、 少 な く と も 1つ の NKCC1ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 治 療 的 に 有 効 な 量 の 抗 体 を 前 記 対 象 者 に
投 与 す る こ と を 含 む 。
　 v） 少 な く と も 1つ の NKCC1ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 抗 体 の 、 乳 癌 、 膵 臓 癌 及 び ／ 又 は 肺
癌 の 予 防 及 び ／ 又 は 治 療 で 使 用 さ れ る 組 成 物 の 製 造 に お け る 使 用 。
　 本 発 明 の 各 特 徴 の 好 ま し い 特 性 は 他 の 特 徴 の 各 々 の よ う に 必 要 な 変 更 を 加 え ら れ る 。
　 本 明 細 書 に 引 用 し た 各 参 考 文 献 、 特 許 及 び 特 許 出 願 の 内 容 は 参 照 に よ り そ の 全 体 が 本 明
細 書 に 含 ま れ る 。
　 本 発 明 を こ れ か ら 下 記 の 実 施 例 を 参 照 し な が ら 説 明 す る 。 本 実 施 例 は 本 発 明 の 範 囲 を 限
定 す る も の と 解 さ れ て は な ら な い 。 本 実 施 例 で は 添 付 の 図 面 が 参 照 さ れ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ８ ３ 】
（ 実 施 例 １ ： NKCC1の 同 定 ）
　 NKCC1を 、 乳 癌 （ MDA MB468/BT474） 及 び 膵 臓 （ HPAFII） 細 胞 株 か ら 単 離 し た 。
　 分 画 の 前 に 、 15cm 2 の 培 養 皿 に コ ン フ レ ン ト に な る ま で 増 殖 さ せ た 。 採 集 及 び 抽 出 の 前
に 、 前 記 細 胞 （ 約 2ｘ 10 9 細 胞 ） を PBS-CMで 3回 洗 滌 し た 。 プ ラ ス チ ッ ク の 細 胞 リ フ タ ー を
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用 い て 、 細 胞 を 培 養 皿 か ら 氷 冷 PBS-CM（ 2ｘ 10 8 細 胞 に つ き 5ｍ L） 中 へ 掻 き と っ た 。 続 い て
細 胞 を 1000ｘ gで 5分 、 4℃ で 遠 心 し た 。 上 清 を 取 り 除 き 、 細 胞 を 10ｍ Lの ホ モ ジ ェ ナ イ ズ 緩
衝 液 （ 10ｍ Mの HEPES、 1mMの EDTA、 1mMの バ ナ ジ ン 酸 塩 、 0.02％ の ア ザ イ ド に 250ｍ Mの シ ョ
糖 ） に 再 懸 濁 さ せ 、 続 い て 1000ｘ gで 5分 、 4℃ で 遠 心 し た 。 上 清 を 除 去 し た 。 続 い て 細 胞
ペ レ ッ ト を 、 そ の 細 胞 の 5倍 容 積 の ホ モ ジ ェ ナ イ ズ 緩 衝 液 ＋ プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー （ S
igma） 中 に 再 懸 濁 さ せ た 。 ボ ー ル ベ ア リ ン グ ホ モ ジ ナ イ ザ ー （ BBH） （ 8.002mmの 鋼 球 ） を
冷 却 し 、 ホ モ ジ ェ ナ イ ズ 緩 衝 液 で 洗 滌 し た 。 前 記 細 胞 懸 濁 液 を 2mLの シ リ ン ジ に と り 、 一
方 の 端 を 前 記 BBHに 取 り 付 け た 。 別 の シ リ ン ジ を BBHの 他 方 の 端 に 取 り 付 け た 。 前 記 細 胞 混
合 物 を チ ャ ン バ ー か ら 5回 通 過 さ せ た 。 細 胞 の 破 壊 は 顕 微 鏡 を 用 い て モ ニ タ ー し 、 細 胞 が
充 分 に 溶 解 し て か ら 、 得 ら れ た 混 合 物 を 1000ｘ gで 5分 、 4℃ で 遠 心 し た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 得 ら れ た 上 清 （ PNS） を 保 持 し 、 1mLの ホ モ ジ ェ ナ イ ズ 緩 衝 液 を 前 記 核 ペ レ ッ ト に 添 加 し
、 続 い て 1000ｘ Gで 5分 遠 心 し た 。 こ れ ら 2つ の 分 画 を プ ー ル し 、 さ ら に 3000ｘ Gで 10分 、 4
℃ で 遠 心 し た 。 前 記 3000ｘ Gの 上 清 を SW40又 は SW60遠 心 管 中 の 2mLの 60％ シ ョ 糖 緩 衝 剤 (chs
ion)上 に 重 層 し 、 ゆ っ く り と 加 速 及 び 減 速 し な が ら 100000ｘ Gで 45分 遠 心 し た 。 未 精 製 形
質 膜 は 、 シ ョ 糖 緩 衝 剤 の 最 上 部 の 分 離 し た 層 と し て 明 瞭 で あ っ た 。 上 部 の 層 （ サ イ ト ゾ ル
） を 取 り 出 し 、 形 質 膜 は パ ス ツ ー ル ピ ペ ッ ト を 用 い て 採 集 し た 。 未 精 製 形 質 膜 画 分 の ％ シ
ョ 糖 は 屈 折 計 を 用 い て 決 定 し た 。 前 記 膜 調 製 物 を HEPES緩 衝 液 で 希 釈 し 、 シ ョ 糖 含 有 量 を 1
5％ 未 満 に 下 げ た 。 前 記 粗 形 質 膜 調 製 物 を SW40遠 心 管 中 の 予 め 作 製 し た 15～ 60％ の シ ョ 糖
勾 配 上 に 重 層 し 、 ゆ っ く り と 加 速 及 び 減 速 し な が ら 100000ｘ Gで 17時 間 遠 心 し た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 グ ラ デ ィ エ ン ト ア ン ロ ー ダ ー を 用 い て 、 前 記 シ ョ 糖 勾 配 を 分 画 し た （ ス ピ ー ド 0.5、 幅 2
.5、 35分 画 ） 。 前 記 画 分 の タ ン パ ク 質 含 有 量 を 測 定 し 、 10μ gの タ ン パ ク 質 を 4－ 20％ の ア
ク リ ル ア ミ ド 1Dゲ ル （ Novex） で 泳 動 し 、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン レ セ プ タ ー 、 オ キ シ ド レ ダ ク
タ ー ゼ II及 び カ ル ネ キ シ ン に 対 す る 抗 体 を 用 い て ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 実 施 し た 。
　 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 免 疫 反 応 性 を 有 す る が 、 オ キ シ ド レ ダ ク タ ー ゼ II又 は カ ル ネ キ シ ン に
対 す る 免 疫 反 応 性 を も た な い 形 質 膜 画 分 を 同 定 し た 。 こ れ ら の シ ョ 糖 画 分 を プ ー ル し 、 10
ｍ Mの HEPES、 1mMの EDTA、 1mMの バ ナ ジ ン 酸 塩 、 0.02％ ア ザ イ ド に よ り 少 な く と も 4倍 ま で
希 釈 し た 。 前 記 希 釈 シ ョ 糖 画 分 を SW40又 は SW60に 加 え 、 ゆ っ く り と 加 速 及 び 減 速 し な が ら
100000ｘ Gで 45分 遠 心 し た 。 膜 ペ レ ッ ト か ら 上 清 を 除 去 し 、 前 記 ペ レ ッ ト を 3回 PBS-CMで 洗
滌 し た 。 膜 ペ レ ッ ト を 2％ の SDS（ 63ｍ Mト リ ス 塩 酸 、 pH7.4） で 可 溶 化 さ せ た 。 タ ン パ ク 質
ア ッ セ イ を 実 施 し 、 続 い て メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル （ 最 終 2％ ） 、 グ リ セ ロ ー ル （ 10％ ） 及
び ブ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー （ 0.0025％ 最 終 ） を 添 加 し た 。 最 後 に 抽 出 タ ン パ ク 質 サ ン プ ル
を 1D溶 解 緩 衝 液 で 最 終 タ ン パ ク 質 濃 度 1μ g/μ Lで 可 溶 化 し 、 一 次 元 PAGEで 前 記 タ ン パ ク 質
を 分 離 さ せ た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
［ 質 量 分 析 ］
　 1Dゲ ル か ら 抽 出 し た タ ン パ ク 質 を ト リ プ シ ン で 消 化 し 、 脱 着 に 337nmの 波 長 の レ ー ザ ー
及 び リ フ レ ク ト ロ ン 分 析 モ ー ド を 用 い MALDI-TOF-MS（ VoyagerSTR, Applied Biosystems）
に よ っ て 分 析 し た 。 NKCC1の た め に 選 択 さ れ た 質 量 は さ ら に ナ ノ ス プ レ ー イ オ ン 供 給 源 （ M
icromass UK Ltd.） を 備 え つ け た QTOF-MSを 用 い て タ ン デ ム 質 量 分 析 計 で 特 性 を 調 べ た 。 M
ALDI分 析 の 前 に 、 前 記 サ ン プ ル を 脱 塩 し 、 C18Zip Tips（ 登 録 商 標 ） （ Millipore） を 用 い
て 濃 縮 し た 。 タ ン デ ム マ ス ス ペ ク ト ロ メ ト リ ー （ MS） の た め の サ ン プ ル は 、 C18 SPE材 を
組 込 ん だ ナ ノ LCシ ス テ ム （ LC Packings, Amsterdam, The Netherlands） を 用 い て 精 製 し
た 。
　 SEQUEST検 索 プ ロ グ ラ ム （ Eng et al. 1994, J. Am. Soc. Mass Spectrom. 5： 976-989
） を 用 い 、 National Center for Biotechnology Information (NCBI)の 非 重 複 的 デ ー タ ベ
ー ス 中 の タ ン パ ク 質 エ ン ト リ ー で 構 築 さ れ た 公 開 ド メ イ ン タ ン パ ク 質 デ ー タ ベ ー ス に 対 し
、 ト リ プ シ ン 消 化 ペ プ チ ド の 未 解 釈 タ ン デ ム 質 量 ス ペ ク ト ル を 検 索 し た 。 こ の デ ー タ ベ ー
ス は http： //www.ncbi.nlm.nih.gov/で ア ク セ ス で き 、 さ ら に ま た 発 現 配 列 タ グ エ ン ト リ
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ー で 構 築 さ れ て い る （ http： //www.ncib.nlm.nih.gov/dbEST/index.html） 。 配 列 デ ー タ
ベ ー ス 検 索 の 結 果 と し て 、 タ ン デ ム ア ミ ノ 酸 配 列 が SwissProtア ク セ ス 番 号 P55011（ ブ メ
タ ニ ド 感 受 性 ナ ト リ ウ ム （ カ リ ウ ム ） 塩 化 物 コ ト ラ ン ス ポ ー タ ー １ ） と 適 合 す る こ と が 見
出 さ れ た 。 図 1（ 配 列 番 号 １ ） を 参 照 さ れ た い 、 適 合 タ ン デ ム 配 列 は 太 字 で 示 さ れ て い る
。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 さ ら に ま た 、 質 量 ス ペ ク ト ル 分 析 か ら 得 ら れ た ペ プ チ ド の 質 量 デ ー タ 及 び MOWSEデ ー タ
ベ ー ス 検 索 を 用 い て 、 配 列 を 同 定 し た 。 ペ プ チ ド の 質 量 情 報 は 、 他 の 分 析 方 法 （ 例 え ば タ
ン パ ク 質 配 列 分 析 ） と は 別 個 に 未 知 の サ ン プ ル タ ン パ ク 質 の 固 有 で 迅 速 な 同 定 を 可 能 に す
る 充 分 な 識 別 力 を 有 す る “ フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト ” サ イ ン を 提 供 す る 。 実 際 に 行 っ た と こ ろ
、 50000を 越 え る タ ン パ ク 質 に 由 来 す る フ ラ グ メ ン ト デ ー タ ベ ー ス に 対 し て 検 索 し た と き
、 3つ ～ 4つ の 実 験 的 に 決 定 し た ペ プ チ ド 質 量 を 用 い て 、 サ ン プ ル タ ン パ ク 質 が ユ ニ ー ク に
同 定 さ れ る こ と が 示 さ れ た （ D.J.C. Pappin, P. Hojrup and A.J. Bleasby“ Rapid Ident
ification of Proteins by Peptide-Mass Fingerprinting” , Current Biology (1993), 
vol3, 327-332；  及 び http： //www.hgmp.mrc.ac.uk/Bioinformatics/Webapp/mowse/） 。 M
OWSEデ ー タ ベ ー ス 検 索 に 用 い ら れ た コ ー ド の バ ー ジ ョ ン は 、 以 下 の 改 変 を 有 し て い た ： 親
タ ン パ ク 質 の サ イ ズ は 計 算 に 含 ま れ ず 、 例 え ば タ イ チ ン の よ う な 大 型 タ ン パ ク 質 は 、 も は
や ス コ ア を 偏 ら せ な い ； 代 り に 、 質 量 （ x） の ペ プ チ ド の 理 論 的 頻 度 (frequency)は 、 ペ プ
チ ド の 質 量 （ x） 及 び ア ミ ノ 酸 の 平 均 質 量 を 用 い て 概 算 さ れ 、 一 方 失 わ れ た 内 部 切 断 （ ト
リ プ シ ン に よ る ） の た め に 0.2の 確 率 及 び タ ン パ ク 分 解 切 断 部 位 の 出 現 の 確 率 に は 0.1が 考
慮 さ れ る 。
　 あ る ペ プ チ ド の 質 量 （ x） に 対 す る １ つ の マ ッ チ ン グ に 割 り 当 て ら れ る ス コ ア は 、 そ の
よ う な マ ッ チ ン グ を ラ ン ダ ム に 見 出 す 確 率 の 対 数 で あ り 、 前 記 質 量 を も つ フ ラ グ メ ン ト の
頻 度 に 反 比 例 す る 。
　 し た が っ て 、 前 記 ス コ ア は 、 ペ プ チ ド 質 量 （ x） に 対 す る １ つ の マ ッ チ ン グ の ス コ ア を
質 量 （ x） に 対 し て プ ロ ッ ト す る こ と に よ っ て 見 出 さ れ る 、 直 線 回 帰 式 を 用 い て 計 算 さ れ
る 。 こ の 態 様 に よ り NKCC1に つ い て 予 想 さ れ た ト リ プ シ ン フ ラ グ メ ン ト に 対 し 2つ の 質 量 マ
ッ チ ン グ (mass match)が 同 定 さ れ 、 こ れ ら は ま た P55011に も 適 合 し た （ 図 1（ 配 列 番 号 １
） を 参 照 さ れ た い ） 。 質 量 マ ッ チ ン グ に よ り 同 定 さ れ た 配 列 を 、 イ タ リ ッ ク 体 及 び 下 線 で
示 す 。 こ の 方 法 の 精 度 は 20ppmで あ っ た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
（ 実 施 例 ２ ： ヒ ト 組 織 で の NKCC1mRNAの 発 現 ）
　 リ ア ル タ イ ム の 定 量 的 RT-PCRを 用 い （ C.A. Heid et al. 1996, Genome Res. 6： 986-99
4；  T.B. Morrison et al. 1998, Biotechniques 24： 954-958） 、 正 常 な ヒ ト の 組 織 （ 図
2） 、 7人 の 乳 癌 患 者 に 由 来 す る 、 ド ナ ー が 一 致 す る 腫 瘍 及 び 隣 接 正 常 組 織 （ 図 3） 、 正 常
膵 臓 及 び 腫 瘍 由 来 膵 臓 細 胞 株 並 び に 組 織 標 本 （ 図 4） に お け る NKCC1mRNAの 分 布 を 分 析 し た
。
［ RT-PCRに よ る NKCC1ｍ RNAの 定 量 ］
　 リ ア ル タ イ ム RT-PCRを 用 い て 、 正 常 ヒ ト 組 織 ｍ RNA（ Clontech） 、 乳 癌 患 者 由 来 の ド ナ
ー が 一 致 す る 腫 瘍 及 び 隣 接 正 常 組 織 、 正 常 膵 臓 及 び 腫 瘍 由 来 膵 臓 細 胞 株 並 び に 組 織 標 本 に
お け る NKCC1発 現 を 定 量 的 に 測 定 し た 。 正 常 及 び 腫 瘍 組 織 サ ン プ ル に つ い て の 倫 理 的 承 認
は 手 術 時 に 得 ら れ た （ Univ. of Oxford, UK） 。 PCRに 用 い た プ ラ イ マ ー は 以 下 の と お り で
あ る ：
　 　 　 セ ン ス ： 5’ cacctactacctgcgcaccttc3’ （ 配 列 番 号 3）
　 　 　 ア ン チ セ ン ス ： 5’ gaccacagcatctctggttgga3’ （ 配 列 番 号 4）
　 反 応 に は 、 5ngの cDNA（ RT-PCRキ ッ ト （ Life Technologies） の た め の ス ー パ ー ス ク リ プ
ト =フ ァ ー ス ト ス ト ラ ン ド =シ ン テ シ ス を 用 い て 調 製 ） 、 SYBR緑 色 蛍 光 配 列 検 出 試 薬 （ PE B
iosystems） 、 セ ン ス 及 び ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー が 含 ま れ 、 ABI7700配 列 検 出 系 （ BE Bio
systems） で 分 析 し た 。 PCRの 条 件 は 以 下 の と お り で あ る ： 50℃ 2分 を 1サ イ ク ル ； 95℃ 10分
を 1サ イ ク ル ； さ ら に 95℃ 15秒 を 40サ イ ク ル ； 65℃ で 1分 。 PCR生 成 物 の 蓄 積 は SYBR緑 色 蛍
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光 の 増 加 と し て リ ア ル タ イ ム で 測 定 し 、 デ ー タ は 配 列 検 出 プ ロ グ ラ ム v1.6.3（ PE Biosyst
ems） を 用 い て 分 析 し た 。 最 初 の 鋳 型 コ ピ ー 数 対 蛍 光 及 び 増 幅 サ イ ク ル 相 関 標 準 曲 線 は 、
鋳 型 と し て 増 幅 PCR生 成 物 を 用 い て 作 成 し 、 各 サ ン プ ル に お け る NKCC1コ ピ ー 数 の 算 出 に 用
い た 。
　 NKCC1mRNAの 分 布 は 全 般 的 に 正 常 組 織 で 低 く 、 最 高 レ ベ ル の mRNA発 現 は 乳 房 、 前 立 腺 、
精 巣 及 び 脳 組 織 で 認 め ら れ た （ 図 2） 。
　 治 療 中 の 乳 癌 組 織 に お け る NKCC1ｍ RNAの 発 現 を 7人 の 乳 癌 患 者 に 由 来 す る 同 一 人 の 隣 接
正 常 組 織 と 比 較 し た (図 3)。 NKCC1発 現 は 、 同 一 人 の コ ン ト ロ ー ル 組 織 と 比 較 し て 全 て の 腫
瘍 サ ン プ ル で 増 加 し 、 7つ の サ ン プ ル の う ち 6サ ン プ ル は 6倍 の 発 現 増 加 を 示 し た 。
　 NKCC1ｍ RNA発 現 は ま た 正 常 及 び 腫 瘍 膵 臓 組 織 並 び に 細 胞 株 で も 分 析 し た （ 図 4） 。 NKCC1
発 現 は 、 対 応 す る 正 常 な 膵 臓 組 織 及 び 細 胞 株 （ そ れ ぞ れ 平 均 ＝ 16及 び 5コ ピ ー /ng cDNA）
よ り も 膵 臓 腫 瘍 組 織 （ 平 均 ＝ 69コ ピ ー /ng cDNA） 及 び 腫 瘍 由 来 細 胞 株 （ 平 均 ＝ 1013コ ピ ー
/ng cDNA） で 顕 著 に 高 か っ た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
（ 実 施 例 ３ ： 乳 癌 、 肺 癌 及 び 膵 臓 癌 組 織 の NKCC1の 免 疫 組 織 化 学 的 分 析 ）
　 乳 癌 に お け る NKCC１ の 中 心 的 関 与 を さ ら に 明 瞭 に 示 す た め に 、 特 異 的 抗 NKCC1抗 体 に よ
る 免 疫 組 織 化 学 を 用 い て 、 多 数 の ド ナ ー の 乳 腺 管 癌 組 織 並 び に 肺 腺 癌 及 び 膵 臓 癌 組 織 切 片
に お け る NKCC1タ ン パ ク 質 発 現 を 調 べ た 。
［ 抗 体 の 作 製 ］
　 抗 NKCC1ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 2つ の 特 異 的 ペ プ チ ド （ Immune Systems Ltd. UK） で 免
疫 し た モ ル モ ッ ト で 作 製 し た 。 ペ プ チ ド 配 列 は 、 疎 水 性 、 抗 原 性 、 表 面 確 率 (surface pro
bability)及 び 他 の 公 知 の タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー に 対 す る 弱 い 相 同 性 を 意 図 し た
合 成 の た め に 選 択 し た 。 ペ プ チ ド は 、 Fmoc化 学 反 応 を 用 い て 各 々 の 末 端 に シ ス テ イ ン 残 基
を 付 加 し な が ら 合 成 し 、 免 疫 前 の キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン の 固 有 チ オ ー ル 反 応
性 カ ッ プ リ ン グ を 可 能 に し た 。 用 い た ペ プ チ ド は SKKPKGFFGYKC（ 配 列 番 号 5） 及 び SGESEPA
KGSEEAKGC（ 配 列 番 号 6） で あ っ た 。 固 定 し た 上 記 ペ プ チ ド の カ ラ ム を 用 い て 、 抗 体 を ア フ
ィ ニ テ ィ ー 精 製 し た 。
［ 乳 癌 組 織 の NKCC1免 疫 組 織 化 学 ］
　 免 疫 組 織 化 学 分 析 を ホ ル マ リ ン 固 定 パ ラ フ ィ ン 包 埋 組 織 の マ イ ク ロ ア レ ー で 実 施 し た 。
前 記 マ イ ク ロ ア レ イ は 、 55人 の ド ナ ー に 由 来 す る 乳 癌 組 織 の 1mm切 片 及 び 20切 片 の 種 々 の
正 常 組 織 （ Clinomics Laboratories Inc., 165 Tor Court, Pittsfield, MA01201） を 含
ん で い た 。 ス ラ イ ド は 以 下 に よ っ て 脱 パ ラ フ ィ ン し た ： キ シ レ ン で 5分 洗 滌 を 2回 、 続 い て
連 続 的 段 階 的 (successive graded)エ タ ノ ー ル 溶 液 に よ り 水 和 さ せ 、 さ ら に PBSで 5分 間 洗
滌 し た 。 前 記 ス ラ イ ド を 0.01Mの ク エ ン 酸 緩 衝 液 （ pH6） に 浸 漬 、 最 高 出 力 （ 950W） で 10分
マ イ ク ロ 波 処 理 し て 、 抗 原 回 復 (retrieval)を 行 っ た 。 ま た 抗 体 に よ る 検 出 は 、 室 温 で 10
分 間 の オ ー ト ザ イ ム （ AbCam） に よ る 組 織 の プ ロ テ ア ー ゼ 処 理 に よ っ て も 改 善 し た 。 1.5μ
g/mLの 一 次 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 2.5％ ロ バ 血 清 /PBS） の 添 加 前 に 、 前 記 組 織 を 10％ の ロ
バ 血 清 /PBSで 1時 間 ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 3回 PBSで 洗 滌 し た 後 、 前 記 組 織 切 片 を 1： 200に 希
釈 し た （ 2.5％ ロ バ 血 清 /PBS中 に 2.5μ g/ｍ L） ビ オ チ ン 結 合 二 次 抗 体 （ ビ オ チ ン -SP-結 合
ア フ ィ ニ ピ ュ ア （ AffiniPure） ロ バ 抗 モ ル モ ッ ト 抗 体 （ Jackson ImmunoResearch） ） と と
も に 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ス ラ イ ド を PBSで 3回 洗 滌 し 、 前 記 組 織 を 1： 100に 希 釈 し
た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -HRP（ Jackson ImmunoResearch） （ 2.5％ ロ バ 血 清 /PBS中 に 5μ g/ｍ
L） と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 続 い て PBSで 5分 間 3回 洗 滌 し た 。 DAB基 質 溶 液 （ Dako Ltd.
） を 製 造 元 の 指 示 に し た が っ て 用 い 、 抗 体 シ グ ナ ル を 検 出 し た 。 隣 接 組 織 の ア レ イ は ヘ マ
ト キ シ リ ン と エ オ シ ン （ Dako Ltd.） の た め に 対 比 染 色 を 施 し 、 光 学 顕 微 鏡 に 取 り 付 け た
デ ジ タ ル カ メ ラ で 画 像 を 撮 影 し た 。
　 NKCC1免 疫 染 色 は 乳 癌 組 織 で 認 め ら れ 、 NKCC1は 、 （ 隣 接 す る 乳 房 組 織 と 比 較 し て ） 乳 癌
組 織 の 乳 腺 管 癌 細 胞 で 特 異 的 に さ ら に 強 く 発 現 さ れ る こ と が 明 瞭 で あ っ た 。 NKCC1免 疫 反
応 性 を 合 計 55人 の 乳 癌 ド ナ ー の 組 織 で 調 べ た 。 こ れ ら の う ち 、 癌 細 胞 に お い て ７ つ が 非 常
に 強 い NKCC1染 色 を 示 し 、 30が 強 い ／ 中 等 度 の 染 色 を 示 し 、 13が 弱 い 染 色 を 示 し 、 5つ が 染
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色 を 示 さ な か っ た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
［ 肺 癌 組 織 及 び 膵 臓 癌 組 織 の NKCC1免 疫 化 学 ］
　 免 疫 組 織 化 学 分 析 を 、 ホ ル マ リ ン 固 定 パ ラ フ ィ ン 包 埋 組 織 の マ イ ク ロ ア レ イ で 実 施 し た
。 前 記 マ イ ク ロ ア レ ー は 、 多 様 な ド ナ ー に 由 来 す る 癌 組 織 の 1mm切 片 （ Clinomics Laborat
ories Inc.（ 165 Tor Court, Pittsfield, MA01201） か ら 入 手 ） を 含 ん で い た 。 ス ラ イ ド
は 、 キ シ レ ン の 5分 洗 滌 を 2回 、 続 い て 連 続 的 段 階 的 エ タ ノ ー ル 溶 液 に よ り 水 和 し 、 さ ら に
PBSで 5分 の 洗 滌 に よ っ て パ ラ フ ィ ン 除 去 し た 。 抗 原 回 復 は 前 記 ス ラ イ ド を 0.01Mの ク エ ン
酸 緩 衝 液 （ pH6） に 浸 漬 し 、 最 高 出 力 （ 950W） で 10分 マ イ ク ロ 波 処 理 を 実 施 し 、 さ ら に 前
記 組 織 を ペ プ シ ン （ 1mg/mL） で 1分 、 pH2で 室 温 処 理 す る こ と に よ っ て 実 施 し た 。 1μ g/mL
の 一 次 抗 NKCC1ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 2.5％ ロ バ 血 清 /PBS） の 1時 間 の 添 加 前 に 、 前 記 組 織
を 10％ の ロ バ 血 清 /PBSで 1時 間 ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 3回 PBSで 洗 滌 し た 後 、 前 記 組 織 切 片 を 1
： 200に 希 釈 し た （ 2.5％ ロ バ 血 清 /PBS中 に 2.5μ g/ｍ L） ビ オ チ ン 結 合 二 次 抗 体 （ ビ オ チ ン
-SP-結 合 ア フ ィ ニ ピ ュ ア （ AffiniPure） ロ バ 抗 モ ル モ ッ ト IgG（ Jackson ImmunoResearch
） ） と と も に 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ス ラ イ ド を PBSで 3回 洗 滌 し 、 前 記 組 織 を 1： 100
に 希 釈 し た （ 2.5％ ロ バ 血 清 /PBS中 に 5μ g/ｍ L） ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -HRP（ Jackson Immun
oResearch） と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 続 い て PBSで 5分 間 3回 洗 滌 し た 。 抗 体 シ グ ナ ル は
DAB基 質 溶 液 （ Dako Ltd.） を 用 い 製 造 元 の 指 示 に し た が っ て 検 出 し た 。
　 隣 接 す る コ ン ト ロ ー ル 切 片 と 比 較 し て 、 NKCC1に 対 す る 切 片 の 染 色 増 加 が 肺 及 び 膵 臓 組
織 切 片 の 両 方 で 観 察 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 （ 実 施 例 ４ ： 組 換 え 細 胞 株 に お け る NKCC1の 細 胞 内 分 布 ）
　 蛍 光 免 疫 細 胞 化 学 を 用 い て 組 換 え 細 胞 で の NKCC1の 細 胞 内 分 布 を 調 べ た 。
　 ヒ ト NKCC1（ 配 列 番 号 2） の 完 全 長 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー
pvDNA3.1（ Invitrogen） に PCRで ク ロ ー ニ ン グ し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 試 薬 GeneJuice
（ 登 録 商 標 ） （ Invitrogen） を 用 い 製 造 元 の 指 示 に し た が っ て 、 HEK293細 胞 及 び CHO-K1細
胞 を NKCC1.pcDNA3.1プ ラ ス ミ ド （ Invitrogen） で 安 定 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ せ た 。 完
全 長 の NKCC1を 発 現 し て い る HEK細 胞 プ ー ル を 、 抗 生 物 質 含 有 培 養 液 （ 0.2mg/mLの G418） で
の 増 殖 に つ い て 選 択 し た 。 完 全 長 NKCC1発 現 CHO-K1細 胞 を 希 釈 に よ り ク ロ ー ニ ン グ し 、 抗
生 物 質 含 有 培 養 液 （ 0.2mg/mLの G418） で の 増 殖 に つ い て 選 択 し た 。 2つ の CHO-K1ク ロ ー ン
、 4D8及 び 3C5を 更 な る 評 価 の た め に 選 択 し た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 並 び に 非 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン HEK293細 胞 及 び CHO-K1細 胞 を 8ウ
ェ ル の チ ャ ン バ ー ス ラ イ ド （ Nalge Nunc） に 6ｘ 10 4 細 胞 /ウ ェ ル の 密 度 で 播 種 し た 。 37℃
及 び 5％ CO 2 で 24時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 培 養 液 を ス ラ イ ド か ら 除 去 し 、 プ ラ ス チ ッ ク
の チ ャ ン バ ー ハ ウ ジ ン グ も 除 去 し た 。 前 記 ス ラ イ ド を コ プ ラ ン （ Coplin） ジ ャ ー 中 の PBS
で 5分 間 1回 洗 滌 し た 。 過 剰 の PBSを ス ラ イ ド か ら 取 り 除 き 、 続 い て ス ラ イ ド を 5分 間 100％
ア セ ト ン 中 に 置 い た 。 前 記 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 で 、 ス ラ イ ド を 簡 単 に 風 乾 し 、 続 い て
湿 潤 な チ ャ ン バ ー に 平 ら に 置 き 、 PBS1％ （ w/v） BSAで 適 切 に 希 釈 し た 500μ Lの 一 次 抗 体 と
と も に 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 前 記 一 次 抗 体 は 、 配 列 番 号 5の ペ プ チ ド に 対 し て 作 製 さ
れ た モ ル モ ッ ト 抗 NKCC1ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 2μ g/mL） （ Immune Systems Ltd., UK） 又
は 2μ g/mLの モ ル モ ッ ト ガ ン マ グ ロ ブ リ ン （ Sigma） で あ る 。 続 い て ス ラ イ ド を 1回 に つ き 5
分 間 PBSで 3回 洗 滌 し た 。 前 記 ス ラ イ ド を 、 PBS1％ （ w/v） BSAで 1： 200に 希 釈 し た 500μ Lの
ビ オ チ ン -SP-結 合 ア フ ィ ニ ピ ュ ア ロ バ 抗 モ ル モ ッ ト 抗 体 （ Jackson ImmunoResearch） と と
も に 湿 潤 な チ ャ ン バ ー 中 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 前 記 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 で
、 PBSで 1回 の 洗 滌 に つ き 5分 間 3回 洗 滌 し 、 さ ら に PBS1％ （ w/v） BSAで 1： 700に 希 釈 し た 50
0μ Lの Cy3-結 合 エ キ ス ト ラ ア ビ ジ ン （ Sigma） と と も に 湿 潤 チ ャ ン バ ー で 1時 間 イ ン キ ュ ベ
ー ト し た 。 こ の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に 続 い て 、 ス ラ イ ド を 1回 に つ き 5分 間 PBSで 4回 洗 滌 し
た 。 続 い て ス ラ イ ド を 2μ g/ｍ Lの ビ ス ベ ン ゾ イ ミ ド （ BisBenzimide） （ Sigma） と と も に 3
0秒 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 さ ら に PBSで 2分 間 洗 滌 し た 。 カ バ ー ス リ ッ プ を 蛍 光 強 化 媒 体 （ Dak
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o Ltd.） 中 で 前 記 ス ラ イ ド に マ ウ ン ト し 、 続 い て DMIRE蛍 光 顕 微 鏡 （ Leica Microsystems 
(UK) Ltd.） に 取 り 付 け た デ ジ タ ル カ メ ラ DC300Fで 画 像 を 撮 影 し た 。
　 得 ら れ た 画 像 は 、 NKCC1が NKCC1ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン HEK293及 び CHO細 胞 の 形 質 膜 上 で
強 く 発 現 さ れ る こ と を 明 瞭 に 示 し た 。 前 記 の 染 色 は NKCC1ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 細 胞 に 極
め て 特 異 的 で あ っ た 。 な ぜ な ら ば 、 非 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン HEK293及 び CHO-K1細 胞 の 抗 NK
CC1ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ る 染 色 は 非 常 に 低 い 蛍 光 レ ベ ル を 示 し た か ら で あ る 。 NKCC1ト
ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 細 胞 の コ ン ト ロ ー ル モ ル モ ッ ト IgGに よ る 染 色 は 、 非 常 に 低 レ ベ ル の
バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 蛍 光 を 示 し た 。
　 し た が っ て 、 NKCC1は 正 常 な ヒ ト 組 織 で 限 定 的 発 現 パ タ ー ン を 示 し 、 ま た 乳 癌 組 織 、 肺
癌 組 織 、 膵 臓 癌 組 織 及 び 癌 細 胞 株 で 上 昇 す る 。 NKCC1を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞
株 の 免 疫 細 胞 化 学 に よ り 、 明 瞭 な 膜 と の 結 合 が 示 さ れ 、 NKCC1が 、 乳 癌 、 肺 癌 及 び ／ 又 は
膵 臓 癌 の 治 療 及 び ／ 又 は 予 防 に 対 す る 免 疫 療 法 に よ る ア プ ロ ー チ に お い て 可 能 性 を 有 す る
こ と を 示 唆 し て い る 。
　 本 発 明 は 本 出 願 で 述 べ た 特 定 の 実 施 態 様 に 限 定 さ れ る べ き で は な い （ 前 記 実 施 態 様 は 本
発 明 の 個 々 の 特 徴 の １ つ の 例 示 を 意 図 す る も の で あ る ） 。 本 明 細 書 に 列 挙 さ れ た 方 法 及 び
装 置 の 他 に 、 本 発 明 に 包 含 さ れ る 機 能 的 に 等 価 の 方 法 及 び 装 置 が 前 述 記 載 及 び 図 面 か 当 業
者 に は 明 白 で あ ろ う 。 そ の よ う な 改 変 及 び 変 型 例 も 添 付 の 請 求 の 範 囲 内 に 包 含 さ れ よ う 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ９ ３ 】
【 図 １ 】 NKCC1の ヌ ク レ オ チ ド 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す （ GenBankア ク セ ス 番 号 ： U30246；
SwissProtア ク セ ス 番 号 ： P55011） 。 乳 癌 及 び 膵 臓 癌 細 胞 株 の 膜 調 製 物 で NKCC1を 同 定 す る
た め に 用 い た タ ン デ ム ス ペ ク ト ル は 太 字 、 イ タ リ ッ ク 体 及 び 下 線 付 き で 示 さ れ て い る 。 NK
CC1に 割 り 当 て ら れ た マ ス は 太 字 及 び イ タ リ ッ ク 体 で 示 さ れ て い る （ 下 記 を 参 照 さ れ た い
） 。
【 図 ２ 】 NKCC1mRNAの 正 常 組 織 分 布 を 示 す 。 正 常 組 織 に お け る mRNAレ ベ ル が リ ア ル タ イ ム R
T-PCRで 定 量 さ れ た 。 mRNAレ ベ ル は コ ピ ー 数 ／ ng - 1 cDNAと し て 表 さ れ て い る 。
【 図 ３ 】 正 常 及 び 乳 癌 組 織 に お け る NKCC1mRNAの 発 現 を 示 す 。 ド ナ ー が 一 致 す る 正 常 組 織
と 隣 接 す る 腫 瘍 組 織 の NKCC1mRNAレ ベ ル は リ ア ル タ イ ム RT-PCRで 測 定 さ れ た 。 mRNAレ ベ ル
は コ ピ ー 数 ／ ng - 1 cDNAと し て 表 さ れ て い る 。
【 図 ４ 】 正 常 膵 臓 組 織 、 膵 臓 癌 組 織 、 並 び に 正 常 膵 臓 及 び 腫 瘍 由 来 膵 臓 細 胞 株 に お け る NK
CC１ mRNAの 発 現 を 示 す 。 NKCC1mRNAレ ベ ル は リ ア ル タ イ ム RT-PCRで 測 定 さ れ た 。 mRNAレ ベ
ル は コ ピ ー 数 ／ ng - 1 cDNAと し て 表 さ れ て い る 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】
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【 図 ４ 】

【 配 列 表 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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