
(57)【要約】
本発明は、 Wntタンパク質を過剰発現する癌細胞の増殖を抑制する方法に関する。本方法
は、細胞を、 Wntタンパク質と Frizzled受容体との結合を抑制する作用物質と接触させる
ことを含む。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 Wntタ ン パ ク 質 を 過 剰 発 現 す る 癌 細 胞 の 増 殖 を 抑 制 す る 方 法 で あ っ て 、 細 胞 を 、 Wntタ ン
パ ク 質 と Frizzled受 容 体 と の 結 合 を 抑 制 す る 作 用 物 質 （ agent） と 接 触 さ せ る こ と を 含 む
方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 作 用 物 質 が 抗 体 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 抗 体 が Wntタ ン パ ク 質 と 特 異 的 に 結 合 す る 、 請 求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 Wntタ ン パ ク 質 が Wnt-1で あ る 、 請 求 項 3記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 Wntタ ン パ ク 質 が Wnt-2で あ る 、 請 求 項 3記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 抗 体 が Frizzled受 容 体 と 特 異 的 に 結 合 す る 、 請 求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 Frizzled受 容 体 が 、 Frizzled1, Frizzled2、 Frizzled3、 Frizzled4、 Frizzled5、 Frizz
led6、 Frizzled7、 Frizzled8、 Frizzled9お よ び Frizzled10受 容 体 で あ る 、 請 求 項 6記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 抗 体 が 組 換 え に よ っ て 作 製 さ れ る 、 請 求 項 8記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 抗 体 が ヒ ト 化 抗 体 で あ る 、 請 求 項 8記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 抗 体 が 一 本 鎖 Fv断 片 （ scFv） で あ る 、 請 求 項 8記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 癌 細 胞 が 罹 患 生 物 （ patient） の 体 内 に あ り 、 接 触 の 段 階 が 作 用 物 質 を 罹 患 生 物 に 投 与
す る こ と に よ っ て 行 わ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 作 用 物 質 が 抗 体 で あ る 、 請 求 項 12記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 第 2の 治 療 因 子 を 罹 患 生 物 に 投 与 す る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 12記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 第 2の 治 療 因 子 が 化 学 療 法 薬 で あ る 、 請 求 項 14記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 第 2の 治 療 因 子 が 放 射 線 療 法 で あ る 、 請 求 項 14記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 癌 細 胞 が 、 乳 癌 細 胞 、 大 腸 癌 細 胞 、 肺 癌 細 胞 、 肉 腫 細 胞 、 中 皮 腫 細 胞 、 子 宮 頸 癌 細 胞 、
卵 巣 癌 細 胞 、 前 立 腺 癌 細 胞 、 膵 癌 細 胞 、 胃 癌 細 胞 、 食 道 癌 細 胞 、 頭 頸 部 癌 細 胞 、 肝 細 胞 癌
細 胞 、 黒 色 腫 細 胞 、 神 経 膠 腫 細 胞 、 神 経 膠 芽 腫 細 胞 、 白 血 球 細 胞 ま た は リ ン パ 腫 細 胞 で あ
る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 SEQ ID No: 2、 SEQ ID No: 4ま た は SEQ ID No: 9の ペ プ チ ド と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 Wnt
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 図 7に 示 さ れ た VHま た は VLを 含 む 、 請 求 項 18記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 VHが 、 図 7に 示 さ れ た VH鎖 の CDRを 含 む 、 請 求 項 18記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
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【 請 求 項 ２ １ 】
　 VHが 、 図 7に 示 さ れ た VH鎖 の CDRを 3つ と も す べ て 含 む 、 請 求 項 20記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 VLが 、 図 7に 示 さ れ た VL領 域 の CDRを 含 む 、 請 求 項 18記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 VLが 、 図 7に 示 さ れ た VL領 域 の CDRを 3つ と も す べ て 含 む 、 請 求 項 22記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 添 加 剤 、 お よ び Wntlま た は Wnt2と 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 を 含 む 、 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 抗 体 が エ フ ェ ク タ ー 成 分 と さ ら に 結 合 し て い る 、 請 求 項 24記 載 の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 エ フ ェ ク タ ー 成 分 が 蛍 光 標 識 で あ る 、 請 求 項 24記 載 の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 エ フ ェ ク タ ー 成 分 が 放 射 性 同 位 体 ま た は 細 胞 毒 性 化 学 物 質 で あ る 、 請 求 項 24記 載 の 薬 学
的 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 癌 細 胞 の 増 殖 を 抑 制 す る 作 用 物 質 に 関 す る ス ク リ ー ニ ン グ の 方 法 で あ っ て 、 作 用 物 質 を
Dvlタ ン パ ク 質 ま た は 核 酸 と 接 触 さ せ る こ と 、 Dvlタ ン パ ク 質 の 活 性 ま た は 発 現 を 決 定 す る
こ と 、 お よ び Dvlタ ン パ ク 質 の 活 性 ま た は 発 現 を 抑 制 す る 化 合 物 を 同 定 し 、 そ れ に よ っ て
癌 細 胞 の 増 殖 を 抑 制 す る 作 用 物 質 を 同 定 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 同 定 し た 化 合 物 を 癌 細 胞 と 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び 癌 細 胞 の 増 殖 を 抑 制 す る 化 合 物 を 選
択 す る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 28記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 癌 細 胞 が 肺 癌 細 胞 で あ る 、 請 求 項 28記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 Dvlタ ン パ ク 質 を 過 剰 発 現 す る 癌 細 胞 の 増 殖 を 抑 制 す る 方 法 で あ っ て 、 細 胞 を 、 Dvlの 発
現 ま た は 活 性 を 抑 制 す る 作 用 物 質 と 接 触 さ せ る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 癌 細 胞 が 肺 癌 細 胞 で あ る 、 請 求 項 31記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 作 用 物 質 が 低 分 子 で あ る 、 請 求 項 31記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 作 用 物 質 が siRNAで あ る 、 請 求 項 31記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 wntタ ン パ ク 質 ま た は Frizzledタ ン パ ク 質 を 過 剰 発 現 す る 癌 細 胞 の 増 殖 を 抑 制 す る 方 法
で あ っ て 、 細 胞 を 、 Frizzled受 容 体 の 細 胞 内 ド メ イ ン と 結 合 す る 作 用 物 質 と 接 触 さ せ 、 そ
れ に よ っ て Frizzled受 容 体 と 細 胞 内 タ ン パ ク 質 と の 結 合 を 抑 制 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 出 願 は 、 2003年 7月 31日 に 提 出 さ れ た 米 国 仮 特 許 出 願 第 60／ 491,350号 の 利 益 を 請 求 す
る と と も に 、 2002年 10月 4日 に 提 出 さ れ た 米 国 仮 特 許 出 願 ＿ ＿ 号 （ 非 仮 出 願 第 10／ 264,825
号 よ り 変 換 ） の 利 益 を 請 求 す る 。 そ れ ぞ れ の 出 願 は 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る
。
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　 本 発 明 は 、 Wntタ ン パ ク 質 を 過 剰 発 現 す る 癌 細 胞 の 増 殖 を 抑 制 す る 方 法 に 関 す る 。 本 方
法 は 、 細 胞 を 、 Wntタ ン パ ク 質 と Frizzled受 容 体 と の 結 合 を 抑 制 す る 作 用 物 質 （ agent） と
接 触 さ せ る こ と を 含 む 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】

　 Wingless型 （ Wnt） Frizzledタ ン パ ク 質 受 容 体 経 路 は 、 原 発 癌 と 関 連 性 の あ る 多 型 を 有
す る 重 要 な 調 節 遺 伝 子 を 含 ん で い る 。 下 流 シ グ ナ ル 伝 達 の 過 程 で は サ イ ト ゾ ル 性 β -カ テ
ニ ン が 蓄 積 し 、 核 に 移 行 し た 後 に 、 他 の 転 写 因 子 と 複 合 体 を 形 成 す る こ と に よ っ て 遺 伝 子
発 現 を 増 強 す る 。 Uthoff et al., Mol Carcinog, 31: 56-62 (2001) 。 Wntシ グ ナ ル の 非
存 在 下 で は 、 遊 離 し た サ イ ト ゾ ル 性 β -カ テ ニ ン が 、 Axin、 大 腸 腺 腫 性 ポ リ ポ ー シ ス （ APC
） 遺 伝 子 産 物 お よ び グ リ コ ー ゲ ン シ ン タ ー ゼ キ ナ ー ゼ （ GSK） -3β か ら な る 複 合 体 に 組 み
入 れ ら れ る 。 GSK-3β に よ っ て Axin、 APCお よ び β -カ テ ニ ン が と も に リ ン 酸 化 さ れ る こ と
に よ り 、 β -カ テ ニ ン が ユ ビ キ チ ン 経 路 、 お よ び プ ロ テ ア ソ ー ム に よ る 分 解 の 対 象 と な る
。 Uthoff et al., Mol Carcinog, 31: 56-62 (2001)； Matsuzawa et al., Mol Cell, 7: 
915-926 (2001) 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 Disheveled（ Dvl） は 、 frizzled受 容 体 の 下 流 か つ β -カ テ ニ ン の 上 流 に 位 置 す る 、 Wnt
シ グ ナ ル 伝 達 の 正 の メ デ ィ エ ー タ ー で あ る 。 GSK-3は Wnt経 路 の い く つ か の タ ン パ ク 質 を リ
ン 酸 化 し 、 そ の 下 流 で の β -カ テ ニ ン の 調 節 に 働 く 。 遺 伝 子 APCに お け る 変 異 は 、 散 発 性 お
よ び 遺 伝 性 の い ず れ の 大 腸 腫 瘍 発 生 に 対 し て も 開 始 イ ベ ン ト で あ る 。 APC変 異 体 は 、 そ の
異 常 タ ン パ ク 質 が Wnt-シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド の 不 可 欠 な 部 分 で あ る こ と か ら 腫 瘍 発 生 に
関 係 し て い る 。 そ の タ ン パ ク 質 産 物 は 、 β カ テ ニ ン に 対 す る 結 合 部 位 お よ び 分 解 部 位 と し
て 作 用 す る い く つ か の 機 能 ド メ イ ン を 含 む 。 β カ テ ニ ン の ア ミ ノ 末 端 セ グ メ ン ト に 生 じ た
変 異 は 、 リ ン 酸 化 依 存 的 で あ っ て ユ ビ キ チ ン に よ り 媒 介 さ れ る 分 解 に 通 常 関 係 し て お り 、
こ の た め β カ テ ニ ン を 安 定 化 す る 。 安 定 化 さ れ た 細 胞 質 カ テ ニ ン が 蓄 積 す る と 、 そ れ は 核
に 移 行 し 、 c-mycな ど の 癌 遺 伝 子 の 発 現 を 調 節 す る Tcf／ Lef高 移 動 度 群 の 転 写 因 子 と 相 互
作 用 す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 Wnt／ β -カ テ ニ ン シ グ ナ ル 伝 達 は さ ま ざ ま な 種 類 の 細 胞 に お い て 細 胞 生 存 性 を 高 め る こ
と が 知 ら れ て い る 。 Orford et al., J Cell Biol, 146: 855-868 (1999)； Cox et al., G
enetics, 155: 1725-1740 (2000)； Reya et al., Immunity, 13: 15-24 (2000)； Satoh e
t al., Nat Genet, 24: 245-250 (2000)； Shin et al., Journal of Biological Chemist
ry, 274: 2780-2785 (1999)； Chen et al., J Cell Biol, 152: 87-96 (2001)； Ioannidi
s et al., Nat Immunol. 2: 691-697 (2001) 。 Wntシ グ ナ ル 伝 達 経 路 は 腫 瘍 の 発 生 お よ び
／ ま た は 進 行 と も 関 連 が あ る と 考 え ら れ て い る （ Polakis et al., Genes Dev, 14: 1837-
1851 (2000)； Cox et al., Genetics, 155: 1725-1740 (2000)； Bienz et al., Cell, 10
3: 311-320 (2000)； You et al., J Cell Biol, 157: 429-440 (2002)） 。 Wntシ グ ナ ル 伝
達 経 路 の 異 常 活 性 化 は さ ま ざ ま な ヒ ト 癌 に 伴 っ て み ら れ 、 c-Mycの 過 剰 発 現 ま た は 増 幅 と
相 関 性 が あ る （ Polakis et al., Genes Dev, 14: 1837-1851 (2000)； Bienz et al., Cel
l, 103: 311-320 (2000)； Brown et al., Breast Cancer Res, 3: 351-355 (2001)； He e
t al., Science, 281: 1509-1512 (1998)； Miller et al., Oncogene, 18: 7860-7872 (1
999) 。 さ ら に 、 c-Mycは 大 腸 癌 細 胞 に お け る β -カ テ ニ ン ／ Tcfの 転 写 標 的 の 1つ と し て 同
定 さ れ て い る （ He et al., Science, 281: 1509-1512 (1998)； de La Coste et al., Pro
c Natl Acad Sci USA, 95: 8847-8851 (1998)； Miller et al., Oncogene, 18: 7860-787
2 (1999)； You et al., J Cell Biol, 157: 429-440 (2002)） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 Wntリ ガ ン ド の ほ か に も 、 分 泌 性 Frizzled関 連 タ ン パ ク 質 （ sFRP） の フ ァ ミ リ ー が 単 離
さ れ て い る 。 sFRPは 、 分 泌 性 Wntリ ガ ン ド と の 結 合 に 関 し て 膜 貫 通 性 Frizzled受 容 体 と 競
合 す る こ と に よ り 、 Wntシ グ ナ ル 伝 達 の 可 溶 性 内 因 性 モ ジ ュ レ ー タ ー と し て 機 能 す る よ う
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に 思 わ れ る （ Melkonyan et al., Proc Natl. Acad Sci USA, 94: 13636-13641 (1997)）
。 sFRPは 、 Wntの 機 能 を 、 こ の タ ン パ ク 質 と 結 合 し て そ れ が 細 胞 表 面 シ グ ナ ル 伝 達 受 容 体
と 接 近 す る の を 阻 止 す る こ と に よ っ て 拮 抗 す る こ と が で き 、 ま た は Frizzled受 容 体 に 対 す
る リ ガ ン ド の 提 示 を 促 す こ と に よ っ て Wnt活 性 を 増 強 す る こ と も で き る 。 Uthoff et al., 
Mol Carcinog, 31: 56-62 (2001) 。 Dickkopf（ Dkk） と 呼 ば れ る も う 1つ の タ ン パ ク 質 も
、 Wntシ グ ナ ル 伝 達 を 妨 害 し て サ イ ト ゾ ル 性 β -カ テ ニ ン の 蓄 積 を 減 少 さ せ る こ と が 判 明 し
て い る （ Fedi et al., J Biol Chem, 274: 19465-19472 (1999)； Moon et al., Cell, 88
: 725-728 (1997)） 。 Dkk-1は 、 Frizzled受 容 体 に 隣 接 し た LDL-受 容 体 関 連 タ ン パ ク 質 6（
LRP6） と 結 合 す る こ と に よ り 、 Wntで 誘 導 さ れ る シ グ ナ ル と 拮 抗 す る （ Nusse et al., Nat
ure, 411: 255-256 (2001)） 。 最 近 、 H. Suzukiら は 、 sFRPが 大 腸 癌 細 胞 株 に お い て 高 い
頻 度 で 高 メ チ ル 化 し て お り 、 こ の 高 メ チ ル 化 に 伴 っ て 基 礎 的 な sFRP発 現 が 消 失 し て い る こ
と を 見 い だ し た （ Suzuki et al., Nat Genet, 31: 141-149 (2002)） 。 Dkk-1の 過 剰 発 現
に よ っ て 脳 腫 瘍 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス に 対 す る 感 受 性 が 高 ま る こ と も 判 明 し て い る （ Shou e
t al., Oncogene, 21: 878-889 (2002)） 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 Wntシ グ ナ ル 伝 達 の 解 明 は 最 近 進 ん だ も の の 、 発 癌 に お け る こ の 経 路 の 役 割 は 明 確 で な
い 。 す な わ ち 、 先 行 技 術 は 、 こ の 経 路 を モ ジ ュ レ ー ト す る 化 合 物 が 癌 の 治 療 に 有 用 な 可 能
性 が あ る と い う 明 確 な 証 拠 を 示 せ て い な い 。 本 発 明 は こ れ ら お よ び そ の 他 の 需 要 を 取 り 扱
う 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ７ 】

　 本 発 明 は 、 Wntタ ン パ ク 質 を 過 剰 発 現 す る 癌 細 胞 の 増 殖 を 抑 制 す る 方 法 を 提 供 す る 。 本
方 法 は 、 細 胞 を 、 Wntタ ン パ ク 質 と Frizzled受 容 体 と の 結 合 を 抑 制 す る 作 用 物 質 と 接 触 さ
せ る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 作 用 物 質 は 抗 体 で あ る 。 例 え ば 、 抗 体 は Wntタ ン パ ク 質 、 Wnt
-1ま た は Wnt-2と 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る 。 ま た 別 の 態 様 に お い て 、 抗 体 は 、 Frizz
led受 容 体 、 例 え ば Frizzled1、 Frizzled2、 Frizzled3、 Frizzled4、 Frizzled5、 Frizzled
6、 Frizzled7、 Frizzled8、 Frizzled9お よ び Frizzled10受 容 体 と 特 異 的 に 結 合 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て よ く 、 さ ま ざ ま な や り 方 で 調 製 お よ び 改 変
を 行 い う る 。 例 え ば 、 抗 体 を 組 換 え に よ っ て 作 製 し て も よ い 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、
抗 体 は ヒ ト 化 抗 体 ま た は 一 本 鎖 Fv断 片 （ scFv） で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 は ま た 、 癌 を 治 療 す る 治 療 方 法 も 提 供 す る 。 こ れ ら の 態 様 に お い て 、 癌 細 胞 は 罹
患 生 物 の 体 内 に あ り 、 接 触 の 段 階 は 作 用 物 質 を 罹 患 生 物 に 投 与 す る こ と に よ っ て 行 わ れ る
。 本 方 法 は さ ら に 、 化 学 療 法 薬 ま た は 放 射 線 療 法 な ど の 第 2の 治 療 因 子 （ therapeutic age
nt） を 罹 患 生 物 に 投 与 す る こ と を 含 ん で も よ い 。 癌 細 胞 は 、 乳 癌 細 胞 、 大 腸 癌 細 胞 、 肺 癌
細 胞 、 肉 腫 細 胞 ま た は 中 皮 腫 細 胞 、 前 立 腺 癌 細 胞 、 膵 癌 細 胞 、 子 宮 頸 癌 細 胞 、 卵 巣 癌 細 胞
、 胃 癌 細 胞 、 食 道 癌 細 胞 、 頭 頸 部 癌 細 胞 、 肝 細 胞 癌 細 胞 、 黒 色 腫 細 胞 、 神 経 膠 腫 細 胞 ま た
は 神 経 膠 芽 腫 細 胞 で あ っ て よ い 。 　
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 は ま た 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 添 加 剤 、 お よ び Wntタ ン パ ク 質 ま た は Frizzledタ ン
パ ク 質 、 例 え ば Wnt1タ ン パ ク 質 と 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む 、 薬 学 的 組
成 物 も 提 供 す る 。 抗 体 を さ ら に 、 標 識 、 放 射 性 同 位 体 ま た は 細 胞 毒 性 化 学 物 質 な ど の エ フ
ェ ク タ ー 成 分 と 結 合 さ せ る こ と も で き る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 も う 1つ の 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 癌 細 胞 の 増 殖 を 抑 制 す る 作 用 物 質 に 関 す る ス ク リ ー
ニ ン グ の 方 法 で あ っ て 、 作 用 物 質 を Dvlタ ン パ ク 質 ま た は 核 酸 と 接 触 さ せ る こ と 、 Dvlタ ン
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パ ク 質 の 活 性 ま た は 発 現 を 決 定 す る こ と 、 お よ び Dvlタ ン パ ク 質 の 活 性 ま た は 発 現 を 抑 制
す る 化 合 物 を 同 定 し 、 そ れ に よ っ て 癌 細 胞 の 増 殖 を 抑 制 す る 作 用 物 質 を 同 定 す る こ と を 含
む 方 法 を 提 供 す る 。 本 方 法 は さ ら に 、 同 定 し た 化 合 物 を 癌 細 胞 と 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び
癌 細 胞 の 増 殖 を 抑 制 す る 化 合 物 を 選 択 す る こ と を 含 み う る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 癌
細 胞 は 肺 癌 細 胞 ま た は 中 皮 腫 細 胞 で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 は ま た 、 Dvlタ ン パ ク 質 を 過 剰 発 現 す る 癌 細 胞 の 増 殖 を 抑 制 す る 方 法 で あ っ て 、
細 胞 を 、 Dvlの 発 現 ま た は 活 性 を 抑 制 す る 作 用 物 質 と 接 触 さ せ る こ と を 含 む 方 法 も 提 供 す
る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 癌 細 胞 は 肺 癌 細 胞 ま た は 中 皮 腫 細 胞 で あ る 。 作 用 物 質 は 例
え ば 、 低 分 子 ま た は siRNAで あ り う る 。
【 ０ ０ １ ４ 】

　 「 Wntタ ン パ ク 質 」 ま た は 「 Wntリ ガ ン ド 」 と い う 用 語 は 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ の 体 節 極 性
遺 伝 子 で あ る winglessと 関 連 性 の あ る 哺 乳 動 物 タ ン パ ク 質 の フ ァ ミ リ ー の こ と を 指 す 。 ヒ
ト の 場 合 、 Wntフ ァ ミ リ ー の 遺 伝 子 は 通 常 、 疎 水 性 シ グ ナ ル 配 列 お よ び 保 存 的 な ア ス パ ラ
ギ ン 結 合 型 オ リ ゴ 糖 コ ン セ ン サ ス 配 列 を 有 す る 、 38～ 43kDaの シ ス テ イ ン リ ッ チ 糖 タ ン パ
ク 質 を コ ー ド す る （ 例 え ば 、 Shimizu et al Cell Growth Differ 8: 1349-1358 (1997)を
参 照 さ れ た い ） 。 Wntフ ァ ミ リ ー に は 少 な く と も 16種 の 哺 乳 動 物 性 メ ン バ ー が 含 ま れ る 。 W
ntタ ン パ ク 質 の 例 に は 、 Wnt-1、 Wnt-2、 Wnt-3、 Wnt-3A、 Wnt-4、 Wnt-5A、 Wnt-6、 Wnt-7A
、 Wnt-7B、 Wnt-8A、 Wnt-8B、 Wnt-10B、 Wnt-11、 Wnt-13、 Wnt 14、 Wnt 15お よ び Wnt 16が
含 ま れ る 。 本 発 明 の い く つ か の 例 示 的 な Wntタ ン パ ク 質 の 配 列 は 配 列 表 に 示 さ れ て い る 。
さ ら に 、 特 定 の Wntタ ン パ ク 質 の 過 剰 発 現 は あ る 種 の 癌 と の 関 連 性 が あ る こ と も 示 さ れ て
い る 。 例 え ば 、 WNT-2は 胃 癌 お よ び 大 腸 癌 に お い て 過 剰 発 現 さ れ る （ Katoh et al., Int J
 Oncol, 19: 1003-1007 (2001)） ； Wnt-1は 頭 頸 部 癌 に お い て 過 剰 発 現 さ れ 、 WNT-5Aお よ
び Wnt-8Bは 胃 癌 に お い て 過 剰 発 現 さ れ る （ Saitoh et al., Int J Mol Med, 9: 515-519 (
2002)； Saitoh et al., Int J Oncol, 20: 343-348 (2002)） 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 「 frizzledタ ン パ ク 質 」 ま た は 「 frizzled受 容 体 」 と い う 用 語 は 、 組 織 極 性 の 発 生 に 役
割 を 果 た す シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ frizzled遺 伝 子 と 関 連 性 の あ る 哺 乳 動 物 タ ン パ ク 質 の フ ァ ミ
リ ー の こ と を 指 す 。 Frizzledフ ァ ミ リ ー に は 少 な く と も 10種 の 哺 乳 動 物 遺 伝 子 が 含 ま れ る
。 ヒ ト Frizzled受 容 体 の 例 に は 、 Frizzled1、 Frizzled2、 Frizzled3、 Frizzled4、 Frizzl
ed5、 Frizzled6、 Frizzled7、 Frizzled8、 Frizzled9お よ び Frizzled10が 含 ま れ る 。 例 示
的 な Frizzled受 容 体 の 配 列 は 配 列 表 に 示 さ れ て い る 。 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ frizzledタ ン パ ク
質 の 哺 乳 動 物 で の 相 同 体 は 共 通 の 構 造 モ チ ー フ を 数 多 く 有 す る 。 細 胞 外 膜 表 面 に 位 置 す る
N末 端 に 続 い て 、 シ グ ナ ル 配 列 、 10シ ス テ イ ン 残 基 の 不 変 の パ タ ー ン を 有 す る 120ア ミ ノ 酸
の ド メ イ ン 、 お よ び 40～ 100個 の 主 と し て 可 変 性 の 親 水 性 ア ミ ノ 酸 に よ る 多 様 性 の 大 き い
領 域 が 存 在 す る 。 疎 水 性 と 推 定 さ れ る セ グ メ ン ト が 7回 膜 貫 通 性 ヘ リ ッ ク ス を 形 成 し 、 親
水 性 ル ー プ が 続 い て 、 膜 の 細 胞 内 面 に 位 置 す る C末 端 で 終 わ る 。 シ ス テ イ ン リ ッ チ ド メ イ
ン （ CRD） お よ び 膜 貫 通 セ グ メ ン ト は 高 度 に 保 存 さ れ て お り 、 こ の こ と は 細 胞 外 CRDが 可 変
リ ン カ ー 領 域 に よ っ て 7回 膜 貫 通 性 ヘ リ ッ ク ス 束 に 係 留 さ れ る と い う 作 業 モ デ ル を 示 唆 す
る 。 こ の た め 、 Frizzledタ ン パ ク 質 受 容 体 は 、 ア ミ ノ 末 端 に リ ガ ン ド 結 合 ド メ イ ン を 有 す
る Gタ ン パ ク 質 共 役 受 容 体 と 似 た よ う に 、 膜 貫 通 性 シ グ ナ ル 伝 達 の 動 的 モ デ ル に 含 ま れ る
。 肺 癌 お よ び 大 腸 癌 に お け る Frizzled1、 Frizzled2お よ び Frizzled7、 Sagara et al., Co
mmun, 252: 117-122 (1998)； 肺 癌 、 子 宮 頸 癌 お よ び 大 腸 癌 を 含 む ヒ ト 癌 細 胞 に お け る Fri
zzled3（ Kirikoshi et al., Biochem Biophys Res Commun, 271: 8-14 (2000)） ； 胃 癌 に
お け る Frizzled7（ Kirikoshi et al., Int J Oncol, 19: 111-115 (2001)） ； 胃 癌 お よ び
大 腸 癌 に お け る Frizzled10（ Kirikoshi et al., Int J Oncol, 19: 767-771 (2001)； Ter
asaki et al., Int J Mol Med, 9: 107-112 (2002)） 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 Wntリ ガ ン ド の ほ か に も 、 分 泌 性 Frizzled関 連 タ ン パ ク 質 （ sFRP） の フ ァ ミ リ ー が 単 離
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さ れ て い る 。 sFRPは 、 分 泌 性 Wntリ ガ ン ド と の 結 合 に 関 し て 膜 貫 通 性 Frizzled受 容 体 と 競
合 す る こ と に よ り 、 Wntシ グ ナ ル 伝 達 の 可 溶 性 内 因 性 モ ジ ュ レ ー タ ー と し て 機 能 す る よ う
に 思 わ れ る 。 そ の 結 果 、 sFRPは ア ポ ト ー シ ス 感 受 性 を モ ジ ュ レ ー ト し 、 プ ロ グ ラ ム 細 胞 死
に 対 し て 拮 抗 作 用 を 及 ぼ す 。 sFRPは 、 Wntの 機 能 を 、 こ の タ ン パ ク 質 と 結 合 し て そ れ が 細
胞 表 面 シ グ ナ ル 伝 達 受 容 体 と 接 近 す る の を 阻 止 す る こ と に よ っ て 拮 抗 す る こ と が で き 、 ま
た は Frizzled受 容 体 に 対 す る リ ガ ン ド の 提 示 を 促 す こ と に よ っ て Wnt活 性 を 増 強 す る こ と
も で き る 。 現 時 点 で は 、 sFRPは 癌 の 原 因 と し て は 関 連 づ け ら れ て い な い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 「 Dishevelled」 ま た は 「 Dvl」 は 、 Dishevelledタ ン パ ク 質 の フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー の
こ と を 指 し 、 そ の 完 全 長 配 列 は 通 常 、 3つ の 保 存 的 な ド メ イ ン 、 す な わ ち 、 Wnt拮 抗 性 タ ン
パ ク 質 Axinに 存 在 す る DIXド メ イ ン ； タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用 に 関 与 す る PDZド メ
イ ン 、 お よ び お よ び Rho GTPア ー ゼ を 調 節 す る タ ン パ ク 質 に 認 め ら れ る DEPド メ イ ン を 有 す
る 。 Dvlタ ン パ ク 質 に は 、 例 え ば 、 Dvl-1、 Dvl-2お よ び Dvl-3が 含 ま れ る 。 Dvlの 核 酸 配 列
お よ び タ ン パ ク 質 配 列 は 、 マ ウ ス お よ び ヒ ト を 含 む 、 さ ま ざ ま な 種 か ら 判 明 し て い る 。 例
示 的 な ヒ ト Dvl-1、 Dvl-2お よ び Dvl-3タ ン パ ク 質 配 列 は 、 そ れ ぞ れ 参 照 配 列 NP_004412、 NP
_004413お よ び NM_004414と し て 用 意 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 Wntシ グ ナ ル 伝 達 の 「 抑 制 物 質 （ inhibitor） 」 と は 、 例 え ば 、 Wntタ ン パ ク 質 も し く は F
rizzledタ ン パ ク 質 と 結 合 す る 、 ま た は Wntシ グ ナ ル 伝 達 に 関 す る 既 知 の ア ッ セ イ に お け る
測 定 （ 例 え ば 、 β -カ テ ニ ン レ ベ ル 、 ま た は Tcfお よ び Lef転 写 因 子 に よ り 制 御 さ れ る 癌 遺
伝 子 発 現 の 測 定 ） で Wntシ グ ナ ル 伝 達 を 部 分 的 も し く は 完 全 に 阻 止 す る 化 合 物 の こ と を 指
す 。 抑 制 物 質 に は 、 改 変 型 の Wntタ ン パ ク 質 ま た は Frizzledタ ン パ ク 質 の ほ か 、 天 然 お よ
び 合 成 性 の リ ガ ン ド 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 ア ゴ ニ ス ト 、 抗 体 、 低 分 子 量 化 学 物 質 な ど が 含 ま
れ る 。 本 発 明 の 抑 制 物 質 を 検 出 す る た め の ア ッ セ イ に つ い て は 以 下 で よ り 詳 細 に 述 べ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 「 Wntタ ン パ ク 質 を 過 剰 発 現 す る 癌 細 胞 」 と は 、 特 定 の Wntタ ン パ ク 質 の 発 現 が 、 同 じ 組
織 か ら の 正 常 細 胞 に お け る 発 現 レ ベ ル の 少 な く と も 約 2倍 、 通 常 は 少 な く と も 約 5倍 で あ る
癌 細 胞 の こ と で あ る 。 特 定 の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 決 定 す る た め の 方 法 は 当 技 術 分 野 で 周
知 で あ る 。 こ の よ う な 方 法 に は 、 RT-PCR、 遺 伝 子 産 物 に 対 す る 抗 体 の 使 用 な ど が 含 ま れ る
。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 場 合 、 「 抗 体 」 は 特 定 の 抗 原 と 免 疫 学 的 に 反 応 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分
子 に 対 す る 言 及 を 含 み 、 こ れ に は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が と も に
含 ま れ る 。 こ の 用 語 に は 、 キ メ ラ 抗 体 （ 例 え ば 、 ヒ ト 化 マ ウ ス 抗 体 ） お よ び ヘ テ ロ 結 合 型
（ heteroconjugate） 抗 体 （ 例 え ば 、 二 重 特 異 性 抗 体 ） と い っ た 遺 伝 子 組 換 え 形 態 も 含 ま
れ る 。 ま た 、 「 抗 体 」 と い う 用 語 に は 、 抗 原 結 合 能 力 を 有 す る 断 片 （ 例 え ば 、 Fab'、 F(ab
')２ 、 Fab、 Fvお よ び rIgG） を 含 む 、 抗 体 の 抗 原 結 合 形 態 も 含 ま れ る 。 「 Pierceカ タ ロ グ
お よ び ハ ン ド ブ ッ ク （ Pierce Catalog and Handbook） 」 、 1994-1995（ Pierce Chemical 
Co., Rockford, IL） も 参 照 さ れ た い 。 同 じ く 、 例 え ば 、 Kuby, J., 「 免 疫 学 （ Immunolog
y） 」 、 3rd Ed., W.H. Freeman & Co., New York (1998)も 参 照 さ れ た い 。 こ の 用 語 は 組
換 え 一 本 鎖 Fv断 片 （ scFv） の こ と も 指 す 。 抗 体 と い う 用 語 に は 、 二 価 分 子 ま た は 二 特 異 性
分 子 、 二 重 特 異 性 抗 体 （ diabody） 、 三 重 特 異 性 抗 体 （ triabody） お よ び 四 重 特 異 性 抗 体
（ tetrabody） も 含 ま れ る 。 二 価 分 子 お よ び 二 重 特 異 性 分 子 に 関 し て は 、 例 え ば 、 Kosteln
y et al. (1992) J Immunol 148: 1547、 Pack and Pluckthun (1992) Biochemistry 31: 
1579、 Hollinger et al., 1993, 前 記 、 Gruber et al. (1994) J Immunol： 5368、 Zhu et
 al. (1997) Protein Sci 6: 781、 Hu et al. (1996) Cancer Res. 56: 3055、 Adams et 
al. (1993) Cancer Res. 53: 4026、 お よ び McCartney et al. (1995) Protein Eng. 8: 3
01に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 特 定 の 抗 原 と 免 疫 学 的 に 反 応 す る 抗 体 は 、 フ ァ ー ジ も し く は 類 似 の ベ ク タ ー に お け る 組

10

20

30

40

50

(7) JP 2006-516259 A 2006.6.29



換 え 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー の 選 択 な ど の 組 換 え 方 法 に よ っ て （ 例 え ば 、 Huse et al., Science
 246: 1275-1281 (1989)； Ward et al., Nature 341: 544-546 (1989)； お よ び Vaughan e
t al., Nature Biotech. 14: 309-314 (1996) を 参 照 さ れ た い ） 、 ま た は 動 物 に 対 し て 抗
原 も し く は 抗 原 を コ ー ド す る DNAに よ る 免 疫 処 置 を 行 う こ と に よ っ て 、 作 製 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 一 般 に 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン に は 重 鎖 お よ び 軽 鎖 が あ る 。 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の そ れ ぞ れ は 定 常
領 域 お よ び 可 変 領 域 を 含 む （ こ れ ら の 領 域 は 「 ド メ イ ン 」 と し て も 知 ら れ る ） 。 軽 鎖 お よ
び 重 鎖 の 可 変 領 域 は 4つ の 「 フ レ ー ム ワ ー ク 」 領 域 を 含 み 、 そ れ ら は 3つ の 超 可 変 領 域 （ こ
れ は 「 相 補 性 決 定 領 域 」 ま た は 「 CDR」 と も 呼 ば れ る ） に よ り 分 断 さ れ て い る 。 フ レ ー ム
ワ ー ク 領 域 お よ び CDRの 範 囲 は 明 確 に 定 め ら れ て い る 。 異 な る 軽 鎖 ま た は 重 鎖 の フ レ ー ム
ワ ー ク 領 域 の 配 列 は 、 単 一 の 種 の 内 部 で は 比 較 的 保 存 さ れ て い る 。 抗 体 の フ レ ー ム ワ ー ク
領 域 、 す な わ ち 構 成 要 素 で あ る 軽 鎖 お よ び 重 鎖 が 組 み 合 わ さ れ た フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 は 、
CDRを 三 次 元 空 間 に 配 置 お よ び 整 列 さ せ る 働 き を す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 CDRは 抗 原 の エ ピ ト ー プ と の 結 合 の 主 な 原 因 と な る 。 各 鎖 の CDRは 通 常 、 N末 端 か ら 順 に
番 号 を 付 し て CDR1、 CDR2お よ び CDR3と 呼 ば れ 、 こ れ ら は ま た 一 般 に 、 そ の 個 々 の CDRが 位
置 し て い る 鎖 に よ っ て も 識 別 さ れ る 。 す な わ ち 、 VＨ  CDR3は 、 そ れ が 存 在 す る 抗 体 の 重 鎖
の 可 変 ド メ イ ン に 位 置 し 、 一 方 、 VＬ  CDR1は 、 そ れ が 存 在 す る 抗 体 の 軽 鎖 の 可 変 ド メ イ ン
か ら の CDR1の こ と で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 「 VＨ 」 ま た は 「 VH」 に 対 す る 言 及 は 、 Fv、 scFvま た は Fabの 重 鎖 を 含 む 、 抗 体 の 免 疫 グ
ロ ブ リ ン 重 鎖 の 可 変 領 域 の こ と を 指 す 。 「 VＬ 」 ま た は 「 VL」 に 対 す る 言 及 は 、 Fv、 scFv
、 dsFvま た は Fabの 軽 鎖 を 含 む 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 の 可 変 領 域 の こ と を 指 す 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 「 一 本 鎖 Fv」 ま た は 「 scFv」 と い う 語 句 は 、 通 常 の 二 本 鎖 抗 体 の 重 鎖 の 可 変 ド メ イ ン お
よ び 軽 鎖 の 可 変 ド メ イ ン が 連 結 さ れ て 一 本 鎖 を 形 成 し た 抗 体 の こ と を 指 す 。 通 常 は 、 適 切
な フ ォ ー ル デ ィ ン グ お よ び 活 性 結 合 部 位 の 生 成 が 可 能 と な る よ う に 、 2つ の 鎖 の 間 に リ ン
カ ー ペ プ チ ド が 挿 入 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 「 キ メ ラ 抗 体 」 と は 、 （ a） 抗 原 結 合 部 位 （ 可 変 領 域 ） が 、 ク ラ ス 、 エ フ ェ ク タ ー 機 能
お よ び ／ も し く は 種 が 異 な る も し く は 改 変 さ れ た 定 常 領 域 と 、 ま た は キ メ ラ 抗 体 に 新 た な
性 質 を 付 与 す る 全 く 異 な る 分 子 （ 例 え ば 、 酵 素 、 毒 素 、 ホ ル モ ン 、 増 殖 因 子 、 薬 物 そ の 他
） と 結 合 す る よ う に 、 定 常 領 域 ま た は そ の 一 部 分 が 改 変 、 置 換 も し く は 交 換 さ れ て い る ；
ま た は （ b） 可 変 領 域 ま た は そ の 一 部 分 が 、 異 な る も し く は 改 変 さ れ た 抗 原 特 異 性 を 有 す
る 可 変 領 域 に よ り 改 変 、 置 換 も し く は 交 換 さ れ て い る 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の こ と で あ る
。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 「 ヒ ト 化 抗 体 」 と は 、 非 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 由 来 す る 最 小 限 の 配 列 を 含 む 免 疫 グ ロ ブ
リ ン 分 子 の こ と で あ る 。 ヒ ト 化 抗 体 に は 、 レ シ ピ エ ン ト の 相 補 性 決 定 領 域 （ CDR） 由 来 の
残 基 が 、 所 望 の 特 異 性 、 親 和 性 お よ び 能 力 を 有 す る マ ウ ス 、 ラ ッ ト ま た は ウ サ ギ な ど の 非
ヒ ト 種 （ donor抗 体 ） の CDR由 来 の 残 基 に よ っ て 置 き 換 え ら れ た ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ レ シ
ピ エ ン ト 抗 体 ） が 含 ま れ る 。 場 合 に よ っ て は 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の Fvフ レ ー ム ワ ー ク 残
基 が 対 応 す る 非 ヒ ト 残 基 に よ っ て 置 き 換 え ら れ る 。 ヒ ト 化 抗 体 が 、 レ シ ピ エ ン ト 抗 体 に も
導 入 さ れ る CDRま た は フ レ ー ム ワ ー ク 配 列 に も 存 在 し な い 残 基 を 含 ん で も よ い 。 一 般 に ヒ
ト 化 抗 体 は 、 少 な く と も 1つ 、 通 常 は 2つ の 可 変 ド メ イ ン の 実 質 的 に す べ て を 含 む と 考 え ら
れ 、 そ の 中 の CDR領 域 の す べ て ま た は 実 質 的 に す べ て は 非 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の も の に 対
応 し 、 フ レ ー ム ワ ー ク （ FR） 領 域 の す べ て ま た は 実 質 的 に す べ て は ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン コ
ン セ ン サ ス 配 列 の も の で あ る 。 ヒ ト 化 抗 体 は ま た 、 選 択 的 に は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 領 域
（ Fc） の 少 な く と も 一 部 分 、 一 般 的 に は ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の そ れ を 含 む と 考 え ら れ る （
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Jones et al., Nature 321: 522-525 (1986)； Riechmann et al., Nature 332: 323-329 
(1988)； お よ び Presta, Curr. Op. Struct. Biol. 2: 593-596 (1992)） 。 ヒ ト 化 は 本 質
的 に は 、 Winterら の 方 法 に 従 っ て （ Jones et al., Nature 321: 522-525 (1986)； Riechm
ann et al., Nature 332: 323-327 (1988)； Verhoeyen et al., Science 239: 1534-1536
 (1988)） 、 齧 歯 類 の CDRま た は CDR配 列 を ヒ ト 抗 体 の 対 応 す る 配 列 の 代 わ り に 用 い る こ と
に よ り 、 行 う こ と が で き る 。 し た が っ て 、 こ の よ う な ヒ ト 化 抗 体 は 、 完 全 な ヒ ト 可 変 ド メ
イ ン に は 大 き く 及 ば な い も の が 非 ヒ ト 種 由 来 の 対 応 す る 配 列 に よ っ て 置 換 さ れ た キ メ ラ 抗
体 （ 米 国 特 許 第 4,816,567号 ） で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 「 エ ピ ト ー プ 」 ま た は 「 抗 原 決 定 基 」 と は 、 抗 体 が 結 合 す る 抗 原 の 部 位 の こ と を 指 す 。
エ ピ ト ー プ は 、 連 続 し た ア ミ ノ 酸 、 ま た は タ ン パ ク 質 の 三 次 フ ォ ー ル デ ィ ン グ に よ っ て 並
置 さ れ た 非 連 続 的 な ア ミ ノ 酸 の い ず れ に よ っ て も 形 成 さ れ う る 。 連 続 し た ア ミ ノ 酸 配 列 に
よ っ て 形 成 さ れ た エ ピ ト ー プ は 一 般 に 変 性 溶 媒 に 曝 露 さ せ て も 保 た れ る が 、 三 次 フ ォ ー ル
デ ィ ン グ に よ っ て 形 成 さ れ た エ ピ ト ー プ は 一 般 に 変 性 溶 媒 で 処 理 す る と 失 わ れ る 。 エ ピ ト
ー プ は 通 常 、 特 有 の 空 間 コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン に あ る 少 な く と も 3個 、 よ り 一 般 的 に は 少 な
く と も 5個 ま た は 8～ 10個 の ア ミ ノ 酸 を 含 む 。 エ ピ ト ー プ の 空 間 コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン を 決 定
す る 方 法 に は 、 例 え ば 、 X線 結 晶 学 の 方 法 お よ び 二 次 元 核 磁 気 共 鳴 法 が 含 ま れ る 。 例 え ば
、 「 エ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ プ ロ ト コ ー ル （ Epitope Mapping Protocols） 」 、 Methods in 
Molecular Biology、 Vol. 66、 Glenn E. Moths, Ed (1996)を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 生 物 試 料 」 と は 、 核 酸 ま た は ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 Wntタ ン パ ク
質 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 転 写 物 ） を 含 む 、 生 物 性 の 組 織 ま た は 液 体 の 試 料 の こ と で あ
る 。 こ の よ う な 試 料 に は 、 霊 長 動 物 （ 例 え ば 、 ヒ ト ） ま た は 齧 歯 動 物 （ 例 え ば 、 マ ウ ス お
よ び ラ ッ ト ） か ら 単 離 さ れ た 組 織 が 非 制 限 的 に 含 ま れ る 。 生 物 試 料 に は ま た 、 生 検 試 料 お
よ び 剖 検 試 料 、 組 織 学 的 な 目 的 の た め に 採 取 し た 凍 結 切 片 、 血 液 、 血 漿 、 血 清 、 喀 痰 、 便
、 涙 液 、 粘 液 、 毛 、 皮 膚 な ど の 組 織 切 片 も 含 ま れ う る 。 生 物 試 料 に は ま た 、 罹 患 生 物 組 織
に 由 来 す る 外 植 片 な ら び に 初 代 お よ び ／ ま た は 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 培 養 物 も 含 ま れ る 。 生
物 試 料 は 一 般 に 、 真 核 生 物 か ら 、 最 も 好 ま し く は 霊 長 動 物 （ 例 え ば 、 チ ン パ ン ジ ー ま た は
ヒ ト な ど ） ； ウ シ ； イ ヌ ； ネ コ ； 齧 歯 動 物 （ 例 え ば 、 モ ル モ ッ ト 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス ） ； ウ
サ ギ な ど の 哺 乳 動 物 ； ま た は 鳥 類 ； 爬 虫 類 ； も し く は 魚 類 か ら 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 「 生 物 試 料 を 提 供 す る こ と 」 と は 、 本 発 明 に 記 載 し た 方 法 に 用 い る た め に 生 物 試 料 を 入
手 す る こ と を 意 味 す る 。 最 も 多 く の 場 合 、 こ れ は 動 物 か ら 細 胞 の 試 料 を 取 り 出 す こ と に よ
っ て 行 わ れ る と 考 え ら れ る が 、 以 前 に 単 離 さ れ た （ 例 え ば 、 別 の 人 に よ り 、 別 の 時 点 で 、
お よ び ／ ま た は 別 の 目 的 で 単 離 さ れ た ） 細 胞 を 用 い る こ と に よ っ て 、 ま た は 本 発 明 の 方 法
を イ ン ビ ボ で 行 う こ と に よ っ て 遂 行 す る こ と も で き る 。 処 置 ま た は 成 績 の 履 歴 の あ る 保 管
さ れ た 組 織 が 特 に 有 用 で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 2つ ま た は そ れ 以 上 の 核 酸 配 列 ま た は ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 文 脈 に お い て 、 「 同 一 な 」 ま
た は 「 一 致 」 率 と い う 用 語 は 、 BLASTも し く は BLAST 2.0配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム を 以 下 の デ
フ ォ ー ル ト の パ ラ メ ー タ ー で 用 い る か も し く は 手 作 業 に よ る ア ラ イ ン メ ン ト お よ び 目 視 に
よ り 評 価 し て （ 例 え ば 、 NCBIの ウ ェ ブ サ イ ト 、 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/な ど
を 参 照 さ れ た い ） 、 同 じ で あ る 、 ま た は 同 じ ア ミ ノ 酸 残 基 も し く は ヌ ク レ オ チ ド が 指 定 さ
れ た 比 率 で あ る （ す な わ ち 、 比 較 域 （ comparison window） ま た は 指 定 領 域 に わ た っ て 、
最 大 の 対 応 関 係 が 得 ら れ る よ う に 比 較 お よ び ア ラ イ ン メ ン ト を 行 っ た 場 合 に 、 特 定 さ れ た
領 域 に わ た る 同 一 性 が 約 60％ 、 好 ま し く は 70％ 、 75％ 、 80％ 、 85％ 、 90％ 、 91％ 、 92％ 、
93％ 、 94％ 、 95％ 、 96％ 、 97％ 、 98％ 、 99％ ま た は そ れ 以 上 で あ る ） 、 2つ ま た は そ れ 以
上 の 配 列 ま た は 部 分 配 列 の こ と を 指 す 。 こ の よ う な 配 列 は そ の 場 合 、 「 実 質 的 に 同 一 で あ
る 」 と 言 う 。 こ の 定 義 は 被 験 配 列 の 相 補 物 の こ と も 指 す 。 こ の 定 義 は 、 欠 失 お よ び ／ ま た
は 付 加 を 有 す る 配 列 、 さ ら に は 置 換 を 有 す る も の 、 さ ら に は 天 然 の （ 例 え ば 、 多 型 性 ま た
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は 対 立 遺 伝 子 性 の ） バ リ ア ン ト 、 な ら び に 人 為 的 バ リ ア ン ト も 含 む 。 下 記 の よ う に 、 好 ま
し い ア ル ゴ リ ズ ム は ギ ャ ッ プ な ど を 考 慮 に 入 れ て い る 。 好 ま し く は 、 同 一 性 は 、 少 な く と
も 約 25ア ミ ノ 酸 長 も し く は ヌ ク レ オ チ ド 長 の 領 域 に わ た っ て 存 在 し 、 ま た は よ り 好 ま し く
は 少 な く と も 約 50～ 100ア ミ ノ 酸 長 も し く は ヌ ク レ オ チ ド 長 の 領 域 に わ た っ て 存 在 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 配 列 比 較 の た め に は 、 1つ の 配 列 を 、 被 験 配 列 と 比 較 す る た め の 参 照 配 列 と し て 用 い る
こ と が 一 般 的 で あ る 。 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い る 場 合 に は 、 被 験 配 列 お よ び 参 照 配 列
を コ ン ピ ュ ー タ に 入 力 し 、 必 要 に 応 じ て 部 分 配 列 の 座 標 を 指 定 し て 、 配 列 ア ル ゴ リ ズ ム プ
ロ グ ラ ム の パ ラ メ ー タ ー を 指 定 す る 。 好 ま し く は 、 デ フ ォ ー ル ト の プ ロ グ ラ ム パ ラ メ ー タ
ー を 用 い る こ と が で き 、 別 の パ ラ メ ー タ ー を 指 定 す る こ と も で き る 。 続 い て 、 配 列 比 較 ア
ル ゴ リ ズ ム が 、 プ ロ グ ラ ム の パ ラ メ ー タ ー に 基 づ い て 、 参 照 配 列 に 対 す る 被 験 配 列 の 配 列
一 致 率 を 算 出 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 比 較 域 （ comparison window） 」 は 、 2つ の 配 列 の 最 適 な ア ラ イ ン メ
ン ト を 行 っ た 後 に 、 あ る 配 列 を 同 じ 数 の 連 続 し た 位 置 を 持 つ 参 照 配 列 と 比 較 し う る よ う な
、 20～ 600個 、 通 常 は 約 50～ 約 200個 、 よ り 一 般 的 に は 約 100～ 約 150個 か ら な る 群 か ら 選 択
さ れ る 数 の 連 続 し た 位 置 の い ず れ か 1つ の 区 域 に 対 す る 言 及 を 含 む 。 比 較 の た め の 配 列 の
ア ラ イ ン メ ン ト の 方 法 は 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ る 。 比 較 の た め の 配 列 の 最 適 な ア ラ イ ン メ
ン ト は 、 例 え ば 、 Smith & Waterman, Adv. Appl. Math. 2: 482 (1981)の 局 所 相 同 性 ア ル
ゴ リ ズ ム に よ り 、 Needleman & Wunsch, J. Mol. Biol. 48: 443 (1970)の 相 同 性 ア ラ イ ン
メ ン ト ア ル ゴ リ ズ ム に よ り 、 search for similarity方 法 of Pearson & Lipman, Proc. Na
t'l. Acad. Sci. USA 85: 2444 (1988)の 類 似 性 検 索 法 に よ り 、 こ れ ら の ア ル ゴ リ ズ ム の
コ ン ピ ュ ー タ ・ イ ン プ リ メ ン テ ー シ ョ ン （ Wisconsin Genetics Software Package, Genet
ics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WIの GAP、 BESTFIT、 FASTAお よ び TFAST
A） に よ り 、 ま た は 手 作 業 に よ る ア ラ イ ン メ ン ト お よ び 目 視 検 査 に よ っ て 行 う こ と が で き
る （ 例 え ば 、 「 分 子 生 物 学 に お け る 最 新 プ ロ ト コ ー ル （ Current Protocols in Molecular
 Biology） 」 （ Ausubel et al., eds. 1995 supplement） を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 配 列 一 致 率 お よ び 配 列 類 似 性 の 決 定 の た め に 適 し た ア ル ゴ リ ズ ム の 好 ま し い 例 に は BLAS
Tお よ び BLAST 2.0ア ル ゴ リ ズ ム が 含 ま れ 、 こ れ は Altschulら 、 Nuc. Acids Res. 25: 3389
-3402 (1977)お よ び Altschulら 、 J. Mol. Biol. 215: 403-410 (1990)に 記 載 さ れ て い る
。 BLASTお よ び BLAST 2.0は 、 本 明 細 書 に 記 載 し た パ ラ メ ー タ ー に よ り 、 本 発 明 の 核 酸 お よ
び タ ン パ ク 質 に 関 す る 配 列 一 致 率 を 決 定 す る た め に 用 い ら れ る 。 BLAST解 析 を 行 う た め の
ソ フ ト ウ エ ア は 、 National Center for Biotechnology Information（ http://www.ncbi.n
1m.nih.gov/） に 公 開 さ れ て い る 。 こ の ア ル ゴ リ ズ ム で は 、 デ ー タ ベ ー ス 配 列 中 の 同 じ 長
さ の ワ ー ド と ア ラ イ ン メ ン ト を 行 っ た 場 合 に 何 ら か の 正 値 の 閾 値 ス コ ア Tと 一 致 す る 、 ま
た は そ れ を 満 た す 、 長 さ Wの 短 い ワ ー ド を 検 索 配 列 中 に 同 定 す る こ と に よ り 、 高 ス コ ア 配
列 ペ ア （ HSP） を ま ず 同 定 す る 。 Tは 近 隣 ワ ー ド ス コ ア 閾 値 と 呼 ば れ る （ Altschulら 、 前 記
） 。 こ れ ら の 初 期 の 近 隣 ワ ー ド で の ヒ ッ ト は 、 そ れ ら を 含 む 長 い HSPを 見 い だ す た め の 検
索 を 開 始 す る 源 と な る 。 ワ ー ド の 検 索 は 、 累 積 ア ラ イ ン メ ン ト ス コ ア が 増 加 す る 限 り 、 各
配 列 の 両 方 向 に 対 し て 延 長 さ れ る 。 累 積 ス コ ア は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 場 合 に は パ ラ メ ー
タ ー M（ 一 致 す る 残 基 対 に 関 す る 報 酬 ス コ ア ； 常 に >0） お よ び N（ ミ ス マ ッ チ 残 基 に 関 す る
ペ ナ ル テ ィ ス コ ア ； 常 に <0） を 用 い て 算 出 す る 。 ア ミ ノ 酸 配 列 の 場 合 に は 、 累 積 ス コ ア の
算 出 に ス コ ア 行 列 を 用 い る 。 各 方 向 へ の ワ ー ド 検 索 の 延 長 は 以 下 の 場 合 に 停 止 す る ： 累 積
ア ラ イ ン メ ン ト ス コ ア が 最 大 達 成 値 に 比 べ て 量 X以 上 低 く な っ た 場 合 ： 1つ も し く は 複 数 の
負 ス コ ア の 残 基 ア ラ イ ン メ ン ト の 蓄 積 の た め に 累 積 ス コ ア が ゼ ロ ま た は そ れ 未 満 に な っ た
場 合 ； ま た は 配 列 の い ず れ か の 端 に 達 し た 場 合 。 BLASTア ル ゴ リ ズ ム の パ ラ メ ー タ ー で あ
る W、 Tお よ び Xは ア ラ イ ン メ ン ト の 感 度 お よ び 速 度 を 決 定 す る 。 BLASTNプ ロ グ ラ ム は （ ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 の 場 合 ） 、 デ フ ォ ル ト と し て ワ ー ド 長 （ W） 11、 期 待 値 （ E） 10、 M＝ 5、 N=
-4お よ び 両 ス ト ラ ン ド の 比 較 を 用 い る 。 ア ミ ノ 酸 配 列 の 場 合 、 BLASTPプ ロ グ ラ ム は デ フ ォ
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ル ト と し て ワ ー ド 長 3お よ び 期 待 値 （ E） 10、 な ら び に BLOSUM62ス コ ア 行 列 （ Henikoff and
 Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 10915 (1989)を 参 照 ） の ア ラ イ ン メ ン ト （
B） 50、 期 待 値 （ E） 10、 M＝ 5、 N＝ -4お よ び 両 ス ト ラ ン ド の 比 較 を 用 い る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 BLASTア ル ゴ リ ズ ム は 、 2つ の 配 列 の 間 の 類 似 性 に 関 す る 統 計 分 析 も 行 う （ 例 え ば 、 Karl
in and Altschul、 Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 90: 5873-5787 (1993)を 参 照 ） 。 BLAST
ア ル ゴ リ ズ ム に よ っ て 得 ら れ る 類 似 性 の 指 標 の 1つ は 最 小 合 計 確 率 （ smallest sum probab
ility） （ P(N)） で あ り 、 こ れ は 2つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 の 間 の 一 致 が
偶 然 に 起 こ る 確 率 の 指 標 と な る 。 例 え ば 、 あ る 核 酸 は 、 被 験 核 酸 と 参 照 核 酸 と の 比 較 に よ
る 最 小 合 計 確 率 が 約 0.2未 満 、 よ り 好 ま し く は 約 0.01未 満 、 最 も 好 ま し く は 約 0.001未 満 の
場 合 に 、 参 照 配 列 と 類 似 し て い る と み な さ れ る 。 ロ グ 値 が 大 き な 負 の 数 、 例 え ば 、 5、 10
、 20、 30、 40、 40、 70、 90、 110、 150、 170な ど で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 2つ の 核 酸 配 列 ま た は ポ リ ペ プ チ ド が 実 質 的 に 同 一 で あ る と い う 指 標 の 1つ は 、 以 下 に 述
べ る よ う に 、 第 1の 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド が 、 第 2の 核 酸 に よ っ て コ ー ド
さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 産 生 さ れ た 抗 体 と 免 疫 学 的 に 交 差 反 応 す る こ と で あ る 。 し た
が っ て 、 例 え ば 、 2つ の ペ プ チ ド が 保 存 的 置 換 の み の 点 で 異 な る 場 合 、 ポ リ ペ プ チ ド は 一
般 に 第 2の ポ リ ペ プ チ ド と 実 質 的 に 同 一 で あ る 。 2つ の 核 酸 配 列 が 実 質 的 に 同 一 で あ る と い
う も う 1つ の 指 標 は 、 以 下 に 述 べ る よ う に 、 2つ の 分 子 ま た は そ の 相 補 物 が ス ト リ ン ジ ェ ン
ト な 条 件 下 で 互 い に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と で あ る 。 2つ の 核 酸 配 列 が 実 質 的 に 同 一 で あ
る と い う さ ら に も う 1つ の 指 標 は 、 配 列 の 増 幅 に 同 じ プ ラ イ マ ー を 用 い う る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 「 単 離 さ れ た 」 「 精 製 さ れ た 」 ま た は 「 生 物 学 的 に 純 粋 な 」 と い う 用 語 は 、 天 然 の 状 態
で 認 め ら れ る よ う な 、 そ れ に 付 随 す る 他 の 細 胞 成 分 を 実 質 的 ま た は 本 質 的 に 含 ま な い 材 料
の こ と を 指 す 。 純 度 お よ び 均 一 性 は 通 常 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 ま た は 高 速 液
体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど の 分 析 化 学 の 技 法 を 用 い て 決 定 さ れ る 。 調 製 物 中 に 存 在 す る 最
も 多 数 を 占 め る 種 で あ る タ ン パ ク 質 ま た は 核 酸 は 、 実 質 的 に 精 製 さ れ て い る 。 特 に 、 単 離
さ れ た 核 酸 は 、 そ の 遺 伝 子 に 自 然 下 で 隣 接 し て い て 目 的 の 遺 伝 子 以 外 の タ ン パ ク 質 を コ ー
ド す る い く つ か の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム か ら 分 離 さ れ て い る 。 い く つ か の 態 様 に
お け る 「 精 製 さ れ た 」 と い う 用 語 は 、 核 酸 ま た は タ ン パ ク 質 が 、 電 気 泳 動 ゲ ル 中 に 本 質 的
に は 1つ の バ ン ド を 生 じ る こ と を 表 す 。 こ れ は 好 ま し く は 、 核 酸 ま た は タ ン パ ク 質 の 純 度
が 、 少 な く と も 85％ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 95％ 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 99％ で
あ る こ と を 意 味 す る 。 ま た 別 の 態 様 に お け る 「 精 製 す る 」 ま た は 「 精 製 」 は 、 精 製 し よ う
と す る 組 成 物 か ら 少 な く と も 1つ の 混 入 物 を 除 去 す る こ と を 意 味 す る 。 そ の 意 味 で は 、 精
製 は 、 精 製 さ れ た 化 合 物 が 均 一 で あ る こ と 、 例 え ば 100％ 純 粋 で あ る こ と を 必 要 と し な い
。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 「 ペ プ チ ド 」 お よ び 「 タ ン パ ク 質 」 と い う 用 語 は 、 本 明 細 書 に お い て
、 ア ミ ノ 酸 残 基 の 重 合 体 を 指 す 目 的 で 互 換 的 に 用 い ら れ る 。 こ れ ら の 用 語 は 、 1つ ま た は
複 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 対 応 す る 天 然 ア ミ ノ 酸 の 人 工 的 な 化 学 的 模 倣 物 で あ る ア ミ ノ 酸 重 合
体 の ほ か 、 改 変 さ れ た 残 基 を 含 む 天 然 の ア ミ ノ 酸 重 合 体 、 お よ び 天 然 に は 存 在 し な い ア ミ
ノ 酸 重 合 体 に 対 し て も 適 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 「 ア ミ ノ 酸 」 と い う 用 語 は 、 天 然 ア ミ ノ 酸 お よ び 合 成 ア ミ ノ 酸 の ほ か 、 天 然 の ア ミ ノ 酸
と 類 似 し た 様 式 で 機 能 す る ア ミ ノ 酸 類 似 体 お よ び ア ミ ノ 酸 模 倣 物 の こ と も 指 す 。 天 然 の ア
ミ ノ 酸 と は 、 遺 伝 暗 号 に よ っ て コ ー ド さ れ る も の の ほ か 、 そ の 後 に 修 飾 さ れ た ア ミ ノ 酸 、
例 え ば ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン 、 γ -カ ル ボ キ シ グ ル タ ミ ン 酸 お よ び O-ホ ス ホ セ リ ン な ど の の
こ と も い う 。 ア ミ ノ 酸 類 似 体 と は 、 天 然 の ア ミ ノ 酸 と 同 じ 基 本 的 な 化 学 構 造 を 有 す る 、 す
な わ ち 、 水 素 、 カ ル ボ キ シ ル 基 、 ア ミ ノ 基 お よ び R基 と 結 合 し た α 炭 素 を 有 す る 化 合 物 、
例 え ば 、 ホ モ セ リ ン 、 ノ ル ロ イ シ ン 、 メ チ オ ニ ン ス ル ホ キ シ ド 、 メ チ オ ニ ン メ チ ル ス ル ホ
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ニ ウ ム の こ と を 指 す 。 こ の 種 の 類 似 体 は 、 改 変 さ れ た R基 （ 例 え ば 、 ノ ル ロ イ シ ン ） ま た
は 改 変 さ れ た ペ プ チ ド 骨 格 を 有 す る も の の 天 然 ア ミ ノ 酸 と 同 じ 基 本 的 な 化 学 構 造 を 保 っ て
い て も よ い 。 ア ミ ノ 酸 模 倣 物 と は 、 ア ミ ノ 酸 の 一 般 的 な 化 学 構 造 と は 異 な る 構 造 を 有 す る
も の の 天 然 ア ミ ノ 酸 と 類 似 し た 様 式 で 機 能 す る 化 合 物 の こ と を 指 す 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 明 細 書 で は ア ミ ノ 酸 を 、 一 般 的 に 知 ら れ た 三 文 字 記 号 、 ま た は IUPAC-IUBの Biochemic
al Nomenclature Commissionが 推 奨 し て い る 一 文 字 記 号 の い ず れ か に よ っ て 参 照 す る 。 ヌ
ク レ オ チ ド も 同 じ く 、 一 般 的 に 認 め ら れ て い る 一 文 字 記 号 に よ っ て 参 照 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 「 保 存 的 に 改 変 さ れ た バ リ ア ン ト 」 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 お よ び 核 酸 配 列 の 両 方 に 適 用 さ れ
る 。 個 々 の 核 酸 配 列 に 関 し て 、 保 存 的 に 改 変 さ れ た バ リ ア ン ト と は 、 同 一 も し く は 本 質 的
に 同 一 な ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 核 酸 の こ と を 指 し 、 ま た は 、 核 酸 が ア ミ ノ 酸 配 列 を コ
ー ド し な い 場 合 に は 本 質 的 に 同 一 ま た は 随 伴 す る （ 例 え ば 、 自 然 下 で 連 続 し て い る ） 配 列
の こ と を 指 す 。 遺 伝 暗 号 の 縮 重 性 の た め に 、 ほ と ん ど の タ ン パ ク 質 は 多 数 の 機 能 的 に 同 一
な 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る 。 例 え ば 、 コ ド ン GCA、 GCC、 GCGお よ び GCUは す べ て ア ミ ノ 酸
、 ア ラ ニ ン を コ ー ド す る 。 こ の た め 、 コ ド ン に よ っ て ア ラ ニ ン が 指 定 さ れ る あ ら ゆ る 位 置
で 、 コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 変 化 さ せ ず に 、 そ の コ ド ン を 対 応 す る 上 記 の コ ド ン の い
ず れ か に 変 化 さ せ る こ と が で き る 。 こ の よ う な 核 酸 変 形 物 は 「 サ イ レ ン ト 変 形 物 」 で あ り
、 保 存 的 に 改 変 さ れ た 変 形 物 の 一 種 で あ る 。 何 ら か の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 本 明 細 書
の あ ら ゆ る 核 酸 配 列 は 、 そ の 核 酸 の あ ら ゆ る 可 能 な サ イ レ ン ト 変 形 物 に つ い て も 述 べ て い
る 。 当 業 者 は 、 核 酸 内 の 各 コ ド ン （ 通 常 は メ チ オ ニ ン に 対 す る 唯 一 の コ ド ン で あ る AUG、
お よ び 通 常 は ト リ プ ト フ ァ ン に 対 す る 唯 一 の コ ド ン で あ る TGGを 除 く ） を 改 変 し て 、 機 能
的 に 同 一 な 分 子 を 作 製 し う る こ と を 理 解 す る と 考 え ら れ る 。 し た が っ て 、 多 く の 場 合 、 ポ
リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 の 各 々 の サ イ レ ン ト 変 形 物 は 記 載 さ れ た 配 列 に 黙 示 的 に 含 ま
れ る が 、 こ れ は 発 現 産 物 に 関 し て で あ り 、 実 際 の プ ロ ー ブ 配 列 に 関 し て で は な い 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 ア ミ ノ 酸 配 列 に 関 し て 、 当 業 者 は 、 コ ー ド さ れ る 配 列 中 の 単 一 の ア ミ ノ 酸 ま た は 少 数 の
ア ミ ノ 酸 が 改 変 、 付 加 ま た は 除 去 さ れ る 、 核 酸 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク
質 の 配 列 に 対 す る 個 々 の 置 換 物 、 欠 失 物 ま た は 付 加 物 が 、 改 変 に よ っ て ア ミ ノ 酸 が 化 学 的
に 類 似 し た ア ミ ノ 酸 に 置 換 さ れ る よ う な 「 保 存 的 に 改 変 さ れ た バ リ ア ン ト 」 で あ る こ と を
理 解 す る と 考 え ら れ る 。 機 能 的 に 類 似 し た ア ミ ノ 酸 が 得 ら れ る 保 存 的 置 換 の 表 も 当 技 術 分
野 で 周 知 で あ る 。 こ の よ う な 保 存 的 に 改 変 さ れ た バ リ ア ン ト は 、 本 発 明 の 多 型 バ リ ア ン ト
、 種 間 相 同 体 お よ び 対 立 遺 伝 子 に 加 わ る も の で あ り 、 そ れ ら が 除 外 さ れ る わ け で は な い 。
一 般 的 な 、 互 い に 保 存 的 な 置 換 ： 1） ア ラ ニ ン （ A） 、 グ リ シ ン （ G） ； 2） ア ス パ ラ ギ ン 酸
（ D） 、 グ ル タ ミ ン 酸 （ E） ； 3） ア ス パ ラ ギ ン （ N） 、 グ ル タ ミ ン （ Q） ； 4） ア ル ギ ニ ン （
R） 、 リ ジ ン （ K） ； 5） イ ソ ロ イ シ ン （ I） 、 ロ イ シ ン （ L） 、 メ チ オ ニ ン （ M） 、 バ リ ン （
V） ； 6） フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン （ F） 、 チ ロ シ ン （ Y） 、 ト リ プ ト フ ァ ン （ W） ； 7） セ リ ン （ S
） 、 ト レ オ ニ ン （ T） ； お よ び 8） シ ス テ イ ン （ C） 、 メ チ オ ニ ン （ M） （ 例 え ば 、 Creighto
n、 「 タ ン パ ク 質 （ Proteins） 」 （ 1984） を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド 構 造 な ど の 高 分 子 構 造 は さ ま ざ ま な 構 成 レ ベ ル で 記 載 可 能 で あ る 。 こ の よ
う な 構 成 に 関 す る 一 般 的 な 考 察 に つ い て は 、 例 え ば 、 Albertsら 、 「 細 胞 の 分 子 生 物 学 （ M
olecular Biology of the Cell） （ 第 3版 、 1994） 」 お よ び Cantor & Schimmel、 「 生 物 物
理 化 学 第 I部 ： 生 体 高 分 子 の 高 次 構 造 （ Biophysical Chemistry Part I： The Conformatio
n of Biological Macromolecules） 」 （ 1980） を 参 照 さ れ た い 。 「 一 次 構 造 」 と は 、 個 々
の ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 の こ と を 指 す 。 「 二 次 構 造 」 と は 、 ポ リ ペ プ チ ド 内 部 の 局 所 的
に 規 則 立 っ た 三 次 元 構 造 の こ と を 指 す 。 こ れ ら の 構 造 は 一 般 に ド メ イ ン と し て 知 ら れ て い
る 。 ド メ イ ン は ポ リ ペ プ チ ド の 密 集 単 位 を 形 成 す る ポ リ ペ プ チ ド の 部 分 で あ り 、 一 般 に 25
～ 500ア ミ ノ 酸 長 で あ る 。 典 型 的 な ド メ イ ン は 、 （ -シ ー ト お よ び （ -ヘ リ ッ ク ス の 連 鎖 な
ど の よ り 小 規 模 な 構 成 物 か ら 構 成 さ れ る 。 「 三 次 構 造 」 と は 、 ポ リ ペ プ チ ド 単 量 体 の 完 全
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な 三 次 元 構 造 の こ と を 指 す 。 「 四 次 構 造 」 と は 、 独 立 し た 三 次 単 位 の 非 共 有 的 な 会 合 に よ
っ て 形 成 さ れ る 三 次 元 構 造 の こ と を 指 す 。 異 方 性 の 項 は エ ネ ル ギ ー 項 と し て も 知 ら れ て い
る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 「 標 識 」 ま た は 「 検 出 可 能 部 分 」 と は 、 分 光 学 的 、 光 化 学 的 、 生 化 学 的 、 免 疫 化 学 的 ま
た は 化 学 的 手 段 に よ っ て 検 出 可 能 な 組 成 物 の こ と で あ る 。 例 え ば 、 有 用 な 標 識 に は 、 蛍 光
色 素 、 高 電 子 密 度 試 薬 、 酵 素 （ 例 え ば 、 ELISAに 一 般 に 用 い ら れ る も の ） 、 ビ オ チ ン 、 ジ
ゴ キ シ ゲ ニ ン 、 ま た は 、 例 え ば ペ プ チ ド に 放 射 標 識 を 組 み 入 れ る こ と に よ っ て 検 出 可 能 と
な る 、 も し く は ペ プ チ ド と 特 異 的 に 反 応 す る 抗 体 を 検 出 す る た め に 用 い う る 、 ハ プ テ ン お
よ び タ ン パ ク 質 も し く は 他 の 実 体 が 含 ま れ る 。 放 射 性 同 位 体 は 、 例 え ば 、 3H、 14C、 32P、
35Sま た は 125Iで あ っ て よ い 。 場 合 に よ っ て は 、 特 に 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 を
用 い る 場 合 に は 、 下 記 の よ う に 放 射 性 同 位 体 を 毒 性 部 分 と し て 用 い る 。 標 識 は 、 核 酸 、 タ
ン パ ク 質 お よ び 抗 体 の 任 意 の 場 所 に 組 み 入 れ る こ と が で き る 。 抗 体 と 標 識 と 結 合 さ せ る た
め の 当 技 術 分 野 で 知 ら れ た 任 意 の 方 法 を 用 い る こ と が で き 、 こ れ に は 、 Hunter et al., N
ature、 144: 945 (1962)； David et al., Biochemistly, 13: 1014 (1974)； Pain et al.
, J. Immunol. Meth., 40: 219 (1981)； お よ び Nygren, J. Histochem. and Cytochem., 
30: 407 (1982)に よ っ て 記 載 さ れ た 方 法 が 含 ま れ る 。 放 射 標 識 ペ プ チ ド ま た は 放 射 標 識 抗
体 組 成 物 の 寿 命 は 、 放 射 標 識 し た ペ プ チ ド ま た は 抗 体 を 安 定 化 し て そ れ を 分 解 か ら 防 御 す
る 物 質 の 添 加 に よ っ て 延 長 さ せ る こ と が で き る 。 米 国 特 許 第 5,961,955号 に 開 示 さ れ た 物
質 を 含 め 、 放 射 標 識 し た ペ プ チ ド ま た は 抗 体 を 安 定 化 す る 任 意 の 物 質 ま た は 物 質 の 組 み 合
わ せ を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 「 エ フ ェ ク タ ー 」 ま た は 「 エ フ ェ ク タ ー 部 分 」 ま た は 「 エ フ ェ ク タ ー 成 分 」 と は 、 リ ン
カ ー も し く は 化 学 結 合 に よ っ て 共 有 的 に 、 ま た は イ オ ン 結 合 、 フ ァ ン デ ル ワ ー ル ス 結 合 、
静 電 結 合 も し く は 水 素 結 合 に よ っ て 非 共 有 的 に 、 抗 体 と 結 合 （ ま た は 連 結 も し く は 抱 合 ）
し て い る 分 子 の こ と で あ る 。 「 エ フ ェ ク タ ー 」 は 、 例 え ば 、 放 射 性 化 合 物 、 蛍 光 性 化 合 物
、 酵 素 も し く は 基 質 、 エ ピ ト ー プ タ グ な ど の タ グ 、 毒 素 を 含 む 検 出 部 分 ； 活 性 化 し う る 部
分 、 化 学 療 法 薬 ； リ パ ー ゼ ； 抗 生 物 質 ； ま た は 「 硬 性 」 （ 例 え ば β ） 放 射 線 を 放 射 す る 放
射 性 同 位 体 を 含 む 、 さ ま ざ ま な 分 子 で あ り う る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 細 胞 、 核 酸 、 タ ン パ ク 質 ま た は ベ ク タ ー な ど に 言 及 し て 用 い る 場 合 、 「 組 換 え 」 と い う
用 語 は 、 細 胞 、 核 酸 、 タ ン パ ク 質 ま た は ベ ク タ ー が 、 異 種 性 の 核 酸 も し く は タ ン パ ク 質 の
導 入 ま た は 天 然 の 核 酸 ま た は タ ン パ ク 質 の 改 変 に よ っ て 改 変 さ れ た こ と 、 ま た は 細 胞 が そ
の よ う に 改 変 さ れ た 細 胞 に 由 来 す る こ と を 意 味 す る 。 こ の た め 、 例 え ば 、 組 換 え 細 胞 は 、
天 然 型 （ 非 組 換 え 型 ） の 細 胞 に 認 め ら れ な い 遺 伝 子 を 発 現 す る 、 ま た は 、 通 常 で あ れ ば 異
常 発 現 さ れ る 、 低 発 現 さ れ る 、 も し く は 全 く 発 現 さ れ な い よ う な 天 然 遺 伝 子 を 発 現 す る 。
本 明 細 書 に お け る 「 組 換 え 核 酸 」 と い う 用 語 は 、 核 酸 の 操 作 に よ り （ 例 え ば 、 ポ リ メ ラ ー
ゼ お よ び エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ を 用 い て ） 、 自 然 界 に は 通 常 認 め ら れ な い 形 態 で 、 一 般 的 に
は 当 初 イ ン ビ ト ロ で 形 成 さ れ た 、 核 酸 の こ と を 意 味 す る 。 こ の よ う に し て 、 異 な る 配 列 の
機 能 的 な 結 合 が 達 成 さ れ る 。 す な わ ち 、 線 状 形 態 に あ る 単 離 さ れ た 核 酸 、 ま た は 通 常 は 連
結 し て い な い DNA分 子 を 連 結 さ せ る こ と に よ っ て イ ン ビ ト ロ で 形 成 さ れ た 発 現 ベ ク タ ー は
い ず れ も 、 本 発 明 の 目 的 か ら は 組 換 え 体 と み な さ れ る 。 ひ と た び 組 換 え 核 酸 を 作 製 し て 宿
主 の 細 胞 ま た は 生 物 に 再 び 導 入 す る と 、 そ れ が 非 組 換 え 的 に 、 す な わ ち イ ン ビ ト ロ 操 作 で
は な く 宿 主 細 胞 の イ ン ビ ボ 細 胞 機 構 を 用 い て 、 複 製 す る と 考 え ら れ る こ と は 認 識 さ れ て い
る ； し か し 、 こ の よ う な 核 酸 は ひ と た び 組 換 え 的 に 作 製 さ れ た 場 合 、 そ の 後 に 非 組 換 え 的
に 複 製 し て も 、 本 発 明 の 目 的 か ら は 依 然 と し て 組 換 え 体 と み な さ れ る 。 同 様 に 、 「 組 換 え
タ ン パ ク 質 」 は 、 組 換 え 法 を 用 い て 、 す な わ ち 上 述 し た 組 換 え 核 酸 の 発 現 に よ っ て 、 作 製
さ れ た タ ン パ ク 質 の こ と で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 核 酸 の 部 分 に 言 及 し て 用 い る 場 合 、 「 異 種 」 と い う 用 語 は 、 核 酸 が 、 自 然 界 で は お 互 い
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に 同 じ 関 係 で は 認 め ら れ な い 2つ ま た は そ れ 以 上 の 部 分 配 列 を 含 む こ と を 意 味 す る 。 例 え
ば 、 核 酸 は 一 般 に 、 例 え ば 、 1つ の 源 か ら の プ ロ モ ー タ ー お よ び 別 の 源 か ら の コ ー ド 領 域
と い う よ う に 、 関 連 の な い 遺 伝 子 に 由 来 す る 2つ ま た は そ れ 以 上 の 配 列 が 新 た な 機 能 的 核
酸 を 生 じ る よ う に 配 置 さ れ た 形 で 、 組 換 え に よ っ て 産 生 さ れ る 。 同 様 に 、 異 種 タ ン パ ク 質
は 、 多 く の 場 合 、 タ ン パ ク 質 が 、 自 然 界 で は お 互 い に 同 じ 関 係 で は 認 め ら れ な い 2つ ま た
は そ れ 以 上 の 部 分 配 列 を 含 む こ と を 指 す と 考 え ら れ る （ 例 え ば 、 融 合 タ ン パ ク 質 ） 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 抗 体 と 「 特 異 的 に （ ま た は 選 択 的 に ） 結 合 す る 」 、 ま た は 「 特 異 的 に （ ま た は 選 択 的 に
） 免 疫 反 応 性 で あ る 」 と い う 語 句 は 、 タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド に 言 及 す る 場 合 、 タ ン パ
ク 質 ま た は 他 の 生 体 物 質 の 不 均 一 集 団 内 に そ の タ ン パ ク 質 が 存 在 す る こ と の 決 定 因 子 と な
る 結 合 反 応 の こ と を 指 す 。 す な わ ち 、 指 定 さ れ た イ ム ノ ア ッ セ イ 条 件 下 で 、 特 定 さ れ た 抗
体 は 特 定 の タ ン パ ク 質 と バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 少 な く と も 2倍 で 結 合 し 、 よ り 一 般 的 に は バ
ッ ク グ ラ ウ ン ド の 10～ 100倍 を 上 回 っ て 結 合 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 こ の よ う な 条 件 下 で の 抗 体 に 対 す る 特 異 的 結 合 に は 、 特 定 の タ ン パ ク 質 に 対 す る 特 異 性
の 点 か ら 選 択 さ れ た 抗 体 が 必 要 で あ る 。 例 え ば 、 Wntタ ン パ ク 質 ま た は Frizzledタ ン パ ク
質 に 対 し て 特 異 的 に 免 疫 反 応 性 が あ っ て 、 他 の タ ン パ ク 質 と は 免 疫 反 応 性 の な い ポ リ ク ロ
ー ン 抗 体 の み が 得 ら れ る よ う に 、 特 定 の タ ン パ ク 質 、 多 型 バ リ ア ン ト 、 対 立 遺 伝 子 、 オ ル
ソ ロ グ 、 お よ び 保 存 的 に 改 変 さ れ た バ リ ア ン ト 、 ま た は ス プ ラ イ ス バ リ ア ン ト 、 ま た は そ
れ ら の 部 分 を 選 択 す る こ と が で き る 。 こ の 選 択 は 、 他 の 種 の 分 子 と 交 差 反 応 す る 抗 体 を 取
り 除 く こ と に よ っ て 実 施 し う る 。 特 定 の 抗 体 に 対 し て 特 異 的 に 免 疫 反 応 性 で あ る 抗 体 の 選
択 に は 、 種 々 の 形 式 の イ ム ノ ア ッ セ イ を 用 い う る 。 例 え ば 、 あ る タ ン パ ク 質 に 対 し て 免 疫
反 応 性 で あ る 抗 体 の 選 択 に は 、 固 相 ELISAイ ム ノ ア ッ セ イ が ル ー チ ン 的 に 用 い ら れ る （ 特
異 的 な 免 疫 反 応 性 の 決 定 に 用 い う る イ ム ノ ア ッ セ イ の 形 式 お よ び 条 件 に 関 す る 説 明 に つ い
て は 、 例 え ば 、 Harlow and Lane, 「 抗 体 実 験 マ ニ ュ ア ル （ Antibody Laboratory Manual
） 」 （ 1988） を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 「 腫 瘍 細 胞 」 と は 、 腫 瘍 内 の 前 癌 細 胞 、 癌 細 胞 お よ び 正 常 細 胞 の こ と を 指 す 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 「 癌 細 胞 」 「 形 質 転 換 」 細 胞 ま た は 組 織 培 養 物 に お け る 「 形 質 転 換 」 と は 、 自 然 発 生 的
ま た は 誘 導 さ れ た 表 現 型 変 化 の こ と を 指 し 、 こ れ は 必 ず し も 新 た な 遺 伝 物 質 の 取 り 込 み を
必 要 と は し な い 。 形 質 転 換 は 形 質 転 換 性 ウ イ ル ス に よ る 感 染 お よ び 新 た な ゲ ノ ム DNAの 組
み 入 れ 、 ま た は 外 因 性 DNAの 取 り 込 み に よ っ て 生 じ う る が 、 こ れ は 自 然 発 生 的 に 生 じ る こ
と 、 ま た は 発 癌 物 質 へ の 曝 露 後 に そ れ に よ っ て 内 因 性 遺 伝 子 が 変 異 し て 生 じ る こ と も あ る
。 本 発 明 に お け る 形 質 転 換 は 一 般 に 、 Wntお よ び ／ ま た は Frizzledタ ン パ ク 質 の 過 剰 発 現
を 伴 う 。 形 質 転 換 に は 、 細 胞 の 不 死 化 、 増 殖 制 御 異 常 、 非 形 態 上 の 変 化 、 お よ び ／ ま た は
悪 性 化 な ど の 他 の 表 現 型 変 化 が 伴 う （ Freshney, 「 動 物 細 胞 の 培 養 、 基 本 的 技 法 の マ ニ ュ
ア ル （ Culture of Animal Cells a Manual of Basic Technique） 」 （ 3rd ed. 1994） を
参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ０ ５ ２ 】

　 本 発 明 は 、 Wnt-Fzシ グ ナ ル 伝 達 経 路 が 発 癌 に お い て 役 割 を 果 た す と い う 発 見 に 基 づ く 。
癌 に お け る Wntタ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル は 往 々 に し て 高 い こ と が 知 ら れ て い る 。 し か し 、
癌 に お け る 細 胞 死 機 構 の Wnt-Fzシ グ ナ ル 伝 達 に よ る 改 変 に 関 し て は ほ と ん ど わ か っ て い な
い 。 本 開 示 は 、 Wntシ グ ナ ル 伝 達 の 抑 制 物 質 が 、 さ ま ざ ま な 癌 細 胞 に お い て 明 ら か な ア ポ
ト ー シ ス を 誘 導 し う る と い う 証 拠 を 提 供 す る 。 本 発 明 は 、 Wnt-Fzシ グ ナ ル 伝 達 が 癌 細 胞 の
増 殖 ま た は 生 存 に 影 響 を 及 ぼ す あ ら ゆ る 癌 に 対 し て 有 用 で あ る 。 本 発 明 は 、 乳 癌 、 大 腸 癌
、 肺 癌 、 肉 腫 、 中 皮 腫 、 前 立 腺 癌 、 膵 癌 、 子 宮 頸 部 癌 、 卵 巣 癌 、 胃 癌 、 食 道 癌 、 頭 頸 部 癌
、 肝 細 胞 癌 、 黒 色 腫 、 神 経 膠 腫 ま た は 神 経 膠 芽 腫 な ど の 癌 を 治 療 す る 目 的 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
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　 Wntシ グ ナ ル 伝 達 の 阻 止 は 、 Wnt-Fz経 路 の 下 流 構 成 要 素 、 特 に Dishevelled（ Dvl） お よ
び β -カ テ ニ ン の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を も た ら す こ と が 本 明 細 書 に お い て 示 さ れ る 。
本 明 細 書 に 提 供 す る 証 拠 は ま た 、 抗 体 に よ り 誘 導 さ れ る ア ポ ト ー シ ス が JNKの 活 性 化 に よ
っ て 起 こ り 、 Smac／ Diabloお よ び シ ト ク ロ ム Cが ミ ト コ ン ド リ ア か ら サ イ ト ゾ ル に 放 出 さ
れ る こ と も 示 し て い る 。 シ ト ク ロ ム Cは 、 ア ポ ト ー シ ス の 抑 制 因 子 で あ る サ ー ビ ニ ン （ sur
vinin） を 不 活 性 化 し 、 カ ス パ ー ゼ の 活 性 化 を も た ら す 。 本 開 示 は さ ら に 、 モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 Wnt-1抗 体 が イ ン ビ ボ で の 腫 瘍 の 増 殖 を 抑 制 し う る と い う 証 拠 も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】

　 以 上 に 指 摘 し た よ う に 、 本 発 明 は 、 癌 細 胞 に お け る Wntシ グ ナ ル 伝 達 を 抑 制 す る 方 法 を
提 供 す る 。 本 発 明 の い く つ か の 態 様 に お い て は 、 Wntリ ガ ン ド と Frizzled受 容 体 と の 結 合
を 阻 止 す る た め に 抗 体 が 用 い ら れ る 。 抗 体 は Wntタ ン パ ク 質 ま た は Frizzledタ ン パ ク 質 の
い ず れ に 対 し て 産 生 さ せ る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 調 製 す る 方 法 は 当 業 者 に 知 ら れ て い る （ 例 え ば 、 Coligan, 前 記
； お よ び Harlow & Lane, 前 記 ） 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 例 え ば 、 免 疫 化 物 質 、 お よ び
必 要 に 応 じ て ア ジ ュ バ ン ト の 、 1回 ま た は 複 数 回 の 注 射 に よ り 、 哺 乳 動 物 に 産 生 さ せ る こ
と が で き る 。 一 般 に 、 免 疫 化 物 質 お よ び ／ ま た は ア ジ ュ バ ン ト は 、 多 回 の 皮 下 注 射 ま た は
腹 腔 内 注 射 に よ り 、 哺 乳 動 物 に 注 射 さ れ る と 考 え ら れ る 。 免 疫 化 物 質 に は 、 図 面 の 核 酸 も
し く は そ の 断 片 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 、 ま た は そ の 融 合 タ ン パ ク 質 が 含 ま れ う
る 。 免 疫 化 物 質 を 、 免 疫 処 置 を 行 お う と す る 哺 乳 動 物 に お い て 免 疫 原 性 が あ る こ と が 知 ら
れ て い る タ ン パ ク 質 と 結 合 さ せ る こ と が 有 用 な こ と が あ る 。 こ の よ う な 免 疫 原 性 タ ン パ ク
質 の 例 に は 、 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン 、 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ウ シ チ ロ グ ロ ブ リ ン
お よ び ダ イ ズ ト リ プ シ ン イ ン ヒ ビ タ ー が 含 ま れ る 。 用 い う る ア ジ ュ バ ン ト の 例 に は 、 フ ロ
イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト お よ び MPL-TDMア ジ ュ バ ン ト （ モ ノ ホ ス ホ リ ル リ ピ ド A、 合 成 ト レ
ハ ロ ー ス ジ コ リ ノ ミ コ レ ー ト （ trehalose dicorynomycolate） ） が 含 ま れ る 。 免 疫 処 置 プ
ロ ト コ ー ル は 、 当 業 者 に よ り 、 必 要 以 上 の 実 験 を 行 う こ と な く 選 択 さ れ う る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 ま た は 、 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て も よ い 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 Kohler &
 Milstein, Nature 256: 495 (1975)に よ っ て 記 載 さ れ た よ う な ハ イ ブ リ ド ー マ 法 を 用 い
て 調 製 す る こ と が で き る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 法 に お い て は 、 マ ウ ス 、 ハ ム ス タ ー ま た は 他 の
適 切 な 宿 主 動 物 に 対 し て 通 常 、 免 疫 化 物 質 に よ る 免 疫 処 置 を 行 っ て 、 免 疫 化 物 質 と 特 異 的
に 結 合 す る 抗 体 を 産 生 す る 、 ま た は 産 生 し う る リ ン パ 球 を 誘 発 さ せ る 。 ま た は 、 リ ン パ 球
を イ ン ビ ト ロ で 免 疫 感 作 さ せ て も よ い 。 免 疫 化 物 質 は 通 常 、 表 1～ 16の 核 酸 も し く は そ の
断 片 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の 融 合 タ ン パ ク 質 を 含 む と 考 え ら れ る
。 一 般 に 、 ヒ ト 由 来 の 細 胞 が 求 め ら れ る 場 合 に は 末 梢 血 リ ン パ 球 （ 「 PBL」 ） が 用 い ら れ
、 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 由 来 の も の が 求 め ら れ る 場 合 に は 脾 細 胞 ま た は リ ン パ 節 細 胞 が 用 い ら れ
る 。 続 い て リ ン パ 球 を 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル な ど の 適 し た 融 合 物 質 を 用 い て 不 死 化 細
胞 株 と 融 合 さ せ 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 形 成 さ せ る （ Goding, 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ： 原
理 お よ び 実 践 （ Monoclonal Antibodies: Principles and Practice） 」 、 pp. 59-103 (19
86)） 。 不 死 化 細 胞 株 は 通 常 、 形 質 転 換 さ れ た 哺 乳 動 物 細 胞 、 特 に 齧 歯 類 、 ウ シ お よ び ヒ
ト 由 来 の 骨 髄 腫 細 胞 で あ る 。 通 常 、 ラ ッ ト ま た は マ ウ ス の 骨 髄 腫 細 胞 株 を 用 い る 。 ハ イ ブ
リ ド ー マ 細 胞 は 、 融 合 し て い な い 不 死 化 細 胞 の 増 殖 ま た は 生 存 を 抑 制 す る 1つ ま た は 複 数
の 物 質 を 好 ま し く は 含 む 適 し た 培 地 中 で 培 養 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 親 細 胞 が 酵 素 ヒ
ポ キ サ ン チ ン グ ア ニ ン ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ HGPRTま た は HPRT） を 有 し な
い 場 合 に は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 用 の 培 地 は ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 ア ミ ノ プ テ リ ン お よ び チ ミ ジ ン
を 含 む こ と が 一 般 的 で あ り （ 「 HAT培 地 」 ） 、 こ れ ら の 物 質 は HGPRT欠 損 細 胞 の 増 殖 を 妨 げ
る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 用 い ら れ る 。 1つ の 好 ま し い 態 様 は
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、 実 施 例 11に 記 載 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 同 じ エ ピ ト ー プ を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
で あ る 。 特 定 の 抗 体 が 別 の 抗 体 と 同 じ エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 能 力 は 一 般 に 、 一 方 の 抗 体 が
第 2の 抗 体 と 抗 原 と の 結 合 を 競 合 的 に 阻 害 す る 能 力 に よ っ て 決 定 さ れ る 。 同 じ 抗 原 に 対 す
る 2種 類 の 抗 体 間 の 競 合 を 測 定 す る た め に は 、 さ ま ざ ま な 競 合 結 合 ア ッ セ イ の う ち 任 意 の
も の を 用 い う る 。 例 え ば 、 サ ン ド イ ッ チ ELISAア ッ セ イ を こ の 目 的 に 用 い る こ と が で き る
。 こ れ は 、 捕 捉 抗 体 を 用 い て ウ ェ ル の 表 面 を 覆 う こ と に よ っ て 行 わ れ る 。 続 い て 、 飽 和 に
近 い 濃 度 の タ グ 標 識 抗 原 を 捕 捉 表 面 に 対 し て 添 加 す る 。 こ の タ ン パ ク 質 は 、 特 異 的 な 抗 体
： エ ピ ト ー プ 相 互 作 用 に よ っ て 抗 体 と 結 合 す る と 考 え ら れ る 。 洗 浄 の 後 に 、 検 出 可 能 な 部
分 （ 例 え ば 、 HRP、 検 出 抗 体 と し て 定 義 さ れ る 標 識 抗 体 を 伴 う ） を 機 能 的 に 結 合 さ せ た 第 2
の 抗 体 を ELISAに 添 加 す る 。 こ の 抗 体 が 捕 捉 抗 体 と 同 じ エ ピ ト ー プ を 認 識 す る な ら ば 、 そ
の 特 定 の エ ピ ト ー プ は も は や 結 合 に 使 用 で き な い た め 、 そ れ は 標 的 タ ン パ ク 質 と 結 合 で き
な い と 考 え ら れ る 。 し か し 、 こ の 第 2の 抗 体 が 標 的 タ ン パ ク 質 上 の 異 な る エ ピ ト ー プ を 認
識 す る な ら ば 、 そ れ は 結 合 可 能 で あ り 、 妥 当 な 基 質 を 用 い て 活 性 の レ ベ ル （ お よ び そ れ 故
に 、 結 合 し た 抗 体 ） を 定 量 す る こ と に よ り 、 こ の 結 合 を 検 出 す る こ と が で き る 。 バ ッ ク グ
ラ ウ ン ド は 単 一 の 抗 体 を 捕 捉 抗 体 お よ び 検 出 抗 体 の 両 方 と し て 用 い る こ と に よ っ て 定 義 さ
れ 、 最 大 シ グ ナ ル は 抗 原 特 異 的 抗 体 を 用 い た 捕 捉 お よ び 抗 原 上 の タ グ 標 識 に 対 す る 抗 体 を
用 い た 検 出 に よ っ て 確 か め る こ と が で き る 。 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド お よ び 最 大 シ グ ナ ル を 基 準
と し て 用 い る こ と に よ り 、 エ ピ ト ー プ 特 異 性 を 決 定 す る た め に 抗 体 を 対 形 式 で 評 価 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 第 1の 抗 体 は 、 上 記 の ア ッ セ イ の 任 意 の も の を 用 い て 、 第 2の 抗 体 と 抗 原 と の 結 合 が 、 第
1の 抗 体 の 存 在 下 で 少 な く と も 30％ 、 通 常 は 少 な く と も 約 40％ 、 50％ 、 60％ ま た は 75％ 、
し ば し ば 少 な く と も 約 90％ 低 下 す る な ら ば 、 第 2の 抗 体 の 結 合 を 競 合 的 に 阻 害 す る と み な
さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 Wnt抗 体 は 、 ヒ ト Wnt-1の ア ミ ノ 酸
201～ 212（ HNNEAGRTTVFS） 、 ヒ ト Wnt-1の ア ミ ノ 酸 39～ 52（ NVASSTNLLTDSKS） 、 ま た は ヒ
ト Wnt-2の ア ミ ノ 酸 49～ 63（ SSQRQLCHRHPDVMR） と 結 合 す る 。 例 え ば 、 こ の よ う な モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 が 、 図 7に 示 さ れ た VＨ 鎖 お よ び VＬ 鎖 を 有 す る 抗 体 の 結 合 特 異 性 （ す な わ ち 、
こ の 文 脈 で は 、 同 じ CDRま た は 実 質 的 に 同 じ CDR） を 有 し て も よ い 。 こ の た め 、 本 発 明 の 抗
体 は 、 図 7に 示 さ れ た VＨ 配 列 ま た は VＬ 配 列 に 示 さ れ た CDRを 含 ん で も よ く 、 さ ら に 、 そ の
VＨ 配 列 ま た は VＬ 配 列 に 対 し て 少 な く と も 80％ の 同 一 性 、 好 ま し く は 85％ 、 90％ ま た は 95
％ の 同 一 性 を 有 し て も よ い 。 例 え ば 、 特 定 の 態 様 に お い て 、 抗 体 は 図 7の VＨ 配 列 お よ び V

Ｌ 配 列 の CDRな ら び に ヒ ト フ レ ー ム ワ ー ク 配 列 を 含 み う る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 Wntタ ン パ ク 質 ま た は Frizzledタ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 は キ
メ ラ 抗 体 ま た は ヒ ト 化 抗 体 で あ る 。 上 に 述 べ た よ う に 、 ヒ ト 化 型 の 抗 体 は 、 ヒ ト 抗 体 の 相
補 性 決 定 領 域 （ CDR） 由 来 の 残 基 が 、 所 望 の 特 異 性 、 親 和 性 お よ び 能 力 を 有 す る マ ウ ス 、
ラ ッ ト ま た は ウ サ ギ な ど の 非 ヒ ト 種 の CDR由 来 の 残 基 に よ っ て 置 き 換 え ら れ た キ メ ラ 免 疫
グ ロ ブ リ ン で あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 ヒ ト 抗 体 は 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー （ Hoogenboom & Winter, J. Mol. Bio
l. 227: 381 (1991)； Marks et al., J. Mol. Biol. 222: 581 (1991)） を 含 む 、 当 技 術
分 野 で 知 ら れ た さ ま ざ ま な 技 法 を 用 い て 作 製 す る こ と が で き る 。 Coleら お よ び Boernerら
の 技 法 も ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製 に 利 用 可 能 で あ る （ Cole et al., 「 モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 お よ び 癌 療 法 （ Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy） 」 、 p. 77 (1985)
 お よ び Boerner et al., J. Immunol. 147(1): 86-95 (1991)） 。 同 様 に 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ
ブ リ ン 遺 伝 子 座 を 、 内 因 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 が 部 分 的 ま た は 完 全 に 不 活 性 化 さ れ た ト
ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 、 例 え ば マ ウ ス に 導 入 す る こ と に よ っ て ヒ ト 抗 体 を 作 製 す る こ と も
で き る 。 抗 原 に 曝 露 さ せ る と ヒ ト 抗 体 の 産 生 が 観 察 さ れ る が 、 こ れ は 遺 伝 子 再 配 列 、 構 成
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お よ び 抗 体 レ パ ー ト リ ー を 含 む あ ら ゆ る 面 で 、 ヒ ト に お い て 認 め ら れ る も の と 非 常 に 類 似
し て い る 。 こ の ア プ ロ ー チ は 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,545,807号 ； 第 5,545,806号 ； 第 5,569,
825号 ； 第 5,625,126号 ； 第 5,633,425号 ； 第 5,661,016号 、 お よ び 以 下 の 科 学 刊 行 物 に 記 載
さ れ て い る ： Marks et al., Bio/Technology 10: 779783 (1992)； Lonberg et al., Natu
re 368: 856-859 (1994)； Morrison, Nature 368: 812-13 (1994)； Fishwild et al., Na
ture Biotechnology 14: 845-51 (1996)； Neuberger, Nature Biotechnology 14: 826 (1
996)； Lonberg & Huszar, Intern. Rev. Immunol. 13: 65-93 (1995) 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 抗 体 は 一 本 鎖 Fv（ scFv） で あ る 。 scFv抗 体 の VH領 域 お よ び VL
領 域 は 、 二 本 鎖 抗 体 に 認 め ら れ る も の と 類 似 し た 抗 原 結 合 部 位 が 生 じ る よ う に フ ォ ー ル デ
ィ ン グ し た 一 本 鎖 を 構 成 す る 。 い っ た ん フ ォ ー ル デ ィ ン グ が 起 こ る と 、 非 共 有 的 な 相 互 作
用 に よ っ て 一 本 鎖 抗 体 が 安 定 化 さ れ る 。 い く つ か の 抗 体 態 様 の VH領 域 お よ び VL領 域 は 直 接
連 結 さ れ う る が 、 当 業 者 は こ れ ら の 領 域 を 1つ ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 か ら な る ペ プ チ ド リ
ン カ ー に よ っ て 隔 て て も よ い こ と を 認 識 し て い る と 考 え ら れ る 。 ペ プ チ ド リ ン カ ー お よ び
そ れ ら の 用 法 は 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ る 。 例 え ば 、 Huston et al., Proc. Nat'1 Acad. S
ci. USA 8: 5879 (1988)； Bird et al., Science 242: 4236 (1988)； Glockshuber et al
., Biochemistry 29: 1362 (1990)； 米 国 特 許 第 4,946,778号 、 米 国 特 許 第 5,132,405号 、
お よ び Stemmer et al., Biotechniques 14: 256-265 (1993)を 参 照 さ れ た い 。 一 般 に 、 ペ
プ チ ド リ ン カ ー は そ れ ら の 連 結 と 連 結 す る こ と 、 ま た は VHと VLと の 間 に あ る 程 度 の 最 小 限
の 距 離 も し く は 他 の 空 間 的 関 係 を 保 つ こ と 以 外 に は 、 特 別 な 生 物 活 性 を 有 し な い と 考 え ら
れ る 。 し か し 、 ペ プ チ ド リ ン カ ー の 構 成 要 素 で あ る ア ミ ノ 酸 を 、 分 子 の あ る 種 の 性 質 、 例
え ば フ ォ ー ル デ ィ ン グ 、 実 効 電 荷 ま た は 疎 水 性 な ど に 影 響 を 及 ぼ す よ う に 選 択 し て も よ い
。 一 本 鎖 Fv（ scFv） 抗 体 は 選 択 的 に 、 50ア ミ ノ 酸 長 以 下 、 一 般 に 40ア ミ ノ 酸 長 以 下 、 好 ま
し く は 30ア ミ ノ 酸 長 以 下 、 よ り 好 ま し く は 20ア ミ ノ 酸 長 以 下 の ペ プ チ ド リ ン カ ー を 含 む 。
い く つ か の 態 様 に お い て 、 ペ プ チ ド リ ン カ ー は 配 列 Gly-Gly-Gly-Gly-Serの コ ン カ テ マ ー
で あ り 、 好 ま し く は こ の よ う な 配 列 が 2つ 、 3つ 、 4つ 、 5つ ま た は 6つ 連 結 し た も の で あ る
。 し か し 、 リ ン カ ー 内 部 に い く つ か の ア ミ ノ 酸 置 換 を 作 製 し う る こ と は 理 解 さ れ る 必 要 が
あ る 。 例 え ば 、 バ リ ン を グ リ シ ン の 代 わ り に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 scFv抗 体 の 作 製 方 法 は 記 載 さ れ て い る 。 Huse et al., 前 記 ； Ward et al. 前 記 ； お よ
び Vaughan et al., 前 記 を 参 照 さ れ た い 。 簡 潔 に 述 べ る と 、 免 疫 処 置 を 行 っ た 動 物 由 来 の
B細 胞 か ら mRNAを 単 離 し 、 cDNAを 調 製 す る 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の 可 変 領 域
に 対 し て 特 異 的 な プ ラ イ マ ー を 用 い て cDNAを 増 幅 す る 。 PCR産 物 を 精 製 し 、 核 酸 配 列 を 連
結 す る 。 リ ン カ ー ペ プ チ ド が 望 ま れ る 場 合 に は 、 そ の ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 重
鎖 核 酸 配 列 と 軽 鎖 核 酸 配 列 と の 間 に 挿 入 す る 。 scFvを コ ー ド す る 核 酸 を ベ ク タ ー に 挿 入 し
、 適 切 な 宿 主 細 胞 に お い て 発 現 さ せ る 。 所 望 の 抗 原 と 特 異 的 に 結 合 す る scFvは 通 常 、 フ ァ
ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー の パ ニ ン グ に よ っ て 見 い だ さ れ る 。 パ ニ ン グ は い く つ か の
方 法 の う ち 任 意 の も の に よ っ て 実 施 し う る 。 パ ニ ン グ は 、 所 望 の 抗 原 を 表 面 に 発 現 し て い
る 細 胞 を 用 い て 、 ま た は 所 望 の 抗 原 を コ ー テ ィ ン グ し た 固 体 表 面 を 用 い て 、 首 尾 良 く 行 う
こ と が で き る 。 表 面 は 磁 気 ビ ー ズ で あ る と 好 都 合 で あ る 。 結 合 し な か っ た フ ァ ー ジ を 固 体
表 面 か ら 洗 い 流 し 、 結 合 し た フ ァ ー ジ を 溶 出 さ せ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 選 択 し た パ ニ ン グ 法 に か か わ ら ず 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ に よ っ て 得 ら れ る 遺 伝 子 型 と
表 現 型 と の 間 の 物 理 的 つ な が り に よ り 、 ク ロ ー ン の 大 規 模 ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い る 場 合 で あ
っ て も 、 cDNAラ イ ブ ラ リ ー の す べ て の メ ン バ ー を 抗 原 と の 結 合 に 関 し て 調 べ る こ と が 可 能
と な る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 抗 体 は 二 重 特 異 性 抗 体 で あ る 。 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 少 な く と
も 2種 類 の 抗 原 に 対 す る 結 合 特 異 性 を 有 す る か 、 ま た は 同 一 の 抗 原 の 2つ の エ ピ ト ー プ に 対
す る 結 合 特 異 性 を 有 す る 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 好 ま し く は ヒ ト 抗 体 ま た は ヒ ト 化 抗 体 で
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あ る 。 1つ の 態 様 に お い て 、 結 合 特 異 性 の 一 方 は Wntタ ン パ ク 質 ま た は Frizzledタ ン パ ク 質
に 対 す る も の で あ り 、 も う 一 方 は 別 の 癌 抗 原 に 対 す る も の で あ る 。 ま た は 、 テ ト ラ マ ー 型
技 術 に よ っ て 多 価 試 薬 を 作 製 し て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て は 、 抗 体 を エ フ ェ ク タ ー 部 分 と 結 合 さ せ る 。 エ フ ェ ク タ ー 部 分
は 、 放 射 性 標 識 も し く は 蛍 光 標 識 な ど の 標 識 性 部 分 を 含 む 任 意 の さ ま ざ ま な 分 子 で あ っ て
も よ く 、 ま た は 治 療 用 部 分 で あ っ て も よ い 。 エ フ ェ ク タ ー 部 分 が 治 療 用 部 分 で あ る 場 合 に
は 、 そ れ は 細 胞 毒 性 物 質 で あ る こ と が 典 型 的 で あ る 。 本 方 法 に お い て は 、 癌 細 胞 に 対 す る
細 胞 毒 性 物 質 の タ ー ゲ テ ィ ン グ に よ り 、 標 的 細 胞 の 直 接 的 な 死 滅 が 引 き 起 こ さ れ る 。 こ の
態 様 は 一 般 に 、 Frizzled受 容 体 に 対 す る 抗 体 を 用 い て 行 わ れ る 。 細 胞 毒 性 物 質 は 数 多 く さ
ま ざ ま な も の が あ り 、 こ れ に は 細 胞 毒 性 薬 も し く は 毒 素 ま た は こ の よ う な 毒 素 の 活 性 断 片
が 非 制 限 的 に 含 ま れ る 。 適 し た 毒 素 お よ び そ れ ら に 対 応 す る 断 片 に は 、 ジ フ テ リ ア A鎖 、
エ キ ソ ト キ シ ン A鎖 、 リ シ ン A鎖 、 ア ブ リ ン A鎖 、 ク ル シ ン 、 ク ロ チ ン （ crotin） 、 フ ェ ノ
マ イ シ ン （ phenomycin） 、 エ ノ マ イ シ ン （ enomycin） 、 オ ー リ ス タ チ ン （ auristatin） な
ど が 含 ま れ る 。 細 胞 毒 性 物 質 に は ま た 、 放 射 性 同 位 体 を Wntタ ン パ ク 質 も し く は Frizzled
タ ン パ ク 質 に 対 し て 産 生 さ れ た 抗 体 と 結 合 さ せ る こ と に よ っ て 、 ま た は 放 射 性 核 種 を 、 抗
体 と 共 有 結 合 さ せ た キ レ ー ト 剤 と 結 合 さ せ る こ と に よ っ て 作 製 さ れ た 放 射 性 化 学 物 質 も 含
ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】

　 標 的 抗 原 に 対 す る 結 合 親 和 性 は 一 般 に 、 Biacore競 合 ア ッ セ イ 、 飽 和 ア ッ セ イ 、 ま た は E
LISAも し く は RIAな ど の イ ム ノ ア ッ セ イ と い っ た 、 標 準 的 な 抗 体 抗 原 ア ッ セ イ に よ っ て 測
定 お よ び 決 定 が 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 こ の よ う な ア ッ セ イ は 、 抗 体 の 解 離 定 数 を 決 定 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 「 解 離
定 数 」 と い う 語 句 は 、 抗 体 の 抗 原 に 対 す る 親 和 性 の こ と を 指 す 。 抗 体 の 解 離 定 数 （ KＤ ＝ 1
／ K、 こ こ で Kは 親 和 定 数 で あ る ） が 1μ M未 満 、 好 ま し く は 100nM未 満 、 最 も 好 ま し く は 0.1
nM未 満 で あ れ ば 、 抗 体 と 抗 原 と の 間 に 結 合 の 特 異 性 が 存 在 す る 。 抗 体 分 子 の KＤ は 低 い 範
囲 に あ る こ と が 一 般 的 で あ る 。 KＤ ＝ [Ab－ Ag]/（ Aberle et al., EMBO Journal, 16: 379
7-3804 (1997)） 、 こ こ で （ Aberle et al., EMBO Journal, 16: 3797-3804 (1997)） は 抗
体 の 平 衡 状 態 で の 濃 度 、 （ Aberle et al., EMBO Journal, 16: 3797-3804 (1997)） は 抗
原 の 平 衡 状 態 で の 濃 度 で あ り 、 ［ Ab-Ag］ は 抗 体 抗 原 複 合 体 の 平 衡 状 態 で の 濃 度 で あ る 。
一 般 に 、 抗 原 と 抗 体 と の 間 の 結 合 相 互 作 用 に は 、 静 電 引 力 、 フ ァ ン デ ル ワ ー ル ス 力 お よ び
水 素 結 合 と い っ た 可 逆 的 な 非 共 有 的 会 合 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は Wntタ ン パ ク 質 ま た は Frizzledタ ン パ ク 質 と 特 異 的 に 結 合 す る 。 「 特 異
的 に 結 合 す る 」 と は 、 本 明 細 書 に お い て 、 抗 体 が 、 少 な く と も 約 0.1mM、 よ り 一 般 的 に は
少 な く と も 約 1μ M、 好 ま し く は 少 な く と も 約 0.1μ Mま た は そ れ 未 満 、 最 も 好 ま し く は 0.01
Mま た は そ れ 未 満 の KＤ で タ ン パ ク 質 と 結 合 す る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】

　 本 発 明 は ま た 、 Wntま た は Frizzledの 過 剰 発 現 を 検 出 す る た め の 診 断 ア ッ セ イ も 提 供 す
る 。 上 述 し た よ う に 、 こ れ ら の 遺 伝 子 の 過 剰 発 現 を 癌 細 胞 の 診 断 の た め に 利 用 す る こ と が
で き る 。 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 目 的 の Wnt遺 伝 子 ま た は Frizzled遺 伝 子 の 活 性 を 、 遺
伝 子 転 写 物 （ 例 え ば 、 mRNA） の 指 標 に よ り 、 翻 訳 さ れ た タ ン パ ク 質 の 量 の 指 標 に よ り 、 ま
た は 遺 伝 子 産 物 活 性 の 指 標 に よ っ て 決 定 す る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 用 い る 遺 伝 子 転 写 物 （ mRNAま た は cDNA） の 検 出 お よ び ／
ま た は 定 量 の 方 法 は 当 業 者 に 知 ら れ て い る 。 例 え ば 、 mRNAの 存 在 、 欠 如 ま た は 量 を 評 価 す
る た め の 1つ の 方 法 は 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト ト ラ ン ス フ ァ ー を 伴 う 。
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【 ０ ０ ７ ２ 】
　 プ ロ ー ブ は タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 完 全 長 の 核 酸 で も よ く 、 完 全 長 に 満 た な い も の で も
よ い 。 比 較 的 短 い プ ロ ー ブ が 経 験 的 に 特 異 性 に 関 し て 検 討 さ れ て い る 。 核 酸 プ ロ ー ブ は 20
塩 基 長 ま た は そ れ よ り も 長 い こ と が 好 ま し い 。 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 部 分 の 可 視 化 に よ り 、
mRNAの 有 無 に 関 す る 定 性 的 判 定 が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 も う 1つ の 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 転 写 物 （ 例 え ば 、 mRNA） を 、 DNAの コ ピ ー 数 の 直 接
評 価 に 関 し て 上 述 し た よ う な 増 幅 （ 例 え ば 、 PCR） に 基 づ く 方 法 を 用 い て 測 定 す る こ と が
で き る 。 1つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 転 写 物 レ ベ ル は 逆 転 写 PCR（ RT-PCR） を 用 い て 評 価
さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 Wnt遺 伝 子 ま た は Frizzled遺 伝 子 の 「 活 性 」 を 、 発 現 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 検 出 ま た は
定 量 に よ っ て 検 出 お よ び ／ ま た は 定 量 す る こ と も 可 能 で あ る 。 ポ リ ペ プ チ ド の 検 出 お よ び
定 量 は 、 当 業 者 に 周 知 の さ ま ざ ま な 手 段 の う ち 任 意 の も の に よ っ て 行 い う る 。 こ れ ら に は
、 電 気 泳 動 、 キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 、 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ HPLC） 、 薄 層 ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー （ TLC） 、 高 拡 散 （ hyperdiffusion） ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど の 生 化 学 的 分
析 方 法 が 含 ま れ う る 。 ま た 、 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 の 配 列 を 、 多 型 を 同 定 す る た め に 標 準
的 な 技 法 に 従 っ て 決 定 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 よ く 知 ら れ た さ ま ざ ま な 免 疫 学 的 結 合 ア ッ セ イ の 任 意 の も の を 用 い て 、 本 発 明 の 抗 体 を
、 Wntタ ン パ ク 質 も し く は Frizzledタ ン パ ク 質 、 ま た は そ れ ら を 発 現 す る 細 胞 を 検 出 す る
た め に 用 い る こ と も で き る （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 4,366,241号 ； 第 4,376,110号 ； 第 4,517,
288号 ； お よ び 第 4,837,168号 ） 。 一 般 的 な イ ム ノ ア ッ セ イ の 総 説 に つ い て は 、 Methods in
 Cell Biology, Vol. 37, Asai, ed. Academic Press, Inc. New York (1993)； 「 基 礎 免
疫 学 お よ び 臨 床 免 疫 学 （ Basic and Clinical Immunology） 」 7th Edition, Stites & Ter
r, eds. (1991)を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 Wntタ ン パ ク 質 ま た は Frizzledタ ン パ ク 質 を 過 剰 発 現 す る 細 胞
を 検 出 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 1つ の 方 法 に お い て は 、 対 象 に 対 し て 生 検 を 行 い 、 収
集 し た 組 織 を イ ン ビ ト ロ で 検 査 す る 。 続 い て 組 織 ま た は 組 織 由 来 の 細 胞 を 、 本 発 明 の 抗 Wn
t抗 体 ま た は 抗 Frizzled抗 体 と 接 触 さ せ る 。 免 疫 複 合 体 が そ の 結 果 生 じ れ ば 、 生 検 試 料 に
標 的 タ ン パ ク 質 が 存 在 す る こ と を 意 味 す る 。 こ の よ う な 検 出 を 容 易 に す る た め に 、 抗 体 を
放 射 標 識 す る こ と 、 ま た は 放 射 性 標 識 な ど の 検 出 可 能 な 標 識 で あ る エ フ ェ ク タ ー 分 子 と 結
合 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。 も う 1つ の 方 法 で は 、 典 型 的 な 画 像 化 シ ス テ ム を 用 い て 細 胞
を イ ン ビ ボ で 検 出 す る こ と が で き る 。 続 い て 、 標 識 の 局 在 を 、 標 識 を 検 出 す る た め の 既 知
の 方 法 の 任 意 の も の に よ っ て 決 定 す る 。 診 断 用 画 像 を 描 出 す る た め の 従 来 の 方 法 を 用 い る
こ と が で き る 。 例 え ば 、 MRIの 目 的 に は 常 磁 性 同 位 体 を 用 い う る 。 抗 体 の 内 部 取 り 込 み は
、 細 胞 外 酵 素 環 境 に よ る 除 去 と 循 環 系 に よ る 排 出 の 両 方 を 受 け る と 考 え ら れ る 細 胞 外 結 合
に よ っ て 得 ら れ る よ り も 、 生 物 体 内 で の そ の 寿 命 を 延 長 さ せ る た め に 重 要 と 考 え ら れ る 、
【 ０ ０ ７ ７ 】

　 Wntタ ン パ ク 質 ま た は Frizzledタ ン パ ク 質 （ ま た は そ れ ら を 発 現 す る 細 胞 ） ま た は Wntシ
グ ナ ル 伝 達 経 路 の メ ン バ ー 、 例 え ば dvlを 、 Wntシ グ ナ ル 伝 達 を 抑 制 す る た め の 作 用 物 質 を
同 定 す る た め の 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に 用 い る こ と も で き る 。 本 発 明 は し た が っ て
、 癌 を 抑 制 す る 組 成 物 に 関 す る ス ク リ ー ニ ン グ の た め の 新 規 な 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 Wntシ グ ナ ル 伝 達 経 路 の い ず れ か の 部 分 を 検 出 お よ び ／ ま た は 定 量 す る よ う に 、 Wntシ グ
ナ ル 伝 達 に 関 す る ア ッ セ イ を デ ザ イ ン す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 標 的 細 胞 に お い て 作 用
物 質 が 細 胞 内 β -カ テ ニ ン レ ベ ル に 影 響 を 及 ぼ す 能 力 、 ま た は ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る 能
力 を 測 定 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 目 的 に 適 し た ア ッ セ イ を 以 下 に 述 べ る 。
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【 ０ ０ ７ ９ 】
　 ア ッ セ イ に は 、 Wntリ ガ ン ド 、 Frizzled受 容 体 、 ま た は Wntシ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド の 別
の メ ン バ ー 、 例 え ば dvlの い ず れ か に 対 す る 結 合 活 性 を 調 べ る よ う に デ ザ イ ン さ れ た も の
が 含 ま れ う る 。 こ れ ら の ア ッ セ イ は 、 Wnt活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る 作 用 物 質 の 同 定 に 特 に
有 用 で あ る 。 事 実 上 あ ら ゆ る 作 用 物 質 を こ の よ う な ア ッ セ イ で 調 べ る こ と が で き る 。 こ の
よ う な 作 用 物 質 に は 、 天 然 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 合 成 ポ リ ペ プ チ ド 、 抗 体 、 天 然 ま た は 合 成
性 の 有 機 低 分 子 、 核 酸 な ど が 非 制 限 的 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 上 述 し た よ う に 、 分 泌 性 Frizzled関 連 タ ン パ ク 質 （ sFRP） の フ ァ ミ リ ー は 、 分 泌 性 Wnt
リ ガ ン ド と の 結 合 に 関 し て Frizzled受 容 体 と 競 合 す る こ と に よ り 、 Wntシ グ ナ ル 伝 達 に 対
す る 可 溶 性 内 因 性 モ ジ ュ レ ー タ ー と し て 機 能 す る 。 し た が っ て 、 あ る 種 の 形 式 に お い て 、
被 験 物 質 は 、 Frizzled受 容 体 の 天 然 の リ ガ ン ド （ 例 え ば 、 Wntリ ガ ン ド ま た は sFRP） を ベ
ー ス と す る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 Wntシ グ ナ ル 伝 達 を 検 出 す る た め の ア ッ セ イ は い ず れ も ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン
グ の 対 象 と な る 。 ハ イ ス ル ー プ ッ ト ア ッ セ イ 、 結 合 ア ッ セ イ お よ び レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 ア ッ
セ イ は い ず れ も よ く 知 ら れ て い る 。 す な わ ち 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,559,410号 は タ ン パ
ク 質 に 関 す る ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 開 示 し て お り 、 米 国 特 許 第 5,585,63
9号 は 核 酸 結 合 に 関 す る ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 （ す な わ ち 、 ア レ イ に お け
る も の ） を 開 示 し て お り 、 一 方 、 米 国 特 許 第 5,576,220号 お よ び 第 5,541,061号 は リ ガ ン ド
／ 抗 体 結 合 に 関 す る ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 開 示 し て い る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 さ ら に 、 ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ シ ス テ ム は 市 販 も さ れ て い る （ 例 え ば 、 Zyma
rk Corp., Hopkinton, MA； Air Technical Industries, Mentor, OH； Beckman Instrumen
ts, Inc. Fullerton, CA； Precision Systems, Inc., Natick, MAな ど を 参 照 さ れ た い ）
。 こ れ ら の シ ス テ ム は 一 般 に 、 す べ て の 試 料 お よ び 試 薬 の ピ ペ ッ ト 操 作 、 液 体 の 調 合 、 時
間 指 定 さ れ た イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 、 な ら び に ア ッ セ イ に 適 し た 検 出 装 置 に お け る マ イ ク ロ
プ レ ー ト の 最 終 的 な 読 み 取 り を 含 む 全 手 順 を 自 動 化 し て い る 。 設 定 変 更 が 可 能 な こ れ ら の
シ ス テ ム は 、 ハ イ ス ル ー プ ッ ト 性 お よ び 迅 速 な 立 ち 上 げ 、 さ ら に は 高 度 の 柔 軟 性 お よ び カ
ス タ マ イ ズ 性 を も た ら す 。 こ の よ う な シ ス テ ム の 製 造 元 は 、 種 々 の ハ イ ス ル ー プ ッ ト シ ス
テ ム に 対 す る 詳 細 な プ ロ ト コ ー ル を 用 意 し て い る 。 例 え ば 、 Zymark Corp.は 、 遺 伝 子 転 写
、 リ ガ ン ド 結 合 な ど の モ ジ ュ レ ー シ ョ ン を 検 出 す る た め の ス ク リ ー ニ ン グ シ ス テ ム を 記 載
し た 技 術 報 告 書 を 用 意 し て い る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 本 発 明 に お い て 有 用 な 他 の ア ッ セ イ に は 、 癌 細 胞 の 腫 瘍 性 表 現 型 を 調 べ る た め に デ ザ イ
ン さ れ た も の が あ る 。 こ れ ら の ア ッ セ イ に は 、 軟 寒 天 上 で の 細 胞 増 殖 ； 足 場 依 存 性 ； 接 触
阻 止 お よ び 密 度 増 殖 制 限 ； 細 胞 増 殖 ； 細 胞 死 （ ア ポ ト ー シ ス ） ； 細 胞 形 質 転 換 ； 増 殖 因 子
ま た は 血 清 依 存 性 ； 腫 瘍 特 異 的 マ ー カ ー の レ ベ ル ； Matrigelへ の 侵 襲 性 ； イ ン ビ ボ で の 腫
瘍 増 殖 お よ び 転 移 ； 転 移 を 来 し て い る 細 胞 に お け る mRNAお よ び タ ン パ ク 質 の 発 現 、 な ら び
に 癌 細 胞 の 他 の 特 徴 、 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 被 験 物 質 が 細 胞 増 殖 を 抑 制 す る 能 力 を 、 被 験 物 を 疾 患 の 動 物 モ デ ル に 導 入 し て 、 イ ン ビ
ボ で の 癌 細 胞 の 増 殖 を 評 価 す る こ と に よ っ て 評 価 す る こ と も で き る 。 例 え ば 、 ヒ ト 腫 瘍 細
胞 を 「 ヌ ー ド マ ウ ス 」 な ど の 免 疫 不 全 動 物 に 導 入 す る こ と が で き る 。 被 験 物 質 （ 例 え ば 、
低 分 子 ま た は 抗 体 ） を そ の 動 物 に 投 与 し 、 腫 瘍 細 胞 が 腫 瘍 を 形 成 す る 能 力 ― 動 物 の 体 内 に
形 成 さ れ た 腫 瘍 の 数 お よ び ／ ま た は サ イ ズ に よ り 評 価 ― を 、 物 質 を 投 与 し て い な い 対 照 動
物 に お け る 腫 瘍 増 殖 と 比 較 す る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】

　 本 発 明 の 1つ の 面 に お い て 、 Wntシ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 抑 制 物 質 、 例 え ば Dvl抑 制 物 質 に は
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、 そ の 経 路 に お け る 標 的 タ ン パ ク 質 の 発 現 を 抑 制 す る 核 酸 配 列 が 含 ま れ う る 。 従 来 の ウ イ
ル ス 性 ま た は 非 ウ イ ル ス 性 の 遺 伝 子 導 入 法 を 用 い て 、 操 作 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば ド
ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ 型 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 を 、 哺 乳 動 物 細 胞 も し く は 標 的 組 織
に 導 入 す る こ と 、 ま た は 核 酸 、 例 え ば 標 的 タ ン パ ク 質 発 現 の 抑 制 物 質 （ siRNAま た は ア ン
チ セ ン ス RNA） を 導 入 す る こ と が で き る 。 非 ウ イ ル ス 性 ベ ク タ ー 送 達 シ ス テ ム に は 、 DNAプ
ラ ス ミ ド 、 裸 の 核 酸 、 お よ び リ ポ ソ ー ム な ど の 送 達 媒 体 と 複 合 体 を 形 成 し た 核 酸 が 含 ま れ
る 。 ウ イ ル ス 性 ベ ク タ ー 送 達 シ ス テ ム に は 、 細 胞 へ の 送 達 後 に エ ピ ソ ー ム 性 ゲ ノ ム ま た は
組 込 み 性 の ゲ ノ ム を 有 す る 、 DNAウ イ ル ス お よ び RNAウ イ ル ス が 含 ま れ る 。 遺 伝 子 治 療 手 順
の 総 説 に 関 し て は 、 Anderson, Science 256: 808-813 (1992)； Nabel & Felgner, TIB TE
CH 11: 211-217 (1993)； Mitani & Caskey, TIB TECH 11: 162-166 (1993)； Dillon, TIB
 TECH 11: 167-175 (1993)； Miller, Nature 357: 455460 (1992)； Van Brunt, Biotechn
ology 6(10): 1149-1154 (1988)； Vigne, Restorative Neurology and Neuroscience 8: 
35-36 (1995)； Kremer & Perricaudet, British Medical Bulletin 51(1): 31-44 (1995)
； Haddada et al., 「 微 生 物 学 お よ び 免 疫 学 に お け る 最 近 の 話 題 （ Current Topics in Mi
crobiology and Immunology） 」  Doerfler and Bohm（ eds） (1995)； お よ び Yu et al., G
ene Therapy 1: 13-26 (1994)が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て は 、 短 鎖 干 渉 性 RNAを 投 与 す る 。 哺 乳 動 物 細 胞 に お い て 、 長 鎖 d
sRNA（ >30nt） の 導 入 は し ば し ば 強 力 な 抗 ウ イ ル ス 応 答 を 誘 発 し 、 そ の 例 に は 非 特 異 的 な
タ ン パ ク 質 合 成 の 抑 制 お よ び RNA分 解 が 挙 げ ら れ る 。 RNA干 渉 の 現 象 は 、 例 え ば 、 Bass, Na
ture 411: 42829 (2001)； Elbahir et al., Nature 411: 494-98 (2001)； お よ び Fire et
 al., Nature 391: 806-11 (1998)に 記 載 お よ び 考 察 が 行 わ れ て お り 、 そ こ に は 干 渉 性 RNA
を 作 製 す る 方 法 も 記 載 さ れ て い る 。 siRNA抑 制 物 質 は 100塩 基 対 未 満 、 典 型 的 に は 30bpま た
は そ れ よ り も 短 く 、 当 技 術 分 野 で 知 ら れ た ア プ ロ ー チ に よ っ て 作 製 さ れ る 。 本 発 明 に よ る
例 示 的 な siRNAは 、 最 長 29bp、 25bp、 22bp、 21bp、 20bp、 15bp、 10bp、 5bp、 ま た は そ の 前
後 も し く は 間 の 任 意 の 整 数 で あ り う る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】

　 本 発 明 の 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 の 非 ウ イ ル ス 性 送 達 方 法 に は 、 リ ポ フ ェ
ク シ ョ ン 、 微 量 注 入 、 バ イ オ リ ス テ ッ ク 法 、 ヴ ィ ロ ソ ー ム （ virosome） 、 リ ポ ソ ー ム 、 イ
ム ノ リ ポ ソ ー ム 、 ポ リ カ チ オ ン ま た は 脂 質 :核 酸 結 合 物 、 裸 の DNA、 人 工 ビ リ オ ン 、 お よ び
薬 剤 に よ り 増 強 さ れ た DNA取 込 み が 含 ま れ る 。 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン は 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,0
49,386号 、 米 国 特 許 第 4,946,787号 ； お よ び 米 国 特 許 第 4,897,355号 に 記 載 さ れ て お り 、 リ
ポ フ ェ ク シ ョ ン 用 の 試 薬 は 市 販 さ れ て い る （ 例 え ば 、 Transfectam（ 商 標 ） お よ び Lipofec
tin（ 商 標 ） ） 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 効 率 的 な 受 容 体 認 識 性 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン の た め に 適
し た 陽 イ オ ン 性 お よ び 中 性 の 脂 質 に は 、 Felgner, WO 91／ 17424号 、 WO 91／ 16024号 の も
の が 含 ま れ る 。 送 達 は 細 胞 に 対 す る も の （ エ ク ス ビ ボ 投 与 ） で も 標 的 組 織 に 対 す る も の （
イ ン ビ ボ 投 与 ） で も よ い 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 免 疫 脂 質 複 合 体 な ど の 標 的 指 向 性 リ ポ ソ ー ム を 含 む 脂 質 :核 酸 複 合 体 の 調 製 は 当 業 者 に
周 知 で あ る （ 例 え ば 、 Crystal, Science 270: 404-410 (1995)； Blaese et al., Cancer 
Gene Ther. 2: 291-297 (1995)； Behrら 、 Bioconjugate Chem. 5: 382-389 (1994)； Remy
 et al., Bioconjugate Chem. 5: 647-654 (1994)； Gao et al., Gene Therapy 2: 710-7
22 (1995)； Alunad et al., Cancer Res. 52: 4817-4820 (1992)； 米 国 特 許 第 4,186,183
号 、 第 4,217,344号 、 第 4,235,871号 、 第 4,261,975号 、 第 4,485,054号 、 第 4,501,728号 、
第 4,774,085号 、 第 4,837,028号 お よ び 第 4,946,787号 を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ０ ８ ９ 】

　 標 的 Wnt経 路 タ ン パ ク 質 の 抑 制 物 質 （ 例 え ば 、 Dvl） の 送 達 の た め の 、 RNAウ イ ル ス ま た
は DNAウ イ ル ス を 用 い る シ ス テ ム は 当 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る 。 こ の よ う な 核 酸 抑 制 物 質
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の 送 達 の た め の 、 従 来 の ウ イ ル ス 性 シ ス テ ム に は 、 遺 伝 子 導 入 の た め の 、 レ ト ロ ウ イ ル ス
、 レ ン チ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス お よ び 単 純 ヘ ル ペ ス に よ る ベ ク
タ ー が 含 ま れ う る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 多 く の 遺 伝 子 治 療 の 用 途 に お い て は 、 遺 伝 子 治 療 ベ ク タ ー を 特 定 の 種 類 の 組 織 （ 例 え ば
、 肺 癌 ） へ と 高 度 に 特 異 的 に 送 達 す る こ と が 望 ま し い 。 ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 通 常 、 ウ イ ル
ス 外 表 面 に 存 在 す る ウ イ ル ス コ ー ト タ ン パ ク 質 と の 融 合 タ ン パ ク 質 と し て リ ガ ン ド を 発 現
さ せ る こ と に よ り 、 所 定 の 細 胞 種 に 対 す る 特 異 性 を 持 つ よ う に 改 変 さ れ る 。 リ ガ ン ド は 、
目 的 の 細 胞 種 の 表 面 に 存 在 す る こ と が 知 ら れ た 受 容 体 に 対 す る 親 和 性 を 有 す る よ う に 選 択
さ れ る 。 例 え ば 、 Han et al., PNAS 92: 9747-9751 (1995)は 、 モ ロ ニ ー マ ウ ス 白 血 病 ウ
イ ル ス を 、 ヒ ト ヒ レ グ リ ン と gp70が 融 合 し た も の を 発 現 す る よ う に 改 変 す る こ と が で き 、
こ の 組 換 え ウ イ ル ス が ヒ ト 上 皮 増 殖 因 子 受 容 体 を 発 現 す る 特 定 の ヒ ト 乳 癌 細 胞 の み を 感 染
さ せ る こ と を 報 告 し て い る 。 こ の 原 理 は 、 リ ガ ン ド 融 合 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る ウ イ ル ス と
受 容 体 を 発 現 す る 標 的 細 胞 と い う 別 の 対 に も 敷 衍 し う る 。 例 え ば 、 繊 維 状 フ ァ ー ジ を 、 選
択 し た 事 実 上 あ ら ゆ る 細 胞 受 容 体 に 対 し て 特 異 的 な 結 合 親 和 性 を 有 す る 抗 体 断 片 （ 例 え ば
、 FABま た は Fv） を 提 示 す る よ う に 操 作 す る こ と が で き る 。 以 上 の 記 載 は 主 と し て ウ イ ル
ス ベ ク タ ー に 当 て は ま る が 、 同 じ 原 理 を 非 ウ イ ル ス 性 ベ ク タ ー に 適 用 す る こ と も で き る 。
こ の 種 の ベ ク タ ー を 、 特 定 の 標 的 細 胞 に よ る 取 込 み が 優 先 的 に 起 こ る と 考 え ら れ る 特 異 的
な 取 込 み 用 配 列 を 含 む よ う に 操 作 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 遺 伝 子 治 療 ベ ク タ ー は 、 以 下 に 述 べ る よ う に 、 個 々 の 罹 患 生 物 へ の 投 与 に よ り 、 通 常 は
全 身 投 与 （ 例 え ば 、 静 脈 内 、 腹 腔 内 、 筋 肉 内 、 皮 下 ま た は 頭 蓋 内 注 入 ） ま た は 局 所 外 用 に
よ り 、 イ ン ビ ボ で 送 達 す る こ と が で き る 。 ま た は 、 ベ ク タ ー を エ ク ス ビ ボ の 細 胞 、 例 え ば
、 個 々 の 罹 患 生 物 か ら 体 外 に 移 植 し た 細 胞 に 送 達 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 診 断 、 研 究 ま た は 遺 伝 子 治 療 の た め の エ ク ス ビ ボ 細 胞 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン （ 例 え ば 、
ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 を 宿 主 生 物 に 再 注 入 す る こ と に よ る ） は 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 い く
つ か の 態 様 に お い て は 、 細 胞 を 対 象 生 物 か ら 単 離 し 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
核 酸 （ 遺 伝 子 ま た は cDNA） を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 上 で 、 対 象 生 物 （ 例 え ば 、 罹 患 生 物 ）
の 体 内 に 再 び 注 入 す る 。 エ ク ス ビ ボ で の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の た め に 適 し た さ ま ざ ま な
細 胞 種 が 当 業 者 に 周 知 で あ る （ 罹 患 生 物 か ら の 細 胞 の 単 離 お よ び 培 養 の 手 法 の 考 察 に つ い
て は 、 例 え ば 、 Freshney et al., 「 動 物 細 胞 の 培 養 、 基 本 技 術 マ ニ ュ ア ル （ Culture of 
Animal Cells, Manual of Basic Technique） 」 （ 第 3版 、 1994） ） お よ び そ の 中 に 引 用 さ
れ た 参 考 文 献 を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 治 療 用 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 リ ポ ソ ー ム 、
そ の 他 ） を 、 イ ン ビ ボ で の 細 胞 へ の 形 質 導 入 の た め に 生 物 に 直 接 投 与 す る こ と も で き る 。
ま た は 、 裸 の DNAを 投 与 す る こ と も で き る 。 投 与 は 、 分 子 を 導 入 し て 最 終 的 に 血 液 細 胞 ま
た は 組 織 細 胞 に 接 触 さ せ る た め に 通 常 用 い ら れ る 任 意 の 経 路 に よ る 。 こ の よ う な 核 酸 の 投
与 に は 適 し た 投 与 方 法 が あ っ て そ れ ら は 当 業 者 に 周 知 で あ り 、 特 定 の 組 成 物 を 投 与 す る た
め に 複 数 の 経 路 を 用 い る こ と が で き る が 、 あ る 特 定 の 経 路 に よ っ て 別 の 経 路 よ り も 即 時 的
か つ よ り 効 果 的 な 反 応 が 得 ら れ る こ と が し ば し ば で あ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 は 、 一 部 に は 、 投 与 す る 個 々 の 組 成 物 、 さ ら に は 組 成 物 の 投 与
に 用 い ら れ る 個 々 の 方 法 に よ っ て 決 ま る 。 し た が っ て 、 以 下 に 述 べ る よ う に 、 本 発 明 の 薬
学 的 組 成 物 に は 適 し た 製 剤 が 広 範 囲 に わ た っ て 存 在 す る （ 例 え ば 、 「 レ ミ ン ト ン 薬 学 （ Re
mington's Pharmaceutical Sciences） 」 第 17版 、 1989） を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ９ ５ 】

　 上 述 し た よ う に 、 本 発 明 は 、 あ る 種 の 癌 で は 特 定 の Wntタ ン パ ク 質 ま た は Frizzledタ ン
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パ ク 質 が 過 剰 発 現 し て い る と い う 証 拠 を 提 供 す る 。 こ の た め 、 本 明 細 書 に 開 示 す る 特 定 の
核 酸 ま た は タ ン パ ク 質 の 検 出 の た め の キ ッ ト を 用 い る こ と が で き る 。 診 断 お よ び 研 究 の 用
途 に お い て 、 こ の よ う な キ ッ ト は 以 下 の い ず れ か ま た は す べ て を 含 み う る ： ア ッ セ イ 試 薬
、 緩 衝 液 、 Wnt特 異 的 も し く は Frizzled特 異 的 な 核 酸 も し く は 抗 体 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン プ ロ ー ブ お よ び ／ ま た は プ ラ イ マ ー な ど 。 治 療 用 製 品 は 、 滅 菌 食 塩 水 ま た は 薬 学 的 に
許 容 さ れ る 別 の 乳 濁 液 性 お よ び 懸 濁 液 性 の 基 剤 を 含 み う る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 さ ら に 、 キ ッ ト が 、 本 発 明 の 方 法 の 実 施 の た め の 指 示 （ す な わ ち 、 プ ロ ト コ ー ル ） を 含
む 指 示 材 料 を 含 ん で も よ い 。 指 示 材 料 に は 通 常 、 記 載 ま た は 印 刷 さ れ た 材 料 が 含 ま れ る が
、 そ の よ う な も の に 限 定 さ れ な い 。 こ の よ う な 指 示 を 保 存 し て そ れ を エ ン ド ユ ー ザ ー に 伝
え る こ と が で き る 任 意 の 媒 体 を 、 本 発 明 は 想 定 し て い る 。 こ の よ う な 媒 体 に は 、 電 子 記 憶
媒 体 （ 例 え ば 、 磁 気 デ ィ ス ク 、 テ ー プ 、 カ ー ト リ ッ ジ お よ び チ ッ プ ） 、 光 メ デ ィ ア （ 例 え
ば 、 CD ROM） な ど が 含 ま れ る 。 こ の よ う な 媒 体 に は 、 こ の よ う な 指 示 材 料 が 得 ら れ る イ ン
タ ー ネ ッ ト サ イ ト へ の ア ド レ ス も 含 ま れ う る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 、 Wntシ グ ナ ル 伝 達 の 抑 制 物 質 に 関 す る ス ク リ ー ニ ン グ の た め の キ ッ ト も
提 供 す る 。 こ の よ う な キ ッ ト は 、 容 易 に 入 手 可 能 な 材 料 お よ び 試 薬 か ら 作 製 す る こ と が で
き る 。 例 え ば 、 こ の よ う な キ ッ ト は 、 以 下 の 材 料 の う ち 1つ ま た は 複 数 を 含 み う る ： Wntま
た は Frizzledの ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 反 応 チ ュ ー ブ 、 お よ び 所 望 の Wnt
シ グ ナ ル 伝 達 機 能 （ 例 え ば 、 β -カ テ ニ ン レ ベ ル ） を 検 査 す る た め の 指 示 書 。
【 ０ ０ ９ ８ 】

　 Wntシ グ ナ ル 伝 達 を 抑 制 す る 作 用 物 質 （ 例 え ば 、 抗 体 ） は 、 非 経 口 的 （ 例 え ば 、 静 脈 内
、 筋 肉 内 、 皮 内 、 腹 腔 内 お よ び 皮 下 の 経 路 ） 、 局 所 外 用 的 、 経 口 的 、 局 所 的 ま た は 経 皮 的
な 投 与 を 非 制 限 的 に 含 む 、 さ ま ざ ま な 方 法 に よ っ て 投 与 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 方 法
を 予 防 的 お よ び ／ ま た は 治 療 的 な 処 置 の た め に 用 い う る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 上 述 し た よ う に 、 本 発 明 の 抑 制 物 質 は 、 Wntシ グ ナ ル 伝 達 に 関 連 の あ る 癌 を 治 療 す る た
め に 用 い る こ と が で き る 。 投 与 用 の 組 成 物 は 一 般 に 、 抑 制 物 質 が 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体
中 、 好 ま し く は 水 性 担 体 中 に 溶 解 さ れ た も の を 含 む と 考 え ら れ る 。 緩 衝 食 塩 水 な ど の さ ま
ざ ま な 水 性 担 体 が 使 用 可 能 で あ る 。 こ れ ら の 溶 液 は 滅 菌 さ れ て お り 、 望 ま し く な い 物 質 を
一 般 に 含 ま な い 。 こ れ ら の 組 成 物 は 、 従 来 の よ く 知 ら れ た 滅 菌 法 に よ っ て 滅 菌 す る こ と が
で き る 。 組 成 物 が 、 必 要 に 応 じ て 、 生 理 的 条 件 に 近 づ け る た め の 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 補 助
物 質 、 例 え ば 、 pH調 整 剤 お よ び 緩 衝 剤 、 張 度 調 整 剤 な ど （ 例 え ば 、 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 、 塩 化
ナ ト リ ウ ム 、 塩 化 カ リ ウ ム 、 塩 化 カ ル シ ウ ム 、 乳 酸 ナ ト リ ウ ム な ど ） を 含 ん で も よ い 。 こ
れ ら の 製 剤 に お け る 活 性 物 質 の 濃 度 は 非 常 に さ ま ざ ま で あ っ て よ く 、 こ れ は 主 と し て 、 選
択 し た 特 定 の 投 与 様 式 お よ び 罹 患 生 物 の 必 要 性 に 応 じ て 、 液 体 の 容 積 、 粘 性 、 体 重 な ど に
基 づ い て 選 択 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 す な わ ち 、 静 脈 内 投 与 の た め の 典 型 的 な 薬 学 的 組 成 物 は 、 罹 患 生 物 1人 当 た り 1日 に つ き
約 0.1～ 10mgで あ る と 考 え ら れ る 。 罹 患 生 物 1人 当 た り 1日 に つ き 0.1mgか ら 最 大 約 100mgま
で の 投 与 量 を 用 い る こ と が で き る が 、 こ れ は 特 に 薬 剤 を 血 流 中 で は な く 、 体 腔 ま た は 臓 器
の 内 腔 な ど の 隔 離 さ れ た 部 位 に 投 与 す る 場 合 で あ る 。 局 所 外 用 投 与 の 場 合 に は か な り 高 い
用 量 が 可 能 で あ る 。 非 経 口 的 に 投 与 可 能 な 組 成 物 を 調 製 す る た め の 実 際 の 方 法 は 当 業 者 に
は 既 知 ま た は 明 ら か で あ る と 考 え ら れ 、 そ れ ら は 「 レ ミ ン ト ン 薬 学 （ Remington's Pharma
ceutical Science） 」 、 15th ed., Mack Publishing Company, Easton, Pennsylvania (1
980)な ど の 文 献 に さ ら に 詳 細 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 薬 学 的 組 成 物 は 、 投 与 方 式 に 応 じ て 、 さ ま ざ ま な 単 位 投 薬 式 剤 形 で 投 与 す る こ と が で き
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る 。 例 え ば 、 経 口 投 与 の た め に 適 し た 単 位 投 薬 式 剤 形 に は 、 粉 剤 、 錠 剤 、 丸 剤 、 カ プ セ ル
剤 お よ び ロ ゼ ン ジ 剤 が 非 制 限 的 に 含 ま れ る 。 抗 体 を 経 口 的 に 投 与 す る 場 合 に は 、 消 化 か ら
防 御 す る 必 要 が あ る こ と は 認 識 さ れ て い る 。 こ れ は 通 常 、 分 子 を 、 酸 性 お よ び 酵 素 性 の 加
水 分 解 に 対 す る 耐 性 を 付 与 す る 組 成 物 と 複 合 体 化 す る こ と に よ り 、 ま た は 分 子 を 、 適 切 な
耐 性 の あ る 担 体 、 例 え ば リ ポ ソ ー ム も し く は 防 御 障 壁 内 に 封 入 す る こ と に よ っ て 行 わ れ る
。 作 用 物 質 を 消 化 か ら 防 御 す る た め の 手 段 は 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 本 発 明 の 抑 制 物 質 （ 例 え ば 、 抗 体 ） を 含 む 組 成 物 は 、 治 療 的 ま た は 予 防 的 な 処 置 の た め
に 投 与 す る こ と が で き る 。 治 療 的 な 用 途 に お い て 、 組 成 物 は 、 疾 患 （ 例 え ば 、 乳 癌 ） に 冒
さ れ た 罹 患 生 物 に 対 し て 、 疾 患 お よ び そ の 合 併 症 を 治 癒 さ せ る 、 ま た は 少 な く と も 部 分 的
に 停 止 さ せ る の に 十 分 な 量 で 投 与 さ れ る 。 こ れ を 実 現 す る の に 十 分 な 量 は 「 治 療 的 有 効 量
」 と 定 義 さ れ る 。 こ の 用 途 の た め に 有 効 な 量 は 、 疾 患 の 重 症 度 お よ び 罹 患 生 物 の 全 般 的 な
健 康 状 態 に よ っ て 決 ま る と 考 え ら れ る 。 罹 患 生 物 が 必 要 と し か つ 忍 容 性 の あ る 投 与 量 お よ
び 頻 度 に 応 じ て 、 組 成 物 の 単 回 ま た は 多 回 の 投 与 を 行 う こ と が で き る 。 い か な る 場 合 に も
、 組 成 物 は 罹 患 生 物 を 有 効 に 治 療 す る の に 十 分 な 量 の 本 発 明 の 作 用 物 質 を 提 供 す べ き で あ
る 。 罹 患 生 物 に お け る 癌 の 進 行 を 防 止 す る こ と 、 ま た は 遅 ら せ る こ と の で き る 抑 制 物 質 の
量 は 「 予 防 的 有 効 量 」 と 呼 ば れ る 。 予 防 的 処 置 の た め に 必 要 な 具 体 的 な 用 量 は 、 罹 患 生 物
の 医 学 的 状 態 お よ び 病 歴 、 治 療 し よ う と す る 具 体 的 な 癌 、 さ ら に は 年 齢 、 体 重 、 性 別 、 投
与 経 路 、 効 率 な ど の 他 の 要 因 に 依 存 す る と 考 え ら れ る 。 こ の よ う な 予 防 的 処 置 は 、 例 え ば
、 癌 が 以 前 あ っ た 罹 患 生 物 に お け る 癌 の 再 発 を 予 防 す る た め 、 ま た は 癌 を 発 症 す る 可 能 性
が 高 い と 疑 わ れ る 罹 患 生 物 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 本 発 明 の 目 的 に お け る 「 罹 患 生 物 （ patient） 」 に は 、 ヒ ト お よ び 他 の 動 物 、 特 に 哺 乳
動 物 の 両 方 が 含 ま れ る 。 し た が っ て 、 本 方 法 は 、 ヒ ト の 治 療 お よ び 獣 医 学 用 途 の 両 方 に 適
用 可 能 で あ る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 罹 患 生 物 は 哺 乳 動 物 、 好 ま し く は 霊 長 動 物 で あ り
、 最 も 好 ま し い 態 様 に お い て 、 罹 患 生 物 は ヒ ト で あ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 別 の 既 知 の 癌 治 療 法 を 本 発 明 の 方 法 と 併 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Wntシ グ ナ ル 伝
達 の 抑 制 物 質 を 、 5FU、 ビ ン ブ ラ ス チ ン 、 ア ク チ ノ マ イ シ ン D、 シ ス プ ラ チ ン 、 メ ト ト レ キ
サ ー ト な ど の 癌 治 療 薬 を 細 胞 の 標 的 と す る た め 、 ま た は そ れ ら に 対 す る 感 受 性 を 付 与 す る
た め に 用 い る こ と も で き る 。 ま た 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 方 法 を 放 射 線 療 法 な ど と 併
用 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 場 合 に よ っ て は 、 抗 体 は 、 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 と 複 合 体 を 形 成 し た 場 合 に 血 清 補 体 を 活 性
化 し 、 そ れ に よ っ て 細 胞 毒 性 ま た は 抗 原 依 存 性 細 胞 毒 性 （ ADCC） を 媒 介 す る サ ブ タ イ プ に
属 す る 。 こ の た め 、 癌 細 胞 の 表 面 の Frizzledタ ン パ ク 質 を 標 的 と す る 抗 体 を 罹 患 生 物 に 投
与 す る こ と に よ り 、 癌 を 治 療 す る こ と が で き る 。 抗 体 標 識 に よ り 、 コ ト キ シ ン （ co-toxin
） の 活 性 化 、 毒 素 の 局 在 化 、 ま た は 別 の 形 で 細 胞 を 局 所 的 に 破 壊 す る 手 段 を 得 る こ と も で
き る 。 こ れ ら の 態 様 に お い て 、 抗 体 は エ フ ェ ク タ ー 部 分 と 結 合 さ れ る 。 エ フ ェ ク タ ー 部 分
は 、 放 射 性 標 識 も し く は 蛍 光 標 識 な ど の 標 識 性 部 分 を 含 む 任 意 の さ ま ざ ま な 分 子 で あ っ て
も よ く 、 ま た は 細 胞 毒 性 物 質 な ど の 治 療 的 部 分 で あ っ て も よ い 。
【 ０ １ ０ ６ 】

　 wntシ グ ナ ル 伝 達 の 抑 制 物 質 の 投 与 以 外 に 、 Wntタ ン パ ク 質 も し く は Frizzledタ ン パ ク 質
ま た は そ れ ら の 免 疫 原 性 断 片 を 、 内 因 性 タ ン パ ク 質 に 対 す る HTL、 CTLお よ び 抗 体 応 答 を 誘
発 す る た め の ワ ク チ ン 組 成 物 と し て 投 与 す る こ と も で き る 。 こ の よ う な ワ ク チ ン 組 成 物 に
は 、 例 え ば 、 以 下 の も の が 含 ま れ う る ： 脂 質 化 ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 Vitiello et al. (199
5) J. Clin. Invest. 95: 341-349を 参 照 ） 、 ポ リ （ D,L-ラ ク チ ド -co-グ リ コ リ ド 、 「 PLG
」 ） ミ ク ロ ス フ ェ ア 中 に 封 入 さ れ た ペ プ チ ド 組 成 物 （ 例 え ば 、 Eldridge et al. (1991) M
olec. Immunol. 28: 287-294； Alonso et al. (1994) Vaccine 12: 299-306； Jones et a
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l. (1995) Vaccine 13: 675-681を 参 照 ） 、 免 疫 刺 激 複 合 体 に 含 ま れ る ペ プ チ ド 組 成 物 （ I
SCOMS； 例 え ば 、 Takahashi et al. (1990) Nature 344: 873-875； Hu et al. (1998) Cli
ni. Exp. Immunol. 113: 235-243を 参 照 ） 、 多 抗 原 ペ プ チ ド 系 （ MAP； 例 え ば 、 Tam (1988
) Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 85: 5409-5413； Tam (1996) J. Immunol. Methods 196: 
17-32を 参 照 ） ； ウ イ ル ス 送 達 ベ ク タ ー （ Perkus et al., p. 379、 Kaufmann（ ed. 1996）
「 ワ ク チ ン 開 発 に お け る 概 念 （ Concepts in Vaccine Development）  」 de Gruyter； Chak
rabarti et al. (1986) Nature 320: 535-537； Hu et al. (1986) Nature 320: 537-540
； Kieny et al. (1986) AIDS Bio/Technology 4: 790-795； Top et al. (1971) J. Infec
t. Dis. 124: 148-154； Chanda et al. (1990) Virology 175: 535-547） 、 ウ イ ル ス ま た
は 合 成 物 由 来 の 粒 子 （ 例 え ば 、 Kofler et al. (1996) J. Immunol. Methods 192: 25-35
； Eldridge et al. (1993) Sem. Hematol. 30: 16-24； Falo et al. (1995) Nature Med.
 7: 649-653を 参 照 ） 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 ワ ク チ ン 組 成 物 は 往 々 に し て ア ジ ュ バ ン ト を 含 む 。 多 く の ア ジ ュ バ ン ト は 、 抗 原 を 急 速
な 異 化 作 用 か ら 防 御 す る た め の 物 質 （ 例 え ば 、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム ま た は 鉱 油 ） お よ び 免
疫 応 答 の 誘 発 物 質 （ 例 え ば 、 リ ピ ド A、 百 日 咳 菌 ま た は 結 核 菌 由 来 の タ ン パ ク 質 ） を 含 む
。 あ る 種 の ア ジ ュ バ ン ト は 市 販 さ れ て お り 、 こ れ に は 例 え ば 、 フ ロ イ ン ト 不 完 全 ア ジ ュ バ
ン ト お よ び 完 全 ア ジ ュ バ ン ト （ Difco Laboratories, Detroit, MT） ； Merckア ジ ュ バ ン ト
65（ Merck and Company, Inc., Rahway, NJ） ； AS-2（ SmithKline Beecham, Philadelphi
a, PA） ； 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム ゲ ル （ alum） ま た は リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム な ど の ア ル ミ ニ ウ
ム 塩 ； カ ル シ ウ ム 、 鉄 ま た は 亜 鉛 の 塩 ； ア シ ル 化 チ ロ シ ン の 不 溶 性 懸 濁 液 ； ア シ ル 化 糖 ；
陽 イ オ ン 性 ま た は 陰 イ オ ン 性 に 誘 導 体 化 さ れ た 多 糖 類 ； ポ リ ホ ス フ ァ ゼ ン ； 生 分 解 性 ミ ク
ロ ス フ ェ ア ； モ ノ ホ ス ホ リ ル リ ピ ド Aお よ び ク ィ ル A（ quil A） が あ る 。 GM-CSF、 イ ン タ ー
ロ イ キ ン -2、 -7、 -12な ど の サ イ ト カ イ ン 、 お よ び そ の 他 の 類 似 の 増 殖 因 子 を ア ジ ュ バ ン
ト と し て 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 ワ ク チ ン は 核 酸 組 成 物 と し て 投 与 す る こ と が で き 、 こ の 場 合 に は 、 Wntポ リ ペ プ チ ド も
し く は Frizzledポ リ ペ プ チ ド ま た は そ れ ら の 断 片 を コ ー ド す る DNAま た は RNAを 罹 患 生 物 に
投 与 す る 。 例 え ば 、 Wolff et. al. (1990) Science 247: 1465-1468； 米 国 特 許 5,580,859
号 ； 第 5,589,466号 ； 第 5,804,566号 ； 第 5,739,118号 ； 第 5,736,524号 ； 第 5,679,647号 ；
お よ び WO 98／ 04720号 を 参 照 さ れ た い 。 DNAを 用 い る 送 達 技 術 の 例 に は 、 「 裸 の DNA」 、 促
進 性 （ ブ ピ バ カ イ ン 、 ポ リ マ ー 、 ペ プ チ ド を 介 し た ） 送 達 、 陽 イ オ ン 脂 質 複 合 体 お よ び 粒
子 を 介 し た 送 達 （ 「 遺 伝 子 銃 」 ） ま た は 圧 力 に よ る 送 達 （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,922,687
号 ） が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 遺 伝 子 を DNAワ ク チ ン と し て 用 い る 方 法 は 周 知 で あ り 、 こ れ に は 、 罹 患 生 物 に お け る 発
現 の た め に 、 所 望 の 遺 伝 子 ま た は そ の 部 分 を 調 節 性 プ ロ モ ー タ ー ま た は 組 織 特 異 的 プ ロ モ
ー タ ー の 制 御 下 に 配 置 す る こ と が 含 ま れ る 。 DNAワ ク チ ン 用 に 用 い ら れ る 遺 伝 子 は 完 全 長 W
ntタ ン パ ク 質 も し く は Frizzledタ ン パ ク 質 を コ ー ド し て も よ く 、 ま た は タ ン パ ク 質 の 部 分
を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 DNAワ ク チ ン は 、 ア ジ ュ バ ン ト 分 子 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を DNA
ワ ク チ ン と と も に 含 む 。 こ の よ う な ア ジ ュ バ ン ト 分 子 に は 、 DNAワ ク チ ン に よ っ て コ ー ド
さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 免 疫 原 性 応 答 を 増 大 さ せ る サ イ ト カ イ ン が 含 ま れ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 治 療 的 ま た は 予 防 的 な 免 疫 処 置 を 目 的 と し て 、 本 発 明 の ペ プ チ ド を ウ イ ル ス ベ ク タ ー ま
た は 細 菌 ベ ク タ ー に よ っ て 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 発 現 ベ ク タ ー の 例 に は 、 ワ ク シ ニ ア
ま た は 鶏 痘 な ど の 弱 毒 化 ウ イ ル ス 宿 主 が 含 ま れ る 。 こ の ア プ ロ ー チ は 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル
ス を 、 例 え ば 、 Wntポ リ ペ プ チ ド も し く は Frizzledポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド 断 片
を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 発 現 さ せ る た め の ベ ク タ ー と し て 用 い る こ と を 含 む 。 宿
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主 に 導 入 さ れ る と 、 組 換 え ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス は 免 疫 原 性 ペ プ チ ド を 発 現 し 、 そ れ に よ っ
て 免 疫 応 答 を 誘 発 す る 。 免 疫 処 置 プ ロ ト コ ー ル に 有 用 な ワ ク シ ニ ア ベ ク タ ー お よ び 方 法 は
、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 4,722,848号 に 記 載 さ れ て い る 。 も う 1つ の ベ ク タ ー に は BCG（ Bacil
le Calmette Guerin） が あ る 。 BCGベ ク タ ー は 、 Stover et al. (1991) Nature 351: 456-
460に 記 載 さ れ て い る 。 治 療 投 与 ま た は 免 疫 処 置 の た め に 有 用 な 他 の さ ま ざ ま な ベ ク タ ー
と し て は 、 例 え ば 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー お よ び ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 レ ト ロ
ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 チ フ ス 菌 ベ ク タ ー 、 無 毒 化 し た 炭 疽 菌 毒 素 ベ ク タ ー な ど が 明 ら か で あ
る と 考 え ら れ る 。 例 え ば 、 Shata et al. (2000) Mol. Med. Today 6: 66-71； Shedlock e
t al. (2000) J. Leukoc. Biol. 68: 793-806； お よ び Hipp et al. (2000) In Vivo 14: 
571-85を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ １ ２ 】
実 施 例
　 以 下 の 実 施 例 は 、 請 求 す る 本 発 明 を 例 示 す る た め に 提 供 さ れ る も の で あ り 、 そ れ を 限 定
す る た め の も の で は な い 。
【 ０ １ １ ３ 】

　 ヒ ト 非 小 細 胞 肺 癌 （ NSCLC） 細 胞 株 （ NCI-H460、 NCI-H838お よ び NCI-A549） 、 正 常 肺 細
胞 株 （ CCL-75、 線 維 芽 細 胞 ） 、 ヒ ト 乳 癌 細 胞 株 （ MCF7お よ び SKBR-3） 、 ヒ ト 結 腸 癌 細 胞 株
SW480、 お よ び ヒ ト 中 皮 腫 細 胞 株 H28は 、 American Type Culture Collections（ ATCC） （ M
anassas, VA） か ら 入 手 し た 。 別 の ヒ ト 中 皮 腫 細 胞 株 NCI-H290は NIH（ Frederick, MD） か
ら 入 手 し 、 RENは University of Pennsylvania（ Philadelphia, PA） の Dr. Steven Albeld
aの 研 究 室 か ら 寄 贈 い た だ い た 。 正 常 中 皮 細 胞 株 LP-9は Harvard University（ Boston, MA
） の Cell Culture Core Facilityか ら 入 手 し た 。 ヒ ト 骨 肉 腫 癌 細 胞 株 Saos-2は UCSFの Cell
 Culture Facilityか ら 入 手 し た 。 マ ウ ス 乳 腺 細 胞 株 ： エ ン プ テ ィ ベ ク タ ー を ト ラ ン ス フ
ェ ク ト し た C57MG（ C57MG） お よ び Wnt-1を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た C57MG（ C57Wnt-1） を UCSF
 Cancer Centerの Dr. Frank McCormickの 研 究 室 か ら 寄 贈 い た だ い た 。 こ れ ら の 細 胞 は 、 C
CL-75、 LP-9お よ び Saos-2を 除 き 、 10％ ウ シ 胎 仔 血 清 、 ペ ニ シ リ ン （ 100IU／ ml） お よ び ス
ト レ プ ト マ イ シ ン （ 100μ g／ ml） を 加 え た RPMI 1640中 で 培 養 し た 。 CCL-75は 、 2mM L-グ
ル タ ミ ン 、 1.0mMピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 0.1mM非 必 須 ア ミ ノ 酸 、 1.5g／ L炭 酸 水 素 ナ ト リ
ウ ム お よ び 10％ ウ シ 胎 仔 血 清 を 含 む 、 Earleの BSSを 加 え た MEM中 で 培 養 し た 。 LP-9は 、 15
％ CS＋ 10ng／ ml EGF＋ 0.4μ g／ ml HCを 含 む M199中 で 培 養 し た 。 Saos-2は 、 2mM L-グ ル タ
ミ ン お よ び 15％ ウ シ 胎 仔 血 清 を 加 え た McCoyの 5a培 地 中 で 培 養 し た 。 正 常 ヒ ト 小 気 道 上 皮
細 胞 （ SAEC） お よ び 気 管 支 上 皮 細 胞 （ BEC） は Clonetics社 （ Walkersville, MD） か ら 入 手
し 、 Clonetics SAGM（ 商 標 ） Bullet Kit中 で 培 養 し た 。 細 胞 は す べ て 、 5％ COを 含 む 加 湿
イ ン キ ュ ベ ー タ ー 内 で 37℃ で 培 養 し た 。
【 ０ １ １ ４ 】

　 実 験 の 前 日 に 細 胞 を 6ウ ェ ル プ レ ー ト に 播 い た 。 続 い て 、 正 常 培 地 を 種 々 の 濃 度 の 抗 体
を 含 む 培 地 に 交 換 し 、 細 胞 を 5％ CO2を 含 む 加 湿 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 内 で 37℃ で イ ン キ ュ ベ ー
ト し た 。 さ ま ざ ま な 時 点 で 、 さ ら な る 分 析 の た め に 標 準 的 な プ ロ ト コ ー ル を 用 い て 細 胞 を
収 集 し た 。 精 製 抗 Wnt-1抗 体 お よ び 抗 Wnt-2ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ ヤ ギ 由 来 の IgG） は 、 San
ta Cruz Biotechnology社 （ Santa Cruz, CA） か ら 入 手 し た 。 対 照 と し て 、 精 製 抗 SOCS-3
（ SOCS-3は 細 胞 質 タ ン パ ク 質 で あ る ） ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ ヤ ギ 由 来 の IgG） （ 同 じ く San
ta Cruz Biotechnology社 （ Santa Cruz, CA） か ら ） を 並 行 実 験 に 用 い た 。
【 ０ １ １ ５ 】

　 以 前 に 記 載 さ れ て い る 標 準 的 な プ ロ ト コ ー ル （ Yoshikawa et al., Nat Genet, 28: 29-
35 (2001)） を 用 い た 。 抗 Dvl3抗 体 、 抗 サ ー ビ ビ ン （ survivin） 抗 体 お よ び 抗 Bcl-2抗 体 は
、 Santa Cruz Biotechnology（ Santa Cruz, CA） か ら 入 手 し た 。 抗 カ ス パ ー ゼ 3抗 体 、 抗
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カ ス パ ー ゼ 9抗 体 は Oncogene社 （ Cambridge, MA） か ら 入 手 し た 。 抗 β -ア ク チ ン 抗 体 、 抗 S
mac／ Diablo抗 体 お よ び 抗 β -カ テ ニ ン 抗 体 は Cell Signaling Technology, Inc.（ Beverly
, MA） か ら 入 手 し た 。 抗 シ ト ク ロ ム c抗 体 は BD Biosciences社 か ら 入 手 し た 。 抗 Active（
登 録 商 標 ） -JNK抗 体 は Promega社 （ Madison, WI） か ら 入 手 し た 。 β -カ テ ニ ン の 変 化 を 検
出 す る 目 的 に は 、 以 前 の 記 載 の 通 り に サ イ ト ゾ ル 抽 出 物 を 調 製 し て 検 査 し た （ Wang et al
., Mol Cell Biol, 19: 5923-5929 (1999)） 。
【 ０ １ １ ６ 】

　 細 胞 を ト リ プ シ ン 処 理 に よ っ て 収 集 し 、 ア ネ キ シ ン V FITCア ポ ト ー シ ス 検 出 キ ッ ト （ On
cogene, Cambridge, MA） を 製 造 元 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 用 い て 染 色 し た 。 続 い て 、 染
色 し た 細 胞 を フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー （ FACScan； Decton Dickinson, Franklin Lake, NJ）
に よ り 直 ち に 分 析 し た 。 ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン が 露 出 し て い る が 細 胞 膜 は 損 な わ れ て い な
い 初 期 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 は ア ネ キ シ ン V-FITCと 結 合 し た が ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム を 排 出 し た
。 壊 死 段 階 ま た は 後 期 ア ポ ト ー シ ス 段 階 に あ る 細 胞 は ア ネ キ シ ン V-FITCお よ び ヨ ウ 化 プ ロ
ピ ジ ウ ム の い ず れ に よ っ て も 標 識 さ れ た 。
【 ０ １ １ ７ 】

　 実 験 の 24hr前 に 、 抗 体 を 含 ま な い 新 た な 培 地 を 入 れ た 6ウ ェ ル プ レ ー ト に 細 胞 を 播 い た
。 イ オ ン 交 換 HPLCに よ り 精 製 さ れ た siRNA（ Wnt-1siRNAお よ び 非 サ イ レ ン シ ン グ 性 siRNA対
照 、 純 度 は 97％ を 上 回 る ） は Qiagen-Xeragon社 （ Germantown, Maryland） か ら 購 入 し た 。
凍 結 乾 燥 さ れ た siRNAを ア ニ ー リ ン グ 緩 衝 液 に 溶 解 し 、 再 び 加 熱 し て 95℃ に 1minお い た 後
に 37℃ で 1hrの イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 行 っ た 。 siRNA分 析 は 以 前 に 記 載 さ れ た プ ロ ト コ ー ル
（ Elbashir et al., Methods 26, 199-213, 2002） に 若 干 の 変 更 を 加 え た 上 で 行 っ た 。 si
RNAの ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 後 に プ レ ー ト を 37℃ で 3～ 5日 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 そ の
後 に さ ら に 分 析 を 行 っ た 。
【 ０ １ １ ８ 】

　 ヒ ト NSCLC細 胞 株 H460お よ び ヒ ト 乳 癌 細 胞 株 MCF-7は 前 項 に 記 載 し た 通 り に 培 養 し た 。 5
～ 10週 齡 の 雌 性 ヌ ー ド マ ウ ス の 背 部 に 腫 瘍 細 胞 4× 10６ 個 を 容 積 100μ lと し て 注 射 し た 。
続 い て マ ウ ス に モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 Wnt-1抗 体 、 対 照 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は PBS緩 衝 液 を
同 様 に 容 積 100μ lと し て 腹 腔 内 注 射 し た 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 Wnt-1抗 体 お よ び 対 照 モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 は い ず れ も 用 量 50μ gを 注 射 し た 。 注 射 は そ れ ぞ れ 週 1回 行 っ た 。 各 群 は マ ウ
ス 5匹 か ら な る も の と し た 。 腫 瘍 サ イ ズ は 標 準 的 な 技 法 に 従 っ て 1週 間 間 隔 で 測 定 し た 。
【 ０ １ １ ９ 】

　 示 し た デ ー タ は 平 均 値 （ ± S.E.M.） を 表 し て い る 。 異 な る 処 理 お よ び 細 胞 株 の 比 較 に は
Excel中 の 独 立 T検 定 を 用 い た 。
【 ０ １ ２ ０ 】

　 本 発 明 者 ら は 、 抗 Wnt抗 体 を 用 い て Wntシ グ ナ ル 伝 達 を 中 和 す る こ と に よ っ て こ れ ら の 癌
に お け る 細 胞 の 生 存 を 抑 制 し う る か 否 か を 検 討 し た 。 さ ま ざ ま な 癌 細 胞 株 を 抗 Wnt-1抗 体
ま た は Wnt-2抗 体 （ 10μ g／ mlで ） と と も に 約 32hrイ ン キ ュ ベ ー ト し た 結 果 （ 本 発 明 者 ら は
、 3種 類 の 非 小 細 胞 肺 癌 （ NSCLC） 、 2種 類 の 乳 癌 、 2種 類 の 大 腸 癌 、 1種 類 の 肉 腫 お よ び 2種
類 の 中 皮 腫 細 胞 株 を 検 討 し た ） 、 本 発 明 者 ら は 、 1種 類 の 大 腸 癌 細 胞 株 SW480を 除 き （ こ れ
は 4～ 8％ に 過 ぎ な か っ た ） 、 い ず れ の 抗 体 も 顕 著 な 細 胞 死 （ 30％ ～ 97％ ） を 引 き 起 こ し う
る こ と を 見 い だ し た （ 図 1） 。 こ れ に 対 し て 、 細 胞 質 タ ン パ ク 質 （ SOCS3） に 対 す る 抗 体 （
10μ g／ ml） は こ れ ら の 細 胞 株 の ほ と ん ど で 劇 的 な 細 胞 毒 性 を 示 さ な か っ た （ 4％ ～ 45％ ）
（ 図 1） 。 興 味 深 い こ と に 、 こ れ ら の 抗 体 は い ず れ も 、 本 発 明 者 ら が 検 討 し た 2種 類 の 正 常
細 胞 株 に 対 し て は 劇 的 な 影 響 を 及 ぼ し た （ 一 方 は 正 常 肺 線 維 芽 細 胞 （ CCL-75） で あ り 、 も
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結 果
実 施 例 1： 抗 Wnt抗 体 は さ ま ざ ま な ヒ ト 癌 細 胞 に お い て ア ポ ト ー シ ス を 特 異 的 に 誘 導 す る



う 一 方 は 正 常 中 皮 細 胞 株 （ LP-9） で あ っ た ） （ 2％ ～ 8％ ） （ 図 1） 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 抗 Wnt抗 体 に よ っ て 媒 介 さ れ た 細 胞 死 が ア ポ ト ー シ ス の 変 化 に 起 因 す る か 否 か を 明 ら か
に す る た め に 、 約 32hrの 抗 体 処 理 の 後 に 細 胞 を ア ネ キ シ ン V-FITCお よ び ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ
ム （ PI） で 染 色 し 、 そ の 後 に フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー を 用 い て ア ポ ト ー シ ス 分 析 を 行 っ た 。
図 2に 示 し た よ う に 、 本 発 明 者 ら は 、 本 発 明 者 ら が 検 討 し た 癌 細 胞 株 で は 細 胞 死 の 大 半 （ 2
8％ ～ 91％ ） が ア ポ ト ー シ ス を 介 し た も の で あ る こ と を 見 い だ し た 。 さ ら に 、 2種 類 の 正 常
細 胞 株 で は 抗 体 と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 に ア ポ ト ー シ ス は 検 出 さ れ な か っ た （ 2％ ～ 6％
の み ） （ 図 2） 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 抗 Wnt抗 体 を 用 い て Wntシ グ ナ ル 伝 達 を 阻 止 す る こ と
に よ り 、 癌 細 胞 に お け る ア ポ ト ー シ ス を 特 異 的 に 誘 導 し 、 正 常 細 胞 で は 誘 導 し な い こ と が
可 能 な こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ １ ２ ２ 】

　 抗 Wnt抗 体 に よ り 誘 導 さ れ る ア ポ ト ー シ ス 作 用 が Wntタ ン パ ク 質 の 状 態 と 関 連 す る か 否 か
を 調 べ る た め に 、 本 発 明 者 ら は 、 本 発 明 者 ら が 検 討 し た 細 胞 株 に お け る Wnt発 現 を 検 討 し
た 。 図 3Aに 示 し た よ う に 、 本 発 明 者 ら は 、 抗 Wnt-1抗 体 処 理 に 対 す る 感 受 性 が あ っ た 癌 細
胞 株 で は Wnt-1の 発 現 レ ベ ル が 高 い こ と を 見 い だ し た 。 し か し 、 抗 体 処 理 に 対 す る 感 受 性
が な か っ た 正 常 肺 細 胞 株 CCL-75（ 図 1参 照 ） で は 、 Wnt-1発 現 は わ ず か に 過 ぎ な か っ た 。 2
種 類 の 初 代 正 常 肺 細 胞 （ 小 気 道 上 皮 細 胞 （ SAEC） お よ び 気 管 支 上 皮 細 胞 （ BEC） ） （ 図 3）
お よ び 正 常 中 皮 細 胞 株 （ LP-9） で は Wnt-1発 現 は 検 出 さ れ な か っ た （ 非 提 示 デ ー タ ） 。 同
様 の 観 察 所 見 は Wnt-2発 現 に 関 し て も 認 め ら れ た 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 対 照 と し て 、 本 発 明 者 ら は 、 NSCLC細 胞 株 に お い て 、 抗 Wnt抗 体 と 抗 Wnt抗 体 に 対 す る ブ
ロ ッ キ ン グ ペ プ チ ド と の 共 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ る ア ポ ト ー シ ス 誘 導 を 調 べ た 。 約 24hr
の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 に 、 本 発 明 者 ら は 、 抗 Wnt抗 体 に よ り 誘 導 さ れ る ア ポ ト ー シ ス が
、 そ の ブ ロ ッ キ ン グ ペ プ チ ド に よ っ て 有 意 に 抑 制 さ れ う る こ と を 見 い だ し た （ P<0.01） 。
以 上 を 総 合 す る と 、 こ れ ら の 結 果 に よ り 、 本 発 明 者 ら が 検 討 し た 細 胞 で は 抗 Wnt抗 体 に よ
り 誘 導 さ れ る ア ポ ト ー シ ス が Wnt発 現 と 相 関 す る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ １ ２ ４ 】

　 本 発 明 者 ら は 、 2種 類 の NSCLC細 胞 株 ： H838お よ び A549に 対 し て 用 量 お よ び 経 時 的 推 移 に
関 す る 実 験 を 行 っ た （ 図 4Aお よ び 図 4B） 。 抗 Wnt抗 体 と の 約 32hrの イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後
の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 に よ り 、 1μ g／ mlの 抗 体 が ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 し う る こ と が
示 さ れ た 。 20μ g／ mlの い ず れ の 抗 体 も 劇 的 な ア ポ ト ー シ ス 細 胞 死 を 引 き 起 こ し た 。 抗 Wnt
-1抗 体 （ 濃 度 8μ g／ ml） に よ り 誘 導 さ れ る ア ポ ト ー シ ス は 、 6hrの イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後
に 早 く も 検 出 可 能 で あ り 、 50hrの イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 に は ほ ぼ す べ て の 細 胞 が ア ポ ト ー
シ ス ま た は 壊 死 を 来 し て い る こ と が 見 い だ さ れ た 。 こ れ に 対 し て 、 対 照 抗 SOCS3抗 体 は 並
行 実 験 に お い て こ れ ら の 癌 細 胞 に 対 し て 影 響 を 及 ぼ さ な か っ た 。 抗 Wnt-1抗 体 と 正 常 肺 細
胞 株 （ CCL-75） と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン も 、 時 間 お よ び 用 量 の い ず れ に 対 し て も 感 受 性 が
な か っ た 。
【 ０ １ ２ ５ 】

　 Wntシ グ ナ ル 伝 達 は Dvlを 介 し て β -カ テ ニ ン ／ Tcf媒 介 性 転 写 を 活 性 化 す る こ と が 示 さ れ
て い る 。 Wntシ グ ナ ル 伝 達 は サ イ ト ゾ ル β -カ テ ニ ン の 安 定 化 も 行 う 。 こ の た め 、 本 発 明 者
ら は 、 抗 Wnt抗 体 に よ り 誘 導 さ れ る ア ポ ト ー シ ス が 、 Dvl、 お よ び サ イ ト ゾ ル β -カ テ ニ ン
の 不 安 定 化 に 依 存 す る か 否 か を 評 価 し た 。 本 発 明 者 ら は 、 本 発 明 者 ら が 検 討 し た 癌 細 胞 に
お い て 、 Dvlお よ び サ イ ト ゾ ル β -カ テ ニ ン の レ ベ ル が 両 方 と も 抗 Wnt抗 体 処 理 後 に 劇 的 に
ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ る こ と を 見 い だ し た 。 こ れ に 対 し て 、 正 常 細 胞 株 で は 抗 Wnt抗 体
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実 施 例 2： 抗 Wnt抗 体 に よ り 誘 導 さ れ る ア ポ ト ー シ ス は Wnt発 現 と 相 関 す る

実 施 例 3： 抗 Wnt-1抗 体 に よ り 誘 導 さ れ る ア ポ ト ー シ ス は 速 い 過 程 （ fast process） で あ り
、 用 量 依 存 的 で あ る

実 施 例 4： 抗 Wnt抗 体 に よ り 誘 導 さ れ る ア ポ ト ー シ ス は Dvl-3お よ び サ イ ト ゾ ル β -カ テ ニ ン
の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン と 相 関 す る



処 理 後 に Dvlお よ び サ イ ト ゾ ル β -カ テ ニ ン の レ ベ ル の 変 化 は い ず れ も 認 め ら れ な か っ た 。
本 発 明 者 ら は ま た 、 CK-1活 性 を ブ ロ ッ ク し 、 そ の 結 果 と し て Dvl活 性 を 阻 害 す る ア ピ ゲ ニ
ン で 癌 細 胞 を 処 理 し た 後 に も ア ポ ト ー シ ス を 検 出 し た 。 サ イ ト ゾ ル β -カ テ ニ ン の レ ベ ル
は ア ピ ゲ ニ ン 処 理 に よ っ て ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ た 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 抗 Wnt抗 体 に
よ り 誘 導 さ れ る ア ポ ト ー シ ス は 、 少 な く と も 一 部 に は 、 Wnt／ Frizzledシ グ ナ ル 伝 達 経 路
の 下 流 要 素 で あ る Dvl／ β -カ テ ニ ン の 機 能 を 抑 制 す る こ と に よ る こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ １ ２ ６ 】

　 次 に 本 発 明 者 ら は 、 癌 細 胞 に お い て 抗 Wnt抗 体 に よ り 誘 導 さ れ る こ の 特 有 の ア ポ ト ー シ
ス の 分 子 的 機 序 に つ い て 検 討 し た 。 カ ス パ ー ゼ -9の 活 性 化 は ア ポ ト ー シ ス 経 路 を 作 動 さ せ
る こ と 、 お よ び 活 性 化 さ れ た カ ス パ ー ゼ -9は 下 流 の 実 行 役 で あ る カ ス パ ー ゼ （ カ ス パ ー ゼ
-3な ど ） を 分 解 し て 活 性 化 す る こ と に よ っ て ア ポ ト ー シ ス 経 路 を 増 強 す る こ と が 明 ら か に
な っ て い る 。 サ ー ビ ビ ン （ ア ポ ト ー シ ス 阻 害 物 質 IAPフ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー の 1つ ） は 、 カ
ス パ ー ゼ -3お よ び カ ス パ ー ゼ -9の 両 方 の 活 性 化 を 抑 制 す る 上 で 重 要 な 役 割 を 果 た す 。 抗 Wn
t抗 体 処 理 に 対 す る 感 受 性 の あ る 癌 細 胞 で は 、 切 断 型 （ 活 性 型 ） の カ ス パ ー ゼ -9お よ び カ
ス パ ー ゼ -3が い ず れ も ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ て い た 。 本 発 明 者 ら は ま た 、 サ ー ビ ビ ン 発
現 が こ れ ら の 癌 細 胞 で は 有 意 に ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ て い る こ と も 見 い だ し た 。 こ れ に
対 し て 、 抗 Wnt抗 体 処 理 に 対 す る 感 受 性 の な い 正 常 細 胞 株 CCL-75で は 、 切 断 型 の 両 カ ス パ
ー ゼ の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン も サ ー ビ ビ ン 発 現 の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン も 検 出 さ れ な
か っ た 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 抗 Wnt抗 体 に よ り 誘 導 さ れ る ア ポ ト ー シ ス は ア ポ ト ー シ ス 阻
害 物 質 サ ー ビ ビ ン の 抑 制 な ら び に カ ス パ ー ゼ -9お よ び カ ス パ ー ゼ -3の 活 性 化 に よ る こ と が
示 さ れ た 。
【 ０ １ ２ ７ 】

　 ア ポ ト ー シ ス の 過 程 で 、 Smac／ Diablo（ カ ス パ ー ゼ の 第 2の ミ ト コ ン ド リ ア 由 来 活 性 化
因 子 ／ 低 pIの 直 接 的 IAP結 合 タ ン パ ク 質 ） は 、 IAPを 介 し た カ ス パ ー ゼ 抑 制 を 排 除 す る 働 き
を す る 。 ア ポ ト ー シ ス の 誘 発 に よ り 、 シ ト ク ロ ム cと と も に 、 Smac／ Diabloの ミ ト コ ン ド
リ ア 膜 間 腔 か ら サ イ ト ゾ ル へ の 放 出 が 引 き 起 こ さ れ る 。 シ ト ク ロ ム cは Apaf-1お よ び カ ス
パ ー ゼ -9を 直 接 活 性 化 し 、 Smac／ Diabloは 多 数 の IAPと 相 互 作 用 し て 、 イ ニ シ エ ー タ ー 性
お よ び エ フ ェ ク タ ー 性 の 両 方 の カ ス パ ー ゼ の IAP媒 介 性 抑 制 を 排 除 す る 。 癌 細 胞 で は カ ス
パ ー ゼ -3活 性 が 上 昇 し て い る が 正 常 細 胞 で は 上 昇 し て い な い と い う 上 記 の 結 果 に 一 致 す る
よ う に 、 本 発 明 者 ら は 、 抗 Wnt抗 体 処 理 後 に 癌 細 胞 の サ イ ト ゾ ル 中 で は Smac／ Diabloお よ
び シ ト ク ロ ム cの 両 方 の レ ベ ル が 上 昇 し て い る が 、 正 常 細 胞 で は 上 昇 し て い な い こ と を 見
い だ し た 。 本 発 明 者 ら の 結 果 は 、 Smac／ Diabloお よ び シ ト ク ロ ム cの 両 方 が 、 そ れ ぞ れ サ
ー ビ ビ ン お よ び ／ ま た は 他 の IAP媒 介 性 抑 制 を 排 除 す る こ と 、 な ら び に カ ス パ ー ゼ を 直 接
活 性 化 す る こ と に よ り 、 抗 Wnt抗 体 に よ り 誘 導 さ れ る こ の ア ポ ト ー シ ス に 関 与 し て い る 可
能 性 が 高 い こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 抗 Wnt抗 体 に よ り 誘 導 さ れ る こ の 特 有 の ア ポ ト ー シ ス が い か に し て 調 節 さ れ て い る か を
さ ら に 明 ら か に す る た め に 、 本 発 明 者 ら は 、 ア ポ ト ー シ ス 経 路 の 他 の 構 成 要 素 を 検 討 し た
。 驚 い た こ と に 、 本 発 明 者 ら は 、 処 理 後 の 癌 細 胞 で は JNK活 性 が 劇 的 に 上 昇 し て い る こ と
を 見 い だ し た 。 こ れ に 対 し て 、 抗 Wnt抗 体 処 理 に 対 す る 感 受 性 が な か っ た 正 常 細 胞 株 CCL-7
5で は JNK活 性 の 上 昇 は 検 出 さ れ な か っ た 。 本 発 明 者 ら は ま た 、 正 常 中 皮 細 胞 株 に お け る Dv
lの 過 剰 発 現 が JNK活 性 を ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ せ る こ と も 見 い だ し た 。 さ ら に 、 CK-1活 性
を 阻 止 す る ア ピ ゲ ニ ン を 用 い た Dvlの 阻 害 に よ っ て JNK活 性 を 上 昇 さ せ る こ と も で き た 。 以
上 を 総 合 す る と 、 抗 Wnt抗 体 に よ り 誘 導 さ れ る ア ポ ト ー シ ス に は JNK活 性 化 が か か わ っ て お
り 、 Wntシ グ ナ ル 伝 達 を 阻 止 し た 後 の JNK活 性 の 上 昇 は Dvlの 不 活 性 化 に よ る 可 能 性 が 高 い
。
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実 施 例 5： 抗 Wnt抗 体 は 、 サ ー ビ ビ ン 発 現 の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン お よ び そ れ に 続 く カ ス
パ ー ゼ -3の 活 性 化 に よ っ て ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る

実 施 例 6： 抗 Wnt抗 体 に よ り 誘 導 さ れ る ア ポ ト ー シ ス は 、 ミ ト コ ン ド リ ア か ら サ イ ト ゾ ル へ
の Smac／ Diabloお よ び シ ト ク ロ ム cの 放 出 、 な ら び に JNK活 性 化 と 関 連 し て い る



【 ０ １ ２ ９ 】

　 1つ の 対 照 と し て 、 本 発 明 者 ら は 、 抗 Wnt-1抗 体 と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ っ て 誘 導 さ
れ る ア ポ ト ー シ ス 作 用 を マ ウ ス C57MG細 胞 と Wnt-1を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た C57MG細 胞 と の
間 で 比 較 し た が 、 こ れ は こ れ ら の 細 胞 が β -カ テ ニ ン の 遊 離 プ ー ル を 有 す る と い う 特 徴 が
示 さ れ て い る た め で あ る 。 Wnt-1シ グ ナ ル 伝 達 は Wnt-1を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た C57MG細 胞
で は 作 動 し て い る が 、 非 ト ラ ン ス フ ェ ク ト C57GM細 胞 お よ び エ ン プ テ ィ ベ ク タ ー を ト ラ ン
ス フ ェ ク ト し た C57GM細 胞 で は 停 止 し て い る こ と が 示 さ れ て い る 。 抗 Wnt-1抗 体 と の 42hrの
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 か ら は 、 非 ト ラ ン ス フ ェ ク ト C57GM細
胞 お よ び エ ン プ テ ィ ベ ク タ ー を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た C57GM細 胞 に お け る 顕 著 な 影 響 は 認
め ら れ な か っ た （ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 の 細 胞 死 が 10％ ） 。 し か し 、 Wnt-1を ト ラ ン ス フ
ェ ク ト し た C57MG細 胞 で は 有 意 な 細 胞 死 が 認 め ら れ た （ 85％ を 上 回 る 細 胞 死 、 P<0.001） 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 Wnt-1を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た C57MG細 胞 に お け る 抗 Wnt-1誘 導 性 ア ポ ト ー シ ス も 、 Dvl-3
お よ び サ イ ト ゾ ル β -カ テ ニ ン の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン と つ な が り が あ り 、 サ ー ビ ビ ン
発 現 の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン お よ び そ れ に 続 く カ ス パ ー ゼ -3の 活 性 化 を 介 し て お り 、 さ
ら に Smac／ Diabloお よ び シ ト ク ロ ム cの ミ ト コ ン ド リ ア か ら サ イ ト ゾ ル へ の 放 出 お よ び JNK
活 性 化 を 介 し て い る よ う に 思 わ れ る 。 Wnt-1を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た C57MG細 胞 株 は 本 発 明
者 ら の 発 見 の た め の 理 想 的 な 制 御 モ デ ル と し て 役 立 ち 、 こ れ ら の デ ー タ に よ り 、 ヒ ト 癌 細
胞 に お け る 本 発 明 者 ら の 所 見 に 対 し て さ ら に 裏 づ け が 得 ら れ た 。
【 ０ １ ３ １ 】

　 ヒ ト Wnt-1由 来 の ペ プ チ ド に 対 し て 抗 体 を 産 生 さ せ た 。 詳 細 に は 、 SEQ ID NO: 2お よ び S
EQ ID NO: 4を 用 い て ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 を 作 製 し た 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 一 方 は 、
ヒ ト Wnt-1の ア ミ ノ 酸 201～ 212に 対 応 す る 合 成 ペ プ チ ド （ Ac-HNNEAGRTTVFS-ア ミ ド ） に 対
し て 産 生 さ せ た 。 こ の 抗 体 を 、 プ ロ テ イ ン Aを 用 い て ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 し た 。 さ ま ざ ま
な ヒ ト 細 胞 株 に お け る Wnt-1発 現 を こ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 評 価 し た 。 細 胞 株 に
は 、 3種 類 の 乳 癌 細 胞 株 （ HuL100、 MCF-7お よ び SKBR-3） 、 5種 類 の 悪 性 胸 膜 中 皮 腫 細 胞 株
（ REN、 H513、 H290、 MS-1お よ び H28） 、 4種 類 の 非 小 細 胞 肺 癌 （ NSCLC） 細 胞 株 （ A549、 H4
60、 H838お よ び H1703） 、 2種 類 の 肉 腫 細 胞 株 （ MES-SAお よ び Saos-2） 、 1種 類 の 結 腸 癌 細
胞 株 SW480お よ び 4種 類 の 正 常 細 胞 （ 小 気 道 上 皮 細 胞 （ SAEC） お よ び 正 常 ヒ ト 気 管 支 上 皮 細
胞 （ NHBE） 、 LP-9お よ び CCL-75） が 含 ま れ る 。 本 発 明 者 ら は 、 Wnt-1発 現 が 認 め ら れ な い
か わ ず か に 過 ぎ な か っ た A549、 MES-SA、 H513、 SKBR-3お よ び SW480を 除 い て 、 こ れ ら の 癌
細 胞 株 の 大 半 で は Wnt-1発 現 レ ベ ル が 比 較 的 高 い こ と を 見 い だ し た 。 2種 類 の 初 代 正 常 肺 細
胞 （ SAECお よ び NHBE） で は Wnt-1発 現 が 検 出 さ れ な か っ た 。 正 常 肺 線 維 芽 細 胞 CCL-75お よ
び 正 常 中 皮 細 胞 株 （ LP-9） で は わ ず か な Wnt-1発 現 し か 検 出 さ れ な か っ た 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 対 照 実 験 と し て 、 本 発 明 者 ら は 、 Wnt-1を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た マ ウ ス 乳 腺 細 胞 （ C57Wn
t-1） で は 同 じ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て Wnt-1発 現 が 認 め ら れ 、 エ ン プ テ ィ ベ ク タ ー を
ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 （ C57mv7） で は 認 め ら れ な い こ と を 確 か め た 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 培 養 細 胞 に お い て 抗 Wnt-1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 天 然 型 の Wnt-1タ ン パ ク 質 と 特 異 的 に 結
合 し う る か 否 か を 検 証 す る た め に 、 本 発 明 者 ら は い く つ か の 細 胞 株 か ら の 細 胞 抽 出 物 に お
い て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 単 独 、 ま た は ブ ロ ッ キ ン グ ペ プ チ ド （ 抗 体 の 30倍 の 量 ） と と も
に プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て ブ ロ ッ ク し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 免 疫 沈
降 法 を 行 っ た 。 C57Wnt-1細 胞 お よ び C57mv7細 胞 を そ れ ぞ れ 陽 性 対 照 お よ び 陰 性 対 照 と し て
用 い た 。 NSCLC細 胞 株 （ H460） お よ び 乳 癌 細 胞 株 （ MCF-7） も 検 討 し た 。 C57Wnt-1、 H460お
よ び MCF-7細 胞 で は Wnt-1タ ン パ ク 質 は 抗 Wnt-1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ っ て 沈 降 し た 。 こ
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実 施 例 7： 抗 Wnt-1抗 体 は Wnt-1を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た マ ウ ス 乳 腺 細 胞 に お け る ア ポ ト ー
シ ス を 特 異 的 に 誘 導 す る

実 施 例 8： 抗 Wnt-1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は イ ン ビ ト ロ で は 種 々 の ヒ ト 癌 細 胞 に お け る ア ポ ト
ー シ ス の 誘 導 を 示 し 、 イ ン ビ ボ で は 腫 瘍 増 殖 を 抑 制 す る



れ に 対 し て 、 抗 Wnt-1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を ブ ロ ッ キ ン グ ペ プ チ ド と プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト
し た 場 合 に は 、 こ れ ら の 細 胞 に お い て Wnt-1タ ン パ ク 質 を 沈 降 さ せ る そ の 能 力 は ブ ロ ッ ク
し た 。 陰 性 対 照 で は 、 Wnt-1タ ン パ ク 質 は 、 抗 Wnt-1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 単 独 に よ っ て も ブ
ロ ッ キ ン グ ペ プ チ ド と プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ っ て も 沈 降 し な か
っ た 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 抗 Wnt-1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 天 然 型 の Wnt-1タ ン パ ク 質 と 特 異
的 に 結 合 す る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 次 に 本 発 明 者 ら は 、 NSCLC細 胞 株 H460お よ び 乳 癌 細 胞 株 MCF-7を こ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
で 処 理 し た 。 約 48～ 72hrの イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 に 、 本 発 明 者 ら は い ず れ の 細 胞 株 に お い
て も 有 意 な 細 胞 死 を 認 め た （ 抗 体 10μ g／ mlで 60％ を 上 回 る 細 胞 死 、 P<0.001） （ 図 5a） 。
し か し 、 対 照 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ る 処 理 後 に は い ず れ の 細 胞 株 で も 顕 著 な 影 響 は 認 め
ら れ な か っ た 。 細 胞 の 死 滅 は 主 と し て ア ポ ト ー シ ス の 誘 導 に よ る も の で あ っ た （ 図 5b） 。
こ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ る ア ポ ト ー シ ス の 誘 導 は 用 量 お よ び 時 間 に 依 存 的 で あ っ た （
H460で は 抗 体 10μ g／ mlと の 約 72hrの イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 に 60％ を 上 回 る 細 胞 死 、 MCF-7
で は 抗 体 10μ g／ mlと の 約 48hrの イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 に 40％ を 上 回 る 細 胞 死 ） （ 図 5c）
。 本 発 明 者 ら は 、 乳 癌 HuL100、 NSCLC H1703、 中 皮 腫 H28お よ び RENな ら び に 肉 腫 Saos-2を
含 む 、 Wnt-1過 剰 発 現 が み ら れ た 他 の 癌 細 胞 株 に 対 し て も 処 理 を 行 っ た 。 同 様 の 結 果 が 認
め ら れ た 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 特 異 性 に 関 す る 対 照 と し て 、 本 発 明 者 ら は 、 H460、 MCF-7お よ び H1703に お い て 、 ブ ロ ッ
キ ン グ ペ プ チ ド （ 抗 体 の 30倍 の 量 ） と 一 晩 プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て ブ ロ ッ ク
し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て ア ポ ト ー シ ス の 誘 導 を 検 討 し た 。 48hrの イ ン キ ュ ベ ー シ
ョ ン の 後 に 、 本 発 明 者 ら は 、 抗 Wnt-1抗 体 に よ り 誘 導 さ れ る ア ポ ト ー シ ス を そ の ブ ロ ッ キ
ン グ ペ プ チ ド に よ っ て 有 意 に 抑 制 し う る こ と を 見 い だ し た （ P<0.003） 。 同 じ 用 量 の ブ ロ
ッ キ ン グ ペ プ チ ド の み で は こ れ ら の 細 胞 の 生 存 性 は 影 響 さ れ な か っ た （ 8.0μ g／ mlで 48hr
） 。 陰 性 対 照 と し て 、 本 発 明 者 ら は 、 Wnt-1発 現 の 明 ら か な 発 現 が み ら れ な い A549細 胞 を
用 い た 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 単 独 （ 8.0μ g／ ml） に よ る 、 ま た は ブ ロ ッ キ ン グ ペ プ チ ド （
抗 体 の 30倍 の 量 ） と の プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ っ て ブ ロ ッ ク し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
に よ る 約 48hrの 処 理 後 に 、 ア ポ ト ー シ ス の 明 ら か な 誘 導 は 検 出 さ れ な か っ た 。 こ の 結 果 は
A549細 胞 に お け る Wnt-1発 現 の 状 態 と 一 致 し て い る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
抗 Wnt-1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 Wnt／ β -カ テ ニ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 を 抑 制 し 、 シ ト ク ロ
ム cの 放 出 、 サ ー ビ ビ ン 発 現 の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン お よ び そ れ に 続 く カ ス パ ー ゼ -3の
活 性 化 に よ っ て ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る
　 本 発 明 者 ら は 、 検 討 し た 癌 細 胞 に お い て 、 Dvl-3お よ び サ イ ト ゾ ル β -カ テ ニ ン の レ ベ ル
な ら び に サ イ ク リ ン D1レ ベ ル が い ず れ も 抗 Wnt-1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ る 処 理 後 に ダ ウ
ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ る こ と を 見 い だ し た 。 本 発 明 者 ら は こ れ ら の 細 胞 に お け る TOP／ FOPア
ッ セ イ も 行 い 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ る 処 理 後 に は TCF依 存 的 転 写 活 性 が 低 下 し て い る
こ と を 見 い だ し た 。 こ れ に 対 し て 、 正 常 細 胞 お よ び Wnt-1発 現 が み ら れ な い （ ま た は わ ず
か に 過 ぎ な い ） 癌 細 胞 で は 、 抗 Wnt-1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ る 処 理 後 に 、 Dvl、 サ イ ト ゾ
ル β -カ テ ニ ン の レ ベ ル お よ び TCF依 存 的 転 写 活 性 の 変 化 は 認 め ら れ な か っ た 。 こ れ ら の 結
果 は 、 抗 Wnt-1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ り 誘 導 さ れ る ア ポ ト ー シ ス が 、 少 な く と も 一 部 に
は 、 Dvl／ β -カ テ ニ ン 依 存 的 な 転 写 の 抑 制 に よ る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 抗 Wnt-1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 し た H460細 胞 に お い て 、 本 発 明 者 ら
は 、 切 断 型 （ 活 性 型 ） の カ ス パ ー ゼ -3が ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ て い る こ と を 見 い だ し た
。 カ ス パ ー ゼ 3活 性 に 一 致 す る よ う に 、 本 発 明 者 ら は 、 H460細 胞 の サ イ ト ゾ ル 中 の シ ト ク
ロ ム cの レ ベ ル が 抗 Wnt-1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 処 理 後 に 上 昇 す る こ と を 検 出 し た 。 さ ら に 、
本 発 明 者 ら は 、 こ れ ら の H460細 胞 で は 抗 体 処 理 後 に サ ー ビ ビ ン 発 現 が ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト
す る こ と を 見 い だ し た 。
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【 ０ １ ３ ８ 】
　 Wnt-1シ グ ナ ル 伝 達 は C57Wnt-1細 胞 で は 作 動 し て い る が 、 C57mv7細 胞 で は 停 止 し て い る
こ と が 別 の 者 に よ っ て 示 さ れ て い る 11。 対 照 と し て 、 本 発 明 者 ら は 、 抗 Wnt-1モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 が C57Wnt-1細 胞 に お け る Wnt／ β -カ テ ニ ン シ グ ナ ル 伝 達 を 抑 制 し う る か 否 か を 検
証 し た 。 ウ エ ス タ ン 分 析 C57mv7に よ り 、 C57Wnt-1細 胞 で は 抗 Wnt-1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 処
理 （ 8.0μ g／ mlで 48hr） 後 に サ イ ト ゾ ル β -カ テ ニ ン お よ び サ イ ク リ ン D1の レ ベ ル が い ず
れ も ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ る が 、 C57mv7細 胞 で は サ イ ク リ ン D1発 現 が 検 出 さ れ な い こ と
が 示 さ れ た 。 C57mv7細 胞 に お け る サ イ ト ゾ ル β -カ テ ニ ン レ ベ ル も 抗 Wnt-1モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 処 理 後 に 変 化 し な い ま ま で あ っ た 。 こ れ に 一 致 し て 、 TOP／ FOPア ッ セ イ に よ っ て 測 定
し た TCF依 存 的 転 写 活 性 も C57Wnt-1細 胞 で は 低 下 し て い た が 、 C57mv7細 胞 で は 変 化 し な い
ま ま で あ っ た 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 検 討 し た 細 胞 株 に お い て 、 抗 Wnt-1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 が Wnt／ β -カ テ ニ ン シ グ ナ ル 伝 達 を 抑 制 す る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
RNA干 渉
　 本 発 明 者 ら は 、 Elbashirら に よ っ て 記 載 さ れ た プ ロ ト コ ー ル （ Elbashir et al., Metho
ds 26, 199-213, 2002） に 従 っ て 、 RNAiを 用 い る こ と に よ っ て Wnt-1発 現 の サ イ レ ン シ ン
グ を 行 う こ と の 影 響 を 調 べ た 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 Wnt-1抗 体 の 場 合 と 同 様 に 、 Wnt-1 siRNA
に よ る 3～ 5日 間 の 処 理 に よ り 、 Wnt-1を 発 現 す る 癌 細 胞 株 、 例 え ば MCF-7細 胞 に お い て ア ポ
ト ー シ ス が 誘 導 さ れ た 。 100nMの Wnt-1 siRNAで は 顕 著 な ア ポ ト ー シ ス が 誘 導 さ れ た が 、 非
サ イ レ ン シ ン グ 性 siRNA対 照 （ 100nM） お よ び ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 試 薬 の い ず れ に よ っ て
も ア ポ ト ー シ ス は 誘 導 さ れ な か っ た 。 本 発 明 者 ら は 、 Wnt-1 siRNA処 理 （ 100nMで 72hr） 後
の Wnt-1発 現 の サ イ レ ン シ ン グ を ウ エ ス タ ン 分 析 に よ っ て 確 か め た （ 非 サ イ レ ン シ ン グ 性 s
iRNAを 対 照 と し て 用 い た （ 100nMで 72hr） ） 。 ア ポ ト ー シ ス 作 用 が Wnt-1シ グ ナ ル 伝 達 の 抑
制 と 相 関 す る か 否 か を 明 ら か に す る た め に 、 本 発 明 者 ら は 、 Dvl-3、 サ イ ト ゾ ル β -カ テ ニ
ン お よ び サ ー ビ ビ ン の 発 現 レ ベ ル が Wnt-1 siRNA処 理 後 に ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ る こ と
も 示 し た 。
【 ０ １ ４ ０ 】
イ ン ビ ボ で の 癌 増 殖 の 抑 制
　 次 に 本 発 明 者 ら は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 Wnt-1抗 体 が イ ン ビ ボ で の 腫 瘍 増 殖 を 抑 制 し う る
か 否 か を 検 討 し た 。 本 発 明 者 ら は H460細 胞 お よ び MCF-7細 胞 の そ れ ぞ れ を ヌ ー ド マ ウ ス に
注 入 し た 。 続 い て マ ウ ス に 対 し て 50μ gの モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 Wnt-1抗 体 、 対 照 モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 ま た は PBSを 腹 腔 内 （ i.p.） 注 射 に よ り 週 1回 注 射 し た 。 図 6Aは 、 対 照 抗 体 で は 明 ら
か な 抑 制 は み ら れ な か っ た が 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 Wnt-1抗 体 は そ の よ う な 用 量 で い ず れ の
型 の 腫 瘍 も 有 意 に 抑 制 し た こ と を 示 し て い る （ P<0.001） 。 腫 瘍 増 殖 の 抑 制 は 、 モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 Wnt-1抗 体 を 腫 瘍 細 胞 接 種 の 直 後 に 開 始 し た 場 合 だ け で な く （ 図 6A） 、 腫 瘍 が す
で に 成 立 し た 後 （ 腫 瘍 細 胞 接 種 の 1週 後 ） に 処 置 を 開 始 し た 場 合 に も 認 め ら れ た （ P<0.005
） （ 図 6B） 。 MCF-7細 胞 を 用 い た 試 験 に お け る （ 図 6C） 、 抗 Wnt-1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ
び 対 照 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ る 3週 間 の 処 置 後 の 腫 瘍 体 積 を 示 し て い る 。 各 群 当 た り の
動 物 数 は 5匹 で あ る 。 抗 Wnt-1 mAb注 射 後 に 腫 瘍 が 生 じ た マ ウ ス は い な か っ た が 、 対 照 マ ウ
ス で は 5匹 中 3匹 で 腫 瘍 が 生 じ た （ 腹 腔 内 注 射 は MCF-7細 胞 の 接 種 か ら 1週 間 後 に 週 1回 行 っ
た ） 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 上 記 の 試 験 に 用 い た 抗 Wnt-1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の VＨ 領 域 お よ び VL領 域 の 配 列 を 決 定 し
た 。 CDR領 域 お よ び フ レ ー ム ワ ー ク （ FR） 領 域 を RT-PCRに よ っ て ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 か
ら 増 幅 し 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル に よ り 分 析 し た 。 VＨ 領 域 お よ び VＬ 領 域 の 配 列 は 図 7に 示 さ れ
て い る 。
【 ０ １ ４ ２ 】

　 多 数 の ヒ ト 癌 標 本 お よ び そ れ に 対 応 す る 非 癌 性 組 織 標 本 に お い て 、 Wnt-2遺 伝 子 の 発 現
を 分 析 し た 。 放 射 標 識 し た Wnt-2cDNAプ ロ ー ブ を 、 19種 類 の ヒ ト 腫 瘍 標 本 お よ び そ れ に 対

10

20

30

40

50

(32) JP 2006-516259 A 2006.6.29

実 施 例 9： Wnt-2の 発 現 、 お よ び Wnt-2モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ り 誘 導 さ れ る ア ポ ト ー シ ス



応 す る 非 癌 性 組 織 標 本 を 含 む Cancer Profiling Array II（ BD Biosciences, Inc.） と ハ
イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 Wnt-2は 結 腸 、 胃 、 直 腸 お よ び 甲 状 腺 の 腫 瘍 の 大 半 に お い て 、 そ れ
ら の 正 常 対 応 物 と 比 較 し て 過 剰 発 現 さ れ て い た 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 ヒ ト Wnt-2の ア ミ ノ 酸 49～ 63（ SSQRQLCHRRPDVMR） に 対 応 す る 合 成 ペ プ チ ド に 対 す る モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 さ せ た 。 こ の 抗 体 を プ ロ テ イ ン Aを 用 い て ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 し た
。 ア ポ ト ー シ ス に 対 す る Wnt-2モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 影 響 を ヒ ト 黒 色 腫 FEMX細 胞 お よ び LOX
細 胞 で 調 べ た 。 そ の 結 果 、 抗 Wnt-2モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は FEMXお よ び LOXヒ ト 黒 色 腫 細 胞 に
お け る ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 し た こ と が 示 さ れ て い る 。 こ の 抗 体 は 、 実 施 例 8の 抗 Wnt-1モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 同 じ く 、 ヒ ト 結 腸 癌 HCT-116細 胞 お よ び SW480細 胞 で も ア ポ ト ー シ ス を 誘
導 し た 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 上 記 の 試 験 に 用 い た 抗 Wnt-1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の VＨ 領 域 お よ び VL領 域 の 配 列 を 決 定 し
た 。 CDR領 域 お よ び フ レ ー ム ワ ー ク （ FR） 領 域 を RT-PCRに よ っ て ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 か
ら 増 幅 し 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル に よ り 分 析 し た 。 VＨ 領 域 お よ び VＬ 領 域 の 配 列 は 図 7に 示 さ れ
て い る 。
【 ０ １ ４ ５ 】

　 本 発 明 者 ら は さ ら に 、 中 皮 腫 に お け る wntシ グ ナ ル 伝 達 の 役 割 を 調 べ た 。 本 発 明 者 ら は
、 ほ と ん ど の 中 皮 腫 細 胞 が Dvl-3を 過 剰 発 現 す る こ と を 見 い だ し た 。 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト
法 を 用 い て 中 皮 腫 細 胞 に お け る Dvl-3お よ び サ イ ト ゾ ル β -カ テ ニ ン の 発 現 を 調 べ た 。 ウ エ
ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 、 10件 の 新 鮮 な 悪 性 中 皮 腫 組 織 の う ち 8件 が 、 対 応 す る 自 己 由
来 の 正 常 胸 膜 組 織 対 照 と 比 較 し て 、 Dvl-3タ ン パ ク 質 を 過 剰 発 現 す る こ と 、 お よ び サ イ ト
ゾ ル β -カ テ ニ ン が 増 加 し て い る こ と が 示 さ れ た 。 さ ら に 、 検 討 し た 別 の 5種 類 の 悪 性 中 皮
腫 細 胞 （ 2種 類 の 初 代 悪 性 胸 膜 中 皮 腫 培 養 細 胞 な ら び に 3種 類 の 細 胞 株 LRK1A、 RENお よ び H5
13） で は 、 正 常 胸 膜 対 照 に 比 し て 、 Dvl-3お よ び サ イ ト ゾ ル β -カ テ ニ ン の レ ベ ル が 上 昇 し
て い た 。 腫 瘍 細 胞 の い く つ か に 対 す る 免 疫 組 織 化 学 分 析 に よ り 、 細 胞 質 性 、 核 お よ び 膜 結
合 性 の β -カ テ ニ ン が 示 さ れ た 。 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ っ て 検 討 し た 例 お よ び 2件 の 悪
性 浸 出 液 を 含 め 、 13件 の 中 皮 腫 組 織 に お い て β -カ テ ニ ン の エ ク ソ ン 3の 変 異 は 認 め ら れ な
か っ た 。 エ ク ソ ン 3を 変 異 分 析 の た め に 選 択 し た が 、 こ れ は そ れ が 、 活 性 化 型 変 異 を 含 む
こ と が 以 前 か ら 判 明 し て い る β -カ テ ニ ン の NH2末 端 の 調 節 ド メ イ ン を コ ー ド す る た め で あ
る 。 さ ら に 、 本 発 明 者 ら に よ れ ば 、 3種 類 の 中 皮 腫 細 胞 株 （ LRK1A、 RENお よ び H513） に お
い て β -カ テ ニ ン の 全 コ ー ド 領 域 に 変 異 は 検 出 さ れ な か っ た 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 Tcf依 存 的 ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 用 い て β -カ テ ニ ン の 転 写 活 性 も 検 討 し た
。 試 験 対 象 の す べ て の 腫 瘍 に お い て 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 用 い て APC、 GSK-3β お よ
び Tcf4の 発 現 を 確 か め た 。 Tcf-β -カ テ ニ ン タ ン パ ク 質 複 合 体 に よ っ て 媒 介 さ れ る 転 写 活
性 を 、 Dvlお よ び サ イ ト ゾ ル β -カ テ ニ ン の 有 意 な 過 剰 発 現 が み ら れ た 中 皮 腫 細 胞 株 に お け
る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 活 性 に 対 す る 比 と し て ア ッ セ イ し た 。 細 胞 に 対 し て 、 多 量 体 化 し た 野
生 型 ま た は 変 異 型 の Tcf結 合 モ チ ー フ を ホ タ ル ル シ フ ェ ラ ー ゼ cDNAの 上 流 に 含 む pTOPFLASH
ま た は pFOPFLASHレ ポ ー タ ー 構 築 物 の い ず れ か を 、 ウ ミ シ イ タ ケ ル シ フ ェ ラ ー ゼ cDNAを 含
む pRL-TK内 部 対 照 レ ポ ー タ ー 構 築 物 と と も に 一 時 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 Tcfを 介 し
た 遺 伝 子 転 写 を 24h後 の pTOPFLSH： pFOPFLLASHル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 （ そ れ ぞ れ pRL-TKレ ポ
ー タ ー の ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 に 対 し て 補 正 し た ） の 比 に よ っ て 評 価 し た 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 悪 性 胸 膜 中 皮 腫 浸 出 液 由 来 の 細 胞 、 LRK1A、 RENお よ び H513細 胞 株 を 含 む 、 サ イ ト ゾ ル β
-カ テ ニ ン レ ベ ル の 高 い 中 皮 腫 細 胞 は 、 β -カ テ ニ ン の Tcfを 介 し た 遺 伝 子 転 写 活 性 （ pTOPF
LASH／ pFOPFLASH） に 関 し て 有 意 に 高 い 倍 率 の 増 加 （ 1.5～ 2.4倍 、 P<0.01） を 示 し た 。 こ
れ に 対 し て 、 サ イ ト ゾ ル β -カ テ ニ ン の 発 現 が わ ず か に 過 ぎ な か っ た 正 常 中 皮 細 胞 で は 差
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実 施 例 10： 中 皮 腫 で は Dvlの 活 性 化 に よ っ て β カ テ ニ ン の 過 剰 発 現 が み ら れ 、 β カ テ ニ ン
の 転 写 活 性 は 腫 瘍 形 成 能 と 相 関 し て い る



が 認 め ら れ な か っ た 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 Tcf β -カ テ ニ ン を 介 し た レ ポ ー タ ー ア ッ セ イ に お け る β -カ テ ニ ン の 転 写 活 性 （ Gal4-
β -カ テ ニ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 下 で の レ ポ ー タ ー ア ッ セ イ に よ っ て 確 認 ） に よ り 、 中
皮 腫 細 胞 を 転 写 活 性 が 陽 性 で あ る か 陰 性 で あ る か に 分 類 し た 。 中 皮 腫 細 胞 に お い て 、 β -
カ テ ニ ン の サ イ ト ゾ ル 発 現 は ア ピ ゲ ニ ン （ こ れ は カ ゼ イ ン キ ナ ー ゼ IIの 崩 壊 を 通 じ て Dvl
を 分 解 し う る ） お よ び PDZ-Dvlの 添 加 に よ っ て 抑 制 さ れ 、 野 生 型 Dvlに よ っ て 増 強 さ れ た 。
さ ら に 、 PDZ-Dvlは Tef依 存 的 転 写 活 性 を 抑 制 し た 。 PDZ-Dvlの 安 定 的 な 発 現 は 、 β -カ テ ニ
ン の 転 写 活 性 が 陽 性 で あ っ た 中 皮 腫 細 胞 に お け る コ ロ ニ ー 形 成 を 抑 制 し た が 、 β -カ テ ニ
ン の 転 写 活 性 が 陰 性 で あ っ た 中 皮 腫 細 胞 は 安 定 的 な コ ロ ニ ー 形 成 を 示 し た 。 Tef依 存 的 転
写 お よ び Gal4-β -カ テ ニ ン 融 合 タ ン パ ク 質 に 関 し て 本 発 明 者 ら が 確 認 し た 所 見 は 、 中 皮 腫
細 胞 に お け る 腫 瘍 形 成 能 と 高 度 に 相 関 し て い た 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 Dvl-3は 、 中 皮 腫 細 胞 に お い て サ イ ト ゾ ル β -カ テ ニ ン を 安 定 化 す る 。 本 発 明 者 ら は 、 胸
水 由 来 の 新 鮮 な 悪 性 中 皮 腫 細 胞 が Dvl-3タ ン パ ク 質 の 過 剰 発 現 を 示 し 、 サ イ ト ゾ ル β -カ テ
ニ ン の 発 現 を 伴 う こ と を ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ っ て 確 か め た 。 β -カ テ ニ ン 領 域 の
ホ モ 接 合 性 欠 失 を 有 す る H28細 胞 株 を 除 き 、 Dvl-3の 発 現 が 高 度 な 検 査 し た 他 の す べ て の 悪
性 細 胞 は 、 正 常 胸 膜 組 織 由 来 の 細 胞 よ り も サ イ ト ゾ ル β -カ テ ニ ン の 発 現 が 著 し く 高 度 で
あ っ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 中 皮 腫 細 胞 で は Dvl-3の 活 性 化 に よ っ て β -カ テ ニ ン が 膜 か ら 細
胞 質 お よ び 核 に 移 行 す る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 β -カ テ ニ ン は 中 皮 腫 細 胞 に お い て Tcf依 存 的 転 写 を 活 性 化 す る 。 Dvlお よ び サ イ ト ゾ ル
β -カ テ ニ ン の 明 ら か な 過 剰 発 現 が み ら れ る 中 皮 腫 細 胞 株 、 な ら び に ホ モ 接 合 性 欠 失 の た
め に β -カ テ ニ ン の 発 現 は み ら れ な い が Dvlの 発 現 は 有 す る 別 の 中 皮 腫 細 胞 株 H28に お い て
、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 分 析 に よ り 、 複 合 体 に よ っ て 媒 介 さ れ る 転 写 活 性 化 の 決 定 お よ び 比 較
を 行 っ た 。 細 胞 に 対 し て 、 多 量 体 化 し た 野 生 型 ま た は 変 異 型 の Tcf結 合 モ チ ー フ を ホ タ ル
ル シ フ ェ ラ ー ゼ cDNAの 上 流 に 含 む pTOPFLASHま た は pFOPFLASHレ ポ ー タ ー 構 築 物 の い ず れ か
を 、 ウ ミ シ イ タ ケ ル シ フ ェ ラ ー ゼ cDNAを 含 む pRL-TK内 部 対 照 レ ポ ー タ ー 構 築 物 と と も に 一
時 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 Tefを 介 し た 遺 伝 子 転 写 を 24h後 の pTOPFLSH： pFOPFLLASHル
シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 （ そ れ ぞ れ pRL-TKレ ポ ー タ ー の ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 に 対 し て 補 正 し た ）
の 比 に よ っ て 評 価 し た 。 サ イ ト ゾ ル β -カ テ ニ ン の 発 現 が 高 度 で あ っ た 中 皮 腫 細 胞 の う ち
、 中 皮 腫 患 者 1例 の 悪 性 浸 出 液 、 LRK1Aお よ び RENは pTOPFLASHレ ポ ー タ ー の 転 写 活 性 が 1.8
～ 2.4倍 高 く 、 H290お よ び H513は 1.4～ 1.5倍 の 高 さ で あ っ た 。 こ れ に 対 し て 、 サ イ ト ゾ ル
β -カ テ ニ ン の 発 現 が み ら れ な い か わ ず か で あ っ た H28お よ び 正 常 中 皮 細 胞 で は pTOPFLASH
活 性 と pFOPFLASH活 性 と の 間 に 差 が 認 め ら れ な か っ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 β -カ テ ニ ン の 多
く は 中 皮 腫 細 胞 に お い て 伝 達 物 質 の 可 能 性 が あ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 Gal4-β -カ テ ニ ン は 中 皮 腫 細 胞 に お い て pG5を 活 性 化 す る 。 さ ら に 、 中 皮 腫 細 胞 株 に は
必 要 な 転 写 機 構 が 存 在 し な い と い う 可 能 性 を 否 定 す る た め に 、 中 皮 腫 細 胞 に お け る β カ テ
ニ ン に よ る 転 写 活 性 の 制 御 を GAL4-β -カ テ ニ ン 構 築 物 を 用 い て 測 定 し た 。 GAL4-β  カ テ ニ
ン 融 合 タ ン パ ク 質 を 転 写 す る pSG424-GAL4-β -カ テ ニ ン と 、 CATレ ポ ー タ ー 構 築 物 で あ る pG
5と の コ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 後 に 、 GAL4-β -カ テ ニ ン に よ り 媒 介 さ れ る 遺 伝 子 転 写 を
測 定 し た 。 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 活 性 化 レ ベ ル を 除 外 す る た め に 、 こ れ ら の 活 性 を pG5レ ポ
ー タ ー 構 築 物 の CAT活 性 に 対 し て 標 準 化 し た 。 Flag抗 体 を 用 い る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析
に よ れ ば 、 Gal4-β -カ テ ニ ン タ ン パ ク 質 は ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た す べ て の 中 皮 腫 で 発 現 さ
れ て い た 。 LRK1A、 RENお よ び H28細 胞 は 、 pSG-GAL4-β -カ テ ニ ン お よ び pG5レ ポ ー タ ー 構 築
物 の コ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 に 、 pG5の 対 照 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン と 比 較 し て 10～ 25倍
の 活 性 上 昇 を 示 し た 。 Hela細 胞 は 25倍 の 上 昇 を 示 し た 。 こ れ に 対 し て 、 H513は 数 倍 の 上 昇
を 示 し 、 H290は バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 活 性 の み を 示 し た 。 こ れ ら の 高 い 活 性 か ら 、 β -カ テ ニ
ン の 多 い 中 皮 腫 は LRK1Aお よ び RENで は 転 写 活 性 が 可 能 で あ る が 、 H290で は Tcf依 存 的 転 写
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の 活 性 化 は 高 度 で あ る も の の そ れ を 行 え な い こ と が 確 か め ら れ た 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 ア ピ ゲ ニ ン は Dvlの 分 解 を 誘 導 し 、 こ れ は サ イ ト ゾ ル β -カ テ ニ ン の 安 定 性 を も た ら す 。
ア ピ ゲ ニ ン は 乳 腺 上 皮 細 胞 に お い て カ ゼ イ ン キ ナ ー ゼ IIの 抑 制 を 介 し て Dvlお よ び β -カ テ
ニ ン の 分 解 を 促 進 し 、 細 胞 増 殖 の 抑 制 を も た ら す 。 ア ピ ゲ ニ ン を 培 地 に 添 加 す る こ と に よ
り 、 （ Dvlお よ び サ イ ト ゾ ル β -カ テ ニ ン を 分 解 す る ） 48時 間 の 処 理 の 過 程 で 、 LRK1A、 REN
お よ び H290の 増 殖 は 抑 制 さ れ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 カ ゼ イ ン キ ナ ー ゼ IIに よ る Dvlの 活 性
化 が 、 一 部 に は 、 中 皮 腫 細 胞 に お け る β -カ テ ニ ン の 移 行 を 調 節 し て い る こ と を 示 唆 す る
。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 PDZ-Dvlは 、 中 皮 腫 細 胞 に お い て 、 内 因 性 Dvlの 機 能 お よ び サ イ ト ゾ ル β -カ テ ニ ン の 安
定 性 を 抑 制 す る 。 Dishevelledタ ン パ ク 質 は 、 3つ の 保 存 的 な ド メ イ ン 、 す な わ ち 、 Wnt拮
抗 性 タ ン パ ク 質 Axinに 存 在 す る DIXド メ イ ン ； タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用 に 関 与 す る
PDZド メ イ ン 、 お よ び お よ び Rho GTPア ー ゼ を 調 節 す る タ ン パ ク 質 に 認 め ら れ る DEPド メ イ
ン を 有 す る 。 3つ の 保 存 的 な ド メ イ ン の 機 能 は 、 哺 乳 細 胞 に お い て 、 β -カ テ ニ ン の ア ッ プ
レ ギ ュ レ ー シ ョ ン の た め 、 お よ び LEF-1を 介 し た 転 写 の た め に 必 要 で あ る 。 293T細 胞 に 対
す る pCS-マ ウ ス Dvl-1の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は 、 他 の 研 究 者 の 所 見 と 一 致 し て 、 β -カ テ
ニ ン の Tcfを 介 し た 遺 伝 子 転 写 活 性 の 15倍 の 上 昇 を 引 き 起 こ し た 。 こ の 活 性 は 、 pCS-cDNA
を コ ー ド す る Δ PDZDvl-1コ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ り 、 pCS-マ ウ ス Dvl-1構 築 物 に よ っ
て 抑 制 さ れ た 。 さ ら に 、 LRK1Aに お け る β -カ テ ニ ン の Tef依 存 的 転 写 活 性 は 、 pCS-Δ PDZ-D
vl-1の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ っ て 低 下 し た （ 2.1倍 か ら 1.3倍 に 、 P<0.05） が 、 pCS-Dv
l-1の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は β -カ テ ニ ン の Tcf依 存 的 転 写 活 性 を 増 強 し （ 2.1倍 か ら 3.8
倍 に 、 P<0.05） 、 こ の こ と は こ れ ら の 細 胞 に お け る β -カ テ ニ ン の Tcfを 介 し た 転 写 が Dvl.
bに よ っ て 高 度 に 調 節 さ れ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 悪 性 胸 膜 中 皮 腫 に お け る 別 の Wnt経 路 活 性 化 に 関 し て 検 討 す る た め に 、 本 発 明 者 ら は 、
Δ PDZ-Dvl-1お よ び 野 生 型 Dvl-1を 、 LRK1A、 RENお よ び H513細 胞 株 の そ れ ぞ れ に 対 し て レ ト
ロ ウ イ ル ス 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 pLXN-Δ PDZ-Dvl-1の レ ト ロ ウ イ ル ス 性 ト ラ ン ス フ
ェ ク シ ョ ン に よ っ て Δ PDZ-Dvl-1タ ン パ ク 質 の 発 現 が 誘 導 さ れ 、 こ れ は 検 討 し た す べ て の
細 胞 に お い て 、 サ イ ト ゾ ル β -カ テ ニ ン の 発 現 を 対 照 と 比 較 し て 有 意 に 低 下 さ せ た （ P<0.0
5） 。 こ れ ら の 結 果 は 、 中 皮 腫 細 胞 に お い て Dvlが サ イ ト ゾ ル β -カ テ ニ ン を 調 節 す る こ と
を 示 し て い る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 Atlasヒ ト 癌 1.2ア レ イ を 用 い た と こ ろ 、 RENに お け る c-myc発 現 は Δ PDZ-Dvl-1ト ラ ン ス
フ ェ ク シ ョ ン に よ っ て ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ る こ と が 示 さ れ た 。 一 方 、 Wnt／ β -カ テ ニ
ン 経 路 の 標 的 遺 伝 子 の 1つ で あ る こ と が 確 か め ら れ て い る COX-2は 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分
析 を 用 い る と Δ PDZ-Dvl-1ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ っ て ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ て い た
。
【 ０ １ ５ ６ 】
Δ PDZ-Dvlの ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は 軟 寒 天 お よ び 無 胸 腺 マ ウ ス に お い て 中 皮 腫 細 胞 株 の
腫 瘍 形 成 能 を 抑 制 す る
　 本 発 明 者 ら は 、 Dvl／ β -カ テ ニ ン 経 路 の 役 割 を 、 悪 性 胸 膜 中 皮 腫 細 胞 株 に お け る 細 胞 増
殖 と 関 連 付 け な が ら 検 討 し た 。 本 発 明 者 ら は 、 エ ン プ テ ィ ベ ク タ ー を 対 照 と し て 用 い る レ
ト ロ ウ イ ル ス 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ り 、 LRK1A、 RENお よ び H513に お い て Δ PDZ-Dvl-
1の 発 現 を 誘 導 し た 。 選 別 後 に 、 細 胞 を 0.35％ 軟 寒 天 培 地 に 播 き 、 28日 後 に コ ロ ニ ー を ス
コ ア 化 し た 。 Δ PDZ-Dvl-1を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た LRK1Aお よ び RENに お け る コ ロ ニ ー 形 成
は 対 照 と 比 較 し て 大 き く 低 下 し た （ P<0.01） 。 H513は 軟 寒 天 中 で 増 殖 す る こ と が で き な か
っ た 。 さ ら に 、 無 胸 腺 マ ウ ス に お け る LRK1Aお よ び REN皮 下 腫 瘍 の イ ン ビ ボ 増 殖 は い ず れ も
、 Δ PDZ-Dvl-1変 異 体 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ り 、 対 照 と 比 較 し て 有 意 に 抑 制 さ れ た
（ そ れ ぞ れ P<0.05お よ び P<0.005； 図 8） 。
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【 ０ １ ５ ７ 】

　 本 発 明 者 ら は 次 に 、 非 小 細 胞 肺 癌 （ NSCLC） に お け る Dvl活 性 化 の 役 割 を 検 討 し た 。 本 実
施 例 は 、 新 た に 切 除 し た NSCLC細 胞 株 お よ び 樹 立 NSCLC細 胞 株 に お い て Dvl-3が 過 剰 発 現 さ
れ る こ と を 示 し て い る 。 本 発 明 者 ら の 実 施 例 は 、 標 準 的 な β -カ テ ニ ン 経 路 を 介 す る Wntシ
グ ナ ル 伝 達 は Dvl発 現 な ど の 上 流 イ ベ ン ト に 起 因 す る と い う さ ら な る 証 拠 も 提 供 す る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 NSCLCに お け る wntシ グ ナ ル 伝 達 の 機 能 を 評 価 す る た め に 、 Dvlの 発 現 お
よ び 機 能 を 分 析 し た 。 8件 の 新 鮮 な NSCLC腫 瘍 （ 4つ は 扁 平 上 皮 癌 で 4つ は 腺 癌 ） お よ び そ れ
ら に 対 応 さ せ た 自 己 由 来 正 常 肺 組 織 を 、 ス テ ー ジ I早 期 NSCLCに 対 す る 治 療 の 一 過 程 と し て
腫 瘍 の 切 除 術 を 受 け る 患 者 か ら 入 手 し た 。 こ の 患 者 た ち は 以 前 に 化 学 療 法 な ど の 治 療 を 受
け て い な か っ た 。 こ れ ら の 試 料 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 、 検 討 し た す べ て の 癌 細
胞 の う ち 75％ （ 4件 の 扁 平 上 皮 癌 の う ち 3つ 、 お よ び 4件 の 腺 癌 の う ち 3つ ）  で Dvl-3が 過 剰
発 現 し て お り 、 一 方 、 そ れ ら に 対 応 す る 正 常 顕 微 解 剖 肺 組 織 で は Dvl-3の 発 現 は 認 め ら れ
な か っ た 。 さ ら に 、 Dvl-3過 剰 発 現 が み ら れ た 6件 の NSCLC腫 瘍 の う ち 5件 で は Wnt-1ま た は W
nt-2の 発 現 が 高 度 で あ る こ と が ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ っ て 示 さ れ た 。 Dvl-1お よ び D
vl-2の 発 現 は 検 出 さ れ な か っ た 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 Dvlの 機 能 を さ ら に 検 討 す る た め に 、 本 発 明 者 ら は 、 Dvl-1、 -2お よ び -3を 抑 制 し う る Dv
lの 短 鎖 干 渉 性 RNA（ siRNA） を 合 成 し た 。 本 発 明 者 ら は 、 Dvl siRNAお よ び 対 照 siRNAで 処
理 す る こ と に よ り 、 肺 癌 細 胞 株 H1703に お け る Dvlの 機 能 を 調 べ た 。 本 発 明 者 ら が H1703を
選 択 し た 理 由 は 、 そ れ が Dvl-3を 発 現 す る 上 に 、 β -カ テ ニ ン の Tcf依 存 的 転 写 活 性 を 呈 す
る こ と が 示 さ れ て い る た め で あ る 。 siRNA処 理 後 に 、 dvi-3の 発 現 は 抑 制 さ れ た が 、 dvi-1
お よ び -2は 発 現 さ れ な い ま ま で あ っ た 。 注 目 さ れ る こ と と し て 、 処 理 し た 細 胞 で は β -カ
テ ニ ン 発 現 も そ れ に 従 っ て 低 下 し 、 こ れ は Tcf依 存 的 転 写 活 性 の 有 意 な 低 下 を 伴 っ た （ P<0
.05） 。 ま た 、 Dvlの siRNAは 24ウ ェ ル プ レ ー ト に お け る H1703細 胞 の 増 殖 を 有 意 に 抑 制 し た
（ P<0.05） （ 図 9） 。 さ ら に 、 100mm培 養 皿 に お け る コ ロ ニ ー 形 成 も 有 意 に 抑 制 さ れ た （ P<
0.05） 。 H1703と 比 較 し て Dvl発 現 レ ベ ル が 低 い 他 の 細 胞 株 、 例 え ば A549（ 肺 癌 細 胞 株 ） お
よ び SW480（ APC変 異 の た め に Wntシ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 異 常 活 性 化 を 伴 う 結 腸 癌 細 胞 株 ） で
は 、 細 胞 増 殖 は Dvl siRNAに よ る 影 響 を 受 け な か っ た 。
【 ０ １ ６ ０ 】
考 察
　 上 述 し た よ う に 、 wntリ ガ ン ド が ヒ ト 発 癌 に お い て 果 た す 役 割 は ほ と ん ど わ か っ て い な
い 。 本 明 細 書 に 提 供 し た デ ー タ は 、 wntシ グ ナ ル が ヒ ト 癌 細 胞 の 原 因 と し て の 役 割 を 果 た
し 、 こ の た め 癌 治 療 の 標 的 と な る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 以 上 に 提 示 し た デ ー タ は 、 抗 wnt-1抗 体 お よ び 抗 wnt-2抗 体 が い ず れ も ヒ ト 癌 細 胞 に お け
る ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 し う る こ と を 示 し て い る 。 さ ら に 、 本 発 明 者 ら の デ ー タ は 、 こ の 抗
腫 瘍 作 用 が wntシ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 阻 止 に 起 因 す る こ と を 示 し て い る 。 抗 Wnt抗 体 に よ っ て
誘 導 さ れ た ア ポ ト ー シ ス 細 胞 死 は Wntタ ン パ ク 質 の 発 現 と 相 関 す る だ け で は な く 、 検 討 し
た ヒ ト 腫 瘍 細 胞 に お け る dviお よ び サ イ ト ゾ ル β カ テ ニ ン タ ン パ ク 質 の 発 現 と も 一 致 し て
い た 。 そ れ に 反 し て 、 正 常 細 胞 株 で は 抗 Wnt抗 体 処 理 後 も Dvlお よ び サ イ ト ゾ ル β -カ テ ニ
ン タ ン パ ク 質 は い ず れ も 同 じ レ ベ ル に 保 た れ た 。 こ れ ら の 抗 体 は 正 常 細 胞 株 に 対 し て は 検
出 し う る 影 響 を 及 ぼ さ ず 、 こ の こ と は 抗 Wnt-1抗 体 ま た は 抗 Wnt-2抗 体 が 癌 細 胞 で は ア ポ ト
ー シ ス を 特 異 的 に 誘 導 し う る が 、 正 常 細 胞 で は 誘 導 し な い こ と を 示 唆 す る 。 ポ リ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 が 非 特 異 的 な 影 響 を 及 ぼ す 可 能 性 が あ る こ と を 考 慮 し て 、 本 発 明 者 ら は 、 抗 wnt抗
体 の 作 用 の 特 異 性 を さ ら に 調 べ る た め に 抗 wnt-1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 。 抗 wnt-1モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 Wnt-1タ ン パ ク 質 を 過 剰 発 現 す る ヒ ト 癌 細 胞 株 、 例 え ば ヒ ト 肺 癌 細
胞 株 H460お よ び ヒ ト 乳 癌 細 胞 株 MCF-7に お い て ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る こ と が で き た 。 ポ
リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 試 験 で 得 ら れ た 結 果 と 同 様 に 、 こ れ ら の 腫 瘍 細 胞 で は 、 抗 Wntlモ ノ ク
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ロ ー ナ ル 抗 体 処 理 後 に dviお よ び サ イ ト ゾ ル β カ テ ニ ン タ ン パ ク 質 は い ず れ も 減 少 し た 。
し か し 、 抗 Wnt-1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 抗 Wnt-1ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 よ り も は る か に 高 い 特
異 性 を 示 し 、 例 え ば 、 抗 Wnt-1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 Wnt-1タ ン パ ク 質 を 過 剰 発 現 す る 腫
瘍 細 胞 （ H460お よ び MCF-7） の み に お い て ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 し 、 Wnt-2タ ン パ ク 質 を 発 現
す る 腫 瘍 細 胞 に は 検 出 し う る 影 響 を 及 ぼ さ な か っ た ； 抗 Wnt-1ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は Wnt-1
ま た は Wnt-2の い ず れ か を 過 剰 発 現 す る 腫 瘍 細 胞 で ア ポ ト ー シ ス 細 胞 死 を 誘 導 し た 。 以 上
を 総 合 す る と 、 こ れ ら の デ ー タ は 、 抗 Wnt抗 体 処 理 に よ り 、 ヒ ト 癌 細 胞 に お い て 腫 瘍 特 異
的 ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 し 、 Wnt-dvl-β カ テ ニ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 を ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト す
る こ と が 可 能 な こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 Wntシ グ ナ ル は 、 frizzled受 容 体 お よ び dishevelledタ ン パ ク 質 を 介 し て 2種 類 の 異 な る
経 路 ： 標 準 （ canonical） 経 路 （ す な わ ち β カ テ ニ ン 経 路 ） お よ び JNK経 路 を 活 性 化 す る 。
Dishevelledタ ン パ ク 質 に は 高 度 に 保 存 さ れ た 3つ の ド メ イ ン DIX、 PDZお よ び DEPを 有 す る
。 こ の う ち DIXド メ イ ン お よ び PDZド メ イ ン は 標 準 的 な シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の た め に 必 要 で あ
り 、 DEPド メ イ ン は JNK経 路 の 活 性 化 に 重 要 で あ る 。 JNKの 活 性 化 は ア ポ ト ー シ ス の 開 始 に
決 定 的 な 役 割 を 果 た す こ と が 示 唆 さ れ て い る （ Wang et al., Mol Cell Biol, 19: 5923-5
929 (1999)） 。 最 近 、 Chenら は 、 Wnt-1が β -カ テ ニ ン お よ び TCF転 写 を 活 性 化 す る こ と に
よ っ て ア ポ ト ー シ ス を 抑 制 す る こ と を 示 し た （ Chen et al., J Cell Biol, 152: 87-96 (
2001)） 。 本 研 究 で は 、 抗 Wnt抗 体 処 理 後 に β -カ テ ニ ン の 過 剰 発 現 お よ び JNK活 性 の 上 昇 が
と も に 観 察 さ れ 、 こ の こ と か ら 標 準 経 路 お よ び JNK経 路 が い ず れ も 抗 Wnt抗 体 に よ り 誘 導 さ
れ る ア ポ ト ー シ ス に 関 与 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。 さ ら に 、 正 常 中 皮 細 胞 株 に お け る Dvlの
過 剰 発 現 は JNK活 性 を ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト し 、 CK-1活 性 を ブ ロ ッ ク す る ア ピ ゲ ニ ン を 用 い
た Dvlの 抑 制 に よ っ て JNK活 性 が 上 昇 し た 。 抗 Wnt抗 体 処 理 後 の JNK活 性 化 は Dvlを 介 し た も
の で あ る 可 能 性 が 非 常 に 高 い 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 さ ら に 、 NSCLC細 胞 に お け る siRNAを 介 し た Dvl発 現 の 抑 制 は β -カ テ ニ ン を 介 し た Tcf転
写 を 低 下 さ せ 、 こ れ は あ る 種 の 肺 癌 細 胞 で は Dvl過 剰 発 現 が 標 準 的 な Wnt／ B-カ テ ニ ン 経 路
に と っ て 重 要 で あ る こ と を さ ら に 裏 づ け る 。 NSCLC細 胞 に お け る Dvlの 抑 制 は 細 胞 増 殖 お よ
び コ ロ ニ ー 形 成 も 抑 制 し 、 こ の こ と は Wntシ グ ナ ル 伝 達 に お け る 異 常 な 上 流 イ ベ ン ト が NSC
LCに お け る 腫 瘍 発 生 と 関 係 す る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 siRNAに よ る Dvlの 分 解 は H1703で は 増 殖 抑 制 を 引 き 起 こ し た が 、 A549細 胞 で は こ れ は 生
じ な か っ た 。 こ れ ら は い ず れ も 扁 平 上 皮 肺 癌 細 胞 株 で あ る が 、 H1703は p53に 変 異 に よ る 不
活 性 化 が あ り 、 A549は 野 生 型 p53を 有 す る 。 こ の た め 、 p53の 状 態 に よ り 、 処 理 を 行 っ た 2
種 類 の 扁 平 上 皮 肺 癌 細 胞 株 の 間 の Dvl機 能 の 違 い を 少 な く と も 部 分 的 に は 説 明 で き る と 思
わ れ る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 抗 Wnt抗 体 が ヒ ト 癌 細 胞 に お い て ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 し た 機 序 を さ ら に 解 明 す る た め に
、 本 発 明 者 ら は ア ポ ト ー シ ス 経 路 に お い て 可 能 性 の あ る 他 の 要 素 も 検 討 し た 。 例 え ば 、 wn
t抗 体 で 処 理 し た こ れ ら の 腫 瘍 細 胞 で は 、 Smac／ Diabloの サ イ ト ゾ ル へ の 放 出 が 検 出 さ れ
た 。 Smac／ Diablo（ カ ス パ ー ゼ の 第 2の ミ ト コ ン ド リ ア 由 来 活 性 化 因 子 ／ 低 pIの 直 接 的 IAP
結 合 タ ン パ ク 質 ） （ Du et al., Cell, 102: 33-42 (2000)； Verhagen et al., Cell, 102
: 43-53 (2000)） は 、 IAPを 介 し た カ ス パ ー ゼ 抑 制 を 解 除 す る こ と に よ っ て 機 能 す る 。 ア
ポ ト ー シ ス の 誘 発 に よ り 、 シ ト ク ロ ム cと と も に 、 Smac／ Diabloの ミ ト コ ン ド リ ア 膜 間 腔
か ら サ イ ト ゾ ル へ の 放 出 が 引 き 起 こ さ れ る 。 シ ト ク ロ ム cは Apaf-1お よ び カ ス パ ー ゼ -9を
直 接 活 性 化 し 、 Smac／ Diabloは 多 数 の IAPと 相 互 作 用 し て 、 イ ニ シ エ ー タ ー 性 お よ び エ フ
ェ ク タ ー 性 の 両 方 の カ ス パ ー ゼ の IAP媒 介 性 抑 制 を 排 除 す る （ Chai et al., Nature, 406:
 855-862 (2000)； Srinivasula et al., J Biol Chem, 275: 36152-36157 (2000)） 。 癌
細 胞 で は カ ス パ ー ゼ -3活 性 が 上 昇 し て い る が 正 常 細 胞 で は 上 昇 し て い な い と い う 上 記 の 結
果 に 一 致 す る よ う に 、 本 発 明 者 ら は 、 抗 Wnt抗 体 処 理 後 に 癌 細 胞 の サ イ ト ゾ ル 中 で は Smac
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／ Diabloお よ び シ ト ク ロ ム cの 両 方 の レ ベ ル が 上 昇 し て い る が 、 正 常 細 胞 で は 上 昇 し て い
な い こ と を 見 い だ し た 。 本 発 明 者 ら の 結 果 は 、 Smac／ Diabloお よ び シ ト ク ロ ム cの 両 方 が
、 そ れ ぞ れ サ ー ビ ビ ン お よ び ／ ま た は 他 の IAP媒 介 性 抑 制 を 排 除 す る こ と 、 な ら び に カ ス
パ ー ゼ を 直 接 活 性 化 す る こ と に よ り 、 抗 Wnt抗 体 に よ り 誘 導 さ れ る こ の ア ポ ト ー シ ス に 関
与 し て い る 可 能 性 が 高 い こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 以 上 の 所 見 は 、 wnt抗 体 が 、 wntタ ン パ ク 質 を 過 剰 発 現 す る 癌 細 胞 に お け る ア ポ ト ー シ ス
を 直 接 誘 導 す る だ け で な く 、 こ れ ら の 腫 瘍 細 胞 に 正 常 な ア ポ ト ー シ ス 機 構 を 取 り 戻 さ せ る
こ と に よ り 、 薬 剤 耐 性 も 解 除 す る 可 能 性 が あ る こ と を 示 唆 し て い る 。 腫 瘍 細 胞 に お け る 薬
剤 耐 性 の 基 盤 は ア ポ ト ー シ ス の 障 害 に あ る 可 能 性 が 高 い 。 ア ポ ト ー シ ス 抑 制 物 質 で あ る サ
ー ビ ビ ン の 過 剰 発 現 は 、 ほ と ん ど の ヒ ト 癌 に 共 通 し た 特 徴 で あ る 。 サ ー ビ ビ ン の タ ー ゲ テ
ィ ン グ に よ っ て 細 胞 毒 性 薬 剤 に 対 す る 腫 瘍 細 胞 の 感 受 性 が 高 ま る こ と 、 お よ び ア ン チ セ ン
ス サ ー ビ ビ ン が ヒ ト 中 皮 腫 細 胞 に お け る ア ポ ト ー シ ス を 十 分 に 引 き 起 こ す こ と が 示 さ れ て
い る 。 さ ら に 、 ア ン チ セ ン ス サ ー ビ ビ ン と 化 学 療 法 と の 相 乗 的 効 果 も 報 告 さ れ て い る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 wnt抗 体 処 理 に よ っ て サ ー ビ ビ ン の タ ン パ ク 質 発 現 レ ベ ル が 劇 的 に 低 下
す る こ と を 示 し た 。 以 上 を 総 合 す る と 、 Wnt抗 体 は 、 ヒ ト 癌 細 胞 に お け る 標 準 的 な 化 学 療
法 の 効 果 を 増 強 す る と と も に 相 乗 作 用 を 及 ぼ す と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 Wntシ グ ナ ル ま た は Frizzled受 容 体 の そ の 他 の ア ン タ ゴ ニ ス ト も dishevelledを 介 し て ア
ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る と 考 え ら れ る 。 例 え ば 、 sFRPは 、 分 泌 性 Wntリ ガ ン ド と の 結 合 に 関
し て 膜 貫 通 性 Frizzled受 容 体 と 競 合 す る こ と に よ り 、 Wntシ グ ナ ル 伝 達 の 可 溶 性 内 因 性 モ
ジ ュ レ ー タ ー と し て 機 能 す る （ Melkonyan et al., Proc Natl. Acad Sci USA, 94: 13636
-13641 (1997)） 。 詳 細 に は 、 sFRPは 、 Wntの 機 能 を 、 こ の タ ン パ ク 質 と 結 合 し て そ れ が 細
胞 表 面 シ グ ナ ル 伝 達 受 容 体 と 接 近 す る の を 阻 止 す る こ と に よ っ て 拮 抗 す る こ と が で き 、 ま
た は Frizzled受 容 体 に 対 す る リ ガ ン ド の 提 示 を 促 す こ と に よ っ て Wnt活 性 を 増 強 す る こ と
も で き る （ Uthoff et al., Int J Oncol, 19: 803-810 (2001)） 。 Frizzled受 容 体 の ア ン
タ ゴ ニ ス ト （ 例 え ば 、 細 胞 外 ド メ イ ン に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 、 ま た は 細 胞 内 ド メ イ ン に 対
し て 特 異 的 な 低 分 子 ） は 、 wnt／ frizzledタ ン パ ク 質 を 過 剰 発 現 す る ヒ ト 癌 細 胞 に お け る
ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る と 考 え ら れ る 。 現 に 、 図 10は 、 Wntシ グ ナ ル ア ン タ ゴ ニ ス ト FRPま
た は DKKの 過 剰 発 現 に よ り 、 癌 細 胞 に お け る ア ポ ト ー シ ス が 誘 導 さ れ る こ と を 示 し て い る
。 し た が っ て 、 こ の よ う な ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 肺 癌 、 中 皮 腫 、 乳 癌 、 大 腸 癌 、 子 宮 頸 部 癌
、 卵 巣 癌 、 前 立 腺 癌 、 膵 癌 、 胃 癌 、 食 道 癌 、 頭 頸 部 癌 、 肝 細 胞 癌 、 黒 色 腫 、 神 経 膠 腫 、 神
経 膠 芽 腫 、 白 血 病 ま た は リ ン パ 腫 と い っ た 癌 の 治 療 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 以 上 を ま と め る と 、 本 発 明 者 ら の 結 果 は 、 wntモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が ヒ ト 癌 細 胞 に お け
る 腫 瘍 特 異 的 ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 し う る こ と を 示 し て お り 、 こ れ は お そ ら く 標 準 経 路 お よ
び JNK経 路 の 両 方 を 介 す る と 思 わ れ る 。 本 発 明 者 ら の デ ー タ は 、 Wnt／ Frizzledが 癌 の 治 療
の た め の 有 用 な 治 療 標 的 で あ る こ と を 示 し て お り 、 異 種 移 植 マ ウ ス モ デ ル に よ る 結 果 は Wn
tモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 腫 瘍 を 標 的 と す る 癌 治 療 薬 の 優 れ た 候 補 で あ る こ と を 意 味 し て い
る 。
【 ０ １ ７ ０ 】

　 癌 に お け る Wnt-Fzシ グ ナ ル 伝 達 の 変 化 の 機 構 に つ い て は ほ と ん ど わ か っ て い な い 。 Dach
sous（ Ds） タ ン パ ク 質 お よ び Fatタ ン パ ク 質 は 、 カ ド ヘ リ ン ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の 2つ の メ
ン バ ー で あ る （ Mahoney et al., Cell 67: 853-868, 1991； Clark, H. F. et al., Genes
 Dev、 9: 1530-1542, 1995） 。 こ れ ら は シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 発 生 に お け る Fzシ グ ナ ル 伝 達 に
関 与 す る こ と が 示 さ れ て い る （ Yang et al., Cell, 108: 675-688, 2002） 。 癌 に お け る D
sお よ び Fatの 役 割 に 関 す る 報 告 は な い 。
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実 施 例 12： Dachsous（ ds） 遺 伝 子 お よ び Fat遺 伝 子 の サ イ レ ン シ ン グ 機 構 な ら び に ヒ ト 癌
に お け る wnt-frizzledシ グ ナ ル 伝 達 経 路 の そ れ ら に よ る 調 節 の 分 析



【 ０ １ ７ １ 】
　 本 実 施 例 に お い て 本 発 明 者 ら は 、 新 鮮 な ヒ ト 癌 組 織 （ 肺 癌 お よ び 中 皮 腫 を 含 む ） お よ び
ヒ ト 細 胞 株 （ 乳 癌 、 結 腸 癌 、 肺 癌 お よ び 中 皮 腫 を 含 む ） で は Fat発 現 が ア ッ プ レ ギ ュ レ ー
ト さ れ 、 Ds発 現 が ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ て い る こ と を 示 す 。 本 発 明 者 ら は ま た 、 ヒ ト 癌
に お け る Ds転 写 サ イ レ ン シ ン グ と 相 関 す る 、 Dsプ ロ モ ー タ ー 領 域 の CpG島 に お け る 異 常 メ
チ ル 化 も 明 ら か に し た 。 さ ら に 、 本 発 明 者 ら は 、 Fz活 性 が Fatの ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン
お よ び Dsの ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン と 相 関 す る こ と も 見 い だ し た 。 Dsの 修 復 お よ び Fatの
遮 断 に よ り 、 Fzシ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 活 性 を 変 化 さ せ て 癌 細 胞 の 増 殖 を 抑 制 す る こ と が 可 能
と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 本 発 明 は 、 ヒ ト 癌 の 治 療 の た め の 治 療 戦 略 に 大 い に 役 立 つ 。 例 え ば 、 上 記 の 方 法 を 用 い
て Fat活 性 を ブ ロ ッ ク す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 方 法 に は 、 例 え ば 、 Fat転 写 物 お よ び
／ ま た は そ の 活 性 を ブ ロ ッ ク す る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 低 分 子 量 化 学 物
質 が 含 ま れ る 。 ま た は 、 既 知 の 遺 伝 子 治 療 法 を 用 い て Ds活 性 を 回 復 さ せ る こ と も で き る 。
さ ら に 、 本 発 明 を 診 断 ツ ー ル と し て 用 い る こ と が で き る 。 メ チ ル 化 は 癌 形 成 に お け る 初 期
イ ベ ン ト の 1つ で あ る 。 よ く 知 ら れ た 技 法 （ 例 え ば 、 メ チ ル 化 特 異 的 PCR） を 用 い た Dsプ ロ
モ ー タ ー 領 域 の CpG島 に お け る メ チ ル 化 の 検 出 を 、 早 期 癌 の 診 断 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ３ 】

　 LRP（ LDL関 連 タ ン パ ク 質 ； LRP-1～ 5） は Wntリ ガ ン ド の 補 助 受 容 体 で あ る 。 乳 癌 、 結 腸
癌 、 肺 癌 な ど を 含 む 多 く の 癌 で は 、 Wntタ ン パ ク 質 、 Fzタ ン パ ク 質 お よ び LRPタ ン パ ク 質 の
発 現 レ ベ ル が 往 々 に し て 高 い （ Liu, et al., Cancer Res, 60: 1961-1967, 2000； Lauren
cot, et al., Int J Cancer, 72: 1021-1026, 1997； Berger, W. et al., Int J Cancer,
 88: 293-300, 2000； Schneider et al., Breast Cancer Res, 3: 183-191, 2001； Schne
ider et al., Anticancer Res, 20: 4373-4377, 2000） 。 さ ら に 、 こ の シ グ ナ ル 伝 達 は 癌
に お い て 下 流 転 写 活 性 を 構 成 性 に 活 性 化 す る と 考 え ら れ て い る 。 し か し 、 構 成 性 に 活 性 化
を 行 う こ の シ グ ナ ル 伝 達 の 癌 に お け る 機 序 は 未 だ に 解 明 さ れ て い な い 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 本 実 施 例 に お い て 、 本 発 明 者 ら は 、 癌 に お い て 、 frizzled（ fr） 遺 伝 子 お よ び ／ ま た は
LRP（ LDL関 連 タ ン パ ク 質 ） 遺 伝 子 の 遺 伝 的 変 化 に よ り 、 す べ て の Fz受 容 体 お よ び ／ ま た は
LRP補 助 受 容 体 （ 細 胞 外 、 膜 貫 通 性 お よ び ／ ま た は 細 胞 内 ド メ イ ン ） の 変 異 型 お よ び ／ ま
た は 切 断 型 が 生 じ る こ と を 示 す 。 本 発 明 者 ら が 検 討 し た 癌 の 種 類 に は 、 乳 癌 、 結 腸 癌 、 前
立 腺 癌 、 肺 癌 、 中 皮 腫 お よ び 肉 腫 が 含 ま れ る 。 上 記 の 遺 伝 的 変 化 に は 、 染 色 体 欠 失 （ ホ モ
接 合 性 ま た は ヘ テ ロ 接 合 性 ） 、 染 色 体 転 座 、 染 色 体 切 断 、 染 色 体 逆 位 、 内 部 小 規 模 欠 失 、
挿 入 お よ び 点 変 異 が 含 ま れ る 。 こ れ ら の 変 異 型 お よ び ／ ま た は 切 断 型 の Fz受 容 体 お よ び ／
ま た は LRP補 助 受 容 体 は 、 Wntリ ガ ン ド の 有 無 に か か わ ら ず 構 成 性 の シ グ ナ ル 伝 達 を 引 き 起
こ し 、 こ れ が 続 い て 癌 に お け る 構 成 性 の 下 流 転 写 活 性 を も た ら す 。 こ れ に 対 し て 、 正 常 細
胞 ／ 組 織 に は 変 異 型 の Fz受 容 体 お よ び ／ ま た は LRP補 助 受 容 体 は 存 在 し な い 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 本 発 明 は 、 Wntシ グ ナ ル 伝 達 経 路 に か か わ る 変 異 型 お よ び ／ ま た は 切 断 型 の Fz受 容 体 お
よ び ／ ま た は LRP補 助 受 容 体 は 癌 特 異 的 で あ る こ と を 示 し て い る 。 そ れ ら は 治 療 薬 （ 例 え
ば 、 以 上 に 考 察 し た 低 分 子 、 化 合 物 、 抗 体 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ 体 ま た は RNAiな ど ） を 開
発 す る た め の 標 的 と し て 用 い る の に 非 常 に 有 望 で あ る と 考 え ら れ る 。 こ れ ら の 薬 剤 は 正 常
細 胞 で は な く 癌 の み を 標 的 と す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 結 腸 癌 、 乳 癌 、
肺 癌 （ 例 え ば 、 NSCLC） 、 中 皮 腫 お よ び 肉 腫 な ど を 含 む 、 以 上 に 指 摘 し た さ ま ざ ま な 癌 の
治 療 の た め の 治 療 戦 略 に 大 き く 役 立 つ と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 実 施 例 お よ び 態 様 は 例 示 の み を 目 的 と し た も の で あ り 、 当 業 者 に
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実 施 例 13： 癌 に お け る 、 frizzled（ fz） 遺 伝 子 お よ び LRP（ LDL関 連 タ ン パ ク 質 ） 遺 伝 子 の
遺 伝 的 変 化 、 な ら び に 種 々 の 方 法 を 用 い た 変 異 型 お よ び ／ ま た は 切 断 型 の こ れ ら の 受 容 体
の タ ー ゲ テ ィ ン グ



は そ れ ら に 鑑 み て 種 々 の 修 正 ま た は 変 更 が 連 想 さ れ る と 考 え ら れ る が 、 そ れ ら も 本 出 願 の
精 神 お よ び 範 囲 な ら び に 添 付 す る 特 許 請 求 の 範 囲 の 範 囲 に 含 ま れ る も の と す る 。 本 明 細 書
中 に 引 用 し た す べ て の 刊 行 物 、 特 許 お よ び 特 許 出 願 は 、 す べ て の 目 的 に 関 し て 参 照 と し て
本 発 明 に 組 み 入 れ ら れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ７ ７ 】
【 図 １ 】 抗 Wnt-1抗 体 ま た は 抗 Wnt-2抗 体 が 種 々 の ヒ ト 癌 細 胞 株 に お い て ア ポ ト ー シ ス を 特
異 的 に 誘 導 す る こ と を 示 し て い る 。
【 図 ２ 】 抗 Wnt抗 体 に よ る 処 理 後 の ア ポ ト ー シ ス 細 胞 死 の 割 合 （ ％ ） を 示 し て い る 。
【 図 ３ 】 図 3Aは 、 種 々 の 癌 細 胞 株 に お い て 、 抗 Wnt抗 体 に よ り 誘 導 さ れ る ア ポ ト ー シ ス が W
nt発 現 と 相 関 す る こ と を 示 し て い る 。 図 3Bは 、 抗 Wnt抗 体 に よ り 誘 導 さ れ る ア ポ ト ー シ ス
に 対 す る Wntブ ロ ッ キ ン グ ペ プ チ ド の 影 響 を 示 し て い る 。
【 図 ４ 】 肺 癌 細 胞 株 に お け る 、 抗 Wnt抗 体 に よ り 誘 導 さ れ る ア ポ ト ー シ ス の 経 時 的 推 移 （
図 4A） お よ び 用 量 曲 線 （ 図 4B） を 示 し て い る 。
【 図 ５ 】 抗 Wnt-1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 イ ン ビ ト ロ の さ ま ざ ま な ヒ ト 癌 細 胞 株 に お け る
ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る こ と を 示 し て い る 。 a. 対 照 抗 体 ま た は 抗 Wnt-1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 に よ る 処 理 か ら 約 48hr後 の 癌 細 胞 MCF-7（ 上 の 2つ の 列 ） お よ び 約 72hr後 の H460（ 下 の 2
つ の 列 ） の 0.5％ ク リ ス タ ル バ イ オ レ ッ ト 染 色 。 用 い た 対 照 抗 体 ま た は 抗 Wnt-1抗 体 の 濃 度
は 左 か ら 右 の 順 に そ れ ぞ れ 0.0、 1.0お よ び 10.0μ g／ mlで あ る 。 b. フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー
に よ る ア ポ ト ー シ ス 分 析 の 例 。 上 か ら 下 の 順 に そ れ ぞ れ 5.0μ g／ mlの 対 照 抗 体 、 1.0μ g／
mlお よ び 5.0μ g／ mlの 抗 Wnt-1抗 体 で 約 72hr処 理 し た H460癌 細 胞 。 FL1-Hは ア ネ キ シ ン V-FI
TC染 色 を 表 し 、 FL3-Hは ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム （ PI） 染 色 を 表 し て い る 。 c. モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 処 理 に 対 す る H460お よ び MCF-7癌 細 胞 の 用 量 反 応 。 測 定 は H460に 関 し て は 72hrの イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 MCF-7に 関 し て は 48hrの イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 に 行 っ た 。 四 角 印 （ □
） お よ び 丸 印 （ ○ ） は 、 抗 Wnt-1抗 体 で 処 理 し た そ れ ぞ れ MCF-7細 胞 お よ び H460細 胞 に お け
る 細 胞 死 の 割 合 を 表 し て い る 。 菱 形 印 （ ◇ ） お よ び 三 角 印 は 、 対 照 抗 体 で 処 理 し た そ れ ぞ
れ MCF-7細 胞 お よ び H460細 胞 に お け る 細 胞 死 の 割 合 を 表 し て い る 。 結 果 は 平 均 ± SD（ エ ラ
ー バ ー ） で あ る 。
【 図 ６ Ａ － ６ Ｃ 】 抗 Wnt-1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が イ ン ビ ボ で の 腫 瘍 増 殖 を 抑 制 す る こ と を
示 し て い る 。
【 図 ７ 】 SEQ ID No: 2、 SEQ ID No: 4ま た は SEQ ID No: 9に 示 さ れ た ペ プ チ ド 配 列 に 対 し
て 作 製 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 重 鎖 領 域 お よ び 軽 鎖 領 域 を 示 し て い る 。
【 図 ８ 】 Δ PDZ-Dvlが イ ン ビ ボ で の 中 皮 腫 細 胞 の 腫 瘍 発 生 を 抑 制 し た こ と を 示 し て い る 。
Δ PDZ-Dvlを ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 悪 性 胸 膜 中 皮 腫 LRK1A細 胞 お よ び REN細 胞 は 、 無 胸 腺 マ
ウ ス へ の 皮 下 （ s.c.） 注 射 後 に は 、 エ ン プ テ ィ ベ ク タ ー を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 対 照 と 比
較 し て 増 殖 す る こ と が で き な か っ た 。 結 果 は 各 群 当 た り 5匹 に 関 す る 平 均 ± SD（ バ ー ） で
あ る 。
【 図 ９ 】 Dvl siRNAに よ る NCI-H1703の 増 殖 の 抑 制 を 示 し て い る 。 細 胞 （ 3× 10 4 個 ） を 24-2
311プ レ ー ト に 播 き 、 Dvl siRNA（ 四 角 印 ） ま た は 対 照 si RNA（ 丸 印 ） を ト ラ ン ス フ ェ ク ト
し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン か ら 72h後 に 、 生 存 し て い る 細 胞 （ ト リ パ ン ブ ル ー を 排 除 ）
を 試 験 を 24h毎 に ト リ プ シ ン 処 理 に よ っ て 収 集 し て 計 数 し た 。 特 に 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ
ン か ら 72h後 に は 細 胞 増 殖 が 有 意 に 抑 制 さ れ た （ P<0.05） 。
【 図 １ ０ 】 Wntシ グ ナ ル の ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る FRPま た は DICKが 癌 細 胞 に お い て ア ポ ト ー
シ ス を 誘 導 す る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
配 列 表
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ Ａ 】 【 図 ３ Ｂ 】
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【 図 ４ 】 【 図 ５ 】

【 図 ６ Ａ 】 【 図 ６ Ｂ 】
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【 図 ６ Ｃ 】 【 図 ７ － １ 】

【 図 ７ － ２ 】 【 図 ７ － ３ 】
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【 図 ７ － ４ 】 【 図 ７ － ５ 】

【 図 ８ 】 【 図 ９ 】
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【 図 １ ０ 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 17年 6月 10日 (2005.6.10)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ５ ９
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 Wnt抗 体 は 、 ヒ ト Wnt-1の ア ミ ノ 酸
201～ 212（ HNNEAGRTTVFS ） 、 ヒ ト Wnt-1の ア ミ ノ 酸 39～ 52（ NVASSTNLLTDS
KS ） 、 ま た は ヒ ト Wnt-2の ア ミ ノ 酸 49～ 63（ SSQRQLCHRHPDVMR

） と 結 合 す る 。 例 え ば 、 こ の よ う な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 図 7に 示 さ れ た VＨ 鎖 お よ
び VＬ 鎖 を 有 す る 抗 体 の 結 合 特 異 性 （ す な わ ち 、 こ の 文 脈 で は 、 同 じ CDRま た は 実 質 的 に 同
じ CDR） を 有 し て も よ い 。 こ の た め 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 図 7に 示 さ れ た VＨ 配 列 ま た は VＬ 配
列 に 示 さ れ た CDRを 含 ん で も よ く 、 さ ら に 、 そ の VＨ 配 列 ま た は VＬ 配 列 に 対 し て 少 な く と
も 80％ の 同 一 性 、 好 ま し く は 85％ 、 90％ ま た は 95％ の 同 一 性 を 有 し て も よ い 。 例 え ば 、 特
定 の 態 様 に お い て 、 抗 体 は 図 7の VＨ 配 列 お よ び VＬ 配 列 の CDRな ら び に ヒ ト フ レ ー ム ワ ー ク
配 列 を 含 み う る 。
【 手 続 補 正 ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ６ ２
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 抗 体 は 一 本 鎖 Fv（ scFv） で あ る 。 scFv抗 体 の VH領 域 お よ び VL
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領 域 は 、 二 本 鎖 抗 体 に 認 め ら れ る も の と 類 似 し た 抗 原 結 合 部 位 が 生 じ る よ う に フ ォ ー ル デ
ィ ン グ し た 一 本 鎖 を 構 成 す る 。 い っ た ん フ ォ ー ル デ ィ ン グ が 起 こ る と 、 非 共 有 的 な 相 互 作
用 に よ っ て 一 本 鎖 抗 体 が 安 定 化 さ れ る 。 い く つ か の 抗 体 態 様 の VH領 域 お よ び VL領 域 は 直 接
連 結 さ れ う る が 、 当 業 者 は こ れ ら の 領 域 を 1つ ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 か ら な る ペ プ チ ド リ
ン カ ー に よ っ て 隔 て て も よ い こ と を 認 識 し て い る と 考 え ら れ る 。 ペ プ チ ド リ ン カ ー お よ び
そ れ ら の 用 法 は 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ る 。 例 え ば 、 Huston et al., Proc. Nat'1 Acad. S
ci. USA 8: 5879 (1988)； Bird et al., Science 242: 4236 (1988)； Glockshuber et al
., Biochemistry 29: 1362 (1990)； 米 国 特 許 第 4,946,778号 、 米 国 特 許 第 5,132,405号 、
お よ び Stemmer et al., Biotechniques 14: 256-265 (1993)を 参 照 さ れ た い 。 一 般 に 、 ペ
プ チ ド リ ン カ ー は そ れ ら の 連 結 と 連 結 す る こ と 、 ま た は VHと VLと の 間 に あ る 程 度 の 最 小 限
の 距 離 も し く は 他 の 空 間 的 関 係 を 保 つ こ と 以 外 に は 、 特 別 な 生 物 活 性 を 有 し な い と 考 え ら
れ る 。 し か し 、 ペ プ チ ド リ ン カ ー の 構 成 要 素 で あ る ア ミ ノ 酸 を 、 分 子 の あ る 種 の 性 質 、 例
え ば フ ォ ー ル デ ィ ン グ 、 実 効 電 荷 ま た は 疎 水 性 な ど に 影 響 を 及 ぼ す よ う に 選 択 し て も よ い
。 一 本 鎖 Fv（ scFv） 抗 体 は 選 択 的 に 、 50ア ミ ノ 酸 長 以 下 、 一 般 に 40ア ミ ノ 酸 長 以 下 、 好 ま
し く は 30ア ミ ノ 酸 長 以 下 、 よ り 好 ま し く は 20ア ミ ノ 酸 長 以 下 の ペ プ チ ド リ ン カ ー を 含 む 。
い く つ か の 態 様 に お い て 、 ペ プ チ ド リ ン カ ー は 配 列 Gly-Gly-Gly-Gly-Ser

の コ ン カ テ マ ー で あ り 、 好 ま し く は こ の よ う な 配 列 が 2つ 、 3つ 、 4つ 、 5つ ま た は 6つ 連
結 し た も の で あ る 。 し か し 、 リ ン カ ー 内 部 に い く つ か の ア ミ ノ 酸 置 換 を 作 製 し う る こ と は
理 解 さ れ る 必 要 が あ る 。 例 え ば 、 バ リ ン を グ リ シ ン の 代 わ り に 用 い る こ と が で き る 。
【 手 続 補 正 ３ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ ３ １
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ １ ３ １ 】

　 ヒ ト Wnt-1由 来 の ペ プ チ ド に 対 し て 抗 体 を 産 生 さ せ た 。 詳 細 に は 、 SEQ ID NO: 2お よ び S
EQ ID NO: 4を 用 い て ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 を 作 製 し た 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 一 方 は 、
ヒ ト Wnt-1の ア ミ ノ 酸 201～ 212に 対 応 す る 合 成 ペ プ チ ド （ Ac-HNNEAGRTTVFS-ア ミ ド

） に 対 し て 産 生 さ せ た 。 こ の 抗 体 を 、 プ ロ テ イ ン Aを 用 い て ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製
し た 。 さ ま ざ ま な ヒ ト 細 胞 株 に お け る Wnt-1発 現 を こ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 評 価
し た 。 細 胞 株 に は 、 3種 類 の 乳 癌 細 胞 株 （ HuL100、 MCF-7お よ び SKBR-3） 、 5種 類 の 悪 性 胸
膜 中 皮 腫 細 胞 株 （ REN、 H513、 H290、 MS-1お よ び H28） 、 4種 類 の 非 小 細 胞 肺 癌 （ NSCLC） 細
胞 株 （ A549、 H460、 H838お よ び H1703） 、 2種 類 の 肉 腫 細 胞 株 （ MES-SAお よ び Saos-2） 、 1
種 類 の 結 腸 癌 細 胞 株 SW480お よ び 4種 類 の 正 常 細 胞 （ 小 気 道 上 皮 細 胞 （ SAEC） お よ び 正 常 ヒ
ト 気 管 支 上 皮 細 胞 （ NHBE） 、 LP-9お よ び CCL-75） が 含 ま れ る 。 本 発 明 者 ら は 、 Wnt-1発 現
が 認 め ら れ な い か わ ず か に 過 ぎ な か っ た A549、 MES-SA、 H513、 SKBR-3お よ び SW480を 除 い
て 、 こ れ ら の 癌 細 胞 株 の 大 半 で は Wnt-1発 現 レ ベ ル が 比 較 的 高 い こ と を 見 い だ し た 。 2種 類
の 初 代 正 常 肺 細 胞 （ SAECお よ び NHBE） で は Wnt-1発 現 が 検 出 さ れ な か っ た 。 正 常 肺 線 維 芽
細 胞 CCL-75お よ び 正 常 中 皮 細 胞 株 （ LP-9） で は わ ず か な Wnt-1発 現 し か 検 出 さ れ な か っ た
。
【 手 続 補 正 ４ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ ４ ３
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ １ ４ ３ 】
　 ヒ ト Wnt-2の ア ミ ノ 酸 49～ 63（ SSQRQLCHRRPDVMR ） に 対 応 す る 合 成 ペ プ チ
ド に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 さ せ た 。 こ の 抗 体 を プ ロ テ イ ン Aを 用 い て ア フ ィ ニ
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実 施 例 8： 抗 Wnt-1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は イ ン ビ ト ロ で は 種 々 の ヒ ト 癌 細 胞 に お け る ア ポ ト
ー シ ス の 誘 導 を 示 し 、 イ ン ビ ボ で は 腫 瘍 増 殖 を 抑 制 す る

； SEQ I
D NO: 80

； SEQ ID NO: 9



テ ィ ー 精 製 し た 。 ア ポ ト ー シ ス に 対 す る Wnt-2モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 影 響 を ヒ ト 黒 色 腫 FEM
X細 胞 お よ び LOX細 胞 で 調 べ た 。 そ の 結 果 、 抗 Wnt-2モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は FEMXお よ び LOXヒ
ト 黒 色 腫 細 胞 に お け る ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 し た こ と が 示 さ れ て い る 。 こ の 抗 体 は 、 実 施 例
8の 抗 Wnt-1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 同 じ く 、 ヒ ト 結 腸 癌 HCT-116細 胞 お よ び SW480細 胞 で も ア
ポ ト ー シ ス を 誘 導 し た 。
【 手 続 補 正 ５ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 図 面 の 簡 単 な 説 明
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
　 【 ０ １ ７ ７ 】
　 　 【 図 １ 】 抗 Wnt-1抗 体 ま た は 抗 Wnt-2抗 体 が 種 々 の ヒ ト 癌 細 胞 株 に お い て ア ポ ト ー シ ス
を 特 異 的 に 誘 導 す る こ と を 示 し て い る 。
　 　 【 図 ２ 】 抗 Wnt抗 体 に よ る 処 理 後 の ア ポ ト ー シ ス 細 胞 死 の 割 合 （ ％ ） を 示 し て い る 。
　 　 【 図 ３ 】 図 3Aは 、 種 々 の 癌 細 胞 株 に お い て 、 抗 Wnt抗 体 に よ り 誘 導 さ れ る ア ポ ト ー シ
ス が Wnt発 現 と 相 関 す る こ と を 示 し て い る 。 図 3Bは 、 抗 Wnt抗 体 に よ り 誘 導 さ れ る ア ポ ト ー
シ ス に 対 す る Wntブ ロ ッ キ ン グ ペ プ チ ド の 影 響 を 示 し て い る 。
　 　 【 図 ４ 】 肺 癌 細 胞 株 に お け る 、 抗 Wnt抗 体 に よ り 誘 導 さ れ る ア ポ ト ー シ ス の 経 時 的 推
移 （ 図 4A） お よ び 用 量 曲 線 （ 図 4B） を 示 し て い る 。
　 　 【 図 ５ 】 抗 Wnt-1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 イ ン ビ ト ロ の さ ま ざ ま な ヒ ト 癌 細 胞 株 に お
け る ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る こ と を 示 し て い る 。 a. 対 照 抗 体 ま た は 抗 Wnt-1モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 に よ る 処 理 か ら 約 48hr後 の 癌 細 胞 MCF-7（ 上 の 2つ の 列 ） お よ び 約 72hr後 の H460（ 下
の 2つ の 列 ） の 0.5％ ク リ ス タ ル バ イ オ レ ッ ト 染 色 。 用 い た 対 照 抗 体 ま た は 抗 Wnt-1抗 体 の
濃 度 は 左 か ら 右 の 順 に そ れ ぞ れ 0.0、 1.0お よ び 10.0μ g／ mlで あ る 。 b. フ ロ ー サ イ ト メ ト
リ ー に よ る ア ポ ト ー シ ス 分 析 の 例 。 上 か ら 下 の 順 に そ れ ぞ れ 5.0μ g／ mlの 対 照 抗 体 、 1.0
μ g／ mlお よ び 5.0μ g／ mlの 抗 Wnt-1抗 体 で 約 72hr処 理 し た H460癌 細 胞 。 FL1-Hは ア ネ キ シ
ン V-FITC染 色 を 表 し 、 FL3-Hは ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム （ PI） 染 色 を 表 し て い る 。 c. モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 処 理 に 対 す る H460お よ び MCF-7癌 細 胞 の 用 量 反 応 。 測 定 は H460に 関 し て は 72hr
の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 MCF-7に 関 し て は 48hrの イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 に 行 っ た 。 四 角
印 （ □ ） お よ び 丸 印 （ ○ ） は 、 抗 Wnt-1抗 体 で 処 理 し た そ れ ぞ れ MCF-7細 胞 お よ び H460細 胞
に お け る 細 胞 死 の 割 合 を 表 し て い る 。 菱 形 印 （ ◇ ） お よ び 三 角 印 は 、 対 照 抗 体 で 処 理 し た
そ れ ぞ れ MCF-7細 胞 お よ び H460細 胞 に お け る 細 胞 死 の 割 合 を 表 し て い る 。 結 果 は 平 均 ± SD
（ エ ラ ー バ ー ） で あ る 。
　 　 【 図 ６ Ａ -６ Ｃ 】 抗 Wnt-1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が イ ン ビ ボ で の 腫 瘍 増 殖 を 抑 制 す る こ と
を 示 し て い る 。
　 　 【 図 ７ 】 SEQ ID No: 2、 SEQ ID No: 4ま た は SEQ ID No: 9に 示 さ れ た ペ プ チ ド 配 列 に
対 し て 作 製 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 重 鎖 領 域 お よ び 軽 鎖 領 域
を 示 し て い る 。
　 　 【 図 ８ 】 Δ PDZ-Dvlが イ ン ビ ボ で の 中 皮 腫 細 胞 の 腫 瘍 発 生 を 抑 制 し た こ と を 示 し て い
る 。 Δ PDZ-Dvlを ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 悪 性 胸 膜 中 皮 腫 LRK1A細 胞 お よ び REN細 胞 は 、 無 胸
腺 マ ウ ス へ の 皮 下 （ s.c.） 注 射 後 に は 、 エ ン プ テ ィ ベ ク タ ー を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 対 照
と 比 較 し て 増 殖 す る こ と が で き な か っ た 。 結 果 は 各 群 当 た り 5匹 に 関 す る 平 均 ± SD（ バ ー
） で あ る 。
　 　 【 図 ９ 】 Dvl siRNAに よ る NCI-H1703の 増 殖 の 抑 制 を 示 し て い る 。 細 胞 （ 3× 10 4 個 ） を
24-2311プ レ ー ト に 播 き 、 Dvl siRNA（ 四 角 印 ） ま た は 対 照 si RNA（ 丸 印 ） を ト ラ ン ス フ ェ
ク ト し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン か ら 72h後 に 、 生 存 し て い る 細 胞 （ ト リ パ ン ブ ル ー を 排
除 ） を 試 験 を 24h毎 に ト リ プ シ ン 処 理 に よ っ て 収 集 し て 計 数 し た 。 特 に 、 ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン か ら 72h後 に は 細 胞 増 殖 が 有 意 に 抑 制 さ れ た （ P<0.05） 。
　 　 【 図 １ ０ 】 Wntシ グ ナ ル の ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る FRPま た は DICKが 癌 細 胞 に お い て ア ポ
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ト ー シ ス を 誘 導 す る こ と を 示 し て い る 。
【 手 続 補 正 ６ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 図 面
【 補 正 対 象 項 目 名 】 図 ７ － １
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
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【 図 ７ － １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

【 手 続 補 正 ７ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 図 面
【 補 正 対 象 項 目 名 】 図 ７ － ３
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
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【 図 ７ － ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 手 続 補 正 ８ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 図 面
【 補 正 対 象 項 目 名 】 図 ７ － ４
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
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【 図 ７ － ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

【 手 続 補 正 ９ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 図 面
【 補 正 対 象 項 目 名 】 図 ７ － ５
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
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【 図 ７ － ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 手 続 補 正 １ ０ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 配 列 表
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 配 列 表 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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