
(57)【要約】
結腸直腸癌の転移病変を治療するための物質を同定する方法を開示する。結腸直腸癌の転
移病変を治療するまたは結腸直腸癌の転移を予防する方法も同様に開示する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 病 変 を 治 療 す る た め ま た は 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 を 予
防 す る た め の 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 ：
（ 1） 以 下 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に 被 験 化 合 物 を 接 触 さ せ る 段 階 ：
　 （ a） MLX1～ MLX153か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る
ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド ；
　 （ b） 一 つ ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 、 欠 失 、 挿 入 、 お よ び ／ ま た は 付 加 さ れ た 、 MLX
1～ MLX153か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配
列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 も と の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸
配 列 か ら な る タ ン パ ク 質 と 同 等 の 生 物 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド ； な ら び に
　 （ c） MLX1～ MLX153か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な
条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て
、 MLX1～ MLX153か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ
酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド と 同 等 の 生 物 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ 2） ポ リ ペ プ チ ド と 被 験 化 合 物 と の 結 合 活 性 を 検 出 す る 段 階 ； な ら び に
（ 3） ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 化 合 物 を 選 択 す る 段 階 。
【 請 求 項 ２ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 病 変 を 治 療 す る た め ま た は 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 を 予
防 す る た め の 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 ：
（ 1） 以 下 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に 被 験 化 合 物 を 接 触 さ せ る 段 階 ：
　 （ a） MLX1～ MLX153か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る
ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド ；
　 （ b） 一 つ ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 、 欠 失 、 挿 入 、 お よ び ／ ま た は 付 加 さ れ た 、 MLX
1～ MLX153か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配
列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 も と の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸
配 列 か ら な る タ ン パ ク 質 と 同 等 の 生 物 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド ； な ら び に
　 （ c） MLX1～ MLX153か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な
条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て
、 MLX1～ MLX153か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ
酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド と 同 等 の 生 物 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ 2） 段 階 （ a） の ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 活 性 を 検 出 す る 段 階 ； な ら び に
（ 3） 被 験 化 合 物 の 非 存 在 下 で 検 出 さ れ る 生 物 活 性 と 比 較 し て 、 ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 活 性
を 抑 制 す る 化 合 物 を 選 択 す る 段 階 。
【 請 求 項 ３ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 病 変 を 治 療 す る た め ま た は 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 を 予
防 す る た め の 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 ：
（ 1） 一 つ ま た は 複 数 の マ ー カ ー 遺 伝 子 を 発 現 す る 細 胞 に 被 験 化 合 物 を 接 触 さ せ る 段 階 で
あ っ て 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 が MLX1～ MLX153か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 段 階 ； お よ び
（ 2） 一 つ ま た は 複 数 の マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 低 下 さ せ る 化 合 物 を 選 択 す る 段 階
。
【 請 求 項 ４ 】
　 一 つ ま た は 複 数 の マ ー カ ー 遺 伝 子 を 発 現 す る 細 胞 が 結 腸 直 腸 癌 細 胞 を 含 む 、 請 求 項 3記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 結 腸 直 腸 癌 を 治 療 す る た め ま た は 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 を 予 防 す る た め
の 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 ：
（ 1） レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 上 流 に MLX1～ MLX153か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 遺 伝 子 の 転 写 調
節 領 域 を 含 む ベ ク タ ー を 構 築 す る 段 階 ；
（ 2） 段 階 （ 1） の ベ ク タ ー に よ っ て 細 胞 を 形 質 転 換 す る 段 階 ；
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（ 3） 段 階 （ 2） の 細 胞 に 被 験 化 合 物 を 接 触 さ せ る 段 階 ；
（ 4） レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 を 検 出 す る 段 階 ； お よ び
（ 5） 被 験 化 合 物 の 非 存 在 下 で の 発 現 と 比 較 し て 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る 被
験 化 合 物 を 選 択 す る 段 階 。
【 請 求 項 ６ 】
　 MLX1～ MLX153か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 一 つ ま た は 複 数 の 核 酸 配 列 に そ れ ぞ れ 結 合 す る
一 つ ま た は 複 数 の 検 出 試 薬 を 含 む 、 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ７ 】
　 MLX1～ MLX153か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 一 つ ま た は 複 数 の 核 酸 配 列 に そ れ ぞ れ 結 合 す る
一 つ ま た は 複 数 の 核 酸 を 含 む 、 ア レ イ 。
【 請 求 項 ８ 】
　 請 求 項 1～ 5の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 に よ っ て 得 ら れ る 化 合 物 の 薬 学 的 有 効 量 を 投 与 す
る 段 階 を 含 む 、 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 病 変 を 治 療 す る た め ま た は 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 を 予 防 す る
た め の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 MLX1～ MLX153か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 一 つ ま た は 複 数 の 遺 伝 子 に 対 す る ア ン チ セ ン ス
核 酸 ま た は 低 分 子 干 渉 RNAの 薬 学 的 有 効 量 を 被 験 者 に 投 与 す る 段 階 を 含 む 、 被 験 者 に お け
る 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 病 変 を 治 療 す る た め ま た は 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 を 予 防 す る た め の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 MLX1～ MLX153か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 に 結 合
す る 抗 体 ま た は そ の 断 片 の 薬 学 的 有 効 量 を 被 験 者 に 投 与 す る 段 階 を 含 む 、 被 験 者 に お け る
結 腸 直 腸 癌 の 転 移 病 変 を 治 療 す る た め ま た は 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 を 予 防 す る た め の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 （ a） ～ （ c） か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ベ ク タ ー の
薬 学 的 有 効 量 を 被 験 者 に 投 与 す る 段 階 を 含 む 、 被 験 者 に お け る 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 病 変 を 治
療 す る た め ま た は 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 を 予 防 す る た め の 方 法 ：
（ a） MLX1～ MLX153か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 断 片 に よ っ て
コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 ポ リ ペ プ チ ド ；
（ b） 一 つ ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 、 欠 失 、 挿 入 、 お よ び ／ ま た は 付 加 さ れ た 、 MLX1
～ MLX153か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列
を 含 む ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 も と の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 断 片 に よ っ て コ ー ド さ
れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質 と 同 等 の 生 物 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド ； な ら び に
（ c） MLX1～ MLX153か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条
件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、
MLX1～ MLX153か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 断 片 に よ っ て コ ー ド
さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド と 同 等 の 生 物 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 （ a） ～ （ c） か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ベ ク タ ー に 、 抗 原 提 示 細 胞 を 接 触 さ せ
る 段 階 を 含 む 、 抗 腫 瘍 免 疫 を 誘 導 す る 方 法 ：
（ a） MLX1～ MLX153か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ；
（ b） 一 つ ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 、 欠 失 、 挿 入 、 お よ び ／ ま た は 付 加 さ れ た 、 MLX1
～ MLX153か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列
を 含 む ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 も と の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 断 片 に よ っ て コ ー ド さ
れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質 と 同 等 の 生 物 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド ； な ら び に
（ c） MLX1～ MLX153か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条
件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、
MLX1～ MLX153か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 断 片 に よ っ て コ ー ド
さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド と 同 等 の 生 物 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 。
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【 請 求 項 １ ３ 】
　 抗 原 提 示 細 胞 を 被 験 者 に 投 与 す る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 12記 載 の 抗 腫 瘍 免 疫 を 誘 導
す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 請 求 項 1～ 5の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 に よ っ て 得 ら れ る 化 合 物 の 薬 学 的 有 効 量 を 含 む 、
被 験 者 に お け る 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 病 変 を 治 療 す る た め ま た は 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 を 予 防 す る
た め の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 MLX1～ MLX153か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 一 つ ま た は 複 数 の 遺 伝 子 に 対 す る ア ン チ セ ン ス
核 酸 ま た は 低 分 子 干 渉 RNAの 薬 学 的 有 効 量 を 含 む 、 被 験 者 に お け る 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 病 変
を 治 療 す る た め ま た は 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 を 予 防 す る た め の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 MLX1～ MLX153か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 に 結 合
す る 抗 体 ま た は そ の 断 片 の 薬 学 的 有 効 量 を 含 む 、 被 験 者 に お け る 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 病 変 を
治 療 す る た め ま た は 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 を 予 防 す る た め の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 （ a） ～ （ c） か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ベ ク タ ー の 薬 学 的 有 効 量 を 含 む 、 被 験
者 に お け る 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 病 変 を 治 療 ま た は 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 を 予 防 す る た め の 組 成 物
：
（ a） MLX1～ MLX153か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 断 片 に よ っ て
コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 ポ リ ペ プ チ ド ；
（ b） 一 つ ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 、 欠 失 、 挿 入 、 お よ び ／ ま た は 付 加 さ れ た 、 MLX1
～ MLX153か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列
を 含 む ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 も と の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 断 片 に よ っ て コ ー ド さ
れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質 と 同 等 の 生 物 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド ； な ら び に
（ c） MLX1～ MLX153か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条
件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、
MLX1～ MLX153か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 断 片 に よ っ て コ ー ド
さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド と 同 等 の 生 物 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 出 願 は 、 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 、 2002年 9月 30日 に 提 出 さ れ た 米 国 特
許 出 願 第 60/414,709号 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】

　 本 発 明 は 、 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 病 変 を 治 療 す る 方 法 お よ び 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 を 予 防 す る 方
法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】

　 肝 転 移 は 、 結 腸 直 腸 癌 （ CRC） 患 者 の 主 な 死 因 で あ る 。 治 療 ア プ ロ ー チ が 進 歩 し て い る
に も か か わ ら ず 、 完 全 な 治 癒 の た め に は よ り 有 効 な 戦 略 が 必 要 で あ る 。 肝 転 移 の 予 防 ま た
は 有 効 な 治 療 は 、 何 千 人 も の 患 者 の 生 命 を 救 う で あ ろ う 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 転 移 過 程 は 、 原 発 性 部 位 か ら の 癌 細 胞 の 放 出 、 隣 接 す る 血 管 へ の 浸 潤 、 血 流 を 通 し た 転
移 部 位 へ の 輸 送 、 遠 位 臓 器 の 血 管 外 遊 出 お よ び ／ ま た は 梗 塞 、 な ら び に 新 し い 環 境 で 栄 養
を 獲 得 し た 浸 潤 細 胞 の 再 増 殖 な ど 、 多 数 の 段 階 を 伴 う 。 し た が っ て 、 多 数 の 遺 伝 子 が 転 移
過 程 に 関 連 す る と 予 想 さ れ る 。 多 く の 研 究 者 が 、 こ の 臨 床 的 に 重 要 な 問 題 に 取 り 組 ん で い
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る が 、 正 確 な メ カ ニ ズ ム ま た は 重 要 な 遺 伝 子 は 未 だ 明 ら か に な っ て い な い 。 肝 転 移 に 関 連
す る 多 く の 分 子 が 報 告 さ れ て い る が 、 ほ と ん ど の 研 究 で は 、 一 つ の み ま た は ご く 一 部 の 分
子 に 注 目 し て い る た め 、 複 雑 な 過 程 に お け る そ れ ぞ れ の 遺 伝 子 の 重 要 性 は 、 依 然 と し て 曖
昧 な ま ま で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 マ イ ク ロ ア レ イ 技 術 の 進 歩 に よ り 、 何 千 も の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 1回 の 実 験 で 同 定 す
る こ と が 可 能 に な り 、 腫 瘍 組 織 に お け る 多 数 の 遺 伝 子 の 発 現 変 化 に 基 づ く 癌 の 分 類 が 示 唆
さ れ て い る （ Golubら 、 Science 286： 531～ 7（ 1999） ； Alizadehら 、 Nature 403： 503～ 1
1（ 2000)） 。 cDNAマ イ ク ロ ア レ イ 技 術 に よ り 、 正 常 細 胞 お よ び 悪 性 細 胞 に お け る 遺 伝 子 発
現 の 包 括 的 プ ロ フ ァ イ ル を 得 る こ と 、 な ら び に 悪 性 細 胞 お よ び 対 応 す る 正 常 細 胞 に お け る
遺 伝 子 発 現 を 比 較 す る こ と が 可 能 に な っ た （ Okabeら 、 Cancer Res 61: 2129-37 (2001)；
Kitaharaら 、 Cancer Res 61: 3544-9 (2001)； Linら 、 Oncogene 21: 4120-8 (2002)； Has
egawaら 、 Cancer Res 62: 7012-7 (2002)） 。 こ の ア プ ロ ー チ は 癌 細 胞 の 複 雑 な 性 質 を 明
ら か に す る こ と を 可 能 に し 、 発 癌 の 機 序 を 解 明 す る 一 助 と な る 。 腫 瘍 に お い て 脱 制 御 さ れ
る 遺 伝 子 の 同 定 は 、 個 々 の 癌 の よ り 正 確 で 間 違 い の な い 診 断 、 お よ び 新 規 な 治 療 標 的 の 開
発 に つ な が る 可 能 性 が あ る （ Bienzお よ び Clevers、 Cell 103: 311-20 (2000)） 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 最 近 、 二 つ の 研 究 グ ル ー プ が 、 cDNAマ イ ク ロ ア レ イ を 用 い て 、 悪 性 黒 色 腫 の 転 移 に 関 与
す る 遺 伝 子 を 発 見 し た 。 一 方 の グ ル ー プ は 、 高 転 移 性 黒 色 腫 細 胞 の 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 、
同 じ 細 胞 株 か ら 確 立 し た 低 転 移 細 胞 と 比 較 し た （ Clarkら 、 Nature 406： 532～ 5（ 2000)）
。 他 方 の グ ル ー プ は 、 様 々 な 黒 色 腫 細 胞 株 と 原 発 性 黒 色 腫 に お け る 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 分
析 し た （ Bittnerら 、 Nature 406： 536～ 40（ 2000)） 。 さ ら に 、 結 腸 直 腸 癌 の 肝 転 移 の 基
礎 的 メ カ ニ ズ ム を 明 ら か に す る た め に 、 本 発 明 者 ら は 以 前 、 遺 伝 子 9192個 を 含 む cDNAマ イ
ク ロ ア レ イ を 用 い て 、 原 発 性 腫 瘍 10例 と そ の 対 応 す る 転 移 病 変 の 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 分 析
し た （ Yanagawaら 、 Neoplasia 3： 395～ 401（ 2001)） 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 発 癌 の メ カ ニ ズ ム を 解 明 す る た め に デ ザ イ ン さ れ た 研 究 に よ っ て 、 抗 腫 瘍 物 質 の 分 子 標
的 を 同 定 す る こ と は 、 既 に 容 易 に な っ て い る 。 特 定 の 遺 伝 子 産 物 の 発 癌 活 性 を 抑 制 す る よ
う に 設 計 さ れ た 様 々 な 物 質 が 、 腫 瘍 治 療 に 有 効 で あ る こ と が 判 明 し て い る （ Heら 、 Cell 9
9： 335～ 45（ 1999） ； Linら 、 Cancer Res. 61： 6345～ 9（ 2001） ； Fujitaら 、 Cancer Res
. 61： 7722～ 6（ 2001)） 。 し た が っ て 、 癌 性 細 胞 に お い て 通 常 ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る
遺 伝 子 産 物 は 、 新 規 抗 癌 剤 を 開 発 す る た め の 可 能 な 分 子 標 的 と し て 役 立 ち う る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 CD8+細 胞 障 害 性 Tリ ン パ 球 （ CTL） は 、 MHCク ラ ス I分 子 上 に 提 示 さ れ た 腫 瘍 関 連 抗 原 （ TA
A） に 由 来 す る エ ピ ト ー プ ペ プ チ ド を 認 識 し て 、 腫 瘍 細 胞 を 溶 解 す る こ と が 示 さ れ て い る
。 TAAの 最 初 の 例 と し て MAGEフ ァ ミ リ ー が 発 見 さ れ て 以 来 、 他 の 多 く の TAAが 免 疫 学 的 ア プ
ロ ー チ を 用 い て 発 見 さ れ て い る （ Boon、 Int J Cancer 54: 177-80 (1993)； Boonお よ び va
n der Bruggen、 J Exp Med 183: 725-9 (1996)； van der Bruggenら 、 Science 254: 1643
-7 (1991)； Brichardら 、 J Exp Med 178: 489-95 (1993)； Kawakamiら 、 J Exp Med 180: 
347-52 (1994)） 。 発 見 さ れ た TAAの い く つ か は 現 在 、 免 疫 療 法 の 標 的 と し て 臨 床 開 発 の 段
階 に あ る 。 こ れ ま で に 発 見 さ れ た TAAに は 、 MAGE（ van der Bruggenら 、 Science 254: 164
3-7 (1991)） 、 gp100（ Kawakamiら 、 J Exp Med 180: 347-52 (1994)） 、 SART（ Shichijo
ら 、 J Exp Med 187: 277-88 (1998)） お よ び NY-ESO-1（ Chenら 、 Proc Natl Acad Sci USA
 94: 1914-8 (1997)） が 含 ま れ る 。 一 方 、 腫 瘍 細 胞 に お い て 特 異 的 に 過 剰 発 現 さ れ る こ と
が 示 さ れ た 遺 伝 子 産 物 は 、 細 胞 性 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 標 的 と し て 認 識 さ れ る こ と が 示 さ れ
て い る 。 こ の よ う な 遺 伝 子 産 物 に は 、 p53（ Umanoら 、 Brit J Cancer 84: 1052-7 (2001)
） 、 HER2/neu（ Tanakaら 、 Brit J Cancer 84: 94-9 (2001)） 、 CEA（ Nukayaら 、 Int J Ca
ncer 80: 92-7 (1999)） な ど が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 TAAに 関 す る 基 礎 研 究 お よ び 臨 床 研 究 の 著 し い 進 歩 に も か か わ ら ず （ Rosenbegら 、 Natur
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e Med 4: 321-7 (1998)； Mukherjiら 、 Proc Natl Acad Sci USA 92: 8078-82 (1995)； Hu
ら 、 Cancer Res 56: 2479-83 (1996)） 、 結 腸 直 腸 癌 を 含 む 腺 癌 の 治 療 の た め の 候 補 と な
る TAAの 数 は 非 常 に 限 ら れ て い る 。 癌 細 胞 で 大 量 に 発 現 さ れ る と 同 時 に そ の 発 現 が 癌 細 胞
に 限 定 さ れ る TAAは 、 免 疫 治 療 の 標 的 と し て 有 望 な 候 補 に な る と 考 え ら れ る 。 さ ら に 、 強
力 か つ 特 異 的 な 抗 腫 瘍 免 疫 応 答 を 誘 発 す る 新 た な TAAの 同 定 は 、 様 々 な 種 類 の 癌 に お け る
ペ プ チ ド ワ ク チ ン 接 種 の 臨 床 使 用 を 促 す と 考 え ら れ る （ Boonお よ び van der Bruggen、 J E
xp Med 183: 725-9 (1996)； van der Bruggenら 、 Science 254: 1643-7 (1991)； Brichar
dら 、 J Exp Med 178: 489-95 (1993)； Kawakamiら 、 J Exp Med 180: 347-52 (1994)； Shi
chijoら 、 J Exp Med 187: 277-88 (1998)； Chenら 、 Proc Natl Acad Sci USA 94: 1914-8
 (1997)； Harris、 J Natl Cancer Inst 88: 1442-5 (1996)； Butterfieldら 、 Cancer Res
 59: 3134-42 (1999)； Vissersら 、 Cancer Res 59: 5554-9 (1999)； van der Burgら 、 J 
Immunol 156: 3308-14 (1996)； Tanakaら 、 Cancer Res 57: 4465-8 (1997)； Fujieら 、 In
t J Cancer 80: 169-72 (1999)； Kikuchiら 、 Int J Cancer 81: 459-66 (1999)； Oisoら
、 Int J Cancer 81: 387-94 (1999)） 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ ０ 】

　 本 発 明 は 、 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 病 変 に 相 関 し た 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン の 発 見 に 基 づ い て い る
。
【 ０ ０ １ １ 】
　 し た が っ て 本 発 明 は 、 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 病 変 を 治 療 す る た め ま た は 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 を
予 防 す る た め の 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 を 特 徴 と す る 。 本 方 法 に は 、 MLXポ リ ペ
プ チ ド を 被 験 化 合 物 に 接 触 さ せ る 段 階 、 お よ び MLXポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 被 験 化 合 物 を
選 択 す る 段 階 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 MLXポ リ ペ プ チ ド を 被 験 化 合 物 に 接 触 さ せ る 段 階 、 お よ び MLXポ リ ペ
プ チ ド の 生 物 活 性 を 抑 制 す る 化 合 物 を 選 択 す る 段 階 を 含 む 、 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 病 変 を 治 療
す る た め ま た は 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 を 予 防 す る た め の 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 を 提
供 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 一 つ ま た は 複 数 の MLXポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 細 胞 を 被 験 化 合 物 に 接
触 さ せ る 段 階 、 お よ び 一 つ ま た は 複 数 の MLXポ リ ペ プ チ ド の 発 現 レ ベ ル を 抑 制 す る 被 験 化
合 物 を 選 択 す る 段 階 を 含 む 、 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 病 変 を 治 療 す る た め ま た は 結 腸 直 腸 癌 の 転
移 を 予 防 す る た め の 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 被 験 化 合 物 と 、 MLX遺 伝 子 の 転 写 調 節 領 域 の 下 流 に レ ポ ー タ ー 遺 伝
子 を 含 む ベ ク タ ー と を 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 に と っ て 適 切 な 条 件 で 接 触 さ せ る 段 階 、
お よ び レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 を 阻 害 す る 被 験 化 合 物 を 選 択 す る 段 階 を 含 む 、 結 腸 直 腸 癌
を 治 療 す る た め ま た は 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 を 予 防 す る た め の 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方
法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 出 願 は ま た 、 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 病 変 を 治 療 す る た め ま た は 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 を 予 防 す
る た め の 組 成 物 を 提 供 す る 。 本 組 成 物 は 、 例 え ば 、 抗 癌 剤 で あ っ て も よ い 。 本 組 成 物 は 、
MLXポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ア ン チ セ ン ス S-オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド も し く は 低 分 子 干 渉 RNA（ siRN
A） の 少 な く と も 一 部 、 ま た は 、 MLXタ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 も し く は 抗 体 断 片 と し て 記 載
さ れ う る 。 本 組 成 物 は ま た 、 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 病 変 を 治 療 す る た め ま た は 結 腸 直 腸 癌 の 転
移 を 予 防 す る た め の 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 選 択 さ れ た 化 合 物
を 含 む 組 成 物 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 薬 学 的 組 成 物 の 作 用 経 過 と は 、 望 ま し く は 、 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 病 変 の 成 長 ま た は 増 殖 の
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阻 害 で あ る 。 薬 学 的 組 成 物 は 、 ヒ ト お よ び 家 畜 哺 乳 類 を 含 む 哺 乳 類 に 適 用 さ れ う る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 MLXタ ン パ ク 質 、 そ の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、
ま た は そ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ベ ク タ ー を 含 む 、 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 病 変 を 治 療 す る た
め ま た は 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 を 予 防 す る た め の 組 成 物 を 提 供 す る 。 そ の よ う な 組 成 物 は 、 抗
腫 瘍 免 疫 を 誘 導 す る と 期 待 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 本 発 明 に よ っ て 提 供 さ れ る 任 意 の 組 成 物 を 用 い て 、 結 腸 直 腸 癌 の 転 移
病 変 を 治 療 す る た め ま た は 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 を 予 防 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 は ま た 、 一 つ も し く は 複 数 の MLX核 酸 配 列 に 結 合 す る ま た は そ の 核 酸 配 列 に よ っ
て コ ー ド さ れ る 遺 伝 子 産 物 に 結 合 す る 検 出 試 薬 を 有 す る キ ッ ト を 提 供 す る 。 一 つ ま た は 複
数 の MLX核 酸 に 結 合 す る 核 酸 ア レ イ も 同 様 に 提 供 さ れ る 。 そ の よ う な キ ッ ト お よ び ア レ イ
は 、 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 を 診 断 す る た め に 有 用 で あ る と 期 待 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の 前 述 の 概 要 お よ び 以 下 の 詳 細 な 説 明 は い ず れ も 、 好 ま し い 態 様 に 関 す る も の で
あ り 、 本 発 明 ま た は 本 発 明 の 他 の 代 替 的 態 様 を 制 限 す る も の で は な い と 理 解 さ れ る べ き で
あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】

　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 「 一 つ の （ a） 」 、 「 一 つ の （ an） 」 、 お よ び 「 そ の 」 は
、 特 記 し な い 限 り 「 少 な く と も 一 つ 」 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 は 、 転 移 を 伴 う 結 腸 直 腸 癌 患 者 の 転 移 病 変 に お い て 、 対 応 す る 原 発 性 病 変 と 比 較
し て 、 多 数 の 核 酸 配 列 の 発 現 パ タ ー ン が 変 化 （ 増 加 ） し て い る と い う 発 見 に 一 部 基 づ い て
い る 。 遺 伝 子 発 現 の 差 は 、 レ ー ザ ー 捕 捉 型 顕 微 解 剖 （ LCM） お よ び 包 括 的 cDNAマ イ ク ロ ア
レ イ シ ス テ ム を 用 い て 同 定 さ れ た 。 本 明 細 書 に お い て 同 定 さ れ た 、 差 次 的 に 発 現 さ れ た 遺
伝 子 は 、 結 腸 直 腸 癌 、 特 に 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 病 変 の 治 療 用 の 遺 伝 子 標 的 治 療 ア プ ロ ー チ を
開 発 す る た め に 、 な ら び に 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 を 阻 害 す る た め に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 結 腸 直 腸 癌 を 患 う 患 者 の 転 移 病 変 に お い て 発 現 レ ベ ル が 増 加 し て い る 遺 伝 子 を 表 1に 要
約 す る が 、 こ れ ら は 、 本 明 細 書 に お い て 集 合 的 に 「 転 移 関 連 遺 伝 子 」 、 「 MLX核 酸 」 、 ま
た は 「 MLXポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 と 称 さ れ 、 対 応 す る コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド は 「 MLXポ リ
ペ プ チ ド 」 ま た は 「 MLXタ ン パ ク 質 」 と 称 さ れ る 。 特 記 し な い 限 り 、 「 MLX」 と は 、 本 明 細
書 に 開 示 さ れ た 任 意 の 配 列 （ 例 え ば 、 MLX1～ MLX153） を 指 す こ と を 意 味 す る 。 遺 伝 子 は 既
に 記 載 さ れ て お り 、 デ ー タ ベ ー ス ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 と 共 に 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 様 々 な 物 質 に 対 す る こ れ ら の 遺 伝 子 の 発 現 、 ま た は 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ
ク 質 の 活 性 を 測 定 す る こ と に よ っ て 、 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 病 変 を 治 療 す る ま た は 結 腸 直 腸 癌
の 転 移 を 予 防 す る 物 質 を 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
結 腸 直 腸 癌 の 転 移 病 変 を 治 療 す る た め ま た は 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 を 予 防 す る た め の 化 合 物 の
ス ク リ ー ニ ン グ
　 本 発 明 は 、 一 つ ま た は 複 数 の MLXポ リ ペ プ チ ド を 用 い て 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 病 変 を 治 療 す
る た め ま た は 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 を 予 防 す る た め の 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 を 提 供
す る 。 本 ス ク リ ー ニ ン グ 法 の 一 つ の 態 様 は 以 下 の 段 階 を 含 む ： （ a） 被 験 化 合 物 を MLXポ リ
ペ プ チ ド に 接 触 さ せ る 段 階 ； （ b） ポ リ ペ プ チ ド と 被 験 化 合 物 と の 結 合 活 性 を 検 出 す る 段
階 ； お よ び （ c） MLXポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 化 合 物 を 選 択 す る 段 階 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 病 変 を 治 療 す る た め ま た は 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 を 予 防 す る た め
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の 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 の も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 方 法 は 、 指 標 と し て ML
Xポ リ ペ プ チ ド の 生 物 活 性 を 利 用 す る 。 こ の ス ク リ ー ニ ン グ 法 に は 以 下 の 段 階 が 含 ま れ る
： （ a） 被 験 化 合 物 を MLXポ リ ペ プ チ ド に 接 触 さ せ る 段 階 ； （ b） 段 階 （ a） の MLXポ リ ペ プ
チ ド の 生 物 活 性 を 検 出 す る 段 階 ； お よ び （ c） 被 験 化 合 物 の 非 存 在 下 で 検 出 さ れ る 生 物 活
性 と 比 較 し て MLXポ リ ペ プ チ ド の 生 物 活 性 を 抑 制 す る 化 合 物 を 選 択 す る 段 階 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 ス ク リ ー ニ ン グ の た め に 用 い ら れ る 本 発 明 の MLXポ リ ペ プ チ ド は 、 以 下 の ポ リ ペ プ チ ド
か ら 選 択 さ れ る ：
（ 1） MLX1～ MLX153か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る ア
ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド ；
（ 2） 一 つ ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 、 欠 失 、 挿 入 、 お よ び ／ ま た は 付 加 さ れ た MLX1～ M
LX153か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を
含 む ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 も と の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列
か ら な る タ ン パ ク 質 と 同 等 の 生 物 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド ； な ら び に
（ 3） MLX1～ MLX153か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条
件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、
MLX1～ MLX153か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸
配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド と 同 等 の 生 物 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 に お い て 、 「 生 物 活 性 」 と い う 用 語 は 、 転 移 病 変 の 成 長 活 性 ま た は 増 殖 活 性 の よ
う な 活 性 を 指 す 。 被 験 ポ リ ペ プ チ ド が 生 物 活 性 を 有 す る か 否 か は 、 被 験 ポ リ ペ プ チ ド を コ
ー ド す る DNAを 、 そ れ ぞ れ の ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 細 胞 に 導 入 す る 段 階 、 お よ び 細 胞 の
成 長 ま た は 増 殖 、 コ ロ ニ ー 形 成 活 性 の 増 加 等 を 検 出 す る こ と に よ っ て 判 定 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 所 定 の タ ン パ ク 質 の 生 物 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 作 製 す る た め の 方 法 は 当 業 者 に 周
知 で あ り 、 こ れ に は タ ン パ ク 質 に 変 異 を 導 入 す る 既 知 の 方 法 が 含 ま れ る 。 例 え ば 、 当 業 者
は 、 ヒ ト MLXタ ン パ ク 質 の 生 物 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 の い ず
れ か の ア ミ ノ 酸 配 列 に 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 法 に よ っ て 適 切 な 変 異 を 導 入 す る こ と に よ
っ て 作 製 す る こ と が で き る （ Hashimoto-Gotohら 、 Gene 152: 271-5 (1995)； Zollerお よ
び Smith、 Methods Enzymol 100: 468-500 (1983)； Kramerら 、 Nucleic Acids Res. 12: 9
441-9456 (1984)； Kramerお よ び Fritz、 Methods Enzymol 154: 350-67 (1987)； Kunkel、
Proc Natl Acad Sci USA 82: 488-92 (1985)； Kunkel、 Methods Enzymol 85: 2763-6 (19
88)） 。 ア ミ ノ 酸 変 異 は 自 然 下 で も 起 こ り う る 。 得 ら れ る 変 異 ポ リ ペ プ チ ド が ヒ ト MLXタ ン
パ ク 質 の 生 物 活 性 を 有 す る と い う 前 提 で 、 1つ ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 が 変 異 し た ヒ ト MLXタ
ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 が MLXポ リ ペ プ チ ド に 含 ま れ る 。 こ の よ う な
変 異 体 に お い て 変 異 さ せ る ア ミ ノ 酸 の 数 は 一 般 に 10ア ミ ノ 酸 ま た は そ れ 未 満 、 好 ま し く は
6ア ミ ノ 酸 ま た は そ れ 未 満 、 よ り 好 ま し く は 3ア ミ ノ 酸 ま た は そ れ 未 満 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 変 異 タ ン パ ク 質 、 ま た は あ る 特 定 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 1つ も し く は 複 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 の
置 換 、 欠 失 、 挿 入 、 お よ び /も し く は 付 加 に よ っ て 改 変 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン
パ ク 質 で あ る 改 変 タ ン パ ク 質 は 、 元 の 生 物 学 的 活 性 を 保 つ こ と が 知 ら れ て い る （ Markら 、
Proc Natl Acad Sci USA 81: 5662-6 (1984)； Zollerお よ び Smith、 Nucleic Acids Res 1
0: 6487-500 (1982)； Dalbadie-McFarlandら 、 Proc Natl Acad Sci USA 79: 6409-13 (19
82)） 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 変 異 さ せ る ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 ア ミ ノ 酸 側 鎖 の 特 性 が 保 存 さ れ る 別 の ア ミ ノ 酸 に 変 異 さ せ
る こ と が 好 ま し い （ 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 と し て 知 ら れ る 方 法 ） 。 ア ミ ノ 酸 側 鎖 の 特 性 の 例
に は 、 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 （ A、 I、 L、 M、 F、 P、 W、 Y、 V） 、 親 水 性 ア ミ ノ 酸 （ R、 D、 N、 C、 E
、 Q、 G、 H、 K、 S、 T） 、 お よ び 、 以 下 の 官 能 基 ま た は 特 徴 を 共 通 し て 有 す る 側 鎖 が あ る ：
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脂 肪 族 側 鎖 （ G、 A、 V、 L、 I、 P） ； 水 酸 基 含 有 側 鎖 （ S、 T、 Y） ； 硫 黄 原 子 含 有 側 鎖 （ C、
M） ； カ ル ボ ン 酸 お よ び ア ミ ド 含 有 側 鎖 （ D、 N、 E、 Q） ； 塩 基 含 有 側 鎖 （ R、 K、 H） ； お よ
び 芳 香 族 含 有 側 鎖 （ H、 F、 Y、 W） 。 括 弧 内 の 文 字 は ア ミ ノ 酸 の 一 文 字 略 号 を 示 す こ と に 注
意 さ れ た い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 ヒ ト MLXタ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 1つ ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 付 加 さ れ た ポ リ ペ
プ チ ド の 一 例 は 、 ヒ ト MLXタ ン パ ク 質 を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 で あ る 。 融 合 タ ン パ ク 質 と は
、 ヒ ト MLXタ ン パ ク 質 と 他 の ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 と の 融 合 物 の こ と で あ り 、 こ れ は
本 明 細 書 記 載 の MLXタ ン パ ク 質 に 含 ま れ る 。 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 ヒ ト MLXタ ン パ ク 質 を コ ー
ド す る DNAを 他 の ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAと フ レ ー ム が 合 致 す る よ う に
連 結 し 、 こ の 融 合 DNAを 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し て 、 そ れ を 宿 主 に お い て 発 現 さ せ る と い っ
た 当 業 者 に 周 知 の 技 法 に よ っ て 作 製 し う る 。 MLXタ ン パ ク 質 と 融 合 さ せ る ペ プ チ ド ま た は
タ ン パ ク 質 に は 制 限 は な い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 MLXタ ン パ ク 質 と 融 合 さ せ る ペ プ チ ド と し て 用 い ら れ う る 既 知 の ペ プ チ ド に は 、 例 え ば
、 FLAG（ Hoppら 、 Biotechnology 6: 1204-10 (1988)） 、 6個 の His（ ヒ ス チ ジ ン ） 残 基 を
含 む 6× His、 10× His、 イ ン フ ル エ ン ザ 凝 集 素 （ HA） 、 ヒ ト c-myc断 片 、 VSP-GP断 片 、 p18H
IV断 片 、 T7タ グ 、 HSVタ グ 、 Eタ グ 、 SV40T抗 原 断 片 、 lckタ グ 、 α -チ ュ ー ブ リ ン 断 片 、 Bタ
グ 、 プ ロ テ イ ン C断 片 な ど が 含 ま れ る 。 MLXタ ン パ ク 質 と 融 合 さ せ う る タ ン パ ク 質 の 例 に は
、 GST（ グ ル タ チ オ ン -S-ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ） 、 イ ン フ ル エ ン ザ 凝 集 素 （ HA） 、 免 疫 グ ロ
ブ リ ン 定 常 領 域 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 MBP（ マ ル ト ー ス 結 合 タ ン パ ク 質 ） な ど が 含 ま れ
る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 上 に 考 察 し た よ う に 融 合 ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 市
販 の DNAと 、 MLXポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNAと を 融 合 さ せ 、 作 製 さ れ た 融 合 DNAを 発 現 さ
せ る こ と に よ っ て 作 製 し う る 。 こ の よ う な 融 合 タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る た め に 、 市 販 の エ
ピ ト ー プ -抗 体 系 を 用 い る こ と が で き る （ Experimental Medicine 13: 85-90 (1995)） 。
自 己 の マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ サ イ ト を 用 い て 、 例 え ば β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 マ ル ト ー ス 結
合 タ ン パ ク 質 、 グ ル タ チ オ ン S-ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ GFP） 等 と の
融 合 タ ン パ ク 質 を 発 現 で き る ベ ク タ ー が 市 販 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 任 意 の MLXタ ン パ ク 質 の 生 物 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 単 離 す る た め の 当 技 術 分 野 で
知 ら れ た 代 替 的 な 方 法 に は 、 例 え ば 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 を 用 い る 方 法 が あ る （ Sa
mbrookら 、 「 Molecular Cloning」 第 2版 、 9.47-9.58、 Cold Spring Harbor Lab. Press (
1989)） 。 当 業 者 は 、 ヒ ト MLXタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNA配 列 の 全 体 ま た は 一 部 に 対 し て
高 い 相 同 性 を 有 す る DNAを 容 易 に 単 離 し て 、 単 離 さ れ た DNAか ら ヒ ト MLXタ ン パ ク 質 の 生 物
活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 単 離 す る こ と が で き る 。 MLXポ リ ペ プ チ ド に は 、 ヒ ト MLXタ ン
パ ク 質 を コ ー ド す る DNA配 列 の 全 体 ま た は 一 部 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る DNAに よ っ て コ ー ド さ
れ 、 か つ ヒ ト MLXタ ン パ ク 質 の 生 物 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド が 含 ま れ る 。 こ れ ら の ポ リ
ペ プ チ ド に は 、 ヒ ト 由 来 の タ ン パ ク 質 に 対 応 す る 哺 乳 動 物 相 同 体 （ 例 え ば 、 サ ル 、 ラ ッ ト
、 ウ サ ギ 、 お よ び ウ シ の 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド ） が 含 ま れ る 。 ヒ ト ML
Xタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAに 対 し て 高 度 に 相 同 な cDNAを 動 物 か ら 単 離 す る 際 に は 、 結 腸
直 腸 癌 の 転 移 病 変 を 用 い る こ と が 特 に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 ヒ ト MLXタ ン パ ク 質 の 生 物 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNAを 単 離 す る た め の
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 条 件 は 、 当 業 者 に よ っ て 慣 行 的 に 選 択 さ れ う る 。 例 え ば 、 30分
間 ま た は そ れ 以 上 に わ た る 68℃ で の プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 「 Rapid-hyb緩 衝 液 」
（ Amersham LIFE SCIENCE） を 用 い て 行 い 、 標 識 し た プ ロ ー ブ を 添 加 し た 上 で 、 1時 間 ま た
は そ れ 以 上 に わ た っ て 68℃ で 加 温 す る こ と に よ っ て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ て も
よ い 。 そ れ に 続 く 洗 浄 段 階 は 、 例 え ば 、 低 ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で 行 い う る 。 低 ス ト リ
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ン ジ ェ ン ト 条 件 と は 、 例 え ば 、 42℃ 、 2× SSC、 0.1％ SDS、 ま た は 好 ま し く は 50℃ 、 2× SSC
、 0.1％ SDSの こ と で あ る 。 よ り 好 ま し く は 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 を 用 い る 。 高 ス ト リ
ン ジ ェ ン ト 条 件 と は 、 例 え ば 、 室 温 の 2× SSC、 0.01％ SDS中 で の 20分 間 の 洗 浄 を 3回 行 っ た
後 に 、 37℃ の 1× SSC、 0.1％ SDS中 で の 20分 間 の 洗 浄 を 3回 行 い 、 50℃ の 1× SSC、 0.1％ SDS
中 で の 20分 間 の 洗 浄 を 2回 行 う こ と で あ る 。 し か し 、 温 度 お よ び 塩 濃 度 な ど の い く つ か の
要 因 は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー に 影 響 を 及 ぼ す と 考 え ら れ 、 当 業 者
は 必 要 な ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー を 得 る た め に こ れ ら の 要 因 を 適 切 に 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAの 配 列 情 報 に 基 づ い て 合 成 し た プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 ヒ ト M
LXタ ン パ ク 質 の 生 物 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNAを 単 離 す る た め に 、 ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 代 わ り に 、 遺 伝 子 増 幅 法 、 例 え ば ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） 法
を 使 用 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 以 上 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 ま た は 遺 伝 子 増 幅 法 に よ っ て 単 離 さ れ た DNAに よ っ て
コ ー ド さ れ る 、 ヒ ト MLXタ ン パ ク 質 の 生 物 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド は 、 通 常 、 ヒ ト MLXタ
ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て 高 い 相 同 性 を 有 す る 。 「 高 い 相 同 性 」 と は 一 般 に 、 40％
ま た は そ れ 以 上 、 好 ま し く は 60％ ま た は そ れ 以 上 、 よ り 好 ま し く は 80％ ま た は そ れ 以 上 、
さ ら に よ り 好 ま し く は 95％ ま た は そ れ 以 上 の 相 同 性 を 指 す 。 ポ リ ペ プ チ ド の 相 同 性 は 、 「
Wilburお よ び Lipman、 Proc Natl Acad Sci USA 80: 726-30 (1983)」 中 の ア ル ゴ リ ズ ム に
従 っ て 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て 使 用 さ れ る MLXポ リ ペ プ チ ド は 、 そ の 産 生 の た め に 用 い る 細 胞 も
し く は 宿 主 ま た は 用 い る 精 製 方 法 に 応 じ て 、 ア ミ ノ 酸 配 列 、 分 子 量 、 等 電 点 、 糖 鎖 の 有 無
、 ま た は 形 態 に 関 し て 差 異 が あ っ て も よ い 。 し か し 、 そ れ が ヒ ト MLXタ ン パ ク 質 の ポ リ ペ
プ チ ド と 同 等 の 生 物 活 性 を 有 す る 限 り 、 本 発 明 の 方 法 に お い て 使 用 す る こ と が で き 、 か つ
、 MLXタ ン パ ク 質 と 同 等 の 生 物 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 利 用 す る こ の よ う な 方 法 は 、
本 発 明 の 範 囲 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 で 使 用 さ れ る MLXポ リ ペ プ チ ド は 、 当 業 者 に 周 知 の 方 法 に よ り 、 組 換 え タ ン パ ク
質 と し て 調 製 す る こ と も で き 、 ま た は 天 然 タ ン パ ク 質 と し て 調 製 す る こ と も で き る 。 MLX
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNAを 適 切 な 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 そ の ベ ク タ ー を 適 切 な 宿
主 細 胞 に 導 入 し て 抽 出 物 を 入 手 し 、 ポ リ ペ プ チ ド を 精 製 す る こ と に よ り 、 組 換 え タ ン パ ク
質 を 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 特 に 、 MLXポ リ ペ プ チ ド を 調 製 す る た め の 宿 主 と し て 大 腸 菌 を 使 用 す る 場 合 に は 、 ベ ク
タ ー は 、 大 腸 菌 内 で 増 幅 さ せ る た め の 「 ori」 、 お よ び 、 形 質 転 換 さ れ た 大 腸 菌 を 選 択 す
る た め の マ ー カ ー 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 ア ン ピ シ リ ン 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン 、 カ ナ マ イ シ ン 、 ク
ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル な ど の 薬 剤 に よ っ て 選 択 さ れ る 薬 剤 抵 抗 性 遺 伝 子 ） を 有 す る 必 要 が あ
る 。 さ ら に 、 大 腸 菌 内 で の 発 現 対 象 と な る 発 現 ベ ク タ ー は 、 大 腸 菌 内 で 所 望 の 遺 伝 子 を 効
率 的 に 発 現 し う る プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば 、 lacZプ ロ モ ー タ ー （ Wardら 、 Nature 341: 544-
6 (1989)； FASEB J 6: 2422-7 (1992)） 、 araBプ ロ モ ー タ ー （ Betterら 、 Science 240: 1
041-3 (1988)） 、 ま た は T7プ ロ モ ー タ ー な ど を 有 す る 必 要 が あ る 。 そ の 点 に 関 し て は 、 例
え ば 、 pGEX-5X-1（ Pharmacia） 、 「 QIAexpressシ ス テ ム 」 （ Qiagen） 、 pEGFPお よ び pET（
こ の 場 合 、 宿 主 は T7RNAポ リ メ ラ ー ゼ を 発 現 す る BL21で あ る こ と が 好 ま し い ） を 上 記 の ベ
ク タ ー の 代 わ り に 用 い て も よ い 。 さ ら に 、 ベ ク タ ー は 、 ポ リ ペ プ チ ド 分 泌 の た め の シ グ ナ
ル 配 列 を も 含 み う る 。 大 腸 菌 の 周 辺 質 （ periplasm） へ の ポ リ ペ プ チ ド 分 泌 を 指 令 す る シ
グ ナ ル 配 列 の 一 例 は 、 pelBシ グ ナ ル 配 列 （ Leiら 、 J Bacteriol 169: 4379 (1987)） で あ
る 。 ベ ク タ ー を 標 的 宿 主 細 胞 に 導 入 す る た め の 手 段 に は 、 例 え ば 、 塩 化 カ ル シ ウ ム 法 お よ
び 電 気 穿 孔 法 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
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　 大 腸 菌 以 外 に 、 例 え ば 、 哺 乳 動 物 由 来 の 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 pcDNA3（ Invitrogen）
お よ び pEGF-BOS（ Nucleic Acids Res 18(17): 5322 (1990)） 、 pEF、 pCDM8） 、 昆 虫 細 胞
由 来 の 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 「 Bac-to-BACバ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 系 」 （ GIBCO BRL） 、 p
BacPAK8） 、 植 物 由 来 の 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 pMH1、 pMH2） 、 動 物 ウ イ ル ス 由 来 の 発 現
ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 pHSV、 pMV、 pAdexLcw） 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 由 来 の 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え
ば 、 pZIpneo） 、 酵 母 由 来 の 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 「 Pichia発 現 キ ッ ト 」 （ Invitrogen
） 、 pNV11、 SP-Q01） 、 お よ び 枯 草 菌 （ Bacillus subtilis） 由 来 の 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば
、 pPL608、 pKTH50） を 、 MLXポ リ ペ プ チ ド の 産 生 の た め に 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 ベ ク タ ー を CHO細 胞 、 COS細 胞 ま た は NIH3T3細 胞 な ど の 動 物 細 胞 内 で 発 現 さ せ る た め に は
、 ベ ク タ ー は 、 こ の 種 の 細 胞 に お け る 発 現 の た め に 必 要 な プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば 、 SV40初
期 プ ロ モ ー タ ー （ Rigby in Williamson編 、 Genetic Engineering、 第 3巻 、 Academic Pres
s、 London、 83-141 (1982)） 、 MMLV-LTRプ ロ モ ー タ ー 、 EF1α プ ロ モ ー タ ー （ Mizushimaら
、 Nucleic Acids Res 18: 5322 (1990); Kimら 、 Gene 91: 217-23 (1990)） 、 CAGプ ロ モ
ー タ ー （ Niwaら 、 Gene 108: 193-200 (1991)） 、 RSV LTRプ ロ モ ー タ ー （ Cullen, Methods
 in Enzymology 152: 684-704 (1987)） 、 SRα プ ロ モ ー タ ー （ Takebeら 、 Mol Cell Biol 
8: 466 (1988)） 、 CMV前 初 期 プ ロ モ ー タ ー （ Seedお よ び Aruffo、 Proc Natl Acad Sci USA
 84: 3365-9 (1987)） 、 SV40後 期 プ ロ モ ー タ ー （ Gheysenお よ び Fiers、 J Mol Appl Genet
 1: 385-94 (1982)） 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 後 期 プ ロ モ ー タ ー （ Kaufmanら 、 Mol Cell Biol 9:
 946 (1989)） 、 HSV TKプ ロ モ ー タ ー な ど を 有 す る 必 要 が あ る ほ か 、 形 質 転 換 体 を 選 択 す
る た め の マ ー カ ー 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 薬 剤 （ 例 え ば 、 ネ オ マ イ シ ン 、 G418） に よ っ て 選 択 さ
れ る 薬 剤 抵 抗 性 遺 伝 子 ） を 有 す る こ と が 好 ま し い 。 こ れ ら の 特 徴 を 備 え た 既 知 の ベ ク タ ー
の 例 に は 、 例 え ば 、 pMAM、 pDR2、 pBK-RSV、 pBK-CMV、 pOPRSV、 お よ び pOP13が 含 ま れ る 。
外 来 遺 伝 子 を 発 現 さ せ る た め の 動 物 細 胞 へ の 遺 伝 子 導 入 は 、 例 え ば エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ
ン 法 （ Chuら 、 Nucleic Acids Res 15: 1311-26 (1987)） 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法 （ Chenお
よ び Okayama、 Mol Cell Biol 7: 2745-52 (1987)） 、 DEAEデ キ ス ト ラ ン 法 （ Lopataら 、 Nu
cleic Acids Res 12: 5707-17 (1984); Sussmanお よ び Milman、 Mol Cell Biol 4: 1642-3
 (1985)） 、 リ ポ フ ェ ク チ ン 法 （ Derijard, B Cell 7: 1025-37 (1994); Lambら 、 Nature 
Genetics 5: 22-30 (1993): Rabindranら 、 Science 259: 230-4 (1993)） 等 の 任 意 の 方 法
に よ っ て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 さ ら に 、 本 方 法 を 、 遺 伝 子 を 安 定 的 に 発 現 さ せ る た め 、 お よ び そ れ と 同 時 に 、 細 胞 内 の
遺 伝 子 の コ ピ ー 数 を 増 幅 す る た め に 用 い る こ と も で き る 。 例 え ば 、 相 補 的 DHFR遺 伝 子 を 含
む ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 pCHO I） を 、 核 酸 合 成 経 路 が 欠 失 し た CHO細 胞 に 導 入 し た 後 に 、 メ
ト ト レ キ サ ー ト （ MTX） に よ っ て 増 幅 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 遺 伝 子 の 一 過 性 発 現 の
場 合 に は 、 SV40の 複 製 起 点 を 含 む ベ ク タ ー （ pcDな ど ） を 、 SV40T抗 原 を 発 現 す る 遺 伝 子 を
染 色 体 上 に 含 む COS細 胞 に 形 質 転 換 導 入 す る 方 法 を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 以 上 の よ う に し て 得 ら れ た MLXポ リ ペ プ チ ド は 、 宿 主 細 胞 の 内 部 ま た は 外 部 （ 培 地 な ど
） か ら 単 離 し て 、 実 質 的 に 純 粋 な 均 一 な ポ リ ペ プ チ ド と し て 精 製 す る こ と が で き る 。 所 定
の ポ リ ペ プ チ ド に 言 及 し て 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 「 実 質 的 に 純 粋 な 」 と は 、 そ の ポ リ ペ プ
チ ド が 他 の 生 体 高 分 子 か ら 実 質 的 に 遊 離 し て い る こ と を 意 味 す る 。 実 質 的 に 純 粋 な ポ リ ペ
プ チ ド は 、 乾 燥 重 量 に し て 純 度 が 少 な く と も 75％ （ 例 え ば 、 少 な く と も 80％ 、 85％ 、 95％
ま た は 99％ ） で あ る 。 純 度 は 任 意 の 適 切 な 標 準 的 方 法 に よ り 、 例 え ば カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 、 ま た は HPLC分 析 に よ っ て 測 定 し う る 。 ポ リ ペ
プ チ ド の 単 離 お よ び 精 製 の た め の 方 法 は 何 ら か の 特 定 の 方 法 に は 限 定 さ れ な い ； 実 際 に は
任 意 の 標 準 的 な 方 法 を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 例 え ば 、 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 フ ィ ル タ ー 、 限 外 濾 過 、 塩 析 、 溶 媒 沈 殿 、 溶 媒 抽
出 、 蒸 留 、 免 疫 沈 降 、 SDS-ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 、 等 電 点 電 気 泳 動 、 透 析 、 お
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よ び 再 結 晶 化 を 適 切 に 選 択 し 、 組 み 合 わ せ て 、 ポ リ ペ プ チ ド の 単 離 お よ び 精 製 を 行 っ て も
よ い 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の 例 に は 、 例 え ば 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 イ オ ン 交
換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 疎 水 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ゲ ル 濾 過 、 逆 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
、 吸 着 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど が 含 ま れ る （ 「 Strategies for Protein Purification an
d Characterization: A Laboratory Course Manual」 、 Daniel R. Marshakら 編 、 Cold Sp
ring Harbor Laboratory Press (1996)） 。 こ れ ら の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 、 HPLCお よ び F
PLCな ど の 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 行 っ て も よ い 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 以 上
の 方 法 に よ っ て 調 製 さ れ た 高 純 度 の ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 同 様 に 、 MLXポ リ ペ プ チ ド が 宿 主 細 胞 （ 例 え ば 、 動 物 細 胞 お よ び 大 腸 菌 ） に お い て 、 グ
ル タ チ オ ン -S-ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ タ ン パ ク 質 と の 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 、 ま た は 多 数 の
ヒ ス チ ジ ン を 有 す る 組 み 換 え 型 タ ン パ ク 質 と し て 発 現 さ れ る 場 合 、 発 現 さ れ た 組 み 換 え 型
タ ン パ ク 質 は 、 グ ル タ チ オ ン カ ラ ム ま た は ニ ッ ケ ル カ ラ ム を 用 い て 精 製 さ れ う る 。 ま た は
、 MLXポ リ ペ プ チ ド を c-myc、 多 数 の ヒ ス チ ジ ン ま た は FLAGに よ っ て タ グ 付 け さ れ た タ ン パ
ク 質 と し て 発 現 す る 場 合 、 こ れ は 、 c-myc、 Hisま た は FLAGに 対 す る 抗 体 を そ れ ぞ れ 用 い て
検 出 お よ び 精 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 融 合 タ ン パ ク 質 を 精 製 し た 後 、 必 要 に 応 じ て ト ロ ン ビ ン ま た は 第 Xa因 子 に よ っ て 切 断 す
る こ と に よ っ て 、 目 的 と す る ポ リ ペ プ チ ド 以 外 の 領 域 を 除 外 す る こ と も 同 様 に 可 能 で あ る
。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 当 業 者 に 既 知 の 方 法 に よ っ て 、 例 え ば 下 記 の MLXタ ン パ ク 質 に 結 合 す る 抗 体 を 結 合 さ せ
た ア フ ィ ニ テ ィ カ ラ ム を 、 MLXポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 組 織 ま た は 細 胞 の 抽 出 物 に 接 触 さ
せ る こ と に よ っ て 、 天 然 の タ ン パ ク 質 を 単 離 す る こ と が で き る 。 抗 体 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル
抗 体 で も モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で も よ い 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 被 験 化 合 物 に 接 触 さ せ る MLXポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば 、 精 製 ポ リ ペ プ チ ド 、 可 溶 性 タ ン
パ ク 質 、 担 体 と の 結 合 型 、 ま た は 他 の ポ リ ペ プ チ ド に 融 合 し た 融 合 タ ン パ ク 質 で あ り う る
。 タ ン パ ク 質 を 結 合 す る た め に 用 い ら れ う る 支 持 体 の 例 に は 、 ア ガ ロ ー ス 、 セ ル ロ ー ス 、
お よ び デ キ ス ト ラ ン の よ う な 不 溶 性 多 糖 類 、 な ら び に ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 、 ポ リ ス チ レ ン
お よ び シ リ コ ン の よ う な 合 成 樹 脂 が 含 ま れ 、 好 ま し く は 上 記 の 材 料 か ら 調 製 し た 市 販 の ビ
ー ズ お よ び プ レ ー ト （ 例 え ば 、 多 ウ ェ ル プ レ ー ト 、 バ イ オ セ ン サ ー チ ッ プ 等 ） が 用 い ら れ
う る 。 ビ ー ズ を 用 い る 場 合 、 そ れ ら を カ ラ ム に 充 填 し て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 化 学 結 合 お よ び 物 理 的 吸 着 の よ う な 一 般 的 な 方 法 に 従 っ て 、 タ ン パ ク 質 を 支 持 体 に 結 合
さ せ て も よ い 。 ま た は 、 タ ン パ ク 質 を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 を 介 し て 、 タ ン パ ク 質 を 支 持
体 に 結 合 さ せ て も よ い 。 さ ら に 、 ア ビ ジ ン お よ び ビ オ チ ン 結 合 に よ っ て 、 タ ン パ ク 質 を 支
持 体 に 結 合 さ せ る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 例 え ば 、 上 記 の MLXポ リ ペ プ チ ド の い ず れ か を 用 い て MLXポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る タ ン パ
ク 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 と し て 、 当 業 者 に 周 知 の 多 く の 方 法 を 用 い る こ と が で き る
。 そ の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ は 、 例 え ば 免 疫 沈 降 法 を 、 特 に 以 下 の 様 式 で 行 う こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 免 疫 沈 降 に お い て 、 免 疫 複 合 体 は 、 適 当 な 界 面 活 性 剤 （ detergent） を 用 い て 調 製 し た
細 胞 溶 解 物 に 抗 体 を 加 え る こ と に よ っ て 形 成 さ れ る 。 ス ク リ ー ニ ン グ の た め の 免 疫 沈 降 に
用 い ら れ る 抗 体 は 、 MLXタ ン パ ク 質 1～ 153の い ず れ か を 認 識 す る 。 ま た は 、 認 識 部 位 （ エ
ピ ト ー プ ） に 融 合 し た MLXタ ン パ ク 質 を ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い る 場 合 、 エ ピ ト ー プ に 対 す
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る 抗 体 を 免 疫 沈 降 の た め に 用 い て も よ い 。 免 疫 複 合 体 は 、 MLXタ ン パ ク 質 、 MLXタ ン パ ク 質
と の 結 合 能 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び 抗 体 か ら な る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 免 疫 複 合 体 は 、 抗 体 が マ ウ ス IgG抗 体 で あ れ ば 、 例 え ば プ ロ テ イ ン Aセ フ ァ ロ ー ス ま た は
プ ロ テ イ ン Gセ フ ァ ロ ー ス に よ っ て 沈 降 さ せ る こ と が で き る 。 MLXポ リ ペ プ チ ド を GSTな ど
の エ ピ ト ー プ と の 融 合 蛋 白 質 と し て 作 製 す る 場 合 に は 、 こ れ ら の エ ピ ト ー プ と 特 異 的 に 結
合 す る 基 質 、 例 え ば グ ル タ チ オ ン -セ フ ァ ロ ー ス 4Bを 用 い て 、 MLXポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗
体 を 用 い る 時 と 同 じ 様 式 で 免 疫 複 合 体 を 形 成 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 免 疫 沈 降 は 、 例 え ば 、 文 献 中 に 記 載 さ れ た 方 法 に 倣 っ て ま た は 従 っ て 行 う こ と が で き る
（ Harlowお よ び Lane、 「 Antibodies」 、 511-52、 Cold Spring Harbor Laboratory public
ations、 New York (1988)） 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 SDS-PAGEは 免 疫 沈 降 し た タ ン パ ク 質 の 分 析 に 一 般 に 用 い ら れ て お り 、 結 合 し た タ ン パ ク
質 は ゲ ル を 適 切 な 濃 度 で 用 い て タ ン パ ク 質 の 分 子 量 に よ っ て 分 析 す る こ と が で き る 。 MLX
ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 し た タ ン パ ク 質 を ク ー マ シ ー 染 色 ま た は 銀 染 色 な ど の 一 般 的 な 染 色 法
に よ っ て 検 出 す る こ と は 困 難 で あ る た め 、 タ ン パ ク 質 に 関 す る 検 出 感 度 は 、 放 射 性 同 位 体
で あ る 3 5 S-メ チ オ ニ ン ま た は 3 5 S-シ ス テ イ ン を 含 む 培 養 液 中 で 細 胞 を 培 養 し 、 細 胞 内 の タ
ン パ ク 質 を 標 識 し た 上 で タ ン パ ク 質 を 検 出 す る こ と に よ っ て 改 善 す る こ と が で き る 。 タ ン
パ ク 質 の 分 子 量 が わ か っ て い る 場 合 に は 、 標 的 タ ン パ ク 質 を SDS-ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル
か ら 直 接 精 製 し て 、 そ の 配 列 を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド を 用 い る 、 MLXポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る タ ン パ ク 質 の ス ク リ ー ニ ン グ の た
め の 方 法 と し て 、 例 え ば 、 ウ エ ス ト -ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 （ Skolnikら 、 Cell 65: 83-
90 (1991)） を 用 い る こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、 細 胞 、 組 織 、 臓 器 、 ま た は MLXポ リ ペ プ
チ ド と 結 合 す る タ ン パ ク 質 を 発 現 す る と 予 想 さ れ る 培 養 細 胞 か ら 、 フ ァ ー ジ ベ ク タ ー （ 例
え ば 、 ZAP） を 用 い て cDNAラ イ ブ ラ リ を 作 製 し 、 タ ン パ ク 質 を LB-ア ガ ロ ー ス 上 で 発 現 さ せ
、 発 現 し た タ ン パ ク 質 を フ ィ ル タ ー 上 に 固 定 し 、 精 製 お よ び 標 識 さ れ た MLXポ リ ペ プ チ ド
を 上 記 の フ ィ ル タ ー と 反 応 さ せ 、 か つ 、 標 識 に よ っ て 、 MLXポ リ ペ プ チ ド と 結 合 し た タ ン
パ ク 質 を 発 現 す る プ ラ ー ク を 検 出 す る こ と に よ っ て 、 MLXポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る タ ン パ
ク 質 を 得 る こ と が で き る 。 MLXポ リ ペ プ チ ド は 、 ビ オ チ ン と ア ビ ジ ン と の 結 合 を 利 用 す る
こ と に よ り 、 ま た は MLXポ リ ペ プ チ ド と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 、 も し く は MLXポ リ ペ プ チ ド
と 融 合 し た ペ プ チ ド も し く は ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 GST） を 利 用 す る こ と に よ り 、 標 識
し う る 。 本 発 明 の 方 法 に お け る 標 識 の た め に 、 放 射 性 同 位 体 （ 例 え ば 3 H、 1 4 C、 3 2 P、 3 3 P
、 3 5 S、 1 2 5 I、 1 3 1 I） 、 酵 素 （ 例 え ば ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ
ダ ー ゼ 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 β -グ ル コ シ ダ ー ゼ ） 、 蛍 光 物 質 （ 例 え ば フ ル オ レ セ イ ン
イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト （ FITC） 、 ロ ー ダ ミ ン ） 、 お よ び ビ オ チ ン /ア ビ ジ ン な ど の 標 識 物 質
を 用 い る 方 法 を 用 い て も よ い 。 MLXタ ン パ ク 質 を 放 射 性 同 位 体 で 標 識 す る 場 合 、 液 体 シ ン
チ レ ー シ ョ ン に よ り 、 検 出 ま た は 測 定 を 行 う こ と が 出 来 る 。 ま た は 、 酵 素 基 質 を 加 え て 、
発 色 な ど の 基 質 の 酵 素 的 変 化 を 吸 光 光 度 計 を 用 い て 検 出 す る こ と に よ っ て 、 酵 素 で 標 識 さ
れ た MLXタ ン パ ク 質 を 検 出 ま た は 測 定 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 蛍 光 物 質 が 標 識 と し て
使 用 さ れ る 場 合 、 蛍 光 光 度 計 を 用 い て 結 合 タ ン パ ク 質 を 検 出 ま た は 測 定 し て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 ま た は 、 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 の も う 1つ の 態 様 に お い て 、 細 胞 を 利 用 す る ツ ー
ハ イ ブ リ ッ ド 系 を 用 い る こ と も で き る （ "MATCHMAKER Two-Hybrid system""Mammalian MAT
CHMAKER Two-Hybrid Assay Kit"お よ び "MATCHMAKER one-Hybrid system"（ Clontech） ； "
HybriZAP Two-Hybrid Vector System"（ Stratagene） ； 参 考 文 献 「 Daltonお よ び Treisman
、 Cell 68: 597-612 (1992)」 「 Fieldsお よ び Sternglanz、 Trends Genet 10: 286-92 (19
94)」 ） 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
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　 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド 系 で は 、 MLXポ リ ペ プ チ ド を SRF結 合 領 域 ま た は GAL4結 合 領 域 と 融 合 さ
せ て 、 酵 母 細 胞 で 発 現 さ せ る 。 ラ イ ブ ラ リ が 発 現 し た ら VP16ま た は GAL4転 写 活 性 化 領 域 と
融 合 す る よ う に 、 MLXポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る タ ン パ ク 質 を 発 現 す る と 予 想 さ れ る 細 胞 か
ら cDNAラ イ ブ ラ リ を 調 製 す る 。 続 い て cDNAラ イ ブ ラ リ を 上 記 の 酵 母 細 胞 に 導 入 し 、 検 出 さ
れ た 陽 性 ク ロ ー ン か ら ラ イ ブ ラ リ に 由 来 す る cDNAを 単 離 す る （ MLXポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す
る タ ン パ ク 質 を 酵 母 細 胞 で 発 現 さ せ る 場 合 に は 、 こ の 2つ の 結 合 に よ っ て レ ポ ー タ ー 遺 伝
子 が 活 性 化 さ れ 、 陽 性 ク ロ ー ン が 検 出 さ れ る よ う に な る ） 。 cDNAに よ っ て コ ー ド さ れ る タ
ン パ ク 質 は 、 以 上 の よ う に し て 単 離 し た cDNAを 大 腸 菌 に 導 入 し て タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る
こ と に よ っ て 調 製 し う る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 と し て は 、 HIS3遺 伝 子 の ほ か に 、 例 え ば 、 Ade2遺 伝 子 、 lacZ遺 伝 子 、
CAT遺 伝 子 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 な ど を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 MLXポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 化 合 物 を 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い て ス
ク リ ー ニ ン グ す る こ と も で き る 。 例 え ば 、 MLXポ リ ペ プ チ ド を ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム の 担
体 上 に 固 定 化 し 、 MLXポ リ ペ プ チ ド と 結 合 し う る タ ン パ ク 質 を 含 む 被 験 化 合 物 を カ ラ ム に
対 し て 適 用 し て も よ い 。 本 明 細 書 に お け る 被 験 化 合 物 は 、 例 え ば 、 細 胞 抽 出 物 、 細 胞 可 溶
化 物 な ど で あ っ て よ い 。 被 験 化 合 物 の ロ ー デ ィ ン グ 後 に 、 カ ラ ム を 洗 浄 し 、 MLXポ リ ペ プ
チ ド と 結 合 し た 化 合 物 を 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 被 験 化 合 物 が タ ン パ ク 質 で あ る 場 合 に は 、 得 ら れ た タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 分 析 し
て 、 そ の 配 列 に 基 づ い て オ リ ゴ DNAを 合 成 し 、 そ の オ リ ゴ DNAを 、 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る
DNAを 得 る た め の プ ロ ー ブ と し て 用 い て 、 cDNAラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 表 面 プ ラ ス モ ン 共 鳴 現 象 を 利 用 す る バ イ オ セ ン サ ー を 、 結 合 し た 化 合 物 の 検 出 ま た は 定
量 の た め の 手 段 と し て 本 発 明 に 用 い る こ と も で き る 。 こ の よ う な バ イ オ セ ン サ ー を 用 い る
と 、 ご く 微 量 の ポ リ ペ プ チ ド の み を 用 い て 、 標 識 を 行 わ ず に 、 MLXポ リ ペ プ チ ド と 被 験 化
合 物 と の 相 互 作 用 を 表 面 プ ラ ス モ ン 共 鳴 シ グ ナ ル と し て リ ア ル タ イ ム に 観 察 す る こ と が で
き る （ 例 え ば 、 BIAcore、 Pharmacia） 。 こ の た め 、 BIAcoreな ど の バ イ オ セ ン サ ー を 用 い
て 、 MLXポ リ ペ プ チ ド と 被 験 化 合 物 と の 結 合 を 評 価 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 固 定 化 さ れ た MLXポ リ ペ プ チ ド を 合 成 化 合 物 、 ま た は 天 然 物 バ ン ク 、 ま た は ラ ン ダ ム な
フ ァ ー ジ ペ プ チ ド デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ に 対 し て 曝 露 さ せ た 場 合 に 結 合 す る 分 子 を ス ク
リ ー ニ ン グ す る 方 法 、 ま た は 、 MLXタ ン パ ク 質 と 結 合 す る タ ン パ ク 質 だ け で な く 化 合 物 （
ア ン タ ゴ ニ ス ト を 含 む ） も 単 離 す る た め の 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル 化 学 に 基 づ く ハ イ ス ル ー プ
ッ ト 技 法 を 用 い た ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 （ Wrightonら 、 Science 273: 458-64 (1996)； Verd
ine、 Nature 384: 11-13 (1996)； Hogan、 Nature 384: 17-9 (1996)） は 当 業 者 に 周 知 で
あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 単 離 さ れ た 化 合 物 は 、 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 病 変 の 治 療 用 、 ま た は
結 腸 直 腸 癌 の 転 移 の 予 防 用 に 、 MLXポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 阻 害 す る 薬 物 の 候 補 と な る 。 MLX
ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 活 性 を 有 す る 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 法 に よ っ て 得 ら れ た 化 合 物
の 構 造 の 一 部 が 、 付 加 、 欠 失 、 お よ び ／ ま た は 置 換 に よ っ て 変 換 さ れ て い る 化 合 物 は 、 本
発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 法 に よ っ て 得 ら れ た 化 合 物 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 ま た は 、 MLXポ リ ペ プ チ ド の 生 物 活 性 が 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ に お い て 検 出 さ れ る 場
合 、 本 ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 単 離 さ れ た 化 合 物 は 、 MLXポ リ ペ プ チ ド の ア ン タ ゴ ニ ス ト
の 候 補 物 質 と な る 。 「 ア ン タ ゴ ニ ス ト 」 と い う 用 語 は 、 そ れ に 結 合 す る こ と に よ っ て MLX
ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 を 阻 害 す る 分 子 を 指 す 。 さ ら に 、 本 ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 単 離 さ れ
た 化 合 物 は 、 MLXポ リ ペ プ チ ド と 分 子 （ DNAお よ び タ ン パ ク 質 を 含 む ） と の イ ン ビ ボ 相 互 作
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用 を 阻 害 す る 化 合 物 の 候 補 物 質 と な る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て 検 出 対 象 と な る 生 物 活 性 が 細 胞 増 殖 で あ る 場 合 、 検 出 は 、 例 え ば
、 MLXポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 細 胞 の 調 製 、 被 験 化 合 物 の 存 在 下 で の 細 胞 の 培 養 、 お よ び
、 細 胞 増 殖 の 速 度 の 決 定 、 細 胞 周 期 の 測 定 等 、 な ら び に 、 コ ロ ニ ー 形 成 活 性 の 測 定 に よ っ
て 行 わ れ う る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 上 記 の ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 単 離 さ れ た 化 合 物 は 、 MLXポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 阻 害 す
る 薬 物 の 候 補 物 質 で あ り 、 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 病 変 の 治 療 お よ び 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 の 予 防 の
た め に 適 用 さ れ う る 。 そ の 上 、 MLXタ ン パ ク 質 の 活 性 を 阻 害 す る 化 合 物 の 構 造 の 一 部 が 付
加 、 欠 失 、 お よ び ／ ま た は 置 換 に よ っ て 変 換 さ れ て い る 化 合 物 も 同 様 に 、 本 発 明 の ス ク リ
ー ニ ン グ 法 に よ っ て 得 る こ と が で き る 化 合 物 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 さ ら な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 病 変 の 治 療 お よ び 結 腸 直 腸 癌 の 転
移 の 予 防 に お い て 標 的 と な る 可 能 性 が あ る 候 補 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 を 提 供 す る
。 本 方 法 は 、 候 補 治 療 物 質 が 、 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 病 変 に 特 徴 的 な MLX1～ MLX153の 発 現 プ ロ
フ ィ ー ル を 、 結 腸 直 腸 癌 の 原 発 性 病 変 を 示 す パ タ ー ン に 変 換 さ せ る か 否 か を 決 定 す る た め
の 、 候 補 治 療 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ に 基 づ く 。 上 記 に お い て 詳 細 に 考 察 し た よ う に 、 MLX1
～ MLX153の 発 現 レ ベ ル を 制 御 す る こ と に よ っ て 、 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 病 変 の 成 長 ま た は 増 殖
お よ び 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 を 制 御 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 病 変 の
治 療 ま た は 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 の 予 防 に お い て 標 的 と な る 可 能 性 が あ る 候 補 物 質 は 、 指 標 と
し て MLXポ リ ペ プ チ ド の 発 現 レ ベ ル お よ び 活 性 を 用 い る ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 同 定 す る
こ と が で き る 。 本 発 明 の 文 脈 に お い て 、 そ の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ は 、 例 え ば 以 下 の 段 階
を 含 ん で も よ い ： （ a） 一 つ ま た は 複 数 の マ ー カ ー 遺 伝 子 を 発 現 す る 細 胞 に 、 被 験 化 合 物
を 接 触 さ せ る 段 階 ； お よ び （ b） 被 験 化 合 物 の 非 存 在 下 で 検 出 さ れ る 発 現 レ ベ ル と 比 較 し
て マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 低 下 さ せ る 化 合 物 を 選 択 す る 段 階 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 マ ー カ ー 遺 伝 子 を 少 な く と も 一 つ 発 現 す る 細 胞 に は 、 例 え ば 結 腸 直 腸 癌 か ら 確 立 さ れ た
細 胞 株 が 含 ま れ 、 好 ま し く は 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 病 変 由 来 の 細 胞 が 含 ま れ る 。 例 え ば 、 細 胞
は 、 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 病 変 に 由 来 す る 不 死 化 細 胞 株 で あ る 。 ス ク リ ー ニ ン グ の た め の マ ー
カ ー 遺 伝 子 は 、 MLX1～ MLX153を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 発 現 レ ベ ル は 、 当 業 者 に 周 知 の 方 法 に よ っ て 推 定 す る こ と が で き る 。 ス ク リ ー ニ ン グ 法
に お い て 、 少 な く と も 一 つ の MLX遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 低 下 さ せ る 化 合 物 を 、 候 補 物 質 と
し て 選 択 す る こ と が で き る 。 対 照 レ ベ ル と 比 較 し て 発 現 が 低 い こ と は 、 そ の 物 質 が 、 結 腸
直 腸 癌 関 連 ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト 遺 伝 子 の 転 移 病 変 の 成 長 ま た は 増 殖 の 阻 害 剤 で あ っ て 、 結
腸 直 腸 癌 の 転 移 病 変 の 発 症 を 阻 害 す る た め に 有 用 で あ る こ と を 示 す 。 過 剰 発 現 さ れ た 遺 伝
子 の 発 現 を 抑 制 す る た め に 有 効 な 物 質 は 、 臨 床 的 恩 典 を も た ら す と 考 え ら れ 、 そ の よ う な
化 合 物 を 、 転 移 、 癌 細 胞 成 長 、 ま た は 癌 細 胞 増 殖 を 阻 害 す る 能 力 に 関 し て さ ら に 試 験 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 さ ら に 、 こ の ス ク リ ー ニ ン グ 法 に 基 づ い て 、 一 つ ま た は 複 数 の マ ー カ ー 遺 伝 子 を 発 現 す
る 細 胞 と し て 、 被 験 者 由 来 の 被 験 細 胞 集 団 を 用 い て 、 被 験 者 す な わ ち 特 定 の 個 体 に と っ て
適 当 な 、 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 病 変 を 治 療 す る ま た は 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 を 予 防 す る 治 療 物 質 を
選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 個 体 の 遺 伝 的 構 成 の 差 に よ っ て 、 様 々 な 薬 物 を そ れ ぞ れ 代 謝 す る 能 力 に 差 が 起 こ り う る
。 被 験 者 中 で 、 抗 結 腸 直 腸 癌 物 質 と し て 作 用 す る よ う に 代 謝 さ れ る 物 質 は 、 転 移 状 態 の 特
徴 か ら 非 転 移 状 態 の 特 徴 で あ る 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン へ の 被 験 者 の 細 胞 に お け る 遺 伝 子 発 現
パ タ ー ン 変 化 の 誘 導 と な っ て 現 れ る 。 し た が っ て 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た 、 差 次 的 に 発 現
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さ れ た MLX配 列 に よ っ て 、 被 験 者 に お い て 物 質 が 適 切 な 抗 結 腸 直 腸 癌 物 質 で あ る か 否 か を
決 定 す る た め に 選 択 さ れ た 被 験 者 由 来 の 被 験 細 胞 集 団 に お い て 治 療 的 ま た は 予 防 的 な 抗 結
腸 直 腸 癌 性 と 推 定 さ れ る 物 質 を 試 験 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 特 定 の 被 験 者 に と っ て 適 当 な 抗 結 腸 直 腸 癌 物 質 を 同 定 す る た め に 、 被 験 者 由 来 の 被 験 細
胞 集 団 を 被 験 化 合 物 に 曝 露 し て 、 MLX1～ MLX153配 列 の 一 つ ま た は 複 数 の 発 現 を 決 定 す る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 被 験 細 胞 集 団 は 、 転 移 関 連 遺 伝 子 を 発 現 す る 結 腸 直 腸 癌 細 胞 の 転 移 病 変 を 含 む 。 好 ま し
く は 、 被 験 細 胞 は 上 皮 細 胞 で あ る 。 例 え ば 、 被 験 細 胞 集 団 を 被 験 化 合 物 の 存 在 下 で イ ン キ
ュ ベ ー ト し て 、 被 験 細 胞 集 団 に お け る 一 つ ま た は 複 数 の MLX1～ MLX153配 列 の 遺 伝 子 発 現 パ
タ ー ン を 測 定 し て 、 一 つ ま た は 複 数 の 参 照 プ ロ フ ィ ー ル 、 例 え ば 転 移 を 伴 う 原 発 性 結 腸 直
腸 癌 の 参 照 発 現 プ ロ フ ィ ー ル ま た は 非 転 移 性 の 結 腸 直 腸 癌 参 照 発 現 プ ロ フ ィ ー ル と 比 較 す
る 。 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 病 変 を 含 む 参 照 細 胞 集 団 と 比 較 し て 、 被 験 細 胞 集 団 に お い て 一 つ ま
た は 複 数 の 配 列 MLX1～ MLX153の 発 現 が 減 少 す る な ら ば 、 物 質 に 治 療 効 果 が あ る こ と が 示 さ
れ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 さ ら に 、 結 腸 直 腸 癌 を 治 療 す る た め ま た は 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 を 予 防 す る た め の 化 合 物 を
ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 の も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 方 法 は MLX遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー
領 域 を 利 用 す る 。 結 腸 直 腸 癌 細 胞 に お け る MLX遺 伝 子 の 発 現 を 阻 害 す る 化 合 物 は 、 MLXポ リ
ペ プ チ ド に 関 連 し た 疾 患 、 例 え ば 結 腸 直 腸 癌 の 治 療 に 適 用 可 能 な 候 補 薬 物 と な る と 予 想 さ
れ る 。 好 ま し く は 、 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 病 変 を 治 療 す る た め お よ び 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 を 予 防
す る た め に 、 そ の よ う な 化 合 物 が 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 本 ス ク リ ー ニ ン グ 法 に は 以 下 の 段 階 が 含 ま れ る ： （ 1） レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 上 流 に MLX1
～ MLX153か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 遺 伝 子 の 転 写 調 節 領 域 を 含 む ベ ク タ ー を 構 築 す る 段 階
； （ 2） 細 胞 を 段 階 （ 1） の ベ ク タ ー に よ っ て 形 質 転 換 す る 段 階 ； （ 3） 被 験 化 合 物 を 段 階
（ 2） の 細 胞 に 接 触 さ せ る 段 階 ； （ 4） レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 を 検 出 す る 段 階 ； お よ び （
5） 被 験 化 合 物 の 非 存 在 下 で の 発 現 と 比 較 し て レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る 被 験 化
合 物 を 選 択 す る 段 階 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 MLX遺 伝 子 の 転 写 調 節 領 域 は 、 プ ロ ー ブ と し て ヒ ト MLX遺 伝 子 （ MLX1～ MLX153； 表 1を 参
照 さ れ た い ） の 5'領 域 を 用 い て 、 ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ か ら 得 る こ と が で き る 。 そ の 発 現 が ス
ク リ ー ニ ン グ に お い て 検 出 で き る 限 り 、 い ず れ の レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を ス ク リ ー ニ ン グ に 用
い て も よ い 。 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 例 に は 、 β -gal遺 伝 子 、 CAT遺 伝 子 、 お よ び ル シ フ ェ ラ
ー ゼ 遺 伝 子 が 含 ま れ る 。 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の タ イ プ に 対 応 し た レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 の
検 出 を 行 う こ と が で き る 。 ベ ク タ ー 導 入 の 対 象 と な る 細 胞 に 特 に 制 限 は な い が 、 好 ま し い
例 に は 、 転 移 を 伴 う 結 腸 直 腸 癌 の 原 発 性 病 変 に 由 来 す る 細 胞 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 単 離 さ れ た 化 合 物 は 、 MLXタ ン パ ク 質 の 発 現 を 阻 害 す る 薬 物 の
候 補 物 質 で あ り 、 結 腸 直 腸 癌 の 治 療 ま た は 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 の 予 防 に 適 用 す る こ と が で き
る 。 そ の 上 、 MLXタ ン パ ク 質 の 転 写 活 性 化 を 阻 害 す る 化 合 物 の 構 造 の 一 部 が 付 加 、 欠 失 、
置 換 、 お よ び ／ ま た は 挿 入 に よ っ て 変 換 さ れ て い る 化 合 物 も 同 様 に 、 本 発 明 の ス ク リ ー ニ
ン グ 法 に よ っ て 得 る こ と が で き る 化 合 物 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 任 意 の 被 験 化 合 物 、 例 え ば 細 胞 抽 出 物 、 細 胞 培 養 上 清 、 発 酵 微 生 物 産 物 、 海 洋 生 物 か ら
の 抽 出 物 、 植 物 抽 出 物 、 精 製 ま た は 粗 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 非 ペ プ チ ド 化 合 物 、 合 成 低
分 子 化 合 物 、 お よ び 天 然 化 合 物 を 、 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 法 に お い て 用 い る こ と が で き
る 。 本 発 明 の 被 験 化 合 物 は ま た 、 以 下 を 含 む 、 当 技 術 分 野 に お い て 既 知 の 組 み 合 わ せ ラ イ
ブ ラ リ に お け る 任 意 の 多 数 の ア プ ロ ー チ を 用 い て 得 ら れ う る ： 生 物 学 的 ラ イ ブ ラ リ ； 空 間
的 に 位 置 特 定 可 能 な 平 行 固 相 ま た は 液 相 ラ イ ブ ラ リ ； 脱 重 畳 積 分 を 必 要 と す る 合 成 ラ イ ブ
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ラ リ 法 ； 「 1ビ ー ズ 1化 合 物 」 ラ イ ブ ラ リ 法 ； お よ び ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 選 択
を 用 い る 合 成 ラ イ ブ ラ リ 法 。 生 物 学 的 ラ イ ブ ラ リ ア プ ロ ー チ は ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ に 限 定
さ れ る が 、 他 の 四 つ の ア プ ロ ー チ は 、 ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ 、 非 ペ プ チ ド オ リ ゴ マ ー ラ イ ブ
ラ リ 、 ま た は 化 合 物 の 低 分 子 ラ イ ブ ラ リ に 適 用 可 能 で あ る （ Lam、 Anticancer Drug Des 1
2： 145（ 1997)） 。 分 子 ラ イ ブ ラ リ 合 成 法 の 例 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 、 例 え ば 以 下 に 記
載 さ れ て い る ： DeWittら 、 Proc Natl Acad Sci USA 90：  6909 （ 1993） ； Erbら 、 Proc N
atl Acad Sci USA 91： 11422 （ 1994） ； Zuckermannら 、 J Med Chem 37： 2678 （ 1994）
； Choら 、 Science 261： 1303（ 1993） ； Carrellら 、 Angew Chem Int Ed Engl 33： 2059（
1994） ； Carellら 、 Angew Chem Int Ed Engl 33： 2061（ 1994） ； Gallopら 、 J Med Chem 
37： 1233 （ 1994） 。 化 合 物 の ラ イ ブ ラ リ は 、  溶 液 中 （ 例 え ば 、 Houghten、 Bio Techniqu
es 13： 412（ 1992)） 、 ま た は 、 ビ ー ズ 上 （ Lam、 Nature 354： 82 （ 1991)） 、 チ ッ プ 上 （
Fodor、 Nature 364： 555 （ 1993)） 、 細 菌 中 （ 米 国 特 許 第 5,223,409号 ） 、 胞 子 中 （ 米 国
特 許 第 5,571,698号 ； 同 第 5,403,484号 ； お よ び 同 第 5,223,409号 ） 、 プ ラ ス ミ ド 中 （ Cull
ら 、 Proc Natl Acad Sci USA 89： 1865（ 1992)） 、 ま た は フ ァ ー ジ 中 （ Scottお よ び Smith
、 Science 249： 386（ 1990） ； Devlin、 Science 249： 404 （ 1990） ； Cwirlaら 、 Proc Na
tl Acad Sci USA 87： 6378（ 1990） ； Felici、 J Mol Biol 222： 301（ 1991） ； 米 国 特 許
出 願 第 20020103360号 ） に 提 供 さ れ て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
キ ッ ト
　 本 発 明 に は ま た 、 MLX検 出 試 薬 が 含 ま れ 、 例 え ば 、 MLX核 酸 の 一 部 と 相 補 的 で あ る オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の よ う な 一 つ ま た は 複 数 の MLX核 酸 に 特 異 的 に 結 合 す る ま た は こ れ を 同
定 す る 核 酸 が 含 ま れ る 。 本 試 薬 は 、 キ ッ ト の 形 で 共 に 包 装 さ れ る 。 試 薬 は 、 例 え ば 核 酸 （
固 相 マ ト リ ク ス に 結 合 さ れ る か 、 ま た は そ れ ら を マ ト リ ク ス に 結 合 さ せ る 試 薬 と は 別 に 包
装 さ れ る ） 、 対 照 試 薬 （ 陽 性 お よ び ／ ま た は 陰 性 ） 、 お よ び ／ ま た は 検 出 標 識 は 、 別 々 の
容 器 中 に 包 装 さ れ る 。 ア ッ セ イ を 行 う た め の 説 明 書 （ 例 え ば 、 文 書 、 テ ー プ 、 VCR、 CD-RO
M等 ） を キ ッ ト に 含 め て も よ い 。 キ ッ ト の ア ッ セ イ 形 式 は 、 例 え ば 、 ノ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン で あ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 例 え ば 、 MLX検 出 試 薬 は 、 少 な く と も 一 つ の MLX検 出 部 位 を 形 成 す る た め に 、 多 孔 性 小 片
の よ う な 固 相 マ ト リ ク ス に 固 定 さ れ る 。 多 孔 性 小 片 の 測 定 ま た は 検 出 領 域 に は 、 核 酸 を 含
む 多 数 の 部 位 が 含 ま れ て も よ い 。 被 験 小 片 は ま た 、 陰 性 お よ び ／ ま た は 陽 性 の 対 照 部 位 を
含 ん で も よ い 。 ま た は 、 対 照 部 位 は 被 験 小 片 と は 異 な る 小 片 上 に 存 在 し て も よ い 。 任 意 で
、 異 な る 検 出 部 位 は 、 異 な る 量 の 、 す な わ ち 、 第 一 の 検 出 部 位 で は よ り 多 い 量 、 か つ 次 の
部 位 で は よ り 少 な い 量 の 固 定 さ れ た 核 酸 を 含 ん で も よ い 。 被 験 試 料 を 加 え る と 、 検 出 可 能
な シ グ ナ ル を 示 す 部 位 の 数 に よ り 、 試 料 中 に 存 在 す る MLXの 量 の 定 量 的 指 標 が 提 供 さ れ る
。 検 出 部 位 は 、 任 意 の 適 切 な 検 出 可 能 な 形 状 で 形 成 し て も よ く 、 典 型 的 に は 、 被 験 小 片 の
幅 ま で 及 ぶ バ ー ま た は ド ッ ト の 形 状 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 ま た は 、 本 キ ッ ト は 、 核 酸 配 列 の 一 つ ま た は 複 数 を 含 む 核 酸 基 質 ア レ イ を 含 む 。 ア レ イ
上 の 核 酸 は 、 MLX1～ MLX153に よ っ て 表 さ れ る 一 つ ま た は 複 数 の 核 酸 を 特 異 的 に 同 定 す る 。
MLX1～ MLX153に よ っ て 表 さ れ る 配 列 の 2個 、 3個 、 4個 、 5個 、 6個 、 7個 、 8個 、 9個 、 10個 、
15個 、 20個 、 25個 、 40個 、 も し く は 50個 ま た は そ れ 以 上 の 発 現 は 、 ア レ イ 被 験 小 片 ま た は
チ ッ プ に 結 合 す る レ ベ ル に よ っ て 同 定 さ れ る 。 基 質 ア レ イ は 、 例 え ば 、 固 相 基 質 上 、 例 え
ば 米 国 特 許 第 5,744,305号 に 記 載 の 「 チ ッ プ 」 上 に 存 在 し う る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
ア レ イ お よ び 複 数 性
　 本 発 明 に は ま た 、 一 つ ま た は 複 数 の 核 酸 配 列 を 含 む 核 酸 基 質 ア レ イ が 含 ま れ る 。 ア レ イ
上 の 核 酸 は 、 MLX1～ MLX153に よ っ て 表 さ れ る 一 つ ま た は 複 数 の 核 酸 配 列 に 特 異 的 に 対 応 す
る 。 MLX1～ MLX153に よ っ て 表 さ れ る 配 列 の 2個 、 3個 、 4個 、 5個 、 6個 、 7個 、 8個 、 9個 、 10
個 、 15個 、 20個 、 25個 、 40個 、 も し く は 50個 ま た は そ れ 以 上 の 発 現 レ ベ ル は 、 ア レ イ に 対
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す る 核 酸 の 結 合 を 検 出 す る こ と に よ っ て 同 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 本 発 明 に は ま た 、 単 離 さ れ た 複 数 の 核 酸 配 列 （ す な わ ち 、 二 つ ま た は そ れ 以 上 の 核 酸 の
混 合 物 ） が 含 ま れ る 。 本 核 酸 配 列 は 液 相 中 ま た は 固 相 中 に あ っ て も よ く 、 例 え ば ニ ト ロ セ
ル ロ ー ス 膜 の よ う な 固 相 支 持 体 に 固 定 さ れ る 。 複 数 性 に は 、 MLX1～ MLX153に よ っ て 表 さ れ
る 一 つ ま た は 複 数 の 核 酸 配 列 が 含 ま れ る 。 様 々 な 態 様 に お い て 、 複 数 性 に は 、 MLX1～ MLX1
53に よ っ て 表 さ れ る 2個 、 3個 、 4個 、 5個 、 6個 、 7個 、 8個 、 9個 、 10個 、 15個 、 20個 、 25個
、 40個 、 も し く は 50個 ま た は そ れ 以 上 の 配 列 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
チ ッ プ
　 DNAチ ッ プ は 、 同 時 に 多 数 の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 比 較 す る の に 便 利 な 装 置 で あ る 。 DNA
チ ッ プ に 基 づ く 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ は 、 例 え ば 「 Microarray Biochip Technology」 （ M
ark Schena、 イ ー ト ン パ ブ リ ッ シ ン グ 、 2000） 等 に 開 示 さ れ る 方 法 に よ っ て 行 う こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 DNAチ ッ プ に は 、 多 数 の 遺 伝 子 を 検 出 す る た め の 固 定 化 さ れ た 高 密 度 プ ロ ー ブ が 含 ま れ
る 。 し た が っ て 、 多 く の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 、 1ラ ウ ン ド の 分 析 に よ っ て 同 時 に 推 定 す
る こ と が で き る 。 す な わ ち 、 標 本 の 発 現 プ ロ フ ィ ー ル は DNAチ ッ プ に よ っ て 決 定 さ れ う る
。 本 発 明 の DNAチ ッ プ に 基 づ く 方 法 は 、 以 下 の 段 階 を 含 む ：
（ 1） マ ー カ ー 遺 伝 子 に 対 応 す る aRNAま た は cDNAを 合 成 す る 段 階 ；
（ 2） aRNAま た は cDNAを マ ー カ ー 遺 伝 子 に 関 す る プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 段 階 ；
お よ び
（ 3） プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た aRNAま た は cDNAを 検 出 し て 、 そ の mRNA量 を 定 量 す る
段 階 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 aRNAと は 、 RNAポ リ メ ラ ー ゼ に よ っ て 鋳 型 cDNAか ら 転 写 さ れ た RNAを 指 す 。 DNAチ ッ プ に
基 づ く 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ 用 の aRNA転 写 キ ッ ト が 市 販 さ れ て い る 。 そ の よ う な キ ッ ト に
よ っ て 、 T7 RNAポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い て 鋳 型 と し て の T7プ ロ モ ー タ ー 結 合 cDNAか ら aRNAを 合
成 す る こ と が で き る 。 一 方 、 ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー を 用 い た PCRに よ っ て 、 mRNAか ら 合 成 し
た cDNAを 鋳 型 と し て 用 い て cDNAを 増 幅 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 一 方 、 DNAチ ッ プ は 、 本 発 明 の マ ー カ ー 遺 伝 子 を 検 出 す る た め の 、 そ の 上 部 に ス ポ ッ ト
さ れ た プ ロ ー ブ を 含 む 。 DNAチ ッ プ 上 に ス ポ ッ ト さ れ る マ ー カ ー 遺 伝 子 の 数 に 制 限 は な い
。 例 え ば 、 本 発 明 の マ ー カ ー 遺 伝 子 の 5％ ま た は そ れ 以 上 、 好 ま し く は 20％ ま た は そ れ 以
上 、 よ り 好 ま し く は 50％ ま た は そ れ 以 上 、 な お よ り 好 ま し く は 70％ ま た は そ れ 以 上 を 選 択
す る こ と が で き る 。 マ ー カ ー 遺 伝 子 に 加 え て 、 他 の 遺 伝 子 を DNA分 子 チ ッ プ 上 に ス ポ ッ ト
す る こ と も で き る 。 例 え ば 、 そ の 発 現 レ ベ ル が ほ と ん ど 変 化 し な い 遺 伝 子 の プ ロ ー ブ を 、
DNAチ ッ プ 上 に ス ポ ッ ト し て も よ い 。 複 数 の チ ッ プ 間 ま た は 異 な る ア ッ セ イ 間 で ア ッ セ イ
結 果 を 比 較 す る こ と を 意 図 し て い る 場 合 、 そ の よ う な 遺 伝 子 を 用 い て ア ッ セ イ 結 果 を 標 準
化 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 プ ロ ー ブ は 、 選 択 さ れ た そ れ ぞ れ の マ ー カ ー 遺 伝 子 に 関 し て 設 計 さ れ 、 DNAチ ッ プ 上 に
ス ポ ッ ト さ れ る 。 そ の よ う な プ ロ ー ブ は 、 例 え ば ヌ ク レ オ チ ド 残 基 5個 ～ 50個 を 含 む オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て も よ い 。 DNAチ ッ プ 上 で そ の よ う な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 す
る 方 法 は 、 当 業 者 に 既 知 で あ る 。 PCRに よ っ て ま た は 化 学 的 に 、 よ り 長 い DNAを 合 成 す る こ
と が で き る 。 PCR等 に よ っ て 合 成 さ れ た 長 い DNAを ス ラ イ ド ガ ラ ス 上 に ス ポ ッ ト す る 方 法 も
同 様 に 、 当 業 者 に 既 知 で あ る 。 上 記 の 方 法 に よ っ て 得 ら れ る DNAチ ッ プ を 、 結 腸 直 腸 癌 の
転 移 を 診 断 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 調 製 さ れ た DNAチ ッ プ を aRNAに 接 触 さ せ た 後 、 プ ロ ー ブ と aRNAと の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
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ョ ン を 検 出 す る 。 aRNAは 、 蛍 光 色 素 に よ っ て 予 め 標 識 す る こ と が で き る 。 Cy3（ 赤 色 ） お
よ び Cy5（ 緑 色 ） の よ う な 蛍 光 色 素 を 用 い て aRNAを 標 識 す る こ と が で き る 。 被 験 者 お よ び
対 照 由 来 の aRNAを 、 異 な る 蛍 光 色 素 に よ っ て そ れ ぞ れ 標 識 す る 。 両 者 の 発 現 レ ベ ル の 差 を
、 シ グ ナ ル 強 度 の 差 に 基 づ い て 推 定 す る こ と が で き る 。 DNAチ ッ プ 上 の 蛍 光 色 素 の シ グ ナ
ル を ス キ ャ ナ に よ っ て 検 出 し 、 特 殊 な プ ロ グ ラ ム を 用 い て 分 析 す る こ と が で き る 。 例 え ば
、 Affymetrixの Suiteは 、 DNAチ ッ プ 分 析 の た め の ソ フ ト ウ ェ ア パ ッ ケ ー ジ で あ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
結 腸 直 腸 癌 の 転 移 病 変 を 治 療 す る た め ま た は 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 を 予 防 す る た め の 方 法
　 本 発 明 は 、 被 験 者 に お い て 、 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 の 症 状 を 軽 減 す る た め 、 転 移 の 発 生 、 す
な わ ち 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 病 変 の 腫 瘍 の 成 長 も し く は 増 殖 を 阻 害 す る た め 、 ま た は 結 腸 直 腸
癌 の 転 移 を 阻 害 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 治 療 化 合 物 は 、 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 病 変 を 有 す
る ま た は 発 生 の リ ス ク を 有 す る （ ま た は 感 受 性 を 有 す る ） 被 験 者 に 対 し て 、 予 防 的 ま た は
治 療 的 に 投 与 さ れ る 。 そ の よ う な 被 験 者 は 、 標 準 的 な 臨 床 法 を 用 い て 、 ま た は 転 移 関 連 遺
伝 子 、 例 え ば MLX1～ MLX153の 異 常 な レ ベ ル の 発 現 も し く は 活 性 を 検 出 す る こ と に よ っ て 同
定 さ れ る 。 予 防 的 投 与 は 、 疾 患 も し く は 障 害 が 予 防 さ れ る 、 ま た は 代 替 的 に は そ の 進 行 が
遅 延 す る よ う に 、 疾 患 の 明 白 な 臨 床 症 状 が 現 れ る 前 に 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 本 方 法 に は 、 発 現 が 異 常 に 増 加 し た 遺 伝 子 （ 「 過 剰 発 現 さ れ た 遺 伝 子 」 ） の 一 つ ま た は
複 数 の 遺 伝 子 産 物 の 、 発 現 、 機 能 、 ま た は そ の 双 方 を 減 少 さ せ る こ と が 含 ま れ る 。 発 現 は
、 当 技 術 分 野 で 既 知 の い く つ か の 方 法 の い ず れ に よ っ て も 阻 害 さ れ る 。 例 え ば 、 本 発 明 の
ス ク リ ー ニ ン グ 法 に よ っ て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ た 化 合 物 を 被 験 者 に 投 与 す る こ と に よ っ て
、 発 現 が 阻 害 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 ま た は 、 過 剰 発 現 さ れ た 一 つ ま た は 複 数 の 遺 伝 子 の 発 現 を 阻 害 ま た は 拮 抗 す る 核 酸 、 例
え ば 過 剰 発 現 さ れ た 一 つ ま た は 複 数 の 遺 伝 子 の 発 現 を 分 解 す る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド ま た は 低 分 子 干 渉 RNA（ siRNA） を 被 験 者 に 投 与 す る こ と に よ っ て 、 発 現 が 阻 害 さ れ
う る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 そ の よ う な 核 酸 に は 、 ヒ ト MLXを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 相 補 鎖 と 特 異
的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 か つ 少 な く と も 15ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 含 ま れ
る 。 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 「 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 」 と い う 句 は 、 通 常 の ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 で 、 好 ま し く は ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条
件 で 、 他 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNA分 子 と の 有 意 な 交 差 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 起
こ ら な い こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 過 剰 発 現 さ れ た 遺 伝 子 の 一 つ ま た は 複 数 の 遺 伝 子 産 物 を 阻 害 す る 好 ま し い 核 酸 に は 、 ML
Xタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 内 の 任 意 の 部 位 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ア ン チ
セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 含 ま れ る 。 こ の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 好 ま し
く は MLXタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の う ち 連 続 し た 少 な く と も 15ヌ ク レ オ
チ ド に 対 す る も の で あ る 。 上 記 の 連 続 し た 少 な く と も 15ヌ ク レ オ チ ド に お い て 開 始 コ ド ン
を 含 む 、 上 記 の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 さ ら に よ り 好 ま し い 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 誘 導 体 ま た は 改 変 産 物 を 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド と し て 用 い る こ と が で き る 。 そ の よ う な 改 変 産 物 の 例 に は 、 メ チ ル -ホ ス ホ ネ ー
ト 型 ま た は エ チ ル -ホ ス ホ ネ ー ト 型 の よ う な 低 級 ア ル キ ル ホ ス ホ ネ ー ト 改 変 産 物 、 ホ ス ホ
ロ チ オ エ ー ト 改 変 産 物 、 お よ び ホ ス ホ ロ ア ミ デ ー ト 改 変 産 物 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 「 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 と い う 用 語 は 、 DNA
ま た は mRNAの 特 定 の 領 域 を 構 成 す る も の に 対 応 す る ヌ ク レ オ チ ド が 完 全 に 相 補 的 で あ る オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の み な ら ず 、 DNAま た は mRNAお よ び ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が M
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LXタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る 限 り 、 一 つ
ま た は 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド の ミ ス マ ッ チ を 有 す る も の も 意 味 す る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 少 な く と も 70％ ま た は そ れ 以 上 、 好 ま し く は 80％ ま た は そ れ 以 上 、 よ り 好 ま し く は 90％
ま た は そ れ 以 上 、 さ ら に よ り 好 ま し く は 95％ ま た は そ れ 以 上 の 相 同 性 を 有 す る 場 合 、 ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド は 、 「 連 続 し た 少 な く と も 15ヌ ク レ オ チ ド 配 列 領 域 」 に 含 ま れ る 。 本 明 細 書
に お い て 述 べ た ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 、 相 同 性 を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 は 、 MLXポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNAま た は mR
NAに 結 合 し て 、 そ の 転 写 ま た は 翻 訳 を 阻 害 し 、 mRNAの 分 解 を 促 進 し て 、 MLXポ リ ペ プ チ ド
の 発 現 を 阻 害 し 、 そ れ に よ っ て MLXポ リ ペ プ チ ド の 機 能 を 阻 害 す る こ と に よ っ て 、 MLXポ リ
ペ プ チ ド を 産 生 す る 細 胞 に 作 用 す る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 過 剰 発 現 さ れ た 遺 伝 子 の 一 つ ま た は 複 数 の 遺 伝 子 産 物 を 阻 害 す る 核 酸 に は ま た 、 MLXタ
ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の セ ン ス 鎖 の 核 酸 と ア ン チ セ ン ス 鎖 核 酸 の 組 み 合
わ せ を 含 む 、 低 分 子 干 渉 RNA（ siRNA） も 含 ま れ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 「 siRNA」 と い う 用 語 は 、 標 的 mRNAの 翻 訳 を 妨 害 す る 二 本 鎖 RNA分 子 を 指 す 。 siRNAを 細
胞 に 導 入 す る た め に 、 RNAを 転 写 す る た め の 鋳 型 と し て DNAが 用 い ら れ る 技 術 を 含 む 、 標 準
的 な 技 術 が 用 い ら れ る 。 siRNAは 、 ヒ ト MLXタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の セ
ン ス 核 酸 配 列 と ア ン チ セ ン ス 核 酸 配 列 と を 含 む 。 一 つ の 転 写 物 （ 二 本 鎖 RNA） が 、 標 的 遺
伝 子 か ら の セ ン ス 配 列 と 相 補 的 ア ン チ セ ン ス 配 列 の 双 方 を 有 す る （ 例 え ば ヘ ア ピ ン ） よ う
に 、 siRNAが 構 築 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 本 方 法 は 、 MLX遺 伝 子 の 発 現 が ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ て い る 細 胞 の 遺 伝 子 発 現 を 抑 制
す る た め に 用 い ら れ る 。 標 的 細 胞 に お い て MLX遺 伝 子 転 写 物 に siRNAが 結 合 す る と 、 細 胞 に
よ る MLXタ ン パ ク 質 産 生 の 減 少 が 起 こ る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ は 、 少 な く と も 10ヌ
ク レ オ チ ド で あ り 、 天 然 に 存 在 す る 転 写 物 と 同 じ 長 さ で あ っ て も よ い 。 好 ま し く は 、 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ は 19ヌ ク レ オ チ ド ～ 25ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 最 も 好 ま し く は 、 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ は 75ヌ ク レ オ チ ド 未 満 、 50ヌ ク レ オ チ ド 未 満 、 ま た は 25ヌ ク レ オ チ
ド 未 満 で あ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 ア ン ビ オ ン 社 （ Ambion） の ウ ェ ブ サ イ ト （ http://www.ambion.com/techlib/misc/siRNA
_finder.html） か ら 入 手 可 能 な siRNAデ ザ イ ン コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム を 用 い て siRNAの
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 設 計 し て も よ い 。 siRNAの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 以 下 の プ ロ ト コ ル に
基 づ く コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム に よ っ て 選 択 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
siRNA標 的 部 位 の 選 択 ：
　 1． 転 写 物 の AUG開 始 コ ド ン か ら 開 始 し て 、 AAジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 関 し て 下 流 に ス キ ャ
ン す る 。 各 AAお よ び 3'に 隣 接 す る 19ヌ ク レ オ チ ド の 発 生 を 、 可 能 性 が あ る siRNA標 的 部 位
と し て 記 録 す る 。 Tuschlら は 、 5'お よ び 3'非 翻 訳 領 域 （ UTRs） な ら び に 開 始 コ ド ン 近 傍 の
領 域 （ 75塩 基 以 内 ） は 、 調 節 タ ン パ ク 質 結 合 部 位 に 富 む 可 能 性 が あ り 、 こ の た め 、 こ れ ら
の 領 域 に 対 し て 設 計 さ れ た siRNAと エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ と の 複 合 体 が 、 UTR結 合 タ ン パ ク 質
お よ び ／ ま た は 翻 訳 開 始 複 合 体 の 結 合 を 妨 害 す る 可 能 性 が あ る こ と か ら 、 こ れ ら に 対 す る
siRNAを 設 計 し な い よ う に 推 奨 し て い る 。
　 2． ヒ ト ゲ ノ ム デ ー タ ベ ー ス に 対 し て 可 能 性 が あ る 標 的 部 位 を 比 較 し て 、 他 の コ ー ド 配
列 と 有 意 な 相 同 性 を 有 す る 全 て の 標 的 配 列 を 、 検 討 か ら 除 外 す る 。 相 同 性 検 索 は BLASTを
用 い て 行 う こ と が で き 、 こ れ は 、 NCBIの サ ー バ ー （ www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/） 上 で
認 め ら れ う る 。
　 3． 合 成 に 適 し た 標 的 配 列 を 選 択 す る 。 ア ン ビ オ ン 社 の ウ ェ ブ サ イ ト 上 で 、 評 価 用 の 遺
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伝 子 の 長 さ に 沿 っ て 、 い く つ か の 好 ま し い 標 的 配 列 を 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 ま た は 、 過 剰 発 現 さ れ た 遺 伝 子 の 一 つ ま た は 複 数 の 遺 伝 子 産 物 の 機 能 は 、 遺 伝 子 産 物 に
結 合 す る 、 ま た は さ も な く ば そ の 機 能 を 阻 害 す る 化 合 物 を 投 与 す る こ と に よ っ て 阻 害 さ れ
る 。 例 え ば 、 本 化 合 物 は 、 過 剰 発 現 さ れ た 一 つ ま た は 複 数 の 遺 伝 子 産 物 に 結 合 す る 抗 体 で
あ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 MLXポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 抗 体 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 な
ど の 任 意 の 形 態 で あ っ て よ く 、 こ れ に は ウ サ ギ な ど の 動 物 を MLXポ リ ペ プ チ ド で 免 疫 す る
こ と に よ っ て 得 ら れ る 抗 血 清 、 す べ て の ク ラ ス の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 、 ヒ ト 抗 体 、 な ら び に 遺 伝 子 組 換 え に よ っ て 作 製 さ れ た ヒ ト 化 抗 体 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 抗 体 を 得 る た め の 抗 原 と し て 用 い ら れ る MLXポ リ ペ プ チ ド は 、 任 意 の 動 物 種 に 由 来 す る
も の で よ い が 、 好 ま し く は ヒ ト 、 マ ウ ス 、 ま た は ラ ッ ト な ど の 哺 乳 動 物 、 よ り 好 ま し く は
ヒ ト に 由 来 す る 。 ヒ ト 由 来 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 本 明 細 書 に 開 示 す る ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア
ミ ノ 酸 配 列 か ら 入 手 し う る （ 表 1を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 免 疫 化 抗 原 と し て 用 い る ポ リ ペ プ チ ド は 、 完 全 タ ン パ ク 質 で も よ く 、
ま た は タ ン パ ク 質 の 部 分 ペ プ チ ド で も よ い 。 部 分 ペ プ チ ド は 、 例 え ば 、 MLXポ リ ペ プ チ ド
の ア ミ ノ （ N） 末 端 ま た は カ ル ボ キ シ （ C） 末 端 断 片 を 含 み う る 。 本 明 細 書 に お い て 、 抗 体
と は 、 MLXポ リ ペ プ チ ド の 完 全 長 ま た は 断 片 の い ず れ か と 反 応 す る タ ン パ ク 質 と し て 定 義
さ れ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 MLXポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 既 知 の 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し て
も よ く 、 こ れ は そ の 後 、 本 明 細 書 に 記 載 の 宿 主 細 胞 の 形 質 転 換 に 用 い ら れ る 。 所 望 の ポ リ
ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 を 、 任 意 の 標 準 的 な 方 法 に よ っ て 宿 主 細 胞 の 内 部 ま た は 外 部 か ら
回 収 し 、 後 に 抗 原 と し て 用 い る こ と が で き る 。 ま た は 、 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 細 胞 全 体
も し く は そ の 可 溶 化 物 、 ま た は 化 学 合 成 し た ポ リ ペ プ チ ド を 抗 原 と し て 用 い て も よ い 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 い か な る 哺 乳 動 物 も 抗 原 で 免 疫 す る こ と が で き る が 、 細 胞 融 合 に 用 い る 親 細 胞 と の 適 合
性 を 考 慮 に 入 れ る こ と が 好 ま し い 。 一 般 に 、 齧 歯 類 （ Rodentia） 、 ウ サ ギ 目 （ Lagomorpha
） 、 ま た は 霊 長 類 （ Primate） の 動 物 が 用 い ら れ る 。 齧 歯 類 の 動 物 に は 、 例 え ば 、 マ ウ ス
、 ラ ッ ト 、 お よ び ハ ム ス タ ー が 含 ま れ る 。 ウ サ ギ 目 の 動 物 に は 、 例 え ば ウ サ ギ が 含 ま れ る
。 霊 長 類 の 動 物 に は 、 例 え ば 、 狭 鼻 猿 類 （ Catarrhini） （ 旧 世 界 サ ル ） の サ ル 、 カ ニ ク イ
ザ ル （ Macaca fascicularis） 、 ア カ ゲ ザ ル 、 マ ン ト ヒ ヒ （ sacred baboon） お よ び チ ン パ
ン ジ ー が 含 ま れ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 動 物 を 抗 原 で 免 疫 す る た め の 方 法 は 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ る 。 抗 原 の 腹 腔 内 注 射 ま た は
皮 下 注 射 は 、 哺 乳 動 物 の 免 疫 化 の た め の 標 準 的 な 方 法 で あ る 。 よ り 具 体 的 に 述 べ る と 、 抗
原 を 希 釈 し て 適 切 な 量 の リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 （ PBS） 、 生 理 食 塩 水 な ど の 中 に 懸 濁 さ せ る 。
必 要 に 応 じ て 、 抗 原 懸 濁 液 を 、 フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト な ど の 適 切 な 量 の 標 準 的 ア ジ
ュ バ ン ト と 混 合 し て 乳 濁 液 と し た 上 で 哺 乳 動 物 に 対 し て 投 与 し て も よ い 。 そ の 後 に 、 適 切
な 量 の フ ロ イ ン ト 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト と 混 合 し た 抗 原 の 投 与 を 4～ 21日 毎 に 数 回 行 う こ と
が 好 ま し い 。 適 切 な 担 体 を 免 疫 化 の た め に 用 い て も よ い 。 上 記 の よ う な 免 疫 化 の 後 に 、 血
清 を 、 所 望 の 抗 体 の 量 の 増 加 に 関 し て 標 準 的 方 法 に よ っ て 検 討 す る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 MLXポ リ ペ プ チ ド に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 血 清 中 の 所 望 の 抗 体 の 増 加 に 関 し て
検 討 し た 免 疫 後 の 哺 乳 動 物 か ら 血 液 を 採 取 し 、 従 来 の 任 意 の 方 法 に よ っ て 血 液 か ら 血 清 を
分 離 す る こ と に よ っ て 調 製 す る こ と も で き る 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗
体 を 含 む 血 清 が 含 ま れ 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む 画 分 を 血 清 か ら 単 離 す る こ と も で き る
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。 免 疫 グ ロ ブ リ ン Gま た は Mは 、 MLXポ リ ペ プ チ ド の み を 認 識 す る 画 分 か ら 、 例 え ば 、 MLXポ
リ ペ プ チ ド を 結 合 さ せ た ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム を 用 い た 上 で 、 こ の 画 分 を プ ロ テ イ ン Aカ
ラ ム ま た は プ ロ テ イ ン Gカ ラ ム を 用 い て さ ら に 精 製 し て 、 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 調 製 す る た め に は 、 抗 原 で 免 疫 し た 哺 乳 動 物 か ら 免 疫 細 胞 を 収 集
し 、 上 記 の 通 り に 血 清 中 の 所 望 の 抗 体 の レ ベ ル 上 昇 に つ い て 確 か め た 上 で 、 細 胞 融 合 に 供
す る 。 細 胞 融 合 に 用 い る 免 疫 細 胞 は 脾 臓 か ら 入 手 す る こ と が 好 ま し い 。 上 記 の 免 疫 細 胞 と
融 合 さ せ る た め の そ の 他 の 好 ま し い 親 細 胞 に は 、 例 え ば 、 哺 乳 動 物 の 骨 髄 腫 細 胞 、 よ り 好
ま し く は 、 薬 剤 に よ る 融 合 細 胞 の 選 択 の た め の 獲 得 特 性 を 有 す る 骨 髄 腫 細 胞 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 上 記 の 免 疫 細 胞 お よ び 骨 髄 腫 細 胞 は 、 既 知 の 方 法 、 例 え ば 、 Milsteinら （ Galfreお よ び
Milstein、 Methods Enzymol 73: 3-46 (1981)） の 方 法 に 従 っ て 融 合 さ せ る こ と が で き る
。
【 ０ １ １ ７ 】
　 細 胞 融 合 に よ っ て 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 そ れ ら を HAT培 地 （ ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 ア
ミ ノ プ テ リ ン 、 お よ び チ ミ ジ ン を 含 む 培 地 ） な ど の 標 準 的 な 選 択 培 地 中 で 培 養 す る こ と に
よ っ て 選 択 し う る 。 細 胞 培 養 は 通 常 、 HAT培 地 中 で 、 所 望 の ハ イ ブ リ ド ー マ を 除 く 他 の す
べ て の 細 胞 （ 非 融 合 細 胞 ） が 死 滅 す る の に 十 分 な 期 間 で あ る 、 数 日 間 か ら 数 週 間 に わ た っ
て 続 け ら れ る 。 そ の 後 に 、 所 望 の 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 の ス ク リ ー ニ ン グ お
よ び ク ロ ー ニ ン グ の た め に 標 準 的 な 限 界 希 釈 を 行 う 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 ハ イ ブ リ ド ー マ 調 製 用 に 非 ヒ ト 動 物 を 抗 原 で 免 疫 す る 上 記 の 方 法 に 加 え て 、 EBウ イ ル ス
に 感 染 し た リ ン パ 球 な ど の ヒ ト リ ン パ 球 を 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 発 現 細 胞 、 ま た
は そ れ ら の 可 溶 化 物 に よ り イ ン ビ ト ロ で 免 疫 す る こ と も で き る 。 続 い て 、 免 疫 後 の リ ン パ
球 を 、 無 限 に 分 裂 し う る U266な ど の ヒ ト 由 来 の 骨 髄 腫 細 胞 と 融 合 さ せ 、 MLXポ リ ペ プ チ ド
と 結 合 し う る 所 望 の ヒ ト 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 得 る こ と が で き る （ 特 開 昭 63-1
7688号 ） 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ を 続 い て マ ウ ス の 腹 腔 内 に 移 植 し 、 腹 水 を 抽 出 す る 。 得 ら れ た
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 例 え ば 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 沈 殿 、 プ ロ テ イ ン Aも し く は プ ロ テ イ
ン Gカ ラ ム 、 DEAEイ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ま た は MLXポ リ ペ プ チ ド を 結 合 さ せ た ア
フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム に よ っ て 精 製 し う る 。 抗 体 は 、 MLXポ リ ペ プ チ ド の ア ン タ ゴ ニ ス ト の
候 補 と し て は た ら き 、 か つ 、 こ の 抗 体 を 、 MLXポ リ ペ プ チ ド と 関 連 の あ る 疾 患 に 対 す る 抗
体 療 法 に 適 用 す る こ と も で き る 。 得 ら れ た 抗 体 を 人 体 に 対 し て 投 与 す る 場 合 に は （ 抗 体 療
法 ） 、 免 疫 原 性 を 抑 え る た め に ヒ ト 抗 体 ま た は ヒ ト 化 抗 体 が 好 ま し い 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 例 え ば 、 ヒ ト 抗 体 遺 伝 子 の レ パ ー ト リ ー を 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 ポ リ ペ プ
チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 発 現 細 胞 、 ま た は そ れ ら の 可 溶 化 物 か ら 選 択 さ れ る 抗 原 で 免 疫 す る こ
と が で き る 。 続 い て 、 抗 体 産 生 細 胞 を 動 物 か ら 採 取 し 、 骨 髄 腫 細 胞 と 融 合 さ せ て ハ イ ブ リ
ド ー マ を 得 、 そ の ハ イ ブ リ ド ー マ か ら ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る ヒ ト 抗 体 を 調 製 す る こ と が で
き る （ 国 際 公 開 公 報 第 92-03918号 、 国 際 公 開 公 報 第 93-2227号 、 国 際 公 開 公 報 第 94-02602
号 、 国 際 公 開 公 報 第 94-25585号 、 国 際 公 開 公 報 第 96-33735号 、 お よ び 国 際 公 開 公 報 第 96-3
4096号 を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 ま た は 、 免 疫 し た リ ン パ 球 の よ う な 、 抗 体 を 産 生 す る 免 疫 細 胞 を 、 癌 遺 伝 子 に よ っ て 不
死 化 さ せ 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製 に 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 こ の よ う に し て 得 ら れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 遺 伝 子 操 作 技 術 を 用 い て 組 換 え に よ り
調 製 し て も よ い （ 例 え ば 、 Borrebaeckお よ び Larrick、 「 Therapeutic Monoclonal Antibo
dies」 、 MacMillan Publishers LTD（ 英 国 ） よ り 刊 行 (1990)、 を 参 照 ） 。 例 え ば 、 抗 体 を
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コ ー ド す る DNAを 、 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ ま た は 免 疫 リ ン パ 球 な ど の 免 疫 細 胞 か
ら ク ロ ー ニ ン グ し て 適 切 な ベ ク タ ー に 挿 入 し た 上 で 、 宿 主 細 胞 に 導 入 し 、 組 換 え 抗 体 を 調
製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 さ ら に 、 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 病 変 を 治 療 す る た め の ま た は 結 腸 直 腸 癌 転 移 を 予 防 す る た め
の 本 発 明 の 方 法 に 使 用 さ れ る 抗 体 は 、 MLXポ リ ペ プ チ ド の 1つ ま た は 複 数 と 結 合 す る 限 り 、
抗 体 の 断 片 ま た は 修 飾 抗 体 で あ っ て も よ い 。 例 え ば 、 抗 体 断 片 は 、 Fab、 F(ab') 2 、 Fv、 ま
た は H鎖 お よ び L鎖 由 来 の Fv断 片 を 適 切 な リ ン カ ー に よ っ て 連 結 し た 一 本 鎖 Fv（ scFv） で あ
っ て も よ い （ Hustonら 、 Proc Natl Acad Sci USA 85: 5879-83 (1988)） 。 よ り 具 体 的 に
述 べ る と 、 パ パ イ ン ま た は ペ プ シ ン な ど の 酵 素 で 抗 体 を 処 理 す る こ と に よ っ て 抗 体 断 片 を
作 製 す る こ と も で き る 。 ま た は 、 抗 体 断 片 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 構 築 し て 発 現 ベ ク タ ー に
挿 入 し た 上 で 、 適 切 な 宿 主 細 胞 に お い て 発 現 さ せ て も よ い （ 例 え ば 、 Coら 、 J Immunol 15
2: 2968-76 (1994)； Betterお よ び Horwitz、 Methods Enzymol 178: 476-96 (1989)； Pluc
kthunお よ び Skerra、 Methods Enzymol 178: 497-515 (1989)； Lamoyi、 Methods Enzymol 
121: 652-63 (1986)； Rousseauxら 、 Methods Enzymol 121: 663-9 (1986)； Birdお よ び Wa
lker、 Trends Biotechnol 9: 132-7 (1991)を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 抗 体 を 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ PEG） な ど の 種 々 の 分 子 と 結 合 さ せ る こ と に よ っ て
修 飾 す る こ と も で き る 。 修 飾 抗 体 は 抗 体 を 化 学 的 に 修 飾 す る こ と に よ っ て 得 る こ と が で き
る 。 こ れ ら の 修 飾 方 法 は 当 技 術 分 野 で 慣 例 的 で あ る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 ま た は 、 抗 体 を 、 非 ヒ ト 抗 体 由 来 の 可 変 領 域 と ヒ ト 抗 体 の 定 常 領 域 と の キ メ ラ 抗 体 と し
て 、 ま た は 、 非 ヒ ト 抗 体 由 来 の 相 補 性 決 定 領 域 （ CDR） 、 ヒ ト 抗 体 由 来 の フ レ ー ム ワ ー ク
領 域 （ FR） お よ び 定 常 領 域 を 含 む ヒ ト 化 抗 体 と し て 入 手 す る こ と も で き る 。 こ の よ う な 抗
体 は 、 既 知 の 技 術 を 用 い て 調 製 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 以 上 の よ う に し て 得 ら れ た 抗 体 を 均 一 に な る ま で 精 製 し て も よ い 。 例 え ば 、 抗 体 を 、 一
般 的 な タ ン パ ク 質 に 対 し て 用 い ら れ る 分 離 法 お よ び 精 製 法 に 従 っ て 分 離 お よ び 精 製 す る こ
と が で き る 。 例 え ば 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど の カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー 、 フ ィ ル タ ー 、 限 外 濾 過 、 塩 析 、 透 析 、 SDSポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 、 等 電 点
電 気 泳 動 な ど （ し か し 、 こ れ ら に は 限 定 さ れ な い ） を 適 切 に 選 択 ・ 組 み 合 わ せ る こ と に よ
り 、 抗 体 を 分 離 お よ び 単 離 す る こ と が で き る （ 「 A Laboratory Manual」 、 Harlowお よ び D
avid Lane編 、 Cold Spring Harbor Laboratory (1988)） 。 プ ロ テ イ ン Aカ ラ ム お よ び プ ロ
テ イ ン Gカ ラ ム は ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム と し て 用 い ら れ う る 。 用 い ら れ る プ ロ テ イ ン Aカ ラ
ム の 例 に は 、 例 え ば 、 ハ イ パ ー D、 POROSお よ び セ フ ァ ロ ー ス F.F.（ Pharmacia） が 含 ま れ
る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の 例 に は 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 除 い て 、 例 え ば 、
イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 疎 水 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ゲ ル 濾 過 、 逆 相 ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー 、 吸 着 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど が 含 ま れ る （ 「 Strategies for Protein Purific
ation and Characterization: A Laboratory Course Manual」 、 Daniel R. Marshakら 編
、 Cold Spring Harbor Laboratory Press (1996)） 。 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の 手 順 を 、 HPLC
お よ び FPLCな ど の 液 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 行 う こ と も で き る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 例 え ば 、 吸 光 度 測 定 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ 法 （ ELISA） 、 酵 素 免 疫 ア ッ セ イ 法 （ E
IA） 、 放 射 免 疫 ア ッ セ イ 法 （ RIA） お よ び /ま た は 免 疫 蛍 光 検 査 法 を 用 い て 、 MLXタ ン パ ク
質 に 対 す る 抗 体 の 抗 原 結 合 活 性 を 測 定 す る こ と が で き る 。 ELISAに お い て は 、 抗 体 を プ レ
ー ト 上 に 固 定 化 し 、 MLXポ リ ペ プ チ ド を プ レ ー ト に 添 加 し た 後 に 、 抗 体 産 生 細 胞 の 培 養 上
清 ま た は 精 製 抗 体 と い っ た 所 望 の 抗 体 を 含 む 試 料 を 添 加 す る 。 続 い て 、 一 次 抗 体 を 認 識 し
、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ な ど の 酵 素 で 標 識 さ れ た 二 次 抗 体 を 添 加 し 、 プ レ ー ト を イ ン キ
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ュ ベ ー ト す る 。 次 に 、 洗 浄 の 後 に 、 p-ニ ト ロ フ ェ ニ ル リ ン 酸 な ど の 酵 素 基 質 を プ レ ー ト に
添 加 し て 、 試 料 の 抗 原 結 合 活 性 を 評 価 す る た め に 吸 光 度 を 測 定 す る 。 C末 端 断 片 ま た は N末
端 断 片 と い っ た ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 を 、 抗 体 の 結 合 活 性 を 評 価 す る た め の 抗 原 と し て 用 い
て も よ い 。 BIAcore（ Pharmacia） を 、 MLXタ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 の 活 性 の 評 価 に 用 い て
も よ い 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 本 発 明 は 、 MLXポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 を 用 い て 、 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 病 変 を 治 療 す る
た め ま た は 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 を 予 防 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 本 方 法 に よ る と 、 MLXポ
リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 の 薬 学 的 有 効 量 が 投 与 さ れ る 。 MLXタ ン パ ク 質 の 発 現 は 結 腸 直 腸
癌 の 転 移 病 変 に お い て ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ て お り 、 か つ こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 発 現 の
抑 制 に よ り 、 転 移 病 変 の 成 長 ま た は 増 殖 が 抑 制 さ れ る と 予 想 さ れ る の で 、 抗 体 と こ れ ら の
タ ン パ ク 質 と を 結 合 さ せ る こ と に よ っ て 、 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 病 変 を 治 療 す る こ と が で き る
と 予 想 さ れ 、 ま た は 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 を 抑 制 も し く は 予 防 す る こ と が で き る と 予 想 さ れ る
。 し た が っ て 、 MLXポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 は 、 MLXタ ン パ ク 質 の 活 性 を 減 少 さ せ る た め
に 十 分 な 用 量 で 投 与 さ れ る 。 ま た は 、 腫 瘍 細 胞 に 対 し て 特 異 的 な 細 胞 表 面 マ ー カ ー に 結 合
す る 抗 体 を 、 薬 物 送 達 の た め の ツ ー ル と し て 用 い る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 例 え ば 、
細 胞 障 害 物 質 に 結 合 さ せ た MLXポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 を 、 腫 瘍 細 胞 を 障 害 す る た め に
十 分 な 用 量 で 投 与 し て も よ い 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 MLXポ リ ペ プ チ ド 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 、 ま た は そ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ベ ク タ ー を 投 与 す る こ と に よ っ て 、 結 腸 直 腸 癌 の
転 移 病 変 を 治 療 す る た め ま た は 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 を 予 防 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 MLX
タ ン パ ク 質 お よ び そ の 免 疫 学 的 活 性 断 片 は 、 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 病 変 ま た は 結 腸 直 腸 癌 の 転
移 に 対 す る ワ ク チ ン と し て 有 用 で あ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は ま た 、 MLXタ ン パ ク 質 も し
く は そ の 免 疫 学 的 活 性 断 片 、 そ の タ ン パ ク 質 も し く は そ の 断 片 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 、 ま た は そ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ベ ク タ ー を 投 与 す る 段 階 を 含 む 、 抗 腫 瘍 免 疫 を
誘 導 す る 方 法 に も 関 す る 。 い く つ か の 場 合 に お い て 、 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 は 、 T細
胞 受 容 体 （ TCR） に 結 合 し た 形 で 、 ま た は 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 樹 状 細 胞 （ DC） も し く は B細
胞 の よ う な 抗 原 提 示 細 胞 （ APC） に よ っ て 提 示 さ れ た 形 で 投 与 さ れ う る 。 DCは 強 い 抗 原 提
示 能 を 有 す る の で 、 APCの 中 で DCを 用 い る こ と が 最 も 好 ま し い 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 本 発 明 に お い て 、 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 病 変 ま た は 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 に 対 す る ワ ク チ ン と は
、 動 物 に 接 種 さ れ た 場 合 に 抗 腫 瘍 免 疫 ま た は 転 移 も し く は 転 移 病 変 の 成 長 や 増 殖 を 抑 制 す
る 免 疫 を 誘 導 す る 機 能 を 有 す る 基 質 を 指 す 。 一 般 に 、 抗 腫 瘍 免 疫 に は 以 下 の よ う な 免 疫 応
答 が 含 ま れ る ：
‐ 腫 瘍 に 対 す る 細 胞 障 害 性 リ ン パ 球 の 誘 導
‐ 腫 瘍 を 認 識 す る 抗 体 の 誘 導 、 お よ び
‐ 抗 腫 瘍 サ イ ト カ イ ン 産 生 の 誘 導 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 こ の た め 、 あ る 特 定 の タ ン パ ク 質 が 、 動 物 に 接 種 し た 時 に こ れ ら の 免 疫 応 答 を 誘 導 す る
場 合 に は 、 そ の タ ン パ ク 質 は 抗 腫 瘍 免 疫 誘 導 作 用 を 有 す る と 判 定 さ れ る 。 タ ン パ ク 質 に よ
る 抗 腫 瘍 免 疫 の 誘 導 は 、 宿 主 に お け る タ ン パ ク 質 に 対 す る 免 疫 系 の 応 答 を イ ン ビ ボ ま た は
イ ン ビ ト ロ で 観 察 す る こ と に よ っ て 検 出 し う る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 例 え ば 、 細 胞 障 害 性 Tリ ン パ 球 の 誘 導 を 検 出 す る た め の 方 法 は よ く 知 ら れ て い る 。 生 体
の 内 部 に 進 入 す る 外 来 物 質 は 、 抗 原 提 示 細 胞 （ APC） の 作 用 に よ っ て T細 胞 お よ び B細 胞 に
対 し て 提 示 さ れ る 。 APCに よ り 提 示 さ れ た 抗 原 に 対 し て 抗 原 特 異 的 な 様 式 で 応 答 し た T細 胞
は 、 抗 原 に よ る 刺 激 の た め に 細 胞 障 害 性 T細 胞 （ ま た は 細 胞 障 害 性 Tリ ン パ 球 ； CTL） に 分
化 し た 後 に 増 殖 す る （ こ れ は T細 胞 の 活 性 化 と 呼 ば れ る ） 。 し た が っ て 、 特 定 の ペ プ チ ド
に よ る CTL誘 導 は 、 そ の ペ プ チ ド を APCに よ り T細 胞 に 対 し て 提 示 さ せ 、 CTLの 誘 導 を 検 出 す
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る こ と に よ っ て 評 価 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 APCに は CD4+ T細 胞 、 CD8+細 胞 、 マ ク ロ
フ ァ ー ジ 、 好 酸 球 お よ び NK細 胞 を 活 性 化 す る 作 用 も あ る 。 CD4+ T細 胞 お よ び CD8+細 胞 も 抗
腫 瘍 免 疫 に お い て 重 要 で あ る た め 、 こ れ ら の 細 胞 の 活 性 化 作 用 を 指 標 と し て 用 い て ペ プ チ
ド の 抗 腫 瘍 免 疫 誘 導 作 用 を 評 価 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 樹 状 細 胞 （ DC） を APCと し て 用 い て CTLの 誘 導 作 用 を 評 価 す る た め の 方 法 は 当 技 術 分 野 で
周 知 で あ る 。 DCは APCの 中 で も 最 も 強 い CTL誘 導 作 用 を 有 す る 代 表 的 な APCで あ る 。 こ の 方
法 で は 、 ま ず 被 験 ポ リ ペ プ チ ド を DCと 接 触 さ せ 、 続 い て こ の DCを T細 胞 と 接 触 さ せ る 。 DC
と の 接 触 後 に 目 的 の 細 胞 に 対 す る 細 胞 障 害 作 用 を 有 す る T細 胞 が 検 出 さ れ れ ば 、 被 験 ポ リ
ペ プ チ ド が 細 胞 障 害 性 T細 胞 を 誘 導 す る 活 性 を 持 つ こ と が 示 さ れ る 。 腫 瘍 に 対 す る CTLの 活
性 は 、 例 え ば 、 5 1 Cr標 識 し た 腫 瘍 細 胞 の 溶 解 を 指 標 と し て 用 い て 検 出 す る こ と が で き る 。
ま た は 、 3 H-チ ミ ジ ン 取 り 込 み 活 性 ま た は LDH（ ラ ク ト ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ ） 放 出 を 指 標
と し て 用 い て 腫 瘍 細 胞 の 損 傷 の 程 度 を 評 価 す る 方 法 も よ く 知 ら れ て い る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 DC以 外 に 、 末 梢 血 単 核 細 胞 （ PBMC） を APCと し て 用 い て も よ い 。 CTLの 誘 導 は 、 PBMCを GM
-CSFお よ び IL-4の 存 在 下 で 培 養 す る こ と に よ っ て 増 強 さ れ う る こ と が 報 告 さ れ て い る 。 同
様 に 、 CTLは 、 PBMCを キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン （ KLH） お よ び IL-7の 存 在 下 で 培
養 す る こ と に よ っ て も 誘 導 さ れ る こ と が 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 こ れ ら の 方 法 に よ っ て CTL誘 導 活 性 を 有 す る こ と が 確 認 さ れ た 被 験 ポ リ ペ プ チ ド は 、 DC
活 性 化 作 用 と そ れ に 続 く CTL誘 導 活 性 と を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 こ の た め 、 腫 瘍 細
胞 に 対 す る CTLを 誘 導 す る ポ リ ペ プ チ ド は 腫 瘍 に 対 す る ワ ク チ ン と し て 有 用 で あ る 。 さ ら
に 、 ポ リ ペ プ チ ド と の 接 触 に よ っ て 腫 瘍 に 対 す る CTLを 誘 導 す る 能 力 を 獲 得 し た APCも 腫 瘍
に 対 す る ワ ク チ ン と し て 有 用 で あ る 。 さ ら に 、 APCに よ る ポ リ ペ プ チ ド 抗 原 の 提 示 に よ っ
て 細 胞 障 害 性 を 獲 得 し た CTLを 腫 瘍 に 対 す る ワ ク チ ン と し て 用 い る こ と も で き る 。 APCお よ
び CTLに 起 因 す る 抗 腫 瘍 免 疫 を 用 い た 、 腫 瘍 に 対 す る こ の よ う な 治 療 方 法 は 、 細 胞 免 疫 療
法 と 呼 ば れ る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 一 般 に 、 細 胞 免 疫 療 法 の た め に ポ リ ペ プ チ ド を 用 い る 場 合 に は 、 構 造 の 異 な る 複 数 の ポ
リ ペ プ チ ド を 併 用 し 、 そ れ ら を DCと 接 触 さ せ る こ と に よ っ て CTL誘 導 の 効 率 が 高 ま る こ と
が 知 ら れ て い る 。 こ の た め 、 DCを タ ン パ ク 質 断 片 で 刺 激 す る 場 合 に は 、 多 く の 種 類 の 断 片
の 混 合 物 を 用 い る こ と が 有 利 で あ る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 ま た は 、 ポ リ ペ プ チ ド に よ る 抗 腫 瘍 免 疫 の 誘 導 を 、 腫 瘍 に 対 す る 抗 体 産 生 の 誘 導 を 観 察
す る こ と に よ っ て 確 認 す る こ と も で き る 。 例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 が 、 ポ リ ペ
プ チ ド で 免 疫 し た 実 験 動 物 に お い て 誘 導 さ れ た 場 合 、 お よ び 腫 瘍 細 胞 の 成 長 、 増 殖 、 ま た
は 転 移 が こ の よ う な 抗 体 に よ っ て 抑 制 さ れ た 場 合 に は 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド は 抗 腫 瘍 免 疫 を
誘 導 す る 能 力 が あ る と 判 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 抗 腫 瘍 免 疫 は 本 発 明 の ワ ク チ ン を 投 与 す る こ と に よ っ て 誘 導 さ れ 、 抗 腫 瘍 免 疫 の 誘 導 に
よ り 、 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 病 変 の 治 療 お よ び 結 腸 直 腸 癌 転 移 の 予 防 が 可 能 に な る 。 癌 に 対 す
る 治 療 法 ま た は 癌 の 発 症 も し く は 癌 の 転 移 の 予 防 は 、 癌 性 細 胞 （ 原 発 性 癌 細 胞 お よ び 転 移
病 変 細 胞 を 含 む ） の 増 殖 の 阻 害 、 癌 の 退 縮 、 な ら び に 癌 の 発 症 お よ び 癌 の 転 移 の 抑 制 と い
っ た 段 階 の い ず れ か を 含 む 。 癌 を 有 す る 個 体 の 死 亡 率 の 低 下 、 血 液 中 の 腫 瘍 マ ー カ ー の 減
少 、 癌 に 付 随 す る 検 出 可 能 な 症 状 の 緩 和 な ど も 癌 の 治 療 ま た は 予 防 に 含 ま れ る 。 こ の よ う
な 治 療 効 果 お よ び 予 防 効 果 は 統 計 学 的 に 有 意 で あ る こ と が 好 ま し い 。 例 え ば 、 観 測 値 で 、
細 胞 増 殖 性 疾 患 に 対 す る ワ ク チ ン の 治 療 効 果 ま た は 予 防 効 果 を ワ ク チ ン 投 与 を 行 わ な い 対
照 と 比 較 し て 、 5％ ま た は そ れ 未 満 は 有 意 水 準 で あ る 。 統 計 分 析 に は 、 例 え ば 、 ス チ ュ ー
デ ン ト の t検 定 、 マ ン -ホ イ ッ ト ニ ー の U検 定 ま た は ANOVAが 用 い ら れ う る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
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　 免 疫 学 的 活 性 を 有 す る 上 記 の タ ン パ ク 質 、 ま た は タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド も し く は ベ ク タ ー を 、 ア ジ ュ バ ン ト と 併 用 し て も よ い 。 ア ジ ュ バ ン ト と は 、 免 疫 学 的
活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 と 同 時 に （ ま た は 連 続 し て ） 投 与 し た 場 合 に 、 そ の タ ン パ ク 質 に
対 す る 免 疫 応 答 を 増 強 す る 化 合 物 を 指 す 。 ア ジ ュ バ ン ト の 例 に は 、 コ レ ラ 毒 素 、 サ ル モ ネ
ラ 毒 素 、 ミ ョ ウ バ ン な ど が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に は 限 定 さ れ な い 。 さ ら に 、 本 発 明 の ワ ク
チ ン を 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と 適 宜 配 合 し て も よ い 。 こ の よ う な 担 体 の 例 に は 、 滅 菌 水
、 生 理 食 塩 水 、 リ ン 酸 緩 衝 液 、 培 養 液 な ど が 含 ま れ る 。 さ ら に 、 ワ ク チ ン が 必 要 に 応 じ て
、 安 定 剤 、 懸 濁 剤 、 保 存 料 、 界 面 活 性 剤 な ど を 含 ん で も よ い 。 ワ ク チ ン は 全 身 的 ま た は 局
所 的 に 投 与 さ れ る 。 ワ ク チ ン 投 与 は 単 回 投 与 に よ っ て 行 っ て も よ く 、 ま た は 多 回 投 与 に よ
る 追 加 刺 激 を 行 っ て も よ い 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 APCま た は CTLを 本 発 明 の ワ ク チ ン と し て 用 い る 場 合 に 、 腫 瘍 を 、 例 え ば エ ク ス ビ ボ の 方
法 に よ っ て 治 療 ま た は 予 防 す る こ と が で き る 。 よ り 具 体 的 に 述 べ る と 、 治 療 ま た は 予 防 を
受 け る 対 象 の PBMCを 採 取 し 、 細 胞 を エ ク ス ビ ボ で ポ リ ペ プ チ ド と 接 触 さ せ 、 APCま た は CTL
の 誘 導 後 に 、 細 胞 を 対 象 に 対 し て 投 与 す る こ と が で き る 。 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ベ ク
タ ー を PBMC中 に エ ク ス ビ ボ で 導 入 す る こ と に よ っ て APCを 誘 導 す る こ と も で き る 。 イ ン ビ
ト ロ で 誘 導 さ れ た APCま た は CTLは 投 与 前 に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 標 的 細 胞 を 障
害 す る 活 性 の 高 い 細 胞 の ク ロ ー ニ ン グ お よ び 増 殖 を 行 う こ と に よ り 、 細 胞 免 疫 療 法 を さ ら
に 効 率 的 に 行 う こ と が で き る 。 さ ら に 、 こ の よ う に し て 単 離 さ れ た APCお よ び CTLは 、 細 胞
が 由 来 す る 個 体 に お け る 細 胞 免 疫 療 法 の み な ら ず 、 他 の 個 体 の 同 様 の 種 類 の 腫 瘍 に も 用 い
ら れ う る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
結 腸 直 腸 癌 の 転 移 病 変 を 治 療 す る た め ま た は 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 を 予 防 す る た め の 組 成 物
　 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 病 変 を 治 療 す る た め ま た は 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 を 予 防 す る た め に 、 本 発
明 の ス ク リ ー ニ ン グ 法 に よ っ て 単 離 さ れ た 化 合 物 を 、 ヒ ト お よ び 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 モ ル
モ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 ネ コ 、 イ ヌ 、 ヒ ツ ジ 、 ブ タ 、 ウ シ 、 サ ル 、 ヒ ヒ 、 ま た は チ ン パ ン ジ ー な
ど の 他 の 哺 乳 類 に 対 す る 薬 剤 と し て 投 与 す る 場 合 、 単 離 さ れ た 化 合 物 を 直 接 投 与 し て も よ
く 、 ま た は 、 既 知 の 薬 学 的 調 製 法 を 用 い て 投 与 剤 形 へ と 処 方 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 薬 学 的 製 剤 に は 、 経 口 投 与 、 直 腸 内 投 与 、 鼻 腔 内 投 与 、 局 所 （ 口 腔 内 お よ び 舌 下 を 含 む
） 投 与 、 膣 内 投 与 、 も し く は 非 経 口 （ 筋 肉 内 、 皮 下 、 お よ び 静 脈 内 を 含 む ） 投 与 に 適 し た
製 剤 、 ま た は 吸 入 も し く は 吹 き 込 み に よ る 投 与 に 適 し た 製 剤 が 含 ま れ る 。 製 剤 は 、 任 意 で
、 個 々 の 用 量 単 位 に 包 装 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 経 口 投 与 に 適 し た 薬 学 的 製 剤 に は 、 そ れ ぞ れ 既 定 量 の 活 性 成 分 を 含 む 、 カ プ セ ル 剤 、 カ
シ ェ 剤 、 ま た は 錠 剤 が 含 ま れ る 。 製 剤 に は ま た 、 粉 剤 、 顆 粒 剤 、 ま た は 溶 液 、 懸 濁 液 も し
く は 乳 剤 が 含 ま れ る 。 活 性 成 分 は 任 意 で 、 ボ ー ラ ス 舐 剤 （ bolus electuary） ま た は 軟 膏
と し て 投 与 さ れ る 。 経 口 投 与 の た め の 錠 剤 お よ び カ プ セ ル 剤 は 、 結 合 剤 、 増 量 剤 、 潤 滑 剤
、 崩 壊 剤 、 ま た は 湿 潤 剤 の よ う な 通 常 の 賦 形 剤 を 含 ん で も よ い 。 錠 剤 は 、 任 意 で 、 一 つ ま
た は 複 数 の 製 剤 成 分 と 共 に 、 圧 縮 ま た は 成 形 に よ っ て 調 製 さ れ う る 。 圧 縮 錠 は 、 任 意 で 、
結 合 剤 、 潤 滑 剤 、 不 活 性 希 釈 剤 、 潤 滑 剤 、 界 面 活 性 剤 、 ま た は 分 散 剤 と 混 合 さ れ た 、 粉 剤
ま た は 顆 粒 剤 の よ う な 自 由 に 流 動 す る 形 状 の 活 性 成 分 を 適 切 な 機 械 で 圧 縮 す る こ と に よ っ
て 調 製 さ れ う る 。 成 形 さ れ た 錠 剤 は 、 不 活 性 液 体 希 釈 剤 に よ っ て 湿 ら せ た 粉 末 化 合 物 の 混
合 物 を 適 切 な 機 械 で 成 形 す る こ と に よ っ て 調 製 さ れ う る 。 錠 剤 を 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 方
法 に 従 っ て コ ー テ ィ ン グ し て も よ い 。 経 口 液 体 調 製 物 は 、 例 え ば 、 水 性 も し く は 油 性 の 懸
濁 液 、 溶 液 、 乳 液 、 シ ロ ッ プ 剤 、 も し く は エ リ キ シ ル 剤 の 形 で あ っ て も よ く 、 ま た は 、 使
用 前 に 水 も し く は 他 の 適 切 な 溶 媒 に よ っ て 溶 解 す る た め の 乾 燥 産 物 と し て 提 供 さ れ て も よ
い 。 そ の よ う な 液 体 調 製 物 は 、 懸 濁 剤 、 乳 化 剤 、 非 水 性 溶 媒 （ 食 用 油 が 含 ま れ て も よ い ）
、 ま た は 保 存 剤 の よ う な 通 常 の 添 加 剤 を 含 ん で も よ い 。 任 意 で 、 そ の 中 の 活 性 成 分 が 遅 延
型 ま た は 制 御 型 放 出 さ れ る よ う に 、 錠 剤 を 調 製 し て も よ い 。 錠 剤 の 包 装 は 、 毎 月 摂 取 さ れ
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る 錠 剤 1個 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 非 経 口 投 与 の た め の 製 剤 に は 、 抗 酸 化 剤 、 緩 衝 剤 、 静 菌 剤 、 お よ び 、 製 剤 を 意 図 す る レ
シ ピ エ ン ト の 血 液 と 等 張 に す る 溶 質 を 含 ん で も よ い 、 水 性 お よ び 非 水 性 の 滅 菌 注 射 用 溶 液
、 な ら び に 、 懸 濁 剤 お よ び 濃 化 剤 を 含 ん で も よ い 、 水 性 お よ び 非 水 性 の 滅 菌 懸 濁 液 が 含 ま
れ る 。 製 剤 は 、 単 位 用 量 ま た は 多 用 量 容 器 、 例 え ば 密 封 ア ン プ ル お よ び バ イ ア ル に 入 れ て
も よ く 、 使 用 直 前 に 滅 菌 液 体 担 体 、 例 え ば 生 理 食 塩 液 、 注 射 用 水 を 加 え る だ け で よ い 、 凍
結 乾 燥 状 態 で 保 存 し て も よ い 。 ま た は 、 製 剤 は 、 連 続 注 入 の 形 で あ っ て も よ い 。 即 時 調 合
注 射 用 溶 液 お よ び 懸 濁 液 を 、 既 に 記 載 し た 種 類 の 滅 菌 粉 末 、 顆 粒 剤 お よ び 錠 剤 か ら 調 製 し
て も よ い 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 直 腸 投 与 の た め の 製 剤 に は 、 カ カ オ バ タ ー ま た は ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル の よ う な 標 準
的 な 担 体 に よ る 坐 剤 が 含 ま れ る 。 口 に お け る 局 所 投 与 、 例 え ば 口 腔 内 投 与 ま た は 舌 下 投 与
の た め の 製 剤 に は 、 シ ョ 糖 お よ び ア ラ ビ ア ゴ ム ま た は ト ラ ガ カ ン ト の よ う な 芳 香 性 基 剤 に
活 性 成 分 を 含 む ロ ゼ ン ジ 、 ゼ ラ チ ン お よ び グ リ セ リ ン ま た は シ ョ 糖 お よ び ア ラ ビ ア ゴ ム の
よ う な 基 剤 に 活 性 成 分 を 含 む 香 錠 が 含 ま れ る 。 鼻 腔 内 投 与 の 場 合 、 本 発 明 の 化 合 物 を 、 液
体 ス プ レ ー も し く は 分 散 粉 末 と し て 、 ま た は 点 鼻 液 の 形 で 用 い て も よ い 。 点 鼻 液 は 、 一 つ
ま た は 複 数 の 分 散 剤 、 溶 解 剤 、 ま た は 懸 濁 剤 も 含 む 水 性 ま た は 非 水 性 の 基 剤 に よ っ て 調 製
し て も よ い 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 吸 入 投 与 の 場 合 、 本 化 合 物 を 、 吹 き 込 み 器 、 ネ ブ ラ イ ザ ー 、 加 圧 パ ッ ク 、 ま た は エ ア ロ
ゾ ル ス プ レ ー を 送 達 す る た め の 他 の 簡 便 な 手 段 か ら 送 達 す る の が 好 適 で あ る 。 加 圧 パ ッ ク
は 、 ジ ク ロ ロ ジ フ ル オ ロ メ タ ン 、 ト リ ク ロ ロ フ ル オ ロ メ タ ン 、 ジ ク ロ ロ テ ト ラ フ ル オ ロ エ
タ ン 、 二 酸 化 炭 素 、 ま た は 他 の 適 切 な ガ ス の よ う な 適 切 な 噴 射 剤 を 含 ん で も よ い 。 加 圧 エ
ア ロ ゾ ル の 場 合 、 用 量 単 位 は 、 一 定 量 を 送 達 す る た め の 弁 を 提 供 す る こ と に よ っ て 決 定 さ
れ う る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 ま た は 、 吸 入 ま た は 吹 き 込 み に よ る 投 与 の 場 合 、 化 合 物 は 、 乾 燥 粉 末 組 成 物 の 形 状 、 例
え ば 、 乳 糖 ま た は デ ン プ ン の よ う な 適 切 な 粉 末 基 剤 と 化 合 物 と の 粉 末 混 合 物 で あ っ て も よ
い 。 粉 末 組 成 物 は 、 単 位 投 与 剤 形 で 、 例 え ば カ プ セ ル 剤 、 カ ー ト リ ッ ジ 、 ゼ ラ チ ン 、 ま た
は 、 吸 入 器 ま た は 吹 き 込 み 器 の 助 け を 借 り て 粉 末 が そ こ か ら 投 与 さ れ る 、 ブ リ ス タ パ ッ ク
（ blister pack） の 形 で 提 供 さ れ て も よ い 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 他 の 製 剤 に は 、 治 療 物 質 を 放 出 す る 埋 め 込 み 型 装 置 お よ び 粘 着 小 片 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 望 ま し い な ら ば 、 活 性 成 分 を 持 続 的 に 放 出 す る よ う に 適 合 さ せ た 上 記 の 製 剤 を 用 い て も
よ い 。 薬 学 的 組 成 物 は ま た 、 抗 菌 剤 、 免 疫 抑 制 剤 、 ま た は 保 存 剤 の よ う な 他 の 活 性 成 分 を
含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 特 に 上 述 し た 成 分 の 他 に 、 本 発 明 の 製 剤 に は 、 当 該 製 剤 の タ イ プ に 関 し て 当 技 術 分 野 で
一 般 的 で あ る 他 の 物 質 が 含 ま れ て も よ く 、 例 え ば 経 口 投 与 に 適 し た 製 剤 に は 、 一 般 的 に 容
認 さ れ る 薬 学 的 実 践 に と っ て 必 要 な 単 位 投 与 剤 形 に お い て 、 芳 香 剤 、 界 面 活 性 剤 、 安 定 化
剤 、 賦 形 剤 、 溶 媒 、 保 存 剤 、 結 合 剤 等 が 含 ま れ て も よ い こ と を 理 解 す べ き で あ る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 当 業 者 に 周 知 の 方 法 を 用 い て 、 例 え ば 動 脈 内 、 静 脈 内 、 経 皮 注 射 と し て 、 同 様 に 鼻 腔 内
、 気 管 支 内 、 筋 肉 内 ま た は 経 口 投 与 と し て 、 本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 を 患 者 に 投 与 し て も よ
い 。 投 与 量 お よ び 投 与 法 は 、 患 者 の 体 重 お よ び 年 齢 な ら び に 投 与 法 に 従 っ て 変 化 す る が 、
当 業 者 は そ れ ら を 一 般 的 に 選 択 す る こ と が で き る 。 化 合 物 が DNAに よ っ て コ ー ド 可 能 な 場
合 、 DNAを 遺 伝 子 治 療 の た め の ベ ク タ ー に 挿 入 し て 、 ベ ク タ ー を 投 与 し て 治 療 を 行 う こ と
が で き る 。 投 与 量 お よ び 投 与 法 は 、 患 者 の 体 重 、 年 齢 お よ び 症 状 に 応 じ て 異 な る が 、 当 業
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者 は そ れ ら を 適 切 に 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 例 え ば 、 症 状 に 応 じ て い く つ か 違 い は あ る が 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し て そ の 活
性 を 調 節 す る 化 合 物 の 用 量 は 、 健 常 な 成 人 （ 体 重 60 kg） に 経 口 投 与 す る 場 合 、 約 0.1 mg
～ 約 100 mg/日 、 好 ま し く は 約 1.0 mg～ 約 50 mg/日 、 お よ び よ り 好 ま し く は 約 1.0 mg～ 約 2
0 mg/日 で あ る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 健 常 な 成 人 （ 体 重 60 kg） に 注 射 剤 の 形 で 非 経 口 投 与 す る 場 合 、 患 者 、 標 的 臓 器 、 症 状
お よ び 投 与 法 に 応 じ て い く つ か 違 い は あ る が 、 約 0.01 mg～ 約 30 mg/日 、 好 ま し く は 約 0.1
～ 約 20 mg/日 、 お よ び よ り 好 ま し く は 約 0.1～ 約 10 mg/日 の 用 量 を 静 脈 内 注 射 す る こ と が
好 適 で あ る 。 同 様 に 、 他 の 動 物 の 場 合 に お い て も 、 体 重 60 kgに 換 算 し た 量 を 投 与 す る こ
と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 本 発 明 は 、 活 性 成 分 と し て 一 つ ま た は 複 数 の MLX遺 伝 子 に 対 し て ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド 誘 導 体 ま た は siRNA誘 導 体 を 用 い て 、 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 病 変 を 治 療 す る た め ま
た は 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 を 予 防 す る た め の 組 成 物 を 提 供 す る 。 誘 導 体 に 対 し て 不 活 性 で あ る
適 切 な 基 剤 と 混 合 す る こ と に よ っ て 、 誘 導 体 を 、 リ ニ メ ン ト ま た は 湿 布 の よ う な 外 用 調 製
剤 に 調 製 し て も よ い 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 同 様 に 、 賦 形 剤 、 等 張 剤 、 溶 解 剤 、 安 定 化 剤 、 保 存 剤 、 鎮 痛 剤 等 を 加 え る こ と に よ っ て
、 誘 導 体 を 、 必 要 に 応 じ て 、 錠 剤 、 粉 剤 、 顆 粒 剤 、 カ プ セ ル 剤 、 リ ポ ソ ー ム カ プ セ ル 、 注
射 剤 、 溶 液 、 点 鼻 液 、 お よ び 凍 結 乾 燥 剤 に 調 製 す る こ と が で き る 。 こ れ ら は 、 以 下 の 通 常
の 方 法 に よ っ て 調 製 さ れ う る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 疾 患 部 位 に 直 接 塗 布 す る こ と に よ っ て 、 ま た は 疾 患 部 位 に 達 す る よ う に 血 管 内 に 注 射 す
る こ と に よ っ て 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 ま た は siRNA誘 導 体 は 患 者 に 投
与 さ れ る 。 持 続 性 お よ び 膜 透 過 性 を 増 加 さ せ る た め に 、 封 入 剤 （ mounting medium） も 同
様 に 用 い て も よ い 。 例 と し て は 、 リ ポ ソ ー ム 、 ポ リ -L-リ ジ ン 、 脂 質 、 コ レ ス テ ロ ー ル 、
リ ポ フ ェ ク チ ン 、 ま た は こ れ ら の 誘 導 体 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 ま た は siRNA誘 導 体 の 用 量 を 、 患 者 の
病 状 に 応 じ て 適 切 に 調 節 し 、 所 望 の 量 で 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 0.1 mg/kg～ 100 m
g/kg、 好 ま し く は 0.1 mg/kg～ 50 mg/kgの 用 量 範 囲 を 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 MLXタ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 に 対 す る 抗 体 を 被 験 者 に 投 与 す る こ と
に よ っ て 、 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 病 変 を 治 療 す る た め ま た は 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 を 予 防 す る た め
の 組 成 物 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 さ ら に 、 薬 学 的 有 効 量 の MLXポ リ ペ プ チ ド を 含 む 、 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 病 変 を 治 療 す る た
め ま た は 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 を 予 防 す る た め の 組 成 物 を 提 供 す る 。 MLXタ ン パ ク 質 を 含 む 組
成 物 は 、 抗 腫 瘍 免 疫 性 を 高 め る た め に 用 い る こ と も で き る 。 そ の 上 、 結 腸 直 腸 癌 を 治 療 す
る た め お よ び 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 を 予 防 す る た め に 、 MLXタ ン パ ク 質 の 代 わ り に 、 MLXタ ン パ
ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ベ ク タ ー を 被 験 者 に 投 与 し て も よ い 。 MLXタ ン
パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ベ ク タ ー の 形 状 は 、 そ れ ら が 被 験 者 に お い て
MLXタ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 発 現 し 、 被 験 者 に お い て 抗 腫 瘍 免 疫 を 誘 導 す る 限 り 、 如
何 な る よ う に も 制 限 さ れ な い 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 例 え ば 、 症 状 に 応 じ て い く つ か 違 い は あ る が 、 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 病 変 を 治 療 す る た め ま
た は 結 腸 直 腸 癌 の 転 移 を 予 防 す る た め の 抗 体 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 用 量 は 、 健 常 な 成 人 （
体 重 60 kg） に 経 口 投 与 す る 場 合 、 約 0.1 mg～ 約 100 mg/日 、 好 ま し く は 約 1.0 mg～ 約 50 m
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g/日 、 お よ び よ り 好 ま し く は 約 1.0 mg～ 約 20 mg/日 で あ る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 健 常 な 成 人 （ 体 重 60 kg） に 対 す る 注 射 剤 の 形 で 非 経 口 投 与 す る 場 合 、 患 者 、 標 的 臓 器
、 症 状 お よ び 投 与 法 に 応 じ て い く つ か 違 い は あ る が 、 約 0.01 mg～ 約 30 mg/日 、 好 ま し く
は 約 0.1～ 約 20 mg/日 、 お よ び よ り 好 ま し く は 約 0.1～ 約 10 mg/日 の 用 量 を 静 脈 内 注 射 す る
こ と が 好 適 で あ る 。 同 様 に 、 他 の 動 物 の 場 合 に お い て も 、 体 重 60 kgに 換 算 し た 量 を 投 与
す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 以 下 の 実 施 例 は 、 本 発 明 を 例 示 す る と と も に 、 当 業 者 に よ る そ の 作 成 お よ び 使 用 を 補 助
す る 目 的 で 提 示 さ れ る 。 実 施 例 は い か な る 形 で も 本 発 明 の 範 囲 を 限 定 す る こ と は 意 図 し て
い な い 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 別 に 定 義 す る 場 合 を 除 き 、 本 明 細 書 で 用 い る す べ て の 技 術 用 語 お よ び 科 学 用 語 は 、 本 発
明 が 属 す る 当 業 者 が 一 般 的 に 理 解 し て い る も の と 同 じ 意 味 を 持 つ 。 本 発 明 の 実 施 ま た は 検
討 に お い て は 本 明 細 書 に 記 載 し た も の と 同 様 ま た は 同 等 の 方 法 お よ び 材 料 を 用 い る こ と が
で き る が 、 好 ま し い 方 法 お よ び 材 料 は 以 下 に 説 明 す る も の で あ る 。 本 明 細 書 中 に 引 用 す る
い か な る 特 許 、 特 許 出 願 お よ び 刊 行 物 も 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。
【 ０ １ ６ ５ 】

　 本 発 明 は 以 下 の 実 施 例 に よ っ て 詳 細 に 例 示 さ れ る が 、 こ れ ら の 実 施 例 に は 限 定 さ れ な い
。
【 ０ １ ６ ６ 】

　 イ ン フ ォ ー ム ド コ ン セ ン ト を 得 た う え で 、 同 じ 手 術 に お い て 結 腸 切 除 と 肝 切 除 と を 受 け
た 患 者 15人 か ら 、 原 発 性 CRC組 織 お よ び 対 応 す る 肝 臓 由 来 の 転 移 病 巣 を 得 た 。 試 料 は 全 て
、 TissueTek OCT培 地 （ Sakura、 Tokyo、 日 本 ） に 抱 埋 し て 、 -80℃ で 凍 結 し た 。 後 に 、 凍
結 切 片 を 70％ エ タ ノ ー ル 中 で 45秒 間 固 定 し て 、 ヘ マ ト キ シ リ ン -エ オ ジ ン に よ っ て 染 色 し
、 70： 30、 50： 50、 お よ び 30： 70の エ タ ノ ー ル ： キ シ レ ン 混 合 液 中 で 各 段 階 30秒 間 脱 水 し
た 後 、 最 後 に 100％ キ シ レ ン 中 で 2分 間 脱 水 し た 。 空 気 乾 燥 さ せ た 後 、 染 色 し た 組 織 を PixC
ell LCMシ ス テ ム （ Arcturus Engineering、 Mountain View、 CA） を 用 い て 製 造 元 の プ ロ ト
コ ル に 従 っ て 顕 微 解 剖 し た 。 原 発 性 病 変 由 来 の 癌 性 細 胞 を 選 択 的 に 顕 微 解 剖 し た （ 各 試 料
か ら 、 細 胞 約 2× 10 4 個 ） 。
【 ０ １ ６ ７ 】

　 総 RNAを 各 試 料 の レ ー ザ ー 捕 捉 型 細 胞 か ら RLT溶 解 緩 衝 液 350 μ lを 用 い て 抽 出 し た （ Qia
gen、 Hilden、 独 国 ） 。 抽 出 し た RNAを 、 1Uの RNase阻 害 剤 （ 東 洋 紡 、 大 阪 、 日 本 ） 存 在 下
で 、 DNaseI（ Roshe、 Basel、 ス イ ス ） 10単 位 に よ っ て 37℃ で 1時 間 処 理 し て 、 混 入 し て い
る 全 て の ゲ ノ ム DNAを 除 去 し た 。 70℃ で 10分 間 不 活 化 し た 後 、 RNAを RNeasy Miniキ ッ ト （ Q
iagen） に よ っ て 製 造 元 の 推 奨 に 従 っ て 精 製 し た 。 全 て の DNaseI処 置 RNAを 、 既 に 記 載 さ れ
た T7に 基 づ く 増 幅 に 供 し た （ Onoら 、 Cancer Res. 60： 5007～ 11（ 2000)） 。 2ラ ウ ン ド の
増 幅 に よ っ て 、 各 試 料 由 来 の 増 幅 RNA（ aRNA） 15 μ g～ 80 μ gが 得 ら れ た 。
【 ０ １ ６ ８ 】

　 国 立 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 情 報 セ ン タ ー （ National Center for Biotechnology Informat
ion） の UniGeneデ ー タ ベ ー ス か ら 、 い く つ か の ESTを 含 む 23040個 の 別 々 の cDNA を 選 択 し
た 。 マ イ ク ロ ア レ イ ス ラ イ ド ガ ラ ス 上 に ス ポ ッ ト さ れ た DNAは 、 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー
組 お よ び 、 鋳 型 と し て の 市 販 の ポ リ A RNA（ Clontech、 Palo Alto、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） の
混 合 物 を 用 い た RT-PCRに よ っ て 調 製 さ れ た （ Onoら 、 Cancer Res. 60： 5007～ 11（ 2000)）
。 産 物 を ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で の 電 気 泳 動 に 適 用 し て 、 予 想 さ れ る 大 き さ の 単 一 の バ ン ド を
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発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態

1.材 料 お よ び 方 法
（ 1） 組 織 試 料 お よ び レ ー ザ ー 捕 捉 型 顕 微 解 剖 （ LCM）

（ 2） RNA抽 出 お よ び T7に 基 づ く RNA増 幅

（ 3） cDNAマ イ ク ロ ア レ イ の 構 築 と 分 析



示 す 産 物 を ス ポ ッ テ ィ ン グ の た め に 利 用 し た 。 遺 伝 子 23040個 に 由 来 す る 、 無 作 為 に 選 択
し た 産 物 2485個 の さ ら な る 配 列 分 析 か ら 、 そ の cDNA配 列 の 完 全 な 一 致 が 示 さ れ た 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 実 験 に よ る 変 動 を 減 少 さ せ る た め に 、 2組 の cDNAス ポ ッ ト を 発 現 プ ロ フ ィ ー ル の 分 析 に
用 い た 。 各 原 発 性 腫 瘍 お よ び 正 常 上 皮 由 来 の aRNAの ア リ コ ー ト 3 μ gを そ れ ぞ れ 、 Cy3-dCT
Pお よ び Cy5-dCTP（ Amersham Pharmacia Biotech） に よ っ て 標 識 し て 、 原 発 性 病 変 と 非 癌
性 粘 膜 と の 発 現 を 比 較 し た 。 等 量 の Cy3標 識 プ ロ ー ブ お よ び Cy5標 識 プ ロ ー ブ を マ イ ク ロ ア
レ イ ス ラ イ ド ガ ラ ス 上 で 同 時 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 洗 浄 、
お よ び ス キ ャ ニ ン グ は 、 既 に 記 載 さ れ て い る と お り に 行 っ た （ Onoら 、 Cancer Res. 60： 5
007～ 11（ 2000)） 。
【 ０ １ ７ ０ 】

　 そ れ ぞ れ 二 通 り の シ グ ナ ル の 強 度 を 、 Array Visionコ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム （ Imagin
g Research Inc.、 St. Catharines、 オ ン タ リ オ 州 、 カ ナ ダ ） に よ る 光 度 測 定 に よ っ て 評
価 し て 、 マ イ ク ロ ア レ イ ス ラ イ ド ガ ラ ス に ス ポ ッ ト し た ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 52個 の Cy
3/Cy5比 の 平 均 値 が 1.0と な る よ う に 標 準 化 し た （ Kitaharaら 、 Cancer Res. 61： 3544～ 9
（ 2001） ； Onoら 、 Cancer Res. 60： 5007～ 11（ 2000)） 。 低 い シ グ ナ ル 強 度 に 由 来 す る デ
ー タ は 信 頼 性 が 低 い た め 、 シ グ ナ ル 強 度 の カ ッ ト オ フ 値 が そ れ ぞ れ の ス ラ イ ド ガ ラ ス に つ
い て 決 定 さ れ 、 遺 伝 子 全 て の Cy3ま た は Cy5の S/N（ シ グ ナ ル 対 ノ イ ズ ） 比 が 3よ り 大 き く な
る よ う に ふ る い 分 け し 、 Cy3お よ び Cy5の 色 素 が い ず れ も カ ッ ト オ フ 値 よ り 低 い シ グ ナ ル 強
度 を 生 じ た 場 合 、 そ の 遺 伝 子 を さ ら な る 分 析 か ら 除 外 し た 。 各 遺 伝 子 の Cy3/Cy5比 は 、 二
つ の ス ポ ッ ト を 平 均 す る こ と に よ っ て 計 算 し た （ Kitaharaら 、 Cancer Res. 61： 3544～ 9
（ 2001） ； Onoら 、 Cancer Res. 60： 5007～ 11（ 2000)） 。 原 発 性 病 変 と 転 移 病 変 と の 比 較
に 関 し て は 、 2を 上 回 る Cy3/Cy5比 を 有 す る 遺 伝 子 が 、 転 移 組 織 中 で ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ
れ た と 考 え ら れ た 。 最 後 に 、 強 度 が 有 意 で あ る 場 合 の 半 数 ま た は そ れ 以 上 に お い て 発 現 が
ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ た 遺 伝 子 を 、 「 頻 繁 に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ た 」 遺 伝 子 と し て
選 択 し た 。 非 癌 性 粘 膜 と 原 発 性 腫 瘍 と の 比 較 に 関 し て 、 遺 伝 子 を そ の 発 現 比 （ Cy3/Cy5）
に 従 っ て 三 つ の 群 に 分 類 し た ： ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト （ 比 は 2.0に 等 し い ま た は そ れ 以 上 ）
、 ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト （ 比 は 0.5に 等 し い ま た は そ れ 未 満 ） 、 お よ び 発 現 変 化 な し （ 比 は 0
.5と 2.0の あ い だ ） 。 50％ を 超 え る 被 験 症 例 に お い て 、 2.0を 上 回 る ま た は 0.5未 満 の Cy3/C
y5比 を 有 す る 遺 伝 子 は 、 そ れ ぞ れ 頻 繁 に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト ま た は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ
れ た 遺 伝 子 で あ る と 定 義 さ れ た 。
【 ０ １ ７ １ 】

　 原 発 性 癌 細 胞 と 転 移 癌 細 胞 の 正 確 な 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 得 る た め に 、 レ ー ザ ー 捕 捉 型 顕
微 解 剖 （ LCM） を 用 い て 各 種 類 の 純 粋 な 集 団 を 収 集 し た 。 こ の 技 法 に よ っ て 選 択 さ れ た 癌
細 胞 の 比 率 は 、 顕 微 鏡 に よ る 可 視 化 に よ っ て 測 定 さ れ 、 ＞ 95％ と 推 定 さ れ た （ デ ー タ は 示
し て い な い ） 。 へ の 幹 細 胞 の 混 入 は 、 以 前 、 0.3％ 未 満 と 推 定 さ れ て い る （ Yamagawa、 Neo
plasia 3： 395-401（ 2001)） 。
【 ０ １ ７ ２ 】

　 発 現 が 肝 転 移 に 関 与 す る 遺 伝 子 を 同 定 す る た め に 、 ま ず 、 発 現 レ ベ ル が 原 発 性 病 変 と 転
移 病 変 と の あ い だ で 変 化 し て い る 遺 伝 子 を 選 択 し た 。 薬 理 学 的 な 観 点 か ら 、 転 移 抑 制 作 用
を 活 性 化 す る よ り も 、 転 移 シ グ ナ ル を 抑 制 す る こ と の 方 が 実 際 に 容 易 で あ る 。 し た が っ て
、 本 発 明 に お い て は 、 発 現 が 転 移 病 変 に お い て ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ て い る 遺 伝 子 に 注
目 し た 。 個 々 の 腫 瘍 に つ き も の の 多 様 性 お よ び 遺 伝 子 発 現 に 影 響 を 及 ぼ し う る 様 々 な 要 因
の た め に 、 そ れ ぞ れ の 症 例 に お い て 、 転 移 癌 組 織 に 対 す る 原 発 性 癌 組 織 の シ グ ナ ル 強 度 比
に よ っ て 判 断 さ れ 選 択 さ れ た 遺 伝 子 は 変 化 し た 。 し た が っ て 、 シ グ ナ ル 強 度 が 有 意 な 症 例
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（ 4） デ ー タ 分 析

2． 結 果
（ 1） LCMに よ る 原 発 性 CRCお よ び 対 応 す る 転 移 病 変 の 単 離

（ 2） 肝 転 移 を 伴 う 原 発 性 CRCに お い て 頻 繁 に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る が 転 移 を 伴 わ な い
ま た は 前 悪 性 腫 瘍 を 有 さ な い 原 発 性 CRCで は ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ な い 遺 伝 子 の 同 定



の 半 数 ま た は そ れ 以 上 に お い て 、 転 移 組 織 に お け る 発 現 が 2倍 を 上 回 っ て 上 昇 し て い る 遺
伝 子 を 、 さ ら な る 試 験 の た め に 選 択 し た 。 こ の 基 準 に よ っ て 、 EST 37個 を 含 む 、 頻 繁 に ア
ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ た 遺 伝 子 153個 が 同 定 さ れ た （ 表 1） 。 こ れ ら の 遺 伝 子 に は 、 遊 走 、
組 織 浸 潤 、 お よ び ／ ま た は 肝 臓 に お け る 血 管 へ の 付 着 の よ う な 転 移 過 程 に 直 接 関 連 す る 遺
伝 子 の み な ら ず 、 転 移 し た 環 境 に お い て 癌 性 病 変 の 成 長 に 関 連 す る 遺 伝 子 も 含 ま れ う る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
（ 表 １ ） 転 移 病 変 に お い て 頻 繁 に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ た 遺 伝 子
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【 ０ １ ７ ４ 】

　 本 発 明 の MLX核 酸 の 発 現 は 、 対 応 す る 原 発 性 病 変 と 比 較 し て 、 転 移 病 変 に お い て 頻 繁 に
増 大 し た 。 こ れ ら の MLX核 酸 は 、 遊 走 、 血 管 浸 潤 、 肝 臓 に お け る 血 管 へ の 付 着 、 お よ び ／
ま た は 転 移 環 境 に お け る 癌 性 病 変 の 成 長 の よ う な 転 移 過 程 に 直 接 関 連 す る と 予 想 さ れ る 。
こ れ ら の 遺 伝 子 に は 、 癌 細 胞 の 特 性 を 示 す 遺 伝 子 の み な ら ず 、 例 え ば 局 所 環 境 （ 肝 臓 対 結
腸 ） に お け る 変 化 に 反 応 す る こ と に よ っ て 、 二 次 事 象 と し て の 転 移 に よ っ て 影 響 を 受 け る
遺 伝 子 が 含 ま れ て も よ い 。 こ れ ら 機 能 に 関 す る さ ら な る 研 究 に よ っ て 、 転 移 に 加 え て 、 転
移 環 境 に お け る 増 殖 に 関 与 す る 遺 伝 子 が 同 定 さ れ 、 転 移 の 抑 制 お よ び ／ ま た は 治 療 の た め
の 手 が か り が 提 供 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 本 発 明 を 、 特 定 の 態 様 を 参 照 し て 詳 細 に 記 載 し て き た が 、 本 発 明 の 目 的 お よ び 範 囲 か ら
逸 脱 す る こ と な く 様 々 な 変 更 お よ び 改 変 を 行 っ て も よ い こ と が 、 当 業 者 に は 明 ら か で あ ろ
う 。
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