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(57)【要約】
本発明はユビキチンC－末端ヒドロラーゼ－L1（ＵＣＨ
－Ｌ１）を含む癌転移診断用組成物、癌転移診断のため
のＵＣＨ－Ｌ１の使用、ＵＣＨ－Ｌ１を使用する癌転移
診断方法、ＵＣＨ－Ｌ１の阻害剤を含む癌転移を抑制す
る組成物、ＵＣＨ－Ｌ１を含む癌転移阻害剤のスクリー
ニング組成物、癌転移阻害剤のスクリーニングのための
ＵＣＨ－Ｌ１の使用、ＵＣＨ－Ｌ１を使用する癌転移阻
害剤のスクリーニングの方法、に関する。ＵＣＨ－Ｌ１
は発現レベルに従い癌侵襲を含む細胞移動をモジュレー
トするキー分子である。従ってモノクローナルおよびポ
リクローナル抗体およびＵＣＨ－Ｌ１の基質は癌転移の
診断のために用いることができる。また癌の転移はＵＣ
Ｈ－Ｌ１の発現またはその酵素の活性を阻害することに
より抑制出来る。従って我々はＵＣＨ－Ｌ１の阻害剤を
スクリーニングし、開発しそれを抗癌治療の助剤として
用いることが出来る。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ＵＣＨ－Ｌ１の阻害剤を含む癌転移を抑制するための組成物。
【請求項２】
　ＵＣＨ－Ｌ１の阻害剤がＵＣＨ－Ｌ１のｓｈＲＮＡｉである請求項１に記載の組成物。
【請求項３】
　ＵＣＨ－Ｌ１のｓｈＲＮＡｉが配列番号８，９および１０のオリゴヌクレオチドから選
択される１以上のオリゴヌクレオチドである請求項２に記載の組成物。
【請求項４】
　ＵＣＨ－Ｌ１の阻害剤がＵＣＨ－Ｌ１のモノクローナル抗体である請求項１に記載の組
成物。
【請求項５】
　ＵＣＨ－Ｌ１の阻害剤がＵＣＨ－Ｌ１のＮ－末端領域に位置する１１個のアミノ酸に対
するポリモノクローナル抗体である請求項１に記載の組成物。
【請求項６】
　配列番号１のアミノ酸配列を有するＵＣＨ－Ｌ１を含む癌転移阻害剤をスクリーニング
するための組成物。
【請求項７】
　配列番号２の塩基配列を有するＵＣＨ－Ｌ１を含む癌転移阻害剤をスクリーニングする
ための組成物。
【請求項８】
　癌転移を抑制するためのＵＣＨ－Ｌ１の阻害剤の使用。
【請求項９】
　ＵＣＨ－Ｌ１の阻害剤がＵＣＨ－Ｌ１のｓｈＲＮＡｉである請求項８に記載の使用。
【請求項１０】
　ＵＣＨ－Ｌ１のｓｈＲＮＡｉ配列番号が８，９および１０のオリゴヌクレオチドから選
択される１以上のオリゴヌクレオチドである請求項９に記載の使用。
【請求項１１】
　ＵＣＨ－Ｌ１の阻害剤がＵＣＨ－Ｌ１のモノクローナル抗体である請求項８に記載の使
用。
【請求項１２】
　ＵＣＨ－Ｌ１の阻害剤がＵＣＨ－Ｌ１のＮ－末端領域に位置する１１個のアミノ酸に対
するポリクローナル抗体である請求項８に記載の使用。
【請求項１３】
　癌転移阻害剤をスクリーニング配列番号１のアミノ酸配列を有するＵＣＨ－Ｌ１タンパ
ク質の使用。
【請求項１４】
　癌転移阻害剤をスクリーニングするための配列番号２の塩基配列を有するＵＣＨ－Ｌ１
遺伝子の使用。
【請求項１５】
　治療的に有効量のＵＣＨ－Ｌ１阻害剤および医薬的に許容し得る担体を患者に投与する
ことを含む癌転移を抑制する方法。
【請求項１６】
　ＵＣＨ－Ｌ１の阻害剤がＵＣＨ－Ｌ１のｓｈＲＮＡｉである請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　ＵＣＨ－Ｌ１のｓｈＲＮＡｉが配列番号８，９および１０のオリゴヌクレオチドから選
択される１以上のオリゴヌクレオチドである請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
　ＵＣＨ－Ｌ１の阻害剤がＵＣＨ－Ｌ１に対するモノクローナル抗体である請求項１５に
記載の方法。
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【請求項１９】
　ＵＣＨ－Ｌ１の阻害剤がＵＣＨ－Ｌ１のＮ－末端領域に位置する１１個のアミノ酸に対
するポリクローナル抗体である請求項１５に記載の使用。
【請求項２０】
　試験試料を標的物質として配列番号１のアミノ酸配列を有するＵＣＨ－Ｌ１タンパク質
を含む癌転移阻害剤スクリーニングするための組成物に対して接触することからなる癌転
移阻害剤のスクリーニング方法。
【請求項２１】
　試験試料を標的物質として配列番号２の塩基配列を有するＵＣＨ－Ｌ１遺伝子を含む癌
転移阻害剤スクリーニングするための組成物に対して接触することからなる癌転移阻害剤
のスクリーニング方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明はユビキチンC－末端ヒドロラーゼ－L1(UCH-L1）を含む癌転移を診断するための
組成物、癌転移を診断するためのUCH-L1の使用、UCH-L1を用いる癌転移診断方法；UCH-L1
の阻害剤を含む癌転移を抑制するための組成物、癌転移を抑制するためのUCH-L1の阻害剤
の使用、UCH-L1を用いる癌転移を抑制する方法；UCH-L1タンパク質を含む癌転移抑制剤を
スクリーニングするための組成物、癌転移阻害剤をスクリーニングするためのUCH-L1タン
パク質の使用、UCH-L1を用いる癌転移阻害剤をスクリーニングする方法；UCH-L1遺伝子を
含む癌転移抑制剤をスクリーニングする組成物、癌転移抑制剤をスクリーニングするため
のUCH-L1遺伝子の使用、UCH-L1を用いる癌転移阻害剤をスクリーニングする方法に関する
。
【背景技術】
【０００２】
　ユビキチンC－末端ヒドロラーゼ－Ｌ１（UCH-L1）は、脱ユビキチン酵素（DUBｓ）およ
びニューロン特異的ユビキチンのリサイクリング酵素の１つである。
【０００３】
　UCH-L1はユビキチンと小さいアダクトまたは折りたたまれていないポリペプチドの間の
ペプチド結合をインビトロで加水分解すると報告された。しかしながら、UCH-L1酵素の基
質特異性およびDUBｓファミリーのイソ形の特異的特徴はあまりよく理解されていない(Ch
ristopher N. et al., "substrate specificity of deubiqutinating enzymes; ユビキチ
ンC－末端ヒドロラーゼ－", Biochemistry, 37,  3358-3368,1998)。
【０００４】
  UCH-L1はニューロン分化の全ての段階においてニューロン組織において広く発現するユ
ビキチンヒドロラーゼであり、ニューロンおよび分散ニューロエンドクリンシステムおよ
びその腫瘍の細胞において特異的に発現する。UCH-L1 は大脳の大部分、特に中脳のサブ
スタンシアニグラにおいて特に高度に発現する。DUBｓはユビキチンC－末端ヒドロラーゼ
－L1(UCHs）、ユビキチンプロセシングプロテアーゼ（UBPｓ）またはユビキチン特異的プ
ロテアーゼ（USPｓ）のその配列同一性により分類される。高い配列同一性にかかわらず
これらの２つの酵素のインビトロ加水分解活性は顕著に異ならない。
【０００５】
　UCH酵素は約２００個のアミノ酸のドメインを通常スパニングする４つの保存された配
列モチーフを有し、UCH はUBPよりサイズが小さい。１つの保存モチーフは活性サイトに
重要なシステイン、そしてまたオキシアニオンホール残基グルタミンを含む。他のものは
活性サイトに存在するヒスチジンおよびアスパラギン酸をコードする。その残基はパパイ
ン／カテプシンB等の他のシステインプロテアーゼに見出されるのに似た触媒メカニズム
に似た触媒メカニズムで共に働く（Simon S. Wing, Deubiquitinating enzymes-the impo
rtance of driving in reverse along the ubiquitin-proteasome pathway, The Interna
tional Journal of Biochemistry ＆ Cell Ｂiology, 35, 590-605,2003)において高度に
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発現するマーカーである。
【０００６】
　UCH-L1はAD および PD脳の酸化的損傷の主な標的であり、カルボニル形成、メチオニン
酸化およびシステイン酸化により広汎に修飾されている（Ｊ． Biol． Chem．,２００４,
 Mar 26, 279（13):13256-64). ユビキチンのカルボキシ－末端ヒドロラーゼ－L1(UCH）
は突発性パーキンソンおよびアルツハイマー病に関連するビキチンC－末端ヒドロラーゼ
－L1(UCH）の酸化的修飾および下方調節）。更に、UCH-L1色々な癌、例えば肺癌、直腸・
結腸癌、膵臓癌、ミエローマ (Otsuki t, et al.,"Expression of protein gene product
 9.5(PGP9.5)/uboqitin-C-terminal hydrolase 1 (UCH-L1)in human myeloma cells", Br
 J Heamatol., Nov; 127 (3):292-8, 2004; Guan Chen et al., "Proteomic analysis of
 lung adenocarcinoma: Identification of highly expressed set of proteins in tumo
r", Clinical Cancer Research,Vol.8, 2298-2305, 2002; Taiji Yamazaki et al., "PGP
9. 5 as a Marker for invasive colorectal cancer", clonicalCancer Research, vol.8
,192-195,2002;HIdehumi sasaki, et al., "Expression of the protein gene product 9
.5, pGP9.5, is correlated with T-status in non-small cell lung cancer" Jpn J Cli
n Oncol., 31 (11), 532-535 2001)。
【０００７】
　UCH-L1の発現は肺癌増殖と特別に関係有り、小細胞肺癌（SCLC)および非小細胞肺癌（N
SCLC9細胞系両方においてｈASH1ステータスに関係なく豊富に存在する。（Kenji Hibi，e
t al., "PGP9.5 As a Candidate Tumor marker for Non-Small-Cell lung Cancer" Ameri
can Journal of Pathology, Vol. 155, No. 3, pp.711-715,1999)。
　UCH-L1はT１／T2　NSCLCと比べてT３／T４　NSCLCで優先的に発現する(Hidehumi Sasak
i, et al., "expression of the protein gene product 9.5,PGP9.5 は非小細胞肺癌にお
けるＴ－ステータスと関係する。Jpn J Clin Oncol., 31(11) 532-535)。肺癌を有する患
者において、循環するUCH-L1抗原及び／または抗体は血清中で検出される。(Frank
 brichory, et al., 2Proteomics-based identifiction of protein Gene Product 9.5 a
s a Tumor Antigen That Induces A humoral imune Response in lung Cancer", CANCER 
RESEARCH, Vol. 61, p.7908-4912, 2001)。
【０００８】
　米国特許公開Ｎｏ．2005-79560（公開日：2005.04.14）はUCH-L1 のイソ形であり癌マ
ーカーであるUCH-L3を用いて結腸癌を治療し、診断するための組成物および方法を開示す
る。この公開はUCH-L3が他の腫瘍形より３－５倍結腸腫瘍において高く発現する癌抗原で
あろという事実、UCH-L3の発現を調べ診断し分析する方法を詳述し、UCH-L3に対する抗体
を提供し、UCH-L3を用いる癌免疫治療方法を記述する。
【０００９】
　上に述べたように、UCH-L1およびUCH-L1のイソ形は癌マーカーであると報告されている
。しかしながら、UCH-L1は癌転移に必要な侵襲に関連することをここではじめて報告する
。
【００１０】
　我々はUCH-L1が２Ｄゲル電気泳動およびプロテオミック分析を用いて癌転移または侵襲
に特異的に関連、しUCH-L1は癌侵襲におけるキー標的分子であることを見出した。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１１】
　本発明の目的は、ユビキチンC－末端ヒドロラーゼ－L1（UCH-L1）、UCH-L1に対する抗
体または基質、またはUCH-L1遺伝子に対するプライマーまたはプローブ、癌転移を診断す
るためのUCH-L1の使用、UCH-L1を用いて癌転移を診断する方法を提供することである。
【００１２】
　本発明の他の目的は、UCH-L1阻害剤を含む癌転移を抑制する組成物、癌転移を抑制する
ためのUCH-L1の阻害剤の使用、UCH-L1を用いる癌転移を抑制する方法を提供することであ



(5) JP 2009-517381 A 2009.4.30

10

20

30

40

50

る。
【００１３】
　本発明の他の目的は、UCH-L1タンパク質を含む癌転移阻害剤をスクリーニングするため
の組成物、癌転移阻害剤をスクリーニングするためのUCH-L1タンパク質の使用、UCH-L1を
用いる癌転移阻害剤をスクリーニングする方法、UCH-L1遺伝子を含む癌転移阻害剤をスク
リーニングする組成物、癌転移阻害剤をスクリーニングするための組成物、癌転移阻害剤
をスクリーニングするためのUCH-L1の遺伝子の使用、およびUCH-L1を用いる癌転移阻害剤
をスクリーニングする方法を提供することである。
【課題を解決するための手段】
【００１４】
　本発明はユビキチンC－末端ヒドロラーゼ－L1（UCH-L1）を含む癌転移を診断する組成
物、癌転移を診断するためのUCH-L1の使用、UCH-L1を用いる癌転移を診断する方法を提供
する。
【００１５】
　ユビキチンC－末端ヒドロラーゼ－L1、UCH-L1は配列番号１（ＮＣＢＩ寄託番号Ｐ０９
９３６）のアミノ酸配列を含み、配列番号２の配列を含む塩基配列によりコードされる。
【００１６】
　UCH-L1の発現レベルは転移性を有する癌細胞で特異的に増加し、UCH-L1の発現が増加す
るに従って細胞移動も増加する。
【００１７】
従って、癌転移の診断は、癌細胞または組織におけるUCH-L1発現の定量的解析により行う
ことができる。
【００１８】
　本発明は癌転移を診断する方法を提供し、次の工程を含む：（ａ）哺乳動物の組織また
は細胞から発現するタンパク質試料を得、（ｂ）得られた試料中のUCH-L1の存在を調べ、
定量的分析を行う。
【００１９】
　本発明はアミノ酸配列Ｎｏ：１を有するUCH-L1タンパク質に対するモノクローナル抗体
を含む癌転移診断用組成物をも提供する。
【００２０】
　また本発明は癌転移を診断する組成物を提供し、以下の工程を含む：（ａ）哺乳動物の
組織または細胞から発現するタンパク質試料を得、得られた試料をUCH-L1のモノクローナ
ル抗体と反応させ、それによって得られた試料中のUCH-L1の存在を調べ、定量的分析を行
う。
【００２１】
　診断はUCH-L1に対するモノクローナル抗体を含む癌転移診断用組成物と、生体（癌細胞
または組織のタンパク質血清、等）から得たサンプル試料間のＥＬＩＳＡ（Enzyme linke
d immunosorbent assay)を用い呈色反応を行うこと、および定量的分析によっておこなう
。更に、癌転移は生体から得た癌組織または細胞についてのUCH-L1特異的な組織免疫染色
を用いることによって診断するか、またはウエスタンブロットによる通常の群のそれと生
体から得た癌組織または細胞におけるUCH-L1発現レベルを比較し分析するにより診断する
。
【００２２】
　例えば、癌転移の診断は次の工程によりおこなう：（１）UCH-L1に対するモノクローナ
ル抗体をゲル支持体に接着することにより免疫アフィニティカラムを作り；（２）工程１
の免疫アフィニティカラムを用いてＨＰＬＣにより生体（癌細胞または組織のタンパク質
抽出物、または血清等）から得た材料中のUCH-L1の量を測定し；（３）定量的分析データ
を比較し、解析する。
【００２３】
　UCH-L1に対するモノクローナル抗体は一般的なモノクローナル抗体製造方法により製造
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しても、商業的に得てもよい。
【００２４】
　一般的にUCH-L1に対するモノクローナル抗体はアルカリホスホターゼ（ＡＰ）、西洋わ
さびパーオキシダーゼ（ＨＲＰ）等の酵素およびその基質とコンジュゲートした第２抗体
を用いて呈色反応により定量的に分析できる。
【００２５】
　UCH-L1モノクローナル抗体ではなく、UCH-L1タンパク質を認識するポリクローナル抗体
をも使用して良い。ポリクローナル抗体は通常の抗血清製造方法により製造しうる。
【００２６】
　本発明はUCH-L1のＮ末端領域に位置する１１アミノ酸に対するポリクローナル抗体を含
む癌転移を診断する組成物をも提供する。UCH-L1モノクローナル抗体ではなくUCH-L1タン
パク質のＮ末端領域にある１１のアミノ酸（配列番号７）を認識するポリクローナル抗体
が用い得る。ポリクローナル抗体は文献で利用できる公開された方法により製造しうる。
【００２７】
　本発明は配列番号１のアミノ酸配列を有するUCH-L1に対する基質を含む癌転移を診断す
るための組成物を提供する。
【００２８】
　UCH-L1に対する基質はユビキチニル化物質であり得る。好ましくはＵＢ－ＡＭＣ（ユビ
キチニル化アミノ－４－メチルクマリン）を使用し得る。
【００２９】
　UCH-L1酵素はUCH-L1によるＵＢ－ＡＭＣｎの加水分解時における蛍光を検出することに
より定量的に分析できる。
【００３０】
診断は、生体（癌細胞または組織のタンパク質抽出物）から得た試料物質に癌転移を診断
する組成物を添加することにより行いうる。
【００３１】
また本発明は次の工程を含む癌転移を診断する方法を提供する：
（ａ）哺乳動物の組織または細胞から発現させたタンパク質試料を得；
（ｂ）得られた試料をUCH-L1の基質と反応させ、蛍光を検出し、それによってUCH-L1の発
現を調べ、定量的分析を行う。
【００３２】
　本発明は、配列番号２の塩基配列を有するUCH-L1遺伝子に対するＰＣＲプライマーまた
はプローブを含む癌転移を診断する組成物も提供する。
【００３３】
　癌転移はUCH-L1遺伝子に対するプライマーを用いてＲＴ－ＰＣＲまたは定量的ＲＴ－Ｐ
ＣＲにより試験グループと正常グループの間のUCH-L1の発現レベルを比較することにより
診断しうる。また癌転移はUCH-L1遺伝子に対するプローブを用いて、ノーザンブロット分
析により試験グループと正常グループの間のUCH-L1の発現レベルを比較することにより診
断しうる。
【００３４】
　癌転移は、生体（癌細胞または組織から抽出したＲＮＡ）から得た材料を反応させ、（
ＲＴ－ＰＣＲ、定量的ＲＴ－ＰＣＲまたはノーザンブロッティングにより）試験グループ
と正常グループの間のUCH-L1の発現レベルを比較することにより診断しうる。
【００３５】
　本発明はまた、（ａ）哺乳動物の組織または細胞から発現したＲＮＡ試料を得；（ｂ）
UCH-L1用のプライマーまたはプローブと得られた試料を反応させ、それによって得られた
試料中のUCH-L1の発現を調べ、定量的分析を行うことにより癌転移を診断する方法を提供
する。
【００３６】
本発明はUCH-L1の阻害剤を含む癌転移を抑制するための阻害剤、癌転移を抑制するUCH-L1
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阻害剤の使用、UCH-L1を用いる癌転移の抑制方法を提供する。
【００３７】
　本発明による癌転移の阻害は癌転移の軽減および予防を含む。
【００３８】
　本発明の組成物は、患者にUCH-L1発現阻害剤を投与することにより癌転移の阻害のため
に用いられる。何故ならUCH-L1は癌細胞中で高度に発現されるからである。
【００３９】
　本発明はまた、癌転移を抑制する方法を提供し、その方法はUCH-L1の阻害剤を癌患者に
治療的有効量投与し、癌転移を抑制する。
【００４０】
　UCH-L1阻害剤はUCH-L1の発現を抑制するか、酵素活性を阻害する、特にｓｈＲＮＡｉ（
ショートヘアピンＲＮＡｉ）、当業界でUCH-L1阻害剤として知られるイサチンオキシム化
合物(Chem. Biol., 10(9):837-846, 2003;またはUCH-L1タンパク質のモノクローナル抗体
、またはＵＣＨ－Ｌ１のＮ末端領域における１１のアミノ酸に対するポリクローナル酵素
であり得る。
【００４１】
図１３はUCH-L1のｓｈＲＮＡｉの製造に用いられるレンチウイルスの模式図である。
【００４２】
　本発明においてはUCH-L1のｓｈＲＮＡは好ましくは配列番号８、９および１０のそれか
ら選択された１またはそれ以上である。
【００４３】
　配列番号３－６の塩基配列は、レンチウイルスベクターが発現ベクターとして用いられ
る場合に製造される。
【００４４】
　配列番号３は、スクランブル配列を含むレンチウイルスコントロールｓｈＲＮＡｉの塩
基配列である。
【００４５】
　配列番号４はヒトおよびマウスのｓｈＲＮＡｉにおける一般的な塩基配列を標的にする
ため製造したｓｈＲＮＡｉであり、発現ベクターとしてレンチウイルスを用いるUCH-L1の
ノックダウンを誘導するために用いる。
【００４６】
　配列番号５および６は発現ベクターとしてレンチウイルスを用いることによってマウス
での塩基配列を標的にするために作られたｓｈＲＮＡｉである。
【００４７】
　配列番号８はヒトおよびマウスにおいてUCH-L1発現を低下させるため、全てのさまざま
なｓｉＲＮＡ（スモールインタフェアレンスＲＮＡ）で利用できる重要な標的配列である
。
【００４８】
　配列番号９および１０はマウスにおけるUCH-L1発現を減少させるため、全てのさまざま
なｓｉＲＮＡ（スモールインタフェアレンスＲＮＡ）で利用できる重要な標的配列である
。
【００４９】
　予備実験によって、UCH-L1の発現レベルはヒトをベースにした配列における配列番号８
の領域を用いてｓｉＲＮＡが効果的に減少すること、マウスをベースにした配列における
配列番号８または１０の領域を用いてsiＲＮＡが効果的に減少する。ヒトおよびマウスの
塩基配列はClustal W 多重配列アライメントプログラムにおいて９５％のアミノ酸配列ホ
モロジーを示す。レンチウイルスを発現ベクターとして用いた場合、ＧＦＰまたはゼオシ
ン耐性遺伝子との共発現は細胞がレンチウイルスによって感染するかどうかNature genet
ics, Vol.33, March 2003によって確認できる。
【００５０】
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　本発明の一態様において、UCH-L1の発現を阻害するｓｈＲＮＡｉはマウスのメラノーマ
細胞中で発現しＲＮＡインターフェアレンス（ＲＮＡｉ）を起こし、UCH-L1の発現を阻害
する。該メラノーマ細胞でマウスの静脈にマイクロインジェクティングする時は肺への１
次転移を減少させる。
【００５１】
　本発明の癌転移を抑制する組成物は、１以上の抗癌剤を含み得る。UCH-L1タンパク質の
阻害剤または抗体反応、例えば
シクロホスアミド、アジリジン、アルキルアルコンスルホネート、ニトロソウレア、ダカ
ルバジン、カルボプラチン、シスプラチン等のアルキル化剤、マイトマイシンＣ、アント
ラサイクリン、ドキソルビシン（アドリアマイシン）等の抗生物質、メトトレキセート、
５－フルオロウラシル、サイタラビン等の抗代謝剤、ビンカアルカロイドおよびホルモン
等の植物由来薬剤等の当業者に周知の化学治療と共に用いうる。
【００５２】
　活性成分としてUCH-L1の阻害剤を含む本発明の組成物は、活性成分のほかに医薬的およ
び生理学的に受容しうる添加剤を用いることのよって製造できる。そのような添加剤は賦
形剤、崩壊剤、甘味料、結合剤、被覆剤、ブローイング剤、潤滑剤、グリダント、芳香剤
、可溶化剤等である。
【００５３】
　活性成分としてUCH-L1の阻害剤を含む本発明の組成物は、適当に医薬組成物に製剤化す
べき１以上の医薬的に許容し得る担体を活性成分の外に含んでもよい。
【００５４】
　液体製剤を製剤化するために、組成物は生体適合性を有し、滅菌されている、例えば食
塩水、滅菌水、リンゲル溶液、緩衝化食塩水、アルブミン注射液、デキストローズ溶液、
マルトデキストリン溶液、グリセロール、エタノール及びそれらの混合物、医薬的に許容
し得る担体を含む。もし必要なら、抗酸化剤、緩衝剤、バクテリオスタチック剤等の他の
一般的な添加剤を組成物に加えても良い。また希釈剤、分散剤、界面活性剤、バインダー
、潤滑剤をさらに加えることによって、組成物を溶液、懸濁液、乳濁液等の注射可能な形
、ピル、カプセル、顆粒、錠剤に製剤化しても良い。更に、本発明の組成物は従来の方法
またはRemington pharmaceutical Science Mack publishing company Easton PA0を用い
て、病気、成分に応じていかなる望ましい形に製剤化しても良い。
【００５５】
　本発明の組成物は、顆粒、粉末、被覆錠剤、錠剤、カプセル、坐剤、シロップ、ジュー
ス、懸濁液、乳濁液、ドロップ、注射可能な液体製剤、活性成分の徐放製剤等のいずれの
形に作っても良い。
【００５６】
　活性成分としてUCH-L1の阻害剤を含む本発明の組成物は静脈内、動脈内、腹膜内、筋肉
内、胸部内、経皮的、鼻腔内、吸入、局所、直腸、経口、眼、経皮導入を含む様々な経路
で従来の投与法に従って投与しうる。
【００５７】
　活性成分としてUCH-L1の阻害剤を含む本発明の組成物の用量は癌転移の抑制効果を誘導
するのに必要な活性成分の量または医薬組成物の量である。
【００５８】
従って、その用量は、病気の性質、患者の様態の重篤度、活性成分の含量、他の成分の性
質および含量、製剤のタイプ、患者の年齢、体重、健康状態、性別、食糧、用量時間、投
与ルート、組成物の分泌割合、処置時間、および他の共投与薬等の様々な要因により決定
できる。大人ではUCH-L1の阻害剤は１日当たり１回以上投与され、用量はｓｈＲＮＡｉの
場合好ましくは０．０１ｎｇ／ｋｇ－１０ｍｇ／ｋｇ、化合物の場合０．１ｎｇ／ｋｇ－
１０ｍｇ／ｋｇ、UCH-L1モノクローナル抗体の場合、０．１ｎｇ／ｋｇ－１０ｍｇ／ｋｇ
である。
【００５９】
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　本発明はUCH-L1遺伝子を含む癌転移阻害剤をスクリーニングする組成物、癌転移阻害剤
をスクリーニングするためのUCH-L1の使用、UCH-L1を使用する癌転移阻害剤をスクリーニ
ングする方法を提供する。
【００６０】
　本発明による組成物のUCH-L1遺伝子配列は配列番号２の部分または全体の塩基配列；お
よび配列番号２の多形を含む他の塩基配列番号から選択された１以上であり得る。更に、
癌転移阻害剤をスクリーニングする組成物はホームが原核および真核の発現ベクターシス
テムに含まれるUCH-L1遺伝子配列を含み得る。
【００６１】
　本発明はUCH-L1遺伝子を含む癌転移阻害剤をスクリーニングする組成物を用いて癌転移
阻害剤をスクリーニングする方法も提供する。
【００６２】
　本発明による癌転移阻害剤をスクリーニングする方法は：
UCH-L1遺伝子を含む癌転移阻害剤をスクリーニングするための組成物を、試験物質と接触
させ、次にその反応を調べ、試験物質が遺伝子の発現を抑制するか否か調べる。
【００６３】
　本発明によるスクリーニング方法で、UCH-L1遺伝子および本発明によるスクリーニング
法における試験材料の間の反応を確認するために、DNA-DNA、DNA-RNA、DNA-タンパク質、
またはDNA-化合物のケースの間の反応の形態で用いる従来の方法、例えば哺乳動物細胞と
材料を反応させた後に、遺伝子と試験材料間のインビトロ結合についてのハイブリダイゼ
ーション検出による遺伝子の発現速度を測定方法、レポーター遺伝子を細胞中に誘導する
UCH-L1遺伝子に結合させた後、試験材料と反応させることによりレポータータンパク質の
発現速度を測定する従来法を用いることが可能である。
【００６４】
　UCH-L1遺伝子に加えて、本発明の組成物は蒸留水または緩衝液を含み、核酸の構造を安
定に保つことが出来る。
【００６５】
　本発明はUCH-L1タンパク質を含む癌転移組織顔剤をスクリーニングする組成物、および
癌転位阻害剤をスクリーニングするためのUCH-L1タンパク質の使用、UCH-L1タンパク質を
用いる癌阻害剤をスクリーニングする方法を提供する。
【００６６】
　本発明による組成物のUCH-L1タンパク質は配列番号１の部分または全体の塩基配列、配
列番号２のポリモルフィズムを含む塩基配列から発現されたタンパク質のアミノ酸配列、
および等しい生理学的活性を有するポリペプチド断片から選択される１以上である。
【００６７】
　本発明によるスクリーニングのための組成物は癌転移促進に影響を及ぼすので、ｍRNA
への転写、またはUCH-L1遺伝子配列のタンパク質への翻訳を阻害するか、遺伝子転移阻害
剤としてのUCH-L1タンパク質の活性を阻害する物質をスクリーニングし選択することが可
能である
【００６８】
　本発明は標的材料としてUCH-L1遺伝子を含む転移阻害剤をスクリーニングするための組
成物を用いる癌転移阻害剤をスクリーニングする方法を提供する。
【００６９】
　本発明による癌転移阻害剤をスクリーニングする方法は以下の工程を含む：試験材料と
UCH-L1タンパク質を含む癌転移阻害剤をスクリーニングする組成物と接触させ、その反応
を調べ試験材料が組成物中に含まれるタンパク質の機能を高めるか、または抑制するか決
定する。
【００７０】
　本発明によるスクリーニングする方法において、UCH-L1タンパク質および問題の材料を
含む組成物間の反応を確認するために、DNA-DNA、DNA-RNA、DNA-タンパク質、またはDNA-
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化合物のケースで用いられる通常の方法、例えばUCH-L1遺伝子またはUCH-L1タンパク質を
試験材料とを反応させた後、活性を測定する方法、酵母ツーハイブリッド、UCH-L1タンパ
ク質と結合したファージディスプレイペプチドクローンのサーチ、天然の物質および化学
ライブラリー等を用いるハイスループットスクリーニング（HTS)、ドラッグヒットHTS、
細胞をベースにしたスクリーニングおよびDNAアレイを用いることが可能である。
【００７１】
　UCH-L1から発現したタンパク質に加え、本発明の組成物は緩衝液または反応溶液を含め
、タンパク質の構造または生理学的活性を安定に保つことが出来る。
【００７２】
　更に、本発明組成物はUCH-L1タンパク質を発現する細胞、または翻訳速度等を調節する
ことができるプロモーター下に発現するプラスミドを含む細胞を含むことが出来る。
【００７３】
　本発明によるスクリーニング方法において、試験材料は個々の核酸、タンパク質、いず
れかの抽出物、天然の物質または化合物からのものであり、それらは癌転移阻害剤可能性
を有するか、または、それらの間にランダムに選択すると推定される。
【００７４】
　本発明の図１８で、UCH-L1を用いる阻害剤をスクリーニングする方法の具体的な例を記
載する。５－１０ｎＭのUCH-L1酵素を、０－１,０００ｎＭのＵＢ－ＡＭＣ（基質）およ
び反応緩衝液（５０ｍＭ Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．６），０．５ｍＭ ＥＤＴＡ、０．
１ｍｇ／ｍLアルブミン、Ｗ／ＯまたはＷ／５ｍＭ ＤＴＴ)。UCH-L1阻害剤の候補材料を
それに同時に加え、酵素活性、酵素反応速度、およびＨＴＳ分析等の生化学的特性の分析
を行いUCH-L1阻害剤をスクリーニングする。
【００７５】
　本発明によるスクリーニング方法により得られた試験材料において、それは遺伝子の発
現またはタンパク質の機能を高め、または阻害する、前のケースの材料は癌転移阻害剤候
補物であり得る。後のケースの材料においては、遺伝子の発現またはタンパク質の機能を
阻害する材料について阻害剤を開発することにより癌転移阻害剤候補材料を発見すること
が可能である。
【００７６】
　今後は癌転移阻害剤のそのような候補は、癌転移阻害剤の開発において、リーディング
化合物として働き、それらの機能を阻害するためリーディング化合物はUCH-L1遺伝子また
はUCH-L1タンパク質構造を修飾し、または最適化し、それによって新しい癌転移阻害剤を
開発するであろう。
【００７７】
　この方法により得られた物質は、UCH-L1遺伝子またはUCH-L1タンパク質に部分的にまた
は完全に影響するので、癌転移およびUCH-L1遺伝子発現の阻害、UCH-L1タンパク質機能の
低下によりおこる他の病気を抑制する。
【００７８】
　遺伝子工学技術に関係する事項は、Sambrook,et al. Molecular Cloning, AS Laborato
ry Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (2001)
およびFrederick M． Ausubel etal. Current protocols in molecular biology, volume
1，2，3， John Wiley & Sons, Inc. (1994)に記載されたテキストから、より明確である
。
【００７９】
　本発明の利点と特徴、およびそれらを明らかにする方法は、詳細に記載されたから明確
であろう。しかしながら、本発明はそれらに限定されるものではなく、様々に例示され実
施されるであろう。次の実施例は当業者に本発明の開示を完全にし、本発明の範囲を示す
ことは自明である。そして本発明は特許請求の範囲のみにより定義されるであろう。
【発明の効果】
【００８０】
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　UCH-L1はそれらの発現レベルに従って癌侵襲を含む細胞移動をモジュレートするキー分
子である。従ってモノクローナル抗体およびポリクローナル抗体およびUCH-L1の基質を用
いて癌転移の診断に用いることが出来る。
【００８１】
　また癌転移はUCH-L1の発現の阻害、または酵素の活性の阻害により抑制出来る。従って
UCH-L1の阻害剤をスクリーニングし開発し、抗癌治療のアジュバンド薬品として用いるこ
とが出来る。
発明の態様
【実施例】
【００８２】
実施例１
癌転移、癌転移の抑制、UCH-L1を用いる癌転移の阻害剤のスクリーニング
１－１. 
癌転移に関連するタンパク質のスクリーニングと標的分子の同定
　癌転移に関連するタンパク質を同定するために我々は侵襲ポテンシャル有するＨ１５７
（扁平上皮細胞癌）、侵襲ポテンシャルを有さないＨ３５８（気管支肺胞癌）および正常
な肺細胞ラインとしてＷ１３８（ＶＡ－１３サブクローン２ＲＡ（線維芽細胞）のイント
ラまたはエクストラ細胞質画分で分化的に発現したタンパク質を分析した。Ｈ１５７，Ｈ
３５８，およびＷ１３８細胞を１０％（ｖ／ｖ）うし胎児血清（ＦＢＳ），１００単位／
ｍＬペニシリン、１００μｇ／ｍＬストレプトマイシン、３．７５μｇ重炭酸ナトリウム
および１０ｍＭ　ＨＥＰＥＳを補ったＲＰＭＩ－１６４０（２ｍＭのＬ－グルタミンによ
るｐＨ７．３）。
【００８３】
１－１－１）
Martigel(登録商標）でコートしたトランスウエルを用いる侵襲アッセイ
　細胞移動能力を調べるために、Martigel(登録商標）（Martigel, Becton Dickinson (B
D) company, Cat no. 354234）（これはEHS(Englebreth-Holm-Swarm))から抽出した再建
基部膜マトリックスである）コートしたトランスウエルを用いてインビトロで侵襲アッセ
イを行った。
【００８４】
　Martigel(登録商標）血清を含まない冷媒地で１ｍｇ／ｍＬ（最終濃度）まで４℃で希
釈した。トランスウエル侵襲チャンバーの上のチャンバー上で希釈したMartigel(登録商
標）（８０μｇ／μＬ）で被覆し、次に３７℃で１時間インキュベートした。トランスウ
エル侵襲チャンバーの下のチャンバーは１０％ＦＢＳを補った６００μＬのＲＰＭＩ－１
６４０で平衡のためインキュベートした。１時間後、被覆されないMartigel(登録商標）
血清を含まない培地でトランスウエルから除去した。
【００８５】
　Ｈ１５７，Ｈ３５８，およびＷ１３８細胞をトリプシンで収穫し、血清を含まない培地
に懸濁し、同じ量の細胞（１．０ｘ１０４細胞／ウエル、１５０μＬ）Martigel(登録商
標）で被覆したトランスウエルの上のチャンバーにそれぞれ播種し、３７℃で２４時間イ
ンキュベートした。トランスウエルの上のチャンバー中でインキュベートし、残りの細胞
を木綿のボールで除去した後、トランスウエルの下のチャンバーへ移動した細胞の数をホ
モサイトメーターを用いて計数する前に、細胞をクリスタルバイオレット（クリスタルバ
イオレット２．５ｇ、メタノール１２５ｍＬ，ｄ－Ｈ２０　３７５ｍＬ）で５分間染色し
、蒸留水で１分間３回洗浄した。データは３回の独立した実験から移動した平均細胞数±
Ｓ．Ｄ．として示した。
【００８６】
　図２に示すように、Ｈ１５７が最も侵襲的能力を有し、Ｗ１３８が次で、Ｈ３５８細胞
は肺癌細胞に属するが侵襲能力を有さない。
【００８７】



(12) JP 2009-517381 A 2009.4.30

10

20

30

40

50

１－１－２）
チモグラフィーを用いるMMP2およびMMP9の活性試験
　細胞移動とさまざまな癌細胞ライン中のＭＭＰｓの発現の間の関係を調べるためＭＭＰ
ｓの活性をチモグラフィーを用いて調べた。
【００８８】
　チモグラフィーはゼラチナーゼの活性を調べる方法である。タンパク質を、ゼラチンを
含むＳＤＳ－ＰＡＧＥで分離し、そのゲルを３７℃で１５－２０時間インキュベートした
。インキュベートしたゲル上の活性化されたＭＭＰ（ゲラチナーゼ）を有するバンドはク
ーマシーブルー染料に染まらなかった。なぜならゼラチンは活性化されたＭＭＰ（ゲラチ
ナーゼ）により加水分解されたからである。これらのバンドは陰性バンドと呼ぶ。
【００８９】
　Ｈ１３８，Ｈ３５８，およびＷ１５７細胞ライン中のＭＭＰの活性を調べるため、セル
ラインのタンパク質を抽出し、次にチモグラフィーを上の方法で行った。
【００９０】
　図３に示すように、ＷＩ－３８はＭＭＰ２の活性を有し、Ｈ３５８はＭＭＰ９の活性を
有する。しかしながらＨ１５７はＭＭＰ２およびＭＭＰ９の活性を有する。
【００９１】
　図２および３に示すように侵襲能力とＭＭＰの活性の間に関係があることが示唆される
。即ち、ＭＭＰとＭＭＰ９の活性を同時に有するＨ１５７細胞は大きい侵襲能力を有する
。一方、Ｈ３５８細胞およびＷ１３８細胞は侵襲能力が低く、たった１つのＭＭＰ活性を
有するのみである。ＭＭＰ９の活性を有するＨ３５８細胞は侵襲的でなく、ＭＭＰ２の活
性を有するＷ１３８細胞は、Ｈ１５７細胞より侵襲性が弱い。
【００９２】
　転移はそれによって腫瘍がそれが生じた一次器官か身体の他の部位に広がる課程である
。この課程において腫瘍細胞は規定膜と呼ばれるバリアを越えて侵襲することとが出来、
ＭＭＰのようなゼラチナーゼはバリアを進入するよう活性化しなければならない。これら
の課程と上の進入試験をベースにして、ＭＭＰ２活性が癌細胞の移動と進入に必要で、Ｍ
ＭＰ９はＭＭＰ２による癌細胞の移動と進入に付加的影響を有することが示唆された。癌
における細胞移動と進入はＭＭＰ９のみによって制御されているのではない。
【００９３】
１－１－３）
２Ｄゲル電気泳動およびＭＡＬＤＩ－ＴＯＰ質量分析
【００９４】
様々なセルラインにおいて分化的に発現するタンパク質を同定するために、２Ｄゲル電気
泳動を行った。
【００９５】
　２Ｄ―ＰＡＧＥはAmersham Pharmacia Biotech(USA)から得たストリップゲルを用いて
行った。タンパク質をそのｐＩに従ってストリップゲルに等電的にフォーカスし、次にそ
れらの分子量でＳＤＳ－ＰＡＧＥ上で分離した。
【００９６】
　Ｈ３５８およびＨ１５７細胞（１ｘ１０６細胞；１５０－２００μｇ）を、８．４Ｍ尿
素、２．４Ｍチオ尿素、５％ＣＨＡＰＳ，　５０ｍｍ　ＤＴＴ，１．６％５－７両性電解
質、０．４％の３～１０両性電解質、１ｍＭ　ＰＭＳＦ，５μｇ／ｍＬアプロチニン、１
０μｇ／ｍＬペプスタチンＡ，１０μｇ／ｍＬロイペピチンおよび１ｍＭＥＤＴＡを含む
第１次元サンプル緩衝液（３０μＬ）で室温で１時間溶解した。ｐＩによる細胞溶解液を
分離するためにリハイドレーション緩衝液（１２５μＬ；８Ｍ尿素、２％（ｗ／ｖ）ＣＨ
ＡＰＳ，０．５％ＩＰＧ緩衝液、１％ブロモフェノールブルー）をストリップホルダーに
加えた。溶解した細胞サンプルをそれに加え、次にストリップゲルをその上においた。水
分の蒸発を阻止するために１８０μＬの鉱油を加え、ストリップを２０℃で１２時間以上
再水和し、次にエレクトロフォーカスした。次のフォーカッシングプロトコールを用いた
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：１）５００Ｖ、１時間、２）１０００Ｖ、１時間；および３）８０００Ｖ、３時間。エ
レクトロホーカシングの後、ストリップを－７０℃に素早く貯え、分離したタンパク質が
拡散するのを妨げた。
【００９７】
　分子量によるタンパク質の分離（第２分離）のために、ストリップゲルを２０分間平衡
緩衝液（５０ｍＭトリス－ＨＣｌ（ｐＨ８．８）、６Ｍ尿素。３０％（ｖ／ｖ）グリセロ
ール、および２％（ｗ／ｖ）ＳＤＳ，１％ブロモフェノールブルー、１００ｍＭＤＴＴ）
とともに振とうした。
【００９８】
　２Ｄ－ＰＡＧＥ（上記方法）により同定すべき３つのセルライン（Ｈ１５７，Ｈ３５８
，Ｗ１３８）中の分化的に発現したタンパク質（スポット）を図４に示す。
【００９９】
　ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ質量分析を用いる分析のために、タンパク質を２Ｄ－ＰＡＧＥ上で
分離し、次にクーマシー染料で染色した。同定後、ゲル上のタンパク質（スポット）を削
り、エッペンドルフチューブ中に貯えた。削り取ったゲルは３０％メタノール（１ｍＬ）
中でホモジナイズし、次に３７℃で５分間インキュベートした。これらのゲルは２５ｍＭ
の重炭酸アンモニウム（ＮＨ４ＨＣＯ３）１００μＬ／５０％アセトニトリル溶液に１０
分間３度脱色し、１００％アセトニトリルで脱水し、Speed　Vac真空遠心を用いて完全に
乾燥した。２５ｍＭ　ＮＨ４ＨＣＯ３を含むトリプシン（１０μL、１０ｎｇ／ｍｌ）溶
液を乾燥したゲルに加え、室温で５－１０分間反応させ、引き続き４℃で３０分間乾燥し
た。次に２５ｍＭＮＨ４ＨＣＯ３２０μＬをそれに加えた。トリプシンおよび２５ｍＭ 
ＮＨ４ＨＣＯ３（２０μＬ）で処理したこれらのゲルを３７℃で１２－１６時間更にイン
キュベートした。ここに６０％アセトニトリルの３０μＬ／０．１％ＴＦＡ（１：１　ｖ
／ｖ）溶液を加えた。これらのゲルを３７℃で１０分間インキュベートした。上澄み３回
集め、次に２０μLの１００％アセトニトリルで処理し、最後にSpeed Vac真空遠心で乾燥
し、―７０℃で貯蔵した。
【０１００】
　濃縮し、乾燥した試料を１０μLの６０％アセトニトリル／０．１％TFA（１：１　ｖ／
ｖ）溶液に溶解し、２分間ソニケートした。つぎにこれらをマトリックス溶液（アセトニ
トリル中のαシアノ－４－ヒドロし乾燥した試料を１０μLの６０％アセトニトリル／０
．１％ＴＦＡキシシンナミックアシッド）／０．１％ＴＦＡ（１：１　ｖ／ｖ）、と混合
し（１：１　ｖ／ｖ）と１：１の割合で混合し、パレート上に置き、室温で乾燥した。質
量分析を窒素レーザー（３３７ｎｍ）を備えたＨＰＧ２０２５Ａ　ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ　
ＭＳ(Hewlett-Packard, Palo Alto, USA)で行った。イオン源からのアクセレレイト電圧
は２８ｋＶであり、スペクトルは外部基質Ｐ（ＭＨ＋＝１３４８．６Ｄａ）およびインス
リン（ＭＨ＋＝５７７８．６Ｄａ）を用いて定量化した。データを集めインターネットタ
ンパク質リソース（ＵＣＳＦ）「ＭＳ－Ｆｉｔ」（http://prospector.ucsf.edu/)プログ
ラムを用いて同定し,スペクトルを分析した。Ｉｍａｇｅ　Ｍａｓｔｅｒ２Ｄゲル分析ソ
フトウエア（Amersham pharmacia Biotech, USA)を定量のために用いた。
【０１０１】
　様々なセルライン中で上の方法を用いて分化的に発現したタンパク質は表１および図５
に示す。
【０１０２】
　UCH-L1は、Ｈ３５８肺癌セルラインと比較してＨ１５７セルラインで最も分化的に発現
したタンパク質の１つである。UCH-L1はプロテオミック分析を用いてH157細胞のintraお
よびextra細胞タンパク質で検出した。
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【表２】

【０１０３】
　上の結果はUCH-L1が癌転移に密接に関係するタンパク質であり得る可能性を示唆した
【０１０４】
１－２．
癌転移を制御する標的分子としてのUCH-L1の同定
１－２－１）
フラグタグで排他的に発現したWI３８セルラインの侵襲試験
　UCH-L1が癌細胞侵襲を制御する標的分子であるか否かを調べるために、我々はフラグタ
グとともに排他的に発現する正常な肺細胞セルラインＷ１３８の侵襲能力を調べた（UCH-
L1の完全長ｃDNAの配列番号２を含むｐFlag-CMV-2-UCH-L1, ｐFlag-CMV-2発現ベクター（
ｓｉｇｍａ　セイントルイス、ＵＳＡ））で、用量依存的（１，２，４，６μｇ）に、Ma
rtigel(登録商標）で被覆したトランスウエルを用いて排他的に発現させた。
【０１０５】
　優れた細胞移動能力を有するＨ１５７細胞をこの侵襲アッセイにおいて、正の対照とし
て用いた。図６に示すようにｐFlag-CMV-2-UCH-L1によるトランスフェクションは細胞移
動能力を増加させた。特に、フラグタグUCH-L1過剰発現するＷ１３８細胞は用量依存的に
細胞移動を顕著に増加した。
【０１０６】
１－２－２）
フラグタッグで排他的に発現したＨｅＬａ細胞の侵襲試験
　UCH-L1はＨｅｌａ中で発現しないが侵襲性である。Ｈｅｌａ細胞は用量依存的に（０．
５，１，２，および４μｇ）ｐFlag-CMV-2-UCH-L1で一時的にトランスフェクトした後に
、Ｈｅｌａ細胞移動能力が増加するか否か研究した。
【０１０７】
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　図７に示すように、UCH-L1を過発現するＨｅｌａ細胞の移動は対照細胞のそれに比べて
用量依存的に増加した。
【０１０８】
　この結果はUCH-L1が細胞移動を特異的に制御し、癌細胞侵襲性に役割を示すことを示唆
する。
【０１０９】
１－２－３）
UCH-L1のインターアクティングタンパク質の同定
Ａ．
免疫沈澱を用いたUCH-L1インターアクティングタンパク質の同定
　上の結果はUCH-L1は細胞移動を制御するキー物質であることを示唆する。UCH-L1細胞性
相互作用タンパク質を同定するために免疫沈澱を行った。
ＨＥＫ細胞をｐFlag-CMV-2-UCH-L1で一時的にトランスフェクトした後にUCH-L1の細胞性
相互作用タンパク質を同定するために免疫沈澱をおこなった
【０１１０】
ＨＥＫ２９３細胞をｐFlag-CMV-2-UCH-L1で一時的にトランスフェクトした後にUCH-L1の
相互作用タンパク質を免疫沈澱を用いることによりスクリーニングした。この結果は図８
に示す。ＨＥＫ２９３細胞においてそれらのｐＩ値に従い異なった運動性を有する５スポ
ット（１－５ｓポット）の検出により細胞中にUCH-L1の様々なイソ形があることが知られ
た。
【０１１１】
　酸化的ストレスによる様々なUCH-L1イソ形の相互作用タンパク質プロフィルを調べるた
めに、Ｈ２９３細胞をＨ２Ｏ２で処理した。Ｈ２Ｏ２で処理した細胞溶解物を免疫沈澱し
、対照細胞と比較して２Ｄ－ＰＡＧＥ（図８Ｂ）およびＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ　ＭＳにより
分析した。
【０１１２】
　表２は免疫沈澱およびＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ　ＭＳを用いてUCH-L1とともに相互作用タン
パク質として同定したタンパク質を示す。
【０１１３】
　表２に示すように、ベータアクチン、ＨＳＰ７０，ＥＲＫ等を細胞中のUCH-L1相互作用
タンパク質として同定した。UCH-L1は細胞形態に関連するタンパク質としてしられるベー
タアクチンおよびＥＲＫ等のタンパク質との相互作用を通じて細胞移動の制御に関与する
かも知れないことが示唆された。
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【表３】

【０１１４】
　表２に示した相互作用タンパク質を確認するためにベータアクチン、ＨＳＰ７０，ＥＲ
Ｋをそれらの抗体デウエスタンブロッティングを再び用いて相互作用タンパク質として同
定した（図９）。
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【０１１５】
Ｂ．
UCH-L1および細胞中のβアクチンの相互作用
　細胞の形態学的変化は細胞の運動と深く関係している。ベータアクチンは細胞形態に関
与している。少しのUCH-L1と共にＨ３５８細胞をｐFlag-CMV-2-UCH-L1で一時的にトラン
スフェクトしUCH-L1を過発現させた場合、その形態は著しく変化し、この形態学的変化は
細胞の移動能と密接に関連する。UCH-L1と細胞移動能の間の関係を確認するため、UCH-L1
とベータアクチンの亜細胞分布を少しのUCH-L1有するＨ３５８細胞中で調べた。
【０１１６】
Ｈ３５８細胞をｐFlag-CMV-2-UCH-L1で一時的にトランスフェクトし、次にアクチン染色
のためファロイジンフルオレセインイソチオシアネートと、次にアンチフラッグ抗体と、
そして次にUCH-L1染色のためテキサスレッドを結合した２次抗体とインキュベートした。
【０１１７】
　図１０に示すように共焦顕微鏡を用いてUCH-L1がベータアクチンと相互作用することは
証明された。具体的にはUCH-L1は全細胞質ではなく主に細胞膜でベータアクチンと共局在
する。その結果はUCH-L1は細胞移動能に影響する細胞形態のモジュレーションに関与する
ことを示唆した。
【０１１８】
　上の結果を基礎にしてUCH-L1が癌転移に必要な細胞移動に関連する標的タンパク質であ
ることが証明された。
【０１１９】
実施例２
UCH-L1特異的なＲＮＡｉを発現するＢ１６Ｆ１０マウスメラノーマ安定細胞中の細胞移動
の減少
　我々は動物モデルを用いて実験的転移によりUCH-L1が癌転移に関連するキーとなる標的
タンパク質であるか否か解明することを試みた。正常なＢ１６Ｆ１０マウスメラノーマ細
胞は非常に侵襲的であり、転移課程における最初の標的器官は肺である。レンチウイルス
をベースにしたシステムを用いて我々はUCH-L1をノックダウンしたＢ１６Ｆ１０安定細胞
を調製した。
【０１２０】
Ｂ１６Ｆ１０安定細胞を調製した後、我々は肺に対する転移が、Ｂ１６Ｆ１０安定細胞が
尻尾静脈に静脈内注射をされた場合減少するかどうか調べた。
【０１２１】
　図１１は動物モデルを用いて実験的転移についての模式図を示す。
【０１２２】
２－１
UCH-L1特異的なＲＮＡｉを発現するＢ１６Ｆ１０マウスメラノーマの調製
　Ｂ１６Ｆ１０マウスのメラノーマ細胞ラインにおけるUCH-L1の発現レベルを、UCH-L1を
過発現するＨ１５７肺癌セルラインのそれと、抗UCH-L1抗体で、ウエスタンブロッティン
グを用いることによって分析した。この結果は図１２に示す。UCH-L1はＢ１６Ｆ１０セル
ライン中でも発現されることが決定された
【０１２３】
　Ｂ１６Ｆ１０細胞（２．５ｘ１０５細胞、７０－８０％コンフルエンシー）を細胞培養
皿に播種した。２４時間後、これらの細胞を無関係なＲＮＡｉまたはＵＣＨ－Ｌ１特異的
なＲＮＡｉを発現するレンチウイルス（ＶＣＡ，Ｖectorcorea、IMC, Seoul)1mＬを感染
させた。配列特異的ｓｈRNAｉ（配列番号３，８，９，１０）を発現するレンチウイルス
５００μＬ（ウイルス力価　１ｘ１０７ＩＦＵ／ｍＬ）をＢ１６Ｆ１０細胞の２．５ｘ１
０５の感染に用いた。
【０１２４】
　ポリブレン（４－８mg／ｍＬ）をそれに加え、次に細胞培養皿を上下にゆっくり振とう
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した。６時間、３７℃、５％CO2下のインキュベーション後、ウイルススープを１０％FBS
をおぎなったRPMI-1640に変えた。B16F10細胞を２度最初の感染の後２４時間レンチウイ
ルスで２度感染した。しかしながら、第２の感染のインキュベーションは１２時間であり
、６時間では無かった。第２の感染後B16F10細胞をトリプシンで収穫し、細胞をRPMI-164
0で希釈することにより（１／１６希釈）他の皿でサブカルチャーした。
【０１２５】
　２４時間後、細胞を５μｇ／ｍLのZeocinを有する細胞培養培地で保持した。約１４日
の間、細胞培養培地を３日毎に同量のZeocinを含む新鮮な培地で変えた。Zeocinによる選
択の開始後、１４日目にZeocinに対する耐性を有する細胞のみが生き残り、これらの細胞
はコロニーがZeocinに対する耐性を有する細胞により形成された。コロニーになった細胞
を選択し、新鮮な培地で再サブカルチャーした。この方法により我々はUCH-L1発現の減少
した安定なセルラインを作ることが出来た。
【０１２６】
　図１４に示すようにUCH-L1特異的なRNAiを発現する安定なセルラインにおけるUCH-L1発
現レベルはウェスタンブロッティング分析により確認された。
【０１２７】
UCH-L1の発現はUCH-L1特異的なRNAi（ｈａについては配列番号８およびｍｂについては配
列番号１０）をＢ１６Ｆ１０安定な細胞（ｈａおよびｍｂ）において、正常なＢ１６Ｆ１
０細胞および無関係なＲＮＡｉ（対照、配列番号３）のそれと比べて減少した。しかしな
がら、UCH-L1発現はUCH-L1特異的なＲＮＡｉ（ｍａについて配列番号９）を発現するＢ１
６Ｆ１０において減少しなかった。レンチウイルス感染およびＲＮＡｉ発現は共発現ＧＦ
Ｐの検出のための共焦顕微鏡により確認された。
【０１２８】
　図１５はUCH-L1特異的なＲＮＡｉを発現する安定な細胞におけるレンチウイルスにより
発現されたＧＦＰがＦＡＣＳフローサイトメトリーを用いることにより確認されたことを
示す。ＧＦＰの発現レベルを用いて、特異な配列ＲＮＡｉ（ｈａ、ｍａ、およびｍｂ）を
発現する安定な細胞は同量のレンチウイルスで感染した、故に、２つの安定なセルライン
（ｈａおよびｍｂ）は動物の実験的転移のため選択された。この動物の実験転移は無関係
なＲＮＡｉ（対照）を発現する安定なセルラインを用いたそれと比べて、ｈａおよびｍｂ
安定セルラインで行われた。
【０１２９】
２－２
UCH-L1特異的なＲＮＡｉを発現するＢ１６Ｆ１０安定細胞を用いる癌転移の動物実験
　上述のように、UCH-L1発現ノックダウンＢ１６Ｆ１０の安定な細胞をゼオシンで選択し
た後、これらの細胞（１ｘ１０６）ＢＡＬＢ／Ｃヌードマウスの尾の静脈に単一注入した
。注入の１４日後、肺に対する転移を調べた、（対照セットのために、ＢＡＬＢ／Ｃマウ
スを無関係なＲＮＡｉを発現する同量のＢ１６Ｆ１０安定細胞を注入した（対照レンチウ
イルスベクター））。
【０１３０】
　図１６は注入後１４目の肺のイメージである。
【０１３１】
　図１６に示すようにUCH-L1発現ノックダウン細胞を注入したＢＡＬＢ／Ｃヌードマウス
（ｂおよびＣ）から削り取った肺のコロニーの数は対照ＢＡＬＢ／Ｃマウス（ａ）から削
り取った肺上のそれと比較して劇的に減少した。
【０１３２】
　図１７は解剖顕微鏡を用いて図１６に示した同じ肺表面の黒い球形のコロニー定量的結
果を示す。これらの結果は肺に対する転移が、転移能力を有する対照Ｂ１６Ｆ１０細胞と
比べてレンチウイルス感染によるUCH-L1特異的なＲＮＡｉを発現するＢ１６Ｆ１０安定細
胞で劇的に減少することを示唆する（ｈａにたいして９２％減少、ｍｂの場合６２％減少
）。
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【０１３３】
　これらの発現はUCH-L1は癌転移に必要な細胞移動のキーとなる制御剤であることを示唆
し、UCH-L1の抑制は癌侵襲および転移を阻害する可能な方法であることを示唆する。
【０１３４】
実施例３
UCH-L1を用いる癌転移に対する阻害剤のスクリーニング
　UCH-L1の発現またはヒドロラーゼ阻害するための化学薬品（癌転移の阻害剤）をスクリ
ーニングするために、ハイスループットスクリーニング（ＨＴＳ）を用いることが出来る
（図１８および１９）。
【０１３５】
　図１８に示すように、ユビキチン－ＡＭＣ（Ｕｂ－ＡＭＣ，ユビキチンの７－アミノ－
４－メチルクマリンＣ末端誘導体）はUCH-L1の人工的フルオロジェニック基質として用い
ることができる。UCH-L1の阻害剤としての「ヒット」はUCH-LによるＵｂ－ＡＭＣからの
フリーのＡＭＣ（蛍光強度比）の放出速度をモニターリングすることにより検出出来る。
【０１３６】
　詳細には、ＵＣＨ－Ｌ１（５～１０ｎＭ）およびＵｂ－ＡＭＣ（０～１０００ｎＭ）の
混合物を阻害剤として様々な候補化学品（様々な濃度）と、ＵＣＨアッセイ緩衝液（５０
ｍＭトリス－ＨCl（ｐＨ７．６）、０．５ｍM EDTA,０．１ｍｇ／ｍLアルブミン、５ｍM
ジチオスレイトールとともにまたはなしに反応させた時、比蛍光強度をモニターして、UC
H-L1ヒドロラーゼ活性およびUCH-L1酵素反応をHTS(Fig19)を用いて確認する（図１９）。
【０１３７】
　上に述べたように、HTSを用いて得たＵＣＨ－Ｌ１の阻害剤は癌転移の抑制用および予
防用組成物として用いることが出来る。
【図面の簡単な説明】
【０１３８】
【図１】異なった侵襲能力を有する２つの細胞ラインにおける侵襲に関連する標的タンパ
ク質を同定する全体のプロセスの模式図である。
【０１３９】
【図２】Martigel（登録商標）で被覆したトランスウエルを用いた異なる侵襲能力を有す
るW138,H358およびH157細胞の侵襲アッセイからの結果を示す。
【０１４０】
【図３】異なる侵襲能力を有するW138,H358およびH157細胞ゼラチナーゼ活性アッセイか
らの結果を示す。
【０１４１】
【図４】２ｄゲル電気泳動を用いる異なる侵襲能力を有する,H358およびH157癌細胞ライ
ンのイントラおよびエクストラ細胞タンパク質のプロテオミック分析を示す。
【０１４２】
【図５】W138,H358およびH157細胞ラインの発現レベル比を示す。
【０１４３】
【図６】pFlag-CMV-2-UCH-L1で一時的にトランスフェクトした、W138正常肺セルラインの
侵襲あっせいからの結果を示す。
【０１４４】
【図７】pFlag-CMV-2-UCH-L1で一時的にトランスフェクトしたUCH-L1が発現しないHela頚
部癌細胞ラインの侵襲アッセイからの結果を示す。
【０１４５】
【図８】免疫沈澱を用いてUCH-L1に対する結合タンパク質を同定するpFlag-CMV-2-UCH-L1
で一時的にトランスフェクトした２９３細胞ラインのプロテオミック分析を示す。
【０１４６】
【図９】図８表３に示すUCH-L1結合タンパク質を同定するためのコウベータ、抗HSP70,抗
ERKとのウエスタンブロッティング分析を示す。
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【図１０】共晶顕微鏡を用いたH358癌セルラインの細胞膜におけるフラッグタグUCH-L1お
よびベータアクチンの免疫蛍光分析を示す。
【０１４８】
【図１１】肺転移アッセイ（動物実験）の模式図を示す。
【０１４９】
【図１２】ウエスタンブロッティング分析を用いたＢ１６Ｆ１０マウスメァノーマ細胞ラ
インおよびＨ１５７ヒト肺癌細胞ラインにおけるUCH-L1のタンパク質発現レベルを示す。
【０１５０】
【図１３】ＵＣＨ－Ｌ１のｓｈＲＮＡｉを作るためのレンチウイルスをベースにしたシス
テムの模式図である。
【０１５１】
【図１４】UCH-L1特異的なＲＮＡいを発現するＨ１５７安定な細胞において減少したUCH-
L1発現を確認するための抗UCH-L1抗体を用いるウエスタンブロッティング分析を示す。
【０１５２】
【図１５】ＦＡＣＳフローサイトメトリーを用いたＵＣＨ－ｌ１特異的なＲＮＡｉを発現
するＨ１５７安定な細胞においてＧＦＰ発現レベルをＦＡＣＳ分析からの結果を示す。
【０１５３】
【図１６】無関係なＲＮＡｉまたはＵＣＨ－Ｌ１特異的ＲＮＡｉを発現するB16F10安定細
胞を注入したＢＡＬＢ／Ｃから摘出した、黒い球形コロニーを有するまたは有しない肺の
像であり、ゼオシン抗体で選択する（注入後１４日目）。
【０１５４】
【図１７】解剖顕微鏡を用いて計数した図１６に示す同じ肺表面の黒い球状のコロニーの
数を示す。
【０１５５】
【図１８】ＵＣＨ－Ｌ１酵素活性の阻害剤についてのハイスループットスクリーニング（
ＨＴＳ）の模式的ダイアグラムを示す。
【０１５６】
【図１９】ＵＣＨ－Ｌ１酵素活性の阻害剤についてのハイスループットスクリーニング（
ＨＴＳ）の模式的ダイアグラムを示す。
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