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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　患者から得られた生物学的サンプル中のＣＸＣＬ４Ｌ１遺伝子の発現レベルを決定する
ことを含む、該患者における膵癌および／または膵転移の検出を補助する方法。
【請求項２】
　患者から得られた生物学的サンプル中のＣＸＣＬ４Ｌ１遺伝子の発現レベルを決定する
ことを含む、膵癌を有する該患者における膵癌の病期の分類を補助する方法。
【請求項３】
　ＣＸＣＬ４Ｌ１遺伝子の発現レベルがＣＸＣＬ４Ｌ１　ｍＲＮＡの量を測定することに
より決定され、生物学的サンプルが組織サンプルである、請求項１または２記載の方法。
【請求項４】
　組織サンプルが膵腫瘍サンプルである請求項３記載の方法。
【請求項５】
　ＣＸＣＬ４Ｌ１遺伝子の発現レベルが患者から得られた生物学的サンプル中のＣＸＣＬ
４Ｌ１タンパク質の濃度を測定する事により決定される、請求項１または２記載の方法。
【請求項６】
　膵癌が膵臓腺癌である請求項１～５のいずれか一項記載の方法。
【請求項７】
　ＣＸＣＬ４Ｌ１の遺伝子又はタンパク質からなる、患者における膵癌を検出するための
バイオマーカー。
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【請求項８】
　膵癌の処置および／または膵転移の予防のための、細胞障害性薬剤または成長阻害剤の
ような抗癌剤に結合した抗ＣＸＣＬ４Ｌ１抗体。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　発明の属する分野：
　本発明は、患者における膵癌のバイオマーカーとしてのＣＸＣＬ４Ｌ１の使用に関する
。本発明はさらに膵癌の処置および／または膵転移の予防のための方法に関する。
【０００２】
　発明の背景
　膵癌は膵臓の悪性腫瘍である。毎年、アメリカ合衆国で約３５０００人がこの疾患で診
断され、ほぼ同数のヒトがこの疾患のために死亡する。ヨーロッパでは、６００００人以
上が毎年この癌のため診断される。それ故、膵癌は、すべての癌の中で最も高い致死率の
うちの１つを有し(Jemal et al., 2007)、それ故、この致死の病体に対する効果的な処置
を緊急に必要とする主要なヒトの健康問題となっている。
【０００３】
　血管新生は、毛細血管由来の新規血管形成を含み、この事象は一連の因子によって緊密
に制御されている。現在、大人におこる血管新生活性の多くが病理学的であると広く認識
されている。それ故、血管新生および浸潤は、癌のような疾患の進行に重要な役割を果た
す２つの密接に関連した過程である(Folkman, 1995)。特に、固形腫瘍および他の癌の拡
大は決定的に血管新生に依存し(Folkman, 1971)、抗血管新生の戦略を癌治療と結びつけ
る(Folkman, 2001)。一方で、浸潤は腫瘍量の局所的拡大および転移の拡大に要求される
。
【０００４】
　研究された因子の中には、ＣＸＣ－ケモカインファミリー（血小板因子４に対する古く
からの用語法でのＰＦ４）に属し、血小板または巨核球だけでなく単球、Ｔ細胞、血管平
滑筋細胞および内皮細胞を含む異なる他の細胞型においても合成されるＣＸＣＬ４がある
(Lasagni et al., 2007)。ＣＸＣＬ４またはそのＣ末端ドメイン（ＰＦ４／ＣＴＦ）由来
のペプチドはｉｎ　ｖｉｔｒｏ(Maione et al., 1990; Jouan et al., 1999; Hagedorn e
t al., 2001)およびｉｎ　ｖｉｖｏ(Maione et al., 1990; Sharpe et al., 1990; Haged
orn et al., 2001)で有意な抗血管新生活性を示す。それらは、ｉｎ　ｖｉｖｏで様々な
腫瘍の成長を抑制し(Tanaka et al., 1997; Maione et al., 1991)、転移を抑制する(Kol
ber et al., 1995)。この効果はそれらの抗血管新生作用に関連し、腫瘍細胞の増殖には
関連しない(Sharpe et al., 1990; Tanaka et al., 1997; Maione et al., 1991; Kolber
 et al., 1995)。ＣＸＣＬ４は、ｅｘ　ｖｉｖｏシステムにおいて抗血管新生作用を有す
ることが発見された最初の薬剤の一つである(Maione et al., 1990)が、ＣＸＣＬ４の抗
血管新生シグナルを伝達する特異的な受容体のメカニズムは未だほとんど理解されていな
い。分子の記載された他の効果の中には、特にＴ細胞に対する免疫調節性の機能がある(R
omagnani et al., 2005)。
【０００５】
　さらに、ＣＸＣＬ４Ｌ１と命名されたＣＸＣＬ４の新規の相同体は、１９８９年に同定
されたが、ごく最近でもこのケモカインの機能的特徴付けについてほとんどデータが報告
されていない。これは、血小板に発現しているが、平滑筋細胞および内皮細胞にも発現し
ている。近年この分子の分泌メカニズムが、ＣＸＣＬ４との比較で特徴づけられた(Lasag
ni et al., 2007)。ＣＸＣＬ４Ｌ１は、トランスフェクションされたＨＥＫ細胞の培地中
にかなりの量が見い出されるが、ＣＸＣＬ４は見い出されない。さらに、ＣＸＣＬ４Ｌ１
は非制御的様式で恒常的に排出されるようだが、ＣＸＣＬ４は有芯顆粒（ＤＣＧ）からの
放出を介して制御的な方法で排出される。これは、ＣＸＣＬ４Ｌ１が細胞からの排出およ
び拡散について大変異なるメカニズムを有することを示唆する。
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【０００６】
　また、ＣＸＣＬ４Ｌ１はＣＸＣＬ４よりもさらに効果的な血管新生の有力な阻害剤とし
て特徴づけられた。例えば、国際特許出願　国際公開公報第２００６／０２９４８７号は
、血管新生の予防および／または縮小のための、特に癌のような血管新生疾患または病理
学的血管新生を含む血管新生障害または血管新生疾患の、処置または予防のための、ＣＸ
ＣＬ４Ｌ１、フラグメント、ならびにＣＸＣＬ４Ｌ１およびＣＸＣＬ４Ｌ１のフラグメン
トの改変された型に関する。
【０００７】
　膵癌のこの根源的な治療の面と平行して、重要な必要性がそのような癌の診断にもある
。
【０００８】
　実際に、癌のバイオマーカー分野の主要なゴールは、初期の癌の検出をできるようにす
る非侵害性の試験の開発である。癌の初期の検出は、長期生存に重要であり、特に膵癌、
それは５％未満の５年生存率である世界中の癌死亡の主要な原因である、に関する。それ
故、部分的には、癌が通常初期には症状を引き起こさないこと、そして診断の時点では、
局所進行性または転移性の疾患を導いているため、膵癌と診断された患者は、典型的には
悪い予後である。膵癌は初期のステージにおいて無症状なので、ほとんどの患者は癌が膵
臓を超えて広がるまで診断されず、それが以前述べられているような低い長期生存率に大
い寄与する。
【０００９】
　しかしながら、膵癌を含むほとんどの固形腫瘍は初期に検出および処置されれば、しば
しば治癒できる。
【００１０】
　それ故、特に膵癌発生初期の間に膵癌を診断するための方法を開発するニーズが依然と
して存在している。
【００１１】
　発明の要約
　本発明は、患者の膵癌および／または膵転移を検出する方法に関し、該方法は、該患者
から得られた生物学的サンプル中のＣＸＣＬ４Ｌ１遺伝子の発現レベルを決定する事を含
む。
【００１２】
　本発明は、患者から得られた生物学的サンプル中のＣＸＣＬ４Ｌ１遺伝子の発現レベル
を決定する事を含む、膵癌を有する該患者における膵癌の病期分類のための方法にも関す
る。
【００１３】
　本発明は、患者における膵癌のバイオマーカーとしてのＣＸＣＬ４Ｌ１の使用にも関す
る。
【００１４】
　本発明は、膵癌の処置および／または膵臓の転移の予防のために細胞障害性薬物または
成長阻害剤のような抗癌剤に結合したＣＸＣＬ４Ｌ１特異的結合分子にも関する。
【００１５】
　発明の詳細な説明：
　本発明者は、ＣＸＣＬ４Ｌ１が、初期の正確な膵癌の検出およびＣＸＣＬ４Ｌ１遺伝子
の発現レベルと腫瘍のグレードの重症度との間の関連づけのために使用されうるという所
見を有する。
【００１６】
　定義：
　用語「ＣＸＣＬ４Ｌ１」は本明細書において使用される時、ＰＦ４ｖ１、ＰＦ４ｖａｒ
１、ＰＦ４ＡＬＴおよびＳＣＹＢ４Ｖ１を含むがそれらに限定されないすべての同義語を
含むことを意図する。この用語はそれ故、天然に生じるＣＸＣＬ４Ｌ１、ならびにその変
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異体および改変型を含む。用語「成熟ＣＸＣＬ４Ｌ１タンパク質」は、より長いプロペプ
チドのプロセシングにより得ることのできる７０アミノ酸の成熟ＣＸＣＬ４Ｌ１タンパク
質を意味する（アクセッションナンバー　ＮＰ＿００２６１１でＧｅｎＰｅｐｔデータベ
ースに提供される）。ＣＸＣＬ４Ｌ１をコードする代表的な天然のヌクレオチド配列はＧ
ｅｎＢａｎｋデータベースにアクセッションナンバーＮＭ＿００２６２０で提供される。
用語「ＣＸＣＬ４Ｌ１」はＣＸＣＬ４タンパク質の霊長類の天然の変異体も含むことにさ
らに注意されなければならない。例として、霊長類のＣＸＣＬ４Ｌ１タンパク質は、Ｇｅ
ｎＢａｎｋアクセッションナンバーＸＭ＿００１１０２９７１．１（アカゲザル）および
ＸＰ＿００１１５６１４６．１（チンパンジー）で提供される。
【００１７】
　本明細書において使用される時には、用語「ＣＸＣＬ４Ｌ１特異的結合分子」は、ＣＸ
ＣＬ４Ｌ１を選択的に認識できるために十分な大きさおよび複雑性を有する分子を意味す
ることを意図する。
【００１８】
　用語「抗ＣＸＣＬ４Ｌ１抗体」は選択的にＣＸＣＬ４Ｌ１を認識する抗体またはそのフ
ラグメントを意味する。
【００１９】
　本明細書おいて使用される時には、用語「膵癌」は、膵臓の細胞癌、特に膵臓腺癌（例
えば膵管腺癌）ならびに膵外分泌部の他の腫瘍（例えば重大な嚢胞腺腫）、腺房細胞癌お
よび（インスリノーマのような）膵臓の神経内分泌腫瘍を意味する。
【００２０】
　用語「膵転移」は、その技術分野での一般的な意味を有し、膵臓からの他の非隣接臓器
または非隣接部位への腫瘍の広がりを意味する。
【００２１】
　ＣＸＣＬ４Ｌ１を発現または過発現し、ＣＸＣＬ４Ｌ１阻害剤で処置できる膵転移の例
には、転移性の結腸、肺、膵臓、食道および前立腺の癌、メラノーマ、肝細胞癌ならびに
神経節またはリンパ節転移を含むがそれらに限定されない。
【００２２】
　本明細書おいて使用される時には、用語「規定値」は、一般的な対象の集団または選択
された対象の集団から得られた生物学的サンプル中のＣＸＣＬ４Ｌ１の量を意味する。例
えば、選択された集団は、以前に膵癌の存在を示す兆候または症状を有しなかった個体の
ような、明らかに健康な対象を含みうる。別の例では、規定値は、確立した膵癌を有する
対象から得られたＣＸＣＬ４Ｌ１の量であろう。規定値は、閾値または範囲であり得る。
規定値は、明らかに健康な対象と確立した膵癌を有する対象との間の比較計測に基づき確
立されうる。
【００２３】
　用語「患者」または「対象」は、本明細書において使用される時には、サル、チンパン
ジーおよびヒトを意味する。好ましくは本発明による患者はヒトである。
【００２４】
　用語「健康な対象」は、本明細書において使用される時には、既知の病気を患う事の全
くない、特に膵癌に罹患していない対象の集団を意味する。
【００２５】
　用語「生物学的サンプル」は、患者由来のすべての生物学的サンプルを意味する。その
ようなサンプルの例は、体液、組織、細胞サンプル、臓器、生検などを含む。所望の生物
学的サンプルは、膵腫瘍サンプルまたは生検である。所望の生物学的サンプルは、全血、
血清または血漿である。
【００２６】
　用語「バイオマーカー」は、本明細書において使用される時には、一般的に、分子、つ
まり遺伝子（または該遺伝子をコードする核酸）、タンパク質を意味し、患者由来の生物
学的サンプルにおけるその発現は、その技術分野における標準的な方法（および本明細書
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に開示されている方法）で検出でき、サンプルを得た患者の状態を予測しまたは表す。
【００２７】
　診断方法およびキット：
　本発明は、患者から得られた生物学的サンプル中のＣＸＣＬ４Ｌ１遺伝子の発現レベル
を決定する事を含む、該患者の膵癌および／または膵転移を検出する方法に関する。
【００２８】
　本発明は、患者から得られた生物学的サンプル中のＣＸＣＬ４Ｌ１遺伝子の発現レベル
を決定する事を含む、膵癌を有する患者の膵癌の病期分類のための方法にも関する。
【００２９】
　本発明はさらに、患者から得られた生物学的サンプル中のＣＸＣＬ４Ｌ１遺伝子の発現
レベルを決定すること、そして場合により、ＣＸＣＬ４Ｌ１遺伝子の発現レベルを、膵癌
の所定の病期を表す規定値と比較する事、規定値に対するＣＸＣＬ４Ｌ１遺伝子の発現レ
ベルが、膵癌の進行を示唆し、それ故処置の効率の程度を示唆することを含む、膵癌およ
び／または膵転移を罹患した患者のＣＸＣＬ４Ｌ１アンタゴニストでの処置をモニタリン
グする方法に関する。
【００３０】
　特定の態様において、患者は膵管腺癌のような膵癌を罹患している。
【００３１】
　特定の態様では、本発明の方法に従いＣＸＣＬ４Ｌ１遺伝子の発現レベルを決定する事
は、該患者から得られた生物学的サンプル中のＣＸＣＬ４Ｌ１をコードするｍＲＮＡの量
を決定する事によって実施される。
【００３２】
　膵腫瘍サンプルは所望のサンプルである。全ＲＮＡは、そこから簡単に抽出できる。細
胞または組織サンプルはその使用の前に、例えば核酸を入手可能にするために、処置され
うる。細胞またはタンパク質の溶解、核酸の濃縮または希釈の技術は当業者に公知である
。
【００３３】
　遺伝子の発現レベルの決定は、様々な技術によって実施できる。一般に、決定された発
現レベルは相対的な発現レベルである。
【００３４】
　さらに好ましくは、決定は、サンプルをプローブ、プライマーまたはリガンドのような
選択的試薬と接触させること、そしてそれによりもともとサンプル中にある対象となる核
酸の存在を検出または量を測定する事を含む。
【００３５】
　所望の態様において、発現レベルはｍＲＮＡの量を決定することにより決定されうる。
【００３６】
　ｍＲＮＡの量を検出する方法は、当業者に周知である。例えば、サンプル（例えば患者
から調製される生検）中に含まれる核酸は、最初に標準的な方法に従い、例えば、溶解酵
素または化学的溶液を用いて抽出されるか、または製造者の説明書に従い核酸結合レジン
によって抽出される。抽出されたｍＲＮＡは、それからハイブリダイゼーション（例えば
ノザンブロット分析）および／または増幅（例えばＲＴ－ＰＣＲ）により検出される。所
望の態様において、ＣＸＣＬ４Ｌ１遺伝子の発現レベルはＲＴ－ＰＣＲにより決定され、
好ましくは定量的または半定量的ＲＴ－ＰＣＲ、さらにもっと好ましくはリアルタイム定
量的または半定量的ＲＴ－ＰＣＲによって決定される。
【００３７】
　増幅の他の方法は、リガーゼ連鎖反応（ＬＣＲ）、転写介在増幅（ＴＭＡ）、鎖置換増
幅（ＳＤＡ）および核酸配列ベース増幅（ＮＡＳＢＡ）を含む。
【００３８】
　少なくとも１０ヌクレオチドを有し、本明細書において対象となるｍＲＮＡに対して配
列相補性または相同性を示す核酸は、ハイブリダイゼーションプローブまたは増幅プライ
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マーとして有用性がある。そのような核酸は、同一である必要はないが、典型的には相当
するサイズの相同領域に少なくとも約８０％の同一性、さらに好ましくは８５％の同一性
、さらにもっと好ましくは９０～９５％の同一性であることは理解される。特定の態様で
は、ハイブリダイゼーションを検出するために、検出可能な標識のような適切な手段と組
み合わせて核酸を使用する事は有利であろう。蛍光の、放射性の、酵素的な、または他の
リガンド（例えばアビジン／ビオチン）を含む多種多様の適切な指示薬が、当業者に公知
である。
【００３９】
　プローブは典型的に１０～１０００ヌクレオチドの長さの、例えば１０～８００の、さ
らに好ましくは１５～７００の、典型的には２０～５００の一本鎖核酸を含む。プライマ
ーは典型的には、増幅されるように、対象となる核酸に完全にまたはほぼ完全にマッチす
るように設計された、長さが１０～２５ヌクレオチドの、より短い一本鎖核酸である。プ
ローブおよびプライマーは、それらがハイブリダイズする核酸に特異的である、つまり、
それらは好ましくは高ストリンジェンシーハイブリダイゼーション条件下（最も高い融解
温度Ｔｍ、例えば、５０％ホルムアミド、５×または６×ＳＣＣ。ＳＣＣは、０．１５Ｍ
ＮａＣｌ、０．０１５Ｍクエン酸ナトリウムに対応する）で、ハイブリダイズする。
【００４０】
　上述の増幅および検出方法に使用される核酸プライマーまたはプローブは、キットとし
て構築されてもよい。そのようなキットには、コンセンサスプライマーおよび分子プロー
ブが含まれる。好ましいキットには、増幅がおこったかどうかを決定するために必要な成
分も含む。キットは例えばＰＣＲ緩衝液および酵素；ポジティブコントロール配列、反応
コントロールプライマー；および特異的な配列を増幅および検出するための説明書も含む
であろう。
【００４１】
　別の態様では、本発明の方法によるＣＸＣＬ４Ｌ１遺伝子の発現レベルの決定は、該患
者から得られた生物学的サンプル中のＣＸＣＬ４Ｌ１タンパク質の濃度を計測する事によ
り実施される。
【００４２】
　好ましい態様では、ＣＸＣＬ４Ｌ１タンパク質の濃度は、該患者から得られた血液サン
プル、血漿サンプルまたは血清サンプル中、計測される。いったん患者から生物学的サン
プルが調製されれば、ＣＸＣＬ４Ｌ１の濃度は当業者に公知のいずれかの方法により計測
できる。
【００４３】
　特定の態様では、そのような方法は、生物学的サンプルを、生物学的サンプル中存在す
るＣＸＣＬ４Ｌ１と選択的に相互作用できる結合パートナーと接触させることを含む。結
合パートナーはポリクローナルまたはモノクローナル、好ましくはモノクローナル抗体で
あり得る。別の態様では結合パートナーはアプタマーであり得る。
【００４４】
　本発明のポリクローナル抗体またはそのフラグメントは、特に、例えばブタ、ウシ、ウ
マ、ウサギ、ヤギ、ヒツジおよびマウスから選択される宿主動物に適切な抗原またはエピ
トープを投与する事により、既知の方法に従って産生できる。当業者に公知の様々なアジ
ュバンドが抗体産生を増強するために使用できる。本発明を実施するのに有用な抗体はポ
リクローナルであり得るが、モノクローナルが好ましい。
【００４５】
　本発明のモノクローナル抗体またはそのフラグメントは、培養下の継代細胞株により抗
体分子の産生を提供するいずれかの技術を用いて調製および単離できる。産生および単離
の技術は、もともとKohlerおよびMilstein（１９７５）に記載されたハイブリドーマの技
術；ヒトＢ細胞ハイブリドーマの技術(Cote et al., 1983)；およびＥＢＶハイブリドー
マの技術(Cole et al. 1985)を含むがそれらに限定されない。例えば文献ＴＷ５２６２６
９はＣＸＣＬ４Ｌ１に対するモノクローナル抗体を開示している。
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【００４６】
　あるいは、一本鎖抗体の産生に関して記載された技術（例えば米国特許第４，９４６，
７７８号を参照されたい）は、抗ＣＸＣＬ４Ｌ１一本鎖抗体を産生するために適応できる
。本発明を実施するのに有用な抗体は、完全な抗体分子のペプシン切断により産生できる
Ｆ（ａｂ'）２フラグメントおよびＦ（ａｂ'）２フラグメントのジスルフィド結合を還元
する事により産生できるＦａｂフラグメントを含むがそれらに限定されない抗ＣＸＣＬ４
Ｌ１フラグメントも含む。あるいは、Ｆａｂおよび／またはｓｃＦｖ発現ライブラリーが
、ＣＸＣＬ４Ｌ１に対する所望の特異性を有するフラグメントの素早い同定を可能にする
ために構築できる。例えば抗体のファージディスプレーが使用できる。そのような方法で
は、一本鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）またはＦａｂフラグメントが適切なバクテリオファージ、例
えばＭ１３の表面に発現される。手短かに言えば、タンパク質で免疫された適切な宿主、
例えばマウス、の脾臓細胞が取り除かれる。ＶＬおよびＶＨ鎖のコーディング領域はタン
パク質に対する所望の抗体を産生する細胞から得られる。これらのコーディング領域はそ
の後ファージ配列の末端に融合される。一度ファージが適当なキャリアー（例えば細菌）
に挿入されれば、ファージが抗体フラグメントを提示する。抗体のファージディスプレー
は当業者に既知のコンビナトリアル手法によっても提供できる。ファージにより提示され
た抗体フラグメントは、その後イムノアッセイの部分として使用してもよい。
【００４７】
　別の態様では、結合パートナーはアプタマーでもよい。アプタマーは分子認識の点から
抗体の代替に相当するクラスの分子である。アプタマーは、高いアフィニティーと特異性
を有する、実質的にすべてのクラスの標的分子を認識する能力のあるオリゴヌクレオチド
またはオリゴペプチド配列である。そのようなリガンドは、Tuerk C. 1997に記載されて
いるようなランダム配列ライブラリーからなる試験管内進化法（ＳＥＬＥＸ）を介して単
離できる。ランダム配列ライブラリーはＤＮＡのコンビナトリアル化学合成によって得ら
れる。このライブラリーにおいて、各メンバーは、最終的には化学的に改変される独特な
配列からなる直線的なオリゴマーである。このクラスの分子の可能な改変、使用および利
点は、Jayasena S.D., 1999に概説された。ペプチドアプタマーは、ツーハイブリッド法(
Colas et al., 1996)によりコンビナトリアルライブラリーから選択される、Ｅ．ｃｏｌ
ｉチオレドキシンＡのようなプラットフォームタンパク質に提示された構造的に制限され
た抗体可変領域からなる。
【００４８】
　抗体またはアプタマーのような本発明の結合パートナーは、蛍光分子、色の基質を産生
できる酵素、放射活性物質、または当業者に公知の他のいずれかの標識のような検出可能
な分子または物質で標識できる。一般的にシグナルを（直接的または間接的に）提供する
標識は当業者に公知である。
【００４９】
　本明細書において使用される時には、抗体に関して用語「標識された」は、放射活性剤
または蛍光（例えばフルオレセインイソチオシアネート（ＦＩＴＣ）またはフィコエリト
リン（ＰＥ）またはインドシアニン（Ｃｙ５））のような検出可能な物質を抗体またはア
プタマーにカップリングする（つまり物理的に結合する）ことによる抗体またはアプタマ
ーの直接的標識、および検出可能な物質との反応性によるプローブまたは抗体の間接的標
識（例えば西洋ワサビペルオキシダーゼ、ＨＲＰ）を含むことを意図する。本発明の抗体
またはアプタマーは当業者に公知のいずれかの方法により放射活性な分子で標識してもよ
い。例えば放射活性分子はＩ１２３、Ｉ１２４、Ｉｎ１１１、Ｒｅ１８６、Ｒｅ１８８な
どのシンチグラフィー研究のための放射活性原子を含むがそれらに限定されない。
【００５０】
　前述のアッセイは、一般的に、個体支持体中の結合パートナー（つまり抗体またはアプ
タマー）の結合を含む。本発明の実施に際し使用できる個体支持体はニトロセルロース（
例えば、膜またはマイクロタイターウェル形状）；ポリ塩化ビニル（例えばシートまたは
マイクロタイターウェル）；ポリスチレンラテックス（例えばビーズまたはマイクロタイ
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タープレート）；フッ化ポリビニリデン；ジアゾ化された紙；ナイロン膜；活性化ビーズ
；磁力的に応答するビーズなどのような基材を含む。
【００５１】
　特に、マイクロタイタープレートのウェルが一連の抗ＣＸＣＬ４Ｌ１抗体でコートされ
る、ＥＬＩＳＡ法を使用できる。ＣＸＣＬ４Ｌ１を含むまたは含む疑いのある生物学的サ
ンプルは、その後コートされたウェルに添加される。抗体－抗原複合体の形成ができるの
に十分なインキュベーション時間の後、プレートは非結合部分を除去するために洗浄でき
、検出可能に標識された二次的結合分子が添加される。二次的結合分子は、すべての捕獲
されたサンプルマーカータンパク質と反応するようにされ、プレートは洗浄され、当業者
に周知の方法を用いて二次的結合分子の存在が検出される。ＥＬＩＳＡの別の方法は、標
識されたＣＸＣＬ４Ｌ１の既知の量に加えてＣＸＣＬ４Ｌ１を含むまたは含む疑いのある
生物学的サンプルをコートされたウェルに添加することを含む。抗体－抗原複合体の形成
ならびに標識された分子と天然に生じる非標識分子との間の競合を可能にするのに十分な
インキュベーション時間の後、プレートは非結合部分を除去するために洗浄できる。例え
ばＨＲＰ結合ＣＸＣＬ４Ｌ１の結合により得られた標識の強度は、当業者に周知の方法を
用いて検出される。この設定では、一般的なＥＬＩＳＡよりも感度がより高く、標識の減
少がサンプル中に存在する天然の分子の量と関連する。ＨＲＰ結合ＣＸＣＬ４Ｌ１の場合
、ＨＲＰ基質の添加は検出を可能にする。色の検出は一般的に使用されるがインキュベー
ション時間が必要で、ところが、ルミノール由来の基質代替物は直接的（インキュベーシ
ョン時間がない）で非常に感度の高い検出を可能にする。
【００５２】
　ＣＸＣＬ４Ｌ１の濃度は、競合、直接的反応またはサンドイッチ型のアッセイの様なイ
ムノアッセイを含む一般的な免疫診断的技術を用いて計測できる。そのようなアッセイは
凝集試験；ＥＬＩＳＡのような酵素標識および酵素仲介イムノアッセイ；ビオチン／アビ
ジン型アッセイ；ラジオイムノアッセイ；免疫電気泳動；免疫沈降を含むがそれらに限定
されない。
【００５３】
　ＣＸＣＬ４Ｌ１の濃度を測定する事（イムノアッセイに基づく方法で、またはイムノア
ッセイに基づく方法なしに）は、化合物の分離も含みうる：疎水性に基づくＨＰＬＣ；大
きさに基づく分子ふるいクロマトグラフィー；および使用される特定の固相に対する化合
物のアフィニティーに基づく固相アフィニティー。分離した時点で、ＣＸＣＬ４Ｌ１は、
既知のその化合物の「分離プロファイル」例えば、保持時間に基づき同定でき、標準的な
技術を用いて測定できる。
【００５４】
　あるいは、分離された化合物は、例えば質量分析計によって検出および測定できる。
【００５５】
　特定の態様では、本発明の方法はさらに、ＣＸＣＬ４Ｌ１の濃度を既定の閾値と比較す
るステップを含みうる。該比較は膵癌を示す。ＣＸＣＬ４Ｌ１は膵癌発達の間、特に膵癌
発達初期の間に増加する。
【００５６】
　本発明の更なる面は、患者における膵癌および／または膵転移を検出するための方法に
関連し、該方法は、
（ｉ）該患者から得られた生物学的サンプル中のＣＸＣＬ４Ｌ１の濃度を測定し、
（ｉｉ）ステップ（ｉ）で測定されたＣＸＣＬ４Ｌ１の濃度を、膵癌に罹患していない対
象からの生物学的サンプル中のＣＸＣＬ４Ｌ１の濃度由来の参照値と比較し、ここで、該
患者から得られた生物学的サンプル中のＣＸＣＬ４Ｌ１の、該参照値と比較して増加した
レベルは、患者が膵癌に罹患していることを示す
のステップを含む。
【００５７】
　本発明のさらなる面は、患者における、膵癌、特に膵臓腺癌のバイオマーカーとしての
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ＣＸＣＬ４Ｌ１の使用に関する。
【００５８】
　本発明のさらなる面は、患者の膵癌を診断するためのＣＸＣＬ４Ｌ１検出キットの使用
に関する。
【００５９】
　本発明の治療法：
　本発明の別の面は、膵癌の処置および／または膵転移の予防のための方法および組成物
に関する。従って、本発明は、放射性同位体、化学療法剤または他の細胞障害性薬物（つ
まりＴＮＦα）を膵腫瘍に運搬するための腫瘍標的化剤として使用できるＣＸＣＬ４Ｌ１
特異的結合分子に関する。
【００６０】
　特定の態様では、ＣＸＣＬ４Ｌ１特異的結合分子は上述のアプタマーである。
【００６１】
　別の特定の態様では、ＣＸＣＬ４Ｌ１特異的結合分子は、上述の抗体または抗体フラグ
メントである。
【００６２】
　本発明によれば、該ＣＸＣＬ４Ｌ１特異的結合分子は、細胞障害性薬物または成長阻害
剤のような抗癌剤に結合されている。
【００６３】
　本明細書において使用される時には、「成長阻害剤」は細胞、特に膵癌細胞のｉｎ　ｖ
ｉｔｒｏまたはｉｎ　ｖｉｖｏでの、増殖を阻害する化合物または組成物を意味する。成
長阻害剤の例は、細胞サイクル進行を阻害する薬剤、例えば、Ｇ１停止およびＭ期停止を
誘導する薬剤を含む。古典的なＭ期遮断薬はビンカ（ビンクリスチンおよびビンブラスチ
ン）、タキサン、ならびにドキソルビシン、エピルビシン、ダウノルビシン、エトポシド
およびブレオマイシンのようなトポイソメラーゼＩＩ阻害剤を含む。Ｇ１を止めるこれら
の薬剤、例えば、タモキシフェン、プレドニゾン、ダカルバジン、メクロレタミン、シス
プラチン、メトトレキサートおよび５フルオロウラシルのようなＤＮＡアルキル化剤はＳ
期停止に波及もする。タキサン（パクリタキセルおよびドセタキセル）は両方ともイチイ
の木に由来する抗癌剤である。ヨーロッパイチイ由来のドセタキセル（ＴＡＸＯＴＥＲＥ
（登録商標）、Rhone-Poulenc Rorer）は、パクリタキセル（ＴＡＸＯＬ（登録商標）、B
ristol-Myers Squibb）の半合成類似体である。パクリタキセルおよびドセタキセルはチ
ューブリン二量体からの微小管の集合を促進し、脱重合の阻害により微小管を安定させ、
そしてそれは細胞における有糸分裂の阻害となる。
【００６４】
　用語「細胞障害性薬物」は、本明細書において使用される時には、細胞の機能を阻害も
しくは阻止するおよび／または細胞の破壊を引き起こす物質を意味する。その用語は、放
射活性アイソトープ（例えばＡｔ２１１、Ｉ１３１、Ｉ１２５、Ｙ９０、Ｒｅ１８６、Ｒ
ｅ１８８、Ｓｍ１５３、Ｂｉ２１２、Ｐ３２、およびＬｕの放射活性アイソトープ）、例
えばメトトレキサート、アドリアマイシン、ビンカアルカロイド（ビンクリスチン、ビン
ブラスチン、エトポシド）、ドキソルビシン、メルファラン、マイトマイシンＣ、クロラ
ムブシル、ダウノルビシンまたは他の挿入剤のような化学療法剤、核酸分解酵素のような
酵素およびそのフラグメント、抗生物質、ならびにそのフラグメントおよび／またはその
変異体を含む、例えばゲロニン、リシン、サポリンのような細菌、真菌、植物、または動
物起源の小分子毒素もしくは酵素的に活性な毒素のような毒素、ならびに以下に開示され
た様々な抗腫瘍または抗癌剤を含むことが意図される。他の細胞障害性薬物は以下に記載
されている。殺腫瘍性の薬剤は腫瘍細胞の破壊を引き起こす。
【００６５】
　本発明のＣＸＣＬ４Ｌ１特異的結合分子と細胞障害性薬物または成長阻害剤との結合は
、Ｎ－スクシンイミジル（２－ピリジルジチオ）プロピオネート（ＳＰＤＰ）、スクシン
イミジル（Ｎ－マレイミドメチル）シクロヘキサン－１－カルボキシラート、イミノチオ
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ラン（ＩＴ）、（アジプイミド酸ジメチルＨＣＬのような）イミドエステルの二機能性誘
導体、（スベリン酸ジサクシンイミジルのような）活性エステル、（グルタルアルデヒド
のような）アルデヒド、（ビス（ｐ－アジドベンゾイル）ヘキサンジアミンのような）ビ
スアジド化合物、（ビス（ｐ－ジアゾニウムベンゾイル）エチレンジアミンのような）ビ
スジアゾニウム誘導体、（トルエン２、６ジイソシアネートのような）ジイソシアナート
および（１，５ジフルオロ２，４ジニトロベンゼンのような）二活性フッ素化合物を含む
がそれらに限定されない、様々な二機能性タンパク質カップリング試薬を用いて作成でき
る。例えばリシン免疫毒素は、Vitetta et al（１９８７）に記載されるように調製でき
る。炭素標識された１－イソチオシアナートベンジルメチルジエチレントリアミンペンタ
酢酸（ＭＸ－ＤＴＰＡ）は、放射活性を与えられたヌクレオチドの抗体への結合のための
代表的なキレート剤である（国際公開公報第９４／１１０２６号）。
【００６６】
　リンカーは細胞障害性薬剤または成長阻害剤の細胞での放出を促進する「切断可能なリ
ンカー」であり得る。例えば、酸不安定リンカー、ペプチダーゼ感受性リンカー、感光性
リンカー、ジメチルリンカーまたはジスルフィド含有リンカー（例えば米国特許第５，２
０８，０２０号を参照されたい）が使用できる。
【００６７】
　あるいは、本発明のＣＸＣＬ４Ｌ１特異的結合分子（例えば抗体）および細胞障害性薬
物または成長阻害剤を含む融合タンパク質は、組み換え技術またはペプチド合成によって
作成される。ＤＮＡの部分は、互いに隣接しているか、または結合体の所望の特性を破壊
しないリンカーペプチドをコードする領域によって分離されている結合体の２つの部分を
コードする、それぞれの領域を含むであろう。
【００６８】
　ＣＸＣＬ４Ｌ１特異的結合分子は、プロドラッグ（例えば、ペプチジル化学療法剤、国
際公開公報第８１／０１１４５号を参照されたい）を活性な抗癌剤（例えば国際公開公報
第８８／０７３７８号および米国特許第４，９７５，２７８号を参照されたい）に変換す
るプロドラッグ活性化酵素と結合できる。酵素は、プロドラッグをより活性な細胞障害性
型に変換するための方法で、プロドラッグに作用できるいずれかの酵素を含む。本発明の
方法で有益な酵素は、リン酸塩を含むプロドラッグを遊離型薬剤に変換するために有益な
アルカリホスファターゼ；硫酸を含むプロドラッグを遊離型薬剤に変換するために有益な
アリルサルファターゼ；非毒性フルオロシトシンを抗癌剤、５－フルオロウラシルに変換
するために有益なシトシンデアミナーゼ；ペプチド含有プロドラッグを遊離薬剤に変換す
るために有益なセラチアプロテアーゼ、サーモリシン、スブチリシン、カルボキシペプチ
ダーゼならびに（カテプシンＢおよびＬのような）カテプシンのようなプロテアーゼ；Ｄ
－アミノ酸置換基を含むプロドラッグを変換するために有用なＤ－アラニルカルボキシペ
プチダーゼ；グリコシル化されたプロドラッグを遊離薬剤に変換するために有益なＯ－ガ
ラクトシダーゼおよびノイラミニダーゼのような炭水化物切断酵素；Ｐ－ラクタムで誘導
体化された薬剤を遊離薬剤に変換するために有益なＰ－ラクタマーゼ；ならびにアミン窒
素においてフェノキシアセチルまたはフェニルアセチル基で誘導体化された薬剤をおのお
の遊離薬剤に変換するために有用なペニシリンＶアミダーゼまたはペニシリンＧアミダー
ゼのようなペニシリンアミダーゼを含むがそれらに限定されない。酵素は、上述のヘテロ
二機能性の架橋試薬の使用のような、当業者に周知の技術によって、抗体に共有結合で結
合できる。
【００６９】
　本発明は、上述のようなＣＸＣＬ４Ｌ１特異的結合分子をそれを必要としている対象に
投与するステップを含む、膵癌を処置および／または膵転移を予防する方法にも関する。
【００７０】
　本発明の更なる面は、膵癌に罹患した患者を処置するための上述のようなＣＸＣＬ４Ｌ
１特異的結合分子に関し、該患者は上述のような方法で膵癌に罹患したと診断されている
。
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【００７１】
　本発明の更なる面は、それ故、膵癌に罹患している患者を処置するためのＣＸＣＬ４Ｌ
１特異的結合分子に関し、ここで該患者は一般的な集団または健康な対象から得られた規
定値より高いＣＸＣＬ４Ｌ１遺伝子の発現レベルを有する。
【００７２】
　上述のようなＣＸＣＬ４Ｌ１特異的結合分子は医薬組成物の形態で投与できる。
【００７３】
　好ましくは、該阻害剤は、治療上効果的な量投与される。「治療上効果的な量」によっ
て、すべての医学的処置に適応できる合理的な利益／リスク割合で膵癌を処置および／ま
たは膵転移を予防するための該ＣＸＣＬ４Ｌ１特異的結合分子の十分な量を意味する。
【００７４】
　本発明の化合物および組成物の毎日の使用量の全量が、妥当な医学的判断の範囲内で主
治医によって決定されることは理解できるであろう。すべての特定の患者に対する特定の
治療上効果的な投与量レベルは、処置される疾患および疾患の重症度；使用される特定の
化合物の活性；使用される特定の組成物、患者の年齢、体重、一般的な健康、性別および
食習慣；投与時間、投与経路および使用される特定の化合物の排出速度；処置の持続；使
用される特定のポリペプチドと組み合わせてまたは同時に使用される薬剤；ならびに医療
技術において周知の同様の因子を含む様々な因子に依存するであろう。例えば、所望の治
療効果を達成するのに必要とされる投与量よりも低いレベルで化合物の投与量を開始し、
所望の効果が達成されるまで徐々に投与量を増加させることは、十分に当業者の技能の範
囲内である。しかしながら、産物の毎日の投与量は、一日、大人一人当たり０．０１～１
０００mgの広い範囲を超えて変化しうる。好ましくは、組成物は、処置される患者に対す
る投与量の症状的調節のために０．０１、０．０５、０．１、０．５、１．０、２．５、
５．０、１０．０、１５．０、２５．０、５０．０、１００、２５０および５００mgの活
性成分を含む。薬物は、典型的には約０．０１mgから約５００mgの活性成分を含み、好ま
しくは、１mgから約１００mgの活性成分を含む。薬物の効果的な量は通常、一日、体重当
たり０．０００２mg/kgから約２０mg/kg、特に一日、体重当たり約０．００１mg/kgから
７mg/kgの投与量レベルで供給される。
【００７５】
　本発明は、さらに以下の図および実施例を背景に説明される。
【図面の簡単な説明】
【００７６】
【図１】ＣＸＣＬ４またはＣＸＣＬ４Ｌ１の系統樹。図にみられるように、分岐は進化の
最晩期に起こった。チンパンジー、サルおよびヒトのＣＸＣＬ４またはチンパンジー、サ
ルおよびヒト由来のＣＸＣＬ４Ｌ１はおのおの共にクラスター形成する。
【図２】ＣＸＣＬ４およびＣＸＣＬ４Ｌ１の異なるヒト組織における発現。遺伝子発現は
、各々の遺伝子に対する特異的なプライマーでの半定量的リアルタイムＰＣＲによって分
析され、ハウスキーピング遺伝子Ｓ１６の発現と比較された。
【図３】ＰＤＡＣ－ＣＡＭモデルにおけるｉｎ　ｖｉｔｒｏおよびｉｎ　ｖｉｖｏでのＣ
ＸＣＬ４およびＣＸＣＬ４Ｌ１のｍＲＮＡの発現分析。Ａ．ｉｎ　ｖｉｔｒｏでのＢｘＰ
Ｃ３細胞ならびにＴ１およびＴ６でのＰＤＡＣ－ＣＡＭモデルにおける、Ｓ１６の発現と
比較されたリアルタイムＰＣＲ発現分析。Ｔ１でのＣＸＣＬ４Ｌ１　ｍＲＮＡの相対的レ
ベルには任意に値１が与えられた。Ｂ．ＣＸＣＬ４Ｌ１またはＣＸＣＬ４リボプローブで
のＴ６　ＰＤＡＣ－ＣＡＭサンプルのパラフィン包埋切片におけるｉｎ　ｓｉｔｕハイブ
リダイゼーション。腫瘍結節は点線で区切られ（アスタリスク＊：陽性結節）、ＣＡＭ表
面は実線によって区切られた。スケールバーは５０μmである。
【図４】ＰＤＡＣ－ＣＡＭモデルにおけるＣＸＣＬ４Ｌ１タンパク質の発現分析。Ａ－Ｂ
．陽性腫瘍結節を示す、汎ＣＸＣＬ４Ｌ１／ＣＸＣＬ４抗体または特異的ＣＸＣＬ４抗体
各々でのＴ６パラフィン包埋切片の免疫標識（アスタリスク＊）。スケールバーは５０μ
m。Ｃ．ＣＡＭ腫瘍抽出物は、抗ＣＸＣＬ４／ＣＸＣＬ４Ｌ１抗体でインキュベーション
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された。免疫沈降物は、その後１０％ポリアクリルアミドゲル上で流され、トランスファ
ー後、特異的抗ＣＸＣＬ４Ｌ１抗体を用いてウエスタンブロットが実施された。ゲルは２
回の独立した実験の代表である。
【図５】マウス膵臓腺癌異種移植モデルにおけるＣＸＣＬ４Ｌ１の発現分析。汎ＣＸＣＬ
４／ＣＸＣＬ４Ｌ１抗体（Ａ－Ｃ）または特異的ＣＸＣＬ４抗体（Ｂ－Ｄ）での皮下原発
腫瘍（Ａ－Ｂ）および肺微小転移（Ｃ－Ｄ）のパラフィン包埋切片の免疫標識。挿入図は
、おのおのの微小転移の全体的視野を示す。スケールバーは５０μm。
【図６Ａ】ヒト膵臓組織におけるＣＸＣＬ４Ｌ１の発現分析。Ａ．リアルタイムＰＣＲに
より分析された２４人のヒト患者の膵臓腺癌サンプルにおけるＣＸＣＬ４Ｌ１の相対的発
現。ヒト腫瘍におけるＣＸＣＬ４Ｌ１発現は正常な膵臓での発現との比較で与えられる。
Ｂ－Ｃ．免疫標識は、ポリクローナルＣＸＣＬ４／ＣＸＣＬ４Ｌ１（Ｂ）またはＣＸＣＬ
４Ｌ１のみを認識するＭａｂｖ１（Ｃ）を用いて実施された。Ｂ．ＣＸＣＬ４／ＣＸＣＬ
４Ｌ１　Ｂ１－Ｂ２、コントロール；パネルＢ３－Ｂ７、異なるステージでの膵臓腺癌；
Ｂ８、神経節転移。Ｃ、Ｃ１－Ｃ３　正常な膵臓での弱いバックグラウンド染色、Ｃ４－
９膵癌における強い免疫反応性、Ｃ１０浸潤細胞における陽性、Ｃ１１脂肪組織における
浸潤細胞、Ｃ１２陽性リンパ節転移。
【図６Ｂ】ヒト膵臓組織におけるＣＸＣＬ４Ｌ１の発現分析。Ａ．リアルタイムＰＣＲに
より分析された２４人のヒト患者の膵臓腺癌サンプルにおけるＣＸＣＬ４Ｌ１の相対的発
現。ヒト腫瘍におけるＣＸＣＬ４Ｌ１発現は正常な膵臓での発現との比較で与えられる。
Ｂ－Ｃ．免疫標識は、ポリクローナルＣＸＣＬ４／ＣＸＣＬ４Ｌ１（Ｂ）またはＣＸＣＬ
４Ｌ１のみを認識するＭａｂｖ１（Ｃ）を用いて実施された。Ｂ．ＣＸＣＬ４／ＣＸＣＬ
４Ｌ１　Ｂ１－Ｂ２、コントロール；パネルＢ３－Ｂ７、異なるステージでの膵臓腺癌；
Ｂ８、神経節転移。Ｃ、Ｃ１－Ｃ３　正常な膵臓での弱いバックグラウンド染色、Ｃ４－
９膵癌における強い免疫反応性、Ｃ１０浸潤細胞における陽性、Ｃ１１脂肪組織における
浸潤細胞、Ｃ１２陽性リンパ節転移。
【図６Ｃ】ヒト膵臓組織におけるＣＸＣＬ４Ｌ１の発現分析。Ａ．リアルタイムＰＣＲに
より分析された２４人のヒト患者の膵臓腺癌サンプルにおけるＣＸＣＬ４Ｌ１の相対的発
現。ヒト腫瘍におけるＣＸＣＬ４Ｌ１発現は正常な膵臓での発現との比較で与えられる。
Ｂ－Ｃ．免疫標識は、ポリクローナルＣＸＣＬ４／ＣＸＣＬ４Ｌ１（Ｂ）またはＣＸＣＬ
４Ｌ１のみを認識するＭａｂｖ１（Ｃ）を用いて実施された。Ｂ．ＣＸＣＬ４／ＣＸＣＬ
４Ｌ１　Ｂ１－Ｂ２、コントロール；パネルＢ３－Ｂ７、異なるステージでの膵臓腺癌；
Ｂ８、神経節転移。Ｃ、Ｃ１－Ｃ３　正常な膵臓での弱いバックグラウンド染色、Ｃ４－
９膵癌における強い免疫反応性、Ｃ１０浸潤細胞における陽性、Ｃ１１脂肪組織における
浸潤細胞、Ｃ１２陽性リンパ節転移。
【図７Ａ】内皮細胞におけるＣＸＣＬ４Ｌ１の機能研究；Ａ－Ｂ．内皮細胞の増殖、移動
、浸潤における組み換えＧＳＴ－ＣＸＣＬ４（ＧＳＴ－ＰＦ４）およびＧＳＴ－ＣＸＣＬ
４Ｌ１（ＧＳＴ－ＰＦ４ｖ１）タンパク質の活性。ＢＡＥＣおよびＨＵＶＥＣ細胞はＦＧ
Ｆ２（１０ng/ml）および異なる濃度の組み換えタンパク質の存在下培養された。Ａ．４
８時間の刺激期間の後、細胞増殖は独自にＦＧＦ２で処理された細胞との比較により決定
された。ＩＣ５０：５０％の細胞増殖阻害を誘導するのに必要なタンパク質濃度；Ｉｍａ
ｘ：細胞増殖の完全な阻害に必要なタンパク質濃度。Ｂ．１８時間の刺激の後、ＢＥＡＣ
移動は最初の創傷から覆われた表面のパーセンテージによって決定される。結果は三つ組
みで実施された３回の独立した実験の平均±標準偏差である。Ｃ．ＨＵＶＥＣのＦＧＦ－
２誘導浸潤に対するＣＸＣＬ４Ｌ１およびＣＸＣＬ４の効果。左、浸潤細胞のイメージ；
右、定量化。
【図７Ｂ】Ａ－Ｂ．内皮細胞の増殖、移動、浸潤における組み換えＧＳＴ－ＣＸＣＬ４（
ＧＳＴ－ＰＦ４）およびＧＳＴ－ＣＸＣＬ４Ｌ１（ＧＳＴ－ＰＦ４ｖ１）タンパク質の活
性。ＢＡＥＣおよびＨＵＶＥＣ細胞はＦＧＦ２（１０ng/ml）および異なる濃度の組み換
えタンパク質の存在下培養された。Ａ．４８時間の刺激期間の後、細胞増殖は独自にＦＧ
Ｆ２で処理された細胞との比較により決定された。ＩＣ５０：５０％の細胞増殖阻害を誘
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導するのに必要なタンパク質濃度；Ｉｍａｘ：細胞増殖の完全な阻害に必要なタンパク質
濃度。Ｂ．１８時間の刺激の後、ＢＥＡＣ移動は最初の創傷から覆われた表面のパーセン
テージによって決定される。結果は三つ組みで実施された３回の独立した実験の平均±標
準偏差である。Ｃ．ＨＵＶＥＣのＦＧＦ－２誘導浸潤に対するＣＸＣＬ４Ｌ１およびＣＸ
ＣＬ４の効果。左、浸潤細胞のイメージ；右、定量化。
【図７Ｃ】Ａ－Ｂ．内皮細胞の増殖、移動、浸潤における組み換えＧＳＴ－ＣＸＣＬ４（
ＧＳＴ－ＰＦ４）およびＧＳＴ－ＣＸＣＬ４Ｌ１（ＧＳＴ－ＰＦ４ｖ１）タンパク質の活
性。ＢＡＥＣおよびＨＵＶＥＣ細胞はＦＧＦ２（１０ng/ml）および異なる濃度の組み換
えタンパク質の存在下培養された。Ａ．４８時間の刺激期間の後、細胞増殖は独自にＦＧ
Ｆ２で処理された細胞との比較により決定された。ＩＣ５０：５０％の細胞増殖阻害を誘
導するのに必要なタンパク質濃度；Ｉｍａｘ：細胞増殖の完全な阻害に必要なタンパク質
濃度。Ｂ．１８時間の刺激の後、ＢＥＡＣ移動は最初の創傷から覆われた表面のパーセン
テージによって決定される。結果は三つ組みで実施された３回の独立した実験の平均±標
準偏差である。Ｃ．ＨＵＶＥＣのＦＧＦ－２誘導浸潤に対するＣＸＣＬ４Ｌ１およびＣＸ
ＣＬ４の効果。左、浸潤細胞のイメージ；右、定量化。
【図８】膵癌細胞（ＢＸＰＣ３）におけるＣＸＣＬ４およびＣＸＣＬ４Ｌ１の効果　ＣＸ
ＣＬ４Ｌ１（ＰＦ４ｖ１）およびＣＸＣＬ４（ＰＦ４）の増殖および浸潤に対する効果。
Ａ、ヒト臍帯静脈上皮細胞（ＨＵＶＥＣ）の増殖に対する効果。Ｂ、Ｃ　ＨＵＶＥＣの浸
潤に対する効果。Ｂ、浸潤細胞のイメージ、Ｃ、浸潤の定量化。
【００７７】
　実施例：
　材料および方法
【００７８】
　細胞培養およびＰＤＡＣ－ＣＡＭモデル
　ヒト膵癌細胞系ＢｘＰＣ３およびウシ大動脈内皮細胞（ＢＡＥＣ）は１０％ウシ胎仔血
清、抗生物質（ペニシリン／ストレプトマイシン）およびＬ－グルタミンが追加されたＤ
ＭＥＭ１g/Lグルコース（Invitrogen, Cergy Pontoise, France）中培養された。ヒト臍
帯静脈上皮細胞（HUVEC, Lonza, Levallois-Perret, France）は、２％ＦＢＳを含むＥＧ
Ｍ－２　ＳｉｎｇｌｅＱｕｏｔｓ（Lonza）を追加されたＥＢＭ－２（Lonza）中維持され
た。培養は３７℃、５％Ｃ０２中インキュベーションされた。腫瘍細胞はDr.C.Susini（I
NSERM U531, Toulouse, France）からの快い贈り物であった。受精鶏卵（Gallus gallus)
(EARL Morizeau, Dangers, France）は、かつて記載された通り(Hagedorn et al., 2005)
取り扱われた。胎性期１０日（Ｅ１０）において、最終量４０μlの無血清培地に希釈さ
れた４００万のＢｘＰＣ３細胞は無傷のＣＡＭ表面に薄膜として沈着された。
【００７９】
　マウス異種移植片モデル
　メスのＲＡＧ－γ／ｃマウスはBordeaux 1 Universityの飼養施設（「Animalerie Mutu
alisee Bordeaux I」）に収容され、処置された。すべての動物の処置は施設のガイドラ
インに従って実施された。２０週令の年老いたマウス（ｎ＝２６）は、ケタミン（１５０
mg/kg）およびキシラジン（１５mg/kg）の腹腔内投与で麻酔され、皮下投与により１００
μlの無血清培地中の３．１０６　ＢｘＰＣ３細胞で異種移植された。
【００８０】
　ＲＮＡ抽出および逆転写反応
　細胞または瞬間凍結組織から、全ＲＮＡはＲＮｅａｓｙ　ｍｉｎｉ　ｋｉｔ（Qiagen, 
Courtaboeuf, France）を用いて抽出された。ＲＮＡの質および量はアガロースゲル電気
泳動および吸光度測定により評価された。第一鎖ｃＤＮＡは、Ｑｕａｎｔｉｔｅｃｔ　Ｒ
ｅｖｅｒｓｅ　Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ　ｋｉｔ（Qiagen）を用いて全ＲＮＡの１μ
gから調製された。
【００８１】
　リアルタイムＰＣＲ
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　リアルタイムＰＣＲは、ＳＹＢＲグリーン色素（ABgene, Courtaboeuf, France）を使
用しＭｘ３０００Ｐ　ｔｈｅｒｍｏｃｙｃｌｅｒ（Stratagene, La Jolla, CA）で実施さ
れた。ヒト特異的プライマーが設計され、Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ　Ｈｕｍａｎ　Ｒｅｆｅｒ
ｅｎｃｅ　ＲＮＡ（Stratagene）を用いて増幅効率が評価された。９０～１１０％の増幅
効率をもつプライマーペアのみが使用された。ＰＣＲの特異性は、増幅産物の解離曲線分
析およびアガロースゲル電気泳動により検証された。すべてのサンプルは３回の独立した
実験の最小値で試験された。
【００８２】
　ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション
　ＤＩＧ　ＣＸＣＬ４およびＣＸＣＬ４Ｌ１ヒトリボプローブは製造業者の説明書に従っ
て合成された（Roche RNA Labeling Kit(SP6/T7)-Roche）。つまり、ｐＣＲ２．１　ＴＯ
ＰＯ　ＣＸＣＬ４＿ＵＴＲおよびｐＣＲ２．１　ＴＯＰＯ　ＣＸＣＬ４Ｌ１＿ＵＴＲベク
ターはＸｈｏＩ（センスプローブ用）またはＢａｍＨＩ（アンチセンスプローブ用）酵素
切断により直鎖化された。転写後、ＤＮＡテンプレートは切断され（DNaseI Invitrogen
）、その後、リボプローブを塩化リチウムにより沈殿させた。
【００８３】
　ＢｘＰＣ３小結節を伴うＣＡＭは４℃、ＰＡＦ４％で一晩固定された。ＰＢＳで洗浄後
、組織は脱水され、その後パラフィン包埋された。ハイブリダイゼーションの前に、組織
切片は再脱水され、プロテイナーゼＫによって透過処理され、再度ＰＡＦ４％で固定され
た。パラフィン包埋ＣＡＭ切片は７０℃、ＣＸＣＬ４またはＣＸＣＬ４Ｌ１プローブで一
晩ハイブリダイゼーションされた。ネガティブコントロールとして、センスプローブでの
ハイブリダイゼーションが実施された。組織切片はヒツジ血清中インキュベーションされ
、洗浄され、抗ＤＩＧヒツジ抗体とインキュベーションされた。
【００８４】
　組織学的検査、免疫組織化学的検査
　パラフィン包埋組織は、７μm厚のミクロトーム切片に切断され、組織学的分析、転移
の局在および最も代表的な腫瘍領域の選択のためにヘマトキシリン－エオシンで染色され
た。使用された一次抗体は、ヤギ抗ヒトＣＸＣＬ４（PF4-AF-795, R&DSystem-Minneapoli
s）およびＣＸＣＬ４Ｌ１に対するマウスモノクローナル抗体（MabV1, clone 9E11-2D5-2
G1）である。この抗体の産生および特徴は他で報告されるであろう（Dubrac et al manus
cript in preparation）。対応する二次抗体は、抗ヤギまたは抗マウスＨＲＰ結合抗体（
Dakocytomation）である。イメージングはＮｉｋｏｎ　ＤＸＭ　Ｅｃｌｉｐｓｅ　Ｅ６０
０　ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅを用いて実施された。
【００８５】
　細胞増殖および細胞死アッセイ
　細胞の生存率はＷＳＴ－１アッセイによって評価された（Roche, Neuilly sur Seine C
edex, France）。アポトーシスの相対的存在量は、製造者の説明書に従って、カスパーゼ
３／７活性によって測定される（Apo-one homogeneous assay kit, Promega, Charbonnie
res, France）。両方の場合において、細胞は９６穴プレートに濃度１×１０４（ＨＵＶ
ＥＣ）または３×１０３（ＢxＰＣ３）細胞／ウェルで蒔かれ、一晩接着を可能にした。
完全培地は、ゲムシタビン（Laboratoire Lilly, Suresnes, France）および／またはＣ
ＸＣＬ４Ｌ１有りまたは無しの無血清培地で２４時間（ＨＵＶＥＣ）もしくは４８時間（
ＢxＰＣ３）置換された。すべてのアッセイは三つ組みのウェルで実施され、おのおのの
実験は３回繰り返された。
【００８６】
　遊走および浸潤アッセイ
　細胞遊走および浸潤アッセイは、２４穴培養プレートに設置された孔径８μmのＴｒａ
ｎｓｗｅｌｌ　ｍｅｍｂｒａｎｅ　ｆｉｌｔｅｒ（BD Biosciences、Le Pont-de-Claix, 
France）を用いて実施された。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ　ｍｅｍｂｒａｎｅの上部の表面は、
１００μg/mlのｇｒｏｗｔｈ　ｆａｃｔｏｒ－ｒｅｄｕｃｅｄ　Ｍａｔｒｉｇｅｌ　ｍａ
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ｔｒｉｘ（BD Biosciences）で被覆され、またはされなかった。その後、無血清培地中の
１×１０５細胞はおのおののＴｒａｎｓｗｅｌｌチャンバーに添加され、３７℃で、遊走
試験のために６時間、浸潤試験のために２４時間、化学遊走物質として下部のチャンバー
の無血清培地０、５％ＦＢＳにより、上部チャンバーの下側に遊走できるようにした。細
胞はメタノール３０％、酢酸１０％で１０分間固定され、クマシンブルー０、１％、メタ
ノール３０％、酢酸４０％で３分間着色された。膜の上部の表面の細胞は、綿棒で拭う事
により除去された。
【００８７】
　系統発生解析
　ＢＬＡＳＴでタンパク質のＲｅｆｓｅｑデータベースに対してＣＸＣＬ４（ＰＦ４）と
マッチするペプチドがサーチされ、ペプチド目録が引き出された。ハイライトされた配列
は、首尾よくヒトに対して戻った相互ＢＬＡＳＴの配列を示す。他の配列は対象となるた
めリストアップされた。ＣｌｕｓｔａｌＷプログラムは、すべての種においてＣＸＣＬ４
（ＰＦ４）およびＣＸＣＬ４Ｌ１（ＰＦ４Ｖ１）を示すことが見いだされた１２配列に対
し実施された。
【００８８】
　系統樹は、最適な樹を発見するために近隣結合法を用いて１０００のブートストラップ
を用いて構築された。ギャップのある部位は分析から除外され、アライメントは多重置換
に関して補正された。
【００８９】
　ヒト腫瘍サンプル
　ヒト腺癌サンプルはProf Martin Schilling(Klinik fur Allgemeine Chirurgie, Visze
ral-, Gefaeβ-und Kinderchirurgie, Homburg, Germany)によって提供された。新鮮な腫
瘍組織は外科手術中に得られ、直接的に液体窒素中瞬間凍結された。患者は診療所のガイ
ドラインに従って組織分析の前に同意した。
【００９０】
　結果
　ＣＸＣＬ４Ｌ１およびＣＸＣＬ４の系統発生解析
【００９１】
　ＣＸＣＬ４およびＣＸＣＬ４Ｌ１は相同性が高い。ＣＸＣＬ４との比較でのＣＸＣＬ４
Ｌ１の種の発現を分析するために、我々はＣＸＣＬ４／ＣＸＣＬ４Ｌ１とマッチするペプ
チドをタンパク質のＲｅｆｓｅｑデータベースに対してＢＬＡＳＴで検索した。ＣＸＣＬ
４Ｌ１はヒト、サルおよびチンパンジーでのみ発現している。注目すべきは、トリはＣＸ
ＣＬ４Ｌ１もＣＸＣＬ４も発現していないことである。
【００９２】
　我々は次にＣｌｕｓｔａｌＷプログラムを用いて、すべての種のＣＸＣＬ４およびＣＸ
ＣＬ４Ｌ１を表す１２個の配列について系統発生解析を実施し、最適な樹を発見するため
に近隣結合法を用い、１０００のブートストラップと系統樹を構築した（図１）。ギャッ
プのある部位は分析から除外され、アライメントは多重置換に関して修正された。分析か
らわかるように、ＣＸＣＬ４Ｌ１およびＣＸＣＬ４は、進化の最晩期、サル、チンパンジ
ーおよびヒトの共通の祖先のレベルで分岐した。
【００９３】
　ヒト組織におけるＣＸＣＬ４Ｌ１またはＣＸＣＬ４の発現
　複数のヒト組織のｍＲＮＡにおける定量的ＰＣＲはＣＸＣＬ４Ｌ１およびＣＸＣＬ４に
関して異なる発現プロファイルを示唆する（図２）。ＣＸＣＬ４Ｌ１が単に、胎児肝、結
腸およびある程度脾臓に発現する一方、ＣＸＣＬ４は脾臓に高度に発現している。正常な
ヒト膵臓は、有意にＣＸＣＬ４Ｌ１およびＣＸＣＬ４を発現しない。
【００９４】
　膵臓腺癌におけるＣＸＣＬ４Ｌ１またはＣＸＣＬ４の発現
　トランスクリプトームのプロファイリングはＰＤＡＣ－ＣＡＭモデルにおいてＣＸＣＬ
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４Ｌ１は同定するがＣＸＣＬ４を同定しない：ヒトＡｆｆｙｍｅｔｒｉｘまたはトリＡｆ
ｆｙｍｅｔｒｉｘマイクロアレーを用いたデュアルトランスクリプトーム分析は、トリ絨
毛尿膜へのＢｘＰＣ３細胞の移植の腫瘍１日目（Ｔ１）および腫瘍６日目（Ｔ６）の間（
胚発生のＥ１１およびＥ１６に対応する）に実施された。我々は、ＣＸＣＬ４ではなくＣ
ＸＣＬ４Ｌ１がＴ１と比較してＴ６に高度にアップレギュレーションされた（１４．６倍
増加）ことを明確に証明した。ＣＸＣＬ４Ｌ１はまたヒトＡｆｆｙｍｅｔｒｉｘアレイに
おいてのみ検出され、トリチップが使用された時、トリのオルソログは存在しなかった。
この事は、ｉｎ　ｖｉｖｏで腫瘍発生の間、ＣＸＣＬ４Ｌ１が腫瘍細胞において誘導され
る事を示唆した。
【００９５】
　実験的膵臓腺癌におけるＣＸＣＬ４Ｌ１またはＣＸＣＬ４の発現分析：この主張を強固
にするために、我々はまず実験的膵臓腺癌モデルにおける特異的な発現を確認するために
、ＣＸＣＬ４Ｌ１およびＣＸＣＬ４に特異的なプライマーを用いてリアルタイムＰＣＲを
実施した。トランスクリプトームの分析にみられるように、ｑＰＣＲ分析は、Ｔ１腫瘍と
比較した時、Ｔ６腫瘍において高度のアップレギュレーション（９．６５倍）を明らかに
した。培養中のＢｘＰＣ３細胞には、発現は見られなかった（図３Ａ）。
【００９６】
　我々はその後、ケモカインのいずれか一種を認識する特異的プローブを用いて、ＣＸＣ
Ｌ４との比較により、ＣＸＣＬ４Ｌ１の発現をｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーションで
調べた（図３Ｂ）。ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーションはＣＸＣＬ４ではなくＣＸＣ
Ｌ４Ｌ１のみがＴ６腫瘍において発現していることを明確に示した。
【００９７】
　我々は次にＰＤＡＣ－ＣＡＭモデルの我々の実験的膵臓腫瘍中のタンパク質の発現を調
べた。ヒトＣＸＣＬ４またはＣＸＣＬ４Ｌ１のみを認識する特異的なポリクローナルまた
はモノクローナル抗体を用いたＣＸＣＬ４Ｌ１の免疫局在は、Ｔ６腫瘍に有意な免疫反応
性を示す（図４Ａ）が、ＢｘＰＣ３細胞には示さない（データ不掲載）。さらに、特異的
なモノクローナル抗ＣＸＣＬ４Ｌ１抗体（ＭＡＢｖ１）は、ＣＡＭ中の膵臓小結節におい
てＣＸＣＬ４Ｌ１を明瞭に検出する（図４Ｂ）。
【００９８】
　さらに、我々はＣＸＣＬ４およびＣＸＣＬ４Ｌ１の両方と相互作用できるモノクローナ
ルまたはポリクローナル抗体を用いたウエスタンブロットにおいて７ｋＤａの有意な免疫
反応性を検出した。さらに、特異的モノクローナル抗ＣＸＣＬ４Ｌ１抗体（ＭＡＢｖ１）
を用いた時、有意なＣＸＣＬ４Ｌ１免疫反応性が検出された（図４Ｃ）。
【００９９】
　まとめると、これらのデータは、ＣＸＣＬ４ではなくＣＸＣＬ４Ｌ１がトリ絨毛尿膜上
に成長する膵腫瘍において高度に過発現していることを示唆する。
【０１００】
　膵癌のマウスモデルにおける発現分析：ＣＸＣＬ４Ｌ１のアップレギュレーションはト
リ胎性モデルに特異的ではないことを確認するために、ＢxＰＣ３細胞は最初にＲＡＧ～g
/cマウスの皮下に移植され、原発腫瘍または肺転移が移植後１０週間で分析された。組織
はその後ヒトＣＸＣＬ４Ｌ１またはＣＸＣＬ４に対する抗体を用いたｑＰＣＲまたは免疫
組織化学的検査により分析された。ｑＰＣＲ分析は、ＣＸＣＬ４ではなくＣＸＣＬ４Ｌ１
が腫瘍サンプル中に発現している事を明確に示唆する。図５Ａに見られるように、我々は
次に両方の型を認識するパンＣＸＣＬ４Ｌ１／ＣＸＣＬ４抗体を用いた免疫組織化学的検
査を実施した。我々は、原発腫瘍および肺転移の両方において陽性の免疫反応性を明瞭に
検出した。この抗体はヒトＣＸＣＬ４／ＣＸＣＬ４Ｌ１に特異的であり、マウスＣＸＣＬ
４と交差反応しない。我々は次に、我々のＣＸＣＬ４Ｌ１に特異的なモノクローナル抗体
を用いて免疫組織化学的検査を実施した。再び、我々は、原発腫瘍および肺転移の両方に
おいて陽性の免疫反応性を明瞭に検出した（図５Ｂ）。これらの結果は、この腫瘍モデル
における原発腫瘍および肺転移の両方においてＣＸＣＬ４Ｌ１が有意に発現していること
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を示唆する。
【０１０１】
　ヒト腫瘍サンプル中のＣＸＣＬ４／ＣＸＣＬ４Ｌ１の発現分析：膵腫瘍中のＣＸＣＬ４
Ｌ１の発現を確認するために、ＲＮＡは２４人の腺癌患者サンプルから単離され、特異的
なプライマーを用いたｑＰＣＲが正常な膵臓との比較により実施された（図６Ａ）。ＣＸ
ＣＬ４Ｌ１ｍＲＮＡの発現はすべての試験された膵腫瘍で検出され、２３／２４サンプル
において様々な過発現レベルで（平均値＋５．０）過発現した。我々はＣＸＣＬ４に対す
る特異的なプライマーとｑＰＣＲも実施した。患者由来の腫瘍サンプルにＣＸＣＬ４の発
現は検出できなかった。これらの結果は異なる患者のサブグループを反映するであろう、
ヒト膵癌中での不均一なＣＸＣＬ４Ｌ１の過発現を示唆する。
【０１０２】
　我々は次に、ヒトＣＸＣＬ４／ＣＸＣＬ４Ｌ１に特異的な抗体を用いて膵腫瘍サンプル
の免疫組織学的分析を実施した（図６Ｂ及び６Ｃ）。我々は、ポリクローナル抗ＣＸＣＬ
４／ＣＸＣＬ４Ｌ１抗体（図６Ｂ）または特異的モノクローナル抗体ＭＡＢｖ１（図６Ｃ
）の両方で、正常ヒト膵臓ではなく膵腫瘍サンプルにおける免疫反応性を明確に証明した
。驚くべき事に腫瘍のグレードの重症度と共に免疫反応性が上昇し、最も弱い染色をグレ
ード１において、最も強い染色をグレード３の腫瘍において示した。この事は、ＣＸＣＬ
４Ｌ１が膵臓腺癌において高度に過発現されている事、および発現が組織学的グレードの
上昇と共に上昇する事を示唆する。
【０１０３】
　膵癌におけるＣＸＣＬ４Ｌ１またはＣＸＣＬ４の機能研究
　ＣＸＣＬ４Ｌ１およびＣＸＣＬ４の組み換えタンパク質はＧＳＴ融合タンパク質として
相当量精製された。プロテアーゼの切り取りによるＧＳＴの除去は、生物学的活性に対す
る有意な効果を有さず、切り取りを不必要にする。
【０１０４】
　ＣＸＣＬ４と比較してＣＸＣＬ４Ｌ１の活性を試験するために、ＢxＰＣ３細胞または
ＨＵＶＥＣ細胞は、これらの分子の増加する濃度で刺激され、増殖が測定された。ＣＸＣ
Ｌ４Ｌ１は、文献に報告されているのと同様に、ＣＸＣＬ４よりも内皮細胞増殖にかなり
強い効果（４３倍高い）を示した（図７Ａ）。しかしながら、両方のケモカインの効果は
ＢxＰＣ３細胞において認められなかった（図８）。我々は、さらにボイデンチャンバー
遊走アッセイを用いて、遊走および浸潤に対するＣＸＣＬ４Ｌ１またはＣＸＣＬ４の効果
を研究した。再び、内皮細胞遊走および浸潤は有意に阻害されたが、ＢxＰＣ３細胞の遊
走は阻害されなかった（図７Ｂ、Ｃ；図８Ｂ、Ｃ）。
【０１０５】
　考察
　ＣＸＣＬ４Ｌ１はヒト、サルおよびチンパンジーにのみ発現し、進化の最晩期にＣＸＣ
Ｌ４から分岐する。腸、肝臓および脾臓を含む複数のヒト組織は、ＣＸＣＬ４Ｌ１および
ＣＸＣＬ４を発現するが、正常膵臓組織は、このケモカインの弱い発現を示すか全く発現
しないことを示す。しかしながらＣＸＣＬ４ではなくＣＸＣＬ４Ｌ１が膵癌において有意
に過発現し、新規のバイオマーカーに相当する。この事は下記の観察に基づく：
（１）ｑＰＣＲまたはｉｎ　ｓｉｔｕ　ハイブリダイゼーションとの組み合わせによるト
ランスクリプトーム分析は、ヒト膵臓腺癌細胞がトリ絨毛尿膜に移植される時、有意なレ
ベルのＣＸＣＬ４Ｌ１　ｍＲＮＡを発現するが、ＣＸＣＬ４のｍＲＮＡは発現しない事を
示唆する。
（２）抗ヒトＣＸＣＬ４Ｌ１／ＣＸＣＬ４または特異的なモノクローナル抗ＣＸＣＬ４Ｌ
１抗体（Ｍａｂｖ１）を用いた免疫局在性は、トリＣＡＭに移植される時、腫瘍細胞にお
いて強い免疫反応性を証明する。
（３）マウスに移植後の原発膵腫瘍は、ＣＸＣＬ４Ｌ１　ｍＲＮＡを発現し、原発腫瘍お
よび転移性腫瘍細胞も陽性の免疫反応性を示す。
（４）ヒト患者由来の膵臓腺癌サンプルはＣＸＣＬ４Ｌ１　ｍＲＮＡのみを発現し、ＣＸ
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ＣＬ４　ｍＲＮＡは発現せず、強い陽性の免疫反応性を示す。
（５）膵臓腺癌細胞ではなく内皮細胞が外来性ＣＸＣＬ４Ｌ１に応答することは、膵腫瘍
発生においてＣＸＣＬ４Ｌ１の活性のパラクリンモードを示唆する。さらに、我々の結果
は、培養液中の膵臓腺癌細胞がＣＸＣＬ４Ｌ１もＣＸＣＬ４も発現しないので、ＣＸＣＬ
４Ｌ１発現のアップレギュレーションは特異的な腫瘍－宿主相互作用によるということを
示唆する。
【０１０６】
　ＣＸＣＬ４Ｌ１は、シグナル配列をコードするアミノ末端に３４％のみの違いを有し、
残りの配列に４．３％の違いが認められるＣＸＣＬ４に対して密接に相同なケモカインで
ある。血小板精製ＣＸＣＬ４Ｌ１は細胞遊走においてＣＸＣＬ４よりも少なくとも５０倍
強力である事が示された（Stryuf et al. 2004）。我々のデータでは、組み換えＣＸＣＬ
４Ｌ１は内皮細胞増殖の阻害においてＣＸＣＬ４よりも５０倍より強力であるが、内皮細
胞遊走の阻害においてＣＸＣＬ４よりも１００倍より強力である。さらに、腫瘍発生の阻
害が肺において認められ、メラノーマ細胞腫細胞はＣＸＣＬ４Ｌ１により阻害される(Str
uyf et al., 2007)。さらに、かつてＣＸＣＬ４Ｌ１とＣＸＣＬ４の分泌およびプロセシ
ングは異なるという事が示された(Lasagni et al., 2007)。ＣＸＣＬ４が有芯顆粒からＰ
ＫＣ制御経路を介して制御された方法で排出される一方、ＣＸＣＬ４Ｌ１はＰＫＣを介し
て制御されず、構成的に分泌される。さらに、ＣＸＣＬ４Ｌ１またはＣＸＣＬ４は血小板
－巨核球系に発現するだけでなく炎症性細胞（Ｔ細胞、白血球、単球）、血管および冠状
動脈平滑筋細胞ならびに内皮細胞にも発現する(Lasagni et al., 2007)。これらの結果は
、ＣＸＣＬ４Ｌ１が血管形成において調節機能を有するかもしれないことを示唆する。
【０１０７】
　実験室で、我々は最初に神経膠腫の浸潤および血管形成によりよい見識をえるため、ト
リ胚モデルを開発した(Hagedorn et al., 2005)。我々は現在さらにこのモデルを膵管腺
癌のために拡大し（ＰＤＡＣ－ＣＡＭモデル）、ＣＡＭに移植される時、膵腫瘍細胞にお
けるＣＸＣＬ４Ｌ１の有意なアップレギュレーション、ＣＸＣＬ４の非アップレギュレー
ションを証明した。驚くべき事に、培養中の腫瘍細胞にはＣＸＣＬ４Ｌ１の発現は見い出
されなかった。ヒトＣＸＣＬ４Ｌ１に特異的なプライマーが使用され、ＣＸＣＬ４Ｌ１が
ヒト由来の細胞にのみ発現し他の種には発現しないので、これらの結果は、腫瘍細胞が適
切な微小環境におかれる時、腫瘍細胞はＣＸＣＬ４Ｌ１の発現をアップレギュレーション
することを示唆する。さらにＣＸＣＬ４Ｌ１またはＣＸＣＬ４に特異的なプローブを用い
たｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーションは、ＣＡＭで成長した時、ＣＸＣＬ４Ｌ１のみ
に対して腫瘍に有意なシグナルを示した。さらに、細胞が培養液中成長した時ではなくＣ
ＡＭに移植された時に、ＣＸＣＬ４Ｌ１の免疫反応性が腫瘍細胞で検出された。これらの
条件下では高い関心のある分子が検出されないかもしれないので、これらの結果は培養液
中で行われる複数の分子プロファイリング研究の妥当性に疑問も投げかける。
【０１０８】
　我々は、次に膵腫瘍細胞で異種移植されたマウスを用いてＣＸＣＬ４Ｌ１の発現を研究
した。ＣＸＣＬ４Ｌ１ｍＲＮＡを発現するがＣＸＣＬ４を発現しない原発腫瘍を皮下に移
植した。再び、高度の免疫反応性が抗ヒトＣＸＣＬ４Ｌ１／ＣＸＣＬ４またはＣＸＣＬ４
Ｌ１抗体を用いて証明された。さらに、有意な免疫反応性も肺転移中に検出された。これ
らの結果は、アップレギュレーションがトリの微小環境に特異的ではなく、細胞がマウス
組織に移植される時にも検出されることを明確に示唆する。
【０１０９】
　我々は最終的にヒト患者由来のサンプルにおいて、ＣＸＣＬ４のｍＲＮＡではなくＣＸ
ＣＬ４Ｌ１のｍＲＮＡの有意なアップレギュレーションを証明した。ｍＲＮＡの発現は不
均一であり、多分、低、中間、高度のＣＸＣＬ４Ｌ１発現を有する様々な患者グループを
示唆する。我々が観察した興味深い発見は、ＣＸＣＬ４Ｌ１に対する免疫反応性が組織学
的グレードとともに上昇することであった。有意な免疫反応性がリンパ節転移病変にも検
出された。これはＣＸＣＬ４Ｌ１が膵癌の新規のバイオマーカーとなり、疾患の進行およ
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び処置反応を予測するということを示唆する。
【０１１０】
　さらに、腫瘍環境におけるＣＸＣＬ４Ｌ１の濃度の局所的増加により、膵腫瘍は、治療
目的で、細胞障害性薬物または成長阻害剤のような抗癌剤に結合したＣＸＣＬ４Ｌ１特異
的結合分子の標的となりうる。
【０１１１】
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【図１】 【図２】

【図３】 【図４】
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【図５】 【図６Ａ】

【図６Ｂ】 【図６Ｃ】
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【図７Ａ】 【図７Ｂ】

【図７Ｃ】 【図８】
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