
(57)【要約】
本発明は、癌細胞と PCDH1、 CDH3、または GPR107の発現を阻害する siRNA組成物を接触させ
ることによって癌細胞の増殖を阻害する方法を特徴とする。癌を治療する方法も本発明の
範囲内である。本発明はまた、提供される方法において有用な、核酸配列およびベクター
などの生成物ならびにこれらを含む組成物を特徴とする。本発明はまた、例えば、膵臓癌
細胞、特に膵管腺癌 (PDACa)といった腫瘍細胞を阻害する方法を提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 PCDH1、 CDH3、 ま た は GPR107の 発 現 を 阻 害 す る 低 分 子 干 渉 RNA(siRNA)を 含 む 組 成 物 を 被
検 体 に 投 与 す る 工 程 を 含 む 、 被 検 体 に お け る 膵 臓 癌 を 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 siRNAが 、 PCDH1、 CDH3、 ま た は GPR107に 由 来 す る 配 列 に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る セ
ン ス 核 酸 配 列 お よ び ア ン チ セ ン ス 核 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 膵 臓 癌 が 膵 管 腺 癌 (PDACa)で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 siRNAが 、 標 的 配 列 と し て 配 列 番 号 :22、 23、 お よ び 24か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 配 列 に
対 応 す る リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 請 求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 siRNAが 一 般 式 5'-[A]-[B]-[A']-3'を 有 し 、 式 中 、 [A]が 、 配 列 番 号 :22、 23、 お よ び 24
の ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 配 列 に 対 応 す る リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ り 、
[B]が 、 3～ 23個 の ヌ ク レ オ チ ド か ら な る リ ボ ヌ ク レ オ チ ド ル ー プ 配 列 で あ り 、 [A']が 、 [A
]の 相 補 配 列 か ら な る リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 、 請 求 項 4記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 組 成 物 が ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 促 進 剤 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 セ ン ス 鎖 お よ び ア ン チ セ ン ス 鎖 を 含 む 二 本 鎖 分 子 で あ っ て 、 セ ン ス 鎖 は 、 配 列 番 号 :22
、 23、 お よ び 24か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 標 的 配 列 に 対 応 す る リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含
み 、 ア ン チ セ ン ス 鎖 は 、 該 セ ン ス 鎖 に 相 補 的 な リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 み 、 該 セ ン ス 鎖
お よ び 該 ア ン チ セ ン ス 鎖 は 互 い に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て 該 二 本 鎖 分 子 を 形 成 し 、 か つ 該 二 本
鎖 分 子 は 、 PCDH1遺 伝 子 、 CDH3遺 伝 子 、 ま た は GPR107遺 伝 子 を 発 現 し て い る 細 胞 に 導 入 さ
れ る と 、 該 遺 伝 子 の 発 現 を 阻 害 す る 、 二 本 鎖 分 子 。
【 請 求 項 ８ 】
　 標 的 配 列 が 、 配 列 番 号 :1、 3、 お よ び 5の 群 よ り 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 由 来 す る
少 な く と も 約 10個 の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 請 求 項 7記 載 の 二 本 鎖 分 子 。
【 請 求 項 ９ 】
　 標 的 配 列 が 、 配 列 番 号 :1、 3、 お よ び 5の 群 よ り 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 由 来 す る
約 19～ 約 25個 の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 請 求 項 8記 載 の 二 本 鎖 分 子 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 一 本 鎖 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 介 し て 連 結 し て い る セ ン ス 鎖 お よ び ア ン チ セ ン ス 鎖 か ら
な る 1本 の リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 転 写 物 で あ る 、 請 求 項 9記 載 の 二 本 鎖 分 子 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 約 100ヌ ク レ オ チ ド 長 未 満 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 、 請 求 項 8記 載 の 二 本 鎖 分 子 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 約 75ヌ ク レ オ チ ド 長 未 満 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 、 請 求 項 11記 載 の 二 本 鎖 分 子 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 約 50ヌ ク レ オ チ ド 長 未 満 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 、 請 求 項 12記 載 の 二 本 鎖 分 子 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 約 25ヌ ク レ オ チ ド 長 未 満 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 、 請 求 項 13記 載 の 二 本 鎖 分 子 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 約 19～ 約 25ヌ ク レ オ チ ド 長 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 、 請 求 項 14記 載 の 二 本 鎖 ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 請 求 項 8記 載 の 二 本 鎖 分 子 を コ ー ド す る ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 二 次 構 造 を 有 す る 転 写 物 を コ ー ド し 、 か つ セ ン ス 鎖 お よ び ア ン チ セ ン ス 鎖 を 含 む 、 請 求
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項 16記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 転 写 物 が 、 セ ン ス 鎖 お よ び ア ン チ セ ン ス 鎖 を 連 結 す る 一 本 鎖 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を さ
ら に 含 む 、 請 求 項 17記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 セ ン ス 鎖 核 酸 と ア ン チ セ ン ス 鎖 核 酸 の 組 み 合 わ せ を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ベ ク タ
ー で あ っ て 、 該 セ ン ス 鎖 核 酸 は 配 列 番 号 :22、 23、 お よ び 24の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 み 、
該 ア ン チ セ ン ス 鎖 核 酸 は セ ン ス 鎖 に 相 補 的 な 配 列 か ら な る 、 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 一 般 式
5'-[A]-[B]-[A']-3'
を 有 し 、 式 中 、 [A]が 、 配 列 番 号 :22、 23、 お よ び 24の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ り 、 [B]が 、 3
～ 23個 の ヌ ク レ オ チ ド か ら な る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ り 、 [A']が 、 [A]に 相 補 的 な ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 で あ る 、 請 求 項 19記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 活 性 成 分 と し て 、 PCDH1、 CDH3、 ま た は GPR107の 発 現 を 阻 害 す る 、 薬 学 的 に 有 効 な 量 の
低 分 子 干 渉 RNA(siRNA)お よ び 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む 、 膵 臓 癌 を 治 療 ま た は 予 防
す る た め の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 siRNAが 、 標 的 配 列 と し て 配 列 番 号 :22、 23、 お よ び 24か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 を 含 む 、 請 求 項 21記 載 の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 siRNAが 一 般 式
5'-[A]-[B]-[A']-3'
を 有 し 、 式 中 、 [A]が 、 配 列 番 号 :22、 23、 お よ び 24の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 応 す る リ ボ ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 で あ り 、 [B]が 、 3～ 23個 の ヌ ク レ オ チ ド か ら な る リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で
あ り 、 [A']が 、 [A]に 相 補 的 な リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 、 請 求 項 22記 載 の 組 成 物 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 生 物 科 学 の 分 野 、 よ り 具 体 的 に は 癌 研 究 の 分 野 に 関 す る 。 特 に 、 本 発 明 は 、
PCDH1、 CDH3、 ま た は GPR107を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 を 阻 害 す る こ と が で き る 核 酸 を 含
む 組 成 物 に 関 す る 。 あ る 態 様 に お い て は 、 前 記 化 合 物 は 、 こ れ ら の 遺 伝 子 に 由 来 す る サ ブ
シ ー ケ ン ス （ subsequence） に 対 応 す る 低 分 子 干 渉 RNA(siRNA)で あ る 。 な お 、 本 願 は 、 200
4年 3月 24日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 仮 出 願 第 60/555,809号 の 恩 典 を 主 張 し 、 米 国 特 許 仮 出 願
第 60/555,809号 の 内 容 は そ の 全 体 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】

　 膵 管 腺 癌 (PDACa)は 西 側 世 界 に お い て 第 5位 の 癌 死 因 で あ り 、 任 意 の 悪 性 腫 瘍 の 中 で も 最
も 高 い 死 亡 率 を 有 す る も の の 一 つ で あ り 、 5年 生 存 率 は 4％ し か な い 。 米 国 で は 、 毎 年 、 推
定 30,700人 の 患 者 が 膵 臓 癌 と 診 断 さ れ 、 ほ ぼ 30,000人 が こ れ ら の 疾 患 で 死 亡 す る 。 大 多 数
の 患 者 は 疾 患 が 進 行 期 で 診 断 さ れ 、 こ の 段 階 で は 、 疾 患 は 現 行 の 治 療 に 反 応 せ ず 、 患 者 は
数 ヶ 月 し か 生 存 す る こ と が で き な い 。 外 科 切 除 で し か 治 癒 す る 見 込 み が な い が 、 治 癒 の 可
能 性 の あ る 切 除 を PDACa患 者 の 10～ 20％ し か 受 け る こ と が で き ず 、 手 術 を 受 け て も 患 者 の 8
0～ 90％ は 再 発 し 、 こ の 疾 患 で 死 亡 す る 。 ゲ ム シ タ ビ ン を 含 む 化 学 療 法 お よ び /ま た は 放 射
線 も 受 け た 患 者 に お い て は 手 術 結 果 ま た は 生 活 の 質 が あ る 程 度 改 善 さ れ る が 、 PDACaの あ
ら ゆ る 治 療 に 対 し て の 強 力 な 耐 性 の た め に 、 長 期 生 存 へ の 影 響 は 極 め て わ ず か な も の で あ
っ た 。 現 在 、 大 部 分 の 患 者 の 治 療 技 術 は 一 時 的 緩 和 に 的 を 絞 っ て い る 。
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【 ０ ０ ０ ３ 】
　 従 っ て 、 新 規 の PDACa分 子 療 法 の 確 立 、 PDACa治 療 の 新 規 分 子 標 的 を 同 定 す る こ と が 、 現
在 、 膵 臓 癌 治 療 に と っ て 急 を 要 す る 問 題 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】

　 本 発 明 は 、 PCDH1、 CDH3、 ま た は GPR107の 発 現 阻 害 が PDACaに 関 与 す る 癌 細 胞 を 含 む 様 々
な 癌 細 胞 の 細 胞 増 殖 の 阻 害 に 有 効 で あ る と い う 驚 く べ き 発 見 に 基 づ い て い る 。 本 出 願 に お
い て 記 載 さ れ る 本 発 明 は こ の 発 見 に 一 部 基 づ い て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 発 明 は 、 細 胞 増 殖 を 阻 害 す る 方 法 を 提 供 す る 。 提 供 さ れ る 方 法 の 中 に は 、 細 胞 と PCDH
1、 CDH3、 ま た は GPR107の 発 現 を 阻 害 す る 低 分 子 干 渉 RNA(siRNA)を 含 む 組 成 物 を 接 触 さ せ
る 段 階 を 含 む 方 法 が あ る 。 本 発 明 は ま た 、 被 験 体 に お け る 腫 瘍 細 胞 増 殖 を 阻 害 す る 方 法 を
提 供 す る 。 こ の よ う な 方 法 は 、 PCDH1、 CDH3、 ま た は GPR107由 来 の 配 列 に 特 異 的 に ハ イ ブ
リ ダ イ ズ す る 低 分 子 干 渉 RNA(siRNA)を 含 む 組 成 物 を 被 験 体 に 投 与 す る 段 階 を 含 む 。 本 発 明
の 別 の 局 面 は 、 生 物 学 的 試 料 の 細 胞 に お け る PCDH1遺 伝 子 、 CDH3遺 伝 子 、 ま た は GPR107遺
伝 子 の 発 現 を 阻 害 す る 方 法 を 提 供 す る 。 遺 伝 子 の 発 現 は 、 PCDH1遺 伝 子 、 CDH3遺 伝 子 、 ま
た は GPR107遺 伝 子 の 発 現 を 阻 害 す る の に 十 分 な 量 の 二 本 鎖 リ ボ 核 酸 (RNA)分 子 を 細 胞 に 導
入 す る こ と に よ っ て 阻 害 さ れ て も よ い 。 本 発 明 の 別 の 局 面 は 、 例 え ば 、 提 供 さ れ る 方 法 に
お い て 有 用 な 、 核 酸 配 列 お よ び ベ ク タ ー を 含 む 生 成 物 な ら び に こ れ ら を 含 む 組 成 物 に 関 す
る 。 提 供 さ れ る 生 成 物 の 中 に は 、 PCDH1遺 伝 子 、 CDH3遺 伝 子 、 ま た は GPR107遺 伝 子 を 発 現
し て い る 細 胞 に 導 入 さ れ る と PCDH1遺 伝 子 、 CDH3遺 伝 子 、 ま た は GPR107遺 伝 子 の 発 現 を 阻
害 す る 特 性 を 有 す る siRNA分 子 が あ る 。 こ の よ う な 分 子 の 中 に は 、 セ ン ス 鎖 お よ び ア ン チ
セ ン ス 鎖 を 含 み 、 セ ン ス 鎖 が PCDH1、 CDH3、 ま た は GPR107標 的 配 列 に 対 応 す る リ ボ ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 を 含 み 、 か つ ア ン チ セ ン ス 鎖 が セ ン ス 鎖 に 相 補 的 な リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含
む 分 子 が あ る 。 分 子 の セ ン ス 鎖 お よ び ア ン チ セ ン ス 鎖 は 互 い に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て 、 二 本
鎖 分 子 を 形 成 す る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 用 語 「 生 物 」 は 、 少 な く と も 1つ の 細 胞 か ら な る 任 意 の 生 き 物 を 意
味 す る 。 生 物 は 、 例 え ば 、 真 核 単 細 胞 の よ う な 単 純 な も の で も よ く 、 ヒ ト を 含 む 哺 乳 動 物
の よ う な 複 雑 な も の で も よ い 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 用 語 「 生 物 学 的 試 料 」 は 、 生 物 全 体 、 ま た は そ の 組 織 、 細 胞 、 も し
く は 構 成 部 分 の 一 部 (例 え ば 、 体 液 (血 液 、 粘 液 、 リ ン パ 液 、 滑 液 、 脳 脊 髄 液 、 唾 液 、 羊 水
、 臍 帯 血 (amniotic cord blood)、 尿 、 膣 液 、 お よ び 精 液 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ に 限 定 さ
れ な い ))を 意 味 す る 。 「 生 物 学 的 試 料 」 は 、 さ ら に 、 生 物 全 体 ま た は そ の 細 胞 、 組 織 、 も
し く は 構 成 部 分 の サ ブ セ ッ ト か ら 調 製 さ れ た ホ モ ジ ネ ー ト 、 溶 解 産 物 、 抽 出 物 、 細 胞 培 養
物 、 ま た は 組 織 培 養 物 、 あ る い は そ の 画 分 ま た は 一 部 を 意 味 す る 。 最 後 に 、 「 生 物 学 的 試
料 」 は 、 タ ン パ ク 質 ま た は 核 酸 分 子 な ど の 細 胞 成 分 を 含 む 、 生 物 を 増 殖 さ せ た 栄 養 培 地 ま
た は ゲ ル な ど の 培 地 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 は 、 細 胞 増 殖 を 阻 害 す る 方 法 を 特 徴 と す る 。 細 胞 増 殖 は 、 細 胞 と PCDH1、 CDH3、
ま た は GPR107の 低 分 子 干 渉 RNA(siRNA)の 組 成 物 を 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 阻 害 さ れ る 。 さ
ら に 、 細 胞 は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 促 進 剤 と 接 触 さ せ ら れ る 。 細 胞 は 、 イ ン ビ ト ロ 、 イ ン
ビ ボ 、 ま た は エ ク ス ビ ボ で 提 供 さ れ る 。 被 験 体 は 、 哺 乳 動 物 で あ り 、 例 え ば 、 ヒ ト 、 非 ヒ
ト 霊 長 類 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 イ ヌ 、 ネ コ 、 ウ マ 、 ま た は ウ シ で あ る 。 細 胞 は 膵 管 細 胞 で あ
る 。 ま た は 、 細 胞 は 、 癌 腫 細 胞 ま た は 腺 癌 細 胞 な ど の 腫 瘍 細 胞 (す な わ ち 、 癌 細 胞 )で あ る
。 例 え ば 、 細 胞 は 、 膵 管 腺 癌 細 胞 で あ る 。 細 胞 増 殖 の 阻 害 と は 、 処 置 さ れ た 細 胞 が 未 処 置
細 胞 よ り 低 速 で 増 殖 す る か 、 ま た は 生 存 率 が 低 下 す る こ と を 意 味 す る 。 細 胞 増 殖 は 、 当 技
術 分 野 に お い て 周 知 の 増 殖 ア ッ セ イ に よ っ て 測 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
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　 用 語 「 siRNA」 は 、 標 的 mRNAの 翻 訳 を 阻 止 す る 二 本 鎖 RNA分 子 を 意 味 す る 。 RNAを 転 写 す
る 鋳 型 が DNAで あ る 技 法 を 含 め 、 細 胞 に siRNAを 導 入 す る 標 準 的 な 技 法 が 用 い ら れ る 。 siRN
Aは 、 PCDH1セ ン ス 核 酸 配 列 、 CDH3セ ン ス 核 酸 配 列 、 も し く は GPR107セ ン ス 核 酸 配 列 、 PCDH
1ア ン チ セ ン ス 核 酸 配 列 、 CDH3ア ン チ セ ン ス 核 酸 配 列 、 も し く は GPR107ア ン チ セ ン ス 核 酸
配 列 、 ま た は そ の 両 方 を 含 む 。 siRNAは 、 二 種 類 の 相 補 的 な 分 子 を 含 む 場 合 が あ り 、 ま た
は 1つ の 転 写 物 が 、 標 的 遺 伝 子 に 由 来 す る セ ン ス 配 列 お よ び 相 補 的 ア ン チ セ ン ス 配 列 の 両
方 を 有 す る よ う に 構 築 さ れ る 場 合 も あ り 、 例 え ば 、 ヘ ア ピ ン で 、 あ る 態 様 に お い て 、 そ れ
は マ イ ク ロ RNA(miRNA)を 産 生 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 前 記 方 法 は 、 例 え ば 、 細 胞 の 悪 性 形 質 転 換 の 結 果 と し て 、 PCDH1、 CDH3、 ま た は GPR107
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 変 化 さ せ る た め に 用 い ら れ る
。 標 的 細 胞 に お い て siRNAと PCDH1転 写 物 、 CDH3転 写 物 、 ま た は GPR107転 写 物 が 結 合 す る と
、 細 胞 に よ る PCDH1、 CDH3、 ま た は GPR107の 産 生 が 低 下 す る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ
は 少 な く と も 約 10ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 天 然 に 生 じ る PCDH1転 写 物 、 CDH3転 写 物 、 ま た は G
PR107転 写 物 と 同 じ く ら い の 長 さ で も よ い 。 好 ま し く は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ は 約 1
9～ 約 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 約 75ヌ ク レ
オ チ ド 未 満 、 約 50ヌ ク レ オ チ ド 未 満 、 ま た は 約 25ヌ ク レ オ チ ド 未 満 で あ る 。 哺 乳 動 物 細 胞
の PCDH1、 CDH3、 ま た は GPR107の 発 現 を 阻 害 す る PCDH1 siRNA、 CDH3 siRNA、 ま た は GPR107
 siRNAオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 例 と し て 、 標 的 配 列 、 例 え ば 、 配 列 番 号 ： 22、 23、 ま た は 24
の ヌ ク レ オ チ ド を そ れ ぞ れ 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 標 的 細 胞 に お け る 遺 伝 子 発 現 を 阻 害 す る 能 力 を 有 す る 二 本 鎖 RNAを 設 計 す る 方 法 は 周 知
で あ る 。 (例 え ば 、 全 体 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 、 米 国 特 許 第 6,506,559号
を 参 照 の こ と )。 例 え ば 、 siRNAを 設 計 す る コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を Ambionの ウ ェ ブ サ イ
ト (http://www.ambion.com/techlib/misc/siRNA_finder.html)か ら 入 手 す る こ と が で き る
。 Ambion社 に よ り 利 用 可 能 な こ の コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム は 、 以 下 の プ ロ ト コ ー ル に 基 づ
い て siRNA合 成 の た め の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 選 択 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】

　 1.転 写 物 の 開 始 コ ド ン AUGか ら 開 始 し て 、 下 流 に あ る AAジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を ス キ ャ ン
す る 。 siRNA標 的 候 補 部 位 と し て 、 AAお よ び 3'側 隣 接 19ヌ ク レ オ チ ド の 各 々 の 出 現 を 記 録
す る 。 Tuschlら 、 Targeted mRNA degradation by double-stranded RNA in vitro. Genes
 Dev 13(24):3191-7(1999)、  は 、 5'お よ び 3'非 翻 訳 領 域 (UTR)な ら び に 開 始 コ ド ン 付 近 の
(75塩 基 以 内 の )領 域 は 調 節 タ ン パ ク 質 結 合 部 位 を 多 く 含 ん で い る 可 能 性 が あ る の で 、 こ れ
ら に 対 す る siRNAを 設 計 し な い よ う に 勧 め て い る 。 UTR結 合 タ ン パ ク 質 お よ び /ま た は 翻 訳
開 始 複 合 体 は 、 siRNAエ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 複 合 体 の 結 合 を 妨 げ る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 2.標 的 候 補 部 位 と 適 切 な ゲ ノ ム デ ー タ ベ ー ス (ヒ ト 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト な ど )を 比 較 し 、 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 。 www.ncbi.nlm
.nih.gov/BLAST/の NCBIサ ー バ ー に 見 出 さ れ る BLASTを 使 用 す る こ と を 提 唱 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 3.合 成 に 適 し た 標 的 配 列 を 選 択 す る 。 遺 伝 子 の 長 さ に 応 じ て い く つ か の 標 的 配 列 を 選 択
し て 評 価 す る こ と が 典 型 的 で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 標 的 配 列  、 例 え ば 、 配 列 番 号 ： 22、 23、 お よ び 24の ヌ ク レ オ チ ド 核 酸 配 列 を 含 む 単 離
さ れ た 核 酸 分 子 、 ま た は 配 列 番 号 22、 23、 お よ び 24の ヌ ク レ オ チ ド の 核 酸 配 列 に 相 補 的 な
核 酸 分 子 も 本 発 明 に 含 ま れ る 。 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 単 離 さ れ た 核 酸 」 は 、 元 々 の 環 境 (
例 え ば 、 天 然 の も の で あ れ ば 自 然 環 境 )か ら 取 り 出 さ れ た 核 酸 、 従 っ て 、 そ の 天 然 の 状 態
か ら 人 工 的 に 変 化 さ せ ら れ た 核 酸 で あ る 。 本 発 明 に お い て 、 単 離 さ れ た 核 酸 は 、 DNA、 RNA
、 お よ び そ の 誘 導 体 を 含 む 。 単 離 さ れ た 核 酸 が RNAま た は そ の 誘 導 体 で あ る 場 合 、 ヌ ク レ
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オ チ ド 配 列 内 の 塩 基 「 t」 は 「 u」 に 置 換 さ れ な け れ ば な ら な い 。 本 明 細 書 で 使 用 す る 用 語
「 相 補 的 な 」 は 、 核 酸 分 子 の ヌ ク レ オ チ ド 単 位 間 の ワ ト ソ ン -ク リ ッ ク 型 塩 基 対 ま た は フ
ー グ ス テ ィ ー ン 型 塩 基 対 を 意 味 し 、 用 語 「 結 合 す る 」 は 、 2つ の 核 酸 も し く は 化 合 物 、 ま
た は 関 連 す る 核 酸 も し く は 化 合 物 、 ま た は そ の 組 み 合 わ せ の 間 の 物 理 的 相 互 作 用 ま た は 化
学 的 相 互 作 用 を 意 味 す る 。 相 補 的 な 核 酸 配 列 は 適 切 な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て 、 ミ ス
マ ッ チ を ほ と ん ど ま た は 全 く 含 ま な い 、 安 定 し た 二 重 鎖 を 形 成 す る 。 本 発 明 の 目 的 に 対 し
て 、 5ま た は そ れ 以 下 の ミ ス マ ッ チ を 持 つ 二 つ の 配 列 は 相 補 的 と 考 え ら れ る 。 さ ら に 、 本
発 明 の 単 離 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド の セ ン ス 鎖 お よ び ア ン チ セ ン ス 鎖 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン に よ っ て 二 本 鎖 ヌ ク レ オ チ ド ま た は ヘ ア ピ ン ル ー プ 構 造 を 形 成 す る こ と が で き る 。 好
ま し い 態 様 に お い て 、 こ の よ う な 二 重 鎖 が 含 む ミ ス マ ッ チ は 10マ ッ チ あ た り 1以 下 で あ る
。 特 に 好 ま し い 態 様 に お い て 、 二 重 鎖 の 鎖 が 完 全 に 相 補 的 な 場 合 、 こ の よ う な 二 重 鎖 は ミ
ス マ ッ チ を 含 ま な い 。 PCDH1、 CDH3、 ま た は GPR107に 対 し て 核 酸 分 子 は 長 さ が そ れ ぞ れ 385
1、 3205、 ま た は 6840ヌ ク レ オ チ ド 未 満 で あ る 。 例 え ば 、 核 酸 分 子 は 長 さ が 約 500ヌ ク レ オ
チ ド 未 満 、 約 200ヌ ク レ オ チ ド 未 満 、 ま た は 約 75ヌ ク レ オ チ ド 未 満 で あ る 。 本 明 細 書 に 記
載 の 核 酸 の 1つ ま た は 複 数 を 含 む ベ ク タ ー お よ び ベ ク タ ー を 含 む 細 胞 も 本 発 明 に 含 ま れ る
。 本 発 明 の 単 離 さ れ た 核 酸 は 、 PCDH1、 CDH3、 ま た は GPR107に 対 す る siRNAま た は siRNAを
コ ー ド す る DNAに 有 用 で あ る 。 核 酸 が siRNAま た は そ の コ ー ド DNAに 用 い ら れ る 場 合 、 セ ン
ス 鎖 は 、 好 ま し く は 約 19ヌ ク レ オ チ ド よ り 長 く 、 よ り 好 ま し く は 21ヌ ク レ オ チ ド よ り 長 い
。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 は 、 PCDH1、 CDH3、 ま た は GPR107を コ ー ド す る 遺 伝 子 が 非 癌 性 膵 臓 組 織 と 比 較 し
て 膵 管 腺 癌 (PDACa)に お い て 過 剰 発 現 し て い る と い う 発 見 に 一 部 基 づ い て い る 。 PCDH1の cD
NAは 3851ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ り 、 CDH3の cDNAは 3205ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ り 、 GPR107の cDNA
は 6840ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ る 。 PCDH1、 CDH3、 ま た は GPR107の 核 酸 配 列 お よ び ポ リ ペ プ チ
ド 配 列 は 、 そ れ ぞ れ 、 配 列 番 号 :1お よ び 2、 3お よ び 4、 ま た は 5お よ び 6に 示 し た 。 配 列 デ
ー タ も 以 下 の ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 を 介 し て 入 手 可 能 で あ る 。
PCDH1(CFUPC): L11370, NM_002587
CDH3: X63629, NM_001793
GPR107: NM_032925, NM_020960, (KIAA1624: R39794) AB046844
【 ０ ０ １ ７ 】
　 配 列 番 号 :22、 23、 お よ び 24を 含 む siRNAの ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ っ て 、 PDACa細 胞
株 の 増 殖 の 阻 害 が も た ら さ れ た 。 PCDH1(CFUPC)は 、 カ ル シ ウ ム 依 存 性 細 胞 間 接 着 分 子 で あ
る カ ド ヘ リ ン ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の 中 で 最 大 の サ ブ グ ル ー プ で あ る 、 プ ロ ト カ ド ヘ リ ン フ
ァ ミ リ ー に 属 す る 。 プ ロ ト カ ド ヘ リ ン の 多 く は 中 枢 神 経 系 に お い て 高 発 現 し て お り 、 か つ
神 経 回 路 の 発 達 お よ び シ ナ プ ス 伝 達 の 調 節 に お い て 役 割 を 果 た し て い る 可 能 性 が 高 い (San
o K, Tanihara H, Heimark RL, Obata S, Davidson M, St John T, Taketani S, Suzuki 
S. Protocadherins: a large family of cadherin-related molecules in central nervo
us system. EMBO J., 12:2249-56, 1993.Frank M, and Kemler R. Protocadherins. Curr
 Opin Cell Biol., 14:557-62, 2002)。 し か し な が ら 、 PCDH1は 膵 臓 癌 細 胞 に お い て 豊 富
に あ る が 、 中 枢 神 経 系 に は 存 在 せ ず (図 3A)、 そ の 機 能 は い ま だ に わ か っ て い な い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 CDH3も ま た カ ド ヘ リ ン フ ァ ミ リ ー の 古 典 的 な 一 員 で あ り (Shimoyama Y, Yoshida T, Ter
ada M, Shimosato Y, Abe O, Hirohashi S. Molecular cloning of a human Ca2+-depend
ent cell-cell adhesion molecule homologous to mouse placental cadherin: its low 
expression in human placental tissues. J Cell Biol., 109:1787-94. 1989)、 カ ド ヘ
リ ン は 、 そ の 保 存 さ れ た 細 胞 内 ド メ イ ン を 介 し て カ テ ニ ン お よ び 細 胞 骨 格 と 結 合 し 、 そ れ
に よ っ て 細 胞 極 性 、 分 化 、 運 動 、 お よ び 細 胞 増 殖 を 制 御 す る シ グ ナ ル 伝 達 を 媒 介 す る (Chr
istofori G. Changing neighbors, changing behavior: cell adhesion molecules-media
ted signaling during tumor progression. EMBO J., 22, 2318-2323, 2003)。 し か し な
が ら 、 E-カ ド ヘ リ ン と も N-カ ド ヘ リ ン と も 異 な り 、 CDH3の 機 能 は い ま だ に わ か っ て い な い
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。 そ の 発 現 は 乳 腺 お よ び 卵 巣 に お い て 観 察 さ れ 、 乳 癌 お よ び 前 立 腺 癌 に お い て は 発 現 が 消
失 す る こ と が 報 告 さ れ た が 、 乳 癌 に お け る P-カ ド ヘ リ ン の 発 現 は 予 後 の 不 良 と 相 関 し て い
る (Peralta Soler A, Knudsen KA, Salazar H, Han AC, Keshgegian AA. P-cadherin exp
ression in breast carcinoma indicates poor survival. Cancer, 86:1263-1272. 1999)
。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 GPR107(KIAA1624)は 、 7回 膜 貫 通 Gタ ン パ ク 質 共 役 受 容 体 (GPCR)の 1つ で あ る 。 今 日 の 指
示 薬 の か な り 多 く の 割 合 は 1種 類 ま た は そ れ 以 上 の GPCRsを 標 的 と し て お り 、 最 も 主 用 な 治
療 分 野 は 、 数 種 類 の GPCRベ ー ス の 薬 物 に よ っ て 、 あ る 程 度 満 た さ れ て い る 。 明 ら か に 、 GP
CRsは 、 創 薬 の 可 能 性 と い う 点 に お い て 最 も 高 い 位 置 に あ る 。 GPR107は 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ
ト 分 析 (図 3C)に お い て 示 し た よ う に 、 正 常 な 心 臓 、 胎 盤 、 骨 格 筋 、 前 立 腺 、 精 巣 、 卵 巣 、
脊 髄 に お い て 無 制 限 に 発 現 し て い る 。 主 要 な 必 須 臓 器 に お け る 発 現 は 豊 富 で は な く 、 こ の
こ と は 、 こ れ ら の 分 子 を 標 的 と す る こ と に よ り 人 体 に は ほ と ん ど 毒 性 を 示 さ な い こ と を 示
唆 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】

　 本 発 明 は 、 細 胞 増 殖 を 阻 害 す る こ と 、 す な わ ち 、 PCDH1、 CDH3、 ま た は GPR107の 発 現 を
阻 害 す る こ と に よ っ て 、 癌 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す る こ と に 関 す る 。 PCDH1、 CDH3、 ま た は GPR
107の 発 現 は 、 例 え ば 、 特 異 的 に 、 PCDH1、 CDH3、 ま た は GPR107遺 伝 子 を 標 的 と す る 低 分 子
干 渉 RNA(siRNA)に よ っ て 阻 害 さ れ る 。 PCDH1、 CDH3、 ま た は GPR107標 的 と し て は 、 例 え ば
、 配 列 番 号 22、 23、 お よ び 24の ヌ ク レ オ チ ド が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 非 哺 乳 動 物 細 胞 で は 、 二 本 鎖 RNA(dsRNA)は 遺 伝 子 発 現 に 対 し て 強 力 か つ 特 異 的 な サ イ レ
ン シ ン グ 効 果 を 及 ぼ す こ と が 示 さ れ て お り 、 こ れ は RNA干 渉 (RNAi)と 呼 ば れ る (Sharp PA. 
RNAi and double-strand RNA. Genes Dev. 1999 Jan 15;13(2):139-41.)。 dsRNAは 、 RNas
eIIIモ チ ー フ を 含 む 酵 素 に よ っ て 、 低 分 子 干 渉 RNA(siRNA)と 呼 ば れ る 20～ 30ヌ ク レ オ チ ド
の dsRNAに 処 理 さ れ る 。 siRNAは 、 多 成 分 ヌ ク レ ア ー ゼ 複 合 体 と 共 に 相 補 的 mRNAを 特 異 的 に
標 的 と す る (Hammond SM, Bernstein E, Beach D, Hannon GJ. An RNA-directed nuclease
 mediates post-transcriptional gene silencing in Drosophila cells. Nature. 2000 
Mar 16;404(6775):293-6；  Hannon GJ.　 RNA interference. Nature. 2002 Jul 11;418(6
894):244-51.)。 哺 乳 動 物 細 胞 に お い て 、 19個 の 相 補 的 ヌ ク レ オ チ ド と チ ミ ジ ン ま た は ウ
リ ジ ン の 3'末 端 非 相 補 的 二 量 体 を 有 す る 、 20ま た は 21量 体 の dsRNAで 構 成 さ れ る siRNAは 、
遺 伝 子 発 現 の 全 体 的 な 変 化 を 誘 導 す る こ と な く 、 遺 伝 子 特 異 的 ノ ッ ク ダ ウ ン 効 果 を 有 す る
こ と が 示 さ れ て い る (Elbashir SM, Harborth J, Lendeckel W, Yalcin A, Weber K, Tusc
hl T. Duplexes of 21-nucleotide RNAs mediate RNA interference in cultured mammal
ian cells. Nature. 2001 May 24;411(6836):494-8.)。 さ ら に 、 核 内 低 分 子 RNA(snRNA)U6
ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ III H1-RNAプ ロ モ ー タ ー を 含 む プ ラ ス ミ ド は 、 RNAポ リ メ ラ ー ゼ IIIの
III型 ク ラ ス を 動 員 し て こ の よ う な 短 い RNAを 効 果 的 に 生 成 し 、 従 っ て 、 そ の 標 的 mRNAを 構
成 的 に 抑 制 す る こ と が で き る (Miyagishi M, Taira K. U6 promoter-driven siRNAs with 
four uridine 3' overhangs efficiently suppress targeted gene expression in mamma
lian cells.Nat Biotechnol. 2002 May;20(5):497-500.；  Brummelkamp TR, Bernards R,
 Agami R. A System for Stable Expression of Short Interfering RNAs in Mammalian 
Cells　 Science. 296(5567):550-553, April 19, 2002.)。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 細 胞 増 殖 は 、 細 胞 と 、 PCDH1の siRNA、 CDH3の siRNA、 ま た は GPR107の siRNAを 含 む 組 成 物
を 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 阻 害 さ れ る 。 細 胞 は 、 さ ら に 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 剤 と 接 触
さ せ ら れ る 。 適 切 な ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 剤 は 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。 細 胞 増 殖
の 阻 害 と は 、 組 成 物 に 曝 露 さ れ て い な い 細 胞 と 比 較 し て 、 細 胞 が 低 速 で 増 殖 す る か 、 ま た
は 生 存 率 が 低 下 す る こ と を 意 味 す る 。 細 胞 増 殖 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 の 方 法 (例 え
ば 、 MTT細 胞 増 殖 ア ッ セ イ )に よ っ て 測 定 さ れ る 。
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【 ０ ０ ２ ３ 】
　 PCDH1 siRNA、 CDH3 siRNA、 ま た は GPR107 siRNAは 、 単 一 の 標 的 PCDH1遺 伝 子 配 列 、 標 的
CDH3遺 伝 子 配 列 、 ま た は 標 的 GPR107遺 伝 子 配 列 に 向 け ら れ る 。 ま た は 、 siRNAは 、 複 数 の
標 的 PCDH1遺 伝 子 配 列 、 標 的 CDH3遺 伝 子 配 列 、 ま た は 標 的 GPR107遺 伝 子 配 列 に 向 け ら れ る
。 例 え ば 、 組 成 物 は 、 2、 3、 4、 も し く は 5種 類 、 ま た は そ れ 以 上 の PCDH1標 的 配 列 、 CDH3
標 的 配 列 、 ま た は GPR107標 的 配 列 に 対 す る PCDH1 siRNA、 CDH3 siRNA、 ま た は GPR107 siRN
Aを 含 む 。 PCDH1、 CDH3、 ま た は GPR107に よ っ て 、 標 的 配 列 と は 、 PCDH1遺 伝 子 、 CDH3遺 伝
子 、 ま た は GPR107遺 伝 子 の 一 部 と 同 一 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 意 味 す る 。 標 的 配 列 は 、 ヒ ト
PCDH1遺 伝 子 、 CDH3遺 伝 子 、 ま た は GPR107遺 伝 子 の 5'非 翻 訳 (UT)領 域 、 オ ー プ ン リ ー デ ィ
ン グ フ レ ー ム (ORF)、 ま た は 3'非 翻 訳 領 域 を 含 ん で も よ い 。 ま た は 、 siRNAは 、 PCDH1遺 伝
子 、 CDH3遺 伝 子 、 ま た は GPR107遺 伝 子 の 発 現 の 上 流 モ ジ ュ レ ー タ ー ま た は 下 流 モ ジ ュ レ ー
タ ー に 相 補 的 な 核 酸 配 列 で あ る 。 上 流 モ ジ ュ レ ー タ ー ま た は 下 流 モ ジ ュ レ ー タ ー の 例 と し
て 、 PCDH1遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー 、 CDH3遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー 、 ま た は GPR107遺 伝 子 プ ロ モ ー
タ ー に 結 合 す る 転 写 因 子 、 PCDH1ポ リ ペ プ チ ド 、 CDH3ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は GPR107ポ リ ペ
プ チ ド と 相 互 作 用 す る キ ナ ー ゼ ま た は ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 PCDH1プ ロ モ ー タ ー 、 CDH3プ ロ モ
ー タ ー 、 ま た は GPR107プ ロ モ ー タ ー ま た は エ ン ハ ン サ ー が 挙 げ ら れ る 。 標 的 mRNAに ハ イ ブ
リ ダ イ ズ す る PCDH1 siRNA、 CDH3 siRNA、 ま た は GPR107 siRNAは 通 常 、 一 本 鎖 mRNA転 写 物
に 結 合 し 、 そ れ に よ っ て タ ン パ ク 質 の 翻 訳 を 妨 げ 、 従 っ て 、 発 現 を 妨 げ る こ と に よ っ て 、
PCDH1遺 伝 子 、 CDH3遺 伝 子 、 ま た は GPR107遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る PCDH1ポ リ ペ プ チ ド 、
CDH3ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は GPR107ポ リ ペ プ チ ド 生 成 物 の 産 生 を 減 少 ま た は 阻 害 す る 。 従 っ
て 、 本 発 明 の siRNA分 子 は 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 、 PCDH1、 CDH3、 ま た は GPR107遺
伝 子 に 由 来 す る mRNAま た は cDNAと 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 能 力 に よ っ て 定 義 す る こ と
が で き る 。 本 発 明 の 目 的 で 、 用 語 「 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 」 ま た は 「 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ
ズ す る 」 は 、 2つ の 核 酸 分 子 が 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 」 の 下
で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 能 力 を い う た め に 用 い ら れ る 。 句 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 」 は 、 一 般 的 に 、 複 雑 な 核 酸 混 合 物 中 で 、 核 酸 分 子 が そ の 標 的 配 列 と ハ
イ ブ リ ダ イ ズ す る が 、 他 の 配 列 と は 検 出 可 能 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い 条 件 を 意 味 す る 。 ス
ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 は 配 列 依 存 的 で あ り 、 様 々 な 状 況 に お い て 異 な る 。 配 列 が 長 い ほ ど
、 高 い 温 度 で 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 広 範 囲 に わ た
る 指 針 は 、 Tijssen, Techniques in Biochemistry and Molecular Biology--Hybridizati
on with Nucleic Probes,「 Overview of principles of hybridization and the strateg
y of nucleic acid assays」 (1993)に 記 載 さ れ て い る 。 一 般 的 に 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条
件 は 、 定 義 さ れ た イ オ ン 強 度 、 pHで 特 定 の 配 列 の 融 点 (T m )よ り 約 5～ 10℃ 低 く な る よ う に
選 択 さ れ る 。 T m は 、 (定 義 さ れ た イ オ ン 強 度 、 pH、 お よ び 核 酸 濃 度 の 下 で )、 標 的 に 相 補 的
な プ ロ ー ブ の 50％ が 標 的 配 列 に 平 衡 状 態 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 温 度 で あ る (T m で 、 標 的 配
列 が 過 剰 に 存 在 す る 時 、 プ ロ ー ブ の 50％ が 平 衡 状 態 で 占 有 さ れ る )。 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な
条 件 は ま た 、 ホ ル ム ア ミ ド な ど の 不 安 定 化 剤 を 添 加 す る こ と に よ っ て 達 成 し て も よ い 。 選
択 的 ま た は 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の た め に 、 陽 性 シ グ ナ ル は バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の
少 な く と も 2倍 、 好 ま し く は バ ッ ク グ ラ ウ ン ド ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 10倍 で あ る 。 例
示 的 な ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 以 下 の よ う な も の で も よ い :50
％ ホ ル ム ア ミ ド 、 5xSSC、 お よ び 1％ SDS、 42℃ で の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 、 ま た は 5xSSC、 1
％ SDS、 65℃ で の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 、 0.2xSSC、 お よ び 0.1％ SDS、 50℃ で の 洗 浄 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の siRNAは 、 長 さ が 約 500ヌ ク レ オ チ ド 未 満 、 約 200ヌ ク レ オ チ ド 未 満 、 約 100ヌ ク
レ オ チ ド 未 満 、 約 50ヌ ク レ オ チ ド 未 満 、 ま た は 約 25ヌ ク レ オ チ ド 未 満 で あ る 。 好 ま し く は
、 siRNAは 長 さ が 約 19～ 約 25ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 PCDH1 siRNA、 CDH3 siRNA、 ま た は GPR1
07 siRNAを 生 成 す る た め の 核 酸 配 列 の 例 は 、 そ れ ぞ れ 標 的 配 列 で あ る 配 列 番 号 ： 22、 23、
ま た は 24の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。 さ ら に 、 siRNAの 阻 害 活 性 を 増 強 す る た め に 、 標 的
配 列 の ア ン チ セ ン ス 鎖 の 3'末 端 に ヌ ク レ オ チ ド 「 u」 を 付 加 す る こ と が で き る 。 付 加 さ れ
る 「 u」 の 数 は 少 な く と も 約 2個 で あ り 、 一 般 的 に 約 2個 か ら 約 10個 で あ り 、 好 ま し く は 約 2
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個 か ら 約 5個 で あ る 。 付 加 さ れ た 「 u」 は 、 siRNAの ア ン チ セ ン ス 鎖 の 3'末 端 で 一 本 鎖 を 形
成 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 細 胞 は 、 PCDH1、 CDH3、 ま た は GPR107を 発 現 ま た は 過 剰 発 現 す る 任 意 の 細 胞 で あ る 。 細
胞 は 、 例 え ば 、 膵 管 細 胞 の よ う な 上 皮 細 胞 で あ る 。 ま た は 、 細 胞 は 、 癌 腫 、 腺 癌 、 芽 腫 、
白 血 病 、 骨 髄 腫 、 ま た は 肉 腫 な ど の 腫 瘍 細 胞 で あ る 。 細 胞 は 膵 管 腺 癌 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 PCDH1 siRNA、 CDH3 siRNA、 ま た は GPR107 siRNAは 、 mRNA転 写 物 に 結 合 可 能 な 形 で 細 胞
に 直 接 導 入 さ れ る 。 ま た は 、 PCDH1 siRNA、 CDH3 siRNA、 ま た は GPR107 siRNAを コ ー ド す
る DNAは ベ ク タ ー の 中 に あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 ベ ク タ ー は 、 例 え ば 、 両 方 の 鎖 の (DNA分 子 の 転 写 に よ る )発 現 が 可 能 な よ う に 、 作 動 可
能 に 連 結 さ れ た 調 節 配 列 に PCDH1配 列 、 CDH3配 列 、 ま た は GPR107配 列 が 隣 接 す る よ う に 発
現 ベ ク タ ー に PCDH1標 的 配 列 、 CDH3標 的 配 列 、 ま た は GPR107標 的 配 列 を ク ロ ー ニ ン グ す る
こ と に よ っ て 作 成 さ れ る (Lee,N.S.,Dohjima,T.,Bauer,G.,Li,H.,Li,M.-J.,Ehsani,A.,Sal
vaterra,P.,and Rossi,J.(2002)Expression of small interfering RNAs targeted again
st HIV-1 rev transcripts in human cells. Nature Biotechnology 20:500-505.)。 PCDH
1 mRNA、 CDH3 mRNA、 ま た は GPR107 mRNAに 対 す る ア ン チ セ ン ス で あ る RNA分 子 は 第 1の プ ロ
モ ー タ ー (例 え ば 、 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た DNAの 3'側 に あ る プ ロ モ ー タ ー 配 列 )に よ っ て 転 写
さ れ 、 PCDH1 mRNA、 CDH3 mRNA、 ま た は GPR107 mRNAの セ ン ス 鎖 で あ る RNA分 子 は 第 2の プ ロ
モ ー タ ー (例 え ば 、 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た DNAの 5'側 に あ る プ ロ モ ー タ ー 配 列 )に よ っ て 転 写
さ れ る 。 セ ン ス 鎖 お よ び ア ン チ セ ン ス 鎖 は イ ン ビ ボ で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て 、 PCDH1遺 伝 子
、 CDH3遺 伝 子 、 ま た は GPR107遺 伝 子 の サ イ レ ン シ ン グ の た め の siRNA構 築 物 を 生 じ る 。 ま
た は 、 siRNA構 築 物 の セ ン ス 鎖 お よ び ア ン チ セ ン ス 鎖 を 生 成 す る た め に 、 2種 類 の 構 築 物 が
用 い ら れ る 。 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た PCDH1、 CDH3、 ま た は GPR107は 、 二 次 構 造 、 例 え ば 、 ヘ
ア ピ ン を 有 す る 構 築 物 を コ ー ド し て も よ く 、 こ の 場 合 、 1つ の 転 写 物 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 両 方 を 有 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 ヘ ア ピ ン ル ー プ 構 造 を 形 成 す る た め に 、 任 意 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ル ー プ 配 列 を
セ ン ス 配 列 と ア ン チ セ ン ス 配 列 の 間 に 配 置 し て も よ い 。 従 っ て 、 本 発 明 は ま た 、 一 般 式 5'
-[A]-[B]-[A']-3'を 有 す る siRNAも 提 供 し 、 式 中 、 [A]は 、 PCDH1、 CDH3、 ま た は GPR107由
来 の mRNAま た は cDNAに 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 配 列 に 対 応 す る リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 配 列
で あ る 。 よ り 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 [A]は 配 列 番 号 ： 22、 23、 お よ び 24の ヌ ク レ オ チ
ド か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 配 列 に 対 応 す る リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ り 、
[B]は 、 3個 か ら 23個 の ヌ ク レ オ チ ド か ら な る リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ り 、 な ら び に
[A']は 、 [A]の 相 補 配 列 か ら な る リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 領 域 [A]は [A']に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 次 い で 、 領 域 [B]か ら な る ル ー プ が 形 成 さ れ る 。 ル
ー プ 配 列 は 、 好 ま し く は 、 長 さ が 約 3個 か ら 約 23個 の ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て よ い 。 ル ー プ
配 列 は 、 例 え ば 、 以 下 の 配 列 か ら な る 群 よ り 選 択 す る こ と が で き る (http://www.ambion.c
om/techlib/tb/tb_506.html)。 さ ら に 、 23個 の ヌ ク レ オ チ ド か ら な る ル ー プ 配 列 か ら 活 性
型 siRNAが 得 ら れ る (Jacque,J.-M., Triques,K., and Stevenson,M.(2002) Modulation of
 HIV-1 replication by RNA interference.Nature 418:435-438)。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 CCC、 CCACC、 ま た は CCACACC:Jacque, J. M., Triques, K., and Stevenson, M(2002) M
odulation of HIV-1 replication by RNA interference. Nature, Vol. 418:435-438.
【 ０ ０ ３ １ 】
　 UUCG:Lee,N.S., Dohjima,T., Bauer,G., Li,H., Li,M.-J., Ehsani,A., Salvaterra,P.
, and Rossi,J.(2002) Expression of small interfering RNAs targeted against HIV-1
 rev transcripts in human cells. Nature Biotechnology 20:500-505. Fruscoloni, P.
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, Zamboni, M., and Tocchini-Valentini, G.P.(2003) Exonucleolytic degradation of 
double-stranded RNA by an activity in Xenopus laevis germinal vesicles. Proc. Na
tl. Acad. Sci. USA 100(4): 1639-1644.
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 UUCAAGAGA: Dykxhoorn, D. M., Novina, C. D., and Sharp, P. A. (2002) Killing th
e messenger: Short RNAs that silence gene expression. Nature Reviews Molecular C
ell Biology 4: 457-467.
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 例 え ば 、 本 発 明 の ヘ ア ピ ン ル ー プ 構 造 を 有 す る 好 ま し い siRNAを 以 下 に 示 す 。 以 下 の 構
造 に お い て 、 ル ー プ 配 列 は 、 CCC、 UUCG、 CCACC、 CCACACC、 お よ び UUCAAGAGAか ら な る 群 よ
り 選 択 す る こ と が で き る 。 好 ま し い ル ー プ 配 列 は UUCAAGAGA(DNAで は 「 ttcaagaga」 (配 列
番 号 :35))で あ る 。
　 GACAUCAAUGACAACACAC-[B]-GUGUGUUGUCAUUGAUGUC（ 配 列 番 号 ： 22の 標 的 配 列 の 場 合 ）
　 GGAGACAGGCUGGUUGUUG-[B]-CAACAACCAGCCUGUCUCC（ 配 列 番 号 ： 23の 標 的 配 列 の 場 合 ）
　 GUGGCUCUACCAGCUCCUG-[B]-CAGGAGCUGGUAGAGCCAC（ 配 列 番 号 ： 24の 標 的 配 列 の 場 合 ）
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 PCDH1、 CDH3、 ま た は GPR107の 発 現 を 独 立 し て 調 節 で き る よ う に 、 ま た は 時 間 的 も し く
は 空 間 的 に 調 節 で き る よ う に 、 PCDH1配 列 、 CDH3配 列 、 ま た は GPR107配 列 に 隣 接 す る 調 節
配 列 は 同 一 で あ る か 、 ま た は 異 な る 。 siRNAは 、 PCDH1遺 伝 子 、 CDH3遺 伝 子 、 ま た は GPR107
遺 伝 子 の 鋳 型 を 、 例 え ば 、 核 内 低 分 子 RNA(snRNA)U6に 由 来 す る RNAポ リ メ ラ ー ゼ III転 写 単
位 ま た は ヒ ト H1 RNAプ ロ モ ー タ ー を 含 む ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 細 胞 内
で 転 写 さ れ る 。 ベ ク タ ー を 細 胞 に 導 入 す る た め に 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 促 進 剤 を 使 用 す
る こ と が で き る 。 FuGENE(Roche Diagnostics)、 Lipofectamine 2000(Invitrogen)、 Oligo
fectamine(Invitrogen)、 お よ び Nucleofector(和 光 純 薬 工 業 )が ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 促
進 剤 と し て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び PCDH1 mRNA、 CDH3 mRNA、 ま た は GPR107 mRNAの 様 々 な 部 分
に 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 腫 瘍 細 胞 (例 え ば 、 膵 管 腺 癌 （ PDACa） 細 胞 株 と い っ た
膵 臓 細 胞 株 を 使 用 す る )の PCDH1、 CDH3、 ま た は GPR107の 産 生 を 減 少 さ せ る 能 力 に つ い て 、
標 準 的 な 方 法 に 従 っ て イ ン ビ ト ロ で 試 験 し た 。 候 補 組 成 物 の 非 存 在 下 で 培 養 し た 細 胞 と 比
較 し て 、 候 補 siRNA組 成 物 と 接 触 さ せ た 細 胞 で は PCDH1遺 伝 子 、 CDH3遺 伝 子 、 ま た は GPR107
遺 伝 子 産 物 が 減 少 す る こ と を 、 PCDH1特 異 的 抗 体 、 CDH3特 異 的 抗 体 、 も し く は GPR107特 異
的 抗 体 ま た は 他 の 検 出 法 を 用 い て 検 出 す る 。 次 い で 、 イ ン ビ ト ロ 細 胞 ア ッ セ イ ま た は 無 細
胞 ア ッ セ イ に お い て PCDH1、 CDH3、 ま た は GPR107の 産 生 を 減 少 さ せ る 配 列 を 、 細 胞 増 殖 に
対 す る 阻 害 作 用 に つ い て 試 験 す る 。 悪 性 新 生 物 を 有 す る 動 物 に お け る PCDH1、 CDH3、 ま た
は GPR107産 生 の 減 少 お よ び 腫 瘍 細 胞 増 殖 の 低 下 を 確 か め る た め に 、 イ ン ビ ト ロ 細 胞 ア ッ セ
イ に お い て 細 胞 増 殖 を 阻 害 す る 配 列 を ラ ッ ト ま た は マ ウ ス に お い て イ ン ビ ボ で 試 験 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】

　 PCDH1、 CDH3、 ま た は GPR107の 過 剰 発 現 を 特 徴 と す る 腫 瘍 を 有 す る 患 者 は 、 PCDH1 siRNA
、 CDH3 siRNA、 ま た は GPR107 siRNAの 投 与 に よ っ て 治 療 さ れ る 。 siRNA療 法 は 、 例 え ば 、
膵 管 腺 癌 （ PDACa） を 罹 患 し て い る か 、 ま た は 発 症 す る 危 険 性 の あ る 患 者 に お け る PCDH1、
CDH3、 ま た は GPR107の 発 現 を 阻 害 す る た め に 用 い ら れ る 。 こ の よ う な 患 者 は 、 特 定 の 腫 瘍
型 の 標 準 的 な 方 法 に よ っ て 特 定 さ れ る 。 膵 管 腺 癌 （ PDACa） は 、 例 え ば 、 CT、 MRI、 ERCP、
MRCP、 コ ン ピ ュ ー タ ー 断 層 撮 影 、 ま た は 超 音 波 に よ っ て 診 断 さ れ る 。 被 験 体 に お け る PCDH
1、 CDH3、 ま た は GPR107の 発 現 の 低 下 、 ま た は 腫 瘍 の サ イ ズ 、 罹 患 率 、 も し く は 転 移 可 能
性 の 減 少 な ど の 臨 床 上 の 利 益 に つ な が れ ば 、 治 療 は 有 効 で あ る 。 治 療 が 予 防 目 的 で 用 い ら
れ る 場 合 、 「 有 効 な 」 は 、 治 療 が 腫 瘍 の 形 成 を 遅 延 も し く は 阻 止 す る か 、 ま た は 腫 瘍 の 臨
床 症 状 を 阻 止 も し く は 緩 和 す る こ と を 意 味 す る 。 有 効 性 は 、 特 定 の 腫 瘍 型 を 診 断 ま た は 治
療 す る 任 意 の 既 知 の 方 法 と 共 同 し て 確 か め ら れ る 。
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【 ０ ０ ３ ７ 】
　 siRNA療 法 は 、 本 発 明 の siRNAを コ ー ド す る 標 準 的 な ベ ク タ ー お よ び /ま た は 、 合 成 siRNA
分 子 を 送 達 す る こ と に よ る な ど の 遺 伝 子 送 達 シ ス テ ム に よ っ て siRNAを 患 者 に 投 与 す る こ
と に よ っ て 実 施 さ れ る 。 一 般 的 に 、 合 成 siRNA分 子 は 、 イ ン ビ ボ で ヌ ク レ ア ー ゼ 分 解 を 阻
止 す る た め に 化 学 的 に 安 定 化 さ れ る 。 化 学 的 に 安 定 化 さ れ た RNA分 子 を 調 製 す る 方 法 は 当
技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。 一 般 的 に 、 こ の よ う な 分 子 は 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ の 働 き を
阻 止 す る た め に 、 修 飾 さ れ た バ ッ ク ボ ー ン お よ び ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 他 の 修 飾 も 可 能 で
あ り 、 例 え ば 、 コ レ ス テ ロ ー ル 結 合 型 siRNAは 、 改 善 さ れ た 薬 理 学 的 特 性 を 示 し て い る (So
ng et al. Nature Med. 9:347-351 (2003))。 適 切 な 遺 伝 子 送 達 シ ス テ ム と し て 、 リ ポ ソ
ー ム 、 受 容 体 媒 介 送 達 シ ス テ ム 、 ま た は ウ イ ル ス ベ ク タ ー (例 え ば 、 特 に 、 ヘ ル ペ ス ウ イ
ル ス 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 お よ び ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス )を 挙 げ る こ と が で
き る 。 治 療 用 核 酸 組 成 物 は 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 中 に 製 剤 化 さ れ る 。 治 療 用 組 成 物 は 前
記 の 遺 伝 子 送 達 シ ス テ ム を 含 ん で も 良 い 。 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 は 、 動 物 へ の 投 与 に 適
し た 生 物 学 的 に 適 合 す る 賦 形 剤 (vehicle)(例 え ば 、 生 理 食 塩 水 )で あ る 。 化 合 物 の 治 療 有
効 量 は 、 医 学 的 に 望 ま し い 結 果 (例 え ば 、 治 療 さ れ た 動 物 に お け る PCDH1遺 伝 子 産 物 、 CDH3
遺 伝 子 産 物 、 ま た は GPR107遺 伝 子 産 物 の 産 生 の 低 下 、 細 胞 成 長 (例 え ば 、 増 殖 の 低 下 、 ま
た は 腫 瘍 増 殖 の 低 下 )を 生 じ る こ と が 可 能 な 量 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 PCDH1 siRNA、 CDH3 siRNA、 ま た は GPR107 siRNA組 成 物 を 送 達 す る た め に 、 静 脈 内 送 達
経 路 、 皮 下 送 達 経 路 、 筋 肉 内 送 達 経 路 、 お よ び 腹 腔 内 送 達 経 路 な ど の 非 経 口 投 与 を 使 用 す
る こ と が で き る 。 膵 臓 腫 瘍 の 治 療 に は 、 腹 腔 動 脈 、 脾 動 脈 、 ま た は 総 肝 動 脈 へ の 直 接 注 入
が 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 任 意 の 患 者 へ の 投 与 量 は 、 患 者 の 大 き さ 、 体 表 面 積 、 年 齢 、 投 与 し よ う と す る 特 定 の 核
酸 、 性 別 、 投 与 時 間 お よ び 経 路 、 身 体 全 体 の 健 康 、 な ら び に 同 時 に 投 与 さ れ て い る 他 の 薬
物 な ど の 多 く の 要 因 に 左 右 さ れ る 。 核 酸 を 静 脈 内 投 与 す る 場 合 の 投 与 量 は 、 約 10 6 コ ピ ー
か ら 10 2 2 コ ピ ー の 核 酸 分 子 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 標 準 的 な 方 法 (例 え ば 、 筋 肉 も し く は 皮 膚 な ど の 組 織 の 間 隙 へ の
注 射 、 循 環 も し く は 体 腔 へ の 導 入 、 ま た は 吸 入 も し く は 吹 送 (insufflation))に よ っ て 投
与 さ れ る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 液 体 担 体 (例 え ば 、 水 溶 性 ま た は 部
分 的 に 水 溶 性 の 液 体 担 体 )と 共 に 動 物 に 注 射 さ れ る か 、 ま た は 別 の 方 法 で 送 達 さ れ る 。 ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 リ ポ ソ ー ム (例 え ば 、 カ チ オ ン 性 リ ポ ソ ー ム ま た は ア ニ オ ン 性 リ ポ ソ
ー ム )と 結 合 さ れ る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 標 的 細 胞 に よ る 発 現 に 必 要 な 遺 伝 情 報 (例 え ば
、 プ ロ モ ー タ ー )を 含 む 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 特 に 定 義 し な い 限 り 、 本 明 細 書 で 使 用 す る 全 て の 技 術 用 語 お よ び 科 学 用 語 は 、 本 発 明 が
属 す る 技 術 分 野 の 当 業 者 に 一 般 的 に 理 解 さ れ る も の と 同 じ 意 味 を 有 す る 。 本 発 明 の 実 施 ま
た は 試 験 に お い て 、 本 明 細 書 に 記 載 の も の と 同 様 の ま た は 等 価 な 方 法 お よ び 材 料 を 使 用 す
る こ と が で き る が 、 適 切 な 方 法 お よ び 材 料 を 以 下 で 説 明 す る 。 本 明 細 書 で 述 べ た 全 て の 刊
行 物 、 特 許 出 願 、 特 許 、 お よ び 他 の 参 考 文 献 は 、 そ の 全 体 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入
れ ら れ る 。 抵 触 す る 場 合 、 定 義 を 含 め 、 本 明 細 書 が 優 先 す る 。 さ ら に 、 材 料 、 方 法 、 お よ
び 実 施 例 は 例 示 に す ぎ ず 、 限 定 を 目 的 と し な い 。
【 ０ ０ ４ ２ 】

　 本 発 明 を 以 下 の 実 施 例 に お い て さ ら に 説 明 す る 。 以 下 の 実 施 例 は 、 特 許 請 求 の 範 囲 に 記
載 の 本 発 明 の 範 囲 を 限 定 し な い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
[実 施 例 1]　 一 般 的 方 法
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細 胞 株 お よ び 組 織 標 本



　 ヒ ト 膵 臓 細 胞 株 PK45P、 KLM1、 お よ び MIA-PaCa2(ATCC番 号 :CRL-1420)を 、 東 北 大 学 加 齢
医 学 研 究 所 、 付 属 医 用 細 胞 資 源 セ ン タ ー か ら 入 手 し た 。 こ れ ら の 細 胞 は 全 て 公 的 に 入 手 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
cDNAマ イ ク ロ ア レ イ を 用 い た PDACa細 胞 に お け る 過 剰 発 現 遺 伝 子 の 単 離
　 cDNAマ イ ク ロ ア レ イ ス ラ イ ド の 製 作 は す で に 報 告 さ れ て い る (Ono K, Tanaka T, Tsunod
a T, Kitahara O, Kihara C, Okamoto A, Ochiai K, Takagi T, and Nakamura Y. Cancer
 Res., 60: 5007-5011, 2000)。 各 発 現 プ ロ フ ァ イ ル 分 析 に つ い て 、 実 験 的 変 動 を 減 ら す
た め に 、 約 23,040個 の DNAス ポ ッ ト を 含 む cDNAマ イ ク ロ ア レ イ ス ラ イ ド 二 組 を 調 製 し た 。
簡 単 に 述 べ る と 、 18例 の 膵 臓 癌 組 織 か ら マ イ ク ロ ダ イ セ ク シ ョ ン し た PDACa細 胞 お よ び 正
常 膵 管 上 皮 か ら 、 総 RNAを 精 製 し た 。 T7-based RNA増 幅 を 行 っ て 、 マ イ ク ロ ア レ イ 実 験 に
十 分 な RNAを 得 た 。 PDACa細 胞 お よ び 正 常 管 上 皮 か ら の 増 幅 RNAア リ コ ー ト を 、 逆 転 写 に よ
っ て 、 そ れ ぞ れ Cy5-dCTPお よ び Cy3-dCTPで 標 識 し た (Amersham Biosciences)。 ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン 、 洗 浄 、 お よ び 検 出 は 以 前 に 記 載 さ れ た よ う に 行 っ た (Ono K, Tanaka T, Ts
unoda T, Kitahara O, Kihara C, Okamoto A, Ochiai K, Takagi T, and Nakamura Y. Ca
ncer Res., 60: 5007-5011, 2000)。 次 に 、 ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト し て い る 遺 伝 子 の う ち 、 3
種 類 の 遺 伝 子 PCDH1、 CDH3、 お よ び GPR107に 的 を 絞 っ た が 、 そ れ は 50％ を 超 え る 参 考 と な
る 癌 に お い て そ の 発 現 比 が 5.0を 超 え 、 29の 正 常 な ヒ ト 組 織 に お け る 本 発 明 者 ら の 以 前 の
遺 伝 子 発 現 デ ー タ に よ る と 、 主 要 な 正 常 必 須 臓 器 に お け る そ れ ら の 発 現 レ ベ ル が 比 較 的 低
か っ た か ら で あ る 。 (Saito-Hisaminato A, Katagiri T, Kakiuchi S, Nakamura T, Tsuno
da T, Nakamura Y. Genome-wide profiling of gene expression in 29 normal human ti
ssues with a cDNA microarray. DNA Res., 9: 35-45, 2002)。
【 ０ ０ ４ ５ 】
PCDH1お よ び CDH3の 半 定 量 RT-PCR
　 マ イ ク ロ ダ イ セ ク シ ョ ン し た PDACa細 胞 お よ び 正 常 膵 管 上 皮 細 胞 か ら の RNAを 、 T7-based
イ ン ビ ト ロ 転 写 (Epicentre Technologies)に よ る 2ラ ウ ン ド の 増 幅 に か け 、 一 本 鎖 cDNAに
合 成 し た 。 次 の PCR増 幅 の た め に 、 そ れ ぞ れ の 一 本 鎖 cDNAの 適 切 な 希 釈 液 を 、 定 量 対 照 と
し て β -ア ク チ ン (ACTB)を モ ニ タ リ ン グ す る こ と で 調 製 し た 。 本 発 明 者 ら が 使 用 し た プ ラ
イ マ ー 配 列 は 、
PCDH1に つ い て は 、
5’ -AGAAGGAGACCAAGGACCTGTAT-3’  (配 列 番 号 ： 7) お よ び
5’ -AGAACTTTATTGTCAGGGTCAAGG-3’  (配 列 番 号 ： 8) 
CDH3に つ い て は 、
5’ -CTGAAGGCGGCTAACACAGAC-3’  (配 列 番 号 ： 9) お よ び
5’ -TACACGATTGTCCTCACCCTTC-3’  (配 列 番 号 ： 10) 
ACTBに つ い て は 、
5’ -CATCCACGAAACTACCTTCAACT-3’  (配 列 番 号 ： 11) お よ び
5’ -TCTCCTTAGAGAGAAGTGGGGTG-3’  (配 列 番 号 ： 12)
を 使 用 し た 。 全 て の 反 応 に 、 94℃ 2分 間 の 初 回 変 性 、 そ れ に 続 く 、 94℃ 30秒 間 、 58℃ 30秒
間 、 お よ び 72℃ 1分 間 の 21サ イ ク ル (ACTBの 場 合 )ま た は 28～ 32サ イ ク ル (PCDH1お よ び CDH3
の 場 合 )を 、 GeneAmp PCR system 9700 (PE Applied Biosystems)に お い て 行 っ た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
免 疫 組 織 化 学
　 ホ ル マ リ ン で 固 定 し 、 パ ラ フ ィ ン で 包 埋 し た PDACa切 片 を 、 CDH3発 現 用 の マ ウ ス 抗 CDH3
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (BD Transduction Laboratories)を 用 い て 免 疫 染 色 し た 。 抗 原 の 回 復
の た め に 、 脱 パ ラ フ ィ ン 組 織 切 片 を 10mMク エ ン 酸 塩 緩 衝 液 ,pH6.0に 入 れ 、 オ ー ト ク レ ー ブ
内 で 15分 間 、 108℃ に 加 熱 し た 。 切 片 を 、 CDH3用 一 次 抗 体 の 1:10希 釈 液 ま た は 1:100希 釈 液
と そ れ ぞ れ 、 加 湿 チ ャ ン バ ー 内 で 室 温 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識
デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー を 使 用 し 、 次 に ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン (DAKO Envision Plus System; 
DAKO Corporation, Carpinteria, CA)に よ っ て 発 色 さ せ た 。 切 片 を ヘ マ ト キ シ リ ン で 対 比
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染 色 し た 。 負 の 対 照 の た め に 、 一 次 抗 体 を 除 い た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析
　 前 記 の プ ラ イ マ ー に よ っ て 増 幅 さ れ た [α 3 2 P]dCTP標 識 PCR産 物 と 、 Human multiple-tis
sue Northern blots(Clontech)を ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 お よ び 洗 浄 は 製 造 業 者 の 推 奨 に 従 っ て 行 っ た 。 増 感 ス ク リ ー ン
を 用 い て 、 ブ ロ ッ ト を -80℃ で 5日 間 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ に か け た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】

　 siRNAを コ ー ド す る DNA断 片 を 、 以 下 の プ ラ ス ミ ド 配 列 (配 列 番 号 ： 26)の (-)で 示 さ れ た
ヌ ク レ オ チ ド 485～ 490の ギ ャ ッ プ に 挿 入 し た 。

 GACGGATCGGGAGATCTCCCGATCCCCTATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGGAT
 CCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTGGGGATCAGCGTTTGAGTAAGA
 GCCCGCGTCTGAACCCTCCGCGCCGCCCCGGCCCCAGTGGAAAGACGCGCAGGCAAAACG
 CACCACGTGACGGAGCGTGACCGCGCGCCGAGCGCGCGCCAAGGTCGGGCAGGAAGAGGG
 CCTATTTCCCATGATTCCTTCATATTTGCATATACGATACAAGGCTGTTAGAGAGATAAT
 TAGAATTAATTTGACTGTAAACACAAAGATATTAGTACAAAATACGTGACGTAGAAAGTA
 ATAATTTCTTGGGTAGTTTGCAGTTTTAAAATTATGTTTTAAAATGGACTATCATATGCT
 TACCGTAACTTGAAAGTATTTCGATTTCTTGGCTTTATATATCTTGTGGAAAGGACGAAA
 CACC------TTTTTACATCAGGTTGTTTTTCTGTTTGGTTTTTTTTTTACACCACGTTT
 ATACGCCGGTGCACGGTTTACCACTGAAAACACCTTTCATCTACAGGTGATATCTTTTAA
 CACAAATAAAATGTAGTAGTCCTAGGAGACGGAATAGAAGGAGGTGGGGCCTAAAGCCGA
 ATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCGGCCGCTCGAGTGAGGCGGAAAGAACCAGCTGGG
 GCTCTAGGGGGTATCCCCACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGG
 TTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCT
 TCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCC
 CTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTG
 ATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGT
 CCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGG
 TCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGC
 TGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTAATTCTGTGGAATGTGTGTCAGTTAGGGTGTGG
 AAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGCAGAAGTATGCAAAGCATGCATCTCAATTAGTCAGC
 AACCAGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGCAGAAGTATGCAAAGCATGCATCT
 CAATTAGTCAGCAACCATAGTCCCGCCCCTAACTCCGCCCATCCCGCCCCTAACTCCGCC
 CAGTTCCGCCCATTCTCCGCCCCATGGCTGACTAATTTTTTTTATTTATGCAGAGGCCGA
 GGCCGCCTCTGCCTCTGAGCTATTCCAGAAGTAGTGAGGAGGCTTTTTTGGAGGCCTAGG
 CTTTTGCAAAAAGCTCCCGGGAGCTTGTATATCCATTTTCGGATCTGATCAAGAGACAGG
 ATGAGGATCGTTTCGCATGATTGAACAAGATGGATTGCACGCAGGTTCTCCGGCCGCTTG
 GGTGGAGAGGCTATTCGGCTATGACTGGGCACAACAGACAATCGGCTGCTCTGATGCCGC
 CGTGTTCCGGCTGTCAGCGCAGGGGCGCCCGGTTCTTTTTGTCAAGACCGACCTGTCCGG
 TGCCCTGAATGAACTGCAGGACGAGGCAGCGCGGCTATCGTGGCTGGCCACGACGGGCGT
 TCCTTGCGCAGCTGTGCTCGACGTTGTCACTGAAGCGGGAAGGGACTGGCTGCTATTGGG
 CGAAGTGCCGGGGCAGGATCTCCTGTCATCTCACCTTGCTCCTGCCGAGAAAGTATCCAT
 CATGGCTGATGCAATGCGGCGGCTGCATACGCTTGATCCGGCTACCTGCCCATTCGACCA
 CCAAGCGAAACATCGCATCGAGCGAGCACGTACTCGGATGGAAGCCGGTCTTGTCGATCA
 GGATGATCTGGACGAAGAGCATCAGGGGCTCGCGCCAGCCGAACTGTTCGCCAGGCTCAA
 GGCGCGCATGCCCGACGGCGAGGATCTCGTCGTGACCCATGGCGATGCCTGCTTGCCGAA
 TATCATGGTGGAAAATGGCCGCTTTTCTGGATTCATCGACTGTGGCCGGCTGGGTGTGGC
 GGACCGCTATCAGGACATAGCGTTGGCTACCCGTGATATTGCTGAAGAGCTTGGCGGCGA
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 ATGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTTACGGTATCGCCGCTCCCGATTCGCAGCGCATCGC
 CTTCTATCGCCTTCTTGACGAGTTCTTCTGAGCGGGACTCTGGGGTTCGAAATGACCGAC
 CAAGCGACGCCCAACCTGCCATCACGAGATTTCGATTCCACCGCCGCCTTCTATGAAAGG
 TTGGGCTTCGGAATCGTTTTCCGGGACGCCGGCTGGATGATCCTCCAGCGCGGGGATCTC
 ATGCTGGAGTTCTTCGCCCACCCCAACTTGTTTATTGCAGCTTATAATGGTTACAAATAA
 AGCAATAGCATCACAAATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTCACTGCATTCTAGTTGTGGT
 TTGTCCAAACTCATCAATGTATCTTATCATGTCTGTATACCGTCGACCTCTAGCTAGAGC
 TTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCA
 CACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAA
 CTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAG
 CTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCC
 GCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCT
 CACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATG
 TGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTC
 CATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGA
 AACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCT
 CCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTG
 GCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAG
 CTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTAT
 CGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAAC
 AGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAAC
 TACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTC
 GGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTTTTTTT
 GTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTT
 TCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGA
 TTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATC
 TAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCT
 ATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATA
 ACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCA
 CGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGA
 AGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGA
 GTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTG
 GTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGA
 GTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTT
 GTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCT
 CTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCA
 TTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAAT
 ACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGA
 AAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCC
 AACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGG
 CAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTC
 CTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTT
 GAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCA
 CCTGACGTC
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 snRNA U6遺 伝 子 は RNAポ リ メ ラ ー ゼ IIIに よ っ て 転 写 さ れ 、 3'末 端 に ウ リ ジ ン を 有 す る 短
い 転 写 物 を 生 じ る こ と が 報 告 さ れ て い る 。 プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 含 む snRNA U6遺 伝 子 の ゲ ノ
ム 断 片 を 、 一 組 の プ ラ イ マ ー ：
5'-GGGGATCAGCGTTTGAGTAA-3' (配 列 番 号 ： 27)、 お よ び
5'-TAGGCCCCACCTCCTTCTAT-3' (配 列 番 号 ： 28) 
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な ら び に 鋳 型 と し て ヒ ト 胎 盤 DNAを 用 い て PCR増 幅 し た 。 産 物 を 精 製 し 、 TAク ロ ー ニ ン グ キ
ッ ト を 供 給 業 者 (Invitrogen)の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 使 用 し 、 pCRプ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー に
ク ロ ー ニ ン グ し た 。 一 組 の プ ラ イ マ ー ：
5'-TGCGGATCCAGAGCAGATTGTACTGAGAGT-3' (配 列 番 号 ： 29)お よ び
5'-CTCTATCTCGAGTGAGGCGGAAAGAACCA-3' (配 列 番 号 ： 30)
を 用 い て PCR増 幅 し た snRNA U6遺 伝 子 を 含 む BamHI,XhoI断 片 を 精 製 し 、 pcDNA3.1(+)プ ラ ス
ミ ド の ヌ ク レ オ チ ド 1257位 か ら 56位 の 断 片 に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 連 結 さ れ た DNAを 、 プ ラ
イ マ ー ：
5'-TTTAAGCTTGAAGACTATTTTTACATCAGGTTGTTTTTCT-3' (配 列 番 号 ： 31)お よ び
5'-TTTAAGCTTGAAGACACGGTGTTTCGTCCTTTCCACA-3' (配 列 番 号 ： 32)
を 使 用 す る PCRの 鋳 型 と し て 使 用 し た 。 産 物 を HindIIIで 消 化 し 、 そ の 後 に 自 己 連 結 さ せ て
、 psiU6BXベ ク タ ー プ ラ ス ミ ド を 生 成 し た 。 対 照 と し て 、
5'-CACCGAAGCAGCACGACTTCTTCTTCAAGAGAGAAGAAGTCGTGCTGCTTC-3'(配 列 番 号 ： 33)お よ び
5'-AAAAGAAGCAGCACGACTTCTTCTCTCTTGAAGAAGAAGTCGTGCTGCTTC-3'(配 列 番 号 ： 34)
か ら な る 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を psiU6BXベ ク タ ー の BbsI部 位 に ク ロ ー ニ ン グ す る こ
と に よ っ て 、 psiU6BX-EGFPを 調 製 し た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
siRNA発 現 構 築 物
　 siRNAの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 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設 計 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 設 計
し た 。 簡 単 に 述 べ る と 、 siRNA合 成 用 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 以 下 の プ ロ ト コ ー ル を 用 い
て 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
siRNA標 的 部 位 の 選 択 :
　 1.各 遺 伝 子 の 転 写 物 の 開 始 コ ド ン AUGか ら 開 始 し て 、 下 流 に あ る AAジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を ス キ ャ ン す る 。 siRNA標 的 候 補 部 位 と し て 、 AAお よ び 3'側 隣 接 19ヌ ク レ オ チ ド の 各 々 の
出 現 を 記 録 す る 。 Tuschlら は 、 5'お よ び 3'非 翻 訳 領 域 (UTR)な ら び に 開 始 コ ド ン 付 近 の (75
塩 基 以 内 の )領 域 は 調 節 タ ン パ ク 質 結 合 部 位 を 多 く 含 ん で い る 可 能 性 が あ る の で 、 こ れ ら
に 対 す る siRNAを 設 計 し な い よ う に 勧 め て い な い 。 UTR結 合 タ ン パ ク 質 お よ び /ま た は 翻 訳
開 始 複 合 体 は siRNAエ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 複 合 体 の 結 合 を 妨 げ る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 2.標 的 候 補 部 位 と 適 切 な ゲ ノ ム デ ー タ ベ ー ス (ヒ ト 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト な ど )を 比 較 し て 、
他 の コ ー ド 配 列 と 有 意 な 相 同 性 を 有 す る 標 的 配 列 を 除 く 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 3.合 成 に 適 し た 標 的 配 列 を 選 択 す る 。 遺 伝 子 の 長 さ に 応 じ て い く つ か の 標 的 配 列 を 評 価
の た め に 選 択 す る 。 PCDH1 siRNA、 CDH3 siRNA、 ま た は GPR107 siRNAに 用 い ら れ る オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド を 以 下 に 示 す 。 そ れ ぞ れ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 こ の 標 的 配 列 の セ ン ス ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 と ア ン チ セ ン ス ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と の 組 み 合 わ せ で あ る 。 ヘ ア ピ ン ル ー プ
構 造 お よ び 標 的 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 、 そ れ ぞ れ 、 配 列 番 号 ： 19か ら 配 列 番 号 ： 21、
お よ び 配 列 番 号 ： 22か ら 配 列 番 号 ： 24に 示 し た (そ れ ぞ れ の ヘ ア ピ ン ル ー プ 構 造 配 列 か ら
エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 認 識 部 位 を 除 い た )。
【 ０ ０ ５ ４ 】
PCDH1用 の siRNA発 現 ベ ク タ ー の 挿 入 配 列
410si:
5’ -CACCGACATCAATGACAACACACTTCAAGAGAGTGTGTTGTCATTGATGTC-3’  (配 列 番 号 : 13) お よ
び  
5’ -AAAAGACATCAATGACAACACACTCTCTTGAAGTGTGTTGTCATTGATGTC-3’  (配 列 番 号 : 14)
CDH3用 の siRNA発 現 ベ ク タ ー の 挿 入 配 列
si24:
5’ -CACCGGAGACAGGCTGGTTGTTGTTCAAGAGACAACAACCAGCCTGTCTCC-3’  (配 列 番 号 : 15) お よ
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び
5’ -AAAAGGAGACAGGCTGGTTGTTGTCTCTTGAACAACAACCAGCCTGTCTCC-3’  (配 列 番 号 : 16)
GPR107用 の siRNA発 現 ベ ク タ ー の 挿 入 配 列
1003si: 
5’ -CACCGTGGCTCTACCAGCTCCTGTTCAAGAGACAGGAGCTGGTAGAGCCAC-3’  (配 列 番 号 : 17) お よ
び
5’ -AAAAGTGGCTCTACCAGCTCCTGTCTCTTGAACAGGAGCTGGTAGAGCCAC-3’  (配 列 番 号 : 18)
対 照 用 の siRNA発 現 ベ ク タ ー の 挿 入 配 列
EGFPsi: (対 照 )
5’ - CACCGAAGCAGCACGACTTCTTCTTCAAGAGAGAAGAAGTCGTGCTGCTTC -3’  (配 列 番 号 : 33) お
よ び
5’ -AAAAGAAGCAGCACGACTTCTTCTCTCTTGAAGAAGAAGTCGTGCTGCTTC-3’  (配 列 番 号 : 34)
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 そ れ ぞ れ の 配 列 の 配 列 番 号 を 表 1に 列 挙 し た 。
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ６ 】
コ ロ ニ ー 形 成 /MTTア ッ セ イ
　 ヒ ト PDACa細 胞 株 PK45P、 KLM1、 お よ び MIA-PaCa2を 10cmデ ィ ッ シ ュ (5X10 5 細 胞 /デ ィ ッ シ
ュ )に プ レ ー ト し 、 Lipofectamine 2000(Invitrogen)ま た は FuGENE6(Roche)を 使 用 し 、 製
造 業 者 の 説 明 書 に 従 っ て 、 EGFP標 的 配 列 (EGFP)を 含 む psiU6BXお よ び 標 的 配 列 を 含 む psiU6
BXで ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 細 胞 を 500mg/mlジ ェ ネ テ ィ シ ン で 1週 間 選 択 し 、 予 備 の 細 胞
を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 48時 間 後 に 採 取 し 、 PCDH1、 CDH3、 お よ び GPR107に 及 ぼ す ノ ッ
ク ダ ウ ン 効 果 を 確 認 す る た め に RT-PCRで 分 析 し た 。 RT-PCRの プ ラ イ マ ー は 前 記 で 述 べ た も
の と 同 じ で あ っ た 。 こ れ ら の 細 胞 も そ れ ぞ れ 、 コ ロ ニ ー 形 成 を 評 価 す る た め に ギ ム ザ 液 で
染 色 し 、 細 胞 数 を 評 価 す る た め に MTTア ッ セ イ を 行 っ た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
[実 施 例 2]
siRNAに よ る PCDH1、 CDH3、 ま た は GPR107遺 伝 子 の 発 現 低 下 お よ び 癌 細 胞 の 増 殖 抑 制
　 こ れ ま で の 研 究 に お い て 、 レ ー ザ ー マ イ ク ロ ダ イ セ ク シ ョ ン と 、 27,000の 遺 伝 子 が ス ポ
ッ ト さ れ て い る ゲ ノ ム ワ イ ド cDNAマ イ ク ロ ア レ イ を 組 み 合 わ せ る こ と に よ っ て 、 PDACaの
正 確 な 発 現 プ ロ フ ァ イ ル が 作 成 さ れ た 。 本 発 明 者 ら は 、 PDACaの 起 源 と 考 え ら れ た 正 常 膵
管 上 皮 の 発 現 パ タ ー ン と 比 較 し て 、 PDACa細 胞 に お い て ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト し て い る 遺 伝
子 と し て 、 200を 超 え る 遺 伝 子 を 同 定 し た (Nakamura T, Furukawa Y, Nakagawa H, Tsunod
a T, Ohigashi H, Murata K, Ishikawa O, Ohgaki, Kashimura N, Miyamoto M, Hirano S
, Kondo S, Katoh H, Nakamura Y, and Katagiri T. Genome-wide cDNA microarray anal
ysis of gene-expression profiles in pancreatic cancers using populations of tumo
r cells and normal ductal epithelium cells selected for purity by laser microdis
section. Oncogene, 2004 Feb 9, Epub ahead of print)。 こ れ ら の PDACa細 胞 発 現 プ ロ フ
ァ イ ル に 基 づ い て 、 本 発 明 者 ら は 3種 類 の 過 剰 発 現 遺 伝 子 を 選 択 し 、 マ イ ク ロ ダ イ セ ク シ
ョ ン さ れ た PDACa細 胞 か ら の cDNAを 用 い た RT-PCR(図 1A,B)ま た は 免 疫 組 織 化 学 (図 2)に よ っ
て 、 PCDH1お よ び CDH3は PDACaに お い て 過 剰 発 現 し て い る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
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(1)PCDH1(プ ロ ト カ ド ヘ リ ン 1)(GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 NM_002587;配 列 番 号 1、 2)
　 PDACa細 胞 に 及 ぼ す PCDH1の 増 殖 効 果 ま た は 生 存 効 果 を 調 べ る た め に 、 本 発 明 者 ら は 、 哺
乳 動 物 ベ ク タ ー を ベ ー ス と す る RNA干 渉 (RNAi)法 に よ っ て 、 PDACa細 胞 株 に お け る PCDH1の
内 因 性 発 現 を 特 異 的 に ノ ッ ク ダ ウ ン し た 。 PCDH1は 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 (図 3A)に お い
て 示 し た よ う に 、 正 常 な 心 臓 、 胎 盤 、 前 立 腺 に お い て 無 制 限 に 発 現 し て い る 。 主 要 な 必 須
臓 器 に お け る 発 現 は 豊 富 で な く 、 こ の こ と は 、 こ れ ら の 分 子 を 標 的 と す る こ と に よ り 人 体
に は ほ と ん ど 毒 性 を 示 さ な い こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 siRNA産 生 ベ ク タ ー の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ っ て 、 PCDH1用 に 設 計 さ れ た siRNA、 410
siに お い て 、 内 因 性 発 現 が 明 ら か に 低 下 し た (図 4A)。 siRNAに よ る 、 PCDH1 mRNAに 及 ぼ す
、 こ の ノ ッ ク ダ ウ ン 効 果 は 、 コ ロ ニ ー 形 成 ア ッ セ イ (図 4B)お よ び MTTア ッ セ イ (図 4C)に お
け る 著 し い 増 殖 抑 制 を も た ら し た 。 こ れ ら の 発 見 か ら 、 PDACa細 胞 に お け る PCDH1の 過 剰 発
現 は 癌 細 胞 生 存 能 と 関 連 し て い る こ と が 強 く 示 唆 さ れ た 。 PCDH1お よ び 他 の プ ロ ト カ ド ヘ
リ ン は 、 そ の カ ド ヘ リ ン ド メ イ ン に よ っ て 細 胞 表 面 上 で の 同 種 親 和 性 の 相 互 作 用 を 有 し 、
細 胞 骨 格 コ ン ホ メ ー シ ョ ン 、 細 胞 運 動 、 ま た は 細 胞 増 殖 の た め の 細 胞 間 シ グ ナ ル 伝 達 を 調
節 す る こ と が 裏 付 け ら れ て い る (Sano K, Tanihara H, Heimark RL, Obata S, Davidson M
, St John T, Taketani S, Suzuki S. Protocadherins: a large family of cadherin-re
lated molecules in central nervous system. EMBO J., 12:2249-56, 1993, Frank M, a
nd Kemler R. Protocadherins. Curr Opin Cell Biol., 14:557-62, 2002.)。 本 発 明 者 ら
の デ ー タ に よ れ ば 、 PCDH1は 、 細 胞 間 接 着 に お け る そ の 同 種 親 和 性 の 相 互 作 用 を 介 し て 、
膵 臓 癌 細 胞 増 殖 の 正 の シ グ ナ ル を 調 節 し て い る 可 能 性 が 高 い 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
(2)CDH3(P-カ ド ヘ リ ン )(GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 NM_001793;配 列 番 号 3,4)
　 本 発 明 者 ら は 、 RT-PCR(図 1B)お よ び 免 疫 組 織 化 学 (図 2)に よ っ て PDACa細 胞 に お け る CDH3
過 剰 発 現 を 確 認 し 、 ま た マ イ ク ロ ア レ イ デ ー タ お よ び RT-PCR(図 1B)に よ れ ば 、 CDH3の 過 剰
発 現 は 、 本 発 明 者 ら の PDACaプ ロ フ ァ イ ル に お け る 200を 超 え る ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト 遺 伝 子
の 中 で 最 も 優 勢 な パ タ ー ン の 1つ で あ っ た 。 CDH3は 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 (図 3B)に 示 さ
れ た よ う に 、 正 常 な 胸 腺 、 前 立 腺 、 卵 巣 、 気 管 に お い て 無 制 限 に 発 現 し て い る 。 こ れ は 主
要 な 必 須 臓 器 に お け る 発 現 は 豊 富 で は な く 、 こ の こ と は 、 こ れ ら の 分 子 の 標 的 化 が ヒ ト 身
体 で の 毒 性 に つ な が ら な い と 予 想 さ れ る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 PDACa細 胞 に 及 ぼ す CDH3の 増 殖 効 果 ま た は 生 存 効 果 を 調 べ る た め に 、 本 発 明 者 ら は 、 哺
乳 動 物 ベ ク タ ー を ベ ー ス と す る RNA干 渉 (RNAi)法 に よ っ て 、 PDACa細 胞 株 に お け る CDH3の 内
因 性 発 現 を 特 異 的 に ノ ッ ク ダ ウ ン し た 。 siRNA産 生 ベ ク タ ー の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ
っ て 、 CDH3用 に 設 計 さ れ た siRNA、 si24に お い て 、 内 因 性 発 現 が 明 ら か に 低 下 し た (図 5A)
。 siRNAに よ る 、 CDH3 mRNAに 及 ぼ す 、 こ の ノ ッ ク ダ ウ ン 効 果 は 、 コ ロ ニ ー 形 成 ア ッ セ イ (
図 5B)お よ び MTTア ッ セ イ (図 5C)に お け る 著 し い 増 殖 抑 制 を も た ら し た 。 こ れ ら の 発 見 か ら
、 PDACa細 胞 に お け る CDH3の 過 剰 発 現 は 癌 細 胞 生 存 能 な ら び に 細 胞 間 相 互 作 用 と 関 連 し 、
こ の 分 子 は 、 細 胞 間 相 互 作 用 か ら の シ グ ナ ル 伝 達 に 関 与 し て い る 可 能 性 が あ る こ と が 強 く
示 唆 さ れ た 。 PDACaは 悪 性 度 が 極 め て 高 く 、 PDACaに お け る CDH3の 高 発 現 は 、 そ の 悪 性 度 お
よ び 転 移 能 と も 関 連 し て い る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
(3)GPR107(Gタ ン パ ク 質 共 役 受 容 体 107)(GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AB046844;配 列 番 号 5,
6)
　 本 発 明 者 ら は 、 機 能 と リ ガ ン ド が 未 知 の こ の オ ー フ ァ ン GPCRを 膵 臓 癌 の 標 的 と し て 同 定
し た 。 GPR107は 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 (図 3C)に お い て 示 さ れ た よ う に 、 正 常 な 心 臓 、 胎
盤 、 骨 格 筋 、 精 巣 、 卵 巣 、 脊 髄 に お い て 無 制 限 に 発 現 し て い る 。 PDACa細 胞 に 及 ぼ す GPR10
7の 増 殖 効 果 ま た は 生 存 効 果 を 調 べ る た め に 、 本 発 明 者 ら は 、 siRNAに よ っ て 、 PDACa細 胞
株 に お け る GPR107の 内 因 性 発 現 を 特 異 的 に ノ ッ ク ダ ウ ン し た 。 siRNA産 生 ベ ク タ ー の ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ っ て 、 GPR107用 に 設 計 さ れ た siRNA、 1003siに お い て 内 因 性 発 現 が
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明 ら か に 低 下 し た (図 6A)。 siRNAに よ る 、 GPR107 mRNAに 及 ぼ す こ の ノ ッ ク ダ ウ ン 効 果 は 、
コ ロ ニ ー 形 成 ア ッ セ イ (図 6B)お よ び MTTア ッ セ イ (図 6C)に お け る 増 殖 抑 制 を も た ら し た 。
こ れ ら の 発 見 か ら 、 PDACa細 胞 に お け る GPR107の 過 剰 発 現 は 癌 細 胞 生 存 能 と 関 連 し て い る
こ と が 強 く 示 唆 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 結 論 と し て 、 本 発 明 者 ら は 、 PDACa細 胞 に お い て 過 剰 発 現 す る 3種 類 の 膜 型 分 子 を 同 定 し
、 こ れ ら の 分 子 は 全 て 癌 細 胞 増 殖 に 関 連 し て い る 可 能 性 が 高 く 、 こ の こ と は 、 こ れ ら の 膜
型 分 子 が 致 命 的 な 膵 臓 癌 の 治 療 に 理 想 的 な 標 的 分 子 で あ る こ と を 示 唆 し た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】

　 本 発 明 者 ら は 、 PCDH1遺 伝 子 、 CDH3遺 伝 子 、 ま た は GPR107遺 伝 子 を 特 異 的 標 的 と す る 低
分 子 干 渉 RNA(siRNA)に よ っ て 細 胞 増 殖 が 抑 制 さ れ る こ と を 示 し た 。 従 っ て 、 こ の 新 規 siRN
Aは 抗 癌 剤 を 開 発 す る た め の 有 用 な 標 的 で あ る 。 例 え ば 、 PCDH1、 CDH3、 ま た は GPR107の 発
現 を 遮 断 す る か 、 ま た は そ れ ら の 活 性 を 阻 止 す る 薬 剤 は 、 抗 癌 剤 と し て 、 例 え ば 、 膵 管 腺
癌 (PDACa)と い っ た 膵 臓 癌 を 特 に 治 療 す る た め の 抗 癌 剤 と し て 治 療 上 有 用 性 を 見 出 し う る
。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 を 、 詳 細 に か つ 本 発 明 の 特 定 の 態 様 を 参 照 し て 説 明 し て き た が 、 本 発 明 の 精 神 お
よ び 範 囲 か ら 逸 脱 す る こ と な く 、 本 発 明 に 様 々 な 変 更 お よ び 改 変 を 加 え る こ と が で き る こ
と は 当 業 者 に 明 ら か で あ ろ う 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ６ ６ 】
【 図 １ 】 RT-PCRに よ る PDACa細 胞 に お け る PCDH1(A)お よ び CDH3(B)の 過 剰 発 現 の 確 認 結 果 を
示 し た 写 真 で あ る 。 同 じ 個 体 か ら マ イ ク ロ ダ イ セ ク シ ョ ン し た 正 常 膵 管 上 皮 細 胞 (正 常 )と
必 須 臓 器 (肺 、 心 臓 、 肝 臓 、 腎 臓 、 お よ び 骨 髄 )を 半 定 量 RT-PCRに よ っ て 比 較 し た 。
【 図 ２ 】 PDACa組 織 に お け る 免 疫 組 織 化 学 の 結 果 を 示 し た 写 真 で あ る 。 CDH3タ ン パ ク 質 の
過 剰 発 現 は 膵 管 腺 癌 に お い て 観 察 さ れ た が 、 正 常 膵 管 で は 観 察 さ れ な か っ た 。
【 図 ３ 】 正 常 成 人 組 織 に お け る 、 そ れ ぞ れ の 膵 臓 癌 標 的 遺 伝 子 の 発 現 パ タ ー ン を 示 し た ノ
ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 の 写 真 で あ る 。 (A)PCDH1、 (B)CDH3、 お よ び (C)GPR107。
【 図 ４ 】 siRNAに よ る PDACa細 胞 PK-45Pに お け る 内 因 性 PCDH1の ノ ッ ク ダ ウ ン 効 果 を 示 し た
写 真 で あ る 。 図 4(A)は RT-PCR結 果 を 示 し て い る 。 siRNA発 現 ベ ク タ ー 410siの ト ラ ン ス フ ェ
ク シ ョ ン に よ っ て PCDH1 mRNAの ノ ッ ク ダ ウ ン 効 果 が 確 認 さ れ た が 、 EGFPsiで は 確 認 さ れ な
か っ た 。 410siは 、 PCDH1 mRNA配 列 に 対 し て 特 異 的 に 設 計 さ れ 、 EGFPは 、 EGFP mRNA配 列 に
対 し て 設 計 さ れ た 。 RNAを ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 48時 間 後 に 採 取 し 、 分 析 し た 。 投 与 cDN
Aを 標 準 化 す る た め に 、 ACTBを 使 用 し た 。 図 4(B)は コ ロ ニ ー 形 成 ア ッ セ イ 結 果 を 示 し た 写
真 で あ る 。 RT-PCRに よ っ て PCDH1を 効 果 的 に ノ ッ ク ダ ウ ン す る こ と が 確 認 さ れ た 410siを 用
い た ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 1週 間 後 に 、 細 胞 の コ ロ ニ ー 数 が 著 し く 減 少 す る こ と が 示 さ
れ た 。 図 4(C)は MTTア ッ セ イ 結 果 を 示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。 こ れ も ま た 、 410siで ト ラ ン ス フ
ェ ク ト さ れ た 増 殖 細 胞 の 数 は 著 し く 減 少 す る が 、 EGFPsiで は 減 少 し な い こ と を 示 し た 。
【 図 ５ 】 siRNAに よ る PDACa細 胞 KLM-1に お け る 内 因 性 CDH3の ノ ッ ク ダ ウ ン 効 果 を 示 し た 写
真 で あ る 。 図 5(A)は RT-PCR結 果 を 示 し て い る 。 siRNA発 現 ベ ク タ ー si24の ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン に よ っ て CDH3 mRNAの ノ ッ ク ダ ウ ン 効 果 が 確 認 さ れ た が 、 EGFPsiで は 確 認 さ れ な か
っ た 。 si24は 、 CDH3 mRNA配 列 に 対 し て 特 異 的 に 設 計 さ れ 、 EGFPsiは 、 EGFP mRNA配 列 に 対
し て 設 計 さ れ た 。 RNAを ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 48時 間 後 に 採 取 し 、 分 析 し た 。 投 与 cDNA
を 標 準 化 す る た め に 、 ACTBを 使 用 し た 。 図 5(B)は 、 コ ロ ニ ー 形 成 ア ッ セ イ 結 果 を 示 し た 写
真 で あ る 。 RT-PCRに よ っ て CDH3を 効 果 的 に ノ ッ ク ダ ウ ン す る こ と が 確 認 さ れ た si24を 用 い
た ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 1週 間 後 に 、 細 胞 の コ ロ ニ ー 数 が 著 し く 減 少 す る こ と が 示 さ れ
た 。 図 5(C)は MTTア ッ セ イ 結 果 を 示 し た 棒 グ ラ フ で あ る 。 こ れ も ま た 、 si24で ト ラ ン ス フ
ェ ク ト さ れ た 増 殖 細 胞 の 数 は 著 し く 減 少 す る が 、 EGFPsiで は 減 少 し な い こ と を 示 し た 。
【 図 ６ 】 siRNAに よ る PDACa細 胞 KLM-1に お け る 内 因 性 GPR107の ノ ッ ク ダ ウ ン 効 果 を 示 し た
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写 真 で あ る 。 図 6(A)は RT-PCR結 果 を 示 し て い る 。 siRNA発 現 ベ ク タ ー 1003siの ト ラ ン ス フ
ェ ク シ ョ ン に よ っ て GPR107 mRNAノ ッ ク ダ ウ ン 効 果 が 確 認 さ れ た が 、 EGFPsiで は 確 認 さ れ
な か っ た 。 1003siは 、 GPR107 mRNA配 列 に 対 し て 特 異 的 に 設 計 さ れ 、 EGFPsiは 、 EGFP mRNA
配 列 に 対 し て 設 計 さ れ た 。 RNAを ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 48時 間 後 に 採 取 し 、 分 析 し た 。
投 与 cDNAを 標 準 化 す る た め に 、 ACTBを 使 用 し た 。 図 6(B)は 、 コ ロ ニ ー 形 成 ア ッ セ イ 結 果 を
示 し た 写 真 で あ る 。 RT-PCRに よ っ て GPR107を 効 果 的 に ノ ッ ク ダ ウ ン す る こ と が 確 認 さ れ た
1003siを 用 い た ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 1週 間 後 に 、 細 胞 の コ ロ ニ ー 数 が 減 少 す る こ と が
示 さ れ た 。 図 6(C)は MTTア ッ セ イ 結 果 を 示 し た 棒 グ ラ フ で あ る 。 こ れ も ま た 、 1003siで ト
ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 増 殖 細 胞 の 数 は 減 少 す る が 、 EGFPsiで は 減 少 し な い こ と を 示 し た 。

【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ Ａ 】

【 図 ３ Ｂ 】
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【 図 ３ Ｃ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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