
(57)【要約】

肝細胞癌（HCC）を検出、診断、治療、および予防する

客観的な方法を本明細書において記述する。特に、本発

明は、正常細胞と比較してHCC細胞においてアップレギ

ュレートされている、本明細書においてMGC47816および

HES6と呼ばれる二つの遺伝子に関する。一つの態様にお

いて、診断方法は、肝細胞癌細胞と正常細胞との間で異

なるMGC47816またはHES6の発現レベルを決定する段階を

含む。本発明はさらに、HCCの治療において有用である

治療物質のスクリーニング方法、HCCを治療する方法、

およびHCCに対して対象をワクチン接種する方法を提供

する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 患 者 由 来 の 生 体 試 料 に お い て MGC47816ま た は HES6の 発 現 レ ベ ル を 決 定 す る 段 階 を 含 む 、
対 象 に お け る HCCを 診 断 す る 、 ま た は HCCを 発 症 す る 素 因 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、 該 試 料
に お け る 発 現 レ ベ ル が 該 遺 伝 子 の 正 常 対 照 レ ベ ル と 比 較 し て 増 加 す れ ば 、 該 対 象 が HCCを
有 す る 、 ま た は 発 症 の リ ス ク を 有 す る こ と が 示 さ れ る 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 試 料 の 発 現 レ ベ ル が 正 常 対 照 レ ベ ル よ り 少 な く と も 10％ よ り 大 き い 、 請 求 項 1記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 発 現 レ ベ ル が 以 下 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 任 意 の 一 つ の 方 法 に よ っ て 決 定 さ れ る 、 請
求 項 1記 載 の 方 法 ：
（ a） MGC47816ま た は HES6の mRNAを 検 出 す る 段 階 ；
（ b） MGC47816ま た は HES6に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 を 検 出 す る 段 階 ； お よ び
（ c） MGC47816ま た は HES6に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 生 物 活 性 を 検 出 す る 段 階 。
【 請 求 項 ４ 】
　 検 出 が DNAア レ イ に お い て 行 わ れ る 、 請 求 項 3記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 患 者 由 来 の 生 体 試 料 が 上 皮 細 胞 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 患 者 由 来 の 生 体 試 料 が 肝 細 胞 癌 細 胞 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 患 者 由 来 の 生 体 試 料 が 肝 細 胞 癌 由 来 の 上 皮 細 胞 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 HCCを 治 療 ま た は 予 防 す る 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 ：
a） MGC47816ま た は HES6に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に 試 験 化 合 物 を 接 触 さ せ る 段
階 ；
b） ポ リ ペ プ チ ド と 試 験 化 合 物 と の 結 合 活 性 を 検 出 す る 段 階 ； お よ び
c） ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 試 験 化 合 物 を 選 択 す る 段 階 。
【 請 求 項 ９ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 HCCを 治 療 ま た は 予 防 す る 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 ：
a） MGC47816ま た は HES6を 発 現 す る 細 胞 に 候 補 化 合 物 を 接 触 さ せ る 段 階 ； お よ び
b） MGC47816ま た は HES6の 発 現 レ ベ ル を 減 少 さ せ る 候 補 化 合 物 を 選 択 す る 段 階 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 細 胞 が 肝 細 胞 癌 細 胞 を 含 む 、 請 求 項 9記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 HCCを 治 療 ま た は 予 防 す る 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 ：
a） MGC47816ま た は HES6に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に 試 験 化 合 物 を 接 触 さ せ る 段
階 ；
b） 段 階 （ a） の ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 活 性 を 検 出 す る 段 階 ； お よ び
c） 試 験 化 合 物 の 非 存 在 下 で 検 出 さ れ た 生 物 活 性 と 比 較 し て ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 活 性 を 抑
制 す る 試 験 化 合 物 を 選 択 す る 段 階 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 活 性 が 細 胞 増 殖 活 性 で あ る 、 請 求 項 11記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 HCCを 治 療 ま た は 予 防 す る 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 ：
a） MGC47816ま た は HES6の 転 写 調 節 領 域 、 お よ び 転 写 調 節 領 域 の 制 御 下 で 発 現 さ れ る レ ポ
ー タ ー 遺 伝 子 を 含 む ベ ク タ ー が 導 入 さ れ て い る 細 胞 に 候 補 化 合 物 を 接 触 さ せ る 段 階 ；
b） 該 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 ま た は 活 性 を 測 定 す る 段 階 ； お よ び
c） 候 補 化 合 物 の 非 存 在 下 で 検 出 さ れ る 該 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 ま た は 活 性 と 比 較 し て
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、 該 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 ま た は 活 性 を 減 少 さ せ る 候 補 化 合 物 を 選 択 す る 段 階 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 （ a） MGC47816も し く は HES6の 核 酸 配 列 、 ま た は （ b） そ れ に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ
プ チ ド 、 に 結 合 す る 検 出 試 薬 を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 MGC47816ま た は HES6の コ ー ド 配 列 と 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ア ン チ セ ン ス 組 成
物 を 対 象 に 投 与 す る 段 階 を 含 む 、 対 象 に お け る HCCを 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 MGC47816ま た は HES6の 発 現 を 減 少 さ せ る siRNA組 成 物 を 対 象 に 投 与 す る 段 階 を 含 む 、 対
象 に お け る HCCを 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 siRNAが 、 標 的 配 列 と し て 配 列 番 号 ： 19お よ び 26か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 を 含 む セ ン ス 鎖 を 含 む 、 請 求 項 16記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 MGC47816ま た は HES6に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 抗 体 ま た は そ の 断 片 の
薬 学 的 有 効 量 を 対 象 に 投 与 す る 段 階 を 含 む 、 対 象 に お け る HCCを 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法
。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 （ a） MGC47816ま た は HES6に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 、 （ b） 該 ポ リ ペ プ チ ド の
免 疫 学 的 活 性 断 片 、 ま た は （ c） 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 を 含 む
ワ ク チ ン を 対 象 に 投 与 す る 段 階 を 含 む 、 対 象 に お け る HCCを 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 請 求 項 8～ 13の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 に よ っ て 得 ら れ る 化 合 物 を 投 与 す る 段 階 を 含
む 、 対 象 に お け る HCCを 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 活 性 成 分 と し て 、 MGC47816ま た は HES6に 対 す る ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 低
分 子 干 渉 RNA（ siRNA） の 薬 学 的 有 効 量 、 お よ び 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む 、 HCCを 治
療 ま た は 予 防 す る た め の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 siRNAが 標 的 配 列 と し て 配 列 番 号 ： 19お よ び 26か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド
配 列 を 含 む セ ン ス 鎖 を 含 む 、 請 求 項 21記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 活 性 成 分 と し て MGC47816ま た は HES6に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 抗 体 ま
た は 抗 体 断 片 の 薬 学 的 有 効 量 、 お よ び 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む 、 HCCを 治 療 ま た は
予 防 す る た め の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 活 性 成 分 と し て 、 請 求 項 8～ 13の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 に よ っ て 選 択 さ れ る 化 合 物 の
薬 学 的 有 効 量 、 お よ び 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む 、 HCCを 治 療 ま た は 予 防 す る た め の
組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 そ の セ ン ス 鎖 が 、 標 的 配 列 と し て 配 列 番 号 ： 19お よ び 26か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 低 分 子 干 渉 RNA。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
発 明 の 分 野
　 本 発 明 は 、 肝 細 胞 癌 を 検 出 お よ び 診 断 す る 方 法 と 共 に 、 こ れ を 治 療 お よ び 予 防 す る 方 法
に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 本 出 願 は 、 そ の 全 内 容 が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 、 2003年 9月 24日 に 提 出
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さ れ た 米 国 特 許 仮 出 願 第 60/505,632号 の 恩 典 を 主 張 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
発 明 の 背 景
　 肝 細 胞 癌 は 、 全 世 界 の 癌 に よ る 死 亡 の 主 な 原 因 の 一 つ で あ る 。 診 断 お よ び 治 療 戦 略 に お
け る 最 近 の 進 歩 に も か か わ ら ず 、 進 行 癌 を 有 す る 患 者 の 予 後 は 依 然 と し て 非 常 に 不 良 で あ
る 。 分 子 的 研 究 か ら 、 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 お よ び ／ ま た は 腫 瘍 遺 伝 子 の 変 化 が 発 癌 に 関 与 し て
い る こ と が 明 ら か と な っ た が 、 正 確 な メ カ ニ ズ ム は な お も 不 明 で あ る 。 ゲ ノ ム 全 体 の 観 点
か ら 腫 瘍 進 行 の 基 礎 と な る メ カ ニ ズ ム を 理 解 し 、 診 断 の た め の 標 的 分 子 を 発 見 し 、 お よ び
新 規 治 療 薬 を 開 発 す る こ と を 目 的 に し て 、 本 発 明 者 ら は 、 遺 伝 子 23,040個 を 提 示 し て い る
cDNAマ イ ク ロ ア レ イ に よ っ て 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 分 析 し て い る （ Okabeら 、 Cancer 
Res 61： 2129～ 37（ 2001)； Kitaharaら 、 Cancer Res 61： 3544～ 9(2001)； Linら 、 Oncoge
ne 21： 4120～ 8(2002)； Hasegawaら 、 Cancer Res 62： 7012～ 7(2002))。 こ れ ら の 研 究 の
過 程 で 、 対 応 す る 非 癌 性 細 胞 と 比 較 し て 癌 組 織 に お い て 高 頻 度 に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ
て い る と 考 え ら れ る 、 ESTを 含 む 多 く の 遺 伝 子 が 同 定 さ れ て い る 。 発 癌 は 、 腫 瘍 遺 伝 子 の
活 性 化 お よ び ／ ま た は 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 の 不 活 化 を 伴 う こ と か ら 、 こ れ ら の ア ッ プ レ ギ ュ レ
ー ト さ れ た 遺 伝 子 の 少 な く と も い く つ か の 発 現 の 増 強 は 、 発 癌 特 性 を 反 映 す る 可 能 性 が あ
る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 cDNAマ イ ク ロ ア レ イ 技 術 に よ り 、 正 常 お よ び 悪 性 細 胞 に お け る 遺 伝 子 発 現 の 総 合 的 な プ
ロ フ ィ ー ル を 得 て 比 較 す る こ と が で き る よ う に な っ た （ Okabeら 、 Cancer Res 61： 2129～
37(2001)； Kitaharaら 、 Cancer Res 61： 3544～ 9(2001)； Linら 、 Oncogene 21： 4120～ 8(
2002)； Hasegawaら 、 Cancer Res 62： 7012～ 7(2002))。 こ の 情 報 は 、 癌 細 胞 の 複 雑 な 特 性
お よ び 発 癌 メ カ ニ ズ ム を 理 解 す る た め に 役 立 つ 。 腫 瘍 に お い て 調 節 解 除 さ れ て い る 遺 伝 子
が 同 定 さ れ れ ば 、 個 々 の 癌 の よ り 正 確 か つ 厳 密 な 診 断 が で き る よ う に な り 、 新 規 治 療 標 的
を 開 発 す る こ と が で き る よ う に な る （ Bienz and Clevers、 Cell 103： 311～ 20(2000))。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 発 癌 の 機 構 を 明 ら か に す る よ う に 計 画 さ れ た 研 究 か ら 、 特 定 の 抗 腫 瘍 物 質 に 関 す る 分 子
標 的 の 同 定 が 既 に 促 進 さ れ て い る 。 例 え ば 、 フ ァ ル ネ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ FTI） の
阻 害 剤 は 、 当 初 、 そ の 活 性 化 が 翻 訳 後 の フ ァ ル ネ シ ル 化 に 依 存 す る Rasに 関 連 す る 増 殖 -シ
グ ナ ル 伝 達 経 路 を 阻 害 す る た め に 開 発 さ れ た が 、 動 物 モ デ ル に お い て Ras依 存 的 腫 瘍 を 治
療 す る た め に 有 効 で あ る こ と が 示 さ れ て い る （ Sun Jら 、 Oncogene 16： 1467～ 73(1998))
。 同 様 に 、 癌 原 遺 伝 子 受 容 体 HER2/neuに 拮 抗 す る 目 的 で 、 抗 癌 剤 と 抗 HER2モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 で あ る ト ラ ス ツ ズ マ ブ を 併 用 し た 、 ヒ ト に お け る 臨 床 試 験 で は 、 乳 癌 患 者 の 臨 床 反 応
お よ び 全 体 的 な 生 存 の 改 善 が 得 ら れ た （ Molina MAら 、 Cancer Res 16： 4744～ 9(2001))。
最 後 に 、 bcr-ablチ ロ シ ン キ ナ ー ゼ の 構 成 的 活 性 化 が 白 血 球 の 形 質 転 換 に お い て 重 要 な 役
割 を 果 た し て い る 慢 性 骨 髄 性 白 血 病 を 治 療 す る た め に 、 bcr-abl融 合 タ ン パ ク 質 を 選 択 的
に 不 活 化 す る チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 、 STI-571が 開 発 さ れ て い る 。 こ れ ら の 種 類 の 物 質
は 、 特 異 的 遺 伝 子 産 物 の 発 癌 活 性 を 抑 制 す る よ う に 設 計 さ れ て い る （ O'Dwyer MEら 、 Curr
 Opin Oncol 12： 594～ 7(2000))。 し た が っ て 、 癌 性 細 胞 に お い て 一 般 的 に ア ッ プ レ ギ ュ
レ ー ト さ れ て い る 遺 伝 子 産 物 は 、 新 規 抗 癌 物 質 を 開 発 す る た め の 有 力 な 分 子 標 的 と し て 役
立 つ 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 CD8+細 胞 障 害 性 Tリ ン パ 球 （ CTL） は 、 MHCク ラ ス I分 子 上 に 存 在 す る 腫 瘍 関 連 抗 原 （ TAA)
に 由 来 す る エ ピ ト ー プ ペ プ チ ド を 認 識 し て 、 腫 瘍 細 胞 を 溶 解 す る こ と が さ ら に 証 明 さ れ て
い る 。 TAAの 最 初 の 例 と し て の MAGEフ ァ ミ リ ー の 発 見 以 来 、 他 の 多 く の TAAが 免 疫 学 的 ア プ
ロ ー チ を 用 い て 発 見 さ れ て い る （ Boon、 Int J Cancer 54： 177～ 80(1993)； Boon and van
 der Bruggen、 J Exp Med 183： 725～ 9(1996)； van der Bruggenら 、 Science 254： 1643
～ 7(1991)； Brichardら 、 J Exp Med 178： 489～ 95(1993)； Kawakamiら 、 J Exp Med 180：
347～ 52(1994))。 新 た に 発 見 さ れ た TAAの い く つ か は 、 免 疫 療 法 の 標 的 と し て 臨 床 開 発 が
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現 在 進 行 中 で あ る 。 こ れ ま で 発 見 さ れ た TAAに は 、 MAGE（ van der Bruggenら 、 Science 25
4： 1643～ 7(1991))、 gp100（ Kawakamiら 、 J Exp Med 180： 347～ 52(1994))、 SART（ Shich
ijoら 、 J Exp Med 187： 277～ 88(1998)、 お よ び NY-ESO-1（ Chenら 、 Proc Natl Acad Sci 
USA 94： 1914～ 8(1997))が 含 ま れ る 。 一 方 、 腫 瘍 細 胞 に お い て 特 異 的 に 過 剰 発 現 さ れ て い
る こ と が 証 明 さ れ て い る 遺 伝 子 産 物 は 、 細 胞 性 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 標 的 と し て 認 識 さ れ る
こ と が 示 さ れ て い る 。 そ の よ う な 遺 伝 子 産 物 に は 、 p53（ Umanoら 、 Brit J Cancer 84： 10
52～ 7(2001))、 HER2/neu（ Tanakaら 、 Brit J Cancer 84： 94～ 9(2001))、 CEA（ Nukayaら
、 Int J Cancer 80： 92～ 7(1999))等 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 TAAに 関 す る 基 礎 研 究 お よ び 臨 床 研 究 に お け る 有 意 な 進 歩 に も か か わ ら ず （ Rosenbergら
、 Nature Med 4： 321～ 7(1998)； Mukherjiら 、 Proc Natl Acad Sci USA 92： 8078～ 82(19
95)； Huら 、 Cancer Res 56： 2479～ 83(1996))、 肝 細 胞 癌 を 含 む 腺 癌 の 治 療 の た め に 現 在
利 用 で き る 候 補 TAAは ご く 限 ら れ た 数 に 過 ぎ な い 。 癌 細 胞 に お い て 豊 富 に 発 現 さ れ る が 、
そ の 発 現 が 癌 細 胞 に 限 定 さ れ る TAAは 、 免 疫 療 法 の 標 的 と し て 有 望 な 候 補 物 質 と な り 得 る
。 さ ら に 、 強 力 か つ 特 異 的 な 抗 腫 瘍 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 新 規 TAAが 同 定 さ れ れ ば 、 様 々 な
型 の 癌 に 対 す る ペ プ チ ド ワ ク チ ン 療 法 の 臨 床 的 使 用 を 促 進 す る と 期 待 さ れ る （ Boonお よ び
van der Bruggen、 J Exp Med 183: 725～ 9 (1996); van der Bruggenら 、 Science 254: 1
643～ 7 (1991); Brichardら 、 J Exp Med 178: 489～ 95 (1993); Kawakamiら 、 J Exp Med 
180: 347～ 52 (1994); Shichijoら 、 J Exp Med 187: 277～ 88 (1998); Chenら 、 Proc Nat
l Acad Sci USA 94: 1914～ 8 (1997); Harris、 J Natl Cancer Inst 88: 1442～ 5 (1996)
; Butterfieldら 、 Cancer Res 59: 3134～ 42 (1999); Vissersら 、 Cancer Res 59: 5554
～ 9 (1999); van der Burgら 、 J Immunol 156: 3308～ 14 (1996); Tanakaら 、 Cancer Res
 57: 4465～ 8 (1997); Fujieら 、 Int J Cancer 80: 169～ 72 (1999); Kikuchiら 、 Int J 
Cancer 81: 459～ 66 (1999); Oisoら 、 Int J Cancer 81: 387～ 94 (1999))。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 ペ プ チ ド 刺 激 さ れ た 特 定 の 健 康 な ド ナ ー 由 来 の 末 梢 血 単 核 球 （ PBMC)は 、 ペ プ チ ド に 反
応 し て 有 意 な レ ベ ル の IFN-γ を 産 生 す る が 、 5 1 Cr-放 出 ア ッ セ イ に お い て 腫 瘍 細 胞 に 対 し
て HLA-A24ま た は -A0201に 拘 束 さ れ る 細 胞 障 害 性 を 発 揮 す る こ と は ほ と ん ど な い こ と が 繰
り 返 し 報 告 さ れ て い る （ Kawanoら 、 Cancer Res 60： 3550～ 8(2000)； Nishizakaら 、 Cance
r Res 60： 4830～ 7（ 2000)； Tamuraら 、 Jpn J Cancer Res 92： 762～ 7（ 2001))。 し か し
な が ら 、 HLA-A24お よ び HLA-A0201は い ず れ も 、 白 人 集 団 と 共 に 日 本 人 に お い て 一 般 的 な HL
A対 立 遺 伝 子 で あ る （ Dateら 、 Tissue Antigens 47: 93～ 101 (1996); Kondoら 、 J Immuno
l 155: 4307～ 12 (1995); Kuboら 、 J Immunol 152: 3913～ 24 (1994); Imanishiら 、 Proc
eeding of the eleventh International Histocompatibility Workshop and Conference 
Oxford University Press, Oxford, 1065 (1992); Williamsら 、 Tissue Antigen 49: 129
 (1997))。 こ の よ う に 、 こ れ ら の HLAに よ っ て 示 さ れ る 癌 の 抗 原 性 ペ プ チ ド は 、 日 本 人 お
よ び 白 人 に お け る 癌 の 治 療 に と っ て 特 に 有 用 で あ る 可 能 性 が あ る 。 さ ら に 、 高 濃 度 で ペ プ
チ ド を 用 い て 、 CTLを 有 効 に 活 性 化 す る 高 レ ベ ル の 特 異 的 ペ プ チ ド ／ MHC複 合 体 を 抗 原 提 示
細 胞 （ APC） 上 に 形 成 す る こ と に よ り 低 親 和 性 CTLの イ ン ビ ト ロ で の 誘 導 が 起 こ る こ と が 知
ら れ て い る （ Alexander-Millerら 、 Proc Natl Acad Sci USA 93： 4102～ 7（ 1996))。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 し た が っ て 、 肝 細 胞 癌 形 成 の メ カ ニ ズ ム を 解 明 す る た め 、 お よ び 肝 細 胞 癌 （ HCC） に 関
す る 新 規 診 断 マ ー カ ー お よ び 抗 癌 剤 の 分 子 標 的 を 同 定 す る た め に 、 遺 伝 子 23,040個 を 含 む
全 ゲ ノ ム cDNAマ イ ク ロ ア レ イ を 用 い て 、 HCC 20例 の 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 分 析 し た 。 腫 瘍 に
お い て 発 現 が 変 化 し た 遺 伝 子 の 中 で 、 対 応 す る 正 常 組 織 と 比 較 し て 癌 に お い て 高 頻 度 に ア
ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ て い る 二 つ の ヒ ト 遺 伝 子 、 MGC47816お よ び HES6を 選 択 し た 。 一 方 の
遺 伝 子 、 MGC47816は 、 カ ル バ モ イ ル -ホ ス フ ェ ー ト シ ン タ ー ゼ L鎖 お よ び ATP結 合 ド メ イ ン
を 含 む 推 定 391ア ミ ノ 酸 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド し 、 染 色 体 バ ン ド 1q34.1に 割 り 当 て ら た 。
他 方 の 遺 伝 子 、 HES6は 、 ヘ リ ッ ク ス -ル ー プ -ヘ リ ッ ク ス ド メ イ ン お よ び オ レ ン ジ ド メ イ ン
を 含 む 推 定 224ア ミ ノ 酸 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド し 、 染 色 体 バ ン ド 2q37に 割 り 当 て ら れ た 。
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低 分 子 干 渉 RNA（ siRNA） の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ っ て MGC47816ま た は HES6の 発 現 を 抑
制 す る と 、 肝 細 胞 癌 細 胞 の 増 殖 が 阻 害 さ れ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 肝 細 胞 癌 形 成 に 対 す る 新
し い 洞 察 を 提 供 し 、 こ の 癌 の 診 断 お よ び 治 療 に と っ て 新 し い 戦 略 の 開 発 に 貢 献 す る 可 能 性
が あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ ０ 】
発 明 の 概 要
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 肝 細 胞 癌 （ HCC） と 相 関 す る MGC47816お よ び HES6の 遺 伝 子 発 現
パ タ ー ン の 発 見 に 基 づ く 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 組 織 試 料 の よ う な 患 者 由 来 の 生 物 試 料 に お け る MGC47816ま た は
HES6の 発 現 レ ベ ル を 決 定 す る こ と 、 お よ び そ れ を 対 照 発 現 レ ベ ル と 比 較 す る こ と に よ っ て
、 対 象 に お け る HCCに 対 す る 素 因 を 検 出 、 診 断 お よ び ／ ま た は 決 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。
遺 伝 子 の 正 常 な 対 照 レ ベ ル と 比 較 し て MGC47816ま た は HES6の 発 現 レ ベ ル が 増 加 す れ ば 、 対
象 が HCCを 有 す る か 、 ま た は 発 症 の リ ス ク が あ る こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の 状 況 に お い て 、 「 対 照 レ ベ ル 」 と い う 句 は 、 対 照 試 料 に お い て 検 出 さ れ た 発 現
レ ベ ル を 指 し 、 正 常 な 対 照 レ ベ ル お よ び HCC対 照 レ ベ ル の 双 方 が 含 ま れ る 。 本 発 明 の 状 況
に お い て 、 対 照 レ ベ ル は 、 単 一 の 参 照 集 団 に 由 来 す る 単 一 の 発 現 パ タ ー ン ま た は 複 数 の 発
現 パ タ ー ン を 含 ん で も よ い 。 例 え ば 、 対 照 レ ベ ル は 、 既 に 試 験 さ れ た 細 胞 か ら の 発 現 パ タ
ー ン の デ ー タ ベ ー ス と な り 得 る 。 「 正 常 対 照 レ ベ ル 」 は 、 正 常 な 個 体 ま た は HCCを 有 し な
い こ と が わ か っ て い る 個 体 の 集 団 に お い て 検 出 さ れ た 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル を 指 す 。 正 常 な 個
体 は HCCの 臨 床 症 状 を 有 し な い 個 体 で あ る 。 正 常 細 胞 は 、 好 ま し く は 肝 細 胞 組 織 か ら 得 る
。 一 方 、 「 HCC対 照 レ ベ ル 」 は 、 HCCを 有 す る こ と が わ か っ て い る 個 体 ま た は 個 体 集 団 に お
い て 検 出 さ れ た 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル を 指 す 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 正 常 対 照 レ ベ ル と 比 較 し て 試 験 試 料 に お い て 検 出 さ れ た MGC47816ま た は HES6の 発 現 レ ベ
ル が 増 加 す れ ば 、 対 象 （ そ こ か ら 試 料 が 得 ら れ た ） は 、 HCCを 有 す る 、 ま た は 発 症 の リ ス
ク が あ る こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 に 従 っ て 、 対 照 レ ベ ル と 比 較 し て 遺 伝 子 発 現 が 少 な く と も 10％ 、 少 な く と も 25％
、 も し く は 少 な く と も 50％ ま た は そ れ 以 上 増 加 し て い る 場 合 に 、 発 現 レ ベ ル は 「 増 加 し た
」 と 考 え ら れ る 。 ま た は 、 発 現 レ ベ ル は 、 対 照 レ ベ ル と 比 較 し て 、 少 な く と も 0.1、 少 な
く と も 0.2、 少 な く と も 1、 少 な く と も 2、 少 な く と も 5、 も し く は 少 な く と も 10倍 ま た は そ
れ 以 上 増 加 し て い る 場 合 に 、 「 増 加 し た 」 と 考 え ら れ る 。 発 現 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン を 検 出 す る こ と 、 例 え ば 患 者 由 来 の 組 織 試 料 か ら 単 離 し た 遺 伝 子 転 写 物 に 対 す る MGC478
16ま た は HES6遺 伝 子 プ ロ ー ブ の 結 合 に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の 状 況 に お い て 、 患 者 由 来 の 組 織 試 料 は 、 試 験 対 象 、 例 え ば HCCを 有 す る こ と が
分 か っ て い る か 、 ま た は 疑 わ れ る 患 者 か ら 採 取 し た 任 意 の 組 織 で あ っ て よ い 。 例 え ば 、 組
織 は 肝 癌 細 胞 を 含 ん で も よ い 。 よ り 詳 細 に は 、 組 織 は 肝 臓 由 来 の 細 胞 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 MGC47816ま た は HES6を 発 現 す る 試 験 細 胞 に 試 験 物 質 を 接 触 さ せ る こ と
、 お よ び MGC47816も し く は HES6の 遺 伝 子 も し く は 遺 伝 子 産 物 の 発 現 レ ベ ル ま た は 活 性 を そ
れ ぞ れ 決 定 す る こ と に よ っ て 、 MGC47816ま た は HES6の 発 現 ま た は そ れ ら の 遺 伝 子 産 物 の 活
性 を 阻 害 す る 物 質 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 試 験 細 胞 は 、 好 ま し く は 肝 細 胞 癌 か ら の 肝
細 胞 の よ う な 肝 細 胞 で あ る 。 遺 伝 子 の 試 験 物 質 の 非 存 在 下 の 発 現 レ ベ ル と 比 較 し て MGC478
16ま た は HES6の 発 現 レ ベ ル が 減 少 す れ ば 、 試 験 物 質 が MGC47816ま た は HES6の 阻 害 剤 で あ り
、 し た が っ て HCCの 症 状 を 減 少 さ せ る こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
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　 本 発 明 は ま た 、 MGC47816ま た は HES6の 核 酸 配 列 ま た は そ れ に よ っ て コ ー ド さ れ る 遺 伝 子
産 物 に 結 合 す る 検 出 試 薬 を 含 む キ ッ ト も 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 の 治 療 方 法 に は 、 対 象 に ア ン チ セ ン ス 組 成 物 を 投 与 す る 段 階 を 含 む 、 対 象 に お け
る HCCを 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 が 含 ま れ る 。 本 発 明 の 状 況 に お い て 、 ア ン チ セ ン ス 組 成
物 は 、 特 異 的 標 的 遺 伝 子 、 例 え ば MGC47816ま た は HES6の 発 現 を 減 少 さ せ る 。 例 え ば 、 ア ン
チ セ ン ス 組 成 物 は 、 MGC47816ま た は HES6の 核 酸 配 列 と 相 補 的 で あ る ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で
も よ い 。 ま た は 、 本 発 明 の 方 法 は 、 低 分 子 干 渉 RNA（ siRNA） 組 成 物 を 対 象 に 投 与 す る 段 階
を 含 ん で も よ い 。 本 発 明 の 状 況 に お い て 、 siRNA組 成 物 は 、 MGC47816ま た は HES6の 発 現 を
減 少 さ せ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 な お も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 リ ボ ザ イ ム 組 成 物 を 対 象 に 投 与 す る 段 階 を 含
む 、 対 象 に お け る HCCを 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 を 提 供 す る 。 核 酸 特 異 的 リ ボ ザ イ ム 組 成
物 は 、 MGC47816ま た は HES6の 発 現 を 減 少 さ せ る 。 対 象 遺 伝 子 の イ ン ビ ボ 発 現 に 適 し た 手 段
は 、 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 は ま た 、 ワ ク チ ン お よ び ワ ク チ ン 接 種 法 を 提 供 す る 。 例 え ば 、 対 象 に お け る HCC
を 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 は 、 MGC47816ま た は HES6に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 、
ま た は そ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 学 的 活 性 断 片 を 含 む ワ ク チ ン を 対 象 に 投 与 す る 段 階
を 含 み 得 る 。 本 発 明 の 状 況 に お い て 、 免 疫 学 的 活 性 断 片 は 、 完 全 長 の タ ン パ ク 質 に よ っ て
誘 導 さ れ る 応 答 と 類 似 の 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 、 天 然 に 存 在 す る 完 全 長 の タ ン パ ク 質 よ り 長
さ が 短 い ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 例 え ば 、 免 疫 学 的 活 性 断 片 は 、 長 さ が 少 な く と も 8残 基 で
、 T細 胞 ま た は B細 胞 の よ う な 免 疫 細 胞 を 刺 激 す る こ と が で き な け れ ば な ら な い 。 免 疫 細 胞
の 刺 激 は 、 細 胞 の 増 殖 、 サ イ ト カ イ ン （ 例 え ば 、 IL-2） の 生 産 、 ま た は 抗 体 産 生 を 検 出 す
る こ と に よ っ て 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 特 に 明 記 し て い な け れ ば 、 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 全 て の 科 学 技 術 用 語 は 、 本 発 明
が 属 す る 当 業 者 に よ っ て 一 般 的 に 理 解 さ れ る 意 味 と 同 じ 意 味 を 有 す る 。 本 明 細 書 に 記 述 の
内 容 と 類 似 ま た は 同 等 の 方 法 お よ び 材 料 を 、 本 発 明 の 実 践 ま た は 試 験 に お い て 用 い る こ と
が で き る が 、 適 し た 方 法 お よ び 材 料 を 以 下 に 記 述 す る 。 本 明 細 書 に お い て 言 及 し た 全 て の
刊 行 物 、 特 許 出 願 、 特 許 お よ び そ の 他 の 引 用 文 献 は そ の 全 内 容 物 が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に
組 み 入 れ ら れ る 。 矛 盾 す る 場 合 は 、 定 義 を 含 め て 本 明 細 書 が 優 先 す る 。 さ ら に 、 材 料 、 方
法 、 お よ び 実 施 例 は 説 明 す る た め に 限 ら れ 、 制 限 的 に 解 釈 さ れ な い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 の 方 法 の 一 つ の 利 点 は 、 明 白 な 臨 床 症 状 の 検 出 前 に 疾 患 が 同 定 さ れ る 点
で あ る 。 本 発 明 の 他 の 特 徴 お よ び 利 点 は 、 以 下 の 詳 細 な 説 明 お よ び 添 付 の 請 求 の 範 囲 か ら
明 ら か で あ ろ う 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 「 一 つ の （ a） 」 、 「 一 つ の （ an） 」 、 お よ び 「 そ の （ the
） 」 と い う 用 語 は 、 特 に 明 記 し て い な け れ ば 「 少 な く と も 一 つ 」 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 は 、 部 分 的 に 、 HCCを 有 す る 患 者 の 肝 細 胞 に お い て MGC47816お よ び HES6の 発 現 が
上 昇 し て い る こ と を 発 見 し た こ と に 基 づ く 。 こ の 遺 伝 子 発 現 の 上 昇 は 、 包 括 的 cDNAマ イ ク
ロ ア レ イ 系 を 用 い て 同 定 さ れ た 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 遺 伝 子 23,040個 を 含 む cDNAマ イ ク ロ ア レ イ を 用 い て 、 患 者 20人 の 包 括 的 遺 伝 子 発 現 プ ロ
フ ィ ー ル を 既 に 構 築 し た 。 MGC47816お よ び HES6は 、 HCC患 者 に お い て 高 レ ベ ル で 発 現 さ れ
る 。 患 者 の 血 清 に お い て 癌 関 連 タ ン パ ク 質 の 検 出 能 を 有 す る 候 補 分 子 マ ー カ ー を 選 択 し て
、 ヒ ト 肝 細 胞 癌 に お け る シ グ ナ ル 抑 制 戦 略 を 開 発 す る た め に い く つ か の 有 望 な 標 的 を 発 見
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し た 。 特 に 、 MGC47816お よ び HES6は 、 本 明 細 書 に お い て 診 断 的 有 用 性 を 有 す る HCCの マ ー
カ ー と し て 、 お よ び そ の 発 現 を 変 化 さ せ る こ と に よ り HCCの 症 状 を 治 療 ま た は 緩 和 す る こ
と の で き る 遺 伝 子 標 的 と し て 同 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 特 に 明 記 し て い な け れ ば 、 「 HCC」 は 、 肝 細 胞 癌 を 指 し 、 お よ び HCC関 連 遺 伝 子 ま た は タ
ン パ ク 質 は 、 本 明 細 書 に 開 示 の 任 意 の 核 酸 ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 （ 例 え ば 、 MGC47816ま た は
HES6） を 指 す 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 細 胞 試 料 中 の MGC47816ま た は HES6の 発 現 を 測 定 す る こ と に よ っ て 、 HCCを 診 断 す る こ と
が で き る 。 同 様 に 、 様 々 な 物 質 に 反 応 し た MGC47816ま た は HES6の 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る こ
と に よ っ て 、 HCCを 治 療 す る 物 質 を 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 は 、 MGC47816ま た は HES6の 発 現 を 決 定 す る 段 階 （ 例 え ば 、 測 定 す る 段 階 ） を 含 む
。 MGC47816お よ び HES6ヌ ク レ オ チ ド お よ び ／ ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 に 関 し て GenBank（ 商 標
） デ ー タ ベ ー ス 登 録 に よ っ て 提 供 さ れ る 配 列 情 報 を そ れ ぞ れ 用 い て 、 MGC47816ま た は HES6
を 、 当 業 者 に 周 知 の 技 術 を 用 い て 検 出 お よ び 測 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 MGC47816ま
た は HES6に 対 応 す る 配 列 デ ー タ ベ ー ス 登 録 内 の 配 列 は 、 例 え ば ノ ザ ン ブ ロ ッ ト ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン 分 析 を 用 い た MGC47816ま た は HES6 RNA配 列 を 検 出 す る た め の プ ロ ー ブ を 構 築
す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 も う 一 つ の 例 と し て 、 公 表 さ れ た 配 列 を 用 い て 、 例 え ば
逆 転 写 に 基 づ く ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 の よ う な 、 増 幅 に 基 づ く 検 出 方 法 を 用 い て MGC47816
ま た は HES6を 特 異 的 に 増 幅 す る た め の プ ラ イ マ ー を 構 築 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 次 に 、 試 験 細 胞 集 団 、 例 え ば 患 者 由 来 の 組 織 試 料 に お け る MGC47816ま た は HES6の 発 現 レ
ベ ル を 、 参 照 集 団 に お け る MGC47816ま た は HES6の 発 現 レ ベ ル と 比 較 す る 。 参 照 細 胞 集 団 に
は 、 比 較 さ れ る パ ラ メ ー タ が 公 知 で あ る 一 つ ま た は 複 数 の 細 胞 、 す な わ ち HCC細 胞 ま た は
非 HCC細 胞 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 参 照 細 胞 集 団 と 比 較 し た 試 験 細 胞 集 団 に お け る 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン が HCCま た は そ れ に
対 す る 素 因 を 示 す か 否 か は 、 参 照 細 胞 集 団 の 組 成 物 に 依 存 す る 。 例 え ば 、 参 照 細 胞 集 団 が
非 HCC細 胞 で 構 成 さ れ る 場 合 、 試 験 細 胞 集 団 と 参 照 細 胞 集 団 と の 間 の 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン
の 類 似 は 、 試 験 細 胞 集 団 が 非 HCCで あ る こ と を 示 す 。 逆 に 、 参 照 細 胞 集 団 が HCC細 胞 で 構 成
さ れ る 場 合 、 試 験 細 胞 集 団 と 参 照 細 胞 集 団 の 間 の 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル の 類 似 は 、 試 験
細 胞 集 団 に HCC細 胞 が 含 ま れ る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 試 験 細 胞 集 団 に お け る HCCマ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル は 、 そ れ が 参 照 細 胞 集 団 に 関 連
し た 発 現 レ ベ ル か ら 1.2倍 よ り 大 き く 、 1.5倍 よ り 大 き く 、 2.0倍 よ り 大 き く 、 5.0倍 よ り 大
き く 、 ま た は 10.0倍 よ り 大 き く 変 化 す れ ば 、 「 変 化 し た 」 と 見 な さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 試 験 細 胞 集 団 と 参 照 細 胞 集 団 の 間 の 異 な る 遺 伝 子 発 現 は 、 対 照 核 酸 、 例 え ば ハ ウ ス キ ー
ピ ン グ 遺 伝 子 に 対 し て 標 準 化 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 状 況 に お い て 、 対 照 核 酸 は 、 そ
の 発 現 が 細 胞 の 癌 性 お よ び 非 癌 性 状 態 の 間 で 変 化 し な い こ と が 分 か っ て い る 核 酸 で あ る 。
試 験 細 胞 集 団 お よ び 参 照 細 胞 集 団 に お け る 対 照 核 酸 の 発 現 レ ベ ル を 用 い て 、 比 較 さ れ る 集
団 に お け る シ グ ナ ル レ ベ ル を 標 準 化 す る こ と が で き る 。 対 照 遺 伝 子 の 例 に は 、 β -ア ク チ
ン 、 グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド -3-リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 お よ び リ ボ ソ ー ム タ ン パ ク 質 P1が
含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 試 験 細 胞 集 団 を 、 多 数 の 参 照 細 胞 集 団 と 比 較 し て も よ い 。 多 数 の 参 照 集 団 は そ れ ぞ れ は
、 公 知 の パ ラ メ ー タ が 異 な っ て い て も よ い 。 こ の よ う に 、 試 験 細 胞 集 団 を 、 例 え ば HCC細
胞 を 含 む こ と が 分 か っ て い る 第 一 の 参 照 細 胞 集 団 と 共 に 、 例 え ば 非 HCC細 胞 （ 正 常 細 胞 ）
を 含 む こ と が 分 か っ て い る 第 二 の 参 照 集 団 と 比 較 し て も よ い 。 試 験 細 胞 は 、 HCC細 胞 を 含
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む ま た は 含 む こ と が 疑 わ れ る 対 象 か ら 採 取 し た 組 織 ま た は 細 胞 試 料 か ら 単 離 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 試 験 細 胞 は 、 体 組 織 ま た は 体 液 、 例 え ば 生 体 液 （ 血 液 ま た は 尿 の よ う な ） か ら 得 ら れ る
。 例 え ば 、 試 験 細 胞 は 、 組 織 か ら 精 製 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 試 験 細 胞 集 団 は 上
皮 細 胞 を 含 む 。 よ り 好 ま し く は 、 上 皮 細 胞 は 、 HCCで あ る こ と が 分 か っ て い る か ま た は 疑
わ れ る 組 織 に 由 来 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 参 照 細 胞 集 団 に お け る 細 胞 は 、 試 験 細 胞 と 類 似 で あ る 組 織 に 由 来 し な け れ ば な ら な い 。
選 択 的 に 、 参 照 細 胞 集 団 は 、 細 胞 株 、 例 え ば HCC細 胞 株 （ 陽 性 対 照 ） ま た は 正 常 な 非 HCC細
胞 株 （ 陰 性 対 照 ） で あ る 。 ま た は 、 対 照 細 胞 集 団 は 、 そ れ ら に 関 し て ア ッ セ イ さ れ る パ ラ
メ ー タ ま た は 条 件 が 公 知 で あ る 細 胞 に 由 来 す る 分 子 情 報 デ ー タ ベ ー ス に 由 来 し 得 る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 対 象 は 、 好 ま し く は 哺 乳 動 物 で あ る 。 哺 乳 動 物 は 、 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 り 得 る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 MGC47816ま た は HES6の 発 現 は 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 方 法 を 用 い て タ ン パ ク 質 ま た は 核 酸
レ ベ ル で 決 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 MGC47816ま た は HES6に 関 連 す る RNA配 列 を 特 異
的 に 認 識 す る プ ロ ー ブ を 用 い る ノ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 分 析 を 用 い て 、 遺 伝 子 発 現
を 決 定 す る こ と が で き る 。 ま た は 、 遺 伝 子 発 現 は 、 逆 転 写 に 基 づ く PCRア ッ セ イ を 用 い て
、 例 え ば MGC47816ま た は HES6に 対 し て 特 異 的 な プ ラ イ マ ー を 用 い て 測 定 す る こ と が で き る
。 発 現 は ま た 、 タ ン パ ク 質 レ ベ ル で 、 す な わ ち 本 明 細 書 に 記 載 の HCCマ ー カ ー 遺 伝 子 に よ
っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド レ ベ ル ま た は そ の 生 物 活 性 を 測 定 す る こ と に よ っ て 決 定 す
る こ と が で き る 。 そ の よ う な 方 法 は 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ り 、 例 え ば MGC47816ま た は HES6
に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 に 基 づ く イ ム ノ ア ッ セ イ が 含 ま れ る が こ れ
ら に 限 定 さ れ な い 。 そ れ ぞ れ の 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 生 物 活 性 も 同 様
に 周 知 で あ る 。 例 え ば 、 最 近 の 研 究 か ら 、 ヒ ト HES6が HES1の タ ン パ ク 質 分 解 を 阻 害 お よ び
促 進 し 、 MASH1活 性 を 支 持 し 、 か つ 細 胞 、 特 に 筋 原 細 胞 お よ び 神 経 細 胞 の 分 化 を 促 進 す る
こ と が 示 唆 さ れ て い る （ Bae S,ら 、 Development. 2000 Jul;127(13):2933～ 43; Gao Xら
、 J Cell Biol. 2001 Sep 17;154(6):1161～ 71)。
【 ０ ０ ３ ８ 】

　 本 発 明 の 状 況 に お い て 、 HCCは 、 試 験 細 胞 集 団 （ す な わ ち 、 患 者 由 来 の 生 体 試 料 ） に お
け る MGC47816ま た は HES6の 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る こ と に よ っ て 診 断 さ れ る 。 好 ま し く は 、
試 験 細 胞 集 団 は 、 上 皮 細 胞 、 例 え ば 肝 組 織 か ら 得 た 細 胞 を 含 む 。 遺 伝 子 発 現 は ま た 、 血 液
ま た は 尿 の よ う な 他 の 体 液 か ら も 測 定 す る こ と が で き る 。 他 の 生 体 試 料 を 用 い て タ ン パ ク
質 レ ベ ル を 決 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 診 断 さ れ る 対 象 に 由 来 す る 血 液 ま た は 血 清 中
の タ ン パ ク 質 レ ベ ル を 、 イ ム ノ ア ッ セ イ ま た は 他 の 従 来 の 生 物 学 的 ア ッ セ イ に よ っ て 測 定
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 MGC47816ま た は HES6の 発 現 を 、 試 験 細 胞 ま た は 生 体 試 料 に お い て 決 定 し 、 正 常 な 対 照 試
料 に 関 連 し た 発 現 レ ベ ル と 比 較 す る 。 正 常 対 照 レ ベ ル は 、 HCCを 有 し な い こ と が 分 か っ て
い る 集 団 に お い て 典 型 的 に 認 め ら れ る MGC47816ま た は HES6の 発 現 プ ロ フ ィ ー ル で あ る 。 し
た が っ て 、 患 者 由 来 の 組 織 試 料 に お け る MGC47816ま た は HES6の 発 現 レ ベ ル が 増 加 す れ ば 、
対 象 が HCCを 有 す る か 、 ま た は 発 症 の リ ス ク が あ る こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 言 い 換 え れ ば 、 MGC47816ま た は HES6の 発 現 レ ベ ル が 、 正 常 対 照 と 比 較 し て 試 験 集 団 に お
い て 変 化 し て い る 場 合 、 こ れ は 、 試 験 対 象 が HCCを 有 す る か 、 ま た は 発 症 の リ ス ク が あ る
こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
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HCCの 診 断

MGC47816ま た は HES6の 発 現 ま た は 活 性 を 阻 害 す る 物 質 を 同 定 す る



　 MGC47816も し く は HES6の 発 現 ま た は そ れ ら に 関 連 し た 遺 伝 子 産 物 の 活 性 を 阻 害 す る 物 質
は 、 MGC47816も し く は HES6を 発 現 す る 試 験 細 胞 集 団 に 試 験 物 質 を 接 触 さ せ 、 MGC47816ま た
は HES6の 発 現 レ ベ ル ま た は そ れ ら に 関 連 し た 遺 伝 子 産 物 の 活 性 を 決 定 す る こ と に よ っ て 同
定 す る こ と が で き る 。 試 験 物 質 の 非 存 在 下 で の レ ベ ル と 比 較 し て 物 質 の 存 在 下 で 発 現 ま た
は 活 性 が 減 少 す れ ば 、 物 質 は 、 MGC47816ま た は HES6の 阻 害 剤 で あ り 、 し た が っ て HCCを 阻
害 す る た め に 有 用 で あ る 可 能 性 が あ る こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 試 験 細 胞 集 団 は 、 MGC47816ま た は HES6を 発 現 す る 任 意 の 細 胞 で あ り 得 る 。 例 え ば 、 試 験
細 胞 集 団 は 、 肝 臓 か ら 単 離 さ れ た か 、 ま た は 肝 臓 に 由 来 す る 細 胞 の よ う な 上 皮 細 胞 を 含 ん
で も よ い 。 特 に 、 試 験 細 胞 は 、 肝 細 胞 癌 に 由 来 す る 不 死 化 細 胞 株 で あ っ て も よ い 。 ま た は
、 試 験 細 胞 は 、 MGC47816も し く は HES6を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 で あ っ て も よ く 、 ま た
は レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 に 機 能 的 に 結 合 し た MGC47816も し く は HES6か ら の 調 節 配 列 （ 例 え ば 、
プ ロ モ ー タ ー 配 列 ） を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】

　 本 明 細 書 に お い て 同 定 さ れ た MGC47816ま た は HES6の 異 な る 発 現 に よ っ て 、 HCCの 治 療 経
過 を モ ニ タ ー す る こ と が で き る 。 こ の 方 法 に お い て 、 試 験 細 胞 集 団 は 、 HCCの 治 療 を 受 け
て い る 対 象 か ら 提 供 さ れ る 。 望 ま し い な ら ば 、 試 験 細 胞 集 団 は 、 治 療 前 、 治 療 中 、 お よ び
／ ま た は 治 療 後 の 様 々 な 時 点 で 対 象 か ら 得 る こ と が で き る 。 次 に 、 細 胞 集 団 に お け る MGC4
7816ま た は HES6の 発 現 を 決 定 し 、 HCC状 態 が 公 知 で あ る 細 胞 を 含 む 参 照 細 胞 集 団 と 比 較 す
る 。 本 発 明 の 状 況 に お い て 、 参 照 細 胞 は 、 関 心 対 象 の 治 療 に 曝 露 さ れ て は な ら な い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 参 照 細 胞 集 団 が HCC細 胞 を 含 ま な い 場 合 、 試 験 細 胞 集 団 と 正 常 対 照 参 照 細 胞 集 団 と の 間
の MGC47816ま た は HES6の 発 現 の 類 似 は 、 治 療 が 有 効 で あ る こ と を 示 す 。 し か し な が ら 、 試
験 細 胞 集 団 と 正 常 対 照 参 照 細 胞 集 団 の 間 の MGC47816ま た は HES6の 発 現 の 差 は 、 臨 床 転 帰 ま
た は 予 後 が あ ま り 好 ま し く な い こ と を 示 す 。 逆 に 、 参 照 細 胞 集 団 が HCC細 胞 を 含 む 場 合 、
試 験 細 胞 集 団 と 参 照 細 胞 集 団 と の 間 の HCC関 連 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 MGC47816ま た は HES6） の
発 現 の 差 は 、 関 心 対 象 の 治 療 が 有 効 で あ る こ と を 示 す が 、 試 験 細 胞 集 団 と 参 照 細 胞 集 団 に
お け る MGC47816ま た は HES6の 発 現 の 類 似 は 、 臨 床 転 帰 ま た は 予 後 が あ ま り 好 ま し く な い こ
と を 示 す 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 さ ら に 、 治 療 後 に 得 ら れ た 対 象 に 由 来 す る 生 体 試 料 に お い て 決 定 さ れ た 一 つ ま た は 複 数
の HCC関 連 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 MGC47816ま た は HES6） の 発 現 レ ベ ル （ す な わ ち 、 治 療 後 レ ベ
ル ） を 、 治 療 開 始 前 に 得 ら れ た 対 象 由 来 の 生 体 試 料 に お い て 決 定 さ れ た 一 つ ま た は 複 数 の
HCC関 連 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル （ す な わ ち 治 療 前 レ ベ ル ） と 比 較 す る こ と が で き る 。 治 療 後
の 試 料 に お け る MGC47816お よ び ／ ま た は HES6の 発 現 が 減 少 す れ ば 、 関 心 対 象 の 治 療 が 有 効
で あ る こ と が 示 さ れ る が 、 治 療 後 の 試 料 に お い て 発 現 が 増 加 ま た は 維 持 さ れ れ ば 、 臨 床 転
帰 ま た は 予 後 が あ ま り 好 ま し く な い こ と が 示 さ れ る 。 本 発 明 の 状 況 に お い て 、 「 有 効 」 と
い う 用 語 は 、 治 療 に よ っ て 、 病 的 に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ た 遺 伝 子 の 発 現 の 減 少 が 引 き
起 こ さ れ る こ と 、 ま た は 対 象 に お け る 肝 細 胞 腫 瘍 の 大 き さ 、 発 生 率 、 ま た は 転 移 能 が 減 少
す る こ と を 示 し て い る 。 関 心 対 象 の 治 療 が 予 防 的 に 適 用 さ れ る 場 合 、 「 有 効 」 と い う 用 語
は 、 治 療 が HCCの 形 成 を 遅 ら せ る も し く は 予 防 す る こ と 、 ま た は HCCの 臨 床 症 状 を 遅 ら せ る
、 予 防 す る 、 も し く は 緩 和 す る こ と を 意 味 す る 。 肝 細 胞 腫 瘍 の 評 価 は 、 標 準 的 な 臨 床 プ ロ
ト コ ー ル を 用 い て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 さ ら に 、 有 効 性 は 、 HCCを 診 断 ま た は 治 療 す る 任 意 の 公 知 の 方 法 に よ っ て 決 定 す る こ と
が で き る 。 例 え ば 、 HCCは 症 候 性 の 異 常 を 同 定 す る こ と に よ っ て 診 断 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】

　 個 体 の 遺 伝 的 構 成 の 差 に よ っ て 、 様 々 な 薬 剤 の 相 対 的 代 謝 能 の 差 が 起 こ り 得 る 。 対 象 に
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対 象 に お け る HCC治 療 の 有 効 性 の 評 価

特 定 の 個 体 に と っ て 適 切 で あ る HCCを 治 療 す る た め の 治 療 物 質 の 選 択



お い て 代 謝 さ れ て 抗 HCC物 質 と し て 作 用 す る 薬 剤 は 、 対 象 の 細 胞 に お け る 遺 伝 子 発 現 パ タ
ー ン を 、 HCC状 態 の 特 徴 で あ る 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン か ら 非 HCC状 態 の 特 徴 で あ る 遺 伝 子 発 現
パ タ ー ン へ と 変 化 す る よ う に 誘 導 す る こ と に よ っ て 効 果 を 示 す こ と が で き る 。 し た が っ て
、 本 明 細 書 に 開 示 の MGC47816ま た は HES6遺 伝 子 の 発 現 の 差 に よ っ て 、 選 択 さ れ た 対 象 か ら
の 試 験 細 胞 集 団 に お い て HCCの 推 定 の 治 療 薬 ま た は HCCの 予 防 的 阻 害 剤 を 試 験 し て 、 物 質 が
対 象 に お け る HCCの 適 し た 阻 害 剤 で あ る か 否 か を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 特 定 の 対 象 に 対 し て 適 切 な HCCの 阻 害 剤 を 同 定 す る た め に 、 対 象 か ら の 試 験 細 胞 集 団 を
治 療 物 質 に 曝 露 し て 、 MGC47816ま た は HES6の 発 現 を 決 定 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 の 状 況 に お い て 、 試 験 細 胞 集 団 は 、 MGC47816ま た は HES6を 発 現 す る HCC細 胞 を 含
む 。 好 ま し く は 試 験 細 胞 は 上 皮 細 胞 で あ る 。 例 え ば 、 試 験 細 胞 集 団 を 、 候 補 物 質 の 存 在 下
で イ ン キ ュ ベ ー ト し て も よ い 。 次 に 、 試 験 試 料 に お け る 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン を 測 定 し て 、
一 つ ま た は 複 数 の 参 照 プ ロ フ ィ ー ル 、 例 え ば HCC参 照 発 現 プ ロ フ ィ ー ル ま た は 非 HCC参 照 発
現 プ ロ フ ィ ー ル と 比 較 す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 HCCを 含 む 参 照 細 胞 集 団 と 比 較 し て 、 試 験 細 胞 集 団 に お け る MGC47816ま た は HES6の 発 現
の 減 少 は 、 物 質 が 治 療 効 果 が あ る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 試 験 物 質 は 任 意 の 化 合 物 ま た は 組 成 物 と な り 得 る 。 本 発 明 に お い て 用 い る た め に 適 し た
例 示 的 な 試 験 物 質 に は 、 免 疫 調 節 物 質 が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ５ ２ 】

　 本 明 細 書 に お い て 開 示 さ れ る MGC47816ま た は HES6を 用 い て 、 HCCを 治 療 す る た め の 候 補
治 療 物 質 を 同 定 す る こ と も 可 能 で あ る 。 本 発 明 の 方 法 は 、 そ れ が HCC状 態 の 特 徴 で あ る MGC
47816ま た は HES6の 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 非 HCC状 態 を 示 す パ タ ー ン に 変 換 す る か 否 か を 決 定
す る こ と に よ り 、 候 補 治 療 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 段 階 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て 、 細 胞 を 単 数 ま た は 複 数 の 試 験 物 質 に （ 連 続 的 ま た は 併 用 し て ）
曝 露 し 、 細 胞 に お け る MGC47816ま た は HES6の 発 現 を 測 定 す る 。 次 に 、 試 験 集 団 に お け る MG
C47816ま た は HES6の 発 現 レ ベ ル を 、 試 験 物 質 に 曝 露 さ れ て い な い 参 照 細 胞 集 団 に お け る MG
C47816ま た は HES6の 発 現 レ ベ ル と 比 較 す る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 HCCに お い て 過 剰 発 現 さ れ て い る 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 MGC47816ま た は HES6） の 発 現 を 抑 制
す る こ と が で き る 物 質 は 、 有 望 な 臨 床 有 用 性 を 有 す る 。 そ の よ う な 化 合 物 は 、 HCCの 増 殖
阻 止 能 に 関 し て さ ら に 試 験 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 さ ら な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 HCCの 治 療 に お け る 有 望 な 標 的 で あ る 候 補 物 質 を ス
ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 を 提 供 す る 。 上 記 で 詳 細 に 説 明 し た よ う に 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現
レ ベ ル ま た は そ の 遺 伝 子 産 物 の 活 性 を 制 御 す る こ と に よ っ て 、 HCCの 発 症 お よ び 進 行 を 制
御 す る こ と が で き る 。 こ の よ う に 、 HCCの 治 療 に お け る 有 望 な 標 的 で あ る 候 補 物 質 は 、 癌
性 ま た は 非 癌 性 状 態 の 指 標 と し て 、 そ の よ う な 発 現 レ ベ ル お よ び 活 性 を 用 い る ス ク リ ー ニ
ン グ 方 法 を 通 し て 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の 状 況 に お い て 、 そ の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ は 、 例 え ば 以 下 の 段 階
を 含 ん で も よ い ：
a） MGC47816ま た は HES6に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に 試 験 化 合 物 を 接 触 さ せ る 段
階 ；
b） ポ リ ペ プ チ ド と 試 験 化 合 物 と の 間 の 結 合 活 性 を 検 出 す る 段 階 ； お よ び
c） ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 試 験 化 合 物 を 選 択 す る 段 階 。
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治 療 物 質 を 同 定 す る た め の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ



【 ０ ０ ５ ７ 】
　 ま た は 、 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 以 下 の 段 階 を 含 ん で も よ い ：
a） MGC47816ま た は HES6を 発 現 す る 細 胞 に 候 補 化 合 物 を 接 触 さ せ る 段 階 ； お よ び
b） MGC47816ま た は HES6の 発 現 レ ベ ル を 減 少 さ せ る 候 補 化 合 物 を 選 択 す る 段 階 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 マ ー カ ー 遺 伝 子 を 発 現 す る 細 胞 に は 、 例 え ば 、 HCCか ら 樹 立 さ れ た 細 胞 株 が 含 ま れ る ；
そ の よ う な 細 胞 は 本 発 明 の 上 記 の ス ク リ ー ニ ン グ の た め に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 ま た は 、 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 以 下 の 段 階 を 含 ん で も よ い ：
a） MGC47816ま た は HES6に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 試 験 化 合 物 に 接 触 さ せ る 段
階 ；
b） 段 階 （ a） の ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 活 性 を 検 出 す る 段 階 ； お よ び
c） 試 験 化 合 物 の 非 存 在 下 で 検 出 さ れ る 該 ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 活 性 と 比 較 し て MGC47816ま
た は HES6に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 活 性 を 抑 制 す る 試 験 化 合 物 を 選 択 す る
段 階 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に お い て 用 い ら れ る タ ン パ ク 質 は 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 の ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 を 用 い て 組 換 え 型 蛋 白 質 と し て 得 る こ と が で き る 。 マ ー カ ー 遺 伝 子 お よ び ／
ま た は そ の コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 に 関 す る 情 報 に 基 づ い て 、 当 業 者 は 、 ス ク リ ー ニ ン グ
の た め の 指 標 と し て タ ン パ ク 質 の 任 意 の 生 物 活 性 、 お よ び 選 択 さ れ た 生 物 活 性 に 関 し て ア
ッ セ イ す る た め の 任 意 の 適 し た 測 定 方 法 を 選 択 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 MGC47816
ま た は HES6の 細 胞 増 殖 活 性 は 、 生 物 活 性 と し て 選 択 さ れ る 。 細 胞 増 殖 活 性 は 、 NIH3T3ま た
は COS7の よ う な 細 胞 株 の 増 殖 に よ っ て ル ー チ ン 的 に 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 ま た は 、 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 以 下 の 段 階 を 含 ん で も よ い ：
a） MGC47816ま た は HES6の 転 写 調 節 領 域 、 お よ び 転 写 調 節 領 域 の 制 御 下 で 発 現 さ れ る レ ポ
ー タ ー 遺 伝 子 を 含 む ベ ク タ ー が 導 入 さ れ て い る 細 胞 に 、 候 補 化 合 物 を 接 触 さ せ る 段 階 ；
b） 該 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 ま た は 活 性 を 測 定 す る 段 階 ； お よ び
c） 候 補 化 合 物 の 非 存 在 下 で 検 出 さ れ る 該 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 ま た は 活 性 と 比 較 し て
該 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 ま た は 活 性 を 減 少 さ せ る 候 補 化 合 物 を 選 択 す る 段 階 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 適 し た レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 お よ び 宿 主 細 胞 は 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。 本 発 明 の ス
ク リ ー ニ ン グ 方 法 に お い て 用 い ら れ る レ ポ ー タ ー 構 築 物 は 、 HCC関 連 マ ー カ ー 遺 伝 子 （ 例
え ば 、 MGC47816ま た は HES6） の 転 写 調 節 領 域 を 用 い て 調 製 す る こ と が で き る 。 マ ー カ ー 遺
伝 子 の 転 写 調 節 領 域 が 当 業 者 に 公 知 で あ る 場 合 、 レ ポ ー タ ー 構 築 物 は 、 以 前 の 配 列 情 報 を
用 い て 調 製 す る こ と が で き る 。 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 転 写 調 節 領 域 が ま だ 同 定 さ れ て い な い 場
合 、 転 写 調 節 領 域 を 含 む ヌ ク レ オ チ ド セ グ メ ン ト を 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列
情 報 に 基 づ く ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 単 離 さ れ た 化 合 物 は 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ
ン パ ク 質 の 活 性 を 阻 害 す る 薬 物 を 開 発 す る た め の 候 補 物 質 と し て 作 用 す る こ と が で き 、 HC
Cの 治 療 ま た は 予 防 に 適 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 そ の 上 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 活 性 を 阻 害 す る 化 合 物 の 構
造 の 一 部 が 、 付 加 、 欠 失 、 お よ び ／ ま た は 置 換 に よ っ て 変 換 さ れ て い る 化 合 物 も 同 様 に 、
本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ っ て 得 る こ と が で き る 化 合 物 と し て 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 単 離 さ れ る 化 合 物 を 、 ヒ ト 、 な ら び に マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 モ ル モ ッ
ト 、 ウ サ ギ 、 ネ コ 、 イ ヌ 、 ヒ ツ ジ 、 ブ タ 、 ウ シ 、 サ ル 、 ヒ ヒ 、 お よ び チ ン パ ン ジ ー の よ う
な 他 の 哺 乳 動 物 に 対 す る 薬 剤 と し て 投 与 す る 場 合 、 単 離 さ れ た 化 合 物 は 直 接 投 与 す る こ と
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が で き る か 、 ま た は 公 知 の 薬 学 的 調 製 法 を 用 い て 投 与 剤 形 に 製 剤 化 す る こ と が で き る 。 例
え ば 、 必 要 に 応 じ て 、 薬 剤 は 、 糖 衣 錠 、 カ プ セ ル 剤 、 エ リ キ シ ル 剤 お よ び マ イ ク ロ カ プ セ
ル と し て 経 口 投 与 す る こ と が で き 、 ま た は 水 も し く は 任 意 の 他 の 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 液 体
に よ る 滅 菌 溶 液 ま た は 懸 濁 液 の 注 射 剤 の 剤 形 で 非 経 口 投 与 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 化
合 物 を 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 ま た は 媒 体 、 特 に 、 滅 菌 水 、 生 理 食 塩 液 、 植 物 油 、 乳 化
剤 、 懸 濁 剤 、 界 面 活 性 剤 、 安 定 化 剤 、 着 香 料 、 賦 形 剤 、 溶 媒 、 保 存 剤 、 結 合 剤 等 と 、 一 般
的 に 許 容 さ れ る 薬 物 の 実 施 に 必 要 な 単 位 投 与 剤 形 と し て 混 合 す る こ と が で き る 。 そ の よ う
な 製 剤 に 含 ま れ る 活 性 成 分 の 量 に よ っ て 、 表 記 さ れ た 範 囲 内 で 適 し た 投 与 量 を 得 る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 錠 剤 お よ び カ プ セ ル 剤 に 混 合 す る こ と が で き る 添 加 剤 の 例 に は 、 ゼ ラ チ ン 、 コ ー ン ス タ
ー チ 、 ト ラ ガ カ ン ト ゴ ム お よ び ア ラ ビ ア ゴ ム の よ う な 結 合 剤 ； 結 晶 セ ル ロ ー ス の よ う な 賦
形 剤 ； コ ー ン ス タ ー チ 、 ゼ ラ チ ン お よ び ア ル ギ ン 酸 の よ う な 膨 張 剤 ； ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ
シ ウ ム の よ う な 潤 滑 剤 ； シ ョ 糖 、 乳 糖 、 ま た は サ ッ カ リ ン の よ う な 甘 味 料 ； な ら び に ペ パ
ー ミ ン ト 、 冬 緑 油 （ Gaultheria adenothrix oil） 、 お よ び サ ク ラ ン ボ の よ う な 着 香 料 が
含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 単 位 投 与 剤 形 が カ プ セ ル 剤 で あ る 場 合 、 油 の よ う な 液
体 担 体 も 同 様 に 上 記 の 成 分 に さ ら に 含 ま れ 得 る 。 注 射 用 滅 菌 組 成 物 は 、 注 射 に 適 し た 蒸 留
水 の よ う な 溶 媒 を 用 い る 通 常 の 薬 物 の 実 施 に 従 っ て 製 剤 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 生 理 食 塩 液 、 グ ル コ ー ス 、 な ら び に D-ソ ル ビ ト ー ル 、 D-マ ン ノ ー ス 、 D-マ ン ニ ト ー ル 、
お よ び 塩 化 ナ ト リ ウ ム の よ う な 補 助 剤 を 含 む 他 の 等 張 液 は 、 注 射 用 水 溶 液 と し て 用 い る こ
と が で き る 。 こ れ ら は 、 ア ル コ ー ル 、 例 え ば エ タ ノ ー ル ； プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル お よ び ポ
リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル の よ う な 多 価 ア ル コ ー ル ； な ら び に Polysorbate 80（ 商 標 ） お よ び
HCO-50の よ う な 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 の よ う な 適 し た 溶 解 剤 と 共 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 ゴ マ 油 ま た は 大 豆 油 は 、 油 性 液 体 と し て 用 い る こ と が で き 、 溶 解 剤 と し て 安 息 香 酸 ベ ン
ジ ル ま た は ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル と 共 に 用 い て も よ く 、 リ ン 酸 緩 衝 液 お よ び 酢 酸 ナ ト リ ウ ム
緩 衝 液 の よ う な 緩 衝 液 ； 塩 酸 プ ロ カ イ ン の よ う な 鎮 痛 剤 ； ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル お よ び フ ェ
ノ ー ル の よ う な 安 定 化 剤 ； な ら び に ／ ま た は 抗 酸 化 剤 と 共 に 製 剤 化 し て も よ い 。 調 製 さ れ
た 注 射 剤 は 、 適 し た ア ン プ ル に 充 填 し て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 当 業 者 に 周 知 の 方 法 を 用 い て 、 例 え ば 、 動 脈 内 、 静 脈 内 、 も し く は 経 皮 注 射 剤 と し て 、
ま た は 鼻 腔 内 、 気 管 支 内 、 筋 肉 内 、 も し く は 経 口 投 与 と し て 患 者 に 本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物
を 投 与 し て も よ い 。 投 与 用 量 お よ び 方 法 は 、 患 者 の 体 重 お よ び 年 齢 な ら び に 投 与 方 法 に 従
っ て 変 化 す る ； し か し な が ら 、 当 業 者 は 適 し た 投 与 方 法 を ル ー チ ン 的 に 選 択 す る こ と が で
き る 。 化 合 物 が DNAに よ っ て コ ー ド さ れ る 場 合 、 遺 伝 子 治 療 の た め の ベ ク タ ー に DNAを 挿 入
し 、 そ の ベ ク タ ー を 患 者 に 投 与 し 治 療 を 行 う こ と が で き る 。 投 与 量 お よ び 投 与 方 法 は 、 患
者 の 体 重 、 年 齢 、 お よ び 症 状 に 応 じ て 変 化 す る ； し か し な が ら 、 当 業 者 は そ れ ら を 適 切 に
選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 例 え ば 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 結 合 し て 、 そ の 活 性 を 調 節 す る す る 化 合 物 の 用 量 は 症 状
に 依 存 す る が 、 用 量 は 一 般 的 に 、 健 常 な ヒ ト 成 人 （ 体 重 60 kg） に 経 口 投 与 す る 場 合 、 約 0
.1 mg～ 約 100 mg/日 、 好 ま し く は 約 1.0 mg～ 約 50 mg/日 、 お よ び よ り 好 ま し く は 約 1.0 mg
～ 約 20 mg/日 で あ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 健 常 な ヒ ト 成 人 （ 体 重 60 kg） に 注 射 剤 と し て 非 経 口 投 与 す る 場 合 、 患 者 、 標 的 臓 器 、
症 状 お よ び 投 与 方 法 に よ っ て い く ら か 差 は あ る も の の 、 約 0.01 mg～ 約 30 mg/日 、 好 ま し
く は 約 0.1～ 約 20 mg/日 、 お よ び よ り 好 ま し く は 約 0.1～ 約 10 mg/日 の 用 量 で 静 脈 内 注 射 す
る こ と が 簡 便 で あ る 。 同 様 に 、 他 の 動 物 の 場 合 、 体 重 60 kgに 変 換 す る こ と に よ っ て 適 切
な 用 量 を ル ー チ ン 的 に 計 算 し て も よ い 。
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【 ０ ０ ７ ２ 】

　 本 発 明 は ま た 、 試 験 細 胞 集 団 に お け る MGC47816ま た は HES6の 発 現 を 、 全 病 期 に わ た る 患
者 に 由 来 す る 参 照 細 胞 集 団 に お け る 遺 伝 子 発 現 と 比 較 す る 段 階 を 含 む 、 HCCを 有 す る 対 象
の 予 後 を 評 価 す る 方 法 も 提 供 す る 。 試 験 細 胞 集 団 お よ び 参 照 細 胞 集 団 に お け る MGC47816も
し く は HES6の 遺 伝 子 発 現 を 比 較 す る こ と に よ っ て 、 ま た は 対 象 に 由 来 す る 試 験 細 胞 に お け
る 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン を 経 時 的 に 比 較 す る こ と に よ っ て 、 対 象 の 予 後 を 評 価 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 例 え ば 、 正 常 対 照 と 比 較 し て 試 験 細 胞 に お け る MGC47816ま た は HES6の 発 現 の 増 加 は 、 予
後 が あ ま り 好 ま し く な い こ と を 示 す 。 逆 に 、 試 験 細 胞 と 正 常 対 照 と の MGC47816ま た は HES6
の 発 現 の 類 似 は 、 対 象 の 予 後 が よ り 好 ま し い こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ７ ４ 】

　 本 発 明 は ま た 、 HCC検 出 試 薬 、 例 え ば 、 MGC47816も し く は HES6核 酸 の 一 部 と 相 補 的 で あ
る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の よ う な 、 MGC47816も し く は HES6核 酸 に 特 異 的 に 結 合 す る も し
く は こ れ を 同 定 す る 核 酸 、 ま た は MGC47816も し く は HES6核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ
ク 質 に 結 合 す る 抗 体 が 含 ま れ る 。 試 薬 は 、 キ ッ ト の 形 状 で 共 に 包 装 さ れ て も よ い 。 例 え ば
、 試 薬 は 異 な る 容 器 に 包 装 さ れ て も よ く 、 例 え ば 核 酸 ま た は 抗 体 （ 固 相 マ ト リ ッ ク ス に 結
合 す る か 、 ま た は そ れ を マ ト リ ッ ク ス に 結 合 さ せ る た め の 試 薬 と は 個 別 に 包 装 し て ） を 一
つ の 容 器 に 入 れ 、 対 照 試 薬 （ 陽 性 お よ び ／ ま た は 陰 性 ） を 第 二 の 容 器 に 入 れ 、 お よ び ／ ま
た は 検 出 可 能 な 標 識 を 第 三 の 容 器 に 入 れ て も よ い 。 ア ッ セ イ を 行 う た め の 説 明 書 （ 書 面 、
テ ー プ 、 CD-ROM等 ） も 同 様 に キ ッ ト に 含 め て も よ い 。 キ ッ ト の ア ッ セ イ フ ォ ー マ ッ ト は 、
ノ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ま た は サ ン ド イ ッ チ ELISAで あ っ て も よ く 、 そ の 双 方 が 当
技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 例 え ば 、 HCC検 出 試 薬 は 、 少 な く と も 一 つ の HCC検 出 部 位 を 形 成 す る た め に 多 孔 性 細 片 の
よ う な 固 相 マ ト リ ッ ク ス 上 に 固 定 し て も よ い 。 多 孔 性 細 片 の 測 定 ま た は 検 出 領 域 に は 、 そ
れ ぞ れ が 核 酸 を 含 む 複 数 の 部 位 が 含 ま れ て も よ い 。 試 験 細 片 は ま た 、 陰 性 お よ び ／ ま た は
陽 性 対 照 の た め の 部 位 を 含 ん で も よ い 。 ま た は 、 対 照 部 位 は 試 験 細 片 と は 分 離 し た 細 片 に
存 在 し て も よ い 。 選 択 的 に 、 異 な る 検 出 部 位 は 、 異 な る 量 の 固 定 さ れ た 核 酸 を 含 ん で も よ
く 、 す な わ ち 第 一 の 検 出 部 位 は よ り 多 量 を 含 み 、 そ の 後 の 部 位 に は よ り 少 量 を 含 ん で も よ
い 。 試 験 試 料 を 加 え る と 、 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 示 す 部 位 の 数 は 、 試 料 に 存 在 す る HCCの
量 の 定 量 的 指 標 を 提 供 す る 。 検 出 部 位 は 、 任 意 の 適 し た 検 出 可 能 な 形 状 に 形 成 し て も よ く
、 典 型 的 に 、 試 験 細 片 の 幅 に 及 ぶ バ ー ま た は ド ッ ト の 形 状 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】

　 本 発 明 は さ ら に 、 HCC関 連 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 MGC47816ま た は HES6） の 発 現 、 ま た は そ れ
ら の 遺 伝 子 産 物 の 一 つ の 活 性 を 減 少 さ せ る こ と に よ っ て 、 対 象 に お け る HCCの 症 状 を 治 療
ま た は 緩 和 す る 方 法 を 提 供 す る 。 HCCを 有 す る ま た は 発 症 の リ ス ク が あ る （ ま た は 感 受 性
が あ る ） 対 象 に 対 し て 、 適 し た 治 療 化 合 物 を 予 防 的 ま た は 治 療 的 に 投 与 す る こ と が で き る
。 投 与 は 全 身 性 ま た は 局 所 的 で あ り 得 る 。 そ の よ う な 対 象 は 、 標 準 的 な 臨 床 法 を 用 い て 、
ま た は MGC47816も し く は HES6の 異 常 な 発 現 レ ベ ル 、 も し く は そ れ ら の 遺 伝 子 産 物 の 一 つ の
活 性 を 検 出 す る こ と に よ っ て 同 定 す る こ と が で き る 。 例 示 的 な 治 療 物 質 に は 、 細 胞 増 殖 の
阻 害 剤 が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 本 発 明 の 治 療 法 に は 、 MGC47816も し く は HES6の 発 現 を 減 少 さ せ る 段 階 、 そ れ ら の 遺 伝 子
産 物 の 一 つ の 機 能 を 減 少 さ せ る 段 階 、 ま た は そ の 双 方 が 含 ま れ る 。 発 現 は 、 当 技 術 分 野 で
公 知 の い く つ か の 任 意 の 方 法 に お い て 阻 害 さ れ て も よ い 。 例 え ば 、 発 現 は 、 過 剰 発 現 さ れ
た 遺 伝 子 の 発 現 を 阻 害 ま た は 拮 抗 す る 核 酸 、 例 え ば 過 剰 発 現 さ れ た 遺 伝 子 の 発 現 を 妨 害 す
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る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 低 分 子 干 渉 RNAを 対 象 に 投 与 す る こ と に よ っ
て 阻 害 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】

　 先 に 記 述 し た よ う に 、 MGC47816ま た は HES6の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 応 す る ア ン チ セ ン ス
核 酸 を 用 い て 、 MGC47816ま た は HES6の 発 現 レ ベ ル を 減 少 さ せ る こ と が で き る 。 HCCに お い
て ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 MGC47816ま た は HES6） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列
に 対 応 す る ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 、 HCCの 治 療 に お い て 有 用 で あ る 。 具 体 的 に 、 MGC47816も
し く は HES6の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 ま た は そ れ に 対 応 す る mRNAに 結 合 す る こ と に よ っ て 、 本
発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 作 用 し 得 り 、 そ れ に よ り 遺 伝 子 の 転 写 も し く は 翻 訳 を 阻 害 し 、
mRNAの 分 解 を 促 進 し 、 お よ び ／ ま た は MGC47816も し く は HES6に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ
ク 質 の 発 現 を 阻 害 し て 、 最 終 的 に そ の よ う な タ ン パ ク 質 の 機 能 を 阻 害 す る 。 「 ア ン チ セ ン
ス 核 酸 」 と い う 用 語 は 、 本 明 細 書 に お い て 、 標 的 配 列 と 完 全 に 相 補 的 で あ る ヌ ク レ オ チ ド
と 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 が 標 的 配 列 に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る 程 度 の ヌ ク レ オ チ ド ミ
ス マ ッ チ を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド の 双 方 を 含 む 。 例 え ば 、 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 に は 、
参 照 配 列 に 対 し て 少 な く と も 15連 続 ヌ ク レ オ チ ド に わ た っ て 、 少 な く と も 70％ ま た は そ れ
よ り 高 い 、 好 ま し く は 少 な く と も 80％ ま た は そ れ よ り 高 い 、 よ り 好 ま し く は 90％ ま た は そ
れ よ り 高 い 、 さ ら に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 95％ ま た は そ れ よ り 高 い 相 同 性 を 有 す る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド が 含 ま れ る 。 当 技 術 分 野 で 公 知 の ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 相 同 性 を 決 定 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAま た は mRNAに 結 合 す る 、 転 写 ま た は 翻 訳 を 阻 害 す る 、 mRNA
の 分 解 を 促 進 す る 、 お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 の 発 現 を 阻 害 す る こ と に よ っ て 、 本 発 明 の
ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 、 HCC関 連 マ ー カ ー 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 を 産 生 す
る 細 胞 に 作 用 し 、 そ れ に よ っ て タ ン パ ク 質 機 能 を 阻 害 す る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 、 核 酸 に 対 し て 不 活 性 で あ る 適 し た 基 剤 と こ れ を 混 合 す る
こ と に よ っ て 、 リ ニ メ ン ト ま た は 湿 布 の よ う な 外 用 剤 に 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 同 様 に 、 必 要 で あ れ ば 、 賦 形 剤 、 等 張 剤 、 溶 解 剤 、 安 定 化 剤 、 保 存 剤 、 鎮 痛 剤 等 を 加 え
る こ と に よ っ て 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 を 錠 剤 、 粉 剤 、 顆 粒 剤 、 カ プ セ ル 剤 、 リ ポ ソ ー ム カ プ
セ ル 、 注 射 剤 、 溶 液 、 点 鼻 液 、 凍 結 乾 燥 剤 等 に 調 製 す る こ と が で き る 。 こ れ ら は 公 知 の 方
法 に よ っ て 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 例 え ば 、 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 、 疾 患 部 位 に 直 接 適 用 す る こ と に よ っ て 、 ま た は
そ れ が 疾 患 部 位 に 達 す る よ う に 血 管 に 注 射 す る こ と に よ っ て 、 患 者 に 投 与 す る こ と が で き
る 。 持 続 性 お よ び 膜 透 過 性 を 増 大 さ せ る た め に 、 ア ン チ セ ン ス 封 入 媒 体 も 同 様 に 用 い る こ
と が で き る 。 例 に は 、 リ ポ ソ ー ム 、 ポ リ -L-リ ジ ン 、 脂 質 、 コ レ ス テ ロ ー ル 、 リ ポ フ ェ ク
チ ン 、 ま た は こ れ ら の 誘 導 体 が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 の 用 量 は 、 患 者 の 状 態 に 従 っ て 適 切 に 調 節 さ れ 、 望 ま し い 量
で 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 0.1～ 100 mg/kg、 好 ま し く は 0.1～ 50 mg/kgの 用 量 範 囲
を 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 発 現 を 阻 害 し て 、 そ れ に よ っ て タ
ン パ ク 質 の 生 物 活 性 を 抑 制 す る た め に 有 用 で あ る 。 さ ら に 、 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 を
含 む 発 現 阻 害 剤 は 、 そ れ ら が 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 生 物 活 性 を 阻 害 で き る と い う 点 に お い
て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 に は 、 改 変 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 含 ま れ る 。 例 え ば 、 チ オ 化
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ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に ヌ ク レ ア ー ゼ 抵 抗 性 を 付 与 し て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 同 様 に 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 に 対 す る siRNAを 用 い て 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 減 少
さ せ る こ と が で き る 。 「 siRNA」 と い う 用 語 は 、 標 的 mRNAの 翻 訳 を 防 止 す る 二 本 鎖 RNA分 子
を 意 味 す る 。 DNAが 、 そ こ か ら siRNAが 転 写 さ れ る 鋳 型 と な る 技 術 を 含 む 、 siRNAを 細 胞 に
導 入 す る 標 準 的 な 技 術 が 用 い ら れ る 。 本 発 明 の 状 況 に お い て 、 siRNAは 、 MGC47816ま た は H
ES6の よ う な ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ た マ ー カ ー 遺 伝 子 に 対 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 。 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス お よ び siRNA法 を 用 い て 、 例 え ば 細 胞
の 悪 性 形 質 転 換 に 起 因 す る ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン の よ う な 、 ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ た
HCC遺 伝 子 の 細 胞 に お け る 発 現 を 変 化 さ せ る こ と が で き る 。 標 的 細 胞 に お け る MGC47816ま
た は HES6に 対 応 す る 転 写 物 に 対 す る siRNAの 結 合 に よ っ て 、 細 胞 に よ る タ ン パ ク 質 産 生 が
減 少 す る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ は 少 な く と も 10ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 天 然 に 存 在 す
る 転 写 物 と 同 じ 長 さ で あ っ て も よ い 。 好 ま し く は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ は 、 75ヌ ク
レ オ チ ド 未 満 、 50ヌ ク レ オ チ ド 未 満 、 ま た は 25ヌ ク レ オ チ ド 未 満 で あ る 。 最 も 好 ま し く は
、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ は 約 19～ 25ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 Alexanderお よ び SNU449細
胞 に お け る 発 現 を 阻 害 す る MGC47816 siRNAオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 例 に は 、 配 列 番 号 ： 19を
含 む 標 的 配 列 が 含 ま れ る 。 Alexanderお よ び HepG2細 胞 に お い て 発 現 を 阻 害 す る HES6 siRNA
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 例 に は 、 配 列 番 号 ： 26を 含 む 標 的 配 列 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 siRNAは 、 単 一 の 転 写 物 が 、 標 的 遺 伝 子 か ら の セ ン ス お よ び 相 補 的 ア ン チ セ ン ス 配 列 の
双 方 を 有 す る よ う に 、 す な わ ち ヘ ア ピ ン の よ う に 構 築 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 HCC関 連 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 MGC47816ま た は HES6） の siRNAは 標 的 mRNAと ハ イ ブ リ ダ イ ズ し
て 、 そ れ に よ っ て 正 常 な 一 本 鎖 mRNA転 写 物 と 会 合 し て 、 MGC47816ま た は HES6ポ リ ペ プ チ ド
の 産 生 を 減 少 ま た は 阻 害 し 、 そ れ に よ っ て 翻 訳 を 干 渉 し て タ ン パ ク 質 の 発 現 を 干 渉 す る 。
siRNAの 阻 害 活 性 を 増 強 す る た め に 、 ヌ ク レ オ チ ド 「 u」 を 標 的 配 列 の ア ン チ セ ン ス 鎖 の 3'
末 端 に 付 加 す る こ と が で き る 。 付 加 さ れ る 「 u」 の 数 は 少 な く と も 2個 、 一 般 的 に 2～ 10個
、 好 ま し く は 2～ 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 ８ ９ 】
　 MGC47816ま た は HES6の siRNAは mRNA転 写 物 に 結 合 す る こ と が で き る 形 状 で 細 胞 に 直 接 導
入 す る こ と が で き る 。 ま た は 、 siRNAを コ ー ド す る DNAを ベ ク タ ー 内 に 保 持 さ せ て も よ い 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 ベ ク タ ー は 、 例 え ば HCC関 連 遺 伝 子 標 的 配 列 を 、 両 方 の 鎖 の 発 現 を （ DNA分 子 の 転 写 に よ
っ て ） 可 能 に す る 様 式 で 、 配 列 に 隣 接 し て 機 能 的 に 結 合 し た 調 節 配 列 を 有 す る 発 現 ベ ク タ
ー に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 作 製 し て も よ い (Lee, N.S., Dohjima, T., Bauer, G.
, Li, H., Li, M.-J., Ehsani, A.,Salvaterra, P.,お よ び Rossi, J. (2002) 「 Expressi
on of small interfering RNAs targeted against HIV-1 rev transcripts in human cel
ls.」 Nature Biotechnology 20 : 500～ 505） 。 HCC関 連 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 MGC47816ま た は
HES6） の mRNAに 対 し て ア ン チ セ ン ス で あ る RNA分 子 を 、 第 一 の プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 ク
ロ ー ニ ン グ さ れ た DNAの 3'の プ ロ モ ー タ ー 配 列 ） に よ っ て 転 写 し 、 HCC関 連 遺 伝 子 の mRNAに
関 し て セ ン ス 鎖 で あ る RNA分 子 は 、 第 二 の プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た DNA
の 5'の プ ロ モ ー タ ー 配 列 ） に よ っ て 転 写 さ れ る 。 セ ン ス 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 、 HCC関 連 遺 伝 子 を 抑 制 す る siRNA構 築 物 を 作 製 す る 。 ま た は 、 二 つ
の 構 築 物 は 、 siRNA構 築 物 の セ ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス 鎖 を 作 製 す る た め に 利 用 す る こ と
が で き る 。 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た HCC関 連 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 MGC47816ま た は HES6） は 、 単 一
の 転 写 物 が 標 的 遺 伝 子 か ら の セ ン ス お よ び 相 補 的 ア ン チ セ ン ス 配 列 の 双 方 を 有 す る 二 次 構
造 、 例 え ば ヘ ア ピ ン 、 を 有 す る 構 築 物 を コ ー ド す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 ヘ ア ピ ン ル ー プ 構 造 を 形 成 す る た め に 、 セ ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス 配 列 の 間 に 任 意 の ヌ
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ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ル ー プ 配 列 を 配 置 す る こ と が で き る 。 こ の よ う に 、 本 発 明 は 、 一
般 式 5'-[A]-[B]-[A']-3'を 有 す る siRNAも 同 様 に 提 供 し 、 式 中 [A]は 配 列 番 号 ： 19、 26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 、 ヌ ク レ オ チ ド 3～ 23個 か ら な る リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ り 、 [A']は 、 [A]の 相 補 的 配
列 か ら な る リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。 領 域 [A]は [A']と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て 、 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 2～ 23ヌ ク レ オ チ ド で あ り
得 る 。 例 え ば ル ー プ 配 列 は 、 以 下 の 配 列 か ら な る 群 よ り 選 択 す る こ と が で き る （ http://w
ww.ambion.com/techlib/tb/tb_506.html） 。 さ ら に 、 23ヌ ク レ オ チ ド か ら な る ル ー プ 配 列
も 同 様 に 、 活 性 な siRNAを 提 供 す る （ Jacque, J.-M., Triques, K., and Stevenson, M. (
2002)「  Modulation of HIV-1 replication by RNA interference.」  Nature 418 : 435
～ 438） 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 CCC, CCACC ま た は  CCACACC: Jacque, J. M, Triques, K., and Stevenson, M (2002) 
「 Modulation of HIV-1 replication by RNA interference.」  Nature, Vol. 418: 435～
438。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 UUCG: Lee, N.S., Dohjima, T., Bauer, G., Li, H., Li, M.-J., Ehsani, A., Salvat
erra, P., お よ び  Rossi, J. (2002) 「 Expression of small interfering RNAs targete
d against HIV-1 rev transcripts in human cells.」  Nature Biotechnology 20 : 500
～ 505. Fruscoloni, P., Zamboni, M., and Tocchini-Valentini, G. P. (2003) 「 Exonu
cleolytic degradation of double-stranded RNA by an activity in Xenopus laevis ge
rminal vesicles.」  Proc. Natl. Acad. Sci. USA 100(4): 1639～ 1644。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 UUCAAGAGA: Dykxhoorn, D. M., Novina, C. D., お よ び  Sharp, P. A. (2002)「 Killin
g the messenger: Short RNAs that silence gene expression.」  Nature Reviews Molec
ular Cell Biology 4: 457～ 467。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 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 下 記 に 示 す 。 以 下 の 構
造 に お い て 、 ル ー プ 構 造 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に お け る 「 ttcaag
aga」 ） で あ る 。 本 発 明 の 状 況 に お い て 用 い る た め に 適 し て い る 例 示 的 な ヘ ア ピ ン siRNAに
は 、 以 下 が 含 ま れ る ：
MGC47816-siRNAに 関 し て ：
guguccgcugacagaacaa-[b]-uuguucugucagcggacac（ 配 列 番 号 ： 19の 標 的 配 列 に 関 し て ）
HES6-siRNAに 関 し て ：
acuuuuagggacccugcag-[b]-cugcagggucccuaaaagu（ 配 列 番 号 ： 26の 標 的 配 列 に 関 し て ） 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 適 し た siRNAの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 Ambion社 の ウ ェ ブ サ イ ト （ http://www.ambion.com
/techlib/ misc/siRNA_finder.html） か ら 入 手 可 能 な siRNAデ ザ イ ン コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ
グ ラ ム を 用 い て 設 計 す る こ と が で き る 。 コ ン ピ ュ ー タ ー 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 ９ ７ 】

1． 目 標 転 写 物 の AUG開 始 コ ド ン か ら 始 め て 、 AAジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 関 し て 下 流 に ス キ ャ
ン す る 。 潜 在 的 siRNA標 的 部 位 と し て 、 各 AAの 出 現 お よ び そ の 3'隣 接 19ヌ ク レ オ チ ド 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 近 傍 の 領 域 （ 75
塩 基 以 内 ） は 調 節 タ ン パ ク 質 結 合 部 位 に 富 む 可 能 性 が あ る こ と か ら 、 こ れ ら に 対 す る siRN
Aを 設 計 し な い こ と を 推 奨 し た 。 UTR結 合 タ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た は 翻 訳 開 始 複 合 体 は 、 si
RNAエ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 複 合 体 の 結 合 を 妨 害 す る 可 能 性 が あ る 。
2． 潜 在 的 標 的 部 位 を ヒ ト ゲ ノ ム デ ー タ ベ ー ス と 比 較 し て 、 他 の コ ー ド 配 列 と 有 意 な 相 同
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性 を 有 す る い か な る 標 的 配 列 も 検 討 か ら 除 外 す る 。 相 同 性 検 索 は 、 NCBIサ ー バ ー ： www.nc
bi.nlm.nih.gov/BLAST/で 認 め ら れ 得 る 、 BLASTを 用 い て 行 う こ と が で き る 。
3． 合 成 の た め に 適 格 な 標 的 配 列 を 選 択 す る 。 Ambion社 で は 、 評 価 の た め の 遺 伝 子 の 長 さ
に 沿 っ て 、 好 ま し い い く つ か の 標 的 配 列 を 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 MGC47816ま た は HES6遺 伝 子 に 隣 接 す る 調 節 配 列 は 、 そ の 発 現 を 独 立 し て 、 ま た は 時 間 的
も し く は 空 間 的 様 式 で 調 節 す る こ と が で き る よ う に 、 同 一 ま た は 異 な り 得 る 。 siRNAは 、
例 え ば 核 内 低 分 子 RNA（ snRNA） U6ま た は ヒ ト H1 RNAプ ロ モ ー タ ー か ら の RNA pol III転 写
単 位 を 含 む ベ ク タ ー に MGC47816ま た は HES6遺 伝 子 鋳 型 を 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 増 強 物 質 を
用 い る こ と が で き る 。 FuGENE（ Rochediagnostics） 、 リ ポ フ ェ ク ト ア ミ ン 2000（ Invitrog
en） 、 オ リ ゴ フ ェ ク ト ア ミ ン （ Invitrogen） 、 お よ び ヌ ク レ オ フ ェ ク タ ー （ Wako pure Ch
emical） は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 増 強 物 質 と し て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 本 発 明 の siRNAは 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 阻 害 し て 、 そ れ に よ っ て 、 本 発 明 の
ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 活 性 を 抑 制 す る た め に 有 用 で あ る 。 同 様 に 、 本 発 明 の siRNAを 含 む 発
現 阻 害 剤 は 、 そ れ ら が 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 活 性 を 阻 害 で き る と い う 点 に お い て 有
用 で あ る 。 し た が っ て 、 siRNAの よ う な 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む
組 成 物 は 、 HCCを 治 療 す る た め に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】

　 ま た は 、 HCCに お い て 過 剰 発 現 さ れ た 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 MGC47816ま た は HES6） の 遺 伝 子
産 物 の 機 能 は 、 遺 伝 子 産 物 に 結 合 す る 、 ま た は そ う で な け れ ば そ の 機 能 を 阻 害 す る 化 合 物
を 投 与 す る こ と に よ っ て 阻 害 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 化 合 物 は 過 剰 発 現 さ れ た 遺 伝 子
産 物 に 結 合 す る 抗 体 で あ っ て も よ い 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 抗 体 、 特 に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ た マ ー カ ー 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る
タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 、 ま た は そ の よ う な 抗 体 の 断 片 を 用 い る こ と に 言 及 す る 。 本 明 細
書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 抗 体 」 と い う 用 語 は 、 抗 体 を 合 成 す る た め に 用 い ら れ る
抗 原 （ す な わ ち 、 ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ た マ ー カ ー 遺 伝 子 産 物 ） ま た は そ れ に 密 接 に 関
連 し た 抗 原 に 限 っ て 相 互 作 用 す る （ す な わ ち 結 合 す る ） 特 異 的 構 造 を 有 す る 免 疫 グ ロ ブ リ
ン 分 子 を 指 す 。 本 発 明 の 状 況 に お い て 、 抗 体 は 、 そ れ が HCC関 連 マ ー カ ー 遺 伝 子 に よ っ て
コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 限 り 、 抗 体 の 断 片 、 ま た は 改 変 抗 体 で あ っ て も よ い 。
例 え ば 、 抗 体 断 片 は 、 Fab、 F(ab') 2 、 Fv、 ま た は Hお よ び L鎖 か ら の Fv断 片 が 適 切 な リ ン カ
ー に よ っ て ラ イ ゲ ー シ ョ ン さ れ て い る 一 本 鎖 Fv（ scFv） で あ っ て も よ い （ Huston J. S.ら
、 Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85:5879～ 5883 (1988)） 。 よ り 具 体 的 に は 、 抗 体 断 片
は 、 パ パ イ ン ま た は ペ プ シ ン の よ う な 酵 素 で 抗 体 を 処 理 す る こ と に よ っ て 作 製 し て も よ い
。 ま た は 、 抗 体 断 片 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 構 築 し て 、 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 適 切 な 宿 主
細 胞 に お い て 発 現 さ せ て も よ い （ 例 え ば 、 Co M. S.ら 、 J. Immunol. 152:2968～ 2976 (19
94); Better M. お よ び Horwitz A. H. Methods Enzymol. 178:476～ 496 (1989); Pluckth
un A. お よ び Skerra A. Methods Enzymol. 178:497～ 515 (1989); Lamoyi E. Methods En
zymol. 121:652～ 663 (1986); Rousseaux J.ら 、 Methods Enzymol. 121:663～ 669 (1986)
; Bird R. E. and Walker B. W. Trends Biotechnol. 9:132～ 137 (1991)を 参 照 さ れ た い
） 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 抗 体 は 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ PEG） の よ う な 多 様 な 分 子 と の 結 合 に よ っ て 改 変 し
て も よ い 。 本 発 明 は 、 そ の よ う な 改 変 抗 体 を 提 供 す る 。 改 変 抗 体 は 、 抗 体 を 化 学 的 に 改 変
す る こ と に よ っ て 得 る こ と が で き る 。 そ の よ う な 改 変 方 法 は 当 技 術 分 野 に お い て 通 常 で あ
る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
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　 ま た は 、 抗 体 は 、 非 ヒ ト 抗 体 に 由 来 す る 可 変 領 域 、 な ら び に ヒ ト 抗 体 に 由 来 す る 定 常 領
域 を 有 す る キ メ ラ 抗 体 、 ま た は 非 ヒ ト 抗 体 に 由 来 す る 相 補 性 決 定 領 域 （ CDR） 、 ヒ ト 抗 体
に 由 来 す る フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 （ FR） お よ び 定 常 領 域 を 有 す る ヒ ト 化 抗 体 を 含 ん で も よ い
。 そ の よ う な 抗 体 は 、 公 知 の 技 術 を 用 い て 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 癌 細 胞 に お い て 起 こ る 特 異 的 分 子 変 化 に 向 け ら れ る 癌 治 療 は 、 進 行 乳 癌 の 治 療 の た め の
ト ラ ス ツ ズ マ ブ （ ハ ー セ プ チ ン ） 、 慢 性 骨 髄 性 白 血 病 の た め の イ マ チ ニ ブ メ チ レ ー ト （ グ
リ ー ベ ッ ク ） 、 肺 の 非 小 細 胞 癌 （ NSCLC） の た め の ゲ フ ィ チ ニ ブ （ イ レ ッ サ ） 、 な ら び に B
細 胞 リ ン パ 腫 お よ び マ ン ト ル 細 胞 リ ン パ 腫 の た め の リ ツ キ シ マ ブ （ 抗 CD20 mAb） の よ う な
抗 癌 剤 の 臨 床 開 発 お よ び 規 制 当 局 の 承 認 を 通 し て 確 認 さ れ て い る （ Ciardiello F, Tortor
a G.「  A novel approach in the treatment of cancer: targeting the epidermal grow
th factor receptor.」  Clin Cancer Res. 2001 Oct;7(10):2958～ 70.論 評 ; Slamon DJ, 
Leyland-Jones B, Shak S, Fuchs H, Paton V, Bajamonde A, Fleming T, Eiermann W, W
olter J, Pegram M, Baselga J, Norton L. 「 Use of chemotherapy plus a monoclonal 
antibody against HER2 for metastatic breast cancer that overexpresses HER2.」  N 
Engl J Med. 2001 Mar 15;344(11):783～ 92.; Rehwald U, Schulz H, Reiser M, Sieber 
M, Staak JO, Morschhauser F, Driessen C, Rudiger T, Muller-Hermelink K, Diehl V,
 Engert A. 「 Treatment of relapsed CD20+ Hodgkin lymphoma with the monoclonal an
tibody rituximab is effective and well tolerated: results of a phase 2 trial of 
the German Hodgkin Lymphoma Study Group.」  Blood. 2003 Jan 15;101(2):420～ 424.; 
Fang G, Kim CN, Perkins CL, Ramadevi N, Winton E, Wittmann S お よ び Bhalla KN. (2
000). Blood, 96, 2246～ 2253） 。 こ れ ら の 薬 剤 は 、 形 質 転 換 細 胞 の み を 標 的 と す る こ と
か ら 、 臨 床 的 に 有 効 で あ り 、 従 来 の 抗 癌 剤 よ り 良 好 に 認 容 さ れ て い る 。 し た が っ て 、 そ の
よ う な 薬 剤 は 、 癌 患 者 の 生 存 お よ び 生 活 の 質 を 改 善 す る の み な ら ず 、 分 子 標 的 化 癌 治 療 の
考 え 方 を 有 効 で あ る と し た 。 さ ら に 、 標 的 化 薬 剤 は 標 準 的 な 化 学 療 法 と 併 用 し て 用 い る 場
合 、 そ の 有 効 性 を 増 強 す る こ と が で き る （ Gianni L. (2002). Oncology, 63 Suppl 1, 47
～ 56.; Klejman A, Rushen L, Morrione A, Slupianek Aお よ び Skorski T. (2002). Onco
gene, 21, 5868～ 5876） 。 し た が っ て 、 さ ら な る 癌 治 療 は お そ ら く 、 従 来 の 薬 剤 を 、 血 管
新 生 お よ び 浸 潤 の よ う な 腫 瘍 細 胞 の 異 な る 特 徴 に 向 け ら れ る 標 的 特 異 的 物 質 と 併 用 す る 段
階 を 含 む で あ ろ う 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 こ れ ら の 調 節 法 は 、 エ ク ス ビ ボ も し く は イ ン ビ ト ロ で （ 例 え ば 細 胞 を 物 質 と 共 に 培 養 す
る こ と に よ っ て ） 、 ま た は イ ン ビ ボ で （ 例 え ば 物 質 を 対 象 に 投 与 す る こ と に よ っ て ） 行 う
こ と が で き る 。 方 法 は 、 差 次 的 に 発 現 さ れ た 遺 伝 子 の 異 常 な 発 現 、 も し く は そ れ ら の 遺 伝
子 産 物 の 異 常 な 活 性 を 中 和 す る た め の 治 療 と し て 、 タ ン パ ク 質 も し く は タ ン パ ク 質 の 組 み
合 わ せ 、 ま た は 核 酸 分 子 も し く は 核 酸 分 子 の 組 み 合 わ せ を 投 与 す る こ と を 含 む 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 遺 伝 子 ま た は 遺 伝 子 産 物 の 発 現 レ ベ ル ま た は 生 物 活 性 の 増 加 （ 疾 患 ま た は 障 害 を 有 し な
い 対 象 と 比 較 し て ） を 特 徴 と す る 疾 患 お よ び 障 害 は 、 過 剰 発 現 さ れ た 遺 伝 子 ま た は 複 数 の
遺 伝 子 の 活 性 に 拮 抗 す る （ す な わ ち 減 少 ま た は 阻 害 す る ） 治 療 物 質 に よ っ て 治 療 し て も よ
い 。 活 性 に 拮 抗 す る 治 療 物 質 は 、 治 療 的 ま た は 予 防 的 に 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の 状 況 に お い て 利 用 し て も よ い 治 療 物 質 に は 、 例 え ば （ i） MGC4781
6ま た は HES6タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 ； （ ii） 「 機 能 障 害 性 」 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 ま た は
核 酸 （ す な わ ち MGC47816ま た は HES6遺 伝 子 配 列 の コ ー ド 配 列 内 で の 異 種 挿 入 に よ る ） ； （
iii） 低 分 子 干 渉 RNA（ siRNA） ； ま た は （ iv） 調 節 物 質 （ す な わ ち 、 MGC47816ま た は HES6
ポ リ ペ プ チ ド お よ び そ の 結 合 パ ー ト ナ ー の 間 の 相 互 作 用 を 変 化 さ せ る 阻 害 剤 ま た は 拮 抗 剤
） が 含 ま れ る 。 機 能 障 害 性 の ア ン チ セ ン ス 分 子 は 、 相 同 的 組 換 え に よ っ て ポ リ ペ プ チ ド の
内 因 性 の 機 能 を 「 ノ ッ ク ア ウ ト 」 す る た め に 利 用 さ れ る （ 例 え ば 、 Capecchi、 Science 24
4： 1288～ 1292、 1989を 参 照 さ れ た い ） 。
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【 ０ １ ０ ８ 】
　 レ ベ ル の 増 加 は 、 ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は RNAを 定 量 す る こ と に よ っ て 、 患 者 の 組 織 試
料 （ 例 え ば 、 生 検 組 織 か ら ） を 得 て 、 こ れ を イ ン ビ ト ロ で RNAま た は ペ プ チ ド レ ベ ル 、 発
現 さ れ た ペ プ チ ド （ ま た は そ の 発 現 が 変 化 し て い る 遺 伝 子 の mRNA） の 構 造 お よ び ／ ま た は
活 性 に 関 し て ア ッ セ イ す る こ と に よ っ て 、 容 易 に 検 出 す る こ と が で き る 。 当 技 術 分 野 に お
い て 周 知 で あ る 方 法 に は 、 イ ム ノ ア ッ セ イ （ 例 え ば 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 、 免 疫 沈 降
に 続 く ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム （ SDS） ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 、 免 疫 組 織 化 学
等 ） お よ び ／ ま た は mRNAの 発 現 を 検 出 す る た め の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ （ 例 え
ば 、 ノ ザ ン ア ッ セ イ 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 、 イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 等 ） が 含
ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 予 防 的 投 与 は 、 疾 患 ま た は 障 害 が 予 防 さ れ る 、 ま た は そ の 進 行 が 遅 れ る よ う に 、 疾 患 の
明 白 な 臨 床 症 状 の 発 現 前 に 行 わ れ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 本 発 明 の 治 療 法 は 、 HCCに お い て 差 次 的 に 発 現 さ れ た 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 MGC47816ま た は H
ES6） の 遺 伝 子 産 物 の 活 性 の 一 つ ま た は 複 数 を 調 節 す る 物 質 を 細 胞 に 接 触 さ せ る 段 階 を 含
ん で も よ い 。 タ ン パ ク 質 活 性 を 調 節 す る 物 質 の 例 に は 、 核 酸 、 タ ン パ ク 質 、 そ の よ う な タ
ン パ ク 質 の 天 然 に 存 在 す る 同 源 の リ ガ ン ド 、 ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 模 倣 体 、 お よ び 他 の 低 分
子 が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ １ １ 】

　 本 発 明 は ま た 、 MGC47816ま た は HES6に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 、 該 ポ リ ペ プ チ
ド の 免 疫 学 的 活 性 断 片 、 ま た は ポ リ ペ プ チ ド も し く は そ の 断 片 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド を 含 む ワ ク チ ン を 対 象 に 投 与 す る 段 階 を 含 む 、 対 象 に お け る HCCを 治 療 ま た は 予 防 す
る 方 法 に も 関 す る 。 ポ リ ペ プ チ ド の 投 与 は 、 対 象 に お い て 抗 腫 瘍 免 疫 を 誘 導 し な け れ ば な
ら な い 。 抗 腫 瘍 免 疫 を 誘 導 す る た め に 、 MGC47816も し く は HES6に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ
ペ プ チ ド 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 学 的 活 性 断 片 、 ま た は そ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド も し く は
そ の 断 片 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 そ れ を 必 要 と す る 対 象 に 投 与 す る 。 ポ リ ペ プ
チ ド ま た は そ の 免 疫 学 的 活 性 断 片 は 、 HCCに 対 す る ワ ク チ ン と し て 有 用 で あ る 。 場 合 に よ
っ て は 、 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 、 T細 胞 受 容 体 （ TCR） に 結 合 さ せ た 形 状 で 投 与 し て
も よ く 、 ま た は マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 樹 状 細 胞 （ DC） 、 も し く は B細 胞 の よ う な 抗 原 提 示 細 胞
（ APC） に よ っ て 提 示 さ せ て も よ い 。 DCの 強 い 抗 原 提 示 能 の た め に 、 APCの 中 で も DCを 用 い
る こ と が 最 も 好 ま し い 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 本 発 明 の 状 況 に お い て 、 HCCに 対 す る ワ ク チ ン は 、 動 物 に 接 種 し た 場 合 に 抗 腫 瘍 免 疫 の
誘 導 能 を 有 す る 物 質 を 指 す 。 本 発 明 に 従 っ て 、 MGC47816ま た は HES6に よ っ て コ ー ド さ れ る
ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 は 、 MGC47816ま た は HES6を 発 現 す る HCC細 胞 に 対 し て 強 力 か
つ 特 異 的 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 可 能 性 が あ る HLA-A24ま た は HLA-A * 0201拘 束 エ ピ ト ー プ ペ プ
チ ド で あ る と 示 唆 さ れ た 。 こ の よ う に 、 本 発 明 は ま た 、 そ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド を 用 い る
抗 腫 瘍 免 疫 を 誘 導 す る 方 法 を 含 む 。 一 般 的 に 、 抗 腫 瘍 免 疫 に は 、 以 下 の よ う な 免 疫 応 答 が
含 ま れ る ：
－ 腫 瘍 に 対 す る 細 胞 障 害 性 リ ン パ 球 の 誘 導
－ 腫 瘍 を 認 識 す る 抗 体 の 誘 導 、 お よ び
－ 抗 腫 瘍 サ イ ト カ イ ン 産 生 の 誘 導 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 し た が っ て 、 特 定 の タ ン パ ク 質 が 動 物 へ の 接 種 時 に こ れ ら の 免 疫 応 答 の い ず れ か 一 つ を
誘 導 す る 場 合 、 タ ン パ ク 質 は 、 抗 腫 瘍 免 疫 誘 導 作 用 を 有 す る と 決 定 さ れ る 。 タ ン パ ク 質 に
よ る 抗 腫 瘍 免 疫 の 誘 導 は 、 タ ン パ ク 質 に 対 す る 宿 主 に お け る 免 疫 系 の 反 応 を イ ン ビ ボ ま た
は イ ン ビ ト ロ で 観 察 す る こ と に よ っ て 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ４ 】
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　 例 え ば 、 細 胞 障 害 性 Tリ ン パ 球 の 誘 導 を 検 出 す る 方 法 は 周 知 で あ る 。 具 体 的 に は 、 生 体
に 入 る 外 来 物 質 は 、 抗 原 提 示 細 胞 （ APC） の 作 用 に よ っ て T細 胞 お よ び B細 胞 に 提 示 さ れ る
。 APCに よ っ て 提 示 さ れ る 抗 原 に 対 し て 抗 原 特 異 的 様 式 で 応 答 す る T細 胞 は 、 抗 原 に よ る 刺
激 に よ り 細 胞 障 害 性 T細 胞 （ ま た は 細 胞 障 害 性 Tリ ン パ 球 ： CTL） へ と 分 化 し 、 次 い で 増 殖
す る （ T細 胞 の 活 性 化 と 呼 ば れ る ） 。 し た が っ て 、 特 定 の ペ プ チ ド に よ る CTLの 誘 導 は 、 AP
Cに よ る T細 胞 に 対 す る ペ プ チ ド の 提 示 の 後 に 、 CTLの 誘 導 を 検 出 す る こ と に よ っ て 評 価 す
る こ と が で き る 。 さ ら に 、 APCは 、 CD4+ T細 胞 、 CD8+ T細 胞 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 好 酸 球 、
お よ び NK細 胞 を 活 性 化 す る 作 用 を 有 す る 。 CD4+ T細 胞 お よ び CD8+ T細 胞 は ま た 、 抗 腫 瘍 免
疫 に お い て も 重 要 で あ る こ と か ら 、 ペ プ チ ド の 抗 腫 瘍 免 疫 誘 導 作 用 は 、 指 標 と し て こ れ ら
の 細 胞 の 活 性 化 作 用 を 用 い て 評 価 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 APCと し て 樹 状 細 胞 （ DC） を 用 い て CTLの 誘 導 作 用 を 評 価 す る 方 法 は 、 当 技 術 分 野 で 周 知
で あ る 。 DCは 、 APCの 中 で も 最 も 強 い CTL誘 導 作 用 を 有 す る 代 表 的 な APCで あ る 。 こ の 方 法
に お い て 、 試 験 ポ リ ペ プ チ ド を 最 初 に DCに 接 触 さ せ 、 そ の 後 こ の DCに T細 胞 を 接 触 さ せ る
。 DCと の 接 触 後 に 、 関 心 対 象 の 細 胞 に 対 し て 細 胞 障 害 性 を 有 す る T細 胞 が 検 出 さ れ れ ば 、
試 験 ポ リ ペ プ チ ド が 細 胞 障 害 性 T細 胞 を 誘 導 す る 活 性 を 有 す る こ と を 示 す 。 腫 瘍 に 対 す る C
TLの 活 性 は 、 例 え ば 、 指 標 と し て 5 1 Cr-標 識 腫 瘍 細 胞 の 溶 解 を 用 い て 検 出 す る こ と が で き
る 。 ま た は 、 指 標 と し て 3 H-チ ミ ジ ン 取 り 込 み 活 性 、 ま た は LDH（ 乳 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ ）
放 出 を 用 い て 腫 瘍 細 胞 損 傷 の 程 度 を 評 価 す る 方 法 も 同 様 に 周 知 で あ る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 DCを 別 と し て 、 末 梢 血 単 核 球 （ PBMC） も 同 様 に APCと し て 用 い て も よ い 。 CTLの 誘 導 は 、
GM-CSFお よ び IL-4の 存 在 下 で PBMCを 培 養 す る こ と に よ っ て 増 強 さ れ る こ と が 報 告 さ れ て い
る 。 同 様 に 、 CTLは キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン （ KLH） お よ び IL-7の 存 在 下 で PBMC
を 培 養 す る こ と に よ っ て 誘 導 さ れ る こ と が 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 こ れ ら の 方 法 に よ っ て CTL誘 導 活 性 を 有 す る こ と が 確 認 さ れ た 試 験 ポ リ ペ プ チ ド は 、 DC
活 性 化 作 用 お よ び そ の 後 の CTL誘 導 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ る と 考 え ら れ る 。 し た
が っ て 、 腫 瘍 細 胞 に 対 し て CTLを 誘 導 す る ポ リ ペ プ チ ド は 腫 瘍 に 対 す る ワ ク チ ン と し て 有
用 で あ る 。 さ ら に 、 ポ リ ペ プ チ ド と の 接 触 を 通 し て 腫 瘍 に 対 す る CTLの 誘 導 能 を 獲 得 し た A
PCも ま た 、 腫 瘍 に 対 す る ワ ク チ ン と し て 有 用 で あ る 。 APCお よ び CTLに よ る 抗 腫 瘍 免 疫 を 用
い る 腫 瘍 に 対 す る そ の よ う な 治 療 法 は 、 細 胞 性 免 疫 療 法 と 呼 ば れ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 一 般 的 に 、 細 胞 性 免 疫 治 療 の た め に ポ リ ペ プ チ ド を 用 い る 場 合 、 CTL誘 導 の 有 効 性 は 、
異 な る 構 造 を 有 す る 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド を 混 合 し 、 か つ そ れ ら を DCに 接 触 さ せ る こ と に よ
っ て 増 加 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 し た が っ て 、 タ ン パ ク 質 断 片 に よ っ て DCを 刺 激 す る 場
合 、 多 数 の 型 の 断 片 の 混 合 物 を 用 い る こ と が 有 利 で あ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 ま た は 、 ポ リ ペ プ チ ド に よ る 抗 腫 瘍 免 疫 の 誘 導 は 腫 瘍 に 対 す る 抗 体 産 生 の 誘 導 を 観 察 す
る こ と に よ っ て 確 認 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 を 、 ポ リ ペ プ
チ ド に よ っ て 免 疫 し た 実 験 動 物 に お い て 誘 導 す る 場 合 、 お よ び 腫 瘍 細 胞 の 増 殖 が そ れ ら の
抗 体 に よ っ て 抑 制 さ れ る 場 合 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 抗 腫 瘍 免 疫 の 誘 導 能 を 有 す る と 考 え ら れ
る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 抗 腫 瘍 免 疫 は 、 本 発 明 の ワ ク チ ン を 投 与 す る こ と に よ っ て 誘 導 さ れ 、 抗 腫 瘍 免 疫 の 誘 導
に よ っ て 、 HCCの 治 療 お よ び 予 防 が 可 能 と な る 。 癌 に 対 す る 治 療 ま た は 癌 の 発 症 の 予 防 に
は 、 癌 性 細 胞 の 増 殖 の 阻 害 、 癌 の 退 縮 、 お よ び 癌 の 発 生 の 抑 制 の よ う な 、 任 意 の 段 階 が 含
ま れ る 。 癌 を 有 す る 個 体 の 死 亡 率 ま た は 罹 患 率 の 減 少 、 血 液 中 の 腫 瘍 マ ー カ ー レ ベ ル の 減
少 、 癌 に 伴 う 検 出 可 能 な 症 状 の 緩 和 等 も 同 様 に 、 癌 の 治 療 ま た は 予 防 に 含 ま れ る 。 そ の よ
う な 治 療 お よ び 予 防 作 用 は 、 好 ま し く は 、 細 胞 増 殖 疾 患 に 対 す る ワ ク チ ン の 治 療 ま た は 予
防 作 用 を 、 ワ ク チ ン 投 与 を 行 わ な い 対 照 と 比 較 し た 場 合 に 、 例 え ば 5％ ま た は そ れ 未 満 の
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有 意 水 準 で 観 測 上 統 計 学 的 に 有 意 で あ る 。 例 え ば 、 ス チ ュ ー デ ン ト t-検 定 、 マ ン ホ イ ト ニ
ー U検 定 、 ま た は ANOVAを 統 計 学 的 分 析 の た め に 用 い て も よ い 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 免 疫 活 性 を 有 す る 上 記 の タ ン パ ク 質 ま た は タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ベ ク タ ー を 、 ア ジ ュ
バ ン ト と 組 み 合 わ せ て も よ い 。 ア ジ ュ バ ン ト は 、 免 疫 学 的 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 と 共 に
（ ま た は 連 続 的 に ） 投 与 し た 場 合 、 タ ン パ ク 質 に 対 す る 免 疫 応 答 を 増 強 す る 化 合 物 を 指 す
。 例 示 的 ア ジ ュ バ ン ト に は 、 コ レ ラ 毒 素 、 サ ル モ ネ ラ 毒 素 、 ミ ョ ウ バ ン 等 が 含 ま れ る が こ
れ ら に 限 定 さ れ な い 。 さ ら に 、 本 発 明 の ワ ク チ ン は 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と 適 切 に 併
用 し て も よ い 。 そ の よ う な 担 体 の 例 に は 、 滅 菌 水 、 生 理 食 塩 液 、 リ ン 酸 緩 衝 液 、 培 養 液 等
が あ る 。 さ ら に 、 ワ ク チ ン は 必 要 に 応 じ て 、 安 定 化 剤 、 懸 濁 剤 、 保 存 剤 、 界 面 活 性 剤 等 を
含 ん で も よ い 。 ワ ク チ ン は 、 全 身 性 ま た は 局 所 的 に 投 与 す る こ と が で き る 。 ワ ク チ ン 投 与
は 、 1回 投 与 に よ っ て 実 施 さ れ 得 り 、 ま た は 多 数 回 投 与 に よ っ て 追 加 免 疫 す る こ と が で き
る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 本 発 明 の ワ ク チ ン と し て APCま た は CTLを 用 い る 場 合 、 腫 瘍 は 、 例 え ば エ ク ス ビ ボ 法 に よ
っ て 治 療 ま た は 予 防 す る こ と が で き る 。 よ り 具 体 的 に は 、 治 療 ま た は 予 防 を 受 け る 対 象 の
PBMCを 回 収 し て 、 エ ク ス ビ ボ で 細 胞 に ポ リ ペ プ チ ド を 接 触 さ せ て 、 APCま た は CTLの 誘 導 後
、 細 胞 を 対 象 に 投 与 し て も よ い 。 APCは ま た 、 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ベ ク タ ー を エ ク
ス ビ ボ で PBMCに 導 入 す る こ と に よ っ て 誘 導 す る こ と が で き る 。 イ ン ビ ト ロ で 誘 導 さ れ た AP
Cま た は CTLは 、 投 与 前 に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 標 的 細 胞 を 損 傷 す る 高 い 活 性 を
有 す る 細 胞 を ク ロ ー ニ ン グ お よ び 増 殖 さ せ る こ と に よ っ て 、 細 胞 性 免 疫 治 療 を よ り 有 効 に
実 施 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 こ の よ う に し て 単 離 さ れ た APCお よ び CTLは 、 細 胞 が 由 来
す る 個 体 に 対 し て だ け で な く 、 他 の 個 体 か ら の 類 似 の 型 の 腫 瘍 に 対 し て も 、 細 胞 性 免 疫 治
療 の た め に 用 い ら れ 得 る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 薬 学 的 有 効 量 を 含 む 癌 の よ う な 細 胞 増 殖 疾 患 を 治 療 ま
た は 予 防 す る た め の 薬 学 的 組 成 物 が 提 供 さ れ る 。 薬 学 的 組 成 物 は 、 抗 腫 瘍 免 疫 を 上 昇 さ せ
る た め に 用 い て も よ い 。
【 ０ １ ２ ４ 】

　 本 発 明 の 状 況 に お い て 、 適 し た 薬 学 的 製 剤 に は 、 経 口 、 直 腸 内 、 鼻 腔 内 、 局 所 （ 口 腔 内
お よ び 舌 下 を 含 む ） 、 膣 内 、 も し く は 非 経 口 （ 筋 肉 内 、 皮 下 、 お よ び 静 脈 内 ） 投 与 に 適 し
た 製 剤 、 ま た は 吸 入 も し く は 吹 入 に よ る 投 与 に 適 し た 製 剤 が 含 ま れ る 。 好 ま し く は 、 投 与
は 静 脈 内 で あ る 。 製 剤 は 選 択 的 に 用 量 単 位 で 個 別 に 包 装 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 経 口 投 与 に 適 し た 薬 学 的 製 剤 に は 、 そ れ ぞ れ が 既 定 量 の 活 性 成 分 を 含 む カ プ セ ル 剤 、 カ
シ ェ 剤 、 ま た は 錠 剤 が 含 ま れ る 。 適 し た 製 剤 に は ま た 、 粉 剤 、 顆 粒 剤 、 ま た は 溶 液 、 懸 濁
液 、 お よ び 乳 液 が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 活 性 成 分 は 選 択 的 に 、 ボ ー ラ ス 舐 剤
ま た は ペ ー ス ト 剤 と し て 投 与 さ れ る 。 経 口 投 与 の た め の 錠 剤 お よ び カ プ セ ル 剤 は 、 結 合 剤
、 増 量 剤 、 潤 滑 剤 、 崩 壊 剤 お よ び ／ ま た は 湿 潤 剤 の よ う な 従 来 の 賦 形 剤 を 含 ん で も よ い 。
錠 剤 は 、 選 択 的 に 一 つ ま た は 複 数 の 製 剤 成 分 と 共 に 圧 縮 ま た は 成 型 に よ っ て 形 成 し て も よ
い 。 圧 縮 錠 は 、 適 し た 装 置 に よ っ て 、 活 性 成 分 を 粉 剤 ま た は 顆 粒 剤 の よ う な 自 由 流 動 形 状
で 、 選 択 的 に 結 合 剤 、 潤 滑 剤 、 不 活 性 希 釈 剤 、 潤 滑 剤 、 界 面 活 性 剤 お よ び ／ ま た は 分 散 剤
と 混 合 し て 圧 縮 す る こ と に よ っ て 調 製 し て も よ い 。 成 型 錠 は 適 し た 装 置 に お い て 不 活 性 な
液 体 希 釈 剤 に よ っ て 湿 ら せ た 粉 末 化 合 物 の 混 合 物 を 成 型 す る こ と に よ っ て 形 成 し て も よ い
。 錠 剤 は 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 方 法 に 従 っ て コ ー テ ィ ン グ し て も よ い 。 経 口 液 体 調 製 物 は
、 例 え ば 水 性 ま た は 油 性 懸 濁 液 、 溶 液 、 乳 剤 、 シ ロ ッ プ 剤 、 ま た は エ リ キ シ ル 剤 の 剤 形 で
あ っ て も よ く 、 ま た は 使 用 前 に 水 も し く は 他 の 適 し た 溶 媒 と 構 成 さ れ る 乾 燥 製 剤 と し て 提
供 さ れ て も よ い 。 そ の よ う な 液 体 調 製 物 は 、 懸 濁 剤 、 乳 化 剤 、 非 水 性 溶 媒 （ 食 用 油 を 含 ん
で も よ い ） お よ び ／ ま た は 保 存 剤 の よ う な 従 来 の 添 加 剤 を 含 ん で も よ い 。 錠 剤 は 選 択 的 に
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、 本 明 細 書 に 記 載 の 活 性 成 分 の 遅 延 放 出 ま た は 徐 放 を 提 供 す る よ う に 製 剤 化 し て も よ い 。
錠 剤 の 容 器 は そ れ ぞ れ の 口 に よ っ て 摂 取 さ れ る 1錠 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 非 経 口 投 与 に 適 し た 製 剤 に は 、 選 択 的 に 抗 酸 化 剤 、 緩 衝 剤 、 静 菌 剤 、 お よ び 意 図 さ れ る
レ シ ピ エ ン ト の 血 液 と 等 張 な 製 剤 を 与 え る 溶 質 を 含 む 、 水 性 ま た は 非 水 性 滅 菌 注 射 溶 液 ；
同 様 に 、 選 択 的 に 懸 濁 剤 お よ び ／ ま た は 濃 化 剤 を 含 む 水 性 お よ び 非 水 性 滅 菌 懸 濁 液 が 含 ま
れ る 。 製 剤 は 、 例 え ば 密 封 ア ン プ ル お よ び バ イ ア ル の よ う な 単 位 用 量 ま た は 多 用 量 容 器 の
形 状 で あ っ て も よ く 、 使 用 直 前 に 滅 菌 液 体 担 体 、 例 え ば 生 理 食 塩 液 、 注 射 用 水 を 加 え る 必
要 が あ る の み で あ る フ リ ー ズ ド ラ イ （ 凍 結 乾 燥 ） 状 態 で 保 存 し て も よ い 。 ま た は 、 製 剤 は
、 連 続 注 入 の た め の 剤 形 で あ っ て も よ い 。 即 時 調 合 注 射 溶 液 お よ び 懸 濁 液 は 、 既 に 記 述 さ
れ て い る 種 類 の 滅 菌 粉 末 、 顆 粒 剤 、 お よ び 錠 剤 か ら 調 製 し て も よ い 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 適 し た 直 腸 投 与 の た め の 製 剤 に は 、 コ コ ア バ タ ー ま た は ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル の よ う
な 標 準 的 な 担 体 を 伴 う 坐 剤 が 含 ま れ る 。 適 し た 口 腔 内 局 所 投 与 、 例 え ば 口 腔 内 ま た は 舌 下
投 与 の た め の 製 剤 に は 、 シ ョ 糖 お よ び ア カ シ ア ま た は ト ラ ガ カ ン ト の よ う な 芳 香 基 剤 に お
い て 活 性 成 分 を 含 む ト ロ ー チ 剤 、 な ら び に ゼ ラ チ ン お よ び グ リ セ リ ン ま た は シ ョ 糖 お よ び
ア カ シ ア の よ う な 基 剤 に お い て 活 性 成 分 を 含 む 香 錠 が 含 ま れ る 。 鼻 腔 内 投 与 の 場 合 、 本 発
明 の 化 合 物 は 、 液 体 ス プ レ ー 、 分 散 粉 末 と し て 、 ま た は 滴 剤 の 形 状 で 用 い て も よ い 。 滴 剤
は 、 一 つ ま た は 複 数 の 分 散 剤 、 溶 解 剤 お よ び ／ ま た は 懸 濁 剤 を 含 む 水 性 ま た は 非 水 性 基 剤
に よ っ て 製 剤 化 し て も よ い 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 吸 入 投 与 の 場 合 、 化 合 物 は 、 吹 入 剤 、 ネ ブ ラ イ ザ ー 、 加 圧 パ ッ ク 、 ま た は エ ア ロ ゾ ル ス
プ レ ー を 送 達 す る 他 の 従 来 の 手 段 に よ っ て 都 合 よ く 送 達 す る こ と が で き る 。 加 圧 パ ッ ク は
、 ジ ク ロ ロ ジ フ ル オ ロ メ タ ン 、 ト リ ク ロ ロ フ ル オ ロ メ タ ン 、 ジ ク ロ ロ テ ト ラ フ ル オ ロ エ タ
ン 、 二 酸 化 炭 素 、 ま た は 他 の 適 し た ガ ス の よ う な 適 し た 噴 射 剤 を 含 ん で も よ い 。 加 圧 エ ア
ロ ゾ ル の 場 合 、 用 量 単 位 は 、 一 定 量 を 送 達 す る た め の 弁 を 提 供 す る こ と に よ っ て 決 定 し て
も よ い 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 ま た は 、 吸 入 ま た は 吹 入 に よ る 投 与 に 関 し て 、 化 合 物 は 乾 燥 粉 末 組 成 物 の 形 状 、 例 え ば
化 合 物 と 乳 糖 ま た は デ ン プ ン の よ う な 適 し た 粉 末 基 剤 と の 粉 末 混 合 物 の 形 状 を 取 り 得 る 。
粉 末 組 成 物 は 、 単 位 投 与 剤 形 、 例 え ば 吸 入 装 置 ま た は 吹 入 装 置 を 利 用 し て 粉 末 を 投 与 さ れ
得 る カ プ セ ル 剤 、 カ ー ト リ ッ ジ 、 ゼ ラ チ ン ま た は ブ リ ス タ ー パ ッ ク の 形 状 で 提 供 さ れ て も
よ い 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 他 の 製 剤 に は 、 治 療 的 物 質 を 放 出 す る 移 植 可 能 装 置 お よ び 粘 着 性 パ ッ チ が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 望 ま し い な ら ば 、 活 性 成 分 を 持 続 的 に 放 出 す る よ う に 適 合 さ せ た 上 記 の 製 剤 を 用 い て も
よ い 。 薬 学 的 組 成 物 は ま た 、 抗 菌 剤 、 免 疫 抑 制 剤 お よ び ／ ま た は 保 存 剤 の よ う な 他 の 活 性
成 分 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 特 に 上 記 し た 成 分 に 加 え て 、 本 発 明 の 製 剤 に は 、 問 題 の 製 剤 の 型 に 関 し て 当 技 術 分 野 に
お い て 従 来 の 他 の 物 質 が 含 ま れ て も よ い 。 例 え ば 、 経 口 投 与 に 適 し た 製 剤 に は 、 着 香 料 が
含 ま れ て も よ い 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 好 ま し い 単 位 投 与 剤 形 は 、 下 記 に 引 用 す る よ う な 活 性 成 分 の 有 効 量 、 ま た は そ の 適 切 な
分 画 を 含 む 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 上 記 の 条 件 の そ れ ぞ れ に 関 し て 、 組 成 物 、 例 え ば ポ リ ペ プ チ ド お よ び 有 機 化 合 物 は 、 約
0.1～ 約 250 mg/kg/日 の 範 囲 の 用 量 で 経 口 ま た は 注 射 に よ っ て 投 与 す る こ と が で き る 。 ヒ
ト 成 人 の 用 量 範 囲 は 一 般 的 に 、 約 5 mg～ 約 17.5 g/日 、 好 ま し く は 約 5 mg～ 約 10 g/日 、 お
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よ び 最 も 好 ま し く は 約 100 mg～ 約 3 g/日 で あ る 。 個 別 単 位 で 提 供 さ れ る 錠 剤 ま た は 提 示 の
他 の 単 位 用 量 剤 形 は 、 簡 便 に 、 そ の よ う な 用 量 で 有 効 で あ る 量 、 ま た は そ の よ う な 用 量 の
複 合 、 例 え ば 約 5 mg～ 約 500 mg、 通 常 約 100 mg～ 約 500 mgを 含 む 単 位 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 用 い ら れ る 用 量 は 、 対 象 の 年 齢 お よ び 性 別 、 治 療 さ れ る 正 確 な 障 害 、 お よ び そ の 重 症 度
を 含 む 多 く の 要 因 に 依 存 す る で あ ろ う 。 同 様 に 、 投 与 経 路 は 病 態 お よ び そ の 重 症 度 に 応 じ
て 変 化 す る 可 能 性 が あ る 。 い ず れ に せ よ 、 適 切 か つ 最 適 な 用 量 は 、 上 記 の 要 因 を 検 討 す る
こ と に よ っ て 当 業 者 に よ っ て ル ー チ ン 的 に 計 算 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 本 発 明 の 局 面 は 以 下 の 実 施 例 に お い て さ ら に 記 述 さ れ る 。 こ れ ら の 実 施 例 は 、 説 明 す る
目 的 に 限 ら れ 、 特 許 請 求 の 範 囲 に 記 述 さ れ る 本 発 明 の 範 囲 を 制 限 す る こ と は 意 図 さ れ な い
。
【 ０ １ ３ ７ 】

　 肝 細 胞 癌 組 織 お よ び 対 応 す る 非 癌 性 組 織 は 全 て 、 イ ン フ ォ ー ム ド コ ン セ ン ト に よ り 、 手
術 を 受 け た 患 者 の 外 科 標 本 か ら 得 た 。
【 ０ １ ３ ８ 】

　 本 研 究 に お い て 、 遺 伝 子 23,040個 を 有 す る 全 ゲ ノ ム cDNAマ イ ク ロ ア レ イ を 用 い た 。 顕 微
解 剖 組 織 か ら 抽 出 し た 総 RNAを DNア ー ゼ Iに よ っ て 処 理 し 、 Ampliscribe T7 Transcription
 キ ッ ト （ Epicentre Technologies） に よ っ て 増 幅 し た 後 、 逆 転 写 の 際 に Cy-色 素 （ Amersh
am） に よ っ て 標 識 し た ； 非 癌 性 組 織 由 来 の RNAを Cy5に よ っ て 標 識 し 、 腫 瘍 由 来 の RNAを Cy3
に よ っ て 標 識 し た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 洗 浄 、 お よ び 検 出 は 以 前 に 記 述 さ れ て い る
と お り に 行 い （ Ono, K.,ら 、 Cancer Res., 60： 5007～ 5011（ 2000)） 、 そ れ ぞ れ の 標 的 ス
ポ ッ ト に 関 す る Cy5お よ び Cy3の 蛍 光 強 度 は ArrayVisionソ フ ト ウ ェ ア （ Amersham Pharmaci
a） に よ っ て 生 成 さ れ た 。 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル を 差 し 引 い た 後 、 各 ス ポ ッ ト に 関 し
て 2つ の 値 を 平 均 し た 。 次 に 、 各 ス ラ イ ド ガ ラ ス に 関 し て ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 52個 の C
y5お よ び Cy3強 度 の 平 均 値 を 一 致 さ せ る よ う に 、 ス ラ イ ド ガ ラ ス 上 の 全 て の 蛍 光 強 度 を 標
準 化 し た 。 Cy3お よ び Cy5の 双 方 の 強 度 が 25,000蛍 光 単 位 未 満 で あ る 場 合 、 遺 伝 子 を さ ら な
る 試 験 か ら 除 外 し 、 残 り の う ち Cy3/Cy5シ グ ナ ル 比 ＞ 2.0で あ る 遺 伝 子 を さ ら な る 評 価 の た
め に 選 択 し た 。
【 ０ １ ３ ９ 】

　 ヒ ト 肝 腫 細 胞 株 Alexanderお よ び HepG2、 な ら び に サ ル 線 維 芽 細 胞 株 COS7を American Typ
e Culture Collection（ ATCC） か ら 得 た 。 も う 一 つ の ヒ ト 肝 腫 細 胞 株 Huh7は 、 Japanese C
ollection of Research Bioresources（ JCRB） か ら 得 た が 、 SNU423、 SNU449、 お よ び SNU4
75は Korea cell-line bankか ら 得 た 。 細 胞 株 は 全 て 適 切 な 培 地 に お い て 単 層 で 増 殖 さ せ た
： Alexander、 Huh7、 HepG2、 お よ び COS7に 関 し て は ダ ル ベ ッ コ 改 変 イ ー グ ル 培 地 ； SNU423
、 SNU449、 お よ び SNU475に 関 し て は RPMI1640を 培 地 と し 、 10％ ウ シ 胎 児 血 清 お よ び 1％ 抗
生 物 質 ／ 抗 真 菌 溶 液 （ Sigma） を そ れ ぞ れ に 添 加 し た 。 細 胞 は 全 て 5％ CO 2 の 湿 潤 大 気 中 で 3
7℃ で 維 持 し た （ Alexander、 Huh7、 HepG2、 SNU423、 SNU449、 SNU475、 お よ び COS7） 。
【 ０ １ ４ ０ 】

　 総 RNAを Qiagen RNeasyキ ッ ト （ Qiagen） ま た は ト リ ゾ ル 試 薬 （ Life Technologies, Inc
.） に よ っ て 製 造 元 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 抽 出 し た 。 総 RNAの 分 割 量 10 μ gを 、 ポ リ dT 1 2
- 1 8 プ ラ イ マ ー （ Amersham Pharmacia Biotech） を 用 い て Superscript II逆 転 写 酵 素 （ Lif
e Technologies） に よ っ て 一 本 鎖 cDNAに 関 し て 逆 転 写 し た 。 各 一 本 鎖 cDNA調 製 物 を 、 PCR
緩 衝 液 （ TAKARA） の 12 μ l容 量 で 行 わ れ る 標 準 的 な RT-PCR実 験 に よ る そ の 後 の PCR増 幅 の
た め に 希 釈 し た 。 増 幅 は 、 GeneAmp PCRシ ス テ ム 9700（ Perkin-Elmer、 Foster City、 CA）
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に お い て 、 94℃ で 4分 間 の 変 性 後 、 94℃ で 30秒 、 60℃ で 30秒 、 お よ び 72℃ で 60秒 を 21（ GAP
DHに 関 し て ） 、 35（ MGC47816に 関 し て ） サ イ ク ル 進 行 さ せ 、 94℃ で 30秒 、 60℃ で 40秒 、 お
よ び 72℃ で 60秒 を 35（ HES6に 関 し て ） サ イ ク ル 進 行 さ せ た 。 プ ラ イ マ ー 配 列 は 以 下 の 通 り
で あ っ た ：
GAPDHに 関 し て ： フ ォ ワ ー ド 、 5'-ACAACAGCCTCAAGATCATCAG-3'（ 配 列 番 号 ： 3） お よ び
リ バ ー ス 、 5'-GGTCCACCACTGACACGTTG-3'（ 配 列 番 号 ： 4） ；
MGC47816に 関 し て ： フ ォ ワ ー ド 、 5'-CAAATAGGCAGACTGGAAAGATG-3'（ 配 列 番 号 ： 5） お よ び
リ バ ー ス 、 5'-CTAGGGAAGCAGTAGGATTTGGT-3'（ 配 列 番 号 ： 6） ；
HES6に 関 し て ： フ ォ ワ ー ド 、  5'-GAGCTCCTGAACCATCTGCTC-3'（ 配 列 番 号 ： 20） お よ び
リ バ ー ス 、 5'-CAAGATGTACAGAGCATCACAGC-3'（ 配 列 番 号 ： 21） 。
【 ０ １ ４ １ 】
ノ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析
　 ヒ ト 多 組 織 ブ ロ ッ ト （ Clontech、 Palo Alto、 CA） を 、 MGC47816お よ び HES6の α 3 2 P標 識
PCR産 物 と 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 、 供 給 元 の 推 奨 に 従 っ て 実 施 し た 。 ブ ロ ッ ト は 、 -80℃ で 72時 間 、 増 感
紙 と と も に オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ を 行 っ た 。
【 ０ １ ４ ２ 】

　 MGC47816の 全 コ ー ド 領 域 を 、 以 下 の 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い て RT-PCRに よ
っ て 増 幅 し た ： 5'-ATTGTCGACGCTCGCCCTACTGAGCGAGCG-3'(配 列 番 号 ： 7)、 お よ び 5'-AATCTC
GAGAGCAGGAATTCACTTAAGTTTTAACTC-3'(配 列 番 号 ： 8)。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 HES6の 全 コ ー ド 領 域 を 、 以 下 の 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い て RT-PCRに よ っ て
増 幅 し た ： 5'-ATTGAATTCGCATGGCGCCACCCGCGGCG-3'(配 列 番 号 ： 22)、 お よ び 5'-AATGGTACCT
CACCAAGGCCTCCAGACACTCC-3'(配 列 番 号 ： 23)。 PCR産 物 を pCMV-HAベ ク タ ー （ CLONTECH） の
適 切 な ク ロ ー ニ ン グ 部 位 に ク ロ ー ニ ン グ し た 。
【 ０ １ ４ ４ 】

　 pCMV-HA-MGC47816お よ び pCMV-HA-HES6を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 を PBSに よ っ て 2回 洗
浄 し て 、 溶 解 緩 衝 液 （ 150 mM NaCl、 1％ Triton X-100、 50 mM Tris-HCl、 pH 7.4、 1 mM D
TT、 お よ び 1× 完 全 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 カ ク テ ル （ Boehringer)） に お い て 回 収 し た 。 細 胞
を ホ モ ジ ナ イ ズ し て 10,000× gで 30分 間 遠 心 し た 後 、 上 清 を Bradfordア ッ セ イ （ Bio-Rad）
に よ っ て タ ン パ ク 質 濃 度 に 関 し て 標 準 化 し た 。 タ ン パ ク 質 を 10％ SDS-PAGEに よ っ て 分 離 し
、 ラ ッ ト 抗 HA（ Roche） 抗 体 に よ る イ ム ノ ブ ロ ッ ト を 行 っ た 。 HRP-結 合 ヤ ギ 抗 ラ ッ ト IgG（
Santa Cruz） を ECL検 出 系 （ Amersham） の 二 次 抗 体 と し た 。
【 ０ １ ４ ５ 】

　 pCMV-HA-MGC47816お よ び pCMV-HA-HES6を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 を 、 4％ パ ラ ホ ル ム
ア ル デ ヒ ド を 含 む PBSに よ っ て 15分 間 固 定 し た 後 、 0.1％ Triton X-100を 含 む PBSに よ っ て
室 温 で 2.5分 間 透 過 性 に し た 。 そ の 後 、 細 胞 を PBS内 で 2％ BSAに よ っ て 4℃ で 12時 間 覆 い 、
非 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 防 止 し た 。 1： 1000倍 希 釈 し た ラ ッ ト 抗 -HA（ ROCHE）
抗 体 を 一 次 抗 体 と し て 用 い 、 ロ ー ダ ミ ン 結 合 抗 ラ ッ ト 二 次 抗 体 （ Leinco and ICN） と 共 に
イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 反 応 を 可 視 化 し た 。 核 を 4',6'-ジ ア ミ ジ ン -2'-フ ェ ニ ル イ ン ド ー
ル 二 塩 酸 塩 （ DAPI） に よ っ て 対 比 染 色 し た 。 蛍 光 画 像 は 、 ECLIPSE E800顕 微 鏡 下 で 得 た 。
【 ０ １ ４ ６ 】

　 低 分 子 干 渉 RNA（ siRNA） を 発 現 す る プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー を 調 製 す る た め に 、 そ の プ ロ モ
ー タ ー 領 域 を 含 む H1RNA遺 伝 子 の ゲ ノ ム 断 片 を 、 H1RNAに 関 し て 以 下 の プ ラ イ マ ー セ ッ ト 、
お よ び 鋳 型 と し て ヒ ト 胎 盤 DNAを 用 い て PCRに よ っ て 増 幅 し た ： 5'-TGGTAGCCAAGTGCAGGTTAT
A-3'（ 配 列 番 号 ： 9)お よ び 5'-CCAAAGGGTTTCTGCAGTTTCA-3'（ 配 列 番 号 ： 10)。 産 物 を 精 製
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し 、 TAク ロ ー ニ ン グ キ ッ ト を 用 い て 供 給 元 （ Invitrogen） の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て pCR2.0
プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 H1RNAを 含 む BamHIお よ び XhoI断 片 を 、 pcDNA3.1
(+)プ ラ ス ミ ド の ヌ ク レ オ チ ド 1257～ 56断 片 に ク ロ ー ニ ン グ し 、 こ れ を 5'-TGCGGATCCAGAGC
AGATTGTACTGAGAGT-3'（ 配 列 番 号 ： 11)お よ び 5'-CTCTATCTCGAGTGAGGCGGAAAGAACCA-3'（ 配
列 番 号 ： 12)を 用 い て PCRに よ っ て 増 幅 し た 。 ラ イ ゲ ー シ ョ ン し た DNAは 、 H1RNAに 関 す る 以
下 の プ ラ イ マ ー に よ っ て PCR増 幅 の 鋳 型 と な っ た ： 5'-TTTAAGCTTGAAGACCATTTTTGGAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAC-3'（ 配 列 番 号 ： 13)お よ び 5'-TTTAAGCTTGAAGACATGGGAAAGAGTGGTCTCA-3'
（ 配 列 番 号 ： 14)。 産 物 を Hind IIIに よ っ て 消 化 し た 後 、 自 己 ラ イ ゲ ー シ ョ ン さ せ て 、 psi
H1BX3.0ベ ク タ ー プ ラ ス ミ ド を 産 生 し た 。 対 照 プ ラ ス ミ ド 、 psiH1BX-EGFPは 、 二 本 鎖 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド 5'-CACCGAAGCAGCACGACTTCTTCTTCAAGAGAGAAGAAGTCGTGCTGCTTC-3'（ 配 列 番
号 ： 15)お よ び 5'-AAAAGAAGCAGCACGACTTCTTCTCTCTTGAAGAAGAAGTCGTGCTGCTTC-3'（ 配 列 番 号
： 16)を psiH1BX3.0ベ ク タ ー の BbsI部 位 に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 調 製 し た 。 MGC47
816-siRNAお よ び HES6-siRNAを 発 現 す る プ ラ ス ミ ド は 、 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を psiH1
BX3.0ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 調 製 し た 。 MGC47816-siRNAに 関 し て 用 い
た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 5'-TCCCGTGTCCGCTGACAGAACAATTCAAGAGATTGTTCTGTCAGCGGACAC-3
'（ 配 列 番 号 ： 17)お よ び 5'-AAAAGTGTCCGCTGACAGAACAATCTCTTGAATTGTTCTGTCAGCGGACAC-3'
（ 配 列 番 号 ： 18) (psiH1BX-MGC47816-3)で あ っ た 。 HES6-siRNAに 関 し て 用 い た オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド は 、 5'-TCCCACTTTTAGGGACCCTGCAGTTCAAGAGACTGCAGGGTCCCTAAAAGT-3'（ 配 列 番 号
： 24)お よ び 5'-AAAAACTTTTAGGGACCCTGCAGTCTCTTGAACTGCAGGGTCCCTAAAAGT-3'（ 配 列 番 号 ：
25) (psiH1BX-HES6-2)で あ っ た 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 FuGENE6試 薬 （ Roche） ま た は Nucleofector試 薬 （ Alexa） を 用 い て 供 給 元 の 推 奨 に 従 っ
て 、 プ ラ ス ミ ド psiH1BX-MGC47816-3を Alexanderお よ び SNU449細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し
、 psiH1BX-HES6-2を Alexanderお よ び HepG2細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 総 RNAを ト ラ ン
ス フ ェ ク シ ョ ン の 48時 間 後 に 細 胞 か ら 抽 出 し た 。 細 胞 を 400～ 800 μ g/mlゲ ネ チ シ ン （ G41
8） の 存 在 下 で 14日 間 培 養 し て 、 他 所 で 記 述 さ れ て い る よ う に ギ ム ザ 染 色 （ MERCK、 ド イ ツ
） に よ っ て 染 色 し た 。
【 ０ １ ４ ８ 】

　 10 cm培 養 皿 上 で 細 胞 （ 1× 10 6 個 ） に 、 FuGene6（ Roche） を 用 い て 供 給 元 の プ ロ ト コ ー
ル に 従 っ て siRNA発 現 ベ ク タ ー ま た は 対 照 ベ ク タ ー を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 細 胞 生 存 率
は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 7日 後 に MTTア ッ セ イ に よ っ て 評 価 し た 。 細 胞 計 数 キ ッ ト -8（ DO
JINDO） を 各 培 養 皿 に 1/10容 量 の 濃 度 で 加 え て 、 プ レ ー ト を 37℃ で さ ら に 2時 間 イ ン キ ュ ベ
ー ト し た ； そ の 後 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー 550（ Bio-Rad Laboratories、 Hercules、 C
A） に よ っ て 吸 光 度 を 490 nmお よ び 参 照 と し て 630 nmで 測 定 し た 。
【 ０ １ ４ ９ 】

　 デ ー タ に 分 散 分 析 （ ANOVA） お よ び シ ェ フ ェ の F検 定 を 行 っ た 。
【 ０ １ ５ ０ 】

　 HCC 20例 の 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 、 遺 伝 子 23,040個 を 含 む cDNAマ イ ク ロ ア レ イ を 用 い て そ
の 対 応 す る 非 癌 性 肝 組 織 と 比 較 し た 。 HCCに お い て 一 般 的 に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ た 遺
伝 子 に お い て 、 UniGeneク ラ ス タ ー （ ） の Hs.4202
44に お け る EST（ MGC47816） に 対 応 す る 施 設 内 ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 D4999を 有 す る 遺 伝 子 が
、 対 応 す る 非 癌 性 肝 組 織 と 比 較 し て HCC 11例 中 7例 に お い て 過 剰 発 現 さ れ た （ 図 1） 。 マ イ
ク ロ ア レ イ の 結 果 を 明 確 に す る た め に 、 半 定 量 的 RT-PCRを 行 っ て 、 D4999の 発 現 が 対 応 す
る 非 癌 性 肝 組 織 と 比 較 し て さ ら に HCC 8例 中 7例 に お い て 増 加 し て い る こ と が 判 明 し た （ 図
2） 。
【 ０ １ ５ １ 】
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実 施 例 2． 結 果
そ の 発 現 が ヒ ト HCCに お い て 高 頻 度 に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ て い る D4999の 同 定

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/



　 国 立 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 情 報 セ ン タ ー の BLASTプ ロ グ ラ ム を 用 い る 公 共 の デ ー タ ベ ー ス
（ ） に お け る D4999の 配 列 と の 相 同 性 検 索 か ら 、 MGC
47816（ GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 NM_173642） を 含 む EST、 お よ び 染 色 体 バ ン ド 1q34.1に
割 付 さ れ る GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AA971400の ゲ ノ ム 配 列 が 同 定 さ れ た 。 MGC47816と
ゲ ノ ム 配 列 と の 比 較 に よ り 、 こ の 遺 伝 子 が 5つ の エ キ ソ ン か ら な る こ と が 判 明 し た 。 推 定
の 完 全 長 の cDNAは ヌ ク レ オ チ ド 1528個 か ら な り 、 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム は ア ミ ノ
酸 391個 の タ ン パ ク 質 （ 配 列 番 号 ： 2） を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 1176個 （ 配 列 番 号 ： 1）
で あ っ た 。 予 想 さ れ る MGC47816の ア ミ ノ 酸 配 列 は マ ウ ス の 仮 説 上 の タ ン パ ク 質 B930030J24
と 88％ 同 一 性 を 示 し た 。 Simple Modular Architecture Research Tool（ SMART、

） に よ る タ ン パ ク 質 モ チ ー フ の 検 索 に よ り 、 予 想 タ ン パ ク 質 は
カ ル バ モ イ ル -ホ ス フ ェ ー ト シ ン タ ー ゼ L鎖 お よ び ATP結 合 ド メ イ ン （ コ ド ン 71～ 253位 ） を
含 む こ と が 明 ら か に な っ た （ 図 3） 。
【 ０ １ ５ ２ 】

　 MGC47816タ ン パ ク 質 の 細 胞 下 局 在 を 調 べ る た め 、 HAタ グ を 発 現 す る プ ラ ス ミ ド （ pCMV-H
A-MGC47816） を COS7細 胞 に 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 細 胞 か ら の 抽 出 物 お よ び 抗 HA
抗 体 を 用 い る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 か ら 、 標 識 し た タ ン パ ク 質 に 対 応 す る 50-kDの バ ン
ド が 明 ら か と な っ た （ 図 4a） 。 こ れ ら の 抗 体 に よ る そ の 後 の 細 胞 の 免 疫 組 織 化 学 染 色 に よ
り 、 タ ン パ ク 質 が 主 に 細 胞 質 に 局 在 す る こ と が 示 さ れ た （ 図 4b） 。
【 ０ １ ５ ３ 】

　 癌 細 胞 に お け る MGC47816タ ン パ ク 質 の 機 能 を 調 べ る た め 、 MGC47816-siRNAを 発 現 す る プ
ラ ス ミ ド を 構 築 し 、 MGC47816の 発 現 に 及 ぼ す そ れ ら の 作 用 を 調 べ た 。 Alexanderお よ び SNU
449細 胞 へ の 、 psiH1BX-MGC47816-3（ Si-3） 、 psiH1BX-EGFP（ EGFP） 、 ま た は psiH1BX-moc
k（ Mock） の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ り 、 psiH1BX-MGC47816-3（ Si-3） が 、 psiH1BX-EGF
P（ EGFP） ま た は psiH1BX-mock（ Mock） と 比 較 し て 、 細 胞 に お け る MGC47816の 発 現 を 有 意
に 抑 制 す る こ と が 明 ら か と な っ た （ 図 5a） 。 MGC47816の 抑 制 に よ っ て 肝 細 胞 癌 細 胞 の 増 殖
抑 制 が 起 こ る か 否 か を 試 験 す る た め 、 Alexanderお よ び SNU449細 胞 に 、 psiH1BX-MGC47816-
3（ Si-3） 、 psiH1BX-EGFP（ EGFP） 、 ま た は psiH1BX-mock（ Mock） を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し
た 。 psiH1BX-MGC47816-3を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 生 存 細 胞 は 、 psiH1BX-EGFP（ EGFP） 、 ま
た は psiH1BX-mock（ Mock） を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 と 比 較 し て 顕 著 に 減 少 し 、 MGC478
16の 発 現 の 減 少 が 肝 細 胞 癌 細 胞 の 増 殖 を 抑 制 す る こ と を 示 唆 し た （ 図 5b） 。
【 ０ １ ５ ４ 】

　 HCC 20例 の 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 、 遺 伝 子 23,040個 を 含 む cDNAマ イ ク ロ ア レ イ を 用 い て 、
対 応 す る 非 癌 性 肝 組 織 に つ い て 分 析 し た 。 HCCに お い て 一 般 的 に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ
た 遺 伝 子 に お い て 、 HES6（ UniGeneク ラ ス タ ー （ http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/
の Hs.42949） に 対 応 す る 施 設 内 ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 C2298の 遺 伝 子 が 、 対 応 す る 非 癌 性 肝
組 織 と 比 較 し て HCC 12例 中 11例 に お い て 過 剰 発 現 さ れ た （ 図 6a） 。 マ イ ク ロ ア レ イ の 結 果
を 明 確 に す る た め に 、 半 定 量 的 RT-PCRを 実 施 し 、 HES6の 発 現 が 対 応 す る 非 癌 性 肝 組 織 と 比
較 し て さ ら に HCC 8例 中 7例 に お い て 増 加 し て い る こ と を 明 ら か に し た （ 図 6b） 。
【 ０ １ ５ ５ 】

　 国 立 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 情 報 セ ン タ ー の BLASTプ ロ グ ラ ム を 用 い る 公 共 の デ ー タ ベ ー ス
（ http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/） に お け る C2298の 配 列 と の 相 同 性 検 索 に よ っ て
、 HES6に 対 応 す る GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 BC007939を 含 む cDNA配 列 、 お よ び 染 色 体 バ
ン ド 2q37に 割 付 さ れ る GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AA357675の ゲ ノ ム 配 列 が 同 定 さ れ た 。 H
ES6 cDNA配 列 は 、 推 定 224ア ミ ノ 酸 タ ン パ ク 質 （ 配 列 番 号 ： 28） （ Genbankア ク セ ッ シ ョ ン
番 号 BC007939） を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 675個 （ 配 列 番 号 ： 27） の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン
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グ フ レ ー ム を 含 む ヌ ク レ オ チ ド 1375個 か ら な っ た 。 最 初 の ATGは 、 真 核 細 胞 に お け る 翻 訳
の 開 始 の た め の コ ン セ ン サ ス 配 列 と 一 致 す る 配 列 （ GGCATGG） に 隣 接 す る 。 HES6 cDNAと ゲ
ノ ム 配 列 と の 比 較 か ら 、 こ の 遺 伝 子 が 4つ の エ キ ソ ン か ら な る こ と が 判 明 し た 。 さ ら に 、
プ ロ ー ブ と し て HES6の PCR産 物 を 用 い る 多 組 織 ノ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 実 施 し 、 精 巣 、 脊 髄
、 お よ び 骨 格 筋 に お い て 発 現 さ れ る 1.4 kbの 転 写 物 が 検 出 さ れ た （ 図 7） 。 Simple Modula
r Architecture Research Tool（ SMART、 http://smart.embl-heidelberg.de） に よ る タ ン
パ ク 質 モ チ ー フ の 検 索 に よ り 、 予 想 タ ン パ ク 質 は 、 ヘ リ ッ ク ス -ル ー プ -ヘ リ ッ ク ス ド メ イ
ン お よ び オ レ ン ジ ド メ イ ン （ コ ド ン 31～ 80、 94～ 135） を 含 む こ と が 明 ら か と な っ た （ 図 8
） 。
【 ０ １ ５ ６ 】

　 HES6タ ン パ ク 質 の 細 胞 下 局 在 を 調 べ る た め に 、 HAタ グ を 発 現 す る プ ラ ス ミ ド （ pCMV-HA-
HES6） を 、 COS7細 胞 に 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 細 胞 か ら の 抽 出 物 お よ び 抗 HA抗 体
を 用 い る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 、 標 識 し た タ ン パ ク 質 に 対 応 す る 30-kDaの バ ン ド
が 認 め ら れ た （ 図 9a） 。 こ れ ら の 抗 体 に よ る 細 胞 の そ の 後 の 免 疫 組 織 化 学 染 色 か ら 、 タ ン
パ ク 質 が 主 に 核 に 局 在 す る こ と が 示 さ れ た （ 図 9b） 。
【 ０ １ ５ ７ 】

　 癌 細 胞 に お け る HES6の 機 能 を 調 べ る た め に 、 HES6-siRNAを 発 現 す る プ ラ ス ミ ド を 構 築 し
て 、 HES6発 現 に 及 ぼ す そ の 作 用 を 調 べ た 。 Alexanderお よ び HepG2細 胞 へ の psiH1BX-HES6-2
、 psiH1BX-EGFP、 ま た は psiH1BX-mockの ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ り 、 psiH1BX-HES6-2が
、 psiH1BX-EGFP、 ま た は psiH1BX-mockと 比 較 し て 細 胞 に お け る HES6の 発 現 を 有 意 に 抑 制 す
る こ と が 判 明 し た （ 図 10a） 。 HES6の 抑 制 に よ っ て HCC細 胞 の 増 殖 抑 制 が 起 こ る か 否 か を 調
べ る た め に 、 Alexanderお よ び HepG2細 胞 に 、 psiH1BX-HES6-2、 psiH1BX-EGFP、 ま た は psiH
1BX-mockを ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 psiH1BX-HES6-2を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 生 存 細 胞 は 、
psiH1BX-EGFP、 ま た は psiH1BX-mockを ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 と 比 較 し て 顕 著 に 減 少 し
、 こ れ は HES6発 現 の 減 少 に よ っ て 肝 細 胞 癌 細 胞 の 増 殖 が 抑 制 さ れ た こ と を 示 唆 し て い る （
図 10b） 。
【 ０ １ ５ ８ 】

　 cDNAマ イ ク ロ ア レ イ 技 術 に よ っ て 、 様 々 な ヒ ト 新 生 物 に お け る 遺 伝 子 発 現 の 包 括 的 プ ロ
フ ィ ー ル の 発 見 が 可 能 と な っ た 。 こ の ア プ ロ ー チ は 、 癌 細 胞 の 複 雑 な 特 性 を 明 ら か に し て
、 発 現 機 構 の よ り 深 い 理 解 を 可 能 に す る 。 さ ら に 、 こ の ア プ ロ ー チ に よ っ て 、 そ の 発 現 レ
ベ ル が 腫 瘍 に お い て 脱 調 節 さ れ て い る 遺 伝 子 の 同 定 が 促 進 さ れ 、 そ れ に よ っ て 腫 瘍 の よ り
正 確 な 診 断 、 お よ び 新 規 治 療 戦 略 の 開 発 に つ な が る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 発 癌 の メ カ ニ ズ ム を 解 明 す る た め に 計 画 さ れ た 研 究 に よ っ て 、 抗 腫 瘍 物 質 の た め の い く
つ か の 分 子 標 的 が 同 定 さ れ た 。 例 え ば 、 フ ァ ル ネ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ FTI） の 阻 害
剤 は 、 当 初 、 そ の 活 性 化 が 翻 訳 後 の フ ァ ル ネ シ ル 化 に 依 存 す る Rasに 関 連 す る 増 殖 シ グ ナ
ル 伝 達 経 路 を 阻 害 す る た め に 開 発 さ れ 、 動 物 モ デ ル に お い て Ras依 存 的 腫 瘍 を 治 療 す る た
め に 有 効 で あ る （ Sun J.ら 、 Oncogene 16： 1467～ 73（ 1998)） 。 ヒ ト に お い て 、 抗 癌 剤 と
、 癌 原 遺 伝 子 受 容 体 HER2/neuに 拮 抗 す る た め の 抗 HER2モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ト ラ ス ツ ズ マ ブ
を 併 用 し た 臨 床 試 験 で は 、 乳 癌 患 者 の サ ブ セ ッ ト の 臨 床 反 応 お よ び 全 体 的 な 生 存 が 改 善 さ
れ た （ Molina MA,ら 、 Cancer Res 61： 4744～ 9（ 2001)） 。 bcr-abl融 合 タ ン パ ク 質 を 選 択
的 に 不 活 化 す る チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 STI-571は 、 bcr-ablチ ロ シ ン キ ナ ー ゼ の 構 成 的 活
性 化 が 白 血 球 の 形 質 転 換 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た す 慢 性 骨 髄 性 白 血 病 を 治 療 す る た め に
開 発 さ れ て い る 。 こ の 種 の 物 質 は 、 特 異 的 遺 伝 子 産 物 の 発 癌 活 性 を 抑 制 す る よ う に 設 計 さ
れ る （ O'Dwyer ME,ら 、 Curr Opin Oncol 12： 594～ 7（ 2000)） 。 薬 理 遺 伝 学 的 観 点 か ら 、
発 癌 シ グ ナ ル の 抑 制 は 腫 瘍 抑 制 作 用 を 活 性 化 す る よ り 実 際 に 容 易 で あ る 。 従 っ て 、 MGC478
16お よ び HES6タ ン パ ク 質 の よ う な 一 般 的 に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ た 遺 伝 子 産 物 は 、 新 規
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抗 癌 剤 を 設 計 す る た め の 有 望 な 潜 在 的 標 的 と な る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 本 明 細 書 に お い て 示 さ れ る よ う に 、 低 分 子 干 渉 RNA（ siRNA） を 用 い る MGC47816お よ び HE
S6の 発 現 の 抑 制 に よ っ て 、 癌 細 胞 の 増 殖 は 顕 著 に 減 少 し た 。 低 分 子 干 渉 RNA（ siRNA） が 増
殖 を 抑 制 で き る 正 確 な 分 子 メ カ ニ ズ ム を 解 明 す る 必 要 が あ る が 、 本 明 細 書 に 示 し た デ ー タ
は 、 こ れ ら の 遺 伝 子 が HCCの 診 断 マ ー カ ー と し て 良 好 な 候 補 物 質 で あ り 、 こ の 難 治 性 腫 瘍
を 治 療 す る た め に 有 効 な 薬 剤 を 開 発 す る た め の 分 子 標 的 と な り 得 る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ６ １ 】

　 全 ゲ ノ ム cDNAマ イ ク ロ ア レ イ に 関 す る こ れ ま で の 遺 伝 子 発 現 分 析 か ら 、 MGC47816お よ び
HES6は 特 異 的 に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ た 遺 伝 子 で あ る と 同 定 さ れ た 。 本 発 明 は 、 MGC478
16お よ び HES6が ま た 、 癌 の 予 防 お よ び 治 療 の 標 的 と し て 役 立 つ こ と を 明 ら か に す る 。 MGC4
7816お よ び ／ ま た は HES6の 発 現 に 基 づ い て 、 本 発 明 は 、 HCCを 同 定 ま た は 検 出 す る た め の
分 子 診 断 マ ー カ ー を 提 供 す る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 本 明 細 書 に 記 述 の 方 法 は ま た 、 HCCの 予 防 、 診 断 、 お よ び 治 療 の た め の さ ら な る 分 子 標
的 を 同 定 す る た め に も 有 用 で あ る 。 本 明 細 書 に お い て 報 告 し た デ ー タ は 、 HCCの 総 合 的 な
理 解 を 高 め 、 新 規 診 断 戦 略 の 開 発 を 促 進 し 、 治 療 薬 お よ び 予 防 薬 の 分 子 標 的 の 同 定 に 役 立
つ 。 そ の よ う な 情 報 は 、 肝 細 胞 腫 瘍 の 形 成 に 関 す る よ り 深 い 理 解 に 貢 献 し 、 HCCを 診 断 、
治 療 、 お よ び 最 終 的 に 予 防 す る た め の 新 規 戦 略 を 開 発 す る た め の 指 標 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 本 明 細 書 に お い て 引 用 し た 全 て の 特 許 、 特 許 出 願 、 お よ び 刊 行 物 は 、 そ の 全 内 容 物 が 参
照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。 さ ら に 、 本 発 明 は そ の 特 定 の 態 様 に 関 連 し て 詳 細 に
説 明 し て き た が 、 前 述 の 説 明 は 、 例 示 的 で あ り か つ 本 質 的 に 説 明 的 で あ り 、 本 発 明 お よ び
そ の 好 ま し い 態 様 を 説 明 す る こ と を 意 図 す る と 理 解 さ れ る 。 通 常 の 実 験 を 通 し て 、 本 発 明
の 精 神 お よ び 範 囲 を 逸 脱 せ ず 、 様 々 な 変 更 お よ び 改 変 を 本 発 明 に 行 う こ と が で き る こ と を
当 業 者 は 容 易 に 認 識 す る で あ ろ う 。 こ の よ う に 、 本 発 明 は 、 上 記 の 説 明 に よ っ て 定 義 さ れ
る の で は な く 、 特 許 請 求 の 範 囲 お よ び そ れ ら の 同 等 物 に よ っ て 定 義 さ れ る こ と が 意 図 さ れ
る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ６ ４ 】
【 図 １ 】 cDNAマ イ ク ロ ア レ イ に よ っ て 調 べ た 原 発 性 HCC 20例 に お け る D4999の 相 対 的 発 現
比 （ 癌 ／ 非 癌 ） を 示 す 。 カ ッ ト オ フ フ ィ ル タ ー を 通 過 し た （ Cy3お よ び Cy5シ グ ナ ル が い ず
れ も 25,000よ り 大 き い ） HCC 11例 中 7例 に お い て 、 発 現 の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン （ Cy3：
Cy5の 強 度 比 、 ＞ 2.0） を 認 め た 。
【 図 ２ 】 さ ら な る HCC組 織 を 用 い て 半 定 量 的 RT-PCRに よ っ て 分 析 し た D4999の 発 現 を 示 す 。
Tは 腫 瘍 組 織 を 指 す ； Nは 正 常 組 織 を 指 す 。 GAPDHの 発 現 を 内 部 対 照 と し た 。
【 図 ３ 】 MGC47816の ゲ ノ ム 構 造 お よ び MGC47816タ ン パ ク 質 の 予 想 構 造 を 示 す 。 エ キ ソ ン を
四 角 の 枠 内 に 示 し 、 MGC47816 cDNAの ヌ ク レ オ チ ド 番 号 を 上 の パ ネ ル に 示 す 。
【 図 ４ 】 HAタ グ MGC47816タ ン パ ク 質 の 細 胞 下 局 在 を 示 す 。 HAタ グ MGC47816タ ン パ ク 質 の イ
ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 図 4(a)に 示 す 。 COS7細 胞 に お け る タ グ 標 識 化 タ ン パ ク 質 の 免 疫 組 織
化 学 染 色 を 図 4(b)に 示 す 。 タ ン パ ク 質 を ラ ッ ト 抗 HAモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ っ て 染 色 し て
、 ロ ー ダ ミ ン 結 合 抗 ラ ッ ト IgG二 次 抗 体 に よ っ て 可 視 化 し た 。 核 を DAPIに よ っ て 対 比 染 色
し た 。
【 図 ５ 】 MGC47816の 発 現 に 及 ぼ す MGC47816-siRNAの 影 響 [図 5(a)]な ら び に Alexanderお よ
び SNU449細 胞 の 生 存 率 に 及 ぼ す MGC47816-siRNAの 影 響 [図 5(b)]を 示 す 。
【 図 ６ 】 図 6(a)は 、 cDNAマ イ ク ロ ア レ イ に よ っ て 調 べ た 原 発 性 HCC 20例 に お け る C2298の
相 対 的 発 現 比 （ 癌 ／ 非 癌 ） を 示 す 。 カ ッ ト オ フ フ ィ ル タ ー を 通 過 し た （ Cy3お よ び Cy5シ グ
ナ ル が い ず れ も 25,000よ り 大 き い ） HCC 12例 中 11例 に お い て 、 発 現 の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ
ョ ン （ Cy3： Cy5強 度 比 、 ＞ 2.0） を 認 め た 。 図 6(b)は 、 さ ら な る HCC 8例 （ T） お よ び そ れ
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ら の 対 応 す る 非 癌 性 肝 組 織 （ N） に お け る 半 定 量 的 RT-PCRに よ っ て 分 析 し た C2298の 発 現 を
示 す 。 GAPDHの 発 現 を 内 部 対 照 と し た 。
【 図 ７ 】 HES6の 多 組 織 ノ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 の 結 果 を 示 す 。 HES6の 転 写 物 の 大 き さ は 約 1.4 
kbで あ る 。
【 図 ８ 】 HES6の ゲ ノ ム 構 造 お よ び HES6タ ン パ ク 質 の 予 想 構 造 を 示 す 。 エ キ ソ ン を 四 角 の 枠
で 示 し 、 HES6 cDNAの ヌ ク レ オ チ ド 番 号 を 上 の パ ネ ル に 示 す 。
【 図 ９ 】 タ グ を つ け た HES6タ ン パ ク 質 の 細 胞 下 局 在 を 示 す 。 図 9(a)は 、 HAタ グ 標 識 化 HES6
タ ン パ ク 質 の イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ の 結 果 を 示 す 。 図 9(b)は 、 COS7細 胞 に お け る タ グ を 付
け た タ ン パ ク 質 の 免 疫 組 織 化 学 染 色 の 結 果 を 示 す 。 HAタ グ を つ け た HES6タ ン パ ク 質 を 、 ラ
ッ ト 抗 HAモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ っ て 染 色 し 、 ロ ー ダ ミ ン 結 合 抗 ラ ッ ト IgG二 次 抗 体 に よ
っ て 可 視 化 し た 。 核 を DAPIに よ っ て 対 比 染 色 し た 。
【 図 １ ０ 】 HES6の 発 現 に 及 ぼ す HES6-siRNAの 影 響 [図 10(a)]な ら び に Alexanderお よ び HepG
2細 胞 の 生 存 率 に 及 ぼ す HES6-siRNAの 影 響 (b)を 示 す 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

(30) JP 2007-506425 A 2007.3.22



【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】
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