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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　(ａ）配列番号１の塩基配列を含む単離核酸分子と、（ｂ）配列番号２のアミノ酸配列
をコードする単離核酸分子と、（ｃ）癌で発現されるタンパク質をコードし、配列番号１
の塩基配列と９５％以上の同一性を有する単離核酸分子と、（ｄ）前記（ａ）、（ｂ）ま
たは（ｃ)の核酸分子と相補的な配列を含む単離核酸分子とよりなる群から選ばれた単離
核酸分子を含む、膵臓癌を診断するための組成物。
【請求項２】
　前記核酸分子が配列番号１の５３番目～６４０番目のヌクレオチドを含むことを特徴と
する、請求項１に記載の組成物。
【請求項３】
　前記核酸分子が配列番号１の５３番目～６４３番目のヌクレオチドを含むことを特徴と
する、請求項１に記載の組成物。
【請求項４】
　配列番号２のアミノ酸配列からなるタンパク質と、
　配列番号２のアミノ酸配列と９５％以上の同一性を有するタンパク質とよりなる群から
選ばれた単離ポリペプチドに結合する単離抗体または抗原結合抗体断片を含む、膵臓癌を
診断または治療するための組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
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【０００１】
　本発明は、膵臓癌患者の 膵臓癌組織における遺伝子発現の変化に係り、特に、それに
相応する正常膵臓組織および他の悪性腫瘍と比較して膵臓癌組織で差別的に発現されるヒ
ト遺伝子に関する。
【背景技術】
【０００２】
　男女ともに癌による死亡原因の第４位となる膵臓癌は、先進国の主要な健康上のイッシ
ューであり、非常に不良な予後を持っている(Faint et al. (2004) Datamonitor DMHC204
5; Garcea et al. (2005) Pancreatology 5:514-529; Kern et al. (2002) Cancer Biol 
Therapy 1:607-613; Laheru and Jaffee (2005) Nature Rev Cancer 5: 59-467; Li et a
l. (2004) Lancet 363:1049-1057)。一年にわたっておよそ３０，０００名の米国人が膵
臓癌によって亡くなっている。積極的な外科および医学的治療にも拘らず、平均期待寿命
は、局所疾患患者の場合には約１５～１８ヶ月であり、転移性疾患患者の場合には３～６
ヶ月である。ほぼ１００％の膵臓癌患者は転移を経験し、それらの制限されていない成長
によって新陳代謝が悪化して死に至る。切除手術を受けていない膵臓癌患者が総５年を生
存する可能性は５％未満に過ぎない。また、膵臓癌は、非特異的な初期症状によって初期
診断が難しいという問題点がある。現在、膵臓癌の初期感知法は未だ開発中であって商用
化されておらず、従来の癌治療法では予後または疾病結果にほぼ影響を及ぼさない。膵臓
癌の不良な予後は、遅い表示、攻撃的な局所侵入、初期転移、および化学療法に対する不
十分な反応に起因する。
【０００３】
　多くの他の悪性疾病と同様に、膵臓癌は後天性の突然変異の蓄積によって発生する。ガ
ン原遺伝子(protooncogenes)の活性化、腫瘍抑制遺伝子の不活性化、および維持遺伝子(m
aintenance genes)の奇形を含む多重遺伝的および後生遺伝的変化が膵臓癌の発生、持続
的成長および転移に関連している。このような遺伝子内の蓄積された突然変異は、「Ｐａ
ｎＩＮｓ」(Pancreatic Intraepithelial Neoplasia)段階で予想可能な時間内に発生する
ものと知られている(Hruban et al. (2000) Clin Cancer Res 6:2969-2972; Kern et al.
 (2002) Cancer Biol Therapy 1:607-613; Li et al. (2004) Lancet 363:1049-1057)。
Ｋ－ｒａｓの突然変異は、ＰａｎＩＮ－１の半分地点で発生する。ＰａｎＩＮ－２段階は
、Ｋ－ｒａｓ突然変異速度の付加的変化および増加、並びに多数のｐ１６奇形の外観で表
示され、ｐ５３突然変異の存在を表すことが可能なｐ５３タンパク質ファミリーの発現は
さらに進歩したＰａｎＩＮｓで時々現れる。腫瘍抑制遺伝子、ＴＰ５３、ＤＰＣ４および
ＢＲＣＡ２の損失は膵臓腫瘍形成、ＰａｎＩＮ－３の発生後期に生ずるものと思われる。
【０００４】
　膵管癌(pancreatic ductal cancers)の８５％以上が膵臓癌の発生で活性化させたＫ－
ｒａｓ遺伝子の点突然変異を持っている(Li et al. (2004) Lancet 363:1049-1057; Xion
g (2004) Cancer Chem Pharm 54:S69-77)。Ｋ－ｒａｓ突然変異は細胞増殖を誘導し、こ
の遺伝子に点突然変異を含む細胞上に形質転換性質を与えるようにする細胞内シグナル経
路(intracellular signaling pathway)であるＲａｓ－Ｒａｆ－ＭＥＫ－ＥＲＫの構成成
分の活性化を引き起こす。Ｒａｓ突然変異は、腫瘍段階または予後に連関しておらず、Ｋ
－ｒａｓ発癌遺伝子が発癌の開始には関連できるが、ヒト膵臓癌の悪性可能性または促進
に連関してはいないことを示す。ｒａｓファミリーの主要な下流標的の一つはホスホイノ
シトール３キナーゼ（phosphoinositol 3 kinase、ＰＩ３Ｋ）である。ＰＩ３Ｋの活性化
は、化学療法または分子薬物標的化薬剤によって誘導されたアポトーシス(apotosis)に対
する膵臓癌耐性に関連する。
【０００５】
　ｐ１６腫瘍抑制遺伝子の不活性化は少し後で発生する。ｐ１６遺伝子は、プロモーター
メチル化に連関した突然変異、ホモ接合体欠失(homozygous deletion)または転写サイレ
ンシング(transcriptional silecing)によって実質的に全ての膵管腺癌(ductal adeenoca
rcinomas)内で不活性化される(Kern et al. (2002) Cancer Biol Therapy 1:607-613; Ma
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itra et al. (2006) Best Pract Res Clin Gastroenterol 20:211-226)。ｐ１６タンパク
質はｐ１６／Ｒｂ経路を介して細胞サイクルを調節するので、ｐ１６遺伝子の遺伝的な不
活性化は細胞サイクルの決定的な調節因子が膵臓癌では紛失したことを意味する。興味深
いことに、ｐ１６遺伝子内の遺伝突然変異は家族性異型多発母斑黒色腫(Familial Atypic
al Multiple Mole Melanoma、ＦＡＭＭＭ)症候群の原因であり、ＦＡＭＭＭ患者は黒色腫
および膵臓癌を発病させる増加したリスクを持っている。
【０００６】
　ＴＰ５３遺伝子の不活性化は、殆ど２番目の対立遺伝子(allele)の損失と関連している
一つの対立遺伝子内で遺伝子内の突然変異によって発生する(Maitra et al. (2006) Best
 Pract Res Clin Gastroenterol 20:211-226)。ｐ５３の機能不全は、２つの決定的な細
胞数の調節、Ｇ１／Ｓ細胞サイクルチェックポイントおよびＧ２／Ｍ阻止の維持を意味し
、大部分の膵臓癌内で調節されない。
【０００７】
　ＳＭＡＤ４として知られているＤＰＣ４遺伝子は、膵臓癌では１／２以上、ホモ接合体
欠失によって３５％、残余の対立遺伝子の損失と関連している遺伝子内の突然変異によっ
ては２０％不活性化される(Maitra et al. (2006) Best Pract Res Clin Gastroenterol 
20:211-226; Wilentz et al. (2000) Am J Pathol 156:37-43)。ところが、ＤＰＣ４の遺
伝的非活性化は他の腫瘍形態ではほぼ稀に見えるのである。ｄｐｃ４タンパク質はＴＧＦ
－Ｂ経路によるシグナルおよび成長調節において決定的な役割を果たす。
【０００８】
　ＤＮＡ修復に関連したＢＲＣＡ２遺伝子は、膵臓癌の少ないパーセント（～１０％）で
ターゲットになるだけであるが、家族集積性(familial aggregation)膵臓癌を引き起こす
(Maitra et al. (2006) Best Pract Res Clin Gastroenterol 20:211-226; Murphy et al
. (2002) Cancer Res 62:3789-3793)。（６１７４ｄｅｌＴ ＢＲＣＡ２遺伝子突然変異と
呼ばれる）ＢＲＣＡ２遺伝子の単一塩基対のキャリアは、膵臓癌の発病リスクを１０倍増
大させる。
【０００９】
　ｐ６５（ＲｅｌＡ）／ｐ５０へテロダイマーとして主流をなして存在する転写因子の核
因子κＢ（ＮＦ－κＢ）または膵臓癌に関連した遺伝子の一つとして思われる(Garcea et
 al. (2005) Pancreatology 5:514-529; Xiong (2004) Cancer Chem Pharm 54:S69-77)。
ＮＦ－κＢのｐ６５サブユニットであるＲｅｌＡは、膵臓腺癌の約６７％で構造的に活性
化されるが、健康な膵臓組織ではそうではなく、ＩκＢαはヒト膵臓腫瘍組織および細胞
株では過発現される。ＲｅｌＡの構造的活性化は、膵臓腫瘍細胞内でｒａｓなどの上流シ
グナル経路(upstream signaling pathway)と相互連関しているものと思われる。ＮＦ－κ
Ｂは、膵臓癌内の細胞毒性薬剤によって誘導されたアポトーシスに対する腫瘍耐性におい
て重要な役割を果たすものと示唆されてきた。他の結果も、膵臓の細胞成長を促進するも
のと思われるＮＦ－κＢの主要なメカニズムがアポトーシスの阻害によることを示す。
【００１０】
　膵臓腺癌のより正確な診断を行うことが可能な物質および方法についての技術が求めら
れてきた。しかも、この疾病を効果的に治療することが可能な薬剤を処理および同定する
方法についての技術も求められてきた。本発明は、これらおよび他のニーズに符合する。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１１】
　本発明は、膵臓腺癌を正確に診断することが可能な物質および方法を提供することを目
的とする。
　また、本発明は、膵臓腺癌を効果的に治療することが可能な治療方法を提供することを
目的とする。
【課題を解決するための手段】
【００１２】
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　本発明は、正常膵臓組織と比較して膵臓腺癌組織内で特異的に発現される新規の遺伝子
（以下、「ＬＢＦＬ３１３」という）に関する。本発明は、（ａ）配列番号１の塩基配列
を含む単離核酸分子、（ｂ）配列番号２の塩基配列をコードする単離核酸分子、（ｃ）配
列番号１の塩基配列と９５％以上の同一性を有する単離核酸分子、および（ｄ）それらと
相補的な配列を含む単離核酸分子を提供する。
【００１３】
　本発明は、前記単離核酸分子を含むベクターを含有する一つまたはそれ以上の発現調節
因子と作動可能に連結されている核酸分子をさらに含む。本発明は、本発明の核酸分子を
含むように形質転換された宿主細胞、およびタンパク質が発現される条件の下で本発明の
核酸分子で形質転換された宿主砂防を培養する段階を含むタンパク質製造方法をさらに提
供する。
【００１４】
　本発明は、配列番号２のアミノ酸配列を含み、あるいは配列番号２と少なくとも９５％
のアミノ酸配列同一性を示す、単離ポリペプチドまたはタンパク質をさらに提供する。
【００１５】
　本発明は、本発明に係るタンパク質をコードする核酸分子の発現を調節する薬剤を同定
する方法をさらに提供する。
【００１６】
　本発明は、本発明に係るタンパク質のレベルまたは少なくとも一つの活性を調節する薬
剤を同定する方法をさらに提供する。
【００１７】
　本発明は、本発明に係るタンパク質をコードする核酸分子の発現を調節する方法をさら
に提供する。
【００１８】
　本発明は、本発明に係るタンパク質に対する結合パートナーを同定する方法をさらに提
供する。
【００１９】
　本発明は、本発明に係るタンパク質と結合パートナーとの会合を妨害しまたは調節する
ことが可能な薬剤を同定する方法をさらに提供する。
【００２０】
　本発明は、一つまたはそれ以上の結合パートナーと本発明に係るタンパク質との会合を
減少または妨害する方法をさらに提供する。
【００２１】
　本発明は、本発明に係るコードされたポリペプチドの発現を防止するために、本発明に
係る核酸分子を含むように変形された非ヒト遺伝子組換動物、または本発明に係るコード
されたポリペプチドの発現を防止するために、突然変異された核酸分子を含むように変形
された非ヒト遺伝子組換動物をさらに提供する。
【００２２】
　本発明は、また、配列番号１の全てまたは一部を含む全てまたは一部の遺伝子が前記動
物のゲノムから脱落または欠失された非ヒト遺伝子組換動物を提供する。
【００２３】
　本発明は、希釈液およびポリペプチドまたはタンパク質を含む組成物をさらに提供し、
前記ポリペプチドまたはタンパク質は配列番号２のアミノ酸配列を含み、あるいは配列番
号２と少なくとも９５％のアミノ酸同一性を示す。
【００２４】
　本発明に係る遺伝子およびタンパク質は、膵臓癌を感知し、またはサンプル内の正常組
織と膵臓腺癌を識別するための診断薬剤またはマーカーとして使用できる。それらは、ま
た、遺伝子発現または活性を調節する薬剤に対するターゲットとして作用することができ
る。例えば、膵臓癌の増殖性過程を含んで、腫瘍の成長に連関した生物学的過程を調節す
る薬剤を確認することができる。
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【図面の簡単な説明】
【００２５】
【図１】図１はＬＢＦＬ３１３（配列番号２）の分泌に対する予測されたシグナル配列を
示す図である。前記分析はシグナルＩＰ３．０サーバー(SignalIP3.0 Server)を用いて行
われた(www.cbs.dtu.dk/services/SignalIP/)。
【図２】図２はＬＢＦＬ３１３が細胞の培養上澄み液から感知されたことを示すウエスタ
ン分析の結果を示す図である。
【図３】図３は細胞増殖（パネルＡ）、運動性（パネルＢ）および浸潤性（パネルＣ）に
対するＣＨＯ細胞のＬＢＦＬ３１３過発現効果を示す図である。
【図４】図４は腫瘍形成（パネルＡ）および微細血管形成（パネルＢ）に対するヌードマ
ウスのＬＢＦＬ３１３過発現効果を示す図である。
【図５】図５は膵臓生検サンプルおよび抗－ＬＢＦＬ３１３抗体を用いたＬＢＦＬ３１３
発現の免疫組織化学的分析の代表的な結果を示す図である。
【図６】図６は膵臓癌細胞株の浸潤性に対するポリクローナル抗－ＬＢＦＬ３１３抗体の
効果を示すグラフである。
【発明を実施するための形態】
【００２６】
Ａ．膵臓癌に連関したタンパク質
　本発明は、単離タンパク質、タンパク質の対立遺伝子変形、およびタンパク質の保存的
アミノ酸置換を提供する。ここで、「タンパク質」または「ポリペプチド」は、部分的に
、配列番号２に示したヒトアミノ酸配列を有するタンパク質を意味する。また、この用語
は、自然的に発生する対立遺伝子変形、および特別に前述したものとやや異なるアミノ酸
配列を有するタンパク質を示す。前述したものとやや異なるアミノ酸配列を含むとしても
、対立遺伝子はこれらのタンパク質に連関した同一または類似の生物学的機能を依然とし
て持つであろう。
【００２７】
　前述したように、配列番号２のヒトアミノ酸配列に連関しているタンパク質ファミリー
は、ヒトに加えて有機体から単離したタンパク質を指す。これらのタンパク質に連関して
いる他の一部のタンパク質ファミリーを確認し単離するために使用された方法については
後述する。
【００２８】
　本発明のタンパク質は、好ましくは単離型である。ここで、一般にタンパク質に連関し
ている細胞構成成分からタンパク質を除去するために物理的、機械的または化学的方法が
使用されるとき、タンパク質が単離されるとする。当業者は単離タンパク質を得るための
標準精製方法を容易に使用することができる。
【００２９】
　本発明のタンパク質は、配列番号２の挿入、欠失または保存的なアミノ酸置換変形をさ
らに含む。ここで、保存的な変形とは、タンパク質の生物学的機能に逆に作用しない、ア
ミノ酸配列の変更を意味する。置換、挿入または欠失は、変更された配列がタンパク質に
連関した機能を妨害または崩壊するとき、タンパク質に逆に作用するとする。例えば、タ
ンパク質の全体電荷、構造または疎水性／親水性性質は生物学的活性に逆に作用せずに変
更できる。したがって、例えばタンパク質の生物学的活性に逆に作用せず、ペプチドがよ
り疎水性または親水性となるよう、アミノ酸配列は変更できる。
【００３０】
　通常、対立遺伝子変形、保存的置換変形および一部のタンパク質ファミリーは、配列番
号２に示された配列と少なくとも約５０％、６０％、７０％または７５％の、さらに好ま
しくは少なくとも約８０～９０％、より好ましくは少なくとも約９２～９４％、最も好ま
しくは少なくとも約９５％、９８％または９９％のアミノ酸配列同一性を有するアミノ酸
配列を持つであろう。配列を整列させ、必要の際に最大パーセントの相同性を有するため
の間隔を導入した後、配列同一性の一部分として保存的置換を考慮せず（連関媒介変数に
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ついてはセクションＢを参照）、配列候補のアミノ酸配列残基のパーセントが配列番号２
と同一であるように、このような配列に対する同一性または相同性はここで定義される。
融合タンパク質、またはＮ末端、Ｃ末端または内部延長、欠失またはペプチド配列への挿
入は相同性に作用したものと把握されない。
【００３１】
　このため、本発明に係るタンパク質は、配列番号２に示されたアミノ酸配列を有する分
子、これらのタンパク質の少なくとも約３、４、５、６、１０、１５、２０、２５、３０
、３５の連続的な配列またはより多くのアミノ酸残基を有するその断片、一つまたはそれ
以上のアミノ酸残基が開示されたコード配列へ又はからＮまたはＣ末端が挿入されたアミ
ノ酸配列変形体、少なくとも一つの残基が置換された、開示された配列のアミノ酸配列変
形体、または前記で定義されたその断片を含む。また、このようにペプチドまたはポリペ
プチドと呼ばれる断片は、明白な疎水性部位だけでなく、既存のタンパク質ドメインに該
当するアミノ酸配列の部位として確認されるタンパク質の抗原性部位、機能性部位を含む
ことができる。一般に使用可能なＭａｃＶｅｃｔｏｒ（Ｏｘｆｏｒｄ Ｍｏｌｅｃｕｌａ
ｒ）などのタンパク質配列分析ソフトウェアを使用することにより、これらの部位は容易
に確認することができる。
【００３２】
　予想された変形体は、例えば相同性再配列、特定の部位またはＰＣＲ突然変異誘発によ
る突然変異、ウサギ、マウス、豚、牛、羊、馬および非ヒト霊長類を含むがこれに限定さ
れない他の動物種のこれに相応するタンパク質、並びに対立遺伝子または他の自然的に発
生するタンパク質ファミリーの変形体、および自然的に発生するアミノ酸以外の作用基（
例えば、酵素または放射性同位元素などの感知可能な作用基）で置換、化学的、酵素的ま
たは他の適切な手段によって共有的に変形された誘導体によって予定された突然変異を含
むものをさらに含む。
【００３３】
　本発明は、本発明に係るタンパク質またはポリペプチドおよび希釈液を含む組成物をさ
らに含む。適切な希釈液は、水溶性および非水溶性溶媒またはその組み合わせであっても
よく、付加の成分、例えばタンパク質またはポリペプチドの安定性、溶解度、活性度、お
よび／または貯蔵に寄与する水溶解性塩またはグリセロールを含むことができる。
【００３４】
　後述するように、（１）タンパク質のレベルまたは少なくとも一つの活性度を調節する
薬剤を確認するために、（２）タンパク質のための結合パートナーを確認するために、（
３）ポリクローナルまたはモノクローナル抗体を生産する抗原として、（４）治療剤また
はターゲットとして、および（５）膵臓癌および他の増殖性疾病の診断薬剤またはマーカ
ーとしてタンパク質ファミリーの一部を使用することができる。
【００３５】
Ｂ．核酸分子
　本発明は、配列番号２を有するタンパク質、および好ましくは単離形態である、ここに
記述された連関タンパク質をコードする核酸分子をさらに提供する。ここで、「核酸」は
前記で定義したようにタンパク質またはペプチドをコードするＲＮＡまたはＤＮＡとして
定義され、このペプチドをコードする核酸配列に補完的であり、配列番号１の核酸にハイ
ブリダイゼーション(hybridization)し、適切に厳しい条件の下でそれに安定的に結合し
た状態であり、配列番号２のペプチド配列と少なくとも約５０％、６０％、７０％または
７５％、好ましくは少なくとも約８０～９０％、さらに好ましくは少なくとも約９２～９
４％、最も好ましくは少なくとも約９５％、９８％、９９％またはそれ以上の同一性を共
有するポリペプチドをコードし、あるいは配列番号１のオープンリーディングフレーム(o
pen reading frames)に対する少なくとも５０％、６０％、７０％または７５％、好まし
くは少なくとも約８０～９０％、さらに好ましくは少なくとも約９２～９４％、より好ま
しくは少なくとも約９５％、９８％、９９％またはそれ以上のヌクレオチド配列同一性を
示す。
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【００３６】
　本発明は、配列番号１の相補的な結合に特異的にハイブリダイゼーションする単離核酸
分子、特にオープンリーディングフレームに対して特異的にハイブリダイゼーションする
分子をさらに含む。このように配列番号１の相補的な結合に特異的にハイブリダイゼーシ
ョンする分子は、一般に厳しいハイブリダイゼーション条件の下でそのようにする。
【００３７】
　自然源に由来したものか、合成されたものかを問わずに、代替バックボーン(alternati
ve backbones)を基礎とし、あるいは代替塩基(alternative bases)を含む核酸だけでなく
、ゲノムＤＮＡ、ｃＤＮＡ、ｍＲＮＡまたはアンチセンス分子が特に計画されたものであ
る。
【００３８】
　ヌクレオチドまたはアミノ酸配列レベルにおける相同性または同一性は、配列類似性探
索のために合わせられたｂｌａｓｔｐ、ｂｌａｓｔｎ、ｂｌａｓｔｘ、ｔｂｌａｓｔｎお
よびｔｂｌａｓｔｘを用いたアルゴリズムを使用したブラスト(Basic Local Alignment S
earch Tool)分析によって決定される(Altschul et al. (1997), Nucleic Acids Res. 25:
 3389-3402, and Karlin et al. (1990), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87: 2264-2268、
両者とも参考文献として記載される)。ブラストプログラムによって使用された接近は、
クエリー配列とデータベース配列との間にギャップがある及びない類似セグメントをまず
考慮した後、確認される全てのマッチの統計学的重要性を評価し、ひいては前もって選択
された重要性の境界を満足するこれらのマッチを要約することである。配列データベース
の類似性探索における基本的なイッシューを検討するために、Ａｌｔｓｃｈｕｌ文献を参
照する(Altschul et al. (1994), Nat. Genet. 6: 119-129)。カットオフ、マトリクスお
よびフィルター（低い複雑度）を除き（すなわち、データベース配列に対するマッチを報
告するための統計学的重要性の境界）、ヒストグラム、記載、配列に対するサーチパラメ
ートはデフォルトとして設定する。ｂｌａｓｔｐ、ｂｌａｓｔｘ、ｔｂｌａｓｔｎおよび
ｔｂｌａｓｔｘで使用されたデフォルトスコーリングマトリクス(default scoring matri
x)は、ＢＬＯＳＵＭ６２マトリクス(Henikoff et al. (1992), Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 89: 10915-10919、参考文献として全て記載される)であって、長さが８５個以上のヌ
クレオチドまたはアミノ酸のクエリー配列のために勧められる。
【００３９】
　ブラストに対して、スコーリングマトリクスはＮ（すなわち、ミスマッチされた残基に
対するペナルティースコア）に対するＭ（すなわち、マッチされた残基の対に対する補償
スコア）の比によって設定される。ここで、ＭおよびＮに対するデフォルト値はそれぞれ
５と－４である。４つのｂｌａｓｔｎパラメータは下記のとおりに調節される：Ｑ＝１０
（ギャップ生成ペナルティー）、Ｒ＝１０（ギャップ延長ペナルティー）、ｗｉｎｋ＝１
（クエリーに沿って毎度瞬きする位置で単語ヒットを生成）、およびｇａｐｗ＝１６（ギ
ャップの開いた配列が生成されたものでウィンドウの幅を設定）。同等のｂｌａｓｔｐパ
ラメータ設定値は、Ｑ＝９、Ｒ＝２、ｗｉｎｋ＝１、およびｇａｐｗ＝３２であった。Ｇ
ＣＧパッケージバージョン１０．０における配列間の最良適合の比較はＤＮＡパラメータ
ＧＡＰ＝５０（ギャップ生成ペナルティー）およびＬＥＮ＝３（ギャップ延長ペナルティ
ー）を使用し、タンパク質の同等な設定値ＧＡＰ＝８およびＬＥＮ＝２である。
【００４０】
　「厳しい条件」は、（１）洗浄のために低いイオン強度および高温で実施すること、例
えば５０℃で０．０１５Ｍ ＮａＣｌ／０．００１５Ｍクエン酸ナトリウム／０．１％Ｓ
ＤＳ、または（２）ハイブリダイゼーションの際にホルムアミドなどの変性薬剤、例えば
、４２℃で０．１％牛血清アルブミンを含む５０％（ｖ／ｖ）ホルムアミド／０．１％、
Ｆｉｃｏｌｌ／０．１％ポリビニルピロリドン／７５０ｍＭ ＮａＣｌ、７５ｍＭクエン
酸ナトリウムを含む５０ｍＭリン酸ナトリウム緩衝液を使用することである。他の例とし
て、４２℃の５０％ホルムアミド、５×ＳＳＣ（０．７５Ｍ ＮａＣｌ、０．０７５Ｍ ク
エン酸ナトリウム）、５０ｍＭリン酸ナトリウム（ｐＨ６．８）、０．１％ピロリン酸ナ
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トリウム、５×デンハルト溶液、超音波処理された鮭精液ＤＮＡ（５０μｇ／ｍＬ）、０
．１％ＳＤＳおよび１０％硫酸デキストランでハイブリダイゼーションし、４２℃の０．
２×ＳＳＣおよび０．１％ＳＤＳで洗浄する。当業者は、明白で感知可能なハイブリダイ
ゼーションシグナルを得るために、適切に厳しい条件を容易に決定し、変更することがで
きる。好ましい分子は、前述した条件の下で配列番号１の相補的な結合にハイブリダイゼ
ーションし、機能性または全長のタンパク質をコードする分子である。さらに好ましいハ
イブリダイゼーションされた分子は、前述した条件下で配列番号１のオープンリーティン
グフレームの相補鎖にハイブリダイゼーションされたものである。
【００４１】
　ここで、核酸分子は、核酸分子が他のポリペプチドをコードする核酸分子汚染物質から
実質的に分離されたとき、「単離」されたとする。
　前記核酸分子は、大腸菌(Echerichia coli)ＤＨ５＠／ｐ３１３－ＪＦ３の形態でＫＣ
ＴＣ（Korean Collection for Type Gultures、大田広域市儒城区魚隠洞５２）に２００
６年６月５日付け、寄託番号ＫＣＴＣ１０９５４ＢＰで寄託された。
【００４２】
　本発明は、開示された核酸分子の断片をさらに提供する。ここで、核酸分子の断片はコ
ードされているまたはコードされていない配列の小さい部分を指す。断片の大きさは意図
された用途によって決定されるであろう。例えば、断片がタンパク質の活性部位をコード
するために選択されるならば、その断片はタンパク質の機能性部位をコードするほど十分
大きい必要がある。例えば、予測された抗原部位に対応するペプチドをコードする断片が
準備できる。もし断片が核酸プローブまたはＰＣＲプライマーとして使用されるならば、
断片の長さはプロービングまたはプライミング中に相対的に少ない数の偽陽性(flase pos
itives)を得るために選択される（セクションＧを参照）。
【００４３】
　遺伝子増幅技術（polymerase chain reaction、ＰＣＲ）のためのプローブまたは特異
的プライマーとして使用された、あるいは本発明に係るタンパク質をコードする遺伝子配
列を合成するために使用された本発明に係る核酸分子の断片（すなわち、合成オリゴヌク
レオチド）は、化学的技術、例えばＭａｔｔｅｕｃｃｉ等((1981) J. Am. Chem. Soc. 10
3: 3185-3191)のホスホロジアミダイト(phosphoramidite)方法または自動化合成方法を用
いて容易に合成することができる。しかも、よりさらに大きいＤＮＡセグメントは、多様
な遺伝子のモジュラセグメントを確認するオリゴヌクレオチドグループの合成の後に、完
全に変形された遺伝子を作るために、オリゴヌクレオチドのライゲーションを行う公知の
方法によって製造することができる。
【００４４】
　本発明の核酸分子は、診断用およびプローブ用感知可能なラベルを含むためにさらに変
形できる。このような多様なラベルは、本発明の分野では知られており、ここに記述され
たコードする分子と共に容易に使用できる。適切なラベルとして、ビオチン、放射性標識
または蛍光性標識ヌクレオチドなどを含むが、これに制限されない。当業者は、本発明に
係る核酸分子の標識変形体を得るために、このような全てのラベルを容易に使用すること
ができる。
【００４５】
Ｃ．その他の連関した核酸分子の単離
　前述したように、前記配列を追加して他の群のタンパク質グループをコードする核酸分
子を単離するために、配列番号１を有する核酸分子の同定および分析は当業者には自明な
ことである。しかも、現在知られている配列番号２を有するタンパク質を追加して他の群
のタンパク質グループをコードする核酸分子を単離するための方法も当業者には自明なこ
とである。
【００４６】
　例えば、当業者は、固有の細胞から準備されたスクリーン発現ライブラリーの抗体プロ
ーブを生産するための配列番号２の核酸配列を直ちに使用することができる。典型的に、
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精製されたタンパク質（下記に示した）または単一抗体で免疫化されたウサギなどの哺乳
類から得たポリクローナル血清は、他の群のタンパク質グループの適切なコーディング配
列を得るためにラムダｇｔｌｌライブラリーなどの遺伝子発現ライブラリーまたは哺乳類
ｃＤＮＡプローブを使用することができる。クローン化ｃＤＮＡ配列は、融合タンパク質
として発現でき、自体調節配列を用いて直接発現でき、あるいは酵素の発現のためのそれ
ぞれの宿主に適した調節配列を使用した構成によって発現できる。
【００４７】
　その代わりに、前述したコーディング配列の一部は合成でき、ある哺乳類から得られた
タンパク質グループのメンバーをコードするＤＮＡを得るためのプローブとして用いられ
る。約１８～２０のヌクレオチド（６～７のアミノ酸残基をコードする）を含むオリゴマ
ーが製造され、このオリゴマーは、不要な水準の偽陽性を除去するために十分厳しい条件
または厳しい条件の下でハイブリッドを得るためのスクリーンゲノムＤＮＡ(screen geno
mic DNA)またはｃＤＮＡとして用いられる。
【００４８】
　しかも、オリゴー核酸プライマー対は、核酸分子をコードするクローンを選別するため
のＰＣＲに使用するために製造できる。当業界における公知のＰＣＲプライマーの使用に
おいて、ＰＣＲ変性／アニール／延長の周期は他のコードされた核酸分子の単離に直ちに
使用することに適する。
【００４９】
　また、タンパク質グループの別のメンバーをコードする核酸分子は、ＰＳＩ－ＢＬＡＳ
Ｔ(Altschul et al. (1997), Nucl. Acids Res. 25: 3389-3402)、ＰＨＩ－ＢＬＡＳＴ(Z
hang et al. (1998), Nucl. Acids Res. 26: 3986-3990)、３Ｄ－ＰＳＳＭ(Kelly et al.
 (2000), J. Mol. Biol. 299: 499-520)、および他のコンピュータ的な分析方法(Shi et 
al. (1999), Biochem. Biophys. Res. Commun. 262: 132-138 and Matsunami et. al. (2
000), Nature 404: 601-604)などの方法を含むが、これに限定されず、コンピュータ的な
方法が使用可能な他の配列情報またはゲノム遺伝子の存在下に同定されるであろう。
【００５０】
Ｄ．核酸分子を含むｒＤＮＡ分子
　本発明は、コーティング配列を含む組み換えＤＮＡ分子（ｒＤＮＡｓ）をさらに提供す
る。ここで、ｒＤＮＡ分子はインサイチュ(in-situ)における分子的操作をしたＤＮＡ分
子のことをいう。ｒＤＮＡ分子を製造する方法は、当業界に良く知られており、例えばＳ
ａｍｂｒｏｏｋなどの文献(Molecular Cloning- A Laboratory Manual, Third Ed., Cold
 Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 2001.)に開示されている
。優先的に、ＤＮＡ配列をコードするｒＤＮＡ分子は、調節配列および／またはベクター
配列を発現し得るように作動可能に連結される。
【００５１】
　本発明において一つのタンパク質グループをコードする配列のベクターおよび／または
発現調節配列の選択は、公知になっており、タンパク質発現および形質転換された宿主細
胞の好ましい機能的特性によって直ちに作動可能に連結される。本発明によって考案され
たベクターは、少なくとも宿主の染色体内に直接複製または挿入でき、好ましくはｒＤＮ
Ａ分子に含まれた構造遺伝子を発現する。
【００５２】
　公知の技術である作動可能に連結されたタンパク質のコーディング配列の発現調節に使
用された発現調節因子は、プロモーター、構成プロモーター、分泌シグナルおよびその他
の調節因子を誘導することが可能な発現調節因子を含むが、これに限定されない。好まし
くは、誘導可能なプロモーターは、宿主細胞の環境が栄養分に敏感であるように直ちに調
節される。
【００５３】
　実施例において、コードされた核酸分子を含むベクターは、例えば直接的な自律複製が
可能でバクテリア宿主細胞、形質転換された細胞などの原核宿主細胞で染色体外的に組み
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換えＤＮＡ分子を維持することが可能なＤＮＡ配列を有する原核細胞のレプリコン(Proka
ryoic replicon)を含むであろう。このようなレプリコンは当業界によく知られている。
しかも、原核細胞のレプリコンを含んだベクターは、また、薬剤耐性などの検出マーカー
を発現する遺伝子を含むことができる。典型的なバクテリアの薬剤耐性遺伝子はアンピシ
リン、カナマイシン、クロラムフェニコールまたはテトラサイクリンに対して抵抗性を持
つ。
【００５４】
　原核細胞のレプリコンを含むベクターは、大腸菌(E.coli)などのバクテリア宿主細胞の
コーディング遺伝子配列を直接発現（転写および翻訳）させることが可能な原核またはバ
クテリオファージプロモーターを含むことができる。プロモーターは、ＲＮＡポリメラー
ゼと結合し、転写を行うためのＤＮＡ配列によって形成された発現調節因子である。バク
テリア宿主に適したプロモーター配列は、典型的に本発明のＤＮＡセグメントに挿入し易
い制限部位を含むプラスミドベクターを提供する。このような典型的なプラスミドベクタ
ーは、ＢｉｏＲａｄ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ（Ｒｉｃｈｍｏｎｄ、ＣＡ）から購入可
能なｐＵＣ８、ｐＵＣ９、ｐＢＲ３２２およびｐＢＲ３２９、Ｐｈａｒｍａｃｉａ（Ｐｉ
ｓｃａｔａｗａｙ、ＮＪ）から購入可能なｐＰＬおよびｐＫＫ２２３がある。
【００５５】
　原核細胞に適した発現ベクターは、好ましくは脊椎動物の細胞に適し、コーディング配
列を含むｒＤＮＡ分子を作ることに使用できる。公知の技術であるウイルス性ベクターを
含む原核細胞発現ベクターは様々な商業的材料として使用できる。典型的に、このような
ベクターは理想的なＤＮＡセグメントを挿入し易い制限部位を含んで提供される。このよ
うな典型的なベクターは、ｐＳＶＬおよびｐＫＳＶ－１０（Ｐｈａｒｍａｃｉａ）、ｐＢ
ＰＶ-１／ｐＭＬ２ｄ（Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、
Ｉｎｃ）、ｐＴＤＴ１（ＡＴＣＣ、＃３１２５５）、前記ｐＣＤＭ８ベクターおよび類似
真核発現ベクターがある。ベクターは必要に応じて組織特異的プロモーターを含んで操作
できる。
【００５６】
　本発明において、ｒＤＮＡ分子の製作に使用される真核細胞発現ベクターは、真核細胞
に効果的な選別マーカーを含み、好ましくは薬剤耐性選別マーカーを含む。好ましい薬剤
耐性マーカーは、例えばネオマイシンホスホトランスフェラーゼ（ｎｅｏ）遺伝子(South
ern et al. (1982), J. Mol. Anal. Genet. 1:327-341)などのネオマイシン抵抗性を発現
する遺伝子である。その代わりに、選別マーカーとして、分離されたプラスミド、２つの
ベクターが宿主細胞に同時転移によって挿入されたもの、および選別マーカー用として適
した薬剤から培養によって選別されたものが存在し得る。
【００５７】
Ｅ．外部から供給されたコーディング核酸分子を含む宿主細胞
　本発明は、本発明のタンパク質をコードする核酸分子で形質転換された宿主細胞をさら
に提供する。宿主細胞は真核細胞または原核細胞である。原核細胞は本発明のタンパク質
発現に有用であるが、これに限定されず、細胞主は細胞培養方法および発現ベクターの増
殖と遺伝子産物の発現に適する。真核宿主細胞は、好ましくはイースト、昆虫および哺乳
類細胞、さらに好ましくはマウス、ラット、猿またはヒトの細胞株などの脊椎動物の細胞
を含むが、これに限定されない。真核宿主細胞は、好ましくはＡＴＣＣのＣＣＬ６１から
購入可能なＣＨＯ(Chinese hamster ovary)細胞、ＡＴＣＣのＣＲＬ１６５８から購入可
能なＮＩＨスイスマウスの胚芽細胞（ＮＩＨ／３Ｔ３）、ベビーハムスターの腎臓細胞（
ＢＨＫ）および類似真核細胞組織培養細胞株を含む。
【００５８】
　ある原核細胞宿主は、本発明のタンパク質をコードするｒＤＮＡ分子の発現に使用でき
る。好ましくは、原核細胞宿主は大腸菌(E.coli)である。
【００５９】
　本発明のｒＤＮＡ分子を有する適切な細胞宿主の形質転換は公知の技術であり、典型的
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にベクターの類型に依存的であり、宿主数のシステムを使用する。原核宿主細胞の形質転
換には、電気穿孔法(electroporation)および塩処理方法が典型的に用いられる(例えば、
Cohen et al. (1972), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 69: 2110; and Sambrook et al., s
upra)。ｒＤＮＡを含むベクターを有する脊椎動物細胞の形質転換には電気穿孔法、陽イ
オン界面活性剤または塩処理方法を典型的に使用し、例えば文献「Graham et al. (1973)
, Virol. 52: 456; Wigler et al. (1979), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76: 1373-1376
」から確認することができる。
【００６０】
　成功的に形質転換された細胞、例えば本発明のｒｄＮＡ分子を含む細胞は、公知の技術
、すなわち選別マーカーを用いて選別する方法を含んだ技術によって同定できる。例えば
、本発明のｒＤＮＡが導入された細胞は、単一コロニーを作るために複製される。このコ
ロニーから得られた細胞は、破砕、溶解され、文献「southern, (1975) J. Mol. Biol. 9
8: 503 or Berent et al., (1985) Biotech. 3: 208」に開示されているものと同じ方法
を用いて、ＤＮＡ内容物にｒＤＮＡが存在するか否かを検査することができ、あるいはタ
ンパク質は免疫学的方法による細胞検定から得られる。本発明者は、大腸菌(Echerichia 
coli)ＤＨ５＠／ｐ３１３－ＪＦ３を製造し、韓国生命工学研究院のＫＣＴＣ（Korean Co
llection for Type Gultures）に２００６年６月５日付け（寄託番号ＫＣＴＣ１０９５４
ＢＰ）で寄託した。
【００６１】
Ｆ．ｒＤＮＡ分子を用いた組み換えタンパク質の生産
　本発明は、前述した核酸分子を用いてタンパク質を生産するための方法をさらに提供す
る。一般に、組み換え型タンパク質の生産は次の段階を持つ。
【００６２】
　まず、核酸分子は、配列番号１、または配列番号１のヌクレオチド５３～６４３または
５３～６４０から構成されるあるいは基本的に構成される核酸分子などの本発明のタンパ
ク質をコードして得られる。もしコーディング配列がこのようなオープンリーディングフ
レームのようにイントロンによって中断されなければ、これはいずれの宿主細胞における
発現にも適する。
【００６３】
　したがって、核酸分子は、好ましくはオープンリーディングフレームタンパク質を含む
発現体を形成するために、前述したように適切な調節配列を有する作動可能な連鎖に位置
する。発現体は適した宿主細胞の形質転換に使用され、形質転換された宿主細胞は組み換
えタンパク質の生産が可能な環境の下で培養される。任意に組み換えタンパク質は培地ま
たは細胞から単離され、タンパク質の回収および精製は若干の不純物がある状態では不要
である。
【００６４】
　前述した各段階は多様な方法で行われ得る。例えば、理想的なコーディング配列は遺伝
子断片から得られることができ、適した宿主細胞に直ちに用いられる。多様な宿主細胞で
使用可能な発現ベクターの製作は、前述したように適したレプリコンおよび調節配列を使
用することが可能である。調節配列、発現ベクターおよび形質転換方法は、前述したとお
りに、遺伝子発現のために使用された宿主細胞の類型に依存する。一般に使用できない適
切な制限部位はこのようなベクター内に挿入するための切除可能な遺伝子を生産するため
にコーディング配列の端部に添加することができる。当業者は、既に公知のいずれの宿主
細胞／発現システムに対しても、組み換えタンパク質を生産するための本発明の核酸分子
を直ちに適用可能であろう。
【００６５】
Ｇ．膵臓癌に連関した遺伝子をコードする核酸の発現を調節する薬剤を同定する方法
　本発明の他の実施例は、本発明のタンパク質、例えば配列番号２の核酸配列を有するタ
ンパク質などをコードする核酸の発現を調節する薬剤を同定する方法を提供する。このよ
うな検定は、本発明で核酸の発現度合いの変化を観察する手段として利用可能である。細
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胞における核酸発現の上方または下方調節が可能であれば、この薬剤は本発明の核酸発現
を調節するために使用される。
【００６６】
　一つの検定方法は、レポーター遺伝子(reporter gene)を含む細胞株と配列番号１の５
３～６４３ヌクレオチドによって定義されたオープンリーディングフレーム内のヌクレオ
チドを融合し、および／または５’および／または３’調節因子および検定可能な融合パ
ートナーを得ることができる。多くの検定可能な融合パートナーが知られており、蛍ルシ
フェラｚ－ゼ遺伝子およびクロラムフェニコールアセチルトランスフェラーゼ(Alam et a
l. (1990), Anal. Biochem. 188: 245-254)をコードする遺伝子を含んで容易に利用可能
である。レポーター遺伝子融合体を含む細胞株は、薬剤に露出されて適切な環境と時間の
下で検査される。薬剤に露出されたサンプルと対照サンプル間のレポーター遺伝子の差別
的な発現は、本発明の核酸発現を調節する薬剤を同定する。
【００６７】
　追加的な検定方法は、本発明のタンパク質、例えば配列番号２を有するタンパク質など
をコードする核酸の発現を調節する薬剤の活性を測定することに使用できる。例えば、ｍ
ＲＮＡ発現は、本発明の核酸ハイブリダイゼーションによって直ちに測定することができ
る。薬剤に露出された細胞株は適切な環境と時間の下で検査され、総ＲＮＡまたはｍＲＮ
Ａは文献「Sambrook et al., Molecular Cloning - A Laboratory Manual, Third Ed., C
old Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 2001」に開示されてい
る標準方法によって同定される。
【００６８】
　好ましい細胞は、ヒトの組織に由来し、例えば、癌患者からの培養された細胞または生
検組織である。ＡＴＣＣ乳管癌細胞株（Ｃａｔａｌｏｇｕｅ Ｎｏｓ．ＣＲＬ－２３２０
、ＣＲＬ－２３３８およびＣＲＬ－７３４５）、ＡＴＣＣ結腸直腸腺癌細胞株（Ｃａｔａ
ｌｏｇｕｅ　Ｎｏｓ．ＣＣＬ－２２２、ＣＣＬ－２２４、ＣＣＬ－２２５、ＣＣＬ－２３
４、ＣＲＬ－７１５９およびＣＲＬ－７１８４）、ＡＴＣＣ肺腺癌細胞株（Ｃａｔａｌｏ
ｇｕｅ Ｎｏｓ．ＣＲＬ－５９４４、ＣＲＬ－７３８０およびＣＲＬ－５９０７）、ＡＴ
ＣＣ卵素腺癌細胞株（Ｃａｔａｌｏｇｕｅ Ｎｏｓ．ＨＴＢ－１６１、ＨＴＢ－７５およ
びＨＴＢ－７６）、ＡＴＣＣ膵臓腺癌細胞株（Ｃａｔａｌｏｇｕｅ　Ｎｏｓ．ＨＴＢ－７
９、ＨＴＢ－８０およびＨＴＢ－２５４７）、ＡＴＣＣ前立腺線癌細胞株（Ｃａｔａｌｏ
ｇｕｅ Ｎｏｓ．ＣＲＬ－１４３５、ＣＲＬ－２４２２およびＣＲＬ－２２２０）および
ＡＴＣＣ胃腺癌細胞株（Ｃａｔａｌｏｇｕｅ Ｎｏｓ．ＣＲＬ－１７３９、ＣＲＬ－１８
６３およびＣＲＬ－１８６４）が使用できる。その代わりに、他の有効な細胞または細胞
株も使用することができる。
【００６９】
　対照群細胞と薬剤に露出された細胞間のＲＮＡ発現度合いの差を検出するためのプロー
ブは、本発明の核酸から製造できる。好ましくは、非常に厳しい条件の下で標的核酸のみ
をハイブリダイゼーションするプローブを製作する。但し、非常に相補的な核酸ハイブリ
ッド(hybrid)は非常に厳しい条件の下で形成される。したがって、厳しい検定条件はハイ
ブリッドを形成するために存在する２つの核酸鎖間の相補性を決定する。その厳しさは、
プローブ：標的ハイブリッドおよびプローブ：非標的ハイブリッド間の安定性の差を最大
化するために選択される。
　プローブは、公知の方法によって本発明の核酸から製作される。例えば、プローブのＧ
＋Ｃ構成およびプローブの長さは標的配列に結合するプローブに影響を与えることができ
る。プローブの特異性を最適化するための方法は、文献「Sambrook et al., supra, or A
usubel et al., Short Protocols in Molecular Biology, Fourth Ed., John Wiley & So
ns, Inc., New York, 1999」に開示されており、一般に使用することができる。
【００７０】
　ハイブリダイゼーション条件は、公知の方法、例えば「Sambrook et al. and Ausubel 
et al.」によって記述された方法を用いてそれぞれのプローブに使用することができる。
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ポリＡ ＲＮＡに富むＲＮＡまたは総細胞のＲＮＡのハイブリダイゼーションはいずれの
方法でも可能である。例えば、ポリＡ ＲＮＡに富むＲＮＡまたは総細胞のＲＮＡは固体
支持体に付着させることができ、少なくとも一つのプローブに露出された固体支持体はプ
ローブが特異的にハイブリダイゼーションすることが可能な条件の下で本発明の配列の少
なくとも一つまたは一つの一部を含む。その代わりに、本発明の配列の少なくとも一つま
たは一つの部分を含む核酸断片は、固体支持体、例えばシリコンチップ、多孔性ガラスウ
エハーまたは膜などに付着できる。固体支持体は、付着した配列が特異的にハイブリダイ
ゼーションできる条件の下でサンプルからポリＡ ＲＮＡまたは総細胞のＲＮＡに露出で
きる。このような固体支持体とハイブリダイゼーション方法は広く使用可能であり、例え
ば、ＢｅａｔｔｉｅによってＷＯ９５／１１７５５（１９９５）に記述されている。配列
番号２の配列を有するタンパク質をコードする核酸の発現を上方または下方調節する薬剤
に露出された細胞群および非処理細胞群から得たＲＮＡサンプルを特異的にハイブリダイ
ゼーションするために、与えられたプローブの活性を測定することにより、同定する。
【００７１】
　ｍＲＮＡの定性および定量分析のためのハイブリダイゼーションは、ＲＮＡ分解酵素保
護法(RNase protection assay)（例えば、RPA, Ma et al. (1996), Methods 10: 273-238
参照）の使用によって行われ得る。簡単に、遺伝子産物をコードするｃＤＮＡおよびファ
ージ特異的ＤＮＡ依存ＲＮＡポリメラーゼプロモーター（例えば、Ｔ７、Ｔ３またはＳＰ
６ ＲＮＡポリメラーゼ）を含む発現媒体はｃＤＮＡ分子の３’末端、ファージプロモー
ターの下流を線形化し、このように線形化された分子はその後で試験管内で転写によって
ｃＤＮＡの標識付きアンチセンスの転写物を合成するための鋳型として使用される。標識
付き転写物は、８０％ホルムアミド、４０ｍＭパイプ(pipes)、ｐＨ６．４、０．４Ｍ Ｎ
ａＣｌおよび１ｍＭ ＥＤＴＡを含む緩衝溶液で４５℃で一晩培養することにより、単離
されたＲＮＡ混合物（例えば、総ｍＲＮＡまたは分別されたｍＲＮＡ）にハイブリダイゼ
ーションされる。ハイブリッドは、４０μＬ／ｍＬリボヌクレアーゼＡおよび２μＬ／ｍ
Ｌリボヌクレアーゼを含む緩衝溶液で分解される。外部タンパク質の抽出および不活性化
の後、サンプルは分析のための尿素／ポリアクリルアミドゲルにロードする。
【００７２】
　別の検定法は、インスタント遺伝子産物の発現に影響する薬剤の同定のために、生理学
的に本発明の遺伝子産物を発現する細胞または細胞株は一番目に同定される。また、同定
された細胞および／または細胞株は、転写機構の調節能力などの必須的な細胞組織を含み
、適切な表面形質導入構造および／または細胞質カスケードを有する外部接触薬剤によっ
て維持される。しかも、このような細胞または細胞株は、インスタント遺伝子産物のコー
ディングに使用可能な非翻訳された５’プロモーター含有構造の遺伝子が一つまたはそれ
以上の抗原性の断片と融合されてインスタント遺伝子産物を作る。前記断片は、前記プロ
モーターの転写的調節の下でポリペプチドとして発現される。このプロモーターの分子量
は自然的に存在するポリペプチドとは区別されるか、あるいは免疫学的に別個のタグまた
はその他の検出マーカーを含むことができる。このような過程は当業界によく知られてい
る（Sambrook et al., supra参照）。
【００７３】
　前述したように形質導入またはトランスフェクションされた細胞または細胞株は、適切
な環境の下で試薬に露出される。例えば、薬剤学的に使用可能な賦形剤内で、試薬は生理
学的ｐＨにおけるリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）、生理学的ｐＨにおけるＢＳＳ(Eagle
s balanced salt solution)などの水溶性生理学的バッファ内で細胞に露出され、血清を
含むＰＢＳまたはＢＳＳ、あるいはＰＢＳまたはＢＳＳおよび／または血清を含む調節さ
れた培養液で細胞を３７℃で培養する。このような条件は当業者の判断によって調節でき
る。次に、試薬に露出された前記細胞は分裂でき、溶解物のポリペプチドは断片化される
。ポリペプチド断片は集められ、抗体に接触した断片は免疫学的検定法（例えば、ＥＬＩ
ＳＡ、免疫沈降またはウエスタンブロット）で行うことができる。「試薬に露出された」
サンプルから単離されたタンパク質全体は、賦形剤に露出された細胞の対照サンプルと比
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較でき、対照サンプルと比較して「試薬に露出された」サンプルから免疫学的に発生した
シグナルの増加または減少は試薬の有効性区別に使用できる。
【００７４】
Ｈ．膵臓癌関連タンパク質のレベルまたは少なくとも一つの活性を調節する薬剤を同定す
る方法
　本発明の他の実施例は、本発明のタンパク質、例えば配列番号２のアミノ酸配列を有す
るタンパク質などのレベルまたは少なくとも一つの活性を調節する薬剤を同定する方法を
提供する。このような方法または検定は、所定の活性を観察または発見する手段として活
用でき、特に膵臓癌治療薬剤の同定に非常に有用である。
【００７５】
　一つの形式において、本発明のタンパク質の相対量は、薬剤に露出、測定されなければ
ならない細胞群と露出されていない調節細胞群とを比較して検定できる。このような形式
において、特定の抗体などのプローブは他の細胞群におけるタンパク質の特異的発現を観
察することに用いられる。細胞系または細胞群は測定されるべき薬剤に適切な環境と時間
の条件下で露出される。細胞の溶解物は露出された細胞系または細胞群、および露出され
ていない調節細胞系または細胞群から製造できる。前記細胞の溶解物はプローブを用いて
分析される。
【００７６】
　抗体プローブは、ペプチド、ポリペプチドまたは本発明のタンパク質が十分な長さであ
り、あるいは適当なキャリア（保菌者）に接合した免疫原性を強化する必要がある場合、
これらを使用した適切な免疫プロトコルで適当な哺乳類宿主を免疫させることにより製造
できる。キャリア、例えばＢＳＡ、ＫＬＨまたは他のキャリアタンパク質などを有する免
疫接合を製造する方法は、公知の技術である。幾つかの環境ではカルボジイミド試薬を使
用する直接接合が効果的であり得る。他の状況では、Ｐｉｅｒｃｅ Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｃ
ｏ．（Ｒａｃｋｆｏｒｄ、ＩＬ）から提供される連結試薬がハプテン接近可能性の提供に
理想的であり得る。ハプテンペプチドは、例えばキャリアとの連結を容易にするために、
システイン残基または処々に置かれたシステイン残基と共にアミノまたはカルボキシ末端
まで延長できる。免疫原の投与は一般に注射で行われるが、適当な時間と適当な補助薬を
使用し、これは公知の技術である。免疫化日程の間、抗体力価は抗体形成の妥当性を決定
することに用いられる。
【００７７】
　このような方式で生産されたポリクローナル抗血清は、幾つかの外用薬と医薬組成物に
適し、モノクローナル調剤を使用することがさらに好ましい。所定のモノクローナル抗体
を分泌する不死化細胞系は、ＫｏｈｌｅｒおよびＭｉｌｓｔｅｉｎ((1975) Nature 256: 
495-497)の標準方法を使用し、あるいはリンパ球または脾臓細胞の不死化をもたらす変形
を使用することにより製造できる。これは公知の技術である。所定の抗体を分泌する不死
化細胞系は、ペプチドハプテン、ポリペプチドまたはタンパク質が抗原である免疫測定法
によって区分される。所定の抗体を分泌する適切な不死化細胞の培養が同定されると、細
胞はインビトロ(in vitro)で培養され、あるいは腹水(ascites fluid)で生産される。
【００７８】
　その後、所定のモノクローナル抗体は、培養上澄み液または腹水上澄み液から回収され
る。モノクローナル抗体、または免疫学的に重要な（抗原と結合する）部分を含んでいる
ポリクローナル抗血清の断片は、拮抗剤だけでなく、完全な抗体として使用できる。Ｆａ
ｂ、Ｆａｂ’または好ましくはＦ（ａｂ’）２などの免疫学的に反応する（抗原と結合す
る）抗体断片を特に治療環境で使用することは、全体免疫グロブリン抗体に比べて一般に
免疫性が低下する。
【００７９】
　抗体または抗原と結合する断片は、また、現代技術を用いて組み換え型手段によって生
産できる。特に、所定のタンパク質部分に結合する抗体部位は、タンパク質の所定の区域
を結合させる抗体区域は、人体に適応したヒト化抗体などの多数種起源のキメラの環境で
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生産できる。
【００８０】
　前記方法で検定された薬剤は、任意に選択されるか、あるいは論理的に選択、考案でき
る。言及したように、薬剤が任意に選択されたということは、薬剤を本発明のタンパク質
の群集が単独でまたは関連基質、接合パートナーなどが含まれた種の配列が考慮されない
ままで任意に選択されたときをいう。任意に選択された薬剤は、例えば化学ライブラリー
またはペプチド結合ライブラリー、あるいは微生物の培養液として使用される。
【００８１】
　前述したように、薬剤が論理的に選択または考案されるということは、目標部位の配列
と薬剤の作用に関連してそれの構造を考慮して計画された根拠に基づいて薬剤が選択され
たときをいう。薬剤は、このような部位を構成するペプチド配列を用いることにより、論
理的に選択または考案され得る。例えば、論理的に選択されたペプチド薬剤は、アミノ酸
配列が一致するペプチドまたは機能的に一致する部位の誘導体になれる。
【００８２】
　本発明の薬剤は、例えばペプチド、小さい分子、ビタミン誘導体および炭水化物になれ
る。優性ネガティブ(dominant negative)タンパク質、このようなタンパク質をコードし
たＤＮＡ、このようなタンパク質の抗体、このようなタンパク質のペプチド断片またはこ
のようなタンパク質の模倣体は、機能に影響を及ぼすために挿入できる。「模倣体(Mimic
)」は、局所解剖学的、機能的には親ペプチドと類似であるが、化学的には親ペプチドと
異なる構造を提供するために、ペプチド分子の一つまたは多数の部位の変形を呼ぶ用語で
ある（参考：Grant in: Molecular Biology and Biotechnology, Meyers, ed., pp. 659-
664, VCH Publishers, Inc., New York, 1995）。熟練した当業者は、本発明の薬剤の構
造的な本質においては限界がないことを容易に知ることができる。
【００８３】
　本発明のペプチド薬剤は、周知の如く、標準固体相（または溶液相）ペプチド合成方法
を用いて製造できる。しかも、このようなペプチドをコードしたＤＮＡは商用の核酸合成
手段によって合成でき、標準組み換え型生産システムを用いて組み換え型に生産できる。
コードされた非遺伝子アミノ酸が含まれなければならない場合、固体相のペプチド合成を
用いて生産することが必要である。
【００８４】
　本発明の別の種類の薬剤は、本発明のタンパク質の決定的位置と免疫反応を行う抗体で
ある。抗体薬剤は、抗体によってターゲットと定められるタンパク質の部分を抗原区域部
位として含むペプチドと適当な哺乳類個体の免疫によって獲得できる。
【００８５】
Ｉ．膵臓癌に関連したタンパク質の少なくとも一つの活性または発現を調節する薬剤の使
用
　実施例で言及したように、配列番号２のアミノ酸配列を有する本発明のタンパク質と核
酸は、膵臓癌組織で差別的に発現される。例えば作用薬剤または拮抗剤などのタンパク質
の少なくとも一つの活性あるいはタンパク質の発現を調整(modulate)あるいは上方または
下方調節(up- or down-regulate)する薬剤は、タンパク質の機能および活性に連関した生
物学的、病理学的過程を調節するために使用できる。これは本発明の同族体および類似体
として使われるものとして同定された薬剤を含む。
【００８６】
　前述したように、個体はいずれの哺乳動物も可能であるが、哺乳類が本発明のタンパク
質によって伝達される病理的または生物学的過程の調節を必要とする限りはそうである。
「哺乳動物」という用語は、哺乳類種に属する個体をいう。本発明は特にヒト個体の治療
に有用である。
【００８７】
　病理的過程は、有害効果を作り出す生理学的過程の範疇のことをいう。例えば、本発明
のタンパク質の発現は、細胞培養成長(cell growth)または過形成(hyperplasia)と関連が
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あり得る。前述したように、薬剤が過程の度合いまたは深刻性を減少させるときを、薬剤
が病理的過程を調節するという。例えば、本発明のタンパク質の少なくとも一つの活性ま
たは発現を調整あるいは上方または下方調節する薬剤の投与によって疾病の経過が調節さ
れるかあるいは癌が予防され得る。
【００８８】
　本発明の薬剤は、単独で、あるいは特定の病理的過程を調節する他の薬剤と結合して提
供できる。例えば、本発明の薬剤は、他の周知の薬物と結合して投与できる。前述したよ
うに、２つの薬剤が結合して投与されるというのは、２つの薬剤が同時に投与される場合
、あるいは薬剤が同時に作用する方式で個別的に投与される場合をいう。
【００８９】
　本発明の薬剤は、非経口、皮下、静脈内、筋肉内、腹膜内、経皮または口腔的経路によ
って投与できる。投与された投薬は、受容者の年齢、健康および体重、同時治療の種類、
治療の種類、並びに所定の効果の本質によって異なる。
【００９０】
　また、本発明は、本発明のタンパク質の少なくとも一つの活性または発現を調節する一
つ以上の薬剤を含む混合物を提供する。個別的な要求は多様であるが、各成分の効果的な
量の最適範囲を決定することは周知の技術に属する。典型的な投薬量は０．１～１００μ
ｇ／ｋｇ（体重）である。最も好ましい投薬量は０．１～１μｇ／ｋｇ（体重）である。
【００９１】
　薬理作用を有する薬剤と共に、本発明の混合物は作用部位への伝達のために薬理的に利
用できるように活性構成成分を調製する過程を容易にする添加剤と補助剤からなる適当な
薬理学的に許容可能なキャリアを含む。非経口投薬の適当な剤形は水溶性塩などの水溶性
形態の活性構成成分水溶液を含む。また、適切な油性注入懸濁液として活性構成成分の懸
濁液が投与できる。水性注入懸濁液は懸濁液の粘性を増加させることが可能な物質を含む
が、例えばカルボキシメチルセルロースナトリウム、ソルビトールおよびデキストランで
ある。選択的に、懸濁液は安定剤を含むこともできる。また、リポソームは、細胞に伝達
するために薬剤をカプセルに入れることに使用できる。
【００９２】
　本発明に係る全身投与のための薬剤の剤形は、腸、非経口または局部性の投薬のために
製造できる。実際に、この３類型の剤形は主成分の全身投薬を可能にするために同時に使
用できる。
【００９３】
　経口投薬のための適当な剤形は、堅いまたは柔らかいゼラチンカプセル、丸薬、コート
された錠剤を含む錠剤、エリキシル剤、懸濁液、シロップまたは吸入剤を含み、それらの
放出制御型を含む。
【００９４】
　本発明に係る方法を行うとき、本発明の混合物は単独でまたは組み合わせの形態で使用
されるか、あるいは他の治療薬または診断薬と組み合わせて使用される。詳細な説明にお
いて、本発明の混合物は、一般に許容された医療行為に従い、このような病気に対して大
体は所定の他の混合物と共に投与できる。本発明の混合物は、通常、例えばヒト、羊、馬
、牛、豚、犬、猫、マウス、ラットなどの哺乳動物の生体内または試験管内で利用できる
。
【００９５】
Ｊ．結合パートナーを同定する方法
　本発明の別の詳細な説明では、本発明のタンパク質の結合パートナーを同定し単離する
方法を提示している。一般に、本発明のタンパク質は、本発明のタンパク質と潜在的な結
合パートナーとの会合が許容される状況で細胞の部分断片、または抽出物あるいは潜在的
な結合パートナーと混合される。混合の後、ペプチド、ポリペプチド、タンパク質、また
は本発明のタンパク質に会合する他の分子が混合物から分離される。本発明のタンパク質
に結合した結合パートナーは、除去された後、分解される。結合パートナーを同定し単離
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するために、配列番号２の完全なアミノ酸配列を含むタンパク質が使用される。その代案
として、タンパク質の断片が使用されてもよい。
【００９６】
　前述したように、細胞抽出物とは、溶解細胞または破壊細胞から作られた部分または調
剤をいう。細胞抽出物の好適な根源は、癌腫からの組織培養細胞または生検組織などの形
質転換細胞またはヒト腫瘍から派生した細胞である。代案として、細胞抽出物は正常組織
または利用可能な細胞系から準備できる。
【００９７】
　細胞抽出物を獲得するための多様な方法がある。細胞は物理的または化学的破壊方法を
用いて破壊できる。物理的な破壊方法の例には超音波分解および機械せん断があり、これ
に限定されない。化学的細胞溶解方法の例には界面活性剤溶解と酵素溶解があり、これに
限定されない。熟練した当業者は、本方法を用いて抽出物を獲得するために細胞抽出物を
準備する方法を容易に適用することができる。
【００９８】
　細胞抽出物が準備されると、この抽出物はタンパク質と結合パートナーとの会合が発生
しうる状況で本発明のタンパク質と混合される。多様な環境が使用できるが、最も好まし
い環境はヒト細胞の細胞質と非常に類似な環境である。オスモル濃度、ｐＨ、温度、およ
び使用された細胞抽出物の濃度などの特徴は、タンパク質と結合パートナーとの会合を最
適化するように変更できる。最適化のために多様化できる。
【００９９】
　適切な環境で混合した後、結合した合成物は混合物から分離される。混合物を分離する
ための多様な技術が利用できる。例えば、本発明のタンパク質に特殊な抗体が、結合パー
トナー合成物を免疫沈降するために使用できる。代案として、一般な化学分離技術、例え
ばクロマトグラフィーおよび密度／沈殿物遠心分離などが使用できる。
【０１００】
　抽出物の非会合細胞成分を除去した後、結合パートナーは従来の方法を用いて合成物か
ら分離できる。例えば、塩濃度または混合物のｐＨを変更することにより分離できる。
【０１０１】
　混合された抽出物から会合した一対の結合パートナーを分離することに役に立つために
、本発明のタンパク質は固体支持体に固定される。例えば、タンパク質はニトロセルロー
スマトリクスまたはアクリルビーズに付着できる。タンパク質を固体支持体に付着させる
ことは、ペプチド／結合パートナーの一対を抽出物の他の成分から分離することに役に立
つ。同定された結合パートナーは、単独のタンパク質または２つ以上のタンパク質からな
る合成物である。代案として、結合パートナーはＴａｋａｙａｍａ ｅｔ ａｌ．（１９９
７）の手続きによるＦａｒ－Ｗｅｓｔｅｒｎ検定、文献「Methods Mol. Biol. 69: 171-1
84」または文献「Sauder et al. (1996), J. Gen. Virol. 77: 991-996」の方法を用いて
同定でき、あるいはエピトープ標識タンパク質またはＧＳＴ融合タンパク質の使用によっ
て同定できる。
【０１０２】
　その代案としては、本発明の核酸分子は、酵母の２つのハイブリッドシステム(yeaste 
two-hybrid system)または他の生体内タンパク質－タンパク質結合分析装置に使用できる
。酵母の２つのハイブリッドシステムは、他のタンパク質パートナー対を同定することに
使用されてきた。前述した核酸分子を使用することに容易に利用できる。
【０１０３】
Ｋ．膵臓癌に関連したタンパク質の結合パートナーの使用
　一応単離すると、前述した方法を用いて得た本発明に係るタンパク質の結合パートナー
、およびその同族体および類似体は、多様な目的のために使用できる。結合パートナーは
、従来の技術を用いて結合パートナーを結合させる抗体を生成するために使用できる。結
合パートナーを結合させる抗体は、本発明に係るタンパク質によって仲裁された生物学的
または病理学的工程を調節するための治療剤として使用でき、あるいは結合パートナーを
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精製するために、本発明に係るタンパク質の活性を検査するために使用できる。これらの
用途は詳しく後述する。
【０１０４】
Ｌ．膵臓癌関連タンパク質と結合パートナーとの会合を阻害する薬剤を同定する方法
　本発明の別の様態は、本発明に係るタンパク質と結合パートナーとの会合を減少または
阻害する薬剤を同定する方法を提供する。詳しくは、本発明に係るタンパク質は、テスト
する薬剤があるとき、およびテストする薬剤がないときに結合パートナーと混合される。
タンパク質の会合を許容する条件の下で混合した後、薬剤が本発明に係るタンパク質と結
合パートナーとの会合を減少または阻害したかを決定するために、２つの混合物を分析比
較する。本発明に係るタンパク質と結合パタートナーとの会合を阻害または減少させる薬
剤は、テスト用薬剤を含むサンプルに存在する会合量を減少させるものと確認されるであ
ろう。
【０１０５】
　前述したように、薬剤が存在して、結合パートナーが本発明に係るタンパク質と会合す
る度合いを減少または阻害させるとき、薬剤が本発明に係るタンパク質と結合パートナー
との会合を減少または阻害するものと確認される。ある部類の薬剤は、別の部類の薬剤が
本発明に係るタンパク質に結合することによりその会合を減少または阻害する間に結合パ
ートナーに結合することにより、会合を減少または阻害するであろう。
【０１０６】
　前記検査に使用された結合パートナーは、単離したものであってもよく、完全に特性を
与えたタンパク質であってもよく、本発明に係るタンパク質または細胞抽出物に存在する
ものと確認された結合パードナーに結合した部分的に特性を与えたタンパク質であっても
よい。結合パートナーが確認可能な性質、例えば分子量などの性質を持っているならば、
本発明に係る検査が使用できることは当業者には明白であろう。
【０１０７】
　前記方法で検査された薬剤は、無作為抽出によって選択されるか、あるいは合理的に選
択または設計できる。この際、本発明に係るタンパク質と結合パートナーの会合に連関し
た特異的な配列を考慮せず薬剤が無作為に選択されるとき、薬剤は無作為に選択される。
無作為に選択された薬剤の実例は、化学ライブラリーまたはペプチド組み合わせライブラ
リーまたは有機体の成長培養液の使用である。
　前述したように、ターゲット部位の配列および／または薬剤の作用と連関した配列を考
慮する作為的な根拠に基づいて薬剤が選択されるとき、薬剤は合理的に選択／設計される
。本発明に係るタンパク質に対する結合パートナーの接触部位を構成するペプチド配列を
用いることにより、薬剤は合理的に選択または設計できる。例えば、合理的に選択された
ペプチド薬剤は、アミノ酸配列が結合パートナーに対する本発明に係るタンパク質の接触
部位と同一のペプチドであり得る。このような薬剤は、結合パートナーに結合することに
より、本発明に係るタンパク質と結合パートナーとの会合を減少または阻害するであろう
。
【０１０８】
　本発明に係る薬剤は、例えば炭水化物だけでなく、ペプチド、小分子またはビタミン誘
導体である。当業者であれば、本発明に係る薬剤の構造的な性質に対しては制限がないこ
とを容易に認識するであろう。
【０１０９】
　本発明に係るある部類の薬剤は、アミノ酸配列が本発明に係るタンパク質のアミノ酸配
列に基づいて選択されるペプチド薬剤である。本発明に係るペプチド薬剤は、本発明の技
術分野で知られている標準固相（または溶液相）ペプチド合成法を用いて製造することが
できる。しかも、これらのペプチドをコードするＤＮＡは、商業的に活用可能なオリゴヌ
クレオチド合成機構を用いることにより合成でき、標準組み換え体製造システムを用いる
ことにより組み換え的に製造できる。アミノ酸のコードされた非遺伝子が含まれる場合に
は、固相ペプチド合成を用いた製造を必要とする。
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【０１１０】
　本発明に係る別の部類の薬剤は、本発明に係るタンパク質または結合パートナーの決定
的な位置と免疫反応性を有する抗体である。前述したように、抗体は、ペプチドとして適
切な哺乳類検体を免疫させることにより得ることができ、抗原性部位、本発明に係るタン
パク質または結合パートナーのこれらの部分として含むことができ、抗体によってターゲ
ットになるものと意図される。
【０１１１】
　後述するように、本発明に係るタンパク質の活性に関連した重要な最小限の残基配列は
、２つのハイブリッドスクリーニングおよび潜在的に連関した分子の確認に対するおとり
として効果的に使用できる機能的な線形ドメインを定義する。このような断片を使用する
と、全長の分子を使用することに対立したものであって、スクリーニングの特異性が非常
に増加するであろう。これと同様に、この線形配列は親和度マトリクスとして使用でき、
生化学的親和度精製方法を用いて結合タンパク質を単離させるために使用できる。
【０１１２】
Ｍ．膵臓癌に関連したタンパク質と結合パートナーとの会合を阻害する薬剤の使用
　実施例に示したように、配列番号２のアミノ酸配列を有する本発明に係るタンパク質お
よび核酸は、膵臓癌組織で差別的に発現される。確認されたタンパク質の同族体および類
似体を含む本発明に係るタンパク質の結合パートナーとの相互作用を減少または阻害する
薬剤は、タンパク質の機能および活性に連関した生物学的および病理学的過程を調節する
ために使用できる。
【０１１３】
　ここで、検体は本発明に係るタンパク質によって仲介された病理学的または生物学的過
程の調節を必要とする哺乳類であれば、いずれの哺乳類でも使用できる。「哺乳類」とい
う用語は、哺乳類綱に属する個体を意味する。本発明は特にヒト検体の治療に有用である
。
【０１１４】
　病理学的な方法は、有害効果を発生させる生物学的過程のカテゴリーを意味する。例え
ば、本発明に係るタンパク質の発現は細胞成長または過形成と連関できる。ここで、薬剤
が方法の度合いまたは強度を減少させるとき、薬剤が病理学的過程を調節するとする。例
えば、膵臓癌が予防でき、あるいは本発明に係るタンパク質と結合パートナーとの相互作
用を減少または阻害する薬剤を投入することにより疾病の進行が調節できる。
【０１１５】
　本発明に係る薬剤は、非経口、皮下、静脈内、筋肉内、腹腔内、経皮性または口腔の経
路を介して投入できる。選択的に又は同時に、経口の経路を介して投入できる。投入され
た投薬量は受容者の年齢、健康状態および体重、伴う治療剤の種類、もし在れば、治療の
頻度および好適な効果の性質によって決定されるであろう。
【０１１６】
　また、本発明は、本発明に係るタンパク質と結合パートナーとの会合を阻害する一つま
たはそれ以上の薬剤を含む組成物をさらに提供する。個体の要求が変わるにつれて、各構
成要素の効果的な量の適正範囲は本発明の技術分野で決定することができる。一般な投薬
量は体重（ｋｇ）当り０．１～１００μｇである。好適な投薬量は体重（ｋｇ）当り０．
１～１０μｇである。最も好ましい投薬量は体重（ｋｇ）当り０．１～１μｇである。
【０１１７】
　薬理的活性薬剤に加えて、本発明の組成物は、作用部位に伝達するために薬学的に使用
できる製剤に、活性化合物を加工する添加剤または補助剤を含む、適切に薬学的に許容さ
れたキャリアを含有することができる。非経口投与のための適切な剤形は水溶性型の活性
化合物、例えば水溶性塩の水溶性溶液を含む。さらに、適切な油性注射懸濁液として活性
化合物の懸濁液を投入することができる。適切な脂肪親和性の溶媒またはビヒクルは、脂
肪油、例えばコマ油、または合成脂肪酸エステル、例えばオレイン酸エチルまたはトリグ
リセリドを含む。水溶性注射懸濁液は懸濁液の粘性度を増加させる物質、例えばカルボキ
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シルメチルセルロースナトリウム、ソルビトール、および／またはデキストランを含むこ
とができる。選択的に、懸濁液は安定化剤をさらに含むことができる。また、細胞内への
薬剤の伝達のためのカプセル化を行うためにリポソームを使用することができる。
【０１１８】
　本発明に係る組織的な投与のための薬剤学的剤形は、腸管、非経口または局所投与のた
めに剤形化できる。事実上、全ての３タイプの剤形は活性成分の組織的な投与のために同
時に使用できる。
【０１１９】
　経口投与のための適切な剤形は、硬質または軟質ゼラチンカプセル、丸薬、コートされ
た錠剤を含む錠剤、エリキシル剤、懸濁液、シロップまたは吸入剤、およびそれらの放出
制御型を含む。
【０１２０】
　本発明の方法を実施するにおいて、本発明の化合物は、単独でまたは組み合わせて使用
し、あるいは他の治療薬または診断薬と組み合わせて使用する。好適な様態において、本
発明の化合物は、一般に許容される医療行為による条件のために、一般に処方される他の
化合物と共に投与できる。本発明の化合物は、通常、例えばヒト、羊、馬、牛、豚、犬、
猫、ラットおよびマウスなどの哺乳類の生体内または試験管内で使用できる。
【０１２１】
Ｎ．合理的な製薬デザインおよび組み合わせ化学
　本発明はさらに合理的な製薬デザインおよび組み合わせ化学を含む。当業者は、膵臓癌
治療のために開発できる化合物を確認することに本発明を利用および開発するための適切
な方法を認識するであろう。ポリペプチドに関連した合理的な製薬デザインは、相互作用
するデザインされた製薬によって１次ペプチドを確認および定義し、１次ターゲットペプ
チドを用いて２次ペプチドに対する必要条件を定義する。このように定義された必要条件
で、全てまたは実質的に全て定義された必要条件に合う適切なペプチドまたは非ペプチド
を誰でも探し出し、準備することができる。よって、合理的な製薬デザインの一つの目標
は、例えば超過または未満の有力なリガンド形態の薬剤を形成するために、関心の対象と
なるまたはそれらと相互作用する小分子（例えば、アゴニスト、拮抗剤、ナル化合物）の
生物学的に活性を有するポリペプチドの構造的または機能的類似体を製造することである
(Hodgson (1991), Bio. Technology 9:19-21参照)。組み合わせ化学は、化合物の生物活
性を一つずつの代わりに一挙に合成およびテストする科学であり、その目的は以前に可能
であったものより迅速且つより経済的に薬剤および物質を見い出すことである。最近、コ
ンピュータを用いたタンパク質モデリングおよび新薬開発の接近法の開発によってさらに
直接に合理的な薬剤デザインおよび組み合わせ化学が関連している（米国特許４，９０８
，７７３、同５，８８４，２３０、同５，８７３，０５２、同５，３３１，５７３および
同５，８８８，７３８参照）。
【０１２２】
　分子モデリングを合理的な薬剤デザインおよび組み合わせ化学のための道具として使用
することが、コンピュータグラフィックの導入によって非常に増加している。コンピュー
タスクリーンの三次元像で分子を見せることが可能であるうえ、巨大分子、例えば酵素、
受容体、およびテストする合理的にデザインされた誘導体分子などの相互作用を検査する
ことが可能になる(Boorman (1992), Chem. Eng. News 70:18-26参照)。使用者に親しいソ
フトウェアおよびハードウエアの莫大な量が現在使用中であり、事実上全ての製薬会社は
合理的な製薬デザインに努力を傾けるコンピュータモデリンググループを持っている。例
えば、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎｓ社(www.msi.com)は、使用者がアミノ
酸配列から出発してタンパク質またはポリペプチドの二次元または三次元像のモデルを作
り出し、これを他の二次元および三次元モデルと比較して化合物、薬剤およびペプチドと
三次元モデルとの相互作用を実時間で分析することが可能な非常に複雑な幾つかのプログ
ラムを販売する。したがって、本発明の一実施例では、相互作用する本発明に係るタンパ
ク質および分子の部位（「結合パートナー」と総括して指す。）を他の分子、例えばペプ
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チド、ペプチド類似体(peptidomimetics)および化学物質などと比較して治療作用が予測
可能となるように設計するためにソフトウェアが使用される(Schneider (1998), Genetic
 Engineering News December: page 20; Tempczyk et al. (1997), Molecular Simulatio
ns Inc. Solutions April; and Butenhof (1998), Molecular Simulations Inc. Case No
tes (August 1998) for a discussion of molecular modeling参照)。
【０１２３】
　Ｏ．遺伝子治療
　別の実施例では、タンパク質の機能および活性に関連した生物学的および病理学的過程
を調節する手段として遺伝子治療が使用できる。これは、プロモーターまたはエンハンサ
ーに作動可能に連結され、前記タンパク質の発現が前記癌の抑制を引き起こし、ここで前
記プロモーターまたはエンハンサー要素が遺伝子構造物を調節するプロモーターまたはエ
ンハンサー要素である、全ての配列番号２の配列または少なくとも一部分を含むタンパク
質をコードする遺伝子構造物、または選択的に全ての配列番号１の非コーティング部位ま
たは一部分を含む遺伝子構造物を癌細胞内に挿入する段階を含む。
【０１２４】
　前述した構造物は、前記タンパク質の発現は全て適切なプロモーター（例えば、ヒトサ
イトメガロウイルス(cytomegalovirus、ＣＭＶ)、シミアンウイルス４０（ＳＶ４０）、
またはメタロチオネインプロモーター(metallothionein promoters)の指示を受け、全て
の適切な哺乳類調節要素によって調節できる。例えば、好ましくは神経細胞、Ｔ細胞、ま
たはＢ細胞内の遺伝子発現を優先的に指示するものと知られているエンハンサーは、発現
を指示するように使用できる。使用されたエンハンサーは、制限なく、その発現に特異的
な組織または細胞として特定付けられたものを含むことができる。代案として、もしＬＢ
ＦＬ３１３のゲノムクローンが治療構造物（例えば、後で、前述した核酸分子でハイブリ
ダイゼーションさせることにより単離させるもの）として使用されるならば、同族調節配
列によって、好ましくは前記全てのプロモーターまたは調節要素を含んで、異種起源に由
来した調節配列によって調節が仲裁できる。
【０１２５】
　癌細胞内に構造物を挿入させることは、生体内、例えばウイルスまたはプラスミドベク
ター内で行われる。また、このような方法は、試験管内における用途としても活用できる
。このため、本発明に係る方法は、細胞が試験管内で遺伝的に変形されてから宿主に投与
されるか、あるいは特にこのような治療法に適したベクターを含む適切な多数の方法を用
いて生体内で実施された遺伝子変形の一つである他の形態の遺伝子治療法に容易に活用す
ることができる。
【０１２６】
　レトロウイルスベクター、アデノウイルスベクター、アデノ連関ウイルスベクター、ま
たは癌に関連する細胞（例えば、上皮細胞）に対して適切な屈性を持つ他のウイルスベク
ターは、治療遺伝子構造物に対する遺伝子伝達運搬システムとして使用できる。この目的
に有用な多数のベクターは一般に知られている(Cozzi PJ, et al., (2002) Prostate, 53
(2):95-100; Bitzer M, Lauer U., (2002) Dtsch Med Wochenschr. 127(31-32):1623-162
4; Mezzina and Danos (2002), Trends Genet. 8:241-256; Loser et al. (2002) Curr. 
Gene Ther. 2:161-171; Pfeifer and Verma (2001), Annu. Rev. Genomics Hum. Genet. 
2:177-211)。レトロウイルスベクターは、特に臨床セッティングでは十分開発されて使用
されてきた(Anderson et al. (1995)、米国特許第５，３９９，３４６号)。非ウイルス接
近法も、癌を経験するものと他の方法で予測された細胞内に治療ＤＮＡを導入することに
使用できる(Jeschke et al. (20002) Curr. Gene Ther. 1:267-278; Wu et al. (1988), 
J. Biol. Chem. 263:14621-14624; Wu et al. (1989), J. Biol. Chem. 264:16985-16987
)。例えば、リポフェクション、アシアロロソヌコイドポリリシンコンジュゲーション(as
ialorosonucoid polylysine conjugation)、またはより少し好ましくは手術の条件下にお
ける顕微注射によって遺伝子はニューロンまたはＴ細胞内に導入できる。
　前述した方法のいずれでも治療核酸構造物は、好ましくは癌発病部位に（例えば、注射
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によって）好ましく適用される。ところが、癌発病付近の組織、または癌を経験するもの
と予測される細胞を供給する血管に適用できる。
【０１２７】
Ｐ．形質転換動物
【０１２８】
　配列番号１のｃＤＮＡ配列に相応する操作された遺伝子または変種、特定の遺伝子が欠
如された遺伝子、または配列番号２のポリペプチド配列をコードしたオープンリーディン
グフレーム、あるいは少なくとも３、４、５、６、１０、１５、２０、２５、３０、３５
の連続的な配列を有するそれらの断片またはアミノ酸残基からなる形質転換動物も本発明
に属する。形質転換動物は遺伝的に操作された。形質転換動物は、遺伝的に操作された動
物のことをいうもので、組み換え体、外因またはクローン遺伝子物質が実験上転移された
ことをいう。このような遺伝子物質は、通常「トランス遺伝子(transgene)」と呼ぶ。こ
のように配列番号１の形態を有する場合、トランス遺伝子の核酸配列は特定の核酸配列が
一般に発見されないゲノムの遺伝子座であるいはトランス遺伝子の一般な遺伝子座で統合
できる。トランス遺伝子は標的動物種よりは同種あるいは異種のゲノムに由来した核酸配
列からなっている。
【０１２９】
　発明の詳細な説明において、配列番号１からなる遺伝子の全体または一部が削除された
形質転換動物を作ることができる。このような配列番号１に相応する遺伝子が少なくとも
一つのイントロンを含んでいる場合、全体遺伝子（全てのエクソン、イントロンおよび調
節配列）が削除できる。その代案として、全体遺伝子より少ない部分が削除できる。例え
ば、一つのエクソンまたはイントロンが削除され、本発明のタンパク質の操作された変形
を発現する動物を生産することができる。
【０１３０】
　「生殖細胞系遺伝子導入動物(germ cell line transgenic animal)」とは、遺伝子変化
または遺伝子情報が生殖系細胞に挿入された後、遺伝子情報を子孫に転移させることが可
能な能力を持つ形質転換動物を呼ぶ。もし子孫が実際に幾つかあるいは全ての変化と遺伝
子情報を所有すると、それらもやはり形質転換動物になるのである。
【０１３１】
　変化または遺伝情報は、受容者が属している動物の種に対して外来であってもよく、特
定の個別受容者に対してのみ外来であってもよく、受容者によって既に所有された遺伝子
情報であってもよい。
【０１３２】
　形質転換動物を多様な方法で作り出すことができるが、その方法としては核内注入、電
気沈降、顕微注射、胚芽幹細胞内遺伝子的中、並びに組み換え体ウイルスおよびレトロウ
イルス感染などがある（米国特許４，７３６，８６６、同５，６０２，３０７、Mullins 
et al. (1993), Hypertension 22: 630-633; Brenin et al. (1997), Surg. Oncol. 6: 9
9-110; Recombinant Gene Expression Protocols (Methods in Molecular Biology, Vol.
 62), Tuan, ed., Humana Press, Totowa, NJ, 1997参考）。
【０１３３】
　多数の組み換え体または形質転換マウスが生産されたが、次のものを含んでいる：活性
化された発現遺伝子配列を発現し（米国特許４，７３６，８６６）、猿ウイルス４０Ｔ－
抗原を発現し（米国特許５，７２８，９１５）、インターフェロン調節因子１（ＩＲＦ－
１）の発現が足りず（米国特許５，７３１，４９０）、ドーパミン機能障害を示し（米国
特許５，７２３，７１９）、血圧調節に関与するヒト遺伝子の少なくとも一つを発現し（
米国特許５，７３１，４８９）、アルツハイマー病が自然的に生ずる条件と非常に類似性
を示し（米国特許５，７２０，９３６）、細胞付着を調節する能力が減少し（米国特許５
，６０２，３０７）、牛成長ホルモン遺伝子を所有しており(Clutter et al. (1996), Ge
netics 143: 1753-1760)、あるいはヒト抗体反応を起す能力がある(McCarthy (1997), La
ncet 349: 405)。
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【０１３４】
　マウスとラットが遺伝子導入実験で最もよく選択されるが、幾つかの場合では他の種の
動物を使用することがさらに好ましいまたは必須的である。遺伝子導入手続きは羊、山羊
、豚、犬、猫、猿、チンパンジー、ハムスター、ウサギ、牛、およびモルモットなどの多
様な非マウス動物を使用することにより、成功的に行われてきた(Kim et al. (1997), Mo
l. Reprod. Dev. 46: 515-526; Houdebine (1995), Reprod. Nutr. Dev. 35: 609-617; P
etters (1994), Reprod. Fertil. Dev. 6: 643-645; Schnieke et al. (1997), Science 
278: 2130-2133; and Amoah (1997), J. Animal Sci. 75: 578-585参考)。
【０１３５】
　核酸断片を組み換え体哺乳類に適した細胞に挿入する方法は、多発核酸分子の共同変換
を促進する方法であれば誰でも可能である。形質転換動物を生産する詳細な手続きは、米
国特許５，４８９，７４３と米国特許５，６０２，３０７に開示されたものを含んで当業
者には自明である。
【０１３６】
Ｑ．診断方法
　本発明のタンパク質と遺伝子が、癌にかかっていない膵臓組織と比較したときに膵臓癌
組織で特異的に発現されたため、本発明のタンパク質と遺伝子は膵臓癌を診断または監視
することに使用し、あるいは病気の進行を追跡し、癌にかかっていない膵臓組織サンプル
から膵臓細胞を分化させることに使用できる。核酸分子または本発明のタンパク質を用い
て癌を診断する一つの方法は、生きている個体から組織を獲得することである。
【０１３７】
　核酸または本発明のタンパク質分子を検出する検定は、全ての形式で可能である。核酸
分子に対する典型的な検定はハイブリダイゼーション、または形式に基づいたＰＣＲを含
む。本発明のタンパク質、ポリペプチドあるいはペプチドの検出のための典型的な検定は
、インサイチュ結合などの可能な形式で抗体プローブを使用することを含む(Harlow & La
ne, Antibodies - A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold 
Spring Harbor, NY, 1988)。好ましい実施例において、検定は適切な調節と共に実行され
る。
【０１３８】
　一般に、本発明の診断は、実施例が核酸に基づいた検定であるか、あるいはタンパク質
に基づいた検定であるかによって分類できる。幾つかの診断検定は、本発明内の突然変異
あるいは多型性(polymorphisms)、癌の異常に寄与する核酸またはタンパク質を検出する
。他の診断検定はタンパク質活動の欠陥を同定し区別するが、これは、本発明のＲＮＡま
たは癌などの病気に苦しんでいる生物のタンパク質水準と同様の実験された生物内のタン
パク質と本発明水準のＲＮＡを検出することにより行われるか、あるいは病気に苦しんで
いる生物とは異なる実験された生物内のタンパク質と本発明水準のＲＮＡを検出すること
により行われる。
【０１３９】
　また、次の詳細な説明で記載された方法と、薬剤を混合することにより迅速な検出とタ
ンパク質の活動性またはレベルの異常を同定することが可能なキットの生産も考慮された
。診断キットは、特に本発明の少なくとも一つのタンパク質の発現またはＲＮＡの水準を
決定することに使用できる本発明のタンパク質または核酸プローブまたは抗体またはこれ
らの組み合わせの突然変異形態を検出する核酸プローブまたは抗体またはこれらの組み合
わせを含む。このようなキットの検出成分は、典型的に次の薬剤の少なくとも一つと結合
して提供される。吸収能力のある支持体または結合ＤＮＡ、ＲＮＡまたはタンパク質が度
々提供される。有効な支持体は陽性に帯電した置換基の配列を持つことにより分析できる
ニトロセルロース膜、ナイロンまたは誘導されたナイロンを含む。制限酵素、調節薬剤、
緩衝液、増幅酵素、および例えば子牛胸腺または鮭精子ＤＮＡなどの非ヒトポリヌクレオ
チドの少なくとも一つがこのようなキットに提供できる。
【０１４０】
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　有用な核酸に基づいた診断技術は、直接的なＤＮＡ配列決定(direct DNA sequencing)
、勾配ゲル電気泳動(gradient gel electrophoresis)、サザンブロット分析(Southern Bl
ot analysis)、単一鎖確定分析(single-stranded confirmation analysis)、ＲＮＡ分解
酵素保護分析法(RNase protein assay)、点滴分析(dot blot analysis)、核酸増幅(nucle
ic acid amplification)、特定対立遺伝子(allele-specific PCR)、およびこのような接
近方法の組み合わせを含み、これに限定されない。このような分析の起点は、生物学的サ
ンプルから核酸を単離させ、精製させることである。組織生検は良いサンプルになれる。
核酸はサンプルから抽出され、プライマーを用いたＰＣＲなどのＤＮＡ増幅技術で増幅で
きる。当業者は、多型性の存在を確定することに有効な方法を容易に認知することができ
る。しかも、周知技術であるアドレス可能な配列技術は本発明のこのような点に適用でき
る。ポリヌクレオチド配列の特定の詳細説明はＧｅｎｅｃｈｉｐｓＴＭとして知られてお
り、米国特許５，１４３，８５４、ＷＯ０９／１５０７０および同９２／１００９２に一
般に記載されている。
【０１４１】
　多様な標識と接合技術は、当業者に自明であり、多様な核酸検定に用いられる。ＰＣＲ
あるいはハイブリダイゼーションに用いられる標識核酸を生産する方法には、微量標識、
ニックトランスレーション(nick translation)、縦断標識または標識ヌクレオチドを用い
たＰＣＲ増幅などがある。その代案として、本発明のタンパク質をコードした核酸は、ｍ
ＲＮＡプローブを生産する媒介体（ベクター）で複製できる。このような媒介体は、周知
の技術であり、商業的に利用可能であり、Ｔ７、Ｔ３またはＳＰ６などの適切なＲＮＡポ
リメラーゼと標識ヌクレオチドを添加することにより、体外でＲＮＡプローブを合成する
ことに使用できる。Ｐｈａｒｍａｃｉａ Ｂｉｏｔｅｃｈ（Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ、ＮＪ
）、Ｐｒｏｍｅｇａ（Ｍａｄｉｓｏｎ、ＷＩ）、Ｕ．Ｓ．Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ Ｃｏ
ｒｐ（Ｃｌｅｖｅｌａｎｄ、ＯＨ）などの多数の会社が、このような手続きのための実験
計画案と商業的なキットを提供している。適当なレポーター分子または標識は、放射核、
酵素、蛍光薬剤、化学発光薬剤、有色薬剤だけでなく、基質、補助因子、抑制剤、磁気粒
子などを含む。
【０１４２】
　タンパク質に基づいたより好ましい診断において、本発明の抗体は、多数の抗体が支持
体の相異なる地域に付着しており、互いに重なり合わない順序配列内の支持体に付着して
いる。当業者は、タンパク質に基づいた診断検定を容易に認知することができる。タンパ
ク質は、生物学的サンプルから獲得することができ、伝統的な接近法（すなわち、放射能
、比色または蛍光）によって標識される。本発明のタンパク質の突然変異または野生型の
公知の濃度の標識標準を用いて、研究者はサンプルから本発明のタンパク質のレベルを正
確に決定することができ、このような情報によって特定形式のタンパク質の発現レベルを
評価することができる。濃度計測の伝統的な方法もこのようなタンパク質の発現レベルま
たは濃度をより正確に決定することに使用できる。このような接近法は、大量診断分析分
野の当業者には自明なことであろう。前述したように、アドレス可能な周知の配列技術は
、本発明のこのような部分に使用でき、抗体結合パターンと診断情報を最大化しようとす
る試みであって、タンパク質の配列を破片で示す。
【０１４３】
　前述したように、本発明の遺伝子とタンパク質内の多型性の存在と検出は、癌または生
物内の類似疾患の診断を可能にする。また、抗体、本発明の遺伝子またはタンパク質の特
定の多形変形に特定な検出成分からなる診断キットを製造することも含まれる。検出薬剤
は典型的に次の薬剤の少なくとも一つの組み合わせとして提供されるであろう。吸収能力
のある支持体または結合ＲＮＡまたはタンパク質が度々提供される。このような目的に有
効な支持体は、陽性に帯電した置換基の配列を持つことにより分析できるニトロセルロー
ス膜、ナイロンまたは誘導されたナイロンとＧｅｎｅｃｈｉｐｓＴＭまたはそれらの等量
を含み、これに限定されない。逆転写酵素および／またはＴａｑポリメラーゼなどの酵素
の少なくとも一つがこのようなキットに提供できるが、これはｄＮＴＰ、緩衝液、または
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例えば子牛胸腺や鮭精子ＤＮＡなどの非ヒトポリヌクレオチドであり得る。キット検定結
果は健康医療提供者または診断試験所によって解釈できる。その代案おして、診断キット
は自己診断のために個々人に生産、販売できる。
【０１４４】
　多型性の不在または存在による疾病の診断に加えて、癌を含んだ幾つかの疾病は特定の
組織内または本発明のタンパク質発現の異常パターン内における本発明のタンパク質また
は遺伝子の非対称的水準に由来する。例えば、多様な組織内の発現水準を監視することに
より診断を行うことができ、疾病状態を同定することができる。これと同様に、特定組織
内の本発明の多様なタンパク質の発現水準の比率を決定することにより（すなわち、発現
パターン）、健康または疾病の予後が作られ得る。多様な組織内の本発明のタンパク質の
発現組織は、健康な個体だけでなく、癌に苦しんでいる個体から決定される。このような
価値は、データベースに記録され、実験された個体から得られた価値と比較される。しか
も、健康な個体と病気にかかった個体の多様な組織内発現の比率とパターンはデータベー
スに記録される。このような分析は「疾病状態プロファイル(disease state profiles)」
と呼び、一つの疾病状態プロファイル（すなわち、健康な個体または疾病にかかった個体
）とテストされた個体から出た別の疾病状態プロファイルとを比較することにより、臨床
医師は迅速に疾病の存在または不在を診断することができる。
【０１４５】
　前述した核酸とタンパク質に基づいた診断技術は、組織内の本発明の遺伝子またはタン
パク質の発現水準または量または比率を検出することに用いられる。例えば、定量ノーザ
ンハイブリダイゼーション(quantitative Northern hybridization)、インサイチュ分析(
in situ analysis)、免疫組織化学、ＥＬＩＳＡ、遺伝子チップ配列技術(genechip array
 technology)、ＰＣＲ、およびウエスタンブロットなどによって、ＲＮＡまたは本発明の
タンパク質の特定タンパク質（野生型または突然変異）の発現水準または量が迅速に決定
され、このような情報によって発現の比率が確認できる。その代案として、分析すべき本
発明のタンパク質は現在知られていないが、前述した相同性地域の少なくとも一つを所有
していることに基づき、同定されたファミリーメンバになれる。
【０１４６】
　それ以上の記載がなくても、前述した説明と次の実例を用いて、当業者は、本発明の構
成成分を作り、利用し、請求項に記載された方法を行うことができる。したがって、特に
本発明の詳細な説明に焦点を合わせた下記の実施例は本発明の記載された以外のものに限
定されない。
【実施例】
【０１４７】
　実施例１
　膵臓腺癌で差別的に発現されたｍＲＮＡの同定
　韓国人患者から由来した患者の組織サンプルを得、これを２つのグループに分類した。
第１グループは膵臓腺癌と診断された患者から構成した。６名の男性お３名の女性からな
る第１グループの患者の年齢は５１～７０才であった。第２グループは正常膵臓を持つ患
者から構成した。３名の男性からなる第２グループの患者の年齢は６３～６６才であった
。それぞれの組織サンプルの組織学的分析が行われた。それぞれのサンプルは非癌化され
た範疇と、癌化された範疇に分離された。
【０１４８】
　若干の変形(minor modification)を経て、前記サンプルはアフィメトリクス遺伝子チッ
プ発現分析マニュアル(Affymetrix GeneChip Expression Analysis Manual)による実験方
法に従って準備された。まず、冷凍組織がＳｐｅｘ Ｃｅｒｔｉｐｒｅｐ ６８００ Ｆｒ
ｅｅｚｅｒ Ｍｉｌｌを用いて粉末に粉砕された。総ＲＮＡが以後トリゾール(Life Techn
ologies)を用いて抽出された。その後、ｍＲＮＡがオリゴテックスｍＲＮＡミディキット
(Oligotex mRNA Midi Kit、Ｑｉａｇｅｎ)を用いて分離された。その次、１～５ｍｇのｍ
ＲＮＡを用いて二重鎖のｃＤＮＡがスーパースクリプトチョイスシステム(SuperScript C
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hoice system；Ｇｉｂｃｏ－ＢＲＬ)を用いて製作された。第１鎖のｃＤＮＡ合成はＴ７
－（ｄＴ２４）オリゴヌクレオチドをプライマーとして行われた。前記ｃＤＮＡは、以後
、フェノール－クロロホルムで抽出され、エタノールで沈殿されて最終濃度が１ｍｇ／ｍ
Ｌとなった。
【０１４９】
　２ｍｇの前記ｃＤＮＡから一般な方法によってｃＲＮＡが合成された。ｃＲＮＡにビオ
チンを標識するために、ヌクレオチドＢｉｏ－１１－ＣＴＰおよびＢｉｏ－１６－ＵＴＰ
（Ｅｎｚｏ Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ）が前記反応中に添加された。３７℃で６時間反応
させた後、標識されたｃＲＮＡがＲＴ－ＰＣＲ ＲＮＡ分離キットプロトコール（Ｒｎｅ
ａｓｙ Ｍｉｎｉ ｋｉｔ ｐｒｏｔｏｃｏｌ；Ｑｉａｇｅｎ）に従って洗浄された。その
後、前記ｃＲＮＡは９４℃で３５分間断片化（５’断片化バッファ：２００ｍＭトリス－
アセテート（ｐＨ８．１）、５００ｍＭ ＫＯＡｃ、１５０ｍＭ ＭｇＯＡｃ）された。
【０１５０】
　前記断片化されたｃＲＮＡ５５ｍｇがアフィメトリクスヒト遺伝子Ｕ１３３(Affymetri
x Human Genome U133)のアレイセットに２４時間６０ｒｐｍ、４５℃のハイブリダイゼー
ションオーブンでハイブリダイゼーションされた。前記製造されたチップは洗浄され、ス
トレプトアビジンピコエリトリン(Streptavidin Phycoerythirn(SAPE)；Ｍｏｌｅｃｕｌ
ａｒ Ｐｒｏｂｅｓ）によってアフィメトリクスフルーイディックスステーション(Affyme
trix fluidics stations)で染色された。染色を強化するために、ＳＡＰＥ溶液が抗－ス
トレプトアビジンビオチン化抗体(anti-streptavidin biotinylated antibody；Ｖｅｃｔ
ｏｒ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ)と共に染色過程中に２回添加された。プローブアレイへ
のハイブリダイゼーションは、フルオロメトリックスキャニング(flurometric scanning
；Ｈｅｗｌｅｔｔ Ｐａｃｋａｒｄ Ｇｅｎｅ　Ａｒｒａｙ Ｓｃａｎｎｅｒ）によって測
定された。前記ハイブリダイゼーションおよびスキャニングの後、マイクロアレイイメー
ジは主要なチップのハイブリダイゼーションにおける欠点または非正常を探すための定性
調節(Quality Control)のために分析された。前記全てのチップが定性調節、Ａｆｆｙｍ
ｅｔｒｉｘ Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ Ｓｕｉｔｅ（ｖ５．０）およびＬＩＭＳ（ｖ３．０）
を通過した。
【０１５１】
　癌化および非癌化された膵臓サンプル間の差別的な遺伝子の発現は、アフィメトリクス
ヒト遺伝子チップセットＵ１３３(Affymetrix human GeneChip sets U133)を用いて下記
統計的な方法によって決定された。
【０１５２】
　（１）それぞれの遺伝子に対して、Ｕ１３３のシグナル値はＡｆｆｙｍｅｔｒｉｘ Ｍ
ｉｃｒｏａｒｒａｙ Ｓｕｉｔｅ（ｖ５．０）によって決定され、「不存在(Absent)」（
未検出）、「存在(Present)」（検出）または「境界（Marginal）」（確実に検出されな
い）とそれぞれの遺伝子チップ要素が指称された。
　（２）癌化された膵臓サンプルグループで４０％以上存在するものと指称される前記原
則を用いて、一つの遺伝子セットが追加的な分析のために選択された。
　（３）全てのシグナル値が対数的な比率(logarithmic scale)で変形された。
　（４）データ分析のために、分散分析(Analysis of Variance；ＡＮＯＶＡ)方法が使用
された(Steel et al., Principles and Procedures of Statistics: A Biometrical Appr
oach, Third Ed., McGraw-Hill, 1997)。
【０１５３】
　前記チップデータの分析は、ＬＢＦＬ３１３マーカーの発現が正常膵臓組織サンプルに
比べて膵臓腺癌サンプルから著しく上方調節（１１．１３－ｆｏｌｄ、ｐ＝０）されるこ
とを示す。これらのデーアはＬＢＦＬ３１３の上方調節が膵臓癌の診断になれることを意
味する。
【０１５４】
　ＬＢＦＬ３１３（配列目的１）の発現度合いは、アフィメトリクス遺伝子チップＵ１３
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３におけるチップ配列断片Ｎｏ．２２８０５８＿ａｔによって測定できる。Ｇｅｎｅ Ｌ
ｏｇｉｃ，Ｉｎｃ．（Ｇａｉｔｈｅｒｓｂｕｒｇ、ＭＤ）の遺伝子発現腫瘍学データベー
ス（ＧｅｎｅＥｘｐｒｅｓｓ Ｏｎｃｏｌｏｇｙ ＤａｔａｂaｓｅＴＭ）を使用した複合
的な検査によって多様な悪性腫瘍における２２８０５８＿ａｔの発現度合いが正常コント
ロール組織と比較されて下記表１に提示された。前記表ではフォールド変化(fold-change
)および変化の方向（上方または下方調節）も共に提示された。フォールド変化が１．５
を超える場合が有意的であると考慮された。
【０１５５】
　チップ配列断片Ｎｏ．２２８０５８＿ａｔに付着しているサンプルによって決定された
遺伝子チップ発現結果は、Ｔａｑｍａｎ検定法(Taqman（登録商標） assay；Ｐｅｒｋｉ
ｎ－Ｅｌｍｅｒ）を使用する定量的なＲＴ－ＰＣＲ（Ｑ－ＲＴ－ＰＣＲ）によって確認さ
れた。特定のアフィメトリクス断片(Affymetrix fragment；２２８０５８＿ａｔ)の配列
情報ファイルからデザインされたＰＣＲプライマーが前記分析方法で使用された。それぞ
れのＲＮＡサンプル（総ＲＮＡ１０ｎｇ）にある標的遺伝子は、外部の突出した参考遺伝
子(reference gene)に比例して検定される。このような目的で、テトラサイクリン抵抗性
遺伝子は外部に添加されたスパイクとして使用される。この方法は一定の量のＴｅｔスパ
イク閾値と比例する標的ｍＲＮＡのサイクル閾値（Ｃｔ）を測定することにより、相対発
現率を提供する。サンプル集団はＵ１３３遺伝子チップによって分析された組織ＲＮＡｓ
を含む。しかも、遺伝子チップによって分析されていない幾つかのサンプルはＱ－ＲＴ－
ＰＣＲによって発現の検証のために使用される。Ｑ－ＲＴ－ＰＣＲ資料は一般な膵臓生検
組織と比較して膵臓腺癌から観察されたＬＢＦＬ３１３の上方調節を裏付ける。

【表１】

【０１５６】
　実施例２
　差別的に発現されたｍＲＮＡ種に相応する全長ｃＤＮＡ（ＬＢＦＬ３１３）のクローニ
ング
　配列番号１を有する全長ＤＮＡは、オリゴプーリング(oligo-pulling)方法によって得
られる。簡単にいうと、遺伝子特異的なオリゴーは、ＬＢＦＬ３１３の配列に基づいてデ
ザインされる。オリゴーは、ビオチンで標識され、Ｓａｍｂｒｏｏｋなどの方法を用いて
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ヒトの胎盤ライブラリーから２μｇの単鎖プラスミッドＤＮＡ（ｃＤＮＡ組み換え体）と
ハイブリダイゼーションするために使用される。ハイブリダイゼーションされたｃＤＮＡ
は、ストレプトアビジンが結合したビーズによって分離され、加熱によって抽出される。
抽出されたｃＤＮＡは二重鎖プラスミドＤＮＡに転換されて大腸菌細胞（ＤＨ１０Ｂ）の
形質転換に用いられ、最も長いｃＤＮＡが得られる。その後、陽性選択（ポジティブセレ
クション）は遺伝子特異的なプライマーを用いたＰＣＲによって決定され、ｃＤＮＡクロ
ーンはＤＮＡ配列分析が行われた。
【０１５７】
　差別的に調節されたｍＲＮＡに対応する全長ヒトｃＤＮＡの核酸配列は、前述した配列
番号１と検出された。ｃＤＮＡは７７７塩基対を含む。
【０１５８】
　５３～６４０核酸（停止コドンを含む５３～６４３）において、配列番号１のｃＤＮＡ
核酸配列のオープンリーディングフレームは１９６アミノ酸タンパク質をコードする。配
列番号１によってコードされた予測タンパク質に相応するアミノ酸配列は配列番号２で表
示、発表された。
【０１５９】
　配列番号２は、ジャカリン様レクチンドメイン(Jacalin-like lectin domain)を含む：
このドメインを含んだタンパク質はレクチンであり、これはこれらのタンパク質から１～
６対発見される。このドメインは動物の前立腺癌スペルミン結合タンパク質(prostatic s
permine-binding protein)(Raval et al. (2004) Glycobiology 14:1247-1263)から発見
される。図１はＳｉｇｎａｌＩＰ３．０Ｓｅｒｖｅｒ(www.cbs.dtu.dk/services/SignalI
P/)によって分析されたシグナル配列の結果を示す。分泌のためのポテンシャルシグナル
配列切断部位はアミノ酸位置４０（Ａｌａ）と４１（Ｇｌｙ）の間と予測される。
【０１６０】
　ノーザンブロットによる分析は、ＬＢＦＬ３１３に対応するｍＲＮＡ転写体のサイズを
決定するために行われる。多様なヒトの組織から得た総ＲＮＡを含むノーザンブロット（
Ｃｌｏｎｔｅｃｈ、Ｐａｌｏ Ａｌｔｏ、ＣＡ）が使用され、２２８０５８＿ａｔ配列を
含むＥＳＴはランダムプライマー方法によって放射性標識され、ブロットにおけるプロー
ブとして使用される。このブロットは４２℃で５０％ホルムアミド、５Ｘ ＳＳＰＥ、０
．１％ＳＤＳ、５Ｘ Ｄｅｎｈａｒｔ’ｓ溶液および０．２ｍｇ／ｍＬの鰊の精子ＤＮＡ
でハイブリダイゼーションされ、室温で０．１％ＳＤＳを含む０．２Ｘ ＳＳＣによって
洗浄する。ノーザンブロットは約０．８ｋｂサイズの前記遺伝子の単一転写体を示す。こ
れはＬＢＦＬ３１３クローン(配列番号１)のサイズと類似である。
【０１６１】
　実施例３
　ＬＢＦＬ３１３でトランスフェクションされた細胞株の生産
　ＬＢＦＬ３１３のコーディング部位は、ＢａｍＨＩ部位を含んだ前方向プライマー（５
’－ＴＴＧＧＧＡＴＣＣＧＴＡＴＡＡＡＧＧＣＧＡＴＧＴＧＧＡＧＧ－３’）およびＸｂ
ａＩ部位を含んだ逆方向プライマー（５’－ＡＣＣ ＡＴＣ ＴＡＧ ＡＧＣ ＧＡＣ ＣＣ
Ａ ＣＧＧ ＧＴＧ ＡＧＴ－３’）によって増幅される。ＰＣＲは、製品の使用説明書に
従ってＴａｑＰｌｕｓプレシジョンＤＮＡポリメラーゼ(TaqPlus precision DNA Polymer
ase；Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ、ＣＡ)を用いて行われる。ＰＣＲ増幅サイクルは９４℃で２
分間初期変性および９４℃で３０秒、５０℃で３０秒、７２℃で１分間の２７周期を含み
、７２℃で１０分間の最終延長によって得られる。ＰＣＲ生成物は、哺乳類発現ベクター
ｐｃＤＮＡ３．１－ｍｙｃＨｉｓ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）のＢａｍＨＩおよびＸｂａＩ
部位を複製する。複製されたプラスミド（ｐＬＦＧ２５０）は、最初の構造を確認するた
めのクローニング部位の領域に沿って連続する。亜充満状態(subconfluent)のＣＨＯ細胞
は、製造会社の説明書に従ってリポフェクタミングプラス試薬（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）
のみを用いてｐＬＦＧ２５０またはｐｃＤＮＡ３．１－ｍｙｃＨｉｓベクターで安定的に
トランスフェクションされる。２４時間の後、トランスフェクションされた細胞は選別の
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ために１０％ＦＢＳおよび４００μｇ／ｍＬ Ｇ４１８（Ｓｉｇｍａ）を含んだＨａｍ’
ｓ Ｆ１２（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）で培養される。選別培地は二日に１回ずつ取り替え
、１０～１２日後のクローニング環は陽性クローンの同定に使用される。培養を拡張させ
てＬＢＦＬ３１３の発現を検査する。細胞は５０ｍＭ ＨＥＰＥＳ（ｐＨ７．２）、１５
０ｍＭ ＮａＣｌ、２５ｍＭ β－グリセロリン酸、２５ｍＭ ＮａＦ、５ｍＭ ＥＧＴＡ、
１ｍＭ ＥＤＴＡ、１％ＮＰ－５０、１ｍＭオルトバナジウム酸ナトリウム、０．１ｍＭ 
ＰＭＳＦおよびプロテアーゼ阻害剤であるプロテアーゼ阻害剤カクテイル（ロイペプチン
）、ペプスタチン(Penstatin)、アプロチニン(Aprotinin)およびアンチパイン(antipain)
各５μＬ／ｍＬ）を含んだ溶解バッファで溶解させる。培養液は１５μＬの体積で作った
１０ｋに切断されたマイクロコン（Ａｍｉｃｏｎ）によって濃縮される。タンパク質は４
×ＳＤＳローディングバッファで９５℃で５分間培養によって減少する。ポリペプチドは
１２％ＳＤＳ－ＰＡＧＥゲル上の１０ｍＡ／ｇｅｌで分解され、４℃の２００ｍＡ／ｇｅ
ｌで２時間０．４５μｍのＩｍｍｏｂｉｌｏｎ Ｐ－ｔｒａｎｓｆｅｒ ｍｅｍｂｒａｎｅ
（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）で電気泳動によってトランスフェクションされる。膜は５％（ｗ
／ｖ）無脂肪牛乳を含んだＴＢＳＴバッファ（２５ｍＭ Ｔｒｉｓ、ｐＨ７．５、１２５
ｍＭ ＮａＣｌおよび０．１％（ｖ／ｖ）Ｔｗｅｅｎ－２０）で１時間ブロッキングされ
る。ブロットは抗－Ｈｉｓ ＨＲＰ抗体（Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ）と共に一晩培養してプロ
ーブを付着させる。免疫活性物質は、製作会社の説明書に従って、強化された化学発光法
（Ｓｌｐｉｓ Ｂｉｏｔｅｃｈ）によって視覚化される。図２に示すように、ＬＢＦＬ３
１３タンパク質は細胞抽出物ではなく培養上澄み液からのみ検出される。これは、ＬＢＦ
Ｌ３１３が分泌されたタンパク質をコードするという予想を裏付ける。
【０１６２】
　実施例４
　細胞の増殖、移動および転移におけるＬＢＦＬ３１３過発現の分析
　細胞の増殖、成長率におけるＬＢＦＬ３１３過発現の効果を測定するために、細胞数計
数法を使用した。１２ウェルプレートで４×１０４の細胞を培養した。プレートは３７℃
および５％ＣＯ２で１２日間培養し、細胞の数は毎日血球計算機で測定した。その結果は
平均値と３重の標準偏差値とを合わせて示した。図３Ａに示したように、ＬＢＦＬ３１３
の過発現はＣＨＯ細胞の速い分化を誘導した。ＬＢＦＬ３１３過発現ＰＡＮＣ－１膵臓癌
細胞株においても同様の効果を示した。
【０１６３】
　移動と転移は、ボイデンチャンバー(Boyden Chamber)検定法によって研究された。４８
ウェルボイデンチャンバーとニューロプローブ４８ウェルマイクロチャンバー（Neuro Pr
obe 48 well micro chamber；Ｎｅｕｒｏｐｒｏｂｅ）の両方ともで施行された。細胞は
トリプシン阻害剤、大豆トリプシン阻害剤（Ｓｉｇｍａ）でトリプシン化され、再懸濁さ
れる。細胞は無血清培地でｍＬ当り２×１０６の濃度で最終濃縮されて懸濁され、ペレッ
ト化される。低いウェルのチャンバーを３０μＬの標準培養液で一杯満たす。チャンバー
はポリカーボネートフィルター（８μｍの孔径、Ｎｅｕｒｏｐｒｏｂｅ）を用いて組み立
てられた。細胞転移検定法のために、１ｍｇ／ｍＬのＭａｔｒｉｇｅｌＴＭ基底膜マトリ
クス（ＢＤ ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）はそれぞれのフィルター（５００μｇ／フィルタ
ー）に層を作って自然乾燥させる。細胞懸濁液（１×１０５細胞／ウェル）の５０μＬサ
ンプルを上部に添加する。チャンバーは３７℃および５％ＣＯ２で培養され、培養時間は
分析すべき細胞型によって多様である：ＣＨＯ移動検定法の場合には２４時間、ＣＨＯ転
移検定方の場合には４８時間、ＰＡＮＣ－１移動および転移検定法の場合には１８時間で
ある。培養の最後にフィルターの上部表面の細胞は機械的に除去される。フィルターはメ
タノールで固定され、ギムザ染色(Gimsa stain)、変更された溶液によって染色される。
フィールド当り（１００×）移動した細胞の数は光学顕微鏡（Ｏｌｙｍｐｕｓ）の下で計
算される。各サンプルは３重に検定される。図３Ｂと図３Ｃに示すように、ＣＨＯ細胞運
動性と転移性はＬＢＦＬ３１３の過発現によって増加する。ＬＢＦＬ３１３過発現ＰＡＮ
Ｃ－１膵臓癌細胞株においても同様の効果を示す。
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【０１６４】
　実施例５
　ヌードマウス内の腫瘍形成に対するＬＢＦＬ３１３過発現の効果
　生体内腫瘍成長に対するＬＢＦＬ３１３過発現の生物学的効果を検査した。ＣＨＯ細胞
を免疫欠乏ヌードマウスの側面内に皮下注射した。ＬＢＦＬ３１３ベクター（ｐＬＦＧ２
５０）またはベクター単独でトランスフェクションされないか、あるいは安全にトランス
フェクションされた融合性ＣＨＯ細胞をトリプシンで処理し、３．３×１０７細胞／ｍＬ
の密度を持つ細胞をＰＢＳでさらにサスペンションさせた。各タイプの５百万のＣＨＯ細
胞を５匹の８週齢雌Ｂａｌｂ／Ｃ（ｎｕ／ｎｕ）マウスの側面内に皮下注射した。マウス
の成長過程で腫瘍の長さと広さを測定した。腫瘍の体積を［腫瘍の体積＝（長さ）×（幅
）２／２］の式を用いて計算した。３７日後に、マウスを犠牲させて腫瘍を分析した。図
４Ａに示すように、ＬＢＦＬ３１３－トランスフェクションされた細胞によって生成され
た腫瘍の大きさは前記対照群細胞によって形成されたものより５倍以上大きかった。
【０１６５】
　腫瘍によって誘導された血管新生の度合いを決定するために、腫瘍異種移植片のパラフ
ィンセクションを抗因子VIIIモノクローナル抗体（Ｄａｋｏ）で染色した。マウス各グル
ープの腫瘍から得たパラフィン包埋組織セクション（３～５μｍの厚さ）をキシレン内で
脱パラフィン化し、等級別エタノールシリーズ（－１００－９０－８０－７０－５０－３
０％）内で再水和させ、ＰＣＳで洗浄した。内因性ペルオキシダーゼを、常温で１５分間
０．３％（ｖ／ｖ）の過酸化水素メタノール溶液にスライドを浸漬することによりブロッ
キングさせた。それぞれ４分間ＰＢＳで３回洗浄した後、セクションを常温で１時間１０
％（ｖ／ｖ）の正常驢馬血清ＰＢＳ溶液内に浸漬することによりブロッキングさせた。そ
れぞれ４分間ＰＢＳで３回洗浄した後、ブロッキングされたセクションを抗因子VIIIモノ
クローナル抗体（ｖｏｎ Ｗｉｌｌｅｂｒａｎｄ ｆａｃｔｏｒ、１：５０希釈、Ｄａｋｏ
）で常温で２時間培養させた。２時間後に、それぞれ４分間ＰＢＳで３回洗浄した後、ス
ライドを常温で３０分間ビオチン化リンクユニバーシャル(biotinylated Link universal
)と共に培養させ、それぞれ４分間ＰＢＳで３回洗浄し、接合されたストレプトアビジン
－ＨＲＰ（Ｄａｋｏ）で常温で１５分間培養させた。ＰＢＳで３回洗浄した後、セクショ
ンを色原体(Chromogen)と共に培養させ、蒸留水で洗浄した。因子VIIIセクションは対照
染色をしなかった。
　微細血管の数はＰａｄｒｏなどによる方法で決定した(Padro el al. (2000) Blood 95:
2637-2644)。微細血管カウンティングを、光学顕微鏡を用いて、独立した熟練研究者によ
って同時に分析した。研究者らは臨床病理学的な発見に対しては知っていない。全体セク
ションをフィールド対フィールド(field per field)×１００倍率で最も激しい血管化を
示す領域を探し出すために組織的にスキャニングした。その後、倍率を×２００または×
４００に変え、最も多い数の微細血管が×４００フィールド内にあるときまで研究者がス
ライドを保存するようにした。この領域は両側研究者を一致させて観測者間の微細血管カ
ウンティングのエラーを減らした後、ホットスポットと定義した。それぞれのホットスポ
ットで両側研究者が×４００フィールドで個々微細血管のカウンティングを行った。図４
Ｂに示すように、模造対照群細胞より、ＬＢＦＬ３１３－トランスフェクションされた細
胞が注入されたマウスでさらに多い数の微細血管がカウントされた。生体内実験はＬＢＦ
Ｌ３１３による浸潤性腫瘍形成および強化された血管形成を意味する。
【０１６６】
　実施例６
　ポリクローナル抗－ＬＢＦＬ３１３抗体の生産
　ＬＢＦＬ３１３の全長ｃＤＮＡを前方向プライマー（５’－ＣＴＡＡＧＧＣＣＣＡＧＣ
ＣＧＧＣＣＧＧＧＡＡＧＡＴＧＴＡＴＧＧＣＣＣＴＧＧＡ－３’）および逆方向プライマ
ー（５’－ＣＡＴＡＧＧＣＣＣＣＡＣＣＧＧＣＣＧＡＧＣＧＡＣＣＣＡＣＧＧＧＴＧＡＧ
ＴＴ－３’）を用いてＰＣＲを行うことにより増幅させた。ＰＣＲは、製品の使用説明書
に従ってＴａｑＰｌｕｓプレシジョンＤＮＡポリメラーゼ（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ、ＣＡ
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）を用いて行った。ＰＣＲ増幅サイクルは９４℃で５分および３０分；９４℃で３０秒、
５８℃で３０秒、７２℃で３０秒間変性を１サイクルとして３０サイクルを含み、７２℃
で１０分間最終的に延長させた。ＰＣＲ生成物は、１．５％ＴＡＥゲル上で視覚化させ、
製品の使用説明書に従ってＺｙｍｏｃｌｅａｎゲルＤＮＡリカバリーキット（Ｚｙｍｏ 
Ｒｅｓｅａｒｃｈ、ＣＡ）を用いてゲルを精製した。精製されたＤＮＡをｐＬＦＧ１０６
ベクターのＳｆｉＩ部位内に挿入させ、組み換えＬＢＦＬ３１３－Ｆｃ融合タンパク質を
製造した。ｐＬＦＧ１０６はシグナル配列、ヒトＩｇＧのＦｃ部位、およびｐｃＤＮＡ３
．１（ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）のバックボーン内のＤＨＦＲ遺伝子を含む発現ベクターで
ある。ＰＬＦＧ１０６もクローニング部位およびＦｃ部位の間にトロンビン認識配列を含
んでいる。ＬＢＦＬ３１３－Ｆｃ発現プラスミドはＥｘＧｅｎ５００薬剤（Ｆｅｒｍｅｎ
ｔａｓ、Ｌｉｔｈｕａｎｉａ）を用いて製品説明書に従ってＤＨＦＲ欠乏ＣＨＯ突然変異
体細胞株内に安定的にトランスフェクションされた。安定的にトランスフェクションされ
た細胞は、２週間Ｇ４１８ ８００μｇ／ｍＬ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、ＣＡ）および１
０％に希釈されたＦＢＳを含むヌクレオチドのないＭＥＭ－α（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、
ＣＡ）内で選択した。安定したトランスフェクタントを１０ｍＭ濃度のメトトレキサート
（Ｓｉｇｍａ、ＭＯ）で２週間さらに適応させた。培地内に分泌された組み換え体ＬＢＦ
Ｌ３１３－Ｆｃ融合タンパク質は、抗ヒトＦｃ抗体（Ｓｉｇｍａ、ＭＯ）を用いたウエス
タンブロット分析およびＥＬＩＳＡ法を行うことにより確認した。
【０１６７】
　組み換え体ＬＢＦＬ３１３－Ｆｃ融合タンパク質の大規模の発現はローラーボトル（１
７５０ｃｍ２）を用いて行った。組み換え体ＬＢＦＬ３１３－Ｆｃ誘導タンパク質を発現
する安定的なトランスフェクタントは、ＩＭＤＭ／５％ＦＢＳで成長した。ローラーボト
ル培養液を３×１０８細胞に接種させ、装置を３７℃の培養器内で５ｒｐｍの速度で回転
させた。細胞を５日間培養させ、培地を３日ごとに無血清培地で取り替えた。収穫された
無血清培地内の細胞破片は１０分間６０００ｒｐｍの速度で遠心分離して除去した。組み
換え体ＬＢＦＬ３１３－Ｆｃ融合タンパク質を精製するために、１０Ｋ ＭＷＣＯメンブ
レイン（Ｐｅｌｌｉｃｏｎ２、Ｍｉｌｉｐｏｒｅ）による濃縮器（ＰｒｏＦｌｕｘ Ｍ１
２、Ａｍｉｃｏｎ）を用いて無細胞培地を濃縮処理した。２０ｍＭリン酸ナトリウム（ｐ
Ｈ８．０）で予備平衡させた１０ｍＬのタンパク質Ａアガロースカラム（Ｐｉｅｒｃｅ）
で濃縮された培地を通過させた。１０ｍＭリン酸ナトリウム緩衝液で、結合していないタ
ンパク質をカラムの外に洗い出した。そして、カラムを０．１Ｍクエン酸（ｐＨ３．０）
で溶出させ、５００μＬ １Ｍ Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ９．０）を含むチューブで４．５
ｍＬの分画を収集した。分画を含む組み換え体ＬＢＦＬ３１３－Ｆｃ融合タンパク質でプ
ールを形成し、セファロース２００ＨＲレジン（Ａｍｅｒｓｈａｍ、ＩＬ）を用いたサイ
ズ排除クロマトグラフィーを行ってさらに精製させた。
【０１６８】
　組み換え体ＬＢＦＬ３１３－Ｆｃ融合タンパク質からトロンビン切断キャプチャーキッ
ト（Ｎｏｖａｇｅｎ）によってＣ末端Ｆｃは切断され、ＩｍｍｕｎｏＰｕｒｅＲ Ｉｍｍ
ｏｂｉｌｉｚｅｄ　Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ（Ｐｉｅｒｃｅ）によって除去された。要するに
、組み換え体ＬＢＦＬ３１３－Ｆｃ融合タンパク質を２０℃で一晩ビオチン化トロンビン
によって培養させた。タンパク質分解の後に、ビオチン化トロンビンをストレプトアビジ
ンアガロースビーズによって除去した。生成された溶液である組み換え体ＬＢＦＬ３１３
およびＦｃの混合物を、ＩｍｍｕｎｏＰｕｒｅＲ Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ　Ｐｒｏｔｅ
ｉｎ Ａ ｃｏｌｕｍｎ（Ｐｉｅｒｃｅ）を２回通過させて分離した。組み換え体ＬＢＦＬ
３１３の純度をＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルによって確認した。
【０１６９】
　精製された組み換え体ＬＢＦＬ３１３を、標準方法を用いて２匹のウサギを免疫させる
ことに使用した。免疫された血清を収集してから、製品の使用説明書に従ってＩｍｍｕｎ
ｏＰｕｒｅＲ（Ａ Ｐｌｕｓ）ＩｇＧ精製キット（Ｐｉｅｒｃｅ）を用いて精製した。組
み換え体ヒトＦｃと結合したアミノリンクＲ固定化キット(AminoLinkR(A Plus) Immobili
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zation Kit、Ｐｉｅｒｃｅ)を用いてさらに精製した。精製されたポリクローナル抗体は
、ＬＢＦＬ３１３を発現する膵臓癌細胞から得た条件付きの培地のウエスタンブロットで
約２１ｋＤａのタンパク質を感知した。抗体の特異性はＰＡＮＣ－１細胞がトランスフェ
クションされたＬＢＦＬ３１３の条件付き培地から得たＬＢＦＬ３１３タンパク質の強化
された感知によって確認されたが、これに対し、ＰＡＮＣ－１細胞がトランスフェクショ
ンされたベクターからはいずれの強化もなかった。
【０１７０】
　実施例７
　ＬＢＦＬ３１３発現の免疫組織化学的分析
　組織マイクロアレイスライドをキシレン内で脱パラフィン化させ、等級別にアルコール
内で再水和させた。内因性ペルオキシダーゼの活性を常温で２０分間０．３％の過酸化水
素含有メタノール溶液でブロッキングした。マイクロウエーブ抗原検索をクエン酸緩衝液
（０．０１Ｍ、ｐＨ６．０）で４分間実施した。その後、スライドを１０％正常驢馬血清
溶液で１時間培養させて非特異的な背景染色を減少させた。
【０１７１】
　１次抗体は１：５００の希釈においてポリクローナル抗－ＬＢＦＬ３１３抗体であった
。ブロッキングされたセクションを１次抗体内で４℃で一晩培養させた。次の反応をＬＳ
ＡＢ＋キット（ＤａｋｏＣｙｔｏｍａｔｉｏｎ、Ｃａｒｐｉｎｅｔｅｒｉａ、ＣＡ、ＵＳ
Ａ）および勧奨過程を用いて行った。最後に、スライドを３－アミノ－９－エチル－カル
バゾール（ＤａｋｏＣｙｔｏｍａｔｉｏｎ、Ｃａｒｐｉｎｔｅｒｉａ、ＣＡ、ＵＳＡ）で
培養させ、変形されたハリスヘマトキシリン(Harris hematoxylin、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄ
ｒｉｃｈ、Ｉｎｃ．，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ、ＵＳＡ)溶液で対照染色した。
【０１７２】
　全ての場合において腫瘍細胞の細胞質から免疫反応性が観察された。免疫反応はＨ－ス
コア法(H-score method)によって評価した。染色の強度はそれぞれ陰性 、弱い 、中間お
よび強い茶色染色の存在に該当する０、１、２、および３と評価した。別の強度で染色さ
れた細胞のパーセントを決定し、下記の式に適用した：Ｈ-ｓｃｏｒｅ＝（強度スコア１
で染色された細胞の％）＋２×（強度スコア２で染色された細胞の％）＋３×（強度スコ
ア３で染色された細胞の％）。腫瘍組織および隣接非腫瘍組織のＨ－スコアをＷｉｌｃｏ
ｘｏｎの符号順位検定(Wilcoxon signed rank test)を用いて分析した。図５に示すよう
に、腫瘍組織は隣接非腫瘍組織より相当高いＬＢＦＬ３１３発現を示す。
【０１７３】
　実施例８
　膵臓癌細胞浸潤性に対する抗ＬＢＦＬ３１３の効果
　ヒト膵臓癌細胞株の浸潤性に対する抗－ＬＢＦＬ３１３抗体の効果を決定するために、
抗－ＬＢＦＬ３１３抗体または正常ウサギＩｇＧの存在下にボイデンチャンバー分析を行
った。要するに、５種の膵臓癌細胞株、ＣＦＰＡＣ－１、ＭｉａＰａＣａ－２、ＰＡＮＣ
－１、ＡｓＰＣ－１およびＢｘＰＣ－３をトリプシン化させ、トリプシン阻害剤（Ｓｉｇ
ｍａ）溶液内で再びサスペンションさせた。細胞をペレット化させ、ＰＢＳ、抗－ＬＢＦ
Ｌ３１３抗体、または正常ウサギＩｇＧの存在下に無血清培地でサスペンションさせて最
終濃度を１～５×１０６細胞／ｍＬに作った。チャンバーのより低いウェルは標準培地３
０μＬで満たした。チャンバーを１ｍｇ／ｍＬのＭａｔｒｉｇｅｌＴＭ基底膜メンブレイ
ンマトリクス（ＢＤ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）で上部がコートされた孔径８μｍのポリ
カーボネートフィルター（Ｎｅｕｒｏｐｒｏｂｅ）を用いて組み立てた。細胞サスペンシ
ョンの５０μＬを上部区画に添加した。チャンバーを３７℃および５％ＣＯ２で２４時間
培養させた。培養の最後にはフィルターの上部表面上の細胞を機械的に除去した。フィル
ターをメタノールで固定させ、ギムザ染色変形溶液（Ｓｉｇｍａ)で染色させた。フィー
ルド当り移動した細胞数（１００×）を光学顕微鏡（Ｏｌｙｍｐｕｓ）を用いて計数した
。それぞれのサンプルを３重に分析した。図６に示すように、抗－ＬＢＦＬ３１３抗体は
用量依存方式でヒト膵臓癌細部株の浸潤性を効果的に阻害した。これと類似の効果が胃癌
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細胞株、ＡＧＳおよびＮ８７で観察された。
【産業上の利用可能性】
【０１７４】
　以上、本発明を上述した実施例を参照して詳細に説明したが、本発明の精神から逸脱す
ることなく、多様な変形を加え得ることを理解するであろう。よって、本発明は特許請求
の範囲によって限定されるものではない。本出願で参照する全ての引用特許、特許出願お
よび公開は参照として本明細書に組み込まれている。

【図１】 【図２】
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【図３】 【図４】

【図５】 【図６】
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