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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
メラノーマを診断するのを補助する方法であって、該方法は、
（ａ）第１個体の第１組織型を含む第１試料中のＤＤＲ２のｍＲＮＡレベルを測定する工
程、
（ｂ）（ａ）におけるｍＲＮＡレベルを、
　（１）該第１個体の正常な組織型を含む第２試料中のｍＲＮＡレベル、または
　（２）罹患していない個体由来の正常な組織型を含む第３試料中のｍＲＮＡレベル
と比較する工程を包含し、
　（ａ）におけるｍＲＮＡレベルの、該第２試料または該第３試料におけるｍＲＮＡレベ
ルに対する少なくとも２倍の増加が、該第１個体がメラノーマを有することを示す方法。
【請求項２】
（ａ）中のｍＲＮＡレベルの、前記第２試料または前記第３試料におけるｍＲＮＡレベル
に対する少なくとも３倍の増加が、前記第１個体がメラノーマを有することを示す、請求
項１に記載の方法。
【請求項３】
皮膚癌を診断するのを補助する方法であって、該方法は、
（ａ）第１個体の第１組織型を含む第１試料中のＤＤＲ２のｍＲＮＡレベルを測定する工
程、
（ｂ）（ａ）におけるｍＲＮＡレベルを、
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　（１）該第１個体の正常な組織型を含む第２試料中のｍＲＮＡレベル、または
　（２）罹患していない個体由来の正常な組織型を含む第３試料中のｍＲＮＡレベル
と比較する工程を包含し、
　（ａ）におけるｍＲＮＡレベルの、該第２試料または該第３試料におけるｍＲＮＡレベ
ルに対する少なくとも２倍の増加が、該第１個体が皮膚癌を有することを示す方法。
【請求項４】
（ａ）中のｍＲＮＡレベルの、前記第２試料または前記第３試料におけるｍＲＮＡレベル
に対する少なくとも３倍の増加が、前記第１個体が皮膚癌を有することを示す、請求項３
に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（関連出願への相互参照）
　本願は、２００５年４月１７日に出願された、米国連続番号６０／６６９，８６０（こ
の全体が、本明細書に参考として援用される）の優先権を主張する。
【０００２】
　（発明の分野）
　本発明は、癌関連遺伝子の分野にある。特に、本発明はＤＤＲ２またはＤＤＲ２遺伝子
産物の差次的発現の存在に基づいて癌を検出するか、または癌を発症する可能性の検出す
る方法に関する。さらに、本発明は、ＤＤＲ２またはＤＤＲ２遺伝子産物の調節により癌
を検出、診断および治療するための方法と分子を提供する。
【背景技術】
【０００３】
　（発明の背景）
　癌遺伝子は癌を引き起こすことのできる遺伝子である。発癌は、癌遺伝子を含むウイル
スによる細胞の感染、ホストゲノムにおけるプロトオンコジーン（癌遺伝子となる可能性
を有する正常遺伝子）の活性化、およびプロトオンコジーンと癌抑制遺伝子の変異等の多
様な機構により起こりうる。発癌は基本的には体細胞進化（すなわち、増殖制御の進行性
消失による変種の変異と自然淘汰）により推進される。これらの体細胞変異のための標的
として働く遺伝子は、それらの突然変異表現型が優性または劣性であるかに依存して、そ
れぞれプロトオンコジーンまたは癌抑制遺伝子の何れかに分類される。
【０００４】
　ヒトならびに動物の癌に関与することが知られる多くのウイルスが存在する。ここで特
に興味があるのはそれ自体が癌遺伝子を含まないウイルスである；これらは緩徐型形質転
換レトロウイルスである。そのようなウイルスはホストゲノムへの組込みおよび隣接する
プロトオンコジーンにさまざまな形で影響を及ぼすことにより腫瘍を誘発する。プロウイ
ルス挿入変異はレトロウイルスの生活環の正常な結果である。感染細胞において、レトロ
ウイルスゲノムのＤＮＡコピー（プロウイルスと呼ばれる）はホストゲノムに組込まれる
。新しく組込まれたプロウイルスは２つのメカニズムの１つにより組込み箇所またはその
近くでシスの遺伝子発現に影響することができる。Ｉ型挿入変異は、プロウイルスの末端
反復配列（ＬＴＲ）内の制御配列（エンハンサーおよび／またはプロモーター）の結果と
して近接遺伝子の転写を上方制御する。遺伝子のイントロンまたはエキソン内に位置する
ＩＩ型挿入変異は、プロウイルスの末端反復配列（ＬＴＲ）内の制御配列（エンハンサー
および／またはプロモーター）の結果として該遺伝子の転写を上方制御することができる
。さらに、ＩＩ型挿入変異は、オープンリーディングフレーム内の直接の組込みか、また
はコード配列に両側が接するイントロン内の組込みのためにコード領域の切断を引き起こ
しえ、切断型または不安定な転写物／タンパク質産物を導きうるだろう。挿入部位におけ
る配列またはその近くの配列の分析は多くの新しいプロトオンコジーンの同定を導いてき
た。
【０００５】
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　リンパ腫と白血病に関して、ＡＫＶマウス白血病ウイルス（ＭＬＶ）またはＳＬ３－３
ＭＬＶ等のレトロウイルスは、感受性のある新生マウスに接種される場合または生殖系列
に保有される場合に、腫瘍の強力な誘導因子である。多くの配列が、挿入部位を分析する
ことによりリンパ腫と白血病の誘導に関連するものと同定されてきた（非特許文献１；非
特許文献２；非特許文献３；非特許文献４；非特許文献５；および非特許文献６（これら
すべての文献は参照することによりここに組み込まれる）を参照）。癌、特に乳癌、前立
腺癌および上皮性起源の癌に関して、哺乳類のレトロウイルスであるマウス乳癌ウイルス
（ＭＭＴＶ）は、感受性のある新生マウスに接種される場合または生殖系列に保有される
場合に腫瘍の強力な誘導因子である（Ｍａｍｍａｒｙ　Ｔｕｍｏｕｒｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　
Ｍｏｕｓｅ，Ｊ．ＨｉｌｇｅｒｓおよびＭ．Ｓｌｕｙｓｅｒ編集；Ｅｌｓｅｖｉｅｒ／Ｎ
ｏｒｔｈ－Ｈｏｌｌａｎｄ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ　Ｐｒｅｓｓ；Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，Ｎ
．Ｙ．）。
【０００６】
　特定の生細胞での遺伝子発現のパターンはその現在の状態の特徴を示している。細胞の
状態または型のほぼ全ての違いは１つ以上の遺伝子のＲＮＡ量の違いに反映されている。
未同定遺伝子の発現パターンの比較はそれらの機能の手がかりを提供するだろう。数百ま
たは数千の遺伝子の発現の高スループット解析は、（ａ）複雑な遺伝性疾患の同定、（ｂ
）組織と病状との経時的な差次的遺伝子発現の分析、および（ｃ）創薬と毒性研究に有用
となりうる。一定の遺伝子の発現レベルの増減は癌生物学と関連がある。例えば、癌遺伝
子は腫瘍形成の正の調節因子である一方で、癌抑制遺伝子は腫瘍形成の負の調節因子であ
る。（非特許文献７、非特許文献８）。
【０００７】
　免疫療法、または治療目的用の抗体の使用は、近年、癌を治療するために用いられてい
る。受動免疫療法は癌治療でのモノクローナル抗体の使用を伴う。例えば、非特許文献９
を参照されたい。これらの抗体の本来の治療生物活性として、腫瘍細胞増殖または生存の
直接的な阻害、および体の免疫系の自然の殺細胞活性を補充する能力が挙げられる。これ
らの物質は、単独、または放射線または化学療法剤に併用して投与される。リンパ腫と乳
癌の治療にそれぞれ承認されたＲｉｔｕｘａｎ（登録商標）およびＨｅｒｃｅｐｔｉｎ（
登録商標）はそのような治療剤の２つの例である。もしくは、抗体を毒性物質に連結させ
、特異的に腫瘍に結合することで該物質を腫瘍に向けさせる抗体複合体を作るために抗体
が用いられる。Ｍｙｌｏｔａｒｇ（登録商標）は白血病の治療に用いられる承認された抗
体複合体の例である。しかし、これらの抗体は原因よりも腫瘍自体を標的とする。
【０００８】
　抗癌治療のさらなるアプローチは、癌を引き起こしうるプロトオンコジーンを標的とす
るものである。癌を引き起こすものとして同定された遺伝子は、癌発病を検出するために
モニターすることができ、次に癌を治療するための標的とすることができる。
【０００９】
　ジスコイジンドメインレセプター（ＤＤＲ）ＤＤＲ２（ジスコイジンドメインレセプタ
ーファミリー、メンバー２）およびＤＤＲ１（ジスコイジンドメインレセプターファミリ
ー、メンバー１）はコラーゲンにより活性化されるレセプターチロシンキナーゼサブファ
ミリーのメンバーである。
【００１０】
　これらのタンパク質は、ジスコイジンＩモチーフを含む細胞外ドメインおよび大きな細
胞質膜近接領域により特徴付けられる（図９）。各タンパク質はまた、２つの免疫グロブ
リンドメインを含む。配列の比較は、ＤＤＲの非哺乳動物せオルトログが存在することを
示す（Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓの３つの密接に関連した遺伝子およびスポンジＧｅ
ｏｄｉａ　ｃｙｄｏｎｉｕｍの１つ）。
【００１１】
　種々のタイプのコラーゲンが、２つの哺乳動物ジスコイジンドメインレセプターチロシ
ンキナーゼ、ＤＤＲ１およびＤＤＲ２のリガンドとして同定されている。コラーゲンのＤ
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ＤＲに対する結合は遅れを生じるが、チロシンキナーゼ活性を持続させる。両レセプター
は、いくつかの本質的なチロシンリン酸化部位を示し、細胞質エフェクタータンパク質と
の相互作用により活性化シグナルを伝えることができる（非特許文献１０）。ＤＤＲ２は
、最大限リン酸化し、マトリックスメタロプロテイナーゼ－２プロモーターを活性化する
ためにｓｒｋキナーゼを必要とする。
【００１２】
　ＤＤＲ２の正常な機能は、広く知られていない。ＤＤＲ２は、マトリックスメタロプロ
テイナーゼ－２転写活性化と共同して細胞外マトリックスを介して線維芽細胞の増殖およ
び移動を調節することが公知である。ＤＤＲ２の発現の欠損は、マウスにおいて萎縮を生
じ、これはおそらく骨の成長の間の軟骨細胞の減少した増殖によるものである（非特許文
献１１）。
【００１３】
　ＤＤＲ２の発現の増加は、マウスにおいて、主要マトリックス成分を分解することによ
り細胞外マトリックスを改造するタンパク質であるマトリックスメタロプロテイナーゼ－
１３（ＭＭＰ－１３）の発現の増加を引き起こすことが報告されている。これらのマウス
は、種々の関節において、年齢関連性の変形性関節症様の変化を示した（非特許文献１２
）。
【００１４】
　ＤＤＲ２およびＤＤＲ２のｐローブを使用した場合、ヒト卵巣癌またはヒト肺癌の隣接
部位におけるインサイチュハイブリダイゼーションは、ＤＤＲ１は腫瘍細胞自身に発現さ
れる一方で、ＤＤＲ２は腫瘍周囲の間質細胞で検出されたことを示すことが報告された（
非特許文献１３）。これ以外の癌生物学におけるＤＤＲ２の役割は、広く議論されていな
い。
【非特許文献１】Ｓｏｒｅｎｓｅｎ　ｅｔ　ａｌ，Ｊ．Ｖｉｒｏｌｏｇｙ（２０００）７
４：２１６１
【非特許文献２】Ｈａｎｓｅｎ　ｅｔ　ａｌ，Ｇｅｎｏｍｅ　Ｒｅｓ．（２０００）１０
（２）：２３７－４３
【非特許文献３】Ｓｏｒｅｎｓｅｎ　ｅｔ　ａｌ，Ｊ．Ｖｉｒｏｌｏｇｙ（１９９６）７
０：４０６３
【非特許文献４】Ｓｏｒｅｎｓｅｎ　ｅｔ　ａｌ，Ｊ．Ｖｉｒｏｌｏｇｙ（１９９３）６
７：７１１８
【非特許文献５】Ｊｏｏｓｔｅｎ　ｅｔ　ａｌ，Ｖｉｒｏｌｏｇｙ（２０００）２６８：
３０８
【非特許文献６】Ｌｉ　ｅｔ　ａｌ，Ｎａｔｕｒｅ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ（１９９９）２３
：３４８
【非特許文献７】Ｍａｒｓｈａｌｌ，Ｃｅｌｌ，（１９９１）６４：３１３－３２６
【非特許文献８】Ｗｅｉｎｂｅｒｇ，Ｓｃｉｅｎｃｅ（１９９１）２５４：１１３８－１
１４６
【非特許文献９】Ｃａｎｃｅｒ：Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ　ｏ
ｆ　Ｏｎｃｏｌｏｇｙ、第６版（２００１）、２０章、４９５～５０８ページ
【非特許文献１０】Ｖｏｇｅｌ　Ｗ，Ｔｈｅ　ＦＡＳＥＢ　Ｊｏｕｒｎａｌ，（１９９１
）１３：５７７－５８２
【非特許文献１１】Ｌａｂｒａｄｏｒ　ｅｔ　ａｌ　ＥＭＢＯ　Ｒｅｐｏｒｔｓ　２，　
５，　４４６-４５２　（２００１）
【非特許文献１２】Ｌｉ　Ｙ　ｅｔ　ａｌ．　Ｊ．　Ｂｉｏｌ．　Ｃｈｅｍ．　２００５
，　２８０，　５４８－５５５
【非特許文献１３】Ａｌｖｅｓ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｏｎｃｏｇｅｎｅ　１０：　６０９－
６１８，　１９９５
【発明の開示】
【課題を解決するための手段】
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【００１５】
　（発明の要旨）
　一部の態様において、本発明は、ＤＤＲ２の発現産物のレベルを調節する工程を包含す
る患者の癌を治療する方法を提供する。一部の実施態様において、癌は、リンパ腫、メラ
ノーマ、乳癌、結腸癌、腎臓癌、肝臓癌、肺癌、卵巣癌、膵臓癌、前立腺癌、子宮癌、頚
部癌、膀胱癌、胃癌、皮膚癌、ＣＮＳ癌および結腸転移である。
【００１６】
　一部の態様において、本発明は、コントロールに比較したＤＤＲ２の過剰発現を特徴と
する患者の癌を治療する方法を提供する。一部の実施態様において、本方法は患者におい
てＤＤＲ２遺伝子発現を調節する工程を包含する。
【００１７】
　一部の態様において、本発明は、ＤＤＲ２の患者試料での差次的発現の証拠を検出する
工程を包含する癌の診断方法を提供する。一部の実施態様において、ＤＤＲ２の差次的発
現の証拠は癌の診断指標となる。
【００１８】
　一部の態様において、本発明は、ＤＤＲ２の発現産物の証拠を検出する工程を包含する
患者試料中の癌性細胞を検出する方法を提供する。一部の実施態様において、試料中のＤ
ＤＲ２の発現の証拠は、試料中の細胞が癌性であることを示す。
【００１９】
　一部の態様において、本発明は、生物試料の第１時点でＤＤＲ２の発現産物のレベルを
第２時点での同一の発現産物のレベルに比較する工程を包含する、患者の癌の進行を評価
する方法を提供する。一部の実施態様において、第１時点に対する第２時点での発現産物
のレベルの変化は癌の進行を示す。
【００２０】
　一部態様において、本発明は、
（ａ）第１個体の第１組織型を含む第１試料中のＤＤＲ２のｍＲＮＡレベルを測定し、
（ｂ）（ａ）におけるｍＲＮＡレベルを、
　（１）前記第１個体の正常な組織型を含む第２試料中のｍＲＮＡレベル、または
　（２）罹患していない個体の正常な組織型を含む第３試料中のｍＲＮＡレベルに比較す
る工程を包含する、癌の診断方法を提供する。一部の実施態様において、（ａ）における
ｍＲＮＡレベルと、第２試料または第３試料におけるｍＲＮＡレベルとの間の少なくとも
２倍の違いが、第１個体が癌を有するか、または癌になりやすいことを示す。
【００２１】
　一部態様において、本発明は、
　（ａ）ＤＤＲ２を発現する細胞を候補抗癌剤に接触させ、
　（ｂ）候補抗癌剤の存在下と非存在下との間において細胞中のＤＤＲ２発現レベルの少
なくとも２倍の差を検出する工程を包含する、抗癌活性のスクリーニングを提供する。一
部の実施態様において、候補抗癌剤の存在下と非存在下との間において細胞中のＤＤＲ２
発現レベルの少なくとも２倍の差は、候補抗癌剤が抗癌活性を有することを示す。
【００２２】
　一部態様において、本発明は、患者を、ＤＤＲ２の発現産物に結合する抗体による治療
に対して感受性があると同定する方法において、該患者由来の生物試料中の該遺伝子の発
現産物のレベルを測定する工程を包含する方法を提供する。
【００２３】
　一部態様において、本発明は、哺乳動物における癌の診断または検出用キットを提供す
る。一部の実施態様において、該キットは、前記実施態様の何れかによる抗体またはその
断片、または免疫複合体またはその断片を含む。一部実施態様において、抗体または断片
はＤＤＲ２腫瘍細胞抗原に結合する；該抗体と該ＤＤＲ２腫瘍細胞抗原との間の結合反応
を検出する１つ以上の試薬を含む。一部の実施態様において、キットは該キットを使用す
るための説明書を含む。
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【００２４】
　一部態様において、本発明は、ストリンジェント条件でＤＤＲ２遺伝子にハイブリダイ
ズする核酸プローブ；ＤＤＲ２遺伝子の増幅用プライマーを含む、癌の診断用キットを提
供する。一部の実施態様において、キットは、該キットを使用するための説明書を含む。
【００２５】
　一部態様において、本発明は、ＤＤＲ２の発現産物に特異的な１つ以上の抗体またはオ
リゴヌクレオチドを含む組成物を提供する。
【００２６】
　本発明のこれらの態様や他の態様は下記の本発明の詳細な説明で説明する。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２７】
　（詳細な説明）
　本発明は、癌の治療、診断および画像化、特にＤＤＲ２関連癌の治療、診断および画像
化用の方法および組成物を提供する。
【００２８】
　プロトオンコジーンは、挿入変異機構により働く緩徐型形質転換レトロウイルスがマウ
ス模型を用いてプロトオンコジーンを単離するために用いられる「プロウイルス標識法」
として知られる方法を用いてヒトにおいて同定された。一部の模型で、非感染動物は低い
癌率を有し、感染動物は高い癌率を有する。関与するレトロウイルスの多くは形質導入ホ
ストプロトオンコジーンまたは病原性トランス作動性ウイルス遺伝子を保有しないことが
知られているので、癌の発生率はホストプロトオンコジーンへのプロウイルス組込み効果
の直接の結果であるに違いない。プロウイルス組込みはランダムであるので、稀な遺伝子
組込み体は、選択的な増殖優位性を提供するホストプロトオンコジーンを「活性化」し、
これらの稀な事象は、新しいプロウイルスを腫瘍のクローン化学量論にて生み出す。化学
物質、放射線または自発性エラーにより引き起こされる変異とは対照的に、プロトオンコ
ジーン挿入変異は、公知の配列（プロウイルス）の都合のよい大きさの遺伝子マーカーが
変異の部位に存在するということのために、容易にその位置を定めることができる。クロ
ーン的に組込まれたプロウイルスの両側に位置するホスト配列は多様な方法を用いてクロ
ーニングすることができる。これらの配列がいったん手に入ったら、タグ付きプロトオン
コジーンを次に同定することができる。２つ以上の独立した腫瘍中の同じ部位でのプロウ
イルスの存在は、プロトオンコジーンがプロウイルス部位またはその非常に近くに存在す
るという一応の証拠である（Ｋｉｍ　ｅｔ　ａｌ，Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｖｉｒｏｌｏ
ｇｙ，２００３，７７：２０５６－２０６２；Ｍｉｋｋｅｒｓ，Ｈ　ａｎｄ　Ｂｅｒｎｓ
，Ａ，Ａｄｖａｎｃｅｓ　ｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，２００３，８８：５
３－９９；Ｋｅｏｋｏ　ｅｔ　ａｌ．Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，
２００４，３２：Ｄ５２３－Ｄ５２７）。これは、ゲノムが大きすぎて、ランダム組込み
は、観察可能なクラスター形成をもたらせないためである。検出されるクラスター形成は
生物学的選択の明解な証拠（すなわち、腫瘍表現型）である。さらに、プロウイルス組込
み体のパターン（配向を含む）は、各クラスターでの標的遺伝子の局在性を比較的単純に
する強制的な位置情報を提供する。挿入変異機構により癌を引き起こすことが知られてい
る３種類の哺乳類レトロウイルスはＦｅＬＶ（ネコの白血病／リンパ腫）、ＭＬＶ（マウ
スとラットの白血病／リンパ腫）およびＭＭＴＶ（マウスの乳癌）である。マウス模型で
プロトオンコジーンがいったん同定されたら、ヒト相同分子種をプロトオンコジーンとし
て注記し、さらなる研究を実施することができる。
【００２９】
　よって、ホスト生物のゲノムに挿入されると癌をもたらす配列を有するオンコジーンレ
トロウイルスの使用は癌に関与するホスト遺伝子の同定を可能とする。次に、これらの配
列は、診断、予後、（アゴニストとアンタゴニストの両方を含む）モジュレーターのスク
リーニング、（免疫治療と画像化のための）抗体産生等のさまざまな異なる方法に使用す
ることができる。しかし、当業者により理解されるように、本発明で同定されたオンコジ



(7) JP 4942219 B2 2012.5.30

10

20

30

40

50

ーン等、１種類の癌において同定されるオンコジーンは他の種類の癌にも関与する高い可
能性がある。
【００３０】
　この遺伝子は、ここで説明する方法を用いてプロトオンコジーンとして同定、確認して
いる。ＤＤＲ２遺伝子を、とりわけ皮膚癌（例えば、表在拡大型メラノーマ）を含む癌の
治療と診断のために細胞膜結合性標的として同定した。ＤＤＲ２は、サンプリングされた
皮膚癌組織において過剰発現されていることが見出された。さらに、この遺伝子の発現の
増加は、肺癌（小細胞性肺癌）、乳癌（腺管癌、転移性腺管癌）、卵巣癌（腺癌）、ＣＮ
Ｓ癌（グリア芽細胞種）および皮膚癌（メラノーマ）に関連する細胞株において検出され
た。このことは、この遺伝子がメラノーマ、乳癌、結腸癌、腎臓癌、肝臓癌、肺癌、卵巣
癌、膵臓癌、前立腺癌、子宮癌、頚部癌、膀胱癌、胃癌、皮膚癌、ＣＮＳ癌および結腸転
移を含む転移に関連しているので、これらの癌や他の癌の診断や治療の標的であることを
意味する。
【００３１】
　さらに、ＷＳＴ－１増殖アッセイにおいて、Ｒａｔ－１細胞におけるＤＤＲ２の発現は
、トランスフェクトしていないコントロールと比較してこれらの細胞の増殖割合を増加さ
せることが示された。
【００３２】
　さらなる証拠は、ラット細胞において実施された軟寒天アッセイの結果により提供され
、ＤＤＲ２の発現は、細胞の増殖を増加させることを示した。
【００３３】
　なおさらなる証拠が、Ｒａｔ－１細胞株において実施された腫瘍形成アッセイの形態で
提供され、ＤＤＲ２遺伝子の形質導入は、腫瘍形成において著しい増加を引き起こすこと
を示す。
【００３４】
　ここで用いられる「癌関連遺伝子」とはＤＤＲ２遺伝子をいう。
【００３５】
　これら遺伝子はここで説明する方法を用いて、プロトオンコジーンとして同定、確認さ
れている。
【００３６】
　一部の実施態様において、本方法は、癌関連遺伝子の１つ以上（すなわち、１、２、３
、４、５、６、７、８、９、１０またはそれ以上）の発現産物の発現レベルを測定するこ
とを含み、ここで、コントロールレベルと異なる発現レベルが病気を示す。
【００３７】
　一部の実施態様において、発現産物はタンパク質であるが、別法では、ｍＲＮＡ発現産
物を検出してもよい。タンパク質が用いられる場合、タンパク質は、該タンパク質に好ま
しくは特異的に結合する抗体により検出されることが好ましい。「特異的に結合する」と
の用語は、抗体が、それらの標的ポリペプチドに対して、他の関連するポリペプチドに対
するそれらの親和性よりも実質的に高い親和性を有することを意味する。ここで用いられ
る「抗体」との用語は、インタクトな分子ならびにそれらの断片、例えば、問題の抗原決
定基に結合することのできるＦａｂ、Ｆ（ａｂ’）２およびＦｖをいう。「実質的に高い
親和性」とは、他の関連するポリペプチドに対する親和性に比較して本発明の標的ポリペ
プチドに対する親和性の測定可能な増加が存在することを意味する。一部の実施態様にお
いて、親和性は、標的ポリペプチドに対して少なくとも１．５倍、２倍、５倍、１０倍、
１００倍、１０３倍、１０４倍、１０５倍、１０６倍またはそれ以上である。
【００３８】
　一部実施態様において、抗体は、１０－４Ｍ以下、１０－７Ｍ以下、１０－９Ｍ以下の
解離定数；またはナノモル以下の親和性（０．９、０．８、０．７、０．６、０．５、０
．４、０．３、０．２、０．１ｎＭまたはさらにそれ以下）で、高親和性を持って結合す
る。
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【００３９】
　ｍＲＮＡ発現産物が用いられる場合、一部の実施態様において、組織試料をプローブに
、ｍＲＮＡとプローブとのハイブリッド複合体の形成を可能とする条件下に接触させ、複
合体の形成を検出することによりｍＲＮＡ発現産物が検出される。一部の実施態様におい
て、ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件が用いられる。
【００４０】
　癌関連遺伝子自体は、ＤＤＲ２をコードする核酸発現産物とプローブとのハイブリッド
複合体の形成を可能とする条件下で生体試料をプローブに接触させ、プローブと、生体試
料からの核酸との複合体の形成を検出することにより検出してよい。一部の実施態様にお
いて、複合体の形成がないことは癌関連遺伝子の配列の変異を示す。
【００４１】
　方法は、形成された複合体の量を、コントロール組織が用いられた場合に形成された複
合体の量に比較することからなり、ここで、コントロールと試料との間で形成された複合
体の量の違いが癌の存在を示す。一部の実施形態において、試験組織により形成された複
合体の量と、正常組織により形成された複合体の量との違いは増加であるか、減少である
。一部の実施態様において、形成される複合体の量の２倍の増加または減少が病気を示す
。一部の実施態様において、形成される複合体の量の３倍、４倍、５倍、１０倍、２０倍
、５０倍または１００倍もの増加または減少が病気を示す。
【００４２】
　一部の実施態様において、本発明の方法に用いられる生体試料は組織試料である。いか
なる組織試料も用いてよい。しかし、一部の実施態様において、組織は皮膚組織、卵巣組
織、ＣＮＳ組織または乳房組織から選択される。
【００４３】
　さらに、本発明は、生物試料の第１時点でＤＤＲ２の発現を第２時点での同一の発現産
物の発現に比較する工程を包含する、患者の癌の進行を評価する方法において、第１時点
に対する第２時点での発現の増減または発現の増減速度が癌の進行を示す方法を提供する
。
【００４４】
　さらに、本発明は、ＤＤＲ２のポリペプチド発現産物に結合する抗体；および該抗体と
該ポリペプチドとの結合反応の検出に有用な試薬を含む癌の診断に有用なキットを提供す
る。一部の実施態様において、抗体はＤＤＲ２のポリペプチド産物に特異的に結合する。
【００４５】
　さらに、本発明は、癌関連遺伝子に対してストリンジェントな条件でハイブリダイズす
る核酸プローブ；癌関連遺伝子の増幅に有用なプライマー；および任意に、病気の診断を
容易にするためにプローブとプライマーを用いるための説明書を含む、癌診断用キットを
提供する。
【００４６】
　さらに、本発明は、癌を治療するために用いられるＤＤＲ２の発現産物の発現を調節す
る使用に適する抗体、核酸またはタンパク質を提供する。
【００４７】
　したがって、本発明は、ＤＤＲ２の１つ以上（すなわち、１、２、３、４、５、６、７
、８、９、１０またはそれ以上）の発現産物のレベルを調節する工程を包含する、患者の
癌を治療する方法を提供する。一部の実施態様において、本方法は、該発現産物のレベル
を調節する抗体、核酸またはポリペプチドの治療効果量を患者に投与する工程を包含する
。
【００４８】
　従って、本発明は、癌の治療、検出または診断用医薬の製造における、ＤＤＲ２の発現
産物のレベルを調節する抗体、核酸またはポリペプチドの使用をさらに提供する。一部の
実施態様において、発現レベルは、遺伝子、ｍＲＮＡまたはコードされたタンパク質に対
する作用により調節される。一部の実施態様において、発現は上方調節または下方調節さ
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れる。例えば、調節の変化は、２倍、３倍、５倍、１０倍、２０倍、５０倍、または１０
０倍以上であってもよい。
【００４９】
　癌関連タンパク質は癌性細胞上または癌性細胞内に発現するので、本発明に従う使用に
適する抗体は癌関連タンパク質に対して特異的であるだろう。例えば、癌性細胞上に発現
する癌関連タンパク質のグリコシル化パターンは、これらの同じタンパク質が非癌性細胞
上に発現するグリコシル化のパターン化とは異なるだろう。一部の実施態様において、本
発明による抗体は、癌性細胞のみに発現する癌関連タンパク質に対して特異的である。こ
れは、治療抗体には特別の価値がある。抗標的抗体は、標的のスプライスバリアント、欠
失、付加および／または置換変異体にも結合するだろう。
【００５０】
　本発明による治療使用に適する抗体は抗体依存性細胞傷害（ＡＤＣＣ）を誘発する。Ａ
ＤＣＣとは、Ｆｃレセプターを発現する非特異的な細胞傷害性細胞が標的細胞上の結合抗
体を認識し、次に標的細胞の溶解を引き起こす細胞媒介反応をいう（Ｒａｇｈａｖａｎ　
ｅｔ　ａｌ．，１９９６，Ａｎｎｕ　Ｒｅｖ　Ｃｅｌｌ　Ｄｅｖ　Ｂｉｏｌ　１２：１８
１－２２０；Ｇｈｅｔｉｅ　ｅｔ　ａｌ．，２０００，Ａｎｎｕ　Ｒｅｖ　Ｉｍｍｕｎｏ
ｌ　１８：７３９－７６６；Ｒａｖｅｔｃｈ　ｅｔ　ａｌ．，２００１，Ａｎｎｕ　Ｒｅ
ｖ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　１９：２７５－２９０）。本発明にしたがう治療使用に適する抗体
は、抗体依存性細胞仲介食作用（ＡＤＣＰ）を誘発するだろう。ＡＤＣＰとは、Ｆｃレセ
プターを発現する非特異的な細胞傷害性細胞が標的細胞上の結合抗体を認識し、次に食作
用を引き起こす細胞媒介反応である。これらのプロセスは、ＩｇＧ抗体のＦｃ部分に対す
るレセプターを表面に有するナチュラルキラー（ＮＫ）細胞により仲介される。ＩｇＧが
、癌細胞等の「外来の」膜結合細胞上のエピトープに対して作られる場合、抗体のＦａｂ
部分は癌性細胞と反応する。次に、ＮＫ細胞は抗体のＦｃ部分に結合する。
【００５１】
　本発明の抗体を、エフェクター機能に関して、例えば、抗体の抗体依存性細胞仲介食作
用（ＡＤＣＣ）および／または補体依存性細胞傷害（ＣＤＣ）を増強するように改変する
ことが望ましい実施態様において、１つ以上のアミノ酸置換を抗体のＦｃ領域に導入する
ことができる。もしくは、またはさらに、システイン残基をＦｃ領域に導入することで、
この領域における鎖間ジスルヒド結合の形成を可能とするだろう（総説については、Ｗｅ
ｉｎｅｒ　ａｎｄ　Ｃａｒｔｅｒ　（２００５）　Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ
ｏｇｙ　２３（５）：５５６－５５７）。このようにして作られたホモ二量体抗体は、内
部移行能力を向上させ、および／または補体仲介性細胞死滅および抗体依存性細胞傷害（
ＡＤＣＣ）を高めているだろう。Ｃａｒｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｅｘｐ　Ｍｅｄ．１７
６：１１９１－１１９５（１９９２）およびＳｈｏｐｅｓ，Ｂ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１
４８：２９１８－２９２２（１９９２）を参照されたい。増強抗腫瘍活性を有するホモ二
量体抗体は、Ｗｏｌｆｆ　ｅｔ　ａｌ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　５３：２５６
０－２５６５（１９９３）に記載されたようにヘテロ二機能性架橋剤を用いて調製しても
よい。もしくは、二重Ｆｃ領域を有し、それにより補体溶解とＡＤＣＣ能力を増強してい
る可能性のある抗体を設計することができる。Ｓｔｅｖｅｎｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．Ａｎｔ
ｉ－Ｃａｎｃｅｒ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｓｉｇｎ　３：２１９－２３０（１９８９）を参照さ
れたい。Ｆｃ領域内に修飾グリコシル化を有する抗体を作ることができる。例えば、炭水
化物鎖のフコース含量の低下は抗体の固有ＡＤＣＣ活性を向上させるだろう（例えば、Ｗ
Ｏ００６１７３９に記載されたＢｉｏＷａ’ｓ　Ｐｏｔｉｌｌｅｇｅｎｔ（登録商標）　
ＡＤＣＣ　Ｅｎｈａｎｃｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙを参照）。もしくは、二等分され
た非フルコシル化オリゴ糖鎖を付加する細胞系で抗体を産生させることができる（米国６
，６０２，６８４を参照）。これらの両技術は、イフェクター細胞上のＦｃガンマＩＩＩ
ａレセプターに対する高められた親和性を有し、高められたＡＤＣＣ効率をもたらす抗体
を産生する。Ｆｃ領域は、本発明の抗体の血清半減期を変えるように設計することもでき
る。Ａｂｄｅｇｓは、ＦｃＲｎサルベージレセプターに対して高められた親和性を有する
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設計ＩｇＧであるので、通常のＩｇＧよりも短い半減期を有する（Ｖａｃｃａｒｏ　ｅｔ
　ａｌ，（２００５）　Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　２３（１０）：１
２８３－１２８８を参照）。血清半減期を延ばすために、ＦｃＲｎによる親和性を低下す
ると思われるＦｃ領域に特定の変異を導入することができる（Ｈｉｎｔｏｎ　ｅｔ　ａｌ
，（２００４）　Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ　２９７（８）：６２１３－６２１６を参照）
。本発明の抗体は、血清アルブミン結合領域（ｄＡｂ）等、血清半減期を変える他のメカ
ニズムを使用するように改変することもできる（例えば、ＷＯ０５０３５５７２を参照）
。設計されたＦｃ領域（例えば、ＸｍＡＢ（登録商標）、ＷＯ０５０７７９８１を参照）
を本発明の抗体に組み入れて、向上したＡＤＣＣ活性、変えられた血清半減期または高め
られた抗体タンパク質安定性を導いてもよい。
【００５２】
　一部の実施態様において、本発明による治療用抗体はＡＤＣＣを誘発するために有効で
あり、標的に結合し、ＡＤＣＣ活性を有することにより癌性細胞の生存を調節する。抗体
はＡＤＣＣ活性を高めるために設計することができる（例えば、Ｘｅｎｃｏｒ社のＵＳ２
００５００５４８３２Ａ１およびそこに挙げられた文献を参照）。
【００５３】
　一部の実施態様において、そのような方法で使用される核酸の種類は、アンチセンス構
築物、リボザイムまたはＲＮＡｉ（例えば、ｓｉＲＮＡ）である。
【００５４】
　癌は腫瘍増殖の阻害または腫瘍容積の減少により、もしくは、癌細胞の侵襲性を減少さ
せることにより治療してよい。一部の実施態様において、上記の治療方法は、手術、ホル
モンアブレーション治療、放射線療法または化学療法の１つ以上に併用される。例えば、
患者が既に化学療法を受けつつある場合、発現産物のレベルを調節する上記のような本発
明の化合物を投与してもよい。本発明による化学療法剤、ホルモン剤および／または放射
線治療薬および化合物を同時、別々または連続的に投与してよい。
【００５５】
　一部の実施態様において、上記方法の１つによりしたがって検出または治療される癌は
、皮膚癌、肺癌、乳癌、卵巣癌およびＣＮＳ癌から選択される。
【００５６】
　本発明は、ＤＤＲ２の患者試料中の差次的発現の証拠を検出する工程を包含する癌の治
療方法を提供する。遺伝子の差次的発現の証拠は癌の診断指標となる。一部の実施態様に
おいて、癌は、リンパ腫、白血病、皮膚癌、肺癌、乳癌、卵巣癌およびＣＮＳ癌である。
一部実施態様において、遺伝子の差次的発現の証拠は遺伝子の発現産物のレベルを測定す
ることにより検出される。一部の実施態様において、発現産物はタンパク質またはｍＲＮ
Ａである。一部の実施態様において、タンパク質の発現レベルは、タンパク質に特異的に
結合する抗体を用いて測定される。一部の実施態様において、抗体はイメージング物質に
連結される。一部の実施態様において、患者試料中の遺伝子の発現産物のレベルはコント
ロールと比較する。一部の実施態様において、コントロールは患者試料と同じ組織型の既
知の正常組織である。一部の実施態様において、試料中の発現産物のレベルはコントロー
ルに比較して増加している。
【００５７】
　さらに、本発明は、ＤＤＲ２の発現産物の証拠を検出する工程を包含する、患者試料中
の癌性細胞を検出する方法を提供する。試料中の遺伝子の発現の証拠は、試料中の細胞が
癌性であることを示す。一部の実施態様において、細胞は、皮膚細胞、肺細胞、卵巣細胞
、ＣＮＳ細胞または乳房細胞である。一部の実施態様において、発現産物の証拠はイメー
ジング物質に連結させた抗体を用いて検出される。
【００５８】
　本発明は、生物試料の第１時点でのＤＤＲ２の発現産物のレベルを第２時点での同一発
現産物のレベルに比較する工程を包含する、患者の癌の進行を評価する方法を提供する。
第１時点に対する第２時点での発現産物のレベルの変化は癌の進行を示す。一部の実施態
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様において、癌は、リンパ腫、白血病、皮膚癌、肺癌、乳癌、卵巣癌およびＣＮＳ癌であ
る。
【００５９】
　さらに、本発明は、（ａ）第１患者の第１組織型を含む第１試料中のＤＤＲ２のｍＲＮ
Ａレベルを測定し；（ｂ）（ａ）におけるｍＲＮＡレベルをコントロールに比較する工程
を包含する、癌の診断方法を提供する。（ａ）におけるｍＲＮＡレベルと、第２試料また
は第３試料におけるｍＲＮＡレベルとの間の少なくとも２倍の違いの検出は、第１個体が
癌を有するか、または癌になりやすいことを示す。一部の実施態様において、コントロー
ル試料は、第１個体の正常な組織型を含む。一部の実施態様において、コントロール試料
は、非罹個体からの正常な組織型を含む。一部の実施態様において、第１試料中のｍＲＮ
Ａレベルとコントロールとの少なくとも３倍の違いは、第１個体が癌を有するか、または
癌になりやすいことを示す。
【００６０】
　さらに、本発明は、（ａ）ＤＤＲ２を発現する細胞を候補抗癌剤に接触させ；（ｂ）候
補抗癌剤の存在下と非存在下とにおける細胞中の遺伝子発現レベルの少なくとも２倍の差
を検出する工程を包含する、抗癌活性のスクリーニング方法を提供する。候補抗癌剤の非
存在下での細胞中の遺伝子発現レベルと比較して、その存在下での細胞中の遺伝子発現レ
ベルの少なくとも２倍の差は、候補抗癌剤が抗癌活性を有することを示す。一部の実施態
様において、候補抗癌剤の存在下と非存在下とにおける細胞中の遺伝子発現レベルの少な
くとも３倍の差は、候補抗癌剤が抗癌活性を有することを示す。一部の実施態様において
、候補抗癌剤は抗体、小さい有機化合物、小さい無機化合物またはポリヌクレオチドであ
る。一部の実施態様において、候補抗癌剤はモノクローナル抗体である。一部の実施態様
において、候補抗癌剤はヒト抗体またはヒト化抗体である。一部の実施態様において、ポ
リヌクレオチドはアンチセンスオリゴヌクレオチドである。一部の実施態様において、ポ
リヌクレオチドは、配列番号７または配列番号８の配列を有するオリゴヌクレオチドであ
る。
【００６１】
　さらに、本発明は、哺乳動物の癌の診断または検出用キットを提供する。一部の実施態
様において、キットは、抗体またはその断片、または免疫複合体またはその断片を含む。
一部の実施態様において、抗体または断片はＤＤＲ２腫瘍細胞抗原に特異的に結合するこ
とができる。さらに、キットは抗体と腫瘍細胞抗原との結合反応を検出する１つ以上の試
薬を含む。一部の実施態様において、キットは該キットを使用するための説明書を含む。
【００６２】
　本発明は癌の診断用キットも提供する。一部の実施態様において、キットは、ストリン
ジェントな条件下でＤＤＲ２とハイブリダイズする核酸プローブを含む。キットは癌関連
遺伝子を増幅するプライマーも含む。一部の実施態様において、キットは該キットを使用
するための使用書を含む。
【００６３】
　本発明は患者において癌を治療する方法を提供する。一部の実施態様において、本方法
はＤＤＲ２の発現産物のレベルを調節する工程を包含する。一部の実施態様において、本
方法は、患者に、発現産物のレベルを調節する抗体、核酸またはポリペプチドを投与する
工程を包含する。一部の実施態様において、発現産物のレベルは、少なくとも２倍の変化
まで上方調節または下方調節される。一部の実施態様において、癌は腫瘍増殖の阻害また
は腫瘍容積の減少により治療される。一部の実施態様において、癌は癌細胞の侵襲性を低
減することにより治療される。一部の実施態様において、発現産物はタンパク質またはｍ
ＲＮＡである。一部の実施態様において、第１時点での発現産物の発現レベルは第２時点
での同一発現産物の発現レベルに比較され、ここで、第１時点に比較して第２時点での発
現レベルの増加または減少は癌の進行を示す。
【００６４】
　一部の実施態様において、上記の方法のうちの1つに従って検出または処置される癌は
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、リンパ腫、白血病、皮膚癌、肺癌、乳癌、卵巣癌およびＣＮＳ癌である。
【００６５】
　また、本発明は、ＤＤＲ２活性を調節する工程を包含する患者において癌を処置するた
めの方法を提供する。一部の実施態様において、ＤＤＲ２活性は、細胞増殖、細胞成長、
細胞運動性、転移、細胞移動、細胞生存性、または腫瘍形成である。一部の実施態様にお
いて、この方法は、ＤＤＲ２活性を阻害する抗体、核酸またはポリペプチドを患者に投与
する工程を包含する。一部の実施態様において、この抗体は、中和抗体である。一部の実
施態様において、この抗体は、モノクローナル抗体である。一部の実施態様において、こ
のモノクローナル抗体は、少なくとも１×１０８Ｋａの親和性でＤＤＲ２ポリペプチドに
結合する。一部の実施態様において、このモノクローナル抗体は、癌細胞の成長、腫瘍形
成、細胞生存性および癌細胞増殖のうちの１つ以上を阻害する。一部の実施態様において
、この抗体はモノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、キメラ抗体、ヒト抗体、ヒト化
抗体、１本鎖抗体、二重特異的抗体、多重特異的抗体、またはＦａｂフラグメントである
。
【００６６】
　また、本発明は、コントロール比較してＤＤＲ２を過剰発現することにより特徴付けら
れた患者において、癌を処置する方法を提供する。一部の実施態様において、この方法は
、患者においてＤＤＲ２活性を調節する工程を包含する。一部の実施態様において、ＤＤ
Ｒ２活性は、細胞増殖、細胞成長、細胞移動性、転移、細胞移動、細胞生存性、遺伝子発
現および腫瘍形成からなる群から選択される。一部の実施態様において、癌は、頚部癌、
腎臓癌、卵巣癌、膵臓癌および皮膚癌からなる群から選択される。一部の実施態様におい
て、この方法は、ＤＤＲ２活性を阻害する抗体、核酸、またはポリペプチドを患者に投与
する工程を包含する。
【００６７】
　さらに、本発明は、ＤＤＲ２の発現産物に結合する抗体による治療に対して患者を感受
性があると同定する方法において、該患者由来の生物試料中の該遺伝子の発現産物のレベ
ルを測定する工程を包含する方法を提供する。
【００６８】
　さらに、本発明は、癌の治療、診断または検出する組成物を提供する。一部の実施態様
において、組成物は、ＤＤＲ２の発現産物に対して特異的な抗体またはオリゴヌクレオチ
ドを含む。一部の実施態様において、組成物はさらに従来の癌医薬を含む。一部の実施態
様において、組成物は医薬組成物である。一部の実施態様において、組成物は無菌注射剤
である。
【００６９】
　本発明は、ａ）候補物質の存在下においてＤＤＲ２の１つ以上（すなわち、１、２、３
、４、５、６、７、８、９、１０またはそれ以上）の発現産物の発現レベルを検出し；ｂ
）この発現レベルを候補物質の非存在下における発現レベルに比較する工程を包含する、
癌性細胞の成長を調節する候補物質を同定するアッセイにおいて、発現の違いは、候補物
質が癌関連遺伝子の発現産物の発現レベルを調節することを示すアッセイを提供する。
【００７０】
　さらに、本発明は、ａ）本発明の上記実施態様の何れかに示されたＤＤＲ２を発現する
細胞を候補物質に接触させ；ｂ）候補物質の該細胞に対する効果を測定する工程を包含す
る、ＤＤＲ２の発現レベルを調節する物質を同定する方法において、発現レベルの変化は
、候補物質が発現を調節することをできることを示す方法を提供する。
【００７１】
　一部の実施態様において、候補物質は、ポリヌクレオチド、ポリペプチド、抗体または
小有機分子である。
【００７２】
　さらに、本発明は、ここに記載するように、皮膚癌、肺癌、乳癌、卵巣癌およびＣＮＳ
癌に関連するＤＤＲ２の配列または発現レベルを決定する工程を包含する、生物学的試料
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中の癌を検出する方法を提供する。
【００７３】
　定義
　本発明では、ＤＤＲ２が癌の発生率に結びつくことを確認している。この遺伝子はした
がって「ＤＤＲ２遺伝子」と称する。よって、この遺伝子にコードされるＤＤＲ２ポリペ
プチドは「癌関連ポリペプチド」または「癌関連タンパク質」と称する。これらの癌関連
ポリペプチドをコードする核酸配列は「癌関連ポリヌクレオチド」と称する。ＤＤＲ２遺
伝子をコードおよび／または発現する細胞は、「癌関連細胞」と称する。ＤＤＲ２遺伝子
をコードする細胞は、「癌関連遺伝型」を有するという。癌関連タンパク質を発現する細
胞は、「癌関連表現型」を有するという。「癌関連配列」は、ＤＤＲ２遺伝子に由来する
ポリペプチド配列とポリヌクレオチド配列の両方をいう。「癌関連核酸」として、ＤＤＲ
２遺伝子を構成するＤＮＡ、ならびに該遺伝子に由来するｍＲＮＡおよびｃＤＮＡが挙げ
られる。
【００７４】
　この文脈において「関連」とは、ＤＤＲ２ヌクレオチドまたはタンパク質の配列が、正
常組織に比較して癌では示差的に発現、活性化、不活性化または変化していることを意味
する。以下で概略するように、癌関連配列は、癌において、上方調節（すなわち、より高
い量で発現）される配列、ならびに下方調節（すなわち、より低い量で発現）される配列
を含む。さらに、癌関連配列は、変化を受けた配列（すなわち、切断配列、または点変異
を含む置換、欠失または挿入を有する配列）を含み、同じ発現プロフィールか、変化した
プロフィールを示す。一般的に、癌関連配列はヒト由来である；しかし、当業者により理
解されるように、他の生物由来の癌関連配列は病気や医薬の評価の動物模型に有用であろ
う；よって、げっ歯類（ラット、マウス、ハムスター、モルモット等）、霊長類および家
畜（ヒツジ、ヤギ、ブタ、ウシ、ウマ等）等の哺乳動物等の脊椎動物に由来する他の癌関
連配列を同定してよい。一部の実施態様において、原核生物の癌関連配列が有用であろう
。他の生物に由来する癌関連配列を以下に概略する技術を用いて得てよい。
【００７５】
　癌関連配列は組換え核酸を含む。ここでいう「組換え核酸」との用語は、一般的に、天
然には通常見られない形で、ポリメラーゼおよびエンドヌクレアーゼによる核酸の操作に
よりインビトロで独創的に形成された核酸を意味する。例えば、組換え核酸は直鎖形の単
離核酸であるか、または通常連結されていないＤＮＡ分子を連結することによりインビト
ロで形成されたベクターにクローニングされ、両者ともに本発明の目的のために組換え型
であると見なされる。いったん組換え核酸が作られ、ホスト細胞または生物に再導入され
ると、それは、ビンビトロ操作というよりもホスト細胞のインビボ細胞機構を用いて複製
するだろう；しかし、そのような核酸は、いったん組換え産生されると、引き続いてイン
ビボで複製されるが、本発明の目的のためになおも組換え型または単離されているとみな
される。ここで用いられる「ポリヌクレオチド」または「核酸」とは、リボヌクレオチド
またはデオキシリボヌクレオチドのいずれであろうと、任意の長さの多量体型ヌクレオチ
ドである。この用語は、分子の一次構造のみを言及する。よって、この用語は、二本鎖と
一本鎖のＤＮＡとＲＮＡを含む。さらに、この用語は、公知の種類の修飾物、例えば、当
分野で公知の標識、メチル化、「キャップ」、類似物による１つ以上の天然のヌクレオチ
ドの置換、ヌクレオチド間修飾物、例えば、無電荷結合（例えば、ホスホロチオエート、
ホスホロジチオエート等）を有する修飾物、ペンダント部分、例えばタンパク質（例えば
、ヌクレアーゼ、毒素、抗体、シグナルペプチド、ポリ－Ｌ－リジン等）を有する修飾物
、インターカレーター（例えば、アクリジン、ソラレン等）を有する修飾物、キレーター
（例えば、金属、放射性活性金属等）を含む修飾物、アルキル化剤を含む修飾物、修飾結
合（例えば、アルファアノマー核酸等）を含む修飾物、ならびに修飾されていない形のポ
リヌクレオチドも含む。
【００７６】
　ここで用いられる指定された配列「に由来する」ポリヌクレオチドは、指定された塩基
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配列の一部の領域に対応するおおよそ少なくとも約６ヌクレオチド、少なくとも約８ヌク
レオチド、少なくとも約１０～１２ヌクレオチドおよび少なくとも約１５～２０ヌクレオ
チドの配列からなるポリヌクレオチド配列をいう。「対応する」とは指定された配列と相
同であるか、相補的であることを意味する。一部の実施態様において、ポリヌクレオチド
が由来する部分の配列は、癌関連遺伝子に独自な配列に対して相同であるか、または相補
的である。
【００７７】
　「組換えタンパク質」とは組換え技術を用いて、すなわち、上記のように組換え核酸の
発現により作られるタンパク質である。組換えタンパク質は、天然のタンパク質から少な
くとも１つ以上の特徴によって区別される。例えば、該タンパク質は、野生型のホストに
おいてはそれが通常結合するタンパク質や化合物の一部または全てから離れて単離または
精製されるだろうから、実質的に純粋であろう。例えば、単離されたタンパク質は、その
天然状態では該タンパク質が通常結合して、所与の試料中で全タンパク質の少なくとも約
０．５重量％または少なくとも約５重量％を構成する物質の少なくとも一部を伴わない。
実質的に純粋なタンパク質は、全タンパク質の約５０～７５重量％、少なくとも約８０重
量％、または少なくとも約９０重量％を構成する。この定義は、一生物からの癌関連タン
パク質を異なる生物またはホスト細胞において産生することを含む。もしくは、タンパク
質は、該タンパク質が高められた濃度レベルで作られるように誘導プロモーターまたは高
発現プロモーターの利用により通常見られるよりも顕著に高い濃度で作られるだろう。も
しくは、タンパク質は、下記のようにエピトープタグの付加またはアミノ酸置換、挿入お
よび欠失のような天然では通常見られない形にあってもよい。
【００７８】
　ここで使用される「タグ」、「配列タグ」または「プライマータグ配列」との用語は、
そのようなタグを内部に有する一群のポリペプチドを同定するために役立つ特定の核酸配
列を有するオリゴヌクレオチドをいう。同じ生物源に由来するポリヌクレオチドは、引き
続く分析でポリヌクレオチドがその起源にしたがって同定可能なように特定の配列タグに
共有結合させる。配列タグは核酸増幅反応のプライマーとしても役立つ。
【００７９】
　「マイクロアレイ」とは、好ましくは不連続部位の直線配列または二次元配列であり、
各部位が固体支持体の表面に形成された限定領域を有する。マイクロアレイ上の不連続部
位の密度は単一の固相支持体の表面上で検出される標的ポリヌクレオチドの総数により決
定され、好ましくは少なくとも５０／ｃｍ２、より好ましくは少なくとも約１００／ｃｍ
２、さらに好ましくは少なくとも約５００／ｃｍ２、さらに好ましくは少なくとも約１，
０００／ｃｍ２である。ここで用いられるＤＮＡマイクロアレイは、標的ポリヌクレオチ
ドを増幅またはクローニングするために用いられるチップまたは他の表面に置かれたオリ
ゴヌクレオチドプライマーのアレイである。アレイ内のプライマーのそれぞれの特定のグ
ループの位置は知られているので、標的ポリヌクレオチドの同一性はマイクロアレイの特
定の位置へのそれらの結合に基づいて決定することができる。
【００８０】
　「リンカー」は、制限酵素認識部位を含む合成オリゴデオキシリボヌクレオチドである
。リンカーはＤＮＡ断片の末端に平滑末端連結して制限酵素認識部位を作り、次に断片を
ベクター分子にクローニングするためにこれらの制限酵素認識部位を使用することができ
る。
【００８１】
　「標識」との用語は、アッセイ試料中の標的ポリヌクレオチドの存在を示す検出可能な
シグナルを作ることのできる組成物をいう。適当な標識として、放射性同位元素、ヌクレ
オチド発色団、酵素、基質、蛍光分子、化学発光部分、磁性粒子、生物発光部分等が挙げ
られる。標識は、それ自体は、分光学的、光化学的、生化学的、免疫化学的、電気的、光
学的、化学的手段またはそれ以外の適当な手段により検出できる構成物である。「標識」
との用語は、基質の検出可能な産物への変換を触媒する酵素等、検出可能な物理的性質を
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有する化学基または部分、または化学基または部分に検出可能な物理的性質を示させるこ
とのできる化合物をいうために用いられる。「標識」との用語は、特定の物理的性質の発
現を阻害する化合物も含む。標識は結合対の１メンバーであってよく、この場合、結合対
の他のメンバーは検出可能な物理的性質を有する。
【００８２】
　「支持体」との用語は、ビーズ、粒子、ディップスティック、ファイバー、フィルター
、膜およびシランまたはシリケート支持体、例えばスライドガラス等の慣用の支持体をい
う。
【００８３】
　「増幅する」との用語は広い意味で用いられ、例えば、さらなる標的分子または標的様
分子または標的分子に相補的な分子であって、試料中の標的分子の存在により作られる分
子等の増幅産物を作ることを意味する。標的が核酸である場合、増幅産物はＤＮＡまたは
ＲＮＡポリメラーゼまたは逆転写酵素により酵素的に作ることができる。
【００８４】
　ここで用いられる「生体試料」とは、例えば、血液、血漿、血清、骨髄液、リンパ液、
皮膚、呼吸器、腸管、尿生殖路、涙、唾液、乳、細胞（血球が挙げられるがこれに限定さ
れない）、腫瘍、器官およびインビトロ細胞培養構成物の試料が挙げられるが、これらに
限定されない、個体から単離された組織または液体の試料をいう。
【００８５】
　ここで用いられる「生物源」との用語は、標的のポリヌクレオチドが由来する原料をい
う。原料は、細胞、組織または液体等の、しかし、これらに限定されない上記の「試料」
のいずれの形を有してよい。「異なる生物源」は、同じ個体の異なる細胞／組織／器官、
または同じ種の異なる個体に由来する細胞／組織／器官、または異なる種に由来する細胞
／組織／器官をいう。
【００８６】
　癌関連遺伝子
　　「ＤＤＲ２」とは、ＮＣＢＩ公開データベースで遺伝子座ＩＤ４９２１と称される遺
伝子「ジスコイジンドメインレセプターファミリー、メンバー２」を意味し、受入番号Ｎ
Ｍ＿００６１８２（配列番号１）のｍＲＮＡを有し、受入番号ＮＰ＿００６１７３（配列
番号２）のポリペプチドをコードする。関連ｍＲＮＡ配列、ゲノム配列およびタンパク質
配列として、受入番号ＣＡＩ１５９３９（配列番号３）、ＣＡＩ１５９４０（配列番号４
）、ＣＡＩ１５９４１（配列番号５）、ＣＡＩ１５９４３（配列番号６）、ＡＫ０９５９
７５（配列番号７）、ＢＣ０５２９９８（配列番号８＝ヌクレオチド配列；配列番号９＝
アミノ酸配列）、ＡＡＨ５２９９８（配列番号１０）、ＢＸ６４０８９９（配列番号１１
＝ヌクレオチド配列；配列番号１２＝アミノ酸配列）、ＣＡＥ４５９４６（配列番号１３
）、Ｘ７４７６４（配列番号１４＝ヌクレオチド配列；配列番号１５＝アミノ酸配列）、
ＣＡＡ５３７７７（配列番号１６）およびＱ１６８３２（配列番号１７）が挙げられる。
ＤＤＲ２は膜内外タンパク質である。
【００８７】
　本研究において、この遺伝子は、ＭＬＶのプロウイルスのＩＩ型組込みを受けており、
組込みが３ケースで見られた。この結果は、この分野で一般に是認されている２つの当て
はまる規則に適合するので興味深い（Ｋｉｍ　ｅｔ　ａｌ，Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｖｉ
ｒｏｌｏｇｙ，２００３，７７：２０５６－２０６２；Ｍｉｋｋｅｒｓ，Ｈ　ａｎｄ　Ｂ
ｅｒｎｓ，Ａ，Ａｄｖａｎｃｅｓ　ｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，２００３，
８８：５３－９９；Ｋｅｏｋｏ　ｅｔ　ａｌ．Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａ
ｒｃｈ，２００４，３２：Ｄ５２３－Ｄ５２７）。
【００８８】
　この遺伝子は、サンプリングされた皮膚癌組織の３７％で過剰発現することがわかった
。さらにこの遺伝子の発現の増加は、肺腫瘍、乳房腫瘍、卵巣腫瘍、ＣＮＳ腫瘍および皮
膚腫瘍の細胞株で検出された。このことは、この遺伝子が、少なくとも皮膚癌、肺癌、乳
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癌、卵巣癌およびＣＮＳ癌に関連しており、よってこの遺伝子がこれらの癌や他の癌の診
断や治療の標的であることを意味する。
【００８９】
　この遺伝子のみの発現は癌を引き起こすのに十分であろう。もしくは、この遺伝子の発
現の増加は癌を引き起こすのに十分であろう。さらなる別法において、この遺伝子の発現
が閾値に達するか、超える場合に癌が誘導されるだろう。閾値は、「正常な」コントロー
ルの発現レベルに比較した場合に遺伝子の発現の増加または減少の割合として表されるだ
ろう。いずれにしても、ＤＤＲ２の発現レベルの変化は癌に関連する。
【００９０】
　また、本発明は、上記の癌関連遺伝子の相同体、断片および機能的等価物の使用を可能
とする。相同性は上記の全遺伝子配列に基づくものとすることができ、一般的に、相同性
プログラムとハイブリダイゼーション条件を用いて、下記のように決定される。癌関連遺
伝子の相同体は、癌関連遺伝子に対して、好ましくは約７５％を超える（すなわち、少な
くとも８０％、少なくとも８５％、少なくとも９０％、少なくとも９２％、少なくとも９
４％、少なくとも９５％、少なくとも９６％、少なくとも９７％、少なくとも９８％、少
なくとも９９％またはそれ以上の）相同性を有する。そのような相同体として、スプライ
スバリアント、欠失、付加および／置換変異体を含んでよく、一般的に機能的類似性を有
する。
【００９１】
　この文脈での相同性は配列類似性または同一性を意味する。相同性目的のための１つの
比較は、配列決定の誤りを含む配列を正しい配列に比較することにある。この相同性は、
Ｓｍｉｔｈ　＆　Ｗａｔｅｒｍａｎ，Ａｄｖ．Ａｐｐｌ．Ｍａｔｈ．２：４８２（１９８
１）の局所性相同性アルゴリズム、Ｎｅｅｄｌｅｍａｎ　＆　Ｗｕｎｓｃｈ，Ｊ．ＭｏＩ
．Ｂｉｏｌ．４８：４４３（１９７０）の相同性整列アルゴリズム、Ｐｅａｒｓｏｎ　＆
　Ｌｉｐｍａｎ，ＰＮＡＳ　ＵＳＡ　８５：２４４４（１９８８）の類似法の検索、これ
らのアルゴリズムのコンピュータによる実行（ウィスコンシンジェネティクスソフトウエ
アパッケージ中のＧＡＰ、ＢＥＳＴＦＩＴ、ＦＡＳＴＡおよびＴＦＡＳＴＡ、ジェネティ
クスコンピュータグループ、５７５　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｄｒｉｖｅ，Ｍａｄｉｓｏｎ，Ｗ
Ｉ）、初期設定を用いる一部の実施態様におけるＤｅｖｅｒｅｕｘ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｕ
ｃｌ．Ａｃｉｄ　Ｒｅｓ．１２：３８７－３９５（１９８４）に記載のベストフィット配
列プログラム、または検査等の、しかし、これらに限定されない当分野に公知の標準的な
技術を用いて決定されるだろう。
【００９２】
　有用なアルゴリズムの１つの例はＰＩＬＥＵＰである。ＰＩＬＥＵＰは、進歩的な対配
列を用いる一群の関連配列から多配列のアライメントを作る。それは、アライメントを作
るために用いられるクラスタリング関係を示すツリーをプロットすることもできる。ＰＩ
ＬＥＵＰは、Ｆｅｎｇ　＆　Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅ，Ｊ．ＭｏＩ．Ｅｖｏｌ．３５：３５１
－３６０（１９８７）の進歩的なアライメント法の単純化を使用する；この方法は、Ｈｉ
ｇｇｉｎｓ　＆　Ｓｈａｒｐ　ＣＡＢＩＯＳ　５：１５１－１５３（１９８９）に記載さ
れた方法と類似する。有用なＰＩＬＥＵＰパラメータとして、３．００のデフォルトギャ
ップウエイト、０．１０のデフォルトギャップ長、および加重エンドギャップが挙げられ
る。
【００９３】
　有用なアルゴリズムの別の例は、Ａｌｔｓｃｈｕｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉ
ｏｌ．２１５，４０３－４１０，（１９９０）およびＫａｒｌｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，ＰＮ
ＡＳ　ＵＳＡ　９０：５８７３－５７８７（１９９３）に記載のＢＬＡＳＴ（Ｂａｓｉｃ
　Ｌｏｃａｌ　Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ　Ｓｅａｒｃｈ　Ｔｏｏｌ）アルゴリズムである。特
に有用なＢＬＡＳＴプログラムは、Ａｌｔｓｃｈｕｌ等（Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚ
ｙｍｏｌｏｇｙ，２６６：４６０－４８０（１９９６）；ｈｔｔｐ：／／ｂｌａｓｔ．ｗ
ｕｓｔｌ．ｅｄｕ／］）から得られたＷＵ－ＢＬＡＳＴ－２プログラムである。ＷＵ－Ｂ
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ＬＡＳＴ－２は、幾つかの検索パラメータを使用し、それらの多くは初期値に設定されて
いる。調整可能なパラメータは、オーバーラップスパン＝１、オーバーラップフラクショ
ン＝０．１２５、ワード閾値（Ｔ）＝１１を用いて設定する。ＨＳＰ　ＳパラメータとＨ
ＳＰ　Ｓ２パラメータは動的値であり、特定の配列の構成物、および興味のある配列が検
索される特定のデータベースの構成物に依存するプログラム自体により確立される；しか
し、それらの値は感受性を高めるために調節してよい。アミノ酸配列同一性の割合は、整
列された領域の「さらに長い」配列の残基の総数によって割った適合同一残基の数により
決定される。「さらに長い」配列は、整列された領域の最も実際の残基を有する配列であ
る（アライメントスコアを最大化するためにＷＵ－Ｂｌａｓｔ－２により導入されるギャ
ップは無視される）。
【００９４】
　アライメントは、整列させる配列間のギャップの導入を含んでよい。さらに、癌関連遺
伝子のヌクレオチドよりも多いか、少ないヌクレオチドを含む配列に関して、相同性の割
合は、ヌクレオシドの総数に関して相同ヌクレオシドの数に基づいて決定されることが分
かっている。よって、ここで同定される配列よりも短い配列の相同性は短い配列のヌクレ
オシドの数を用いて決定されるだろう。
【００９５】
　本発明の一部の実施態様において、ここに提供されるポリヌクレオチド配列、またはそ
の断片、またはその相補的配列に、中～高ストリンジェント条件下にハイブリダイズする
ことのできるポリヌクレオチド組成物が提供される。ハイブリダイゼーション技術は分子
生物学の技術でよく知られている。説明のために、他のポリヌクレオチドに対する本発明
のポリヌクレオチドの適当なハイブリダイゼーションを調べるための適する適度のストリ
ンジェント条件は、５×ＳＳＣの溶液（「食塩水クエン酸ナトリウム」；９ｍＭ　ＮａＣ
ｌ、０．９ｍＭクエン酸ナトリウム）、０．５％ＳＤＳ、１．０ｍＭ　ＥＤＴＡ（ｐＨ８
．０）中での前洗浄；５０～６０℃、５×ＳＳＣ、一晩のハイブリダイズ；その後の０．
１％ＳＤＳを含む２×、０．５×および０．２×ＳＳＣのそれぞれによる６５℃で２０分
間の２回の洗浄を含む。当業者は、ハイブリダイゼーションのストリンジェンシーは、ハ
イブリダイゼーション溶液の塩含量および／またはハイブリダイゼーションが実施される
温度を変えること等により容易に操作することができる。例えば、一部の実施態様におい
て、適当に高いストリンジェントハイブリダイゼーション条件として、ハイブリダイゼー
ションの温度が、例えば、６０～６５℃または６５～７０℃まで上げる以外は上記と同じ
条件が挙げられる。ストリンジェント条件はホルムアルデヒド等の不安定化剤の添加によ
り達成してもよい。
【００９６】
　よって、本出願および配列表にわたって同定された核酸に高ストリンジェンシー条件で
ハイブリダイズする核酸またはそれらの相補体が癌関連配列とみなされる。高ストリンジ
ェンシー条件は当分野で知られている（例えば、Ｍａｎｉａｔｉｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏ
ｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，２ｎｄ　
Ｅｄｉｔｉｏｎ，１９８９およびＳｈｏｒｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕ
ｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，ｅｄ．Ａｕｓｕｂｅｌ，ｅｔ　ａｌ．（これら両文献ともに参
照によりここに組み入れる）を参照されたい）。ストリンジェント条件は配列依存性であ
り、異なる状況で異なるだろう。長い配列は、高い温度で特異的にハイブリダイズする。
核酸のハイブリダイゼーションの詳細な指針は、Ｔｉｊｓｓｅｎ，Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ
　ｉｎ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ－Ｈ
ｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ　ｗｉｔｈ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｐｒｏｂｅｓ，“Ｏ
ｖｅｒｖｉｅｗ　ｏｆ　ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ｏｆ　ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ　ａ
ｎｄ　ｔｈｅ　ｓｔｒａｔｅｇｙ　ｏｆ　ｎｕｃｌｅｉｃ　ａｃｉｄ　ａｓｓａｙｓ”（
１９９３）に見られる。一般的に、ストリンジェント条件は、定義されたイオン強度ｐＨ
で特定の配列に対して熱融点（Ｔｍ）よりも約５～１０℃低くなるように選択される。Ｔ
ｍは、標的に相補的なプローブの５０％が、標的配列に平衡状態でハイブリダイズする（



(18) JP 4942219 B2 2012.5.30

10

20

30

40

50

定義されたイオン強度、ｐＨおよび核酸濃度での）温度である（標的配列は過剰に存在し
ているので、Ｔｍでは、プローブの５０％が平衡状態で占められる）。ストリンジェント
条件は、ｐＨ７．０～８．３で、塩濃度が１．０Ｍナトリウムイオン未満であり、通常、
約０．０１～１．０Ｍナトリウムイオン濃度（または他の塩）であり、温度は、短いプロ
ーブ（例えば、１０～５０ヌクレオチド）では少なくとも約３０℃であり、長いプローブ
（例えば、５０ヌクレオチドを超える）では少なくとも約６０℃となっている条件である
。別の実施態様において、低いストリンジェントハイブリダイゼーション条件が使用され
る；例えば、当分野で知られるように、中または低ストリンジェント条件を用いてよい；
上記のＭａｎｉａｔｉｓおよびＡｕｓｕｂｅｌおよび上記のＴｉｊｓｓｅｎを参照された
い。
【００９７】
　癌関連遺伝子発現の検出
　癌関連遺伝子をクローニングし、必要であれば、その構成要素を組み換えて全体の癌関
連核酸を形成する。いったんその天然源から単離されると、例えば、プラスミドまたは他
のベクターに含まれるか、またはそれから直鎖核酸セグメントとして切除されると、組換
え癌関連核酸はさらにプローブとして使用され、他の癌関連核酸、例えばさらなるコード
領域を同定または単離することができる。それは、修飾または変種の癌関連核酸およびタ
ンパク質を作るために「前駆体」核酸として用いることもできる。癌関連遺伝子の塩基配
列は癌関連遺伝子に特異的なプローブを設計するために用いることもできる。
【００９８】
　癌関連核酸はさまざまな方法で用いてよい。癌関連核酸にハイブリダイズできる核酸プ
ローブを作って、スクリーニング方法や診断方法、または遺伝子治療および／またはアン
チセンス利用に使用されるバイオチップに付着させることができる。もしくは、癌関連タ
ンパク質のコード領域を含む癌関連核酸は、再び、スクリーニングの目的か、または患者
への投与のために癌関連タンパク質発現用の発現ベクターに入れることができる。
【００９９】
　遺伝子発現を定量する１つのそのようなシステムは動力学的ポリメラーゼ連鎖反応法（
ＰＣＲ）である。動力学的ＰＣＲは特定の核酸配列の同時の増幅と定量を可能にする。特
異性は、標的部位を囲む一本鎖核酸配列に優先的に付着するように設計された合成オリゴ
ヌクレオチドプライマーに由来する。このオリゴヌクレオチドプライマーの対は、標的配
列の各鎖上で特定の非共有結合の複合体を形成する。これらの複合体は、反対の配向での
二本鎖ＤＮＡのインビトロ転写を容易にする。反応混合物の温度サイクルは、プライマー
結合、転写、および核酸の個々の鎖への再融解の連続的なサイクルを作る。その結果は、
標的二本鎖ＤＮＡ産物の指数的な増加である。この産物は、挿入色素または配列に特異的
なプローブの利用によりリアルタイムで定量することができる。ＳＹＢＲ（登録商標）Ｇ
ｒｅｅｎｅ　Ｉは、二本鎖ＤＮＡに優先的に結合して蛍光シグナルの付随増加をもたらす
挿入色素の一例である。ＴａｑＭａｎ（登録商標）技術とともに用いられるような配列に
特異的なプローブは、オリゴヌクレオチドの反対末端に共有結合させた蛍光色素または消
光分子からなる。プローブは、２つのプライマー間にある標的ＤＮＡ配列に選択的に結合
するように設計される。ＤＮＡ鎖がＰＣＲ反応中に合成される場合、蛍光色素は、シグナ
ル脱消光をもたらすポリメラーゼのエキソヌクレアーゼ活性によりプローブから切断され
る。プローブシグナル法は挿入色素法よりも特異的であるが、いずれの場合も、シグナル
強度は産生される二本鎖ＤＮＡ産物に比例する。各種類の定量方法は、マルチウエル液相
アレイ中で用いることができ、各ウエルは興味のある核酸配列に特異的なプライマーおよ
び／またはプローブを表す。組織または細胞系のメッセンジャーＲＮＡ調製物とともに用
いられる場合、プローブ／プライマー反応のアレイは興味のある多様な遺伝子産物の発現
を同時に定量することができる。Ｇｅｒｍｅｒ，Ｓ．，ｅｔ　ａｌ．，Ｇｅｎｏｍｅ　Ｒ
ｅｓ．１０：２５８－２６６（２０００）；Ｈｅｉｄ，Ｃ．Ａ．，ｅｔ　ａｌ．，Ｇｅｎ
ｏｍｅ　Ｒｅｓ．６，９８６－９９４（１９９６）を参照されたい。
【０１００】
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　ＤＮＡマイクロアレイ技術の最近の発展は、単一の固相支持体上の多数の標的癌関連核
酸分子の大規模アッセイの実施を可能とする。米国特許第５，８３７，８３２号（Ｃｈｅ
ｅ　ｅｔ　ａｌ．）および関連特許出願は、試料中の特定の核酸配列のハイブリダイゼー
ションと検出用のオリゴヌクレオチドプローブのアレイの固定化を記載する。興味のある
組織から単離された興味のある標的ポリヌクレオチドはＤＮＡチップにハイブリダイズさ
せ、特定の配列を、別々のプローブ位置で標的ポリヌクレオチドの優先性とハイブリダイ
ゼーションの程度に基づいて検出する。アレイの１つの重要な使用は示差的遺伝子発現の
分析にあり、この分析において、異なる細胞、しばしば興味のある細胞およびコントロー
ル細胞において、遺伝子の発現のプロフィールを比較し、各細胞間の遺伝子発現の違いを
同定する。そのような情報は、特定の細胞型または組織型で発現する遺伝子のタイプの同
定および発現プロフィールに基づく癌の状態の診断に有用である。
【０１０１】
　通常、興味のある試料のＲＮＡを逆転写に供して、標識ｃＤＮＡを得る。米国特許第６
，４１０，２２９号（Ｌｏｃｋｈａｒｔ　ｅｔ　ａｌ．）を参照されたい。次に、ｃＤＮ
Ａを、チップまたは他の表面に知られた順序で整列させた公知の配列のオリゴヌクレオチ
ドまたはｃＤＮＡにハイブリダイズさせる。標識されたｃＤＮＡがハイブリダイズするオ
リゴヌクレオチドの位置はｃＤＮＡに関する配列情報を提供する一方で、ハイブリダイズ
した標識ＲＮＡまたはｃＤＮＡの量は興味のあるＲＮＡまたはｃＤＮＡの相対的な再現の
推定を提供する。Ｓｃｈｅｎａ，ｅｔ　ａｌ．Ｓｃｉｅｎｃｅ　２７０：４６７－４７０
（１９９５）を参照されたい。例えば、ｃＤＮＡマイクロアレイを使用してヒト癌におけ
る遺伝子発現パターンを分析することは、ＤｅＲｉｓｉ等（Ｎａｔｕｒｅ　Ｇｅｎｅｔｉ
ｃｓ　１４：４５７－４６０（１９９６））によって記載されている。
【０１０２】
　癌関連核酸に対応する核酸プローブを作ってよい。通常、これらのプローブは開示され
た癌関連遺伝子に基づいて合成される。バイオチップに付着させた核酸プローブは、癌関
連核酸、すなわち、標的配列（例えばサンドイッチアッセイにおける試料の標的配列また
は他のプローブ配列）に実質的に相補的であるように設計して、標的配列と本発明のプロ
ーブとの特異的なハイブリダイゼーションが起こるようにする。以下に概略するように、
この相補性は、標的配列と本発明の一本鎖核酸とのハイブリダイゼーションに干渉するか
なり多数の塩基対ミスマッチが存在してよい点で完全である必要はない。ヌクレオチドレ
ベルでの遺伝子の全体的なホモロジーはヌクレオチドレベルで約４０％以上、約６０％以
上または約８０％以上であると予想され；さらに、約８～１２ヌクレオチドまたはそれ以
上の対応する連続した配列が存在することが予想される。しかし、ハイブリダイゼーショ
ン条件の最小ストリンジェントでさえハイブリダイゼーションが起こりえない程度に変異
の数が多い場合、配列は相補的な標的配列ではない。よって、ここでの「実質的に相補的
」とは、ここで概略するように、プローブは、正常な反応条件、特に高ストリンジェンシ
ー条件下でハイブリダイズするために標的配列に対して十分に相補的であることを意味す
る。ある配列が本発明による癌関連遺伝子に独特であるのかどうかは当業者に知られた技
術により決定することができる。例えば、配列をデータバンク、例えばジェンバンクの配
列と比較して、それが非感染ホストまたは他の生物に存在するのかどうかを決定すること
ができる。配列は、他のウイルス性因子（癌を誘導することが知られているウイルス性因
子を含む）の公知の配列と比較することもできる。
【０１０３】
　一部の実施態様において、ＤＤＲ２発現の検出に適したプローブは、ＤＤＲ２の非保存
的領域に特異的である。「非保存的領域」とは、ＤＤＲファミリーの他のメンバーと比べ
平均より低い相同性の領域をいう。一部の実施態様において、これら非保存領域における
他のＤＤＲファミリーメンバーとの類似性は、５０％より低い。
【０１０４】
　本明細書中で使用されるＱＰＣＲを用いるＤＤＲ２の検出用のプライマーは、ａ）ＧＴ
ＣＡＧＴＧＣＣＴＧＧＣＣＡＴＧＴＴ（配列番号１）；ｂ）ＴＧＧＣＡＴＡＧＧＣＡＴＧ
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ＧＧＴＧＡＧＴ（配列番号２）；およびｃ）ＣＣＴＡＣＧＧＣＴＣＡＧＧＴＣＣＴＣＣＣ
ＴＡＣＡＡＧＡＣ（配列番号３）である。配列番号１および配列番号２は、それぞれＤＤ
Ｒ２の順方向プライマーおよび逆方向プライマーの例であり、一方で配列番号３は、ＤＤ
Ｒ２プローブプライマーの例である。
【０１０５】
　核酸プローブは一般的に一本鎖であるが、部分的に一本鎖で部分的に二本鎖であってよ
い。プローブのストランド性は、標的配列の構造、組成および性質により決定付けられる
。一般的に、オリゴヌクレオチドプローブは、約６、８、１０、１２、１５、２０、３０
から約１００塩基長、約１０塩基から約８０塩基または約３０から約５０塩基までの範囲
にある。一部の実施態様において、全遺伝子がプローブとして用いられる。一部の実施態
様において、さらに数百の塩基までの長い核酸を使用することができる。プローブは当業
者に知られる条件下で相補鋳型配列にハイブリダイズするように十分に特異的である。プ
ローブ配列と、ハイブリダイゼーション中にそれらがハイブリダイズするそれらの相補鋳
型（標的）配列とのミスマッチの数は、ＦＡＳＴＡ（初期設定）により測定して一般的に
１５％、１０％または５％を超えることはない。
【０１０６】
　オリゴヌクレオチドプローブは、核酸に通常見られる天然の複素環塩基（ウラシル、シ
トシン、チミン、アデニンおよびグアニン）ならびに修飾塩基と塩基類似体を含むことが
できる。標的配列に対するプローブのハイブリダイゼーションに適合する修飾塩基または
塩基類似体は本発明の実施に有用である。プローブの糖成分またはグリコシド成分は、デ
オキシリボース、リボースおよび／またはこれらの糖の修飾形、例えば、２’－Ｏ－アル
キルリボースを含むことができる。一部の実施態様において、糖成分は２’－デオキシリ
ボースである；しかし、プローブが標的配列にハイブリダイズする能力に適合するいかな
る糖成分も用いることができる。
【０１０７】
　プローブのヌクレオシド単位を、当分野でよく知られているように、ホスホロジエステ
ル骨格によって連結してよい。一部の実施態様において、ヌクレオチド間の結合は、ホス
ホロチオエート、メチルホスホネート、スルファメート（米国特許第５，４７０，９６７
号）およびポリアミド（すなわち、ペプチド核酸）等の、しかし、これらに限定されない
プローブの特異的なハイブリダイゼーションに適合する当業者に公知の結合を含むことが
できる。ペプチド核酸はＮｉｅｌｓｅｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９９１）　Ｓｃｉｅｎｃｅ　
２５４：１４９７－１５００、米国特許第５，７１４，３３１号およびＮｉｅｌｓｅｎ（
１９９９）　Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．１０：７１－７５に記載され
ている。
【０１０８】
　プローブはキメラ分子であってよく、すなわち、２種類以上の塩基または糖サブユニッ
トを含むことができ、および／または結合は同じプライマー内に２種類以上を有すること
ができる。プローブは、当業者に知られているように、その標的配列に対するハイブリダ
イゼーションを容易にする部分、例えば、インターカレーターおよび／または副溝バイン
ダーを含むことができる。塩基、糖およびヌクレオシド間骨格の変異ならびにプローブ上
のペンダント基の存在は、プローブが配列特異的にその標的配列に結合する能力に適合す
るだろう。公知であり、かつ開発すべき多数の構造修飾物はこれらの領域内で可能である
。有利には、本発明によるプローブはシグナル増殖を可能とするように構造的特性を有し
てよく、そのような構造的特性は、例えば、Ｕｒｄｅａ等（Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ
　Ｓｙｍｐ．Ｓｅｒ．，２４：１９７－２００（１９９１））または欧州特許第ＥＰ－０
２２５，８０７号に記載のような分岐ＤＮＡプローブである。さらに、プローブを形成す
る多様な複素環塩基、糖、ヌクレオシドおよびヌクレオチドの調製用合成方法、および特
定の所定配列のオリゴヌクレオチドの調製用合成方法は当分野で十分に開発されており、
知られている。オリゴヌクレオチド合成の方法は米国特許第５，４１９，９６６号の教示
を取り入れる。
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【０１０９】
　標的核酸における多形性および／または二次構造、データの重複性等を説明するために
、複数のプローブを特定の標的核酸のために設計してよい。１配列につき２つ以上のプロ
ーブが使用される一部の実施態様において、重複プローブ、または単一の標的癌関連遺伝
子の異なる部位に対するプローブが使用される。すなわち、特定の標的の重複性を組み入
れるために、２つ、３つ、４つ以上のプローブ（３つが好ましい）を用いる。プローブは
重複しうるか（すなわち、共通する一部の配列を有しうる）、またはＤＤＲ２の固有の配
列に対して特異的でありうる。複数の標的ポリヌクレオチドを本発明にしたがって検出し
ようとする場合、特定の標的ポリヌクレオチドに対応する各プローブまたはプローブ群を
マイクロアレイの別々の領域に位置させる。
【０１１０】
　プローブは、ウエル中またはマイクロアレイの表面上等の溶液中にあってもよいし、固
体支持体に結合させてもよい。使用することのできる固体支持体の材料の例として、プラ
スチック、セラミック、金属、樹脂、ゲルおよびメンブランが挙げられる。有用な種類の
固体支持体として、プレート、ビーズ、磁性材料、マイクロビーズ、ハイブリダイゼーシ
ョンチップ、メンブラン、結晶、セラミックスおよび自己集合性単層が挙げられる。一部
の実施態様は、複数のプローブ結合部位を有するゲルまたはハイブリダイゼーションチッ
プ等の二次元または三次元のマトリックスを含む（Ｐｅｖｚｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．
Ｂｉｏｍｏｌ．Ｓｔｒｕｃ．＆　Ｄｙｎ．９：３９９－４１０，１９９１；Ｍａｓｋｏｓ
　ａｎｄ　Ｓｏｕｔｈｅｒｎ，Ｎｕｃ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２０：１６７９－８４，１
９９２）。ハイブリダイゼーションチップは非常に大きいプローブアレイを作るために用
いることができ、これらのプローブアレイは引き続いて標的核酸にハイブリダイズさせる
。チップのハイブリダイゼーションパターンの分析は標的ヌクレオチド配列の同定に役立
てることができる。パターンは手作業またはコンピュータで解析できるが、ハイブリダイ
ゼーションによる位置配列決定はコンピュータ解析と自動化に役立つことは明らかである
。配列再構築のために開発されたアルゴリズムとソフトウエアはここに記載の方法に適用
することができる（Ｒ．Ｄｒｍａｎａｃ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂｉｏｍｏｌ．Ｓｔｒｕｃ
．＆　Ｄｙｎ．５：１０８５－１１０２，１９９１；Ｐ．Ａ．Ｐｅｖｚｎｅｒ，Ｊ．Ｂｉ
ｏｍｏｌ．Ｓｔｒｕｃ．＆　Ｄｙｎ．７：６３－７３，１９８９）。
【０１１１】
　当業者により理解されるように、核酸は多様な方法で固体支持体に結合または固定化す
ることができる。ここで「固定化される」とは、以下に概略するように結合、洗浄、分析
および除去の条件下で核酸プローブと固体支持体との会合または結合が安定であるのに十
分であることを意味する。この結合は共有でも非共有でもよい。ここでの「非共有結合」
および文法的等価物は、静電気的、親水性および疎水性のいずれかの相互作用の１つ以上
を意味する。支持体に対するストレプトアビジン等の分子の共有結合やストレプトアビジ
ンに対するビオチニル化プローブの非共有結合は非共有結合に含まれる。ここでの「共有
結合」および文法的等価物は、２つの部分である固体支持体とプローブが、シグマ結合、
π結合および配位結合等の少なくとも１種類の結合により結合していることを意味する。
共有結合はプローブと固体支持体との間に直接形成してもよいし、または架橋剤によるか
、または固体支持体またはプローブの何れかまたは両分子上に特定の反応基を包含させる
ことにより形成してもよい。固定化は共有結合性相互作用と非共有結合性相互作用の組合
せを伴ってもよい。
【０１１２】
　核酸プローブは、カップリング剤による結合による等の共有結合によるか、または静電
相互作用、水素結合または抗体－抗原結合等の共有または非共有結合によるか、またはそ
れらの組合せにより固体支持体に結合させてよい。典型的なカップリング剤として、ビオ
チン／アビジン、ビオチン／ストレプトアビジン、黄色ブドウ球菌タンパク質Ａ／ＩｇＧ
抗体Ｆｃ断片、およびストレプトアビジン／プロテインＡキメラ（Ｔ．Ｓａｎｏ　ａｎｄ
　Ｃ．Ｒ．Ｃａｎｔｏｒ，Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　９：１３７８－８１（１９９
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１））またはこれら物質の誘導体または組合せが挙げられる。核酸は、光切断性結合、静
電結合、ジスルヒド結合、ペプチド結合、ジエステル結合またはこれらの種類の結合の組
合せにより固体支持体に結合させてよい。アレイは、４，４’－ジメトキシトリチルまた
はその誘導体等の選択的に解離されうる結合により固体支持体に結合させてもよい。有用
であることがわかった誘導体として、３または４［ビス－（４－メトキシフェニル）］－
メチル－安息香酸、Ｎ－スクシンイミジル－３または４［ビス－（メトキシフェニル）］
－メチル－安息香酸、Ｎ－スクシンイミジル－３または４［ビス－（４－メトキシフェニ
ル）］－ヒドロキシメチル安息香酸、Ｎ－スクシンイミジル－３または４［ビス－（４－
メトキシフェニル）］－クロロメチル－安息香酸およびこれらの酸の塩が挙げられる。
【０１１３】
　当業者により理解されるように、プローブは多様な方法でバイオチップに結合させてよ
い。ここで説明するように、核酸を最初に合成し、次にバイオチップに結合させるか、ま
たはバイオチップ上に直接合成することができる。
【０１１４】
　バイオチップは適当な固体基板を含む。ここでの「基板」または「固体支持体」または
他の文法的等価物は、核酸プローブの結合または会合のために適当な別々の個々の部位を
含むように修飾することができる材料であって、少なくとも１つの検出方法に受け入れら
れる任意の材料を意味する。本発明の固相支持体は、ヌクレオチドハイブリダイゼーショ
ンおよび合成を補助するのに適当な固体材料と構造を有することができる。好ましくは、
固相支持体は少なくとも１つの実質的に堅い表面を含み、該表面上にてプライマーが固定
化され、逆転写酵素反応が実施される。ポリヌクレオチドマイクロアレイ要素が安定して
結びつけられる基板は、プラスチック、セラミックス、金属、アクリルアミド、セルロー
ス、ニトロセルロース、ガラス、ポリスチレン、ポリエチレンビニルアセテート、ポリプ
ロピレン、ポリメタクリレート、ポリエチレン、ポリエチレンオキシド、ポリシリケート
、ポリカーボネート、テフロン（登録商標）、フルオロカーボン、ナイロン、シリコンゴ
ム、ポリアンヒドライド、ポリグリコール酸、ポリ乳酸、ポリオルトエステル、ポリプロ
ピルフメレート、コラーゲン、グリコサミノグリカンおよびポリアミノ酸等の多様な材料
から作ることができる。基板は、ゲル、メンブラン、薄いフィルム、ガラス、プレート、
シリンダー、ビーズ、磁性ビーズ、光ファイバー、織った繊維等の二次元または三次元の
形にあってよい。アレイの１つの形は三次元アレイである。１つのタイプの三次元アレイ
は一群の標識ビーズである。各標識ビーズは、異なるプライマーを結合させている。標識
は色（Ｌｕｍｉｎｅｘ，Ｉｌｌｕｍｉｎａ）および電磁場（Ｐｈａｒｍａｓｅｑ）により
検出可能であり、標識ビーズ上のシグナルは、（例えば、光ファイバーを用いて）遠隔で
さえ検出できる。固体支持体のサイズは、ＤＮＡマイクロアレイ技術のために有用な標準
的なマイクロアレイサイズのいずれでもよく、そのサイズは本発明の反応を実施するため
に用いられる特定の機械に適合するように合わせてよい。一般的に、基板は光学的検出を
可能とし、感知できるほどに蛍光を発しない。
【０１１５】
　バイオチップとプローブを結合するためにそれらの表面を化学官能基により誘導体化し
てよい。よって、例えば、バイオチップは、アミノ基、カルボキシ基、オキソ基およびチ
オール基（このうちアミノ基が特に好ましい）等の、しかし、これらに限定されない化学
官能基により誘導体化させる。これらの官能基を用いて、プローブを、プローブ上の官能
基を用いて結合させることができる。例えば、アミノ基を含む核酸を、アミノ基を含む表
面に、例えば、当分野で知られているリンカーを用いて結合させることができる；例えば
、ホモまたはヘテロ二官能性リンカーがよく知られている（参照によりここに組み込まれ
るＰｉｅｒｃｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ社カタログ（１９９４年）、クロスリンカーに関する
技術セクション、１５５～２００ページを参照されたい）。さらに、場合によっては、ア
ルキル基（置換およびヘテロアルキル基を含む）等のさらなるリンカーを用いてもよい。
【０１１６】
　オリゴヌクレオチドを当分野で知られるように合成し、次に固体支持体の表面に結合さ
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せてよい。当業者により理解されるように、５’末端または３’末端の何れかを固体支持
体に結合してよく、または結合は内部のヌクレオシドによるものであってよい。さらなる
実施態様において、固体支持体への固定化は非常に強力であるかもしれないが、非共有性
である。例えば、結合をもたらすストレプトアビジンが共有結合により被覆された表面に
結合するビオチニル化オリゴヌクレオチドを作ってよい。
【０１１７】
　アレイは、ポリヌクレオチドマイクロアレイエレメントを予備形成し、次にそれらに表
面を結合させる等の便利な方法にしたがって作ってよい。もしくは、オリゴヌクレオチド
を、当分野で知られているように、表面上に合成してよい。多くの異なるアレイ配置とそ
れらの生産の方法は、当業者に公知であり、ＷＯ９５／２５１１６とＷＯ９５／３５５０
５（フォトリソグラフィー技術）、米国特許第５，４４５，９３４号（フォトリソグラフ
ィーによるその場での合成）、米国特許第５，３８４，２６１号（機械的に指令された流
れ経路によるその場での合成）および米国特許第５，７００，６３７号（スポッティング
、プリンティングまたはカップリングによる合成）（これらの開示は参照によりそれら全
文がここに組み込まれる）に開示されている。ＤＮＡをビーズに結合させる別の方法は、
ビーズに結合したリガンド結合分子に連結させるためにＤＮＡの末端に結合した特定のリ
ガンドを使用する。可能なリガンド結合パートナー対として、ビオチン－アビジン／スト
レプトアビジン、またはジゴキシゲニン－抗ジゴキシゲニン抗体等の多様な抗体／抗原対
が挙げられる（Ｓｍｉｔｈ　ｅｔ　ａｌ，“Ｄｉｒｅｃｔ　Ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ　Ｍｅ
ａｓｕｒｅｍｅｎｔｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｅｌａｓｔｉｃｉｔｙ　ｏｆ　Ｓｉｎｇｌｅ　Ｄ
ＮＡ　Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ　ｂｙ　Ｕｓｉｎｇ　Ｍａｇｎｅｔｉｃ　Ｂｅａｄｓ，”　Ｓ
ｃｉｅｎｃｅ　２５８：１１２２－１１２６（１９９２））。支持体へのＤＮＡの共有化
学結合は、ＤＮＡの５’－ホスフェートを、ホスホロアミデート結合により被覆微粒子に
結合させる標準的なカップリング剤を用いて達成することができる。ソリッドステート基
板に対するオリゴヌクレオチドの固定化の方法はよく確立している。Ｐｅａｓｅ　ｅｔ　
ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９１（ｌｌ）：５０２２－５
０２６（１９９４）を参照されたい。オリゴヌクレオチドをソリッドステート基板に結合
させる１つの方法は、Ｇｕｏ等（Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２２：５４５６
－５４６５（１９９４））により記載されている。固定化はその場でのＤＮＡ合成（Ｍａ
ｓｋｏｓ　ａｎｄ　Ｓｏｕｔｈｅｒｎ，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ
，２０：１６７９－１６８４（１９９２））、またはロボットアレイ作成技術に組み合わ
せた化学合成オリゴヌクレオチドの共有結合（上記のＧｕｏ　ｅｔ　ａｌ．）により達成
することができる。
【０１１８】
　発現産物
　ここで用いられる「発現産物」との用語は、核酸（例えば、ｍＲＮＡ）と、ＤＤＲ２遺
伝子の転写および／または翻訳により作られるポリペプチド産物とをいうために用いる。
【０１１９】
　ポリペプチドは成熟タンパク質の形にあってもよいし、活性のある成熟ポリペプチドを
作るプレ、プロまたはプレプロ部分の切断により活性化されうるプレ、プロまたはプレプ
ロタンパク質であってもよい。そのようなポリペプチドにおいて、プレ、プロまたはプレ
プロ配列はリーダー配列または分泌配列であってもよく、または成熟ポリペプチド配列の
精製に使用される配列であってもよい。そのようなポリペプチドは「癌関連ポリペプチド
」と称する。
【０１２０】
　さらに、「癌関連ポリペプチド」との用語は、断片、相同体、融合物および変異体等の
変種を含む。相同ポリペプチドは、ギャップオープンペナルティー１２とギャップイクス
テンションペナルティー２、ＢＬＯＳＵＭマトリクス６２を用いるＳｍｉｔｈ－Ｗａｔｅ
ｒｍａｎ相同性検索アルゴリズムにより決定された上述の癌関連ポリペプチドに対して少
なくとも８０％以上（すなわち、少なくとも８５％、少なくとも９０％、少なくとも９１
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％、少なくとも９２％、少なくとも９３％、少なくとも９４％、少なくとも９５％、少な
くとも９６％、少なくとも９７％、少なくとも９８％、少なくとも９９％）の配列同一性
を有する。Ｓｍｉｔｈ－Ｗａｔｅｒｍａｎ相同性検索アルゴリズムは、Ｓｍｉｔｈ　ａｎ
ｄ　Ｗａｔｅｒｍａｎ，Ａｄｖ．Ａｐｐｌ．Ｍａｔｈ．（１９８１）２：４８２－４８９
に教示されている。変異体ポリペプチドは自然または非自然にグリコシル化されえる；す
なわち、該ポリペプチドは、対応する自然のタンパク質で見られるグリコシル化パターン
とは異なるグリコシル化パターンを有する。
【０１２１】
　変異体として、アミノ酸の置換、付加または欠失を挙げることができる。アミノ酸置換
は、保存アミノ酸置換、またはグリコシル化、リン酸化部位またはアセチル化部位を変更
するか、または機能上必要とされない１つ以上のシステイン残基の置換または欠失により
誤った折り畳みを最小化する等、非必須アミノ酸を除去する置換であってよい。保存アミ
ノ酸置換は、置換されるアミノ酸の通常の電荷、疎水性／親水性、および／または立体的
容積を保存する置換である。これらの産物の変異体は、タンパク質の特定の領域（例えば
、機能的ドメインおよび／または、ポリペプチドがタンパク質ファミリーのメンバーであ
る場合、コンセンサス配列に結合した領域）の増強生物学的活性を保持または持つように
設計することができる。次に、そのような変異体を検出または治療の方法に用いてよい。
変異体の生産のためにアミノ酸変更の選択は、アミノ酸の接触性（内部対外部）（例えば
、Ｇｏ　ｅｔ　ａｌ，Ｉｎｔ．Ｊ．Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｒｅｓ．（１９８
０）１５：２１１を参照）、変異ポリペプチドの熱安定性（例えば、Ｑｕｅｒｏｌ　ｅｔ
　ａｌ．，Ｐｒｏｔ．Ｅｎｇ．（１９９６）９：２６５を参照）、所望のグリコシル化部
位（例えば、Ｏｌｓｅｎ　ａｎｄ　Ｔｈｏｍｓｅｎ，Ｊ．Ｇｅｎ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．
（１９９１）１３７：５７９を参照）、所望のジスルフィド架橋（例えば、Ｃｌａｒｋｅ
　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ（１９９３）３２：４３２２およびＷａｋａ
ｒｃｈｕｋ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇ．（１９９４）７：１３７９を参照
）、所望の金属結合部位（例えば、Ｔｏｍａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ
（１９９１）３０：９７およびＨａｅｚｅｒｂｒｏｕｃｋ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｔｅｉ
ｎ　Ｅｎｇ．（１９９３）６：６４３を参照）およびプロリンループ内の所望の置換（例
えば、Ｍａｓｕｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｐｐｌ．Ｅｎｖ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．（１９９４
）６０：３５７９を参照）に基づくことができる。システインを除去した変異タンパク質
はＵＳＰＮ４，９５９，３１４に開示されたように作ることができる。
【０１２２】
　さらに、変異体はここに開示されたポリペプチドの断片、特に、生物学的に活性のある
断片および／または機能的ドメインに対応する断片を含む。興味のある断片は、長さが少
なくとも約８アミノ酸、１０アミノ酸、１５アミノ酸、２０アミノ酸、２５アミノ酸、３
０アミノ酸、３５アミノ酸、４０アミノ酸から少なくとも約４５アミノ酸まで、通常、長
さが少なくとも約５０アミノ酸、少なくとも約７５アミノ酸、少なくとも約１００アミノ
酸、少なくとも約１２５アミノ酸、長さが少なくとも約１５０アミノ酸、少なくとも約２
００アミノ酸、少なくとも約３００アミノ酸、少なくとも約４００アミノ酸であり、約５
００アミノ酸以上もの長さでもよいが、通常は長さが約１０００アミノ酸を超えることは
なく、該断片はここで提供されるポリヌクレオチド配列の何れか１つの配列を有するポリ
ヌクレオチドまたはその相同体によりコードされるポリペプチドと同じ一続きのアミノ酸
を有するだろう。ここに記載されるタンパク質変異体は、本発明の範囲内にあるポリヌク
レオチドによりコードされる。遺伝子コードは、対応する変異体を構築する適当なコドン
を選択するために用いることができる。
【０１２３】
　ＤＤＲ２遺伝子の発現の変更された量は、遺伝子およびその産物が癌に影響を及ぼすこ
とを示すだろう。一部の実施態様において、形成される複合体の量の２倍の増加また減少
は病気を示す。一部の実施態様において、形成される複合体の量の３倍、４倍、５倍、１
０倍、２０倍、５０倍またはさらに１００倍の増加または減少は病気を示す。
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　癌関連ポリペプチドは野生型アミノ酸配列よりも短くても長くてもよく、同等のコード
ｍＲＮＡは野生型ｍＲＮＡに照らして同様に修飾してよい。よって、ここでの野生型配列
の部分または断片は癌関連ポリペプチドの定義に含まれる。さらに、上記のように、癌関
連遺伝子は、当分野で知られている技術を用いて、さらなるコード領域、よってさらなる
タンパク質配列を得るために用いてよい。
【０１２５】
　一部の実施態様において、癌関連ポリペプチドは野生型配列と比較して誘導体または変
異体の癌関連ポリペプチドである。すなわち、以下により十分に記載するように、誘導体
癌関連ポリペプチドは少なくとも１つのアミノ酸置換、欠失または挿入を含むだろう。ア
ミノ酸置換、挿入または欠損は癌関連ポリペプチド内のいずれの残基で起こってもよい。
【０１２６】
　さらに、癌関連ポリペプチドのアミノ酸配列変異体も含まれる。これらの変異体は、３
種類（置換変異体、挿入変異体または欠失変異体）の１つ以上に分類される。これらの変
異体は、通常、カセットまたはＰＣＲ変異誘発または当分野でよく知られている他の技術
を用いて、癌関連タンパク質をコードするＤＮＡ中のヌクレオチドの部位特異的変異によ
り、変異体をコードするＤＮＡを作り、その後に上記のように組換え細胞培養中にＤＮＡ
を発現させることにより調製される。しかし、最大約１００～１５０残基を有する変異体
癌関連ポリペプチド断片は、確立された技術を用いるインビトロ合成により調製してよい
。アミノ酸配列変異体は、癌関連ポリペプチドアミノ酸配列の天然の対立遺伝子変異また
は種間変異からそれらを区別する変異の所定の性質により特徴付けられる。通常、変異体
は天然の類似体と同じ定性的生物活性を示すが、改良された特性を有する変異体を以下に
さらに十分に説明するように選択することもできる。
【０１２７】
　アミノ酸配列変異を導入する部位または領域があらかじめ定められている一方で、変異
それ自体はあらかじめ定められる必要はない。例えば、所与の部位での変異の遂行を最適
化するために、ランダム変異導入法が標的コドンまたは領域で実施され、発現した癌関連
ポリペプチド変異体を所望の活性の最適な組合せのためにスクリーニングしてよい。公知
の配列を有するＤＮＡの所定の部位で置換変異を作る技術、例えば、Ｍ１３プライマー変
異誘発およびＬＡＲ変異誘発がよく知られている。変異体のスクリーニングは癌関連タン
パク質活性のアッセイを用いて行なわれる。
【０１２８】
　アミノ酸置換は通常は単一残基の置換であるが、勿論、複数残基の置換であってもよい
；通常、挿入はおよそ約１～２０アミノ酸であるが、かなり高い挿入が許容される。欠失
は約１～約２０残基の範囲にあるが、場合によっては、欠失はそれよりもかなり高くても
よい。
【０１２９】
　置換、欠失、挿入またはそれらの何れかの組合せを用いて最終誘導体に到達することが
できる。一般的に、これらの変化は、分子の変化を最小化するために２～３個のアミノ酸
に対して行なわれる。しかし、ある特定の状況では、大きな変化が許容されるだろう。癌
関連ポリペプチドの特性の小さい変化が望ましい場合、一般的に、置換は下記の表にした
がって実施される。
【０１３０】
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【化１】

　置換が表１に示すものよりも保存性が低い場合、機能または免疫学的同一性の実質的な
変化が起こる。例えば、置換は、変化の領域のポリペプチ骨格の構造（例えば、アルファ
ヘリカル構造またはベータシート構造）；標的部位における分子の電荷または疎水性；お
よび側鎖の容積の１つ以上にさらに顕著に影響を及ぼすように全長にわたって行なってよ
い。一般的に、ポリペプチドの性質に最大の変化を生じることが予想される置換は、（ａ
）親水性残基、例えば、セリルまたはスレオニルが、疎水性残基、例えばロイシル、イソ
ロイシル、フェニルアラニル、バリルまたはアラニルに対して置換する（またはそれによ
って置換される）；（ｂ）システインまたはプロリンが、他の残基に対して置換する（ま
たはそれによって置換される）；（ｃ）陽電性側鎖を有する残基、例えば、リシル、アル
ギニルまたはヒスチジルが、陰電性残基、例えば、グルタミルまたはアスパルチルに対し
て置換する（またはそれによって置換される）；または（ｄ）かさ高い側鎖を有する残基
、例えば、フェニルアラニンが、側鎖を有さない残基、例えば、グリシンに対して置換す
る（またはそれによって置換される）場合である。
【０１３１】
　通常、変異体は同じ定性的生物活性を示し、天然の類似体と同じ免疫応答を誘発するが
、変異体はさらに改良された特性を持つだろう。
【０１３２】
　癌関連ポリペプチドはそれ自体で発現し、検出と治療の方法に用いてよい。それらは、
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そのような方法で使用しやすくするためにさらに修飾してよい。
【０１３３】
　癌関連ポリペプチドの共有結合修飾を、例えば、スクリーニングに利用してよい。１つ
のタイプの共有結合修飾は、癌関連ポリペプチドの標的アミノ酸残基を、癌関連ポリペプ
チドの選択された側鎖またはＮまたはＣ末端残基と反応することのできる有機誘導体化剤
に反応させることを含む。二官能性物質による誘導体化は、以下にさらに十分説明するよ
うに、例えば、抗癌関連抗体の精製法やスクリーニングアッセイに使用される水不溶性支
持体マトリクスまたは表面に対して癌関連ポリペプチドを架橋するために有用である。一
般的に使用される架橋剤として、例えば、１，１－ビス（ジアゾアセチル）－２－フェニ
ルエタン、グルタルアルデヒド、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエステル、例えば、４－
アジドサリチル酸とのエステル、ホモ二官能性イミドエステル、例えば３，３’－ジチオ
ビス（スクシンイミジルプロピオネート）等のジスクシンイミジルエステル、ビス－Ｎ－
マレイミド－１，８－オクタン等の二官能性マレイミドおよびメチル－３－［（ｐ－アジ
ドフェニル）ジチオ］プロピオイミデート等の薬剤が挙げられる。
【０１３４】
　他の修飾として、グルタミニルおよびアスパラギニル残基の、それぞれ対応するグルタ
ミルとアルパルチル残基への脱アミノ化、プロリンとリジンのヒドロキシル化、セリル、
スレオニルまたはチロシル残基の水酸基のリン酸化、リジン、アルギニンおよびヒスチジ
ン側鎖のアミノ基のメチル化（Ｔ．Ｅ．Ｃｒｅｉｇｈｔｏｎ，Ｐｒｏｔｅｉｎｓ：Ｓｔｒ
ｕｃｔｕｒｅ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ，Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅ
ｍａｎ　＆　Ｃｏ．，Ｓａｎ　Ｆｒａｎｃｉｓｃｏ，ｐｐ．７９－８６（１９８３））、
Ｎ末端アミンのアセチル化および任意のＣ末端カルボキシル基のアミド化が挙げられる。
【０１３５】
　本発明の範囲に含まれるＤＤＲ２ポリペプチドの別の種類の共有結合修飾はポリペプチ
ドの天然のグリコシル化パターンの変更を含む。「天然のグリコシル化パターンの変更」
とは、ここでの目的のために、天然配列の癌関連ポリペプチドに見られる１つ以上の炭水
化物成分の欠失、および／または天然配列の癌関連ポリペプチドに存在しない１つ以上の
グリコシル化部位の付加を意味する。
【０１３６】
　癌関連ポリペプチドへのグリコシル化部位の付加はそのアミノ酸配列の変更により達成
してもよい。この変更は、例えば、（Ｏ結合グリコシル化部位に関して）天然配列の癌関
連ポリペプチドに対する１つ以上のセリンまたはスレオニン残基の付加またはそれらの残
基による置換により行なってよい。癌関連アミノ酸配列は、特に、所望のアミノ酸に翻訳
されるコドンが作られるように、癌関連ポリペプチドをコードするＤＮＡを事前に選択さ
れた塩基において変異させることによるＤＮＡレベルでの変化により任意に変更してよい
。
【０１３７】
　癌関連ポリペプチド上の炭水化物成分の数を増やす別の手段はポリペプチドに対するグ
リコシドの化学的または酵素的カップリングによる。そのような方法は当分野、例えば、
１９８７年９月１１日公開のＷＯ８７／０５３３０およびＡｐｌｉｎ　ａｎｄ　Ｗｒｉｓ
ｔｏｎ，ＬＡ　Ｃｒｉｔ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．，ｐｐ．２５９－３０６（１９８１
）に記載されている。
【０１３８】
　癌関連ポリペプチド上の存在する炭水化物成分の除去は化学的または酵素的によるか、
またはグリコシル化の標的として役立つアミノ酸残基をコードするコドンの変異置換によ
り達成してよい。化学的脱グリコシル化技術は当分野で知られており、例えば、Ｈａｋｉ
ｍｕｄｄｉｎ等（Ａｒｃｈ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．，２５９：５２（１９８
７））およびＥｄｇｅ等（Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．，１１８：１３１（１９８１））
に記載されている。ポリペプチド上の炭水化物成分の酵素的切断は、Ｔｈｏｔａｋｕｒａ
等（Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．，１３８：３５０（１９８７））により記載されたよう
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に、多様なエンドおよびエキソグリコシダーゼの使用により達成することができる。
【０１３９】
　癌関連ポリペプチドの別の種類の共有結合修飾は、癌関連ポリペプチドを、多様な非タ
ンパク質性ポリマーの１つ、例えば、ポリエチレングリコール、ポリプロピレングリコー
ルまたはポリオキシアルキレンに、米国特許第４，６４０，８３５号、米国特許第４，４
９６，６８９号、米国特許第４，３０１，１４４号、米国特許第４，６７０，４１７号、
米国特許第４，７９１，１９２号または米国特許第４，１７９，３３７号に記載されたよ
うに連結する工程を包含する。
【０１４０】
　癌関連ポリペプチドは、癌関連ポリペプチドを別の異種性ポリペプチドまたはアミノ酸
配列に融合させたキメラ分子を形成する方法で修飾してもよい。一部の実施態様において
、そのようなキメラ分子は、抗標識抗体が選択的に結合することのできるエピトープを提
供する標識ポリペプチドと癌関連ポリペプチドとの融合物からなる。一般的に、エピトー
プ標識は癌関連ポリペプチドのアミノ末端かカルボキシ末端に置かれるが、内部融合物も
場合によっては許容される。そのようなエピトープ標識形の癌関連ポリペプチドの存在は
、標識ポリペプチドに対する抗体を用いて検出することができる。さらに、エピトープ標
識の提供により、抗標識抗体、またはエピトープ標識に結合する別の種類の親和性マトリ
クスを用いる親和性精製により癌関連ポリペプチドを容易に精製することが可能となる。
別の実施態様において、キメラ分子は、癌関連ポリペプチドと免疫グロブリンか免疫グロ
ブリンの特定の領域との融合物からなってもよい。二価形のキメラ分子のために、ＩｇＧ
分子のＦｃ領域への融合物であってよい。
【０１４１】
　多様な標識ポリペプチドとそれらの各抗体は当分野でよく知られている。例えば、ポリ
－ヒスチジン（ｐｏｌｙ－ｈｉｓ）またはポリ－ヒスチジン－グリシン（ｐｏｌｙ－ｈｉ
ｓ－ｇｌｙ）標識；インフルエンザＨＡ標識ポリペプチドおよびその抗体１２ＣＡ５（Ｆ
ｉｅｌｄ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．，８：２１５９－２１６５（１
９８８））；ｃ－ｍｙｃ標識およびそれに対する８Ｆ９、３Ｃ７、６Ｅ１０、Ｇ４、Ｂ７
および９Ｅ１０抗体（Ｅｖａｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ａｎｄ　Ｃｅｌｌ
ｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，５：３６１０－３６１６（１９８５））；および単純ヘルペ
スウイルス糖タンパク質Ｄ（ｇＤ）標識およびその抗体（Ｐａｂｏｒｓｋｙ　ｅｔ　ａｌ
．，Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，３（６）：５４７－５５３（１９９０）
）が挙げられる。他の標識ポリペプチドとして、Ｆｌａｇペプチド（Ｈｏｐｐ　ｅｔ　ａ
ｌ．，ＢｉｏＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，６：１２０４－１２１０（１９８８））；ＫＴ３エ
ピトープペプチド（Ｍａｒｔｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ，２５５：１９２－１
９４（１９９２））；チュブリンエピトープペプチド（Ｓｋｉｎｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，
Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，２６６：１５１６３－１５１６６（１９９１））；およびＴ
７遺伝子１０タンパク質ペプチド標識（Ｌｕｔｚ－Ｆｒｅｙｅｒｍｕｔｈ　ｅｔ　ａｌ．
，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８７：６３９３－６３９７（１９９
０））が挙げられる。
【０１４２】
　もしくは、癌関連タンパク質ファミリーの他の癌関連タンパク質、および他の生物に由
来する癌関連タンパク質を下記のようにクローニングし、発現させてよい。例えば、プロ
ーブ配列または縮重したポリメラーゼ連鎖反応法（ＰＣＲ）プライマー配列を用いて、ヒ
トまたは他の生物から他の関連する癌関連タンパク質を見出してもよい。当業者により理
解されるように、特に有用なプローブおよび／またはＰＣＲプライマー配列は癌関連核酸
配列の独自の領域を含む。当分野でよく知られているように、ＰＣＲプライマーは、長さ
が約１５から約３５または約２０から約３０ヌクレオチドであってよく、必要に応じてイ
ノシンを含んでよい。ＰＣＲ反応の条件は当分野においてよく知られている。
【０１４３】
　さらに、ここで概略するように、ＤＤＲ２遺伝子によりコードされるタンパク質よりも
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長い癌関連タンパク質を、さらなる配列の解明、エピトープまたは精製標識の付加、他の
融合タンパク質の付加等により作ることができる。
【０１４４】
　癌関連タンパク質は、癌関連核酸によりコードされるものとして同定してもよい。よっ
て、ここで概略するように、癌関連タンパク質は上記のＤＤＲ２遺伝子またはそれらの相
補体とハイブリダイズする核酸によりコードされる。
【０１４５】
　癌関連ポリペプチドの発現
　上記のように、ＤＤＲ２に由来する核酸を用いて、多様な発現ベクターを作って、癌関
連タンパク質を発現し、次にこれら癌関連タンパク質をスクリーニングアッセイに用いる
ことができる。発現ベクターは、自己複製する染色体外ベクター、またはホストゲノムと
統合するベクターであってよい。一般的に、これらの発現ベクターは、癌関連タンパク質
をコードする核酸に操作可能に連結された転写および翻訳調節核酸を含む。「制御配列」
との用語は、特定のホスト生物において操作可能に連結されたコード配列の発現に必要な
ＤＮＡ配列をいう。原核生物に適する制御配列として、例えば、プロモーター、任意にオ
ペレーター配列およびリボソーム結合部位を含む。真核細胞は、プロモーター、ポリアデ
ニル化シグナルおよびエンハンサーを利用することが知られている。
【０１４６】
　核酸が別の核酸配列と機能的な関連性があるように置かれている場合、その核酸は「操
作可能に連結」されている。例えば、プレ配列または分泌リーダーのＤＮＡが、あるポリ
ペプチドの分泌に関与する前タンパク質として発現する場合、そのＤＮＡは該ポリペプチ
ドのＤＮＡに操作可能に連結されている；プロモーターまたはエンハンサーが、あるコー
ド配列の転写に影響する場合、それらは該コード配列に操作可能に連結されている；また
はリボソーム結合部位が翻訳を促進するように置かれている場合、それはコード配列に操
作可能に連結されている。一般的に、「操作可能に連結される」とは、連結されるＤＮＡ
配列同士が隣接しており、分泌リーダーの場合、隣接しており、読み取られる状態にある
。しかし、エンハンサーは隣接する必要はない。連結は都合のよい制限酵素認識部位での
連結により達成される。そのような部位が存在しない場合、合成オリゴヌクレオチドアダ
プターまたはリンカーが慣用の実施にしたがって使用される。癌関連タンパク質を発現す
るために用いられるホスト細胞に対する転写および翻訳調節核酸が一般に適する；例えば
、バシラス由来の転写および翻訳調節核酸配列が癌関連タンパク質をバシラスで発現させ
るために好ましく用いられる。多様なホスト細胞のために多くの種類の適当な発現ベクタ
ーおよび適当な調節配列が当分野において知られている。
【０１４７】
　一般的に、転写および翻訳調節配列として、プロモーター配列、リボソーム結合部位、
転写開始／終始配列、翻訳開始／終始配列およびエンハンサー配列またはアクチベーター
配列が挙げられるが、これらに限定されない。一部の実施態様において、調節配列として
、プロモーター配列と転写開始／終始配列とを含む。
【０１４８】
　プロモーター配列は、構成的プロモーターか誘導プロモーターのいずれかをコードする
。プロモーターは天然のプロモーターでもハイブリッドプロモーターでもよい。ハイブリ
ッドプロモーターは、２つ以上のプロモーターのエレメントを組合わせるもので、これも
当分野において知られており、本発明に有用である。
【０１４９】
　さらに、発現ベクターはさらなるエレメントを含んでよい。例えば、発現ベクターは２
つの複製システムを持つことで、該ベクターを２種類の生物、例えば、発現用に哺乳動物
細胞または昆虫細胞に、クローニングと増幅用に原核生物ホストに維持させてよい。さら
に、発現ベクターを統合するために、発現ベクターはホスト細胞ゲノムと相同な少なくと
も１つの配列を含み、好ましくは発現構築物に隣接する２つの相同配列とを含む。統合ベ
クターは、ベクターへの包含のために適当な相同配列を選択することによりホスト細胞中



(30) JP 4942219 B2 2012.5.30

10

20

30

40

50

の特定の部位に向けられてよい。ベクターを統合する構築物は当分野においてよく知られ
ている。
【０１５０】
　一部の実施態様において、発現ベクターは、形質転換ホスト細胞の選択を可能とする選
択可能なマーカー遺伝子を含む。抗生物質抵抗性遺伝子等の選択遺伝子は当分野でよく知
られており、使用されるホスト細胞により変えられるだろう。
【０１５１】
　ＤＤＲ２タンパク質は、癌関連タンパク質をコードする核酸を含む発現ベクターで形質
転換されたホスト細胞を、癌関連タンパク質の発現を誘発するか、引き起こす適当な条件
下で培養することにより産生させてよい。癌関連タンパク質発現に適当な条件は発現ベク
ターとホスト細胞の選択により変えられ、日常の実験を通して当業者により容易に確かめ
られるだろう。例えば、発現ベクターでの構成的プロモーターの使用はホスト細胞の成長
と増殖の最適化を必要とする一方で、誘導プロモーターの使用は誘導のために適当な増殖
条件を必要とする。さらに、一部の実施態様において、回収の時期が重要である。例えば
、昆虫細胞発現に用いられるバキュロウイルスシステムは溶解性ウイルスであるために、
回収時期の選択は産物収量にとって重要となりうる。
【０１５２】
　適当なホスト細胞として、酵母、細菌、古細菌、真菌および昆虫、植物および動物の細
胞（哺乳動物の細胞等）が挙げられる。特に興味があるのはキイロショウジョウバエ細胞
、サッカロマイセスセレヴィシエおよび他の酵母、大腸菌、枯草菌、Ｓｆ９細胞、Ｃ１２
９細胞、２９３細胞、ニューロスポラ、ＢＨＫ、ＣＨＯ、ＣＯＳ、ヒーラ細胞、ＴＨＰｌ
細胞系（マクロファージ細胞系）およびヒト細胞とヒト細胞系である。
【０１５３】
　一部の実施態様において、ＤＤＲ２タンパク質は哺乳動物の細胞で発現する。哺乳類の
発現系も当分野で知られており、レトロウイルス系を含む。好ましい発現系は、ＷＯ９７
／２７２１２（ＰＣＴ／ＵＳ９７／０１０１９）とＷＯ９７／２７２１３（ＰＣＴ／ＵＳ
９７／０１０４８）（両文献とも参照によりここに編入する）に一般的に記載されるよう
にレトロウイルスベクター系である。哺乳類のウイルス遺伝子はしばしば高発現し、多様
なホスト範囲を有するので、それらのウイルス遺伝子に由来するプロモーターが哺乳動物
のプロモーターとして特に有用である。例えば、ＳＶ４０初期プロモーター、マウス乳癌
ウイルスＬＴＲプロモーター、アデノウイルス主要後期プロモーター、単純ヘルペスウイ
ルスプロモーターおよびＣＭＶプロモーターが挙げられる。通常、哺乳動物細胞により認
識される転写終止配列とポリアデニル化配列は翻訳終止コドンに対して３’に置かれる調
節領域であるので、これら配列はプロモーター要素とともにコード配列に隣接する。転写
ターミネーターおよびポリアデニル化シグナルの例としてＳＶ４０に由来するものが挙げ
られる。
【０１５４】
　外来性核酸を哺乳類ホストならびに他のホストに導入する方法は当分野でよく知られて
おり、使用されるホスト細胞により変えられるだろう。そうした技術として、デキストラ
ン仲介形質移入、リン酸カルシウム沈殿、ポリブレン仲介形質移入、原形質融合、エレク
トロポレーション、ウイルス感染、ポリヌクレオチドのリポソームへのカプセル化および
ＤＮＡの核への直接のマイクロインジェクションが挙げられる。
【０１５５】
　一部の実施態様において、癌関連タンパク質を細菌系で発現させる。細菌発現系は当分
野でよく知られている。バクテリオファージに由来するプロモーターが用いられてもよく
、当分野で知られている。さらに、合成プロモーターやハイブリッドプロモーターも有用
である；例えば、ｔａｃプロモーターはｔｒｐとｌａｃのプロモーター配列のハイブリッ
ドである。さらに、細菌プロモーターとして、細菌ＲＮＡポリメラーゼに結合し、転写を
開始させることのできる非細菌起源の天然のプロモーターを挙げることができる。機能す
るプロモーター配列に加えて、効率的なリボソーム結合部位が望ましい。さらに、発現ベ
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クターは、細菌中の癌関連タンパク質の分泌を提供するシグナルペプチド配列を含んでも
よい。タンパク質は成長培地に分泌されるか（グラム陽性菌）、または細胞の内膜と外膜
との間に位置する細胞膜周辺腔に分泌される（グラム陰性菌）。さらに、細菌発現ベクタ
ーは、形質転換された菌種の選択を可能とする選択可能なマーカーを含んでもよい。適当
な選択遺伝子として、アンピシリン、クロラムフェニコール、エリスロマイシン、カナマ
イシン、ネオマイシンおよびテトラサイクリン等の薬剤に対して細菌を耐性のあるものと
する遺伝子が挙げられる。選択可能なマーカーとして、さらに、生合成遺伝子、例えばヒ
スチジン、トリプトファンおよびロイシンの生合成経路における遺伝子が挙げられる。こ
れらのコンポーネントを集合して発現ベクターを構築する。細菌の発現ベクターは当分野
でよく知られており、中でも枯草菌、大腸菌、ストレプトコッカスクレモリスおよびスト
レプトコッカスリビダンス用のベクターが挙げられる。塩化カルシウム処理、エレクトロ
ポレーション等の当技術でよく知られた技術を用いて、細菌ホスト細胞を細菌発現ベクタ
ーによって形質転換する。
【０１５６】
　癌関連タンパク質を昆虫細胞に産生させてよい。昆虫細胞の形質転換用の発現ベクター
、特に、バキュロウイルス系発現ベクターが当分野でよく知られている。
【０１５７】
　一部の実施態様において、癌関連タンパク質を酵母細胞で産生させてよい。酵母発現系
は当分野でよく知られており、サッカロマイセスセレヴィシエ、カンジダアルビカンスお
よびＣ．マルトーサ、ハンゼヌラポリモルファ、クルイベロマイセスフラギリスおよびＫ
．ラクティス、ピキアギルレリモンジーおよびＰ．パストリス、シゾサッカロミセスポン
ベおよびヤーロウイアリポリチカ用の発現ベクターが挙げられる。
【０１５８】
　ＤＤＲ２タンパク質は、当分野でよく知られている技術を用いて融合タンパク質として
作ってもよい。よって、例えば、モノクローナル抗体のために［原文通り］。所望のエピ
トープが小さい場合、癌関連タンパク質を担体タンパク質に融合させて免疫原を形成して
よい。もしくは、発現を高めるか、または他の理由のために癌関連タンパク質を融合タン
パク質として作ってもよい。例えば、癌関連タンパク質が癌関連ペプチドである場合、ペ
プチドをコードする核酸を発現目的のために他の核酸に連結させてよい。
【０１５９】
　癌
　一部の実施態様において、本発明の方法により検出、診断または治療される癌は、皮膚
癌（表在拡大型悪性メラノーマ）、肺癌（小細胞性肺癌）、乳癌（腺管癌または転移性腺
管癌）、卵巣癌（腺癌）および／またはＣＮＳ癌（グリア芽細胞種）である。
【０１６０】
　抗体
　一部の実施態様において、本発明は、ＤＤＲ２ポリペプチドに特異的に結合する抗体を
使用する。「特異的に結合する」との用語は、抗体が、ＤＤＲ２ポリペプチドに対して、
他の関連するポリペプチドに対するそれらの親和性よりも実質的に高い親和性を有するこ
とを意味する。ここで用いられる「抗体」との用語は、インタクトな分子ならびにそれら
の断片、例えば、問題の抗原決定基に結合することのできるＦａｂ、Ｆ（ａｂ’）２およ
びＦｖをいう。「実質的に高い親和性」とは、他の関連するポリペプチドに対する親和性
に比較して本発明の標的癌関連ポリペプチドに対する親和性に測定可能な増加が存在する
ことを意味する。一部の実施態様において、親和性は、標的癌関連ポリペプチドに対して
少なくとも１．５倍、２倍、５倍、１０倍、１００倍、１０３倍、１０４倍、１０５倍、
１０６倍またはそれ以上である。
【０１６１】
　一部実施態様において、抗体は、１０－４Ｍ以下、１０－７Ｍ以下、１０－９Ｍ以下の
解離定数；またはナノモル以下の親和性（０．９、０．８、０．７、０．６、０．５、０
．４、０．３、０．２、０．１ｎＭまたはさらにそれ以下）で、高親和性に結合する。こ
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の抗体は、特にＤＤＲ２タンパク質のドメインに特異的に結合し得る。
【０１６２】
　ＤＤＲ２ポリペプチドを、例えば免疫治療のために抗体産生に用いようとする場合、一
部の実施態様において、癌関連ポリペプチドは少なくとも１つのエピトープまたは決定基
を全長タンパク質と共有するにちがいない。ここでの「エピトープ」または「決定基」と
は、ＭＨＣの文脈において抗体またはＴ細胞レセプターを産生するか、および／またはそ
れに結合するタンパク質の一部を意味する。よって、場合によっては、小さい癌関連ポリ
ペプチドに対して作られた抗体は全長タンパク質に結合することができるだろう。一部の
実施態様において、エピトープは独特である；すなわち、独特なエピトープに対して作ら
れた抗体は有るか無しかの交差反応を示す。
【０１６３】
　ＤＤＲ２によりコードされるポリペプチド配列を分析して、ポリペプチドの一定の好ま
しい領域を決定してよい。高い抗原性の領域は、抗原認識が免疫応答の開始のプロセスで
起こりうる環境で、ポリペプチドの表面にさらされる可能性が高いポリペプチドの領域を
表す値を選択することによるＤＮＡＳＴＡＲ分析によるデータから決定される。例えば、
癌関連遺伝子の配列によりコードされるポリペプチドのアミノ酸配列は、ＤＮＡＳＴＡＲ
コンピュータアルゴリズム（ＤＮＡＳＴＡＲ社、マジソン、ウィスコンシン州；ｄｎａｓ
ｔａｒ．ｃｏｍのワールドワイドウエブサイトを参照）の規定パラメーターを用いて分析
してよい。
【０１６４】
　一部の実施態様において、抗ＤＤＲ２抗体は、ＤＤＲ２に特異的であり、ＤＤＲファミ
リーの他のメンバーと交差反応しない。特に、抗ＤＤＲ２抗体は、ＤＤＲ１タンパク質と
交差反応しないことが好ましい。
【０１６５】
　一部の実施態様において、本発明の抗体は、ＤＤＲ２ポリペプチドの相同分子種、相同
体、パラログまたは変異体またはそれらの組合せおよび二次的組合せに対して結合する。
一部の実施態様において、本発明の抗体はＤＤＲ２ポリペプチドの相同分子種に結合する
。一部の実施態様において、本発明の抗体はＤＤＲ２ポリペプチドの相同体に結合する。
一部の実施態様において、本発明の抗体はＤＤＲ２ポリペプチドのパラログに結合する。
一部の実施態様において、本発明の抗体はＤＤＲ２ポリペプチドの変異体に結合する。一
部の実施態様において、本発明の抗体はＤＤＲ２ポリペプチドの相同分子種、相同体、パ
ラログまたは変異体またはそれらの組合せおよび二次的組合せに対して結合しない。
【０１６６】
　ＤＮＡＳＴＡＲコンピュータアルゴリズムを用いて日常的に得ることのできるポリペプ
チドの特徴として、Ｇａｒｎｉｅｒ－Ｒｏｂｓｏｎアルファ領域、ベータ領域、ターン領
域およびコイル領域（Ｇａｍｉｅｒ　ｅｔ　ａｌ．Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，１２０：９
７（１９７８））；Ｃｈｏｕ－Ｆａｓｍａｎアルファ領域、ベータ領域およびターン領域
（Ａｄｖ．ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌ．，４７：４５－１４８（１９７８））；Ｋｙｔｅ－Ｄ
ｏｏｌｉｔｔｌｅ親水性領域と疎水性領域（Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，１５７：１０５－
１３２（１９８２））；Ｅｉｓｅｎｂｅｒｇアルファおよびベータ両親媒性領域；Ｋａｒ
ｐｌｕｓ－Ｓｃｈｕｌｚ可動性領域；Ｅｍｉｎｉ表面形成領域（Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．，５５
（３）：８３６－８３９（１９８５））；および高抗原性インデックスのＪａｍｅｓｏｎ
－Ｗｏｌｆ領域（ＣＡＢＩＯＳ，４（１）：１８１－１８６（１９８８））が挙げられる
が、これらに限定されない。Ｋｙｔｅ－Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅ親水性領域と疎水性領域、Ｅ
ｍｉｎｉ表面形成領域、および高抗原性インデックスのＪａｍｅｓｏｎ－Ｗｏｌｆ領域（
すなわち、Ｊａｍｅｓｏｎ－Ｗｏｌｆプログラムの規定パラメーターを用いて同定された
１．５以上の抗原インデックスを有する４個以上の連続するアミノ酸を有する領域）が、
抗原性の高い可能性を示すポリペプチド領域を決定するために日常的に使用することがで
きる。タンパク質に対する抗体の調製の１つのアプローチは、タンパク質のすべてまたは
一部のアミノ酸配列の選択と調製、配列の化学合成およびそれを適当な動物、通常、ウサ



(33) JP 4942219 B2 2012.5.30

10

20

30

40

50

ギ、ハムスターまたはマウスに注射することによる。オリゴペプチドは、親水領域に位置
する（よって成熟タンパク質ではさらされる可能性の高い）オリゴペプチドに基づく癌関
連タンパク質に対する抗体の産生をするための候補として選択することができる。さらな
るオリゴペプチドは、例えば、参照によりここに組み入れられる抗原性インデックス（Ｗ
ｅｌｌｉｎｇ，Ｇ．Ｗ．ｅｔ　ａｌ．，ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔ．１８８：２１５－２１８（
１９８５））を用いて決定することができる。
【０１６７】
　ここで用いられる「抗体」との用語は、当分野で公知の抗体断片、例えば、全抗体の修
飾によるか、または組換えＤＮＡ技術を用いて新規に合成されたＦａｂ、Ｆａｂ２、一本
鎖抗体（例えば、Ｆｖ断片）、キメラ抗体等を含む。
【０１６８】
　さらに、本発明は、標的タンパク質に特異的なＳＭＩＰまたは結合領域免疫グロブリン
融合タンパク質である抗体を提供する。これらの構築物は、抗体イフェクター機能を実施
するために必要な免疫グロブリンドメインに融合された抗原結合ドメインを含む単鎖ポリ
ペプチドである。例えば、ＷＯ０３／０４１６００、米国特許公報２００３０１３３９３
９および米国特許公報２００３０１１８５９２を参照されたい。
【０１６９】
　ポリクローナル抗体の調製方法は当業者に知られている。ポリクローナル抗体は、例え
ば、免疫剤および所望であればアジュバントの１回以上の注射によって哺乳動物に産生さ
せることができる。通常、免疫剤および／またはアジュバントを、複数の皮下または腹腔
内注射により哺乳動物に注射する。免疫剤として、図示の核酸によりコードするタンパク
質またはその断片またはその融合タンパク質が挙げられるだろう。免疫される哺乳動物に
免疫原性のあることが知られているタンパク質に免疫剤を結合させることは有用であろう
。そのような免疫原性タンパク質の例は、キーホールリンペットヘモシアニン、血清アル
ブミン、ウシチログロブリンおよび大豆トリプシンインヒビターが挙げられるが、これら
に限定されない。使用してよいアジュバントの例として、フロイント完全アジュバントお
よびＭＰＬ－ＴＤＭアジュバント（モノホスホリルリピッドＡ、合成トレハロースジコリ
ノミコレート）が挙げられる。免疫化プロトコールは過度の実験なしに当業者により選択
されるだろう。
【０１７０】
　一部の実施態様において、抗体はモノクローナル抗体である。モノクローナル抗体は、
ハイブリドーマ法、例えば、ＫｏｈｌｅｒおよびＭｉｌｓｔｅｉｎ（Ｎａｔｕｒｅ，２５
６：４９５（１９７５））に記載された方法により調製してよい。ハイブリドーマ法にお
いて、マウス、ハムスターまたは他の適当なホスト動物を、通常、免疫剤で免疫して免疫
剤に特異的に結合する抗体を産生するか、または産生することのできるリンパ球を誘発す
る。もしくは、リンパ球をインビトロで免疫してもよい。免疫剤は、通常、癌関連ポリペ
プチド、またはその断片またはその融合タンパク質を含むだろう。ヒト起源の細胞が望ま
しい場合、一般的に末梢血リンパ球（「ＰＢＬ」）が用いられ、非ヒト哺乳類起源が望ま
しい場合、脾臓細胞またはリンパ節細胞が用いられる。次に、リンパ球を、ポリエチレン
グリコール等の適当な融合剤を用いて、不死化細胞系に融合させて、ハイブリドーマ細胞
を形成する（Ｇｏｄｉｎｇ，Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ｐｒｉｎｃ
ｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，（１９８６）
　ｐｐ．５９－１０３）。不死化細胞系は、通常、形質転換哺乳類細胞、特に、げっ歯類
、ウシおよびヒト起源のミエローマ細胞である。通常、ラットまたはマウスのミエローマ
細胞系が用いられる。ハイブリドーマ細胞は、未融合の不死化細胞の増殖または生存を阻
害する１種類以上の物質を好ましくは含む適当な培養培地で培養してよい。例えば、親細
胞がヒポキサンチングアニンホスホリボシルトランスフェラーゼ酵素（ＨＧＰＲＴまたは
ＨＰＲＴ）を欠く場合、ハイブリドーマの培養培地は、通常、ヒポキサンチン、アミノプ
テリンおよびチミジン（これらの物質はＨＧＰＲＴ欠損細胞の増殖を阻害する）（「ＨＡ
Ｔ培地」）を含むだろう。
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【０１７１】
　モノクローナル抗体技術は、研究、診断および治療の実施に用いられる。モノクローナ
ル抗体は、インビトロ診断のためにラジオイムノアッセイ、酵素結合免疫測定法、免疫細
胞病理およびフローサイトメトリーに用いられ、ヒト疾患の診断や免疫治療のためにイン
ビボで用いられる（Ｗａｌｄｍａｎｎ，Ｔ．Ａ．（１９９１）　Ｓｃｉｅｎｃｅ　２５２
：１６５７－１６６２）。特に、モノクローナル抗体は、正常な組織を避けながら悪性病
変を標的とすることが望まれる場合に、癌の診断と治療に広く適用されている。例えば、
Ｆｒａｎｋｅｌ等の米国特許第４，７５３，８９４号、Ｒｉｎｇ等の米国特許第４，９３
８，９４８号およびＢｊｏｒｎ等の米国特許第４，９５６，４５３号を参照されたい。
【０１７２】
　抗体は二重特異性抗体であってよい。一部の実施態様において、結合特異性の１つは癌
関連ポリペプチドまたはその断片に対するもので、別の１つは他の抗原、好ましくは細胞
表面タンパク質またはレセプターかレセプターサブユニットに対するもので、好ましくは
癌特異性であるものである。一部の実施態様において、他の抗原は、皮膚癌特異的抗原（
例えば、表在拡大型悪性メラノーマ特異的抗原）、肺癌特異的抗原（例えば、小細胞性肺
癌特異的抗原）、乳癌癌特異的抗原（例えば、腺管癌または転移性腺管癌特異的抗原）、
卵巣癌特異的抗原（例えば、腺癌特異的抗原）、および／またはＣＮＳ癌特異的抗原（例
えば、グリア芽細胞種特異的抗原）である。
【０１７３】
　一部の実施態様において、癌関連ポリペプチドに対する抗体は、以下に説明するように
、癌関連ポリペプチドの生物学的機能を低減または消去することができる。すなわち、抗
癌関連ポリペプチド抗体（ポリクローナルまたは、好ましくはモノクローナル）を癌関連
ポリペプチド（または癌関連ポリペプチドを含む細胞）に添加することは癌関連ポリペプ
チド活性を低減または消去するだろう。一部の実施態様において、本発明の抗体は、少な
くとも２５％、少なくとも約５０％、または少なくとも約９５～１００％の活性低下を引
き起こす。
【０１７４】
　一部の実施態様において、ＤＤＲ２ポリペプチドに対する抗体はヒト化抗体である。「
ヒト化」抗体とは、非ヒト種の免疫グロブリンに実質的に由来する抗原結合部位と、ヒト
免疫グロブリンの構造および／または配列に基づく分子の残りの免疫グロブリン構造とを
有する分子をいう。抗原結合部位は、完全可変領域を定常領域に融合させたか、または相
補性決定領域（ＣＤＲ）のみを可変領域内の適当な骨格領域にグラフトさせたものであっ
てよい。抗原結合部位は野生型であっても、１つ以上のアミノ酸置換により修飾（例えば
、ヒト免疫グロブリンにさらに近く似るように修飾）してもよい。もしくは、ヒト化抗体
は、親の非ヒト抗体の抗原結合性を保持または実質的に保持するが、ヒトに投与された場
合に親抗体に比較して減少した免疫原性を示すキメラ抗体から得てもよい。ここで用いる
「キメラ抗体」との語句は、通常、異なる種を起源とする二つの異なる抗体に由来する配
列を含む抗体をいう（例えば、米国特許第４，８１６，５６７を参照）。通常、これらの
キメラ抗体において、軽鎖と重鎖の両方の可変領域は哺乳動物の１つの種に由来する抗体
の可変領域に似ている一方で、定常領域は別の種に由来する抗体の配列と類似する。最も
普通には、キメラ抗体はヒトとマウスの抗体断片、通常はヒトの定常領域とマウスの可変
領域とを含む。ヒト化抗体は、ヒト抗体（アクセプター抗体）の相補性決定領域（ＣＤＲ
）を、所望の特異性、親和性および能力を有するマウス、ラットまたはウサギ等の非ヒト
抗体（ドナー抗体）からの相補性決定領域に置き換えることにより作られる。場合によっ
ては、ヒト「アクセプター」抗体のＦｖフレームワーク残基を「ドナー」抗体の対応する
非ヒト残基に置き換える。さらに、ヒト化抗体は、レシピエント抗体にも移入ＣＤＲやフ
レームワーク配列にも見られない残基を含んでもよい。一般的に、ヒト化抗体は実質的に
全ての可変領域または少なくとも１つ（通常は２つ）の可変領域を含み、このヒト化抗体
において全てまたは実質的に全てのＣＤＲ領域が非ヒト免疫グロブリンのＣＤＲ領域に対
応し、かつ全てまたは実質的に全てのフレームワーク領域（ＦＲ）領域がヒト免疫グロブ
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リンコンセンサス配列のＦＲ領域である。ヒト化抗体は、最適には、さらに免疫グロブリ
ン定常領域（Ｆｃ）の少なくとも一部を含み、通常はヒト免疫グロブリンのものを含むだ
ろう（Ｊｏｎｅｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ，３２１：５２２－５２５（１９８６）
；Ｒｉｅｃｈｍａｎｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ，３３２：３２３－３２９（１９８
８）；およびＰｒｅｓｔａ，Ｃｕｒｒ．Ｏｐ．Ｓｔｒｕｃｔ．Ｂｉｏｌ，２：５９３－５
９６（１９９２））。そのようなキメラ形の１つの明らかな利点は、例えば、ヒト細胞調
製物に由来する定常領域に組み合された非ヒトホスト生物に由来する容易に利用できるハ
イブリドーマまたはＢ細胞を用いた現在知られている原料から、可変領域を都合よく得る
ことができることである。可変領域は調製しやすいという利点を有し、特異性はその原料
により影響されることはなく、定常領域（ヒトのものである）は、抗体が注射された際に
非ヒト原料の定常領域ほどにヒト対象の免疫応答を引き出す可能性が高くない。しかし、
この定義はこの特定の例に限定されるものではない。
【０１７５】
　ヒト化抗体は、ヒトにおいて、親マウスモノクローナル抗体よりも免疫原性が低いので
、アナフィラキシーのかなり低いリスクでヒト治療に使用することができる。よって、こ
れらの抗体は、例えば、腫瘍性疾患治療の放射線増感剤としての使用や、癌治療の副作用
を低減する方法での使用等、ヒトへのインビボ投与を伴う治療上の利用に好ましいであろ
う。非ヒト抗体をヒト化する方法は当分野においてよく知られている。一般的に、ヒト化
抗体は非ヒトである原料から導入された１つ以上のアミノ酸残基を有する。これらの非ヒ
トアミノ酸残基は、しばしば、移入可変領域から通常取られる移入残基と称される。ヒト
化は、基本的には、Ｗｉｎｔｅｒと共同研究者の方法（Ｊｏｎｅｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａ
ｔｕｒｅ　３２１：５２２－５２５（１９８６）；Ｒｉｅｃｈｍａｎｎ　ｅｔ　ａｌ．，
Ｎａｔｕｒｅ　３３２：３２３－３２７（１９８８）；Ｖｅｒｈｏｅｙｅｎ　ｅｔ　ａｌ
．，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２３９：１５３４－１５３６（１９８８））に従って、げっ歯類の
ＣＤＲまたはＣＤＲ配列をヒト抗体の対応する配列の代わりに使うことにより実施するこ
とができる。したがって、そのようなヒト化抗体は、実質的に少なくもインタクトなヒト
可変領域が非ヒト種に由来する対応する配列によって置換されているキメラ抗体（米国特
許第４，８１６，５６７号）である。実際のところ、ヒト化抗体は、通常、一部のＣＤＲ
残基およびおそらく一部のＦＲ残基がげっ歯類抗体の類似の部位からの残基により置換さ
れているヒト抗体である。
【０１７６】
　げっ歯類のＶ領域およびそれらの関連ＣＤＲをヒト定常領域に融合させたキメラ抗体（
Ｗｉｎｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ．（１９９１）　Ｎａｔｕｒｅ　３４９：２９３－２９９；Ｌ
ｏｂｕｇｌｉｏ　ｅｔ　ａｌ．（１９８９）　Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ
ＳＡ　８６：４２２０－４２２４；Ｓｈａｗ　ｅｔ　ａｌ．（１９８７）　Ｊ　Ｉｍｍｕ
ｎｏｌ．１３８：４５３４－４５３８；およびＢｒｏｗｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９８７）　
Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．４７：３５７７－３５８３）、適当なヒト抗体定常領域への融合
前にヒト支持ＦＲにグラフト化されたげっ歯類ＣＤＲ（Ｒｉｅｃｈｍａｎｎ　ｅｔ　ａｌ
．（１９８８）　Ｎａｔｕｒｅ　３３２：３２３－３２７；Ｖｅｒｈｏｅｙｅｎ　ｅｔ　
ａｌ．（１９８８）　Ｓｃｉｅｎｃｅ　２３９：１５３４－１５３６；およびＪｏｎｅｓ
　ｅｔ　ａｌ．（１９８６）　Ｎａｔｕｒｅ　３２１：５２２－５２５）および組換えに
よりベニヤ化（表面修飾された）げっ歯類のＦＲにより支持されたげっ歯類のＣＤＲ（１
９９２年１２月２３日公開の欧州特許公告第５１９，５９６号）等、非ヒト免疫グロブリ
ンに由来する抗原結合部位を含む多くの「ヒト化」抗体分子が記載されている。
【０１７７】
　ヒト抗体は、ファージディスプレイライブラリー等、当分野で公知の多様な技術を用い
て作ることもできる［Ｈｏｏｇｅｎｂｏｏｍ　ａｎｄ　Ｗｉｎｔｅｒ，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉ
ｏｌ．，２２７：３８１（１９９１）；Ｍａｒｋｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏ
ｌ．，２２２：５８１（１９９１）］。Ｃｏｌｅ等とＢｏｅｒｎｅｒ等の技術もヒトモノ
クローナル抗体の調製に利用することができる（Ｃｏｌｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｎｏｃｌ
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ｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ａｎｄ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒａｐｙ，Ａｌａｎ　
Ｒ．Ｌｉｓｓ，ｐ．７７（１９８５）およびＢｏｅｒｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍ
ｕｎｏｌ．，１４７（ｌ）：８６－９５（１９９１））。ヒト化抗体は、例えば、（１）
非ヒト相補性決定領域（ＣＤＲ）をヒトフレームワークおよび定常領域にグラフトする（
当分野で「ヒト化」と称されるプロセス）、もしくは、（２）全体の非ヒト化変領域を移
植するが、それら領域を、表面残基の置換によってヒト様表面で覆う（当分野で「ベニヤ
化」（“ｖｅｎｅｅｒｉｎｇ”）と称するプロセス）等の多様な方法により得られるだろ
う。本発明において、ヒト化抗体は、「ヒト化」抗体と「ベニヤ化」抗体の両方を含む。
同様に、ヒト抗体はヒト免疫グロブリン遺伝子座をトランスジェニック動物（例えば、内
因性免疫グロブリン遺伝子が部分的または完全に不活性化されたマウス）に導入すること
により作ることができる。誘発の際に、ヒト抗体産生が観察され、これは、遺伝子再編成
、組立および抗体レパートリー等のすべての点においてヒトで見られるものと非常に似て
いる。この研究方法は、例えば、米国特許第５，５４５，８０７号、米国特許第５，５４
５，８０６号、米国特許第５，５６９，８２５号、米国特許第５，６２５，１２６号、米
国特許第５，６３３，４２５号、米国特許第５，６６１，０１６号および以下の科学文献
：Ｍａｒｋｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１０，７７９－７８３（
１９９２）；Ｌｏｎｂｅｒｇ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　３６８　８５６－８５９（
１９９４）；Ｍｏｒｒｉｓｏｎ，Ｎａｔｕｒｅ　３６８，８１２－１３（１９９４）；Ｆ
ｉｓｈｗｉｌｄ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１４，８
４５－５１（１９９６）；Ｎｅｕｂｅｒｇｅｒ，Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏ
ｇｙ　１４，８２６（１９９６）；Ｌｏｎｂｅｒｇ　ａｎｄ　Ｈｕｓｚａｒ，Ｉｎｔｅｒ
ｎ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１３　６５－９３（１９９５）；Ｊｏｎｅｓ　ｅｔ　ａｌ
．，Ｎａｔｕｒｅ　３２１：５２２－５２５（１９８６）；Ｍｏｒｒｉｓｏｎ　ｅｔ　ａ
ｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ，ＵＳ．Ａ．，８１：６８５１－６８５５
（１９８４）；Ｍｏｒｒｉｓｏｎ　ａｎｄ　Ｏｉ，Ａｄｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，４４：６
５－９２（１９８８）；Ｖｅｒｈｏｅｙｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２３９：
１５３４－１５３６（１９８８）；Ｐａｄｌａｎ，Ｍｏｌｅｃ．Ｉｍｍｕｎ．２８：４８
９－４９８（１９９１）；Ｐａｄｌａｎ，Ｍｏｌｅｃ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．３１（３）：１
６９－２１７（１９９４）；ａｎｄ　Ｋｅｔｔｌｅｂｏｒｏｕｇｈ，ＣＡ．ｅｔ　ａｌ．
，Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇ．４（７）：７７３－８３（１９９１）（上記の各参考文献は
参照によりここに編入される）に記載されている。本発明の抗体は、参照によりここに編
入される米国特許第５，７６６，８８６号に開示されたヒトエンジニアリング技法を用い
て作ることもできる。
【０１７８】
　「相補性決定領域」との語句は、共同して、天然の免疫グロブリン結合部位の自然のＦ
ｖ領域の結合親和性と特異性を定めるアミノ酸配列をいう。例えば、Ｃｈｏｔｈｉａ　ｅ
ｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１９６：９０１－９１７　（１９８７）；Ｋａｂａ
ｔ　ｅｔ　ａｌ．，Ｕ．Ｓ．Ｄｅｐｔ．ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ　ａｎｄ　Ｈｕｍａｎ　Ｓｅ
ｒｖｉｃｅｓ　ＮＩＨ　Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎ　Ｎｏ．９１－３２４２（１９９１）を
参照されたい。「定常領域」との語句はイフェクター機能を付与する抗体分子部分をいう
。本発明において、マウスの定常領域はヒト定常領域により置換される。対象のヒト化抗
体の定常領域はヒト免疫グロブリンに由来する。重鎖定常領域は、５種類のイソタイプ（
アルファ、デルタ、エプシロン、ガンマまたはミュー）の何れかから選択することができ
る。抗体をヒト化する１つの方法は、非ヒト重軽鎖配列をヒト重軽鎖配列に対して配列比
較し、その配列比較に基づいて非ヒトフレームワークを選択し、それをヒトフレームワー
クに置換し、ヒト化配列の高次構造を予想する分子モデリングを行い、それを親抗体の高
次構造に比較する工程を包含する。このプロセスに引き続いて、ヒト化配列モデルの予想
される高次構造が親非ヒト抗体の非ヒトＣＤＲの高次構造にほぼ近似するまで、ＣＤＲの
構造を乱すＣＤＲ領域の残基の繰返しの逆突然変異を行なう。そのようなヒト化抗体は、
さらに誘導体化して、例えば、Ａｓｈｗｅｌｌレセプターによる取り込みと排除を促進し
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てよい。例えば、参照することによりここに組み込まれる米国特許第５，５３０，１０１
号と米国特許第５，５８５，０８９号を参照されたい。
【０１７９】
　癌関連ポリペプチドに対するヒト化抗体は、ヒト免疫グロブリン遺伝子座を含むように
設計したトランスジェニック動物を用いて作ることもできる。例えば、ＷＯ９８／２４８
９３は、ヒトＩｇ遺伝子座を有するトランスジェニック動物において、内因性重軽鎖遺伝
子座の不活性化のために機能的な内因性免疫グロブリンを産生しないトランスジェニック
動物を開示する。さらに、ＷＯ９１／１０７４１は、免疫原に対する免疫応答を開始する
ことのできるトランスジェニック非霊長類哺乳類ホストにおいて、抗体が霊長類の定常お
よび／または可変領域を有し、内因性免疫グロブリンをコードする遺伝子座が置換または
不活性化されているトランスジェニック非霊長類哺乳類ホストを開示する。ＷＯ９６／３
０４９８は、修飾抗体分子を形成するように定常または可変領域の全てまたは一部を置き
換える等、哺乳動物の免疫グロブリン遺伝子座を修飾するＣｒｅ／Ｌｏｘシステムの使用
を開示する。ＷＯ９４／０２６０２は、不活性化された内在性Ｉｇ遺伝子座および機能的
なヒトＩｇ遺伝子座を有する非ヒト哺乳類ホストを開示する。米国特許第５，９３９，５
９８号は、内在性重鎖を欠き、１つ以上の異種定常領域を含む外因性免疫グロブリン遺伝
子座を発現するトランスジェニックマウスを作る方法を開示する。
【０１８０】
　上記のトランスジェニック動物を用いて、選択された抗原分子に対して免疫応答を作る
ことができ、抗体産生細胞を動物から取り出し、これを用いてヒトモノクローナル抗体を
分泌するハイブリドーマを作ることができる。免疫方法、アジュバント等は当分野で知ら
れており、例えば、ＷＯ９６／３３７３５に記載されたトランスジェニック動物の免疫化
に用いる。モノクローナル抗体は、対応するタンパク質の生物活性または生理学的効果の
阻害能または中和能について調べることができる。
【０１８１】
　一部の実施態様において、上記のＤＤＲ２ポリペプチドおよびそれらの変異体は、上記
のようにトランスジェニック動物を免疫化するために用いてよい。モノクローナル抗体は
当分野において公知の方法を用いて作り、抗体の選択性は単離された癌関連ポリペプチド
を用いて調べる。ヒトまたは霊長類の癌関連ポリペプチドまたはそのエピトープの調製方
法として、化学合成、組換えＤＮＡ技術または生物試料からの単離が挙げられるが、これ
らに限定されない。ペプチドの化学合成は、例えば、固相ペプチド合成の古典的なＭｅｒ
ｒｉｆｅｌｄ法（Ｍｅｒｒｉｆｅｌｄ，Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．８５：２１４９，
１９６３（参照によりここに組み入れる））または迅速自動化複数ペプチド合成システム
に関するＦＭＯＣ計画（Ｅ．Ｉ．ｄｕ　Ｐｏｎｔ　ｄｅ　Ｎｅｍｏｕｒｓ　Ｃｏｍｐａｎ
ｙ，Ｗｉｌｍｉｎｇｔｏｎ，ＤＥ）（Ｃａｐｒｉｎｏ　ａｎｄ　Ｈａｎ，Ｊ．Ｏｒｇ．Ｃ
ｈｅｍ．３７：３４０４，１９７２（参照によりここに組み入れる））により実施するこ
とができる。
【０１８２】
　ポリクローナル抗体は、抗原を注射し、その後に適当な間隔で追加免疫することによる
ウサギまたは他の動物の免疫化により調製することができる。別の動物としては、マウス
、ラット、ニワトリ、モルモット、ヒツジ、ウマ、サル、ラクダおよびサメが挙げられる
。動物から血液を採取し、精製された癌関連タンパク質に対して、通常、ＥＬＩＳＡによ
るか、または癌関連タンパク質の作用をブロックする能力に基づくバイオアッセイによっ
て血清を調べる。トリ種、例えば、ニワトリ、シチメンチョウ等を使用する場合、抗体は
卵黄から単離することができる。モノクローナル抗体は、免疫されたマウスの脾細胞を、
ミエローマまたはリンパ腫細胞等の連続的に複製する腫瘍細胞に融合させることによるＭ
ｉｌｓｔｅｉｎとＫｏｈｌｅｒの方法の後に調製することができる（Ｍｉｌｓｔｅｉｎ　
ａｎｄ　Ｋｏｈｌｅｒ，Ｎａｔｕｒｅ　２５６：４９５－４９７，１９７５；Ｇｕｌｆｒ
ｅ　ａｎｄ　Ｍｉｌｓｔｅｉｎ，Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ：Ｉｍｍ
ｕｎｏｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　７３：１－４６，Ｌａｎｇｏｎｅ　ａ
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ｎｄ　Ｂａｎａｔｉｓ　ｅｄｓ．，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，１９８１（これら参
考文献は参照によりここに組み入れる））。このように形成されたハイブリドーマ細胞は
次に限界希釈法によりクローニングし、抗体産生についてＥＬＩＳＡ、ＲＩＡまたはバイ
オアッセイにより上清を分析する。
【０１８３】
　標的タンパク質を認識し、それに特異的に結合する抗体の独自の能力は該タンパク質の
過剰発現を扱う研究方法を提供する。よって、一部の実施態様において、本発明は、癌関
連タンパク質に対する特異抗体により患者を処置することにより、癌関連ペプチドの過剰
発現を伴う病気を予防または治療する方法を提供する。
【０１８４】
　癌関連タンパク質に対する特異抗体は、ポリクローナルまたはモノクローナルであろう
と、上記のように当分野で公知の適当な方法により作ることができる。例えば、マウスま
たはヒトのモノクローナル抗体はハイブリドーマ技術により作ることができ、もしくは癌
関連タンパク質またはその免疫学的に活性のある断片、または抗イディオタイプ抗体また
はその断片を動物に投与して癌関連タンパク質を認識し、結合することのできる抗体の産
生を引き出すことができる。そのような抗体は、ＩｇＧ、ＩｇＡ、ＩｇＭ、ＩｇＤおよび
ＩｇＥ、またはトリ種の場合、ＩｇＹ等の、しかし、これらに限定されない任意のクラス
の抗体および任意のサブクラスの抗体から得られる。
【０１８５】
　一部の実施態様において、本発明の抗体は中和抗体である。一部の実施態様において、
抗体は標的化抗体である。一部の実施態様において、抗体は標的に結合すると内部移行す
る。一部の実施態様において、抗体は、結合の際に内部移行することはなく、その代わり
に表面にとどまる。
【０１８６】
　本発明の抗体は、問題の腫瘍細胞抗原に結合すると迅速に内部移行する能力、または結
合後に細胞表面にとどまる能力に関してスクリーニングすることができる。一部の実施態
様において、例えば、一部の種類の免疫複合体の構築において、内部移行する抗体の能力
は、内部移行が毒素部分を放出するために必要である場合に望ましいであろう。もしくは
、抗体がＡＤＣＣまたはＣＤＣを促進するために用いられている場合、抗体は細胞表面に
とどまることがさらに望ましいだろう。スクリーニング方法を用いて、これらのタイプの
挙動を区別することができる。例えば、腫瘍細胞抗原を保有する細胞は、約１μｇ／ｍＬ
の濃度のヒトＩｇＧ１（コントロール抗体）または本発明の抗体の１つとともに、細胞を
氷上で（内部移行をブロックするために０．１％アジ化ナトリウムを含む）または３７℃
で（アジ化ナトリウムなし）で３時間インキュベートする場合に用いてよい。次に、細胞
を冷染色緩衝液（ＰＢＳ＋１％ＢＳＡ＋０．１％アジ化ナトリウム）で洗浄し、ヤギ抗ヒ
トＩｇＧ－ＦＩＴＣにより３０分間氷上で染色する。幾何平均蛍光強度（ＭＦＩ）をＦＡ
ＣＳ　Ｃａｌｉｂｕｒにより記録する。アジ化ナトリウムの存在下、氷上の本発明の抗体
とともにインキュベートした細胞と、アジ化ナトリウムの非存在下、３７℃で観察された
細胞とでＭＦＩの違いが観察されない場合、抗体は内部移行したというよりも細胞表面に
結合したままの抗体であると考えられるだろう。しかし、細胞がアジ化ナトリウムの非存
在下、３７℃でインキュベートするときに表面染色性抗体の減少が見られる場合、抗体は
内部移行できるものと考えられるだろう。
【０１８７】
　抗体複合体
　一部の実施態様において、本発明の抗体を複合化する。一部の実施態様において、複合
化抗体は癌治療、癌診断または癌性細胞の画像化に有用である。
【０１８８】
　診断利用のために、通常、抗体は検出可能な成分で標識される。一般的に下記のカテゴ
リーに分類できる多数の標識が利用可能である。
（ａ）以下に記載する放射性核種。抗体は、例えば、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌ
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ｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，Ｖｏｌｕｍｅｓ　１　ａｎｄ　２，Ｃｏｌｉｇｅｎ　
ｅｔ　ａｌ．，Ｅｄ．Ｗｉｌｅｙ－Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，Ｎ．
Ｙ．，Ｐｕｂｓ．（１９９１）に記載の技術を用いて、放射性同位元素で標識することが
でき、放射能はシンチレーション計数を用いて測定することができる。
（ｂ）希土類キレート（ユーロピウムキレート）またはフルオレセインおよびその誘導体
、ローダミンおよびその誘導体、ダンシル、Ｌｉｓｓａｍｉｎｅ、フィコエリトリンおよ
びテキサスレッド等の蛍光標識が利用可能である。蛍光標識は、例えば、上記のＣｕｒｒ
ｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙに開示された技術を用いて抗
体に結合させることができる。蛍光は蛍光光度計を用いて定量できる。
（ｃ）多様な酵素－基質標識が利用可能であり、米国特許４，２７５，１４９号はこれら
の一部の概説を提供する。一般的に、酵素は、多様な技術を用いて測定できる発色性基質
の化学変換を触媒する。例えば、酵素は、分光光度法で測定できる基質の色の変化を触媒
するだろう。もしくは、酵素は基質の蛍光または化学発光を変えるだろう。蛍光の変化を
定量する技術は上記の通りである。化学発光基質は化学反応により電子的に励起され、次
に、（例えば化学発光計を用いて）測定可能な光を生じるか、またはエネルギーを蛍光ア
クセプターに供与する。酵素標識の例として、ルシフェラーゼ（例えば、ホタルルシフェ
ラーゼおよび細菌ルシフェラーゼ；米国特許第４，７３７，４５６号）、ルシフェリン、
２，３－ジヒドロフタラジンジオン、リンゴ酸脱水素酵素、ウレアーゼ、西洋ワサビペル
キシダーゼ（ＨＲＰＯ）等のペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、ベータガラク
トシダーゼ、グルコアミラーゼ、リゾチーム、サッカライドオキシダーゼ（例えば、グル
コースオキシダーゼ、ガラクトースオキシダーゼおよびグルコース－６－リン酸デヒドロ
ゲナーゼ）、ヘテロサイクリックオキシダーゼ（例えば、ウリカーゼやキサンチンオキシ
ダーゼ）、ラクトペルオキシダーゼ、マイクロペルオキシダーゼ等が挙げられる。酵素を
抗体に結合させる技術は、Ｏ’Ｓｕｌｌｉｖａｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏ
ｒ　ｔｈｅ　Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｅｎｚｙｍｅ－　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｃｏ
ｎｊｕｇａｔｅｓ　ｆｏｒ　ｕｓｅ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｅ　Ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ，ｉ
ｎ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍ．（ｅｄ　Ｊ．Ｌａｎｇｏｎｅ　＆　Ｈ．Ｖａｎ
　Ｖｕｎａｋｉｓ），Ａｃａｄｅｍｉｃ　ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，７３：１４７
－１６６（１９８１）に記載されている。
【０１８９】
　抗体はインビボ診断アッセイに用いてもよい。一部の実施態様において、イムノシンチ
オグラフィーを用いて腫瘍が局在化できるように抗体は放射性核種で標識される。便宜上
、本発明の抗体をキット内に、すなわち、一定量の試薬と診断アッセイを実施するための
説明書とをパッケージ化した組合せに提供することができる。抗体が酵素で標識されてい
る場合、キットは酵素が必要とする基質と補助因子（例えば、検出可能なクロモフォアま
たはフルオロフォアを提供する基質前駆体）を含んでよい。さらに、安定剤、緩衝剤（例
えば、ブロック用緩衝剤または溶解用緩衝剤）等の他の添加剤を含んでよい。多様な試薬
の相対的な量は、アッセイの感度を実質的に最適化する試薬の溶液濃度を提供するように
広く変えてもよい。特に、試薬は、通常凍結乾燥されて、溶解の際に適当な濃度を有する
試薬溶液を提供する賦形剤を含む乾燥粉末として提供してよい。
【０１９０】
　一部の実施態様において、抗体は１種類以上のメイタンシン分子に結合させる（例えば
、１抗体分子あたり約１～約１０メイタンシン分子）。メイタンシンは、例えば、Ｍａｙ
－ＳＳ－Ｍｅに変換してよく、これはＭａｙ－ＳＨ３に還元され、修飾抗体と反応して（
Ｃｈａｒｉ　ｅｔ　ａｌ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　５２：１２７－１３１（１
９９２））、メイタンシノイド－抗体免疫複合体を生じるだろう。一部の実施態様におい
て、複合体は、約１０～１１ＭのＩＣ５０を有する（総説について、Ｐａｙｎｅ（２００
３）　Ｃａｎｃｅｒ　Ｃｅｌｌ　３：２０７－２１２）を参照）を有する極めて強力なメ
イタンシン誘導体ＤＭ１（Ｎ２’－デアセチル－Ｎ２’－（３－メルカプト－ｌ－オキソ
プロピル）－メイタンシン）（例えば、２００２年１２月１２日公開のＷＯ０２／０９８
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８８３を参照）またはＤＭ４（Ｎ２’－デアセチル－Ｎ２’（４－メチル－４－メルカプ
ト－１－オキソペンチル）－メイタンシン）（例えば、２００４年１２月２日公開のＷＯ
２００４／１０３２７２を参照）であってよい。
【０１９１】
　一部の実施態様において、抗体複合体は、抗腫瘍細胞抗原抗体を１つ以上のカリケアマ
イシン分子に結合させてなる。抗生物質のカリケアマイシンファミリーは二本鎖ＤＮＡ切
断をピコモル以下の濃度で作ることができる。使用してよいカリケアマイシンの構造的類
似体として、ガンマ１Ｉ、アルファ２Ｉ、アルファ３Ｉ、Ｎ－アセチル－ガンマ１Ｉ、Ｐ
ＳＡＧおよびシータＩ１等（Ｈｉｎｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃ
ｈ　５３：３３３６－３３４２（１９９３）およびＬｏｄｅ　ｅｔ　ａｌ．Ｃａｎｃｅｒ
　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　５８：２９２５－２９２８（１９９８））が挙げられるが、これら
に限定されない。さらに、例えば、参照によりここに組み入れられる米国特許第５，７１
４，５８６号、米国特許第５，７１２，３７４号、米国特許第５，２６４，５８６号およ
び米国特許第５，７７３，００１号を参照されたい。
【０１９２】
　一部の実施態様において、抗体は、多くの癌において過剰産生された酵素によりその活
性形で放出可能なプロドラッグに結合させる。例えば、活性成分が複合体からプラスミン
により遊離されるプロドラッグ形のドキソルビシンとの抗体複合体を作ることができる。
プラスミンは多くの癌性組織で過剰に産生することが知られている（Ｄｅｃｙ　ｅｔ　ａ
ｌ，（２００４）　ＦＡＳＥＢ　Ｊｏｕｒｎａｌ　１８（３）：５６５－５６７を参照）
。
【０１９３】
　一部の実施態様において、抗体は酵素活性のある毒素およびその断片に結合させる。一
部の実施態様において、毒素として、ジフテリアＡ鎖、ジフテリア毒素の非結合性活性断
片、外毒素Ａ鎖（緑膿菌由来）、シュードモナスエンドトキシン、リシンＡ鎖、アブリン
Ａ鎖、モデッシンＡ鎖、アルファ－サルシン、Ａｌｅｕｒｉｔｅｓ　ｆｏｒｄｉｉタンパ
ク質、ジアンチンタンパク質、ヨウシュヤマゴボウタンパク質（ＰＡＰＩ、ＰＡＰＩＩお
よびＰＡＰ－Ｓ）、リボヌクレアーゼ（Ｒｎａｓｅ）、デオキシリボヌクレアーゼ（Ｄｎ
ａｓｅ）、ヨウシュヤマゴボウ抗ウイルスタンパク質、ニガウリインヒビター、クルシン
、クロチン、シャボンソウインヒビター、ゲロニン、ミトゲリン、レストリクトシン、フ
ェノマイシン、ネオマイシン、およびトリコテセン類が挙げられるが、これらに限定され
ない。１９９３年１０月２８日公開のＷＯ９３／２１２３２を参照されたい。一部の実施
態様において、毒素は、低い内因性免疫原性と、癌性細胞が毒素に対して耐性となる機会
を低減する作用機構（例えば、細胞分裂停止機構に対する細胞毒性機構）とを有する。
【０１９４】
　一部の実施態様において、本発明の抗体と免疫調節物質との複合体が作られる。例えば
、一部の実施態様において、免疫活性化オリゴヌクレオチドを用いることができる。これ
らの分子は、抗原特異的抗体応答を引き出すことのできる強力な免疫原である（Ｄａｔｔ
ａ　ｅｔ　ａｌ，（２００３）　Ａｎｎ　Ｎ．Ｙ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ　１００２：１０５
－１１１を参照）。さらなる免疫調節化合物として、「Ｓ１因子」等の幹細胞成長因子、
腫瘍壊死因子（ＴＮＦ）等のリンホトキシン、インターロイキン等の造血因子、顆粒球コ
ロニー刺激因子（Ｇ－ＣＳＦ）または顆粒球マクロファージ刺激因子（ＧＭ－ＣＳＦ）等
のコロニー刺激因子（ＣＳＦ）、インターフェロンアルファ、ベータまたはガンマ、エリ
スロポエチンおよびトロンボポエチン等のインターフェロン（ＩＦＮ）が挙げられる。
【０１９５】
　一部の実施態様において、放射性複合抗体が提供される。一部の実施態様において、そ
のような抗体は、Ｐ－３２、Ｐ－３３、Ｓｃ－４７、Ｆｅ－５９、Ｃｕ－６４、Ｃｕ－６
７、Ｓｅ－７５、Ａｓ－７７、Ｓｒ－８９、Ｙ－９０、Ｍｏ－９９、Ｒｈ－１０５、Ｐｄ
－１０９、Ａｇ－Ｉｌ１、Ｉ－１２５、Ｉ－１３１、Ｐｒ－１４２、Ｐｒ－１４３、Ｐｍ
－１４９、Ｓｍ－１５３、Ｔｈ－１６１、Ｈｏ－１６６、Ｅｒ－１６９、Ｌｕ－１７７、
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Ｒｅ－１８６、Ｒｅ－１８８、Ｒｅ－１８９、Ｉｒ－１９４、Ａｕ－１９８、Ａｕ－１９
９、Ｐｂ－２１１、Ｐｂ－２１２およびＢｉ－２１３、Ｃｏ－５８、Ｇａ－６７、Ｂｒ－
８０ｍ、Ｔｃ－９９ｍ、Ｒｈ－１０３ｍ、Ｐｔ－１０９、Ｉｎ－ｉｌｌ、Ｓｂ－１１９，
１－１２５、Ｈｏ－１６１、Ｏｓ－１８９ｍ、Ｉｒ－１９２、Ｄｙ－１５２、Ａｔ－２１
１、Ｂｉ－２１２、Ｒａ－２２３、Ｒｎ－２１９、Ｐｏ－２１５、Ｂｉ－２１１、Ａｃ－
２２５、Ｆｒ－２２１、Ａｔ－２１７、Ｂｉ－２１３、Ｆｍ－２５５およびそれらの組合
せと二次的組合せを用いて作られる。一部の実施態様において、ホウ素原子、ガドリニウ
ム原子またはウラン原子を抗体に結合させる。一部の実施態様において、ホウ素原子はＢ
－１０であり、ガドリニウム原子はＧｄ－１５７であり、ウラン原子はＵ－２３５である
。
【０１９６】
　一部の実施態様において、放射性核種複合体は、２０～１０，０００ｋｅＶのエネルギ
ーを有する放射性核種を有する。放射性核種は、１０００ｋｅＶ未満のエネルギーを有す
るオージェエミッター、２０～５０００ｋｅＶのエネルギーを有するＰエミッター、また
は２０００～１０，０００ｋｅＶのエネルギーを有するアルファまたは“ａ”エミッター
であってよい。
【０１９７】
　一部の実施態様において、ガンマ、ベータまたはポジトロン放出性同位元素である放射
性核種を含む診断用放射性複合体が提供される。一部の実施態様において、放射性核種は
、２０～１０，０００ｋｅＶのエネルギーを有する。一部の実施態様において、放射性核
種は、１８Ｆ、５１Ｍｎ、５２ｍＭｎ、５２Ｆｅ、５５Ｃｏ、６２Ｃｕ、６４Ｃｕ、６８

Ｇａ、７２Ａｓ、７５Ｂｒ、７６Ｂｒ、８２ｍＲｂ、８３Ｓｒ、８６ｙ、８９Ｚｒ、９４

ｍＴｃ、５１Ｃｒ、５７Ｃｏ、５８Ｃｏ、５９Ｆｅ、６７ＣＵ、６７Ｇａ、７５Ｓｅ、９

７Ｒｕ、９９ｍＴｃ、１１４ｍＩｎ、１２３１、１２５Ｉ、１３Ｌｉおよび１９７Ｈｇか
らなる群から選択される。
【０１９８】
　一部の実施態様において、本発明の抗体は、光活性物質または造影剤である診断用薬に
結合させる。光活性化合物は色素原または色素等の化合物を含むことができる。造影剤は
、例えば、常磁性イオンであってよく、該イオンは、クロム（ＩＩＩ）、マグネシウム（
ＩＩ）、鉄（ＩＩＩ）、鉄（ＩＩ）、コバルト（ＩＩ）、ニッケル（ＩＩ）、銅（ＩＩ）
、ネオジム（ＩＩＩ）、サマリウム（ＩＩＩ）、イッテルビウム（ＩＩＩ）、ガドリニウ
ム（ＩＩＩ）、バナジウム（ＩＩ）、テルビウム（ＩＩＩ）、ジスプロシウム（ＩＩＩ）
、ホルミウム（ＩＩＩ）およびエルビウム（ＩＩＩ）からなる群から選択される金属を含
む。さらに、造影剤は、Ｘ線技術またはコンピュータ断層撮影に使用される放射線を通さ
ない化合物、例えば、ヨウ素化合物、イリジウム化合物、バリウム化合物、ガリウム化合
物およびタリウム化合物であってよい。放射線を通さない化合物は、バリウム、ジアトリ
ゾエート、エチオダイズ化オイル、クエン酸ガリウム、イオカーミン酸、イオセタミン酸
、イオダミド、イオジパミド、ヨードキサム酸、イオグラミド、イオヘキソール、イオパ
ミドール、イオパノ酸、イオプロセム酸、イオセファミン酸、イオセリン酸、イオスラミ
ドメグルミン、イオセメチン酸、イオタスル、イオテトリン酸、イオタラム酸、イオトロ
キシン酸、イオキサグル酸、イオキソトリゾ酸、イポデート、メグルミン、メトリザミド
、メトリゾエート、プロピリオドンおよび塩化第一タリウムから選択できる。一部実施態
様において、診断用免疫複合体は、本発明の抗体に結合させた気体充填リポソーム等の超
音波増強剤を含んでよい。腫瘍または癌診断や検出の手術中の内視鏡的または血管内方法
等の、しかし、これらに限定されない多様な方法のために用いてよい。
【０１９９】
　一部の実施態様において、抗体複合体は、多様な二官能性タンパク質カップリング剤、
例えば、Ｎ－スクシンイミジル－３－（２－ピリジルジチオール）プロピオネート（ＳＰ
ＤＰ）、スクシンイミジル－４－（Ｎ－マレイミドメチル）シクロヘキサン－１－カルボ
キシレート、イミノチオラン（ＩＴ）、イミドエステルの二官能性誘導体（例えば、ジメ



(42) JP 4942219 B2 2012.5.30

10

20

30

40

50

チルアジピミデートＨＣＬ）、活性エステル（例えば、ジスクシンイミジルスベレート）
、アルデヒド（例えば、グルタルアルデヒド）、ビス－アジド化合物（例えば、ビス（ｐ
－アジドベンゾイル）ヘキサンジアミン）、ビス－ジアゾニウム誘導体（例えば、ビス－
（ｐ－ジアゾニウムベンゾイル）－エチレンジアミン）、ジイソシアネート（例えば、ト
リエン２，６－ジイソシアネート）およびビス－活性フッ素化合物（例えば、１，５－ジ
フルオロ－２，４－ジニトロベンゼン）を用いて作られる。例えば、リシン免疫毒素は、
Ｖｉｔｅｔｔａ　ｅｔ　ａｌ．Ｓｃｉｅｎｃｅ　２３８：１０９８（１９８７）に記載さ
れているように調製することができる。炭素１４で標識された１－イソチオシアナトベン
ジル－３－メチルジエチレントリアミンペンタ酢酸（ＭＸ－ＤＴＰＡ）は、放射性核種を
抗体に結合させる例示的キレート剤である。ＷＯ９４／１１０２６を参照されたい。リン
カーは、細胞中で細胞毒性薬の放出を容易にする「切断可能なリンカー」であってよい。
例えば、酸に不安定なリンカー、ペプチダーゼに感受性のあるリンカー、ジメチルリンカ
ーまたはジスルヒドを含むリンカー（Ｃｈａｒｉ　ｅｔ　ａｌ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅ
ａｒｃｈ　５２：１２７－１３１（１９９２））を用いてよい。さらに、薬剤を本発明の
抗体に炭水化物部分を介して結合させてよい。
【０２００】
　一部の実施態様において、本発明の抗体と細胞毒性薬とを含む融合タンパク質を、例え
ば、組換え技術やペプチド合成により作ってよい。一部の実施態様において、抗腫瘍抗原
抗体を細胞毒性薬に結合させた免疫複合体が患者に投与される。一部の実施態様において
、免疫複合体および／またはそれが結合した腫瘍細胞抗原タンパク質は細胞で内部移行し
て、それが結合する癌細胞を死滅させる免疫複合体の高められた治療有効性をもたらす。
一部の実施態様において、細胞毒性薬は癌細胞の核酸を標的とするか、またはそれに干渉
する。そのような細胞毒性薬の例として、メイタンシノイド、カリケアマイシン、リボヌ
クレアーゼおよびＤＮＡエンドヌクレアーゼが挙げられる。
【０２０１】
　一部の実施態様において、抗体は、腫瘍プレターゲティングに利用するために「レセプ
ター」（例えば、ストレプトアビジン）に結合させる；このプレターゲティングにおいて
、抗体－レセプター複合体を患者に投与し、続いて未結合の複合体を、除去剤を用いて血
液の循環から除去し、次に細胞毒性薬（例えば、放射性核種）に結合させた「リガンド」
（例えば、アビジン）を投与する。
【０２０２】
　一部の実施態様において、抗体は、標的細胞リソソーム内で放出される細胞毒性分子に
結合させる。例えば、医薬モノメチルアウリスタチンＥ（ＭＭＡＥ）をバリン－シトルリ
ン結合により結合することができ、該結合は、抗体複合体が内部移行した後にタンパク質
分解リソソーム酵素カテプシンＢにより切断される（例えば、２００３年４月３日公開の
ＷＯ０３／０２６５７７を参照）。一部の実施態様において、ＭＭＡＥは、ヒドラゾン官
能基を切断部分として含む、酸に不安定なリンカーを用いて抗体に結合させることができ
る（例えば、２００２年１１月１１公開のＷＯ０２／０８８１７２を参照）。
【０２０３】
　抗体依存酵素仲介プロドラッグ療法（ＡＤＥＰＴ）
　一部の実施態様において、本発明の抗体は、プロドラッグ（例えば、ペプチジル化学療
法剤；ＷＯ８１／０１１４５を参照）を活性のある抗癌剤に変換するプロドラッグ活性化
酵素に抗体を結合させることによってＡＤＥＰＴに用いてもよい。例えば、ＷＯ８８／０
７３７８および米国特許第４，９７５，２７８を参照されたい。
【０２０４】
　一部の実施態様において、ＡＤＥＰＴに有用な免疫複合体の酵素成分として、プロドラ
ッグをさらに活性のある細胞毒性形に変換するようにプロドラッグに作用することのでき
る酵素が挙げられる。
【０２０５】
　ＡＤＥＰＴに有用な酵素として、ホスフェートを含有するプロドラッグを遊離型薬物に



(43) JP 4942219 B2 2012.5.30

10

20

30

40

50

変換するのに有用なアルカリホスファターゼ；サルフェートを含有するプロドラッグを遊
離型薬物に変換するのに有用なアリールスルファターゼ；無毒性の５－フルオロシトシン
を抗癌剤の５－フルオロウラシルに変換するのに有用なシトシンデアミナーゼ；ペプチド
を含有するプロドラッグを遊離型薬物に変換するのに有用なセラチアプロテアーゼ、サー
モリシン、サブチリシン、カルボキシペプチダーゼおよびカテプシン（例えば、カテプシ
ンＢやカテプシンＬ）等のプロテアーゼ；Ｄ－アミノ酸置換基を含むプロドラッグ変換す
るのに有用なＤ－アラニルカルボキシペプチダーゼ；グリコシル化プロドラッグを遊離型
薬物に変換するのに有用なベータ－ガラクトシダーゼおよびノイラミニダーゼ等の炭水化
物分解酵素；ベータラクタムにより誘導体化された医薬を遊離型薬物に変換するのに有用
なベータ－ラクタマーゼ；およびアミン窒素の部分でフェノキシアセチル基またはフェニ
ルアセチル基により誘導体化された医薬をそれぞれ遊離型薬物に変換するのに有用なペニ
シリンＶアミダーゼまたはペニシリンＧアミダーゼ等のペニシリンアミダーゼが挙げられ
るが、これらに限定されない。一部の実施態様において、酵素活性のある抗体は、当分野
で「抗体酵素」としても知られており、本発明のプロドラッグを遊離型医薬に変換するた
めに用いることができる（例えば、Ｍａｓｓｅｙ，Ｎａｔｕｒｅ　３２８：４５７－４５
８（１９８７）を参照）。抗体－抗体酵素複合体は抗体酵素を腫瘍細胞集団に送達するた
めにここで記載されるように調製することができる。
【０２０６】
　一部の実施態様において、ＡＤＥＰＴ酵素は、上記のヘテロ二官能性架橋試薬の使用等
、当分野でよく知られた技術により抗体に共有結合させることができる。一部の実施態様
において、本発明の抗体の少なくとも抗原結合領域を酵素の少なくとも機能的活性のある
部分に結合させた本発明の融合タンパク質は当分野においてよく知られた組換えＤＮＡ技
術を用いて構築することができる（例えば、Ｎｅｕｂｅｒｇｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔ
ｕｒｅ，３１２：６０４－６０８（１９８４）を参照）。
【０２０７】
　一部の実施態様において、細胞毒性様式よりも細胞分裂停止様式で作用する抗体の同定
は、処置された標的細胞培養物の生存率を非処置コントロール培養物に比較して測定する
ことにより達成することができる。生存率は、ＣｅｌｌＴｉｔｅｒ－Ｂｌｕｅ（登録商標
）細胞生存率測定法またはＣｅｌｌＴｉｔｅｒ－Ｇｌｏ（登録商標）発光細胞生存率測定
法（Ｐｒｏｍｅｇａ；それぞれカタログ番号Ｇ８０８０およびＧ５７５０）等の当分野で
知られた方法を用いて検出することができる。一部の実施態様において、処置が、コント
ロール培養物と比較して、上記の手段により測定された細胞死の証拠なしに細胞数の減少
を引き起こす場合、抗体は潜在的に細胞分裂停止性があるとみなされる。
【０２０８】
　一部の実施態様において、インビトロスクリーニングアッセイを実施して、当分野で公
知のアッセイを用いてＡＤＣＣを促進する抗体を同定することができる。一つの例示的な
アッセイはインビトロＡＤＣＣアッセイである。クロム５１で標識された標的細胞を調製
するために、腫瘍細胞系を組織培養プレートで生育させ、ＰＢＳ中の無菌１０ｍＭ　ＥＤ
ＴＡを用いて回収する。脱離した細胞を細胞培養培地で２回洗浄する。細胞（５×１０６

）を、ときどき攪拌しながら、２００μＣｉのクロム５１（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｎ
ｕｃｌｅａｒ／ＤｕＰｏｎｔ）により３７℃、１時間標識する。標識された細胞を３回細
胞培養培地で洗浄し、次に１×１０５細胞／ｍＬの濃度まで再懸濁する。細胞をオプソニ
ン化なしに用いるか、またはアッセイ前にＰＢＭＣアッセイで１００ｎｇ／ｍＬおよび１
．２５ｎｇ／ｍＬまたはＮＫアッセイでの２０ｎｇ／ｍＬおよび１ｎｇ／ｍＬの試験抗体
とともにインキュベーションすることによりオプソニン化する。末梢血液単核細胞を、正
常な健常人ドナーからヘパリンにより血液を集め、等量のリン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ）で
希釈する。次に、血液をＬＹＭＰＨＯＣＹＴＥ　ＳＥＰＡＲＡＴＩＯＮ　ＭＥＤＩＵＭ（
登録商標）（ＬＳＭ：Ｏｒｇａｎｏｎ　Ｔｅｋｎｉｋａ）上に層状に乗せ、製造者の指示
通りに遠心する。単核細胞をＬＳＭ血漿界面から集め、ＰＢＳで３回洗浄する。エフェク
ター細胞を細胞培養培地に最終濃度１×１０７細胞／ｍＬまで懸濁する。ＬＳＭによる精
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製後、ナチュラルキラー（ＮＫ）細胞をＰＢＭＣから、ＮＫ細胞単離キットとマグネチッ
クカラム（Ｍｉｌｔｅｎｙｉ　Ｂｉｏｔｅｃｈ）を製造者の指示通りに用いる負の選択に
より単離する。単離されたＮＫ細胞を集め、洗浄し、細胞培養培地に２×１０６細胞／ｍ
Ｌの濃度まで再懸濁する。ＮＫ細胞の同一性をフローサイトメトリー分析により確認する
。多様なイフェクター：標的比を、マイクロタイタープレートの列に沿ってイフェクター
（ＰＢＭＣまたはＮＫ）細胞を細胞培養培地中で連続的に２倍希釈（１００μＬの最終体
積）することにより準備する。エフェクター細胞の濃度は、ＰＢＭＣに関しては１．０×
１０７／ｍＬ～２．０×１０４／ｍＬの範囲であり、ＮＫに関しては２．０×１０６／ｍ
Ｌ～３．９×１０３／ｍＬの範囲にある。エフェクター細胞の滴定後、１００μｌのクロ
ム５１で標識された１×１０５細胞／ｍＬの標的細胞（オプソニン化または非オプソニン
化）をプレートの各ウエルに加える。これは、ＰＢＭＣに関しては１００：１およびＮＫ
細胞に関しては２０：１のエフェクター：標的比をもたらす。すべてのアッセイは二つ組
で実施し、各プレートは自発性の溶解（イフェクター細胞なし）と全溶解（標的細胞＋１
００μＬの１％ドデシル硫酸ナトリウム、１Ｎ水酸化ナトリウム）との両方のコントロー
ルを含む。プレートを３７℃で１８時間インキュベートした後、細胞培養上清を上清採取
システム（Ｓｋａｔｒｏｎ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ社）を用いて採取し、Ｍｉｎａｘｉオ
ート－ガンマ５０００シリーズガンマカウンター（Ｐａｃｋａｒｄ）にて１分間カウント
する。次に、次式：細胞毒性（％）＝（試料ｃｐｍ－自発性溶解）（全溶解－自発性溶解
）×１００を用いて、結果を細胞毒性のパーセントとして表す。
【０２０９】
　ＣＤＣを促進する抗体を同定するために、当業者は当分野で公知のアッセイを実施して
よい。１つの例示的アッセイはインビトロＣＤＣアッセイである。ＣＤＣ活性は、腫瘍細
胞抗原を発現する細胞をヒト（または代替原料）の補体含有血清とともに、異なる濃度の
試験抗体の非存在または存在下でインキュベートすることによりインビトロで測定するこ
とができる。次に、細胞毒性は、ＡＬＡＭＡＲ　ＢＬＵＥ（登録商標）（Ｇａｚｚａｎｏ
－Ｓａｎｔｏｒｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　２０２　１６
３－１７１（１９９７））を用いて生細胞を定量することにより測定する。コントロール
アッセイは、抗体なし、および抗体ありで実施するが、ただし、熱不活化した血清を用い
るか、および／または問題の腫瘍細胞抗原を発現しない細胞を用いて実施する。もしくは
、赤血球を、腫瘍抗原または腫瘍抗原に由来するペプチドで被覆することができ、次にＣ
ＤＣを、赤血球溶解を観察することにより検定してよい（例えば、Ｋａｒｊａｌａｉｎｅ
ｎ　ａｎｄ　Ｍａｎｔｙｊａｒｖｉ，Ａｃｔａ　Ｐａｔｈｏｌ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ　Ｓ
ｃａｎｄ　［Ｃ］．１９８１　Ｏｃｔ；８９（５）：３１５－９を参照）。
【０２１０】
　細胞死を誘導する抗体を選択するために、例えば、ＰＩ、トリパンブルーまたは７ＡＡ
Ｄ取り込みにより示される膜完全性の損失をコントロールに対して評価してよい。１つの
例示的なアッセイは、腫瘍抗原を発現する細胞を用いるＰＩ取り込みアッセイである。こ
のアッセイにしたがうと、腫瘍細胞抗原を発現する細胞を、１０％熱失活ＦＢＳ（Ｈｙｃ
ｌｏｎｅ）および２ｍＭのＬ－グルタミンを補ったダルベッコ変法イーグル培地（Ｄ－Ｍ
ＥＭ）：Ｈａｍ’ｓ　Ｆ－１２（５０：５０）にて培養する。（よって、アッセイは補体
および免疫イフェクター細胞の非存在下で実施する）。腫瘍細胞を１００×２０ｍｍのデ
ィッシュで１ディッシュあたり３×１０６の密度で播き、一晩付着させる。次に、培地を
除去し、新しい培地のみと交換するか、または１０μｇ／ｍＬの適当なモノクローナル抗
体を含む培地と交換する。細胞を３日間インキュベートする。各処理後、単層をＰＢＳで
洗浄し、トリプシン化により脱離する。次に、細胞を１２００ｒｐｍで５分間、４℃で遠
心し、そのペレットを３ｍＬの氷冷Ｃａ２＋結合緩衝液（１０　ｍＭ　Ｈｅｐｅｓ，ｐＨ
　７．４，１４０　ｍＭ　ＮａＣｌ，２．５　ｍＭ　ＣａＣｌ２）に再懸濁し、細胞集塊
を除去するために３５ｍｍのストレーナーの付いた１２×７５チューブ（１チューブあた
り１ｍＬ、１処理グループあたり３チューブ）に分注する。次に、チューブにＰＩ（１０
μｇ／ｍＬ）を入れる。試料はＦＡＣＳＣＡＮ（登録商標）フローサイトメーターとＦＡ
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ＣＳＣＯＮＶＥＲＴ（登録商標）ＣｅｌｌＱｕｅｓｔソフトウエア（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉ
ｃｋｉｎｓｏｎ）を用いて分析してよい。ＰＩ取込みにより決定された細胞死の統計的に
有意なレベルを誘導する抗体を細胞死誘導抗体として選択してよい。
【０２１１】
　抗体は、１８ＦアネキシンをＰＥＴ造影剤として用いるアポトーシス活性についてイン
ビボでスクリーニングすることもできる。この操作において、アネキシンＶは１８Ｆで放
射標識し、調べられる抗体を投与した後の試験動物に与える。最も早い事象の１つが、ホ
スファチジルセリンの細胞膜の内側から細胞の外側への外転のアポトーシスプロセスで起
こり、この際に該抗体はアネキシンに到達することができる。次に、動物をＰＥＴ画像化
に供する（Ｙａｇｌｅ　ｅｔ　ａｌ，Ｊ　Ｎｕｃｌ　Ｍｅｄ．２００５　Ａｐｒ；４６（
４）：６５８－６６を参照）。動物を屠殺し、個々の器官または腫瘍を取り出し、標準的
な方法を用いてアポトーシスマーカーについて分析することができる。
【０２１２】
　一部の実施態様において、癌は遺伝子発現産物の過剰発現により特徴付けられる一方で
、本出願は、腫瘍抗原を過剰発現する癌であるとみなされない癌を治療する方法をさらに
提供する。癌において腫瘍抗原の発現を測定するために、多様な診断／予後アッセイが利
用可能である。一部の実施態様において、遺伝子発現産物の過剰発現をＩＨＣにより分析
することができる。腫瘍生検からのパラフィン包埋組織切片をＩＨＣアッセイに供し、腫
瘍抗原タンパク質の染色度を下記のように評価した：
スコア０：染色は観察されないか、または膜の染色が腫瘍細胞の１０％未満で観察される
。
スコア１＋：微弱／僅かに認知される膜染色が腫瘍細胞の１０％を超えて検出される。細
胞はそれらの膜の一部でのみ染色される。
スコア２＋：弱～中程度の完全な膜染色が腫瘍細胞の１０％を超えて観察される。
スコア３＋：中程度～強い完全な膜染色が腫瘍細胞の１０％を超えて観察される。
【０２１３】
　腫瘍抗原の過剰発現の評価に関して０または１＋を有する腫瘍は腫瘍抗原を過剰発現し
ないものとして特徴付けてよい一方で、２＋または３＋スコアを有する腫瘍は腫瘍抗原を
過剰発現するものとして特徴付けてよい。
【０２１４】
　もしくは、またはさらに、ＩＮＦＯＲＭ（登録商標）（販売者：Ｖｅｎｔａｎａ，Ａｒ
ｉｚ．）またはＰＡＴＨＶＩＳＩＯＮ（登録商標）（Ｖｙｓｉｓ，Ｉｌｌ．）等のＦＩＳ
Ｈアッセイは、ホルマリン固定のパラフィン包埋腫瘍組織に対して実施して、腫瘍中の腫
瘍抗原の過剰発現の程度（もしあれば）を決定してよい。
【０２１５】
　さらに、抗体を、例えばそれらの循環半減期を延ばすためにポリマーに共有結合させる
ことで化学修飾することができる。各抗体分子は１つ以上（すなわち、１、２、３、４、
５またはそれ以上）のポリマー分子に結合させてよい。ポリマー分子は抗体に対して好ま
しくはリンカー分子によって結合させる。ポリマーは一般的に合成または天然のポリマー
、例えば、任意に置換された直鎖または分鎖のポリアルケン、ポリアルケニレンまたはポ
リオキシアルキレンポリマーであるか、または分鎖または未分岐の多糖、例えば、ホモま
たはヘテロ多糖であってよい。一部の実施態様において、ポリマーはポリオキシエチレン
ポリオールおよびポリエチレングリコール（ＰＥＧ）である。ＰＥＧは室温で水溶性であ
り、一般式：Ｒ（Ｏ－－ＣＨ２－－ＣＨ２）ｎＯ－－Ｒ（式中、Ｒは水素であるか、また
はアルキルまたはアルカノール基等の保護基であってよい）を有する。一部の実施態様に
おいて、保護基は１～８個の炭素原子を有する。一部の実施態様において、保護基はメチ
ルである。記号のｎは、１～１，０００または２および５００の正の整数である。一部の
実施態様において、ＰＥＧは１０００～４，０００、２０００～２０，０００または３，
０００～１２，０００の平均分子量を有する。一部の実施態様において、ＰＥＧは少なく
とも１つのヒドロキシ基を有する。一部の実施態様において、ヒドロキシは末端ヒドロキ
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シ基である。一部の実施態様において、阻害剤上の遊離アミノ基と反応するために活性化
されるのはこのヒドロキシ基である。しかし、反応基の種類と量は、本発明の共有結合Ｐ
ＥＧ／抗体を得るために変更してよい。ポリマーおよびそれらをペプチドに結合させる方
法は、米国特許第４，７６６，１０６号、米国特許第４，１７９，３３７号、米国特許第
４，４９５，２８５号および米国特許第４，６０９，５４６号（参照によりそれら全文が
ここに編入される）に示されている。
【０２１６】
　標識化と検出
　一部の実施態様において、本発明の癌関連核酸、タンパク質および抗体は標識される。
上記の複合体の例の多くは非抗体にも関連があることに注意されたい。そのような例が関
連する程度まで、それらはここに編入される。
【０２１７】
　ここで「標識化」とは、ある化合物が、その化合物の検出を可能とするために少なくと
も１つのエレメント、同位元素または化学化合物を結合させていることを意味する。一般
的に、標識は、次の３種類：ａ）放射性同位元素または重同位体であってよい同位体標識
；ｂ）抗体または抗原であってよい免疫標識；およびｃ）有色色素または蛍光色素に分類
される。標識は、癌関連核酸、タンパク質および抗体に任意の位置で取り込まれるだろう
。例えば、標識は検出可能なシグナルを直接的または間接的に作ることができるにちがい
ない。検出可能な部分は、３Ｈ、１４Ｃ、３２Ｐ、３５Ｓまたは１２５Ｉ等の放射性同位
元素、フルオレッセインイソチオシアネート、ローダミンまたはルシフェリン等の蛍光ま
たは化学発光化合物、アルカリホスファターゼ、ベータ－ガラクトシダーゼまたは西洋ワ
サビペルオキシダーゼ等の酵素であってよい。当分野で抗体を標識に結合させるために知
られている方法、例えば、Ｈｕｎｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ，１４４：９４５
（１９６２）；Ｄａｖｉｄ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，１３：１０１４
（１９７４）；Ｐａｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈ．，４０：２１
９（１９８１）；およびＮｙｇｒｅｎ，Ｊ．Ｈｉｓｔｏｃｈｅｍ．ａｎｄ　Ｃｙｔｏｃｈ
ｅｍ．，３０：４０７（１９８２）に記載の方法を用いてよい。
【０２１８】
　興味のある発現産物の検出は当業者に公知の検出方法を用いて達成することができる。
「発現を検出する」または「の標識を検出する」とは、生物試料中の生物マーカータンパ
ク質または遺伝子の量または存在を決定することを意味する。よって、「発現を検出する
」とは、生物マーカーが発現していない、検出可能に発現していない、低いレベルで発現
している、正常のレベルで発現している、または過剰発現していると決定される場合を含
む。一部の実施態様において、抗腫瘍細胞抗原治療剤の効果を判定するために、腫瘍細胞
抗原を発現する腫瘍細胞を含む試験生物試料を抗腫瘍細胞抗原治療剤に、治療剤が細胞応
答を発揮するために十分な時間接触させ、次に、当該生物試料中の興味のある１つ以上の
生物マーカーの発現レベルを、抗腫瘍細胞抗原治療剤がない場合のコントロール生物試料
の発現レベルと比較する。一部の実施態様において、腫瘍細胞のコントロール生物試料を
中立の物質または負の対照と接触させる。例えば、一部の実施態様において、腫瘍細胞抗
原に結合しない非特異的な免疫グロブリン（例えばＩｇＧ１）が負の対照として役立つ。
発現産物の経時的変化のモニタリングを可能とする時間経過にわたって検出が起こりうる
。興味のある所与の生物マーカーの「用量反応」曲線を作る異なる濃度の抗腫瘍細胞抗原
治療剤への曝露によっても検出は起こりうる。
【０２１９】
　癌表現型の検出
　癌関連タンパク質および核酸は、いったん発現され、必要であれば精製されると、多く
の利用に有用である。一部の実施態様において、遺伝子の発現レベルを癌表現型の異なる
細胞状態に関して測定する；すなわち、正常な組織と癌組織における（さらに、場合によ
っては、下記のように予後に関連するリンパ腫の多様な重症度に関する）遺伝子の発現レ
ベルを評価して、発現プロフィールを提供する。特定の細胞状態または発達点の発現プロ
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フィールは基本的にその状態の「指紋」である；２つの状態は同じように発現した特定の
遺伝子を有するかもしれないが、多数の遺伝子の評価は細胞の状態に独特な遺伝子発現プ
ロフィールの創出を同時に可能とする。異なる状態の細胞の発現プロフィールを比較する
ことにより、どの遺伝子がこれらの状態のそれぞれにおいて重要であるかに関する情報（
遺伝子の上方および下方調節等）が得られる。次に、特定の患者の組織が正常組織または
癌組織の遺伝子発現プロフィールを有するのかについての診断を実施または確認してよい
。
【０２２０】
　「差次的発現」またはここで用いられる等価物は、細胞内および細胞間の遺伝子の一時
的および／または細胞発現パターンの定性的な違いと定量的違いの両方をいう。例えば、
差次的に発現した遺伝子は、例えば正常な組織と癌組織では、活性化や不活性化等、その
発現を定性的に変えさせることができる。すなわち、遺伝子は特定の状態では、別の状態
に比べて、オンにされるか、オフにされるだろう。当業者には明らかなように、２つ以上
の状態のいかなる比較を行なってもよい。そのような定性的に調節される遺伝子は、標準
的な技術により１つのそのような状態または細胞型で検出可能であるが、両方では検出不
可能な状態または細胞型内の発現パターンを示すだろう。もしくは、その測定は、発現が
増加または減少する点で定量的である；すなわち、遺伝子の発現は上方調節されて増加し
た量の転写物をもたらすか、または下方調節されて減少した量の転写物をもたらすかのい
ずれかである。発現が異なる程度は、下記のように、Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ　ＧｅｎｅＣ
ｈｉｐ（登録商標）発現アレイ（Ｌｏｃｋｈａｒｔ，Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏ
ｌｏｇｙ，１４：１６７５－１６８０（１９９６）（当文献は援用によりここに取り入れ
る））等を用いて、標準的な特性決定技術により定量するのに十分に高いことだけを必要
とする。他の技術として、定量的逆転写ＰＣＲ、ノーザン分析およびＲＮａｓｅ保護等が
挙げられるが、これらに限定されない。上記のように、発現の変化（すなわち、上方調節
または下方調節）は、少なくとも約２倍、３倍、５倍、１０倍、２０倍、５０倍または１
００倍以上でもある。
【０２２１】
　当業者により理解されるように、これは、遺伝子転写物またはタンパク質レベルのいず
れかでの評価により行なってよい；すなわち、遺伝子発現レベルは、遺伝子転写物のＤＮ
ＡまたはＲＮＡ等価物に対する核酸プローブを用いてモニターしてよく、遺伝子発現レベ
ルの定量、もしくは最終的な遺伝子産物それ自体（タンパク質）は、例えば、癌関連タン
パク質に対する抗体および標準的な免疫測定法（ＥＬＩＳＡ等）または他の技術、例えば
、質量分析測定法、二次元ゲル電気泳動分析等を使用することによりモニターすることが
できる。例えば、癌関連遺伝子に対応するタンパク質、すなわち、特定の癌表現型（すな
わち、リンパ腫）に重要であると同定されたタンパク質を当該癌に特異的な診断試験で評
価することができる。
【０２２２】
　一部の実施態様において、遺伝子発現のモニタリングを実施し、多数の遺伝子を同時に
モニターする。しかし、複数のタンパク質発現モニタリングも同じく実施して発現プロフ
ィールを作成することができる。もしくは、これらのアッセイは個別基準で行なってもよ
い。
【０２２３】
　一部実施態様において、癌関連核酸プローブは、特定の細胞における癌関連配列の検出
と定量のために、ここで記載されるバイオチップに結合させてよい。アッセイは当分野で
知られているように実施される。当業者により理解されるように、異なる癌関連配列のい
ずれもプローブとして用いてよく、単一配列アッセイが場合により使用され、ここに記載
の複数の配列が他の実施態様で使用される。さらに、固体相アッセイが記載されているが
、いずれの溶液系アッセイを同じく用いてもよい。
【０２２４】
　一部の実施態様において、固体系アッセイと溶液系アッセイを用いて、正常な組織に比
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較して、癌において上方調節または下方調節される癌関連配列を検出してよい。癌関連配
列は変更されているが、同じ発現プロフィールまたは変更発現プロフィールを示す場合、
タンパク質はここで記載されるように検出されるだろう。
【０２２５】
　一部の実施態様において、癌関連タンパク質をコードする核酸が検出される。癌関連タ
ンパク質をコードするＤＮＡまたはＲＮＡを検出してよいが、特に興味があるのは、癌関
連タンパク質をコードするｍＲＮＡが検出される方法である。試料中のｍＲＮＡの存在は
、癌関連遺伝子が転写されてｍＲＮＡを形成していることを示し、タンパク質が発現して
いることを示唆する。ｍＲＮＡを検出するプローブは、ｍＲＮＡに相補的であり、塩基対
を形成するヌクレオチド／デオキシヌクレオチドプローブであってよく、そのようなプロ
ーブとして、オリゴヌクレオチド、ｃＤＮＡまたはＲＮＡが挙げられるが、これらに限定
されない。プローブは、さらに、ここに記載のように検出可能な標識を含まなければなら
ない。一方法において、ｍＲＮＡは、ナイロンメンブラン等の固体支持体上で調べられる
核酸を固定化し、プローブを試料にハイブリダイズさせた後に検出される。非特異的に結
合したプローブを除去するために洗浄した後、標識を検出する。別の方法において、ｍＲ
ＮＡの検出をその場で実施する。この方法において、透過性細胞または組織試料を、検出
可能に標識された核酸プローブに、プローブが標的ｍＲＮＡにハイブリダイズするために
十分な時間接触させる。非特異的に結合するプローブを除去するために洗浄した後、標識
を検出する。例えば、癌関連タンパク質をコードするｍＲＮＡに相補的なジゴキシゲニン
標識リボプローブ（ＲＮＡプローブ）はジゴキシゲニンを抗ジゴキシゲニン第二抗体に結
合させることにより検出され、ニトロブルーテトラゾリウムと５－ブロモ－４－クロロ－
３－インドリルホスフェートで展開する。
【０２２６】
　ここで説明する３種類のタンパク質（分泌タンパク質、膜貫通タンパク質または細胞内
タンパク質）のいずれも診断アッセイに用いてよい。癌関連タンパク質、抗体、核酸、修
飾タンパク質、および癌関連配列を含む細胞が診断アッセイに用いられる。これは、個々
の遺伝子、または対応するポリペプチドレベルで実施してもよいし、一連のアッセイとし
て実施してもよい。
【０２２７】
　ここで説明し、定義されるように、癌関連タンパク質は、白血病、皮膚癌、肺癌、乳癌
、卵巣癌およびＣＮＳ癌、ならびにホジキンリンパ腫や非ホジキンリンパ腫等の、しかし
これらに限定されないリンパ腫を含む癌のマーカーとしての利用が見つけられている。推
定上癌組織または患者におけるこれらのタンパク質の検出は癌の種類の決定または診断を
可能とする。当業者に知られている多数の方法に癌検出の利用が見つけられている。
【０２２８】
　抗体は癌関連タンパク質を検出するために使用してよい。１つの方法は、タンパク質を
、試料または患者からゲル（通常、変性還元タンパク質ゲルであるが、等電点電気泳動ゲ
ル等の他の種類のゲルであってもよい）による電気泳動で分離する。タンパク質の分離後
、癌関連タンパク質を、癌関連タンパク質に対して作られた抗体による免疫ブロットによ
り検出する。免疫ブロットの方法は当業者によく知られている。そのような方法に用いら
れる抗体は上記のように標識してよい。
【０２２９】
　一部の方法において、ＤＤＲ２タンパク質に対する抗体には、その場での画像化技術で
の利用が見つけられている。この方法において、細胞を、癌関連タンパク質に対する１抗
体～多くの抗体に接触させる。非特異的な抗体の結合を排除するために洗浄した後、抗体
または複数の抗体の存在を検出する。一部の実施態様において、抗体は、検出可能な標識
を含む第二抗体と共にインキュベートすることにより検出する。別の方法において、癌関
連タンパク質に対する一次抗体は検出可能な標識を含む。別の方法において、複数の一次
抗体のそれぞれ１つが別個の検出可能な標識を含む。この方法には、複数の癌関連タンパ
ク質の同時のスクリーニングに特別な利用が見いだされている。当業者により理解される
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ように、多数の他の組織学的画像化技術が本発明に有用である。
【０２３０】
　標識は、異なる波長の発光を検出し、区別することのできる蛍光光度計で検出してよい
。さらに、蛍光標示式細胞分取器（ＦＡＣＳ）を本方法に用いることができる。
【０２３１】
　抗体は、血液試料の癌の診断に使用してよい。上記のように、一定の癌関連タンパク質
は、分泌され／循環血液中にある分子である。したがって、血液試料は分泌性の癌関連タ
ンパク質の存在に対して検索されるか、調べられる試料として有用である。抗体は、当業
者により理解されるように、ＥＬＩＳＡ、免疫ブロット（ウエスタンブロット）、免疫沈
降、ＢＩＡＣＯＲＥ技術等の上記免疫アッセイ技術のいずれかにより癌関連タンパク質を
検出するために使用することができる。
【０２３２】
　組織アレイに対する標識化癌関連核酸プローブのｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーショ
ンを実施してよい。例えば、癌関連組織および／または正常組織等の組織試料のアレイを
作ってよい。次に、当分野で知られているように、ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーショ
ンを実施することができる。
【０２３３】
　個体と標準との発現フィンガープリントを比較する場合、当業者は診断ならびに予後を
行なうことができることがわかる。さらに、診断を示す遺伝子は予後を示す遺伝子とは異
なるだろうことがわかる。
【０２３４】
　上記のように、癌関連タンパク質、抗体、核酸、修飾タンパク質、および癌関連配列を
含む細胞は予後アッセイに用いることができる。上記のように、長期的な予後の観点で癌
重症度に関連する遺伝子発現プロフィールを作ることができる。再度、これをタンパク質
レベルまたは遺伝子レベルで行なってよい。上記のように、癌関連プローブは、組織また
は患者における癌関連配列の検出または定量用のバイオチップに結合してよい。アッセイ
は診断について概略したように進められる。
【０２３５】
　スクリーニングアッセイ
　ここで説明する癌関連遺伝子配列のいずれかを医薬のスクリーニングアッセイに用いて
よい。癌関連タンパク質、抗体、核酸、修飾タンパク質、および癌関連遺伝子配列を含む
細胞は、医薬のスクリーニングアッセイに用いられ、また「遺伝子発現プロフィール」に
対する医薬候補物の効果またはポリペプチドの発現プロフィールにより用いられる。一方
法において、発現プロフィールは、好ましくは、候補物質による治療後に発現プロフィー
ル遺伝子のモニタリングを可能とする高処理スクリーニング技術に組合せて使用される（
Ｚｌｏｋａｒｎｉｋ，ｅｔ　ａｌ，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２７９，８４－８（１９９８），Ｈ
ｅｉｄ，ｅｔ　ａｌ．，Ｇｅｎｏｍｅ　Ｒｅｓ．，６：９８６－９９４（１９９６））。
【０２３６】
　一部の実施態様において、癌関連タンパク質、抗体、核酸、修飾タンパク質、および天
然または修飾癌関連タンパク質を含む細胞はスクリーニングアッセイに用いられる。すな
わち、本発明は、癌表現型を調節する組成物の新規なスクリーニング方法を提供する。上
記のように、これは、遺伝子発現のモジュレーターまたはタンパク質活性のモジュレータ
ーのスクリーニングにより実施することができる。同様に、これは、個々の遺伝子または
タンパク質レベルについて行なってもよいし、「遺伝子発現プロフィール」に対する医薬
候補物の効果を評価することにより行なってもよい。一つの実施態様において、発現プロ
フィールは、時々、好ましくは候補物質による治療後に発現プロフィール遺伝子のモニタ
リングを可能とする高処理スクリーニング技術に組合せて使用される（上記のＺｌｏｋａ
ｒｎｉｋを参照）。
【０２３７】
　遺伝子発現に対する物質の効果を評価する多様なアッセイを実施してよい。一部の実施
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態様において、アッセイを個々の遺伝子またはタンパク質レベルで行なってよい。すなわ
ち、候補生物活性物質をスクリーニングして遺伝子の制御を調節してよい。よって、「調
節」は遺伝子発現または活性の増加と減少の両方を含む。調節の量は腫瘍組織に対する正
常組織の遺伝子発現の本来の変化に依存し、ここで変化は少なくとも１０％、少なくとも
５０％、少なくとも１００～３００％、および少なくとも３００～１０００％またはそれ
以上である。よって、遺伝子が正常組織に比較して腫瘍組織で４倍の増加を示す場合、約
４倍の減少が望ましいだろう；正常組織に比較して腫瘍組織での１０倍の減少は、候補物
質により発現の１０倍の増加が望ましい。もしくは、癌関連配列は変更されているが、同
じ発現プロフィールまたは変更された発現プロフィールを示す場合、タンパク質はここに
記載のように検出されるだろう。
【０２３８】
　当業者により理解されるように、これは、遺伝子レベルまたはタンパク質レベルでの評
価により実施してよい；すなわち、遺伝子発現レベルは核酸プローブを用いてモニターし
てよく、遺伝子発現レベルの定量、もしくは、遺伝子産物そのもののレベルは、例えば、
癌関連タンパク質に対する抗体および標準的な免疫アッセイを用いることでモニターする
ことができる。もしくは、タンパク質を用いる結合および生物活性アッセイを下記のよう
に実施してもよい。
【０２３９】
　一部の実施態様において、多くの遺伝子が同時にモニターされる；すなわち、発現プロ
フィールが作成されるが、複数のタンパク質の発現モニタリングは同じように実施するこ
とができる。
【０２４０】
　一部の実施態様において、癌関連核酸プローブを、特定の細胞における癌関連配列の検
出と定量のためにここで概略されるバイオチップに結合させる。アッセイを以下にさらに
説明する。
【０２４１】
　一部の実施態様において、候補生理活性物質を分析前の細胞に加える。さらに、特定の
癌を調節し、癌関連タンパク質を調節し、癌関連タンパク質に結合し、または癌関連タン
パク質と抗体との結合に干渉する候補生理活性物質を同定するスクリーニングが提供され
る。
【０２４２】
　ここで用いられる「候補生理活性物質」または「医薬候補」との用語または文法的な等
価物は、癌表現型を直接または間接に変更でき、癌関連タンパク質の生理活性または癌関
連配列（核酸配列とタンパク質配列とを含む）の発現生物に結合し、および／または調節
することのできる活性物質に関して調べられる任意の分子、例えば、タンパク質、オリゴ
ペプチド、小有機または無機分子、多糖、ポリヌクレオチド等をいう。一部の実施態様に
おいて、候補物質は、癌関連表現型を、例えば正常な組織指紋に抑制する。同様に、候補
物質は、好ましくは、厳格な癌関連表現型を抑制する。一般的に、複数のアッセイ混合物
は多様な濃度に対する差次的応答を得るために異なる物質濃度と平行して処理される。通
常、これらの濃度の１つが負の対照（すなわち、ゼロ濃度または検出レベル未満）となる
。
【０２４３】
　一部の実施態様において、候補物質はＤＤＲ２タンパク質の効果を中和するだろう。「
中和する」とは、タンパク質の活性が、細胞に対して実質的に効果をもたず、よって癌の
重症度を低減するか、癌の発生を妨げるように阻害または中和されることを意味する。
【０２４４】
　候補物質は多数の化学的分類を包含するが、通常、それらは有機または無機の分子であ
り、好ましくは、１００ダルトン（Ｄａ）を超え、約２，５００ダルトン未満の分子量を
有する小さい有機化合物である。一部の実施態様において、小分子は２０００Ｄａ未満、
１５００Ｄａ未満、１０００Ｄａ未満または５００Ｄａ未満である。候補物質は、タンパ
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ク質との構造的相互作用、特に水素結合に必要な官能基を含み、通常、少なくともアミン
基、カルボニル基、ヒドロキシル基またはカルボキシル基、好ましくは該官能化学基の少
なくとも２つを含有する。候補物質は、しばしば、１つ以上の上記官能基により置換され
た環状炭素または複素環構造および／または芳香族または多環芳香族構造を含む。候補物
質は、ペプチド、糖類、脂肪酸、ステロイド、プリン類、ピリミジン類、それらの誘導体
、構造的類似体または組合せ等の生体分子の中にも見つけられる。
【０２４５】
　候補物質は、合成化合物または天然化合物のライブラリー等の多様な原料から得られる
。例えば、ランダム化オリゴヌクレオチドの発現等、多様な有機化合物と生体分子のラン
ダム合成と指定合成に多数の手段を利用することができる。一部の実施態様において、細
菌、真菌、植物および動物抽出物の形の天然化合物のライブラリーが利用可能であるか、
容易に作られる。さらに、天然または合成で作られたライブラリーおよび化合物は、慣用
の化学的、物理的および生化学的手段により容易に修飾される。公知の薬理作用のある物
質はアシル化、アルキル化、エステル化またはアミド化等の指定またはランダムの化学修
飾に供して、構造的類似体を作ってよい。
【０２４６】
　一部の実施態様において、候補生理活性物質はタンパク質である。ここで「タンパク質
」とは、タンパク質、ポリペプチド、オリゴペプチドおよびペプチド等、共有結合した少
なくとも２つのアミノ酸を意味する。タンパク質は、天然アミノ酸とペプチド結合から、
または合成ペプチド模倣構造から成り立ってよい。よって、ここで用いられる「アミノ酸
」または「ペプチド残基」は、天然アミノ酸と合成アミノ酸の両方を意味する。例えば、
ホモフェニルアラニン、シトルリンおよびノルロイシンは、本発明の目的のためのアミノ
酸とみなされる。「アミノ酸」とは、プロリンとヒドロキシプロリン等のイミノ酸残基も
含む。側鎖は（Ｒ）配置または（Ｓ）配置のいずれかであろう。一部の実施態様において
、アミノ酸は（Ｓ）配置またはＬ配置にある。非天然の側鎖を使用する場合、非アミノ酸
置換基を用いて、例えばインビボ分解を阻止または遅延してよい。
【０２４７】
　一部の実施態様において、候補生理活性物質は天然タンパク質または天然タンパク質の
断片である。よって、例えば、タンパク質を含む細胞抽出物、またはタンパク質性細胞抽
出物のランダム消化物か指定消化物を使用してよい。このようにして、原核生物および真
核生物のタンパク質を本発明のスクリーニング用に作ってよい。一部の実施態様において
、ライブラリーは、細菌、真菌、ウイルスおよび哺乳類のタンパク質ライブラリーである
。一部の実施態様において、ライブラリーはヒトタンパク質ライブラリーである。
【０２４８】
　一部の実施態様において、候補生理活性物質は、約５～約３０アミノ酸、約５～約２０
アミノ酸または約７～約１５アミノ酸のペプチドである。ペプチドは、上記のように天然
タンパク質の消化物、ランダムペプチドまたは「偏った」ランダムペプチドであってよい
。「ランダム化」またはここでの文法的等価物は、各核酸およびペプチドがそれぞれ基本
的にランダムヌクレオチドおよびアミノ酸からなることを意味する。一般的に、これらの
ランダムペプチド（または下記の核酸）は化学合成されるので、それらはヌクレオチドま
たはアミノ酸をいずれかの位置に組み入れるだろう。合成プロセスはランダム化タンパク
質または核酸を作るように設計することで配列の全体にわたる全てまたは殆どの可能な組
合せの形成を可能とするので、ランダム化候補生理活性タンパク質性物質のライブラリー
を形成することができる。
【０２４９】
　一部の実施態様において、ライブラリーは、配列基準や定数を何れの位置にも持たずに
完全にランダム化される。一部の実施態様において、ライブラリーは偏らされる。すなわ
ち、配列内の一部の位置は一定に保たれるか、または限定された数の可能性から選択され
る。例えば、一部の実施態様において、核酸結合領域の創造、システインの創造、ＳＨ－
３領域のためのプロリン、リン酸化部位のためのセリン、スレオニン、チロシンまたはヒ
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スチジン等のプリンへの架橋等に対して、例えば、限定された種類の疎水性アミノ酸、親
水性残基、立体的に偏った（小さいまたは大きい）残基内でヌクレオチドまたはアミノ酸
残基がランダム化される。
【０２５０】
　一部の実施態様において、候補生理活性物質は核酸である。タンパク質について一般的
に説明したように、核酸候補生理活性物質は天然核酸、ランダム核酸または「偏った」ラ
ンダム核酸であってよい。別の実施態様において、候補生理活性物質は化学有機質部分で
あり、それらの多様な物質が文献で利用可能である。
【０２５１】
　ＤＤＲ２遺伝子の発現プロフィールの変化を調べるアッセイにおいて、候補物質を加え
て、細胞をある時間インキュベートした後に、分析される標的配列を含む核酸試料が調製
される。標的配列は公知の技術を用いて調製され（例えば、上記のようにＲＮＡから標識
ｃＤＮＡに変換され）、適当なマイクロアレイに加えられる。例えば、ヌクレオシドに共
有結合させた標識を用いるインビトロ逆転写を実施する。一部の実施態様において、核酸
は、ここに定める標識、特にビオチン－ＦＩＴＣまたはＰＥ、Ｃｙ３およびＣｙ５により
標識される。
【０２５２】
　当業者により理解されるように、これらのアッセイは直接ハイブリッド形成アッセイで
あってよく、または米国特許第５，６８１，７０２号、米国特許第５，５９７，９０９号
、米国特許第５，５４５，７３０号、米国特許第５，５９４，１１７号、米国特許第５，
５９１，５８４号、米国特許第５，５７１，６７０号、米国特許第５，５８０，７３１号
、米国特許第５，５７１，６７０号、米国特許第５，５９１，５８４号、米国特許第５，
６２４，８０２号、米国特許第５，６３５，３５２号、米国特許第５，５９４，１１８号
、米国特許第５，３５９，１００号、米国特許第５，１２４，２４６号および米国特許第
５，６８１，６９７号（これら全てが参照によりここに取り込まれる）に一般的に記載さ
れるように複数のプローブの利用を伴う「サンドイッチアッセイ」を含むことができる。
一部の実施態様において、標的核酸は上記のように調製され、次に、ハイブリッド形成複
合体の形成を可能とする条件下で、複数の核酸プローブを含むバイオチップに加えられる
。
【０２５３】
　上記のような高、中、低のストリンジェンシー条件等の多様なハイブリダイゼーション
条件を本発明に用いてよい。アッセイは一般的に標的の存在下に標識プローブハイブリッ
ド形成複合体の形成を可能とするストリンジェンシー条件下で実施する。ストリンジェン
シーは、温度、ホルムアミド濃度、塩濃度、カオトロピック塩濃度、ｐＨ、有機溶媒濃度
等の、しかし、これらに限定されない熱力学変数である工程パラメーターを変えることに
より調節することができる。これらのパラメーターは、米国特許第５，６８１，６９７号
に一般的に記載されるように、非特異的結合を調節するために用いられるだろう。よって
、一部の実施態様において、一定の工程が非特異的結合を低減させる高いストリンジェン
シー条件で実施される。
【０２５４】
　ここで概略される反応は当業者により理解されるように多様な方法で達成してよい。反
応の成分は、下記の示唆される実施態様により、同時にまたは連続的に任意の順序で添加
してよい。さらに、反応は、アッセイの多様な他の試薬を含んでよい。これらは、最適ハ
イブリダイゼーションと検出を容易にし、および／または非特異的またはバックグランド
相互作用を低減するために用いることができる塩、緩衝剤、中性タンパク質、例えば、ア
ルブミン、洗浄剤等の試薬を含む。さもなければ、プロテアーゼインヒビター、ヌクレア
ーゼインヒビター、抗菌剤等、アッセイの効率を向上させる試薬を試料調製方法および標
的の純度に応じて用いてもよい。さらに、固相または溶液系（すなわち、動力学的ＰＣＲ
）アッセイを使用してよい。
【０２５５】
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　アッセイをいったん実施したら、データを分析して、発現レベルおよび個々の遺伝子の
状態間の発現レベルの変化を決定し、遺伝子発現プロフィールを作る。
【０２５６】
　診断および予後利用に関して、ＤＤＲ２を差次的に発現する遺伝子として同定した一部
の実施態様において、ＤＤＲ２の発現の変化を個々に調べるスクリーニングを実施できる
。すなわち、単一遺伝子の発現の制御調節のためのスクリーニングを実施することができ
る。よって、例えば、２つの条件間で存在または非存在が独自である標的遺伝子の場合、
標的遺伝子発現のモジュレーターに対するスクリーニングが実施される。
【０２５７】
　さらに、候補物質に応答して誘導される新規な遺伝子に対するスクリーニングを実施す
ることができる。正常な発現パターンを導く癌関連発現パターンを抑制する能力か、また
は正常な組織からの遺伝子の発現を模倣するように単一の癌関連遺伝子発現プロフィール
を調節する能力に基づいて候補物質を同定した後、上記のスクリーニングを実施して、該
物質に応答して特異的に調節される遺伝子を同定することができる。正常な組織と候補物
質処置の癌関連組織との発現プロフィールを比較することにより、正常な組織または癌関
連組織では発現しないが、候補物質処置の組織では発現する遺伝子を明らかにする。これ
らの候補物質特異的配列は、癌関連遺伝子またはタンパク質に関してここで記載される方
法のいずれかにより同定され、用いることができる。一部の実施態様において、これらの
配列、およびそれらがコードするタンパク質には、候補物質処置細胞の特徴付けまたは同
定での利用が見出されている。さらに、抗体を候補物質誘導タンパク質に対して作り、こ
れら抗体を、処置された癌関連組織試料を新規な治療剤の標的とするために用いる。
【０２５８】
　よって、一部の実施態様において、候補物質を、癌関連発現プロフィールを有する癌関
連細胞の集団に投与する。ここでの「投与」または「接触」とは、取り込みまたは細胞内
作用によるか、または細胞表面での作用によるかにかかわりなく、候補物質が細胞に作用
するように該物質を細胞に加えることを意味する。一部の実施態様において、タンパク質
性候補物質（すなわち、ペプチド）をコードする核酸を、レトロウイルス構築物等のウイ
ルス構築物に入れて、ペプチド物質の発現が達成されるように細胞に加えてよい；参照に
よりここに編入されるＰＣＴ　ＵＳ９７／０１０１９を参照されたい。
【０２５９】
　いったん候補物質を細胞に投与したら、細胞を必要に応じて洗浄することができ、好ま
しくは、生理的条件下、幾分かの時間インキュベートする。次に、細胞を回収し、新しい
遺伝子発現プロフィールをここに記載のように作る。
【０２６０】
　よって、例えば、癌関連組織を、癌関連表現型を低減または抑制する物質に関してスク
リーニングしてよい。発現プロフィールの少なくとも１つの遺伝子の変化は、該物質が癌
関連活性に対して効果を有することを示す。癌関連表現型に関するそのようなサインを定
めることにより、表現型を変える新しい医薬に対するスクリーニングを考案することがで
きる。この研究方法を用いれば、医薬標的は知られている必要はなく、本来の発現スクリ
ーニングプラットフォームで表す必要もなく、さらに標的タンパク質の転写物の量が変わ
る必要もない。
【０２６１】
　上記の一部の実施態様において、個々の遺伝子と遺伝子発現産物に対するスクリーニン
グを実施してよい。すなわち、特定の差次的に発現する遺伝子を特定の状態に重要である
と同定したら、遺伝子の発現または遺伝子産物それ自体の発現のモジュレーターのスクリ
ーニングを実施することができる。癌関連タンパク質は断片、もしくは、上記の癌関連遺
伝子によりコードされる全長タンパク質ないし断片であってよい。一部の実施態様におい
て、配列は上記でさらに説明したように配列変異体である。
【０２６２】
　一部の実施態様において、癌関連タンパク質は、長さが約１４～２４アミノ酸である断
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片である。一部の実施態様において、断片は可溶性断片である。一部の実施態様において
、断片は非膜貫通領域を含む。一部の実施態様において、断片は、溶解性に役立つＮ末端
Ｃｙｓを有する。一部の実施態様において、断片のＣ末端は遊離酸として保持され、Ｎ末
端は例えばシステインへの結合に役立つ遊離アミンである。
【０２６３】
　一部の実施態様において、癌関連タンパク質はここに説明するように免疫原に結合させ
、複合体化させる。一部の実施態様において、癌関連タンパク質をＢＳＡに結合させ、複
合体化させる。
【０２６４】
　一部の実施態様において、ＤＤＲ２の発現産物の生物的機能を変えるためにスクリーニ
ングがなされる。再び、特定の状態の遺伝子の重要性を同定したら、遺伝子産物に結合し
、および／または遺伝子産物の生物活性を調節する物質のスクリーニングを以下にさらに
詳しく説明するように実施することができる。
【０２６５】
　一部の実施態様において、スクリーニングを設計して、癌関連タンパク質に結合するこ
とのできる候補物質を最初に見つけ、次にこれらの物質を、癌関連タンパク質活性と癌の
表現型を調節する候補物質の能力を評価するアッセイに用いてよい。よって、当業者によ
り理解されるように、実施してよい多くの異なるアッセイ（結合アッセイや活性アッセイ
）が存在する。
【０２６６】
　一部の実施態様において、結合アッセイを実施する。一般的に、精製または単離された
遺伝子産物が使用される；すなわち、１つ以上の癌関連核酸の遺伝子産物が作られる。一
般的に、これは、当分野で知られているようになされる。例えば、タンパク質遺伝子産物
に対して抗体を作り、標準的なイムノアッセイを実施して、存在するタンパク質の量を決
定する。一部の実施態様において、癌関連タンパク質を含む細胞をアッセイに使用するこ
とができる。
【０２６７】
　よって、一部の実施態様において、本方法は、癌関連タンパク質と候補生理活性物質を
一緒にし、候補物質の癌関連タンパク質への結合を測定する工程を包含する。一部の実施
態様はヒトまたはマウスの癌関連タンパク質を利用するが、他の哺乳類のタンパク質を、
例えば、ヒト病気の動物模型の開発のために用いることもできる。一部の実施態様におい
て、ここで概略するように、変異体または誘導体癌関連タンパク質が用いられるだろう。
【０２６８】
　ここでの方法の一部の実施態様において、癌関連タンパク質または候補物質は、単離試
料を受容する領域を有する不溶性の支持体（例えば、マイクロタイタープレート、アレイ
等）に非拡散的に結合させる。この不溶性支持体は組成物が結合できる成分、可溶性材料
から容易に分離される成分、さもなければスクリーニングの全体的な方法に適合性のある
成分から作られてよい。そのような支持体の表面は固体または多孔性で、任意の都合のよ
い形を有してよい。適当な不溶性支持体の例として、マイクロタイタープレート、アレイ
、メンブランおよびビーズが挙げられる。通常、これらは、ガラス、プラスチック（例え
ば、ポリスチレン）、多糖、ナイロンまたはニトロセルロース、テフロン（登録商標）等
から作られる。マイクロタイタープレートとアレイは、多くのアッセイが少量の試薬と試
料を用いて同時に実施することができるので特に便利である。
【０２６９】
　組成物の結合の特定の方法は、それが本発明の試薬と全体的な方法に適合性があり、組
成物の活性を維持し、かつ非拡散性である限り重要ではない。結合の一部の方法は、（タ
ンパク質が支持体に結合する場合にリガンド結合部位または活性化配列を立体的にブロッ
クしない）抗体の使用、「粘着性」またはイオン性支持体への直接の結合、化学架橋、表
面でのタンパク質または物質の合成等を含む。タンパク質または物質の結合後、過剰な未
結合物質を洗浄により除去する。次に、試料受容領域は、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）
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、カゼインまたは他の非侵害性タンパク質または他の成分とのインキュベーションにより
ブロックしてよい。
【０２７０】
　一部の実施態様において、癌関連タンパク質を支持体に結合し、候補生理活性物質をア
ッセイに加える。一部の実施態様において、候補物質を支持体に結合し、癌関連タンパク
質を加える。新規な結合物質として、特異抗体、化学ライブラリーのスクリーニングで同
定される非天然結合剤、またはペプチド類似体が挙げられる。ヒト細胞に対して低い毒性
を有する物質に対するスクリーニングアッセイに特に興味がある。標識インビトロタンパ
ク質－タンパク質結合アッセイ、電気泳動移動度シフト解析、タンパク質結合の免疫アッ
セイ、機能アッセイ（リン酸化アッセイ等）等の多様なアッセイがこの目的のために用い
られるだろう。
【０２７１】
　候補生理活性物質に対する癌関連タンパク質の結合の測定は多くの方法で実施してよい
。一部の実施態様において、候補生理活性物質が標識され、結合を直接決定する。例えば
、これは、癌関連タンパク質の全てまたは一部を固体支持体に結合し、標識候補物質（例
えば、蛍光標識）を加え、過剰な試薬を洗い流し、標識が固体支持体に存在するかどうか
を決定することによりなされる。多様なブロッキング工程と洗浄工程を当分野で知られる
ように利用してよい。
【０２７２】
　一部の実施態様において、成分の１つのみを標識する。例えば、タンパク質（またはタ
ンパク質候補物質）を、１２５Ｉを用いてチロシンの位置で標識するか、またはフルオロ
フォアにより標識してよい。もしくは、２つ以上の成分を異なる標識により標識し、タン
パク質については例えば１２５Ｉで、候補物質についてはフルオロフォアを用いて標識し
てよい。
【０２７３】
　一部の実施態様において、候補生理活性物質の結合は、結合タンパク競合測定法を用い
て測定する。一部の実施態様において、競合物質は、抗体、ペプチド、結合パートナー、
リガンド等の標的分子（すなわち、癌関連タンパク質）に結合することが知られている結
合成分である。一定の環境下で、生理活性物質と結合成分との結合等の競合的結合が存在
して、結合成分が生理活性物質を置換することがあるだろう。
【０２７４】
　一部の実施態様において、候補生理活性物質は標識される。候補生理活性物質または競
合物質または両者を、最初にタンパク質に、存在するのであれば結合するのに十分な時間
加える。インキュベーションは、最適活性を促進する温度、通常、４～４０℃で実施され
るだろう。インキュベーション時間は最適活性のために選択されるが、高処理スクリーニ
ング系を促進するように最適化してもよい。通常、０．１～１時間が十分である。通常、
過剰な試薬は除去されるか、洗い流される。次に第２成分を加えて、結合を示すために、
標識成分の有無が追跡される。
【０２７５】
　一部の実施態様において、競合物質を最初に加え、次に候補生理活性物質を加える。競
合物質の置換は、候補生理活性物質が癌関連タンパク質に結合し、よって、該物質が癌関
連結合タンパク質に結合し、その活性を潜在的に調節することができることの指標となる
。一部の実施態様において、いずれかの成分を標識することができる。よって、例えば、
競合物質が標識されている場合、洗浄液中の標識の存在は候補物質による置換を示す。一
部の実施態様において、候補生理活性物質が標識される場合、支持体上の標識の存在が置
換を示す。
【０２７６】
　一部の実施態様において、候補生理活性物質を最初に加え、インキュベーションと洗浄
を行なった後に、競合物質を加える。競合物質による結合が無いことは、生理活性物質が
癌関連タンパク質に対して高親和性で結合することを示すだろう。よって、候補生理活性
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物質が標識されている場合、競合物質結合の欠如に加えて支持体上の標識の存在は、候補
物質が癌関連タンパク質に結合することができることを示すだろう。
【０２７７】
　一部実施態様において、本方法は、癌関連タンパク質の活性を調節することのできる生
理活性物質を同定するディファレンシャル（差次的）スクリーニングを含む。この実施態
様において、本方法は、癌関連タンパク質と競合物質を第１試料中で一緒にする。第２試
料は、候補生理活性物質、癌関連タンパク質および競合物質を含む。競合物質の結合は両
試料から決定し、二つの試料間の結合の変化または違いは、癌関連タンパク質に結合して
、その活性を潜在的に調節することのできる物質の存在を示す。すなわち、競合物質の結
合が第２試料中では第１試料と異なる場合、該物質は癌関連タンパク質に結合することが
できる。
【０２７８】
　一部の実施態様では、天然の癌関連タンパク質に結合するが、修飾された癌関連タンパ
ク質には結合しない医薬候補物を同定するディファレンシャルスクリーニングを利用する
。癌関連タンパク質の構造をモデル化し、合理的な医薬設計に用いて、その部位と相互作
用する物質を合成する。癌関連生理活性に影響する医薬候補物は、タンパク質の活性を増
強または低減する能力に関して医薬をスクリーニングすることによっても同定される。
【０２７９】
　正の対照と負の対照をアッセイに用いてよい。一部の実施態様において、全ての対照試
料と試験試料を少なくともトリプリケートで実施して統計的に有意な結果を得る。全ての
試料はタンパク質に対する物質の結合に十分な時間インキュベートする。インキュベーシ
ョン後、全ての試料を、非特異的に結合した材料がないように洗浄し、結合して一般的に
標識された物質の量を決定する。例えば、放射標識を用いる場合、試料をシンチレーショ
ンカウンターで計測して、結合した化合物の量を決定する。
【０２８０】
　多様な他の試薬をスクリーニングアッセイに含めてよい。これらは、最適タンパク質－
タンパク質結合を容易にし、および／または非特異的またはバックグランド相互作用を低
減するために用いることができる塩、中性タンパク質、（例えばアルブミン）、洗浄剤等
の試薬を含む。さもなければ、プロテアーゼインヒビター、ヌクレアーゼインヒビター、
抗菌剤等、アッセイの効率を向上させる試薬を用いてもよい。成分の混合物を、必要な結
合を提供する任意の順序で添加してよい。
【０２８１】
　癌関連タンパク質の活性を調節する物質のスクリーニングを行なってもよい。一部の実
施態様において、癌関連タンパク質の活性を調節することのできる生理活性物質のスクリ
ーニング方法は、候補生理活性物質を上記のように癌関連タンパク質の試料に加え、癌関
連タンパク質の生物活性の変化を決定する工程を包含する。「癌関連タンパク質の活性を
調節する」とは、活性の増加、活性の減少、または存在する活性のタイプまたは種類の変
化を含む。よって、一部の実施態様において、候補物質は癌関連タンパク質に結合し（こ
れは必要でないかもしれないが）、かつここで定義されたその生物学的または生化学的活
性を変えるにちがいない。本方法は、一般的に既述したように、インビトロスクリーニン
グ方法と、癌関連タンパク質の存在、分布、活性または量の変化に関する細胞のインビボ
スクリーニングとを含む。
【０２８２】
　よって、一部の実施態様において、本方法は癌関連試料および候補生理活性物質を一緒
にし、癌関連活性に対する効果を評価する工程を包含する。ここでの「癌関連活性」また
は文法的な等価物とは、細胞分裂、細胞増殖、腫瘍成長、癌細胞生存および細胞の形質転
換等、腫瘍形成におけるその役割等の、しかし、これらに限定されない癌関連タンパク質
の生物活性の１つを意味する。一部実施態様において、癌関連活性は、上記の癌関連遺伝
子に由来する核酸によりコードされるタンパク質の活性化または該タンパク質による活性
化を含む。癌関連活性の阻害剤は癌関連活性のいずれかの１つ以上の阻害剤である。
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【０２８３】
　一部の実施態様において、癌関連タンパク質の活性が増加する；一部の実施態様におい
て、癌関連タンパク質の活性が減少する。よって、生理活性物質は一部の実施態様におい
てはアンタゴニストであり、一部実施態様においては生理活性物質はアゴニストである。
【０２８４】
　一部の実施態様において、本発明は、癌関連タンパク質の活性を調節することができる
生理活性物質のスクリーニング方法を提供する。本方法は、上記の候補生理活性物質を、
癌関連タンパク質を含む細胞に加えることを含む。好ましい細胞型はほとんどどのような
細胞も含む。細胞は、癌関連タンパク質をコードする組換え核酸を含む。一部の実施態様
において、候補物質のライブラリーは複数の細胞について調べられる。
【０２８５】
　一部の実施態様において、生理学的信号、例えば、ホルモン、抗体、ペプチド、抗原、
サイトカイン、成長因子、活動電位、化学療法剤等の薬理作用のある物質、放射線、発癌
性物質または他の細胞（すなわち、細胞－細胞接触）の存在下または非存在下において、
またはそれらに対する先立つかその後の曝露においてアッセイを評価する。一部の実施態
様において、測定値は細胞周期プロセスの異なる段階で決定される。
【０２８６】
　このようにして、生理活性が同定される。薬理学的活性を有する化合物は、癌関連タン
パク質の活性を増強もしくは干渉することができる。
【０２８７】
　癌の診断と治療
　癌の細胞分裂を阻害する方法が本発明により提供される。一部の実施態様において、腫
瘍成長を阻害する方法が提供される。一部の実施態様において、癌を有する細胞または個
体を治療する方法が提供される。
【０２８８】
　本方法は癌阻害剤の投与を含んでよい。一部の実施態様において、癌阻害剤はアンチセ
ンス分子、医薬組成物、治療剤または小分子またはモノクローナル抗体、ポリクローナル
抗体、キメラ抗体またはヒト化抗体である。一部の実施態様において、治療剤を抗体に結
合させる。一部の実施態様において、治療剤をモノクローナル抗体に結合させる。
【０２８９】
　さらに、個体における癌細胞の検出または診断の方法が提供される。一部の実施態様に
おいて、診断剤／検出剤は、本発明による癌関連タンパク質に優先的に結合する小分子で
ある。一部の実施態様において、診断剤／検出剤は抗体である。
【０２９０】
　本発明の一部の実施態様において、癌、特にリンパ腫、白血病、メラノーマ、乳癌、結
腸癌、腎臓癌、肝臓癌、肺癌、卵巣癌、膵臓癌、前立腺癌、子宮癌、頚部癌、膀胱癌、胃
癌、皮膚癌、ＣＮＳ癌および結腸転移を含む転移の動物模型の作成に有用性がわかってい
る動物模型およびトランスジェニック動物が提供される。
【０２９１】
　（ａ）アンチセンス分子
　使用される癌阻害剤はアンチセンス分子であってよい。ここで使用されるアンチセンス
分子として、癌分子の標的ｍＲＮＡ（センス）配列またはＤＮＡ（アンチセンス）配列に
結合することのできる一本鎖核酸配列（ＲＮＡまたはＤＮＡのいずれか）を含むアンチセ
ンスオリゴヌクレオチドまたはセンスオリゴヌクレオチドが挙げられる。本発明によるア
ンチセンスオリゴヌクレオチドまたはセンスオリゴヌクレオチドは、一般的に約１４～約
３０ヌクレオチドの断片を含む。所与のタンパク質をコードするｃＤＮＡ配列に基づいて
アンチセンスまたはセンスオリゴヌクレオチドを操作する技術は、例えば、Ｓｔｅｉｎ　
ａｎｄ　Ｃｏｈｅｎ，Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．４８：２６５９，（１９８８）およびｖａ
ｎ　ｄｅｒ　Ｋｒｏｌ　ｅｔ　ａｌ．，ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　６：９５８，（１
９８８）に記載されている。
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【０２９２】
　アンチセンス分子は、修飾または非修飾ＲＮＡ、ＤＮＡまたは混合ポリマーオリゴヌク
レオチドであってよい。これらの分子は、ＲＮａｓｅ　Ｈ酵素を立体的にブロックまたは
活性化することによりペプチド合成の阻害をもたらすマッチング配列に特異的に結合する
ことにより機能する（Ｗｕ－Ｐｏｎｇ，Ｎｏｖ　１９９４，ＢｉｏＰｈａｒｍ，２０－３
３）。アンチセンス分子は、ＲＮＡプロセシング、または核からの細胞質への輸送に干渉
することによりタンパク質合成を変えることもできる（Ｍｕｋｈｏｐａｄｈｙａｙ　＆　
Ｒｏｔｈ，１９９６，Ｃｒｉｔ．Ｒｅｖ．ｉｎ　Ｏｎｃｏｇｅｎｅｓｉｓ　７，１５１－
１９０）。さらに、一本鎖ＤＮＡのＲＮＡへの結合は、ヘテロ二本鎖のヌクレアーゼ仲介
分解をもたらしうる（上記のＷｕ－Ｐｏｎｇ）。ＲＮａｓｅ　Ｈの基質として働くことが
これまでに示された骨格修飾ＤＮＡ化学物質は、ホスホロチオエート、ホスホロジチオエ
ート、ボロントリフルオリデートおよび２’－アラビノおよび２’－フルオロアラビノを
含有するオリゴヌクレオチドである。
【０２９３】
　アンチセンス分子は、ＷＯ９１／０４７５３に記載されているように、リガンド結合分
子との複合体の形成によって、標的塩基配列を含有する細胞に導入してよい。適当なリガ
ンド結合分子として、細胞表面レセプター、成長因子、他のサイトカイン、または細胞表
面レセプターに結合する他のリガンドが挙げられるが、これらに限定されない。好ましく
は、リガンド結合分子の複合体化は、リガンド結合分子がその対応する分子またはレセプ
ターに結合する能力、またはセンスまたはアンチセンスオリゴヌクレオチドまたはその複
合体の細胞への移行をブロックする能力に対して実質的に干渉しない。一部の実施態様に
おいて、センスまたはアンチセンスオリゴヌクレオチドは、ＷＯ９０／１０４４８で記載
されたように、オリゴヌクレオチド－脂質複合体の形成により、標的核酸配列を含む細胞
に導入してよい。アンチセンス分子またはノックアウト模型およびノックイン模型の使用
は、治療方法に加えて、上記のスクリーニングアッセイに用いてもよいことがわかる。
【０２９４】
　（ｂ）ＲＮＡ干渉
　ＲＮＡ干渉は、短い干渉性ＲＮＡｓ（ｓｉＲＮＡｓ）により仲介される動物中の配列特
異的転写後遺伝子サイレンシングのプロセスをいう（Ｆｉｒｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕ
ｒｅ，３９１，８０６（１９９８））。植物における対応するプロセスは、転写後遺伝子
サイレンシングまたはＲＮＡサイレンシングと称され、真菌においては抑制とも称される
。細胞内のｄｓＲＮＡの存在は、いまだに完全に特性付けられていないメカニズムにより
ＲＮＡｉ応答を引き起こす。このメカニズムは、リボヌクレアーゼＬによるｍＲＮＡの非
特異的切断をもたらすプロテインキナーゼＰＫＲおよび２’，５’－オリゴアデニル酸シ
ンセターゼのｄｓＲＮＡ仲介活性化に起因するインターフェロン応答とは異なるように思
える（Ｓｈａｒｐ，Ｐ．Ａ．，ＲＮＡ　ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ－２００１，Ｇｅｎｅ
ｓ　＆　Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ　１５：４８５－４９０（２００１）に概説）。
【０２９５】
　小さい干渉性のＲＮＡｓ（ｓｉＲＮＡｓ）は、ＲＮＡ干渉（ＲＮＡｉ）として知られる
プロセスにより培養哺乳動物細胞の遺伝子の発現を抑制するように設計された強力な配列
特異的物質である。Ｅｌｂａｓｈｉｒ，Ｓ．Ｍ．ｅｔ　ａｌ．Ｎａｔｕｒｅ　４１１：４
９４－４９８（２００１）；Ｃａｐｌｅｎ，ＮＪ．ｅｔ　ａｌ．Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａ
ｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９８：９７４２－９７４７（２００１）；Ｈａｒｂｏｒｔｈ，
Ｊ．ｅｔ　ａｌ．Ｊ．Ｃｅｌｌ　Ｓｃｉ．１１４：４５５７－４５６５（２００１）。「
短い干渉性ＲＮＡ」または「ｓｉＲＮＡ」との用語は、「ＲＮＡｉ」をＲＮＡ干渉するこ
とのできる二本鎖核酸分子をいう（Ｋｒｅｕｔｚｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，ＷＯ００／４４８
９５；Ｚｅｒｎｉｃｋａ－Ｇｏｅｔｚ　ｅｔ　ａｌ．ＷＯ０１／３６６４６；Ｆｉｒｅ，
ＷＯ９９／３２６１９；Ｍｅｌｌｏ　ａｎｄ　Ｆｉｒｅ，ＷＯ０１／２９０５８を参照）
。ここで用いられるｓｉＲＮＡ分子はＲＮＡ分子に限定されるが、さらに、化学修飾ヌク
レオチドおよび非ヌクレオチドを包含する。ｓｉＲＮＡ遺伝子標的化実験は、（リポソー
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ム仲介形質移入、エレクトロポレーションまたはマイクロインジェクション等の古典的な
方法により達成される）細胞への一過性のｓｉＲＮＡ導入により実施されている。
【０２９６】
　ｓｉＲＮＡの分子は、通常、ＲＮＡｉを開始する長い二本鎖ＲＮＡ（ｄｓＲＮＡｓ）の
ＲＮａｓｅ　ＩＩＩプロセシング産物に似る特徴的な２～３ヌクレオチド３’突出末端を
有する１５～３０ヌクレオチド、１８～２５ヌクレオチドまたは２１～２３ヌクレオチド
ＲＮＡである。これらは細胞に導入されると、エンドヌクレアーゼ複合体（ＲＮＡ誘導サ
イレンシング複合体）のまだ確認されていないタンパク質と集合して、ｍＲＮＡ切断を導
く。標的とするｍＲＮＡの分解の結果、対応するタンパク産物の抑制を特徴とする特定の
表現型を有する細胞が得られる。伝統的なアンチセンス分子に比較してｓｉＲＮＡの小さ
なサイズは、哺乳動物細胞に存在するｄｓＲＮＡ誘導性インターフェロン系の活性化を妨
げる。これは、体細胞における３０塩基対よりも大きいｄｓＲＮＡにより通常作られる非
特異的な表現型を回避する。
【０２９７】
　小さなＲＮＡ分子の細胞内転写は、通常、小さい核内ＲＮＡ（ｓｎＲＮＡ）Ｕ６または
ヒトＲＮａｓｅ　Ｐ　ＰＮＡ　Ｈ１をコードするＲＮＡポリメラーゼＩＩＩ（Ｐｏｌ　Ｉ
ＩＩ）転写単位にｓｉＲＮＡ鋳型をクローニングすることにより達成される。ｓｉＲＮＡ
を発現するために２つのアプローチが開発された：第１のアプローチでは、ｓｉＲＮＡ二
本鎖を構成するセンス鎖とアンチセンス鎖はそれぞれのプロモーターにより転写される（
Ｌｅｅ，Ｎ．Ｓ．ｅｔ　ａｌ．Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．２０，５００－５０５（
２００２）；Ｍｉｙａｇｉｓｈｉ，Ｍ．＆　Ｔａｉｒａ，Ｋ．Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎ
ｏｌ．２０，４９７－５００（２００２））；第２のアプローチでは、ｓｉＲＮＡは、細
胞内プロセシングの後にｓｉＲＮＡを生じる折り畳みステムループ構造として発現する（
Ｐａｕｌ，ＣＰ．ｅｔ　ａｌ．Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．２０：５０５－５０８（
２００２））。導入されたＤＮＡ鋳型からのｓｉＲＮＡの内在的発現は、内在性ｓｉＲＮ
Ａ送達の幾つかの制限、特に表現型の一過性の損失を克服すると考えられる。Ｕ６とＨ１
　ＲＮＡプロモーターはＰｏｌ　ＩＩＩプロモーターのタイプＩＩＩクラスのメンバーで
ある（Ｐａｕｌｅ，Ｍ．Ｒ．＆　Ｗｈｉｔｅ，Ｒ．Ｊ．Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒ
ｅｓ．２８，１２８３－１２９８（２０００））。
【０２９８】
　センスｓｉＲＮＡとアンチセンスｓｉＲＮＡの共発現は標的遺伝子のサイレンシングを
仲介する一方で、センスｓｉＲＮＡまたはアンチセンスｓｉＲＮＡの単独の発現は標的遺
伝子発現に大きく影響することはない。ＲＮａｓｅ汚染の危険性と化学合成ｓｉＲＮＡま
たはｓｉＲＮＡ転写キットの費用を考慮すると、合成ｓｉＲＮＡよりもプラスミドＤＮＡ
の形質移入が有利なように思われる。ｓｉＲＮＡの安定的発現は、持続性のウイルス感染
の治療等、新しい遺伝子治療利用を可能とする。ｓｉＲＮＡの高い特異性を考えると、本
アプローチは、ＲＡＳまたはＴＰ５３癌遺伝子転写物等、点変異を有する病気由来の転写
物を、残りの野生型対立遺伝子を変えることなく標的指向化することもできる。最後に、
多様なゲノムの高処理の配列分析によれば、ＤＮＡに基づく方法は、特に小型化アレイ系
表現型スクリーニングに組み合わされた場合に自動化ゲノムレベル機能喪失型表現型分析
の代わりとなる費用効果の高い方法でもあるだろう（Ｚｉａｕｄｄｉｎ，Ｊ．＆　Ｓａｂ
ａｔｉｎｉ，Ｄ．Ｍ．Ｎａｔｕｒｅ　４１１：１０７－１１０（２００１））。
【０２９９】
　長いｄｓＲＮＡの細胞内存在は、ダイサーと称されるリボヌクレアーゼＩＩＩ酵素の活
性を促進する。ダイサーは、短い干渉性ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）として知られるｄｓＲＮＡ
の短い一部分中へのｄｓＲＮＡのプロセシングに関与する（Ｂｅｒｓｔｅｉｎ　ｅｔ　ａ
ｌ．，２００１，Ｎａｔｕｒｅ，４０９：３６３（２００１））。ダイサー活性から得ら
れる短い干渉性ＲＮＡは、通常、長さが約２１～２３ヌクレオチドであり、約１９塩基対
の二本鎖を含む。ダイサーは、翻訳制御に関係する保存構造のＲＮＡ前駆体に由来する２
１ヌクレオチドと２２ヌクレオチドの小さい時間的ＲＮＡ（ｓｔＲＮＡ）の切除にも関係
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している（Ｈｕｔｖａｇｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ，２９３，８３４（２０
０１））。このＲＮＡｉ応答が、ｓｉＲＮＡに相同的な配列を有する一本鎖ＲＮＡの切断
を仲介するＲＮＡ誘導サイレンシング複合体（ＲＩＳＣ）として一般的に称されるｓｉＲ
ＮＡを含むエンドヌクレアーゼ複合体の特徴でもある。標的ＲＮＡの切断は、ｓｉＲＮＡ
二本鎖のガイド配列に相補的な領域の中央で起こる（Ｅｌｂａｓｈｉｒ　ｅｔ　ａｌ．，
Ｇｅｎｅｓ　Ｄｅｖ．，１５，１８８（２００１））。
【０３００】
　本発明は、癌関連配列に特異的にハイブリダイズすることのできる配列を含む単離され
た核酸分子を含む発現系を提供する。一部の実施態様において、核酸分子は癌関連タンパ
ク質の発現を阻害することができる。癌関連ｍＲＮＡ配列同一性を有し、かつ該細胞内の
遺伝子関連遺伝子の転写後遺伝子スプライシングまたはＲＮＡ干渉（ＲＮＡｉ）を引き起
こすことのできる二本鎖ＲＮＡを作る短いＲＮＡがそれ自体で折りたたまれている短いＲ
ＮＡのベクター指令発現による細胞内癌関連遺伝子の発現を阻害する方法。一部の実施態
様において、癌関連ｍＲＮＡ配列同一性を有する短い二本鎖ＲＮＡは細胞内に輸送されて
、癌関連遺伝子の転写後遺伝子スプライシングまたはＲＮＡｉを引き起こす。多様な実施
態様において、核酸分子は少なくとも７量体、少なくとも１０量体または少なくとも２０
量体である。一部の実施態様において、配列はユニークである。一部の実施態様において
、ｓｉＲＮＡオリゴヌクレオチドは、配列番号７または配列番号８の配列を有する。
【０３０１】
　本発明は、ＤＤＲ２に対する機能的ｓｉＲＮＡが、ヒトの腫瘍細胞株において増殖およ
び細胞の移動を阻害したことを見出した。これは、上記および以下に記載される本発明の
局面を支持する。
【０３０２】
　（ｃ）医薬組成物
　本発明に含まれる医薬組成物は、有効成分として、ここに開示された本発明のポリペプ
チド、ポリヌクレオチド、アンチセンスオリゴヌクレオチド、または抗体を治療有効量で
含む。「有効量」とは、臨床的結果等の有益または望ましい結果を達成するのに十分な量
である。有効量は一回以上の投与で投与することができる。本発明の目的のために、アデ
ノウイルスベクターの有効量は、病状の進行を軽減、緩和、安定化、逆行、遅延または延
期するために十分な量である。
【０３０３】
　組成物は、癌ならびに原発癌の転移の治療に用いることができる。さらに、医薬組成物
は、例えば、腫瘍を放射線に対して感作させる癌治療の慣用の方法または慣用の化学療法
に組合せて使用することができる。「治療」、「治療している」、「治療する」等の用語
は、一般的に、望ましい薬理的および／または生理的効果を得ることをいうためにここで
は用いられる。その効果は、病気またはその徴候を完全または部分的に予防するとの観点
からは一般的に予防的であろうし、および／または病気および／または病気に帰する副作
用の部分的または完全な安定化または治癒の観点からは治療的であろう。ここで用いられ
る「治療」とは、哺乳動物、特にヒトの病気の治療を包含し、治療としては、（ａ）病気
または徴候にかかりやすいだろうが、それを有するとはまだ診断されていない対象におい
て該病気または徴候が起こることを予防し、（ｂ）病徴を抑制する、すなわち、その進行
を抑止する、または（ｃ）病徴を軽減する、すなわち、病気または徴候の後退をもたらす
ことが挙げられる。
【０３０４】
　医薬組成物が、差次的に発現したポリヌクレオチドによりコードされる遺伝子産物に特
異的に結合する場合、その抗体は治療部位への送達のための医薬に結合させるか、または
前立腺癌細胞等の癌細胞を含む部位の画像診断を容易にする検出可能な標識に結合させる
ことができる。抗体を医薬や検出可能な標識に結合させる方法は、検出可能な標識を用い
て画像診断する方法等、当分野でよく知られている。
【０３０５】
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　一部の実施態様において、本発明による抗体および薬学的に適当な担体、賦形剤または
希釈剤を含む医薬組成物が提供される。一部の実施態様において、医薬組成物はさらに第
２の治療剤を含む。さらに別の実施態様において、第２の治療剤は癌化学療法剤である。
【０３０６】
　本発明の目的の「患者」は、ヒトおよび他の動物、特に哺乳動物および生物を含む。よ
って、本方法は、ヒト治療と獣医学的利用の両方に適用することができる。一部の実施態
様において、患者は哺乳動物であり、好ましくは、患者はヒトである。１つの標的患者集
団は、癌、特にここに記載の特定の癌の種類の治療を現在受けているすべての患者を含む
。これら患者集団の一部は、以前に治療されたこの種の癌の再発を先の６ヶ月間に経験し
た患者および過去６ヶ月間に病状が悪化した患者を含む。
【０３０７】
　ここで用いられる「治療効果量」との用語は、目的とする病気または状態を治療、緩和
または予防するか、または検出可能な治療効果または予防効果を示す治療剤の量をいう。
この効果は、例えば、化学マーカーまたは抗原量により検出することができる。治療効果
は、低下した体温等の身体症状の低減も含む。対象に対する正確な効果量は、対象の大き
さと健康、病気の性質と程度、および投与に選択された治療剤または治療剤の組合せに依
存する。所与の状態に対する効果量は日常的な実験作業により決定され、臨床医の判断の
範囲内にある。本発明の目的のために、効果用量は、一般的に、本発明の組成物が投与さ
れる個体において、約０．０１ｍｇ／ｋｇ～約５ｍｇ／ｋｇ、約０．０１ｍｇ／ｋｇ～約
５０ｍｇ／ｋｇまたは約０．０５ｍｇ／ｋｇ～約１０ｍｇ／ｋｇの組成物の範囲にある。
【０３０８】
　さらに、医薬組成物は薬学的に許容される担体を含むことができる。「薬学的に許容さ
れる担体」との用語は、抗体またはポリペプチド、遺伝子等の治療剤および他の治療剤を
投与するための担体をいう。この用語は、組成物を受ける個体に有害な抗体の産生をそれ
自体で誘導しない医薬担体であって、過度の毒性なしに投与することのできる担体をいう
。適当な担体は、タンパク質、多糖、ポリ乳酸、ポリグリコール酸、高分子アミノ酸、ア
ミノ酸共重合体および不活性ウイルス粒子等の大きく、ゆっくりと代謝される巨大分子で
あってよい。そのような担体は当業者によく知られている。治療組成物中の薬学的に許容
される担体として、水、食塩水、グリセロールおよびエタノール等の液体を挙げることが
できる。湿潤剤や乳化剤、ｐＨ緩衝剤等の補助剤がそのような媒体中に存在してもよい。
一部の実施態様において、治療組成物は、液体溶液または懸濁液としての注射剤として調
製されるか、または注射前の液体媒体中の溶液または懸濁液に適する固体形を調製するこ
ともできる。リポソームは、薬学的に許容される担体の定義に含まれる。薬学的に許容さ
れる塩、例えば、塩酸塩、臭化水素酸塩、リン酸塩、硫酸塩等の鉱酸塩、および酢酸塩、
プロピオン酸塩、マロン酸塩、安息香酸塩等の有機酸の塩も医薬組成物中に存在してよい
。薬学的に許容される賦形剤の完全な論議は、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ：Ｔｈｅ　Ｓｃｉｅｎ
ｃｅ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｙ（１９９５）　Ａｌｆｏｎｓ
ｏ　Ｇｅｎｎａｒｏ，Ｌｉｐｐｉｎｃｏｔｔ，Ｗｉｌｌｉａｍｓ，＆　Ｗｉｌｋｉｎｓで
利用できる。
【０３０９】
　医薬組成物は、顆粒、錠剤、丸剤、座薬、カプセル、懸濁剤、軟膏、ローション剤等の
多様な形で調製することができる。経口または局所の使用に適する医薬品グレードの有機
または無機の担体および／または希釈剤を用いて、治療活性化合物を含む組成物を作るこ
とができる。当分野で公知の希釈剤として、水性媒体、植物油や動物油および脂肪が挙げ
られる。安定剤、湿潤剤や乳化剤、浸透圧を変える塩または適当なｐＨ値を確保する緩衝
剤および皮膚浸透増強剤を補助剤として用いることができる。
【０３１０】
　本発明の医薬組成物は、患者への投与に適する形で癌関連タンパク質を含有する。一部
の実施態様において、医薬組成物は水溶性の形で存在し、これらは酸付加塩と塩基付加塩
の両方を含むことが意図される薬学的に許容される塩として存在する。「薬学的に許容さ
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れる酸付加塩」は、遊離塩基の生物学的有効性を維持し、かつ生物学的またはその他の点
で望ましくはないことのない塩であって、塩酸、臭化水素酸、硫酸、硝酸、リン酸等の無
機酸および酢酸、プロピオン酸、グリコール酸、ピルビン酸、シュウ酸、マレイン酸、マ
ロン酸、コハク酸、フマル酸、酒石酸、クエン酸、安息香酸、ケイヒ酸、マンデル酸、メ
タンスルホン酸、エタンスルホン酸、ｐ－トルエンスルホン酸、サリチル酸等の有機酸に
より形成される塩を言う。「薬学的に許容される塩基付加塩」とは、ナトリウム、カリウ
ム、リチウム、アンモニウム、カルシウム、マグネシウム、鉄、亜鉛、銅、マンガン、ア
ルミニウムの塩等の無機塩基に由来するものをいう。アンモニウム、カリウム、ナトリウ
ム、カルシウムおよびマグネシウムの塩が特に好ましい。薬学的に許容される有機非毒性
塩基に由来する塩として、イソプロピルアミン、トリメチルアミン、ジエチルアミン、ト
リエチルアミン、トリプロピルアミンおよびエタノールアミン等、一級アミン、二級アミ
ンおよび三級アミン、天然の置換アミン等の置換アミン、環状アミン等の塩および塩基イ
オン交換樹脂が挙げられる。
【０３１１】
　医薬組成物として、血清アルブミン等の担体タンパク質、緩衝剤、微結晶セルロース、
ラクトース、コーンスターチおよび他のスターチ等の増量剤、結合剤、甘味剤および他の
着香料、着色剤およびポリエチレングリコール等の１種類以上を含んでもよい。添加剤は
当分野でよく知られており、多様な製剤に使用される。
【０３１２】
　望ましい薬理学的活性を有する化合物は、上述のように、薬学的に許容される担体中に
て投与してよい。医薬組成物は、静脈内、筋内、動脈内、髄内、くも膜下腔内、脳室内、
経皮的または経皮的投与（例えば、ＷＯ９８／２０７３４を参照）、皮下、腹腔内、鼻腔
内、腸内、局所、舌下、膣内または直腸手段等の、しかし、これらに限定されない多様な
経路で投与してよい。導入方法に応じて、化合物は多様に処方してよい。製剤中の治療有
効化合物の濃度は、約０．１から１００％ｗｇｔ／ｖｏｌまで変えてもよい。本発明の意
図する組成物がいったん処方されたら、それを（１）対象に（例えば、ポリヌクレオチド
、ポリペプチド、小分子アゴニストまたはアンタゴニスト等として）直接投与してよく、
または（２）対象に由来する細胞に（例えば、生体外遺伝子治療として）生体外で送達し
てよい。一般的に、組成物の直接の送達は、例えば、皮下、腹腔内、静脈内または筋内、
腫瘍内または組織の間質腔への非経口注射により達成されるだろう。別の投与方法は、経
口および肺への投与、座薬および経皮投与、注射針および遺伝子銃（ｐｏｗｄｅｒｊｅｃ
ｔ．ｃｏｍのワールドワイドウエブサイトを参照）または皮下噴射器を含む。投薬治療は
、単回投与計画または複数回投与計画であってよい。
【０３１３】
　生体外送達および形質転換細胞の対象への再移植の方法は当分野で公知であり、例えば
ＷＯ９３／１４７７８に記載されている。生体外適用に有用な細胞の例として、例えば、
幹細胞、特に、造血細胞、リンパ球、マクロファージ、樹状細胞または腫瘍細胞が挙げら
れる。一般的に、生体外利用と試験管内利用の両方での核酸の送達は、例えば、当分野で
よく知られているデキストラン仲介形質移入、リン酸カルシウム沈殿、ポリブレン仲介形
質移入、プロトプラスト融合、エレクトロポレーション、ポリヌクレオチドのリポソーム
へのカプセル化、およびＤＮＡの核内への直接のマイクロインジェクションにより達成さ
れるだろう。
【０３１４】
　ＤＤＲ２の差次的発現が、異常増殖、異形成および過形成等の増殖性疾患に関連がある
といったんわかったら、その疾患は、提供されるポリヌクレオチド、対応するポリペプチ
ドまたは他の対応する分子（例えば、アンチセンス、リボザイム等）に基づく治療剤の投
与による治療に適しうる。別の実施態様において、疾患は、例えば、正常細胞に比較して
癌性細胞で発現を増加した遺伝子のコード遺伝子産物の機能の阻害剤（アンタゴニスト）
として働くか、または癌性細胞において発現が減少した遺伝子産物に対してアゴニストと
して働く（例えば、腫瘍抑制因子として作用する遺伝子産物の活性を促進する）小分子医
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薬の投与による治療に適しうる。
【０３１５】
　発明の医薬組成物の用量およびその投与手段は、治療組成物の具体的な品質、患者の状
態、年齢および体重、病気の進行、および他の関連する要素に基づいて決定される。例え
ば、ポリヌクレオチド治療組成物剤の投与として、注射、経口投与、粒子銃またはカテー
テルによる投与および局所的な投与等、局所または全身投与が挙げられる。好ましくは、
治療ポリヌクレオチド組成物は、プロモーターを、ここに開示されるポリヌクレオチドの
少なくとも１２、２２、２５、３０または３５個の連続するヌクレオチドのポリヌクレオ
チドに操作可能に連結してなる発現構築物を含む。多様な方法を用いて、治療組成物を体
の特定の部位に直接投与することができる。例えば、小さい転移病巣の位置を特定し、治
療組成物を腫瘍本体内の幾つかの異なる位置に数回注射する。もしくは、腫瘍のために働
く動脈を同定し、治療組成物を腫瘍に直接送達するために、組成物をそのような動脈に注
射する。壊死中心を有する腫瘍を吸引することで腫瘍のたった今空となった中心に組成物
を直接注射する。アンチセンス組成物は、例えば、組成物の局所適用によって腫瘍の表面
に直接投与する。Ｘ線画像診断を用いて上記の送達方法の一部に役立てる。
【０３１６】
　アンチセンスポリヌクレオチド、サブゲノムポリヌクレオチド、または特定の組織に対
する抗体を含む治療組成物の標的化遺伝子導入を用いることもできる。レセプター仲介Ｄ
ＮＡ導入技術は、例えば、Ｆｉｎｄｅｉｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｔｒｅｎｄｓ　Ｂｉｏｔｅｃ
ｈｎｏｌ．（１９９３）１１：２０２；Ｃｈｉｏｕ　ｅｔ　ａｌ．，Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ
ａｐｅｕｔｉｃｓ：Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　Ｏｆ　Ｄｉｒ
ｅｃｔ　Ｇｅｎｅ　Ｔｒａｎｓｆｅｒ（Ｊ．Ａ．Ｗｏｌｆｆ，ｅｄ．）（１９９４）；Ｗ
ｕ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．（１９８８）２６３：６２１；Ｗｕ　ｅｔ
　ａｌ．，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．（１９９４）２６９：５４２；Ｚｅｎｋｅ　ｅｔ　
ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．（ＵＳＡ）（１９９０）８７：３６５
５；Ｗｕ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．（１９９１）２６６：３３８に記載
されている。ポリヌクレオチドを含む医薬組成物は、遺伝子治療プロトコールでの局所投
与のために約１００ｎｇ～約２００ｍｇのＤＮＡ範囲で投与される。約５００ｎｇ～約５
０ｍｇ、約１μｇ～約２ｍｇ、約５μｇ～約５００μｇ、および約２０μｇ～約１００μ
ｇのＤＮＡ濃度の範囲は、遺伝子治療プロトコールに用いることもできる。作用の方法（
例えば、コードされる遺伝子産物のレベルの増強または阻害）および形質転換および発現
の効率等の因子は、アンチセンスサブゲノムポリヌクレオチドの最終的な効能に必要とさ
れる投与量に影響を与える考慮事項である。さらに高い発現が組織の広い領域にわたって
望ましい場合、アンチセンスサブゲノムポリヌクレオチドのさらに高い量または連続する
投与プロトコールで再投与される同じ量、または例えば腫瘍部位の異なる隣接する組織部
分またはそれに近い組織部分に対する数回の投与が、肯定的な治療結果を得るために必要
とされるだろう。すべての場合で、臨床試験の日常的な実験作業が、特定の範囲を最適な
治療効果のために決定するだろう。
【０３１７】
　本発明の治療ポリヌクレオチドおよびポリペプチドは遺伝子導入媒体を用いて導入する
ことができる。遺伝子導入媒体はウイルス起源または非ウイルス起源であってよい（一般
的には、例えば、Ｊｏｌｌｙ，Ｃａｎｃｅｒ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ（１９９４）１
：５１；Ｋｉｍｕｒａ，Ｈｕｍａｎ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ（１９９４）５：８４５
；Ｃｏｎｎｅｌｌｙ，Ｈｕｍａｎ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ（１９９５）１：１８５；
およびＫａｐｌｉｔｔ，Ｎａｔｕｒｅ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ（１９９４）６：１４８を参照
）。そのようなコード配列の発現は、内在性の哺乳類プロモーターか異種プロモーターを
用いて誘導することができる。コード配列の発現は構造的であるか、調節的でありうる。
【０３１８】
　所望のポリヌクレオチドの送達と所望の細胞における発現のためのウイルス系ベクター
は当分野でよく知られている。例示的なウイルス系媒体として、組換えレトロウイルス（
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例えば、ＷＯ９０／０７９３６；ＷＯ９４／０３６２２；ＷＯ９３／２５６９８；ＷＯ９
３／２５２３４；ＵＳＰＮ５，２１９，７４０；ＷＯ９３／１１２３０；ＷＯ９３／１０
２１８；ＵＳＰＮ４，７７７，１２７；英国特許第２，２００，６５１号；ＥＰ０３４５
２４２；およびＷＯ９１／０２８０５を参照）、アルファウイルス系ベクター（例えば、
シンドビスウイルスベクター、セムリキ森林熱ウイルス（ＡＴＣＣ　ＶＲ－６７；ＡＴＣ
Ｃ　ＶＲ－１２４７）、ロスリバーウイルス（ＡＴＣＣ　ＶＲ－３７３；ＡＴＣＣ　ＶＲ
－１２４６）およびベネズエラウマ脳炎ウイルス（ＡＴＣＣ　ＶＲ－９２３；ＡＴＣＣ　
ＶＲ－１２５０；ＡＴＣＣ　ＶＲ　１２４９；ＡＴＣＣ　ＶＲ－５３２））およびアデノ
随伴ウイルス（ＡＡＶ）ベクター（例えば、ＷＯ９４／１２６４９、ＷＯ９３／０３７６
９；ＷＯ９３／１９１９１、ＷＯ９４／２８９３８、ＷＯ９５／１１９８４およびＷＯ９
５／００６５５）が挙げられるが、これらに限定されない。Ｃｕｒｉｅｌ，Ｈｕｍ．Ｇｅ
ｎｅ　Ｔｈｅｒ．（１９９２）３：１４７に記載されたように死滅アデノウイルスに連結
させたＤＮＡの投与を用いることもできる。
【０３１９】
　死滅アデノウイルスのみに連結または連結していないポリカチオン性縮合ＤＮＡ（例え
ば、Ｃｕｒｉｅｌ，Ｈｕｍ．Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．（１９９２）３：１４７を参照）；リ
ガンド連結ＤＮＡ（例えば、Ｗｕ，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．（１９８９）２６４：１６
９８５を参照）；真核生物細胞導入媒体細胞（例えば、ＵＳ５，８１４，４８２；ＷＯ９
５／０７９９４；ＷＯ９６／１７０７２；ＷＯ９５／３０７６３；およびＷＯ９７／４２
３３８を参照）および核酸中和または細胞膜との融合等の、しかし、これらに限定されな
い非ウイルス導入媒体と方法も用いることができる。裸のＤＮＡも使用することができる
。例示的な裸のＤＮＡ導入方法は、ＷＯ９０／１１０９２とＵＳ５，５８０，８５９に記
載されている。遺伝子導入媒体として作用することができるリポソームは、ＵＳ５，４２
２，１２０；ＷＯ９５／１３７９６；ＷＯ９４／２３６９７；ＷＯ９１／１４４４５；お
よびＥＰ０５２４９６８に記載されている。さらなるアプローチは、Ｐｈｉｌｉｐ，Ｍｏ
ｌ．Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．（１９９４）１４：２４１１およびＷｏｆｆｅｎｄｉｎ，Ｐｒ
ｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．（１９９４）９１：１５８１に記載されている。
【０３２０】
　使用に適するさらなる非ウイルス導入は、Ｗｏｆｆｅｎｄｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏ
ｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ（１９９４）９１（２４）：１１５８１に記載
のアプローチ等の機械的な送達系が挙げられる。さらに、コード配列およびそのような配
列の発現の産物は、光重合ハイドロゲル材料の沈着または電離放射線の使用により導入す
ることができる（例えば、ＵＳ５，２０６，１５２およびＷＯ９２／１１０３３を参照）
。コード配列の導入に用いることのできる遺伝子導入の他の慣用的な方法として、例えば
、手持ち式の遺伝子移入粒子銃の使用（例えば、ＵＳ５，１４９，６５５を参照）；移入
遺伝子の活性化のために電離放射線の利用（例えば、ＵＳＰＮ５，２０６，１５２および
ＷＯ９２／１１０３３を参照）が挙げられる。
【０３２１】
　一部の実施態様において、癌関連タンパク質およびモジュレーターは治療剤として投与
され、上記のように処方することができる。同様に、癌関連遺伝子（癌関連コード領域の
全長配列、部分配列または制御配列等）は当分野で知られているように、遺伝子治療の利
用で投与することができる。これらの癌関連遺伝子は、当業者に理解されるように、遺伝
子治療として（すなわち、ゲノムに対する取り込み）またはアンチセンス組成物としての
アンチセンス利用を含むことができる。
【０３２２】
　よって、一部の実施態様において、細胞または生物中の癌関連ＤＤＲ２活性を調節する
方法が提供される。一部の実施態様において、本方法は、内在性癌関連タンパク質の生物
活性を減少または消去する抗癌関連抗体を細胞に投与することを含む。一部の実施態様に
おいて、本方法は、細胞または生物に、癌関連タンパク質をコードする組換え核酸を投与
することを含む。当業者により理解されるように、これは多くの方法により達成されるだ
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ろう。一部の実施態様において、例えば、癌関連配列が癌において下方調節されている場
合、例えば、内在性癌関連遺伝子を過剰発現するか、または癌関連配列をコードする遺伝
子を公知の遺伝子治療技術を用いて投与することによって細胞中の癌関連発現レベルを増
加することで癌関連発現産物の活性が高められる。一部の実施態様において、遺伝子治療
技術は、例えば、参照により全文がここに組み込まれるＰＣＴ／ＵＳ９３／０３８６８に
記載のように、増強相同組換え（ＥＨＲ）を用いて外来遺伝子を組み入れることを含む。
一部の実施態様において、例えば、癌関連配列が癌において上方調節されている場合、内
在性癌関連遺伝子の活性は、例えば、癌関連アンチセンス核酸の投与により減少する。
【０３２３】
　（ｄ）ワクチン
　一部の実施態様において、癌関連遺伝子は、単一の遺伝子か癌関連遺伝子の組み合わせ
のいずれかで、ＤＮＡワクチンとして投与する。裸のＤＮＡワクチンは当分野で一般的に
知られている（Ｂｒｏｗｅｒ，Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，１６：１３
０４－１３０５（１９９８））。
【０３２４】
　一部の実施態様において、本発明の癌関連遺伝子はＤＮＡワクチンとして用いられる。
遺伝子をＤＮＡワクチンとして使用する方法は当業者によく知られており、癌関連遺伝子
または癌関連遺伝子の一部を、癌を有する患者の発現のためにプロモーターの制御下に置
くことを含む。ＤＮＡワクチンに用いられる癌関連遺伝子は全長癌関連タンパク質をコー
ドすることができるが、より好ましくは、癌関連タンパク質に由来するペプチド等の癌関
連タンパク質の一部分をコードする。一部の実施態様において、患者は、癌関連遺伝子に
由来する複数の塩基配列を含むＤＮＡワクチンで免疫する。同様に、患者を複数の癌関連
遺伝子またはその一部で免疫することができる。理論に縛られるわけではないが、ＤＮＡ
ワクチンによりコードされるポリペプチドの発現、癌関連タンパク質を発現する細胞を認
識し、破壊するか除去する細胞傷害性Ｔ細胞、ヘルパーＴ細胞および抗体が誘導される。
【０３２５】
　一部の実施態様において、ＤＮＡワクチンは、アジュバント分子をコードする遺伝子を
ＤＮＡワクチンとともに含む。そのようなアジュバント分子として、ＤＮＡワクチンによ
りコードされる癌関連ポリペプチドに対する免疫原性応答を高めるサイトカインが挙げら
れる。さらなるアジュバントまたは代わりのアジュバントは当業者に知られており、本発
明での使用に有用であることが分かっている。
【０３２６】
　（ｅ）抗体
　上記の癌関連抗体は多くの利用に有用であることが分かっている。例えば、癌関連抗体
は標準的なアフィニティークロマトグラフィーカラムに結合させて、癌関連タンパク質の
精製に用いてよい。抗体は癌関連タンパク質に特異的に結合するので、上記のようにポリ
ペプチドをブロックするものとして治療に用いてよい。
【０３２７】
　さらに、本発明は、生体試料中のポリペプチドの存在を検出し、および／またはその量
を測定する方法において、癌関連ポリペプチドが、癌細胞で差次的に発現する癌関連ポリ
ヌクレオチドによりコードされ、コードされるポリペプチドに対して特異的な抗体を用い
る方法を提供する。本方法は、一般的に、ａ）前立腺癌細胞で差次的に発現する癌関連ポ
リヌクレオチドによりコードされるポリペプチドに特異的な抗体を試料に接触させ、ｂ）
抗体と試料分子との結合を検出する工程を包含する。
【０３２８】
　適当なコントロールと比較して、コードされるＤＤＲ２ポリペプチドに特異的な抗体の
特異的な結合の検出は、コードされるポリペプチドが試料に存在することを示す。適当な
コントロールとして、コードされる癌関連ポリペプチドを含まないことが知られているか
、あるいは、より高いレベルのポリペプチドを含まないことが知られている試料、例えば
、正常な組織、およびコードされるポリペプチドに特異的ではない抗体、例えば、抗イデ
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ィオタイプ抗体に接触させた試料が挙げられる。特異的な抗体－抗原相互作用を検出する
多様な方法が当分野で知られており、標準的な免疫組織学的方法、免疫沈降、エンザイム
イムノアッセイおよびラジオイムノアッセイ等の、しかし、これらに限定されない方法に
用いることができる。一般的に、特異抗体は、直接または間接に検出可能に標識されるだ
ろう。直接標識として、放射性同位元素；産物が検出可能な酵素（例えば、ルシフェラー
ゼ、β－ガラクトシダーゼ等）；蛍光標識（例えば、フルオレセインイソチオシアネート
、ローダミン、フィコエリトリン等）；ＥＤＴＡ等の金属キレート基により抗体に結合さ
せた蛍光発光金属、例えば、１５２Ｅｕ、またはランタニド系列の他の金属；化学発光化
合物、例えば、ルミノール、イソルミノール、アクリジニウム塩等；生物発光化合物、例
えば、ルシフェリン、エクオリン（緑色蛍光タンパク質）等が挙げられる。抗体は、ポリ
スチレンプレートまたはビーズ等の不溶性支持体に付着（結合）させてよい。間接標識と
して、コードされたポリペプチドに特異的な抗体（「第一特異抗体」）に特異的な第二抗
体（この第二抗体は上記のように標識されている）、および特異的結合対のメンバー、例
えば、ビオチン－アビジン等が挙げられる。生体試料は、細胞、細胞粒子または可溶性タ
ンパク質を固定化することのできるニトロセルロース等の固体支持体または担体に接触、
固定化してよい。次に、支持体を適当な緩衝液で洗浄した後、検出可能に標識した第一特
異抗体に接触させてよい。検出方法は当分野で知られており、検出可能な標識により発す
るシグナルに適するように選択されるだろう。一般的に、検出は、適当なコントロールお
よび適当なスタンダードに比較して行なわれる。
【０３２９】
　一部の実施態様において、本方法は、例えば、癌細胞が存在する部位を突き止めるか同
定するインビボでの使用に適合する。これらの実施態様において、癌関連ポリペプチドに
特異的で、検出可能に標識された成分、例えば、抗体を個体に（例えば、注射により）投
与し、標識された細胞の位置を、磁気共鳴画像法、コンピューター断層撮影法等の、しか
し、これらに限定されない標準的な画像診断技術を用いて定める。このようにして癌細胞
を差次的に標識する。
【０３３０】
　（ｆ）癌の検出と診断の他の方法
　理論により縛られるものではないが、ここで開示されるＤＤＲ２配列は癌において重要
であると思われる。したがって、変異体または変種の癌関連遺伝子に基づく疾患が決定さ
れるだろう。一部の実施態様において、本発明は、細胞中の少なくとも１つの内在性癌関
連遺伝子の配列の全てまたは一部を決定することを含む、変種癌関連遺伝子を含む細胞を
同定する方法を提供する。当業者により理解されるように、これは、いろいろな配列決定
法を用いて行なわれるだろう。一部の実施態様において、本発明は、個体の少なくとも１
つの癌関連遺伝子の配列の全てまたは一部を決定することを含む、個体の癌関連表現型を
同定する方法を提供する。これは、一般的に、個体の少なくとも１つの組織に対して行な
われ、多くの組織または同一の組織の異なる試料の評価を含んでよい。この方法は、公知
の癌関連遺伝子、すなわち、野生型遺伝子に対して、配列決定された癌関連遺伝子の配列
を比較することを含んでよい。当業者により理解されるように、一部の癌関連遺伝子の配
列の変更は、病気の存在、または病気を進行させる傾向の指標、または予後の判定となり
うる。
【０３３１】
　次に、ＤＤＲ２遺伝子の全てまたは一部の配列を公知のＤＤＲ２遺伝子の配列に比較し
て違いが存在するかどうかを判定する。これは、Ｂｅｓｔｆｉｔ等のいろいろな公知の相
同性プログラムを用いて実施することができる。一部の実施態様において、患者の癌関連
遺伝子と公知の癌関連遺伝子との配列の違いの存在が、ここに記載するように病状または
病状の傾向を示す。
【０３３２】
　一部の実施態様において、ＤＤＲ２遺伝子をプローブとして用いて、ゲノム中の癌関連
遺伝子のコピー数を決定する。例えば、一部の癌は染色体欠失または挿入を示し、遺伝子
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のコピー数の変化をもたらす。
【０３３３】
　一部の実施態様において、ＤＤＲ２遺伝子をプローブとして用いて、癌関連遺伝子の染
色体位置を決定する。染色体位置等の情報には、特にトランスロケーション等の染色体異
常が癌関連遺伝子座に同定される場合に診断または予後の提供での有用性が見いだされて
いる。
【０３３４】
　本発明は、癌細胞を検出し、対象中の癌および癌の重篤度（例えば、腫瘍の異型度、全
身腫瘍組織量等）の診断を容易にし、対象の予後の決定を容易にし、治療に対する対象の
応答性を（例えば、化学療法レジメン中またはその後の全身腫瘍組織量を評価することに
よる、例えば、治療効果の尺度を提供することにより）評価するために、ここに記載のポ
リヌクレオチドを使用する方法を提供する。検出は、癌細胞に差次的に発現するポリヌク
レオチドの検出、および／または癌細胞において差次的に発現するポリヌクレオチドによ
りコードされるポリヌクレオチドの検出に基づくことができる。本発明の検出方法は、イ
ンビトロまたはインビボで、または単離細胞について、または全組織または体液（例えば
、血液、血漿、血清、尿等）において実施することができる。
【０３３５】
　一部の実施態様において、癌細胞で差次的に発現する転写物の細胞中での発現を検出す
ることにより癌細胞を検出する方法が提供される。前立腺癌細胞で差次的に発現するポリ
ヌクレオチドにハイブリダイズするポリヌクレオチドによるハイブリダイゼーションによ
る転写物の検出；特異的オリゴヌクレオチドプライマーを用いるポリメラーゼ連鎖反応法
による転写物の検出；前立腺癌細胞で差次的に発現する遺伝子にハイブリダイズするポリ
ヌクレオチドをプローブとして用いる細胞のｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション法等
の、しかし、これらに限定されない検出のために多様な公知の方法を用いることができる
。本方法は、癌細胞で差次的に発現する遺伝子のｍＲＮＡレベルを検出および／または測
定するために用いることができる。一部の実施態様において、本方法は、ａ）ハイブリダ
イゼーションを可能とする条件下で、差次的に発現するここに記載の遺伝子に対応するポ
リヌクレオチドに試料を接触させ、ｂ）ハイブリダイゼーションがもしあれば検出する工
程を包含する。
【０３３６】
　適当なコントロールに比較した場合の差次的ハイブリダイゼーションの検出は、癌細胞
で差次的に発現するポリヌクレオチドの試料中での存在の指標である。適当なコントロー
ルとして、例えば、癌細胞で差次的に発現するポリヌクレオチドを含まないことが知られ
ている試料が挙げられ、癌細胞で差次的に発現するポリヌクレオチドと同じ「センス」の
標識ポリヌクレオチドを使用する。ハイブリダイゼーションを可能とする条件は当分野で
公知であり、さらに詳しく既述した。さらに、検出は、ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼー
ション、ＰＣＲ（ポリメラーゼ連鎖反応法）、ＲＴ－ＰＣＲ（逆転写ＰＣＲ）、ＴＭＡ、
ｂＤＮＡ、およびＮａｓｂａｕおよび「ノーザン」またはＲＮＡブロット、またはそれら
の技術の組合せ等の、しかし、これらに限定されない公知の方法により、適当に標識され
たポリヌクレオチドを使用して達成することができる。多様な標識およびポリヌクレオチ
ドの標識方法は当分野で知られており、本発明のアッセイ方法に用いることができる。ハ
イブリダイゼーションの特異性は適当なコントロールとの比較により決定することができ
る。
【０３３７】
　ここに提供されるポリヌクレオチドの一般的に少なくとも１０ヌクレオチド、少なくと
も１２ヌクレオチドまたは少なくとも１５の連続するヌクレオチドを含むポリヌクレオチ
ドが、前立腺癌細胞で差次的に発現するポリヌクレオチドの転写レベルを検出し、および
／または測定するためのプローブ等の多様な目的のために用いられる。容易に当業者によ
り理解されるように、プローブは検出可能に標識され、例えば、試験試料から得られた固
定化ポリヌクレオチド（例えば、ｍＲＮＡ）を含むアレイに接触させることができる。も
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しくは、プローブはアレイに固定化し、試験試料を検出可能に標識することができる。本
発明方法のこれらや他のバリエーションは当業者の十分な範囲内にあり、本発明の範囲内
にある。
【０３３８】
　ヌクレオチドプローブは、提供されたポリヌクレオチドの対応する遺伝子の発現を検出
するために使用される。ノーザンブロットにおいて、ｍＲＮＡは電気泳動により分離され
、プローブに接触させる。プローブは特定のサイズのｍＲＮＡ種にハイブリダイズするも
のとして検出される。ハイブリダイゼーションの量を定量して、例えば、特定の条件下で
の発現の相対的な量を決定することができる。プローブは、発現を検出するために細胞へ
のｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーションに用いられる。プローブは、ハイブリダイズす
る配列の診断的検出のためにインビボで用いることもできる。通常、プローブは放射性同
位元素で標識される。クロモフォア、フルオロフォアおよび酵素等の他の種類の検出可能
な標識も用いることができる。ヌクレオチドハイブリダイゼーションアッセイの他の例は
、ＷＯ９２／０２５２６およびＵＳＰＮ５，１２４，２４６に記載されている。
【０３３９】
　ＰＣＲは、少量の標的核酸を検出する他の手段である（例えば、Ｍｕｌｌｉｓ　ｅｔ　
ａｌ．，Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．（１９８７）１５５：３３５；ＵＳＰＮ４，６８３
，１９５；およびＵＳＰＮ４，６８３，２０２を参照）。標的核酸にハイブリダイズする
二つのプライマーオリゴヌクレオチドを用いて反応を開始させる。プライマーは、ここに
開示の癌関連ポリヌクレオチド内の配列か、３’および５’配列から構成することができ
る。もしくは、プライマーがこれらのポリヌクレオチドの３’および５’である場合、そ
れらは、それらまたは相補体にハイブリダイズする必要はない。熱安定ポリメラーゼによ
る標的の増幅後、増幅標的核酸は、当分野で公知の方法、例えば、サザーンブロットによ
り検出することができる。さらに、ｍＲＮＡまたはｃＤＮＡは、Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ
　ａｌ．，“Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎ
ｕａｌ”（Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔ
ｏｒｙ，１９８９）に記載されている伝統的なブロッティング技術（例えば、サザーンブ
ロット、ノーザンブロット等）により（例えばＰＣＲ増幅なしに）検出することができる
。一般的に、ｍＲＮＡまたはポリメラーゼ酵素を用いてｍＲＮＡから作られたｃＤＮＡは
ゲル電気泳動を用いて精製、分離することができ、ニトロセルロース等の固体支持体に移
される。固体支持体は標識プローブに曝し、洗浄してハイブリダイズしなかったプローブ
を除去し、標識プローブを含む二本鎖を検出する。
【０３４０】
　ＰＣＲ増幅を用いる方法は単一細胞からのＤＮＡを用いて実施することができるが、少
なくとも約１０５細胞を使用するのが便利である。ポリメラーゼ連鎖反応法の利用は、Ｓ
ａｉｋｉ等（Ｓｃｉｅｎｃｅ　２３９：４８７（１９８５））に記載され、現在の技術の
概説は、Ｓａｍｂｒｏｏｋ等（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａ
ｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，ＣＳＨ　Ｐｒｅｓｓ　１９８９，ｐｐ．１４．２－１４．３３
）に見られるだろう。検出可能な標識は増幅反応に含めてよい。適当な検出可能な標識と
して、蛍光色素（例えば、フルオレセインイソチオシアネート（ＦＩＴＣ）、ローダミン
、テキサスレッド、フィコエリトリン、アロフィコシアニン、６－カルボキシフルオレセ
イン（６－ＦＡＭ）、２’，７’－ジメトキシ－４’，５’－ジクロロ－６－カルボキシ
フルオレセイン、６－カルボキシ－Ｘ－ローダミン（ＲＯＸ）、６－カルボキシ－２’，
４’，７’，４，７－ヘキサクロロフルオレセイン（ＨＥＸ）、５－カルボキシフルオレ
セイン（５－ＦＡＭ）またはＮ，Ｎ，Ｎ’，Ｎ’－テトラメチル－６－カルボキシローダ
ミン（ＴＡＭＲＡ））、放射性標識（例えば、３２Ｐ、３５Ｓ、３Ｈ等）等が挙げられる
。標識は二段階システムであってよく、ここでポリヌクレオチドは、高親和性結合パート
ナー、例えば、アビジン、特異抗体等を有するビオチン、ハプテンに結合させ、該結合パ
ートナーは検出可能な標識に結合させる。標識は、プライマーの１つまたは両プライマー
に結合させてもよい。もしくは、増幅に使用されるヌクレオチドのプールを、標識が増幅
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産物に取り込まれるように標識する。
【０３４１】
　検出方法に用いられる試薬は、キットの一部として提供することができる。よって、本
発明は、（例えば、差次的に発現する興味のある遺伝子によりコードされるｍＲＮＡを検
出することにより）癌細胞で差次的に発現するポリヌクレオチドの存在および／または量
、および／またはそれによりコードされる生体試料中のポリペプチドの存在および／また
は量を検出するキットをさらに提供する。これらのキットを使用する操作は、臨床検査室
、実験室、医師または民間の個体により実施されうる。癌細胞において差次的に発現する
ポリヌクレオチドによりコードされるポリペプチドを検出する本発明のキットは、ポリペ
プチドまたはその断片に結合する抗体であってよい、ポリペプチドに特異的に結合する成
分を含んでよい。前立腺癌細胞において差次的に発現するポリヌクレオチドを検出するた
めに用いられる本発明のキットは、そのようなポリヌクレオチドに特異的にハイブリダイ
ズする成分を含んでよい。キットは、任意に、緩衝剤、展開試薬、標識、反応表面、検出
手段、コントロール試料、スタンダード、説明書、および解釈するための情報等の、しか
し、これらに限定されない操作に有用なさらなる構成要素を提供してよい。
【０３４２】
　さらに、本発明は、哺乳動物（例えば、ヒト）における腫瘍状態または腫瘍発生前の状
態の検出／診断方法に関する。ここで用いられる「診断」は、一般的に、病気または疾患
への患者の罹りやすさの決定、対象が病気または疾患により現在冒されているかについて
の決定、病気または疾患により冒された対象の予後（例えば、前転移性または転移性癌の
段階、癌の病期、または治療に対する癌の応答性の同定）および治療指標（例えば、治療
の効果または効能に関する情報を提供するための患者の状態のモニタリング）を含む。
【０３４３】
　「効果量」とは、臨床結果を含む有益または望ましい結果を達成するのに十分な量であ
る。効果量は一回以上の投与で投与することができる。
【０３４４】
　「細胞試料」とは、個体から得られた多様な試料タイプを含み、診断アッセイやモニタ
リングアッセイに用いることができる。この定義は、血液や生物起源の他の液体試料、生
検試料または組織培養物またはそれから得られた細胞等の固体組織試料、およびそれらの
子孫を含む。この定義は、調達後に、試薬による処理、安定化、またはタンパク質かポリ
ヌクレオチド等の一定の成分の濃縮等、形はどうであれ処置された試料も含む。「細胞試
料」との用語は、臨床試料を含み、さらに培養物、細胞上清、細胞溶解物、血清、血漿、
生体液、および組織試料中の細胞を含む。
【０３４５】
　ここで用いられる「新生細胞」、「新生組織形成」、「腫瘍」、「腫瘍細胞」、「癌」
および「癌細胞」との用語（これらは交換可能に用いられる）は、比較的に自律的な増殖
を示し、細胞増殖の制御の顕著な損失（すなわち、調節が解除された細胞分裂）により特
徴付けられる異常な成長表現型を示す細胞をいう。新生細胞は悪性または良性のいずれか
でありうる。
【０３４６】
　「個体」、「対象」、「ホスト」および「患者」との用語はここでは交換可能に用いら
れ、診断、処置または治療を必要とする哺乳類対象、特にヒトをいう。他の対象として、
ウシ、イヌ、ネコ、モルモット、ウサギ、ラット、マウス、ウマ等が挙げられる。これら
の方法にしたがって検出／診断することのできる病気の例として癌が挙げられる。適当な
発現パターンを示す遺伝子に対応するポリヌクレオチドは、対象中の癌を検出するために
用いることができる。癌のマーカーの概説に関しては、例えば、Ｈａｎａｈａｎ　ｅｔ　
ａｌ．Ｃｅｌｌ　１００：５７－７０（２０００）を参照されたい。
【０３４７】
　一部の実施態様において、検出／診断方法は、（ａ）哺乳動物（例えば、ヒト）から生
体試料を得て、（ｂ）試料中の癌関連タンパク質の存在を検出し、（ｃ）存在する産物の
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量をコントロール試料中の該当する量に比較する工程を包含する。一部の実施態様におい
て、試料中の上昇量の癌関連遺伝子産物の存在は、対象が腫瘍または前腫瘍状態を有する
ことを示す。
【０３４８】
　本方法での使用に適する生体試料として、血清、血漿、胸水、尿および脳脊髄液等の生
体液が挙げられ、生検から得られた試料等、ＣＳＦ、組織試料（例えば、乳腺腫瘍切片や
前立腺組織切片）も本発明の方法に使用することができる。例えば、組織生検から得られ
た細胞培養物や細胞抽出物も使用することができる。
【０３４９】
　一部の実施態様において、化合物は結合タンパク質、例えば、ポリクローナルまたはモ
ノクローナルの抗体またはその抗原結合断片であり、これらは検出可能なマーカー（例え
ば、フルオロフォア、クロモフォアまたは同位体等）で標識することができる。適当であ
れば、化合物は、ビーズ、プレート、フィルター、樹脂等の固体支持体に付着させること
ができる。複合体の形成の決定は、複合体を、第一化合物（または複合体）に特異的に結
合するさらなる化合物（例えば、抗体）に接触させることにより達成することができる。
第一化合物のように、さらなる化合物は、固体支持体に付着させることができ、および／
または検出可能なマーカーで標識することができる。
【０３５０】
　本発明による上昇量の癌関連タンパク質の同定は、補助療法から有益性が得られそうな
対象（患者）の同定を可能とする。例えば、一次療法後の対象（例えば、手術を受けた対
象）からの生体試料を、流血中癌関連タンパク質の存在に関してスクリーニングを行ない
、正常な正規母集団の研究から決定された上昇量のタンパク質の存在が残留する腫瘍組織
を示すものとなる。同様に、手術で除去された腫瘍の切断部位の組織を（例えば免疫蛍光
法により）調べ、ここでは、（周囲の組織に比較して）上昇量の産物の存在が腫瘍の不完
全な除去を示す。そのような対象を同定する能力は、治療を特定の対象の必要にあわせる
ことを可能とする。非手術治療、例えば化学療法または放射線治療を受ける対象もモニタ
ーすることができ、ここでは、そのような対象からの試料中の上昇量の癌関連タンパク質
の存在が継続治療の必要性を示す。さらに、（例えば、治療計画の最適化の目的のための
）病期診断は、例えば、癌関連タンパク質に特異的な抗体を用いた例えば生検によって実
施できる。
【０３５１】
　（ｇ）動物模型とトランスジェニック動物
　癌関連遺伝子には、癌、特に、リンパ腫、白血病、メラノーマ、乳癌、結腸癌、腎臓癌
、肝臓癌、肺癌、卵巣癌、膵臓癌、前立腺癌、子宮癌、頚部癌、膀胱癌、胃癌、皮膚癌、
ＣＮＳ癌および結腸転移を含む転移の動物模型の作成にも有用性を見つけている。当業者
に理解されるように、同定された癌関連遺伝子が癌関連組織で抑制または減少する場合、
アンチセンスＲＮＡが癌関連遺伝子に向けられた遺伝子治療技術も、遺伝子の発現を減少
または抑制するだろう。そのようなものとして作られた動物は、生理活性医薬候補物のス
クリーニングに有用性を見いだす癌関連の動物模型として役立つ。同様に、例えば、適当
な遺伝子標的化ベクターとの相同組換えの結果としての遺伝子ノックアウト技術は癌関連
タンパク質の欠如をもたらすだろう。望ましい場合、癌関連タンパク質の組織特異的発現
またはノックアウトが必要であろう。
【０３５２】
　癌関連タンパク質を癌で過剰発現させることも可能である。そのようなものとして、癌
関連タンパク質を過剰発現するトランスジェニック動物を作ることができる。所望の発現
レベルに応じて、多様な強さのプロモーターを用いてトランスジーンを発現することがで
きる。さらに、組み込まれたトランスジーンのコピー数が決定され、トランスジーンの発
現レベルの決定値と比較される。そのような方法により作られた動物は、癌関連の動物模
型として有用であることが分かり、癌を治療する生理活性分子に対するスクリーニングに
さらに有用であろう。
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【０３５３】
　併用療法
　一部の実施態様において、本発明は、癌に対してさらに向上した効能を提供する２種類
以上のＤＤＲ２の抗体を含む組成物を提供する。２種類以上のＤＤＲ２抗体を含む組成物
は、癌にかかるか、または癌にかかりやすいヒトまたは哺乳動物に投与してよい。１種類
以上のＤＤＲ２抗体は、細胞毒性薬または癌化学療法剤等の別の治療剤とともに投与して
もよい。２種類以上の治療剤の併用投与は、治療剤がそれらの治療効果をおよぼす期間に
重複が存在するかぎり、それらの治療剤を同時または同じ経路により投与する必要はない
。同時または逐次的な投与（異なる日または週での投与）が意図される。
【０３５４】
　一部の実施態様において、本発明の方法は、異なる抗体の組合せまたは「カクテル」（
混合物）の投与を意図する。そのような抗体カクテルは、異なるイフェクターメカニズム
を利用する抗体を含むか、または細胞傷害抗体を、免疫イフェクター機能性に頼る抗体に
直接組み合わせるかぎり、一定の利点を有するだろう。そのような組み合わせられた抗体
は相乗的治療効果を示すだろう。
【０３５５】
　細胞毒性薬とは、細胞の機能を抑制または妨げ、および／または細胞の破壊を引き起こ
す物質をいう。この用語は、放射活性同位元素（例えば、Ｉ１３１、Ｉ１２５、Ｙ９０お
よびＲｅ１８６）、化学療法剤、および細菌、真菌、植物または動物起源または合成毒素
等、酵素活性型毒素またはそれらの断片を含むことを意図する。非細胞毒性薬とは、細胞
の機能を抑制することも妨げることもなく、および／または細胞の破壊も引き起こすこと
のない物質をいう。非細胞毒性薬として、活性化されて細胞毒性となりうる物質も挙げら
れるだろう。非細胞毒性薬として、ビーズ、リポソーム、マトリクスまたは粒子が挙げら
れる（例えば、米国特許公報２００３／００２８０７１および米国特許公報２００３／０
０３２９９５を参照。これらは参照によりここに組み込まれる）。そのような物質は、本
発明の抗体と複合体化、結合、連結または会合させてよい。
【０３５６】
　一部の実施態様において、従来の癌医薬を本発明の組成物とともに投与する。従来の癌
医薬として下記のものが挙げられる：
ａ）癌の化学療法剤、
ｂ）さらなる物質、
ｃ）プロドラッグ。
【０３５７】
　癌の化学療法剤として、カルボプラチンやシスプラチン等のアルキル化剤；ナイトロジ
ェンマスタードアルキル化剤；カルムスチン（ＢＣＮＵ）等のニトロソウレアアルキル化
剤；メトトレキサート等の代謝拮抗剤；フォリン酸；メルカプトプリン等のプリン類似体
代謝拮抗剤；フルオロウラシル（５－ＦＵ）やゲムシタビン（Ｇｅｍｚａｒ（登録商標）
）等のピリミジン類似体代謝拮抗剤；ゴセレリン、ロイプロリドおよびタモキシフェン等
のホルモン抗悪性腫瘍薬；アルデスロイキン、インターロイキン－２、ドセタキセル、エ
トポシド（ＶＰ－１６）、インターフェロンアルファ、パクリタキセル（タキソール（登
録商標））およびトレチノイン（ＡＴＲＡ）等の天然抗悪性腫瘍剤；ブレオマイシン、ダ
クチノマイシン、ダウノルビシン、ドキソルビシン、ダウノマイシンおよびマイトマイシ
ン（マイトマイシンＣを含む）等の抗生物質の天然抗悪性腫瘍剤；およびビンブラスチン
、ビンクリスチン、ビンデシン等のビンカアルカロイドの天然抗悪性腫瘍剤；ヒドロキシ
ウレア；アセグラトン、アドリアマイシン、イホスファミド、エノシタビン、エピチオス
タノール、アクラルビシン、アンシタビン、ニムスチン、プロカルバジン塩酸塩、カルボ
コン、カルボプラチン、カルモフール、クロモマイシンＡ３、抗腫瘍性多糖類、抗腫瘍血
小板因子、シクロホスファミド（Ｃｙｔｏｘｉｎ（登録商標））、Ｓｃｈｉｚｏｐｈｙｌ
ｌａｎ、シタラビン（シトシンアラビノシド）、ダカルバジン、チオイノシン、チオテパ
、テガフール、ドラスタチン、ドラスタチン類似体、例えば、オウリスタチン、ＣＴＰ－
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１１（イリノテカン）、ミトザントロン、ビノレルビン、テニポシド、アミノプテリン、
カルミノマイシン、エスペルアミシン（例えば、米国特許第４，６７５，１８７号を参照
）、ネオカルチノスタチン、ＯＫ－４３２、ブレオマイシン、フールツロン、ブロクスウ
リジン、ブスルファン、ホンバン、ペプロマイシン、ベスタチン（Ｕｂｅｎｉｍｅｘ（登
録商標））、インターフェロン－β、メピチオスタン、ミトブロニトール、メルファラン
、ラミニンペプチド、レンチナン、カワラタケ虹色抽出物、テガフール／ウラシル、エス
トラムスチン（エストロゲン／メクロレタミン）が挙げられるが、これらに限定されない
。
【０３５８】
　癌患者の治療剤として用いてよいさらなる物質として、ＥＰＯ、Ｇ－ＣＳＦ、ガンシク
ロビル；抗生物質、ロイプロリド；メペリジン；ジドブジン（ＡＺＴ）；インターロイキ
ン１～１８（変異体と類似体を含む）；インターフェロンまたはサイトカイン、インター
フェロンα、βおよびγホルモン、例えば、黄体形成ホルモン放出ホルモン（ＬＨＲＨ）
および類似体および生殖腺刺激ホルモン放出ホルモン（ＧｎＲＨ）；成長因子、例えば、
トランスフォーミング増殖因子－β（ＴＧＦ－β）、線維芽細胞成長因子（ＦＧＦ）、神
経成長因子（ＮＧＦ）、成長ホルモン放出因子（ＧＨＲＦ）、上皮細胞成長因子（ＥＧＦ
）、線維芽細胞成長因子相同因子（ＦＧＦＨＦ）、肝細胞増殖因子（ＨＧＦ）およびイン
シュリン成長因子（ＩＧＦ）；腫瘍壊死因子－αおよびβ（ＴＮＦ－αおよびβ）；侵襲
阻害因子－２（ＩＩＦ－２）；骨形成タンパク質１－７（ＢＭＰ１－７）；ソマトスタチ
ン；サイモシン－α－１；γ－グロブリン；スーパーオキシドジスムターゼ（ＳＯＤ）；
補体因子；抗血管新生因子；抗原性物質；およびプロドラッグが挙げられる。
【０３５９】
　プロドラッグは、親医薬に比べて腫瘍細胞に対して細胞毒性が低いか、非細胞毒性であ
り、かつ活性形または親医薬よりも活性のある形に酵素的に活性化または変換されうる前
駆体または誘導体形の薬学活性物質をいう。例えば、Ｗｉｌｍａｎ，“Ｐｒｏｄｒｕｇｓ
　ｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ”　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｓｏｃ
ｉｅｔｙ　Ｔｒａｎｓａｃｔｉｏｎｓ，１４，ｐｐ．３７５－３８２，６１５ｔｈ　Ｍｅ
ｅｔｉｎｇ　Ｂｅｌｆａｓｔ（１９８６）およびＳｔｅｌｌａ　ｅｔ　ａｌ，“Ｐｒｏｄ
ｒｕｇｓ：Ａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ　ｔｏ　Ｔａｒｇｅｔｅｄ　Ｄｒｕ
ｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ，”　Ｄｉｒｅｃｔｅｄ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ，Ｂｏｒｃ
ｈａｒｄｔ　ｅｔ　ａｌ．，（ｅｄ．），ｐｐ．２４７－２６７，Ｈｕｍａｎａ　Ｐｒｅ
ｓｓ（１９８５）を参照されたい。プロドラッグとして、さらに活性のある細胞毒性遊離
薬物に変換することのできるリン酸塩を含有するプロドラッグ、チオリン酸塩を含有する
プロドラッグ、硫酸塩を含有するプロドラッグ、ペプチドを含有するプロドラッグ、Ｄア
ミノ酸で修飾されたプロドラッグ、グリコシレート化プロドラッグ、ｂ－ラクタムを含有
するプロドラッグ、任意に置換されたフェノキシアセタミドを含有するプロドラッグまた
は任意に置換されたフェニルアセタミドを含有するプロドラッグ、５－フルオロシトシン
および他の５－フルオロウリジンプロドラッグが挙げられるが、これらに限定されない。
ここで使用されるプロドラッグ形に誘導体化することのできる細胞毒性薬の例として、上
記の化学療法剤が挙げられるが、これらに限定されない。
【０３６０】
　細胞毒性薬または診断薬の細胞への送達方法
　さらに、本発明は、癌関連遺伝子を発現する１つ以上の細胞に細胞毒性薬または診断薬
を送達する方法を提供する。一部の実施態様において、本方法は、細胞毒性薬または診断
薬に複合体化させた本発明の抗体、ポリペプチドまたはヌクレオチドを細胞に接触させる
ことからなる。そのような複合体は上記した通りである。
【０３６１】
　親和性精製
　一部の実施態様において、本発明は、親和性精製のための方法および組成物を提供する
。一部の実施態様において、本発明の抗体を、セファデックス樹脂またはろ紙等の固相に
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、当分野でよく知られた方法を用いて固定化する。固定化抗体を、精製しようとする腫瘍
細胞抗原タンパク質（またはその断片）を含む試料に接触させ、その後に、固定化抗体に
結合する腫瘍細胞抗原タンパク質以外の試料中の実質的にすべての物質を除去する適当な
溶媒で支持体を洗浄する。最後に、抗体からの腫瘍細胞抗原タンパク質を遊離させるグリ
シン緩衝液（ｐＨ５．０）等の別の適当な溶媒によって支持体を洗浄する。
【実施例】
【０３６２】
　下記の実施例は、本発明を如何に作り、使用するかについての完全な開示と説明を当業
者に提供するように説明されるものであり、発明者が発明とみなすものの範囲を制限する
ものではないし、以下の実験が実施された全てで唯一の実験であることを示すものでもな
い。使用される数字（例えば、量、温度等）に関して正確性を確保するために努力が払わ
れているが、一部の実験誤差や逸脱について考慮する必要がある。他に特に示されていな
ければ、部は重量部であり、分子量は重量平均分子量であり、温度はセ氏温度であり、圧
力は大気圧または大気圧付近である。
【０３６３】
　実施例１：マウスにおける腫瘍誘導後の挿入部位分析
　マウス乳癌ウイルス（ＭＭＴＶ）またはマウス白血病ウイルス（ＭＬＶ）を用いて腫瘍
をマウスに誘導した。ＭＭＴＶは乳腺腺癌を引き起こし、ＭＬＶは多様な異なる造血器悪
性腫瘍（主にＴ細胞またはＢ細胞のリンパ腫）を引き起こす。
【０３６４】
　下記の３感染経路を用いた：（１）精製ウイルス調製物の新生仔への注射、（２）乳で
の育成中の乳汁媒介ウイルスによる感染、および（３）生殖系列を経た病原性プロウイル
スの遺伝子的伝染（Ａｋｖｒｌおよび／またはＭｔｖ２）。侵された各マウスに存在する
悪性腫瘍のタイプは、ホルマリンで固定し、パラフィン包埋した生検試料のＨ＆Ｅ染色の
薄切片の組織学的分析により決定した。各腫瘍中のすべてのクローン的に統合されたプロ
ウイルスに隣接するホストＤＮＡ配列は、制限酵素で消化された腫瘍ＤＮＡに連結された
４０ｂｐの二本鎖ＤＮＡアンカーに特異的な２種類のプライマーと２種類のウイルス特異
的プライマーとを用いて、ネステッドアンカーＰＣＲにより回収した。ホスト／ウイルス
結合部位断片を表す増幅バンドをクローニングし、それらの配列決定を行なった。次に、
ホスト配列（「タグ」と呼ばれる）を用いて、マウスゲノム配列のＢＬＡＳＴ分析を行な
った。
【０３６５】
　次に、抽出されたマウスゲノムタグ配列を、ｗｗｗ．ｅｎｓｅｍｂｌ．ｏｒｇからダウ
ンロードされたドラフトマウスゲノムアセンブリ（ＮＣＢＩｍ３３リリース）に対して位
置付けた。下記のパラメーター設定：－ｔ＝１０－Ｘ＝Ｉｅ－１０－ｖ＝２０－ｂ＝２０
－ＲによるＴｉｍｅｌｏｇｉｃの加速ブラストアルゴリズム、テトラブラストを用いて、
ゲノムに４５ｂｐ以上のタグ配列を位置付けた。下記のパラメーター設定：－ｅ１０００
－ＦＦ－Ｗ９－ｖ２０－ｂ２０によるＮＣＢＩブラストオールアルゴリズムにより、ゲノ
ムに対して短いタグ配列（＜４５ｂｐ）を位置付けた。次に、タグ配列長の少なくとも３
０％にわたる最小９５％の同一性を通常必要とする各タグ配列の最良のマッチのために、
組み合わせたブラスト結果を選別した。独自の染色体配置を有するタグを遺伝子コールプ
ロセスに移した。
【０３６６】
　それぞれの個々のタグのために、次の３パラメーター：（１）マウス染色体割り当て、
（２）組み込みが起こった塩基対座標および（３）プロウイルス配向を記録した。この情
報を用いて、全ての分析された腫瘍からの全ての利用可能なタグをマウスゲノムに対して
位置付けた。プロウイルス挿入変異のプロトオンコジーン標的を同定するために、組込み
体の各クラスターでのプロウイルス組み込みパターンをトランスクリプトームでの全ての
公知の遺伝子の位置に比較して分析した。２つ以上の独立した腫瘍での同じ遺伝子座での
プロウイルスの存在は、プロトオンコジーンが、プロウイルス組み込み部位に存在するか
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、またはその部位の非常に近くに存在するとの一応の証拠となる。これは、ゲノムが大き
すぎて、ランダム組み込みが、観察できるクラスター形成をもたらすことができないため
である。検出されたいずれのクラスター形成も、腫瘍形成中の生物学的選択の明瞭な証拠
を提供する。プロウイルス挿入変異のプロトオンコジーン標的のヒト相同分子種を同定す
るために、マウスゲノムとヒトゲノムのシンテニー領域の比較分析を実施した。
【０３６７】
　アンサンブルマウス遺伝子模型とＵＣＳＣ参照配列および公知遺伝子のセットを用いて
マウストランスクリプトームを表した。上記のように、タグ染色体位置および隣接遺伝子
に対するプロウイルス挿入配向に基づいて、各タグをその最近接遺伝子に割り当てた。遺
伝子に関係のあるプロウイルス挿入は、Ｉ型挿入とＩＩ型挿入の２つのカテゴリーに分類
した。挿入が、イントロンやエキソンにかかわらず遺伝子座内に存在した場合、それをＩ
Ｉ型挿入と表した。そうでない場合、次の付加的な基準：１）挿入が遺伝子座の外側にあ
るが、遺伝子の開始または終止位置から１００キロベース以内にあり、２）上流挿入に関
しては、プロウイルス配向は遺伝子の配向とは反対であり、３）下流挿入に関しては、プ
ロウイルス配向は遺伝子の配向と同じであるとの基準を満たすのであれば、挿入はＩ型挿
入と表した。このプロセスで発見された遺伝子または転写物にはＮＣＢＩ　Ｌｏｃｕｓ　
Ｌｉｎｋアノテーションの遺伝子座ＩＤが与えられた。少なくとも２つのウイルス挿入物
を有する独自のマウス遺伝子座ＩＤが現在のオンコゲノムＴＭを構成する。
【０３６８】
　ヒト相同分子種をオンコゲノムＴＭのマウス遺伝子に割り当てるために、ＭＧＩのマウ
ス／ヒト相同分子種アノテーションとＮＣＢＩのホモロジーンアノテーションを用いた。
相同分子種アノテーションに矛盾または欠如が存在する場合、マウスゲノムとヒトゲノム
のシンテニー領域の比較分析を、ＵＣＳＣまたはアンサンブルゲノムブラウザーを用いて
実施した。オーソロガスヒト遺伝子にはＮＣＢＩ　Ｌｏｃｕｓ　Ｌｉｎｋからの遺伝子座
ＩＤが与えられ、これらのヒト遺伝子を、ここに記載のように癌治療薬の潜在的な標的と
してさらに評価した。
【０３６９】
　この方法は、親ＭＬＶ－マウス腫瘍においてＤＤＲ２遺伝子産物を同定した。
【０３７０】
　実施例２：定量ＲＴ－ＰＣＲの分析：比較ＣＴ法
　ＲＴ－ＰＣＲ分析を次の４つの主要な工程に分けた：１）一次の正常組織と腫瘍組織か
らのＲＮＡ精製；２）リアルタイム定量ＰＣＲのために精製組織ＲＮＡからの第一鎖ｃＤ
ＮＡの生成；３）３８４ウエル反応に合わせたＡＢＩ　ＰＲＩＳＭ　７９００ＨＴ配列検
出システム４を用いた遺伝子発現用ＲＴ－ＰＣＲの設定；４）癌で差次的に発現した（上
方調節された）遺伝子を同定するために統計的方法によるＲＴ－ＰＣＲデータの分析。こ
れらの工程は以下に詳しく説明する。
【０３７１】
　Ａ）一次の正常組織と腫瘍組織からのＲＮＡ精製
　これは、Ｑｉａｇｅｎ　ＲＮｅａｓｙミニキットカタログ＃７４１０６を用いて実施し
た。組織チャックは通常約３０μｇのＲＮＡを生じ、１５０μｌの溶出緩衝液が用いられ
る場合、約２００ｎｇ／μｌの最終濃度をもたらした。
【０３７２】
　ＲＮＡをＱｉａｇｅｎのプロトコールを用いて抽出した後、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒ
ｏｂｅｓのＲｉｂｏｇｒｅｅｎ定量試薬を、製造者のプロトコールにしたがって用いてＲ
ＮＡの収量と濃度を決定した。
【０３７３】
　抽出したＲＮＡの完全性を、ＥｔＢｒ染色アガロースゲルを用いて評価して、２８Ｓと
１８Ｓのバンドが等しい強度を有するかどうかを決定した。さらに、試料バンドは明白で
目に確認できるに違いない。バンドが目に見えないか、またはゲル全体が汚れている場合
、その試料は捨てた。
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【０３７４】
　抽出ＲＮＡの完全性は、Ａｇｉｌｅｎｔ　２１００を製造者のプロトコールにしたがっ
て用いることでも評価した。Ａｇｉｌｅｎｔバイオアナライザー／“Ｌａｂ－Ｏｎ－Ａ－
Ｃｈｉｐ”は、ＲＮＡ試料の電気泳動図を作るマイクロ流体システムである。１８Ｓと２
８Ｓバンドの比率およびベースラインの滑らかさを観察することにより、ＲＮＡ分解のレ
ベルの決定を行なった。１未満の２８Ｓ：１８Ｓ比を有する試料は捨てた。
【０３７５】
　さらに、ＲＮＡ試料をＲＴ－ＰＣＲにより調べて、抽出中のゲノムＤＮＡ汚染レベルを
決定した。一般的に、逆転写酵素の存在下または非存在下に、興味のある遺伝子の有効な
Ｔａｑｍａｎプライマーとプローブを用いて、ＲＮＡ試料を直接分析した。一反応あたり
、１２．５ｎｇのＲＮＡを、１ウエルあたり５μｌの容積で３８４ウエルのフォーマット
で四つ組にて使用した。（２μｌのＲＮＡ＋３μｌのＲＴ＋またはＲＴ－マスターミック
ス）。下記の熱サイクルパラメーターを用いた（２工程ＰＣＲ）：
【０３７６】

【化２】

　ＲＮＡ試料は品質管理に合格と見なされるためには下記の基準を必要とした。
ａ）Ｃｔの違いは合格のためには７Ｃｔ以上でなければならない。それよりも低いものは
全て「不合格」であり、再精製しなければならない。
ｂ）平均試料Ｃｔは、合格するためには、平均（全試料）から２　ＳＴＤＥＶ（全試料）
以内になければならない。
ｃ）試料グループの異常値を見つけるために条件付きのフォーマットを用いる。＊ＲＮＡ
パネルでの異常値は含めない。
ｄ）ＲＴ増幅または（Ｃｔ）は＞３４サイクルでなければならなく、さもなければ「不合
格」である。
ｅ）ヒトゲノムＤＮＡは２３～２７．６Ｃｔでなければならない。
【０３７７】
　試料がすべての品質管理工程を合格した場合に限り、ＲＮＡを集合してパネルを構築し
た（Ｇｅｌ実行、ＡｇｉｌｅｎｔおよびゲノムＤＮＡ用ＲＴ－ＰＣＲ）。ＲＮＡをｃＤＮ
Ａ合成のために整列させた。一般的に、最低１０標準と２０腫瘍を各腫瘍型に関して必要
とされた（すなわち、組織型が扁平上皮癌および腺癌を有しうる場合、各腫瘍型の２０試
料を使用しなければならない（同じ１０標準が各腫瘍型のために用いられるだろう））。
一般的に、１パネルあたり１１μｇのＲＮＡが必要とされた。少なくとも２μｇのファク
ターが許容されなければならない；すなわち、データベース中の試料は１３μｇを有さな
ければならなく、さもなければ、それらはｃＤＮＡアレイ中で落とされるだろう。試料番
号は、ウエルＡ１で始まり、９６ウエルフォーマットでカラム下方に働く昇順で配置され
る。（ｈＦＢ、ｈｒＲＮＡ、ｈｇＤＮＡおよび水（この順番での））４コントロール試料
をパネルの最後に置く。さらなるＮＴＣコントロール（水）はウエルＡ２に置いた。コン
トロールの全てのロットナンバーを記録した。ＲＮＡ試料は、ヌクレアーゼを含まない水
で１００ｎｇ／μｌに規準化した。１１μｇのＲＮＡが用いられ、全体積は１１０μｌで
あった。注意：必要とされるＲＮＡの濃度は、使用される特定のｃＤＮＡ合成キットに応
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じて変えることができる。１００ｎｇ／μｌ未満であるＲＮＡ試料を添加した。規準化が
完了した後、ブロックを、剥離しやすいホイルを有するヒートシーラーを用いて１７５℃
で２秒間シールした。ブロックを目視により、ホイルが完全にシールされていることを確
認した。次に、マニュアルシーラーをホイル上に流した。ブロックを－８０℃フリーザー
に保存し、いつでもｃＤＮＡ合成に使える状態とした。
【０３７８】
　Ｂ）リアルタイム定量ＰＣＲの精製組織ＲＮＡからの第一鎖ｃＤＮＡの生成：
　下記の反応混合物を前もって準備した：
【０３７９】
【化３】

　９６ウエルブロック（１１μｇ）の配列されたＲＮＡを、Ｈｙｄｒａを用いて娘プレー
トに分布させて、１枚の９６ウエルプレートあたり、１μｇのｃＤＮＡ合成物を作った。
これらの娘プレートのそれぞれを用いて、下記の熱サイクルパラメーターを使用するＲＴ
反応を設定した。
【０３８０】

【化４】

　熱サイクリングが終了したら、プレートをサイクラーから外して、Ｈｙｄｒａピペット
を用いて、６０μｌの０．０１６ＭのＥＤＴＡ溶液をプレートのｃＤＮＡの各ウエルに分
注した。各ｃＤＮＡプレート（１０プレート未満）を保存用の２ｍｌの９６ウエルブロッ
クにプールした。
【０３８１】
　３８４ウエル反応に合わしたＡＢＩ　ＰＲＩＳＭ　７９００ＨＴ配列検出システムを用
いる遺伝子発現のＲＴ－ＰＣＲ：
　カクテル（混合液）を作る
　カクテルを以下のように作った：
１．このプロトコールは９６試料を有するパネル用カクテルを作るために設計された；こ
れは、全パネルに対して４７０ｒｘｎｓである。
２．ＦＲＴ（フォワードプライマーとリバースプライマーおよび標的プローブ）ミックス
を－２０℃から移して、４℃の冷蔵解凍に置く。
３．行なわれる最初の１０ＦＲＴを取り出し、冷金属ラックまたは氷上のラックに置いた
。
４．新しい１．５ｍｌのカクテルチューブキャップに標的番号を表示し、側面に合成日（
ＦＲＴチューブに見られるもの；合成日がない場合、本日の日付を表示する）および科学
者のイニシャルを表示し、各ＦＲＴに対して１チューブを作る。
５．ＦＲＴチューブとカクテルチューブを順番に、かつ経過が容易に追われるようにラッ
ク中に整理する。
６．ピペット操作時、ｐ２００をスピード６で用いた。液体の表面の吸引を実施し、チュ
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ーブの内部の上端近くに分注した。各吸引／分注工程後、チップを変えた。
６．１　全てのカクテルチューブを開けて、９４μｌのＡｍｂｉｏｎ水（毎日新しく注ぐ
）を加え、次にチューブを閉じた。
６．２　ＦＲＴをパルスで１５分間ボルテックス攪拌し、次に１０秒間遠心した。１つず
つ１４１μｌのＦＲＴを対応するカクテルチューブに加えた。
６．３　最初の１０カクテルが終了したら、ＦＲＴをすぐに－２０℃に戻した（体積が１
０μｌ未満の場合、それらは捨てた）。
６．４　カクテルは実施の用意ができるまで４℃（１日を超えて待つ場合、－２０℃）で
保存した。
６．５　カクテルの操作をする準備ができたらマスターミックスをカクテルに加えた（工
程２．７を参照）。
７．工程１．３～工程１．６．５を次の１０カクテルに対して、全てのカクテルが作られ
るまで繰返した。
【０３８２】

【化５】

　整列９６ウエルプレートからの２μｌのｃＤＮＡを３μｌのＴａｑｍａｎマスターミッ
クスに加えて、５μｌのＱＰＣＲ反応液を作った。
【０３８３】
　各遺伝子のＱＰＣＲに使用されるプライマーとプローブを表２に示す。
【０３８４】
【化６】

Ｄ）癌で差次的に発現した（上方調節された）遺伝子を同定する統計的方法によるＲＴ－
ＰＣＲデータを分析する。
【０３８５】
　正常試料と腫瘍試料の両方の標的遺伝子の発現レベルを、ＡＢＩ　ＰＲＩＳＭ　７９０
０ＨＴ配列検出系（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ）を
用いる定量ＲＴ－ＰＣＲを用いて決定した。この方法は、標的鋳型の最初のコピー数を参
照（ノーマライザー）ハウスキーピング遺伝子に比較して定量することに基づく（Ｐｒｅ
－Ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ　ＴａｑＭａｎ（登録商標）　Ａｓｓａｙ　Ｒｅａｇｅｎｔｓ　Ｇ
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ｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，２００１）。各ＰＣＲサイクルによるＤＮＡ産物
の蓄積は、単位複製配列効率と最初の鋳型濃度に関連する。したがって、標的とノーマラ
イザーの増幅効率は類似するに違いない。出発鋳型コピー数とＤＮＡ増幅効率に依存する
閾値サイクル（ＣＴ）は、ＰＣＲ産物成長が指数関数的であるＰＣＲサイクルである。各
アッセイは四つ組で実施されたので、４つのＣＴ値が所与の試料中の標的遺伝子に関して
得られた。同時に、ハウスキーピング遺伝子の集団の発現レベルも同じようにして測定し
た。４つの四つ組内の異常値が検出され、もし、残りの３つの三つ組の標準偏差が元の４
つの四つ組の標準偏差に比較して３０％以下である場合、その異常値は除かれる。残りの
ＣＴ値（ＣｔまたはＣｎと称される）の平均を計算し、下記の計算に用いられる。
【０３８６】
　データ正規化
　正規化のために、分析に利用できるハウスキーパーのセット（５～８遺伝子）に基づく
「ユニバーサルノーマライザー」が開発された。簡潔に説明すると、組織試料の全パネル
にわたる発現レベルの変化に応じてハウスキーパー遺伝子を加重した。同じ組織型のｎ個
の試料に関して、ｋ番目のハウスキーパー遺伝子に関する重量（ｗ）を下記の式により計
算した：
【０３８７】
【化７】

　式中、Ｓｋは、パネル中の同じ組織型のすべての試料にわたるｋ番目のハウスキーパー
遺伝子の標準偏差を表す。ｉ番目の試料（Ｍｉ）における全てのハウスキーパー遺伝子の
平均発現は加重最小二乗法を用いて推定し、Ｍｉと、すべてのＭｉの平均との差を、ｉ番
目の試料の規格化因子Ｎｉとして計算する（式２）。次に、ｉ番目の試料での標的遺伝子
の平均Ｃｔ値を、規格化因子Ｎｉを引くことにより規準化した。上記の規準化方法のパフ
ォーマンスは、ＲＴ－ＰＣＲと、同じセットの試料から作られたマイクロアレイデータと
の関係を比較することにより確認した：ＲＴ－ＰＣＲデータとマイクロアレイデータとの
高い関係が上記の標準化法を適用した後に観察された。
【０３８８】
【化８】

　有意な調節不全の遺伝子の同定
　遺伝子が正常の試料に対して腫瘍試料で有意に上方調節されているのかどうかを決定す
るために、２つの統計値であるｔ（式３）および受信者動作特性（ＲＯＣ；式４）を計算
した：
【０３８９】
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【化９】

式中、
【０３９０】
【化１０】

Ｓｔ、Ｓｎは腫瘍グループと正常コントロールグループの標準偏差であり、ｎｔ、ｎｎは
分析に用いられた腫瘍試料および正常試料のそれぞれの数である。ｔの自由度ｖ’は下記
の通り計算される：
【０３９１】
【化１１】

　ＲＯＣ式において、ｔ０は、本発明者らの研究で０．１に設定された正常集団の受け入
れられた偽陽性率である。したがって、Ｃｎ（ｔ０）は正常試料のＣｎの１０パーセンタ
イルであり、ＲＯＣ（０．１）は正常試料の１０パーセンタイルよりも低いＣｔを有する
腫瘍試料のパーセントである。ｔ統計値は、正常試料に比較して腫瘍試料の高い平均発現
レベルを示す遺伝子を同定する一方で、ＲＯＣ統計値は腫瘍の一部のみで上昇発現レベル
を示す遺伝子を同定するのにさらに適する。ＲＯＣ統計値を使用する論理的基礎がＰｅｐ
ｅ，ｅｔ　ａｌ（２００３）Ｂｉｏｍｅｔｒｉｃｓ　５９，１３３－１４２で詳細に論じ
られている。帰無仮説におけるｔの分布は正常分布仮説を避けるために順列によって経験
的に推定されるもので、ここで、本発明者らは正常標識または腫瘍標識を試料にランダム
に割り当て、次に２０００回に関するｔ統計値（ｔｐ）を上記のように計算する。次に、
ｐ値が、２０００で割られた実際の試料からのｔよりも小さいｔｐの数として計算された
。ＲＯＣの可変性に近づくために、試料を毎回２０００回ブートストラップし、ブートス
トラップＲＯＣ（ＲＯＣｂ）を上記のように計算した。２０００ＲＯＣｂの９７．５％が
０．１（正常集団のために設定した許容される偽陽性率）を超える場合、実際の試料から
のＲＯＣは次に統計的に有意であると考えられた。有意性を決定する閾値は、ＲＯＣに関
しては＞２０％の発生率に設定し、Ｔ検定Ｐ値に関しては＜０．０５に設定した。
【０３９２】
　上記方法の利用により正常セットと試料セットとの３仮定分布をモデル化することがで
きた。
【０３９３】
　シナリオＩにおいて、２試料集団（コントロールと病気）との間に基本的に完全な分離
が存在した。ＲＯＣとＴ検定の両方が、このシナリオには高い有意性があると評価した。
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シナリオＩＩにおいて、試料は重複する分布を示し、病気試料のわずかに一部がコントロ
ール（正常）集団と異なる。わずかにＲＯＣ方法がこのシナリオには有意性があると評価
した。シナリオＩＩＩにおいて、病気試料集団はコントロール集団と完全に重複する。シ
ナリオＩとシナリオＩＩと対照的に、わずかにＴ検定がこのシナリオには有意性があると
評価した。要約すると、両統計的方法の組み合わせにより、試料集団内の標的遺伝子の発
現パターンの発現を正確に特徴付けることが可能となる。
【０３９４】
　この試験の結果を以下の表３に示す。ＤＤＲ２過剰発現は、皮膚癌組織で見られた。
【０３９５】
【化１２】

　ＲＯＣ発生率（％）は計算された場合に示されている。発生率が有意ではない場合、“
ｔ”値が示されている。ｎｓ＝有意ではない（但し、ｔ値は示していない）。挿入の数お
よび挿入のタイプも、使用されたウイルスのタイプとともに示す。
【０３９６】
　個体の癌性組織と非癌性組織における遺伝子非調節の結果を図１に示す。正常な組織の
発現プロファイリングを図２に示す。
【０３９７】
　ヒト癌細胞株におけるＤＤＲ２遺伝子の相対的な発現はまた、Ｑ－ＰＣＲを用いて決定
された。この結果を図３および図４に示す。これらの図からみられ得るように、ＤＤＲ２
の発現は、肺癌（小細胞性肺癌）、乳癌（腺管癌、転移性腺管癌）、卵巣癌（腺癌）、Ｃ
ＮＳ癌（グリア芽細胞種）および皮膚癌（メラノーマ）に関連する細胞株で検出された。
【０３９８】
　実施例３：ヒト癌細胞と組織の癌関連配列の検出
　前立腺癌組織と乳癌組織および他のヒト癌組織、ヒト大腸、正常ヒト組織（非癌性前立
腺等）のＤＮＡおよび他のヒト細胞系のＤＮＡをＤｅｌｌｉ　Ｂｏｖｉ等（１９８６，Ｃ
ａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．４６：６３３３－６３３８）の操作にしたがって抽出する。そのＤ
ＮＡを、０．０５Ｍのトリス塩酸緩衝液（ｐＨ７．８）と０．１ｍＭのＥＤＴＡを含む溶
液に再懸濁し、回収されたＤＮＡの量を、ヘキスト３３２５８染料を用いる微量蛍光定量
法により決定する（Ｃｅｓａｒｏｎｅ，Ｃ．ｅｔ　ａｌ．，Ａｎａｌ　Ｂｉｏｃｈｅｍ　
１００：１８８－１９７（１９７９））。
【０３９９】
　Ｔａｑポリメラーゼを、緩衝液、Ｍｇ２＋およびヌクレオチド濃度に関して製造者（Ｐ
ｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ　Ｃｅｔｕｓ）により推薦される条件にしたがって用いることで
ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）を行なう。熱サイクリングは、ＤＮＡサイクラーで、９
４℃で３分間の変性後、９４℃で１．５分間、５０℃で２分間および７２℃で３分間の３
５サイクルまたは５０サイクルにより実施する。癌関連遺伝子の選択された領域を増幅す
るＰＣＲの能力は、クローニングされたポリヌクレオチドを正の鋳型として用いることで
調べる。最適Ｍｇ２＋、プライマー濃度および異なるサイクリング温度での必要条件はこ
れらの鋳型を用いて決定する。製造者により推薦されるマスターミックスを用いる。マス
ターミックス成分のありうる汚染を検出するために、鋳型のない反応を日常的に調べた。
【０４００】
　サザンブロットとハイブリダイゼーションをＳｏｕｔｈｅｒｎ，Ｅ．Ｍ．（Ｊ．ＭｏＩ
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．Ｂｉｏｌ．９８：５０３－５１７，１９７５）に記載されたように、ランダムプライマ
ー操作（Ｆｅｉｎｂｅｒｇ，Ａ．Ｐ．，ｅｔ　ａｌ．，１９８３，Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈ
ｅｍ．１３２：６－１３）により標識されたクローニング配列を用いて実施する。プレハ
イブリダイゼーションとハイブリダイゼーションは、６×ＳＳＰＥ、５％デンハルト液、
０．５％ＳＤＳ、５０％ホルムアミド、１００μｇ／ｍｌ変性サケ精巣ＤＮＡを含む溶液
で実施し、１８時間、４２℃でインキュベートし、２×ＳＳＣおよび０．５％ＳＤＳによ
る室温と３７℃での洗浄を行い、最後に０．１×ＳＳＣ中で０．５％ＳＤＳによる６８℃
で３０分間の洗浄を行なった（Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．，１９８９，ｉｎ　“Ｍ
ｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ”，Ｃｏ
ｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂ．Ｐｒｅｓｓ）。パラフィン包埋組織切片に
関しては、２５０ｂｐ配列を検出するために設計されたプライマーを用いて、Ｗｒｉｇｈ
ｔおよびＭａｎｏｓ（１９９０，ｉｎ　“ＰＣＲ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ”，Ｉｎｎｉｓ　
ｅｔ　ａｌ．，ｅｄｓ．，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，ｐｐ．１５３－１５８）に記
載された条件に従った。
【０４０１】
　実施例４：ホスト細胞におけるクローニングされたポリヌクレオチドの発現
　癌関連遺伝子のタンパク質産物を研究するために、癌関連ＤＮＡからの制限酵素断片を
発現ベクターｐＭＴ２にクローニングし（Ｓａｍｂｒｏｏｋ，ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌｅｃ
ｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐ
ｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ　ｐｐ　１６．１７－１６
．２２（１９８９））、１０％ＦＣＳを補充したＤＭＥＭで成長させたＣＯＳ細胞に形質
移入した。形質移入は、リン酸カルシウム技術用いて実施し（上記のＳａｍｂｒｏｏｋ，
ｅｔ　ａｌ（１９８９）ｐｐ．１６．３２－１６．４０）、形質導入後４８時間、細胞溶
解物を形質導入ＣＯＳ細胞と非形質導入ＣＯＳ細胞の両方から調製する。溶解物は、抗ペ
プチド抗体を用いる免疫ブロットによる分析に供する。
【０４０２】
　免疫ブロット実験において、細胞溶解物の調製と電気泳動は標準的な操作にしたがって
実施する。タンパク質濃度はバイオラッドタンパク質アッセイ溶液を用いて決定する。ニ
トロセルロースへのセミドライ電気泳動転写後、メンブランを５００ｍＭ　ＮａＣｌ、２
０ｍＭトリス（ｐＨ７．５）、０．０５％Ｔｗｅｅｎ－２０（ＴＴＢＳ）中で５％ドライ
ミルクによりブロックする。ＴＴＢＳによる洗浄と第二抗体（Ａｍｅｒｓｈａｍ）とのイ
ンキュベーション後に、増強化学発光（ＥＣＬ）プロトコール（Ａｍｅｒｓｈａｍ）を、
検出を容易にするために製造者が記載したように実施する。
【０４０３】
　実施例５：ポリペプチドに対する抗体の作成
　癌関連遺伝子に独自なポリペプチドは合成するか、または細菌または他の（例えば、酵
母、バキュロウイルス）発現系から単離し、これらポリペプチドをウサギ血清アルブミン
（ＲＳＡ）にｍ－マレイミド安息香酸Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエステル（ＭＢＳ）
（Ｐｉｅｒｃｅ，Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，Ｉｌｌ．）により結合させて、複合体化させる。こ
れらのペプチドによる免疫化方法は標準的な方法に従って実施する。最初に、ウサギの前
放血を免疫化前に実施する。最初の免疫化はフロイント完全アジュバントおよび５００μ
ｇの複合体化ペプチドまたは１００μｇの精製ペプチドを用いる。以前の注射の４週間後
に実施されるすべてのその後の免疫化は同量のタンパク質を含むフロイント不完全アジュ
バントを用いる。放血は免疫化の７～１０日後に実施する。
【０４０４】
　抗体の親和性精製のために、対応する癌関連ポリペプチドをＲＳＡにＭＢＳにより結合
、複合体化させ、ＣＮＢｒ活性化セファロースに結合させる（Ｐｈａｒｍａｃｉａ，Ｕｐ
ｐｓａｌａ，Ｓｗｅｄｅｎ）。抗血清を１０ｍＭトリス塩酸（ｐＨ７．５）で１０倍に希
釈し、親和性マトリクスと一晩インキュベートする。洗浄後、結合抗体を１００ｍＭグリ
シン（ｐＨ２．５）により樹脂から溶出する。
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【０４０５】
　実施例６：癌関連ポリペプチドに対するモノクローナル抗体の産生
　非変性アジュバント（Ｒｉｂｉ，Ｒ７３０，Ｃｏｒｉｘａ，Ｈａｍｉｌｔｏｎ　ＭＴ）
を、リン酸緩衝食塩水中で４ｍｌまで再水和する。次に、１００μｌのこの再水和アジュ
バントを４００μｌのハンクス液で希釈し、次にこれを免疫化に用いられる細胞ペレット
に穏やかに混合する。およそ５００μｇの複合体化ペプチドまたは１００μｇの精製ペプ
チドとフロイント完全アジュバントをＢａｌｂ／ｃマウスの足蹠に１週間に１回注射する
。週１回の注射の６週間後、血液の液滴を各免疫動物の尾から抜いて、ＦＡＣＳ分析を用
いる癌関連ポリペプチドに対する抗体の力価を調べる。力価が少なくとも１：２０００に
達する時にマウスをＣＯ２チャンバー内で屠殺した後に頸椎脱臼する。リンパ節をハイブ
リドーマ調製のために採取する。最大力価を示すマウスからのリンパ球を、３５％ポリエ
チレングリコール４０００を用いてマウスミエローマ系Ｘ６３－Ａｇ８．６５３に融合さ
せる。融合の１０日後、ハイブリドーマ上清を、蛍光標識細胞分取（ＦＡＣＳ）により、
ＣＡＰ特異性モノクローナル抗体の存在に関してスクリーニングする。各ハイブリドーマ
からの馴化培地を、ＰＣ３、Ｃｏｌｏ－２０５、ＬｎＣａｐまたはＰａｎｃ－１細胞の一
緒にしたアリコートとともに３０分間インキュベートする。インキュベーション後、細胞
試料を洗浄し、０．１ｍｌの希釈剤に再懸濁し、１μｇ／ｍｌのヤギ抗マウスＩｇＧのＦ
ＩＴＣ複合化Ｆ（ａｂ’）２断片とともに３０分間、４℃でインキュベートする。細胞を
洗浄し、０．５ｍｌのＦＡＣＳ希釈剤に再懸濁し、ＦＡＣＳｃａｎ細胞アナライザー（Ｂ
ｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ；Ｓａｎ　Ｊｏｓｅ，ＣＡ）を用いて分析する。ハイブ
リドーマクローンを、さらなる増殖、クローニング、およびＦＡＣＳにより評価される癌
関連ポリペプチドを発現する１つ以上の細胞系の表面へのそれらの結合に基づく特性付け
のために選択する。Ａｇ－ＣＡ．ｘと命名された抗原およびＡｇ－ＣＡ．ｘ．１と命名さ
れた抗原上のエピトープに結合するｍＡｂ癌関連と命名されたモノクローナル抗体を産生
するハイブリドーマを選択する。
【０４０６】
　実施例７：癌関連抗原に関連する抗原の検出用ＥＬＩＳＡアッセイ
　組換え産生される癌関連抗原に特異的に結合する抗体に関して血液試料を調べるために
、下記の操作を用いる。組換え癌関連タンパク質を精製した後、組換えタンパク質をＰＢ
Ｓで５μｇ／ｍｌ（５００ｎｇ／１００μｌ）の濃度に希釈する。１００μｌの希釈抗原
溶液を、９６ウエルＩｍｍｕｌｏｎ　１プレート（Ｄｙｎａｔｅｃｈ　Ｌａｂｏｒａｔｏ
ｒｉｅｓ，Ｃｈａｎｔｉｌｌｙ，Ｖａ．）の各ウエルに加え、次にプレートを室温で１時
間、または４℃で一晩インキュベートし、ＰＢＳ中の０．０５％のＴｗｅｅｎ　２０で３
回洗浄する。抗体の非特異的な結合を減少するブロッキングは、ＰＢＳ／Ｔｗｅｅｎ　２
０中の２００μｌの１％ウシ血清アルブミン溶液を各ウエルに加え、１時間インキュベー
ションすることにより達成する。ブロッキング溶液の吸引後、ブロッキング溶液で１／１
６～１／２０４８の範囲で希釈した１００μｌの一次抗体溶液（抗凝固処理全血、血漿ま
たは血清）を加え、室温で１時間または４℃で一晩インキュベートする。次に、ウエルを
３回洗浄し、ＰＢＳ／Ｔｗｅｅｎ　２０で１／５００または１／１０００に希釈した１０
０μｌの西洋ワサビペルオキシダーゼに複合体化したヤギ抗ヒトＩｇＧ抗体（Ｏｒｇａｎ
ｏｎ　Ｔｅｋｎｉｋａ，Ｄｕｒｈａｍ，Ｎ．Ｃ．）、１００μｌのｏ－フェニレンジアミ
ン二塩酸塩（ＯＰＤ，Ｓｉｇｍａ）溶液を各ウエルに加え、５～１５分間インキュベート
する。ＯＰＤ溶液は、Ｈ２Ｏ中の５０ｍｌの１％メタノールに５ｍｇのＯＰＤ錠剤を溶解
し、使用直前に５０μｌの３０％Ｈ２Ｏ２を加えることにより調製される。反応は２５μ
ｌの４Ｍ　Ｈ２ＳＯ４を加えることで停止する。マイクロプレートリーダー（Ｂｉｏ－Ｒ
ａｄ）で４９０ｎｍの吸光度を読む。
【０４０７】
　実施例８：癌細胞表面の癌関連抗原の同定と特性付け
　およそ２５μｌの血中血球容積の癌細胞調製物の細胞ペレットを、最初に細胞を水中で
０．５ｍｌに希釈し、続いて凍結と解凍を３回行なうことにより溶解する。溶液を１４，
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０００ｒｐｍで遠心する。細胞膜断片を含む得られたペレットを５０μｌのＳＤＳ試料緩
衝液（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）に再懸濁する。試料を８０℃で
５分間加熱し、次に２分間、１４，０００ｒｐｍで遠心して不溶性物質を除去する。
【０４０８】
　試料は、トリス－グリシンＳＤＳでの４～２０％ポリアクリルアミド勾配ゲル（Ｉｎｖ
ｉｔｒｏｇｅｎ；Ｃａｒｌｓｂａｄ　ＣＡ）を製造者の指示にしたがって用いるウエスタ
ンブロットにより分析する。１０μＬの膜試料をポリアクリルアミドゲルの１レーンにア
プライする。分離した１０μＬの試料は、最初に、８０℃で２分間加熱しながら２μＬの
ジチオスレイトール（１００ｍＭ）を加えることで還元し、次に別のレーンにロードする
。着色分子量マーカーＳｅｅＢｌｕｅ　Ｐｌｕｓ２（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ；Ｃａｒｌｓ
ｂａｄ，ＣＡ）を用いてゲル上の分子量を評価する。１４．４ｇ／ｌグリシン、３ｇ／ｌ
のトリス塩基、１０％メタノールおよび０．０５％ＳＤＳからなるトランスファー緩衝液
を用いてゲルタンパク質をニトロセルロースメンブランに移す。メンブランはブロックし
、ＣＡＰに特異的なモノクローナル抗体（０．５μｇ／ｍｌの濃度）で調べ、Ｉｎｖｉｔ
ｒｏｇｅｎ　ＷｅｓｔｅｒｎＢｒｅｅｚｅ　Ｃｈｒｏｍｏｇｅｎｉｃ　Ｋｉｔ－Ａｎｔｉ
Ｍｏｕｓｅを製造者の指示にしたがって用いることでメンブランを展開する。腫瘍細胞膜
タンパク質の還元試料において、対応する癌関連タンパク質の予想される分子量の約１０
％以内の分子量で移動する顕著なバンドが観察される。
【０４０９】
　実施例９：ワクチンの調製
　さらに、本発明は、悪性細胞によって産生されるか、または悪性細胞に関連がある抗原
として作用する本発明の癌関連ポリペプチドを用いる、患者中で癌関連ポリペプチドを発
現する細胞に対して免疫応答を促進する方法に関する。本発明のこの態様は、癌細胞、ま
たは癌関連ポリヌクレオチドおよびポリペプチドを発現する細胞に対して免疫応答をヒト
において促進する方法を提供する。本方法は、（ａ）ヒトの癌関連タンパク質のアミノ酸
配列を含むか、または（ｂ）ヒトの内在性レトロウイルス癌関連タンパク質のアミノ酸配
列を含むポリペプチドの変異タンパク質または変異体を含む、免疫原性のある量のポリペ
プチドをヒトに投与する工程を含む。
【０４１０】
　実施例１０：治療剤を試験する手段としてのポリペプチド発現トランスジェニック動物
の作成
　癌関連核酸は、前立腺腫瘍関連遺伝子の機能または調節の研究のために、細胞系におい
て、遺伝子改変非ヒト動物またはその部位特異的遺伝子改変を作るために用いられるか、
または前立腺癌等の病気の動物模型を作るために用いられる。「トランスジェニック」と
の用語は、遺伝子の配列が変えられて修飾タンパク質を作るホスト細胞で安定的に伝達さ
れる外因性癌関連遺伝子を有するか、またはレポーター遺伝子に操作可能に連結された外
因性癌関連ＬＴＲプロモーターを有する遺伝子改変動物を含むことが意図される。トラン
スジェニック動物は、ゲノムにランダムに組み込まれた核酸構築物により作ってよい。組
み込みに適するベクターとして、プラスミド、レトロウイルスおよび他の動物ウイルス、
ＹＡＣ等が挙げられる。トランスジェニック哺乳動物、例えば、ウシ、ブタ、ヤギ、ウマ
および特にげっ歯動物、例えば、ラット、マウス等に興味がある。
【０４１１】
　改変細胞または動物は、癌関連遺伝子の機能と調節の研究に有用である。例えば、癌関
連遺伝子中の一連の小さい欠損および／または置換を、異なる遺伝子の腫瘍形成における
役割を決定するために作ってよい。興味のある特定の構築物は、癌関連遺伝子発現、優性
阻害の癌関連遺伝子変異の発現および癌関連遺伝子の過剰発現をブロックするアンチセン
ス構築物が挙げられるが、これに限定されない。癌関連遺伝子が通常は発現しない細胞ま
たは組織におけるか、または発達の異常な時期における該遺伝子またはその変異体の発現
が提供される。さらに、通常、癌関連タンパク質が作られない細胞において該タンパク質
の発現を提供することにより、細胞挙動の変化が誘導できる。
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【０４１２】
　ランダム組み込み用のＤＮＡ構築物は、組換えを仲介する相同性の部分を含む必要はな
い。ポジティブ選択用やネガティブ選択用のマーカーを含めるのが便利である。哺乳類細
胞の形質移入の多様な技術に関して、Ｋｅｏｗｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ
　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ　１８５：５２７－５３７（１９９０）を参照されたい。
【０４１３】
　胚幹（ＥＳ）細胞のためにＥＳ細胞系を用いるか、または胚細胞をホスト、例えば、マ
ウス、ラット、モルモット等から新しく得る。そのような細胞は適当な線維芽細胞支持細
胞層上で増殖するか、または白血病抑制因子（ＬＩＦ）等の適当な成長因子の存在下に増
殖する。ＥＳ細胞を形質転換する場合、それらはトランスジェニック動物を作るために用
いられる。形質転換後、適当な培地中で細胞を支持細胞層上に蒔く。構築物を含有する細
胞は、選択培地を用いることにより検出してよい。コロニーが増殖するのに十分な時間の
後に、それらを採取し、構築物の組み込みの発生について分析する。陽性であるコロニー
を次に胚操作と胚盤胞の注射に用いてよい。胚盤胞は４～６週齢の過排卵したメスから得
られる。ＥＳ細胞をトリプシン処理し、改変細胞を胚盤胞の胞胚腔に注射する。注射後、
胚盤胞を偽妊娠のメスの各子宮角に戻す。次に、メスを出産予定日まで進ませて、得られ
たキメラ動物を、構築物を保有する細胞に関してスクリーニングする。胚盤胞およびＥＳ
細胞の異なる表現型を提供することにより、キメラ子孫が容易に検出できる。
【０４１４】
　キメラ動物を、改変遺伝子の存在についてスクリーニングし、改変を有するオスとメス
を交配してホモ接合体子孫を作る。遺伝子の変化が発達の一部の点で致死性を引き起こす
場合、組織または器官を同種または類遺伝子性の移植片または移植物として保持するか、
インビトロ培養で維持する。トランスジェニック動物は、実験動物、家畜動物などのいか
なる非ヒト哺乳類であってもよい。トランスジェニック動物は、例えば、前立腺癌に対す
る候補医薬の効果を決定することや、潜在的な治療剤または治療方法を調べるため等、機
能研究、医薬のスクリーニング等に用いられる。
【０４１５】
　実施例１１：ＣＡに特異的な抗体を使用する画像診断
　本発明は、最初の診断時、または癌の転移拡散の初期検出のために、癌患者の段階を正
確に決定するために癌関連ポリペプチドに対する抗体の使用を包含する。癌関連ポリペプ
チドに特異的なモノクローナル抗体を用いるラジオイムノシンチグラフィーはさらなる癌
特異的診断試験を提供することができる。本発明のモノクローナル抗体は、癌腫の病理組
織学的診断のために用いられる。
【０４１６】
　ヌードマウスにおける癌細胞の皮下ヒト異種移植片は、本発明のテクネチウム－９９ｍ
（９９ｍＴｃ）標識モノクローナル抗体が、Ｍａｒｋｓ，ｅｔ　ａｌ，Ｂｒｉｔ．Ｊ．Ｕ
ｒｏｌ．７５：２２５（１９９５）で精上皮腫細胞に関して記載されるように外部ガンマ
シンチグラフィーにより、異種移植された癌をうまく画像診断できるかどうかを調べるた
めに使用される。癌関連ポリペプチドに特異的な各モノクローナル抗体は、ハイブリドー
マ腫瘍を保有するＢＡＬＢ／ｃマウスの腹水から、プロテインＡセファロースによるアフ
ィニティークロマトグラフィーにより精製する。アビジンに特異的なモノクローナル抗体
（Ｓｋｅａ，ｅｔ　ａｌ，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１５１：３５５７（１９９３））等のコ
ントロールモノクローナル抗体を含む精製抗体は、Ｍａｔｈｅｒ，ｅｔ　ａｌ，Ｊ．Ｎｕ
ｃｌ．Ｍｅｄ．３１：６９２（１９９０）およびＺｈａｎｇ　ｅｔ　ａｌ，Ｎｕｃｌ．Ｍ
ｅｄ．Ｂｉｏｌ．１９：６０７（１９９２）の方法を用いて、還元後に９９ｍＴｃで標識
される。ヒト癌細胞を保有するヌードマウスに２００～５００μＣｉの９９ｍＴｃ標識抗
体を腹腔内注射する。注射の２４時間後に、マウスの画像を、動物から約８ｃｍに設定さ
れた６ｍｍのピンホールコリメーターを備えたシーメンスＺＬＣ３７００ガンマカメラを
用いて得る。画像診断後、モノクローナル抗体生体分布を決定するために、正常な器官と
腫瘍を取り出し、重量を計り、組織の放射能と注入液の試料とを測定する。さらに、抗腫
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瘍化合物に複合化させた癌関連抗原特異的抗体を癌特異的化学療法のために用いる。
【０４１７】
　実施例１２：免疫組織化学的方法
　癌患者からの凍結組織試料を最適切断温度（ＯＣＴ）化合物に包埋し、ドライアイスに
よりイソペンタン中で急速凍結する。凍結切片をライカ３０５０ＣＭミクロトームにより
５μｍの厚みで切断し、ベクタ結合被覆スライド上に解凍して乗せる。切片を－２０℃で
エタノールにより固定し、室温で空乾する。固定された切片を使用するまで－８０℃で保
存する。免疫組織化学のために、組織切片を回収し、ブロッキング緩衝液（ＰＢＳ、５％
正常ヤギ血清、０．１％Ｔｗｅｅｎ２０）中、３０分間室温で最初にインキュベートし、
次にブロッキング緩衝液（１μｇ／ｍｌ）で希釈した癌関連タンパク質特異的モノクロー
ナル抗体とコントロールモノクローナル抗体とともに１２０分間インキュベートする。次
に切片をブロッキング緩衝液で３回洗浄する。結合モノクローナル抗体を、０．１Ｍ酢酸
ナトリウム緩衝液（ｐＨ５．０５）と０．００３％過酸化水素（ＳｉｇｍａカタログＮｏ
．Ｈ１００９）中でヤギ抗マウスＩｇＧ＋ＩｇＭ（Ｈ＋Ｌ）Ｆ（ａｂ’）２－ペルオキシ
ダーゼ複合体とペルオキシダーゼ基質ジアミノベンジジン（１ｍｇ／ｍｌ、Ｓｉｇｍａカ
タログＮｏ．Ｄ５６３７）により検出する。染色したスライドをヘマトキシリンで対比染
色し、ニコン顕微鏡で調べる。
【０４１８】
　癌関連タンパク質（抗原）に対するモノクローナル抗体は、異なる組織型に由来する多
様な細胞系との反応性を調べるために使用する。異なる樹立細胞株の細胞を、プロテアー
ゼを使用することなく成長表面から取り出し、ＯＣＴ化合物に充填、包埋する。細胞を凍
結し、それより切片を作成し、標準的なＩＨＣプロトコールを用いて染色する。Ｃｅｌｌ
Ａｒｒａｙ（登録商標）技術はＷＯ０１／４３８６９に記載されている。外科的切除によ
り得られた正常組織（ヒト）を凍結し、マウントする。凍結切片をライカ３０５０ＣＭミ
クロトームで５μｍの厚みに切断し、ベクタ結合した被覆スライド上で解凍し、マウント
する。切片を－２０℃でエタノールにより固定し、室温で一晩、空乾する。ＰｏｌｙＭＩ
ＣＡ（登録商標）検出キットを用いて、癌関連抗原特異的モノクローナル抗体の正常組織
への結合を測定する。一次モノクローナル抗体を１μｇ／ｍｌの最終濃度で用いる。
【０４１９】
　実施例１３：ｓｉＲＮＡ形質移入
　ｓｉＲＮＡ形質移入は形質移入試薬ベンダー（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）の推薦にしたが
って実施した。ＤＤＲ２に使用したｓｉＲＮＡを、表４に示す。特に他に示さないかぎり
、細胞を形質移入するために用いられる最終的なｓｉＲＮＡ濃度は１００ｎＭであった。
一般的に、細胞を、形質移入の日に３０～５０％密集度（例えば、４８ウエルプレートで
１ウエルあたり５０００～２００００細胞）まで増殖させた。
【０４２０】
【化１３】

　Ｏｐｔｉ－ＭＥＭ　Ｉ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、ｓｉＲＮＡオリゴ、およびＰｌｕｓ
　Ｒｅａｇｅｎｔ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）の混合物をＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎにより推薦
されたように調製し、室温で１５～２０分間インキュベートした。次に、この混合物を、



(86) JP 4942219 B2 2012.5.30

10

20

30

40

50

適当な体積のオリゴフェクタミン（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）試薬とＯｐｔｉ－ＭＥＭ／ｓ
ｉＲＮＡ／Ｐｌｕｓ　Ｒｅａｇｅｎｔ混合物中で一緒にし、１５分間、室温でインキュベ
ートした。細胞培養培地を細胞含有ウエルから除去し、適当な体積のＯｐｔｉ－ＭＥＭ　
Ｉに置き換えた。適当な量のｓｉＲＮＡ／オリゴフェクタミン混合物を細胞に加えた。次
に、細胞を３７℃で、５％ＣＯ２、４時間インキュベートした後、成長培地を加えた。０
日目のプレートをすぐに分析した。その後の時点に関しては、形質移入試薬／培地混合物
を新しい細胞培養培地に置き換え、細胞を３７℃で、５％ＣＯ２下でインキュベートした
。形質導入混合物の体積は、組織培養プレート、すなわち、６、４８，９６ウエルプレー
トに応じてスケールアップまたはスケールダウンした。
【０４２１】
　実施例１４：ｓｉＲＮＡ形質移入細胞のＱＰＣＲ分析のためのＲＮＡ抽出
　ＱＰＣＲ分析を実施するために、ＲＮＡを、ＲＮＡｅｓｙ９６キット（Ｑｉａｇｅｎ）
を用いて形質移入細胞から抽出し、製造者の推薦にしたがって実施した。一般的に、４８
ウエルプレートの１ウエルからの細胞を集め、溶解し、ＲＮＡを９６ウエルＲＮＡｅｓｙ
プレートの１ウエルに集めた。
【０４２２】
　実施例１５：ｓｉＲＮＡ形質移入細胞の細胞増殖アッセイ
　増殖アッセイをＣｅｌｌ　Ｔｉｔｅｒ　Ｇｌｏ（Ｐｒｏｍｅｇａ）またはＷＳＴ－１（
Ｒｏｃｈｅ　Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｓｃｉｅｎｃｅ）等の一般的なアッセイを用いて実施し、
製造者の推薦にしたがって実施した。一般的に、アッセイはトリプリケートで実施した。
これらのアッセイの結果を図５に示し、これは細胞増殖におけるｓｉＲＮＡの効果を示す
。この実施例において、ＤＤＲ２特異的ｓｉＲＮＡオリゴＨＳ１０９２１－２を用いるＭ
ＤＡ－ＭＢ－４３５およびＳＫ－ＭＥＬ－２の形質導入は、有意なＤＤＲ２転写（ＱＰＣ
Ｒ解析、上部パネル）および対応する抗増殖効果（下部パネル）減少を引き起こした。
【０４２３】
　実施例１６：細胞移動アッセイのｓｉＲＮＡ阻害
　細胞移動をＱＣＭ（登録商標）フィブロネクチン被覆細胞移動アッセイ（Ｃｈｅｍｉｃ
ｏｎ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　ＩＮＣ．）を製造者の指示に従って用いることで測
定する。
【０４２４】
　実施例１７：Ｒａｔ－１安定細胞系の作成
　細胞をトリプシン処理し、ＰＢＳで１回洗浄し、細胞培養培地［ＤＭＥＭ（グルタミン
を含む）＋１０％ＦＢＳ（ウシ胎児血清）］に再懸濁し、１ウエルあたり２×１０６細胞
を６ウエル培養プレートに合計容積２ｍｌで蒔いた。プラスミドＤＮＡ（２μｌ）を１０
０μｌの無血清培地と混合し、次に１０μｌのＳｕｐｅｒｆｅｃｔ形質移入試薬（Ｑｉａ
ｇｅｎ）を加え、１０秒間ボルテックスで撹拌し、室温で１０分間インキュベートした。
複合体が形成している間、細胞をＰＢＳで２回洗浄した。次に、６００μｌのＤＭＥＭ＋
１０％ＦＢＳを複合物に加え、混合し、細胞を含有するウエルに移し、４時間３７℃でイ
ンキュベートした。次に、２ｍｌのＤＭＥＭ＋１０％ＦＢＳを加えた後に、４８時間、３
７℃で５％ＣＯ２下にインキュベートした。
【０４２５】
　次に、細胞をトリプシン処理し、１ｍＭのＤＭＥＭ＋１０％ＦＢＳ＋８００μｇ／ｍｌ
のＧ４１８に再懸濁し、１０ｃｍ皿中で異なる密度（１：１０、１：２０～１：１００）
で蒔いた。Ｇ４１８耐性コロニーが形成するまで皿を３７℃、５％ＣＯ２下でインキュベ
ートし、その後に、個々のクローンを採取し、１ｍｌのＤＭＥＭ＋１０％ＦＢＳ＋８００
μｇ／ｍｌのＧ４１８を含む２４ウエル皿に移した。
【０４２６】
　クローニングした細胞をさらに増殖させ、プラスミド発現遺伝子産物の存在に関して、
一般的にウエスタンブロット分析によりスクリーニングした。
【０４２７】



(87) JP 4942219 B2 2012.5.30

10

20

30

40

50

　増殖アッセイを一般的アッセイ（例えば、Ｃｅｌｌ　Ｔｉｔｅｒ　Ｇｌｏ（Ｐｒｏｍｅ
ｇａ）またはＷＳＴ－１（Ｒｏｃｈｅ　Ａｐｌｉｅｄ　Ｓｃｉｅｎｃｅ））を用いてクロ
ーン化した細胞で実施し、製品の推奨に従って実施した。ＷＳＴ－１増殖アッセイの結果
を図６に示し、これはＷＳＴ－１アッセイを用いて解析した細胞増殖におけるＤＤＲ２発
現の効果を示す。本実施例において、２つの安定にＤＤＲ２を発現するＲａｔ－１細胞株
（Ｒａｔ－１／ＳＧＲＳ０９１）は、ベクターコントロールＲａｔ－１株（Ｒａｔ－１）
に比べ７２時間で増加した増殖を示した。従って、Ｒａｔ－１におけるＤＤＲ２の発現は
、形質導入していないコントロールに比べ細胞の増殖割合を増加する。
【０４２８】
　実施例１８：軟寒天形質転換アッセイ
　滅菌水中の０．７％と１％の低融点アガロース（ＤＮＡグレード、Ｊ．Ｔ．Ｂａｋｅｒ
）溶液を調製し、沸騰するまで加熱し、ウオーターバスで４０℃まで冷却した。２×ＤＭ
ＥＭ溶液は、１０×粉末ＤＭＥＭ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を水中で混合し、混合した後
、１リットル体積あたり３．７ｇのＮａＨＣＯ３を加えた後、ＦＢＳを２０％まで加える
ことにより調製した。０．７５ｍｌの培養培地（４０℃に予熱したもの）を０．７５ｍｌ
の１％アガロース溶液と混合し、１ウエルあたり最終的に１．５ｍｌの０．５％アガロー
ス溶液を６ウエル皿に加えた。Ｒａｔ１安定細胞をトリプシン処理し、ＰＢＳで２回洗浄
し、１×ＤＭＥＭ＋１０％ＦＢＳの１ｍｌあたり５００００細胞に希釈した。０．１ｍｌ
のこの細胞懸濁液を１ｍｌの２×ＤＭＥＭ＋２０％ＦＢＳと１ｍｌの０．７％アガロース
溶液に穏やかに混合し、最終的に１．５ｍｌ懸濁液を、固化した０．５％の寒天を含む６
ウエル皿に加えた。これらの寒天プレートを加湿インキュベータ中の３７℃、５％ＣＯ２

下に１０～１４日置き、細胞に３～４日毎に新しい１×ＤＭＥＭ＋１０％ＦＢＳを再供給
した。
【０４２９】
　Ｒａｔ－１およびＲａｔ－１／ＤＤＲ軟寒天アッセイの結果を図７に示す。これらの結
果からわかるように、Ｒａｔ－１細胞におけるＤＤＲ２の発現は、細胞の増殖を増加する
。
【０４３０】
　実施例１９：マウス腫瘍形成アッセイ
　Ｒａｔ１安定細胞系を２つのＴ１５０フラスコで７０～８０％の密集度まで増殖させた
。細胞をトリプシン処理し、ＰＢＳで２回洗浄し、１０７、１０６および１０５細胞／ｍ
ｌにＰＢＳで再懸濁した。細胞懸濁液を、マウスに注射するまで氷上に保った。３～５週
齢のメスＮＯＤ．ＣＢ１７－Ｐｒｋｄｃ＜ｓｃｉｄ＞／ＪマウスをＪＡＸ　Ｗｅｓｔ’ｓ
　Ｍ－３施設（ＵＣ　Ｄａｖｉｓ）から得て、ＪＡＸ　Ｗｅｓｔ’ｓウエストサクラメン
ト施設のアイソレーターユニットで１ケージあたり４匹を収容した。２５標準規格注射針
を用いて、マウスの胸部に０．１ｍｌの細胞懸濁液を皮下注射した（１マウスあたり２部
位）。いったん腫瘍が形成し始めたら、腫瘍増殖を、カリパスを用いて週に２回測定した
。腫瘍は２方向（吻側尾側と内外方向）で測定した。測定値を幅×長さとして記録し、腫
瘍容積を、変換式（長さ×幅２）／２を用いて計算した。
【０４３１】
　Ｒａｔ－１細胞株の腫瘍形成アッセイの結果を図８に示す。ＤＤＲ２遺伝子（コード９
２１によりここに引用される）形質導入が著しい腫瘍形成の増加を引き起こすことは明ら
かである。
【０４３２】
　実施例２１：発現データ
　表６は、一連の腫瘍組織でのＤＤＲ２の発現レベルを示す。３形態の発現アッセイの結
果を表に示す。表示Ｕ１３３Ａ＆Ｂ（Ａｒｒａｙ　Ｔｙｐｅの欄を参照）で示される結果
はＡｆｆｙｍｅｔｒｉｘオリゴヌクレオチド系発現アレイ（ワールドワイドウエブサイト
：ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ．ｃｏｍ／ｓｕｐｐｏｒｔ／ｔｅｃｈｎｉｃａｌ／ｂｙｐｒｏｄ
ｕｃｔ．ａｆｆｘ？ｐｒｏｄｕｃｔ＝ｈｇ－ｕｌ３３－ｐｌｕｓ）が使用されたことを示
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し、表示Ｃｈｉｒｏｎ　ｃＤＮＡアレイによる結果はＣｈｉｒｏｎ組織内点状ｃＤＮＡア
レイを用いて作った。残りの結果は、Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ　Ｕｌ３３プラス２オリゴア
レイ（ワールドワイドウエブサイト：ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ．ｃｏｍ／ｓｕｐｐｏｒｔ／
ｔｅｃｈｎｉｃａｌ／ｂｙｐｒｏｄｕｃｔ．ａｆｆｘ？ｐｒｏｄｕｃｔ＝ｈｇ－ｕｌ３３
－ｐｌｕｓ）を用いて作った。
【０４３３】
　最初の２つのアレイフォーマットの組織試料はレーザーキャプチャーマイクロダイセク
ション（ＬＣＤ）（以下の定義を参照）を用いて集めた。第３の形のアレイ（Ｕ１３３プ
ラス２）の組織試料は標準的な手による切開操作を用いて集めた。
【０４３４】
　差次的発現のレベルは、各アレイタイプについて別々の方法により評価した。Ｕ１３３
Ａ＆ＢアレイとＥＶＤアレイの結果は、定められた閾値を超えるか、またはそれ未満の発
現レベルを有した試料の数として表されている。表示「２×一致」または「０．５×一致
」は、多くの試料（発現の異なるレベルを示す試料の％欄に示される）がコントロール値
よりも２×高い発現レベルであるか、またはコントロール平均の半分よりも低い発現レベ
ルを示す。よって、遺伝子の（“ｔ”＜＝０．００１の有意水準での）過剰発現または過
小発現のいずれかを示す。
【０４３５】
　Ｕ１３３＋２アレイの発現レベルは、８０～５０または８０～８０パーセンタイル比と
して表される。示されたすべての結果は、０．００１％レベルでの有意差のｔ検定を合格
した。８０～５０パーセンタイル比結果において、腫瘍試料の２０％は、コントロール試
料の５０％に比較した場合に、２倍レベルの過剰発現よりも高い。８０～８０パーセンタ
イル比結果において、腫瘍試料の２０％は、コントロール試料の８０％に比較して、３倍
レベルの過剰発現よりも高い。
【０４３６】
　ターゲティングのための腫瘍関連抗原の選択
　腫瘍状細胞および隣接する正常細胞のレーザー切開と切開細胞からのＲＮＡの産生
　正常および癌性組織を、レーザーキャプチャーマイクロダイセクション（ＬＣＭ）を用
いて患者から集め、ＲＮＡをこれらの組織から、当分野でよく知られる技術（例えば、Ｏ
ｈｙａｍａ　ｅｔ　ａｌ．（２０００）　Ｂｉｏｔｅｃｈ’ｉｑｕｅｓ　２９：５３０－
６；Ｃｕｒｒａｎ　ｅｔ　ａｌ．（２０００）　Ｍｏｌ．Ｐａｔｈｏｌ．５３：６４－８
；Ｓｕａｒｅｚ－Ｑｕｉａｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９９９）Ｂｉｏｔｅｃｈ’ｉｑｕｅｓ　
２６：３２８－３５；Ｓｉｍｏｎｅ　ｅｔ　ａｌ．（１９９８）　Ｔｒｅｎｄｓ　Ｇｅｒ
ｚｅｔ　１４：２７２－６；Ｃｏｎｉａ　ｅｔ　ａｌ．（１９９７）Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｌａ
ｂ．Ａｎａｌ．１１：２８－３８；Ｅｍｍｅｒｔ－Ｂｕｃｋ　ｅｔ　ａｌ．（１９９６）
　Ｓｃｉｅｎｃｅ　２７４：９９８－１００１を参照）を用いて調製した。ＬＣＭは、実
質的に均一な細胞試料を与える特定の細胞型の単離を提供するので、これは同じく純粋な
ＲＮＡ試料を与えた。
【０４３７】
　マイクロアレイ分析
　ｃＤＮＡの産生：次に、切開細胞から産生する全ＲＮＡを用いて、Ａｆｆｙｍｅｔｒｉ
ｘ２サイクルｃＤＮＡ合成キット（ｃａｔ＃９００４３２）を用いてｃＤＮＡを作った。
８μＬの全ＲＮＡは、７０℃で１２分間加熱された１１μＬの反応物中の１μＬのＴ７－
（ｄＴ）２４プライマー（５０ｐｍｏｌ／μＬ）とともに用いた。次に、混合物を室温に
５分間冷却した。９μＬのマスターミックス（４μＬの５×第１鎖ｃＤＮＡ緩衝液、２μ
Ｌの０．１ｍＭのＤＴＴ、１μＬの１０ｍＭのｄＮＴＰ混合物、２μＬのＳｕｐｅｒｓｃ
ｒｉｐｔＩＩ（６００Ｕ／μＬ））を加え、混合物を２．５時間、４２℃でインキュベー
トした（混合物の全体積は２０μＬであった）。氷上での冷却後、第２鎖合成は下記のよ
うに達成した：上記からの２０μＬの混合物を１３０μＬの第２鎖マスターミックス（９
１μＬ水、３０μＬの５×第２鎖反応緩衝液、３μＬの１０ｍＭのｄＮＴＰ混合物、１μ



(89) JP 4942219 B2 2012.5.30

10

20

30

40

50

Ｌの１０Ｕ／μＬ大腸菌ＤＮＡリガーゼ、４μＬの１０Ｕ／μＬ大腸菌ＤＮＡポリメラー
ゼＩ、１μＬの２Ｕ／μＬ大腸菌Ｒｎａｓｅ　Ｈ）に混合し、２時間インキュベートし、
１６℃で１０分間インキュベートした。氷上での冷却後、ｄｓＤＮＡを反応混合物から精
製した。簡単に説明すれば、ＱｉａＱｕｉｃｋ　ＰＣＴ精製キットを使用し（Ｑｉａｇｅ
ｎ，ｃａｔ＃２８１０４）、５体積分の緩衝液ＰＢを、１体積分のｃＤＮＡ混合物に加え
た。次に、ｃＤＮＡを、ＱＩＡｑｕｉｃｋスピンカラムを製造者の指示にしたがって精製
して、６０μＬの最終体積を得た。
【０４３８】
　ビオチン標識ｃＲＮＡの製造。上記で作り精製したｃＤＮＡを次に用いて、ビオチン標
識ＲＮＡを以下のように作った：ＱＩＡＱｕｉｃｋカラムから回収した６０μＬのｃＤＮ
Ａを中加熱スピード真空下に２２μＬの体積まで減らした。次に、これを、ＥＮＺＯ　Ｂ
ｉｏＡｒｒａｙ　Ｈｉｇｈ　Ｙｉｅｌｄ　ＲＮＡ　Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ　Ｋｉｔ
（ｃａｔ＃４２６５５２０）とともに用いた。簡単に説明すると、４μＬの１０×ＨＹ反
応緩衝液、４μＬの１０×ビオチン標識リボヌクレオチド、４μＬのＤＴＴ、４μＬのＲ
ｎａｓｅインヒビター混合物および２μＬのＴ７ＲＮＡポリメラーゼを含むマスターミッ
クスを２２μＬの精製ｃＤＮＡに加え、放置して、３７℃で４～６時間インキュベートし
た。次に、反応物をＱｉａｇｅｎ　ＲＮｅａｓｙキット（ｃａｔ＃７４１０４）を製造者
の指示にしたがって精製した。
【０４３９】
　ｃＲＮＡの断片化。上記からの１５～２０μｇのｃＲＮＡを８μＬの５×フラグメンテ
ーション緩衝液（２００ｍＭトリス酢酸、ｐＨ８．１、５００ｍＭ酢酸カリウム、１５０
ｍＭ酢酸マグネシウム）および水と混合して最終体積を４０μＬとした。混合物を９４℃
で、３５分間インキュベートした。通常、このフラグメンテーションプロトコールにより
、大きさが３５～２００塩基の範囲のＲＮＡ断片の分布を得る。断片化はＴＡＥアガロー
ス電気泳動を用いて確認した。
【０４４０】
　アレイハイブリダイゼーション。上記からの断片化されたｃＲＮＡを次にハイブリダイ
ゼーションカクテルを作るために用いた。簡単に説明すると、上記からの４０μＬを１ｍ
ｇ／ｍＬのヒトＣｏｔ　ＤＮＡと適当なコントロールオリゴヌクレオチドと混合した。さ
らに、３ｍｇのニシン精子ＤＮＡ（１０ｍｇ／ｍＬ）を、１５０μＬの２×ハイブリダイ
ゼーション緩衝液（１００ｍＭのＭＥＳ、１ＭのＮａＣｌ、２０ｍＭのＥＤＴＡ、０．０
１％Ｔｗｅｅｎ－２０）および水とともに加えて、最終体積３００μＬとした。次に、２
００μＬのこの溶液をＵｌ３３アレイ（Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ　ｃａｔ＃９００３７０）
にロードし、４５℃で、４５ｒｐｍの一定の速度で一晩インキュベートした。次に、ハイ
ブリダイゼーション緩衝液を除去し、アレイを洗浄し、２００μＬの非ストリジェント洗
浄緩衝液（６×ＳＳＰＥ、０．０１％Ｔｗｅｅｎ－２０）により、ＧｅｎｅＣｈｉｐ流体
ステーション４５０（Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ、ｃａｔ＃００－００７９）を製造者の指示
にしたがって使用して染色した。
【０４４１】
　スキャニングアレイ。次に上記からのアレイをＧｅｎｅＣｈｉｐスキャナー３０００（
Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ　ｃａｔ＃００－０２１７）を製造者の指示にしたがって使用して
スキャンした。
【０４４２】
　潜在的な腫瘍細胞抗原標的の選択。ターゲティングのために、腫瘍細胞（原発腫瘍また
は転移のいずれか）中の抗原の発現レベルを、周囲の健康な組織に対して、または集めら
れた正常組織に対して比較することにより腫瘍抗原を選択した。選択された腫瘍抗原は、
周囲の正常な組織に比較して少なくとも３倍（３００％）の増加発現を示したが、この３
倍の増加は、多くのプールされた市販の正常な組織試料（リファレンススタンダードミッ
クスまたはＲＳＭ、プールは各組織型に対して作られる）との比較により見られるもので
ある。以下の表６は、それぞれの遺伝子のアレイ分析からの増加（倍）データを表し、数
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を示す。
【０４４３】
【化１４】

　実施例２２：配列
【０４４４】
【化１５】

【０４４５】
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【０４４６】
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【化１７】

【０４４７】
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【化１８】

【０４４８】
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【化１９】

【０４４９】
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【化２０】

【０４５０】
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【化２１】

【０４５１】
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【化２２】

【０４５２】
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【化２３】

【０４５３】
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【化２４】

【０４５４】
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【化２５】

　本明細書で引用された全ての出版物、特許および特許出願は、個々の出版物または特許
出願が参照によりあたかも具体的かつ個々に示されて組み込まれるかのように参照により
ここに組み込まれる。
【０４５５】
　本発明は、ほんの一例として説明してきたが、本発明の範囲と精神内において改良をな
してよいことが理解されるだろう。
【図面の簡単な説明】
【０４５６】
【図１】Ｑ－ＰＣＲ実験の結果を示し、表在拡大型悪性メラノーマ癌組織でのＤＤＲ２脱
調節を示す。
【図２】正常組織の遺伝子発現プロファイリングを示す。
【図３】ヒト癌細胞株でのＤＤＲ２の相対的な発現を示す。
【図４】ヒト癌細胞株でのＤＤＲ２の相対的な発現を示す。
【図５】細胞増殖におけるｓｉＲＮＡの効果を示す。この実施例において、ＤＤＲ２特異
的ｓｉＲＮＡオリゴＨＳ１０９２１－２を用いるＭＤＡ－ＭＢ－４３５およびＳＫ－ＭＥ
Ｌ－２の形質導入は、有意なＤＤＲ２転写（ＱＰＣＲ解析、上部パネル）および対応する
抗増殖効果（下部パネル）減少を引き起こした。
【図６】ＷＳＴ－１アッセイを用いて解析した細胞増殖におけるＤＤＲ２発現の効果を示
す。本実施例において、２つの安定にＤＤＲ２を発現するＲａｔ－１細胞株（Ｒａｔ－１
／ＳＧＲＳ０９１）は、ベクターコントロールＲａｔ－１株（Ｒａｔ－１）に比べ７２時
間で増加した増殖を示した。
【図７】等しい数のベクターコントロールＲａｔ－１細胞（Ｒａｔ－１）およびＤＤＲ２
発現Ｒａｔ－１細胞（Ｒａｔ－１／ＳＧＲＳ０９２１）を１５日間培養した後のＲａｔ－
１細胞株の軟寒天アッセイの結果を示す。
【図８】Ｒａｔ－１細胞株の腫瘍形成アッセイの結果を示す。ＤＤＲ２（クローン９２１
．９）を安定に発現するＲａｔ－１細胞は、マウスに移植後ベクターコントロールＲａｔ
－１細胞（Ｒａｔ－１．ｃ３）より早く明らかな腫瘍を形成した。
【図９】ＤＤＲ１およびＤＤＲ２ドメインの特性を示す。



(101) JP 4942219 B2 2012.5.30

【図１】 【図２】

【図３】 【図４】



(102) JP 4942219 B2 2012.5.30

【図５】 【図６】

【図７】

【図８】 【図９】



(103) JP 4942219 B2 2012.5.30

【配列表】
0004942219000001.app



(104) JP 4942219 B2 2012.5.30

10

20

30

40

フロントページの続き

(74)代理人  100078282
            弁理士　山本　秀策
(74)代理人  100062409
            弁理士　安村　高明
(74)代理人  100113413
            弁理士　森下　夏樹
(72)発明者  ファニディ，　アブダラ
            アメリカ合衆国　カリフォルニア　９４６０８，　エミリービル，　ホートン　ストリート　４５
            ６０
(72)発明者  ブーハー，　ロバート
            アメリカ合衆国　カリフォルニア　９４６０８，　エミリービル，　ホートン　ストリート　４５
            ６０
(72)発明者  チェ，　クリスティン
            アメリカ合衆国　イリノイ　６００４８，　リバティービル，　セント　ウィリアム　ドライブ　
            １３２１
(72)発明者  スー，　シエ
            アメリカ合衆国　カリフォルニア　９４５５５，　フレモント，　パセオ　パドレ　パークウェイ
            　６５００，　メールストップ　ビー２エフ２エスイー
(72)発明者  ユー，　グオイン
            アメリカ合衆国　カリフォルニア　９４６０８，　エミリービル，　ホートン　ストリート　４５
            ６０
(72)発明者  モウラー，　エドワード
            アメリカ合衆国　カリフォルニア　９４６０８，　エミリービル，　ホートン　ストリート　４５
            ６０
(72)発明者  ロー，　マイケル
            アメリカ合衆国　カリフォルニア　９４６０８，　エミリービル，　ホートン　ストリート　４５
            ６０

    審査官  安居　拓哉

(56)参考文献  国際公開第２００５／０１５２３６（ＷＯ，Ａ１）
              国際公開第２００５／００５６６１（ＷＯ，Ａ１）
              国際公開第２００５／００５９８９（ＷＯ，Ａ１）
              欧州特許出願公開第０１３８２９６９（ＥＰ，Ａ１）
              国際公開第２００４／０７４５０６（ＷＯ，Ａ１）
              特開２００４－００２２１０（ＪＰ，Ａ）
              OLASO ELVIRA，THE JOURNAL OF CLINICAL INVESTIGATION，２００１年１１月，V108 N9，P1369-
              1378

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)
              A61K  45/00
              A61P  35/00
              G01N  33/574
              G01N  33/50
              CA/MEDLINE/EMBASE/BIOSIS(STN)


	biblio-graphic-data
	claims
	description
	drawings
	reference-file-article
	overflow

