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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下の群から選択される７ａ５／プログノスチンのポリペプチドをコードする核酸分子
：
ａ）配列番号１に記載の配列からなる核酸分子、
ｂ）配列番号１に記載の配列から遺伝子コードの縮重の結果として導かれる核酸分子。
【請求項２】
　請求項１に記載の核酸分子にコードされる７ａ５／プログノスチンポリペプチド。
【請求項３】
　配列番号２に記載の配列からなる７ａ５／プログノスチンポリペプチド。
【請求項４】
　請求項１に記載の核酸分子と特異的にハイブリダイズする、配列番号７に記載の配列か
らなるオリゴヌクレオチド。
【請求項５】
　薬物としての、請求項１に記載の核酸分子、または請求項４に記載のオリゴヌクレオチ
ド。
【請求項６】
　請求項１に記載の核酸分子を含有するベクター。
【請求項７】
　請求項１に記載の少なくとも１の核酸分子または請求項６に記載の少なくとも１のベク
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ターを含有する組換え原核生物または真核宿主生物。
【請求項８】
　請求項１に記載の核酸分子にコードされる７ａ５／プログノスチンポリペプチド、また
は配列番号２に記載の配列からなる７ａ５／プログノスチンポリペプチドを認識するポリ
クローナルもしくはモノクローナル抗体またはその抗原結合フラグメント。
【請求項９】
　請求項４に記載のオリゴヌクレオチドを、場合により製薬的に許容される担体と組み合
わせて含む医薬組成物。
【請求項１０】
　請求項１に記載の核酸分子、請求項４に記載のオリゴヌクレオチドまたは請求項８に記
載の抗体を含む診断用組成物。
【請求項１１】
　腫瘍細胞を検出する方法であって、病理組織または体液由来の生体サンプル中の請求項
１に記載の核酸分子にコードされる７ａ５／プログノスチン発現を測定し、その発現を健
常組織または体液中の請求項１に記載の核酸分子にコードされる７ａ５／プログノスチン
発現と比較する段階を含む、方法。
【請求項１２】
　７ａ５／プログノスチン発現の測定が、ハイブリダイゼーション、ＰＣＲ、「リアルタ
イム」（ＲＴ）－ＰＣＲ、抗原抗体結合、ＥＬＩＳＡ、光学的プロテオーム解析、１また
は多次元ゲル電気泳動、質量分析による解析、クロマトグラフィ、シークエンシング法、
メチル化解析、ＳＮＰ決定またはこれらの方法の組み合わせを含む、請求項１１に記載の
腫瘍細胞を検出する方法。
【請求項１３】
　腫瘍疾患が転移性である、請求項１１または１２に記載の腫瘍細胞を検出する方法。
【請求項１４】
　生体サンプルが、腸、肝臓、リンパ節、肺、骨または脳由来の腫瘍生検または体液から
得られる、請求項１１～１３のいずれか１項に記載の腫瘍細胞を検出する方法。
【請求項１５】
　７ａ５／プログノスチンに結合する物質の同定方法であって、以下の段階を含む方法：
ａ）請求項１に記載の核酸分子を発現する細胞を候補物質と接触させる段階、
ｂ）請求項２または３に記載のポリペプチドに結合する候補物質の存在を検出する段階、
および
ｃ）候補物質が請求項２または３に記載のポリペプチドに実際に結合するかどうかを決定
する段階。
【請求項１６】
　請求項１５に記載のａ）～ｃ）の段階を含み、請求項２または３に記載のポリペプチド
に結合する物質が抗体であり、該抗体を製薬的に許容される形式で製剤化する、医薬組成
物の製造方法。
【請求項１７】
　請求項４に記載のオリゴヌクレオチドを含む腫瘍疾患治療剤。
【請求項１８】
　請求項１に記載の核酸分子、請求項４に記載のオリゴヌクレオチド、請求項８に記載の
抗体または請求項１０に記載の診断用組成物を含む腫瘍疾患診断剤。
【請求項１９】
　請求項４に記載のオリゴヌクレオチドを含む遺伝子治療剤。
【請求項２０】
　請求項１０に記載の診断用組成物を含み、場合により適切なバッファーおよび／または
取扱指示書をさらに含有するキットを含む腫瘍疾患診断剤。
【請求項２１】
　ＰＣＲキット、ＲＴ－ＰＣＲキット、またはＥＬＩＳＡキット形式のキットを含む、請
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求項２０に記載の腫瘍疾患診断剤。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、７ａ５／プログノスチン（7a5/Prognostin）のポリペプチドをエンコードす
る核酸配列および特に転移性腫瘍の診断および治療のためのその使用に関する。本発明の
目的のため、本明細書中のすべての引用文献は引用により完全に参考事項に加えられたも
のとする。
【背景技術】
【０００２】
　転移の形成は複雑な多段階の過程である。この過程は多重の分子および細胞変化を含み
、さらに原理的には以下の明確な４相に細分化することができる：ａ）原発腫瘍の成長お
よび血管新生、ｂ）血管系への単一（single）浸潤細胞の放出および侵入、ｃ）血管系内
での播種および標的器官での管外遊出、そして最終的にｄ）浸潤を受けた腫瘍細胞からの
巨視的な転移の形成。
【０００３】
　この過程において、原発腫瘍の特定細胞はその細胞－細胞接触を喪失し、細胞外基質を
経由して浸潤し、血液およびリンパ系を介して拡散する。これらの腫瘍細胞は最終的には
管外遊出（extravade）し、特異的な標的器官で付着し、その場所で増殖することができ
、これにより転移が形成される。
【０００４】
　転移性拡散との全般的な会合を示す分子群は、原発腫瘍と転移との間の比較においてす
でに同定されていた。したがって、原発腫瘍における細胞接着分子（例えばカドヘリン）
の調節不全が細胞－細胞接触の喪失に導き、そして動態化された腫瘍細胞が血管およびリ
ンパ管系へ浸潤および侵入することが可能になる。血管系およびリンパ管系を介した腫瘍
細胞拡散は、その後、その管の内皮細胞に付着する。この過程は内皮細胞上の接着分子（
例えばＥ－セレクチン、ＬＰＡＭ、ＶＣＡＭ－１、ＬｕＥＣＡＭ－１、ＩＣＡＭ－１）に
よって媒介され、腫瘍細胞の特異的な表面分子（例えばＶＬＡ－４、ＬＦＡ－１）は選択
的様式でその接着分子に結合することができる。転移性拡散の以後の過程では、転移性腫
瘍細胞が細胞外基質の成分、例えばラミニン、コラーゲン、フィブロネクチンおよびビト
ロネクチンとの結合が生じる必要がある。このことは種々のインテグリンによって媒介さ
れ、したがって、種々の転移能を有する腫瘍細胞は細胞外基質の種々の要素との接着につ
いては変動する。また組織阻害剤（ＭＭＰの組織阻害剤、ＴＩＭＰ）を伴う系中の基質分
解酵素、例えば基質メタロプロテイナーゼ（ＭＭＰ、特にＭＭＰ－９およびＭＭＰ－２）
が腫瘍細胞の管外遊出および遊走に関して非常に重要である。これらの分子の活性は、ウ
ロキナーゼ型プラスミノーゲン活性化因子／ウロキナーゼ型プラスミノーゲン活性化因子
受容体（ｕＰＡ／ｕＰＡ受容体）系を介して組織特異的様式で調節され得る。この事象は
例えば結腸直腸癌の肝臓転移におけるＭＭＰ－９の発現に関して証明されている。
【０００５】
　特異的接着分子（ＶＣＡＭ－１、ＬＰＡＭ、Ｅ－セレクチン、ＶＬＡ、１ＣＡＭ－１お
よび種々のインテグリン）が標的器官での転移性腫瘍細胞の接着に必須である［例えば、
非特許文献１～４を参照すること］。腫瘍細胞は転移性拡散の標的器官で接着および増殖
することができる特定微小環境を見出す必要がある（「種と土壌仮説」）。腫瘍細胞は最
初は全身に拡散することができるが、最終的には特定器官においてのみ転移を生じさせる
。したがって転移性拡散の必須要因は腫瘍細胞の標的器官への遊走ではなく、標的器官に
おける特定環境内で腫瘍細胞が増殖する潜在能力である。「休眠中の」腫瘍細胞は転移が
検出可能でない状態で数年間、身体中に存在するかもしれない。
【０００６】
　上記「種と土壌」仮説は器官特異的な転移性拡散に関して最も一般に認められている理
論の１つである。さらに第二の理論が存在する。この理論によれば、内皮細胞は転移性拡
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散の標的器官の血管中で特定接着分子を発現し、これにより循環性腫瘍細胞の接着が導か
れ、そしてこれらの特定器官において転移が形成される。第三のいわゆる化学誘引理論で
は、器官特異的分子が血流に侵入し、そしてこれらの分子が腫瘍細胞を転移性拡散の各標
的器官へ遊走させ、そしてその部位で転移形成を誘導すると述べている。
【０００７】
　器官特異的な転移性拡散の分野における現在の研究では、長期の過程において選択的に
活性化（または非活性化）される必要がある遺伝子であって、－身体中での腫瘍細胞拡散
時には－未だ活性ではなかった（あるいは依然として活性であった）遺伝子が明らかに存
在することが証明されている。したがって、特定標的器官の転移の中でいずれの遺伝子が
異なる様式で発現されているかを各原発腫瘍と比較して調査する目的で、遺伝子発現解析
は不可欠である。
【０００８】
　ドイツでは毎年、約２０，０００件の結腸癌（大腸癌）の新規症例が登録されている。
結腸癌はいくつかの既知の転移性拡散標的部位を有する。例えば肝臓、リンパ節、肺、骨
および脳である。
【０００９】
　Robert-Roessle-Klinikは外科手術を中心に取り扱う腫瘍学指向の医療センターである
。毎年約３００人の結腸癌患者が処置されており、そのうち約１５０～１７０人の患者は
原発腫瘍の転移を示す。標的器官の観察転移頻度は文献記載のデータと一致して、肝臓転
移８０％および肺転移１５％である。５年生存率は約２０～２５％であるが、単発性転移
（肝臓、肺）の症例では約５％でしかない。
【００１０】
　肝臓は結腸癌の転移性拡散のための最も重要な標的器官を構成する。その理由は、この
腫瘍細胞が門脈によって媒介され、まず肝臓内で捕捉され、その後他の器官へ播種するか
らである。
【００１１】
　他方、同様に既知であるのは、転移が肝臓で検出されなくても、転移が、例えば肺また
は骨に存在することが多いことである。したがって転移性結腸癌は、器官特異的な転移性
拡散における異なった遺伝子発現をさらに研究する目的で遺伝子を同定および解析するた
めの興味深いモデルを構成する。
【００１２】
　そのような遺伝子によってエンコードされたタンパク質は特定組織および器官での腫瘍
細胞の接着に直接の機能を果たすかもしれない（器官特異的接着分子）。さらに、これら
は標的器官の正常細胞との相互作用によって特定環境での細胞増殖および転移成長を可能
にするかもしれない（例えば特異的受容体およびエフェクター）。さらに、そのようなタ
ンパク質は、例えば種々のシグナル伝達経路および調節機構において特定標的器官内での
転移成長のための腫瘍細胞の細胞内調整に必須であると考えられる。これに関連して重要
なことは、各タンパク質－タンパク質相互作用ドメイン、例えばＳｒｃホモロジードメイ
ン（ＳＨ３、ＳＨ２ドメイン）またはＥｐｓ１５ホモロジードメイン（ＥＨドメイン）を
有するタンパク質である。これらのドメインはリガンドとの特異的結合を可能にする規定
の配列モチーフである。ＳＨ３ドメインは－他の例の内で－そのようなタンパク質中に存
在し、特異的リガンドをキナーゼまたはその基質へ導き、したがってチロシンキナーゼシ
グナル伝達経路の調節に決定的な役割を果たす。
【００１３】
　特に有益なことはそのようなマーカー遺伝子の同定である。実際の転移性拡散およびそ
れに基づいて、この過程の可能な予防の前に、特定標的器官内での転移の推定形成を予測
するために、原発癌細胞内での該マーカー遺伝子の発現を利用することが出来る。
【非特許文献１】Streit Met al., Adhesion receptors in malignant transformation a
nd dissemination ofgastrointestinal tumours. Recent Results Cancer Res. 1996; 14
2:19-50.
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【非特許文献２】Imai K,et al. Regulation ofintegrin function in the metastasis o
f colorectal cancer, Nippon Geka GakkaiZasshi. 1998 Jul; 99(7):415-8.
【非特許文献３】KrauseT, Turner GA. Are selectins involved in metastasis? Clin E
xp Metastasis. 1999 May;17(3):183-92
【非特許文献４】PorteraCA Jr, et al. Moleculardeterminants of colon cancer metas
tasis. SurgOncol. 1998 Nov-Dec;7(3-4):183-95
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１４】
　したがって本発明の目的は、そのようなマーカー遺伝子により特定標的器官内における
転移の形成に関して改善された診断および治療を達成することが可能なマーカー遺伝子を
提供することである。
【課題を解決するための手段】
【００１５】
　本発明の第一の側面では、以下の群から選択される７ａ５／プログノスチンのポリペプ
チドをコードする核酸配列を提供することによって、この目的を達成する：ａ）配列番号
１に記載の配列を有する核酸配列、ｂ）縮重した遺伝子コードの結果として、配列番号１
に記載の核酸配列から導かれる核酸配列、ｃ）配列番号１に記載の核酸配列の誘導体であ
って、配列番号２に記載のアミノ酸配列を有するポリペプチドをコードし、かつアミノ酸
レベルで少なくとも８０％のホモロジーを示し、当該ポリペプチドの生物学的活性が有意
に減少していない誘導体およびｄ）ヒトゲノム核酸配列であって、７ａ５／プログノスチ
ンのための遺伝子を含み、かつ多型性を示す核酸配列。別の側面は、本発明による核酸配
列によってエンコードされ、特に配列番号２のアミノ酸配列と一致して、同様に提供され
る７ａ５／プログノスチンポリペプチドに関する。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１６】
　さらに本発明のポリペプチドの精製用に追加ポリペプチド（「タグ」）を付加してよい
。タンパク質タグは、例えばマトリックスに高親和力で吸着させ、そして複合体を大量に
溶出させることなく適切なバッファーで厳密に洗浄し、次いで吸着複合体を意図的に溶出
させることを可能にする。当業者によく知られているタンパク質タグの例は、（Ｈｉｓ）

６タグ、Ｖ５タグ、Ｍｙｃタグ、ＦＬＡＧタグ、Ｓｔｒｅｐタグ、ＳｔｒｅｐタグＩＩ、
ヘマグルチニンタグ、グルタチオントランスフェラーゼタグ（ＧＳＴ）タグ、親和性－キ
チン－結合タグを有するインテイン（intein with anaffinity-chitin-binding-tag）ま
たはマルトース結合タンパク質（ＭＢＰ）タグである。これらのタンパク質タグは、Ｎ末
端、Ｃ末端および／または内部に位置してよい。
【００１７】
　細胞から単離された天然ポリペプチドは別にして、本発明のすべてのポリペプチドまた
はその部分は、無細胞条件下で、例えば合成またはインビトロ翻訳によって製造したもの
であってもよい。したがって完全ポリペプチドまたはその部分は、例えば古典的合成（メ
リフィールド法）によって合成してよい。本発明のポリペプチドの部分は抗血清の生成に
特に適しており、該抗血清を用いて、各遺伝子発現ライブラリをスクリーニングし、本発
明のポリペプチドの機能性変異体をさらに取得することができる。
【００１８】
　細胞から単離された天然核酸は別にして、本発明のすべての核酸またはその部分もまた
合成によって製造したものでもよい。さらに、合成によって製造された核酸を使用して本
発明を実施してもよい。したがって本発明の核酸は、例えば配列番号２に記載のタンパク
質配列から出発し、遺伝子コードを利用して化学的に合成してもよく、この合成は、例え
ばホスホトリエステル法にしたがって達成される（例えばUhlmann & Peyman 1990, Chemi
cal Reviews 90:543-584を参照すること）。
【００１９】
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　アクセッション番号ＸＰ＿２９４２１３．１（２００３年４月２８日に本データベース
に登録）は８１６アミノ酸長を有するヒトポリペプチドを示す。ＥＳＴＡＩ５９４７１７
［ホモサピエンス（Homo sapiens）］に類似していると記載されるこの配列はその最後の
８１３アミノ酸の中の配列番号２と同一であり、ＮＣＢＩコンティグＮＴ＿００７８１９
からプログラム「GenomeScan」を使用する自動コンピュータ解析によって取得された。該
遺伝子は第７染色体に位置する。該遺伝子に関する機能および予後的な有用性はいずれも
知られていない。したがって本発明は、７ａ５／プログノスチンのゲノムＤＮＡ配列、完
全長ｃＤＮＡおよび推定タンパク質配列の同定を提供する。
【００２０】
　本発明の別の側面は、本発明の核酸配列と特異的にハイブリダイズするオリゴヌクレオ
チドに関する。オリゴヌクレオチドは、一方ではＰＣＲ反応において使用することができ
、同時にハイブリダイゼーション反応のプローブとしても使用することができる重要な手
段を構成する。可能性のあるその他の適用は、例えば遺伝子治療または変異誘発技術にお
ける治療物質として見出されことである。本発明のオリゴヌクレオチドは、ＤＮＡ、ｄｓ
ＤＮＡ、ＲＮＡ、ｍＲＮＡ、ｓｉＲＮＡ、ＰＮＡおよび／またはＣＮＡを含む核酸の形式
で存在しうる。該オリゴヌクレオチドはさらに「センス」または「アンチセンス」オリゴ
ヌクレオチドとして存在してもよい。ハイブリダイゼーションに基づく検出技術では、本
オリゴヌクレオチドはさらに、例えば色素、放射性核種、酵素または質量および電荷マー
カーを用いて適切に標識してよい。標識は採用される実際の検出方法に依存する。本発明
のオリゴヌクレオチドは好ましくはＤＮＡであり、特に、少なくとも８ヌクレオチド長、
好ましくは少なくとも１２ヌクレオチド長、特に少なくとも２４ヌクレオチド長を有する
二本鎖ＤＮＡである。該オリゴヌクレオチドのための上限は実際の実施用途によって決定
され、通常は最大５０～２００ヌクレオチド長が好ましい。
【００２１】
　オリゴヌクレオチドは通常、エンドまたはエキソヌクレアーゼ、特に細胞中に存在する
ＤＮアーゼおよびＲＮアーゼによって速やかに分解される。したがって分解に対して核酸
を安定化させるために、核酸を修飾することが有益であり、その結果高濃度の核酸が細胞
中で長期にわたって維持される（Beigelmann et al.1995, Nucleic Acids Res. 23:3989-
94; Dudycz 1995, WO95/11910; Macadam et al. 1998, WO 98/37240; Reese et al. 1997
, WO 97/29116）。典型的には、そのような安定化は１つまたは複数のインターヌクレオ
チドリン酸基の導入または１つまたは複数の非ホスホルインターヌクレオチド（non-phos
phor-internucleotides）の導入によって達成することができる。
【００２２】
　適切な修飾インターヌクレオチドはUhlmann and Peymann（1990, Chem. Rev. 90:544）
に総括されている（さらにBeigelman et al. 1995, Nucleic Acids Res. 23:3989-94;Dud
ycz 1995, WO 95/11910; Macadam et al. 1998, WO98/37240; Reese et al. 1997, WO 97
/29116を参照のこと）。本発明の適用において採用してよい核酸中の修飾インターヌクレ
オチドリン酸部分および／または非ホスホルエステル結合は、例えばホスホン酸メチル（
methylphosphonate）、ホスホロチオエート（phosphorothioate）、ホスホルアミダート
（phosphoramidate）、ホスホロジチオエート（phosphorodithioate）、リン酸エステル
（phosphateester）を含み、また非ホスホルインターヌクレオチドアナログは、例えばシ
ロキサン架橋（siloxanebridges）、カーボネート架橋（carbonate bridges）、カルボキ
シメチルエステル（carboxymethylester）、アセトアミデート架橋（acetamidate bridge
s）および／または硫黄架橋（sulphur bridges）を含む。さらに、この修飾が本発明の１
適用において使用することができる医薬組成物の耐久性を改善することを意図している。
【００２３】
　各遺伝子の発現用には一般に二本鎖ＤＮＡが好ましく、またポリペプチドをコードする
ＤＮＡ領域が特に好ましい。この領域はKozakコンセンサス配列（Kozak 1987, Nucleic A
cids Res. 15:8125-48）中に位置する第１の開始コドン（ＡＴＧ）で開始し、ＡＴＧと同
一リーディングフレーム中の次の終止コドン（ＴＡＧ、ＴＧＡまたはＴＡＡ）まで伸びる
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。本発明の核酸配列の別の適用は、アンチセンスオリゴヌクレオチド（Zheng and Kemeny
 1995, Clin. Exp. Immunol. 100:380-382;Nellen and Lichtenstein 1993, Trends Bioc
hem. Sci. 18:419-23）および／またはリボザイム（Amarzguioui et al. 1998, Cell. Mo
l. Life Sci. 54:1175-202; Vaish,et al. 1998, Nucleic Acids Res. 26:5237-42; Pers
idis1997, Nat. Biotechnol. 15:921-2; Couture and Stinchcomb 1996, Trends Genet. 
12:510-5）の構築である。「アンチセンス」オリゴヌクレオチドを用いて、本発明の核酸
の安定性を減少させおよび／またはその翻訳を阻害することができる。ゆえに、インビボ
およびインビトロの両環境において各遺伝子の細胞内発現を減少させることが可能である
。したがって、オリゴヌクレオチドは治療物質として適しているであろう。プローブまた
は「アンチセンス」オリゴヌクレオチドとしての適用では、一本鎖ＤＮＡまたはＲＮＡが
好ましい。本発明のオリゴヌクレオチドは、ＤＮＡ、ｄｓＤＮＡ、ＲＮＡ、ｍＲＮＡ、ｓ
ｉＲＮＡ、ＰＮＡおよび／またはＣＮＡを含む核酸の形式で存在してもよい。特に好まし
い本発明の別の側面はｓｉＲＮＡ形式の治療物質としてオリゴヌクレオチドに関する。遺
伝子治療のこのアプローチは腫瘍治療においても当業者によく知られており、例えば以下
に挙げる文献および本明細書中で引用された別の参考文献から集めることができる。一般
的な技術背景は例えば以下に挙げる文献中に記載されている：Ait-Si-Ali S, Guasconi V
, Harel-Bellan A. RNAinterference and its possible use in cancer therapy. Bull C
ancer. 2004 Jan;91(1):15-8; Caplen NJ, Mousses S. Short interfering RNA (siRNA)-
mediated RNA interference(RNAi) in human cells. Ann N Y Acad Sci. 2003 Dec;1002:
56-62; Caplen NJ. RNAi as a gene therapy approach. Expert Opin Biol Ther. 2003 J
ul;3(4):575-86; Lu PY, Xie FY, Woodle MC. siRNA-mediatedantitumourigenesis for d
rug target validation and therapeutics. Curr Opin Mol Ther. 2003 Jun;5(3)225-34;
 およびOshiumi H, Begum NA, Matsumoto M, Seya T. RNAinterference for mammalian c
ells. Nippon Yakurigaku Zasshi. 2002 Aug;120(2):91-5。ｓｉＲＮＡ治療用の特定ベク
ターに関する情報は以下に挙げる文献中に見出せる：Devroe E, Silver PA. Therapeutic
 potentialof retroviral RNAi vectors. Expert Opin Biol Ther. 2004 Mar;4(3):319-2
7. Devroe E, Silver PA.Retrovirus-delivered siRNA. BMC Biotechnol. 2002 Aug 28;2
(1):15. Tran N, Cairns MJ, Dawes IW,Arndt GM. Expressing functional siRNAs in ma
mmaliancells using convergent transcription. BMC Biotechnol. 2003 Nov 06;3(1):21
. Futami T, Miyagishi M, Seki M,Taira K. Induction of apoptosis in HeLa cells wi
th siRNA expression vectortargeted against bcl-2. Nucleic Acids Res Suppl. 2002;
(2):251-2. Scherr M,Battmer K, Ganser A, Eder M.Modulation of gene expression by
 lentiviral-mediated delivery of smallinterfering RNA. Cell Cycle. 2003 May-Jun;
2(3):251-7. Shen C, Reske SN. Adenovirus-delivered siRNA. Methods Mol Biol. 2004
;252:523-32. Salmons B, Gunzberg WH. Targeting of retroviral vectors for gene th
erapy. Hum Gene Ther. 1993 Apr;4(2):129-41, およびKobayashi N, Matsui Y, Kawase 
A, Hirata K,Miyagishi M, Taira K, Nishikawa M, Takakura Y. Vector-based in vivo 
RNAinterference: dose- and time-dependent suppression oftransgene expression. J 
Pharmacol Exp Ther. 2004 Feb;308(2):668-93. Epub 2003 Nov 10。最後にNaito Y,Yama
da T, Ui-Tei K, Morishita S, Saigo K. siDirect: highly effective, target-specifi
c siRNA design software for mammalian RNAinterference. Nucleic Acids Res. 2004 J
ul 1;32(Web Server issue):W124-9はｓｉＲＮＡ分子の設計および構築用プログラムを典
型的に記載している。
【００２４】
　本発明の別の側面は、疾患処置用の本発明の核酸分子、本発明のポリペプチドまたは本
発明のオリゴヌクレオチドに関する。ヒト疾患に関連してこれら物質を使用する可能性は
現在までは知られていなかった。
【００２５】
　本発明の別の側面は、好ましくはプラスミド、シャトルベクター、ファージミド、コス
ミド、発現ベクター、アデノウイルスベクター、レトロウイルスベクター（Miller, et a
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l. “Improved retroviral vectors for gene transfer andexpression”, BioTechnique
s Vol. 7, No. 9, p 980, 1989）および／または本発明の核酸を含有する、遺伝子治療上
有効なベクター形式のベクターに関する。したがって本発明の核酸はベクター、好ましく
は発現ベクターまたは遺伝子治療上有効なベクター中に含有されてもよい。遺伝子治療上
有効なベクターは本発明の核酸に機能的に連結されている細胞特異的な制御配列を含むこ
とが好ましい。発現ベクターは原核生物または真核生物の発現ベクターであってよい。原
核生物の発現ベクターに関する例は、大腸菌（E.coli）での発現用には、例えばベクター
ｐＧＥＭまたはｐＵＣ誘導体であり、真核生物の発現ベクターに関する例は、酵母（Sacc
haromycescerevisiae）での発現用には、例えばベクターｐ４２６Ｍｅｔ２５またはｐ４
２６ＧＡＬ１（Mumberg et al. 1994, Nucleic Acids Res. 22:5767-5768）であり、昆虫
細胞での発現用には、例えばEP-B1-0127 839またはEP-B1-0 549 721に開示されるベクタ
ーのようなバキュロウイルスベクターであり、ならびに哺乳類細胞での発現用には、例え
ばベクターＲｃ／ＣＭＶおよびＲｃ／ＲＳＶまたはＳＶ４０ベクターである。これらはす
べては一般に入手可能である。
【００２６】
　一般に発現ベクターも、例えば大腸菌での発現用には、ｔｒｐプロモーター（例えばEP
-B1-0 154 133を参照のこと）、酵母での発現用には、Ｍｅｔ２５、ＧＡＬ１またはＡＤ
Ｈ２プロモーター（Russel et al. 1983, J. Biol. Chem. 258:2674-2682）、昆虫細胞で
の発現用には、バキュロウイルスポリヘドリンプロモーター（例えばEP-B1-0127 839を参
照すること）のような各宿主細胞に適したプロモーターを含む。哺乳類細胞での発現に適
しているのは、例えば真核細胞において構成性、調節性、組織特異的、細胞周期特異的、
または代謝特異的な発現を可能にするプロモーターである。本発明の調節性因子は、プロ
モーター、アクチベーター配列、エンハンサー、サイレンサーおよび／またはリプレッサ
ー配列である。真核生物内で構成性発現を可能にする適切な調節性因子の例は、ＲＮＡポ
リメラーゼＩＩによって認識されるプロモーターまたはウイルスプロモーター、ＣＭＶエ
ンハンサー、ＣＭＶプロモーター、ＳＶ４０プロモーターまたは、例えばＭＭＴＶ（マウ
ス乳癌ウイルス；Leeet al. 1981, Nature 214:228-232）由来のプロモーターに似たＬＴ
Ｒプロモーターおよびさらに別のウイルスプロモーター配列およびアクチベーター配列、
例えばＨＢＶ、ＨＣＶ、ＨＳＶ、ＨＰＶ、ＥＢＶ、ＨＴＬＶまたはＨＩＶ由来の配列であ
る。真核生物内での計画的発現を可能にする調節性因子の例は、各リプレッサーと組み合
わせたテトラサイクリンオペレーターである（Gossen et al. 1994, Curr. Opin. Biotec
hnol. 5:516-20）。
【００２７】
　トランスフェクション、形質転換または感染を利用した本発明の核酸の導入にしたがっ
て、真核または原核細胞内でのポリペプチドの発現を可能にするために、その核酸はプラ
スミドとして、またはウイルスまたは非ウイルスベクターの部分として存在することが出
来る。ウイルスベクターとして特に適しているのは：レトロウイルス、バキュロウイルス
、ワクシニアウイルス、アデノウイルス、アデノ随伴ウイルスおよびヘルペスウイルスで
ある。非ウイルスベクターとして特に適しているのは：ウイロソーム、リポソーム、カチ
オン性脂質またはポリリシンコンジュゲート型ＤＮＡである。遺伝子治療上有効なベクタ
ーの例は、例えばアデノウイルスベクターまたはレトロウイルスベクターに似たウイルス
ベクターである（Lindemann et al.,1997, Mol. Med. 3:466-76; Springer et al. 1998,
 Mol. Cell. 2:549-58）。
【００２８】
　本発明のポリペプチドのインビボ発現を達成する好ましい機構は、特にレトロウイルス
粒子を用いるウイルス遺伝子導入（transfer）である。これらは好ましくは各標的細胞、
好ましくは患者のＴリンパ球にエキソビボで、形質導入によって本発明のポリペプチドを
コードする遺伝子またはヌクレオチド配列を供給するために使用される。その後に新規特
異性とともに導入される抗腫瘍および／または免疫調節性エフェクター機能を持ち込むた
めに、その標的細胞を養子細胞移入の形式で患者内へ再注入しても良い。このアプローチ
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を用いて、免疫不全を特徴とするＳＣＩＤ－Ｘ１疾患の新生児の処置において非常に良好
な遺伝子治療成果が得られた。その処置では、血液前駆細胞にレトロウイルス導入によっ
てχ－鎖遺伝子の非機能性変異型の類似の無傷導入遺伝子を備え付けた。該遺伝子は健康
状態において適応免疫系の諸エフェクター細胞の分化に必須であり、これらの小児では非
機能性変異型として存在する（Cavazzana-Calvo et al., 2000）。
【００２９】
　さらに、インビボで遺伝子導入を実施する可能性が存在する。この遺伝子導入は、一方
では感染性粒子の選択的定位注入により、他方ではウイルス産生細胞の直接適用による（
Oldfield et al.,Hum. Gen. Ther., 1993, 4:39-69）。
【００３０】
　現在の知識水準によって遺伝子導入に一般に使用されるウイルスベクターは主にレトロ
ウイルス、レンチウイルス、アデノウイルスおよびアデノ随伴ウイルスベクターである。
これらは天然ウイルス由来の環状ヌクレオチド配列であり、その配列中、少なくともウイ
ルスの構造タンパク質をコードする遺伝子が導入対象のコンストラクト（構築物）に置き
換えられている。新規の非ウイルスベクターは自律性自動組込みＤＮＡ配列（autonomous
 self-integrating DNA-sequences）であるトランスポゾンからなり、そのトランスポゾ
ンは例えばリポソームトランスフェクションによって宿主細胞内へ導入され、しかも哺乳
類細胞内でのヒト導入遺伝子の発現のために初めて首尾良く使用された（Yant et al., 2
000）。
【００３１】
　また遺伝子治療上有効なベクターは本発明の核酸をリポソームと複合体化させる様式で
取得してもよい。その理由はこの事が、特に皮膚細胞において、非常に高いトランスフェ
クション効率を達成させるからである（Alexander and Akhurst 1995, Hum. Mol.Genet. 
4:2279-85）。リポフェクションのためにはリポソーム懸濁物の超音波処理によってカチ
オン性脂質からなる単層の小胞を製造する。ＤＮＡはイオン結合式に、すなわち正味の正
荷電が残存し、１００％のプラスミドＤＮＡがリポソームによって複合体化されている関
連においてリポソーム表面に結合している。Felgnerら（1987, 上記）によって使用され
た脂質混合物ＤＯＴＭＡ（１，２－ジオレイルオキシプロピル－３－トリメチルアンモニ
ウムブロミド）およびＤＰＯＥ（ジオレオイルホスファチジルエタノールアミン）の他に
、その後多数の新規脂質製剤が合成されており、諸細胞株のトランスフェクション効率に
関して試験された（Behret al. 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:6982-6986;Felgn
er et al. 1994, J. Biol. Chem. 269:2550-25561;Gao and Huang. 1991, Biochim.Bioph
ys. Acta 1189:195-203）。新規脂質製剤の例は、ＤＯＴＡＰ Ｎ－［１－（２，３－ジオ
レオイルオキシ）プロピル］－Ｎ，Ｎ，Ｎ－トリメチルアンモニウムエチルサルフェート
またはＤＯＧＳ（TRANSFECTAM；ジオクタデシルアミドグリシルスペルミン）である。細
胞内への核酸の導入を改善する補助剤は、例えばＤＮＡに結合したタンパク質もしくはペ
プチドまたは合成ペプチドＤＮＡ分子であって、細胞の核内への核酸の輸送を可能にする
分子であってよい（Schwartzet al. 1999, Gene Therapy 6:282; Branden etal. 1999, N
ature Biotech. 17:784）。また補助剤には細胞の細胞質内への核酸の放出を可能にする
分子（Kiehler et al. 1997, Bioconj.Chem. 8:213）または例えばリポソーム（Uhlmann 
and Paymann 1990, 上記）が含まれる。遺伝子治療用ベクターの他の特に適した形式は本
発明の核酸を金粒子上にコーティングすることによって取得することができ、その後、該
粒子はいわゆる「遺伝子銃」によって組織内、好ましくは皮膚内へ、あるいは細胞内へ撃
ち込まれる（Wanget al., 1999, J. Invest. Dermatol. 112:775-81）。別の側面は遺伝
子銃によって「裸のＤＮＡ」を導入することに関する。この導入は例えばTNiidome and L
 Huang; Gene Therapy Progress andProspects: Nonviral vectors; Gene Therapy (2002
) 9,1647-1652およびその引用文献に記載される通りである。
【００３２】
　本発明の核酸の遺伝子治療上の適用に関してさらに有益なことは、前記ポリペプチドを
コードする核酸の部分がイントロン配列を含む１つまたは複数の非コーディング配列を含
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有し、その際にこれらの配列が好ましくはプロモーターとポリペプチドの開始コドン、お
よび／または、特に当該遺伝子の３’末端で、ポリＡ配列、特に天然に存在するポリＡ配
列またはＳＶ４０ウイルスポリＡ配列間に位置する場合である。その理由はこれによりｍ
ＲＮＡの安定化が可能になるからである（Jackson 1993, Cell 74:9-14およびPalmiteret
 al. 1991, Proc Natl. Acad. Sci. USA 88:478-482）。
【００３３】
　本発明の別の側面は、本発明の少なくとも１核酸配列または少なくとも１ベクターを含
有する組換え宿主原核生物または真核生物に関する。この「宿主生物」は、二倍体細胞、
植物細胞、哺乳類細胞、線形動物細胞、魚類細胞、昆虫細胞および特に非ヒト幹細胞であ
るか、あるいはこれらの中にあり得る。好ましい例はマウス幹細胞であろう。さらに本発
明は、組換え非ヒト生物、特に遺伝子欠損または「ノックアウト」－哺乳類（例えば、ヤ
ギまたはヒツジのような）、－齧歯類（例えば、ウサギ、マウス、ラットまたはハムスタ
ーのような）、－線形動物（例えば、線虫（Caenorhabditis elegans）のような）、－魚
類（例えば、ゼブラフィッシュのような）、植物（例えば、シロイヌナズナ（Arabidopsi
sthaliana）、トウモロコシ、コメ、コムギまたはジャガイモのような）、昆虫またはク
ラゲであって、これらにあっては各７ａ５／プログノスチンに関する遺伝子が変異または
欠失している組換え非ヒト生物を提供する。これらの実験生物は有益な「ツール」であり
、例えば、結合パートナーをスクリーニングするために、使用してもよい（例えば以下を
参照すること）。そのような生物を生産するための方法は各関連文献から当業者に周知で
ある。
【００３４】
　本発明の別の側面は、７ａ５／プログノスチン発現に関連する疾患の診断、予後および
治療を最適化するため、または本発明のポリペプチドを標的にし、該ポリペプチドと特異
的に反応する薬理活性物質を同定するためのポリクローナルもしくはモノクローナル抗体
またはその抗原結合フラグメントであり、この場合、上記のポリペプチドの部分はそれ自
体が免疫原性であるか、あるいは免疫原性があるにしてよいか、あるいは例えば、ウシ血
清アルブミンのような適切な担体と組み合わせることによってその免疫原性を高めてもよ
い。この抗体はポリクローナルまたはモノクローナルであり；好ましくはモノクローナル
抗体である。本発明では、抗体なる用語は、例えば、キメラ抗体、ヒト化抗体、多機能抗
体、二重またはオリゴ特異性抗体、単鎖抗体、Ｆ（ａｂ）-またはＦ（ａｂ）２-フラグメ
ント（例えば、EP-B1-0 368 684, US 4,816,567, US4,816,397, WO 88/01649, WO 93/062
13, WO 98/24884を参照すること）のような遺伝学的に製造され、しかも潜在的に修飾さ
れている抗体またはその抗原結合部分も包括し得る。本発明の抗体を７ａ５／プログノス
チン発現に関連する疾患の診断、治療的モニタリングおよび／または処置のために、ある
いは薬理活性物質を同定するために使用することができる。別の側面は組織学的切片を評
価するための抗体（ｐＡＫ、ｍＡＫ）の製造に関する。
【００３５】
　本発明の別の側面は、７ａ５／プログノスチン発現に関連する疾患を診断および／また
は処置するため、あるいは薬理活性物質を同定するための、好ましくはポリクローナルま
たはモノクローナル抗体の製造方法であって、本発明のポリペプチドまたはその機能的等
価物または、少なくとも６アミノ酸、好ましくは少なくとも８アミノ酸、特に少なくとも
１２アミノ酸を含有するその部分または本発明の核酸で抗体産生生物を免疫化することを
特徴とする、方法に関する。
【００３６】
　本方法は、当業者に一般に知られている技術にしたがって、本発明のポリペプチドまた
はその上記部分またはそれをコードする核酸（群）で哺乳類、例えばウサギを免疫化する
ことによって達成され、有益であれば、この免疫化は例えば、フロイント補助剤および／
または水酸化アルミニウムゲルの存在下で行う（例えばDiamond et al. 1981, The New E
ngland Journal of Medicine, pp1344-1349を参照すること）。免疫学的反応の結果動物
内で産生されたポリクローナル抗体は、その後一般に既知の方法によって血液から容易に
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単離することができ、そして例えばカラムクロマトグラフィを用いて精製することができ
る。モノクローナル抗体は、例えばWinter& Milstein（1991, Nature 349:293-299）に記
載の既知の方法にしたがって製造することができる。
【００３７】
　本発明のさらに別の側面は、本発明の核酸分子、本発明のポリペプチド、本発明のオリ
ゴヌクレオチドまたは本発明の抗体を含む、適切であれば、製薬的に許容される担体およ
び／または補助剤と組み合わせた、医薬組成物に関する。
【００３８】
　本発明の核酸分子、本発明のポリペプチド、本発明のオリゴヌクレオチドまたは本発明
の抗体を含有する、例えば薬剤形式の医薬組成物の製造または本発明に基づく適用上のそ
の使用は一般的な製薬的／技術的方法にしたがって従来形式で達成される。この目的では
、本発明の核酸分子、本発明のポリペプチド、本発明のオリゴヌクレオチドまたは本発明
の抗体を製薬的に許容される補助剤および担体物質と組み合わせて、諸症状および適用部
位に適した医薬処方剤に加工する。
【００３９】
　これにより、それぞれ所望の放出速度、例えば短時間の放出および／または遅延もしく
は持続効果を実現するように医薬品を製造することができる。そのような医薬製品の例は
、軟膏、ゲル、硬膏、エマルジョン（乳剤）、ローションまたは泡剤、クリームまたは混
合相または両親媒性エマルジョン系（油／水または水／油混合相）、リポソーム、トラン
スファーソーム（transfersome）、ペーストまたは粉末である。
【００４０】
　本発明における用語「補助剤（物質）（adjuvant（substance））」とは、本発明の核
酸分子、本発明のポリペプチド、本発明のオリゴヌクレオチドもしくは本発明の抗体また
は患者の身体と不適切に不都合な様式で反応しない限りにおいて、任意の無毒の、固体の
または液体の充填材料、希釈剤または包装材料（packingmaterial）を意味する。液状生
薬補助剤は、例えば滅菌水、生理食塩水、糖液、エタノールおよび／または油である。錠
剤およびカプセル剤製造用の生薬補助剤は例えば結合剤および充填材料を含有し得る。
【００４１】
　さらに、本発明の核酸分子、本発明のポリペプチド、本発明のオリゴヌクレオチドおよ
び／または本発明の抗体は全身適用型の薬剤形式で使用することができる。これらの薬剤
は非経口用（parenteralia）であってもよく、注射剤（injectabilia）および注入剤がこ
れに属する。注射剤は、アンプル形式で、あるいはいわゆる調製済み（ready-to-use）注
射剤、例えば調製済みシュリンジまたは使い捨てシュリンジとして、また一方では複数回
投与用注射ボトルとして製造される。注射剤は、皮下（s.c.）、筋肉内（i.m.）、静脈内
（i.v.）または皮内（i.c.）適用の形式で投与することができる。特に、適切な各注射用
製剤は結晶懸濁液、溶液、ナノ粒子性または例えば、ヒドロゾルのようなコロイド性分散
系として製造することができる。
【００４２】
　注射用調製物はさらに濃縮物として製造してよい。該濃縮物は等張希釈剤水溶液に溶解
または分散させる。注入剤も同様に、等張溶液、脂肪乳剤、リポソーム調製物またはマイ
クロエマルジョンとして調製することができる。注射剤と同様に、注入用調製物もまた希
釈用の濃縮物の形式で製造することができる。また注射用調製物は入院および外来の両治
療において持続注入形式、例えばミニポンプの形式で投与することができる。
【００４３】
　本発明の核酸分子、本発明のポリペプチド、本発明のオリゴヌクレオチドまたは本発明
の抗体はマイクロキャリアまたは非経口剤中のナノ粒子、例えば微小分散型の、ポリ（メ
タ）アクリラート、ポリラクタート、ポリグリコラート、ポリアミノ酸（poly-amin acid
s）またはポリエーテルウレタンに基づく粒子に結合させることができる。また非経口調
製物はデポー調製物として修飾してもよい。当該修飾は例えば、本発明の核酸分子、本発
明のポリペプチド、本発明のオリゴヌクレオチドまたは本発明の抗体が微小分散、分散ま
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たは懸濁形式で存在するか、あるいは結晶懸濁物に加工される場合には、「高単位原理（
multipleunit principle）」から出発する、あるいは本発明の核酸分子、本発明のポリペ
プチド、本発明のオリゴヌクレオチドまたは本発明の抗体が医薬製剤、例えば後に埋め込
まれる、錠剤またはスティック中に包埋される場合には、「１単位原理（singleunit pri
nciple）」から出発する。これらの１単位および高単位製剤中のインプラントまたはデポ
ー調製物は、例えば乳酸またはグリコール酸のポリエステル、ポリエーテルウレタン、ポ
リアミノ酸、ポリ（メタ）アクリラートまたはポリサッカライドのようないわゆる生分解
性ポリマーからなることが多い。
【００４４】
　非経口剤の調製において補助剤および担体物質としては、滅菌水（aqua sterilisata）
、ｐＨ作用を有する物質、例えば有機および無機の酸および塩基ならびにその各塩のよう
なｐＨ効果を有する物質、ｐＨ調節用バッファー物質、例えば塩化ナトリウム、炭酸水素
ナトリウム、グルコースおよびフルクトースのような等張状態到達用の物質、例えばポリ
オキシエチレンソルビタンの部分脂肪酸エステル（Tween（登録商標））または例えばポ
リオキシエチレンの脂肪酸エステル（Cremophor（登録商標））のような界面活性剤また
は表面活性を有する物質および乳化剤、例えばピーナッツ油、ダイズ油またはヒマシ油の
ような脂肪油、例えばオレイン酸エチル、ミリスチン酸イソプロピルまたは中性油（Migl
yol（登録商標））のような合成脂肪酸エステル、ならびに、例えばゼラチン、デキスト
ラン、ポリビニルピロリドンのようなポリマー性補助剤、例えばプロピレングリコール、
エタノール、Ｎ，Ｎ－ジメチルアセトアミド、プロピレングリコールのような溶解性を改
善する有機溶媒の添加物、または例えばクエン酸塩（エステル）および尿素のような錯体
形成物質、例えば安息香酸ヒドロキシプロピルおよび－メチルエステル、ベンジルアルコ
ールのような保存剤、例えば亜硫酸ナトリウムのような抗酸化剤および例えばＥＤＴＡの
ような安定化剤である。
【００４５】
　懸濁物中、増粘剤を添加することは、本発明の核酸分子、本発明のポリペプチド、本発
明のオリゴヌクレオチドまたは本発明の抗体の沈殿を防ぐ目的を有する；界面活性剤およ
び解こう剤（peptisators）は堆積物が旋回し得るように確保する目的を有する；さらに
例えば、ＥＤＴＡのような錯体形成剤を加えてよい。さらに例えば、ポリエチレングリコ
ール、ポリスチレン、カルボキシメチルセルロース、Pluronics（登録商標）またはポリ
エチレングリコールソルビトール脂肪酸エステルのような諸ポリマーとの医薬活性複合体
を製造してよい。凍結乾燥調製物の製造には、マンニトール、デキストラン、サッカロー
ス、ヒトアルブミン、ラクトース、ＰＶＰまたはゼラチンタイプのような材料を使用する
。
 適切な各医薬製剤は、製薬－物理学の知識に基づく処方および手法にしたがって調製す
ることができる。これらの処方および手法は当業者によく知られている。
【００４６】
　最後の側面は遺伝子治療において、例えばリポソーム、「粒子銃」技術または「遺伝子
銃」技術のような一般的なトランスフェクション系を既述のように「裸のＤＮＡ」ととも
に用いる本発明の核酸および／またはオリゴヌクレオチドの投与に関する。
【００４７】
　本発明の別の項目は、本発明のベクターまたは本発明の別の遺伝子コンストラクトでト
ランスフェクトされた宿主細胞である。宿主細胞は原核細胞ならびに真核細胞であってよ
い。原核宿主細胞の例は大腸菌（E. coli）であり、真核宿主細胞の例は酵母（Saccharom
yces cerevisiae）および昆虫細胞である。別の適切な細胞および生物は既述である。
【００４８】
　本発明の別の側面は、本発明の核酸配列、本発明のポリペプチド、本発明のオリゴヌク
レオチドまたは本発明の抗体を含む診断用組成物に関する。本発明の診断用組成物は本発
明の診断用キット（以下を参照すること）の部分として提供してもよい。
【００４９】
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　本発明のさらに別の側面は腫瘍疾患の診断方法であって、病理組織から採取された生体
サンプル中の７ａ５／プログノスチン発現を測定する段階および健常組織中の７ａ５／プ
ログノスチン発現と比較する段階を含む方法に関する。７ａ５／プログノスチン発現の測
定がハイブリダイゼーション、ＰＣＲ、「リアルタイム」（ＲＴ）－ＰＣＲ、抗原抗体結
合、ＥＬＩＳＡ、光学的プロテオーム解析、１次元または多次元ゲル電気泳動、質量分析
による解析、クロマトグラフィ、シークエンシング（配列決定）法、メチル化解析、ＳＮ
Ｐ決定またはこれらの方法の組み合わせを含む本発明の方法が好ましい。
【００５０】
　したがって、本発明は、例えば（特に）リアルタイムＲＴ－ＰＣＲを利用した７ａ５／
プログノスチン発現の転写測定を確立するおよび適用することを提供する。一例として、
未知のサンプル（例えば腫瘍ＲＮＡ）中の７ａ５／プログノスチンの発現レベルを市販の
ヒト結腸癌標準細胞株ＳＷ６２０中の７ａ５／プログノスチン発現のパーセンテージとし
て求めた。
【００５１】
　本発明の別の側面は、腫瘍疾患の診断方法であって、該腫瘍疾患が転移性結腸癌である
方法に関する。上記情報から出発して、上記方法にしたがって求めた７ａ５／プログノス
チン発現レベルに関する予後値を得る。これらの値は臨床パラメータとして有用である。
現在までには、７ａ５／プログノスチン転写物の発現と転移性拡散および／または転移を
伴わない生存率（metastasis-free survival）または一般生存率のような臨床パラメータ
ーの間の相関についての記述は存在しない。インビトロ系の場合には、７ａ５／プログノ
スチンｃＤＮＡのトランスフェクションはヒト結腸癌細胞の成長増加および遊走増加に導
く。インビボ実験では、トランスフェクトされた細胞クローンの増加した成長特性が皮下
および同所性の動物の両モデルにおいて測定された。同所性（orthotropic）モデルでは
、さらに肝臓において転移の形成が起こった。７ａ５／プログノスチン転写物の発現と特
に結腸癌の遠隔転移性拡散のための予後との相関は現在までは未知であり、その相関は驚
くべきものである。
【００５２】
　本発明では、腸、肝臓、リンパ節、肺、骨または脳由来の腫瘍生検から調査対象の生体
サンプルを得ることができる。しかし、唾液、尿、血液またはその部分のような生体サン
プルを使用することもできる。
【００５３】
　本発明の別の重要な側面は、腫瘍疾患の処置方法であって、７ａ５／プログノスチン発
現の調節を含む方法に関する。本発明は、例えば結腸癌の症例における、７ａ５／プログ
ノスチンの（他の因子のうちで、転写に関する）発現レベルと転移性拡散の器官特異性と
の相関およびさらに遠隔転移の形成の見込みに関する。したがって、腫瘍診断用のマーカ
ー遺伝子として、しかもさらに、例えば結腸癌における遠隔転移の形成に影響を与える（
を予防する）腫瘍治療用の介入標的としてこの新規遺伝子の利用可能性が提供される。本
発明では、腫瘍疾患処置用のアプローチは上記のように本発明の医薬組成物の投与を含む
ことができる。したがって本発明の別の具体的側面は腫瘍疾患の処置方法であって、その
腫瘍疾患が転移性結腸癌である方法である。
【００５４】
　本発明の別の側面において腫瘍疾患の転移性拡散における７ａ５／プログノスチンの役
割の同定が７ａ５／プログノスチンに結合する物質の検出方法において、７ａ５／プログ
ノスチンを「標的」として使用する可能性を提供する。本発明では、この方法は、７ａ５
／プログノスチン発現細胞（例えば上記組換え細胞）を候補物質と接触させる段階、７ａ
５／プログノスチンに結合する候補物質の存在を検出する段階およびその候補物質も７ａ
５／プログノスチンに結合するかどうかを決定する段階を含む。そのようなスクリーニン
グを所定の手順で達成する方法は製薬技術水準の当業者によく知られている。「ハイスル
ープット技術」を用いて、適切な物質ライブラリーをスクリーニングすることができる。
これらのライブラリーおよびそのスクリーニングは当業者によく知られており、追加の発
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明的労力を伴うことなく本発明の条件に容易に適合させることができる。
【００５５】
　本発明の別の側面は医薬組成物の製造方法に関し、上記のスクリーニング法の段階およ
び段階ｃ）で同定された物質を製薬的に許容される形式で適切に製剤化する段階を含む方
法に関する。
【００５６】
　本発明の別の側面は、腫瘍疾患の診断および／または処置のための、本発明の核酸配列
、本発明のポリペプチド、本発明のオリゴヌクレオチドまたは本発明の抗体の使用に関す
る。このための各側面は既述である。患者の７ａ５／プログノスチン発現の変化を解析す
ることから出発することによって、処置に使用された治療物質の薬物動態をさらに測定す
ることが出来て、したがって適切な様式で処置パラメータを修正することができる（この
場合、専門家は他の既知パラメータにも精通している）。本側面は「個別化医療（person
alisedmedicine）」としても知られている。さらにまた、イメージに基づく診断または治
療（分子イメージング、方向付けした治療（molecular imaging,directed therapy））で
の使用のために本発明の項目にリンカー（linker）を結合させることが可能である。これ
らのリンカーは例えば以下に挙げる文献から当業者に既知である：Trail PA, King HD, D
ubowchik GM. Monoclonal antibody drug immunoconjugates for targetedtreatment of 
cancer. Cancer Immunol Immunother. 2003 May;52(5):328-37. Epub 2003 Jan 16.; Sig
nore A, Annovazzi A,Chianelli M, Corsetti F, Van de Wiele C, Watherhouse RN. Pep
tide radiopharmaceuticals for diagnosisand therapy. Eur J Nucl Med. 2001 Oct;28(
10):1555-65.Epub 2001 Jul 31. Erratum in: Eur J Nucl Med 2001Nov;28(11):1737; お
よびMehvar R. Dextrans for targeted and sustained delivery oftherapeutic and ima
ging agents. J Control Release. 2000 Oct 3;69(1):1-25。
【００５７】
　本発明の別の側面は、ヒト遺伝性疾患のためのマーカーとしての本発明の核酸配列の使
用に関する。この目的のためには、７ａ５／プログノスチンの配列を特定変異（例えばＳ
ＮＰまたは他の点変異）のために解析し、該変異は転移性拡散への諸傾向の原因であるか
もしれない。また、本発明の核酸配列または本発明のオリゴヌクレオチドを遺伝子治療に
使用することが可能である。その各側面は既に上で討議ずみであり、さらにｓｉＲＮＡお
よび／またはアンチセンス技術を含む。
【００５８】
　最後に、本発明はさらに、上記の診断用組成物を有し、しかも適当であれば、適切なバ
ッファーおよび／または取扱指示書も含有する診断用キットを含む。一実施態様では、本
発明の診断用キットはＰＣＲキット、特にＲＴ－ＰＣＴキット形式で、あるいはＥＬＩＳ
Ａキットとして提供される。
【００５９】
　「リアルタイム」ＲＴ－ＰＣＲ用のそのようなキットの一例は、例えばリアルタイムＲ
Ｔ－ＰＣＲ用の全試薬と併せて、７ａ５／プログノスチン発現の転写検出のために発明者
などによって設計されたプライマーおよびプローブによって実現できるであろう。さらに
、発明者らは再現可能であって、かつ容易に使用可能な作業プロトコルを記載している。
本発明の別の側面は、ＤＮＡチップ技術に（当技術において一般的なすべてのコントロー
ルを使用しながら）７ａ５／プログノスチンを包含させることである；この場合、「すべ
ての」既知遺伝子を－それぞれ最新の形式で－含むチップ中、しかし特に、対象関連様式
で、例えば規定の腫瘍要素、シグナル伝達経路等の特定遺伝子を含有するそのようなチッ
プ中の両者に包含させる。
【００６０】
　結腸癌患者の原発腫瘍における、本明細書中に記載の、新規同定遺伝子７ａ５／プログ
ノスチンの発現測定の使用は、特に（例えば肝臓または肺における）遠隔転移の形成と関
連付けられる。発明者らは、結腸癌患者のヒト原発腫瘍、種々の標的器官の転移および対
応する健常組織において発現比較解析を用いて新規遺伝子７ａ５／プログノスチンを同定
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した。これはヒトゲノムの第７染色体上に位置する。
【００６１】
　驚くべきことに７ａ５／プログノスチンの転写発現は、ａ）悪性組織（原発腫瘍、転移
）内では対応する健常組織内よりも高く、ｂ）結腸癌の遠隔転移、例えば肝臓および肺内
では対応する原発腫瘍内よりも高く、ｃ）特に、すでに転移性拡散を被っているか、ある
いは疾患経過中に明らかな転移性拡散を示す原発腫瘍内では転移挙動を示さない原発腫瘍
内よりも高い。
【００６２】
　新規遺伝子７ａ５／プログノスチンの転写検出に基づく結腸癌患者の遠隔転移の形成に
関する予後方法の本明細書中で示された発明は主要な臨床問題を重点的に取り扱うので、
本発明への関心は世界中のすべての腫瘍学の医療センターおよび研究機関全体に無制限に
提示することが出来る。
【００６３】
　特に、本発明は以下の利点を提供する：
ａ）新規に同定された７ａ５／プログノスチンｃＤＮＡの配列を各推定タンパク質配列と
ともに提供し、その中で特徴的相互作用ドメインを表示する（図３）。
ｂ）インビトロ系において、７ａ５／プログノスチンｃＤＮＡをトランスフェクトすると
ヒト結腸癌細胞の成長増加および遊走増加になる。
ｃ）皮下および同所性の両動物モデルにおけるインビボ実験では、トランスフェクトされ
た細胞クローン内で成長特性の増加が検出された。同所性モデルでは、さらに肝臓におけ
る転移の形成が生じた。
ｄ）結腸癌患者の原発腫瘍、転移および対応する健常組織内での相対的７ａ５／プログノ
スチンｍＲＮＡ発現を求める。
ｅ）結腸癌患者の原発腫瘍内での相対的７ａ５／プログノスチンｍＲＮＡ発現を求める。
【００６４】
　リアルタイムＲＴ－ＰＣＲの使用は転写発現解析の「現行技術」の方式になっているの
で、本発明の適用に必要な装置設備を世界中の研究室にますます予想することができる。
【００６５】
　本発明はこれ以降、例示的方法で、添付の図面および配列を参照してさらに説明する。
配列番号１：７ａ５／プログノスチンのｃＤＮＡ配列を示す。
配列番号２：７ａ５／プログノスチンのタンパク質配列を示す。
配列番号３～配列番号６：実施例で使用するオリゴヌクレオチドを示す。
配列番号７：実施例由来の例示的ｓｉＲＮＡ分子を示す。
【実施例１】
【００６６】
実施例
７ａ５／プログノスチンｍＲＮＡの発現レベル（リアルタイムＲＴ－ＰＣＲ）に基づく転
移性拡散の予後
患者およびヒト組織
　７１人の患者が本研究に参加した。本研究は説明を受けた上での患者の同意の下に実施
した。ヒト原発性結腸腫瘍（４４患者由来４６サンプル）、転移（４１患者由来５２サン
プル）および健常組織（３７粘膜サンプル、１８肝組織サンプル、１肺組織サンプルおよ
び１リンパ節；４０患者より採取）を手術時に液体窒素中でショックフリーズし、以後の
解析用に－８０℃で保存した。該サンプルはRobert-Roessle-Klinik, Berlinの腫瘍バン
クに保存した。Robert-Roessle-Klinikの病理学者がＴＮＭ状態を測定した。
【００６７】
顕微解剖およびＲＮＡの単離
　各組織の連続凍結切片をＲＮＡ単離用（１０μｍ）および免疫組織化学用（５μｍ）に
調製した。腫瘍細胞集団の顕微解剖では、組織当たり１０番目毎の凍結切片を病理学者が
haemalaun染色後に評価した。ＤＮアーゼインキュベーション段階を使用して顕微解剖の
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細胞集団からトータルＲＮＡを単離した（High Pure RNA Tissue Kit, Roche Diagnostic
s GmbH, Mannheim, DE）。ＲＮＡ濃度は、マイクロプレート蛍光リーダーで求め（RiboGr
een RNA Quantitation Kit,Molecular Probes via MoBiTec, Goettingen,DE）、重複調製
物においてリボソームＲＮＡ検定曲線から算出した（EasySoftG200/Easy-Fit Software, 
SLT-Labinstruments, Crailsheim, DE）。腫瘍細胞株からのトータルＲＮＡの単離はトリ
ゾル試薬（Trizol Reagent）（Invitrogen）を用いて実施した。
【００６８】
ディファレンシャルディスプレイＲＴ－ＰＣＲ
　RNAimageDifferential Display System 3（GenHunter Corp.,Nashville, TN）を用いて
ディファレンシャルディスプレイＲＴ－ＰＣＲを実施した。同梱の３種の各１塩基アンカ
ープライマーを製造元の指示書にしたがって、反応当たりトータルＲＮＡ２００ｎｇの逆
転写のために使用した。ディファレンシャルディスプレイＰＣＲは推奨プロトコルにした
がって実施し、この場合、標識であるα－［３３Ｐ］ｄＡＴＰ（NENLife Science, Zaven
tum, Belgium）およびAmpliTaqポリメラーゼ（Applied Biosystems,Weiterstadt, DE）を
使用した。ＰＣＲ産物を５％ポリアクリルアミドゲル上で分離した。該ゲルをブロットし
、乾燥し、Ｘ線フィルム（KodakBioMax MR, via Sigma, Deisenhofen,DE）に一晩曝露し
た。該フィルムを再度ゲルと比較し、発現差を示すバンドを切り出した。これらのｃＤＮ
Ａ断片をＰＣＲで再増幅した。該増幅は、ディファレンシャルディスプレイＲＴ－ＰＣＲ
で使用したものと同一のプライマーの組み合わせおよびＰＣＲ条件を使用して行った；最
後に、該ｃＤＮＡ断片をベクターｐＣＲ２．１内へクローニングした（本明細書中で記載
されるコンストラクトへの指針：ｐＣＲ２．１／７ａ３、ｐＣＲ２．１／７ａ５、ｐＣＲ
２．１／７ａ１０、OriginalTA Cloning Kit, Invitrogen）。
【００６９】
ｃＤＮＡ断片含有コンストラクトの検査
　ｐＣＲ２．１コンストラクト（本明細書中に記載の：ｐＣＲ２．１／７ａ３、ｐＣＲ２
．１／７ａ５、ｐＣＲ２．１／７ａ１０）をそれぞれ５ナイロンメンブレン上にブロット
した。このブロットはMinifold II Slotblot Apparatus（Schleicher & Schuell,Dassel,
 DE）を使用して行った。各メンブレンを指定組織タイプから作成された完全なディファ
レンシャルディスプレイＲＴ－ＰＣＲ産物とハイブリダイズさせた（Consalez et al. 19
96）。高い比活性を得るために、ディファレンシャルディスプレイＲＴ－ＰＣＲ産物をα
－［３２Ｐ］ｄＣＴＰ（NEN）で再標識し（RandomPrimed Labelling Kit, Roche Diagnos
tics）、精製した（NucleotideRemoval Kit, QIAGEN, Hilden, DE）。ハイブリダイゼー
ションを６５℃で一夜実施した（６ｘＳＳＣ、５ｘデンハート試薬（Denhardt’s Reagen
t）、０．５％ ＳＤＳ、１００μｇ／ｍｌ剪断ＤＮＡ）。ブロットをＸ線フィルム（Koda
kXomat-AR）に曝露した。ディファレンシャルディスプレイＲＴ－ＰＣＲで認められたパ
ターンと類似の発現パターンを示すコンストラクトの挿入断片をシークエンシングした（
Invitek, Berlin, DE）。
【００７０】
ｃＤＮＡライブラリースクリーニング
　ＳＷ４８０細胞株由来ヒト結腸直腸腺癌STRETCH PLUS ｃＤＮＡライブラリー（Clontec
h,Heidelberg, DE）を宿主細菌株Ｙ１０９０ ｒ－内へトランスフェクトした。Optitran
強化ニトロセルロースメンブレン（Schleicher& Schuell）を使用して２フィルターレプ
リカを作成した。このフィルターを変性（０．５Ｎ ＮａＯＨ、１ＭＮａＣｌ）させ、中
和（０．５Ｍトリス ｐＨ８、１Ｍ ＮａＣｌ）した。Random Primed LabellingKit（Roch
e Diagnostics）を用いてコンストラクトｐＣＲ２．１／７ａ５をα－［３２Ｐ］ｄＣＴ
Ｐ（NEN）で標識し、そしてプローブとして使用した。ハイブリダイゼーションを６５℃
で一夜実施した（５ｘＳＳＣ、５ｘデンハート試薬、０．１％ ＳＤＳ、１００μｇ／ｍ
ｌ剪断ＤＮＡ）。その後、このフィルターをＸ線フィルム（Kodak Xomat-AR）に曝露した
。ポジティブプラークを選択した。Lambda-DNA Preparation Kit（QIAGEN）を用いてＤＮ
Ａ調製を実施した。ｃＤＮＡ挿入断片をシークエンシングした（Invitek）。
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【００７１】
配列情報の拡張
　ディファレンシャルディスプレイＲＴ－ＰＣＲおよびｃＤＮＡライブラリスクリーニン
グによって得られた配列をデータベース解析のために使用した。該解析はすべてHeidelbe
rgの DKFZ（http://genius.embnet.dkfz-heidelberg.de）に属するバイオコンピューティ
ングサービスグループのサーバー上のWWW2HUSARAnalysis Packageを用いて実施した。配
列同一性を示すＥＳＴクラスターを求め、このクラスターはゲノムＤＮＡ配列断片ＡＣ０
０７００１上に位置していた。別の３ＥＳＴクラスターは５’方向に位置していた。同定
されたＥＳＴクラスターが７ａ５ｃＤＮＡの部分であるかどうかを検査するために、発明
者らはＥＳＴ連結ＲＴ－ＰＣＲ（GeneAmp RNA PCR Kit, Applied Biosystems）を実施し
た。新規配列情報および重複領域において配列類似性を示すＳＨ３ＢＰ４のｃＤＮＡ配列
を使用して、発明者らはゲノムＤＮＡ配列断片ＡＣ００５０８３上に位置しているＥＳＴ
クラスターを同定した。当該同定されたESTが７ａ５ｃＤＮＡの部分であるかどうかを検
査するために、Long-distanceＲＴ－ＰＣＲ（逆転写：Expand Reverse Transcriptase；
ＰＣＲ：Expand High Fidelity PCR、共にRocheDiagnosticsから入手）を実施した。
【００７２】
５’－ＲＡＣＥ
　５’－ＲＡＣＥを実施した。この場合、SMART RACE cDNA Amplification Kit（Clontec
h）を製造元の指示書にしたがって使用した。アガロースゲル上で分離されたＰＣＲ産物
を再増幅し、シークエンシング用にベクターｐＣＲ２．１（Invitrogen）にクローニング
した。
【００７３】
発現ベクター内へのＯＲＦのクローニング
　Long distance ＲＴ－ＰＣＲを上記のように実施した。変更点は終止コドンなしでＯＲ
Ｆ全体の増幅用プライマーを使用したことであった。５’末端のプライマーは、ベクター
ｐｃＤＮＡ３．１Ｄ／Ｖ５－Ｈｉｓ－ＴＯＰＯ（pcDNA3.1Directional TOPO Expression 
Kit, Invitrogen）内へのＯＲＦの定方向クローニングが正しいフレームで可能であるよ
うに設計した。クローニング手順は製造元の指示書にしたがって実施した。予想される挿
入断片を含有するコンストラクト（ｐｃＤＮＡ３．１Ｄ／７ａ５－Ｖ５－Ｈｉｓ）をシー
クエンシングした。
【００７４】
安定に形質導入された７ａ５を発現するＳＷ４８０細胞クローンの作成
　７ａ５遺伝子の生物学的機能を解析するために、７ａ５を発現するｐｃＤＮＡ３．１Ｄ
／７ａ５－Ｖ５－ＨｉｓコンストラクトおよびＬａｃＺを発現するｐｃＤＮＡ３．１Ｄ／
Ｖ５－Ｈｉｓ／ｌａｃＺコンストラクト（Invitrogen、コントロールとして供給）をＳＷ
４８０細胞内へ（形質）導入した。該導入はリポフェクチン（Invitrogen）を製造元の指
示書にしたがって使用して行った。５ｘ１０４細胞の形質導入には、プラスミドＤＮＡ１
０μｇおよびリポフェクチン１５μｌを使用した。形質導入の４８時間後に、コンストラ
クトを保持するクローンをＧ４１８（Invitrogen）含有培地中で選択した。２週間後にコ
ロニーを観察した。次いでこのコロニーをリングクローニング（ring-cloned）し、以後
の実験用に増殖させた。単離されたすべての細胞クローンをウエスタンブロットおよびリ
アルタイムＲＴ－ＰＣＲによって７ａ５またはＬａｃＺの発現のためにスクリーニングし
た。
【００７５】
７ａ５発現ＳＷ４８０細胞クローンのウエスタンブロット
　７ａ５形質導入型、ｌａｃＺ形質導入型および野生型ＳＷ４８０細胞を１％ＳＤＳ、１
０ｍＭトリス－ＨＣｌ、２ｍＭＥＤＴＡに溶解し、そのライセートを７．５％ポリアクリ
ルアミドゲル上で分離した。エレクトロブロッティング（１時間、TransBlot - Semi Dry
 Transfer Cell, BioRad, Munich, DE）後に、発現された７ａ５タンパク質を検出した。
該検出は抗Ｖ５抗体（Invitrogen）および二次抗マウス－ＨＲＰ抗体（Promega,Madison,
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 WI）を使用して行った。ＥＣＬ溶液（Amersham Biosciences, Freiburg, DE）を製造元
の指示書にしたがって使用し、化学発光反応を実施した。
【００７６】
相対定量的２段階リアルタイムＲＴ－ＰＣＲ
　トータルＲＮＡ５０ｎｇを用いて逆転写酵素反応（ＲＴ）を実施した（MuLV ReverseTr
anscriptase, Applied Biosystems）。各定量的リアルタイムＰＣＲ（９５℃６０秒間、
４５サイクルの９５℃１０秒間、６０℃１０秒間、７２℃２０秒間）では、ＲＴ容量の１
／５をLightCyclerを使用して採取した（LightCyclerDNA Master Hybridization Probes 
Kit, Roche Diagnostics）。７ａ５およびハウスキーピング遺伝子グルコース－６－リン
酸デヒドロゲナーゼ（Ｇ６ＰＤＨ）の発現を同一ＲＴ反応由来の２調製物中で求めた。７
ａ５には１３６ｂｐアンプリコンおよびＧ６ＰＤＨには１３６ｂｐアンプリコンをプライ
マーによって製造した。これらは遺伝子特異的なフルオレシンおよびＬＣＲｅｄ６４０標
識ハイブリダイゼーションプローブによって認識される（プライマーおよびプローブの合
成：BioTeZおよびTIB MolBiol, 共にBerlin,DE）。細胞株ＳＷ６２０由来の校正（calibr
ator）ｃＤＮＡを各実施での連続希釈物中で並行して使用した。
【００７７】
　同所移植後のマウス肝臓におけるヒト細胞ＳＷ６２０クローン腫瘍の検出ではヒトサテ
ライト配列を使用した。アンプリコンを生じさせるプライマー（合成（Synthese） BioTe
Z, Berlin）を（Becker et al., 2002と同様に）使用した（合成 TIB MolBiol, Berlin）
。ゲノムＤＮＡ２５０ｎｇを用いて上記のようにリアルタイムＰＣＲを実施した。
プライマー：
フォワード：5’ - ttc ttt tga ttc ctc cgg tga - 3’（配列番号３）
リバース：5’ - act ctg atg ggc atg tgc tg - 3’（配列番号４）
プローブ（本事例：Light Cyclerとともに使用する）：
5’ - gca gac ttcctc aag aaa ttc tgg aag atc ta - 3’ - FITC（配列番号５）
LCRed - 5’ - agtgtt tca gaa ctt ctg gac att tta gac ga - 3’（配列番号６）
アニーリング温度：６０℃；サイクル数：４５
【００７８】
７ａ５形質導入ＳＷ４８０腫瘍細胞クローンの軟寒天成長
　軟寒天中の細胞成長を評価するため、あらかじめ５０℃に加熱した１％寒天（Difco, D
etroit, MI）５ｍｌをＤＭＥＭ培地（２倍濃縮物、ｗ／ｏフェノールレッド、Invitrogen
）５ｍｌと混合した。該培地には１０％ＦＣＳおよび抗生物質が補充されていた。５ｘ１
０４細胞を含有する細胞懸濁物２００μｌをその軟寒天混合物１０ｍｌにすばやく加え、
徹底的に混合し、５ｍｌアリコートとして６０ｍｍペトリ皿に注ぎ込み、５分間氷上に置
いた。７ａ５形質導入細胞クローン、ｌａｃＺ形質導入細胞クローンおよび野生型ＳＷ４
８０細胞を軟寒天中で８日間二通りに培養し、コロニーをカウントした。
【００７９】
細胞遊走試験
　トランスウェルメンブレンチャンバー（孔サイズ１２．０μｍ、Costar, Heidelberg, 
DE）をＲＰＭＩ１６４０培地１ｍｌで平衡化し、その培地は５％ＣＯ２条件下３７℃で２
４時間１０％ＦＣＳで補充されている。その後その培地を除去し、２．５ｘ１０５細胞を
含有する細胞懸濁物０．５ｍｌをフィルターメンブレンチャンバーに加え、培地１．５ｍ
ｌを下部チャンバーに加えた。細胞播種の２４時間後に、メンブレンを通過して下部チャ
ンバー内へ遊走した細胞の数をカウントした（３通りに実施）。
【００８０】
７ａ５形質導入ＳＷ４８０細胞クローンのインビボ（in vivo）成長：皮下移植
　この腫瘍のインビボ成長のためには、１ｘ１０７の７ａ５形質導入型、ＬａｃＺ形質導
入型または野生型ＳＷ４８０細胞を６～８週齢雄性ＮＭＲＩｎｕ／ｎｕマウスの左側腹部
に沿って０日目に皮下移植した。各動物群は１０動物を含んでいた。動物を３９日間飼育
し、測定可能な腫瘍の発達を許容した。７、１１、１５、２１、２７、３２、３５および
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３９日目にすべての群において２次元の腫瘍サイズを測定した。腫瘍容量を（幅２ｘ長さ
）／２として算出し、平均腫瘍容量としてｃｍ３単位で表した。動物を殺して、腫瘍を取
り出し、以後の解析用に液体窒素中でショックフリーズした。
【００８１】
７ａ５形質導入ＳＷ４８０細胞クローンのインビボ（in vivo）成長：同所移植
　１ｘ１０７の７ａ５形質導入型、ＬａｃＺ形質導入型または野生型ＳＷ４８０細胞を６
～８週齢雌性ＳＣＩＤベージュマウスの左側腹部に沿ってまず皮下移植し、３週間成長さ
せた。その後これらの腫瘍を取り出し、２ｘ１ｘ１ｍｍ３片にカットし、雌性ＳＣＩＤベ
ージュマウスの盲腸内へ同所性様式で移植した。各動物群は５動物を含んでいた。動物を
７０日間飼育し、腫瘍成長および転移性拡散を可能にした。１６日から開始し、すべての
群で週に１度腫瘍サイズを測定した。動物を殺して、腫瘍および転移の可能性がある器官
の両者を取り出し、以後の解析用に液体窒素中でショックフリーズした。除去後、最終腫
瘍容量を長さ×幅×高さとして算出し、平均腫瘍容量としてｃｍ３単位で表した。
【００８２】
ヒト組織におけるインサイチュー（in situ）ハイブリダイゼーション
　クローニング用に、７ａ５特異的ディファレンシャルディスプレイＲＴ－ＰＣＲ断片を
ｐＣＲ２．１／７ａ５経由でｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔＩＩ ＳＫ＋ベクター（Stratagene 
GmbH, Heidelberg, DE）内へ導入した。センスおよびアンチセンスプローブを取得するた
めに、Ｔ７およびＳＰ６ ＲＮＡポリメラーゼ（Epicentre Technologies, Madison, WI）
を用いてインビトロ転写を実施した。この転写はDIGLabelling Kit（Roche Diagnostics
）を使用して達成した。
【００８３】
　ヒト組織の凍結切片をパラホルムアルデヒド中で固定し、乾燥した。プレハイブリダイ
ゼーションを５５℃で１時間実施した。該プレハイブリダイゼーションは、４ｘＳＳＣ、
５％デキストランサルフェート、１ｘデンハート試薬、５０％ホルムアミド、０．２５ｍ
ｇ／ｍｌ酵母ｔＲＮＡおよび０．５ｍｇ／ｍｌ断片化サケ精子ＤＮＡを使用して行った。
ハイブリダイゼーション反応を５５℃で１６時間実施した。該ハイブリダイゼーションは
、５００ｎｇ／ｍｌのインビトロ転写されたＲＮＡプローブを含有するプレハイブリダイ
ゼーション溶液を使用して行った。２ｘＳＳＣ、５０％ホルムアミド中で５５℃にて十分
な洗浄を実施した。「ブロッキング試薬（Blocking Reagent）」（Roche Diagnostics）
を製造元の指示書にしたがって使用し、ブロッキングを達成した。切片を抗ＤＩＧ－ＡＰ
Ｆａｂフラグメント（Roche Diagnostics）と２時間インキュベートした。洗浄後、ＮＢ
Ｔ／ＢＣＩＰ溶液（Roche Diagnostics）および暗所でのインキュベーションを使用して
比色検出を達成した。
【００８４】
免疫組織化学
　原発腫瘍、リンパ節、肺および肝臓転移由来およびさらに各健常組織由来の凍結切片を
DAKO catalysed Signal Amplification (CSA)System（DAKO A/S, Glostrup, Denmark）を
修正した系にしたがって免疫染色した：２５４ｎｍのＵＶＣ照射を室温で３５分間行って
内因性ビオチン反応性をブロックした。切片を０．０１％ＮａＮ３安定化剤水溶液中５０
℃で３０分間再水和した。メタノール中の３％Ｈ２Ｏ２で５０℃にて３０分間インキュベ
ートすることによって内因性ペルオキシダーゼをブロックした。タンパク質ブロックは推
奨通りに５分間実施した。
【００８５】
　７ａ５由来ポリペプチド（ＡＡ８１２－８２６、Ｃ末端付近に位置する：(KLH)-SALDRM
KNPVTKHWR、Eurogentec, Seraing, Belgium）に対して一次ポリクローナルウサギ抗ヒト
７ａ５抗体を産生させ、後にＣＮＢｒ－セファロース（BioGenes, Berlin, DE）に結合さ
せたペプチド抗原を用いるアフィニティークロマトグラフィによって精製した。この抗体
を１：１０００希釈で免疫組織化学に使用した。非特異的抗体に基づくＦｃ受容体の結合
を回避するために、抗ウサギ特異性を有するＦｃ欠損型ビオチン標識アフィニティー精製
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済みＦ（ａｂ’）２フラグメント抗体（１：４０，０００希釈、Dianova-Jackson Immuno
Research,Hamburg, DE）を使用した。ストレプトアビジン－ＨＲＰを室温で１５分間使用
した。ＤＡＢ基質を製造元によって提供されるプロトコルにしたがって使用して、比色検
出を実施した。核をヘマトキシリンで１分間対比染色した。切片を発現の組織分布側面に
したがって解析した。
【００８６】
統計解析
　統計的有意性の程度を算出した。当該計算はノンパラメトリック両側マンホイットニー
順位和検定（リアルタイムＲＴ－ＰＣＲ）および２つの独立したサンプルに関するＴ検定
（軟寒天上の成長、細胞遊走試験、インビボ成長）を使用して行った。
【００８７】
転移性拡散を伴う結腸癌患者および転移性拡散を伴わない結腸癌患者の原発腫瘍における
７ａ５／プログノスチン発現に基づく診断
　図４（中央値表示を伴うボックスプロット）は、結腸癌患者（Ｔ２－４Ｎ０－１）由来
の原発腫瘍における７ａ５／プログノスチン発現の程度を示す。
ａ）７ａ５分析の時点で転移がなく、かつ６０ヶ月の観察期間中に転移性拡散を示さなか
った患者＝期間中転移を伴わないＭ０
ｂ）７ａ５分析の時点で転移がなかったが、６０ヶ月の観察期間中に転移性拡散を示した
患者＝期間中転移を伴うＭ０、および
ｃ）７ａ５分析の時点ですでに転移が形成されていた患者＝Ｍ１
【００８８】
　この期間中に転移を発症したか、あるいはすでに転移を示していた患者由来の原発腫瘍
では、７ａ５／プログノスチン発現に関する有意に高い値が測定された。
【００８９】
７ａ５／プログノスチンの発現レベルに依存する、結腸癌患者における転移を伴わない生
存率
　図５（カプラン・マイヤー曲線）は、各原発腫瘍での低または高７ａ５／プログノスチ
ン発現に依存する、転移を伴わない生存率の可能性を示す。相対７ａ５／プログノスチン
値２４０が「カットオフ」として算定され＜２４０のすべての相対７ａ５／プログノスチ
ン値が「低」であり、ならびに＞２４０のすべての相対７ａ５／プログノスチン値が「高
」として規定される。
【００９０】
事例１：原発腫瘍での７ａ５／プログノスチン発現が＜２４０である患者の約２０～２５
％が（観察期間中に）転移を発症する。
事例２：原発腫瘍での７ａ／５プログノスチン発現が＞２４０である患者の約７５～８０
％が（観察期間中に）転移を発症する。
【００９１】
　原発腫瘍における７ａ５／プログノスチン発現は遠隔転移の発症を有意に予測する（Ｐ
＝０．００５７）。
【００９２】
７ａ５／プログノスチン特異的ｓｉＲＮＡを用いる発現レベルでの治療的介入
　図６Ａは、７ａ５／プログノスチンが安定にトランスフェクトされていて、かつこれを
強力に過剰発現するヒト結腸癌細胞株由来細胞クローンの７ａ５／プログノスチン転写発
現に対する、一過性にトランスフェクトされた７ａ５／プログノスチン特異的ｓｉＲＮＡ
オリゴヌクレオチドの影響を説明する。ｓｉＲＮＡで処理されていないコントロールは１
００％に相当する。
【００９３】
有効な７ａ５／プログノスチン特異的ｓｉＲＮＡオリゴヌクレオチドの例
－　完全長の７ａ５／プログノスチンｃＤＮＡ配列のｎｔ２２３３～２２５３
－　5’-AAGCTTGGAAAAGGCTGGAGG-3’（配列番号７）
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【００９４】
７ａ５／プログノスチン特異的ｓｉＲＮＡを用いる機能レベルでの介入
　図６Ｂは、７ａ５／プログノスチンが安定にトランスフェクトされていて、かつこれを
強力に過剰発現するヒト結腸癌細胞株由来細胞クローンの遊走挙動に対する、一過性にト
ランスフェクトされた７ａ５／プログノスチン特異的ｓｉＲＮＡオリゴヌクレオチドの影
響を説明する。ｓｉＲＮＡで処理されていないコントロールは１００％に相当する。遊走
アッセイのプロトコルは上記を参照すること。
【００９５】
　７ａ５／プログノスチン特異的ｓｉＲＮＡの一過性トランスフェクトが７ａ５／プログ
ノスチン発現の阻害に導く。この結果は、転移可能性に関する生物学的パラメータとして
のこれらの細胞の遊走活性が減少することを生ずる。患者における治療的適用では、７ａ
５／プログノスチン特異的ｓｉＲＮＡオリゴヌクレオチドを各プラスミド内へクローニン
グすることが好ましい。これにより患者の原発腫瘍での安定なｓｉＲＮＡ発現が可能にな
り、これがその結果７ａ５／プログノスチン発現の持続的阻害に導き、したがって転移性
拡散を減少させることができる。
【図面の簡単な説明】
【００９６】
【図１】結腸癌患者の原発腫瘍における相対７ａ５／プログノスチンｍＲＮＡ発現は転移
を伴わない状態の生存率と関連する。
【図２】結腸癌患者の原発腫瘍における相対７ａ５／プログノスチンｍＲＮＡ発現は転移
の進展と関連する。
【図３】新規に同定された７ａ５／プログノスチンｃＤＮＡの配列ならびに推定タンパク
質配列を示す；特徴的相互作用ドメインが表示されている。
【図４】結腸癌患者の原発腫瘍における７ａ５／プログノスチン発現を示す。患者は転移
性拡散および転移性拡散の時期にしたがって群に細分化されている。
【図５】転移を伴わない状態内の結腸癌患者の生存率を示す。これらの患者は原発腫瘍に
おいて低（＜２４０）および高（＞２４０）７ａ５／プログノスチン発現を示す。
【図６】７ａ５／プログノスチン発現に対する７ａ５／プログノスチン特異的ｓｉＲＮＡ
の阻害影響（Ａ）および結腸癌細胞の遊走挙動に対する７ａ５／プログノスチン特異的ｓ
ｉＲＮＡの阻害影響（Ｂ）を示す。
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