
(57)【要約】
アポトーシスを刺激する働きをする治療薬の、哺乳類の身体における有効性を評価するた
めの方法は、該アポトーシスを刺激する働きをする治療薬で処置する哺乳類から、腫瘍細
胞が存在する身体組織または体液のサンプルを得ること、ここで、該組織または体液はカ
スパーゼ３の１７ｋＤａ断片を含む可能性があり、この断片は in vivoにおけるカスパー
ゼ３の特異的切断によって生じたものである；該切断カスパーゼ３の１７ｋＤａ断片の存
在量を測定すべく該サンプルをアッセイすること；該治療薬を該哺乳類に投与すること；
該哺乳類から、該身体組織または該体液の第二のサンプルを得ること；および該切断カス
パーゼ３の１７ｋＤａ断片の存在量を測定すべく該第二のサンプルをアッセイすることを
含み、該第一のサンプルで測定された量に対する、該第二のサンプルで測定された該１７
ｋＤａ断片の量の増加が、アポトーシス刺激および該治療薬の有効性を示す。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 哺 乳 類 の 身 体 に お い て 治 療 薬 の 有 効 性 を 評 価 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 該 薬 剤 は ア ポ ト
ー シ ス を 刺 激 す る 働 き を し 、
　 該 治 療 薬 で 処 置 す る 哺 乳 類 か ら 、 腫 瘍 細 胞 が 存 在 す る 身 体 組 織 ま た は 体 液 の サ ン プ ル を
得 る こ と 、 こ こ で 、 該 組 織 ま た は 体 液 は カ ス パ ー ゼ ３ の １ ７ ｋ Ｄ ａ 断 片 を 含 み 得 、 こ の 断
片 は in vivoに お け る カ ス パ ー ゼ ３ の 特 異 的 切 断 に よ っ て 生 じ た も の で あ る ；
　 該 切 断 カ ス パ ー ゼ ３ の １ ７ ｋ Ｄ ａ 断 片 の 存 在 量 を 測 定 す べ く 該 サ ン プ ル を ア ッ セ イ す る
こ と ；
　 該 治 療 薬 を 該 哺 乳 類 に 投 与 す る こ と ；
　 該 哺 乳 類 か ら 、 該 身 体 組 織 ま た は 該 体 液 の 第 二 の サ ン プ ル を 得 る こ と ； お よ び
　 該 切 断 カ ス パ ー ゼ ３ の １ ７ ｋ Ｄ ａ 断 片 の 存 在 量 を 測 定 す べ く 該 第 二 の サ ン プ ル を ア ッ セ
イ す る こ と
を 含 み 、 該 第 一 の サ ン プ ル で 測 定 さ れ た 量 に 対 す る 、 該 第 二 の サ ン プ ル で 測 定 さ れ た 該 １
７ ｋ Ｄ ａ 断 片 の 量 の 増 加 が 、 ア ポ ト ー シ ス 刺 激 お よ び 該 治 療 薬 の 有 効 性 に 相 関 す る 、 方 法
。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 体 液 が 血 液 ま た は 血 液 成 分 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 血 液 成 分 が 血 漿 、 血 清 ま た は 血 液 細 胞 を 含 む 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 体 液 が 唾 液 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 治 療 薬 が 化 学 療 法 薬 、 放 射 性 治 療 薬 、 腫 瘍 抑 制 核 酸 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ
れ ら の 組 合 せ を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 治 療 薬 が 核 酸 を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 核 酸 が 、 野 生 型 ｐ ５ ３ 分 子 、 Ｒ Ｂ 分 子 、 Ｒ Ｂ ９ ４ 分 子 、 ア ポ プ チ ン 分 子 ま た は ア ン
チ セ ン ス Ｈ Ｅ Ｒ － ２ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 含 む 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 治 療 薬 が リ ガ ン ド － カ チ オ ン リ ポ ソ ー ム と の 複 合 体 と し て 投 与 さ れ る 、 請 求 項 １ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 リ ガ ン ド が ト ラ ン ス フ ェ リ ン 、 葉 酸 ま た は 抗 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 受 容 体 単 鎖 抗 体 フ ラ
グ メ ン ト を 含 む 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 リ ガ ン ド が 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 含 む 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト が ト ラ ン ス フ ェ リ ン 受 容 体 ま た は Ｈ Ｅ Ｒ － ２ と 結 合 す
る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 抗 体 フ ラ グ メ ン ト が ｓ ｃ Ｆ ｖ フ ラ グ メ ン ト で あ る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 リ ポ ソ ー ム が ジ オ レ オ イ ル ト リ メ チ ル ア ン モ ニ ウ ム ホ ス フ ェ ー ト （ Ｄ Ｏ Ｔ Ａ Ｐ ） と
ジ オ レ オ イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン （ Ｄ Ｏ Ｐ Ｅ ） も し く は コ レ ス テ ロ ー ル ま た
は そ れ ら の 組 合 せ と の 混 合 物 、 あ る い は ジ メ チ ル ジ オ ク タ デ シ ル ア ン モ ニ ウ ム ブ ロ ミ ド （
Ｄ Ｄ Ａ Ｂ ） と Ｄ Ｏ Ｐ Ｅ も し く は コ レ ス テ ロ ー ル ま た は そ れ ら の 組 合 せ と の 混 合 物 を 含 む 、
請 求 項 ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
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　 前 記 治 療 薬 が 化 学 療 法 薬 ま た は 放 射 性 治 療 薬 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 第 二 の サ ン プ ル 中 の 切 断 １ ７ ｋ Ｄ ａ サ ブ ユ ニ ッ ト の 量 が 、 前 記 第 一 の サ ン プ ル 中 の
切 断 サ ブ ユ ニ ッ ト の 量 の 少 な く と も １ ． ５ ～ 約 ２ 倍 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 哺 乳 類 の 身 体 に お い て 治 療 薬 の 有 効 性 を 評 価 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 該 薬 剤 は ア ポ ト
ー シ ス を 刺 激 す る 働 き を し 、
　 該 治 療 薬 で 処 置 す る 哺 乳 類 か ら 、 血 液 ま た は 血 液 成 分 の サ ン プ ル を 得 る こ と ；
　 該 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る カ ス パ ー ゼ ３ の １ ７ ｋ Ｄ ａ 断 片 の 量 を 測 定 す べ く 該 サ ン プ ル を
ア ッ セ イ す る こ と 、 こ こ で 、 該 フ ラ グ メ ン ト は in vivoに お け る カ ス パ ー ゼ ３ の 特 異 的 切
断 に よ っ て 生 じ た も の で あ る ；
　 該 治 療 薬 を 該 哺 乳 類 に 投 与 す る こ と ；
　 該 哺 乳 類 か ら 、 血 液 ま た は 血 液 成 分 の 第 二 の サ ン プ ル を 得 る こ と ； お よ び
　 該 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 切 断 カ ス パ ー ゼ ３ の １ ７ ｋ Ｄ ａ 断 片 の 量 を 測 定 す べ く 該 第 二 の
サ ン プ ル を ア ッ セ イ す る こ と
を 含 み 、 該 第 一 の サ ン プ ル で 測 定 さ れ た 量 に 対 す る 、 該 第 二 の サ ン プ ル で 測 定 さ れ た 該 １
７ ｋ Ｄ ａ 断 片 の 量 の 増 加 が 、 ア ポ ト ー シ ス 刺 激 お よ び 該 治 療 薬 の 有 効 性 に 相 関 す る 、 方 法
。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 血 液 成 分 が 血 漿 、 血 清 ま た は 血 液 細 胞 を 含 む 、 請 求 項 １ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 治 療 薬 が 化 学 療 法 薬 、 放 射 性 治 療 薬 、 腫 瘍 抑 制 核 酸 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ
れ ら の 組 合 せ を 含 む 、 請 求 項 １ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 願 は ２ ０ ０ ３ 年 １ 月 ２ ８ 日 出 願 の 米 国 仮 出 願 番 号 ６ ０ ／ ４ ４ ２ ， ９ ０ ２ の 優 先 権 を 主
張 す る も の で あ る 。
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 本 発 明 は 、 ア ポ ト ー シ ス の 誘 導 を 通 じ て 作 用 す る 、 ま た は ア ポ ト ー シ ス 誘 導 を も た ら す
癌 治 療 の 有 効 性 を 評 価 す る た め の 方 法 に 関 す る 。 よ り 詳 し く は 、 本 発 明 は ア ポ ト ー シ ス マ
ー カ ー と し て の 、 切 断 カ ス パ ー ゼ ３ の １ ７ ｋ Ｄ ａ サ ブ ユ ニ ッ ト を 検 出 す る こ と を 含 む 、 か
か る 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 全 身 性 遺 伝 子 療 法 送 達 系 の 開 発 に お け る 近 年 の 研 究 の 生 産 性 の 高 い 焦 点 の 一 つ が 、 in v
ivoヒ ト 治 療 用 の 遺 伝 子 の 非 ウ イ ル ス 系 医 薬 製 剤 の 開 発 、 特 に カ チ オ ン リ ポ ソ ー ム 介 在 遺
伝 子 導 入 系 に 注 が れ て き た (Massing U, et al., Int. J. Clin. Pharmacol. Ther. 35:87
-90 (1997))。 そ れ ら を Ｄ Ｎ Ａ 送 達 に と っ て 融 通 が 利 き 、 か つ 、 魅 力 的 な も の と す る カ チ
オ ン リ ポ ソ ー ム は 、 調 製 が 簡 単 な こ と ； 大 量 の Ｄ Ｎ Ａ を 複 合 化 で き る こ と ； ど ん な 種 類 お
よ び 大 き さ の Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ と と も に 用 い る 場 合 で も 融 通 が 利 く こ と ； 非 分 裂 細 胞 細
胞 を 含 む 、 多 く の 異 な る 細 胞 種 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト で き る こ と ； お よ び 免 疫 原 性 ま た は 生
物 に 有 害 な 活 性 が な い こ と を 備 え て い る (Felgner PL, et al., Ann. NY Acad. Sci. (199
5) 772:126-139; Lewis JG, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1996) 93:3176-3181
)。 ヒ ト 癌 治 療 の 展 望 か ら よ り 重 要 な こ と と し て は 、 カ チ オ ン リ ポ ソ ー ム が in vivo遺 伝 子
送 達 に と っ て 安 全 か つ 効 率 的 で あ る と い う こ と が 分 か っ て い る こ と で あ る (Aoki, K. et a
l., Cancer Res. 55:3810-3816 (1997); Thierry, A.R., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 9
2:9742-9746 (1997))。
【 ０ ０ ０ ４ 】
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　 カ チ オ ン リ ポ ソ ー ム の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 効 率 は 、 そ れ ら が 細 胞 表 面 受 容 体 に よ っ て
認 識 さ れ る リ ガ ン ド を 有 す る 場 合 に 劇 的 に 上 昇 し 得 る 。 受 容 体 介 在 エ ン ド サ イ ト ー シ ス は
、 真 核 細 胞 に 存 在 す る 効 率 の 高 い 内 在 化 経 路 で あ る (Cristiano, R.J., et al., Cancer G
ene Ther. 3:49-57 (1996), Cheng, P.W., Hum. Gene Ther. 7:275-282 (1996))。 リ ポ ソ
ー ム 上 の リ ガ ン ド の 存 在 は 、 細 胞 表 面 に あ る そ の 受 容 体 が ま ず リ ガ ン ド と 結 合 し 、 そ の 後
、 結 合 複 合 体 の 内 在 化 に よ っ て 細 胞 へ の Ｄ Ｎ Ａ 導 入 を 助 け る 。 ト ラ ン ス フ ェ リ ン お よ び 葉
酸 (folate)を は じ め と す る 種 々 の リ ガ ン ド が 、 そ の リ ポ ソ ー ム 標 的 化 能 に 関 し て 研 究 さ れ
て い る (Lee, R.J., et al., J. Biol. Chem. 271:8481-8487 (1996))。 葉 酸 受 容 体 （ Ｆ Ｒ
） お よ び ト ラ ン ス フ ェ リ ン 受 容 体 （ Ｔ Ｆ Ｒ ） レ ベ ル は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 前 立
腺 癌 、 乳 癌 、 膵 臓 癌 、 頭 頸 部 癌 、 膀 胱 癌 、 脳 癌 、 卵 巣 癌 、 皮 膚 癌 、 肺 癌 、 お よ び 肝 臓 癌 を
は じ め と す る 種 々 の 癌 細 胞 種 で 上 昇 し て い る 。 ま た 、 Ｔ Ｆ Ｒ お よ び Ｆ Ｒ の 上 昇 レ ベ ル は 腫
瘍 細 胞 の 攻 撃 能 ま た は 増 殖 能 と も 相 関 が あ る (Elliot, R.L., et al., Ann. NY Acad. Sci
. 698:159-166 (1993))。 よ っ て 、 Ｔ Ｆ Ｒ お よ び Ｆ Ｒ の レ ベ ル は 予 後 の 腫 瘍 マ ー カ ー と し
て 有 用 で あ る と 考 え ら れ 、 悪 性 細 胞 の 治 療 に お け る 薬 物 送 達 の た め の 可 能 性 の あ る 標 的 で
あ る (Miyamoto, T., et al., Int. J. Oral Maxillofac. Surg. 23:430-433 (1994); Tho
rstensen, K., et al., Scand. J. Clin. Lab. Invest. Suppl. 215:113-120 (1993))。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 腫 瘍 細 胞 上 の 受 容 体 に よ っ て 認 識 さ れ る リ ガ ン ド の 他 、 特 異 的 抗 体 も リ ポ ソ ー ム 表 面 へ
結 合 で き 、 そ れ ら を 特 異 的 腫 瘍 細 胞 表 面 抗 原 （ 受 容 体 を 含 む が 、 こ れ に 限 定 さ れ る も の で
は な い ） (Allen, T.M., et al., Stealth iposomes, pp. 233-244 (1995))に 向 け る こ と
が で き る (Allen, T.M., Biochim. Biophys. Acta 1237:99-108 (1995))。 こ れ ら の 「 イ ム
ノ リ ポ ソ ー ム 」 、 特 に 立 体 的 に 安 定 化 し た イ ム ノ リ ポ ソ ー ム は 、 特 定 の 標 的 細 胞 群 に 治 療
薬 物 を 送 達 す る こ と が で き る (Allen, T.M., et al., Stealth Liposomes, pp. 233-244 (
1995))。 Parkら (Park, J.W., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92:1327-1331 (1995
))は 、 リ ポ ソ ー ム に 結 合 さ せ た 抗 Ｈ Ｅ Ｒ － ２ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Ｍ ａ ｂ ） Ｆ ａ ｂ フ ラ グ
メ ン ト が 、 乳 癌 細 胞 系 Ｓ Ｋ － Ｂ Ｒ － ３ を 過 剰 発 現 す る Ｈ Ｅ Ｒ － ２ に 特 異 的 に 結 合 し 得 る こ
と を 明 か に し た 。 イ ム ノ リ ポ ソ ー ム は 、 被 覆 ピ ッ ト 経 路 を 介 す る 受 容 体 介 在 エ ン ド サ イ ト
ー シ ス に よ っ て 、 ま た 可 能 性 と し て 膜 融 合 に よ っ て も 効 率 的 に 内 在 化 を 受 け る こ と が 見 出
さ れ た 。 さ ら に 、 抗 Ｈ Ｅ Ｒ － ２ Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト の ア ン カ リ ン グ に よ っ て 、 そ の 阻 害 作
用 は 増 強 し た 。 ま た 、 ド キ ソ ル ビ シ ン を 付 加 し た 抗 Ｈ Ｅ Ｒ － ２ イ ム ノ リ ポ ソ ー ム は 、 in v
ivoお よ び in vitroに お い て 標 的 細 胞 に 対 し て 有 意 か つ 特 異 的 な 細 胞 傷 害 性 を 示 し た (Park
, J.W., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92:1327-1331 (1995))。 さ ら に 、 Suzuki 
et al., Br. J. Cancer 76:83-89 (1997)は 、 in vitroに お い て ヒ ト 白 血 病 細 胞 に お い て
、 よ り 効 率 的 に ド キ ソ ル ビ シ ン を 送 達 す る た め に 抗 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 受 容 体 モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 結 合 イ ム ノ リ ポ ソ ー ム を 用 い た 。 Huwyler et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 9
3:14164-14169 (1996)は 、 in vivoに お い て ラ ッ ト 神 経 膠 腫 （ Ｒ Ｔ ２ ） 細 胞 に 、 ダ ウ ノ マ
イ シ ン を 送 達 す る た め に 抗 Ｔ ｆ Ｒ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 イ ム ノ リ ポ ソ ー ム を 用 い た 。 こ の ペ
グ 化 (PEGlated)イ ム ノ リ ポ ソ ー ム に よ れ ば 、 正 常 な 組 織 お よ び 臓 器 に お け る 薬 物 濃 度 が よ
り 低 く な る 。 こ れ ら の 研 究 は 、 腫 瘍 標 的 化 薬 物 送 達 の た め の イ ム ノ リ ポ ソ ー ム の 有 用 性 を
示 す も の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 生 物 工 学 に お け る 発 展 は 、 Ｍ ａ ｂ か ら の 特 異 的 認 識 ド メ イ ン の 誘 導 を 可 能 に し た (Poon,
 R.Y., Biotechnology International: International Developments in the Biotechnol
ogy Industry, pp. 113-128 (1997))。 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の 可 変 領 域 の 組 換 え と 、 そ の 単 一
ポ リ ペ プ チ ド へ の 組 込 み は 、 標 的 化 の 目 的 の た め に 単 鎖 抗 体 誘 導 体 （ ｓ ｃ Ｆ ｖ と 呼 ば れ る
） を 使 用 す る 可 能 性 を 提 供 す る 。 癌 胚 抗 原 に 向 け ら れ た ｓ ｃ Ｆ ｖ 、 Ｈ Ｅ Ｒ － ２ 、 Ｃ Ｄ ３ ４
、 黒 色 腫 関 連 抗 原 お よ び ト ラ ン ス フ ェ リ ン 受 容 体 を 提 示 す る よ う 操 作 し た レ ト ロ ウ イ ル ス
ベ ク タ ー が 開 発 さ れ た (Jiang, A., et al., J. Virol. 72:10148-10156, (1998); Konish
i, H., et al., Hum. Gene Ther. 9:235-248 (1994); Martin, F., et al., Hum. Gene T
her. 9:737-746 (1998))。 ウ イ ル ス に 向 け た こ れ ら の ｓ ｃ Ｆ ｖ は 、 特 定 の 抗 原 を 発 現 す る
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細 胞 種 を 特 異 的 に 標 的 と し 、 結 合 し 、 感 染 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 さ ら に 、 少 な く と も
癌 胚 抗 原 の 場 合 、 ｓ ｃ Ｆ ｖ は 、 親 抗 体 と 同 じ 細 胞 特 異 性 を 持 つ こ と が 示 さ れ て い る (Nicho
lson, I.C., Mol. Immunol. 34:1157-1165 (1997))。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 種 々 の イ ム ノ リ ポ ソ ー ム が 、 ヒ ト 遺 伝 子 療 法 で 使 用 す る た め の 、 腫 瘍 を 標 的 と す る 核 酸
の 全 身 性 送 達 が 可 能 で あ る 。 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 標 的 と す る イ ム ノ リ ポ ソ ー ム
複 合 体 は 、 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト と リ ポ ソ ー ム 複 合 体 の 化 学 的 結 合 に よ っ て 、 ま た
は 簡 単 か つ 効 率 的 な 非 化 学 的 結 合 法 に よ っ て 製 造 す る こ と が で き る 。 Ｔ ｆ Ｒ ｓ ｃ Ｆ ｖ は 種
々 の 方 法 （ 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る Ｐ Ｃ Ｔ 出 願 公 開 番 号 Ｗ Ｏ ０ ０ ／ ５ ０ ０ ０
８ ） を 用 い て リ ポ プ レ ッ ク ス と 化 学 的 に 結 合 さ せ る こ と が で き 、 in vitroお よ び in vivo
で ヒ ト 前 立 腺 腫 瘍 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 抗 体 ま た は 単 鎖
タ ン パ ク 質 を リ ポ ソ ー ム と 結 合 さ せ 、 そ し て 、 抗 体 ま た は ｓ ｃ Ｆ ｖ 、 リ ポ ソ ー ム お よ び リ
ガ ン ド を 所 定 の 比 率 お よ び 順 序 で 単 に 混 合 す る こ と に よ り 、 こ の 抗 体 － ま た は ｓ ｃ Ｆ ｖ －
リ ポ ソ ー ム － 治 療 薬 ま た は 診 断 薬 複 合 体 が 形 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 こ の 標 的 化 リ ポ ソ ー ム は 種 々 の 治 療 分 子 を 標 的 細 胞 へ 運 搬 す る こ と が で き る 。 治 療 薬 は
リ ポ ソ ー ム 表 面 に 付 着 す る 。 こ の よ う な 薬 剤 と し て は 、 化 学 療 法 薬 、 高 分 子 量 Ｄ Ｎ Ａ 分 子
（ 遺 伝 子 ） 、 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ 分 子 、 お よ び 小 型 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 世 界 中 で こ れ ま で に ６ ０ ０ を 超 え る 遺 伝 子 療 法 臨 床 試 験 が 認 可 さ れ て お り 、 こ の 数 は 増
加 の 一 途 を た ど っ て い る 。 し か し な が ら 現 在 、 特 定 の 遺 伝 子 療 法 が そ の 意 図 し た 標 的 に 到
達 し 、 作 用 し て い る か ど う か を 判 定 す る 信 頼 で き る 、 最 小 限 の 侵 襲 的 手 段 は な い 。 こ の 問
題 は 転 移 性 疾 患 に 作 用 可 能 な 全 身 性 遺 伝 子 療 法 送 達 系 の 開 発 に 向 け た 研 究 活 動 と し て 特 に
重 要 で あ る 。 腫 瘍 生 検 を 繰 り 返 し 行 う こ と は で き な い の で 、 侵 襲 性 の 少 な い 方 法 論 を 用 い
る 新 し い ア プ ロ ー チ を 開 発 す る こ と が 急 が れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 化 学 療 法 薬 、 放 射 線 療 法 、 な ら び に Ｒ Ｂ お よ び ｐ ５ ３ の よ
う な 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 を は じ め と す る 多 く の 抗 癌 薬 は ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る こ と に よ っ て
働 く 。 ア ポ ト ー シ ス （ プ ロ グ ラ ム 細 胞 死 と も 呼 ば れ る ） は 、 発 育 中 の 組 織 の パ タ ー ン 化 に
、 お よ び 成 熟 細 胞 ／ 組 織 の ホ メ オ ス タ シ ス の 維 持 に 中 枢 的 役 割 を 果 た す 高 度 に 調 節 さ れ た
生 理 学 的 プ ロ セ ス で あ る (Horvitz, H.R., Cancer Res. 59:1701-1706 (1999); Jacobsen,
 M.D. and Weil, M., Cancer, 88:407-454 (1997))。 こ の ア ポ ト ー シ ス 機 構 の 欠 陥 は 癌 の
顕 著 な 特 徴 で あ る (Hanahan, D., and Weinberg, R., Cell, 100:57-70 (2000))。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の 一 つ の 目 的 は 、 哺 乳 類 の 身 体 に お い て 治 療 薬 の 有 効 性 を 評 価 す る た め の 、 簡 単
か つ 信 頼 で き る 侵 襲 性 の 少 な い 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。 よ り 詳 し く は 、 本 発 明 の 一 つ
の 目 的 は 、 治 療 薬 が ア ポ ト ー シ ス を 刺 激 す る 働 き を す る 場 合 の 、 か か る 方 法 を 提 供 す る こ
と で あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 ア ポ ト ー シ ス を 刺 激 す る 働 き を す る 治 療 薬 の 有 効 性 を 評 価 す る た め の
方 法 が 提 供 さ れ る 。 こ の 方 法 は 、
　 腫 瘍 細 胞 が 見 ら れ る 身 体 組 織 、 ま た は 該 治 療 薬 で 処 置 す る 哺 乳 類 か ら の 体 液 の サ ン プ ル
を 得 る こ と 、 こ こ で 、 該 組 織 ま た は 体 液 は カ ス パ ー ゼ ３ の １ ７ ｋ Ｄ ａ 断 片 を 含 み 得 、 こ の
断 片 は in vivoに お け る カ ス パ ー ゼ ３ の 特 異 的 切 断 に よ っ て 得 ら れ た も の で あ る ；
　 該 カ ス パ ー ゼ ３ の １ ７ ｋ Ｄ ａ 断 片 の 存 在 量 を 測 定 す べ く 該 サ ン プ ル を ア ッ セ イ す る こ と
；
　 該 治 療 薬 を 該 哺 乳 類 に 投 与 す る こ と ；
　 該 哺 乳 類 か ら 、 該 身 体 組 織 ま た は 体 液 の 第 二 の サ ン プ ル を 得 る こ と ； お よ び
　 該 切 断 カ ス パ ー ゼ ３ の １ ７ ｋ Ｄ ａ 断 片 の 存 在 量 を 測 定 す べ く 該 第 二 の サ ン プ ル を ア ッ セ
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イ す る こ と
を 含 み 、 該 第 一 の サ ン プ ル で 測 定 さ れ た 量 に 対 す る 、 該 第 二 の サ ン プ ル で 測 定 さ れ た 該 １
７ ｋ Ｄ ａ 断 片 の 量 の 増 加 が 、 該 治 療 薬 に よ る ア ポ ト ー シ ス 刺 激 お よ び 該 治 療 薬 の 有 効 性 に
相 関 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
図 面 の 簡 単 な 説 明
　 図 １ は Ｐ ３ ０ お よ び Ｐ ６ カ ラ ム で 精 製 し た マ ウ ス 血 漿 由 来 の １ ７ ｋ Ｄ ａ 切 断 カ ス パ ー ゼ
３ サ ブ ユ ニ ッ ト を 示 す 。
　 図 ２ は Ｔ ｆ Ｒ ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｌ ｉ ｐ Ａ － ｐ ５ ３ の 静 注 後 の Ｐ ａ ｎ ｃ － １ 異 種 移 植 片 に お け る
外 因 性 ｗ ｔ ｐ ５ ３ の 発 現 お よ び １ ７ ｋ Ｄ ａ カ ス パ ー ゼ ３ サ ブ ユ ニ ッ ト の 発 現 を 示 す 。
　 図 ３ は Ｐ ａ ｎ ｃ － １ 異 種 移 植 片 に お け る 、 葉 酸 － Ｌ ｉ ｐ Ａ － ｐ ５ ３ 複 合 体 静 注 後 の 経 時
的 な １ ７ ｋ Ｄ ａ カ ス パ ー ゼ ３ サ ブ ユ ニ ッ ト の 発 現 を 示 す 。 図 中 、 Ｕ Ｔ ＝ 対 照 と し て 用 い た
非 処 置 動 物 ； Ｆ ｐ ｐ ５ ３ ＝ 葉 酸 － リ ポ ソ ー ム Ａ － ｐ ５ ３ 複 合 体 ； お よ び Ｆ ｐ Ｖ ｅ ｃ ＝ エ ン
プ テ ィ ー ベ ク タ ー を 有 す る 葉 酸 － リ ポ ソ ー ム Ａ 複 合 体 。
　 図 ４ は ト ラ ン ス フ ェ リ ン － リ ポ ソ ー ム Ａ － ｐ ５ ３ 複 合 体 お よ び シ ス プ ラ チ ン （ Ｃ Ｄ Ｄ Ｐ
） で 処 置 し た 後 の Ｄ Ｕ １ ４ ５ 担 癌 マ ウ ス か ら 抽 出 し た 血 液 細 胞 ペ レ ッ ト に お け る １ ７ ｋ Ｄ
ａ タ ン パ ク 質 の 存 在 を 示 す 。
　 図 ５ は ト ラ ン ス フ ェ リ ン － リ ポ ソ ー ム Ａ － ｐ ５ ３ を 含 む 複 合 体 と シ ス プ ラ チ ン の 組 合 せ
で 処 置 し た 後 の 、 Ｐ Ａ Ｎ Ｃ － １ 異 種 移 植 片 腫 瘍 を 持 つ 、 ま た は 持 た な い マ ウ ス 由 来 の 血 清
に お け る 、 カ ス パ ー ゼ ３ の １ ７ ｋ Ｄ ａ サ ブ ユ ニ ッ ト の 存 在 を 示 す 。
　 図 ６ は Ｔ ｆ Ｒ ｓ ｃ Ｆ ｖ － リ ポ ソ ー ム Ａ － ア ン チ セ ン ス Ｈ Ｅ Ｒ － ２ の 複 合 体 で 処 置 し た 後
の Ｐ Ａ Ｎ Ｃ － １ 細 胞 に お け る カ ス パ ー ゼ ３ の １ ７ ｋ Ｄ ａ サ ブ ユ ニ ッ ト の 存 在 を 、 Ｔ ｆ Ｒ ｓ
ｃ Ｆ ｖ － リ ポ ソ ー ム Ａ － ス ク ラ ン ブ ル Ｈ Ｅ Ｒ － ２ の 複 合 体 で 処 置 し た 、 か か る 細 胞 と 比 較
し て 示 す 。
　 図 ７ は Ｔ ｆ Ｒ ｓ ｃ Ｆ ｖ － リ ポ ソ ー ム Ａ － ア ン チ セ ン ス Ｈ Ｅ Ｒ － ２ 複 合 体 と ジ ェ ム ザ ー ル
(Gemzar)（ 登 録 商 標 ） の 組 合 せ で 処 置 し た 後 の 、 Ｐ Ａ Ｎ Ｃ － １ 細 胞 に お け る カ ス パ ー ゼ ３
の １ ７ ｋ Ｄ ａ サ ブ ユ ニ ッ ト の 存 在 を 、 非 処 置 細 胞 と 、 ま た 、 ジ ェ ム ザ ー ル （ 登 録 商 標 ） 単
独 、 Ｔ ｆ Ｒ ｓ ｃ Ｆ ｖ － リ ポ ソ ー ム Ａ － Ａ Ｓ Ｈ Ｅ Ｒ － ２ 複 合 体 単 独 、 ま た は Ｔ ｆ Ｒ ｓ ｃ Ｆ ｖ
－ リ ポ ソ ー ム Ａ － ス ク ラ ン ブ ル Ｈ Ｅ Ｒ － ２ 複 合 体 と ジ ェ ム ザ ー ル （ 登 録 商 標 ） の 組 合 せ の
い ず れ か で 処 置 し た も の と 比 較 し て 示 す 。
　 図 ８ は Ｔ ｆ Ｒ ｓ ｃ Ｆ ｖ － リ ポ ソ ー ム Ａ － ア ン チ セ ン ス Ｈ Ｅ Ｒ － ２ の 複 合 体 と ジ ェ ム ザ ー
ル （ 登 録 商 標 ） の 組 合 せ の 静 脈 投 与 後 の Ｐ Ａ Ｎ Ｃ － １ 異 種 移 植 片 腫 瘍 担 持 マ ウ ス 由 来 の 血
漿 に お け る カ ス パ ー ゼ ３ の １ ７ ｋ Ｄ ａ サ ブ ユ ニ ッ ト の 存 在 を 、 非 処 置 動 物 と 、 ま た 、 ジ ェ
ム ザ ー ル （ 登 録 商 標 ） 単 独 、 Ｔ ｆ Ｒ ｓ ｃ Ｆ ｖ － リ ポ ソ ー ム Ａ － Ａ Ｓ 　 Ｈ Ｅ Ｒ － ２ 複 合 体 単
独 ま た は Ｔ ｆ Ｒ ｓ ｃ Ｆ ｖ － リ ポ ソ ー ム Ａ － ス ク ラ ン ブ ル Ｈ Ｅ Ｒ － ２ の 複 合 体 と ジ ェ ム ザ ー
ル （ 登 録 商 標 ） の 組 合 せ の い ず れ か で 処 置 し た も の と 比 較 し て 示 す 。
　 図 ９ Ａ お よ び ９ Ｂ は 、 各 々 、 Ｐ Ａ Ｎ Ｃ － １ お よ び Ｃ Ｏ Ｌ Ｏ ３ ５ ７ 細 胞 の ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン ８ 時 間 後 の 、 Ｔ ｆ Ｒ ｓ ｃ Ｆ ｖ － リ ポ ソ ー ム Ａ － ア ン チ セ ン ス Ｈ Ｅ Ｒ － ２ 単 独 に よ る
、 ま た は ジ ェ ム ザ ー ル （ 登 録 商 標 ） と の 組 合 せ に よ る ア ポ ト ー シ ス 経 路 に お け る タ ン パ ク
質 発 現 の in vitro抑 制 的 調 節 を 示 す 。 両 細 胞 種 と も カ ス パ ー ゼ ３ の １ ７ ｋ Ｄ ａ サ ブ ユ ニ ッ
ト の 存 在 の 明 瞭 な 結 果 を 示 し た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 非 処 置 細 胞 の 結 果 お よ び ジ ェ ム ザ ー ル
（ 登 録 商 標 ） 単 独 ま た は ジ ェ ム ザ ー ル （ 登 録 商 標 ） と Ｔ Ｆ Ｒ ｓ ｖ Ｆ ｖ － リ ポ ソ ー ム Ａ － ス
ク ラ ン ブ ル Ｈ Ｅ Ｒ － ２ の 組 合 せ で 処 置 し た 細 胞 の 結 果 と 対 照 的 で あ る 。
　 図 １ ０ は Ｔ ｆ Ｒ ｓ ｃ Ｆ ｖ － リ ポ ソ ー ム Ａ － ア ン チ セ ン ス Ｈ Ｅ Ｒ － ２ 単 独 に よ る 、 ま た は
Ｐ Ａ Ｎ Ｃ － １ 細 胞 の ジ ェ ム ザ ー ル （ 登 録 商 標 ） ６ 時 間 後 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 組 合 せ に
よ る ア ポ ト ー シ ス 経 路 に お け る タ ン パ ク 質 発 現 の in vitro抑 制 的 調 節 を 示 す 。 対 照 は 図 ９
Ａ お よ び ９ Ｂ と 同 じ で あ る 。
　 図 １ １ は 皮 下 Ｐ Ａ Ｎ Ｃ － １ 異 種 移 植 片 腫 瘍 を 担 持 す る ヌ ー ド マ ウ ス へ の 、 Ｔ ｆ Ｒ ｓ ｃ Ｆ
ｖ － Ｌ ｉ ｐ Ａ － ア ン チ セ ン ス Ｈ Ｅ Ｒ － ２ 複 合 体 単 独 ま た は ジ ェ ム ザ ー ル （ 登 録 商 標 ） と 組
み 合 わ せ た 静 脈 送 達 後 の 腫 瘍 細 胞 に お け る ア ン チ セ ン ス Ｈ Ｅ Ｒ － ２ 作 用 の 局 在 を 示 す 。 １
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７ ｋ Ｄ ａ サ ブ ユ ニ ッ ト の 存 在 を 示 す 矢 印 は 、 肝 細 胞 ま た は 肺 細 胞 サ ン プ ル の い ず れ に も 存
在 し な い 腫 瘍 に お け る 中 央 の バ ン ド を 指 し て い る 。
　 図 １ ２ は Ｐ Ａ Ｎ Ｃ － １ 異 種 移 植 片 腫 瘍 に お け る Ｔ ｆ Ｒ ｓ ｃ Ｆ ｖ － リ ポ ソ ー ム Ａ － ア ン チ
セ ン ス Ｈ Ｅ Ｒ － ２ と ジ ェ ム ザ ー ル （ 登 録 商 標 ） の 組 合 せ 処 置 の in vivo作 用 を 、 非 処 置 腫
瘍 、 ま た は ジ ェ ム ザ ー ル （ 登 録 商 標 ） 単 独 、 複 合 体 単 独 も し く は ジ ェ ム ザ ー ル （ 登 録 商 標
） と Ｔ ｆ Ｒ ｓ ｃ Ｆ ｖ － リ ポ ソ ー ム 　 Ａ － ス ク ラ ン ブ ル Ｈ Ｅ Ｒ － ２ ａ 複 合 体 の 組 合 せ で 処 置
し た 腫 瘍 と 比 較 し て 示 す グ ラ フ で あ る 。
　 図 １ ３ は Ｒ Ｂ ９ ４ 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 で 全 身 処 置 し た 後 の マ ウ ス 血 漿 に お け る カ ス パ ー ゼ ３
の １ ７ ｋ Ｄ ａ サ ブ ユ ニ ッ ト の 存 在 を 示 す 。
　 図 １ ４ は 化 学 療 法 後 の ヒ ト 乳 癌 患 者 の 血 清 に お け る カ ス パ ー ゼ ３ の １ ７ ｋ Ｄ ａ サ ブ ユ ニ
ッ ト の 存 在 を 示 す 。
【 ０ ０ １ ４ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
　 ア ポ ト ー シ ス の メ カ ニ ズ ム は 進 化 を 通 じ て 顕 著 に 保 存 さ れ 、 シ ス テ イ ン プ ロ テ ア ー ゼ フ
ァ ミ リ ー に よ っ て 制 御 さ れ て い る 。 こ れ ら の 酵 素 は そ れ ら の 特 異 的 基 質 で あ る ア ス パ ラ ギ
ン 酸 残 基 の 後 ろ で 切 断 す る こ と で 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 を 特 徴 付 け る 多 く の 典 型 的 な 生 化 学
的 ・ 形 態 学 的 変 化 を 媒 介 す る 。 当 業 者 な ら ば 、 ア ポ ト ー シ ス の 指 標 ま た は 生 化 学 的 マ ー カ
ー と し て 活 性 化 カ ス パ ー ゼ の 同 定 が 使 用 で き る こ と を 知 っ て い る が 、 そ れ ら の 使 用 は こ れ
ま で の と こ ろ 、 in vitro細 胞 培 養 物 も し く は 細 胞 溶 解 物 、 ま た は 無 傷 の 生 細 胞 の 場 合 に 限
ら れ て い た 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 カ ス パ ー ゼ フ ァ ミ リ ー に は 、 少 な く と も １ ４ の 異 な る 哺 乳 類 メ ン バ ー が 存 在 す る 。 こ れ
ら の 酵 素 は 、 プ ロ ア ポ ト ー シ ス シ グ ナ ル に 応 答 し て タ ン パ ク 質 分 解 性 の 活 性 化 を 受 け る 不
活 性 な 前 駆 体 （ チ モ ー ゲ ン ） と し て ほ と ん ど の 細 胞 種 で 構 成 的 に 発 現 す る (Kohler et al.
, J. Immuno Methods 265:97-110 (2002)参 照 )。 大 き な プ ロ 酵 素 は 、 特 異 的 な 内 部 配 列 で
切 断 さ れ 、 後 に ヘ テ ロ ダ イ マ ー を 形 成 す る 大 サ ブ ユ ニ ッ ト と 小 サ ブ ユ ニ ッ ト と に 分 割 さ れ
る (Jacobsen, M.D. and Weill, M; Cell 88:307-354 (1997); Cryns, V. and Yuan, M. J
., Gene Dev. 12:1551-1570 (1998);お よ び Nunez, G., et al., Oncogene 17:3237-3245 
(1998))。 活 性 型 の カ ス パ ー ゼ は こ の よ う な ２ つ の ヘ テ ロ ダ イ マ ー か ら な っ て い る (Nichol
son, D.W. and Thornberry, N., trands biochem. Sci. 22:299-306 (1997))。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 ア ポ ト ー シ ス に 関 与 す る カ ス パ ー ゼ は 一 般 に 、 イ ニ シ エ ー タ ー カ ス パ ー ゼ （ カ ス パ ー ゼ
２ 、 ８ 、 ９ お よ び １ ０ ） お よ び エ フ ェ ク タ ー カ ス パ ー ゼ （ カ ス パ ー ゼ ３ 、 ６ お よ び ７ ） の
２ つ の カ テ ゴ リ ー に 分 け ら れ る 。 前 者 の グ ル ー プ は 自 己 活 性 化 型 で 、 そ の 後 、 エ フ ェ ク タ
ー カ ス パ ー ゼ の 活 性 化 へ と 進 行 す る 。 あ る 領 域 の 細 胞 標 的 を 切 断 し て 、 最 終 的 に 細 胞 死 を
も た ら す の は こ れ ら の 活 性 化 さ れ た エ フ ェ ク タ ー カ ス パ ー ゼ で あ る 。 こ の イ ニ シ エ ー タ ー
か ら エ フ ェ ク タ ー カ ス パ ー ゼ へ の 一 連 の 活 性 化 が 、 カ ス パ ー ゼ カ ス ケ ー ド と い う 概 念 を 導
い た 。 例 え ば 、 腫 瘍 壊 死 因 子 （ Ｔ Ｎ Ｆ ） ま た は ｆ ａ ｓ リ ガ ン ド と そ の 受 容 体 と の 結 合 は 、
そ の 活 性 化 を も た ら す イ ニ シ エ ー タ ー プ ロ カ ス パ ー ゼ ８ を 補 充 す る 「 細 胞 死 誘 導 シ グ ナ ル
伝 達 複 合 体 」 の 構 築 を も た ら す 。 活 性 型 カ ス パ ー ゼ ８ は プ ロ カ ス パ ー ゼ ３ を 切 断 お よ び 活
性 化 し て タ ン パ ク 質 分 解 カ ス ケ ー ド を 起 動 さ せ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 健 康 な 細 胞 で は 、 カ ス パ ー ゼ は ミ ト コ ン ド リ ア お よ び サ イ ト ゾ ル に 不 活 性 型 の プ ロ 酵 素
と し て 存 在 す る (Mancini, M., et al., J. Cell Biol. 140: 1485-1495 (1998))。 ア ポ ト
ー シ ス シ グ ナ ル は ２ つ の 腫 瘍 経 路 ： ミ ト コ ン ド リ ア に 付 随 す る 内 因 的 経 路 と 腫 瘍 壊 死 因 子
受 容 体 ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の 細 胞 死 受 容 体 が 介 在 す る 外 因 的 経 路 に 沿 っ て 伝 達 さ れ る 。 こ
の カ ス ケ ー ド は い く つ か の 異 な る 種 類 の 刺 激 に よ っ て 誘 発 さ れ る (Mathiasen and Jaeaett
elae, Trends in Molecular Medicine 8:212-20 (2002))。 放 射 線 照 射 お よ び 化 学 療 法 薬
な ど 、 Ｄ Ｎ Ａ に 傷 害 を 起 こ す 因 子 は ｐ ５ ３ を 活 性 化 し 、 こ れ は 両 ア ポ ト ー シ ス 経 路 を 刺 激
し 得 る 。 重 要 な こ と と し て は 、 両 経 路 の 遂 行 に は カ ス パ ー ゼ ３ の 活 性 化 が 必 要 で あ る と い
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う こ と で あ る 。 従 っ て 、 カ ス パ ー ゼ ３ に よ り 誘 導 さ れ る タ ン パ ク 質 分 解 は 実 質 上 、 全 て の
細 胞 ア ポ ト ー シ ス 経 路 に お い て 重 要 な 事 象 で あ る こ と が 示 さ れ て い る 。 現 在 の デ ー タ は 全
て 、 ア ポ ト ー シ ス の 欠 陥 が 癌 の 前 提 条 件 で あ る こ と を 示 唆 し て い る (Jaeaettelae, M., Ex
p. Cell Research 248:30-43 (1999); Evans, G. and Vousden,K., Nature 411:342-348 
(2001))。 Ｈ Ｅ Ｒ － ２ の よ う な 癌 タ ン パ ク 質 の 調 節 さ れ な い 活 性 化 、 ま た は ｐ ５ ３ の よ う
な 腫 瘍 抑 制 タ ン パ ク 質 の 不 活 性 化 に よ っ て 誘 導 さ れ る 細 胞 増 殖 シ グ ナ ル は カ ス パ ー ゼ の 活
性 化 を 誘 導 し 、 ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る は ず で あ る 。 し か し 、 ヒ ト 腫 瘍 は ア ポ ト ー シ ス 遺
伝 子 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 ｐ ５ ３ ） の 突 然 変 異 （ そ れ ら の 不 活 性 化 を 招 く ） を 含 み 、 か つ ／ ま
た は 抗 ア ポ ト ー シ ス タ ン パ ク 質 (例 え ば 、 Ｈ Ｅ Ｒ － ２ )の 発 現 ／ 活 性 化 (Mathiason and Jae
aettelae TRENDS in Mol. Med. 8:212-220 (2002))が 増 強 さ れ て お り 、 そ の 結 果 、 腫 瘍 細
胞 の 治 療 モ ダ リ テ ィ ー に 対 す る 応 答 能 の 低 下 ま た は 不 活 性 化 に 至 っ て い る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 腫 瘍 細 胞 お よ び ／ ま た は 体 液 に お け る カ ス パ ー ゼ ３ の １ ７ ｋ Ｄ ａ サ ブ ユ ニ ッ ト の 検 出 は
、 ア ポ ト ー シ ス を 刺 激 す る 働 き を す る 治 療 薬 を 投 与 し た 後 に ア ポ ト ー シ ス 経 路 が 機 能 す る
こ と を 示 す こ と に よ り 、 治 療 の 有 効 性 を 確 認 す る 手 段 を 提 供 す る 。 よ っ て 、 治 療 薬 な ど に
よ る 処 置 を 開 始 す る 前 の 患 者 か ら の 体 液 ま た は 腫 瘍 細 胞 含 有 身 体 組 織 の サ ン プ ル に お け る
１ ７ ｋ Ｄ ａ サ ブ ユ ニ ッ ト の レ ベ ル を 測 定 し 、 治 療 薬 で 処 置 し た 後 の 患 者 か ら の 体 液 ま た は
腫 瘍 細 胞 含 有 身 体 組 織 の 第 二 の サ ン プ ル に お け る １ ７ ｋ Ｄ ａ サ ブ ユ ニ ッ ト の レ ベ ル と 比 較
す る こ と に よ り 、 そ の 治 療 薬 が ア ポ ト ー シ ス を 刺 激 し た か ど う か を 判 定 す る こ と が で き る
。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 の 方 法 は ア ポ ト ー シ ス の 存 在 を 質 的 に 評 価 す る こ と 、 お よ び ア ポ ト ー シ ス の 程 度
を 評 価 す る こ と の 双 方 に 使 用 で き る 。 よ っ て 、 こ の 方 法 は 種 々 の 治 療 の 相 対 的 有 効 性 を 比
較 お よ び 評 価 す る た め の 用 量 応 答 試 験 で 使 用 で き る 。 特 定 の 治 療 の 有 効 性 が 高 い ほ ど ア ポ
ト ー シ ス の レ ベ ル が 高 く 、 従 っ て 、 産 生 さ れ る １ ７ ｋ Ｄ ａ サ ブ ユ ニ ッ ト の 量 が 多 く な る 。
本 発 明 に よ れ ば 、 腫 瘍 細 胞 ま た は 体 液 中 の カ ス パ ー ゼ ３ の １ ７ ｋ Ｄ ａ サ ブ ユ ニ ッ ト の 量 が
任 意 の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド レ ベ ル （ す な わ ち 、 治 療 薬 の 投 与 前 の 同 じ 宿 主 か ら の 腫 瘍 細 胞 ま
た は 体 液 サ ン プ ル で 測 定 さ れ た サ ブ ユ ニ ッ ト の 量 ） の 少 な く と も 約 １ ． ５ ～ ２ 倍 で あ る こ
と が 判 明 し た 場 合 に 、 治 療 薬 ま た は 治 療 薬 の 組 合 せ に よ る 作 用 の 結 果 と し て の ア ポ ト ー シ
ス が 起 こ っ た こ と が 分 か る 。 有 効 性 の 高 い 治 療 レ ジ メ ン な ら ば 、 任 意 の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド
レ ベ ル の 少 な く と も 約 ３ ～ ４ 倍 の １ ７ ｋ Ｄ ａ レ ベ ル を 生 じ 得 る 。 治 療 薬 の 投 与 前 に 得 ら れ
た 組 織 ま た は 体 液 サ ン プ ル が １ ７ ｋ Ｄ ａ サ ブ ユ ニ ッ ト の 不 在 を 示 す 場 合 に は 、 治 療 薬 の 投
与 後 に 得 ら れ た 第 二 の サ ン プ ル で ど ん な 量 の サ ブ ユ ニ ッ ト が 検 出 さ れ て も 、 ア ポ ト ー シ ス
を 誘 導 す る 薬 剤 の 作 用 の 結 果 で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 典 型 的 に は 、 腫 瘍 サ ン プ ル ま た は 体 液 サ ン プ ル 中 の １ ７ ｋ Ｄ ａ サ ブ ユ ニ ッ ト の 量 の 測 定
は 、 薬 剤 の 性 質 に も よ る が 、 投 与 か ら 約 ３ ０ 分 ～ ５ 日 後 、 好 ま し く は 投 与 か ら 約 ８ 時 間 ～
７ ２ 時 間 後 に 行 う こ と が で き る 。 例 え ば 、 Ｈ Ｅ Ｒ － ２ ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を
含 む 治 療 薬 の 投 与 の 結 果 、 比 較 的 迅 速 に ア ポ ト ー シ ス が 起 こ る が 、 ｗ ｔ ｐ ５ ３ 遺 伝 子 を 含
む 治 療 薬 で は 効 果 が 出 る ま で に も っ と 時 間 が か か る 。 処 置 が 数 日 ま た は 数 週 間 に わ た る 多
数 回 処 置 で あ る 場 合 に は 、 最 初 の 処 置 か ら ３ ０ 分 ～ ５ 日 後 、 各 処 置 後 、 ま た は 最 後 の 処 置
の 後 の サ ブ ユ ニ ッ ト の 量 を 測 定 す る こ と が で き る 。 処 置 が 有 効 で あ れ ば 、 ア ポ ト ー シ ス の
量 、 従 っ て 、 産 生 し た １ ７ Ｄ ａ サ ブ ユ ニ ッ ト の 量 が 経 時 的 に 上 昇 を 続 け る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 上 記 で 述 べ た よ う に 、 １ ７ ｋ Ｄ ａ サ ブ ユ ニ ッ ト の 量 は 腫 瘍 細 胞 ま た は 体 液 の い ず れ か で
測 定 す る こ と が で き る 。 体 液 は 血 液 、 ま た は 血 清 も し く は 血 漿 な ど の そ の 成 分 、 ま た は 唾
液 を 含 み 得 る 。 好 ま し い 体 液 は 血 液 ま た は そ の 成 分 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 特 定 の 治 療 の 有 効 性 を 評 価 す る こ の 方 法 は 、 ア ポ ト ー シ ス を 刺 激 す る 働 き を す る い ず れ
の 治 療 薬 ま た は 治 療 法 で も 有 効 で あ る 。 こ の よ う な 治 療 薬 と し て は 放 射 線 照 射 ま た は 放 射
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性 治 療 薬 、 化 学 療 法 薬 、 な ら び に ｐ ５ ３ 、 Ｒ Ｂ ９ ４ お よ び Ｒ Ｂ な ど の 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 、 ま
た は ア ン チ セ ン ス Ｈ Ｅ Ｒ － ２ な ど の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 あ る い は 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 の 投 与
と 放 射 線 ま た は 化 学 療 法 と の 組 合 せ と い っ た そ れ ら の 組 合 せ が 挙 げ ら れ る 。 好 ま し い 薬 剤
と し て は 、 野 生 型 ｐ ５ ３ 分 子 、 Ｒ Ｂ ま た は Ｒ Ｂ ９ ４ 分 子 、 ア ポ プ チ ン 分 子 、 ま た は Ｈ Ｅ Ｒ
－ ２ ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 分 子 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 治 療 薬 は 遺 伝 子 療 法 を 含 み 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 介 し て 、 ま た は 上 記
の よ う に 、 よ り 好 ま し く は 、 カ チ オ ン リ ポ ソ ー ム － リ ガ ン ド 複 合 体 の 一 部 と し て 投 与 す る
。 こ の よ う な 複 合 体 は 、 出 典 明 示 に よ り そ の 全 開 示 内 容 を 本 明 細 書 の 一 部 と す る 米 国 特 許
出 願 出 願 番 号 ０ ９ ／ ６ ０ １ ， ４ ４ ４ ； ０ ９ ／ ９ １ ４ ， ０ ４ ６ お よ び １ ０ ／ １ １ ３ ， ９ ２ ７
に 詳 し く 記 載 さ れ て い る 。 こ れ ら の 複 合 体 は 目 的 部 位 、 典 型 的 に は ト ラ ン ス フ ェ リ ン 受 容
体 を 発 現 す る 癌 細 胞 な ど の 癌 細 胞 に 標 的 化 さ れ る 。 標 的 化 薬 剤 は 、 標 的 細 胞 上 の 目 的 の 受
容 体 と 結 合 す る 、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン ま た は 葉 酸 な ど の リ ガ ン ド 、 ま た は 抗 体 も し く は 抗 体
フ ラ グ メ ン ト で あ る 。 好 ま し い 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 単 鎖 Ｆ ｖ フ ラ グ メ ン ト （ ｓ ｃ Ｆ ｖ ） で
あ る 。 こ の よ う な フ ラ グ メ ン ト は 、 完 全 な 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る 目 的 の エ ピ ト ー プ に 対
す る 完 全 な 抗 体 結 合 部 位 を 含 み 、 そ れ ぞ れ 重 鎖 お よ び 軽 鎖 に 由 来 す る 成 分 Ｖ Ｈ と Ｖ Ｌ 可 変
ド メ イ ン と を 、 一 方 の 可 変 領 域 の Ｃ 末 端 と 他 方 の Ｎ 末 端 を 架 橋 す る 好 適 に 設 計 さ れ た リ ン
カ ー ペ プ チ ド で 、 Ｖ Ｈ － リ ン カ ー － Ｖ Ｌ か Ｖ Ｌ － リ ン カ ー － Ｖ Ｈ の い ず れ か の 順 序 で 連 結
す る こ と に よ り 形 成 さ れ る 。 こ れ ら の 治 療 組 成 物 は 腫 瘍 内 、 腹 腔 内 、 筋 肉 内 、 経 口 、 ま た
は 全 身 投 与 す る こ と が で き 、 静 脈 投 与 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 今 般 、 ｗ ｔ ｐ ５ ３ 、 Ｒ Ｂ ９ ４ ま た は ア ン チ セ ン ス Ｈ Ｅ Ｒ － ２ な ど の あ る 種 の 治 療 薬 の 外
因 的 発 現 と in vivoに お け る 脈 管 形 成 因 子 お よ び ア ポ ト ー シ ス 因 子 に お け る 変 化 と の 間 に
は 関 係 が あ る こ と が 見 出 さ れ た 。 こ の 腫 瘍 の 応 答 は 治 療 薬 の 投 与 と 相 関 し 、 こ れ ら の 変 化
は 、 こ れ ら の 因 子 が 癌 を 処 置 す る 上 で の 治 療 の 有 効 性 の 有 用 な 分 子 マ ー カ ー と し て 働 き 得
る こ と を 示 し て い る 。 腫 瘍 お よ び 組 織 サ ン プ ル が 得 ら れ る 場 合 、 ア ポ ト ー シ ス の 程 度 は 、
ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト ア ッ セ イ 、 Ｔ Ｕ Ｎ Ｎ Ｅ Ｌ ア ッ セ イ ま た は ア ネ キ シ ン Ｖ 染 色 （ TREVIGEN
 TAC（ 登 録 商 標 ） )ア ポ ト ー シ ス 検 出 キ ッ ト と い っ た 種 々 の 既 知 の 分 析 法 を 用 い て 測 定 す
る こ と が で き る 。 １ ７ ｋ Ｄ ａ の 切 断 カ ス パ ー ゼ ３ サ ブ ユ ニ ッ ト の 存 在 は 、 組 織 お よ び 血 液
サ ン プ ル に お け る ウ エ ス タ ン 分 析 に よ っ て 評 価 す る こ と が で き る 。 腫 瘍 に お け る 、 外 因 的
ｗ ｔ ｐ ５ ３ 発 現 な ど の 治 療 薬 の 存 在 に 伴 う 変 化 と 腫 瘍 応 答 と の 相 関 は 、 カ ス パ ー ゼ ３ サ ブ
ユ ニ ッ ト の 、 腫 瘍 応 答 マ ー カ ー と し て の 使 用 を 支 持 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 特 定 の 好 ま し い 治 療 薬 処 置 に お い て 、 治 療 組 成 物 は ｐ ５ ３ 、 Ｒ Ｂ も し く は Ｒ Ｂ ９ ４ 、 ま
た は ア ン チ セ ン ス （ Ａ Ｓ ） Ｈ Ｅ Ｒ － ２ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の い ず れ か を コ ー ド す る 核 酸 を
含 む 。 ア ポ ト ー シ ス 経 路 は ｐ ５ ３ Ｒ Ｂ ま た は Ｒ Ｂ ９ ４ に よ っ て 誘 導 さ れ る こ と が 知 ら れ て
お り 、 ま た 、 今 般 、 こ れ は Ａ Ｓ 　 Ｈ Ｅ Ｒ － ２ 処 置 に よ っ て も 誘 導 さ れ る こ と が 分 か っ た 。
そ の Ｐ １ ３ Ｋ ／ Ａ ｋ ｔ 経 路 と の 相 互 作 用 を 通 じ 、 Ｈ Ｅ Ｒ － ２ は ア ポ ト ー シ ス に 作 用 す る こ
と が で き 、 か つ 、 ア ン チ セ ン ス Ｈ Ｅ Ｒ － ２ オ リ ゴ の 投 与 後 の Ｈ Ｅ Ｒ － ２ の 抑 制 的 調 節 は 、
カ ス パ ー ゼ ３ の 切 断 を 誘 導 す る こ と が 示 さ れ た 。 リ ガ ン ド － リ ポ ソ ー ム － ア ン チ セ ン ス Ｈ
Ｅ Ｒ － ２ 複 合 体 の 一 例 と し て Ｔ ｆ Ｒ ｓ ｃ Ｆ ｖ － ｌ ｉ ｐ Ａ － Ａ Ｓ Ｈ Ｅ Ｒ － ２ 複 合 体 が あ り 、
こ こ で 、 Ｔ ｆ Ｒ ｓ ｃ Ｆ ｖ は 、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 受 容 体 と 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 単
鎖 Ｆ ｖ フ ラ グ メ ン ト を 表 し 、 Ｌ ｉ ｐ Ａ は 、 １ ： １ 比 の ジ オ レ オ イ ル ト リ メ チ ル ア ン モ ニ ウ
ム ホ ス フ ェ ー ト （ Ｄ Ｏ Ｔ Ａ Ｐ ） と ジ オ レ オ イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン （ Ｄ Ｏ Ｐ
Ｅ ） を 含 む カ チ オ ン リ ポ ソ ー ム を 表 す 。 こ の 複 合 体 お よ び 類 似 の 複 合 体 が 、 出 典 明 示 に よ
り 本 明 細 書 の 一 部 と す る 米 国 特 許 出 願 出 願 番 号 ０ ９ ／ ９ １ ４ ， ０ ４ ６ に 詳 し く 記 載 さ れ て
い る 。 リ ガ ン ド － カ チ オ ン リ ポ ソ ー ム － ｐ ５ ３ 複 合 体 の 例 は 、 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の
一 部 と す る 米 国 特 許 出 願 出 願 番 号 ０ ９ ／ ６ ０ １ ， ４ ４ ４ に 詳 し く 記 載 さ れ て お り 、 Ｄ Ｏ Ｔ
Ａ Ｐ ： Ｄ Ｏ Ｐ Ｅ 、 Ｄ Ｏ Ｔ Ａ Ｐ ： コ レ ス テ ロ ー ル 、 Ｄ Ｏ Ｔ Ａ Ｐ ： Ｄ Ｏ Ｐ Ｅ ： コ レ ス テ ロ ー ル
、 ジ メ チ ル ジ オ ク タ デ シ ル ア ン モ ニ ウ ム ブ ロ ミ ド （ Ｄ Ｄ Ａ Ｂ ） ： Ｄ Ｏ Ｐ Ｅ 、 Ｄ Ｄ Ａ Ｂ ： コ
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レ ス テ ロ ー ル ま た は Ｄ Ｄ Ａ Ｂ ： Ｄ Ｏ Ｐ Ｅ ： コ レ ス テ ロ ー ル が 挙 げ ら れ る 。 以 下 の 実 施 例 で
示 す よ う に 、 ｗ ｔ ｐ ５ ３ 、 Ｒ Ｂ ９ ４ ま た は Ａ Ｓ Ｈ Ｅ Ｒ － ２ に よ る 処 置 と ア ポ ト ー シ ス マ ー
カ ー と し て の １ ７ ｋ Ｄ ａ サ ブ ユ ニ ッ ト の 存 在 と の 間 に は 明 ら か な 相 関 が あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 カ ス パ ー ゼ ３ の １ ７ ｋ Ｄ ａ サ ブ ユ ニ ッ ト の レ ベ ル は 、 選 択 さ れ た 治 療 組 成 物 で の 処 置 の
前 と 後 双 方 の 腫 瘍 ま た は 患 者 の 血 液 の サ ン プ ル を 得 る こ と に よ り 測 定 す る こ と が で き る 。
こ の サ ブ ユ ニ ッ ト は 非 処 置 担 癌 患 者 も し く は 担 癌 患 者 の 正 常 細 胞 か ら の 血 液 細 胞 ペ レ ッ ト
、 ま た は 腫 瘍 細 胞 で は 検 出 で き な い が 、 ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る 治 療 薬 で 処 置 し た 後 で は
、 血 液 お よ び 腫 瘍 細 胞 の 双 方 で 検 出 で き る こ と が 分 か っ て い る 。 上 記 で 述 べ た よ う に 、 １
７ ｋ Ｄ ａ サ ブ ユ ニ ッ ト の 測 定 値 が バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 量 の 少 な く と も 約 １ ． ５ ～ ２ 倍 で あ る
と い う の が 、 投 与 し た 治 療 薬 の 作 用 に よ る ア ポ ト ー シ ス の 指 標 と な る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 カ ス パ ー ゼ ３ の １ ７ ｋ Ｄ ａ サ ブ ユ ニ ッ ト の 発 現 は 、 Cell Signaling Technology, Bever
ly, MAか ら の も の な ど 、 そ の 断 片 に 対 す る 市 販 の 抗 体 を 用 い 、 ウ エ ス タ ン 分 析 に よ っ て 判
定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 １ ７ ｋ Ｄ ａ 断 片 の レ ベ ル を 測 定 す る こ と で 、 目 的 の 治 療 の 有 効 性 を 評 価 お よ び 確 認 す る
こ と が で き る 。 例 え ば 、 以 下 の 実 施 例 に 詳 し く 記 載 す る よ う に 、 ア ン チ セ ン ス Ｈ Ｅ Ｒ － ２
ま た は ス ク ラ ン ブ ル Ｈ Ｅ Ｒ － ２ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の い ず れ か を 有 す る 抗 体 フ ラ グ メ ン ト
－ リ ポ ソ ー ム 複 合 体 の 多 回 静 脈 処 置 と ジ ェ ム ザ ー ル 登 録 商 標 ） の 多 回 処 置 を 施 し た 、 ヒ ト
膵 臓 癌 異 種 移 植 片 腫 瘍 担 持 マ ウ ス に お け る １ ７ ｋ Ｄ ａ 断 片 の 誘 導 に 及 ぼ す 、 Ｔ ｆ Ｒ ｓ ｃ Ｆ
ｖ － リ ポ ソ ー ム － Ａ Ｓ 　 Ｈ Ｅ Ｒ － ２ と 化 学 療 法 薬 ジ ェ ム ザ ー ル （ 登 録 商 標 ） （ ゲ ム シ タ ビ
ン ） の 組 合 せ に よ る 処 置 の 作 用 を 判 定 し た 。 対 照 と し て は 、 ジ ェ ム ザ ー ル （ 登 録 商 標 ） 単
独 か 抗 体 フ ラ グ メ ン ト － リ ポ ソ ー ム － ア ン チ セ ン ス Ｈ Ｅ Ｒ － ２ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 複 合 体
単 独 の い ず れ か を 施 し た 動 物 を 用 い た 。 血 清 サ ン プ ル の ウ エ ス タ ン 分 析 は 、 ア ン チ セ ン ス
含 有 リ ポ ソ ー ム 複 合 体 と ジ ェ ム ザ ー ル （ 登 録 商 標 ） で 処 置 し た 動 物 で は 、 い ず れ か の 療 法
単 独 で 処 置 し た 場 合 に 比 べ 、 １ ７ ｋ Ｄ ａ サ ブ ユ ニ ッ ト が 相 乗 作 用 的 に 誘 導 さ れ た こ と を 明
ら か に 示 し た 。 こ の 強 力 な 誘 導 は ス ク ラ ン ブ ル オ リ ゴ 含 有 リ ポ ソ ー ム 複 合 体 と ジ ェ ム ザ ー
ル （ 登 録 商 標 ） を 施 し た マ ウ ス で は 明 ら か で な か っ た 。 こ の 試 験 お よ び 実 施 例 で 詳 し く 記
載 す る 他 の 試 験 は 、 １ ７ ｋ Ｄ ａ サ ブ ユ ニ ッ ト が 治 療 効 力 の 非 侵 襲 的 薬 力 学 的 マ ー カ ー と し
て 使 用 で き る こ と を 示 し て い る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ２ ９ 】
実 施 例 １
細 胞 培 養 物 お よ び か ら タ ン パ ク 質 を 単 離 す る 方 法
　 Ａ ． 細 胞 培 養 物 に お い て １ ７ ｋ Ｄ ａ 活 性 型 カ ス パ ー ゼ ３ 断 片 の 存 在 を 検 出 す る た め 、 次
の 実 施 例 で 下 記 の 手 順 を 用 い て 、 生 細 胞 お よ び 浮 遊 し て い る 死 細 胞 の 双 方 か ら 全 タ ン パ ク
質 を 単 離 し た 。 細 胞 培 養 容 器 か ら の 培 地 を 除 去 し 、 保 存 し た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
手 順 ：
　 冷 Ｐ Ｂ Ｓ 　 １ ０ ｍ ｌ の 入 っ た 容 器 （ 例 え ば 、 ７ ５ ｃ ｍ ２ フ ラ ス コ ） で 細 胞 を 洗 浄 す る 。
こ の Ｐ Ｂ Ｓ と 保 存 し て い た 培 地 を 合 わ せ る 。 各 フ ラ ス コ に Ｐ Ｂ Ｓ 　 ５ ｍ ｌ を 加 え 、 ラ バ ー
ポ リ ス マ ン で 細 胞 を 掻 き 取 る 。 こ の 細 胞 を 培 地 ／ Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 に 加 え る 。 各 フ ラ ス コ に Ｐ Ｂ
Ｓ ５ ｍ ｌ を 加 え 、 洗 浄 す る 。 顕 微 鏡 下 で 確 認 し て 、 残 存 し て い る 細 胞 の 量 を 調 べ る 。 必 要
に 応 じ て 、 再 び Ｐ Ｂ Ｓ 　 ５ ｍ ｌ を 加 え 、 掻 き 取 る 。 前 記 の 溶 液 に 加 え る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 ４ ℃ で ７ 分 間 、 ２ ０ ０ ～ ３ ０ ０ ｘ ｇ で 遠 心 分 離 を 行 う 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 細 胞 ペ レ ッ ト を そ の ま ま 残 し て 遠 沈 管 か ら 上 清 を 除 去 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】

10

20

30

40

50

(10) JP 2006-517032 A 2006.7.13



　 こ の 細 胞 ペ レ ッ ト を １ ｍ ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ に 再 懸 濁 さ せ 、 １ ． ５ ｍ ｌ 容 の マ イ ク ロ 遠 沈 管 へ 移
す 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 再 び 上 記 と 同 様 に 遠 心 分 離 を 行 う 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 細 胞 ペ レ ッ ト を そ の ま ま 残 し て Ｐ Ｂ Ｓ を 除 去 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 細 胞 を 溶 解 さ せ る た め 、 細 胞 ペ レ ッ ト を ３ × １ ０ ６ 細 胞 当 た り １ ５ ０ μ ｌ ～ ２ ０ ０ μ ｌ
の Ｒ Ｉ Ｐ Ａ バ ッ フ ァ ー （ 新 し く 調 製 し た 阻 害 剤 を 含 む ） に 再 懸 濁 さ せ る 。 Ｒ Ｉ Ｐ Ａ バ ッ フ
ァ ー は １ × Ｐ Ｂ Ｓ 、 １ ％ Ｎ Ｐ ４ ０ 、 ０ ． ５ ％ デ オ キ シ コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ
Ｓ （ こ れ は 大 容 量 で 作 製 し て も よ い ） で あ る 。 使 用 時 に 以 下 の 保 存 溶 液 か ら 阻 害 剤 を 加 え
る 。
ａ ） イ ソ プ ロ パ ノ ー ル 中 １ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｐ Ｍ Ｓ Ｆ （ １ ０ μ ｌ ／ ｍ ｌ で 使 用 ）
ｂ ） ア プ ロ チ ニ ン （ Ｓ ｉ ｇ ｍ ａ カ タ ロ グ 番 号 Ａ ６ ２ ７ ９ 、 ３ ０ μ ｌ ／ ｍ ｌ で 使 用 ）
ｃ ） 冷 凍 ア リ コ ー ト と し て １ ０ ０ ｍ Ｍ の オ ル ト バ ナ ジ ウ ム 酸 ナ ト リ ウ ム （ １ ０ μ ｌ ／ ｍ ｌ
で 使 用 ）
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 氷 上 で ２ ０ 分 間 細 胞 懸 濁 液 を イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ５ ～ ７ 分 お き に ボ ル テ ッ ク ス に か け る
（ 溶 液 に 気 泡 が 生 じ な い よ う に す る ） 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 ２ １ １ ／ ２ ゲ ー ジ の ニ ー ド ル に ５ ～ １ ０ 回 通 す 。 新 し く 調 製 し た Ｐ Ｍ Ｓ Ｆ を 加 え 、 氷 上
で さ ら に ２ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 ４ ℃ で １ ０ 分 間 、 １ ３ ， ０ ０ ０ ｘ ｇ で 遠 心 分 離 を 行 う 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 上 清 （ 細 胞 溶 解 物 ） を １ ． ５ ｍ ｌ 容 の マ イ ク ロ 遠 沈 管 に 移 し た 後 、 ペ レ ッ ト を ほ ぐ す 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 １ 遠 沈 管 当 た り 細 胞 溶 解 物 ３ ０ ～ ５ ０ μ ｌ ず つ 小 分 け し 、 － ７ ０ ℃ ～ － ８ ０ ℃ で 冷 凍 す
る 。 製 造 業 者 の プ ロ ト コ ー ル に 従 い 、 標 品 と し て の Ｂ Ｓ Ａ と と も に Ｐ ｉ ｅ ｒ ｃ ｅ 　 Ｍ ｉ ｃ
ｒ ｏ 　 Ｂ Ｃ Ａ タ ン パ ク 質 ア ッ セ イ キ ッ ト を 用 い て タ ン パ ク 質 濃 度 を 測 定 す る の に 用 い る に
は 、 １ つ を ５ ～ １ ０ μ ｌ と す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 Ｂ ． 次 の 実 施 例 の 実 験 で は 、 腫 瘍 ま た は 他 の い ず れ か の 動 物 器 官 ／ 組 織 か ら 全 タ ン パ ク
質 を 単 離 す る た め に 以 下 の 手 順 を 用 い た 。 安 楽 死 の 後 、 組 織 を 速 や か に 動 物 か ら 切 り 出 し
、 過 剰 量 Ｐ Ｂ Ｓ で １ ～ ３ 回 す す ぎ 、 清 潔 な 無 菌 器 具 を 用 い て 氷 上 に 維 持 し な が ら 、 組 織 を
刻 ん だ 。 刻 ん だ 組 織 を １ 以 上 の 、 予 め 秤 量 し た 無 菌 の ポ リ プ ロ ピ レ ン チ ュ ー ブ に 入 れ 、 す
ぐ に 液 体 窒 素 中 に 浸 漬 す る こ と で 急 速 凍 結 さ せ た 。 凍 結 組 織 は 、 タ ン パ ク 質 を 単 離 す る ま
で 、 － ７ ０ ℃ ～ － ８ ０ ℃ に 維 持 し た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
手 順 ：
　 ド ラ イ ア イ ス 上 に 組 織 を 置 き 、 使 用 前 、 数 分 間 、 無 菌 Ｂ ｅ ｓ ｓ ｍ ａ ｎ 組 織 粉 砕 器 を 液 体
窒 素 中 に 入 れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 冷 却 し た 粉 砕 器 に 組 織 を 入 れ 、 微 粉 末 と な る ま で ハ ン マ ー に よ り 砕 く 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 粉 砕 し た 組 織 （ 粉 末 ） を 乾 燥 お よ び 冷 却 し た 清 潔 な ス パ チ ュ ラ を 用 い て 手 早 く 回 収 し 、
ド ラ イ ア イ ス 上 の マ イ ク ロ 遠 沈 管 に 入 れ る 。 す ぐ に 遠 沈 管 お よ び 組 織 を 秤 量 し 、 お よ そ の
組 織 重 を 求 め る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 組 織 を 溶 解 さ せ る た め 、 １ ０ ０ μ ｇ の 腫 瘍 組 織 当 た り ６ ０ ０ μ ｌ の Ｒ Ｉ Ｐ Ａ バ ッ フ ァ ー

10

20

30

40

50

(11) JP 2006-517032 A 2006.7.13



（ 新 し く 調 製 し た 阻 害 剤 を 含 む ） 、 ま た は １ ０ ０ μ ｇ の 正 常 組 織 当 た り １ ｍ ｌ の Ｒ Ｉ Ｐ Ａ
バ ッ フ ァ ー を 加 え る 。 ボ ル テ ッ ク ス に か け て 混 合 し 、 上 記 の 細 胞 培 養 手 順 に 従 う 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
実 施 例 ２
血 中 の カ ス パ ー ゼ ３ 　 １ ７ ｋ Ｄ ａ 断 片 の 分 析 の た め の 血 漿 の 調 製
　 以 下 の 実 施 例 で 示 さ れ る 手 順 で は 、 ２ つ の 方 法 の い ず れ か を 用 い て カ ス パ ー ゼ ３ 　 １ ７
ｋ Ｄ ａ 断 片 の 評 価 の た め に 用 い る 血 漿 の 調 製 の た め の 血 液 を 採 取 し た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 １ つ の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 動 物 ま た は ヒ ト か ら 全 血 を 、 ４ ５ Ｕ Ｓ Ｐ ユ ニ ッ ト の ヘ パ
リ ン ナ ト リ ウ ム の 入 っ た 標 準 的 な ヘ パ リ ン 処 理 ３ ｍ ｌ 容 試 験 管 （ Vacutainer（ 登 録 商 標 ）
、 カ タ ロ グ 番 号 ３ ６ ６ ３ ８ ７ 、 Becton Dickson VACUTAINER（ 登 録 商 標 ） Systems, Frankl
in Lakes, NJ） 中 に 採 取 し 、 よ く 混 合 し 、 氷 上 に 置 い た 。 血 液 量 が 少 な い 場 合 に は 、 ３ ｍ
ｌ 容 の VACUTAINER（ 登 録 商 標 ） チ ュ ー ブ に ３ ０ μ ｌ の １ × Ｐ Ｂ Ｓ を 加 え て ヘ パ リ ン を 溶 解
さ せ 、 １ ／ ２ ５ ～ １ ／ ５ ０ の 望 ま し い 比 率 の ヘ パ リ ン ／ 血 液 量 を 無 菌 マ イ ク ロ 遠 沈 管 に 入
れ た 。 こ の 遠 沈 管 に ５ ０ ～ １ ０ ０ μ ｌ の 新 鮮 な 血 液 を 加 え 、 よ く 混 合 し 、 氷 上 に 置 い た 。
こ の 血 液 ／ ヘ パ リ ン 混 合 物 を ４ ℃ で １ ０ 分 間 、 １ ０ ０ ０ × ｇ で 遠 心 分 離 を 行 っ た （ 大 容 量
の 場 合 は 、 遠 心 分 離 の 前 に VACUTAINER（ 登 録 商 標 ） チ ュ ー ブ か ら 無 菌 遠 沈 管 に 移 し た ） 。
遠 心 分 離 後 、 血 漿 を 取 り 出 し 、 別 の 無 菌 遠 沈 管 に 入 れ た 。 こ の 血 漿 は 小 分 け し て － ７ ０ ℃
～ － ８ ０ ℃ で 冷 凍 す る こ と が で き た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 も う １ つ の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 全 血 を ヘ パ リ ン 処 理 試 験 管 に 採 取 し 、 上 記 の よ う に
血 漿 を 得 た 。 １ ７ ｋ Ｄ ａ 画 分 の 検 出 を 妨 害 す る 可 能 性 の あ る 他 の 血 液 成 分 を 除 去 す る た め
に は 、 市 販 の “ Ｍ ｉ ｃ ｒ ｏ 　 Ｂ ｉ ｏ － Ｓ ｐ ｉ ｎ ” （ 登 録 商 標 ） ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム
(Bio-Rad Laboratories, Hercules CA)を 用 い て 血 漿 を 精 製 す れ ば よ か っ た 。 Ｐ ６ カ ラ ム
（ Ｔ ｒ ｉ ｓ ） ま た は Ｐ ３ ０ カ ラ ム （ Ｔ ｒ ｉ ｓ ） の い ず れ か を 使 用 で き た 。 し か し な が ら 、
好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 Ｐ ６ （ Ｔ ｒ ｉ ｓ ） を 使 用 し た 。 血 漿 は 、 あ る 実 施 形 態 で ス テ ッ プ
２ （ 残 留 し て い る 充 填 バ ッ フ ァ ー を 除 去 す る た め に カ ラ ム を 遠 心 分 離 す る ） の 前 に カ ラ ム
を 、 ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム を 含 ま な い １ ｍ ｌ ～ １ ０ ｍ Ｍ の Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ バ ッ フ ァ ー ｐ Ｈ ＝
７ ． ４ ～ ８ ． ０ で 一 度 、 重 力 に よ る 洗 浄 を し た こ と 以 外 は 製 造 業 者 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ
て 精 製 し た 。 １ ７ ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 は 透 過 物 中 に あ っ た 。 図 １ は 、 １ ７ ｋ Ｄ ａ 切 断 カ ス パ
ー ゼ ３ 断 片 が こ の 方 法 で Ｐ ３ ０ お よ び Ｐ ６ カ ラ ム か ら 精 製 さ れ た こ と を 示 す 。 陽 性 対 照 は
、 ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る ゲ ム シ タ ビ ン で in vitro処 置 し た Ｐ Ａ Ｎ Ｃ － １ 細 胞 由 来 の タ ン
パ ク 質 溶 解 物 を 添 加 し た 非 精 製 マ ウ ス 血 漿 で あ っ た 。 陰 性 対 照 は 、 遠 心 分 離 で は な く 重 力
流 を 用 い て Ｐ ３ ０ カ ラ ム か ら 得 ら れ た 空 隙 容 量 タ ン パ ク 質 、 主 と し て ア ル ブ ミ ン で あ っ た
。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 血 漿 の 代 わ り に 血 清 を 血 液 か ら 単 離 す る こ と も で き た 。 こ の 場 合 に は ヘ パ リ ン は 用 い な
か っ た 。 そ の 代 わ り に 、 室 温 で ３ ０ 分 ～ １ 時 間 、 全 血 を 非 ヘ パ リ ン 処 理 試 験 管 内 で 凝 固 さ
せ た 後 、 そ の サ ン プ ル を ０ ． １ × ｇ で １ ０ 分 間 遠 心 分 離 し 、 血 清 を 取 り 出 し た 。 血 清 も ま
た － ７ ０ ℃ ～ － ８ ０ ℃ で 保 存 し 、 上 記 の よ う に Ｐ ６ ま た は Ｐ ３ ０ 　 Ｍ ｉ ｃ ｒ ｏ ｓ ｐ ｉ ｎ カ
ラ ム に よ り 精 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
実 施 例 ３
カ ス パ ー ゼ ３ 　 １ ７ ｋ Ｄ ａ の 発 現 に 関 す る タ ン パ ク 質 の ウ エ ス タ ン 分 析
　 血 液 ま た は 組 織 か ら の タ ン パ ク 質 の ウ エ ス タ ン 分 析 は 次 の よ う に 行 っ た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
電 気 泳 動
　 全 タ ン パ ク 質 細 胞 溶 解 物 （ 全 タ ン パ ク 質 ２ ０ ～ ６ ０ μ ｇ ） を ４ ℃ の 同 量 の Ｒ Ｉ Ｐ Ａ バ ッ
フ ァ ー で 希 釈 す る 。 よ く 混 合 す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
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　 こ の 溶 解 物 溶 液 と １ ／ ６ 容 量 の ６ × 電 気 泳 動 サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー ［ ６ × 電 気 泳 動 サ ン プ
ル バ ッ フ ァ ー （ 不 連 続 系 の 場 合 ） ： ７ ｍ ｌ の ４ × Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ６ ． ８ 、 ３ ． ０
ｍ ｌ グ リ セ ロ ー ル 、 １ ｇ 　 Ｓ Ｄ Ｓ 、 ０ ． ９ ３ ｇ 　 Ｄ Ｔ Ｔ 、 １ ． ２ ｍ ｇ ブ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ
ル ー と を 混 合 し 、 Ｈ ２ Ｏ を 加 え て １ ０ ｍ ｌ と す る （ 必 要 に 応 じ て ） 。 ０ ． ５ ｍ ｌ に 小 分 け
し た も の を － ７ ０ ℃ で 保 存 す る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 ５ 分 間 煮 沸 し た 後 、 室 温 で ５ 秒 間 、 １ ３ ， ０ ０ ０ × ｇ で パ ル ス を か け る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 す ぐ に Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA)製 の ク リ テ リ オ ン ・ プ レ キ ャ ス ト ４ ～ ２
０ ％ ゲ ル 、 ま た は １ ３ ％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 、 ４ ～ ２ ０ ％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ／ Ｓ Ｄ
Ｓ ゲ ル な ど の い ず れ か の 適 当 な ゲ ル に 載 せ る 。 １ ０ ０ Ｖ で 、 た だ し 、 ３ ０ Ｍ Ａ よ り 高 く な
ら な い よ う に 、 ゲ ル の 底 部 に 色 素 の 前 線 が 来 る ま で ゲ ル の 泳 動 を 行 う 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 あ る い は 、 Ｍ ｉ ｎ ｉ 　 Ｂ ｉ ｏ － Ｓ ｐ ｉ ｎ 　 Ｐ － ３ ０ ま た は Ｐ － ６ カ ラ ム で の カ ラ ム ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー の 後 、 １ ０ μ ｌ ま で の ヒ ト 血 清 を 、 ４ ～ １ ２ ％ ま た は １ ０ ～ ２ ０ ％ プ レ キ
ャ ス ト ゲ ル お よ び Ｍ Ｅ Ｓ 　 Ｓ Ｄ Ｓ 泳 動 バ ッ フ ァ ー (Invitrogen, Life Technologies, Carl
sbad, CA)を 製 造 業 者 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 用 い 、 Ｎ ｕ Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （ 登 録 商 標 ） Ｂ ｉ ｓ －
Ｔ ｒ ｉ ｓ 電 気 泳 動 シ ス テ ム に て 分 離 す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
サ ン プ ル の 調 製 ：
　 １ ０ μ ｌ の ヒ ト 血 清 （ Ｐ － ３ ０ ま た は Ｐ － ６ 精 製 後 の も の ） を ４ × サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー
(Invitrogen)お よ び 同 溶 液 で １ × サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー と な る よ う に 希 釈 し 、 こ の カ ラ ム 後
サ ン プ ル を 全 量 ２ ４ μ ｌ （ １ ｍ ｍ コ ー ム の 場 合 ） お よ び ３ ６ μ ｌ （ １ ． ５ ｍ ｍ コ ー ム の 場
合 ） と す る 。 Ｎ ｕ Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （ 登 録 商 標 ） 還 元 剤 （ 安 定 化 し た 液 体 形 態 中 で ０ ． ５ Ｍ 　 Ｄ Ｔ
Ｔ ） を 加 え て 最 終 サ ン プ ル 量 の １ ０ ％ と と し た 後 す ぐ に こ の 溶 液 を ６ ５ ～ ７ ５ ℃ （ 好 ま し
く は 、 ７ ０ ℃ ） で 加 熱 し 、 こ の サ ン プ ル を Ｎ ｕ Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （ 登 録 商 標 ） ゲ ル 上 に 載 せ る 。 Ｍ
Ｅ Ｓ 　 Ｓ Ｄ Ｓ 泳 動 バ ッ フ ァ ー を 用 い 、 ゲ ル 当 た り １ ０ ０ ～ ２ ０ ０ の 一 定 の ボ ル ト 数 お よ び
７ ０ ～ １ ２ ５ ｍ Ａ で ゲ ル の 泳 動 を 行 う 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 転 写 、 免 疫 ブ ロ ッ ト 法 お よ び 検 出 は 上 記 の よ う に 行 う 。
サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー
Ｎ ｕ Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （ 登 録 商 標 ） Ｌ Ｄ Ｓ サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー
（ ４ × ） １ ０ ｍ ｌ
グ リ セ ロ ー ル 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ４ ． ０ ０ ｇ
Ｔ ｒ ｉ ｓ 塩 基 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ０ ． ６ ８ ２ ｇ
Ｔ ｒ ｉ ｓ Ｈ Ｃ ｌ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ０ ． ６ ６ ６ ｇ
Ｌ Ｄ Ｓ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ０ ． ８ ０ ０ ｇ
Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ０ ． ０ ０ ６ ｇ
Ｓ ｅ ｒ ｖ ａ 　 Ｂ ｌ ｕ ｅ 　 Ｇ ２ ５ ０ 　 ０ ． ７ ５ ｍ ｌ （ １ ％ 溶 液 ）
フ ェ ノ ー ル レ ッ ド 　 　 　 　 　 　 　 　 ０ ． ２ ５ ｍ ｌ （ １ ％ 溶 液 ）
超 純 水 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 １ ０ ｍ ｌ ま で
１ × バ ッ フ ァ ー は ｐ Ｈ ８ ． ５ と し な け れ ば な ら な い 。
ｐ Ｈ 調 整 に は 酸 も 塩 基 も 用 い て は な ら な い 。
Ｌ Ｄ Ｓ ＝ ド デ シ ル 硫 酸 リ チ ウ ム
還 元 条 件 ：
　 以 下 の よ う に 、 ２ ０ × Ｎ ｕ Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （ 登 録 商 標 ） Ｓ Ｄ Ｓ 泳 動 バ ッ フ ァ ー （ Ｍ Ｅ Ｓ ） を 希
釈 し 、 １ × Ｎ ｕ Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （ 登 録 商 標 ） Ｓ Ｄ Ｓ 泳 動 バ ッ フ ァ ー を 調 製 す る 。
十 分 混 合 す る 。
Ｎ ｕ Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （ 登 録 商 標 ） Ｓ Ｄ Ｓ 泳 動 バ ッ フ ァ ー （ Ｍ Ｅ Ｓ ） （ ２ ０ × ） 　 ５ ０ ｍ ｌ
超 純 水 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ９ ５ ０ ｍ ｌ
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下 層 （ 外 部 ） バ ッ フ ァ ー チ ャ ン バ ー で 用 い る た め の １ × Ｎ ｕ Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （ 登 録 商 標 ） Ｓ Ｄ Ｓ
泳 動 バ ッ フ ァ ー ８ ０ ０ ｍ ｌ を と っ て お く 。 約 ６ ０ ０ ｍ ｌ の １ × 泳 動 バ ッ フ ァ ー 下 層 に 満 た
す 。 泳 動 直 前 に 、 ２ ０ ０ ｍ ｌ の １ × Ｎ ｕ Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （ 登 録 商 標 ） Ｓ Ｄ Ｓ 泳 動 バ ッ フ ァ ー 当 た
り ５ ０ ０ μ ｌ の Ｎ ｕ Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （ 登 録 商 標 ） 酸 化 防 止 剤 を 加 え る こ と で 、 上 層 （ 内 部 ） バ ッ
フ ァ ー チ ャ ン バ ー 用 の 残 り の ２ ０ ０ ｍ ｌ を 調 製 す る 。 十 分 混 合 す る 。
Ｍ Ｅ Ｓ 　 Ｓ Ｄ Ｓ 泳 動 バ ッ フ ァ ー ：
（ ２ ０ × ） ５ ０ ０ ｍ ｌ
Ｍ Ｅ Ｓ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ９ ７ ． ６ ｇ （ １ ． ０ ０ Ｍ ）
２ － （ Ｎ － モ ル ホ リ ノ ） エ タ ン ス ル ホ ン 酸 Ｔ ｒ ｉ ｓ 塩 基 　 　 ６ ０ ． ６ ｇ （ １ ． ０ ０ Ｍ ）
Ｓ Ｄ Ｓ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 １ ０ ． ０ ｇ （ ６ ９ ． ３ ｍ Ｍ ）
Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ３ ． ０ ｇ （ ２ ０ ． ５ ｍ Ｍ ）
超 純 水 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ５ ０ ０ ｍ ｌ ま で
１ × バ ッ フ ァ ー は ｐ Ｈ ７ ． ３ で な け れ ば な ら な い 。 ｐ Ｈ 調 整 に は 酸 も 塩 基 も 用 い て は な ら
な い 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
実 施 例 ４
血 液 ま た は 組 織 か ら の カ ス パ ー ゼ ３ 　 １ ７ ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 の 検 出 の た め の 免 疫 ブ ロ ッ ト
法
免 疫 ブ ロ ッ ト 法
　 膜 を Ｂ ｌ ｏ ｔ ｔ ｏ 　 Ａ ［ Ｂ ｌ ｏ ｔ ｔ ｏ 　 Ａ （ 一 般 用 ） ： ５ ％ （ ｗ ／ ｖ ） 粉 乳 、 Ｔ Ｂ Ｓ 、
０ ． ０ ５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ － ２ ０ ］ 中 に １ 時 間 浸 漬 す る こ と に よ り 、 非 特 異 的 タ ン パ ク 質 結 合
を 遮 断 す る 。 全 ウ エ ス タ ン が １ 日 で 完 了 で き な い 場 合 に は 、 膜 を ４ ℃ に て Ｔ Ｂ Ｓ （ Ｔ ｗ ｅ
ｅ ｎ － ２ ０ を 含 ま な い ） で 覆 い 、 一 晩 浸 漬 し な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 こ の 膜 を 一 次 抗 体 中 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 使 用 す る 一 次 抗 体 は Cell Signaling Techn
ology (Beverly, MA)（ カ タ ロ グ 番 号 ９ ６ ６ １ １ ５ ） 製 の 切 断 カ ス パ ー ゼ ３ （ Ａ ｓ ｐ １ ７
５ ） に 対 す る ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 好 ま し く は ４ ℃ で 一 晩 、 穏 や か に 揺 動 さ せ た
５ ～ ５ ０ ｍ ｌ 溶 液 ／ ５ ０ ｃ ｍ ２ 膜 、 好 ま し く は １ ０ ～ ３ ０ ｍ ｌ ／ ５ ０ ｃ ｍ ２ 量 の Ｔ Ｂ Ｓ Ｔ
中 ５ ％ （ ｗ ／ ｖ ） の 粉 乳 に て １ ： ５ ０ ０ ～ １ ： ２ ０ ０ ０ 、 好 ま し く は １ ： １ ０ ０ ０ 希 釈 し
た も の で あ る 。 あ る い は 、 同 じ 希 釈 率 の こ の 一 次 抗 体 を 穏 や か に 揺 動 さ せ な が ら 室 温 （ ２
７ ℃ ） で ２ ～ ３ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て も よ い 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 膜 を 、 各 洗 浄 と も 穏 や か に 揺 動 さ せ な が ら １ ０ 分 間 ３ 回 、 Ｔ Ｂ Ｓ Ｔ で 洗 浄 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 穏 や か に 揺 動 さ せ な が ら ３ ０ 分 間 、 Ｂ ｌ ｏ ｔ ｔ ｏ 　 Ａ で １ ： １ ０ ０ ０ ～ １ ： １ ０ ， ０ ０
０ 、 好 ま し く は １ ： ２ ０ ０ ０ 希 釈 し た セ イ ヨ ウ ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ Ｈ Ｒ Ｐ ） 結 合 ヤ
ギ 抗 ウ サ ギ 、 抗 マ ウ ス 、 ま た は 抗 ラ ッ ト Ｉ ｇ Ｇ （ 二 次 抗 体 ） と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト す る
。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 各 洗 浄 と も 穏 や か に 揺 動 さ せ な が ら １ ５ 分 間 ３ 回 、 Ｔ Ｂ Ｓ Ｔ で 洗 浄 し た 後 、 １ ５ 分 間 Ｔ
Ｂ Ｓ 中 で 洗 浄 す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 検 出 は Ａ ｍ ｅ ｒ ｓ ｈ ａ ｍ 　 Ｅ Ｃ Ｌ 試 薬 を 製 造 業 者 の 仕 様 に 従 っ て 用 い て 行 う 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
実 施 例 ５
膵 臓 腫 瘍 お よ び 肝 臓 に お け る 切 断 カ ス パ ー ゼ ３ 　 １ ７ ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 の 検 出
　 １ つ の 治 療 薬 と し て 、 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る 米 国 特 許 出 願 出 願 番 号 ０ ９
／ ９ １ ４ ， ０ ４ ６ に 詳 細 に 記 載 さ れ て い る Ｔ ｆ Ｒ ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｌ ｉ ｐ Ａ － ｐ ５ ３ 複 合 体 を 用
い た 。 ヒ ト 膵 臓 癌 （ Ｐ Ａ Ｎ Ｃ － １ ） 皮 下 異 種 移 植 片 腫 瘍 を 担 持 す る 無 胸 腺 ヌ ー ド マ ウ ス に
Ｔ ｆ Ｒ ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｌ ｉ ｐ Ａ － ｐ ５ ３ を ２ ４ 時 間 で ３ 回 静 注 し た 。 各 注 射 で 複 合 体 は 全 量 ８
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０ ０ μ ｌ ／ マ ウ ス 注 に ４ ０ μ ｇ の ｐ ５ ３ プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を 含 ん だ 。 最 後 の 注 射 か ら ６ 時
間 後 、 動 物 を 安 楽 死 さ せ 、 腫 瘍 お よ び 肝 臓 を 摘 出 し 、 実 施 例 １ 、 ３ お よ び ４ と 同 様 に ウ エ
ス タ ン 分 析 用 に タ ン パ ク 質 を 単 離 し た 。 非 処 置 動 物 の 腫 瘍 お よ び 肝 臓 か ら の タ ン パ ク 質 も
対 照 と し て 含 め た 。 次 に 、 こ の 膜 を 負 荷 量 が 等 し い か ど う か を 調 べ る た め 、 ア ク チ ン に 特
異 的 な 市 販 の 抗 体 で プ ロ ー ブ し た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 図 ２ は Ｔ ｆ Ｒ ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｌ ｉ ｐ Ａ － ｐ ５ ３ 複 合 体 を 静 注 し た マ ウ ス の Ｐ Ａ Ｎ Ｃ － １ 腫 瘍
に 主 要 な 外 因 性 ｗ ｔ ｐ ５ ３ の 発 現 を 示 す 。 ま た 、 同 じ ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 、 １ ７ ｋ Ｄ ａ
断 片 の 存 在 に 関 し て プ ロ ー ブ す る 目 的 で も 用 い た 。 図 ３ の 一 番 下 の レ ー ン に 示 さ れ て い る
よ う に 、 腫 瘍 で は こ の １ ７ ｋ Ｄ ａ マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 存 在 下 で 実 質 的 増 強 が 見 ら れ る が
、 Ｔ ｆ Ｒ ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｌ ｉ ｐ Ａ － ｐ ５ ３ 複 合 体 で 処 置 し た 後 の 肝 臓 で は 低 レ ベ ル の 痕 跡 し か
見 ら れ ず 、 こ の こ と は ｗ ｔ ｐ ５ ３ 機 能 の 回 復 が 特 に 腫 瘍 に お い て ア ポ ト ー シ ス の 誘 導 を も
た ら す こ と を 示 し て い る 。 外 因 性 の 野 生 型 （ ｗ ｔ ） ｐ ５ ３ の 発 現 と １ ７ ｋ Ｄ ａ 切 断 カ ス パ
ー ゼ ３ 断 片 の 発 現 と の 間 に は 明 ら か な 相 関 が あ っ た 。 こ の パ ネ ル の こ の パ ネ ル の 上 の バ ン
ド は １ ７ ｋ Ｄ ａ サ ブ ユ ニ ッ ト の １ ９ ｋ Ｄ ａ 前 駆 体 を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 他 の 標 的 化 部 分 に よ っ て 指 向 さ れ る ｗ ｔ ｐ ３ を 有 す る リ ガ ン ド － リ ポ ソ ー ム も 同 じ 作 用
を 示 し た 。 Ｐ Ａ Ｎ Ｃ － １ 腫 瘍 に お い て リ ポ ソ ー ム － ｐ ５ ３ 複 合 体 の 標 的 化 リ ガ ン ド と し て
葉 酸 を 用 い て 別 の 研 究 を 行 っ た 。 ヒ ト Ｐ Ａ Ｎ Ｃ － １ 皮 下 異 種 移 植 片 腫 瘍 を 担 持 す る 無 胸 腺
ヌ ー ド マ ウ ス に 、 葉 酸 リ ガ ン ド に よ っ て 標 的 化 さ れ る Ｌ ｉ ｐ Ａ － ｐ ５ ３ を ２ ４ 時 間 で ３ 回
静 注 し た 。 各 注 射 と も 、 複 合 体 に は ｗ ｔ ｐ ５ ３ Ｄ Ｎ Ａ を 有 す る か 、 ま た は エ ン プ テ ィ ー ベ
ク タ ー と し て の ２ ０ μ ｇ の プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ ／ マ ウ ス を 含 ん だ （ 全 量 ３ ０ ０ μ ｇ ／ マ ウ ス
／ 注 射 ） 。 ４ ２ 時 間 お よ び ６ ６ 時 間 後 に 動 物 を 安 楽 死 さ せ 、 腫 瘍 を 摘 出 し 、 実 施 例 １ 、 ３
お よ び ４ と 同 様 に ウ エ ス タ ン 分 析 用 に タ ン パ ク 質 を 単 離 し た 。 非 処 置 動 物 の 腫 瘍 か ら の タ
ン パ ク 質 も 対 照 と し て 含 め た 。 次 に 、 こ の 膜 を カ ス パ ー ゼ ３ の １ ７ ｋ Ｄ ａ サ ブ ユ ニ ッ ト に
特 異 的 な 市 販 の 抗 体 で 、 ま た 負 荷 量 が 等 し い か ど う か を 調 べ る た め に ア ク チ ン で プ ロ ー ブ
し た 。 ｐ ５ ３ の 代 わ り に エ ン プ テ ィ ー ベ ク タ ー を 有 す る 複 合 体 を 注 射 し た 動 物 の 腫 瘍 で は
、 １ ７ ｋ Ｄ ａ 断 片 の 発 現 は 明 ら か で は な く 、 こ の こ と は こ れ が ｐ ５ ３ に 向 け ら れ た 現 象 で
あ る こ と を 示 し て い る （ 図 ３ ） 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
実 施 例 ６
血 液 細 胞 に お け る 切 断 カ ス パ ー ゼ ３ の １ ７ ｋ Ｄ ａ 断 片 の 検 出
　 血 中 で １ ７ ｋ Ｄ ａ 断 片 が 検 出 で き れ ば 、 ｗ ｔ ｐ ５ ３ 遺 伝 子 療 法 の 有 効 性 を 確 認 す る 非 侵
襲 的 手 段 と し て 使 用 で き る も の と 考 え ら れ る 。 こ の こ と を 評 価 す る た め 、 標 的 化 リ ガ ン ド
と し て Ｔ ｆ を 有 す る Ｔ ｆ － Ｌ ｉ ｐ Ａ － ｐ ５ ３ を 全 身 処 置 し た マ ウ ス か ら 血 液 を 採 取 し た 。
１ ０ ０ ｍ ｍ ３ を 超 え る Ｄ ｕ ｌ ４ ５ 異 種 移 植 片 腫 瘍 を 担 持 す る 無 胸 腺 ヌ ー ド マ ウ ス に Ｔ ｆ －
Ｌ ｉ ｐ Ａ － ｐ ５ ３ （ １ ０ ０ μ ｇ 　 ｐ ５ ３ ） を １ 回 静 脈 投 与 し た 。 ま た 、 こ の マ ウ ス に は 化
学 療 法 薬 シ ス プ ラ チ ン （ Ｃ Ｄ Ｄ Ｐ ） ５ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ の １ 回 注 射 （ 腹 腔 内 ） も 施 し た 。 ６ ０ 時
間 後 、 マ ウ ス を 安 楽 死 さ せ 、 約 １ ｍ ｌ の 血 液 を ヘ パ リ ン 処 理 試 験 管 に 採 取 し た 。 遠 心 分 離
に よ り 細 胞 を 分 離 し 、 実 施 例 １ の よ う に 細 胞 ペ レ ッ ト か ら タ ン パ ク 質 を 単 離 し 、 実 施 例 ３
の よ う に １ ３ ％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 上 で 泳 動 さ せ た 。 カ ス パ ー ゼ ３ の １ ７ ｋ Ｄ ａ の 切
断 型 活 性 サ ブ ユ ニ ッ ト を 、 実 施 例 ４ に 記 載 し た よ う に 抗 １ ７ ｋ Ｄ ａ 特 異 的 抗 体 (Cell Sign
aling)を 用 い て ウ エ ス タ ン 分 析 に よ り 同 定 し た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 図 ４ の 結 果 は 、 Ｔ ｆ － Ｌ ｉ ｐ Ａ － ｐ ５ ３ の 全 身 処 置 か ら ６ ０ 時 間 後 の Ｄ Ｕ １ ４ ５ 腫 瘍 担
持 マ ウ ス か ら 抽 出 し た 血 液 細 胞 ペ レ ッ ト に お け る １ ７ ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 の 存 在 を 示 し て い
る 。 し か し な が ら 、 こ の サ ブ ユ ニ ッ ト は 処 置 し な か っ た 腫 瘍 担 持 動 物 か ら の 血 液 細 胞 ペ レ
ッ ト で は 検 出 で き な か っ た 。 従 っ て 、 こ の こ と は 、 外 因 性 ｗ ｔ ｐ ５ ３ の 存 在 と 比 較 的 非 侵
襲 的 な 手 段 に よ っ て 血 中 で 検 出 可 能 な こ の ア ポ ト ー シ ス マ ー カ ー の 存 在 と の 間 に 明 ら か な
相 関 が あ る こ と を 示 し て い る 。
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【 ０ ０ ７ ０ 】
実 施 例 ７
切 断 カ ス パ ー ゼ ３ の ７ ｋ Ｄ ａ 断 片 の 発 現 が 治 療 に 対 す る 腫 瘍 応 答 に 関 連 し て い る こ と の 証
明
　 実 施 例 ６ の 結 果 は 、 Ｔ ｆ － Ｌ ｉ ｐ Ａ － ｐ ５ ３ お よ び Ｃ Ｄ Ｄ Ｐ で の 全 身 処 置 か ら ６ ０ 時 間
後 の Ｄ Ｕ １ ４ ５ 腫 瘍 担 持 マ ウ ス か ら 抽 出 し た 血 液 細 胞 ペ レ ッ ト に お け る １ ７ ｋ Ｄ ａ タ ン パ
ク 質 の 存 在 を 示 す 。 正 常 な リ ン パ 球 は ｐ ５ ３ に よ り 誘 導 さ れ る ア ポ ト ー シ ス に 感 受 性 が あ
る 。 従 っ て 、 血 中 に お け る １ ７ ｋ Ｄ ａ 断 片 の 出 現 が 本 当 に 腫 瘍 と 関 連 し て い る か ど う か を
調 べ る た め に 評 価 を 行 っ た 。 実 施 例 ６ で 記 載 し た Ｄ Ｕ １ ４ ５ 腫 瘍 担 持 マ ウ ス に 施 し た も の
と 同 じ 処 置 を 、 Ｐ Ａ Ｎ Ｃ － １ 皮 下 異 種 移 植 片 腫 瘍 存 在 を 有 す る 、 ま た は 有 さ な い マ ウ ス に
繰 り 返 し た 。 さ ら に 、 こ の 試 験 で は 、 血 液 細 胞 の 存 在 に よ る 複 雑 化 を 避 け る た め に 血 清 の
使 用 を 試 し て み た 。 血 清 を 用 い る の で 、 負 荷 量 が 等 し い か ど う か を 評 価 す る た め に ハ ウ ス
キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 を 用 い る こ と は で き な い が 、 各 レ ー ン に 等 量 を 負 荷 し た 。 実 施 例 ２ に 記
載 し た よ う に ヘ パ リ ン を 用 い ず に 全 血 １ ｍ ｌ か ら 血 清 を 単 離 し 、 実 施 例 ３ お よ び ４ に 記 載
し た よ う に ウ エ ス タ ン 分 析 を 行 っ た 。 図 ５ に 示 す よ う に 、 １ ７ ｋ Ｄ ａ 断 片 は 担 癌 動 物 で 、
さ ら に は 担 癌 動 物 の み に 強 く 発 現 し た 。 よ っ て 、 こ の バ ン ド の 存 在 は ｗ ｔ ｐ ５ ３ ／ Ｃ Ｄ Ｄ
Ｐ 治 療 に 対 す る 腫 瘍 応 答 と 明 ら か に 関 連 し て い る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
実 施 例 ８
ア ポ ト ー シ ス 指 標 と し て の カ ス パ ー ゼ ３ の １ ７ ｋ Ｄ ａ 断 片 の 検 出 ： in vitroで の Ａ Ｓ － Ｈ
Ｅ Ｒ － ２ 　 Ｏ Ｄ Ｎ 処 置 後
　 本 発 明 の さ ら な る 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 切 断 １ ７ ｋ Ｄ ａ サ ブ ユ ニ ッ ト が ア ン チ セ ン ス （
Ａ Ｓ ） Ｈ Ｅ Ｒ － ２ に よ る 治 療 の 有 効 性 を 証 明 す る 手 段 と し て 腫 瘍 お よ び ／ ま た は 血 液 で 検
出 で き る こ と 、 す な わ ち 、 ア ポ ト ー シ ス 経 路 が Ａ Ｓ Ｈ Ｅ Ｒ － ２ 処 置 に よ っ て 誘 導 さ れ る こ
と が 証 明 さ れ た 。 （ 用 い た ア ン チ セ ン ス Ｈ Ｅ Ｒ － ２ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 出 典 明 示 に よ
り そ の 全 開 示 内 容 を 本 明 細 書 の 一 部 と す る 米 国 特 許 第 ６ ， ０ ２ ７ ， ８ ９ 号 お よ び 米 国 出 願
出 願 番 号 ０ ９ ， ７ １ ６ ， ３ ２ ０ に 記 載 さ れ て い る も の で あ る ） 。 そ の Ｐ １ ３ Ｋ ／ Ａ ｋ ｔ 経
路 Ｈ Ｅ Ｒ － ２ と の 相 互 作 用 に よ り ア ポ ト ー シ ス に 影 響 を 及 ぼ し 得 る こ と が 示 さ れ て い る 。
従 っ て 、 Ｔ ｆ Ｒ ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｌ ｉ ｐ Ａ － Ａ Ｓ Ｈ Ｅ Ｒ － ２ 複 合 体 を 介 し た Ｈ Ｅ Ｒ － ２ の 抑 制 的
調 節 は カ ス パ ー ゼ ３ の 切 断 を 誘 導 す る も の と 思 わ れ た 。 １ ７ ｋ Ｄ ａ 断 片 に 対 す る 市 販 (Cel
l Signaling Technology)の 抗 体 を 用 い 、 実 施 例 ３ お よ び ４ の よ う に ウ エ ス タ ン 分 析 に よ
り そ の 発 現 を 検 出 し た 。 タ ン パ ク 質 溶 解 物 は 実 施 例 で 記 載 し た 手 順 を 用 い て 得 た 。 ト ラ ン
ス フ ェ ク シ ョ ン ２ ４ 時 間 後 、 Ａ Ｓ Ｈ Ｅ Ｒ － ２ ま た は ス ク ラ ン ブ ル （ Ｓ Ｃ ） Ｈ Ｅ Ｒ － ２ 　 Ｏ
Ｄ Ｎ の い ず れ か を 有 す る Ｔ ｆ Ｒ ｓ ｃ Ｆ ｖ － ｌ ｉ ｐ Ａ 複 合 体 で 処 置 し た 細 胞 か ら の タ ン パ ク
質 は 実 施 例 １ で 記 載 し た よ う に 単 離 し た 。 ス ク ラ ン ブ ル Ｈ Ｅ Ｒ － ２ 　 Ｏ Ｄ Ｎ は 、 順 序 は 無
作 為 で あ る が 、 ア ン チ セ ン ス 分 子 と 同 様 の ヌ ク レ オ チ ド 組 成 を 有 す る 。 あ る 実 施 形 態 で は
、 Ａ Ｓ － Ｈ Ｅ Ｒ － ２ 　 Ｏ Ｄ Ｎ は 、 ヒ ト Ｈ Ｅ Ｒ － ２ 遺 伝 子 を コ ー ド す る 遺 伝 子 セ ン ス 鎖 と 開
始 コ ド ン が 相 同 な 、 ヌ ク レ オ チ ド １ ５ 個 の Ｄ Ｎ Ａ 片 で あ る 。 Ｔ ７ ５ フ ラ ス コ に １ ． ２ × １
０ ６ の Ｐ Ａ Ｎ Ｃ － １ 細 胞 を 播 種 し 、 ２ ４ 時 間 後 、 ０ ． ５ μ Ｍ の Ａ Ｓ 　 Ｈ Ｅ Ｒ － ２ ま た は ス
ク ラ ン ブ ル （ Ｓ Ｃ ） Ｏ Ｄ Ｎ を 含 有 す る Ｔ ｆ Ｒ ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｌ ｉ ｐ Ａ 複 合 体 で ト ラ ン ス フ ェ ク
ト し た 。 実 施 例 １ で 記 載 し た よ う に ウ エ ス タ ン 分 析 用 に タ ン パ ク 質 を 単 離 し た 。 ４ ～ ２ ０
％ 勾 配 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ／ Ｓ Ｄ Ｓ ゲ ル の 各 レ ー ン 当 た り の 負 荷 量 は ４ ０ μ ｇ で あ っ た 。
ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に 転 写 し た 後 、 ブ ロ ッ ト を 、 実 施 例 ３ お よ び ４ の よ う に 、 カ ス パ ー ゼ
３ の １ ７ ｋ Ｄ ａ 断 片 に 特 異 的 な 市 販 の Ａ ｂ お よ び 負 荷 量 が 等 し い か ど う か を 調 べ る た め の
ア ク チ ン で プ ロ ー ブ し た 。 １ ７ ｋ Ｄ ａ よ り 上 の バ ン ド は １ ７ ｋ Ｄ ａ サ ブ ユ ニ ッ ト の １ ９ ｋ
Ｄ ａ 前 駆 体 を 示 す 。 図 ６ に 示 す よ う に 、 カ ス パ ー ゼ ３ 　 １ ７ ｋ Ｄ ａ 断 片 の 誘 導 は 明 白 で あ
り 、 Ｔ ｆ Ｒ ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｌ ｉ ｐ Ａ － Ａ Ｓ 　 Ｈ Ｅ Ｒ － ２ 処 置 後 に ア ポ ト ー シ ス 経 路 が 刺 激 さ れ
る こ と を 示 し て い る 。 非 処 置 ま た は Ｓ Ｃ 　 Ｈ Ｅ Ｒ － ２ 　 Ｏ Ｄ Ｎ 処 置 細 胞 で は い ず れ も こ の
バ ン ド は 明 で な く 、 こ の こ と は 明 ら か な Ａ Ｓ 　 Ｈ Ｅ Ｒ － ２ 特 異 的 作 用 で あ る こ と を 示 し て
い る 。
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【 ０ ０ ７ ２ 】
　 ま た 、 Ｔ ｆ Ｒ ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｌ ｉ ｐ Ａ － Ａ Ｓ Ｈ Ｅ Ｒ － ２ と 化 学 療 法 薬 ジ ェ ム ザ ー ル （ 登 録 商
標 ） （ ゲ ム シ タ ビ ン ） の 組 合 せ に よ る １ ７ ｋ Ｄ ａ 断 片 の 誘 導 も in vitroで 評 価 し た 。 図 ７
で 示 す よ う に 、 ０ ． ８ μ Ｍ ジ ェ ム ザ ー ル （ 登 録 商 標 ） で の ９ 時 間 の Ｐ Ａ Ｎ Ｃ － １ 細 胞 の 処
置 （ 上 記 の 通 り ） は こ の 断 片 の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド レ ベ ル を 超 え る 発 現 を も た ら さ な か っ た
。 こ れ に 対 し 、 Ｔ ｆ Ｒ ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｌ ｉ ｐ Ａ － Ａ Ｓ 　 Ｈ Ｅ Ｒ － ２ （ １ μ Ｍ 　 Ｏ Ｄ Ｎ ） お よ び
ジ ェ ム ザ ー ル （ 登 録 商 標 ） （ ０ ． ８ μ Ｍ ） で の 処 置 は 強 い １ ７ ｋ Ｄ ａ バ ン ド を 誘 導 し た が
、 こ の バ ン ド は 、 同 量 の ジ ェ ム ザ ー ル （ 登 録 商 標 ） と 組 み 合 わ せ た 同 量 の Ｓ Ｃ 　 Ｏ Ｄ Ｎ を
有 す る 複 合 体 で 処 置 し た 細 胞 に は 存 在 し な か っ た 。 こ の こ と は 、 こ れ が 非 特 異 的 な Ｏ Ｄ Ｎ
ま た は ジ ェ ム ザ ー ル （ 登 録 商 標 ） の 作 用 で は な か っ た こ と を 示 し て い る 。 ア ク チ ン レ ベ ル
は 各 レ ー ン と も 等 量 の タ ン パ ク 質 が 負 荷 さ れ て い る こ と を 示 し た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
実 施 例 ９
Ａ Ｓ 　 Ｈ Ｅ Ｒ － ２ で 処 置 し た 後 の in vivoに お け る 切 断 カ ス パ ー ゼ ３ の １ ７ ｋ Ｄ ａ 断 片 の
検 出 ： in vivo薬 力 学 マ ー カ ー
　 こ の １ ７ ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 は ま た 、 Ａ Ｓ 　 Ｈ Ｅ Ｒ － ２ 治 療 の 有 効 性 を 確 認 す る た め の 非
侵 襲 的 in vivo薬 力 学 マ ー カ ー と し て も 使 用 で き る 。 Ａ Ｓ 　 Ｈ Ｅ Ｒ － ２ ま た は Ｓ Ｃ 　 Ｏ Ｄ
Ｎ （ ９ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ ） の い ず れ か を 有 す る Ｔ ｆ Ｒ ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｌ ｉ ｐ Ａ の 多 回 静 脈 処 置 （ 全 部
で １ ９ 回 ） お よ び １ １ 回 の ジ ェ ム ザ ー ル （ 登 録 商 標 ） （ ６ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ ） の 腹 腔 内 注 射 を
施 し た Ｐ Ａ Ｎ Ｃ － １ 異 種 移 植 片 腫 瘍 担 持 マ ウ ス に お け る １ ７ ｋ Ｄ ａ 断 片 の 誘 導 に 対 す る 組
合 せ 処 置 （ Ｔ ｆ Ｒ ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｌ ｉ ｐ Ａ － Ａ Ｓ 　 Ｈ Ｅ Ｒ － ２ お よ び ジ ェ ム ザ ー ル （ 登 録 商 標
） ） の 作 用 を 調 べ た 。 ジ ェ ム ザ ー ル （ 登 録 商 標 ） ま た は Ｔ ｆ Ｒ ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｌ ｉ ｐ Ａ 　 Ａ Ｓ
　 Ｈ Ｅ Ｒ － ２ 複 合 体 い ず れ か 単 独 を 施 す 動 物 を 対 照 と し て 用 い た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 実 施 例 ２ で 上 記 し た よ う に 、 各 動 物 の 血 液 １ ｍ ｌ か ら 血 漿 を 単 離 し た 。 各 血 漿 サ ン プ ル
３ ０ μ ｌ を ４ ～ ２ ０ ％ 勾 配 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ／ Ｓ Ｄ Ｓ ゲ ル 上 泳 動 さ せ た 。 カ ス パ ー ゼ ３
の １ ７ ｋ Ｄ ａ 切 断 型 活 性 サ ブ ユ ニ ッ ト は 、 実 施 例 ３ お よ び ４ で 記 載 し た よ う に ウ エ ス タ ン
分 析 に よ り 同 定 し た 。 血 漿 サ ン プ ル の ウ エ ス タ ン 分 析 は 、 Ｔ ｆ Ｒ ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｌ ｉ ｐ Ａ 　 Ａ
Ｓ 　 Ｈ Ｅ Ｒ － ２ お よ び ジ ェ ム ザ ー ル （ 登 録 商 標 ） で 処 置 し た 動 物 で は 、 い ず れ か の 治 療 そ
れ 自 体 で 処 置 し た 場 合 に 比 べ 、 １ ７ ｋ Ｄ ａ 断 片 の 相 乗 的 誘 導 を 明 ら か に 示 し た （ 図 ８ ） 。
こ の 強 い 誘 導 は Ｓ Ｃ 　 Ｏ Ｄ Ｎ （ Ｔ ｆ Ｒ ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｌ ｉ ｐ Ａ － Ｓ Ｃ 　 Ｏ Ｄ Ｎ ） お よ び ジ ェ ム
ザ ー ル （ 登 録 商 標 ） を 施 し た マ ウ ス で は 明 ら か で な か っ た 。 従 っ て 、 ｗ ｔ ｐ ５ ３ ま た は Ａ
Ｓ 　 Ｈ Ｅ Ｒ － ２ い ず れ か の 処 置 お よ び 作 用 と こ の ア ポ ト ー シ ス マ ー カ ー の 存 在 と の 間 に は
明 ら か な 相 関 が あ る 。 こ れ ら の 研 究 は 、 こ の タ ン パ ク 質 が 治 療 効 力 の 非 侵 襲 的 薬 力 学 マ ー
カ ー と し て 使 用 で き る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
実 施 例 １ ０
シ グ ナ ル 変 換 経 路 の in vitro抑 制 的 調 節 に お け る Ａ Ｓ 　 Ｈ Ｅ Ｒ － ２ に 関 す る 切 断 カ ス パ ー
ゼ ３ の １ ７ ｋ Ｄ ａ 断 片 の 発 現
　 腫 瘍 を 標 的 と す る Ｔ ｆ Ｒ ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｌ ｉ ｐ Ａ － Ａ Ｓ 　 Ｈ Ｅ Ｒ － ２ 複 合 体 で の 膵 臓 癌 （ Ｐ
ａ ｎ Ｃ ａ ） の 処 置 は Ｈ Ｅ Ｒ － ２ の 発 現 （ 過 剰 発 現 で な い 場 合 で も ） を ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ
ョ ン す る こ と が で き 、 従 っ て 、 細 胞 の 増 殖 ／ 生 存 に 負 の 作 用 を し 、 腫 瘍 細 胞 の 死 滅 の 増 強
に 導 く ア ポ ト ー シ ス 経 路 を 積 極 的 に 促 進 す る 。 Ｔ ｆ Ｒ ｓ ｃ Ｆ ｖ － リ ポ ソ ー ム 複 合 体 を 介 し
た Ｈ Ｅ Ｒ － ２ の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン が 下 流 の シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に 影 響 を 及 ぼ し 得 る こ
と を 証 明 す る た め 、 Ｐ ａ ｎ Ｃ ａ 細 胞 系 統 Ｐ Ａ Ｎ Ｃ － １ お よ び Ｃ Ｏ Ｌ Ｏ ３ ５ ７ に お い て こ の
複 合 体 の 、 Ｐ Ｉ ３ Ｋ ／ Ａ Ｋ Ｔ 経 路 お よ び ア ポ ト ー シ ス の 成 分 に 作 用 す る 能 力 を ウ エ ス タ ン
分 析 に よ り 評 価 し た 。 こ れ ら ２ つ の 細 胞 系 統 は Ｈ Ｅ Ｒ － ２ 発 現 の レ ベ ル が 異 な り 、 Ｃ Ｏ Ｌ
Ｏ ３ ５ ７ は Ｐ Ａ Ｎ Ｃ － １ よ り 有 意 に 高 い Ｈ Ｅ Ｒ － ２ レ ベ ル を 発 現 す る こ と か ら 選 択 し た 。
開 始 コ ド ン 領 域 （ ５ ’ － Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ａ Ｔ Ｇ 　 Ｇ Ｔ Ｇ 　 Ｃ Ｔ Ｃ 　 Ａ Ｃ Ｔ － ３ ’ ） に 相 補 的 な ホ
ス ホ ロ チ オ エ ー ト 配 列 特 異 的 Ａ Ｓ 　 Ｈ Ｅ Ｒ － ２ と 、 対 照 と し て の 非 配 列 特 異 的 Ｓ Ｃ （ ５ ’
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－ Ｃ Ｔ Ａ 　 Ｇ Ｃ Ｃ 　 Ａ Ｔ Ｇ 　 Ｃ Ｔ Ｔ 　 Ｇ Ｔ Ｃ － ３ ’ ） Ｏ Ｄ Ｎ を 合 成 し 、 Ransom Hill Bios
ciences (Ramona, CA)に よ る 逆 相 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に よ り 精 製 し た 。 Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ デ ー タ ベ ー ス
に 対 し て Ａ Ｓ お よ び Ｓ Ｃ 配 列 を ス ク リ ー ニ ン グ し た と こ ろ 、 Ａ Ｓ 　 Ｏ Ｄ Ｎ は Ｈ Ｅ Ｒ － ２ に
対 し て の み 相 同 性 を 有 し て い た が 、 Ｓ Ｃ 　 Ｏ Ｄ Ｎ と デ ー タ ベ ー ス 中 の 配 列 に は 相 同 性 は な
か っ た こ と が 示 さ れ た 。 Ｐ Ａ Ｎ Ｃ － １ ま た は Ｃ Ｏ Ｌ Ｏ 　 ３ ５ ７ 細 胞 を ６ 穴 プ レ ー ト に 播 種
し 、 ２ ４ 時 間 後 に 、 １ μ Ｍ （ Ｐ Ａ Ｎ Ｃ － １ の 場 合 ） ま た は ０ ． ５ μ Ｍ （ Ｃ Ｏ Ｌ Ｏ 　 ３ ５ ７
の 場 合 ） の Ａ Ｓ 　 Ｈ Ｅ Ｒ － ２ ま た は Ｓ Ｃ Ｈ Ｅ Ｒ － ２ Ｏ Ｄ Ｎ （ 陰 性 対 照 ） を 有 す る Ｔ ｆ Ｒ ｓ
ｃ Ｆ ｖ － Ｌ ｉ ｐ Ａ 複 合 体 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 オ リ ゴ 単 独 、 ま た は 相 乗 作 用 を 見 出 す
た め に は す る ゲ ム シ タ ビ ン （ ジ ェ ム ザ ー ル （ 登 録 商 標 ） ） と の 組 合 せ で 細 胞 を ト ラ ン ス フ
ェ ク ト し た 。 示 さ れ た 時 間 に 細 胞 を 回 収 し 、 Ｒ Ｉ Ｐ Ａ バ ッ フ ァ ー 中 で 溶 解 さ せ 、 タ ン パ ク
質 を 測 定 し 、 ４ ～ ２ ０ ％ 勾 配 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ／ Ｓ Ｄ Ｓ ゲ ル 上 で 泳 動 さ せ （ 全 タ ン パ ク
質 ６ ０ μ ｇ ／ レ ー ン ） 、 実 施 例 １ 、 ３ お よ び ４ で 記 載 し た よ う に ウ エ ス タ ン 分 析 の た め に
す る ニ ト ロ セ ル ロ ー ス に 転 写 し た 。 Ｈ Ｅ Ｒ － タ ン パ ク 質 の 発 現 を 検 出 す る た め 、 膜 を 抗 ヒ
ト Ｈ Ｅ Ｒ － ２ ／ Ｎ ｅ ｕ （ Ｃ － １ ８ ） ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル Ａ ｂ (Santa Cruz Biotechnolog
)で プ ロ ー ブ し 、 Ｅ Ｃ Ｌ (Amersham)に よ り シ グ ナ ル を 検 出 し た 。 非 処 置 細 胞 に 比 べ た 場 合
の タ ン パ ク 質 発 現 の 変 化 を 、 全 お よ び ／ ま た は リ ン 酸 化 Ａ ｋ ｔ （ Ｓ ｅ ｒ 　 ４ ７ ３ ） 、 Ｐ Ｉ
３ Ｋ 経 路 に お け る 中 枢 的 成 分 （ 抗 ヒ ト ポ リ ク ロ ー ナ ル Ａ ｂ ，  Cell Signaling Technology
を 使 用 ） 、 リ ン 酸 化 Ｂ Ａ Ｄ （ Ｓ ｅ ｒ 　 １ ３ ６ ） 、 ア ポ ト ー シ ス の 調 節 に 重 要 な 因 子 （ 抗 ヒ
ト ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ， Cell Signaling Technologyを 使 用 ） 、 な ら び に 切 断 カ ス
パ ー ゼ ３ （ Ａ ｓ ｐ 　 １ ７ ５ ） （ １ ７ ｋ Ｄ ａ サ ブ ユ ニ ッ ト に 特 異 的 な ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル
抗 体 ， Cell Signaling Technologyを 使 用 ） お よ び Ｐ Ａ Ｒ Ｐ ／ 切 断 Ｐ Ａ Ｒ Ｐ （ ポ リ Ａ Ｄ Ｐ
リ ボ ポ リ メ ラ ー ゼ 、 ア ポ ト ー シ ス の も う １ つ の マ ー カ ー ） （ 抗 ヒ ト ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル
抗 体 ， Cell Signaling Technology使 用 ） （ 両 者 と も ア ポ ト ー シ ス の 下 流 指 標 ） に 関 し て
も 確 認 し た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 図 ９ Ａ お よ び ９ Ｂ は Ｔ ｆ Ｒ ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｌ ｉ ｐ Ａ － Ａ Ｓ 　 Ｈ Ｅ Ｒ － ２ 単 独 ま た は ジ ェ ム ザ
ー ル （ 登 録 商 標 ） と の 組 合 せ の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ８ 時 間 後
の 作 用 を 示 す 。 Ｈ Ｅ Ｒ － ２ タ ン パ ク 質 の 半 減 時 間 が １ ０ ～ ２ ５ 時 間 の 間 で 報 告 さ れ て い る
(Bae et.al Experimental and Molwcular Medicine 33:15-19 (2001))。 よ っ て 、 予 測 さ
れ た よ う に 、 こ の 初 期 時 間 で は ． ウ エ ス タ ン 分 析 で Ｈ Ｅ Ｒ － ２ タ ン パ ク 質 レ ベ ル の 変 化 は
検 出 さ れ な か っ た 。 し か し な が ら 、 こ の 時 点 を 、 初 期 の ア ン チ セ ン ス 特 異 的 作 用 ま た は Ａ
Ｓ 　 Ｈ Ｅ Ｒ － ２ と ジ ェ ム ザ ー ル （ 登 録 商 標 ） の 組 合 せ の 何 ら か の 相 乗 作 用 を 検 出 す る 努 力
目 標 と し て 選 ん だ 。 Ｐ Ａ Ｎ Ｃ － １ 細 胞 で は （ 図 １ ０ Ａ ） 、 Ａ Ｓ 　 Ｈ Ｅ Ｒ － ２ と ジ ェ ム ザ ー
ル （ 登 録 商 標 ） の 組 合 せ に よ る リ ン 酸 化 さ れ た 活 性 型 の Ａ Ｋ Ｔ に 対 し て い く ら か の 作 用 が
見 ら れ た 。 し か し な が ら 、 こ の 初 期 時 間 で あ っ て も ｐ Ｂ Ａ の 発 現 に 対 し て Ａ Ｓ 　 Ｈ Ｅ Ｒ －
２ お よ び ジ ェ ム ザ ー ル （ 登 録 商 標 ） に よ る 明 ら か な 相 乗 作 用 的 抑 制 的 調 節 が 明 瞭 で あ っ た
。 よ り 重 要 な こ と で は 、 カ ス パ ー ゼ ３ の 切 断 型 （ １ ７ ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 の 出 現 ） お よ び Ｐ
Ａ Ｒ Ｐ は と も に ア ポ ト ー シ ス 誘 導 の 指 標 で あ る が 、 基 本 的 に 併 用 療 法 に お い て （ し か し 、
わ ず か な が ら 単 独 療 法 で も 同 様 に ） Ａ Ｓ 　 Ｈ Ｅ Ｒ － ２ 　 Ｏ Ｄ Ｎ で 処 置 し た 細 胞 に お い て の
み 現 れ 、 ジ ェ ム ザ ー ル （ 登 録 商 標 ） 単 独 ま た は Ｓ Ｃ 　 Ｏ Ｄ Ｎ お よ び ジ ェ ム ザ ー ル （ 登 録 商
標 ） で 処 置 し た 細 胞 で は 現 れ な か っ た が 、 こ の こ と は こ れ ら の 作 用 が Ａ Ｓ 　 Ｈ Ｅ Ｒ － ２ 特
異 的 な も の で あ る こ と を 示 し て い る 。 ま た 、 Ｃ Ｏ Ｌ Ｏ ３ ５ ７ 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
８ 時 間 後 の タ ン パ ク 質 発 現 の 変 化 に 関 し て 調 べ た 。 Ｐ Ａ Ｎ Ｃ － １ の 場 合 に 見 ら れ た よ う に
、 こ の 時 点 は ち ょ う ど Ｈ Ｅ Ｒ － ２ 発 現 の 変 化 も 事 実 上 な く 、 ｐ Ａ Ｋ Ｔ の 抑 制 的 調 節 も 最 小
で し か な か っ た 。 し か し な が ら 、 こ こ で も ま た 、 Ａ Ｓ 　 Ｈ Ｅ Ｒ － ２ 単 独 、 お よ び ジ ェ ム ザ
ー ル （ 登 録 商 標 ） と の 組 合 せ で 処 置 し た 細 胞 は 双 方 と も 切 断 カ ス パ ー ゼ ３ （ １ ７ ｋ Ｄ ａ サ
ブ ユ ニ ッ ト ） と 切 断 Ｐ Ａ Ｒ Ｐ が 明 ら か に 明 瞭 で あ っ た 。 こ の こ と は 、 ジ ェ ム ザ ー ル （ 登 録
商 標 ） 単 独 ま た は Ｓ Ｃ 　 Ｏ Ｄ Ｎ と ジ ェ ム ザ ー ル （ 登 録 商 標 ） の 組 合 せ で 処 置 し た 細 胞 に お
い て こ れ ら の バ ン ド の 痕 跡 が ほ と ん ど 、 ま た は 全 く な い 事 実 と 考 え 合 わ せ る と 、 や は り 、
こ れ が Ａ Ｓ 特 異 的 な 作 用 で あ る こ と を 示 す 。
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【 ０ ０ ７ ７ 】
　 ８ 時 間 の 時 点 で 、 Ａ Ｋ Ｔ の リ ン 酸 化 活 性 型 （ ｐ Ａ Ｋ Ｔ ） は Ｔ ｆ Ｒ ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｌ ｉ ｐ Ａ －
Ａ Ｓ 　 Ｈ Ｅ Ｒ － ２ 処 置 の 最 小 の 作 用 し か 示 さ な い の で 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン １ ６ 時 間 後
に つ い て も Ｐ Ａ Ｎ Ｃ － １ 細 胞 を 調 べ た （ 図 １ ０ ） 。 こ の 時 点 は 報 告 さ れ て い る Ｈ Ｅ Ｒ － ２
タ ン パ ク 質 の 半 減 期 よ り も ま だ 短 か っ た の で 、 予 測 さ れ た よ う に Ｈ Ｅ Ｒ － ２ 抑 制 的 調 節 の
証 拠 は な か っ た 。 し か し な が ら 、 Ａ Ｓ 　 Ｈ Ｅ Ｒ － ２ 単 独 、 お よ び ジ ェ ム ザ ー ル （ 登 録 商 標
） と の 組 合 せ で 処 置 し た 両 細 胞 と も 、 ｐ Ａ Ｋ Ｔ の 有 意 な 抑 制 的 調 節 が 見 ら れ 、 こ れ は 対 照
で は 明 ら か で な か っ た 。 ｐ Ｂ Ａ Ｄ は ８ 時 間 目 に 比 べ て １ ６ 時 間 目 で も さ ら に 抑 制 的 調 節 さ
れ 、 そ の タ ン パ ク 質 発 現 は ほ と ん ど 完 全 に 消 失 し た 。 こ こ で も ジ ェ ム ザ ー ル （ 登 録 商 標 ）
の 作 用 が 認 め ら れ た 。 カ ス パ ー ゼ ３ の 切 断 型 （ １ ７ ｋ Ｄ ａ 断 片 ） お よ び Ｐ Ａ Ｒ Ｐ は ア ン チ
セ ン ス 処 置 細 胞 だ け で な く 、 ジ ェ ム ザ ー ル （ 登 録 商 標 ） 単 独 ま た は Ｓ Ｃ 　 Ｏ Ｄ Ｎ お よ び 薬
物 で 処 置 し た 細 胞 で も 明 ら か で あ っ た 。 し か し な が ら 、 Ｐ Ａ Ｒ Ｐ に 関 し て は 、 Ａ Ｓ 　 Ｈ Ｅ
Ｒ － ２ 　 Ｏ Ｄ Ｎ で 処 置 し た 細 胞 と 対 照 と の 間 で な お 有 意 差 が あ っ た 。 Ａ Ｓ 　 Ｈ Ｅ Ｒ － ２ 単
独 お よ び 組 合 せ 処 置 の い ず れ で も 、 Ｐ Ａ Ｒ Ｐ の 全 レ ベ ル （ 切 断 型 お よ び 非 切 断 型 ） は ジ ェ
ム ザ ー ル （ 登 録 商 標 ） ま た は Ｓ Ｃ 　 Ｏ Ｄ Ｎ お よ び ジ ェ ム ザ ー ル （ 登 録 商 標 ） で 見 ら れ た も
の よ り も 遙 か に 低 か っ た が 、 こ れ は お そ ら く 、 誘 導 の よ り 早 期 で あ っ た こ と と Ａ Ｓ 　 Ｈ Ｅ
Ｒ － ２ 処 置 の 結 果 と し て の 継 続 的 な 分 解 の た め で あ る 。 Ａ Ｋ Ｔ お よ び Ｂ Ａ Ｄ の 双 方 に 関 し
て 、 こ れ ら タ ン パ ク 質 の リ ン 酸 化 さ れ て い な い 不 活 性 型 は Ａ Ｓ 　 Ｈ Ｅ Ｒ － ２ 処 置 に よ っ て
影 響 を 受 け な か っ た こ と も 述 べ な け れ ば な ら な い が 、 こ れ は 見 ら れ た 抑 制 的 調 節 が 経 路 特
異 的 な も の で あ っ て 、 処 置 の 全 般 的 な 非 特 異 的 細 胞 傷 害 性 の 結 果 で は な い と い う 考 え を 支
持 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
実 施 例 １ １
Ａ Ｓ 　 Ｈ Ｅ Ｒ － ２ に よ る Ｐ ａ ｎ Ｃ ａ 腫 瘍 の 全 身 処 置 後 の in vivoに お け る 切 断 カ ス パ ー ゼ
３ の １ ７ ｋ Ｄ ａ 断 片 の 腫 瘍 特 異 的 局 在 の 検 出
　 そ の Ｐ Ｉ ３ Ｋ ／ Ａ ｋ ｔ 経 路 と の 相 互 作 用 に よ り 、 Ｈ Ｅ Ｒ － ２ が ア ポ ト ー シ ス を 阻 害 し 得
る こ と が 示 さ れ た 。 従 っ て 、 Ｔ ｆ Ｒ ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｌ ｉ ｐ Ａ － Ａ Ｓ 　 Ｈ Ｅ Ｒ － ２ 複 合 体 を 介 し
た Ｈ Ｅ Ｒ － ２ の 抑 制 的 調 節 は カ ス パ ー ゼ ３ の 切 断 を 誘 導 す る は ず で あ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 Ｐ Ａ Ｎ Ｃ － １ 腫 瘍 は 、 ４ ～ ６ 週 齢 の 雌 ヌ ー ド マ ウ ス に 一 連 の 継 代 培 養 を 経 た Ｐ Ａ Ｎ Ｃ －
１ 異 種 移 植 片 腫 瘍 に 由 来 す る １ ｍ ｍ ３ 未 満 の 腫 瘍 片 を 移 植 す る こ と に よ り 誘 導 し た 。 腫 瘍
が １ ０ ０ ～ ２ ０ ０ ｍ ｍ ３ に 達 し た 時 、 尾 の 静 脈 に ６ 日 間 毎 日 、 Ｔ ｆ Ｒ ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｌ ｉ ｐ Ａ
－ Ａ Ｓ 　 Ｈ Ｅ Ｒ － ２ 複 合 体 を 静 注 し た 。 マ ウ ス 一 個 体 当 た り に 投 与 す る Ｏ Ｄ Ｎ （ Ａ Ｓ ま た
は Ｓ Ｃ ） の 用 量 は １ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ ／ 注 射 と し た 。 標 準 的 な 治 療 と 比 較 す る た め 、 別 の 動 物
に 化 学 療 法 薬 ジ ェ ム ザ ー ル （ 登 録 商 標 ） （ 腹 腔 内 ） 単 独 （ ６ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ ／ 注 射 ） を 一 日
お き に 全 部 で ３ 回 施 し た 。 さ ら に 、 あ る マ ウ ス に は 、 上 記 の 用 量 お よ び 投 与 計 画 で Ｔ ｆ Ｒ
ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｌ ｉ ｐ Ａ － Ａ Ｓ 　 Ｈ Ｅ Ｒ － ２ と ジ ェ ム ザ ー ル （ 登 録 商 標 ） の 組 合 せ を 施 し 、 ま
た 、 対 照 と し て 、 あ る も の に は 上 記 の 用 量 お よ び 投 与 計 画 で Ｓ Ｃ 　 Ｏ Ｄ Ｎ と ジ ェ ム ザ ー ル
（ 登 録 商 標 ） を 有 す る 複 合 体 の 組 合 せ を 施 し た 。 最 後 の 注 射 か ら ２ ４ 時 間 後 に 全 て の マ ウ
ス を 殺 し 、 実 施 例 １ の よ う に 腫 瘍 、 肝 臓 お よ び 肺 を 取 っ た 。 こ の モ デ ル に お け る 腫 瘍 特 異
的 標 的 化 を 評 価 す る た め 、 組 織 に お け る Ｈ Ｅ Ｒ － ２ お よ び １ ７ ｋ Ｄ ａ 切 断 カ ス パ ー ゼ ３ 断
片 の 発 現 を 実 施 例 ３ お よ び ４ の よ う に ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 調 べ た 。 Ｈ Ｅ Ｒ － ２
レ ベ ル に 関 し て も ス ク リ ー ニ ン グ し た 腫 瘍 お よ び 組 織 サ ン プ ル に お け る １ ７ ｋ Ｄ ａ 断 片 の
誘 導 に 及 ぼ す Ｔ ｆ Ｒ ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｌ ｉ ｐ Ａ － Ａ Ｓ 　 Ｈ Ｅ Ｒ － ２ の 作 用 を 調 べ た 。 実 施 例 ３ お
よ び ４ で 記 載 し た よ う な ウ エ ス タ ン 分 析 で は 、 Ｔ ｆ Ｒ ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｌ ｉ ｐ Ａ 　 Ａ Ｓ 　 Ｈ Ｅ Ｒ
－ ２ 単 独 ま た は ジ ェ ム ザ ー ル （ 登 録 商 標 ） と の 組 合 せ で 処 置 し た 動 物 か ら の 腫 瘍 に お い て
１ ７ ｋ Ｄ ａ 断 片 の 誘 導 が 示 さ れ る （ 図 １ １ ） 。 こ の 強 い 誘 導 は Ｓ Ｃ 　 Ｏ Ｄ Ｎ （ Ｔ ｆ Ｒ ｓ ｃ
Ｆ ｖ － Ｌ ｉ ｐ Ａ － Ｓ Ｃ 　 Ｏ Ｄ Ｎ ） お よ び ジ ェ ム ザ ー ル （ 登 録 商 標 ） ま た は ジ ェ ム ザ ー ル （
登 録 商 標 ） 単 独 を 施 し た マ ウ ス で は 明 ら か で な か っ た 。 よ り 重 要 な こ と と し て は 、 こ の １
７ ｋ Ｄ ａ 切 断 カ ス パ ー ゼ ３ の バ ン ド は 肝 臓 ま た は 肺 の サ ン プ ル の い ず れ に お い て も 明 ら か
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で は な か っ た 。 こ れ ら の 研 究 は 、 静 脈 投 与 後 、 こ の 複 合 体 は Ａ Ｓ 　 Ｈ Ｅ Ｒ － ２ 　 Ｏ Ｄ Ｎ を
優 先 的 に 腫 瘍 に 標 的 化 し 、 送 達 す る こ と が で き た こ と を 示 し て い る 。 さ ら に 、 １ ７ ｋ Ｄ ａ
の 発 現 は 治 療 分 子 が 発 現 さ れ た 場 合 に の み 明 ら か で あ っ た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
実 施 例 １ ２
Ｔ ｆ Ｒ ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｌ ｉ ｐ Ａ － Ａ Ｓ － Ｈ Ｅ Ｒ － ２ に よ る Ｐ ａ ｎ Ｃ ａ 異 種 移 植 片 腫 瘍 の in viv
o化 学 増 感
　 上 記 の in vitro研 究 で は 、 Ｐ ａ ｎ Ｃ ａ 細 胞 の Ｔ ｆ Ｒ ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｌ ｉ ｐ Ａ － Ａ Ｓ 　 Ｈ Ｅ Ｒ
－ ２ 複 合 体 で の 処 置 は そ れ ら の ジ ェ ム ザ ー ル （ 登 録 商 標 ） 応 答 を 高 め る こ と が 示 さ れ て い
る 。 こ の 遺 伝 子 療 法 送 達 系 が ヒ ト 癌 、 例 え ば Ｐ ａ ｎ Ｃ ａ に と っ て 臨 床 上 信 頼 で き る も の と
な る た め に は 、 in vitroで 見 ら れ た 増 感 の 上 昇 を n  vivoモ デ ル へ と 翻 訳 し な け れ ば な ら
な い 。 in vivoＰ ａ ｎ Ｃ ａ の 処 置 に お け る Ｔ ｆ Ｒ ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｌ ｉ ｐ Ａ － Ａ Ｓ 　 Ｈ Ｅ Ｒ － ２
の 有 効 性 は 、 皮 下 Ｐ Ａ Ｎ Ｃ － １ 異 種 移 植 片 マ ウ ス モ デ ル を 用 い て 評 価 し た 。 約 ５ ０ ｍ ｍ ３

の 皮 下 異 種 移 植 片 腫 瘍 を 担 持 す る 無 胸 腺 ヌ ー ド マ ウ ス （ ５ ～ ９ 個 体 ／ １ 個 体 当 た り ２ つ の
腫 瘍 を 有 す る 群 ） を 、 Ｏ Ｄ Ｎ を 含 有 す る Ｔ ｆ Ｒ ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｌ ｉ ｐ Ａ － Ａ Ｓ 　 Ｈ Ｅ Ｒ － ２ 複
合 体 ９ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ ／ 注 射 で １ 週 間 に ３ 回 処 置 し た 。 対 照 と し て あ る 動 物 群 に は 、 ジ ェ ム ザ
ー ル （ 登 録 商 標 ） 単 独 、 Ｔ ｆ Ｒ ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｌ ｉ ｐ Ａ － Ａ Ｓ 　 Ｈ Ｅ Ｒ － ２ 単 独 、 ま た は ジ ェ
ム ザ ー ル （ 登 録 商 標 ） と 、 Ｓ Ｃ 　 Ｏ Ｄ Ｎ を 有 す る 複 合 体 と の 組 合 せ を 施 し た 。 ジ ェ ム ザ ー
ル （ 登 録 商 標 ） は 、 ６ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ を １ 週 間 に ２ 回 腹 腔 内 投 与 し た 。 動 物 に は 全 部 で 、 複
合 体 の 静 注 １ ８ 回 と ジ ェ ム ザ ー ル （ 登 録 商 標 ） １ ２ 回 を 施 し た 。 図 １ ２ に 示 さ れ る よ う に
、 ジ ェ ム ザ ー ル （ 登 録 商 標 ） 単 独 は 腫 瘍 の 増 殖 に 最 小 の 作 用 だ け を 示 し た が 、 Ａ Ｓ 　 Ｈ Ｅ
Ｒ － ２ 単 独 で は 効 果 は な か っ た 。 ジ ェ ム ザ ー ル （ 登 録 商 標 ） 単 独 ま た は 対 照 Ｓ Ｃ 　 Ｏ Ｄ Ｎ
お よ び ジ ェ ム ザ ー ル （ 登 録 商 標 ） を 施 し た 群 は 統 計 学 的 に 差 が な く 、 こ の こ と は Ｔ ｆ Ｒ ｓ
ｃ Ｆ ｖ － Ｌ ｉ ｐ Ａ － Ｓ Ｃ 　 Ｏ Ｄ Ｎ お よ び ジ ェ ム ザ ー ル （ 登 録 商 標 ） に よ る 増 殖 阻 害 が 厳 密
に 薬 物 の 作 用 で あ る こ と を 示 し て い る 。 し か し な が ら 、 Ｔ ｆ Ｒ ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｌ ｉ ｐ Ａ － Ａ Ｓ
　 Ｈ Ｅ Ｒ － ２ と ジ ェ ム ザ ー ル （ 登 録 商 標 ） の 組 合 せ を 施 し た マ ウ ス に お い て 腫 瘍 増 殖 は 実
質 的 に 阻 害 さ れ た 。 併 用 療 法 お よ び ジ ェ ム ザ ー ル （ 登 録 商 標 ） 単 独 ま た は Ｔ ｆ Ｒ ｓ ｃ Ｆ ｖ
－ Ｌ ｉ ｐ Ａ － Ａ Ｓ 　 Ｈ Ｅ Ｒ － ２ 単 独 を 施 し た 群 の 間 の 差 は 統 計 学 的 に 極 め て 有 意 で あ る （
ス チ ュ ー デ ン ト の ｔ 検 定 に よ り ｐ ＜ ０ ． ０ ０ １ ） 。 よ っ て 、 Ａ Ｓ 　 Ｈ Ｅ Ｒ － ２ を 有 す る 複
合 体 の 、 ジ ェ ム ザ ー ル （ 登 録 商 標 ） と 組 み 合 わ せ た 静 脈 投 与 は Ｐ ａ ｎ Ｃ ａ に 対 し て 有 効 で
あ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 ま た 、 動 物 の 体 重 も 毒 性 の 指 標 と し て モ ニ タ リ ン グ し た 。 体 重 の 低 下 は 見 ら れ ず 、 い ず
れ の 処 置 群 の 間 に も 有 意 差 は な か っ た 。 よ っ て 、 Ｔ ｆ Ｒ ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｌ ｉ ｐ Ａ － Ａ Ｓ 　 Ｈ Ｅ
Ｒ － ２ は 著 し い 非 特 異 的 細 胞 傷 害 性 を 持 た な い こ と が 明 ら か で あ る 。 従 っ て 、 こ の 研 究 は
、 全 身 送 達 さ れ た 、 腫 瘍 を 標 的 と す る リ ポ ソ ー ム Ａ Ｓ 　 Ｈ Ｅ Ｒ － ２ 複 合 体 は 、 １ ７ ｋ Ｄ ａ
切 断 カ ス パ ー ゼ ３ 断 片 の 発 現 に よ っ て 実 証 さ れ る よ う な ア ポ ト ー シ ス の 誘 導 に よ り 、 Ｐ ａ
ｎ Ｃ ａ 腫 瘍 を 化 学 療 法 薬 に 対 し て 増 感 さ せ 得 る こ と を 明 ら か に 示 す 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
実 施 例 １ ３
マ ウ ス 血 漿 に お け る 腫 瘍 抑 制 Ｒ Ｂ ９ ４ 検 出 に よ る １ ７ ｋ Ｄ ａ 切 断 カ ス パ ー ゼ ３ 断 片 の 誘 導
　 異 な る 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 Ｒ Ｂ ９ ４ で の in vivo処 置 も 、 ア ポ ト ー シ ス の 指 標 で あ る 切 断 カ
ス パ ー ゼ ３ の １ ７ ｋ Ｄ ａ 断 片 の 発 現 を 誘 導 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 網 膜 芽 細 胞 腫 遺 伝 子
Ｒ Ｂ は 、 ９ ２ ８ の ア ミ ノ 酸 の 核 リ ン タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 腫 瘍 抑 制 因 子 で あ る 。 こ の １
１ ０ ｋ Ｄ ａ の タ ン パ ク 質 の 通 常 の 機 能 は 、 Ｄ Ｎ Ａ の 転 写 を 抑 制 し 、 細 胞 分 裂 を 妨 げ 、 従 っ
て 、 細 胞 増 殖 を 阻 害 す る こ と で あ る 。 (Li et.al., Cancer Research 62:4637-44, 2002; 
Xu et.al., PNAS 91:9837-41, 1994.)
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 多 種 の ヒ ト 癌 に お い て 野 生 型 Ｒ Ｂ を 用 い た 遺 伝 子 置 換 療 法 が in vitroお よ び in vivoで
そ れ ら の 腫 瘍 形 成 性 を 抑 制 ま た は 軽 減 す る こ と が で き た 。 Ｒ Ｂ ９ ４ は 末 端 切 断 型 の Ｒ Ｂ で
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あ り 、 全 長 タ ン パ ク 質 の Ｎ Ｈ ２ 末 端 に お い て １ １ ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 を 欠 い て お り 、 腫 瘍 増
殖 の 抑 制 に お い て 全 長 Ｒ Ｂ よ り も い っ そ う 高 い 効 力 が あ る 。 Ｒ Ｂ ９ ４ タ ン パ ク 質 は 全 長 Ｒ
Ｂ よ り も 長 期 低 リ ン 酸 化 状 態 に 留 ま る こ と が 分 か っ て い る 。 そ れ は 細 胞 増 殖 の 抑 制 を 担 う
非 リ ン 酸 化 型 ま た は 低 リ ン 酸 化 型 で あ る こ と か ら 、 こ れ に よ り Ｐ Ｂ ９ ８ の 高 い 効 力 を 見 込
め る 可 能 性 が あ る 。 ま た 、 こ の Ｎ 末 端 切 断 型 Ｒ Ｂ タ ン パ ク 質 は ま た 、 ア ポ ト ー シ ス ／ 生 存
の 細 胞 制 御 に も 寄 与 す る こ と が で き る こ と も 示 唆 さ れ て い る (Tomei, L.D. in Apoptosis:
 the Molcular Basis of Cell Death, pp 279-316, 1991)。 よ っ て 、 in vivoに お け る Ｒ
Ｂ ９ ４ の 腫 瘍 細 胞 へ の 送 達 お よ び 発 現 の 結 果 、 ア ポ ト ー シ ス が 誘 導 で き る 。 Ｒ Ｂ ９ ４ で 処
置 し た 担 癌 マ ウ ス の 血 漿 に お け る 切 断 カ ス パ ー ゼ ３ の １ ７ ｋ Ｄ ａ 断 片 の 検 出 は 進 行 中 の ア
ポ ト ー シ ス の 指 標 と な る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 ヒ ト 膀 胱 癌 細 胞 系 統 Ｈ Ｔ Ｂ － ９ の 皮 下 異 種 移 植 片 腫 瘍 を 担 持 す る 雌 ヌ ー ド マ ウ ス に 、 Ｒ
Ｂ ９ ４ 遺 伝 子 （ ４ ０ μ ｇ ／ マ ウ ス ／ 注 射 ） を 有 す る 複 合 体 （ ８ ０ ０ μ ｌ ／ 注 射 ） を ２ ４ 時
間 内 に ３ 回 静 注 し た 。 ま た 、 こ の 複 合 体 は 、 リ ポ ソ ー ム Ｄ （ １ ： １ Ｄ Ｏ Ｔ Ａ Ｐ ： コ レ ス テ
ロ ー ル ） と リ ガ ン ド と し て 、 Ｔ ｆ 自 体 ま た は Ｔ ｆ Ｒ ｓ ｃ Ｆ ｖ 分 子 の い ず れ か か ら も な っ た
。 対 照 と し て は 、 他 の マ ウ ス に 、 標 的 化 リ ガ ン ド を 含 ま な い 複 合 体 か 、 ま た は リ ガ ン ド と
し て 非 腫 瘍 特 異 的 分 子 （ Ｃ Ｄ ２ ） を 含 む 複 合 体 を 静 注 し た 。 こ れ ら の 中 に は 、 腫 瘍 に 向 か
っ た り 腫 瘍 に 影 響 を 及 ぼ し た り す る と 予 測 さ れ る も の は な か っ た 。 最 後 の 注 射 か ら １ ６ 時
間 後 に 動 物 を 殺 し 、 採 血 し 、 実 施 例 ２ で 記 載 し た よ う に 血 漿 を 単 離 し た 。 切 断 カ ス パ ー ゼ
３ の １ ７ ｋ Ｄ ａ 断 片 の 発 現 の ウ エ ス タ ン 分 析 は 実 施 例 ３ お よ び ４ で 記 載 し た よ う に 行 っ た
。 ４ ～ ２ ０ ％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ／ Ｓ Ｄ Ｓ ゲ ル の レ ー ン 当 た り ４ ０ μ ｇ の タ ン パ ク 質 を 泳
動 さ せ た 。 図 １ ３ に 示 さ れ る よ う に 、 １ ７ ｋ Ｄ ａ 切 断 カ ス パ ー ゼ ３ タ ン パ ク 質 は 、 腫 瘍 を
標 的 化 で き 、 腫 瘍 に 作 用 で き る Ｒ Ｂ ９ ４ 複 合 体 を 施 し た マ ウ ス か ら の 血 漿 に お い て の み 明
ら か で あ っ た 。 よ っ て 、 ア ポ ト ー シ ス の 指 標 で あ る １ ７ ｋ Ｄ ａ 切 断 カ ス パ ー ゼ ３ 断 片 の 血
漿 の お け る 非 侵 襲 的 検 出 は 遺 伝 子 療 法 の 全 般 的 な 薬 力 学 マ ー カ ー と し て 役 立 ち 得 る 。 こ の
方 法 は 、 ｐ ５ ３ に 関 し て は 簡 単 で は な い が 、 広 く 適 用 で き る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
実 施 例 １ ４
治 療 後 の ヒ ト 乳 癌 患 者 か ら の 血 清 に お け る １ ７ ｋ Ｄ ａ 切 断 カ ス パ ー ゼ ３ 断 片 の 検 出
　 動 物 モ デ ル で 得 ら れ た 結 果 が ヒ ト に 適 用 で き る こ と 、 お よ び １ ７ ｋ Ｄ ａ 切 断 カ ス パ ー ゼ
３ 断 片 の 発 現 が 治 療 効 果 を 非 侵 襲 的 に 評 価 す る た め に 使 用 で き る こ と を 確 認 す る た め 、 通
常 の 化 学 療 法 を 用 い て 乳 癌 の 処 置 を 受 け た ２ 名 の 患 者 か ら 相 当 す る 血 清 サ ン プ ル セ ッ ト を
得 た 。 こ れ ら の 血 清 サ ン プ ル は 処 置 前 と 処 置 後 に 得 た 。 血 清 は Ｐ ６ （ Ｔ ｒ ｉ ｓ ） Ｍ ｉ ｃ ｒ
ｏ － Ｂ ｉ ｏ － Ｓ ｐ ｉ ｎ （ 登 録 商 標 ） ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム (Bio-Rad Laboratories, H
ercules, CA)を 用 い て 精 製 し た （ 実 施 例 ２ ） 。 カ ラ ム 透 過 物 を 血 清 ： Ｒ Ｉ Ｐ Ａ バ ッ フ ァ ー
が ０ ． １ ： １ ～ １ ０ ： １ 、 好 ま し く は １ ： １ の 比 率 で 希 釈 し た 。 等 量 （ １ ～ １ ０ ０ μ ｌ ）
を 、 実 施 例 ３ お よ び ４ に 記 載 の よ う に 、 ４ ～ ２ ０ ％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ／ Ｓ Ｄ Ｓ ゲ ル 上 で
泳 動 さ せ 、 転 写 し 、 １ ７ ｋ Ｄ ａ 切 断 カ ス パ ー ゼ ３ 断 片 の 発 現 に 関 し て プ ロ ー ブ し た 。 図 １
４ に 示 さ れ て い る よ う に 、 １ ７ ｋ Ｄ ａ 切 断 カ ス パ ー ゼ ３ 断 片 は 対 照 （ 非 担 癌 ） ヒ ト 被 験 者
ま た は 処 置 前 の 患 者 の い ず れ か ら の 血 清 に お い て も 明 ら か で な い 。 し か し な が ら 、 こ の バ
ン ド は 標 準 的 化 学 療 法 後 で は 明 ら か に 存 在 し て い る 。 よ っ て 、 動 物 モ デ ル で 示 さ れ た よ う
に 、 ア ポ ト ー シ ス の 指 標 で あ る １ ７ ｋ Ｄ ａ 切 断 カ ス パ ー ゼ ３ 断 片 の 発 現 は ヒ ト 患 者 に お け
る 癌 治 療 （ 遺 伝 子 、 ア ン チ セ ン ス 、 お よ び 化 学 療 法 ） と も 相 関 が あ る 。 従 っ て 、 放 射 線 療
法 を は じ め 、 ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る い ず れ の 治 療 に つ い て も 、 本 願 に 含 ま れ て い る 実 施
例 に 記 載 さ れ て い る よ う な 、 １ ７ ｋ Ｄ ａ 切 断 カ ス パ ー ゼ ３ 断 片 に 関 す る 血 液 （ 血 清 ま た は
血 漿 ） の 分 析 が 、 治 療 の 有 効 性 を 監 視 す る た め の 比 較 的 非 侵 襲 的 な 方 法 と な り 得 る 。 ヒ ト
癌 患 者 で は 、 血 液 （ １ ｍ ｌ ～ ３ ｍ ｌ ） を ヘ パ リ ン 処 理 試 験 管 に 採 り 、 ４ ～ ２ ７ ℃ で ３ ～ １
０ 分 間 、 ３ ０ ０ ～ １ ０ ０ ０ ｘ ｇ で 遠 心 分 離 を 行 っ て 血 漿 を 得 れ ば よ い と 考 え ら れ る 。 こ の
血 漿 は （ 実 施 例 ３ お よ び ４ で 記 載 し た よ う に ） そ の ま ま 泳 動 さ せ る こ と も で き る し 、 あ る
い は 、 サ ン プ ル の 一 部 ２ ０ ～ ７ ５ μ ｌ を 、 ４ ～ ２ ７ ℃ （ 好 ま し く は １ ８ ～ ２ ４ ℃ 、 最 も 好
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ま し く は ２ ０ ℃ ） で １ ～ １ ０ 分 間 （ 好 ま し く は ４ 分 間 ） 、 Ｐ ６ ま た は Ｐ ３ ０ 　 Ｍ ｉ ｃ ｒ ｏ
　 Ｂ ｉ ｏ － Ｓ ｐ ｉ ｎ （ 登 録 商 標 ） ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム （ 好 ま し く は Ｐ ６ ） に よ り ３
０ ０ ～ ２ ０ ０ ０ ｘ ｇ （ 好 ま し く は １ ０ ０ ０ ｘ ｇ ） で の 遠 心 分 離 に よ っ て さ ら に 精 製 し て も
よ い 。 透 過 物 を 血 漿 ： Ｒ Ｉ Ｐ Ａ が ０ ． １ ： １ ～ １ ０ ： １ 、 好 ま し く は １ ： １ の 比 率 で 希 釈
し た 後 、 ４ ～ ２ ０ ％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ／ Ｓ Ｄ Ｓ ゲ ル 上 で 電 気 泳 動 を 行 い 、 孔 径 ０ ． １ か
０ ． ４ ５ μ ｍ 、 好 ま し く は ０ ． ２ ２ μ ｍ の い ず れ か の ナ イ ロ ン ま た は ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 固
相 支 持 体 膜 、 好 ま し く は Ｐ ｒ ｏ ｔ ｒ ａ ｎ （ 登 録 商 標 ） （ Ｓ ＋ Ｓ ） に 転 写 す る 。 検 出 は 、 １
７ ｋ Ｄ ａ 断 片 を 、 好 ま し く は １ ７ ｋ Ｄ ａ 断 片 の み を 検 出 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル ま た は モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 カ ス パ ー ゼ ３ 抗 体 を 用 い 、 放 射 性 ま た は 非 放 射 性 手 段 、 好 ま し く は 非 放 射 性 、
好 ま し く は 非 比 色 定 量 的 、 好 ま し く は 化 学 発 光 を 介 す る 、 好 ま し く は Ｅ Ｃ Ｌ ウ エ ス タ ン ブ
ロ ッ ト 検 出 試 薬 お よ び 分 析 シ ス テ ム (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ)（ ３ ０ 秒 ～
２ ４ 時 間 、 好 ま し く は １ 分 ～ １ ８ 時 間 の 範 囲 の 時 間 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 Ｈ ｙ ｐ
ｅ ｒ ｆ ｉ ｌ ｍ 　 Ｅ Ｃ Ｌ を は じ め と す る オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー フ ィ ル ム に 露 光 す る ） で 見
ら れ る よ う な 増 強 さ れ た 化 学 発 光 に よ っ て 行 う 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 も う １ つ の 実 施 形 態 で は 、 非 ヘ パ リ ン 処 理 試 験 管 に 採 取 し 、 １ ８ ～ ２ ４ ℃ で ５ ～ ９ ０ 分
間 好 ま し く は ３ ０ ～ ６ ０ 分 間 凝 固 さ せ る こ と に よ り 、 １ ～ ３ ｍ ｌ の 全 血 か ら 単 離 し た 血 清
を 用 い て １ ７ ｋ Ｄ ａ 断 片 の 存 在 を 検 出 す る こ と が で き る 。 次 に 、 こ の 血 餅 状 サ ン プ ル を ０
． ０ １ ～ １ ０ ０ ０ ｘ ｇ 、 好 ま し く は 、 ０ ． ０ ５ ～ ０ ． １ ｘ ｇ 、 最 も 好 ま し く は ０ ． １ ｘ ｇ
で 、 ０ ． ５ ～ ３ ０ 分 間 、 好 ま し く は ５ ～ １ ５ 分 間 、 最 も 好 ま し く は １ ０ 分 間 遠 心 分 離 し 、
血 清 を 取 り 出 す 。 こ の 血 清 は 実 施 例 ３ お よ び ４ で 記 載 し た よ う に そ の ま ま 分 析 す る こ と も
で き る し 、 あ る い は 血 漿 に 関 し て 上 記 し た も の と 同 じ か ラ ム で 精 製 し 、 同 じ 方 法 で ウ エ ス
タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 分 析 す る こ と も で き る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ８ ７ 】
【 図 １ 】 Ｐ ３ ０ お よ び Ｐ ６ カ ラ ム で 精 製 し た マ ウ ス 血 漿 由 来 の １ ７ ｋ Ｄ ａ 切 断 カ ス パ ー ゼ
３ サ ブ ユ ニ ッ ト を 示 す 。
【 図 ２ 】 Ｔ ｆ Ｒ ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｌ ｉ ｐ Ａ － ｐ ５ ３ の 静 注 後 の Ｐ ａ ｎ ｃ － １ 異 種 移 植 片 に お け る
外 因 性 ｗ ｔ ｐ ５ ３ の 発 現 お よ び １ ７ ｋ Ｄ ａ カ ス パ ー ゼ ３ サ ブ ユ ニ ッ ト の 発 現 を 示 す 。
【 図 ３ 】 Ｐ ａ ｎ ｃ － １ 異 種 移 植 片 に お け る 、 葉 酸 － Ｌ ｉ ｐ Ａ － ｐ ５ ３ 複 合 体 静 注 後 の 経 時
的 な １ ７ ｋ Ｄ ａ カ ス パ ー ゼ ３ サ ブ ユ ニ ッ ト の 発 現 を 示 す 。 図 中 、 Ｕ Ｔ ＝ 対 照 と し て 用 い た
非 処 置 動 物 ； Ｆ ｐ ｐ ５ ３ ＝ 葉 酸 － リ ポ ソ ー ム Ａ － ｐ ５ ３ 複 合 体 ； お よ び Ｆ ｐ Ｖ ｅ ｃ ＝ エ ン
プ テ ィ ー ベ ク タ ー を 有 す る 葉 酸 － リ ポ ソ ー ム Ａ 複 合 体 。
【 図 ４ 】 ト ラ ン ス フ ェ リ ン － リ ポ ソ ー ム Ａ － ｐ ５ ３ 複 合 体 お よ び シ ス プ ラ チ ン （ Ｃ Ｄ Ｄ Ｐ
） で 処 置 し た 後 の Ｄ Ｕ １ ４ ５ 担 癌 マ ウ ス か ら 抽 出 し た 血 液 細 胞 ペ レ ッ ト に お け る １ ７ ｋ Ｄ
ａ タ ン パ ク 質 の 存 在 を 示 す 。
【 図 ５ 】 ト ラ ン ス フ ェ リ ン － リ ポ ソ ー ム Ａ － ｐ ５ ３ を 含 む 複 合 体 と シ ス プ ラ チ ン の 組 合 せ
で 処 置 し た 後 の 、 Ｐ Ａ Ｎ Ｃ － １ 異 種 移 植 片 腫 瘍 を 持 つ 、 ま た は 持 た な い マ ウ ス 由 来 の 血 清
に お け る 、 カ ス パ ー ゼ ３ の １ ７ ｋ Ｄ ａ サ ブ ユ ニ ッ ト の 存 在 を 示 す 。
【 図 ６ 】 Ｔ ｆ Ｒ ｓ ｃ Ｆ ｖ － リ ポ ソ ー ム Ａ － ア ン チ セ ン ス Ｈ Ｅ Ｒ － ２ の 複 合 体 で 処 置 し た 後
の Ｐ Ａ Ｎ Ｃ － １ 細 胞 に お け る カ ス パ ー ゼ ３ の １ ７ ｋ Ｄ ａ サ ブ ユ ニ ッ ト の 存 在 を 、 Ｔ ｆ Ｒ ｓ
ｃ Ｆ ｖ － リ ポ ソ ー ム Ａ － ス ク ラ ン ブ ル Ｈ Ｅ Ｒ － ２ の 複 合 体 で 処 置 し た 、 か か る 細 胞 と 比 較
し て 示 す 。
【 図 ７ 】 Ｔ ｆ Ｒ ｓ ｃ Ｆ ｖ － リ ポ ソ ー ム Ａ － ア ン チ セ ン ス Ｈ Ｅ Ｒ － ２ 複 合 体 と ジ ェ ム ザ ー ル
(Gemzar)（ 登 録 商 標 ） の 組 合 せ で 処 置 し た 後 の 、 Ｐ Ａ Ｎ Ｃ － １ 細 胞 に お け る カ ス パ ー ゼ ３
の １ ７ ｋ Ｄ ａ サ ブ ユ ニ ッ ト の 存 在 を 、 非 処 置 細 胞 と 、 ま た 、 ジ ェ ム ザ ー ル （ 登 録 商 標 ） 単
独 、 Ｔ ｆ Ｒ ｓ ｃ Ｆ ｖ － リ ポ ソ ー ム Ａ － Ａ Ｓ Ｈ Ｅ Ｒ － ２ 複 合 体 単 独 、 ま た は Ｔ ｆ Ｒ ｓ ｃ Ｆ ｖ
－ リ ポ ソ ー ム Ａ － ス ク ラ ン ブ ル Ｈ Ｅ Ｒ － ２ 複 合 体 と ジ ェ ム ザ ー ル （ 登 録 商 標 ） の 組 合 せ の
い ず れ か で 処 置 し た も の と 比 較 し て 示 す 。
【 図 ８ 】 Ｔ ｆ Ｒ ｓ ｃ Ｆ ｖ － リ ポ ソ ー ム Ａ － ア ン チ セ ン ス Ｈ Ｅ Ｒ － ２ の 複 合 体 と ジ ェ ム ザ ー
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ル （ 登 録 商 標 ） の 組 合 せ の 静 脈 投 与 後 の Ｐ Ａ Ｎ Ｃ － １ 異 種 移 植 片 腫 瘍 担 持 マ ウ ス 由 来 の 血
漿 に お け る カ ス パ ー ゼ ３ の １ ７ ｋ Ｄ ａ サ ブ ユ ニ ッ ト の 存 在 を 、 非 処 置 動 物 と 、 ま た 、 ジ ェ
ム ザ ー ル （ 登 録 商 標 ） 単 独 、 Ｔ ｆ Ｒ ｓ ｃ Ｆ ｖ － リ ポ ソ ー ム Ａ － Ａ Ｓ 　 Ｈ Ｅ Ｒ － ２ 複 合 体 単
独 ま た は Ｔ ｆ Ｒ ｓ ｃ Ｆ ｖ － リ ポ ソ ー ム Ａ － ス ク ラ ン ブ ル Ｈ Ｅ Ｒ － ２ の 複 合 体 と ジ ェ ム ザ ー
ル （ 登 録 商 標 ） の 組 合 せ の い ず れ か で 処 置 し た も の と 比 較 し て 示 す 。
【 図 ９ 】 各 々 、 Ｐ Ａ Ｎ Ｃ － １ お よ び Ｃ Ｏ Ｌ Ｏ ３ ５ ７ 細 胞 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ８ 時 間 後
の 、 Ｔ ｆ Ｒ ｓ ｃ Ｆ ｖ － リ ポ ソ ー ム Ａ － ア ン チ セ ン ス Ｈ Ｅ Ｒ － ２ 単 独 に よ る 、 ま た は ジ ェ ム
ザ ー ル （ 登 録 商 標 ） と の 組 合 せ に よ る ア ポ ト ー シ ス 経 路 に お け る タ ン パ ク 質 発 現 の in vit
ro抑 制 的 調 節 を 示 す 。 両 細 胞 種 と も カ ス パ ー ゼ ３ の １ ７ ｋ Ｄ ａ サ ブ ユ ニ ッ ト の 存 在 の 明 瞭
な 結 果 を 示 し た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 非 処 置 細 胞 の 結 果 お よ び ジ ェ ム ザ ー ル （ 登 録 商 標 ） 単
独 ま た は ジ ェ ム ザ ー ル （ 登 録 商 標 ） と Ｔ Ｆ Ｒ ｓ ｖ Ｆ ｖ － リ ポ ソ ー ム Ａ － ス ク ラ ン ブ ル Ｈ Ｅ
Ｒ － ２ の 組 合 せ で 処 置 し た 細 胞 の 結 果 と 対 照 的 で あ る 。
【 図 １ ０ 】 Ｔ ｆ Ｒ ｓ ｃ Ｆ ｖ － リ ポ ソ ー ム Ａ － ア ン チ セ ン ス Ｈ Ｅ Ｒ － ２ 単 独 に よ る 、 ま た は
Ｐ Ａ Ｎ Ｃ － １ 細 胞 の ジ ェ ム ザ ー ル （ 登 録 商 標 ） ６ 時 間 後 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 組 合 せ に
よ る ア ポ ト ー シ ス 経 路 に お け る タ ン パ ク 質 発 現 の in vitro抑 制 的 調 節 を 示 す 。 対 照 は 図 ９
Ａ お よ び ９ Ｂ と 同 じ で あ る 。
【 図 １ １ 】 皮 下 Ｐ Ａ Ｎ Ｃ － １ 異 種 移 植 片 腫 瘍 を 担 持 す る ヌ ー ド マ ウ ス へ の 、 Ｔ ｆ Ｒ ｓ ｃ Ｆ
ｖ － Ｌ ｉ ｐ Ａ － ア ン チ セ ン ス Ｈ Ｅ Ｒ － ２ 複 合 体 単 独 ま た は ジ ェ ム ザ ー ル （ 登 録 商 標 ） と 組
み 合 わ せ た 静 脈 送 達 後 の 腫 瘍 細 胞 に お け る ア ン チ セ ン ス Ｈ Ｅ Ｒ － ２ 作 用 の 局 在 を 示 す 。 １
７ ｋ Ｄ ａ サ ブ ユ ニ ッ ト の 存 在 を 示 す 矢 印 は 、 肝 細 胞 ま た は 肺 細 胞 サ ン プ ル の い ず れ に も 存
在 し な い 腫 瘍 に お け る 中 央 の バ ン ド を 指 し て い る 。
【 図 １ ２ 】 Ｐ Ａ Ｎ Ｃ － １ 異 種 移 植 片 腫 瘍 に お け る Ｔ ｆ Ｒ ｓ ｃ Ｆ ｖ － リ ポ ソ ー ム Ａ － ア ン チ
セ ン ス Ｈ Ｅ Ｒ － ２ と ジ ェ ム ザ ー ル （ 登 録 商 標 ） の 組 合 せ 処 置 の in vivo作 用 を 、 非 処 置 腫
瘍 、 ま た は ジ ェ ム ザ ー ル （ 登 録 商 標 ） 単 独 、 複 合 体 単 独 も し く は ジ ェ ム ザ ー ル （ 登 録 商 標
） と Ｔ ｆ Ｒ ｓ ｃ Ｆ ｖ － リ ポ ソ ー ム 　 Ａ － ス ク ラ ン ブ ル Ｈ Ｅ Ｒ － ２ ａ 複 合 体 の 組 合 せ で 処 置
し た 腫 瘍 と 比 較 し て 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ３ 】 Ｒ Ｂ ９ ４ 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 で 全 身 処 置 し た 後 の マ ウ ス 血 漿 に お け る カ ス パ ー ゼ ３
の １ ７ ｋ Ｄ ａ サ ブ ユ ニ ッ ト の 存 在 を 示 す 。
【 図 １ ４ 】 化 学 療 法 後 の ヒ ト 乳 癌 患 者 の 血 清 に お け る カ ス パ ー ゼ ３ の １ ７ ｋ Ｄ ａ サ ブ ユ ニ
ッ ト の 存 在 を 示 す 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】 【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】 【 図 １ ２ 】
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【 図 １ ３ 】 【 図 １ ４ 】
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