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(57)【要約】
ここに記載するものは、ＰＴＨｒＰ蛋白質の２つの変異
体をコードする、ＰＴＨｒＰ蛋白質をコードする遺伝子
の、対立遺伝子蛋白質の、配列番号２に相当する多型ド
メインを含み、かつ第一多型位置を含む第一ポリヌクレ
オチドの、第二多型ドメインを含み、かつ配列番号７に
相当する第二ポリヌクレオチドの２つの多型イソ型の同
定であり、動物及びヒト及び遺伝的に修飾された細胞及
びヒト以外の動物における腫瘍の危険性を決定するため
の、これら遺伝子、対立遺伝子、又はポリヌクレオチド
の使用も記載する。
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【特許請求の範囲】

【請求項１】  配列番号２に相当する多型ドメインＴＳＸＰＳＬＥを含むＰＴＨ

ｒＰ蛋白質変異体又はＰＴＨｒＰ変異体のフラグメントをコードするポリヌクレ

オチド。

【請求項２】  配列番号３の４９６位に相当する多型ヌクレオチドを含む請求項

１に記載のポリヌクレオチド。

【請求項３】  前記多型ドメインが、オステオスタチンをコードする領域内に含

まれる、請求項１－２に記載のポリヌクレオチド。

【請求項４】  前記多型ヌクレオチドが、Ｃ（シトシン）であり、配列番号２に

相当する多型ドメインを含むＰＴＨｒＰ蛋白質又はそのフラグメントをコードす

る、請求項１－３に記載のポリヌクレオチド。

【請求項５】  多型ヌクレオチドが、ＣＣＴ、ＣＣＣ、ＣＣＡ、及びＣＣＧから

なる群から選択されるコドン中に含まれ、かつ配列番号２の多型プロリンをコー

ドする、請求項４に記載のポリヌクレオチド。

【請求項６】  配列番号３に相当するヌクレオチド配列を含むポリヌクレオチド

。

【請求項７】  配列番号５の成熟蛋白質又は配列番号２のドメインを含むそのフ

ラグメントをコードする請求項１－６に記載のポリヌクレオチド。

【請求項８】  配列番号７に相当する多型ドメインＡＳＳＧＬＬＤＹＰを含むＰ

ＴＨｒＰ蛋白質変異体又はＰＴＨｒＰ変異体のフラグメントをコードするポリヌ

クレオチド。

【請求項９】  配列番号８の４５４位、４７１位、及び４７２位に相当する多型

ヌクレオチドを含む請求項８に記載のポリヌクレオチド。

【請求項１０】  前記多型ドメインが、オステオスタチンをコードする領域内に

含まれる、請求項８－９に記載のポリヌクレオチド。

【請求項１１】  前記ポリヌクレオチドが、多型ヌクレオチドを含み、かつ配列

番号７に相当するドメインを含む蛋白質ＰＴＨｒＰ又はそのフラグメントをコー

ドする、請求項９－１０に記載のポリヌクレオチド。

【請求項１２】  配列番号８に相当するヌクレオチド配列を含むポリヌクレオチ
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ド。

【請求項１３】  配列番号１０の成熟蛋白質又はその一部をコードする、配列番

号７のドメインを含む請求項８－１２に記載のポリヌクレオチド。

【請求項１４】  ＰＴＨｒＰ蛋白質又はそのフラグメントをコードする、配列番

号２の多型ドメインＴＳＸＰＳＬＥ及び配列番号７の多型ドメインＡＳＳＧＬＬ

ＤＹＰを含むポリヌクレオチド。

【請求項１５】  配列番号２のドメインを含む蛋白質ＰＴＨｒＰ又はそのフラグ

メントをコードするＰｔｈｌｈ遺伝子の対立遺伝子変異体。

【請求項１６】  配列番号４又は配列番号５に相当する蛋白質をコードする請求

項１５に記載の対立遺伝子変異体。

【請求項１７】  オステオスタチンをコードする、請求項１５に記載された対立

遺伝子変異体。

【請求項１８】  配列番号３の４９６位に相当する多型塩基を含む対立遺伝子変

異体。

【請求項１９】  配列番号３に相当する対立遺伝子変異体。

【請求項２０】  配列番号７に相当するドメインを含むＰＴＨｒＰ蛋白質又はそ

のフラグメントをコードするＰｔｈｌｈ遺伝子の対立遺伝子変異体。

【請求項２１】  配列番号９又は配列番号１０の蛋白質をコードする請求項２０

に記載の対立遺伝子変異体。

【請求項２２】  オステオスタチンをコードする請求項２０に記載の対立遺伝子

変異体。

【請求項２３】  配列番号８の４５４位、４７１位、４７２位に相当する多型塩

基を含む対立遺伝子変異体。

【請求項２４】  配列番号８の配列を含む対立遺伝子変異体。

【請求項２５】  請求項１８に記載の対立遺伝子変異体及び請求項２３に記載の

対立遺伝子変異体を含む対立遺伝子変異体。

【請求項２６】  動物又はヒトから単離されることを特徴とする請求項１－１４

に記載のポリヌクレオチド又は請求項１５－２５に記載の対立遺伝子変異体。

【請求項２７】  前記動物が哺乳動物である、請求項２６に記載されたようなポ
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リヌクレオチド又は変異体。

【請求項２８】  前記哺乳動物がマウスである、請求項２６に記載されたような

ポリヌクレオチド又は変異体。

【請求項２９】  配列番号２の多型ドメインを含むＰＴＨｒｐ蛋白質又はそのフ

ラグメント。

【請求項３０】  多型アミノ酸が、何らかの疎水性アミノ酸である、請求項２９

に記載の蛋白質又はフラグメント。

【請求項３１】  前記多型アミノ酸がプロリンである、請求項２９－３０に記載

の蛋白質又はフラグメント。

【請求項３２】  前記フラグメントがオステオスタチンである、請求項２９－３

１に記載の蛋白質又はフラグメント。

【請求項３３】  配列番号２、配列番号４、配列番号５、配列番号７、配列番号

９、配列番号１０からなる群から選択される少なくとも１つの配列を含む蛋白質

又はフラグメント。

【請求項３４】  前記フラグメントがオステオスタチンである、請求項３３に記

載の蛋白質。

【請求項３５】  配列番号２の多型ドメイン及び配列番号７の多型ドメインを含

むＰＴＨｒＰ蛋白質又はそのフラグメント。

【請求項３６】  請求項１－１４に記載のポリヌクレオチドへ、又は請求項１５

－２５に記載の対立遺伝子変異体若しくはその相補性鎖とハイブリダイズするオ

リゴヌクレオチド。

【請求項３７】  配列番号２のドメイン及び／または配列番号７のドメインを含

むペプチドをコードする多型Ｐｔｈｌｈ遺伝子の存在を決定するためのプローブ

としての、請求項３６に記載されたようなオリゴヌクレオチドの使用。

【請求項３８】  動物又はヒト検体における、配列番号２のドメイン及び／若し

くは配列番号７のドメインを含むＰＴＨｒＰ蛋白質又はそのフラグメントをコー

ドするＰｔｈｌｈ遺伝子の多型の同定方法であって、

－検体から生物学的試料を得て、

－試料を分析して前記多型Ｐｔｈｌｈ対立遺伝子変異体を同定する段階を含む方
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法。

【請求項３９】  ポリヌクレオチド若しくは核酸配列、又は配列番号２に相当す

る多型ドメイン及び／若しくは配列番号７に相当するドメインを含むＰＴＨｒＰ

蛋白質若しくはそのフラグメントの同定及び／又は決定するためのキットであっ

て、

（ａ）少なくとも１つの前記多型ドメインを含むＰＴＨｒＰ蛋白質又はそのフラ

グメントをコードするポリヌクレオチドの領域の増幅のためのプライマーを含む

第一容器；及び

（ｂ）少なくとも１つの前記多型を決定するためのオリゴヌクレオチドプライマ

ーを含む第二容器を含むキット。

【請求項４０】  腫瘍及び／若しくは悪性カルシウム過剰血の進行の素質、並び

に／又はそれらの予後の評価のインビトロ診断のための方法であって、動物又は

ヒト検体における、前記腫瘍又はカルシウム過剰血と関連する、請求項１５－２

５に規定されたＰｔｈｌｈ対立遺伝子変異体の有無の同定を含む方法。

【請求項４１】  腫瘍及び／若しくは悪性カルシウム過剰血の進行の素質、並び

に／又はそれらの予後の評価のインビトロ診断のための方法であって、動物又は

ヒト検体における、前記腫瘍又はカルシウム過剰血と関連する、請求項２９－３

５に規定されたＰＴＨｒＰ蛋白質又はそのフラグメントの有無の同定を含む方法

。

【請求項４２】  前記腫瘍が、皮膚癌又は肺癌である、請求項４０－４１に記載

の方法。

【請求項４３】  請求項１－１４に記載のポリヌクレオチド又は請求項１５－２

５に記載されたような変異体との、動物又はヒト細胞のトランスフェクション、

及び前記細胞の培養中の成長のための方法。

【請求項４４】  請求項１－１４に記載のポリヌクレオチド又は請求項１５－２

５に記載の変異体との、ヒト以外の動物の胚幹細胞のトランスフェクション、及

び前記細胞の移植のための方法。

【請求項４５】  前記細胞が、組織特異的プロモーターの導入によってトランス

フェクトされる、請求項４３－４４に記載されたような方法。
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【請求項４６】  請求項１－１４に記載されたポリヌクレオチド又は請求項１５

－２５に記載された変異体によって遺伝的に形質転換された動物又はヒト細胞。

【請求項４７】  請求項１－１４に記載のポリヌクレオチド又は請求項１５－２

５に記載された対立遺伝子変異体とトランスフェクトされた、ヒト以外の動物の

胚幹細胞。

【請求項４８】  組織特異的プロモーターによって更に修飾されることを特徴と

する請求項４６－４７に記載された細胞培養物又は細胞。

【請求項４９】  請求項１－１４に記載されたポリヌクレオチド又は請求項１５

－２５に記載された遺伝子の対立遺伝子変異体の挿入によって修飾されたヒト以

外の形質転換動物の調製方法。

【請求項５０】  前記ヒト以外の形質転換動物が、組織特異的プロモーターによ

って修飾され、かつ配列番号２及び／または配列番号７のドメインを含むペプチ

ドをコードするＰｔｈｌｈ遺伝子を特異的組織中で発現する、請求項４９に記載

の方法。

【請求項５１】  前記動物の幹細胞をトランスフェクトする段階を含み、かつ前

記遺伝子、対立遺伝子又はポリヌクレオチドが、成長した動物中で活性化される

、請求項５０に記載のヒト以外の動物の調製方法。

【請求項５２】  請求項５０－５１に記載された方法によって得られるヒト以外

の形質転換動物。

【請求項５３】  ノックインアニマルであることを特徴とする請求項５１の方法

によって得られる動物。

【請求項５４】  Ｐｔｈｌｈ遺伝子又は配列番号２及び／若しくは配列番号７の

多型ドメインを含むペプチドをコードするＤＮＡ配列を遮断し、かつ不活性化す

るためのアンチセンスオリゴヌクレオチド。

【請求項５５】  治療に役立つものとして使用するための請求項３６及び５４に

記載されたオリゴヌクレオチド。

【請求項５６】  抗腫瘍薬剤の調製のための請求項５５に記載されたオリゴヌク

レオチドの使用。

【請求項５７】  悪性カルシウム過剰血の治療のための薬剤の調製のための請求
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項５５に記載されたオリゴヌクレオチドの使用。

【請求項５８】  ＰＴＨｒＰ蛋白質又はそのフラグメントを遮断し、かつ不活性

化するための、配列番号２及び／または配列番号７の多型ドメインを含む抗体又

はペプチドフラグメント。

【請求項５９】  前記多型フラグメントがオステオスタチンである、請求項５８

に記載の抗体又はペプチドフラグメント。

【請求項６０】  治療に役立つものとして使用するための請求項５８に記載の抗

体又はペプチドフラグメント。

【請求項６１】  抗腫瘍薬剤の調製のための請求項６０に記載の抗体又はペプチ

ドフラグメントの使用。

【請求項６２】  悪性カルシウム過剰血の治療のための薬剤の調製のための請求

項６０に記載の抗体又はペプチドフラグメントの使用。

【請求項６３】  請求項５４－５５に記載のアンチセンスオリゴヌクレオチド及

び／または請求項５８－６０に記載の抗体若しくはペプチド、及び少なくとも１

つの許容され得る薬学的添加剤を含む薬学的組成物。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

発明の分野

  本発明は、ＰＴＨｒＰ蛋白質（副甲状腺ホルモン関連蛋白質）をコードする遺

伝子の対立遺伝子型の同定、コードされた蛋白質、及び腫瘍の分野におけるそれ

らの治療的適用に関する。

      【０００２】

従来技術

  腫瘍の進行は、未だに完全に知られていない分子及び細胞イベントを含む、複

雑な多面的(multi-phase)プロセスである。遺伝的及び環境的因子は、実験的動

物モデルにおいて明らかに観察されるように、腫瘍発生の調節に関連する。

  遺伝的要素に関する例が示されていて、そこでは、独立した遺伝子の特異的対

立遺伝子によってコードされる生成物間の相互作用が腫瘍の進行を制御するよう

である。

  従って、動物又はヒトにおける病状(pathologies)と相関する新たな多型対立

遺伝子型の研究が関心を引いている。

  腫瘍の予防及び治療の新たな方法を確認するために、これらの遺伝子の同定及

びそれらの作用機構の理解は、特に重要である。

      【０００３】

  本発明は、副甲状腺ホルモン（ＰＴＨｒＰ）と相関するペプチドをコードする

Ｐｔｈｌｈ遺伝子の２つの多型対立遺伝子型に関する。

  Ｐｔｈｌｈ遺伝子（副甲状腺ホルモン様ホルモン）は、副甲状腺ホルモン群に

属するＰＴＨｒＰペプチドをコードする。

  ＰＴＨｒＰ蛋白質（副甲状腺ホルモン関連蛋白質）は、カルシウム過剰血(hyp

ercalcemia)を招き、軟骨の成長及び骨の形成に関連し、組織及び細胞型の大部

分で発現される。それに対して、副甲状腺ホルモンは、副甲状腺でしか見られな

い。

  ＰＴＨｒＰ蛋白質は、組織内の局部的メッセンジャーであるのに対し、副甲状

腺ホルモンは、全身的(systemic)機能を有する。



(9) 特表２００３－５３２４０７

      【０００４】

  更に、ＰＴＨｒＰ蛋白質は、細胞成長若しくは分化(differentiation)の刺激

又は抑制に関連し、特異的なタイプの細胞の成長を阻害又は刺激する(ストレウ

ラー(Strewler) G.J., 疾病のメカニズム(Mechanism of disease), New England

 Journal Med., 342:177-185, 2000)。

  少なくとも３つのフラグメントにおけるＰＴＨｒＰの幅広い分布及びその処理

は、この蛋白質が、いくつかの生物学的機能に関連すること(involvement)を示

唆する。３つのフラグメントは、それぞれ、“ＰＴＨ－類似”アミノ末端領域、

“中心領域”、及びカルボキシ末端領域又は“オステオスタチン(osteostatin)

”と表される。オステオスタチンは、ペプチドフラグメント１０７－１３９に相

当する(ストレウラー(Strewler),2000)。

      【０００５】

  異なる動物及びヒトのＰｔｈｌｈ遺伝子及びＰＴＨｒＰ蛋白質が、従来技術に

おいて知られている。例えば、しばしば野生型配列（ｗ．ｔ．）と呼ばれる、マ

ウスのＰｔｈｌｈ遺伝子及びＰＴＨｒＰ蛋白質が、マンギン(Mangin) M. ら, Ge

ne 95, (2), 195-202, 1995に示されている（ジーンバンク(Gene Bank)のアクセ

ス番号はNM_008970）（前者のアクセス番号はM60057.1）；ラットのものはヤス

ダ(Yasuda) T.ら, Mol. Endocrinol. 3, 518-525, 1989)に（ゲンバンク(Genban

k)のアクセス番号 NM_012636）；イヌのものはロソル(Rosol) T. J. ら, Gene 1

60 (2), 241-243, 1995に（アクセス番号U15593）、ヒトのものはセーダ(Thiede

) M.A.ら, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85 (13), 4605-4609, 1988（アクセス

番号 ゲンバンク（GenBank） NM_002820）に示されている。

      【０００６】

発明の要約

  本発明の発明者(authors)は、驚くべきことに、動物又はヒトにおいて、腫瘍

、特に皮膚癌及び肺癌の進行に関連する、Ｐｔｈｌｈ遺伝子の野生型があること

を見出した。

  そこで、本発明の第一の態様は、Ｐｔｈｌｈ遺伝子の多型をもたらす(respons

ible)ヌクレオチド塩基を含み、かつ腫瘍の進行に関連する多型ＰＴＨｒＰ蛋白
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質をコードするポリヌクレオチドに関する。

  より詳しくは、前記ポリヌクレオチドは、Ｐｔｈｌｈ遺伝子（配列番号１）の

多型ドメインと隣接する部位を含み、かつ第一多型ドメインＴＳＸＰＳＬＥ（配

列番号２）を含む多型ＰＴＨｒＰ蛋白質又はそのフラグメントをコードする。こ

こで、Ｘは、何らかのアミノ酸であり、挿入(insertion)又は削除(deletion)で

あることができ、Ｔ（Ｔｈｒ）は、Ｉ（ｌｌｅ）であることもでき、かつ多型ア

ミノ酸は、Ｐ（Ｐｒｏ）であり、又は別の疎水性アミノ酸であることもできる。

      【０００７】

  本発明によるポリヌクレオチドは、配列番号３の４９６位に相当する多型ヌク

レオチドを含む。それにもかかわらず、この位置(numeric position)は、様々な

動物の種及びヒトの種における配列によって明らかに変化するであろうし、本発

明の範囲内に含まれる。

  より詳しくは、本発明による第一の多型(単一のヌクレオチド多型又はＳＮＰ)

は、塩基Ｃに相当し、Ｐｔｈｌｈ遺伝子の多型Ｃは、スレオニン（Ｔｈｒ）に代

えて、プレ蛋白(pre-protein)（未成熟蛋白質）（配列番号４）の１６６位のア

ミノ酸プロリン（Ｐｒｏ）有するイソ型(isoform)ＰＴＨｒＰ蛋白質をコードす

るので、本発明による多型型の遺伝子及び蛋白質の両者は、それぞれ、Ｐｔｈｌ

ｈPro及びＰＴＨｒＰProと一般に表されるであろう。それにもかかわらず、多型

ヌクレオチドの位置は、異なる動物種及び人種(human races)の配列によって変

化するであろうし、本出願の範囲内に含まれる。

      【０００８】

  本発明はまた、配列番号２の多型ドメインを含むＰＴＨｒＰPro蛋白質又はそ

のフラグメント、特に、オステオスタチンという語で示されるフラグメントをコ

ードするポリヌクレオチドに関する。

      【０００９】

  別の態様によれば、本発明は、第二多型アミノ酸ドメイン（配列番号７）を含

むポリヌクレオチドにも関する。ここで、Ｐｔｈｌｈ遺伝子の多型塩基は、配列

番号６の４位、２１位、及び２２位に相当する。より正確には、以下の塩基：配

列番号６のＴ（４位）、Ｔ（２１位）、Ｔ（２２位）は、本発明の多型に相当す



(11) 特表２００３－５３２４０７

る。

  より詳しくは、前記ポリヌクレオチドは、Ｐｔｈｌｈ遺伝子（配列番号６）の

第二多型ドメインに隣接するヌクレオチドを含み、かつ第二多型ドメインＡＳＳ

ＧＬＬＤＹＰ（配列番号７）を含む多型ＰＴＨｒＰ蛋白質又はそのフラグメント

をコードする。

      【００１０】

  本発明によるポリヌクレオチドは、配列番号８の４５４位、４７１位、４７２

位に相当する多型塩基を含む。それにもかかわらず、その位置は、様々な動物及

びヒトの種の配列によって明らかに変化するであろうし、本発明の範囲内に含ま

れる。

  より詳しくは、本発明に記載された第二多型は、ＰＴＨｒＰ蛋白質の３つのア

ミノ酸の置換を決定する（４５４位、４７１位、４７２位における）３つのヌク

レオチドの置換に相当し、それにより、アミノ酸セリン（Ｓｅｒ）を１５２位へ

運び、プレ蛋白（未成熟蛋白質）(配列番号９)の１５７位のアミノ酸であるアス

パラギン酸及び１５８位のアミノ酸Ｔｙｒを、それぞれアミノ酸Ａｌａ（１５２

）、Ｇｌｕ（１５７）、及びＡｓｐ（１５８）の代わりに運ぶので、本発明によ

る多型型中の遺伝子及び蛋白質の両者は、それぞれＰｔｈｌｈSerAspTyr及びＰ

ＴＨｒＰSerAspTyrと一般に表されるであろう。それにもかかわらず、その位置

は、様々な動物及びヒトの種における配列によって変化するであろうし、本発明

の範囲内に含まれる。

      【００１１】

  別の態様によれば、本発明は、この多型ＰＴＨｒＰSerAspTyr蛋白質又はその

フラグメント、特に第二多型ドメインを含むフラグメント、オステオスタチンン

に関する。

      【００１２】

  本発明はまた、ＰｔｈｌｈPro遺伝子及びＰｔｈｌｈSerAspTyr遺伝子を含むポ

リヌクレオチド、又はその遺伝子自体若しくはその相補性鎖とハイブリダイズす

るオリゴヌクレオチド、並びにＰｔｈｌｈPro及びＰｔｈｌｈSerAspTyr遺伝子若

しくは多型の存在を決定するためのプローブとしての前記オリゴヌクレオチドの
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使用に関する。

  従って、本発明は、検体(subject)、動物又はヒト中のＰＴＨｒＰPro及びＰＴ

ＨｒＰSerAspTyr蛋白質をそれぞれコードするＰｔｈｌｈPro及びＰｔｈｌｈSerA

spTyr遺伝子の多型の同定方法であって、検体から生物学的試料を得て、これら

のプローブを使用してＰｔｈｌｈPro及びＰｔｈｌｈSerAspTyr遺伝子又は多型を

同定する段階を含む方法にも関する。

      【００１３】

  本発明はまた、ポリヌクレオチド又は核酸配列又はＰＴＨｒＰPro蛋白質をコ

ードする遺伝子又は多型ドメインを含むそのフラグメントにおける多型を決定す

るためのキットであって、

（ａ）ＰＴＨｒＰPro蛋白質及び／若しくはＰＴＨｒＰSerAspTyr蛋白質又はそれ

らのそのフラグメントをコードするポリヌクレオチドの領域のＰＣＲ増幅のため

のプライマーを含む第一容器；及び

（ｂ）前記多型を決定するためのＰＣＲプライマーを含む第二容器

を含むキットに関する。

      【００１４】

  本発明はまた、腫瘍、特に、皮膚癌又は肺の腫瘍のインビトロ診断又は素質(p

redisposition)のための方法であって、動物又はヒト検体中のこの腫瘍の関連す

るＰｔｈｌｈPro及びＰｔｈｌｈSerAspTyr対立遺伝子の有無(presence or absen

ce)を決定する段階を含む方法に関する。

      【００１５】

  別の態様によれば、本発明は、腫瘍の進行を招くＰｔｈｌｈPro及びＰｔｈｌ

ｈSerAspTyr遺伝子の発現を、特に、多型蛋白質又は前記多型を含むそのフラグ

メントを遮断し得るアンチセンスオリゴヌクレオチド又は抗体及び／又はペプチ

ドによって阻害する方法にも関する。ここで、前記フラグメントは、カルボキシ

末端フラグメント又はオステオスタチンであることが好ましい。

  従って、本発明はまた、前記アンチセンスオリゴヌクレオチド及び／又は抗体

及び／又はペプチド、並びに、好ましくは少なくとも１つの薬理学的に許容され

得る添加剤の存在下の、前記オリゴヌクレオチド及び／又は抗体及び／又はペプ
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チドを含む薬学的組成物に関する。

      【００１６】

  別の態様によれば、本発明は、ＰｔｈｌｈPro遺伝子及び／若しくはＰｔｈｌ

ｈSerAspTyr遺伝子又は多型の一方又は他方又は両方を運ぶＤＮＡフラグメント

による、動物又はヒトの細胞若しくは細胞系の修飾又はトランスフェクション(t

ransfection)のための方法、並びにこれらのトランスフェクトされた細胞系の培

養中の成長に関する。

  本発明による遺伝子によってトランスフェクトされた細胞は、ヒト以外の(non

-human)哺乳動物の胚幹(embryonic stem)細胞であることもでき、次いで、前記

修飾された細胞の成長した動物の子宮への移植により、ヒト以外の形質転換哺乳

動物(transgenic non-human mammals)が得られる。

      【００１７】

  別の態様によれば、本発明は、ＰｔｈｌｈPro及び／若しくはＰｔｈｌｈSerAs

pTyr遺伝子の、又は前記多型ドメインを含むポリヌクレオチドの導入によって修

飾された、ヒト以外の形質転換動物又はノックイン(knock-in)アニマルを調製す

るための方法に関する。

  好ましくは、遺伝子又はＤＮＡ配列は、組織特異的プロモーターとともに導入

されるか又は結合することができ、それにより、特異的組織中で、Ｐｔｈｌｈ遺

伝子の多型変異体の一方又は両方の発現が引き起こされるか、又は特異的条件下

でその活性化が引き起こされる。

  従って、本発明は、この態様によって得られるヒト以外の形質転換動物に関す

る。

      【００１８】

図面の説明

図１

  実施例２に記載のようなオリゴヌクレオチドとの対立遺伝子特異的ハイブリダ

イゼーション（ＡＳＯ）による、マウスのＰｔｈｌｈ遺伝子におけるＡ→Ｃ多型

の同定。様々なマウスの種(strains)のゲノムＤＮＡの試料は、ＰＣＲ増幅され

、ナイロン膜へ移され、Ａ多型のためのオリゴヌクレオチドによって表される放
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射性ラベルされたプローブ（Ｔｈｒ、Ｗ．ｔ．、左側のパネル）又はＣ多型のた

めの対応するプローブ（Ｐｒｏ、右側のパネル）とハイブリダイズされた。Ａ多

型（Ｔｈｒ）の存在のいくつかの例は、Ａ４、Ａ５（種Ａ／Ｊ）であり；Ｃ多型

（Ｐｒｏ）のものは、Ｃ７、Ｃ８である（種Ｃ５７ＢＬ／６）。

      【００１９】

図２

  トランスフェクトされていない(untransfected)ＮＣＩ－Ｈ５２０細胞（対照

）の形態と構造(morphology)を（Ａ）に示し、ＰｔｈｌｈThr（ｗ．ｔ．）対立

遺伝子によってトランスフェクトされた細胞のものを（Ｂ）に、ＰｔｈｌｈPro

対立遺伝子によってトランスフェクトされた細胞のものを（Ｃ）に示す。

  （Ａ）の細胞は、平坦に成長し、（Ｂ）の細胞は、（Ａ）と同様の形態と構造

を有し、ところどころ紡錘状(spindle-like forms)であり、コロニー間は橋架け

(bridge)パターンであるのに対し、（Ｃ）の細胞は、丸まる傾向があり(with te

ndency of tend pilling up)、クラスターに成長する。

      【００２０】

図３

  この図は、ヌードマウスに接種された、トランスフェクトされていないＮＣＩ

－Ｈ５２０細胞（対照（●））、ＰｔｈｌｈProによってトランスフェクトされ

たもの（□）、及びＰｔｈｌｈThr（○）によってトランスフェクトされたもの

のインビトロの腫瘍成長の進行を示す。

  データは、ヌードマウス中で成長する腫瘍の平均量±ＳＥ（標準誤差）として

示されている。グラフは、ＰｔｈｌｈProによってトランスフェクトされた細胞

（□）を接種した動物は、接種から８週間で、より大きな腫瘍を有し、この時点

でマウスは殺された(sacrificed)。

      【００２１】

図４

  この図は、ウエスタンブロッティング実験を示す。

  ＰｔｈｌｈPro（５、６、及び７列）及びＰｔｈｌｈThr（１及び２列）によっ

てトランスフェクトされたＮＣＩ－Ｈ５２０細胞系、並びにトランスフェクトさ
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れていないもの（３及び４列）は、ヒト蛋白質の３８－６４残基（ａａ）と反応

し、ネズミのＰＴＨｒＰ蛋白質も認識する、アンチ－ＰＴＨｒＰヒトモノクロー

ナル抗体（Ａｂ－１、癌遺伝子）１μｇとインキュベートされた。トランスフェ

クトされたＰｔｈｌｈ遺伝子が、外因性ＰＴＨｒＰ蛋白質を発現することができ

、かつトランスフェクトされた細胞の異なる表現型が、それらの中にトランスフ

ェクトされる、２つの異なるＰｔｈｌｈPro及びＰｔｈｌｈThr対立遺伝子の生成

物の影響によるものであることを立証し得ることが、そのアッセイにより示され

る。

      【００２２】

図５

  このダイアグラムは、腫瘍を有する(tumor bearing)ヌードマウスの生存率の

カプランマイヤー(Kaplan-Meier)評価を示す。ヌードマウスは、３×１０6個の

ＮＣＩ－Ｈ５２０細胞（ＰｔｈｌｈAlaGluAsp又はＰｔｈｌｈSerAspTyrがトラン

スフェクトされたものに相当するｗｔ）（１０マウス／群）を、左右の背面領域

に２回、皮下（ｓ．ｃ．）注射された。（ＰｔｈｌｈAlaGluAsp＝ＡＪ３２系；

ＰｔｈｌｈSerAspTyr＝Ｍ．スプレタス(spretus) ＳＰＲＥＴ／ＥｉからのＳｐ

６系。）ログランク(Log-rank) Ｐ＝０．０１１３は、第二多型変異体によって

形質転換された細胞、ＰｔｈｌｈSerAspTyrによってトランスフェクトされたＮ

ＣＩ－Ｈ５２０細胞を有するヌードマウスが、より短い生存時間を示すことを示

す。ログランクは、ログランク試験を用いることによって算出された（ペト(Pet

o)ら, 1976, Br. J. Cancer, 35, 1-39）。

      【００２３】

定義

  この出願の目的のために、以下の用語は、以下のように解釈されるであろう：

－対立遺伝子変異体－これは、既知の遺伝子と少なくとも１つのヌクレオチド塩

基の変化によって区別される、その対立遺伝子型である；

      【００２４】

－Ｐｔｈｌｈ遺伝子の多型をもたらす塩基を含み、かつ多型ＰＴＨｒＰPro蛋白

質又はそのフラグメントをコードするポリヌクレオチド－これは、蛋白質ＰＴＨ
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ｒＰProの多型又はそのフラグメントをもたらす多型塩基を含む、何らかのポリ

ヌクレオチド又はヌクレオチド塩基である；

      【００２５】

－Ｐｔｈｌｈ遺伝子の多型をもたらす塩基を含み、かつ多型ＰＴＨｒＰSerAspTy

r蛋白質又はそのフラグメントをコードするポリヌクレオチド－これは、ＰＴＨ

ｒＰSerAspTyr蛋白質の多型又はそのフラグメントをもたらす多型塩基を含む、

何らかのポリヌクレオチド又はヌクレオチド塩基である；

      【００２６】

－遺伝子を含むポリヌクレオチドと、又は遺伝子自体若しくはその相補性鎖とハ

イブリダイズするオリゴヌクレオチド－これは、ハイブリダイゼーションによっ

て、多型(polymorphic character)の存在を確認するためのプローブとして使用

され得るヌクレオチド配列である；

      【００２７】

－同系(inbred)－全ての遺伝子が同型である動物の種；

－異系(outbred)－全ての遺伝子が同型ではない動物の種；

－ノックインアニマル－特異的な条件において活性化され得る遺伝子によって前

記動物の幹細胞をトランスフェクトすることにより得られる動物（例えば、シャ

ストリー(Shastry) B. S., Molecular & Cellular Biochemistry, 181 (1-2): 1

63-79, 1998)；

      【００２８】

－形質転換動物－遺伝子によって前記動物の幹細胞をトランスフェクトすること

により得られる動物（ハナハン(Hanahan) D., Annual Review of Genetics, 479

-519, 1988)；

      【００２９】

－ＰＴＨｒＰPro－本説明によれば、これは、第一多型アミノ酸を含む配列番号

２のドメインを含むＰＴＨｒＰ蛋白質又はそのフラグメントである；この多型ア

ミノ酸は、何らかの他の疎水性アミノ酸であることもできるが、プロリンによっ

て不活性化される；

      【００３０】
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－ＰｔｈｌｈPro－これは、多型塩基を含み、かつ多型アミノ酸を含む配列番号

２のドメインを含むＰＴＨｒＰPro蛋白質又はそのフラグメントをコードする遺

伝子（又はそのフラグメント）である；

      【００３１】

－ＰＴＨｒＰSerAspTyr－本説明によれば、これは、第二多型ドメイン（多型ア

ミノ酸）を含む配列番号７のドメインを含むＰＴＨｒＰ蛋白質又はそのフラグメ

ントである；これらの多型アミノ酸は、セリン、アスパラギン酸及びチロシンで

ある；

      【００３２】

－ＰｔｈｌｈSerAspTyr－これは、第二多型ドメイン（多型塩基）を含み、かつ

配列番号６のヌクレオチド配列を含み、若しくは配列番号７の多型アミノ酸を含

む場合がある、ＰＴＨｒＰSerAspTyr蛋白質又はそのフラグメントをコードする

遺伝子（又はそのフラグメント）である；

      【００３３】

－ＳＮＰ（単一のヌクレオチド多型）－遺伝子の対立遺伝子型をもたらす単一の

塩基。

      【００３４】

発明の詳細な説明

  本発明の発明者は、ＰＴＨｒＰ蛋白質のカルボキシ末端領域に位置する多型を

もたらすＰｔｈｌｈ遺伝子の様々な対立遺伝子型を見出し、かつ、これらの対立

遺伝子型が、動物及びヒトにおいて、腫瘍、特に、皮膚癌及び肺の腫瘍の進行に

関連することも見出した。

      【００３５】

  従って、第一の態様において、本発明は、第一多型ドメイン又はそのフラグメ

ントをコードするポリヌクレオチド、遺伝子、又はＤＮＡ配列に関する。より詳

しくは、多型Ｐｔｈｌｈ遺伝子は、本発明によれば、第一多型ドメイン：ＴＳＸ

ＰＳＬＥ（配列番号２）を含むＰＴＨｒＰ蛋白質又はそのフラグメントをコード

する。ここで、Ｘは、何らかのアミノ酸であるか、又は挿入若しくは削除であり

、Ｔ（スレオニン）は、Ｉ（イソロイシン）であることもでき、Ｐは、多型アミ
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ノ酸であり、かつプロリンであり、又は別の疎水性アミノ酸であることもできる

。

      【００３６】

  特に、本発明によるポリヌクレオチド（配列番号１）は、ＣＣＴ、ＣＣＣ、Ｃ

ＣＡ、ＣＣＧからなる群から選択される多型プロリン、好ましくはＣＣＣをコー

ドする何らかのコドンを含む。遺伝的コードの変性(degeneration)及び特定のコ

ドンの優先的な使用により、異なる生物中の別のものに関して、配列番号１とし

て同定されるヌクレオチド配列は、同じ多型ドメインをコードするにもかかわら

ず、その中でそれが単離される生物により、又はその中でそれが発現されなけれ

ばならない生物により異なることもあり、それ故、本発明に含まれる。従って、

本発明は、配列番号２によって定義される蛋白質の(proteic)ドメインをコード

する全ての考えられ得るオリゴヌクレオチドを含む。

      【００３７】

  よって、本発明によるポリヌクレオチドは、配列番号３における４９６位に相

当する多型塩基Ｃを含む。それにもかかわらず、この位置は、様々な動物及びヒ

トの種の配列によって変化し得るので、本発明は、その位置によらないが(indep

endently of its numeric position)、それにもかかわらず、マウスの配列にお

ける４９６位に相当する多型塩基に関する。

      【００３８】

  特に、マウスＣ３Ｈ／ＨｅのＰｔｈｌｈ遺伝子は、既知の型に存在するＡ（ア

デニン）に代えて、コード領域（配列番号３）の４９６位に多型塩基Ｃを含む対

立遺伝子型に存在し、本説明では、しばしば、ｗ．ｔ．型と呼ばれる（マンギン

(Mangin)ら 1995, ゲンバンク(GenBank)アクセス番号 NM_008970）。特に、見出

された対立遺伝子型では、ＴｈｒをコードするコドンＡＣＣは、いわゆるｗ．ｔ

．型で、ＰｒｏをコードするＣＣＣに変化するので、多型蛋白質は、前駆体蛋白

質（配列番号４）のアミノ酸１６６に相当する位置で、又は成熟蛋白質（配列番

号５）の１３０位において、Ｔｈｒ→Ｐｒｏと示される非保存的な(non-conserv

ative)多型を有する。

  Ｔｈｒは極性アミノ酸であるのに対してＰｒｏは疎水性なので、多型は、Ｐｔ
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ｈｌｈPro遺伝子のカルボキシ末端領域において、非保存的なアミノ酸の変化を

引き起こす。従って、本発明は、プロリンには限定されないが、全ての疎水性の

アミノ酸の態様を包含する。

      【００３９】

  別の態様によれば、本発明は、第二多型ドメイン又はそのフラグメントをコー

ドするポリヌクレオチド、遺伝子、又はＤＮＡ配列に関する。より詳しくは、多

型Ｐｔｈｌｈ遺伝子は、この態様によれば、ＰＴＨｒＰ蛋白質又は第二多型ドメ

イン：ＡＳＳＧＬＬＤＹＰ（配列番号７）を含むそのフラグメントをコードする

。特に、本発明によるポリヌクレオチド（配列番号６）は、多型アミノ酸、よっ

て、特に、アミノ酸セリン（Ｓｅｒ）（配列番号７の２位）、アスパラギン酸ア

ミノ酸（Ａｓｐ）（配列番号７の７位）、及びチロシンアミノ酸（Ｔｙｒ）（配

列番号７の８位）をコードする何らかのコドンを含むであろう。本発明の範囲に

は、多型アミノ酸に関して保存的なアミノ酸の置換（及び対応するヌクレオチド

の置換）も含まれる。第二多型ドメイン（配列番号７）の多型アミノ酸に関して

保存的な置換の例は、８位の多型チロシンの別の芳香族アミノ酸、例えば、フェ

ニルアラニン（Ｐｈｅ）又はトリプトファン（Ｔｒｐ）による置換である。ヌク

レオチドレベルでは、本発明は、遺伝的コードの変性及び異なる生物又は種にお

けるいくつかのコドンの優先的な使用によって引き起こされるそれら置換の全て

を含む。実際は、配列番号６として同定されるヌクレオチド配列は、たとえ同じ

多型ドメインＡＳＳＧＬＬＤＹＰをコードしても、それがそこから単離される生

物又は動物の種によって異なることもあり、それ故、本発明に含まれる。従って

、本発明は、配列番号７として定義される蛋白質のドメインをコードする全ての

考えられ得るオリゴヌクレオチドを含む。

      【００４０】

  特に、本発明により同定される第二多型に相当するポリヌクレオチドは、配列

番号８の４５４位、４７１位、及び４７２位に相当する多型塩基Ｔを含む。それ

にもかかわらず、これらの位置は、動物及びヒトの種によって変化し得るので、

本発明は、その位置によらず、多型塩基に関する。特に、マウスＳＰＲＥＴ／Ｅ

ｉ（Ｍ．スプレタス(spretus)）のＰｔｈｌｈ遺伝子は、既知の型（マンギニ(Ma
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ngini)ら 1995）に存在する、対応する位置のＧ（グアニン）の代わりに、前駆

体蛋白質（配列番号８）をコードするＤＮＡの４５４位、４７１位、及び４７２

位に多型塩基Ｔを含む対立遺伝子型に存在する。特に、見出された対立遺伝子型

では、前駆体蛋白質（配列番号９）の１５２位又は成熟蛋白質（配列番号１０）

の１１６位に相当するセリンをコードするコドンＴＣＧは、既知の対立遺伝子型

においてアラニンをコードするコドンＧＣＧを置換する；前駆体蛋白質（配列番

号９）の１５７位又は成熟蛋白質（配列番号１０）の１２１位のアスパラギン酸

をコードするコドンＧＡＴは、既知の対立遺伝子型において同じ位置でグルタミ

ン酸をコードするコドンＧＡＧを置換する；そして成熟前(pre-mature)蛋白質（

配列番号９）の１５８位又は成熟蛋白質（配列番号１０）の１２２位のチロシン

をコードするコドンＴＡＣは、既知の対立遺伝子型において同じ位置でコドンＧ

ＡＣを置換する。それ故、多型ＰＴＨｒＰSerAspTyr蛋白質は、以下の、Ａｌａ

→Ｓｅｒ（１５２位又は１１６位）、Ｇｌｕ→Ａｓｐ（１５７位又は１２１位）

、及びＡｓｐ→Ｔｙｒ（１５８位又は１２２位）と示される多型を有する。それ

にもかかわらず、本発明は、示されたアミノ酸に限定されないが、多型のものと

同じ極性を有する全てのアミノ酸を含む。

      【００４１】

  特に、第一及び第二多型に相当するドメインは、マウス中の成熟蛋白質のフラ

グメント１０７－１３９に相当する、オステオスタチンとして示される蛋白質の

フラグメント中に、好ましくはお互いに独立に存在する。従って、ＰＴＨｒＰPr

o及び／またはＰＴＨｒＰSerAspTyr蛋白質の生成を引き起こす核酸のその他の修

飾の全ては、本発明の範囲内に含まれる。

  従って、本発明は、多型ＰＴＨｒＰPro蛋白質をコードし、及び／又は多型Ｐ

ＴＨｒＰSerAspTyr蛋白質若しくはこれら多型を生じるこれらの一部をコードす

る、何らかの遺伝子又は遺伝子の一部、エクソン、ポリヌクレオチド、前記遺伝

子、遺伝子の一部、又はエクソンを含むＤＮＡ配列に関する。

      【００４２】

  本発明はまた、配列番号２及び配列番号７の多型ドメインのいずれをも含む蛋

白質をコードするＤＮＡ配列に関する。
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  単純化のために、本発明に記載の遺伝子及び多型蛋白質は、それぞれ、先の定

義に記載した意味の、ＰｔｈｌｈPro、ＰｔｈｌｈSerAspTyr及びＰＴＨｒＰPro

、ＰＴＨｒＰSerAspTyrと示されるであろう。

  単純化のために、本発明の様々な態様の実施及び実験は、マウス動物モデルに

おいて行われた。それにもかかわらず、本発明は、マウスに限定されず、同じ多

型を有し、そして様々な理由により実験室での実験には適さない、哺乳動物、動

物、及びヒトを包含する。（皮膚有棘細胞癌(cutaneous spinocellular carcino

ma)に抵抗力を有する）異系Ｃｒ－Ｒマウス及び（皮膚有棘細胞癌にかかりやす

い）Ｃａｒ－Ｓの種が、サラン(Saran)ら, Carcinogenesis, Vol. 17, n. 11. 2

463-2468, 1996又はバングラジ(Bangrazi)ら, Carcinogenesis, Vol. 11, n. 10

, 1711-1719, 1990に記載のように使用され、かつ得られた。これらの文献に記

載されたように、これらのマウスは、９，１０－ジメチル－１，２－ベンズアン

トラセン（ＤＭＢＡ）及び１２－Ｏ－テトラデカノイホルボール(tetradecanoyp

horbol)－１３－アセテート（ＴＰＡ）による二相発癌プロトコルにより処理さ

れた、様々な同系種間の適当な交雑育種(cross-breeding)の結果である。

      【００４３】

  この研究は、チャールズ・リバー(Charles River), カルコ(Calco), イタリア

から得られたヌードマウス（胸腺なし）、並びにジャクソン・ラボラトリーズ(J

ackson Laboratories)から得られたか、又は実施例１及び２に示したようないく

つかの研究所から供給された同系マウスを用いて行われた。Ｐｔｈｌｈ遺伝子の

ＰｔｈｌｈPro多型が、その中に皮膚癌及び肺の腫瘍の進行に関連する場所が見

られた、マウスの染色体領域とともに、大きなＬＤ（連鎖不均衡(linkage diseq

uilibrium)を示すことがわかった。

      【００４４】

  マウスＰｔｈｌｈPro対立遺伝子による、ヒトの肺の扁平上皮癌腫系(pulmonar

y squamous carcinoma)のトランスフェクションにより、クラスター中で成長す

ることができ、かつ腫瘍細胞において見られるように重なっている(piling up)

、形態及び構造が変化した(with altered morphology)細胞が生成されるのに対

し、トランスフェクトされていない細胞及びＰｔｈｌｈThrにトランスフェクト
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された細胞は、平坦な（単層）成長を有していた。

  更に、ＰｔｈｌｈPro細胞が接種されたヌードマウス（胸腺なし、そのため不

完全な免疫系を有する）では、トランスフェクトされていない細胞又はＰｔｈｌ

ｈThr（ｗ．ｔ．型）がトランスフェクトされた細胞が接種されたものよりも迅

速に腫瘍が成長し、更に、対照のマウスより顕著に高いレベルのカルシウム循環

を示した。

  これらのデータは、ＰｔｈｌｈPro及びＰｔｈｌｈSerAspTyr対立遺伝子の両方

が、ネズミモデルにおける腫瘍成長及び悪性カルシウム過剰血に関連することを

示す。

      【００４５】

  ヒトの腫瘍細胞系におけるＰｔｈｌｈPro対立遺伝子及びＰｔｈｌｈSerAspTyr

対立遺伝子の発現は、ＰｔｈｌｈPro多型及びＰｔｈｌｈSerAspTyr多型も、ヒト

の細胞において活性であることを示す。従って、本発明は、マウスに限定されず

、ヒト及びヒト以外の哺乳動物のＰＴＨｒＰPro蛋白質をコードするか、又はＰ

ＴＨｒＰSerAspTyr蛋白質をコードする多型変異体を含む、全てのポリヌクレオ

チド、オリゴヌクレオチド、核酸配列を包含する。

      【００４６】

  結論として、本発明は、ＰＴＨｒＰ蛋白質又はそのフラグメントをコードし、

多型ドメインＴＳＸＰＳＬＥ（配列番号２）を含む全てのポリヌクレオチド、オ

リゴヌクレオチド、核酸配列、Ｐｔｈｌｈ遺伝子又は多型エクソンに関し、更に

、ＰＴＨｒＰ蛋白質又はそのフラグメントをコードし、多型ドメインＡＳＳＧＬ

ＬＤＹＰ（配列番号７）を含む全てのポリヌクレオチド、オリゴヌクレオチド、

核酸配列、Ｐｔｈｌｈ遺伝子又は多型エクソンにも関する。本発明は更に、ＰＴ

ＨｒＰ蛋白質又はそのフラグメントをコードし、多型ドメインＡＳＳＧＬＬＤＹ

Ｐ（配列番号７）とともに、多型ドメインＴＳＸＰＳＬＥ（配列番号２）を含む

全てのポリヌクレオチド、オリゴヌクレオチド、核酸配列、Ｐｔｈｌｈ遺伝子又

は多型エクソンに関する。

  より詳しくは、第一のポリヌクレオチドは、配列番号３（マウス）の４９６位

に相当する第一の多型位置を含み、第二のポリヌクレオチドは、配列番号８の多
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型位置、４５４位、４７１位、及び４７２位を含む。

      【００４７】

  本発明は更に、配列番号４若しくは配列番号５（それぞれ前駆体及び成熟蛋白

質）に示した、ＰＴＨｒＰPro蛋白質又はその多型フラグメント、又は、ある場

合には、ドメインＴＳＸＰＳＬＥ（下線を付した多型ａａ）を含む蛋白質（配列

番号２）に関する。

  本発明は更に、配列番号９若しくは配列番号１０（それぞれ前駆体及び成熟蛋

白質）に示した、ＰＴＨｒＰSerAspTyr蛋白質又はその多型フラグメント、又は

、ある場合には、ドメインＡＳＳＧＬＬＤＹＰ（下線を付した多型ａａ）を含む

蛋白質（配列番号７）に関する。

      【００４８】

  本発明による多型対立遺伝子配列は、動物又はヒトの細胞から単離することも

できる。

  ＰＴＨｒＰPro蛋白質及び／又はＰＴＨｒＰSerAspTyr蛋白質は、従来技術によ

り、動物又はヒトの細胞から始まり、順番に単離され、精製され得る。

  前述し、かつ実験例により詳細に示すように、本発明による多型遺伝子及び対

応するコードされた蛋白質は、腫瘍の病状、特に、皮膚癌及び肺の腫瘍に関連し

、様々なタイプの腫瘍に共通の悪性カルシウム過剰血に関連する。

  従って、これらの多型を有する動物及びヒトの検体の両方が、この病状を有す

るか、又はその傾向を有し得るので、重要な診断及び／または予防ツール(tools

)として記載された多型を同定し得ることは、極めて重要である。

      【００４９】

  更なる態様において、本発明はまた、ＰｔｈｌｈPro遺伝子をコードするポリ

ヌクレオチドに、又はＰｔｈｌｈSerAspTyr遺伝子をコードするポリヌクレオチ

ド若しくはｃＤＮＡと、又は遺伝子自体と、又は多型を有するそれらの一部と、

又はそれらの相補性鎖若しくはｍＲＮＡとハイブリダイズするオリゴヌクレオチ

ドにも関する。

      【００５０】

  これらの多型部位を認識し得るオリゴヌクレオチドは、ＰｔｈｌｈPro及び／
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又はＰｔｈｌｈSerAspTyr遺伝子、又は多型の存在を証明するためのプローブと

して使用されるので、腫瘍の進行の遺伝的危険性の診断、及び／又はその予後を

予想するために有用である。

  従って、本発明はまた、動物又はヒトの検体において、ＰＴＨｒＰPro蛋白質

をコードするＰｔｈｌｈPro遺伝子における多型、及び／又はＰＴＨｒＰSerAspT

yr蛋白質をコードするＰｔｈｌｈSerAspTyr多型の同定方法であって、検体から

生物学的試料を得て、ＰｔｈｌｈPro遺伝子及び／又はＰｔｈｌｈSerAspTyr遺伝

子若しくは多型を同定するために記載されたプローブを使用する段階を含む方法

に関する。

  本発明による方法は、腫瘍の遺伝的素質の診断、又はそれらの予後の評価のた

めに使用され、かつ動物又はヒトの検体において、関連するＰｔｈｌｈPro及び

／又はＰｔｈｌｈSerAspTyr対立遺伝子の有無を同定する段階を含む。前記方法

はまた、カルシウム過剰血状態の病因を決定するために有用である。

      【００５１】

  本発明は更に、ポリヌクレオチド若しくは核酸配列の、又はＰＴＨｒＰPro及

び／若しくはＰＴＨｒＰSerAspTyr蛋白質をコードする遺伝子、又はそれらのフ

ラグメントの多型を同定及び／又は決定するための診断キットであって：

（ａ）ＰＴＨｒＰPro及び／若しくはＰＴＨｒＰSerAspTyr蛋白質、又はそのフラ

グメントをコードするポリヌクレオチドの領域を増幅するためのプライマーを含

む第一容器；

（ｂ）前記多型又はこれら多型の１つだけを決定するためのプライマーを含む第

二容器を含むキットに関する。

  最適なプライマー配列は、十分確立された(well established)方法論に従って

選択される。このキット及び方法論の例は、ＡＳＯとして(with the term ASO)

、文献において知られており、かつ、マネンティ(Manenti)ら, Carcinogenesis 

18, 1917-1920, 1997に記載されている。

      【００５２】

  本発明による遺伝子又はその多型フラグメント（多型を有するフラグメント）

も、動物又はヒトの細胞のトランスフェクションのために使用される。
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  従って、本発明は、ＰｔｈｌｈPro遺伝子及び／又はＰｔｈｌｈSerAspTyr遺伝

子による、動物又はヒトの細胞系若しくは第一(primary)細胞のトランスフェク

ション、及び前記細胞の成長のための方法に関し、更に、前記遺伝子又はＤＮＡ

フラグメントによる、ヒト以外の動物の胚幹細胞のトランスフェクション、及び

その後の成長した動物中の前記細胞の移植のための方法にも関する。

      【００５３】

  本発明による遺伝子又はその多型フラグメントは、ヒト以外の形質転換動物又

はノックインアニマルを調製するためにも使用され得る。特に、前記ヒト以外の

形質転換動物又はノックインアニマルは、特異的組織においてＰｔｈｌｈPro及

び／若しくはＰｔｈｌｈSerAspTyrの発現をもたらすか、又は特定の条件におい

て活性化される、組織特異的プロモーターの制御下で、遺伝子の挿入によって修

飾される。

  形質転換動物（ヒト以外）及びノックインアニマルの調製のための既知の技術

は、例えば、ハナハン(Hanahan)D., Annual Review of Genetics, 22: 479-519,

 1988 (形質転換に対して)及びシャストリー(Shastry)B. S., Molecular & Cell

ular Biochemistry, 181 (1-2): 163-79, 1998 (ノックインに対して)に記載の

ものである。

      【００５４】

  細胞と同様に、形質転換された動物（形質転換動物）は、Ｐｔｈｌｈ遺伝子及

びＰＴＨｒＰ蛋白質及び腫瘍及びカルシウム血レベル(calcemia levels)を有す

るそれらの対立遺伝子変異体の挙動及び関係を研究するための研究モデルとして

有用である。

  多型ＰｔｈｌｈPro及びＰｔｈｌｈSerAspTyr遺伝子並びに対応する蛋白質が、

いくつかの腫瘍の発生又は開始(onset)と、及び悪性カルシウム過剰血と関連す

ることがわかったので、治療において、この遺伝子及び／又は蛋白質を、遮断及

び／又は不活性化することは非常に重要である。

  従って、本発明は更に、ＰｔｈｌｈPro及び／若しくはＰｔｈｌｈSerAspTyr遺

伝子、若しくはそれらの多型フラグメントを遮断又は不活性化するためのアンチ

センスオリゴヌクレオチド、並びに／又は、ＰＴＨｒＰPro及び／若しくはＰＴ
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ＨｒＰSerAspTyr蛋白質、若しくはそれらの多型フラグメントを遮断又は不活性

化するための抗体若しくはペプチド／蛋白質に関する。従って、本発明の更なる

態様は、これらの蛋白質、蛋白質フラグメント、ペプチド、抗体、又はアンチセ

ンスオリゴヌクレオチドの、好ましくは抗腫瘍又は抗カルシウム過剰血薬剤とし

て使用されるべき、薬学的組成物の調製のための使用に関する。

  好ましくは、前記アンチセンスオリゴヌクレオチド及び／又は抗体又はペプチ

ドフラグメントは、オステオスタチンに相当する多型フラグメントを認識する。

  従って、好ましくは、少なくとも１つの許容され得る薬学的添加剤及び／又は

希釈剤（dilutant）及び／又は担体の存在下で、前記アンチセンスオリゴヌクレ

オチド及び／又は抗体又はペプチドフラグメントを含む薬学的組成物を調製する

こともできる。

  本発明に適用され得る、腫瘍成長の刺激を遮断するための薬学的組成物の調製

のための技術は、エル・アブダイミ(El Abdaimi) K., ら, Cancer Research, 59

 (14): 3325-8, 1999及びファルゾン(Falzon) M., Molecular & Cellular Endoc

rinology, 127 (1): 99-108, 1997に記載のものである。

      【００５５】

  本発明に含まれる配列を説明するために、配列表を示す。

      【００５６】

【実施例】

  ここで、以下に、特定の態様により、本発明を説明するが、本発明は実施例に

限定されない。

実施例１：多型遺伝子ＰｔｈｌｈProの同定

  ３匹の同系の成長したマウス、Ａ／Ｊ、Ｂａｌｂ／ｃＪとＣ３Ｈ／ＨｅＪを、

ジャクソン・ラボラトリーズ(Jackson Laboratories)(バー・ハーバー(Bar Harb

or), Me)から得た。

  これらの動物から肺を除去し、ウルトラスペック(Ultraspec)（登録商標）キ

ット(バイオテクス(Biotecx), ヒューストン(Houston) テキサス(Texas))のプロ

トコルに従って、そのｍＲＮＡを抽出した。

  対応する全長DNAの合成は、ＭＭＴＶ  ＲＴ(ギブコ(Gibco)-BRL)により行われ
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た。

  マウスのPthlh遺伝子（アクセス番号NM_008970としてゲンバンク(GenBank)に

登録、マンギン(Mangin)ら）をコードする全体領域は、その肺のｍＲＮＡからＰ

ＣＲにより増幅され、およそ２００－４００ｂｐ（塩基対）の長さのフラグメン

トは、ＡＢＩ３７７シーケンサー(パーキンエルマー(Perkin Eｌmer),ロシュ(Ro

che))を用いて直接配列決定された（又は、それらはpCRIIベクター；インビトロ

ゲン（Invitrogen）,サンディエゴ(San Diego), カリフォルニア(California)で

サブクローンされた）。

  独立したPCR産物によって得られた配列の組み合わせは、得られるべき様々な

種に対するコンセンサス(consensus)配列を作り出すことを可能にした。次いで

、これらの配列を、互いに比較した。マウスＡ／Ｊ及びＢａｌｂ／ｃＪは、Ｔｈ

ｒ（ＰｔｈｌｈThr）対立遺伝子を有するのに対し、マウスC3H/HeJは多型Ｐｔｈ

ｌｈPro対立遺伝子を有することがわかった。

  結論として、Ｐｔｈｌｈ遺伝子のＰｔｈｌｈPro対立遺伝子変異体は、４９６

位(配列番号３)においてC多型を有することがわかった。このC多型は、前駆体蛋

白質（配列番号４）の１６６番目のアミノ酸の、及び成熟蛋白質（配列番号５）

の１３０位におけるＴｈｒ→Ｐｒｏの変化を生じさせる。

      【００５７】

【表１】

      【００５８】

実施例２：異なるマウスの種に関するＰｔｈｌｈThr（ｗ．ｔ．）及びＰｔｈｌ

ｈPro対立遺伝子の分布  以下の表２に記載されているように、７５の異なるマ

ウスの種が、ＰｔｈｌｈThr及びＰｔｈｌｈPro対立遺伝子の分布を調べるために

試験された。
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  マウス又はゲノムＤＮＡは、ジャクソン・ラボラトリーズ(Jackson Laborator

ies)(バー・ハーバー(Bar Harbor), Me)、Ｉ． ナカシマ(Nakashima)博士（名古

屋大学、ナゴヤ(Nagoya),日本）（Ｏ２０／Ａ）、Ｍ．  ニシムラ(Nishimura)博

士（浜松医科大学(Hamamatsu University School of Medicine)、ハママツ(Hama

matsu)、日本）（ＳＴＳ／Ａ）、及びＭ． マンデル(Mandel)博士（ＮＣＩ, ベ

セスダ(Bethesda), ＭＤ, 米国)（ＮＧＰ／Ｎ）から得た。

  アミノ酸配列における変化を決定するヌクレオチドの違いの存在が、対立遺伝

子特異的オリゴヌクレオチドハイブリダイゼーション（ＡＳＯ）(マネンティ(Ma

nenti) Ｇ．,ら, １９９７)を通して確認された。

  これらのマウスのゲノムＤＮＡは、標準的な方法で脾臓から抽出された(ゲノ

ミックスキット(Genomix kit), タレント(Talent), トリエステ(Trieste), イタ

リア)。

  多型を含むＤＮＡフラグメントは、プライマー：５’－ＡＣＡＡＡＧＡＡＣＡ

ＧＣＣＡＣＴＣＡＡ－３’(配列番号１１)と、５’－ＡＣＡＧＴＡＣＣＴＴＡＡ

ＧＣＴＧＧＧＣ－３’(配列番号１２)を用いてＰＣＲ増幅され、ナイロン膜に移

された。

      【００５９】

  ＴｈｒをコードするコドンACCに対して特異性を有する１５ｂｐ(１５量体)の

オリゴヌクレオチド（５’－ＡＧＣＧＡＧＧＴＣＣＴＧＧＡＧ－３’）(配列番

号１３)及びＰｒｏをコードする多型ＣＣＣに対するオリゴヌクレオチド(５’-

ＣＴＣＣＡＧＧＣＣＣＴＣＧＣＴ-３’)(配列番号１４)は、ガンマ32Ｐ-ｄＡＴ

Ｐにより'５’末端を標識され、再度、上述のマネンティ(Manenti)に記載のＡＳ

Ｏ法に従って、ハイブリダイズされた。見出された多型の結果に関するＡＳＯ技

術の結果を図１に示す。

  放射能写真撮影の信号を、画像分析装置(ホスファーイメージャー(PhosphorIm

ager), マスターイメージ(Master Image), ファルマシア(Pharmacia))を用いて

測定、定量した。得られた信号の比に基づいて、遺伝子型は、二つの対立遺伝子

のうちの一つに属すると考えられた。この実験の実施を容易にするために、この

割り当て(allocation)のためにソフトウェアが用いられた。
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  以下の表２は、異なる種のマウスにおけるＰｒｏ又はＴｈｒ多型の関連性を示

す。

      【００６０】

【表２】

      【００６１】

  実施例３：Ｐｔｈｌｈ遺伝子及びその対立遺伝子変異体による細胞のトランス

フェクション、肺腫瘍及びカルシウム過剰血とＰｔｈｌｈPro遺伝子との関連性

細胞系のトランスフェクション

  ウルトラスペック(Ultraspec)（登録商標）キット(バイオテクス(Biotecx), 

ヒューストン(Houston) テキサス(Texas))のプロトコルに従って、マウスＡ/Ｊ

及びＣ３Ｈ／Ｈｅの肺から抽出された全ＲＮＡの１μｇを用いて、Ｐｔｈｌｈ遺

伝子をコードする領域が逆転写された。
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  ｃＤＮＡの合成は、ＭＭＴＶ ＲＴ(ギブコ(Gibco)－ＢＲＬ)により行われ、用

いられたプライマーは、５’－ＴＣＡＧＣＡＧＣＡＣＣＡＡＧＡＴＡＣＡ－３’

(配列番号１５)であった。

  逆転写(RT)反応の生成物のアリコートは、ＡＴＧコドンの４０ｂｐ上流に位置

する前方のプライマー(５’－ＣＴＧＡＴＴＣＣＴＡＣＡＣＡＡＧＴＣＣ－３’)

(配列番号１６)を用いてＰＣＲ増幅された。反対のプライマーは、ＴＧＡ終止コ

ドンから４１ｂｐ下流に位置していた(５’－ＡＡＡＴＣＣＴＧＴＡＡＣＧＴＧ

ＴＣＣ－３’)(配列番号１７)。

      【００６２】

  増幅されたフラグメントは、真核生物のクローニングベクターｐＣＲ３．１(

インビトロゲン(Invitrogen))でサブクローンされ(ＴＡ－クローニング）、サイ

トメガウイルス(ＣＭＶ)プロモーターの制御下に置かれた。

  ２つの異なる種に属するクローンされた配列は、ＰＣＲ反応の間にＤＮＡ－ポ

リメラーゼ酵素によって導入された何らかの考えられ得る突然変異を含むクロー

ンの使用を避けるために、再度配列決定された。

  アメリカン・タイプ・カルチャー・コレクションズ(American Type Culture C

ollections), ロックヴィル(Rockville), MD (ATCC)から得られたヒトの肺腫瘍

細胞（ヒトの肺の扁平上皮細胞系）ＮＣＩ－Ｈ５２０は、上記で得た、マウスＰ

ｔｈｌｈPro及びＰｔｈｌｈThr対立遺伝子を含む組換えベクターｐＣＲ３．１に

よってトランスフェクトされた。トランスフェクションの２日後に、１ｍｇ／ｍ

ｌのＧ４１８（ゲンタマイシン）を含む選択培地において、トランスフェクトさ

れたクローンが選択された。

  トランスフェクトされた細胞の成長を、図２に示す。トランスフェクトされて

いないＮＣＩ－Ｈ５２０細胞の形態と構造を(A)に示し、ＰｔｈｌｈProによって

トランスフェクトされた細胞のものを(C)に、ＰｔｈｌｈThrによってトランスフ

ェクトされた細胞のものを(B)に示す。

  ＰｔｈｌｈProによってトランスフェクトされたＮＣＩ－Ｈ５２０細胞は、積

み重なりクラスターを形成するように成長した(C)のに対し、トランスフェクト

されていない細胞はインビトロで平らに成長した(A)。ＰｔｈｌｈThrによってト
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ランスフェクトされた細胞(B)は、ときおり紡錘状の形状やコロニー間で橋架け

パターンを示す(A)とよく似た形態と構造を有する。

  これらの結果により、ＰｔｈｌｈProによってトランスフェクトされた細胞は

、腫瘍に典型的な、未分化かつ不規則な成長をすることが立証される。

      【００６３】

インビトロ腫瘍成長の実例

  ヌードマウス（胸腺なし）は、チャールズ・リバー(Charles River)から得ら

れた。

  ２つのグループの２０匹のマウスに、それぞれＰｔｈｌｈPro又はＰｔｈｌｈT

hrを含む３×１０6個のNCI－H５２０細胞を、左右背部において、腹膜レベルで

皮下(s．c．)に接種させた。

  １５匹のマウスに、同じ方法を用いて、代わりに３×１０6個のトランスフェ

クトされていないNCI－H５２０細胞（対照）を接種させた。

  マウスに生じた腫瘍の直径を、週ごとに測定した。処置の開始から８週間後に

、腫瘍を切除し、緩衝液で処理したホルマリンに固定し、パラフィンに包埋し、

切片に切断し、ヘマトキシリンとエオシンによって染色した。

  腫瘍は、これらの細胞系から予想されるように、トランスフェクトされたＰｔ

ｈｌｈ対立遺伝子のタイプとは無関係に、ほとんど分化していない扁平上皮癌細

胞の形態及び構造を有していた。

  ＰｔｈｌｈProによってトランスフェクトされた腫瘍細胞のインビトロの成長

率は、トランスフェクトされていない対照細胞よりも(Ｐ＝０．００９)、かつＰ

ｔｈｌｈThrによってトランスフェクトされた細胞よりも(Ｐ＜０．００１)、大

幅に速かった。

  実際に、ＰｔｈｌｈProによってトランスフェクトされた細胞は大きな腫瘍を

生じる。この理由から、接種から８週間後には、マウスは殺され、図３に示すよ

うに、実験を終了した。

  これらの結果から、インビトロの腫瘍細胞の増殖と、ＰｔｈｌｈPro対立遺伝

子との関連性が立証される。

  ＰｔｈｌｈProによって形質転換された細胞を接種させたヌードマウスにおい
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て、及び通常の対立遺伝子(ＰｔｈｌｈThr)によって形質転換された細胞を接種

させた対照マウスにおいて、血中の電解質の濃度を測定した。得られたデータを

表３に示す。

      【００６４】

【表３】

n*:腫瘍を有するマウスの数

      【００６５】

  表３で示したデータは、ＰｔｈｌｈPro対立遺伝子型によってトランスフェク

トされた細胞を接種させたヌードマウスにおいては、血液内のナトリウム、カリ

ウム及び塩素の濃度について大きな違いは観察されなかったこと、及びそれら濃

度は対照と同程度であることを示す。その代わり、カルシウム濃度においては、

対照とより十分に高い、大きな違いが観察される。同じことが、第二の多型によ

ってトランスフェクトされた細胞を接種させたマウスを用いて行われた。表５を

参照のこと。

      【００６６】

ＰＴＨｒＰPro蛋白質の存在の実証

  上述のように得られた細胞系におけるＰＴＨｒＰPro蛋白質の存在を、ウェス

タンブロッティングを用いて調べた。

  上述のようにＰｔｈｌｈ対立遺伝子によってトランスフェクトされた対照細胞

から得られた蛋白質抽出物（８００μｇ）を、ヒト蛋白質のアミノ酸残基３８－

６４と反応し、さらにネズミのＰＴＨｒＰ蛋白質（Ａｂ－１、癌遺伝子）を認識

する、抗ヒトモノクローナル抗体ＰＴＨｒＰ１μｇと混合した。

  この実験は、トランスフェクトされたＰｔｈｌｈ遺伝子は、外因性ＰＴＨｒＰ

蛋白質を発現することができることを示し、このことは、トランスフェクトされ
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た細胞の異なる表現型は、そこに導入された二つの異なるＰｔｈｌｈPro及びＰ

ｔｈｌｈThr対立遺伝子の効果によるものであることを立証する。

      【００６７】

実施例４：皮膚癌とＰｔｈｌｈPro遺伝子の関連性

  Ｃａｒ－Ｓマウス（皮膚有棘細胞癌にかかりやすい）及びＣａｒ－Ｒ（皮膚有

棘細胞癌に抵抗力を有する）は、バングラジ(Bangrazi)ら, Carcinogenesis, Vo

l11, n.10, 1711-1719, 1990にあるように得られた。これらの動物を、１３世代

（Ｎ１３）にわたって、４週間の間、１．０ｇの１２－Ｏ－テトラデカノイルホ

ルボール－１３－アセテート（ＴＰＡ）の塗布を２週に１回(two weekly)行って

処置した。

  最後の処置から２日後に、マウスを殺し、皮膚を切除して凍結させた。

  １９匹のＣａｒ－Ｒマウス及び１９匹のＣａｒ－ＳマウスのゲノムＤＮＡを、

標準的な方法(ゲノミックスキット(Genomix kit), タレント(Talent), トリエス

テ(Trieste), イタリア)を用いて脾臓から抽出した。全ＲＮＡは、ウルトラスペ

ック(Ultraspec)（登録商標）キット(バイオテクス(Biotecx), ヒューストン(Ho

uston) ＴＸ)によって皮膚から調製された。

  前述の実施例で述べたようにＡＳＯ法を用いて行われた多型の分析は、皮膚癌

に対する感受性（Ｓ）と抵抗性（Ｒ）に対して表現型的に(phenotypicaly)選択

されたマウスの系において、表４に示したように、ＰｔｈｌｈPro対立遺伝子は

、１９匹のＣａｒ－Ｓマウスのうちの１８匹においてホモ接合(homozygosis)の

レベルで存在しているのに対し、ＰｔｈｌｈThr対立遺伝子は、１９匹のＣａｒ

－Ｒマウス全てにおいて、ホモ接合で存在していることを示した。

      【００６８】

【表４】
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1  －ｌｏｇ  Ｐ＝１９．９  フィッシャーの(Fisher's)直接確率検定(exact te

st)

      【００６９】

  結論として、上記に示した実施例に基づいて、ＰｔｈｌｈProのアミノ酸多型

は、皮膚癌に対する感受性について大きなＬＤ（連鎖不均衡）（－ｌｏｇ  Ｐ＝

１９．９）を示したことがわかった。

  Ｐｔｈｌｈ対立遺伝子と腫瘍に対する素因との間のＬＤを、フィッシャーの直

接確率検定を用いて評価した。有意性の値は、Ｐ値の負の対数（－ｌｏｇ  Ｐ）

への変換（マネンティ(Manenti) G.ら, Genome Res. 9, 639-646, 1999）により

示された。

      【００７０】

実施例５：多型ＰｔｈｌｈSerAspThrの同定及び特徴付け

  ＰｔｈｌｈSerAspThr対立遺伝子は、本質的には実施例３で述べたように、Ｓ

ＰＲＥＴ／Ｅｉマウスからの全ＲＮＡのレトロトランスクリプション(retrotran

scription)によってクローン化された。

  ｃＤＮＡ合成及びＰＣＲフラグメントクローニングは、ＰｔｈｌｈPro及びＰ

ｔｈｌｈThr対立遺伝子について述べたように行われたが、ＳＰＲＥＴ／Ｅｉ（

Ｍ．  スプレンタス(spretus)）の正常な肺のｃＤＮＡから開始され、実施例３

と同じプライマーが用いられた。

  ＮＣＩ－Ｈ５２０（アメリカン・タイプ・カルチャー・コレクションズ(Ameri

can Type Culture Collections), ロックヴィル(Rockville), MD）細胞は、配列

番号９に相当するマウスのＰｔｈｌｈSerAspThr対立遺伝子をコードする配列を
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含む、組換えｐＣＲ３．１発現ベクターの直線化(linearized)ＤＮＡ１．５－７

．５μｇによって、スーパーフェクト(Superfect)（登録商標）剤（キアゲン(Qu

iagen)）を用いてトランスフェクトされた。トランスフェクトされたクローンは

、１ｍｇ／ｍｌ  Ｇ４１８（ゲンタマイシン）を含む選択培地において、トラン

スフェクションの２日後に選択された。ＰｔｈｒＰ蛋白質（Ｓｐ６）を発現する

クローンが選択され、１０匹のヌードマウスの皮下に（ｓ．ｃ．）注射された。

      【００７１】

  ヌードマウスに、多型対立遺伝子ＰｔｈｌｈSerAspThr又はｗ．ｔ．対立遺伝

子ＰｔｈｌｈThrのいずれかによってトランスフェクトされたＮＣＩ－Ｈ５２０

細胞３×１０6個を、左右背部領域の皮下（ｓ．ｃ．）に二度注射した。腫瘍の

直径は毎週測定され、ｓ．ｃ．腫瘍を有するマウスから、電解質分析のために、

血液試料が集められた。電解質分析のために、１０匹のヌードマウスの更なる対

照群が、６×１０6個の（ｗ．ｔ．）ＰｔｈｌｈThrによってトランスフェクトさ

れた（一箇所）ＮＣＩ－Ｈ５２０細胞の皮下（ｓ．ｃ．）注射を受けた。血液試

料を、ｓ．ｃ．腫瘍を有するマウスから集め、ヘパリンコートされたマイクロチ

ューブに入れた。血漿電解質濃度を、チバ－クローニング(Ciba-Corning)  ８６

５  ガスアナライザー(Gasanalyser)によって決定した。具合が悪くなったとき

にマウスを殺した。

      【００７２】

  ＰｔｈｌｈSerAspThr対立遺伝子によってトランスフェクトされたＮＣＩ－Ｈ

５２０細胞のインビトロの成長パターンは、ＰｔｈｌｈThrによってトランスフ

ェクトされたＮＣＩ－Ｈ５２０細胞のものと類似していた。しかし、トランスフ

ェクトされたＰｔｈｌｈSerAspThr対立遺伝子は、腫瘍を有するヌード(nuce)マ

ウスのより高い死亡率と関連していた（図５、Ｐ＝０．０１１３、ログランク試

験）。確かに、ＰｔｈｌｈSerAspThr対立遺伝子によってトランスフェクトされ

たＮＣＩ－Ｈ５２０細胞を注射されたヌードマウス１０匹中、５匹だけが、腫瘍

注射の１０９日（１６週間）後に依然として生存していたのに対して、Ｐｔｈｌ

ｈThrによってトランスフェクトされたＮＣＩ－Ｈ５２０細胞を注射されたヌー

ドマウス１０匹中、１０匹が、同じ期間生存していた（Ｐ＝０．０１６、フィッ
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シャーの直接確率検定）。

      【００７３】

【表５】

1  ｓ．ｃ．腫瘍を有するマウスにおいて分析された血漿電解質濃度（ｍＭ）  

（ＰｔｈｌｈThr又はＰｔｈｌｈProによってトランスフェクトされたＮＣＩ－Ｈ

５２０細胞、６×１０6細胞／動物  一箇所に注射；  ＰｔｈｌｈSerAspThrによ

ってトランスフェクトされたＮＣＩ－Ｈ５２０細胞、６×１０6細胞／動物、二

箇所に注射）

対照ヌードマウス４匹における血漿電解質濃度のバックグラウンドは：Ｎａ+，

  １３６．９±４．４；  Ｋ+，  ４．８１±０．４６；  Ｃａ2+，  ０．８６

±０．２４；  Ｃｌ-，  １０６．５±５．３  。

2  Ｐ＜０．０１  ｔ－検定分析（ｔ－ｔｅｓｔ  ａｎａｌｙｓｉｓ）  対Ａｌ

ａ152Ｇｌｕ157Ａｓｐ158Ｔｈｒ166（ＰｔｈｌｈThr，  ｗ．ｔ．）

      【００７４】

  表５の電解質分析により、ＰｔｈｌｈThr対立遺伝子によってトランスフェク

トされたＮＣＩ－Ｈ５２０を有するヌードマウスと比べた、ＰｔｈｌｈSerAspTh

r対立遺伝子によってトランスフェクトされたＮＣＩ－Ｈ５２０腫瘍細胞を有す

るヌードマウスにおける、高カルシウム血レベルが示された（表５、Ｐ＜０．０
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１  ｔ－検定分析）。Ｍ．  スプレタス(spretus)由来のＰｔｈｌｈSerAspThr対

立遺伝子は、トランスフェクトされたヒトＮＣＩ－Ｈ５２０腫瘍細胞において、

癌調節(modifier)効果を示した。癌調節活性は、腫瘍を有するマウスにおける低

い生存率と高カルシウム血レベルに関連していた。

【図面の簡単な説明】

【図１】  実施例２に記載のようなオリゴヌクレオチドとの対立遺伝子特異的ハ

イブリダイゼーション（ＡＳＯ）による、マウスのＰｔｈｌｈ遺伝子におけるＡ

→Ｃ多型の同定を示す。

【図２】  トランスフェクトされていないＮＣＩ－Ｈ５２０細胞（対照）の形態

と構造（Ａ）、ＰｔｈｌｈThr（ｗ．ｔ．）対立遺伝子によってトランスフェク

トされた細胞のもの（Ｂ）、ＰｔｈｌｈPro対立遺伝子によってトランスフェク

トされた細胞のもの（Ｃ）を示す。

【図３】  ヌードマウスに接種された、トランスフェクトされていないＮＣＩ－

Ｈ５２０細胞（対照（●））、ＰｔｈｌｈProによってトランスフェクトされた

もの（□）、及びＰｔｈｌｈThr（○）によってトランスフェクトされたものの

インビトロの腫瘍成長の進行を示す。

【図４】  ウエスタンブロッティング実験を示す。

【図５】  腫瘍を有するヌードマウスの生存率のカプランマイヤー(Kaplan-Meie

r)評価を示すダイアグラムである。

    【配列表】
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【図１】
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【図２】
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【図３】
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【図４】

【図５】
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【手続補正書】特許協力条約第３４条補正の翻訳文提出書

【提出日】平成１４年８月１日（２００２．８．１）

【手続補正１】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】特許請求の範囲

【補正方法】変更

【補正の内容】

【特許請求の範囲】

【請求項１】  配列番号２に相当する多型ドメインＴＳＸＰＳＬＥを含む多型Ｐ

ＴＨｒＰ（副甲状腺関連蛋白質）又はその変異体のフラグメントをコードするポ

リヌクレオチド。

【請求項２】  配列番号３の４９６位に相当する多型ヌクレオチドを含む請求項

１に記載のポリヌクレオチド。

【請求項３】  前記多型ドメインが、オステオスタチンをコードする領域内に含

まれる、請求項１－２に記載のポリヌクレオチド。

【請求項４】  前記多型ヌクレオチドが、Ｃ（シトシン）であり、かつ前記ポリ

ヌクレオチドが、配列番号２に相当する多型ドメインを含む多型ＰＴＨｒＰ又は

そのフラグメントをコードする、請求項１－３に記載のポリヌクレオチド。

【請求項５】  多型ヌクレオチドが、ＣＣＴ、ＣＣＣ、ＣＣＡ、及びＣＣＧから

なる群から選択されるコドン中に含まれ、かつ配列番号２の多型プロリンをコー

ドする、請求項４に記載のポリヌクレオチド。

【請求項６】  配列番号３に相当するヌクレオチド配列を含むポリヌクレオチド

。

【請求項７】  配列番号５の蛋白質又は配列番号２のドメインを含むそのフラグ

メントをコードする請求項１－６に記載のポリヌクレオチド。

【請求項８】  多型ドメインＡＳＳＧＬＬＤＹＰ（配列番号７）を含む多型ＰＴ

ＨｒＰ又はそのフラグメントをコードするポリヌクレオチド。

【請求項９】  配列番号８の４５４位、４７１位、及び４７２位に相当する多型

ヌクレオチドを含む請求項８に記載のポリヌクレオチド。
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【請求項１０】  前記多型ドメインが、オステオスタチンをコードする領域内に

含まれる、請求項８－９に記載のポリヌクレオチド。

【請求項１１】  前記ポリヌクレオチドが、多型ヌクレオチドを含み、かつ配列

番号７に相当するドメインを含む多型ＰＴＨｒＰ又はそのフラグメントをコード

する、請求項９－１０に記載のポリヌクレオチド。

【請求項１２】  配列番号８に相当するヌクレオチド配列を含むポリヌクレオチ

ド。

【請求項１３】  配列番号１０の成熟蛋白質又はその一部をコードする、配列番

号７のドメインを含む請求項８－１２に記載のポリヌクレオチド。

【請求項１４】  多型ＰＴＨｒＰ又はそのフラグメントをコードする、配列番号

２の多型ドメインＴＳＸＰＳＬＥ及び配列番号７の多型ドメインＡＳＳＧＬＬＤ

ＹＰを含むポリヌクレオチド。

【請求項１５】  配列番号２のドメインを含む多型ＰＴＨｒＰ又はそのフラグメ

ントをコードするＰｔｈｌｈ遺伝子の対立遺伝子変異体。

【請求項１６】  配列番号４又は配列番号５又は多型オステオスタチンに相当す

る蛋白質をコードする請求項１５に記載の対立遺伝子変異体。

【請求項１７】  配列番号３の４９６位に相当する多型塩基を含む対立遺伝子変

異体。

【請求項１８】  配列番号３に相当する対立遺伝子変異体。

【請求項１９】  配列番号７に相当するドメインを含む多型ＰＴＨｒＰ又はその

フラグメントをコードするＰｔｈｌｈ遺伝子の対立遺伝子変異体。

【請求項２０】  配列番号９又は配列番号１０の蛋白質をコードするか、又は多

型オステオスタチンをコードする、請求項１９に記載の対立遺伝子変異体。

【請求項２１】  配列番号８の４５４位、４７１位、４７２位に相当する多型塩

基を含む対立遺伝子変異体。

【請求項２２】  配列番号８の配列を含む対立遺伝子変異体。

【請求項２３】  請求項１７に記載の、及び請求項２１に記載の対立遺伝子変異

体を含む対立遺伝子変異体。

【請求項２４】  動物又はヒトから単離されることを特徴とする請求項１－１４
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に記載のポリヌクレオチド又は請求項１５－２３に記載の対立遺伝子変異体。

【請求項２５】  前記動物が哺乳動物である、請求項２４に記載されたポリヌク

レオチド又は変異体。

【請求項２６】  前記哺乳動物がマウスである、請求項２４に記載されたポリヌ

クレオチド又は変異体。

【請求項２７】  配列番号２の多型ドメインを含む多型ＰＴＨｒＰ又はそのフラ

グメント。

【請求項２８】  多型アミノ酸が、何らかの疎水性アミノ酸である、請求項２７

に記載の蛋白質又はフラグメント。

【請求項２９】  前記多型アミノ酸がプロリンである、請求項２７－２８に記載

の蛋白質又はフラグメント。

【請求項３０】  前記フラグメントがオステオスタチンである、請求項２７－２

９に記載の蛋白質又はフラグメント。

【請求項３１】  配列番号２、配列番号４、配列番号５、配列番号７、配列番号

９、配列番号１０からなる群から選択される少なくとも１つの配列を含む蛋白質

又はフラグメント。

【請求項３２】  前記フラグメントがオステオスタチンである、請求項３１に記

載の蛋白質。

【請求項３３】  配列番号２の多型ドメイン及び配列番号７の多型ドメインを含

む多型ＰＴＨｒＰ又はそのフラグメント。

【請求項３４】  請求項１－１４に記載のポリヌクレオチドにおける、又は請求

項１５－２３に記載の対立遺伝子変異体若しくはそれらの相補性鎖における多型

ドメインのハイブリダイゼーションを特異的に認識し得るオリゴヌクレオチド。

【請求項３５】  配列番号２のドメイン及び／または配列番号７のドメインを含

むペプチドをコードする多型Ｐｔｈｌｈ遺伝子の存在を決定するためのプローブ

としての、請求項３４に記載されたオリゴヌクレオチドの使用。

【請求項３６】  動物又はヒト検体における、配列番号２のドメイン及び／若し

くは配列番号７のドメインを含む多型ＰＴＨｒＰ又はそのフラグメントをコード

するＰｔｈｌｈ遺伝子の多型の同定方法であって、
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－検体から生物学的試料を得て、

－試料を分析して前記多型Ｐｔｈｌｈ対立遺伝子変異体を同定する段階を含む方

法。

【請求項３７】  ポリヌクレオチド若しくは核酸配列、又は配列番号２に相当す

る多型ドメイン及び／若しくは配列番号７に相当するドメインを含むＰＴＨｒＰ

蛋白質若しくはそのフラグメントの同定及び／又は決定するためのキットであっ

て、

（ａ）少なくとも１つの前記多型ドメインを含む多型ＰＴＨｒＰ蛋白質又はその

フラグメントをコードするポリヌクレオチドの領域の増幅のためのプライマーを

含む第一容器；及び

（ｂ）少なくとも１つの前記多型を決定するためのオリゴヌクレオチドプライマ

ーを含む第二容器を含むキット。

【請求項３８】  腫瘍及び／若しくは悪性カルシウム過剰血の進行の素質、並び

に／又はそれらの予後の評価のインビトロ診断のための方法であって、動物又は

ヒト検体における、前記腫瘍又はカルシウム過剰血と関連する、請求項１５－２

３に規定されたＰｔｈｌｈ対立遺伝子変異体の有無の同定を含む方法。

【請求項３９】  腫瘍及び／若しくは悪性カルシウム過剰血の進行の素質、並び

に／又はそれらの予後の評価のインビトロ診断のための方法であって、動物又は

ヒト検体における、前記腫瘍又はカルシウム過剰血と関連する、請求項２７－３

３に規定されたＰＴＨｒＰ蛋白質又はそのフラグメントの有無の同定を含む方法

。

【請求項４０】  前記腫瘍が、皮膚癌又は肺癌である、請求項３８－３９に記載

の方法。

【請求項４１】  請求項１－１４に記載のポリヌクレオチド又は請求項１５－２

３に記載の変異体との、動物又はヒト細胞のトランスフェクション、及び前記細

胞の培養中の成長のための方法。

【請求項４２】  請求項１－１４に記載のポリヌクレオチド又は請求項１５－２

３に記載の変異体との、ヒト以外の動物の胚幹細胞のトランスフェクション、及

び前記細胞の移植のための方法。
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【請求項４３】  前記細胞が、組織特異的プロモーターの導入によってトランス

フェクトされる、請求項４１－４２に記載されたような方法。

【請求項４４】  請求項１－１４に記載されたポリヌクレオチド又は請求項１５

－２３に記載された変異体によって遺伝的に形質転換された、単離された動物又

はヒト細胞。

【請求項４５】  請求項１－１４に記載のポリヌクレオチド又は請求項１５－２

３に記載された対立遺伝子変異体とトランスフェクトされた、単離されたヒト以

外の動物の胚幹細胞。

【請求項４６】  組織特異的プロモーターによって更に修飾されることを特徴と

する請求項４４－４５に記載された細胞培養物又は単離された細胞。

【請求項４７】  請求項１－１４に記載されたポリヌクレオチド又は請求項１５

－２３に記載された遺伝子の対立遺伝子変異体の挿入によって修飾されたヒト以

外の形質転換動物の調製方法。

【請求項４８】  前記ヒト以外の形質転換動物が、組織特異的プロモーターによ

って修飾され、かつ配列番号２及び／または配列番号７のドメインを含むペプチ

ドをコードするＰｔｈｌｈ遺伝子を特異的組織中で発現する、請求項４７に記載

の方法。

【請求項４９】  前記動物の幹細胞をトランスフェクトする段階を含み、かつ前

記遺伝子、対立遺伝子又はポリヌクレオチドが、成長した動物中で活性化される

、請求項４８に記載のヒト以外の動物の調製方法。

【請求項５０】  請求項４８－４９に記載された方法によって得られるヒト以外

の形質転換動物。

【請求項５１】  ノックインアニマルであることを特徴とする請求項４９の方法

によって得られる動物。

【請求項５２】  多型Ｐｔｈｌｈ遺伝子又は配列番号２及び／若しくは配列番号

７の多型ドメインを含むペプチドをコードするＤＮＡ配列を特異的に遮断し、か

つ不活性化するためのアンチセンスオリゴヌクレオチド（ただし、前記アンチセ

ンスオリゴヌクレオチドは、以下の配列：５’ＴＧＡＡＣＣＡＧＣＧＡＣＣＧＣ

ＡＡＧＣＡＡを有さない）。
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【請求項５３】  治療に役立つものとして使用するための請求項３４及び５２に

記載されたオリゴヌクレオチド。

【請求項５４】  抗腫瘍薬剤の調製のための請求項５３に記載されたオリゴヌク

レオチドの使用。

【請求項５５】  悪性カルシウム過剰血の治療のための薬剤の調製のための請求

項５３に記載されたオリゴヌクレオチドの使用。

【請求項５６】  多型ＰＴＨｒＰ又はそのフラグメントを特異的に遮断し、かつ

不活性化するための、配列番号２及び／または配列番号７の多型ドメインを含む

抗体又はペプチドフラグメント。

【請求項５７】  前記多型フラグメントがオステオスタチンである、請求項５６

に記載の抗体又はペプチドフラグメント。

【請求項５８】  治療に役立つものとして使用するための請求項５６に記載の抗

体又はペプチドフラグメント。

【請求項５９】  抗腫瘍薬剤の調製のための請求項５８に記載の抗体又はペプチ

ドフラグメントの使用。

【請求項６０】  悪性カルシウム過剰血の治療のための薬剤の調製のための請求

項５８に記載の抗体又はペプチドフラグメントの使用。

【請求項６１】  請求項５２－５３に記載のアンチセンスオリゴヌクレオチド及

び／または請求項５６－５８に記載の抗体若しくはペプチド、及び少なくとも１

つの許容され得る薬学的添加剤を含む薬学的組成物。
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【国際調査報告】



(57) 特表２００３－５３２４０７



(58) 特表２００３－５３２４０７



(59) 特表２００３－５３２４０７



(60) 特表２００３－５３２４０７



(61) 特表２００３－５３２４０７



(62) 特表２００３－５３２４０７

─────────────────────────────────────────────────────
フロントページの続き
  
(51)Int.Cl.7              識別記号                        ＦＩ                              テーマコート゛(参考）
   Ａ６１Ｐ   3/14                                       Ａ６１Ｐ  35/00                       
              5/18                                       Ｃ０７Ｋ  14/635                      
             35/00                                                 16/26                       
   Ｃ０７Ｋ  14/635                                      Ｃ１２Ｑ   1/68                 Ａ    
             16/26                                       Ｇ０１Ｎ  33/53                 Ｍ    
   Ｃ１２Ｑ   1/68                                                 33/566                      
   Ｇ０１Ｎ  33/53                                                 33/574                Ｚ    
             33/566                                      Ｃ１２Ｎ  15/00           ＺＮＡＡ    
             33/574                                      Ａ６１Ｋ  37/02                       
(81)指定国          ＥＰ(ＡＴ，ＢＥ，ＣＨ，ＣＹ，
ＤＥ，ＤＫ，ＥＳ，ＦＩ，ＦＲ，ＧＢ，ＧＲ，ＩＥ，Ｉ
Ｔ，ＬＵ，ＭＣ，ＮＬ，ＰＴ，ＳＥ，ＴＲ)，ＯＡ(ＢＦ
，ＢＪ，ＣＦ，ＣＧ，ＣＩ，ＣＭ，ＧＡ，ＧＮ，ＧＷ，
ＭＬ，ＭＲ，ＮＥ，ＳＮ，ＴＤ，ＴＧ)，ＡＰ(ＧＨ，Ｇ
Ｍ，ＫＥ，ＬＳ，ＭＷ，ＭＺ，ＳＤ，ＳＬ，ＳＺ，ＴＺ
，ＵＧ，ＺＷ)，ＥＡ(ＡＭ，ＡＺ，ＢＹ，ＫＧ，ＫＺ，
ＭＤ，ＲＵ，ＴＪ，ＴＭ)，ＡＥ，ＡＧ，ＡＬ，ＡＭ，
ＡＴ，ＡＵ，ＡＺ，ＢＡ，ＢＢ，ＢＧ，ＢＲ，ＢＹ，Ｂ
Ｚ，ＣＡ，ＣＨ，ＣＮ，ＣＯ，ＣＲ，ＣＵ，ＣＺ，ＤＥ
，ＤＫ，ＤＭ，ＤＺ，ＥＣ，ＥＥ，ＥＳ，ＦＩ，ＧＢ，
ＧＤ，ＧＥ，ＧＨ，ＧＭ，ＨＲ，ＨＵ，ＩＤ，ＩＬ，Ｉ
Ｎ，ＩＳ，ＪＰ，ＫＥ，ＫＧ，ＫＰ，ＫＲ，ＫＺ，ＬＣ
，ＬＫ，ＬＲ，ＬＳ，ＬＴ，ＬＵ，ＬＶ，ＭＡ，ＭＤ，
ＭＧ，ＭＫ，ＭＮ，ＭＷ，ＭＸ，ＭＺ，ＮＯ，ＮＺ，Ｐ
Ｌ，ＰＴ，ＲＯ，ＲＵ，ＳＤ，ＳＥ，ＳＧ，ＳＩ，ＳＫ
，ＳＬ，ＴＪ，ＴＭ，ＴＲ，ＴＴ，ＴＺ，ＵＡ，ＵＧ，
ＵＳ，ＵＺ，ＶＮ，ＹＵ，ＺＡ，ＺＷ
(72)発明者  マネンティ  ジャコモ
            イタリア  イ－25038  ロヴァト  ヴィア
              ルドーネ  １
Ｆターム(参考） 4B024 AA01 AA11 BA01 CA03 CA06
                      DA02 DA03 EA04 FA02 GA11
                      HA12 HA17 
                4B063 QA19 QA20 QQ08 QQ45 QR08
                      QR42 QR56 QS25 QS34 QX02
                4C084 AA01 AA13 DB32 NA14 ZB26
                      ZC06 
                4C085 AA13 CC21 
                4H045 AA10 AA11 AA30 BA10 CA40
                      DA30 DA75 EA28 FA72 FA74



专利名称(译) 编码多态性同种型PTHrP蛋白的多核苷酸，编码的蛋白质及其治疗应用

公开(公告)号 JP2003532407A 公开(公告)日 2003-11-05

申请号 JP2001582383 申请日 2001-05-11

[标]申请(专利权)人(译) 主席发球台到国立碳粉莱斯佩尔损失对音频鳃类日常森

申请(专利权)人(译) Isutituto佩尔国立俄罗斯工作室ê拉班代Tumori

[标]发明人 ドラガーニトマーゾア
マネンティジャコモ

发明人 ドラガーニ トマーゾ ア
マネンティ ジャコモ

IPC分类号 A01K67/027 A61K38/00 A61K39/00 A61K39/395 A61K48/00 A61P3/14 A61P5/18 A61P35/00 C07K14
/635 C07K16/26 C12N15/09 C12Q1/68 G01N33/53 G01N33/566 G01N33/574

CPC分类号 C07K14/635 A01K2217/05 A61K39/00 A61K48/00

FI分类号 A01K67/027 A61K39/395.D A61K48/00 A61P3/14 A61P5/18 A61P35/00 C07K14/635 C07K16/26 
C12Q1/68.A G01N33/53.M G01N33/566 G01N33/574.Z C12N15/00.ZNA.A A61K37/02

F-TERM分类号 4B024/AA01 4B024/AA11 4B024/BA01 4B024/CA03 4B024/CA06 4B024/DA02 4B024/DA03 4B024
/EA04 4B024/FA02 4B024/GA11 4B024/HA12 4B024/HA17 4B063/QA19 4B063/QA20 4B063/QQ08 
4B063/QQ45 4B063/QR08 4B063/QR42 4B063/QR56 4B063/QS25 4B063/QS34 4B063/QX02 4C084
/AA01 4C084/AA13 4C084/DB32 4C084/NA14 4C084/ZB26 4C084/ZC06 4C085/AA13 4C085/CC21 
4H045/AA10 4H045/AA11 4H045/AA30 4H045/BA10 4H045/CA40 4H045/DA30 4H045/DA75 4H045
/EA28 4H045/FA72 4H045/FA74

优先权 102000900845244 2000-05-12 IT

外部链接 Espacenet

摘要(译)

本文描述了PTHrP蛋白，编码PTHrP蛋白的基因的两个等位基因变体，
等位基因蛋白的两个等位基因变体，其包含对应于SEQ ID NO：2的多态
性结构域和第一个多态性位置 第一多核苷酸包含第二多态结构域，并且
是对应于SEQ ID NO：7的第二多核苷酸的两个多态同种型的鉴定，动物
和人以及基因修饰的细胞和 还描述了使用这些基因，等位基因或多核苷
酸确定非人类动物的肿瘤风险。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/4dda82ca-2bcd-4694-81c7-6feabb600681
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/011445036/publication/JP2003532407A?q=JP2003532407A

