
(57)【要約】
本発明は、個体中の、たとえば癌細胞のような一群の標的細胞状態を変えるのに、治療が
有効であるかどうかを測定する方法を提供する。この方法は、治療を開始後に患者から検
体を採取することそして該検体が少なくとも１つのマーカー遺伝子の発現産物を含んでい
るかどうかを測定することを含む。好ましくは、該検体は血液検体である。１つの局面で
当該発現産物は末梢血単細胞によって発現される。該マーカー遺伝子は、血管の生成、維
持および／または損傷（新脈管形成）に関与する遺伝子でありえる。本発明の方法は、カ
ポジ肉腫に対する特定の治療が成功かどうか数日内に測定するのに非常に適している。さ
らにこの方法は、新脈管形成および／または癌細胞の患者内での存在を測定するのに適し
ている。 10
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
個 体 中 の 特 定 の 一 群 の 標 的 細 胞 状 態 を 変 え る の に 治 療 が 有 効 で あ る か ど う か を 測 定 す る 方
法 で あ っ て 、
・ 治 療 開 始 後 に 該 個 体 か ら 検 体 を 採 取 す る こ と 、 お よ び
・ 該 検 体 が 少 な く と も １ つ の マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 産 物 を 含 ん で い る か ど う か を 測 定 す る
こ と
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
標 的 細 胞 が 癌 細 胞 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
検 体 が 少 な く と も １ つ の 標 的 細 胞 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ま た は 請 求 項 ２ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
検 体 が 該 治 療 開 始 の １ 週 間 以 内 に 採 取 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か １
つ の 請 求 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
検 体 が 該 治 療 開 始 の ２ 日 以 内 に 採 取 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か １ つ
の 請 求 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
マ ー カ ー 遺 伝 子 が 血 管 の 生 成 、 維 持 お よ び ／ ま た は 損 傷 に 関 与 す る 遺 伝 子 を 含 む こ と を 特
徴 と す る 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か １ つ の 請 求 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
マ ー カ ー 遺 伝 子 が 表 １ ま た は ２ に 示 さ れ る 配 列 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ ６ の い
ず れ か １ つ の 請 求 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
マ ー カ ー 遺 伝 子 が 図 １ ～ １ ８ に 示 さ れ る 配 列 、 も し く は そ れ ら の 一 部 分 ま た は そ れ ら 配 列
の 類 似 体 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か １ つ の 請 求 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 が 定 量 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ ８ の い ず れ か １ つ の 請 求
項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 を 対 照 と 比 較 す る こ と を さ ら に 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ ９
の い ず れ か １ つ の 請 求 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
癌 が カ ポ ジ 肉 腫 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ～ １ ０ の い ず れ か １ つ の 請 求 項 に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
発 現 生 成 物 の 検 出 方 法 に お い て 、 図 １ ～ １ ８ お よ び ／ ま た は 表 １ ま た は ２ に 示 さ れ る 配 列
も し く は そ れ ら の 一 部 分 ま た は 類 似 体 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 核 酸 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ３ 】
検 出 方 法 に お い て 、 図 １ ～ １ ８ お よ び ／ ま た は 表 １ ま た は ２ に 示 さ れ る 配 列 も し く は そ れ
ら の 一 部 分 ま た は 類 似 体 を 含 む 核 酸 に よ っ て エ ン コ ー ド さ れ た 蛋 白 質 に 特 異 的 に 結 合 す る
能 力 を 有 す る 蛋 白 様 分 子 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ４ 】
個 体 中 の 癌 細 胞 の 存 在 を 測 定 す る た め の 請 求 項 １ ２ ま た は 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ５ 】
個 体 中 の 新 脈 管 形 成 部 位 の 存 在 を 測 定 す る た め の 請 求 項 １ ２ ま た は 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 使
用 。
【 請 求 項 １ ６ 】
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個 体 中 の 特 定 の 一 群 の 標 的 細 胞 状 態 を 変 え る の に 治 療 が 有 効 で あ る か ど う か を 決 定 す る た
め の 請 求 項 １ ２ ま た は 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ７ 】
個 体 中 の 癌 を 打 ち 消 す の に 治 療 が 有 効 で あ る か ど う か を 決 定 す る た め の 請 求 項 １ ２ ～ １ ６
の い ず れ か １ つ の 請 求 項 に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ８ 】
癌 が カ ポ ジ 肉 腫 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ４ ま た は 請 求 項 １ ７ に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ９ 】
個 体 が 癌 細 胞 お よ び ／ ま た は 新 脈 管 形 成 部 位 を 含 ん で い る か ど う か を 測 定 す る 方 法 で あ っ
て 、
・ 該 個 体 か ら 検 体 を 採 取 す る こ と 、 お よ び
・ 該 検 体 が 少 な く と も １ つ の マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 産 物 を 含 ん で い る か ど う か を 測 定 す る
こ と
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
マ ー カ ー 遺 伝 子 が 、 表 １ ま た は ２ 、 お よ び ／ ま た は 図 １ ～ １ ８ に 示 さ れ る 配 列 、 も し く は
そ れ ら の 一 部 分 ま た は 類 似 体 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
個 体 が 非 造 血 性 癌 細 胞 お よ び ／ ま た は 新 脈 管 形 成 部 位 を 含 む か ど う か を 測 定 す る 方 法 で あ
っ て 、
患 者 か ら の 造 血 細 胞 が 、 対 照 値 と 比 較 し て 変 化 し た マ ー カ ー 遺 伝 子 発 現 産 物 量 を 含 ん で い
る か ど う か を 測 定 す る こ と を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
マ ー カ ー 遺 伝 子 が 新 脈 管 形 成 に 関 与 す る 遺 伝 子 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ １ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
マ ー カ ー 遺 伝 子 が 、 表 １ ま た は ２ 、 お よ び ／ ま た は 図 １ ～ １ ８ に 示 さ れ る 配 列 、 も し く は
そ れ ら の 一 部 分 ま た は 類 似 体 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ １ ま た は 請 求 項 ２ ２ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
造 血 細 胞 が 末 梢 血 単 核 細 胞 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ １ ～ ２ ３ の い ず れ か １ つ の 請
求 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
個 体 中 の 脈 管 形 成 過 程 を 変 化 さ せ る の に 治 療 が 有 効 か ど う か 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、
・ 該 治 療 を 開 始 後 に 該 個 体 か ら 検 体 を 採 取 す る こ と 、 お よ び
・ 該 検 体 が 少 な く と も １ つ の マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 産 物 を 含 ん で い る か ど う か を 測 定 す る
こ と
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
治 療 が 該 患 者 中 の 新 脈 管 形 成 を 妨 害 す る こ と を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
マ ー カ ー 遺 伝 子 が 、 表 １ 、 表 ２ ま た は 図 １ ～ １ ８ に 示 さ れ る 配 列 、 も し く は そ れ ら の 一 部
分 ま た は 類 似 体 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ５ ま た は 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
治 療 が 少 な く と も 以 下 の 薬 剤 ：
２ Ｍ Ｅ ２ 、 ア ン ジ オ ス タ チ ン （ Angiostatin） 、 ア ン ジ オ ザ イ ム （ Angiozyme） 、 抗 － Ｖ Ｅ
Ｇ Ｆ （ Anti－ VEGF） Ｒ ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ 、  ア プ ラ （ Apra （ Ｃ Ｔ － ２ ５ ８ ４ ） ） 、 ア ビ シ ン （ Av
icine） 、 ベ ネ フ ィ ン （ Benefin） 、 Ｂ Ｍ Ｓ ２ ７ ５ ２ ９ １ 、 カ ル ボ キ シ ア ミ ド ト リ ア ゾ ー ル
、 Ｃ Ｃ ４ ０ ４ ７ ， Ｃ Ｃ ５ ０ １ ３ 、 Ｃ Ｃ ７ ０ ８ ５ 、 Ｃ Ｄ Ｃ ８ ０ １ 、 Ｃ Ｇ Ｐ － ４ １ ２ ５ １ （ Ｐ
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Ｋ Ｃ ４ １ ２ ） 、 Ｃ Ｍ １ ０ １ 、 コ ン ブ レ タ ス タ チ ン （ Combretastatin） Ａ － ４ プ ロ ド ラ ッ グ
、 Ｅ Ｍ Ｄ １ ２ １ ９ ７ ４ 、 エ ン ド ス タ チ ン （ Endostatin） 、 フ ラ ボ ピ リ ド ー ル （ Flavopirid
ol） 、 ゲ ニ ス テ イ ン （ Genistein（ Ｇ Ｃ Ｐ ） ） 、 緑 茶 抽 出 物 、 Ｉ Ｍ － ８ ６ ２ 、 イ ム ザ ー （ I
mm Ther） 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン ア ル フ ァ 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン － １ ２ 、 イ レ ッ サ （ Ｚ Ｄ １ ８
３ ９ ） 、 マ リ マ ス タ ー ト （ Marimastat） 、 メ タ ス タ ー ト （ Metastat（ Ｃ ｏ ｌ － ３ ） ） 、 ネ
オ バ ス タ ー ト （ Neovastat） 、 オ ク ト レ オ チ ド （ Octreotide） 、 パ ク リ タ ク セ ル （ Paclita
xel） 、 ペ ニ シ ラ ミ ン 、 フ ォ ト フ リ ン （ Photofrin） 、 フ ォ ト ポ イ ン ト （ Photopoint） 、 Ｐ
Ｉ － ８ ８ 、 プ リ ノ マ ス タ ー ト （ Prinomastat（ AG－ 3340） ） 、 Ｐ Ｔ Ｋ ７ ８ ７ （ Ｚ Ｋ ２ ２ ５
８ ４ ） 、 Ｒ Ｏ ３ １ ７ ４ ５ ３ 、 ソ リ マ ス タ ー ト （ Solimastat） 、 ス ク ア ラ ミ ン （ Squalamin
） 、 Ｓ Ｕ １ ０ １ 、 Ｓ Ｕ ５ ４ １ ６ 、 Ｓ Ｕ － ６ ６ ６ ８ 、 ス ラ ジ ス タ （ Suradista（ FCE26644）
） 、 ス ラ ミ ン （ Suramin（ メ タ レ ッ ト （ Metaret） 、 テ ト ラ チ オ モ リ ブ デ イ ト （ Tetrathiom
olybdate） 、 サ リ ド マ イ ド 、 Ｔ Ｎ Ｐ － ４ ７ ０ 、 ビ タ キ シ ン （ Vitaxin）
の 少 な く と も 一 種 を 使 用 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ５ ～ ２ ７ の い ず れ か １ つ の 請 求 項
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
検 体 が 血 液 検 体 で あ る 請 求 項 １ ～ １ １ 、 １ ９ ～ ２ ０ ま た は ２ ３ ～ ２ ６ の い ず れ か １ つ の 請
求 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
検 体 が 末 梢 血 単 核 細 胞 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ １ １ 、 １ ９ ～ ２ ０ ま た は ２ ４ ～
２ ７ の い ず れ か １ つ の 請 求 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
発 現 産 物 が 、 Ｔ Ｉ Ｅ １ 配 列 、 サ リ オ ア ド ヘ シ ン （ Salioadhesin） ま た は シ グ レ ッ ク 1（ Sig
lec 1） 配 列 、 図 ８ ま た は １ ７ に 示 さ れ る 配 列 、 も し く は こ れ ら の 一 部 分 ま た は 類 似 体 を
含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ １ １ ま た は １ ９ ～ ３ ０ の い ず れ か １ つ の 請 求 項 に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
ケ ラ チ ン １ ４ 配 列 、 Ｔ Ｉ Ｅ １ 配 列 、 サ リ オ ア ド ヘ シ ン （ Salioadhesin） ま た は シ グ レ ッ ク
1（ Siglec 1） 配 列 、 図 ２ 、 ８ ま た は １ ７ に 示 さ れ る 配 列 も し く は こ れ ら の 一 部 分 ま た は
類 似 体 が 発 現 さ れ た Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ の 、 新 脈 管 形 成 の 指 標 と し て の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
ケ ラ チ ン １ ４ 配 列 、 Ｔ Ｉ Ｅ １ 配 列 、 サ リ オ ア ド ヘ シ ン （ Salioadhesin） ま た は シ グ レ ッ ク
1（ Siglec 1） 配 列 、 図 ２ 、 ８ ま た は １ ７ に 示 さ れ る 配 列 も し く は こ れ ら の 一 部 分 ま た は
類 似 体 が 発 現 さ れ た Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ の 、 個 体 中 の 癌 細 胞 の 存 在 を 測 定 す る た め の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
診 断 方 法 で 使 用 す る た め の 、 単 離 さ れ た ケ ラ チ ン １ ４ 配 列 、 Ｔ Ｉ Ｅ １ 配 列 、 サ リ オ ア ド ヘ
シ ン （ Salioadhesin） ま た は シ グ レ ッ ク 1（ Siglec 1） 配 列 、 図 ２ 、 ８ ま た は １ ７ に 示 さ
れ る 配 列 も し く は こ れ ら の 一 部 分 ま た は 類 似 体 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
図 １ ～ １ ８ お よ び ／ ま た は 表 １ ま た は ２ も し く は こ れ ら の 一 部 分 ま た は 類 似 体 を 含 む 核 酸
、 お よ び ／ ま た は 該 核 酸 ま た は 該 一 部 分 ま た は 類 似 体 に よ っ て エ ン コ ー ド さ れ た 蛋 白 質 に
特 異 的 に 結 合 す る 能 力 の あ る 蛋 白 様 分 子 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 診 断 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
ケ ラ チ ン １ ４ 配 列 お よ び ／ ま た は Ｔ Ｉ Ｅ １ 配 列 、 お よ び ／ ま た は サ リ オ ア ド ヘ シ ン （ Sali
oadhesin） ま た は シ グ レ ッ ク 1（ Siglec 1） 配 列 、 お よ び ／ ま た は 図 ２ 、 ８ ま た は １ ７ に
示 さ れ る 配 列 も し く は こ れ ら の 一 部 分 ま た は 類 似 体 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ５ に
記 載 の 診 断 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
個 体 中 の 特 定 の 一 群 の 標 的 細 胞 状 態 を 変 え る の に お よ び ／ ま た は 個 体 中 の 脈 管 形 成 過 程 を
変 え る の に 治 療 が 有 効 で あ る か ど う か を 測 定 す る た め の 、 請 求 項 ３ ５ ま た は 請 求 項 ３ ６ に
記 載 の 診 断 キ ッ ト の 使 用 。
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【 請 求 項 ３ ８ 】
個 体 が 癌 細 胞 ま た は 新 脈 管 形 成 部 位 を 含 む か ど う か を 測 定 す る た め の 請 求 項 ３ ５ ま た は 請
求 項 ３ ６ に 記 載 の 診 断 キ ッ ト の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
図 １ ～ １ ８ 、 表 １ ま た は 表 ２ に 示 さ れ る 配 列 を 含 む 遺 伝 子 発 現 産 物 の 薬 剤 標 的 と し て の 使
用 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
サ リ オ ア ド ヘ シ ン （ Salioadhesin） ま た は シ グ レ ッ ク 1（ Siglec 1） 、 Ｔ Ｉ Ｅ １ 、 ケ ラ チ
ン １ ４ の 活 性 を 変 え る 能 力 が あ る 、 お よ び ／ ま た は 細 胞 中 の サ リ オ ア ド ヘ シ ン （ Salioadh
esin） ま た は シ グ レ ッ ク 1（ Siglec 1） 、 Ｔ Ｉ Ｅ １ お よ び ／ ま た は ケ ラ チ ン １ ４ の 発 現 を
変 え る 能 力 が あ る 物 質 。
【 請 求 項 ４ １ 】
薬 剤 調 製 の た め の 、 請 求 項 ４ ０ に 記 載 の 物 質 の 使 用 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 発 明 は 、 医 薬 の 分 野 に 関 す る 。 特 に 、 本 発 明 は 分 子 生 物 学 と 検 出 方 法 の 分 野 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
細 胞 内 分 子 の 変 化 の 知 識 と こ れ ら 分 子 変 化 の 研 究 技 術 の 最 近 の 進 歩 は 、 改 善 さ れ た 、 病 態
の 決 定 方 法 と そ の 治 療 方 法 を も た ら し た 。 癌 の 内 在 す る 分 子 多 様 性 を 理 解 す る こ と に よ っ
て 、 た と え ば 、 形 態 学 的 に 類 似 し た 癌 の 治 療 へ の 対 応 の 多 様 性 が 一 層 良 好 に 理 解 が で き る
よ う に な っ た 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
改 良 さ れ た 病 態 決 定 法 は 、 治 療 を 受 け て い る 癌 患 者 の 治 療 方 法 に 影 響 を 与 え る 。 現 在 の 治
療 法 の 短 所 は 、 し か し な が ら 、 患 者 へ の 治 療 方 法 が 現 実 に 有 効 か 否 か を 決 定 す る ま で に 比
較 的 長 い 時 間 を 要 す る こ と で あ る 。 こ の こ と が 投 与 量 お よ び ／ ま た は 治 療 計 画 の 最 適 化 を
遅 ら せ て い る 。 さ ら に 、 こ の こ と が 一 緒 に な っ て 、 療 養 法 の 適 正 化 の 可 能 性 を 遅 ら せ て い
る 。 た と え ば 、 治 療 の 適 正 化 は 、 現 在 、 施 さ れ た 治 療 法 が 体 内 の 癌 細 胞 の 肉 眼 に よ る 分 析
で 有 効 で な い と 認 め ら れ た と き に の み 可 能 で あ る 。 肉 眼 で の 変 化 は 、 通 常 は そ れ が は っ き
り と 現 れ る の に 数 週 間 を 要 し 、 そ の よ う な 変 化 を 測 定 す る 機 器 は し ば し ば 使 用 の 準 備 が で
き て い な い こ と が あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
本 発 明 は 、 個 体 中 の 特 定 の 一 群 の 標 的 細 胞 状 態 を 変 え る の に 治 療 が 有 効 で あ る か ど う か を
測 定 す る 方 法 を 提 供 す る も の で あ り 、 該 治 療 開 始 後 に 患 者 か ら 検 体 を 採 取 す る こ と お よ び
該 検 体 が 少 な く と も １ つ の マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 産 物 を 含 ん で い る か ど う か を 測 定 す る こ
と を 含 ん で い る 。 本 発 明 の １ つ の 実 施 形 態 で は 、 該 一 群 の 標 的 細 胞 が 癌 細 胞 を 含 ん で い る
。 一 群 の 標 的 細 胞 の 状 態 変 化 と は 、 こ こ で は 該 一 群 の 標 的 細 胞 の 少 な く と も １ つ の 特 性 が
変 化 す る こ と を 意 味 す る 。 た と え ば 、 該 標 的 細 胞 の 数 量 が 変 化 す る か も 知 れ な い 。 か か る
数 量 は 増 加 ま た は 減 少 す る か も し れ な い 。 あ る い は ま た 、 当 該 標 的 細 胞 の 活 性 が 変 化 す る
か も し れ な い 。 該 活 性 は 複 写 活 性 で あ っ て も よ い 。 他 の 例 と し て 、 該 活 性 は 新 脈 管 形 成 に
伴 う 活 性 で あ り え る 。 あ る い は ア ポ プ ト テ ィ ッ ク （ apoptotic） 活 性 で も よ い 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
分 子 レ ベ ル で 癌 細 胞 お よ び ／ ま た は 周 囲 組 織 は 有 効 な 治 療 に 分 子 レ ベ ル で す ば や く 反 応 す
る こ と が 発 見 さ れ た 。 こ の 反 応 は 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 産 物 を 測 定 す る こ と に よ っ て 検
出 す る こ と が で き る 。 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 産 物 は 治 療 へ の 応 答 を 示 し て い る 。 マ ー カ ー
遺 伝 子 は 、 通 常 、 該 一 群 の 標 的 細 胞 、 た と え ば 、 癌 細 胞 お よ び ／ ま た は 周 辺 組 織 に よ っ て
発 現 さ れ る 遺 伝 子 で あ る 。 し か し な が ら マ ー カ ー 遺 伝 子 は ま た 体 内 の 他 部 分 の 非 癌 細 胞 、
た と え ば 赤 血 球 お よ び ／ ま た は 心 臓 血 管 細 胞 に お い て も 発 現 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
あ る い は 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 は 個 体 に 治 療 を 行 っ た と き に 開 始 さ れ う る 。 マ ー カ ー 遺
伝 子 発 現 産 物 は 患 者 に 施 さ れ た 治 療 に 応 答 す る 。 応 答 は 発 現 産 物 の 比 較 量 の 変 化 で あ り え
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る 。 し か し な が ら 、 そ れ は ま た Ｒ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 蛋 白 質 の よ う な 発 現 産 物 が 絶 対 的 に
存 在 す る か 非 存 在 で あ る か と い う 変 化 で も あ り え る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
本 発 明 に 従 え ば 、 患 者 か ら 取 得 し た 検 体 は 少 な く と も １ つ の 前 述 の 標 的 細 胞 を 含 む 。 こ れ
は 癌 か ら 遊 離 し て 患 者 の 血 中 で 循 環 し て い る 循 環 癌 細 胞 を 検 出 す る の に 特 に 好 ま し い 。 あ
る い は 、 該 標 的 細 胞 を 非 癌 細 胞 と す る こ と も で き る 。 本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 で は 、 該 検 体
は い か な る 標 的 細 胞 も 含 ま な い 。 し か し な が ら 、 該 検 体 は も う 一 つ の 非 標 的 細 胞 を 含 む こ
と が で き る 。 こ の 非 標 的 細 胞 に よ る 少 な く と も １ つ の マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 ま た は 発 現 の
変 化 は 、 特 定 の 一 群 の 標 的 細 胞 の 状 態 を 示 し て い る 。 該 非 標 的 細 胞 は 、 好 ま し く は 以 下 に
記 載 す る よ う な 末 梢 血 単 核 細 胞 を 含 ん で い る 。 さ ら に 他 の 態 様 で は 、 上 記 の 検 体 は い か な
る 細 胞 を も 含 ま な い 。 た と え ば 、 そ れ ぞ れ の 個 体 の 他 の 場 所 で 標 的 細 胞 ま た は 非 標 的 細 胞
に よ っ て 生 産 さ れ た マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 産 物 も 上 記 検 体 で 検 出 で き る レ ベ ル で 存 在 し え
る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
本 発 明 の 方 法 に よ っ て 該 個 体 に 治 療 が 有 効 か ど う か を 測 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。 こ れ は
、 治 療 中 あ る い は 該 治 療 の 短 時 間 の 後 で す る こ と が で き る 。 こ の よ う に し て 、 た と え ば 治
療 計 画 、 投 与 量 と 病 態 （ type） を 個 々 の 患 者 ご と に 適 正 化 す る こ と が で き る 。 該 検 体 は 治
療 開 始 の １ 週 間 内 に 採 取 す る こ と が 好 ま し い 。 さ ら に 好 ま し く は 、 該 検 体 は 治 療 開 始 の ２
日 以 内 に 採 取 さ れ る 。 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 、 当 該 治 療 の 開 始 後 ほ と ん ど 直 ぐ に 治 療 効 果
を 評 価 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 本 発 明 の 方 法 は 治 療 の 適 正 化 が 必 要 か 否 か の 決 定 に 良
好 な 機 会 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
マ ー カ ー 遺 伝 子 は 、 好 ま し く は 血 管 の 新 生 、 維 持 お よ び ／ ま た は 損 傷 （ 新 脈 管 形 成 ） に 関
与 す る 遺 伝 子 を 含 む 。 新 脈 管 形 成 の 過 程 に か か わ る 遺 伝 子 類 に は 他 の 受 容 体 、 リ ガ ン ド お
よ び シ グ ナ ル 分 子 が 包 含 さ れ る 。 癌 細 胞 は 、 癌 塊 の 増 大 維 持 の た め に 新 血 管 の 成 長 に 依 存
し て い る 。 一 方 、 血 管 に は 癌 部 位 へ 栄 養 を 輸 送 す る こ と が 必 要 と さ れ て お り 、 こ れ に 対 し
て 老 廃 物 は 癌 か ら 輸 送 さ れ る こ と が 必 要 で あ る 。 本 発 明 で 、 血 管 の 新 生 、 維 持 お よ び ／ ま
た は 損 傷 に 関 与 す る 遺 伝 子 の 発 現 産 物 が 、 な か ん ず く 、 抗 癌 治 療 に 応 答 す る こ と が 示 さ れ
た 。 従 っ て そ の よ う な 遺 伝 子 は 本 発 明 の 非 常 に 好 ま し い マ ー カ ー 遺 伝 子 で あ る 。 １ つ の 実
施 形 態 と し て 、 該 マ ー カ ー 遺 伝 子 は 、 表 １ ま た は ２ に 記 載 さ れ た 配 列 を 含 む 。 他 の 実 施 形
態 で は 、 該 マ ー カ ー 遺 伝 子 は 、 図 １ ～ １ ８ に 示 さ れ る 配 列 も し く は こ れ ら 配 列 の 一 部 分 ま
た は 類 似 体 を 含 む 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 該 マ ー カ ー は Ｔ Ｉ Ｅ １ 配 列 、 サ リ オ ア ド ヘ シ
ン （ Salioadhesin） ま た は シ グ レ ッ ク 1（ Siglec 1） 配 列 、 図 ８ ま た は １ ７ に 示 さ れ る 配
列 、 も し く は こ れ ら の 一 部 分 ま た は 類 似 体 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ０ 】
マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 産 物 の レ ベ ル の 変 化 は 、 治 療 が 有 効 か そ う で な い か を 示 す も の で あ
る 。 た と え ば 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 産 物 の レ ベ ル は 、 治 療 が 有 効 で あ る と き は 高 く な り
、 そ う で な い 場 合 は マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 産 物 の レ ベ ル は 低 く な る 。 従 っ て 、 好 ま し く は
、 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 産 物 は 定 量 さ れ る 。 検 体 中 の 発 現 産 物 の レ ベ ル は 、 マ ー カ ー 遺 伝
子 の 発 現 変 化 に よ っ て 変 化 す る 。 し か し な が ら 、 該 検 体 中 の 該 発 現 産 物 を 含 む 細 胞 型 の 変
化 、 た と え ば 、 治 療 に 関 連 す る 検 体 が 採 取 さ れ た 体 の 部 位 で の 細 胞 の 死 滅 に よ っ て 発 現 産
物 レ ベ ル は 変 化 す る 可 能 性 が あ る 。 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 産 物 の レ ベ ル 患 者 ご と に 異 な る
こ と を 考 え て 、 本 発 明 の 方 法 は さ ら に 、 当 該 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 産 物 の レ ベ ル を 対 照 と
比 較 す る こ と を 含 む 。 好 ま し く は 、 該 対 照 は 、 治 療 の 前 の ま た は 治 療 が 施 さ れ て い な い 同
型 の 癌 細 胞 を 含 む 。 好 ま し く は 、 該 癌 細 胞 は 同 じ 患 者 か ら 得 ら れ る 。 有 効 な 治 療 と 有 効 で
な い 治 療 に お い て 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 産 物 レ ベ ル の 差 は 非 常 に 大 き い 。 極 端 な 場 合 に
は 、 発 現 産 物 の レ ベ ル は 、 検 出 可 能 か ら 検 出 不 可 能 ま で の 範 囲 で 変 動 す る 。 本 発 明 で は 、
発 現 産 物 で そ の よ う な ０ 対 １ 関 係 を 表 す マ ー カ ー 遺 伝 子 が 好 ま し い 。 ０ 対 １ 関 係 は 比 較 的
単 純 な 検 査 シ ス テ ム に 使 用 す る こ と が で き る 。 も ち ろ ん 、 ０ 対 １ 関 係 は マ ー カ ー 遺 伝 子 の
発 現 産 物 を 検 出 す る た め に 使 用 さ れ る 検 出 シ ス テ ム に 依 存 す る 。 非 常 に 感 度 の よ い 発 現 産
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物 検 出 シ ス テ ム は 、 低 感 度 の 検 出 シ ス テ ム が 発 現 産 物 を 検 出 し な い 場 合 で も 発 現 産 物 を 通
常 に 検 出 す る で あ ろ う 。 発 現 産 物 は 、 該 マ ー カ ー 遺 伝 子 か ら 転 写 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ ま た は そ の
一 部 分 、 も し く は 翻 訳 さ れ た 蛋 白 質 ま た は そ の 一 部 で あ る こ と が で き る 。 こ の 分 野 に お け
る 通 常 の 技 術 者 は 、 こ の 好 適 な 本 発 明 実 施 形 態 を 実 施 す る た め に 最 も 適 切 な 発 現 検 出 シ ス
テ ム を 充 分 に 設 計 す る こ と が で き る で あ ろ う 。
【 ０ ０ １ １ 】
Ｒ Ｎ Ａ ま た は Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の 一 部 分 と は 、 こ こ で は 少 な く と も ５ ０ の ヌ ク レ オ チ ド を 含 む Ｒ
Ｎ Ａ ま た は Ｄ Ｎ Ａ 配 列 と 定 義 さ れ る 。 こ こ で は 、 発 現 産 物 の 一 部 分 お よ び ／ ま た は 類 似 体
と は 、 検 出 感 度 は 異 な る か も し れ な い が 、 該 発 現 産 物 と 実 質 的 に 同 一 種 類 の 検 出 方 法 を 使
用 し て 検 出 可 能 な 発 現 産 物 の 一 部 分 お よ び ／ ま た は 類 似 体 と 定 義 さ れ る 。 Ｒ Ｎ Ａ ま た は Ｄ
Ｎ Ａ 分 子 の 類 似 体 と は 、 こ こ で は 、 そ の 配 列 が 実 質 的 に 特 定 の Ｒ Ｎ Ａ ま た は Ｄ Ｎ Ａ 配 列 と
同 一 の Ｒ Ｎ Ａ ま た は Ｄ Ｎ Ａ 配 列 と 定 義 さ れ る 。 し か し な が ら 、 実 質 的 に 該 特 定 の Ｒ Ｎ Ａ ま
た は Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 検 出 と 比 較 し て 該 類 似 体 の 検 出 を 変 え る こ と な く 、 ヌ ク レ オ チ ド 変 異 、
置 換 、 変 質 、 付 加 お よ び ／ ま た は 欠 失 が 天 然 お よ び ／ ま た は 人 工 的 に 起 こ っ て も よ い 。 こ
の 分 野 に お け る 通 常 の 技 術 者 は 、 こ の 技 術 分 野 で 知 ら れ た 技 術 を 使 用 し て 、 提 起 さ れ た Ｒ
Ｎ Ａ ま た は Ｄ Ｎ Ａ が 特 定 の Ｒ Ｎ Ａ ま た は Ｄ Ｎ Ａ 類 似 体 で あ る か ど う か を 充 分 に 決 定 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 前 述 の 癌 は カ ポ ジ 肉 腫 （ Kaposi's Sarcoma） を 含 む 。 カ ポ ジ 肉 腫
は 増 殖 性 血 管 の 疾 病 で 、 従 っ て 、 新 脈 管 形 成 に 関 与 す る マ ー カ ー 遺 伝 子 を 同 定 す る の に 適
し て い る 。 本 発 明 に 従 え ば 、 新 脈 管 形 成 因 子 の 変 化 は 、 な か ん ず く 、 治 療 の 結 果 と し て マ
ー カ ー に 起 こ る 事 象 で あ る 。 カ ポ ジ 肉 腫 （ Ｋ Ｓ ） は 臨 床 的 に は 赤 み を 帯 び た 皮 膚 病 変 と し
て 出 現 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
カ ポ ジ 肉 腫 は 、 青 み が か っ た 赤 色 の 皮 膚 団 塊 が 通 常 、 下 肢 に 、 も っ と 頻 繁 に は 足 指 と 脚 に
発 現 し 、 そ し て ゆ っ く り と 大 き さ と 数 が 増 え て も っ と 基 部 に 近 い 領 域 に 広 が る こ と に 特 徴
づ け ら れ る 、 多 中 心 性 の 悪 性 腫 瘍 性 の 血 管 増 殖 で あ る 。 癌 は 内 皮 連 結 経 路 と 紡 錘 型 細 胞 の
種 々 の 大 き さ の 集 合 体 が 混 ざ り 合 っ た 血 管 空 間 を 有 し て お り 、 し ば し ば 皮 膚 と 皮 下 組 織 に
限 定 し て 留 ま っ て い る が 、 広 範 囲 な 内 蔵 の 関 与 が 起 こ り 得 る 。 カ ポ ジ 肉 腫 は ヨ ー ロ ッ パ と
ア メ リ カ 合 衆 国 の ユ ダ ヤ 人 男 性 と イ タ リ ヤ 男 性 に 自 然 発 生 す る 。 幼 児 に お け る 悪 性 変 種 が
ア フ リ カ の い く つ か の 地 域 に 特 有 で あ る 。 第 ３ の 型 が 腎 臓 移 植 患 者 の 約 ０ ． ０ ４ ％ に 発 生
す る 。 ま た エ イ ズ （ Ａ Ｉ Ｄ Ｓ ） 患 者 に 高 い 頻 度 の 発 生 が あ る 。 （ From Dorland,27th ed &
 Hollandet. al., Cancer Medicine, 3d ed. pp 2105－ 7） ）
【 ０ ０ １ ４ 】
カ ポ ジ 肉 腫 は Ｈ Ｉ Ｖ 感 染 者 で 悪 性 で あ る 。 損 傷 を 引 き 起 こ し て い る 新 脈 管 形 成 機 構 は 、 ウ
イ ル ス と 細 胞 遺 伝 子 発 現 と の 相 互 作 用 か ら 生 じ 、 ど の 遺 伝 子 が 関 与 し 何 が そ れ ら の 発 現 を
制 御 し て い る の か と い う こ と に つ い て は よ く 理 解 さ れ て い な い 。 Ｋ Ｓ に お け る 新 脈 管 形 成
の 増 殖 に は 、 新 脈 管 形 成 に 共 通 ら し い 機 構 が 関 与 し て い る 。 カ ポ ジ 肉 腫 の 主 要 役 割 は こ の
癌 の フ ラ ン ス 名 ： angiosarcomatose kaposi） 、 に よ っ て 明 瞭 に 説 明 さ れ て い る 。 カ ポ ジ
肉 腫 に お い て は 新 脈 管 形 成 が 主 要 役 割 で あ る の で 、 新 脈 管 形 成 に 関 与 す る マ ー カ ー 遺 伝 子
の 測 定 は 、 カ ポ ジ 肉 腫 の 治 療 が 有 効 か ど う か を 測 定 す る た め に 非 常 に 好 適 で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
本 発 明 で 、 カ ポ ジ 肉 腫 の 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン は 、 遺 伝 子 発 現 の 連 続 分 析 （ serial analysi
s of gene expression（ Ｓ Ａ Ｇ Ｅ ） ） （ Velculescu et. al., （ 1995）  Science 270;484
－ 487） ） と 呼 ば れ る 方 法 で 試 験 さ れ た 。 こ の 方 法 は 、 多 数 の 転 写 体 の 定 量 的 で 連 続 的 な
分 析 を 可 能 に す る 。 Ｓ Ａ Ｇ Ｅ は ２ つ の 原 理 に 基 づ い て い る 。 第 １ に 、 短 い ヌ ク レ オ チ ド 配
列 タ グ （ TAG） （ １ ４ 塩 基 対 ） は 、 も し そ れ が 転 写 体 内 の 限 定 さ れ た 位 置 か ら 単 離 さ れ れ
ば 、 転 写 体 を 固 有 に 同 定 す る た め の 十 分 な 情 報 を 含 ん で い る 。 第 ２ に 、 短 配 列 タ グ （ TAG'
s） の 鎖 状 体 化 に よ り 、 単 一 ク ロ ー ン 内 で の 多 種 多 様 の タ グ （ TAG's） の 配 列 決 定 法 に よ っ
て 連 続 的 に 転 写 体 の 効 率 的 な 分 析 が 可 能 に な る 。

10

20

30

40

50

(7) JP 2004-523232 A 2004.8.5



【 ０ ０ １ ６ 】
要 す る に 、 こ の 方 法 で は ビ オ チ ン 化 さ れ た オ リ ゴ （ ｄ Ｔ ） プ ラ イ マ ー が ｍ Ｒ Ｎ Ａ か ら の ｃ
Ｄ Ｎ Ａ 合 成 に 使 用 さ れ 、 そ し て 制 限 酵 素 で の 消 化 の 後 に 、 最 端 の ３ ’ 末 端 （ ポ リ － Ａ 末 端
に 近 い ） が 単 離 さ れ る 。 こ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ３ ’ 断 片 は リ ン カ ー に 結 合 さ れ 、 そ し て タ イ プ Ｉ
Ｉ 制 限 酵 素 で 切 断 さ れ て 原 型 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 短 鎖 配 列 （ １ ４ 塩 基 対 ） を 遊 離 す る 。 そ の タ グ
（ TAG's） は 、 ジ タ グ （ di－ TAG's） に 結 合 さ れ Ｐ Ｃ Ｒ 法 で 増 幅 さ れ る 。 こ の ジ タ グ （ di－
TAG's） は リ ガ ー ゼ で 結 合 さ れ 鎖 状 体 （ concatamers） を 形 成 し 、 こ の 鎖 状 体 （ concatamer
s） は ク ロ ー ン 化 さ れ そ の 配 列 が 決 定 さ れ る 。 こ の よ う に し て 、 １ つ の 配 列 決 定 反 応 が 、
多 数 の 異 な る Ｒ Ｎ Ａ の 分 布 に 関 す る 情 報 を 与 え る 。 最 後 に 、 必 要 な コ ン ピ ュ ー タ ソ フ ト ウ
エ ア を 使 用 し て 多 数 の 異 な る タ グ に つ い て の 計 算 と 遺 伝 子 バ ン ク （ Genbank） タ グ （ TAG's
） と の 照 合 が 実 施 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
も う １ つ の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 図 １ ～ 1８ お よ び ／ ま た は 表 １ ま た は ２ に 示 さ
れ た 配 列 、 も し く は そ れ ら の 一 部 分 ま た は 類 似 体 を 含 む 核 酸 の 発 現 産 物 の 検 出 法 で の 使 用
を 提 供 す る 。 好 ま し く は 、 該 核 酸 は 、 Ｔ Ｉ Ｅ １ 配 列 、 サ リ オ ア ド ヘ シ ン （ Salioadhesin）
ま た は シ グ レ ッ ク １ （ Siglec 1） 配 列 、 図 ８ ま た は １ ７ に 表 示 さ れ た 配 列 、 も し く は そ れ
ら の 一 部 分 ま た は 類 似 体 を 含 む 。 個 体 中 の マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 は 、 該 核 酸 も し く は そ の
一 部 分 ま た は 類 似 体 が 、 該 個 体 の 検 体 中 の 核 酸 、 好 ま し く は Ｒ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す
る か ど う か を 測 定 す る こ と に よ っ て 検 出 す る こ と が で き る 。 も し 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 が 起
こ れ ば 、 当 該 個 体 で マ ー カ ー 遺 伝 子 が 発 現 し て い る こ と を 示 す 。 も ち ろ ん 、 こ の 分 野 の 通
常 の 技 術 を 有 す る 者 に 知 ら れ て い る よ う に 、 Ｄ Ｎ Ａ ／ Ｒ Ｎ Ａ の コ ー デ ィ ン グ ス ト ラ ン ド （
coding strand） は 、 対 応 す る ２ 重 鎖 核 酸 配 列 の 相 補 的 な 鎖 と ハ イ ブ リ ド 形 成 を す る こ と
が で き る 。 従 っ て 、 特 定 の コ ー デ ィ ン グ ス ト ラ ン ド （ coding strand） の 相 補 的 ス ト ラ ン
ド が 該 コ ー デ ィ ン グ ス ト ラ ン ド （ coding strand） の 発 現 の 検 出 に 特 に 好 ま し い 。 た と え
ば 、 図 １ ～ １ ８ お よ び ／ ま た は 表 １ ま た は ２ に 示 さ れ る コ ー デ ィ ン グ ス ト ラ ン ド （ coding
 strand） の 相 補 的 ス ト ラ ン ド が 、 該 コ ー デ ィ ン グ ス ト ラ ン ド （ coding strand） を 含 む 遺
伝 子 発 現 の 検 出 に 適 し て い る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
さ ら に も う １ つ の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 図 １ ～ １ ８ お よ び ／ ま た は 表 １ ま た は ２ に 示
さ れ る 配 列 、 も し く は そ れ ら の 一 部 分 ま た は 類 似 体 を 含 む 核 酸 に よ っ て エ ン コ ー ド さ れ た
（ encoded） 蛋 白 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 蛋 白 性 分 子 の 検 出 法 に お け る 使 用 を 提 供 す る 。 好
ま し く は 、 該 蛋 白 性 分 子 は 、 Ｔ Ｉ Ｅ １ 配 列 、 サ リ オ ア ド ヘ シ ン （ Salioadhesin） ま た は シ
グ レ ッ ク １ （ Siglec 1） 配 列 、 図 ８ ま た は １ ７ に 示 さ れ る 配 列 、 も し く は そ れ ら の 一 部 分
ま た は 類 似 体 を 含 む 核 酸 に よ っ て エ ン コ ー ド さ れ た 蛋 白 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 能 力 を 有 す
る 。 本 発 明 の も う １ つ の 実 施 形 態 に お い て 、 該 使 用 は 、 個 体 の 新 脈 管 形 成 の 部 位 の 存 在 を
測 定 す る こ と に 向 け ら れ る 。 本 発 明 の も う １ つ の 実 施 形 態 で は 、 該 使 用 は 、 個 体 中 の 癌 細
胞 の 存 在 を 測 定 す る こ と に 向 け ら れ る 。 個 体 中 の 癌 細 胞 の 存 在 は 、 該 癌 細 胞 が 発 現 産 物 検
出 法 に よ っ て 検 出 す る こ と の で き る マ ー カ ー 遺 伝 子 を 典 型 的 に 発 現 す る の で 、 測 定 す る こ
と が で き る 。 た と え ば 、 該 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 産 物 に 対 し て 特 異 的 に 指 向 さ れ た 抗 体 ま
た は そ の 類 似 体 を 生 成 さ せ る こ と が で き る 。 該 抗 体 ま た は そ の 類 似 体 は 、 検 体 中 で 該 マ ー
カ ー 遺 伝 子 の 発 現 産 物 の 測 定 に 好 適 で あ る 。 個 体 中 の 癌 細 胞 の 存 在 を 測 定 す る た め に 個 体
か ら 得 ら れ た 検 体 は 該 抗 体 と イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 。 も し 該 検 体 が 該 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発
現 産 物 を 含 ん で い る な ら ば 、 該 抗 体 は 結 合 す る で あ ろ う 。 結 合 は 、 当 該 分 野 で 既 知 の 技 術
、 た と え ば エ ン ザ イ ム イ ム ノ ア ッ セ イ （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） に よ っ て 証 明 す る こ と が で き る 。 も
し 該 抗 体 の 結 合 が 証 明 さ れ る と 、 該 検 体 は 該 マ ー カ ー 分 子 の 発 現 産 物 を 含 有 し て い る と 結
論 づ け る こ と が で き る 。 該 マ ー カ ー 分 子 は 癌 細 胞 に よ っ て 発 現 さ れ る の で 、 該 マ ー カ ー 分
子 の 発 現 産 物 の 存 在 に よ っ て 、 個 体 中 の 癌 細 胞 の 存 在 を 示 す こ と が で き る 。 も ち ろ ん 、 蛋
白 性 結 合 分 子 の 使 用 に よ っ て 発 現 産 物 を 検 出 す る た め に も っ と 多 く の 代 替 技 術 が あ る が 、
そ れ ら は こ の 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ て お り 、 こ こ で さ ら に 論 ず る 必 要 は な い 。 す な わ ち 、
癌 細 胞 に よ っ て 発 現 さ れ た 蛋 白 質 は 、 図 １ ～ １ ８ お よ び ／ ま た は 表 １ ま た は ２ 、 た と え ば
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Ｔ Ｉ Ｅ １ 配 列 、 サ リ オ ア ド ヘ シ ン （ Salioadhesin）  お よ び ／ ま た は シ グ レ ッ ク 1（ Siglec
 1） 配 列 、 も し く は そ れ ら の 一 部 分 ま た は 類 似 体 を 含 む 核 酸 に よ っ て エ ン コ ー ド さ れ た 蛋
白 質 に 特 異 的 な 結 合 能 力 を 有 す る 蛋 白 性 分 子 で 検 出 す る こ と が で き る 。 同 様 に 、 個 体 中 の
新 脈 管 形 成 部 位 の 存 在 は マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 産 物 を 検 出 す る こ と に よ っ て 測 定 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
本 発 明 の も う １ つ の 実 施 形 態 で は 、 図 １ ～ １ ８ お よ び ／ ま た は 表 １ ま た は ２ に 示 さ れ る 配
列 を 含 む 核 酸 の 使 用 、 ま た は 、 図 １ ～ １ ８ お よ び ／ ま た は 表 １ ま た は ２ に 示 さ れ る 配 列 を
含 む 核 酸 も し く は そ れ ら の 一 部 分 ま た は 類 似 体 に よ っ て エ ン コ ー ド さ れ た 蛋 白 に 特 異 的 に
結 合 能 を 有 す る 蛋 白 性 分 子 の 使 用 は 、 治 療 が 個 体 中 標 的 細 胞 の 一 定 セ ッ ト の 状 況 変 化 に 有
効 か ど う か を 決 定 す る の に 好 適 で あ る 。 好 ま し い 実 施 形 態 に は 、 該 核 酸 は Ｔ Ｉ Ｅ １ 配 列 、
サ リ オ ア ド ヘ シ ン （ Salioadhesin） ま た は シ グ レ ッ ク 1（ Siglec 1） 配 列 、 図 ８ ま た は １
７ に 示 さ れ る 配 列 、 も し く は そ れ ら の 一 部 分 ま た は 類 似 体 を 含 む 。 も う １ つ の 好 ま し い 実
施 形 態 で は 、 該 蛋 白 性 分 子 は 、 Ｔ Ｉ Ｅ １ 配 列 、 サ リ オ ア ド ヘ シ ン （ Salioadhesin） ま た は
シ グ レ ッ ク 1（ Siglec 1） 配 列 、 図 ８ ま た は １ ７ に 示 さ れ る 配 列 、 も し く は も し く は そ れ
ら の 一 部 分 ま た は 類 似 体 を 含 む 核 酸 に よ っ て エ ン コ ー ド さ れ た 蛋 白 質 に 特 異 的 に 結 合 す る
能 力 を 有 す る 。 さ ら に 好 ま し く は 、 該 使 用 は 、 治 療 が 個 体 中 で 癌 細 胞 を 打 ち 消 す の に 有 効
か ど う か を 決 め る の に 好 適 で あ る 。 本 発 明 の １ つ の 実 施 形 態 に お い て 、 該 癌 細 胞 は カ ポ ジ
肉 腫 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
本 発 明 の 一 態 様 に お い て 、 表 １ ま た は ２ お よ び ／ ま た は 図 １ ～ １ ８ に 示 さ れ る 配 列 を 含 む
核 酸 の 、 新 脈 管 形 成 の た め の 指 標 と し て の 使 用 を 提 供 す る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で 本 発 明 は
、 Ｔ Ｉ Ｅ １ 配 列 、 サ リ オ ア ド ヘ シ ン （ Salioadhesin） ま た は シ グ レ ッ ク 1（ Siglec 1） 配
列 、 図 ８ ま た は １ ７ に 示 さ れ る 配 列 、 も し く は そ れ ら の 一 部 分 ま た は 類 似 体 を 含 む 核 酸 の
、 新 脈 管 形 成 に 関 す る 指 標 と し て の 使 用 を 提 供 す る 。 た と え ば 、 図 １ ～ １ ８ お よ び ／ ま た
は 表 １ ま た は ２ に 示 さ れ る 配 列 を 含 む 核 酸 は 、 再 生 治 療 の コ ー ス で の 新 脈 管 形 成 過 程 に 関
す る 検 出 マ ー カ ー と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 検 出 マ ー カ ー の 発 現 レ ベ ル の 変 化 は 、 再
生 治 療 コ ー ス で 誘 導 さ れ た 活 性 な 血 管 の 成 長 （ す な わ ち 、 新 脈 管 形 成 ） を 示 す 。 好 ま し い
実 施 形 態 で 、 そ の よ う な 応 用 は 心 臓 と 冠 状 動 脈 疾 病 の 分 野 で 、 新 生 血 管 に よ っ て 影 響 を 受
け た 臓 器 へ の 新 し い 血 液 供 給 の 生 成 を 目 的 と し て い る 。 同 様 に 、 抗 新 脈 管 形 成 薬 に よ る 治
療 は 、 Ｔ Ｉ Ｅ １ 配 列 、 サ リ オ ア ド ヘ シ ン （ Salioadhesin） お よ び ／ ま た は シ グ レ ッ ク 1（ S
iglec 1） 配 列 の よ う な 、 図 １ ～ １ ８ お よ び ／ ま た は 表 １ ま た は ２ に 示 さ れ る 検 出 マ ー カ
ー の 発 現 レ ベ ル の 変 化 に よ っ て モ ニ タ ー す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
も う １ つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 図 １ ～ １ ８ お よ び ／ ま た は 表 １ ま た は ２ に 示 さ れ る
な 配 列 を 含 む 核 酸 の 癌 細 胞 の 検 出 マ ー カ ー と し て の 使 用 を 提 供 す る 。 さ ら に も う １ つ の 態
様 に お い て 、 本 発 明 は 、 図 １ ～ １ ８ お よ び ／ ま た は 表 １ ま た は ２ に 示 さ れ る 配 列 を 含 む 核
酸 に よ り エ ン コ ー ド さ れ た 蛋 白 様 分 子 、 も し く は 図 １ ～ １ ８ お よ び ／ ま た は 表 １ ま た は ２
に 示 さ れ る よ う な 配 列 を 含 む 核 酸 に よ り エ ン コ ー ド さ れ た 蛋 白 質 に 結 合 能 力 を 有 す る 蛋 白
様 分 子 の 、 癌 細 胞 の 検 出 マ ー カ ー と し て の 使 用 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
本 発 明 の 方 法 で 、 個 体 の 特 別 な 状 態 を モ ニ タ － す る こ と が 可 能 で あ る 。 疾 病 の 存 在 、 ま た
は 進 行 中 の 病 変 は 、 個 体 の 検 体 が マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 産 物 を 含 ん で い る か ど う か 測 定 す
る こ と に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。 こ の こ と は 、 ま た 、 検 体 に マ ー カ ー 遺 伝 子 が 存 在
し な い と 、 疾 病 の 存 在 ま た は 疾 病 の 進 行 の 危 険 性 が あ る こ と も 意 味 し て い る 。 こ の こ と は
、 疾 病 に 少 な く と も １ つ の マ ー カ ー 遺 伝 子 の 変 化 し た 発 現 パ タ ー ン が 関 与 す る 限 り 、 ど ん
な 疾 病 に も 可 能 性 が あ る 。 好 ま し く は 、 検 体 中 の マ ー カ ー 遺 伝 子 の 存 在 が 測 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
さ ら に 治 癒 過 程 も 追 跡 す る こ と が で き る 。 た と え ば 、 損 傷 を 受 け た 組 織 の 回 復 に は そ の 期
間 を 通 し て マ ー カ ー 遺 伝 子 発 現 産 物 の 量 の 増 加 が 伴 う こ と が あ り え る 。 し か し な が ら 、 損
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傷 し た 組 織 の 回 復 に は そ の 期 間 を 通 し て マ ー カ ー 遺 伝 子 発 現 産 物 の 量 の 減 少 が 伴 う 可 能 性
が あ る 。 異 な る 時 間 間 隔 で 採 取 さ れ た 検 体 は 、 異 な っ た 時 間 間 隔 で 生 成 さ れ る 発 現 産 物 の
量 に つ い て 情 報 を 提 供 す る 。 そ の 間 に 検 体 中 に 見 出 さ れ た 特 定 の 発 現 産 物 の 変 化 量 は 、 生
成 し た 組 織 の 量 を 示 す 。 同 様 に 、 検 体 中 に 特 定 期 間 中 に 見 出 さ れ た 発 現 産 物 の 減 少 量 は 、
あ る 種 の 、 有 益 か 有 害 か い ず れ か の 過 程 を 示 す 。 た と え ば 、 該 過 程 は 疾 病 の 進 行 ま た は 治
癒 に 関 与 し て い る か も し れ な い 。 重 要 な 応 用 は 、 心 臓 と 冠 状 動 脈 疾 病 の 治 療 で あ る 。 本 発
明 の 方 法 は 、 新 心 筋 組 織 の 生 成 の モ ニ タ ー リ ン グ に 極 め て 適 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
す な わ ち 、 本 発 明 の １ つ の 態 様 は 、 診 断 方 法 、 特 に 個 体 が 癌 細 胞 お よ び ／ ま た は 新 脈 管 形
成 部 位 を 含 ん で い る か ど う か を 測 定 す る 方 法 を 提 供 し 、 個 体 か ら 検 体 を 採 取 す る こ と 、 そ
し て 該 検 体 が 少 な く と も 一 つ の マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 産 物 を 含 有 し て い る か ど う か を 測 定
す る こ と を 含 む 。 好 ま し く は 、 該 マ ー カ ー 遺 伝 子 は 、 表 １ ま た は ２ お よ び ／ ま た は 図 １ ～
１ ８ 、 も し く は こ れ ら の 一 部 分 ま た は 類 似 体 を 含 む 。 さ ら に 好 ま し く は 、 該 マ ー カ ー 遺 伝
子 は 、 Ｔ Ｉ Ｅ １ 配 列 、 サ リ オ ア ド ヘ シ ン （ Salioadhesin） ま た は シ グ レ ッ ク 1（ Siglec 1
） 配 列 、 図 ８ ま た は １ ７ に 示 さ れ る 配 列 、 も し く は こ れ ら の 一 部 分 ま た は 類 似 体 を 含 む 。
本 発 明 の 方 法 で 、 癌 か ら 遊 離 し て 体 内 の 他 の 場 所 に 存 在 す る 癌 細 胞 を 検 出 す る こ と が 可 能
で あ る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で か か る 検 出 方 法 は 、 循 環 し て い る 癌 細 胞 を 人 の 血 中 で 検 出 す
る こ と に よ り 実 施 さ れ る 。 こ れ ら 循 環 癌 細 胞 は 、 他 の 人 体 部 分 で の 予 備 検 出 の た め に 使 用
す る こ と が で き 、 ま た 当 初 の 人 体 部 位 に 隣 接 す る 人 体 の 他 部 位 へ の 癌 転 移 リ ス ク の 検 出 の
た め に も 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 同 様 に 、 本 発 明 の 方 法 は 、 個 体 中 の 新 脈 形 成 部 位 を
測 定 す る た め に も 好 適 で あ る 。 た と え ば 、 新 脈 管 形 成 の 増 加 し た レ ベ ル は 、 癌 細 胞 の 存 在
を 示 す か 、 ま た は 、 た と え ば 、 心 臓 と 冠 動 脈 疾 病 の 回 復 の よ う に 損 傷 組 織 の 治 癒 を し め す
。
【 ０ ０ ２ ５ 】
新 脈 管 形 成 過 程 は い ま や 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 容 易 に モ ニ タ ー で き る の で 、 あ る 特 定 の 治
療 が 新 脈 管 形 成 過 程 を 変 え る の に 有 効 か ど う か を 測 定 す る の と 同 様 に 容 易 で あ る 。 た と え
ば 、 も し あ る 特 定 の 治 療 が 新 脈 管 形 成 過 程 を 妨 害 す る の に 有 効 な ら ば 、 新 脈 管 形 成 に 関 与
し て い る マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 産 物 量 も そ の 期 間 を 通 じ て 減 少 す る 。 当 該 技 術 分 野 で 、 新
脈 管 形 成 治 療 の た め の 多 く の 薬 剤 が 知 ら れ て い る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の １ つ の 実 施 形 態
は 、 治 療 が 個 体 中 の 新 脈 管 形 成 過 程 を 変 化 さ せ る の に 有 効 か ど う か を 測 定 す る た め の 方 法
を 提 供 し 、 該 治 療 を 開 始 後 に 該 個 体 か ら 検 体 を 採 取 す る こ と 、 そ し て 、 該 検 体 が 少 な く と
も １ つ の マ ー カ ー 遺 伝 子 を 含 有 し て い る か ど う か を 測 定 す る こ と を 含 む 。 好 ま し く は 、 該
マ ー カ ー 遺 伝 子 は 、 表 １ 、 ２ 、 お よ び ／ ま た は 図 １ ～ １ ８ に 示 さ れ る 配 列 、 も し く は こ れ
ら の 一 部 分 ま た は 類 似 体 を 包 含 す る 。 さ ら に 好 ま し く は 、 該 マ ー カ ー 遺 伝 子 は 、 Ｔ Ｉ Ｅ １
配 列 、 サ リ オ ア ド ヘ シ ン （ Salioadhesin） ま た は シ グ レ ッ ク 1（ Siglec 1） 配 列 、 図 ８ ま
た は １ ７ に 示 さ れ る 配 列 、 も し く は こ れ ら の 一 部 分 ま た は 類 似 体 を 含 む 。 １ つ の 実 施 形 態
で 上 記 の 治 療 は 、 該 個 体 中 の 新 脈 管 形 成 を 妨 害 す る こ と を 含 む 。 さ ら に も う １ つ の 実 施 形
態 で は 、 該 治 療 は 、 次 の 薬 剤 の 少 な く と も １ 種 の 使 用 を 含 む ： ２ Ｍ Ｅ ２ 、 ア ン ジ オ ス タ チ
ン （ Angiostatin） 、 ア ン ジ オ ザ イ ム （ Angiozyme） 、 抗 － Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ （ Anti－ VEGF） Ｒ ｈ ｕ
Ｍ Ａ ｂ 、 ア プ ラ （ Apra （ Ｃ Ｔ － ２ ５ ８ ４ ） ） 、 ア ビ シ ン （ Avicine） 、 ベ ネ フ ィ ン （ Bene
fin） 、 Ｂ Ｍ Ｓ ２ ７ ５ ２ ９ １ 、 カ ル ボ キ シ ア ミ ド ト リ ア ゾ ー ル 、 Ｃ Ｃ ４ ０ ４ ７ ， Ｃ Ｃ ５ ０
１ ３ 、 Ｃ Ｃ ７ ０ ８ ５ 、 Ｃ Ｄ Ｃ ８ ０ １ 、 Ｃ Ｇ Ｐ － ４ １ ２ ５ １ （ Ｐ Ｋ Ｃ ４ １ ２ ） 、 Ｃ Ｍ １ ０ １
、 コ ン ブ レ タ ス タ チ ン （ Combretastatin） Ａ － ４ プ ロ ド ラ ッ グ 、 Ｅ Ｍ Ｄ １ ２ １ ９ ７ ４ 、 エ
ン ド ス タ チ ン （ Endostatin） 、 フ ラ ボ ピ リ ド ー ル （ Flavopiridol） 、 ゲ ニ ス テ イ ン （ Geni
stein（ Ｇ Ｃ Ｐ ） ） 、 緑 茶 抽 出 物 、 Ｉ Ｍ － ８ ６ ２ 、 イ ム ザ ー （ Imm Ther） 、 イ ン タ ー フ ェ
ロ ン ア ル フ ァ 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン － １ ２ 、 イ レ ッ サ （ Ｚ Ｄ １ ８ ３ ９ ） 、 マ リ マ ス タ ー ト （
Marimastat） 、 メ タ ス タ ー ト （ Metastat（ Ｃ ｏ ｌ － ３ ） ） 、 ネ オ バ ス タ ー ト （ Neovastat
） 、 オ ク ト レ オ チ ド （ Octreotide） 、 パ ク リ タ ク セ ル （ Paclitaxel） 、 ペ ニ シ ラ ミ ン 、 フ
ォ ト フ リ ン （ Photofrin） 、 フ ォ ト ポ イ ン ト （ Photopoint） 、 Ｐ Ｉ － ８ ８ 、 プ リ ノ マ ス タ
ー ト （ Prinomastat（ AG－ 3340） ） 、 Ｐ Ｔ Ｋ ７ ８ ７ （ Ｚ Ｋ ２ ２ ５ ８ ４ ） 、 Ｒ Ｏ ３ １ ７ ４ ５
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３ 、 ソ リ マ ス タ ー ト （ Solimastat） 、 ス ク ア ラ ミ ン （ Squalamin） 、 Ｓ Ｕ １ ０ １ 、 Ｓ Ｕ ５
４ １ ６ 、 Ｓ Ｕ － ６ ６ ６ ８ 、 ス ラ ジ ス タ （ Suradista（ FCE26644） ） 、 ス ラ ミ ン （ Suramin（
メ タ レ ッ ト （ Metaret） 、 テ ト ラ チ オ モ リ ブ デ イ ト （ Tetrathiomolybdate） 、 サ リ ド マ イ
ド 、 Ｔ Ｎ Ｐ － ４ ７ ０ お よ び ／ ま た は ビ タ キ シ ン （ Vitaxin） 。 し か し な が ら 熟 練 者 は 該 治
療 中 に 使 用 し 得 る さ ら に 多 種 の 薬 剤 を 思 い つ く こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 方 法 の 検 体 は 血 液 検 体 で あ る 。 た と え ば 新 脈 管 形 成 過 程
の 部 位 は 、 癌 ま た は 皮 膚 の 一 部 で あ る 可 能 性 が あ る が 、 血 液 検 体 は 採 取 に 容 易 で あ る の で
と り わ け 好 ま し い 。 血 液 検 体 は ま た 多 く の 場 合 検 査 す る の が 容 易 で あ り 、 高 価 な そ し て ／
ま た は 特 別 な 装 置 を 必 要 と し な い 。 極 め て 驚 く べ き こ と に 、 我 々 は 、 末 梢 血 単 核 細 胞 （ Ｐ
Ｂ Ｍ Ｃ ） の よ う な 造 血 細 胞 （ hemopoietic cell） に よ る あ る 種 の マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 が
、 個 体 の ど こ か 他 の 部 位 で 起 こ っ て い る 一 連 の 変 化 を 表 示 し 得 る こ と を 見 出 し た 。 た と え
ば 、 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ 中 の マ ー カ ー 分 子 発 現 産 物 の 存 在 ま た は 量 変 化 は 、 身 体 の ど こ か に 癌 細 胞 が
存 在 す る こ と を 示 し 得 る 。 実 施 例 １ ０ で は 、 た と え ば Ｔ Ｉ Ｅ １ 配 列 （ タ グ １ ５ 、 表 ３ ） ま
た は サ リ オ ア ド ヘ シ ン （ Salioadhesin） ま た は シ グ レ ッ ク 1（ Siglec 1） 配 列 （ タ グ ３ ２
、 表 ４ ） は と も に 皮 膚 癌 と カ ポ ジ 肉 腫 患 者 の Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ 細 胞 で 高 く 制 御 さ れ て い る こ と が 示
さ れ て い る 。 さ ら に 、 癌 細 胞 で は ケ ラ チ ン １ ４ 配 列 は 過 剰 発 現 さ れ て い る の に 対 し て 、 該
患 者 の 血 液 検 体 中 の ケ ラ チ ン １ ４ （ タ グ ７ 、 表 ３ ） 配 列 の 発 現 産 物 が 存 在 し な い と い う こ
と は 、 該 検 体 は 癌 細 胞 で 汚 染 さ れ て い な い こ と を 示 す と い う こ と を 実 施 例 ８ は 表 し て い る
。 同 様 に 、 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ に よ る あ る 種 の マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 は も う １ つ の 診 断 の 指 標 を 提 供
し 得 る 。 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ 中 の マ ー カ ー 遺 伝 子 発 現 産 物 の 存 在 ま た は 非 存 在 は 、 異 な っ た 側 面 お よ
び ／ ま た は 個 々 の 身 体 の 一 連 変 化 に つ い て 適 切 な 情 報 を 提 供 す る 。 好 ま し く は 、 非 造 血 細
胞 で の 発 現 産 物 の 量 は 、 対 照 値 と 比 較 さ れ る 。 こ の よ う に 該 造 血 細 胞 中 の 発 現 の 増 加 ま た
は 減 少 に つ い て 指 標 が 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
そ れ ゆ え １ つ の 態 様 に お い て 本 発 明 は 、 個 体 が 非 造 血 癌 細 胞 お よ び ／ ま た は 新 脈 管 形 成 部
位 を 含 む か ど う か を 測 定 す る 方 法 を 提 供 し 、 該 方 法 は 該 患 者 か ら の 造 血 細 胞 が 対 照 値 と 比
べ て マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 産 物 の 変 化 量 を 含 ん で い る か ど う か を 含 む 。 好 ま し く は 、 該 マ
ー カ ー 遺 伝 子 は 、 新 脈 管 形 成 に 関 与 す る 遺 伝 子 を 含 む 。 さ ら に 好 ま し く は 、 該 遺 伝 子 は 表
１ ま た は ２ 、 お よ び ／ ま た は 図 １ ～ １ ８ に 示 さ れ る 配 列 、 も し く は こ れ ら の 一 部 分 ま た は
類 似 体 を 含 む 。 最 も 好 ま し く は 、 該 遺 伝 子 は 、 Ｔ Ｉ Ｅ １ 配 列 、 サ リ オ ア ド ヘ シ ン （ Salioa
dhesin） ま た は シ グ レ ッ ク 1（ Siglec 1） 配 列 、 図 ８ ま た は １ ７ に 示 さ れ る 配 列 、 も し く
は こ れ ら の 一 部 分 ま た は 類 似 体 を 含 む 。 本 発 明 の １ つ の 実 施 形 態 で は 、 該 造 血 細 胞 は 末 梢
血 単 核 細 胞 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
１ つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 本 発 明 の 測 定 方 法 を 提 供 し 、 こ こ で 該 発 現 産 物 は は Ｐ Ｂ Ｍ
Ｃ に よ っ て 発 現 さ れ る 。 好 ま し く は 、 該 発 現 産 物 は 、 Ｔ Ｉ Ｅ １ 配 列 、 サ リ オ ア ド ヘ シ ン （
Salioadhesin） ま た は シ グ レ ッ ク 1（ Siglec 1） 配 列 、 図 ８ ま た は １ ７ に 示 さ れ る 配 列 、
も し く は こ れ ら の 一 部 分 ま た は 類 似 体 を 含 む 。 こ れ ら 配 列 は 新 脈 管 形 成 に 関 与 す る の で 、
本 発 明 は 、 ケ ラ チ ン １ ４ 配 列 、 Ｔ Ｉ Ｅ １ 配 列 、 サ リ オ ア ド ヘ シ ン （ Salioadhesin） ま た は
シ グ レ ッ ク 1（ Siglec 1） 配 列 、 図 ２ 、 ８ ま た は １ ７ に 示 さ れ る 配 列 、 も し く は こ れ ら の
一 部 分 ま た は 類 似 体 の 新 脈 管 形 成 の 指 標 と し て の 使 用 を 提 供 す る 。 同 様 に 、 こ れ ら 配 列 は
癌 細 胞 の 存 在 に 関 与 す る 。 し た が っ て 、 ケ ラ チ ン １ ４ 配 列 、 Ｔ Ｉ Ｅ １ 配 列 、 サ リ オ ア ド ヘ
シ ン （ Salioadhesin） ま た は シ グ レ ッ ク 1（ Siglec 1） 配 列 、 図 ２ 、 ８ ま た は １ ７ に 示 さ
れ る 配 列 、 も し く は こ れ ら の 一 部 分 ま た は 類 似 体 を 発 現 し た Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ の 、 個 体 中 の 癌 細 胞
の 存 在 を 測 定 す る た め の 使 用 も 提 供 さ れ る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 ま た 、 診 断 方 法 で の 使 用
の た め の 、 単 離 さ れ た ケ ラ チ ン １ ４ 配 列 、 Ｔ Ｉ Ｅ １ 配 列 、 サ リ オ ア ド ヘ シ ン （ Salioadhes
in） ま た は シ グ レ ッ ク 1（ Siglec 1） 配 列 、 図 ２ 、 ８ ま た は １ ７ に 示 さ れ る 配 列 、 も し く
は こ れ ら の 一 部 分 ま た は 類 似 体 を 提 供 す る 。 診 断 方 法 は 診 断 キ ッ ト を 使 用 し て 実 施 さ れ る
。 し た が っ て 、 図 １ ～ １ ８ お よ び ／ ま た は 表 １ ま た は ２ も し く は こ れ ら の 一 部 分 ま た は 類
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似 体 を 含 む 核 酸 、 お よ び ／ ま た は 該 核 酸 ま た は 該 一 部 分 ま た は 類 似 体 に よ っ て エ ン コ ー ド
さ れ た 蛋 白 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 能 力 の あ る 蛋 白 様 分 子 を 含 む 診 断 キ ッ ト も ま た 、 こ こ で
提 供 さ れ る 。 好 ま し く は 、 該 キ ッ ト は 、 適 切 な 検 出 手 段 を 含 む 。 １ つ の 実 施 形 態 で 、 本 発
明 の 、 ケ ラ チ ン １ ４ 配 列 お よ び ／ ま た は Ｔ Ｉ Ｅ １ 配 列 、 お よ び ／ ま た は サ リ オ ア ド ヘ シ ン
（ Salioadhesin） ま た は シ グ レ ッ ク 1（ Siglec 1） 配 列 、 お よ び ／ ま た は 図 ２ 、 ８ ま た は
１ ７ に 示 さ れ る 配 列 も し く は こ れ ら の 一 部 分 ま た は 類 似 体 を 含 む 診 断 キ ッ ト も 提 供 さ れ る
。 本 発 明 の 診 断 キ ッ ト は 、 本 発 明 の 方 法 を 実 施 す る の に 特 に 有 用 で あ る 。 も う １ つ の さ ら
な る 実 施 形 態 で 、 し た が っ て 、 個 体 中 の 特 定 の 一 群 の 標 的 細 胞 状 態 を 変 え る の に 、 お よ び
／ ま た は 個 体 中 の 脈 管 形 成 過 程 を 変 え る の に 治 療 が 有 効 で あ る か ど う か を 測 定 す る た め の
、 本 発 明 診 断 キ ッ ト の 使 用 を 提 供 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 個 体 が 癌 細 胞 お よ び ／ ま た は 新
脈 管 形 成 部 位 を 含 ん で い る の か の か ど う か を 測 定 す る た め の 本 発 明 診 断 キ ッ ト の 使 用 を 提
供 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
本 発 明 の マ ー カ ー 遺 伝 子 に よ っ て 該 マ ー カ ー 遺 伝 子 が 示 唆 す る 疾 病 に 対 す る 薬 剤 の ス ク リ
ー ニ ン グ が 可 能 で あ る 。 特 異 的 な 薬 物 活 性 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 技 術 で 多 種 の 利 用 可 能 な
方 法 が あ る 。 た と え ば 、 細 胞 を 種 々 の 異 な る 薬 剤 候 補 化 合 物 と イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 該 細 胞
中 の マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 パ タ ー ン を 、 薬 剤 候 補 化 合 物 へ 該 細 胞 を 曝 す 前 と 後 で 比 較 す る
こ と が で き る 。 薬 剤 候 補 化 合 物 へ 該 細 胞 を 曝 し た の ち の 特 異 的 な 発 現 パ タ ー ン の 差 異 は 、
該 化 合 物 が 医 薬 開 発 の 適 切 な 候 補 物 で あ る こ と を 示 す 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 図 １ ～ １ ８ 、
表 １ ま た は 表 ２ に 示 さ れ る 配 列 を 含 む 遺 伝 子 の 発 現 産 物 の 薬 剤 標 的 と し て の 使 用 を 提 供 す
る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
好 ま し く は 、 該 配 列 は 、 サ リ オ ア ド ヘ シ ン （ Salioadhesin） ま た は シ グ レ ッ ク 1（ Siglec 
1） 、 Ｔ Ｉ Ｅ １ 、 お よ び ／ ま た は ケ ラ チ ン １ ４ 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
サ リ オ ア ド ヘ シ ン （ Salioadhesin） ま た は シ グ レ ッ ク 1（ Siglec 1） 、 Ｔ Ｉ Ｅ １ 、 ケ ラ チ
ン １ ４ の 活 性 を 変 え る 能 力 が あ る 、 お よ び ／ ま た は 細 胞 中 の サ リ オ ア ド ヘ シ ン （ Salioadh
esin） ま た は シ グ レ ッ ク 1（ Siglec 1） 、 Ｔ Ｉ Ｅ １ お よ び ／ ま た は ケ ラ チ ン １ ４ の 発 現 を
変 え る 能 力 が あ る 物 質 も こ こ で 提 供 さ れ る 。 該 物 質 は 特 に 薬 剤 の 調 製 に 好 適 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
本 発 明 は さ ら に 以 下 の 実 施 例 に よ っ て さ ら に 詳 細 に 説 明 さ れ る が 、 こ れ は 本 発 明 を 決 し て
限 定 す る も の で は な い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
実 施 例
実 施 例 １
こ の 実 施 例 に お い て 発 現 プ ロ フ ァ イ ル の 分 析 の た め の 検 体 の 選 定 が 実 施 さ れ る 。 ３ １ 歳 の
男 性 が １ ９ ９ ７ 年 ２ 月 に Ｈ Ｉ Ｖ － １ 血 清 陽 性 と 判 定 さ れ た 。 初 期 の Ｃ Ｄ ４ 細 胞 数 は 、 ２ ５
× １ ０ 6 ／ ｌ で あ っ た 。 こ の 患 者 は ２ ヶ 月 以 内 に 粘 膜 皮 膚 単 純 疱 疹 と 肺 外 ク リ プ ト コ ッ ク
ス 症 に 感 染 を 呈 し 、 こ の た め 特 別 の 薬 物 治 療 が 行 わ れ た 。 Ｈ Ｉ Ｖ － １ 　 Ｒ Ｎ Ａ 負 荷 は 当 初
１ ５ ， ０ ０ ０ コ ピ ー ／ ｍ ｌ で ３ ヶ 月 で ３ ３ ， ０ ０ ０ コ ピ ー ／ ｍ ｌ に 増 加 し た 。 そ こ で 、 抗
ウ イ ル ス 療 法 が ジ ド ブ ジ ン （ zidovudine） 、 ラ ミ ブ ジ ン （ lamivudine） お よ び イ ン ヂ ナ ビ
ィ ル （ Indinavir） を 使 用 し て 始 め ら れ た 。 治 療 開 始 後 直 ぐ に 、 Ｈ Ｉ Ｖ － １ 　 Ｒ Ｎ Ａ 負 荷
は 、 検 出 限 界 以 下 に 低 下 し た 。 １ ９ ９ ７ 年 １ １ 月 、 患 者 は 増 加 す る 紫 色 の 皮 膚 病 変 を 徐 々
に 示 し 、 そ れ は 臨 床 的 に カ ポ ジ 肉 腫 に 類 似 し て い た 。 診 断 は 、 病 変 の 組 織 学 的 検 査 で 確 認
さ れ た 。 化 学 療 法 （ ブ レ オ マ イ シ ン 、 ビ ン ク リ ス チ ン 、 お よ び ア ド リ ア マ イ シ ン の 静 脈 内
投 与 ） の 初 期 に 、 Ｋ Ｓ は 約 １ ５ ０ 皮 膚 病 変 ま で 進 行 し た 。 化 学 療 法 の コ ー ス 中 の 休 止 期 間
は ３ 週 間 で あ り 、 第 ５ コ ー ス の 後 に 中 止 さ れ た 。 ３ 週 間 の 治 療 で い く つ か の 病 変 は 消 失 し
、 １ 年 の 後 に 、 徐 々 に 完 全 回 復 に 近 づ い た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
化 学 療 法 の 間 に 、 い く つ か の 生 検 が 行 わ れ た 。 最 初 の 生 検 試 料 は 化 学 療 法 開 始 後 ２ ４ 時 間
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に 採 取 さ れ （ Ｋ Ｓ １ と 名 づ け ら れ た ） そ し て ２ 番 目 の 生 検 試 料 は ４ ８ 時 間 後 に 採 取 さ れ た
（ Ｋ Ｓ ２ と 名 づ け ら れ た ） 。 全 て の 生 検 試 料 は 、 外 科 的 除 去 の 後 即 座 に 液 体 窒 素 中 で 瞬 間
凍 結 さ れ － ８ ０ ℃ で 保 存 さ れ た 。 カ ポ ジ 肉 腫 の 診 断 が 組 織 学 的 に 確 定 さ れ た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
対 照 Ｓ Ａ Ｇ Ｅ ラ イ ブ ラ リ Ｋ Ｓ ３ と Ｋ Ｓ ４ は 、 い か な る 形 の 化 学 療 法 も あ る い は 抗 ウ イ ル ス
治 療 も 受 け ず に １ ９ ８ ６ 年 に 死 亡 し た カ ポ ジ 肉 腫 を 伴 う ２ 名 の エ イ ズ 患 者 か ら 検 死 時 に 採
取 さ れ た 、 凍 結 材 料 で 作 製 さ れ た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
実 施 例 ２
生 検 検 体 の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル は 、 Ｓ Ａ Ｇ Ｅ 技 術 を 使 用 し て 決 定 さ れ た 。 全 て の 生 検 試 料 は
ミ ク ロ ト ー ム で １ ５ ～ ２ ０ μ ｍ の 切 片 に 切 断 さ れ 、 ト リ ゾ ー ル （ TRIzol） を 含 有 す る 試 験
管 へ 移 さ れ た 。 製 造 者 の 説 明 書 に 従 っ て ト リ ゾ ー ル （ TRIzol） に よ っ て Ｒ Ｎ Ａ の 単 離 が 行
わ れ た 。 ポ リ （ Ａ ） Ｒ Ｎ Ａ は ミ ク ロ ー フ ァ ー ス ト ト ラ ッ ク T M （ Micro－ FastTrack T M ） ２ ．
０ ｍ Ｒ Ｎ Ａ 分 離 キ ッ ト を 使 用 し て 得 ら れ た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 調 製 と そ れ に 続 く ス テ ッ プ は ベ ル
ク レ ス ク （ Velculescu） に よ っ て 記 載 さ れ た よ う に 実 施 さ れ た 。 配 列 決 定 結 果 の 予 備 試 験
は 、 Ｓ Ａ Ｇ Ｅ の た め に 特 別 に ア カ デ ミ ッ ク メ デ ィ カ ル セ ン タ ー 、 ア ム ス テ ル ダ ム の ビ オ イ
ン フ ォ マ チ ッ ク ス 研 究 所 （ Bioinformatics Laboratory） に よ っ て 設 計 さ れ た ソ フ ト ウ エ
ア を 使 用 し て 実 施 さ れ た （ van Kampen et al., Ｕ Ｓ Ａ Ｇ Ｅ : Ｓ Ａ Ｇ Ｅ デ ー タ 分 析 へ の ウ
ェ ブ に 基 づ く ア プ ロ ー チ 、 Bioinfomaticcs、  印 刷 中 ） 。 ラ イ ブ ラ リ も ま た ヒ ト 染 色 体 に
Ｔ Ａ Ｇ を 位 置 付 け る Ａ Ｍ Ｃ で 開 発 さ れ た プ ロ グ ラ ム 、 ヒ ュ ー マ ン  ト ラ ン ス ク リ プ ト ― ム
マ ッ プ （ Human Transcriptome Map （ HTM） ） で 分 析 さ れ た （ Caron et al., ヒ ュ ー マ ン
　 ト ラ ン ス ト ー ム 　 マ ッ プ は 染 色 体 ド メ イ ン で 高 度 に 発 現 さ れ た 遺 伝 子 の ク ラ ス タ リ ン グ
を 明 ら か に す る 。 投 稿 中 ） 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
我 々 は ４ つ の 生 検 資 料 か ら 約 ４ ７ ， ０ ０ ０ タ グ （ Ｔ Ａ Ｇ ’ ｓ ） 、 Ｋ Ｓ １ ラ イ ブ ラ リ か ら ４
７ ， ２ ９ ８ タ グ （ Ｔ Ａ Ｇ ’ ｓ ） 、 Ｋ Ｓ ２ ラ イ ブ ラ リ か ら ４ ６ ， ６ ７ １ 、 Ｋ Ｓ ３ ラ イ ブ ラ リ
か ら ４ ９ ， ３ ３ ５ タ グ （ Ｔ Ａ Ｇ ’ ｓ ） を そ し て Ｋ Ｓ ４ ラ イ ブ ラ リ か ら ４ ８ ， ８ １ ４ タ グ （
Ｔ Ａ Ｇ ’ ｓ ） の 配 列 を 決 定 し た 。 タ グ （ Ｔ Ａ Ｇ ） リ ス ト （ す な わ ち 、 個 々 の Ｔ Ａ Ｇ ’ ｓ プ
ラ ス 出 現 回 数 ） は 、 互 い に Ｕ Ｓ Ａ Ｇ Ｅ で 比 較 さ れ 、 最 も 高 い カ ウ ン ト を 持 つ タ グ （ Ｔ Ａ Ｇ
） 配 列 は 、 Ｕ Ｓ Ａ Ｇ Ｅ で 利 用 可 能 な ａ ｍ ｃ ｔ ２ ｇ デ ー タ ベ ー ス で 同 定 さ れ た （ こ れ は Ｃ Ｇ
Ａ Ｐ （ GenBankで 利 用 可 能 ） の Ｓ Ａ Ｇ Ｅ ｍ ａ ｐ デ ー タ ベ ー ス と 比 べ て 進 歩 し た Ｔ Ａ Ｇ 同 定
法 で あ る ） ） 。 次 に 、 タ グ （ Ｔ Ａ Ｇ ） リ ス ト は Ｈ Ｔ Ｍ プ ロ グ ラ ム で 染 色 体 位 に マ ッ ピ ン グ
さ れ 、 同 時 に 特 定 の Ｔ Ａ Ｇ リ ス ト （ た と え ば 血 管 内 皮 、 公 に 利 用 可 能 ） と 比 較 さ れ 、 Ｓ Ａ
Ｇ Ｅ ｍ ａ ｐ デ ー タ ベ ー ス （ Ｈ Ｔ Ｍ で 「 全 て 」 を 指 定 ） の 全 て の Ｔ Ａ Ｇ と 組 合 み わ せ て 、 Ｋ
Ｓ ３ と Ｋ Ｓ ４ で 特 に 昂 進 し た 遺 伝 子 に 属 し て い る タ グ （ Ｔ Ａ Ｇ ’ ｓ ） が 同 定 さ れ た （ 表 １
） 。 ヌ ク レ オ チ ド １ ５ は Ｕ Ｓ Ａ Ｇ Ｅ の 原 本 ジ タ グ （ diTAG） リ ス ト か ら 決 定 さ れ た 。 １ ５
ヌ ク レ チ ド （ １ ５ nt.） の Ｔ Ａ Ｇ 配 列 は 、 そ の 同 定 を 確 認 す る た め に Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ （ Ｂ
Ｌ Ａ Ｓ Ｔ ） で 照 合 さ れ た 。 １ ５ 番 目 の ヌ ク レ オ チ ド で の 不 明 確 さ の ゆ え に あ る い は 間 違 っ
た 同 定 の ゆ え に 、 少 数 の タ グ （ Ｔ Ａ Ｇ ’ ｓ ） が 排 除 さ れ た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
実 施 例 ３
Ｋ Ｓ １ と Ｋ Ｓ ２ ラ イ ブ ラ リ に 比 較 し て カ ポ ジ 肉 腫 Ｓ Ａ Ｇ Ｅ ラ イ ブ ラ リ Ｋ Ｓ ３ と Ｋ Ｓ ４ で 発
現 が 増 加 し て い る 既 知 遺 伝 子 由 来 の 同 定 可 能 な タ グ （ Ｔ Ａ Ｇ ’ ｓ ） を 示 し て い る 分 析 結 果
。 タ グ （ Ｔ Ａ Ｇ ） 数 は 、 そ の ラ イ ブ ラ リ と 公 開 さ れ た 他 の ラ イ ブ ラ リ 間 で 比 較 で き る よ う
に ま ず 、 ラ イ ブ ラ リ 当 た り の 配 列 決 定 さ れ た １ ０ ０ ． ０ ０ ０ 総 タ グ （ Ｔ Ａ Ｇ ） レ ベ ル に 標
準 化 さ れ た 。
配 列 ｃ atgは 、 表 １ の 縦 列 ２ に 示 さ れ た 各 タ グ （ Ｔ Ａ Ｇ ） 配 列 に 優 先 し て 起 こ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
【 表 １ 】

10

20

30

40

(13) JP 2004-523232 A 2004.8.5



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ０ 】
実 施 例 ４
Ｋ Ｓ １ と Ｋ Ｓ ２ ラ イ ブ ラ リ に 比 較 し て カ ポ ジ 肉 腫 Ｓ Ａ Ｇ Ｅ ラ イ ブ ラ リ Ｋ Ｓ ３ と Ｋ Ｓ ４ で 発
現 が 増 加 し て い る 未 知 因 子 を 有 す る 遺 伝 子 の Ｅ Ｓ Ｔ ’ ｓ 由 来 の 同 定 不 可 能 な タ グ （ Ｔ Ａ Ｇ
’ ｓ ） を 示 す 分 析 結 果 。
【 ０ ０ ４ １ 】
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タ グ （ Ｔ Ａ Ｇ ） 数 は 、 そ の ラ イ ブ ラ リ と 公 開 さ れ た 他 の ラ イ ブ ラ リ 間 で 比 較 で き る よ う に
ま ず 、 ラ イ ブ ラ リ 当 た り の 、 配 列 決 定 さ れ た １ ０ ０ ． ０ ０ ０ 総 Ｔ Ａ Ｇ レ ベ ル に 標 準 化 さ れ
た 。
配 列 ｃ ａ ｔ ｇ は 表 ２ の 縦 列 ２ に 示 さ れ た 各 タ グ （ Ｔ Ａ Ｇ ） 配 列 に 優 先 し て 起 こ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ３ 】
実 施 例 ５
カ ポ ジ 肉 腫 の 皮 膚 組 織 が 実 施 例 １ に 記 載 さ れ た の と 同 じ ２ 人 の エ イ ズ 患 者 か ら 採 取 さ れ 、
そ の 患 者 か ら Ｋ Ｓ ３ と Ｋ Ｓ ４ ラ イ ブ ラ リ が 作 成 さ れ た 。 両 患 者 と も 同 性 愛 の 患 者 で ヨ ー ロ
ッ パ で Ｈ Ｉ Ｖ － １ が 流 行 し た 初 期 に 感 染 し た 。 イ ン ド ネ シ ア で 出 生 し た 患 者 １ は 、 Ｈ Ｉ Ｖ
－ １ 陽 性 で あ る と １ ９ ８ ２ 年 に 証 明 さ れ た 。 １ ９ ８ ５ 年 ２ 月 に 組 織 学 的 な 検 査 に よ っ て カ
ポ ジ 肉 腫 の 診 断 が 確 認 さ れ た 。 彼 は １ ３ ヵ 月 後 に 死 亡 し 、 検 死 に よ っ て 内 蔵 Ｋ Ｓ の 形 態 学
的 変 種 で あ る こ と が 判 明 し た 。 患 者 ２ は 、 １ ９ ８ ４ 年 ２ 月 ア カ デ ミ ッ ク メ デ ィ カ ル セ ン タ
ー （ Academic Medical Centre） で 進 行 性 Ｋ Ｓ 皮 膚 病 変 を 示 し た 。 追 跡 治 療 中 に 、 Ｋ Ｓ は
腸 管 、 咽 頭 部 、 肺 、 舌 、 梨 状 陥 凹 お よ び リ ン パ 節 へ 進 行 し た 。 １ ９ ８ ６ 年 ３ 月 、 こ の 患 者
は 死 亡 し 、 検 死 が 行 わ れ た 。 上 記 ２ 名 の 患 者 か ら 採 取 し た 組 織 試 料 は 、 Ｋ Ｓ ３ と Ｋ Ｓ ４ と
命 名 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
正 常 成 人 の 胸 部 皮 膚 組 織 が 、 乳 房 形 成 で の 廃 棄 組 織 と し て 採 取 さ れ た （ 我 々 の 病 院 の 形 成
手 術 部 か ら 得 ら れ た ） 。 ３ つ の 胸 部 整 復 手 術 か ら の 単 離 Ｒ Ｎ Ａ は 、 正 常 皮 膚 発 現 プ ロ フ ァ
イ ル の ラ イ ブ ラ リ に 使 用 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
生 検 試 料 の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル は 、 実 施 例 ２ に 記 載 し た よ う な Ｓ Ａ Ｇ Ｅ 技 術 で 決 定 さ れ た 。
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我 々 は ４ つ の 生 検 試 料 か ら 約 ４ ７ ， ０ ０ ０ タ グ （ Ｔ Ａ Ｇ ’ ｓ ） 、 Ｋ Ｓ ３ ラ イ ブ ラ リ か ら ４
９ ， ３ ３ ５ タ グ （ Ｔ Ａ Ｇ ’ ｓ ） そ し て Ｋ Ｓ ４ ラ イ ブ ラ リ か ら ４ ８ ， ８ １ ４ タ グ （ Ｔ Ａ Ｇ ’
ｓ ） の 配 列 を 決 定 し た 。 タ グ （ Ｔ Ａ Ｇ ） リ ス ト （ す な わ ち 、 個 々 の タ グ （ Ｔ Ａ Ｇ ’ ｓ ） プ
ラ ス 出 現 回 数 ） は Ｕ Ｓ Ａ Ｇ Ｅ で 利 用 可 能 な ａ ｍ ｃ ｔ ２ ｇ デ ー タ ベ ー ス で 同 定 さ れ た （ こ れ
は Ｃ Ｇ Ａ Ｐ （ Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ で 利 用 可 能 ） か ら の Ｓ Ａ Ｇ Ｅ ｍ ａ ｐ デ ー タ ベ ー ス と 比 較 し て
進 歩 し た タ グ （ Ｔ Ａ Ｇ ） 同 定 法 で あ る ） 。 次 に 、 タ グ （ Ｔ Ａ Ｇ ） リ ス ト は Ｈ Ｔ Ｍ プ ロ グ ラ
ム で 染 色 体 部 位 に マ ッ ピ ン グ さ れ 、 同 時 に 特 定 の タ グ （ Ｔ Ａ Ｇ ） リ ス ト （ た と え ば 血 管 内
皮 、 公 に 利 用 可 能 ） と 比 較 さ れ 、 Ｓ Ａ Ｇ Ｅ ｍ ａ ｐ デ ー タ ベ ー ス （ Ｈ Ｔ Ｍ で 「 全 て 」 を 指 定
） の 全 て の タ グ （ Ｔ Ａ Ｇ ） リ ス ト と 組 み 合 わ せ て 、 Ｋ Ｓ ３ と Ｋ Ｓ ４ で 特 に 昂 進 し た 遺 伝 子
に 属 し て い る タ グ （ Ｔ Ａ Ｇ ’ ｓ ） が 同 定 さ れ た （ 表 １ ） 。 ヌ ク レ オ チ ド １ ５ は Ｕ Ｓ Ａ Ｇ Ｅ
の 原 本 ジ タ グ （ diTAG） リ ス ト か ら 決 定 さ れ た 。 １ ５ ヌ ク レ オ チ ド （ １ ５ nt.） の Ｔ Ａ Ｇ 配
列 は 、 そ の 同 定 を 確 認 す る た め に Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ （ Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ ） に よ っ て 照 合 さ れ た 。 １
５ 番 目 の ヌ ク レ オ チ ド で の 不 明 確 さ の ゆ え に あ る い は 間 違 っ た 同 定 の ゆ え に 、 少 数 の タ グ
（ Ｔ Ａ Ｇ ） は 排 除 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
実 施 例 ６
Ｋ Ｓ １ と Ｋ Ｓ ２ ラ イ ブ ラ リ に 比 較 し て カ ポ ジ 肉 腫 Ｓ Ａ Ｇ Ｅ ラ イ ブ ラ リ Ｋ Ｓ ３ と Ｋ Ｓ ４ で 発
現 が 増 加 し て い る 既 知 遺 伝 子 由 来 の 同 定 可 能 な タ グ （ Ｔ Ａ Ｇ ’ ｓ ） を 示 し て い る 分 析 結 果
。 タ グ （ Ｔ Ａ Ｇ ） 数 は 、 そ の ラ イ ブ ラ リ と 公 開 さ れ た 他 の ラ イ ブ ラ リ 間 で 比 較 で き る よ う
に ま ず 、 ラ イ ブ ラ リ 当 た り の 配 列 決 定 さ れ た １ ０ ０ ． ０ ０ ０ 総 タ グ （ Ｔ Ａ Ｇ ） レ ベ ル に 標
準 化 さ れ た 。
配 列 ｃ ａ ｔ ｇ は 、 表 ３ の 縦 列 ２ に 示 さ れ た 各 Ｔ Ａ Ｇ 配 列 に 優 先 し て 起 こ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
【 表 ３ 】

10

20

(16) JP 2004-523232 A 2004.8.5



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ８ 】
実 施 例 ７
Ｋ Ｓ １ と Ｋ Ｓ ２ ラ イ ブ ラ リ に 比 較 し て カ ポ ジ 肉 腫 Ｓ Ａ Ｇ Ｅ ラ イ ブ ラ リ Ｋ Ｓ ３ と Ｋ Ｓ ４ で 発
現 が 増 加 し て い る 未 知 因 子 を 有 す る 遺 伝 子 の Ｅ Ｓ Ｔ ’ ｓ 由 来 の 同 定 不 可 能 な タ グ （ Ｔ Ａ Ｇ
’ ｓ ） を 示 す 分 析 結 果 。 タ グ （ Ｔ Ａ Ｇ ） 数 は 、 そ の ラ イ ブ ラ リ と 公 開 さ れ た 他 の ラ イ ブ ラ
リ 間 で 比 較 で き る よ う に ま ず 、 ラ イ ブ ラ リ 当 た り の 、 配 列 決 定 さ れ た １ ０ ０ ． ０ ０ ０ 総 Ｔ
Ａ Ｇ レ ベ ル に 標 準 化 さ れ た 。
配 列 ｃ ａ ｔ ｇ は 、 表 ４ の 縦 列 ２ に 示 さ れ た 各 Ｔ Ａ Ｇ 配 列 に 優 先 し て 起 こ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
【 表 ４ 】
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【 ０ ０ ５ ０ 】
表 ３ と 表 ４ に 記 載 さ れ た 過 剰 発 現 タ グ （ Ｔ Ａ Ｇ ’ ｓ ） は 表 １ お よ び 表 ２ 記 載 の も の と そ れ
ぞ れ 同 一 で あ る 。 こ の こ と は ， 治 療 後 の 発 現 パ タ ー ン は 正 常 な 発 現 パ タ ー ン を 有 す る 健 常
個 体 の 発 現 パ タ ー ン に 匹 敵 す る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
実 施 例 ８
Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に 基 づ く 方 法 を 使 用 し て 我 々 は 、 Ｔ Ａ Ｇ １ １ （ 表 ２ ） ／ Ｔ Ａ Ｇ ０ ０ ４ （ 表 ４
） が 確 か に 相 違 し て 発 現 さ れ た 遺 伝 子 を 示 し て い る こ と を 決 定 す る こ と が で き た 。 Ｒ Ｎ Ａ
が Ｋ Ｓ 病 巣 か ら 単 離 さ れ 、 最 初 の ス ト ラ ン ド ｃ Ｄ Ｎ Ａ 合 成 が 、 ５ ’ Ｍ １ ３ テ イ ル （ ５ ’ Ｃ
Ｔ Ａ 　 Ｇ Ｔ Ｔ 　 Ｇ Ｔ Ａ 　 Ａ Ａ Ａ 　 Ｃ Ｇ Ａ 　 Ｃ Ｇ Ｇ 　 Ｃ Ｃ Ａ Ｇ － （ Ｔ ） 2 4 ３ ’ ） の オ リ ゴ （
ｄ Ｔ ） プ ラ イ マ ー で 試 み ら れ た 。 １ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル の 全 Ｒ Ｎ Ａ が 使 用 さ れ 、 プ ラ ス プ
ラ イ マ ー と ５ μ ｌ Ｒ Ｔ － ｍ ｉ ｘ 　 （ ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ｐ Ｈ ８ ． ３ 、 ７ ５ ｍ Ｍ 　 Ｋ Ｃ ｌ
、 ３ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ 2 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｄ Ｔ Ｔ ） 、 ８ ０ ｍ Ｍ 　 ｄ Ｎ Ｔ Ｐ ｓ と ２ ０ ユ ニ ッ ト Ｒ Ｎ
Ａ ｓ ｉ ｎ が 加 え ら れ 、 ６ ５ ℃ で ３ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン さ れ て 、 氷 上 で 冷 却 さ れ た 。 Ｒ
Ｔ 反 応 は ５ ユ ニ ッ ト の Ａ Ｍ Ｖ 　 Ｒ Ｔ を 加 え て 開 始 さ れ 、 続 い て ４ ２ ℃ で ４ ５ 分 間 イ ン キ ュ
ベ ー ト さ れ た 。 Ｐ Ｃ Ｒ の た め に 、 我 々 は １ ９ － 塩 基 Ｔ Ａ Ｇ － 特 異 的 プ ラ イ マ ー （ ア ニ － リ
ン グ 温 度 を 増 加 さ せ る た め に 、 5'NLAIII制 限 反 応 サ イ ト と イ ノ シ ン 　 ヌ ク レ オ チ ド で Ｓ Ａ
Ｇ Ｅ で 厳 密 に 同 定 さ れ た １ １ 　 ヌ ク レ オ チ ド （ nt） か ら な る ） と － ２ １ Ｍ １ ３ プ ラ イ マ ー
を 使 用 し た 。 Ｒ Ｔ 混 合 物 （ RT－ mix） は 、 １ ０ ０ ngの 各 プ ラ イ マ ー （ － ２ １ ｍ １ ３ プ ラ イ
マ ー ： ５ ’ Ｇ Ｔ Ａ 　 Ａ Ａ Ａ 　 Ｃ Ｇ Ａ 　 Ｃ Ｇ Ｇ 　 Ｃ Ｃ Ａ 　 Ｇ Ｔ ３ ’ と ５ ’ Ｉ Ｉ Ｉ 　 Ｉ Ｉ Ｃ 　
Ａ Ｔ Ｇ 　 Ａ Ｃ Ｃ 　 Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ａ Ｃ Ｔ 　 Ｇ Ｇ ３ ’ ） 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ （ ｐ Ｈ ８ ． ３ ） 、 ２
０ ｍ Ｍ 　 Ｋ Ｃ ｌ 、 １ ミ リ リ ッ ト ル 当 た り ０ ． １ ｍ ｇ Ｂ Ｓ Ａ 、 dNTPs（ 各 ０ ． １ ｍ Ｍ ） 、 ２
． ４ ｍ Ｍ  Ｍ ｇ Ｃ ｌ 2 お よ び ２ ユ ニ ッ ト Ｔ ａ ｑ ポ リ メ ラ ー ゼ を 含 有 す る ８ ０ μ ｌ Ｐ Ｃ Ｒ 混 合
物 に 加 え ら れ た 。 ５ 分 間 ９ ４ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 反 応 は サ ー モ サ イ ク ラ ー （ ９
７ ０ ０ パ ー キ ン － エ ル マ ー （ Perkin－ Elmer） ） 中 で ３ ５ サ イ ク ル の 増 幅 に か け ら れ た 。
１ サ イ ク ル は 、 ９ ５ ℃ で １ 分 間 の 変 性 、 ５ ５ ℃ で １ 分 間 の ア ニ ー リ ン グ そ し て ７ ２ ℃ で ２
分 間 の 伸 長 を 含 む 。 最 後 の サ イ ク ル の 次 に ７ ２ ℃ で １ ０ 分 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン が 実 施
さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
増 幅 さ れ た フ ラ グ メ ン ト は 、 Ａ Ｔ プ ラ ス ミ ド （ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン （ InvitroGen） ） に ク ロ
ー ン 化 さ れ 続 い て 挿 入 物 は 、 ア プ ラ イ ド ビ オ シ ス テ ム ズ （ Applied Biosystems Inc.） 製
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の 染 色 タ ー ミ ネ ー タ ー 配 列 決 定 キ ッ ト （ dye terminator sequencing kit） を 用 い て 配 列
が 決 定 さ れ た 。 フ ラ グ メ ン ト は 、 １ ０ ２ 塩 基 対 の 長 さ を 有 し て お り 、 フ ラ グ メ ン ト の 配 列
分 析 は 図 １ に 示 す 配 列 を 示 し た 。 こ の 配 列 は ヒ ト 胎 児 の 心 臓 か ら 同 定 さ れ た Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 （
ジ ェ ン バ ン ク 　 登 録 番 号 （ GenBank acc.） Ａ Ｉ ２ １ ７ ５ ６ ５ お よ び そ の 他 ） と 同 一 で あ り
、 そ の 結 果 こ れ は 染 色 体 １ ９ 上 の 予 想 さ れ た エ ク ソ ン と 合 致 し た 。 新 脈 管 形 成 と の 関 係 は
文 献 未 記 載 で あ り 新 規 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
実 施 例 ９

。
１ ５ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 配 列 は 特 定 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は 遺 伝 子 を 同 定 す る の に 十 分 で あ ろ
う 。 タ グ の 独 自 性 を 確 認 す る た め に 、 我 々 は Ｒ Ｔ 反 応 の た め の オ リ ゴ ２ ４ ｄ Ｔ プ ラ イ マ ー
を 用 い て Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ を 作 製 し た 。 タ グ 配 列 自 身 を 含 有 す る ５ ’ プ ラ イ マ ー が ２ 番 目 の ス
ト ラ ン ド 合 成 に 使 用 さ れ た 。 オ リ ゴ ２ ４ ｄ Ｔ は 、 － ２ １ Ｍ １ ３ 配 列 で 延 長 さ れ た ５ ’ 位 置
に 延 長 さ れ た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 と そ れ に 続 く Ｒ Ｔ 反 応 に お い て 、 － ２ １ Ｍ １ ３ プ ラ イ マ ー が 、
タ グ 配 列 を 含 む ５ ’ プ ラ イ マ ー と と も に 増 幅 に 使 用 さ れ る 。 タ グ 配 列 を 含 む ５ ’ プ ラ イ マ
ー は 、 こ の プ ラ イ マ ー の 結 合 能 力 を 増 大 す る た め に そ の ５ ’ 位 置 に ５ イ ノ シ ン で 延 長 さ れ
た 。 増 幅 さ れ た フ ラ グ メ ン ト の 配 列 は 、 こ れ が タ グ 配 列 で 同 定 さ れ た 遺 伝 子 で あ る こ と を
確 認 す る た め に 決 定 す る こ と が で き る 。 タ グ を 確 認 す る た め の Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 は 、 タ グ
配 列 の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 調 製 す る た め に 使 用 さ れ た と 同 一 の 組 織 検 体 で 実 施 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】

実 験 に 使 用 さ れ た 共 通 の 緩 衝 液
１ ０ × Ｒ Ｔ 緩 衝 液 ：
－ 　 ５ ０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ Ｒ Ｉ Ｓ 、 ｐ Ｈ ８ ． ３
－ 　 ７ ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｋ Ｃ Ｌ
－ 　 ３ ０ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ 2

－ 　 １ ０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｄ Ｔ Ｔ
１ ０ ｘ Ｐ Ｃ Ｒ 緩 衝 液 :
－ 　 ２ ０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ Ｒ Ｉ Ｓ 　 ｐ Ｈ ８ ． ３
－ 　 ５ ０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｋ Ｃ Ｌ
－ 　 １ ｍ ｇ /ｍ ｌ 　 Ｂ Ｓ Ａ
１ ｍ ｌ 　 ト リ ゾ ー ル （ Ｔ Ｒ Ｉ ｚ ｏ ｌ ） 試 薬 （ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン ラ イ フ テ ク ノ ロ ジ （ Invitr
ogen Life Technologies） カ タ ロ グ 番 号 １ ５ ５ ９ ６ ） が 、 １ ０ ～ １ ０ ０ ｍ ｇ の 組 織 ま た は
約 １ ０ 7 細 胞 に 即 時 に 加 え ら れ る （ 組 織 は 、 ミ ク ロ ト ー ム で １ ４ μ ｍ の 厚 さ に 薄 く 切 り 取
ら れ る ） 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
検 体 の 全 Ｒ Ｎ Ａ 単 離 は 製 造 者 プ ロ ト コ ル に 従 っ て 、 以 下 の 通 り 実 施 さ れ る ：
・ ク ロ ロ フ ォ ル ム （ メ ル ク ） ０ ． ２ ｍ ｌ 添 加 、 そ し て 手 で １ ５ 秒 間 試 験 管 を 激 し く 振 盪 。
・ 室 温 で ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト 。
・ ４ ℃ で １ ５ 分 間 、 １ ２ ,０ ０ ０ × ｇ 以 下 で 遠 心 分 離 。
・ 無 色 の 上 部 水 層 ６ ０ ０ μ ｌ を 新 し い 試 験 管 に 移 す 。 下 部 の 有 機 層 は 赤 色 で あ る べ き 。
・ ０ ． ５ ｍ ｌ イ ソ プ ロ ピ ル ア ル コ ー ル （ メ ル ク ） を 添 加 し 、 撹 拌 。
・ 室 温 で ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト 。
・ ４ ℃ で １ ５ 分 間 、 １ ２ ,０ ０ ０ × ｇ 以 下 で 遠 心 分 離 。
・ 上 澄 み を 捨 て 、 １ ｍ ｌ の ８ ０ ％ エ タ ノ ー ル で Ｒ Ｎ Ａ ペ ッ レ ッ ト を ボ ル テ キ シ ン グ （ vort
exing） に よ り 洗 浄 し 、 ４ ℃ で ５ 分 間 、 ７ ,５ ０ ０ × ｇ 以 下 で 遠 心 分 離 し 、 上 澄 み 液 を 捨 て
る 。
・ ペ レ ッ ト を 乾 燥 す る た め に 、 ５ ６ ℃ に ３ 分 間 試 験 管 お き 、 以 下 の 欄 に 記 載 の 通 り ポ リ Ａ
+ Ｒ Ｎ Ａ 単 離 を 続 け る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
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ポ リ Ａ + Ｒ Ｎ Ａ 単 離 は 、 製 造 者 イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 　 コ ー ポ レ ー シ ョ ン 、 カ ー ル ス バ ッ ド 、
Ｕ Ｓ Ａ 　 カ タ ロ グ 番 号 Ｋ １ ５ ２ ０ ） か ら 提 供 さ れ た ミ ク ロ 　 フ ァ － ス ト ト ラ ッ ク （ Micro 
Fasttrack） ２ ． ０ ポ リ Ａ + ｍ Ｒ Ｎ Ａ 　 単 離 キ ッ ト の マ ニ ュ ア ル に 従 っ て 実 施 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
続 い て 、 単 離 さ れ た ポ リ Ａ + Ｒ Ｎ Ａ は 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 の 分 析 に イ ン プ ッ ト と し て 使 用
さ れ た 。 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 は 、 以 下 の 材 料 の 混 合 物 を 使 用 し て 開 始 し た ：
２ １ Ｍ １ ３ ポ リ Ｔ プ ラ イ マ ー （ １ ０ ０ ｎ ｇ ／ μ ｌ ） 　 　 １ ． ２ ５ μ ｌ
１ ０ 　 ｘ 　 Ｒ Ｔ 緩 衝 液 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ２ ． ０ μ ｌ
１ ０ ０ ｍ Ｍ 　 ｄ Ｎ Ｔ Ｐ （ フ ァ ル マ シ ア ） 　 　 　 　 　 　 　 ０ ． ８ μ ｌ
２ ０ Ｕ 　 Ｒ Ｎ Ａ ｓ ｉ ｎ （ ロ ッ シ ュ ） 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ０ ． ３ μ ｌ
ｄ Ｈ 2 Ｏ （ ベ イ カ ー ） 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  ０ ． ６ ５ μ ｌ
・ ポ リ Ａ + ｍ Ｒ Ｎ Ａ の １ ０ μ ｌ 希 釈 液 を Ｒ Ｔ － mixの ５ μ ｌ に 加 え る 。
・ プ ラ イ マ ー を テ ン プ レ ー ト に ア ニ ー リ ン グ す る た め に 反 応 溶 液 を ６ ５ ℃ で ４ ５ 分 間 イ ン
キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 後 室 温 ま で 冷 却 す る 。
・ ５ μ ｌ 　 １ Ｕ ／ μ ｌ 　 Ａ Ｍ Ｖ － Ｒ Ｔ を 反 応 溶 液 に 加 え ４ ２ ℃ で ４ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ
ョ ン す る こ と に よ っ て 逆 転 写 を 実 施 す る 。
・ 逆 転 写 の 後 、 す ぐ に 混 合 物 を ９ ５ ℃ で ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 反 応 を 停 止 す る 。 そ し て
， 反 応 混 合 物 を 室 温 ま で 冷 却 す る 。
・ Ｐ Ｃ Ｒ － mixの ８ ０ μ ｌ を 各 反 応 混 合 物 （ 全 容 量 は １ ０ ０ μ ｌ ） に 添 加 。
反 応 あ た り の Ｐ Ｃ Ｒ － mixは 次 の 通 り 調 製 す る ：
－ ５ ’ プ ラ イ マ ー （ １ ０ ０ ｎ ｇ ／ μ ｌ ） 、 表 ５ 参 照 　 　 　 １ ． ０ μ ｌ
－ ２ １ Ｍ １ ３ （ １ ０ ０ ｎ ｇ ／ μ ｌ ） 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 １ ． ０ μ ｌ
－ １ ０ × Ｐ Ｃ Ｒ 緩 衝 液 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ８ ． ０ μ ｌ
－ １ ０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ 2 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ２ ． １ μ ｌ
－ Ａ ｍ ｐ ｌ ｉ ｔ ａ ｑ 　 ５ Ｕ ／ μ ｌ （ パ ー キ ン エ ル マ ー ） 　 ０ ． ４ μ ｌ
－ ｄ Ｈ 2 Ｏ （ ベ イ カ ー ） 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ６ ７ ． ５ μ ｌ
・ Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 は 、 ９ ７ ０ ０ 　 Ｄ Ｎ Ａ 　 サ ー マ ル サ イ ク ラ ー （ パ ー キ ン エ ル マ ー ） 中 で 以 下
の プ ロ グ ラ ム に 従 い 実 施 し た 。
－ ９ ５ ℃ で ５ 分 間
－ ９ ５ ℃ で １ 分 間 ； ５ ５ ℃ で １ 分 間 ； ７ ２ ℃ で ２ 分 間 、 ３ ５ サ イ ク ル
－ ７ ２ ℃ で １ ０ 分 間
【 ０ ０ ５ ８ 】
Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 の Ｔ Ａ － ク ロ ー ニ ン グ は 、 製 造 者 （ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 　 コ ー ポ レ ー シ ョ
ン 、 カ ー ル ス バ ッ ド 、 （ Invitrogen Corporation, Carlsbad）  米 国 　 カ タ ロ グ 番 号 Ｋ ４
６ ０ ０ ） か ら 提 供 さ れ た Ｔ Ｏ Ｐ Ｏ 　 Ｔ Ａ ク ロ ー ニ ン グ （ 登 録 商 標 ） （ キ ッ ト の マ ニ ュ ア ル
に 従 っ て 、 ｐ Ｃ Ｒ （ 登 録 商 標 ） Ｉ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｐ Ｏ （ 登 録 商 標 ） 　 Ｄ ｕ ａ ｌ プ ロ モ タ ー ベ ク タ
ー と Ｔ Ｏ Ｐ １ ０ 　 Ｏ ｎ ｅ 　 Ｓ ｈ ｏ ｔ （ 登 録 商 標 ） 細 胞 を 使 用 し て 実 施 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
ク ロ ー ン の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 Ｓ Ｐ ６ と Ｔ ７ プ ラ イ マ ー で Ｐ Ｃ Ｒ を 使 用 し て 以 下 の と お り
実 施 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
・ コ ロ ニ ー を ５ ０ μ ｌ ｄ Ｈ 2 Ｏ （ ベ イ カ ー ） に 最 懸 濁 す る 。 こ の 細 菌 懸 濁 液 を Ｐ Ｃ Ｒ 混 合
物 の １ ０ μ ｌ に 懸 濁 す る 。
・ 反 応 あ た り の Ｐ Ｃ Ｒ － 混 合 物 は 次 の 通 り 調 製 す る ：
Ｓ Ｐ ６ （ １ ０ ０ ｎ ｇ ／ μ ｌ ） 、 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ０ ． １ ０ μ ｌ
Ｔ ７ （ １ ０ ０ ｎ ｇ ／ μ ｌ ） 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ０ ． １ ０ μ ｌ
１ ０ × Ｐ Ｃ Ｒ 緩 衝 液 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 １ ． ０ ０ μ ｌ
１ ０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ 2 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ０ ． ２ ０ μ ｌ
１ ０ ０ ｍ Ｍ 　 ｄ Ｎ Ｔ Ｐ ’ ｓ （ フ ァ ル マ シ ア ） 　 　 　 　 　 　 ０ ． ０ ８ μ ｌ
Ａ ｍ ｐ ｌ ｉ ｔ ａ ｑ 　 ５ Ｕ ／ μ ｌ （ パ ー キ ン エ ル マ ー ） 　 　 ０ ． ０ ４ μ ｌ
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ｄ Ｈ 2 Ｏ （ ベ イ カ ー ） 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ７ ． ４ ８ μ ｌ
・ Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 は 、 ９ ７ ０ ０ 　 Ｄ Ｎ Ａ 　 サ ー マ ル サ イ ク ラ ー （ パ ー キ ン エ ル マ ー ） 中 で 以 下
の プ ロ グ ラ ム に 従 い 実 施 し た 。
－ ９ ５ ℃ で ５ 分 間
－ ９ ５ ℃ で ３ ０ 秒 間 ； ５ ５ ℃ で ３ ０ 秒 間 ； ７ ２ ℃ で １ 分 間 、 ３ ５ サ イ ク ル
－ ７ ２ ℃ で １ ０ 分 間
・ コ ロ ニ ー － Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 の ５ μ ｌ を １ ． ５ ％ ア ガ ロ ー ス 　 １ × Ｔ Ｂ Ｅ 　 ゲ ル に か け 　 エ チ
ジ ュ ウ ム 　 ブ ロ マ イ ド （ Ethidium Bromide） で 染 め る 。
・ 挿 入 物 含 有 （ insert－ containing） ク ロ ー ン を 同 定 す る た め に 、 増 幅 産 物 を Ｕ Ｖ － 照 射
装 置 （ Ｕ Ｖ － illuminator） 上 で 目 に 見 え る よ う に す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
挿 入 物 含 有 ク ロ ー ン （ Clones containing insert） は 、 Ｓ Ｐ ６ と Ｔ ７ プ ラ ー マ － 、 お よ び
エ イ ビ ア イ 　 プ リ ズ ム 　 ビ グ － ダ イ 　 タ ー ミ ネ イ タ ー サ イ ク ル 配 列 決 定 キ ッ ト （ ABI Pris
m Big－ Dye terminator cycle sequencing kit、 パ ー キ ン エ ル マ ー 　 ア プ ラ イ ド 　 ビ オ シ
ス テ ズ 、 フ ォ ス タ ー 市 、 カ ル フ ォ ル ニ ア 、 米 国 （  Perkin Elmer Applied Biosystems, Fo
ster City, Caif USA） ） を 使 用 し て 両 方 向 か ら 配 列 決 定 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
【 表 ５ 】
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【 ０ ０ ６ ３ 】

：
オ リ ゴ ２ ４ ｄ Ｔ プ ラ イ マ ー と 上 記 の タ グ を 基 本 と し た プ ラ イ マ ー （ tag－ based primer pr
imer） （ 表 ５ 中 で 指 定 さ れ た タ グ 　 ０ ０ ４ 、 ０ ０ ７ 、 ０ １ １ 、 ０ １ ２ 、 ０ １ ４ 、 ０ １ ５ 、
０ １ ６ 、 ０ １ ７ 、 ０ ２ ２ 、 ０ ２ ５ ， ０ ２ ９ 、 ０ ３ ０ 、 ０ ３ ２ 、 ０ ３ ６ ） と の Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ
を 使 用 し た 配 列 分 析 に よ っ て こ の 実 施 例 １ ４ に 記 載 さ れ た プ ロ ト コ ル で 分 析 さ れ た １ ８ の
タ グ 配 列 が 確 認 さ れ た 。 ４ 種 の タ グ 配 列 （ 指 定 さ れ た タ グ ０ １ ０ 、 ０ １ ３ 、 ０ １ ８ 、 ０ １
９ ） は こ の 方 法 で 確 認 で き な か っ た 。 こ れ は お そ ら く 、 タ グ を 基 本 と し た プ ラ イ マ ー は 充
分 に 特 異 的 で な い か あ る い は ｍ Ｒ Ｎ Ａ の ポ リ Ａ 末 尾 が 充 分 に 長 く は な か っ た 事 実 に よ る も
の で あ っ た 。 １ つ の タ グ に 対 し て も う 一 つ の も っ と 特 異 的 な ５ ’ プ ラ イ マ ー が 、 － ２ １ Ｍ
１ ３ ポ リ Ｔ （ 指 定 タ グ ０ ０ ４ ） と と も に Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ を 実 施 す る た め に デ ザ イ ン さ れ た 。
タ グ ０ １ ０ に つ い て 、 逆 転 写 と 増 幅 を 実 施 す る た め に 完 全 に 特 異 的 な プ ラ イ マ ー セ ッ ト が
デ ザ イ ン さ れ た 。 他 の タ グ は 特 異 的 な Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 使 用 し 、 次 い で 特
異 的 な ネ ス ト 化 プ ラ イ マ ー セ ッ ト （ 指 定 タ グ ０ １ ３ 、 ０ １ ８ 、 ０ １ ９ ） で の ネ ス ト 化 Ｐ Ｃ
Ｒ （ Nested PCR） を 使 用 し て 確 認 さ れ た 。 全 て 確 認 さ れ た 配 列 の 結 果 は 、 以 下 と 、 図 に 一
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覧 と し て 記 載 さ れ て い る 。 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 中 の タ グ 配 列 は 、 も し 存 在 す れ ば 太 文 字 で 示 さ れ
て い る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
Ｔ Ａ Ｇ ０ ０ ４ （ Ｅ Ｓ Ｔ 　 Ａ Ｉ ２ １ ７ ５ ６ ５ 、 ｇ ｅ ｎ ｂ ａ ｎ ｋ 番 号 Ｂ Ｅ ４ ６ ６ ７ ２ ８ ） ：
こ の 実 施 例 の プ ロ ト コ ル で 確 認 さ れ た 。
　
　
　
　
（ 図 １ ）
【 ０ ０ ６ ５ 】
Ｔ Ａ Ｇ ０ ０ ７ （ ケ ラ チ ン １ ４ 、 ｇ ｅ ｎ ｂ ａ ｎ ｋ 番 号 Ｘ Ｍ ＿ ０ ０ ８ ５ ７ ８ ） ： こ の 実 施 例 の
プ ロ ト コ ル で 確 認 さ れ た 。
　
　
　
　
　
　
　
　
（ 図 ２ ）
【 ０ ０ ６ ６ 】
Ｔ Ａ Ｇ ０ １ ０ （ エ フ リ ン Ａ ２ （ ephrin A2） 、 ｇ ｅ ｎ ｂ ａ ｎ ｋ 番 号 Ｘ Ｍ ＿ ０ ０ ２ ０ ８ ８ ）
：
catg－ 位 置 上 に デ ザ イ ン さ れ た ５ ’ プ ラ イ マ ー （ 元 の プ ラ イ マ ー は 表 ５ に 示 す ） で の Ｒ Ｔ
－ Ｐ Ｃ Ｒ で は 確 認 で き な か っ た 。 お そ ら く 確 実 に タ グ を 基 礎 と す る プ ラ イ マ ー （ tag－ bas
ed primer） が 充 分 特 異 的 で な い 。 エ フ リ ン Ａ ２ （ Ephrin A2） 特 異 的 プ ラ イ マ ー が 確 認 の
た め に 使 用 さ れ た 。 タ グ 配 列 は 、 エ フ リ ン （ Ephrin） 特 異 的 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に 含 ま れ て い な
い 。
　
　
　
　
　
　
　
　
（ 図 ３ ）
【 ０ ０ ６ ７ 】
Ｔ Ａ Ｇ ０ １ １ （ デ ュ ア ル ス ペ シ フ ィ シ テ ィ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ dual specificity phosphata
se） 、 ｇ ｅ ｎ ｂ ａ ｎ ｋ 番 号 Ｘ Ｍ ０ ０ ３ ７ ２ ０ ） ： こ の 実 施 例 の プ ロ ト コ ル で 確 認 さ れ た
。
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（ 図 ４ ）
【 ０ ０ ６ ８ 】
Ｔ Ａ Ｇ ０ １ ２ （ Ｉ Ｌ １ レ セ プ タ ー 、 タ イ プ １ 、 ｇ ｅ ｎ ｂ ａ ｎ ｋ 番 号 Ｘ Ｍ ＿ ０ ０ ２ ６ ８ ６ ）
： こ の 実 施 例 の プ ロ ト コ ル で 確 認 さ れ た 。
　
　
　
　
（ 図 ５ ）
【 ０ ０ ６ ９ 】
Ｔ Ａ Ｇ ０ １ ３ （ エ フ リ ン 　 Ｂ １ （ ephrin B1） 、 ｇ ｅ ｎ ｂ ａ ｎ ｋ 番 号 Ｘ Ｍ ＿ ０ ０ ２ ５ ３ ５
、 Ｂ Ｃ ０ ０ ２ ５ ２ ４ ） ：
catg－ 位 置 上 に デ ザ イ ン さ れ た ５ ’ プ ラ イ マ ー （ 元 の プ ラ イ マ ー は 表 ５ に 示 す ） で の Ｒ Ｔ
－ Ｐ Ｃ Ｒ で は 確 認 で き な か っ た 。 お そ ら く 確 実 に 、 タ グ を 基 礎 と す る プ ラ イ マ ー は 充 分 特
異 的 で な い 。 エ フ リ ン Ｂ １ （ Ephrin B1） 特 異 的 プ ラ イ マ ー が 確 認 の た め に 使 用 さ れ た 。
タ グ 配 列 は 、 エ フ リ ン Ｂ １ （ Ephrin B1） 特 異 的 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ フ ラ グ メ ン ト の ３ ’ プ ラ イ
マ ー に 含 ま れ て い る 。 ネ ス ト 化 さ れ た Ｐ Ｃ Ｒ フ ラ グ メ ン ト （ Nested PCR fragment） が こ
こ に 示 さ れ て お り 、 タ グ 配 列 の ち ょ う ど 上 流 部 に 位 置 し て い る 。
　
　
　
　
　
　
　
　
（ 図 ６ ）
【 ０ ０ ７ ０ 】
Ｔ Ａ Ｇ ０ １ ４ （ Ａ Ｔ グ ル ー プ Ｄ 蛋 白 、 ｇ ｅ ｎ ｂ ａ ｎ ｋ 番 号 Ｘ Ｍ ＿ ０ ０ ６ １ ８ ４ 、 Ａ Ｆ ２ ３
０ ３ ８ ８ ） ：
こ の 実 施 例 の プ ロ ト コ ル で 確 認 さ れ た 。
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（ 図 ７ ）
【 ０ ０ ７ １ 】
Ｔ Ａ Ｇ ０ １ ５ （ Ｔ Ｉ Ｅ １ 、 ｇ ｅ ｎ ｂ ａ ｎ ｋ 番 号 Ｘ Ｍ ＿ ０ ０ ２ ０ ３ ７ ） ：
こ の 実 施 例 の プ ロ ト コ ル で 確 認 さ れ た 。
　
　
　
　
（ 図 ８ ）
【 ０ ０ ７ ２ 】
Ｔ Ａ Ｇ ０ １ ６ （ 小 さ い ind.サ イ ト カ イ ン Ａ １ ８ 、 ｇ ｅ ｎ ｂ ａ ｎ ｋ 番 号 Ｘ Ｍ ＿ ０ ０ ８ ４ ５ １
、 Ｙ １ ３ ７ １ ０ ， Ａ Ｆ １ １ １ １ ９ ８ ） ：
こ の 実 施 例 の プ ロ ト コ ル で 確 認 さ れ た 。
　
　
　
　
　
　
　
（ 図 ９ ）
【 ０ ０ ７ ３ 】
Ｔ Ａ Ｇ ０ １ ７ （ 補 体 、 １ Ｑ ベ ー タ 、 ｇ ｅ ｎ ｂ ａ ｎ ｋ 番 号 Ｘ Ｍ ＿ ０ １ ０ ６ ６ ６ ） ： こ の 実 施
例 の プ ロ ト コ ル で 確 認 さ れ た 。
　
　
　
　
　
　
　
　
（ 図 １ ０ ）
【 ０ ０ ７ ４ 】
Ｔ Ａ Ｇ ０ １ ８  （ ガ レ ク チ ン ７ （ galectin 7） 、 ｇ ｅ ｎ ｂ ａ ｎ ｋ 番 号 Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ２ ３ ０ ７
、 Ｕ ０ ６ ６ ４ ３ ） ：
catg－ 位 置 上 に デ ザ イ ン さ れ た ５ ’ プ ラ イ マ ー （ 元 の プ ラ イ マ ー は 表 ５ に 示 す ） で の Ｒ Ｔ
－ Ｐ Ｃ Ｒ で は 確 認 で き な か っ た 。 お そ ら く 確 実 に 、 タ グ を 基 礎 と す る プ ラ イ マ ー （ tag－ b
ased primer） は 充 分 特 異 的 で な い 。 ガ レ ク チ ン ７ （ galectin 7） 特 異 的 プ ラ イ マ ー が 確
認 の た め に 使 用 さ れ た 。 ガ レ ク チ ン ７ （ galectin 7） 特 異 的 プ ラ イ マ ー で 使 用 さ れ た ５ ’
プ ラ イ マ ー は 、 タ グ 配 列 を 含 む 。 タ グ 配 列 は 、 ガ レ ク チ ン ７ （ galectin 7） 特 異 的 Ｒ Ｔ －
Ｐ Ｃ Ｒ フ ラ グ メ ン ト に 含 ま れ て い る 。 ネ ス ト 化 さ れ た Ｐ Ｃ Ｒ フ ラ グ メ ン ト （ Nested PCR f
ragment） が こ こ に 示 さ れ て お り 、 タ グ 配 列 の ち ょ う ど 下 流 部 に 位 置 し て い る 。
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（ 図 １ １ ）
【 ０ ０ ７ ５ 】
Ｔ Ａ Ｇ ０ １ ９  （ Ｆ Ｇ Ｆ Ｒ ３ 、 ｇ ｅ ｎ ｂ ａ ｎ ｋ 番 号 Ｎ Ｍ ＿ ０ ２ ２ ９ ６ ５ 、 Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ０ １
４ ２ ） ：
catg－ 位 置 上 に デ ザ イ ン さ れ た ５ ’ プ ラ イ マ ー （ 元 の プ ラ イ マ ー は 表 ５ に 示 す ） で の Ｒ Ｔ
－ Ｐ Ｃ Ｒ で は 確 認 で き な か っ た 。 お そ ら く 確 実 に 、 タ グ を 基 礎 と す る プ ラ イ マ ー （ tag－ b
ased primer） は 充 分 特 異 的 で な い 。 Ｆ Ｇ Ｆ Ｒ ３ 特 異 的 プ ラ イ マ ー が 確 認 の た め に 使 用 さ
れ た 。 タ グ 配 列 は 、 エ フ リ ン （ Ephrin） 特 異 的 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に 含 ま れ て い な い 。 ネ ス ト 化
さ れ た Ｐ Ｃ Ｒ フ ラ グ メ ン ト （ Nested－ PCR fragment） が こ こ に 示 さ れ て お り 、 タ グ 配 列 の
上 流 部 に 位 置 し て い る 。
　
　
　
　
　
　
　
　
（ 図 １ ２ ）
【 ０ ０ ７ ６ 】
Ｔ Ａ Ｇ ０ ２ ２ （ プ ソ リ ア シ ン （ Psoriasin） （ Ｓ １ ０ ０ 　 Ａ ７ ） ） 、 ｇ ｅ ｎ ｂ ａ ｎ ｋ 番 号
Ｘ Ｍ ＿ ０ ４ ８ １ ２ ０ ） ： こ の 実 施 例 の プ ロ ト コ ル で 確 認 さ れ た 。
　
　
　
　
（ 図 １ ３ ）
【 ０ ０ ７ ７ 】
Ｔ Ａ Ｇ ０ ２ ５ （ Ｅ Ｓ Ｔ ユ ニ ジ ー ン （ EST Unigene） 番 号 Ｈ ｓ １ ７ ３ ７ ８ ９ 、 ｇ ｅ ｎ ｂ ａ ｎ
ｋ 番 号 Ｘ Ｍ ＿ ０ １ ８ ４ ０ ４ 、 Ａ Ｌ １ ３ ７ ２ ６ ２ ） ：
こ の 実 施 例 の プ ロ ト コ ル で 確 認 さ れ た 。
　
　
　
　
　
（ 図 １ ４ ）
【 ０ ０ ７ ８ 】
Ｔ Ａ Ｇ ０ ２ ９ （ Ｐ Ｉ Ｇ 、 ｇ ｅ ｎ ｂ ａ ｎ ｋ 番 号 Ｘ Ｍ ＿ ０ １ １ ４ ５ ３ 、 Ａ Ｊ ２ ５ １ ８ ３ ０ ） ：
こ の 実 施 例 の プ ロ ト コ ル で 確 認 さ れ た 。
　
　
　
　
　
　
　
　
（ 図 １ ５ ）
【 ０ ０ ７ ９ 】
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Ｔ Ａ Ｇ ０ ３ ０ （ Ｅ Ｓ Ｔ 　 ユ ニ ジ ー ン （ EST Unigene） 番 号 Ｈ ｓ ４ ６ ９ ８ ７ 、 ｇ ｅ ｎ ｂ ａ ｎ
ｋ 番 号 Ｄ Ｇ １ ５ １ １ ９ ０ 、 Ｂ Ｇ ０ ５ ７ ２ ８ ９ 、 Ｂ Ｅ ８ ５ ８ ２ ７ ６ 、 Ａ Ｖ ６ ８ １ ７ ５ ９ 、 Ｂ
Ｅ ５ ０ ３ １ ６ ９ ） ：
こ の 実 施 例 の プ ロ ト コ ル で 確 認 さ れ た 。
　
　
　
　
　
　
　
（ 図 １ ６ ）
【 ０ ０ ８ ０ 】
Ｔ Ａ Ｇ ０ ３ ２ （ シ ア ロ ア ド ヘ シ ン （ SialoAdhesin） 、 シ グ レ ッ ク １ （ Siglec 1） と も 呼 ば
れ る 、 ｇ ｅ ｎ ｂ ａ ｎ ｋ 番 号 Ｘ Ｍ ＿ ０ １ ６ ２ ４ ５ ） ：
こ の 実 施 例 の プ ロ ト コ ル で 確 認 さ れ た 。
　
　
　
　
（ 図 １ ７ ）
【 ０ ０ ８ １ 】
Ｔ Ａ Ｇ ０ ３ ６ （ デ ス モ プ ラ キ ン （ Dsmoplakin） 、 ｇ ｅ ｎ ｂ ａ ｎ ｋ 番 号 Ｘ Ｍ ＿ ０ ０ ４ ４ ６ ３
、 Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ４ ４ １ ５ 、 Ａ Ｆ １ ３ ９ ０ ６ ５ ） ：
こ の 実 施 例 の プ ロ ト コ ル で 確 認 さ れ た 。
　
　
　
　
　
　
（ 図 １ ８ ）
【 ０ ０ ８ ２ 】
実 施 例 １ ０

新 脈 管 形 成 の マ ー カ ー と し て タ グ 配 列 の 使 用 に 関 す る 感 触 を 得 る た め に 、 カ ポ ジ 肉 腫 病 変
の あ る 皮 膚 検 体 （ ５ 種 の 異 な る 検 体 ） と カ ポ ジ 肉 腫 病 変 の な い 皮 膚 検 体 （ ２ 種 の 対 照 検 体
） が 、 タ グ 配 列 で 同 定 さ れ た 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル に つ い て 分 析 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】

１ ｍ ｌ 　 ト リ ゾ ー ル （ TRIzol） 試 薬 （ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 　 ラ イ フ 　 テ ク ノ ロ ジ ー ズ （ Invi
trogen Life Technologies） カ タ ロ グ 番 号 １ ５ ５ ９ ６ ） が 、 １ ０ ～ １ ０ ０ ｍ ｇ の 組 織 ま た
は 約 １ ０ 7 細 胞 に 即 時 に 加 え ら れ る （ 組 織 は 、 ミ ク ロ ト ー ム で １ ４ μ ｍ の 厚 さ に 薄 く 切 り
取 ら れ る ） 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
検 体 の 全 Ｒ Ｎ Ａ の 単 離 は 製 造 者 プ ロ ト コ ル に 従 っ て 、 以 下 の 通 り 実 施 さ れ る ：
・ ク ロ ロ フ ォ ル ム （ メ ル ク ） ０ ． ２ ｍ ｌ 添 加 、 そ し て 手 で １ ５ 秒 間 試 験 管 を 激 し く し 振 盪
。
・ 室 温 で ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
・ ４ ℃ で １ ５ 分 間 、 １ ２ ,０ ０ ０ × ｇ 以 下 で 遠 心 分 離 。
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・ 無 色 の 上 部 水 層 ６ ０ ０ μ ｌ を 新 し い 試 験 管 に 移 す 。 下 部 の 有 機 層 は 赤 色 で あ る べ き 。
・ ０ ． ５ ｍ ｌ イ ソ プ ロ ピ ル ア ル コ ー ル （ メ ル ク ） を 添 加 し 、 混 合 。
・ 室 温 で １ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
・ ４ ℃ で １ ５ 分 間 、 １ ２ ,０ ０ ０ × ｇ 以 下 で 遠 心 分 離 。
・ 上 澄 み を 捨 て 、 １ ｍ ｌ の ８ ０ ％ エ タ ノ ー ル で Ｒ Ｎ Ａ ペ ッ レ ッ ト を ボ ー テ ク シ ン グ （ vort
exing） に よ り 洗 浄 し 、 ４ ℃ で ５ 分 間 、 ７ ,５ ０ ０ × ｇ 以 下 で 遠 心 分 離 し 、 上 澄 み 液 を 捨 て
る 。
・ ペ レ ッ ト を 乾 燥 す る た め に 、 ５ ６ ℃ に ３ 分 間 試 験 管 を お き 、 以 下 の 欄 に 記 載 の 通 り Ｄ Ｎ
Ａ 分 解 酵 素 （ DNase） 処 理 を す る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
全 て の 単 離 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ に ゲ ノ ミ ッ ク （ genomic） Ｄ Ｎ Ａ が 存 在 な い こ と を 確 認 す る た め
に 、 わ れ わ れ は Ｄ Ｎ Ａ 分 解 酵 素 処 理 を 実 施 し 、 Ｄ Ｎ Ａ 分 解 酵 素 反 応 に Ｒ Ｎ Ａ 分 解 酵 素 阻 害
剤 （ Ｒ Ｎ ａ ｓ ｉ ｎ ） を 添 加 す る こ と に よ っ て 、 Ｄ Ｎ ア ー ゼ 　 Ｉ の Ｒ Ｎ ア ー ゼ 活 性 に 対 し て
Ｒ Ｎ Ａ が 保 護 さ れ た 。 Ｄ Ｎ Ａ 分 解 酵 素 処 理 は 以 下 の 通 り 実 施 さ れ た ： /
・ ト リ ゾ ー ル （ Trizol） 全 Ｒ Ｎ Ａ 単 離 の 後 、 ペ ッ レ ッ ト を ８ ８ μ ｌ の ｄ Ｈ 2 Ｏ 中 に 再 懸 濁
す る 。
・ 以 下 を 、 順 次 、 Ｒ Ｎ Ａ 溶 液 に 加 え る ：
－ １ ０ μ ｌ 　 １ ０ × Ｄ Ｎ Ａ 分 解 酵 素 緩 衝 液 　 （ ア ム ビ オ ン （ Ambion） ）
－ １ μ ｌ 　 ４ ０ Ｕ ／ μ ｌ 　 Ｒ Ｎ Ａ 分 解 酵 素 阻 害 剤  （ RNasin,ロ ッ シ ュ ）
－ １ μ ｌ 　 １ ０ Ｕ ／ μ ｌ 　 Ｄ Ｎ Ａ 分 解 酵 素  I（ DNase I, ロ ッ シ ュ ） /
・ ３ ７ ℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
・ １ ０ ０ μ ｌ の ｄ Ｈ 2 Ｏ を 加 え て 検 体 容 量 を ２ ０ ０ μ ｌ に 増 量 す る 。
・ ２ ０ ０ μ ｌ の 冷 フ ェ ノ ー ル ／ ク ロ ロ フ ォ ル ム 　 ｐ Ｈ ８ （ Ｐ Ｃ ８ ） を 加 え る 。
・ マ イ ク ロ 遠 心 分 離 機 中 、 全 速 で 室 温 下 ５ 分 間 遠 心 分 離 す る 。
・ 水 性 上 層 を 新 し い マ イ ク ロ 遠 心 分 離 試 験 管 に 移 し 、 順 次 、 以 下 を 加 え る ：
－ ３ μ ｌ グ リ コ ー ゲ ン （ ロ ッ シ ュ ）
－ １ ０ ０ μ ｌ 　 １ ０ Ｍ 　 酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム
－ ７ ０ ０ μ ｌ 　 １ ０ ０ ％ エ タ ノ ー ル
・ 完 全 に 混 合 し ２ ５ ， ０ ０ ０ × ｇ で １ ５ 分 間 ４ ℃ で 遠 心 分 離 し 、 傾 斜 し 上 澄 を 注 ぎ だ す 。
・ ７ ０ ０ μ ｌ の ８ ０ ％ エ タ ノ ー ル を 加 え て ２ 回 洗 浄 す る 。 完 全 に 混 合 し ２ ５ ， ０ ０ ０ × ｇ
で ５ 分 間 、 ４ ℃ で 遠 心 分 離 し 、 傾 斜 し 上 澄 を 注 ぎ 出 す 。
・ ペ レ ッ ト を ５ ６ ℃ で ５ 分 間 乾 燥 し 、 １ １ μ ｌ の ｄ Ｈ 2 Ｏ に 再 懸 濁 す る 。
・ １ μ ｌ の Ｒ Ｎ Ａ 単 離 物 を １ ４ ０ μ ｌ の ｄ Ｈ 2 Ｏ に 希 釈 し 、 Ｏ Ｄ 2 6 0 測 定 に よ っ て 単 離 物 の
Ｒ Ｎ Ａ 濃 度 と 収 率 を 計 算 す る 。 Ｄ Ｎ Ａ 分 解 酵 素 処 理 さ れ た 全 Ｒ Ｎ Ａ の 収 率 は 、 完 全 な タ グ
発 現 プ ロ フ ァ イ ル の 測 定 に は 少 な く と も １ ３ ． ５ μ ｇ で あ る べ き で あ る 。
・ 濃 度 ５ ０ ｎ ｇ ／ μ ｌ の Ｒ Ｎ Ａ 単 離 物 の 溶 液 を 調 製 す る 。 こ れ は 、 Ｔ Ａ Ｇ 特 異 的 な Ｒ Ｔ －
Ｐ Ｃ Ｒ の た め の 希 釈 用 の も と と な る Ｒ Ｎ Ａ 溶 液 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
Ｄ Ｎ Ａ 分 解 酵 素 処 理 さ れ た 全 Ｒ Ｎ Ａ の サ ン プ ル ご と に 、 １ ８ の Ｔ Ａ Ｇ 特 異 的 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ
／ ネ ス テ ィ ド 　 Ｐ Ｃ Ｒ （ Nested PCR） 反 応 が 、 Ｒ Ｎ Ａ の 希 釈 シ リ ー ズ で 実 施 さ れ た 。 各 検
体 に 対 し て ５ つ の 対 照 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ が 希 釈 シ リ ー ズ 、 す な わ ち 、 Ｈ Ｉ Ｖ － １ 　 Ｇ Ａ Ｇ （ Ｓ
Ｋ ３ ９ ／ １ ４ ５ ） 、 Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ ＋ Ｒ Ｔ （ ２ 回 ） お よ び Ｒ Ｔ 反 応 な し （ ２ 回 ） 、 で 実 施 さ れ
る だ ろ う 。 次 の 希 釈 体 系 は 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ で 分 析 さ れ る 検 体 の シ リ ー ズ の 希 釈 を 得 る た め
に 使 用 さ れ た ：
１ ． 　 ２ ７ ０ μ ｌ 　 ５ ０ ｎ ｇ ／ μ ｌ Ｄ Ｎ Ａ 分 解 酵 素 処 理 さ れ た 全 Ｒ Ｎ Ａ 。
各 プ ラ イ マ ー セ ッ ト の Ｐ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に お け る 投 入 量 と し て の 、 １ ０ μ ｌ 　 ５ ０ ｎ ｇ ／ μ ｌ
溶 液 ＝ ５ ０ ０ ｎ ｇ 。
２ ． 　 ２ ７ μ ｌ 　 ５ ０ ｎ ｇ ／ μ ｌ 全 Ｒ Ｎ Ａ 　 １ ０ × 希 釈 ＝ ２ ７ ０ μ ｌ 　 ５ ｎ ｇ ／ μ ｌ 。
各 プ ラ イ マ ー セ ッ ト の Ｐ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に お け る 投 入 量 と し て の 、 １ ０ μ ｌ 　 ５ ｎ ｇ ／ μ ｌ 溶
液 ＝ ５ ０ ｎ ｇ 。
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３ ． 　 ２ ７ μ ｌ 　 ５ ｎ ｇ ／ μ ｌ 全 Ｒ Ｎ Ａ 　 １ ０ × 希 釈 ＝ ２ ７ ０ μ ｌ 　 ０ ． ５ ｎ ｇ ／ μ ｌ 。
各 プ ラ イ マ ー セ ッ ト の Ｐ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に お け る 投 入 量 と し て の 、 １ ０ μ ｌ 　 ０ ． ５ ｎ ｇ ／ μ
ｌ 溶 液 ＝ ５ ｎ ｇ 。
４ ． 　 ２ ７ μ ｌ 　 ０ ． ５ ｎ ｇ ／ μ ｌ 全 Ｒ Ｎ Ａ 　 １ ０ × 希 釈 ＝ ２ ７ ０ μ ｌ 　 ０ ． ０ ５ ｎ ｇ ／
μ ｌ 。
各 プ ラ イ マ ー セ ッ ト の Ｐ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に お け る 投 入 量 と し て の 、 １ ０ μ ｌ 　 ０ ． ０ ５ ｎ ｇ ／
μ ｌ 溶 液 ＝ ０ ． ５ ｎ ｇ 。
５ ． 　 ２ ７ μ ｌ 　 ０ ． ０ ５ ｎ ｇ ／ μ ｌ 全 Ｒ Ｎ Ａ 　 １ ０ × 希 釈 ＝ ２ ７ ０ μ ｌ 　 ０ ． ０ ０ ５ ｎ
ｇ ／ μ ｌ 。
各 プ ラ イ マ ー セ ッ ト の Ｐ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に お け る 投 入 量 と し て の 、 １ ０ μ ｌ 　 ０ ． ０ ０ ５ ｎ ｇ
／ μ ｌ 溶 液 ＝ ０ ． ０ ５ ｎ ｇ 。
６ ． 　 ２ ７ μ ｌ 　 ０ ． ０ ０ ５ ｎ ｇ ／ μ ｌ 全 Ｒ Ｎ Ａ 　 １ ０ × 希 釈 ＝ ２ ７ ０ μ ｌ 　 ０ ． ０ ０ ０
５ ｎ ｇ ／ μ ｌ 。
各 プ ラ イ マ ー セ ッ ト の Ｐ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に お け る 投 入 量 と し て の 、 １ ０ μ ｌ 　 ０ ． ０ ０ ０ ５ ｎ
ｇ ／ μ ｌ 溶 液 ＝ ０ ． ０ ０ ５ ｎ ｇ 。
７ ． 　 ２ ７ μ ｌ 　 ０ ． ０ ０ ０ ５ ｎ ｇ ／ μ ｌ 全 Ｒ Ｎ Ａ 　 １ ０ × 希 釈 ＝ ２ ７ ０ μ ｌ 　 ０ ． ０ ０
０ ０ ５ ｎ ｇ ／ μ ｌ 。
各 プ ラ イ マ ー セ ッ ト の Ｐ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に お け る 投 入 量 と し て の 、 １ ０ μ ｌ 　 ０ ． ０ ０ ０ ０ ５
ｎ ｇ ／ μ ｌ 溶 液 ＝ ０ ． ０ ０ ０ ５ ｎ ｇ 。
８ ． 　 ２ ７ μ ｌ 　 ０ ． ０ ０ ０ ０ ５ ｎ ｇ ／ μ ｌ 全 Ｒ Ｎ Ａ 　 １ ０ × 希 釈 ＝ ２ ７ ０ μ ｌ 　 ０ ． ０
０ ０ ０ ０ ５ ｎ ｇ ／ μ ｌ 。
各 プ ラ イ マ ー セ ッ ト の Ｐ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に お け る 投 入 量 と し て の 、 １ ０ μ ｌ 　 ０ ． ０ ０ ０ ０ ０
５ ｎ ｇ ／ μ ｌ 溶 液 ＝ ０ ． ０ ０ ０ ０ ５ ｎ ｇ 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
Ａ Ｍ Ｖ － Ｒ Ｔ を 用 い る 希 釈 の 全 Ｒ Ｎ Ａ シ リ ー ズ に お け る Ｔ Ａ Ｇ 特 異 的 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ は 以 下
の 通 り 実 施 さ れ た 。 希 釈 シ リ ー ズ 中 の Ｄ Ｎ Ａ 分 解 酵 素 処 理 全 Ｒ Ｎ Ａ 上 の 全 て の Ｔ Ａ Ｇ の 逆
転 写 反 応 は 、 ９ ６ ウ エ ル Ｐ Ｃ Ｒ 板 で 実 施 さ れ た 。 そ れ ぞ れ の 全 Ｒ Ｎ Ａ 希 釈 液 の １ ０ μ ｌ が
Ｒ Ｔ 　 Ｐ Ｃ Ｒ の 投 入 量 と し て 使 用 さ れ た 。 逆 転 写 反 応 の 反 応 容 量 は 、 ２ ０ μ ｌ で あ り ｄ Ｎ
Ｔ Ｐ 、 Ｍ ｇ Ｃ ｌ 2 お よ び Ｒ Ｎ Ａ 分 解 酵 素 阻 害 剤 （ RNasin） を 含 有 し て い る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
・ 反 応 毎 の Ｒ Ｔ 混 合 物 （ RT－ mix） を 次 の 通 り 調 製 す る ：
３ ’ プ ラ イ マ ー （ １ ０ ０ ｎ ｇ ／ μ ｌ ） 表 ６ 参 照 　 　 １ ． ２ ５ μ ｌ
１ ０ × Ｒ Ｔ 緩 衝 液 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ２ ． ０ μ ｌ
１ ０ ０ ｍ Ｍ 　 ｄ Ｎ Ｔ Ｐ （ フ ァ ル マ シ ア ） 　 　 　 　 　 ０ ． ８ μ ｌ
２ ０ Ｕ Ｒ Ｎ Ａ ｓ ｉ ｎ （ ロ ッ シ ュ ） 　 　 　 　 　 　 　 　 ０ ． ３ μ ｌ
ｄ Ｈ 2 Ｏ （ ベ イ カ ー （ Ｂ ａ ｋ ｅ ｒ ） ） 　 　 　 　 　 　 ０ ． ６ ５ μ ｌ
・ 全 Ｒ Ｎ Ａ 希 釈 液 １ ０ μ ｌ を Ｒ Ｔ 混 合 物 （ RT－ mix） の ５ μ ｌ に 加 え る 。
・ プ ラ イ マ ー を テ ン プ レ ー ト に ア ニ ー リ ン グ す る た め に 反 応 溶 液 を ６ ５ ℃ で ５ 分 間 イ ン キ
ュ ベ ー ト し 、 そ の 後 室 温 ま で 冷 却 す る 。
・ ５ μ ｌ 　 １ Ｕ ／ μ ｌ 　 Ａ Ｍ Ｖ － Ｒ Ｔ を 反 応 溶 液 に 加 え 、 ４ ２ ℃ で ４ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン す る こ と に よ っ て 逆 転 写 を 実 施 す る 。
・ 逆 転 写 の 後 、 す ぐ に 混 合 物 を ９ ５ ℃ で ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 反 応 を 停 止 す る 。 そ し て
、 反 応 物 を 室 温 ま で 冷 却 す る 。
・ Ｐ Ｃ Ｒ 反 混 合 物 （ PCR－ mix） の ８ ０ μ ｌ を 各 反 応 混 合 物 に 添 加 （ 全 容 量 は １ ０ ０ μ ｌ ）
。
反 応 あ た り の Ｐ Ｃ Ｒ 混 合 物 （ PCR－ mix） は 次 の 通 り 調 製 す る ：
－ ５ ’ プ ラ イ マ ー （ １ ０ ０ ｎ ｇ ／ μ ｌ ） 、 表 ６ 参 照 　 　 １ ． ０ μ ｌ
－ １ ０ × Ｐ Ｃ Ｒ 緩 衝 液 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ８ ． ０ μ ｌ
－ １ ０ ０ ｍ Ｍ  Ｍ ｇ Ｃ ｌ 2 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 １ ． ９ μ ｌ
－ Ａ ｍ ｐ ｌ ｉ ｔ ａ ｑ 　 ５ Ｕ ／ μ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ０ ． ４ μ ｌ
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－ ｄ Ｈ 2 Ｏ （ ベ イ カ ー ） 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ６ ８ ． ７ μ ｌ
・ Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 は 、 ９ ７ ０ ０ 　 Ｄ Ｎ Ａ 　 サ ー マ ル サ イ ク ラ ー （ パ ー キ ン エ ル マ ー ） 中 で 以 下
の プ ロ グ ラ ム に 従 い 実 施 さ れ る 。
－ ９ ５ ℃ で ５ 分 間
－ ９ ５ ℃ で １ 分 間 ； ５ ５ ℃ で １ 分 間 ； ７ ２ ℃ で ２ 分 間 、 ３ ５ サ イ ク ル
－ ７ ２ ℃ で １ ０ 分 間
【 ０ ０ ８ ９ 】
こ の 最 初 の 増 幅 に 続 い て 、 第 ２ 回 の ネ ス ト 化 さ れ た  （ nested） 増 幅 が 実 施 さ れ た 。 Ｒ Ｔ
－ Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 上 の Ｔ Ａ Ｇ 特 異 的 な 第 ２ 回 の ネ ス ト 化 さ れ た （ nested） Ｐ Ｃ Ｒ は 、 以 下 の と
お り 実 施 さ れ た ：
ネ ス ト 化 Ｐ Ｃ Ｒ 混 合 物 （ Nested－ PCR mix） ４ ５ μ ｌ に Ｔ Ａ Ｇ 　 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 ５ μ ｌ
を 加 え る 。
・ 反 応 ご と の ネ ス ト 化 さ れ た Ｐ Ｃ Ｒ 混 合 物 （ Nested－ PCR mix） を 次 の よ う に 調 製 す る ：
５ ’ ネ ス ト 化 （ nested） プ ラ イ マ ー （ １ ０ ０ ｎ ｇ ／ μ ｌ ） 、 表 ７ 参 照 ０ ． ５ μ ｌ
３ ’ ネ ス ト 化 （ nested） プ ラ イ マ ー （ １ ０ ０ ｎ ｇ ／ μ ｌ ） 、 表 ７ 参 照 ０ ． ５ μ ｌ
１ ０ × Ｐ Ｃ Ｒ 緩 衝 液 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ５ ． ０ μ ｌ
１ ０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ 2 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  １ ． ２ ５ μ ｌ
１ ０ ０ ｍ Ｍ 　 ｄ Ｎ Ｔ Ｐ （ フ ァ ル マ シ ア ） 　 　 　 　 　 　 　 ０ ． ４ μ ｌ
Ａ ｍ ｐ ｌ ｉ ｔ ａ ｑ 　 ５ Ｕ ／ μ ｌ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ０ ． ２ μ ｌ
ｄ Ｈ 2 Ｏ （ ベ イ カ ー ） 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  ３ ７ ． １ ５ μ ｌ
タ グ に よ っ て 同 定 さ れ た 遺 伝 子 の 増 幅 の た め に 使 用 さ れ た プ ラ イ マ ー の 組 み 合 わ せ と 増 幅
さ れ た フ ラ グ メ ン ト の 長 さ は 、 表 ８ に 示 さ れ て い る 。
・ Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 は 、 ９ ７ ０ ０ 　 Ｄ Ｎ Ａ 　 サ ー マ ル サ イ ク ラ ー （ パ ー キ ン エ ル マ ー 中 で 以 下 の
プ ロ グ ラ ム に 従 い 実 施 さ れ る 。
－ ９ ５ ℃ で ５ 分 間
－ ９ ５ ℃ で １ 分 間 ； ５ ５ ℃ で １ 分 間 ； ７ ２ ℃ で ２ 分 間 、 ２ ５ サ イ ク ル
－ ７ ２ ℃ で １ ０ 分 間
・ ネ ス ト 化 （ nested） Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 の １ ０ μ ｌ を １ ． ５ ％ ア ガ ロ ー ス 　 １ × Ｔ Ｂ Ｅ 　 ゲ ル に
か け 、 エ チ ジ ュ ウ ム 　 ブ ロ マ イ ド （ Ethidium Bromide） で 染 め る 。
・ 希 釈 シ リ ー ズ の Ｔ Ａ Ｇ 増 幅 フ ラ グ メ ン ト を Ｕ Ｖ － 照 射 装 置 （ Ｕ Ｖ － illuminator） 上 で
可 視 化 す る こ と で 、 希 釈 し て も 明 白 な シ グ ナ ル を 示 す 最 高 希 釈 度 を 決 定 す る こ と に よ り 発
現 レ ベ ル が 明 ら か に な る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
【 表 ６ 】
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【 表 ８ 】

10

20

30

40

50

(32) JP 2004-523232 A 2004.8.5



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ３ 】

タ グ 配 列 に よ っ て 同 定 さ れ た 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル の 測 定 結 果 は 、 図 １ ９ に 示 さ れ て い る 。
デ ー タ － は 明 ら か に タ グ 配 列 に よ っ て 同 定 さ れ た 遺 伝 子 の 数 は 、 正 常 皮 膚 に 比 べ て カ ポ ジ
肉 腫 病 変 の 皮 膚 検 体 に お い て 高 発 現 で あ る 事 を 示 し て い る ： タ グ ０ ０ ７ 、 タ グ ０ １ ０ 、 タ
グ ０ １ ２ 、 タ グ ０ １ ３ 、 タ グ ０ １ ４ 、 タ グ ０ １ ５ 、 タ グ ０ １ ６ 、 タ グ ０ １ ７ 、 タ グ ０ ２ ２
、 タ グ ０ ２ ９ 、 タ グ ０ ３ ０ 、 タ グ ０ ３ ２ お よ び タ グ ０ ３ ６ 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
実 施 例 １ １

新 脈 管 形 成 部 位 、 す な わ ち 皮 膚 中 の カ ポ ジ 肉 腫 ま た は 体 内 の 他 の 癌 か ら の 検 体 中 で は な く
、 血 液 （ Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ） か ら 入 手 可 能 な 検 体 で 、 新 脈 管 形 成 過 程 の マ ー カ ー と し て の タ グ 配 列
の 使 用 感 触 を 得 る た め に 、 ５ 種 の タ グ 同 定 さ れ た 遺 伝 子 の 発 現 が 、 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ 検 体 で 測 定 さ
れ た 。 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ 検 体 は 、 カ ポ ジ 肉 腫 病 変 の あ る 患 者 の 血 液 か ら （ ４ 種 の 異 な る 検 体 ） と そ
う で な い 患 者 （ ２ 種 の 対 照 検 体 ） 血 液 由 来 で あ り 、 タ グ 配 列 で 同 定 さ れ た ５ 種 の 遺 伝 子 の
Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ 中 で の 発 現 に つ い て 分 析 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
こ の 実 施 例 の 手 法 は 、 皮 膚 生 検 の か わ り に Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ 検 体 （ １ 検 体 当 た り 、 約 １ 千 万 細 胞 、
２ ５ ０ 万 か ら ５ ０ ０ ０ 万 の 範 囲 ） が 使 用 さ れ る 以 外 は 実 施 例 １ ０ で 記 載 さ れ た も の と 同 一
で あ っ た 。 分 析 さ れ る 遺 伝 子 は 、 タ グ ０ ０ ７ 、 タ グ ０ １ ７ 、 タ グ ０ １ ０ 、 タ グ ０ １ ３ 、 タ
グ ０ １ ５ 、 タ グ ０ ２ ９ お よ び タ グ ０ ３ ２ に よ っ て 同 定 さ れ た 。 分 析 結 果 は 、 図 ２ ０ に 示 さ
れ て い る 。 こ れ ら の デ ー タ － か ら 、 タ グ ０ １ ５ （ Ｔ Ｉ Ｅ １ ） と タ グ ０ ３ ２ （ サ リ オ ア ド ヘ
シ ン （ Salioadhesin） ま た は シ グ レ ッ ク １ （ Siglec１ ） ） で 同 定 さ れ た 遺 伝 子 の 癌 位 置 で
の 昂 進 さ れ た 発 現 は 、 血 液 細 胞 画 分 す な わ ち Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ 、 と 対 応 し て い る こ と が 明 ら か で あ
る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
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タ グ ０ ０ ７ （ ケ ラ チ ン １ ４ ） で 皮 膚 検 体 （ 実 施 例 ５ 参 照 ） 中 で 同 定 さ れ た 遺 伝 子 の 過 剰 発
現 は 、 血 液 と 対 応 し て い な い こ と を 、 こ の デ ー タ － は 明 ら か に 示 し て い る 。 対 照 的 に 、 こ
の 実 施 例 で 試 験 さ れ た 検 体 中 で は 、 タ グ ０ ０ ７ に よ っ て 同 定 さ れ た 遺 伝 子 は 血 液 画 分 で 全
く 発 現 さ れ て い な い 。 こ の こ と は 、 タ グ ０ ０ ７ を 発 現 し て い る 癌 細 胞 は 血 液 中 に 存 在 し な
い こ と を 示 し て い る 。 そ の 結 果 、 血 液 中 の タ グ ０ ０ ７ の 測 定 は 、 血 液 中 の こ れ ら 癌 細 胞 存
在 の た め の よ い 標 識 に な る で あ ろ う 、 そ し て 従 っ て 、 転 移 を 起 こ し 得 る 循 環 癌 細 胞 の マ ー
カ ー に な る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
皮 膚 検 体 中 の タ グ ０ １ ５ （ Ｔ Ｉ Ｅ １ ） と タ グ ０ ３ ２ （ サ リ オ ア ド ヘ シ ン （ Salioadhesin）
ま た は シ グ レ ッ ク １ （ Siglec１ ） ） に よ っ て 同 定 さ れ た 遺 伝 子 の ア ッ プ レ ギ ュ レ イ シ ョ ン
は 明 ら か に 血 液 と 相 関 し て い る 。 こ れ ら ２ つ の タ グ は 、 健 常 人 と 比 較 し て 癌 保 持 患 者 の 血
液 中 で 高 く 発 現 し て い る 。 こ の ア ッ プ レ ギ ュ レ イ シ ョ ン は 、 典 型 的 な 血 液 細 胞 中 の 発 現 の
ア ッ プ レ ギ ュ レ イ シ ョ ン に 起 因 し て い る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
こ の ア ッ プ レ ギ ュ レ イ シ ョ ン は 、 血 液 中 で タ グ ０ １ ５ と タ グ ０ ３ ２ を 発 現 す る 癌 細 胞 の 存
在 に 帰 す る 事 は で き な い 、 な ぜ な ら 、 タ グ ０ ０ ７ に よ っ て 同 定 さ れ た 遺 伝 子 発 現 の な い こ
と が 、 上 記 で 説 明 し た よ う 、 血 中 に 癌 細 胞 が 存 在 し な い こ と を 示 す か ら で あ る 。 こ の こ と
は 、 血 液 中 の タ グ ０ １ ５ お よ び ／ ま た は タ グ ０ ３ ２ の 発 現 の 測 定 が 体 内 の ど こ か 他 の 場 所
で の 癌 細 胞 の 存 在 を 示 唆 す る こ と を 意 味 す る 。 さ ら に 、 抗 癌 治 療 お よ び ／ ま た は 抗 新 脈 管
形 成 治 療 中 で の タ グ ０ １ ５ お よ び ／ ま た は タ グ ０ ３ ２ に よ っ て 同 定 さ れ た 遺 伝 子 の 発 現 の
測 定 は 、 こ の 治 療 の 有 効 性 を モ ニ タ ー す る た め に 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】

タ グ ０ １ ５ （ Ｔ Ｉ Ｅ １ ） と タ グ ０ ３ ２ （ サ リ オ ア ド ヘ シ ン （ Ｓ alioadhesin） ま た は シ グ
レ ッ ク １ （ Siglec 1） ） に よ っ て 癌 と 血 液 中 で 同 定 さ れ た 遺 伝 子 の 相 関 し た ア ッ プ レ グ レ
ー シ ョ ン は 、 癌 の 成 長 の 減 少 を 目 的 と す る 治 療 、 特 に 抗 新 脈 管 形 成 性 癌 治 療 の 有 効 性 を モ
ニ タ ー す る こ と を 可 能 に す る 。 こ の こ と は 、 も し こ の ２ つ の 遺 伝 子 が 体 内 の 他 の 場 所 で の
癌 中 の 血 管 形 成 の た め の Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ 中 で の マ ー カ ー で あ る と す る と 、 血 中 の こ の ２ つ の マ ー
カ ー も 癌 側 で の こ の 血 管 形 成 の 減 少 と 共 に 減 少 す る で あ ろ う と の 推 論 に よ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
タ グ ０ ０ ７ （ ケ ラ チ ン １ ４ ） 、 タ グ ０ １ ５ （ Ｔ Ｉ Ｅ １ ） お よ び タ グ ０ ３ ２ （ サ リ オ ア ド ヘ
シ ン （ Ｓ alioadhesin） ま た は シ グ レ ッ ク １ （ Siglec 1） ） に よ っ て 同 定 さ れ た 遺 伝 子 は
、 正 常 個 体 と 比 較 し て 癌 保 有 患 者 の 血 中 で 異 な っ た 発 現 を し て い る 。 従 っ て 、 こ れ ら の 遺
伝 子 は 、 特 に そ の 発 現 は 、 そ の 住 民 の 各 メ ン バ ー で 癌 の 存 在 の 危 険 に 曝 さ れ て い る 住 民 を
集 団 検 診 す る の に 使 用 で き る 。
【 ０ １ ０ １ 】
正 常 組 織 と 癌 組 織 を 比 べ て 変 化 し た 発 現 レ ベ ル を 示 す 、 こ の 研 究 で タ グ に よ っ て 同 定 さ れ
た 全 て の 遺 伝 子 、 す な わ ち 、 タ グ ０ ０ ７ 、 タ グ ０ １ ０ 、 タ グ ０ １ ２ 、 タ グ ０ １ ３ 、 タ グ ０
１ ４ 、 タ グ ０ １ ５ 、 タ グ ０ １ ６ 、 タ グ ０ １ ７ 、 タ グ ０ ２ ２ 、 タ グ ０ ２ ９ 、 タ グ ０ ３ ０ 、 タ
グ ０ ３ ２ お よ び タ グ ０ ３ ６ は 、 抗 新 脈 管 形 成 効 果 を 有 し 癌 治 療 に 適 用 可 能 な 治 療 薬 剤 と っ
て の 潜 在 的 な 標 的 分 子 を エ ン コ ー ド し て い る 、 そ し て ／ ま た は こ れ ら の 遺 伝 子 は 、 た と え
ば 心 臓 お よ び 冠 動 脈 疾 患 の 治 療 で 血 管 成 長 を 刺 激 す る 治 療 薬 剤 の 潜 在 的 標 的 分 子 に な り え
る 潜 在 的 標 的 分 子 を エ ン コ ー ド し て い る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ０ ２ 】
【 図 １ 】 新 脈 管 形 成 に 含 ま れ る 配 列 。 特 定 の 治 療 後 の こ の 配 列 の 発 現 変 化 は 、 そ の 治 療 が
有 効 で あ る こ と を 示 す 。 こ の 配 列 は 、 ヒ ト 胎 児 の 心 臓 か ら 同 定 さ れ た Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 と 同 一 で
あ る （ Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 登 録 番 号 Ａ Ｉ ２ １ ７ ５ ６ ５ お よ び そ の 他 ） 、 そ の 結 果 こ れ は 染 色 体
１ ９ 上 の 予 測 さ れ た エ ク ソ ン と 合 致 す る 。 新 脈 管 形 成 と の 関 係 に つ い て 今 ま で 記 載 さ れ た
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こ と が な い 。
【 図 ２ 】 名 称 と Ｇ ｅ ｎ ｂ ａ ｎ ｋ 番 号 で 同 定 さ れ た 配 列 （ Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ デ ー タ ベ ー ス ） 。 他 の 同
定 は 表 １ ～ ４ （ ユ ニ ジ ー ン （ Unigene） 番 号 ） で 見 る こ と が で き 、 こ れ は Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ の Ｓ Ａ
Ｇ Ｅ デ ー タ ベ ー ス で 見 つ け る こ と が で き る 。
【 図 ３ 】 名 称 と Ｇ ｅ ｎ ｂ ａ ｎ ｋ 番 号 で 同 定 さ れ た 配 列 （ Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ デ ー タ ベ ー ス ） 。 他 の 同
定 は 表 １ ～ ４ （ ユ ニ ジ ー ン （ Unigene） 番 号 ） で 見 る こ と が で き 、 こ れ は Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ の Ｓ Ａ
Ｇ Ｅ デ ー タ ベ ー ス で 見 つ け る こ と が で き る 。
【 図 ４ 】 名 称 と Ｇ ｅ ｎ ｂ ａ ｎ ｋ 番 号 で 同 定 さ れ た 配 列 （ Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ デ ー タ ベ ー ス ） 。 他 の 同
定 は 表 １ ～ ４ （ ユ ニ ジ ー ン （ Unigene） 番 号 ） で 見 る こ と が で き 、 こ れ は Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ の Ｓ Ａ
Ｇ Ｅ デ ー タ ベ ー ス で 見 つ け る こ と が で き る 。
【 図 ５ 】 名 称 と Ｇ ｅ ｎ ｂ ａ ｎ ｋ 番 号 で 同 定 さ れ た 配 列 （ Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ デ ー タ ベ ー ス ） 。 他 の 同
定 は 表 １ ～ ４ （ ユ ニ ジ ー ン （ Unigene） 番 号 ） で 見 る こ と が で き る 、 こ れ は Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ の Ｓ
Ａ Ｇ Ｅ デ ー タ ベ ー ス で 見 つ け る こ と が で き る 。
【 図 ６ 】 名 称 と Ｇ ｅ ｎ ｂ ａ ｎ ｋ 番 号 で 同 定 さ れ た 配 列 （ Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ デ ー タ ベ ー ス ） 。 他 の 同
定 は 表 １ ～ ４ （ ユ ニ ジ ー ン （ Unigene） 番 号 ） で 見 る こ と が で き 、 こ れ は Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ の Ｓ Ａ
Ｇ Ｅ デ ー タ ベ ー ス で 見 つ け る こ と が で き る 。
【 図 ７ 】 名 称 と Ｇ ｅ ｎ ｂ ａ ｎ ｋ 番 号 で 同 定 さ れ た 配 列 （ Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ デ ー タ ベ ー ス ） 。 他 の 同
定 は 表 １ ～ ４ （ ユ ニ ジ ー ン （ Unigene） 番 号 ） で 見 る こ と が で き 、 こ れ は Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ の Ｓ Ａ
Ｇ Ｅ デ ー タ ベ ー ス で 見 つ け る こ と が で き る 。
【 図 ８ 】 名 称 と Ｇ ｅ ｎ ｂ ａ ｎ ｋ 番 号 で 同 定 さ れ た 配 列 （ Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ デ ー タ ベ ー ス ） 。 他 の 同
定 は 表 １ ～ ４ （ ユ ニ ジ ー ン （ Unigene） 番 号 ） で 見 る こ と が で き 、 こ れ は Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ の Ｓ Ａ
Ｇ Ｅ デ ー タ ベ ー ス で 見 つ け る こ と が で き る 。
【 図 ９ 】 名 称 と Ｇ ｅ ｎ ｂ ａ ｎ ｋ 番 号 で 同 定 さ れ た 配 列 （ Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ デ ー タ ベ ー ス ） 。 他 の 同
定 は 表 １ ～ ４ （ ユ ニ ジ ー ン （ Unigene） 番 号 ） で 見 る こ と が で き 、 こ れ は Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ の Ｓ Ａ
Ｇ Ｅ デ ー タ ベ ー ス で 見 つ け る こ と が で き る 。
【 図 １ ０ 】 名 称 と Ｇ ｅ ｎ ｂ ａ ｎ ｋ 番 号 で 同 定 さ れ た 配 列 （ Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ デ ー タ ベ ー ス ） 。 他 の
同 定 は 表 １ ～ ４ （ ユ ニ ジ ー ン （ Unigene） 番 号 ） で 見 る こ と が で き 、 こ れ は Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ の Ｓ
Ａ Ｇ Ｅ デ ー タ ベ ー ス で 見 つ け る こ と が で き る 。
【 図 １ １ 】 名 称 と Ｇ ｅ ｎ ｂ ａ ｎ ｋ 番 号 で 同 定 さ れ た 配 列 （ Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ デ ー タ ベ ー ス ） 。 他 の
同 定 は 表 １ ～ ４ （ ユ ニ ジ ー ン （ Unigene） 番 号 ） で 見 る こ と が で き 、 こ れ は Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ の Ｓ
Ａ Ｇ Ｅ デ ー タ ベ ー ス で 見 つ け る こ と が で き る 。
【 図 １ ２ 】 名 称 と Ｇ ｅ ｎ ｂ ａ ｎ ｋ 番 号 で 同 定 さ れ た 配 列 （ Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ デ ー タ ベ ー ス ） 。 他 の
同 定 は 表 １ ～ ４ （ ユ ニ ジ ー ン （ Unigene） 番 号 ） で 見 る こ と が で き 、 こ れ は Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ の Ｓ
Ａ Ｇ Ｅ デ ー タ ベ ー ス で 見 つ け る こ と が で き る 。
【 図 １ ３ 】 名 称 と Ｇ ｅ ｎ ｂ ａ ｎ ｋ 番 号 で 同 定 さ れ た 配 列 （ Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ デ ー タ ベ ー ス ） 。 他 の
同 定 は 表 １ ～ ４ （ ユ ニ ジ ー ン （ Unigene） 番 号 ） で 見 る こ と が で き 、 こ れ は Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ の Ｓ
Ａ Ｇ Ｅ デ ー タ ベ ー ス で 見 つ け る こ と が で き る 。
【 図 １ ４ 】 名 称 と Ｇ ｅ ｎ ｂ ａ ｎ ｋ 番 号 で 同 定 さ れ た 配 列 （ Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ デ ー タ ベ ー ス ） 。 他 の
同 定 は 表 １ ～ ４ （ ユ ニ ジ ー ン （ Unigene） 番 号 ） で 見 る こ と が で き 、 こ れ は Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ の Ｓ
Ａ Ｇ Ｅ デ ー タ ベ ー ス で 見 つ け る こ と が で き る 。
【 図 １ ５ 】 名 称 と Ｇ ｅ ｎ ｂ ａ ｎ ｋ 番 号 で 同 定 さ れ た 配 列 （ Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ デ ー タ ベ ー ス ） 。 他 の
同 定 は 表 １ ～ ４ （ ユ ニ ジ ー ン （ Unigene） 番 号 ） で 見 る こ と が で き 、 こ れ は Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ の Ｓ
Ａ Ｇ Ｅ デ ー タ ベ ー ス で 見 つ け る こ と が で き る 。
【 図 １ ６ 】 名 称 と Ｇ ｅ ｎ ｂ ａ ｎ ｋ 番 号 で 同 定 さ れ た 配 列 （ Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ デ ー タ ベ ー ス ） 。 他 の
同 定 は 表 １ ～ ４ （ ユ ニ ジ ー ン （ Unigene） 番 号 ） で 見 る こ と が で き 、 こ れ は Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ の Ｓ
Ａ Ｇ Ｅ デ ー タ ベ ー ス で 見 つ け る こ と が で き る 。
【 図 １ ７ 】 名 称 と Ｇ ｅ ｎ ｂ ａ ｎ ｋ 番 号 で 同 定 さ れ た 配 列 （ Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ デ ー タ ベ ー ス ） 。 他 の
同 定 は 表 １ ～ ４ （ ユ ニ ジ ー ン （ Unigene） 番 号 ） で 見 る こ と が で き 、 こ れ は Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ の Ｓ
Ａ Ｇ Ｅ デ ー タ ベ ー ス で 見 つ け る こ と が で き る 。
【 図 １ ８ 】 名 称 と Ｇ ｅ ｎ ｂ ａ ｎ ｋ 番 号 で 同 定 さ れ た 配 列 （ Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ デ ー タ ベ ー ス ） 。 他 の
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同 定 は 表 １ ～ ４ （ ユ ニ ジ ー ン （ Unigene） 番 号 ） で 見 る こ と が で き 、 こ れ は Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ の Ｓ
Ａ Ｇ Ｅ デ ー タ ベ ー ス で 見 つ け る こ と が で き る 。
【 図 １ ９ 】 カ ポ ジ 肉 腫 の 皮 膚 ５ 検 体 （ 明 る い 色 の 棒 線 ） と ２ つ の 対 照 正 常 皮 膚 検 体 （ 黒 棒
線 ） か ら 単 離 さ れ た 全 Ｒ Ｎ Ａ の ５ ０ ０ ｎ ｇ か ら 希 釈 し 始 め て も な お 陽 性 を 示 す ロ グ 希 釈 フ
ァ ク タ ー と し て 表 示 さ れ た 平 均 発 現 レ ベ ル と 標 準 偏 差 。
【 図 ２ ０ 】 カ ポ ジ 肉 腫 患 者 の ４ Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ 検 体 （ 明 る い 色 の 棒 線 ） と ２ つ の 対 照 正 常 Ｐ Ｂ Ｍ
Ｃ 検 体 （ 黒 棒 線 ） か ら 単 離 さ れ た 全 Ｒ Ｎ Ａ の ５ ０ ０ ｎ ｇ か ら 希 釈 し 始 め て も な お 陽 性 を し
め す ロ グ 希 釈 フ ァ ク タ ー と し て 表 示 さ れ た 平 均 発 現 レ ベ ル と 標 準 偏 差 。

【 図 １ ９ 】

【 図 ２ ０ 】
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摘要(译)

本发明提供了一种用于确定治疗是否有效改变患者中某些靶细胞组（例
如肿瘤）的状态的方法。 该方法意味着在治疗开始后从患者获得样品，
并确定所述样品是否包含至少一种标记基因的表达产物。 优选地，所述
样品是血液样品。 一方面，所述表达产物由外周血单核细胞表达。 所述
标记基因可以是与血管的产生，维持和/或破坏（血管生成）有关的基
因。 本发明的方法非常适合于在几天内确定针对卡波西氏肉瘤的某种治
疗是否成功。 而且，该方法适合于确定患者中血管生成和/或肿瘤细胞的
存在。
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