
(57)【要約】
本発明は高悪性度非浸潤性乳管癌 (DCIS)の診断方法を特徴とする。本方法では： (1) 高悪
性度 DCISを持つと疑われる、または持つリスクのある被験者の体液（例、血液または尿）
における HID-5のレベル；または (2) 高悪性度 DCISを持つと疑われる、または持つリスク
のある被験者に由来する乳房組織における HID-5遺伝子の発現レベルを測定する。また、
本発明は、 DCIS細胞における HID-5蛋白質の発現を阻害する方法、および高悪性度 DCISを
持つと疑われる、または持つリスクのある被験者を治療する方法を開示する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 (a) 高 悪 性 度 非 浸 潤 性 乳 管 癌 (DCIS)を 持 つ と 疑 わ れ る ま た は そ の リ ス ク を 持 つ 被 験 者 を
同 定 す る 段 階 ； お よ び
　 (b) 被 験 者 に 由 来 す る 体 液 、 洗 浄 液 、 ま た は 吸 引 液 の 試 料 に お い て ソ ラ イ ア シ ン の レ ベ
ル を 測 定 す る 段 階
を 含 む 診 断 方 法 で あ っ て 、
　 ソ ラ イ ア シ ン の 対 照 レ ベ ル と 比 較 し て 、 試 料 中 の ソ ラ イ ア シ ン レ ベ ル が 上 昇 す る 場 合 、
被 験 者 が 高 悪 性 度 DCISを 持 つ こ と を 示 す 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 体 液 が 血 液 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 体 液 が 尿 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 洗 浄 液 が 乳 管 洗 浄 液 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 吸 引 液 が 乳 頭 吸 引 液 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 (a) 高 悪 性 度 非 浸 潤 性 乳 管 癌 (DCIS)を 持 つ と 疑 わ れ る ま た は そ の リ ス ク を 持 つ 被 験 者 を
同 定 す る 段 階 ； お よ び
　 (b) 被 験 者 に 由 来 す る 乳 房 組 織 の 試 料 に お い て ソ ラ イ ア シ ン 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 測 定
す る 段 階
を 含 む 診 断 方 法 で あ っ て 、
　 対 照 の ソ ラ イ ア シ ン 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル と 比 較 し て 、 試 料 中 の ソ ラ イ ア シ ン 遺 伝 子 発 現 レ
ベ ル が 上 昇 す る 場 合 、 被 験 者 が 高 悪 性 度 DCISを 持 つ こ と を 示 す 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 ソ ラ イ ア シ ン 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル が 、 乳 房 組 織 の 試 料 中 の ソ ラ イ ア シ ン レ ベ ル の 関 数 と
し て 決 定 さ れ る 、 請 求 項 6記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 ソ ラ イ ア シ ン 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル が 、 乳 房 組 織 の 試 料 中 の ソ ラ イ ア シ ン mRNAの レ ベ ル の
関 数 と し て 決 定 さ れ る 、 請 求 項 6記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 ソ ラ イ ア シ ン 転 写 物 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 細 胞 に 導
入 す る 段 階 を 含 む 、 非 浸 潤 性 乳 管 癌 (DCIS)中 で ソ ラ イ ア シ ン 発 現 を 阻 害 す る 方 法 で あ っ て
、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 細 胞 中 で ソ ラ イ ア シ ン 発 現 を 阻 害 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 導 入 段 階 が 、 細 胞 に 対 す る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 投 与 お よ び 細 胞 に よ る ア
ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 取 り 込 み を 含 む 、 請 求 項 9記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 導 入 段 階 が 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 機 能 的 に
連 結 し た 転 写 調 節 要 素 (TRE)を 含 む 核 酸 を 細 胞 へ 投 与 す る 段 階 を 含 み 、 細 胞 内 に お け る ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 の 転 写 物 が ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 生 産 す る 、 請 求 項 9記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 細 胞 が 哺 乳 類 の も の で あ る 、 請 求 項 9記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 哺 乳 類 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 9記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 (a) 高 悪 性 度 非 浸 潤 性 乳 管 癌 (DCIS)を 持 つ と 疑 わ れ る ま た は そ の リ ス ク を 持 つ 被 験 者 を
同 定 す る 段 階 ； お よ び
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　 (b) ソ ラ イ ア シ ン 結 合 物 質 を 被 験 者 に 投 与 す る 段 階
を 含 む 、 被 験 者 中 で 高 悪 性 度 非 浸 潤 性 乳 管 癌 (DCIS)の 進 行 を 阻 害 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 ソ ラ イ ア シ ン 結 合 物 質 が 、 ソ ラ イ ア シ ン に 結 合 す る 抗 体 で あ る 、 請 求 項 14記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 (a) DCISを 持 つ と 同 定 さ れ た 被 験 者 に 由 来 す る 乳 房 組 織 の 試 料 を 提 供 す る 段 階 ； お よ び
　 (b) 試 料 中 で ソ ラ イ ア シ ン を 試 験 す る 段 階
を 含 む 、 中 悪 性 度 DCISま た は 低 悪 性 度 DCISか ら 高 悪 性 度 DCISを 区 別 す る 方 法 で あ っ て 、
　 試 料 中 に 検 出 可 能 な レ ベ ル の ソ ラ イ ア シ ン が 存 在 す る 場 合 、 被 験 者 が 高 悪 性 度 DCISを 持
つ こ と を 示 す 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 (a) ソ ラ イ ア シ ン を 含 む 試 料 を 提 供 す る 段 階 ；
　 (b) 被 験 物 質 を 試 料 に 接 触 さ せ る 段 階 ； お よ び
　 (c) 被 験 物 質 が ソ ラ イ ア シ ン に 結 合 す る か ど う か を 決 定 す る 段 階
を 含 む ソ ラ イ ア シ ン 結 合 物 質 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 被 験 物 質 が 抗 体 で は な い 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 (a) (i) ア ポ ト ー シ ス の リ ス ク の あ る 細 胞 、 ま た は (ii)ア ポ ト ー シ ス の リ ス ク の あ る 細
胞 を 持 つ 被 験 者 を 同 定 す る 段 階 ； お よ び
　 (b) 細 胞 に ソ ラ イ ア シ ン を 投 与 す る 段 階
を 含 む 、 ア ポ ト ー シ ス を 阻 害 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 ソ ラ イ ア シ ン を コ ー ド す る 核 酸 を 細 胞 ま た は 細 胞 の 近 傍 に 送 達 す る こ と に よ っ て 、 ソ ラ
イ ア シ ン が 投 与 さ れ る 、 請 求 項 18記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 ソ ラ イ ア シ ン が 精 製 さ れ た ソ ラ イ ア シ ン で あ る 、 請 求 項 18記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 細 胞 の 近 傍 に 、 (1) ソ ラ イ ア シ ン を コ ー ド す る 核 酸 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ 、 か つ (2) 
ソ ラ イ ア シ ン を 分 泌 す る 組 換 え 細 胞 を 導 入 す る こ と に よ っ て 、 ソ ラ イ ア シ ン が 投 与 さ れ る
、 請 求 項 18記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 (a) 細 胞 を ア ポ ト ー シ ス の 標 的 と し て 同 定 す る 段 階 ； お よ び
　 (b) 細 胞 に ソ ラ イ ア シ ン 結 合 物 質 を 投 与 す る 段 階
を 含 む 、 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス 感 受 性 を 高 め る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 細 胞 が 哺 乳 類 の も の で あ る 、 請 求 項 22記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 物 質 が 抗 体 で あ る 、 請 求 項 22記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 感 受 性 細 胞 に お い て ア ポ ト ー シ ス を 促 進 す る 第 2の 物 質 を 細 胞 に 投 与 す る 段 階 を さ ら に
含 む 、 請 求 項 22記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 (a) 被 験 者 が 乳 癌 を 持 つ と 同 定 す る 段 階 ； お よ び
　 (b) 被 験 者 に 由 来 す る 体 液 、 洗 浄 液 、 ま た は 吸 引 液 の 試 料 に お い て 、 ソ ラ イ ア シ ン に 結
合 す る 抗 体 の 存 在 を 試 験 す る 段 階
を 含 む ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て 、
　 試 料 中 に 抗 体 が 存 在 す る 場 合 、 被 験 者 が HID-5ま た は HID-5の ペ プ チ ド 断 片 の ワ ク チ ン 接
種 の 潜 在 的 候 補 で あ る こ と を 示 す 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 体 液 が 血 液 で あ る 、 請 求 項 26記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
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【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 願 は 、 開 示 全 体 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 、 2001年 12月 31日 に 出 願 さ れ
た 仮 特 許 出 願 第 60/345,740号 の 優 先 権 を 主 張 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
連 邦 政 府 の 支 援 に よ る 研 究 ま た は 開 発 に 関 す る 陳 述
　 本 願 に 記 述 さ れ る 研 究 は 、 国 立 衛 生 研 究 所 の 国 立 癌 研 究 所 の 助 成 金 （ 番 号 P50 CA89393-
01） に よ る 援 助 を 部 分 的 に 受 け た 。 し た が っ て 、 政 府 は 、 本 発 明 に 関 し て 一 定 の 権 利 を 有
す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
技 術 分 野
　 本 発 明 は 、 癌 の 診 断 お よ び 治 療 、 な ら び に 特 に 乳 癌 の 治 療 と 診 断 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
背 景
　 乳 癌 は 、 西 洋 の 女 性 の 癌 に 関 連 す る 死 亡 の 2番 目 に 多 い 原 因 と な っ て い る 。 米 国 の み で
も 、 年 間 175,000例 以 上 が 新 し く 乳 癌 と 診 断 さ れ て い る 。 乳 癌 の 自 然 経 過 は 、 一 定 の 臨 床
お よ び 病 理 段 階 を 順 次 た ど る 進 行 を 示 し 、 最 初 は 良 性 で 、 そ の 後 、 非 定 型 過 剰 増 殖 、 そ し
て 非 浸 潤 性 癌 腫 、 浸 潤 性 の 癌 腫 へ と 進 行 し 、 最 後 に 転 移 性 疾 患 と な る 。 非 浸 潤 性 乳 管 癌 (d
uctal carcinoma： DCIS)は 、 浸 潤 性 乳 管 癌 の 前 駆 状 態 で あ る 。 し た が っ て 、 DCISの た め の
信 頼 で き る 検 査 が あ る こ と が 重 要 で あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
概 要
　 本 発 明 は 、 ヒ ト の 高 悪 性 度 DCISに お い て 、 本 発 明 者 ら が HID-5 ( igh n CIS-5)と 命 名
し た 蛋 白 質 の 発 現 レ ベ ル が 上 昇 し て い る と い う 所 見 に 基 づ く 。 こ の 蛋 白 質 は 、 ソ ラ イ ア シ
ン （ psoriasin） と し て も 知 ら れ る 。 低 悪 性 度 お よ び 中 等 度 の 悪 性 度 の DCISで は 、 発 現 し
た と し て も HID-5遺 伝 子 の 発 現 量 は 非 常 に 低 い 。 ま た 、 発 明 者 ら は HID-5が 乳 癌 細 胞 で 分 泌
さ れ る こ と も 発 見 し た 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 高 悪 性 度 の DCISを 診 断 お よ び 治 療 す る 方 法
に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 よ り 具 体 的 に は 、 本 発 明 は 診 断 方 法 を 特 徴 と す る 。 本 発 明 は ： (a) 高 悪 性 度 非 浸 潤 性 乳
管 癌 (DCIS)を 持 つ ま た は そ の リ ス ク を 持 つ と 疑 わ れ る 被 験 者 を 同 定 す る 段 階 ； お よ び  (b)
 被 験 者 に 由 来 す る 体 液 （ 例 、 血 液 ま た は 尿 ） 、 洗 浄 液 （ 例 、 乳 管 洗 浄 液 ） 、 ま た は 吸 引
液 （ 例 、 乳 頭 吸 引 液 ） の 試 料 に お い て 、 ソ ラ イ ア シ ン の レ ベ ル を 測 定 す る 段 階 を 含 む 。 対
照 の ソ ラ イ ア シ ン レ ベ ル と 比 較 し て 、 試 料 中 の ソ ラ イ ア シ ン レ ベ ル が 上 昇 し て い れ ば 、 被
験 者 は 高 悪 性 度 DCISを 持 つ こ と の 指 標 と な る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 診 断 方 法 も 、 本 発 明 に 含 ま れ る 。 本 方 法 は ： (a) 高 悪 性 度 非 浸 潤 性 乳 管 癌 (DCIS)を 持 つ
ま た は そ の リ ス ク を 持 つ と 疑 わ れ る 被 験 者 を 同 定 す る 段 階 ； お よ び  (b) 被 験 者 の 乳 房 組
織 の 試 料 に お い て 、 ソ ラ イ ア シ ン 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 決 定 す る 段 階 を 含 む 。 対 照 の ソ ラ
イ ア シ ン 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル と 比 較 し て 、 試 料 に お い て ソ ラ イ ア シ ン 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル
が 上 昇 し て い れ ば 、 被 験 者 は 高 悪 性 度 DCISを 持 つ こ と の 指 標 と な る 。 ソ ラ イ ア シ ン 遺 伝 子
の 発 現 レ ベ ル は 、 乳 房 組 織 の 試 料 に お け る ソ ラ イ ア シ ン レ ベ ル 、 ま た は 乳 房 組 織 の 試 料 に
お け る ソ ラ イ ア シ ン mRNAの レ ベ ル の い ず れ か の 関 数 と し て 決 定 で き る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 の 別 の 局 面 は 、 非 浸 潤 性 乳 管 癌 (DCIS)細 胞 に お い て 、 ソ ラ イ ア シ ン の 発 現 を 抑 制
す る 方 法 で あ る 。 本 方 法 は 、 ソ ラ イ ア シ ン 転 写 物 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ア ン チ セ ン ス オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 細 胞 に 導 入 し 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 細 胞 中 の ソ ラ イ ア シ
ン の 発 現 を 阻 害 す る こ と を 含 む 。 導 入 段 階 は ： (a) ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 細
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胞 へ 投 与 し 、 細 胞 が ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 取 り 込 む 段 階 ； ま た は  (b) ア ン
チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 機 能 的 に 連 結 し た 転 写 調 節 要
素 (TRE)を 含 む 核 酸 を 細 胞 へ 投 与 し 、 細 胞 中 で ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 転 写 さ れ ア ン チ セ ン ス
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 生 産 さ れ る 段 階 を 含 む 。 細 胞 は 哺 乳 類 、 例 え ば ヒ ト の も の で あ っ て
も よ い 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 ま た 、 本 発 明 に は 、 被 験 者 に お い て 高 悪 性 度 非 浸 潤 性 乳 管 癌 (DCIS)の 進 行 を 阻 害 す る 方
法 も 含 ま れ る 。 本 方 法 は ： (a) 高 悪 性 度 非 浸 潤 性 乳 管 癌 (DCIS)を 持 つ ま た は そ の リ ス ク を
持 つ と 疑 わ れ る 被 験 者 を 同 定 す る 段 階 ； お よ び  (b) 被 験 者 に ソ ラ イ ア シ ン 結 合 物 質 を 投
与 す る 段 階 が 含 ま れ る 。 ソ ラ イ ア シ ン 結 合 物 質 は 、 た と え ば 、 ソ ラ イ ア シ ン に 結 合 す る 抗
体 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 は 、 中 悪 性 度 DCISま た は 低 悪 性 度 DCISか ら 高 悪 性 度 非 浸 潤 性 乳 管 癌 (DCIS)を 区 別
す る 方 法 も 特 徴 と す る 。 本 方 法 は 、 (a) DCISを 持 つ と 同 定 さ れ た 被 験 者 に 由 来 す る 乳 房 組
織 の 試 料 を 提 供 す る 段 階 ； お よ び  (b) 試 料 中 で ソ ラ イ ア シ ン を 試 験 す る 段 階 を 含 む 。 試
料 中 に ソ ラ イ ア シ ン が 検 出 可 能 な レ ベ ル 存 在 す れ ば 、 被 験 者 が 高 悪 性 度 DCISを 持 つ こ と の
指 標 と な る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の 別 の 局 面 に は 、 ソ ラ イ ア シ ン 結 合 物 質 の 同 定 方 法 が あ る 。 本 方 法 は 、 (a) ソ ラ
イ ア シ ン を 含 む 試 料 を 提 供 す る 段 階 ； お よ び  (b) 被 験 物 質 を 試 料 に 接 触 さ せ る 段 階 ； お
よ び  (c) 被 験 物 質 が ソ ラ イ ア シ ン に 結 合 し た か ど う か を 決 定 す る 段 階 を 含 む 。 本 方 法 で
は 、 被 験 物 質 は 抗 体 で は な い 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 は 、 ア ポ ト ー シ ス を 阻 害 す る 方 法 も 含 む 。 本 方 法 は ： (a) (i) ア ポ ト ー シ ス の リ
ス ク に あ る 細 胞 、 ま た は  (ii) ア ポ ト ー シ ス の リ ス ク に あ る 細 胞 を 持 つ 被 験 者 を 同 定 す る
段 階 ； お よ び  (b) 細 胞 に ソ ラ イ ア シ ン を 投 与 す る 段 階 を 含 む 。 ソ ラ イ ア シ ン は 、 細 胞 ま
た は 細 胞 の 近 傍 に 、 (a) ソ ラ イ ア シ ン を コ ー ド す る 核 酸 ； ま た は  (b) 精 製 さ れ た ソ ラ イ
ア シ ン を 送 達 す る こ と に よ っ て 投 与 で き る 。 ま た は 、 ソ ラ イ ア シ ン は 、 細 胞 の 近 傍 に 、 (1
) ソ ラ イ ア シ ン を コ ー ド す る 核 酸 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 、 か つ  (2) ソ ラ イ ア シ ン を
分 泌 す る 組 換 え 細 胞 を 導 入 す る こ と に よ っ て も 投 与 で き る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 さ ら に 本 発 明 は 、 細 胞 を ア ポ ト ー シ ス に 、 よ り 感 受 性 に す る 方 法 も 特 徴 と す る 。 本 方 法
は 、 (a) ア ポ ト ー シ ス の 標 的 と し て の 細 胞 を 同 定 す る 段 階 ； お よ び  (b) ソ ラ イ ア シ ン 結
合 物 質 を 細 胞 に 投 与 す る 段 階 を 含 む 。 細 胞 は 、 哺 乳 類 中 で あ っ て も よ く 、 物 質 は 抗 体 で よ
い 。 本 方 法 は 、 さ ら に 感 受 性 細 胞 中 で ア ポ ト ー シ ス を 促 進 す る 第 2の 物 質 を 細 胞 に 投 与 す
る 段 階 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 含 む 。 本 方 法 は ： (a) 乳 癌 の 患 者 を 同 定
す る 段 階 、 お よ び  (b) 被 験 者 に 由 来 す る 体 液 （ 例 、 血 液 ） 、 洗 浄 液 、 ま た は 吸 引 液 の 試
料 に お い て 、 ソ ラ イ ア シ ン に 結 合 す る 抗 体 の 存 在 を 検 定 す る 段 階 を 含 む 。 試 料 中 に 抗 体 が
存 在 す れ ば 、 被 験 者 が HID-5ま た は HID-5の ペ プ チ ド 断 片 に よ る ワ ク チ ン 接 種 の 潜 在 的 候 補
で あ る こ と の 指 標 と な る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 他 に 規 定 が な い 限 り 、 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 全 て の 技 術 用 語 お よ び 科 学 用 語 は 、 本 発 明
に 関 し て 当 業 者 が 一 般 的 に 理 解 し て い る の と 同 じ 意 味 を 持 つ 。 齟 齬 が 生 じ た 場 合 に は 、 定
義 を 含 め 、 本 明 細 書 が 優 先 す る 。 以 下 に 好 ま し い 方 法 お よ び 材 料 を 説 明 す る が 、 本 発 明 の
実 施 ま た は 検 定 に は 、 本 明 細 書 に 記 述 さ れ た 方 法 お よ び 材 料 と 同 様 ま た は 同 等 な も の が 使
用 で き る 。 本 明 細 書 に 記 述 さ れ る 全 て の 出 版 物 、 特 許 出 願 、 特 許 、 お よ び 他 の 参 考 文 献 は
、 参 照 と し て そ の 全 体 が 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る 材 料 、 方 法 、
お よ び 実 施 例 は 、 説 明 の た め の も の で あ り 、 制 限 す る 意 図 は な い 。
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【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の 他 の 特 徴 お よ び 利 点 、 例 え ば 、 高 悪 性 度 DCISの 診 断 は 、 以 下 の 記 述 、 図 面 、 お
よ び 特 許 請 求 の 範 囲 よ り 明 ら か に な る と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
詳 細 な 説 明
　 本 発 明 者 ら は 、 遺 伝 子 発 現 の 連 続 分 析 法 （ Serial Analysis of Gene Expression： SAGE
） に よ っ て 、 HID-5/ソ ラ イ ア シ ン が 、 正 常 乳 房 上 皮 お よ び 中 悪 性 度 の DCISと 比 較 し て 、 高
悪 性 度 の DCIS細 胞 中 で 異 な る 様 式 で 高 度 に 発 現 さ れ て い る こ と を 発 見 し た 。 染 色 体 展 開 お
よ び 間 期 核 の FISH解 析 で は 、 高 悪 性 度 の DCIS細 胞 中 で の HID-5発 現 の 上 昇 は 、 遺 伝 子 増 幅
の た め で は な い こ と が 示 さ れ た 。 原 発 性 乳 癌 の パ ネ ル の リ ア ル タ イ ム PCR解 析 で は 、 正 常
な 乳 房 上 皮 よ り も 、 同 じ 患 者 の 高 悪 性 度 お よ び 中 悪 性 度 の 腫 瘍 中 に HID-5 mRNAが 存 在 す る
こ と が 示 さ れ た 。 mRNAイ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン で は 、 HID-5 mRNAは 、 高 悪
性 度 の DCIS細 胞 中 で は 検 出 さ れ た が 、 低 ま た は 中 悪 性 度 の DCIS細 胞 で も 、 正 常 乳 房 上 皮 で
も 検 出 さ れ な か っ た 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 正 常 乳 房 上 皮 MCF10A細 胞 の イ ン ビ ト ロ 実 験 で 、 (a) HID-5蛋 白 質 発 現 は 、 低 血 清 濃 度 の
培 地 中 で 、 コ ン フ ル エ ン ト 条 件 お よ び 懸 濁 培 養 で 細 胞 を 増 殖 さ せ る と 大 き く ア ッ プ レ ギ ュ
レ ー シ ョ ン さ れ ； お よ び  (b) HID-5 mRNA発 現 は 、 コ ン フ ル エ ン ト 条 件 お よ び 懸 濁 培 養 で
細 胞 を 増 殖 さ せ る と 、 大 き く ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ た こ と が 示 さ れ た 。 血 清 無 添 加
、 コ ン フ ル エ ン ト 条 件 、 お よ び 細 胞 固 定 の 欠 如 に よ っ て G1期 停 止 お よ び ア ポ ト ー シ ス も 誘
導 さ れ る た め 、 こ れ ら の 条 件 で 生 存 し て い る 細 胞 は 、 ア ポ ト ー シ ス に 対 し て 比 較 的 耐 性 で
あ る 。 し た が っ て 、 HID-5は G1期 停 止 お よ び ア ポ ト ー シ ス に 対 す る 相 対 的 耐 性 に 関 与 し て
い る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 MDA-MB-468乳 癌 細 胞 お よ び 血 清 無 添 加 MCF10A細 胞 に お い て 、 HID-5特 異 的 抗 体 に よ っ て
核 お よ び 細 胞 質 の 染 色 が 観 察 さ れ た 。 さ ら に 、 MDA-MB-468細 胞 の 細 胞 溶 解 物 お よ び 培 地 を
試 験 し た と こ ろ 、 HID-5が 細 胞 内 で 発 現 し 、 さ ら に 分 泌 さ れ て い る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 免 疫 化 学 分 析 で は 、 低 お よ び 中 悪 性 度 の 乳 癌 な ら び に 正 常 乳 房 上 皮 に 対 し て 、 い く つ も
の 高 悪 性 度 の 乳 癌 で HID-5発 現 が 上 昇 し て い る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 こ れ ら の デ ー タ は 、 本 発 明 の 以 下 の 方 法 の 基 礎 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
診 断 ア ッ セ イ 法
　 本 発 明 は 、 診 断 ア ッ セ イ 法 を 特 徴 と す る 。 ア ッ セ イ 法 は ： (1) 高 悪 性 度 の DCIS細 胞 は HI
D-5蛋 白 質 お よ び HID-5 mRNAを 高 レ ベ ル で 発 現 す る が 、 正 常 乳 房 細 胞 な ら び に 低 お よ び 中
悪 性 度 の 乳 癌 細 胞 は 、 HID-5蛋 白 質 お よ び HID-5 mRNAを 有 意 に 低 い レ ベ ル ま た は 検 出 で き
な い レ ベ ル で 発 現 す る ； お よ び  (2) HID-5蛋 白 質 は 乳 癌 細 胞 に よ っ て 分 泌 さ れ る と い う 知
見 に 基 づ く 。 こ れ ら の 知 見 は 、 高 悪 性 度 の DCISを 診 断 す る た め の ア ッ セ イ 法 の 基 礎 と な る
。 ア ッ セ イ 法 は 、 単 独 で 使 用 、 ま た は 好 ま し く は 高 悪 性 度 の DCISを 検 定 す る た め の 他 の 手
順 と 併 用 で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の ア ッ セ イ 法 で は ： (1) HID-5蛋 白 質 ま た は HID-5 mRNAの 存 在 ま た は レ ベ ル が 試
験 さ れ る か ； ま た は  (2) 体 液 （ 例 、 尿 、 唾 液 、 精 液 、 血 液 、 ま た は 血 液 由 来 の 血 清 も し
く は 血 漿 ） ； 乳 管 洗 浄 液 、 肺 洗 浄 液 、 胃 洗 浄 液 、 直 腸 も し く は 結 腸 洗 浄 液 、 ま た は 膣 洗 浄
液 の よ う な 洗 浄 液 ； 乳 頭 吸 引 液 の よ う な 吸 引 液 ； ま た は 細 胞 培 養 の 上 清 の よ う な 液 体 な ど
の 、 液 体 試 料 中 の HID-5蛋 白 質 の レ ベ ル が 測 定 さ れ る 。 細 胞 中 の HID-5 mRNAの 存 在 の 検 定
ま た は レ ベ ル の 測 定 の た め に は 、 細 胞 を 溶 解 し 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 様 々 な 方 法 の う ち 任
意 の 方 法 に よ っ て 、 溶 解 液 か ら 全 RNAを 精 製 ま た は 半 精 製 で き る 。 特 定 の mRNA転 写 物 を 検
出 す る 方 法 ま た は そ の レ ベ ル を 測 定 す る 方 法 は 、 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 そ の よ う な ア ッ セ

10

20

30

40

50

(6) JP 2005-526233 A 2005.9.2



イ 法 に は 、 検 出 可 能 な 標 識 を し た HID-5特 異 的 DNAま た は RNAプ ロ ー ブ を 用 い た ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ 法 、 お よ び 適 当 な HID-5特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 利
用 し た 定 量 的 ま た は 半 定 量 的 RT-PCR法 が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 細 胞 溶 解 物 中
で mRNAを 定 量 す る 他 の 方 法 に は 、 RNA保 護 ア ッ セ イ 法 お よ び 遺 伝 子 発 現 の 連 続 分 析 法 （ SAG
E)法 が 含 ま れ る 。 ま た は 、 た と え ば 、 組 織 切 片 ま た は 未 溶 解 細 胞 懸 濁 液 、 お よ び 検 出 可 能
な 標 識 （ 例 、 蛍 光 ま た は 酵 素 ） を し た DNAま た は RNAプ ロ ー ブ を 用 い て 、 定 性 的 、 定 量 的 、
ま た は 半 定 量 的 イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ 法 が 実 行 で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 細 胞 中 で 対 象 蛋 白 質 （ 例 、 HID-5） を 検 出 ま た は レ ベ ル を 測 定 す る 方 法 は 、 当 技 術 分 野
で 周 知 で あ る 。 そ の よ う な 方 法 の 多 く は 、 蛋 白 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 （ 例 え ば 、 ポ リ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は mAb） を 利 用 す る 。 そ の よ う な ア ッ セ イ 法 で は 、 抗 体 自 身 ま た は そ
れ に 結 合 す る 二 次 抗 体 を 検 出 可 能 な よ う に 標 識 で き る 。 ま た は 、 抗 体 に ビ オ チ ン を 結 合 さ
せ 、 検 出 可 能 に 標 識 し た ア ビ ジ ン （ ビ オ チ ン に 結 合 す る 蛋 白 質 ） を 用 い て 、 ビ オ チ ン 化 抗
体 の 存 在 を 検 出 で き る 。 当 業 者 に 周 知 の こ れ ら の 手 法 の 組 み 合 せ （ 「 マ ル チ レ イ ヤ ー 」 ア
ッ セ イ 法 を 含 む ） を 用 い て 、 ア ッ セ イ 法 の 感 度 を 増 強 で き る 。 こ れ ら の ア ッ セ イ 法 の う ち
い く つ か は （ 例 、 免 疫 組 織 化 学 法 ま た は 蛍 光 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー ） は 、 組 織 学 的 切 片 ま
た は 未 溶 解 細 胞 懸 濁 液 に 使 用 で き る 。 液 体 試 料 中 で HID-5を 検 出 す る た め の 以 下 に 記 述 す
る 方 法 は 、 細 胞 溶 解 液 中 で HID-5を 検 出 す る た め に も 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 液 体 試 料 中 で （ 上 記 ） HID-5を 検 出 す る 方 法 は 、 基 本 的 に 対 象 試 料 に HID-5と 結 合 す る 抗
体 を 接 触 さ せ 、 試 料 中 の 成 分 に 対 す る 抗 体 の 結 合 を 調 べ る も の で あ る 。 そ の よ う な ア ッ セ
イ 法 で は 、 抗 体 は 検 出 可 能 に 標 識 さ れ て い る 必 要 は な く 、 HID-5に 結 合 す る 二 次 抗 体 な し
で 使 用 で き る 。 た と え ば 、 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 の 現 象 を 利 用 し て 、 適 当 な 固 相 基 質 に 結 合
し た HID-5特 異 的 抗 体 を 試 料 に 暴 露 さ せ る 。 HID-5が 固 相 基 質 上 の 抗 体 に 結 合 す る と 、 表 面
プ ラ ズ モ ン 共 鳴 の 強 度 に 変 化 が 起 き 、 こ れ を 適 当 な 装 置 、 例 、 Biacore装 置 （ Biacore Int
ernational AB, Rapsgatan, Sweden） な ど を 用 い て 、 定 性 的 ま た は 定 量 的 に 検 出 で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 さ ら に 、 液 体 試 料 中 に お け る HID-5検 出 ア ッ セ イ 法 で は 、 た と え ば 、 (a) 検 出 可 能 に 標
識 し た 単 一 の HID-5特 異 的 抗 体 ； (b) 非 標 識 HID-5特 異 的 抗 体 お よ び 検 出 可 能 に 標 識 し た 二
次 抗 体 ； ま た は  (c) ビ オ チ ン 化 HID-5特 異 的 抗 体 お よ び 検 出 可 能 に 標 識 し た ア ビ ジ ン を 用
い る こ と も で き る 。 ま た 、 細 胞 中 の 蛋 白 質 の 検 出 の た め に 上 述 し た よ う に 、 当 業 者 に 周 知
の こ の よ う な 手 法 （ 「 マ ル チ レ イ ヤ ー 」 ア ッ セ イ 法 を 含 む ） の 組 み 合 せ を 用 い て 、 ア ッ セ
イ 法 の 感 度 を 増 強 で き る 。 こ れ ら の ア ッ セ イ 法 で は 、 た と え ば 、 液 体 試 料 の 一 部 を 「 ス ポ
ッ ト 」 す る か 、 試 料 ま た は 試 料 の 一 部 が 電 気 泳 動 で 分 離 さ れ た 電 気 泳 動 ゲ ル を ブ ロ ッ テ ィ
ン グ す る こ と に よ っ て 、 HID-5を 含 む と 考 え ら れ る 試 料 ま た は 試 料 の 一 部 を 、 ナ イ ロ ン ま
た は ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 の よ う な 固 相 基 質 上 に 固 定 で き る 。 そ の 後 、 固 相 基 質 上 の HID-5
の 存 在 ま た は 量 を 、 上 述 の よ う な 形 の HID-5特 異 的 抗 体 、 お よ び 必 要 な ら ば 、 検 出 可 能 な
標 識 を し た 二 次 抗 体 ま た は ア ビ ジ ン を 用 い て ア ッ セ イ す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 は 「 サ ン ド イ ッ チ 」 ア ッ セ イ 法 も 特 徴 と す る 。 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ 法 で は 、 上
述 の よ う な 方 法 に よ っ て 固 相 基 質 上 に 試 料 を 固 定 す る 代 わ り に 、 固 相 基 質 を 試 料 に 暴 露 す
る 前 に 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 様 々 な 方 法 の う ち 任 意 の も の を 用 い て 、 固 相 基 質 に 第 2の （
「 捕 獲 」 ） HID-5特 異 的 抗 体 （ ポ リ ク ロ ー ナ ル ま た は mAb） を 結 合 さ せ る こ と に よ っ て 、 試
料 中 に 存 在 す る 可 能 性 の あ る 任 意 の HID-5を 固 相 基 質 上 に 固 定 で き る 。 第 2の HID-5特 異 的
抗 体 の 結 合 し た 固 相 基 質 に 試 料 を 暴 露 す る こ と に よ っ て 、 試 料 （ ま た は そ の 一 部 ） 中 の 任
意 の HID-5は 固 相 基 質 上 の 第 2の HID-5特 異 的 抗 体 に 結 合 す る 。 そ の 後 、 単 一 の HID-5特 異 的
抗 体 を 用 い て 上 述 し た の と 本 質 的 に 同 じ 方 法 に よ っ て 、 HID-5特 異 的 「 検 出 」 抗 体 を 用 い
て 、 結 合 し た 第 2の HID-5特 異 的 抗 体 に 結 合 し た HID-5の 存 在 ま た は 量 を 測 定 で き る 。 こ の
よ う な サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ 法 で は 、 捕 獲 抗 体 は 、 検 出 抗 体 と 同 一 の エ ピ ト ー プ （ ま た は
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 場 合 に は エ ピ ト ー プ の 範 囲 ） に 結 合 し て は な ら な い 。 し た が っ て 、
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捕 獲 抗 体 と し て mAbが 使 用 さ れ る 場 合 に は 、 検 出 抗 体 は ： (a) 捕 獲 mAbが 結 合 す る エ ピ ト ー
プ と 完 全 に 物 理 的 に 分 離 し て い る か 、 部 分 的 に 重 複 す る だ け の い ず れ か の エ ピ ト ー プ に 結
合 す る 別 の mAb； ま た は  (b) 捕 獲 mAbが 結 合 す る エ ピ ト ー プ 以 外 に 、 ま た は こ の エ ピ ト ー
プ 以 外 に も 結 合 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の い ず れ か で よ い 。 一 方 で 、 捕 獲 抗 体 と し て ポ リ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 使 用 さ れ る 場 合 に は 、 検 出 抗 体 は 、  (a) 捕 獲 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 結
合 す る す べ て の エ ピ ト ー プ と 完 全 に 物 理 的 に 分 離 し て い る か 、 部 分 的 に 重 複 す る の い ず れ
か の エ ピ ト ー プ に 結 合 す る mAb； ま た は  (b) 捕 獲 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 結 合 す る エ ピ ト ー
プ 以 外 に 、 ま た は こ の エ ピ ト ー プ 以 外 に も 結 合 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の い ず れ か で よ い
。 捕 獲 抗 体 お よ び 検 出 抗 体 を 用 い た ア ッ セ イ 法 に は 、 サ ン ド イ ッ チ ELISAア ッ セ イ 法 、 サ
ン ド イ ッ チ ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト ア ッ セ イ 法 、 お よ び サ ン ド イ ッ チ 免 疫 磁 気 検 出 ア ッ セ イ 法
が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 捕 獲 抗 体 を 結 合 で き る 適 当 な 固 相 基 質 に は 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル の プ ラ
ス チ ッ ク 底 お よ び 壁 、 ナ イ ロ ン ま た は ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 の よ う な 膜 、 ポ リ マ ー 性 （ 例 え
ば 、 ア ガ ロ ー ス 、 セ ル ロ ー ス 、 ま た は ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ
な い ） ビ ー ズ ま た は 粒 子 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 そ の よ う な ビ ー ズ ま た は
粒 子 に 結 合 し た HID-5特 異 的 抗 体 は 、 HID-5の 免 疫 親 和 性 精 製 に も 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 検 出 可 能 な 標 識 を 検 出 ま た は 定 量 す る た め の 方 法 は 標 識 の 性 質 に 依 存 し 、 当 技 術 分 野 で
周 知 で あ る 。 適 当 な 標 識 に は 、 放 射 性 核 種 （ 例 、 1 2 5 I, 1 3 1 I, 3 5 S, 3 H, 3 2 P, 3 3 P, ま た
は 1 4 C） 、 蛍 光 部 分 （ 例 え ば 、 フ ル オ レ セ イ ン 、 ロ ー ダ ミ ン 、 ま た は フ ィ コ エ リ ス リ ン ）
、 発 光 部 分 （ 例 、 Quantum Dot Corporation, Palo Alto, CAの 提 供 す る Qdot（ 商 標 ） ナ ノ
粒 子 ） 、 規 定 の 波 長 の 光 を 吸 収 す る 化 合 物 、 ま た は 酵 素 （ 例 、 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ
ま た は 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ） が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 適 当 な 酵 素 が
触 媒 す る 反 応 産 物 は 、 蛍 光 、 発 光 、 ま た は 放 射 性 で あ る 可 能 性 が あ る が こ れ ら に 限 定 さ れ
ず 、 可 視 光 ま た は 紫 外 線 を 吸 収 す る 可 能 性 が あ る 。 検 出 器 の 例 に は 、 X線 フ ィ ル ム 、 放 射
能 カ ウ ン タ ー 、 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー 、 分 光 光 度 計 、 比 色 計 、 蛍 光 計 、 照 度 計 、 お
よ び 濃 度 計 が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 高 悪 性 度 DCISを 診 断 す る ア ッ セ イ 法 で は 、 例 え ば 、 高 悪 性 度 の DCISを 持 つ ま た は そ の リ
ス ク を 持 つ と 考 え ら れ る 患 者 の 血 清 中 の HID-5の 濃 度 を 、 例 え ば 乳 癌 を 持 た な い 被 験 者 、
低 悪 性 度 の 乳 癌 患 者 、 中 悪 性 度 の 乳 癌 患 者 、 ま た は そ の よ う な 被 験 者 の 任 意 の 組 み 合 せ の
対 照 群 の 血 清 中 の HID-5濃 度 の 平 均 と 比 較 す る 。 対 照 群 の 平 均 濃 度 と 比 較 し て 、 患 者 の 血
清 中 の HID-5の 濃 度 が 有 意 に 高 け れ ば 、 そ の 患 者 が 高 悪 性 度 の DCISを 持 つ 指 標 と な る 。 ま
た は 、 患 者 が 明 ら か に 乳 癌 を 持 っ て い な い 時 に 得 ら れ て い た 血 清 の 試 料 が あ る 場 合 に は 、
被 験 血 清 試 料 中 の HID-5の 濃 度 を 以 前 に 得 ら れ て い た 試 料 中 の 濃 度 と 比 較 で き る 。 被 験 血
清 試 料 中 の 濃 度 が 上 昇 し て い れ ば 、 患 者 が 高 悪 性 度 DCISを 持 つ 指 標 と な る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 上 記 の 診 断 ア ッ セ イ 法 は 血 清 を 用 い た ア ッ セ イ 法 で あ る が 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 任 意
の 他 の 液 体 試 料 を 用 い て も ア ッ セ イ 法 は 実 施 で き る 。 ま た 、 上 述 の 患 者 お よ び 被 験 者 は 、
ヒ ト で あ る 必 要 は な い 。 例 え ば 、 非 ヒ ト 霊 長 類 （ 例 、 サ ル ） 、 ウ マ 、 ヒ ツ ジ 、 ウ シ 、 ヤ ギ
、 ブ タ 、 イ ヌ 、 モ ル モ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 ま た は マ ウ ス で も よ い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 実 施 例 2に 記 述 さ れ る SAGE解 析 で は 、 正 常 乳 房 上 皮 細 胞 お よ び 中 悪 性 度 の DCIS細 胞 と 比
較 し て 、 高 悪 性 度 の DCIS細 胞 で カ ル グ ラ ニ ュ リ ン （ calgranulin） B/S100A9お よ び コ ネ キ
シ ン 43の 発 現 が ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ て い る こ と が 示 さ れ た の で 、 上 述 の 任 意 の 方
法 を 改 変 し て 、 被 験 乳 房 細 胞 に お け る カ ル グ ラ ニ ュ リ ン B/S100A9お よ び コ ネ キ シ ン 43の 検
出 お よ び /ま た は 測 定 を 行 な っ て 、 高 悪 性 度 の DCISを 診 断 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 以 下 の デ ー タ は 、 特 定 の 乳 癌 患 者 で HID-5発 現 が ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ て い る こ
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と を 示 す 。 し た が っ て 、 HID-5に 対 す る 自 己 免 疫 反 応 を 示 す こ と の で き る 患 者 で は 、 HID-5
ま た は HID-5の 1つ も し く は 複 数 の ペ プ チ ド 断 片 に よ る 免 疫 が 、 有 効 な 免 疫 療 法 に な る 可 能
性 が あ る 。 特 定 の 作 用 機 序 に 縛 ら れ る こ と は な い が 、 そ の よ う な 療 法 の 治 療 効 果 は 、 HID-
5ペ プ チ ド 断 片 に 特 異 的 な 細 胞 傷 害 性 Tリ ン パ 球 (CTL)ま た は HID-5に 特 異 的 な 中 和 抗 体 の 作
用 に よ る 可 能 性 が あ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 HID-5に 特 異 的 な 抗 体 の 存 在 に つ い て 乳
癌 患 者 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 も 特 徴 と し 、 HID-5特 異 的 抗 体 の 存 在 は 、 患 者 が HID-5特
異 的 免 疫 療 法 の 恩 恵 を 得 ら れ る こ と を 示 す 。 抗 体 の 存 在 を 調 べ る 方 法 は 当 技 術 分 野 で 周 知
で あ り 、 HID-5を 検 定 す る 上 述 の ア ッ セ イ 法 の い く つ か の 自 明 な 改 変 を 含 む 。 そ の よ う な
ア ッ セ イ 法 で は 、 被 験 者 か ら 得 ら れ た 試 料 （ 例 、 任 意 の 上 述 の 体 液 、 洗 浄 液 、 ま た は 吸 引
液 ） に  、 HID-5ま た は HID-5断 片 を 接 触 さ せ 、 HID-5ま た は HID-5断 片 に 対 す る 抗 体 の 結 合
を 、 上 述 の 任 意 の 検 出 法 を 用 い て 検 定 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
細 胞 中 で HID-5の 発 現 を 阻 害 す る 方 法
　 本 発 明 に は 、 細 胞 中 で HID-5の 発 現 を 阻 害 す る 方 法 も 含 ま れ る 。 そ の よ う な 方 法 の 1つ で
は 、 (a) ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は  (b) 細 胞 中 で ア ン チ セ ン ス RNAに 転 写
さ れ る 核 酸 配 列 に 機 能 的 に 連 結 し た 転 写 調 節 要 素 (TRE)を 含 む 核 酸 を 、 細 胞 中 に 導 入 す る
。 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ア ン チ セ ン ス RNAは 、 HID-5転 写 物 に ハ イ ブ リ ダ
イ ズ し 、 細 胞 中 で HID-5の 発 現 を 阻 害 す る 効 果 を 持 つ 。 細 胞 中 で HID-5発 現 を 阻 害 す る と 、
細 胞 の 増 殖 お よ び /ま た は 生 存 が 阻 害 で き る 。 し た が っ て 、 本 方 法 は 癌 細 胞 （ 例 、 乳 癌 細
胞 ） の 増 殖 お よ び /ま た は 生 存 を 阻 害 す る 上 で 有 用 で あ り 、 癌 の 治 療 に 応 用 で き る 。 本 方
法 は 、 例 え ば 、 高 悪 性 度 の 乳 癌 細 胞 、 例 え ば 、 高 悪 性 度 DCISま た は 高 悪 性 度 の 浸 潤 性 乳 癌
の 治 療 に 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 一 般 的 に 、 ア ン チ セ ン ス 化 合 物 は 、 例 え ば 、 RNAア ー ゼ -Hを 介 す る 標 的 mRNAの 分 解 、 mRN
Aの 5'キ ャ ッ ピ ン グ ヘ の 干 渉 、 5'キ ャ ッ プ を マ ス ク す る こ と に よ る 標 的 mRNAへ の 翻 訳 因 子
の 結 合 の 阻 害 、 ま た は mRNAポ リ ア デ ニ ル 化 の 阻 害 に よ っ て 、 標 的 mRNA分 子 の 翻 訳 に 直 接 干
渉 す る 。 蛋 白 質 発 現 へ の 干 渉 は 、 ア ン チ セ ン ス 化 合 物 が 標 的 mRNAに ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ
と に 起 因 す る 。 ア ン チ セ ン ス 化 合 物 と の 相 互 作 用 の た め に 、 対 象 と な る 標 的 mRNA上 の 特 定
の 標 的 部 位 を 選 択 す る 。 し た が っ て 、 例 え ば 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 の 改 変 の た め に は 、 mRNA標
的 上 の 好 ま し い 標 的 部 位 は 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル ま た は ポ リ ア デ ニ ル 化 部 位 で あ る 。
mRNAの 安 定 性 の 低 下 ま た は 分 解 の た め に は 、 不 安 定 化 配 列 が 、 好 ま し い 標 的 部 位 で あ る 。
1つ ま た は 複 数 の 標 的 部 位 が 同 定 さ れ た 場 合 に 、 標 的 部 位 に 対 し て 所 望 の 効 果 を 得 る た め
に 十 分 な 相 補 性 の あ る （ 即 ち 、 生 理 的 条 件 下 で 十 分 に 、 十 分 な 特 異 性 を も っ て ハ イ ブ リ ダ
イ ズ す る ） オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 選 択 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 に 関 し て 、 「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 と い う 用 語 は 、 RNA、 DNA、 ま た は そ の い ず れ
か の 類 似 体 の オ リ ゴ マ ー ま た は ポ リ マ ー を 指 す 。 こ の 用 語 に は 、 天 然 に 存 在 す る 核 酸 塩 基
、 糖 、 お よ び ヌ ク レ オ シ ド 間 （ 骨 格 ） 共 有 結 合 か ら 構 成 さ れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 含 ま
れ る 。 通 常 の RNAお よ び DNAの 結 合 ま た は 骨 格 は 、 3'か ら 5'へ の ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 で あ
る 。 し か し こ の 用 語 は 、 天 然 に 存 在 す る 成 分 の み を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 同 様 な 機 能
を 持 つ 、 天 然 に 存 在 し な い 成 分 の み か ら 構 成 さ れ る 、 ま た は そ れ を 一 部 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド も 指 す 。 そ の よ う な 修 飾 さ れ た 置 換 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 例 え ば 、 細 胞 の 取 り 込
み の 上 昇 、 標 的 配 列 へ の 親 和 性 の 向 上 、 お よ び ヌ ク レ ア ー ゼ 存 在 下 で の 安 定 性 の 上 昇 の よ
う な 、 望 ま し い 性 質 の た め に 、 天 然 型 よ り も 好 ま れ る 場 合 が し ば し ば あ る 。 類 似 体 で は 、
核 と な る 塩 基 （ ピ リ ミ ジ ン ま た は プ リ ン ） 構 造 は 、 一 般 的 に 保 存 さ れ て い る が 、 (1) 糖 は
修 飾 さ れ て い る か 、 別 の 成 分 で 置 換 さ れ 、 お よ び /ま た は  (2) 核 酸 塩 基 間 の 結 合 は 修 飾 さ
れ て い る 。 非 常 に 有 用 で あ る こ と が 証 明 さ れ た 1つ の 核 酸 類 似 体 の ク ラ ス は 、 蛋 白 質 核 酸 (
PNA)と 呼 ば れ る 。 PNA分 子 中 で は 、 糖 の 骨 格 は ア ミ ド 含 有 骨 格 、 特 に ア ミ ノ エ チ ル グ リ シ
ン 骨 格 で 置 換 さ れ て い る 。 塩 基 は 保 持 さ れ て お り 、 骨 格 の ア ミ ド 部 分 の ア ザ 窒 素 原 子 に 直
接 結 合 し て い る 。 本 発 明 で 有 用 な PNAお よ び 他 の 類 似 体 は 、 米 国 特 許 第 6,210,289号 に 詳 細
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に 記 述 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 で 使 用 す る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ マ ー は 、 一 般 に 約 8～ 約 100（ 例 え ば 、 約 14～ 約 80
、 ま た は 約 14～ 約 35） の 核 酸 塩 基 （ ま た は 核 酸 塩 基 が 天 然 に 存 在 す る と き は ヌ ク レ オ シ ド
） を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 自 身 を 細 胞 に 導 入 す る か 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 （ TREに 機 能 的 に 連 結 ） を 含 む 発 現 ベ ク タ ー を 細 胞 中 に 導 入
で き る 。 後 者 の 場 合 、 発 現 ベ ク タ ー に よ っ て 生 産 さ れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 RNAオ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 こ の RNAオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 全 て 天 然 に 存 在 す る 成 分 か ら 構 成
さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ で あ っ て も よ い 。 本 方 法 を イ ン ビ ト ロ で 、
例 え ば 、 細 胞 増 殖 ま た は 細 胞 生 存 の 基 礎 科 学 研 究 に 使 用 す る と 、 有 用 で あ る 。 イ ン ビ ト ロ
法 で は 、 適 当 な 細 胞 （ 例 、 HID-5発 現 細 胞 ） を  (a) ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま
た は  (b)ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー と 、
様 々 な 濃 度 で 様 々 な 時 間 に わ た っ て イ ン キ ュ ベ ー ト で き る 。 当 技 術 分 野 で 周 知 の 他 の イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン 条 件 （ 例 、 温 度 ま た は 細 胞 濃 度 ） も 変 化 さ せ る こ と が で き る 。 HID-5発 現
の 阻 害 は 、 例 え ば 本 明 細 書 で 開 示 さ れ た よ う な 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 方 法 を 用 い て 調 べ ら
れ る 。 し か し 、 本 発 明 の 方 法 は 、 好 ま し く は イ ン ビ ボ で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 明 細 書 で は 「 予 防 」 は 疾 病 （ 例 、 DCISの よ う な 乳 癌 ） の 症 状 を 完 全 に 防 ぐ こ と 、 疾 病
の 症 状 の 発 現 の 遅 延 、 ま た は そ の 後 発 現 し た 疾 病 の 症 状 の 重 症 度 の 低 下 を 意 味 し 得 る 。 「
防 ぐ こ と 」 は 、 疾 病 （ 例 、 乳 癌 ） の 症 状 が 本 質 的 に 存 在 し な い こ と を 意 味 す る 。 本 明 細 書
で は 、 「 治 療 」 は 疾 病 の 症 状 が 完 全 に な く な る か 、 ま た は 疾 病 の 症 状 の 重 症 度 が 低 下 す る
こ と を 意 味 し 得 る 。 「 予 防 的 」 療 法 は 、 予 防 お よ び /ま た は 治 療 的 な 療 法 で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 ア ン チ セ ン ス 法 は 、 一 般 に 、 癌 細 胞 （ 例 、 乳 癌 細 胞 ） の 増 殖 を 阻 害 す る 、 お よ び /ま た
は 生 存 を 阻 害 す る 治 療 ま た は 予 防 で あ る 。 単 独 ま た は 他 の 薬 剤 お よ び /ま た は 放 射 線 療 法
と 組 み 合 せ て 、 哺 乳 類 被 験 者 （ 例 、 ヒ ト 乳 癌 患 者 ） に 投 与 で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 自 体 を 投 与 す る 場 合 は 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 （ 例
、 生 理 的 食 塩 水 ） 中 に 懸 濁 し 、 経 口 、 直 腸 内 、 膣 内 、 鼻 腔 内 、 胃 内 、 気 管 内 、 も し く は 肺
内 投 与 、 ま た は 皮 下 、 筋 肉 内 、 く も 膜 下 、 腹 腔 内 、 静 脈 内 注 射 で き る 。 ま た 、 腫 瘍 の 外 科
的 切 除 後 に 、 残 る 腫 瘍 細 胞 を 殺 す た め に 、 腫 瘍 細 胞 、 例 え ば 、 腫 瘍 ま た は 腫 瘍 床 に 直 接 送
達 す る こ と も で き る 。 必 要 な 用 量 は 、 選 択 し た 投 与 経 路 ； 製 剤 の 性 質 ； 患 者 の 疾 病 の 性 質
； 患 者 の 体 格 、 体 重 、 体 表 面 積 、 年 齢 、 お よ び 性 別 ； 投 与 さ れ る 他 の 薬 剤 ； お よ び 担 当 医
の 判 断 に よ っ て 異 な る 。 適 当 な 用 量 は 、 一 般 に 0.01 mg/kg～ 100 mg/kgで あ る 。 様 々 な 化
合 物 が 利 用 で き 、 投 与 経 路 に よ っ て 効 率 が 異 な る こ と を 考 え る と 、 必 要 な 用 量 に は 大 き な
差 異 が 予 測 さ れ る 。 例 え ば 、 経 口 投 与 に は 、 静 脈 内 注 射 に よ る 投 与 よ り も 、 高 い 用 量 が 必
要 だ と 考 え ら れ る 。 用 量 レ ベ ル の 差 異 は 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 、 標 準 的 な 経 験 的 最 適 化 経
路 を 用 い て 、 調 節 で き る 。 投 与 は 単 回 ま た は 複 数 回 （ 例 、 2, 3, 4, 6, 8, 10, 20, 50, 1
00, 150ま た は そ れ 以 上 ） 投 与 で あ り 得 る 。 適 当 な 送 達 媒 体 （ 例 、 ポ リ マ ー 性 微 粒 子 ま た
は 移 植 可 能 な 装 置 ） 中 に ポ リ ペ プ チ ド を 被 包 す る と 、 特 に 経 口 投 与 で 、 送 達 効 率 が 上 昇 す
る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 （ TREに 機 能 的 に 連 結 ） を 含 む
発 現 ベ ク タ ー を 被 験 者 に 投 与 す る 場 合 は 、 コ ー ド 配 列 の 発 現 は 、 被 験 者 の 体 の 任 意 の 細 胞
に 行 な わ せ る こ と が で き る 。 し か し 好 ま し く は 、 発 現 は 、 増 殖 お よ び /ま た は 生 存 を 阻 害
す る こ と が 望 ま れ る 腫 瘍 細 胞 の 近 傍 の 細 胞 で 行 な わ せ る と 考 え ら れ る 。 コ ー ド 配 列 の 発 現
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は 、 腫 瘍 細 胞 自 身 に 行 な わ せ る こ と が で き る 。 こ れ は 、 例 え ば 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 、 ポ
リ マ ー 性 の 生 分 解 性 微 粒 子 ま た は マ イ ク ロ カ プ セ ル 送 達 装 置 を 用 い て 行 な う こ と が で き る
。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 核 酸 の 取 り 込 み を 行 な う 別 の 方 法 は 、 標 準 的 な 方 法 で 調 製 さ れ た リ ポ ソ ー ム を 用 い る こ
と で あ る 。 ベ ク タ ー は 、 こ れ ら の 送 達 媒 体 中 に 単 独 で 組 み 込 む か 、 組 織 特 異 的 ま た は 腫 瘍
特 異 的 抗 体 と 共 に 組 み 込 む こ と が で き る 。 ま た は 、 静 電 気 ま た は 共 有 結 合 に よ っ て ポ リ -L
-リ ジ ン に 結 合 し た プ ラ ス ミ ド ま た は 他 の ベ ク タ ー を 含 む 分 子 結 合 物 を 調 製 す る こ と も で
き る 。 ポ リ -L-リ ジ ン は 、 標 的 細 胞 上 の 受 容 体 に 結 合 す る リ ガ ン ド に 結 合 し 得 る （ Cristia
noら (1995), J. Mol. Med. 73:479） 。 ま た は 、 組 織 特 異 的 タ ー ゲ テ ィ ン グ は 、 当 技 術 分
野 で 周 知 の 、 組 織 特 異 的 転 写 /翻 訳 調 節 要 素 (TRE)、 例 え ば 、 プ ロ モ ー タ ー お よ び エ ン ハ ン
サ ー を 利 用 し て も 行 な え る 。 筋 肉 内 、 皮 内 、 ま た は 皮 下 の 部 位 へ の 「 裸 の DNA」 の 送 達 （
送 達 媒 体 な し ） は 、 イ ン ビ ボ 発 現 を 行 な う た め の も う 1つ の 手 段 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 エ ン ハ ン サ ー は 、 時 間 、 場 所 、 お よ び レ ベ ル の 点 で 発 現 特 異 性 を 提 供 す る 。 プ ロ モ ー タ
ー と は 異 な り 、 エ ン ハ ン サ ー は 、 プ ロ モ ー タ ー が 存 在 す れ ば 、 転 写 開 始 部 位 か ら 様 々 な 距
離 に 存 在 し つ つ 機 能 で き る 。 エ ン ハ ン サ ー は 、 転 写 開 始 部 位 の 下 流 に 存 在 す る こ と も で き
る 。 コ ー ド 配 列 を プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に 置 く た め に は 、 ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド の
翻 訳 の リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の 翻 訳 開 始 部 位 の 位 置 を 、 プ ロ モ ー タ ー の 1か ら 約 50ヌ ク レ
オ チ ド 下 流 （ 3'） の 間 に 置 く こ と が 必 要 で あ る 。 発 現 ベ ク タ ー の コ ー ド 配 列 は 、 転 写 終 結
領 域 に 機 能 的 に 連 結 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 上 記 の 転 写 /翻 訳 調 節 要 素 は 、 遺 伝 子 発 現 を 駆 動 す る ま た は 制 御 す る 、 当 業 者 に 周 知 の
誘 導 性 お よ び 非 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 、 オ ペ レ ー タ ー 、 お よ び 他 の 要 素 を 含
む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 そ の よ う な 調 節 要 素 に は 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス hCMV前 初
期 遺 伝 子 、 SV40ア デ ノ ウ イ ル ス の 初 期 お よ び 後 期 プ ロ モ ー タ ー 、 lac系 、 trp系 、 TAC系 、 T
RC系 、 フ ァ ー ジ Aの 主 要 オ ペ レ ー タ ー お よ び プ ロ モ ー タ ー 領 域 、 fdコ ー ト 蛋 白 質 の 制 御 領
域 、 3-ホ ス ホ グ リ セ リ ン 酸 キ ナ ー ゼ の プ ロ モ ー タ ー 、 酸 ホ ス フ ァ タ ー ゼ の プ ロ モ ー タ ー 、
お よ び 酵 母 α 接 合 因 子 の プ ロ モ ー タ ー が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 適 当 な 発 現 ベ ク タ ー に は 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 、
弱 毒 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 、 カ ナ リ ア 痘 ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 お よ び ア デ ノ 随 伴 ウ イ
ル ス の よ う な 、 プ ラ ス ミ ド お よ び ウ イ ル ス ベ ク タ ー が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 中 で 投 与 で き る 。 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担
体 は 、 ヒ ト に 投 与 す る の に 適 し た 生 体 適 合 性 媒 体 、 例 え ば 、 生 理 食 塩 水 ま た は リ ポ ソ ー ム
で あ る 。 治 療 に 有 効 な 量 は 、 治 療 さ れ た 動 物 中 で 、 医 学 的 に 望 ま し い 結 果 （ 例 、 癌 細 胞 の
増 殖 お よ び /ま た は 生 存 の 低 下 ） を 生 じ る こ と の で き る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 量 で あ る 。 医 学
分 野 で 周 知 の よ う に 、 任 意 の 1人 の 患 者 の た め の 用 量 は 、 患 者 の 体 格 、 体 表 面 積 、 年 齢 、
投 与 す る 特 定 の 化 合 物 、 性 別 、 投 与 時 間 お よ び 経 路 、 一 般 的 健 康 状 態 、 な ら び に 同 時 に 投
与 さ れ る 別 の 薬 剤 を 含 む 、 多 く の 要 素 に 依 存 す る 。 用 量 は 様 々 で あ る が 、 好 ま し い ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 投 与 量 は 、 約 10 6 か ら 約 10 1 2 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 コ ピ ー で あ る 。 こ の 用 量 は
、 必 要 な ら ば 繰 り 返 し 投 与 で き る 。 投 与 経 路 は 上 記 の 任 意 の も の で よ い 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 HID-5 DNAに 相 同 の 二 本 鎖 干 渉 RNA (RNAi)も 、 細 胞 中 で HID-5の 発 現 を 低 下 さ せ る た め に
使 用 で き る 。 例 、 Fireら (1998) Nature 391:806-811; Romanoお よ び Masino (1992) Mol. 
Microbiol. 6:3343-3353; Cogoniら (1996) EMBO J. 15:3153-3163; Cogoniお よ び Masino 
(1999) Nature 399:166-169; Misquittaお よ び Paterson (1999) Proc. Natl. Acad. Sci.
 USA 96:1451-1456;お よ び Kennerdellお よ び Carthew (1998) Cell 95:1017-1026を 参 照 さ
れ た い 。
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【 ０ ０ ５ ０ 】
　 RNAiの セ ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス 鎖 は 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 手 順 を 用 い て 、 化 学 合 成 お
よ び 酵 素 的 連 結 を 用 い て 、 個 々 に 作 製 で き る 。 例 え ば 、 各 鎖 は 、 天 然 に 存 在 す る ヌ ク レ オ
チ ド 、 ま た は 分 子 の 生 物 学 的 安 定 性 を 上 昇 す る も し く は セ ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス 鎖 に 形
成 さ れ る 2本 鎖 の 物 理 的 安 定 性 を 上 昇 さ せ る よ う に デ ザ イ ン さ れ た 様 々 な 修 飾 ヌ ク レ オ チ
ド （ 例 え ば 、 ホ ス ホ ロ チ オ ネ ー ト 誘 導 体 お よ び ア ク リ ジ ン 置 換 ヌ ク レ オ チ ド ） を 用 い て 、
化 学 的 に 合 成 で き る 。 セ ン ス ま た は ア ン チ セ ン ス 鎖 は 、 セ ン ス ま た は ア ン チ セ ン ス 方 向 に
標 的 HID-5配 列 （ 全 長 ま た は 断 片 ） が サ ブ ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 、 生
物 学 的 に も 生 産 で き る 。 セ ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス RNA鎖 は 、 本 明 細 書 で 開 示 さ れ る 任 意
の 癌 細 胞 に dsRNAを 送 達 す る 前 に 、 イ ン ビ ト ロ で ア ニ ー ル さ せ る 。 ま た は 、 ア ニ ー リ ン グ
は 、 セ ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス 鎖 が 逐 次 的 に 癌 細 胞 に 送 達 さ れ た あ と に 、 イ ン ビ ボ で も 起
き 得 る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 二 本 鎖 RNA干 渉 は 、 別 々 の プ ロ モ ー タ ー か ら セ ン ス RNAお よ び ア ン チ セ ン ス RNAが 転 写 さ
れ 得 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 単 一 の プ ロ モ ー タ ー か ら セ ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス 配 列
の 両 方 を 含 む 単 一 の RNA分 子 が 転 写 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 癌 細 胞 に 導 入 す る こ と に
よ っ て も 行 な う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 当 業 者 は 、 上 述 の ア ン チ セ ン ス 法 と 同 様 に RNAi法 は イ ン ビ ト ロ お よ び イ ン ビ ボ で あ り 得
る こ と を 理 解 す る と 思 わ れ る 。 ま た 、 送 達 方 法 お よ び 条 件 な ら び に RNAi法 を 使 用 可 能 な 動
物 種 は 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の も の と 同 一 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス お よ び RNAi法 は 、 様 々 な 種 、 例 、 ヒ ト 、 非 ヒ ト 霊 長 類 、 ウ マ 、 ウ
シ 、 ブ タ 、 ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ 、 イ ヌ 、 ネ コ 、 ウ サ ギ 、 モ ル モ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー 、 ラ ッ ト 、 お よ
び マ ウ ス に 適 用 で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 実 施 例 2に 記 述 さ れ る SAGE分 析 で は 、 正 常 乳 房 上 皮 細 胞 お よ び 中 悪 性 度 DCIS細 胞 と 比 較
し て 、 高 悪 性 度 DCIS細 胞 に お い て 、 HID-5/ソ ラ イ ア シ ン に 加 え 、 カ ル グ ラ ニ ュ リ ン B/S100
A9お よ び コ ネ キ シ ン 43の 発 現 も ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ て い る こ と が 示 さ れ た 。 し た
が っ て 、 本 発 明 は HID-5発 現 の 阻 害 に つ い て 上 述 さ れ た の と 同 じ 目 的 の た め に 、 カ ル グ ラ
ニ ュ リ ン B/S100A9お よ び /ま た は コ ネ キ シ ン 43発 現 を 阻 害 す る 方 法 も 特 徴 と す る 。 関 連 す
る 方 法 は 、 高 悪 性 度 乳 癌 に お い て HID-5発 現 を 阻 害 す る 上 述 の 方 法 の 明 ら か な 変 法 で あ る
。
【 ０ ０ ５ ５ 】
受 動 免 疫 保 護
　 本 明 細 書 で は 、 「 受 動 免 疫 保 護 」 は 、 高 悪 性 度 乳 癌 、 例 え ば 、 高 悪 性 度 DCISを 持 つ 、 持
つ と 疑 わ れ る 、 ま た は 持 つ リ ス ク の あ る 被 験 者 に 、 1つ ま た は 複 数 の HID-5結 合 物 質 を 投 与
す る こ と を 意 味 す る 。 し た が っ て 、 受 動 免 疫 保 護 は 、 予 防 的 お よ び /ま た は 治 療 的 で あ り
得 る 。 本 明 細 書 で は 、 「 HID-5-結 合 物 質 」 は 、 HID-5に 結 合 し 、 そ れ に よ り 、 HID-5が 高 悪
性 度 乳 癌 細 胞 （ 例 え ば 、 高 悪 性 度 DCIS細 胞 ） の よ う な 細 胞 の 増 殖 お よ び /ま た は 生 存 を 増
強 す る 能 力 を 阻 害 す る 物 質 で あ る 。 「 阻 害 」 と い う 用 語 は 、 「 完 全 阻 害 」 お よ び 「 部 分 的
阻 害 」 を 含 む 。 本 発 明 に 有 用 な HID-5結 合 物 質 は 、 HID-5が 細 胞 の 増 殖 お よ び /ま た は 生 存
を 増 強 す る 能 力 を 、 少 な く と も 20％ （ 例 、 少 な く と も ： 20%; 30%; 40%; 50%; 60%; 70%; 
80%; 90%; 95%; 98%; 99%; 99.5%; ま た は 100%） 阻 害 で き る 。 HID-5結 合 物 質 は 、 例 え ば
、 可 溶 性 型 の （ 細 胞 に 結 合 し て い な い ） HID-5受 容 体 ま た は HID-5特 異 的 抗 体 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 抗 体 は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で よ い ； い ず れ の タ イ プ の 抗 体 の
生 産 方 法 も 、 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ る 。 抗 体 は 、 い ず れ の ク ラ ス （ 例 、 IgM, IgG, IgA, I
gD, ま た は IgE） で も よ く 、 本 明 細 書 に 挙 げ ら れ た 任 意 の 動 物 種 で も 作 製 で き る 。 好 ま し
く は IgG抗 体 で あ る 。 ヒ ト お よ び 非 ヒ ト 部 分 を 含 む キ メ ラ お よ び ヒ ト 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
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体 の よ う な 、 HID-5特 異 的 組 換 え 抗 体 も 、 本 発 明 の 方 法 で 使 用 で き る 。 そ の よ う な キ メ ラ
お よ び ヒ ト 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 例 え ば 、 Robinsonら 、 International Patent Publi
cation PCT/US86/02269号 ； Akiraら 、 欧 州 特 許 出 願 第 184,187号 ； Taniguchi、 欧 州 特 許 出
願 第 171,496号 ； Morrisonら 、 欧 州 特 許 出 願 第 173,494号 ； Neubergerら 、 国 際 公 開 公 報 第 8
6/01533号 ； Cabillyら 、 米 国 特 許 第 4,816,567号 ； Cabillyら 、 欧 州 特 許 出 願 第 125,023号
； Betterら (1988) Science 240, 1041-43; Liuら  (1987) J. Immunol. 139, 3521-26; Su
nら  (1987) PNAS 84, 214-218; Nishimuraら (1987) Canc. Res. 47, 999-1005; Woodら (1
985) Nature 314, 446-49; Shawら (1988) J. Natl. Cancer Inst. 80, 1553-59; Morriso
n, (1985) Science 229, 1202-07; Oiら  (1986) BioTechniques 4, 214; Winter, 米 国 特
許 第 5,225,539号 ； Jonesら (1986) Nature 321, 552-25; Veroeyanら  (1988) Science 239
, 1534; お よ び Beidlerら  (1988) J. Immunol. 141, 4053-60に 記 述 さ れ る よ う な 方 法 を
用 い て 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 組 換 え DNA技 術 に よ っ て 生 産 で き る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 HID-5に 結 合 す る 抗 体 の 抗 原 結 合 ド メ イ ン の 少 な く と も 機 能 的 部 分 を 含 む 抗 体 断 片 お よ
び 誘 導 体 も 、 本 発 明 に 有 用 で あ る 。 分 子 の 結 合 ド メ イ ン を 含 む 抗 体 断 片 は 、 周 知 の 技 術 で
作 製 で き る 。 そ の よ う な 断 片 に は ： 抗 体 分 子 の ペ プ シ ン 消 化 で 生 産 で き る F(ab') 2 断 片 ； F
(ab') 2 断 片 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 還 元 に よ っ て 作 製 で き る Fab断 片 ； お よ び パ パ イ ン お よ
び 還 元 剤 で 抗 体 分 子 を 処 理 し て 作 製 で き る Fab断 片 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い
。 例 え ば National Institutes of Health, 1 Current Protocols In Immunology, Coliga
nら 編 、 2.8, 2.10 (Wiley Interscience, 1991)を 参 照 さ れ た い 。 抗 体 断 片 に は Fv断 片 、
す な わ ち 定 常 領 域 の ア ミ ノ 酸 残 基 が ほ と ん ど ま た は 全 く な い 抗 体 産 物 も 含 ま れ る 。 一 本 鎖
Fv断 片 (scFv)は 、 scFvが 由 来 す る 抗 体 の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の 両 方 の 可 変 領 域 を 含 む 一 本 鎖 ポ
リ ペ プ チ ド で あ る 。 そ の よ う な 断 片 は 、 例 え ば 、 参 照 と し て そ の 全 体 が 本 明 細 書 に 組 み 入
れ ら れ る 米 国 特 許 第 4,642,334号 に 記 述 さ れ る よ う に し て 生 産 で き る 。 ヒ ト の 被 験 者 で は
、 抗 体 は 異 な る 動 物 種 で 元 々 作 製 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 「 ヒ ト 化 」 さ れ た も の で よ
い 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 HID-5結 合 物 質 は 、 本 明 細 書 に 記 述 さ れ る 任 意 の 種 に 投 与 で き る 。 HID-5結 合 物 質 は 好 ま
し く は そ れ が 投 与 さ れ る 被 験 者 と 同 じ 種 で あ る が 、 必 ず し も そ う で な く て も よ い 。 単 一 の
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 投 与 す る こ と も で き る し 、 2つ ま た は そ
れ 以 上 （ 例 、 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 14, 16, 18, ま た は 20） の ポ リ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 投 与 し て も よ い 。 HID-5結 合 物 質 は 、 HID-5発 現 阻 害 剤
（ 上 記 ） の 前 、 後 、 ま た は そ れ と 同 時 に 被 験 者 に 投 与 で き る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 必 要 な HID-5結 合 物 質 の 用 量 は 、 投 与 経 路 、 製 剤 の 性 質 、 患 者 の 疾 病 の 性 質 、 患 者 の 体
格 、 体 重 、 体 表 面 積 、 年 齢 、 お よ び 性 別 、 他 に 投 与 さ れ る 薬 剤 、 な ら び に 担 当 医 の 判 断 に
よ っ て 異 な る 。 適 当 な 用 量 は 0.01～ 100.0 mg/kgの 範 囲 で あ る 。 HID-5結 合 物 質 は 、 本 明 細
書 で 開 示 さ れ る 任 意 の 経 路 で 投 与 で き る が 、 通 常 は 静 脈 内 、 筋 肉 内 、 ま た は 皮 下 に 投 与 さ
れ る 。 利 用 で き る HID-5結 合 物 質 （ 例 、 HID-5特 異 的 抗 体 ） の 種 類 お よ び 様 々 な 投 与 経 路 の
効 率 の 違 い を 考 慮 す る と 、 必 要 な 用 量 は 大 き く 異 な る 。 用 量 レ ベ ル の 差 異 は 、 当 技 術 分 野
で 周 知 の よ う に 、 標 準 的 な 経 験 的 最 適 化 経 路 を 用 い て 調 節 で き る 。 投 与 は 単 回 ま た は 複 数
回 （ 例 、 2, 3, 4, 6, 8, 10, 20, 50, 100, 150, ま た は そ れ 以 上 ） 投 与 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 化 合 物 ま た は 抗 体 が 特 定 の 疾 病 を 治 療 ま た は 予 防 す る か ど う か を 試 験 す る 方 法 は 、 当 技
術 分 野 で 周 知 で あ る 。 治 療 効 果 を 検 定 す る 場 合 は 、 疾 病 （ 例 、 DCISの よ う な 乳 癌 ） の 症 状
を 示 し て い る 被 験 者 群 を 、 上 述 の 任 意 の 方 法 を 用 い て 、 HID-5発 現 阻 害 剤 ま た は HID-5結 合
物 質 で 処 理 す る 。 や は り 疾 病 の 症 状 を 示 し て い る 対 照 群 は 、 プ ラ セ ボ を 用 い て 、 同 じ 方 法
で 処 理 す る 。 被 験 者 群 で 疾 病 の 症 状 の 消 失 ま た は 低 下 が あ れ ば 、 そ の 化 合 物 ま た は 抗 体 が
、 効 果 的 な 治 療 薬 で あ る こ と を 示 す 。 疾 病 の リ ス ク を 持 つ 被 験 者 に 対 し て 同 じ 方 法 を 適 用
す る こ と に よ り 、 化 合 物 お よ び 抗 体 の 予 防 薬 と し て の 有 効 性 が 試 験 で き る 。 こ の 場 合 、 疾
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病 症 状 の 発 現 の 予 防 ま た は 遅 れ を 検 定 す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 発 明 は 、 以 下 の 実 施 例 に よ っ て 説 明 さ れ る が 、 限 定 さ れ る わ け で は な い 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
実 施 例
実 施 例 1、 材 料 お よ び 方 法
　 細 胞 株 お よ び 培 養 条 件
　 MDA-MB468お よ び MCF10A細 胞 は 、 ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン （ Ame
rican Type Culture Collection： ATCC; Manassas, VA)か ら 入 手 し 、 そ れ ぞ れ 10％ ウ シ 胎
児 血 清 (FBS)を 含 む McCoy培 地 （ Life Technologies, Gaithersburg, MD） お よ び 20 ng/ml
上 皮 成 長 因 子 、 100 ng/mlコ レ ラ 毒 素 、 0.01 mg/mlイ ン ス リ ン 、 お よ び 500 ng/mlハ イ ド ロ
コ ル チ ゾ ン を 添 加 し た 5%ウ マ 血 清 を 含 む DMEM/F12培 地 （ Life Technologies） 中 で 維 持 し
た 。 サ ブ コ ン フ ル エ ン ト お よ び コ ン フ ル エ ン ト の 培 養 条 件 で の HID-5/ソ ラ イ ア シ ン 発 現 に
対 す る 血 清 除 去 の 効 果 を 決 定 す る た め に 、 MCF10A細 胞 は 0.2%血 清 を 含 む DMEM/F12培 地 に 切
り 換 え 、 示 さ れ た 時 間 の 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 コ ン フ ル エ ン シ ー の 効 果 は 、 MCF10A細 胞
を 、 頻 繁 （ 隔 日 ） に 培 地 交 換 し な が ら 示 さ れ た 時 間 の 間 コ ン フ ル エ ン ト 条 件 で 維 持 す る こ
と に よ っ て 分 析 し た 。 懸 濁 培 養 に つ い て は 、 MCF10A細 胞 を ト リ プ シ ン 処 理 し 、 新 し い 培 地
に 再 懸 濁 し （ 1.75 X 10 5 細 胞 /ml培 地 ） 、 ポ リ -2-ヒ ド ロ キ シ -エ チ ル メ タ ク リ レ ー ト （ Ald
rich, St. Louis, MO） で コ ー ト し た （ 1 mg/cm 2 、 100％ エ タ ノ ー ル 中 ） ペ ト リ 皿 に 播 き 、
示 さ れ た 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
ポ リ ク ロ ー ナ ル お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 HID-5/ソ ラ イ ア シ ン 抗 体 の 作 製
　 ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 HID-5抗 体 は 、 ヒ ト HID-5の ア ミ ノ 酸 83～ 100位 に 対 応 す る 合 成
ペ プ チ ド
　
　
で 免 疫 す る こ と に よ っ て 作 製 し た 。 図 4Aは 、 全 長 の ヒ ト HID-5の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号
： 1） 、 図 4Bは 全 長 の ヒ ト 成 熟 HID-5を コ ー ド す る cDNAの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： 2
） を 示 す 。 マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製 の た め に 、 PCRで 生 成 し た 全 長 ヒ ト HID-5を コ
ー ド す る BamHI-HindIII cDNA断 片 を pQE-30（ Qiagen Sciences, Germantown, MD） の BamHI
-HindIII部 位 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 N末 端 に ヘ キ サ ヒ ス チ ジ ン 配 列 を 持 つ HID-5を コ ー ド
す る 構 築 物 が 得 ら れ た 。 こ の 蛋 白 質 を M15[pREP4]細 菌 で 発 現 さ せ 、 変 性 尿 素 緩 衝 液 と NiNT
Aビ ー ズ （ Qiagen Sciences） を 用 い て 均 一 に な る ま で 精 製 し た 。 結 合 し た 蛋 白 質 は 50 mM 
Tris pH 7.5, 500 mMイ ミ ダ ゾ ー ル 、 100 mM EDTA, 1M NaCl, 10%グ リ セ ロ ー ル 、 1 mM DTT
で 溶 出 し た 。 Imgenex, San Diego, CAと 共 同 で 、 こ の 蛋 白 質 を 用 い て BALB/cマ ウ ス を 過 剰
免 疫 し 、 こ れ は HID-5特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 産 す る た め の 抗 体 産 生 細 胞 の 供 給 源
と な っ た 。 得 ら れ た 抗 HID-5モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 Imgenexか ら 市 販 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 、 免 疫 組 織 化 学 、 お よ び 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ
　 細 胞 溶 解 物 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 お よ び 免 疫 組 織 化 学 は 、 以 前 に 記 述 さ れ た よ う に
し て （ Kropら (2001) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98:9796-9801; Leachら (1998) Cancer
 Res. 56:235-240） 、 抗 CD45汎 白 血 球 （ Dako, Glostrup, Denmark） 、 抗 エ ス ト ロ ゲ ン 受
容 体 α （ ERα ） 、 抗 erbB2、 お よ び 抗 HID-5（ ク ロ ー ン 1068-1; 図 2Aの 右 パ ネ ル 中 の 「 Cl 1
」 ） 抗 体 を 用 い て 実 施 し た 。 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ は 、 Imgenexか ら 購 入 す る か 、 以 前 記 述
さ れ た よ う に し て （ Kononenら (1998) Nat. Med. 4:844-847） 作 製 し た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
蛍 光 イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン (FISH)、 リ ア ル タ イ ム PCR、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ
ト 、 お よ び mRNAイ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
　 正 常 ヒ ト 男 性 か ら 得 ら れ た 末 梢 血 リ ン パ 球 か ら 調 製 さ れ た 分 裂 中 期 の 染 色 体 調 製 物 の FI
SH解 析 は 、 以 前 に 記 述 さ れ た よ う に し て 行 な っ た （ Neyら (1993) Mol. Cell. Biol. 13:56
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04-5612） 。 バ ラ バ ラ に し た ホ ル マ リ ン 固 定 パ ラ フ ィ ン 包 埋 腫 瘍 組 織 の 中 間 期 核 を 調 製 し
、 以 前 に 記 述 さ れ た よ う に し て FISHを 実 施 し た （ 19950 Mod. Pathol. 8:183-186） 。 中 期
染 色 体 お よ び 間 期 核 は 、 4,6-ジ ア ミ ジ ノ -2-フ ェ ニ ル イ ン ド ー ル 二 塩 酸 (DAPI)を 用 い て 、
対 比 染 色 し た 。 レ ー ザ ー キ ャ プ チ ャ マ イ ク ロ ダ イ セ ク シ ョ ン 、 リ ア ル タ イ ム PCR分 析 、 RNA
単 離 、 お よ び ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 は 、 以 前 に 記 述 さ れ た よ う に し て 実 施 し た （ Kropら (2
001) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98:9796-9801） 。 3 3 P標 識 の セ ン ス （ 対 照 ） ま た は ア
ン チ セ ン ス HID-5リ ボ プ ロ ー ブ を 用 い た mRNAイ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、
以 前 に 記 述 さ れ た よ う に し て 実 施 し た （ Rosenら (1999) Mol. Cell. 4:611-617） 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
実 施 例 2. DCISお よ び 乾 癬 病 変 で 異 常 発 現 す る 遺 伝 子
　 SAGEラ イ ブ ラ リ ー の 作 製 は 、 以 前 に 記 述 さ れ て い る （ 例 、 Porterら (2001) Cancer Res.
 61:5697-5702） 。 2つ の 正 常 乳 房 上 皮 試 料 （ 「 正 常 1」 お よ び 「 正 常 2」 ） か ら 作 製 さ れ た
SAGEラ イ ブ ラ リ ー 、 エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 (ER)発 現 、 中 悪 性 度 DCIS細 胞 （ IM DCIS (ER+)）
お よ び ER非 発 現 、 高 悪 性 度 DCIS (HG DCIS (ER))を 比 較 し た と こ ろ 、 HID-5は 最 も 大 き く 異
な っ て 発 現 さ れ た 転 写 物 の 1つ で あ り 、 高 悪 性 度 DCISに お い て 最 も 豊 富 な mRNAの 1つ で あ る
こ と が 分 か っ た （ 表 1） 。 ソ ラ イ ア シ ン mRNAを コ ー ド す る 遺 伝 子 か ら 転 写 さ れ る mRNAに 加
え て 、 別 の S100蛋 白 質 で あ る S100A9も 、 高 悪 性 度 DCISで 高 度 に 発 現 さ れ て い た （ 表 1） 。
い ず れ の 遺 伝 子 も 、 染 色 体 1の 長 腕 (q)に 存 在 し 、 そ の 発 現 は 乾 癬 性 の ケ ラ チ ノ サ イ ト で 共
に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 （ 表 １ ） 乾 癬 性 ケ ラ チ ノ サ イ ト お よ び 高 悪 性 度 DCISで 異 常 発 現 す る 遺 伝 子
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SCCA1： 扁 平 上 皮 細 胞 癌 抗 原 -1(Squamous Cell Carcinoma Antigen-1)
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 他 の 大 き く 異 な っ て 発 現 さ れ る 遺 伝 子 の 染 色 体 上 の 位 置 、 お よ び 乾 癬 性 病 変 に 関 与 す る
遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル が 調 べ ら れ た （ 表 1） 。 驚 く べ き こ と に 、 高 悪 性 度 DCISで 特 異 的 に 過
剰 発 現 し て い る 遺 伝 子 の か な り の 部 分 （ 信 頼 で き る マ ッ ピ ン グ が 行 わ れ た 遺 伝 子 46の う ち
13） は 、 染 色 体 1の 長 腕 に 存 在 し て い た （ 表 1） 。 染 色 体 1の 構 造 的 異 常 は 、 乳 癌 に お い て
最 も よ く 見 ら れ る 細 胞 遺 伝 学 的 異 常 の 1つ で あ り 、 上 皮 の 分 化 に 関 与 す る い く つ か の 遺 伝
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子 は 、 染 色 体 1qに マ ッ ピ ン グ さ れ る （ Volzら (1993) Genomics 18:92-99; Tirkkonenら (19
98) Genes Chrom. Cancer 21:177-184） 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 高 悪 性 度 DCISに お け る こ れ ら の 13の 遺 伝 子 の 過 剰 発 現 が 染 色 体 1qの 異 数 性 /ア ニ ュ ソ ミ
ー (aneusomy)の た め で あ る か ど う か を 決 定 す る た め に 、 そ れ ぞ れ ソ ラ イ ア シ ン お よ び エ フ
リ ン (ephrin)A4遺 伝 子 を 含 む 2つ の 重 複 し な い BAC（ 細 菌 人 工 染 色 体 ） を プ ロ ー ブ と し て 使
用 し て 、 FISH解 析 が 行 わ れ た 。 解 析 は 、 正 常 個 体 の 中 期 展 開 と SAGEに 使 用 さ れ た DCISの 間
期 核 で 行 わ れ た （ デ ー タ は 示 さ ず ） 。 中 期 展 開 解 析 に よ っ て HID-5/ソ ラ イ ア シ ン 遺 伝 子 が
、 染 色 体 1の 長 腕 の バ ン ド q21の 位 置 で あ る こ と が 確 認 さ れ た 後 、 DCIS腫 瘍 組 織 か ら 得 ら れ
る 間 期 核 を 、 遺 伝 子 を 含 む BACと ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た （ デ ー タ は 示 さ ず ） 。 調 べ た 核 の 3
1/33（ 94％ ） で 2つ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン シ グ ナ ル が 認 め ら れ た が 、 こ れ は 試 験 さ れ
た ゲ ノ ム 領 域 が 正 常 な コ ピ ー 数 と 一 致 す る 。 こ の 結 果 は 、 高 悪 性 度 DCIS病 変 に お け る ソ ラ
イ ア シ ン /HID-5の 異 常 発 現 は 、 ソ ラ イ ア シ ン /HID-5遺 伝 子 座 の 増 幅 に よ っ て 起 き た も の で
は な い こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 ソ ラ イ ア シ ン に 加 え て 、 乾 癬 性 ケ ラ チ ノ サ イ ト で ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ る こ と が
知 ら れ て い る 他 の い く つ か の 遺 伝 子 も 、 高 悪 性 度 DCISに お い て 異 常 発 現 し て い た （ 表 1）
（ Celisら (1990) Electrophoresis 11:242-254; Labartheら (1998) J. Invest. Dermatol
. 11:72-76; Rivasら (1997) J. Invest. Dermatol. 108:188-194） 。 こ れ ら の 遺 伝 子 に は
、 S100A9、 コ ネ キ シ ン 43、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 6お よ び 8、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 6受 容 体 、 ア ン
フ ィ レ ギ ュ リ ン (amphiregulin)、 お よ び ケ ラ チ ン 6を コ ー ド す る も の が 含 ま れ て い た 。 SCC
A1（ 扁 平 上 皮 細 胞 癌 抗 原 1） mRNA発 現 も 、 高 悪 性 度 DCISで わ ず か に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ
ン さ れ て い た が 、 こ の mRNAの 数 が 少 な い た め 、 検 出 さ れ た 差 異 に は 統 計 的 有 意 差 は 見 ら れ
な か っ た 。 高 悪 性 度 DCISお よ び 乾 癬 性 ケ ラ チ ノ サ イ ト 中 で の こ れ ら の 遺 伝 子 の 異 常 発 現 は
、 こ の 両 方 の 病 変 に 特 徴 的 で あ る 、 過 剰 増 殖 、 異 常 分 化 、 ま た は リ ン パ 球 浸 潤 の た め で あ
る 可 能 性 が あ る （ Bosら (1999) Immunol. Today 20:40-46; Pageら (2000) Curr. Opin. On
col. 12:526-531） 。
【 ０ ０ ７ １ 】
実 施 例 3. イ ン ビ ボ お よ び イ ン ビ ト ロ の 乳 房 上 皮 細 胞 に お け る HID-5/ソ ラ イ ア シ ン 発 現
　 原 発 性 乳 癌 に お い て HID-5/ソ ラ イ ア シ ン の 発 現 を 評 価 す る た め に 、 LCM（ レ ー ザ ー キ ャ
プ チ ャ マ イ ク ロ ダ イ セ ク シ ョ ン (Laser Capture Microdissection)） で 精 製 し た 11の 原 発
腫 瘍 お よ び 対 応 す る 正 常 乳 房 上 皮 試 料 の リ ア ル タ イ ム PCR分 析 を 行 な っ た （ 図 1A） 。 こ の
よ う に し て 、 患 者 の 各 腫 瘍 試 料 は 、 同 一 の 患 者 の 正 常 な 乳 房 上 皮 と 比 較 さ れ た 。 全 て の 症
例 で 、 イ ン サ イ チ ュ ー の 、 ER発 現 、 プ ロ ゲ ス テ ロ ン 受 容 体 発 現 、 低 悪 性 度 病 変 （ 試 料 57）
お よ び 浸 潤 性 の ER発 現 、 プ ロ ゲ ス テ ロ ン 受 容 体 発 現 、 中 悪 性 度 病 変 （ 試 料 65） を 除 い て 、
HID-5/ソ ラ イ ア シ ン mRNAレ ベ ル は 、 対 応 す る 正 常 乳 房 上 皮 と 比 較 し て 、 有 意 に （ ≧ 10倍 ）
上 昇 し て い た （ 図 1A） 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 高 悪 性 度 DCIS上 皮 細 胞 に お け る HID-5/ソ ラ イ ア シ ン 発 現 を 細 胞 レ ベ ル で 確 認 す る た め 、
2つ の 低 、 2つ の 中 、 お よ び 2つ の 高 悪 性 度 DCIS腫 瘍 な ら び に 対 応 す る 正 常 上 皮 の mRNAイ ン
サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 分 析 が 行 わ れ た （ 図 1Bお よ び デ ー タ は 示 さ ず ） 。 HID-
5/ソ ラ イ ア シ ン は 2つ の 高 悪 性 度 コ メ ド DCISの 腫 瘍 細 胞 に よ っ て 、 高 度 に 及 び 特 異 的 に 発
現 さ れ て い た （ 図 1B） 。 反 対 に 、 低 お よ び 中 悪 性 度 DCISな ら び に 正 常 乳 房 上 皮 細 胞 で は 、
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン シ グ ナ ル は 検 出 さ れ な か っ た （ 図 1Bお よ び デ ー タ は 示 さ ず ） 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 HID-5/ソ ラ イ ア シ ン 蛋 白 質 の 発 現 を 分 析 す る た め に 、 ヒ ト HID-5/ソ ラ イ ア シ ン に 特 異 的
な ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 し 、 解 析 し た 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗
体 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の い ず れ も 、 ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ
ル 電 気 泳 動 （ SDS-PAGE） で 約 11 kDaの 単 一 バ ン ド と し て 移 動 す る 組 換 え お よ び 内 在 性 HID-
5/ソ ラ イ ア シ ン 蛋 白 質 に 結 合 し た （ 図 2A） 。 MCF10A細 胞 の 様 々 な 増 殖 条 件 下 で HID-5/ソ ラ
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イ ア シ ン 発 現 が 検 出 で き る か ど う か を 調 べ る た め に 、 一 連 の 実 験 が 行 わ れ た 。 MCF10A細 胞
は 、 低 密 度 の 指 数 増 殖 期 の 培 養 で は HID-5/ソ ラ イ ア シ ン 発 現 を 示 さ な い （ ま た は 非 常 に 低
レ ベ ル ） 、 正 常 不 死 化 ヒ ト 乳 房 上 皮 細 胞 で あ る 。 高 悪 性 度 DCISお よ び 乾 癬 性 皮 膚 病 変 で イ
ン ビ ボ で 起 き て い る 条 件 を 模 倣 す る た め に 、 MCF10A細 胞 は 低 濃 度 の 血 清 （ 高 レ ベ ル (5%)に
対 し て 0.2%） を 含 む 培 地 お よ び コ ン フ ル エ ン ト （ 低 密 度 に 対 し て ） 条 件 で 培 養 さ れ た 。 低
血 清 濃 度 お よ び コ ン フ ル エ ン ト 条 件 （ 血 清 濃 度 に は 依 存 し な い ） で 培 養 さ れ た 細 胞 は 、 HI
D-5/ソ ラ イ ア シ ン 蛋 白 質 レ ベ ル の 劇 的 な ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 示 し た （ 図 2B） 。 最 も
高 い HID-5/ソ ラ イ ア シ ン 蛋 白 質 レ ベ ル は 、 無 血 清 で 培 養 し た コ ン フ ル エ ン ト な 細 胞 （ 図 2B
） で 観 察 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス か ら の 細 胞 の 分 離 の 影 響 は 、 MCF10A細 胞 を 数 日 間 懸 濁 培 養 す る こ と
に よ っ て 調 べ た 。 細 胞 固 定 の 欠 如 も 、 HID-5/ソ ラ イ ア シ ン 蛋 白 質 レ ベ ル を 劇 的 に 増 加 さ せ
た （ 図 2C） 。 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 で は 、 細 胞 懸 濁 お よ び コ ン フ ル エ ン シ ー に よ る HID-5/
ソ ラ イ ア シ ン 発 現 が 、 mRNAレ ベ ル で 起 き て い る こ と が 示 さ れ た （ 図 2D） 。 MCF10A細 胞 の 細
胞 周 期 分 析 で は 、 血 清 枯 渇 、 コ ン フ ル エ ン シ ー 、 お よ び 細 胞 固 定 の 欠 如 に よ っ て 、 最 終 的
に G1期 停 止 、 お よ び 引 き 続 い て ア ポ ト ー シ ス が 誘 導 さ れ る こ と が 分 か っ た （ デ ー タ は 示 さ
ず ） 。 こ れ ら の 細 胞 外 シ グ ナ ル に よ っ て HID-5/ソ ラ イ ア シ ン 発 現 が 劇 的 に ア ッ プ レ ギ ュ レ
ー シ ョ ン さ れ る こ と は 、 HID-5/ソ ラ イ ア シ ン が こ れ ら の 細 胞 過 程 の 調 節 に 関 与 し て い る 可
能 性 を 示 す 。 興 味 深 い こ と に 、 乾 癬 性 病 変 に 由 来 す る ケ ラ チ ノ サ イ ト は 、 正 常 皮 膚 に 由 来
す る ケ ラ チ ノ サ イ ト と 比 較 し て 、 ア ポ ト ー シ ス に 抵 抗 性 で あ る こ と が 示 さ れ て い る （ Wron
e-Smithら (1997) Am J. Pathol. 151:1321-1329） 。 高 悪 性 度 DCIS腫 瘍 は 、 ア ポ ト ー シ ス
率 が 高 く （ Pageら (2000) Curr. Opin. Oncol. 12:526-531） 、 生 存 し て い る 腫 瘍 細 胞 は ア
ポ ト ー シ ス に 比 較 的 抵 抗 で あ る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
実 施 例 4. HID-5/ソ ラ イ ア シ ン は 部 分 的 に 分 泌 さ れ る 細 胞 質 蛋 白 質 で あ る
　 HID-5/ソ ラ イ ア シ ン 蛋 白 質 の 細 胞 内 局 在 性 を 決 定 す る た め に 、 図 2Aで 「 Cl 1」 と 呼 ば れ
る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 HID-5/ソ ラ イ ア シ ン 抗 体 を 用 い て 、 MDA-MB468乳 癌 細 胞 お よ び 指 数 増
殖 期 お よ び 無 血 清 培 養 し た MCF10A細 胞 の 免 疫 組 織 化 学 を 行 な っ た （ 図 3A） 。 MDA-MB468細
胞 お よ び 無 血 清 培 養 の MCF10A細 胞 に お い て 、 核 お よ び 細 胞 質 染 色 の 両 方 が 観 察 さ れ た が 、
陰 性 対 照 抗 血 清 で も 指 数 増 殖 す る MCF10A細 胞 で も 、 染 色 は 見 ら れ な か っ た （ 図 3A） 。 以 前
の 結 果 で は 、 ソ ラ イ ア シ ン は 膀 胱 癌 患 者 の 尿 で 検 出 さ れ 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 含 ま な い に
も か か わ ら ず 乾 癬 性 ケ ラ チ ノ サ イ ト に よ っ て 部 分 的 に 分 泌 さ れ る こ と が 示 さ れ て い る （ Ma
dsenら (1991) J. Invest. Dermatol. 97:701-712; Ostergaardら (1999) Electrophoresis
 20:349-354） 。 HID-5/ソ ラ イ ア シ ン が 乳 癌 細 胞 に よ っ て も 分 泌 さ れ る か ど う か を 決 定 す
る た め に 、 抗 HID-5/ソ ラ イ ア シ ン ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 、 MDA-MB468細 胞 の 細 胞 溶
解 物 お よ び 培 養 培 地 の 免 疫 沈 降 を 行 な っ た 。 免 疫 沈 降 物 は SDS-PAGEで 分 離 し 、 ポ リ ク ロ ー
ナ ル 抗 HID-5抗 体 を 用 い て ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト で 分 析 し た 。 HID-5/ソ ラ イ ア シ ン 蛋 白 質 は
、 細 胞 溶 解 物 お よ び 培 養 培 地 の 両 方 か ら 抗 HID-5抗 体 を 用 い て 沈 降 し た が （ 「 HID-5」 ） 、
対 照 の 免 疫 前 血 清 で は 、 蛋 白 質 の 沈 降 は な か っ た （ 「 P.I.」 ） （ 図 3B） 。 し た が っ て 、 HI
D-5/ソ ラ イ ア シ ン 蛋 白 質 は 、 乳 癌 細 胞 か ら 部 分 的 に 分 泌 ま た は 放 出 さ れ る 。 し た が っ て 、
乳 癌 患 者 の 体 液 （ 例 、 血 液 お よ び 尿 ） 中 で 検 出 可 能 で あ る 可 能 性 が 高 い 。 そ の よ う な 体 液
中 で の HID-5の 検 出 は 、 高 悪 性 度 の 乳 癌 、 例 え ば 、 高 悪 性 度 DCISの 試 験 方 法 と な り 得 る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
実 施 例 5. 原 発 性 乳 癌 に お け る HID-5/ソ ラ イ ア シ ン 蛋 白 質 レ ベ ル の 免 疫 組 織 化 学 分 析
　 HID-5/ソ ラ イ ア シ ン 蛋 白 質 の イ ン ビ ボ 発 現 を 分 析 す る た め に 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 HID-5/
ソ ラ イ ア シ ン 抗 体 を 用 い て 、 ホ ル マ リ ン 固 定 、 パ ラ フ ィ ン 包 埋 乳 癌 の 免 疫 組 織 化 学 分 析 を
行 な っ た 。 染 色 の 信 頼 性 を 評 価 す る た め に 、 以 前 に mRNAイ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン で HID-5/ソ ラ イ ア シ ン を 発 現 す る こ と が 示 さ れ て い る 高 悪 性 度 の コ メ ド DCIS腫 瘍 を
分 析 し た 。 抗 HID-5抗 体 を 用 い る と 腫 瘍 細 胞 で は 強 い 免 疫 組 織 化 学 染 色 が 検 出 さ れ た が （
「 HID-5」 ） 、 ア イ ソ タ イ プ 対 照 血 清 を 用 い て も 染 色 は 見 ら れ な か っ た （ 「 対 照 」 ） （ 図 3
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C） 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 2つ の 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ を 試 験 し た 。 ア レ イ 1は 正 常 乳 房 組 織 の 5種 類 の 試 料 お よ び 原
発 性 浸 潤 性 乳 癌 の 30種 類 の 試 料 （ 低 、 中 、 お よ び 高 悪 性 度 そ れ ぞ れ 10種 類 ） か ら 構 成 さ れ
、 ア レ イ 2は 6種 類 の 正 常 乳 房 組 織 試 料 、 3種 類 の 良 性 過 剰 増 殖 病 変 試 料 、 お よ び 49種 類 の
原 発 性 浸 潤 性 乳 管 癌 試 料 か ら 構 成 さ れ る 。 2つ の ア レ イ の 模 式 図 は 図 3Eに 示 さ れ て い る 。
ア レ イ 1で は 、 各 腫 瘍 試 料 3パ ン チ （ 水 平 の 列 ） が ス ラ イ ド に 固 定 さ れ 、 腫 瘍 は 組 織 学 的 悪
性 度 （ 低 、 中 、 お よ び 高 悪 性 度 腫 瘍 ） に し た が っ て 分 類 さ れ て い る 。 ア レ イ 1の 腫 瘍 試 料
は 、 ERα （ ERα ） お よ び erbB2の 発 現 、 な ら び に CD45汎 白 血 球 抗 原 に 特 異 的 な 抗 体 を 用 い
て 白 血 球 の 存 在 に つ い て も 分 析 さ れ た 。 ア レ イ 2で は 、 最 初 の 垂 直 の 列 は 正 常 乳 房 組 織 6試
料 、 良 性 過 剰 増 殖 病 変 3試 料 、 お よ び 空 の ス ポ ッ ト （ 線 影 を つ け て 示 す ） を 含 む 。 ア レ イ 2
の 試 料 は 、 ERα 、 プ ロ ゲ ス テ ロ ン 受 容 体 (PR)、 お よ び p53の 発 現 に つ い て 分 析 し た 。 代 表
的 な 腫 瘍 の 染 色 は 、 図 3Dに 示 さ れ て お り 、 結 果 は 図 3Eに ま と め ら れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 予 想 通 り 、 低 悪 性 度 腫 瘍 は 大 部 分 ERα 陽 性 、 erbB2陰 性 、 お よ び CD45低 レ ベ ル で あ り 、
高 悪 性 度 腫 瘍 は 大 部 分 ERα 陰 性 、 erbB2陽 性 、 お よ び CD45高 レ ベ ル だ っ た 。 い ず れ の 正 常
乳 房 組 織 試 料 で も 、 良 性 過 剰 増 殖 病 変 で も 、 有 意 な HID-5/ソ ラ イ ア シ ン 発 現 は 見 ら れ な か
っ た （ 図 3E） 。 HID-5/ソ ラ イ ア シ ン 陽 性 の 浸 潤 性 腫 瘍 は 、 大 部 分 ERα 陰 性 だ っ た 。 調 べ た
78個 の 腫 瘍 の う ち で 、 38個 は HID-5/ソ ラ イ ア シ ン 陽 性 （ 15 ERα +お よ び 23 ERα -） で 、 40
個 は HID-5/ソ ラ イ ア シ ン 陰 性 （ 26 ERα +お よ び 14 ERα -） だ っ た 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 HI
D-5/ソ ラ イ ア シ ン 陽 性 腫 瘍 は ERα 陰 性 で あ る 可 能 性 が 高 い （ P=0.04, フ ィ ッ シ ャ ー の 直 接
法 ） 。 低 悪 性 度 腫 瘍 の 3つ の パ ン チ の 1つ で は 、 高 レ ベ ル の HID-5/ソ ラ イ ア シ ン が 観 察 さ れ
た （ 図 3E、 ア レ イ 1） ； し か し 、 こ の 腫 瘍 は 高 悪 性 度 DCIS病 変 で あ る こ と が 後 に わ か っ た
。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 HID-5/ソ ラ イ ア シ ン は リ ン パ 球 の 正 の 化 学 走 性 誘 因 物 質 だ と 推 定 さ れ て お り 、 乾 癬 皮 膚
お よ び 高 悪 性 度 DCIS病 変 の い ず れ も 、 し ば し ば リ ン パ 球 の 浸 潤 が 見 ら れ る （ Bosら (1999) 
Immunol. Today 20:40-46; Pageら (2000) Curr. Opin. Oncol. 12:526-531） 。 CD45染 色
に よ っ て 示 さ れ る リ ン パ 球 の 浸 潤 は 、 高 悪 性 度 腫 瘍 で は 頻 繁 に 見 ら れ る が 、 CD45と HID-5/
ソ ラ イ ア シ ン 陽 性 と の 間 に 明 確 な 関 連 は 見 ら れ な か っ た （ 図 3E） 。 こ れ は 試 料 数 が 比 較 的
少 な い た め か 、 癌 が 浸 潤 性 で あ り 非 浸 潤 性 で な い た め か で あ る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 HID-5/ソ ラ イ ア シ ン の 発 現 が 乳 癌 の 組 織 病 理 学 的 ま た は 臨 床 的 特 徴 と 相 関 す る か ど う か
を 決 定 す る た め に 、 722個 の 乳 癌 の 免 疫 組 織 化 学 的 分 析 が 別 途 に 行 わ れ た 。 全 体 と し て 、
腫 瘍 の 約 30％ は HID-5/ソ ラ イ ア シ ン 陽 性 だ っ た 。 免 疫 組 織 化 学 的 デ ー タ の 統 計 分 析 で は 、
HID-5/ソ ラ イ ア シ ン は 非 浸 潤 性 お よ び 原 発 性 浸 潤 腫 瘍 と 、 遠 隔 転 移 で は 統 計 的 な 有 意 差 が
あ る こ と が 示 さ れ た 。 具 体 的 に は 、 非 浸 潤 お よ び 原 発 性 浸 潤 腫 瘍 は 、 遠 隔 転 移 よ り も HID-
5/ソ ラ イ ア シ ン 陽 性 で あ る 可 能 性 が 高 い （ p=0.008） 。 原 発 性 浸 潤 乳 癌 に お け る HID-5/ソ
ラ イ ア シ ン 発 現 の ロ ジ ス テ ィ ッ ク 回 帰 モ デ ル 分 析 で は 、 HID-5/ソ ラ イ ア シ ン の 陽 性 と 、 エ
ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 の 欠 如 （ オ ッ ズ 比 (OR)=6.25お よ び 尤 度 比 (LR)=p=0.001） 、 組 織 学 的 高
悪 性 度 （ OR=20.85、 LR P=0.0007） 、 お よ び ≧ 4の 陽 性 リ ン パ 節 （ OR=10.025, LR p=0.01）
の 間 に 統 計 的 に 有 意 な 正 の 相 関 が 示 さ れ た 。 す な わ ち 、 HID-5/ソ ラ イ ア シ ン 陽 性 の 原 発 性
浸 潤 性 乳 癌 は 、 エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 (ER)陰 性 で 、 4≧ の 陽 性 リ ン パ 節 を 持 つ 組 織 学 的 に 高
悪 性 度 で あ る 可 能 性 が 高 い 。 腫 瘍 試 料 の サ ブ セ ッ ト （ 156名 の 韓 国 人 患 者 ） で は 、 HID-5/
ソ ラ イ ア シ ン 発 現 は erbB2発 現 と 正 の 相 関 を 示 し た が （ OR=5.29, LR p<0.0001） 、 こ れ は
結 合 し た デ ー タ セ ッ ト で は 見 ら れ ず 、 お そ ら く 民 族 差 を 示 し て い る 可 能 性 が あ る 。 こ の 試
験 で は 、 フ ィ ッ シ ャ ー の 直 接 法 を 用 い て 、 乳 癌 細 胞 で は S100A7の 発 現 が FASN（ 脂 肪 酸 合 成
酵 素 ） （ p=9.95 x 10 - 6 ） 、 お よ び ト レ フ ォ イ ル 因 子 3（ trefoil factor 3： TFF3） （ p=0.
002） の 発 現 の 可 能 性 の 上 昇 、 な ら び に 結 合 組 織 成 長 因 子 (connective tissue growth fac
tor： CTGF)(p=0.005)の 発 現 の 低 下 と 関 連 す る こ と も 示 さ れ た 。 ま た 、 FASNの 乳 癌 細 胞 に
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お け る 発 現 は 、 TFF3（ p=3.5 x 10 - 6 ） お よ び SPARC (p=4 x 10 - 5 )と 関 連 し て い た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 ER陰 性 、 複 数 の 陽 性 リ ン パ 節 を 持 つ 高 悪 性 度 腫 瘍 は 、 一 般 に 臨 床 転 帰 が 悪 い の で 、 全 体
お よ 無 遠 隔 転 移 な し の 生 存 に 対 す る HID-5/ソ ラ イ ア シ ン の 発 現 を 解 析 し た 。 臨 床 追 跡 デ ー
タ は 、 患 者 の サ ブ セ ッ ト （ 156名 の 韓 国 人 患 者 ） の み で 、 ま た わ ず か 7年 ま で し か 得 ら れ て
い な か っ た 。 こ の 解 析 で は 、 HID-5/ソ ラ イ ア シ ン 陽 性 腫 瘍 の 患 者 は 、 5年 を 超 え る 生 存 率
が い く ら か 低 下 し た 。 し か し 、 こ の 低 下 は 統 計 的 に 有 意 で は な か っ た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 要 約 す る と 、 正 常 乳 房 上 皮 細 胞 お よ び DCIS腫 瘍 の 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ ル の SAGE解 析 で
、 乾 癬 に 関 与 す る い く つ か の 遺 伝 子 が 、 高 悪 性 度 DCISで 異 常 発 現 し て お り 、 こ れ ら の 腫 瘍
で 最 も 多 い 転 写 物 の 1つ が HID-5/ソ ラ イ ア シ ン で あ る こ と が 示 さ れ た 。 イ ン ビ ト ロ の 乳 房
上 皮 細 胞 に お け る HID-5/ソ ラ イ ア シ ン の 劇 的 な ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン は 、 増 殖 因 子 の 除
去 、 細 胞 の コ ン フ ル エ ン シ ー 、 お よ び 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス へ の 接 着 の 欠 如 に よ っ て 誘 導 さ
れ る 。 こ れ ら の 条 件 は 全 て 高 い 増 殖 率 を 特 徴 と す る 高 悪 性 度 DCISお よ び 乾 癬 性 皮 膚 病 変 で
起 こ り 得 る の で 、 こ れ ら の 細 胞 に お け る HID-5/ソ ラ イ ア シ ン の 高 レ ベ ル の 発 現 は 、 同 じ シ
グ ナ ル に よ る 可 能 性 が あ り 、 HID-5/ソ ラ イ ア シ ン は こ れ ら の 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス 抵 抗 性 の
獲 得 に 関 与 し て い る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 本 発 明 の い く つ か の 態 様 が 記 述 さ れ て い る 。 し か し 、 本 発 明 の 精 神 お よ び 範 囲 を 逸 脱 す
る こ と な く 、 様 々 な 改 変 が 行 な え る こ と は 理 解 さ れ る と 思 わ れ る 。 し た が っ て 、 他 の 態 様
は 特 許 請 求 の 範 囲 内 で あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ８ ４ 】
【 図 １ Ａ 】 レ ー ザ ー キ ャ プ チ ャ マ イ ク ロ ダ イ セ ク シ ョ ン (LCM)で 精 製 さ れ た 原 発 性 乳 癌 お
よ び 対 応 す る 正 常 な 乳 房 上 皮 に お け る 、 HID-5/ソ ラ イ ア シ ン mRNA発 現 の リ ア ル タ イ ム PCR
解 析 の 結 果 を 示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。 デ ー タ は 、 対 応 す る 正 常 上 皮 に お け る HID-5/ソ ラ イ ア
シ ン mRNAレ ベ ル に 対 す る 、 癌 性 上 皮 に お け る HID-5/ソ ラ イ ア シ ン mRNAレ ベ ル の 比 （ 「 T/N
比 」 ） と し て 表 さ れ て い る 。 各 バ ー に は 症 例 番 号 が 表 示 さ れ て お り 、 略 号 は 癌 腫 が 非 浸 潤
性 （ in situ） （ 「 is」 ） か 浸 潤 性 （ invasive） （ 「 inv」 ） か を 示 す 。 癌 腫 が 高 悪 性 度 （
「 H」 ） か 、 中 悪 性 度 （ 「 I」 ） か 、 低 悪 性 度 （ 「 L」 ） か 、 お よ び エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 α
（ 「 ERα 」 ） 、 プ ロ ゲ ス テ ロ ン 受 容 体 （ 「 PR」 ） 、 お よ び erbB2の 発 現 が あ る か （ 「 +」 ）
な い か （ 「 -」 ） が 示 さ れ て い る 。
【 図 １ Ｂ 】 ヘ マ ト キ シ リ ン ・ エ オ ジ ン （ 「 H&E」 ） 染 色 ま た は 3 3 P標 識 ア ン チ セ ン ス も し く
は セ ン ス HID-5/ソ ラ イ ア シ ン リ ボ プ ロ ー ブ と イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行
な っ た 、 2つ の 高 悪 性 度 コ メ ド DCIS腫 瘍 （ 「 DCIS-1」 お よ び 「 DCIS-2」 ） の 組 織 切 片 の 顕
微 鏡 写 真 で あ る 。 ア ン チ セ ン ス リ ボ プ ロ ー ブ で 分 析 し た 試 料 は 、 4xお よ び 20xの 倍 率 の 対
物 レ ン ズ を 用 い た 、 「 明 視 野 」 お よ び 「 暗 視 野 」 条 件 で 顕 微 鏡 写 真 を 撮 影 し た 。 セ ン ス リ
ボ プ ロ ー ブ で 分 析 し た 試 料 は 、 20xの 倍 率 の 対 物 レ ン ズ の み を 用 い て 、 「 暗 視 野 」 条 件 で
顕 微 鏡 写 真 を 撮 影 し た 。 2つ の 低 悪 性 度 お よ び 中 悪 性 度 の DCIS腫 瘍 を 同 様 に イ ン サ イ チ ュ
ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 解 析 し た が 、 ど の 試 料 で も HID-5/ソ ラ イ ア シ ン mRNAは 検 出 で き
な か っ た 。
【 図 ２ Ａ 】 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 HID-5抗 体 （ 左 パ ネ ル ） お よ び 4つ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 HID-5
抗 体 （ 右 パ ネ ル ） の 特 異 性 を 示 す 免 疫 ブ ロ ッ ト の 1組 の 写 真 で あ る 。 HID-5発 現 （ 「 H」 ）
お よ び 対 照 の HID-5非 発 現 （ 「 C」 ） 細 胞 溶 解 液 を 、 ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム ポ リ ア ク リ ル
ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 （ SDS-PAGE） で 分 析 し 、 得 ら れ た ゲ ル を 膜 に ブ ロ ッ テ ィ ン グ し 、 対 照
の 免 疫 前 血 清 （ 「 P.I.」 ） 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 HID-5抗 体 （ 「 α HID5」 ） 、 ま た は 4つ の モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 HID-5抗 体 （ 「 Cl 1」 , 「 Cl 2」 ,「 Cl 3」 , お よ び 「 Cl 4」 ） で 染 色 し た
。 「 M」 と 示 さ れ た レ ー ン は 、 17kDaお よ び 7kDaの 分 子 量 マ ー カ ー の 位 置 を 示 す 。 両 方 の パ
ネ ル で HID-5の 位 置 が 示 さ れ て い る （ 「 HID-5/ソ ラ イ ア シ ン 」 ） 。
【 図 ２ Ｂ 】 低 い （ 「 0.2％ 血 清 培 地 」 ） ま た は 高 い （ 「 5％ 血 清 培 地 」 ） 濃 度 の 血 清 を 含 む
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培 地 中 で 、 コ ン フ ル エ ン ト （ 「 コ ン フ ル エ ン ト 細 胞 」 ） ま た は 低 密 度 （ 「 低 密 度 細 胞 」 ）
の 培 養 条 件 下 で 培 養 し た MCF10A細 胞 に よ る HID-5蛋 白 質 発 現 の 相 対 レ ベ ル を 示 す 免 疫 ブ ロ
ッ ト の 3枚 の 写 真 で あ る 。 細 胞 は 0日 , 2日 , 4日 , 8日 , 12日 お よ び 16日 培 養 し た 後 、 HID-5
蛋 白 質 発 現 を 検 定 し た 。 ブ ロ ッ ト は 図 2Aの よ う に し て 作 製 し 、 HID-5に 特 異 的 な ポ リ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 で 染 色 し た 。 免 疫 ブ ロ ッ ト 上 の 、 HID-5（ 「 HID-5/ソ ラ イ ア シ ン 」 ） お よ び 対
照 蛋 白 質 （ 「 β チ ュ ー ブ リ ン 」 ） の 位 置 が 示 さ れ て い る 。
【 図 ２ Ｃ 】 0日 、 1日 、 2日 お よ び 3日 間 懸 濁 培 養 し た MCF10A細 胞 に よ り 発 現 さ れ た HID-5蛋
白 質 の 相 対 レ ベ ル を 示 す 免 疫 ブ ロ ッ ト の 写 真 で あ る 。 ブ ロ ッ ト は 、 図 2Aの よ う に し て 作 製
し 、 HID-5に 特 異 的 な ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 染 色 し た 。 免 疫 ブ ロ ッ ト 上 の 、 HID-5（ 「 HID-
5/ソ ラ イ ア シ ン 」 ） お よ び 対 照 蛋 白 質 （ 「 β チ ュ ー ブ リ ン 」 ） の 位 置 が 示 さ れ て い る 。
【 図 ２ Ｄ 】 1日 、 2日 お よ び 3日 間 懸 濁 培 養 （ 「 懸 濁 」 ） 、 ま た は 4日 、 8日 お よ び 12日 間 コ
ン フ ル エ ン ト な 培 養 条 件 （ 「 コ ン フ ル エ ン シ ー 」 ） で 培 養 し た MCF10A細 胞 に よ っ て 発 現 さ
れ る HID-5 mRNAの 相 対 レ ベ ル を 示 す ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト の オ ー ト ラ ジ オ グ ラ ム の 写 真 で あ る
。 示 さ れ た 時 間 に 細 胞 か ら RNAを 単 離 し 、 以 前 に 記 述 さ れ た よ う に し て （ Kropら (2001) Pr
oc. Natl. Acad. Sci. USA 98:9796-9801） 、 RNAを ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 し た 。 ブ ロ ッ ト
は 3 2 P標 識 HID-5お よ び β ア ク チ ン cDNAプ ロ ー ブ を 用 い て 順 次 解 析 し た 。 ブ ロ ッ ト 上 の HID-
5（ HID-5/ソ ラ イ ア シ ン ） お よ び β ア ク チ ン の 位 置 が 示 さ れ て い る 。
【 図 ３ Ａ 】 指 数 増 殖 （ 「 指 数 増 殖 」 ） ま た は 無 血 清 下 （ 「 無 血 清 」 ） で 増 殖 し て い る MDA-
MB-468乳 癌 細 胞 （ 左 パ ネ ル ） お よ び MCF10A正 常 乳 房 上 皮 細 胞 （ 右 パ ネ ル ） の 培 養 の 顕 微 鏡
写 真 で あ る 。 MDA-MB-468細 胞 は 抗 HID-5モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 左 パ ネ ル 、 下 の 顕 微 鏡 写 真
） 、 ま た は 対 照 の 正 常 マ ウ ス 血 清 （ 左 パ ネ ル 、 上 の 顕 微 鏡 写 真 ） で 染 色 さ れ た 。 MCF10A細
胞 は 、 抗 HID-5モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 染 色 さ れ た 。 対 照 の 正 常 マ ウ ス 血 清 で 染 色 し た MCF10
A細 胞 で は 、 染 色 は 観 察 さ れ な か っ た 。 左 の 顕 微 鏡 写 真 は 、 2xの 倍 率 の 対 物 レ ン ズ 、 右 の
顕 微 鏡 写 真 は 10xの 倍 率 の 対 物 レ ン ズ を 用 い て 撮 影 し た 。
【 図 ３ Ｂ 】 培 養 MDA-MB-468細 胞 に よ る HID-5の 分 泌 と 細 胞 内 局 在 性 を 示 す 免 疫 ブ ロ ッ ト の
写 真 で あ る 。 MDA-MB-468細 胞 溶 解 液 全 体 （ 「 全 体 」 ） 、 お よ び MDA-MB-468細 胞 か ら ポ リ ク
ロ ー ナ ル 抗 HID-5抗 体 （ 「 HID-5」 ） ま た は 対 照 の 免 疫 前 血 清 （ 「 P.I.」 ） に よ っ て 溶 解 液
（ 「 細 胞 」 ） ま た は 細 胞 上 清 （ 「 培 地 」 ） か ら 免 疫 沈 降 し た 蛋 白 質 を SDS-PAGEで 分 析 し 、
免 疫 ブ ロ ッ ト 分 析 し た 。 HID-5（ 「 HID-5/ソ ラ イ ア シ ン 」 ） の 免 疫 ブ ロ ッ ト 上 の 位 置 が 示
さ れ て い る 。
【 図 ３ Ｃ 】 ヘ マ ト キ シ リ ン ・ エ オ ジ ン （ 「 H&E」 ） （ 左 の 写 真 ） 、 抗 HID-5モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 （ 「 HID-5」 ） （ 右 の 写 真 ） 、 お よ び 対 照 の 正 常 マ ウ ス 血 清 （ 「 対 照 」 ） (中 央 の 写 真
)で 染 色 し た 、 高 悪 性 度 コ メ ド DCIS病 変 の 切 片 の 3枚 の 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。
【 図 ３ Ｄ 】 ヘ マ ト キ シ リ ン ・ エ オ ジ ン （ 「 H&E」 ） 、 HID-5、 ERα 、 erbB2、 ま た は CD45に
特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ま た は 対 照 の 正 常 マ ウ ス 血 清 （ 「 対 照 」 ） を 用 い て 染 色 し
た 組 織 ア レ イ 中 の 、 代 表 的 な 乳 房 腫 瘍 由 来 の 試 料 の 6枚 の 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。
【 図 ３ Ｅ 】 2つ の 組 織 ア レ イ の 免 疫 化 学 的 解 析 の 結 果 を 模 式 的 に ま と め た も の で あ る 。 ア
レ イ 1は 、 5つ の 正 常 乳 房 組 織 試 料 お よ び 30個 の 原 発 性 浸 潤 性 乳 癌 試 料 （ 低 、 中 、 高 悪 性 度
そ れ ぞ れ 10ず つ ） 、 ア レ イ 2は 、 6つ の 正 常 乳 房 組 織 試 料 、 3つ の 良 性 過 剰 増 殖 病 変 、 お よ
び 49個 の 原 発 性 浸 潤 性 乳 管 癌 試 料 か ら 構 成 さ れ る 。 ア レ イ 1で は 、 各 腫 瘍 試 料 3パ ン チ （ 水
平 の 列 ） を ス ラ イ ド に 付 着 さ せ 、 腫 瘍 は 組 織 学 的 段 階 （ 低 、 中 、 お よ び 高 悪 性 度 の 腫 瘍 ）
に し た が っ て 分 類 し た 。 ア レ イ 1の 腫 瘍 試 料 で は 、 HID-5、 ERα （ ERα ） 、 お よ び erbB2の
発 現 、 な ら び に 汎 白 血 球 抗 原 CD45に 特 異 的 な 抗 体 を 用 い て 、 白 血 球 の 存 在 を 解 析 し た 。 ア
レ イ 2の 最 初 の 縦 の 列 は 、 正 常 乳 房 組 織 6試 料 、 良 性 の 過 剰 増 殖 病 変 3試 料 、 お よ び 空 の ス
ポ ッ ト （ 線 影 を つ け て 示 す ） 1つ を 含 む 。 ア レ イ 2の 試 料 で は 、 ERα 、 プ ロ ゲ ス テ ロ ン 受 容
体 （ PR） 、 お よ び p53に つ い て 解 析 し た 。 HID-5お よ び ERα 発 現 の デ ー タ を 示 す 。 染 色 の 強
度 は 、 影 の 濃 さ で 示 さ れ 、 白 は 検 出 可 能 な 染 色 が な い こ と を 、 黒 は 非 常 に 強 い 染 色 を 表 す
。 線 影 を つ け た 四 角 形 は 、 ア レ イ 上 の 空 の ス ポ ッ ト 、 ま た は 染 色 手 順 中 に 試 料 が 失 わ れ た
こ と を 表 す 。
【 図 ４ Ａ 】 HID-5/ソ ラ イ ア シ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： 1） を 示 す 。
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【 図 ４ Ｂ 】 HID-5/ソ ラ イ ア シ ン の 核 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： 2） を 示 す 。

【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】
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