
(57)【要約】
ADAM 12の発現および活性は、上皮起源の癌、例えば乳癌、結腸癌、前立腺癌、肝臓癌、
膀胱癌、膵臓癌、卵巣癌、子宮頸癌、肺癌、および皮膚癌、ならびにその他を有する患者
において上方制御されている：従って、本発明は、上皮起源の癌の予後評価および診断の
ための方法に向けられる。特に、生物学的試料中の ADAM 12の存在は上皮起源の癌を示唆
する。さらに、生物学的試料中、例えば尿中に検出される ADAM 12タンパク質量は、 ADAM 
12レベルを用いて癌の存在および転移能を予測可能なほど、疾患の状態に相関している。
従って、生物学的試料 (例えば、尿または血液 )中の ADAM 12レベルの測定は、患者におい
て癌の診断および予後診断の両方に用いられ得る、迅速、容易、かつ安全なスクリーニン
グを提供する。 10
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 上 皮 起 源 の 癌 に つ い て 患 者 の 診 断 を 容 易 に す る た め の 方 法 で あ っ て
：
a. 患 者 か ら 生 物 学 的 試 料 を 得 る 段 階 ； お よ び
b. 生 物 学 的 試 料 中 の ADAM 12の 存 在 ま た は 非 存 在 を 検 出 す る 段 階 ；
こ こ で 、 ADAM 12の 存 在 が 上 皮 起 源 の 癌 の 存 在 を 示 唆 す る 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 生 物 学 的 試 料 が 血 液 、 組 織 、 血 清 、 尿 、 便 、 痰 、 髄 液 、 乳 頭 吸 引 物 、 お よ び 細 胞 溶 解 物
由 来 の 上 清 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 生 物 学 的 試 料 が 尿 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 患 者 に お い て 上 皮 起 源 の 癌 を 診 断 す る た め の 方 法 で あ っ て ：
a. 患 者 か ら 得 ら れ た 試 験 試 料 中 に 存 在 す る ADAM 12レ ベ ル を 測 定 す る 段 階 ；
b. 対 照 試 料 中 に 存 在 す る ADAM 12レ ベ ル と 試 験 試 料 中 の ADAM 12レ ベ ル を 比 較 す る 段 階 ；
こ こ で 、 対 照 試 料 中 の ADAM 12レ ベ ル と 比 較 し て 、 試 験 試 料 中 の よ り 高 い ADAM 12レ ベ ル が
、 上 皮 起 源 の 癌 を 示 唆 す る 、 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 試 験 試 料 お よ び 対 照 試 料 が 血 液 、 組 織 、 血 清 、 尿 、 便 、 痰 、 髄 液 、 乳 頭 吸 引 物 、 お よ び
細 胞 溶 解 物 由 来 の 上 清 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 4記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 試 験 お よ び 対 照 試 料 が 尿 で あ る 、 請 求 項 4記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 上 皮 起 源 の 癌 を 有 す る 疑 い が あ る か 、 ま た は 有 す る 患 者 の 予 後 評 価
の た め の 方 法 で あ っ て ：
a. 患 者 か ら 得 ら れ た 試 験 試 料 中 に 存 在 す る ADAM 12レ ベ ル を 測 定 す る 段 階 ；
b. 段 階 (a)に お い て 決 定 さ れ た レ ベ ル を 対 照 試 料 中 の ADAM 12レ ベ ル と 比 較 す る 段 階 ； お
よ び
c. 段 階 (b)の 比 較 に 基 づ き 、 該 患 者 の 予 後 を 評 価 す る 段 階 ；
こ こ で 、 対 照 試 料 中 の ADAM 12レ ベ ル よ り 少 な く と も 3倍 大 き い 試 験 試 料 中 の ADAM 12レ ベ
ル が 、 癌 の 攻 撃 型 お よ び 従 っ て 予 後 不 良 を 示 唆 す る 、 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 試 験 試 料 が 血 液 、 組 織 、 血 清 、 尿 、 便 、 痰 、 髄 液 、 乳 頭 吸 引 物 、 お よ び 細 胞 溶 解 物 由 来
の 上 清 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 7記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 上 皮 起 源 の 癌 が 乳 癌 、 基 底 細 胞 癌 、 腺 癌 、 消 化 管 癌 、 口 唇 癌 、 口 腔 癌 、 食 道 癌 、 小 腸 癌
、 胃 癌 、 結 腸 癌 、 肝 臓 癌 、 膀 胱 癌 、 膵 臓 癌 、 卵 巣 癌 、 子 宮 頸 癌 、 肺 癌 、 皮 膚 癌 、 前 立 腺 癌
、 お よ び 腎 細 胞 癌 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 1、 4、 ま た は 7の い ず れ か 一 項 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 ADAM 12に 特 異 的 に 結 合 す る 、 抗 体 に 基 づ く 結 合 部 分 を 用 い て ADAM 12の 存 在 ま た は 非 存
在 が 検 出 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 ADAM 12タ ン パ ク 質 レ ベ ル を 測 定 す る こ と に よ り ADAM 12レ ベ ル が 測 定 さ れ る 、
請 求 項 4～ 7の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 方 法 に よ り ADAM 12タ ン パ ク 質 レ ベ ル が 測 定 さ れ る 、 請 求 項 11記 載 の
方 法 ：
a. 試 験 試 料 ま た は そ の 調 製 物 を 、 ADAM 12に 特 異 的 に 結 合 す る 、 抗 体 に 基 づ く 結 合 部 分 に
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接 触 さ せ 、 抗 体 -ADAM 12複 合 体 を 形 成 さ せ る 段 階 ； お よ び
b. 複 合 体 の 存 在 を 検 出 し 、 そ れ に よ り 存 在 す る ADAM 12レ ベ ル を 測 定 す る 段 階 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 抗 体 に 基 づ く 結 合 部 分 が 検 出 可 能 な 標 識 を 用 い て 標 識 さ れ る 、 請 求 項 10ま た は 12記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 標 識 が 放 射 性 標 識 、 ハ プ テ ン 標 識 、 蛍 光 標 識 、 お よ び 酵 素 標 識 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ
る 、 請 求 項 13記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 抗 体 に 基 づ く 結 合 部 分 が 抗 体 で あ る 、 請 求 項 10ま た は 12記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 15記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 尿 試 料 を 保 持 す る た め の 容 器 、 お よ び ADAM 12に 特 異 的 に 結 合 す る 、 少 な く と も 1つ の 抗
体 を 含 む 、 尿 試 料 中 の ADAM 12を 検 出 す る た め の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 1つ の 抗 体 が 固 相 上 に 固 定 さ れ 、 か つ 1つ の 抗 体 が 検 出 可 能 に 標 識 さ れ た 、 ADAM 12に 特
異 的 に 結 合 す る 2つ の 抗 体 を 含 む 、 請 求 項 17記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 使 用 説 明 書 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 17記 載 の キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
発 明 の 分 野
　 本 発 明 は 、 患 者 か ら 得 ら れ た 生 物 学 的 試 料 中 の ADAM 12レ ベ ル を 評 価 す る こ と に よ り 、
上 皮 起 源 の 癌 を 診 断 お よ び 予 後 診 断 す る た め の 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
相 互 参 照
　 本 出 願 は 、 2004年 1月 9日 出 願 の 米 国 仮 出 願 第 60/535,306号 の 35 U.S.C§ 119(e)に 基 づ く
恩 典 を 主 張 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
発 明 の 背 景
　 癌 か ら の 生 残 に お い て 最 も 重 要 な 因 子 の 一 つ は 初 期 段 階 に お け る 検 出 で あ る 。 癌 の 初 期
事 象 を 検 出 す る 臨 床 ア ッ セ イ 法 は 、 癌 の 進 行 に 介 入 し 、 か つ 防 ぐ 機 会 を 提 供 す る 。 遺 伝 子
プ ロ フ ァ イ リ ン グ お よ び プ ロ テ オ ミ ク ス の 発 展 と 共 に 、 特 異 的 な 癌 を 診 断 お よ び 予 後 診 断
す る の に 用 い ら れ 得 る 分 子 マ ー カ ー ま た は 「 バ イ オ マ ー カ ー 」 の 同 定 に お い て 著 し い 進 展
が あ っ た 。 例 え ば 、 前 立 腺 癌 の 場 合 、 抗 原 PSA(prostate specific antibody)が 血 中 に 検
出 さ れ 得 、 か つ 前 立 腺 癌 の 存 在 を 示 唆 す る 。 従 っ て 、 前 立 腺 癌 の 危 険 性 の あ る 男 性 の 血 液
を 、 PSAレ ベ ル の 上 昇 に つ い て 、 迅 速 、 容 易 、 か つ 安 全 に ス ク リ ー ニ ン グ で き る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 た と え 癌 検 出 の 分 野 に お い て 著 し い 進 展 が あ っ た と し て も 、 依 然 と し て 、 当 技 術 分 野 に
お い て 臨 床 応 用 に お い て 容 易 に 用 い ら れ 得 る さ ま ざ ま な 癌 に つ い て の 新 規 の バ イ オ マ ー カ
ー の 同 定 の 必 要 性 が 残 る 。 例 え ば 、 現 在 ま で 、 容 易 に 検 出 可 能 な バ イ オ マ ー カ ー を 用 い る
乳 癌 の 診 断 に は 、 比 較 的 少 数 の 選 択 肢 し か 利 用 で き な い 。 特 に エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 の 下 方
制 御 と 連 動 す る 、 EFGRの 過 剰 発 現 は 、 乳 癌 患 者 に お い て 予 後 不 良 の マ ー カ ー で あ る 。 乳 癌
の 他 の 公 知 の マ ー カ ー と し て は 、 血 中 の 高 レ ベ ル の M2ピ ル ビ ン 酸 キ ナ ー ゼ (M2 PK)(米 国 特
許 第 6,358,683号 )、 血 中 の 高 ZNF217タ ン パ ク 質 レ ベ ル (WO 98/02539)、 お よ び 診 断 に 有 用
な 、 乳 癌 に お い て 新 規 に 同 定 さ れ た タ ン パ ク 質 、 PDEBCの 差 次 的 な 発 現 (米 国 特 許 出 願 第 20
030124543号 )が 含 ま れ る 。 こ れ ら の バ イ オ マ ー カ ー は 診 断 の 代 替 方 法 を 提 供 す る も の の 、
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広 範 に は 用 い ら れ て い な い 。 さ ら に 、 数 多 く の 組 織 化 学 的 、 遺 伝 学 的 、 お よ び 免 疫 学 的 マ
ー カ ー の 使 用 に も か か わ ら ず 、 臨 床 医 は ど の 腫 瘍 が 他 の 臓 器 に 転 移 す る の か 予 測 す る の に
依 然 と し て 苦 労 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 細 胞 接 着 を 媒 介 す る こ と が 公 知 で あ り 、 シ ン デ カ ン お よ び イ ン テ グ リ ン 相 互 作 用 を 通 じ
て 広 が る 、 ADAM 12 (a disintegrin and metalloproteinase domain 12)は 最 近 、 肝 臓 癌
に お い て 腫 瘍 の 攻 撃 性 お よ び 進 行 に 対 す る マ ー カ ー と し て 示 唆 さ れ た (Pabic et al. Hepa
tology (2003) vol. 37(5):1056-1066)。 し か し な が ら 、 こ の 研 究 に お い て 、 ADAM 12レ ベ
ル の 検 出 は 生 検 を 必 要 と し 、 か つ 血 清 ま た は 尿 中 の ADAM 12の 検 出 に 関 し て は 開 示 が な か
っ た 。 従 っ て 、 Pabic et al.に よ っ て 開 示 さ れ る よ う に 、 ADAM 12は 容 易 に 検 出 可 能 な バ
イ オ マ ー カ ー と し て は 役 立 た な い よ う に 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 バ イ オ マ ー カ ー の 同 定 は 、 特 に 疾 患 の 診 断 、 予 後 診 断 、 お よ び 処 置 の 向 上 に 関 係 す る 。
そ の た め 、 当 技 術 分 野 に お い て 、 迅 速 、 容 易 、 か つ 安 全 に 検 出 さ れ 得 る 代 替 バ イ オ マ ー カ
ー を 同 定 す る 必 要 性 が あ る 。 そ の よ う な バ イ オ マ ー カ ー を 用 い て 、 乳 癌 、 特 に 疾 患 の 浸 潤
期 、 潜 在 的 な 転 移 期 を 有 す る 対 象 の 進 行 ま た は 処 置 を 、 診 断 、 病 期 決 定 、 ま た は モ ニ タ ー
し 得 る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
発 明 の 概 要
　 本 発 明 は 、 ADAM 12(活 性 お よ び 潜 伏 性 の 両 方 の )タ ン パ ク 質 が 尿 中 に 存 在 し 、 か つ 上 皮
起 源 の 癌 、 例 え ば 乳 癌 、 結 腸 癌 、 前 立 腺 癌 、 肝 臓 癌 、 膀 胱 癌 、 膵 臓 癌 、 卵 巣 癌 、 子 宮 頸 癌
、 肺 癌 、 お よ び 皮 膚 癌 、 な ら び に そ の 他 を 有 す る 患 者 に お い て 、 ADAM 12の 発 現 お よ び 活
性 が 上 方 制 御 さ れ る と い う 驚 く べ き 発 見 に 基 づ く 。 従 っ て 、 本 発 明 は 予 後 評 価 の た め の 方
法 、 上 皮 起 源 の 癌 の 診 断 を 容 易 に す る 方 法 、 お よ び 治 療 効 果 の マ ー カ ー と し て の 方 法 に 向
け ら れ る 。 具 体 的 に は 、 生 物 学 的 試 料 、 例 え ば 尿 中 に 検 出 さ れ る ADAM 12タ ン パ ク 質 の 量
は 、 ADAM 12レ ベ ル を 用 い て 癌 の 存 在 お よ び 転 移 能 を 予 測 可 能 な 程 、 疾 患 の 状 態 と 相 関 す
る 。 こ の よ う に 、 生 物 学 的 試 料 (例 え ば 、 尿 ま た は 血 液 )中 の ADAM 12レ ベ ル の 測 定 に よ り
、 患 者 の 上 皮 起 源 の 癌 、 例 え ば 乳 癌 の 診 断 お よ び 予 後 診 断 の 両 方 に 用 い ら れ 得 る 、 迅 速 、
容 易 、 か つ 安 全 な ス ク リ ー ニ ン グ が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 患 者 の 上 皮 起 源 の 癌 の 診 断 を 容 易 に す る た め の 方 法 が 提 供 さ れ る
。 方 法 は 、 患 者 か ら 生 物 学 的 試 料 を 得 る 段 階 、 お よ び 生 物 学 的 試 料 中 の ADAM 12(ま た は そ
の 断 片 )の 存 在 ま た は 非 存 在 を 検 出 す る 段 階 を 含 み 、 こ こ で 、 ADAM 12の 存 在 が 上 皮 起 源 の
癌 の 存 在 を 示 唆 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 方 法 は 、 患 者 か ら の 試 験 生 物 学 的 試 料 中 に 存 在 す る ADAM 12レ ベ ル
を 測 定 す る 段 階 、 お よ び 観 察 さ れ た ADAM 12レ ベ ル を 同 タ イ プ の 対 照 試 料 中 に 存 在 す る ADA
M 12レ ベ ル と 比 較 す る 段 階 を 含 む 。 対 照 試 料 と 比 較 し て 、 よ り 高 い レ ベ ル の 試 験 試 料 中 の
ADAM 12が 、 癌 を 示 唆 す る 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の 方 法 は 上 皮 起 源 の 癌 、 特 に 乳 癌 の 初 期
検 出 の た め に 用 い ら れ る 。 例 え ば 、 患 者 は 毎 年 、 年 1回 の 身 体 検 査 の 間 に 医 師 に よ り ス ク
リ ー ニ ン グ さ れ 得 る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 「 対 照 試 料 」 と い う 用 語 は 、 癌 を 有 さ な い と 信 じ ら れ る 「 正 常 な 」 ま た は 「 健 康 な 」 個
体 (群 )か ら 得 ら れ た 生 物 学 的 試 料 を 指 す 。 対 照 は 当 技 術 分 野 に 周 知 で あ る 方 法 を 用 い て 選
択 さ れ 得 る 。 レ ベ ル が 対 照 集 団 に つ い て 十 分 確 立 さ れ た な ら ば 、 試 験 生 物 学 的 試 料 由 来 の
ア レ イ 結 果 が 公 知 の レ ベ ル と 直 接 比 較 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 「 試 験 試 料 」 と い う 用 語 は 、 上 皮 起 源 の 癌 に つ い て 試 験 さ れ る 患 者 か ら 得 ら れ た 生 物 学
的 試 料 を 指 す 。
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【 ０ ０ １ ２ 】
　 生 物 学 的 試 料 は 例 え ば 、 血 液 、 組 織 (例 え ば 、 腫 瘍 ま た は 乳 房 )、 血 清 、 便 、 尿 、 痰 、 髄
液 、 乳 頭 吸 引 物 、 お よ び 細 胞 溶 解 物 由 来 の 上 清 か ら 得 ら れ 得 る 。 好 ま し い 生 物 学 的 試 料 の
一 つ は 尿 で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 一 つ の 局 面 に お い て 、 診 断 さ れ る 上 皮 起 源 の 癌 は 乳 癌 、 基 底 細 胞 癌 、 腺 癌 、 消 化 管 癌 、
例 え ば 口 唇 癌 、 口 腔 癌 、 食 道 癌 、 小 腸 癌 、 お よ び 胃 癌 な ど 、 結 腸 癌 、 肝 臓 癌 、 膀 胱 癌 、 膵
臓 癌 、 卵 巣 癌 、 子 宮 頸 癌 、 肺 癌 、 な ら び に 皮 膚 癌 、 例 え ば 扁 平 上 皮 細 胞 お よ び 基 底 細 胞 癌
、 前 立 腺 癌 、 腎 細 胞 癌 、 な ら び に 、 全 身 の 上 皮 細 胞 を 冒 す 他 の 公 知 の 癌 で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 上 皮 起 源 の 癌 を 有 す る 疑 い が あ る か 、 ま た は 有 す る 患 者 の
予 後 評 価 の た め の 方 法 を 提 供 す る 。 方 法 は 、 i)患 者 か ら 得 ら れ た 試 験 試 料 中 に 存 在 す る AD
AM 12レ ベ ル を 測 定 す る 段 階 、 ii)試 験 試 料 中 の ADAM 12レ ベ ル を 、 癌 を 有 さ な い と 信 じ ら
れ る 健 康 な 患 者 か ら 得 ら れ た 同 タ イ プ の 生 物 学 的 試 料 (対 照 試 料 )中 に 存 在 す る こ と が 公 知
の ADAM 12タ ン パ ク 質 レ ベ ル と 比 較 す る 段 階 、 お よ び iii)比 較 に 基 づ き 患 者 の 予 後 を 評 価
す る 段 階 を 含 み 、 こ こ で 、 対 照 試 料 中 の レ ベ ル よ り 少 な く と も 3倍 大 き い 試 験 試 料 中 の ADA
M 12レ ベ ル が 、 癌 の 攻 撃 型 (例 え ば 、 転 移 性 ま た は 浸 潤 性 )、 お よ び 従 っ て 予 後 不 良 を 示 唆
す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 は 、 同 じ 患 者 か ら 得 ら れ た 複 数 の 試 験 試 料 中 に 存 在 す る ADAM 12レ ベ ル を 評 価 す
る こ と も 意 図 す る 。 こ こ で 、 経 時 的 な ADAM 12量 の 進 行 性 増 加 は 癌 腫 瘍 の 攻 撃 性 (例 え ば 、
転 移 能 )の 増 強 を 示 唆 す る 。 そ の よ う に 、 ADAM 12レ ベ ル は 疾 患 の 状 態 お よ び 病 期 の 予 測 に
役 立 つ 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 は 、 上 皮 起 源 の 癌 を 有 す る 患 者 を 処 置 す る た め に 設 計 さ れ た 処 置 計 画 の 治 療 効 果
を モ ニ タ ー す る た め に ADAM 12レ ベ ル を 評 価 す る こ と を さ ら に 意 図 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 一 つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 生 物 学 的 試 料 は 尿 試 料 で あ る 。 し か し な が ら 、 血 液 、 組
織 、 血 清 、 便 、 痰 、 髄 液 、 乳 頭 吸 引 物 、 お よ び 細 胞 溶 解 物 由 来 の 上 清 の 生 物 学 的 試 料 も 用
い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 の 一 つ の 局 面 に お い て 、 試 験 生 物 学 的 試 料 中 に 存 在 す る ADAM 12レ ベ ル は 、 試 験
試 料 ま た は そ の 調 製 物 を 、 ADAM 12タ ン パ ク 質 ま た は そ の 一 部 に 特 異 的 に 結 合 す る 、 抗 体
に 基 づ く 結 合 部 分 に 接 触 さ せ る こ と に よ り 測 定 さ れ る 。 抗 体 に 基 づ く 結 合 部 分 は ADAM 12
と 検 出 可 能 な 複 合 体 を 形 成 し 、 そ れ に よ り ADAM 12レ ベ ル を 測 定 す る こ と が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 抗 体 に 基 づ く 免 疫 学 的 ア ッ セ イ 法 は ADAM 12タ ン パ ク 質 レ ベ ル を 測 定 す る た め の 好 ま し
い 手 段 で あ る 。 し か し な が ら 、 当 業 者 に 公 知 の 任 意 の 手 段 を 用 い て ADAM 12レ ベ ル を 評 価
し 得 る 。 例 え ば 、 い く つ か の 態 様 に お い て 、 ADAM 12発 現 レ ベ ル は ADAM 12 mRNA転 写 産 物
の レ ベ ル を 測 定 す る こ と に よ り ア ッ セ イ さ れ る 。 ま た は 、 ADAM 12レ ベ ル は 、 SELDI質 量 分
析 法 を 含 む 質 量 分 析 法 に よ り 評 価 さ れ 得 る 。 ADAM 12レ ベ ル は 、 基 質 ゲ ル 電 気 泳 動 法 を 含
む が こ れ に 限 定 さ れ な い 、 生 物 学 的 活 性 ア ッ セ イ 法 に よ っ て も 評 価 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 さ ら な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 生 物 学 的 試 料 中 の ADAM 12を 測 定 す る た め の 手 段 を 含
む キ ッ ト を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の 他 の 局 面 は 下 記 に 開 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
　 本 発 明 者 ら は 患 者 の 生 物 学 的 試 料 中 に 存 在 す る ADAM 12レ ベ ル が 、 上 皮 起 源 の 癌 の 存 在

10

20

30

40

50

(5) JP 2007-519903 A 2007.7.19



ま た は 非 存 在 に 相 関 す る こ と を 発 見 し た 。 さ ら に 、 高 レ ベ ル の ADAM 12が 癌 腫 瘍 の 攻 撃 性
お よ び 転 移 能 に 相 関 す る こ と が 決 定 さ れ た 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 上 皮 起 源 の 癌 」 と は 、 乳 癌 、 基 底 細 胞 癌 、 腺 癌
、 消 化 管 癌 、 口 唇 癌 、 口 腔 癌 、 食 道 癌 、 小 腸 癌 、 お よ び 胃 癌 、 結 腸 癌 、 肝 臓 癌 、 膀 胱 癌 、
膵 臓 癌 、 卵 巣 癌 、 子 宮 頸 癌 、 肺 癌 、 乳 癌 、 お よ び 皮 膚 癌 、 例 え ば 扁 平 上 皮 お よ び 基 底 細 胞
癌 、 前 立 腺 癌 、 腎 細 胞 癌 、 な ら び に 全 身 の 上 皮 細 胞 を 冒 す 他 の 公 知 の 癌 を 含 む が こ れ ら に
限 定 さ れ な い 、 上 皮 細 胞 か ら 生 じ る 癌 を 指 す 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 癌 に 関 し て 「 攻 撃 性 」 ま た は 「 浸 潤 性 」 と い う 用 語 は 、 腫 瘍 が そ の 境 界 を 越 え て 隣 接 す
る 組 織 に 拡 大 す る 傾 向 を 指 す (Darnell, J. (1990), Molecular Cell Biology, Third Ed.
, W. H. Freeman, NY)。 浸 潤 癌 は 、 特 定 の 臓 器 に 限 局 す る 腫 瘍 で あ る 、 臓 器 限 局 癌 と 対 比
さ れ 得 る 。 腫 瘍 の 浸 潤 特 性 に は 、 腫 瘍 が 被 膜 の 境 界 を 越 え て 拡 大 す る こ と 、 お よ び そ の 腫
瘍 が 位 置 す る 特 定 の 組 織 の 境 界 を 超 え て 拡 大 す る こ と を 可 能 に す る た め に 、 マ ト リ ッ ク ス
材 料 お よ び 基 底 膜 材 料 を 分 解 す る 、 コ ラ ゲ ナ ー ゼ な ど の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 に よ る 加 工 が
付 随 す る こ と が 多 い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 転 移 」 と い う 用 語 は 、 患 者 に お い て 、 起 源 の 臓
器 か ら 他 の 遠 位 部 位 に 癌 が 広 が る 状 態 を 指 す 。 腫 瘍 転 移 の プ ロ セ ス は 、 局 所 浸 潤 お よ び 細
胞 間 マ ト リ ッ ク ス の 破 壊 、 血 管 、 リ ン パ 管 、 ま た は 他 の 輸 送 経 路 へ の 侵 入 、 循 環 中 の 生 残
、 二 次 部 位 に お け る 管 外 へ の 遊 出 、 な ら び に 新 規 の 位 置 に お け る 増 殖 を 含 む 、 多 段 階 事 象
で あ る (Fidler, et al., Adv. Cancer Res. 28, 149-250 (1978), Liotta, et al., Canc
er Treatment Res. 40, 223-238 (1988), Nicolson, Biochim. Biophy. Acta 948, 175-2
24 (1988)お よ び Zetter, N. Eng. J. Med. 322, 605-612 (1990))。 悪 性 細 胞 の 運 動 性 の
向 上 は 、 動 物 お よ び ヒ ト の 腫 瘍 の 転 移 能 の 増 強 と 関 連 し て い た (Hosaka, et al., Gann 69
, 273-276 (1978)お よ び Haemmerlin, et al., Int. J. Cancer 27, 603-610 (1981))。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 生 物 学 的 試 料 」 は 患 者 、 好 ま し く は ヒ ト 患 者 か
ら 得 ら れ た 、 組 織 、 組 織 試 料 、 細 胞 試 料 (例 え ば 組 織 生 検 、 例 え ば 吸 引 生 検 、 ブ ラ シ 生 検
、 表 面 生 検 、 針 生 検 、 パ ン チ 生 検 、 切 除 生 検 、 直 視 下 生 検 、 切 開 生 検 、 ま た は 内 視 鏡 生 検
)、 お よ び 腫 瘍 試 料 を 含 む 、 生 物 学 的 材 料 の 試 料 を 指 す 。 生 物 学 的 試 料 は 生 物 学 的 液 体 試
料 で も よ い 。 一 つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 生 物 学 的 試 料 は 尿 で あ る 。 し か し な が ら 、 血
液 、 血 清 、 唾 液 、 髄 液 、 乳 頭 吸 引 物 、 お よ び 細 胞 溶 解 物 由 来 の 上 清 も 用 い ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 方 法 に お け る 生 物 学 的 試 料 の 単 離 物 の 使 用 も 包 含 す る 。 本 明 細 書 に
お い て 用 い ら れ る よ う に 、 生 物 学 的 試 料 の 「 単 離 物 」 (例 え ば 、 組 織 ま た は 腫 瘍 試 料 の 単
離 物 )は 、 試 料 か ら 分 離 、 由 来 、 摘 出 、 精 製 、 ま た は 単 離 さ れ 、 か つ 好 ま し く は 、 生 物 学
的 試 料 に 関 連 す る 望 ま し く な い 組 成 物 お よ び /ま た は 不 純 物 も し く は 汚 染 物 を 実 質 的 に 含
ま な い 、 材 料 ま た は 組 成 物 (例 え ば 、 生 物 学 的 材 料 ま た は 組 成 物 )を 指 す 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 生 物 学 的 試 料 は ADAM 12タ ン パ ク 質 ま た は ADAM 12 mRNAの 分 解
を 防 ぐ よ う に 処 置 さ れ る 。 分 解 を 阻 害 す る か ま た は 防 ぐ た め の 方 法 に は 、 プ ロ テ ア ー ゼ も
し く は RNAア ー ゼ 阻 害 剤 を 用 い る 生 物 学 的 試 料 の 処 置 、 生 物 学 的 試 料 の 凍 結 、 ま た は 氷 上
に 生 物 学 的 試 料 へ の 配 置 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 好 ま し く は 、 分 析 の 前 に
、 生 物 学 的 試 料 ま た は 単 離 物 は 、 ADAM 12タ ン パ ク 質 ま た は ADAM 12 mRNAの 分 解 を 防 ぐ よ
う な 条 件 下 に 常 に 保 た れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 組 織 試 料 」 は 対 象 、 好 ま し く は ヒ ト 対 象 の 無 傷 の
組 織 か ら 得 ら れ た か ま た は 除 去 さ れ た 、 組 織 の 部 分 (portion)、 切 片 、 部 分 (part)、 セ グ
メ ン ト 、 ま た は 断 片 を 指 す 。 好 ま し い 組 織 試 料 の 一 つ は 乳 房 組 織 で あ る 。
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【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 腫 瘍 試 料 」 は 腫 瘍 の 部 分 (portion)、 切 片 、 部 分 (
part)、 セ グ メ ン ト 、 ま た は 断 片 、 例 え ば 対 象 、 好 ま し く は ヒ ト 対 象 か ら 得 ら れ た か ま た
は 除 去 さ れ た (例 え ば 、 対 象 の 組 織 か ら 除 去 さ れ た か ま た は 摘 出 さ れ た )腫 瘍 を 指 す 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 原 発 腫 瘍 」 は 対 象 内 に お い て 第 一 の 部 位 に 生 じ
た 腫 瘍 で あ り 、 対 象 の 体 内 に お い て 原 発 腫 瘍 か ら 離 れ た 部 位 に 生 じ る 「 転 移 腫 瘍 」 と は 区
別 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 LCIS」 は 非 浸 潤 性 小 葉 癌 を 指 す 。 LCISは 小 葉 新
生 物 と も 呼 ば れ 、 非 浸 潤 性 乳 癌 の タ イ プ に 分 類 さ れ る こ と も あ る 。 そ れ は 小 葉 壁 を 貫 通 し
な い 。 そ れ は 通 常 そ れ 自 身 で は 浸 潤 癌 に な ら な い も の の 、 こ の 状 態 を 有 す る 女 性 は 、 同 一
ま た は 反 対 の 乳 房 に 浸 潤 性 乳 癌 を 発 生 す る 、 よ り 高 い リ ス ク を 有 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 DCIS」 は 非 浸 潤 性 乳 管 癌 を 指 す 。 非 浸 潤 性 乳 管
癌 は 非 浸 潤 性 乳 癌 の 最 も 一 般 的 な タ イ プ で あ る 。 DICSに お い て 、 悪 性 細 胞 は 管 壁 を 通 っ て
乳 房 の 脂 肪 組 織 に 転 移 し な か っ た 。 面 皰 癌 は 、 他 の タ イ プ の DCISに 比 べ 、 乳 腺 腫 瘤 摘 出 術
後 に 同 じ 領 域 に 復 帰 す る 可 能 性 が 高 く 、 か つ 他 の 型 の DCISよ り 、 最 終 的 な 浸 潤 性 乳 管 癌 の
発 生 に よ り 密 接 に 関 係 し た タ イ プ の DCISで あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 ADAM 12」 は Genebankア ク セ ッ シ ョ ン NM_003474
(ホ モ サ ピ エ ン ス )(SEQ ID NO:1)(図 5)の ADAM 12タ ン パ ク 質 を 指 す 。 こ の 用 語 は 、 種 変 種
、 ホ モ ロ グ 、 対 立 形 質 型 、 変 異 体 型 、 お よ び そ れ ら の 同 等 物 も 包 含 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 は 、 患 者 に お い て 上 皮 起 源 の 癌 の 診 断 を 容 易 に す る た め の 方 法 に 向 け ら れ る 。 一
つ の 態 様 に お い て 、 方 法 は 、 患 者 か ら 生 物 学 的 試 料 を 得 る 段 階 、 お よ び 生 物 学 的 試 料 中 の
ADAM 12(ま た は そ の 断 片 )の 存 在 ま た は 非 存 在 を 検 出 す る 段 階 を 含 み 、 こ こ で 、 ADAM 12の
存 在 が 上 皮 起 源 の 癌 の 存 在 を 示 唆 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 方 法 は 、 癌 を 有 す る と 疑 わ れ る 患 者 か ら 得 ら れ た 試 験 試 料 中 の ADAM
 12レ ベ ル を 測 定 す る 段 階 、 お よ び 観 察 さ れ た レ ベ ル を 対 照 試 料 、 例 え ば 癌 を 有 さ な い と
信 じ ら れ る 個 々 の 患 者 ま た は 個 体 集 団 か ら 得 ら れ た 試 料 中 に 見 い だ さ れ た ADAM 12レ ベ ル
と 比 較 す る 段 階 を 含 む 。 正 常 な 対 照 中 に 観 察 さ れ た レ ベ ル よ り 高 い ADAM 12レ ベ ル は 、 癌
の 存 在 を 示 唆 す る 。 ADAM 12レ ベ ル は 任 意 の 単 位 に よ り 、 例 え ば 濃 度 計 、 照 度 計 、 ま た は E
lisaプ レ ー ト リ ー ダ ー か ら 得 ら れ た 単 位 と し て 表 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 対 照 試 料 中 の レ ベ ル と 比 較 し て 、 よ り 高 い レ ベ
ル の 試 験 試 料 中 の ADAM 12」 は 、 対 照 試 料 中 に 存 在 す る ADAM 12量 よ り 多 い ADAM 12量 を 指
す 。 「 よ り 高 い レ ベ ル 」 と い う 用 語 は 、 統 計 的 に 有 意 に 、 ま た は 有 意 に 、 対 照 試 料 中 に 見
い だ さ れ た レ ベ ル よ り 上 の レ ベ ル を 指 す 。 好 ま し く は 、 「 よ り 高 い レ ベ ル 」 は 少 な く と も
2倍 大 き い 。 攻 撃 型 の 癌 を 示 す ADAM 12タ ン パ ク 質 レ ベ ル は 、 対 照 試 料 中 に 存 在 す る ADAM 1
2量 よ り 少 な く と も 3倍 、 好 ま し く は 5培 か ら 6倍 大 き い ADAM 12量 を 指 す 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 「 統 計 的 に 有 意 に 」 ま た は 「 有 意 に 」 と い う 用 語 は 統 計 的 有 意 性 を 指 し 、 通 常 規 定 濃 度
を 上 回 る か 、 ま た は マ ー カ ー 濃 度 よ り 高 い 、 2標 準 偏 差 (2SD)を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 比 較 の た め に 、 試 験 試 料 お よ び 対 照 試 料 は 同 タ イ プ 、 す な わ ち 同 じ 生 物 学 的 供 給 源 か ら
得 ら れ た も の で あ る 。 対 照 試 料 は 、 健 康 な 個 体 か ら 得 ら れ た 同 タ イ プ の 生 物 学 的 試 料 中 に
正 常 に 見 い だ さ れ る の と 同 濃 度 の ADAM 12を 含 む 標 準 試 料 で も あ り 得 る 。 例 え ば 、 尿 、 血
液 、 脳 脊 髄 液 、 ま た は 組 織 の よ う な 生 物 学 的 試 料 の 中 に 正 常 に 見 い だ さ れ る ADAM 12量 に
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つ い て の 標 準 正 常 対 照 試 料 が 存 在 し 得 る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 方 法 は 、 乳 癌 を 検 出 す る た め に 用 い ら れ る
。 任 意 の タ イ プ の 乳 癌 が 検 出 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 腺 癌 、 非 浸 潤 性 乳 管 癌 (DCIS)、 浸 潤 性 (
ま た は 侵 食 )乳 管 癌 (IDC)、 浸 潤 性 (ま た は 侵 食 )小 葉 癌 (ILC)、 非 浸 潤 性 の 炎 症 性 乳 癌 、 非
浸 潤 性 小 葉 癌 (LCIS)、 髄 様 癌 、 粘 液 性 癌 腫 、 乳 頭 ペ ー ジ ェ ッ ト 病 、 葉 状 腫 瘍 、 お よ び 管 状
癌 を 検 出 で き る 。 さ ら に 、 任 意 の 進 行 段 階 の 乳 癌 、 例 え ば 原 発 性 、 転 移 性 、 お よ び 再 発 乳
癌 が 検 出 さ れ 得 る 。 多 数 の タ イ プ の 乳 癌 に つ い て の 情 報 は 、 例 え ば  American Cancer Soc
ietyか ら 、 ま た は 例 え ば Wilson et al. (1991) Harrison's Principles of Internal Med
icine, 12 t h  Edition, McGraw-Hill, Incか ら 見 い だ さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 の 一 つ の 局 面 に お い て 、 診 断 の 第 二 段 階 を 実 施 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ADAM
 12レ ベ ル が 癌 の 存 在 を 示 す こ と が 見 い だ さ れ た 場 合 、 次 い で 、 癌 を 検 出 す る 他 の 方 法 を
実 施 し て 癌 の 存 在 を 確 認 す る こ と が で き る 。 マ ン モ グ ラ フ ィ (乳 癌 )、 超 音 波 、 PETス キ ャ
ン 、 MRIも し く は 他 の 撮 像 技 術 、 生 検 、 臨 床 検 査 、 ダ ク ト グ ラ ム (ductogram)、 ま た は 他 の
方 法 の よ う な 任 意 の さ ま ざ ま な さ ら な る 診 断 段 階 が 用 い ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 は 、 上 皮 起 源 の 癌 を 有 す る 疑 い が あ る か 、 ま た は 有 す る 患 者 の 予 後 評 価 の た め の
方 法 を さ ら に 提 供 す る 。 方 法 は 、 患 者 か ら 得 ら れ た 試 験 生 物 学 的 試 料 中 に 存 在 す る ADAM 1
2レ ベ ル を 測 定 す る 段 階 、 お よ び 観 察 さ れ た レ ベ ル を 健 康 な 個 体 の (同 タ イ プ の )生 物 学 的
試 料 中 に 通 常 見 い だ さ れ る ADAM 12レ ベ ル の 範 囲 と 比 較 す る 段 階 を 含 む 。 例 え ば 、 高 い レ
ベ ル は よ り 高 い 転 移 活 性 能 を 示 唆 し 、 か つ 予 後 不 良 に 相 当 す る が 、 一 方 、 よ り 低 い レ ベ ル
は 腫 瘍 の 攻 撃 性 が よ り 低 い こ と を 示 し 、 か つ 予 後 が よ り 良 好 で あ る こ と に 相 当 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 さ ら に 、 各 患 者 に お い て ADAM 12レ ベ ル を 追 跡 す る こ と に よ り 、 疾 患 の 進 行 を 評 価 で き
る 。 例 え ば 、 経 時 的 に 患 者 に お け る ADAM 12発 現 レ ベ ル の 変 化 を 比 較 す る こ と に よ り 、 患
者 の 状 態 の 変 化 を モ ニ タ ー で き る 。 ADAM 12レ ベ ル の 進 行 性 増 加 は 腫 瘍 の 浸 潤 能 お よ び 転
移 能 の 増 強 を 示 唆 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 の 予 後 診 断 法 は 、 癌 を 有 す る 患 者 に 対 す る 適 切 な 処 置 方 針 の 決 定 に も 有 用 で あ る
。 処 置 方 針 と は 、 癌 の 診 断 後 ま た は 処 置 後 の 患 者 に 対 し て と ら れ る 治 療 基 準 を 指 す 。 例 え
ば 、 癌 の 再 発 、 拡 大 、 ま た は 患 者 の 生 残 の 可 能 性 の 決 定 に よ り 、 よ り 保 存 的 も し く は よ り
根 治 的 な ア プ ロ ー チ の い ず れ を と る べ き か 、 ま た は 処 置 様 式 を 組 み 合 わ せ る べ き か の 決 定
が 補 助 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 癌 の 再 発 が 予 期 さ れ る 場 合 、 化 学 療 法 、 放 射 線 療 法 、 免 疫 療 法
、 生 物 学 的 修 飾 因 子 に よ る 治 療 、 遺 伝 子 治 療 、 ワ ク チ ン な ど を 、 外 科 的 処 置 の 前 も し く は
後 に 行 う か 、 ま た は 患 者 を 処 置 す る 期 間 を 調 整 す る こ と が 有 利 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
ADAM 12レ ベ ル の 測 定
　 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 、 ADAM 12レ ベ ル は 当 業 者 に 公 知 の 任 意 の 手 段 に よ り 測 定 さ れ 得
る 。 本 発 明 に お い て 、 生 物 学 的 試 料 中 の ADAM 12タ ン パ ク 質 レ ベ ル を 検 出 す る た め に 、 抗
体 ま た は 抗 体 同 等 物 を 用 い る こ と が 通 常 好 ま し い 。 し か し な が ら 、 mRNA転 写 産 物 の 分 析 に
よ り ADAM 12発 現 量 を 測 定 す る な ど 、 他 の ADAM 12発 現 検 出 方 法 も 用 い ら れ 得 る 。 例 え ば 、
生 物 学 的 試 料 が 腫 瘍 ま た は 組 織 試 料 で あ る 場 合 、 ADAM 12 mRNAを 測 定 す る こ と が 好 ま し い
可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 mRNAの レ ベ ル を 評 価 す る た め の 方 法 は 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 例 え ば 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト
法 に よ り RNA転 写 産 物 の 検 出 が 実 現 さ れ 得 る 。 こ こ で 、 RNA調 製 物 は 変 性 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上
で 泳 動 さ れ 、 適 切 な 支 持 体 、 例 え ば 活 性 化 セ ル ロ ー ス 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 、 ま た は ガ ラ ス
も し く は ナ イ ロ ン メ ン ブ レ ン に 転 写 さ れ る 。 次 い で 、 標 識 さ れ た (例 え ば 、 放 射 性 標 識 さ
れ た )cDNAま た は RNAが 、 調 製 物 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ 、 洗 浄 さ れ 、 か つ オ ー ト ラ ジ オ グ ラ
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フ ィ ー な ど の 方 法 に よ り 分 析 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 RNA転 写 産 物 の 検 出 は さ ら に 、 公 知 の 増 幅 法 を 用 い て 実 現 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 mRNAを cDN
Aに 逆 転 写 し た 後 に ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (RT-PCR)を 行 う こ と ； ま た は 米 国 特 許 第 5,322,7
70号 に 記 載 の よ う に 両 方 の 段 階 に 単 一 の 酵 素 を 用 い る こ と 、 も し く は R. L. Marshall, et
 al., PCR Methods and Applications 4: 80-84 (1994)に よ り 記 載 の よ う に 、 mRNAを cDNA
に 逆 転 写 し た 後 に 非 対 称 性 ギ ャ ッ プ リ ガ ー ゼ 連 鎖 反 応 (RT-AGLCR)を 行 う こ と が 本 発 明 の 範
囲 内 で あ る 。 ADAM 12 mRNA転 写 産 物 を 検 出 す る た め の 適 切 な 方 法 の 一 つ は 、 そ の 全 体 が 参
照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 、 参 考 文 献 Pabic et. al. Hepatology, 37(5): 1056-
1066, 2003に 記 載 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 明 細 書 に お い て 利 用 で き る 他 の 公 知 の 増 幅 法 に は 、 PNAS USA 87: 1874-1878 (1990)
記 載 、 お よ び Nature 350 (No. 6313): 91-92 (1991)に も 記 載 の い わ ゆ る 「 NASBA」 ま た は
「 3SR」 技 術 ； 公 開 欧 州 特 許 出 願 (EPA)第 4544610号 記 載 の Q-β 増 幅 法 ； G. T. Walker et a
l., Clin. Chem. 42: 9-13 (1996)お よ び 欧 州 特 許 出 願 第 684315号 に 記 載 の 鎖 置 換 増 幅 法
； な ら び に PCT公 報 WO 9322461記 載 の 標 的 媒 介 増 幅 法 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な
い 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 可 視 化 も 用 い ら れ 得 る 。 こ こ で 、 放 射 性 標 識 さ
れ た ア ン チ セ ン ス RNAプ ロ ー ブ は 生 検 試 料 の 薄 片 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ 、 洗 浄 さ れ 、 RNア
ー ゼ を 用 い て 切 断 さ れ 、 か つ オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー の た め に 感 光 乳 剤 に 暴 露 さ れ る 。 試
料 は 試 料 の 組 織 学 的 組 成 を 示 す た め に ヘ マ ト キ シ リ ン を 用 い て 染 色 さ れ て も よ く 、 適 切 な
光 フ ィ ル タ ー を 用 い た 暗 視 野 像 は 現 像 さ れ た 乳 剤 を 示 す 。 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン な ど の 非 放 射 性
標 識 も 用 い ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 ま た は 、 mRNA発 現 を DNAア レ イ 、 チ ッ プ ま た は マ イ ク ロ ア レ イ 上 で 検 出 す る こ と も で き
る 。 ADAM 12に 相 当 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を チ ッ プ に 固 定 し 、 次 い で そ れ を 患 者 か ら 得
ら れ た 試 験 試 料 の 標 識 核 酸 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 ADAM 12転 写 産 物 を 含 む 試 料 か ら は 陽
性 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン シ グ ナ ル が 得 ら れ る 。 DNAア レ イ の 調 製 方 法 お よ び そ れ ら の
使 用 は 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。 (例 え ば 、 そ れ ら の 全 体 が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に
組 み 入 れ ら れ る 、 米 国 特 許 第 6,618,6796； 6,379,897； 6,664,377； 6,451,536； 548,257号
； 米 国 特 許 第 20030157485号 、 お よ び Schena et al. 1995 Science 20:467-470； Gerhold 
et al. 1999 Trends in Biochem. Sci. 24, 168-173； な ら び に Lennon et al. 2000 Drug
 discovery Today 5: 59-65を 参 照 さ れ た い )。 連 続 的 遺 伝 子 発 現 分 析 法 (Serial Analysis
 of Gene Expression, SAGE)も 実 施 さ れ 得 る (例 え ば 、 米 国 特 許 出 願 第 20030215858号 を 参
照 さ れ た い )。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 mRNAレ ベ ル を モ ニ タ ー す る た め 、 例 え ば 、 試 験 さ れ る 生 物 学 的 試 料 か ら mRNAが 抽 出 、 逆
転 写 さ れ 、 か つ 蛍 光 標 識 さ れ た cDNAプ ロ ー ブ が 作 成 さ れ る 。 ADAM 12 cDNAに ハ イ ブ リ ダ イ
ズ 可 能 な マ イ ク ロ ア レ イ は 次 い で 、 標 識 さ れ た cDNAプ ロ ー ブ を 用 い て 探 索 さ れ 、 ス ラ イ ド
は ス キ ャ ン さ れ 蛍 光 強 度 が 測 定 さ れ る 。 こ の 強 度 は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 強 度 お よ び 発
現 レ ベ ル と 相 関 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 特 に 生 物 学 的 試 料 が 液 体 試 料 、 例 え ば 血 液 ま た は 尿 で あ る 場 合 、 ADAM 12タ ン パ ク 質 レ
ベ ル 、 ま た は ADAM 12活 性 も 測 定 可 能 で あ る 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 ADAM 12タ ン パ ク 質 レ
ベ ル は 、 生 物 学 的 試 料 を 、 ADAM 12ま た は ADAM 12の 断 片 に 特 異 的 に 結 合 す る 、 抗 体 に 基 づ
く 結 合 部 分 を 接 触 さ せ る こ と に よ り 測 定 さ れ る 。 次 い で 、 抗 体 -ADAM 12複 合 体 の 形 成 が 、
ADAM12レ ベ ル の 尺 度 と し て 検 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 「 抗 体 に 基 づ く 結 合 部 分 」 ま た は 「 抗 体 」 と い う 用 語 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 お よ び 免
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疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の 免 疫 学 的 に 活 性 な 決 定 群 、 例 え ば ADAM 12に 特 異 的 に 結 合 す る (免 疫 反
応 す る )抗 原 結 合 部 位 を 含 む 分 子 を 含 む 。 「 抗 体 に 基 づ く 結 合 部 分 」 と い う 用 語 は 、 例 え
ば 任 意 の ア イ ソ タ イ プ (IgG、 IgA、 IgM、 IgEな ど )の 抗 体 全 体 を 含 む こ と が 意 図 さ れ 、 お よ
び ADAM 12タ ン パ ク 質 と 特 異 的 に 反 応 性 で あ る そ れ ら の 断 片 を 含 む 。 抗 体 は 従 来 の 技 術 を
用 い て 断 片 化 さ れ 得 る 。 従 っ て 、 こ の 用 語 は 特 定 の タ ン パ ク 質 と 選 択 的 に 反 応 す る こ と が
可 能 な 、 抗 体 分 子 の タ ン パ ク 質 分 解 的 に 切 断 さ れ た セ グ メ ン ト 、 ま た は 組 換 え に よ り 調 製
さ れ た 部 分 (portion)を 含 む 。 そ の よ う な タ ン パ ク 質 分 解 的 お よ び /ま た は 組 換 え 断 片 の 非
限 定 的 な 例 に は 、 Fab、 F(ab')2、 Fab'、 Fv、 dAb、 な ら び に ペ プ チ ド リ ン カ ー に よ り 連 結
さ れ た VLお よ び VHド メ イ ン を 含 む 一 本 鎖 抗 体 (scFv)が 含 ま れ る 。 scFv'は 共 有 結 合 的 に ま
た は 非 共 有 結 合 的 に 連 結 さ れ 、 2つ ま た は そ れ 以 上 の 結 合 部 位 を 有 す る 抗 体 を 形 成 し 得 る
。 従 っ て 、 「 抗 体 に 基 づ く 結 合 部 分 」 は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ま た
は 他 の 抗 体 精 製 調 製 物 お よ び 組 換 え 抗 体 を 含 む 。 「 抗 体 に 基 づ く 結 合 部 分 」 と い う 用 語 は
、 ヒ ト 化 抗 体 、 二 重 特 異 性 抗 体 、 お よ び 抗 体 分 子 由 来 の 抗 原 結 合 決 定 群 を 少 な く と も 1つ
有 す る キ メ ラ 分 子 を 含 む こ と が さ ら に 意 図 さ れ る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 抗 体 に 基 づ く
結 合 部 分 は 検 出 可 能 に 標 識 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 標 識 さ れ た 抗 体 」 は 検 出 可 能 な 手 段 に よ り 標 識
さ れ 、 か つ 酵 素 、 放 射 性 、 蛍 光 、 お よ び 化 学 発 光 標 識 さ れ た 抗 体 を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ
れ な い 抗 体 を 含 む 。 抗 体 は 検 出 可 能 な タ グ 、 例 え ば c-Myc、 HA、 VSV-G、 HSV、 FLAG、 V5、
ま た は HISを 用 い て も 標 識 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 ADAM 12の 検 出 の た め に 、 抗 体 に 基 づ く 結 合 部 分 を 用 い る 本 発 明 の 診 断 お よ び 予 後 診 断
法 に お い て 、 生 物 学 的 試 料 中 に 存 在 す る ADAM 12レ ベ ル は 、 検 出 可 能 に 標 識 さ れ た 抗 体 か
ら 発 せ ら れ た シ グ ナ ル の 強 度 に 相 関 す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 一 つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 抗 体 に 基 づ く 結 合 部 分 は 、 抗 体 を 酵 素 に 連 結 す る こ と に
よ り 検 出 可 能 に 標 識 さ れ る 。 次 い で 、 酵 素 が そ の 基 質 に 暴 露 さ れ る と 、 例 え ば 、 分 光 光 度
法 、 蛍 光 定 量 法 、 ま た は 可 視 化 手 段 に よ り 検 出 さ れ 得 る 化 学 的 部 分 を 産 生 す る よ う な 様 式
で 基 質 と 反 応 す る 。 本 発 明 の 抗 体 を 検 出 可 能 に 標 識 す る の に 用 い る こ と が で き る 酵 素 に は
、 リ ン ゴ 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ブ ド ウ 球 菌 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 δ -V-ス テ ロ イ ド イ ソ メ ラ ー ゼ
、 酵 母 ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 α -グ リ セ ロ リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ト リ オ ー ス
リ ン 酸 イ ソ メ ラ ー ゼ 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ア ス パ ラ
ギ ナ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 、 ウ レ ア
ー ゼ 、 カ タ ラ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス -VI-リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ 、 お よ び
ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 化 学 発 光 法 は 抗 体 に
基 づ く 結 合 部 分 を 検 出 す る た め に 用 い ら れ 得 る 他 の 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 任 意 の さ ま ざ ま な 他 の 免 疫 ア ッ セ イ 法 を 用 い て も 、 検 出 は 実 現 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 抗 体
を 放 射 性 標 識 す る こ と に よ り 、 放 射 性 免 疫 測 定 法 の 使 用 に よ っ て 抗 体 を 検 出 す る こ と が 可
能 で あ る 。 放 射 性 同 位 体 は ガ ン マ カ ウ ン タ ー も し く は シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー の 使 用
の よ う な 手 段 、 ま た は オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー に よ っ て 検 出 で き る 。 本 発 明 の 目 的 の た め
に 特 に 有 用 な 同 位 体 は 、 3 H、 1 3 1 I、 3 5 S、 1 4 C、 お よ び 好 ま し く は 1 2 5 Iで あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 蛍 光 化 合 物 を 用 い て 抗 体 を 標 識 す る こ と も 可 能 で あ る 。 蛍 光 標 識 さ れ た 抗 体 が 適 切 な 波
長 の 光 線 に 暴 露 さ れ た 場 合 、 次 い で そ の 存 在 が 蛍 光 の た め に 検 出 さ れ 得 る 。 最 も 一 般 的 に
使 用 さ れ る 蛍 光 標 識 化 合 物 に は 、 CYE色 素 、 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 ロ ー ダ
ミ ン 、 フ ィ コ エ リ ト リ ン 、 フ ィ コ シ ア ニ ン 、 ア ロ フ ィ コ シ ア ニ ン 、 o-フ タ ル ア ル デ ヒ ド 、
お よ び フ ル オ レ ス カ ミ ン が あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 1 5 2 Euの よ う な 蛍 光 発 光 金 属 、 ま た は ラ ン タ ン 系 列 の 他 の も の を 用 い て 、 抗 体 を 検 出 可
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能 に 標 識 す る こ と も 可 能 で あ る 。 こ れ ら の 金 属 は 、 ジ エ チ レ ン ト リ ア ミ ン 五 酢 酸 (DTPA)ま
た は エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 (EDTA)の よ う な 金 属 キ レ ー ト 化 群 を 用 い て 抗 体 に 接 着 さ れ 得
る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 抗 体 は 、 そ れ を 化 学 発 光 化 合 物 と 結 合 さ せ る こ と に よ っ て も 検 出 可 能 に 標 識 さ れ 得 る 。
次 い で 、 化 学 発 光 -抗 体 の 存 在 が 、 化 学 反 応 進 行 中 に 生 じ る 発 光 の 存 在 を 検 出 す る こ と に
よ り 決 定 さ れ る 。 特 に 有 用 な 化 学 発 光 標 識 化 合 物 の 例 に は ル ミ ノ ー ル 、 ル シ フ ェ リ ン 、 イ
ソ ル ミ ノ ー ル 、 テ ロ マ テ ィ ッ ク (theromatic)ア ク リ ジ ニ ウ ム エ ス テ ル 、 イ ミ ダ ゾ ー ル 、 ア
ク リ ジ ニ ウ ム 塩 、 お よ び シ ュ ウ 酸 エ ス テ ル が あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 上 記 の よ う に 、 ADAM 12タ ン パ ク 質 レ ベ ル は 、 そ れ ぞ れ 以 下 に さ ら に 詳 細 に 記 載 す る 、
酵 素 結 合 免 疫 吸 着 測 定 法 (ELISA)、 放 射 性 免 疫 測 定 法 (RIA)、 免 疫 放 射 定 量 測 定 法 (IRMA)、
ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 ま た は 免 疫 組 織 化 学 法 な ど の 免 疫 測 定 法 に よ り 検 出 さ れ 得 る 。 極 め
て 迅 速 に な り 得 る ELISAま た は RIAな ど の 免 疫 測 定 法 が 一 般 的 に よ り 好 ま し い 。 抗 体 ア レ イ
ま た は タ ン パ ク 質 チ ッ プ も ま た 用 い ら れ 得 る 。 例 え ば 、 そ れ ら の 全 体 が 参 照 に よ り 本 明 細
書 に 組 み 入 れ ら れ る 、 米 国 特 許 出 願 第 20030013208Al； 20020155493A1； 20030017515号 お
よ び 米 国 特 許 第 6,329,209； 6,365,418号 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
免 疫 測 定 法
　 「 放 射 性 免 疫 測 定 法 」 は 標 識 さ れ た (例 え ば 、 放 射 性 標 識 さ れ た )型 の 抗 原 を 用 い て 、 抗
原 を 検 出 し 、 か つ 抗 原 の 濃 度 を 測 定 す る た め の 技 術 で あ る 。 抗 原 に 対 す る 放 射 性 標 識 の 例
に は 、 3 H、 1 4 C、 お よ び 1 2 5 Iが 含 ま れ る 。 生 物 学 的 試 料 中 の ADAM 12抗 原 の 濃 度 は 、 生 物 学
的 試 料 中 の 抗 原 を 、 抗 原 と 抗 体 の 結 合 に つ い て 、 標 識 さ れ た (例 え ば 、 放 射 性 )抗 原 と 競 合
さ せ る こ と に よ り 測 定 さ れ る 。 標 識 抗 原 と 非 標 識 抗 原 の 間 で 確 実 に 競 合 的 結 合 さ せ る た め
、 標 識 抗 原 は 抗 体 の 結 合 部 位 を 飽 和 さ せ る の に 十 分 な 濃 度 で 存 在 す る 。 試 料 中 の 抗 原 濃 度
が 高 い ほ ど 、 抗 体 に 結 合 す る 標 識 抗 原 の 濃 度 が 低 下 す る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 放 射 性 免 疫 測 定 法 に お い て 、 抗 体 に 結 合 し た 標 識 抗 原 の 濃 度 を 決 定 す る た め に は 、 抗 原
-抗 体 複 合 体 が 遊 離 の 抗 原 と 分 離 さ れ な く て は な ら な い 。 遊 離 の 抗 原 か ら 抗 原 -抗 体 複 合 体
を 分 離 す る 一 つ の 方 法 は 、 抗 ア イ ソ タ イ プ 抗 血 清 を 用 い て 抗 原 -抗 体 複 合 体 を 沈 降 さ せ る
こ と に よ る 。 遊 離 の 抗 原 か ら 抗 原 -抗 体 複 合 体 を 分 離 す る 他 の 方 法 は 、 ホ ル マ リ ン に よ り
殺 さ れ た 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 (S. aureus)を 用 い て 抗 原 -抗 体 複 合 体 を 沈 降 さ せ る こ と に よ る 。
遊 離 の 抗 原 か ら 抗 原 -抗 体 複 合 体 を 分 離 す る さ ら に 他 の 方 法 は 、 「 固 相 放 射 性 免 疫 測 定 法
」 を 実 施 す る こ と に よ る 。 こ こ で 抗 体 は セ フ ァ ロ ー ス ビ ー ズ 、 ポ リ ス チ レ ン ウ ェ ル 、 ポ リ
塩 化 ビ ニ ル ウ ェ ル 、 ま た は マ イ ク ロ タ イ タ ウ ェ ル に 結 合 (例 え ば 、 共 有 結 合 )さ れ る 。 抗 体
に 結 合 し た 標 識 抗 原 の 濃 度 を 、 既 知 の 濃 度 の 抗 原 を 有 す る 試 料 に 基 づ く 標 準 曲 線 と 比 較 す
る こ と に よ り 、 生 物 学 的 試 料 中 の 抗 原 濃 度 が 決 定 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 「 免 疫 放 射 定 量 測 定 法 」 (IRMA)は 、 抗 体 試 薬 が 放 射 性 標 識 さ れ て い る 免 疫 測 定 法 で あ る
。 IRMAに は 、 タ ン パ ク 質 、 例 え ば ウ サ ギ 血 清 ア ル ブ ミ ン (RSA)と の 結 合 な ど の 技 術 に よ る
多 価 抗 原 抱 合 体 の 産 生 が 必 要 で あ る 。 多 価 抗 原 抱 合 体 は 、 一 分 子 当 た り 少 な く と も 2つ の
抗 原 残 基 を 必 ず 有 し 、 か つ 抗 原 残 基 は 少 な く と も 2つ の 抗 体 に よ っ て 抗 原 に 結 合 で き る よ
う に 十 分 な 距 離 離 れ て い る 必 要 が あ る 。 例 え ば 、 IRMAに お い て 、 多 価 抗 原 抱 合 体 は プ ラ ス
チ ッ ク の 球 体 な ど の 固 体 表 面 に 結 合 さ れ て も よ い 。 非 標 識 の 「 試 料 」 抗 原 、 お よ び 放 射 性
標 識 さ れ た 、 抗 原 に 対 す る 抗 体 が 、 多 価 抗 原 抱 合 体 コ ー テ ィ ン グ 球 体 を 含 む 試 験 管 に 加 え
ら れ る 。 試 料 中 の 抗 原 は 、 抗 原 抗 体 結 合 部 位 に つ い て 多 価 抗 原 抱 合 体 と 競 合 す る 。 適 当 な
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 の 後 、 結 合 し て い な い 反 応 物 が 洗 浄 に よ り 除 か れ 、 固 相 上 の 放 射
能 の 量 が 測 定 さ れ る 。 結 合 し た 放 射 性 抗 体 の 量 は 、 試 料 中 の 抗 原 濃 度 に 逆 比 例 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 最 も 一 般 的 な 酵 素 免 疫 測 定 法 が 「 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 測 定 法 (ELISA)」 で あ る 。 ELISAは 、
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標 識 (例 え ば 、 酵 素 結 合 )型 の 抗 体 を 用 い て 、 抗 原 を 検 出 し 、 か つ 抗 原 の 濃 度 を 測 定 す る 技
術 で あ る 。 当 業 者 に 周 知 の 異 な る 型 の ELISAが 存 在 す る 。 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ る E
LISAの 標 準 的 な 技 術 は 、 "Methods in Immunodiagnosis", 2nd Edition, Rose and Bigazz
i, eds. John Wiley & Sons, 1980； Campbell et al., "Methods and Immunology", W. A
. Benjamin, Inc., 1964； お よ び Oellerich, M. 1984, J. Clin. Chem. Clin. Biochem.,
 22:895-904に 記 載 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 「 サ ン ド イ ッ チ ELISA」 に お い て 、 抗 体 (例 え ば 、 抗 ADAM 12)は 固 相 (す な わ ち 、 マ イ ク
ロ タ イ タ プ レ ー ト )に 結 合 さ れ 、 か つ 抗 原 (例 え ば 、 ADAM 12)を 含 む 生 物 学 的 試 料 に 暴 露 さ
れ る 。 次 い で 、 固 相 は 洗 浄 さ れ 結 合 し て い な い 抗 原 が 除 か れ る 。 次 い で 標 識 抗 体 (例 え ば
、 酵 素 結 合 )が 結 合 し た 抗 原 (存 在 す る 場 合 )に 結 合 さ れ 、 抗 体 -抗 原 -抗 体 サ ン ド イ ッ チ が
形 成 さ れ る 。 抗 体 に 結 合 さ れ 得 る 酵 素 の 例 に は 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 西 洋 ワ サ ビ ペ
ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 ウ レ ア ー ゼ 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ が あ る 。 抗 体 に 結
合 し た 酵 素 は 基 質 と 反 応 し て 、 測 定 可 能 な 着 色 反 応 産 物 を 生 成 す る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 「 競 合 ELISA」 に お い て 、 抗 体 は 抗 原 (す な わ ち 、 ADAM 12)を 含 む 試 料 と 共 に イ ン キ ュ ベ
ー ト さ れ る 。 抗 原 -抗 体 混 合 物 は 次 い で 、 抗 原 (す な わ ち 、 ADAM 12)を 用 い て コ ー テ ィ ン グ
さ れ た 固 相 (例 え ば 、 マ イ ク ロ タ イ タ プ レ ー ト )と 接 触 さ れ る 。 試 料 中 に 存 在 す る 抗 原 が 多
い ほ ど 、 固 相 に 結 合 可 能 な 遊 離 の 抗 体 は 少 な い 。 次 い で 、 固 相 に 結 合 し た 一 次 抗 体 の 量 を
決 定 す る た め に 、 標 識 (例 え ば 、 酵 素 結 合 )二 次 抗 体 が 固 相 に 添 加 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 「 免 疫 組 織 化 学 ア ッ セ イ 法 」 に お い て 、 ア ッ セ イ さ れ る タ ン パ ク 質 に 対 し て 特 異 的 な 抗
体 に 組 織 を 暴 露 す る こ と に よ り 、 組 織 の 一 片 が 特 異 的 な タ ン パ ク 質 に つ い て 試 験 さ れ る 。
次 い で 、 タ ン パ ク 質 の 有 無 お よ び 存 在 す る タ ン パ ク 質 の 量 を 決 定 す る た め の 数 多 く の 方 法
の う ち の 任 意 の も の を 用 い て 、 抗 体 が 可 視 化 さ れ る 。 抗 体 を 可 視 化 す る た め に 用 い ら れ る
方 法 の 例 は 、 例 え ば 、 抗 体 に 結 合 し た 酵 素 (例 え ば 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ
タ ー ゼ 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ま た は β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ )、 ま た は 化 学 的 方 法
(例 え ば 、 DAB/基 質 ク ロ マ ジ ェ ン (chromagen))を 介 す る 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 開 示 に 基 づ き 、 実 践 者 の 好 み に 従 っ て 、 他 の 技 術 を 用 い て ADAM 12を 検 出 し て も よ い
。 そ の よ う な 技 術 の 一 つ が ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト (Towbin et at., Proc. Nat. Acad. Sci. 
76:4350 (1979))で あ り 、 こ こ で 、 適 切 に 処 理 さ れ た 試 料 が SDS-PAGEゲ ル 上 を 泳 動 さ れ 、
そ の 後 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー な ど の 固 体 支 持 体 に 転 写 さ れ る 。 次 い で 、 検 出 可 能 に
標 識 さ れ た 抗 ADAM 12抗 体 を 用 い て ADAM 12レ ベ ル を 評 価 で き 、 こ こ で 検 出 可 能 な 標 識 か ら
の シ グ ナ ル の 強 度 は 存 在 す る ADAM 12量 に 対 応 す る 。 例 え ば 濃 度 測 定 に よ り レ ベ ル を 定 量
化 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
質 量 分 析 法
　 さ ら に 、 MALDI/TOF (time-to-flight)、 SELDI/TOF、 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 質 量 分 析
法 (LC-MS)、 ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 質 量 分 析 法 (GC-MS)、 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 質
量 分 析 法 (HPLC-MS)、 キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 質 量 分 析 法 、 核 磁 気 共 鳴 分 析 法 、 ま た は タ ン
デ ム 質 量 分 析 法 (例 え ば 、 MS/MS、 MS/MS/MS、 ESI-MS/MSな ど )の よ う な 質 量 分 析 法 を 用 い て
ADAM 12を 検 出 し 得 る 。 例 え ば 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 、 米 国 特 許 出 願 第 2
0030199001、 20030134304、 20030077616号 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 質 量 分 析 法 は 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ り 、 か つ タ ン パ ク 質 な ど の 生 体 分 子 を 定 量 お
よ び /ま た は 同 定 す る の に 用 い ら れ て き た (例 え ば 、 Li et al. (2000) Tibtech 18:151-16
0； Rowley et al. (2000) Methods 20: 383-397； お よ び Kuster and Mann (1998) Curr. 
Opin. Structural Biol. 8: 393-400を 参 照 さ れ た い )。 さ ら に 、 質 量 分 析 技 術 は 、 単 離 さ
れ た タ ン パ ク 質 の 、 少 な く と も 部 分 的 な 新 規 配 列 決 定 が 可 能 と な る ま で 進 展 し て い る 。 Ch
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ait et al., Science 262:89-92 (1993)； Keough et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA.
 96:7131-6 (1999)； 総 説 が Bergman, EXS 88:133-44 (2000)に 見 ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 気 相 イ オ ン 分 光 光 度 計 が 用 い ら れ る 。 他 の 態 様 に お い て 、 試 料 を
分 析 す る た め に レ ー ザ ー 脱 離 /イ オ ン 化 質 量 分 析 法 が 用 い ら れ る 。 最 近 の レ ー ザ ー 脱 離 /イ
オ ン 化 質 量 分 析 法 (「 LDI-MS」 )は 、 二 種 類 の 主 要 な 方 法 で 実 践 さ れ 得 る ： マ ト リ ッ ク ス 支
援 レ ー ザ ー 脱 離 /イ オ ン 化 (「 MALDI」 )質 量 分 析 法 お よ び 表 面 増 強 レ ー ザ ー 脱 離 /イ オ ン 化 (
「 SELDI」 )質 量 分 析 法 。 MALDIに お い て 、 分 析 物 は マ ト リ ッ ク ス を 含 む 溶 液 と 混 合 さ れ 、
そ の 液 体 の 一 滴 が 基 質 表 面 に 配 置 さ れ る 。 次 い で マ ト リ ッ ク ス 溶 液 は 、 生 体 分 子 と と も に
共 結 晶 化 す る 。 基 質 は 質 量 分 析 計 に 挿 入 さ れ る 。 レ ー ザ ー エ ネ ル ギ ー が 基 質 表 面 に 向 け ら
れ 、 そ こ で 生 体 分 子 を 、 そ れ ら を 著 し く 断 片 化 す る こ と な く 、 脱 離 か つ イ オ ン 化 す る 。 し
か し な が ら 、 MALDIに は 分 析 ツ ー ル と し て 限 界 が あ る 。 MALDIは 試 料 を 分 画 す る た め の 手 段
を 提 供 せ ず 、 か つ マ ト リ ッ ク ス 材 料 が 、 特 に 低 分 子 量 の 分 析 物 に つ い て 検 出 を 妨 げ 得 る 。
例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,118,937号 (Hillenkamp et al.)お よ び 米 国 特 許 第 5,045,694号 (Beav
is & Chait)を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 SELDIに お い て 、 基 質 表 面 は 、 そ れ が 脱 離 プ ロ セ ス に 能 動 的 に 関 与 す る よ う に 改 変 さ れ
る 。 一 つ の 変 法 に お い て 、 表 面 は 、 関 心 対 象 の タ ン パ ク 質 に 選 択 的 に 結 合 す る 吸 収 剤 お よ
び /ま た は 捕 捉 試 薬 を 用 い て 誘 導 体 化 さ れ る 。 他 の 変 法 に お い て 、 表 面 は 、 レ ー ザ ー が 照
射 さ れ て も 脱 離 し な い エ ネ ル ギ ー 吸 収 分 子 を 用 い て 誘 導 体 化 さ れ る 。 他 の 変 法 に お い て 、
表 面 は 、 関 心 対 象 の タ ン パ ク 質 と 結 合 し 、 レ ー ザ ー を 適 用 す る と 切 断 さ れ る 光 分 解 結 合 を
含 む 分 子 を 用 い て 誘 導 体 化 さ れ る 。 こ れ ら の 方 法 そ れ ぞ れ に お い て 、 誘 導 体 化 剤 は 通 常 、
基 質 表 面 上 の 試 料 が 置 か れ る 特 定 の 部 位 に 局 在 化 さ れ る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,719,060
号 お よ び WO 98/59361を 参 照 さ れ た い 。 例 え ば 、 分 析 物 を 捕 捉 す る た め に SELDIの 親 和 性 表
面 を 用 い 、 エ ネ ル ギ ー 吸 収 材 料 を 提 供 す る た め に 捕 捉 さ れ た 分 析 物 に マ ト リ ッ ク ス 含 有 液
を 添 加 す る こ と で 、 2つ の 方 法 を 組 み 合 わ せ 得 る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 質 量 分 析 計 に 関 す る 追 加 情 報 に つ い て は 、 例 え ば 、 Principles of Instrumental Analy
sis, 3rd edition., Skoog, Saunders College Publishing, Philadelphia, 1985； お よ
び Kirk-Othmer Encyclopedia of Chemical Technology, 4.sup.th ed. Vol. 15 (John Wi
ley & Sons, New York 1995), pp. 1071-1094を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 マ ー カ ー ま た は 他 の 物 質 の 存 在 の 検 出 に は 、 典 型 的 に は シ グ ナ ル 強 度 の 検 出 が 含 ま れ る
。 こ れ は 、 基 質 に 結 合 し た ポ リ ペ プ チ ド の 量 お よ び 特 徴 を 同 様 に 反 映 し 得 る 。 例 え ば 、 特
定 の 態 様 に お い て 、 第 一 の 試 料 と 第 二 の 試 料 の ス ペ ク ト ル か ら の ピ ー ク 値 の シ グ ナ ル 強 度
を 比 較 し (例 え ば 、 視 覚 的 に 、 コ ン ピ ュ ー タ ー 分 析 に よ っ て な ど )、 特 定 の 生 体 分 子 の 相 対
量 を 決 定 し 得 る 。 Biomarker Wizard program (Ciphergen Biosystems, Inc., Fremont, C
alif)な ど の ソ フ ト ウ ェ ア プ ロ グ ラ ム を 用 い て 質 量 ス ペ ク ト ル の 分 析 を 補 助 し 得 る 。 質 量
分 析 計 お よ び そ れ ら の 技 術 は 当 業 者 に 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 当 業 者 は い ず れ も 、 質 量 分 析 計 の 任 意 の 構 成 要 素 (例 え ば 、 脱 離 源 、 質 量 分 析 器 、 検 出
部 な ど )お よ び さ ま ざ ま な 試 料 調 製 物 を 、 本 明 細 書 に お い て 記 載 さ れ る 他 の 適 切 な 構 成 要
素 も し く は 調 製 物 と 、 ま た は 当 技 術 分 野 に 公 知 の も の に 組 み 合 わ せ 得 る こ と を 理 解 す る 。
例 え ば 、 い く つ か の 態 様 に お い て 、 対 照 試 料 は 重 原 子 (例 え ば 、 1 3 C)を 含 み 得 、 そ れ に よ
り 、 同 一 回 の 質 量 分 析 に お い て 試 験 試 料 を 既 知 の 対 照 試 料 と 混 合 可 能 に し て い る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 一 つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 レ ー ザ ー 脱 離 飛 行 時 間 (TOF)質 量 分 析 計 が 用 い ら れ る 。
レ ー ザ ー 脱 離 質 量 分 析 法 に お い て 、 結 合 し た マ ー カ ー を 有 す る 基 質 が 注 入 系 に 導 入 さ れ る
。 マ ー カ ー は 、 イ オ ン 化 源 か ら の レ ー ザ ー に よ り 、 気 相 に 脱 離 か つ イ オ ン 化 さ れ る 。 生 成
さ れ た イ オ ン は イ オ ン 光 学 装 置 に よ り 回 収 さ れ 、 次 い で 、 飛 行 時 間 質 量 分 析 器 に お い て 、
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イ オ ン は 短 い 高 電 圧 場 を 通 し て 加 速 さ れ 、 か つ 高 真 空 容 器 内 に 流 入 さ れ る 。 高 真 空 容 器 の
遠 端 で 、 加 速 さ れ た イ オ ン が 異 な る 時 間 に 高 感 度 の 検 出 器 表 面 に 衝 突 す る 。 飛 行 時 間 は イ
オ ン 質 量 の 関 数 で あ る こ と か ら 、 イ オ ン 形 成 と イ オ ン 検 出 器 衝 突 の 間 の 経 過 時 間 を 用 い て
、 特 定 の 質 量 対 電 荷 比 を 有 す る 分 子 の 存 在 ま た は 非 存 在 を 同 定 し 得 る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 部 分 的 に 、 プ ロ グ ラ ム 可 能 な デ ジ タ ル コ ン ピ ュ ー タ ー を 用 い
て ア ル ゴ リ ズ ム を 実 行 す る こ と に よ り 、 第 一 ま た は 第 二 の 試 料 中 に 存 在 す る 1つ ま た は 複
数 の 生 体 分 子 の 相 対 量 が 決 定 さ れ る 。 ア ル ゴ リ ズ ム は 、 第 一 の 質 量 ス ペ ク ト ル お よ び 第 二
の 質 量 ス ペ ク ト ル 中 に 、 少 な く と も 一 つ の ピ ー ク 値 を 同 定 す る 。 ア ル ゴ リ ズ ム は 次 い で 、
第 一 の 質 量 ス ペ ク ト ル の ピ ー ク 値 の シ グ ナ ル 強 度 を 、 質 量 ス ペ ク ト ル の 第 二 の 質 量 ス ペ ク
ト ル の ピ ー ク 値 の シ グ ナ ル 強 度 と 比 較 す る 。 相 対 的 な シ グ ナ ル 強 度 が 、 第 一 お よ び 第 二 の
試 料 中 に 存 在 す る 生 体 分 子 の 量 の 指 標 で あ る 。 既 知 の 量 の 生 体 分 子 を 含 む 標 準 物 を 第 二 の
試 料 と し て 分 析 し 、 第 一 の 試 料 中 に 存 在 す る 生 体 分 子 の 量 の よ り 良 い 定 量 を 提 供 す る こ と
が 可 能 で あ る 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 第 一 お よ び 第 二 の 試 料 中 の 生 体 分 子 の ア イ デ ン テ ィ
テ ィ ー も 決 定 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 一 つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 ADAM 12レ ベ ル は MALDI-TOF質 量 分 析 法 に よ り 測 定 さ れ る
。
【 ０ ０ ８ ０ 】
他 の ア ッ セ イ 法
　 ADAM 12レ ベ ル は 、 例 え ば 活 性 を 測 定 し 、 酵 素 電 気 泳 動 法 を 含 む が こ れ に 限 定 さ れ な い
、 他 の 生 物 学 的 ア ッ セ イ 法 を 用 い る こ と に よ っ て も 測 定 さ れ 得 る 。 酵 素 電 気 泳 動 法 は 当 業
者 に 周 知 の ア ッ セ イ 法 で あ り 、 そ れ ら の 全 体 が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 、 He
usen et al., Anal. Biochem., (1980) 102:196-202； Wilson et al., Journal of Urolo
gy, (1993) 149:653-658； Hernon et al., J. Biol. Chem. (1986) 261: 2814-2828、 Bra
unhut et al., J. Biol. Chem. (1994) 269: 13472-13479； お よ び Moses et al., Cancer
 Research 58, 1395-1399, April 1, 1998に 記 載 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
ADAM 12抗 体
　 本 発 明 に お い て 用 い ら れ る 抗 体 は 市 販 の 供 給 源 よ り 得 ら れ 得 る 。 ま た は 、 抗 体 を ADAM 1
2ポ リ ペ プ チ ド 、 も し く は ADAM 12ポ リ ペ プ チ ド の 一 部 に 対 し て 産 生 さ れ 得 る 。 ADAM 12抗
体 の 産 生 方 法 は 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る PCT公 報 WO 97/40072ま た は 米 国 特
許 出 願 第 2002/0182702号 に 開 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 本 発 明 に お い て 用 い ら れ る 抗 体 は 、 抗 体 を 産 生 す る 標 準 的 な 方 法 を 用 い て 、 例 え ば モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 (Campbell, A.M., Monoclonal Antibodies Technology: Laboratory 
Techniques in Biochemistry and Molecular Biology, Elsevier Science Publishers, A
msterdam, the Netherlands (1984)； St. Groth et al., J. Immunology, (1990) 35: 1-
21； お よ び Kozbor et al., Immunology Today (1983) 4:72)に よ り 産 生 さ れ 得 る 。 抗 体 は
、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 の 方 法 に よ り 、 タ ン パ ク 質 の 抗 原 性 部 分 を 用 い て フ ァ ー ジ デ ィ
ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー な ど の 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て も 容 易
に 得 ら れ 得 る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,702,892号 (U.S.A. Health & Human Services)お よ
び WO 01/18058 (Novopharm Biotech Inc.)は バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ
ー お よ び 抗 体 結 合 ド メ イ ン 断 片 を 産 生 す る た め の 選 択 方 法 を 開 示 す る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
ADAM 12検 出 キ ッ ト
　 本 発 明 は 上 皮 起 源 の 癌 の 検 出 お よ び 予 後 評 価 の た め の 市 販 の キ ッ ト に も 向 け ら れ る 。 キ
ッ ト は 当 業 者 に 周 知 の 任 意 の 形 態 を と り 、 か つ 本 明 細 書 に お い て 記 載 さ れ る ADAM 12検 出
の た め の 1つ ま た は 複 数 の 方 法 を 実 施 す る の に 有 用 で あ る 。 キ ッ ト は 、 そ れ ら が 、 生 物 学
的 試 料 中 の ADAM 12の 検 出 の た め の ア ッ セ イ 法 を 実 施 す る た め に 必 須 の 試 薬 の 全 て で は な
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く と も 、 多 く を 供 給 す る 点 に お い て 便 利 で あ る 。 さ ら に 、 ア ッ セ イ 法 は 好 ま し く は 、 試 験
の 結 果 を 定 量 化 ま た は 確 証 化 し 得 る よ う に 、 キ ッ ト に 含 ま れ る 標 準 物 ま た は 複 数 の 標 準 物
、 例 え ば 所 定 量 の ADAM 12タ ン パ ク 質 も し く は 核 酸 と 同 時 に 実 施 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 キ ッ ト に は ADAM 12レ ベ ル を 検 出 す る た め の 手 段 、 例 え ば ADAM 12タ ン パ ク 質 に 選 択 的 に
結 合 す る 抗 体 も し く は 抗 体 断 片 、 ま た は そ の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る cDNAの 合 成 を 可 能 に
す る DNAオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー 対 、 ま た は 、 例 え ば 、 ADAM 12 mRNAの 発 現 を 検 出
す る DNAプ ロ ー ブ が 含 ま れ る 。 診 断 ア ッ セ イ キ ッ ト は 優 先 的 に 標 準 的 な 二 抗 体 結 合 方 式 で
作 製 さ れ 、 こ こ で 1つ の ADAM 12特 異 的 抗 体 が 患 者 試 料 中 の ADAM 12を 捕 捉 し 、 も う 1つ の AD
AM特 異 的 抗 体 を 用 い て 捕 捉 さ れ た ADAM 12を 検 出 す る 。 例 え ば 、 捕 捉 抗 体 は 固 相 、 例 え ば
ア ッ セ イ プ レ ー ト 、 ア ッ セ イ ウ ェ ル 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス メ ン ブ レ ン 、 ビ ー ズ 、 デ ィ ッ プ ス
テ ィ ッ ク 、 ま た は 溶 出 カ ラ ム の 構 成 要 素 上 に 固 定 さ れ る 。 第 二 の 抗 体 、 す な わ ち 検 出 抗 体
は 、 典 型 的 に は 比 色 剤 ま た は 放 射 性 同 位 元 素 な ど の 検 出 可 能 な 標 識 に よ り タ グ 化 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 一 つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 キ ッ ト は 尿 試 料 中 の ADAM 12レ ベ ル を 検 出 す る た め の 手
段 を 含 む 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 キ ッ ト は 、 ADAM 12タ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 ADA
M 12抗 体 ま た は 断 片 が そ の 上 に 固 定 さ れ た 「 デ ィ ッ プ ス テ ィ ッ ク 」 を 含 む 。 特 異 的 に 結 合
し た ADAM 12タ ン パ ク 質 は 次 い で 、 例 え ば 比 色 剤 ま た は 放 射 性 同 位 元 素 を 用 い て 検 出 可 能
に 標 識 さ れ た 第 二 の 抗 体 を 用 い て 、 検 出 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 ア ッ セ イ キ ッ ト は (限 定 さ れ な い が )以 下 の 技 術 を 用 い 得 る ： 競 合 お
よ び 非 競 合 ア ッ セ イ 法 、 放 射 性 免 疫 測 定 法 (RIA)、 生 体 発 光 お よ び 化 学 発 光 ア ッ セ イ 法 、
蛍 光 ア ッ セ イ 法 、 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ 法 、 免 疫 放 射 定 量 測 定 法 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 、 ELIS
Aを 含 む 酵 素 結 合 ア ッ セ イ 法 、 マ イ ク ロ タ イ タ プ レ ー ト 、 な ら び に 免 疫 細 胞 化 学 。 各 キ ッ
ト に つ い て 、 ア ッ セ イ の 範 囲 、 感 度 、 精 度 、 信 頼 性 、 特 異 性 、 お よ び 再 現 性 は 、 当 業 者 に
周 知 の 手 段 に よ り 確 立 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 上 記 の ア ッ セ イ キ ッ ト は 使 用 説 明 書 を さ ら に 提 供 す る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 前 ま た は 後 で 引 用 さ れ た 参 考 文 献 は 全 て 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 本 発 明 は 以 下 の 実 施 例 に よ り さ ら に 説 明 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 こ れ ら の 実 施 例 は 本 発 明 の 理 解 を 助 け る た め に 提 供 さ れ 、 そ の 限 定 と し て 解 釈 さ れ な い
。
【 ０ ０ ９ １ 】
実 施 例 1　 乳 癌 に お け る 尿 中 ADAM 12と 疾 患 の 状 態 お よ び 病 期 と の 相 関
　 ADAM (a disintegrin and metalloprotease)は 、 ヘ ビ 毒 メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ (SVMP)お よ
び マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ (MMP)に 関 連 す る 、 内 在 性 膜 お よ び 分 泌 型 糖 タ ン パ ク
質 の 最 近 発 見 さ れ た フ ァ ミ リ ー で あ る 。 こ の フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー は 、 正 常 な 発 生 、 な ら
び に ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 関 節 リ ウ マ チ 、 お よ び 癌 な ど の 病 理 的 な 状 態 の 両 方 に お い て 、 細
胞 表 面 再 構 築 、 外 部 ド メ イ ン 分 断 、 成 長 因 子 可 用 性 の 調 節 、 な ら び に 細 胞 間 お よ び 細 胞 マ
ト リ ッ ク ス 相 互 作 用 の 媒 介 に お い て さ ま ざ ま な 役 割 を 示 す 。 ヒ ト ADAM 12は 選 択 的 に ス プ
ラ イ シ ン グ さ れ た 2つ の 型 、 長 い 膜 固 定 型 (ADAM 12-L)、 お よ び よ り 短 い 分 泌 型 (ADAM 12-S
)と し て 発 現 さ れ る 。 乳 癌 、 結 腸 癌 、 肺 癌 、 お よ び 肝 細 胞 癌 組 織 に お い て 、 ADAM 12 mRNA
お よ び タ ン パ ク 質 レ ベ ル の 上 昇 は 以 前 に 報 告 さ れ て い る 。 本 発 明 者 ら は 以 前 、 マ ト リ ッ ク
ス メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ (MMP)が さ ま ざ ま な 異 な る 癌 を 有 す る 患 者 の 尿 中 に 検 出 さ れ 得 、 お
よ び そ れ ら の 存 在 が 疾 患 の 状 態 の 独 立 予 測 因 子 で あ る こ と を 報 告 し た 。 し か し な が ら 、 MM
P以 外 に は 、 尿 中 の 疾 患 マ ー カ ー と し て の 他 の プ ロ テ ア ー ゼ の 存 在 は 、 い ま だ 十 分 に 探 索
さ れ て い な い 。 本 研 究 の 目 標 は 、 癌 患 者 の 尿 中 に 存 在 す る 他 の プ ロ テ ア ー ゼ を 同 定 し 、 そ

10

20

30

40

50

(15) JP 2007-519903 A 2007.7.19



れ ら の 存 在 が 疾 患 の 状 態 に 関 連 し 得 る か ど う か 決 定 す る こ と で あ る 。 本 発 明 者 ら は 、 ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー 段 階 お よ び MALDI-TOF質 量 分 析 法 を 組 み 合 わ せ て 用 い 、 乳 癌 患 者 の 尿 中 の A
DAM 12の 検 出 を 報 告 す る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
材 料 お よ び 方 法
尿 中 ADAM 12の 同 定
　 ADAM 12の 最 初 の 同 定 は 50mlの 尿 (総 タ ン パ ク 質 量 ～ 5mg)を 用 い て 行 わ れ た 。 尿 を Amicon
 membrane XM-50(Millipore Corporation, Bedford, MA)を 用 い て 限 外 ろ 過 に よ り 濃 縮 し
た 。 試 料 を 2volの 50mM Tris, pH 7.5(緩 衝 液 A)を 用 い て 希 釈 し 、 Qセ フ ァ ロ ー ス カ ラ ム に
適 用 し た 。 洗 浄 後 、 緩 衝 液 A中 の 0～ 400mM NaCl勾 配 を 添 加 し た 。 ゼ ラ チ ナ ー ゼ 活 性 を 有 す
る 画 分 を プ ー ル し 、 NaCl濃 度 を 200mMに 調 整 し 、 Gelatin Sepharose (Amersham Bioscienc
es, Piscataway, NJ)と と も に 、 常 時 振 盪 し つ つ 4℃ で 16hイ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 洗 浄 段 階
の 後 、 200mM NaClを 含 む 緩 衝 液 A中 に そ れ ぞ れ 5、 10、 お よ び 20%DMSOの 段 階 勾 配 を 用 い て
溶 出 を 実 施 し た 。 溶 出 さ れ た 画 分 を 濃 縮 し 、 非 還 元 性 条 件 下 で SDS-PAGEに よ り 分 離 し て 、
製 造 者 の 使 用 説 明 書 に 従 っ て Sterling Rapid Silver Stain Kit (National Diagnostics,
 Atlanta, GA)を 用 い て 染 色 し た 。 ～ 52、 80、 120 、 お よ び 140kDaの い く つ か の 別 個 の バ
ン ド が 検 出 さ れ た 。 タ ン パ ク 質 の バ ン ド を ゲ ル か ら 切 除 し 、 ト リ プ シ ン 消 化 に 供 し 、 タ ン
パ ク 質 の 分 子 量 を 決 定 す る た め 、 か つ ト リ プ シ ン 消 化 物 の ペ プ チ ド マ ッ ピ ン グ の た め に 、
脱 離 の た め の 波 長 337nmの レ ー ザ ー お よ び 分 析 の リ フ レ ク ト ロ ン モ ー ド を 用 い て 、 MALDI飛
行 時 間 質 量 分 析 法 (TOFMS)(Perceptive STR, Applied Biosystems, Framingham, MA)に よ
り 分 析 し た 。 生 成 さ れ た ペ プ チ ド マ ッ プ を 、 MSFit (Baker, P.R. and Clauser, K.R.)検
索 プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 NCBIお よ び Swiss-Protに よ り 保 有 さ れ る 非 重 複 デ ー タ ベ ー ス 中 の
タ ン パ ク 質 項 目 か ら 構 築 さ れ た 公 有 の タ ン パ ク 質 の FASTAデ ー タ ベ ー ス に 対 し て 検 索 し た
。 MSFitに よ り 同 定 さ れ た ペ プ チ ド 対 応 物 は 、 そ れ ら の MOWSEス コ ア 、 一 致 し た 質 量 の 割 合
、 分 子 量 、 な ら び に ペ プ チ ド お よ び タ ン パ ク 質 の 数 多 く の 観 察 に 従 っ て 選 別 さ れ た 。 タ ン
パ ク 質 の 慎 重 な 同 定 の た め に は 、 良 好 な ス コ ア を 伴 い 単 一 の タ ン パ ク 質 に 一 致 す る 少 な く
と も 2つ の ペ プ チ ド が 必 要 と さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
ADAM 12-Sの 発 現 お よ び 精 製
　 全 長 の ヒ ト ADAM 12-Sを プ ラ ス ミ ド に ク ロ ー ニ ン グ し (p1151)、 以 前 記 載 さ れ た よ う に (5
)Cos-7細 胞 (ATCC、 CRL 1651)の ト ラ ン ス フ ェ ク ト を 実 施 し た 。 馴 化 培 地 に 分 泌 さ れ た 、 発
現 さ れ た 組 換 え ADAM 12-Sは 、 以 前 記 載 さ れ た も の に 軽 微 な 改 変 を 加 え て 、 精 製 し た 。 簡
単 に は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た Cos-7細 胞 由 来 の 馴 化 培 地 は 、 (6)に 記 載 の よ う に 、 連 続
的 に SPセ フ ァ ロ ー ス お よ び ConAセ フ ァ ロ ー ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の 段 階 に 供 さ れ る 。 ConA
セ フ ァ ロ ー ス カ ラ ム 由 来 の ADAM 12-Sを 含 む 画 分 を プ ー ル し 、 緩 衝 液 を 交 換 し た 後 、 0.05%
 CHAPSを 含 む 緩 衝 液 Aを 用 い て 前 平 衡 化 さ れ た Vivapure H Mini Q column (VivaScience, 
Carlsbad, CA)に 添 加 し た 。 純 粋 な ADAM 12-Sが 、 SDS-PAGEお よ び 免 疫 ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り
決 定 さ れ る よ う に 、 フ ロ ー ス ル ー (flow-through)画 分 中 に 検 出 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
基 質 特 異 性 研 究
　 ADAM 12-Sの ゼ ラ チ ン 、 IV型 コ ラ ー ゲ ン 、 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン 、 お よ び カ ゼ イ ン 分 解 活 性
を 、 以 前 記 載 さ れ た よ う に (14)測 定 し た 。 ADAM 12-S(1μ M)を 非 還 元 性 の 試 料 緩 衝 液 と 混
合 し 、 0.1%ゼ ラ チ ン 、 0.1%IV型 コ ラ ー ゲ ン 、 ま た は 0.02%フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン の い ず れ か を
含 む 10%ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 、 お よ び 0.1%カ ゼ イ ン を 含 む 12%ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル
上 で 分 離 し た 。 電 気 泳 動 後 、 2.5% Triton X-100を 用 い て ゲ ル を 30分 間 洗 浄 し た 。 ゲ ル を 5
mM CaCl 2 、 1μ M ZnCl 2 、 お よ び 0.02% NaN 3 を 含 む 50 mM Tris、 pH 7.6中 で 18h、 37℃ で イ
ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ り 基 質 消 化 を 行 っ た 。 ゲ ル は 0.1%ク ー マ シ ー を 用 い て 染 色 さ れ
、 酵 素 活 性 バ ン ド は 、 均 一 な 青 色 染 色 の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 上 の 間 隙 帯 と し て 検 出 さ れ た 。
ADAM 12が I型 コ ラ ー ゲ ン 分 解 活 性 を 有 す る か 否 か 決 定 す る た め 、 純 粋 な 酵 素 (1μ M)を 、 以
前 記 載 さ れ た よ う に (16)、 放 射 測 定 コ ラ ゲ ナ ー ゼ ア ッ セ イ 法 を 用 い て 分 析 し た 。 阻 害 ア ッ
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セ イ の た め に 、 ADAM 12(160nM)を 30μ gゼ ラ チ ン と と も に ア ッ セ イ 緩 衝 液 (50mM Tris、 pH7
.5)中 で 、 さ ま ざ ま な 阻 害 剤 、 5mM 1, 10-フ ェ ナ ン ト ロ リ ン 、 5mM EDTA、 1mM マ リ マ ス タ
ッ ト (Marimastat)、 も し く は 2種 の 異 な る 濃 度 (100お よ び 500nM)の TIMP-1、 TIMP-2、 TIMP-
3、 も し く は TIMP-4の い ず れ か の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 、 最 終 容 量 を 30μ lと し 、 18h、 3
7℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 反 応 は 非 還 元 性 試 料 緩 衝 液 の 添 加 に よ り 停 止 さ れ 、 試 料 は SDS
-PAGE分 析 、 そ の 後 の ク ー マ シ ー 染 色 に よ り 分 離 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
尿 試 料 の 回 収 お よ び 処 理
　 尿 の 回 収 は 、 以 前 記 載 さ れ た よ う に (14)行 わ れ た 。 試 料 は 無 菌 の 容 器 に 回 収 さ れ 、 直 ち
に -20℃ で 凍 結 さ れ た 。 尿 は 、 廃 棄 さ れ た 臨 床 材 料 に 関 係 す る 、 施 設 の 生 命 倫 理 ガ イ ド ラ
イ ン に 従 っ て 回 収 さ れ た 。 分 析 の 前 に 、 Multistix 9 Urinalysis Strips (Bayer, Elkhar
t, IN)を 用 い て 、 尿 を 血 液 お よ び 白 血 球 の 存 在 に つ い て 試 験 し 、 血 液 ま た は 白 血 球 を 含 む
試 料 を 除 外 し た 。 尿 の ク レ ア チ ニ ン 濃 度 を 市 販 の キ ッ ト (Sigma, St. Louis, MO)を 用 い 、
製 造 者 の プ ロ ト コ ル に 従 っ て 決 定 し た 。 尿 の タ ン パ ク 質 濃 度 は 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン を 標
準 と し て 用 い た 、 ブ ラ ッ ド フ ォ ー ド 法 に よ り 決 定 し た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
患 者 母 集 団
　 117の 尿 試 料 が ADAM 12の 存 在 に つ い て 分 析 さ れ た 。 対 照 群 は 、 認 識 さ れ る 疾 患 を 有 さ な
い 46人 の 女 性 (年 齢 中 央 値 　 ～ 50歳 )か ら な っ て い た 。 乳 癌 群 は 、 異 型 乳 管 過 形 成 (atypica
l ductal hyperplasia, ADH)、 非 浸 潤 性 小 葉 癌 (LCIS)、 非 浸 潤 性 乳 管 癌 (DCIS)、 局 所 浸 潤
性 乳 癌 (IBC)、 お よ び 転 移 性 疾 患 (図 2参 照 )を 含 む 乳 癌 の さ ま ざ ま な 病 期 と 診 断 さ れ た 71人
の 患 者 を 含 ん で い た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析
　 等 量 の タ ン パ ク 質 (20μ g)を 還 元 条 件 下 で SDS-PAGE に よ り 分 離 し た 。 分 離 さ れ た タ ン パ
ク 質 を 電 気 泳 動 的 に ニ ト ロ セ ル ロ ー ス メ ン ブ レ ン (Schleicher & Schuell, Keene, NH)に
転 写 し 、 以 前 記 載 さ れ た よ う に (15)処 置 し た 。 標 識 さ れ た タ ン パ ク 質 は 増 強 さ れ た 化 学 発
光 (Pierce Chemical Company, Rockford, IL)を 用 い て 可 視 化 さ れ た 。 ヒ ト ADAM 12に 対 す
る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 rb122 (4)、 S-18 (sc-16526, Santa Cruz Biotechnology, CA)を
そ れ ぞ れ 1μ g/mlお よ び 2μ g/mlの 濃 度 で 用 い た 。 バ ン ド 強 度 は UN-SCAN-IT(商 標 )(Silk Sc
ientific, Orem, UT)ソ フ ト ウ ェ ア デ ィ ジ タ イ ザ ー 技 術 を 用 い て 分 析 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
統 計 分 析
　 感 度 、 特 異 性 、 偽 陽 性 率 (FPR)、 偽 陰 性 率 (FNR)、 お よ び 尤 度 比 (LR)を 標 準 的 な 公 式 を 用
い て 計 算 し た 。 ADAM 12の 存 在 を 癌 群 (ADH/LCIS、 DCIS、 IBC、 お よ び 転 移 性 疾 患 )と 対 照 の
間 で 、 ロ ジ ス テ ィ ッ ク 回 帰 分 析 を 用 い て 比 較 し た 。 各 群 に つ い て 、 ADAM 12の 存 在 は 百 分
率 と し て 表 さ れ 、 正 規 近 似 に 基 づ き 95%信 頼 区 間 が 計 算 さ れ た 。 ADAM 12レ ベ ル と 乳 癌 の 間
の 非 線 形 関 係 は 、 ADAM 12の 選 択 さ れ た 区 間 に 対 す る 最 尤 推 定 に よ り 決 定 さ れ た 確 立 を 用
い た 、 ロ ジ ス テ ィ ッ ク 回 帰 分 析 を 用 い て モ デ ル 化 さ れ た (17)。 ADAM 12レ ベ ル の 中 央 値 は
対 照 と 癌 患 者 の 間 で 、 マ ン ホ イ ッ ト ニ ー U 検 定 に 基 づ く 対 比 較 を 用 い た ク ラ ス カ ル ・ ワ リ
ス の 検 定 を 用 い て 比 較 さ れ 、 一 方 、 レ ベ ル の 平 均 値 は 分 散 分 析 (ANOVA)に よ り 比 較 さ れ た
。 ADAM 12の 診 断 正 確 性 を 評 価 す る た め に 、 受 信 者 動 作 特 性 (ROC)曲 線 分 析 を 利 用 し て 、 さ
ま ざ ま な ADAM 12レ ベ ル に つ い て 、 真 陽 性 お よ び 偽 陽 性 の 全 て の 対 を プ ロ ッ ト し た 。 ROC曲
線 は 全 て の 乳 癌 患 者 と 対 照 の 間 を 識 別 す る た め 、 か つ 別 個 に 各 癌 群 に つ い て 作 成 さ れ た 。
(0,0)か ら 急 激 に 上 昇 し (0,1)近 傍 に 至 る ROC曲 線 は 、 ほ ぼ 完 全 に 癌 患 者 を 対 照 か ら 識 別 す
る 試 験 で あ る こ と を 示 し 、 一 方 、 45度 の 対 角 線 に 近 い 曲 線 は 低 識 別 能 を 有 す る 。 95%信 頼
区 間 を と も な う 曲 線 下 面 積 (AUC)は 、 疾 患 の バ イ オ マ ー カ ー と し て の ADAM 12の 能 力 の 指 標
と し て 、 ハ ン リ ー ・ マ ク ニ ー ル (Hanley-McNeil)ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 決 定 さ れ た 。 さ ら
に 、 AUCは ラ ン ダ ム に 選 択 さ れ た 患 者 お よ び 対 照 の 対 が 正 確 に 分 類 さ れ る 確 率 に 等 し い 。
癌 患 者 と 対 照 の 実 際 の 数 を 、 上 に 重 ね 合 わ せ た 理 論 上 の 確 率 曲 線 と 共 に ヒ ス ト グ ラ ム で 図
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示 し 、 よ り 高 い ADAM 12レ ベ ル に 対 す る 乳 癌 の 尤 度 の 増 加 を 説 明 す る 。 5つ の 独 立 な 群 (病
期 に 基 づ く 4つ の 乳 癌 群 お よ び 正 常 な 対 照 群 )間 の 多 重 比 較 を 明 ら か に す る た め 、 P<0.01(0
.05割 る 5)の 保 存 的 両 側 基 準 を 統 計 的 に 有 意 と 見 な し た 。 全 て の 統 計 的 分 析 は SAS statist
ical package (version 6.12, SAS Institute, Cary, NC)を 用 い て 行 わ れ た 。 検 出 力 分 析
か ら 、 各 乳 癌 病 期 に あ る 13人 の 患 者 の 最 小 値 が 、 ADAM 12レ ベ ル の 差 異 の 検 出 に つ い て 80%
の 検 出 力 を 提 供 す る こ と が 示 唆 さ れ た (version 5.0, nQuery Advisor, Statistical Solu
tions, Boston, MA)。
【 ０ ０ ９ ９ 】
結 果
ADAM 12の 単 離 お よ び 同 定
　 乳 癌 患 者 由 来 の 尿 は 段 階 的 な ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に 供 さ れ 、 か つ プ ロ テ ア ー ゼ を 単 離 す
る 目 的 で 、 ゼ ラ チ ン セ フ ァ ロ ー ス を 用 い て ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 段 階 が 行 わ
れ た 。 ADAM 12が ゼ ラ チ ン セ フ ァ ロ ー ス ビ ー ズ に 結 合 し た と い う 事 実 は 、 こ の 酵 素 が ゼ ラ
チ ン 分 解 能 を 有 す る と い う 本 発 明 者 ら の デ ー タ (下 記 参 照 )を 裏 付 け た 。 ゼ ラ チ ン セ フ ァ ロ
ー ス カ ラ ム に 20%DMSOを 添 加 し た 際 に 回 収 さ れ た 画 分 は 、 ～ 52、 80、 120 、 お よ び 140kDa
の い く つ か の 別 個 の タ ン パ ク 質 の バ ン ド を 含 ん で い た (デ ー タ は 図 示 せ ず )。 ～ 120kDaの タ
ン パ ク 質 バ ン ド の MALDI-TOF分 析 に よ り 、 そ れ が デ ィ ス イ ン テ グ リ ン お よ び メ タ ロ プ ロ テ
ア ー ゼ ド メ イ ン 12(ADAM 12)(ア ク セ ッ シ ョ ン  NP_003465)と し て 同 定 さ れ た 。 ヒ ト ADAM 12
の ア ミ ノ 酸 配 列 に わ た る 4種 の 別 個 の ペ プ チ ド が 同 定 さ れ た 。 高 い MOWSEス コ ア 、 一 致 し た
質 量 の 割 合 、 お よ び 同 定 さ れ た ペ プ チ ド の 数 に よ り 、 分 析 さ れ た タ ン パ ク 質 バ ン ド 中 に AD
AM 12が 存 在 す る こ と が 高 い 信 頼 度 で 予 測 さ れ た 。 こ れ ら の 結 果 を 確 認 す る た め に 、 乳 癌
患 者 お よ び 年 齢 が 適 合 し 性 別 が 適 合 し た 対 照 由 来 の 試 料 を 含 む 、 よ り 大 規 模 な コ ホ ー ト の
尿 が ADAM 12に つ い て 分 析 さ れ た 。 尿 試 料 を 濃 縮 し 、 タ ン パ ク 質 に つ い て 正 規 化 し (各 分 析
に つ き 総 タ ン パ ク 質 量 20μ gを 用 い た )、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に 供 し た 。 非 還 元 尿 試 料
に お い て 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル ADAM 12特 異 的 抗 体 、 rb122は ～ 120kDaの タ ン パ ク 質 バ ン ド を 認
識 し (デ ー タ は 図 示 せ ず )、 一 方 、 試 料 が β メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を 用 い て 還 元 さ れ 、 5分
間 煮 沸 さ れ た 場 合 、 ～ 68kDaの バ ン ド が 検 出 さ れ た 。 他 の ADAM 12特 異 的 抗 体 、 ポ リ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 S18、 な ら び に モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 8F8お よ び 6E6を 用 い た 免 疫 ブ ロ ッ ト 分 析 も 同
様 の 結 果 を 与 え た (デ ー タ は 図 示 せ ず )。 分 子 量 に 基 づ き 、 ～ 68kDaの バ ン ド が 成 熟 型 の ADA
M 12-S(5)と し て 同 定 さ れ た 。 ADAM 12特 異 的 抗 体 が 癌 患 者 の 尿 中 に 成 熟 型 の タ ン パ ク 質 を
検 出 し た 事 実 を 鑑 み る と 、 質 量 分 析 法 に よ る ADAM 12の プ ロ ド メ イ ン に 由 来 す る 2つ の ペ プ
チ ド の 同 定 は 興 味 深 い 発 見 で あ る 。 ADAM 12の プ ロ ド メ イ ン は 、 非 還 元 条 件 下 で の フ ュ ー
リ ン 切 断 (6)の 後 で さ え も 、 プ ロ テ ア ー ゼ に 会 合 し た ま ま 残 る こ と が 報 告 さ れ て い る 。 こ
の こ と は 、 こ の 成 熟 ADAM 12会 合 プ ロ ペ プ チ ド の ト リ プ シ ン 切 断 (質 量 分 析 法 に 先 立 つ 必 須
の 段 階 )に よ り 、 結 果 的 に プ ロ ド メ イ ン 由 来 の 2つ の ペ プ チ ド が 検 出 さ れ た こ と を 示 唆 す る
。 ADAM 12特 異 抗 体 を 用 い て 免 疫 ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 検 出 さ れ た タ ン パ ク 質 バ ン ド の サ イ
ズ は 、 成 熟 ADAM 12-Sの そ れ と ほ ぼ 一 致 す る が 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 rb122は 、 -Lお よ び -S
型 の 両 方 で 共 有 の さ れ た 相 同 領 域 で あ る 、 ADAM 12の シ ス テ イ ン に 富 む 領 域 を 認 識 す る 。
従 っ て 、 本 発 明 者 ら は 、 検 出 さ れ た バ ン ド が ADAM 12-Lの 処 理 型 で あ る 可 能 性 を 除 外 で き
な い 。 全 長 の ADAM 12-Lは 報 告 さ れ た ～ 120kDaの 質 量 を 有 し 、 一 方 、 成 熟 (プ ロ ペ プ チ ド を
欠 い た )膜 結 合 型 は ～ 90kDaで あ る (18)。 質 量 分 析 法 に よ り 分 析 さ れ た ～ 120kDa種 に は 全 長
の タ ン パ ク 質 が 含 ま れ て い た が 、 免 疫 ブ ロ ッ ト 分 析 法 か ら 、 尿 中 の 主 要 な 種 は ～ 68kDaの
成 熟 型 酵 素 で あ ろ う と 示 唆 さ れ た 。
【 ０ １ ０ ０ 】
ADAM 12の 基 質 特 異 性
　 ADAM 12の ECMタ ン パ ク 質 分 解 能 を 試 験 す る た め 、 組 換 え ADAM 12-Sタ ン パ ク 質 が Cos-7細
胞 中 で 発 現 さ れ 、 以 前 記 載 さ れ た よ う に 同 質 に な る よ う 精 製 さ れ た 。 基 質 酵 素 電 気 泳 動 法
に よ り ア ッ セ イ さ れ た 場 合 、 ADAM 12は ゼ ラ チ ン を タ ン パ ク 質 分 解 的 に 分 解 し 得 た 。 精 製
ヒ ト ADAM 12-S試 料 は 、 ゼ ラ チ ナ ー ゼ 活 性 バ ン ド を 示 し た 、 ～ 68kDaの 成 熟 型 酵 素 か ら な っ
て い た 。 ADAM 12は フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン お よ び IV型 コ ラ ー ゲ ン も ま た 分 解 し た が 、 基 質 酵 素
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電 気 泳 動 法 に よ り ア ッ セ イ さ れ た 場 合 に カ ゼ イ ン を 分 解 せ ず 、 放 射 測 定 コ ラ ゲ ナ ー ゼ ア ッ
セ イ 法 に お い て 試 験 さ れ た 場 合 に I型 コ ラ ー ゲ ン を 分 解 し な か っ た (デ ー タ は 図 示 せ ず )。 A
DAM 12の ゼ ラ チ ン 分 解 能 を 用 い て 、 こ の 酵 素 に 対 す る 異 な る ク ラ ス の プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤
の 効 果 を 評 価 し た 。 純 粋 な ADAM 12-Sを ゼ ラ チ ン と 共 に 、 さ ま ざ ま な 阻 害 剤 の 非 存 在 下 (図
2C、 レ ー ン 3～ 4)ま た は 存 在 下 で 、 2ま た は 18hの い ず れ か の 時 間 、 37℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト
し た 。 ～ 140kDaの バ ン ド の 消 失 は 、 ADAM 12が 時 間 依 存 的 に ゼ ラ チ ン を 切 断 し た こ と を 示
し た 。 亜 鉛 メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ の 古 典 的 な キ レ ー ト 剤 ； EDTAお よ び 1, 10-フ ェ ナ ン ト ロ リ
ン は ADAM 12に よ る ゼ ラ チ ン 分 解 を 阻 害 し た が 、 一 方 、 1mMマ リ マ ス タ ッ ト の 添 加 は 酵 素 活
性 の 部 分 的 な 阻 害 を も た ら し た 。 内 在 性 阻 害 剤 の TIMP-1、 TIMP-2、 お よ び TIMP-4は 、 酵 素
よ り 5倍 高 い 濃 度 に お い て さ え も 、 ADAM 12の ゼ ラ チ ナ ー ゼ 活 性 を 阻 害 し な か っ た が 、 TIMP
-3(500nM)は ADAM 12活 性 の 有 効 な 阻 害 剤 で あ っ た 。
【 ０ １ ０ １ 】
疾 患 の 進 行 中 の ADAM 12レ ベ ル
　 年 齢 が 適 合 し た 健 康 な 女 性 ボ ラ ン テ ィ ア 由 来 の 46検 体 、 お よ び さ ま ざ ま な 病 期 の 乳 癌 と
診 断 さ れ て い た 患 者 由 来 の 71検 体 を 含 む 、 117の 尿 検 体 が 分 析 さ れ た 。 癌 患 者 由 来 の 試 料
の 大 部 分 (図 1、 表 I)は ADAM 12に つ い て 陽 性 で あ り 、 ADAM 12が 著 し く 低 い 頻 度 で 検 出 さ れ
た 正 常 な 尿 と は 対 照 的 で あ っ た 。 ADAM 12種 の 検 出 頻 度 は 、 対 照 群 (15%)(46尿 検 体 中 7で 陽
性 )と 比 較 し て 、 乳 癌 群 (71尿 検 体 中 67で 陽 性 )に お い て 高 か っ た (94%)。 乳 癌 患 者 お よ び 対
照 群 由 来 の 尿 試 料 は ADAM 12タ ン パ ク 質 レ ベ ル に お い て も 異 な っ て い た 。 健 康 な 個 体 お よ
び 進 行 病 期 の 乳 癌 を 有 す る 患 者 由 来 の 代 表 的 な 尿 試 料 の 免 疫 ブ ロ ッ ト 分 析 を 図 2に 示 す 。 A
DAM 12バ ン ド の 濃 度 測 定 分 析 か ら 、 尿 中 ADAM 12レ ベ ル が 疾 患 の 進 行 病 期 に 伴 い 上 昇 す る
こ と が 示 さ れ た 。 対 照 に お い て 検 出 さ れ た ADAM 12は 非 常 に 低 い か ま た は 無 く 、 若 干 高 い
タ ン パ ク 質 レ ベ ル は 乳 癌 の 初 期 段 階 、 例 え ば ADH/LCISお よ び DCISに 付 随 し 、 一 方 、 局 所 浸
潤 お よ び 転 移 性 疾 患 を 有 す る 患 者 由 来 の 尿 中 に は 、 著 し く 高 い レ ベ ル が 観 察 さ れ た (図 3)
。
【 ０ １ ０ ２ 】
統 計 解 析
　 表 Iは ADAM 12の 陽 性 発 現 を 有 す る 患 者 の 割 合 、 お よ び 各 群 に つ い て の レ ベ ル 中 央 値 を 示
す 。 対 照 群 に つ い て の 濃 度 測 定 ス コ ア の 平 均 値 (12 DU)を 閾 値 と し て 、 対 照 群 と 比 較 し て
、 各 癌 群 の 陽 性 %が 計 算 さ れ た 。 図 6に 示 さ れ る よ う に 、 割 合 の 比 較 に 基 づ く と 、 対 照 と 比
較 し て 、 各 乳 癌 群 に お い て 、 ADAM 12発 現 を 有 す る 個 体 の 割 合 は 著 し く 高 か っ た (全 て P<0.
01)。 表 IIは 、 全 患 者 お よ び 各 癌 病 期 群 に つ い て の 二 分 試 験 (陽 性 ま た は 陰 性 の 試 験 結 果 に
基 づ く )と し て の ADAM 12の 診 断 上 の 特 性 を 示 す 。 全 癌 患 者 に つ い て は 、 任 意 の レ ベ ル の 陽
性 発 現 に 基 づ く ADAM 12の 感 度 は 0.94(95%信 頼 区 間 ： 0.86～ 0.98)で あ り 、 特 異 性 は 0.61(4
6対 照 中 28)(95%信 頼 区 間 ： 0.46～ 0.75)で あ る 。 閾 値 12DUの 設 定 に よ り 、 全 癌 患 者 に つ い
て 、 0.85(46対 照 中 39)と い う 著 し く 高 い 特 異 性 が も た ら さ れ た 。 総 体 的 な 正 確 性 は 、 症 例
ま た は 対 照 と し て 正 確 に 分 類 さ れ た 117個 体 中 の 95個 体 に 基 づ き 、 0.81で あ っ た (95%信 頼
区 間 ： 0.73～ 0.88)。 計 算 さ れ た 尤 度 比 (LR)は 2.4で あ り 、 こ れ は 、 陽 性 の 試 験 結 果 に つ い
て 、 尿 中 の ADAM 12の 存 在 が 、 そ の 個 体 が 乳 癌 を 有 す る 尤 度 が 2.4倍 高 い こ と に 関 連 づ け ら
れ る こ と を 示 す 。 71人 の 全 癌 患 者 お よ び 46人 の 対 照 に つ い て の ADAM 12レ ベ ル の 中 央 値 は
、 そ れ ぞ れ 37(四 分 位 数 間 領 域 ： 14～ 84)お よ び 0(四 分 位 数 間 領 域 ： 0～ 7)で あ っ た (P<0.00
1、 マ ン ホ イ ッ ト ニ ー U 検 定 )。 受 信 者 動 作 特 性 (ROC)曲 線 は 、 実 験 的 な ADAM 12レ ベ ル に 対
す る TPR(感 度 )お よ び FPR(1-特 異 性 )間 の 関 係 を 連 続 型 変 数 と し て 決 定 す る た め 、 全 癌 患 者
、 ADH/LCIS、 DCIS、 IBC、 お よ び 転 移 性 疾 患 を 有 す る 患 者 を 含 む さ ま ざ ま な 群 に つ い て 作
成 さ れ た (デ ー タ は 図 示 せ ず )。 全 て の ROC曲 線 は 優 れ た 識 別 性 を 示 し 、 45度 の 対 角 線 (す な
わ ち 、 非 識 別 性 の 線 )か ら 急 激 に 上 昇 し た 。 正 常 な 対 照 と IBCを 有 す る 女 性 の 区 別 に 基 づ く
ROC曲 線 、 お よ び 対 照 と 転 移 性 疾 患 を 有 す る 患 者 を 比 較 す る も の が 、 0よ り 大 き い ADAM 12
レ ベ ル に 対 し 、 最 も 高 い AUC(そ れ ぞ れ 、 0.90お よ び 0.92)を 有 し 、 IBCお よ び 転 移 性 疾 患 を
有 す る 患 者 を 同 定 す る 感 度 は 完 全 で あ っ た (す な わ ち 、 感 度 ＝ 1.00)。 ロ ジ ス テ ィ ッ ク 回 帰
分 析 を 用 い て 、 ADAM 12レ ベ ル に 基 づ く 乳 癌 の 確 率 が 導 き 出 さ れ た (図 7)。 実 験 的 な ADAM 1
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2レ ベ ル を 、 症 例 お よ び 対 照 に つ い て 女 性 の 割 合 を 用 い て 、 x軸 に 示 さ れ た ADAM 12レ ベ ル
を 有 す る ヒ ス ト グ ラ ム と し て 示 し た 。 46人 の 対 照 の う ち 、 28人 (61%)は ADAM 12レ ベ ル 0を
有 し 、 一 方 、 71人 の 癌 患 者 中 4人 (6%)の み が ADAM 12レ ベ ル 0を 有 し た 。 さ ら に 、 6人 の 対 照
(13%)が 20よ り 高 い ADAM 12レ ベ ル を 有 し た が 、 一 方 、 71人 の 癌 患 者 中 46人 (65%)が 20よ り
高 い レ ベ ル を 有 し た 。 ロ ジ ス テ ィ ッ ク 回 帰 法 に よ り 、 ADAM 12レ ベ ル と 癌 の 確 率 の 間 に 、
高 度 に 有 意 な 直 接 的 関 係 が 確 認 さ れ た (尤 度 比 検 定 ＝ 34.62、 P<0.0001)。 図 7に お い て 、 理
論 的 な 非 線 形 曲 線 に よ り 示 さ れ る よ う に 、 ADAM 12レ ベ ル 0を 有 す る (す な わ ち 、 発 現 が 無
い )個 体 に つ い て は 乳 癌 の 確 率 は 32%で あ り 、 レ ベ ル が 1と 20の 間 で あ る 場 合 、 ほ ぼ 50%で あ
る 。 モ デ ル か ら 、 21と 40の 間 の ADAM 12レ ベ ル に 対 し て 、 乳 癌 の 確 率 は 67%で あ り 、 レ ベ ル
が 41と 60の 間 の 場 合 は 80%で あ り 、 61と 80の 間 の レ ベ ル に 対 し て 90%、 81～ 100の ADAM 12レ
ベ ル を 有 す る 個 体 に つ い て 95%、 お よ び レ ベ ル が 100を 超 え た 場 合 98%と 予 測 さ れ る 。 　
【 ０ １ ０ ３ 】
　 (表 Ｉ )乳 癌 患 者 お よ び 対 照 に お け る ADAM 12発 現
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
ADH＝ 異 型 乳 管 過 形 成 、 LCIS＝ 非 浸 潤 性 小 葉 癌 、 DCIS＝ 非 浸 潤 性 乳 管 癌 、 IBC＝ 局 所 浸 潤 性
乳 癌 、 DU＝ 濃 度 測 定 単 位 、 IQR＝ 四 分 位 数 間 領 域
【 ０ １ ０ ４ 】
　 (表 Ｉ Ｉ )乳 癌 患 者 お よ び 対 照 の 区 別 に お け る ADAM 12の 診 断 上 の 特 性
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
ADH＝ 異 型 乳 管 過 形 成 、 LCIS＝ 非 浸 潤 性 小 葉 癌 、 DCIS＝ 非 浸 潤 性 乳 管 癌 、 IBC＝ 局 所 浸 潤 性
乳 癌 、 FNR＝ 偽 陰 性 率 、 FPR＝ 偽 陽 性 率 、 LR＝ 尤 度 比
【 ０ １ ０ ５ 】
　 以 下 に お よ び 明 細 書 を 通 じ て 引 用 さ れ る 参 考 文 献 は 、 そ れ ら の 全 体 が 参 照 に よ り 本 明 細
書 に 組 み 入 れ ら れ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
参 考 文 献
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ０ ７ 】
　 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ 、 か つ 本 明 細 書 の 一 部 を な す 添 付 の 図 面 は 、 本 発 明 の 態 様 を 説
明 し 、 か つ 、 記 載 と 共 に 、 本 発 明 の 目 的 、 利 点 、 お よ び 原 理 を 説 明 す る の に 役 立 つ 。
【 図 １ 】 乳 癌 を 有 す る 患 者 か ら 得 ら れ た 尿 試 料 中 の ADAM 12の 免 疫 ブ ロ ッ ト 解 析 を 、 年 齢
お よ び 性 別 が 適 合 し た 正 常 な 対 照 ； 乳 癌 を 有 さ な い 患 者 か ら 得 ら れ た 尿 試 料 と 比 較 し て 示
す 。
【 図 ２ 】 さ ま ざ ま な 病 期 の 乳 癌 を 有 す る 患 者 か ら 得 ら れ た 尿 試 料 中 の ADAM 12の 免 疫 ブ ロ
ッ ト 解 析 を 、 正 常 な 健 康 な 個 体 か ら 得 ら れ た 尿 試 料 中 の ADAM 12レ ベ ル と 比 較 し て 示 す 。
レ ー ン 11は 92kDaの 潜 伏 型 お よ び 68kDaの 成 熟 型 の タ ン パ ク 質 を 含 む 純 粋 な 組 換 え ADAM 12
を 表 す 。
【 図 ３ 】 全 て の 試 料 の 免 疫 ブ ロ ッ ト の 濃 度 測 定 の ヒ ス ト グ ラ ム を 示 す 。 ヒ ス ト グ ラ ム は 乳
癌 の 進 行 期 に 伴 う 尿 中 ADAM 12レ ベ ル の 中 央 値 の 上 昇 を 示 す 。 誤 差 バ ー は 標 準 誤 差 を 示 す (
*、 p、 0.01、 分 散 分 析 )。
【 図 ４ 】 ADAM 12の 存 在 と 乳 癌 の 相 関 を 図 示 す る チ ャ ー ト を 示 す 。 癌 患 者 由 来 の 尿 試 料 の 9
4%が ADAM 12に つ い て 陽 性 で あ り 、 ADAM 12が 著 し く 低 い 頻 度 (15%)で 検 出 さ れ た 正 常 な 尿
試 料 と は 対 照 的 で あ っ た 。
【 図 ５ 】 ADAM 12の ア ミ ノ 酸 配 列 (SEQ ID NO:1)を 示 す 。
【 図 ６ 】 乳 癌 群 お よ び 対 照 に お け る 尿 中 ADAM 12を 有 す る 患 者 の 割 合 を 示 す 。 対 照 試 料 に
つ い て の 濃 度 測 定 ス コ ア の 平 均 値 を 閾 値 と し 、 対 照 群 と 比 較 し て 各 癌 群 に つ い て 陽 性 の 割
合 を 計 算 し た 。
【 図 ７ 】 ADAM 12レ ベ ル の 上 昇 に 基 づ き 乳 癌 を 有 す る (正 常 と は 反 対 に )確 率 を 図 示 す る 、
ロ ジ ス テ ィ ッ ク 回 帰 分 析 に 基 づ く 理 論 上 の 曲 線 を 示 す 。 確 率 曲 線 は 、 ADAM 12レ ベ ル の 既
定 の 区 間 に つ い て 対 照 お よ び 乳 癌 患 者 の 割 合 の 上 に 重 ね 合 わ さ れ て い る (p<0.00001)。 x軸
は ADAM 12レ ベ ル の 区 間 を 表 し 、 y軸 は 各 区 間 に お け る 患 者 お よ び 対 照 の 実 際 の 割 合 に 対 応
す る 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】
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摘要(译)

表达和ADAM 12的活性，上皮来源的，如乳腺癌，结肠癌，前列腺癌，
肝癌，膀胱癌，胰腺癌，卵巢癌，子宫颈癌，肺癌，和皮肤癌，的以及
在患者与其他的癌症上调：因此，本发明涉及用于预后评估和上皮起源
的癌症诊断方法。特别地，ADAM 12在生物样品中的存在表明上皮来源
的癌症。此外，在生物样品（例如尿液）中检测到的ADAM 12蛋白的量
与疾病状态相关，达到ADAM 12水平用于预测癌症的存在和转移潜能的
程度。因此，生物样本中的ADAM（例如，尿液或血液）12个级别的测
量提供快速，简便和安全的筛查，可用于患者的癌症的诊断和预后。
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