
(57)【要約】
本発明は一般的に、対象における、または前記対象からの生物試料における、異常細胞、
より詳細には異常上皮細胞を検出するための方法、およびそのために有用な作用物質に関
する。より詳細には、本発明は、異常乳房上皮細胞を検出するための方法に関する。異常
細胞または異常細胞の群の存在は、特定の疾患もしくは状態があること、または疾患もし
くは状態を発症する性向があることを判定する指標となる。より詳細には、本発明は、 LM
04タンパク質もしくは関連タンパク質の存在の相対的増加、または LM04活性の相対的増加
、または LM04タンパク質もしくは関連タンパク質をコードする遺伝子による発現産物の存
在の相対的増加を判定することによって、対象または前記対象からの生物試料における、
乳癌と関連のある細胞または乳癌へと進展する性向のある細胞を検出するための方法を考
えている。本発明はさらに、 1個の細胞もしくは細胞の群における LM04もしくは関連タン
パク質の上方制御、または LM04もしくは関連タンパク質をコードする遺伝子配列の発現産
物の存在の上方制御に関するスクリーニングにより、対象または前記対象からの生物試料
における、癌または癌様増殖、特に乳癌の存在を診断するための方法を提供する。本発明
は、 LM04または LM04をコードする遺伝物質の発現産物を検出するために有用な診断薬を提
供する。このような診断薬は、 LM04遺伝子の発現産物を検出するための抗体および遺伝子
プローブなどの免疫相互作用性分子を含む。本発明はさらに、 LM04レベルの変化を示す遺
伝子改変動物も提供する。このような動物は抗癌剤のスクリーニングのための有用なモデ
ルである。本発明はさらにまた、一般的に、 LM04に関連のある細胞増殖を調節する方法、
およびそのために有用な作用物質に関する。より詳細には、本発明は、 LM04核酸の発現お
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
対 象 ま た は 対 象 か ら の 生 物 試 料 に お け る 異 常 細 胞 ま た は 異 常 細 胞 の 発 生 に 対 す る 素 因 を 検
出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 該 対 象 ま た は 生 物 試 料 か ら の 細 胞 ま た は 細 胞 抽 出 物 を 、 LM04
ま た は そ の 抗 原 性 部 分 に 対 し て 特 異 的 な 免 疫 相 互 作 用 性 分 子 と 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び 免
疫 相 互 作 用 性 分 子 -LM04複 合 体 の 形 成 レ ベ ル に 関 す る ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う こ と を 含 み 、
正 常 細 胞 と 対 比 し て 複 合 体 の 存 在 量 が 多 い こ と に よ っ て 異 常 細 胞 が 示 さ れ る よ う な 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
対 象 ま た は 対 象 か ら の 生 物 試 料 に お け る 異 常 細 胞 ま た は 異 常 細 胞 の 発 生 に 対 す る 素 因 を 検
出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 LM04を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 転 写 産 物 の レ ベ ル に 関 す る ス ク リ
ー ニ ン グ を 行 う こ と を 含 み 、 正 常 細 胞 の レ ベ ル と 比 較 し て 発 現 産 物 の レ ベ ル が 高 い こ と に
よ っ て 異 常 細 胞 が 示 さ れ る よ う な 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
対 象 に お け る 異 常 細 胞 増 殖 ま た は 異 常 細 胞 増 殖 の 発 生 に 対 す る 素 因 の 存 在 を 診 断 す る た め
の 方 法 で あ っ て 、 対 象 ま た は 該 対 象 か ら の 生 物 試 料 か ら の 細 胞 ま た は 細 胞 抽 出 物 を 、 LM04
ま た は そ の 抗 原 決 定 基 も し く は エ ピ ト ー プ に 対 す る 特 異 性 を 有 す る 抗 体 の LM04結 合 有 効 量
と 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び 続 い て LM04-抗 体 複 合 体 の レ ベ ル を 定 量 的 ま た は 定 性 的 に 決 定
す る こ と を 含 み 、 正 常 細 胞 と 比 較 し た 複 合 体 の レ ベ ル の 高 さ の 存 在 に よ っ て 異 常 増 殖 の 存
在 が 示 さ れ る よ う な 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
対 象 に お け る 異 常 細 胞 増 殖 ま た は 異 常 細 胞 増 殖 の 発 生 に 対 す る 素 因 の 存 在 を 診 断 す る た め
の 方 法 で あ っ て 、 対 象 の 細 胞 ま た は 該 対 象 か ら の 生 物 試 料 か ら mRNAを 入 手 す る こ と 、 お よ
び 選 択 的 に は cDNAを 作 製 す る こ と 、 な ら び に mRNAま た は cDNAを 、 LM04を コ ー ド す る ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 ま た は そ の 相 補 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 全 体 ま た は 一 部 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し う る
、 お よ び ／ ま た は そ れ を 増 幅 し う る 遺 伝 子 プ ロ ー ブ と 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び 続 い て 該 mR
NAま た は cDNAの レ ベ ル を 検 出 す る こ と を 含 み 、 正 常 対 照 と 比 較 し た 該 mRNAま た は cDNAの レ
ベ ル の 高 さ の 存 在 に よ っ て 異 常 増 殖 の 存 在 が 示 さ れ る よ う な 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
異 常 細 胞 が 新 形 成 細 胞 で あ る 、 請 求 項 1～ 4の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
新 形 成 細 胞 が 、 中 枢 神 経 系 腫 瘍 、 網 膜 芽 細 胞 腫 、 頭 頸 部 癌 、 肺 癌 、 腎 臓 癌 、 膵 臓 性 新 形 成
、 結 腸 直 腸 癌 、 子 宮 頸 癌 、 精 巣 癌 、 卵 巣 癌 、 リ ン パ 腫 、 白 血 病 、 悪 性 黒 色 腫 、 神 経 内 分 泌
腫 瘍 お よ び カ ル チ ノ イ ド 腫 瘍 を 特 徴 づ け る も の で あ る 、 請 求 項 5記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
新 形 成 細 胞 が 扁 平 細 胞 、 腎 細 胞 、 島 細 胞 、 生 殖 細 胞 、 乳 房 細 胞 ま た は 上 皮 細 胞 で あ る 、 請
求 項 5記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
新 形 成 細 胞 が 乳 房 細 胞 で あ る 、 請 求 項 7記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
新 形 成 細 胞 が 上 皮 細 胞 で あ る 、 請 求 項 7記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
LM04ま た は と 相 互 作 用 す る 免 疫 相 互 作 用 性 分 子 で あ る 、 単 離 さ れ た 免 疫 相 互 作 用 性 分
子 ま た は そ の 誘 導 体 、 類 似 体 も し く は 変 異 体 。
【 請 求 項 １ １ 】
抗 体 で あ る 、 請 求 項 10記 載 の 免 疫 相 互 作 用 性 分 子 。
【 請 求 項 １ ２ 】
LM04に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る エ ピ ト ー プ に 対 す る 特 異 性 を 有 す る
非 免 疫 化 抗 体 分 子 で あ っ て 、 非 免 疫 化 抗 体 の 可 変 ド メ イ ン の CDRの 少 な く と も 1つ が LM04に
対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 由 来 し 、 非 免 疫 化 抗 体 分 子 の 残 り の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 由 来 部 分
が 、 抗 体 を 非 免 疫 化 し よ う と す る 対 象 で あ る 宿 主 か ら の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ま た は そ の 類 似 体
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に 由 来 す る 、 抗 体 分 子 。
【 請 求 項 １ ３ 】
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 11記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ４ 】
ハ イ ブ リ ド ー マ 16H2ま た は そ の 変 異 体 も し く は バ リ ア ン ト に よ っ て 分 泌 さ れ る 、 請 求 項 13
記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 １ ５ 】
ハ イ ブ リ ド ー マ 20F8ま た は そ の 変 異 体 も し く は バ リ ア ン ト に よ っ て 分 泌 さ れ る 、 請 求 項 13
記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 １ ６ 】
ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 16H2ま た は そ の 変 異 体 も し く は バ リ ア ン ト 。
【 請 求 項 １ ７ 】
ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 20F8ま た は そ の 変 異 体 も し く は バ リ ア ン ト 。
【 請 求 項 １ ８ 】
免 疫 相 互 作 用 性 分 子 が 請 求 項 10～ 15の い ず れ か 一 項 記 載 の 免 疫 相 互 作 用 性 分 子 で あ る 、 請
求 項 1ま た は 3記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
LM04を 検 出 す る た め の ア ッ セ イ 法 で あ っ て 、
（ i） LM04ま た は そ の 抗 原 決 定 基 に 対 し て 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 LM04を 含 む 細
胞 を 含 む こ と が 疑 わ れ る 生 物 試 料 と 接 触 さ せ る 段 階 ； お よ び
（ ii） 段 階 （ i） で 形 成 さ れ た 複 合 体 を シ グ ナ ル 検 出 の 段 階 に 供 す る 段 階 、
を 含 む ア ッ セ イ 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
抗 体 が 請 求 項 13～ 15の い ず れ か 一 項 記 載 の 抗 体 で あ る 、 請 求 項 17記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
ヒ ト 患 者 に お け る 新 形 成 細 胞 を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 12記 載 の 非 免 疫 化 型
の 非 ヒ ト 由 来 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を レ ポ ー タ ー 分 子 で 標 識 し た も の を 患 者 に 導 入 す る こ と
、 標 識 抗 体 を 循 環 系 全 体 ま た は 循 環 系 の 選 択 さ れ た 部 分 に 散 在 さ せ る こ と 、 お よ び 続 い て
抗 体 の 位 置 を 同 定 す る た め に 該 患 者 を レ ポ ー タ ー 分 子 の 検 出 手 段 に 供 す る こ と を 含 む 方 法
。
【 請 求 項 ２ ２ 】
試 料 に お け る LM04ま た は そ の 断 片 、 バ リ ア ン ト も し く は 誘 導 体 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
試 料 を 抗 体 ま た は そ の 断 片 も し く は 誘 導 体 と 接 触 さ せ る こ と 、 な ら び に 抗 体 お よ び LM04ま
た は そ の 断 片 、 バ リ ア ン ト も し く は 誘 導 体 を 含 む 複 合 体 の レ ベ ル を 正 常 対 照 と 比 較 し て 検
出 す る こ と を 含 み 、 LM04の レ ベ ル が 高 い こ と に よ っ て 癌 の 増 殖 が 示 さ れ る よ う な 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
抗 体 が 請 求 項 11～ 15の い ず れ か 一 項 記 載 の 抗 体 で あ る 、 請 求 項 22記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
対 象 に お け る 異 常 細 胞 増 殖 の 発 生 ま た は 進 行 を モ ニ タ ー す る 方 法 で あ っ て 、 対 象 か ら の 生
物 試 料 に お け る LM04ま た は LM04を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 転 写 産 物 の レ ベ ル に 関 す る ス ク リ ー
ニ ン グ を 行 う こ と を 含 み 、 正 常 細 胞 の レ ベ ル と 比 較 し て LM04ま た は 転 写 産 物 の レ ベ ル が 高
い こ と に よ っ て 異 常 細 胞 増 殖 が 示 さ れ る よ う な 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
異 常 細 胞 が 新 形 成 細 胞 で あ る 、 請 求 項 24記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
新 形 成 細 胞 が 、 中 枢 神 経 系 腫 瘍 、 網 膜 芽 細 胞 腫 、 頭 頸 部 癌 、 肺 癌 、 腎 臓 癌 、 膵 臓 性 新 形 成
、 結 腸 直 腸 癌 、 子 宮 頸 癌 、 精 巣 癌 、 卵 巣 癌 、 リ ン パ 腫 、 白 血 病 、 悪 性 黒 色 腫 、 神 経 内 分 泌
腫 瘍 お よ び カ ル チ ノ イ ド 腫 瘍 を 特 徴 づ け る も の で あ る 、 請 求 項 25記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
新 形 成 細 胞 が 扁 平 細 胞 、 腎 細 胞 、 島 細 胞 、 生 殖 細 胞 、 乳 房 細 胞 ま た は 上 皮 細 胞 で あ る 、 請
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求 項 25記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
新 形 成 細 胞 が 乳 房 細 胞 で あ る 、 請 求 項 27記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
新 形 成 細 胞 が 上 皮 細 胞 で あ る 、 請 求 項 27記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
患 者 か ら の 新 形 成 細 胞 と 疑 わ れ る も の に お け る LM04の 相 対 レ ベ ル を 決 定 す る た め の 定 量 的
ま た は 半 定 量 的 な 診 断 キ ッ ト の 製 造 に お け る 、 LM04に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ １ 】
抗 体 が 請 求 項 13～ 15の い ず れ か 一 項 記 載 の 抗 体 で あ る 、 請 求 項 30記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
LM04調 節 性 細 胞 増 殖 を 調 節 す る 方 法 で あ っ て 、 細 胞 を 、 の 発 現 ま た は LM04の 機 能 活 性
を 調 節 す る の に 十 分 な 時 間 お よ び 条 件 の 下 で 作 用 物 質 の 有 効 量 と 接 触 さ せ る こ と を 含 み 、
発 現 ま た は 活 性 の 阻 害 ま た は 別 の 様 式 で の 拮 抗 に よ っ て 細 胞 増 殖 が 下 方 制 御 さ れ る よ う な
方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
哺 乳 動 物 に お け る 、 異 常 な 、 不 要 な ま た は 別 の 様 式 で 不 適 切 な LM04調 節 性 増 殖 細 胞 活 性 を
特 徴 と す る 状 態 の 治 療 お よ び ／ ま た は 予 防 の た め の 方 法 で あ っ て 、 の 発 現 ま た は LM04
の 機 能 活 性 を 調 節 す る の に 十 分 な 時 間 お よ び 条 件 の 下 で 、 作 用 物 質 の 有 効 量 を 哺 乳 動 物 に
投 与 す る こ と を 含 み 、 発 現 も し く は 活 性 の 阻 害 ま た は 別 の 様 式 で の 拮 抗 に よ っ て 細 胞 増 殖
が 下 方 制 御 さ れ る よ う な 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
細 胞 が 新 形 成 細 胞 で あ る 、 請 求 項 32ま た は 33の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
新 形 成 細 胞 が 、 中 枢 神 経 系 腫 瘍 、 網 膜 芽 細 胞 腫 、 頭 頸 部 癌 、 肺 癌 、 腎 臓 癌 、 膵 臓 性 新 形 成
、 結 腸 直 腸 癌 、 子 宮 頸 癌 、 精 巣 癌 、 卵 巣 癌 、 リ ン パ 腫 、 白 血 病 、 悪 性 黒 色 腫 、 神 経 内 分 泌
腫 瘍 お よ び カ ル チ ノ イ ド 腫 瘍 を 特 徴 づ け る も の で あ る 、 請 求 項 34記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
新 形 成 細 胞 が 扁 平 細 胞 、 腎 細 胞 、 島 細 胞 、 生 殖 細 胞 、 乳 房 細 胞 ま た は 上 皮 細 胞 で あ る 、 請
求 項 34記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
新 形 成 細 胞 が 乳 房 細 胞 で あ る 、 請 求 項 36記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
新 形 成 細 胞 が 上 皮 細 胞 で あ る 、 請 求 項 36記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】

の 発 現 ま た は LM04の 機 能 活 性 を 調 節 し う る 作 用 物 質 を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
ま た は LM04を 含 む 細 胞 ま た は そ の 抽 出 物 を 作 用 物 質 と 推 定 さ れ る も の と 接 触 さ せ る こ

と 、 お よ び 相 互 作 用 に 伴 う 発 現 表 現 型 の 変 化 を 検 出 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
異 常 な 、 不 要 な ま た は 別 の 様 式 で 不 適 切 な LM04調 節 性 細 胞 増 殖 を 特 徴 と す る 状 態 で あ る 、
哺 乳 動 物 に お け る 状 態 の 治 療 の た め の 医 薬 品 の 製 造 に お け る 作 用 物 質 の 使 用 で あ っ て 、 作
用 物 質 が の 発 現 ま た は LM04の 活 性 を 調 節 し 、 発 現 ま た は 活 性 の 阻 害 ま た は 別 の 様 式 で
の 拮 抗 に よ っ て 細 胞 増 殖 が 下 方 制 御 さ れ る よ う な 使 用 。
【 請 求 項 ４ １ 】
細 胞 が 新 形 成 細 胞 で あ る 、 請 求 項 40記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
新 形 成 細 胞 が 、 中 枢 神 経 系 腫 瘍 、 網 膜 芽 細 胞 腫 、 頭 頸 部 癌 、 肺 癌 、 腎 臓 癌 、 膵 臓 性 新 形 成
、 結 腸 直 腸 癌 、 子 宮 頸 癌 、 精 巣 癌 、 卵 巣 癌 、 リ ン パ 腫 、 白 血 病 、 悪 性 黒 色 腫 、 神 経 内 分 泌
腫 瘍 お よ び カ ル チ ノ イ ド 腫 瘍 を 特 徴 づ け る も の で あ る 、 請 求 項 41記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
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新 形 成 細 胞 が 扁 平 細 胞 、 腎 細 胞 、 島 細 胞 、 生 殖 細 胞 、 乳 房 細 胞 ま た は 上 皮 細 胞 で あ る 、 請
求 項 41記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
新 形 成 細 胞 が 乳 房 細 胞 で あ る 、 請 求 項 43記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
新 形 成 細 胞 が 上 皮 細 胞 で あ る 、 請 求 項 43記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
請 求 項 40に 従 っ て 同 定 さ れ た 作 用 物 質 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
請 求 項 39に 従 っ て 同 定 さ れ た 調 節 性 物 質 を 、 1つ ま た は 複 数 の 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 お
よ び ／ ま た は 希 釈 剤 と と も に 含 む 、 薬 学 的 組 成 物 。
【 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 一 般 的 に 、 対 象 に お け る 、 ま た は 前 記 対 象 か ら の 生 物 試 料 に お け る 、 異 常 細 胞 、
よ り 詳 細 に は 異 常 上 皮 細 胞 を 検 出 す る た め の 方 法 、 お よ び そ の た め に 有 用 な 作 用 物 質 （ ag
ent） に 関 す る 。 よ り 詳 細 に は 、 本 発 明 は 、 異 常 乳 房 上 皮 細 胞 を 検 出 す る た め の 方 法 に 関
す る 。 異 常 細 胞 ま た は 異 常 細 胞 の 群 の 存 在 は 、 特 定 の 疾 患 も し く は 状 態 が あ る こ と 、 ま た
は 疾 患 も し く は 状 態 を 発 症 す る 性 向 が あ る こ と を 判 定 す る 指 標 と な る 。 よ り 詳 細 に は 、 本
発 明 は 、 LM04タ ン パ ク 質 も し く は 関 連 タ ン パ ク 質 の 存 在 の 相 対 的 増 加 、 ま た は LM04活 性 の
相 対 的 増 加 、 ま た は LM04タ ン パ ク 質 も し く は 関 連 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 に よ る 発
現 産 物 の 存 在 の 相 対 的 増 加 を 判 定 す る こ と に よ っ て 、 対 象 ま た は 前 記 対 象 か ら の 生 物 試 料
に お け る 、 乳 癌 と 関 連 の あ る 細 胞 ま た は 乳 癌 へ と 進 展 す る 性 向 の あ る 細 胞 を 検 出 す る た め
の 方 法 を 考 え て い る 。 本 発 明 は さ ら に 、 1個 の 細 胞 も し く は 細 胞 の 群 に お け る LM04も し く
は 関 連 タ ン パ ク 質 の 上 方 制 御 、 ま た は LM04も し く は 関 連 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 配
列 の 発 現 産 物 の 存 在 の 上 方 制 御 に 関 す る ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 、 対 象 ま た は 前 記 対 象 か ら
の 生 物 試 料 に お け る 、 癌 ま た は 癌 性 増 殖 、 特 に 乳 癌 の 存 在 を 診 断 す る た め の 方 法 を 提 供 す
る 。 本 発 明 は 、 LM04ま た は LM04を コ ー ド す る 遺 伝 物 質 の 発 現 産 物 を 検 出 す る た め に 有 用 な
診 断 薬 を 提 供 す る 。 こ の よ う な 診 断 薬 は 、 LM04遺 伝 子 の 発 現 産 物 を 検 出 す る た め の 抗 体 お
よ び 遺 伝 子 プ ロ ー ブ な ど の 免 疫 相 互 作 用 性 分 子 を 含 む 。 本 発 明 は さ ら に 、 LM04レ ベ ル の 変
化 を 示 す 遺 伝 子 改 変 動 物 も 提 供 す る 。 こ の よ う な 動 物 は 抗 癌 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ の た め の
モ デ ル と し て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
本 発 明 は さ ら に ま た 、 一 般 的 に 、 LM04に 関 連 の あ る 細 胞 増 殖 を 調 節 す る 方 法 、 お よ び そ の
た め に 有 用 な 作 用 物 質 に 関 す る 。 よ り 詳 細 に は 、 本 発 明 は 、 LM04核 酸 の 発 現 お よ び ／ ま た
は LM04の 機 能 を 調 節 す る こ と に よ っ て 乳 房 細 胞 の 増 殖 を 調 節 す る 方 法 を 考 え て い る 。 本 発
明 の 方 法 は 特 に 、 異 常 な 、 不 要 な ま た は 別 の 様 式 で 不 適 切 な LM04調 節 性 細 胞 増 殖 （ LM04 r
egulated cellular prolification） を 特 徴 と す る 状 態 の 治 療 お よ び ／ ま た は 予 防 に 有 用
で あ る 。 本 発 明 は さ ら に 、 LM04調 節 性 細 胞 増 殖 を 調 節 し う る 作 用 物 質 を 同 定 お よ び ／ ま た
は 設 計 す る た め の 方 法 を 対 象 と す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
発 明 の 背 景
本 明 細 書 中 に 著 者 お よ び 数 字 の 両 方 に よ っ て 言 及 し た 刊 行 物 の 書 誌 的 詳 細 は 、 本 明 細 書 の
末 尾 に 収 録 し て あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
本 明 細 書 に お け る い ず れ の 先 行 技 術 に つ い て の 言 及 も 、 そ の 先 行 技 術 が オ ー ス ト ラ リ ア に
お け る 一 般 的 常 識 の 一 部 を な し て い る と い う 認 識 で も い か な る 形 式 で の 示 唆 で も な く 、 そ
の よ う に 解 釈 さ れ る べ き で も な い 。
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【 ０ ０ ０ ５ 】
LIMド メ イ ン は 、 縦 列 反 復 し た 2つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー を 含 む 保 存 さ れ た シ ス テ イ ン リ ッ チ
構 造 の 範 囲 を 規 定 し て お り 、 数 多 く の 多 様 な タ ン パ ク 質 に 認 め ら れ る （ 1、 2に 総 説 が あ る
） 。 こ の モ チ ー フ は LIM-ホ メ オ ド メ イ ン 転 写 因 子 内 で 最 初 に 同 定 さ れ 、 単 独 で 存 在 す る こ
と も あ れ ば （ 1つ ま た は 複 数 の コ ピ ー と し て ） 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ ま た は ホ メ オ ボ ッ ク
ス ド メ イ ン な ど の 異 種 ド メ イ ン を 伴 っ て 存 在 す る こ と も あ る 。 標 的 遺 伝 子 破 壊 に よ り 、 LI
Mド メ イ ン を 含 む タ ン パ ク 質 が 細 胞 運 命 の 指 定 お よ び 分 化 に 決 定 的 な 機 能 を 果 た す こ と が
実 証 さ れ て い る （ 3） 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
LMOフ ァ ミ リ ー は 4つ の メ ン バ ー （ LM01～ 4と 命 名 ） か ら な り 、 こ れ ら は そ れ ぞ れ 縦 列 性 の 2
つ の LIMド メ イ ン を 含 む 。 LM02は 胚 の 造 血 に 不 可 欠 で あ り 、 多 能 性 幹 細 胞 の レ ベ ル で 作 用
す る と 考 え ら れ て い る （ 11） 。 LM03は 配 列 相 同 性 に 基 づ い て 発 見 さ れ た が 、 そ の 機 能 は ほ
と ん ど わ か っ て い な い 。 最 も 最 近 に な っ て 報 告 さ れ た メ ン バ ー で あ る LM04は 、 Ldb1／ NL1
／ CLIMと の 相 互 作 用 に よ り 、 自 己 血 清 を 用 い た 発 現 ス ク リ ー ニ ン グ で 単 離 さ れ た （ 12～ 15
） 。 Ldb1は LMOタ ン パ ク 質 お よ び 他 の 核 内 LIM含 有 エ レ メ ン ト と 相 互 作 用 す る 多 機 能 ア ダ プ
タ ー タ ン パ ク 質 で あ る （ 16～ 19） 。 LM04遺 伝 子 は 胚 組 織 お よ び 成 体 組 織 で と も に 広 く 発 現
さ れ る （ 12、 13、 15） 。 こ の フ ァ ミ リ ー の 他 の メ ン バ ー と 同 じ く 、 LM04は 他 の 因 子 の ド ッ
キ ン グ 部 位 と し て 主 に 働 く 転 写 補 助 因 子 で あ る と 推 定 さ れ る 。 LM04は ま た 、 活 性 化 ド メ イ
ン ま た は 抑 制 ド メ イ ン が 転 写 活 性 に 影 響 を 及 ぼ す 一 因 で あ る 可 能 性 も あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
本 発 明 に 至 る 研 究 に お い て 、 本 発 明 者 ら は LM04が 乳 房 発 生 お よ び 乳 房 の 発 癌 に お い て 役 割
を 果 た す こ と を 明 ら か に し た 。 LM04遺 伝 子 は 乳 房 上 皮 に お い て 発 生 段 階 に 伴 う 調 節 を 受 け
て お り 、 LM04は Ldb1と と も に 乳 房 上 皮 分 化 の 負 の 調 節 因 子 と し て 作 用 す る こ と が わ か っ て
い る 。 重 要 な こ と と し て 、 LM04遺 伝 子 の 過 剰 発 現 が 原 発 性 乳 癌 の 50％ を 超 え る 割 合 に 認 め
ら れ て お り 、 こ れ は こ の タ ン パ ク 質 が 乳 癌 の 発 生 に 寄 与 す る こ と を 示 し て い る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
発 明 の 概 要
本 明 細 書 お よ び そ れ に 続 く 特 許 請 求 の 範 囲 の 全 体 を 通 じ て 、 文 脈 が 別 の も の を 要 求 し な い
限 り 、 「 含 む （ comprise） 」 と い う 用 語 、 な ら び に 「 含 む （ comprises） 」 お よ び 「 含 む
（ comprising） 」 な ど の 変 形 物 は 、 言 及 し た 整 数 も し く は 段 階 ま た は 整 数 も し く は 段 階 の
群 を 含 む も の の 、 他 の 整 数 も し く は 段 階 ま た は 整 数 も し く は 段 階 の 群 を 除 外 し な い こ と を
意 味 す る も の と 解 釈 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
本 明 細 書 は 、 プ ロ グ ラ ム パ テ ン ト イ ン ・ バ ー ジ ョ ン 3（ PatentIn Version 3.0） を 用 い て
作 成 し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 情 報 を 、 本 明 細 書 中 の 参 照 文 献 目 録 の 後 に 提 示 す る 形 で 含 ん で
い る 。 各 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 配 列 表 に お い て 、 数 字 表 示 <210>と そ の 後 ろ に 続 く 配 列 識
別 子 （ 例 え ば 、 <210>1、 <210>2な ど ） に よ っ て 識 別 さ れ る 。 各 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 関 す る
配 列 の 長 さ 、 配 列 の 種 類 （ DNAな ど ） お よ び 起 源 生 物 は そ れ ぞ れ 、 数 字 表 示 欄 <211>、 <212
>お よ び <213>に 記 載 さ れ た 情 報 に よ っ て 示 さ れ る 。 本 明 細 書 中 に 言 及 す る ヌ ク レ オ チ ド 配
列 は 、 配 列 番 号 ： と い う 表 示 と そ の 後 ろ に 続 く 配 列 識 別 子 に よ っ て 識 別 さ れ る （ 例 え ば 、
配 列 番 号 ： 1、 配 列 番 号 ： 2な ど ） 。 本 明 細 書 中 に 言 及 す る 配 列 識 別 子 は 、 配 列 表 に お け る
数 字 表 示 欄 <400>と そ の 後 ろ に 続 く 配 列 識 別 子 （ 例 え ば 、 <400>1、 <400>2な ど ） に 提 示 さ
れ た 情 報 と 相 関 し て い る 。 す な わ ち 、 明 細 書 中 に 列 挙 さ れ た 配 列 番 号 ： 1は 、 配 列 表 に <40
0>1と し て 示 さ れ た 配 列 と 相 関 し て い る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
本 発 明 の 1つ の 局 面 は 、 対 象 ま た は 前 記 対 象 か ら の 生 物 試 料 に お け る 異 常 細 胞 を 検 出 す る
た め の 方 法 で あ っ て 、 前 記 対 象 ま た は 前 記 対 象 か ら の 細 胞 ま た は 細 胞 抽 出 物 を 、 LM04ま た
は そ の 抗 原 性 部 分 に 対 し て 特 異 的 な 免 疫 相 互 作 用 性 分 子 と 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び 免 疫 相
互 作 用 性 分 子 -LM04複 合 体 の 形 成 レ ベ ル に 関 す る ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う こ と を 含 み 、 正 常
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細 胞 と 対 比 し て 前 記 複 合 体 の 存 在 量 が 多 い こ と に よ っ て 異 常 細 胞 が 示 さ れ る よ う な 方 法 を
考 え て い る 。
【 ０ ０ １ １ 】
本 発 明 の も う 1つ の 局 面 は 、 対 象 ま た は 前 記 対 象 か ら の 生 物 試 料 に お け る 異 常 上 皮 細 胞 を
検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 前 記 対 象 ま た は 前 記 対 象 か ら の 乳 房 細 胞 ま た は 乳 房 細 胞 抽
出 物 を LM04ま た は そ の 抗 原 性 部 分 に 対 し て 特 異 的 な 免 疫 相 互 作 用 性 分 子 と 接 触 さ せ る こ と
、 お よ び 免 疫 相 互 作 用 性 分 子 -LM04複 合 体 の 形 成 レ ベ ル に 関 す る ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う こ
と を 含 み 、 正 常 上 皮 細 胞 と 対 比 し て 前 記 複 合 体 の 存 在 量 が 多 い こ と に よ っ て 異 常 上 皮 細 胞
が 示 さ れ る よ う な 方 法 を 考 え て い る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
本 発 明 の さ ら に も う 1つ の 局 面 は 、 対 象 ま た は 前 記 対 象 か ら の 生 物 試 料 に お け る 異 常 乳 房
細 胞 を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 前 記 対 象 ま た は 前 記 対 象 か ら の 乳 房 細 胞 ま た は 乳 房
細 胞 抽 出 物 を LM04ま た は そ の 抗 原 性 部 分 に 対 し て 特 異 的 な 免 疫 相 互 作 用 性 分 子 と 接 触 さ せ
る こ と 、 お よ び 免 疫 相 互 作 用 性 分 子 -LM04複 合 体 の 形 成 レ ベ ル に 関 す る ス ク リ ー ニ ン グ を
行 う こ と を 含 み 、 正 常 乳 房 細 胞 と 対 比 し て 前 記 複 合 体 の 存 在 量 が 多 い こ と に よ っ て 異 常 乳
房 細 胞 が 示 さ れ る よ う な 方 法 を 考 え て い る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
1つ の 関 連 し た 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 対 象 ま た は 前 記 対 象 か ら の 生 物 試 料 に お け る 異
常 細 胞 を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 LM04を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 転 写 産 物 の レ ベ ル に 関
す る ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う こ と を 含 み 、 正 常 細 胞 と 比 較 し て 前 記 発 現 産 物 の レ ベ ル が 高 い
こ と に よ っ て 異 常 細 胞 が 示 さ れ る よ う な 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
も う 1つ の 局 面 に お い て は 、 対 象 ま た は 前 記 対 象 か ら の 生 物 試 料 に お け る 異 常 上 皮 細 胞 を
検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 LM04を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 転 写 産 物 の レ ベ ル に 関 す る ス ク
リ ー ニ ン グ を 行 う こ と を 含 み 、 正 常 上 皮 細 胞 と 比 較 し て 前 記 発 現 産 物 の レ ベ ル が 高 い こ と
に よ っ て 異 常 上 皮 細 胞 が 示 さ れ る よ う な 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
さ ら に も う 1つ の 局 面 に お い て は 、 対 象 ま た は 前 記 対 象 か ら の 生 物 試 料 に お け る 異 常 乳 房
細 胞 を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 LM04を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 転 写 産 物 の レ ベ ル に 関 す
る ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う こ と を 含 み 、 正 常 乳 房 細 胞 と 比 較 し て 前 記 発 現 産 物 の レ ベ ル が 高
い こ と に よ っ て 異 常 乳 房 細 胞 が 示 さ れ る よ う な 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
本 発 明 の さ ら に ま た も う 1つ の 局 面 は 、 対 象 に お け る 新 生 物 ま た は 新 生 物 様 増 殖 の 存 在 を
診 断 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 前 記 対 象 ま た は 前 記 対 象 か ら の 生 物 試 料 か ら の 細 胞 ま た は
細 胞 抽 出 物 を 前 記 LM04ま た は そ の 抗 原 決 定 基 も し く は エ ピ ト ー プ に 対 す る 特 異 性 を 有 す る
抗 体 の LM04結 合 有 効 量 を 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び 続 い て LM04-抗 体 複 合 体 の レ ベ ル を 定 量
的 ま た は 定 性 的 に 決 定 す る こ と を 含 み 、 正 常 細 胞 と 比 較 し た 前 記 複 合 体 の レ ベ ル の 高 さ の
存 在 に よ っ て 新 生 物 の 存 在 が 示 さ れ る よ う な 方 法 を 考 え て い る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
本 発 明 の さ ら に ま た も う 1つ の 局 面 は 、 対 象 に お け る 新 生 物 の 存 在 を 診 断 す る た め の 方 法
で あ っ て 、 前 記 対 象 の 細 胞 ま た は 前 記 対 象 か ら の 生 物 試 料 か ら mRNAを 入 手 す る こ と 、 お よ
び 選 択 的 に は cDNAを 作 製 す る こ と 、 な ら び に 前 記 mRNAま た は cDNAを 、 LM04を コ ー ド す る ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 ま た は そ の 相 補 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 全 体 ま た は 一 部 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し
う る 、 お よ び ／ ま た は そ れ を 増 幅 し う る 遺 伝 子 プ ロ ー ブ と 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び 続 い て
前 記 mRNAま た は cDNAの レ ベ ル を 検 出 す る こ と を 含 み 、 正 常 対 照 と 比 較 し た 前 記 mRNAま た は
cDNAの レ ベ ル の 高 さ の 存 在 に よ っ て 新 生 物 の 存 在 が 示 さ れ る よ う な 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
本 発 明 の さ ら に も う 1つ の 局 面 は 、 LM04に 関 す る 免 疫 学 的 ア ッ セ イ 法 の た め 、 ま た は イ ン
ビ ボ で の 癌 の 画 像 化 の た め の 抗 体 、 特 に モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 提 供 す る 。 抗 体 は 例 え ば 、
LM04タ ン パ ク 質 ま た は LM04 mRNAの い ず れ を 標 的 と し て も よ い 。
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【 ０ ０ １ ９ 】
も う 1つ の 局 面 に お い て 、 本 抗 体 は 16H2ま た は 20F8、 ま た は そ れ ら の 誘 導 体 、 相 同 体 、 類
似 体 、 化 学 的 等 価 物 、 変 異 体 も し く は 模 倣 物 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
本 発 明 の さ ら に ま た も う 1つ の 局 面 は 、 LM04に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ っ て 認 識 さ
れ る エ ピ ト ー プ に 対 す る 特 異 性 を 有 す る 、 非 免 疫 化 （ deimmunized） 抗 体 分 子 で あ っ て 、
前 記 非 免 疫 化 抗 体 の 可 変 ド メ イ ン の CDRの う ち 少 な く と も 1つ が 前 記 LM04に 対 す る モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 に 由 来 し 、 非 免 疫 化 抗 体 分 子 の 残 り の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 由 来 部 分 が 、 抗 体 を 非 免
疫 化 し よ う と す る 対 象 で あ る 宿 主 か ら の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ま た は そ の 類 似 体 に 由 来 す る 、 抗
体 分 子 を 考 え て い る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
本 発 明 の さ ら に も う 1つ の 局 面 は 、 LM04を 検 出 す る た め の ア ッ セ イ 法 で あ っ て 、
（ 1） LM04ま た は そ の 抗 原 決 定 基 に 対 し て 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 前 記 LM04を 含
む 細 胞 を 含 む こ と が 疑 わ れ る 生 物 試 料 と 接 触 さ せ る 段 階 ； お よ び
（ 2） 段 階 （ 1） で 形 成 さ れ た 複 合 体 を シ グ ナ ル 検 出 の 段 階 に 供 す る 段 階 、
を 含 む ア ッ セ イ 法 を 考 え て い る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
本 発 明 の も う 1つ の 局 面 は 、 ヒ ト 患 者 に お け る 新 形 成 細 胞 （ neoplastic cell） を 検 出 す る
た め の 方 法 で あ っ て 、 ヒ ト LM04ま た は そ の 抗 原 決 定 基 に 対 し て 特 異 的 な 非 免 疫 化 型 の 非 ヒ
ト 由 来 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を レ ポ ー タ ー 分 子 で 標 識 し た も の を 前 記 患 者 に 導 入 す る こ と 、
標 識 抗 体 を 循 環 系 全 体 ま た は 循 環 系 の 選 択 さ れ た 部 分 に 散 在 さ せ る こ と 、 お よ び 続 い て 抗
体 の 位 置 を 同 定 す る た め に 前 記 患 者 を レ ポ ー タ ー 分 子 の 検 出 手 段 に 供 す る こ と を 含 む 方 法
を 考 え て い る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
本 発 明 の さ ら に も う 1つ の 局 面 は 、 試 料 に お け る LM04ま た は そ の 断 片 、 バ リ ア ン ト も し く
は 誘 導 体 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 試 料 を 抗 体 ま た は そ の 断 片 も し く は 誘 導 体 と 接 触 さ せ
る こ と 、 な ら び に 前 記 抗 体 お よ び LM04ま た は そ の 断 片 、 バ リ ア ン ト も し く は 誘 導 体 を 含 む
複 合 体 の レ ベ ル を 正 常 対 照 と 比 較 し て 検 出 す る こ と を 含 み 、 LM04の レ ベ ル が 高 い こ と に よ
っ て 癌 の 増 殖 が 示 さ れ る よ う な 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
本 発 明 の さ ら に も う 1つ の 局 面 は 、 対 象 に お け る 新 生 物 の 発 生 ま た は 進 行 を モ ニ タ ー す る
方 法 で あ っ て 、 前 記 対 象 か ら の 生 物 試 料 に お け る LM04ま た は LM04を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 転
写 産 物 の レ ベ ル に 関 す る ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う こ と を 含 み 、 正 常 細 胞 の レ ベ ル と 比 較 し て
前 記 LM04ま た は 転 写 産 物 の レ ベ ル が 高 い こ と に よ っ て 新 生 物 が 示 さ れ る よ う な 方 法 を 提 供
す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
本 発 明 の さ ら に ま た も う 1つ の 局 面 は 、 患 者 か ら の 新 形 成 細 胞 と 疑 わ れ る も の に お け る LM0
4の 相 対 レ ベ ル を 決 定 す る た め の 定 量 的 ま た は 半 定 量 的 な 診 断 キ ッ ト の 製 造 に お け る 、 LM0
4に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 使 用 を 考 え て い る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
本 発 明 の さ ら に ま た も う 1つ の 局 面 は 、 LM04調 節 性 細 胞 増 殖 を 調 節 す る 方 法 で あ っ て 、 前
記 細 胞 を 、 の 発 現 ま た は LM04の 機 能 活 性 を 調 節 す る の に 十 分 な 時 間 お よ び 条 件 の 下 で
作 用 物 質 の 有 効 量 と 接 触 さ せ る こ と を 含 み 、 前 記 発 現 ま た は 活 性 の 阻 害 ま た は 別 の 様 式 で
の 拮 抗 に よ っ て 前 記 細 胞 増 殖 が 下 方 制 御 さ れ る よ う な 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
本 発 明 は 、 よ り 詳 細 に は 、 LM04調 節 性 乳 房 細 胞 増 殖 を 調 節 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 細 胞 を
、 の 発 現 ま た は LM04の 機 能 活 性 を 調 節 す る の に 十 分 な 時 間 お よ び 条 件 の 下 で 作 用 物 質
の 有 効 量 と 接 触 さ せ る こ と を 含 み 、 前 記 発 現 ま た は 活 性 の 阻 害 ま た は 別 の 様 式 で の 拮 抗 に
よ っ て 前 記 細 胞 増 殖 が 下 方 制 御 さ れ る よ う な 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
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本 発 明 の さ ら に も う 1つ の 局 面 は 、 の 発 現 ま た は LM04の 機 能 活 性 を 調 節 し う る 作 用 物
質 を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 前 記 ま た は LM04を 含 む 細 胞 ま た は そ の 抽 出 物 を 作
用 物 質 と 推 定 さ れ る も の と 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び 前 記 相 互 作 用 に 伴 う 発 現 表 現 型 の 変 化
を 検 出 す る こ と を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
本 発 明 の さ ら に も う 1つ の 局 面 は 、 哺 乳 動 物 に お け る 、 異 常 な 、 不 要 な ま た は 別 の 様 式 で
不 適 切 な LM04調 節 性 増 殖 活 性 を 特 徴 と す る 状 態 の 治 療 お よ び ／ ま た は 予 防 の た め の 方 法 で
あ っ て 、 の 発 現 ま た は LM04の 機 能 活 性 を 調 節 す る の に 十 分 な 時 間 お よ び 条 件 の 下 で 、
作 用 物 質 の 有 効 量 を 前 記 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 み 、 前 記 発 現 ま た は 活 性 の 阻 害 ま た
は 別 の 様 式 で の 拮 抗 に よ っ て 前 記 細 胞 増 殖 が 下 方 制 御 さ れ る よ う な 方 法 を 対 象 と す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
さ ら に ま た も う 1つ の 局 面 に お い て は 、 腫 瘍 性 状 態 の 治 療 お よ び ／ ま た は 予 防 の た め の 方
法 で あ っ て 、 の 発 現 ま た は LM04の 機 能 活 性 を 下 方 制 御 す る の に 十 分 な 時 間 お よ び 条 件
の 下 で 作 用 物 質 の 有 効 量 を 前 記 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 み 、 前 記 発 現 ま た は 活 性 の 阻
害 ま た は 別 の 様 式 で の 拮 抗 に よ っ て 細 胞 増 殖 が 下 方 制 御 さ れ る よ う な 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
本 発 明 の さ ら に ま た も う 1つ の 局 面 は 、 異 常 な 、 不 要 な ま た は 別 の 様 式 で 不 適 切 な LM04調
節 性 細 胞 増 殖 を 特 徴 と す る 状 態 で あ る 、 哺 乳 動 物 に お け る 状 態 の 治 療 の た め の 医 薬 品 の 製
造 に お け る 、 本 明 細 書 中 に 以 前 に 定 義 し た 作 用 物 質 の 使 用 で あ っ て 、 前 記 作 用 物 質 が
の 発 現 ま た は LM04の 活 性 を 調 節 し 、 前 記 発 現 ま た は 活 性 の 阻 害 ま た は 別 の 様 式 で の 拮 抗 に
よ っ て 前 記 細 胞 増 殖 が 下 方 制 御 さ れ る よ う な 使 用 を 考 え て い る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
さ ら に ま た も う 1つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 明 細 書 中 に 以 前 に 定 義 し た 調 節 性 物 質
を 、 1つ ま た は 複 数 の 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 お よ び ／ ま た は 希 釈 剤 と と も に 含 む 、 薬 学
的 組 成 物 を 考 え て い る 。 前 記 作 用 物 質 は 活 性 成 分 と 呼 ば れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
本 発 明 の さ ら に も う 1つ の 局 面 は 、 本 発 明 の 方 法 に 用 い る 場 合 の 、 本 明 細 書 中 に 以 前 に 定
義 し た 作 用 物 質 に 関 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
本 発 明 は 、 一 部 に は 、 癌 細 胞 、 特 に 上 皮 癌 細 胞 、 最 も 具 体 的 に は 乳 癌 細 胞 に お い て 、 正 常
乳 房 細 胞 と 対 比 し て LM04発 現 が 上 方 制 御 さ れ て い る と い う 判 定 所 見 を 根 拠 に 置 く 。 こ の 癌
特 異 的 マ ー カ ー の 同 定 に よ り 、 癌 造 影 剤 お よ び 治 療 的 に 有 用 な 癌 標 的 指 向 性 薬 剤 （ cancer
 targeting agent） を 含 む さ ま ざ ま な 診 断 薬 の 開 発 が 可 能 に な る 。 こ れ ら の 判 定 所 見 に よ
り 、 異 常 な ま た は 不 要 な LM04調 節 性 増 殖 を 特 徴 と す る も の な ど の 状 態 を 治 療 す る た め の 治
療 的 お よ び ／ ま た は 予 防 的 方 法 の 合 理 的 設 計 も 可 能 に な る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
し た が っ て 、 本 発 明 の 1つ の 局 面 は 、 対 象 ま た は 前 記 対 象 か ら の 生 物 試 料 に お け る 異 常 細
胞 を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 前 記 対 象 ま た は 前 記 対 象 か ら の 細 胞 ま た は 細 胞 抽 出 物
を 、 LM04ま た は そ の 抗 原 性 部 分 に 対 し て 特 異 的 な 免 疫 相 互 作 用 性 分 子 と 接 触 さ せ る こ と 、
お よ び 免 疫 相 互 作 用 性 分 子 -LM04複 合 体 の 形 成 レ ベ ル に 関 す る ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う こ と
を 含 み 、 正 常 細 胞 と の 対 比 に よ る 前 記 複 合 体 の 存 在 の 増 加 に よ っ て 異 常 細 胞 が 示 さ れ る よ
う な 方 法 を 考 え て い る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
「 異 常 」 細 胞 に 対 す る 言 及 は 、 望 ま し く な い 、 不 要 な ま た は 別 の 様 式 で 不 適 切 な 機 能 活 性
を 示 す 細 胞 に 対 す る 言 及 と し て 解 釈 さ れ る 必 要 が あ る 。 本 機 能 活 性 は 不 適 切 な 増 殖 ま た は
分 化 で あ る こ と が 好 ま し い 。 最 も 好 ま し く は 、 不 適 切 な 機 能 活 性 は 、 例 え ば 新 形 成 細 胞 に
よ っ て 示 さ れ る よ う な 不 適 切 な 増 殖 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
「 新 生 物 （ neoplasm） 」 に 対 す る 言 及 は 、 新 形 成 細 胞 を 含 む 、 病 変 、 腫 瘍 ま た は 他 の 被 包
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性 も し く は 非 被 包 性 の 塊 ま た は 他 の 形 態 の 増 殖 物 に 対 す る 言 及 と 解 釈 さ れ る 必 要 が あ る 。
「 新 形 成 細 胞 」 は 、 異 常 な 増 殖 を 示 す 細 胞 に 対 す る 言 及 と 解 釈 さ れ る 必 要 が あ る 。 「 増 殖
（ growth） 」 と い う 用 語 は そ の 最 も 広 義 に 解 釈 さ れ る 必 要 が あ り 、 こ れ に は 増 殖 （ prolif
eration） が 含 ま れ る 。 こ の 点 に 関 し て 、 異 常 な 細 胞 増 殖 （ cell growth） の 例 は 、 細 胞 の
無 秩 序 な 増 殖 （ proliferation） で あ る 。 新 形 成 細 胞 は 良 性 細 胞 で も 悪 性 細 胞 で も よ い 。
本 新 形 成 細 胞 は 上 皮 細 胞 ま た は 非 上 皮 細 胞 な ど の 任 意 の 細 胞 種 で よ い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
「 新 形 成 （ neoplasia） 」 と い う 用 語 の 一 般 的 な 医 学 的 意 味 は 、 正 常 な 増 殖 制 御 に 対 す る
応 答 性 の 欠 如 に 起 因 す る 「 新 生 細 胞 増 殖 」 の こ と 、 例 え ば 新 形 成 細 胞 増 殖 の こ と を 指 す 。
「 過 形 成 」 と は 、 異 常 に 急 速 に 増 殖 し て い る 細 胞 の こ と を 指 す 。 し か し 、 本 明 細 書 で 用 い
る 場 合 、 「 新 形 成 」 お よ び 「 過 形 成 」 と い う 用 語 は 互 換 的 に 用 い る こ と が で き 、 異 常 な 細
胞 増 殖 速 度 を 呈 す る 細 胞 を 全 般 的 に 指 す 。 新 形 成 お よ び 過 形 成 に は 「 腫 瘍 （ tumor） 」 が
含 ま れ 、 こ れ は 良 性 、 前 癌 性 ま た は 悪 性 の い ず れ で も よ い 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
本 明 細 書 で 用 い る 場 合 、 「 過 剰 増 殖 性 」 お よ び 「 新 形 成 性 」 と い う 用 語 は 互 換 的 に 用 い ら
れ 、 急 速 増 殖 ま た は 新 生 物 を 特 徴 と す る 異 常 な 状 況 ま た は 状 態 に あ る 細 胞 の こ と を 指 す 。
こ れ ら の 用 語 に は 、 組 織 病 理 学 的 な 型 お よ び 浸 潤 性 の 状 態 に か か わ ら ず 、 あ ら ゆ る 種 類 の
癌 性 増 殖 ま た は 発 癌 過 程 、 転 移 性 組 織 ま た は 悪 性 転 換 し た 細 胞 、 組 織 も し く は 臓 器 が 含 ま
れ る も の と す る 。 「 病 的 な 過 剰 増 殖 性 」 細 胞 は 、 悪 性 腫 瘍 増 殖 を 特 徴 と す る 疾 病 状 態 で み
ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
「 癌 腫 （ carcinoma） 」 と い う 用 語 は 当 業 者 に 認 識 さ れ て お り 、 呼 吸 器 系 癌 、 消 化 器 系 癌
、 泌 尿 生 殖 器 系 癌 、 精 巣 癌 、 乳 癌 、 前 立 腺 癌 、 内 分 泌 系 癌 お よ び 黒 色 腫 を 含 む 、 上 皮 組 織
ま た は 内 分 泌 組 織 の 悪 性 腫 瘍 の こ と を 指 す 。 癌 腫 の 例 に は 、 乳 房 組 織 か ら 形 成 さ れ る も の
が 含 ま れ る 。 こ の 用 語 に は 癌 肉 腫 も 含 ま れ 、 こ れ に は 例 え ば 、 癌 性 お よ び 肉 腫 性 の 組 織 か
ら 構 成 さ れ る 悪 性 腫 瘍 が 含 ま れ る 。 「 腺 癌 」 と は 、 腺 組 織 に 由 来 す る 癌 腫 、 ま た は 腫 瘍 細
胞 が 認 識 し う る 腺 構 造 を 形 成 す る 癌 腫 の こ と を 指 す 。
【 ０ ０ ４ １ 】
本 明 細 書 中 に 以 前 に 詳 述 し た よ う に 、 「 新 生 物 」 と い う 用 語 は 、 本 明 細 書 で 用 い る 場 合 、
こ の 前 の 3つ の 段 落 で 考 察 し た 用 語 の す べ て を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
本 発 明 に 含 ま れ る 新 生 物 お よ び 新 形 成 細 胞 の 例 に は 、 中 枢 神 経 系 腫 瘍 、 網 膜 芽 細 胞 種 、 頭
頸 部 癌 （ 例 え ば 、 扁 平 細 胞 癌 ） 、 肺 癌 （ 小 細 胞 肺 癌 お よ び 非 小 細 胞 肺 癌 の 両 方 ） 、 腎 臓 癌
（ 例 え ば 、 腎 細 胞 腺 癌 ） 、 膵 臓 性 新 形 成 （ 例 え ば 、 腺 癌 お よ び 島 細 胞 腫 瘍 ） 、 結 腸 直 腸 癌
、 子 宮 頸 癌 、 精 巣 癌 （ 例 え ば 、 生 殖 細 胞 腫 瘍 ） 、 卵 巣 癌 （ 例 え ば 、 卵 巣 上 皮 癌 お よ び 卵 巣
生 殖 細 胞 腫 瘍 ） 、 リ ン パ 腫 、 白 血 病 、 悪 性 黒 色 腫 、 神 経 内 分 泌 腫 瘍 お よ び カ ル チ ノ イ ド 腫
瘍 が 非 制 限 的 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
1つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 異 常 細 胞 は 上 皮 細 胞 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
「 上 皮 細 胞 」 に 対 す る 言 及 は 、 上 皮 を 形 成 す る こ と が で き 、 し か も 内 胚 葉 ま た は 外 胚 葉 の
い ず れ か に 由 来 す る 細 胞 種 に 対 す る 言 及 と 解 釈 さ れ る 必 要 が あ る 。 上 皮 は シ ー ト を 形 成 す
る 密 に 充 填 さ れ た 細 胞 か ら な り 、 一 般 に 細 胞 間 物 質 は ほ と ん ど 含 ま れ な い 。 上 皮 細 胞 の 種
類 は さ ま ざ ま で あ り 、 こ の た め 、 扁 平 上 皮 、 立 方 上 皮 、 柱 状 上 皮 お よ び 線 毛 上 皮 を 含 む さ
ま ざ ま な 種 類 の 上 皮 が 生 じ る 。 上 皮 組 織 に は 主 に 3つ の 種 類 が あ り 、 こ れ ら は 被 覆 ／ 裏 打
ち 上 皮 （ こ れ は 一 般 に 、 身 体 の 外 表 面 、 な ら び に 消 化 管 お よ び 気 道 な ど の 内 腔 壁 を 覆 う 膜
を 形 成 す る ） 、 腺 上 皮 お よ び 感 覚 上 皮 （ こ れ は 感 覚 器 の 部 分 を 形 成 し う る 上 皮 で あ る ） で
あ る 。 「 上 皮 細 胞 」 と い う 語 句 も 、 上 皮 細 胞 の 形 態 、 表 現 型 お よ び ／ ま た は 機 能 活 性 の 1
つ ま た は 複 数 を 示 す 細 胞 に 対 す る 言 及 、 な ら び に そ れ ら の 変 異 体 ま た は バ リ ア ン ト に 対 す
る 言 及 と 解 釈 さ れ る 必 要 が あ る 。 「 バ リ ア ン ト 」 に は 、 発 生 の い ず れ か の 分 化 段 階 で 上 皮
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細 胞 の 形 態 的 も し く は 表 現 型 上 の 特 徴 ま た は 機 能 活 性 の 一 部 （ す べ て で は な い ） を 示 す 細
胞 が 非 制 限 的 に 含 ま れ る 。 「 変 異 体 」 に は 、 遺 伝 子 改 変 が な さ れ た 細 胞 な ど の 、 天 然 ま た
は 非 天 然 に 改 変 さ れ た 上 皮 細 胞 が 非 制 限 的 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
ま た 、 本 発 明 の 細 胞 は 発 生 の 任 意 の 分 化 段 階 に あ っ て よ い こ と も 理 解 さ れ る 必 要 が あ る 。
し た が っ て 、 こ れ ら の 細 胞 は 未 熟 で あ り 、 こ の た め さ ら に 分 化 し な け れ ば 機 能 的 な 能 力 は
な い 。 こ の 点 に 関 し て 、 上 皮 細 胞 ま た は 乳 房 細 胞 な ど の 特 定 の 細 胞 種 に 分 化 す る 能 力 を 保
っ て い る 幹 細 胞 な ど の 高 度 に 未 熟 な 細 胞 は 、 特 定 の 条 件 下 で こ れ ら の 細 胞 種 に 分 化 す る 能
力 が あ る た め 、 本 明 細 書 で 用 い る 場 合 に は 「 上 皮 細 胞 」 ま た は 「 乳 房 細 胞 」 の 定 義 を や は
り 満 た す と 解 釈 さ れ る 必 要 が あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
し た が っ て 、 1つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 本 発 明 は 、 対 象 ま た は 前 記 対 象 か ら の 生 物 試 料
に お け る 異 常 上 皮 細 胞 を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 前 記 対 象 ま た は 前 記 対 象 か ら の 乳
房 細 胞 ま た は 乳 房 細 胞 抽 出 物 を 、 LM04ま た は そ の 抗 原 性 部 分 に 対 し て 特 異 的 な 免 疫 相 互 作
用 性 分 子 と 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び 免 疫 相 互 作 用 性 分 子 -LM04複 合 体 の 形 成 レ ベ ル に 関 す
る ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う こ と を 含 み 、 正 常 上 皮 細 胞 と の 対 比 に よ る 前 記 複 合 体 の 存 在 の 増
加 に よ っ て 異 常 上 皮 細 胞 が 示 さ れ る よ う な 方 法 を 考 え て い る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
も う 1つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 異 常 細 胞 は 乳 房 細 胞 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
本 発 明 を 何 ら か の 1つ の 理 論 ま た は 作 用 機 序 に 限 定 す る わ け で は な い が 、 乳 腺 は 年 齢 、 月
経 周 期 お よ び 生 殖 状 態 に よ っ て 変 化 す る 構 造 的 に 動 的 な 器 官 で あ る 。 こ れ は 分 泌 性 腺 房 を
認 め る 分 枝 性 の 管 状 胞 状 腺 で あ り 、 腺 房 は 内 小 葉 に よ っ て ま と ま っ て 葉 内 導 管 へ と 流 れ 込
み 、 こ れ は さ ら に 小 葉 間 導 管 へ と 流 れ 込 む 。 小 葉 は 15～ 20個 の 葉 （ lobe） へ と 組 織 化 さ れ
、 こ れ ら は そ れ ぞ れ 別 々 の 乳 管 洞 に 流 れ 込 み 、 さ ら に そ こ か ら 乳 管 へ と 流 れ 込 む 。 小 葉 内
基 質 は 疎 性 結 合 組 織 か ら な り 、 こ れ に は 小 葉 上 皮 の 構 成 要 素 を 取 り 囲 む ホ ル モ ン 感 受 性 線
維 芽 細 胞 の 帯 域 が あ る 。 こ れ ら は 形 態 形 成 お よ び 分 化 過 程 に お け る 上 皮 ／ 基 底 膜 ／ 基 質 誘
導 性 相 互 作 用 に 関 与 す る と 考 え ら れ て い る 。 乳 腺 は 個 体 の さ ま ざ ま な ラ イ フ サ イ ク ル 段 階
で 独 特 な 分 化 性 お よ び 増 殖 性 の 発 生 を 行 う 。 し た が っ て 、 乳 房 細 胞 に 対 す る 言 及 は 、 思 春
期 前 、 思 春 期 、 出 生 前 、 出 生 後 ／ 授 乳 期 お よ び 閉 経 後 の 段 階 を 含 む 、 そ の 発 生 の 任 意 の 段
階 に あ る 乳 腺 を 含 む 上 皮 細 胞 に 対 す る 言 及 で あ る と 解 釈 さ れ る 必 要 が あ る 。 こ の 点 に 関 し
て 、 目 的 の 上 皮 細 胞 の 任 意 の 所 定 の 集 団 は 、 乳 汁 分 泌 を 促 進 す る 目 的 で 妊 娠 期 間 中 に 生 じ
る も の の よ う に 、 乳 腺 に 一 過 性 に の み 存 在 し て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
し た が っ て 、 も う 1つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 対 象 ま た は 前 記 対 象 か ら の 生
物 試 料 に お け る 異 常 乳 房 細 胞 を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 前 記 対 象 ま た は 前 記 対 象 か
ら の 乳 房 細 胞 ま た は 乳 房 細 胞 抽 出 物 を 、 LM04ま た は そ の 抗 原 性 部 分 に 対 し て 特 異 的 な 免 疫
相 互 作 用 性 分 子 と 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び 免 疫 相 互 作 用 性 分 子 -LM04複 合 体 の 形 成 レ ベ ル
に 関 す る ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う こ と を 含 み 、 正 常 乳 房 細 胞 と の 対 比 に よ る 前 記 複 合 体 の 存
在 の 増 加 に よ っ て 異 常 乳 房 細 胞 が 示 さ れ る よ う な 方 法 を 考 え て い る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
本 明 細 書 に お け る 「 乳 房 」 細 胞 ま た は 組 織 に 対 す る 言 及 は 、 上 皮 性 お よ び 非 上 皮 性 の 細 胞
組 織 の い ず れ に も 及 ぶ と 解 釈 さ れ る 必 要 が あ る 。 こ の よ う な 組 織 に は 、 乳 房 上 皮 細 胞 、 間
質 細 胞 、 乳 管 、 膨 大 部 、 腺 組 織 、 乳 輪 お よ び 乳 頭 が 非 制 限 的 に 含 ま れ る 。 乳 腺 は し ば し ば
、 ヒ ト に お け る 「 乳 房 」 な ど の 代 替 的 な 用 語 に よ っ て 呼 ば れ る 。 「 乳 房 の （ mammary） 」
お よ び 「 乳 房 （ breast） 」 と い う 用 語 は 互 換 的 に 用 い ら れ る 。 「 乳 房 細 胞 」 に 対 す る 言 及
は 、 上 皮 細 胞 全 般 に 関 し て 本 明 細 書 中 に 以 前 に 定 義 し た も の と 同 じ 文 脈 で 、 前 記 乳 房 細 胞
の バ リ ア ン ト お よ び 変 異 体 に も 及 ぶ と 解 釈 さ れ る 必 要 が あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
1つ の 関 連 し た 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 対 象 ま た は 前 記 対 象 か ら の 生 物 試 料 に お け る 異

10

20

30

40

50

(11) JP 2005-502066 A 2005.1.20



常 細 胞 を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 LM04を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 転 写 産 物 の レ ベ ル に 関
す る ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う こ と を 含 み 、 正 常 細 胞 と 比 較 し て 前 記 発 現 産 物 の レ ベ ル が 高 い
こ と に よ っ て 異 常 細 胞 が 示 さ れ る よ う な 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
前 記 異 常 細 胞 は 、 中 枢 神 経 系 腫 瘍 、 網 膜 芽 細 胞 種 、 頭 頸 部 癌 （ 例 え ば 、 扁 平 細 胞 癌 ） 、 肺
癌 （ 小 細 胞 肺 癌 お よ び 非 小 細 胞 肺 癌 の 両 方 ） 、 腎 臓 癌 （ 例 え ば 、 腎 細 胞 腺 癌 ） 、 膵 臓 性 新
形 成 （ 例 え ば 、 腺 癌 お よ び 島 細 胞 腫 瘍 ） 、 結 腸 直 腸 癌 、 子 宮 頸 癌 、 精 巣 癌 （ 例 え ば 、 生 殖
細 胞 腫 瘍 ） 、 卵 巣 癌 （ 例 え ば 、 卵 巣 上 皮 癌 お よ び 卵 巣 生 殖 細 胞 腫 瘍 ） 、 リ ン パ 腫 、 白 血 病
、 悪 性 黒 色 腫 、 神 経 内 分 泌 腫 瘍 お よ び カ ル チ ノ イ ド 腫 瘍 に 特 徴 的 な も の で あ る こ と が 好 ま
し い 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
も う 1つ の 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 対 象 ま た は 前 記 対 象 か ら の 生 物 試 料 に お け る 異 常 上
皮 細 胞 を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 LM04を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 転 写 産 物 の レ ベ ル に 関
す る ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う こ と を 含 み 、 正 常 上 皮 細 胞 と 比 較 し て 前 記 発 現 産 物 の レ ベ ル が
高 い こ と に よ っ て 異 常 上 皮 細 胞 が 示 さ れ る よ う な 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
さ ら に も う 1つ の 局 面 に お い て は 、 対 象 ま た は 前 記 対 象 か ら の 生 物 試 料 に お け る 異 常 乳 房
細 胞 を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 LM04を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 転 写 産 物 の レ ベ ル に 関 す
る ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う こ と を 含 み 、 正 常 乳 房 細 胞 と 比 較 し て 前 記 発 現 産 物 の レ ベ ル が 高
い こ と に よ っ て 異 常 乳 房 細 胞 が 示 さ れ る よ う な 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
「 生 物 試 料 」 に 対 す る 言 及 は 、 個 体 に 由 来 す る 生 物 材 料 、 例 え ば 、 非 制 限 的 に は 粘 液 、 便
、 尿 、 血 液 、 血 清 、 細 胞 抽 出 物 、 生 検 標 本 、 お よ び 、 例 え ば 肺 洗 浄 後 に 肺 か ら 取 り 出 し た
食 塩 液 ま た は 注 腸 洗 浄 に よ っ て 回 収 し た 溶 液 の よ う に 個 体 の 体 内 に 導 入 さ れ た 後 に 採 取 し
た 液 体 な ど の 、 任 意 の 試 料 に 対 す る 言 及 と 解 釈 さ れ る 必 要 が あ る 。 本 発 明 の 方 法 に 従 っ て
検 査 さ れ る 生 物 材 料 は 直 接 検 査 し て も よ く 、 ま た は 検 査 の 前 に 何 ら か の 形 態 の 処 理 を 必 要
と し て も よ い 。 例 え ば 、 生 検 試 料 は 検 査 の 前 に ホ モ ジ ネ ー ト 化 ま た は 切 片 化 を 必 要 と す る
こ と が あ る 。 ま た は 、 試 料 が 核 酸 材 料 を 露 出 さ せ る た め の 処 理 を 必 要 と す る こ と も あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
「 正 常 」 細 胞 に 対 す る 言 及 は 、 異 常 と も 癌 性 と も み な さ れ な い 細 胞 を 含 み 、 こ れ を 正 常 な
細 胞 種 の 「 平 均 」 と 考 え る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
「 免 疫 相 互 作 用 性 分 子 」 と は 、 LM04ま た は そ の 抗 原 性 部 分 も し く は 誘 導 体 に 対 す る 特 異 性
お よ び 結 合 親 和 性 を 有 す る 任 意 の 分 子 の こ と で あ る 。 好 ま し い 免 疫 相 互 作 用 性 分 子 は 免 疫
グ ロ ブ リ ン 分 子 で あ る が 、 本 発 明 は 、 抗 体 断 片 、 一 本 鎖 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 を 含 む 非 免 疫 化
抗 体 お よ び T細 胞 関 連 抗 原 結 合 分 子 （ TABM） な ど の 他 の 免 疫 相 互 作 用 性 分 子 に 対 し て も 適
用 さ れ る 。 最 も 好 ま し く は 、 免 疫 相 互 作 用 性 分 子 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 な ど の 抗 体 で あ る 。 本 免 疫 相 互 作 用 性 分 子 は 何 ら か の 他 の タ ン パ ク 質 性 も し く
は 非 タ ン パ ク 質 性 の 分 子 ま た は 細 胞 に 制 約 、 結 合 ま た は 別 の 様 式 で 会 合 し て い て も よ い こ
と が 理 解 さ れ る 必 要 が あ る 。 最 も 好 ま し く は 、 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
免 疫 相 互 作 用 性 分 子 は 、 LM04、 ま た は よ り 詳 細 に は LM04の 抗 原 決 定 基 ま た は エ ピ ト ー プ に
対 す る 特 異 性 を 示 す 。 LM04の 抗 原 決 定 基 ま た は エ ピ ト ー プ は 、 免 疫 応 答 を 誘 発 し う る 対 象
と な る 、 こ の 分 子 の 部 分 を 含 む 。 抗 原 決 定 基 ま た は エ ピ ト ー プ は B細 胞 エ ピ ト ー プ で も よ
く 、 ま た は 必 要 に 応 じ て T細 胞 受 容 体 結 合 分 子 で あ っ て も よ い 。 「 抗 原 性 部 分 」 と い う 用
語 に は 抗 原 決 定 基 ま た は エ ピ ト ー プ が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
「 転 写 産 物 」 は 一 般 に mRNAで あ る が 、 本 発 明 は mRNA分 子 の 全 体 ま た は 部 分 か ら 逆 転 写 さ れ
た cDNAに 対 し て も 適 用 さ れ る こ と が 理 解 さ れ る 必 要 が あ る 。 転 写 産 物 の 量 は LM04遺 伝 子 の
発 現 レ ベ ル の 指 標 と な り 、 こ の た め 、 LM04の 存 在 に 関 す る 間 接 的 な 証 拠 と な る 。 mRNAま た
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は cDNAの プ ー ル を 入 手 す る こ と 、 ま た は 全 mRNAを 含 む 細 胞 抽 出 物 、 お よ び LM04遺 伝 子 特 異
的 な mRNAま た は cDNAの 全 体 ま た は 部 分 に 対 し て 相 補 的 な 遺 伝 子 プ ロ ー ブ を 入 手 す る こ と が
好 都 合 で あ る 。 そ の 後 の プ ロ ー ブ の 結 合 は 定 量 的 で も 半 定 量 的 で も よ い 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
本 明 細 書 に お け る LM04に 対 す る 言 及 は 、 す べ て の 形 態 の LM04ま た は そ の 相 同 体 も し く は 誘
導 体 に 対 す る 言 及 を 含 む 。 「 LM04」 に 対 す る 言 及 は 、 LM04 mRNAの 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ
に よ っ て 生 じ る 任 意 の ア イ ソ フ ォ ー ム 、 ま た は LM04の 変 異 体 も し く は 多 型 バ リ ア ン ト に 対
す る 言 及 を 含 む と 解 釈 さ れ る 必 要 が あ る 。 ま た 、 こ れ は 、 当 該 分 子 が 1つ ま た は 複 数 の LM0
4細 胞 増 殖 関 連 活 性 を 模 倣 す る 程 度 に LM04機 能 活 性 を 示 す 任 意 の 他 の 分 子 に 対 す る 言 及 も
含 む と 解 釈 さ れ る 必 要 が あ る 。 例 え ば 、 個 体 に 導 入 さ れ た 場 合 に 不 要 な 細 胞 増 殖 を 誘 導 す
る と 考 え ら れ る 天 然 ま た は 非 天 然 の LM04模 倣 物 （ 例 え ば 、 毒 素 ま た は 薬 剤 ） が 存 在 す る 可
能 性 を 想 定 す る こ と が で き る 。 イ タ リ ッ ク 体 の 「 」 に 対 す る 言 及 は 、 LM04を コ ー ド す
る 核 酸 分 子 に 対 す る 言 及 で あ る と 解 釈 さ れ る 必 要 が あ り 、 こ れ に 対 し て 、 イ タ リ ッ ク 体 で
な い 「 LM04」 は LM04タ ン パ ク 質 に 対 す る 言 及 で あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
LM04の 「 レ ベ ル 」 に 対 す る 言 及 は 、 定 量 的 、 半 定 量 的 ま た は 定 性 的 に 決 定 さ れ る 量 を 含 む
。
【 ０ ０ ６ ２ 】
本 発 明 に よ れ ば 、 悪 性 ま た は 非 悪 性 の 新 形 成 細 胞 、 特 に 上 皮 癌 細 胞 ま た は 乳 房 細 胞 を 含 む
、 新 生 物 と 関 連 の あ る 細 胞 で は 、 LM04の 産 生 レ ベ ル が 上 昇 し て い る こ と を 提 唱 す る 。 こ の
た め 、 LM04ま た は LM04を コ ー ド す る 遺 伝 物 質 の 発 現 産 物 の レ ベ ル の 定 量 的 ま た は 定 性 的 な
検 出 は 、 細 胞 が 異 常 で あ っ て 新 形 成 と 関 連 が あ る こ と 、 ま た は 新 形 成 へ と 進 展 す る 性 向 が
あ る こ と の 指 標 と な る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
本 明 細 書 に お け る 「 対 象 」 に 対 す る 言 及 は 、 ヒ ト 、 霊 長 動 物 、 家 畜 動 物 （ 例 え ば 、 ヒ ツ ジ
、 ブ タ 、 ウ シ 、 ウ マ 、 ロ バ ） 、 試 験 検 査 用 動 物 （ 例 え ば 、 マ ウ ス 、 ウ サ ギ 、 ラ ッ ト 、 モ ル
モ ッ ト ） 、 伴 侶 動 物 （ 例 え ば 、 イ ヌ 、 ネ コ ） お よ び 捕 獲 さ れ た 野 生 動 物 （ 例 え ば 、 キ ツ ネ
、 カ ン ガ ル ー 、 シ カ ） を 含 む も の と 解 釈 さ れ る 必 要 が あ る 。 哺 乳 動 物 は ヒ ト で あ る こ と が
好 ま し い 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
し た が っ て 、 本 発 明 の も う 1つ の 局 面 は 、 対 象 に お け る 新 生 物 ま た は 新 生 物 様 増 殖 の 存 在
を 診 断 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 前 記 対 象 ま た は 前 記 対 象 か ら の 生 物 試 料 か ら の 細 胞 ま た
は 細 胞 抽 出 物 を 、 前 記 LM04ま た は そ の 抗 原 決 定 基 も し く は エ ピ ト ー プ に 対 す る 特 異 性 を 有
す る 抗 体 の LM04結 合 有 効 量 を 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び 続 い て LM04-抗 体 複 合 体 の レ ベ ル を
定 量 的 ま た は 定 性 的 に 決 定 す る こ と を 含 み 、 正 常 細 胞 と 比 較 し て 前 記 複 合 体 の レ ベ ル の 上
昇 の 存 在 に よ っ て 新 生 物 の 存 在 が 示 さ れ る よ う な 方 法 を 考 え て い る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
前 記 新 形 成 細 胞 は 、 中 枢 神 経 系 腫 瘍 、 網 膜 芽 細 胞 種 、 頭 頸 部 癌 （ 例 え ば 、 扁 平 細 胞 癌 ） 、
肺 癌 （ 小 細 胞 肺 癌 お よ び 非 小 細 胞 肺 癌 の 両 方 ） 、 腎 臓 癌 （ 例 え ば 、 腎 細 胞 腺 癌 ） 、 膵 臓 性
新 形 成 （ 例 え ば 、 腺 癌 お よ び 島 細 胞 腫 瘍 ） 、 結 腸 直 腸 癌 、 子 宮 頸 癌 、 精 巣 癌 （ 例 え ば 、 生
殖 細 胞 腫 瘍 ） 、 卵 巣 癌 （ 例 え ば 、 卵 巣 上 皮 癌 お よ び 卵 巣 生 殖 細 胞 腫 瘍 ） 、 リ ン パ 腫 、 白 血
病 、 悪 性 黒 色 腫 、 神 経 内 分 泌 腫 瘍 お よ び カ ル チ ノ イ ド 腫 瘍 に 特 徴 的 な も の で あ る こ と が 好
ま し い 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
よ り 好 ま し く は 、 前 記 新 生 物 は 上 皮 細 胞 新 生 物 ま た は 乳 房 細 胞 新 生 物 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
最 も 具 体 的 に は 、 前 記 乳 房 細 胞 新 生 物 は 乳 房 細 胞 癌 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
1つ の 関 連 し た 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 対 象 に お け る 新 生 物 の 存 在 を 診 断 す る た め の 方
法 で あ っ て 、 前 記 対 象 の 細 胞 ま た は 前 記 対 象 か ら の 生 物 試 料 か ら mRNAを 入 手 す る こ と 、 お
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よ び 選 択 的 に は cDNAを 作 製 す る こ と 、 な ら び に 前 記 mRNAま た は cDNAを 、 LM04を コ ー ド す る
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は そ の 相 補 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 全 体 ま た は 一 部 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ
し う る 、 お よ び ／ ま た は そ れ を 増 幅 し う る 遺 伝 子 プ ロ ー ブ と 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び 続 い
て 前 記 mRNAま た は cDNAの レ ベ ル を 検 出 す る こ と を 含 み 、 正 常 対 照 と 比 較 し て 前 記 mRNAま た
は cDNAの レ ベ ル の 上 昇 の 存 在 に よ っ て 新 生 物 の 存 在 が 示 さ れ る よ う な 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
前 記 新 生 物 は 、 中 枢 神 経 系 腫 瘍 、 網 膜 芽 細 胞 種 、 頭 頸 部 癌 （ 例 え ば 、 扁 平 細 胞 癌 ） 、 肺 癌
（ 小 細 胞 肺 癌 お よ び 非 小 細 胞 肺 癌 の 両 方 ） 、 腎 臓 癌 （ 例 え ば 、 腎 細 胞 腺 癌 ） 、 膵 臓 性 新 形
成 （ 例 え ば 、 腺 癌 お よ び 島 細 胞 腫 瘍 ） 、 結 腸 直 腸 癌 、 子 宮 頸 癌 、 精 巣 癌 （ 例 え ば 、 生 殖 細
胞 腫 瘍 ） 、 卵 巣 癌 （ 例 え ば 、 卵 巣 上 皮 癌 お よ び 卵 巣 生 殖 細 胞 腫 瘍 ） 、 リ ン パ 腫 、 白 血 病 、
悪 性 黒 色 腫 、 神 経 内 分 泌 腫 瘍 お よ び カ ル チ ノ イ ド 腫 瘍 で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
よ り 詳 細 に は 、 前 記 新 生 物 は 上 皮 細 胞 新 生 物 ま た は 乳 房 細 胞 新 生 物 で あ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
最 も 具 体 的 に は 、 前 記 乳 房 細 胞 新 生 物 は 乳 房 細 胞 癌 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
LM04を 検 出 す る た め に 抗 体 、 特 に モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い る こ と は 本 発 明 の 好 ま し い 方
法 で あ る 。 抗 体 は さ ま ざ ま な 手 段 の う ち 任 意 の も の に よ っ て 調 製 し う る 。 ヒ ト LM04の 検 出
の た め の 抗 体 は 一 般 に （ 必 然 的 で は な い が ） 、 霊 長 動 物 、 家 畜 動 物 （ 例 え ば 、 ヒ ツ ジ 、 ウ
シ 、 ブ タ 、 ヤ ギ 、 ウ マ ） 、 試 験 検 査 用 動 物 （ 例 え ば 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 モ ル モ ッ ト 、 ウ サ
ギ ） お よ び 伴 侶 動 物 （ 例 え ば 、 イ ヌ 、 ネ コ ） な ど の 非 ヒ ト 動 物 に 由 来 す る 。 一 般 に は 、 抗
体 を 用 い る ア ッ セ イ 法 を 細 胞 ま た は 生 検 組 織 に 対 し て イ ン ビ ト ロ で 行 う 。 し か し 、 抗 体 が
適 切 な 様 式 で 非 免 疫 化 さ れ て い れ ば 、 ま た は ヒ ト へ の 使 用 の 場 合 に は ヒ ト 化 さ れ て い れ ば
、 抗 体 を 例 え ば 核 標 識 用 タ グ に よ っ て 標 識 し て 患 者 に 投 与 し 、 核 標 識 の 蓄 積 部 位 を 放 射 線
学 的 な 方 法 に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。 こ の た め 、 LM04抗 体 は 癌 標 的 指 向 性 薬 剤 と み
な す こ と が で き る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 ヒ ト お よ び 非 ヒ ト 罹 患 生 物 に お け る 癌 画 像 化
に 用 い る た め の 非 免 疫 化 型 の 抗 体 に 対 し て も 適 用 さ れ る 。 こ れ に つ い て は 以 下 に さ ら に 説
明 す る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
し た が っ て 、 本 発 明 は 、 LM04に 関 す る 免 疫 学 的 ア ッ セ イ 法 ま た は イ ン ビ ボ で の 癌 画 像 化 の
た め に 用 い る た め の 抗 体 、 特 に モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 提 供 す る 。 抗 体 は LM04タ ン パ ク 質 を
標 的 と し て も よ く 、 ま た は 例 え ば LM04 mRNAを 標 的 と し て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
LM04に 対 す る 抗 体 の 作 製 の た め に は 、 こ の 分 子 を 、 こ れ が ヒ ト 組 織 を 含 む 動 物 由 来 の も の
で あ れ ば 生 物 試 料 か ら 、 ま た は 組 換 え 手 段 に よ っ て 産 生 さ れ た 場 合 に は 細 胞 培 養 物 か ら 、
抽 出 す る 必 要 が あ る 。 LM04は 任 意 の 適 し た 手 段 に よ っ て 生 物 試 料 か ら 分 離 し う る 。 例 え ば
、 LM04の 表 面 荷 電 特 性 、 サ イ ズ 、 密 度 、 生 物 活 性 お よ び 別 の 実 体 （ 例 え ば 、 そ れ と 結 合 す
る か 別 の 様 式 で 会 合 す る 別 の タ ン パ ク 質 ま た は 化 合 物 ） に 対 す る 親 和 性 の う ち 任 意 の 1つ
ま た は 複 数 を 分 離 に 利 用 し て も よ い 。 こ の た め 、 例 え ば 、 生 体 液 か ら の LM04の 分 離 を 、 超
遠 心 分 離 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ 例 え ば 、 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、
陽 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ） 、 電 気 泳 動 （ 例 え ば 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳
動 、 等 電 点 電 気 泳 動 ） 、 サ イ ズ 分 離 （ 例 え ば 、 ゲ ル 濾 過 、 限 外 濾 過 ） お よ び 親 和 性 を 介 し
た 分 離 （ 例 え ば 、 免 疫 親 和 性 分 離 、 ダ イ ナ ビ ー ズ （ Dynabead） （ 商 標 ） 分 離 な ど の 磁 気 ビ
ー ズ 分 離 、 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 免 疫 沈 降 な ど ） の 任 意 の 1つ ま た は 複 数 に よ っ て 行
う こ と が で き る 。 用 い る 分 離 法 の 選 択 は 、 求 め て い る LM04の 生 物 活 性 も し く は 物 理 的 特 性
、 ま た は そ れ を 入 手 し よ う と す る 組 織 に 依 存 す る と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
生 体 液 か ら の LM04の 分 離 の 際 に は タ ン パ ク 質 に 存 在 す る 高 次 構 造 エ ピ ト ー プ が 保 た れ る こ
と が 好 ま し く 、 こ の た め 、 酵 素 の 変 性 を 引 き 起 こ す 方 法 を 避 け る こ と が 適 切 で あ る 。 当 業
者 は 、 動 物 に 対 し て 曝 露 さ れ る LM04上 の 抗 原 決 定 基 ま た は 活 性 部 位 が 天 然 タ ン パ ク 質 の も
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の と 構 造 的 に 同 一 で あ る こ と を 確 実 に す る た め に 、 LM04に と っ て 固 有 の 生 理 的 条 件 （ 例 え
ば 、 そ れ を 入 手 し た 生 体 液 ） に で き る だ け 近 い 条 件 を 維 持 ま た は 模 倣 す る 重 要 性 を 認 識 し
て い る と 考 え ら れ る 。 こ れ に よ り 、 免 疫 処 置 を 受 け た 動 物 に お け る 、 天 然 タ ン パ ク 質 を 認
識 す る と 考 え ら れ る 適 切 な 抗 体 の 産 生 が 確 か な も の と な る 。 1つ の 好 ま し い 態 様 に お い て
は 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー 分 離 、 ゲ ル 濾 過 お よ び 限 外 濾 過 の う ち 任 意 の 1つ ま た は 複 数 を 用 い て
、 LM04を 生 体 液 か ら 分 離 す る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
免 疫 処 置 お よ び そ の 後 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生 は 、 例 え ば Kohlerお よ び Milstein（ 19
75、 1976） 、 Coliganら （ 1991-1997） ま た は Toyamaら （ 1987） に よ っ て 記 載 さ れ た 標 準 的
な プ ロ ト コ ー ル を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 本 質 的 に は 、 標 準 的 な 方 法 に よ り 、 LM04を 含
む 生 体 液 ま た は そ の 画 分 に よ る 免 疫 処 置 を 動 物 に 行 い 、 抗 体 産 生 細 胞 、 特 に 抗 体 産 生 性 体
細 胞 （ 例 え ば 、 Bリ ン パ 球 ） を 産 生 さ せ る 。 続 い て 、 こ れ ら の 細 胞 を 免 疫 処 置 動 物 か ら 採
取 し て 不 死 化 さ せ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
LM04の 断 片 を 抗 体 の 作 製 の た め に 用 い る 場 合 に は 、 そ れ を ま ず 担 体 と 会 合 さ せ る こ と が 必
要 な こ と が あ る 。 「 担 体 」 と は 、 免 疫 原 性 が な い か 乏 し い 物 質 （ 例 え ば 、 ハ プ テ ン ） と 自
然 に ま た は 人 為 的 に 結 合 す る こ と に よ っ て そ の 免 疫 原 性 を 高 め る 、 典 型 的 に は 高 分 子 量 で
あ る 任 意 の 物 質 の こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
抗 体 産 生 細 胞 の 不 死 化 は 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 方 法 を 用 い て 実 現 し う る 。 例 え ば 、 不 死 化
は 、 エ プ ス タ イ ン -バ ー ウ イ ル ス （ EBV） を 用 い る 形 質 転 換 法 （ Kozborら 、 1986） に よ っ て
行 い う る 。 1つ の 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 抗 体 産 生 細 胞 を 細 胞 融 合 法 （ （ Coliganら 、 19
91-1997） に 記 載 さ れ て い る ） を 用 い て 不 死 化 さ せ る が 、 こ れ は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作
製 の た め に 広 く 用 い ら れ て い る 。 こ の 方 法 で は 、 抗 体 産 生 能 力 の あ る 抗 体 産 生 性 体 細 胞 、
特 に B細 胞 を 骨 髄 腫 細 胞 株 と 融 合 さ せ る 。 こ れ ら の 体 細 胞 は 、 感 作 動 物 、 好 ま し く は マ ウ
ス お よ び ラ ッ ト な ど の 齧 歯 類 動 物 の リ ン パ 節 、 脾 臓 お よ び 末 梢 血 に 由 来 す る も の で よ い 。
マ ウ ス 脾 細 胞 が 特 に 有 用 で あ る 。 し か し 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 ヒ ツ ジ ま た は ヤ ギ の 細 胞 、 ま
た は 他 の 動 物 種 由 来 の 細 胞 を 代 わ り に 用 い る こ と も 可 能 と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 製 す る 融 合 手 順 に 用 い る た め に 特 化 し た 骨 髄 腫 細 胞 株 が リ ン パ 球 性 腫
瘍 か ら 開 発 さ れ て い る （ Kohlerお よ び Milstein、 1976； Shulmanら 、 1978； Volkら 、 1982
） 。 こ れ ら の 細 胞 株 は 少 な く と も 3つ の 理 由 か ら 開 発 さ れ て い る 。 第 1の 理 由 は 、 融 合 し て
お ら ず 同 じ よ う に 無 限 に 自 己 増 殖 を 行 う 骨 髄 腫 細 胞 か ら の ハ イ ブ リ ド ー マ の 選 択 を 容 易 に
す る た め で あ る 。 こ れ は 通 常 、 ハ イ ブ リ ド ー マ の 増 殖 を 支 え る あ る 種 の 選 択 培 地 に お け る
増 殖 を 不 可 能 に す る 酵 素 欠 損 の あ る 骨 髄 腫 を 用 い る こ と に よ っ て 達 成 さ れ る 。 第 2の 理 由
は 、 リ ン パ 球 性 腫 瘍 細 胞 が 自 ら の 抗 体 を 産 生 す る 固 有 の 能 力 に 起 因 す る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ
に よ る 腫 瘍 細 胞 抗 体 の 産 生 が 起 こ ら な い よ う に 、 内 因 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 ま た は 重 鎖 を
産 生 す る こ と が で き な い 骨 髄 腫 細 胞 株 を 用 い る 。 こ れ ら の 細 胞 株 の 選 択 に 関 す る 第 3の 理
由 は 、 そ れ ら に 融 合 に 対 す る 適 性 が あ り 、 効 率 が 高 い こ と に よ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
融 合 雑 種 細 胞 の 作 製 に は 、 例 え ば 、 P3X63-Ag8、 P3X63-AG8.653、 P3／ NS1-Ag4-1（ NS-1）
、 Sp2／ 0-Ag14お よ び S194／ 5.XXO.Bu.1を 含 む 、 多 く の 骨 髄 腫 細 胞 株 を 用 い う る 。 P3X63-A
g8お よ び NS-1細 胞 株 は Kohlerお よ び Milstein（ 1976） に よ っ て 記 載 さ れ て い る 。 Shulman
ら （ 1978） は 、 Sp2／ 0-Ag14骨 髄 腫 株 を 開 発 し た 。 S194／ 5.XXO.Bu.1株 は Trowbridge（ 197
8） に よ っ て 報 告 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
抗 体 産 生 性 脾 細 胞 ま た は リ ン パ 節 細 胞 と 骨 髄 腫 細 胞 と の 雑 種 を 作 製 す る た め の 方 法 は 、 通
常 、 細 胞 膜 の 融 合 を 促 進 す る 1つ ま た は 複 数 の 作 用 因 子 （ 化 学 的 、 ウ イ ル ス 的 ま た は 電 気
的 ） の 存 在 下 で 、 体 細 胞 と 骨 髄 腫 細 胞 を そ れ ぞ れ 10： 1の 割 合 （ こ の 割 合 は 約 20： 1～ 約 1
： 1の 範 囲 で 変 化 さ せ う る ） で 混 合 す る こ と を 含 む 。 融 合 方 法 は 以 前 に 記 載 さ れ て い る （ K
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ohlerお よ び Milstein、 1975； 1976； Gafterら 、 1977； Volkら 、 1982） 。 こ の よ う な 研 究
者 に よ っ て 用 い ら れ て い る 融 合 促 進 性 の 作 用 因 子 は セ ン ダ イ ウ イ ル ス お よ び プ ロ ピ レ ン グ
リ コ ー ル （ PEG） で あ っ た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
融 合 手 順 に よ っ て 雑 種 が 生 じ る の は 極 め て 低 い 頻 度 で あ る た め （ 例 え ば 、 脾 臓 を 体 細 胞 の
供 給 源 と し て 用 い る 場 合 に は 、 概 ね 1× 10 5 個 の 脾 細 胞 当 た り 1個 の 雑 種 細 胞 し か 得 ら れ な
い ） 、 融 合 し て い な い 残 り の 細 胞 、 特 に 融 合 し て い な い 骨 髄 腫 細 胞 か ら 融 合 雑 種 細 胞 を 選
択 す る た め の 手 段 が あ る こ と が 好 ま し い 。 所 望 の 抗 体 産 生 性 ハ イ ブ リ ド ー マ を 、 生 じ た 他
の 融 合 雑 種 細 胞 の 中 か ら 検 出 す る た め の 手 段 も 必 要 で あ る 。 一 般 に 、 融 合 雑 種 細 胞 の 選 択
は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ の 増 殖 は 支 持 す る が 、 通 常 は 無 限 に 分 裂 を 続 け る と 考 え ら れ る 融 合 し
て い な い 骨 髄 腫 細 胞 の 増 殖 は 阻 止 す る 培 地 中 で 、 細 胞 を 培 養 す る こ と に よ っ て 行 わ れ る 。
融 合 に 用 い る 体 細 胞 は イ ン ビ ト ロ 培 養 下 で は 長 期 的 な 生 存 性 を 維 持 せ ず 、 こ の た め 問 題 と
は な ら な い 。 本 発 明 の 実 施 例 に お い て は 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ
ー ゼ を 欠 く （ HPRT陰 性 の ） 骨 髄 腫 細 胞 を 用 い た 。 こ れ ら の 細 胞 に 対 す る 除 外 選 択 は 、 ヒ ポ
キ サ ン チ ン ／ ア ミ ノ プ テ リ ン ／ チ ミ ジ ン （ HAT） 培 地 中 で 行 わ れ 、 融 合 雑 種 細 胞 は こ の 培
地 中 で 脾 細 胞 の HPRT陽 性 遺 伝 子 型 の た め に 生 存 し う る 。 遺 伝 子 型 の 点 で 適 格 性 の あ る 雑 種
細 胞 の 増 殖 を 支 え る 培 地 中 で 除 外 選 択 し う る 、 さ ま ざ ま な 遺 伝 的 欠 陥 （ 薬 剤 感 受 性 な ど ）
を 有 す る 骨 髄 腫 細 胞 を 用 い る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
融 合 雑 種 細 胞 を 選 択 的 に 培 養 す る た め に は 数 週 間 を 要 す る 。 こ の 期 間 の 初 期 に は 、 そ の 後
に ク ロ ー ニ ン グ お よ び 増 殖 を 行 わ せ る 、 所 望 の 抗 体 を 産 生 す る 雑 種 細 胞 を 同 定 す る こ と が
必 要 で あ る 。 一 般 に 、 得 ら れ た 雑 種 細 胞 の 10％ 前 後 が 所 望 の 抗 体 を 産 生 す る が 、 こ れ は 約
1～ 約 30％ の 範 囲 で あ る こ と が 稀 で は な い 。 抗 体 を 産 生 す る 雑 種 細 胞 の 検 出 は 、 固 相 酵 素
免 疫 ア ッ セ イ 法 お よ び ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 法 、 例 え ば Kennetら （ 1980） に 記 載 さ れ た も
の を 含 む 、 い く つ か の 標 準 的 な ア ッ セ イ 方 法 の い ず れ か 1つ に よ っ て 、 な ら び に FACS分 析
（ 1998） に よ っ て 行 い う る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
ひ と た び 所 望 の 融 合 雑 種 細 胞 を 選 択 し 、 個 々 の 抗 体 産 生 性 細 胞 系 へ の ク ロ ー ニ ン グ を 行 え
ば 、 各 細 胞 系 を 2種 類 の 標 準 的 な 手 法 の い ず れ か に よ っ て 増 殖 さ せ る こ と が で き る 。 ま ず
、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 の 浮 遊 液 を 組 織 適 合 性 の あ る 動 物 に 注 入 す る 。 そ の 後 、 注 入 し た 動
物 に は 、 融 合 雑 種 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る 特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 分 泌 す る 腫 瘍 が 発
生 す る は ず で あ る 。 血 清 ま た は 腹 水 な ど の 動 物 の 体 液 を 採 取 す る こ と に よ り 、 高 濃 度 の モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 得 ら れ る 。 ま た は 、 個 々 の 細 胞 系 を イ ン ビ ト ロ に お い て 実 験 用 の 培 養
容 器 内 で 増 殖 さ せ る 。 単 一 の 特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 高 濃 度 に 含 む 培 地 を デ カ ン テ ー
シ ョ ン 、 濾 過 ま た は 遠 心 分 離 に よ っ て 収 集 し 、 そ の 後 に 精 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
細 胞 系 を 、 LM04を 検 出 す る 特 異 性 に 関 し て 、 任 意 の 適 し た 免 疫 検 出 手 段 に よ っ て 試 験 す る
。 例 え ば 、 細 胞 系 を 多 数 の ウ ェ ル に 分 け て 入 れ 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 上 で 、 各 ウ ェ ル か ら
の 上 清 を 、 固 相 酵 素 免 疫 ア ッ セ イ 法 （ ELISA） 、 間 接 蛍 光 抗 体 法 な ど に よ っ て 分 析 す る こ
と が で き る 。 標 的 LM04を 認 識 し う る が 標 的 で な い エ ピ ト ー プ は 認 識 し な い モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 を 産 生 す る 細 胞 系 を 同 定 し 、 そ の 後 に イ ン ビ ト ロ で 直 接 培 養 す る か 、 ま た は 組 織 適 合
性 の あ る 動 物 に 注 入 し て 腫 瘍 を 形 成 さ せ 、 求 め る 抗 体 を 産 生 さ せ 、 収 集 し た 上 で 精 製 す る
。
【 ０ ０ ８ ６ 】
こ れ ら の 抗 体 は LM04特 異 的 で あ る 。 こ の こ と は 、 抗 体 が LM04を 他 の 分 子 と 区 別 し う る こ と
を 意 味 す る 。 正 常 細 胞 内 の 分 子 と 交 差 反 応 し な い 限 り 、 さ ら に 広 域 性 の 抗 体 を 用 い る こ と
も で き る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
1つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 抗 体 は 16H2ま た は 20F8、 ま た は そ れ ら の 誘 導 体 、 相 同 体
、 類 似 体 、 化 学 、 変 異 体 も し く は 模 倣 物 で あ る 。
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【 ０ ０ ８ ８ 】
16H2お よ び 20F8を 分 泌 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 は 、 ECACCに （ 日 付 を 挿 入 す る こ と ） に
寄 託 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
本 発 明 は ま た 、 主 題 免 疫 相 互 作 用 性 分 子 を 発 現 す る 細 胞 系 、 特 に モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 発
現 す る ハ イ ブ リ ド ー マ に 対 し て も 適 用 さ れ る と 解 釈 さ れ る 必 要 が あ る 。 最 も 好 ま し く は 、
前 記 ハ イ ブ リ ド ー マ は ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 16H2ま た は 20F8、 ま た は そ れ ら の 変 異 体 も し
く は バ リ ア ン ト で あ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を イ ン ビ ボ で の 癌 の 画 像 化 ま た は 治 療 に 用 い る こ と を 予 定 し て い る 場
合 に は 、 そ れ を 導 入 し よ う と す る 宿 主 （ 例 え ば 、 ヒ ト ） に 対 し て そ れ を 非 免 疫 化 す る こ と
が 必 要 と 考 え ら れ る 。 非 免 疫 化 処 置 の 工 程 は 、 本 発 明 に 従 っ て 調 製 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 と 同 じ ま た は 類 似 の 特 異 性 を 有 す る キ メ ラ 抗 体 の 調 製 を 含 む 、 さ ま ざ ま な 形 態 の い ず
れ を と っ て も よ い 。 キ メ ラ 抗 体 と は 、 そ の 軽 鎖 お よ び 重 鎖 遺 伝 子 が 、 異 な る 種 に 属 す る 免
疫 グ ロ ブ リ ン 可 変 領 域 遺 伝 子 お よ び 定 常 領 域 遺 伝 子 か ら 、 典 型 的 に は 遺 伝 子 操 作 に よ っ て
構 築 さ れ た 抗 体 の こ と で あ る 。 す な わ ち 、 本 発 明 に よ れ ば 、 所 望 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を
産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 得 た と こ ろ で 、 1つ の 種 の 結 合 領 域 が 別 の 種 の 抗 体 の 非 結 合 領
域 と 組 み 合 わ さ れ た 種 間 （ interspecific） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る た め の 技 術 を
用 い る （ Liuら 、 1987） 。 例 え ば 、 非 ヒ ト （ 例 え ば 、 マ ウ ス ） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 由 来 の
相 補 性 決 定 領 域 （ CDR） を ヒ ト 抗 体 と つ な ぎ 合 わ せ 、 そ れ に よ っ て マ ウ ス 抗 体 を 「 ヒ ト 化
」 す る こ と が で き る （ 欧 州 特 許 公 開 公 報 （ EP Patent Publication） 第 0 239 400号 ； Jone
sら 、 1986； Verhoeyenら 、 1988； Richmannら 、 1988） 。 こ の 場 合 に は 、 非 免 疫 化 工 程 は ヒ
ト に 対 し て 特 異 的 で あ る 。 よ り 詳 細 に は 、 CDRを 、 ヒ ト 定 常 領 域 を 有 す る ま た は 有 し な い
ヒ ト 抗 体 の 可 変 領 域 と つ な ぎ 合 わ せ る 。 CDRを 提 供 す る 非 ヒ ト 抗 体 は 一 般 に 「 ド ナ ー 」 と
呼 ば れ 、 フ レ ー ム ワ ー ク を 提 供 す る ヒ ト 抗 体 は 一 般 に 「 ア ク セ プ タ ー 」 と 呼 ば れ る 。 定 常
領 域 は 必 ず し も 存 在 し な く て よ い が 、 存 在 す る 場 合 に は 、 そ れ ら は ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定
常 領 域 と 実 質 的 に 同 一 で な け れ ば な ら ず 、 す な わ ち 、 少 な く と も 約 85～ 90％ 同 一 、 好 ま し
く は 約 95％ ま た は そ れ 以 上 同 一 で な け れ ば な ら な い 。 こ の た め 、 お そ ら く は CDRを 除 く 、
ヒ ト 化 抗 体 の す べ て の 部 分 は 、 天 然 の ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 の 対 応 部 分 と 実 質 的 に 同 一
で あ る 。 し た が っ て 、 「 ヒ ト 化 抗 体 」 は 、 ヒ ト 化 さ れ た 軽 鎖 お よ び ヒ ト 化 さ れ た 重 鎖 免 疫
グ ロ ブ リ ン を 含 む 抗 体 で あ る 。 ド ナ ー 抗 体 は 「 ヒ ト 化 」 の 工 程 に よ っ て 「 ヒ ト 化 」 さ れ た
と 言 わ れ る が 、 こ れ は 結 果 と し て 生 じ る ヒ ト 化 抗 体 が 、 CDRを 提 供 す る ド ナ ー 抗 体 と 同 じ
抗 原 と 結 合 す る と 予 想 さ れ る た め で あ る 。 本 明 細 書 に お け る 「 ヒ ト 化 」 に 対 す る 言 及 は 、
特 定 の 宿 主 、 こ の 場 合 に は ヒ ト 宿 主 に 対 し て 非 免 疫 化 さ れ た 抗 体 に 対 す る 言 及 を 含 む 。
【 ０ ０ ９ １ 】
非 免 疫 化 抗 体 が 、 抗 原 結 合 ま た は 他 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 機 能 に 対 し て 実 質 的 に 影 響 を 及 ぼ さ
な い 、 さ ら な る 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 を 有 し て も よ い こ と は 理 解 さ れ る と 考 え ら れ る 。 表 1
に 従 っ て 範 例 的 な 保 存 的 置 換 を 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
【 表 １ 】
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【 ０ ０ ９ ３ 】
本 発 明 に よ る 非 免 疫 化 抗 体 を 作 製 す る た め に 用 い う る 方 法 の 例 は 、 例 え ば 、 Richmannら 、
1988； 欧 州 特 許 公 開 公 報 第 0 239 400号 ； Chouら ； Queenら ； Morganら に よ る 参 照 文 献 に 記
載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
し た が っ て 、 1つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 LM04に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ っ て
認 識 さ れ る エ ピ ト ー プ に 対 す る 特 異 性 を 有 す る 非 免 疫 化 抗 体 分 子 で あ っ て 、 前 記 非 免 疫 化
抗 体 の 可 変 ド メ イ ン の CDRの う ち 少 な く と も 1つ が 前 記 LM04に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に
由 来 し 、 非 免 疫 化 抗 体 分 子 の 残 り の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 由 来 部 分 が 、 抗 体 を 非 免 疫 化 し よ う と
す る 対 象 で あ る 宿 主 か ら の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ま た は そ の 類 似 体 に 由 来 す る 、 抗 体 分 子 を 考 え
て い る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
本 発 明 の こ の 局 面 は 、 非 ヒ ト 抗 体 の フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 の 操 作 を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
本 発 明 は 、 LM04に 対 す る 特 異 性 を 依 然 と し て 保 っ て い る 、 主 題 抗 体 の 変 異 体 、 類 似 体 お よ
び 誘 導 体 に 対 し て も 適 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
「 変 異 体 」 ま た は 「 誘 導 体 」 と い う 用 語 に は 、 1つ ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 置 換 物 、 付 加 物
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お よ び ／ ま た は 欠 失 物 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
本 明 細 書 で 用 い る 場 合 、 「 CDR」 と い う 用 語 に は 、 分 子 の 結 合 部 分 に あ る β 鎖 を 架 橋 す る
、 抗 体 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 の 可 変 部 分 に お け る 3つ の 軽 鎖 領 域 お よ び 3つ の 重 鎖 領 域 に わ た
る CDR構 造 ル ー プ が 含 ま れ る 。 こ れ ら の ル ー プ は 特 徴 的 な 限 界 構 造 を 有 す る （ Chothiaら 、
1987； Chothiaら 、 1992） 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
「 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 」 と は 、 CDRと も 呼 ば れ る 3つ の 超 可 変 領 域 に よ っ て 分 断 さ れ た 免 疫
グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 ま た は 重 鎖 可 変 領 域 の 領 域 を 意 味 す る 。 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 お よ び CDRの
範 囲 は 厳 密 に 規 定 さ れ て い る （ 例 え ば 、 Kabatら 、 1983を 参 照 の こ と ） 。 異 な る 軽 鎖 ま た
は 重 鎖 の フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 の 配 列 は 種 の 内 部 で は 比 較 的 保 存 さ れ て い る 。 本 明 細 書 で 用
い る 場 合 、 「 ヒ ト フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 」 と は 、 天 然 の ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の フ レ ー ム ワ ー
ク 領 域 と 実 質 的 に 同 一 （ 約 85％ ま た は そ れ 以 上 、 通 常 は 90～ 95％ ま た は そ れ 以 上 ） で あ る
フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 の こ と で あ る 。 抗 体 の フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 、 す な わ ち 構 成 要 素 で あ る
軽 鎖 お よ び 重 鎖 に よ る 複 合 的 な フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 は 、 CDRの 配 置 お よ び 整 列 化 に 役 立 つ
。 CDRは 、 LM04の エ ピ ト ー プ に 対 す る 結 合 の 主 な 原 因 と な る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
本 明 細 書 で 用 い る 場 合 、 「 重 鎖 可 変 領 域 」 と い う 用 語 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 重 鎖 の ア ミ ノ
末 端 （ N末 端 ） ア ミ ノ 酸 残 基 か ら 始 ま る 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 重 鎖 に 対 応 す る 、
約 110～ 125ア ミ ノ 酸 残 基 長 の ポ リ ペ プ チ ド の こ と を 意 味 す る 。 同 様 に 、 「 軽 鎖 可 変 領 域 」
と い う 用 語 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 軽 鎖 の N末 端 ア ミ ノ 酸 残 基 か ら 始 ま る 本 発 明 の モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 の 軽 鎖 に 対 応 す る 、 約 95～ 130ア ミ ノ 酸 残 基 長 の ポ リ ペ プ チ ド の こ と を 意 味 す
る 。 完 全 長 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 「 軽 鎖 」 （ 約 25Kdま た は 214ア ミ ノ 酸 ） は 、 NH 2 末 端 の 可 変 領
域 遺 伝 子 （ 約 110ア ミ ノ 酸 ） お よ び COOH末 端 の κ ま た は λ 定 常 領 域 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド
さ れ る 。 完 全 長 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 「 重 鎖 」 （ 約 50Kdま た は 446ア ミ ノ 酸 ） は 同 様 に 、 可 変
領 域 遺 伝 子 （ 約 116ア ミ ノ 酸 ） お よ び 他 の 前 述 の 定 常 領 域 遺 伝 子 の 1つ 、 例 え ば γ （ 約 330
ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る ） に よ っ て コ ー ド さ れ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
「 免 疫 グ ロ ブ リ ン 」 ま た は 「 抗 体 」 と い う 用 語 は 、 本 明 細 書 に お い て 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺
伝 子 に よ っ て 実 質 的 に コ ー ド さ れ る 1つ ま た は 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド か ら な る タ ン パ ク 質 を
指 し て 用 い ら れ る 。 認 知 さ れ て い る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 に は 、 κ 、 λ 、 α 、 γ （ IgG 1 、
IgG 2 、 IgG 3 、 IgG 4 ） 、 δ 、 ε お よ び μ 定 常 領 域 遺 伝 子 の ほ か 、 無 数 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 可 変
領 域 遺 伝 子 が 含 ま れ る 。 1つ の 形 態 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン が 抗 体 の 基 本 的 な 構 造 単 位 を 構 成 す
る 。 こ の 形 態 は 四 量 体 で あ り 、 2つ の 同 一 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン 鎖 の 対 か ら な り 、 そ れ ぞ れ の
対 は 1つ の 軽 鎖 お よ び 1つ の 重 鎖 を 有 す る 。 各 対 に お け る 軽 鎖 お よ び 重 鎖 可 変 領 域 は と も に
抗 原 に 対 す る 結 合 を 担 い 、 定 常 領 域 は 抗 体 エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 担 う 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 抗
体 の ほ か に も 、 例 え ば Fv、 Fab、 Fab'お よ び (Fab') 2 を 含 む 、 さ ま ざ ま な 他 の 形 態 で 存 在 し
う る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
本 発 明 は 、 例 え ば Fv、 Fab、 Fab'お よ び F(ab') 2 断 片 を 含 む 、 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 作 製 さ
れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 断 片 の 使 用 お よ び 作 製 も 考 え て い る 。 こ の よ う な 断 片 は 、 例 え
ば Coliganら （ 1991-1997） に よ っ て 記 載 さ れ た 、 標 準 的 な 方 法 に よ っ て 調 製 し う る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 同 じ ま た は 類 似 の 特 異 性 を 有 す る 合 成 ま た
は 組 換 え 型 の 抗 原 結 合 分 子 も 考 え て い る 。 こ の 種 の 抗 原 結 合 分 子 に は 、 安 定 化 さ れ た 合 成
Fv断 片 が 含 ま れ う る 。 こ の 種 の 断 片 の 例 に は 、 ペ プ チ ド リ ン カ ー を 用 い て V H ド メ イ ン の N
末 端 ま た は C末 端 を V L ド メ イ ン の そ れ ぞ れ C末 端 ま た は N末 端 と 架 橋 さ せ た 一 本 鎖 Fv断 片 （ s
Fv、 し ば し ば scFvと 呼 ば れ る ） が 含 ま れ る 。 ScFvは 抗 体 全 体 の 中 の 定 常 部 分 を す べ て 欠 い
て お り 、 補 体 を 活 性 す る 能 力 が な い 。 V H お よ び V L ド メ イ ン を 連 結 さ せ る の に 適 し た ペ プ チ
ド リ ン カ ー は 、 V H ド メ イ ン お よ び V L ド メ イ ン が 折 り 畳 ま れ て 、 Fv断 片 の 由 来 と な っ た 抗 体
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全 体 の 抗 原 結 合 部 位 と 類 似 し た 三 次 元 構 造 を 備 え た 抗 原 結 合 部 位 を 有 す る 単 一 の ポ リ ペ プ
チ ド 鎖 と な る こ と が 可 能 な も の で あ る 。 所 望 の 特 性 を 有 す る リ ン カ ー は 、 米 国 特 許 第 4,94
6,778号 に 開 示 さ れ た 方 法 に よ っ て 入 手 し う る 。 し か し 、 場 合 に よ っ て は リ ン カ ー が 存 在
し な い 。 ScFvは 、 例 え ば 、 Krebberら （ Krebberら 、 1997） に 概 説 さ れ た 方 法 に 従 っ て 調 製
し う る 。 ま た は 、 米 国 特 許 第 5,091,513号 、 欧 州 特 許 第 239,400号 、 ま た は Winterお よ び Mi
lstein（ Winterお よ び Milstein、 1991） な ら び に Pluckthunら （ Pluckthumら 、 1996） に よ
る に よ る 論 文 に 記 載 さ れ た 方 法 に よ っ て そ れ ら を 調 製 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
ま た は 、 安 定 化 さ れ た 合 成 Fv断 片 に は 、 V H お よ び V L ド メ イ ン 内 に シ ス テ イ ン 残 基 が 、 完 全
に 折 り 畳 ま れ た Fv分 子 内 の 2つ の 残 基 の 間 に ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が 形 成 さ れ る よ う に 導 入 さ
れ て い る 、 ジ ス ル フ ィ ド 安 定 化 Fv（ dsFv） も 含 ま れ る 。 dsFvを 作 製 す る た め に 適 し た 方 法
は 、 例 え ば 、 （ Glockshuberら 、 1990； Reiterら 、 1994； Reiterら 、 1994； Reiterら 、 199
4； Webberら 、 1995） に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
合 成 ま た は 組 換 え 型 の 抗 原 結 合 分 子 と し て 同 じ く 考 え て い る の は 、 例 え ば 、 （ Wardら 、 19
89； Hamers-Castermanら 、 1993； Davies & Reichmann、 1994） に 開 示 さ れ た 、 単 一 の 可 変
領 域 ド メ イ ン （ dAbと 呼 ば れ る ） で あ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
ま た は 、 合 成 ま た は 組 換 え 型 の 抗 原 結 合 分 子 に は 「 ミ ニ ボ デ ィ （ minibody） 」 も 含 ま れ う
る 。 こ の 点 に 関 し て 、 ミ ニ ボ デ ィ は 抗 体 全 体 の 小 型 版 で あ り 、 抗 体 全 体 の 中 の 必 須 因 子 を
一 本 鎖 と し て コ ー ド し て い る 。 ミ ニ ボ デ ィ は 、 例 え ば 米 国 特 許 第 5,837,821号 に 開 示 さ れ
て い る よ う に 、 天 然 抗 体 の V H お よ び V L ド メ イ ン が 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の ヒ ン ジ 領 域 お よ び
CH3ド メ イ ン と 融 合 さ れ た も の を 含 む こ と が 適 し て い る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
1つ の 代 替 的 な 態 様 に お い て 、 合 成 ま た は 組 換 え 型 の 抗 原 結 合 分 子 に は 、 非 免 疫 グ ロ ブ リ
ン 由 来 の タ ン パ ク 質 フ レ ー ム ワ ー ク が 含 ま れ う る 。 例 え ば （ Ku & Schutz、 1995） に 対 し
て 言 及 す る こ と が で き 、 こ れ は 抗 原 結 合 の た め に 選 択 さ れ た CDRを 生 じ る よ う に ラ ン ダ ム
化 さ れ た 2つ の ル ー プ を 有 す る 4ヘ リ ッ ク ス 束 化 タ ン パ ク 質 シ ト ク ロ ム b562を 開 示 し て い る
。
【 ０ １ ０ ８ 】
合 成 ま た は 組 換 え 型 の 抗 原 結 合 分 子 は 多 価 （ す な わ ち 、 複 数 の 抗 原 結 合 部 位 を 有 す る ） で
あ っ て も よ い 。 こ の よ う な 多 価 分 子 は 1つ ま た は 複 数 の 抗 原 に 対 し て 特 異 的 で あ り う る 。
こ の 種 の 多 価 分 子 は 、 例 え ば （ Adamsら 、 1993； Cumberら 、 1992） に よ っ て 開 示 さ れ た よ
う に 、 シ ス テ イ ニ ル 含 有 ペ プ チ ド を 介 し た 2つ の 抗 体 断 片 の 二 量 体 化 に よ っ て 調 製 し う る
。 ま た は 、 二 量 体 化 を 、 抗 体 断 片 と 、 自 然 に 二 量 体 化 す る 両 親 媒 性 ヘ リ ッ ク ス と の 融 合 （
Plunckthun、 1992） に よ っ て 、 ま た は 優 先 的 に ヘ テ ロ 二 量 体 化 す る ド メ イ ン （ ロ イ シ ン ジ
ッ パ ー junお よ び fosな ど ） の 使 用 （ Kostelnyら 、 1992） に よ っ て 促 進 さ せ て も よ い 。
【 ０ １ ０ ９ 】
本 発 明 は さ ら に 、 本 抗 体 に お け る ア ミ ノ 酸 の 化 学 的 類 似 体 も 含 む 。 ア ミ ノ 酸 の 化 学 的 類 似
体 の 使 用 は 、 特 に 、 対 象 に 投 与 す る 必 要 が あ る 場 合 な ど に 分 子 を 安 定 化 す る た め に 有 用 で
あ る 。 本 明 細 書 で 考 え て い る ア ミ ノ 酸 の 類 似 体 に は 、 側 鎖 の 修 飾 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ
ド ま た は タ ン パ ク 質 の 合 成 時 に お け る 非 天 然 ア ミ ノ 酸 お よ び ／ ま た は そ の 誘 導 体 の 組 み 入
れ 、 な ら び に タ ン パ ク 質 性 分 子 ま た は そ の 類 似 体 に 対 し て 高 次 構 造 上 の 制 約 を 課 す 架 橋 剤
お よ び 他 の 方 法 の 使 用 が 非 制 限 的 に 含 ま れ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
本 発 明 に よ っ て 考 え て い る 側 鎖 修 飾 の 例 に は 、 ア ル デ ヒ ド と の 反 応 後 に NaBH 4 で 還 元 す る
こ と に よ る 還 元 的 ア ル キ ル 化 ； メ チ ル ア セ ト イ ミ デ ー ト を 用 い る ア ミ ド 化 ； 無 水 酢 酸 に よ
る ア シ ル 化 ； シ ア ネ ー ト に よ る ア ミ ノ 基 の カ ル バ モ イ ル 化 ； 2,4,6-ト リ ニ ト ロ ベ ン ゼ ン ス
ル ホ ン 酸 （ TNBS） に よ る ア ミ ノ 基 の ト リ ニ ト ロ ベ ン ジ ル 化 ； 無 水 コ ハ ク 酸 お よ び 無 水 テ ト
ラ ヒ ド ロ フ タ ル 酸 に よ る ア ミ ノ 基 の ア シ ル 化 ； な ら び に ピ リ ド キ サ ル -5-ホ ス フ ェ ー ト に
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よ る リ ジ ン の ピ リ ド キ シ ル 化 の 後 に NaBH4で 還 元 す る こ と と い っ た ア ミ ノ 基 の 修 飾 が 含 ま
れ る 。
【 ０ １ １ １ 】
ア ル ギ ニ ン 残 基 の グ ア ニ ジ ン 基 は 、 2,3-ブ タ ン ジ オ ン 、 フ ェ ニ ル グ リ オ キ サ ー ル お よ び グ
リ オ キ サ ー ル な ど の 試 薬 を 用 い た 複 素 環 式 縮 合 産 物 の 形 成 に よ り 修 飾 さ れ う る 。
【 ０ １ １ ２ 】
カ ル ボ キ シ ル 基 は 、 O-ア シ ル イ ソ ウ レ ア の 形 成 を 経 る カ ル ボ ジ イ ミ ド の 活 性 化 の 後 に 、 例
え ば 、 対 応 す る ア ミ ド へ の 誘 導 化 に よ り 修 飾 さ れ う る 。 ス ル フ ヒ ド リ ル 基 は 、 ヨ ー ド 酢 酸
ま た は ヨ ー ド ア セ ト ア ミ ド に よ る カ ル ボ キ シ メ チ ル 化 ； シ ス テ イ ン 酸 へ の 過 ギ 酸 酸 化 ； 他
の チ オ ー ル 化 合 物 に よ る 混 合 ジ ス ル フ ィ ド の 形 成 ； マ レ イ ミ ド 、 無 水 マ レ イ ン 酸 ま た は 他
の 置 換 型 マ レ イ ミ ド と の 反 応 ； 4-ク ロ ロ メ ル ク リ ベ ン ゾ エ ー ト 、 4-ク ロ ロ メ ル ク リ フ ェ ニ
ル ス ル ホ ン 酸 、 フ ェ ニ ル メ ル ク リ ク ロ ラ イ ド 、 2-ク ロ ロ メ ル ク リ -4-ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル お
よ び 他 の 水 銀 剤 を 用 い る 水 銀 誘 導 体 の 形 成 ； ア ル カ リ 性 pHで の シ ア ネ ー ト に よ る カ ル バ モ
イ ル 化 な ど の 方 法 に よ り 修 飾 さ れ う る 。
【 ０ １ １ ３ 】
ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 は 、 例 え ば 、 N-ブ ロ モ ス ク シ ン イ ミ ド に よ る 酸 化 ま た は 2-ヒ ド ロ キ シ
-5-ニ ト ロ ベ ン ジ ル ブ ロ ミ ド も し く は ス ル フ ェ ニ ル ハ ラ イ ド を 用 い る イ ン ド ー ル 環 の ア ル
キ ル 化 に よ り 修 飾 さ れ う る 。 一 方 、 チ ロ シ ン 残 基 は テ ト ラ ニ ト ロ メ タ ン に よ る ニ ト ロ 化 に
よ り 改 変 さ れ て 3-ニ ト ロ チ ロ シ ン 誘 導 体 を 形 成 し う る 。
【 ０ １ １ ４ 】
ヒ ス チ ジ ン 残 基 の イ ミ ダ ゾ ー ル 環 の 修 飾 は 、 ヨ ー ド 酢 酸 誘 導 体 に よ る ア ル キ ル 化 ま た は ジ
エ チ ル ピ ロ カ ル ボ ネ ー ト に よ る N-カ ル ベ ト キ シ ル 化 に よ っ て 行 い う る 。
【 ０ １ １ ５ 】
ペ プ チ ド 合 成 中 に 非 天 然 ア ミ ノ 酸 お よ び 誘 導 体 を 組 み 入 れ る 例 に は 、 ノ ル ロ イ シ ン 、 4-ア
ミ ノ 酪 酸 、 4-ア ミ ノ -3-ヒ ド ロ キ シ -5-フ ェ ニ ル ペ ン タ ン 酸 、 6-ア ミ ノ ヘ キ サ ン 酸 、 t-ブ チ
ル グ リ シ ン 、 ノ ル バ リ ン 、 フ ェ ニ ル グ リ シ ン 、 オ ル ニ チ ン 、 サ ル コ シ ン 、 4-ア ミ ノ -3-ヒ
ド ロ キ シ -6-メ チ ル ヘ プ タ ン 酸 、 2-チ エ ニ ル ア ラ ニ ン お よ び ／ ま た は ア ミ ノ 酸 の D-異 性 体
の 使 用 が 非 制 限 的 に 含 ま れ る 。 本 明 細 書 で 考 え て い る 非 天 然 ア ミ ノ 酸 の 一 覧 は 表 2に 示 さ
れ て い る 。
【 ０ １ １ ６ 】
【 表 ２ 】
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【 ０ １ １ ７ 】
架 橋 剤 は 例 え ば 、 n＝ 1か ら n＝ 6ま で の （ CH 2 ） n ス ペ ー サ ー 基 を 有 す る 二 官 能 性 イ ミ ド エ ス
テ ル 類 な ど の ホ モ 二 官 能 性 架 橋 剤 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 、 N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ
ス テ ル な ら び に N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド な ど の ア ミ ノ 反 応 性 部 分 と マ レ イ ミ ド も し く
は ジ チ オ 部 分 （ SH） も し く は カ ル ボ ジ イ ミ ド （ COOH） な ど の 別 の 基 に 特 異 的 な 反 応 性 部 分
と を 通 常 含 む ヘ テ ロ 二 官 能 性 試 薬 を 用 い て 、 3D高 次 構 造 を 安 定 化 す る た め に 用 い う る 。 さ
ら に 、 ペ プ チ ド を 、 例 え ば Cα お よ び Nα -メ チ ル ア ミ ノ 酸 の 組 み 入 れ 、 ア ミ ノ 酸 の Cα 原 子
と Cβ 原 子 と の 間 へ の 二 重 結 合 の 導 入 、 な ら び に N末 端 と C末 端 の 間 、 二 つ の 側 鎖 の 間 ま た
は 側 鎖 と N末 端 も し く は C末 端 と の 間 に ア ミ ド 結 合 を 形 成 す る な ど の 共 有 結 合 の 導 入 に よ る
環 状 ペ プ チ ド ま た は 類 似 体 の 形 成 に よ り 、 高 次 構 造 を 拘 束 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ８ 】
本 発 明 は さ ら に 、 LM04を 検 出 す る た め の ア ッ セ イ 法 で あ っ て 、
（ 3） LM04ま た は そ の 抗 原 決 定 基 を に 対 し て 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 前 記 LM04を
含 む 細 胞 を 含 む こ と が 疑 わ れ る 生 物 試 料 と 接 触 さ せ る 段 階 ； お よ び
（ 4） 段 階 （ 3） で 形 成 さ れ た 複 合 体 を シ グ ナ ル 検 出 の 段 階 に 供 す る 段 階 、 を 含 む ア ッ セ イ
法 を 考 え て い る 。
【 ０ １ １ ９ 】
シ グ ナ ル 検 出 の 段 階 は 、 ELISAま た は 任 意 の 他 の レ ポ ー タ ー 分 子 に 基 づ く ア ッ セ イ 法 が 含
ま れ う る 。 こ の 検 出 段 階 の 一 部 と し て 、 シ グ ナ ル を ま ず 増 幅 す る こ と が 必 要 な こ と も あ る
。
【 ０ １ ２ ０ 】
本 発 明 の 非 免 疫 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 も 、 イ ン ビ ボ で の 癌 の 画 像 化 の た め 、 な ら び に 、 癌
細 胞 を 細 胞 増 殖 遅 延 剤 ま た は 殺 細 胞 剤 、 す な わ ち 細 胞 分 裂 停 止 剤 ま た は 細 胞 死 誘 導 剤 と 接
触 さ せ る こ と を 目 的 と す る 癌 細 胞 の タ ー ゲ テ ィ ン グ の た め に 有 用 と 思 わ れ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
癌 の 画 像 化 に 関 し て は 、 レ ポ ー タ ー 分 子 を 非 免 疫 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 結 合 さ せ 、 こ れ
を 続 い て ヒ ト な ど の 宿 主 に 導 入 す る 。 レ ポ ー タ ー 分 子 を 検 出 す る こ と に よ り 、 癌 の 増 殖 を
影 像 化 す る こ と が で き る 。 特 に 有 用 な 形 態 の レ ポ ー タ ー 分 子 の 一 つ は 核 標 識 タ グ （ nuclea
r tag） で あ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
し た が っ て 、 本 発 明 の も う 1つ の 局 面 は 、 ヒ ト 患 者 に お け る 新 形 成 細 胞 を 検 出 す る た め の
方 法 で あ っ て 、 ヒ ト LM04ま た は そ の 抗 原 決 定 基 に 対 し て 特 異 的 な 非 免 疫 化 型 の 非 ヒ ト 由 来
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を レ ポ ー タ ー 分 子 で 標 識 し た も の を 前 記 患 者 に 導 入 す る こ と 、 標 識 抗
体 を 循 環 系 全 体 ま た は 循 環 系 の 選 択 さ れ た 部 分 に 散 在 さ せ る こ と 、 お よ び 続 い て 抗 体 の 位
置 を 同 定 す る た め に 前 記 患 者 を レ ポ ー タ ー 分 子 の 検 出 手 段 に 供 す る こ と を 含 む 方 法 を 考 え
て い る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
前 記 新 形 成 細 胞 は 、 中 枢 神 経 系 腫 瘍 、 網 膜 芽 細 胞 種 、 頭 頸 部 癌 （ 例 え ば 、 扁 平 細 胞 癌 ） 、
肺 癌 （ 小 細 胞 肺 癌 お よ び 非 小 細 胞 肺 癌 の 両 方 ） 、 腎 臓 癌 （ 例 え ば 、 腎 細 胞 腺 癌 ） 、 膵 臓 性
新 形 成 （ 例 え ば 、 腺 癌 お よ び 島 細 胞 腫 瘍 ） 、 結 腸 直 腸 癌 、 子 宮 頸 癌 、 精 巣 癌 （ 例 え ば 、 生
殖 細 胞 腫 瘍 ） 、 卵 巣 癌 （ 例 え ば 、 卵 巣 上 皮 癌 お よ び 卵 巣 生 殖 細 胞 腫 瘍 ） 、 リ ン パ 腫 、 白 血
病 、 悪 性 黒 色 腫 、 神 経 内 分 泌 腫 瘍 お よ び カ ル チ ノ イ ド 腫 瘍 に 特 徴 的 な も の で あ る こ と が 好
ま し い 。
【 ０ １ ２ ４ 】
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前 記 新 形 成 細 胞 は 、 新 形 成 性 上 皮 細 胞 ま た は 新 形 成 性 乳 房 細 胞 で あ る こ と が 好 ま し い 。 よ
り 詳 細 に は 、 前 記 新 形 成 性 乳 房 細 胞 は 悪 性 乳 房 細 胞 で あ る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
免 疫 学 に 基 づ く LM04検 出 プ ロ ト コ ー ル は さ ま ざ ま な 形 態 を と り う る 。 例 え ば 、 LM04を 含 む
特 定 の 抗 原 ま た は 癌 細 胞 に 対 し て 異 な る 特 異 性 を そ れ ぞ れ が 有 す る 多 数 の 抗 体 を ア レ イ 内
に 固 定 化 し て も よ い 。 続 い て 生 検 標 本 由 来 の 細 胞 を 抗 体 ア レ イ と 接 触 さ せ 、 固 定 化 さ れ た
細 胞 に 基 づ い て 癌 の 種 類 に 関 す る 診 断 を 下 す こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
ELISA、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 、 免 疫 沈 降 分 析 、 免 疫 蛍 光 分 析 、 免 疫 化 学 分 析 ま た は FAC
S分 析 な ど に よ る 、 そ の 他 の よ り 伝 統 的 な ア ッ セ イ 法 を 行 う こ と も で き る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
し た が っ て 、 本 発 明 は 、 試 料 に お け る LM04ま た は そ の 断 片 、 バ リ ア ン ト も し く は 誘 導 体 を
検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 試 料 を 抗 体 ま た は そ の 断 片 も し く は 誘 導 体 と 接 触 さ せ る こ と 、 な
ら び に 前 記 抗 体 お よ び LM04ま た は そ の 断 片 、 バ リ ア ン ト も し く は 誘 導 体 を 含 む 複 合 体 の レ
ベ ル を 正 常 対 照 と 比 較 し て 検 出 す る こ と を 含 み 、 LM04の レ ベ ル が 高 い こ と に よ っ て 癌 の 増
殖 が 示 さ れ る よ う な 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
以 上 に 考 察 し た 通 り 、 複 合 体 の 形 成 を 判 定 す る た め の 任 意 の 適 し た 方 法 を 用 い う る 。 例 え
ば 、 レ ポ ー タ ー 分 子 を 会 合 さ せ た 本 発 明 に よ る 抗 体 を イ ム ノ ア ッ セ イ 法 に 用 い て も よ い 。
こ の よ う な イ ム ノ ア ッ セ イ 法 に は 、 当 業 者 に は 周 知 で あ る ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 法 （ RIA
） 、 固 相 酵 素 免 疫 ア ッ セ イ 法 （ ELISA） お よ び 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 （ ICT） 、 ウ エ ス
タ ン ブ ロ ッ ト 法 が 非 制 限 的 に 含 ま れ る 。 例 え ば 、 本 発 明 に 従 っ て 用 い う る 種 々 の イ ム ノ ア
ッ セ イ 法 を 開 示 し て い る 「 Current Protocols in Immunology」 、 1994に 対 し て 言 及 す る
こ と が で き る 。 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 に は 競 合 ア ッ セ イ 法 が 含 ま れ う る 。 本 発 明 が 定 性 的 お よ
び 定 量 的 な イ ム ノ ア ッ セ イ 法 を 含 む こ と は 理 解 さ れ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
適 し た イ ム ノ ア ッ セ イ 法 は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 4,016,043号 、 米 国 特 許 第 4,424,279号 お
よ び 米 国 特 許 第 4,018,653号 に 記 載 さ れ て い る 。 こ れ ら に は 、 非 競 合 型 の 一 部 位 お よ び 二
部 位 ア ッ セ イ 法 、 な ら び に 従 来 の 競 合 結 合 ア ッ セ イ 法 が 含 ま れ る 。 こ れ ら の ア ッ セ イ 法 に
は 、 標 識 し た 抗 原 結 合 分 子 の 標 的 抗 原 と の 直 接 結 合 も 含 ま れ る 。 こ の 場 合 に は 抗 原 は LM04
ま た は そ の 断 片 で あ る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
二 部 位 ア ッ セ イ 法 は 本 発 明 に お け る 使 用 に 特 に 好 ま し い 。 こ れ ら の ア ッ セ イ 法 に は さ ま ざ
ま な 変 法 が 存 在 し 、 こ れ ら は す べ て 本 発 明 に 含 ま れ る も の と す る 。 簡 潔 に 述 べ る と 、 典 型
的 な 順 方 向 ア ッ セ イ 法 で は 、 標 識 し て い な い 抗 体 な ど の 非 標 識 抗 原 結 合 分 子 を 固 体 基 質 上
に 固 定 化 し 、 検 査 し よ う と す る 試 料 を 結 合 分 子 と 接 触 さ せ る 。 抗 体 -抗 原 複 合 体 の 形 成 を
許 容 す る 期 間 に わ た る 、 適 し た 期 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 に 、 も う 1つ の 抗 原 結 合 分
子 （ 抗 原 に 対 し て 特 異 的 な 第 2の 抗 体 が 適 し て い る ） を 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 生 じ る レ ポ
ー タ ー 分 子 で 標 識 し た も の を 添 加 し て イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 抗 体 -抗 原 -標 識 抗 体 と い う 別 の
複 合 体 が 形 成 さ れ る の に 十 分 な 期 間 を お く 。 反 応 し な か っ た 材 料 を 洗 い 流 し 、 レ ポ ー タ ー
分 子 に よ っ て 生 じ る シ グ ナ ル の モ ニ タ ー に よ っ て 抗 原 の 存 在 を 判 定 す る 。 結 果 は 視 認 し う
る シ グ ナ ル の 単 純 な 観 察 に よ る 定 性 的 な も の で も よ く 、 既 知 の 量 の 抗 原 を 含 む 対 照 試 料 と
の 比 較 に よ っ て 定 量 化 し て も よ い 。 順 方 向 ア ッ セ イ 法 の 変 法 に は 、 結 合 し た 抗 体 に 対 し て
試 料 お よ び 標 識 抗 体 の 両 方 を 同 時 に 添 加 す る 、 同 時 ア ッ セ イ 法 が 含 ま れ る 。 直 ち に 明 ら か
で あ る と 考 え ら れ る わ ず か な 変 更 を 含 め 、 こ れ ら の 技 術 は 当 業 者 に は 周 知 で あ る 。
【 ０ １ ３ １ 】
典 型 的 な 順 方 向 ア ッ セ イ 法 で は 、 抗 原 ま た は そ の 抗 原 性 部 分 に 対 す る 特 異 性 を 有 す る 第 1
の 抗 体 を 、 固 体 表 面 に 対 し て 共 有 的 ま た は 受 動 的 に 結 合 さ せ る 。 固 体 表 面 は 典 型 的 に は ガ
ラ ス ま た は ポ リ マ ー で あ り 、 最 も よ く 用 い ら れ る ポ リ マ ー は セ ル ロ ー ス 、 ポ リ ア ク リ ル ア
ミ ド 、 ナ イ ロ ン 、 ポ リ ス チ レ ン 、 塩 化 ポ リ ビ ニ ル ま た は ポ リ プ ロ ピ レ ン で あ る 。 固 体 支 持
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体 は チ ュ ー ブ 、 ビ ー ズ 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト の デ ィ ス ク 、 ま た は イ ム ノ ア ッ セ イ 法 を 行 う の
に 適 し た あ ら ゆ る 他 の 表 面 の 形 態 を と る こ と が で き る 。 結 合 工 程 は 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ
り 、 一 般 に 架 橋 共 有 結 合 ま た は 物 理 的 吸 着 か ら な り 、 被 験 試 料 の 調 製 に お い て ポ リ マ ー -
抗 体 複 合 体 を 洗 浄 す る 。 続 い て 被 験 試 料 の ア リ コ ー ト を 固 相 複 合 体 に 添 加 し 、 十 分 な 期 間
に わ た っ て 適 当 な 条 件 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 存 在 す る 抗 原 を 抗 体 に 結 合 さ せ る 。 イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン 期 間 の 後 に 、 抗 原 -抗 体 複 合 体 を 洗 浄 し て 乾 燥 さ せ た 上 で 、 抗 原 の 一 部 分
に 対 し て 特 異 的 な 第 2の 抗 体 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 第 2の 抗 体 に は 一 般 に 、 第 2の
抗 体 と 抗 原 と の 結 合 を 示 す た め に 用 い ら れ る レ ポ ー タ ー 分 子 が 付 随 し て い る 。 付 随 す る レ
ポ ー タ ー 分 子 に よ っ て 測 定 さ れ る 、 結 合 す る 標 識 抗 体 の 量 は 、 固 定 化 さ れ た 第 1の 抗 体 と
結 合 し た 抗 原 の 量 に 比 例 す る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
1つ の 代 替 的 な 方 法 は 、 生 物 試 料 中 の 抗 原 を 固 定 化 す る こ と 、 お よ び 続 い て 固 定 化 抗 原 を
特 異 抗 体 （ こ れ は レ ポ ー タ ー 分 子 で 標 識 し て も し な く と も よ い ） に 対 し て 曝 露 す る こ と を
含 む 。 標 的 の 量 お よ び レ ポ ー タ ー 分 子 の シ グ ナ ル の 強 さ に 依 存 し て 、 結 合 し た 標 的 は こ の
抗 体 に よ る 直 接 標 識 化 に よ り 検 出 す る こ と が で き る 。 ま た は 、 第 1の 抗 体 に 対 し て 特 異 的
な 第 2の 標 識 抗 体 を 標 的 -第 1抗 体 複 合 体 に 対 し て 曝 露 さ せ 、 標 的 -第 1抗 体 -第 2抗 体 と い う
三 元 性 複 合 体 を 形 成 さ せ る 。 こ の 複 合 体 は レ ポ ー タ ー 分 子 が 発 す る シ グ ナ ル に よ り 検 出 さ
れ る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
以 上 の こ と か ら 、 抗 原 結 合 分 子 に 付 随 す る レ ポ ー タ ー 分 子 に は 以 下 が 含 ま れ う る こ と は 理
解 さ れ る と 考 え ら れ る ：
（ a） レ ポ ー タ ー 分 子 の 抗 体 と の 直 接 的 な 結 合 ；
（ b） レ ポ ー タ ー 分 子 の 抗 体 と の 間 接 的 な 結 合 ； す な わ ち 、 レ ポ ー タ ー 分 子 と 、 後 に 抗 体
に 結 合 さ せ る 別 の ア ッ セ イ 試 薬 と の 結 合 ； お よ び
（ c） 抗 体 の 以 後 の 反 応 産 物 と の 結 合 。
【 ０ １ ３ ４ 】
レ ポ ー タ ー 分 子 は 、 色 素 原 、 触 媒 、 酵 素 、 蛍 光 色 素 、 化 学 発 光 分 子 、 常 磁 性 イ オ ン 、 ユ ー
ロ ピ ウ ム （ Eu 3 4 ） な ど の ラ ン タ ニ ド イ オ ン 、 、 他 の 核 標 識 タ グ を 含 む 放 射 性 同 位 体 、 お よ
び 直 接 観 察 用 標 識 を 含 む 群 よ り 選 択 し う る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
直 接 観 察 用 標 識 の 場 合 に は 、 コ ロ イ ド 状 の 金 属 性 も し く は 非 金 属 性 粒 子 、 色 素 粒 子 、 酵 素
も し く は 基 質 、 有 機 ポ リ マ ー 、 ラ テ ッ ク ス 粒 子 、 リ ポ ソ ー ム 、 ま た は シ グ ナ ル 生 成 物 質 を
含 む 他 の 小 胞 な ど を 用 い う る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
レ ポ ー タ ー 分 子 と し て 用 い る の に 適 し た 数 多 く の 酵 素 が 、 米 国 特 許 第 4,366,241号 、 米 国
特 許 第 4,843,000号 お よ び 米 国 特 許 第 4,849,338号 に 開 示 さ れ て い る 。 本 発 明 に お い て 有 用
な 適 し た 酵 素 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 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ 、 リ ゾ チ ー ム 、 リ ン ゴ 酸 デ ヒ ド ロ
ゲ ナ ー ゼ な ど が 含 ま れ る 。 酵 素 は 単 独 で 用 い て も よ く 、 溶 液 中 に あ る 第 2の 酵 素 と 組 み 合
わ せ て 用 い て も よ い 。
【 ０ １ ３ ７ 】
適 し た 蛍 光 色 素 に は 、 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト （ FITC） 、 テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ
ミ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト （ TRITC） 、 R-フ ィ コ エ リ ト リ ン （ RPE） お よ び テ キ サ ス レ ッ ド が
非 制 限 的 に 含 ま れ る 。 蛍 光 色 素 の そ の 他 の 例 に は 、 Dowerら 、 国 際 公 開 公 報 第 93／ 06121号
に よ っ て 考 察 さ れ た も の が 含 ま れ る 。 米 国 特 許 第 5,573,909号 （ Singerら ） 、 米 国 特 許 第 5
,326,692号 （ Brinkleyら ） に 記 載 さ れ た 蛍 光 色 素 に 対 す る 言 及 も 行 い う る 。 ま た は 、 米 国
特 許 第 5,227,487号 、 米 国 特 許 第 5,274,113号 、 米 国 特 許 第 5,405,975号 、 米 国 特 許 第 5,433
,896号 、 米 国 特 許 第 5,442,045号 、 米 国 特 許 第 5,451,663号 、 米 国 特 許 第 5,453,517号 、 米
国 特 許 第 5,459,276号 、 米 国 特 許 第 5,516,864号 、 米 国 特 許 第 5,648,270号 お よ び 米 国 特 許
第 5,723,218号 に 記 載 さ れ た 蛍 光 色 素 に 対 す る 言 及 も 行 い う る 。
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【 ０ １ ３ ８ 】
酵 素 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 の 場 合 に は 、 一 般 的 に は グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド ま た は 過 ヨ ウ 素 酸 塩 に
よ り 、 酵 素 を 第 二 抗 体 と 結 合 さ せ る 。 し か し 、 容 易 に 認 識 さ れ る よ う に 、 当 業 者 が 容 易 に
利 用 し う る 結 合 技 術 は 広 範 囲 に わ た っ て さ ま ざ ま な な も の が 存 在 す る 。 特 異 的 な 酵 素 と と
も に 用 い ら れ る 基 質 は 、 一 般 に 、 対 応 す る 酵 素 に よ る 加 水 分 解 に よ り 、 検 出 可 能 な 色 の 変
化 を 生 じ る よ う に 選 択 さ れ る 。 適 し た 酵 素 の 例 に は 前 記 の も の が 含 ま れ る 。 ま た 、 上 記 の
色 素 原 性 基 質 で は な く 、 蛍 光 性 生 成 物 を 生 じ る 蛍 光 基 質 を 用 い る こ と も で き る 。 い ず れ の
場 合 に も 、 酵 素 -標 識 抗 体 を 第 1抗 体 -抗 原 複 合 体 に 対 し て 添 加 し 、 結 合 さ せ た 後 に 、 過 剰
な 試 薬 を 洗 い 流 す 。 続 い て 適 切 な 基 質 を 含 む 溶 液 を 抗 体 -抗 原 -抗 体 と い う 複 合 体 に 対 し て
添 加 す る 。 こ の 基 質 は 第 2の 抗 体 と 結 合 し た 酵 素 と 反 応 し て 定 性 的 な 視 覚 シ グ ナ ル を 生 じ
、 こ れ を さ ら に 定 量 す る こ と （ 通 常 は 分 光 測 定 で ） に よ り 、 試 料 中 に 存 在 し た 抗 原 の 量 に
関 す る 指 標 が 得 ら れ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
ま た は 、 フ ル オ レ セ イ ン 、 ロ ー ダ ミ ン お よ び ラ ン タ ニ ド で あ る ユ ー ロ ピ ウ ム （ EU） な ど の
蛍 光 化 合 物 を 、 抗 体 に 対 し て 、 そ の 結 合 能 力 を 変 化 さ せ る こ と な く 化 学 的 に 結 合 さ せ る こ
と も で き る 。 特 定 の 波 長 の 光 を 照 射 す る こ と に よ っ て 活 性 化 さ れ る と 、 蛍 光 色 素 標 識 抗 体
は 光 エ ネ ル ギ ー を 吸 収 し て 分 子 の 励 起 状 態 を 誘 導 し 、 そ の 後 に 、 光 学 的 顕 微 鏡 に よ る 視 覚
的 検 出 が 可 能 な 特 徴 的 な 色 調 の 光 を 放 射 す る 。 蛍 光 標 識 抗 体 を 第 1抗 体 -ハ プ テ ン 複 合 体 と
結 合 さ せ る 。 結 合 し て い な い 試 薬 を 洗 い 流 し た 後 に 、 残 っ て い る 三 元 性 複 合 体 に 適 当 な 波
長 の 光 を 照 射 す る 。 観 察 さ れ る 蛍 光 は 目 的 の 抗 原 の 存 在 を 示 す 。 免 疫 蛍 光 ア ッ セ イ 法 （ IF
MA） は 当 技 術 分 野 で 十 分 に 確 立 さ れ て お り 、 本 方 法 に と っ て も 特 に 有 用 で あ る 。 し か し 、
放 射 性 同 位 元 素 、 化 学 発 光 分 子 ま た は 生 物 発 光 分 子 な ど の 他 の レ ポ ー タ ー 分 子 を 採 用 す る
こ と も で き る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
も う 1つ の 態 様 に お い て 、 検 出 の た め の 方 法 は 、 LM04を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 細
胞 内 で の 発 現 レ ベ ル を 検 出 す る こ と を 含 む 。 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 は 、 任 意 の 適 し
た 技 術 を 用 い て 判 定 し う る 。 例 え ば 、 LM04を コ ー ド す る 標 識 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 細 胞 か
ら 入 手 し た RNA抽 出 物 の ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト に お け る プ ロ ー ブ と し て 利 用 す る こ と が で き る
。 RT PCR、 リ ア ル タ イ ム PCRま た は SAGEな ど の 核 酸 増 幅 反 応 に お い て 、 動 物 由 来 の 核 酸 抽
出 物 を 、 キ ナ ー ゼ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 隣 接 配 列 の セ ン ス 配 列 お よ び
ア ン チ セ ン ス 配 列 に 対 応 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー と と も に 用 い る こ と が 好 ま し
い 。 さ ま ざ ま な 自 動 化 さ れ た 固 相 検 出 法 も 適 し て い る 。 例 え ば 、 極 め て 大 規 模 な 固 定 化 プ
ラ イ マ ー ア レ イ （ ヴ ィ ー エ ル シ ッ プ ス （ VLSIPS） （ 商 標 ） ） を 、 例 え ば 、 Fodorら 、 1991
お よ び Kazalら 、 1996に 記 載 さ れ た よ う に 、 核 酸 の 検 出 に 用 い る 。 以 上 の 遺 伝 学 的 方 法 は
当 業 者 に 周 知 で あ る 。
【 ０ １ ４ １ 】
例 え ば 、 LM04を コ ー ド す る RNA転 写 物 を 検 出 す る た め に 、 LM04 RNAを 含 む こ と が 疑 わ れ る
細 胞 試 料 か ら RNA（ 例 え ば 、 ヒ ト 乳 癌 組 織 か ら 単 離 さ れ た 全 RNA） を 単 離 す る 。 RNAは 、 当
技 術 分 野 で 知 ら れ た 方 法 、 例 え ば ト ラ イ ゾ ー ル （ TRIZOL） （ 商 標 ） 試 薬 （ GIBCO-BRL／ Lif
e Technologies、 Gaithersburg、 Md.） を 用 い て 単 離 し う る 。 オ リ ゴ -dTま た は ラ ン ダ ム 配
列 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 な ら び に 配 列 特 異 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 単 離 し た RNAか ら
第 一 鎖 cDNAを 調 製 す る た め の 逆 転 写 酵 素 反 応 に お け る プ ラ イ マ ー と し て 用 い る こ と が で き
る 。 続 い て 、 そ の 結 果 得 ら れ た 第 一 鎖 cDNAを 、 PCR反 応 に お い て 配 列 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド を 用 い て 増 幅 し 、 増 幅 産 物 を 得 る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
「 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 」 ま た は 「 PCR」 と は 、 米 国 特 許 第 4,683,195号 に 記 載 さ れ た よ う
に 、 核 酸 、 RNAお よ び ／ ま た は DNAの あ ら か じ め 選 択 し た 断 片 の 量 を 増 幅 す る 、 手 順 ま た は
技 術 の こ と を 指 す 。 一 般 的 に は 、 目 的 の 領 域 の 末 端 ま た は そ れ を 超 え る 範 囲 か ら の 配 列 情
報 を 利 用 し て オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 設 計 す る 。 こ れ ら の プ ラ イ マ ー は 、 増 幅 し
よ う と す る 鋳 型 の 対 側 鎖 と 配 列 の 点 で 同 一 ま た は 類 似 し て い る と 考 え ら れ る 。 PCRは 特 定
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の RNA配 列 お よ び 全 細 胞 RNAか ら 転 写 さ れ た cDNAを 増 幅 す る た め に 用 い う る 。 概 論 に つ い て
は 、 Mullisら 、 1987； Erlich、 1989を 参 照 さ れ た い 。 こ の た め 、 PCRに よ る 特 定 の 核 酸 配
列 の 増 幅 は 、 保 存 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 「 プ ラ イ マ ー
」 に 依 拠 し て お り 、 こ の 保 存 配 列 は 、 関 連 し た 遺 伝 子 配 列 ま た は タ ン パ ク 質 配 列 の ア ラ イ
メ ン ト 、 例 え ば 哺 乳 動 物 LM04遺 伝 子 の 配 列 比 較 に よ っ て 導 き 出 さ れ る 。 例 え ば 、 ア ン チ セ
ン ス 鎖 と ア ニ ー リ ン グ す る と 予 想 さ れ る 1つ の プ ラ イ マ ー を 調 製 し 、 LM04を コ ー ド す る cDN
A分 子 の セ ン ス 鎖 と ア ニ ー リ ン グ す る と 予 想 さ れ る も う 1つ の プ ラ イ マ ー を 調 製 す る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
増 幅 産 物 を 検 出 す る た め に は 、 反 応 混 合 物 を 一 般 的 に は ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 ま た は 他
の 好 都 合 な 分 離 法 に か け 、 増 幅 さ れ た LM04特 異 的 DNAの 相 対 的 な 存 在 量 を 検 出 す る 。 例 え
ば 、 増 幅 さ れ た LM04 DNAを 、 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 用 い る サ ザ ン ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 用 い て 、 ま た は 電 気 泳 動 移 動 度 を 既 知 の 分 子 量 の DNA標 準 物 質 と 比 較 し
て 、 検 出 す る こ と が で き る 。 増 幅 さ れ た LM04 DNAの 単 離 、 精 製 お よ び 特 徴 分 析 は 、 断 片 を
ゲ ル か ら 切 り 出 す こ と 、 ま た は 溶 出 さ せ る こ と （ 例 え ば 、 Lawnら 、 1981； Goeddelら 、 198
0に よ る 参 照 文 献 を 参 照 さ れ た い ） 、 増 幅 産 物 を pCRIIベ ク タ ー （ Invitrogen） な ど の 適 し
た ベ ク タ ー の ク ロ ー ニ ン グ 部 位 に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と 、 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 挿 入 断 片 の
配 列 を 決 定 す る こ と 、 お よ び DNA配 列 を LM04の 既 知 の 配 列 と 比 較 す る こ と に よ っ て 行 い う
る 。 続 い て 、 LM04 mRNAお よ び cDNAの 相 対 量 を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
本 発 明 は 、 高 レ ベ ル の LM04を 発 現 す る 細 胞 を 含 む 、 あ ら ゆ る 新 生 物 を 検 出 す る た め に 用 い
う る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
本 発 明 の 方 法 は 、 新 生 物 の 発 生 リ ス ク が あ る と 考 え ら れ る 個 体 の 単 回 検 査 も し く は 継 続 的
な モ ニ タ ー と し て 、 ま た は 新 生 物 の 発 生 、 特 に 上 皮 細 胞 癌 、 最 も 具 体 的 に は 乳 癌 の 発 生 を
抑 制 も し く は 別 の 様 式 で 緩 徐 化 す る こ と を 目 標 と す る 治 療 的 も し く は 予 防 的 処 置 療 法 の 有
効 性 の モ ニ タ ー と し て 、 有 用 で あ る 。 こ れ ら の 状 況 に お い て 、 任 意 の 1つ ま た は 複 数 の ク
ラ ス の 生 物 試 料 に お け る LM04レ ベ ル の 変 化 を マ ッ ピ ン グ す る こ と は 、 個 体 の 状 態 ま た は 現
在 使 用 中 の 治 療 的 も し く は 予 防 的 療 法 の 有 効 性 に 関 す る 有 意 義 な 指 標 と な る 。 し た が っ て
、 本 発 明 の 方 法 は 、 正 常 レ ベ ル （ 本 明 細 書 中 に 以 前 に 定 義 し た ） と 対 比 し た 、 ま た は 前 記
個 体 の 生 物 試 料 か ら 測 定 し た 1つ も し く は 複 数 の 初 期 マ ー カ ー レ ベ ル と 対 比 し た 、 個 体 に
お け る マ ー カ ー レ ベ ル の 上 昇 ま た は 低 下 に 関 す る モ ニ タ ー に 対 し て も 適 用 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
し た が っ て 、 本 発 明 の も う 1つ の 局 面 は 、 対 象 に お け る 新 生 物 の 発 生 ま た は 進 行 を モ ニ タ
ー す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 対 象 か ら の 生 物 試 料 に お け る LM04ま た は LM04を コ ー ド す る 遺 伝
子 の 転 写 産 物 の レ ベ ル に 関 す る ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う こ と を 含 み 、 正 常 細 胞 の レ ベ ル と 比
較 し て 前 記 LM04ま た は 転 写 産 物 の レ ベ ル が 高 い こ と に よ っ て 新 生 物 が 示 さ れ る よ う な 方 法
を 提 供 す る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
本 発 明 は さ ら に 、 患 者 か ら の 新 形 成 細 胞 と 疑 わ れ る も の に お け る LM04の 相 対 レ ベ ル を 決 定
す る た め の 定 量 的 ま た は 半 定 量 的 な 診 断 キ ッ ト の 製 造 に お け る 、 LM04に 対 す る モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 の 使 用 を 考 え て い る 。 本 キ ッ ト に は 使 用 に 関 す る 指 示 書 が 付 属 し て よ く 、 自 動 化
も し く は 半 自 動 化 し て も よ く 、 ま た は 自 動 化 さ れ た 機 器 も し く は ソ フ ト ウ エ ア と 適 合 す る
形 態 に あ っ て も よ い 。
【 ０ １ ４ ８ 】
本 発 明 に よ る 、 LM04に 対 す る 抗 体 の 作 製 は 、 こ の 分 子 の 活 性 型 ま た は 不 活 性 型 を 標 的 と し
う る 。 活 性 LM04を 標 的 と す る 抗 体 は 、 LM04活 性 の 上 昇 ま た は 低 下 を 検 出 す る た め に 特 に 有
用 で あ る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
LM04の 癌 特 異 的 分 子 、 特 に 乳 癌 特 異 的 分 子 と し て の 同 定 に よ り 、 癌 細 胞 を 破 壊 す る 、 ま た
は 少 な く と も そ の 増 殖 を 遅 延 さ せ る 標 的 指 向 性 薬 剤 の 作 製 が 可 能 に な る 。 特 に 、 LM04特 異
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抗 体 を 含 む 癌 標 的 指 向 性 薬 剤 を 、 細 胞 増 殖 抑 制 剤 ま た は 殺 細 胞 剤 と 融 合 、 結 合 ま た は 別 の
様 式 で 付 随 さ せ る 。 こ の よ う な 作 用 物 質 に は 、 タ ン パ ク 質 レ ベ ル ま た は 対 応 す る mRNAま た
は DNAレ ベ ル で 作 用 す る 細 胞 死 誘 導 剤 ま た は 細 胞 分 裂 停 止 剤 が 非 制 限 的 に 含 ま れ る 。 例 え
ば 、 細 胞 増 殖 抑 制 剤 ま た は 殺 細 胞 剤 は 核 標 識 タ グ で あ っ て も よ く 、 ま た は LM04 RNAiの ア
ン タ ゴ ニ ス ト も し く は RNAオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 誘 導 を 促 進 す る 作 用 物 質 で も よ い 。
【 ０ １ ５ ０ 】
し た が っ て 、 本 発 明 の 1つ の 局 面 は 、 LM04調 節 性 細 胞 増 殖 を 調 節 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記
細 胞 を 、 の 発 現 ま た は LM04の 機 能 活 性 を 調 節 す る の に 十 分 な 時 間 お よ び 条 件 の 下 で 作
用 物 質 の 有 効 量 と 接 触 さ せ る こ と を 含 み 、 前 記 発 現 ま た は 活 性 の 阻 害 ま た は 別 の 様 式 で の
拮 抗 に よ っ て 前 記 細 胞 増 殖 が 下 方 制 御 さ れ る よ う な 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ５ １ 】
「 LM04調 節 性 細 胞 増 殖 」 に 対 す る 言 及 は 、 LM04に よ っ て 直 接 的 も し く は 間 接 的 に 誘 導 さ れ
る 、 ま た は 別 の 様 式 で 調 節 さ れ る 、 増 殖 活 性 に 対 す る 言 及 と 解 釈 さ れ る 必 要 が あ る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
本 発 明 を 何 ら か の 1つ の 理 論 ま た は 作 用 機 序 に 限 定 す る も の で は な い が 、 LM04発 現 の 上 方
制 御 は 無 秩 序 な 乳 房 細 胞 増 殖 、 特 に 上 皮 乳 房 細 胞 増 殖 の マ ー カ ー と し て 同 定 さ れ て い る 。
し か し 、 本 明 細 書 に 開 示 す る 診 断 的 、 治 療 的 お よ び 予 防 的 な 方 法 は 、 無 秩 序 な 乳 房 細 胞 増
殖 に は 限 定 さ れ ず 、 LM04に よ っ て 増 殖 が 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 調 節 さ れ る 任 意 の 細 胞 種 に
も 及 ぶ こ と が 理 解 さ れ る 必 要 が あ る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
本 発 明 は 、 よ り 詳 細 に は 、 LM04調 節 性 乳 房 細 胞 増 殖 を 調 節 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 細 胞 を
、 の 発 現 ま た は LM04の 機 能 活 性 を 調 節 す る の に 十 分 な 時 間 お よ び 条 件 の 下 で 作 用 物 質
の 有 効 量 と 接 触 さ せ る こ と を 含 み 、 前 記 発 現 ま た は 活 性 の 阻 害 ま た は 別 の 様 式 で の 拮 抗 に
よ っ て 前 記 細 胞 増 殖 が 下 方 制 御 さ れ る よ う な 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
LM04の 発 現 ま た は 活 性 の 拮 抗 は 部 分 的 で も 完 全 で も よ い 。 部 分 的 な 調 節 は 、 所 定 の 細 胞 内
で み ら れ る LM04の 発 現 ま た は 活 性 の 一 部 の み が 下 方 制 御 さ れ る 場 合 に 起 こ る 。 LM04の 発 現
ま た は 機 能 活 性 は 下 方 制 御 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ５ 】

の 発 現 ま た は LM04の 機 能 活 性 の 下 方 制 御 は 、 以 下 の も の を 非 制 限 的 に 含 む 、 さ ま ざ ま
な 技 術 の い ず れ か 1つ に よ っ て 実 現 し う る ：
（ i） LM04遺 伝 子 の 、 ま た は そ の 発 現 産 物 が LM04発 現 を 調 節 す る 遺 伝 子 の 、 転 写 お よ び ／
ま た は 翻 訳 の 調 節 を 変 化 さ せ る タ ン パ ク 質 性 ま た は 非 タ ン パ ク 質 性 分 子 を 細 胞 内 に 導 入 す
る こ と 。
（ ii） LM04と 、 そ の リ ガ ン ド （ 例 え ば 、 bdb1、 Nb1、 CL1M、 CtIPま た は BRCA1） の 1つ ま た
は 複 数 と の 間 の 相 互 作 用 に 拮 抗 す る タ ン パ ク 質 性 ま た は 非 タ ン パ ク 質 性 分 子 を 細 胞 内 に 導
入 す る こ と 。
【 ０ １ ５ ６ 】
LM04の 上 方 制 御 も あ る 種 の 状 況 で は 望 ま れ 、 こ れ は LM04、 ま た は そ の 誘 導 体 、 化 学 的
等 価 物 、 相 同 体 ま た は 模 倣 物 、 ま た は LM04と そ の リ ガ ン ド と の 間 の 相 互 作 用 を 作 動 さ せ る
、 ま た は そ の 活 性 も し く は 発 現 を 別 の 様 式 で 上 方 制 御 す る タ ン パ ク 質 性 も し く は 非 タ
ン パ ク 質 性 分 子 を 細 胞 内 に 導 入 す る こ と に よ っ て 実 現 し う る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
「 作 用 物 質 （ agent） 」 に 対 す る 言 及 は 、 以 上 の 目 的 を 実 現 す る 任 意 の タ ン パ ク 質 性 ま た
は 非 タ ン パ ク 質 性 分 子 に 対 す る 言 及 と 解 釈 さ れ る 必 要 が あ り 、 こ れ に は 例 え ば 、 以 上 の 箇
所 で 詳 述 し た 分 子 が 含 ま れ る 。 本 作 用 物 質 は 、 任 意 の タ ン パ ク 質 性 ま た は 非 タ ン パ ク 質 性
分 子 と 連 結 、 結 合 ま た は 別 の 様 式 で 会 合 さ せ う る 。 例 え ば 、 こ れ を そ の 局 所 領 域 、 例 え ば
乳 房 へ の そ の タ ー ゲ テ ィ ン グ を 可 能 に す る 分 子 と 会 合 さ せ て も よ い 。
【 ０ １ ５ ８ 】
前 記 タ ン パ ク 質 性 分 子 は 、 天 然 、 組 換 え ま た は 合 成 の 供 給 源 に 由 来 す る も の で よ く 、 こ れ
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に は 融 合 タ ン パ ク 質 、 ま た は 例 え ば 、 天 然 物 ス ク リ ー ニ ン グ に よ る も の が 含 ま れ る 。 前 記
非 タ ン パ ク 質 性 分 子 は 天 然 の 供 給 源 、 例 え ば 天 然 物 ス ク リ ー ニ ン グ な ど に 由 来 し て も よ く
、 ま た は 化 学 的 に 合 成 し て も よ い 。 本 発 明 は 、 LM04相 互 作 用 の ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 作 用
し う る 前 記 LM04の 化 学 的 類 似 体 を 考 え て い る 。 ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 前 記 LM04が 相 互 作 用 す
る の を 阻 止 、 抑 制 ま た は 別 の 様 式 で 妨 げ る う る 任 意 の 化 合 物 で あ っ て よ い 。 ア ン タ ゴ ニ ス
ト に は 、 前 記 LM04ま た は 前 記 LM04の 部 分 に 対 し て 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 お よ び 当
該 細 胞 に お け る 遺 伝 子 ま た は mRNAの 転 写 ま た は 翻 訳 を 妨 げ る ア ン チ セ ン ス 核 酸 が 含 ま れ る
。 発 現 の 修 飾 を 、 共 抑 制 に 用 い る の に 適 し た 、 ま た は LM04 mRNA転 写 物 の RNAiを 介 し た 下
方 制 御 を 誘 導 す る た め の 、 抗 原 、 RNA、 リ ボ ソ ー ム 、 DNAザ イ ム （ DNAzyme） 、 RNAア プ タ マ
ー 、 抗 体 ま た は 分 子 を 利 用 し て 実 現 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
前 記 作 用 物 質 の 合 成 源 に は 、 例 え ば 、 化 学 合 成 さ れ た 分 子 が 含 ま れ る 。 別 の 例 と し て は 、
フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー を ペ プ チ ド に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き 、
一 方 、 化 学 物 質 ラ イ ブ ラ リ ー を 既 存 の 低 分 子 に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
合 理 的 薬 剤 設 計 ／ 構 造 に 基 づ く 設 計 は 、 結 晶 化 を 行 っ て 、 さ ら に LM04結 合 部 位 を 分 析 し 、
設 計 に よ っ て 分 子 を そ の 部 位 に 適 合 化 す る こ と に よ っ て 行 い う る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
例 え ば 、 LM04の 化 学 的 ま た は 機 能 的 等 価 物 を 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル 化 学 も し く は 組 換 え ラ イ
ブ ラ リ ー の ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ な ど の 周 知 の 方 法 を 利 用 し て 、 ま た は 天 然 物
ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 、 設 計 お よ び ／ ま た は 同 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ６ １ 】
も う 1つ の 例 に お い て は 、 多 数 の 特 定 の 親 原 子 団 置 換 を 有 す る 有 機 分 子 を 用 い る 、 有 機 低
分 子 を 含 む ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 一 般 的 な 合 成 ス キ ー ム は 発 表 さ れ た 方 法
に 従 い う る （ 例 え ば 、 Buninら 、 1994； DeWittら 、 1993） 。 簡 潔 に 述 べ る と 、 連 続 し た 合
成 段 階 の そ れ ぞ れ で 、 選 択 し た 複 数 の 異 な る 置 換 基 の 1つ を ア レ イ 内 の チ ュ ー ブ の 選 択 し
た サ ブ セ ッ ト の そ れ ぞ れ に 付 加 し 、 ラ イ ブ ラ リ ー の 作 製 に 用 い た 異 な る 置 換 基 の 可 能 な す
べ て の 順 列 組 み 合 わ せ が 生 成 さ れ る よ う に チ ュ ー ブ の サ ブ セ ッ ト を 選 択 す る 。 適 し た 順 列
組 み 合 わ せ 戦 略 の 一 つ は 米 国 特 許 第 5,763,263号 に 概 説 さ れ て い る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
生 物 活 性 の あ る 化 合 物 の 探 索 の た め に ラ ン ダ ム な 有 機 分 子 の コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ
ー を 用 い る こ と に は 、 現 在 、 幅 広 い 関 心 が あ る （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,763,263号 を 参 照
さ れ た い ） 。 こ の 種 の ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 見 い だ さ れ た リ ガ ン ド は 、
天 然 の リ ガ ン ド を 模 倣 も し く は 遮 断 す る た め 、 ま た は 生 物 標 的 の 天 然 の リ ガ ン ド と 干 渉 さ
せ る た め に 有 用 な 可 能 性 が あ る 。 例 え ば 、 こ の 状 況 で は 、 よ り 強 力 な 薬 理 作 用 な ど の 特 性
を 示 す 類 似 体 を 開 発 す る た め の 出 発 点 と し て そ れ ら を 用 い る こ と が で き る 。 LM04ま た は そ
の 機 能 性 部 分 は 、 本 発 明 に よ れ ば 、 さ ま ざ ま な 固 相 ま た は 液 相 合 成 方 法 に よ っ て 形 成 さ れ
た コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー に 用 い う る （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,763,263号 お よ び そ
れ に 引 用 さ れ た 参 照 文 献 を 参 照 さ れ た い ） 。 米 国 特 許 第 5,753,187号 に 開 示 さ れ た も の な
ど の 技 術 を 用 い る こ と に よ り 、 数 百 万 種 の 新 た な 化 学 的 お よ び ／ ま た は 生 物 学 的 な 化 合 物
を 数 週 間 未 満 で 日 常 的 に ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 同 定 さ れ た 多 数 の 化 合 物 の 中
か ら 、 適 切 な 生 物 活 性 を 示 す も の の み を さ ら に 分 析 す る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
ラ イ ブ ラ リ ー の ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に 関 し て は 、 生 体 分 子 、 高 分 子 複 合
体 ま た は 細 胞 な ど の 選 択 し た 生 物 因 子 と 特 異 的 に 相 互 作 用 し う る オ リ ゴ マ ー ラ イ ブ ラ リ ー
ま た は 低 分 子 ラ イ ブ ラ リ ー の 化 合 物 を 、 当 業 者 が 上 記 の も の な ど の 周 知 の 方 法 の 範 囲 か ら
容 易 に 選 択 し う る コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー 装 置 を 利 用 し て ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 こ
の 種 の 方 法 で は 、 ラ イ ブ ラ リ ー の 各 メ ン バ ー を 、 選 択 し た 因 子 と 特 異 的 に 相 互 作 用 す る 能
力 に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 本 方 法 を 実 施 す る 際 に は 、 化 合 物 を 含 む チ ュ ー ブ に 生 物
因 子 を 入 れ 、 各 チ ュ ー ブ 内 の 個 々 の ラ イ ブ ラ リ ー 化 合 物 と 相 互 作 用 を 行 わ せ る 。 相 互 作 用
は 、 所 望 の 相 互 作 用 の 存 在 を モ ニ タ ー す る た め に 用 い う る 検 出 可 能 な シ グ ナ ル が 生 じ る よ
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う に 設 計 す る 。 生 物 因 子 は 水 溶 液 中 に 存 在 す る こ と が 好 ま し く 、 所 望 の 相 互 作 用 に 応 じ て
さ ら に 条 件 の 適 合 化 を 行 う 。 検 出 は 、 例 え ば 、 物 質 の 検 出 の た め の 、 機 能 ま た は 機 能 以 外
の も の に 基 づ く 任 意 の 周 知 の 方 法 に よ っ て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
LM04の 活 性 を 模 倣 す る 分 子 に 関 す る ス ク リ ー ニ ン グ に 加 え て 、 LM04の 機 能 活 性 を 上 方 制 御
ま た は 下 方 制 御 す る 目 的 で 、 作 動 性 ま た は 拮 抗 性 に 働 く 分 子 を 同 定 お よ び 利 用 す る こ と も
望 ま し い と 考 え ら れ る 。 こ の よ う な 分 子 の 使 用 に つ い て は 以 下 で さ ら に 詳 細 に 説 明 す る 。
主 題 分 子 が タ ン パ ク 質 性 で あ る 範 囲 で 、 そ れ は 例 え ば 、 天 然 ま た は 組 換 え の 供 給 源 に 由 来
す る も の で よ く 、 こ れ に は 融 合 タ ン パ ク 質 、 ま た は 例 え ば 、 上 記 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に
よ る も の が 含 ま れ る 。 非 タ ン パ ク 質 性 分 子 は 例 え ば 、 以 上 に 特 定 し た 方 法 に 従 っ て 同 定 ま
た は 作 製 さ れ た 化 学 分 子 ま た は 合 成 分 子 で あ っ て よ い 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 ア ゴ ニ ス
ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 作 用 し う る 化 学 的 類 似 体 の 使 用 を 考 え て い る 。 化 学 的 ア ゴ
ニ ス ト は 必 ず し も LM04に 由 来 し な く と も よ く 、 高 次 構 造 に あ る 程 度 の 類 似 性 が あ れ ば よ い
。 ま た は 、 化 学 的 ア ゴ ニ ス ト を 、 LM04の あ る 種 の 物 理 化 学 的 特 性 を 模 倣 す る よ う に 特 別 に
設 計 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
本 明 細 書 中 に 以 前 に 定 義 し た 調 節 性 物 質 に 関 す る ス ク リ ー ニ ン グ は 、 LM04を 含 む 細 胞 を 作
用 物 質 と 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び LM04に 関 連 し た 機 能 活 性 の 変 化 、 ま た は 下 流 の LM04細 胞
標 的 活 性 も し く は 発 現 の 変 化 に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う こ と を 非 制 限 的 に 含 む 、 い く
つ か の 適 し た 方 法 の 任 意 の 1つ に よ っ て 行 い う る 。 こ の よ う な 変 化 の 検 出 は 、 ウ エ ス タ ン
ブ ロ ッ ト 法 、 電 気 泳 動 移 動 度 シ フ ト ア ッ セ イ 法 お よ び ／ ま た は ス フ ィ ン ゴ シ ン キ ナ ー ゼ も
し く は ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 CATな ど の TRAF活 性 の レ ポ ー タ ー の 読 み 取 り と い っ た 方 法 を 利 用
し て 行 い う る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
LM04タ ン パ ク 質 は 検 査 の 対 象 で あ る 細 胞 内 に 天 然 に 存 在 す る も の で も よ く 、 ま た は そ れ を
コ ー ド す る 遺 伝 子 を 検 査 の 目 的 で 宿 主 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し て も よ い こ と が 理 解 さ れ
る 必 要 が あ る 。 さ ら に 、 天 然 の 遺 伝 子 ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 遺 伝 子 を 構 成 性 に 発 現
さ せ 、 そ れ に よ っ て LM04の 発 現 ま た は 活 性 を 下 方 制 御 す る 作 用 物 質 に 関 す る ス ク リ ー ニ ン
グ の た め に 特 に 有 用 な モ デ ル を 提 供 し て も よ く 、 ま た は 遺 伝 子 に 活 性 化 を 必 要 と さ せ 、 そ
れ に よ っ て 特 定 の 賦 活 条 件 下 で LM04の 発 現 ま た は 活 性 を 変 化 さ せ る 作 用 物 質 に 関 す る ス ク
リ ー ニ ン グ の た め に 特 に 有 用 な モ デ ル を 提 供 と し て も よ い 。 さ ら に 、 LM04核 酸 分 子 を 細 胞
に ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 範 囲 に お い て 、 そ の 分 子 は LM04遺 伝 子 全 体 を 含 ん で も よ く 、 ま た
は そ れ は LM04結 合 部 分 な ど の 遺 伝 子 の 一 部 分 の み を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ６ ７ 】
も う 1つ の 例 に お い て 、 検 出 の 対 象 は 、 LM04自 体 で は な く 、 CtIPま た は BRCA1な ど の 下 流 の
LM04調 節 性 標 的 で も あ り う る 。 さ ら に も う 1つ の 例 は 、 LM04結 合 部 位 が 最 小 限 の レ ポ ー タ
ー と 連 結 さ れ た も の を 含 む 。 こ れ は 、 LM04に よ っ て 活 性 が 調 節 さ れ る 分 子 の 変 化 を モ ニ タ
ー す る 系 の 一 例 で あ る 。 例 え ば 、 ス ク リ ー ニ ン グ 系 の 対 象 で あ る 細 胞 が 新 形 成 細 胞 で あ る
場 合 に は 、 細 胞 増 殖 の 変 化 に 関 す る ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て LM04の 発 現 ま た は 活 性 の 変 化
を 検 出 し う る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
し た が っ て 、 本 発 明 の も う 1つ の 局 面 は 、 の 発 現 ま た は LM04の 機 能 活 性 を 調 節 し う る
作 用 物 質 を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 前 記 ま た は LM04を 含 む 細 胞 ま た は そ の 抽 出
物 を 作 用 物 質 と 推 定 さ れ る も の と 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び 前 記 相 互 作 用 に 伴 う 発 現 表 現 型
の 変 化 を 検 出 す る こ と を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
「 前 記 相 互 作 用 に 伴 う 発 現 表 現 型 の 変 化 」 を 検 出 す る こ と に 対 す る 言 及 は 、 の 発 現 ま
た は LM04活 性 の 調 節 に 伴 う 細 胞 変 化 の 検 出 と 解 釈 さ れ る 必 要 が あ る 。 こ れ ら は 例 え ば 、 細
胞 内 変 化 ま た は 細 胞 外 で 観 察 可 能 な 変 化 と し て 検 出 し う る 。 こ れ に は 例 え ば 、 下 流 産 物 の
レ ベ ル ま た は 活 性 の 変 化 を 検 出 す る こ と が 非 制 限 的 に 含 ま れ る 。

10

20

30

40

50

(32) JP 2005-502066 A 2005.1.20

LM04
LM04

LM04



【 ０ １ ７ ０ 】
1つ の 関 連 し た 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 明 細 書 中 に 以 前 に 定 義 し た 方 法 の い ず れ か を
利 用 す る こ と に よ っ て 同 定 さ れ る 作 用 物 質 に 対 し て も 適 用 さ れ る 。 こ の 点 に 関 し て 、 作 用
物 質 に 対 す る 言 及 は 、 LM04に 関 連 し た 機 能 活 性 の 少 な く と も 1つ を 変 化 さ せ る 任 意 の タ ン
パ ク 質 性 ま た は 非 タ ン パ ク 質 性 分 子 に 対 す る 言 及 と 解 釈 さ れ る 必 要 が あ る 。
【 ０ １ ７ １ 】
前 記 タ ン パ ク 質 性 ま た は 非 タ ン パ ク 質 性 分 子 は 、 の 発 現 ま た は LM04活 性 を 直 接 的 ま た
は 間 接 的 に 調 節 す る よ う に 作 用 し う る 。 前 記 分 子 は 、 そ れ が LM04分 子 と 会 合 す る な ら ば 直
接 的 に 作 用 す る 。 前 記 分 子 は 、 そ れ が LM04以 外 の 分 子 と 会 合 し 、 そ の 分 子 が LM04の 発 現 ま
た は 活 性 を 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 調 節 す る な ら ば 、 間 接 的 に 作 用 す る 。 し た が っ て 、 本 発
明 の 方 法 は 、 調 節 段 階 の カ ス ケ ー ド の 誘 導 を 介 し た LM04の 発 現 ま た は 活 性 の 調 節 を 含 む 。
【 ０ １ ７ ２ 】
好 ま し い 方 法 は の 発 現 ま た は LM04の 機 能 活 性 を 下 方 制 御 す る こ と で あ る が 、 例 え ば

の 発 現 ま た は LM04の 機 能 活 性 を 上 方 制 御 す る こ と に よ り 、 制 御 的 な 様 式 で 増 殖 を 上 方 制
御 す る こ と が 望 ま し い 状 況 も あ る と 考 え ら れ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の 方 法 は こ の よ う な
用 途 に も 及 ぶ と 解 釈 さ れ る 必 要 が あ る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
本 発 明 の 方 法 に 従 っ て 処 置 を 受 け る 細 胞 は エ ク ス ビ ボ ま た は イ ン ビ ボ の い ず れ に 位 置 し て
も よ い こ と が 理 解 さ れ る 必 要 が あ る 。 「 エ ク ス ビ ボ 」 と は 、 細 胞 が 対 象 の 身 体 か ら 取 り 出
さ れ 、 そ の 増 殖 の 調 節 を イ ン ビ ト ロ で 惹 起 し う る こ と を 意 味 す る 。 例 え ば 、 細 胞 が 長 期 培
養 を 行 お う と し 、 こ の た め 継 続 的 な LM04誘 導 性 増 殖 を 行 う よ う に 刺 激 さ れ る 非 新 形 成 細 胞
で あ っ て 、 増 殖 が LM04活 性 の ア ゴ ニ ス ト に よ っ て 上 方 制 御 さ れ て も よ い 。 本 発 明 の 好 ま し
い 局 面 に よ れ ば 、 細 胞 は イ ン ビ ボ （ 乳 房 内 な ど ） に 位 置 す る 悪 性 細 胞 な ど の 新 形 成 細 胞 で
あ っ て よ く 、 そ の 増 殖 の 下 方 制 御 は 、 LM04の レ ベ ル を 下 方 制 御 す る た め に 本 発 明 の 方 法 を
イ ン ビ ボ で 適 用 す る こ と に よ っ て 実 現 さ れ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
本 発 明 の さ ら に も う 1つ の 局 面 は 、 疾 病 状 態 の 治 療 お よ び ／ ま た は 予 防 に 関 連 し た 本 発 明
の 使 用 に 関 す る 。 本 発 明 を 何 ら か の 1つ の 理 論 ま た は 作 用 機 序 に 限 定 す る も の で は な い が
、 LM04は 乳 房 細 胞 の 増 殖 を 調 節 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の 方 法 は 、
異 常 ま た は 別 の 様 式 で 不 要 な LM04調 節 性 増 殖 活 性 を 調 節 す る た め の 有 意 義 な ツ ー ル を 提 供
す る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
し た が っ て 、 本 発 明 の も う 1つ の 局 面 は 、 哺 乳 動 物 に お け る 、 異 常 な 、 不 要 な ま た は 別 の
様 式 で 不 適 切 な LM04調 節 性 増 殖 活 性 を 特 徴 と す る 状 態 の 治 療 お よ び ／ ま た は 予 防 の た め の
方 法 で あ っ て 、 の 発 現 ま た は LM04の 機 能 活 性 を 調 節 す る の に 十 分 な 時 間 お よ び 条 件 の
下 で 、 作 用 物 質 の 有 効 量 を 前 記 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 み 、 前 記 発 現 ま た は 活 性 の 阻
害 ま た は 別 の 様 式 で の 拮 抗 に よ っ て 前 記 細 胞 増 殖 が 下 方 制 御 さ れ る よ う な 方 法 を 対 象 と す
る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
「 異 常 な 、 不 要 な ま た は 別 の 様 式 で 不 適 切 な 」 細 胞 増 殖 に 対 す る 言 及 は 、 過 度 に 活 動 的 な
細 胞 増 殖 、 生 理 的 に は 正 常 で あ る が 不 要 で あ る 点 で 不 適 切 な 細 胞 増 殖 、 ま た は 不 十 分 な 細
胞 増 殖 に 対 す る 言 及 と 解 釈 さ れ る 必 要 が あ る 。 例 え ば 、 乳 房 細 胞 に お け る LM04の 発 現 は 、
分 化 の 調 節 不 全 を も た ら し 、 そ の 後 に は 無 秩 序 な 乳 房 細 胞 増 殖 に つ な が る と 考 え ら れ て い
る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
し た が っ て 、 1つ の 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 新 形 成 性 状 態 の 治 療 お よ び ／ ま た は 予 防 の
た め の 方 法 で あ っ て 、 の 発 現 ま た は LM04の 機 能 活 性 を 下 方 制 御 す る の に 十 分 な 時 間 お
よ び 条 件 の 下 で 作 用 物 質 の 有 効 量 を 前 記 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 み 、 前 記 発 現 ま た は
活 性 の 阻 害 ま た は 別 の 様 式 で の 拮 抗 に よ っ て 細 胞 増 殖 が 下 方 制 御 さ れ る よ う な 方 法 が 提 供
さ れ る 。
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【 ０ １ ７ ８ 】
好 ま し く は 、 前 記 新 形 成 性 状 態 は 乳 癌 で あ る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
「 哺 乳 動 物 」 と い う 用 語 に は 、 本 明 細 書 で 用 い る 場 合 、 ヒ ト 、 霊 長 動 物 、 家 畜 動 物 （ 例 え
ば 、 ヒ ツ ジ 、 ブ タ 、 ウ シ 、 ウ マ 、 ロ バ ） 、 試 験 検 査 用 動 物 （ 例 え ば 、 マ ウ ス 、 ウ サ ギ 、 ラ
ッ ト 、 モ ル モ ッ ト ） 、 伴 侶 動 物 （ 例 え ば 、 イ ヌ 、 ネ コ ） お よ び 捕 獲 さ れ た 野 生 動 物 （ 例 え
ば 、 キ ツ ネ 、 カ ン ガ ル ー 、 シ カ ） を 含 む も の と 解 釈 さ れ る 必 要 が あ る 。 哺 乳 動 物 は ヒ ト ま
た は 試 験 検 査 用 動 物 で あ る こ と が 好 ま し い 。 さ ら に よ り 好 ま し く は 、 哺 乳 動 物 は ヒ ト で あ
る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
「 有 効 量 」 と は 、 少 な く と も 一 部 、 所 望 の 応 答 を 得 る た め 、 ま た は 治 療 し よ う と す る 特 定
の 状 態 の 発 生 を 遅 延 さ せ る た め 、 も し く は 進 行 を 抑 制 す る た め 、 も し く は そ の 発 生 も し く
は 進 行 を 完 全 に 停 止 さ せ る た め に 必 要 な 量 の こ と を 意 味 す る 。 そ の 量 は 治 療 し よ う と す る
個 体 の 健 康 状 態 お よ び 身 体 状 態 、 治 療 し よ う と す る 個 体 の 分 類 群 、 所 望 の 防 御 の 程 度 、 組
成 物 の 処 方 、 医 学 的 状 態 の 評 価 、 な ら び に 他 の 関 連 要 因 に よ っ て 異 な る 。 そ の 量 は 比 較 的
広 い 範 囲 に わ た り 、 そ れ は 日 常 的 な 試 験 に よ っ て 決 定 し う る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ８ １ 】
本 明 細 書 に お け る 「 治 療 」 お よ び 「 予 防 」 に 対 す る 言 及 は 、 そ の 最 も 広 い 文 脈 で 考 え る 必
要 が あ る 。 「 治 療 」 と い う 用 語 は 必 ず し も 対 象 を 完 全 に 回 復 す る ま で 治 療 す る こ と を 意 味
す る わ け で は な い 。 同 様 に 、 「 予 防 」 は 必 ず し も 対 象 が 疾 病 状 態 に 決 し て 罹 患 し な い こ と
を 意 味 す る わ け で は な い 。 し た が っ て 、 治 療 お よ び 予 防 に は 、 特 定 の 状 態 の 症 状 の 改 善 、
ま た は 特 定 の 状 態 が 発 生 す る リ ス ク を 防 止 も し く は 別 の 様 式 で 軽 減 す る こ と を 含 む 。 「 予
防 」 と い う 用 語 は 、 特 定 の 状 態 の 重 症 度 ま た は 発 生 を 軽 減 す る こ と と 見 な し う る 。 「 治 療
」 も 既 存 の 状 態 の 重 症 度 を 軽 減 し う る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
本 発 明 は さ ら に 、 癌 の 治 療 に お い て 哺 乳 動 物 の 体 内 に 細 胞 毒 性 物 質 を 循 環 さ せ る こ と 、 ま
た は 放 射 腺 療 法 を 受 け さ せ る こ と と と も に 作 用 物 質 を 投 与 す る と い っ た 、 治 療 法 の 組 み 合
わ せ を 考 え て い る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
薬 学 的 組 成 物 の 形 態 と し て の 調 節 性 物 質 の 投 与 は 、 任 意 の 好 都 合 な 手 段 に よ っ て 実 施 し う
る 。 薬 学 的 組 成 物 の 調 節 性 物 質 は 、 あ る 量 を 投 与 し た 場 合 に 治 療 的 活 性 を 示 す と 考 え ら れ
る 、 そ の 量 は 個 々 の 場 合 に 応 じ て 決 ま る 。 そ の 差 異 は 、 例 え ば 、 ヒ ト で あ る か 動 物 で あ る
か 、 お よ び 選 択 し た 調 節 性 物 質 に 依 存 す る 。 広 範 囲 に わ た る 用 量 を 適 用 し う る 。 例 え ば 、
患 者 を 考 え た 場 合 に は 、 体 重 1kg当 た り 1日 に つ き 約 0.1mg～ 約 1mgの 調 節 性 物 質 を 投 与 し う
る 。 投 与 計 画 は 最 適 な 治 療 応 答 が 得 ら れ る よ う に 調 節 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 数 回 に
分 割 し た 用 量 を 毎 日 、 毎 週 、 毎 月 ま た は 他 の 適 し た 間 隔 で 投 与 し て も よ く 、 ま た は 状 況 の
必 要 性 に よ っ て 指 定 さ れ る 程 度 に 比 例 し て 用 量 を 減 ら し て も よ い 。
【 ０ １ ８ ４ 】
調 節 性 物 質 は 、 経 口 、 静 脈 内 （ 水 溶 性 の 場 合 ） 、 腹 腔 内 、 筋 肉 内 、 皮 下 、 皮 内 、 ま た は 座
薬 経 路 も し く は 移 植 （ 例 え ば 、 徐 放 性 分 子 を 用 い る ） 等 の 好 都 合 な 様 式 で 投 与 す る こ と が
で き る 。 調 節 性 物 質 を 、 酸 付 加 塩 ま た は 金 属 複 合 体 、 例 え ば 亜 鉛 、 鉄 な ど （ こ れ は こ の 用
途 の 目 的 用 の 塩 と 考 え ら れ る ） な ど の 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 非 毒 性 塩 の 形 態 で 投 与 し て も
よ い 。 こ の よ う な 酸 付 加 塩 の 例 に は 、 塩 酸 塩 、 臭 化 水 素 酸 塩 、 硫 酸 塩 、 リ ン 酸 塩 、 マ レ イ
ン 酸 塩 、 酢 酸 塩 、 ク エ ン 酸 塩 、 安 息 香 酸 塩 、 コ ハ ク 酸 塩 、 リ ン ゴ 酸 塩 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 塩
、 酒 石 酸 塩 な ど が あ る 。 活 性 成 分 を 錠 剤 の 形 態 で 投 与 す る 場 合 に は 、 錠 剤 は ト ラ ガ カ ン ト
ゴ ム 、 コ ー ン ス タ ー チ ま た は ゼ ラ チ ン な ど の 結 合 剤 ； ア ル ギ ン 酸 な ど の 崩 壊 剤 ； お よ び ス
テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム な ど の 潤 滑 剤 を 含 み う る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
投 与 の 経 路 に は 、 呼 吸 器 、 気 管 内 、 鼻 咽 頭 、 静 脈 内 、 腹 腔 内 、 皮 下 、 頭 蓋 内 、 皮 内 、 筋 肉
内 、 眼 内 、 髄 腔 内 、 小 脳 内 、 鼻 腔 内 、 注 入 、 経 口 、 直 腸 内 、 IV滴 下 パ ッ チ お よ び イ ン プ ラ
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ン ト が 非 制 限 的 に 含 ま れ る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
こ れ ら の 方 法 に よ れ ば 、 本 発 明 に 従 っ て 定 義 さ れ る 作 用 物 質 を 、 1つ ま た は 複 数 の 他 の 化
合 物 ま た は 分 子 と 同 時 投 与 す る こ と も で き る 。 「 同 時 投 与 さ れ る 」 と は 、 同 一 製 剤 に お け
る 、 ま た は 同 じ 経 路 も し く は 異 な る 経 路 を 介 し た 2種 類 の 製 剤 に お け る 同 時 投 与 、 ま た は
同 じ 経 路 も し く は 異 な る 経 路 に よ る 逐 次 的 投 与 の こ と を 意 味 す る 。 例 え ば 、 主 題 作 用 物 質
を 、 そ の 効 果 を 高 め る 目 的 で 作 動 性 物 質 と と も に 投 与 す る こ と が で き る 。 「 逐 次 的 」 投 与
と は 、 2種 類 の 分 子 の 投 与 の 間 に 秒 、 分 、 時 間 ま た は 日 の 時 間 差 が あ る こ と を 意 味 す る 。
こ れ ら の 分 子 は 任 意 の 順 序 で 投 与 し う る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
本 発 明 の も う 1つ の 局 面 は 、 異 常 な 、 不 要 な ま た は 別 の 様 式 で 不 適 切 な LM04調 節 性 細 胞 増
殖 を 特 徴 と す る 状 態 で あ る 、 哺 乳 動 物 に お け る 状 態 の 治 療 の た め の 医 薬 品 の 製 造 に お け る
、 本 明 細 書 中 に 以 前 に 定 義 し た 作 用 物 質 の 使 用 で あ っ て 、 前 記 作 用 物 質 が の 発 現 ま た
は LM04の 活 性 を 調 節 し 、 前 記 発 現 ま た は 活 性 の 阻 害 ま た は 別 の 様 式 で の 拮 抗 に よ っ て 前 記
細 胞 増 殖 が 下 方 制 御 さ れ る よ う な 使 用 を 考 え て い る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
さ ら に も う 1つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 明 細 書 中 に 以 前 に 定 義 し た 調 節 性 物 質 を 、 1
つ ま た は 複 数 の 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 お よ び ／ ま た は 希 釈 剤 と と も に 含 む 、 薬 学 的 組 成
物 を 考 え て い る 。 前 記 作 用 物 質 は 活 性 成 分 と 呼 ば れ る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
注 射 用 に 適 し た 薬 剤 剤 形 に は 、 滅 菌 水 溶 液 （ 水 溶 性 の 場 合 ） ま た は 滅 菌 注 射 用 溶 液 も し く
は 分 散 液 の 用 時 調 製 の た め の 分 散 液 お よ び 滅 菌 粉 末 が 含 ま れ 、 こ れ は ク リ ー ム ま た は 外 用
に 適 し た そ の 他 の 剤 形 で あ っ て も よ い 。 こ れ は 製 造 お よ び 貯 蔵 の 条 件 下 で 安 定 で な け れ ば
な ら ず 、 細 菌 や 真 菌 な ど の 微 生 物 の 汚 染 作 用 か ら 保 護 さ れ ね ば な ら な い 。 担 体 は 、 例 え ば
、 水 、 エ タ ノ ー ル 、 ポ リ オ ー ル （ 例 え ば 、 グ リ セ ロ ー ル 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル お よ び 液
状 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル な ど ） 、 適 切 な そ れ ら の 混 合 物 お よ び 植 物 油 を 含 む 溶 媒 ま た は 分
散 媒 体 で あ り う る 。 適 切 な 流 動 性 は 、 例 え ば リ シ チ ン な ど の 被 覆 の 使 用 に よ り 、 分 散 剤 の
場 合 は 要 求 さ れ る 粒 子 サ イ ズ の 維 持 に よ り 、 お よ び 界 面 活 性 剤 の 使 用 に よ り 、 維 持 す る こ
と が で き る 。 微 生 物 の 作 用 の 防 止 は 種 々 の 抗 細 菌 剤 お よ び 抗 カ ビ 剤 、 例 え ば 、 パ ラ ベ ン 、
ク ロ ロ ブ タ ノ ー ル 、 フ ェ ノ ー ル 、 ソ ル ビ ン 酸 、 チ ル メ ロ サ ル な ど に よ っ て 行 う こ と が で き
る 。 多 く の 場 合 に は 、 等 張 剤 、 例 え ば 、 糖 類 ま た は 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 含 め る こ と が 好 ま し
い 。 注 射 用 組 成 物 の 長 期 的 吸 収 は 、 組 成 物 に お い て 吸 収 遅 延 剤 、 例 え ば 、 モ ノ ス テ ア リ ン
酸 ア ル ミ ニ ウ ム お よ び ゼ ラ チ ン な ど を 用 い る こ と に よ っ て 行 い う る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
滅 菌 注 射 液 は 、 必 要 な 量 の 活 性 化 合 物 を 、 必 要 に 応 じ て 上 に 挙 げ た さ ま ざ ま な 他 の 成 分 と
と も に 適 切 な 溶 媒 中 に 組 み 入 れ 、 濾 過 滅 菌 す る こ と に よ っ て 調 製 さ れ る 。 一 般 に 、 分 散 液
は 、 滅 菌 さ れ た さ ま ざ ま な 活 性 成 分 を 、 基 本 的 な 分 散 媒 お よ び 上 に 挙 げ た 必 要 な 他 の 成 分
を 含 む 滅 菌 媒 体 中 に 組 み 入 れ る こ と に よ っ て 調 製 さ れ る 。 滅 菌 注 射 用 溶 液 の 調 製 の た め の
滅 菌 粉 末 の 場 合 に は 、 好 ま し い 調 製 法 は 真 空 乾 燥 法 お よ び 凍 結 乾 燥 法 で あ り 、 こ れ ら の 方
法 に よ り 、 あ ら か じ め 滅 菌 濾 過 し た そ の 溶 液 か ら 活 性 成 分 お よ び 補 足 的 な 所 望 の 成 分 の 粉
末 を 得 る 。
【 ０ １ ９ １ 】
活 性 成 分 は 適 切 に 保 護 す る と 、 例 え ば 、 不 活 性 希 釈 剤 ま た は 吸 収 性 の 可 食 担 体 と と も に 経
口 投 与 す る こ と が で き 、 ま た は 硬 カ プ セ ル も し く は 軟 カ プ セ ル 内 に 封 入 す る こ と が で き 、
ま た は 錠 剤 と し て 圧 縮 す る こ と も で き る 。 経 口 治 療 投 与 の た め に は 、 活 性 化 合 物 は 賦 形 剤
と と も に 取 り 込 ま れ 、 摂 取 し う る 錠 剤 、 バ ッ カ ル 錠 剤 、 ト ロ ー チ 剤 、 カ プ セ ル 剤 、 エ リ キ
シ ル 剤 、 懸 濁 剤 、 シ ロ ッ プ 剤 、 カ シ ェ 剤 な ど の 形 で 使 用 さ れ る 。 こ の よ う な 組 成 物 お よ び
調 製 物 は 活 性 成 分 を 重 量 比 で 少 な く と も 1％ 含 む べ き で あ る 。 組 成 物 お よ び 調 製 物 の こ の
比 率 は 当 然 な が ら 変 動 し う る も の で あ り 、 そ の 単 位 の 重 量 の 約 5％ ～ 約 80％ の 間 に あ る の
が 好 都 合 で あ る 。 こ の よ う な 治 療 上 有 用 な 組 成 物 中 の 活 性 化 合 物 の 量 は 適 し た 投 与 量 が 得
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ら れ る よ う な も の で あ る 。 本 発 明 の 好 ま し い 組 成 物 お よ び 調 製 物 は 経 口 投 与 単 位 剤 形 が 約
0.1μ g～ 2000mgの 間 の 活 性 化 合 物 を 含 む よ う に 調 製 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
錠 剤 、 ト ロ ー チ 剤 、 丸 剤 、 カ プ セ ル 剤 な ど は 以 下 に 挙 げ る よ う な 成 分 も 含 み う る 。 ゴ ム 、
ア カ シ ア ゴ ム 、 コ ー ン ス タ ー チ ま た は ゼ ラ チ ン な ど の 結 合 剤 ； リ ン 酸 カ ル シ ウ ム な ど の 賦
形 剤 ； コ ー ン ス タ ー チ 、 ジ ャ ガ イ モ デ ン プ ン 、 ア ル ギ ン 酸 な ど の 崩 壊 剤 ； ス テ ア リ ン 酸 マ
グ ネ シ ウ ム な ど の 潤 滑 剤 ； お よ び ス ク ロ ー ス 、 乳 糖 ま た は サ ッ カ リ ン な ど の 甘 味 剤 を 添 加
す る こ と が で き 、 ペ パ ー ミ ン ト 、 冬 緑 油 ま た は チ ェ リ ー 香 味 剤 な ど の 香 味 剤 も 添 加 し う る
。 単 位 投 薬 剤 形 が カ プ セ ル の 場 合 は 、 そ れ は 上 記 の 種 類 の 物 質 に 加 え て 液 状 の 担 体 も 含 み
う る 。 単 位 投 薬 剤 形 の 物 理 的 形 態 を 被 覆 剤 と し て ま た は 別 の 様 式 で 改 変 す る た め の 他 の さ
ま ざ ま な 物 質 が 存 在 す る 。 例 え ば 、 錠 剤 、 丸 剤 ま た は カ プ セ ル 剤 は セ ラ ッ ク 、 糖 ま た は そ
の 両 方 で 被 覆 す る こ と が で き る 。 シ ロ ッ プ 剤 ま た は エ リ キ シ ル 剤 は 活 性 化 合 物 、 甘 味 剤 と
し て 砂 糖 、 防 腐 剤 と し て メ チ ル お よ び プ ロ ピ ル パ ラ ベ ン 、 色 素 お よ び チ ェ リ ー 香 味 剤 ま た
は オ レ ン ジ 香 味 剤 を 含 み う る 。 当 然 な が ら 、 ど の 単 位 投 薬 剤 形 の 調 製 に 使 用 さ れ る 物 質 も
す べ て 薬 学 的 に 純 粋 で 使 用 す る 量 で は 実 質 的 に 無 毒 で あ る べ き で あ る 。 さ ら に 、 （ 1つ ま
た は 複 数 の ） こ の 活 性 化 合 物 は 徐 放 性 の 調 製 物 お よ び 製 剤 に 含 め る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
本 薬 学 的 組 成 物 は 、 標 的 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し う る ベ ク タ ー で あ っ て 、 調 節 性 物 質 を
コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 有 す る ベ ク タ ー な ど の 遺 伝 分 子 を 含 む こ と も で き る 。 ベ ク タ ー は 、
例 え ば 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー で あ っ て よ い 。
【 ０ １ ９ ４ 】
本 発 明 の さ ら に も う 1つ の 局 面 は 、 本 発 明 の 方 法 に 用 い る 場 合 の 、 本 明 細 書 中 に 以 前 に 定
義 し た 作 用 物 質 に 関 す る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
本 発 明 を 以 下 の 非 制 限 的 な 例 に よ っ て さ ら に 定 義 す る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
実 施 例 1
LIMド メ イ ン タ ン パ ク 質 LM04は 乳 房 上 皮 細 胞 の イ ン ビ ト ロ で の 分 化 を 阻 害 し 、 乳 癌 内 で 過
剰 発 現 さ れ る
材 料 お よ び 方 法
細 胞 系
大 部 分 の 細 胞 系 は 以 前 の 研 究 で 引 用 さ れ て い る （ Douglas, A.M.、 Grant, S. L.、 Goss, G
.A.、 Clouston, D.R.、 Sutherland, R. L. & Begley, C. G. (1998) Int J Cancer 75、 6
4-73） 。 SCp2乳 房 上 皮 細 胞 （ Desprez, P.-Y.、 Roskelley, C.、 Campisi, J. & Bissell, 
M. J. (1993) Mol. Cell. Diff 1、 99-110） は M. Bissell博 士 か ら 寄 贈 い た だ い た 。
【 ０ １ ９ ７ 】
イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
マ ウ ス は 、 ウ サ ギ 抗 Ldb1抗 血 清 を 用 い る ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て
マ ウ ス T細 胞 か ら 単 離 し た （ 19） 。 の 精 製 お よ び ク ロ ー ニ ン グ は 別 の 箇 所 に 記 載 さ れ
て い る （ K. H.） 。 完 全 長 ヒ ト （ ATCCか ら 、 ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 T09407） ま た は マ ウ
ス  cDNAを Bluescript SKII（ Stratagene） 中 に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 ア ン チ セ ン ス お よ
び セ ン ス リ ボ プ ロ ー ブ は T3ま た は T7 RNAポ リ メ ラ ー ゼ （ Promega） を ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン -UTP
（ Roche） と と も に 用 い て 作 製 し た 。 標 準 的 な イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を
記 載 の 通 り に 行 っ た （ Wilkinson, D. (1992)「 In Situ Hybridisation」 （ IRL、 New York
） ） 。 乳 癌 組 織 ア レ イ は 、 Clinomics社 か ら 購 入 す る か 、 Peter MacCallum Cancer Instit
ute（ PMCI） （ Melbourne、 Australia） の 乳 癌 試 料 か ら 調 製 し た 。 標 本 は す べ て 匿 名 の 保
存 組 織 標 本 で あ っ た 。 Peter MacCallumの 組 織 内 審 査 委 員 会 が 組 織 ア レ イ 分 析 の た め の PMC
I標 本 の 使 用 を 承 認 し て い る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
SCp2細 胞 分 化 ア ッ セ イ 法
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SCp2乳 房 上 皮 細 胞 （ Desprez, P.-Y.、 Roskelley, C.、 Campisi, J. & Bissell, M. J. (1
993) Mol. Cell. Diff 1: 99-110） を 、 DMEM-HAM、 10％ FCSお よ び イ ン ス リ ン 5μ g／ ml（ S
igma） を 含 む DMEM-F12培 地 中 で 継 代 し た 。 ま た は に 対 応 す る 完 全 長 マ ウ ス cDNAを
、 pEF1a-puroお よ び pEF1a-Flag-puro哺 乳 動 物 発 現 ベ ク タ ー の 両 方 に ク ロ ー ニ ン グ し た （ H
uang, D.C.、 Cory, S. & Strasser, A. (1997) Oncogene 14、 405-14） 。 タ ン パ ク 質 発 現
は 293T細 胞 の 一 過 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ っ て 確 認 し た 。 線 状 化 発 現 ベ ク タ ー （ 10μ
g） を 、 Superfect（ Qiagen） を 用 い て SCp2細 胞 に 導 入 し 、 ピ ュ ー ロ マ イ シ ン 中 に 8～ 10日
お い て 選 択 し た 。 続 い て 、 適 切 な 遺 伝 子 ま た は ベ ク タ ー の み （ 対 照 ） を 発 現 す る 安 定 的 ト
ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト の プ ー ル を 、 本 質 的 に は 記 載 さ れ た 通 り に 分 化 ア ッ セ イ 法 に 用 い た （
Desprez, P.-Y.、 Roskelley, C.、 Campisi, J. & Bissell, M. J. (1993) Mol. Cell. Di
ff 1: 99-110） 。 A. Parlow博 士 （ National Hormone and Pituitary Program） に 寄 贈 い
た だ い た 、 イ ン ス リ ン （ 5μ g／ ml） 、 ヒ ド ロ コ ル チ ゾ ン （ 1μ g／ ml） お よ び プ ロ ラ ク チ ン
（ 5μ g／ ml） を 含 む DMEM-F12の 添 加 に よ っ て ト ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト の 分 化 を 誘 導 し た 。 96
時 間 後 に 細 胞 を RNA抽 出 の た め に そ の ま ま 収 集 し た 。
【 ０ １ ９ ９ 】
RNA分 析 お よ び RT-PCR
ポ リ (A)＋  RNAの ノ ー ザ ン 分 析 は 以 前 の 記 載 の 通 り に 行 っ た （ Visvader, J.、 Begley, C. 
G. & Adams, J. M. (1991) Oncogene 6、 187-94） 。 ECM上 に あ る SCp2細 胞 か ら RNAzol（ Te
l-Test） を 用 い て 全 RNAを 単 離 し た 。 cDNA合 成 お よ び PCRは 、 β -カ ゼ イ ン 、 Wapお よ び Hprt
に 対 す る プ ラ イ マ ー を 用 い て （ Weiss, M.J.、 Keller, G. & Orkin, S. H. (1994) Genes 
Dev 8、 1184-97） 、 以 前 の 記 載 の 通 り に 行 っ た （ Weiss, M.J.、 Keller, G. & Orkin, S. 
H. (1994) Genes Dev 8、 1184-97） 。 β -カ ゼ イ ン プ ラ イ マ ー の 配 列 は 以 下 の 通 り と し た
： 順 方 向
　
　
お よ び 逆 方 向
　
　
。 Wapプ ラ イ マ ー の 配 列 は 以 下 の 通 り と し た ： 順 方 向
　
　
お よ び 逆 方 向
　
　
。 試 料 を ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 分 離 し 、 臭 化 エ チ ジ ウ ム 染 色 し 、 ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 行 っ た 上
で 特 異 的 内 部 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
免 疫 沈 降 お よ び ウ エ ス タ ン 分 析
安 定 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た SCp2プ ー ル か ら 、 細 胞 を プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 薬 を 含 む KALB
可 溶 化 バ ッ フ ァ ー （ Nicholson, S.E.、 Wilison, T.A.、 Farley, A.、 Starr, R.、 Zhang, 
J.G.、 Baca, M.、 Alexander, W.S.、 Metcalf, D.、 Hilton, D. J. & Nicola, N. A. (199
9) EMBO J 18、 375-85） 中 で 溶 解 さ せ る こ と に よ り 、 全 細 胞 可 溶 化 物 を 作 製 し た 。 タ ン パ
ク 質 を 抗 Flag M2（ Sigma） お よ び プ ロ テ イ ン Gセ フ ァ ロ ー ス （ Pharmacia） を 用 い て 免 疫 沈
降 さ せ 、 SDS-PAGE（ Novex） に よ っ て 分 離 し た 。 移 行 さ せ た 後 に フ ィ ル タ ー を ブ ロ ッ ト し
、 完 全 長 マ ウ ス Lmo4ま た は C末 端 Ldb1ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る ウ サ ギ 抗 血 清 と と も に イ ン キ
ュ ベ ー ト し た （ 19） 。 抗 体 結 合 は ECL（ Amersham） に よ る ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 結 合 抗 マ ウ ス
抗 体 に よ っ て 可 視 化 し た 。
【 ０ ２ ０ １ 】
免 疫 組 織 化 学
免 疫 染 色 の た め に 、 組 織 ア レ イ （ Clinomics） を 、 ラ ッ ト 抗 LMO4モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含
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む 上 清 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 続 い て ビ オ チ ン 化 抗 ラ ッ ト IgGお よ び HRP-Streptavidi
n（ Dako） と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 に 、 DAB（ Dako） に よ る 検 出 を 以 前 の 記 載 の 通 り
に 行 っ た （ Armes, J.E.、 Trute, L.、 White, D.、 Southey, M.C.、 Hammet, F.、 Tesorier
o, A.、 Hutchins, A.M.、 Dite, G.S.、 McCredie, M.R.、 Giles, G.G.、 Hopper, J. L. & 
Venter, D. J. (1999) Cancer Res 59、 2011-7） 。 LMO4モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製 は 別 の
箇 所 に 記 載 さ れ て い る 。 用 い た 他 の 一 次 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 以 下 の 通 り で あ る ： 抗 ERα
（ 1D5） 、 抗 PgR（ 636） お よ び 抗 ErbB2（ い ず れ も Dako） 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
実 施 例 2
LMO4は マ ウ ス 乳 腺 に お い て 発 生 段 階 に 伴 う 調 節 を 受 け る
イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 分 析 に よ り 、 が 妊 娠 期 間 中 に 乳 腺 の 腺 房 小 葉
単 位 で 顕 著 に 発 現 さ れ る こ と が 判 明 し た （ 図 1A） 。 こ の 時 期 に は 腺 房 小 葉 の 形 成 お よ び 拡
張 を 伴 う 急 速 な 増 殖 が み ら れ る 。 単 層 と し て 認 め ら れ る 未 性 交 体 の 乳 腺 、 授 乳 初 期 お よ び
退 縮 期 の 乳 腺 の 乳 管 上 皮 内 に 存 在 し た  mRNAは そ れ よ り も 低 い レ ベ ル で あ っ た 。 未 性
交 体 の 乳 腺 で は 周 囲 間 質 の 染 色 も 明 ら か で あ っ た 。 妊 娠 体 の 乳 腺 に お け る 高 レ ベ ル の
（ 図 1A） が ノ ー ザ ン 分 析 に よ っ て 確 認 さ れ 、 そ れ に よ り 、 妊 娠 中 期 （ 第 12日 ） を ピ ー ク と
し て 妊 娠 後 期 ま で 高 値 を 保 つ （ 図 1B） 2種 類 の 主 な 転 写 物 （ 約 1.8お よ び 2.3kb） の レ ベ ル
が 判 明 し た 。 興 味 深 い こ と に 、 発 現 は 授 乳 期 に は 低 下 し た が 、 こ れ は 退 縮 期 に は 上 方
制 御 さ れ る よ う に 思 わ れ た 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
実 施 例 3
LMO4遺 伝 子 お よ び LDB1遺 伝 子 の 強 制 的 発 現 に よ っ て 乳 房 上 皮 細 胞 に お け る β -カ ゼ イ ン 合
成 が 阻 害 さ れ る
Lmo4は 、 い く つ か の LIMド メ イ ン 含 有 タ ン パ ク 質 の ア ダ プ タ ー と し て 働 く 核 タ ン パ ク 質 で
あ る Ldb1と 高 い 親 和 性 で 結 合 す る 。 Lmo4お よ び そ の パ ー ト ナ ー タ ン パ ク 質 で あ る Ldb1の 乳
房 分 化 に お け る 役 割 を 検 討 す る た め に 、 本 発 明 者 ら は 、 お よ び  RNAを 中 等 度 レ ベ
ル で 発 現 す る SCp2乳 房 上 皮 細 胞 に こ れ ら の 遺 伝 子 を 導 入 し た （ 図 3） 。 SCp2細 胞 系 は 妊 娠
中 期 マ ウ ス の 乳 腺 か ら 当 初 単 離 さ れ た も の で 、 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス （ ECM） お よ び 泌 乳 刺
激 の 存 在 下 で 乳 房 分 化 の 本 質 的 な 特 徴 を 再 現 す る （ Desprez, P.-Y.、 Roskelley, C.、 Cam
pisi, J. & Bissell, M. J. (1993) Mol. Cell. Diff. 1、 99-110） 。 SCp2細 胞 の 分 化 は
β -カ ゼ イ ン お よ び 乳 清 酸 性 タ ン パ ク 質 （ Wap） な ど の 乳 タ ン パ ク 質 の 産 生 を 伴 う こ と か ら
、 本 発 明 者 ら は 今 回 こ れ ら を 分 子 マ ー カ ー と し て 用 い た 。 ま た は  cDNA（ エ ピ ト
ー プ 標 識 し た も の 、 ま た は 標 識 し て い な い も の ） を ピ ュ ー ロ マ イ シ ン 耐 性 マ ー カ ー と と も
に 有 す る SCp2細 胞 の 安 定 的 ト ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト を 作 製 し 、 細 胞 の プ ー ル を 分 化 能 力 に 関
し て ア ッ セ イ し た 。 後 者 の ア ッ セ イ 法 に 関 し て は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト を 、 泌 乳 刺 激 （
プ ロ ラ ク チ ン 、 イ ン ス リ ン お よ び ヒ ド ロ コ ル チ ゾ ン ） の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 に て ECM上
に プ レ ー テ ィ ン グ し た 。
【 ０ ２ ０ ４ 】

ま た は の 過 剰 発 現 に よ り 、 泌 乳 刺 激 処 理 時 の β -カ ゼ イ ン お よ び Wapの mRNA発 現 は
著 し く 阻 害 さ れ た 。 こ れ に 対 し て 、 エ ン プ テ ィ ベ ク タ ー を 発 現 す る ト ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト
は 親 細 胞 と 区 別 で き な か っ た （ 図 2Aお よ び B） 。 い く つ か の SCp2ト ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト に
お い て は Flag標 識 Lmo4お よ び Ldb1タ ン パ ク 質 の 発 現 が 容 易 に 検 出 さ れ （ そ の 例 を 図 2Cに 示
し て い る ） 、 非 標 識 導 入 遺 伝 子 の 発 現 は ノ ー ザ ン 分 析 に よ っ て 確 か め ら れ た （ 非 提 示 デ ー
タ ） 。 SCp2細 胞 お よ び HC11乳 房 上 皮 細 胞 に お け る ア ン チ セ ン ス  RNAの 強 制 的 発 現 に よ
っ て β -カ ゼ イ ン 合 成 は 持 続 的 に 数 倍 に 強 化 さ れ た が 、 ウ エ ス タ ン 分 析 に よ れ ば Lmo4タ ン
パ ク 質 レ ベ ル は わ ず か に 低 下 し た （ 非 提 示 デ ー タ ） 。 以 上 を 総 合 す る と 、 こ れ ら の デ ー タ
は 、 Lmo4お よ び そ の パ ー ト ナ ー タ ン パ ク 質 Ldb1が 乳 房 上 皮 細 胞 の 分 化 で は な く 増 殖 に 役 割
を 果 た す こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
実 施 例 4
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乳 癌 細 胞 株 お よ び 原 発 性 浸 潤 癌 に お け る LMO4の 過 剰 発 現
種 々 の ヒ ト 乳 房 上 皮 癌 細 胞 系 の 間 に は  RNAレ ベ ル に 著 し い 差 が あ る （ 図 3） 。 10種 類
の 乳 癌 細 胞 株 の う ち 5種 で は 高 レ ベ ル の  mRNAが 検 出 さ れ た 。 興 味 深 い こ と に 、 転 写 物
レ ベ ル は 不 死 化 細 胞 株 184で は 低 か っ た が 、 こ の 細 胞 系 の 形 質 転 換 バ リ ア ン ト で あ る 184B5
で は か な り 高 か っ た （ Douglas, A.M.、 Grant, S.L.、 Goss, G.A.、 Clouston, D.R.、 Suth
erland, R. L. & Begley, C. G. (1998) Int J Cancer 75、 64-73） 。 は 一 群 の 乳 癌
細 胞 株 に お い て 2つ の 主 要 転 写 物 （ 2.3kbお よ び 3.5kb） と し て 発 現 さ れ 、 発 現 の 程 度 に 関
す る 差 異 は わ ず か で あ っ た 。 SCp2（ 図 3） 、 HC11お よ び EpH4（ 非 提 示 ） マ ウ ス 乳 房 上 皮 細
胞 に お け る お よ び 転 写 物 の サ イ ズ は 対 応 す る ヒ ト RNAよ り も 小 さ く 、 種 差 を 反 映
し て い る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】

が 原 発 性 乳 癌 に お い て 上 方 制 御 さ れ る か 否 か を 評 価 す る た め に 、 本 発 明 者 ら は 177件
の 浸 潤 性 乳 癌 を 含 む 組 織 ア レ イ に 対 し て イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た
。 腫 瘍 標 本 を 、 ヒ ト リ ボ プ ロ ー ブ に 対 す る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 強 度 に 基 づ き 、

の 低 発 現 ／ 陰 性 、 中 等 度 ま た は 高 発 現 と し て 評 価 し た 。 図 4に 各 強 度 群 に お け る 例 を 2
つ ず つ 低 倍 率 で 示 し て い る 。 対 照 セ ン ス プ ロ ー ブ か ら は 無 視 し う る シ グ ナ ル し か 生 じ な か
っ た （ 図 4D、 H） 。  RNAの 高 度 ～ 中 等 度 の 染 色 は 177件 の 癌 の う ち 99件 （ 56％ ） に 認 め
ら れ 、 そ の ほ と ん ど は 浸 潤 性 乳 管 癌 に 相 当 し た が 、 浸 潤 性 小 葉 お よ び 混 在 性 乳 管 小 葉 癌 も
含 ま れ た 。 図 5は 浸 潤 性 小 葉 癌 （ 図 5A） お よ び 2件 の 浸 潤 性 乳 管 癌 （ 図 5B、 C） に お け る
の 顕 著 な 発 現 を 示 し て い る 。 20件 の 良 性 乳 房 線 維 腺 腫 ま た は 正 常 乳 房 組 織 試 料 の う ち 7件

（ 35％ ） で は 低 レ ベ ル が 検 出 さ れ た （ 図 5D） 。  RNAレ ベ ル は 非 浸 潤 性 乳 管 癌 （ DCIS）
で 上 昇 し て い る よ う に 思 わ れ た （ 図 5L） 、 18件 の 前 浸 潤 性 腫 瘍 の う ち 7件 （ 38％ ） は 中 等
度 染 色 を 示 し た 。 60件 の 腫 瘍 を 含 む サ ブ セ ッ ト を 、 ラ ッ ト 抗 LMO4モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用
い る 免 疫 組 織 化 学 に よ っ て も 分 析 し た 。 LMO4タ ン パ ク 質 の 過 剰 発 現 が 腫 瘍 の 62％ で 観 察 さ
れ た 。 3件 の 腫 瘍 に 関 す る イ ン サ イ チ ュ ー RNAお よ び 免 疫 組 織 化 学 染 色 の 比 較 を 図 5に 示 し
た が （ そ れ ぞ れ Aお よ び E、 Bお よ び F、 Cお よ び G） 、 こ れ に よ れ ば RNAレ ベ ル お よ び タ ン パ
ク 質 レ ベ ル の 両 方 で の LMO4の 過 剰 発 現 が 明 ら か で あ る 。 良 性 乳 房 組 織 は 低 レ ベ ル （ 図 5H）
ま た は 検 出 不 能 レ ベ ル の LMO4タ ン パ ク 質 し か 認 め ら れ な か っ た 。 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 対
照 か ら は す べ て の 腫 瘍 試 料 に 関 し て 無 視 し う る 程 度 の 染 色 し か 得 ら れ な か っ た （ 図 5I、 J
お よ び K） 。 こ の 60件 の 腫 瘍 サ ブ セ ッ ト の う ち 、 35件 （ 58％ ） は RNA発 現 に 関 し て 高 度 と 評
価 さ れ た 。 こ れ ら の う ち 25件 の 腫 瘍 （ 71％ ） は LMO4タ ン パ ク 質 も 高 レ ベ ル で あ っ た が 、 10
件 の 腫 瘍 で は タ ン パ ク 質 レ ベ ル は 比 較 的 低 か っ た 。 そ の 反 対 に 、  RNAに 関 す る 染 色 が
低 か っ た 60件 の 腫 瘍 の う ち 11件 （ 17％ ） は タ ン パ ク 質 発 現 に 関 し て 高 度 と 判 定 さ れ た 。 以
上 を 総 合 す る と 、 RNAお よ び タ ン パ ク 質 の 過 剰 発 現 の 間 に は 71％ の ケ ー ス で 強 い 相 関 が 認
め ら れ た 。 少 数 の 腫 瘍 で 認 め ら れ た 不 一 致 は 、 RNAお よ び タ ン パ ク 質 の 安 定 性 お よ び 代 謝
回 転 を 調 節 す る さ ま ざ ま な 機 構 、 な ら び に 生 検 に よ っ て 採 取 し た 原 発 性 癌 組 織 の 完 全 性 を
反 映 し て い る 可 能 性 が 高 い 。 例 え ば 、 RNA発 現 が 低 い に も か か わ ら ず サ イ ク リ ン D1タ ン パ
ク 質 レ ベ ル が 高 い と い う 、 サ イ ク リ ン D1タ ン パ ク 質 分 解 経 路 の 調 節 不 全 が 乳 癌 で 報 告 さ れ
て い る （ Russell, A.、 Thompson, M.A.、 Hendley, J.、 Trute, L.、 Armes, J. & Germain
, D. (1999) Oncogene 18、 1983-91） 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
LMO4の 細 胞 内 局 在 は さ ま ざ ま で あ る こ と が 明 ら か に な っ た 。 い く つ か の 腫 瘍 で は 顕 著 な 核
染 色 が 検 出 さ れ （ 図 5Eお よ び G） 、 一 方 、 別 の 腫 瘍 で は 核 お よ び 細 胞 質 染 色 が 認 め ら れ た
（ 図 5F） 。 こ れ ら の 所 見 は ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 に お け る LMO4の 細 胞 内 局 在 の 検 討 の 結 果
と 一 致 す る （ Kenny, D.A.、 Jurata, L.W.、 Saga, Y. & Gill, G. N. (1998) Proc Natl A
cad Sci USA 95、 11257-62、 Sugihara, T.M.、 Bach, I.、 Kioussi, C.、 Rosenfeld, M. G
. & Andersen, B. (1998) Proc Natl Acad Sci USA 95、 15418-23） 。 60件 の 試 料 か ら な
る 同 じ 腫 瘍 の セ ッ ト を 、 エ ス ト ロ ゲ ン （ ERα ） 、 プ ロ ゲ ス テ ロ ン お よ び ErbB2受 容 体 の 発
現 に 関 し て 免 疫 組 織 化 学 に よ っ て 評 価 し た と こ ろ 、 そ れ ぞ れ の 受 容 体 に 関 す る 陽 性 率 は 32
％ 、 40％ お よ び 30％ で あ っ た 。 LMO4の 過 剰 発 現 と こ れ ら の マ ー カ ー の 発 現 と の 間 に 相 関 は
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認 め ら れ な か っ た 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
実 施 例 5
LIMド メ イ ン タ ン パ ク 質 LMO4は コ リ プ レ ッ サ ー CtIPお よ び 腫 瘍 抑 制 因 子 BRCA1と 相 互 作 用 し
、 BRCA1活 性 を 阻 害 す る
材 料 お よ び 方 法
プ ラ ス ミ ド
pGBT9-LMO4ベ イ ト プ ラ ス ミ ド を 、 以 下 の プ ラ イ マ ー を 用 い る 、 pSP72に お け る マ ウ ス LMO4
の PCR増 幅 に よ っ て 作 製 し た ：
順 方 向
　
　
　
お よ び 逆 方 向
　
　
； そ の 結 果 生 じ た 産 物 を pGBT9（ Clontech） の BamHI部 位 に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 LMO4の 第 1
の LIMド メ イ ン （ 残 基 1～ 82） を 、 順 方 向 プ ラ イ マ ー
　
　
　
お よ び 逆 方 向 プ ラ イ マ ー
　
　
を 用 い て PCR増 幅 し 、 続 い て Flag-pEF1α -puroベ ク タ ー （ Huang, D.C.、 Cory, S.お よ び St
rasser, A. (1997) Oncogene 14 (4)、 405-14） の BamHI部 位 に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 LMO4の
第 2の LIMド メ イ ン （ 残 基 79～ 165） は 、 順 方 向 プ ラ イ マ ー
　
　
　
　
お よ び 逆 方 向 プ ラ イ マ ー
　
　
　
　
を 用 い て PCR増 幅 し た 後 に 、 Flag-pEF1α -puroベ ク タ ー の BamHI部 位 に ク ロ ー ニ ン グ し た 。
Lhx1ま た は Lhx3（ pSV-sport-Flag） を コ ー ド す る 発 現 ベ ク タ ー お よ び LMK1は そ れ ぞ れ A. A
gulnickお よ び O. Bernard氏 に 寄 贈 い た だ い た 。 マ ウ ス ま た は ヒ ト の LMO4の コ ー ド 領 域 に
対 応 す る 完 全 長 cDNAを Flag-pEF 1α -puro発 現 ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ニ ン グ し 、 0.7kbの マ ウ
ス LMO4 cDNA断 片 を pEF1α -puroベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 ヒ ト CtIPの 残 基 45～ 897
（ pCMVHA-ns311） 、 ヒ ト BRCA1（ pcDNA3-HA-BRCA1） お よ び マ ウ ス LMO2（ pEF1α -Flag-LMO2
） を コ ー ド す る 発 現 プ ラ ス ミ ド は 以 前 に 記 載 さ れ て い る （ Visvader, J.E.、 Mao, X.、 Fuj
iwara, Y.、 Hahm, K.お よ び Orkin, S. H. (1997) Proc Natl Acad Sci USA 94（ 25） 、 13
707-12; 19； Scully, R.、 Chen, J.、 Plug, A.、 Xiao, Y.、 Weaver, D.、 Feunteun, J.、
Ashley, T.お よ び Livingston, D. M. (1997) Cell 88 (2)、 265-75） 。 HA標 識 し た CtIP欠
失 変 異 体 は PCR増 幅 ま た は プ ラ ス ミ ド か ら 発 現 ベ ク タ ー HA-pcDNA3.1ま た は HA-EF1α -puro
へ の サ ブ ク ロ ー ニ ン グ に よ っ て 作 製 し た （ Yu, X.、 Wu, L.C.、 Bowcock, A.M.、 Aronheim,
 A.お よ び Baer, R. (1998) J Biol Chem 273 (39)、 25388-92） 。 BRCA1の SZ断 片 （ 残 基 15
28～ 1863） は pCMV-Gal4b-BR-SZ（ Yu, X.、 Wu, L.C.、 Bowcock, A.M.、 Aronheim, A.お よ
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び Baer, R. (1998) J Biol Chem 273 (39)、 25388-92） か ら HA-pcDNA3.1へ と 再 ク ロ ー ニ
ン グ し た 。 野 生 型 お よ び 変 異 型 BRCA1の Myc標 識 誘 導 体 を pcDNA3.0（ J. C.、 未 発 表 ） に ク
ロ ー ニ ン グ し た 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
BRCA1の 活 性 化 ド メ イ ン （ AD） が Gal4 DNA結 合 ド メ イ ン （ DBD） と 融 合 し た も の を コ ー ド す
る 酵 母 発 現 構 築 物 を 、 BRCA1の ア ミ ノ 酸 1293～ 1863に わ た る 領 域 の PCR増 幅 を 行 い 、 そ の 後
に pGBT9（ Clontech） 中 に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 作 製 し た 。 哺 乳 動 物 Ga14DBD-AD
融 合 構 築 物 は 、 BRCA1-AD領 域 を コ ー ド す る cDNA断 片 の pCMV-Gal4bへ の ク ロ ー ニ ン グ に よ っ
て 作 製 し た （ Yu, X.、 Wu, L.C.、 Bowcock, A.M.、 Aronheim, A.お よ び Baer, R. (1998) J
 Biol Chem 273 (39)、 25388-92） 。 マ ウ ス LMO4を コ ー ド す る 完 全 長 cDNAを 酵 母 発 現 プ ラ
ス ミ ド pYX212（ Ingenious） に 挿 入 し た 。 レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド pG5CATは Clontech社 か ら
入 手 し た 。 プ ラ ス ミ ド 構 築 の 詳 細 は 要 請 に 応 じ て 入 手 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
酵 母 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド ス ク リ ー ニ ン グ
pGBT9-LMO4ベ イ ト プ ラ ス ミ ド （ 残 基 15～ 165） を 用 い て 、 標 準 的 プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て （ C
lontech Matchmaker Two-Hybrid System） 、 原 発 性 乳 房 腺 癌 cDNAラ イ ブ ラ リ ー （ Byrne, J
.A.、 Nourse, C.R.、 Basset, P.お よ び Gunning, P. (1998) Oncogene 16 (7)、 873-81）
由 来 の 8.4× 10 6 個 の 形 質 転 換 体 を ス ク リ ー ニ ン グ し た 。
【 ０ ２ １ １ 】
抗 体 の 作 製
完 全 長 マ ウ ス LMO4 cDNAを PCRに よ っ て 増 幅 し 、 pGEX-2T（ Amersham Pharmacia Biotech.）
中 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 こ の GST-LMO4融 合 タ ン パ ク 質 を 細 菌 株 UT5600内 で 発 現 さ せ 、
標 準 的 な プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 精 製 し （ Smith, D. B.お よ び Johnson, K. S. (1988) Gene
 67 (1)、 31-40） 、 こ れ を ウ サ ギ へ の 注 入 に 用 い て ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 血 清 を 産 生 さ せ た 。
ラ ッ ト LMO4特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製 は 別 の 箇 所 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
免 疫 沈 降 お よ び ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析
ヒ ト 胚 腎 臓 293T細 胞 （ 10cmプ レ ー ト ） に 対 し て 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 降 法 を 用 い て 、 4μ g
の 各 発 現 構 築 物 お よ び ／ ま た は エ ン プ テ ィ ベ ク タ ー に よ る 一 過 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を
行 っ た 。 細 胞 抽 出 物 （ 0.5ml） を 、 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 薬 （ 1mMフ ェ ニ ル メ チ ル ス ル ホ ニ ル フ
ル オ リ ド 、 1μ g／ mlロ イ ペ プ チ ン 、 1μ g／ mlペ プ ス タ チ ン 、 1μ g／ mlア プ ロ チ ニ ン ） を 含
む 全 細 胞 可 溶 化 バ ッ フ ァ ー （ 150mM NaCL、 5mM EDTA、 50mM ト リ ス  pH7.5、 1％  ノ ニ デ ッ
ト （ Nonidet) P-40、 1mM DTT） 中 に 調 製 し 、 ブ ラ ッ ド フ ォ ー ド 分 析 （ BioRad） に よ る 評 価
に よ り 、 タ ン パ ク 質 濃 度 を 標 準 化 し た 。 タ ン パ ク 質 を 抗 Flag M2（ Sigma） ま た は 抗 myc 9E
10お よ び プ ロ テ イ ン Gセ フ ァ ロ ー ス （ Amersham Pharmacia Biotech.） に よ っ て 免 疫 沈 降 さ
せ 、 SDS-PAGE（ Novex） に よ て 分 離 し た 。 PVDF膜 （ Millipore） に 移 行 さ せ た 後 に 、 フ ィ ル
タ ー の ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 行 い 、 CtIPま た は Ldb1に 対 す る ウ サ ギ 抗 血 清 （ Visvader, J.E.、
Mao, X.、 Fujiwara, Y.、 Hahm, K.お よ び Orkin, S. H. (1997) Proc Natl Acad Sci USA 
94（ 25） 、 13707-12） ま た は マ ウ ス 抗 BRCA1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 MS110（ Oncogene Researc
h Products） と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 続 い て フ ィ ル タ ー を HRP結 合 二 次 抗 体 と と も
に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ECL（ Amersham Pharmacia Biotech.） に よ っ て 現 像 し た 。
【 ０ ２ １ ３ 】
内 因 性 タ ン パ ク 質 に 関 し て は 、 ヒ ト HBL100細 胞 か ら 核 抽 出 物 を 調 製 し た （ Watters, D.、 K
hanna, K.K.、 Beamish, H.、 Birrell, G.、 Spring, K.、 Kedar, P.、 Gatei, M.、 Stenzel
, D.、 Hobson, K.、 Kozlov, S.、 Zhang, N.、 Farrell, A.、 Ramsay, J.、 Gatti, R.お よ
び Lavin, M. (1997) Oncogene 14(16)、 1911-21） 。 タ ン パ ク 質 を 抗 LMO4ウ サ ギ 抗 血 清 ま
た は ラ ッ ト 抗 LMO4モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び プ ロ テ イ ン Gセ フ ァ ロ ー ス に よ っ て 免 疫 沈 降
さ せ 、 SDS-PAGEに よ り 分 画 し た 。 移 行 さ せ た 後 に フ ィ ル タ ー を ブ ロ ッ ク し 、 CtIP（ 14.1）
（ Yu, X.お よ び Baer, R. (2000) J Biol Chem 275 (24)、 18541-9） ま た は BRCA1（ MS110
、 Oncogene Research Products） に 対 す る マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と と も に イ ン キ ュ ベ
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ー ト し 、 そ の 後 に HRP結 合 二 次 抗 体 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 上 で ECL（ Amersham Pharm
acia Biotech.） に よ っ て 現 像 し た 。
【 ０ ２ １ ４ 】
イ ン ビ ト ロ 結 合 ア ッ セ イ 法
3 5 S標 識 BRCA1（ C末 端 残 基 1528-1863） の イ ン ビ ト ロ 合 成 を 、 TNT T7結 合 網 状 赤 血 球 溶 解 液
シ ス テ ム （ Promega） を 用 い て 、 HA-pCDNA3.1-BRCA1-SZの イ ン ビ ト ロ 転 写 ／ 翻 訳 に よ っ て
行 っ た 。 結 合 ア ッ セ イ 法 は 、 3 5 S標 識 BRCA1-SZで 感 作 さ せ た 可 溶 化 物 の 10μ lア リ コ ー ト お
よ び 100μ l（ GST-セ フ ァ ロ ー ス ビ ー ズ の 50％ ス ラ リ ー ； Amersham Pharmacia） の GST-LMO4
ま た は GST-の み の タ ン パ ク 質 を 用 い 、 GST相 互 作 用 バ ッ フ ァ ー （ 150mM NaC1、 10mM ト リ ス
 pH 8、 0.3％ NP-40、 1mM DTT、 0.25％ BSAお よ び 0.5mMフ ェ ニ ル メ チ ル ス ル ホ ニ ル フ ル オ リ
ド ） 中 に て 4℃ で 2時 間 か け て 行 っ た 。 続 い て ビ ー ズ を BSAを 含 む GST相 互 作 用 バ ッ フ ァ ー で
2回 洗 い 、 そ の 後 に BSAを 含 ま な い GST相 互 作 用 バ ッ フ ァ ー で さ ら に 2回 洗 っ た 。 最 後 に 、 ビ
ー ズ を 30μ lの ロ ー デ ィ ン グ バ ッ フ ァ ー 中 で 5分 間 煮 沸 す る こ と に よ っ て 結 合 し た BRCA1C末
端 ポ リ ペ プ チ ド を 溶 出 さ せ 、 SDS-PAGEに よ っ て 分 析 し た 。
【 ０ ２ １ ５ 】
ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析
以 前 の 研 究 で 引 用 さ れ て い る ヒ ト お よ び マ ウ ス の 乳 房 上 皮 細 胞 系 か ら ポ リ (A)＋  RNAを 単
離 し （ Douglas, A.M.、 Grant, S.L.、 Goss, G.A.、 Clouston, D.R.、 Sutherland, R. L.
お よ び Begley, C. G. (1998) Int J Cancer 75 (1)、 64-73） 、 ノ ー ザ ン 分 析 を 行 っ た （ V
isvader, J.E.、 Elefanty, A.G.、 Strasser, A.お よ び Adams, J. M. (1992) Embo J 11(1
2)、 4557-64)。
【 ０ ２ １ ６ 】
酵 母 お よ び 哺 乳 動 物 細 胞 に お け る ト ラ ン ス 活 性 化 ア ッ セ イ 法
酵 母 転 写 ア ッ セ イ 法 は 酵 母 株 BJ5462に お い て 行 っ た 。 こ れ に 対 し て LacZレ ポ ー タ ー プ ラ ス
ミ ド 、 YepΔ 62（ P. Vaughan氏 か ら 寄 贈 い た だ い た ） お よ び pGBT9-BRCA1（ AD） を 同 時 ト ラ
ン ス フ ェ ク ト し 、 leuお よ び trpを 欠 く 培 地 上 で コ ロ ニ ー を 選 択 し た 。 続 い て 、 こ れ ら の 形
質 転 換 体 に pYX212-LMO4発 現 プ ラ ス ミ ド ま た は エ ン プ テ ィ ベ ク タ ー に よ る 形 質 転 換 を さ ら
に 行 い 、 ura、 trpお よ び leuを 欠 く 培 地 上 で 選 択 し た 。 o-ニ ト ロ フ ェ ニ ル -β -D-ガ ラ ク ト
シ ド （ ONPG） 液 体 培 養 ア ッ セ イ 法 を 標 準 的 な プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て （ CLONTECH Yeast Pro
tocols Handbook） 行 い 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 活 性 を 評 価 し た 。
【 ０ ２ １ ７ 】
胚 腎 臓 293T細 胞 に 対 し て 、 指 定 さ れ た プ ラ ス ミ ド ： 0.5μ gの pG5CAT（ CLONTECH） 、 1μ gの
pCMV-Gal4b-BRCA1-ADま た は 1μ gの Gal4b親 ベ ク タ ー 、 お よ び 2μ gの Flag-EF1α -LMO4ま た
は 2μ gの エ ン プ テ ィ 対 照 ベ ク タ ー の い ず れ か に よ る 一 過 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 、 リ ン
酸 カ ル シ ウ ム 法 を 用 い て 行 っ た （ 6ウ ェ ル プ レ ー ト ） 。 CAT Elisaシ ス テ ム （ Roche） を 用
い て CAT活 性 を 測 定 し 、 ブ ラ ッ ド フ ォ ー ド ア ッ セ イ 法 （ BioRad） に よ っ て 測 定 し た タ ン パ
ク 質 濃 度 に 対 し て 標 準 化 し た 。
【 ０ ２ １ ８ 】
実 施 例 6
CTIPの LMO4相 互 作 用 性 タ ン パ ク 質 と し て の 同 定
本 発 明 者 ら は 、 乳 房 上 皮 に お け る LMO4相 互 作 用 性 タ ン パ ク 質 を 同 定 す る た め に 酵 母 ツ ー ハ
イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム を 用 い た 。 原 発 性 乳 房 腺 癌 cDNAラ イ ブ ラ リ ー の 8.4× 10 6 個 の 形 質 転 換
体 の ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 、 800個 を 上 回 る His＋ コ ロ ニ ー が 得 ら れ た 。 659個 の β -ガ ラ ク
ト シ ダ ー ゼ 陽 性 ク ロ ー ン を 単 離 し 、 続 い て 、 既 知 の LMO4関 連 タ ン パ ク 質 で あ る Ldb1お よ び
異 型 上 皮 自 己 調 節 性 因 子 （ Deformed Epidermal Autoregulation Factor） （ DEAF1） な ら
び に 既 知 の 偽 陽 性 物 を 表 す cDNAプ ロ ー ブ を 用 い る 酵 母 コ ロ ニ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を
行 っ た （ Kenny, D.A.、 Jurata, L.W.、 Saga, Y.お よ び Gill, G. N. (1998) Proc Natl Ac
ad Sci USA 95 (19)、 11257-62； Sugihara, T.M.、 Bach, I.、 Kioussi, C.、 Rosenfeld, 
M. G.お よ び Andersen, B. (1998) Proc Natl Acad Sci USA 95（ 26） 、 15418-23； Grutz,
 G.、 Forster, A.お よ び Rabbitts, T. H. (1998) Oncogene 17 (21)、 2799-803） 。 こ れ
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ら の ク ロ ー ン の 約 60％ は Ldb1／ Ldb2（ 30％ ） ま た は DEAF1（ 30％ ） に 対 応 し た 。 150種 の cD
NAク ロ ー ン の シ ー ク エ ン シ ン グ を 行 っ た と こ ろ 、 22種 は Ldb1ま た は Ldb2に 対 応 し 、 20種 は
DEAF1を コ ー ド し 、 少 な く と も 70種 は 偽 陽 性 物 （ 例 え ば 、 リ ボ ソ ー ム タ ン パ ク 質 、 ミ ト コ
ン ド リ ア タ ン パ ク 質 お よ び 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 ） に 対 応 す る が 、 残 り の 38種 の
cDNAは 9種 の 異 な る 遺 伝 子 ま た は ESTで あ る こ と が 明 ら か に な っ た 。 こ れ ら の ク ロ ー ン の 1
つ は 、 転 写 コ リ プ レ ッ サ ー CtBP（ ア デ ノ ウ イ ル ス E1A C末 端 結 合 タ ン パ ク 質 ） と の 相 互 作
用 に 基 づ い て 当 初 同 定 さ れ た 補 助 因 子 で あ る CtIP（ CtBP相 互 作 用 性 タ ン パ ク 質 ） の 完 全 コ
ー ド 配 列 に 対 応 し て い た （ Schaeper, U.、 Subramanian, T.、 Lim, L.、 Boyd, J.M.お よ び
Chinnadurai, G. (1998) J Biol Chem 273 (15)、 8549-52） 。
【 ０ ２ １ ９ 】
実 施 例 7
LMO4と CTIPと の イ ン ビ ボ で の 会 合
CtIPと LMO4と の 間 の 特 異 的 相 互 作 用 が 哺 乳 動 物 細 胞 で 確 か め ら れ た 。 そ れ ぞ れ Flag-エ ピ
ト ー プ ま た は myc-エ ピ ト ー プ を N末 端 に 有 す る 、 LMO4、 LMO2ま た は 異 種 LIMド メ イ ン タ ン パ
ク 質 を コ ー ド す る 発 現 ベ ク タ ー を 、 CtIP（ 残 基 45～ 897） を 有 す る 発 現 ベ ク タ ー と と も に
、 293T細 胞 に 一 過 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 全 細 胞 抽 出 物 を 、 免 疫 共 沈 降 ／ ウ エ ス タ ン
ブ ロ ッ ト 複 合 ア ッ セ イ 法 を 用 い て 分 析 し た 。 図 6Aに 示 さ れ て い る よ う に 、 Flag-LMO4お よ
び CtIPが イ ン ビ ボ で 特 異 的 に 会 合 す る こ と が 相 互 免 疫 共 沈 降 実 験 に よ っ て 明 ら か に な っ た
（ レ ー ン 1お よ び 4） 。 Flag-LMO4の み を 発 現 す る 細 胞 （ レ ー ン 3） ま た は ア イ ソ タ イ プ を 一
致 さ せ た 対 照 抗 体 を 用 い た も の で は CtIPは 免 疫 共 沈 降 し な か っ た 。 LMO4の 単 一 の LIMド メ
イ ン （ ア ミ ノ 酸 1～ 82） が あ れ ば 哺 乳 動 物 細 胞 に お け る CtIPと の 相 互 作 用 に 十 分 で あ る こ
と が 判 明 し た （ 図 6B、 レ ー ン 1） 。 CtIPと 会 合 で き た の は LMO4の 第 2の LIMド メ イ ン （ ア ミ
ノ 酸 79～ 165） で は な く 第 1の LIMド メ イ ン の み で あ っ た （ レ ー ン 2） 。 CtIPは 近 縁 の LIMド
メ イ ン タ ン パ ク 質 LMO2(5)と も 共 沈 降 し た （ 図 6A、 レ ー ン 2） が 、 核 内 LIMホ メ オ ド メ イ ン
タ ン パ ク 質 で あ る Lhx1お よ び Lhx3（ 図 6C、 レ ー ン 2お よ び 3） な ら び に LIM-キ ナ ー ゼ （ LMK1
） と は 共 沈 降 し な か っ た （ 図 6C、 レ ー ン 4） 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
乳 房 上 皮 細 胞 に お け る 内 因 性 タ ン パ ク 質 間 の 相 互 作 用 に つ い て 検 討 す る た め に 、 本 発 明 者
ら は 完 全 長 マ ウ ス LMO4に 対 す る ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 血 清 を 作 製 し た 。 こ の 抗 血 清 は 乳
房 上 皮 細 胞 お よ び LMO4発 現 ベ ク タ ー を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 内 の 約 17kDの タ ン パ ク 質
を 認 識 し た 。 HBL100細 胞 か ら の 核 抽 出 物 は 抗 LMO4抗 血 清 （ 図 6D、 レ ー ン 2） ま た は 免 疫 前
血 清 （ レ ー ン 1） と 免 疫 共 沈 降 し た 。 マ ウ ス 抗 CtIPモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た イ ム ノ ブ
ロ ッ ト 法 に よ っ て 125kDの 特 定 の バ ン ド が 判 明 し （ 図 6D） 、 こ れ に よ っ て 天 然 の CtIPタ ン
パ ク 質 と LMO4タ ン パ ク 質 と の イ ン ビ ボ で の 会 合 が 裏 づ け ら れ た 。
【 ０ ２ ２ １ 】
実 施 例 8
乳 房 上 皮 細 胞 系 に お け る LMO4お よ び CTIPの 同 時 発 現 な ら び に LMO4の 細 胞 内 局 在
LMO4遺 伝 子 お よ び CtIP遺 伝 子 は い ず れ も 数 多 く の 異 な る 組 織 お よ び 細 胞 種 で 発 現 さ れ る こ
と が 報 告 さ れ て い る （
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
） 。 本 発 明 者 ら は 、 そ の 大 半 は ヒ ト 乳 癌 に 由 来 す る が 不 死 化 ヒ ト 細 胞 （ 184） も 含 ん で い

10

20

30

40

50

(43) JP 2005-502066 A 2005.1.20



る 、 一 群 の 乳 房 上 皮 細 胞 系 に お け る そ れ ら の 発 現 を 調 べ た 。 ノ ー ザ ン 分 析 に よ り 、 CtIP R
NA（ 3.6kb） レ ベ ル は 比 較 的 均 一 で あ る が 、 LMO4転 写 物 （ 1.8kbお よ び 2.3kb） の 発 現 に は
著 し い 差 が あ る こ と が 判 明 し た （ 図 8） 。 本 発 明 者 ら が 最 近 報 告 し た よ う に （ Visvader, J
.E.、 Venter, D.、 Hahm, K.、 Santamaria, M.、 Sum, E. Y. M.、 O'Reilly, L.、 White, D
.、 Williams, R.、 Armes, J.お よ び Lindeman, G. J. (2001) Proc Natl Acad Sci USA 98
 (25)、 14452-14457） 、 BT-549、 BT-474、 HS-578T、 MDA-MB361、 T-47Dお よ び ZR-75Bを 含
む 多 く の ヒ ト 乳 癌 細 胞 株 で は 高 レ ベ ル の LMO4が 認 め ら れ （ 図 8） 、 こ れ に 対 し て 不 死 化 184
細 胞 で は 低 レ ベ ル で あ っ た 。 ヒ ト 乳 癌 に お い て 、 LMO4遺 伝 子 の 過 剰 発 現 は RNAレ ベ ル お よ
び タ ン パ ク 質 レ ベ ル の 両 方 で 観 察 さ れ て い る （ Visvader, J.E.、 Venter, D.、 Hahm, K.、
Santamaria, M.、 Sum, E. Y. M.、 O'Reilly, L.、 White, D.、 Williams, R.、 Armes, J.
お よ び Lindeman, G. J. (2001) Proc Natl Acad Sci USA 98（ 25） ,14452-14457） 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
実 施 例 9
LMO4は CTIP内 の 2つ の 異 な る ド メ イ ン と 相 互 作 用 す る
CtIPの 機 能 は 不 明 で あ る が 、 こ れ は BRCA1、 ア デ ノ ウ イ ル ス E1A C末 端 結 合 タ ン パ ク 質 （ Ct
BP） 、 網 膜 芽 細 胞 種 タ ン パ ク 質 （ Retinoblastoma） （ Rb） お よ び p130ポ ケ ッ ト タ ン パ ク 質
を 含 む 、 い く つ か の 核 調 節 タ ン パ ク 質 に 対 す る 補 助 因 子 と し て 働 く よ う に 思 わ れ る （
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
） 。 CtIPは 、 図 7Aに 示 し た よ う に 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 す る 規 定 さ れ た 領 域 に
加 え て 、 ロ イ シ ン ジ ッ パ ー と 考 え ら れ る 2つ の ド メ イ ン を 含 む （ 120～ 141お よ び 740～ 761
） （ Fusco, C.、 Reymond, A.お よ び Zervos, A. S. (1998) Genomics 51 (3)、 351-8） 。 L
MO4と の 相 互 作 用 を 媒 介 す る CtIP内 部 の ド メ イ ン を 明 確 に す る た め に 、 そ れ ぞ れ N末 端 HA-
エ ピ ト ー プ タ グ と 連 結 さ せ た 一 連 の CtIP欠 失 変 異 体 （ 図 7A） を 、 Flag-LMO4と と も に 293T
上 皮 細 胞 に 対 し て 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 図 8Bに 示 さ れ て い る よ う に 、 HA-CtIP（ 45
～ 371） 、 HA-CtIP（ 371～ 897） 、 HA-CtIP（ 45～ 897） お よ び HA-CtIP（ 620～ 897） タ ン パ
ク 質 は Flag-LMO4と 会 合 可 能 で あ っ た （ レ ー ン 2、 4、 5お よ び 6） 。 こ れ に 対 し て 、 HA-CtIP
（ 59～ 320） お よ び HA-CtIP（ 281～ 620） 変 異 体 は 抗 Flag抗 体 と 免 疫 沈 降 し た （ そ れ ぞ れ レ
ー ン 1お よ び 3） 。 こ の た め 、 CtIP内 に は LMO4と の 相 互 作 用 を 媒 介 し う る 2つ の 領 域 、 す な
わ ち N末 端 （ 残 基 45～ 59） の 小 規 模 ド メ イ ン お よ び ロ イ シ ン ジ ッ パ ー モ チ ー フ と 推 定 さ れ
る も の を 含 む C末 端 領 域 （ 残 基 620～ 897） が あ る よ う に 思 わ れ る （ 図 8A） 。 こ れ ら の 領 域
は 、 CtBP（ ア ミ ノ 酸 392～ 396） 、 Rb（ 153～ 157） お よ び BRCA1（ 133～ 369） と 会 合 す る も
の と は 異 な る （
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） 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
実 施 例 10
LMO4は 乳 房 腫 瘍 お よ び 卵 巣 腫 瘍 の 抑 制 因 子 で あ る BRCA1と 相 互 作 用 す る
最 近 、 CtIPが 乳 房 腫 瘍 抑 制 因 子 BRCA1と 相 互 作 用 す る こ と が 示 さ れ た た め （
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
） 、 本 発 明 者 ら は LMO4、 CtIPお よ び BRCA1が 多 タ ン パ ク 質 複 合 体 に 加 わ る か 否 か に つ い て
検 討 し た 。 CtIPお よ び LMO4は い ず れ も 、 myc標 識 BRCA1、 Flag標 識 LMO4お よ び CtIPを 発 現 す
る 293T細 胞 由 来 の 抗 myc抗 体 と 免 疫 共 沈 降 し た （ 図 9A、 レ ー ン 2） 。 こ の 所 見 に よ り 、 こ の
3種 の タ ン パ ク 質 が 多 タ ン パ ク 質 複 合 体 を イ ン ビ ボ で 形 成 し う る こ と が 明 ら か に な っ た 。
図 9Aに 示 さ れ て い る よ う に （ レ ー ン 1） 、 外 因 性 CtIPの 存 在 は 抗 myc抗 体 に よ る LMO4の 免 疫
沈 降 に 必 要 で は な か っ た 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 LMO4が BRCA1と 直 接 会 合 す る と い う 可 能 性
が 示 さ れ た （ 以 下 を 参 照 ） 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
こ の 相 互 作 用 を 上 皮 細 胞 で さ ら に 検 討 す る た め に 、 ラ ッ ト 抗 LMO4モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用
い て HBL100由 来 の 核 抽 出 物 か ら の タ ン パ ク 質 を 免 疫 沈 降 さ せ た 。 こ の 抗 体 は LMO4発 現 ベ ク
タ ー を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 内 の 17kDタ ン パ ク 質 を 特 異 的 に 認 識 す る が 、 LMO4を 含 ま
な い も の で は 認 識 し な か っ た 。 内 因 性 BRCA1は 抗 LMO4モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ っ て 免 疫 沈
降 し た が （ 図 9B、 レ ー ン 2） 、 対 照 抗 体 に よ っ て は 免 疫 沈 降 し な か っ た （ 図 9B、 レ ー ン 3）
。 こ の 結 果 か ら 、 LMO4と BRCA1と の イ ン ビ ボ で の 会 合 が 裏 づ け ら れ 、 さ ら に 、 こ の 相 互 作
用 が 上 皮 細 胞 に お け る 天 然 タ ン パ ク 質 の 間 で も 起 こ る こ と が 示 さ れ た 。 抗 LMO4と 免 疫 沈 降
し た タ ン パ ク 質 に 関 す る 抗 CtIPモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た イ ム ノ ブ ロ ッ ト 法 に よ り 、 Ct
IPに 対 応 す る 125kDの 薄 い バ ン ド が 得 ら れ （ 図 9B、 中 央 の パ ネ ル ） 、 抗 LMO4抗 体 と の ブ ロ
ッ テ ィ ン グ で は 予 想 さ れ た 17kD LMO4タ ン パ ク 質 が み ら れ た （ 図 9B、 下 の パ ネ ル ） 。 し た
が っ て 、 LMO4、 BRCA1お よ び CtIPに は 、 天 然 の 複 合 体 を イ ン ビ ボ で 形 成 す る 能 力 が あ る 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
本 発 明 者 ら は 、 LMO4と 結 合 す る 核 ア ダ プ タ ー タ ン パ ク 質 Ldb1、 お よ び 高 い 親 和 性 を 有 す る
他 の LIMタ ン パ ク 質 （ Kenny, D.A.、 Jurata, L.W.、 Saga, Y.お よ び Gill, G. N. (1998) P
roc Natl Acad Sci USA 95 (19)、 11257-62； Sugihara, T.M.、 Bach, I.、 Kioussi, C.、
Rosenfeld, M. G.お よ び Andersen, B. (1998) Proc Natl Acad Sci USA 95 (26)、 15418-
23； Grutz, G.、 Forster, A.お よ び Rabbitts, T. H. (1998) Oncogene 17 (21)、 2799-80
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3） も 同 じ く 多 タ ン パ ク 質 複 合 体 に 加 わ り う る か 否 か に つ い て 検 討 し た 。 CtIP、 BRCA1、 LM
O4お よ び LDB1を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 か ら の Ldb1は 、 抗 CtIP
抗 体 を 用 い て 免 疫 沈 降 さ せ る こ と が で き た （ 図 9C） 。 し た が っ て 、 こ の 4種 の タ ン パ ク 質
は い ず れ も 安 定 な 複 合 体 を イ ン ビ ボ で 形 成 す る 能 力 が あ る 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
実 施 例 11
BRCA1の BRCTド メ イ ン は LMO4と 直 接 相 互 作 用 す る
BRCA1の C末 端 の 335ア ミ ノ 酸 （ SZ断 片 、 残 基 1528～ 1863） だ け で 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞
に お け る LMO4と の 相 互 作 用 （ 図 10A） を 媒 介 す る に は 十 分 で あ っ た 。 こ の 領 域 は 、 BRCA1が
腫 瘍 形 成 の 抑 制 に 働 く た め に 必 要 な 2つ の 縦 列 BRCTモ チ ー フ を 含 む （
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
） 。 本 発 明 者 ら は 、 LMO4と BRCA1と の 会 合 を イ ン ビ ト ロ 結 合 ア ッ セ イ 法 を 用 い て 確 認 し た
。 グ ル タ チ オ ン -S-ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ GST） 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 発 現 さ せ た 完 全 長 LM
O4を グ ル タ チ オ ン セ フ ァ ロ ー ス ビ ー ズ 上 に 固 定 化 し 、 イ ン ビ ト ロ 翻 訳 さ せ た 3 5 S-メ チ オ ニ
ン 標 識 BRCA1-SZポ リ ペ プ チ ド （ 1528～ 1863） と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 図 10Bに 示 さ
れ て い る よ う に 、 BRCA1は GST-LMO4と は 特 異 的 に 会 合 し た が 、 GST単 独 と は 相 互 作 用 し な か
っ た 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
CtIPが LMO4と BRCA1と の 間 の 架 橋 分 子 と し て 作 用 す る 可 能 性 を 否 定 す る た め に 、 本 発 明 者
ら は 、 酵 母 に お け る BRCA1と LMO4と の 相 互 作 用 に つ い て 検 討 し た 。 CtIPは 出 芽 酵 母 （ S. ce
revisiae） ゲ ノ ム に は 存 在 し な い よ う に 思 わ れ る （ Saccharomycesゲ ノ ム デ ー タ ベ ー ス 、 N
CBI） 。 BRCA1の SZ部 分 を Gal4活 性 化 ド メ イ ン を 連 結 さ せ た も の お よ び GBT9-LMO4に よ る Hf7
c細 胞 に 対 す る 同 時 形 質 転 換 に よ り 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 間 の 直 接 的 な 会 合 が 判 明 し た
（ 図 10C） 。 LMO4お よ び CtIPに よ る 同 時 形 質 転 換 を 行 っ た 酵 母 細 胞 で 観 察 さ れ た よ う に 、 H
is＋  β -Gal＋ コ ロ ニ ー が こ れ ら の 形 質 転 換 体 で 得 ら れ た 。 し た が っ て 、 BRCA1の BRCTド メ
イ ン は LMO4お よ び CtIPと の 直 接 的 な 結 合 を 媒 介 す る 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
実 施 例 12
BRCA1に お け る 腫 瘍 由 来 の 変 異 は LMO4結 合 に 影 響 を 及 ぼ さ な い
遺 伝 性 乳 癌 患 者 の か な り の 割 合 で 腫 瘍 に 関 連 し た 変 異 が 同 定 さ れ て い る 。 こ の よ う な 異 常
に は ミ ス セ ン ス 変 異 （ P1749R、 M1775R） 、 お よ び BRCA1の C末 端 の 11ア ミ ノ 酸 を 欠 失 さ せ る
ナ ン セ ン ス 変 異 （ Y1853Δ ） が 含 ま れ る （ Yu, X.、 Wu, L.C.、 Bowcock, A.M.、 Aronheim, 
A.お よ び Baer, R. (1998) J Biol Chem 273（ 39） 、 25388-92； Li, S.、 Chen, P.L.、 Sub
ramanian, T.、 Chinnadurai, G.、 Tomlinson, G.、 Osborne, C.K.、 Sharp, Z. D.お よ び L
ee, W. H. (1999) J Biol Chem 274 (16)、 11334-8） 。 こ れ ら の 腫 瘍 関 連 変 異 は BRCA1の C
tIPと の 結 合 性 を 失 わ せ る こ と が 示 さ れ て い る （ Yu, X.、 Wu, L.C.、 Bowcock, A.M.、 Aron
heim, A.お よ び Baer, R. (1998) J Biol Chem 273 (39)、 25388-92； Li, S.、 Chen, P.L.
、 Subramanian, T.、 Chinnadurai, G.、 Tomlinson, G.、 Osborne, C.K.、 Sharp, Z. D.お
よ び Lee, W. H. (1999) J Biol Chem 274 (16)、 11334-8） 。 BRCA1-LMO4相 互 作 用 に 対 す
る そ れ ら の 影 響 を 評 価 す る た め に 、 こ れ ら の 変 異 を 含 む myc標 識 BRCA1発 現 構 築 物 が 293T細
胞 に お い て Flag標 識 LMO4と 結 合 す る 能 力 を 調 べ た 。 野 生 型 BRCA1ポ リ ペ プ チ ド で 観 察 さ れ
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て い る の と 同 じ く 、 す べ て の 変 異 体 が LMO4と 相 互 作 用 す る こ と が 見 い だ さ れ た （ 図 11） 。
こ の た め 、 遺 伝 子 性 乳 癌 患 者 で BRCA1内 部 に 生 じ て い る 変 異 は 、 BRCA1と LMO4と の 相 互 作 用
に 影 響 を 及 ぼ さ ず に CtIPと の 結 合 性 を 消 失 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
実 施 例 13
LM04は BRCA1の 転 写 活 性 を 抑 制 す る
BRCA1の C末 端 （ BRCT） ド メ イ ン は 異 種 DNA結 合 ド メ イ ン を 介 し て プ ロ モ ー タ ー と 連 結 さ れ
る と 転 写 を 活 性 化 す る こ と が 以 前 に 示 さ れ て い る （ Chapman, M. S.お よ び Verma, I. M. (
1996) Nature 382 (6593)、 678-9； 34） 。 C末 端 の さ ら に 詳 細 な 特 徴 分 析 に よ り 、 2つ の 隣
接 し た 活 性 化 ド メ イ ン AD1（ 残 基 1293～ 1558） お よ び AD2（ 残 基 1560～ 1863） が 一 緒 に な っ
て 571ア ミ ノ 酸 の ADド メ イ ン を 構 成 す る こ と が 明 ら か に な っ た （ Hu, Y.F.、 Miyake, T.、 Y
e, Q.お よ び Li, R. (2000) J Biol Chem 275(52)、 40910-5)。 酵 母 お よ び 哺 乳 動 物 細 胞 の
い ず れ に お い て も AD1と AD2と の 機 能 的 協 同 作 用 が み ら れ 、 こ の た め に AD領 域 は い ず れ か の
ド メ イ ン の み の 場 合 よ り も 強 力 な 転 写 活 性 化 因 子 と な る （ Hu, Y.F.、 Miyake, T.、 Ye, Q.
お よ び Li, R. (2000) J Biol Chem 275 (52)、 40910-5） 。 BRCA1に よ る 転 写 の 活 性 化 に 対
す る LMO4の 影 響 を 明 ら か に す る た め に 、 本 発 明 者 ら は ま ず 、 BRCA1の C末 端 AD領 域 を Gal4 D
NA結 合 ド メ イ ン と 融 合 さ せ た も の を 用 い て 酵 母 を 用 い る 転 写 ア ッ セ イ 法 を 行 っ た 。 こ の プ
ラ ス ミ ド を LMO4酵 母 発 現 ベ ク タ ー ま た は エ ン プ テ ィ ベ ク タ ー と と も に 、 LacZレ ポ ー タ ー プ
ラ ス ミ ド を 有 す る BJ5462酵 母 株 に 導 入 し た 。 BRCA1-ADは 強 力 な ト ラ ン ス 活 性 化 因 子 で あ り
、 基 礎 的 な Gal4 DNA結 合 活 性 よ り も 400～ 600倍 高 い 転 写 を 誘 導 し た （ 図 12A） 。 こ の 活 性
化 は LMO4に よ っ て 顕 著 に 抑 制 さ れ 、 BRCA1-ADに よ る 活 性 化 の レ ベ ル は 80％ 低 下 し た （ 図 12
A） 。 BRCA1-ADの 発 現 に は LMO4を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド の 有 無 の 別 に よ る 差 が な か っ た （
図 12A、 下 の パ ネ ル ） 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
酵 母 転 写 ア ッ セ イ 法 の 所 見 を 裏 づ け る た め に 、 本 発 明 者 ら は 哺 乳 動 物 293T細 胞 に お い て 同
様 の 検 討 を 行 っ た 。 BRCA1-ADを Gal4 DNA結 合 ド メ イ ン と 結 合 さ せ た も の は 、 Gal4-CATレ ポ
ー タ ー 遺 伝 子 の 転 写 を 、 Gal4-DNA結 合 ド メ イ ン の み に よ る 基 礎 活 性 の 3～ 4倍 に 増 加 さ せ た
（ 図 12B） 。 以 上 の 所 見 と 一 致 し て 、 BRCA1に よ る ト ラ ン ス 活 性 化 （ 約 3倍 ） に 対 す る LMO4
の 効 果 は 陰 性 で あ り 、 転 写 活 性 は Gal4 DNA結 合 ド メ イ ン （ DBD） の み で 観 察 さ れ た 基 礎 レ
ベ ル に 復 帰 し た 。 VP16ト ラ ン ス 活 性 化 ド メ イ ン の 活 性 は 強 制 的 LMO4発 現 に よ っ て 変 化 し な
か っ た こ と か ら 、 LMO4は 全 般 的 な リ プ レ ッ サ ー と し て は 作 用 し な い （ 非 提 示 デ ー タ ） 。 さ
ら に 、 Gal4 DBDの 基 礎 活 性 は LMO4が 存 在 し て も 低 下 し な か っ た （ 図 12B） 。 BRCA1-ADの 発
現 は LMO4の 存 在 に よ る 影 響 を 受 け な か っ た （ 図 12B、 下 の パ ネ ル ） 。
【 ０ ２ ３ １ 】
当 業 者 は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 本 発 明 が 具 体 的 に 記 述 さ れ た も の 以 外 の 変 更 や 修 飾 を 受
け う る こ と を 理 解 す る と 考 え ら れ る 。 本 発 明 は こ の よ う な 変 更 や 修 飾 の す べ て を 包 含 す る
も の と 解 釈 さ れ る べ き で あ る 。 本 発 明 は 、 本 明 細 書 で 個 別 的 に ま た は 集 合 的 に 言 及 ま た は
指 摘 さ れ た 工 程 、 特 徴 、 組 成 物 お よ び 化 合 物 の す べ て 、 な ら び に 前 記 工 程 ま た は 特 徴 の 任
意 の 2つ ま た は そ れ 以 上 の 組 合 せ の い ず れ か お よ び す べ て を も 含 む 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
参 照 文 献
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ３ ３ 】
【 図 １ 】 は 妊 娠 期 間 中 に 腺 房 小 葉 単 位 で 大 量 に 発 現 さ れ る 。 （ A） 成 体 乳 腺 に は
転 写 物 を 発 現 す る 乳 管 上 皮 の 単 層 が 認 め ら れ る 。 RNA発 現 を 、 完 全 長 マ ウ ス 配 列 に 対
応 す る セ ン ス （ 対 照 ） お よ び ア ン チ セ ン ス の ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 標 識 リ ボ プ ロ ー ブ を 用 い た イ
ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 評 価 し た 。 未 性 交 若 齢 雌 成 体 、 妊 娠 第 12日 、
授 乳 期 第 2日 お よ び 退 縮 期 第 4日 の 乳 腺 を 分 析 し た 。 セ ン ス プ ロ ー ブ を 、 退 縮 期 第 3日 （ 図
示 し た も の ） な ら び に 授 乳 期 お よ び 妊 娠 期 の 乳 腺 の 切 片 に 対 し て ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。
本 来 の 倍 率 は 50倍 。 （ B） 未 性 交 マ ウ ス 、 妊 娠 マ ウ ス 、 授 乳 期 マ ウ ス お よ び 強 制 離 乳 （ 退
縮 期 ） マ ウ ス 由 来 の 乳 腺 の ノ ー ザ ン 分 析 。 20μ gの 全 RNAを 含 む フ ィ ル タ ー を マ ウ ス プ
ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 低 分 子 量 の バ ン ド は  RNAの 選 択 的 ス プ ラ イ ス バ リ ア
ン ト ま た は ク ロ ス ハ イ ブ リ ダ イ ズ 種 を 表 す と 思 わ れ る 。 28Sお よ び 18Sリ ボ ソ ー ム RNAを 示
す 臭 化 エ チ ジ ウ ム 染 色 ゲ ル を ロ ー デ ィ ン グ 対 照 と し て い る 。
【 図 ２ 】 Lmo4お よ び Ldb1は 、 分 化 誘 導 が な さ れ た SCp2乳 房 細 胞 に お け る お よ
び RNAの 合 成 を 阻 害 す る 。 （ A） プ ロ ラ ク チ ン 、 イ ン ス リ ン お
よ び ヒ ド ロ コ ル チ ゾ ン で 刺 激 す る か （ +） ま た は 刺 激 せ ず に （ -） 96時 間 お い た 安 定 的 に ト
ラ ン ス フ ェ ク ト し た SCp2プ ー ル に 由 来 す る 全 RNAを 用 い て RT-PCR分 析 を 行 っ た 。

お よ び を そ れ ぞ れ 分 化 お よ び ロ ー デ ィ ン グ の マ ー カ ー と し て 用 い た 。 少 な く と も 5
回 の 独 立 し た ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 行 っ た 。 PCR産 物 を ゲ ル 電 気 泳 動 に よ っ て 分 画 し 、
ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 行 っ た 上 で 内 部 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。
Flag- に 関 す る 臭 化 エ チ ジ ウ ム 染 色 ゲ ル は 最 も 右 の パ ネ ル に 示 さ れ て い る 。 （ B） （ A
） に 示 し た も の と 同 じ ト ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト の プ ー ル に 対 し て 、 お よ び に 対 し て
特 異 的 な プ ラ イ マ ー を 用 い る RT-PCR分 析 を 行 っ た 。 （ C） 免 疫 沈 降 お よ び ウ エ ス タ ン ブ ロ
ッ ト 分 析 に よ り 、 SCp2ト ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト に お け る Flag-Lmo4お よ び Flag-Ldb1が 確 認 さ
れ た 。 い ず れ か の 遺 伝 子 を 発 現 す る 細 胞 ま た は エ ン プ テ ィ ベ ク タ ー を 含 む 細 胞 か ら の 可 溶
化 物 を 、 マ ウ ス 抗 Flag抗 体 を 用 い る 免 疫 沈 降 に 供 し 、 続 い て ウ サ ギ 抗 Lmo4ま た は ウ サ ギ 抗
Ldb1抗 体 に よ る ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 行 っ た 。 矢 印 は 関 連 タ ン パ ク 質 を 示 し て い る 。
【 図 ３ 】 は い く つ か の ヒ ト 乳 癌 細 胞 株 で 過 剰 発 現 さ れ る 。 ヒ ト お よ び マ ウ ス （ SCp2）
乳 房 上 皮 細 胞 株 由 来 の ポ リ (A)＋  RNA（ 3μ g） ノ ー ザ ン 分 析 。 フ ィ ル タ ー を マ ウ ス 、

お よ び  cDNAプ ロ ー ブ と 逐 次 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 ヒ ト 乳 癌 細 胞 株 に お け
る 低 分 子 量 の 転 写 物 は ク ロ ス ハ イ ブ リ ダ イ ズ 種 を 表 す と 思 わ れ る 。 お よ び 転
写 物 の サ イ ズ は マ ウ ス SCp2細 胞 系 の 方 が ヒ ト 細 胞 系 よ り も 小 さ か っ た 。
【 図 ４ 】 原 発 性 乳 癌 に お け る  RNAの 過 剰 発 現 。 完 全 長 ヒ ト セ ン ス お よ び ア ン チ セ
ン ス リ ボ プ ロ ー ブ を ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン で 標 識 し た も の を 用 い た イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン 。 低 レ ベ ル （ Aお よ び E） 、 中 等 度 レ ベ ル （ Bお よ び F） お よ び 高 レ ベ ル （ Cお よ
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び G） の  mRNAを 呈 す る 腫 瘍 標 本 の 低 倍 率 像 。 セ ン ス リ ボ プ ロ ー ブ で 得 ら れ た 染 色
は 無 視 し う る 程 度 で あ っ た （ Dお よ び H） 。 セ ン ス 対 照 （ Dお よ び H） は そ れ ぞ れ Cお よ び Gに
示 さ れ た 腫 瘍 に 対 応 す る 。
【 図 ５ 】 原 発 性 乳 癌 に お け る  RNAお よ び LMO4タ ン パ ク 質 の 過 剰 発 現 。 イ ン サ イ チ ュ ー
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン （ ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 標 識 ヒ ト リ ボ プ ロ ー ブ を 用 い る ） お よ び 免
疫 組 織 化 学 （ ラ ッ ト 抗 LMO4モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い る ） を 、 保 存 用 乳 房 標 本 を 含 む 組 織
ア レ イ に 対 し て 行 っ た 。 浸 潤 性 小 葉 癌 （ A） お よ び 2種 類 の 浸 潤 性 乳 管 癌 （ Bお よ び C） に お
け る  RNAの 高 発 現 （ ア ン チ セ ン ス LMO4プ ロ ー ブ ） ； （ D） 良 性 線 維 腺 腫 、 こ れ は
の 低 発 現 を 呈 す る 。 対 応 す る 浸 潤 性 の 小 葉 癌 お よ び 乳 管 癌 の 試 料 （ E、 Fお よ び G） で は LMO
4タ ン パ ク 質 の 大 量 発 現 が 検 出 さ れ た 。 良 性 試 料 （ H） で は 低 レ ベ ル の LMO4タ ン パ ク 質 が 検
出 さ れ た 。 免 疫 染 色 に 関 す る 対 応 す る 陰 性 対 照 （ Ig） を 示 し て い る （ I、 Jお よ び K） ； （ L
） 非 浸 潤 性 乳 管 癌 （ DCIS） 、 こ れ は  RNAの 高 発 現 を 示 す 。 セ ン ス LMO4プ ロ ー ブ で は い
ず れ の 腫 瘍 試 料 も 全 く シ グ ナ ル が 得 ら れ な か っ た 。 本 来 の 倍 率 は A～ D、 100倍 ； E～ K、 200
倍 ； L、 50倍 。
【 図 ６ 】 LM04と CtIPと の 間 の 相 互 作 用 に は 単 一 の LIMド メ イ ン が 必 要 で あ り 、 こ れ は LMOサ
ブ ク ラ ス に 対 し て 特 異 的 で あ る よ う に 思 わ れ る 。 A、 CtIPは LMO4お よ び LMO2と 会 合 す る 。 2
93T細 胞 に 対 し て 、 LMO4（ レ ー ン 1、 3お よ び 4） ま た は LMO2（ レ ー ン 2） の Flag標 識 誘 導 体
を コ ー ド す る 発 現 構 築 物 を 、 CtIPを コ ー ド す る も の と と も に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 可 溶
化 物 を 調 製 し 、 表 記 し た 特 異 抗 血 清 に よ っ て タ ン パ ク 質 を 免 疫 沈 降 さ せ た 。 F、 Flag； C、
ア イ ソ タ イ プ を 一 致 さ せ た 対 照 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。 各 パ ネ ル の 下 に 表 記 し た 抗 体 を 用 い
て イ ム ノ ブ ロ ッ ト 法 を 行 っ た 。 レ ー ン 4は 抗 CtIP抗 体 を 用 い て 行 っ た 相 互 免 疫 沈 降 実 験 を
示 し て い る 。 レ ー ン 4の 25kDバ ン ド は 軽 鎖 を 表 す 。 可 溶 化 物 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に
よ り 、 CtIPお よ び LMOタ ン パ ク 質 の 発 現 が 確 か め ら れ た 。 抗 Flag抗 体 を 用 い た ウ エ ス タ ン
分 析 に よ っ て 検 出 さ れ た LMOタ ン パ ク 質 に 関 す る マ ー カ ー の サ イ ズ が 異 な る こ と に 注 意 さ
れ た い （ レ ー ン 4） 。 B、 LMO4の 第 1の LIMド メ イ ン は CtIPと 相 互 作 用 す る が 第 2の LIMド メ イ
ン は 相 互 作 用 し な い 。 293T細 胞 に 対 し て 、 LIM1（ レ ー ン 1） ま た は LIM2（ レ ー ン 2） の Flag
標 識 誘 導 体 を コ ー ド す る 発 現 構 築 物 を 、 CtIPを コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド の 存 在 下 で ト ラ ン ス
フ ェ ク ト し た 。 細 胞 抽 出 物 を 抗 Flag（ F） 抗 体 に よ っ て 免 疫 沈 降 さ せ た 後 に 、 抗 CtIP抗 血
清 に よ る イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 行 っ た 。 可 溶 化 物 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 、 Ct
IPお よ び LIMポ リ ペ プ チ ド の 発 現 が 確 か め ら れ た （ 下 の パ ネ ル ） 。 C、 異 種 LIMタ ン パ ク 質
は CtIPと 相 互 作 用 し な い 。 293T細 胞 に 対 し て 、 LMO4（ レ ー ン 1） 、 Lhx1（ レ ー ン 2） 、 Lhx3
（ レ ー ン 3） ま た は myc標 識 LMK1（ レ ー ン 4） の Flag標 識 誘 導 体 を コ ー ド す る 発 現 構 築 物 を
、 CtIPを コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド の 存 在 下 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 細 胞 抽 出 物 を 抗 Flag（
F） 抗 体 に よ っ て 免 疫 沈 降 さ せ た 後 に 、 抗 CtIP抗 体 に よ る イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 行 っ た
。 可 溶 化 物 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 、 CtIPお よ び LIMタ ン パ ク 質 の 発 現 が 確 か め
ら れ た （ 下 の パ ネ ル ） 。 D、 HBL100上 皮 細 胞 に お け る 内 因 性 LMO4タ ン パ ク 質 と CtIPタ ン パ
ク 質 と の 相 互 作 用 。 核 抽 出 物 を 免 疫 前 血 清 （ レ ー ン 1） ま た は 抗 LMO4抗 血 清 （ レ ー ン 2） に
よ っ て 免 疫 沈 降 さ せ た 後 に 、 抗 CtIPモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 行 っ た
。 こ れ ら の 細 胞 由 来 の 核 抽 出 物 を 隣 接 レ ー ン に ロ ー デ ィ ン グ し 、 CtIP（ レ ー ン 3） の サ イ
ズ 対 照 と し た 。
【 図 ７ 】 CtIP内 部 の 2つ の 領 域 が LMO4と 特 異 的 に 相 互 作 用 す る 。 A、 哺 乳 動 物 細 胞 に お け る
LMO4と の 相 互 作 用 に 関 し て 調 べ た 野 生 型 CtIPお よ び 欠 失 変 異 構 築 物 の 概 略 図 。 BRCA1と 会
合 す る 領 域 お よ び 2つ の ロ イ シ ン ジ ッ パ ー （ LZ） と 推 定 さ れ る ド メ イ ン が 示 さ れ て い る 。
各 変 異 体 が LMO4と 相 互 作 用 す る 能 力 の 概 要 を 示 し て い る 。 B、 293T細 胞 に 対 し て 、 CtIP（
レ ー ン 1～ 6） の HA標 識 誘 導 体 を コ ー ド す る 発 現 構 築 物 を 、 Flag標 識 LMO4を コ ー ド す る も の
と と も に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 可 溶 化 物 を 調 製 し 、 抗 Flagモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ F） ま
た は ア イ ソ タ イ プ を 一 致 さ せ た 対 照 （ C） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て タ ン パ ク 質 を 免 疫
沈 降 さ せ た 。 SDS-PAGE電 気 泳 動 の 後 に 、 CtIPタ ン パ ク 質 に 対 し て 特 異 的 な α -HA抗 体 を 用
い て ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 を 行 っ た 。 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 、 Flag-LMO4タ ン パ
ク 質 お よ び CtIP変 異 タ ン パ ク 質 の 発 現 が 確 か め ら れ た （ 下 の パ ネ ル ） 。
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【 図 ８ 】 乳 房 上 皮 細 胞 に お け る LMO4お よ び CtIPの 同 時 発 現 。 「 正 常 」 （ 184） と 表 記 し た
も の お よ び ヒ ト 乳 癌 細 胞 株 か ら 単 離 し た ポ リ (A)＋  RNA（ 3μ g） に 対 す る ノ ー ザ ン ブ ロ ッ
ト 分 析 。 フ ィ ル タ ー に ヒ ト CtIPお よ び LMO4の cDNAプ ロ ー ブ 、 続 い て 対 照 GAPDHプ ロ ー ブ と
逐 次 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。
【 図 ９ 】 LMO4は イ ン ビ ボ で CtIPお よ び BRCA1と 複 合 体 を 形 成 し 、 BRCA1と 直 接 相 互 作 用 す る
。 . A、 LMO4、 CtIPお よ び BRCA1の 間 の イ ン ビ ボ で の 特 異 的 相 互 作 用 。 293T細 胞 に 対 し て 、
Flag標 識 LMO4お よ び myc標 識 BRCA1を コ ー ド す る 発 現 構 築 物 を 、 CtIPを コ ー ド す る プ ラ ス ミ
ド の 存 在 下 （ レ ー ン 2） ま た は 非 存 在 下 （ レ ー ン 1） で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 可 溶 化 物 を
調 製 し 、 抗 mycま た は 対 照 （ C） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ っ て タ ン パ ク 質 を 免 疫 沈 降 さ せ た
後 に 電 気 泳 動 に よ っ て 分 画 し 、 そ の 後 に 抗 Flagま た は 抗 CtIP抗 体 に よ る ブ ロ ッ テ ィ ン グ を
行 っ た 。 こ れ ら の 細 胞 抽 出 物 に お け る 個 々 の タ ン パ ク 質 の 発 現 が ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 に
よ っ て 確 か め ら れ た （ 非 提 示 デ ー タ ） 。 B、 HBL100上 皮 細 胞 に お い て 内 因 性 LMO4、 BRCA1お
よ び CtIPタ ン パ ク 質 は 会 合 す る 。 核 可 溶 化 物 を ラ ッ ト 抗 LMO4モ ノ ク ロ ー ナ ル （ レ ー ン 2）
ま た は 対 照 抗 体 （ レ ー ン 3） に よ っ て 免 疫 沈 降 さ せ た 後 に 、 抗 BRCA1（ 上 の パ ネ ル ） ま た は
抗 CtIP（ 中 央 の パ ネ ル ） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ る イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 行 っ た 。 免 疫
沈 降 物 を 2つ の SDS-ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル に 分 割 し 、 そ の 一 方 に は BRCA1（ 220kD） の 検
出 の た め に 長 時 間 の 電 気 泳 動 を 行 い 、 も う 一 方 に は 抗 CtIP抗 体 に よ る イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン
グ を 行 っ た 。 対 照 と し て 、 免 疫 沈 降 物 に 抗 LMO4モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ る イ ム ノ ブ ロ ッ テ
ィ ン グ も 行 っ た （ 下 の パ ネ ル ） 。 HBL100細 胞 由 来 の 可 溶 化 物 を 隣 接 レ ー ン に ロ ー デ ィ ン グ
し 、 矢 印 で 示 し た 各 タ ン パ ク 質 に 対 す る サ イ ズ 対 照 と し た （ レ ー ン 1） 。 C、 哺 乳 動 物 細 胞
に お け る LMO4、 CtIP、 BRCA1お よ び Ldb1の 間 の 相 互 作 用 。 BRCA1、 Flag標 識 LMO4、 CtIPお よ
び Ldb1を コ ー ド す る 発 現 ベ ク タ ー を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 293T細 胞 か ら 得 た 抽 出 物 を 抗 Ct
IP抗 体 （ レ ー ン 2） ま た は 対 照 抗 体 （ レ ー ン 3） に よ っ て 免 疫 沈 降 さ せ た 後 に 、 表 記 の 抗 体
に よ る イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 行 っ た 。 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 、 こ れ ら の ト ラ ン
ス フ ェ ク タ ン ト に お け る 個 々 の タ ン パ ク 質 の 高 レ ベ ル の 発 現 が 確 か め ら れ た （ レ ー ン 1）
。
【 図 １ ０ 】 BRCA1の C末 端 BRCTド メ イ ン は LMO4と の 相 互 作 用 を 媒 介 す る 。 A、 293T細 胞 に 対
し て 、 Flag標 識 LMO4お よ び HAタ グ 標 識 を 有 す る BRCA1の C末 端 領 域 （ SZ） を コ ー ド す る 発 現
構 築 物 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 可 溶 化 物 を 抗 Flag（ F） ま た は 対 照 （ C） 抗 体 に よ っ て 免
疫 沈 降 さ せ た 後 に 、 抗 HA抗 体 に よ る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 を 行 っ た 。 B、 LMO4と BRCTド メ
イ ン は イ ン ビ ト ロ で 相 互 作 用 す る 。 イ ン ビ ト ロ 翻 訳 し た 3 5 S-メ チ オ ニ ン 標 識 BRCA1（ aa 15
28～ 1863） （ SZ断 片 に 対 応 ） を 、 グ ル タ チ オ ン セ フ ァ ロ ー ス 上 に 固 定 化 し た GST-LMO4融 合
タ ン パ ク 質 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 結 合 し た タ ン パ ク 質 を SDS-PAGEに よ っ て 分 析 し
た 。 矢 印 は BRCA1-SZタ ン パ ク 質 を 表 す 。 C、 LMO4と BRCA1の BRCT（ SZ） 領 域 は 酵 母 Hf7c細 胞
に お い て 相 互 作 用 す る 。 酵 母 細 胞 に 対 し て 表 記 の 発 現 ベ ク タ ー に よ る 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン を 行 い 、 his、 leuお よ び trpが 欠 乏 し た 培 地 上 に プ レ ー テ ィ ン グ し た 。 β -ガ ラ ク ト
シ ダ ー ゼ 活 性 に 関 す る 染 色 に よ り 、 His＋ コ ロ ニ ー が LMO4＋ CtIPに 関 し て 得 ら れ 、 LMO4＋ B
RCA1（ SZ） 形 質 転 換 体 も β -Gal＋ で あ る こ と が 実 証 さ れ た 。 BRCA1（ SZ） ＋ ラ ミ ン 、 BRCA1
（ SZ） 単 独 ま た は LMO4単 独 に よ る 形 質 転 換 を 行 っ た Hf7c細 胞 で は コ ロ ニ ー が 得 ら れ な か っ
た 。
【 図 １ １ 】 BRCA1の 腫 瘍 関 連 変 異 体 は LMO4と 相 互 作 用 す る 。 293T細 胞 に 対 し て 、 標 識 LMO4
を コ ー ド す る 発 現 構 築 物 を 、 myc標 識 野 生 型 BRCA1（ レ ー ン 1） ま た は BRCA1変 異 体 （ レ ー ン
2～ 4） と と も に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 可 溶 化 物 を 調 製 し 、 タ ン パ ク 質 を 抗 Flag（ F） ま
た は 対 照 （ C） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ っ て 免 疫 沈 降 さ せ た 。 抗 myc抗 体 に よ る イ ム ノ ブ ロ
ッ テ ィ ン グ に よ り 、 LMO4と す べ て の BRCA1誘 導 体 と の 相 互 作 用 が 明 ら か に な っ た 。
【 図 １ ２ 】 酵 母 お よ び 哺 乳 動 物 転 写 活 性 化 ア ッ セ イ 法 の い ず れ に お い て も LMO4は BRCA1活
性 を 抑 制 す る 。 A、 酵 母 LMO4発 現 ベ ク タ ー の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 に お け る 、 GAL4-DBD（ D
NA結 合 ド メ イ ン ） ま た は GAL4-BRCA1-AD（ 活 性 化 ド メ イ ン ） 融 合 タ ン パ ク 質 の い ず れ か を
発 現 す る BJ5462細 胞 に お け る β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 発 現 の 活 性 化 。 転 写 活 性 は BRCA1-ADド
メ イ ン の も の （ こ れ を 100％ に 指 定 ） に 対 す る 相 対 値 と し て 表 現 し て い る 。 B、 ク ロ ラ ム フ
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ェ ニ コ ー ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 の 上 流 に 5つ の Gal結 合 部 位 を 含 む pG5CATレ
ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド と 、 LMO4発 現 構 築 物 ま た は エ ン プ テ ィ ベ ク タ ー の い ず れ か と の 同 時 ト
ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 行 っ た 293T細 胞 に お け る BRCA1活 性 化 ド メ イ ン の 活 性 。 BRCA1-ADド
メ イ ン を GAL4-DBDと 融 合 さ せ た 。 酵 母 細 胞 お よ び 哺 乳 動 物 細 胞 の 両 方 に お け る GAL4-DBDの
基 礎 活 性 を 示 し て い る 。 Aお よ び Bに お け る デ ー タ は 、 3回 の 独 立 し た 実 験 の 平 均 を 、 表 記
の 平 均 の 標 準 誤 差 と と も に 表 し て い る 。 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 、 酵 母 細 胞 ま た は
哺 乳 動 物 細 胞 に お け る 関 連 タ ン パ ク 質 の 発 現 （ 矢 印 に よ り 指 示 ） が 確 か め ら れ た 。
【 図 １ ３ 】 マ ウ ス 組 織 に お け る LMO4発 現 に 関 す る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 。 組 織 可 溶 化 物
を 野 生 型 お よ び LMO4ノ ッ ク ア ウ ト 型 の e16.5齢 マ ウ ス 胚 か ら 調 製 し 、 タ ン パ ク 質 総 量 に 関
し て 標 準 化 し た 。 50μ gの 各 可 溶 化 物 を SDS-PAGEに か け 、 抗 LMO4 mAB 20F8（ A） ま た は 16H
2（ B） に よ る イ ム ノ ブ ロ ッ ト を 行 っ た 。
【 図 １ ４ 】 e16.5齢 の 発 生 中 の マ ウ ス 脳 に お け る LMO4の 発 現 。 ホ ル マ リ ン 固 定 し た 野 生 型
（ A） お よ び LMO4ノ ッ ク ア ウ ト （ B） 胚 の 切 片 に 対 す る 免 疫 染 色 を 抗 LMO4 mAB 20F8に よ っ
て 行 っ た 。
【 図 １ ５ 】 e16.5齢 の 発 生 中 の マ ウ ス 脳 に お け る LMO4の 発 現 。 ホ ル マ リ ン 固 定 し た 野 生 型
（ A） お よ び LMO4ノ ッ ク ア ウ ト （ B） 胚 の 切 片 に 対 す る 免 疫 染 色 を 抗 LMO4 mAB 16H2に よ っ
て 行 っ た 。

10

【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】
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【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】

【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】
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【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】

【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】
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【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト 】
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本发明一般涉及用于检测异常细胞，更特别是异常上皮细胞的方法，并涉及用于受试者或来自所述受试者的生物样品中的试剂。更
具体地说，本发明涉及检测异常乳房上皮细胞的方法。一组异常细胞或异常细胞的存在表明存在特定的疾病或病症或倾向于发展疾
病或病症。更具体地说，本发明确定LM04蛋白或相关蛋白存在的相对增加，或LM04活性的相对增加，或编码LM04蛋白或相关蛋
白的基因表达产物相对增加来自受试者的乳腺癌相关细胞或乳腺癌或来自所述受试者的生物样品我们正在考虑一种检测时髦细胞的
方法。本发明进一步涉及筛选在单细胞或细胞组中LM04或相关蛋白质的上调或筛选编码LM04或相关蛋白质的基因序列的表达产物
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的存在上调的方法，提供了用于诊断生物样品中癌症或癌症样生长特别
是乳腺癌的存在的方法。本发明提供了用于检测编码LM04或LM04的遗
传物质的表达产物的诊断剂。这些诊断剂包括免疫相互作用分子，如抗
体和用于检测LM04基因表达产物的基因探针。本发明还提供了一种表现
出LM 04水平变化的基因改造动物。这些动物是筛选抗癌剂的有用模型。
本发明一般还涉及调节与LM04有关的细胞增殖的方法和对其有用的药
剂。更具体地，本发明涉及通过调节LM04核酸表达和/或LM04功能来调
节乳腺细胞增殖的方法。


