
(57)【要約】
【課題】 HNF-1β遺伝子および該遺伝子がコードするタンパク質を用いた卵巣明細胞腺癌
の検査方法、および該疾患の治療薬のスクリーニング方法の提供を課題とする。
【解決手段】オリゴヌクレオチドアレイを用いて卵巣明細胞腺癌（ CCC）細胞と非 CCC細胞
との間で発現レベルに差が見られる遺伝子を分析し、 CCC細胞でのみ発現亢進している HNF
-1β遺伝子を見出した。免疫ブロット分析および免疫組織染色によって、 HNF-1β遺伝子
が mRNAレベルおよびタンパク質レベルの両方で発現亢進していることが確認された。さら
に RNAiを使用して CCC細胞における HNF-1βの発現の有意性を検討したところ、 HNF-1βの
減少が CCCのアポトーシス性細胞死を誘導することが明らかとなった。以上の結果から、 H
NF-1βが CCCの診断および該疾患のための治療薬のスクリーニングに利用可能であること
が示された。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
卵 巣 明 細 胞 腺 癌 の 検 査 方 法 で あ っ て 、
（ １ ） 被 検 者 か ら 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 が 疑 わ れ る 細 胞 を 採 取 す る 工 程 、 お よ び
（ ２ ） 工 程 （ １ ） で 採 取 さ れ た 細 胞 に お け る HNF-1β 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る 工 程
、 を 含 み 、
工 程 （ ２ ） で 測 定 さ れ た HNF-1β 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル が 、 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 の 危 険 を 判 定 す
る 対 照 細 胞 に お け る HNF-1β 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル よ り 高 い 被 検 者 を 、 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 に 罹
患 し て い る 危 険 が あ る と 判 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 転 写 レ ベ ル で 測 定 す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 検 査 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
転 写 レ ベ ル を リ ア ル タ イ ム 定 量 RT-PCRに よ っ て 測 定 す る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 翻 訳 レ ベ ル で 測 定 す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
翻 訳 レ ベ ル を 免 疫 ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 測 定 す る 、 請 求 項 ４ に 記 載 の 検 査 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
翻 訳 レ ベ ル を 免 疫 組 織 染 色 に よ っ て 測 定 す る 、 請 求 項 ４ に 記 載 の 検 査 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
卵 巣 明 細 胞 腺 癌 の 危 険 を 判 定 す る 対 照 細 胞 が 、 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 以 外 の 卵 巣 癌 細 胞 ま た は 正
常 卵 巣 表 層 上 皮 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
次 の （ ａ ） ま た は （ ｂ ） を 含 む 、 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 の 検 査 薬 。
（ ａ ） HNF-1β 遺 伝 子 の セ ン ス 鎖 ま た は そ の 相 補 鎖 の 連 続 す る 少 な く と も 15の 塩 基 配 列 を
含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
（ ｂ ） HNF-1β タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 抗 体
【 請 求 項 ９ 】
次 の 工 程 を 含 む 、 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 の 治 療 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
（ １ ） HNF-1β タ ン パ ク 質 と 候 補 化 合 物 を 接 触 さ せ る 工 程
（ ２ ） 前 記 タ ン パ ク 質 と 候 補 化 合 物 と の 結 合 活 性 を 測 定 す る 工 程
（ ３ ） 前 記 タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 化 合 物 を 選 択 す る 工 程
【 請 求 項 １ ０ 】
次 の 工 程 を 含 む 、 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 の 治 療 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
（ １ ） HNF-1β 遺 伝 子 を 発 現 す る 細 胞 に 候 補 化 合 物 を 接 触 さ せ る 工 程
（ ２ ） HNF-1β 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る 工 程
（ ３ ） 候 補 化 合 物 を 接 触 さ せ な い 場 合 と 比 較 し て 、 HNF-1β 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 低 下 さ
せ る 化 合 物 を 選 択 す る 工 程
【 請 求 項 １ １ 】
HNF-1β 遺 伝 子 を 発 現 す る 細 胞 が 明 細 胞 腺 癌 細 胞 で あ る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
次 の 工 程 を 含 む 、 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 の 治 療 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
（ １ ） HNF-1β 遺 伝 子 の 転 写 調 節 領 域 と 、 こ の 転 写 調 節 領 域 の 制 御 下 に 発 現 す る レ ポ ー タ
ー 遺 伝 子 と を 含 む ベ ク タ ー を 導 入 し た 細 胞 と 候 補 化 合 物 を 接 触 さ せ る 工 程
（ ２ ） 前 記 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 活 性 を 測 定 す る 工 程
（ ３ ） 候 補 化 合 物 を 接 触 さ せ な い 対 照 と 比 較 し て 、 前 記 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を
低 下 さ せ る 化 合 物 を 選 択 す る 工 程
【 請 求 項 １ ３ 】
次 の 工 程 を 含 む 、 明 細 胞 腺 癌 の 治 療 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。  
（ １ ） 請 求 項 ９ ～ １ ２ の い ず れ か に 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ た 化 合 物
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を 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 細 胞 に 接 触 さ せ る 工 程
（ ２ ） 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス を 検 出 す る 工 程
（ ３ ） 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る 化 合 物 を 選 択 す る 工 程
【 請 求 項 １ ４ 】
請 求 項 ９ ～ １ ３ の い ず れ か に 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ っ て 得 る こ と が で き る 化 合 物
を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る 、 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 の 治 療 薬 。
【 請 求 項 １ ５ 】
HNF-1β 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル ま た は 活 性 を 低 下 さ せ る 能 力 を 有 す る 化 合 物 を 有 効 成 分 と し
て 含 む 、 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 の 治 療 薬 。
【 請 求 項 １ ６ 】
HNF-1β 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル ま た は 活 性 を 低 下 さ せ る 能 力 を 有 す る 化 合 物 が 、 下 記 （ ａ ）
～ （ ｃ ） の い ず れ か で あ る 、 請 求 項 １ ５ に 記 載 の 治 療 薬 。
（ ａ ） HNF-1β 遺 伝 子 の 転 写 産 物 と 相 補 的 な RNA
（ ｂ ） （ ａ ） の RNAを コ ー ド す る DNA
（ ｃ ） HNF-1β タ ン パ ク 質 の 結 合 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は HNF-1β 遺 伝 子 お よ び 該 遺 伝 子 が コ ー ド す る タ ン パ ク 質 の 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 に お
け る 分 子 マ ー カ ー と し て の 利 用 、 お よ び 該 疾 患 の 治 療 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に 関 す る も
の で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 上 皮 性 卵 巣 癌 は 、 全 て の 婦 人 科 悪 性 疾 患 の 中 で 最 も 予 後 不 良 で あ る が （ 非 特 許 文 献 １ 参
照 ） 、 白 金 製 剤 を ベ ー ス に し た 化 学 療 法 が 出 現 し て 以 来 、 上 皮 性 卵 巣 癌 患 者 の 生 存 率 は 劇
的 に 改 善 さ れ た （ 非 特 許 文 献 ２ 参 照 ） 。 現 在 、 手 術 （ debulking surgery） お よ び 補 助 化
学 療 法 （ パ ク リ タ キ セ ル お よ び カ ル ボ プ ラ チ ン の 組 み 合 わ せ 等 ） は 、 上 皮 性 卵 巣 癌 の 標 準
的 な 治 療 法 と し て 用 い ら れ て い る （ 非 特 許 文 献 ３ 参 照 ） 。 し か し 、 依 然 と し て 上 皮 性 卵 巣
癌 治 療 に は 多 数 の 問 題 が 存 在 す る 。 中 で も 明 細 胞 腺 癌 （ CCC） は 最 も 困 難 な 疾 患 の ひ と つ
で あ る 。 上 皮 性 卵 巣 癌 に お け る CCCの 発 症 数 は 高 く な い が （ 約 10％ ） 、 CCC患 者 は 卵 巣 漿 液
性 癌 患 者 よ り も 有 意 に 予 後 不 良 で あ る （ 非 特 許 文 献 ４ お よ び ５ 参 照 ） 。 CCCの 予 後 が 悪 い
理 由 の 1つ に は 、 標 準 的 な 白 金 製 剤 ベ ー ス の 化 学 療 法 に 対 す る 薬 剤 応 答 性 が 低 い こ と が あ
る （ 非 特 許 文 献 ６ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 病 理 学 的 観 点 か ら み る と 、 CCCは 他 の 上 皮 性 卵 巣 癌 と 異 な る 多 数 の 特 徴 を 有 し て い る 。 I
期 患 者 の 割 合 は 、 漿 液 性 腺 癌 患 者 （ 16.6％ ） よ り も CCC患 者 （ 48.5％ ） で 有 意 に 高 く （ 非
特 許 文 献 ７ 参 照 ） 、 こ れ は CCCと 非 CCCと の 間 の 浸 潤 能 の 相 違 を 意 味 す る 。 p53変 異 の 発 生
率 は 、 CCC（ 0％ ） と 類 内 膜 腺 癌 （ 63％ ） と の 間 で 異 な る （ 非 特 許 文 献 ８ 参 照 ） 。 ま た 、 ヘ
テ ロ 接 合 性 の 消 失 （ LOH） パ タ ー ン は 、 CCCと 非 CCCと の 間 で 異 な る （ 非 特 許 文 献 ９ 参 照 ）
。 免 疫 組 織 学 的 解 析 に よ り 、 他 の 組 織 学 的 サ ブ タ イ プ と 比 較 し て CCCは p53お よ び サ イ ク リ
ン Aの 発 現 が 弱 く 、 p21お よ び サ イ ク リ ン Eの 発 現 が 顕 著 に 増 大 す る 等 の 傾 向 が あ る こ と が
明 ら か と さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 １ ０ 参 照 ） 。 グ ル タ チ オ ン ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 3（ GPX3）
が CCCで 過 剰 発 現 さ れ て い る 事 実 は CCCの 化 学 療 法 抵 抗 性 を 説 明 し 得 る （ 非 特 許 文 献 １ １ 参
照 ） 。 こ れ ら の 事 実 を 考 慮 す る と 、 CCCは 単 に 上 皮 性 卵 巣 癌 の 別 の 型 と い う と い う よ り は
む し ろ 別 個 の 疾 患 で あ る と 考 え ら れ る べ き で 、 そ の 予 後 を 改 善 す る に は 分 子 病 態 を 同 定 す
る 必 要 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 ゲ ノ ム ワ イ ド な cDNAマ イ ク ロ ア レ イ （ 非 特 許 文 献 １ ２ お よ び １ ３ 参 照 ） の 出 現 す る 数 年
前 ま で は 、 上 皮 性 卵 巣 癌 の 分 子 病 態 は 断 片 的 に し か 知 ら れ て い な か っ た が 、 cDNAマ イ ク ロ
ア レ イ の 出 現 以 来 、 上 皮 性 卵 巣 癌 を 含 む 種 々 の 腫 瘍 の 分 子 病 態 は 広 範 に 研 究 さ れ 、 急 速 に
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進 歩 し た （ 非 特 許 文 献 １ ４ ～ ２ ０ 参 照 ） 。 こ の よ う な cDNAマ イ ク ロ ア レ イ 分 析 に 基 づ い た
研 究 に よ り 、 卵 巣 癌 に 関 係 す る 可 能 性 が あ る 多 数 の 新 規 遺 伝 子 が 同 定 さ れ た 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 し か し な が ら 、 マ イ ク ロ ア レ イ に よ る 網 羅 的 な 同 定 の 段 階 で は 、 こ れ ら 遺 伝 子 が 現 実 に
卵 巣 癌 に 関 係 す る こ と の 証 明 に は な ら ず 、 従 っ て 、 同 定 さ れ た 遺 伝 子 が 卵 巣 癌 の 検 査 や 治
療 の 標 的 と な り う る か は い ま だ 不 明 で あ る 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 Scully RE, Young RH, Clement PB: Atlas of Tumor Pathology. Third
 Series Facile 23. Tumors of the Ovary, Maldeveloped Gonads, Fallopian Tube, and
 Broad Ligament. Edited by Rosai J. Washington, D.C. , Armed Forces Institute of
 Pathology, 1999, pp. 27-50
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Piver MS: Ovarian carcinoma. A decade of progress. Cancer 1984, 
54:2706-2715
【 非 特 許 文 献 ３ 】 The International Collaborative Ovarian Neoplasm (ICON) Group: P
aclitaxel plus carboplatin versus standard chemotherapy with either single-agent
 carboplatin or cyclophosphamide, doxorubicin, and cisplatin in women with ovari
an cancer: the ICON3 randomised trial. Lancet 2002, 360:505-515
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Tammela J, Geisler JP, Eskew PN, Jr., Geisler HE: Clear cell car
cinoma of the ovary: poor prognosis compared to serous carcinoma. Eur J Gynaecol
 Oncol 1998, 19:438-440
【 非 特 許 文 献 ５ 】 O'Brien ME, Schofield JB, Tan S, Fryatt I, Fisher C, Wiltshaw E:
 Clear cell epithelial ovarian cancer (mesonephroid): bad prognosis only in earl
y stages. Gynecol Oncol 1993, 49:250-254
【 非 特 許 文 献 ６ 】 Goff BA, Sainz de la Cuesta R, Muntz HG, Fleischhacker D, Ek M, 
Rice LW, Nikrui N, Tamimi HK, Cain JM, Greer BE, Fuller AF, Jr.: Clear cell carc
inoma of the ovary: a distinct histologic type with poor prognosis and resistanc
e to platinum-based chemotherapy in stage III disease. Gynecol Oncol 1996, 60:41
2-417
【 非 特 許 文 献 ７ 】 Sugiyama T, Kamura T, Kigawa J, Terakawa N, Kikuchi Y, Kita T, S
uzuki M, Sato I, Taguchi K: Clinical characteristics of clear cell carcinoma of 
the ovary: a distinct histologic type with poor prognosis and resistance to plat
inum-based chemotherapy. Cancer 2000, 88:2584-2589
【 非 特 許 文 献 ８ 】 Okuda T, Otsuka J, Sekizawa A, Saito H, Makino R, Kushima M, Far
ina A, Kuwano Y, Okai T: p53 mutations and overexpression affect prognosis of ov
arian endometrioid cancer but not clear cell cancer. Gynecol Oncol 2003, 88:318-
325
【 非 特 許 文 献 ９ 】 Okada S, Tsuda H, Takarabe T, Yoshikawa H, Taketani Y, Hirohashi
 S: Allelotype Analysis of Common Epithelial Ovarian Cancers with Special Refere
nce to Comparison between Clear Cell Adenocarcinoma with Other Histological Type
s. Jpn J Cancer Res 2002, 93:798-806
【 非 特 許 文 献 １ ０ 】 Shimizu M, Nikaido T, Toki T, Shiozawa T, Fujii S: Clear cell 
carcinoma has an expression pattern of cell cycle regulatory molecules that is u
nique among ovarian adenocarcinomas. Cancer 1999, 85:669-677
【 非 特 許 文 献 １ １ 】 Hough CD, Cho KR, Zonderman AB, Schwartz DR, Morin PJ: Coordin
ately up-regulated genes in ovarian cancer. Cancer Res 2001, 61:3869-3876
【 非 特 許 文 献 １ ２ 】 Schena M, Shalon D, Davis RW, Brown PO: Quantitative monitorin
g of gene expression patterns with a complementary DNA microarray. Science 1995,
 270:467-470
【 非 特 許 文 献 １ ３ 】 Lockhart DJ, Dong H, Byrne MC, Follettie MT, Gallo MV, Chee MS
, Mittmann M, Wang C, Kobayashi M, Horton H, Brown EL: Expression monitoring by 
hybridization to high-density oligonucleotide arrays. Nat Biotechnol 1996, 14:16
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75-1680
【 非 特 許 文 献 １ ４ 】 Golub TR, Slonim DK, Tamayo P, Huard C, Gaasenbeek M, Mesirov 
JP, Coller H, Loh ML, Downing JR, Caligiuri MA, Bloomfield CD, Lander ES: Molecu
lar classification of cancer: class discovery and class prediction by gene expre
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【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 は 、 こ の よ う な 状 況 に 鑑 み て な さ れ た も の で あ り 、 そ の 目 的 は 、 卵 巣 明 細 胞 腺 癌
（ CCC） と 密 接 に 関 係 す る 遺 伝 子 や そ の タ ン パ ク 質 を 標 的 と し た 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 の 検 査 、
治 療 、 お よ び 治 療 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 、 並 び に 該 検 査 や 治 療 に 用 い ら れ る 分 子 を 提 供
す る こ と に あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 CCC細 胞 と 、 非 CCC細 胞 と の 間 で 発 現 レ ベ ル に 差 が 見 ら れ る 遺 伝 子 を 明 ら
か に し 、 該 疾 患 と の 関 連 性 を 明 ら か に す る こ と に よ り 、 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 の 検 査 や 治 療 の た
め の 新 た な 標 的 分 子 を 見 出 す こ と が で き る と 考 え た 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 こ の よ う な 考 え に 基 づ き 、 本 発 明 者 ら は 、 ま ず 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア レ イ 法 を 利 用 し
て 4個 の CCC細 胞 株 と 7個 の 非 CCC細 胞 株 と の 間 で 発 現 が 有 意 に 異 な る 遺 伝 子 を 網 羅 的 に 同 定
し た 。
続 い て 、 同 定 し た 遺 伝 子 の 中 か ら 配 列 特 異 的 転 写 因 子 HNF-1β に 着 目 し 、 11個 の 卵 巣 癌 細
胞 株 の 免 疫 ブ ロ ッ テ ィ ン グ 分 析 、 お よ び 、 83症 例 の 手 術 切 除 検 体 を 用 い た 免 疫 組 織 染 色 を
行 な っ た 結 果 、 CCCで は 他 の 上 皮 性 卵 巣 癌 と 異 な り 、 配 列 特 異 的 転 写 因 子 HNF-1β が mRNAレ
ベ ル お よ び タ ン パ ク 質 レ ベ ル の 両 方 で 発 現 亢 進 す る こ と を 見 出 し た 。 HNF-1β は 肝 細 胞 癌
で は 過 剰 発 現 す る が （ Wang W, et al., J Pathol, 1998, 184:272-278） 、 HNF-1β の 発 現
亢 進 は こ れ ま で 他 の 癌 で は 報 告 さ れ て い な か っ た 。
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【 ０ ０ ０ ９ 】
　 HNF-1β の 発 現 が CCCと 強 い 結 び つ き が あ る こ と が 明 ら か と な っ た こ と か ら 、 さ ら に 本 発
明 者 ら は 、 RNA干 渉 （ RNAi） （ 新 規 の 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ 技 術 （ Fire A, et al., Natur
e, 1998, 391:806-811、 Kennerdell JR & Carthew RW, Cell, 1998, 95:1017-1026、 お よ
び 、 Elbashir SM, et al., Nature, 2001, 411:494-498） ） を 使 用 し て 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 細
胞 に お け る HNF-1β の 発 現 の 有 意 性 を 検 討 し た 。 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 細 胞 を 、 HNF-1β 遺 伝 子 に
対 し て siRNA（ short interference RNA） で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 TUNEL分 析 お よ び FACS分
析 を 行 な っ た 結 果 、 HNF-1β の 抑 制 が 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 の ア ポ ト ー シ ス 性 細 胞 死 を 誘 導 す る
こ と が 明 ら か と な っ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 HNF-1β が CCC特 異 的 分 子 で あ る の み な ら ず 、 卵
巣 明 細 胞 腺 癌 の 生 存 に 不 可 欠 な 分 子 で あ る こ と を も 意 味 す る も の で あ る 。 従 っ て 、 HNF-1
β 遺 伝 子 や そ の タ ン パ ク 質 は 、 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 の 診 断 や 治 療 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ の た め の
優 れ た 標 的 と し て 利 用 し う る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 は 、 上 記 知 見 を 基 に 完 成 さ れ た 、 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 の 検 査 方 法 、 並 び に 該 疾 患 の 治
療 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に 関 し 、 よ り 詳 し く は 、 以 下 の 〔 １ 〕 ～ 〔 １ ６ 〕 を 提 供 す る も
の で あ る 。
〔 １ 〕 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 の 検 査 方 法 で あ っ て 、
（ １ ） 被 検 者 か ら 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 が 疑 わ れ る 細 胞 を 採 取 す る 工 程 、 お よ び
（ ２ ） 工 程 （ １ ） で 採 取 さ れ た 細 胞 に お け る HNF-1β 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る 工 程
、 を 含 み 、
工 程 （ ２ ） で 測 定 さ れ た HNF-1β 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル が 、 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 の 危 険 を 判 定 す
る 対 照 細 胞 に お け る HNF-1β 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル よ り 高 い 被 検 者 を 、 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 に 罹
患 し て い る 危 険 が あ る と 判 定 す る 方 法 。
〔 ２ 〕 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 転 写 レ ベ ル で 測 定 す る 、 〔 １ 〕 に 記 載 の 検 査 方 法 。
〔 ３ 〕 転 写 レ ベ ル を リ ア ル タ イ ム 定 量 RT-PCRに よ っ て 測 定 す る 、 〔 ２ 〕 に 記 載 の 方 法 。
〔 ４ 〕 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 翻 訳 レ ベ ル で 測 定 す る 、 〔 １ 〕 に 記 載 の 方 法 。
〔 ５ 〕 翻 訳 レ ベ ル を 免 疫 ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 測 定 す る 、 〔 ４ 〕 に 記 載 の 検 査 方 法 。
〔 ６ 〕 翻 訳 レ ベ ル を 免 疫 組 織 染 色 に よ っ て 測 定 す る 、 〔 ４ 〕 に 記 載 の 検 査 方 法 。
〔 ７ 〕 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 の 危 険 を 判 定 す る 対 照 細 胞 が 、 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 以 外 の 卵 巣 癌 細 胞 ま
た は 正 常 卵 巣 表 層 上 皮 で あ る 、 〔 １ 〕 に 記 載 の 方 法 。
〔 ８ 〕 次 の （ ａ ） ま た は （ ｂ ） を 含 む 、 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 の 検 査 薬 。
（ ａ ） HNF-1β 遺 伝 子 の セ ン ス 鎖 ま た は そ の 相 補 鎖 の 連 続 す る 少 な く と も 15の 塩 基 配 列 を
含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
（ ｂ ） HNF-1β タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 抗 体
〔 ９ 〕 次 の 工 程 を 含 む 、 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 の 治 療 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
（ １ ） HNF-1β タ ン パ ク 質 と 候 補 化 合 物 を 接 触 さ せ る 工 程
（ ２ ） 前 記 タ ン パ ク 質 と 候 補 化 合 物 と の 結 合 活 性 を 測 定 す る 工 程
（ ３ ） 前 記 タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 化 合 物 を 選 択 す る 工 程
〔 １ ０ 〕 次 の 工 程 を 含 む 、 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 の 治 療 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
（ １ ） HNF-1β 遺 伝 子 を 発 現 す る 細 胞 に 候 補 化 合 物 を 接 触 さ せ る 工 程
（ ２ ） HNF-1β 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る 工 程
（ ３ ） 候 補 化 合 物 を 接 触 さ せ な い 場 合 と 比 較 し て 、 HNF-1β 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 低 下 さ
せ る 化 合 物 を 選 択 す る 工 程
〔 １ １ 〕 HNF-1β 遺 伝 子 を 発 現 す る 細 胞 が 明 細 胞 腺 癌 細 胞 で あ る 、 〔 １ ０ 〕 に 記 載 の 方 法
。
〔 １ ２ 〕 次 の 工 程 を 含 む 、 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 の 治 療 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
（ １ ） HNF-1β 遺 伝 子 の 転 写 調 節 領 域 と 、 こ の 転 写 調 節 領 域 の 制 御 下 に 発 現 す る レ ポ ー タ
ー 遺 伝 子 と を 含 む ベ ク タ ー を 導 入 し た 細 胞 と 候 補 化 合 物 を 接 触 さ せ る 工 程
（ ２ ） 前 記 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 活 性 を 測 定 す る 工 程
（ ３ ） 候 補 化 合 物 を 接 触 さ せ な い 対 照 と 比 較 し て 、 前 記 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を
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低 下 さ せ る 化 合 物 を 選 択 す る 工 程
〔 １ ３ 〕 次 の 工 程 を 含 む 、 明 細 胞 腺 癌 の 治 療 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。  
（ １ ） 〔 ９ 〕 ～ 〔 １ ２ 〕 の い ず れ か に 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ た 化 合
物 を 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 細 胞 に 接 触 さ せ る 工 程
（ ２ ） 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス を 検 出 す る 工 程
（ ３ ） 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る 化 合 物 を 選 択 す る 工 程
〔 １ ４ 〕 〔 ９ 〕 ～ 〔 １ ３ 〕 の い ず れ か に 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ っ て 得 る こ と が で
き る 化 合 物 を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る 、 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 の 治 療 薬 。
〔 １ ５ 〕 HNF-1β 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル ま た は 活 性 を 低 下 さ せ る 能 力 を 有 す る 化 合 物 を 有 効
成 分 と し て 含 む 、 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 の 治 療 薬 。
〔 １ ６ 〕 HNF-1β 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル ま た は 活 性 を 低 下 さ せ る 能 力 を 有 す る 化 合 物 が 、 下
記 （ ａ ） ～ （ ｃ ） の い ず れ か で あ る 、 〔 １ ５ 〕 に 記 載 の 治 療 薬 。
（ ａ ） HNF-1β 遺 伝 子 の 転 写 産 物 と 相 補 的 な RNA
（ ｂ ） （ ａ ） の RNAを コ ー ド す る DNA
（ ｃ ） HNF-1β タ ン パ ク 質 の 結 合 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 に よ っ て 、 HNF-1β 遺 伝 子 を 用 い た 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 の 検 査 方 法 、 並 び に 該 疾 患 の
治 療 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 が 提 供 さ れ た 。 本 発 明 の 検 査 方 法 は 、 特 に 細 胞 診 断 に お い て
、 こ れ ま で の 標 準 的 な パ パ ニ コ ロ ウ 染 色 で は 困 難 で あ っ た 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 細 胞 を 他 の 組 織
型 と 区 別 す る 優 れ た 方 法 で あ る 。 さ ら に 、 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ っ て 得 ら れ る
化 合 物 は 、 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 の 新 た な 治 療 薬 と し て 利 用 す る こ と が で き る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 HNF-1β タ ン パ ク 質 （ epatocyte uclear actor-1beta、 変 異 HNF1、 LF-B3、 ま た は TCF
2と も 呼 ば れ る ） は 、 ア ル ブ ミ ン お よ び α -フ ェ ト プ ロ テ イ ン 等 の 肝 臓 特 異 的 な 様 式 で 発 現
す る 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー ま た は エ ン ハ ン サ ー を 制 御 す る 転 写 因 子 で あ る （ Courtois G, 
et al., Proc Natl Acad Sci U S A, 1988, 85:7937-7941、 Cereghini S, et al., Genes
 Dev, 1988, 2:957-974、 お よ び 、 Rey-Campos J, et al., Embo J, 1991, 10:1445-1457
） 。 HNF-1β お よ び HNF-1α （ HNF-1β と 密 接 に 関 連 す る タ ン パ ク 質 （ Rey-Campos J, et al
., Embo J, 1991, 10:1445-1457） ） は ま た 、 グ ル コ ー ス ホ メ オ ス タ シ ス の 主 要 な 制 御 因
子 と 考 え ら れ て お り （ Pontoglio M, J Am Soc Nephrol, 2000, 11 Suppl 16:S140-143）
、 HNF-1β 変 異 に よ り 、 若 年 発 症 の 非 イ ン ス リ ン 依 存 性 糖 尿 病 が 発 症 す る （ Horikawa Y, e
t al., Nat Genet, 1997, 17:384-385） 。 肝 細 胞 癌 で は HNF-1β が 過 剰 発 現 す る こ と が 報
告 さ れ て い る （ Wang W, et al., J Pathol, 1998, 184:272-278） 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 に お け る 「 HNF-1β 遺 伝 子 」 に は 、 本 発 明 の 原 理 や 目 的 に 反 し な い 限 り 、 ゲ ノ ム D
NAお よ び cDNAが 含 ま れ る 。 ま た 、 本 発 明 に お け る 「 HNF-1β タ ン パ ク 質 」 に は 、 本 発 明 の
原 理 や 目 的 に 反 し な い 限 り 、 天 然 の タ ン パ ク 質 お よ び 組 み 換 え タ ン パ ク 質 が 含 ま れ る 。 ま
た 、 野 生 型 の タ ン パ ク 質 の み な ら ず 、 そ の 変 異 体 も 含 ま れ る 。 ま た 、 そ の 由 来 す る 生 物 に
特 に 制 限 は な い 。 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 の 治 療 薬 開 発 の 標 的 と す る HNF-1β タ ン パ ク 質 は 、 好 ま
し く は 哺 乳 動 物 由 来 で あ り 、 最 も 好 ま し く は ヒ ト 由 来 で あ る 。 人 由 来 の 代 表 的 な HNF-1β
タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 ： ２ に 、 HNF-1β 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 を 配 列 番 号 ： １
に 示 す 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 に お い て 、 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 と は 、 上 皮 性 卵 巣 癌 の 中 で 、 以 下 の よ う な 特 徴 的 な 組
織 学 的 特 徴 を 持 つ 腺 癌 で あ る 。 １ .淡 明 な 細 胞 質 を 持 つ 腫 瘍 細 胞 が 充 実 性 、 蜂 窩 状 に 増 殖
す る 。 ２ .核 が 細 胞 表 面 に 突 出 し 、 hobnail(靴 鋲 )型 、 peg-like(棍 棒 状 )細 胞 を み る 。 ３ .
硝 子 様 間 質 を 有 し 、 腫 瘍 細 胞 と と も に 間 質 は PAS染 色 陽 性 に 染 ま る 。 婦 人 科 腫 瘍 WHO国 際 組
織 分 類 で は 、 コ ー ド 8310/3と 定 義 さ れ る 。 な お 、 明 細 胞 (clear cell)と は 、 様 々 な 病 的 な
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状 態 で 出 現 す る 、 組 織 学 的 に 淡 明 な 細 胞 質 を も つ 細 胞 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 の 検 査 方 法 は 、 被 検 者 か ら 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 が 疑 わ れ る 細 胞 を 採
取 す る 工 程 、 お よ び 被 検 者 か ら 採 取 さ れ た 細 胞 に お け る HNF-1β 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 測
定 す る 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 被 検 者 か ら 採 取 す る 「 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 が 疑 わ れ る 細 胞 」 は 、 被 検 者 に お け る 卵 巣 細 胞 で
あ り 、 通 常 は 、 卵 巣 癌 細 胞 で あ る 。 卵 巣 癌 細 胞 は 、 手 術 に よ り 切 除 し た 検 体 や 細 胞 診 検 体
を 用 い る こ と が で き る 。 卵 巣 癌 の 患 者 は 腹 水 貯 留 を 認 め る こ と が 多 い た め 、 腹 水 穿 刺 に よ
っ て 得 ら れ た 細 胞 を 診 断 し て 癌 の 種 類 お よ び 組 織 型 の 判 定 す る こ と は 、 そ の 後 の 治 療 方 針
(例 え ば ど の よ う な 化 学 療 法 を 行 う か を 決 定 す る )を 立 て る 際 の 重 要 な 指 針 と な り 、 特 に 重
要 で あ る 。 ま た 、 末 梢 血 液 検 体 利 用 し た 診 断 も 考 え ら れ る 。 こ の 場 合 、 末 梢 血 液 中 の 微 量
な 癌 細 胞 を 取 得 し 、 こ の 癌 細 胞 の HNF-1β の mRNAを 測 定 す る こ と に よ っ て CCCの 判 定 を 行 な
う こ と が 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 上 記 の 生 体 試 料 か ら ラ イ セ ー ト を 調 製 す れ ば 、 HNF-1β タ ン パ ク 質 の 免 疫 学 的 な 測 定 の
た め の 試 料 と す る こ と が で き る 。 あ る い は こ の ラ イ セ ー ト か ら mRNAを 抽 出 す れ ば 、 HNF-1
β 遺 伝 子 に 対 応 す る mRNAの 測 定 の た め の 試 料 と す る こ と が で き る 。 生 体 試 料 の ラ イ セ ー ト
ま た は mRNAの 抽 出 に は 、 市 販 の キ ッ ト を 利 用 す る と 便 利 で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 ま た 、 「 対 照 細 胞 」 は 、 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 の 危 険 を 判 定 す る 対 照 と し て 利 用 し う る も の で
あ れ ば 特 に 制 限 は な い が 、 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 以 外 の 卵 巣 癌 細 胞 ま た は 正 常 卵 巣 表 層 上 皮 が 例
示 で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 一 般 的 に は 、 こ れ ら 対 照 細 胞 に お け る HNF-1β 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 測 定 し て 標 準 値 を
決 定 し 、 こ の 標 準 値 を も と に 、 許 容 範 囲 を 決 定 す る 。 標 準 値 を 設 定 し た 後 に は 、 被 検 者 に
お け る 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 が 疑 わ れ る 細 胞 の 発 現 レ ベ ル の み を 測 定 し 、 予 め 決 定 さ れ た 標 準 値
と の 比 較 に 基 づ い て 、 本 発 明 の 検 査 方 法 を 実 施 す る こ と も で き る 。 被 検 者 で 測 定 さ れ た HN
F-1β 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル が 、 対 照 細 胞 に お け る HNF-1β 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル （ 許 容 範 囲 ）
よ り も 高 け れ ば 、 被 検 者 は 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 に 罹 患 し て い る 危 険 が あ る と 判 定 さ れ る 。 一 方
、 被 検 者 の HNF-1β 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル が 許 容 範 囲 内 で あ れ ば 、 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 に 罹 患 し
て い る 危 険 は 低 い と 判 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 に お い て 、 HNF-1β 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル と は 、 該 遺 伝 子 の mRNAへ の 転 写 レ ベ ル 、
並 び に タ ン パ ク 質 へ の 翻 訳 レ ベ ル を 含 む 。 従 っ て 、 本 発 明 に よ る 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 の 検 査 方
法 は 、 HNF-1β 遺 伝 子 に 対 応 す る mRNAの 発 現 強 度 、 あ る い は HNF-1β タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ
ル の 比 較 に 基 づ い て 行 う こ と が で き る 。 HNF-1β 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル の 測 定 は 、 公 知 の 遺
伝 子 解 析 方 法 に 従 っ て 実 施 す る こ と が で き る 。 例 え ば こ の 遺 伝 子 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核
酸 を プ ロ ー ブ と し た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 術 、 ま た は HNF-1β 遺 伝 子 に ハ イ ブ リ ダ イ
ズ す る DNAを プ ラ イ マ ー と し た 遺 伝 子 増 幅 技 術 等 を 利 用 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 検 査
に 用 い ら れ る プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー は 、 HNF-1β 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 に 基 づ い て デ ザ イ
ン す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 プ ラ イ マ ー あ る い は プ ロ ー ブ に は 、 HNF-1β 遺 伝 子 の セ ン ス 鎖 ま た は そ の 相 補 鎖 の 連 続
す る 少 な く と も 15の 塩 基 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 利 用 す る こ と が で き る 。 「 ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 」 は 、 DNAあ る い は RNAで あ る こ と が で き る 。 こ れ ら ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 合 成
さ れ た も の で も 天 然 の も の で も よ い 。 ま た 、 「 相 補 鎖 」 と は 、 A:T（ RNAの 場 合 は U） 、 G:C
の 塩 基 対 か ら な る 2本 鎖 DNAの 一 方 の 鎖 に 対 す る 他 方 の 鎖 を 指 す 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は
、 HNF-1β 遺 伝 子 の セ ン ス 鎖 に 相 補 的 な ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 「 相 補 的 」 と は 、 少 な く と
も 15個 の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド 領 域 で 完 全 に 相 補 配 列 で あ る 場 合 に 限 ら れ ず 、 少 な く と も
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70%、 好 ま し く は 少 な く と も 80%、 よ り 好 ま し く は 90%、 さ ら に 好 ま し く は 95%以 上 の 塩 基 配
列 上 の 相 同 性 を 有 す れ ば よ い 。 塩 基 配 列 の 相 同 性 は 、 BLAST等 の ア ル ゴ リ ズ ム に よ り 決 定
す る こ と が で き る 。 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 好 ま し く は HNF-1β 遺 伝 子 に ス ト リ ン
ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 少 な く と も 15塩 基 の 長 さ を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド で あ る 。 こ こ で 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 」 と は 、 例 え ば 、 低 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条
件 が 挙 げ ら れ る 。 低 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 と は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 の 洗 浄 に お
い て 、 例 え ば 42℃ 、 5× SSC、 0.1％ SDSの 条 件 で あ り 、 好 ま し く は 50℃ 、 5× SSC 、 0.1％ SD
Sの 条 件 で あ る 。 よ り 好 ま し い ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 条 件 と し て は 、 高 ス ト リ ン ジ ェ
ン ト な 条 件 が 挙 げ ら れ る 。 高 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 と は 、 例 え ば 65℃ 、 0.1× SSC及 び 0.
1％ SDSの 条 件 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 プ ラ イ マ ー と し て 用 い る 場 合 に は 、 通 常 、 15～ 100塩 基
、 好 ま し く は 15～ 35塩 基 の 鎖 長 を 有 す る 。 ま た 、 プ ロ ー ブ と し て 用 い る 場 合 に は 、 HNF-1
β 遺 伝 子 （ ま た は そ の 相 補 鎖 ） の 少 な く と も 一 部 若 し く は 全 部 の 配 列 を 有 し 、 少 な く と も
15塩 基 対 の 鎖 長 の DNAが 用 い ら れ る 。 プ ラ イ マ ー は 、 3'側 の 領 域 は 相 補 的 で あ る 必 要 が あ
る が 、 5'側 に は 制 限 酵 素 認 識 配 列 や タ グ 等 を 付 加 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ と し て 用 い る 場 合 に は 、
通 常 、 標 識 し た も の が 用 い ら れ る 。 標 識 物 質 と し て は 、 検 出 可 能 な も の で あ れ ば 特 に 制 限
は な く 、 例 え ば 、 蛍 光 物 質 、 放 射 性 元 素 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。 標 識 は 、 当 業 者 に よ っ
て 一 般 的 に 行 わ れ る 方 法 で 実 施 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 T4
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド キ ナ ー ゼ を 用 い て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 5'端 を 3 2 Pで リ ン 酸 化 す る こ
と に よ り 標 識 す る 方 法 、 お よ び ク レ ノ ウ 酵 素 等 の DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い 、 ラ ン ダ ム ヘ キ
サ マ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 等 を プ ラ イ マ ー と し て 3 2 P等 の ア イ ソ ト ー プ 、 蛍 光 色 素 、 ま た
は ビ オ チ ン 等 に よ っ て 標 識 さ れ た 基 質 塩 基 を 取 り 込 ま せ る 方 法 （ ラ ン ダ ム プ ラ イ ム 法 等 ）
を 例 示 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 例 え ば 市 販 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 機 に よ り 作 製 す る
こ と が で き る 。 プ ロ ー ブ は 、 制 限 酵 素 処 理 等 に よ っ て 取 得 さ れ る 二 本 鎖 DNA断 片 と し て 作
製 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 術 を 利 用 し た 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 の 検 査 は 、 例 え ば 、 ノ ー ザ ン ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 法 、 ま た は DNAマ イ ク ロ ア レ イ を 用 い た 方 法 等
を 使 用 し て 行 う こ と が で き る 。 さ ら に は 、 RT-PCR法 等 の 遺 伝 子 増 幅 技 術 を 利 用 す る こ と が
で き る 。 RT-PCR法 に お い て は 、 遺 伝 子 の 増 幅 過 程 に お い て リ ア ル タ イ ム 定 量 RT-PCRを 用 い
る こ と に よ り 、 HNF-1β 遺 伝 子 の 発 現 に つ い て 、 よ り 定 量 的 な 解 析 を 行 う こ と が 可 能 で あ
る 。 リ ア ル タ イ ム 定 量 RT-PCRに お い て は 、 両 端 に 互 い の 蛍 光 を 打 ち 消 し 合 う 異 な っ た 蛍 光
色 素 で 標 識 し た プ ロ ー ブ を 用 い 、 検 出 対 象 （ DNAも し く は RNAの 逆 転 写 産 物 ） に ハ イ ブ リ ダ
イ ズ さ せ る 。 PCR反 応 が 進 ん で Taqポ リ メ ラ ー ゼ の  5'-3'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ （ exonucleas
e） 活 性 に よ り 同 プ ロ ー ブ が 分 解 さ れ る と 二 つ の 蛍 光 色 素 が 離 れ 、 蛍 光 が 検 出 さ れ る よ う
に な る 。 こ の 蛍 光 の 検 出 を リ ア ル タ イ ム に 行 う 。 検 出 対 象 に つ い て コ ピ ー 数 の 明 ら か な 標
準 試 料 に つ い て 同 時 に 測 定 す る こ と に よ り 、 PCR増 幅 の 直 線 性 の あ る サ イ ク ル 数 で 目 的 試
料 中 の 検 出 対 象 の コ ピ ー 数 を 決 定 す る （ Holland, P.M. et al., 1991, Proc. Natl. Acad
. Sci. USA 88:7276-7280; Livak, K. J. et al., 1995, PCR Methods and Applications
 4(6):357-362; Heid, C. A. et al., Genome Research 6:986-994; Gibson, E. M. U. e
t al., 1996, Genome Research 6:995-1001） 。 PCR増 幅 モ ニ タ ー 法 に お い て は 、 例 え ば 、
GeneAmp 7700 Sequence Detector（ パ ー キ ン エ ル マ ー  ア プ ラ イ ド  バ イ オ シ ス テ ム ズ , フ
ォ ス タ ー  シ テ ィ , カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 ま た 本 発 明 の 検 査 方 法 の 別 の 態 様 と し て は 、 HNF-1β 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ
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ク 質 を 検 出 す る こ と に よ り 行 う こ と も で き る 。 こ の よ う な 検 査 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 HN
F-1β タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 抗 体 を 利 用 し た 免 疫 ブ ロ ッ ト 分 析 、 免 疫 組 織 染 色 、 免 疫 沈 降
法 、 ELISA法 等 を 利 用 す る こ と が で き る 。 こ の 検 出 に 用 い る HNF-1β タ ン パ ク 質 に 結 合 す る
抗 体 は 、 当 業 者 に 周 知 の 技 法 を 用 い て 得 る こ と が で き る 。 本 発 明 に 用 い る 抗 体 は 、 ポ リ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 、 あ る い は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Milstein C, et al.,1983, Nature 305(59
34): 537-40） で あ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 HNF-1β タ ン パ ク 質 に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル
抗 体 は 、 抗 原 を 感 作 し た 哺 乳 動 物 の 血 液 を 取 り 出 し 、 こ の 血 液 か ら 公 知 の 方 法 に よ り 血 清
を 分 離 す る 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む 血 清 を 使 用 す る こ
と が で き る 。 あ る い は 必 要 に 応 じ て こ の 血 清 か ら ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む 画 分 を さ ら に
単 離 す る こ と も で き る 。 ま た 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る に は 、 上 記 抗 原 を 感 作 し た 哺 乳
動 物 か ら 免 疫 細 胞 を 取 り 出 し て 骨 髄 腫 細 胞 等 と 細 胞 融 合 さ せ る 。 こ う し て 得 ら れ た ハ イ ブ
リ ド ー マ を ク ロ ー ニ ン グ し て 、 そ の 培 養 物 か ら 抗 体 を 回 収 し モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と す る こ
と が で き る 。 HNF-1β タ ン パ ク 質 の 検 出 に は 、 こ れ ら の 抗 体 を 適 宜 標 識 し て 用 い れ ば よ い
。 ま た 、 こ の 抗 体 を 標 識 せ ず に 、 該 抗 体 に 特 異 的 に 結 合 す る 物 質 、 例 え ば 、 プ ロ テ イ ン A
や プ ロ テ イ ン Gを 標 識 し て 間 接 的 に 検 出 す る こ と も で き る 。 具 体 的 な 検 出 方 法 と し て は 、
例 え ば 、 ELISA法 を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 抗 原 に 用 い る タ ン パ ク 質 も し く は そ の 部 分 ペ プ チ ド は 、 例 え ば HNF-1β 遺 伝 子 も し く は
そ の 一 部 を 発 現 ベ ク タ ー に 組 込 み 、 こ れ を 適 当 な 宿 主 細 胞 に 導 入 し て 、 形 質 転 換 体 を 作 成
し 、 該 形 質 転 換 体 を 培 養 し て 組 み 換 え タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ 、 発 現 さ せ た 組 み 換 え タ ン パ
ク 質 を 培 養 体 ま た は 培 養 上 清 か ら 精 製 す る こ と に よ り 得 る こ と が で き る 。 あ る い は 、 HNF-
1β 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 あ る い は 全 長 cDNAに よ っ て コ ー ド さ れ る
ア ミ ノ 酸 配 列 の 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る オ リ ゴ ペ プ チ ド を 化 学 的 に 合 成 し 、 免 疫 原 と し
て 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 に お け る HNF-1β 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル の 測 定 値 は 、 公 知 の 方 法 に よ っ て 補 正 す る
こ と が で き る 。 補 正 に よ り 、 細 胞 に お け る 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル の 変 化 を 比 較 す る こ と が で
き る 。 測 定 値 の 補 正 は 、 上 記 生 体 試 料 に お け る 各 細 胞 に お い て 、 発 現 レ ベ ル が 大 き く 変 動
し な い 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 ） の 発 現 レ ベ ル の 測 定 値 に 基 づ い て 、 本
発 明 に お い て 指 標 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル の 測 定 値 を 補 正 す る こ と に よ っ て 行 わ れ る 。 発 現 レ
ベ ル が 大 き く 変 動 し な い 遺 伝 子 の 例 と し て は 、 GAPDH、 β -ア ク チ ン 等 を 挙 げ る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 は 、 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 の 検 査 薬 を 提 供 す る 。 本 発 明 の 検 査 薬 は 、 HNF-1β 遺 伝 子 の
セ ン ス 鎖 ま た は そ の 相 補 鎖 の 連 続 す る 少 な く と も 15の 塩 基 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、
あ る い は HNF-1β タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 抗 体 を 含 む 。 こ れ ら ポ リ ヌ ク レ オ チ ド や 抗 体 は 必
要 に 応 じ て 標 識 さ れ て い て も よ い 。 本 発 明 の 検 査 薬 に お い て は 、 有 効 成 分 で あ る ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド や 抗 体 以 外 に 、 例 え ば 、 滅 菌 水 、 生 理 食 塩 水 、 植 物 油 、 界 面 活 性 剤 、 脂 質 、 溶 解
補 助 剤 、 緩 衝 剤 、 タ ン パ ク 質 安 定 剤 （ BSAや ゼ ラ チ ン 等 ） 、 保 存 剤 等 が 必 要 に 応 じ て 混 合
さ れ て い て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 さ ら に 本 発 明 は 、 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 の 治 療 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 提 供 す る 。 HNF-1β
遺 伝 子 は 、 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 患 者 の 卵 巣 細 胞 に お い て 有 意 に 発 現 レ ベ ル が 上 昇 し て い る 。 従
っ て 、 HNF-1β 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 低 下 さ せ る こ と が で き る 化 合 物 を 選 択 す る こ と に よ
っ て 、 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 の 治 療 薬 を 得 る こ と が で き る 。 本 発 明 に お い て 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル
を 低 下 さ せ る 化 合 物 と は 、 遺 伝 子 の 転 写 、 翻 訳 、 お よ び タ ン パ ク 質 の 活 性 発 現 の い ず れ か
の ス テ ッ プ に 対 し て 抑 制 的 に 作 用 す る 作 用 を 持 つ 化 合 物 で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 の 態 様 と し て は 、 例 え ば 、 HNF-1β タ ン パ ク 質 と の 結 合 活
性 に 基 づ く ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ る 。 す な わ ち 本 発 明 は 、 次 の 工 程 を 含 む 、 卵 巣 明 細 胞
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腺 癌 の 治 療 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に 関 す る 。
（ １ ） HNF-1β タ ン パ ク 質 と 候 補 化 合 物 を 接 触 さ せ る 工 程
（ ２ ） 前 記 タ ン パ ク 質 と 候 補 化 合 物 と の 結 合 活 性 を 測 定 す る 工 程
（ ３ ） 前 記 タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 化 合 物 を 選 択 す る 工 程
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い ら れ る HNF-1β タ ン パ ク 質 は 組 換 え タ ン パ ク 質 で あ っ て も 、 天 然
由 来 の タ ン パ ク 質 で あ っ て も よ い 。 ま た 部 分 ペ プ チ ド で あ っ て も よ い 。 候 補 化 合 物 と し て
は 特 に 制 限 は な く 、 例 え ば 、 細 胞 抽 出 物 、 細 胞 培 養 上 清 、 発 酵 微 生 物 産 生 物 、 海 洋 生 物 抽
出 物 、 植 物 抽 出 物 、 精 製 若 し く は 粗 精 製 ポ リ ペ プ チ ド 、 非 ペ プ チ ド 性 化 合 物 、 合 成 低 分 子
化 合 物 、 天 然 化 合 物 が 挙 げ ら れ る 。 候 補 化 合 物 を 接 触 さ せ る 本 発 明 の タ ン パ ク 質 は 、 例 え
ば 、 精 製 し た タ ン パ ク 質 と し て 、 可 溶 型 タ ン パ ク 質 と し て 、 担 体 に 結 合 さ せ た 形 態 と し て
、 他 の タ ン パ ク 質 と の 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 、 候 補 化 合 物 に 接 触 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 の 治 療 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 の 別 の 態 様 と し て は 、 例 え ば 以 下 の よ う な 工 程 に
従 っ て 実 施 す る こ と が で き る 。
（ １ ） HNF-1β 遺 伝 子 を 発 現 す る 細 胞 に 候 補 化 合 物 を 接 触 さ せ る 工 程
（ ２ ） HNF-1β 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る 工 程
（ ３ ） 候 補 化 合 物 を 接 触 さ せ な い 場 合 と 比 較 し て 、 HNF-1β 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 低 下 さ
せ る 化 合 物 を 選 択 す る 工 程
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 HNF-1β 遺 伝 子 を 発 現 す る 細 胞 と し て は 、 例 え ば 、 細 胞 株 、 好 ま し く は 卵 巣 癌 細 胞 株 を
用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に お い て 、 HNF-1β 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ
ル は 、 転 写 レ ベ ル で 検 出 し て も よ く 、 ま た 、 翻 訳 レ ベ ル で 検 出 し て も よ い 。 HNF-1β 遺 伝
子 の 発 現 レ ベ ル の 検 出 の 手 法 に つ い て は 、 HNF-1β 遺 伝 子 の 発 現 を 指 標 と し た 検 査 方 法 と
の 関 連 で 、 上 述 し た 通 り で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 の 治 療 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 の 別 の 態 様 は 、 本 発 明 の HNF-1β 遺 伝 子 の 転 写 調
節 領 域 を 利 用 し た レ ポ ー タ ー ア ッ セ イ 系 を 利 用 す る 手 法 で あ る 。 す な わ ち 本 発 明 は 、 次 の
工 程 を 含 む 、 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 の 治 療 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に 関 す る 。
（ １ ） HNF-1β 遺 伝 子 の 転 写 調 節 領 域 と 、 こ の 転 写 調 節 領 域 の 制 御 下 に 発 現 す る レ ポ ー タ
ー 遺 伝 子 と を 含 む ベ ク タ ー を 導 入 し た 細 胞 と 候 補 化 合 物 を 接 触 さ せ る 工 程
（ ２ ） 前 記 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 活 性 を 測 定 す る 工 程
（ ３ ） 候 補 化 合 物 を 接 触 さ せ な い 対 照 と 比 較 し て 、 前 記 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を
低 下 さ せ る 化 合 物 を 選 択 す る 工 程
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 転 写 調 節 領 域 と し て は 、 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 、 さ ら に は 、 通 常 プ ロ モ ー タ ー 領
域 に 見 ら れ る CAATボ ッ ク ス 、 TATAボ ッ ク ス 等 を 例 示 す る こ と が で き る 。 ま た レ ポ ー タ ー 遺
伝 子 と し て は 、 CAT(chloramphenicol acetyltransferase)遺 伝 子 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ (lucif
erase)遺 伝 子 等 を 利 用 す る こ と が で き る 。 な お 、 転 写 調 節 領 域 に つ い て は 、 Lockwoodら の
文 献 （ Lockwood CR, Bingham C, Frayling TM. ,Mol Genet Metab. 2003 Feb;78(2):145-
51.） を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 HNF-1β 遺 伝 子 の 転 写 調 節 領 域 は 、 次 の よ う に し て 取 得 す る こ と も で き る 。 す な わ ち 、
ま ず HNF-1β 遺 伝 子 の cDNAの 塩 基 配 列 に 基 づ い て デ ザ イ ン し た プ ラ イ マ ー や プ ロ ー ブ を 利
用 し た PCRま た は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 、 BACラ イ ブ ラ リ ー 、 YACラ イ ブ ラ リ ー 等
の ゲ ノ ム DNAラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ し て 、 該 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 該 cDNAの 塩 基 配 列
を 含 む ゲ ノ ム DNAク ロ ー ン を 取 得 し 、 次 い で 、 得 ら れ た ゲ ノ ム DNAに お い て 、 転 写 活 性 を 指
標 に 、 転 写 調 節 領 域 を 同 定 し 、 該 領 域 の DNAを 取 得 す れ ば よ い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 転 写 調 節 領 域 が 得 ら れ れ ば 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 上 流 に 位 置 す る よ う に ク ロ ー ニ ン グ し
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て レ ポ ー タ ー コ ン ス ト ラ ク ト を 構 築 す る 。 得 ら れ た レ ポ ー タ ー コ ン ス ト ラ ク ト を 培 養 細 胞
株 に 導 入 し て ス ク リ ー ニ ン グ 用 の 形 質 転 換 体 と す る 。 こ の 形 質 転 換 体 に 候 補 化 合 物 を 接 触
さ せ 、 候 補 化 合 物 を 接 触 さ せ な い 対 照 と 比 較 し て 、 前 記 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を
低 下 さ せ る 化 合 物 を 選 択 す る こ と に よ り 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 の 別 の 態 様 と し て 、 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス を
指 標 と す る 、 二 次 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 利 用 す る こ と も で き る 。 す な わ ち 本 発 明 は 、 次 の
工 程 を 含 む 、 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 の 治 療 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に 関 す る 。
（ １ ） 上 記 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ た 化 合 物 を 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 細 胞 に 接 触
さ せ る 工 程
（ ２ ） 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス を 検 出 す る 工 程
（ ３ ） 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る 化 合 物 を 選 択 す る 工 程
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 こ の よ う に し て 得 る こ と が で き る 化 合 物 は 、 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 細 胞 に ア ポ ト ー シ ス を 誘 導
し 、 そ の 結 果 、 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 を 制 御 す る こ と が で き る 。 ア ポ ト ー シ ス 誘 導 活 性 は 、 例 え
ば 、 HNF-1β タ ン パ ク 質 が 発 現 し た 細 胞 株 の TUNELお よ び FACS分 析 を 用 い て 、 細 胞 の 形 態 学
的 な 変 化 や 、 染 色 体 DNAの 切 断 を 指 標 と し て 確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ っ て 選 択 さ れ る 化 合 物 は 、 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 の 治 療 薬 と
し て 有 用 で あ る 。 HNF-1β 遺 伝 子 は 、 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 患 者 の 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 細 胞 に お い て
発 現 が 上 昇 す る 遺 伝 子 で あ る 。 従 っ て 、 こ れ ら の 遺 伝 子 の 発 現 、 あ る い は こ れ ら 遺 伝 子 に
よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 機 能 を 抑 制 す る こ と に よ っ て 、 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 の 治 療 効
果 を 期 待 す る こ と が で き る 。 細 胞 に お け る タ ン パ ク 質 の 機 能 を 抑 制 す る に は 、 例 え ば HNF-
1β 遺 伝 子 の ア ン チ セ ン ス RNA、 短 鎖 二 本 鎖 RNA(short interfering RNA ; siRNA)、 HNF-1
β タ ン パ ク 質 の デ コ イ 、 こ れ ら を コ ー ド す る DNA等 を 細 胞 に 導 入 ま た は 発 現 さ せ る 。 即 ち
、 本 発 明 の 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 の 治 療 薬 は 、 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ っ て 選 択 さ れ た 化 合 物 を
有 効 成 分 と し て 含 む 。 例 え ば 、 下 記 （ ａ ） ～ （ ｃ ） の い ず れ か を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ
れ な い 。
（ ａ ） HNF-1β 遺 伝 子 の 転 写 産 物 と 相 補 的 な RNA
（ ｂ ） （ ａ ） の RNAを コ ー ド す る DNA
（ ｃ ） HNF-1β タ ン パ ク 質 の 結 合 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 「 HNF-1β 遺 伝 子 の 転 写 産 物 と 相 補 的 な RNA」 お よ び 「 該 RNAを コ ー ド す る DNA」 の 一 つ の
態 様 は 、 HNF-1β 遺 伝 子 の 転 写 産 物 と 相 補 的 な ア ン チ セ ン ス RNAお よ び 該 RNAを コ ー ド す る D
NAで あ る 。 ア ン チ セ ン ス 核 酸 が 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る 作 用 と し て は 、 以 下 の よ う な
複 数 の 要 因 が 存 在 す る 。 す な わ ち 、 三 重 鎖 形 成 に よ る 転 写 開 始 阻 害 、 RNAポ リ メ ラ ー ゼ に
よ っ て 局 部 的 に 開 状 ル ー プ 構 造 が つ く ら れ た 部 位 と の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 に よ る 転 写 抑 制 、
合 成 の 進 み つ つ あ る RNAと の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 に よ る 転 写 阻 害 、 イ ン ト ロ ン と エ キ ソ ン と
の 接 合 点 で の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 に よ る ス プ ラ イ シ ン グ 抑 制 、 ス プ ラ イ ソ ソ ー ム 形 成 部 位 と
の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 に よ る ス プ ラ イ シ ン グ 抑 制 、 mRNAと の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 に よ る 核 か ら
細 胞 質 へ の 移 行 抑 制 、 キ ャ ッ ピ ン グ 部 位 や ポ リ (Ａ )付 加 部 位 と の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 に よ る
ス プ ラ イ シ ン グ 抑 制 、 翻 訳 開 始 因 子 結 合 部 位 と の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 に よ る 翻 訳 開 始 抑 制 、
開 始 コ ド ン 近 傍 の リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 と の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 に よ る 翻 訳 抑 制 、 mRNAの 翻 訳
領 域 や ポ リ ソ ー ム 結 合 部 位 と の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 に よ る ペ プ チ ド 鎖 の 伸 長 阻 止 、 お よ び 核
酸 と タ ン パ ク 質 と の 相 互 作 用 部 位 と の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 に よ る 遺 伝 子 発 現 抑 制 な ど で あ る
。 こ れ ら は 、 転 写 、 ス プ ラ イ シ ン グ 、 ま た は 翻 訳 の 過 程 を 阻 害 し て 、 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を
抑 制 す る (平 島 お よ び 井 上 「 新 生 化 学 実 験 講 座 2 核 酸 IV 遺 伝 子 の 複 製 と 発 現 」 ,日 本 生 化
学 会 編 ,東 京 化 学 同 人 ,pp.319-347,1993)。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 で 用 い ら れ る ア ン チ セ ン ス 配 列 は 、 上 記 の い ず れ の 作 用 で 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 抑
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制 し て も よ い 。 一 つ の 態 様 と し て は 、 遺 伝 子 の mRNAの 5'端 近 傍 の 非 翻 訳 領 域 に 相 補 的 な ア
ン チ セ ン ス 配 列 を 設 計 す れ ば 、 遺 伝 子 の 翻 訳 阻 害 に 効 果 的 で あ ろ う 。 し か し 、 コ ー ド 領 域
も し く は 3'側 の 非 翻 訳 領 域 に 相 補 的 な 配 列 も 使 用 し 得 る 。 こ の よ う に 、 遺 伝 子 の 翻 訳 領 域
だ け で な く 非 翻 訳 領 域 の 配 列 の ア ン チ セ ン ス 配 列 を 含 む DNAも 、 本 発 明 で 利 用 さ れ る ア ン
チ セ ン ス DNAに 含 ま れ る 。 使 用 さ れ る ア ン チ セ ン ス DNAは 、 適 当 な プ ロ モ ー タ ー の 下 流 に 連
結 さ れ 、 好 ま し く は 3'側 に 転 写 終 結 シ グ ナ ル を 含 む 配 列 が 連 結 さ れ る 。 ア ン チ セ ン ス DNA
の 配 列 は 、 HNF-1β 遺 伝 子 ま た は そ の 一 部 と 相 補 的 な 配 列 で あ る こ と が 好 ま し い が 、 遺 伝
子 の 発 現 を 有 効 に 阻 害 で き る 限 り 、 完 全 に 相 補 的 で な く て も よ い 。 転 写 さ れ た RNAは 、 標
的 と す る 遺 伝 子 の 転 写 産 物 に 対 し て 好 ま し く は 90％ 以 上 、 最 も 好 ま し く は 95％ 以 上 の 相 補
性 を 有 す る 。 ア ン チ セ ン ス 配 列 を 用 い て 、 効 果 的 に 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 阻 害 す る に は 、 ア
ン チ セ ン ス DNA の 長 さ は 、 少 な く と も 15塩 基 以 上 で あ り 、 好 ま し く は 100塩 基 以 上 で あ り
、 さ ら に 好 ま し く は 500塩 基 以 上 で あ る 。 通 常 、 用 い ら れ る ア ン チ セ ン ス DNAの 長 さ は 5kb
よ り も 短 く 、 好 ま し く は 2.5kbよ り も 短 い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 「 HNF-1β 遺 伝 子 の 転 写 産 物 と 相 補 的 な RNA」 お よ び 「 該 RNAを コ ー ド す る DNA」 の 他 の 一
つ の 態 様 は 、 HNF-1β 遺 伝 子 の 転 写 産 物 と 相 補 的 な dsRNA（ HNF-1β 遺 伝 子 の 転 写 産 物 と 相
補 的 な RNAと そ の 相 補 鎖 か ら な る dsRNA） お よ び 該 dsRNAを コ ー ド す る DNAで あ る 。 RNAiは 、
標 的 遺 伝 子 配 列 と 同 一 も し く は 類 似 し た 配 列 を 有 す る 二 重 鎖 RNA（ 以 下 dsRNA） を 細 胞 内 に
導 入 す る と 、 導 入 し た 外 来 遺 伝 子 お よ び 標 的 内 在 性 遺 伝 子 の 発 現 が い ず れ も 抑 制 さ れ る 現
象 で あ る 。 細 胞 に 約 40～ 数 百 塩 基 対 の dsRNAが 導 入 さ れ る と 、 ヘ リ カ ー ゼ ド メ イ ン を 持 つ
ダ イ サ ー (Dicer)と 呼 ば れ る RNaseIII様 の ヌ ク レ ア ー ゼ が ATP存 在 下 で 、 dsRNAを 3’ 末 端 か
ら 約 21～ 23塩 基 対 ず つ 切 り 出 し 、 siRNA（ short interference RNA） を 生 じ る 。 こ の siRNA
に 特 異 的 な タ ン パ ク 質 が 結 合 し て 、 ヌ ク レ ア ー ゼ 複 合 体 （ RISC： RNA-induced silencing 
complex） が 形 成 さ れ る 。 こ の 複 合 体 は siRNAと 同 じ 配 列 を 認 識 し て 結 合 し 、 RNaseIII様 の
酵 素 活 性 に よ っ て siRNAの 中 央 部 で 標 的 遺 伝 子 の mRNAを 切 断 す る 。 ま た 、 こ の 経 路 と は 別
に siRNAの ア ン チ セ ン ス 鎖 が mRNAに 結 合 し て RNA依 存 性 RNAポ リ メ ラ ー ゼ (RsRP)の プ ラ イ マ
ー と し て 作 用 し 、 dsRNAが 合 成 さ れ る 。 こ の dsRNAが 再 び ダ イ サ ー の 基 質 と な っ て 、 新 た な
siRNAを 生 じ て 作 用 を 増 幅 す る 経 路 も 考 え ら れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 上 記 RNAiは 、 当 初 、 線 虫 に お い て 発 見 さ れ た が （ Fire, A. et al. Potent and specifi
c genetic interference by double-stranded RNA in Caenorhabditis elegans. Nature 
391, 806-811, (1998)） 、 現 在 で は 、 線 虫 の み な ら ず 、 植 物 、 線 形 動 物 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ
エ 、 原 生 動 物 な ど の 種 々 の 生 物 に お い て 観 察 さ れ て い る （ Fire, A. RNA-triggered gene 
silencing. Trends Genet. 15, 358-363 (1999)、 Sharp, P. A. RNA interference 2001.
 Genes Dev. 15, 485-490 (2001)、 Hammond, S. M., Caudy, A. A. & Hannon, G. J. Pos
t-transcriptional gene silencing by double-stranded RNA. Nature Rev. Genet. 2, 1
10-1119 (2001)、 Zamore, P. D. RNA interference: listening to the sound of silenc
e. Nat Struct Biol. 8, 746-750 (2001)） 。 こ れ ら 生 物 で は 、 実 際 に 外 来 よ り dsRNAを 導
入 す る こ と に よ り 標 的 遺 伝 子 の 発 現 が 抑 制 さ れ る こ と が 確 認 さ れ 、 さ ら に は ノ ッ ク ア ウ ト
個 体 を 創 生 す る 方 法 と し も 利 用 さ れ つ つ あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 RNAiの 登 場 当 初 は dsRNAは あ る 程 度 の 長 さ (40塩 基 )以 上 で な け れ ば 効 果 が な い と 考 え ら
れ て い た が 、 米 ロ ッ ク フ ェ ラ ー 大 の Tuschlら は 21塩 基 対 前 後 の 単 鎖 dsRNA(siRNA)を 細 胞 に
導 入 す れ ば 、 哺 乳 動 物 細 胞 に お い て も PKRに よ る 抗 ウ イ ル ス 反 応 を 起 こ さ ず 、 RNAiの 効 果
が あ る こ と を 報 告 し （ Tuschl, Nature, 411, 494-498(2001)） 、 RNAiは 分 化 し た ヒ ト な ど
の 哺 乳 動 物 細 胞 に 応 用 可 能 な 技 術 と し て 俄 然 注 目 を 集 め る こ と に な っ た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 の DNAは 、 標 的 遺 伝 子 mRNAの い ず れ か の 領 域 に 対 す る ア ン チ セ ン ス RNAを コ ー ド し
た ア ン チ セ ン ス コ ー ド DNAと 、 前 記 標 的 遺 伝 子 mRNAの い ず れ か の 領 域 の セ ン ス RNAを コ ー ド
し た セ ン ス コ ー ド DNAを 含 み 、 前 記 ア ン チ セ ン ス コ ー ド DNAお よ び 前 記 セ ン ス コ ー ド DNAよ
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り 前 記 ア ン チ セ ン ス RNAお よ び 前 記 セ ン ス RNAを 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 ま た 、 こ れ ら の
ア ン チ セ ン ス RNAお よ び セ ン ス RNAよ り dsRNAを 作 成 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 の dsRNAの 発 現 シ ス テ ム を 、 ベ ク タ ー 等 に 保 持 さ せ る 場 合 の 構 成 と し て は 、 同 一
の ベ ク タ ー か ら ア ン チ セ ン ス RNA、 セ ン ス RNAを 発 現 さ せ る 場 合 と 、 異 な る ベ ク タ ー か ら そ
れ ぞ れ ア ン チ セ ン ス RNA、 セ ン ス RNAを 発 現 さ せ る 場 合 が あ る 。 例 え ば 、 同 一 の ベ ク タ ー か
ら ア ン チ セ ン ス RNA、 セ ン ス RNAを 発 現 さ せ る 構 成 と し て は 、 ア ン チ セ ン ス コ ー ド DNAお よ
び セ ン ス コ ー ド DNAの 上 流 に そ れ ぞ れ polIII系 の よ う な 短 い RNAを 発 現 し 得 る プ ロ モ ー タ を
連 結 さ せ た ア ン チ セ ン ス RNA発 現 カ セ ッ ト 、 セ ン ス RNA発 現 カ セ ッ ト を そ れ ぞ れ 構 築 し 、 こ
れ ら カ セ ッ ト を 同 方 向 に あ る い は 逆 方 向 に ベ ク タ ー に 挿 入 す る こ と に よ り 構 成 す る こ と が
で き る 。 ま た 、 異 な る 鎖 上 に 対 向 す る よ う に ア ン チ セ ン ス コ ー ド DNAと セ ン ス コ ー ド DNAと
逆 向 き に 配 置 し た 発 現 シ ス テ ム を 構 成 す る こ と も で き る 。 こ の 構 成 で は 、 ア ン チ セ ン ス RN
Aコ ー ド 鎖 と セ ン ス RNAコ ー ド 鎖 と が 対 と な っ た 一 つ の 二 本 鎖 DNA（ siRNAコ ー ド DNA） が 備
え ら れ 、 そ の 両 側 に そ れ ぞ れ の 鎖 か ら ア ン チ セ ン ス RNA、 セ ン ス RNAと を 発 現 し 得 る よ う に
プ ロ モ ー タ を 対 向 し て 備 え ら れ る 。 こ の 場 合 に は 、 セ ン ス RNA、 ア ン チ セ ン ス RNAの 下 流 に
余 分 な 配 列 が 付 加 さ れ る こ と を 避 け る た め に 、 そ れ ぞ れ の 鎖 （ ア ン チ セ ン ス RNAコ ー ド 鎖
、 セ ン ス RNAコ ー ド 鎖 ） の ３ '末 端 に タ ー ミ ネ ー タ ー を そ れ ぞ れ 備 え る こ と が 好 ま し い 。 こ
の タ ー ミ ネ ー タ ー は 、 A（ ア デ ニ ン ） 塩 基 を ４ つ 以 上 連 続 さ せ た 配 列 な ど を 用 い る こ と が
で き る 。 ま た 、 こ の パ リ ン ド ロ ー ム ス タ イ ル の 発 現 シ ス テ ム で は 、 二 つ の プ ロ モ ー タ の 種
類 を 異 な ら せ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 ま た 、 異 な る ベ ク タ ー か ら ア ン チ セ ン ス RNA、 セ ン ス RNAを 発 現 さ せ る 構 成 と し て は 、 例
え ば 、 ア ン チ セ ン ス コ ー ド DNAお よ び セ ン ス コ ー ド DNAの 上 流 に そ れ ぞ れ  polIII系 の よ う
な 短 い RNAを 発 現 し 得 る プ ロ モ ー タ を 連 結 さ せ た ア ン チ セ ン ス RNA発 現 カ セ ッ ト 、 セ ン ス RN
A発 現 カ セ ッ ト を そ れ ぞ れ 構 築 し 、 こ れ ら カ セ ッ ト を 異 な る ベ ク タ ー に 保 持 さ せ る こ と に
よ り 構 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 の RNAiに お い て は 、 dsRNAと し て siRNAが 使 用 さ れ た も の で あ っ て も よ い 。 「 siRN
A」 は 、 細 胞 内 で 毒 性 を 示 さ な い 範 囲 の 短 鎖 か ら な る 二 重 鎖 RNAを 意 味 し 、 Tuschlら （ 前 掲
） に よ り 報 告 さ れ た 全 長 21～ 23塩 基 対 に 限 定 さ れ る も の で は な く 、 毒 性 を 示 さ な い 範 囲 の
長 さ で あ れ ば 特 に 限 定 は な く 、 例 え ば 、 15～ 49塩 基 対 と 、 好 適 に は 15～ 35塩 基 対 と 、 さ ら
に 好 適 に は 21～ 30塩 基 対 と す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 発 現 さ れ る siRNAが 転 写 さ れ 最
終 的 な 二 重 鎖 RNA部 分 の 長 さ が 、 例 え ば 、 15～ 49塩 基 対 、 好 適 に は 15～ 35塩 基 対 、 さ ら に
好 適 に は 21～ 30塩 基 対 と す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 の DNAと し て は 、 標 的 配 列 の イ ン バ ー テ ッ ド リ ピ ー ト の 間 に 適 当 な 配 列 （ イ ン ト
ロ ン 配 列 が 望 ま し い ） を 挿 入 し 、 ヘ ア ピ ン 構 造 を 持 つ ダ ブ ル ス ト ラ ン ド RNA(self-complem
entary ‘ hairpin’  RNA(hpRNA))を 作 る よ う な コ ン ス ト ラ ク ト （ Smith, N.A. et al. Nat
ure, 407:319, 2000、 Wesley, S.V. et al. Plant J. 27:581, 2001、 Piccin, A. et al.
 Nucleic Acids Res. 29:E55, 2001） を 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 RNAiに 用 い る DNAは 、 標 的 遺 伝 子 と 完 全 に 同 一 で あ る 必 要 は な い が 、 少 な く と も 70％ 以
上 、 好 ま し く は 80％ 以 上 、 さ ら に 好 ま し く は 90％ 以 上 、 最 も 好 ま し く は 95％ 以 上 の 配 列 の
同 一 性 を 有 す る 。 塩 基 配 列 の 同 一 性 は 、 カ ー リ ン お よ び ア ル チ ュ ー ル に よ る ア ル ゴ リ ズ ム
BLAST（ Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:2264-2268, 1990、 Proc Natl Acad Sci USA 90:
 5873, 1993） を 用 い て 決 定 で き る 。 BLASTの ア ル ゴ リ ズ ム に 基 づ い た BLASTNや BLASTXと 呼
ば れ る プ ロ グ ラ ム が 開 発 さ れ て い る （ Altschul SF, et al: J Mol Biol 215: 403, 1990
） 。 BLASTNを 用 い て 塩 基 配 列 を 解 析 す る 場 合 は 、 パ ラ メ ー タ ー は 、 例 え ば score＝ 100、 wo
rdlength＝ 12と す る 。 BLASTと Gapped BLASTプ ロ グ ラ ム を 用 い る 場 合 は 、 各 プ ロ グ ラ ム の
デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ ー を 用 い る 。 こ れ ら の 解 析 方 法 の 具 体 的 な 手 法 は 公 知 で あ る 。
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【 ０ ０ ５ ３ 】
　 dsRNAに お け る RNA同 士 が 対 合 し た 二 重 鎖 RNAの 部 分 は 、 完 全 に 対 合 し て い る も の に 限 ら
ず 、 ミ ス マ ッ チ （ 対 応 す る 塩 基 が 相 補 的 で な い ） 、 バ ル ジ （ 一 方 の 鎖 に 対 応 す る 塩 基 が な
い ） な ど に よ り 不 対 合 部 分 が 含 ま れ て い て も よ い 。 本 発 明 に お い て は 、 dsRNAに お け る RNA
同 士 が 対 合 す る 二 重 鎖 RNA領 域 中 に 、 バ ル ジ お よ び ミ ス マ ッ チ の 両 方 が 含 ま れ て い て も よ
い 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 上 記 の ア ン チ セ ン ス RNAや dsRNA等 は 、 化 学 的 に 合 成 す る こ と が で き る 。 こ の 場 合 、 ヌ ク
レ ア ー ゼ に よ る 分 解 を 防 ぐ た め に RNAを 修 飾 し て お く こ と が で き る 。 例 え ば 、 チ オ 化 さ れ
た RNAは 、 ヌ ク レ ア ー ゼ の 作 用 を 受 け に く い た め 好 適 で あ る 。 あ る い は 、 こ れ ら の RNAを 細
胞 内 で 発 現 さ せ る こ と も で き る 。 標 的 細 胞 で 活 性 を 持 つ プ ロ モ ー タ ー の 下 流 に 目 的 の RNA
を コ ー ド す る DNAを 連 結 し た ベ ク タ ー を 作 製 し 、 こ れ を 細 胞 に 導 入 す る 。 ベ ク タ ー と し て
は 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 等
の ウ イ ル ス ベ ク タ ー や リ ポ ソ ー ム 等 の 非 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 等 が 利 用 で き る 。 こ れ ら の ベ ク
タ ー 系 を 利 用 し て 、 ex vivo法 や in vivo法 等 に よ り 患 者 へ 投 与 を 行 う 遺 伝 子 治 療 が 可 能 と
な る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 ま た 、 本 発 明 は HNF-1β タ ン パ ク 質 の 結 合 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ デ コ イ 核 酸 ）
を 含 む 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 RNAで あ っ て も 、 DNAで あ っ て も よ い 。 一 例 と し て 、 コ ン セ
ン サ ス 配 列 と し て GTTAATNATTAAC（ 配 列 番 号 ： ３ ） を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 挙 げ ら れ る
（ Dirk BC and Gerald RC, J. Biol. Chem., 266, 677-680, 1991） 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 発 明 の 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 の 治 療 薬 は 、 生 理 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 、 賦 形 剤 、 あ る い は 希
釈 剤 等 と 混 合 す る こ と に よ っ て 製 造 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 の 治 療 剤
は 、 該 疾 患 の 改 善 を 目 的 と し て 、 経 口 、 あ る い は 非 経 口 的 に 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 経 口 剤 と し て は 、 顆 粒 剤 、 散 剤 、 錠 剤 、 カ プ セ ル 剤 、 溶 剤 、 乳 剤 、 あ る い は 懸 濁 剤 等 の
剤 型 を 選 択 す る こ と が で き る 。 注 射 剤 に は 、 皮 下 注 射 剤 、 筋 肉 注 射 剤 、 あ る い は 腹 腔 内 注
射 剤 等 を 示 す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 ま た 、 投 与 す べ き 化 合 物 が タ ン パ ク 質 か ら な る 場 合 に は 、 そ れ を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 遺
伝 子 治 療 の 手 法 を 用 い て 生 体 に 導 入 す る こ と に よ り 、 治 療 効 果 を 達 成 す る こ と が で き る 。
治 療 効 果 を も た ら す タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 生 体 に 導 入 し 、 発 現 さ せ る こ と に よ
っ て 、 疾 患 を 治 療 す る 手 法 は 公 知 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 投 与 量 は 、 患 者 の 年 齢 、 性 別 、 体 重 お よ び 症 状 、 治 療 効 果 、 投 与 方 法 、 処 理 時 間 、 あ る
い は 該 医 薬 組 成 物 に 含 有 さ れ る 活 性 成 分 の 種 類 等 に よ り 異 な る が 、 熟 練 し た 医 師 で あ れ ば
、 適 宜 、 治 療 に 有 効 な 投 与 量 を 決 定 す る こ と が で き よ う 。 投 与 量 は 種 々 の 条 件 に よ り 変 動
す る た め 、 上 記 投 与 量 よ り も 少 な い 量 で 充 分 な 場 合 も あ り 、 ま た 上 記 の 範 囲 を 超 え る 投 与
量 が 必 要 な 場 合 も あ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 HNF-1β 遺 伝 子 の 発 現 や HNF-1β タ ン パ ク 質 の 機 能 を 抑 制 す る 核 酸 分 子 を ベ ク タ ー に 組 み
込 ん で 投 与 す る 場 合 に は 、 該 核 酸 分 子 の 発 現 を 支 配 す る プ ロ モ ー タ ー の 活 性 な ど を 考 慮 し
て 、 治 療 に 有 効 な ベ ク タ ー の 投 与 量 を 決 定 す る 必 要 が あ ろ う 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ６ １ 】
　 以 下 、 本 発 明 を 実 施 例 に よ り 、 さ ら に 具 体 的 に 説 明 す る が 本 発 明 は こ れ ら 実 施 例 に 制 限
さ れ る も の で は な い 。
[実 施 例 に 用 い た 材 料 と 方 法 ]
〔 １ 〕 　 細 胞 培 養
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【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 実 施 例 で 使 用 し た 細 胞 株 の 提 供 元 お よ び 入 手 元 を 以 下 に 示 す 。
RMG-1、 RMG-2、 お よ び RMUG-L（ 野 澤 博 士 （ 慶 応 大 学 , 東 京 , 日 本 ） ）
JHOS-5、 JHOC-2、 お よ び JHOS-3（ 石 川 博 士 （ 東 京 慈 恵 会 医 科 大 学 , 東 京 , 日 本 ） ）
OMC-3（ 山 田 博 士 （ 大 阪 医 科 大 学 , 大 阪 , 日 本 ） ）
MCAS（ JCRB遺 伝 子 バ ン ク , 東 京 , 日 本 ）
OV-90、 TOV-21G、 TOV-112D、 お よ び HeLa細 胞 （ ATCC（ American Type Culture Collection
） ,マ ナ ッ サ ス ,バ ー ジ ニ ア 州 ）
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 上 記 細 胞 株 の 略 称 お よ び 組 織 型 を 表 １ に 示 す 。 全 て の 細 胞 株 を 、 10％ ウ シ 胎 仔 血 清 、 10
0単 位 ／ mLペ ニ シ リ ン 、 お よ び 100μ g／ mLス ト レ プ ト マ イ シ ン を 加 え た RPMI-1640培 地 中 、
37℃ 、 CO 2 5％ の 空 気 の 湿 潤 気 相 下 、 37℃ で 培 養 し た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
〔 ２ 〕 　 RNA抽 出 お よ び オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア レ イ
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 TRIZOL試 薬 （ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン , カ ー ル ズ バ ッ ド , カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） を 使 用 し 、 製 造
者 の 説 明 書 に 従 っ て 各 細 胞 株 か ら 全 RNAを 抽 出 し 、 DNaseI（ プ ロ メ ガ , マ デ ィ ソ ン , ウ ィ
ス コ ン シ ン 州 ） で 処 理 し た 。 Super Script Choice System（ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン ） お よ び Bi
oArray High Yield RNA Transcript Labeling Kit（ エ ン ゾ  ダ イ ア グ ノ ス テ ィ ク ス , フ ァ
ー ミ ン デ ー ル , ニ ュ ー ヨ ー ク 州 ） を 使 用 し 、 製 造 者 の 説 明 書 に 従 っ て 各 サ ン プ ル 由 来 の 5
μ gの 全 RNAか ら cRNAタ ー ゲ ッ ト を 合 成 し た 。 各 cRNAタ ー ゲ ッ ト の ヒ ト U95Av2オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド プ ロ ー ブ ア レ イ （ 12,686個 の ヒ ト 遺 伝 子 に 対 応 す る ） （ ア フ ィ メ ト リ ク ス , サ ン タ
ク ラ ラ , カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） へ の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 お よ び シ グ ナ ル の 検 出 を 、 製 造 者 の 説
明 に 従 っ て 行 っ た 。 そ の 後 、 Affymetrix Microarray Suite 4.0ソ フ ト ウ ェ ア を 使 用 し て
発 現 量 の 絶 対 値 を 分 析 し た （ absolute analysis） 。 発 現 強 度 デ ー タ は 、 各 ア レ イ 毎 の 全
遺 伝 子 の シ グ ナ ル 強 度 の 平 均 を 1000と な る よ う に 標 準 化 し た 。 得 ら れ た 発 現 強 度 の デ ー タ
を GeneSpringソ フ ト ウ ェ ア （ バ ー ジ ョ ン 4.2.1; シ リ コ ン ジ ェ ネ テ ィ ク ス , サ ン カ ル ロ ス ,
 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） に よ っ て 選 別 し 分 析 し た 。
〔 ３ 〕 　 リ ア ル タ イ ム 逆 転 写 PCR
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 オ リ ゴ （ dT） 1 2 - 1 8 プ ラ イ マ ー （ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン ） お よ び Omniscript逆 転 写 酵 素 （ キ
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ア ゲ ン , ヒ ル デ ン , ド イ ツ ） を 使 用 し て 全 RNAサ ン プ ル か ら 鋳 型 cDNAを 合 成 し た 。 QuantiT
ect SYBR Green PCRキ ッ ト （ キ ア ゲ ン ） お よ び GeneAmp 7700 Sequence Detector（ パ ー キ
ン エ ル マ ー  ア プ ラ イ ド  バ イ オ シ ス テ ム ズ , フ ォ ス タ ー  シ テ ィ , カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） を
使 用 し 、 以 下 の 条 件 下 で リ ア ル タ イ ム 定 量 RT-PCRを 行 っ た 。
95℃ 　 15分 　 　 1サ イ ク ル
95℃ 　 15秒 、 55℃ 　 30秒 、 72℃ 　 30秒 　 　 40サ イ ク ル
RNA量 を 標 準 化 す る た め に 、 各 サ ン プ ル 中 の グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド -3-リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー
ゼ （ GAPDH） の 発 現 を 定 量 し た 。 HNF-1β 、 ラ ミ ン 、 お よ び GAPDH cDNAの 増 幅 用 プ ラ イ マ ー
対 を 以 下 に 示 す 。
HNF-1β （ 正 方 向 ） 5'-GCCCACACACCACTTACTTCG-3'（ 配 列 番 号 ： ４ ）
　 　 　  （ 逆 方 向 ） 5'-GTCCGTCAGGTAAGCAGGGAC-3'（ 配 列 番 号 ： ５ ）
ラ ミ ン  （ 正 方 向 ） 5'-CTGCGCAACAAGTCCAATGAG-3'（ 配 列 番 号 ： ６ ）
　 　 　  （ 逆 方 向 ） 5'-CAGGGTGAACTTTGGTGGGAAC-3'（ 配 列 番 号 ： ７ ）
GAPDH　 （ 正 方 向 ） 5'-AGGAAGAGAGAGACCCTCACTGC-3'（ 配 列 番 号 ： ８ ）
　 　 　  （ 逆 方 向 ） 5'-ATGACAAGGTGCGGCTCC-3'（ 配 列 番 号 ： ９ ）
定 量 的 RT-PCRは 各 サ ン プ ル に つ き 少 な く と も 3回 行 い 、 鋳 型 cDNAを 含 ま な い サ ン プ ル を ネ
ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 用 い た 。 マ ン ・ ホ イ ッ ト ニ ー U検 定 （ Mann-Whitney U-test）
に よ る 統 計 分 析 を 行 っ た 。
〔 ４ 〕 　 免 疫 ブ ロ ッ ト 分 析
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 免 疫 ブ ロ ッ ト 分 析 用 に 、 細 胞 を 溶 解 緩 衝 液 （ 50mM Tris-HCl（ pH7.4） 、 150mM NaCl、 1
％ Triton X-100、 1mMフ ッ 化 フ ェ ニ ル メ チ ル ス ル ホ ニ ル 、 お よ び プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ
ー カ ク テ ル タ ブ レ ッ ト （ ロ シ ュ  デ ィ ア グ ノ ス テ ィ ク ス , バ ー ゼ ル , ス イ ス ） ） で 溶 解 し
た 。 溶 解 物 を 遠 心 分 離 し 、 上 清 を 調 製 し た 。 等 量 の タ ン パ ク 質 を 、 SDS-PAGE（ 10％ ） で 分
離 し 、 ポ リ ビ ニ リ デ ン ジ フ ル オ ラ イ ド メ ン ブ レ ン （ Immobilon; ミ リ ポ ア , カ ン ト ン , マ
サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ） に 転 写 し た 。 非 特 異 的 な 抗 原 抗 体 反 応 を 防 ぐ た め 、 5％ （ w/v） 脱 脂 粉
乳 を 含 む リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 （ PBS） と と も に 、 室 温 で 90分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る
こ と で 、 ブ ロ ッ ク し た 。 次 に 、 メ ン ブ レ ン を 、 同 一 の ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 中 で 、 HNF-1β に
つ い て は ヤ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ sc-7411; サ ン タ ク ル ー ズ バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー , カ リ
フ ォ ル ニ ア 州 ） 、 ラ ミ ン A/Cに つ い て は マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 612163; BD バ イ オ サ
イ エ ン シ ズ , サ ン ノ ゼ , カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） 、 お よ び 、 ロ ー デ ィ ン グ コ ン ト ロ ー ル と し て
の α -チ ュ ー ブ リ ン に つ い て は マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ sc-8035; サ ン タ ク ル ー ズ バ イ
オ テ ク ノ ロ ジ ー ） と 、 4℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の 後 メ ン ブ レ ン を 洗 浄 し 、 西 洋
ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 結 合 二 次 抗 体 （ サ ン タ ク ル ー ズ バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー ） と 室 温 で 90
分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 免 疫 複 合 体 を 、 化 学 発 光 検 出 シ ス テ ム （ ア マ シ ャ ム フ ァ ル マ シ
ア バ イ オ テ ク , バ ッ キ ン ガ ム シ ャ ー 州 , 英 国 ） を 使 用 し て 視 覚 化 し た 。
〔 ５ 〕 　 免 疫 組 織 染 色 に 使 用 し た 症 例
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 1998年 か ら 2001年 の 間 に 国 立 が ん セ ン タ ー 中 央 病 院 で 全 部 で 83症 例 の 上 皮 性 卵 巣 癌 の 手
術 切 除 検 体 に つ い て 調 査 し た 。 患 者 の 年 齢 は 、 30歳 ～ 84歳 （ 平 均 55.6歳 ） の 範 囲 で あ り 、
患 者 は 手 術 前 に 化 学 療 法 や 他 の 治 療 を 受 け て い な か っ た 。 患 者 の 詳 細 な 臨 床 病 理 的 特 徴 を
、 表 ２ に ま と め る 。 10症 例 の 卵 巣 子 宮 内 膜 症 お よ び 10症 例 の 他 の 良 性 婦 人 科 疾 患 患 者 由 来
の 正 常 な 卵 巣 表 層 上 皮 も 調 査 し た 。 世 界 保 健 機 関 お よ び 世 界 産 婦 人 科 連 合 （ FIGO） の 基 準
に 従 っ て 、 病 理 学 的 診 断 を 行 っ た （ Serov SF, et al., Geneva: World Health Organizat
ion 1973） 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
〔 ６ 〕 　 免 疫 組 織 染 色
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 ホ ル マ リ ン 固 定 パ ラ フ ィ ン 包 埋 組 織 か ら 5μ m厚 に 薄 切 し た 切 片 を 、 キ シ レ ン で 脱 パ ラ フ
ィ ン し 、 0.3％ 過 酸 化 水 素 を 含 む メ タ ノ ー ル 溶 液 で 処 理 し 、 10mMク エ ン 酸 緩 衝 液 （ pH6.0）
中 に 浸 漬 し 、 マ イ ク ロ ウ ェ ー ブ オ ー ブ ン で 90℃ で 10分 間 加 熱 し 、 30分 間 で 室 温 に お い て 冷
却 し た 。 切 片 を 2％ 正 常 ブ タ 血 清 （ ダ コ , グ ロ ス ト ラ プ , デ ン マ ー ク ） を 含 む PBSで プ レ イ
ン キ ュ ベ ー ト し 、 4℃ で 一 晩 一 次 抗 体 と イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 PBSで 洗 浄 し 、 二 次 抗 体 と し て
の ビ オ チ ン 化 ウ マ 抗 ヤ ギ 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ ベ ク タ ー  ラ ボ ラ ト リ ー ズ , バ ー リ ン ゲ ー ム , 
カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） と 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 続 い て 、 Vectastain ABCキ ッ ト （ ベ ク
タ ー  ラ ボ ラ ト リ ー ズ ） を 使 用 し て ア ビ ジ ン － ビ オ チ ニ ル － ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 複 合 体 と 30
分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 色 素 原 の 0.02％  3,3'-ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン 四 塩 酸 お よ び 0.007％
過 酸 化 水 素 を 含 む Tris-HCl緩 衝 液 （ pH7.6） を 使 用 し た ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 反 応 に 供 し 、 そ
の 後 ヘ マ ト キ シ リ ン を 使 用 し た 核 対 比 染 色 に 供 し た 。
〔 ７ 〕 　 染 色 評 価 お よ び 統 計 法
【 ０ ０ ７ １ 】
　 2人 の 観 察 者 （ A.T.お よ び M.S.） が 染 色 を 評 価 し た 。 HNF-1β に つ い て 陽 性 の 核 の 比 率 に
基 づ い て ス コ ア を つ け た （ 0、 陽 性 細 胞 な し ； 1、 5％ 以 下 ； 2、 6％ ～ 25％ ； 3、 26％ ～ 50％
； 4、 51％ ～ 75％ ； 5、 75％ 超 ） 。 マ ン ・ ホ イ ッ ト ニ ー U検 定 お よ び χ 2 検 定 を 使 用 し て 、 HN
F-1β 発 現 と 臨 床 病 理 学 的 変 数 と の 関 係 の 統 計 的 有 意 性 を 分 析 し た 。
〔 ８ 〕 　 RNA干 渉
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 化 学 合 成 し た 21塩 基 の ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 二 本 鎖 RNA、 HNF-1β  siRNAを 、 Dharmacon 
Research Inc.（ ラ フ ィ ー エ ッ ト , コ ロ ラ ド 州 ） か ら 入 手 し た 。 HNF-1β  siRNAを 開 始 コ ド
ン の 第 1の ヌ ク レ オ チ ド （ Genbankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 X58840） に 対 す る コ ー ド 領 域 1276-1
296（ AAUCCCCAGCAAUCUCAAAAC（ 配 列 番 号 ： １ ０ ） ） に 標 的 化 し た 。 ル シ フ ェ ラ ー ゼ GL2お
よ び ラ ミ ン A/Cを 標 的 化 と す る コ ン ト ロ ー ル siRNAは 、 Dharmacon Research Inc.か ら 入 手
し た 。 リ ア ル タ イ ム 定 量 的 RT-PCR、 免 疫 ブ ロ ッ ト 、 TUNEL、 お よ び FACS分 析 用 に 、 6ウ ェ ル
プ レ ー ト に 2× 10 5 個 の 細 胞 を プ レ ー テ ィ ン グ し た 。 プ レ ー テ ィ ン グ か ら 24時 間 後 、 siPORT
 Lipid（ ア ン ビ オ ン , オ ー ス テ ィ ン , テ キ サ ス 州 ） を 使 用 し て 製 造 者 の 説 明 書 に 従 っ て 、
終 濃 度 100nMの siRNAで 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。
〔 ９ 〕 　 ア ポ ト ー シ ス の 検 出
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【 ０ ０ ７ ３ 】
　 TUNEL（ in situタ ー ミ ナ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 媒 介 dUTPニ ッ ク 末 端 標 識 ） 分 析 お よ び FA
CS（ 蛍 光 細 胞 分 析 分 離 装 置 ） 分 析 に よ っ て ア ポ ト ー シ ス を 検 出 し た 。 In Situ細 胞 死 検 出
キ ッ ト （ ロ シ ュ  デ イ ア グ ノ ス テ ィ ク ス ） を 使 用 し て 製 造 者 の 説 明 書 に 従 っ て 、 TUNEL分 析
を 行 っ た 。 次 に 、 核 を VectaShield DAPI（ ベ ク タ ー  ラ ボ ラ ト リ ー ズ ） で 対 比 染 色 し 、 Zei
ss LSM410顕 微 鏡 （ ソ ー ン ウ ッ ド , ニ ュ ー ヨ ー ク 州 ） で 観 察 し た 。 TUNEL陽 性 核 を 計 数 し 、
DAPI染 色 核 数 で 割 っ て 、 TUNEL陽 性 細 胞 の 比 率 を 計 算 し た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 FACS分 析 用 に 、 siRNAに よ る ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン か ら 一 定 時 間 後 、 接 着 細 胞 と 分 離 細
胞 と を 合 わ せ 、 70％ エ タ ノ ー ル に て 4℃ で 一 晩 固 定 し た 。 PBSで 2回 洗 浄 し た 後 、 細 胞 を 1mg
の リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Aを 含 む 1mlの PBSと 37℃ で 20分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 50μ gの ヨ ウ 化 プ
ロ ピ ジ ウ ム を 含 む 1mlの PBSで 染 色 し た 。 全 部 で 2× 10 4 個 の 細 胞 を フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー （
FACScalibur; べ ク ト ン  デ ィ キ ン ソ ン , フ ラ ン ク リ ン レ イ ク ス , ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 ） で
分 析 し 、 CELLQuestソ フ ト ウ ェ ア を 使 用 し て サ ブ G1ピ ー ク を 定 量 し た 。
[実 施 例 １ ]　 11種 の 卵 巣 癌 細 胞 株 の 発 現 分 析
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 CCCと 非 CCCと で 異 な る 発 現 を す る 遺 伝 子 を 同 定 す る た め に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア レ イ
を 使 用 し て 、 4種 の 卵 巣 CCC細 胞 株 に お け る 遺 伝 子 発 現 と 7種 の 他 の 組 織 像 の 細 胞 株 に お け
る 遺 伝 子 発 現 と を 比 較 し た 。 全 遺 伝 子 を 下 記 の 基 準 に よ っ て 選 別 し た 。
(1)11サ ン プ ル 中 少 な く と も 5サ ン プ ル で の 発 現 が 認 め ら れ る  (2)11サ ン プ ル 中 少 な く と も
5サ ン プ ル で 1000を 超 え る 発 現 強 度 で あ る （ 発 現 強 度 と は 完 全 な 適 合 プ ロ ー ブ 対 と ミ ス マ
ッ チ プ ロ ー ブ 対 と の 間 の シ グ ナ ル 強 度 の 差 を 意 味 す る ） 。
(3) マ ン ・ ホ イ ッ ト ニ ー U検 定 で P<0.05の 有 意 差 を も っ て CCCと 非 CCCと で 発 現 の 異 な る 遺
伝 子 群 。
上 記 の 基 準 を 使 用 し て 、 12,686組 の プ ロ ー ブ か ら 207個 の 発 現 の 異 な る 遺 伝 子 を 選 択 し た
。 さ ら に 、 CCC細 胞 ま た は 非 CCC細 胞 に お い て 発 現 が よ り 有 意 に 異 な る 遺 伝 子 を 同 定 す る た
め 、 2群 間 の 発 現 強 度 に 3倍 以 上 の 差 が 認 め ら れ る 遺 伝 子 を 列 挙 し た （ 図 １ ） 。 非 CCCと 比
較 し て CCCで は 16個 の 遺 伝 子 が 発 現 が 亢 進 し 、 12個 の 遺 伝 子 の 発 現 が 減 弱 し て い た 。
[実 施 例 ２ ]　 卵 巣 癌 細 胞 株 に お け る HNF-1β  mRNAお よ び タ ン パ ク 質 の 発 現
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 図 １ に 示 す 遺 伝 子 の う ち 転 写 因 子 HNF-1β に 注 目 し た 。 HNF-1β は 最 も 高
度 に 発 現 亢 進 し て い る 転 写 因 子 で あ る の で 、 そ の 下 流 の 標 的 遺 伝 子 の 調 節 に よ っ て CCCの
特 徴 的 な 生 物 学 的 挙 動 に 寄 与 す る と 推 測 し た 。 ま ず 、 本 発 明 者 ら は 、 定 量 RT-PCRに よ っ て
HNF-1β  mRNAの 発 現 レ ベ ル を 分 析 し た （ 図 ２ Ａ ） 。 定 量 RT-PCR分 析 に よ る GAPDH mRNAで 標
準 化 し た HNF-1β  mRNAの 相 対 的 発 現 レ ベ ル は 、 マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 の 結 果 と 密 接 に 相 関 し
て い た 。 CCCに お け る HNF-1β  mRNAの 相 対 発 現 レ ベ ル （ 8.75± 3.89） は 、 非 CCCの も の （ 0.
75± 1.09） よ り 平 均 し て 11.6倍 で あ っ た （ U検 定 に よ り P=0.008） 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 次 に 、 抗 HNF-1β 抗 体 を 使 用 し て HNF-1β タ ン パ ク 質 の 発 現 を 調 べ た 。 一 連 の 卵 巣 癌 細 胞
株 に お け る HNF-1β の 免 疫 ブ ロ ッ ト 検 出 を 、 図 ２ Ｂ に 示 す 。 全 て の CCC細 胞 株 で HNF-1β タ
ン パ ク 質 に 対 応 す る 分 子 量 70,000の バ ン ド が 検 出 さ れ た 。 C1お よ び C2で 検 出 さ れ た 分 子 量
55,000の バ ン ド は 、 3つ の HNF-1β ア イ ソ フ ォ ー ム が 存 在 す る こ と か ら （ Bach I & Yaniv M
, Embo J 1993, 12:4229-4242） 、 HNF-1β の ス プ ラ イ ス 変 異 タ ン パ ク 質 に 対 応 す る と 考 え
ら れ た 。 こ れ ら の 2つ の HNF-1β 特 異 的 バ ン ド 以 外 の 特 異 的 バ ン ド は 検 出 さ れ な か っ た 。 各
細 胞 株 に お け る 分 子 量 70,000の バ ン ド 強 度 は 、 定 量 的 RT-PCR分 析 で 得 た mRNA発 現 レ ベ ル と
相 関 し た 。 M1以 外 で は い か な る 非 CCC細 胞 株 に お い て も HNF-1β 蛋 白 の 発 現 は ほ と ん ど な い
か 皆 無 で あ っ た 。
[実 施 例 ３ ]　 卵 巣 癌 検 体 の 免 疫 組 織 染 色
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 CCCの 外 科 切 除 検 体 に お い て タ ン パ ク 質 レ ベ ル で も HNF-1β の 発 現 が 亢 進 し て い る か ど う
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か を 同 定 す る た め に 、 免 疫 ブ ロ ッ ト 分 析 で 使 用 し た も の と 同 一 の 抗 HNF-1β 抗 体 を 使 用 し
て 、 免 疫 組 織 染 色 を 行 な っ た （ 図 ３ ） 。 ほ と ん ど 全 て の CCC検 体 で は 核 が 染 色 さ れ た が （
図 ３ Ａ ～ Ｃ ） 、 非 CCC検 体 で は 全 く 免 疫 染 色 さ れ な い か 、 局 所 的 且 つ 微 か に 核 が 染 色 さ れ
る だ け で あ っ た （ 図 ３ Ｄ ～ Ｇ ） 。 良 性 子 宮 内 膜 症 検 体 で は HNF-1β の 核 染 色 は 認 め ら れ な
か っ た （ 図 ３ Ｈ ） 。 上 皮 性 卵 巣 癌 の 起 源 と 考 え ら れ る 正 常 な 卵 巣 表 層 上 皮 も ま た 、 HNF-1
β の 核 染 色 は 認 め ら れ な か っ た （ 図 ３ Ｉ ） 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 CCCの HNF-1β 免 疫 染 色 ス コ ア （ 4.22± 0.85） は 、 非 CCCの HNF-1β 免 疫 染 色 ス コ ア （ 0.31
± 0.62） よ り も 有 意 に 高 か っ た （ U検 定 に よ り P<0.0001） （ 図 ４ ） 。 HNF-1β の 発 現 パ タ ー
ン の 相 違 （ HNF-1β 発 現 の 高 低 ） は 、 患 者 の 年 齢 や 組 織 分 化 度 と 相 関 し な か っ た （ 表 ３ ）
。 早 期 FIGO期 （ I、 II期 ） と 進 行 期 （ III、 IV期 ） と の HNF-1β の 発 現 パ タ ー ン の 差 に つ い
て の P値 は 有 意 で あ る が （ χ 2 検 定 に よ る P=0.041） （ 表 ３ ） 、 本 発 明 者 ら は 、 こ の 有 意 性
は CCCで は 早 期 の （ I、 II期 ） FIGO期 を と る も の が 多 く 、 か つ CCCの HNF-1β 免 疫 染 色 ス コ ア
は 非 CCCよ り 高 い た め で あ る と 考 え た 。 実 際 、 初 期 CCC（ 4.16± 0.57、 18症 例 ） と 進 行 期 CC
C（ 4.50± 0.99、 4症 例 ） と に HNF-1β ス コ ア の 有 意 差 は 認 め ら れ な か っ た （ U検 定 に よ る P=
0.670） 。 従 っ て 、 免 疫 染 色 ス コ ア と FIGO期 と の 間 に 本 質 的 な 関 連 性 は 認 め ら れ な か っ た
。
【 ０ ０ ８ ０ 】
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
[実 施 例 ４ ]　 RNA干 渉 に よ る HNF-1β 発 現 の 減 少
【 ０ ０ ８ １ 】
　 CCCに お け る HNF-1β の 発 現 亢 進 が 生 物 学 的 に 有 意 で あ る か を 調 べ る た め に 、 RNAiを 用 い
た HNF-1β 発 現 の 減 少 に よ る 機 能 解 析 を 行 っ た 。 定 量 RT-PCRを 利 用 し て 、 siRNAの 、 TOV-21
G卵 巣 明 細 胞 腺 癌 細 胞 株 に お け る ラ ミ ン お よ び HNF-1β  mRNAの 内 因 性 レ ベ ル を 減 少 さ せ る
能 力 を 検 定 し た （ 図 ５ Ａ ） 。 Elbashirら （ Elbashir SM, et al., Nature 2001, 411:494-
498） が 使 用 し た も の と 同 一 の 配 列 を 有 す る ラ ミ ン siRNAに よ り 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 試
薬 の み で 処 理 し た 細 胞 と 比 較 し て ラ ミ ン mRNA発 現 レ ベ ル は 44± 6％ ま で 有 意 に 減 少 し た が
、 HNF-1β  mRNAの 発 現 は 減 少 し な か っ た 。 HNF-1β  siRNAに よ り 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
試 薬 の み で 処 理 し た 細 胞 と 比 較 し て HNF-1β  mRNA発 現 レ ベ ル は 27～ 45％ ま で 有 意 に 減 少 し
た が 、 ラ ミ ン mRNAの 発 現 は 減 少 し な か っ た 。 従 っ て 、 siRNAの 使 用 に よ っ て 、 TOV-21G細 胞
株 に お け る 遺 伝 子 特 異 的 サ イ レ ン シ ン グ が 誘 導 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 次 に 、 免 疫 ブ ロ ッ ト 分 析 に よ っ て 、 siRNAは ラ ミ ン ま た は HNF-1β タ ン パ ク 質 の 発 現 を も
減 少 さ せ る か ど う か を 検 定 し た （ 図 ５ Ｂ ） 。 ラ ミ ン siRNAに よ り 、 ラ ミ ン タ ン パ ク 質 発 現
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が 減 少 し た 。 HNF-1β  siRNAに よ り HNF-1β タ ン パ ク 質 発 現 が 時 間 経 過 と と も に 減 少 し 、 HN
F-1β タ ン パ ク 質 の バ ン ド 強 度 は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン か ら 36時 間 後 に ほ ぼ バ ッ ク グ ラ ウ
ン ド レ ベ ル に 達 し た 。 ラ ミ ン  siRNAま た は HNF-1β  siRNAは 、 そ れ ぞ れ ラ ミ ン タ ン パ ク 質
ま た は HNF-1β タ ン パ ク 質 を 減 少 さ せ 、 TOV-21Gが 内 因 的 に 発 現 し な い ル シ フ ェ ラ ー ゼ を 標
的 と す る siRNAは 、 い か な る タ ン パ ク 質 発 現 も 変 化 さ せ な か っ た 。
[実 施 例 ５ ]　 HNF-1β 発 現 の 減 少 に よ る 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス の 誘 導
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 HNF-1β  siRNAで ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た TOV-21G細 胞 は 、 高 頻 度 で 培 養 皿 か ら 剥 離 し 、
培 養 培 地 中 に 浮 遊 し 、 浮 遊 細 胞 は ア ポ ト ー シ ス を 連 想 さ せ る 円 形 の 縮 ん だ 形 態 を 示 す こ と
が 観 察 さ れ た 。 一 方 、 コ ン ト ロ ー ル と し て ラ ミ ン siRNAで ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 は 、
浮 遊 や こ れ ら の 形 態 的 変 化 が 認 め ら れ な か っ た 。 HNF-1β 発 現 の 減 少 に よ り TOV-21G細 胞 の
ア ポ ト ー シ ス が 誘 導 さ れ た か ど う か を 調 べ る た め に 、 TUNELお よ び FACS分 析 を 行 な っ た 。 T
UNEL分 析 に よ り 、 HNF-1β  siRNAで ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 接 着 TOV-21G細 胞 の 9.2± 2.2％ に
、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 開 始 か ら 24時 間 後 ア ポ ト ー シ ス が 起 こ る こ と が 示 さ れ た 。 ア ポ ト
ー シ ス 細 胞 の 比 率 は 、 ラ ミ ン siRNAで ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た コ ン ト ロ ー ル 細 胞 の 比 率 （ 2.9
± 1.0％ ） よ り 有 意 に 高 か っ た （ U検 定 に よ る P<0.001） （ 図 ６ Ａ ） 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 図 ６ Ｂ は 、 FACS分 析 に よ る TOV-21G細 胞 の 細 胞 周 期 プ ロ フ ィ ー ル に 対 す る HNF-1β  siRNA
の 経 時 的 な 効 果 を 示 す 。 細 胞 を ラ ミ ン siRNAま た は 緩 衝 液 の み で 処 理 し た 場 合 、 実 験 期 間
を 通 し て 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 に 特 徴 的 な 、 サ ブ G1ピ ー ク に 占 め る 細 胞 比 率 が 変 化 し な か っ
た 。 一 方 、 HNF-1β  siRNAで 処 理 し た 細 胞 で は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 開 始 か ら 12時 間 後
に 、 サ ブ G1ピ ー ク の 有 意 な 増 加 が 認 め ら れ た 。 HNF-1β  siRNA処 理 細 胞 に お け る サ ブ G1ピ
ー ク の 比 率 は 段 階 的 に 増 加 し 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 開 始 か ら 24時 間 後 に 23.0％ に 達 し た
。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 合 成 し た HNF-1β  siRNAが 培 養 細 胞 に 予 期 せ ぬ 毒 性 を 示 す 可 能 性 を 除 外 す る た め に 、 内
因 性 HNF-1β 発 現 を 示 さ な い HeLa細 胞 の FACS分 析 を 行 っ た 。 HeLa細 胞 で は HNF-1β  mRNA（
デ ー タ 示 さ ず ） や HNF-1β タ ン パ ク 質 （ 図 ５ Ｃ ） の 発 現 が 認 め ら れ な か っ た 。 ラ ミ ン siRNA
に よ り HeLa細 胞 に 含 ま れ る ラ ミ ン タ ン パ ク 質 含 有 量 は 減 少 し た の で 、 HeLa細 胞 で RNAi機 構
が 作 用 し た こ と が 示 さ れ た （ 図 ５ Ｃ ） 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン か ら 24時 間 後 に 行 っ た FACS
分 析 に よ り 、 HNF-1β  siRNA処 理 細 胞 の サ ブ G1ピ ー ク と ラ ミ ン siRNA処 理 細 胞 の サ ブ G1ピ ー
ク と の 間 に 有 意 差 は 認 め ら れ な か っ た （ 図 ６ Ｂ ） 。 従 っ て 、 こ の 所 見 に よ り 、 合 成 し た HN
F-1β  siRNAは 非 特 異 的 な 副 作 用 は 無 く 、 HNF-1β  mRNAの 分 解 お よ び そ れ に 引 き 続 く HNF-1
β タ ン パ ク 質 の 減 少 に よ っ て 、 HNF-1β  siRNAで ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た TOV-21G細 胞 が ア ポ
ト ー シ ス 細 胞 死 を 引 き 起 こ さ れ る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 本 発 明 者 ら は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア レ イ を 使 用 し た 卵 巣 癌 細 胞 株 の 発 現 分 析 を 行 っ た 結
果 、 卵 巣 明 細 胞 腺 癌 細 胞 株 に お い て HNF-1β の 発 現 が 亢 進 し て い る こ と を 見 出 し た 。 さ ら
に 、 本 発 明 者 ら は 、 多 様 な 臨 床 病 理 学 的 特 徴 を も つ 手 術 切 除 検 体 を 使 用 す る こ と で 、 タ ン
パ ク 質 レ ベ ル で の HNF-1β 発 現 の 発 現 亢 進 が 、 臨 床 進 行 期 ま た は 組 織 の 分 化 度 に 無 関 係 に
卵 巣 CCCに 非 常 に 強 く 関 連 す る こ と を 見 出 し た 。 分 析 し た 95％ を 超 え る CCC検 体 で （ 22症 例
の う ち 21症 例 ） 、 25％ 超 の HNF-1β 陽 性 癌 細 胞 が 認 め ら れ た の に 対 し て 、 2％ 未 満 の 非 CCC
検 体 で し か （ 61症 例 の う ち 1症 例 ） 、 25％ 超 の HNF-1β 陽 性 癌 細 胞 が 認 め ら れ な か っ た 。 子
宮 内 膜 症 は CCCと 高 度 に 関 連 し （ Ogawa S, et al., Gynecol Oncol 2000, 77:298-304） 、
CCCの 前 駆 的 病 変 と 考 え ら れ て い る の で （ Feeley KM & Wells M, Histopathology 2001, 3
8:87-95） 、 良 性 子 宮 内 膜 症 検 体 ま た は 正 常 な 卵 巣 で HNF-1β 免 疫 染 色 が 認 め ら れ な か っ た
こ と は 興 味 深 い 。 免 疫 組 織 染 色 の 結 果 は 、 HNF-1β が 卵 巣 CCCの 有 用 な 分 子 マ ー カ ー で あ る
こ と を 意 味 す る 。 特 に 細 胞 診 断 に お い て 、 HNF-1β 免 疫 染 色 は こ れ ま で の 標 準 的 な パ パ ニ
コ ロ ウ 染 色 で は 困 難 で あ っ た 卵 巣 CCC細 胞 を 他 の 組 織 型 と 区 別 す る 優 れ た 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
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　 ま た 、 RNAiを 使 用 し た HNF-1β の 機 能 解 析 に よ り 、 HNF-1β 発 現 が CCC細 胞 の 生 存 に 不 可
欠 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。 HNF-1α の ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ 変 異 体 を 用 い た 抑 制 に よ り
イ ン ス リ ノ ー マ 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス が 誘 導 さ れ る と い う 証 拠 は 本 発 明 者 ら の 所 見 を 支 持 し
て い る （ Wobser H, Dussmann H, et al., J Biol Chem 2002, 277:6413-6421） 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 結 論 と し て 、 本 発 明 者 ら は 卵 巣 CCCで 優 先 的 に 発 現 さ れ る 一 連 の 遺 伝 子 を 見 出 し た 。 さ
ら に HNF-1β 発 現 が CCCと 強 く 関 連 し 、 そ の 細 胞 生 存 に 不 可 欠 で あ る こ と も 見 出 さ れ た 。 本
発 明 で 見 出 さ れ た 遺 伝 子 群 は 、 CCCの 起 源 、 形 態 学 、 お よ び 卵 巣 癌 の 標 準 的 治 療 へ の 耐 性
を 含 む CCCの 特 異 な 性 質 を 明 白 に す る た め の 有 用 な 手 が か り で あ る と 考 え ら れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ８ ９ 】
【 図 １ 】 明 細 胞 腺 癌 と 非 明 細 胞 腺 癌 で 発 現 が 異 な る 遺 伝 子 を 示 す 図 お よ び 写 真 で あ る 。 28
種 の 遺 伝 子 が U検 定 に よ り P<0.05で 有 意 に 発 現 レ ベ ル が 3倍 以 上 増 減 し た 。 得 ら れ た ビ ジ ュ
ア ル マ ッ プ 中 の 各 カ ラ ー パ ッ チ は 、 緑 色 （ 最 低 ） か ら 鮮 赤 色 （ 最 高 ） ま で の 11細 胞 株 サ ン
プ ル に お け る 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 示 し て い る 。 Genbankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 、 遺 伝 子 記
号 、 遺 伝 子 座 、 遺 伝 子 の 説 明 、 お よ び 変 化 の 倍 数 を 示 す 。 ス ケ ー ル バ ー は 、 全 サ ン プ ル の
発 現 レ ベ ル の 中 央 値 に 対 す る 任 意 の 所 与 の 遺 伝 子 の 増 加 （ 赤 ） ま た は 減 少 （ 緑 ） を 反 映 す
る 。 サ ン プ ル を 以 下 の よ う に 分 類 す る 。 C=卵 巣 明 細 胞 癌 、 E=類 子 宮 内 膜 腺 癌 、 M=粘 液 性 腺
癌 、 S=漿 液 性 腺 癌 。
【 図 ２ 】 卵 巣 癌 細 胞 株 に お け る 定 量 RT-PCR分 析 お よ び 免 疫 ブ ロ ッ ト 分 析 を 示 す 図 お よ び 写
真 で あ る 。 Ａ : HNF-1β の 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル 。 各 サ ン プ ル に お い て 発 現 レ ベ ル を GAPDH mRN
Aで 標 準 化 し た 。 Ｂ お よ び Ｃ : HNF-1β タ ン パ ク 質 の 免 疫 ブ ロ ッ ト 分 析 （ Ｂ ） 。 各 細 胞 溶 解
物 （ 20μ g） を 、 抗 HNF-1β 抗 体 を 使 用 し て 分 析 し た 。 矢 印 は 、 正 常 な HNF-1β ア イ ソ フ ォ
ー ム を 示 す 。 各 レ ー ン に ロ ー デ ィ ン グ さ れ た タ ン パ ク 質 量 が 等 し い こ と を 確 認 す る た め 、
抗 α -チ ュ ー ブ リ ン 抗 体 で リ プ ロ ー ブ し た （ Ｃ ） 。 こ れ ら の 細 胞 株 の 略 称 （ C1、 C2、 C3、 C
4、 E1、 M1、 M2、 M3、 S1、 S2、 お よ び S3） お よ び 細 胞 株 の 組 織 型 を 表 １ に 示 す 。
【 図 ３ 】 手 術 切 除 上 皮 性 卵 巣 癌 検 体 に お け る HNF-1β タ ン パ ク 質 発 現 の 免 疫 組 織 染 色 を 示
す 写 真 で あ る 。 卵 巣 の 明 細 胞 腺 癌 （ Ａ ： 症 例 26、 Ｂ ： 症 例 8、 Ｃ ： 症 例 15） 、 漿 液 性 腺 癌
（ Ｄ ： 症 例 35、 Ｅ ： 症 例 59） 、 類 内 膜 腺 癌 （ Ｆ ： 症 例 18） 、 お よ び 粘 液 性 腺 癌 （ Ｇ ： 症 例
81） の パ ラ フ ィ ン 包 埋 サ ン プ ル に 対 す る 免 疫 組 織 染 色 を 、 HNF-1β に 対 す る 抗 体 を 使 用 し
て 行 っ た 。 卵 巣 子 宮 内 膜 症 (Ｈ )お よ び 正 常 な 卵 巣 表 層 上 皮 (Ｉ )も ま た 、 同 一 の 抗 体 で 免 疫
染 色 を 行 っ た 。 明 細 胞 腺 癌 は 、 HNF-1β に つ い て 核 に 強 い 染 色 が 認 め ら れ た 。 倍 率 :Ａ － Ｈ
； 200倍 、 Ｉ ;400倍 。
【 図 ４ 】 HNF-1β の 免 疫 組 織 染 色 と 組 織 型 と の 関 係 を 示 す 図 で あ る 。 HNF-1β 免 疫 染 色 ス コ
ア と 組 織 型 と の 関 係 を 示 す 箱 ヒ ゲ 図 。 ボ ッ ク ス は 、 50パ ー セ ン タ イ ル （ 中 央 値 ） を 挟 ん で
25パ ー セ ン タ イ ル か ら 75パ ー セ ン タ イ ル を 含 む 。 5パ ー セ ン タ イ ル お よ び 95パ ー セ ン タ イ
ル は 上 下 の ○ と し て 、 10パ ー セ ン タ イ ル お よ び 90パ ー セ ン タ イ ル は ヒ ゲ （ whisker cap）
と し て 示 す 。 明 細 胞 腺 癌 の 免 疫 染 色 ス コ ア は 、 他 の 組 織 型 の そ れ よ り も 有 意 に 高 か っ た （
U検 定 に よ る P<0.0001） 。
【 図 ５ 】 HeLaお よ び TOV-21G卵 巣 明 細 胞 腺 癌 細 胞 に お け る siRNAの 効 果 を 示 す 図 お よ び 写 真
で あ る 。 Ａ ： リ ア ル タ イ ム 定 量 RT-PCR分 析 に よ っ て 測 定 し た ラ ミ ン お よ び HNF-1β の 遺 伝
子 発 現 レ ベ ル 。 緩 衝 液 （ PBS+ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 試 薬 ） 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ siRNA、 お よ
び ラ ミ ン siRNAで ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た TOV-21G細 胞 を 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 開 始 か
ら 24時 間 後 に 分 析 し た 。 HNF-1β  siRNAト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 細 胞 を 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ
ョ ン 開 始 か ら 12時 間 後 、 24時 間 後 、 お よ び 36時 間 後 に 分 析 し た 。 各 サ ン プ ル に お い て 発 現
レ ベ ル を GAPDH mRNAで 標 準 化 し た 。 3回 行 な い そ の 平 均 を と っ た 。 エ ラ ー バ ー は 標 準 偏 差
を 示 し て い る 。 ＊ ＊ は 、 緩 衝 液 の み と 比 較 し て 有 意 に 減 少 し た こ と を 示 す （ U検 定 に よ る P
<0.001） 。 Ｂ お よ び Ｃ ： ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た TOV-21G(Ｂ )お よ び HeLa(Ｃ )細 胞 に お け る
ラ ミ ン お よ び HNF-1β タ ン パ ク 質 の 免 疫 ブ ロ ッ ト 分 析 。 各 細 胞 系 統 溶 解 物 （ 20μ g） を 、 抗
ラ ミ ン 抗 体 お よ び 抗 HNF-1β 抗 体 を 用 い て 分 析 し た 。 各 レ ー ン に ロ ー デ ィ ン グ さ れ た 全 タ
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ン パ ク 質 質 量 が 等 し い こ と を 確 認 す る た め 、 抗 α -チ ュ ー ブ リ ン 抗 体 で リ プ ロ ー ブ し た 。
【 図 ６ 】 RNAiを 使 用 し た TOV-21G卵 巣 明 細 胞 腺 癌 細 胞 に お け る HNF-1β 発 現 の 減 少 に よ る ア
ポ ト ー シ ス の 誘 導 を 示 す 図 お よ び 写 真 で あ る 。 Ａ ： TOV-21G細 胞 を 、 HNF-1β お よ び ラ ミ ン
の siRNAで ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 開 始 か ら 24時 間 後 に 、 FITC放 射
を 使 用 し た TUNEL法 に よ っ て ア ポ ト ー シ ス を 検 出 し た 。 TUNEL陽 性 値 の 比 率 は 各 ス ラ イ ド に
つ き 10視 野 の 合 計 を 3領 域 評 価 し 独 立 し た 3回 の 実 験 で 得 た 結 果 の 平 均 お よ び 標 準 偏 差 に 対
応 す る 。 Ｂ ： ア ポ ト ー シ ス 細 胞 を 、 緩 衝 液 （ PBS+ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 試 薬 ） 、 ラ ミ ン si
RNA、 お よ び HNF-1β  siRNA（ 上 の 4列 ） を 使 用 し た ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 開 始 か ら 6、 12
、 18、 お よ び 24時 間 後 に FACS分 析 に よ っ て 評 価 し た 。 値 は 、 サ ブ G1 DNA含 有 量 を 含 む 細 胞
の 比 率 を 示 す 。 独 立 し た 3回 の 実 験 で 各 実 験 に つ き 3回 ず つ 測 定 し た 。 コ ン ト ロ ー ル と し て
、 内 因 性 HNF-1β 発 現 を 示 さ な い HeLa細 胞 に 対 し siRNAを ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し 、 24時 間
後 に FACS分 析 に よ っ て ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の 割 合 を 評 価 し た 。
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