
(57)【要約】

本明細書は、MNを通常発現するがMN発現が発癌に際して

消失または減少する組織に関連する腫瘍性／前腫瘍性疾

患を対象脊椎動物において診断する方法を開示する。本

発明の予後診断法の対象となる典型的な種類の前腫瘍性

／腫瘍性疾患は、胃粘膜、胆のう、胆管、および十二指

腸腺の管細胞の前腫瘍性／腫瘍性疾患である。典型的な

予後診断法は、罹患した対象に由来する組織試料におけ

るMN遺伝子発現産物のレベルを、類似の前腫瘍性／腫瘍

性組織試料で見られる平均MN遺伝子発現産物レベルと比

較することを含む；上記の平均MN遺伝子発現産物レベル

は、対象について、より不良な予後診断を示す。本予後

診断法において有用なMN遺伝子発現産物は、MNタンパク

質、MNポリペプチド、および／またはMN核酸を含む。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 対 象 脊 椎 動 物 が 罹 患 す る 腫 瘍 性 ／ 前 腫 瘍 性 疾 患 の 予 後 診 断 方 法 で あ っ て 、 該 疾 患 が 、 通
常 MN/CA IXタ ン パ ク 質 を 発 現 す る が 発 癌 に よ っ て MN/CA IX発 現 を 喪 失 す る か ま た は そ の 発
現 が 顕 著 に 減 少 す る 組 織 を 冒 す も の で あ り 、 該 方 法 が ：
　 (a)前 記 脊 椎 動 物 か ら 採 取 し た 前 腫 瘍 性 ／ 腫 瘍 性 組 織 を 含 む 試 料 中 の MN/CA9遺 伝 子 発 現
産 物 を 検 出 し 、
　 (b)前 記 試 料 中 の MN/CA9遺 伝 子 発 現 産 物 の レ ベ ル を 定 量 し 、
　 (c)前 記 工 程 (b)で 定 量 し た MN/CA9遺 伝 子 発 現 産 物 の レ ベ ル を 、 対 象 脊 椎 動 物 と 同 じ 前 腫
瘍 性 ／ 腫 瘍 性 疾 患 に 罹 患 し た 脊 椎 動 物 か ら 採 取 し た 比 較 可 能 な 試 料 中 の MN/CA9遺 伝 子 発 現
産 物 の 平 均 レ ベ ル と 比 較 し 、 さ ら に
　 (d)前 記 工 程 (b)で 定 量 し た MN/CA9遺 伝 子 発 現 産 物 の レ ベ ル が 前 記 比 較 可 能 な 試 料 中 の MN
/CA9遺 伝 子 発 現 産 物 の 平 均 レ ベ ル よ り も 高 い 場 合 、 前 記 対 象 脊 椎 動 物 が よ り 悪 い 予 後 を 有
す る と 判 定 す る ； 工 程 を 含 み 、
　 前 記 MN/CA IXタ ン パ ク 質 が ： 　
　 (1)配 列 番 号 1の コ ー ド 領 域 ；
　 (2)配 列 番 号 1の コ ー ド 領 域 の 相 補 鎖 に 対 し て 、 42℃ で 50%ホ ル ム ア ミ ド の ス ト リ ン ジ ェ
ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； お よ び
　 (3)遺 伝 コ ー ド の 縮 重 の た め 配 列 番 号 1の コ ー ド 領 域 ま た は (2)の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と コ
ド ン 配 列 が 異 な る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； よ り 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ
て コ ー ド さ れ る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 前 腫 瘍 性 ／ 腫 瘍 性 疾 患 に 罹 患 し て い な い 場 合 に 、 前 記 組 織 の 細 胞 の 40%以 上 が MN/CA
 IXタ ン パ ク 質 を 発 現 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 対 象 脊 椎 動 物 が 罹 患 す る 前 記 前 腫 瘍 性 ／ 腫 瘍 性 疾 患 が 、 胃 粘 膜 、 胆 の う 、 胆 管 、 十
二 指 腸 腺 の 管 細 胞 、 精 巣 輸 出 管 お よ び 精 巣 網 を 含 む 精 巣 、 表 層 体 腔 上 皮 お よ び 卵 巣 網 を 含
む 卵 巣 、 毛 包 の 基 底 細 胞 、 お よ び 中 枢 神 経 系 脈 絡 叢 の 前 腫 瘍 性 ／ 腫 瘍 性 疾 患 よ り 成 る 群 か
ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 脊 椎 動 物 が 哺 乳 類 で あ り 、 か つ 前 記 前 腫 瘍 性 ／ 腫 瘍 性 疾 患 が 、 胃 粘 膜 、 胆 の う 、 胆
管 、 お よ び 十 二 指 腸 腺 の 管 細 胞 の 前 腫 瘍 性 ／ 腫 瘍 性 疾 患 よ り 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を
特 徴 と す る 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 脊 椎 動 物 が ヒ ト 患 者 で あ り 、 か つ 前 記 前 腫 瘍 性 ／ 腫 瘍 性 疾 患 が 、 胃 粘 膜 、 胆 の う 、
胆 管 お よ び 十 二 指 腸 腺 の 管 細 胞 の 腫 瘍 性 疾 患 よ り 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る
請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 腫 瘍 性 疾 患 が 胃 癌 で あ り 、 か つ 前 記 試 料 が 該 胃 癌 の 浸 潤 先 端 部 か ら 採 取 さ れ る こ と
を 特 徴 と す る 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 腫 瘍 性 疾 患 が 腫 瘍 で あ り 、 か つ 前 記 試 料 が 該 腫 瘍 か ら お よ び ／ ま た は 該 腫 瘍 に 由 来
す る 転 移 性 病 変 か ら 採 取 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 5記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 試 料 中 の MN/CA IXタ ン パ ク 質 を 検 出 お よ び 定 量 す る た め に MN/CA IX特 異 的 抗 体 を 用 い た
免 疫 組 織 化 学 染 色 が 用 い ら れ 、
　 前 記 定 量 工 程 (b)が 前 記 試 料 中 の 細 胞 の 免 疫 反 応 性 ス コ ア を 判 定 す る こ と を 含 み 、 該 判
定 が 下 記 工 程 を 含 み ：  
　 　 (b1)免 疫 反 応 性 細 胞 の 割 合 (%)を 特 定 し 、 該 割 合 を 下 記 の 値 に 割 り 当 て る ；
　 　 　 免 疫 反 応 性 細 胞 無 し の 場 合 に は 値 0、
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　 　 　 免 疫 反 応 性 細 胞 が 10%未 満 の 場 合 に は 値 1、
　 　 　 免 疫 反 応 性 細 胞 が 11%な い し 50%の 場 合 に は 値 2、 ま た は
　 　 　 免 疫 反 応 性 細 胞 が 50%を 超 え る 場 合 に は 値 3
　 　 (b2)免 疫 反 応 性 細 胞 の 免 疫 染 色 の 強 度 を 特 定 し 、 MN/CA IX免 疫 染 色 の 強 度 を 下 記 の 値
に 割 り 当 て る ；
　 　 　 陰 性 対 照 と 等 し い 染 色 に は 値 0、
　 　 　 弱 い 染 色 に は 値 1、
　 　 　 中 等 度 の 染 色 に は 値 2、 ま た は
　 　 　 強 い 染 色 に は 値 3； さ ら に
　 　 (b3)前 記 工 程 (b1)で 求 め ら れ た 免 疫 反 応 性 細 胞 の 割 合 に 関 す る 値 、 お よ び 前 記 (b2)で
求 め ら れ た 免 疫 染 色 の 強 度 に 関 す る 値 を 加 算 し て 、 免 疫 反 応 性 ス コ ア を 取 得 す る ；
　 前 記 比 較 工 程 (c)が 、 前 記 工 程 (b1)か ら (b3)で の 対 象 脊 椎 動 物 に 由 来 す る 試 料 の 免 疫 反
応 性 ス コ ア の 判 定 と 同 様 に 、 前 記 比 較 可 能 な 試 料 の 免 疫 反 応 性 ス コ ア を 判 定 し 、 さ ら に 該
比 較 可 能 な 試 料 か ら の 免 疫 反 応 性 ス コ ア を 平 均 す る こ と を 含 み ； さ ら に
　 前 記 工 程 (b1)か ら (b3)で 判 定 さ れ た 前 記 試 料 の 免 疫 反 応 性 ス コ ア が 前 記 比 較 可 能 な 試 料
の 平 均 免 疫 反 応 性 ス コ ア を 上 回 る 場 合 、 前 記 免 疫 反 応 性 ス コ ア が 前 記 平 均 免 疫 反 応 性 ス コ
ア 以 下 の 場 合 よ り も 前 記 対 象 脊 椎 動 物 が よ り 悪 い 予 後 を 有 す る と 前 記 工 程 (d)で 結 論 付 け
ら れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 よ り 悪 い 予 後 が 、 生 存 期 間 の 短 縮 、 前 記 前 腫 瘍 性 ／ 腫 瘍 性 疾 患 の 再 発 リ ス ク の 増 大 、 ま
た は 、 治 療 に 対 す る 低 下 し た ま た は 抵 抗 性 の 反 応 に つ い て 評 価 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請
求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 疾 患 が 腫 瘍 性 で あ り 、 腫 瘍 ま た は 腫 瘍 お よ び そ の 腫 瘍 に 由 来 す る 一 つ 以 上 の 転 移 性
病 変 を 含 み 、 よ り 悪 い 予 後 が 、 腫 瘍 ま た は 腫 瘍 お よ び 一 つ 以 上 の 転 移 性 病 変 の 治 療 お よ び
／ ま た は 外 科 的 除 去 後 の 生 存 期 間 の 短 縮 、 腫 瘍 性 疾 患 の 再 発 リ ス ク の 増 大 、 ま た は 治 療 に
対 す る 低 下 し た ま た は 抵 抗 性 の 反 応 に つ い て 評 価 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 前 腫 瘍 性 ／ 腫 瘍 性 の 試 料 が 、 ホ ル マ リ ン 固 定 パ ラ フ ィ ン 包 埋 組 織 試 料 ま た は 凍 結 組
織 試 料 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 MN/CA9遺 伝 子 発 現 産 物 が 、 MN/CA IXタ ン パ ク 質 ま た は MN/CA IXポ リ ペ プ チ ド を 含 む
こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 MN/CA9遺 伝 子 発 現 産 物 が 、 MN/CA IXタ ン パ ク 質 ま た は MN/CA IXポ リ ペ プ チ ド を コ ー
ド す る mRNA、 ま た は MN/CA IXタ ン パ ク 質 ま た は MN/CA IXポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る cDNAを
含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 検 出 工 程 (a)が 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 酵 素 免 疫 測 定 法 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 、
競 合 イ ム ノ ア ッ セ イ 、 二 抗 体 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ 、 免 疫 組 織 化 学 染 色 ア ッ セ イ 、 凝 集 ア
ッ セ イ 、 蛍 光 イ ム ノ ア ッ セ イ お よ び サ イ ト フ ル オ ロ メ ト リ ー よ り 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る ア
ッ セ イ の 使 用 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 検 出 工 程 (a)が 、 PCR、 RT-PCR、 リ ア ル タ イ ム PCRに よ る か 、 ま た は 定 量 的 リ ア ル タ
イ ム RT-PCRに よ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 検 出 工 程 (a)が 、 受 託 番 号 ATCC HB11128を 有 す る ハ イ ブ リ ド ー マ VU-M75に よ っ て 分
泌 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 使 用 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
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　 前 記 検 出 工 程 (a)が 免 疫 組 織 化 学 染 色 に よ っ て 行 わ れ 、 か つ 前 記 定 量 工 程 (b)が 免 疫 反 応
性 細 胞 の 割 合 の 特 定 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 検 出 工 程 (a)が 免 疫 組 織 化 学 染 色 に よ っ て 行 わ れ 、 か つ 前 記 定 量 工 程 (b)が 免 疫 反 応
性 細 胞 の 割 合 お よ び 免 疫 染 色 の 強 度 の 特 定 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 脊 椎 動 物 が 哺 乳 類 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 哺 乳 類 が ヒ ト で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 脊 椎 動 物 が 罹 患 す る 前 記 前 腫 瘍 性 ／ 腫 瘍 性 疾 患 の 治 療 の 選 択 に お い て 補 助 と し て 用
い ら れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 試 料 が 前 記 前 腫 瘍 性 ／ 腫 瘍 性 疾 患 の 浸 潤 先 端 部 か ら 採 取 さ れ 、 か つ 前 記 比 較 可 能 な
試 料 が 同 様 の 浸 潤 先 端 部 試 料 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 前 腫 瘍 性 ／ 腫 瘍 性 疾 患 が 腫 瘍 性 疾 患 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ２ 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 対 象 脊 椎 動 物 が 罹 患 す る 腫 瘍 性 ／ 前 腫 瘍 性 疾 患 の 予 後 診 断 方 法 で あ っ て 、 該 疾 患 が 、 細
胞 の 40%以 上 が 通 常 MN/CA IXタ ン パ ク 質 を 発 現 す る が 発 癌 に よ っ て MN/CA IX発 現 を 喪 失 す
る か ま た は そ の 発 現 レ ベ ル が 顕 著 に 低 下 す る 組 織 を 冒 す も の で あ り 、 該 方 法 が ：
　 (a)前 記 前 腫 瘍 性 ／ 腫 瘍 性 疾 患 の 浸 潤 先 端 部 か ら 組 織 試 料 を 採 取 し ；
　 (b)前 記 浸 潤 先 端 部 試 料 に お い て 、 MN/CA9遺 伝 子 発 現 産 物 が 存 在 し な い か 、 ま た は そ の
発 現 レ ベ ル が 、 前 記 組 織 が 前 記 疾 患 に 冒 さ れ て い な い 場 合 に 該 組 織 に お い て 通 常 発 現 さ れ
る MN/CA9遺 伝 子 発 現 産 物 の レ ベ ル よ り も 顕 著 に 低 下 し た レ ベ ル で あ る か ど う か を 検 出 し ；
さ ら に
　 (c)前 記 MN/CA9遺 伝 子 発 現 産 物 が 前 記 浸 潤 先 端 部 試 料 中 に 存 在 し な い か ま た は 顕 著 に 低
下 し た レ ベ ル で あ る 場 合 で は な い と き に 、 前 記 浸 潤 先 端 部 試 料 中 に 前 記 MN/CA9遺 伝 子 発 現
産 物 が 存 在 し な い か ま た は 顕 著 に 低 下 し た レ ベ ル で あ る 場 合 よ り も 対 象 脊 椎 動 物 は 予 後 が
悪 い と 結 論 付 け る ； 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 遺 伝 医 学 の 一 般 的 分 野 お よ び 生 化 学 工 学 、 免 疫 化 学 、 お よ び 腫 瘍 学 の 分 野 に
属 す る 。 詳 細 に は 、 本 発 明 は 、 MNタ ン パ ク 質 、 MN/CA IXア イ ソ ザ イ ム 、 MN/CA IX、 炭 酸 脱
水 酵 素 IX、 CA IX、 ま た は MN/G250タ ン パ ク 質 と し て も 現 在 知 ら れ て い る 癌 蛋 白 (oncoprote
in)を コ ー ド す る 、 MN/CA9、 CA9、 ま た は 炭 酸 脱 水 酵 素 9と し て 知 ら れ て い る 癌 遺 伝 子 (onco
gene)で あ る と 考 え ら れ て い る 細 胞 遺 伝 子 で あ る 、 MN遺 伝 子 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 よ り 詳 細 に は 、 本 発 明 は 患 者 試 料 中 の MN抗 原 ま た は MN遺 伝 子 発 現 の 同 定 に 関 す る も の で
あ り 、 そ の 同 定 は 、 癌 の 診 断 的 ／ 予 後 診 断 的 ア ッ セ イ の た め 、 お よ び 癌 治 療 に つ い て 臨 床
的 判 断 を 行 う た め の 、 基 礎 を 提 供 す る 。 さ ら に よ り 詳 細 に は 、 本 発 明 は 、 前 腫 瘍 性 ／ 腫 瘍
性 疾 患 の 患 者 の 予 後 診 断 の 方 法 に 関 す る も の で あ り 、 そ の 疾 患 は 、 通 常 MN/CA IXタ ン パ ク
質 を 発 現 す る が 発 癌 に よ っ て MN/CA IX発 現 を 喪 失 す る か ま た は そ の 発 現 が 顕 著 に 減 少 す る
組 織 を 冒 す も の で あ る 。 胃 癌 は そ の よ う な 腫 瘍 性 疾 患 の 典 型 で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 上 記 で 示 し た よ う に 、 MN遺 伝 子 お よ び タ ン パ ク 質 は い く つ か の 別 名 で 知 ら れ 、 そ の 名 称
は こ こ で は 互 換 的 に 用 い ら れ る 。 MNタ ン パ ク 質 は 亜 鉛 を 結 合 し 、 さ ら に 炭 酸 脱 水 酵 素 (CA)
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活 性 を 有 す る こ と が 見 出 さ れ 、 現 在 は 、 第 ９ 番 目 の 炭 酸 脱 水 酵 素 ア イ ソ ザ イ ム － MN/CA IX
ま た は CA IXと 考 え ら れ て い る [4]。 炭 酸 脱 水 酵 素 命 名 法 に よ る と 、 ヒ ト CAア イ ソ ザ イ ム は
大 文 字 の ロ ー マ 字 と 数 字 と で 表 記 さ れ 、 一 方 、 そ の 遺 伝 子 は 斜 体 活 字 お よ び ア ラ ビ ア 数 字
で 記 載 さ れ る 。 代 替 的 に 、 「 MN」 は こ こ で は 、 文 脈 に よ っ て 示 さ れ る 通 り 、 炭 酸 脱 水 酵 素
ア イ ソ ザ イ ム IX(CA IX)タ ン パ ク 質 ／ ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 炭 酸 脱 水 酵 素 ア イ ソ ザ イ ム 9(C
A9)遺 伝 子 、 核 酸 、 cDNA、 mRNAな ど を 称 す る の に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
MNタ ン パ ク 質 は ま た 、 G250抗 原 を 用 い て 同 定 さ れ て い る 。 Uemuraら [35]は 、 「 配 列 解 析 お
よ び デ ー タ ベ ー ス 検 索 に よ っ て 、 G250抗 原 は 、 子 宮 頸 癌 (Pastorek et al., 1994)に お い
て 同 定 さ れ た ヒ ト 腫 瘍 関 連 抗 原 で あ る MNと 同 一 で あ る こ と が 示 さ れ た 」 と 述 べ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
特 許 文 献 １ （ Zavada et al., 1993年 9月 16日 公 開 )お よ び 特 許 文 献 ２ (1995年 2月 7日 発 行 )
は 、 MN遺 伝 子 お よ び タ ン パ ク 質 の 発 見 に つ い て 記 載 す る 。 MN遺 伝 子 は 試 験 し た す べ て の 脊
椎 動 物 の 染 色 体 DNA中 に 存 在 し 、 そ の 発 現 は 腫 瘍 原 性 と 強 く 相 関 す る こ と が 見 出 さ れ た 。
一 般 的 に 、 腫 瘍 形 成 は CA IXタ ン パ ク 質 の 異 常 発 現 に よ っ て 示 さ れ る 。 た と え ば 、 腫 瘍 形
成 は ： (1) CA IXタ ン パ ク 質 が 、 通 常 は CA IXタ ン パ ク 質 を 顕 著 な 程 度 で は 発 現 し な い 組 織
中 に 存 在 す る 場 合 ； (2)CA IXタ ン パ ク 質 が 、 通 常 は そ れ を 発 現 す る 組 織 に 存 在 し な い 場 合
； (3)CA9遺 伝 子 発 現 が 、 あ る 組 織 中 で 通 常 発 現 さ れ る よ り も 有 意 に 高 い レ ベ ル 、 ま た は 有
意 に 低 い レ ベ ル で あ る 場 合 ； ま た は (4)CA IX タ ン パ ク 質 が 細 胞 内 の 異 常 な 部 位 で 発 現 さ
れ て い る 場 合 、 に よ っ て 示 さ れ る 。  
MNタ ン パ ク 質 は 、 報 告 さ れ て い る 最 初 の 腫 瘍 関 連 炭 酸 脱 水 酵 素 ア イ ソ ザ イ ム と 現 在 考 え ら
れ て い る 。 炭 酸 脱 水 酵 素 フ ァ ミ リ ー (CA)は 、 下 記 の 式 で 表 さ れ る 二 酸 化 炭 素 の 可 逆 的 水 和
－ 脱 水 に 関 与 す る 11種 類 の 触 媒 活 性 亜 鉛 金 属 酵 素 を 含 む 。   
二 酸 化 炭 素 の 可 逆 的 水 和 － 脱 水 ：
　
　
　
　
CAは さ ま ざ ま な 生 物 に 幅 広 く 分 布 す る 。 CAは さ ま ざ ま な 生 理 的 お よ び 生 物 学 的 過 程 に 関 与
し 、 お よ び 組 織 分 布 、 細 胞 内 局 在 、 お よ び 生 物 学 的 機 能 に 顕 著 な 多 様 性 を 示 す [1、 2、 27]
。 炭 酸 脱 水 酵 素 IX（ CA IX） は 、 最 も 近 年 に 同 定 さ れ た ア イ ソ ザ イ ム の う ち の 一 つ で あ る [
3、 4]。 形 質 転 換 細 胞 株 お よ び い く つ か の ヒ ト 悪 性 腫 瘍 に お け る CA IXの 過 剰 発 現 の た め 、
CA IXは 腫 瘍 関 連 抗 原 と 認 め ら れ て お り 、 さ ら に ヒ ト 癌 の 発 生 に 関 連 づ け ら れ て い る [5～ 7
]。  
　 CA IXは 、 独 自 の N末 端 プ ロ テ オ グ リ カ ン 様 鎖 を 有 す る グ リ コ シ ル 化 膜 貫 通 型 CAア イ ソ フ
ォ ー ム で あ る [4]。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 試 験 に よ っ て 、 CA IXは 3T3細 胞 の 形 質 転 換 を 誘
導 で き る こ と が 実 証 さ れ て い る [4]。 近 年 の 研 究 は 、 CA IXは 細 胞 接 着 に 関 与 す る だ け で な
く 、 低 酸 素 症 に お い て 、 MNプ ロ モ ー タ ー の 低 酸 素 反 応 領 域 (hypoxia-responsive element)
へ の HIF－ 1タ ン パ ク 質 の 結 合 を 介 し て 誘 導 さ れ 得 る こ と を 明 ら か に し て い る [8,9]。 MN遺
伝 子 の 転 写 は 、 腎 細 胞 癌 細 胞 に お い て は フ ォ ン ・ ヒ ッ ペ ル ・ リ ン ド ウ （ von Hippel-Linda
u） 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 に よ っ て 負 に 調 節 さ れ る [28]。 フ ォ ン ・ ヒ ッ ペ ル ・ リ ン ド ウ （ von Hip
pel-Lindau） 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 の タ ン パ ク 質 産 物 は 、 酸 素 依 存 性 タ ン パ ク 質 分 解 の た め の HI
F－ 1α の 標 的 化 を 担 う ユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ 複 合 体 と 相 互 作 用 す る [29,30]。 こ の よ う に 、
低 レ ベ ル の 酸 素 は HIF－ 1α の 安 定 化 に 繋 が り 、 次 に そ れ が MNの 発 現 増 加 に 繋 が る [9]。 癌
に お け る MNの 高 発 現 領 域 は 、 多 数 の 癌 で 報 告 さ れ て い る よ う に 、 腫 瘍 の 低 酸 素 状 態 と 関 連
し て お り 、 お よ び 、 低 酸 素 条 件 下 で の 腫 瘍 細 胞 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は MN発 現 の 誘 導 に 繋
が る [9～ 14]。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 多 数 の 研 究 が 、 前 癌 性 お よ び 癌 性 子 宮 頸 部 病 変 の 診 断 ／ 予 後 診 断 に お い て MN特 異 的 モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 (MAb)M75を 用 い て 、 MNの 診 断 的 ／ 予 後 診 断 的 な 有 用 性 を 確 認 し て い る [6,3
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7,38,39,55]。 M75Mabを 用 い た 子 宮 頸 癌 の 免 疫 組 織 化 学 試 験 、 お よ び PCRベ ー ス の (RT－ PCR
)腎 細 胞 癌 の 調 査 は 、 MN発 現 が こ れ ら の 癌 と 密 接 に 関 連 し て い る こ と を 確 認 し て お り 、 さ
ら に MNが 腫 瘍 バ イ オ マ ー カ ー と し て の 有 用 性 を 有 す る こ と を 示 唆 す る [6,36,38]。 さ ま ざ
ま な 癌 (中 で も 特 に 子 宮 頸 部 、 卵 巣 、 子 宮 内 膜 、 腎 臓 、 膀 胱 、 乳 房 、 結 腸 直 腸 、 肺 、 食 道
、 頭 部 お よ び 頸 部 、 お よ び 前 立 腺 癌 )で は 、 CA IX発 現 が 増 加 し 、 さ ら に 一 部 の 腫 瘍 で の 微
細 血 管 密 度 お よ び 低 酸 素 レ ベ ル と 関 連 づ け ら れ て い る [10,11]。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 MNタ ン パ ク 質 を 通 常 は 発 現 し な い 組 織 で は 、 CA IX陽 性 は 肺 癌 、 乳 癌 、 お よ び 子 宮 頸 癌
と い っ た 前 腫 瘍 性 ／ 腫 瘍 性 疾 患 の 診 断 と な る と 考 え ら れ て い る [12～ 14]。 し か し 、 こ れ ら
の 癌 性 組 織 の う ち 、 よ り 高 い MN発 現 は し ば し ば よ り 良 好 な 予 後 を 示 す 。 以 前 の 研 究 は 、 明
細 胞 RCC[40]、 子 宮 頸 癌 [39]、 結 腸 直 腸 腫 瘍 [7]、 お よ び 食 道 癌 [52]を 含 む 一 部 の 腫 瘍 で 、
CA IX発 現 と 病 期 お よ び 重 症 度 と の 間 に 逆 相 関 が 存 在 す る こ と を 報 告 し て い る 。 こ れ ら の
研 究 の う ち 、 非 RCC関 連 で あ っ た ３ つ は 、 CA IXの 低 発 現 が リ ン パ 節 転 移 お よ び 浸 潤 の 深 さ
と い っ た 予 後 不 良 因 子 と 相 関 す る こ と を 見 出 し た 。 Bretheau et al. 1995 [41]は 、 Uemur
a et al.[40]に よ る と CA IXを よ り 低 レ ベ ル で 発 現 す る こ と が 予 想 さ れ る 重 症 度 お よ び 病
期 が 進 行 し た 腫 瘍 を 有 す る RCC患 者 の 予 後 不 良 を 報 告 し し た 。 特 許 文 献 ３ （ Bui et al. [4
2]） は 、 「 低 」 CA IX(≦ 85%)染 色 は 転 移 性 RCCの 患 者 の 生 存 に 関 す る 独 立 し た 予 後 不 良 因
子 で あ る こ と を 報 告 し た 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 顕 著 に MNタ ン パ ク 質 を 発 現 す る 正 常 組 織 は ほ と ん ど 見 つ か っ て い な い ； そ れ ら MNを 発 現
す る 正 常 組 織 は 、 ヒ ト 胃 粘 膜 お よ び 胆 の う 上 皮 、 お よ び 他 の 一 部 の 消 化 管 の 正 常 組 織 を 含
む [45,15,16]。 正 常 大 腸 の 免 疫 組 織 化 学 分 析 は 、 近 側 結 腸 に 中 等 度 の CA IX染 色 を 示 し 、
そ の 反 応 は 遠 側 で し だ い に 弱 く な っ た 。 そ の 染 色 は 、 最 も 高 い 増 殖 能 力 を 有 す る 領 域 で あ
る 陰 窩 上 皮 細 胞 の 基 底 外 側 表 面 に 限 定 さ れ て い た 。 CA IXは 粘 膜 の 上 部 よ り も 、 増 殖 し て
い る 陰 窩 上 皮 で は る か に 豊 富 で あ る た め 、 腸 上 皮 細 胞 の 増 殖 お よ び 分 化 を 調 節 す る 役 割 を
果 た し て い る と 考 え ら れ る 。 細 胞 増 殖 は 結 腸 直 腸 上 皮 の 前 癌 病 変 お よ び 癌 病 変 で 異 常 に 増
加 し 、 お よ び し た が っ て 、 結 腸 直 腸 腫 瘍 進 行 の 指 標 と 考 え ら れ る [43,44]。 興 味 深 い こ と
に 、 CA9欠 損 マ ウ ス は 増 殖 亢 進 に 関 連 す る 胃 の 過 形 成 を 生 じ [17]、 胃 癌 の 発 生 お よ び 進 行
に お け る CA IXの 推 定 さ れ る 病 態 生 理 学 的 役 割 が 、 胃 を 起 源 と し な い 癌 で 観 察 さ れ る 役 割
と 異 な る の か 疑 問 を 生 じ さ せ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
胃 癌 は 全 世 界 的 に 癌 関 連 死 の 二 番 目 に 多 い 原 因 で あ る [22、 23]。 そ の 低 下 し て い る 発 生 率
に も か か わ ら ず 、 胃 癌 は 臨 床 医 お よ び 癌 専 門 医 に と っ て 大 き な 課 題 で あ り 続 け て い る 。 近
年 、 さ ま ざ ま な グ ル ー プ が 、 胃 癌 に 繋 が る 遺 伝 的 お よ び 分 子 的 変 化 を 分 析 し て い る 。 こ れ
ら の 変 化 は 、 特 に 、 増 殖 因 子 受 容 体 K-samお よ び c-metと い っ た 癌 遺 伝 子 の 過 剰 発 現 、 APC
お よ び p53と い っ た 特 定 の 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 の 消 失 、 お よ び 、 E-カ ド ヘ リ ン お よ び カ テ ニ ン
を 含 む 接 着 分 子 の 変 化 を 含 む [22～ 26]。 近 年 、 炭 酸 脱 水 酵 素 群 お よ び 特 に CA IXへ の 注 目
が 高 ま っ て い る [2]。 し か し 、 CA IXを 通 常 に お い て 過 剰 発 現 す る 胃 粘 膜 に お け る CA IX発
現 を 調 べ る 研 究 は 、 胃 癌 の 存 在 を CA IXの レ ベ ル 低 下 ま た は CA IXの 消 失 と 関 連 づ け る 診 断
分 析 の み を 提 供 し て い る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
対 応 す る 正 常 組 織 で 豊 富 で あ る CA IX発 現 の 消 失 ま た は 低 下 に よ っ て 診 断 さ れ る 胃 癌 お よ
び 関 連 す る 癌 に つ い て の 新 規 な お よ び 創 意 に 富 む 予 後 診 断 法 に 繋 が る 驚 く べ き 知 見 が 本 明
細 書 で 開 示 さ れ る 。 驚 く べ き こ と に 、 そ の よ う な 癌 の 中 で 、 胃 お よ び 関 連 す る 癌 の 診 断 に
な る と 考 え ら れ る CA IX発 現 の 不 在 ま た は そ の 顕 著 に 低 下 し た レ ベ ル よ り も 高 い CA IX発 現
は 、 特 に そ の よ う な よ り 高 い CA IX発 現 が そ う し た 癌 の 浸 潤 先 端 部 に 見 出 さ れ る 場 合 、 そ
の よ う な 癌 に 関 し て 診 断 を 受 け て い る 患 者 の よ り 不 良 な 予 後 を 示 唆 す る こ と が 見 出 さ れ た
。 胃 癌 お よ び 関 連 す る 癌 で は 、 CA IXの よ り 高 い 発 現 は 、 特 に 癌 の 浸 潤 先 端 部 で 発 現 さ れ
る 場 合 、 罹 患 す る 患 者 に つ い て よ り 不 良 な 予 後 を 示 す と い う 、 驚 く べ き 知 見 が 本 明 細 書 で
開 示 さ れ る 。
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【 特 許 文 献 １ 】 国 際 公 開 第 93／ 18152号 パ ン フ レ ッ ト
【 特 許 文 献 ２ 】 米 国 特 許 第 5,387,676号 明 細 書
【 特 許 文 献 ３ 】 国 際 公 開 第 03／ 089659号 パ ン フ レ ッ ト
【 発 明 の 開 示 】
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 は 、 組 織 の 前 腫 瘍 性 ／ 腫 瘍 性 疾 患 に 罹 患 し た 患 者 に お け る MN/CA9遺 伝 子 発 現 産 物
の レ ベ ル を 定 量 す る こ と を 含 む 予 後 診 断 法 に 関 し 、 こ こ で そ の よ う な 前 腫 瘍 性 ／ 腫 瘍 性 疾
患 に 関 与 す る 正 常 組 織 は 、 CA IXを 発 現 す る が 、 発 癌 に 際 し て CA IX発 現 が 消 失 す る 。 MN/C
A9遺 伝 子 発 現 産 物 の そ の よ う な レ ベ ル を 定 量 す る こ と は 、 患 者 の 予 後 診 断 を 決 定 す る の に
有 用 で あ る 。 そ の よ う な 組 織 は 、 好 ま し く は 、 胃 粘 膜 、 胆 の う 、 胆 管 、 十 二 指 腸 腺 の 管 細
胞 、 精 巣 輸 出 管 お よ び 精 巣 網 を 含 む 精 巣 、 表 層 体 腔 上 皮 お よ び 卵 巣 網 を 含 む 卵 巣 、 毛 包 の
基 底 細 胞 、 お よ び 中 枢 神 経 系 脈 絡 叢 よ り 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 よ り 好 ま し く は 、 前 記 組
織 は 、 胃 粘 膜 、 胆 の う 、 胆 管 ま た は 十 二 指 腸 腺 の 管 細 胞 で あ る ； さ ら に よ り 好 ま し く は 、
前 記 組 織 は 、 胃 粘 膜 、 胆 の う ま た は 胆 管 で あ る ； さ ら に 好 ま し く は 、 前 記 組 織 は 胃 粘 膜 で
あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 第 一 の 予 後 診 断 法 は 、 患 者 か ら 採 取 さ れ た 組 織 試 料 中 の MN/CA9遺 伝 子 発 現 産 物 の レ ベ ル
を 定 量 す る こ と 、 お よ び そ の レ ベ ル を 、 同 一 の 疾 患 に 罹 患 し た 患 者 に 由 来 す る 比 較 可 能 な
組 織 試 料 中 の MN/CA9遺 伝 子 発 現 産 物 の レ ベ ル と 比 較 す る こ と を 含 む 。 第 二 の 予 後 診 断 法 は
、 前 記 患 者 の 前 記 前 腫 瘍 性 ／ 腫 瘍 性 疾 患 の 浸 潤 先 端 部 に 由 来 す る 組 織 試 料 を 分 析 す る こ と
、 お よ び MN/CA9遺 伝 子 発 現 レ ベ ル を 前 記 組 織 中 で 通 常 見 出 さ れ る レ ベ ル と 比 較 す る こ と を
含 む 。 臨 床 転 帰 を 予 測 す る こ と に 加 え て 、 本 発 明 の 方 法 は ま た 、 治 療 方 針 の 中 で も 特 に 、
ア ジ ュ バ ン ト 療 法 お よ び ／ ま た は CA IXを 標 的 と す る 療 法 を 必 要 と す る 高 リ ス ク 患 者 を 特
定 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 一 態 様 で は 、 本 発 明 は 対 象 脊 椎 動 物 、 好 ま し く は 哺 乳 類 を 冒 す 前 腫 瘍 性 ／ 腫 瘍 性 疾 患 を
予 後 診 断 す る 方 法 に 関 し 、 こ こ で 前 記 疾 患 は 、 通 常 は MN/CA IXタ ン パ ク 質 を 発 現 す る が 発
癌 に 際 し て MN/CA IX発 現 が 消 失 ま た は 顕 著 に 低 下 す る 組 織 を 冒 す も の で あ り 、 該 方 法 は ：
(a)前 記 脊 椎 動 物 か ら 採 取 し た 前 腫 瘍 性 ／ 腫 瘍 性 組 織 を 含 む 試 料 中 の MN/CA9遺 伝 子 発 現 産
物 を 検 出 し 、
　 (b)前 記 試 料 中 の 前 記 MN/CA9遺 伝 子 発 現 産 物 の レ ベ ル を 定 量 し 、
　 (c)工 程 (b)の MN/CA9遺 伝 子 発 現 産 物 の レ ベ ル を 、 対 象 脊 椎 動 物 と 同 一 の 前 腫 瘍 性 ／ 腫 瘍
性 疾 患 に 罹 患 し た 脊 椎 動 物 か ら 採 取 し た 比 較 可 能 な 試 料 中 の MN/CA9遺 伝 子 発 現 産 物 の 平 均
レ ベ ル と 比 較 し 、 さ ら に
　 (d)工 程 (b)の MN/CA9遺 伝 子 発 現 産 物 の レ ベ ル が 前 記 比 較 可 能 な 試 料 中 の MN/CA9遺 伝 子 発
現 産 物 の 平 均 レ ベ ル よ り も 高 い 場 合 、 前 記 対 象 脊 椎 動 物 が よ り 不 良 な 予 後 を 有 す る と 判 定
す る ； 工 程 を 含 み 、
　 前 記 MN/CA IXタ ン パ ク 質 は 下 記 よ り 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ
ー ド さ れ る ：
　 (1)配 列 番 号 1の コ ー ド 領 域 ；
　 (2)配 列 番 号 1の コ ー ド 領 域 の 相 補 鎖 と 、 42℃ に て 50%ホ ル ム ア ミ ド の ス ト リ ン ジ ェ ン ト
な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； お よ び
　 (3)遺 伝 コ ー ド の 縮 重 の た め に 、 配 列 番 号 1の コ ー ド 領 域 ま た は (2)の ヌ ク レ オ チ ド 配 列
と は コ ド ン 配 列 が 異 な る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の 方 法 に 基 づ き 、 前 記 MN/CA9遺 伝 子 発 現 産 物 を 検 出 工 程 (a)に お い て 検 出 す る た
め に 使 用 が 好 ま し い ア ッ セ イ は 、 前 記 MN/CA9遺 伝 子 発 現 産 物 が MN/CA IXタ ン パ ク 質 ま た は
MN/CA IXポ リ ペ プ チ ド を 含 み 、 お よ び 前 記 ア ッ セ イ が ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 酵 素 結 合 免 疫
吸 着 ア ッ セ イ 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 、 競 合 イ ム ノ ア ッ セ イ 、 二 抗 体 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ
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イ 、 免 疫 組 織 化 学 染 色 ア ッ セ イ 、 凝 集 ア ッ セ イ 、 蛍 光 イ ム ノ ア ッ セ イ 、 お よ び サ イ ト フ ル
オ ロ メ ト リ ー (cytofluorometry)よ り 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る も の で あ る 。 よ り 好 ま し く は
、 前 記 MN/CA9遺 伝 子 発 現 産 物 検 出 工 程 は (a)免 疫 組 織 化 学 染 色 に よ る も の で あ り 、 お よ び
前 記 定 量 工 程 は (b)免 疫 反 応 性 細 胞 の 割 合 お よ び ／ ま た は 免 疫 反 応 性 細 胞 の 免 疫 染 色 の 強
度 の 測 定 を 含 み 、 好 ま し く は 免 疫 反 応 性 細 胞 の 前 記 割 合 お よ び 免 疫 反 応 性 細 胞 の 免 疫 染 色
の 前 記 強 度 の 加 算 ま た は 乗 算 を 含 む 。 さ ら に よ り 好 ま し く は 、 前 記 検 出 工 程 は 、 (a)受 託
番 号 ATCC HB11128を 有 す る ハ イ ブ リ ド ー マ VU－ M75に よ っ て 分 泌 さ れ る MN特 異 的 M75モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 の 使 用 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 一 実 施 形 態 で は 、 MN/CA9遺 伝 子 発 現 産 物 は CA IX抗 原 で あ り 、 お よ び C
A IX抗 原 は 、 前 腫 瘍 性 ／ 腫 瘍 性 脊 椎 動 物 試 料 、 好 ま し く は 哺 乳 類 試 料 、 よ り 好 ま し く は ヒ
ト 試 料 に お い て 定 量 さ れ る 。 そ の よ う な 前 腫 瘍 性 ／ 腫 瘍 性 試 料 は 、 試 料 の う ち 特 に 、 組 織
標 本 、 組 織 抽 出 物 、 細 胞 、 細 胞 溶 解 物 お よ び 細 胞 抽 出 物 で あ っ て よ い 。 組 織 標 本 は さ ま ざ
ま に 保 存 す る こ と が で き 、 た と え ば 、 標 本 は 、 新 鮮 、 凍 結 、 ま た は ホ ル マ リ ン 、 ア ル コ ー
ル ま た は ア セ ト ン ま た は 他 の 方 法 で 固 定 お よ び ／ ま た は パ ラ フ ィ ン 包 埋 お よ び 脱 パ ラ フ ィ
ン さ れ る 。 好 ま し い 組 織 試 料 は 、 ホ ル マ リ ン 固 定 、 パ ラ フ ィ ン 包 埋 組 織 試 料 ま た は 凍 結 組
織 試 料 で あ る 。 好 ま し い 一 実 施 形 態 で は 、 疾 患 は 胃 癌 で あ り 、 お よ び 試 料 は 胃 癌 の 浸 潤 先
端 部 か ら 採 取 さ れ る 。 好 ま し く は 、 前 記 試 料 は 、 前 記 前 腫 瘍 性 ／ 腫 瘍 性 疾 患 、 好 ま し く は
腫 瘍 性 疾 患 の 浸 潤 先 端 部 か ら 採 取 さ れ 、 お よ び 比 較 工 程 (c)で 用 い ら れ る 前 記 比 較 可 能 な
試 料 は 、 類 似 の 浸 潤 先 端 部 試 料 で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 対 象 脊 椎 動 物 が 罹 患 す る 前 腫 瘍 性 ／ 腫 瘍 性 疾 患 の 予 後 診 断 で あ る 典 型 的 お よ び 好 ま し い
方 法 で あ っ て 、 前 記 疾 患 は 、 通 常 は MN/CA IXタ ン パ ク 質 を 発 現 す る が 発 癌 に 際 し て MN/CA 
IX発 現 が 消 失 ま た は 顕 著 に 低 下 す る 組 織 を 冒 す も の で あ り 、 該 方 法 は ：
　 (a)前 記 脊 椎 動 物 か ら 採 取 し た 前 腫 瘍 性 ／ 腫 瘍 性 組 織 を 含 む 試 料 中 の MN/CA9遺 伝 子 発 現
産 物 を 検 出 し 、 該 検 出 は 試 料 中 の MN/CA IXタ ン パ ク 質 を 検 出 す る た め の MN/CA IX特 異 的 抗
体 を 用 い た 免 疫 組 織 化 学 染 色 を 含 む ；
　 (b)前 記 試 料 中 の 前 記 MN/CA9遺 伝 子 発 現 産 物 の レ ベ ル を 定 量 し 、 該 定 量 は 下 記 の 工 程 を
含 む ：
　 (b1)免 疫 反 応 性 細 胞 の 割 合 に 下 記 の 値 を 割 り 当 て て 、 免 疫 反 応 性 細 胞 の 割 合 を 判 定 す る
　 免 疫 反 応 性 細 胞 無 し の 場 合 に は 値 0、
　 免 疫 反 応 性 細 胞 が 10%未 満 の 場 合 に は 値 1、
　 免 疫 反 応 性 細 胞 が 11%な い し 50%の 場 合 に は 値 2、 ま た は
　 免 疫 反 応 性 細 胞 が 50%を 超 え る 場 合 に は 値 3；
　 　 (b2)MN/CA IX免 疫 染 色 の 強 度 に 下 記 の 値 を 割 り 当 て て 、 免 疫 反 応 性 細 胞 の 免 疫 染 色 の
強 度 を 判 定 す る
　 陰 性 対 照 と 等 し い 染 色 に は 値 0、
　 弱 い 染 色 に は 値 1、
　 中 等 度 の 染 色 に は 値 2、 ま た は
　 強 い 染 色 に は 値 3； お よ び
　 　 (b3)工 程 (b1)で 求 め ら れ る 免 疫 反 応 性 細 胞 の 割 合 の 値 、 お よ び 工 程 (b2)で 求 め ら れ る
免 疫 染 色 の 強 度 の 値 を 加 算 し て 、 免 疫 反 応 性 ス コ ア を 得 る ；
　 (c)工 程 (b1)か ら (b3)で の 対 象 脊 椎 動 物 に 由 来 す る 試 料 の 免 疫 反 応 性 ス コ ア の 判 定 と 同
様 に 、 比 較 可 能 な 試 料 の 免 疫 反 応 性 ス コ ア を 判 定 し 、 さ ら に 前 記 比 較 可 能 な 試 料 か ら の 前
記 免 疫 反 応 性 ス コ ア を 平 均 す る こ と を 含 め て 、 工 程 (b)で 求 め ら れ る 免 疫 反 応 性 ス コ ア を
対 象 脊 椎 動 物 と 同 一 の 前 腫 瘍 性 ／ 腫 瘍 性 疾 患 に 罹 患 し た 脊 椎 動 物 か ら 採 取 し た 比 較 可 能 な
試 料 に お け る 平 均 免 疫 反 応 性 ス コ ア と 比 較 し ； さ ら に
　 (d)工 程 (b1)か ら (b3)で 判 定 さ れ た 試 料 の 前 記 免 疫 反 応 性 ス コ ア が 、 工 程 (c)で 求 め ら れ
る 前 記 比 較 可 能 な 試 料 の 平 均 免 疫 反 応 性 ス コ ア を 上 回 る 場 合 、 前 記 対 象 脊 椎 動 物 の 予 後 診
断 が よ り 不 良 で あ る と 判 定 す る ； 工 程 を 含 み
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　 こ こ で 前 記 MN/CA IXタ ン パ ク 質 は 下 記 よ り 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ
っ て コ ー ド さ れ る ：
　 (2)配 列 番 号 1の コ ー ド 領 域 ；
　 (2)配 列 番 号 1の コ ー ド 領 域 の 相 補 鎖 と 、 42℃ に て 50%ホ ル ム ア ミ ド の ス ト リ ン ジ ェ ン ト
な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； お よ び
　 (3)遺 伝 コ ー ド の 縮 重 の た め に 、 配 列 番 号 1の コ ー ド 領 域 ま た は (2)の ヌ ク レ オ チ ド 配 列
と は コ ド ン 配 列 が 異 な る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 。
【 ０ ０ １ ７ 】
別 の 好 ま し い 一 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 方 法 に 基 づ き 、 前 記 MN/CA9遺 伝 子 発 現 産 物 検 出 工
程 (a)に お い て 使 用 が 好 ま し い ア ッ セ イ は 、 核 酸 ベ ー ス の ア ッ セ イ で あ り 、 こ こ で 前 記 MN/
CA9遺 伝 子 発 現 産 物 は 、 MN/CA IXタ ン パ ク 質 ま た は MN/CA IXポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る mRN
A、 ま た は 、 MN/CA IXタ ン パ ク 質 ま た は MN/CA IXポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る mRNAと 相 補 的
な cDNAを 含 む 。 好 ま し く は 、 前 記 検 出 工 程 (a)は 、 PCR、 RT－ PCR、 リ ア ル タ イ ム PCRに よ る
か 、 ま た は 定 量 的 リ ア ル タ イ ム RT－ PCRに よ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 の 予 後 診 断 法 に し た が っ て MN/CA9遺 伝 子 発 現 産 物 に つ い て 試 験 さ れ
る 前 腫 瘍 性 ／ 腫 瘍 性 疾 患 は 、 組 織 の 細 胞 の 40%以 上 が 、 前 記 前 腫 瘍 性 ／ 腫 瘍 性 疾 患 に 冒 さ
れ て い な い 場 合 に MN/CA IXタ ン パ ク 質 を 発 現 す る 組 織 が 罹 患 す る 疾 患 で あ る 。 好 ま し く は
対 象 脊 椎 動 物 が 罹 患 す る 前 記 前 腫 瘍 性 ／ 腫 瘍 性 疾 患 は 、 粘 膜 、 胆 の う 、 胆 管 、 十 二 指 腸 腺
の 管 細 胞 、 精 巣 輸 出 管 お よ び 精 巣 網 を 含 む 精 巣 、 表 層 体 腔 上 皮 お よ び 卵 巣 網 を 含 む 卵 巣 、
毛 包 の 基 底 細 胞 、 お よ び 中 枢 神 経 系 脈 絡 叢 の 前 腫 瘍 性 ／ 腫 瘍 性 疾 患 よ り 成 る 群 か ら 選 択 さ
れ る 。 よ り 好 ま し く は 、 前 記 前 腫 瘍 性 ／ 腫 瘍 性 疾 患 は 、 胃 粘 膜 、 胆 の う 、 胆 管 、 お よ び 十
二 指 腸 腺 の 管 細 胞 の 前 腫 瘍 性 ／ 腫 瘍 性 疾 患 よ り 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 好 ま し く は 、 前 記
脊 椎 動 物 は 哺 乳 類 、 よ り 好 ま し く は ヒ ト で あ る 。 さ ら に よ り 好 ま し く は 、 脊 椎 動 物 は ヒ ト
患 者 で あ り 、 お よ び 前 記 前 腫 瘍 性 ／ 腫 瘍 性 疾 患 は 、 胃 粘 膜 、 胆 の う 、 胆 管 お よ び 十 二 指 腸
腺 の 管 細 胞 の 腫 瘍 性 疾 患 よ り 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 非 常 に 好 ま し く は 、 前 記 腫 瘍 性 疾 患
は 胃 癌 で あ り 、 お よ び 前 記 試 料 は 前 記 胃 癌 の 浸 潤 先 端 部 か ら 採 取 さ れ る 。 好 ま し く は 、 前
記 腫 瘍 性 疾 患 は 腫 瘍 で あ り 、 お よ び 前 記 試 料 は 、 前 記 腫 瘍 か ら 、 お よ び ／ ま た は 前 記 腫 瘍
に 由 来 す る 転 移 性 病 変 か ら 採 取 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 に 記 載 の 好 ま し い 予 後 診 断 法 は 、 よ り 不 良 な 予 後 が 、 生 存 時 間 の 短 縮 、 前 記 前 腫
瘍 性 ／ 腫 瘍 性 疾 患 の 再 発 の リ ス ク 増 大 、 ま た は 、 治 療 へ の 反 応 の 低 下 ま た は 不 応 性 に つ い
て 測 定 さ れ る も の で あ る 。 さ ら に 好 ま し い 方 法 は 、 前 記 疾 患 が 腫 瘍 性 で あ り 、 お よ び 、 一
つ の 腫 瘍 、 ま た は 一 つ の 腫 瘍 お よ び そ の 腫 瘍 に 由 来 す る 一 つ 以 上 の 転 移 性 病 変 を 含 み 、 お
よ び 、 よ り 不 良 な 予 後 が 、 そ の 腫 瘍 ま た は そ の 腫 瘍 お よ び 前 記 一 つ 以 上 の 転 移 性 病 変 の 外
科 的 除 去 後 の 、 生 存 時 間 の 短 縮 、 前 記 腫 瘍 性 疾 患 の 再 発 の リ ス ク 増 大 、 ま た は 、 治 療 へ の
反 応 の 低 下 ま た は 不 応 性 に つ い て 測 定 さ れ る も の で あ る 。 好 ま し く は 、 前 記 予 後 診 断 法 は
、 前 記 脊 椎 動 物 が 罹 患 す る 前 記 前 腫 瘍 性 ／ 腫 瘍 性 疾 患 の た め の 治 療 の 選 択 に お け る 補 助 と
し て 用 い ら れ る 。 典 型 的 な 治 療 は 、 化 学 療 法 、 放 射 線 、 お よ び ／ ま た は 外 科 手 術 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 別 の 一 態 様 で は 、 本 発 明 は 対 象 脊 椎 動 物 が 罹 患 す る 前 腫 瘍 性 ／ 腫 瘍 性 疾 患 の 予 後 診 断 の
方 法 に 関 し 、 こ こ で 前 記 疾 患 は 、 細 胞 の 40%以 上 が 通 常 は MN/CA IXタ ン パ ク 質 を 発 現 す る
が 発 癌 に 際 し て MN/CA IXが 消 失 す る か ま た は MN/CA IXを 顕 著 に 低 下 し た レ ベ ル で 発 現 す る
組 織 を 冒 す も の で あ り 、 該 方 法 は ：
　 (a)前 記 前 腫 瘍 性 ／ 腫 瘍 性 疾 患 の 浸 潤 先 端 部 か ら 組 織 試 料 を 採 取 し ；
　 (b)前 記 浸 潤 先 端 部 試 料 に お い て 、 MN/CA9遺 伝 子 発 現 産 物 が 、 存 在 し な い か ま た は 、 前
記 組 織 が 前 記 疾 患 に 冒 さ れ て い な い 場 合 に 前 記 組 織 中 で 通 常 発 現 さ れ る 前 記 MN/CA9遺 伝 子
発 現 産 物 の レ ベ ル よ り も 顕 著 に 低 下 し た レ ベ ル で あ る か ど う か を 検 出 し ；
　 (c) 前 記 MN/CA9遺 伝 子 発 現 産 物 が 前 記 浸 潤 先 端 部 試 料 中 に 存 在 し な い か ま た は 顕 著 に 低
下 し た レ ベ ル で あ る 場 合 で は な い と き に 、 前 記 浸 潤 先 端 部 試 料 中 に 前 記 MN/CA9遺 伝 子 発 現
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産 物 が 存 在 し な い か ま た は 顕 著 に 低 下 し た レ ベ ル で あ る 場 合 よ り も 対 象 脊 椎 動 物 は 予 後 が
悪 い と 結 論 付 け る ； 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 明 細 書 で 開 示 さ れ る 本 発 明 の 態 様 は 下 記 に よ り 詳 細 に 記 載 さ れ る 。
【 参 考 文 献 】
【 ０ ０ ２ ２ 】
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　 下 記 の 略 語 が 本 明 細 書 で 用 い ら れ る ：  
ａ ａ － 　 　 　 　 ア ミ ノ 酸
Ａ Ｔ Ｃ Ｃ － 　 　 Ａ ｍ ｅ ｒ ｉ ｃ ａ ｎ 　 Ｔ ｙ ｐ ｅ 　 Ｃ ｕ ｌ ｔ ｕ ｒ ｅ 　 Ｃ ｏ ｌ ｌ ｅ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎ 　
（ ア メ リ カ ン タ イ プ カ ル チ ャ ー コ レ ク シ ョ ン ）
Ａ Ｚ Ａ － 　 　 　 ア ザ デ オ キ シ シ チ ジ ン
ｂ ｐ － 　 　 　 　 塩 基 対
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Ｂ Ｒ Ｌ － 　 　 　 Ｂ ｅ ｔ ｈ ｅ ｓ ｄ ａ 　 Ｒ ｅ ｓ ｅ ａ ｒ ｃ ｈ 　 Ｌ ａ ｂ ｏ ｒ ａ ｔ ｏ ｒ ｉ ｅ ｓ
Ｃ Ａ － 　 　 　 　 炭 酸 脱 水 酵 素 　
℃ － 　 　 　 　 　 摂 氏
Ｃ Ｄ Ｒ － 　 　 　 相 補 性 決 定 領 域
Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ － 　 　 ダ ル ベ ッ コ 改 変 イ ー グ ル 培 地
Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ － 　 　 ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド
ｄ ｓ － 　 　 　 　 二 本 鎖
Ｄ Ｔ Ｔ － 　 　 　 ジ チ オ ス レ イ ト ー ル
Ｅ Ｄ Ｔ Ａ － 　 　 エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸
Ｆ Ｃ Ｓ － 　 　 　 ウ シ 胎 児 血 清
Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ － 　 　 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト
Ｈ Ｒ Ｐ － 　 　 　 ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ
Ｉ Ｃ － 　 　 　 　 細 胞 内
Ｉ Ｒ Ｓ － 　 　 　 免 疫 反 応 性 ス コ ア
ｋ ｂ － 　 　 　 　 キ ロ 塩 基
ｋ ｂ ｐ － 　 　 　 キ ロ 塩 基 対
ｋ ｄ ま た は ｋ Ｄ ａ － キ ロ ダ ル ト ン
Ｌ Ｔ Ｒ － 　 　 　 長 い 末 端 反 復
Ｍ － 　 　 　 　 　 モ ル 濃 度
Ｍ Ａ ｂ － 　 　 　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
Ｍ Ｅ － 　 　 　 　 メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル
ｍ ｉ ｎ ． － 　 　 分
ｍ ｇ － 　 　 　 　 ミ リ グ ラ ム
ｍ ｌ － 　 　 　 　 ミ リ リ ッ ト ル
ｍ Ｍ － 　 　 　 　 ミ リ モ ル 濃 度
Ｍ Ｍ Ｌ Ｖ － 　 　 Ｍ ｏ ｌ ｏ ｎ ｅ ｙ マ ウ ス 白 血 病 ウ イ ル ス
ｍ ｍ ｏ ｌ － 　 　 ミ リ モ ル
Ｎ － 　 　 　 　 　 非 腫 瘍 性 胃 粘 膜
ｎ ｇ － 　 　 　 　 ナ ノ グ ラ ム
ｎ ｍ － 　 　 　 　 ナ ノ メ ー ト ル
ｎ Ｍ － 　 　 　 　 ナ ノ モ ル 濃 度
ｎ ｔ － 　 　 　 　 ヌ ク レ オ チ ド
Ｏ Ｒ Ｆ － 　 　 　 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム
Ｐ Ｃ Ｒ － 　 　 　 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応
Ｐ Ｇ － 　 　 　 　 プ ロ テ オ グ リ カ ン
ｐ Ｉ － 　 　 　 　 等 電 点
ｐ ｍ ｏ ｌ － 　 　 ピ コ モ ル
Ｒ Ｃ Ｃ － 　 　 　 腎 細 胞 癌
Ｒ Ｎ Ｐ － 　 　 　 Ｒ Ｎ ア ー ゼ 保 護 ア ッ セ イ
Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ － 逆 転 写 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応
Ｓ Ｄ Ｓ － 　 　 　 ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム
Ｓ Ｐ － 　 　 　 　 シ グ ナ ル ペ プ チ ド
Ｓ Ｓ Ｐ － 　 　 　 標 準 生 理 食 塩 水 リ ン 酸 エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸
Ｔ － 　 　 　 　 　 胃 腫 瘍
Ｔ Ｍ － 　 　 　 　 膜 貫 通
Ｔ ｒ ｉ ｓ － 　 　 ト リ ス （ ヒ ド ロ キ シ メ チ ル ） ア ミ ノ メ タ ン
Ｕ － 　 　 　 　 　 単 位
μ ｇ － 　 　 　 　 マ イ ク ロ グ ラ ム
μ ｌ － 　 　 　 　 マ イ ク ロ リ ッ ト ル
μ Ｍ － 　 　 　 　 マ イ ク ロ モ ル 濃 度
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Ａ Ｇ Ｓ － ヒ ト 胃 癌 細 胞 株 ； 胃 腺 癌 [American Type Culture Collection (ATCC), Rockvill
e, MD]
HeLa細 胞 － ヒ ト 子 宮 頸 癌 細 胞 株 ； 上 皮 腺 癌 [American Type Culture Collection (ATCC), 
Rockville, MD]
Ｍ Ｋ Ｎ ４ ５ － ヒ ト 胃 癌 細 胞 株 ； 低 分 化 型 腺 癌 [Riken Cell Bank, Tsukuba, Japan]
Ｍ Ｋ Ｎ ２ ８ － ヒ ト 胃 癌 細 胞 株 ； 中 等 度 分 化 型 管 状 腺 癌 [Riken Cell Bank, Tsukuba, Japan
] 
Ｎ ８ ７ － ヒ ト 胃 癌 細 胞 株 ； 胃 癌 由 来 、 1976年 A.Gazdarに よ っ て 肝 転 移 部 か ら [American Ty
pe Culture Collection (ATCC), Rockville, MD]

　 下 記 の 記 号 は こ こ で ヌ ク レ オ チ ド を 表 す の に 用 い ら れ る ：
塩 基
記 号 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 意 味
Ａ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ア デ ニ ン
Ｃ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 シ ト シ ン
Ｇ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 グ ア ニ ン
Ｔ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 チ ミ ン
Ｕ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ウ ラ シ ル
Ｉ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 イ ノ シ ン
Ｍ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ａ ま た は Ｃ
Ｒ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ａ ま た は Ｇ
Ｗ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ａ ま た は Ｔ ／ Ｕ
Ｓ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｃ ま た は Ｇ
Ｙ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｃ ま た は Ｔ ／ Ｕ
Ｋ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｇ ま た は Ｔ ／ Ｕ
Ｖ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ａ ま た は Ｃ ま た は Ｇ
Ｈ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ａ ま た は Ｃ ま た は Ｔ ／ Ｕ
Ｄ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ａ ま た は Ｇ ま た は Ｔ ／ Ｕ
Ｂ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｃ ま た は Ｇ ま た は Ｔ ／ Ｕ
Ｎ ／ Ｘ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ａ ま た は Ｃ ま た は Ｇ ま た は Ｔ ／ Ｕ
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 主 要 な ア ミ ノ 酸 は 二 十 種 類 あ り 、 そ の そ れ ぞ れ が 、 三 個 の 隣 接 す る ヌ ク レ オ チ ド の 異 な
る 配 列 (ト リ プ レ ッ ト コ ー ド す な わ ち コ ド ン )に よ っ て 特 定 さ れ 、 ま た ア ミ ノ 酸 は 特 定 の 順
序 で 互 い に 結 合 し て 特 徴 的 な タ ン パ ク 質 を 形 成 す る 。 三 文 字 ま た は 一 文 字 の 慣 習 を 用 い て
こ こ で は た と え ば 図 １ の よ う に 下 記 の 通 り 前 記 ア ミ ノ 酸 を 特 定 す る ：
ア ミ ノ 酸 名 　 　 　 　 　 三 文 字 略 号 　 　 　 　 　 一 文 字 略 号
ア ラ ニ ン 　 　 　 　 　 　 　 Ａ ｌ ａ 　 　 　 　 　 　 　 　 Ａ
ア ル ギ ニ ン 　 　 　 　 　 　 Ａ ｒ ｇ 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｒ
ア ス パ ラ ギ ン 　 　 　 　 　 Ａ ｓ ｎ 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｎ
ア ス パ ラ ギ ン 酸 　 　 　 　 Ａ ｓ ｐ 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｄ
シ ス テ イ ン 　 　 　 　 　 　 Ｃ ｙ ｓ 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｃ
グ ル タ ミ ン 酸 　 　 　 　 　 Ｇ ｌ ｕ 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｅ
グ ル タ ミ ン 　 　 　 　 　 　 Ｇ ｌ ｎ 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｑ
グ リ シ ン 　 　 　 　 　 　 　 Ｇ ｌ ｙ 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｇ
ヒ ス チ ジ ン 　 　 　 　 　 　 Ｈ ｉ ｓ 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｈ
イ ソ ロ イ シ ン 　 　 　 　 　 Ｉ ｌ ｅ 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｉ
ロ イ シ ン 　 　 　 　 　 　 　 Ｌ ｅ ｕ 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｌ
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リ ジ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｌ ｙ ｓ 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｋ
メ チ オ ニ ン 　 　 　 　 　 　 Ｍ ｅ ｔ 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｍ
フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 　 　 　 Ｐ ｈ ｅ 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｆ
プ ロ リ ン 　 　 　 　 　 　 　 Ｐ ｒ ｏ 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｐ
セ リ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｓ ｅ ｒ 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｓ
ス レ オ ニ ン 　 　 　 　 　 　 Ｔ ｈ ｒ 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｔ
ト リ プ ト フ ァ ン 　 　 　 　 Ｔ ｒ ｐ 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｗ
チ ロ シ ン 　 　 　 　 　 　 　 Ｔ ｙ ｒ 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｙ
バ リ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｖ ａ ｌ 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｖ
不 明 ま た は そ の 他 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｘ
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 新 規 な 方 法 は 、 癌 に 関 連 す る CA9遺 伝 子 の 遺 伝 子 発 現 産 物 が 、 通 常 は MN/CA IX
タ ン パ ク 質 を 発 現 す る が 発 癌 に 際 し て MN/CA IX発 現 が 消 失 す る か ま た は 顕 著 に 低 下 す る 組
織 を 冒 す 前 腫 瘍 性 ／ 腫 瘍 性 疾 患 に 罹 患 し た 脊 椎 動 物 の 生 存 に 関 連 す る こ と を 実 証 す る 。 そ
の よ う な 前 腫 瘍 性 ／ 腫 瘍 性 疾 患 の 典 型 は 、 胃 粘 膜 、 胆 の う 、 胆 管 、 十 二 指 腸 腺 の 管 細 胞 、
精 巣 輸 出 管 お よ び 精 巣 網 を 含 む 精 巣 、 表 層 体 腔 上 皮 お よ び 卵 巣 網 を 含 む 卵 巣 、 毛 包 の 基 底
細 胞 、 ま た は 中 枢 神 経 系 脈 絡 叢 の 前 腫 瘍 性 ／ 腫 瘍 性 疾 患 で あ る 。 特 に 、 CA9遺 伝 子 発 現 産
物 の レ ベ ル は 、 臨 床 転 帰 を 予 測 す る た め 、 お よ び ア ジ ュ バ ン ト 療 法 を 必 要 と す る 高 リ ス ク
患 者 を 特 定 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 は 、 CA IXタ ン パ ク 質 を 通 常 発 現 す る 組 織 に 関 連 す る 疾 患 、 好 ま し く は 、 胃 粘 膜
、 胆 の う 、 胆 管 、 お よ び 十 二 指 腸 腺 の 管 細 胞 の 前 腫 瘍 性 ／ 腫 瘍 性 疾 患 の 予 後 診 断 の た め の
方 法 を 提 供 す る 。 そ の 方 法 は 、 前 腫 瘍 性 ／ 腫 瘍 性 疾 患 を 診 断 さ れ た 患 者 か ら 採 取 し た 試 料
中 に も し あ れ ば 存 在 す る MN/CA9遺 伝 子 発 現 産 物 を 定 量 す る こ と を 含 む ； MN/CA9遺 伝 子 発 現
産 物 は 、 CA IXタ ン パ ク 質 、 CA IXポ リ ペ プ チ ド 、 CA IXタ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド を
コ ー ド す る mRNA、 CA IXタ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る mRNAに 対 応 す る cDNA
、 な ど で あ り 得 る 。 定 量 さ れ た MN/CA9遺 伝 子 発 現 産 物 レ ベ ル を 、 比 較 可 能 な 患 者 か ら 採 取
し た 比 較 可 能 な 試 料 に お け る 平 均 レ ベ ル と 比 較 し 、 さ ら に 患 者 に つ い て よ り 良 好 な ま た は
よ り 不 良 な 予 後 と 関 連 付 け る 。 前 記 CA9遺 伝 子 発 現 産 物 は 、 好 ま し く は 患 者 か ら 採 取 さ れ
た 試 料 中 で 定 量 さ れ た CA IXタ ン パ ク 質 ま た は CA IXポ リ ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 前 腫 瘍 性 ／ 腫 瘍 性 疾 患 に つ い て の 予 後 診 断 指 標 と し て の 癌 遺 伝 子 の 遺 伝 子 発 現 産 物 の 使
用 は 、 当 業 者 に は 従 来 法 と 考 え ら れ て い る 。 し か し 、 疾 患 が 通 常 は CA IXタ ン パ ク 質 を 発
現 す る が 発 癌 に 際 し て CA IX発 現 が 顕 著 に 低 下 す る 組 織 を 冒 す 前 腫 瘍 性 ／ 腫 瘍 性 疾 患 へ の
そ の よ う な 方 法 の 適 用 は 新 規 で あ る 。 CA IXタ ン パ ク 質 を 通 常 発 現 し な い 組 織 (す な わ ち 、
大 部 分 の 組 織 型 )を 冒 す 、 本 発 明 の 対 象 で は な い 多 数 の 他 の CA IX関 連 前 腫 瘍 性 ／ 腫 瘍 性 疾
患 に つ い て の 予 後 診 断 の 方 法 と は 対 照 的 に 、 本 発 明 の 方 法 は 、 CA IX遺 伝 子 発 現 産 物 が 、
比 較 可 能 な 罹 患 組 織 に お け る CA9遺 伝 子 発 現 産 物 レ ベ ル と 比 較 し た 際 に 平 均 よ り 高 い レ ベ
ル で 発 現 し て い る 場 合 に よ り 不 良 な 予 後 を 示 す 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　
　 好 ま し く は 、 前 記 前 腫 瘍 性 ／ 腫 瘍 性 組 織 は 、 前 腫 瘍 性 ／ 腫 瘍 性 疾 患 に 冒 さ れ て い な い 場
合 に 組 織 の 細 胞 の 40%以 上 が CA IXタ ン パ ク 質 を 発 現 す る 組 織 で あ る 。 た と え ば モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 M75お よ び 典 型 的 な 対 応 す る 腫 瘍 性 組 織 を 用 い た 免 疫 組 織 化 学 染 色 に よ っ て 特 定
さ れ た 、 CA IXタ ン パ ク 質 を そ の よ う な レ ベ ル で 発 現 し て い る 典 型 的 な 正 常 ヒ ト 組 織 は 、
以 前 に 詳 細 に 記 載 さ れ て い る [45,49]。 胃 腸 管 で は 、 散 在 性 の CA IX免 疫 反 応 性 が 、 胃 粘 膜
、 十 二 指 腸 腺 の 管 細 胞 、 お よ び 十 二 指 腸 、 空 腸 の 陰 窩 細 胞 、 お よ び よ り 小 さ い 程 度 で 回 腸
終 端 部 お よ び 虫 垂 に 観 察 さ れ て い る 。 高 レ ベ ル の CA IX発 現 は 、 毛 包 の 漏 斗 お よ び 髄 質 の
内 部 お よ び そ の 近 傍 の 基 底 細 胞 、 中 皮 細 胞 、 お よ び 体 腔 の 体 腔 上 皮 に 一 貫 し て 観 察 さ れ て
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い る 。 内 臓 で は 、 上 皮 に お け る 高 レ ベ ル の CA IX発 現 が 確 認 さ れ て い る が 、 卵 巣 網 、 精 巣
網 、 精 巣 輸 出 管 、 胆 管 、 お よ び 胆 の う に 限 ら れ る 。 末 梢 お よ び 中 枢 神 経 系 で は 、 CA IX発
現 は 心 室 の 被 覆 細 胞 お よ び 脈 絡 叢 に 限 ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の 方 法 に よ る と 、 本 発 明 の 対 象 で あ る 前 腫 瘍 性 ／ 腫 瘍 性 組 織 は 、 CA IXタ ン パ ク
質 を 通 常 発 現 す る だ け で な く 、 発 癌 に 際 し て CA IXタ ン パ ク 質 発 現 が 消 失 す る か ま た は 著
し く 低 下 す る 、 胃 お よ び 胆 の う 組 織 と い っ た 組 織 で あ る [16,45,54]。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 こ こ で は 、 「 癌 性 」 お よ び 「 腫 瘍 性 」 は 等 し い 意 味 を 有 し 、 お よ び 「 前 癌 性 」 お よ び 「
前 腫 瘍 性 」 は 等 し い 意 味 を 有 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
腸 上 皮 化 生 は 、 「 特 に 胃 に お け る 、 腸 の も の に 類 似 し て い る が 通 常 は 絨 毛 を 欠 く 腺 粘 膜 へ
の 粘 膜 の 変 化 」 と 定 義 さ れ る [Stedman's Medical Dictionary, 26th Edition (Williams 
&amp； Wilkins ；  Baltimore, MD, USA；  1995)。  ]。  
　 大 腸 は 、 「 消 化 管 の 回 盲 弁 か ら 肛 門 ま で の 範 囲 の 部 分 ； 盲 腸 、 結 腸 、 直 腸 、 お よ び 肛 門
管 を 含 む 。 同 義 語 ： intestinum crassum.」 と 定 義 さ れ る [同 上 ]。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 結 腸 は 「 大 腸 の 盲 腸 か ら 直 腸 ま で の 部 分 」 で あ る [同 上 ]。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 十 二 指 腸 腺 は 「 十 二 指 腸 の 前 方 1／ 3の 粘 膜 下 に 主 に 存 在 す る 小 さ い 分 岐 し た コ イ ル 状 の
管 状 腺 ； 胃 液 を 中 和 す る 役 割 を 果 た す ア ル カ リ 性 の 粘 液 物 質 を 分 泌 す る 。 同 義 語 ： glandu
lae duodenales、 ブ ル ン ナ ー 腺 、 ヴ ェ プ フ ァ 腺 」 [同 上 ]。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 一 実 施 形 態 で は 、 MN/CA9遺 伝 子 発 現 産 物 は CA IX抗 原 で あ り 、 お よ び C
A IX抗 原 は 、 前 腫 瘍 性 ／ 腫 瘍 性 脊 椎 動 物 試 料 、 好 ま し く は 哺 乳 類 試 料 、 よ り 好 ま し く は ヒ
ト 試 料 に お い て 定 量 さ れ る 。 そ の よ う な 前 腫 瘍 性 ／ 腫 瘍 性 試 料 は 、 試 料 の 中 で も 特 に 、 組
織 標 本 、 組 織 抽 出 物 、 細 胞 、 細 胞 溶 解 物 お よ び 細 胞 抽 出 物 で あ り 得 る 。 好 ま し い 組 織 試 料
は 、 ホ ル マ リ ン 固 定 、 パ ラ フ ィ ン 包 埋 組 織 試 料 ま た は 凍 結 組 織 試 料 で あ る 。 好 ま し い 一 実
施 形 態 で は 、 疾 患 は 胃 癌 で あ り 、 お よ び 試 料 は 胃 癌 の 浸 潤 先 端 部 か ら 採 取 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 さ ま ざ ま な 他 の 前 腫 瘍 性 ／ 腫 瘍 性 試 料 を 用 い て CA IX遺 伝 子 発 現 産 物 を 定 量 で き る こ と
は 当 業 者 に 理 解 さ れ 得 る 。 た と え ば 、 疾 患 が 腫 瘍 で あ る 腫 瘍 性 疾 患 の 患 者 の 場 合 、 試 料 は
腫 瘍 か ら 、 ま た は 腫 瘍 に 由 来 す る 転 移 性 病 変 か ら 採 取 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 明 細 書 で 開 示 さ れ る も の に 加 え て 、 CA9遺 伝 子 発 現 産 物 を 定 量 す る た め に 別 の 方 法 を
用 い 得 る こ と が さ ら に 理 解 さ れ る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 遺 伝 子 発 現 産 物 は 、 免 疫 組 織
化 学 染 色 に よ っ て (た と え ば 、 組 織 ア レ イ な ど を 用 い て )検 出 お よ び 定 量 さ れ る CA IX抗 原
で あ る 。 免 疫 組 織 化 学 染 色 に よ っ て ア ッ セ イ す る た め に 好 ま し い 組 織 標 本 は 、 た と え ば 、
組 織 試 料 の 中 で も 特 に 、 細 胞 塗 沫 、 生 検 組 織 ま た は 臓 器 か ら の 組 織 切 片 、 お よ び イ ン プ リ
ン ト 標 本 を 含 む 。 典 型 的 な 免 疫 組 織 化 学 染 色 手 順 が 、 下 記 の 材 料 お よ び 方 法 の 項 に 記 載 さ
れ る 。 そ の よ う な 組 織 標 本 は さ ま ざ ま に 保 存 す る こ と が で き 、 た と え ば 、 標 本 は 新 鮮 、 凍
結 、 ま た は ホ ル マ リ ン 、 ア ル コ ー ル ま た は ア セ ト ン ま た は 他 の 方 法 で 固 定 お よ び ／ ま た は
パ ラ フ ィ ン 包 埋 お よ び 脱 パ ラ フ ィ ン さ れ 得 る 。 生 検 組 織 試 料 は 、 他 の 生 検 方 法 の 中 で も 特
に 、 た と え ば 、 吸 引 、 バ イ ト 、 ブ ラ シ 、 コ ー ン 、 絨 毛 膜 絨 毛 、 内 視 鏡 、 切 除 、 切 開 、 針 、
経 皮 穿 孔 、 お よ び 表 面 生 検 に よ っ て 採 取 さ れ た 試 料 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】

　 MNタ ン パ ク 質 ／ ポ リ ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は MN核 酸 を 用 い る ア ッ セ イ は 、 こ こ に 記 載 の
方 法 の 通 り 、 診 断 お よ び ／ ま た は 予 防 診 断 の 両 方 に な る こ と が で き 、 す な わ ち 、 診 断 的 ／
予 後 診 断 的 で あ る 。 「 診 断 的 ／ 予 後 診 断 的 」 の 語 は こ こ で は 、 臨 床 的 背 景 に 応 じ て 下 記 の
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過 程 を 個 別 に ま た は 累 積 的 に 包 含 す る と 定 義 さ れ る ： 疾 患 の 存 在 を 判 定 、 疾 患 の 性 質 を 判
定 、 あ る 疾 患 を 別 の 疾 患 と 識 別 、 可 能 な 疾 患 状 態 の 転 帰 に 関 し て 予 測 、 症 例 の 性 質 お よ び
徴 候 に よ っ て 示 さ れ る 疾 患 か ら の 回 復 の 見 込 み を 判 定 、 患 者 の 疾 患 状 態 を 監 視 、 疾 患 の 再
発 に つ い て 患 者 を 監 視 、 お よ び ／ ま た は 患 者 に つ い て の 好 ま し い 治 療 計 画 を 決 定 。 本 発 明
の 診 断 的 ／ 予 後 診 断 的 方 法 は 、 た と え ば 、 腫 瘍 性 ま た は 前 腫 瘍 性 疾 患 の 存 在 に つ い て 集 団
を ス ク リ ー ニ ン グ 、 腫 瘍 性 疾 患 を 生 じ る リ ス ク の 判 定 、 腫 瘍 性 お よ び ／ ま た は 前 腫 瘍 性 疾
患 の 存 在 を 診 断 、 腫 瘍 性 疾 患 の 患 者 の 疾 患 状 態 を 監 視 、 お よ び ／ ま た は 腫 瘍 性 疾 患 の 経 過
に つ い て 予 後 診 断 を 決 定 す る た め に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 こ こ に 示 す 通 り 、 さ ま ざ ま な 前 腫 瘍 性 ／ 腫 瘍 性 疾 患 を
ス ク リ ー ニ ン グ す る の に 有 用 で あ る 。 本 発 明 の 予 後 診 断 法 の 対 象 で あ る 疾 患 が ま ず 、 た と
え ば 、 胃 癌 と 診 断 さ れ る の と 同 時 に 、 MN遺 伝 子 発 現 産 物 の レ ベ ル が ま た 予 後 情 報 を 提 供 し
得 る こ と が 想 像 で き る 。 た と え ば 、 胃 癌 は 同 時 に 診 断 お よ び 予 後 診 断 さ れ 得 る ； 胃 組 織 試
料 の 大 半 で の MN遺 伝 子 発 現 産 物 の 減 少 ま た は 消 失 は 診 断 的 で あ る 一 方 、 浸 潤 先 端 部 で の 顕
著 な MN遺 伝 子 発 現 産 物 の 存 在 は 予 後 診 断 的 で あ る 。 そ の よ う な 胃 癌 に 隣 接 す る 非 腫 瘍 性 上
皮 に お け る MN発 現 の 正 常 レ ベ ル が 維 持 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
本 発 明 の ア ッ セ イ は ま た 、 外 科 手 術 、 癌 化 学 療 法 お よ び ／ ま た は 放 射 線 療 法 後 の 、 す べ て
の 腫 瘍 組 織 の 非 存 在 ま た は 除 去 を 確 認 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 さ ら に 、 癌 化 学 療
法 お よ び 腫 瘍 再 発 を 監 視 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
本 発 明 の 方 法 と の 使 用 の た め に 多 数 の 様 式 を 適 用 で き る 。 CA IXタ ン パ ク 質 ま た は CA9ポ リ
ペ プ チ ド の 検 出 お よ び 定 量 は 、 本 分 野 で 一 般 に 公 知 の 他 の ア ッ セ イ の 中 で も 特 に 、 た と え
ば 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 、 競 合 イ ム
ノ ア ッ セ イ 、 二 抗 体 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ 、 免 疫 組 織 化 学 染 色 ア ッ セ イ 、 凝 集 ア ッ セ イ 、
蛍 光 イ ム ノ ア ッ セ イ 、 サ イ ト フ ル オ ロ メ ト リ ー 、 免 疫 金 を 用 い る 免 疫 電 子 お よ び 走 査 顕 微
鏡 法 に よ っ て 実 施 し 得 る 。 そ の よ う な ア ッ セ イ で の CA9遺 伝 子 発 現 産 物 の 定 量 は 、 本 分 野
で 公 知 で あ る 従 来 の 方 法 に 適 合 さ せ 得 る ； た と え ば 、 検 出 方 法 が 免 疫 組 織 化 学 染 色 に よ る
場 合 は 、 CA IXタ ン パ ク 質 ま た は CA IXポ リ ペ プ チ ド の 定 量 は 、 免 疫 反 応 性 細 胞 の 割 合 お よ
び ／ ま た は 免 疫 反 応 性 細 胞 の 免 疫 染 色 の 強 度 を 測 定 す る こ と に よ っ て 実 施 で き 、 お よ び 加
え て こ れ ら の 値 の 加 算 ま た は 乗 算 、 ま た は こ れ ら の 値 を 用 い る 他 の 数 学 的 計 算 を 含 み 得 る
。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 CA IXタ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て 、 患 者 の 体 組 織 お よ び ／ ま た は 細 胞 中 の C
A IX抗 原 を 検 出 お よ び 定 量 で き る こ と は 、 イ ム ノ ア ッ セ イ の 当 業 者 に は ま た 明 ら か で あ る
。 そ の よ う な 一 実 施 形 態 で は 、 CA IXタ ン パ ク 質 に 対 し て 作 製 さ れ た 標 識 化 抗 体 を 使 用 す
る 免 疫 測 定 ア ッ セ イ を 用 い る こ と が で き る 。 そ の よ う な ア ッ セ イ で は 、 抗 原 結 合 抗 体 と 複
合 体 化 す る 標 識 化 抗 体 の 量 は 、 試 料 中 の CA IX抗 原 の 量 と 正 比 例 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】

　 MN/CA IXの 分 布 お よ び 発 現 パ タ ー ン を 、 実 施 例 1に 記 載 の 免 疫 組 織 化 学 に よ っ て 調 べ た
。 組 織 切 片 を MN/CA IX特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 M75で 染 色 し た 。 典 型 的 な 免 疫 組 織 化 学
染 色 結 果 は 、 MN/CA IXを 非 腫 瘍 性 胃 粘 膜 、 腸 上 皮 化 生 に 、 お よ び 顕 著 に よ り 低 頻 度 で 胃 癌
に 示 す 。 MN/CA IX免 疫 染 色 の 欠 如 が 、 中 等 度 (G2)に 分 化 し た 腸 型 の 胃 癌 に 、 お よ び び ま ん
型 の 胃 癌 に 見 出 さ れ た 一 方 、 近 傍 の 非 腫 瘍 性 上 皮 細 胞 は 強 い 免 疫 染 色 を 示 し た 。 し ば し ば
免 疫 染 色 は 不 均 一 で あ る こ と が 見 出 さ れ た 。 た と え ば 、 低 分 化 (G3)腸 型 胃 癌 は 、 胃 粘 膜 中
の 腫 瘍 細 胞 の 免 疫 染 色 が 見 ら れ な か っ た が 、 筋 層 に 浸 潤 し て い る 腫 瘍 細 胞 の 部 分 集 合 に 強
い 染 色 が 見 ら れ た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 実 施 例 3に 記 載 さ れ る 免 疫 組 織 化 学 分 析 は 、 さ ら に 重 要 な 観 察 を 明 ら か に し た 。 免 疫 反
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応 性 ス コ ア を 適 用 後 、 2つ の 群 の CA IX発 現 パ タ ー ン が 胃 癌 で 識 別 さ れ た 。 豊 富 な CA IXを
発 現 し て い る 癌 は 低 レ ベ ル の CA IX発 現 ま た は 全 く 発 現 無 し の 腫 瘍 と 比 較 し て よ り 短 い 術
後 生 存 を 示 し た 。 CA IX発 現 と 不 良 な 予 後 診 断 と の 同 様 の 関 連 が 近 年 、 非 小 細 胞 肺 癌 で も
報 告 さ れ て い る [12]； し か し 、 胃 癌 と は 異 な り 、 正 常 肺 組 織 は 感 知 可 能 な レ ベ ル で CA IX
を 発 現 し な い 。 CA IX発 現 を 保 持 し た 胃 癌 の 免 疫 組 織 化 学 切 片 の さ ら な る 分 析 で 、 CA IX発
現 は 浸 潤 先 端 部 に 位 置 し た 癌 細 胞 で 主 に 観 察 さ れ 、 CA IX発 現 の 消 失 は 胃 癌 で は 高 頻 度 の
現 象 で あ る 一 方 で CA IX発 現 を 保 持 す る 胃 腫 瘍 は 浸 潤 性 の 増 大 を 示 し 、 こ の こ と が そ の 不
良 な 予 後 診 断 に 寄 与 し 得 る こ と を 示 し た [31]。 本 発 明 に 至 る 際 に 行 わ れ た in vivo観 察 は
、 実 施 例 4に 記 載 の AGS胃 癌 細 胞 に お け る CA IX過 剰 発 現 の in vitro分 析 に よ っ て 支 持 さ れ
る 。 そ の よ う な 胃 癌 細 胞 に お け る CA9 cDNAの ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に 際 し て 、 ト ラ ン ス フ
ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 の 細 胞 増 殖 お よ び 浸 潤 性 増 殖 は 顕 著 に 促 進 さ れ た 。 こ の よ う に 、 胃
癌 に お け る CA IXの 過 剰 発 現 は ま た 、 細 胞 増 殖 お よ び 浸 潤 の 増 大 を 伴 い 、 よ り 不 良 な 予 後
診 断 を 示 す 、 胃 癌 の 浸 潤 先 端 部 で の CA IX発 現 の 知 見 を 支 持 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 CA IXの 過 剰 発 現 は さ ま ざ ま な 癌 で 報 告 さ れ て い る 一 方 、 そ の 発 現 は 大 部 分 の 胃 癌 で は
低 い か ま た は 失 わ れ て さ え い る [15、 16]。 対 象 予 後 診 断 法 の 発 明 者 ら に よ る 分 析 は 、 CA I
X発 現 が 患 者 57名 中 26名 に お い て 癌 細 胞 中 で 失 わ れ た 一 方 、 CA IXの 正 常 胃 発 現 は 胃 小 窩 上
皮 細 胞 お よ び 胃 底 腺 お よ び 腔 腺 に 保 持 さ れ た こ と を 示 し た 。 Pastorekovaら に よ る 以 前 の
研 究 は 、 限 ら れ た 数 の 標 本 に お け る CA IXの 発 現 を 評 価 し 、 お よ び ま た 、 試 験 し た 胃 癌 に
お け る CA IX発 現 の 低 下 を 報 告 し た [15]。 CA IXの 発 現 の 消 失 は 、 胃 発 癌 中 の 脱 分 化 を 含 む
腫 瘍 性 変 化 の 結 果 と 解 釈 さ れ 得 る 一 方 、 近 年 の 研 究 は 、 実 際 に こ の 消 失 は 単 な る 随 伴 現 象
で は な く 胃 発 癌 の 過 程 の 基 礎 と な る 決 定 的 変 化 で あ る こ と を 示 す 。 そ の 仮 説 は 、 CA IX欠
損 マ ウ ス の 作 製 に よ っ て 支 持 さ れ 、 そ の マ ウ ス で は CA IX遺 伝 子 の 不 活 性 化 が 胃 過 形 成 の
発 生 に 繋 が り 、 こ れ は 、 細 胞 増 殖 の 増 大 を 伴 う [17]。 CA IX発 現 の 消 失 を 胃 癌 の 約 半 分 で
実 証 し た 、 対 象 予 後 診 断 法 の 発 明 者 ら に よ る 研 究 と 合 わ せ て 、 CA IX欠 損 マ ウ ス で の 研 究
は 、 CA IXは 細 胞 増 殖 お よ び 胃 粘 膜 の 増 殖 も ま た 調 節 す る 決 定 的 に 重 要 な 分 化 因 子 と し て
作 用 し 得 る こ と を 示 す 。 実 際 に 、 本 明 細 書 で ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト お よ び PCR分 析 で 開 示 す
る 通 り の CA IX発 現 の 消 失 は 、 CA IX発 現 が 胃 癌 の 発 生 に 決 定 的 に 重 要 で あ る と い う 仮 説 を
支 持 す る 可 能 性 が あ り 、 お よ び 、 胃 発 癌 に お け る 初 期 現 象 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】

　 本 発 明 の 一 部 の 実 施 形 態 で は 、 胃 癌 と い っ た 前 腫 瘍 性 ／ 腫 瘍 性 疾 患 の 患 者 か ら 採 取 し た
試 料 に お い て 、 CA IXタ ン パ ク 質 ま た は CA IXポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る mRNA、 ま た は そ の
mRNAと 相 補 的 な cDNAを 検 出 お よ び 定 量 し 、 比 較 可 能 な 試 料 中 の MN/CA9 mRNAレ ベ ル の 平 均
と 比 較 し 、 お よ び そ れ に よ っ て 患 者 に つ い て の 予 後 診 断 と 相 関 さ せ る 。 MN/CA9 mRNAま た
は MN/CA9cDNAの 発 現 が 測 定 さ れ る 場 合 は 、 平 均 を 上 回 る CA9 mRNAま た は 平 均 を 上 回 る CA9c
DNA発 現 は よ り 不 良 な 予 後 診 断 の 指 標 で あ る 。 CA9特 異 的 mRNA発 現 の レ ベ ル の 変 化 を 測 定 す
る た め の 一 つ の 好 ま し い 方 法 は ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ で あ り 、 こ こ で MN/CA9特 異 的 mRNA
発 現 を 検 出 す る た め の プ ロ ー ブ と し て 用 い ら れ る 核 酸 配 列 は 図 1に 示 す MN/CA9cDNA配 列 の
全 部 ま た は 一 部 と 相 補 的 で あ る ； RNAの 調 製 物 を 変 性 ア ガ ロ ー ス ゲ ル に 流 し 、 お よ び 活 性
化 セ ル ロ ー ス 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス ま た は ガ ラ ス ま た は ナ イ ロ ン 膜 と い っ た 適 当 な 担 体 に 転
写 す る 。 放 射 性 標 識 化 cDNAま た は RNAを 次 い で 調 製 物 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 洗 浄 し 、 お
よ び オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー に よ っ て 分 析 す る 。 試 料 は 、 試 料 の 組 織 学 的 蘇 生 を 示 す た め
に ヘ マ ト キ シ リ ン で 染 色 で き 、 お よ び 発 色 し た エ マ ル ジ ョ ン を 、 適 当 な 光 フ ィ ル タ ー を 用
い た 暗 視 野 法 に よ っ て 照 明 す る 。 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン と い っ た 非 放 射 性 標 識 も ま た 用 い る こ と
が で き る
　 CA9特 異 的 mRNA発 現 を 測 定 す る た め の 別 の 好 ま し い 方 法 は 、 MN/CA9cDNA配 列 由 来 の 核 酸
プ ロ ー ブ の 、 生 物 試 料 か ら 単 離 さ れ た RNAか ら 作 製 さ れ た RT－ PCR産 物 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン に よ る 、 CA9 mRNA発 現 の 検 出 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
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　 典 型 的 な ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト お よ び PCRア ッ セ イ
　 加 え て 、 方 法 を 組 み 合 わ せ て 用 い る こ と が で き る ； た と え ば 、 CA9 mRNAお よ び CA IXタ
ン パ ク 質 発 現 は 、 リ ア ル タ イ ム 定 量 的 PCRに よ っ て お よ び ／ ま た は ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ
ン グ に よ っ て 、 た と え ば 胃 癌 の 患 者 に 由 来 す る 腫 瘍 試 料 お よ び 相 当 す る 非 腫 瘍 性 胃 粘 膜 の
対 応 試 料 に お い て 評 価 で き る 。 実 施 例 2に 記 載 の 通 り 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 お よ び リ
ア ル タ イ ム 定 量 的 PCRを 同 一 の 患 者 に お い て 実 施 し た ５ 例 す べ て で 、 CA IXタ ン パ ク 質 レ ベ
ル は 胃 癌 で は 対 応 す る 非 腫 瘍 性 粘 膜 と 比 較 し て 有 意 に 低 下 し 、 お よ び CA9 mRNAレ ベ ル 低 下
と 関 連 し た (図 4)。
【 ０ ０ ４ ６ 】

　 「 MN/CA IX」 お よ び 「 MN/CA9」 の 語 は こ こ で は 、 MNの 同 義 語 と 考 え ら れ る 。 ま た 、 G250
抗 原 は MNタ ン パ ク 質 ／ ポ リ ペ プ チ ド を い う と 考 え ら れ る [35]。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 国 際 公 開 第 93／ 18152号 パ ン フ レ ッ ト お よ び ／ ま た は 国 際 公 開 第 95／ 34650号 パ ン フ レ ッ
ト （ Zavada et al.,） は 、 本 明 細 書 で 図 1A～ 1Cに 示 さ れ る MNcDNA配 列 [配 列 番 号 1]、 [配 列
番 号 2]同 じ く 図 1A～ 1Cに 示 さ れ る MNア ミ ノ 酸 配 列 、 お よ び 本 明 細 書 で 図 2A～ 2Fに 示 さ れ る
MNゲ ノ ム 配 列 [配 列 番 号 3]を 開 示 す る 。 MN遺 伝 子 は 11個 の エ ク ソ ン お よ び 10個 の イ ン ト ロ
ン で 構 成 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
図 1に 示 さ れ る MNcDNAの ORFは 、 計 算 分 子 量 49.7kdの 459ア ミ ノ 酸 タ ン パ ク 質 の コ ー ド 容 量
を 有 す る 。 MN/CA IXタ ン パ ク 質 の 総 ア ミ ノ 酸 組 成 は か な り 酸 性 で あ り 、 お よ び pI4.3で あ
る こ と が 予 測 さ れ る 。 CGL3細 胞 由 来 の 天 然 MN/CA IXタ ン パ ク 質 の 、 二 次 元 電 気 泳 動 に 次 い
で イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ る 分 析 は 、 コ ン ピ ュ ー タ ー 予 測 に 合 致 し て 、 MN/CA IXは 4.7
～ 6.3の 範 囲 の pIを 有 す る い く つ か の 等 電 型 で 存 在 す る 酸 性 タ ン パ ク 質 で あ る こ と を 示 し
て い る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
図 1A～ 1Cに 示 す MNタ ン パ ク 質 の 最 初 の 37個 の ア ミ ノ 酸 は 、 推 定 さ れ る MNシ グ ナ ル ペ プ チ ド
[配 列 番 号 6]で あ る 。 MNタ ン パ ク 質 は 細 胞 外 ド メ イ ン [図 1A～ 1Cの ア ミ ノ 酸 (aa)38～ 414[配
列 番 号 7]、 膜 貫 通 ド メ イ ン [aa415～ 434； 配 列 番 号 8]お よ び 細 胞 内 ド メ イ ン [aa435～ 459；
配 列 番 号 9]を 有 す る 。 細 胞 外 ド メ イ ン は 、 プ ロ テ オ グ リ カ ン 様 ド メ イ ン [aa53～ 111； 配 列
番 号 4]お よ び 炭 酸 脱 水 酵 素 (CA)ド メ イ ン [aa135～ 391； 配 列 番 号 5]を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
CAド メ イ ン は 付 着 非 依 存 性 の 誘 導 に 必 須 で あ る 一 方 、 TMア ン カ ー お よ び IC尾 部 は そ の 生 物
学 的 作 用 に は 可 欠 で あ る 。 MNタ ン パ ク 質 は ま た 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 に お い
て 原 形 質 膜 ラ フ リ ン グ を 引 き 起 こ す こ と が で き 、 お よ び そ の 細 胞 の 固 相 担 体 へ の 付 着 に 関
与 す る よ う に 見 え る 。 デ ー タ は 、 細 胞 増 殖 、 接 着 お よ び 細 胞 間 情 報 伝 達 の 調 節 へ の MNの 関
与 を 明 示 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】

　 「 MNタ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た は ポ リ ペ プ チ ド 」 (MNタ ン パ ク 質 ／ ポ リ ペ プ チ ド )の 語 句 は
、 こ こ で は MN遺 伝 子 ま た は そ の 断 片 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た は ポ リ
ペ プ チ ド を 意 味 す る と 定 義 さ れ る 。 本 発 明 に 記 載 の 典 型 的 な お よ び 好 ま し い MNタ ン パ ク 質
は 、 図 1に 示 す 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。 好 ま し い MNタ ン パ ク 質 ／ ポ リ ペ プ チ ド は 、 図 1
に 示 す MNタ ン パ ク 質 と 実 質 的 な 相 同 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た は ポ リ ペ プ チ ド で
あ る 。 た と え ば 、 そ の よ う な 実 質 的 に 相 同 な MNタ ン パ ク 質 ／ ポ リ ペ プ チ ド は 、 MN特 異 的 抗
体 、 好 ま し く は MabM75ま た は そ の 同 等 物 と 反 応 す る も の で あ る 。 M75Mabを 分 泌 す る VU－ M7
5ハ イ ブ リ ド ー マ は HB11128の 名 称 で 1992年 9月 17日 に 寄 託 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 ま た は 「 ペ プ チ ド 」 は 、 ペ プ チ ド 結 合 に よ っ て 共 有 結 合 で 結 合 し た ア
ミ ノ 酸 の 鎖 で あ り 、 お よ び こ こ で は 50個 以 下 の ア ミ ノ 酸 か ら 成 る と さ れ る 。 「 タ ン パ ク 質

10

20

30

40

50

(23) JP 2007-509612 A 2007.4.19

MN遺 伝 子 お よ び タ ン パ ク 質

MNタ ン パ ク 質 お よ び ポ リ ペ プ チ ド



」 は こ こ で は 、 50個 よ り 多 い ア ミ ノ 酸 か ら 成 る ポ リ ペ プ チ ド と 定 義 さ れ る 。 ポ リ ペ プ チ ド
と い う 語 は 、 ペ プ チ ド お よ び オ リ ゴ ペ プ チ ド の 語 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
腫 瘍 性 細 胞 に よ っ て in vivoで 産 生 さ れ た タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド は 、 細 胞 培 養 中
の 腫 瘍 細 胞 、 ま た は 形 質 転 換 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ た も の と は 配 列 が 異 な る 可 能 性 が あ る
こ と を 理 解 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 ア ミ ノ 酸 置 換 、 伸 長 、 欠 失 、 短 縮 、 お よ び そ
の 組 み 合 わ せ を 制 限 無 く 含 む 、 変 化 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る MNタ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た
は ポ リ ペ プ チ ド は 、 本 発 明 の 範 囲 に 含 ま れ る 。 体 液 中 に 現 存 す る タ ン パ ク 質 は 、 タ ン パ ク
質 分 解 過 程 と い っ た 分 解 過 程 の 対 象 と な る こ と も ま た 理 解 さ れ 得 る ； し た が っ て 、 相 当 に
短 縮 さ れ た MNタ ン パ ク 質 お よ び MNポ リ ペ プ チ ド が 、 た と え ば 血 清 と い っ た 体 液 中 に 見 出 さ
れ 得 る 。 「 MN抗 原 」 の 語 句 は 、 こ こ で は MNタ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た は ポ リ ペ プ チ ド を 包 含
す る よ う に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 さ ら に 、 MNタ ン パ ク 質 お よ び ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 は 遺 伝 子 技 術 に よ っ て 改 変 す
る こ と が で き る こ と が 理 解 さ れ る 。 一 種 類 以 上 の ア ミ ノ 酸 を 欠 失 ま た は 置 換 さ せ る こ と が
で き る 。 そ の よ う な ア ミ ノ 酸 変 化 は タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 に 測 定
可 能 な 変 化 を 何 ら 生 じ な い 可 能 性 が あ り 、 お よ び 結 果 と し て 本 発 明 の 範 囲 内 の タ ン パ ク 質
ま た は ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び MN突 然 変 異 タ ン パ ク 質 を 生 じ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】

　 本 発 明 の 核 酸 プ ロ ー ブ は 、 図 1に 示 さ れ る MNcDNA配 列 と 、 ま た は 図 2A～ Fの 完 全 ゲ ノ ム 配
列 [配 列 番 号 3]と い っ た 他 の MN遺 伝 子 配 列 と 、 相 補 的 ま た は 実 質 的 に 相 補 的 で あ る 配 列 を
含 む も の で あ る 。 「 実 質 的 に 相 補 的 」 の 語 句 は 、 本 分 野 で よ く 理 解 さ れ て い る 通 り の 意 味
を 有 す る と こ こ で は 定 義 さ れ 、 お よ び 、 し た が っ て 、 標 準 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条
件 と の 関 連 で 用 い ら れ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 の 厳 密 性 は 、 相 補 性 の 精 度 を 調 節
す る た め に 調 整 で き る 。 2つ の 核 酸 は 、 た と え ば 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン 条 件 下 で 互 い に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る な ら ば 互 い に 実 質 的 に 相 補 的 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】

　 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は こ こ で は 、 本 分 野 で 厳 密 で あ る と 理
解 さ れ る 標 準 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 に 適 合 す る と 考 え ら れ る 。 た と え ば 、 ス ト
リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 は 、 0.02M～ 0.15MNaCl、 温 度 50℃ ～ 70℃ に よ っ て 与 え ら れ る よ う な 相
対 的 に 低 塩 お よ び ／ ま た は 高 温 条 件 、 た と え ば 塩 濃 度 0.15M～ 0.9M、 温 度 範 囲 20℃ ～ 55℃
、 を 包 含 す る と 一 般 的 に 理 解 さ れ る 。 厳 密 性 が よ り 低 い 条 件 は 、 42℃ に て 50%ホ ル ム ア ミ
ド 存 在 下 0.15M～ 0.9MNaCl、 最 終 洗 浄 65℃ に て 0.1%SSPEお よ び 0.1%SDS、 と い っ た 典 型 的 な
ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 に よ っ て 与 え ら れ る よ う に 、 高 温 の よ う
に ハ イ ブ リ ッ ド 二 重 ら せ ん を 不 安 定 化 す る 役 割 を 果 た す 、 よ り 多 量 の ホ ル ム ア ル デ ヒ ド を
添 加 す る こ と に よ っ て 、 よ り 厳 密 に す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 さ ら に 典 型 的 な ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 、 Sambrook et al.,
 Molecular Cloning: A Laboratory Manual, pages 1.91 and 9.47-9. 51 (Second Editi
on, Cold Spring Harbor Laboratory Press；  Cold Spring Harbor, N. Y.；  1989)；  Ma
niatis et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, pages 387-389 (Cold Sprin
g Harbor Laboratory；  Cold Spring Harbor, N. Y.；  1982)；  Tsuchiya et al., Oral 
Surgery, Oral Medicine, Oral Patholog 71-725 (June 1991)； お よ び 米 国 特 許 第 5,989,
838号 明 細 書 ,米 国 特 許 第 5,972,353号 明 細 書 ,米 国 特 許 第 5,981,711号 明 細 書 ,お よ び 米 国 特
許 第 6,051,226号 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 少 な く と も 80～ 90%の ホ モ ロ ジ ー を 有 す る ご く 近 い 関 係 に あ る 核 酸 配 列 だ け が 、 ス ト リ
ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。
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【 ０ ０ ５ ９ 】

　 「 抗 体 」 の 語 は 、 こ こ で は 抗 体 全 体 だ け で な く 抗 体 の 生 物 学 的 に 活 性 で あ る 断 片 、 好 ま
し く は 抗 原 結 合 領 域 を 含 む 断 片 も 含 む と 定 義 さ れ る 。 抗 体 の 定 義 に さ ら に 含 ま れ る の は 、
MNタ ン パ ク 質 と も う 一 つ の 別 の 組 織 特 異 的 抗 原 と に 特 異 的 な 、 二 重 特 異 性 抗 体 で あ る 。 ヒ
ト 化 抗 体 お よ び 完 全 な ヒ ト 抗 体 は こ こ で の 「 抗 体 」 の 定 義 に 該 当 す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 発 明 の 方 法 に 記 載 の 有 用 な 抗 体 は 、 従 来 の 方 法 論 に よ っ て 、 お よ び ／ ま た は 遺 伝 子 工
学 に よ っ て 作 製 し 得 る 。 抗 体 断 片 は 、 好 ま し く は 超 可 変 領 域 を 含 む 軽 鎖 お よ び ／ ま た は 重
鎖 (V H お よ び V L )の 可 変 領 域 か ら 、 お よ び さ ら に よ り 好 ま し く は V H お よ び V L 領 域 の 両 方 か ら
遺 伝 子 組 み 換 え す る こ と が で き る 。 た と え ば 、 「 抗 体 」 の 語 は こ こ で は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル
お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 な ら び に そ の 生 物 学 的 に 活 性 で あ る 断 片 を 包 含 し 、 他 の 可 能 性
の 中 で も 特 に 、 「 一 価 」 抗 体 [46]； 共 有 結 合 的 に ま た は 非 共 有 結 合 的 に 凝 集 し て い て も 、
Fab'お よ び F(ab') 2 断 片 を 含 む Fabタ ン パ ク 質 ； 軽 鎖 ま た は 重 鎖 単 独 、 好 ま し く は 重 鎖 お よ
び 軽 鎖 の 可 変 領 域 (V H お よ び V L 領 域 )、 お よ び よ り 好 ま し く は 超 可 変 領 域 [V H お よ び V L 領 域
の 相 補 性 決 定 領 域 (CDR)と も い う ]を 含 む ； Fcタ ン パ ク 質 ； 一 種 類 よ り 多 い 抗 原 に 結 合 す る
能 力 の あ る 「 ハ イ ブ リ ッ ド 」 抗 体 ； 定 常 － 可 変 領 域 キ メ ラ ； 異 な る 起 源 の 重 鎖 と 軽 鎖 を 有
す る 「 複 合 」 免 疫 グ ロ ブ リ ン ； 標 準 的 組 み 換 え 技 術 に よ っ て 、 ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
指 向 性 突 然 変 異 誘 発 技 術 に よ っ て 調 製 さ れ た 、 特 異 性 お よ び そ の 他 の 特 性 が 改 良 さ れ た 「
改 変 」 抗 体 [47]を 含 む 。  
　 CA IXタ ン パ ク 質 ／ ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る の に 有 用 な 本 発 明 に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 は 、 標 識 の 中 で も 、 た と え ば 、 ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ (HRP)の よ う な
酵 素 、 蛍 光 化 合 物 、 ま た は 、 1 2 5 Iの よ う な 放 射 性 同 位 体 を 用 い て 、 任 意 の 従 来 の 方 法 で 標
識 す る こ と が で き る 。 本 発 明 に 記 載 の 好 ま し い 標 識 は 1 2 5 Iで あ り 、 お よ び 抗 体 を 標 識 化 す
る 好 ま し い 方 法 は 、 ク ロ ラ ミ ン － Tを 用 い る こ と に よ る [48]。  
　 本 発 明 に 記 載 の 有 用 な 代 表 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 Zavadaら の 特 許 お よ び 特 許 出 願
に 以 前 に 記 載 さ れ た MabM75、 MN9、 MN12、 MN7お よ び V／ 10を 含 む [米 国 特 許 第 6,297,041号
； 米 国 特 許 第 6,204,370号 ； 米 国 特 許 第 6,093,548号 ； 米 国 特 許 第 6,051,226号 ； 米 国 特 許
第 6,004,535号 ； 米 国 特 許 第 5,989,838号 ； 米 国 特 許 第 5,981,711号 ； 米 国 特 許 第 5,972,353
号 ； 米 国 特 許 第 5,955,075号 ； 米 国 特 許 第 5,387,676号 ； 米 国 特 許 出 願 公 開 20030049828号
お よ び 第 20020137910号 明 細 書 ； お よ び 国 際 公 開 第 03／ 100029号 パ ン フ レ ッ ト ]。 本 発 明 に
記 載 の 有 用 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 さ ま ざ ま な 予 後 診 断 臨 床 検 査 に お い て た と え ば 臨 床
試 料 中 に 、 MNタ ン パ ク 質 ／ ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る た め に 有 用 で あ る 。 た と え ば 、 モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 M75(MabM75)は 、 ATCC番 号 HB11128の 名 称 で 1992年 9月 17日 に American Tissue
 Type Culture Collection[ATCC]に 寄 託 さ れ た マ ウ ス リ ン パ 球 ハ イ ブ リ ド ー マ VU－ M75に
よ っ て 産 生 さ れ る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ VU－ M75の 作 製 は 、 Zavada et al., 国 際 公 開 第 93／ 18
152号 パ ン フ レ ッ ト に 記 載 さ れ て い る 。 Mab M75は 、 非 グ リ コ シ ル 化 GST－ CA IX融 合 タ ン パ
ク 質 お よ び CGL3細 胞 で 発 現 さ れ た 未 変 性 CA IXタ ン パ ク 質 の 両 方 を 同 様 に 良 好 に 認 識 す る
。 M75Mabは 、 CA IXタ ン パ ク 質 の 天 然 型 お よ び 変 性 型 の 両 方 を 認 識 す る [56]。  
　 抗 体 の 作 製 を 含 む 、 こ こ で 有 用 な 他 の 生 物 学 的 手 法 を 記 載 す る 一 般 的 教 科 書 は 、 Berger
 and Kimmel, Guide to Molecular Cloning Techniques, Methods in Enzymology, Vol. 
152, Academic Press, Inc., Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manu
al, (Second Edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press；  Cold Spring Harbor, N
. Y.；  1989) Vol. 1-3；  Current Protocols in Molecular Biology, F. M. Ausabel et
 al. [Eds. ], Current Protocols, a joint venture between Green Publishing Associ
ates, Inc. and John Wiley & Sons, Inc. (supplemented through 2000), Harlow et al
., Monoclonal Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Pre
ss (1988), Paul [Ed. ]；  Fundamental Immunoloav, Lippincott Williams &amp；  Wilk
ins (1998), お よ び  Harlow et al., Using Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Sp
ring Harbor Laboratory Press(1998)を 含 む 。
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抗 体



【 ０ ０ ６ １ 】

　 　 患 者 59名 (女 性 20名 、 男 性 39名 、 年 齢 範 囲 41～ 84歳 )に 由 来 す る 腫 瘍 性 お よ び 対 応
す る 非 腫 瘍 性 パ ラ フ ィ ン 包 埋 組 織 標 本 は 、 Institute of Pathology of the University o
f Magdeburgの 保 管 庫 か ら 、 免 疫 組 織 化 学 分 析 の た め に 回 収 し た 。 Lauren分 類 [18]に よ る
と 、 27名 の 患 者 は び ま ん 型 、 お よ び 32名 は 腸 型 胃 癌 に 罹 患 し て い た 。 分 子 的 分 析 の た め に
、 胃 癌 お よ び 対 応 す る 非 病 変 組 織 を 、 胃 癌 患 者 18名 (女 性 2名 、 男 性 16名 、 年 齢 範 囲 43～ 82
歳 )か ら 、 外 科 手 術 の 直 後 に 採 取 し た 。 組 織 試 料 は 液 体 窒 素 中 で 急 速 凍 結 し 、 お よ び － 80
℃ に て 保 存 し 、 お よ び 下 記 の 通 り さ ら に 処 理 し 、 ま た は 組 織 学 的 処 理 の た め に 10%中 性 化
ホ ル マ リ ン 中 で 固 定 し お よ び パ ラ フ ィ ン に 包 埋 し た 。 本 研 究 は University of Magdeburg
（ ド イ ツ ） の 人 権 問 題 委 員 会 に よ っ て 承 認 さ れ た 。  
　 　 胃 癌 細 胞 株 MKN45、 MKN28、 AGS、 N87お よ び Hela細 胞 は Riken Cell Bank(Tsukub
a, Japan)お よ び American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD)よ り 入 手 し
た 。 AGSお よ び Hela細 胞 以 外 の す べ て の 細 胞 は 、 10%ウ シ 胎 児 血 清 を 含 む RPMI培 地 (Gibco B
RL, Rockville, MD, USA)中 で 維 持 し た 。 AGS細 胞 株 は 10%ウ シ 胎 児 血 清 を 含 む F－ 12K培 地
中 で 維 持 し 、 お よ び Hela細 胞 は 10%ウ シ 胎 児 血 清 添 加 ダ ル ベ ッ コ 改 変 イ ー グ ル 培 地 (DMEM, 
Gibco BRL, Rockville, MD, USA)中 で 培 養 し た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 　 AGS胃 癌 細 胞 を 2x10 5 細 胞 ／ 60mmシ ャ ー レ の 密 度
で 播 種 し た 。 細 胞 を 24時 間 後 に 、 ヒ ト CA9cDNA(1.5kb,Kpnl／ Sacl部 位 )[3]を 含 む pSG5Cベ
ク タ ー (5pg)、 ま た は 空 pCMVβ ベ ク タ ー (対 照 B)を 用 い て ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し 、 ま た は
Transfectam試 薬 単 独 (対 照 A)(Promega, Mannheim)と 取 扱 説 明 書 に 従 っ て Transfectam試 薬
／ DNAの 最 適 容 量 ／ 重 量 比 2pl／ pgDNAを 用 い て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 タ ン パ ク 質 発 現 は 24
時 間 、 48時 間 、 お よ び 72時 間 後 に ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ っ て 確 認 さ れ た (記 載 せ ず
） 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 　 細 胞 を 1x10 6 細 胞 ／ 60mmシ ャ ー レ の 密 度 で 播 種 し た 。
24時 間 後 、 細 胞 を 5μ Mの 5－ ア ザ － dC(Sigma Chemical Co. , Deisenhofen, Germany)を 用
い て 処 理 し た 。 同 一 の 濃 度 の DMSOも ま た 、 細 胞 に 対 す る 非 特 異 的 な 溶 媒 の 作 用 に つ い て 対
照 と し て 用 い た 。 総 細 胞 タ ン パ ク 質 を 、 以 前 に 記 載 さ れ た 通 り 、 5－ ア ザ － dCの 添 加 の 3日
後 に 単 離 し た [19]。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 　 AGS細 胞 を 、 10%ウ シ 胎 児 血 清 (Gibco Invitrogen)お よ び 50μ g／ ml
リ フ ォ バ シ ン を 添 加 し た 培 地 中 で 増 殖 さ せ た 。 親 AGS細 胞 、 pCMVβ ベ ク タ ー を ト ラ ン ス フ
ェ ク シ ョ ン さ れ た AGS細 胞 、 お よ び CA IXト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た AGS細 胞 を 、 30x10 4

細 胞 ／ 200μ l／ ウ ェ ル の 密 度 で 96ウ ェ ル プ レ ー ト に 播 種 し た 。 37℃ 、 5%(v／ v)CO 2 に て 50
時 間 培 養 後 、 細 胞 を 3 H－ メ チ ル － チ ミ ジ ン (0.2uCi／ ウ ェ ル )を 用 い て さ ら に ８ 時 間 パ ル ス
標 識 し 、 お よ び グ ラ ス フ ァ イ バ ー 膜 上 へ 採 取 し た 。 組 み 込 ま れ た 放 射 能 を シ ン チ レ ー シ ョ
ン カ ウ ン ト で 測 定 し た 。 各 例 で DNA合 成 は 並 行 し て 6回 評 価 し お よ び 1度 繰 り 返 し 、 結 果 と
し て 1細 胞 株 に つ き 計 12回 の 実 験 を 行 っ た [20]。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 　 AGS細 胞 の 細 胞 浸 潤 を 、 以 前 に 記 載 さ れ た 通 り 、 24ウ ェ ル Trans
wellチ ャ ン バ ー (Costar, Bodenheim, Germany)中 で 評 価 し た [21]。 上 側 お よ び 下 側 の 培 養
室 は 孔 径 8μ mの ポ リ カ ー ボ ネ ー ト フ ィ ル タ ー で 分 け ら れ た 。 浸 潤 ア ッ セ イ の 前 に 、 ポ リ カ
ー ボ ネ ー ト フ ィ ル タ ー を 100ngの マ ト リ ゲ ル ・ マ ト リ ク ス で 被 覆 し た 。 浸 潤 ア ッ セ イ の た
め に 、 ウ ェ ル 当 た り 3x10 4 細 胞 を 再 構 成 基 底 膜 上 で 72時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 フ ィ ル タ
ー を 通 過 し お よ び マ ト リ ゲ ル 被 覆 膜 の 下 部 に 付 着 す る 細 胞 を 、 ト リ プ シ ン ／ EDTAを 用 い て
採 取 し た ； 細 胞 数 を Coulter Counter ZII(Coulter Immunotech, Marseille, France)で 計
測 し た 。 移 動 す る 細 胞 の 数 は 、 同 一 の 培 養 条 件 下 で 72時 間  24 ウ ェ ル プ レ ー ト で 増 殖 し た
対 照 か ら 計 算 し た 。 す べ て の 実 験 は 三 連 で 実 施 し た 。
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材 料 お よ び 方 法
対 象

細 胞 株

一 過 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ア ッ セ イ

細 胞 の 5－ ア ザ － dCを 用 い た 処 理

細 胞 増 殖 ア ッ セ イ

In vitro浸 潤 ア ッ セ イ



【 ０ ０ ６ ６ 】
　 　 組 織 標 本 を 、 超 音 波 ホ モ ジ ナ イ ザ ー (Ultra-T
urrax T25 basic, IKA, Staufen, Germany)を 用 い て ホ モ ジ ナ イ ズ し た 。  総 RNA (1μ g)を
、 100Uの MMLV逆 転 写 酵 素 、 RNア ー ゼ H Minus点 突 然 変 異 体 (Promega, Mannheim, Germany)
、 16Uの RNア ー ゼ 阻 害 剤 (Promega)、 200pmolの ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー (Promega)お よ び 0.5mM
の dNTP(Biomol Feinchemikalien, Hamburg, Germany)を 含 む 、 終 容 量 20μ lの 逆 転 写 緩 衝
液 (50 mM Tris-HCl、 pH 8.3、 7 mM MgCl 2 お よ び 40mM KCl、 お よ び 10 mM DTT)中 で  37℃ に
て 1時 間 逆 転 写 し た 。 要 約 す る と 、 PCRプ ラ イ マ ー は CA IX遺 伝 子 の 240 bpの cDNA断 片 (セ ン
ス 5'- AGGAGGATCTGCCCAGTGA-3'[配 列 番 号 10]； ア ン チ セ ン ス 5'- GCCAATGACTCTGGTCATC-3'
)[配 列 番 号 11]を 増 幅 す る よ う に 設 計 さ れ た 。 [4]。  CA IXの 発 現 レ ベ ル は 、 以 前 に 記 載 さ
れ た 通 り 、 LightCycler法 (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany)を 用 い る こ と に
よ っ て 測 定 し た [20]。  
　 　 脱 パ ラ フ ィ ン 処 理 し た 連 続 切 片 を 、 免 疫 組 織 化 学 法 の た め に 3μ mで 切
り 出 し 、 お よ び Superfrost Plusス ラ イ ド グ ラ ス に 載 せ た 。 免 疫 染 色 を 、 CA IXに 対 す る モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 M75を 用 い て 実 施 し た [15]。 免 疫 染 色 に つ い て は 、 切 片 を キ シ レ ン 中 で
脱 パ ラ フ ィ ン 処 理 し 、 お よ び ア ル コ ー ル 系 列 中 で 再 水 和 し た 。 抗 CA IX(1:10希 釈 )を 加 湿
チ ャ ン バ ー 内 で 37℃ に て 1時 間 投 与 し 、 次 い で ビ オ チ ニ ル 化 抗 マ ウ ス IgG／ 抗 ウ サ ギ IgG(1:
200；  Vector Laboratories； 販 売 者 Camon, Wiesbaden, Germany)お よ び ABCア ル カ リ ホ ス
フ ァ タ ー ゼ 試 薬 と 、 各 30分 間 室 温 で の イ ン キ ュ ベ ー ト を 実 施 し た 。 工 程 の 間 に 、 切 片 を Tr
is緩 衝 生 理 食 塩 水 で 洗 浄 し た 。 免 疫 反 応 は ア ビ ジ ン  ビ オ チ ン 複 合 体 法 を 用 い て 、 Vectast
ain ABCア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ ・ キ ッ ト (販 売 者 Camon, Wiesbaden, Germany)を 使 用 し て
視 覚 化 し た 。 ニ ュ ー フ ク シ ン が 色 素 原 と し て 作 用 し た 。 す べ て の 標 本 を ヘ マ ト キ シ リ ン で
対 比 染 色 し た 。 陰 性 対 照 に は 一 次 抗 体 を 省 い た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 　 腫 瘍 細 胞 お よ び 胃 上 皮 に お い て 観 察 さ れ た CA IXの 発 現 を 評
価 す る た め に 、 2つ の 分 類 を 用 い た 数 値 得 点 系 を 用 い た 。 分 類 Aは 免 疫 反 応 性 細 胞 の 数 を 0(
免 疫 反 応 性 細 胞 無 し )、 1(<10%)、 2(11～ 50%)、 お よ び 3(>50%)と 記 録 し た 。 陽 性 例 は 分 類 A
値 1を 有 す る と 定 義 さ れ た 。 分 類 Bは 免 疫 染 色 の 強 度 を 0(免 疫 染 色 無 し )、 1(弱 い )、 2(中 等
度 の )、 お よ び 3(強 い )と 記 録 し た 。 最 後 に 、 分 類 Aお よ び Bの 値 を 加 算 し て 、 「 免 疫 反 応 性
ス コ ア 」 (IRS)を 与 え 、 こ の 値 は 0～ 6の 範 囲 に な り 得 る 。 IRSを 計 算 す る こ の 方 法 は 、 各 カ
テ ゴ リ を 合 計 し て IRS1と は な る こ と は な い 点 に 注 意 す る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 　 ヒ ト 胃 組 織 お よ び 細 胞 株 を 、 1mM EDTA、 50mMβ － グ リ セ ロ リ
ン 酸 、 2mMオ ル ト バ ナ ジ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 1%Triton-100、 10%グ リ セ ロ ー ル 、 1mM DTTお よ
び プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 (10mg／ mlベ ン ズ ア ミ ジ ン 、 2mg／ mlア ン チ パ イ ン 、 お よ び 1mg／ ml
ロ イ ペ プ チ ン )を 含 む 緩 衝 液 中 で 溶 解 し た 。 分 離 後 、 タ ン パ ク 質 を フ ッ 化 ビ ニ リ デ ン 樹 脂 (
PVDF)膜 (Bio-Rad)に エ レ ク ト ロ ブ ロ ッ テ ィ ン グ し た 。 膜 を 、 以 前 に 記 載 さ れ た 通 り 、 1:20
0抗 CA IXM75抗 体 と 1時 間 室 温 に て イ ン キ ュ ベ ー ト し た [20]。 膜 に 結 合 し た 二 次 抗 体 を 、 増
幅 化 学 発 光 に よ っ て 取 扱 説 明 書 に 従 っ て 検 出 し た 。 負 荷 量 を 確 実 に 等 し く す る た め 、 ブ ロ
ッ ト を 200mmol／ Lグ リ シ ン 、 1%Tween-20、 0.1%SDS、 pH2.2中 で 2時 間 室 温 に て 除 去 し 、 お
よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 β － ア ク チ ン 抗 体 (1:2000希 釈 ； ク ロ ー ン AC－ 74； Sigma)を 用 い て
再 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た [19]。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 　 増 殖 ／ 浸 潤 す る 細 胞 の 数 お よ び CA IXの 発 現 を 、 ス チ ュ ー デ ン ト の tア ッ セ イ
を 用 い て 解 析 し た 。 生 存 曲 線 を Kaplan－ Meier法 を 用 い て プ ロ ッ ト し 、 さ ら に 生 存 時 間 の
比 較 を 、 ロ グ ラ ン ク ア ッ セ イ を 用 い て 実 施 し た 。 有 意 水 準 と し て p値 <0.05を 取 っ た 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 下 記 の 実 施 例 は 単 に 説 明 を 目 的 と し 、 お よ び 本 発 明 を い か な る 形 で も 限 定 し な い こ と が
意 図 さ れ る 。

10

20

30

40

50

(27) JP 2007-509612 A 2007.4.19

CA9 mRNAレ ベ ル の リ ア ル タ イ ム 定 量 分 析

免 疫 組 織 化 学 法
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ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析

統 計 解 析



【 ０ ０ ７ １ 】
　
　
　 CA IXの 分 布 お よ び 発 現 パ タ ー ン を 免 疫 組 織 化 学 法 に よ っ て 調 べ た 。 組 織  切 片 は 抗 CA I
X 抗 体  M75を 用 い て 染 色 し た 。 CA IX は 、 非 腫 瘍 性  胃 粘 膜 , 腸 上 皮 化 生 に 、 お よ び 顕 著
に よ り 低 頻 度 で 胃 癌 に 見 出 さ れ た 。 し ば し ば 免 疫 染 色  は 不 均 一 で あ っ た ：  た と え ば 、 低
分 化 (G3)腸 型 胃 癌  は 、 粘 膜 中 の 腫 瘍 細 胞 の 免 疫 染 色 を 示 さ ず 、 お よ び 筋 層 に 浸 潤 し て い
る 腫 瘍 細 胞 の 部 分 集 合 に 強 い 染 色 を 示 し た (ヘ マ ト キ シ リ ン 対 比 染 色 )。  
　 全 体 と し て 、 CA IXは 試 験 し た す べ て の 患 者 の 非 腫 瘍 性 胃 粘 膜 に 見 出 さ れ た 。 CA IXは 小
窩 上 皮 細 胞 、 胃 底 腺 お よ び 腔 腺 に 限 ら れ た 。 腸 上 皮 化 生 が 患 者 15名 (26.3%)に 観 察 さ れ 、
お よ び CA IXは 患 者 10名 (66.7%)で 腸 上 皮 化 生 の 刷 毛 縁 に 発 現 さ れ て い た 。 CA IXは 胃 癌 細
胞 of患 者 31名 (54.0%)の 胃 癌 細 胞 に 発 現 さ れ て い た 。 胃 癌 の 腸 型 と び ま ん 型 と の 間 に 差 は
見 出 さ れ な か っ た 。 CA IXは 、 び ま ん 型 胃 癌 の 患 者 14名 (51.9%)、 中 等 度 (G2)に 分 化 し た 腸
型 胃 癌 の 患 者 12名 (57.1%)、 お よ び 低 分 化 腸 型 胃 癌 の 患 者 5名 (55.6%)の 腫 瘍 細 胞 に 存 在 し
た 。 CA IXに つ い て 平 均 総 免 疫 反 応 性 ス コ ア は 、 胃 癌 で 1.95± 1.98と 比 較 し て 、 小 窩 上 皮
で 5.66± 0.78と 計 算 さ れ た (p<0.001)。 こ こ で も 、 胃 癌 の 腸 型 と び ま ん 型 と の 間 に 差 は 見
出 さ れ な か っ た 。 表 1は CA IXに つ い て 総 免 疫 反 応 性 ス コ ア を 要 約 す る 。
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ２ 】

　
　 CA9 mRNAお よ び CA IXタ ン パ ク 質 発 現 を 次 い で リ ア ル タ イ ム 定 量 PCRお よ び ウ ェ ス タ ン ブ
ロ ッ テ ィ ン グ に よ っ て 評 価 し た 。 腫 瘍 試 料 は 胃 癌 の 患 者 18名 か ら 採 取 し 、 お よ び 対 応 す る
非 腫 瘍 性 胃 粘 膜 も ま た そ れ ら の 患 者 か ら 入 手 可 能 で あ っ た 。 癌 組 織 お よ び 非 癌 組 織 に お け
る CA9 mRNAレ ベ ル を 患 者 10名 に お い て 評 価 し 、 一 方 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 12例 に お
い て 実 施 し た 。 5例 で 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 お よ び リ ア ル タ イ ム 定 量 PCRの 両 方 を 同 一
の 患 者 に お い て 実 施 し 、 胃 癌 お よ び 非 腫 瘍 性 胃 粘 膜 に お け る CA IXタ ン パ ク 質 お よ び CA9 m
RNAの 発 現 レ ベ ル の 直 接 比 較 を 可 能 に し た 。 全 体 と し て 、 CA IXタ ン パ ク 質 お よ び CA9 mRNA
の レ ベ ル は 、 対 応 す る 非 腫 瘍 性 粘 膜 と 比 較 し て 胃 癌 で 有 意 に 低 下 し た (p=0.04)。 CA IXタ
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胃 癌 細 胞 に お け る CA IX発 現 の 局 在 化  

実 施 例 2
胃 癌 に お け る CA IX発 現 の 定 量 的 分 析



ン パ ク 質 お よ び CA9 mRNAレ ベ ル の 両 方 を 評 価 し た 5例 の 直 接 比 較 は 、 全 例 で タ ン パ ク 質 レ
ベ ル の 低 下 が CA9 mRNAレ ベ ル の 低 下 を 伴 っ た こ と を 明 ら か に し た (図 4)。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　
　
　 胃 癌 切 除 を 受 け て い る 胃 癌 患 者 23名 か ら 生 存 デ ー タ を 入 手 し た 。 上 記 で 概 説 し た 通 り の
免 疫 組 織 化 学 ス コ ア に 従 っ て 、 2つ の 群 の 患 者 が 、 低 CA IX発 現 (IRS≦ 3)の 群 Aに 対 し て 、
癌 細 胞 に お け る CA IX発 現 が 高 い (IRS>3)群 Bと し て 分 類 さ れ た 。 高 CA IX発 現 の 患 者 に つ い
て 術 後 生 存 時 間 は 、 CA IX発 現 が 無 い か ま た は 低 い 患 者 に お け る よ り も 有 意 に 短 か っ た (p=
0.0281)(図 5)。 興 味 深 い こ と に 、 CA IXの 発 現 は 筋 層 の 浸 潤 部 位 で 非 常 に 顕 著 で あ り 、 胃
癌 に お け る CA IX発 現 の 全 体 的 な 消 失 に も か か わ ら ず 、 浸 潤 先 端 部 で の CA IX発 現 の 維 持 ま
た は 再 発 現 が CA IX発 現 を 有 す る 患 者 に お け る 全 体 的 な 不 良 な 生 存 率 に 寄 与 し 得 る こ と を
示 し た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　
　
CA9 mRNAお よ び CA IXタ ン パ ク 質 レ ベ ル を 、 AGS、 N87お よ び MKN28胃 癌 細 胞 に お い て 、 リ ア
ル タ イ ム PCRお よ び ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ っ て 調 べ た 。 HeLa細 胞 を 陽 性 対 照 と し
て 用 い た 。 CA9 mRNAお よ び CA IXタ ン パ ク 質 は N87お よ び MKN28細 胞 に 見 出 さ れ た が 、 た だ
し HeLa細 胞 と 比 較 し て 顕 著 に 低 レ ベ ル で あ っ た (図 4)。 CA9 mRNAお よ び CA IXタ ン パ ク 質 は
AGS細 胞 で は 検 出 不 能 で あ り 、 AGS細 胞 を 次 い で CA IX発 現 に 伴 う 生 物 学 的 変 化 を 評 価 す る
た め に 、 CA9cDNAの ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 用 に 選 択 し た 。 AGS細 胞 を 、 完 全 長 CA9cDNA、 空
発 現 ベ ク タ ー (対 照 B)を 用 い て ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し 、 ま た は transfectam試 薬 の み を 用
い て DNA導 入 を 伴 わ ず に 処 理 し た (対 照 A)。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 に お け る CA I
Xの 発 現 は ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ っ て 確 認 さ れ た (記 載 せ ず ） 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ
ョ ン さ れ た AGS細 胞 の 浸 潤 能 力 を 、 24ウ ェ ル Transwellチ ャ ン バ ー を 用 い て 評 価 し た 。 AGS
細 胞 に お け る CA IXの 発 現 は 、 対 照 、 す な わ ち 親 AGS細 胞 の transfectamだ け と の イ ン キ ュ
ベ ー ト 、 ま た は 空 ベ ク タ ー を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た AGS細 胞 (対 照 Aお よ び B)と 比 較
し て 移 動 性 細 胞 の 有 意 な 増 加 を 結 果 と し て 生 じ た (図 6)。 さ ら に 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
さ れ た AGS細 胞 は 、 2つ の 対 照 群 と 比 較 し て 、 細 胞 増 殖 の 有 意 な 増 加 を 示 し た (図 6)。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　
　
　 CA9 mRNAの レ ベ ル を ま た 、 脱 メ チ ル 化 試 薬 で あ る 5'－ ア ザ － デ オ キ シ シ チ ジ ン を 用 い た
処 理 後 に 、 N87、 MKN28、 MKN45お よ び AGS細 胞 に お い て 分 析 し た 。 5'－ ア ザ － デ オ キ シ シ チ
ジ ン を 用 い た 処 理 に よ っ て 、 N87、 MKN45お よ び AGS細 胞 、 で は CA9 mRNAレ ベ ル が 5倍 を 超 え
て 増 大 し 、 CA IXの 発 現 が 少 な く と も 部 分 的 に は メ チ ル 化 に よ っ て 調 節 さ れ る こ と が 示 さ
れ た 。 MNK28細 胞 で は 効 果 は 見 ら れ な か っ た (図 7)。 in vitroマ ト リ ゲ ル 浸 潤 ア ッ セ イ を 用
い て 、 未 処 理 AGS細 胞 と 比 較 し た 5'－ ア ザ － デ オ キ シ シ チ ジ ン 処 理 AGS細 胞 の 浸 潤 能 力 を 評
価 し た 。 未 処 理 AGS細 胞 は DMSO処 理 AGS細 胞 (対 照 )と 比 較 し て 浸 潤 性 に 顕 著 な 差 を 示 さ な か
っ た 。 対 照 的 に 、 5'－ ア ザ － デ オ キ シ シ チ ジ ン 処 理 AGS細 胞 の 2.9%が 再 構 成 マ ト リ ゲ ル ・
マ ト リ ク ス を 通 過 し た 一 方 、 未 処 理 の 1.05%お よ び DMSO処 理 AGS細 胞 の 1.04%だ け が フ ィ ル
タ ー の 下 側 に 検 出 可 能 で あ っ た (p<0.01)(図 7)。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　
　 腎 癌 に お け る 近 年 の 研 究 は 、 CA IX発 現 が 少 な く と も 部 分 的 に は CA9遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー
の メ チ ル 化 に よ っ て 調 節 さ れ る こ と 、 お よ び CA9プ ロ モ ー タ ー 領 域 中 の － 74bpお よ び － 6bp
位 の 低 メ チ ル 化 が ヒ ト 腎 癌 細 胞 株 に お い て CA IX発 現 の 増 大 を 伴 う こ と を 示 す [32、 33]。
本 明 細 書 に 示 さ れ る 通 り 、 CA IX発 現 の 低 下 ま た は 消 失 が 多 数 の 胃 癌 お よ び 胃 癌 細 胞 株 で
観 察 さ れ た た め 、 メ チ ル 化 の 阻 害 が CA IX発 現 の 回 復 に 繋 が る か ど う か を 分 析 す る た め 、 4
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種 類 の 確 立 し た 胃 癌 細 胞 株 を 脱 メ チ ル 化 剤 の 5'－ ア ザ － デ オ キ シ シ チ ジ ン で 処 理 し た 。 上
記 の 実 施 例 5に 記 載 さ れ る 通 り 、 MKN28細 胞 を 除 く す べ て の 細 胞 株 が 、 5'－ ア ザ － デ オ キ シ
シ チ ジ ン を 用 い た 処 理 後 に リ ア ル タ イ ム PCR分 析 に お い て CA9 mRNAレ ベ ル の 上 昇 を 示 し 、
胃 癌 細 胞 株 に お け る CA IXの 発 現 が 少 な く と も 部 分 的 に は CpG部 位 の メ チ ル 化 に よ っ て 調 節
さ れ る こ と を 示 し た [図 7を 参 照 ]。 CA IXの 再 発 現 が こ れ ら の 細 胞 に お い て 、 細 胞 を 5'－ ア
ザ － デ オ キ シ シ チ ジ ン で 処 理 し た 後 に 観 察 さ れ た た め 、 CA IX発 現 の 回 復 が ま た 細 胞 の 生
物 学 的 特 性 を 変 化 さ せ る か ど う か を 評 価 す る こ と が 有 意 義 と 思 わ れ た 。 し た が っ て 、 細 胞
を ま た 、 処 理 有 り お よ び 無 し の 細 胞 の 浸 潤 性 の 変 化 の 評 価 を 可 能 に す る 浸 潤 ア ッ セ イ で 分
析 し た 。 培 地 に 保 持 し た か ま た は DMSOを 培 地 に 添 加 し た AGS細 胞 の 浸 潤 性 に 変 化 は 観 察 さ
れ な か っ た 一 方 、 5'－ ア ザ － デ オ キ シ シ チ ジ ン と イ ン キ ュ ベ ー ト し た AGS細 胞 は 顕 著 な 、
ほ ぼ 3倍 上 昇 し た レ ベ ル の 浸 潤 性 を 示 し 、 そ れ ら の 細 胞 に お け る CA IXの 回 復 が 浸 潤 の 増 大
を 伴 う こ と を 示 し た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 本 明 細 書 に 報 告 し た デ ー タ に 基 づ き 、 CA IXの 消 失 は 胃 癌 に お け る 初 期 現 象 と 仮 定 す る
こ と が で き 、 そ れ は プ ロ モ ー タ ー メ チ ル 化 の 増 大 を 伴 い 得 る 。 胃 癌 進 行 の 過 程 の よ り 後 期
で 、 CA IX発 現 が 癌 細 胞 の 浸 潤 先 端 部 に て 誘 導 さ れ 、 そ の こ と が そ れ ら の 細 胞 に 、 増 殖 お
よ び 浸 潤 性 増 殖 を 促 進 す る こ と に よ る 追 加 の 増 殖 効 果 を 与 え る 。 HIF－ 1α が 腫 瘍 内 部 の 低
酸 素 症 に よ っ て 誘 導 さ れ 、 こ れ が 次 い で CA IX発 現 を 誘 導 す る た め [24、 25]、 胃 癌 の 浸 潤
先 端 部 で の CA IXの 再 発 現 は 、 HIF－ 1の O 2 に 調 節 さ れ る サ ブ ユ ニ ッ ト の 活 性 化 の 結 果 と し
て 起 こ る 可 能 性 が あ る と 考 え る こ と が で き 、 胃 癌 の 浸 潤 先 端 部 で の HIF－ 1α 発 現 の 増 大 に
繋 が り 、 こ の こ と は 結 腸 癌 お よ び そ の 他 の 癌 で 既 に 報 告 さ れ て い る [34]。 要 約 す る と 、 し
ば し ば 胃 癌 で 観 察 さ れ る CA IX発 現 の 消 失 は 初 期 現 象 で あ り 得 る 一 方 、 胃 癌 の 部 分 集 合 の
浸 潤 先 端 部 で の CA IXの 過 剰 発 現 は 浸 潤 性 増 殖 に 繋 が る 可 能 性 が あ り 、 お よ び そ れ に よ っ
て 胃 癌 の 増 殖 お よ び 進 行 に 寄 与 す る 。 本 発 明 者 ら は そ の 結 果 、 胃 癌 と 類 似 の CA IX発 現 パ
タ ー ン を 有 す る 前 腫 瘍 性 ／ 腫 瘍 性 疾 患 も ま た 、 本 明 細 書 で 開 示 さ れ る 予 後 診 断 法 の 対 象 と
な る と 結 論 す る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　
下 記 に 列 挙 し た 材 料 は 、 American Type Culture Collection (ATCC)、 現 所 在 10810 Unive
rsityBlvd., Manassus, Virginia 20110-2209(米 国 ） に 寄 託 さ れ た 。 寄 託 は 「 特 許 手 続 上
の 微 生 物 の 寄 託 の 国 際 的 承 認 に 関 す る ブ ダ ペ ス ト 条 約 (「 ブ ダ ペ ス ト 条 約 」 ） 」 の 条 項 に
基 づ い て 行 っ た 。 生 存 培 養 の 維 持 は 寄 託 の 日 か ら 30年 間 保 証 さ れ て い る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ
お よ び プ ラ ス ミ ド は ブ ダ ペ ス ト 条 約 の 条 項 に 従 っ て ATCCに よ っ て 利 用 可 能 に な り 、 寄 託 さ
れ た ハ イ ブ リ ド ー マ お よ び プ ラ ス ミ ド の 一 般 へ の 制 限 無 し の 分 譲 を 本 出 願 の 特 許 付 与 時 か
ら 保 証 す る 、 出 願 人 と ATCCと の 間 の 合 意 下 に 置 か れ る 。 寄 託 さ れ た 細 胞 株 の 入 手 可 能 性 は
、 い か な る 政 府 の 権 限 下 で も そ の 政 府 の 特 許 法 に 基 づ い て 付 与 さ れ る 権 利 に 抵 触 し て 本 発
明 を 実 施 す る た め の 許 諾 と 解 し て は な ら な い 。  

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  
Ｖ Ｕ － Ｍ ７ ５ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 １ ９ ９ ２ 年 ９ 月 １ ７ 日 　 　 　 　 　 　 　 Ｈ Ｂ  １ １ １ ２ ８
Ｍ Ｎ 　 １ ２ ． ２ ． ２ 　 　 　 　 　 　 １ ９ ９ ４ 年 ６ 月 ９ 日 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｈ Ｂ  １ １ ６ ４ ７

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　

Ａ ４ ａ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 １ ９ ９ ５ 年 ６ 月 ６ 日 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ９ ７ １ ９ ９
Ｘ Ｅ １ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 １ ９ ９ ５ 年 ６ 月 ６ 日 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ９ ７ ２ ０ ０
Ｘ Ｅ ３ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 １ ９ ９ ５ 年 ６ 月 ６ 日 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ９ ７ １ ９ ８
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 同 様 に 、 V／ 10 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 V／ 10－ VUは 、 200
3年 2月 19日 に ブ ダ ペ ス ト 条 約 に 基 づ き 、 Universeit Gent, K. L. Ledeganckstraat 35, B
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ブ ダ ペ ス ト 条 約 寄 託

ハ イ ブ リ ド ー マ 寄 託 日 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 番 号

プ ラ ス ミ ド 寄 託 日 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 番 号



-9000 Gent（ ベ ル ギ ー ） の Laboratorium voor Moleculaire Biologie-Plasmidencollecti
e (LMBP)の  Belgian Coordianted Collections of Microorganisms (BCCM) [BCCM／ LMBP]
の 国 際 寄 託 機 関 (IDA)に 受 託 番 号 LMBP 6009CBと し て 寄 託 し た 。  
　 本 発 明 の 前 記 実 施 形 態 の 詳 細 な 説 明 は 例 証 お よ び 説 明 の 目 的 で 示 さ れ て い る 。 そ れ ら は
網 羅 的 で あ る こ と ま た は 本 発 明 を 開 示 さ れ た 正 確 な 形 に 制 限 す る こ と を 意 図 せ ず 、 お よ び
明 ら か に 上 記 の 教 示 に 照 ら し て 多 く の 改 変 お よ び 変 化 が 可 能 で あ る 。 そ れ ら の 実 施 形 態 は
、 本 発 明 の 原 理 お よ び 実 用 的 な 応 用 を 説 明 し 、 そ れ に よ っ て 、 さ ま ざ ま な 実 施 形 態 で お よ
び 意 図 さ れ る 特 定 用 途 に 適 し た さ ま ざ ま な 改 変 を 伴 っ て 、 他 の 当 業 者 に 本 発 明 を 使 用 可 能
に す る た め に 選 択 さ れ 説 明 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
本 明 細 書 に 引 用 さ れ た 全 て の 参 考 文 献 は 参 照 に よ り 本 開 示 に 含 ま れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ８ １ 】
【 図 １ 】 図 1A～ Cは MN/CA IX完 全 長 cDNAの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 示 す [配 列 番 号 1]。 図 1A～ C
は ま た 、 そ の cDNAに よ っ て コ ー ド さ れ る 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す [配 列 番 号 2]。
【 図 ２ 】 図 2A～ Fは MN/CA9の 10,898bpの 完 全 な ゲ ノ ム 配 列 を 示 す [配 列 番 号 3]。 塩 基 数 は 下
記 の 通 り で あ る ： A2654個 ； C2739個 ； G2645個 ； お よ び T2859個 。 11個 の エ ク ソ ン は 一 般 に
大 文 字 で 示 さ れ て い る が 、 エ ク ソ ン 1は RNア ー ゼ 保 護 ア ッ セ イ に よ っ て 測 定 さ れ た 通 り 、 3
507位 で 開 始 す る と 考 え ら れ る 。
【 図 ３ 】 図 3は ヒ ト  MN/CA9 遺 伝 子 の エ ク ソ ン － イ ン ト ロ ン マ ッ プ を 示 す 。 エ ク ソ ン (番 号
を 付 し た 斜 線 囲 み )の 位 置 お よ び 大 き さ 、 Alu反 復 配 列 (白 囲 み )、 お よ び LTR関 連 配 列 (最 初
の 番 号 無 し の 点 描 囲 み )は 表 示 の ス ケ ー ル に 調 整 さ れ て い る 。 個 々 の MN/CA IXタ ン パ ク 質
ド メ イ ン に 対 応 す る エ ク ソ ン は 、 PG(プ ロ テ オ グ リ カ ン 様 ド メ イ ン )、 CA(炭 酸 脱 水 酵 素 ド
メ イ ン )、 TM(膜 貫 通 性 ア ン カ ー )、 お よ び IC(細 胞 質 内 の 尾 部 )と 表 示 し た 破 線 枠 で 囲 ん で
あ る 。 マ ッ プ の 下 に 、 ア ミ ノ 酸 配 列 の 整 列 が MN/CA IXタ ン パ ク 質 PG領 域 (aa53～ 111)[配 列
番 号 4]と ヒ ト ・ ア グ リ カ ン (aa781～ 839)[配 列 番 号 5]と の 間 の ホ モ ロ ジ ー の 程 度 を 示 す
【 図 ４ 】 図 4(実 施 例 2で 考 察 )は 、 胃 癌 に お け る CA IXタ ン パ ク 質 お よ び CA9mRNの ウ ェ ス タ
ン ブ ロ ッ ト 分 析 お よ び リ ア ル タ イ ム PCRか ら の 結 果 を 示 す 。 (A)ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 は
、 非 腫 瘍 性 胃 粘 膜 (N)と 比 較 し て 、 胃 癌 (T)に お け る CA IXタ ン パ ク 質 レ ベ ル の 低 下 を 明 ら
か に し た 。 CA IXは 54お よ び 58kDaを 有 す る タ ン パ ク 質 と し て 同 定 さ れ た 。 β － ア ク チ ン タ
ン パ ク 質 レ ベ ル は タ ン パ ク 質 レ ベ ル の 標 準 化 の た め に 評 価 さ れ た 。 CA IXタ ン パ ク 質 は AGS
細 胞 に は 検 出 さ れ な か っ た 一 方 、 低 レ ベ ル が N87お よ び MKN28細 胞 で 見 出 さ れ た 。 Hela細 胞
は 対 照 に 用 い た 。 (B)対 応 す る 非 腫 瘍 性 胃 粘 膜 (N)と 比 較 し た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 お よ
び リ ア ル タ イ ム PCRに よ っ て 評 価 さ れ た 、 胃 腫 瘍 (T)に お け る CA9 mRNAお よ び CA IXタ ン パ
ク 質 レ ベ ル の 定 量 的 分 析 。 5例 で タ ン パ ク 質 お よ び mRNAレ ベ ル を 癌 性 お よ び 非 癌 性 組 織 の
両 方 で 評 価 し 、 お よ び 全 例 が 癌 性 部 分 で レ ベ ル の 低 下 を 示 し た 。
【 図 ５ 】 図 5(実 施 例 3で 考 察 )は 、 CA IXタ ン パ ク 質 の 低 レ ベ ル ま た は 高 レ ベ ル を 発 現 し て
い る 胃 癌 を 有 す る 患 者 の 生 存 分 析 を 示 す 。 材 料 お よ び 方 法 で 概 説 し た 通 り の 免 疫 反 応 性 ス
コ ア を 用 い て 、 IRS≦ 3(CA IX－ )の 患 者 の 群 お よ び IRS>3(CA IX+)の 別 の 群 が 識 別 さ れ た 。
生 存 は CA IX発 現 の 上 昇 が み ら れ た 患 者 (ス コ ア >3； CA IX+)で 有 意 に 短 か っ た (p=0.0281)
。
【 図 ６ 】 図 6(実 施 例 4で 考 察 )は 、 AGS胃 癌 細 胞 に お け る CA IX過 剰 発 現 の in vitro分 析 を 示
す 。 (A)CA9cDNA(CA9)を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た AGS細 胞 、 DNA無 し で Transfectam試 薬
と イ ン キ ュ ベ ー ト し た も の (対 照 A)、 ま た は 空 pCMVβ ベ ク タ ー を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ
れ た も の (対 照 B)の 細 胞 浸 潤 を 、 24ウ ェ ル Transwellチ ャ ン バ ー (Costar, Bodenheim, Germ
any)中 で 上 記 の 通 り 評 価 し た 。 空 PCMVPベ ク タ ー を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た AGS細 胞 と
CA9を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 と の 差 、 お よ び DNA導 入 無 し の 細 胞 と CA9ト ラ ン ス
フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 と の 差 は 統 計 的 に 有 意 で あ っ た (対 応 の な い 両 側 tア ッ セ イ ； 平 均
SD)。 バ ー は 平 均 SD。 (B)AGS癌 細 胞 に お け る CA9ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ る 細 胞 増 殖 の 誘
導 。 CA9cDNAを 用 い た AGS細 胞 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は 、 DNAト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 無 し
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の 細 胞 (対 照 A)ま た は 空 pCMVβ ベ ク タ ー を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 (対 照 B)と 比 較
し て 細 胞 増 殖 の 有 意 な 誘 導 に 繋 が っ た (対 応 の な い 両 側 tア ッ セ イ ； 平 均 SD)。 バ ー は 平 均 S
D。
【 図 ７ 】 図 7(実 施 例 5で 考 察 )は 、 胃 癌 細 胞 株 に お け る CA IX発 現 に 対 す る メ チ ル 化 効 果 の
分 析 を 示 す 。 (A)胃 癌 細 胞 株 に お け る CA9 mRNAレ ベ ル を 、 5'－ ア ザ デ オ キ シ シ チ ジ ン (AZA)
と の イ ン キ ュ ベ ー ト 有 り お よ び 無 し で 評 価 し た 。 基 礎 mRNA発 現 (白 棒 )は 全 細 胞 で 標 準 化 さ
れ 、 お よ び 5'－ ア ザ デ オ キ シ シ チ ジ ン (灰 色 棒 )と の イ ン キ ュ ベ ー ト 後 の 相 対 変 化 を リ ア ル
タ イ ム PCRに よ っ て 評 価 し た 。 MKN28細 胞 に つ い て は 有 意 な 変 化 は 観 察 さ れ な か っ た 一 方 、
残 り の 細 胞 、 す な わ ち AGS、 MKN45お よ び N87細 胞 は 、 5'－ ア ザ デ オ キ シ シ チ ジ ン (AZA)で の
処 理 後 に CA9 mRNAレ ベ ル に 5倍 を 超 え る 増 加 を 示 し た 。 (B)DMSOま た は 5'－ ア ザ デ オ キ シ シ
チ ジ ン 有 り ま た は 無 し で 処 理 し た AGS細 胞 の 細 胞 浸 潤 を 、 24ウ ェ ル Transwell(孔 径 8μ m)チ
ャ ン バ ー (Costar, Bodenheim, Germany)中 で 評 価 し た 。 浸 潤 細 胞 を フ ィ ル タ ー の 下 側 か ら
ト リ プ シ ン ／ EDTAを 用 い て 採 取 し た 。 細 胞 数 は Coulter Counter ZII (Coulter Immunotec
h, Marseille, France)で 計 数 し た 。 5'－ ア ザ デ オ キ シ シ チ ジ ン (AZA)と 未 処 理 AGS細 胞 (AG
S、 DMSO)と の 間 の 差 は 統 計 的 に 有 意 で あ っ た (対 応 の な い 両 側 tア ッ セ イ ； 平 均 SD)。 バ ー
は 平 均 SD。
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【 図 １ Ｂ 】 【 図 １ Ｃ 】

【 図 ２ 】 【 図 ２ Ａ 】
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【 図 ２ Ｂ 】 【 図 ２ Ｃ 】

【 図 ２ Ｄ 】 【 図 ２ Ｅ 】
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【 図 ２ Ｆ 】 【 図 ３ 】

【 図 ４ 】 【 図 ５ 】
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【 図 ６ 】 【 図 ７ 】

【 配 列 表 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 18年 9月 25日 (2006.9.25)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 対 象 脊 椎 動 物 が 罹 患 す る 前 腫 瘍 性 お よ び ／ ま た は 腫 瘍 性 疾 患 の 予 後 診 断 の た め に

で あ っ て 、 該 疾 患 が 、 通 常
MN/CA IXタ ン パ ク 質 を 発 現 す る が 発 癌 に よ っ て MN/CA IX発 現 を 喪 失 す る か ま た は そ の 発 現
が 顕 著 に 減 少 す る 組 織 を 冒 す も の で あ り 、 該 検 査 方 法 が ：
　 (a)前 記 脊 椎 動 物 か ら 採 取 し た 前 腫 瘍 性 お よ び ／ ま た は 腫 瘍 性 組 織 を 含 む 試 料 中 の MN/CA
9遺 伝 子 発 現 産 物 を 検 出 し 、
　 (b)前 記 試 料 中 の MN/CA9遺 伝 子 発 現 産 物 の レ ベ ル を 定 量 し 、
　 (c)前 記 工 程 (b)で 定 量 し た MN/CA9遺 伝 子 発 現 産 物 の レ ベ ル を 、 対 象 脊 椎 動 物 と 同 じ 前 腫
瘍 性 お よ び ／ ま た は 腫 瘍 性 疾 患 に 罹 患 し た 脊 椎 動 物 か ら 採 取 し た 比 較 可 能 な 試 料 中 の MN/C
A9遺 伝 子 発 現 産 物 の 平 均 レ ベ ル と 比 較 す る ； 工 程 を 含 み
　 前 記 工 程 (b)で 定 量 し た MN/CA9遺 伝 子 発 現 産 物 の レ ベ ル が 前 記 比 較 可 能 な 試 料 中 の MN/CA
9遺 伝 子 発 現 産 物 の 平 均 レ ベ ル よ り も 高 い 場 合 、 前 記 対 象 脊 椎 動 物 が よ り 悪 い 予 後 を 有 す
る こ と が ；  
　 前 記 MN/CA IXタ ン パ ク 質 が ： 　
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該 対 象
脊 椎 動 物 由 来 の 試 料 中 の MN/CA9遺 伝 子 発 現 産 物 を 検 査 す る 方 法

示 唆 さ れ



　 (1)配 列 番 号 1の コ ー ド 領 域 ；
　 (2)配 列 番 号 1の コ ー ド 領 域 の 相 補 鎖 に 対 し て 、 42℃ で 50%ホ ル ム ア ミ ド の ス ト リ ン ジ ェ
ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； お よ び
　 (3)遺 伝 コ ー ド の 縮 重 の た め 配 列 番 号 1の コ ー ド 領 域 ま た は (2)の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と コ
ド ン 配 列 が 異 な る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； よ り 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ
て コ ー ド さ れ る こ と を 特 徴 と す る 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 前 腫 瘍 性 お よ び ／ ま た は 腫 瘍 性 疾 患 に 罹 患 し て い な い 場 合 に 、 前 記 組 織 の 細 胞 の 40
%以 上 が MN/CA IXタ ン パ ク 質 を 発 現 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 対 象 脊 椎 動 物 が 罹 患 す る 前 記 前 腫 瘍 性 お よ び ／ ま た は 腫 瘍 性 疾 患 が 、 胃 粘 膜 、 胆 の
う 、 胆 管 、 十 二 指 腸 腺 の 管 細 胞 、 精 巣 輸 出 管 お よ び 精 巣 網 を 含 む 精 巣 、 表 層 体 腔 上 皮 お よ
び 卵 巣 網 を 含 む 卵 巣 、 毛 包 の 基 底 細 胞 、 お よ び 中 枢 神 経 系 脈 絡 叢 の 前 腫 瘍 性 お よ び ／ ま た
は 腫 瘍 性 疾 患 よ り 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 脊 椎 動 物 が ヒ ト 患 者 で あ り 、 か つ 前 記 前 腫 瘍 性 お よ び ／ ま た は 腫 瘍 性 疾 患 が 、 胃 粘
膜 、 胆 の う 、 胆 管 お よ び 十 二 指 腸 腺 の 管 細 胞 の 腫 瘍 性 疾 患 よ り 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と
を 特 徴 と す る 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 腫 瘍 性 疾 患 が 胃 癌 で あ り 、 か つ 前 記 試 料 が 該 胃 癌 の 浸 潤 先 端 部 か ら 採 取 さ れ た も の
で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 腫 瘍 性 疾 患 が 腫 瘍 で あ り 、 か つ 前 記 試 料 が 該 腫 瘍 お よ び ／ ま た は 該 腫 瘍 に 由 来 す る
転 移 性 病 変 か ら 採 取 さ れ た も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 5記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 試 料 中 の MN/CA IXタ ン パ ク 質 を 検 出 お よ び 定 量 す る た め に MN/CA IX特 異 的 抗 体 を 用 い た
免 疫 組 織 化 学 染 色 が 用 い ら れ 、
　 前 記 定 量 工 程 (b)が 前 記 試 料 中 の 細 胞 の 免 疫 反 応 性 ス コ ア を 判 定 す る こ と を 含 み 、 該 判
定 が 下 記 工 程 を 含 み ：  
　 　 (b1)免 疫 反 応 性 細 胞 の 割 合 (%)を 特 定 し 、 該 割 合 を 下 記 の 値 に 割 り 当 て る ；
　 　 　 免 疫 反 応 性 細 胞 無 し の 場 合 に は 値 0、
　 　 　 免 疫 反 応 性 細 胞 が 10%未 満 の 場 合 に は 値 1、
　 　 　 免 疫 反 応 性 細 胞 が 11%な い し 50%の 場 合 に は 値 2、 ま た は
　 　 　 免 疫 反 応 性 細 胞 が 50%を 超 え る 場 合 に は 値 3
　 　 (b2)免 疫 反 応 性 細 胞 の 免 疫 染 色 の 強 度 を 特 定 し 、 MN/CA IX免 疫 染 色 の 強 度 を 下 記 の 値
に 割 り 当 て る ；
　 　 　 陰 性 対 照 と 等 し い 染 色 に は 値 0、
　 　 　 弱 い 染 色 に は 値 1、
　 　 　 中 等 度 の 染 色 に は 値 2、 ま た は
　 　 　 強 い 染 色 に は 値 3； さ ら に
　 　 (b3)前 記 工 程 (b1)で 求 め ら れ た 免 疫 反 応 性 細 胞 の 割 合 に 関 す る 値 、 お よ び 前 記 (b2)で
求 め ら れ た 免 疫 染 色 の 強 度 に 関 す る 値 を 加 算 し て 、 免 疫 反 応 性 ス コ ア を 取 得 す る ；
前 記 比 較 工 程 (c)が 、 前 記 工 程 (b1)か ら (b3)で の 対 象 脊 椎 動 物 に 由 来 す る 試 料 の 免 疫 反 応
性 ス コ ア の 判 定 と 同 様 に 、 前 記 比 較 可 能 な 試 料 の 免 疫 反 応 性 ス コ ア を 判 定 し 、 さ ら に 該 比
較 可 能 な 試 料 か ら の 免 疫 反 応 性 ス コ ア を 平 均 す る こ と を 含 み ； さ ら に
　 前 記 工 程 (b1)か ら (b3)で 判 定 さ れ た 前 記 試 料 の 免 疫 反 応 性 ス コ ア が 前 記 比 較 可 能 な 試 料
の 平 均 免 疫 反 応 性 ス コ ア を 上 回 る 場 合 、 前 記 免 疫 反 応 性 ス コ ア が 前 記 平 均 免 疫 反 応 性 ス コ
ア 以 下 の 場 合 よ り も 前 記 対 象 脊 椎 動 物 が よ り 悪 い 予 後 を 有 す る こ と が こ と を 特
徴 と す る 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】

(37) JP 2007-509612 A 2007.4.19

検 査 方 法

示 唆 さ れ る



　 前 記 前 腫 瘍 性 お よ び ／ ま た は 腫 瘍 性 の 試 料 が 、 ホ ル マ リ ン 固 定 パ ラ フ ィ ン 包 埋 組 織 試 料
ま た は 凍 結 組 織 試 料 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 MN/CA9遺 伝 子 発 現 産 物 が 、 MN/CA IXタ ン パ ク 質 、 MN/CA IXポ リ ペ プ チ ド 、

を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 検 出 工 程 (a)が 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 酵 素 免 疫 測 定 法 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 、
競 合 イ ム ノ ア ッ セ イ 、 二 抗 体 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ 、 免 疫 組 織 化 学 染 色 ア ッ セ イ 、 凝 集 ア
ッ セ イ 、 蛍 光 イ ム ノ ア ッ セ イ 、 サ イ ト フ ル オ ロ メ ト リ ー 、

よ り 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ッ セ イ の 使 用 を 含 む こ と を
特 徴 と す る 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 検 出 工 程 (a)が 、 受 託 番 号 ATCC HB11128を 有 す る ハ イ ブ リ ド ー マ VU-M75に よ っ て 分
泌 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 使 用 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 検 出 工 程 (a)が 免 疫 組 織 化 学 染 色 に よ っ て 行 わ れ 、 か つ 前 記 定 量 工 程 (b)が 免 疫 反 応
性 細 胞 の 割 合 お よ び ／ ま た は 免 疫 染 色 の 強 度 の 特 定 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 脊 椎 動 物 が 罹 患 す る 前 記 前 腫 瘍 性 お よ び ／ ま た は 腫 瘍 性 疾 患 の 治 療 の 選 択 に お い て
補 助 と し て 用 い ら れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 試 料 が 前 記 前 腫 瘍 性 お よ び ／ ま た は 腫 瘍 性 疾 患 の 浸 潤 先 端 部 か ら 採 取 さ れ た も の で
あ り 、 か つ 前 記 比 較 可 能 な 試 料 が 同 様 の 浸 潤 先 端 部 試 料 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 対 象 脊 椎 動 物 が 罹 患 す る 前 腫 瘍 性 お よ び ／ ま た は 腫 瘍 性 疾 患 の 予 後 診 断 の た め に

で あ っ て 、 該 疾 患 が 、 細 胞
の 40%以 上 が 通 常 MN/CA IXタ ン パ ク 質 を 発 現 す る が 発 癌 に よ っ て MN/CA IX発 現 を 喪 失 す る
か ま た は そ の 発 現 レ ベ ル が 顕 著 に 低 下 す る 組 織 を 冒 す も の で あ り 、 該 が 、
　 前 記 前 腫 瘍 性 お よ び ／ ま た は 腫 瘍 性 疾 患 の 浸 潤 先 端 部 か ら 採 取 し た 組 織 試 料 に お い て 、
MN/CA9遺 伝 子 発 現 産 物 が 存 在 し な い か 、 ま た は そ の 発 現 レ ベ ル が 、 前 記 組 織 が 前 記 疾 患 に
冒 さ れ て い な い 場 合 に 該 組 織 に お い て 通 常 発 現 さ れ る MN/CA9遺 伝 子 発 現 産 物 の レ ベ ル よ り
も 顕 著 に 低 下 し た レ ベ ル で あ る か ど う か を 検 出 す る 工 程 を 含 み 、
　 前 記 MN/CA9遺 伝 子 発 現 産 物 が 前 記 浸 潤 先 端 部 試 料 中 に 存 在 し な い か ま た は 顕 著 に 低 下 し
た レ ベ ル で あ る 場 合 で は な い と き に 、 前 記 浸 潤 先 端 部 試 料 中 に 前 記 MN/CA9遺 伝 子 発 現 産 物
が 存 在 し な い か ま た は 顕 著 に 低 下 し た レ ベ ル で あ る 場 合 よ り も 対 象 脊 椎 動 物 は 予 後 が 悪 い
こ と が こ と を 特 徴 と す る 。
【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 18年 11月 20日 (2006.11.20)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 配 列 表
【 補 正 方 法 】 追 加
【 補 正 の 内 容 】
【 配 列 表 】
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MN/CA IX
タ ン パ ク 質 ま た は MN/CA IXポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る mRNA、 あ る い は MN/CA IXタ ン パ ク 質
ま た は MN/CA IXポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る cDNA

PCR、 RT-PCR、 リ ア ル タ イ ム PCR
お よ び 定 量 的 リ ア ル タ イ ム RT-PCR

該 対 象
脊 椎 動 物 由 来 の 試 料 中 の MN/CA9遺 伝 子 発 現 産 物 を 検 査 す る 方 法

検 査 方 法

示 唆 さ れ る 検 査 方 法
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