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(57)【要約】
本発明は、ガンの診断および予後判定における使用のた
めの方法を提供する。本発明は、例えば、そのような方
法における使用のための結合剤およびキットをさらに提
供する。本発明はさらに、組成物、前記組成物を作製す
る方法、ならびに、それを使用する方法であって、肺ガ
ン、リンパ腫、肝臓ガン、甲状腺ガン、および膀胱ガン
を含むガンの処置および診断における使用を含む、方法
に関する。ガンの処置において有用な本発明の組成物は
、アンチセンスおよび低分子の阻害性RNA（siRNA）を含
む。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　対象においてガンを診断する方法であって、以下：
　　i）試験に供する単離された生物学的試料を提供する工程；
　　ii）Ciz1 b変異体ポリペプチドが該試料中に存在するか否かを検出する工程
を含み、該Ciz1 b変異体ポリペプチドの存在が、該対象がガンを有することを示す、方法
。
【請求項２】
　ガンが、肺ガン、リンパ腫、腎臓ガン、乳ガン、肝臓ガン、膀胱ガン、および甲状腺ガ
ンより選択される、請求項１記載の方法。
【請求項３】
　対象における肺ガンの早期検出のための方法であって、以下：
　　i）試験に供する単離された生物学的試料を提供する工程；
　　ii）Ciz1 b変異体ポリペプチドが該試料中に存在するか否かを検出する工程
を含み、該試料中の該Ciz1 b変異体ポリペプチドの存在が、対象がガンを有することを示
す、方法。
【請求項４】
　肺ガンに関して以前に処置された対象における肺ガン再発の検出のための方法であって
、以下：
　　i）該対象由来の、試験に供する単離された生物学的試料を提供する工程；
　　ii）Ciz1 b変異体ポリペプチドが該試料中に存在するか否かを検出する工程
を含み、該試料中の該Ciz1 b変異体ポリペプチドの存在が、該対象における肺ガンの再発
を示す、方法。
【請求項５】
　肺結節を伴う対象においてガンを診断する方法であって、以下：
　　i）試験に供する単離された生物学的試料を提供する工程；
　　ii）Ciz1 b変異体ポリペプチドが該試料中に存在するか否かを検出する工程
を含み、該試料中の該Ciz1 b変異体ポリペプチドの存在が、対象がガンを有することを示
す、方法。
【請求項６】
　肺炎または肺ガンのいずれかを有することが疑われる対象において肺ガンを肺炎から鑑
別診断する方法であって：
　　i）該対象由来の、試験に供する単離された生物学的試料を提供する工程；
　　ii）Ciz1 b変異体ポリペプチドが該試料中に存在するか否かを検出する工程
を含み、該試料中の該Ciz1 b変異体ポリペプチドの存在が、対象がガンを有することを示
す、方法。
【請求項７】
　ガンが、非小細胞肺ガン（NSCLC）である、請求項１～６のいずれか一項記載の方法。
【請求項８】
　肺ガンが、小細胞肺ガン（SCLC）である、請求項１～６のいずれか一項記載の方法。
【請求項９】
　肺ガンが、ステージ0のNSCLCである、請求項７記載の方法。
【請求項１０】
　肺ガンが、ステージIAのNSCLCである、請求項７記載の方法。
【請求項１１】
　肺ガンが、ステージIBのNSCLCである、請求項７記載の方法。
【請求項１２】
　肺ガンが、限定されたステージのSCLCである、請求項８記載の方法。
【請求項１３】
　肺結節が、直径約20mm未満である、請求項５記載の方法。
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【請求項１４】
　肺結節が、約15mm未満である、請求項１３記載の方法。
【請求項１５】
　肺結節が、10mm未満または約10mmである、請求項１４記載の方法。
【請求項１６】
　肺結節が、約7.5mm未満である、請求項１５記載の方法。
【請求項１７】
　肺結節が、約5mm～約10mmの間である、請求項１６記載の方法。
【請求項１８】
　対象の肺を撮像する工程を含む、請求項１～１７のいずれか一項記載の方法。
【請求項１９】
　撮像が、胸部X線、コンピューター断層撮影（CT）スキャン、磁気共鳴イメージング（M
RI）スキャン、または陽電子放射断層撮影（PET）スキャンを実施する工程をさらに含み
、該撮像が、単独ではガンの該診断のためには不十分である、請求項１８記載の方法。
【請求項２０】
　撮像が、胸部X線を実施する工程を含む、請求項１９記載の方法。
【請求項２１】
　撮像が、コンピューター断層撮影（CT）スキャンを実施する工程を含む、請求項１９記
載の方法。
【請求項２２】
　CTスキャンが、低線量ヘリカルコンピュータ断層撮影CTスキャンである、請求項２１記
載の方法。
【請求項２３】
　撮像が、MRIスキャンを実施する工程を含む、請求項１９記載の方法。
【請求項２４】
　撮像が、PETスキャンを実施する工程を含む、請求項１９記載の方法。
【請求項２５】
　肺ガンに関して処置された対象においてガン細胞死を示す方法であって、以下：
　　i）該処置の前後に、該対象由来の、試験に供する単離された生物学的試料を提供す
る工程；
　　ii）該処置の前後に、該生物学的試料中に存在する該Ciz1 b変異体ポリペプチドの量
を測定する工程
を含み、処置後の該Ciz1 b変異体ポリペプチドの量の増加が、腫瘍細胞死を示す、方法。
【請求項２６】
　Ciz1 b変異体ポリペプチドが、アミノ酸配列

を含む、請求項１～２５のいずれか一項記載の方法。
【請求項２７】
　Ciz1 b変異体ポリペプチドが、SEQ ID NO:22のアミノ酸配列を含む、請求項２６記載の
方法。
【請求項２８】
　生物学的試料が、組織、血液、血漿、喀痰、気管支肺胞洗浄液、気管支肺胞擦過物また
は尿である、請求項１～２７のいずれか一項記載の方法。
【請求項２９】
　生物学的試料が、組織である、請求項２８記載の方法。
【請求項３０】
　組織が、肺組織である、請求項２９記載の方法。
【請求項３１】
　生物学的試料が、血液である、請求項２８記載の方法。
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【請求項３２】
　生物学的試料が、単離されたCTCである、請求項３１記載の方法。
【請求項３３】
　生物学的試料が、血漿である、請求項２８記載の方法。
【請求項３４】
　生物学的試料が、喀痰である、請求項２８記載の方法。
【請求項３５】
　生物学的試料が、気管支肺胞洗浄液である、請求項２８記載の方法。
【請求項３６】
　生物学的試料が、尿である、請求項２８記載の方法。
【請求項３７】
　Ciz1 b変異体ポリペプチドが、細胞外にある、請求項１～２９および３３～３６のいず
れか一項記載の方法。
【請求項３８】
　生物学的試料 100μL未満を、Ciz1 b変異体ポリペプチドの存在について試験する、請
求項３３記載の方法。
【請求項３９】
　生物学的試料 50μL未満を、Ciz1 b変異体ポリペプチドの存在について試験する、請求
項３８記載の方法。
【請求項４０】
　生物学的試料 25μL未満を、Ciz1 b変異体ポリペプチドの存在について試験する、請求
項３９記載の方法。
【請求項４１】
　生物学的試料 10μL未満を、Ciz1 b変異体ポリペプチドの存在について試験する、請求
項４０記載の方法。
【請求項４２】
　生物学的試料 5μL未満を、Ciz1 b変異体ポリペプチドの存在について試験する、請求
項４０記載の方法。
【請求項４３】
　生物学的試料 1μL未満を、Ciz1 b変異体ポリペプチドの存在について試験する、請求
項４１記載の方法。
【請求項４４】
　生物学的試料 0.5～5μLを、Ciz1 b変異体ポリペプチドの存在について試験する、請求
項４１記載の方法。
【請求項４５】
　生物学的試料 0.25～5μLを、Ciz1 b変異体ポリペプチドの存在について試験する、請
求項４１記載の方法。
【請求項４６】
　生物学的試料 0.25～2μLを、Ciz1 b変異体ポリペプチドの存在について試験する、請
求項４１記載の方法。
【請求項４７】
　生物学的試料 0.5～1.5μLを、Ciz1 b変異体ポリペプチドの存在について試験する、請
求項４１記載の方法。
【請求項４８】
　生物学的試料 約1μLを、Ciz1 b変異体ポリペプチドの存在について試験する、請求項
４１記載の方法。
【請求項４９】
　生物学的試料をCiz1 b変異体ポリペプチド結合剤と接触させる工程をさらに含む、請求
項１～４８のいずれか一項記載の方法。
【請求項５０】
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　Ciz1 b変異体ポリペプチド結合剤が、抗体またはその抗原結合フラグメントである、請
求項４９記載の方法。
【請求項５１】
　抗体が、ポリクローナルである、請求項５０記載の方法。
【請求項５２】
　抗体が、モノクローナルである、請求項５０記載の方法。
【請求項５３】
　抗原結合フラグメントが、Fab、Fab'、F(ab')2、scFv、またはsdAbより選択される、請
求項５０記載の方法。
【請求項５４】
　Ciz1 b変異体ポリペプチド結合剤が、核酸アプタマーである、請求項４９記載の方法。
【請求項５５】
　Ciz1 b変異体ポリペプチド結合剤が、ペプチドアプタマーである、請求項４９記載の方
法。
【請求項５６】
　Ciz1 b変異体ポリペプチド結合剤が、ペプチド模倣体である、請求項４９記載の方法。
【請求項５７】
　Ciz1 b変異体ポリペプチド結合剤が、アミノ酸配列 SEQ ID NO:22を含むCiz1 b変異体
ポリペプチドに特異的に結合する、請求項４９～５６のいずれか一項記載の方法。
【請求項５８】
　Ciz1 b変異体ポリペプチド結合剤が、SEQ ID NO:8のアミノ酸配列を含むCiz1 b変異体
ポリペプチドに特異的に結合する、請求項５７記載の方法。
【請求項５９】
　Ciz1 b変異体ポリペプチド結合剤が、エクソン14bおよび15にまたがるエピトープに特
異的に結合する、請求項５７記載の方法。
【請求項６０】
　結合剤が、少なくとも100倍上回る親和性で、SEQ ID NO:23のアミノ酸配列を含むCiz1 
ポリペプチドよりも、SEQ ID NO:8のアミノ酸配列を含むCiz1 b変異体ポリペプチドに特
異的に結合する、請求項５８記載の方法。
【請求項６１】
　結合剤が、少なくとも1,000倍上回る親和性で、Ciz1 ポリペプチドよりも、Ciz1 b変異
体ポリペプチドに特異的に結合する、請求項６０記載の方法。
【請求項６２】
　結合剤が、少なくとも10,000倍上回る親和性で、Ciz1 ポリペプチドよりも、Ciz1 b変
異体ポリペプチドに特異的に結合する、請求項６０記載の方法。
【請求項６３】
　結合剤が、SEQ ID NO:23のアミノ酸配列に特異的に結合しない、請求項４９～６２のい
ずれか一項記載の方法。
【請求項６４】
　生物学的試料を第2のCiz1 b変異体ポリペプチド結合剤と接触させる工程をさらに含み
、該第2のCiz1 b変異体ポリペプチド結合剤が、エクソン14bおよび15にまたがるエピトー
プ以外のエピトープを認識する、請求項４９～６３のいずれか一項記載の方法。
【請求項６５】
　第2のCiz1 b変異体ポリペプチド結合剤が、抗体またはその抗原結合フラグメントであ
る、請求項６４記載の方法。
【請求項６６】
　抗体が、ポリクローナルである、請求項６５記載の方法。
【請求項６７】
　抗体が、モノクローナルである、請求項６５記載の方法。
【請求項６８】
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　抗原結合フラグメントが、Fab、Fab'、F(ab')2、scFv、またはsdAbより選択される、請
求項６５記載の方法。
【請求項６９】
　第2のCiz1 b変異体ポリペプチド結合剤が、核酸アプタマーである、請求項６４記載の
方法。
【請求項７０】
　第2のCiz1 b変異体ポリペプチド結合剤が、ペプチドアプタマーである、請求項６４記
載の方法。
【請求項７１】
　第2のCiz1 b変異体ポリペプチド結合剤が、ペプチド模倣体である、請求項６４記載の
方法。
【請求項７２】
　Ciz1 b変異体ポリペプチドを固体支持体上に固定化する工程をさらに含む、請求項１～
７１のいずれか一項記載の方法。
【請求項７３】
　固体支持体が、ビーズである、請求項７２記載の方法。
【請求項７４】
　固体支持体が、マイクロタイタープレートである、請求項７２記載の方法。
【請求項７５】
　第2のCiz1 b変異体ポリペプチド結合剤を固体支持体上に固定化する工程をさらに含む
、請求項６４～７４のいずれか一項記載の方法。
【請求項７６】
　第2のCiz1 b変異体ポリペプチド結合剤の結合によって、それに結合する場合にCiz1 b
変異体ポリペプチドを固体支持体上に固定化する、請求項７５記載の方法。
【請求項７７】
　サンドイッチアッセイである、請求項１～７６のいずれか一項記載の方法。
【請求項７８】
　サンドイッチイムノアッセイである、請求項７７記載の方法。
【請求項７９】
　ELISAである、請求項１～７８のいずれか一項記載の方法。
【請求項８０】
　Ciz1 b変異体ポリペプチドに特異的に結合する、単離されたCiz1 b変異体ポリペプチド
結合剤。
【請求項８１】
　Ciz1 b変異体ポリペプチド結合剤が、アミノ酸配列 SEQ ID NO:22を含むCiz1 b変異体
ポリペプチドに特異的に結合する、請求項８０記載の結合剤。
【請求項８２】
　Ciz1 b変異体ポリペプチド結合剤が、SEQ ID NO:8のアミノ酸配列を含むCiz1 b変異体
ポリペプチドに特異的に結合する、請求項８１記載の結合剤。
【請求項８３】
　Ciz1 b変異体ポリペプチド結合剤が、エクソン14bおよび15にまたがるエピトープに特
異的に結合する、請求項８０記載の結合剤。
【請求項８４】
　少なくとも100倍上回る親和性で、SEQ ID NO:23のアミノ酸配列を含むCiz1 ポリペプチ
ドよりも、SEQ ID NO:8のアミノ酸配列を含むCiz1 b変異体ポリペプチドに特異的に結合
する、請求項８２記載の結合剤。
【請求項８５】
　少なくとも1,000倍上回る親和性で、Ciz1 ポリペプチドよりも、Ciz1 b変異体ポリペプ
チドに特異的に結合する、請求項８４記載の結合剤。
【請求項８６】
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　少なくとも10,000倍上回る親和性で、Ciz1 ポリペプチドよりも、Ciz1 b変異体ポリペ
プチドに特異的に結合する、請求項８４記載の結合剤。
【請求項８７】
　SEQ ID NO:23のアミノ酸配列に特異的に結合しない、請求項８０～８６のいずれか一項
記載の結合剤。
【請求項８８】
　結合剤が、単離された抗体またはその抗原結合フラグメントである、請求項８０～８７
のいずれか一項記載のCiz1 b変異体ポリペプチド結合剤。
【請求項８９】
　ポリクローナルである、請求項８８記載の抗体。
【請求項９０】
　モノクローナルである、請求項８８記載の抗体。
【請求項９１】
　Fab、Fab'、F(ab')2、scFv、またはsdAbより選択される、請求項８８記載の抗原結合フ
ラグメント。
【請求項９２】
　第2のCiz1 b変異体ポリペプチド結合剤が、核酸アプタマーである、請求項８０～８７
のいずれか一項記載のCiz1 b変異体ポリペプチド結合剤。
【請求項９３】
　第2のCiz1 b変異体ポリペプチド結合剤が、ペプチドアプタマーである、請求項８０～
８７のいずれか一項記載のCiz1 b変異体ポリペプチド結合剤。
【請求項９４】
　第2のCiz1 b変異体ポリペプチド結合剤が、ペプチド模倣体である、請求項８０～８７
のいずれか一項記載のCiz1 b変異体ポリペプチド結合剤。
【請求項９５】
　請求項８０～９１のいずれか一項記載のCiz1 b変異体ポリペプチド結合剤を発現する、
単離された細胞。
【請求項９６】
　Ciz1 b変異体ポリペプチドに特異的に結合する、単離されたヒト自己抗体。
【請求項９７】
　対象においてガンを診断する方法であって、以下：
　　i）試験に供する単離された生物学的試料を提供する工程；
　　ii）Ciz1 b変異体転写物が該生物学的試料中に存在するか否かを決定する工程
を含み、該Ciz1 b変異体転写物の存在が、該生物学的試料中でのガン細胞の存在を示す、
方法。
【請求項９８】
　Ciz 1複製ドメインとCiz 1固定化ドメインの発現を比較することによって、対象におい
てガンを診断する方法であって、以下：
　　i）試験に供する単離された生物学的試料を提供する工程；
　　ii）Ciz 1複製ドメインをコードするヌクレオチド配列を含むmRNAを検出する工程；
　　iii）Ciz 1固定化ドメインをコードするヌクレオチド配列を含むmRNAを検出する工程
；
　　iv）該Ciz 1固定化ドメインをコードするヌクレオチド配列を含む該mRNAに対する該C
iz 1複製ドメインをコードするヌクレオチド配列を含む該mRNAの相対的な発現レベルを比
較する工程
を含み、相対的な発現における少なくとも2倍の差が、ガン細胞の存在を示す、方法。
【請求項９９】
　Ciz 1複製ドメインを含むポリペプチドと、Ciz 1固定化ドメインを含むポリペプチドの
発現を比較することによって、対象においてガンを診断する方法であって、以下：
　　i）試験に供する単離された生物学的試料を提供する工程；
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　　ii）該Ciz 1複製ドメインおよび該Ciz 1固定化ドメインを検出する工程；
　　iii）該試料中に存在する該Ciz 1固定化ドメインに対する該Ciz 1複製ドメインの相
対的レベルを比較する工程
を含み、Ciz 1複製ドメインと該Ciz 1固定化ドメインの相対的レベルにおける2倍超の差
が、ガンの存在を示す、方法。
【請求項１００】
　Ciz 1複製ドメインとCiz 1固定化ドメインの発現を比較することによって、ガン患者の
予後を示すための方法であって、以下：
　　i）試験に供する単離された生物学的固形組織試料を提供する工程であって、該組織
が固形腫瘍に隣接している、工程；
　　ii）Ciz 1複製ドメインをコードするヌクレオチド配列を含むmRNAを検出する工程；
　　iii）Ciz 1固定化ドメインをコードするヌクレオチド配列を含むmRNAを検出する工程
；
　　iv）該Ciz 1複製ドメインをコードするヌクレオチド配列を含む該mRNAと、該Ciz 1固
定化ドメインをコードするヌクレオチド配列を含む該mRNAの相対的な発現レベルを比較す
る工程
を含み、相対的レベルにおける少なくとも2倍の差が、より不良な予後を示す、方法。
【請求項１０１】
　Ciz 1複製ドメインを含むポリペプチドと、Ciz 1固定化ドメインを含むポリペプチドの
発現を比較することによって、ガン患者の予後を示すための方法であって、以下：
　　i）試験に供する単離された生物学的固形組織試料を提供する工程であって、該組織
が固形腫瘍に隣接している、工程；
　　ii）該組織試料中の該Ciz 1複製ドメインおよび該Ciz1固定化ドメインを検出する工
程；
　　iii）該試料中に存在する該Ciz 1複製ドメインと該Ciz1固定化ドメインの相対的レベ
ルを比較する工程
を含み、該Ciz 1固定化ドメインに対するCiz 1複製ドメインの相対的レベルにおける2倍
超の差が、より不良な予後を示す、方法。
【請求項１０２】
　対象におけるガンの診断または予後判定のための方法であって、以下：
　（a）対象に由来する生物学的試料中のCiz1タンパク質を定量的に検出する工程；およ
び
　（b）対象の試料中で検出された該Ciz1タンパク質のレベルと、対照試料中で検出され
たタンパク質のレベルを比較する工程
を含み、対照試料と比較した、対象の試料中で検出されたCiz1タンパク質のレベルの増加
が、ガンを伴う対象の指標である、方法。
【請求項１０３】
　生物学的試料中の抗Ciz1抗体を検出するための方法であって、以下：
　（a）抗Ciz1抗体を含む試料を、Ciz1タンパク質抗原を含む試料と、免疫特異的な抗原-
抗体結合反応が生じうるような条件下で接触させる工程；および
　（b）試料中でのCiz1タンパク質への抗Ciz1抗体の免疫特異的な結合を検出する工程を
含む、方法。
【請求項１０４】
　試料中の抗Ciz1抗体を検出する工程が、試料中の抗Ciz1抗体に対して特異的である抗体
に結合しているシグナル生成成分を使用することを含む、請求項103記載の方法。
【請求項１０５】
　試料中の抗Ciz1抗体の存在が、イムノアッセイによって測定され、以下：
　（a）固体基質上に1つまたは複数のCiz1タンパク質を固定化する工程；
　（b）固体基質と試料を接触させる工程；および
　（c）試料中の、Ciz1タンパク質に対して特異的な抗Ciz1抗体の存在を検出する工程を
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含む、請求項103記載の方法。
【請求項１０６】
　生物学的試料中のCiz1ポリペプチドの存在を検出するための成分を含む、対象における
ガンの診断および予後判定のためのキット。
【請求項１０７】
　Ciz1ポリペプチドの存在を検出するための成分が、Ciz1結合剤である、請求項106記載
のキット。
【請求項１０８】
　Ciz1ポリペプチドが、Ciz1 b変異体ポリペプチドである、請求項106記載のキット。
【請求項１０９】
　Ciz1ポリペプチドを検出するための成分が、抗Ciz1抗体である、請求項106～108のいず
れか一項記載のキット。
【請求項１１０】
　抗Ciz1抗体が標識された、請求項109記載のキット。
【請求項１１１】
　標識が、放射性、蛍光、比色、または酵素標識である、請求項110記載のキット。
【請求項１１２】
　抗Ciz1抗体に免疫特異的に結合する標識二次抗体をさらに含む、請求項109記載のキッ
ト。
【請求項１１３】
　生物学的試料中の抗Ciz1抗体の存在を検出するための成分を含む、生物学的試料中の該
抗Ciz1自己抗体の存在を検出するためのキット。
【請求項１１４】
　成分が、Ciz1抗原である、請求項113記載のキット。
【請求項１１５】
　Ciz1抗原が標識された、請求項114記載のキット。
【請求項１１６】
　Ciz1抗原が固相に連結された、請求項113または114記載のキット。
【請求項１１７】
　Ciz1 b変異体mRNAを標的とする、単離されたアンチセンスオリゴヌクレオチド、siRNA
、またはshRNA。
【請求項１１８】
　請求項117記載のアンチセンスオリゴヌクレオチド、siRNAまたはshRNA、および薬学的
に許容される賦形剤を含む、薬学的組成物。
【請求項１１９】
　アンチセンスオリゴヌクレオチド、siRNA、またはshRNAが、エクソン14b及び15の接合
部にまたがるCiz1のヌクレオチド配列を介してCiz1 b変異体mRNAを標的とする、請求項11
8記載の薬学的組成物。
【請求項１２０】
　細胞においてCiz1 b変異体mRNAの発現を低下させる方法であって、b変異体mRNAを発現
する細胞を、b変異体mRNAを低下させる量の請求項117記載のアンチセンスオリゴヌクレオ
チド、siRNA、またはshRNAと接触させる工程を含む、方法。
【請求項１２１】
　哺乳動物においてb変異体mRNAの発現を低下させる方法であって、哺乳動物に、b変異体
mRNAを低下させる量の請求項117記載のアンチセンスオリゴヌクレオチド、siRNA、または
shRNAを含む組成物を投与する工程を含む、方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願
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　本願は、米国仮出願61/370,479（2010年8月4日に出願）、米国仮出願61/372,981（2010
年8月12日に出願）、および米国仮出願61/442,823（2011年2月15日に出願）の優先権の利
益を主張する。本願はまた、PCT/GB2010/000204（2010年2月5日に出願）の一部継続であ
り、それは、同様に、GB出願0901837.5（2009年2月5日に出願）の優先権の利益を主張す
る。
【０００２】
参照による組み入れ
　米国仮出願第61/370,479号、第61/372,981号、および第61/442,823号、PCT出願PCT/GB2
010/000204およびGB出願第0901837.5号は、それらの全体が参照により本明細書に組み入
れられる。
【背景技術】
【０００３】
背景
　Cip1相互作用ジンクフィンガータンパク質1（Ciz1）（NCBI Reference Sequence：NM_0
01131016.1）は、細胞増殖のために必要である。Ciz1は、DNA複製部位をS期初期の間に形
成する核マトリクス結合フォーカスに局在し、かつサイクリンA/CDK2、サイクリンE/CDK2
、およびp21cip1を含む細胞周期調節因子と関連してDNA複製の開始を促す。転写との関連
においては、CIZ1それ自体がエストロゲン受容体（ER）のポジティブなコファクターであ
るエストロゲン応答遺伝子であり、クロマチンを標的とするERの動員を増強することが可
能である。Ciz1は選択的にスプライシングされ、マウスおよびヒトにおいて保存されたア
イソフォームを産生する。正常なCiz1タンパク質は、少なくとも2つの定義された機能的
なドメインである「複製」ドメインおよび「固定化」ドメインを含む。
【０００４】
　本発明は、部分的に、小細胞肺ガン（SCLC）、非小細胞肺ガン（NSCLC）、リンパ腫、
甲状腺ガン、腎臓ガン、および肝臓ガンを含むガンにおけるCiz1エクソン14の選択的スプ
ライシングの発見に関する。本発明はさらに、NSCLC、乳ガン、結腸ガン、腎臓ガン、肝
臓ガン、膀胱ガン、および甲状腺ガンを含むガンにおける複製ドメインまたは固定化ドメ
インのいずれかの過剰発現の発見、ならびにドメイン発現とガンのステージとの相関に関
する。本発明は、Ciz1遺伝子発現におけるこれらの分子の異常に基づく新規バイオマーカ
ーおよび標的を介して、肺ガンなどのガンに罹患した患者の生存率を改善させる診断用の
試験および処置を開発するための継続的な必要性に対処する。
【発明の概要】
【０００５】
概要
　一局面において、本発明は、対象においてガンを診断する方法に関し、この方法は以下
：
　　i）試験に供する単離された生物学的試料を提供する工程；
　　ii）Ciz1 b変異体ポリペプチドが試料中に存在するか否かを検出する工程
を含み、Ciz1 b変異体ポリペプチドの存在は、対象がガンを有することを示す。
【０００６】
　一態様において、ガンは、肺ガン、リンパ腫、腎臓ガン、乳ガン、肝臓ガン、膀胱ガン
、および甲状腺ガンより選択される。
【０００７】
　一局面において、本発明は、対象における肺ガンの早期検出のための方法に関し、この
方法は以下：
　　i）試験に供する単離された生物学的試料を提供する工程；
　　ii）Ciz1 b変異体ポリペプチドが試料中に存在するか否かを検出する工程
を含み、試料中の前記Ciz1 b変異体ポリペプチドの存在は、対象がガンを有することを示
す。
【０００８】
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　一局面において、本発明は、肺ガンに関して以前に処置された対象における肺ガン再発
の検出のための方法に関し、この方法は以下：
　　i）対象由来の、試験に供する単離された生物学的試料を提供する工程；
　　ii）Ciz1 b変異体ポリペプチドが試料中に存在するか否かを検出する工程
を含み、試料中の前記Ciz1 b変異体ポリペプチドの存在は、対象における肺ガンの再発を
示す。
【０００９】
　一局面において、本発明は、肺結節を伴う対象においてガンを診断する方法に関し、こ
の方法は以下：
　　iii）試験に供する単離された生物学的試料を提供する工程；
　　iv）Ciz1 b変異体ポリペプチドが試料中に存在するか否かを検出する工程
を含み、試料中のCiz1 b変異体ポリペプチドの存在は、対象がガンを有することを示す。
【００１０】
　一局面において、本発明は、肺炎または肺ガンのいずれかを有することが疑われる対象
において肺ガンを肺炎から鑑別診断する方法に関し：
　　i）対象由来の、試験に供する単離された生物学的試料を提供する工程；
　　ii）Ciz1 b変異体ポリペプチドが試料中に存在するか否かを検出する工程、であり、
試料中のCiz1 b変異体ポリペプチドの存在は、対象がガンを有することを示す。
【００１１】
　本発明の方法の一態様において、ガンは非小細胞肺ガン（NSCLC）である。別の態様に
おいて、肺ガンは小細胞肺ガン（SCLC）である。別の態様において、肺ガンはステージ0
のNSCLCである。別の態様において、肺ガンはステージIAのNSCLCである。別の態様におい
て、肺ガンはステージIBのNSCLCである。別の態様において、肺ガンは限定されたステー
ジのSCLCである。
【００１２】
　方法の一態様において、肺結節は直径約20mm未満である。別の態様において、肺結節は
約15mm未満である。別の態様において、肺結節は10mm未満または約10mmである。別の態様
において、肺結節は約7.5mm未満である。別の態様において、肺結節は約5mm～約10mmの間
である。
【００１３】
　一態様において、方法は、対象の肺を撮像する工程を含む。別の態様において、撮像は
、胸部X線、コンピューター断層撮影（CT）スキャン、磁気共鳴イメージング（MRI）スキ
ャン、または陽電子放射断層撮影（PET）スキャンを実施する工程をさらに含み、前記撮
像は、それ単独ではガンの前記診断のためには不十分である。別の態様において、撮像は
、胸部X線を実施する工程を含む。別の態様において、撮像は、コンピューター断層撮影
（CT）スキャンを実施する工程を含む。別の態様において、CTスキャンは、低線量ヘリカ
ルコンピュータ断層撮影CTスキャンである。別の態様において、撮像は、MRIスキャンを
実施する工程を含む。別の態様において、撮像は、PETスキャンを実施する工程を含む。
【００１４】
　一局面において、本発明は、肺ガンに関して処置された対象においてガン細胞死を示す
方法に関し、この方法は以下：
　　i）処置の前後に、対象由来の、試験に供する単離された生物学的試料を提供する工
程；
　　ii）処置の前後に、生物学的試料中に存在する前記Ciz1 b変異体ポリペプチドの量を
測定する工程
を含み、処置後の前記Ciz1 b変異体ポリペプチドの量の増加は、腫瘍細胞死を示す。
【００１５】
　方法の一態様において、Ciz1 b変異体ポリペプチドは、アミノ酸配列DEEEIEVRSRDIS（S
EQ ID NO:8）を含む。別の態様において、Ciz1 b変異体ポリペプチドは、SEQ ID NO:22の
アミノ酸配列を含む。
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【００１６】
　方法の一態様において、生物学的試料は、組織、血液、血漿、喀痰、気管支肺胞洗浄液
、または尿である。別の態様において、生物学的試料は組織である。別の態様において、
生物学的試料は肺組織である。別の態様において、生物学的試料は血液である。別の態様
において、生物学的試料は単離されたCTCである。別の態様において、生物学的試料は血
漿である。別の態様において、生物学的試料は喀痰である。別の態様において、生物学的
試料は気管支肺胞洗浄液である。別の態様において、生物学的試料は尿である。本発明の
方法の一態様において、Ciz1 b変異体ポリペプチドは細胞外にある。
【００１７】
　方法の一態様において、生物学的試料100μL未満を、Ciz1 b変異体ポリペプチドの存在
について試験する。別の態様において、生物学的試料50μL未満を、Ciz1 b変異体ポリペ
プチドの存在について試験する。別の態様において、生物学的試料25μL未満を、Ciz1 b
変異体ポリペプチドの存在について試験する。別の態様において、生物学的試料10μL未
満を、Ciz1 b変異体ポリペプチドの存在について試験する。別の態様において、生物学的
試料5μL未満を、Ciz1 b変異体ポリペプチドの存在について試験する。別の態様において
、生物学的試料1μL未満を、Ciz1 b変異体ポリペプチドの存在について試験する。別の態
様において、生物学的試料0.5～5μLを、Ciz1 b変異体ポリペプチドの存在について試験
する。別の態様において、生物学的試料の0.25～5μLを、Ciz1 b変異体ポリペプチドの存
在について試験する。別の態様において、生物学的試料の0.25～2μLを、Ciz1 b変異体ポ
リペプチドの存在について試験する。別の態様において、生物学的試料0.5～1.5μLを、C
iz1 b変異体ポリペプチドの存在について試験する。別の態様において、生物学的試料約1
μLを、Ciz1 b変異体ポリペプチドの存在について試験する。
【００１８】
　一態様において、方法は、生物学的試料をCiz1 b変異体ポリペプチド結合剤と接触させ
る工程をさらに含む。別の態様において、Ciz1 b変異体ポリペプチド結合剤は抗体または
その抗原結合フラグメントである。別の態様において、抗体はポリクローナルである。別
の態様において、抗体はモノクローナルである。別の態様において、抗原結合フラグメン
トは、Fab、Fab'、F(ab')2、scFv、またはsdAbより選択される。別の態様において、Ciz1
 b変異体ポリペプチド結合剤は核酸アプタマーである。別の態様において、Ciz1 b変異体
ポリペプチド結合剤はペプチドアプタマーである。別の態様において、Ciz1 b変異体ポリ
ペプチド結合剤はペプチド模倣体である。
【００１９】
　方法の一態様において、Ciz1 b変異体ポリペプチド結合剤は、アミノ酸配列SEQ ID NO:
22を含むCiz1 b変異体ポリペプチドに特異的に結合する。別の態様において、Ciz1 b変異
体ポリペプチド結合剤は、SEQ ID NO:8のアミノ酸配列を含むCiz1 b変異体ポリペプチド
に特異的に結合する。別の態様において、Ciz1 b変異体ポリペプチド結合剤は、エクソン
14bおよび15にまたがるエピトープに特異的に結合する。別の態様において、結合剤は、
少なくとも100倍上回る親和性で、SEQ ID NO:23のアミノ酸配列を含むCiz1 ポリペプチド
よりもSEQ ID NO:8のアミノ酸配列を含むCiz1 b変異体ポリペプチドに特異的に結合する
。別の態様において、結合剤は、少なくとも1,000倍上回る親和性で、Ciz1 ポリペプチド
よりも前記Ciz1 b変異体ポリペプチドに特異的に結合する。別の態様において、結合剤は
、少なくとも10,000倍上回る親和性で、Ciz1 ポリペプチドよりもCiz1 b変異体ポリペプ
チドに特異的に結合する。別の態様において、結合剤は、SEQ ID NO:23のアミノ酸配列に
特異的に結合しない。
【００２０】
　一態様において、方法は、生物学的試料を第2のCiz1 b変異体ポリペプチド結合剤と接
触させる工程を含み、この第2のCiz1 b変異体ポリペプチド結合剤は、エクソン14bおよび
15にまたがるエピトープ以外のエピトープを認識する。別の態様において、第2のCiz1 b
変異体ポリペプチド結合剤は抗体またはその抗原結合フラグメントである。別の態様にお
いて、抗体はポリクローナルである。別の態様において、抗体はモノクローナルである。
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別の態様において、抗原結合フラグメントは、Fab、Fab'、F(ab')2、scFv、またはsdAbよ
り選択される。別の態様において、第2のCiz1 b変異体ポリペプチド結合剤は核酸アプタ
マーである。別の態様において、第2のCiz1 b変異体ポリペプチド結合剤はペプチドアプ
タマーである。別の態様において、第2のCiz1 b変異体ポリペプチド結合剤はペプチド模
倣体である。
【００２１】
　一態様において、方法は、Ciz1 b変異体ポリペプチドを固体支持体上に固定化する工程
をさらに含む。別の態様において、固体支持体はビーズである。別の態様において、固体
支持体はマイクロタイタープレートである。別の態様において、第2のCiz1 b変異体ポリ
ペプチド結合剤を固体支持体上に固定化する工程をさらに含む。別の態様において、第2
のCiz1 b変異体ポリペプチド結合剤は、それに結合する場合、Ciz1 b変異体ポリペプチド
を固体支持体上に固定化する。別の態様において、方法はサンドイッチアッセイである。
別の態様において、方法はサンドイッチイムノアッセイである。別の態様において、方法
はELISAである。
【００２２】
　一局面において、本発明は、Ciz1 b変異体ポリペプチドに特異的に結合する単離Ciz1 b
変異体ポリペプチド結合剤に関する。
【００２３】
　一態様において、Ciz1 b変異体ポリペプチド結合剤は、アミノ酸配列 SEQ ID NO:22を
含むCiz1 b変異体ポリペプチドに特異的に結合する。別の態様において、Ciz1 b変異体ポ
リペプチド結合剤は、SEQ ID NO:8のアミノ酸配列を含むCiz1 b変異体ポリペプチドに特
異的に結合する。別の態様において、Ciz1 b変異体ポリペプチド結合剤は、エクソン14b
および15にまたがるエピトープに特異的に結合する。別の態様において、結合剤は、少な
くとも100倍上回る親和性で、SEQ ID NO:23のアミノ酸配列を含むCiz1 ポリペプチドより
もSEQ ID NO:8のアミノ酸配列を含むCiz1 b変異体ポリペプチドに特異的に結合する。別
の態様において、結合剤は、少なくとも1,000倍上回る親和性で、Ciz1 ポリペプチドより
もCiz1 b変異体ポリペプチドに特異的に結合する。別の態様において、結合剤は、少なく
とも10,000倍上回る親和性で、Ciz1 ポリペプチドよりもCiz1 b変異体ポリペプチドに特
異的に結合する。別の態様において、結合剤は、SEQ ID NO:23のアミノ酸配列に特異的に
結合しない。別の態様において、結合剤は単離抗体またはその抗原結合フラグメントであ
る。別の態様において、抗体はポリクローナルである。別の態様において、抗体はモノク
ローナルである。別の態様において、抗原結合フラグメントは、Fab、Fab'、F(ab')2、sc
Fv、またはsdAbより選択される。別の態様において、結合剤は核酸アプタマーである。別
の態様において、結合剤はペプチドアプタマーである。別の態様において、結合剤はペプ
チド模倣体である。
【００２４】
　一局面において、本発明は、本発明のCiz1 b変異体ポリペプチド結合剤を発現する単離
細胞に関する。
【００２５】
　一局面において、本発明は、Ciz1 b変異体ポリペプチドに特異的に結合する単離ヒト自
己抗体に関する。
【００２６】
　一局面において、本発明は、対象においてガンを診断する方法に関し、以下：
　　i）試験に供する単離された生物学的試料を提供する工程；
　　ii）Ciz1 b変異体転写物が前記の生物学的試料中に存在するか否かを決定する工程
を含み、Ciz1 b変異体転写物の存在が、生物学的試料中でのガン細胞の存在を示す。
【００２７】
　一局面において、本発明は、Ciz 1複製ドメインとCiz 1固定化ドメインの発現を比較す
ることによって、対象においてガンを診断する方法に関し、この方法は以下：
　　i）試験に供する単離された生物学的試料を提供する工程；
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　　ii）Ciz 1複製ドメインをコードするヌクレオチド配列を含むmRNAを検出する工程；
　　iii）Ciz 1固定化ドメインをコードするヌクレオチド配列を含むmRNAを検出する工程
；
　　iv）Ciz 1固定化ドメインをコードするヌクレオチド配列を含むmRNAと、Ciz 1複製ド
メインをコードするヌクレオチド配列を含むmRNAの相対的な発現レベルを比較する工程
を含み、相対的な発現における少なくとも2倍の差は、ガン細胞の存在を示す。
【００２８】
　一局面において、本発明は、Ciz 1複製ドメインを含むポリペプチドと、Ciz 1固定化ド
メインを含むポリペプチドの発現を比較することによって、対象においてガンを診断する
方法に関し、この方法は以下：
　　i）試験に供する単離された生物学的試料を提供する工程；
　　ii）Ciz 1複製ドメインおよびCiz 1固定化ドメインを検出する工程；
　　iii）前記試料中に存在するCiz 1固定化ドメインに対するCiz 1複製ドメインの相対
的レベルを比較する工程
を含み、Ciz 1複製ドメインとCiz 1固定化ドメインの相対的レベルにおける2倍超の差は
、ガンの存在を示す。
【００２９】
　一局面において、本発明は、Ciz 1複製ドメインとCiz 1固定化ドメインの発現を比較す
ることによって、ガン患者の予後を示すための方法に関し、この方法は以下：
　　i）試験に供する単離された生物学的固形組織試料を提供する工程であって、組織が
固形腫瘍に隣接している、工程；
　　ii）Ciz 1複製ドメインをコードするヌクレオチド配列を含むmRNAを検出する工程；
　　iii）Ciz 1固定化ドメインをコードするヌクレオチド配列を含むmRNAを検出する工程
；
　　iv）Ciz 1複製ドメインをコードするヌクレオチド配列を含むmRNAと、Ciz 1固定化ド
メインをコードするヌクレオチド配列を含むmRNAの相対的な発現レベルを比較する工程
を含み、相対的発現における少なくとも2倍の差は、より不良な予後を示す。
【００３０】
　一局面において、本発明は、Ciz 1複製ドメインを含むポリペプチドと、Ciz 1固定化ド
メインを含むポリペプチドの発現を比較することによって、ガン患者の予後を示すための
方法に関し、この方法は以下：
　　i）試験に供する単離された生物学的固形組織試料を提供する工程であって、組織が
固形腫瘍に隣接している、工程；
　　ii）組織試料中のCiz 1複製ドメインおよびCiz1固定化ドメインを検出する工程；
　　iii）試料中に存在するCiz 1複製ドメインとCiz1固定化ドメインの相対的レベルを比
較する工程
を含み、Ciz 1固定化ドメインに対するCiz 1複製ドメインの相対的レベルにおける2倍超
の差は、より不良な予後を示す。
【００３１】
　一局面において、本発明は、対象におけるガンの診断または予後判定のための方法に関
し、以下の工程：
　（a）対象に由来する生物学的試料中のCiz1タンパク質を定量的に検出する工程；およ
び
　（b）対象の試料中で検出されたCiz1タンパク質のレベルと、対照試料中で検出された
タンパク質のレベルを比較する工程
を含み、対照試料と比較した、対象の試料中で検出されたCiz1タンパク質のレベルの増加
は、ガンを伴う対象の指標である。
【００３２】
　一局面において、本発明は、生物学的試料中の抗Ciz1抗体を検出するための方法に関し
、以下：
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　（a）抗Ciz1抗体を含む試料を、Ciz1タンパク質抗原を含む試料と、免疫特異的な抗原-
抗体結合反応が生じうるような条件下で接触させる工程；および
　（b）試料中でのCiz1タンパク質への抗Ciz1抗体の免疫特異的な結合を検出する工程
を含む。
【００３３】
　一態様において、方法は、試料中の抗Ciz1抗体を検出する工程を含み、試料中の抗Ciz1
抗体に対して特異的である抗体に結合しているシグナル生成成分を使用することを含む。
別の態様において、試料中の抗Ciz1抗体の存在は、イムノアッセイによって測定され、以
下：
　（a）固体基質上に1つまたは複数のCiz1タンパク質を固定化する工程；
　（b）固体基質と試料を接触させる工程；および
　（c）試料中の、Ciz1タンパク質に対して特異的な抗Ciz1抗体の存在を検出する工程
を含む。
【００３４】
　一局面において、本発明は、生物学的試料中のCiz1ポリペプチドの存在を検出するため
の成分を含む、対象におけるガンの診断および予後判定のためのキットに関する。キット
の一態様において、Ciz1ポリペプチドの存在を検出するための成分は、Ciz1結合剤である
。別の態様において、Ciz1ポリペプチドはCiz1 b変異体ポリペプチドである。別の態様に
おいて、Ciz1ポリペプチドを検出するための成分は抗Ciz1抗体である。別の態様において
、抗Ciz1抗体を標識する。別の態様において、標識は、放射性、蛍光、比色、または酵素
標識である。別の態様において、キットは、抗Ciz1抗体に免疫特異的に結合する標識二次
抗体を含む。
【００３５】
　一局面において、本発明は、生物学的試料中の抗Ciz1抗体の存在を検出するための成分
を含む、生物学的試料中の抗Ciz1自己抗体の存在を検出するためのキットに関する。キッ
トの一態様において、成分はCiz1抗原である。別の態様において、Ciz1抗原を標識する。
別の態様において、Ciz1抗原を固相に連結する。
【００３６】
　本発明はさらに、組成物、組成物を作製する方法、および組成物を使用する方法に関し
、ガンの処置および診断における使用を含む。
【００３７】
　一局面において、本発明は、本明細書においてエクソン14b（SEQ ID NO:3）と称すエク
ソン14の変異体を含む、Ciz1のmRNAを標的とするアンチセンスオリゴヌクレオチドまたは
siRNAまたはshRNAに関する。Ciz1エクソン14bは、エクソン14a（SEQ ID NO:1）と称す完
全長エクソン14と比較して、3'末端の24ヌクレオチドを欠く。エクソン14a（a変異体）よ
りはむしろエクソン14bを発現するCiz1転写物を、Ciz1 b変異体または単純にb変異体と称
す。
【００３８】
　本発明の種々の局面は、細胞においてb変異体転写物の発現を低下させるのに適した化
合物を提供する。
【００３９】
　一局面において、本発明は、エクソン14bおよび15の接合部にまたがるCiz1のヌクレオ
チド配列（SEQ ID NO:7のヌクレオチド25～26）を介してCiz1 b変異体転写物を標的とす
るアンチセンスオリゴヌクレオチドを提供する。
【００４０】
　別の局面において、本発明は、エクソン14bおよび15の接合部にまたがるCiz1のヌクレ
オチド配列（SEQ ID NO:7のヌクレオチド25～26）を介してCiz1 b変異体転写物を標的と
するsiRNAまたはshRNAを提供する。
【００４１】
　別の局面において、本発明は、本発明によるアンチセンスオリゴヌクレオチドを含む組
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成物を提供する。
【００４２】
　別の局面において、本発明は、本発明によるsiRNAまたはshRNAを含む組成物を提供する
。
【００４３】
　別の局面において、本発明は、本発明によるアンチセンスオリゴヌクレオチドと薬学的
に許容される賦形剤とを含む薬学的組成物を提供する。
【００４４】
　別の局面において、本発明は、本発明によるsiRNAまたはshRNAと薬学的に許容される賦
形剤とを含む薬学的組成物を提供する。
【００４５】
　別の局面において、本発明は、b変異体転写物を発現する細胞を、b変異体を低下させる
量の本発明のアンチセンスオリゴヌクレオチド、siRNA、またはshRNAと接触させる工程を
含む、細胞においてb変異体転写物の発現を低下させる方法を提供する。別の局面におい
て、本発明は、哺乳動物に、b変異体を低下させる量の本発明のアンチセンスオリゴヌク
レオチド、siRNA、またはshRNAを含む組成物を投与する工程を含む、非ヒト哺乳動物にお
いてb変異体転写物の発現を低下させる方法を提供する。
【００４６】
　別の局面において、本発明は、ヒトに、b変異体を低下させる量の本発明のアンチセン
スオリゴヌクレオチド、siRNA、またはshRNAを含む組成物を投与する工程を含む、ヒトに
おいてb変異体転写物の発現を低下させる方法を提供する。
【００４７】
　一態様において、本発明のアンチセンスオリゴヌクレオチド、siRNA、またはshRNAは、
ヒトまたはヒト細胞においてCiz1 b変異体転写物の発現を低下させるが、エクソン14aを
含むCiz1転写物は低下させない。別の局面において、本発明は、b変異体転写物を検出す
る方法を提供し、この方法は、b変異体転写物を、前記b変異体転写物の全てまたは一部と
相補的な核酸と、前記b変異体転写物と核酸の間でのハイブリダイゼーションが生じるた
めに適した条件下で接触させる工程、および前記b変異体転写物に結合した核酸を検出す
る工程を含む。一態様において、核酸は、本発明のアンチセンスオリゴヌクレオチドであ
るか、または、本発明のアンチセンスオリゴヌクレオチドの核酸配列を含む。一態様にお
いて、b変異体転写物と相補的な核酸は、エクソン14bおよび15の接合部にまたがるCiz1の
ヌクレオチド配列（SEQ ID NO:7のヌクレオチド25～26）を含むb変異体転写物の全てまた
は一部にハイブリダイズする。一態様において、b変異体転写物と相補的な核酸は、SEQ I
D NO:7のヌクレオチド配列の全てまたは一部（SEQ ID NO:7のヌクレオチド25～26を含む
）にハイブリダイズする。一態様において、アンチセンスオリゴヌクレオチドは、b変異
体転写物にハイブリダイズするが、a変異体転写物にはしない。
【００４８】
　別の局面において、本発明は、本発明の化合物を作製する方法を提供する。
【００４９】
配列の簡単な説明
　SEQ ID NO:1は、本明細書中エクソン14aと称す、完全長Ciz1エクソン14のヌクレオチド
配列である。
　SEQ ID NO:2は、エクソン14aと称す、完全長Ciz1エクソン14のポリペプチド配列である
。
　SEQ ID NO:3は、エクソン14の3'末端の24ヌクレオチドを欠き、本明細書中、エクソン1
4bと称す、Ciz1エクソン14の変異体のヌクレオチド配列である。
　SEQ ID NO:4は、エクソン14のCOOH末端の8アミノ酸残基を欠き、エクソン14bと称す、C
iz1エクソン14の変異体のアミノ酸配列である。
　SEQ ID NO:5はCiz1エクソン15のヌクレオチド配列である。
　SEQ ID NO:6はCiz1エクソン15のアミノ酸配列である。



(17) JP 2013-539534 A 2013.10.24

10

20

30

40

50

　SEQ ID NO:7は、エクソン14bおよび15のスプライス接合部にまたがるCiz1 b変異体転写
物の一部のヌクレオチド配列である。
　SEQ ID NO:8は、エクソン14bおよび15のスプライス接合部にまたがるCiz1 b変異体ポリ
ペプチドの一部のアミノ酸配列である。
　SEQ ID NO:9は、複製ドメイン（エクソン3からエクソン9の末端に合致する）のアミノ
酸配列である。
　SEQ ID NO:10は、複製ドメインの一部（エクソン5～9）のアミノ酸配列である。
　SEQ ID NO:11は、複製ドメインの、さらに制限された部分（エクソン8の内部分を除く
エクソン5～9）のアミノ酸配列である。
　SEQ ID NO:12は、複製ドメイン（エクソン3からエクソン9の末端に合致する）のヌクレ
オチド配列である。
　SEQ ID NO:13は、複製ドメインの一部（エクソン5～9）のヌクレオチド配列である。
　SEQ ID NO:14は、複製ドメインの、さらに制限された部分（エクソン8の内部分を除く
エクソン5～9）のヌクレオチド配列である。
　SEQ ID NO:15は、固定化ドメインのアミノ酸配列である。
　SEQ ID NO:16は、固定化ドメインの一部のアミノ酸配列である。
　SEQ ID NO:17は、固定化ドメインの、さらに制限された部分のアミノ酸配列である。
　SEQ ID NO:18は、固定化ドメインのヌクレオチド配列である。
　SEQ ID NO:19は、固定化ドメインの一部のヌクレオチド配列である。
　SEQ ID NO:20は、固定化ドメインの、さらに制限された部分のヌクレオチド配列である
。
　SEQ ID NO:21は、エクソン14aおよび15のアミノ酸配列である。
　SEQ ID NO:22は、エクソン14bおよび15のアミノ酸配列である。
　SEQ ID NO:23は、エクソン14aおよび15のスプライス接合部にまたがるCiz1 a変異体ポ
リペプチドの一部のアミノ酸配列である。
【図面の簡単な説明】
【００５０】
【図１】エクソン構造を示す、Ciz1遺伝子の概略図を例示する。DNA複製3および核マトリ
クスへの付着1に関与する機能的ドメインをコードする領域を、上に黒色線で示す。点線
は、ドメインの境界に関する不確実性を示す。ギャップは、インビトロでの完全な活性を
伴う変異体からスプライシングされる配列を示す。PCRプライマーおよびプローブの位置
を、公知の機能ドメインとの関係において示す。ピンクバー：エクソン5中のプローブT5
、緑色バー：エクソン6と7の間の接合部でのプローブT7、黄色バー：エクソン14中のプロ
ーブT4、青色バー：エクソン16中のプローブT3。B）肺ガンおよび正常な隣接組織に由来
する46のcDNA（Origene cDNAアレイHLRT504）にわたるA）に示すプローブを使用した、Ci
z1発現の定量化（アクチンに対する標準化後のdCT値）。Ciz1複製ドメイン（RD）内の配
列を増幅する両方の試薬セットは、アレイにわたって同様のプロファイルを生成する。逆
に、核マトリクスアンカードメイン（AD）中の配列を増幅する試薬セットは、互いに非常
に類似するプロファイルを生成するが、これは、RDと明確に異なっている。C）ステージI
A、IB、IIA、IIB、IIIA、またはIIIB腫瘍を有する23人の患者由来の隣接する対照組織中
での、およびD）腫瘍自体中でのCiz1発現の定量化（アクチンに対する標準化後のdCT値）
。グラフは、線形回帰トレンド線を含む。E）マッチド対照と比較して、複製ドメインと
アンカードメインの発現間の均衡が腫瘍において変化する範囲での単一の数値指標を開発
するために、2つの複製ドメインプローブまたは2つのアンカードメインプローブに関する
RQ（試料セット1/2中の対照組織に対して較正する）を平均化した。腫瘍試料に関する平
均RQを、そのマッチド対照の平均RQによって割り、各々のドメインについての周囲組織と
比べた、変化の個々の測定値を与えた。複製ドメインにおける変化をアンカードメインに
おける変化で割ることによって値を組み合わせることで、例えば、アンカードメインの発
現増加によって均衡されている複製ドメインの発現増加が、1に近い値をもたらしうるよ
うになる。逆に、アンカードメインの発現減少によって悪化している複製ドメインの発現
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増加は、1よりも有意に大きい値をもたらすであろう。結果をログスケールで表現する。2
倍未満である変化（灰色領域によって示される）は、有意ではないと考えられる。この分
析は、Ciz1の均衡した過小発現または過剰発現ではなく、発現における周囲組織と比べた
変化のみを明らかにする。RDとADの不均衡の程度は、腫瘍ステージとともに増加する。
【図２】様々な固形腫瘍におけるDNA複製ドメインおよび核マトリクスアンカードメイン
の非共役発現を示す。ヒストグラムは、cDNAアレイCSRT1において示される試料セットに
おけるCiz1エクソン7（RD、白色バー）およびCiz1エクソン16（AD、黒色バー）の相対的
な定量値（RQ）を示す。各々の組織型について、進行するステージ（左から右）の9つの
独立した腫瘍の分析について、ガン患者由来の、見掛け上は正常な組織に由来する3つの
非マッチド対照試料（対照として同定される）と並べて示す。2つのプローブについての
結果は、RDについて、灰色に陰をつけた対照（C）の平均に対して標準化され、RQ＝2-（C

t試験したエクソン－Ct ex 7の平均対照）であった。肺腫瘍ステージI～IIIについての結
果は、図1において分析した試料セットと同等であり、灰色に陰をつけた。全ての腫瘍型
について、ステージIV腫瘍の例も含まれる。これらの大半について、RDの発現は、RDと等
しいかまたはそれを超える（*を用いて示す）。B）右側のパネルは、左から右へのステー
ジ進行に伴う、ADおよびRD（比率＝エクソン16のCt/エクソン7のCt）の発現の比率を示す
。最初のデータ点は平均化対照を、最後のデータ点はステージIV試料を表す。二次回帰ト
レンド線を、Excelを使用して生成した。肝臓を除く全ての腫瘍型について、対照と比較
すると早期ステージ腫瘍ではRDと比べてADで比例してトレンドが増加し、かつ、より後期
ステージではこのトレンドは逆転するため、大半のステージIV腫瘍について、RDはしばし
ばADを超える。
【図３】A）図2のように分析し、対照試料と比較した、40の悪性黒色腫におけるADの発現
変化を示す。2セットの検出ツールについての結果を、最初の対照試料についての1に対し
て標準化する。右側のパネルは、アンカードメイン発現が複製ドメインのものを超えてい
る試料の％を示す、ステージII、III、およびIV腫瘍についての結果の概要である。
【図４】A）Ciz1複製ドメイン（黒色線）および核マトリクスアンカードメイン（黄色円
）の非共役発現が、Ciz1の固定化およびそのDNA複製活性の核内局在に影響を及ぼしうる
方法。灰色のバレルは、複製起点で組み立てられたDNA複製タンパク質を表す。灰色の楕
円は、Ciz1についての核マトリクスとのドッキング部位を表す。モデルは、核マトリクス
とのドッキング部位が限定的であると仮定する。右側のパネルは、核マトリクスと会合す
る能力が損なわれたCiz1の変異体を示す。B）ヒト腫瘍において見られるCiz1誤発現の2つ
の型の概要：i）最も一般的に固形腫瘍において見られ、図1～3に記載される非共役発現
。ii）小細胞肺ガン、甲状腺ガン、およびリンパ腫において高い割合で見られるb変異体
。
【図５－１】Ciz1複製ドメイン（RD）およびアンカードメイン（AD）抗体の生成および検
証、ならびにRDおよびADタンパク質発現の分析。A）ポリクローナル抗体（上方のパネル
）およびモノクローナル抗体（下方のパネル）のための免疫原として使用される領域を示
す、Ciz1エクソンの模式図（陰をつけた四角形）。B）固定前の処理を行わず（「非抽出
」）、0.1％トリトンX100の存在における可溶性タンパク質の抽出後（「界面活性剤耐性
」）、およびDNAse 1を用いたインキュベーション後（「DNase耐性」）の、正常な胎児肺
細胞（WI38）と2つの代表的な腫瘍細胞株とにおいてCiz1-RD抗体（赤色）を用いて検出さ
れた内在性Ciz1の代表的な免疫蛍光画像を示す。標準化された露出時間を伴う同一条件下
で画像を収集したが、細胞株内および細胞株間で、Ciz1の強度およびDNAの強度は、異な
る条件下で細胞中に残っているCiz1およびDNAのレベルを反映する。全DNAを、Hoechst 33
258（青色）を用いて染色する。バーは10ミクロンである。同様の結果が、異なる由来の4
つの他のガン細胞株について得られた。C）検出が、Ciz1-AD抗体（緑色）を用いているこ
と以外はBと同じ。結果として、i）タンパク質レベルでのCiz1-RDおよびCiz1-ADの非共役
および不均衡発現、ii）ガン細胞中で固定化されていないCiz1-RDタンパク質の増加、iii
）Ciz1-ADタンパク質の大部分の固定化、が例示される。
【図５－２】Ciz1複製ドメイン（RD）およびアンカードメイン（AD）抗体の生成および検
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証、ならびにRDおよびADタンパク質発現の分析。D）内在性Ciz1の固定化に対する組換えA
Dタンパク質の効果。マウスADタンパク質をコードする組換えGFP-C275（緑色）を発現し
ない（左側のパネル）または発現する（右側のパネル）、NIH3T3細胞中での内在性Ciz1-R
D（赤色）のDNAse耐性画分の高倍率画像。全DNAを、Hoechst 33258（青色）を用いて染色
する。GFP-C275を用いてトランスフェクトした細胞中での焦点染色低下に注目すること。
E）画像は、界面活性剤を用いた抽出後の、GFP-Ciz1の焦点パターン、GFP-C275の非焦点
パターンを伴うNIH3T3核、および両方のベクターを用いてコトランスフェクトした細胞を
示す。緑色はGFPである。青色は、Hoechst 33258を用いて染色された核を示す。GFP-C275
は、GFP-Ciz1核内フォーカスの形成に干渉する。
【図６】A）b型転写物接合部にまたがるプライマーを使用して生成された産物（赤色矢印
）および接合部にまたがるtaqmanプローブの位置（赤色線）を示す模式図。B）SCLC細胞
株由来のb変異体エクソンを伴うクローン産物および正常な細胞株由来の完全長産物にお
いて観察された移動度の変動。C）接合部にまたがるプライマーを、正常な転写物（クロ
ーン19）またはb型転写物（クローン20）を発現するレポータープラスミドを使用して検
証した。ゲルは、選択的プライマー対P3/4、または非選択的Ciz1プライマー対P1/2を用い
た場合のプラスミド由来PCR産物を示す。D）2つの神経内分泌肺ガン細胞株（L95、SBC5）
および1つの正常な胎児肺細胞株（HFL1）より調製されたcDNAから、プライマーセットP11
/P12（アクチン、下方のパネル）、プライマーセットP1/P2（Ciz1、上方のパネル）、ま
たはb型転写物の接合部にまたがるプライマーP4/P3（中央のパネル）を使用して生成した
PCR産物。産物の配列を検証した。noTは鋳型を用いない対照レーンである。E）可変領域
のいずれかの側からのプライマー（P1/P2またはP6/P7）を、b型転写物中の固有の接合物
にまたがる（T2）かまたは選択的にスプライシングされない領域を認識する（T4およびT3
）taqmanプローブと共役させた。100、75、50、25、または0％のいずれかでクローン20を
含む、プラスミドクローン19と20との混合物に対する適用により、b型の転写産物を選択
的に検出できることを実証している。グラフは、閾値に達するために要求されるサイクル
数が、非選択的検出ツールの場合一定であるが、変異体選択ツールの場合、プラスミド混
合組成物によって影響を受けることを示す。
【図７】A）3つの「正常な」胎児肺細胞株および3つの神経内分泌肺腫瘍細胞株、加えて
、1つの神経内分泌カルチノイドからの鋳型を使用した、図1～3にあるような、b変異体の
、RD（左側のパネル）またはAD（中央のパネル）についてのQPCR。結果を、アクチンに対
して標準化し、IMR90 RDに対して較正する。D）ヒト肺ガン組織。同じ検出ツールを、3人
のSCLC患者および同じ個人由来の3つの正常な隣接組織由来のcDNAに適用した。b型転写物
の発現は、これらの神経内分泌腫瘍において劇的に増加する。
【図８】A）グレードI～グレードIIIにある23人の肺ガン患者由来の、マッチド試料セッ
ト（図1と同じセット）におけるb型転写物（黒色バー）の発現（Origene cDNAアレイHLRT
504）。発現はアクチンに対して標準化され、各組において、任意の値1が与えられる「正
常」試料（白色バー）と比べて表現される。B）示したステージからの非小細胞肺腫瘍お
よび非マッチド対照の別々のセットでの同様の分析（OrigeneアレイCSRT303）。ヒストグ
ラムは、アクチンに対する標準化後のb変異体RQを示す。C）肝臓腫瘍およびD）CSRT303に
も由来する腎臓腫瘍についての同等の結果。結果を、対照組織試料の平均に対して較正し
、灰色のブロックによって示す。図8に示す全ての試料セットについて、b変異体が少数の
ランダムケースにおいて増加している。
【図９】リンパ腫、甲状腺ガン、膀胱ガン、肝臓ガン、および腎臓ガンについての分析（
図8の通り）を例示する。
【図１０】エクソン14b変異体タンパク質検出ツールの生成および検証。A）16アミノ酸ペ
プチド内で固有のEEIEVRSR接合部を生成するための介在配列（灰色）を欠く免疫原性ペプ
チド（下方の列）、および、接合部隣接エピトープと反応する抗体種を除去するために使
用される完全長ペプチド（上方の列）。ポリクローナル血清およびハイブリドーマを、固
定化された完全長ペプチドに対してネガティブスクリーニングし、あるいは14b接合部含
有ペプチドを使用して親和性精製し、親和性精製ポリクローナル抗体を生成した（抗体2B
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）。B）GFP-hCiz1またはGFP-hCiz1 b変異体を発現するNIH3T3細胞を使用した、抗b変異体
抗体を用いた免疫蛍光（緑色）。組換え14bタンパク質を赤色で検出し、DNAを青色で染色
する。C）エクソン14b接合部を持つ過剰発現GFP-Ciz1タンパク質の選択的検出を示すウエ
スタンブロット。抗b変異体血清、免疫前の血清、および抗Ciz1ポリクローナル抗体を用
いた結果を示す。D）SCLC細胞および代表的な正常細胞中での、親和性精製した抗b変異体
ポリクローナル抗体を用いた内在性14bタンパク質の免疫検出を示す。SCLC細胞は抗b変異
体血清と反応するが、正常細胞は反応しない。E）同じ細胞中でのCiz1の検出を比較のた
めに示す。F）サイズは同様であるが、DNA複製フォーカスよりも数がより少ない、核にお
ける離散フォーカスを明らかにする、SCLC細胞の高倍率（600×）画像D。
【図１１】b型転写物選択的RNA干渉ツールの開発。A）最上部のパネルは、固有のエクソ
ン接合部にまたがるsiRNA配列のパネルを示す模式図。下方のパネルは、SCLC細胞中への
一過性トランスフェクションの24時間後の、Ciz1 AD転写物レベルおよびb型転写物レベル
に対するそれらの効果を示す。結果を、アクチンに対して標準化し、対照siRNA（Dcon）
を用いてトランスフェクトした細胞由来の試料に対して較正する。B）結果は、ADとb型転
写物の比率として表現され、ここで、対照siRNAは比率1を有する。最も有効で選択的なsi
RNA配列を、さらなる試験のために選んだ（星印）。C）組換えCiz1タンパク質の発現に対
する変異体選択的な効果。クローン19および20を、b型転写物に選択的なsiRNAまたは対照
siRNAを用いてマウス3T3細胞中にコトランスフェクトした。b型転写物siRNAは、発現クロ
ーン20由来のタンパク質の発現を抑制するが、発現クローン19由来の内在性マウスCiz1ま
たはヒトCiz1は抑制しない。
【図１２】培養中のSCLC細胞増殖に対するb変異体選択的shRNAの誘導性発現の効果。A）
選んだb型選択的配列およびdox調節shRNAベクター（Clonetech）由来の対照配列（ルシフ
ェラーゼに対する）の安定的な発現。結果は、4日間にわたる細胞数における増加を示す
。試験試料にDoxを、0および3日目に加えた（黒色矢印）。対照細胞（ルシフェラーゼshR
NAを発現するSCLC）は、誘導によっては大部分が影響を受けず、一方試験細胞（b型選択
的配列を発現するSCLC）は、通常の速度で増殖することが妨げられる。B）ドキシサイク
リンを0日目に加え、細胞数を4日目に3組で定量化した、独立した実験。エラーバーはSEM
を示す。C）ゲル画像は、RT-PCR産物およびb型転写物対全Ciz1発現についての選ばれた配
列の選択性を示す。誘導後26時間までに、b型転写物レベルが回復しており、試料を単離
する1時間前に第2用量を与えたものでは、b型転写物の選択的抑制が明らかである。D）ド
キシサイクリンを用いたshRNA発現の誘導から48時間後の、b変異体ポリクローナル抗体を
用いて検出された、SBC5細胞中でのb変異体タンパク質の抑制。E）誘導を行わず、低tet
血清中での培養1ヶ月後の、誘導性b変異体shRNAベクター細胞を持つSBC5。慢性的な漏出
発現は、細胞に対して、可視的かつ進行性の効果を有する。
【図１３】インビボ試験（Southern Research Institute, USA）　A）15匹のNOD/SCIDマ
ウスの2つのコホートに、0日目に、dox調節型のb型変異体選択的shRNAベクターを持つ1.5
×107個の細胞を注射した。21日目に、100mg未満の腫瘍を有するマウスを間引き、等しい
平均腫瘍重量および低い固有変動を有する群を作製した。Doxを、21日目に、群2（黒色丸
）に飲料水で投与し、その後、腫瘍サイズを週に2回測定した。グラフは、平均腫瘍重量
をSEMと共に示す。B）SCLC細胞を用いた注射の前に、追加で10匹のマウスを3日目からDox
で維持した。doxを与えられていない15匹のマウスの平均腫瘍重量と比較した、それらの
平均腫瘍重量の結果をSEMと共に示す。C）群1の、腫瘍を伴う2匹のマウス（図14A中の白
丸）、および群3の、腫瘍を伴わない2匹のマウス（図14B中の黒四角形）の、全血由来cDN
A中でのb型転写物の相対的レベルを示す定量的RT-PCR。ヒストグラムは、マウスアクチン
に対する標準化後の二度の分析（各々が三つ組み試料の平均である）およびサンプルSRI-
3-8に対する較正を示す。4匹のマウスが有する皮下腫瘍の推定サイズも示す。
【図１７】A）エクソンを示すCiz1遺伝子（番号付き）およびsiRNAの位置（灰色の三角形
）の概略図。B）Dharmaconスマートプール抗ヒトCiz1 siRNAを、個別に（A、B、C、D）ま
たは混合物として用いた、および、Dharmaconスマートプール対照siRNA用いた、ヒトSCLC
細胞株SBC5の一過性トランスフェクション後のヒトCiz1転写物の抑制。ヒストグラムは、
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プライマーP1/P2およびプローブT4を用いて検出された、示された時間でのCiz1アンカー
ドメイン転写物の相対的定量化（RQ）を示す。任意の値1が与えられる、アクチンに対し
て標準化され対照siRNAをトランスフェクトされた細胞の結果に対して、結果が較正され
る。C）トランスフェクションの24時間後に収集した、SBC5細胞由来の界面活性剤可溶性
の上清（SN）および界面活性剤耐性ペレット（P）のタンパク質画分のウエスタンブロッ
トにおける、Ciz1タンパク質に対するsiRNA Bおよび対照siRNAの効果。Ciz1タンパク質を
、抗マウスCiz1 RDポリクローナル抗体1793を用いて検出した。複数のCiz1アイソフォー
ムが、以前に報告された通り、NIH3T3細胞およびU20S細胞について検出される。D）単一
の一過性トランスフェクションに続く5日間にわたる、抗ヒトCiz1 siRNA B（灰色の四角
形）、およびCiz1 siRNA 1（灰色の丸）、Ciz1 siRNA 3（灰色の三角形）、および対照si
RNA（白丸）の、SBC5細胞の増殖に対する効果。結果を、3つの独立した集団に由来する、
1日あたりの細胞数における増加倍率としてSDと共に表現する。
【００５１】
　出願人は、固形腫瘍試料に加えて、Ciz1 b変異体ポリペプチドをガン患者の血漿中で検
出することができることを発見した。この知見は注目すべきであり、予想外である。その
理由は、Ciz1は核タンパク質であり、分泌されることは公知ではないからである。さらに
、プロテアーゼが血液中に存在し、多くのタンパク質を分解する。さらにより予想外なこ
とでは、出願人は、腫瘍負荷が低い場合での、早期ガン患者（ステージIのNSCLCおよび限
定されたステージのSCLC）の血漿中で、Ciz1 b変異体ポリペプチドを発見している。Ciz1
 b変異体バイオマーカーは、高程度の感度および特異度を両立してガンを検出する。
【図１８】肺ガン患者の血漿中のb変異体Ciz1タンパク質。A）エクソンを示すCiz1遺伝子
（番号付き）、直下のエクソン14の一部を欠くCiz1 b変異体の提示を伴う、DNA複製ドメ
インおよび核マトリクスアンカードメイン。B）抗体2Bを用いて検出された、SCLCおよびN
SCLCを伴う患者由来の血漿、加えて、疾患と診断されなかった個人由来の5つの試料の1μ
l中でのb変異体タンパク質を示すウエスタンブロット（補足図10に記載）。内在性免疫グ
ロブリンを使用し、添加について標準化する（対照）。C）示した疾患の型およびステー
ジを伴う肺ガン患者由来の合計119の前処理試料、加えて、疾患を伴わない個人、または
、慢性閉塞性肺疾患（COPD）、喘息、または貧血を伴う患者由来の51試料についての結果
を示す、ウエスタンブロットのデンシトメトリーによって決定された平均b変異体タンパ
ク質レベル（SEMを伴う）。ガンではない試料の平均値（＋1 SD）にて設定された閾値を
使用し、試験によって、限定されたステージのSCLC患者およびステージIのNSCLC患者の93
％を正確に分類した。D）連続分散データ（AUCは0.958である）のROC分析用のWebベース
電卓を使用し、全ての170の試料について生成された95％信頼区間を伴う受信者動作特性
曲線。http://www.jrocfit.orgで入手可能なWebベースの電卓（連続分布データ用のフォ
ーマット5）を、計算のために使用した。
【発明を実施するための形態】
【００５２】
詳細な説明
　本発明は、化合物および組成物ならびに前記化合物および組成物を作製する方法および
これらを使用する方法に関する。本発明の化合物および組成物は、例えば、肺、乳房、結
腸、腎臓、肝臓、およびリンパ腫のガンを含む、ガンの処置および診断において有用であ
る。
【００５３】
　一局面において、本発明は、Ciz1のb変異体転写物のみを標的とするアンチセンスオリ
ゴヌクレオチド、siRNA、またはshRNAに関する。
【００５４】
　別の局面において、本発明は、Ciz1のb変異体転写物のみを標的とするアンチセンスオ
リゴヌクレオチド、siRNA、またはshRNAを含む組成物に関する。
【００５５】
　別の局面において、本発明は、本発明によるアンチセンスオリゴヌクレオチド、siRNA
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、またはshRNAおよび薬学的に許容される賦形剤を含む薬学的組成物に関する。
【００５６】
　別の局面において、本発明は、Ciz1 b変異体転写物の発現レベルを低下させるためにsi
RNAまたはshRNAを使用する方法に関する。本明細書において使用される通り、用語「サイ
レンス」および「ノックダウン」は、遺伝子発現に言及する場合、遺伝子発現における低
下を意味する。用語「転写物」は、転写のRNA産物を指す。一態様において、転写物はmRN
Aである。
【００５７】
　本発明はさらに、化学合成によって、本発明のアンチセンスオリゴヌクレオチド、siRN
A、またはshRNAを作製するためのプロセスに関する。
【００５８】
　本発明のアンチセンスオリゴヌクレオチドは、Ciz1 b変異体転写物の発現を検出するた
めに適している。一局面において、アンチセンスオリゴヌクレオチドは、哺乳動物細胞に
おいてCiz1 b変異体転写物のレベルを低下させるために適している。本発明によるアンチ
センスオリゴヌクレオチドは、mRNAレベルで遺伝子発現を減少させることによって、Ciz1
 b変異体mRNAによりコードされるCiz1 b変異体タンパク質の発現を減少させるためにさら
に適している。
【００５９】
　本発明のsiRNAまたはshRNAは、Ciz1 b変異体転写物のレベルを低下させるために適して
いる。本発明によるsiRNAまたはshRNAは、mRNAレベルで遺伝子発現を減少させることによ
って、Ciz1 b変異体mRNAによりコードされるタンパク質の発現を減少させるためにさらに
適している。
【００６０】
　アンチセンスデザイン：　Ciz1 b変異体転写物のレベルを低下させるために適したアン
チセンスオリゴヌクレオチドは、SEQ ID NO:7の25～26位のヌクレオチドを含むSEQ ID NO
:7と相補的な少なくとも8つの連続ヌクレオチドを含む12～50ヌクレオチド長の一本鎖オ
リゴヌクレオチドである。
【００６１】
　一態様において、アンチセンスオリゴヌクレオチドとSEQ ID NO:7の間の相補性は、ア
ンチセンスオリゴヌクレオチドが、SEQ ID NO:7の25～26位のヌクレオチドを含むSEQ ID 
NO:7の配列に、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
ことができるようになるものであり、この「ストリンジェントなハイブリダイゼーション
」は、本明細書において、以下のハイブリダイゼーション条件として定義される：400mM 
NaCl、40mM PIPES pH 6.4、1mM EDTA、70℃。
【００６２】
　アンチセンスオリゴヌクレオチドのヌクレオチドは、デオキシリボヌクレオチド、リボ
ヌクレオチド、修飾リボヌクレオチド、またはそれらの組み合わせでありうる。アンチセ
ンスオリゴヌクレオチドがRNaseHを介してmRNAを分解するために使用される場合、通常、
ヌクレオチドの少なくとも一部はデオキシリボヌクレオチドである。
【００６３】
　siRNAデザイン：　本発明のsiRNAは、1つはアンチセンス鎖でありもう1つはセンス鎖で
ある、核酸の2つの鎖を含む。核酸は、通常、リボヌクレオチドまたは修飾リボヌクレオ
チドからなるが、核酸はデオキシリボヌクレオチド（DNA）を含みうる。siRNAは、アンチ
センス鎖の全てまたは一部およびセンス鎖の全てまたは一部により形成される二本鎖核酸
部分またはデュプレックス領域をさらに含む。センス鎖とデュプレックス領域を形成する
アンチセンス鎖の部分は、アンチセンス鎖デュプレックス領域、または単純にアンチセン
スデュプレックス領域であり、アンチセンス鎖とデュプレックス領域を形成するセンス鎖
の部分は、センス鎖デュプレックス領域、または単純にセンスデュプレックス領域である
。デュプレックス領域は、アンチセンス鎖とセンス鎖の間に形成される最初の塩基対で開
始し、アンチセンス鎖とセンス鎖の間に形成される最後の塩基対までで終わると定義され
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る。デュプレックス領域のいずれかの側のsiRNAの部分は、隣接領域である。アンチセン
スデュプレックス領域のいずれかの側のアンチセンス鎖の部分は、アンチセンス隣接領域
である。アンチセンスデュプレックス領域の5'のアンチセンス鎖の部分は、アンチセンス
5'隣接領域である。アンチセンスデュプレックス領域の3'のアンチセンス鎖の部分は、ア
ンチセンス3'隣接領域である。センスデュプレックス領域のいずれかの側のセンス鎖の部
分は、センス隣接領域である。センスデュプレックス領域の5'のセンス鎖の部分は、セン
ス5'隣接領域である。センスデュプレックス領域の3'のセンス鎖の部分は、センス3'隣接
領域である。
【００６４】
　相補性：　一局面において、アンチセンスデュプレックス領域およびセンスデュプレッ
クス領域は、互いに完全に相補的でありうるが、少なくとも部分的には相補的である。そ
のような相補性は、ワトソンクリック塩基対合（即ち、A：UおよびG：C塩基対合）に基づ
く。siRNAの長さに依存して、アンチセンスデュプレックス領域とセンスデュプレックス
領域の間の塩基相補性に関する完全一致は必ずしも要求されないが、アンチセンス鎖およ
びセンス鎖は、生理学的条件下でハイブリダイズできなければならない。一態様において
、アンチセンス鎖とセンス鎖の間の相補性は完全である（いずれの鎖においてもヌクレオ
チドミスマッチまたは追加/欠失ヌクレオチドがない）。一態様において、アンチセンス
デュプレックス領域とセンスデュプレックス領域の間の相補性は完全である（いずれの鎖
のデュプレックス領域においてもヌクレオチドミスマッチまたは追加/欠失ヌクレオチド
がない）。別の態様において、アンチセンスデュプレックス領域とセンスデュプレックス
領域の間の相補性は、完全ではない。
【００６５】
　本発明のsiRNAまたはshRNAまたは他の関連デザインを使用したRNAiは、アンチセンス鎖
の全てまたは一部と、25～26位のヌクレオチド（「標的核酸」または「標的配列」）を含
むSEQ ID NO:7のヌクレオチド配列の一部の間のデュプレックス領域の形成を含む。より
具体的には、「標的配列」は、アンチセンス鎖とデュプレックス領域を形成する、25～26
位のヌクレオチドを含むSEQ ID NO:7の一部であり、アンチセンス鎖とSEQ ID NO:7の間に
形成される最初の塩基対で開始し、アンチセンス鎖とSEQ ID NO:7の間に形成される最後
の塩基対で終わると定義される。
【００６６】
　アンチセンス鎖とセンス鎖の間に形成されるデュプレックス領域は、アンチセンス鎖と
標的配列の間に形成されるデュプレックス領域と同じでありうるが、その必要はない。す
なわち、センス鎖は、標的核酸とは異なる配列を有しうるが、アンチセンス鎖は、生理学
的条件下で、センス鎖および標的核酸の両方とデュプレックス構造を形成することができ
なければならない。
【００６７】
　一態様において、アンチセンス鎖と標的核酸の間の相補性は、完全である（いずれの核
酸においてもヌクレオチドミスマッチまたは追加/欠失ヌクレオチドはない）。一態様に
おいて、アンチセンスデュプレックス領域（センス鎖とデュプレックス領域を形成するア
ンチセンス鎖の部分）と標的核酸の間の相補性は、完全である（いずれの核酸においても
ヌクレオチドミスマッチまたは追加／欠失ヌクレオチドがない）。別の態様において、ア
ンチセンスデュプレックス領域と標的核酸の間の相補性は、完全ではない。
【００６８】
　別の態様において、本発明のsiRNAはデュプレックス領域を含み、ここでアンチセンス
デュプレックス領域は、センスデュプレックス領域においてヌクレオチドに塩基対合して
いない1、2、または3ヌクレオチドを有し、ここでsiRNAは、b変異体転写物の発現を低下
させるために適している。別の態様において、アンチセンス鎖は、センス鎖と塩基対合し
ない1、2、または3ヌクレオチドを有し、ここでアンチセンス鎖を含むsiRNAは、b変異体
転写物の発現を低下させるために適している。塩基対合の欠如は、塩基間の相補性の欠如
（即ち、ワトソンクリック塩基対合なし）に起因するか、または、バルジもしくはオーバ
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ーハングが形成されるように、対応するヌクレオチドがないから、のいずれかであること
が理由である。
【００６９】
　別の態様において、アンチセンスデュプレックス領域およびセンスデュプレックス領域
は、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し、ここで、「
ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件」は、400mM NaCl、40mM PIPES pH 6.4
、1mM EDTA、70℃として定義される。別の態様において、アンチセンスデュプレックス領
域および標的核酸は、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。別の態様において、アンチセンスデュプレックス領域ならびにセンスデュプレッ
クス領域および標的核酸の両方は、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。
【００７０】
　本発明のsiRNAのように、本発明のアンチセンスオリゴヌクレオチドは、標的核酸と完
全に相補的でありうるが、少なくとも部分的に相補的である。アンチセンスオリゴヌクレ
オチドと標的核酸の間の塩基相補性に関する完全一致は必ずしも要求されないが、アンチ
センスオリゴヌクレオチドおよび標的核酸は、生理学的条件下でハイブリダイズできなけ
ればならない。一態様において、アンチセンスオリゴヌクレオチドと標的核酸の間の相補
性は、完全である（いずれの鎖においてもヌクレオチドミスマッチまたは追加/欠失ヌク
レオチドがない）。別の態様において、アンチセンスオリゴヌクレオチドと標的核酸の間
の相補性は、完全ではない。別の態様において、アンチセンスオリゴヌクレオチドおよび
標的核酸配列は、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。
【００７１】
　長さ：　本発明の局面は、アンチセンスオリゴヌクレオチドまたはsiRNAを構成する核
酸および特定の領域の長さに関する。
【００７２】
　特定の態様において、本発明は、SEQ ID NO:7と相補的な少なくとも8つの連続ヌクレオ
チドを含む、アンチセンスオリゴヌクレオチド12、13、14、15、16、17、18、19、20、21
、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41
、42、43、44、45、46、47、48、49、または50ヌクレオチド長に関し、ヌクレオチド25～
26を含む。
【００７３】
　特定の態様において、本発明は、SEQ ID NO:7と相補的な、12、13、14、15、16、17、1
8、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、3
8、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、または50連続ヌクレオチドを含む、
単離アンチセンスオリゴヌクレオチドに関し、ヌクレオチド25～26を含む。
【００７４】
　特定の態様において、本発明は、SEQ ID NO:7と相補的な、12、13、14、15、16、17、1
8、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、3
8、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、または50連続ヌクレオチドからなる
アンチセンスオリゴヌクレオチドに関し、SEQ ID NO:7のヌクレオチド25～26を含む。
【００７５】
　一態様において、本発明は、アンチセンス鎖およびセンス鎖を含むsiRNAに関し；ここ
で、アンチセンス鎖およびセンス鎖は、各々独立して、30ヌクレオチド長未満または30ヌ
クレオチド長に等しく；ここで、センス鎖はセンスデュプレックス領域を含み；ここで、
センスデュプレックス領域は、SEQ ID NO:7のうち少なくとも16連続ヌクレオチドを含む
ヌクレオチド配列を含み、ここで、連続ヌクレオチドは、SEQ ID NO:7のヌクレオチド25
～26を含み；ここで、アンチセンス鎖は、アンチセンスデュプレックス領域を含み；ここ
で、アンチセンスデュプレックス領域は、センスデュプレックス領域と等しいヌクレオチ
ド長を有し；およびここで、アンチセンスデュプレックス領域は、センスデュプレックス
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領域と相補的なヌクレオチド配列を含む。
【００７６】
　一態様において、本発明は、アンチセンス鎖およびセンス鎖を含むsiRNAに関し；ここ
で、アンチセンス鎖およびセンス鎖は、各々独立して、30ヌクレオチド長未満または30ヌ
クレオチド長に等しく；ここで、センス鎖はセンスデュプレックス領域を含み；ここで、
センスデュプレックス領域は、SEQ ID NO:7のうち少なくとも18連続ヌクレオチドを含む
ヌクレオチド配列を含み、ここで、連続ヌクレオチドは、SEQ ID NO:7のヌクレオチド25
～26を含み；ここで、アンチセンス鎖は、アンチセンスデュプレックス領域を含み；この
アンチセンスデュプレックス領域は、センスデュプレックス領域と等しいヌクレオチド長
を有し；かつこのアンチセンスデュプレックス領域は、センスデュプレックス領域と相補
的なヌクレオチド配列を含む。
【００７７】
　一態様において、本発明は、アンチセンス鎖およびセンス鎖を含むsiRNAに関し；ここ
で、アンチセンス鎖およびセンス鎖は、各々独立して、25ヌクレオチド長未満または25ヌ
クレオチド長に等しく；ここで、センス鎖はセンスデュプレックス領域を含み；ここで、
センスデュプレックス領域は、SEQ ID NO:7のうち少なくとも16連続ヌクレオチドを含む
ヌクレオチド配列を含み、ここで、連続ヌクレオチドは、SEQ ID NO:7のヌクレオチド25
～26を含み；ここで、アンチセンス鎖は、アンチセンスデュプレックス領域を含み；ここ
で、アンチセンスデュプレックス領域は、センスデュプレックス領域と等しいヌクレオチ
ド長を有し；およびここで、アンチセンスデュプレックス領域は、センスデュプレックス
領域と相補的なヌクレオチド配列を含む。
【００７８】
　一態様において、本発明は、アンチセンス鎖およびセンス鎖を含むsiRNAに関し；ここ
で、アンチセンス鎖およびセンス鎖は、各々独立して、25ヌクレオチド長未満または25ヌ
クレオチド長に等しく；ここで、センス鎖はセンスデュプレックス領域を含み；ここで、
センスデュプレックス領域は、SEQ ID NO:7のうち少なくとも18連続ヌクレオチドを含む
ヌクレオチド配列を含み、ここで、連続ヌクレオチドは、SEQ ID NO:7のヌクレオチド25
～26を含み；ここで、アンチセンス鎖は、アンチセンスデュプレックス領域を含み；ここ
で、アンチセンスデュプレックス領域は、センスデュプレックス領域と等しいヌクレオチ
ド長を有し；およびここで、アンチセンスデュプレックス領域は、センスデュプレックス
領域と相補的なヌクレオチド配列を含む。
【００７９】
　一態様において、本発明は、アンチセンス鎖およびセンス鎖を含むsiRNAに関し；ここ
で、アンチセンス鎖およびセンス鎖は、各々独立して、18～25ヌクレオチド長であり；こ
のセンス鎖はセンスデュプレックス領域を含み；ここで、センスデュプレックス領域は、
SEQ ID NO:7のうち少なくとも16連続ヌクレオチドを含むヌクレオチド配列を含み、ここ
で、連続ヌクレオチドは、SEQ ID NO:7のヌクレオチド25～26を含み；ここで、アンチセ
ンス鎖は、アンチセンスデュプレックス領域を含み；ここで、アンチセンスデュプレック
ス領域は、センスデュプレックス領域と等しいヌクレオチド長を有し；およびここで、ア
ンチセンスデュプレックス領域は、センスデュプレックス領域と相補的なヌクレオチド配
列を含む。
【００８０】
　一態様において、本発明は、アンチセンス鎖およびセンス鎖を含むsiRNAに関し；ここ
で、アンチセンス鎖およびセンス鎖は、各々独立して、18～25ヌクレオチド長であり；こ
こで、センス鎖はセンスデュプレックス領域を含み；ここで、センスデュプレックス領域
は、SEQ ID NO:7のうち少なくとも18連続ヌクレオチドを含むヌクレオチド配列を含み、
ここで、連続ヌクレオチドは、SEQ ID NO:7のヌクレオチド25～26を含み；ここで、アン
チセンス鎖は、アンチセンスデュプレックス領域を含み；ここで、アンチセンスデュプレ
ックス領域は、センスデュプレックス領域と等しいヌクレオチド長を有し；およびここで
、アンチセンスデュプレックス領域は、センスデュプレックス領域と相補的なヌクレオチ
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ド配列を含む。
【００８１】
　一態様において、本発明は、アンチセンス鎖およびセンス鎖を含むsiRNAに関し；ここ
で、アンチセンス鎖およびセンス鎖は、各々独立して、19～23ヌクレオチド長であり；こ
こで、センス鎖はセンスデュプレックス領域を含み；ここで、センスデュプレックス領域
は、SEQ ID NO:7のうち少なくとも18連続ヌクレオチドを含むヌクレオチド配列を含み、
ここで、連続ヌクレオチドは、SEQ ID NO:7のヌクレオチド25～26を含み；ここで、アン
チセンス鎖は、アンチセンスデュプレックス領域を含み；ここで、アンチセンスデュプレ
ックス領域は、センスデュプレックス領域と等しいヌクレオチド長を有し；およびここで
、アンチセンスデュプレックス領域は、センスデュプレックス領域と相補的なヌクレオチ
ド配列を含む。
【００８２】
　一態様において、本発明は、アンチセンス鎖およびセンス鎖を含むsiRNAに関し；ここ
で、アンチセンス鎖およびセンス鎖は、各々、19～25ヌクレオチド長であり；ここで、セ
ンス鎖はセンスデュプレックス領域を含み；ここで、センスデュプレックス領域は、SEQ 
ID NO:7のうち少なくとも19連続ヌクレオチドを含むヌクレオチド配列を含み、ここで、
連続ヌクレオチドは、SEQ ID NO:7のヌクレオチド25～26を含み；ここで、アンチセンス
鎖は、アンチセンスデュプレックス領域を含み；ここで、アンチセンスデュプレックス領
域は、センスデュプレックス領域と等しいヌクレオチド長を有し；およびここで、アンチ
センスデュプレックス領域は、センスデュプレックス領域と相補的なヌクレオチド配列を
含む。
【００８３】
　一態様において、本発明は、アンチセンス鎖およびセンス鎖を含むsiRNAに関し；ここ
で、アンチセンス鎖および前記センス鎖は、各々、19～23ヌクレオチド長であり；ここで
、センス鎖はセンスデュプレックス領域を含み；ここで、センスデュプレックス領域は、
SEQ ID NO:7のうち少なくとも19連続ヌクレオチドを含むヌクレオチド配列を含み、ここ
で、連続ヌクレオチドは、SEQ ID NO:7のヌクレオチド25～26を含み；ここで、アンチセ
ンス鎖は、アンチセンスデュプレックス領域を含み；ここで、アンチセンスデュプレック
ス領域は、センスデュプレックス領域と等しいヌクレオチド長を有し；およびここで、ア
ンチセンスデュプレックス領域は、センスデュプレックス領域と相補的なヌクレオチド配
列を含む。
【００８４】
　一態様において、本発明のsiRNAまたはshRNAのアンチセンス鎖は、以下より選択される
ヌクレオチド配列と相補的なヌクレオチド配列を含む：

。
【００８５】
　末端（オーバーハングおよび平滑末端）：別の局面は、siRNAの末端デザインに関する
。本発明のsiRNAは、オーバーハングを含みうるか、または平滑末端でありうる。「オー
バーハング」は、本明細書において使用されるように、当技術分野におけるその通常の慣
習的な意味、即ち二本鎖核酸中の相補鎖の末端ヌクレオチドを越えて伸長する核酸の一本
鎖部分、を有する。用語「平滑末端」は二本鎖核酸を含み、両方の鎖は、末端ヌクレオチ
ドが塩基対合しているか否かにかかわらず、同じ位置で終結する。
【００８６】
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　一態様において、平滑末端の末端ヌクレオチドは塩基対合している。
【００８７】
　別の態様において、平滑末端の末端ヌクレオチドは対合していない。
【００８８】
　一態様において、本発明のsiRNAは、1つの末端に1、2、3、4、または5ヌクレオチドの
オーバーハングおよび他の末端に平滑末端を有する。
【００８９】
　別の態様において、siRNAは、両方の末端に1、2、3、4、または5ヌクレオチドのオーバ
ーハングを有する。
【００９０】
　一態様において、siRNAは、両方の末端で平滑末端になっている。
【００９１】
　別の態様において、siRNAは、センス鎖の5'末端およびアンチセンス鎖の3'末端によっ
て定義される末端で平滑末端になっている。
【００９２】
　別の態様において、siRNAは、センス鎖の3'末端およびアンチセンス鎖の5'末端によっ
て定義される末端で平滑末端になっている。
【００９３】
　別の態様において、siRNAは、センス鎖およびアンチセンス鎖のいずれかまたは両方の3
'もしくは5'末端での、1、2、3、4、または5ヌクレオチドのオーバーハングを含む。
【００９４】
　一態様において、siRNAは、アンチセンス鎖上に1、2、3、4、または5ヌクレオチドの3'
オーバーハングを有し、他の末端で平滑末端になっている。
【００９５】
　一態様において、siRNAは、センス鎖上に1、2、3、4、または5ヌクレオチドの3'オーバ
ーハングを有し、他の末端で平滑末端になっている。
【００９６】
　一態様において、siRNAは、アンチセンス鎖上に1、2、3、4、または5ヌクレオチドの5'
オーバーハングを有し、他の末端で平滑末端になっている。
【００９７】
　一態様において、siRNAは、センス鎖上に1、2、3、4、または5ヌクレオチドの5'オーバ
ーハングを有し、他の末端で平滑末端になっている。
【００９８】
　一態様において、siRNAは、アンチセンス鎖上に1、2、3、4、または5ヌクレオチドの3'
オーバーハングおよびセンス鎖上に1、2、3、4、または5ヌクレオチドの3'オーバーハン
グを有する。
【００９９】
　一態様において、siRNAは、アンチセンス鎖上に1、2、3、4、または5ヌクレオチドの5'
オーバーハングおよびセンス鎖上に1、2、3、4、または5ヌクレオチドの5'オーバーハン
グを有する。
【０１００】
　塩基部分への修飾：別の局面は、塩基部分への修飾に関する。本発明の核酸の1つまた
は複数のヌクレオチドは、修飾塩基を含みうる。「修飾塩基」は、1'位置でのアデニン、
グアニン、シトシン、またはウラシル以外のヌクレオチド塩基を意味する。
【０１０１】
　一態様において、本発明のアンチセンスオリゴヌクレオチド、siRNA、またはshRNAは、
修飾塩基を含む、少なくとも1つのヌクレオチドを含む。
【０１０２】
　別の態様において、本発明の核酸は修飾ヌクレオチドを含み、ここで、修飾ヌクレオチ
ドは修飾塩基を含み、ここで、修飾塩基は、2-アミノアデノシン、2,6-ジアミノプリン、
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イノシン、ピリジン-4-オン、ピリジン-2-オン、フェニル、プソイドウラシル、2,4,6-ト
リメトキシベンゼン、3-メチルウラシル、ジヒドロウリジン、ナフチル、アミノフェニル
、5-アルキルシチジン（例えば、5-メチルシチジン）、5-アルキルウリジン（例えば、リ
ボチミジン）、5-ハロウリジン（例えば、5-ブロモウリジン）、6-アザピリミジン、6-ア
ルキルピリミジン（例えば、6-メチルウリジン）、プロピン、クエオシン、2-チオウリジ
ン、4-チオウリジン、ワイブトシン、ワイブトキソシン、4-アセチルシチジン、5-（カル
ボキシヒドロキシメチル）ウリジン、5'-カルボキシメチルアミノメチル-2-チオウリジン
、5-カルボキシメチルアミノメチルウリジン、ベータ-D-ガラクトシルクエオシン、1-メ
チルアデノシン、1-メチルイノシン、2,2-ジメチルグアノシン、3-メチルシチジン、2-メ
チルアデノシン、2-メチルグアノシン、N6-メチルアデノシン、7-メチルグアノシン、5-
メトキシアミノメチル-2-チオウリジン、5-メチルアミノメチルウリジン、5-メチルカル
ボニルメチルウリジン、5-メチルオキシウリジン、5-メチル-2-チオウリジン、2-メチル
チオ-N6-イソペンテニルアデノシン、ベータ-D-マンノシルクエオシン、ウリジン-5-オキ
シ酢酸、2-チオシチジンN4-エタノシトシン、8-ヒドロキシ-N6-メチルアデニン、4-アセ
チルシトシン、5-フルオロウラシル；5-ブロモウラシル、5-カルボキシメチルアミノメチ
ル-2-チオウラシル、5カルボキシメチルアミノメチルウラシル、ジヒドロウラシル、N6-
イソペンチル-アデニン、1-メチルプソイドウラシル、1-メチルグアニン、2,2-ジメチル
グアニン、2-メチルグアニン、3-メチルシトシン、N6-メチルアデニン、5-メトキシアミ
ノメチル-2-チオウラシル、β-D-マンノシルクエオシン、5-メトキシカルボニルメチルウ
ラシル、2-メチルチオ-N6-イソペンテニルアデニン、ウラシル-5-オキシ酢酸メチルエス
テル、プソイドウラシル、2-チオシトシン、5-メチル-2-チオウラシル、2-チオウラシル
、4-チオウラシル、5-メチルウラシル、N-ウラシル-5-オキシ酢酸メチルエステル、ウラ
シル-5-オキシ酢酸、クエオシン、2-チオシトシン、5-プロピルウラシル、5-プロピルシ
トシン、5-エチルウラシル、5-エチルシトシン、5-ブチルウラシル、5-ペンチルウラシル
、5-ペンチルシトシン、および2,6-ジアミノプリン、メチルプソイドウラシル、1-メチル
グアニン、1-メチルシトシンより選択される。
【０１０３】
　別の局面において、本発明のアンチセンスオリゴヌクレオチド、siRNA、またはshRNAは
、脱塩基ヌクレオチドを含む。用語「脱塩基」は、本明細書において使用される通り、例
えば、3',3'結合または5',5'結合デオキシ脱塩基リボース誘導体のような、1'位置の塩基
の場所において塩基を欠くまたは他の化学基を有する部分を指す。本明細書において使用
されるように、「修飾塩基」を伴うヌクレオチドは、脱塩基ヌクレオチドを含まない。
【０１０４】
　糖部分への修飾：　別の第2の局面は、糖部分への修飾に関する。本発明のアンチセン
スオリゴヌクレオチド、siRNA、またはshRNAの1つまたは複数のヌクレオチドは、修飾リ
ボース部分を含みうる。
【０１０５】
　2'-OHが置換される2'位置の修飾は、アルキル、置換アルキル、アルカリル-、アラルキ
ル-、-F、-Cl、-Br、-CN、-CF3、-OCF3、-OCN、-O-アルキル、-S-アルキル、-O-アリル、
-S-アリル、HS-アルキル-O、-O-アルケニル、-S-アルケニル、N-アルケニル、-SO-アルキ
ル、-アルキル-OSH、-アルキル-OH、-O-アルキル-OH、-O-アルキル-SH、-S-アルキル-OH
、-S-アルキル-SH、-アルキル-S-アルキル、-アルキル-O-アルキル、-ONO2、-NO2、-N3、
-NH2、アルキルアミノ、ジアルキルアミノ-、アミノアルキル-、アミノアルコキシ、アミ
ノ酸、アミノアシル-、-ONH2、-O-アミノアルキル、-O-アミノ酸、-O-アミノアシル、ヘ
テロシクロアルキル-、ヘテロシクロアルカリル-、アミノアルキルアミノ-、ポリアルキ
リルアミノ-、置換シリル-、メトキシエチル-(MOE)、アルケニルおよびアルキニルより選
択される非限定的な例を含む。2'ヒドロキシルが、例えば、メチレン架橋により、同じリ
ボース糖の4'炭素に連結される「ロックド」核酸（LNA）は、本発明の2'修飾としてさら
に含まれる。好ましい置換基は、2'-メトキシエチル、2'-OCH3、2'-O-アリル、2'-C-アリ
ル、および2'-フルオロである。
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【０１０６】
　一態様において、本発明のsiRNAは、アンチセンス鎖上のヌクレオチド3、5、7、9、11
、13、15、および17ならびにセンス鎖上のヌクレオチド4、6、8、10、12、14、および16
で2'-OCH3修飾を含み、ここで、前記アンチセンス鎖は5'から3'へ番号を付けられ、前記
センス鎖は3'から5'へ番号を付けられる。
【０１０７】
　一態様において、本発明のsiRNAは、アンチセンス鎖上のヌクレオチド7、9、11、およ
び13ならびにセンス鎖上のヌクレオチド8、10、および12で2'-OCH3修飾を含み、ここで、
前記アンチセンス鎖は5'から3'へ番号を付けられ、前記センス鎖は3'から5'へ番号を付け
られる。
【０１０８】
　一態様において、本発明のsiRNAは、アンチセンス鎖上のヌクレオチド7、9、および11
ならびにセンス鎖上のヌクレオチド8、10、および12で2'-OCH3修飾を含み、ここで、前記
アンチセンス鎖は5'から3'へ番号を付けられ、前記センス鎖は3'から5'へ番号を付けられ
る。
【０１０９】
　別の態様において、アンチセンス鎖は、1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13
、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、または25の2'-デオキシヌクレオチド
を含む。
【０１１０】
　別の態様において、センス鎖は、1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、1
5、16、17、18、19、20、21、22、23、24、または25の2'-デオキシヌクレオチドを含む。
【０１１１】
　別の態様において、アンチセンス鎖は、1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13
、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、または25の2'-フルオロヌクレオチド
を含む。
【０１１２】
　別の態様において、センス鎖は、1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、1
5、16、17、18、19、20、21、22、23、24、または25の2'-フルオロヌクレオチドを含む。
【０１１３】
　別の態様において、アンチセンス鎖中のピリミジンヌクレオチドは、2'-O-メチルピリ
ミジンヌクレオチドである。別の態様において、アンチセンス鎖中のプリンヌクレオチド
は、2'-O-メチルプリンヌクレオチドである。別の態様において、アンチセンス鎖中のピ
リミジンヌクレオチドは、2'-デオキシピリミジンヌクレオチドである。別の態様におい
て、アンチセンス鎖中のプリンヌクレオチドは、2'-デオキシプリンヌクレオチドである
。別の態様において、アンチセンス鎖中のピリミジンヌクレオチドは、2'-フルオロピリ
ミジンヌクレオチドである。別の態様において、アンチセンス鎖中のプリンヌクレオチド
は、2'-フルオロプリンヌクレオチドである。別の態様において、センス鎖中のピリミジ
ンヌクレオチドは、2'-O-メチルピリミジンヌクレオチドである。別の態様において、セ
ンス鎖中のプリンヌクレオチドは、2'-O-メチルプリンヌクレオチドである。別の態様に
おいて、センス鎖中のピリミジンヌクレオチドは、2'-デオキシピリミジンヌクレオチド
である。別の態様において、センス鎖中のプリンヌクレオチドは、2'-デオキシプリンヌ
クレオチドである。別の態様において、センス鎖中のピリミジンヌクレオチドは、2'-フ
ルオロピリミジンヌクレオチドである。別の態様において、センス鎖中のプリンヌクレオ
チドは、2'-フルオロプリンヌクレオチドである。別の態様において、アンチセンスデュ
プレックス領域中のピリミジンヌクレオチドは、2'-O-メチルピリミジンヌクレオチドで
ある。別の態様において、アンチセンスデュプレックス領域中のプリンヌクレオチドは、
2'-O-メチルプリンヌクレオチドである。別の態様において、アンチセンスデュプレック
ス領域中のピリミジンヌクレオチドは、2'-デオキシピリミジンヌクレオチドである。別
の態様において、アンチセンスデュプレックス領域中のプリンヌクレオチドは、2'-デオ
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キシプリンヌクレオチドである。別の態様において、アンチセンスデュプレックス領域中
のピリミジンヌクレオチドは、2'-フルオロピリミジンヌクレオチドである。別の態様に
おいて、アンチセンスデュプレックス領域中のプリンヌクレオチドは、2'-フルオロプリ
ンヌクレオチドである。別の態様において、センスデュプレックス領域中のピリミジンヌ
クレオチドは、2'-O-メチルピリミジンヌクレオチドである。別の態様において、センス
デュプレックス領域中のプリンヌクレオチドは、2'-O-メチルプリンヌクレオチドである
。別の態様において、センスデュプレックス領域中のピリミジンヌクレオチドは、2'-デ
オキシピリミジンヌクレオチドである。別の態様において、センスデュプレックス領域中
のプリンヌクレオチドは、2'-デオキシプリンヌクレオチドである。別の態様において、
センスデュプレックス領域中のピリミジンヌクレオチドは、2'-フルオロピリミジンヌク
レオチドである。別の態様において、センスデュプレックス領域中のプリンヌクレオチド
は、2'-フルオロプリンヌクレオチドである。別の態様において、アンチセンスデュプレ
ックス隣接領域中のピリミジンヌクレオチドは、2'-O-メチルピリミジンヌクレオチドで
ある。別の態様において、アンチセンスデュプレックス隣接領域中のプリンヌクレオチド
は、2'-O-メチルプリンヌクレオチドである。別の態様において、アンチセンスデュプレ
ックス隣接領域中のピリミジンヌクレオチドは、2'-デオキシピリミジンヌクレオチドで
ある。別の態様において、アンチセンスデュプレックス隣接領域中のプリンヌクレオチド
は、2'-デオキシプリンヌクレオチドである。別の態様において、アンチセンスデュプレ
ックス隣接領域中のピリミジンヌクレオチドは、2'-フルオロピリミジンヌクレオチドで
ある。別の態様において、アンチセンスデュプレックス隣接領域中のプリンヌクレオチド
は、2'-フルオロプリンヌクレオチドである。別の態様において、センスデュプレックス
隣接領域中のピリミジンヌクレオチドは、2'-O-メチルピリミジンヌクレオチドである。
別の態様において、センスデュプレックス隣接領域中のプリンヌクレオチドは、2'-O-メ
チルプリンヌクレオチドである。別の態様において、センスデュプレックス隣接領域中の
ピリミジンヌクレオチドは、2'-デオキシピリミジンヌクレオチドである。別の態様にお
いて、センスデュプレックス隣接領域中のプリンヌクレオチドは、2'-デオキシプリンヌ
クレオチドである。別の態様において、センスデュプレックス隣接領域中のピリミジンヌ
クレオチドは、2'-フルオロピリミジンヌクレオチドである。別の態様において、センス
デュプレックス隣接領域中のプリンヌクレオチドは、2'-フルオロプリンヌクレオチドで
ある。
【０１１４】
　リン酸骨格への修飾：　別の第2の局面は、リン酸骨格への修飾に関する。本発明の核
酸のヌクレオチドの全てまたは一部を、非修飾核酸において見出される通り、ホスホジエ
ステル結合を介して連結してもよい。しかし、本発明の核酸は、修飾ホスホジエステル結
合を含みうる。アンチセンスオリゴヌクレオチドまたはsiRNAのアンチセンス鎖もしくは
センス鎖のいずれかのホスホジエステル結合を修飾し、独立して、窒素および硫黄からな
る群より選択される少なくとも1つのヘテロ原子を含みうる。一態様において、リボヌク
レオチドを隣接リボヌクレオチドに連結するホスホエステル基を、修飾基により置換する
。一態様において、リボヌクレオチドを隣接リボヌクレオチドに連結する1つまたは複数
のホスホエステル基を、ホスホロチオエート、アルキルホスホネート、ホスホロジチオエ
ート、リン酸エステル、アルキルホスホノチオエート、ホスホルアミデート、カルバメー
ト、リン酸トリエステル、アセトアミデート、ペプチド、またはカルボキシメチルエステ
ルにより置換する。一態様において、ホスホエステル基を置換する修飾基は、ホスホチオ
エート、メチルホスホネート、またはホスホラミデート基より選択される。一態様におい
て、ホスホエステル基を置換する修飾基は、ホスホチオエート、メチルホスホネート、ま
たはホスホラミデート基より選択される。一態様において、アンチセンスオリゴヌクレオ
チドまたはsiRNAのアンチセンス鎖のヌクレオチドの全てを、ホスホジエステル結合を介
して連結する。別の態様において、siRNAのアンチセンスデュプレックス領域のヌクレオ
チドの全てを、ホスホジエステル結合を介して連結する。別の態様において、siRNAのセ
ンス鎖のヌクレオチドの全てを、ホスホジエステル結合を介して連結する。別の態様にお
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いて、siRNAのセンスデュプレックス領域のヌクレオチドの全てを、ホスホジエステル結
合を介して連結する。別の態様において、アンチセンスオリゴヌクレオチドまたはsiRNA
のアンチセンス鎖は、1、2、3、4、5、6、7、8、9、または10の修飾ホスホエステル基を
含む。別の態様において、siRNAのアンチセンスデュプレックス領域は、1、2、3、4、5、
6、7、8、9、または10の修飾ホスホエステル基を含む。別の態様において、siRNAのセン
ス鎖は、1、2、3、4、5、6、7、8、9、または10の修飾ホスホエステル基を含む。別の態
様において、siRNAのセンスデュプレックス領域は、1、2、3、4、5、6、7、8、9、または
10の修飾ホスホエステル基を含む。
【０１１５】
　5'および3'末端の修飾：　別の第2の局面は、5'および3'修飾に関する。本発明の核酸
は、1つまたは複数の修飾ヌクレオチド、脱塩基ヌクレオチド、非環式またはデオキシリ
ボヌクレオチドを、アンチセンスオリゴヌクレオチドの5'または3'末端あるいはsiRNAの
センス鎖またはアンチセンス鎖のいずれかまたは両方に含む核酸分子を含みうる。
【０１１６】
　一態様において、アンチセンスオリゴヌクレオチドの5'および3'末端ヌクレオチドまた
はsiRNAのセンス鎖およびアンチセンス鎖の両方は非修飾である。別の態様において、siR
NAのセンス鎖の5'末端ヌクレオチドを修飾する。別の態様において、siRNAのアンチセン
ス鎖の3'末端ヌクレオチドを修飾する。別の態様において、siRNAのセンス鎖の3'末端ヌ
クレオチドを修飾する。別の態様において、siRNAのアンチセンス鎖の3'末端ヌクレオチ
ドおよびsiRNAのセンス鎖の3'末端ヌクレオチドを修飾する。別の態様において、siRNAの
アンチセンス鎖の3'末端ヌクレオチドおよびsiRNAのセンス鎖の5'末端ヌクレオチドを修
飾する。別の態様において、siRNAのアンチセンス鎖の3'末端ヌクレオチドならびにsiRNA
のセンス鎖の5'および3'の両方の末端ヌクレオチドを修飾する。
【０１１７】
　別の態様において、アンチセンスオリゴヌクレオチドまたはsiRNAのアンチセンス鎖の5
'末端ヌクレオチドをリン酸化する。別の態様において、siRNAのセンス鎖の5'末端ヌクレ
オチドをリン酸化する。別の態様において、siRNAのアンチセンス鎖およびセンス鎖の両
方の5'末端ヌクレオチドをリン酸化する。別の態様において、siRNAのアンチセンス鎖の5
'末端ヌクレオチドをリン酸化し、センス鎖の5'末端ヌクレオチドは遊離ヒドロキシ基（5
'-OH）を有する。別の態様において、siRNAのアンチセンス鎖の5'末端ヌクレオチドをリ
ン酸化し、センス鎖の5'末端ヌクレオチドを修飾する。
【０１１８】
　5'および3'末端ヌクレオチドへの修飾は、これらの末端ヌクレオチド上の5'および3'位
置に限定されない。末端ヌクレオチドへの修飾の例は、非限定的に、ビオチン、逆向きの
（デオキシ）脱塩基、アミノ、フルオロ、クロロ、ブロモ、CN、CF、メトキシ、イミダゾ
ール、カルボキシレート、チオエート、C1-C10低級アルキル、置換低級アルキル、アルカ
リルまたはアラルキル、OCF3、OCN、O-、S-、またはN-アルキル；O-、S-、またはN-アル
ケニル；SOCH3；SO2CH3；ONO2；NO2、N3；ヘテロシクロアルキル；ヘテロシクロアルカリ
ル；アミノアルキルアミノ；ポリアルキルアミノまたは置換シリルを含み、とりわけ、例
えば、PCT特許出願WO 99/54459、欧州特許EP 0 586 520 B1またはEP 0 618 925 B1に記載
される通りであり、それらの全体が参照により組み入れられる。本明細書において使用さ
れる通り、「アルキル」はC1-C12-アルキルを意味し、「低級アルキル」はC1-、C2-、C3-
、C4-、C5-、およびC6-アルキルを含むC1-C6アルキルを意味する。
【０１１９】
　別の局面において、アンチセンスオリゴヌクレオチドの5'末端、アンチセンス鎖の5'末
端、センス鎖の5'末端、アンチセンスオリゴヌクレオチドの3'末端、アンチセンス鎖の3'
末端、またはセンス鎖の3'末端を、プロドラッグ部分に共有結合的に連結する。一態様に
おいて、その部分をエンドソーム中で切断する。別において、その部分を細胞質中で切断
する。
【０１２０】
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　別の態様において、アンチセンス鎖もしくはセンス鎖のいずれかもしくは両方の上のそ
の末端3'ヌクレオチドまたは2つの末端3'-ヌクレオチドは、2'-デオキシヌクレオチドで
ある。別の態様において、2'-デオキシヌクレオチドは2'-デオキシ-ピリミジンである。
別の態様において、2'-デオキシヌクレオチドは2'-デオキシ-チミジンである。別の態様
において、アンチセンス鎖もしくはセンス鎖のいずれかもしくは両方の上のその末端3'ヌ
クレオチドまたは2つの末端3'-ヌクレオチドは、塩基対合しておらず、即ち、それらは、
1つまたは2つのヌクレオチドオーバーハングである。一態様において、アンチセンス鎖お
よびセンス鎖の両方の3'末端は、-TTジヌクレオチドオーバーハングを有する。
【０１２１】
　本発明の一局面は、ギャップマーを形成するためのアンチセンスオリゴヌクレオチドの
修飾に関する。「ギャップマー」は、非デオキシオリゴヌクレオチドセグメントが隣接し
た2'-デオキシオリゴヌクレオチド領域を有するアンチセンスオリゴヌクレオチドとして
定義される。中央領域を「ギャップ」と称す。隣接セグメントを「ウィング」と称す。各
々のウィングは、1つまたは複数の非デオキシオリゴヌクレオチドモノマーでありうる。
一態様において、ギャップマーは、5つの非デオキシヌクレオチドウィングが隣接した10
のデオキシヌクレオチドギャップである。これを5-10-5ギャップマーと称す。他の配置は
、当業者により容易に認識される。一態様において、ウィングは、2'-O-(2-メトキシエチ
ル)（2'-MOE）修飾ヌクレオチドを含む。別の態様において、ギャップマーはホスホロチ
オエート骨格を有する。別の態様において、ギャップマーは2'-MOEウィングおよびホスホ
ロチオエート骨格を有する。他の適した修飾は、当業者により容易に認識可能である。
【０１２２】
　shRNAおよび連結siRNA：　別の局面は、shRNAおよび連結siRNAに関する。二本鎖構造が
、2つの別々の鎖、即ち、アンチセンス鎖およびセンス鎖によって形成されることは本発
明の範囲内である。しかし、アンチセンス鎖およびセンス鎖が、互いに共有結合的に連結
されていることも本発明の範囲内である。そのような連結は、それぞれアンチセンス鎖お
よびセンス鎖を形成するヌクレオチドのいずれかの間に生じうる。そのような連結は、共
有結合的または非共有結合的な連結から形成することができる。共有結合的な連結は、好
ましくはメチレンブルーおよび二官能基を含む群より選択される化合物により、両方の鎖
を、1回または数回、1つまたはいくつかの位置でそれぞれ連結することによって形成され
うる。そのような二官能基は、好ましくは、ビス(2-クロロエチル)アミン、N-アセチル-N
'-(p-グリオキサールベンゾイル)シスタミン、4-チオウラシル、およびソラレンを含む群
より選択される。
【０１２３】
　一局面において、本発明のsiRNAのアンチセンス鎖およびセンス鎖は、ループ構造によ
り連結される。一態様において、ループ構造は非核酸ポリマーで構成される。別の態様に
おいて、非核酸ポリマーはポリエチレングリコールである。別の態様において、アンチセ
ンス鎖の5'末端は、センス鎖の3'末端に連結される。別の態様において、アンチセンス鎖
の3'末端は、センス鎖の5'末端に連結される。
【０１２４】
　別の態様において、本発明のsiRNAのアンチセンス鎖およびセンス鎖は、核酸からなる
ループにより連結される。本明細書において使用される通り、ロックド核酸（LNA）（Ela
yadi and Corey (2001) Curr Opin Investig Drugs.2(4):558-61）およびペプチド核酸（
PNA）（Faseb J. (2000) 14:1041-1060に概説される）は、核酸として見なされ、ループ
形成ポリマーとしても使用されうる。一態様において、核酸はリボ核酸である。一態様に
おいて、核酸はデオキシリボ核酸である。一態様において、siRNAのアンチセンス鎖の5'
末端は、siRNAのセンス鎖の3'末端に連結され、shRNAを形成する。別の態様において、si
RNAのアンチセンス鎖の3'末端は、siRNAのセンス鎖の5'末端に連結され、shRNAを形成す
る。ループは、4つのヌクレオチドまたはヌクレオチドアナログの最小長からなる。特定
の態様において、ループは、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、または15のヌクレ
オチドまたはヌクレオチドアナログからなる。一態様において、ループヌクレオチド配列
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は、アンチセンス鎖の一部である。別の態様において、ループヌクレオチド配列は、セン
ス鎖の一部である。別の態様において、アンチセンス鎖およびセンス鎖の両方の部分が、
ループヌクレオチド配列を形成する。別の態様において、ループヌクレオチド配列は異種
配列であり、即ち、標的配列と同じまたは相補的ではない。
【０１２５】
　リボ核酸コンストラクトを、適した発現ベクターシステム中に組み入れてもよい。好ま
しくは、ベクターは、RNAiの発現のためのプロモーターを含む。Good et al. (1997) Gen
e Ther, 4, 45-54に記載される通り、好ましくは、各々のプロモーターはpol IIIであり
、より好ましくは、プロモーターはU6、H1、7SKプロモーターである。
【０１２６】
　作製のプロセス：本発明の核酸は、化学合成、または核酸をインビトロ（例えば、ラン
オフ転写）またはインビボのいずれかで発現させることを含む当技術分野における通常の
方法を使用して産生することができる。一態様において、アンチセンスオリゴヌクレオチ
ドまたはsiRNAは、固相化学合成を使用して産生する。別の態様において、核酸は、発現
ベクターを使用して産生される。一態様において、発現ベクターは、本発明の核酸を、標
的細胞において産生した。したがって、そのようなベクターは、医薬の製造のために使用
することができる。本明細書に記載される核酸分子の合成のための方法は、当業者に公知
である。
【０１２７】
　一態様において、前記のsiRNAまたはshRNAは、真核生物発現のために適応された発現ベ
クターの一部である。好ましくは、前記のsiRNAまたはshRNAは、少なくとも1つのプロモ
ーター配列に機能しうる態様で連結される。
【０１２８】
　本発明の別の態様において、前記核酸分子のセンス鎖およびアンチセンス鎖の両方を転
写する少なくとも2つのプロモーターを伴う、前記カセットを提供する。
【０１２９】
　本発明の別の態様において、カセットは核酸分子を含み、ここで、この分子は、第2の
部分に連結された第1の部分を含み、ここで、第1および第2の部分は、それらの配列の少
なくとも一部にわたって相補的であり、さらにここで、核酸分子の転写はRNA分子を産生
し、それは、第1および第2の部分の相補的な塩基対合によって二本鎖領域を形成し、それ
によってshRNAを形成する。
【０１３０】
　「プロモーター」は、当技術分野で認識された用語であり、明瞭さのために、例示のみ
によって提供される以下の特徴を含む。エンハンサーエレメントは、遺伝子の転写開始部
位の5'でしばしば見出されるシス作用性核酸配列である（エンハンサーは、遺伝子配列の
3'でも見出される、または、イントロン配列中にさえ位置付けられる）。エンハンサーは
、エンハンサーが連結される遺伝子の転写速度を増加させるように機能する。エンハンサ
ー活性は、エンハンサーエレメントに特異的に結合することが示されているトランス作用
性転写因子に応答性である。転写因子の結合／活性（Eukaryotic Transcription Factors
, by David S Latchman, Academic Press Ltd, San Diegoを参照のこと）は、多数の生理
学的／環境的な合図に対し応答する。
【０１３１】
　プロモーターエレメントはまた、いわゆるTATAボックスおよびRNAポリメラーゼ開始選
択配列を含み、それらは、転写開始部位を選択するように機能する。これらの配列は、と
りわけ、RNAポリメラーゼによる転写開始選択を促進するように機能するポリペプチドに
も結合する。
【０１３２】
　適応はまた、選択可能マーカーおよび自律複製配列の提供を含み、それらは、真核細胞
または原核宿主のいずれかにおける前記ベクターの維持を促進する。自律的に維持される
ベクターを、エピソームベクターと称す。
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【０１３３】
　ベクターにコードされる遺伝子の発現を促進する適応には、転写終結/ポリアデニル化
配列の提供が含まれる。発現制御配列は、いわゆる、遺伝子座制御領域（LCR）も含む。
これらは、トランスジェニックコンストラクトとしてアッセイした場合、連結された遺伝
子に、位置非依存的、コピー数依存的な発現を与える調節エレメントである。LCRは、隣
接ヘテロクロマチンのサイレンシング効果からトランスジーンを隔離する調節エレメント
を含む（Grosveld et al., Cell (1987), 51: 975-985）。
【０１３４】
　一般的な発現ベクター構築および組換えDNA技術に関して、数多くの文献が発表されて
いる。Sambrook et al (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring 
Harbour Laboratory, Cold Spring Harbour, NYおよびその中の参考文献；Marston, F (1
987) DNA Cloning Techniques: A Practical Approach Vol III IRL Press, Oxford UK; 
DNA Cloning: F M Ausubel et al, Current Protocols in Molecular Biology, John Wil
ey & Sons, Inc. (1994)を参照。
【０１３５】
　治療剤としてのウイルスまたは「ウイルスベクター」の使用は、当技術分野において周
知である。加えて、多数のウイルスが、外因性遺伝子の送達のためのベクターとして一般
に使用される。一般に用いられるベクターは、好ましくは、レトロウイルス科（retrovir
idae）、バキュロウイルス科（baculoviridiae）、パルボウイルス科（parvoviridiae）
、ピコルナウイルス科（picornoviridiae）、ヘルペスウイルス科（herpesveridiae）、
ポックスウイルス科、アデノウイルス科（adenoviridiae）、またはピコルナウイルス科
（picornnaviridiae）より選択される、組換え改変されたエンベロープまたは非エンベロ
ープDNAおよびRNAウイルスを含む。キメラベクターも用いてもよく、それは親ベクターの
特性の各々の有利な要素を利用する（例えば、Feng, et al. (1997) Nature Biotechnolo
gy 15:866-870を参照のこと）。そのようなウイルスベクターは、野生型でありうるが、
または、組換えDNA技術によって改変され、複製欠損、条件的複製、または複製能力があ
りうる。
【０１３６】
　好ましいベクターは、レトロウイルスゲノム（例えば、レンチウイルス）およびアデノ
随伴ウイルスに由来するものを含む。ウイルスベクターは、条件的複製または複製能力が
ありうる。条件的複製ウイルスベクターを使用し、有害な広範囲の感染を回避しながら、
特定の細胞型において選択的な発現を達成する。条件的複製ウイルスベクターの例は、Pe
nnisi, E. (1996) Science 274:342-343；Russell, and S.J. (1994) Eur. J. of Cancer
 30A(8):1165-1171に記載されている。選択的に複製するベクターのさらなる例は、ウイ
ルスの複製のために必須、つまりそのような遺伝子の発現がない場合にはウイルスが複製
しないような遺伝子が、特定の細胞型、または、細胞状態においてのみ活性であるプロモ
ーターの制御下にあるようなベクターを含む。そのようなベクターの例は、Hendersonら
、米国特許第5,698,443号（1997年12月16日取得）およびHendersonら、米国特許第5,871,
726号（1999年2月16日取得）に記載されており、それらの全教示が、参照により本明細書
に組み入れられる。
【０１３７】
　加えて、ウイルスゲノムは、特定の条件下でのみ複製または発現を達成する誘導性プロ
モーターを含むように改変してもよい。誘導性プロモーターの例は、科学文献において公
知である（例えば、Yoshida and Hamada (1997) Biochem. Biophys. Res. Comm. 230:426
-430；lida, et al. (1996) J. Virol. 70(9):6054-6059; Hwang, et al. (1997) J. Vir
ol 71(9):7128-7131; Lee, et al. (1997) Mol. Cell. Biol. 17(9): 5097-5105；および
Dreher, et al. (1997) J. Biol. Chem 272(46); 29364-29371を参照のこと）。
【０１３８】
　一態様において、前記ベクターは、実質的に肺またはガンに特異的であるプロモーター
を含む。好ましくは、前記プロモーターは肺ガン細胞において優先的に活性である。
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【０１３９】
　送達／製剤：アンチセンスオリゴヌクレオチドおよびsiRNAを、インビトロおよびイン
ビボの両方で、細胞との直接接触（「ネイキッド」送達）を含む当業者に公知の種々の方
法により、または、細胞中への標的化または送達を促進する1つまたは複数の薬剤との組
み合わせにより、細胞に送達することができる。そのような薬剤および方法は、リポプレ
ックス、リポソーム、イオントフォレーシス、ヒドロゲル、シクロデキストリン、ナノカ
プセル、マイクロおよびナノスフィア、ならびにタンパク質性ベクターを含む（例えば、
Bioconjugate Chem. (1999) 10:1068-1074およびWO 00/53722）。
【０１４０】
　核酸組成物は、インビボで、局所的または全身的のいずれかで、静脈内、皮下、筋肉内
、もしくは皮内注射または吸入を含む種々の手段により送達されうる。
【０１４１】
　本発明の分子は、薬学的な剤として使用することができる。好ましくは、薬学的な剤は
、対象における疾患状態の発生を予防、調節、または処置する（ある程度まで症状を、好
ましくは症状の全てを軽減する）。ガンを処置する場合において、処置は、対象において
腫瘍量または腫瘍体積を低下させる。
【０１４２】
　また、ポリ(エチレングリコール)脂質（PEG修飾、または長期循環リポソームもしくは
ステルスリポソーム）を含む表面修飾リポソームを含む組成物の使用を提供する。これら
の製剤は、それらの凝集および融合を防止することによって、リポソームまたはリポプレ
ックス溶液の安定性を増加させるための方法を与える。製剤はまた、インビボにおいて、
単核食細胞系（MPSまたはRES）によるオプソニン化および除去に抵抗するさらなる利点を
有し、それによって、カプセル化薬物について、より長い血液循環時間および増強された
組織への曝露を可能にする。そのようなリポソームは、恐らくは新血管形成標的組織にお
ける血管外漏出および捕捉によって、腫瘍中に選択的に蓄積することが示されている（La
sic et al., Science 1995, 267, 1275-1276；Oku et al., 1995, Biochim. Biophys. Ac
ta, 1238, 86-90）。長期循環リポソームは、特にMPSの組織中に蓄積することが公知であ
る従来のカチオン性リポソームと比較して、DNAおよびRNAの薬物動態および薬力学を増強
する（Liuら、J. Biol. Chem. 1995, 42, 24864-24780；Choiら、国際PCT公開WO 96/1039
1；Ansellら、国際PCT公開WO 96/10390；Hollandら、国際PCT公開WO 96/10392）。長期循
環リポソームはまた、ヌクレアーゼ分解からsiRNAを保護する。
【０１４３】
　本発明の核酸は、薬学的組成物として製剤化してもよい。薬学的組成物は、単独でまた
は他の薬剤と組み合わせて、医薬としてまたは診断用薬剤として使用してもよい。例えば
、本発明の1つまたは複数の核酸を、送達媒体（例えば、リポソーム）および／または担
体、希釈剤などの賦形剤と組み合わせることができる。用語「賦形剤」は、薬学的に活性
な成分のための担体として使用される、薬学的に許容される、薬学的に不活性な物質を指
す。核酸分子の送達のための方法は、当技術分野において公知であり、例えば、Akhtar e
t al., 1992, Trends Cell Bio., 2, 139; Delivery Strategies for Antisense Oligonu
cleotide Therapeutics, ed. Akhtar, 1995, Maurer et al., 1999, Mol. Memb. Biol., 
16, 129-140; Hofland and Huang, 1999, Handb. Exp. Pharmacol., 137, 165-192；およ
びLee et al., 2000, ACS Symp. Ser., 752, 184-192、米国特許第6,395,713号、およびP
CT WO 94/02595に記載される（それらの各々は、その全体が参照により本明細書に組み入
れられる）。本発明の核酸はまた、他の治療用化合物と組み合わせて投与することができ
、例えば、組み合わせた単位用量として、別々にまたは同時に投与される。一態様におい
て、本発明は、生理学的／薬学的に許容される安定剤、保存剤、希釈剤、緩衝剤などの賦
形剤中に、本発明の1つまたは複数の核酸を含む薬学的組成物を含む。
【０１４４】
　本発明の核酸を送達するために適した送達製剤の例は、WO28137758（US28317839A1）お
よびWO29046220A2に開示されるものを含み、各々はその全体が参照により組み入れられる
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。
【０１４５】
　適した送達システムは、Traversa Therapeutics（San Diego, California）のPTD-DRBD
を含み、それは、二本鎖RNA結合ドメイン（DRBD）に融合したペプチド導入ドメイン（PTD
）を含む。PTD（細胞透過性ペプチドまたはCPPとも呼ばれる）は、細胞表面上のプロテオ
グリカンに結合するペプチドである。結合PTDは、全ての細胞が行う液相取り込みの特殊
な形態であるマクロピノサイトーシスによって細胞中に取り込まれる。マクロピノサイト
ーシスの利点は、それがリソソーム経路を含まないことであり、それによって、エンドソ
ームから逃れるためのsiRNAペイロードの必要性を回避する。DRBDは、自明であり、即ち
、二本鎖RNAに結合するタンパク質の結合ドメインである。PTD-DRBDは、WO2007095152（U
S20090093026A1）（The Regents Of The University Of Californiaに帰属する）に開示
されており、Nature Biotechnology (2009) 27(6): 567-571に公開されている（各々の特
許出願および刊行物は、その全体が参照により組み入れられる）。
【０１４６】
　一態様において、PTDは、3回反復するHIV-1 tatタンパク質（RKKRRQRRR）の一部分であ
る。一態様において、DRBDは、プロテインキナーゼRNA活性化、つまりPKRタンパク質（真
核生物翻訳開始因子2-アルファキナーゼ2（EIF2AK2）およびPRKRとしても公知である）の
65アミノ酸

部分を含む。他の態様において、PTDは、ヘルペスウイルスVP22タンパク質；ヒト免疫不
全ウイルス（HIV）TATタンパク質を含むポリペプチド；アンテナペディアタンパク質のホ
メオドメイン（Antp HD）を含むポリペプチド、およびそれらの機能的フラグメントであ
る。他の態様において、DRBDは、ヒストン、RDE-4タンパク質、プロタミンからなる群よ
り選択される配列を含み、dsRNA結合タンパク質（カッコ中はアクセッション番号）は、P
KR（AAA36409、AAA61926、Q03963）、TRBP（P97473、AAA36765）、PACT（AAC25672、AAA4
9947、NP609646）、Staufen（AAD17531、AAF98119、AAD17529、P25159）、NFAR1（AF1675
69）、NFAR2（AF167570、AAF31446、AAC71052、AAA19960、AAA19961、AAG22859）、SPNR
（AAK20832、AAF59924、A57284）、RHA（CAA71668、AAC05725、AAF57297）、NREBP（AAK0
7692、AAF23120、AAF54409、T33856）、kanadaptin（AAK29177、AAB88191、AAF55582、NP
499172、NP198700、BAB19354）、HYLL（NP563850）、hyponastic leaves（CAC05659、BAB
00641）、ADAR1（AAB97118、P55266、AAK16102、AAB51687、AF051275）、ADAR2 P78563、
P51400、AAK17102、AAF63702）、ADAR3（AAF78094、AAB41862、AAF76894）、TENR（XP059
592、CAA59168）、RNaselll（AAF80558、AAF59169、Z81070Q02555/S55784、P05797）、お
よびDicer（BAA78691、AF408-401、AAF56056、S44849、AAF03534、Q9884）、RDE-4（AY07
1926）、FLJ20399（NP060273、BAB26260）、CG1434（AAF48360、EAA12065、CAA21662）、
CG13139（XP059208、XP143416、XP110450、AAF52926、EEA14824）、DGCRK6（BAB83032、X
P110167）、CG1800（AAF57175、EAA08039）、FLJ20036（AAH22270、XP134159）、MRP-L45
（BAB14234、XP129893）、CG2109（AAF52025）、CG12493（NP647927）、CG10630（AAF507
77）、CG17686（AAD50502）、T22A3.5（CAB03384）およびアクセッション番号EAA14308の
ものを含む。
【０１４７】
　別の適した送達システムは、Calando Pharmaceuticals（以前はInsert Therapeuticsお
よび持株会社Arrowhead Research Corporationの子会社）のClycodextrin Based Deliver
yであり、RNAi/Oligonucleotide Nanoparticle Delivery（RONDEL）技術として言及され
る。
【０１４８】
　RONDELの直線状シクロデキストリンは、環状オリゴ糖とカチオン含有化学連結基を連結
することにより形成されたコポリマーである。連結基および末端基において見出されるア
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ミンおよびイミダゾールは、エンドソーム放出において役立つ。シクロデキストリン含有
ポリカチオン（CDP）と呼ばれるポリマーは、siRNAペイロードと凝縮する。
【０１４９】
　シクロデキストリン分子の内部の環または核は疎水性であり、疎水性化合物を取り込む
ために使用することができる。形成された複合体は、包接複合体と呼ばれる。RONDEL製剤
中では、シクロデキストリンサブユニットの疎水性核は、アダマンチン-PEGコンジュゲー
トの分子を固定するために使用される。PEGはアダマンタンにコンジュゲートされ、次に
、PEG-アダマンチンコンジュゲートは直線状シクロデキストリン（CDP）と組み合わされ
る。特定の細胞型にナノ粒子を標的化するために、リガンドをPEG-アダマンタン分子のPE
G部分にコンジュゲートし、アダマンチン-PEG-リガンド複合体を形成する。RONDELの場合
において、ヒトトランスフェリンタンパク質（Tf）は、使用することができるリガンドの
1つの例である。その理由は、大半のガン細胞が、細胞表面上にヒトトランスフェリン受
容体を過剰発現するからである。
【０１５０】
　RONDEL製剤の例が、David et al. (2010) Nature 464:1067-1070およびHeidel et al. 
PNAS (2007) 104(14):5717-5721に開示されている（各々は、その全体が参照により組み
入れられる）。直線状シクロデキストリン技術が、WO0001734（US20070025952A1、US2002
0151523A1、US7091192、US6884789、およびUS6509323）に開示および特許請求されている
（各々は、その全体が参照により組み入れられる）。アダマンタン-PEGおよびアダマンタ
ン-PEG-TFとの包接複合体を含む直線状シクロデキストリン包接複合体が、WO0249676（US
20070128167A1、US20060182795A1、US20030017972A1、US20030008818A1、US7166302、お
よびUS7018609）に開示されている（各々は、その全体が参照により組み入れられる）。
【０１５１】
　他の製剤はSNALPを含み、Nature Biotechnology (2005) 23(8): 1002-1007に開示され
ており、その全体が参照により組み入れられる。SNALP製剤が、WO05120152（US200600837
80A1 & US20060008910A1）、WO05026372A1（US20050175682A1）、WO06007712（US2006005
1405A1 & US20060025366A1）に開示されており、各々は、その全体が参照により組み入れ
られる。SNALP製剤の例は、1,2-ジステアロイル-sn-グリセロ-3ホスホコリン（DSPC）MW 
387、コレステロールMW 790、1,2-ジリノレイルオキシ-N,N-ジメチル-3-アミノプロパン
（DLinDMA）MW 616および3-N-[ω-メトキシポリ(エチレングリコール)平均MW2000）カル
バモイル]-1,2-ジミリスチルオキシ-プロピルアミン（PEG-C-DMA）MW 2524である。別の
有用な態様において、上のDLinDMA成分は、2,2-ジリノレイル-4-(2-ジメチルアミノエチ
ル)-[1,3]-ジオキソラン（DLin-KC2-DMA）を用いて置換される。これおよび他の有用な製
剤が、WO2009086558およびWO2009132131に開示されており、各々は、その全体が参照によ
り組み入れられる。
【０１５２】
　他の有用な製剤はリピドイドに基づき、Nature Biotechnology (2008) 26:561-569およ
びLove et al. PNAS (2010) 107(5): 1864-1869およびWO28042973A2（USUS20090023673A1
）およびWO28042973A2（USUS20090023673A1）に開示されている通りであり、各々は、そ
の全体が参照により組み入れられる。
【０１５３】
　他の有用な製剤は、WO2010021865およびWO2007086881A2およびWO2007086883（US201000
63308A1 US20090048197A1 US20080188675A1 US20080020058A1 US20060240554A1 US769140
5、US7641915、US7514099およびUS7404969）WO2008147438A2（US20100048888A1、US20090
048197A1、US20080020058A1およびUS7691405、US7404969）に開示されるものであり、各
々は、その全体が参照により組み入れられる。
【０１５４】
　他の有用な製剤は、WO2007095152（US20090093026A1）およびNature Biotechnology (2
009) 27(6): 567-571のものを含み、各々は、その全体が参照により組み入れられる。
【０１５５】
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　他の有用な製剤は、Rozema et al. (2007) PNAS 104(32): 12982-12987、Heidel et al
. PNAS (2007) 104(14): 5717-5721)、Wakefield et al. (2005) Bioconjugate Chem. 16
 (5):1204-1208およびWO0001734（US20070025952A1、US20020151523A1、US7091192、US68
84789、およびUS6509323）、WO0249676（US20070128167A1、US20060182795A1、US2003001
7972A1、US20030008818A1、US7166302、およびUS7018609）、WO04090107（US20070105804
A1、US20070036865A1、およびUS20040198687A1）、WO2008022309（US20090048410A1、US2
0090023890A1、US20080287630A1、US20080287628A1、US20080281074A1、US20080281044A1
、US20080281041A1、US20080269450A1、US20080152661A1）からのものを含み、各々は、
その全体が参照により組み入れられる。
【０１５６】
　本発明の組成物は、有効量で投与される。「有効量」は、単独で、またはさらなる用量
と一緒に、所望の応答を産生する組成物の量である。例えば、ガンなどの特定の疾患を処
置する場合において、所望の応答とは、疾患の進行を阻害することである。これは、疾患
の進行を一時的に遅らせることのみを含みうるが、より好ましくは、疾患の進行を恒久的
に停止させることを含む。これは、日常的な方法によってモニターすることができる。
【０１５７】
　そのような量は、当然、処置される特定の状態、状態の重症度、個々の患者パラメータ
ー（年齢、健康状態、サイズおよび体重、処置の持続期間、併用治療の性質（ある場合）
、特定の投与経路、および医療従事者の知識および専門知識内の同様の因子を含む）に依
存する。これらの因子は当業者に周知であり、単に日常的な実験法を用いて対処すること
ができる。一般的に、個々の成分またはそれらの組み合わせの最大用量、即ち、妥当な医
学的判断に従った最も高い安全用量を使用することが好ましい。しかし、患者が、医学的
な理由、心理学的な理由のために、または、実質的に任意の他の理由のために、より低い
用量または耐容量を主張しうることが、当業者により理解されるであろう。
【０１５８】
　先の方法において使用される薬学的組成物は、好ましくは、無菌であり、患者への投与
のために適した重量または容積単位で所望の応答を産生するために本発明による薬剤の有
効量を含む。
【０１５９】
　対象に投与される本発明によるsiRNA/shRNAの用量は、様々なパラメーターに従って、
特に、使用される投与様式および対象の状態に従って選ぶことができる。他の因子は、所
望の処置期間を含む。対象における応答が、適用された初回用量で不十分である事象にお
いて、より高い用量（または、異なる、より局所的な送達経路による有効でより高い用量
）を、患者の耐容性が許す範囲で用いてもよい。
【０１６０】
　本発明の医薬および薬学的組成物のための投与量レベルは、日常的な実験法によって、
当業者により決定することができる。一態様において、単位用量は、約0.01mg/kg～約100
mg/kg体重の核酸を含む。一態様において、核酸の用量は、約10mg/kg～約25mg/kg体重で
ある。一態様において、核酸の用量は、約1mg/kg～約10mg/kg体重である。一態様におい
て、核酸の用量は、約0.05mg/kg～約5mg/kg体重である。別の態様において、核酸の用量
は、約0.1mg/kg～約5mg/kg体重である。別の態様において、核酸の用量は、約0.1mg/kg～
約1mg/kg体重である。別の態様において、核酸の用量は、約0.1mg/kg～約0.5mg/kg体重で
ある。別の態様において、核酸の用量は、約0.5mg/kg～約1mg/kg体重である。別の態様に
おいて、siRNA/shRNAの用量は、1nM～1μMの間である。特定の態様において、用量は、1n
M～500nM、5nM～200nM、および10nM～100nMの範囲でありうる。組成物の投与のための他
のプロトコールが、当業者に公知であり、ここで、投与量、注射スケジュール、注射部位
、投与様式などは前述とは異なる。ヒト以外の哺乳動物への組成物の投与は（例えば、試
験目的または獣医治療目的のため）、上記と実質的に同じ条件下で行われる。対象は、本
明細書において使用される通り、哺乳動物、好ましくはヒトであり、非ヒト霊長類、ウシ
、ウマ、ブタ、ヒツジ、ヤギ、イヌ、ネコ、または齧歯類を含む。
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【０１６１】
　投与される場合、本発明の薬学的調製物は、薬学的に許容される量でおよび薬学的に許
容される組成物中で適用される。用語「薬学的に許容される」は、活性成分の生物学的活
性の有効性に干渉しない非毒性物質を意味する。そのような製剤は、通常使用する、塩、
緩衝剤、保存剤、適合する担体、および、場合によっては、他の治療剤を含んでもよい。
薬学的組成物は、好都合に、単位投与形態で提示してもよく、薬学の分野において周知の
方法のいずれかによって調製されうる。
【０１６２】
　一態様において、薬学的組成物は、無菌の水性懸濁液または溶液である。別の態様にお
いて、薬学的組成物は、無菌の注射可能な水性懸濁液または溶液である。一態様において
、薬学的組成物は凍結乾燥形態である。一態様において、薬学的組成物は凍結乾燥リポプ
レックスを含み、このリポプレックスは本発明の核酸を含む。別の態様において、薬学的
組成物はリポプレックスの水性懸濁液を含み、このリポプレックスは本発明の核酸を含む
。
【０１６３】
　本発明の薬学的組成物および医薬は、哺乳動物に投与してもよい。一態様において、哺
乳動物は、ヒト、イヌ、ネコ、ウマ、ウシ、ブタ、ヤギ、ヒツジ、マウス、ラット、ハム
スター、およびモルモットからなる群より選択される。一態様において、哺乳動物はヒト
である。別の態様において、哺乳動物は非ヒトの哺乳動物である。
【０１６４】
　本明細書において使用される通り、用語「ガン」または「ガン性」は、自律増殖のため
の能力、即ち、急速に増殖する細胞増殖によって特徴付けられる異常な状態または条件を
有する細胞を指す。この用語は、病理組織型および侵襲性のステージにかかわらず、ガン
性増殖または発ガンプロセス、転移性組織、または悪性形質転換細胞、組織、もしくは臓
器の全ての型を含むことを意味する。用語「ガン」は、種々の臓器系の悪性腫瘍、例えば
、肺、乳房、甲状腺、リンパ系、胃腸、および尿生殖路に罹患するものなど、ならびに悪
性腫瘍、例えば、大半の結腸ガン、腎細胞ガン、前立腺ガンおよび／または精巣腫瘍、肺
の非小細胞ガン、小腸のガン、および食道のガンなどを含む腺ガンを含む。用語「ガン再
発」は、本明細書において使用される通り、ガン細胞が身体において検出できなかった期
間の後でのガンが検出されること、またはガンが再び現れることを指す。用語「ガン」は
、当技術分野で認識されており、呼吸器系ガン、胃腸系ガン、泌尿生殖器系ガン、精巣ガ
ン、乳ガン、前立腺ガン、内分泌系ガン、および黒色腫を含む、上皮または内分泌組織の
悪性腫瘍を指す。例示的なガンは、子宮頸部、肺、前立腺、乳房、頭頸部、結腸、および
卵巣の組織から形成されるものを含む。用語「ガン」はまた、例えばガン組織および肉腫
組織で構成される、悪性腫瘍を含むガン肉腫を含む。「腺ガン」は、腺組織に由来する、
または、腫瘍細胞が認識可能な腺構造を形成するガンを指す。用語「肉腫」は、当技術分
野で認識され、間葉系由来の悪性腫瘍を指す。さらなる例は、肺ガン、例えば、小細胞肺
ガンまたは非小細胞肺ガンを含む。肺ガンの他のクラスは、神経内分泌ガン、肉腫、およ
び異なる組織由来の転移性ガンを含む。
【０１６５】
　本発明の別の局面によれば、対象においてガンを診断する方法において：この方法は、
　　i）試験に供する単離された生物学的試料を提供する工程；
　　ii）Ciz1 b変異体転写物が生物学的試料中に存在するか否かを決定する工程
を含み、ここで、Ciz1 b変異体転写物の存在が対象におけるガンの存在を示す、方法が提
供される。
【０１６６】
　一態様において、対象はヒトである。
【０１６７】
　一態様において、ガンはガンの再発である。
【０１６８】



(40) JP 2013-539534 A 2013.10.24

10

20

30

40

50

　Ciz1 b変異体は、いくつかのガン（NSCLCおよびSCLCの両方である肺ガン、乳ガン、甲
状腺ガン、膀胱ガン、肝臓ガン、腎臓ガン、リンパ腫、および白血病を含む）において検
出されている。一態様において、ガンは肺ガンである。さらなる態様において、肺ガンは
NSCLCである。別のさらなる態様において、肺ガンはSCLCである。別の態様において、ガ
ンは乳ガンである。別の態様において、ガンは甲状腺ガンである。さらなる態様において
、甲状腺ガンは甲状腺髄様ガンである。別のさらなる態様において、甲状腺ガンはヒュル
トレ細胞ガンである。別のさらなる態様において、甲状腺ガンは甲状腺乳頭ガンである。
別のさらなる態様において、甲状腺ガンは甲状腺濾胞ガンである。別の態様において、ガ
ンはリンパ腫である。さらなる態様において、リンパ腫はB細胞リンパ腫である。別のさ
らなる態様において、リンパ腫はホジキンリンパ腫である。別のさらなる態様において、
リンパ腫はびまん性大細胞型B細胞リンパ腫である。別のさらなる態様において、リンパ
腫は濾胞性リンパ腫である。別のさらなる態様において、リンパ腫は未分化大細胞リンパ
腫である。別のさらなる態様において、リンパ腫は節外周辺帯B細胞リンパ腫である。別
のさらなる態様において、リンパ腫は脾臓周辺帯B細胞リンパ腫である。別のさらなる態
様において、リンパ腫はマントル細胞リンパ腫である。別の態様において、ガンは白血病
である。別のさらなる態様において、白血病は慢性リンパ性白血病である。別のさらなる
態様において、白血病はヘアリー細胞白血病である。
【０１６９】
　一態様において、生物学的試料は、固形組織試料、血液、血漿、血清、喀痰、尿、また
は気管支肺胞洗浄液より選択される。さらなる態様において、試料は固形組織試料である
。別のさらなる態様において、試料は血液である。別のさらなる態様において、試料は血
漿である。別のさらなる態様において、試料は血清である。別のさらなる態様において、
試料は喀痰である。別のさらなる態様において、試料は尿である。別のさらなる態様にお
いて、試料は気管支肺胞洗浄液である。別のさらなる態様において、生物学的試料は循環
腫瘍細胞（CTC）である。さらなる態様において、生物学的試料中のCiz1 b変異体転写物
は、細胞外にある、即ち、細胞の外に存在する。
【０１７０】
　一態様において、方法は、ポリメラーゼ連鎖反応（PCR）を使用し、Ciz1 b変異体転写
物の存在を検出する。別の態様において、ヌクレオチドプライマーをPCRにおいて使用し
、エクソン14bとエクソン15の間の接合部にまたがる核酸の部分を増幅する。別の態様に
おいて、PCRを使用して増幅された核酸産物は、ヌクレオチド配列

を含む。別の態様において、PCRを使用して増幅された核酸は、ヌクレオチド配列

を含む。別の態様において、増幅された核酸産物は、通常の対応する対照を伴う。
【０１７１】
　一態様において、ガンは、リンパ腫、肺ガン、乳ガン、腎臓ガン、甲状腺ガン、または
結腸ガンである。一態様において、ガンは小細胞肺ガン（SCLC）である。別の態様におい
て、ガンは非小細胞肺ガンである。別の態様において、ガンは乳ガンである。別の態様に
おいて、ガンは腎臓ガンである。別の態様において、ガンはリンパ腫である。別の態様に
おいて、ガンは結腸ガンである。
【０１７２】
　一態様において、前記の増幅産物を、核酸配列

を切断しない制限エンドヌクレアーゼで消化する。
【０１７３】
　別の態様において、前記の制限エンドヌクレアーゼはCAC81である。
【０１７４】
　別の態様において、前記オリゴヌクレオチドプライマー対を適応し、核酸配列
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を含む核酸分子を特異的に増幅する。
【０１７５】
　別の態様において、前記プライマー対中の前記オリゴヌクレオチドプライマーの1つは
、核酸配列

を含むか、またはそれからなる。
【０１７６】
　別の態様において、前記オリゴヌクレオチドプライマー対は、核酸配列

を含むか、またはそれからなる。
【０１７７】
　別の態様において、配列

を含む増幅産物は、ヌクレオチド配列

を含むか、またはそれからなるオリゴヌクレオチドプローブを用いて検出する。
【０１７８】
　本発明の好ましい方法において、生物学的試料は肺細胞を含む。
【０１７９】
　別の態様において、診断を、診断されるガンについて適した処置計画と組み合わせる。
【０１８０】
　別の態様において、処置計画は、抗ガン剤の投与を含む。
【０１８１】
　別の態様において、化学療法剤は、シスプラチン、カルボプラチン、イリノテカン、ト
ポテカン、カンプトテシン、エトポシド、ドキソルビシン、パクリタキセル、ドセタキセ
ル、ゲムシタビン、およびビノレルビンからなる群より選択される。
【０１８２】
　別の態様において、抗ガン剤は、本発明によるsiRNAまたはshRNAである。
【０１８３】
　別の態様において、処置計画は、少なくとも1つのsiRNAまたはshRNAの投与を含み、化
学療法剤は、別々に、同時に、または連続的に投与される。
【０１８４】
　一態様において、ガンは肺ガンである。別の態様において、肺ガンは小細胞肺ガンであ
る。別の態様において、肺ガンは非小細胞肺ガンである。
【０１８５】
　本発明の一局面において、ガンを有するヒトにおいてCiz1 b変異体mRNAから翻訳された
Ciz1 b変異体ポリペプチドの存在を検出する方法を提供し、この方法は以下の工程：
　i）試験に供する単離された生物学的試料を提供する工程；
　ii）Ciz1 b変異体ポリペプチドの存在を検出する工程、を含む。
【０１８６】
　一態様において、生物学的試料は血漿である。
【０１８７】
　一態様において、ガンは肺ガンである。
【０１８８】
　本発明の一局面において、Ciz1 b変異体mRNAから翻訳されたCiz1 b変異体ポリペプチド
の存在を検出することによって、対象においてガンを診断するための方法を提供し、この
方法は以下：
　iii）試験に供する単離された生物学的試料を提供する工程；
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　iv）Ciz1 b変異体ポリペプチドの存在を検出する工程
を含み、Ciz1 b変異体ポリペプチドの存在は、ガンの存在を示す。
【０１８９】
　一態様において、対象はヒトである。
【０１９０】
　一態様において、生物学的試料は血漿である。
【０１９１】
　一態様において、ガンはガン再発である。
【０１９２】
　一態様において、ガンは肺ガンである。
【０１９３】
　本発明の一態様において、Ciz1 b変異体mRNAから翻訳されたCiz1 b変異体ポリペプチド
の存在を検出することによって、対象においてガンを診断するための方法を提供し、この
方法は以下：
　　i）試験に供する単離された生物学的試料を提供する工程；
　　ii）生物学的試料を、前記Ciz1 b変異体ポリペプチドに特異的に結合する抗体または
その抗原結合フラグメントと接触させる工程；
　　iii）Ciz1 b変異体ポリペプチドに結合した前記の抗体または抗原結合フラグメント
の存在を検出する工程
を含み、Ciz1 b変異体ポリペプチドの存在は、ガンの存在を示す。
【０１９４】
　一態様において、ガンはガン再発である。
【０１９５】
　一態様において、対象はヒトである。
【０１９６】
　一態様において、抗体は、前記Ciz1 b変異体ポリペプチドに特異的に結合するが、エク
ソン14aを含むmRNAから翻訳されたCiz1ポリペプチドには特異的に結合しない。
【０１９７】
　一態様において、生物学的試料は、固形組織試料、血液、血漿、血清、喀痰、尿、また
は気管支肺胞洗浄液より選択される。さらなる態様において、生物学的試料は固形組織試
料である。別のさらなる態様において、生物学的試料は血液である。別のさらなる態様に
おいて、生物学的試料は血漿である。別のさらなる態様において、生物学的試料は血清で
ある。別のさらなる態様において、生物学的試料は喀痰である。別のさらなる態様におい
て、試料は尿である。別のさらなる態様において、生物学的試料は気管支肺胞洗浄液であ
る。別のさらなる態様において、生物学的試料は循環腫瘍細胞（CTC）である。さらなる
態様において、前記の生物学的試料中のCiz1 b変異体転写物は、細胞外にある、即ち、細
胞の外に存在する。
【０１９８】
　一態様において、ガンは肺ガンである。さらなる態様において、肺ガンはNSCLCである
。さらなる態様において、肺ガンはステージ0のNSCLCである。さらなる態様において、肺
ガンはステージIのNSCLCである。さらなる態様において、肺ガンはステージIIのNSCLCで
ある。さらなる態様において、肺ガンはステージIIIのNSCLCである。さらなる態様におい
て、肺ガンはステージIVのNSCLCである。別のさらなる態様において、肺ガンはSCLCであ
る。別のさらなる態様において、肺ガンは限定されたステージのSCLCである。別のさらな
る態様において、肺ガンは広範なステージのSCLCである。別の態様において、ガンは乳ガ
ンである。別の態様において、ガンは甲状腺ガンである。さらなる態様において、甲状腺
ガンは甲状腺髄様ガンである。別のさらなる態様において、甲状腺ガンはヒュルトレ細胞
ガンである。別のさらなる態様において、甲状腺ガンは甲状腺乳頭ガンである。別のさら
なる態様において、甲状腺ガンは甲状腺濾胞ガンである。別の態様において、ガンはリン
パ腫である。さらなる態様において、リンパ腫はB細胞リンパ腫である。別のさらなる態
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様において、リンパ腫はホジキンリンパ腫である。別のさらなる態様において、リンパ腫
はびまん性大細胞型B細胞リンパ腫である。別のさらなる態様において、リンパ腫は濾胞
性リンパ腫である。別のさらなる態様において、リンパ腫は未分化大細胞リンパ腫である
。別のさらなる態様において、リンパ腫は節外周辺帯B細胞リンパ腫である。別のさらな
る態様において、リンパ腫は脾臓周辺帯B細胞リンパ腫である。別のさらなる態様におい
て、リンパ腫はマントル細胞リンパ腫である。別の態様において、ガンは白血病である。
別のさらなる態様において、白血病は慢性リンパ性白血病である。別のさらなる態様にお
いて、白血病はヘアリー細胞白血病である。別のさらなる態様において、ガンは腎臓ガン
である。別のさらなる態様において、ガンは肝臓ガンである。別のさらなる態様において
、ガンは膀胱ガンである。
【０１９９】
　一態様において、前記のb変異体ポリペプチドは、タンパク質分解的に切断されたCiz1 
b変異体ポリペプチドフラグメントである。さらなる態様において、ポリペプチドフラグ
メントは、エクソン14bおよび15によってコードされるポリペプチド配列を含む。さらな
る態様において、ポリペプチドフラグメントは、アミノ酸配列DEEEIEVRSRDISを含む。別
の態様において、フラグメントは、分解の程度に依存して、8％ SDS-PAGE上で、約50～60
kDaの間の見掛けの分子量を伴って移動する。さらなる態様において、フラグメントは、8
％ SDS-PAGE上で、約50kDaの見掛けの分子量を伴って移動する。一態様において、抗体は
、エクソン14bおよびエクソン15の両方によってコードされるアミノ酸残基を含む連続エ
ピトープに特異的に結合する。別の態様において、抗体は、Ciz1 b変異体ポリペプチドに
特異的に結合するが、エクソン14aを含むmRNAから翻訳されたCiz1ポリペプチドには特異
的に結合しない。別の態様において、抗体は、少なくとも10倍上回る親和性で、Ciz1 b変
異体ポリペプチドよりもエクソン14aを含むmRNAから翻訳されたCiz1ポリペプチドに特異
的に結合する。一態様において、抗体は、少なくとも100倍上回る親和性で、エクソン14a
を含むmRNAから翻訳されたCiz1ポリペプチドと比較して、Ciz1 b変異体ポリペプチドに結
合する。一態様において、前記の抗体は、少なくとも1,000倍上回る親和性で、エクソン1
4aを含むmRNAから翻訳されたCiz1ポリペプチドと比較して、Ciz1 b変異体ポリペプチドに
結合する。一態様において、抗体は、少なくとも10,000倍上回る親和性で、エクソン14a
を含むmRNAから翻訳されたCiz1ポリペプチドと比較して、Ciz1 b変異体ポリペプチドに結
合する。一態様において、抗体は、少なくとも100,000倍上回る親和性で、エクソン14aを
含むmRNAから翻訳されたCiz1ポリペプチドと比較して、Ciz1 b変異体ポリペプチドに結合
する。
【０２００】
　一態様において、抗体は、アミノ酸配列

に特異的に結合する。一態様において、抗体は、アミノ酸配列

に特異的に結合するが、アミノ酸配列

のいずれにも特異的に結合しない。一態様において、抗体は、アミノ酸配列

に特異的に結合するが、アミノ酸配列

には特異的に結合しない。別の態様において、抗体は、アミノ酸配列

に特異的に結合するが、アミノ酸配列

には特異的に結合しない。別の態様において、抗体は、アミノ酸配列

に特異的に結合するが、アミノ酸配列
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には特異的に結合しない。別の態様において、抗体は、アミノ酸配列

に特異的に結合するが、アミノ酸配列

には特異的に結合しない。別の態様において、抗体は、アミノ酸配列

に特異的に結合するが、アミノ酸配列

には特異的に結合しない。別の態様において、抗体は、アミノ酸配列

に特異的に結合するが、アミノ酸配列

には特異的に結合しない。別の態様において、抗体は、アミノ酸配列

に特異的に結合するが、アミノ酸配列

には特異的に結合しない。別の態様において、抗体は、アミノ酸配列

に特異的に結合するが、アミノ酸配列

には特異的に結合しない。別の態様において、抗体は、アミノ酸配列

に特異的に結合するが、アミノ酸配列

には特異的に結合しない。別の態様において、抗体は、アミノ酸配列

に特異的に結合するが、アミノ酸配列

には特異的に結合しない。
【０２０１】
　別の局面において、本発明は、Ciz1 b変異体ポリペプチドに特異的に結合する単離抗体
またはその抗原結合フラグメントを提供する。一態様において、抗体はモノクローナル抗
体である。別の態様において、前記の抗体はポリクローナル抗体である。別の態様におい
て、抗体は、Ciz1 b変異体ポリペプチドに特異的に結合するが、エクソン14aを含むmRNA
から翻訳されたCiz1ポリペプチドには特異的に結合しない。別の態様において、抗体は、
少なくとも10倍上回る親和性で、エクソン14aを含むmRNAから翻訳されたCiz1ポリペプチ
ドよりもCiz1 b変異体ポリペプチドに特異的に結合する。一態様において、抗体は、少な
くとも100倍上回る親和性で、エクソン14aを含むmRNAから翻訳されたCiz1ポリペプチドと
比較して、Ciz1 b変異体ポリペプチドに結合する。一態様において、抗体は、少なくとも
1000倍上回る親和性で、エクソン14aを含むmRNAから翻訳されたCiz1ポリペプチドと比較
して、Ciz1 b変異体ポリペプチドに結合する。一態様において、抗体は、エクソン14bお
よびエクソン15によってコードされるアミノ酸残基を含む連続エピトープに特異的に結合
する。一態様において、抗体は、アミノ酸配列

に特異的に結合するが、アミノ酸配列

には特異的に結合しない。別の態様において、抗体は、アミノ酸配列

に特異的に結合するが、アミノ酸配列
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には特異的に結合しない。別の態様において、抗体は、アミノ酸配列

に特異的に結合するが、アミノ酸配列

には特異的に結合しない。別の態様において、抗体は、アミノ酸配列

に特異的に結合するが、アミノ酸配列

には特異的に結合しない。別の態様において、抗体は、アミノ酸配列

に特異的に結合するが、アミノ酸配列

には特異的に結合しない。別の態様において、抗体は、アミノ酸配列

に特異的に結合するが、アミノ酸配列

には特異的に結合しない。別の態様において、抗体は、アミノ酸配列

に特異的に結合するが、アミノ酸配列

には特異的に結合しない。別の態様において、抗体は、アミノ酸配列

に特異的に結合するが、アミノ酸配列

には特異的に結合しない。別の態様において、抗体は、アミノ酸配列

に特異的に結合するが、アミノ酸配列

には特異的に結合しない。別の態様において、抗体は、アミノ酸配列

に特異的に結合するが、アミノ酸配列

には特異的に結合しない。
【０２０２】
　本発明の別の局面において、本発明によるモノクローナル抗体またはその抗原結合フラ
グメントを産生するハイブリドーマ細胞株を提供する。
【０２０３】
　本発明の別の局面は、肺結節が、胸部X線、コンピューター断層撮影（CT）スキャン（
低線量ヘリカル（スパイラル）CTスキャンを含む）、磁気共鳴画像法（MRI）、陽電子放
射断層撮影（PET）スキャン、または他の撮影方法によって観察される通り、ガン性であ
るか否かを予測または決定する方法である。肺における組織の小さな腫瘤である肺結節は
、非常に一般的である。大半の肺結節が非ガン性（良性）であるが、一部は早期肺ガンを
表す。肺結節は、通常、胸部X線またはCTスキャン上で、丸く白い影として現れる。肺結
節は、通常、約1/5インチから1インチ、または5ミリメートル（mm）から25mmのサイズで
ある。
【０２０４】
　一局面において、本発明は、Ciz1 b変異体ポリペプチドの存在を検出することによって
、肺結節がガン性である否かを予測または決定する方法を提供し、この方法は以下：
　　i）肺結節を伴うヒト由来の、試験に供する単離された生物学的試料を提供する工程
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；
　　ii）生物学的試料を、例えば、前記Ciz1 b変異体ポリペプチドに特異的に結合する抗
体またはその抗原結合フラグメントなどのCiz1 b変異体ポリペプチド結合剤と接触させる
工程；
　　iii）Ciz1 b変異体ポリペプチドに結合したCiz1 b変異体ポリペプチド結合剤（抗体
または抗原結合フラグメント）の存在を検出する工程
を含み、Ciz1 b変異体ポリペプチドの存在は、肺ガンの存在を示す。
【０２０５】
一態様において、生物学的試料は血漿である。
【０２０６】
　本発明の別の局面は、対象における肺ガンの早期検出のための方法であり、この方法は
以下：
　　i）試験に供する単離された生物学的試料を提供する工程；
　　ii）Ciz1 b変異体ポリペプチドの存在を検出する工程、
　　iii）Ciz1 b変異体ポリペプチドの存在は、ガンの存在を示す、ことを含む。
【０２０７】
　一態様において、肺ガンはステージ0、IA、またはIBのNSCLCである。NSCLCはステージ0
からステージIVでありうる。ステージ0はインサイチュのガンとして定義される。ステー
ジIAにおいて、ガンは肺内だけであり、3cmまたはそれより小さい。ステージIBにおいて
、ガンは、（a）3cmより大きく、しかし、5cmより大きくない、（b）主気管支まで広がっ
ている、および／または（c）肺裏層の最も内側の層まで広がっている。SCLCについて2つ
のステージ、つまり限定されたステージおよび広範なステージの疾患がある。限定された
ステージのSCLC対象は、半胸郭由来、縦隔、または鎖骨上リンパ節に限局した腫瘍を有し
、当技術分野において周知であり、National Cancer Institute（NCI）（Bethesda, MD, 
USA）により公開されたPhysician Data Query（PDQ）によって定義され、その全体が参照
により組み入れられる。
【０２０８】
　しばしば、放射線単独を使用して肺炎とガン性病変とを鑑別診断することは困難である
。本発明の別の局面は、本発明のCiz1 b変異体ポリペプチドの存在を検出することによっ
て、患者が肺炎または肺ガンに苦しんでいるか否かを鑑別診断する手段を提供し、この方
法は以下：
　　i）試験に供する単離された生物学的試料を提供する工程；
　　ii）生物学的試料を、前記Ciz1 b変異体ポリペプチドに特異的に結合する抗体または
その抗原結合フラグメントと接触させる工程；
　　iii）Ciz1 b変異体ポリペプチドに結合した抗体または抗原結合フラグメントの存在
を検出する工程
を含み、Ciz1 b変異体ポリペプチドの存在は、ガンの存在を示す。
【０２０９】
　一態様において、生物学的試料は、固形組織試料、血液、血漿、血清、喀痰、尿、また
は気管支肺胞洗浄液より選択される。さらなる態様において、生物学的試料は固形組織試
料である。別のさらなる態様において、生物学的試料は血液である。別のさらなる態様に
おいて、生物学的試料は血漿である。別のさらなる態様において、生物学的試料は血清で
ある。別のさらなる態様において、生物学的試料は喀痰である。別のさらなる態様におい
て、試料は尿である。別のさらなる態様において、生物学的試料は気管支肺胞洗浄液であ
る。別のさらなる態様において、生物学的試料は循環腫瘍細胞（CTC）である。一態様に
おいて、ガンは肺ガンである。さらなる態様において、肺ガンはNSCLCである。別のさら
なる態様において、肺ガンはSCLCである。
【０２１０】
　本明細書において開示される、ガンを検出するための方法は、少なくとも70％、少なく
とも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、または少なくとも94％の
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1標準偏差（SD）での感度を有する。本明細書において開示される、ガンを検出するため
の方法は、少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、または
少なくとも90％の1標準偏差での特異度を有する。感度は、（ガンを有すると正確に診断
された対象の数）／（ガンを伴う対象の総数）×100（1 SDでの）として定義される。特
異度は、（ガンを有するおよびガンを有さないと正確に診断された対象の数）／（対象の
総数）×100（1 SDでの）として定義される。
【０２１１】
　ROC（受信者動作特性）曲線は、全ての可能な間隔での（1－特異度）に対する感度を使
用してプロットされ、ROC曲線下面積（AUC）を生成する。例えば、http://www.jrocfit.o
rgで入手可能な、ウェブに基づく計算機（連続分散データ用のフォーマット5）を便宜上
使用してもよい。
【０２１２】
　大半のガン治療（放射線、小分子、または生物製剤を問わず）は細胞傷害性であり、ア
ポトーシスを誘発することによって、ネクローシスを介して、または2つの組み合わせの
いずれかによって細胞を殺傷する。さらに、これらの治療は、通常、ガン細胞に完全に特
異的であるわけではなく、特定の治療および患者に依存して、多かれ少なかれ正常細胞を
殺す。正常細胞の非特異的な殺傷は、用量依存的な副作用に導く。正常細胞が殺される範
囲は患者間で変動し、患者が用量制限毒性を経験する用量を予測することを困難にする。
患者がいつ治療的な制限用量を有するかまたはそれに達しうるかを決定または予測するこ
とができると、より良好な患者のケアを導きうる。非特異的な細胞傷害性または用量依存
的な細胞傷害性の程度は、ガン細胞により、それが死ぬ時に放出されるバイオマーカーの
量を、ガン細胞または正常細胞のいずれかが死ぬ時に放出されるバイオマーカーの量と比
較することによって直接的に決定することができる。一局面において、本発明は、腫瘍細
胞から、それが死ぬ時に放出されるCiz1 b変異体ポリペプチドの量を、腫瘍細胞または正
常細胞の両方から、それが死ぬ時に放出される細胞死バイオマーカーの量と比較すること
により、Ciz1 b変異体ポリペプチドを発現するガンを処置するために施されたガン治療の
結果としての非特異的な細胞傷害性を測定する方法を提供する。Ciz1 b変異体ポリペプチ
ドと細胞死バイオマーカーの比率が低いほど、非特異的な細胞傷害性は大きくなる。
【０２１３】
　一局面において、方法は以下：
　　i）試験に供する単離された生物学的試料を提供する工程；
　　ii）生物学的試料中に存在する前記Ciz1 b変異体ポリペプチドの量を測定する工程で
あって、Ciz1 b変異体ポリペプチドの存在がガン細胞の細胞傷害性を示す、工程；
　　iii）細胞死バイオマーカーの量を測定する工程であって、細胞死バイオマーカーが
、ガン細胞および正常細胞の両方の細胞傷害性を示す、工程；
　　iv）Ciz1 b変異体ポリペプチドの量を、細胞死バイオマーカーの量と比較する工程
を含む。
【０２１４】
　一態様において、生物学的試料は、固形組織試料、血液、血漿、血清、喀痰、尿、また
は気管支肺胞洗浄液より選択される。さらなる態様において、生物学的試料は固形組織試
料である。別のさらなる態様において、生物学的試料は血液である。別のさらなる態様に
おいて、生物学的試料は血漿である。別のさらなる態様において、生物学的試料は血清で
ある。別のさらなる態様において、生物学的試料は喀痰である。別のさらなる態様におい
て、試料は尿である。別のさらなる態様において、生物学的試料は気管支肺胞洗浄液であ
る。
【０２１５】
　一態様において、細胞死バイオマーカーは、アポトーシスについてのバイオマーカーで
ある。別の態様において、細胞死バイオマーカーは、ネクローシスについてのバイオマー
カーである。別の態様において、細胞死バイオマーカーは、アポトーシスおよびネクロー
シスの両方についてのバイオマーカーである。一態様において、細胞死バイオマーカーは
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、サイトケラチン18（CK18）である。さらなる態様において、方法は、完全長CK18の量を
測定する。別の態様において、方法は、カスパーゼ切断CK18の量を測定する。完全長CK18
およびカスパーゼ切断CK18の両方を測定するための抗体およびキットは、市販されている
。例えば、カスパーゼ切断CK18を検出するためのM30 APOPTOSENSEおよび完全長CK18を検
出するためのM65 ELISAが、Peviva AB（Bromma, Sweden）から市販されている。別の態様
において、細胞死バイオマーカーは、ヌクレオソームDNA（nDNA）である（ヒストン関連D
NAとしても言及される）。nDNAを測定するための抗体およびキットは、市販されている。
例えば、Cell Death Detection ELISAは、Roche Diagnosticsから市販されている。別の
態様において、細胞死マーカーはシクロフィリンAである。
【０２１６】
　本発明の別の局面は、前記のCiz1 b変異体転写物またはポリペプチドの相対量を、処置
の過程の前、ならびにその間および後のいずれかまたは両方に測定することによって、対
象においてガン治療の効力を決定する方法である。本明細書において使用される通り、「
処置の過程」は、特定の期間にわたり追跡される処方された計画を指す。一態様において
、方法は以下：
　　i）ガン治療を用いた処置の前に、対象由来の、試験に供する第1の単離された生物学
的試料を提供する工程；
　　ii）ガン治療を用いた処置の過程の間に、対象由来の、試験に供する第2の単離され
た生物学的試料を提供する工程；
　　iii）各々の生物学的試料を、Ciz1 b変異体ポリペプチドに特異的に結合する抗体ま
たはその抗原結合フラグメントと別々に接触させる工程；
　　iv）各々の生物学的試料中に存在するCiz1 b変異体ポリペプチドの量を測定する工程
を含み、第1の試料と比較した、第2の試料中のCiz1 b変異体ポリペプチドの量における増
加は、ガン治療の効力を示している。
【０２１７】
　別の態様において、方法は以下：
　　i）ガン治療を用いた処置の前に、対象由来の、試験に供する第1の単離された生物学
的試料を提供する工程；
　　ii）ガン治療を用いた処置の過程の後に、対象由来の、試験に供する第2の単離され
た生物学的試料を提供する工程；
　　iii）各々の生物学的試料を、前記Ciz1 b変異体ポリペプチドに特異的に結合する抗
体またはその抗原結合フラグメントと別々に接触させる工程；
　　iv）各々の生物学的試料中に存在する前記Ciz1 b変異体ポリペプチドの量を測定する
工程
を含み、第1の試料と比較した、第2の試料中のCiz1 b変異体ポリペプチドの量における減
少は、ガン治療の効力を示している。
【０２１８】
　他の態様においては、上記の方法を改変し、Ciz1 b変異体ポリペプチドよりはむしろ、
Ciz1 b変異体転写物を検出する。
【０２１９】
　本発明のさらなる局面によれば、核酸配列

を含むmRNA分子を検出するためのオリゴヌクレオチドプライマーおよびプローブを含むキ
ットを提供する。
【０２２０】
　本発明の一態様において、前記キットは、核酸配列

を含むか、またはそれからなるオリゴヌクレオチドプライマーおよびプローブを含む。
【０２２１】
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　本発明の好ましい態様において、前記キットは、さらに、熱安定性DNAポリメラーゼお
よびデオキシヌクレオチド三リン酸を含む。別の態様において、前記キットは、前記の核
酸分子を選択的に増幅するために必要な説明書を含む。
【０２２２】
　本発明のさらなる局面によれば、Ciz 1複製ドメインをコードするヌクレオチド配列を
含むmRNAと、Ciz 1固定化ドメインをコードするヌクレオチド配列を含むmRNAの発現を比
較することによって、対象においてガンを診断するための方法を提供し、この方法は以下
：
　　i）試験に供する単離された生物学的試料を提供する工程；
　　ii）Ciz 1複製ドメインをコードするヌクレオチド配列を含むmRNAの存在を検出する
工程；
　　iii）Ciz 1固定化ドメインをコードするヌクレオチド配列を含むmRNAの存在を検出す
る工程；
　　iv）Ciz1複製ドメインをコードするヌクレオチド配列を含むmRNAと、Ciz1固定化ドメ
インをコードするヌクレオチド配列を含むmRNAの相対的な発現レベルを比較する工程
を含み、少なくとも2倍の相対的な発現における差は、ガンを示している。
【０２２３】
　本発明の一態様において、SEQ ID NO:12のヌクレオチド配列を含むmRNAと、SEQ ID NO:
18のヌクレオチド配列を含むmRNAの発現を比較することによって、対象においてガンを診
断するための方法を提供し、この方法は以下：
　　i）試験に供する単離された生物学的試料を提供する工程；
　　ii）SEQ ID NO:12のヌクレオチド配列を含むmRNAの存在を検出する工程；
　　iii）SEQ ID NO:18のヌクレオチド配列を含むmRNAの存在を検出する工程；
　　iv）SEQ ID NO:12のヌクレオチド配列を含むmRNAと、SEQ ID NO:18のヌクレオチド配
列を含むmRNAの相対的な発現を比較する工程
を含み、相対における少なくとも2倍の差は、ガンを示している。
【０２２４】
　本発明の別の態様において、SEQ ID NO:13のヌクレオチド配列を含むmRNAと、SEQ ID N
O:19のヌクレオチド配列を含むmRNAの発現を比較することによって、対象においてガンを
診断するための方法を提供し、この方法は以下：
　　i）試験に供する単離された生物学的試料を提供する工程；
　　ii）SEQ ID NO:13のヌクレオチド配列を含むmRNAの存在を検出する工程；
　　iii）SEQ ID NO:19のヌクレオチド配列を含むmRNAの存在を検出する工程；
　　iv）SEQ ID NO:13のヌクレオチド配列を含むmRNAと、SEQ ID NO:19のヌクレオチド配
列を含むmRNAの相対的な発現を比較する工程
を含み、相対における少なくとも2倍の差は、ガンを示している。
【０２２５】
　本発明の別の態様において、SEQ ID NO:14のヌクレオチド配列を含むmRNAと、SEQ ID N
O:20のヌクレオチド配列を含むmRNAの発現を比較することによって、対象においてガンを
診断するための方法を提供し、この方法は以下：
　　i）試験に供する単離された生物学的試料を提供する工程；
　　ii）SEQ ID NO:14のヌクレオチド配列を含むmRNAの存在を検出する工程；
　　iii）SEQ ID NO:20のヌクレオチド配列を含むmRNAの存在を検出する工程；
　　iv）SEQ ID NO:14のヌクレオチド配列を含むmRNAと、SEQ ID NO:20のヌクレオチド配
列を含むmRNAの相対的な発現を比較する工程
を含み、相対における少なくとも2倍の差は、ガンを示している。
【０２２６】
　一態様において、本方法はポリメラーゼ連鎖反応（PCR）を使用し、前記のCiz1複製お
よび固定化ドメインの存在を検出する。別の態様において、本方法は、さらに、前記試料
ならびに前記Ciz1複製の全てまたは一部を増幅するために適するオリゴヌクレオチドプラ
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イマー対およびCiz1固定化ドメインの全てまたは一部を増幅するために適するオリゴヌク
レオチドプライマー対を含む調製物を形成する工程、および試料でポリメラーゼ連鎖反応
を実施する工程を含む。
【０２２７】
　一態様において、ガンは、肺ガン、乳ガン、腎臓ガン、甲状腺ガン、黒色腫、肝臓ガン
、膀胱ガン、または結腸ガンである。一態様において、ガンは非小細胞肺ガン（NSCLC）
である。別の態様において、ガンは乳ガンである。別の態様において、ガンは腎臓ガンで
ある。別の態様において、ガンは結腸ガンである。
【０２２８】
　一態様において、Ciz 1複製ドメインを増幅する前記オリゴヌクレオチドプライマー対
は、

からなる群より選択される。
【０２２９】
　別の態様において、前記の増幅された複製ドメインは、配列

を含むオリゴヌクレオチドを用いて検出される。
【０２３０】
　別の態様において、Ciz 1固定化ドメインを増幅する前記オリゴヌクレオチドプライマ
ー対は、

からなる群より選択される。
【０２３１】
　別の態様において、増幅された固定化ドメインは、配列

を含むオリゴヌクレオチドを用いて検出される。
【０２３２】
　別において方法は、本発明のCiz 1 b変異体転写物の発現の分析と組み合わせる。
【０２３３】
　本発明の好ましい方法において、診断方法は、本発明の処置の方法と組み合わせる。
【０２３４】
　本発明の一局面において、Ciz 1複製ドメインを含むポリペプチドとCiz 1固定化ドメイ
ンを含むポリペプチドの発現を比較することによって、対象においてガンを診断するため
の方法を提供し、この方法は以下：
　　i）試験に供する単離された生物学的試料を提供する工程；
　　ii）Ciz 1複製ドメインおよびCiz 1固定化ドメインの存在を検出する工程；
　　iii）試料中に存在するCiz 1複製ドメインとCiz 1固定化ドメインの相対量を比較す
る工程
を含み、ここで、Ciz 1複製ドメインとCiz 1固定化ドメインの相対量における2倍超の差
は、ガンの存在を示している。
【０２３５】
　本発明の態様において、SEQ ID NO:9のアミノ酸配列を含むCiz 1ポリペプチドとSEQ ID
 NO:15のアミノ酸配列を含むCiz 1ポリペプチドの発現を比較することによって、対象に
おいてガンを診断するための方法を提供し、この方法は以下：



(51) JP 2013-539534 A 2013.10.24

10

20

30

40

50

　　i）試験に供する単離された生物学的試料を提供する工程；
　　ii）SEQ ID NO:9のアミノ酸配列を含む前記Ciz 1ポリペプチドおよびSEQ ID NO:15の
アミノ酸配列を含むCiz 1ポリペプチドの存在を検出する工程；
　　iii）試料中に存在するSEQ ID NO:9のアミノ酸配列を含むCiz 1ポリペプチドとSEQ I
D NO:15のアミノ酸配列を含む前記Ciz 1ポリペプチドの相対量を比較する工程
を含み、SEQ ID NO:9のアミノ酸配列を含むCiz 1ポリペプチドとSEQ ID NO:15のアミノ酸
配列を含むCiz 1ポリペプチドの相対量における2倍超の差は、ガンの存在を示している。
【０２３６】
　本発明の別の態様において、SEQ ID NO:10のアミノ酸配列を含むCiz 1ポリペプチドとS
EQ ID NO:16のアミノ酸配列を含むCiz 1ポリペプチドの発現を比較することによって、対
象においてガンを診断するための方法を提供し、この方法は以下：
　　i）試験に供する単離された生物学的試料を提供する工程；
　　ii）SEQ ID NO:10のアミノ酸配列を含む前記Ciz 1ポリペプチドおよびSEQ ID NO:16
のアミノ酸配列を含むCiz 1ポリペプチドの存在を検出する工程；
　　iii）試料中に存在するSEQ ID NO:10のアミノ酸配列を含む前記Ciz 1ポリペプチドと
SEQ ID NO:16のアミノ酸配列を含むCiz 1ポリペプチドの相対量を比較する工程
を含み、ここで、SEQ ID NO:10のアミノ酸配列を含む前記Ciz 1ポリペプチドとSEQ ID NO
:16のアミノ酸配列を含むCiz 1ポリペプチドの相対量における2倍超の差は、ガンの存在
を示している。
【０２３７】
　本発明の別の態様において、SEQ ID NO:11のアミノ酸配列を含むCiz 1ポリペプチドとS
EQ ID NO:17のアミノ酸配列を含むCiz 1ポリペプチドの発現を比較することによって、対
象においてガンを診断するための方法を提供し、この方法は以下：
　　i）試験に供する単離された生物学的試料を提供する工程；
　　ii）SEQ ID NO:11のアミノ酸配列を含むCiz 1ポリペプチドおよびSEQ ID NO:17のア
ミノ酸配列を含むCiz 1ポリペプチドの存在を検出する工程；
　　iii）前記試料中に存在するSEQ ID NO:11のアミノ酸配列を含む前記Ciz 1ポリペプチ
ドとSEQ ID NO:17のアミノ酸配列を含む前記Ciz 1ポリペプチドの相対量を比較する工程
を含み、SEQ ID NO:11のアミノ酸配列を含むCiz 1ポリペプチドとSEQ ID NO:17のアミノ
酸配列を含むCiz 1ポリペプチドの相対量における2倍超の差は、ガンの存在を示している
。
【０２３８】
　本発明の別の態様において、Ciz 1複製ドメインを含むポリペプチドとCiz 1固定化ドメ
インを含むポリペプチドの発現を比較することによって、対象においてガンを診断するた
めの方法を提供し、この方法は以下：
　　i）試験に供する単離された生物学的試料を提供する工程；
　　ii）前記の生物学的試料を、Ciz 1ポリペプチド複製ドメインに特異的に結合する抗
体またはその抗原結合フラグメントと接触させる工程；
　　iii）生物学的試料を、前記Ciz1ポリペプチド固定化ドメインに特異的に結合する抗
体またはその抗原結合フラグメントと接触させる工程；
　　iv）Ciz1 bポリペプチド複製ドメインに結合したおよびCiz1 bポリペプチド固定化ド
メインに結合した抗体または抗原結合フラグメントの存在を検出する工程；
　v）試料中に存在する前記Ciz1 bポリペプチド複製ドメインと前記Ciz1 bポリペプチド
固定化ドメインの相対量を比較する工程
を含み、Ciz1 bポリペプチド複製ドメインと前記Ciz1 bポリペプチド固定化ドメインの相
対量における2倍超の差は、ガンの存在を示している。
【０２３９】
　一態様において、固定化ドメインより少なくとも2倍より多い複製ドメインの存在は、
転移性ガンを示している。
【０２４０】
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　本発明のさらなる局面によれば、Ciz 1の複製ドメインおよびCiz 1の固定化ドメインを
含む核酸分子を特異的に増幅するように適応されたオリゴヌクレオチドプライマーを含む
キットを提供する。
【０２４１】
　本発明の一態様において、複製ドメインを増幅するオリゴヌクレオチドプライマーは、

である。
【０２４２】
　本発明の好ましい方法において、固定化ドメインを増幅するオリゴヌクレオチドプライ
マーは、

である。
【０２４３】
　本発明の好ましい態様において、前記キットは、増幅されたCiz 1複製ドメインを検出
する、

より選択されるオリゴヌクレオチドプローブを含む。
【０２４４】
　本発明の好ましい態様において、キットは、増幅されたCiz 1固定化ドメインを検出す
る、

より選択されるオリゴヌクレオチドプローブを含む。
【０２４５】
　本発明のさらなる局面によれば、Ciz 1タンパク質の複製ドメインに特異的に結合する
第1の抗体またはその抗原結合フラグメント、およびCiz 1タンパク質の固定化ドメインに
特異的に結合する第2の抗体またはその抗原結合フラグメントを含むキットを提供する。
【０２４６】
　本発明の別の局面は、ガン患者の予後を示すためのCiz1複製ドメインおよび固定化ドメ
イン（またはこれをコードするmRNA）の検出を含む上記の方法の使用に関する。一部の態
様において、上記の方法は、腫瘍自体よりむしろ、腫瘍に隣接する組織における相対的レ
ベルを測定し、ここで固定化ドメインより少なくとも2倍より多い複製ドメインを伴う患
者は、2倍未満の差を伴う患者と比較して、より不良な予後を有する。一部の態様におい
て、隣接組織は、腫瘍境界の20mm、15mm、10mm、または5mm内である。
【０２４７】
　本発明の好ましい態様において、抗体はモノクローナル抗体である。
【０２４８】
　本発明のCiz1ポリペプチドに結合する抗体は、好ましくは、例えば、モノクローナル抗
体、またはその抗原結合フラグメントのように単一特異的である。用語「単一特異的抗体
」は、エピトープ等の特定の標的について単一の結合特異性および親和性を示す抗体を指
す。この用語は「モノクローナル抗体」を含み、それは、単一分子種として、例えば、均
一な単離細胞の集団から産生される抗体を指す。「モノクローナル抗体組成物」は、抗体
の単一分子種を含む組成物中の抗体またはそのフラグメントの調製物を指す。一態様にお
いて、モノクローナル抗体は、哺乳動物細胞によって産生される。1つまたは複数のモノ
クローナル抗体種を組み合わせてもよい。本発明の抗体は、組換えであってもよく、また
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は、ハイブリドーマ技術を使用して産生されてもよい。
【０２４９】
　Ciz1ポリペプチド結合抗体は、完全長（例えば、IgG（例えば、IgG1、IgG2、IgG3、IgG
4）、IgM、IgA（例えば、IgA1、IgA2）、IgD、およびIgE）であるか、または、抗原結合
フラグメント（例えば、Fab、Fab'、F(ab')2、またはscFvフラグメント）だけを含んでも
よく、例えば、それは、FcドメインまたはCH2、CH3、もしくはCH4配列を含まない。抗体
は、2つの重鎖免疫グロブリンおよび2つの軽鎖免疫グロブリンを含みうるか、または、一
本鎖抗体でありうる。抗体は、場合によっては、カッパ、ラムダ、アルファ、ガンマ、デ
ルタ、エプシロン、またはミュー定常領域遺伝子より選ばれる定常領域を含む。本発明の
Ciz1ポリペプチド結合抗体は、ヒトIgG1定常領域またはその一部などの実質的にヒト抗体
由来の、またはマウス、ラット、イヌ、ネコ、ヤギ、ヒツジ、ウシ、ウマ、ニワトリ、ま
たはモルモットを含むがこれに限定されない別の種由来の重鎖および軽鎖定常領域を含む
。
【０２５０】
　一態様において、抗体（またはそのフラグメント）は、例えば、キメラ、ヒト化、脱免
疫化、またはインビトロ生成抗体のような組換えまたは改変抗体である。用語「組換え」
または「改変」抗体は、本明細書において使用される通り、組換え手段によって調製、発
現、作製、または単離された全ての抗体、例えば宿主細胞中にトランスフェクトされた組
換え発現ベクターを使用して発現された抗体、組換えコンビナトリアル抗体ライブラリー
から単離された抗体、ヒト免疫グロブリン遺伝子についてトランスジェニックである動物
（例えば、マウス）から単離された抗体、または他のDNA配列への免疫グロブリン遺伝子
配列のスプライシングを含む任意の他の手段によって調製、発現、作製、または単離され
た抗体などを含むことが意図される。そのような組換え抗体は、ヒト化、CDRグラフト、
キメラ、脱免疫、インビトロで生成された抗体を含み、場合によっては、ヒト生殖系列免
疫グロブリン配列に由来する定常領域を含みうる。
【０２５１】
　本明細書において使用される通り、用語「抗体」は、少なくとも1つの免疫グロブリン
可変ドメインまたは免疫グロブリン可変ドメイン配列を含むタンパク質を指す。例えば、
抗体は、重（H）鎖可変領域（本明細書においてVHとして省略される）および軽（L）鎖可
変領域（本明細書においてVLとして省略される）を含みうる。別の例において、抗体は、
2つの重（H）鎖可変領域および2つの軽（L）鎖可変領域を含む。別の例において、抗体は
ラクダ単一ドメインVH抗体である。用語「抗体」は、抗体の抗原結合フラグメント（例え
ば、単鎖抗体、Fabフラグメント、F(ab')2、Fdフラグメント、Fvフラグメント、およびdA
bフラグメント）ならびに完全抗体を包含する。
【０２５２】
　VHおよびVL領域は、さらに、「相補性決定領域」（CDR）と呼ばれる超可変領域に細分
化することができ、「フレームワーク領域」（FR）と呼ばれるより保存された領域が散在
する。フレームワーク領域およびCDRの範囲が、正確に定義されている（Kabat, E. A., e
t al.(1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest, Fifth Edition, U.S.
 Department of Health and Human Services, NIH Publication No. 91-3242、およびCho
thia, C. et al.(1987) J. Mol. Biol. 196:901-917を参照のこと）。Kabatの定義を本明
細書において使用する。各々のVHおよびVLは、典型的には、3つのCDRおよび4つのFRから
構成され、アミノ末端からカルボキシ末端に以下の順番で配置される：FR1、CDR1、FR2、
CDR2、FR3、CDR3、FR4。
【０２５３】
　「免疫グロブリンドメイン」は、免疫グロブリン分子の可変または定常ドメイン由来の
ドメインを指す。免疫グロブリンドメインは、典型的には、約7つのベータ鎖で形成され
る2つのベータ-シート、および保存されたジスルフィド結合を含む（例えば、A. F. Will
iams and A. N. Barclay 1988 Ann. Rev Immunol. 6:381-405を参照のこと）。免疫グロ
ブリン可変の超可変ループの正準構造は、その配列から推測することができ、Chothia et
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 al. (1992) J. Mol. Biol. 227:799-817；Tomlinson et al. (1992) J. Mol. Biol. 227
:776-798)；およびTomlinson et al. (1995) EMBO J. 14(18):4628-38に記載される通り
である。
【０２５４】
　本明細書において使用されるように、「免疫グロブリン可変ドメイン配列」は、免疫グ
ロブリン可変ドメインの構造を形成することができるアミノ酸配列を指す。例えば、配列
は、天然の可変ドメインのアミノ酸配列の全てまたは一部を含みうる。例えば、配列は、
1つ、2つまたはそれ以上のNまたはC末端アミノ酸を省略してもよく、内部のアミノ酸は、
1つまたは複数の挿入または追加末端アミノ酸を含んでもよく、あるいは他の変化を含ん
でいてもよい。一態様において、免疫グロブリン可変ドメイン配列を含むポリペプチドは
、別の免疫グロブリン可変ドメイン配列に結合し、標的結合構造（または「抗原結合部位
」）、例えば、本発明のCiz1ポリペプチドと相互作用する、例えば、本発明のCiz1ポリペ
プチド（例えば、b変異体）に結合するか、またはそれを阻害する構造を形成することが
できる。
【０２５５】
　抗体のVHまたはVL鎖は、さらに、重鎖または軽鎖の定常領域の全てまたは一部を含むこ
とができ、それにより、免疫グロブリン重鎖または軽鎖をそれぞれ形成する。一態様にお
いて、抗体は、2つの免疫グロブリン重鎖および2つの免疫グロブリン軽鎖のテトラマーで
あって、この免疫グロブリン重鎖および軽鎖は、例えば、ジスルフィド結合によって相互
連結されている。重鎖定常領域は3つのドメイン、CH1、CH2、およびCH3を含む。軽鎖定常
領域はCLドメインを含む。重鎖および軽鎖の可変領域は、抗原と相互作用する結合ドメイ
ンを含む。抗体の定常領域は、典型的には、免疫系の種々の細胞（例えば、エフェクター
細胞）および古典的補体系の第1成分（C1q）を含む宿主組織または因子への抗体の結合を
媒介する。用語「抗体」は、IgA、IgG、IgE、IgD、IgM型（ならびにそれらのサブタイプ
を含む）のインタクトな免疫グロブリンを含む。一態様において、抗体はIgAである。別
の態様において、抗体はIgGである。別の態様において、抗体はIgEである。別の態様にお
いて、抗体はIgDである。別の態様において、抗体はIgMである。免疫グロブリンの軽鎖は
、カッパまたはラムダ型でありうる。一態様において、抗体をグリコシル化する。抗体は
、抗体依存的な細胞傷害性および／または補体媒介性の細胞傷害性について機能的であり
うる。
【０２５６】
　抗体の1つまたは複数の領域は、ヒトでありうるか、または事実上ヒトでありうる。例
えば、可変領域の1つまたは複数は、ヒトでありうるか、または事実上ヒトでありうる。
例えば、CDRの1つまたは複数は、ヒトでありえ、例えば、HC CDR1、HC CDR2、HC CDR3、L
C CDR1、LC CDR2、およびLC CDR3である。軽鎖CDRの各々はヒトでありうる。HC CDR3はヒ
トでありうる。フレームワーク領域の1つまたは複数は、ヒトでありえ、例えば、HCまた
はLCのFR1、FR2、FR3、およびFR4である。一態様において、全てのフレームワーク領域は
、ヒトであり、例えば、ヒト体細胞に由来し、例えば、免疫グロブリンを産生する造血細
胞または非造血細胞である。一態様において、ヒト配列は生殖系列配列であり、例えば、
生殖系列核酸によってコードされる。定常領域の1つまたは複数は、ヒトでありうる、ま
たは、事実上ヒトでありうる。別の態様において、例えば、FR1、FR2、およびFR3をまと
めた、またはFR1、FR2、FR3、およびFR4をまとめたフレームワーク領域の少なくとも70、
75、80、85、90、92、95、もしくは98％または抗体全体は、ヒトまたは事実上ヒトであり
得る。例えば、FR1、FR2、およびFR3をまとめたものは、軽鎖または重鎖配列をコードす
る遺伝子座のヒト生殖系列Vセグメントによってコードされるヒト配列と少なくとも70、7
5、80、85、90、92、95、98、または99％同一でありうる。
【０２５７】
　抗体の全てまたは一部は、免疫グロブリン遺伝子またはそのセグメントによってコード
されうる。例示的な免疫グロブリン遺伝子は、カッパ、ラムダ、アルファ（IgA1およびIg
A2）、ガンマ（IgG1、IgG2、IgG3、IgG4）、デルタ、イプシロン、およびミュー定常領域
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遺伝子、ならびに無数の免疫グロブリン可変領域遺伝子を含む。完全長の免疫グロブリン
軽鎖（約25Kdまたは214のアミノ酸）が、NH2末端の可変領域遺伝子（約110アミノ酸）お
よびCOOH末端のカッパまたはラムダ定常領域遺伝子によってコードされる。完全長の免疫
グロブリン重鎖（約50Kdまたは446のアミノ酸）は、同様に、可変領域遺伝子（約116アミ
ノ酸）および他の前述の定常領域遺伝子の1つ、例えば、ガンマ（約330アミノ酸をコード
する）によってコードされる。軽鎖は、軽鎖可変ドメインを含む任意のポリペプチドを指
す。重鎖は、重鎖可変ドメインを含む任意のポリペプチドを指す。
【０２５８】
　完全長抗体の用語「抗原結合フラグメント」（または、単に「抗体部分」または「フラ
グメント」）は、本明細書において使用される通り、目的の標的に特異的に結合するため
の能力を保持する完全長抗体の1つまたは複数のフラグメントを指す。完全長抗体の用語
「抗原結合フラグメント」内に包含される結合フラグメントの例は、（i）Fabフラグメン
ト、VL、VH、CL、およびCH1ドメインからなる一価フラグメント；（ii）F(ab')2フラグメ
ント、ヒンジ領域でジスルフィド架橋によって連結された2つのFabフラグメントを含む二
価フラグメント；（iii）VHおよびCH1ドメインからなるFdフラグメント；（iv）抗体の単
一アームのVLおよびVHドメインからなるFvフラグメント；（v）dAbフラグメント（Ward e
t al., (1989) Nature 341:544-546）、VHドメインからなる；および（vi）機能性を保持
する、単離された相補性決定領域（CDR）を含む。さらに、Fvフラグメントの2つのドメイ
ン、VLおよびVHは、別々の遺伝子によってコードされるが、それらは、組換え方法を使用
して、それらを単一タンパク質鎖として作ることを可能にする合成リンカーによって結合
することができ、ここでVLおよびVH領域が対合し、単鎖Fv(scFv)として公知である一価の
分子を形成する。例えば、Bird et al.(1988) Science 242:423-426；およびHuston et a
l. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883を参照のこと。
【０２５９】
　「ヒト化」免疫グロブリン可変領域は、十分な数のヒトフレームワークのアミノ酸位置
を含む免疫グロブリン可変領域であり、免疫グロブリン可変領域が、正常なヒトにおいて
免疫原性応答を誘発しないようになる。「ヒト化」免疫グロブリンの記載は、例えば、米
国特許第6,407,213号および米国特許第5,693,762号を含む。
【０２６０】
　「事実上ヒトの」免疫グロブリン可変領域は、十分な数のヒトフレームワークのアミノ
酸位置を含む免疫グロブリン可変領域であり、免疫グロブリン可変領域が、正常なヒトに
おいて免疫原性応答を誘発しないようになる。「事実上ヒトの」抗体は、十分な数のヒト
のアミノ酸位置を含む抗体であり、抗体が、正常なヒトにおいて免疫原性応答を誘発しな
いようになる。
【０２６１】
　本明細書において使用される通り、「結合親和性」は、見掛けの会合定数またはKaを指
す。結合親和性は解離定数（Kd）として表現してもよく、それはKaの逆数である。抗体な
どの標的結合剤は、例えば、特定の標的分子について10-5、10-6、10-7、または10-8M未
満のKdを有しうる。結合親和性における差（例えば、特異性または他の比較について）は
、例えば、少なくとも1.5、2、5、10、50、100、または1000倍でありうる。例えば、Ciz1
ポリペプチド結合タンパク質は、エクソン14bの代わりにエクソン14aによってコードされ
るアミノ酸配列を含む別のCiz1ポリペプチドよりも、少なくとも1.5、2、5、10、50、100
、または1000倍良くCiz1 b変異体に優先的に結合しうる。Ciz1ポリペプチド結合タンパク
質はまた、種特異的または種一般的でありうる（例えば、1を上回る種由来の本発明のCiz
1ポリペプチドに結合することができる、または、例えば、ヒトCiz1 b変異体などのヒトC
iz1ポリペプチドに特異的でありうる）。
【０２６２】
　結合親和性は、平衡透析、平衡結合、ゲルろ過法、ELISA、表面プラズモン共鳴、また
は分光法（例えば、蛍光アッセイを使用して）を含む種々の方法によって決定することが
できる。これらの技術を使用し、リガンド（または標的）濃度の関数として結合リガンド
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および遊離リガンドの濃度を測定することができる。結合リガンド（［結合］）の濃度は
、遊離リガンド（［遊離］）の濃度および標的上のリガンドについての結合部位の濃度と
関係し、ここで、（N）は、以下の等式による標的分子当たりの結合部位の数である：
　　［結合］＝N［遊離］／((1/Ka)＋［遊離］）。
【０２６３】
　Kaの定量的測定は通常行われるが、Kaの正確な決定を行うことが常に必要というわけで
はない。場合によっては、例えば、ELISAまたはFACS分析などの方法を使用して決定され
る、Kaに比例する、定性的な親和性の測定値を得ることで十分であるため、従って、例え
ば、参照よりも高い親和性であるか、例えば、2、5、10、20、または50倍高いか否かの決
定などの比較のために使用することができる。結合親和性は、典型的には、0.01M HEPES 
pH 7.4、0.15M NaCl、3mM EDTA、および0.005％（v/v）界面活性剤P20中で評価する。
【０２６４】
　タンパク質産生。　標準的な組換え核酸方法を使用し、本発明のCiz1ポリペプチドに結
合する抗体またはその抗原結合フラグメントを発現させることができる。例えば、Sambro
ok & Russell, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3rd Edition, Cold Spring H
arbor Laboratory, N.Y. (2001)およびAusubel et al., Current Protocols in Molecula
r Biology (Greene Publishing Associates and Wiley Interscience, N.Y. (1989)に記
載される技術を参照のこと。一般的に、結合タンパク質をコードする核酸配列を、核酸発
現ベクター中にクローン化する。タンパク質が複数のポリペプチド鎖を含む場合、各々の
鎖は、例えば、同じまたは異なるベクターのような発現ベクター中にクローン化すること
ができ、それは、同じまたは異なる細胞中で発現される。抗体を産生するための方法も、
以下に提供される。Fabなどの一部の抗体は、大腸菌（E. coli）細胞などの細菌細胞中で
産生することができる。抗体はまた、真核生物細胞中で産生することができる。一態様に
おいて、抗体（例えば、scFvなど）を、ピキア(Pichia)（例えば、Powers et al. (2001)
 J Immunol Methods. 251:123-35を参照のこと）、ハンゼヌラ(Hansenula)、またはサッ
カロミセス(Saccharomyces)などのような酵母細胞において発現させる。
【０２６５】
　一態様において、抗体は哺乳動物細胞中で産生される。クローン抗体またはその抗原結
合フラグメントを発現させるための好ましい哺乳動物宿主細胞は、チャイニーズハムスタ
ー卵巣（CHO細胞）（dhfr-CHO細胞を含む。Urlaub and Chasin (1980) Proc. Natl. Acad
. Sci. USA 77:4216-4220に記載。DHFR選択可能なマーカーと使用。例えば、Kaufman and
 Sharp (1982) Mol. Biol. 159: 601-621に記載される通り）、リンパ球細胞株、例えば
、NSO骨髄腫細胞、SP2細胞、COS細胞、HEK 293T細胞、およびトランスジェニック動物、
例えば、トランスジェニック哺乳動物由来の細胞を含む。例えば、細胞は乳房上皮細胞で
ある。
【０２６６】
　免疫グロブリンドメインをコードする核酸配列に加えて、組換え発現ベクターは、追加
の配列、例えば宿主細胞においてベクターの複製を調節する配列（例えば、複製起点）お
よび選択可能なマーカー遺伝子などを保有しうる。選択可能なマーカー遺伝子は、ベクタ
ーが導入された宿主細胞の選択を促進する（例えば、米国特許第4,399,216号、第4,634,6
65号、および第5,179,017号を参照のこと）。例えば、典型的には、選択可能なマーカー
遺伝子は、ベクターが導入された宿主細胞に、薬物、例えばG418、ハイグロマイシン、ま
たはメトトレキサートなどに対する耐性を付与する。好ましい選択可能なマーカー遺伝子
は、ジヒドロ葉酸還元酵素（DHFR）遺伝子（メトトレキサート選択／増幅を伴うdhfr宿主
細胞中での使用）およびneo遺伝子（G418選択のため）を含む。別の例示的な発現システ
ムは、Lonza Group Ltd. CHから入手可能なグルタミンシンターゼ（GS）ベクターシステ
ムである（例えば、Clark et al. (2004) BioProcess International 2(4):48-52；Barne
s et al.(2002) Biotech Bioeng. 81(6):631-639を参照のこと）。
【０２６７】
　抗体またはその抗原結合部分の組換え発現のための例示的なシステムにおいて、抗体重
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鎖および抗体軽鎖の両方をコードする組換え発現ベクターを、例えば、リン酸カルシウム
媒介トランスフェクションによってdhfr-CHO細胞中に導入する。組換え発現ベクター内に
、抗体重鎖および軽鎖遺伝子を、エンハンサー／プロモーター調節エレメント（例えば、
SV40、CMV、アデノウイルスなどに由来する。例えばCMVエンハンサー／AdMLPプロモータ
ー調節エレメントまたはSV40エンハンサー／AdMLPプロモーター調節エレメントなど）に
、各々、機能しうる態様で連結し、高レベルの遺伝子の転写をおこす。組換え発現ベクタ
ーはまたDHFR遺伝子を保有し、それは、メトトレキサート選択／増幅を使用して、ベクタ
ーを用いてトランスフェクトされたCHO細胞の選択を可能にする。選択された形質転換宿
主細胞を培養し、抗体の重鎖および軽鎖の発現を可能にする。インタクトな抗体が、培養
培地から回収される。標準的な分子生物学的技術を使用し、組換え発現ベクターを調製し
、宿主細胞をトランスフェクトし、形質転換体について選択し、宿主細胞を培養し、培養
培地から抗体を回収する。例えば、一部の抗体を、プロテインAまたはプロテインGを用い
た親和性クロマトグラフィーによって単離することができる。
【０２６８】
　コドン使用頻度は、宿主細胞のコドンバイアスに適応させることができる。例えば、CH
O細胞について、それは、モンゴルキヌゲネズミ （Cricetulus griseus）遺伝子のコドン
バイアスに適応させることができる。また、非常に高い（>80％）または非常に低い（<30
％）GC含量の領域は、可能な場合、回避することができる。最適化プロセスの間、以下の
シス作用性配列モチーフを回避する：内部TATAボックス；カイ部位およびリボソーム進入
部位；ATリッチまたはGCリッチ配列ストレッチ；ARE、INS、CRS配列エレメント；リピー
ト配列およびRNA二次構造；ならびに（暗号化）スプライスドナーおよびアクセプター部
位、分岐点。2つのストップコドンを使用して、効率的な終結を確実にすることができる
。配列のコドン最適化を、Sharp, P. M., Li, W. H., Nucleic Acids Res. 15 (3), 1987
に従って評価することができる。標準コドン適応指数（CAI）を使用することができる。
稀なコドンは、0～40のクオリティクラスを伴うものを含む。
【０２６９】
　アプタマー。　一態様において、本発明はまた、標的タンパク質結合剤、例えば、アプ
タマーなどを特徴とする。アプタマーは、核酸アプタマーまたはペプチドアプタマーであ
りうる。用語「核酸アプタマー」は、本明細書において使用される通り、少なくとも5つ
のヌクレオチドの内部非デュプレックス核酸構造を含む立体構造を有する核酸分子を指す
。アプタマーは、自己相補性の領域を有する一本鎖核酸分子でありうる。「ペプチドアプ
タマー」は、頑強な不活性タンパク質スキャフォールドにおいて提示され、立体構造的に
制約される短いペプチド配列である（Evans et al., Journal of Biology 2008, 7:3、そ
の全体において組み入れられる）。タンパク質スキャフォールドによって適用される挿入
ペプチドの三次元構造的な制約は、現実に、非制約ペプチド配列のそれを上回り、標的に
ついてアプタマーの親和性を向上させる。例示的なアプタマーは、本発明のCiz1ポリペプ
チド（例えば、b変異体）に結合する核酸分子およびペプチドを含む。特定のアプタマー
を、多くの場合において、抗体の代わりに使用してもよい。本発明のCiz1ポリペプチドに
結合する他のペプチドも含まれる。ペプチド様分子、例えば、ペプトイドなどが、さらに
、本発明に含まれる。「ペプトイド」またはポリ-N-置換グリシンは、側鎖が、α-炭素（
それらがアミノ酸である場合）よりむしろ、ペプチド骨格の窒素原子に付加されるペプチ
ド模倣物のクラスである。T細胞受容体はまた、標的結合剤として使用することができる
。
【０２７０】
　用語「結合剤」は、実験条件下で本発明のCiz1ポリペプチド（例えば、Ciz1 b変異体）
に結合することが可能な薬剤を指し、非限定的に、Fab、Fab'、F(ab')2、scFv、または単
一ドメイン抗体（sdAb）（ナノボディともいう）を含むがこれに限定されない抗体および
その抗原抗体結合フラグメント、核酸アプタマー、およびペプチドアプタマーを含む。Ci
z1ポリペプチド結合剤は、インビトロおよびインビボでの診断的有用性を有する。例えば
、対象に由来する試料中のCiz1ポリペプチドのレベルの測定を、疾患、例えばガンなどの
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診断のために使用することができる。さらに、Ciz1ポリペプチドレベルのモニタリングお
よび定量化を予後判定に使用し、病気の進行を病期分類し、ガン対象を処置するために使
用される薬剤の効力を評価することができる。
【０２７１】
　一局面において、Ciz1ポリペプチドを含みうる生物学的試料、例えば、肺組織または他
の生物学的組織などを、特定のガンまたはガンのリスクを有することが疑われる対象から
得る。全組織または細胞の一定分量を、当業者に公知の種々の可溶化カクテルのいずれか
1つを使用して可溶化する。例えば、組織を、8M尿素、20mlのNonidet P-40界面活性剤、2
0mlの両性電解質液（pH3.5～10）、20mlの2-メルカプトエタノール、および0.2mMフッ化
フェニルメチルスルホニル（PMSF）を蒸留脱イオン水（1リットル当たり）中に含む溶解
バッファーの添加によって可溶化することができる。
【０２７２】
　一局面において、本発明は、本発明のCiz1ポリペプチドの存在を、インビトロ（例えば
、組織のような生物学的試料、生検、例えば、ガン性組織）またはインビボ（例えば、対
象におけるインビボ撮像）で検出するための診断方法を提供する。本方法は以下：（i）
試料を、本発明の結合剤のCiz1ポリペプチド（例えば、抗体、抗原結合フラグメントまた
はアプタマー）と接触させること；および（ii）Ciz1ポリペプチド結合剤と試料の間の複
合体の形成を検出すること、を含む。本方法はまた、参照試料（例えば、対照試料）を結
合剤と接触させ、参照試料についてのそれと比べて、結合剤と試料の間での複合体形成の
範囲を決定することを含むことができる。対照試料または対象と比べた、試料または対象
における複合体の形成における変化、例えば、統計的に有意な変化は、試料中の本発明の
Ciz1ポリペプチド（例えば、b変異体）の存在を示しうる。本発明の結合剤のCiz1ポリペ
プチドを、検出可能な物質を用いて直接的にまたは間接的に標識し、結合または非結合抗
体の検出を促進することができる。適した検出可能な物質は、種々の酵素、補欠分子族、
蛍光物質、発光物質、および放射性物質を含む。
【０２７３】
　本明細書に記載される局面の一部の態様において、Ciz1ポリペプチドに対して特異的な
薬剤、例えば抗体またはその抗原結合フラグメント、天然または組換えリガンド、小分子
、あるいは修飾部分などを、タグを用いて直接的に標識し、修飾の検出を促進する。用語
「標識」または「タグ」は、本明細書において使用される通り、標的の存在を示している
検出可能なシグナル、例えば、生物学的試料中での特定の修飾の存在などを産生すること
が可能な組成物を指す。適した標識は、蛍光分子、放射性同位体、ヌクレオチド発色団、
酵素、基質、化学発光部分、磁性粒子、生物発光部分、ペプチドタグ（c-Myc、HA、VSV-G
、HSV、FLAG、V5、またはHIS）などを含む。そのようなものとして、標識は、Ciz1ポリペ
プチドを同定するための方法のために必要とされる分光学的、光化学的、生化学的、免疫
化学的、電気的、光学的、または化学的手段によって検出可能な任意の組成物である。本
明細書に記載される局面の一部の態様において、修飾部分自体を直接的に標識してもよい
。例えば、放射性標識または蛍光標識を使用することができ、タンパク質修飾を、抗体を
使用することなく、直接的に（または他の修飾と組み合わせて）読むことができるように
なる。また、当然、抗体を標識し、それらの直接的な検出を補助することもできる。
【０２７４】
　用語「標識抗体」または「タグ付き抗体」は、本明細書において使用される通り、検出
可能な手段によって標識された抗体を含み、非限定的に、蛍光、酵素、放射性、および化
学発光標識された抗体を含む。抗体はまた、検出可能なタグ、例えばc-Myc、HA、VSV-G、
HSV、FLAG、V5、またはHISなどを用いて標識することができ、それらは、タグに特異的な
抗体、例えば、抗c-Myc抗体を使用して検出することができる。抗体はまた、酵素（例え
ば、アルカリホスファターゼ、酸性ホスファターゼ、ホースラディッシュペルオキシダー
ゼ、ベータ-ガラクトシダーゼ、およびリボヌクレアーゼ）を用いて標識することもでき
る。結合剤を標識する種々の方法が、当技術分野において公知であり、使用されうる。本
発明の方法における使用のための抗体を標識するための蛍光標識またはタグの非限定的な
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例は、ヒドロキシクマリン、スクシンイミジルエステル、アミノクマリン、スクシンイミ
ジルエステル、メトキシクマリン、スクシンイミジルエステル、カスケードブルー、ヒド
ラジド、パシフィックブルー、マレイミド、パシフィックオレンジ、ルシファーイエロー
、NBD、NBD-X、R-フィコエリトリン（PE）、PE-Cy5コンジュゲート（Cychrome、R670、Tr
i-Color、Quantum Red）、PE-Cy7コンジュゲート、レッド613、PE-テキサスレッド、PerC
P、ペリジニンクロロフィルタンパク質、TruRed（PerCP-Cy5.5コンジュゲート）、FluorX
、フルオレセインイソチオシアネート（FITC）、BODIPY-FL、TRITC、X-ローダミン（XRIT
C）、Lis samineローダミンB、テキサスレッド、アロフィコシアニン（APC）、APC-Cy7コ
ンジュゲート、Alexa Fluor 350、Alexa Fluor 405、Alexa Fluor 430、Alexa Fluor 488
、Alexa Fluor 500、Alexa Fluor 514、Alexa Fluor 532、Alexa Fluor 546、Alexa Fluo
r 555、Alexa Fluor 568、Alexa Fluor 594、Alexa Fluor 610、Alexa Fluor 633、Alexa
 Fluor 647、Alexa Fluor 660、Alexa Fluor 680、Alexa Fluor 700、Alexa Fluor 750、
Alexa Fluor 790、Cy2、Cy3、Cy3B、Cy3.5、Cy5、Cy5.5、またはCy7を含む。種々の適し
た蛍光剤と発色剤が、Stryer (1968) Science, 162:526およびBrand, L. et al. (1972) 
Annual Review of Biochemistry, 41:843-868により記載されている。結合タンパク質を
、例えば米国特許第3,940,475号、第4,289,747号、および第4,376,110号に開示されるも
のなどの従来の手順によって、蛍光発色基を用いて標識することができる。一態様におい
て、蛍光剤はフルオレセインおよびローダミンを含むキサンテン色素である。別の態様に
おいて、蛍光化合物はナフチルアミンである。一度、フルオロフォアまたは発色団を用い
て標識されれば、結合タンパク質を使用し、例えば、蛍光顕微鏡を使用して、試料中の本
発明のCiz1ポリペプチドの存在または局在を検出することができる。一態様において、蛍
光顕微鏡は共焦点またはデコンボリューション顕微鏡である。同様に、生物発光化合物を
使用し、Ciz1抗体を標識してもよい。生物発光タンパク質の存在は、発光の存在を検出す
ることによって決定される。標識の目的のための重要な生物発光化合物は、ルシフェリン
、ルシフェラーゼ、およびエクオリンである。
【０２７５】
　本発明の特定の態様において、生物学的試料中のCiz1ポリペプチドのレベルを、二次元
ゲル電気泳動によって分析することができる。二次元電気泳動の方法は、当業者に公知で
ある。生物学的試料、例えば組織試料などを、電荷に基づいてタンパク質を分離する一次
元での等電点電気泳動分離のために、電気泳動ゲル上に添加する。多数の一次元ゲル調製
物を利用することができ、担体両性電解質ベースの分離用チューブゲルまたは固定化勾配
ベースの分離用ゲルストリップを含む。一次元分離後、タンパク質を、平衡化手順に続き
、二次元ゲル上にトランスファーし、分子量に基づいてタンパク質を分離するSDS PAGEを
使用して分離する。異なる対象に由来する生物学的試料を比較する場合、複数のゲルを、
個々の生物学的試料（正常対照由来の試料を含む）から調製する。
【０２７６】
　分離に続き、タンパク質を、二次元ゲルから、ウエスタンブロッティングのために一般
に使用されるメンブレン上にトランスファーする。タンパク質のウエスタンブロッティン
グおよびその後の可視化の技術はまた、当技術分野において周知である（Sambrook et al
, "Molecular Cloning, A Laboratory Manual", 2.sup.nd Edition, Volume 3, 1989, Co
ld Spring Harbor）。標準的な手順を使用してもよく、または、手順を、特定の型、例え
ば高度に塩基性もしくは酸性、または脂質可溶性などのタンパク質の同定のために、当技
術分野において公知の通りに改変してもよい（例えば、Ausubel, et al., 1999, Current
 Protocols in Molecular Biology, Wiley & Sons, Inc., N.Y.を参照のこと）。Ciz1ポ
リペプチドに結合する抗体を、インキュベーション工程において利用する。これはウエス
タンブロット分析の手順と同様である。一次抗体に対して特異的な二次抗体を、ウエスタ
ンブロット分析の手順において利用し、一次抗体と反応したタンパク質を可視化する。
【０２７７】
　生物学的試料中のCiz1ポリペプチドレベルの検出はまた、処置の間の潜在的な抗ガン剤
の効力をモニターするために使用することができる。例えば、Ciz1ポリペプチド産生のレ
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ベルを、処置の前およびその間に決定することができる。薬剤の効力は、処置を通してCi
z1発現を比較することによって、追跡することができる。効力を示す薬剤は、薬剤を用い
た処置が進行するにつれて、Ciz1ポリペプチド産生のレベルを減少させるものである。
【０２７８】
　Ciz1ポリペプチド結合剤と本発明のCiz1ポリペプチド（例えば、b変異体）の間の複合
体形成を、Ciz1ポリペプチドに結合した結合剤または非結合剤のいずれかを測定または可
視化することによって検出することができる。本発明のアッセイ、例えば、イムノアッセ
イは、競合的および非競合的（「サンドイッチ」）アッセイを含む。本発明のイムノアッ
セイは、非限定的に、例えば、ウエスタンブロット、ラジオイムノアッセイ、ELISA（酵
素結合免疫吸着アッセイ）、「サンドイッチ」イムノアッセイ、免疫沈降アッセイ、沈降
反応、ゲル拡散沈降反応、免疫拡散アッセイ、凝集アッセイ、補体固定アッセイ、免疫放
射線アッセイ、蛍光イムノアッセイ、プロテインAイムノアッセイ、フローサイトメトリ
ー、または組織の免疫組織化学など、少数の技術を使用したアッセイ系を含む。さらに、
Ciz1ポリペプチド結合剤の標識に、本発明のCiz1ポリペプチドの存在を、検出可能な物質
を用いて標識したスタンダードおよび非標識Ciz1ポリペプチド結合剤を利用した競合イム
ノアッセイによって、試料中でアッセイすることができる。このアッセイの1つの例にお
いて、生物学的試料、標識スタンダード、およびCiz1ポリペプチド結合剤を混合し、非標
識結合剤に結合した標識スタンダードの量を決定する。試料中の本発明のCiz1ポリペプチ
ドの量は、Ciz1ポリペプチド結合剤に結合した標識スタンダードの量に反比例する。
【０２７９】
　組織学的分析。　免疫組織化学は、Ciz1ポリペプチド結合剤（例えば、抗体、その抗原
結合フラグメント、またはアプタマー）を使用して実施することができる。例えば、抗体
の場合において、抗体を、標識（例えば、精製またはエピトープタグなど）を用いて合成
することができる、または、例えば、標識または標識結合基をコンジュゲートさせること
によって、検出可能に標識することができる。例えば、キレーターを抗体に付着させるこ
とができる。抗体を、次に、組織学的調製物、例えば、顕微鏡スライド上にある固定化し
た組織切片と接触させる。結合のためのインキュベーション後、調製物を洗浄し、非結合
抗体を除去する。調製物を、次に、例えば、顕微鏡法を使用して分析し、抗体が調製物に
結合したかどうかを特定する。この方法を使用し、細胞または組織（例えば、ガン細胞ま
たは固体腫瘍組織試料）を評価することができる。抗体（または他のポリペプチドもしく
はペプチド）は、結合時に非標識でありうる。結合および洗浄後、抗体を、それを検出可
能にするために、標識する。
【０２８０】
　タンパク質アレイ。　Ciz1ポリペプチド結合剤はまた、アレイ（例えば、タンパク質ア
レイまたはマイクロアレイ）上に固定化することができる。アレイを診断ツールとして使
用し、例えば、医学的試料（例えば、単離細胞、血液、血漿、血清、尿、喀痰、生検など
）をスクリーニングすることができる。当然、アレイはまた、例えば、本発明のCiz1ポリ
ペプチドまたは他の標的分子に結合する他の結合タンパク質を含みうる。
【０２８１】
　ポリペプチドアレイを産生するための方法は、例えば、De Wildt et al. (2000) Nat. 
Biotechnol. 18:989-994; Lueking et al. (1999) Anal. Biochem. 270:103-111; Ge (20
00) Nucleic Acids Res.28, e3, l-VII; MacBeath and Schreiber (2000) Science 289:1
760-1763; WO 01/40803およびWO 99/51773A1に記載されている。アレイ用のポリペプチド
は、例えば市販のロボット装置を使用して、高速でスポットすることができる。アレイ基
板は、例えば、ニトロセルロース、プラスチック、ガラス、例えば、表面修飾ガラスであ
りうる。アレイはまた、多孔性マトリクス、例えば、アクリルアミド、アガロース、また
は他のポリマーを含むことができる。
【０２８２】
　例えば、アレイは、抗体のアレイでありえ、例えば、De Wildt（上記）に記載される通
りである。結合タンパク質を産生する細胞を、アレイ化フォーマットにおいてフィルター
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上で増殖させることができる。ポリペプチド産生が誘導され、発現されたポリペプチドは
、細胞の位置でフィルターに固定化される。タンパク質アレイを、標識された標的と接触
させて、各々の固定化ポリペプチドへの標的の結合の範囲を決定することができる。標的
が非標識である場合、サンドイッチ方法を使用して、例えば、非標識プローブを使用して
、非標識標的の結合を検出することができる。アレイの各アドレスでの結合の範囲につい
ての情報は、例えば、コンピュータデータベース中に、プロファイルとして保存すること
ができる。タンパク質アレイを反復で産生し、例えば、標的および非標的の結合プロファ
イルを比較するために使用することができる。
【０２８３】
　FACS（蛍光活性化細胞選別）。　Ciz1ポリペプチド結合剤を使用し、細胞またはタンパ
ク質、例えば、患者試料などの生物学的試料中の細胞またはタンパク質を標識することが
できる。結合タンパク質をまた、蛍光化合物に付着させることもできる（または付着可能
である）。細胞を、次に、蛍光活性化細胞選別を使用して選別することができる（例えば
、Becton Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose Calif.から入手可能な選別機
を使用する；米国特許第5,627,037号；第5,030,002号；および第5,137,809号も参照のこ
と）。細胞が選別機を通過する際、レーザービームが蛍光化合物を励起し、検出器は、通
過する細胞をカウントし、蛍光化合物が細胞に付着しているか否かを、蛍光を検出するこ
とによって決定する。各々の細胞に結合した標識の量を、定量化し、分析し、試料を特徴
付けることができる。選別機はまた、細胞を偏向させ、結合タンパク質によって結合した
細胞を、結合していない細胞から分離することができる。分離された細胞を培養および／
または特徴付けることができる。
【０２８４】
　インビボ撮像。さらに別の態様において、本発明は、インビボのCiz1ポリペプチド（例
えば、b変異体）発現ガン性組織またはその残遺物の存在を検出するための方法を提供す
る。本方法は、Ciz1ポリペプチド結合剤を対象に投与する工程；および、Ciz1ポリペプチ
ド結合剤を対象において検出する工程を含む。検出する工程は、複合体の形成の位置また
は時間を決定することを含みうる。本方法は、対象、例えば、対象の身体の部位をスキャ
ニングまたは、他の方法では、撮像することを含むことができる。別の方法は、（i）対
象（例えば、ガンまたは腫瘍性疾患を有する患者）に、検出可能なマーカーにコンジュゲ
ートされたCiz1ペプチド結合抗体を投与する工程；（ii）対象を、Ciz1ポリペプチド発現
組織または細胞に対する前記の検出可能なマーカーを検出するための手段に曝露する工程
を含む。例えば、本方法を使用して、患者において、死んだかまたは死にかけているガン
細胞から放出されたCiz1 b変異体を可視化することができる。対象を、例えば、NMRまた
は他の断層撮影手段によって撮像することができる。診断撮像のために有用な標識の例は
、放射性標識、例えば131I、111In、123I、99mTc、32P、125I、3H、14C、および188Rhな
ど、蛍光標識、例えばフルオレセインおよびローダミンなど、核磁気共鳴活性標識、陽電
子放射断層撮影（「PET」）スキャナによって検出可能な陽電子放出同位体、化学発光体
、例えばルシフェリンなど、および酵素マーカー、例えば、ペルオキシダーゼまたはホス
ファターゼなどを含む。短距離放射エミッタ、例えば、短距離検出器プローブによって検
出可能な同位体なども用いてもよい。結合剤を、そのような試薬を用いて、公知の技術を
使用して標識することができる。例えば、Wensel and Meares (1983) Radioimmunoimagin
g and Radioimmunotherapy, Elsevier, N.Y.（抗体の放射標識に関する技術用）およびD.
 Colcher et al. (1986) Meth. Enzymol. 121: 802-816を参照のこと。
【０２８５】
　放射性標識された結合剤を、またインビトロ診断試験のために使用することができる。
同位体標識タンパク質の特異的活性は、半減期、放射性標識の同位体純度、および標識が
どのようにタンパク質中に組み込まれているかに依存する。
【０２８６】
　また、本発明に含まれるのは、本発明のCiz1ポリペプチドに結合する結合剤を含むキッ
トおよび診断的使用、例えば、インビトロで、例えば、試料、例えば、ガンまたは腫瘍性
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障害を有する患者由来の生検または細胞中で、またはインビボで、例えば、対象を撮像す
ることによって、本発明のCiz1ポリペプチドを検出するための標的結合剤（例えば、抗体
またはその抗原結合フラグメント、あるいは他のポリペプチドまたはペプチドまたはアプ
タマー）の使用のための説明書を含む。キットは、少なくとも1つの追加試薬、例えば、
標識または追加の診断用薬剤などをさらに含むことができる。インビボでの使用のために
、結合タンパク質を、薬学的組成物として製剤化することができる。
【０２８７】
　一態様において、本発明は、本発明のヒトCiz1ポリペプチドまたは抗原に、1×10-8M未
満の親和性KDで結合する、単離抗体またはその抗原結合フラグメントを提供する。別の態
様において、本発明は、本発明のヒトCiz1ポリペプチドまたは抗原に、5×10-9未満の親
和性KDで結合する、単離抗体またはその抗原結合フラグメントを提供する。別の態様にお
いて、本発明は、本発明のヒトCiz1ポリペプチドまたは抗原に、1×10-9M未満の親和性KD
で結合する、単離抗体またはその抗原結合フラグメントを提供する。一態様において、単
離抗体またはその抗原結合フラグメントは、ヒト抗体またはその抗原結合フラグメントで
ある。一態様において、単離抗体またはその抗原結合フラグメントは、マウス抗体または
その抗原結合フラグメントである。一態様において、単離抗体またはその抗原結合フラグ
メントは、ラット抗体またはその抗原結合フラグメントである。一態様において、単離抗
体またはその抗原結合フラグメントは、ウサギ抗体またはその抗原結合フラグメントであ
る。一態様において、単離抗体またはその抗原結合フラグメントは、モルモット抗体また
はその抗原結合フラグメントである。一態様において、単離抗体またはその抗原結合フラ
グメントは、ヤギ抗体またはその抗原結合フラグメントである。一態様において、単離抗
体またはその抗原結合フラグメントは、ヒツジ抗体またはその抗原結合フラグメントであ
る。一態様において、単離抗体またはその抗原結合フラグメントは、ウシ抗体またはその
抗原結合フラグメントである。一態様において、単離抗体またはその抗原結合フラグメン
トは、ウマ抗体またはその抗原結合フラグメントである。一態様において、単離抗体また
はその抗原結合フラグメントは、ニワトリ抗体またはその抗原結合フラグメントである。
一態様において、単離抗体またはその抗原結合フラグメントは、ブタ抗体またはその抗原
結合フラグメントである。一態様において、単離抗体またはその抗原結合フラグメントは
、ネコ抗体またはその抗原結合フラグメントである。一態様において、単離抗体またはそ
の抗原結合フラグメントは、イヌ抗体またはその抗原結合フラグメントである。一態様に
おいて、単離抗体またはその抗原結合フラグメントは、ラクダ抗体またはその抗原結合フ
ラグメントである。一態様において、単離抗体またはその抗原結合フラグメントは、組換
えであるヒト抗体またはその抗原結合フラグメントである。
【０２８８】
　本発明の一局面は、ガンの検出および予後評価のため、ガンの素因を持つ対象の同定の
ため、および薬物効力のサロゲートマーカーとしてガンの処置を受けている患者をモニタ
ーするため、および再発を検出するための、対象の生物学的試料中のCiz1自己抗体または
循環免疫複合体（CIC）の上昇レベルの検出に基づく、スクリーニング方法を提供するこ
とである。用語「自己抗体」（または「複数の自己抗体」）は、対象自身のタンパク質の
1つまたは複数に対して向けられる、対象の免疫系によって産生された抗体である。用語
「抗Ciz1自己抗体」または「Ciz1自己抗体」は、Ciz1に対して特異的な自己抗体を指す。
本発明はまた、ガンの診断または予後指標として、Ciz1自己抗体（遊離またはCiz1抗原と
の複合体かを問わず）を検出するための方法を提供する。一態様において、Ciz1ポリペプ
チドは、Ciz1 b変異体ポリペプチドである。
【０２８９】
　本発明は、ガンを伴うまたはガンについての高リスクな対象（例えば、喫煙者、COPD、
ガンについての遺伝的素因を伴う患者）由来の生物学的試料中のCiz1ポリペプチドまたは
Ciz1ポリペプチド抗原に対する自己抗体を検出することによる、ガンの診断的評価および
／または予後判定に関する。一態様において、抗Ciz1自己抗体についてアッセイされる前
記の生物学的試料は、血液、血漿、血清、喀痰、尿、または気管支肺胞洗浄液より選択さ
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れる。別のさらなる態様において、試料は血液である。別のさらなる態様において、試料
は血漿である。別のさらなる態様において、試料は血清である。別のさらなる態様におい
て、試料は喀痰である。別のさらなる態様において、試料は尿である。別のさらなる態様
において、試料は気管支肺胞洗浄液である。一態様において、ガンは、肺ガン、乳ガン、
甲状腺ガン、膀胱ガン、肝臓ガン、腎臓ガン、リンパ腫、および白血病である。一態様に
おいて、ガンは肺ガンである。さらなる態様において、肺ガンはNSCLCである。別のさら
なる態様において、肺ガンはSCLCである。別の態様において、ガンは乳ガンである。別の
態様において、ガンは甲状腺ガンである。さらなる態様において、甲状腺ガンは甲状腺髄
様ガンである。別のさらなる態様において、甲状腺ガンはヒュルトレ細胞ガンである。別
のさらなる態様において、甲状腺ガンは甲状腺乳頭ガンである。別のさらなる態様におい
て、甲状腺ガンは甲状腺濾胞ガンである。別の態様において、ガンはリンパ腫である。さ
らなる態様において、リンパ腫はB細胞リンパ腫である。別のさらなる態様において、リ
ンパ腫はホジキンリンパ腫である。別のさらなる態様において、リンパ腫はびまん性大細
胞型B細胞リンパ腫である。別のさらなる態様において、リンパ腫は濾胞性リンパ腫であ
る。別のさらなる態様において、リンパ腫は未分化大細胞リンパ腫である。別のさらなる
態様において、リンパ腫は節外周辺帯B細胞リンパ腫である。別のさらなる態様において
、リンパ腫は脾臓周辺帯B細胞リンパ腫である。別のさらなる態様において、リンパ腫は
マントル細胞リンパ腫である。別の態様において、ガンは白血病である。別のさらなる態
様において、白血病は慢性リンパ性白血病である。別のさらなる態様において、白血病は
ヘアリー細胞白血病である。生物学的試料中でのCiz1ポリペプチドまたはCiz1ポリペプチ
ドに対する自己抗体の増加レベルの検出は、ガンのスクリーニング、診断、および予後判
定についての新規戦略を構成する。一態様において、Ciz1ポリペプチドはCiz1 b変異体ポ
リペプチドである。一態様において、Ciz1ポリペプチドに対する自己抗体は、Ciz1 b変異
体ポリペプチドに対する。一態様において、自己抗体は、エクソン14bおよびエクソン15
の両方によってコードされるアミノ酸残基を含む連続エピトープに特異的に結合する。別
の態様において、自己抗体は、Ciz1 b変異体ポリペプチドに特異的に結合するが、エクソ
ン14aを含むmRNAから翻訳されたCiz1ポリペプチドには特異的に結合しない。別の態様に
おいて、自己抗体は、少なくとも10倍上回る親和性で、エクソン14aを含むmRNAから翻訳
されたCiz1ポリペプチドよりもCiz1 b変異体ポリペプチドに特異的に結合する。一態様に
おいて、自己抗体は、少なくとも102倍上回る親和性で、エクソン14aを含むmRNAから翻訳
されたCiz1ポリペプチドと比較して、Ciz1 b変異体ポリペプチドに結合する。一態様にお
いて、自己抗体は、少なくとも103倍上回る親和性で、エクソン14aを含むmRNAから翻訳さ
れたCiz1ポリペプチドと比較して、Ciz1 b変異体ポリペプチドに結合する。一態様におい
て、自己抗体は、少なくとも104倍上回る親和性で、エクソン14aを含むmRNAから翻訳され
たCiz1ポリペプチドと比較して、Ciz1 b変異体ポリペプチドに結合する。一態様において
、自己抗体は、少なくとも105倍上回る親和性で、エクソン14aを含むmRNAから翻訳された
Ciz1ポリペプチドと比較して、Ciz1 b変異体ポリペプチドに結合する。
【０２９０】
　一態様において、自己抗体は、アミノ酸配列

に特異的に結合する。一態様において、自己抗体は、アミノ酸配列

に特異的に結合するが、アミノ酸配列

のいずれにも特異的に結合しない。一態様において、自己抗体は、アミノ酸配列

に特異的に結合するが、アミノ酸配列

には特異的に結合しない。別の態様において、自己抗体は、アミノ酸配列
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に特異的に結合するが、アミノ酸配列

には特異的に結合しない。別の態様において、自己抗体は、アミノ酸配列

に特異的に結合するが、アミノ酸配列

には特異的に結合しない。別の態様において、自己抗体は、アミノ酸配列

に特異的に結合するが、アミノ酸配列

には特異的に結合しない。別の態様において、前記の自己抗体は、アミノ酸配列

に特異的に結合するが、アミノ酸配列

には特異的に結合しない。別の態様において、自己抗体は、アミノ酸配列

に特異的に結合するが、アミノ酸配列

には特異的に結合しない。別の態様において、自己抗体は、アミノ酸配列

に特異的に結合するが、アミノ酸配列

には特異的に結合しない。別の態様において、自己抗体は、アミノ酸配列

に特異的に結合するが、アミノ酸配列

には特異的に結合しない。別の態様において、自己抗体は、アミノ酸配列

に特異的に結合するが、アミノ酸配列

には特異的に結合しない。別の態様において、自己抗体は、アミノ酸配列

に特異的に結合するが、アミノ酸配列

には特異的に結合しない。
【０２９１】
　本発明は、Ciz1ポリペプチドに対する自己抗体の存在を検出するようにデザインされた
イムノアッセイにおける抗原としてのCiz1ポリペプチドまたはそのペプチドの使用を提供
する。そのようなイムノアッセイを、ガンの診断および予後判定のために利用することが
できる。本発明に従って、対象の尿、血液、血漿、または血清などにおけるCiz1自己抗体
レベルの測定を、ガンの早期診断のために使用することができる。さらに、自己抗体レベ
ルのモニタリングを予後判定に使用し、疾患の進行および再発を病期分類することができ
る。
【０２９２】
　本発明はさらに、対象の生物学的試料中でCiz1自己抗体を検出するための方法に関する
。そのようなアッセイは、本明細書に記載されるイムノアッセイを含み、ここでCiz1自己
抗体は、Ciz1抗原を含むポリペプチドまたはペプチドとのそれらの相互作用によって検出
される。Ciz1抗原を使用し、対象の生物学的試料中のCiz1自己抗体の存在および量を定量
的に検出してもよい。
【０２９３】
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　本発明はまた、Ciz1ポリペプチドの発現レベルの増加によって特徴付けられる疾患に苦
しむ患者に免疫を与えるための、Ciz1抗原を含むポリペプチドまたはペプチドの使用に関
する。そのような抗原への免疫学的応答の刺激は、腫瘍細胞に対するより有効な攻撃を誘
発することを意図する；例えば、とりわけ、腫瘍細胞増殖を阻害することまたは腫瘍細胞
の殺傷を促進すること、である。
【０２９４】
　本発明はさらに、ガンまたはガンを発症する素因を有する患者を診断するために臨床現
場で便利に使用することができる、事前にパッケージ化された診断キットを提供する。キ
ットをまた、使用し、ガンの処置のために使用される薬剤の効力をモニターすることがで
きる。本発明の一態様において、キットは、試料中のCiz1ポリペプチド抗原に向けられた
自己抗体のレベルを検出および／または測定するための成分を含む。第2の態様において
、本発明のキットは、生物学的試料中のCiz1ポリペプチド抗原を検出および／または測定
する成分を含む。
【０２９５】
　一局面において、本発明は、対象におけるガンの診断のための方法を提供し、以下：
　（a）対象に由来する生物学的試料中のCiz1ポリペプチドのレベルを定量的に検出する
工程；
　（b）対照試料中のCiz1ポリペプチドのレベルを検出する工程；および
　（c）対象の試料中で検出されるCiz1ポリペプチドのレベルを、対照試料中で検出され
るCiz1ポリペプチドのレベルと比較する工程、および、対象の試料中のCiz1ポリペプチド
のレベルにおける増加を同定することによって、ガンを伴う対象を診断する工程
を含み、対照試料と比較した、対象の試料中で検出されるCiz1ポリペプチドのレベルにお
ける増加は、ガンを伴う対象の指標である。
【０２９６】
　一態様において、ガンは肺ガンである。別の態様において、ガンはSCLCである。一態様
において、Ciz1ポリペプチドを、イムノアッセイを使用して検出する。一態様において、
イムノアッセイは免疫沈降アッセイである。一態様において、生物学的試料は肺組織試料
である。一態様において、Ciz1ポリペプチドはCiz1 b変異体ポリペプチドである。
【０２９７】
　一局面において、本発明は、対象におけるガンの診断のための方法を提供し、以下を含
む：（a）対象に由来する生物学的試料中のCiz1自己抗体のレベルを定量的に検出する工
程；（b）対照試料中のCiz1自己抗体のレベルを検出する工程；および（c）対象の試料中
で検出されるCiz1自己抗体のレベルを、対照試料中で検出されるCiz1自己抗体のレベルと
比較する工程、ここで対照試料と比較した、対象の試料中で検出されるCiz1自己抗体のレ
ベルにおける増加は、ガンを伴う対象の指標である。
【０２９８】
　一態様において、ガンは肺ガンである。別の態様において、ガンはSCLCである。一態様
において、Ciz1自己抗体を、イムノアッセイを使用して検出する。一態様において、イム
ノアッセイは免疫沈降アッセイである。一態様において、試料は肺組織試料である。一態
様において、Ciz1自己抗体はCiz1 b変異体に対する自己抗体である。
【０２９９】
　本発明は、対象におけるCiz1自己抗体の検出に基づく、疾患、例えば、ガンなどについ
ての診断および予後判定方法を提供する。本方法は、例えば、ガンを伴う対象から、なら
びに、ガンを伴わない年齢および性別を一致させた対照由来の生物学的試料の使用によっ
て検証してもよい。自己抗体を含みうる生物学的試料、例えば、尿、血液、血清、または
血漿などは、特定のガンを有するまたは有することが疑われる、あるいは、ガンを発症す
る素因があると疑われる対象から得られる。対応する体液は、例えば、対照として、ガン
を有さない対象から得てもよい。
【０３００】
　本発明に従い、Ciz1ポリペプチド抗原に対して反応性の自己抗体の測定は、疾患、例え
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ば、ガンなどの診断のために使用することができる。さらに、自己抗体レベルのモニタリ
ングを予後判定に使用し、疾患の進行を病期分類し、再発を検出することができる。対象
由来の尿、血液、血清もしくは血漿、または他の生物学的液体試料中での自己抗体の検出
は、多数の方法のいずれかによって達成することができる。そのような方法は、非限定的
に、例えば、ウエスタンブロット、ラジオイムノアッセイ、ELISA（酵素結合免疫吸着ア
ッセイ）、「サンドイッチ」イムノアッセイ、競合イムノアッセイ、免疫沈降アッセイ、
沈降反応、ゲル拡散沈降反応、免疫拡散アッセイ、凝集アッセイ、補体固定アッセイ、免
疫放射線アッセイ、蛍光イムノアッセイ、プロテインAイムノアッセイ、およびフローサ
イトメトリーなどの技術を使用したアッセイ系を含むが、少数および本明細書で他に開示
するその他を含む、イムノアッセイも含む。
【０３０１】
　そのようなイムノアッセイは、対象に由来する尿、血液、血清、または血漿試料を、免
疫特異的な抗原-抗体結合を生じることができるような条件下でCiz1ポリペプチド抗原を
含む試料と接触させる工程、および自己抗体による任意の免疫特異的な結合の量を検出ま
たは測定する工程を含む方法によって行う。尿、血液、血清、または血漿試料中の自己抗
体のレベルを、障害を有さない対象由来の類似の生物学的試料中、抗原が存在しないまた
は異なる抗原が存在する試料中に存在するレベルと比較してもよい。
【０３０２】
　イムノアッセイは、種々の方法で行うことができる。例えば、1つの方法は、固体支持
体上にCiz1ポリペプチド／ペプチドを固定化する工程、および、それに特異的に結合した
抗Ciz1抗体を検出する工程を含む。代替アプローチは、例えば、抗ヒト抗体またはプロテ
インAもしくはGを使用し、生物学的試料由来の自己抗体を固定化する工程、および、例え
ば、Ciz1ポリペプチド／ペプチドを標識することによって、または抗体もしくは他の適切
な手段を使用してCiz1ポリペプチド／ペプチドを検出することによってそれに結合したCi
z1ポリペプチド／ペプチドを検出する工程を含む。本発明のアッセイにおいて利用される
Ciz1ポリペプチド／ペプチド抗原は、例えば、当技術分野において周知である組換えDNA
技術を介して調製することができる、または、化学的に合成することができる。例えば、
Ciz1ポリペプチドまたはその抗原フラグメントをコードするDNA分子は、Ciz1ポリペプチ
ドの大規模調製のために、適切な発現ベクター中に遺伝的に操作することができる。他の
態様において、Ciz1抗原は、Ciz1自己抗体の標識、固定化、または検出を促進することが
できる融合タンパク質として操作される。例えば、Sambrook et al., 1989, Molecular C
loning: A laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, N.Yに
記載される技術を参照のこと。あるいは、Ciz1ポリペプチドは、当技術分野において周知
のタンパク質分離技術を使用して、天然の供給源から精製してもよく、例えば、細胞から
精製してもよい。そのような精製技術は、非限定的に、分子ふるいクロマトグラフィーお
よび／またはイオン交換クロマトグラフィーを含みうる。実際には、マイクロタイタープ
レート、ビーズ、またはメンブレンは、便利に、Ciz1抗原のための固体支持体として利用
される。表面を前もって調製し、保存してもよい。一態様において、Ciz1抗原は、別のビ
ーズ中、および、別のメンブレン中、マイクロタイタープレートに結合される。別の態様
において、Ciz1抗原の結合は、固体支持体に結合されず、自己抗体へのCiz1抗原の結合が
液相中で起こるようになる。一態様において、Ciz1抗原-自己抗体複合体は、標識された
抗原結合分子、例えば、抗体またはアプタマーなどを使用して検出される。好ましくは、
抗原結合剤は抗体である。標識された抗原結合剤は、Ciz1抗原、例えば、液相の場合にお
いて、または自己抗体のいずれかに対して特異的でありうる。一態様において、標識され
た抗原結合剤は、抗ヒト抗体抗体、即ち、ヒト抗体に対して特異的な抗体である。低親和
性Ciz1自己抗体の結合を促進するために、Ciz1抗原を、ダイマー、トリマー、テトラマー
などに多量体化してもよい。一態様において、Ciz1抗原を、ストレプトアビジンを使用し
て、テトラマーに多量体化する（McLaughlin, K., et al. Protocol Exchange (Nature P
ublishing)、2007年1月29日オンライン公開）。
【０３０３】
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　一態様において、Ciz1自己抗体を検出するために使用されるCiz1抗原は、アミノ酸配列

を含む。一態様において、Ciz1自己抗体を検出するために使用されるポリペプチドまたは
ペプチドは、アミノ酸配列

を含む。一態様において、Ciz1自己抗体を検出するために使用されるポリペプチドまたは
ペプチドは、アミノ酸配列

を含む。一態様において、Ciz1自己抗体を検出するために使用されるポリペプチドまたは
ペプチドは、アミノ酸配列

を含む。一態様において、Ciz1自己抗体を検出するために使用されるポリペプチドまたは
ペプチドは、アミノ酸配列

を含む。一態様において、Ciz1自己抗体を検出するために使用されるポリペプチドまたは
ペプチドは、アミノ酸配列

を含む。一態様において、Ciz1自己抗体を検出するために使用されるポリペプチドまたは
ペプチドは、アミノ酸配列

を含む。一態様において、Ciz1自己抗体を検出するために使用されるポリペプチドまたは
ペプチドは、アミノ酸配列

を含む。一態様において、Ciz1自己抗体を検出するために使用されるポリペプチドまたは
ペプチドは、アミノ酸配列

を含む。一態様において、Ciz1自己抗体を検出するために使用されるポリペプチドまたは
ペプチドは、アミノ酸配列IEVRSを含む。一態様において、Ciz1自己抗体を検出するため
に使用されるポリペプチドまたはペプチドは、アミノ酸配列EVRSを含む。
【０３０４】
　一態様において、Ciz1自己抗体を検出するための方法において対照として使用されるポ
リペプチドまたはペプチドは、アミノ酸配列

を含む。一態様において、ポリペプチドまたはペプチド対照は、アミノ酸配列

を含む。一態様において、ポリペプチドまたはペプチド対照は、アミノ酸配列
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を含む。一態様において、ポリペプチドまたはペプチド対照は、アミノ酸配列

を含む。Ciz1ポリペプチドまたはペプチドはまた、Ciz1自己抗体を検出するためのアッセ
イにおいて遮断剤として使用することができる。一態様において、Ciz1自己抗体を検出す
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酸配列

を含む。別の態様において、ポリペプチドまたはペプチド遮断剤は、アミノ酸配列

を含む。別の態様において、ポリペプチドまたはペプチド遮断剤は、アミノ酸配列
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を含む。別の態様において、ポリペプチドまたはペプチド遮断剤は、アミノ酸配列
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を含む。
【０３０５】
　本明細書の記載および特許請求の範囲を通して、文脈が他の意味を要求しない限り、単
数形は複数を包含する。特に、不定冠詞が使用される場合、文脈が他を要求しない限り、
本明細書は、複数ならびに単数を企図するものとして理解すべきである。
【０３０６】
　本発明の特定の局面、態様、または実施例と併せて記載される特徴、整数、特性、化合
物、化学部分、または化学基は、それと不適合ではない限り本明細書に記載される他の任
意の局面、態様、または実施例に適用可能であると理解すべきである。
【０３０７】
（表1）オリゴヌクレオチドプライマーおよびプローブの概要
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【実施例】
【０３０８】
cDNAアレイ
　48の異なる肺試料（HLRT101）、ならびに、同じ患者由来の肺ガンと隣接組織の24のマ
ッチドペア（HLRT504）、または、異なるガン由来の10セットの組織試料（CSRT504）から
得た、2～3ngのcDNAを含むTissueScan qPCRアレイは、OriGene Technologies, Inc.（Roc
kville, MD）からのものであった。肺／正常マッチドペア組織アレイについての腫瘍分類
および要約された病理報告書が、http://www.origene.com/geneexpression/disease-pane
ls/products/HLRT504.aspxに与えられる。図3B中のデータについての多重の反応、および
全ての他のアレイについての単一の反応において、供給業者による*bアクチン発現および
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Ciz1発現についての結果を標準化するために、*bアクチンの増幅に関して各ウェル中のcD
NAのレベルが標準化された。閾値を設定し、全ての分析をABI 700ソフトウェアを使用し
て実施した。
【０３０９】
ヒト組織由来RNA
　IRBの承認プロトコール下で採取された組織由来の肺腫瘍／正常RNAの3ペアは、Cytomyx
（http://www.cytomyx.com/cytomyx/cytomyx biorepository.asp）からのものであった。
ドナーのインフォームドコンセントを得て採取したヒト肺組織の追加試料が、ILSbio（ht
tp://www.ilsbio.com/）から得られた。製造業者の指示に従って、TRIzolを使用して組織
からRNAを単離した。組織の均質化をRNaseフリーの1.5mL Pellet Pestle（Anachem）を使
用して行った。以下のように、ランダムプライマー、またはオリゴdTおよびランダムプラ
イマーの混合物を用いてRNA試料を逆転写した。約1.6*mgの全RNAを、1μLの10mM dNTP、0
.5μLの0.5μg/μLランダムプライマー（Promega）、および0.5μLの0.5μg/μLオリゴdT

12-18プライマー（Invitrogen）を用いて、DEPC水中、全体積12μLでインキュベートした
。あるいは全RNAを、1μLの500μg/mLランダムプライマー、1μLの10mM dNTPを用いて、D
EPC水中、全体積13μLでインキュベートした。試料を、65℃で10分間、PTC-200 Peltier 
Thermal Cycler（MJ Research）においてインキュベートし、氷上で5分間インキュベーシ
ョンを続けた。ランダムプライム反応物に、以下を加え体積20μLとする：1×First-Stra
ndバッファー、5mM DTT、200U SuperScript III、および40U RNaseOUT（全てInvitrogen
）。反応物を、46℃で3時間、その後70℃で15分間インキュベートした。ランダムプライ
マー／オリゴdT反応物に、以下を加え最終体積20μLとした：1×M-MLV反応バッファー、1
0mM DTT、200U M-MLV逆転写酵素（全てがPromega）、および40U RNaseOUT（Invitrogen）
。反応物を、42℃で52分間、その後70℃で15分間インキュベートした。
【０３１０】
PCRおよびQPCR
　フラグメント増幅のために使用されたプライマー対の組み合わせは、p8/p2Taqポリメラ
ーゼ（NEB, Herts, UK）を使用し、94℃／5分、次に94℃／15秒、55℃／30秒および68℃
で1分間の33サイクル、68℃で7分間の最終工程）、p1/p2phusionポリメラーゼ（Finnzyme
s, Espoo, Finland）を使用し、98℃／30秒、次に98℃／10秒、62℃／30秒、および72℃
で40秒の33サイクル、および72℃で7分間）、ならびにp4/p3Taqポリメラーゼ（NEB, Hert
s, UK）、94℃／5分、次に94℃／30秒、62℃／30秒、および72℃／40秒の33サイクル、72
℃で7分間の最終工程が続く）を含む。PCR反応は、MJサーマルサイクラーPTC-200で行っ
た。定量的PCR反応は、光学接着フィルム付きのMicroAmp（商標）光学96ウェル反応プレ
ート中（Applied Biosystems）で、全体積25μL中で行った。各反応について、cDNAを、1
×TaqMan（登録商標）PCRミックス（Applied Biosystems）、0.4μMフォワードプライマ
ー、0.4μMリバースプライマー、および0.4μMプローブとインキュベートした。試料を、
ABI Prism 7000または7300配列検出システムで、相対定量化アッセイおよび以下のプログ
ラムを使用して実行した；50℃［2分間］、95℃［10分間］、それに続く、40サイクルの9
5℃変性［15秒間］、60℃アニーリングおよび伸長［1分間］。試料が閾値レベルを通過し
たサイクル数は、Ct値である。1つの試料を、「キャリブレーター」試料として選択し、
全ての他の発現値を、それと比べて表現した（RQ）。他に明記しない限り、プライマーは
Sigma Aldrichから、プローブはMWGから入手し、クローンおよびPCR産物の配列検証はMWG
によって行った。
【０３１１】
細胞培養およびトランスフェクション
　細胞株は、European Cell Culture Collection（http://www.ecacc.org.uk/）またはJa
panese Collection of Research Bioresource（http://cellbank.nibio.go.jp/）から得
るか、または、J. Southgateの好意によって得た。全ての細胞株を、推奨に従って培養し
た。NIH3T3細胞を、以前に記載された通りに増殖させ、Mirus 3T3を使用し、GFP-Ciz1ま
たはGFP-C275を用いてトランスフェクトした。
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【０３１２】
核分画
　核分画は、基本的には記載された通りである。示したように、典型的には、カバースリ
ップ上の細胞を、冷PBS、次に冷CSKバッファー（10mM Pipes/KOH Ph6.8、100mM NaCl、1m
M EGTA、300mMスクロース）、加えて、1mM DTT、およびプロテアーゼ阻害剤カクテル（Ro
che）を用い、界面活性剤（0.1％ TX100）を使用してまたは使用せずにリンスした。DNas
e処理のために、細胞をさらに、CSK（示したように、0.1または0.5M NaCl）、続いてPBS
中でリンスし、消化バッファー（10mM Tris［pH 7.6］、2.5mM MgCl2、0.5mM CaCl2）中
のDNase 1と、25℃で20分間、推奨にしたがって（Roche）インキュベートした。示したよ
うに、DNAse処理細胞を、固定の前に0.5M NaClを用いて1分間リンスした。全ての調製物
を、新鮮な4％パラホルムアルデヒドを用いて室温で20分間固定した。
【０３１３】
免疫蛍光
　カバースリップ上の固定細胞をPBSを用いて洗浄し、次に抗体バッファー（PBS中の10％
プロテアーゼ不含有BSA、0.02％ SDS、0.1％ Triton X-100）を用いてブロックした。Ciz
1-RDを、抗Ciz1ポリクローナル抗体1793を用いて、Ciz1-ADを、Ciz 1アンカードメインペ
プチド

を使用して、アフィニティー精製したポリクローナル抗体2Cを用いて検出した。DNAを、H
oechst 33258（Sigma）を用いて対比染色した。画像を、Zeiss Axiovert 200 MおよびOpe
nlab画像取得ソフトウェアを使用し、実験内で同一のパラメーター、典型的にはTRITC標
識Ciz1については300ms、GFPについては400ms、Hoeschtについては15msを使用して収集し
た。画像をデジタル的に増強し、バックグラウンド蛍光を除去する、または、Adobe Phot
oshopを使用して明るさを増加させる場合、同一の操作を1つの実験内で画像に適用した。
そのため、例えば抽出前後のCiz1染色の強度は、処理の効果を反映する。蛍光強度を、Op
enlab「Profile」ツールを使用して同一の撮像パラメーター下で取得した生画像から定量
化した。
【０３１４】
実施例1
DNA複製ドメインおよびアンカードメインの非共役発現
　Ciz1の2つのよく特徴付けられた機能（DNA複製のサイクリン依存的刺激および核マトリ
クスとの結合）は、別々のタンパク質ドメインによってコードされる。これらは、RD（複
製ドメイン）およびAD（アンカードメイン）と呼ばれる。インビトロでは、DNA複製を促
すためには、Ciz1の核マトリクスアンカーは不要である。実際に、ADを欠くCiz1フラグメ
ントは、核マトリクス3に付着しうるものよりも活性であるように見え、固定化が、機能
固有であるものよりむしろ、制約的な特徴であることを意味する。本明細書では、RDおよ
びADの発現が、大半のガン細胞において一致していないという証拠、即ち、「非共役発現
」を示す。ドメインの一方または他方の発現が、肺ガンの大部分、ならびに広範な他の一
般の固形腫瘍において変化しており、不均衡である。
【０３１５】
　RDまたはADの発現を検出する定量的PCR試薬（図1a）を使用し、46の肺由来cDNAを含むc
DNAアレイを調べた（図1b）。アレイにわたり、両方のRDプローブによって、一致した発
現パターンが明らかになった。同様に、両方のADプローブによって、一致した発現パター
ンが明らかになった。しかし、RDおよびADの発現は、互いに決して同一ではなかった。こ
れは、2つのドメインがいつも一緒に発現しているわけではないこと、および、それらは
恐らく、Ciz1タンパク質中にいつも両方が存在するわけではないことを実証する。
【０３１６】
肺腫瘍における非共役発現
　隣接対照試料とは対照的に、腫瘍自体は、はるかに説得力のない傾向を示す。Ciz1発現
は明らかに非共役および不均衡であるが、一部の患者についてはこれはRD減少として、他
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についてはRD増加として（ステージIA試料と比べて）顕在化し、不良な適合を伴う水平に
近い傾向線を生じる。
【０３１７】
　一方のドメインの発現増加および他方の発現減少の組み合わせ効果も明らかにされてい
る。RDおよびAD発現についての組み合わせ結果を、各々の個々の隣接対照と比べて提示す
る場合（図1E）、データから、それらの均衡比の崩壊が腫瘍ステージと相関することがわ
かる。ステージ1の疾患を伴う患者由来の腫瘍について、12.5％（8人中1人）が、周囲組
織と比較して、ADとRDの間の均衡における2倍超の変化を有し、ステージII腫瘍について
、これは90％（9/10）であり、ステージIII腫瘍について60％（3/5）である。この傾向は
、Ciz1発現が腫瘍形成の期間中、非共役および不均衡であるという結論を支持する。
【０３１８】
腫瘍の他の型における非共役発現
　Ciz1転写物発現の概要をつかむために、RDおよびADを、多数の一般の固形腫瘍において
サンプリングした（図2）。ADは、大半の腫瘍型の（非マッチド）対照試料と比べて、ほ
ぼ全てのステージI、II、およびIII腫瘍において過剰に提示される。これは、乳ガン、肺
ガン、および甲状腺ガンについて最も明白である（図2Bに示す比率曲線における下落から
、明白）。
【０３１９】
ステージIV疾患における非共役発現
　注目すべきことに、全ての組織型のステージIV腫瘍の半数以上において、逆のことがあ
てはまる（図2Aにおいて星印で示す）。これらの試料中では、RD転写物が過剰に提示され
、転移した、または転移するであろう腫瘍のサブセットにおいて、RDで優先して発現が崩
壊することを示唆する。
【０３２０】
　同様の分析を、ステージIV疾患を伴う患者由来の19試料を含む40の悪性黒色腫の試料に
適用した（図3A）。全てのグレードの腫瘍の大部分において、AD発現はRDを超えるが、3
つ全ての対照試料について、これは当てはまらない。従って、悪性黒色腫は上記の傾向に
従わず、この型の腫瘍についてはRDの優性発現へ切り替わっても、転移能力は伴わないこ
とを示す。
【０３２１】
　タンパク質レベルで、かつ既に公知のCiz1機能に照らして考える場合、細胞DNA複製に
対する過剰なRDまたは過剰なADの影響は非常に類似し、重症度に差をもたらしうる。具体
的には、Ciz1の複製ドメインは、核マトリクスアンカー3が存在しない場合にDNA複製の開
始を刺激するように機能することが可能であること、しかし、核マトリクスへの付着が、
NIH3T3細胞1および出願人が試験してきた非腫瘍由来の大半の他の確立された細胞株（示
さず）中でのCiz1の多くにとって普通のことであることが、出願人により公知であった。
出願人は、核マトリクスアンカー非存在下での複製ドメインの発現が、非アンカー活性を
もたらしうること、および、これが、DNA複製の空間－時間組織化についての結果を有し
うることを示唆する。同様に、触媒機能を持たないタンパク質の状況におけるC末端固定
化ドメインの発現は、核マトリクス上の固定化部位について完全長タンパク質と競合する
ことにより、ドミナントネガティブな効果を有しうる（図4A）。
【０３２２】
実施例2
タンパク質検出ツール
　出願人は、RDおよびADに対するモノクローナル抗体およびポリクローナル抗体のセット
を開発し（図5A）、それらを用いて、タンパク質レベルでCiz1発現を検出した。これらは
、分子診断ツールとしての潜在的能力を有し、現在、ガン細胞株中でのCiz1タンパク質の
機能および挙動についての問いに答えるために使用されている。今までに、出願人は、Ci
z1 RDおよびADの両方がタンパク質レベルでは独立して存在すること（図5B、C）、RDは付
着しないがADが一部のガン細胞中で核マトリクスに付着すること（図5C）、および、ADの
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過剰発現が内在性RDの正常な細胞内局在化および固定化を崩壊させること（図5D、E）を
実証してきた。これらの観察の全てが、Ciz1 RDとADの間の比率の崩壊が核の構築を変え
るとの考えと一致している。
【０３２３】
実施例3
b型変異体
　出願人は、Ciz1コード配列中の選択的スプライシングを証明するために、Ciz1 Unigene
クラスターHs.212395（http.//www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=unigene）にマッ
プされる発現配列タグ（EST）を調査した。これは、神経内分泌肺ガン（主に肺小細胞ガ
ン、SCLC）が、非ガン組織よりもはるかに高頻繁に選択的スプライシングされたCiz1の形
態で発現する（b型転写物を産出する）ことを示唆した（図4Bに示す）。b型転写物におい
て選択的スプライシングされている領域にまたがるCiz1転写物は、合計23の異なるライブ
ラリーである10のガンおよび13の非ガンにおいて検出された。非ガンライブラリー由来の
わずか3％と比較して、ガン由来転写物について、その40％はb型転写物であった。
【０３２４】
選択的検出ツール
　出願人は、b型転写物を検出する分子ツールを開発した。これらは、エクソン接合部の
いずれかの側に位置付けられるプライマーであり、エクソン接合部にわたってb型転写物
由来の産物のみを与えるプライマーであり、かつエクソン接合部にもわたるがb型転写物
のみを認識するQ-PCRプローブである。最初に、これらを、肺ガン細胞株のパネルに適用
し、a）ツールを検証し、b）b型転写物の発現に関する確認データを生成した。
【０３２５】
SCLCにおける発現
　選択的転写物検出ツールの適用によって、SCLC患者に由来する細胞株が、b型変異体を
、対照細胞株よりも高頻度で発現することを示した（図6、7A）。神経内分泌肺ガン患者
由来の腫瘍の少量のサンプリング、および、同様に同じ患者由来の正常な隣接肺組織に由
来するRNA試料への適用によって、b型転写物が、3人のSCLC患者全てにおいて優先的に発
現していることが確認される（図7B）。
【０３２６】
非小細胞肺ガンにおけるb変異体発現
　b型転写物について選択的であるQPCR試薬を、図1において使用したマッチド肺腫瘍／正
常組織cDNAアレイに適用した。試料セットの6つが、正常な隣接対照組織と比較して、腫
瘍中で2倍超のb型転写物を発現した（図8A）。これは、アレイ上に単一の神経内分泌腫瘍
を含む（セット9/10）。同様に、NSCLC試料の別々のセット内で、b変異体は、非マッチド
対照と比較して、症例の小サブセットにおいて上昇した（図8B）。このように、b型転写
物の発現は、神経内分泌腫瘍においてよく見られるが、肺ガンのこの型に限定されない。
【０３２７】
他の型のガンにおけるb変異体発現
　出願人は、異なるグレードの腫瘍および見掛け上は正常な組織由来の非マッチド試料の
セットを含む、同様のcDNAアレイ（Origene）を使用して、広範な他の一般のガンを調査
した。対照と比較した場合、b変異体の増加が、肝臓腫瘍（図8C）および腎臓腫瘍（図8D
）のサブセットにおいて検出された。対照的に、甲状腺腫瘍およびリンパ腫の両方が、症
例の高い割合において、高レベルのb変異体を発現する（図9）。従って、これら2つの腫
瘍型は、Ciz1 b変異体選択的な診断および治療ツールの適用のための、有力な代替指標で
ある。
【０３２８】
Ciz1変異体タンパク質
　高親和性の変異体特異的ポリクローナル抗体が生成されており、SCLC細胞株における組
換えタンパク質（図10A、10B、および10C）および内在性b変異体タンパク質（図10D）を
使用して検証されている。これは、変異体転写物が実際に肺ガン細胞において変異体タン
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パク質に翻訳されること、および、細胞の状況においても、本発明者らのツールが有効で
選択的な検出を可能にすることを示す。Cizzleがまた、同様の高程度の特異性を有するモ
ノクローナル抗体の産生および検証に関与する。
【０３２９】
実施例4
　マウス培養細胞由来Ciz1のRNA干渉を使用した枯渇によって、細胞周期の進行が阻害さ
れ、細胞増殖3が制限される。従って、Ciz1を阻害する薬剤は、ガン細胞の増殖を制限す
る治療的分子としての潜在力を有する。出願人は、概してCiz1を標的とすることによって
、または、肺ガン関連b型転写物を選択的に標的とすることによって、Ciz1発現を阻害す
るヒト特異的RNA干渉分子を生成し、かつ試験してきた。両方とも、神経内分泌肺ガン細
胞の増殖を抑制する。
【０３３０】
b型転写物抑制
　本発明者らの主な戦略は、b型転写物を発現する肺ガン細胞の増殖を選択的に抑制する
ことを目的とした選択的な方法でb型転写物を抑制することである。b型転写物に特異的な
RNA干渉分子候補の、Ciz1の他の形態に影響を与えずb型転写物発現を抑制する能力につい
て比較した。最も有効で選択的なsiRNA配列を、Ciz1タンパク質の選択的抑制についてさ
らに試験した（図11）。誘導性shRNA送達ベクターへのトランスファー後、内在性b型転写
物を発現するSCLC細胞の増殖に対する顕著な効果（図12A）が、b変異体転写物（図12B）
およびタンパク質（図12C）の選択的抑制とともに、記録された。4日間の時間経過後、同
様に処置された対照細胞の約35％にまで増殖が抑制された（図12D）。b変異体抑制を伴う
長期培養の間に、細胞形態における著しい変化が観察された（図12E）。
【０３３１】
インビボでの標的抑制
　誘導性shRNA送達ベクターを有する同じSCLC細胞を使用し、皮下注射によりマウスに腫
瘍を作成した。細胞注射の日から活性化されたか、または、腫瘍が形成された後に開始さ
れたかを問わず、b型転写物に選択的なRNAiは、インビボでの腫瘍増殖を有効に阻害した
（図13A、B）。これらのデータから、SCLC関連Ciz1スプライス変異体（b型転写物）を標
的とすることは、それを発現する腫瘍型における細胞増殖の選択的な抑制のための潜在的
に実行可能な戦略であることが示される。追加の検証が、リンパ腫ベースのモデルおよび
安定化siRNAの全身送達を包含するように計画される。
【０３３２】
循環腫瘍細胞の検出
　皮下腫瘍を有するマウスの一部の全末梢血から単離したRNAを使用し、b型転写物検出ツ
ールの感度を試験した（図13C）。b変異体は、腫瘍を伴う両方のマウスにおいて簡単に検
出されたが、対照群の両方のマウスにおいては検出されず、b変異体がSCLCについての血
液試験の基礎を形成する可能性を高めている。
【０３３３】
参考文献
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た方法およびシステムの様々な変更および変形が、本発明の範囲および主旨の範囲から逸
脱しないことは当業者にとって自明であろう。本発明を具体的な好ましい態様との関連で
記載したが、本発明の特許請求の範囲がそのような具体的な態様によって必要以上に制限
されないことが理解されるべきである。実際に、本発明を実施するために記載した様式の
、分子生物学や関連する分野の当業者に自明である種々の変更が、以下の特許請求の範囲
内であることが意図される。
【０３３４】
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