
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】　癌に関連する DKK1遺伝子、蛋白質及び抗体を用いた癌の診断・モニター手段お
よび治療手段の提供。
【解決手段】　生体試料中の、配列番号１に記載される塩基配列を有する DKK1遺伝子、こ
の遺伝子によりコードされる DKK1蛋白質、及びこの蛋白質を認識する抗体により DKK1蛋白
質又はそのフラグメントを検出することを特徴とする癌の診断・モニター方法。
【選択図】　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 生 体 試 料 中 の 、 配 列 番 号 １ に 記 載 さ れ る 塩 基 配 列 を 有 す る DKK1遺 伝 子 、 蛋 白 質 又 は そ の
フ ラ グ メ ン ト を 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る 癌 の 診 断 ・ モ ニ タ ー 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 生 体 試 料 が 、 組 織 又 は 血 液 で あ る 請 求 項 １ 記 載 の 診 断 ・ モ ニ タ ー 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 癌 が 、 ミ エ ロ ー マ 、 乳 癌 及 び 前 立 腺 癌 を 除 く 癌 で あ る 請 求 項 １ 又 は ２ 記 載 の 診 断 ・ モ ニ
タ ー 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 検 出 が 、 免 疫 学 的 手 法 又 は 遺 伝 子 検 出 手 法 に よ る も の で あ る 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か １
項 に 記 載 の 診 断 ・ モ ニ タ ー 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 検 出 が 、 DKK1の 蛋 白 質 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト を 認 識 す る 抗 体 又 は 抗 原 結 合 性 フ ラ グ メ ン
ト を 用 い る 免 疫 学 的 検 出 で あ る 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 診 断 ・ モ ニ タ ー 方 法
。
【 請 求 項 ６ 】
　 以 下 の 工 程 ：
（ a） 被 験 者 か ら 試 料 を 採 取 す る 工 程 ；
（ b） 採 取 さ れ た 試 料 中 の DKK1の 蛋 白 質 を 検 出 す る 工 程
を 含 む 癌 の 診 断 ・ モ ニ タ ー 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 生 体 試 料 中 の 、 DKK1の 蛋 白 質 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト を 認 識 す る 抗 体 又 は 抗 原 結 合 性 フ ラ
グ メ ン ト を 含 有 す る 癌 の 診 断 ・ モ ニ タ ー 薬 。
【 請 求 項 ８ 】
　 配 列 番 号 １ に 記 載 さ れ る 塩 基 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 こ れ に 相 補 的 な 塩 基 配 列
を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 又 は こ れ ら の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ エ ン ト な 条 件 下
で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 す る 癌 の 診 断 ・ モ ニ タ ー 薬 。
【 請 求 項 ９ 】
　 組 織 又 は 血 液 を 試 料 と す る も の で あ る 請 求 項 ７ 又 は ８ 記 載 の 診 断 ・ モ ニ タ ー 薬 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 癌 が 、 ミ エ ロ ー マ 、 乳 癌 及 び 前 立 腺 癌 を 除 く 癌 で あ る 請 求 項 ７ ～ ９ の い ず れ か １ 項 に 記
載 の 診 断 ・ モ ニ タ ー 薬 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 DKK1の 蛋 白 質 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト を 認 識 す る 抗 体 又 は 抗 原 結 合 性 フ ラ グ メ ン ト を 用 い
る こ と を 特 徴 と す る 癌 の 治 療 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 配 列 番 号 １ に 記 載 さ れ る 塩 基 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 こ れ に 相 補 的 な 塩 基 配 列
を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 又 は こ れ ら の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ エ ン ト な 条 件 下
で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い る こ と を 特 徴 と す る 癌 の 治 療 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 癌 が 、 ミ エ ロ ー マ 、 乳 癌 及 び 前 立 腺 癌 を 除 く 癌 で あ る 請 求 項 １ １ 又 は １ ２ 記 載 の 治 療 方
法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 DKK1の 蛋 白 質 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト を 認 識 す る 抗 体 又 は 抗 原 結 合 性 フ ラ グ メ ン ト を 含 有
す る 癌 の 治 療 薬 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 配 列 番 号 １ に 記 載 さ れ る 塩 基 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 こ れ に 相 補 的 な 塩 基 配 列
を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 又 は こ れ ら の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ エ ン ト な 条 件 下
で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 す る 癌 の 治 療 薬 。
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【 請 求 項 １ ６ 】
　 癌 が 、 ミ エ ロ ー マ 、 乳 癌 及 び 前 立 腺 癌 を 除 く 癌 で あ る 請 求 項 １ ４ 又 は １ ５ 記 載 の 治 療 薬
。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 DKK1の 蛋 白 質 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト を 認 識 す る 抗 体 又 は 抗 原 結 合 性 フ ラ グ メ ン ト を 含 有
す る 癌 の 診 断 ・ モ ニ タ ー 用 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 配 列 番 号 １ に 記 載 さ れ る 塩 基 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 こ れ に 相 補 的 な 塩 基 配 列
を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 又 は こ れ ら の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ エ ン ト な 条 件 下
で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 す る 癌 の 診 断 ・ モ ニ タ ー 用 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 癌 が 、 ミ エ ロ ー マ 、 乳 癌 及 び 前 立 腺 癌 を 除 く 癌 で あ る 請 求 項 １ ７ 又 は １ ８ 記 載 の キ ッ ト
。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 配 列 番 号 １ に 記 載 さ れ る 塩 基 配 列 を 有 す る DKK1遺 伝 子 の 発 現 量 を 測 定 す る こ と に よ る 、
抗 癌 活 性 を 有 す る 化 合 物 の 選 定 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 癌 に 関 連 す る DKK1遺 伝 子 、 こ の 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る DKK1蛋 白 質 、 及 び
こ の 蛋 白 質 を 認 識 す る 抗 体 に 関 す る 。 本 発 明 の 遺 伝 子 、 蛋 白 質 お よ び 抗 体 は 、 癌 の 診 断 お
よ び 治 療 、 な ら び に 癌 の 治 療 薬 の 開 発 に お い て 用 い る こ と が で き る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 日 本 に お け る 死 亡 率 の 推 移 を 死 因 別 に み る と 、 感 染 症 疾 患 は 第 二 次 世 界 大 戦 後 急 速 に 減
少 し 、 替 わ っ て 癌 、 心 臓 病 お よ び 脳 血 管 疾 患 等 の 生 活 習 慣 病 に よ る 死 亡 が 上 位 を 占 め る よ
う に な っ た 。 癌 は 昭 和 56年 か ら 死 因 の 第 １ 位 を 占 め 、 平 成 14年 に は 死 亡 数 304,286人 と な
り 、 総 死 亡 の 31.0％ と な っ て い る 。 癌 に よ る 死 亡 を 、 部 位 別 に み る と 男 性 で は 肺 癌 が 最 も
多 く 、 平 成 13年 で は 癌 死 亡 の 22.0％ を 占 め 、 次 い で 胃 癌 、 肝 臓 癌 の 順 に な っ て い る 。 一 方
、 女 性 で は 、 胃 癌 が 最 も 多 く 、 次 い で 肺 癌 、 結 腸 癌 の 順 に な っ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 癌 に お け る 初 回 入 院 患 者 の 入 院 暦 年 別 5年 生 存 率 の 推 移 を み る と 、 近 年 全 て の 癌 に お い
て 生 存 率 が 改 善 さ れ て い る 。 特 に 、 従 来 多 か っ た 胃 癌 、 子 宮 癌 、 さ ら に は 昭 和 58年 か ら 急
速 に 生 存 率 の 改 善 さ れ た 前 立 腺 癌 に お い て 顕 著 で あ る 。 こ の 現 象 は 、 癌 検 診 等 に よ る 早 期
発 見 に よ る 癌 進 行 度 初 期 の 早 期 癌 の 割 合 が 増 加 し た こ と 、 患 者 の 臨 床 病 期 に あ わ せ た 適 正
な 治 療 が 提 供 で き る よ う に な っ た こ と 、 そ し て 治 療 技 術 が 進 歩 し た こ と な ど の 複 数 の 要 因
が 寄 与 し て い る と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 一 方 で 、 5年 生 存 率 の 低 い 癌 も い ま だ 存 在 す る 。 す な わ ち 、 膵 癌 を は じ め と し 、 肝 臓 、
胆 嚢 、 食 道 、 気 管 ・ 肺 、 卵 巣 癌 等 で あ る 。 こ れ ら 癌 に お い て も 早 期 発 見 に よ り 生 存 率 の 改
善 が 期 待 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 近 年 、 ヒ ト 遺 伝 子 の 解 析 が 終 了 し 、 生 体 に お け る 重 要 な 役 割 を 演 じ て い る 蛋 白 質 が 明 ら
か に さ れ つ つ あ る 。 特 に 、 疾 患 と の 関 わ り の あ る 蛋 白 質 が 、 正 常 者 と 患 者 組 織 を 用 い た ge
ne chip解 析 に よ り 明 ら か に さ れ て き た 。 癌 に お い て も 同 様 で あ り 、 細 胞 の 癌 化 と 関 連 し
て そ の 発 現 量 が 変 化 す る 遺 伝 子 が 多 数 見 出 さ れ た 。 し か し 、 特 定 の 癌 を 特 異 的 に 検 出 ま た
は 治 療 す る こ と は 依 然 と し て 困 難 で あ る 。 し た が っ て 、 当 該 技 術 分 野 に お い て は 、 癌 の 診
断 お よ び 治 療 に 用 い る こ と が で き る 、 癌 関 連 遺 伝 子 お よ び 蛋 白 質 を 同 定 す る こ と が 求 め ら
れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
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　 Dickkopf (DKK)は 胎 児 期 の 発 生 を 規 定 す る WNTフ ァ ミ リ ー に よ る シ グ ナ ル 伝 達 を 阻 害 す
る 分 子 の １ つ で あ り 、 German for 'big head'ま た は 'stubborn'と も 呼 ば れ る 。 Fedi等 に
よ り 、 DKK1の cDNAは 1999年 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ 、 臓 器 分 布 は 腎 臓 に 多 く 、 次 い で 肝 臓 と 脳
に 発 現 さ れ て い る が 、 胎 盤 と 前 立 腺 に は 発 現 さ れ て い な い こ と が 明 ら か に さ れ た （ 非 特 許
文 献 １ ） 。 さ ら に 、 DKK1蛋 白 質 の 構 造 解 析 は Krupnik,V.E等 （ 非 特 許 文 献 ２ ） に よ り 、 抗 D
KK-1抗 体 は Glinka A等 （ 非 特 許 文 献 ３ ） に よ り 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 DKK1に つ い て の 疾 患 に 関 わ る 研 究 と し て 、 ミ エ ロ ー マ 、 乳 癌 、 前 立 腺 癌 （ 特 許 文 献 １ ）
な ら び に イ ン ス リ ン の 関 与 す る 糖 尿 病 （ イ ン ス リ ン 抵 抗 性 、 高 お よ び 低 イ ン ス リ ン 血 漿 ）
、 肥 満 、 筋 萎 縮 症 （ 特 許 文 献 ２ ） に つ い て 検 討 が な さ れ て い る 。 さ ら に は HeLa細 胞 （ 非 特
許 文 献 ４ ） 、 osteoblast細 胞 （ 非 特 許 文 献 ５ ） colonお よ び small intestine細 胞 （ 非 特 許
文 献 ６ ） の 細 胞 増 殖 抑 制 効 果 が 示 さ れ て い る が 、 上 記 以 外 の 癌 と の 関 わ り に つ い て の 検 討
は 無 い 。
【 特 許 文 献 １ 】 国 際 公 開 第 2004/53063号 パ ン フ レ ッ ト
【 特 許 文 献 ２ 】 国 際 公 開 第 2002/66509号 パ ン フ レ ッ ト
【 非 特 許 文 献 １ 】 J.Biol.Chem.274:19465-19472,1999
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Gene 238:301-313,1999
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Nature. 391(6665):357-62,1998
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Carcinogenesis.2004 Jan;25(1):47-59.
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Biochem. Biophys. Res. Commun. 2004 May 21;318(1):259-64
【 非 特 許 文 献 ６ 】 Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 2004 Jan 6;101(1):266-71
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 の 目 的 は 、 DKK1の 遺 伝 子 、 蛋 白 質 お よ び 抗 体 を 用 い た 癌 の 診 断 ・ モ ニ タ ー 手 段 お
よ び 治 療 手 段 を 提 供 す る も の で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 DKK1遺 伝 子 が 各 種 癌 組 織 に お い て 高 発 現 し て い る こ と を 、 gene chip解
析 に よ り 明 ら か に し た 。 次 い で 、 DKK1の cDNAを ク ロ ー ニ ン グ し 、 DKK1蛋 白 質 の 産 生 ・ 精 製
お よ び そ の 抗 体 を 作 製 し 、 遺 伝 子 学 的 手 法 お よ び 免 疫 学 的 手 法 に よ る 癌 組 織 お よ び 血 清 に
お け る DKK1の 測 定 を 可 能 に し た 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 Gene chip解 析 か ら 、 DKK1を 発 現 し て い る こ と が 確 認 で き た 肺 癌 、 肝 癌 、 肝 芽 腫 、 大 腸
癌 、 膵 癌 お よ び 胃 癌 患 者 組 織 な ら び に そ れ ら 癌 由 来 の 細 胞 株 に つ い て 遺 伝 子 発 現 量 を 確 認
し た 。 そ の 結 果 、 そ れ ら 癌 患 者 組 織 お よ び 癌 由 来 の 細 胞 株 に お い て DKK1遺 伝 子 発 現 が 亢 進
し て い る こ と が 認 め ら れ た 。 肝 芽 腫 に つ い て は 、 RT-PCRに よ り 定 量 的 に も 遺 伝 子 発 現 亢 進
が 確 認 で き た 。 さ ら に 、 各 種 癌 由 来 細 胞 株 細 胞 抽 出 液 お よ び 培 養 液 中 DKK1蛋 白 質 の 存 在 の
有 無 を 、 抗 DKK1抗 体 を 用 い た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に て 検 討 し た 結 果 、 肺 癌 、 膵 癌 、
大 腸 癌 、 肝 癌 、 前 立 腺 癌 、 乳 癌 に つ い て 陽 性 バ ン ド が 確 認 で き た 。 一 方 、 ELISAに よ る DKK
1蛋 白 質 測 定 法 を 確 立 し 、 各 種 癌 由 来 細 胞 株 培 養 上 清 中 DKK1蛋 白 質 濃 度 を 測 定 し た と こ ろ
、 ほ ぼ ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ と 同 様 な 結 果 が 得 ら れ た 。 さ ら に 、 各 種 癌 の 中 で 5年 生
存 率 の 低 い 膵 癌 患 者 血 清 を 用 い 、 DKK1蛋 白 質 濃 度 を 測 定 し た 結 果 、 健 常 者 ４ ７ 名 の 測 定 値
は 0.92か ら 5.97ng/mL、 平 均 で 1.58 ng/mLで あ る の に 対 し 、 ２ ５ 名 の 膵 癌 患 者 血 清 で は 5.0
5か ら 21.72 ng/mL、 平 均 で 8.96 ng/mLで あ っ た 。 ま た 、 肝 癌 、 胆 嚢 癌 、 胆 管 癌 、 大 腸 癌 お
よ び 胃 癌 患 者 に つ い て も 膵 癌 と 同 様 に 、 健 常 者 に 比 し 高 い 血 清 中 DKK1蛋 白 質 濃 度 を 示 し た
。 こ れ ら の こ と か ら 、 DKK1は そ れ ら の 癌 の マ ー カ ー と し て 有 用 で あ る こ と が 明 ら か と な っ
た 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 は 、 生 体 試 料 中 の 、 配 列 番 号 １ に 記 載 さ れ る 塩 基 配 列 を 有 す る DKK1遺
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伝 子 、 蛋 白 質 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト を 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る 癌 の 診 断 ・ モ ニ タ ー 方 法
を 提 供 す る も の で あ る 。
　 ま た 、 本 発 明 は 、 DKK1の 蛋 白 質 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト を 認 識 す る 抗 体 又 は 抗 原 結 合 性 フ
ラ グ メ ン ト 、 又 は 配 列 番 号 １ に 記 載 さ れ る 塩 基 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 こ れ に 相
補 的 な 塩 基 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 又 は こ れ ら の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ
エ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 す る 癌 の 診 断 ・ モ ニ タ ー 薬
を 提 供 す る も の で あ る 。
　 ま た 、 本 発 明 は 、 DKK1の 蛋 白 質 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト を 認 識 す る 抗 体 又 は 抗 原 結 合 性 フ
ラ グ メ ン ト 、 又 は 配 列 番 号 １ に 記 載 さ れ る 塩 基 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 こ れ に 相
補 的 な 塩 基 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 又 は こ れ ら の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ
エ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い る こ と を 特 徴 と す る 癌 の 治
療 方 法 を 提 供 す る も の で あ る 。
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 DKK1の 蛋 白 質 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト を 認 識 す る 抗 体 又 は 抗 原 結 合 性
フ ラ グ メ ン ト 、 又 は 配 列 番 号 １ に 記 載 さ れ る 塩 基 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 こ れ に
相 補 的 な 塩 基 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 又 は こ れ ら の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン
ジ エ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 す る 癌 の 治 療 薬 及 び 癌 の
診 断 ・ モ ニ タ ー 用 キ ッ ト を 提 供 す る も の で あ る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 癌 患 者 生 存 率 の 改 善 に 繋 が る 癌 の 早 期 発 見 に 寄 与 で き る 簡 便 な 診 断 ・
モ ニ タ ー 方 法 な ら び に 治 療 効 果 の 判 定 に 、 簡 便 に 対 応 す る こ と が 可 能 な DKK1測 定 キ ッ ト の
提 供 で あ り 、 診 断 お よ び モ ニ タ ー が 簡 便 な 方 法 で 実 施 で き れ ば 、 早 急 に 新 た な 治 療 計 画 の
策 定 が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 さ ら に 、 DKK1は 癌 特 異 的 に 高 発 現 さ れ る 蛋 白 質 で あ る こ と か ら 、 抗 体 ま た は 抗 原 結 合 性
フ ラ グ メ ン ト を 用 い る こ と に よ る 特 異 的 な 癌 の 治 療 方 法 と な る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ４ 】
　 以 下 、 本 発 明 に つ い て 詳 細 に 説 明 す る 。
　 第 一 の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 １ に 記 載 さ れ る DKK1遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ
れ る 蛋 白 質 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を 提 供 す る 。 本 発 明 の 蛋 白 質 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト
は 、 癌 の 診 断 、 治 療 、 抗 体 作 製 の 際 の 抗 原 と し て 有 用 で あ る 。
　 本 発 明 の Ｄ Ｋ Ｋ １ の 蛋 白 質 は 、 所 望 の 免 疫 原 性 を 有 す る 限 り 、 配 列 番 号 ２ 記 載 の ア ミ ノ
酸 配 列 か ら な る 蛋 白 質 、 又 は 配 列 番 号 ２ 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 又 は 複 数 個 の ア
ミ ノ 酸 残 基 が 欠 失 、 置 換 ま た は 付 加 さ れ た 変 異 体 で あ っ て も よ い 。 こ の よ う な 変 異 体 は 、
好 ま し く は 、 上 述 の ア ミ ノ 酸 配 列 と 、 少 な く と も ８ ０ ％ 、 好 ま し く は ９ ０ ％ ま た は そ れ 以
上 、 よ り 好 ま し く は ９ ５ ％ ま た は そ れ 以 上 の 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 ア ミ ノ 酸 配 列 の 同 一 性 は 、 比 較 す べ き ２ つ の 配 列 に お い て 、 同 一 で あ る 残 基 の 数 を 残 基
の 総 数 で 割 り 、 １ ０ ０ を 乗 ず る こ と に よ り 表 さ れ る 。 標 準 的 な パ ラ メ ー タ を 用 い て 配 列 の
同 一 性 を 決 定 す る た め の い く つ か の コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム 、 例 え ば 、 Gapped BLASTま た
は PSI-BLAST(Altschul,et al.(1997)Nucleic Acids Res.25:3389-3402),BLAST(Altschul,
et al.(1990)J.Mol.Biol.215:403-410)、 お よ び ス ミ ス － ウ ォ ー タ ー マ ン (Smith-Waterman
)(Smith,et al.(1981)J.Mol.Biol.147:195-197)が 利 用 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 あ る ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 す る １ ま た は 複 数 個 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 欠 失 、 付 加 お よ び ／ ま た は
他 の ア ミ ノ 酸 に よ る 置 換 に よ り 修 飾 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 蛋 白 質 が そ の 生 物 学 的 活
性 を 維 持 す る こ と は す で に 知 ら れ て い る （ Mark, D. F. et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
 USA (1984) 81, 5662-5666 、 Zoller, M. J. & Smith, M. Nucleic Acids Research (19
82) 10, 6487-6500 、 Wang, A. et al., Science 224, 1431-1433 、 Dalbadie-McFarland
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, G. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1982) 79, 6409-6413） 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 変 異 す る ア ミ ノ 酸 残 基 に お い て は 、 ア ミ ノ 酸 側 鎖 の 性 質 が 保 存 さ れ て い る 別 の ア ミ ノ 酸
に 変 異 さ れ る こ と が 望 ま し い 。 例 え ば ア ミ ノ 酸 側 鎖 の 性 質 と し て は 、 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 （ A
、 I、 L、 M、 F、 P、 W、 Y、 V） 、 親 水 性 ア ミ ノ 酸 （ R、 D、 N、 C、 E、 Q、 G、 H、 K、 S、 T） 、
脂 肪 族 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 （ G、 A、 V、 L、 I、 P） 、 水 酸 基 含 有 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 （
S、 T、 Y） 、 硫 黄 原 子 含 有 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 （ C、 M） 、 カ ル ボ ン 酸 お よ び ア ミ ド 含 有
側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 （ D、 N、 E、 Q） 、 塩 基 含 有 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 （ R、 K、 H） 、 芳
香 族 含 有 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 （ H、 F、 Y、 W） を 挙 げ る こ と が で き る （ 括 弧 内 は い ず れ も
ア ミ ノ 酸 の 一 文 字 標 記 を 表 す ） 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 当 業 者 で あ れ ば 公 知 の 方 法 、 例 え ば 、 部 位 特 異 的 変 異 誘 発 法 （ Gotoh, T. et al. (1995
) Gene 152, 271-275、 Zoller, MJ, and Smith, M.(1983) Methods Enzymol. 100, 468-5
00、 Kramer, W. et al. (1984) Nucleic Acids Res. 12, 9441-9456、 Kramer W, and Fri
tz HJ(1987) Methods. Enzymol. 154, 350-367、 Kunkel,TA(1985) Proc Natl Acad Sci U
SA. 82, 488-492、 Kunkel (1988) Methods Enzymol. 85, 2763-2766） な ど を 用 い て 、 ア
ミ ノ 酸 に 適 宜 変 異 を 導 入 す る こ と に よ り 、 該 蛋 白 質 と 同 等 な 蛋 白 質 を 調 製 す る こ と が 可 能
で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 の 蛋 白 質 は 、 後 述 す る 蛋 白 質 を 産 生 す る 細 胞 や 宿 主 あ る い は 精 製 方 法 に よ り 、 ア
ミ ノ 酸 配 列 、 分 子 量 、 等 電 点 ま た は 糖 鎖 の 有 無 や 形 態 な ど が 異 な り 得 る 。 例 え ば 、 本 発 明
の 蛋 白 質 を 原 核 細 胞 、 例 え ば 大 腸 菌 で 発 現 さ せ た 場 合 、 本 来 の 蛋 白 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 の N
末 端 に メ チ オ ニ ン 残 基 が 付 加 さ れ る 。 本 発 明 の 蛋 白 質 は こ の よ う な 蛋 白 質 も 包 含 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の 蛋 白 質 は 、 当 業 者 に 公 知 の 方 法 に よ り 、 組 み 換 え 蛋 白 質 と し て 、 ま た 天 然 の 蛋
白 質 と し て 調 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。 組 み 換 え 蛋 白 質 で あ れ ば 、 本 発 明 の 蛋 白 質 を コ ー
ド す る DNAを 、 適 当 な 発 現 ベ ク タ ー に 組 み 込 み 、 こ れ を 適 当 な 宿 主 細 胞 に 導 入 し て 得 た 形
質 転 換 体 を 回 収 し 、 抽 出 物 を 得 た 後 、 イ オ ン 交 換 、 逆 相 、 ゲ ル 濾 過 な ど の ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー 、 あ る い は 本 発 明 の 蛋 白 質 に 対 す る 抗 体 を カ ラ ム に 固 定 し た ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー に か け る こ と に よ り 、 ま た は 、 さ ら に こ れ ら の カ ラ ム を 複 数 組 み 合 わ せ る こ と
に よ り 精 製 し 、 調 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ま た 、 原 核 生 物 や 真 核 生 物 の 抽 出 液 な ど に よ
っ て 蛋 白 質 を 合 成 す る 無 細 胞 蛋 白 質 合 成 系 も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 蛋 白 質 を グ ル タ チ オ ン  S-ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 蛋 白 質 と の 融 合 と し て 、
あ る い は ヒ ス チ ジ ン を 複 数 付 加 さ せ た 組 み 換 え 蛋 白 質 と し て 宿 主 細 胞 （ 例 え ば 、 動 物 細 胞
や 大 腸 菌 な ど ） 内 で 発 現 さ せ た 場 合 に は 、 発 現 さ せ た 組 み 換 え 蛋 白 質 は グ ル タ チ オ ン カ ラ
ム あ る い は ニ ッ ケ ル カ ラ ム を 用 い て 精 製 す る こ と が で き る 。 融 合 蛋 白 質 の 精 製 後 、 必 要 に
応 じ て 融 合 蛋 白 質 の う ち 、 目 的 の 蛋 白 質 以 外 の 領 域 を 、 ト ロ ン ビ ン ま た は フ ァ ク タ ー Xaな
ど に よ り 切 断 し 、 除 去 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 天 然 の 蛋 白 質 で あ れ ば 、 当 業 者 に 周 知 の 方 法 、 例 え ば 、 本 発 明 の 蛋 白 質 を 発 現 し て い る
組 織 や 細 胞 の 抽 出 物 に 対 し 、 後 述 す る 本 発 明 の 蛋 白 質 に 結 合 す る 抗 体 が 結 合 し た ア フ ィ ニ
テ ィ ー カ ラ ム を 作 用 さ せ て 精 製 す る こ と に よ り 単 離 す る こ と が で き る 。 そ の 抗 体 は ポ リ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て も モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て も よ い 。 ま た 、 後 述 す る イ オ ン 交 換
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 含 む ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る 精 製 も 有 効 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 は 、 ま た 、 本 発 明 の 蛋 白 質 の フ ラ グ メ ン ト （ 部 分 ペ プ チ ド ） を 包 含 す る 。 本 発 明
の フ ラ グ メ ン ト は 、 例 え ば 、 本 発 明 の 蛋 白 質 に 対 す る 抗 体 の 作 製 、 本 発 明 の 蛋 白 質 に 結 合
す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ や 、 本 発 明 の 蛋 白 質 の 促 進 剤 や 阻 害 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ に 利
用 し 得 る 。 ま た 、 本 発 明 の 蛋 白 質 の ア ン タ ゴ ニ ス ト や 競 合 阻 害 剤 に な り 得 る 。
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【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の フ ラ グ メ ン ト は 、 免 疫 原 と す る 場 合 に は 、 少 な く と も 7ア ミ ノ 酸 以 上 、 好 ま し
く は 8ア ミ ノ 酸 以 上 、 さ ら に 好 ま し く は 9ア ミ ノ 酸 以 上 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 。 本 発 明 の
蛋 白 質 の 競 合 阻 害 剤 と し て 用 い る 場 合 に は 、 少 な く と も ５ ア ミ ノ 酸 以 上 、 好 ま し く は １ ０
ア ミ ノ 酸 以 上 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 の フ ラ グ メ ン ト は 、 遺 伝 子 工 学 的 手 法 、 公 知 の ペ プ チ ド 合 成 法 、 あ る い は 本 発 明
の 蛋 白 質 を 適 切 な ペ プ チ ダ ー ゼ で 切 断 す る こ と に よ っ て 製 造 す る こ と が で き る 。 ペ プ チ ド
の 合 成 は 、 例 え ば 、 固 相 合 成 法 、 液 相 合 成 法 の い ず れ に よ っ て も よ い 。 ま た 、 ア ミ ノ 末 端
お よ び ／ ま た は カ ル ボ キ シ ル 末 端 は こ の フ ラ グ メ ン ト の 特 性 を 維 持 す る も の で あ れ ば 修 飾
さ れ て い て も 良 い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の 蛋 白 質 を 製 造 す る た め の ベ ク タ ー と し て は 、 例 え ば 、 大 腸 菌 を 宿 主 と す る 場 合
に は 、 ベ ク タ ー を 大 腸 菌 （ 例 え ば 、 JM109、 DH5α 、 HB101、 XL1Blue） な ど で 大 量 に 増 幅 さ
せ 大 量 調 製 す る た め に 、 大 腸 菌 で 増 幅 さ れ る た め の 「 ori」 を も ち 、 さ ら に 形 質 転 換 さ れ
た 大 腸 菌 の 選 抜 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 な ん ら か の 薬 剤 （ ア ン ピ シ リ ン や テ ト ラ サ イ ク リ ン 、 カ
ナ マ イ シ ン 、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ） に よ り 判 別 で き る よ う な 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 ） を 有 し て
い る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 ベ ク タ ー の 例 と し て は 、 M13系 ベ ク タ ー 、 pUC系 ベ ク タ ー 、 pBR322、 pBluescript、 pCR-S
criptな ど が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 cDNAの サ ブ ク ロ ー ニ ン グ 、 切 り 出 し を 目 的 と し た 場 合 、
上 記 ベ ク タ ー の 他 に 、 例 え ば 、 pGEM-T、 pDIRECT、 pT7な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の 蛋 白 質 を 生 産 す る 目 的 に お い て ベ ク タ ー を 使 用 す る 場 合 に は 、 特 に 、 発 現 ベ ク
タ ー が 有 用 で あ る 。 こ の 改 良 は 、 例 え ば プ ロ テ ア ー ゼ の 欠 損 や 遺 伝 子 発 現 制 御 シ ス テ ム の
導 入 で あ る 。 発 現 ベ ク タ ー と し て は 、 例 え ば 、 大 腸 菌 で の 発 現 を 目 的 と し た 場 合 は 、 ベ ク
タ ー が 大 腸 菌 で 増 幅 さ れ る よ う な 上 記 特 徴 を 持 つ ほ か に 、 宿 主 を JM109、 DH5α 、 HB101、 X
L1-Blueな ど の 大 腸 菌 と し た 場 合 に お い て は 、 大 腸 菌 で 効 率 よ く 発 現 で き る よ う な プ ロ モ
ー タ ー 、 例 え ば 、 lacZプ ロ モ ー タ ー （ Wardら , Nature (1989) 341, 544-546； FASEB J. (
1992) 6, 2422-2427） 、 araBプ ロ モ ー タ ー （ Betterら , Science (1988) 240, 1041-1043 
） ま た は T7プ ロ モ ー タ ー な ど を 持 っ て い る こ と が 好 ま し い 。 こ の よ う な ベ ク タ ー と し て は
、 上 記 ベ ク タ ー の 他 に pGEX-5X-1（ フ ァ ル マ シ ア 社 製 ） 、 「 QIAexpress system」 （ キ ア ゲ
ン 社 製 ） 、 pEGFP、 ま た は pET(こ の 場 合 、 宿 主 は T7 RNAポ リ メ ラ ー ゼ を 発 現 し て い る BL21
が 好 ま し い )な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 ま た 、 ベ ク タ ー に は 、 蛋 白 質 の 収 量 を あ げ る た め の タ グ を コ ー ド す る 配 列 が 付 加 さ れ て
い て も よ い 。 例 え ば 、 蛋 白 質 分 泌 の た め の シ グ ナ ル 配 列 で あ る 。 シ グ ナ ル 配 列 と し て は 、
大 腸 菌 の ペ リ プ ラ ズ ム に 産 生 さ せ る 場 合 、 pelBシ グ ナ ル 配 列 （ Lei, S. P. et al J. Bact
eriol. (1987) 169, 4379 ） を 使 用 す れ ば よ い 。 宿 主 細 胞 へ の ベ ク タ ー の 導 入 は 、 例 え ば
塩 化 カ ル シ ウ ム 法 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 ま た 、 可 溶 性
を 向 上 さ せ る た め の タ グ 、 例 え ば グ ル タ チ オ ン ー S－ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ や チ オ レ ド キ シ
ン 、 マ ル ト ー ス 結 合 蛋 白 質 を コ ー ド す る 配 列 が 付 加 さ れ て い て も よ い 。 ま た 、 精 製 を 容 易
に す る こ と を 目 的 に し た 設 計 さ れ た タ グ 、 例 え ば ポ リ ヒ ス チ ジ ン タ グ 、 Ｍ ｙ ｃ エ ピ ト ー プ
、 ヘ マ グ ル チ ニ ン （ Ｈ Ａ ） エ ピ ト ー プ 、 Ｔ ７ エ ピ ト ー プ 、 Ｘ ｐ ｒ ｅ ｓ ｓ タ グ や Ｆ Ｌ Ａ Ｇ ペ
プ チ ド タ グ 、 そ の 他 の 既 知 の タ グ 配 列 を コ ー ド す る 配 列 が 付 加 さ れ て い て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 大 腸 菌 以 外 に も 、 哺 乳 動 物 由 来 の 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 pcDNA3(イ ン ビ ト ロ ゲ ン 社 製
） や 、 pEGF-BOS(Nucleic Acids. Res.1990, 18(17),p5322)、 pEF、 pCDM8） 、 昆 虫 細 胞 由
来 の 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば 「 Bac-to-BAC baculovairus expression system」 （ ギ ブ コ BRL
社 製 ） 、 pBacPAK8） 、 植 物 由 来 の 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば pMH1、 pMH2） 、 動 物 ウ ィ ル ス 由 来

10

20

30

40

50

(7) JP 2006-217844 A 2006.8.24



の 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 pHSV、 pMV、 pAdexLcw） 、 レ ト ロ ウ ィ ル ス 由 来 の 発 現 ベ ク タ ー
（ 例 え ば 、 pZIPneo） 、 酵 母 由 来 の 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 「 Pichia Expression Kit」 （
イ ン ビ ト ロ ゲ ン 社 製 ） 、 pNV11 、 SP-Q01） 、 枯 草 菌 由 来 の 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 pPL608
、 pKTH50） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 CHO細 胞 、 COS細 胞 、 NIH3T3細 胞 等 の 動 物 細 胞 で の 発 現 を 目 的 と し た 場 合 に は 、 細 胞 内 で
発 現 さ せ る た め に 必 要 な プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば SV40プ ロ モ ー タ ー （ Mulliganら , Nature (
1979) 277, 108） 、 MMLV-LTRプ ロ モ ー タ ー 、 EF1α プ ロ モ ー タ ー （ Mizushimaら , Nucleic 
Acids Res. (1990) 18, 5322） 、 CMVプ ロ モ ー タ ー な ど を 持 っ て い る こ と が 不 可 欠 で あ り
、 細 胞 へ の 形 質 転 換 を 選 抜 す る た め の 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 薬 剤 （ ネ オ マ イ シ ン 、 G418な ど ）
に よ り 判 別 で き る よ う な 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 ） を 有 す れ ば さ ら に 好 ま し い 。 こ の よ う な 特 性 を
有 す る ベ ク タ ー と し て は 、 例 え ば 、 pMAM、 pDR2、 pBK-RSV、 pBK-CMV、 pOPRSV、 pOP13な ど
が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 こ れ ら の 動 物 細 胞 に よ る 蛋 白 質 発 現 に お い て 、 蛋 白 質 発 現 を 目 的 に 導 入 し た ベ ク タ ー が
宿 主 の ゲ ノ ム に 組 み 込 ま れ る い わ ゆ る 安 定 発 現 株 を 利 用 し て も よ い し 、 一 過 性 に 蛋 白 質 が
発 現 し 、 精 製 を 行 っ て も よ い 。 ま た 、 蛋 白 質 の 発 現 を 誘 導 す る シ ス テ ム 、 例 え ば テ ト ラ サ
イ ク リ ン で 誘 導 さ れ る 蛋 白 質 発 現 系 も 蛋 白 質 の 合 成 に 有 効 で あ る 。 こ の 場 合 、 宿 主 の 細 胞
が テ ト ラ サ イ ク リ ン 耐 性 に な っ て い る 必 要 が あ り 、 導 入 す る ベ ク タ ー も テ ト ラ サ イ ク リ ン
に よ っ て 発 現 が オ ン ま た は オ フ さ れ る よ う に 設 計 さ れ て い る 必 要 が あ る 。 こ の 蛋 白 質 の 発
現 制 御 シ ス テ ム は 、 他 に も イ ソ プ ロ ピ ル 　 チ オ － β － ガ ラ ク ト シ ド な ど が 知 ら れ て い る 。
蛋 白 質 の 収 量 を 向 上 さ せ る こ と を 目 的 に 、 細 胞 内 で の 遺 伝 子 の コ ピ ー 数 の 増 幅 を 行 う 方 法
と し て 、 安 定 発 現 株 で は 、 核 酸 合 成 経 路 を 欠 損 し た Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 に そ れ を 相 補 す る Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ
遺 伝 子 を 有 す る ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 ｐ Ｃ Ｈ Ｏ Ｉ な ど ） を 導 入 し 、 メ ト ト レ キ セ ー ト （ Ｍ Ｔ
Ｘ ） に よ り 増 幅 さ せ る 方 法 が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 遺 伝 子 の 一 過 性 の 発 現 を 目 的 と す る 場 合
に は 、 Ｓ Ｖ ４ ０ 　 Ｔ 抗 原 を 発 現 す る 遺 伝 子 を 染 色 体 上 に 持 つ Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 を 用 い て Ｓ Ｖ ４ ０
の 複 製 起 点 を 持 つ ベ ク タ ー （ ｐ ｃ Ｄ な ど ） で 形 質 転 換 す る 方 法 が 挙 げ ら れ る 。 複 製 開 始 点
と し て は 、 ま た 、 ポ リ オ ー マ ウ ィ ル ス 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス 、 ウ シ パ ピ ロ ー マ ウ ィ ル ス （ Ｂ Ｐ
Ｖ ） 等 の 由 来 の も の を 用 い る こ と も で き る 。 さ ら に 、 宿 主 細 胞 系 で 遺 伝 子 コ ピ ー 数 増 幅 の
た め 、 発 現 ベ ク タ ー は 選 択 マ ー カ ー と し て 、 ア ミ ノ グ リ コ シ ド ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ Ａ Ｐ
Ｈ ） 遺 伝 子 、 チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ （ Ｔ Ｋ ） 遺 伝 子 、 大 腸 菌 キ サ ン チ ン グ ア ニ ン ホ ス ホ リ ボ シ
ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ Ｅ ｃ ｏ ｇ ｐ ｔ ） 遺 伝 子 、 ジ ヒ ド ロ 葉 酸 還 元 酵 素 （ ｄ ｈ ｆ ｒ ） 遺 伝
子 等 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 ベ ク タ ー が 導 入 さ れ る 宿 主 細 胞 と し て は 特 に 制 限 は な く 、 原 核 生 物 お よ び 真 核 生 物 の い
ず れ で も よ い 。 例 え ば 、 大 腸 菌 や 種 々 の 動 物 細 胞 な ど を 用 い る こ と が 可 能 で あ る 。 本 発 明
の 宿 主 細 胞 は 、 例 え ば 、 本 発 明 の 蛋 白 質 の 製 造 や 発 現 の た め の 産 生 系 と し て 使 用 す る こ と
が で き る 。 蛋 白 質 製 造 の た め の 産 生 系 は 、 in vitroお よ び in vivo の 産 生 系 が あ る 。 in v
itroの 産 生 系 と し て は 、 真 核 細 胞 を 使 用 す る 産 生 系 や 原 核 細 胞 を 使 用 す る 産 生 系 が 挙 げ ら
れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 真 核 細 胞 を 使 用 す る 場 合 、 例 え ば 、 動 物 細 胞 、 植 物 細 胞 、 真 菌 細 胞 を 宿 主 に 用 い る こ と
が で き る 。 動 物 細 胞 と し て は 、 哺 乳 類 細 胞 、 例 え ば 、 CHO（ J. Exp. Med. (1995) 108, 94
5） 、 COS、 3T3、 ミ エ ロ ー マ 、 BHK（ baby hamster kidney） 、 HeLa、 Vero、 両 生 類 細 胞 、
例 え ば ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル 卵 母 細 胞 （ Valle, et al., Nature (1981) 291, 358-340） 、
あ る い は 昆 虫 細 胞 、 例 え ば 、 Sf9、 Sf21、 Tn5が 知 ら れ て い る 。 CHO細 胞 と し て は 、 特 に 、 D
HFR遺 伝 子 を 欠 損 し た CHO細 胞 で あ る dhfr-CHO（ Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1980) 77, 
4216-4220） や CHO K-1（ Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1968) 60, 1275） を 好 適 に 使 用 す
る こ と が で き る 。 動 物 細 胞 に お い て 、 大 量 発 現 を 目 的 と す る 場 合 に は 特 に CHO細 胞 が 好 ま
し い 。 宿 主 細 胞 へ の ベ ク タ ー の 導 入 は 、 例 え ば 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法 、 DEAEデ キ ス ト ラ ン
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法 、 カ チ オ ニ ッ ク リ ボ ソ ー ム DOTAP（ ベ ー リ ン ガ ー マ ン ハ イ ム 社 製 ） を 用 い た 方 法 、 エ レ
ク ト ロ ポ ー レ ー シ ョ ン 法 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン な ど の 方 法 で 行 う こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 植 物 細 胞 と し て は 、 例 え ば 、 ニ コ チ ア ナ ・ タ バ カ ム （ Nicotiana tabacum） 由 来 の 細 胞
が 蛋 白 質 生 産 系 と し て 知 ら れ て お り 、 こ れ を カ ル ス 培 養 す れ ば よ い 。 真 菌 細 胞 と し て は 、
酵 母 、 例 え ば 、 サ ッ カ ロ ミ セ ス （ Saccharomyces） 属 、 例 え ば 、 サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ビ
シ エ （ Saccharomyces cerevisiae） 、 糸 状 菌 、 例 え ば 、 ア ス ペ ル ギ ル ス （ Aspergillus）
属 、 例 え ば 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ ニ ガ ー （ Aspergillus niger） が 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 原 核 細 胞 を 使 用 す る 場 合 、 細 菌 細 胞 を 用 い る 産 生 系 が あ る 。 細 菌 細 胞 と し て は 、 大 腸 菌
（ E. coli） 、 例 え ば 、 JM109、 DH5α 、 HB101等 が 挙 げ ら れ 、 そ の 他 、 枯 草 菌 が 知 ら れ て い
る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 こ れ ら の 細 胞 を 目 的 と す る DNAに よ り 形 質 転 換 し 、 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 を in vitroで 培
養 す る こ と に よ り 蛋 白 質 が 得 ら れ る 。 培 養 は 、 公 知 の 方 法 に 従 い 行 う こ と が で き る 。 例 え
ば 、 動 物 細 胞 の 培 養 液 と し て 、 例 え ば 、 DMEM、 MEM、 RPMI1640、 IMDMを 使 用 す る こ と が で
き る 。 そ の 際 、 牛 胎 児 血 清 （ FCS） 等 の 血 清 補 液 を 併 用 す る こ と も で き る し 、 無 血 清 培 養
し て も よ い 。 培 養 時 の pHは 、 約 6～ 8で あ る の が 好 ま し い 。 培 養 は 、 通 常 、 約 30～ 40℃ で 約
15～ 200時 間 行 い 、 必 要 に 応 じ て 培 地 の 交 換 、 通 気 、 攪 拌 を 加 え る 。 ま た 、 細 胞 の 増 殖 を
促 進 す る た め の 成 長 因 子 の 添 加 を 行 っ て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 一 方 、 in vivoで 蛋 白 質 を 産 生 さ せ る 系 と し て は 、 例 え ば 、 動 物 を 使 用 す る 産 生 系 や 植
物 を 使 用 す る 産 生 系 が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら の 動 物 ま た は 植 物 に 目 的 と す る DNAを 導 入 し 、
動 物 ま た は 植 物 の 体 内 で 蛋 白 質 を 産 生 さ せ 、 回 収 す る 。 本 発 明 に お け る 「 宿 主 」 と は 、 こ
れ ら の 動 物 、 植 物 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 動 物 を 使 用 す る 場 合 、 哺 乳 類 動 物 、 鳥 類 、 昆 虫 を 用 い る 産 生 系 が あ る 。 哺 乳 類 動 物 と し
て は 、 ヤ ギ 、 ブ タ 、 ヒ ツ ジ 、 マ ウ ス 、 ウ シ を 用 い る こ と が で き る （ Vicki Glaser, SPECTR
UM Biotechnology Applications, 1993） 。 ま た 、 哺 乳 類 動 物 を 用 い る 場 合 、 ト ラ ン ス ジ
ェ ニ ッ ク 動 物 を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 例 え ば 、 目 的 と す る DNAを 、 ヤ ギ β カ ゼ イ ン の よ う な 乳 汁 中 に 固 有 に 産 生 さ れ る 蛋 白 質
を コ ー ド す る 遺 伝 子 と の 融 合 遺 伝 子 と し て 調 製 す る 。 次 い で 、 こ の 融 合 遺 伝 子 を 含 む DNA
断 片 を ヤ ギ の 胚 へ 注 入 し 、 こ の 胚 を 雌 の ヤ ギ へ 移 植 す る 。 胚 を 受 容 し た ヤ ギ か ら 生 ま れ る
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ヤ ギ ま た は そ の 子 孫 が 産 生 す る 乳 汁 か ら 、 目 的 の 蛋 白 質 を 得 る こ と が
で き る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ヤ ギ か ら 産 生 さ れ る 蛋 白 質 を 含 む 乳 汁 量 を 増 加 さ せ る た め に
、 適 宜 ホ ル モ ン を ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ヤ ギ に 使 用 し て も よ い （ Ebert, K.M. et al., Bio/
Technology (1994) 12, 699-702） 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 ま た 、 昆 虫 と し て は 、 例 え ば カ イ コ を 用 い る こ と が で き る 。 カ イ コ を 用 い る 場 合 、 目 的
の 蛋 白 質 を コ ー ド す る DNAを 挿 入 し た バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス を カ イ コ に 感 染 さ せ る こ と に よ り
、 こ の カ イ コ の 体 液 か ら 目 的 の 蛋 白 質 を 得 る こ と が で き る （ Susumu, M. et al., Nature 
(1985) 315, 592-594） 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 さ ら に 、 植 物 を 使 用 す る 場 合 、 例 え ば タ バ コ を 用 い る こ と が で き る 。 タ バ コ を 用 い る 場
合 、 目 的 と す る 蛋 白 質 を コ ー ド す る DNAを 植 物 発 現 用 ベ ク タ ー 、 例 え ば pMON 530に 挿 入 し
、 こ の ベ ク タ ー を ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム ・ ツ メ フ ァ シ エ ン ス （ Agrobacterium tumefaciens
） の よ う な バ ク テ リ ア に 導 入 す る 。 こ の バ ク テ リ ア を タ バ コ 、 例 え ば 、 ニ コ チ ア ナ ・ タ バ
カ ム （ Nicotiana tabacum） に 感 染 さ せ 、 本 タ バ コ の 葉 よ り 所 望 の 蛋 白 質 を 得 る こ と が で
き る （ Julian K.-C. Ma et al., Eur. J. Immunol. (1994) 24, 131-138） 。
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【 ０ ０ ４ ３ 】
　 こ れ に よ り 得 ら れ た 本 発 明 の 蛋 白 質 は 、 宿 主 細 胞 内 ま た は 細 胞 外 （ 培 地 な ど ） か ら 単 離
し 、 実 質 的 に 純 粋 で 均 一 な 蛋 白 質 と し て 精 製 す る こ と が で き る 。 蛋 白 質 の 分 離 、 精 製 は 、
通 常 の 蛋 白 質 の 精 製 で 使 用 さ れ て い る 分 離 、 精 製 方 法 を 使 用 す れ ば よ く 、 何 ら 限 定 さ れ る
も の で は な い 。 例 え ば 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム 、 フ ィ ル タ ー 、 限 外 濾 過 、 塩 析 、 溶 媒
沈 殿 、 溶 媒 抽 出 、 蒸 留 、 免 疫 沈 降 、 SDS-ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 、 等 電 点 電 気 泳
動 法 、 透 析 、 再 結 晶 等 を 適 宜 選 択 、 組 み 合 わ せ れ ば 蛋 白 質 を 分 離 、 精 製 す る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー と し て は 、 例 え ば ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 イ オ ン 交 換
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 疎 水 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ゲ ル 濾 過 、 逆 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、
吸 着 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 等 が 挙 げ ら れ る （ Strategies for Protein Purification and Ch
aracterization: A Laboratory Course Manual. Ed Daniel R. Marshak et al., Cold Sp
ring Harbor Laboratory Press, 1996） 。 こ れ ら の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー は 、 液 相 ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー 、 例 え ば HPLC、 FPLC等 の 液 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い て 行 う こ と が で き る 。
本 発 明 は 、 こ れ ら の 精 製 方 法 を 用 い 、 高 度 に 精 製 さ れ た 蛋 白 質 も 包 含 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 な お 、 蛋 白 質 を 精 製 前 ま た は 精 製 後 に 適 当 な 蛋 白 質 修 飾 酵 素 を 作 用 さ せ る こ と に よ り 、
任 意 に 修 飾 を 加 え た り 、 部 分 的 に ペ プ チ ド を 除 去 す る こ と も で き る 。 蛋 白 質 修 飾 酵 素 と し
て は 、 例 え ば 、 ト リ プ シ ン 、 キ モ ト リ プ シ ン 、 リ シ ル エ ン ド ペ プ チ ダ ー ゼ な ど の プ ロ テ ア
ー ゼ 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ 、 フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 、 糖 鎖 や ア セ チ ル 基 な ど の ト ラ ン ス フ ェ ラ
ー ゼ 、 グ ル コ シ ダ ー ゼ な ど が 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 後 述 の 実 施 例 に お い て 示 さ れ る よ う に 、 配 列 番 号 １ の DKK1遺 伝 子 配 列 を 元 に PCRプ ラ イ
マ ー を 設 計 し 、 ヒ ト の 正 常 お よ び 癌 組 織 か ら 得 た cDNAを 用 い て 、 定 量 PCRに よ り ヒ ト 組 織
に お け る DKK1の 発 現 量 の 定 量 化 を 行 っ た と こ ろ 、 本 発 明 の DKK1遺 伝 子 は 特 定 の ヒ ト 癌 組 織
に お い て 正 常 部 よ り そ の 発 現 が 亢 進 さ れ て い る こ と が 見 出 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 ま た 、 配 列 番 号 １ に 記 載 さ れ る DKK1遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る 蛋 白 質 ま た は そ の フ ラ グ
メ ン ト は 、 癌 に 対 す る ワ ク チ ン と し て 用 い る こ と が で き る 。 上 述 の 蛋 白 質 ま た は そ の 免 疫
原 性 フ ラ グ メ ン ト を 、 適 当 な ア ジ ュ バ ン ト と と も に 、 あ る い は 他 の 適 当 な ポ リ ペ プ チ ド と
の 融 合 蛋 白 質 と し て 、 対 象 と な る ヒ ト ま た は そ の 他 の 動 物 に 投 与 す る こ と に よ り 、 そ の ヒ
ト ま た は 動 物 の 体 内 で 免 疫 応 答 を 生 じ さ せ る こ と が で き る 。 あ る い は 、 上 述 の DKK1遺 伝 子
ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を 発 現 す る 細 胞 の 形 で 投 与 し て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 ま た 、 本 発 明 で は 、 被 検 者 が 配 列 番 号 １ に 記 載 さ れ る DKK1遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る 蛋
白 質 に 対 す る 抗 体 を 有 す る か 否 か を 測 定 す る こ と に よ り 、 癌 に 罹 患 し て い る か 否 か を 診 断
す る こ と が で き る 。 す な わ ち 、 本 発 明 で は DKK1蛋 白 質 を 認 識 す る 抗 体 を 被 験 者 の 血 中 か ら
検 出 す る 診 断 法 が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 別 の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 １ に 記 載 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る DK
K1遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る 蛋 白 質 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を 認 識 す る 抗 体 ま た は そ の 抗
原 結 合 性 フ ラ グ メ ン ト を 提 供 す る 。 こ れ ら の 抗 体 ま た は 抗 原 結 合 性 フ ラ グ メ ン ト は 、 癌 の
診 断 、 治 療 に 用 い る こ と が で き る 。 ま た 、 こ の よ う な 抗 体 を 産 生 す る 細 胞 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 認 識 す る と は 、 抗 体 が 、 特 定 の 条 件 下 に お い て 、 DKK1遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る 蛋 白 質
ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト に 対 し て 、 他 の ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る よ り 高 い 親 和 性 を も っ て
結 合 す る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 の 抗 体 に は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 な ら び に 抗 原 決 定
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基 に 特 異 的 に 結 合 す る 能 力 を 保 持 し て い る 抗 体 お よ び Ｔ － 細 胞 レ セ プ タ ー フ ラ グ メ ン ト 等
の 、 抗 体 の 変 種 お よ び 誘 導 体 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 又 、 本 発 明 の 抗 体 の 種 類 は 特 に 制 限 さ れ ず 、 マ ウ ス 抗 体 、 ヒ ト 抗 体 、 ラ ッ ト 抗 体 、 ウ サ
ギ 抗 体 、 ヒ ツ ジ 抗 体 、 ラ ク ダ 抗 体 、 ト リ 抗 体 等 や 、 ヒ ト に 対 す る 異 種 抗 原 性 を 低 下 さ せ る
こ と 等 を 目 的 と し て 人 為 的 に 改 変 し た 遺 伝 子 組 換 え 型 抗 体 、 例 え ば 、 キ メ ラ 抗 体 、 ヒ ト 化
抗 体 、 等 を 適 宜 用 い る こ と が で き る 。 遺 伝 子 組 換 え 型 抗 体 は 、 既 知 の 方 法 を 用 い て 製 造 す
る こ と が で き る 。 キ メ ラ 抗 体 は 、 ヒ ト 以 外 の 哺 乳 動 物 、 例 え ば 、 マ ウ ス 抗 体 の 重 鎖 、 軽 鎖
の 可 変 領 域 と ヒ ト 抗 体 の 重 鎖 、 軽 鎖 の 定 常 領 域 か ら な る 抗 体 で あ り 、 マ ウ ス 抗 体 の 可 変 領
域 を コ ー ド す る DNAを ヒ ト 抗 体 の 定 常 領 域 を コ ー ド す る DNAと 連 結 し 、 こ れ を 発 現 ベ ク タ ー
に 組 み 込 ん で 宿 主 に 導 入 し 産 生 さ せ る こ と に よ り 得 る こ と が で き る 。 ヒ ト 化 抗 体 は 、 再 構
成 （ reshaped） ヒ ト 抗 体 と も 称 さ れ 、 ヒ ト 以 外 の 哺 乳 動 物 、 た と え ば マ ウ ス 抗 体 の 相 補 性
決 定 領 域 （ CDR; complementarity determining region） を ヒ ト 抗 体 の 相 補 性 決 定 領 域 へ
移 植 し た も の で あ り 、 そ の 一 般 的 な 遺 伝 子 組 換 え 手 法 も 知 ら れ て い る 。 具 体 的 に は 、 マ ウ
ス 抗 体 の CDRと ヒ ト 抗 体 の フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 （ framework region； FR） を 連 結 す る よ う
に 設 計 し た DNA配 列 を 、 末 端 部 に オ ー バ ー ラ ッ プ す る 部 分 を 有 す る よ う に 作 製 し た 数 個 の
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら PCR法 に よ り 合 成 す る 。 得 ら れ た DNAを ヒ ト 抗 体 定 常 領 域 を コ ー ド
す る DNAと 連 結 し 、 次 い で 発 現 ベ ク タ ー に 組 み 込 ん で 、 こ れ を 宿 主 に 導 入 し 産 生 さ せ る こ
と に よ り 得 ら れ る （ 欧 州 特 許 出 願 公 開 番 号 EP 239400 、 国 際 特 許 出 願 公 開 番 号 WO 96/0257
6参 照 ） 。 CDRを 介 し て 連 結 さ れ る ヒ ト 抗 体 の FRは 、 相 補 性 決 定 領 域 が 良 好 な 抗 原 結 合 部 位
を 形 成 す る も の が 選 択 さ れ る 。 必 要 に 応 じ 、 再 構 成 ヒ ト 抗 体 の 相 補 性 決 定 領 域 が 適 切 な 抗
原 結 合 部 位 を 形 成 す る よ う に 抗 体 の 可 変 領 域 の フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 の ア ミ ノ 酸 を 置 換 し て
も よ い （ Sato, K.et al., Cancer Res, 1993, 53, 851-856.） 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 ま た 、 ヒ ト 抗 体 の 取 得 方 法 も 知 ら れ て い る 。 例 え ば 、 ヒ ト リ ン パ 球 を in vitroで 所 望 の
抗 原 ま た は 所 望 の 抗 原 を 発 現 す る 細 胞 で 感 作 し 、 感 作 リ ン パ 球 を ヒ ト ミ エ ロ ー マ 細 胞 、 例
え ば U266と 融 合 さ せ 、 抗 原 へ の 結 合 活 性 を 有 す る 所 望 の ヒ ト 抗 体 を 得 る こ と も で き る （ 特
公 平 1-59878参 照 ） 。 ま た 、 ヒ ト 抗 体 遺 伝 子 の 全 て の レ パ ー ト リ ー を 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ
ニ ッ ク 動 物 を 所 望 の 抗 原 で 免 疫 す る こ と で 所 望 の ヒ ト 抗 体 を 取 得 す る こ と が で き る （ WO93
/12227, WO92/03918， WO94/02602, WO94/25585， WO96/34096, WO96/33735参 照 ） 。 さ ら に
、 ヒ ト 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い て 、 パ ン ニ ン グ に よ り ヒ ト 抗 体 を 取 得 す る 技 術 も 知 ら れ て
い る 。 例 え ば 、 ヒ ト 抗 体 の 可 変 領 域 を 一 本 鎖 抗 体 （ scFv） と し て フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 法
に よ り フ ァ ー ジ の 表 面 に 発 現 さ せ 、 抗 原 に 結 合 す る フ ァ ー ジ を 選 択 す る こ と が で き る 。 選
択 さ れ た フ ァ ー ジ の 遺 伝 子 を 解 析 す れ ば 、 抗 原 に 結 合 す る ヒ ト 抗 体 の 可 変 領 域 を コ ー ド す
る DNA配 列 を 決 定 す る こ と が で き る 。 抗 原 に 結 合 す る scFvの DNA配 列 が 明 ら か に な れ ば 、 当
該 配 列 を 適 当 な 発 現 ベ ク タ ー を 作 製 し 、 ヒ ト 抗 体 を 取 得 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 方 法
は 既 に 周 知 で あ り 、 WO92/01047, WO92/20791, WO93/06213, WO93/11236, WO93/19172, WO
95/01438, WO95/15388を 参 考 に す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 ま た 、 こ れ ら の 抗 体 は 、 DKK1遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る 蛋 白 質 の 全 長 ま た は 一 部 を 認
識 す る 特 性 を 失 わ な い 限 り 、 抗 体 断 片 （ フ ラ グ メ ン ト ） 等 の 低 分 子 化 抗 体 や 抗 体 の 修 飾 物
な ど で あ っ て も よ い 。 抗 体 断 片 の 具 体 例 と し て は 、 例 え ば 、 Fab、 Fab'、 F(ab')2、 Fv、 Di
abodyな ど を 挙 げ る こ と が で き る 。 こ の よ う な 抗 体 断 片 を 得 る に は 、 こ れ ら 抗 体 断 片 を コ
ー ド す る 遺 伝 子 を 構 築 し 、 こ れ を 発 現 ベ ク タ ー に 導 入 し た 後 、 適 当 な 宿 主 細 胞 で 発 現 さ せ
れ ば よ い （ 例 え ば 、 Co, M. S. et al., J. Immunol. (1994) 152, 2968-2976 ; Better, 
M. and Horwitz, A. H., Methods Enzymol. (1989) 178, 476-496 ; Pluckthun, A. and 
Skerra, A., Methods Enzymol. (1989) 178, 497-515 ; Lamoyi, E., Methods Enzymol. 
(1986) 121, 652-663 ; Rousseaux, J. et al., Methods Enzymol. (1986) 121, 663-669
 ; Bird, R. E. and Walker, B. W., Trends Biotechnol. (1991) 9, 132-137参 照 ） 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
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　 抗 体 の 修 飾 物 と し て 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ PEG） 等 の 各 種 分 子 と 結 合 し た 抗 体 を
使 用 す る こ と も で き る 。 又 、 抗 体 に 放 射 性 同 位 元 素 、 化 学 療 法 剤 、 細 菌 由 来 ト キ シ ン 等 の
細 胞 傷 害 性 物 質 な ど を 結 合 す る こ と も 可 能 で あ り 、 特 に 放 射 性 標 識 抗 体 は 有 用 で あ る 。 こ
の よ う な 抗 体 修 飾 物 は 、 得 ら れ た 抗 体 に 化 学 的 な 修 飾 を 施 す こ と に よ っ て 得 る こ と が で き
る 。 な お 、 抗 体 の 修 飾 方 法 は こ の 分 野 に お い て す で に 確 立 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 又 、 本 発 明 に お い て は 、 細 胞 傷 害 活 性 を 増 強 す る 目 的 な ど で 、 糖 鎖 を 改 変 し た 抗 体 な ど
を 用 い る こ と も 可 能 で あ る 。 抗 体 の 糖 鎖 改 変 技 術 は 既 に 知 ら れ て い る （ 例 え ば 、 WO00/617
39、 WO02/31140な ど ） 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 又 、 本 発 明 に お い て は 、 2種 以 上 の 異 な る 抗 原 に 対 し て 特 異 性 を 有 す る 多 特 異 性 抗 体 も
含 ま れ る 。 通 常 こ の よ う な 分 子 は 2個 の 抗 原 を 結 合 す る も の で あ る が (即 ち 、 二 重 特 異 性 抗
体 )、 本 発 明 に お け る 「 多 特 異 性 抗 体 」 は 、 そ れ 以 上 (例 え ば 、 3種 類 の )抗 原 に 対 し て 特 異
性 を 有 す る 抗 体 を 包 含 す る も の で あ る 。 多 特 異 性 抗 体 は 全 長 か ら な る 抗 体 、 ま た は そ の よ
う な 抗 体 の 断 片 (例 え ば 、 F(ab') 2 二 特 異 性 抗 体 )で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 当 分 野 に お い て 多 特 異 性 抗 体 の 製 造 法 は 公 知 で あ る 。 全 長 の 二 特 異 性 抗 体 の 産 生 は 、 異
な る 特 異 性 を 有 す る 2つ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 -軽 鎖 の 共 発 現 を 含 む も の で あ る (Millstein
 et al., Nature 305:537-539 (1983))。 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 は ラ ン ダ ム に
取 り 合 わ さ れ る の で 、 共 発 現 を 行 う 得 ら れ た 複 数 の ハ イ ブ リ ド ー マ (ク ワ ド ロ ー マ )は 、 各
々 異 な る 抗 体 分 子 を 発 現 す る ハ イ ブ リ ド ー マ の 混 合 物 で あ り 、 こ の う ち 正 し い 二 特 異 性 抗
体 を 産 生 す る も の を 選 択 す る 必 要 が あ る 。 選 択 は ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 等 の
方 法 に よ り 行 う こ と が で き る 。 ま た 、 別 な 方 法 で は 所 望 の 結 合 特 異 性 を 有 す る 抗 体 の 可 変
領 域 を 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 定 常 ド メ イ ン 配 列 に 融 合 す る 。 該 定 常 ド メ イ ン 配 列 は 、 好 ま し く
は 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 重 鎖 の 定 常 領 域 の 内 、 ヒ ン ジ 、 CH2お よ び CH3領 域 の 一 部 を 少 な く と も
含 む も の で あ る 。 好 ま し く は 、 さ ら に 軽 鎖 と の 結 合 に 必 要 な 重 鎖 の CH1領 域 が 含 ま れ る 。
免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 融 合 体 を コ ー ド す る DNA、 お よ び 、 所 望 に よ り 免 疫 グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 を
コ ー ド す る DNAを そ れ ぞ れ 別 々 の 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 適 当 な 宿 主 生 物 に 形 質 転 換 す る
。 別 々 の 発 現 ベ ク タ ー に 各 遺 伝 子 を 挿 入 す る こ と に よ り 、 そ れ ぞ れ の 鎖 の 存 在 割 合 が 同 じ
で な い 方 が 、 得 ら れ る 抗 体 の 収 量 が 上 が る 場 合 に 、 各 鎖 の 発 現 割 合 の 調 節 が 可 能 と な り 都
合 が 良 い が 、 当 然 な が ら 、 複 数 の 鎖 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 一 つ の ベ ク タ ー に 挿 入 し て 用 い
る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 第 一 の 結 合 特 性 を 有 す る 重 鎖 が ハ イ ブ リ ッ ド 免 疫 グ ロ ブ リ ン
の 一 方 の 腕 と し て 存 在 し 、 別 の 結 合 特 性 の 重 鎖 -軽 鎖 複 合 体 が も う 一 方 の 腕 と し て 存 在 す
る 二 重 特 異 性 抗 体 が 望 ま し い 。 こ の よ う に 一 方 の 腕 の み に 軽 鎖 を 存 在 さ せ る こ と に よ り 、
二 重 特 異 性 抗 体 の 他 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン か ら の 分 離 を 容 易 に 行 う こ と が で き る （ WO94/04690
参 照 ） 。 二 重 特 異 性 抗 体 の 作 成 方 法 に つ い て は 、 さ ら に 、 Sureshら （ Methods in Enzymol
ogy 121:210 (1986)） の 方 法 を 参 照 す る こ と が で き る 。 組 換 細 胞 培 養 物 か ら 得 ら れ る 最 終
産 物 中 の ホ モ ダ イ マ ー を 減 ら し ヘ テ ロ ダ イ マ ー の 割 合 を 増 加 さ せ る 方 法 と し て 、 抗 体 の 定
常 ド メ イ ン の CH3を 含 み 、 一 方 の 抗 体 分 子 に お い て 、 他 方 の 分 子 と 結 合 す る 表 面 の 1若 し く
は 複 数 の 小 さ な 側 鎖 の ア ミ ノ 酸 を 大 き な 側 鎖 の ア ミ ノ 酸 （ 例 え ば 、 チ ロ シ ン や ト リ プ ト フ
ァ ン ） に 変 え 、 他 方 の 抗 体 分 子 の 対 応 す る 部 分 の 大 き さ 側 鎖 の ア ミ ノ 酸 を 小 さ な も の （ 例
え ば 、 ア ラ ニ ン や ス レ オ ニ ン ） に 変 え て 第 一 の 抗 体 分 子 の 大 き な 側 鎖 に 対 応 す る 空 洞 を 設
け る 方 法 も 知 ら れ て い る （ WO96/27011） 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 二 重 特 異 性 抗 体 に は 、 例 え ば 、 一 方 の 抗 体 が ア ビ ジ ン に 結 合 さ れ 、 他 方 が ビ オ チ ン 等 に
結 合 さ れ た よ う な ヘ テ ロ 共 役 抗 体 が 含 ま れ る （ 米 国 特 許 第 4,676,980号 ;WO91/00360;WO92/
00373;EP03089） 。 こ の よ う な ヘ テ ロ 共 役 抗 体 の 作 製 に 利 用 さ れ る 架 橋 剤 は 周 知 で あ り 、
例 え ば 、 米 国 特 許 第 4,676,980号 に も そ の よ う な 例 が 記 載 さ れ て い る 。
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【 ０ ０ ６ １ 】
　 ま た 、 抗 体 断 片 よ り 二 特 異 性 抗 体 を 製 造 す る 方 法 も 報 告 さ れ て い る 。 例 え ば 、 化 学 結 合
を 利 用 し て 製 造 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ま ず F(ab') 2 断 片 を 作 成 し 、 同 一 分 子 内 で の
ジ ス ル フ ィ ド 形 成 を 防 ぐ た め 断 片 を ジ チ オ ー ル 錯 化 剤 ア ル サ ニ ル ナ ト リ ウ ム の 存 在 化 で 還
元 す る 。 次 に F(ab') 2 断 片 を チ オ ニ ト ロ 安 息 香 酸 塩 (TNB)誘 導 体 に 変 換 す る 。 メ ル カ プ ト エ
チ ル ア ミ ン を 用 い て 一 方 の F(ab') 2 -TNB誘 導 体 を Fab'-チ オ ー ル に 再 還 元 し た 後 、 F(ab') 2 -
TNB誘 導 体 お よ び Fab'-チ オ ー ル を 等 量 混 合 し 二 特 異 性 抗 体 を 製 造 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 組 換 細 胞 培 養 物 か ら 直 接 、 二 重 特 異 性 抗 体 を 製 造 し 、 単 離 す る 方 法 も 種 々 、 報 告 さ れ て
い る 。 例 え ば 、 ロ イ シ ン ジ ッ パ ー を 利 用 し た 二 重 特 異 性 抗 体 の 製 造 方 法 が 報 告 さ れ て い る
(Kostelny et al., J,Immunol. 148(5):1547-1553 (1992))。 ま ず 、 Fosお よ び Jun蛋 白 質
の ロ イ シ ン ジ ッ パ ー ペ プ チ ド を 、 遺 伝 子 融 合 に よ り 異 な る 抗 体 の Fab'部 分 に 連 結 さ せ 、 ホ
モ ダ イ マ ー の 抗 体 を ヒ ン ジ 領 域 に お い て モ ノ マ ー を 形 成 す る よ う に 還 元 し 、 抗 体 へ テ ロ ダ
イ マ ー と な る よ う に 再 酸 化 す る 。 ま た 、 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン (VL)に 重 鎖 可 変 ド メ イ ン (VH)を
、 こ れ ら 2つ の ド メ イ ン 間 で の 対 形 成 で き な い 位 に 短 い リ ン カ ー を 介 し て 連 結 し 、 相 補 的
な 別 の VLお よ び VHド メ イ ン と 対 を 形 成 さ せ 、 そ れ に よ り 2つ の 抗 原 結 合 部 位 を 形 成 さ せ る
方 法 も あ る (Hollinger et al., Proc.Natl.Acad.Sci.USA 90:6444-6448 (1993))。 ま た 、
一 本 鎖 Fv(sFV)を 用 い た ダ イ マ ー に つ い て も 報 告 さ れ て い る (Gruger et al., J.Immunol. 
152:5368 (1994))。 さ ら に 、 二 重 特 異 性 で は な く 三 重 特 異 性 の 抗 体 に つ い て も 報 告 さ れ て
い る (Tutt et al., J.Immunol. 147:60 (1991))。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 に お け る 「 抗 体 」 に は こ れ ら の 抗 体 も 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 の 抗 体 お よ び 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 任 意 の 適 当 な 方 法 、 例 え ば 、 イ ン ビ ボ 、 培 養
細 胞 、 イ ン ビ ト ロ 翻 訳 反 応 、 お よ び 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 発 現 系 に よ り 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び ハ イ ブ リ ド ー マ を 製 造 す る 手 法 は 当 該 技 術 分 野 に お い て よ く
知 ら れ て い る （ Ｃ ａ ｍ ｐ ｂ ｅ ｌ ｌ ， "Ｍ ｏ ｎ ｏ ｃ ｌ ｏ ｎ ａ ｌ 　 Ａ ｎ ｔ ｉ ｂ ｏ ｄ ｙ 　 Ｔ ｅ ｃ
ｈ ｎ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ ： Ｌ ａ ｂ ｏ ｒ ａ ｔ ｏ ｒ ｙ 　 Ｔ ｅ ｃ ｈ ｎ ｉ ｑ ｕ ｅ ｓ 　 ｉ ｎ 　 Ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ
ｉ ｓ ｔ ｒ ｙ 　 ａ ｎ ｄ 　 Ｍ ｏ ｌ ｅ ｃ ｕ ｌ ａ ｒ 　 Ｂ ｉ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ "、 Ｅ ｌ ｓ ｅ ｖ ｉ ｅ ｒ 　 Ｓ ｃ
ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ 　 Ｐ ｕ ｂ ｌ ｉ ｓ ｈ ｅ ｒ ｓ ， Ａ ｍ ｓ ｔ ｅ ｒ ｄ ａ ｍ ， Ｔ ｈ ｅ 　 Ｎ ｅ ｔ ｈ ｅ ｒ ｌ ａ ｎ
ｄ ｓ ， １ ９ ８ ４ ； Ｓ ｔ ． Ｇ ｒ ｏ ｔ ｈ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． 、 Ｊ ． Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｏ ｌ ． Ｍ ｅ ｔ ｈ ｏ ｄ
ｓ 　 ３ ５ ： １ － ２ １ ， １ ９ ８ ０ ） 。 DKK1遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る 蛋 白 質 ま た は フ ラ グ メ
ン ト を 免 疫 原 と し て 用 い て 、 抗 体 を 生 成 す る こ と が 知 ら れ て い る 任 意 の 動 物 （ マ ウ ス 、 ウ
サ ギ 等 ） に 皮 下 ま た は 腹 膜 内 注 射 す る こ と に よ り 免 疫 す る こ と が で き る 。 免 疫 に 際 し て ア
ジ ュ バ ン ト を 用 い て も よ く 、 そ の よ う な ア ジ ュ バ ン ト は 当 該 技 術 分 野 に お い て よ く 知 ら れ
て い る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 免 疫 し た 動 物 か ら 抗 体 を 含 有 す る 抗 血 清 を 単 離 し 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ
ア ッ セ イ 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 、 ま た は ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 等 の 当 該 技 術 分 野 に お
い て よ く 知 ら れ る 方 法 を 用 い て 、 所 望 の 特 異 性 を 有 す る 抗 体 の 存 在 に つ い て ス ク リ ー ニ ン
グ す る こ と に よ り 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 免 疫 し た 動 物 か ら 脾 臓 細 胞 を 切 除 し 、 ミ エ ロ ー マ 細 胞 と 融 合 さ
せ 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 作 製 す る こ と に よ り 得 る こ と が
で き る 。 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ア ッ セ イ 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 、 ま た は ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 等
の 当 該 技 術 分 野 に お い て よ く 知 ら れ る 方 法 を 用 い て 、 目 的 と す る 蛋 白 質 ま た は そ の フ ラ グ
メ ン ト を 認 識 す る 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 選 択 す る 。 所 望 の 抗 体 を 分 泌 す る
ハ イ ブ リ ド ー マ を ク ロ ー ニ ン グ し 、 適 切 な 条 件 下 で 培 養 し 、 分 泌 さ れ た 抗 体 を 回 収 し 、 当
該 技 術 分 野 に お い て よ く 知 ら れ る 方 法 、 例 え ば イ オ ン 交 換 カ ラ ム 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ
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ト グ ラ フ ィ ー 等 を 用 い て 精 製 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 ゼ ノ マ ウ ス 株 を 用 い て ヒ ト 型
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 製 造 し て も よ い （ Ｇ ｒ ｅ ｅ ｎ ， Ｊ ． Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｏ ｌ ． Ｍ ｅ ｔ ｈ ｏ ｄ
ｓ 　 ２ ３ １ ： １ １ － ２ ３ ， １ ９ ９ ９ ； Ｗ ｅ ｌ ｌ ｓ ， Ｅ ｅ ｋ ， Ｃ ｈ ｅ ｍ 　 Ｂ ｉ ｏ ｌ 　 ２ ０ ０
０ 　 Ａ ｕ ｇ ； ７ （ ８ ） ： Ｒ １ ８ ５ － ６ を 参 照 ） 。 ま た 、 免 疫 を 行 わ な い フ ァ ー ジ デ ィ ス プ
レ イ に 基 づ い た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製 も 現 在 行 わ れ て お り 、 本 発 明 の 抗 体 は こ れ ら の
方 法 の い ず れ で 製 造 さ れ て も か ま わ な い 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を コ ー ド す る DNAは 、 慣 用 な 方 法 (例 え ば 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 重
鎖 お よ び 軽 鎖 を コ ー ド す る 遺 伝 子 に 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ
ロ ー ブ を 用 い て )に よ り 容 易 に 単 離 、 配 列 決 定 で き る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は こ の よ う な D
NAの 好 ま し い 出 発 材 料 で あ る 。 一 度 単 離 し た な ら ば 、 DNAを 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 E.col
i細 胞 、 サ ル COS細 胞 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 (CHO)細 胞 ま た は 形 質 転 換 さ れ な け れ
ば 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 産 生 し な い ミ エ ロ ー マ 細 胞 等 の 宿 主 細 胞 へ 組 換 え 、 組 換 え 宿 主 細 胞 か
ら モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 さ せ る 。 ま た 別 の 態 様 と し て 、 McCaffertyら (Nature 348:55
2-554 (1990))に よ り 記 載 さ れ た 技 術 を 用 い て 製 造 さ れ た 抗 体 フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー よ り
抗 体 、 ま た は 抗 体 断 片 は 単 離 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 上 述 の 抗 体 は 、 検 出 可 能 な よ う に 標 識 す る こ と が で き る 。 標 識 と し て は 、 放 射 性 同 位 体
、 ア フ ィ ニ テ ィ ー 標 識 （ 例 え ば ビ オ チ ン 、 ア ビ ジ ン 等 ） 、 酵 素 標 識 （ 例 え ば 西 洋 ワ サ ビ ペ
ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 等 ） 、 蛍 光 標 識 （ 例 え ば Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ ま た は ロ ー ダ
ミ ン 等 ） 、 常 磁 性 原 子 等 が 挙 げ ら れ る 。 そ の よ う な 標 識 を 行 う 方 法 は 当 該 技 術 分 野 に お い
て よ く 知 ら れ て い る 。 上 述 の 抗 体 は 、 固 体 支 持 体 上 に 固 定 化 し て も よ い 。 そ の よ う な 固 体
支 持 体 の 例 に は 、 プ ラ ス チ ッ ク 、 ア ガ ロ ー ス 、 セ フ ァ ロ ー ス 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド お よ び
ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ 等 が 含 ま れ る 。 抗 体 を そ の よ う な 固 体 支 持 体 に 結 合 さ せ る 技 術 は 当 該 技
術 分 野 に お い て よ く 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 後 述 の 実 施 例 に お い て 記 載 さ れ る よ う に 、 本 発 明 の DKK1遺 伝 子 は 、 特 定 の 癌 組 織 に お い
て 亢 進 さ れ た 発 現 を 示 す た め 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 癌 診 断 マ ー カ ー と し て 有 用 で あ る 。 本 発
明 の 抗 体 を 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 、 組 織 染 色 法 な ど の 手 法 に お い て 用 い
て 、 組 織 ま た は 細 胞 に お け る 、 DKK1遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る 蛋 白 質 の 発 現 を 検 出 す る こ
と が で き る 。 被 験 者 の 組 織 に 由 来 す る 試 料 （ 例 え ば 、 生 検 サ ン プ ル 、 血 液 サ ン プ ル 等 ） と
本 発 明 の 組 成 物 と を 免 疫 複 合 体 が 形 成 さ れ る よ う な 条 件 下 で 接 触 さ せ 、 該 試 料 に 抗 体 が 結
合 す る か 否 か を 判 定 す る こ と に よ り 、 該 試 料 中 の DKK1遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る 蛋 白 質 の
存 在 ま た は 量 を 判 定 す る こ と が で き 、 こ の こ と に よ り 癌 の 診 断 、 癌 の 進 行 ま た は 治 癒 の モ
ニ タ リ ン グ 、 お よ び 予 後 の 予 測 を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 生 体 試 料 と し て は 、 （ a） 組 織 、 （ ｂ ） 採 取 し た 組 織 の 培 養 物 、 （ ｃ ） 組 織 抽 出 物 、 （
ｄ ） 癌 患 者 の 喀 痰 、 （ e） 尿 、 又 は （ ｆ ） 血 液 等 が 挙 げ ら れ る 。 当 該 組 織 は 、 バ イ オ プ シ
ー に よ り 採 取 で き る 。 採 取 し た 組 織 は 、 免 疫 組 織 染 色 を す る 場 合 に は 、 パ ラ フ ィ ン 包 埋 又
は 凍 結 し て 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 試 料 中 で 上 述 の DKK1遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る 蛋 白 質 の 存 在 を 検 出 す
る た め の キ ッ ト を 提 供 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な キ ッ ト は 、 上 述 の 抗 体 に 加 え て 、 洗
浄 試 薬 お よ び 結 合 し た 抗 体 の 存 在 を 検 出 し う る 試 薬 、 例 え ば 、 標 識 第 ２ 抗 体 、 標 識 さ れ た
抗 体 と 反 応 し う る 発 色 団 、 酵 素 、 ま た は 抗 体 結 合 試 薬 、 な ら び に 使 用 の 指 針 を 含 む こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の DKK1遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る 蛋 白 質 に 対 す る 抗 体 は 、 特 定 の 癌 細 胞
に 対 す る 特 異 性 を 有 す る た め 癌 の 治 療 薬 と し て 、 あ る い は 癌 組 織 に 特 異 的 に タ ー ゲ テ ィ ン
グ さ せ る ミ サ イ ル 療 法 に お い て 用 い る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の 組 成 物 は 、 膵

10

20

30

40

50

(14) JP 2006-217844 A 2006.8.24



臓 癌 、 肝 癌 、 肝 芽 腫 、 胆 嚢 癌 、 胆 管 癌 、 肺 癌 、 大 腸 癌 、 お よ び 胃 癌 の 診 断 お よ び 治 療 に お
い て 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 本 発 明 の 治 療 薬 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て よ く 知 ら れ る 薬 学 的 に 許 容 し う る 担 体 と と も
に 、 混 合 、 溶 解 、 顆 粒 化 、 錠 剤 化 、 乳 化 、 カ プ セ ル 封 入 、 凍 結 乾 燥 等 に よ り 、 製 剤 化 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 経 口 投 与 用 に は 、 本 発 明 の 治 療 剤 を 、 薬 学 的 に 許 容 し う る 溶 媒 、 賦 形 剤 、 結 合 剤 、 安 定
化 剤 、 分 散 剤 等 と と も に 、 錠 剤 、 丸 薬 、 糖 衣 剤 、 軟 カ プ セ ル 、 硬 カ プ セ ル 、 溶 液 、 懸 濁 液
、 乳 剤 、 ゲ ル 、 シ ロ ッ プ 、 ス ラ リ ー 等 の 剤 形 に 製 剤 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 非 経 口 投 与 用 に は 、 本 発 明 の 治 療 剤 を 、 薬 学 的 に 許 容 し う る 溶 媒 、 賦 形 剤 、 結 合 剤 、 安
定 化 剤 、 分 散 剤 等 と と も に 、 注 射 用 溶 液 、 懸 濁 液 、 乳 剤 、 ク リ ー ム 剤 、 軟 膏 剤 、 吸 入 剤 、
座 剤 等 の 剤 形 に 製 剤 化 す る こ と が で き る 。 注 射 用 の 処 方 に お い て は 、 本 発 明 の 治 療 剤 を 水
性 溶 液 、 好 ま し く は ハ ン ク ス 溶 液 、 リ ン ゲ ル 溶 液 、 ま た は 生 理 的 食 塩 緩 衝 液 等 の 生 理 学 的
に 適 合 性 の 緩 衝 液 中 に 溶 解 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 組 成 物 は 、 油 性 ま た は 水 性 の ベ ヒ
ク ル 中 で 、 懸 濁 液 、 溶 液 、 ま た は 乳 濁 液 等 の 形 状 を と る こ と が で き る 。 あ る い は 、 治 療 剤
を 粉 体 の 形 態 で 製 造 し 、 使 用 前 に 滅 菌 水 等 を 用 い て 水 溶 液 ま た は 懸 濁 液 を 調 製 し て も よ い
。 吸 入 に よ る 投 与 用 に は 、 本 発 明 の 治 療 剤 を 粉 末 化 し 、 ラ ク ト ー ス ま た は デ ン プ ン 等 の 適
当 な 基 剤 と と も に 粉 末 混 合 物 と す る こ と が で き る 。 座 剤 処 方 は 、 本 発 明 の 治 療 剤 を カ カ オ
バ タ ー 等 の 慣 用 の 坐 剤 基 剤 と 混 合 す る こ と に よ り 製 造 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 本 発 明
の 治 療 剤 は 、 ポ リ マ ー マ ト リ ク ス 等 に 封 入 し て 、 持 続 放 出 用 製 剤 と し て 処 方 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 投 与 量 お よ び 投 与 回 数 は 、 剤 形 お よ び 投 与 経 路 、 な ら び に 患 者 の 症 状 、 年 齢 、 体 重 に よ
っ て 異 な る が 、 一 般 に 、 本 発 明 の 治 療 剤 は 、 １ 日 あ た り 体 重 １ ｋ ｇ あ た り 、 約 ０ ． ０ ０ １
ｍ ｇ か ら １ ０ ０ ０ ｍ ｇ の 範 囲 、 好 ま し く は 約 ０ ． ０ １ ｍ ｇ か ら １ ０ ｍ ｇ の 範 囲 と な る よ う
、 １ 日 に １ 回 か ら 数 回 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 治 療 薬 は 通 常 非 経 口 投 与 経 路 で 、 例 え ば 注 射 剤 （ 皮 下 注 、 静 注 、 筋 注 、 腹 腔 内 注 な ど ）
、 経 皮 、 経 粘 膜 、 経 鼻 、 経 肺 な ど で 投 与 さ れ る が 、 特 に 限 定 さ れ ず 、 経 口 投 与 で も よ い 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 さ ら に 別 の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 １ に 記 載 さ れ る 塩 基 配 列 も し く は こ れ
に 相 補 的 な 塩 基 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 あ る い は こ れ ら の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に ス
ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る
。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 １ に 記 載 さ れ る 塩 基 配 列 の 少 な く と も １ ２ 個 の 連 続 す る 塩
基 配 列 も し く は こ れ に 相 補 的 な 塩 基 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 あ る い は 配 列 番 号 １
に 記 載 さ れ る 塩 基 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ
ダ イ ズ す る こ と が で き る 少 な く と も １ ２ ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供
す る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 こ れ ら の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 癌 の 診 断 、 蛋 白 質 の 製 造 、 プ ラ イ マ ー 、 遺 伝 子 発 現 阻 害
の 為 の ア ン チ セ ン ス ・ siRNAな ど に 有 用 で あ る 。 癌 は 、 膵 臓 癌 、 肝 癌 、 肝 芽 腫 、 胆 嚢 癌 、
胆 管 癌 、 肺 癌 、 大 腸 癌 、 胃 癌 、 食 道 癌 、 子 宮 癌 、 膀 胱 癌 、 腎 癌 、 脳 腫 瘍 等 で あ る 。 好 ま し
く は 、 膵 臓 癌 、 肝 癌 、 肝 芽 腫 、 胆 嚢 癌 、 胆 管 癌 、 肺 癌 、 大 腸 癌 、 お よ び 胃 癌 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 本 発 明 の DKK1遺 伝 子 は 、 後 述 の 実 施 例 に お い て 示 さ れ る よ う に 、 特 定 の ヒ ト 癌 組 織 に お
い て そ の 発 現 が 亢 進 さ れ て い る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は オ リ ゴ ヌ
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ク レ オ チ ド は 、 DKK1遺 伝 子 の 発 現 を サ イ レ ン シ ン グ す る た め の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド 、 リ ボ ザ イ ム 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 等 の 薬 剤 と し て 、 お よ び DKK1遺 伝 子 を 検 出 す る た め の プ
ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー と し て 用 い る こ と が で き る 。 又 、 本 発 明 の 蛋 白 質 を 製 造 す る 際 に
用 い る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 に 含 ま れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 一 本 鎖 で あ
っ て も 二 本 鎖 で あ っ て も よ く 、 Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は こ れ ら の 混 合 物 、 あ る い は Ｐ Ｎ Ａ
等 の 誘 導 体 で あ っ て も よ い 。 こ れ ら の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ヌ
ク レ オ シ ド 間 結 合 、 塩 基 お よ び ／ ま た は 糖 に お い て 化 学 的 に 修 飾 さ れ て い て も よ く 、 ５ '
末 端 お よ び ／ ま た は ３ ' 末 端 に 修 飾 基 を 有 し て い て も よ い 。 ヌ ク レ オ シ ド 間 結 合 の 修 飾 の
例 と し て は 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ロ ジ チ オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ル ア ミ ド チ オ エ ー ト 、
ホ ス ホ ル ア ミ デ ー ト 、 ホ ス ホ ル ジ ア ミ デ ー ト 、 メ チ ル ホ ス ホ ネ ー ト 、 ア ル キ ル ホ ス ホ ト リ
エ ス テ ル 、 お よ び ホ ル ム ア セ タ ー ル 等 が 挙 げ ら れ る 。 塩 基 修 飾 の 例 と し て は 、 ５ － フ ル オ
ロ ウ ラ シ ル 、 ５ － ブ ロ モ ウ ラ シ ル 、 ５ － ク ロ ロ ウ ラ シ ル 、 ５ － ヨ ー ド ウ ラ シ ル 、 ヒ ポ キ サ
ン チ ン 、 キ サ ン チ ン 、 ４ － ア セ チ ル シ ト シ ン 、 お よ び ５ － （ カ ル ボ キ シ ヒ ド ロ キ シ エ チ ル
） ウ ラ シ ル 等 が 挙 げ ら れ る 。 糖 修 飾 の 例 と し て は 、 ２ '－ Ｏ － ア ル キ ル 、 ２ '－ Ｏ － ア ル キ
ル － Ｏ － ア ル キ ル ま た は ２ '－ フ ル オ ロ 修 飾 等 が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 ア ラ ビ ノ ー ス 、 ２ －
フ ル オ ロ ア ラ ビ ノ ー ス 、 キ シ ル ロ ー ス お よ び ヘ キ ソ ー ス 等 の 糖 を 用 い て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 配 列 番 号 １ に 記 載 さ れ る 塩 基 配 列 も し く は こ れ に 相 補 的
な 塩 基 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 あ る い は こ れ ら の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に ス ト リ ン ジ
ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 ス ト リ ン ジ
ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が 可 能 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 通 常 、 高 い 同 一
性 を 有 す る 。 こ こ で 、 高 い 同 一 性 と は 、 配 列 番 号 １ に 記 載 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と ７ ０
％ 以 上 の 同 一 性 を 有 し 、 好 ま し く は 、 ８ ０ ％ 以 上 の 同 一 性 、 さ ら に 好 ま し く は ９ ０ ％ 以 上
の 同 一 性 を 有 す る こ と を 言 う 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 塩 基 配 列 の 同 一 性 は 、 Karlin and Altschulに よ る ア ル ゴ リ ズ ム BLAST(Proc. Natl. Aca
d. Sci. USA 90:5873-5877, 1993)に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。 こ の ア ル ゴ リ ズ ム に
基 づ い て 、 BLASTNや BLASTXと 呼 ば れ る プ ロ グ ラ ム が 開 発 さ れ て い る (Altschul et al. J. 
Mol. Biol.215:403-410, 1990)。 BLASTに 基 づ い て BLASTNに よ っ て 塩 基 配 列 を 解 析 す る 場
合 に は 、 パ ラ メ ー タ は た と え ば score = 100、 wordlength = 12と す る 。 BLASTと Gapped BL
ASTプ ロ グ ラ ム を 用 い る 場 合 に は 、 各 プ ロ グ ラ ム の デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ を 用 い る 。 こ れ
ら の 解 析 方 法 の 具 体 的 な 手 法 は 公 知 で あ る (http://www.ncbi.nlm.nih.gov.)。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
を 含 む 。 こ れ ら の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 本 発 明 の 蛋 白 質 を 製 造 す る 際 に 用 い る こ と が で き 、
又 、 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は そ の 相 補 的
な 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 癌 細 胞 で 高 発 現 し て い る こ と か ら 、 そ れ ら の ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド を 検 出 し て 癌 の 診 断 を 行 う 際 の プ ロ ー ブ と し て 用 い る こ と 等 が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 又 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 こ れ を 導 入 し た 細 胞 内 で
所 望 の ア ン チ セ ン ス 、 リ ボ ザ イ ム 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 生 成 さ せ る こ と が で き る 核 酸 構 築 物 と し
て 提 供 し て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を ア ン チ セ ン ス 、 リ ボ ザ イ ム 、 si
RNAな ど と し て 用 い る 場 合 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 少 な く と も １
２ ヌ ク レ オ チ ド 以 上 の 鎖 長 を 有 し て い る こ と が 好 ま し く 、 さ ら に 好 ま し く は １ ２ － ５ ０ ヌ
ク レ オ チ ド で あ り 、 特 に 好 ま し く は １ ２ － ２ ５ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 こ れ ら の ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 所 望 の ア ン チ セ ン ス 、 リ ボ ザ イ ム ま た は ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ
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の 活 性 を 有 す る 限 り 、 上 述 し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 、 １ ま た は 数 個 の 塩 基 が 欠 失 、 置 換
ま た は 付 加 さ れ た 変 異 体 で あ っ て も よ い 。 こ の よ う な 変 異 体 は 、 好 ま し く は 、 上 述 の ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 と 、 少 な く と も ７ ０ ％ 、 好 ま し く は ９ ０ ％ ま た は そ れ 以 上 、 よ り 好 ま し く は
９ ５ ％ ま た は そ れ 以 上 の 同 一 性 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 。 あ る い は 、 こ の よ う
な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 配 列 番 号 １ に 記 載 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド
配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と は 、 Ｄ Ｎ Ａ ま た は こ れ に 対 応 す る Ｒ Ｎ Ａ が 、 溶 液 中 で ま た は
固 体 支 持 体 上 で 、 別 の Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ 分 子 と 水 素 結 合 相 互 作 用 に よ り 結 合 す る こ と を
意 味 す る 。 こ の よ う な 相 互 作 用 の 強 さ は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 の ス ト リ ン ジ ェ ン
シ ー を 変 化 さ せ る こ と に よ り 評 価 す る こ と が で き る 。 所 望 の 特 異 性 お よ び 選 択 性 に よ っ て
、 種 々 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 を 用 い る こ と が で き 、 ス ト リ
ン ジ ェ ン シ ー は 、 塩 濃 度 ま た は 変 性 剤 の 濃 度 を 変 化 さ せ る こ と に よ り 調 節 す る こ と が で き
る 。 そ の よ う な ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 調 節 方 法 は 当 該 技 術 分 野 に お い て よ く 知 ら れ て お り
、 例 え ば 、 "Ｍ ｏ ｌ ｅ ｃ ｕ ｌ ａ ｒ 　 Ｃ ｌ ｏ ｎ ｉ ｎ ｇ ： Ａ 　 Ｌ ａ ｂ ｏ ｒ ａ ｔ ｏ ｒ ｙ 　 Ｍ ａ ｎ
ｕ ａ ｌ "、 第 ２ 版 ． Ｃ ｏ ｌ ｄ 　 Ｓ ｐ ｒ ｉ ｎ ｇ 　 Ｈ ａ ｒ ｂ ｏ ｒ 　 Ｌ ａ ｂ ｏ ｒ ａ ｔ ｏ ｒ ｙ ， Ｓ
ａ ｍ ｂ ｒ ｏ ｏ ｋ ， Ｆ ｒ ｉ ｔ ｓ ｃ ｈ ， ＆ Ｍ ａ ｎ ｉ ａ ｔ ｉ ｓ ， ｅ ｄ ｓ ． 、 １ ９ ８ ９ ） に 記 載 さ
れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 と は 、 ５ ０ ％ ホ ル ム ア ミ ド の 存 在 下 で
、 ７ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 中 ４ ２ ℃ 、 ま た は こ れ と 同 等 の 条 件 を い う 。 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 の 一 例 は 、 ５ ０ ％ ホ ル ム ア ミ ド 、 ５ Ｘ Ｓ Ｓ Ｃ 、 ５ ０ ｍ Ｍ Ｎ ａ
Ｈ 2 Ｐ Ｏ 4 、 ｐ Ｈ ６ ． ８ 、 ０ ． ５ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 、 ０ ． １ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ 超 音 波 処 理 サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ 、
お よ び ５ Ｘ デ ン ハ ル ト 溶 液 中 で ４ ２ ℃ で 一 夜 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ； ２ Ｘ Ｓ Ｓ Ｃ 、 ０
． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ で ４ ５ ℃ で の 洗 浄 ； お よ び ０ ． ２ Ｘ Ｓ Ｓ Ｃ 、 ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ で ４ ５ ℃ で の 洗
浄 で あ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 当 業 者 に 公 知 の 方 法 で 製 造 す
る こ と が 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 知 ら れ る プ ロ ト コ ー ル を 用 い て 、 市
販 の Ｄ Ｎ Ａ 合 成 機 （ 例 え ば ３ ９ ４ 合 成 器 、 Ａ ｐ ｐ ｌ ｉ ｅ ｄ 　 Ｂ ｉ ｏ ｓ ｙ ｓ ｔ ｅ ｍ ｓ 社 製 ）
で 合 成 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る 配 列 情 報 に 基 づ い て 、 適 当 な
テ ン プ レ ー ト と プ ラ イ マ ー と を 組 み 合 わ せ て 用 い て 、 当 該 技 術 分 野 に お い て よ く 知 ら れ る
Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 技 術 に よ り 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 し て い る 細 胞 よ り cDNA ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 し 、
本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 の 一 部 を プ ロ ー ブ に し て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 う
こ と に よ り 調 製 で き る 。 cDNAラ イ ブ ラ リ ー は 、 例 え ば 、 （ Sambrook, J. et al., Molecul
ar Cloning、 Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989)） に 記 載 の 方 法 に よ り 調 製 し
て も よ い し 、 市 販 の DNAラ イ ブ ラ リ ー を 用 い て も よ い 。 ま た 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 発
現 し て い る 細 胞 よ り RNAを 調 製 し 、 逆 転 写 酵 素 に よ り cDNAを 合 成 し た 後 、 本 発 明 の DNAの 配
列 に 基 づ い て オ リ ゴ DNAを 合 成 し 、 こ れ を プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCR反 応 を 行 い 、 本 発 明
の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る cDNAを 増 幅 さ せ る こ と に よ り 調 製 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 ま た 、 得 ら れ た cDNAの 塩 基 配 列 を 決 定 す る こ と に よ り 、 そ れ が コ ー ド す る 翻 訳 領 域 を 決
定 で き 、 本 発 明 の 蛋 白 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 得 る こ と が で き る 。 ま た 、 得 ら れ た cDNAを プ ロ
ー ブ と し て ゲ ノ ム DNAラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 、 ゲ ノ ム DNAを 単 離 す
る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 よ り 具 体 的 に は 、 例 え ば 、 ま ず 本 発 明 の 蛋 白 質 を 発 現 す る 細 胞 、 組 織 （ 例 え ば 、 膵 臓 癌
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,肝 癌 等 ） な ど か ら 、 mRNAを 単 離 す る 。 mRNAの 単 離 は 、 公 知 の 方 法 、 例 え ば 、 グ ア ニ ジ ン
超 遠 心 法 (Chirgwin, J. M. et al., Biochemistry (1979) 18, 5294-5299)、 AGPC法  (Cho
mczynski, P. and Sacchi, N., Anal. Biochem. (1987) 162, 156-159)等 に よ り 全 RNAを
調 製 し 、 mRNA Purification Kit (Pharmacia社 ) 等 を 使 用 し て 全 RNAか ら mRNAを 精 製 す る
。 ま た 、 QuickPrep mRNA Purification Kit (Pharmacia社 ) を 用 い る こ と に よ り mRNAを 直
接 調 製 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 得 ら れ た mRNAか ら 逆 転 写 酵 素 を 用 い て cDNAを 合 成 す る 。 cDNAの 合 成 は 、 AMV Reverse Tr
anscriptase First-strand cDNA Synthesis Kit (生 化 学 工 業 社 ） 等 を 用 い て 行 う こ と も
で き る 。 ま た 、 5'-Ampli FINDER RACE Kit (Clontech製 )お よ び ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応  (p
olymerase chain reaction ; PCR） を 用 い た 5'-RACE法 (Frohman, M. A. et al., Proc. N
atl. Acad. Sci. U.S.A. (1988) 85, 8998-9002 ; Belyavsky, A. et al., Nucleic Acid
s Res. (1989) 17, 2919-2932)に 従 い 、 cDNAの 合 成 お よ び 増 幅 を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 得 ら れ た PCR産 物 か ら 目 的 と す る DNA断 片 を 調 製 し 、 ベ ク タ ー DNAと 連 結 す る 。 さ ら に 、
こ れ よ り 組 換 え ベ ク タ ー を 作 製 し 、 大 腸 菌 等 に 導 入 し て コ ロ ニ ー を 選 択 し て 所 望 の 組 換 え
ベ ク タ ー を 調 製 す る 。 目 的 と す る DNAの 塩 基 配 列 は 、 公 知 の 方 法 、 例 え ば 、 ジ デ オ キ シ ヌ
ク レ オ チ ド チ ェ イ ン タ ー ミ ネ ー シ ョ ン 法 に よ り 確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 ま た 、 本 発 明 の DNAに お い て は 、 発 現 に 使 用 す る 宿 主 の コ ド ン 使 用 頻 度 を 考 慮 し て 、 よ
り 発 現 効 率 の 高 い 塩 基 配 列 を 設 計 す る こ と が で き る （ Grantham, R. et al., Nucelic Aci
ds Research (1981) 9, r43-74 ） 。 ま た 、 本 発 明 の DNAは 、 市 販 の キ ッ ト や 公 知 の 方 法 に
よ っ て 改 変 す る こ と が で き る 。 改 変 と し て は 、 例 え ば 、 制 限 酵 素 に よ る 消 化 、 合 成 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド や 適 当 な DNAフ ラ グ メ ン ト の 挿 入 、 リ ン カ ー の 付 加 、 開 始 コ ド ン （ ATG） お よ
び ／ ま た は 終 止 コ ド ン （ TAA、 TGA、 ま た は TAG） の 挿 入 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 試 料 中 に お い て DKK1遺 伝 子 を 検 出 す る た め の 核 酸 プ ロ
ー ブ と し て 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 の プ ロ ー ブ は 、 配 列 番 号 １ に 記 載 さ れ る 塩 基 配 列
ま た は こ れ と 相 補 的 な 塩 基 配 列 の 少 な く と も １ ２ 塩 基 、 ２ ０ 、 ３ ０ 、 ５ ０ ま た は １ ０ ０ 塩
基 ま た は そ れ 以 上 の 連 続 す る 塩 基 配 列 を 有 し 、 DKK1遺 伝 子 の 特 定 の 領 域 に 特 異 的 に ハ イ ブ
リ ダ イ ズ す る よ う 選 択 さ れ る 。 組 織 、 血 液 等 の 試 料 か ら Ｄ Ｎ Ａ を 抽 出 す る か 、 ま た は ｍ Ｒ
Ｎ Ａ を 抽 出 し て ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 合 成 し 、 こ れ を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 生 じ る よ う な 条 件 下
で プ ロ ー ブ と 接 触 さ せ 、 試 料 に 結 合 し た プ ロ ー ブ の 存 在 ま た は 量 を 検 出 す る こ と に よ り 、
試 料 中 に お け る DKK1遺 伝 子 ま た は そ の 転 写 産 物 の 存 在 ま た は 量 ま た は 変 異 を 検 出 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 プ ロ ー ブ は 、 固 体 支 持 体 上 に 固 定 化 し て も よ い 。 そ の よ う な 固 体 支 持 体 の 例 と し て は 、
限 定 さ れ な い が 、 プ ラ ス チ ッ ク 、 ア ガ ロ ー ス 、 セ フ ァ ロ ー ス 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 、 ラ テ
ッ ク ス ビ ー ズ お よ び ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 等 が 含 ま れ る 。 プ ロ ー ブ を そ の よ う な 固 体 支 持 体 に
結 合 さ せ る 技 術 は 当 該 技 術 分 野 に お い て よ く 知 ら れ て い る 。 プ ロ ー ブ は 、 標 準 的 な 標 識 技
術 、 例 え ば 放 射 性 標 識 、 酵 素 標 識 （ 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー
ゼ ） 、 蛍 光 標 識 、 ビ オ チ ン － ア ビ ジ ン 標 識 、 化 学 発 光 等 を 用 い て 標 識 す る こ と に よ り 可 視
化 す る こ と が で き る 。 す な わ ち 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は
、 試 料 中 の DKK1遺 伝 子 ま た は そ の 転 写 産 物 の 存 在 を 検 出 す る た め の キ ッ ト と し て 提 供 す る
こ と が で き る 。 こ の よ う な キ ッ ト は 、 上 述 の プ ロ ー ブ に 加 え て 、 洗 浄 試 薬 、 結 合 し た プ ロ
ー ブ の 存 在 を 検 出 す る こ と が で き る 試 薬 、 な ら び に 使 用 の 指 針 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 あ る い は 、 本 発 明 の 診 断 用 キ ッ ト は 、 配 列 番 号 １ に 記 載 さ れ る 塩 基 配 列 を 増 幅 す る こ と
が で き る １ 組 の プ ラ イ マ ー を 含 ん で い て も よ い 。 こ の よ う な プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 適 当 な
ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ を テ ン プ レ ー ト と し て 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） に よ り 目 的
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と す る 配 列 を 増 幅 し た 後 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ま た は 塩 基 配 列 決 定 な ど の 手 法 に よ り
Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 分 析 し 、 試 料 中 の DKK1遺 伝 子 ま た は そ の 転 写 産 物 の 存 在 ま た は 量 ま た は 変 異
を 検 出 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な Ｐ Ｃ Ｒ 手 法 は 当 該 技 術 分 野 に お い て よ く 知 ら れ て お
り 、 例 え ば 、 "Ｐ Ｃ Ｒ 　 Ｐ ｒ ｏ ｔ ｏ ｃ ｏ ｌ ｓ ， Ａ 　 Ｇ ｕ ｉ ｄ ｅ 　 ｔ ｏ 　 Ｍ ｅ ｔ ｈ ｏ ｄ ｓ 　
ａ ｎ ｄ 　 Ａ ｐ ｐ ｌ ｉ ｃ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ｓ "、 Ａ ｃ ａ ｄ ｅ ｍ ｉ ｃ 　 Ｐ ｒ ｅ ｓ ｓ ， Ｍ ｉ ｃ ｈ ａ ｅ ｌ
， ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， ｅ ｄ ｓ ． １ ９ ９ ０ に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 プ ラ イ マ ー と し て 用 い る た め に は 、 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 好 ま し く は 、 配 列
番 号 １ に 示 さ れ る 塩 基 配 列 、 ま た は こ れ と 相 補 的 な 塩 基 配 列 中 の 連 続 す る 少 な く と も １ ２
塩 基 、 好 ま し く は １ ２ － ５ ０ 塩 基 、 よ り 好 ま し く は １ ２ － ２ ０ 塩 基 の 配 列 を 有 す る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 DKK1遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ
る ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 結 合 し そ の 発 現 を 阻 害 す る ア ン チ セ ン ス 分 子 、 ま た は ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 切 断 す る リ
ボ ザ イ ム ま た は ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ と し て 用 い て 、 癌 関 連 遺 伝 子 を サ イ レ ン シ ン グ す る こ と が で き
る 。 ア ン チ セ ン ス 、 リ ボ ザ イ ム お よ び ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 技 術 を 用 い て 遺 伝 子 発 現 を 制 御 す る 方 法
は 当 該 技 術 分 野 に お い て よ く 知 ら れ て い る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 組 成 物 を 適 当 な 担 体 と と も
に 投 与 し て も よ く 、 あ る い は 、 ア ン チ セ ン ス 、 リ ボ ザ イ ム ま た は ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る
ベ ク タ ー を 投 与 し て イ ン ビ ボ で こ れ ら の 発 現 を 誘 導 し て も よ い 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 "リ ボ ザ イ ム "と は 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 切 断 す る 触 媒 活 性 を 有 す る 核 酸 分 子 を 表 す 。 リ ボ ザ イ ム
は 、 一 般 に 、 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 、 リ ガ ー ゼ ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 を 示 す 。 種 々 の タ イ
プ の ト ラ ン ス 作 用 性 リ ボ ザ イ ム 、 例 え ば ハ ン マ ー ヘ ッ ド お よ び ヘ ア ピ ン タ イ プ の リ ボ ザ イ
ム が 知 ら れ て い る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 "ア ン チ セ ン ス "と は 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は ｍ Ｒ Ｎ Ａ と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ
し 、 そ の 転 写 お よ び ／ ま た は 翻 訳 を 阻 害 す る こ と に よ り そ の 蛋 白 質 の 発 現 を 阻 害 す る 、 核
酸 分 子 ま た は そ の 誘 導 体 を 表 す 。 結 合 は 一 般 的 な 塩 基 対 相 補 性 に よ る も の で も よ く 、 ま た
は 、 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ デ ュ ー プ レ ッ ク ス へ の 結 合 の 場 合 に は 、 二 重 ヘ リ ッ ク ス の 主 溝 に お け
る 特 異 的 相 互 作 用 に よ る も の で も よ い 。 ア ン チ セ ン ス 核 酸 の 標 的 部 位 と し て は 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ
の ５ ' 末 端 、 例 え ば Ａ Ｕ Ｇ 開 始 コ ド ン ま で お よ び こ れ を 含 む ５ ' 非 翻 訳 配 列 が 好 ま し い が
、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の ３ ' 非 翻 訳 配 列 ま た は コ ー デ ィ ン グ 領 域 の 配 列 も ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 翻 訳 の 阻 害 に 有
効 で あ る こ と が 知 ら れ て い る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ と は 、 Ｒ Ｎ Ａ 干 渉 （ Ｒ Ｎ Ａ ｉ ） を 行 う こ と が で き る 二 本 鎖 核 酸 を 意 味 す る （
例 え ば 、 Ｂ ａ ｓ ｓ ， ２ ０ ０ １ ， Ｎ ａ ｔ ｕ ｒ ｅ ， ４ １ １ ， ４ ２ ８ － ４ ２ ９ ； Ｅ ｌ ｂ ａ ｓ ｈ ｉ
ｒ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， ２ ０ ０ １ ， Ｎ ａ ｔ ｕ ｒ ｅ ， ４ １ １ ， ４ ９ ４ － ４ ９ ８ を 参 照 ） 。 ｓ ｉ Ｒ
Ｎ Ａ は 、 配 列 特 異 的 に ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 分 解 し 、 こ の こ と に よ り 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る こ と が
で き る 。 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ は 、 典 型 的 に は 、 標 的 と す る 配 列 に 相 補 的 な 配 列 を 含 む ２ ０ － ２ ５ 塩
基 対 の 長 さ の 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ で あ る 。 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 は 、 化 学 的 に 修 飾 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド
お よ び 非 ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で い て も よ い 。
　 さ ら に 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 本 発 明 の 蛋 白 質 を 製 造 す る 際 に 用 い る こ と も 可
能 で あ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 さ ら に 別 の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 抗 癌 活 性 を 有 す る 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 を 提 供
す る 。 こ の 方 法 は 、 培 養 ヒ ト 細 胞 を 試 験 化 合 物 と 接 触 さ せ 、 そ し て 前 記 細 胞 に お い て 配 列
番 号 １ に 記 載 さ れ る 塩 基 配 列 を 含 む 遺 伝 子 の 発 現 量 の 変 化 を 引 き 起 こ す 化 合 物 を 抗 癌 活 性
を 有 す る 化 合 物 と し て 同 定 す る 工 程 を 含 む 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 試 験 化 合 物 と し て は 、 天 然 ま た は 合 成 の 任 意 の 化 合 物 を 用 い る こ と が で き 、 コ ン ビ ナ ト
リ ア ル ラ イ ブ ラ リ を 用 い て も よ い 。 細 胞 に お け る DKK1遺 伝 子 の 発 現 量 は 、 例 え ば 、 上 述 し
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た 定 量 的 Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ り 簡 便 に 測 定 す る こ と が で き る が 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 知 ら れ る
他 の い ず れ の 方 法 を 用 い て も よ い 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 DKK1遺 伝 子 ま た は 蛋 白 質 の 発 現 量 を 測 定 す る 工 程 を 含 む 、 癌 の 診 断 ・
モ ニ タ ー 方 法 を 提 供 す る 。 以 下 に 診 断 ・ モ ニ タ ー 方 法 の 具 体 的 な 態 様 を 記 載 す る が 、 本 発
明 は 、 そ れ ら の 方 法 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 本 発 明 の 方 法 の 1つ の 態 様 と し て は 、 ま ず 、 被 検 者 か ら RNA試 料 を 調 製 す る 。 次 い で 、 該
RNA試 料 に 含 ま れ る 本 発 明 の 蛋 白 質 を コ ー ド す る RNAの 量 を 測 定 す る 。 次 い で 、 測 定 さ れ た
RNAの 量 を 対 照 と 比 較 す る 。 別 の 態 様 と し て は 、 ま ず 、 被 検 者 か ら cDNA試 料 を 調 製 す る 。
次 い で 、 該 cDNA試 料 に 含 ま れ る 本 発 明 の 蛋 白 質 を コ ー ド す る cDNAの 量 を 測 定 す る 。 次 い で
、 測 定 さ れ た cDNAの 量 を 対 照 と 比 較 す る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 こ れ ら の よ う な 方 法 と し て は 、 当 業 者 ら に 周 知 の 方 法 、 例 え ば ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ
法 、 RT-PCR法 、 DNAア レ イ 法 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。
　 DNAア レ イ 法 に お い て は 、 被 検 者 か ら 調 製 し た RNAを 鋳 型 と し て cDNA試 料 を 調 製 し 、 本 発
明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 固 定 さ れ た 基 板 と 接 触 さ せ 、 該 cDNA試 料 と 該 基 板 に 固 定 さ れ た
ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ と の ハ イ ブ リ ダ イ ズ の 強 度 を 検 出 す る こ と に よ り 、 該 cDNA試 料 に 含
ま れ る 本 発 明 の 遺 伝 子 の 発 現 量 を 測 定 す る 。 次 い で 、 測 定 さ れ た 本 発 明 の 遺 伝 子 の 発 現 量
を 対 照 と 比 較 す る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 被 検 者 か ら の cDNA試 料 の 調 製 は 、 当 業 者 に 周 知 の 方 法 で 行 う こ と が で き る 。 cDNA試 料 の
調 製 の 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 ま ず 被 検 者 の 細 胞 あ る い は 組 織 （ 例 え ば 、 膵 臓 ,、 肝 臓
な ど ） か ら 全 RNAの 抽 出 を 行 う 。 全 RNAの 抽 出 は 、 当 業 者 に と っ て 周 知 の 方 法 、 例 え ば 次 の
よ う に し て 行 う こ と が で き る 。 全 RNA抽 出 に は 純 度 の 高 い 全 RNAが 調 製 で き る 方 法 で あ れ ば
、 既 存 の 方 法 お よ び キ ッ ト 等 を 用 い る こ と が 可 能 で あ る 。 例 え ば Ambion社  "RNA later"を
用 い 前 処 理 を 行 っ た 後 、 ニ ッ ポ ン ジ ー ン 社 "Isogen"を 用 い て 全 RNAの 抽 出 を 行 う 。 具 体 的
方 法 に は そ れ ら の 添 付 プ ロ ト コ ー ル に 従 え ば よ い 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 次 い で 、 抽 出 し た 全 RNAを 鋳 型 と し て 、 逆 転 写 酵 素 を 用 い て cDNAの 合 成 を 行 い 、 cDNA試
料 を 調 製 す る 。 全 RNAか ら の cDNAの 合 成 は 、 当 業 者 に 周 知 の 方 法 で 実 施 す る こ と が で き る
。 調 製 し た cDNA試 料 に は 、 必 要 に 応 じ て 、 検 出 の た め の 標 識 を 施 す 。 標 識 物 質 と し て は 、
検 出 可 能 な も の で あ れ ば 特 に 制 限 は な く 、 例 え ば 、 蛍 光 物 質 、 放 射 性 元 素 等 を 挙 げ る こ と
が で き る 。 標 識 は 、 当 業 者 に よ っ て 一 般 的 に 行 わ れ る 方 法 (L Luo et al., Gene expressi
on profiles of laser-captured adjacent neuronal subtypes. Nat Med. 1999, 117-122
)記 載 の 方 法 で 実 施 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ と 該 cDNAと の ハ イ ブ リ ダ イ ズ の 強 度 の 検 出 は 、 cDNA試 料 を 標 識 し
た 物 質 の 種 類 に 応 じ て 当 業 者 に お い て は 適 宜 行 う こ と が で き る 。 例 え ば 、 cDNAが 蛍 光 物 質
に よ っ て 標 識 さ れ た 場 合 、 ス キ ャ ナ ー に よ っ て 蛍 光 シ グ ナ ル を 読 み 取 る こ と に よ っ て 検 出
す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 本 発 明 の 方 法 の 別 の 態 様 と し て は 、 ま ず 、 被 検 者 の 細 胞 あ る い は 組 織 か ら 蛋 白 質 試 料 を
調 製 す る 。 次 い で 、 該 蛋 白 質 試 料 に 含 ま れ る 本 発 明 の 蛋 白 質 の 量 を 測 定 す る 。 次 い で 、 測
定 さ れ た 蛋 白 質 の 量 を 対 照 と 比 較 す る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 こ の よ う な 方 法 と し て は 、 SDSポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 電 気 泳 動 法 、 並 び に 本 発 明 の 抗 体 を
用 い た 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 、 ド ッ ト ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 、 免 疫 沈 降 法 、 酵 素 結 合
免 疫 測 定 法 (ELISA)、 お よ び 免 疫 蛍 光 法 を 例 示 す る こ と が で き る 。 又 、 本 発 明 の 遺 伝 子 の
発 現 量 の 測 定 の か わ り に 、 本 発 明 の 蛋 白 質 の 発 現 量 を 測 定 す る こ と に よ っ て も 、 癌 の 診 断
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を 行 う こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 上 記 の 方 法 に お い て 、 対 照 と 比 較 し て 、 本 発 明 の 遺 伝 子 ま た は 蛋 白 質 の 発 現 量 が 有 意 に
上 昇 し て い た 場 合 、 被 検 者 は 、 癌 を 発 症 し て い る 、 も し く は 発 症 す る 可 能 性 が 高 い と 判 定
さ れ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 、 癌 の 診 断 ・ モ ニ タ ー 方 法 に 用 い る た め の 診 断 ・ モ ニ タ ー 薬 を 提 供 す る 。
こ の よ う な 診 断 ・ モ ニ タ ー 薬 と し て は 、 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 検 査 薬 （ オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ が 固 定 さ れ た 基 板 を 含 む ） 、 本 発 明 の 抗 体 を 含 む 検 査 薬 が 挙 げ ら
れ る 。 上 記 抗 体 は 、 検 査 に 用 い る こ と が 可 能 な 抗 体 で あ れ ば 、 特 に 制 限 は な い 。 抗 体 は 必
要 に 応 じ て 標 識 さ れ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 上 記 の 診 断 ・ モ ニ タ ー 薬 に お い て は 、 有 効 成 分 で あ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド や 抗 体 以 外 に
、 例 え ば 、 滅 菌 水 、 生 理 食 塩 水 、 植 物 油 、 界 面 活 性 剤 、 脂 質 、 溶 解 補 助 剤 、 緩 衝 剤 、 蛋 白
質 安 定 剤 （ BSAや ゼ ラ チ ン な ど ） 、 保 存 剤 等 が 必 要 に 応 じ て 混 合 さ れ て い て も よ い 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ １ ９ 】
　 以 下 に 実 施 例 に よ り 本 発 明 を よ り 詳 細 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は こ れ ら の 実 施 例 に よ り 限
定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ １ ２ ０ 】
実 施 例 １
肺 癌 患 者 組 織 及 び 肺 癌 由 来 細 胞 株 に お け る Ｄ Ｋ Ｋ １ 遺 伝 子 の Ｇ ｅ ｎ ｅ 　 Ｃ ｈ ｉ ｐ に よ る 発
現 解 析
　 肺 癌 組 織 及 び 正 常 肺 組 織 か ら 得 た ｍ Ｒ Ｎ Ａ か ら ｃ Ｒ Ｎ Ａ を 調 製 し 、 そ こ に 含 ま れ る Ｄ Ｋ
Ｋ １ 遺 伝 子 の 発 現 量 を 解 析 し た 。 ま ず 、 Ｒ Ｎ Ａ は Ｉ Ｓ Ｏ Ｇ Ｅ Ｎ （ 日 本 ジ ー ン 社 ） を 用 い て
添 付 の 方 法 に 従 い 調 製 し た 。 そ の 後 、 Ａ ｆ ｆ ｙ ｍ ｅ ｔ ｒ ｉ ｘ 社 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て ｃ
Ｒ Ｎ Ａ 合 成 を 行 っ た 。 す な わ ち 、 Ｓ ｕ ｐ ｅ ｒ Ｓ ｃ ｒ ｉ ｐ ｔ 　 Ｉ Ｉ （ Ｉ ｎ ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ ｇ ｅ ｎ
社 ） を 用 い て 逆 転 写 反 応 し 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 合 成 し た 。 こ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 鋳 型 と し て Ｄ Ｎ Ａ ポ リ
メ ラ ー ゼ を 用 い て 二 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 合 成 し 、 こ の 二 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 鋳 型 と し て Ｍ ｅ ｇ ａ Ｓ
ｃ ｒ ｉ ｐ ｔ （ Ａ ｍ ｂ ｉ ｏ ｎ 社 ） を 用 い て ビ オ チ ン ラ ベ ル 化 さ れ た ｃ Ｒ Ｎ Ａ 合 成 を 行 っ た 。
合 成 さ れ た ｃ Ｒ Ｎ Ａ は 福 元 ら の 方 法 （ Ｓ ｈ ｉ ｎ -ｉ ｃ ｈ ｉ 　 Ｆ ｕ ｋ ｕ ｍ ｏ ｔ ｏ ら 、 ク リ ニ
カ ル ・ キ ャ ン サ ー ・ リ サ ー チ ） に よ っ て 、 Ｇ ｅ ｎ ｅ Ｃ ｈ ｉ ｐ 　 Ｕ １ ３ ３ 　 Ａ 、 及 び Ｂ チ ッ
プ （ ア フ ィ メ ト リ ッ ク ス 社 ） 　 に 添 加 し た 。 ４ ５ ℃ 、 ６ ０ 　 ｒ ｐ ｍ で １ ６ 時 間 ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン し た 後 、 蛍 光 ラ ベ ル し た ア ビ ジ ン を 作 用 さ せ 、 ス キ ャ ナ ー で 蛍 光 強 度 を 測 定
す る こ と で ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 量 を 測 定 し た 。 そ れ ぞ れ の 解 析 に お け る 全 遺 伝 子 の 発 現 ス コ ア
の 平 均 値 を １ ０ ０ と し 、 各 遺 伝 子 の 発 現 量 は 相 対 値 と し た 。
そ の 結 果 、 図 １ に 示 す よ う に 、 肺 の 癌 部 で は 正 常 部 に 対 し て Ｄ Ｋ Ｋ １ の 遺 伝 子 発 現 が 亢 進
し て い る こ と を 見 い だ し た 。 ま た 、 同 様 に 肺 癌 に 由 来 す る 細 胞 株 Ａ ５ ４ ９ で も Ｄ Ｋ Ｋ １ 遺
伝 子 の 発 現 の 亢 進 が 確 認 さ れ た 。
【 ０ １ ２ １ 】
実 施 例 ２
膵 癌 患 者 組 織 及 び 膵 癌 由 来 細 胞 株 に お け る Ｄ Ｋ Ｋ １ 遺 伝 子 の Ｇ ｅ ｎ ｅ 　 Ｃ ｈ ｉ ｐ に よ る 発
現 解 析
　 実 施 例 １ に 示 し た 方 法 で 、 膵 癌 組 織 及 び 正 常 膵 臓 組 織 か ら 得 た ｍ Ｒ Ｎ Ａ か ら ｃ Ｒ Ｎ Ａ を
調 製 し 、 そ こ に 含 ま れ る Ｄ Ｋ Ｋ １ 遺 伝 子 の 発 現 量 を 解 析 し た 。 結 果 は 図 ２ に 示 す よ う に 、
膵 臓 の 癌 部 で は 正 常 部 に 対 し て Ｄ Ｋ Ｋ １ の 遺 伝 子 発 現 が 亢 進 し て い た 。 ま た 、 同 様 に 膵 癌
に 由 来 す る 細 胞 株 Ｐ Ｋ １ 、 Ｐ Ｋ ５ ９ 、 Ｃ ａ ｐ ａ ｎ １ 、 Ｋ Ｌ Ｎ １ 、 Ｐ ａ ｎ ｃ １ 、 Ｐ ａ Ｃ ａ ２
で も Ｄ Ｋ Ｋ １ 遺 伝 子 の 発 現 の 亢 進 が 確 認 さ れ た 。
【 ０ １ ２ ２ 】
実 施 例 ３
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肝 癌 患 者 組 織 、 お よ び 肝 癌 由 来 細 胞 株 に お け る Ｄ Ｋ Ｋ １ 遺 伝 子 の Ｇ ｅ ｎ ｅ 　 Ｃ ｈ ｉ ｐ に よ
る 発 現 解 析
　 実 施 例 １ に 示 し た 方 法 で 、 肝 癌 組 織 、 肝 硬 変 部 位 、 お よ び 正 常 肝 臓 組 織 か ら 得 た ｍ Ｒ Ｎ
Ａ か ら ｃ Ｒ Ｎ Ａ を 調 製 し 、 そ こ に 含 ま れ る Ｄ Ｋ Ｋ １ 遺 伝 子 の 発 現 量 を 解 析 し た 結 果 を 図 ３
に 示 し た 。 正 常 部 及 び 肝 硬 変 部 位 に 比 較 し て 肝 癌 部 位 で Ｄ Ｋ Ｋ １ 遺 伝 子 の 発 現 が 亢 進 し て
い る こ と が 明 ら か に な っ た 。 特 に 低 分 化 型 肝 癌 で 発 現 亢 進 が 著 し い 。 肝 癌 由 来 細 胞 株 Ｈ ｅ
Ｐ Ｇ ２ 、 Ｈ Ｌ Ｅ 、 Ｈ ｕ ｈ ６ 、 Ｈ ｕ ｈ ７ で も Ｄ Ｋ Ｋ １ 遺 伝 子 の 高 い 発 現 が 確 認 さ れ た 。
【 ０ １ ２ ３ 】
実 施 例 ４
大 腸 癌 患 者 組 織 、 お よ び 大 腸 癌 由 来 細 胞 株 に お け る Ｄ Ｋ Ｋ １ 遺 伝 子 の Ｇ ｅ ｎ ｅ 　 Ｃ ｈ ｉ ｐ
発 現 解 析
　 実 施 例 １ に 示 し た 方 法 で 、 大 腸 癌 組 織 、 お よ び 正 常 大 腸 組 織 か ら 得 た ｍ Ｒ Ｎ Ａ か ら ｃ Ｒ
Ｎ Ａ を 調 製 し 、 そ こ に 含 ま れ る Ｄ Ｋ Ｋ １ 遺 伝 子 の 発 現 量 を 解 析 し た 結 果 を 図 ４ に 示 し た 。
正 常 部 に 比 較 し て 大 腸 癌 部 位 で Ｄ Ｋ Ｋ １ 遺 伝 子 の 発 現 が 亢 進 し て い る こ と が 明 ら か に な っ
た 。 大 腸 癌 由 来 細 胞 株 Ｓ Ｗ ４ ８ ０ 、 Ｈ Ｃ Ｔ １ １ ６ 、 Ｃ ａ Ｃ ｏ ２ 、 Ｈ Ｔ ２ ９ で も Ｄ Ｋ Ｋ １ 遺
伝 子 の 高 い 発 現 が 確 認 さ れ た 。
【 ０ １ ２ ４ 】
実 施 例 ５
胃 癌 患 者 組 織 、 お よ び 胃 癌 由 来 細 胞 株 に お け る Ｄ Ｋ Ｋ １ 遺 伝 子 の Ｇ ｅ ｎ ｅ 　 Ｃ ｈ ｉ ｐ に よ
る 発 現 解 析
　 実 施 例 １ に 示 し た 方 法 で 、 胃 癌 組 織 、 お よ び 正 常 胃 組 織 か ら 得 た ｍ Ｒ Ｎ Ａ か ら ｃ Ｒ Ｎ Ａ
を 調 製 し 、 そ こ に 含 ま れ る Ｄ Ｋ Ｋ １ 遺 伝 子 の 発 現 量 を 解 析 し た 結 果 を 図 ５ に 示 し た 。 正 常
部 に 比 較 し て 胃 癌 部 位 で Ｄ Ｋ Ｋ １ 遺 伝 子 の 発 現 が 亢 進 し て い る こ と が 明 ら か に な っ た 。 胃
癌 由 来 細 胞 株 ２ Ｍ 、 ２ Ｍ Ｌ Ｎ で も Ｄ Ｋ Ｋ １ 遺 伝 子 の 高 い 発 現 が 確 認 さ れ た 。
【 ０ １ ２ ５ 】
実 施 例 ６
肝 芽 種 患 者 組 織 に お け る Ｄ Ｋ Ｋ １ 遺 伝 子 の Ｇ ｅ ｎ ｅ 　 Ｃ ｈ ｉ ｐ に よ る 発 現 解 析
　 実 施 例 １ に 示 し た 方 法 で 、 肝 芽 種 組 織 、 お よ び 正 常 小 児 肝 組 織 か ら 得 た ｍ Ｒ Ｎ Ａ か ら ｃ
Ｒ Ｎ Ａ を 調 製 し 、 そ こ に 含 ま れ る Ｄ Ｋ Ｋ １ 遺 伝 子 の 発 現 量 を 解 析 し た 結 果 を 図 ６ に 示 し た
。 正 常 部 に 比 較 し て 肝 芽 種 部 位 で Ｄ Ｋ Ｋ １ 遺 伝 子 の 発 現 が 亢 進 し て い る こ と が 明 ら か に な
っ た 。
【 ０ １ ２ ６ 】
実 施 例 ７
肝 芽 種 患 者 組 織 及 び 肝 癌 細 胞 株 に お け る Ｄ Ｋ Ｋ １ 遺 伝 子 の 定 量 的 Ｒ Ｔ -Ｐ Ｃ Ｒ に よ る 発 現
解 析
　 肝 芽 種 及 び 正 常 小 児 肝 臓 組 織 、 肝 癌 由 来 細 胞 株 よ り 、 実 施 例 １ に 示 し た 方 法 、 す な わ ち
、 Ｉ Ｓ Ｏ Ｇ Ｅ Ｎ に よ る Ｒ Ｎ Ａ 抽 出 、 Ｓ ｕ ｐ ｅ ｒ Ｓ ｃ ｒ ｉ ｐ ｔ 　 Ｉ Ｉ に よ る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 合 成 を
行 い 、 こ れ に よ り 得 ら れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 鋳 型 に し た 定 量 的 Ｒ Ｔ -Ｐ Ｃ Ｒ を 行 っ た 。 定 量 的 Ｒ
Ｔ -Ｐ Ｃ Ｒ は ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 存 在 量 を 定 量 化 す る 方 法 で あ る 。 具 体 的 に は 、 Ｓ Ｙ Ｂ Ｒ 　 Ｇ Ｒ Ｅ
Ｅ Ｎ を 添 加 し た Ｒ Ｔ -Ｐ Ｃ Ｒ を 行 い 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 増 幅 量 を Ｓ Ｙ Ｂ Ｒ 　 Ｇ Ｒ Ｅ Ｅ Ｎ 由 来 の 蛍
光 量 で 測 定 し た 。 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー は 、 Ｄ Ｋ Ｋ １ （ Ｎ Ｍ ＿ ０ １ ２ ２ ４ ２ ） の ６ ３ ３
か ら ８ ２ ８ 番 の 塩 基 を 増 幅 さ せ る 配 列 番 号 ３ 及 び 配 列 番 号 ４ に 記 載 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド で あ る 。 こ れ に よ っ て 定 量 化 さ れ た Ｄ Ｋ Ｋ １ 遺 伝 子 の 発 現 量 を 図 ７ に 示 す 。 正 常 部 に
比 較 し て 肝 芽 種 お よ び 肝 癌 由 来 細 胞 株 で Ｄ Ｋ Ｋ １ 遺 伝 子 の 発 現 亢 進 が 確 認 さ れ た 。 こ の 結
果 は 、 ３ 及 び 実 施 例 ７ の Ｇ ｅ ｎ ｅ Ｃ ｈ ｉ ｐ に よ る Ｄ Ｋ Ｋ １ 遺 伝 子 の 発 現 解 析 の 結 果 と 相 関
し て い た 。
【 ０ １ ２ ７ 】
実 施 例 ８
Ｄ Ｋ Ｋ １ 遺 伝 子 の サ ブ ク ロ ー ニ ン グ
　 配 列 番 号 ２ に 記 載 さ れ た DKK1の 蛋 白 質 を コ ー ド す る 領 域 の 遺 伝 子 は 、 大 腸 癌 細 胞 株 Ｃ ａ

10

20

30

40

50

(22) JP 2006-217844 A 2006.8.24



Ｃ ｏ ２ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ か ら 増 幅 さ せ た 。 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー に は 、 制 限 酵 素 サ イ ト Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ が
付 加 さ れ た フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 配 列 番 号 ５ 及 び Ｓ ｍ ａ Ｉ サ イ ト が 付 加 さ れ た 配 列 番 号 ６
か ら な る リ バ ー ス プ ラ イ マ ー の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 用 酵 素 及 び 試 薬 に は
、 ア ド バ ン テ ー ジ ２ ポ リ メ ラ ー ゼ ミ ッ ク ス （ Ａ ｄ ｖ ａ ｎ ｔ ａ ｇ ｅ 　 ２ 　 Ｐ ｏ ｌ ｙ ｍ ｅ ｒ ａ
ｓ ｅ 　 Ｍ ｉ ｘ ； ク ロ ン テ ッ ク 社 製 ） 及 び ア ド バ ン テ ー ジ ２ Ｐ Ｃ Ｒ バ ッ フ ァ ー （ Ａ ｄ ｖ ａ ｎ
ｔ ａ ｇ ｅ 　 ２ 　 Ｐ Ｃ Ｒ 　 ｂ ｕ ｆ ｆ ｅ ｒ ） 、 ２ ０ ０ μ Ｍ 　 デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド 三 リ ン 酸 、
０ ． ２ μ Ｍ プ ラ イ マ ー を 用 い 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 　 １ μ Ｌ を 鋳 型 に し た Ｐ Ｃ Ｒ （ ９ ４ ℃ ３ ０ 秒 、 ６
８ ℃ ３ ０ 秒 、 ７ ２ ℃ ２ 分 、 ３ ５ サ イ ク ル ） を 行 っ た 。
　 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 は ０ ． ８ ％ の ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 電 気 泳 動 を 行 っ た 後 、 Ｄ Ｋ Ｋ １ の 遺 伝 子 と 長
さ が 同 一 で あ る 部 位 を 切 り 出 し 、 キ ア ク イ ッ ク 　 ゲ ル 抽 出 キ ッ ト （ Ｑ Ｉ Ａ ｑ ｕ ｉ ｃ ｋ 　 ｇ
ｅ ｌ 　 ｅ ｘ ｔ ｒ ａ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎ 　 ｋ ｉ ｔ ； キ ア ゲ ン 社 製 ） を 用 い て ゲ ル か ら Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 の 溶
出 及 び 精 製 を 行 っ た 。
　 精 製 さ れ た Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 は 、 Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ゲ ー シ ョ ン キ ッ ト （ タ カ ラ 社 製 ） を 用 い て ｐ Ｇ Ｅ
Ｍ － Ｔ ｅ ａ ｓ ｙ ベ ク タ ー （ プ ロ メ ガ 社 製 ） に 組 み 込 み を 行 っ た 。 ゲ ル か ら 精 製 を 行 っ た Ｐ
Ｃ Ｒ 産 物 ４ μ Ｌ に 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン バ ッ フ ァ ー 　 ５ μ Ｌ 及 び ｐ Ｇ Ｅ Ｍ － Ｔ ｅ ａ ｓ ｙ ベ ク タ
ー を 加 え 、 １ ６ ℃ で ３ ０ 分 間 保 温 し た 。
　 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 組 み 込 ん だ ｐ Ｇ Ｅ Ｍ － Ｔ 　 ｅ ａ ｓ ｙ ベ ク タ ー は コ ン ピ テ ン ト 細 胞 Ｘ Ｌ － １
　 Ｂ ｌ ｕ ｅ （ ス ト ラ タ ジ ー ン 社 製 ） へ 形 質 転 換 し 、 ５ － ブ ロ モ － ４ － ク ロ ロ － ３ － β － イ
ン ド リ ル ー ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド （ ５ -Ｂ ｒ ｏ ｍ ｏ -４ -Ｃ ｈ ｌ ｏ ｒ ｏ -３ -Ｉ ｎ ｄ ｏ ｌ ｙ ｌ -β
-Ｇ ａ ｌ ａ ｃ ｔ ｏ ｐ ｙ ｒ ａ ｎ ｏ ｓ ｉ ｄ ｅ ； Ｘ -ｇ ａ ｌ ） を 用 い た カ ラ ー セ レ ク シ ョ ン を 行 い
、 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 が 組 み 込 ま れ た ベ ク タ ー の み を 選 出 し た 。 形 質 転 換 は 、 コ ン ピ テ ン ト 細 胞 に
１ ０ μ Ｌ の ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 産 物 を 加 え 、 ３ ０ 分 間 氷 冷 後 に 、 ４ ２ ℃ の ヒ ー ト シ ョ ッ ク
４ ５ 秒 、 続 け て ２ 分 間 氷 冷 し て 形 質 転 換 を 起 こ さ せ た 。 さ ら に 、 抗 生 物 質 耐 性 遺 伝 子 の 発
現 を 行 う た め に 抗 生 剤 を 含 ま な い Ｌ Ｂ 培 地 を ９ ０ ０ μ Ｌ 加 え 、 ３ ７ ℃ で ３ ０ 分 間 穏 や か に
撹 拌 し た 。 遠 心 で 菌 体 を 回 収 し 、 ２ ０ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ の Ｘ － ｇ ａ ｌ を ２ ０ μ Ｌ 散 布 さ せ た 、 ア
ン ピ シ リ ン を 含 む Ｌ Ｂ プ レ ー ト に 菌 体 を ま き 込 み 、 ３ ７ ℃ で １ ６ 時 間 培 養 し た 。 プ レ ー ト
上 で 生 育 し た コ ロ ニ ー の う ち 、 発 色 を し て い な い コ ロ ニ ー （ Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 が ベ ク タ ー に 組 み
込 ま れ て い る こ と が 予 想 さ れ る も の ） を ５ 個 選 択 し 、 最 終 濃 度 が １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ Ｌ の ア ン
ピ シ リ ン を 含 む ５ ｍ Ｌ の Ｌ Ｂ 培 地 で ３ ７ ℃ 、 １ ６ 時 間 激 し く 撹 拌 し 、 菌 体 を 増 殖 さ せ た 。
　 増 殖 し た 菌 体 の 一 部 か ら 、 フ ェ ノ ー ル ／ ク ロ ロ ホ ル ム 抽 出 に よ っ て プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を
回 収 し 、 Ｅ ｃ ｏ Ｒ 　 Ｉ （ ８ Ｕ ／ μ Ｌ ） を ０ ． ５ μ Ｌ 、 １ ０ × Ｈ 　 バ ッ フ ァ ー を ２ μ Ｌ 、 蒸
留 水 を ７ ． ５ μ Ｌ 加 え 、 ３ ７ ℃ で １ 時 間 消 化 を 行 っ た 。 ０ ． ８ ％ の ア ガ ロ ー ス ゲ ル を 用 い
た 電 気 泳 動 で 消 化 物 の サ イ ズ が 目 的 の Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 の サ イ ズ と 同 一 で あ る こ と を 確 認 し た 。
　 Ｄ Ｋ Ｋ １ の 遺 伝 子 が 組 み 込 ま れ た と 考 え ら れ る プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ の 回 収 は カ ン タ ム プ レ
ッ プ 　 プ ラ ス ミ ド 　 ミ ニ プ レ ッ プ キ ッ ト （ Ｑ ｕ ａ ｎ ｔ ｕ ｍ 　 Ｐ ｒ ｅ ｐ 　 Ｐ ｌ ａ ｓ ｍ ｉ ｄ 　
Ｍ ｉ ｎ ｉ Ｐ ｒ ｅ ｐ 　 Ｋ ｉ ｔ 　 （ バ イ オ ラ ッ ド 社 製 ） を 用 い て 行 っ た 。 溶 出 は 蒸 留 水 で 行 っ
た 。
　 精 製 さ れ た プ ラ ス ミ ド に 組 み 込 ま れ た Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 の 塩 基 配 列 の 確 認 を キ ャ ピ ラ リ ー 電 気
泳 動 に よ る シ ー ケ ン ス で 行 っ た 。 シ ー ケ ン ス の 反 応 は 、 ダ イ ナ ミ ッ ク Ｅ Ｔ タ ー ミ ネ ー タ ー
　 サ イ ク ル 　 シ ー ケ ン ス 　 キ ッ ト （ Ｄ Ｙ Ｅ ｎ ａ ｍ ｉ ｃ 　 Ｅ Ｔ 　 Ｔ ｅ ｒ ｍ ｉ ｎ ａ ｔ ｏ ｒ 　 Ｃ
ｙ ｃ ｌ ｅ 　 Ｓ ｅ ｑ ｕ ｅ ｎ ｃ ｉ ｎ ｇ 　 Ｋ ｉ ｔ ； ア マ シ ャ ム バ イ オ サ イ エ ン ス 社 製 ） を 用 い 、
各 ０ ． ２ μ Ｍ の Ｔ ７ プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 ７ ） 及 び Ｓ Ｐ ６ プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 ８ ） を 用
い た 。 シ ー ケ ン ス に よ っ て 得 ら れ た Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 の 塩 基 配 列 は 、 Ｕ ｎ ｉ Ｇ ｅ ｎ ｅ の デ ー タ か
ら 得 ら れ た 野 生 型 の Ｄ Ｋ Ｋ １ 配 列 （ Ｎ Ｍ ＿ ０ １ ２ ２ ４ ２ ） の コ ー デ ィ ン グ 領 域 と 比 較 し 、
変 異 の な い Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を も つ プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を 選 び 出 し た 。
【 ０ １ ２ ８ 】
実 施 例 ９
大 腸 菌 発 現 系 ベ ク タ ー の 構 築
　 シ ー ケ ン ス で 野 生 型 の Ｄ Ｋ Ｋ １ と 同 一 の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ２ ） を コ ー ド す る こ と
が 確 認 さ れ た プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ は 、 制 限 酵 素 （ Ｂ ａ ｍ 　 Ｈ Ｉ 及 び Ｓ ｍ ａ 　 Ｉ ） で 酵 素 消 化
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（ ３ ７ ℃ 、 １ 時 間 ） を 行 い 、 ０ ． ８ ％ の ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 電 気 泳 動 を 行 い 、 ｐ Ｇ Ｅ Ｍ － Ｔ
　 ｅ ａ ｓ ｙ か ら 遺 伝 子 を 単 離 、 精 製 し た 。 精 製 は キ ア ク イ ッ ク 　 ゲ ル 抽 出 キ ッ ト を 用 い て
行 っ た 。
　 ｐ Ｇ Ｅ Ｍ － Ｔ 　 ｅ ａ ｓ ｙ に よ っ て 増 幅 さ れ 、 切 り 出 さ れ た フ ラ グ メ ン ト は 、 大 腸 菌 蛋 白
質 発 現 用 ベ ク タ ー で あ る ｐ Ｅ Ｔ ４ １ ｂ （ ノ バ ジ ェ ン 社 製 ） に 組 み 換 え た 。 ｐ Ｅ Ｔ ４ １ に 組
み 込 ま れ た 遺 伝 子 は 、 Ｇ Ｓ Ｔ 融 合 蛋 白 質 と し て 翻 訳 さ れ る 。
　 ｐ Ｅ Ｔ ４ １ を 制 限 酵 素 （ Ｂ ａ ｍ 　 Ｈ Ｉ 及 び Ｓ ｍ ａ 　 Ｉ ） で 消 化 し 、 電 気 泳 動 を 行 い 、 キ
ア ク イ ッ ク 　 ゲ ル 抽 出 キ ッ ト で 精 製 を 行 っ た 。 ｐ Ｇ Ｅ Ｍ － Ｔ 　 ｅ ａ ｓ ｙ に よ っ て 増 幅 し た
Ｄ Ｋ Ｋ １ の 配 列 を も つ フ ラ グ メ ン ト は Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ゲ ー シ ョ ン キ ッ ト を 用 い て ｐ Ｅ Ｔ ４ １ ｂ
に 組 み 込 み を 行 っ た 。
　 ｐ Ｇ Ｅ Ｍ － Ｔ 　 ｅ ａ ｓ ｙ か ら 精 製 を 行 っ た Ｄ Ｋ Ｋ １ フ ラ グ メ ン ト ４ μ Ｌ に 、 ラ イ ゲ ー シ
ョ ン バ ッ フ ァ ー ５ μ Ｌ 及 び ｐ Ｅ Ｔ ４ １ ｂ を １ μ Ｌ 加 え 、 １ ６ ℃ で ３ ０ 分 間 保 温 し た 。
　 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 の 終 了 し た プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ は Ｘ Ｌ － １ 　 Ｂ ｌ ｕ ｅ へ 形 質 転 換 を 行
い 、 カ ナ マ イ シ ン を 含 む Ｌ Ｂ 培 地 で １ ６ 時 間 振 盪 を 行 い 、 菌 体 を 増 殖 さ せ た 。 増 殖 さ せ た
大 腸 菌 か ら 、 カ ン タ ム プ レ ッ プ 　 プ ラ ス ミ ド 　 ミ ニ プ レ ッ プ キ ッ ト を 用 い て 、 プ ラ ス ミ ド
の 精 製 を 行 っ た 。 ｐ Ｅ Ｔ ４ １ へ の Ｄ Ｋ Ｋ １ の 挿 入 を 確 認 す る た め に 、 ｐ Ｅ Ｔ が も つ 配 列 に
対 す る プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 ９ 及 び １ ０ ） で シ ー ケ ン ス を 行 っ た 。
　 ｐ Ｅ Ｔ ４ １ ベ ク タ ー に 組 み 込 ま れ た 配 列 番 号 １ の Ｄ Ｋ Ｋ １ は 、 Ｔ ７ プ ロ モ ー タ ー を 持 つ
コ ン ピ テ ン ト 細 胞 Ｂ Ｌ ２ １ 　 Ｃ ｏ ｄ ｏ ｎ 　 Ｐ Ｌ Ｕ Ｓ 　 ｐ Ｌ ｙ ｓ （ ノ バ ジ ェ ン 社 製 ） に 形 質
転 換 さ せ た 。
　 形 質 転 換 は 、 以 下 の 手 順 で 行 っ た 。 １ ０ ０ μ Ｌ の Ｂ Ｌ ２ １ 　 Ｃ ｏ ｄ ｏ ｎ 　 Ｐ Ｌ Ｕ Ｓ 　 Ｒ
Ｉ Ｌ に ｐ Ｅ Ｔ ‐ Ｄ Ｋ Ｋ １ ‐ Ｆ Ｌ を １ μ ｇ ／ μ Ｌ 濃 度 で １ μ Ｌ 加 え ５ 分 間 氷 冷 し た 。 そ の 後
、 ４ ２ ℃ の 恒 温 層 に ２ ０ 秒 間 漬 け 、 ヒ ー ト シ ョ ッ ク を 与 え た 。 さ ら に ２ 分 間 氷 冷 し た 後 、
９ ０ ０ μ Ｌ の 抗 生 剤 無 添 加 の Ｌ Ｂ を 加 え 、 ３ ７ ℃ で １ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 に 、 遠
心 （ １ ０ ０ ０ × ｇ 、 ５ 分 ） を 行 っ た 。
　 上 清 を 廃 棄 し た 後 コ ン ピ テ ン ト 細 胞 を 再 懸 濁 さ せ 、 カ ナ マ イ シ ン を 含 ん だ Ｌ Ｂ プ レ ー ト
に ま き こ ん で ３ ７ ℃ で １ ６ 時 間 、 選 択 培 養 を 行 っ た 。
【 ０ １ ２ ９ 】
実 施 例 １ ０
大 腸 菌 発 現 系 に お け る Ｇ Ｓ Ｔ 融 合 Ｄ Ｋ Ｋ １ 蛋 白 質 の 調 製
　 蛋 白 質 合 成 は 以 下 の 手 順 で 行 っ た 。 プ ラ ス ミ ド が 導 入 さ れ た と 考 え ら れ る カ ナ マ イ シ ン
耐 性 の コ ロ ニ ー を 、 カ ナ マ イ シ ン を 含 む ５ ｍ Ｌ の Ｌ Ｂ 培 地 の 中 で コ ン フ ル エ ン ト に な る ま
で 培 養 を 行 っ た 。 こ の 培 養 液 を ５ ０ ０ ｍ Ｌ の カ ナ マ イ シ ン 入 り Ｌ Ｂ 培 地 に 加 え 、 旋 回 振 と
う さ せ な が ら ３ ７ ℃ で 培 養 を 行 っ た 後 に 、 菌 体 が 増 殖 し た こ と を 確 認 し た 上 で 、 蛋 白 質 合
成 を 誘 導 す る Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ （ Ｉ ｓ ｏ ｐ ｒ ｏ ｐ ｙ ｌ -Ｔ ｈ ｉ ｏ -β -Ｄ -Ｇ ａ ｌ ａ ｃ ｔ ｏ ｐ ｙ ｒ ａ ｎ
ｏ ｓ ｉ ｄ ｅ ） を ５ ０ ０ μ Ｍ に な る よ う に 加 え 、 ２ ２ ℃ で １ ６ 時 間 、 旋 回 振 と う 培 養 を 行 っ
た 。
　 Ｇ Ｓ Ｔ 融 合 蛋 白 質 の 精 製 は 、 Ｇ Ｓ Ｔ と グ ル タ チ オ ン の 結 合 を 利 用 し た ア フ ィ ニ テ ィ ー 精
製 で 行 っ た 。 ま ず 、 培 養 液 を ６ ０ ０ ０ × ｇ 、 ４ ℃ で １ ０ 分 間 遠 心 す る こ と で 大 腸 菌 の 菌 体
を 回 収 し た 。 菌 体 溶 解 バ ッ フ ァ ー （ ５ ０ ｍ Ｍ 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 １ ｍ Ｍ
　 ジ チ オ ス レ イ ト ー ル （ Ｄ Ｔ Ｔ ） 、 ５ ０ ｍ Ｍ ト リ ス ヒ ド ロ キ シ ア ミ ノ メ タ ン 塩 酸 塩 ， 　 ｐ
Ｈ ８ ． ０ ） を 加 え 、 氷 上 で 超 音 波 処 理 を 行 っ た 。 そ の 後 、 最 終 濃 度 が １ ％ に な る よ う に Ｔ
ｒ ｉ ｔ ｏ ｎ 　 Ｘ ‐ １ ０ ０ を 添 加 し 、 １ ３ ４ ０ ０ × ｇ 、 ４ ℃ で ４ ５ 分 間 遠 心 を 行 っ て 上 清 を
回 収 し た 。 こ の 上 清 に グ ル タ チ オ ン セ フ ァ ロ ー ス （ ア マ シ ャ ム バ イ オ サ イ エ ン ス 社 製 ） を
５ ０ ０ μ Ｌ 加 え 、 ４ ℃ で １ 時 間 転 倒 混 和 を 行 な い 、 Ｇ Ｓ Ｔ ‐ Ｄ Ｋ Ｋ １ 融 合 蛋 白 質 を 吸 着 さ
せ た 。
　 遠 心 （ ３ ０ ０ ０ × ｇ 、 ４ ℃ 、 ５ 分 ） で グ ル タ チ オ ン セ フ ァ ロ ー ス を 回 収 し 、 １ ０ ｍ Lの
Ｐ Ｂ Ｓ ‐ Ｔ （ ０ ． ５ ％ Ｔ ｒ ｉ ｔ ｏ ｎ 　 Ｘ ‐ １ ０ ０ を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ ） で 洗 浄 後 、 溶 出 バ ッ フ ァ
ー （ ５ ０ ｍ Ｍ 還 元 型 グ ル タ チ オ ン 、 ２ ０ ０ ｍ Ｍ 塩 化 ナ ト リ ウ ム １ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 １ ｍ Ｍ
Ｄ Ｔ Ｔ 、 ２ ０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ -Ｈ Ｃ ｌ ， ｐ Ｈ ８ ． ０ ） を 加 え て ４ ℃ で １ 時 間 転 倒 混 和 し
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、 Ｇ Ｓ Ｔ 融 合 蛋 白 質 を 溶 出 さ せ た 。 遠 心 （ ３ ０ ０ ０ × ｇ 、 ４ ℃ 、 ５ 分 ） に よ っ て グ ル タ チ
オ ン セ フ ァ ロ ー ス を 除 去 し 、 Ｇ Ｓ Ｔ 融 合 Ｄ Ｋ Ｋ １ 精 製 蛋 白 質 を 得 た 。 こ の 精 製 蛋 白 質 は 脱
塩 カ ラ ム で あ る Ｐ Ｄ ‐ １ ０ カ ラ ム （ ア マ シ ャ ム バ イ オ サ イ エ ン ス 社 製 ） で Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 と し
た 。
さ ら に 純 度 を 高 め る た め に 、 Ｆ Ｐ Ｌ Ｃ に よ る イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 行 っ た 。 Ｐ
Ｄ ‐ １ ０ カ ラ ム （ ア マ シ ャ ム バ イ オ サ イ エ ン ス 社 製 ） で Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 と し 、 用 い た カ ラ ム は
Ｍ ｏ ｎ ｏ Ｑ カ ラ ム 、 塩 化 カ リ ウ ム の 濃 度 勾 配 に よ っ て 溶 出 を 行 っ た 。
Ｆ Ｐ Ｌ Ｃ 精 製 さ れ た Ｇ Ｓ Ｔ 融 合 Ｄ Ｋ Ｋ １ は 、 Ｐ Ｄ ‐ １ ０ カ ラ ム で Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 と し た 。 ブ ラ
ッ ド フ ォ ー ド 法 に よ っ て 蛋 白 質 濃 度 を 定 量 し 、 Ｓ Ｄ Ｓ ‐ Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ っ て 純 度 を 検 定 し 、
免 疫 に 必 要 な 蛋 白 質 の 量 及 び 純 度 を 満 た し て い る こ と を 確 認 し 、 こ の 蛋 白 質 を 以 下 に 示 す
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 作 製 の た め の 免 疫 原 と し た 。
【 ０ １ ３ ０ 】
実 施 例 １ １
哺 乳 類 細 胞 発 現 系 に よ る Ｄ Ｋ Ｋ １ 蛋 白 質 の 調 製
　 哺 乳 類 細 胞 発 現 系 に 用 い る ベ ク タ ー を 作 製 し た 。 実 施 例 ８ に よ っ て サ ブ ク ロ ー ニ ン グ さ
れ た Ｄ Ｋ Ｋ １ 遺 伝 子 を 鋳 型 に 、 制 限 酵 素 サ イ ト Ｈ ｉ ｎ ｄ Ｉ Ｉ Ｉ が 付 加 さ れ た 配 列 番 号 １ １
の フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 、 及 び ポ リ ヒ ス チ ジ ン タ グ を コ ー ド す る 配 列 と 制 限 酵 素 サ イ ト Ｂ
ａ ｍ Ｈ Ｉ の 配 列 が 付 加 さ れ た 配 列 番 号 １ ２ の リ バ ー ス プ ラ イ マ ー を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ を 行 っ た
。 増 幅 さ れ た Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 は 、 実 施 例 ９ と 同 様 の 手 法 で 精 製 を 行 っ た 後 、 Ｈ ｉ ｎ ｄ Ｉ Ｉ Ｉ お
よ び Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ サ イ ト に て 切 断 し た フ ラ グ メ ン ト を ｐ ｈ Ｃ Ｍ Ｖ ベ ク タ ー （ ス ト ラ タ ジ ー ン
社 ） へ の 挿 入 を 行 っ た 。
　 Ｔ ｒ ａ ｎ ｓ Ｉ Ｔ （ Ｔ ａ Ｋ ａ Ｒ ａ 社 ） の プ ロ ト コ ー ル に 準 じ て 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を
行 っ た 。 前 日 に ６ ウ ェ ル デ イ ッ シ ュ に 、 １ ０ 万 個 の チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 由 来 の Ｃ
Ｈ Ｏ 細 胞 を 播 種 し 一 晩 培 養 を 行 っ た 。 翌 日 に ８ μ ｇ の 発 現 ベ ク タ ー ｐ ｈ Ｃ Ｍ Ｖ -Ｄ Ｋ Ｋ １ -
Ｈ ｉ ｓ と １ ６ μ Ｌ の Ｔ ｒ ａ ｎ ｓ Ｉ ｔ 　 ｒ ｅ ａ ｇ ｅ ｎ ｔ を 無 血 清 Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 培 地 １ ０ ０ μ Ｌ に
混 合 し 、 ２ ０ 分 間 の 室 温 に お け る イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 行 っ た 後 、 細 胞 培 養 液 に 加 え ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 行 っ た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 翌 日 に 限 外 希 釈 法 お よ び 選 択 試 薬 で あ
る Ｇ ４ １ ８ を 用 い て ク ロ ー ニ ン グ を 開 始 し た 。 各 ク ロ ー ン の 培 養 上 清 の サ ン プ リ ン グ を 行
い 培 養 上 清 中 の Ｄ Ｋ Ｋ １ の 発 現 量 の 検 定 を 行 っ た 結 果 、 約 ５ -１ ０ μ ｇ ／ ｍ Ｌ の Ｄ Ｋ Ｋ １ -
Ｈ ｉ ｓ 融 合 蛋 白 質 を 発 現 す る 恒 常 的 ク ロ ー ン が 存 在 し 、 こ れ ら を 選 択 し た 。
　 選 択 し た 恒 常 的 発 現 ク ロ ー ン を １ ５ ０ ｃ ｍ 2 の フ ラ ス コ 、 無 血 清 培 地 Ｓ -Ｓ Ｆ Ｍ -Ｉ Ｉ （
Ｉ ｎ ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ ｇ ｅ ｎ 社 ） ２ ０ ｍ Ｌ に て 培 養 を ４ ８ 時 間 行 い 、 培 養 上 清 を 回 収 し た 。 得 ら
れ た 培 養 上 清 か ら Ｔ Ａ Ｒ Ｏ Ｎ 　 Ｈ ｉ ｓ タ グ 精 製 レ ジ ン （ Ｂ Ｄ 　 Ｂ ｉ ｏ ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ 社 ）
を 用 い て 添 付 マ ニ ュ ア ル に 従 い Ｄ Ｋ Ｋ １ -  Ｈ ｉ ｓ 　 融 合 蛋 白 質 の 精 製 を 行 っ た 。 精 製 さ
れ た 融 合 蛋 白 質 は Ｐ Ｂ Ｓ に 対 し 透 析 を 行 い Ｓ Ｄ Ｓ -Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ る 純 度 検 定 の 後 、 免 疫 用
抗 原 お よ び Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 測 定 に お け る 標 準 品 と し て 用 い た 。
【 ０ １ ３ １ 】
実 施 例 １ ２
抗 Ｄ Ｋ Ｋ １ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製
　 実 施 例 １ ０ の 方 法 で 調 製 し た Ｇ Ｓ Ｔ 融 合 Ｄ Ｋ Ｋ １ 蛋 白 質 、 ま た は 実 施 例 １ １ の 方 法 で 調
製 し た Ｄ Ｋ Ｋ １ -Ｈ ｉ ｓ 抗 原 １ ０ ０ μ ｇ ／ ０ ． １ ｍ Ｌ と 、 フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト ０
． １ ｍ Ｌ を 混 合 し て エ マ ル ジ ョ ン を 形 成 さ せ 、 Ｂ Ａ Ｌ Ｂ ／ ｃ マ ウ ス に 腹 腔 内 投 与 す る こ と
に よ り 、 初 回 免 疫 を 行 っ た 。 ２ 週 間 後 に 、 Ｇ Ｓ Ｔ 融 合 Ｄ Ｋ Ｋ １ 蛋 白 質 、 ま た は Ｄ Ｋ Ｋ １ -
Ｈ ｉ ｓ 抗 原 １ ０ ０ μ ｇ ／ ０ ． １ ｍ Ｌ と 、 フ ロ イ ン ト 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト ０ ． １ ｍ Ｌ を 混 合
し て エ マ ル ジ ョ ン を 形 成 さ せ 、 Ｂ Ａ Ｌ Ｂ ／ ｃ マ ウ ス に 腹 腔 内 投 与 し て ２ 回 目 の 免 疫 を 行 っ
た 。 さ ら に ２ 週 間 後 に 、 Ｇ Ｓ Ｔ 融 合 Ｄ Ｋ Ｋ １ 蛋 白 質 、 ま た は Ｄ Ｋ Ｋ １ -Ｈ ｉ ｓ 抗 原 ２ ５ μ
ｇ ／ ０ ． １ ｍ Ｌ を 静 脈 注 射 し て 投 与 し 、 最 終 免 疫 を 行 っ た 。 最 終 免 疫 後 に こ の マ ウ ス か ら
脾 臓 細 胞 を 調 製 し 、 通 常 の ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル を 使 用 す る 方 法 に よ っ て マ ウ ス Ｎ Ｓ -
１ 細 胞 と の 細 胞 融 合 を 行 っ た 。
抗 体 産 生 細 胞 の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 Ｇ Ｓ Ｔ 融 合 Ｄ Ｋ Ｋ １ 蛋 白 質 、 ま た は Ｄ Ｋ Ｋ １ -Ｈ ｉ ｓ
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抗 原 を 固 相 し た Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で 行 い 、 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 の 選 別 を 行 っ た 。 Ｄ Ｋ Ｋ １ の み
を 特 異 的 に 認 識 す る 細 胞 、 す な わ ち 、 Ｇ Ｓ Ｔ あ る い は Ｈ ｉ ｓ を 認 識 せ ず 、 Ｄ Ｋ Ｋ １ 蛋 白 質
を 認 識 す る 細 胞 の み を 選 択 し 、 Ｄ Ｋ Ｋ １ に 対 す る 特 異 性 の 高 い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 多 数
作 製 す る こ と に 成 功 し た 。 こ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 Ｐ Ｐ Ｍ Ｘ ０ ３ ０ １ は ウ エ ス タ ン ブ ロ
テ ィ ン グ に よ る Ｄ Ｋ Ｋ １ 測 定 に 利 用 可 能 で あ っ た こ と か ら 、 特 許 微 生 物 寄 託 セ ン タ ー に FE
RM　 P－ ２ ０ ３ １ ７ と し て 寄 託 し た 。
【 ０ １ ３ ２ 】
実 施 例 １ ３
抗 Ｄ Ｋ Ｋ １ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製
　 精 製 Ｄ Ｋ Ｋ １ -Ｈ ｉ ｓ を 用 い て 、 ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製 を 行 っ た 。 作 製 に は
、 公 知 の 方 法 を 用 い た 。 精 製 Ｄ Ｋ Ｋ １ -Ｈ ｉ ｓ を 、 ア ジ ュ バ ン ト を 用 い て エ マ ル ジ ョ ン 化
し た も の を 皮 下 に 投 与 し 、 免 疫 を 行 っ た 。 こ れ を 数 回 繰 り 返 し 、 抗 体 価 が 上 昇 し た の を 確
認 し た 後 、 採 血 を 行 い 、 血 清 を 得 た 。 次 い で 、 Ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ 　 Ｇ を 固 定 化 し た セ フ ァ ロ
ー ス ビ ー ズ （ ア マ シ ャ ム バ イ オ サ イ エ ン ス 社 製 ） に よ り 精 製 後 、 さ ら に Ｄ Ｋ Ｋ １ -Ｈ ｉ ｓ
を 固 定 化 し た Ｓ ｅ ｐ ｈ ａ ｒ ｏ ｓ ｅ 　 ４ Ｂ に て 精 製 し 、 精 製 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 取 得 し た
。
【 ０ １ ３ ３ 】
実 施 例 １ ４
哺 乳 類 細 胞 に お け る 一 過 性 発 現 に 用 い る Ｄ Ｋ Ｋ １ 発 現 ベ ク タ ー の 構 築
　 実 施 例 ９ に よ っ て サ ブ ク ロ ー ニ ン グ さ れ た Ｄ Ｋ Ｋ １ 遺 伝 子 を 鋳 型 に 、 Ｂ ａ ｍ 　 Ｈ Ｉ の 配
列 が 付 加 さ れ た 配 列 番 号 １ ３ 、 お よ び Ｘ ｈ ｏ 　 Ｉ が 付 加 さ れ た 配 列 番 号 １ ４ の オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド を プ ラ イ マ ー と し た Ｐ Ｃ Ｒ （ ９ ４ ℃ ３ ０ 秒 、 ６ ８ ℃ ３ ０ 秒 、 ７ ２ ℃ ２ 分 、 ３ ５ サ
イ ク ル ） を 行 っ た 。 こ の Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 実 施 例 ９ で 実 施 し た 方 法 と 同 様 の 手 法 で 、 あ ら か じ
め 、 Ｂ ａ ｍ 　 Ｈ Ｉ 及 び Ｘ ｈ ｏ 　 Ｉ で 切 断 さ れ た ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ４ 　 Ｍ ｙ ｃ Ｈ ｉ ｓ 　 Ａ （ イ ン ビ
ト ロ ジ ェ ン 社 ） に 組 み 換 え を 行 っ た 。
【 ０ １ ３ ４ 】
実 施 例 １ ５
哺 乳 類 細 胞 に お け る Ｄ Ｋ Ｋ １ の 一 過 性 発 現 及 び ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ
　 実 施 例 １ ４ で 作 製 し た Ｄ Ｋ Ｋ １ を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 組 み 込 ん だ ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ４ 　 Ｍ ｙ ｃ
-Ｈ ｉ ｓ を 、 Ｆ ｕ Ｇ Ｅ Ｎ Ｅ ６ （ ロ シ ュ ・ ダ イ ア グ ノ ス テ ィ ク ス 社 ） を 用 い て ミ ド リ ザ ル 腎
臓 由 来 の Ｃ Ｏ Ｓ ７ 細 胞 に 導 入 し た 。 導 入 後 、 ４ ８ 時 間 後 の 細 胞 内 蛋 白 質 お よ び 培 養 上 清 を
回 収 し た 。 細 胞 内 蛋 白 質 は 、 培 養 細 胞 を Ｐ Ｂ Ｓ で ３ 回 洗 浄 し た 後 に Ｒ Ｉ Ｐ Ａ バ ッ フ ァ ー （
１ ５ ０ ｍ Ｍ 塩 化 ナ ト リ ウ ム ， １ ％ Ｎ Ｐ -４ ０ ， ０ ． ５ ％ デ オ キ シ コ ー ル 酸 ， 　 ０ ． １ ％ Ｓ
Ｄ Ｓ ， ５ ０ ｍ Ｍ Ｔ ｒ ｉ ｓ -Ｈ Ｃ ｌ 　 ｐ Ｈ ８ ． ０ ） に よ っ て 抽 出 し た 。 各 々 の 蛋 白 質 抽 出 液
の 蛋 白 質 濃 度 を ブ ラ ッ ド フ ォ ー ド 法 で 定 量 し 、 ５ 　 ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ と な る よ う に 調 製 し た 後 、
Ｓ Ｄ Ｓ -サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー と 等 量 混 合 し （ 最 終 濃 度 、 Ｓ Ｄ Ｓ 　 ２ ％ ， ２ -メ ル カ プ ト エ タ
ノ ー ル ５ ％ ） 、 ９ ５ ℃ で ５ 分 間 加 熱 処 理 を 行 っ た 。 １ ０ μ ｇ の 蛋 白 質 抽 出 液 に つ い て １ ２
％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル を 用 い た Ｓ Ｄ Ｓ -Ｐ Ａ Ｇ Ｅ を 行 っ た 。 分 離 さ れ た 蛋 白 質 は 渡 辺
ら の 方 法 （ Ａ ｋ ｉ ｒ ａ 　 Ｗ ａ ｔ ａ ｎ ａ ｂ ｅ ら 、 キ ャ ン サ ー ・ リ サ ー チ 、 ６ ３ 巻 ８ ６ ２ ９ 頁
（ ２ ０ ０ ３ 年 ） ） に よ っ て ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 行 っ た 。 す な わ ち 、 Ｈ ｙ ｂ ｏ ｎ ｄ
-Ｐ （ ア マ シ ャ ム バ イ オ サ イ エ ン ス 社 製 ） 膜 に １ ０ ０ Ｖ で ６ ０ ｍ ｉ ｎ 転 写 し 、 転 写 膜 を ２
％ ス キ ム ミ ル ク で ２ ５ ℃ 　 １ ｈ ブ ロ ッ キ ン グ し た 後 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 　 ｂ ｕ ｆ ｆ ｅ ｒ
ｅ ｄ 　 ｓ ａ ｌ ｉ ｎ ｅ （ 以 下 Ｔ Ｂ Ｓ ） で ３ 回 洗 浄 し た 。 抗 Ｍ ｙ ｃ 抗 体 （ サ ン タ ク ル ー ズ 社 、
最 終 濃 度 １ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） も し く は 抗 Ｄ Ｋ Ｋ １ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Ｐ Ｐ Ｍ Ｘ ０ ３ ０ １ ； 最
終 濃 度 １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） を 、 室 温 で １ 時 間 反 応 さ せ た 後 、 Ｔ Ｂ Ｓ で ３ 回 洗 浄 を 行 っ た 。 Ｈ
Ｒ Ｐ 標 識 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 （ ア マ シ ャ ム バ イ オ サ イ エ ン ス 社 製 ） の ５ ０ ０ ０ 倍 希 釈 液 ５
ｍ Ｌ を ア プ ラ イ し 、 室 温 で １ 時 間 反 応 さ せ た 後 Ｔ Ｂ Ｓ で ３ 回 洗 浄 を 行 っ た 。 Ｅ Ｃ Ｌ 　 ｐ ｌ
ｕ ｓ 検 出 試 薬 （ ア マ シ ャ ム バ イ オ サ イ エ ン ス 社 製 ） を ２ ｍ Ｌ ア プ ラ イ し 、 得 ら れ た 化 学 発
光 シ グ ナ ル を Ｘ 腺 フ ィ ル ム に ５ ｍ ｉ ｎ 感 光 さ せ た 。 こ の よ う に し て 実 施 し た ウ ェ ス タ ン ブ
ロ ッ テ ィ ン グ の 結 果 を 図 ８ に 示 す 。 陰 性 コ ン ト ロ ー ル と し て DKK1遺 伝 子 の 導 入 し て い な い
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COS7細 胞 の 抽 出 液 を 用 い た 。 抗 Myc抗 体 、 及 び 抗 DKK1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 細 胞 質
抽 出 液 に 対 す る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ で は 、 ２ 種 類 の 抗 体 で 、 と も に ３ ７ ｋ ダ ル ト ン
付 近 に バ ン ド が 検 出 さ れ た 。 培 養 上 清 に 対 す る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ で は 、 ２ 種 類 の
抗 体 で と も に 、 ３ ７ ｋ ダ ル ト ン か ら ５ ０ ｋ ダ ル ト ン の 間 に バ ン ド が 検 出 さ れ た 。 こ の こ と
は 細 胞 質 に 存 在 す る Ｄ Ｋ Ｋ １ 蛋 白 質 と 培 養 上 清 に 分 泌 さ れ る Ｄ Ｋ Ｋ １ 蛋 白 質 の 分 子 量 が 異
な っ て い る こ と を 示 し て い る 。 こ れ は 、 例 え ば 、 糖 鎖 修 飾 等 に よ る 翻 訳 後 修 飾 の 可 能 性 も
あ る し 、 立 体 構 造 の 変 化 に よ る 可 能 性 も あ る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
実 施 例 １ ６
各 種 癌 細 胞 株 抽 出 液 中 DKK1の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ る 検 出
　 実 施 例 １ 、 ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ お よ び ６ に て 、 各 種 癌 組 織 お よ び 癌 由 来 細 胞 株 に お け る DKK1
遺 伝 子 の 発 現 亢 進 が 確 認 で き た こ と か ら 、 蛋 白 質 レ ベ ル で の 産 生 亢 進 を 確 認 す る 目 的 で 、
各 種 癌 細 胞 株 Panc1（ 膵 臓 癌 細 胞 株 ） 、 Caco2（ 大 腸 癌 細 胞 株 ） 、 Huh-6（ 肝 癌 細 胞 株 ） 、 M
DA-MB-231（ 乳 癌 細 胞 株 ） 、 KatoIII（ 胃 癌 細 胞 株 ） 、 PC3（ 前 立 腺 癌 細 胞 株 ） 、 H157（
肺 癌 細 胞 株 ） 、 A549（ 肺 癌 細 胞 株 ） の 抽 出 液 に つ い て 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 行 い
DKK1の 検 出 を 試 み た 。 標 準 品 と し て 、 精 製 DKK1－ Hisを 用 い た 。 抽 出 液 は 、 各 培 養 細 胞 を P
BSで 3回 洗 浄 し た 後 に RIPA buffer(150mM塩 化 ナ ト リ ウ ム ,1%NP-40,0.5%デ オ キ シ コ ー ル 酸 ,
 0.1%SDS,50mMTris-HCl pH8.0)を 添 加 す る こ と で 得 た 。 各 抽 出 液 2.0μ Lを 還 元 状 態 で SDS-
PAGEし 、 泳 動 後 の ゲ ル を PVDF膜 に 転 写 し た 。 転 写 し た 膜 上 の DKK1を 抗 DKK1ポ リ ク ロ ー ナ ル
抗 体 と 反 応 さ せ た 。 そ の 後 、 抗 DKK1ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は  HRP標 識 抗 ウ サ ギ IgG抗 体 と 反
応 さ せ 、 DKK1の バ ン ド を 検 出 し た 。 そ の 結 果 を 図 ９ に 示 し た 。 ５ つ の 細 胞 株 Panc1、 Caco2
、 Huh-6、 MDA-MB-231、 PC3、 A549の 抽 出 液 で 、 標 準 品 DKK1-Hisと ほ ぼ 同 一 位 置 に バ ン ド が
確 認 で き た こ と か ら 、 膵 臓 、 大 腸 、 肝 臓 、 乳 、 前 立 腺 お よ び 肺 の 組 織 上 の 癌 化 し た 細 胞 内
に DKK1蛋 白 質 が 存 在 す る こ と が 予 測 さ れ 、 癌 組 織 を 用 い た 癌 の 確 定 診 断 へ の 利 用 が 示 唆 さ
れ た 。
【 ０ １ ３ ６ 】
実 施 例 １ ７
各 種 癌 細 胞 株 培 養 液 中 DKK1の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ る 検 出
　 各 種 癌 細 胞 株 培 養 液 中 に DKK1蛋 白 質 が 存 在 す る か 否 か を 調 べ る た め 、 各 種 癌 細 胞 株 Panc
1、 Caco2、 Huh-6、 MDA-MB-231、 KatoIII、 PC3、 H157、 A549の 培 養 上 清 に つ い て 、 ウ エ
ス タ ン ブ ロ ッ ト に て 検 討 し た 。 各 レ ー ン に 細 胞 培 養 上 清 4.0μ Lを ア プ ラ イ し た 。 還 元 状 態
で SDS-PAGEを 行 い 、 抗 DKK1ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 、 膜 上 の DKK1と 反 応 さ せ た 。 そ の 後 、 抗
DKK1ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は  HRP標 識 抗 ウ サ ギ IgG抗 体 と 反 応 さ せ 、 DKK1の バ ン ド の 検 出 を
試 み た 。 尚 、 陽 性 コ ン ト ロ ー ル に は 精 製 DKK1-Hisを 用 い た 。 そ の 結 果 、 図 １ ０ に 示 す よ う
に ５ つ の 細 胞 株 Panc1、 Caco2、 Huh-6、 MDA-MB-231、 PC3、 A549の 培 養 液 で 、 標 準 品 DKK1-H
isと ほ ぼ 同 一 位 置 に バ ン ド が 確 認 で き た こ と か ら 、 膵 癌 、 大 腸 癌 、 肝 癌 、 乳 癌 、 前 立 腺 癌
お よ び 肺 癌 患 者 血 清 に お い て 蛋 白 質 レ ベ ル で の DKK1蛋 白 質 が 存 在 す る こ と が 予 測 さ れ 、 癌
組 織 を 用 い た 癌 の 診 断 ・ モ ニ タ ー へ の 利 用 の 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ １ ３ ７ 】
実 施 例 １ ８
ELISA測 定 系 の 構 築
　 実 施 例 １ ３ に て 作 製 し た 抗 DKK1ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を PIERCE社 の NHS-LC-BIOTINを 用 い
て ビ オ チ ン 標 識 し た 。 NUNC社 の Maxi sorp ９ ６ 穴 プ レ ー ト に 抗 DKK1抗 体 ５ μ g/mL　 100μ L
/wellを 添 加 し 、 ４ ℃  一 晩 吸 着 さ せ た 。 0.05%Tween-20を 含 む PBS(以 後 wash液 )に て プ レ ー
ト を 洗 浄 し 、 ABi biotechnologies社 の Immunoassay stabilizer　 150μ L/wellに て 室 温 下
、 １ 時 間 プ レ ー ト 上 の 未 吸 着 部 分 を ブ ロ ッ キ ン グ さ せ た 。 Wash液 で 洗 浄 後 、 各 濃 度 の DKK1
-His　 100μ Ｌ /wellを 室 温 下 、 １ 時 間 反 応 さ せ た 。 Wash液 で 洗 浄 後 、 ビ オ チ ン 標 識 し た 抗
DKK1抗 体 　 0.1μ g/mＬ 、 100μ Ｌ /wellで 室 温 下 、 １ 時 間 反 応 さ せ た 。 Wash液 で 洗 浄 後 、 Ve
ctor社 の ス ト レ プ タ ビ ジ ン ー 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 1.0μ g/mＬ 、 110μ Ｌ /wellで 室
温 下 、 １ 時 間 反 応 さ せ た 。 Wash液 で 洗 浄 後 、 TMB試 薬 で 暗 所 に て 室 温 、 30分 間 反 応 さ せ た
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の ち 、 STOP液 に て 反 応 を 停 止 さ せ た 。 そ の 後 、 ELISAプ レ ー ト に て 450nmの 吸 光 度 を 測 定 し
た 。 測 定 条 件 検 討 の 結 果 、 血 清 検 体 の 希 釈 を 40%BA/ TBS/ 0.1%NaN3に て 実 施 す る こ と に し
た 。
【 ０ １ ３ ８ 】
実 施 例 １ ９
各 種 癌 細 胞 株 培 養 液 中 DKK1の ELISAに よ る 定 量
　 実 施 例 １ ８ で 作 製 し た ELISA系 に て 、 実 施 例 １ ７ で 使 用 し た 各 種 癌 由 来 細 胞 株 培 養 液 中 D
KK1蛋 白 質 濃 度 を 測 定 し た 。 先 ず 、 各 濃 度 の DKK1と そ の 測 定 値 か ら ブ ラ ン ク の 測 定 値 を 差
し 引 い た 値 （ NET） よ り 図 １ １ の 検 量 線 を 作 成 し た 。 次 い で 、 各 種 癌 細 胞 株 の 培 養 上 清 を
２ か ら １ ０ ０ ０ 倍 に 希 釈 し た 溶 液 に つ い て 測 定 し 、 元 の 培 養 上 清 中 の DKK1濃 度 を 求 め た 。
結 果 は 、 図 １ ２ に 示 す よ う に 実 施 例 ８ の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ の 結 果 と ほ ぼ 同 様 で あ
っ た こ と か ら 、 本 ELISA測 定 系 が DKK1測 定 に 使 用 可 能 で あ り 、 癌 患 者 血 清 を 用 い た 癌 の 診
断 ・ モ ニ タ ー へ の 利 用 の 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ １ ３ ９ 】
実 施 例 ２ ０
膵 癌 患 者 お よ び 健 常 者 血 清 中 の DKK1の 検 出
　 膵 癌 由 来 細 胞 株 培 養 上 清 に DKK1蛋 白 質 が 検 出 さ れ た こ と か ら 、 膵 癌 患 者 ３ ７ 例 お よ び 健
常 者 ４ ７ 名 に つ い て 実 施 例 １ ８ で 作 製 し た ELISA系 を 用 い て 測 定 し た 。 血 清 検 体 を １ ０ 倍
希 釈 し て 血 清 中 に 含 ま れ る DKK1濃 度 を 先 の 検 量 線 か ら 算 出 し た 。 得 ら れ た DKK1濃 度 の 分 布
を 図 １ ３ に 示 し た 。 そ の 結 果 、 健 常 者 ４ ７ 名 の 測 定 値 は 0.92か ら 5.97ng/mL、 平 均 で 1.58 
ng/mLで あ る の に 対 し 、 膵 癌 患 者 血 清 で は 5.05か ら 21.72 ng/mL、 平 均 で 8.96 ng/mLで あ っ
た 。 こ の 結 果 か ら 、 DKK1蛋 白 質 を 測 定 す る こ と で 膵 癌 を 診 断 で き る こ と が 明 ら か と な っ た
。
【 ０ １ ４ ０ 】
実 施 例 ２ １
大 腸 癌 、 肝 癌 、 胆 嚢 癌 、 胆 管 癌 お よ び 胃 癌 患 者 血 清 中 の DKK1の 検 出
　 多 く の 癌 由 来 細 胞 株 培 養 上 清 に DKK1蛋 白 質 が 検 出 さ れ た こ と か ら 、 大 腸 癌 患 者 ２ ０ 例 、
肝 癌 患 者 １ ２ 例 、 胆 嚢 癌 患 者 ９ 例 、 胆 管 癌 患 者 １ ３ 例 お よ び 胃 癌 患 者 １ ４ 例 に つ い て 、 膵
癌 患 者 血 清 と 同 様 に 血 清 中 の DKK1濃 度 を 測 定 し た 。 得 ら れ た DKK1濃 度 の 分 布 を 図 １ ４ に 示
す 。 そ の 結 果 、 大 腸 癌 患 者 血 清 　 2.92か ら 9.57、 平 均 　 5.49、 肝 癌 患 者 血 清 　 3.80か ら 7.
85、 平 均 　 5.03、 胆 嚢 癌 患 者 血 清 　 5.97か ら 21.38、 平 均 で 10.46、 胆 管 癌 患 者 血 清 　 3.76
か ら 11.29、 平 均 で 6.91、 胃 癌 患 者 血 清 　 3.15か ら 10.38、 平 均 　 6.40で あ っ た 。 こ れ ら の
癌 患 者 群 に お い て も 、 健 常 者 群 に 比 べ 高 い DKK1濃 度 を 示 し た 。 こ の 結 果 か ら 、 DKK1蛋 白 質
を 測 定 す る こ と で 大 腸 癌 、 肝 癌 、 胆 嚢 癌 、 胆 管 癌 お よ び 胃 癌 を 診 断 で き る こ と が 明 ら か と
な っ た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ４ １ 】
【 図 １ 】 肺 癌 患 者 組 織 お よ び 癌 由 来 細 胞 株 に お け る DKK1遺 伝 子 の gene chipに よ る 発 現 解
析 結 果 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 膵 癌 患 者 組 織 お よ び 癌 由 来 細 胞 株 に お け る DKK1遺 伝 子 の gene chipに よ る 発 現 解
析 結 果 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 肝 癌 患 者 組 織 お よ び 癌 由 来 細 胞 株 に お け る DKK1遺 伝 子 の gene chipに よ る 発 現 解
析 結 果 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 大 腸 癌 患 者 組 織 お よ び 癌 由 来 細 胞 株 に お け る DKK1遺 伝 子 の gene chipに よ る 発 現
解 析 結 果 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ５ 】 胃 癌 患 者 組 織 お よ び 癌 由 来 細 胞 株 に お け る DKK1遺 伝 子 の 解 析 結 果 を 示 す 図 で あ る
。
【 図 ６ 】 肝 芽 腫 患 者 組 織 に お け る DKK1遺 伝 子 の gene chipに よ る 発 現 解 析 結 果 を 示 す 図 で
あ る 。
【 図 ７ 】 肝 芽 腫 患 者 組 織 お よ び 癌 由 来 細 胞 株 に お け る DKK1遺 伝 子 の 定 量 的 RT-PCRに よ る 解
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析 結 果 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ８ 】 COS7細 胞 へ の DKK1-pcDNA4 MycHisを ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 細 胞 抽 出 液 及 び 培
養 上 清 に 対 す る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ９ 】 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ る 各 種 癌 由 来 細 胞 株 抽 出 液 中 に お け る DKK1検 出 結
果 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ０ 】 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ る 各 種 癌 由 来 細 胞 株 培 養 液 中 に お け る DKK1検 出
結 果 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ １ 】 ELISA系 に お け る DKK1の 検 量 線 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ２ 】 ELISA測 定 に よ る 各 種 癌 由 来 細 胞 株 培 養 液 中 に お け る DKK1濃 度 を 示 す 図 で あ る
。
【 図 １ ３ 】 ELISA測 定 に よ る 健 常 者 お よ び 膵 癌 患 者 血 清 の DKK1濃 度 分 布 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ４ 】 ELISA測 定 に よ る 健 常 者 お よ び 大 腸 癌 、 肝 癌 、 胆 嚢 癌 、 胆 管 癌 お よ び 胃 癌 患 者
血 清 の DKK1濃 度 分 布 を 示 す 図 で あ る 。
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】
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【 図 ８ 】
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