
(57)【要約】
本発明は、癌マーカーを含むがこれらに限定されるものではない、癌診断のための組成物
および方法に関する。特に本発明は、前立腺癌に関連した遺伝子発現プロファイルを提供
する。本発明の方法を用いて癌マーカーとして同定された遺伝子は、前立腺癌の診断およ
び特徴決定における用途を認める。加えて、これらの遺伝子は、癌の治療薬のスクリーニ
ングおよび治療的用途の標的を提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 対 象 の 前 立 腺 組 織 を 特 徴 決 定 す る 方 法 で あ り 、
　 a)対 象 由 来 の 前 立 腺 組 織 試 料 を 提 供 す る 工 程 ； お よ び
　 b)該 試 料 中 の ヘ プ シ ン 発 現 の 存 在 ま た は 非 存 在 を 検 出 し 、 こ れ に よ り 該 前 立 腺 組 織 試 料
を 特 徴 決 定 す る 工 程
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 ヘ プ シ ン 発 現 の 存 在 の 検 出 が ヘ プ シ ン mRNAの 存 在 の 検 出 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 ヘ プ シ ン mRNA発 現 の 存 在 の 検 出 が 、 ヘ プ シ ン mRNAを 、 該 ヘ プ シ ン mRNAに 相 補 的 な 核 酸 プ
ロ ー ブ に 曝 す 工 程 を 含 む 、 請 求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 ヘ プ シ ン 発 現 の 存 在 の 検 出 が ヘ プ シ ン ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 の 検 出 を 含 む 、 請 求 項 1記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 ヘ プ シ ン ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 の 検 出 が 、 該 ヘ プ シ ン ポ リ ペ プ チ ド を 、 該 ヘ プ シ ン ポ リ ペ
プ チ ド に 特 異 的 な 抗 体 に 曝 す 工 程 、 お よ び 該 抗 体 の 該 ヘ プ シ ン ポ リ ペ プ チ ド へ の 結 合 を 検
出 す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 4記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 対 象 が ヒ ト 対 象 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 試 料 が 腫 瘍 組 織 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 腫 瘍 組 織 試 料 が 術 後 の 腫 瘍 組 織 試 料 で あ り 、 c)ヘ プ シ ン 発 現 の 存 在 ま た は 非 存 在 の 検 出
を 基 に 、 前 立 腺 特 異 抗 原 再 上 昇 の リ ス ク を 確 定 す る 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 7記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 立 腺 組 織 の 特 徴 決 定 が 、 前 立 腺 組 織 中 の 前 立 腺 癌 の 病 期 を 確 定 す る 工 程 を 含 む 、 請 求
項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 病 期 が 、 高 度 の 前 立 腺 上 皮 内 腫 瘍 、 良 性 前 立 腺 肥 大 、 前 立 腺 癌 、 お よ び 転 移 性 前 立 腺 癌
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 9記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 c)予 後 判 定 を 対 象 へ 提 供 す る 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 予 後 判 定 が 前 立 腺 特 異 抗 原 再 上 昇 の 発 生 の リ ス ク を 含 む 、 請 求 項 11記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 予 後 判 定 が 前 立 腺 癌 の 発 生 の リ ス ク を 含 む 、 請 求 項 12記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 対 象 の 前 立 腺 組 織 を 特 徴 決 定 す る 方 法 で あ り 、
　 a)対 象 由 来 の 前 立 腺 組 織 試 料 を 提 供 す る 工 程 ； お よ び
　 b)該 試 料 中 の pim-1発 現 の 存 在 ま た は 非 存 在 を 検 出 し 、 こ れ に よ り 該 前 立 腺 組 織 試 料 を
特 徴 決 定 す る 工 程
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 pim-1発 現 の 存 在 の 検 出 が pim-1 mRNAの 存 在 の 検 出 を 含 む 、 請 求 項 14記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 pim-1 mRNA発 現 の 存 在 の 検 出 が 、 pim-1 mRNAを 、 pim-1 mRNAに 相 補 的 な 核 酸 プ ロ ー ブ に
曝 す 工 程 を 含 む 、 請 求 項 15記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 １ ７ 】
　 pim-1発 現 の 存 在 の 検 出 が pim-1ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 の 検 出 を 含 む 、 請 求 項 14記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 pim-1ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 の 検 出 が 、 pim-1ポ リ ペ プ チ ド を 、 pim-1ポ リ ペ プ チ ド に 特 異
的 な 抗 体 に 曝 す 工 程 、 お よ び 該 抗 体 の 該 pim-1ポ リ ペ プ チ ド へ の 結 合 を 検 出 す る 工 程 を 含
む 、 請 求 項 17記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 対 象 が ヒ ト 対 象 を 含 む 、 請 求 項 14記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 試 料 が 腫 瘍 組 織 を 含 む 、 請 求 項 14記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 腫 瘍 組 織 試 料 が 術 後 の 腫 瘍 組 織 試 料 で あ り 、 c)ヘ プ シ ン 発 現 の 存 在 ま た は 非 存 在 の 検 出
を 基 に 、 前 立 腺 特 異 抗 原 再 上 昇 の リ ス ク を 確 定 す る 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 20記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 立 腺 組 織 の 特 徴 決 定 が 前 立 腺 組 織 中 の 前 立 腺 癌 の 病 期 を 確 定 す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項
14記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 病 期 が 、 高 度 の 前 立 腺 上 皮 内 腫 瘍 、 良 性 前 立 腺 肥 大 、 前 立 腺 癌 、 お よ び 転 移 性 前 立 腺 癌
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 22記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 c)予 後 判 定 を 対 象 へ 提 供 す る 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 14記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 予 後 判 定 が 前 立 腺 特 異 抗 原 再 上 昇 の 発 生 の リ ス ク を 含 む 、 請 求 項 24記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 予 後 判 定 が 前 立 腺 癌 の 発 生 の リ ス ク を 含 む 、 請 求 項 24記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 対 象 の 前 立 腺 組 織 を 特 徴 決 定 す る 方 法 で あ り 、
　 a)対 象 由 来 の 前 立 腺 組 織 試 料 を 提 供 す る 工 程 ； お よ び
　 b)該 試 料 中 の EZH2発 現 の 存 在 ま た は 非 存 在 を 検 出 し 、 こ れ に よ り 前 立 腺 組 織 試 料 を 特 徴
決 定 す る 工 程
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 EZH2発 現 の 存 在 の 検 出 が EZH2 mRNAの 存 在 の 検 出 を 含 む 、 請 求 項 27記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 ヘ プ シ ン mRNA発 現 の 存 在 の 検 出 が 、 ヘ プ シ ン mRNAを 、 ヘ プ シ ン mRNAに 相 補 的 な 核 酸 プ ロ
ー ブ に 曝 す 工 程 を 含 む 、 請 求 項 28記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 EZH2発 現 の 存 在 の 検 出 が EZH2ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 の 検 出 を 含 む 、 請 求 項 27記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 EZH2ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 の 検 出 が 、 EZH2ポ リ ペ プ チ ド を 、 EZH2ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 な
抗 体 に 曝 す 工 程 、 お よ び 該 抗 体 の EZH2ポ リ ペ プ チ ド へ の 結 合 を 検 出 す る 工 程 を 含 む 、 請 求
項 30記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 対 象 が ヒ ト 対 象 を 含 む 、 請 求 項 27記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 試 料 が 腫 瘍 組 織 を 含 む 、 請 求 項 27記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 前 立 腺 組 織 の 特 徴 決 定 が 、 前 立 腺 組 織 中 の 前 立 腺 癌 の 病 期 を 確 定 す る 工 程 を 含 む 、 請 求
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項 27記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 病 期 が 、 高 度 の 前 立 腺 上 皮 内 腫 瘍 、 良 性 前 立 腺 肥 大 、 前 立 腺 癌 、 お よ び 転 移 性 前 立 腺 癌
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 34記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 c)予 後 判 定 を 対 象 へ 提 供 す る 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 27記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 予 後 判 定 が 転 移 性 前 立 腺 癌 発 生 の リ ス ク を 含 む 、 請 求 項 36記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 対 象 に お い て 前 立 腺 癌 を 特 徴 決 定 す る キ ッ ト で あ り 、
　 a)ヘ プ シ ン 発 現 の 非 存 在 の 存 在 を 特 異 的 に 検 出 す る こ と が 可 能 で あ る 試 薬 ； お よ び
　 d)対 象 に お け る 癌 を 特 徴 決 定 す る た め の 該 キ ッ ト の 使 用 に 関 す る 指 示 書
を 備 え る キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 試 薬 が ヘ プ シ ン mRNAに 相 補 的 な 核 酸 プ ロ ー ブ を 含 む 、 請 求 項 38記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 試 薬 が ヘ プ シ ン ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 含 む 、 請 求 項 38記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 指 示 書 が 米 国 食 品 医 薬 品 局 が 要 求 す る イ ン ビ ト ロ 診 断 用 医 薬 品 の 使 用 に 関 す る 指 示 書 を
含 む 、 請 求 項 38記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 対 象 に お い て 前 立 腺 癌 を 特 徴 決 定 す る キ ッ ト で あ り 、
　 a)pim-1発 現 の 非 存 在 の 存 在 を 特 異 的 に 検 出 す る こ と が 可 能 で あ る 試 薬 ； お よ び
　 d)対 象 に お け る 癌 を 特 徴 決 定 す る た め の 該 キ ッ ト の 使 用 に 関 す る 指 示 書
を 備 え る キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 試 薬 が pim-1 mRNAに 相 補 的 な 核 酸 プ ロ ー ブ を 含 む 、 請 求 項 42記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 試 薬 が pim-1ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 含 む 、 請 求 項 42記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 指 示 書 が 米 国 食 品 医 薬 品 局 が 要 求 す る イ ン ビ ト ロ 診 断 用 医 薬 品 の 使 用 に 関 す る 指 示 書 を
含 む 、 請 求 項 42記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 対 象 に お い て 前 立 腺 癌 を 特 徴 決 定 す る キ ッ ト で あ り 、
　 a)EZH2発 現 の 非 存 在 の 存 在 を 特 異 的 に 検 出 す る こ と が 可 能 で あ る 試 薬 ； お よ び
　 d)対 象 に お け る 癌 を 特 徴 決 定 す る た め の 該 キ ッ ト の 使 用 に 関 す る 指 示 書
を 備 え る キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 試 薬 が EZH2 mRNAに 相 補 的 な 核 酸 プ ロ ー ブ を 含 む 、 請 求 項 46記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 試 薬 が EZH2ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 含 む 、 請 求 項 46記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 指 示 書 が 米 国 食 品 医 薬 品 局 が 要 求 す る イ ン ビ ト ロ 診 断 用 医 薬 品 の 使 用 に 関 す る 指 示 書 を
含 む 、 請 求 項 46記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 法 で あ り 、
　 a)i)前 立 腺 細 胞 試 料 ； お よ び 、
　 　 ii)1種 ま た は 複 数 の 被 験 化 合 物
を 提 供 す る 工 程 ；
　 b)前 立 腺 細 胞 試 料 を 被 験 化 合 物 と 接 触 さ せ る 工 程 ； な ら び に
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　 c)被 験 化 合 物 非 存 在 下 に 対 す る 被 験 化 合 物 存 在 下 で の 、 前 立 腺 細 胞 試 料 中 の ヘ プ シ ン 発
現 の 変 化 を 検 出 す る 工 程
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 検 出 が ヘ プ シ ン mRNAの 検 出 を 含 む 、 請 求 項 50記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 検 出 が ヘ プ シ ン ポ リ ペ プ チ ド の 検 出 を 含 む 、 請 求 項 50記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 細 胞 が イ ン ビ ト ロ に あ る 、 請 求 項 50記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 細 胞 が イ ン ビ ボ に あ る 、 請 求 項 50記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 被 験 化 合 物 が ア ン チ セ ン ス 化 合 物 を 含 む 、 請 求 項 50記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 被 験 化 合 物 が 薬 剤 を 含 む 、 請 求 項 50記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 法 で あ り 、
　 a)i)前 立 腺 細 胞 試 料 ； お よ び
　 　 ii)1種 ま た は 複 数 の 被 験 化 合 物
　 を 提 供 す る 工 程 ；
　 b)前 立 腺 細 胞 試 料 を 被 験 化 合 物 と 接 触 さ せ る 工 程 ； な ら び に
　 c)被 験 化 合 物 非 存 在 下 に 対 す る 被 験 化 合 物 存 在 下 で の 、 前 立 腺 細 胞 試 料 中 の pim-1発 現
の 変 化 を 検 出 す る 工 程
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 検 出 が pim-1 mRNAの 検 出 を 含 む 、 請 求 項 57記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 検 出 が pim-1ポ リ ペ プ チ ド の 検 出 を 含 む 、 請 求 項 57記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 細 胞 が イ ン ビ ト ロ に あ る 、 請 求 項 57記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 細 胞 が イ ン ビ ボ に あ る 、 請 求 項 57記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 被 験 化 合 物 が ア ン チ セ ン ス 化 合 物 を 含 む 、 請 求 項 57記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 被 験 化 合 物 が 薬 剤 を 含 む 、 請 求 項 57記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 法 で あ り 、
　 a)i)前 立 腺 細 胞 試 料 ； お よ び
　 　 ii)1種 ま た は 複 数 の 被 験 化 合 物
を 提 供 す る 工 程 ；
　 b)該 前 立 腺 細 胞 試 料 を 該 被 験 化 合 物 と 接 触 さ せ る 工 程 ； お よ び
　 c)該 被 験 化 合 物 非 存 在 下 に 対 す る 該 被 験 化 合 物 存 在 下 で の 、 該 前 立 腺 細 胞 試 料 中 の EZH2
発 現 の 変 化 を 検 出 す る 工 程 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 検 出 が EZH2 mRNAの 検 出 を 含 む 、 請 求 項 64記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 検 出 が EZH2ポ リ ペ プ チ ド の 検 出 を 含 む 、 請 求 項 64記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 細 胞 が イ ン ビ ト ロ に あ る 、 請 求 項 64記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ６ ８ 】
　 細 胞 が 、 イ ン ビ ボ に あ る 、 請 求 項 64記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 被 験 化 合 物 が ア ン チ セ ン ス 化 合 物 を 含 む 、 請 求 項 64記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 被 験 化 合 物 が 薬 剤 を 含 む 、 請 求 項 64記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 対 象 の 決 定 的 で な い 前 立 腺 生 検 組 織 を 特 徴 決 定 す る 方 法 で あ り 、
　 a)対 象 由 来 の 決 定 的 で な い 前 立 腺 生 検 組 織 試 料 を 提 供 す る 工 程 ； お よ び
　 b)該 試 料 中 の AMACR発 現 の 存 在 を 検 出 し 、 こ れ に よ り 決 定 的 で な い 前 立 腺 生 検 組 織 試 料
を 特 徴 決 定 す る 工 程
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 AMACR発 現 の 存 在 の 検 出 が AMACR mRNAの 存 在 の 検 出 を 含 む 、 請 求 項 71記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 AMACR mRNA発 現 の 存 在 の 検 出 が 、 AMACR mRNAを 、 AMACR mRNAの 少 な く と も 一 部 分 に 相 補
的 な 核 酸 プ ロ ー ブ に 曝 す 工 程 を 含 む 、 請 求 項 72記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 AMACR発 現 の 存 在 の 検 出 が AMACRポ リ ペ プ チ ド の 存 在 の 検 出 を 含 む 、 請 求 項 71記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 AMACRポ リ ペ プ チ ド の 存 在 の 検 出 が 、 AMACRポ リ ペ プ チ ド を 、 AMACRポ リ ペ プ チ ド に 特 異
的 な 抗 体 に 曝 す 工 程 、 お よ び 該 抗 体 の AMACRポ リ ペ プ チ ド へ の 結 合 を 検 出 す る 工 程 を 含 む
、 請 求 項 74記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 対 象 が ヒ ト 対 象 を 含 む 、 請 求 項 71記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
　 決 定 的 で な い 生 検 組 織 中 の AMACR発 現 の 存 在 が 、 対 象 に お け る 前 立 腺 癌 の 指 標 で あ る 、
請 求 項 71記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
　 34β E12お よ び p63か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 基 底 細 胞 マ ー カ ー の 発 現 を 検 出 す る 工 程
を さ ら に 含 み 、 基 底 細 胞 マ ー カ ー 発 現 の 非 存 在 お よ び AMACR発 現 の 存 在 が 対 象 に お け る 前
立 腺 癌 の 指 標 で あ る 、 請 求 項 71記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 体 液 中 の AMACR発 現 を 検 出 す る 方 法 で あ り 、
　 a)i)対 象 由 来 の 体 液 ； お よ び
　 　 ii)生 物 学 的 液 体 中 の AMACR発 現 を 検 出 す る 試 薬
を 提 供 す る 工 程 ； な ら び に
　 b)該 試 薬 が 該 体 液 中 の AMACR発 現 を 検 出 す る よ う な 条 件 下 で 、 該 体 液 を 該 試 薬 と 接 触 さ
せ る 工 程
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
　 体 液 が 、 血 清 、 尿 、 全 血 、 リ ン パ 液 、 お よ び 粘 液 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 79
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ １ 】
　 体 液 中 の AMACRの 存 在 が 癌 の 指 標 で あ る 、 請 求 項 79記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
　 癌 が 前 立 腺 癌 で あ る 、 請 求 項 79記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
　 対 象 に お い て 決 定 的 で な い 前 立 腺 生 検 組 織 を 特 徴 決 定 す る キ ッ ト で あ り 、
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　 a)AMACR発 現 の 存 在 ま た は 非 存 在 を 特 異 的 に 検 出 す る こ と が 可 能 で あ る 試 薬 ； お よ び
　 b)対 象 に お け る 決 定 的 で な い 生 検 組 織 を 特 徴 決 定 す る た め の キ ッ ト の 使 用 に 関 す る 指 示
書
を 備 え る キ ッ ト 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
　 試 薬 が 、 AMACR mRNAの 少 な く と も 一 部 に 相 補 的 な 核 酸 プ ロ ー ブ を 含 む 、 請 求 項 83記 載 の
キ ッ ト 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
　 試 薬 が AMACRポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 含 む 、 請 求 項 83記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
　 第 二 の 試 薬 を さ ら に 含 み 、 第 二 の 試 薬 は 、 34β E12お よ び p63か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る
基 底 細 胞 マ ー カ ー の 発 現 を 特 異 的 に 検 出 す る こ と が 可 能 で あ る 、 請 求 項 83記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ８ ７ 】
　 指 示 書 が 第 二 の 試 薬 お よ び 対 象 に お け る 決 定 的 で な い 生 検 組 織 を 特 徴 決 定 す る た め の 該
試 薬 の 使 用 に 関 す る 指 示 書 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 86記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ８ ８ 】
　 指 示 書 が 米 国 食 品 医 薬 品 局 が 要 求 す る イ ン ビ ト ロ 診 断 用 医 薬 品 の 使 用 に 関 す る 指 示 書 を
含 む 、 請 求 項 83記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ８ ９ 】
　 対 象 の 組 織 を 特 徴 決 定 す る 方 法 で あ り 、
　 a)対 象 由 来 の 組 織 試 料 を 提 供 す る 工 程 で あ り 、 組 織 試 料 は 、 乳 房 組 織 、 卵 巣 組 織 、 リ ン
パ 組 織 、 お よ び 骨 髄 腫 組 織 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 工 程 ； お よ び
　 b)該 試 料 中 の AMACR発 現 の 存 在 ま た は 非 存 在 を 検 出 し 、 こ れ に よ り 乳 房 組 織 試 料 を 特 徴
決 定 す る 工 程
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ９ ０ 】
　 対 象 の 癌 を 診 断 す る 方 法 で あ り 、
　 a)対 象 由 来 の 組 織 試 料 を 提 供 す る 工 程 で あ り 、 組 織 試 料 は 、 乳 房 組 織 、 卵 巣 組 織 、 リ ン
パ 組 織 、 お よ び 黒 色 腫 組 織 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ ； こ こ で 対 象 は 、 乳 癌 を 有 す る 疑 い が
あ る 工 程 ； な ら び に
　 b)該 試 料 中 の AMACR発 現 の 存 在 を 検 出 し 、 こ れ に よ り 対 象 の 癌 を 診 断 す る 工 程 を 含 む 方
法 。
【 請 求 項 ９ １ 】
　 対 象 の 癌 を 診 断 す る 方 法 で あ り 、
　 a)癌 を 有 す る 疑 い の あ る 対 象 由 来 の 血 液 試 料 を 提 供 す る 工 程 ； お よ び
　 b)該 血 液 試 料 中 の AMACRに 対 す る 免 疫 応 答 を 検 出 し 、 こ れ に よ り 対 象 の 癌 を 診 断 す る 工
程
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ９ ２ 】
　 癌 が 前 立 腺 癌 で あ る 、 請 求 項 91記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ３ 】
　 免 疫 応 答 の 検 出 が 血 液 試 料 中 の AMACRに 対 す る 抗 体 を 検 出 す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 91記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ４ 】
　 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す る 方 法 で あ り 、
　 a)i)EZH2を 発 現 す る 細 胞 ； お よ び
　 　 ii)該 細 胞 に お け る EZH2発 現 を 阻 害 す る 試 薬
を 提 供 す る 工 程 ；
　 b)該 細 胞 に お け る EZH2発 現 が 阻 害 さ れ る よ う な 条 件 下 で 、 該 細 胞 を 該 試 薬 と 接 触 さ せ る
工 程
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を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ９ ５ 】
　 試 薬 が ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 、 請 求 項 94記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ６ 】
　 試 薬 が RNA二 重 鎖 で あ る 、 請 求 項 94記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ７ 】
　 試 薬 が 薬 剤 で あ る 、 請 求 項 94記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ８ 】
　 細 胞 が 前 立 腺 癌 細 胞 で あ る 、 請 求 項 94記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ９ 】
　 細 胞 が イ ン ビ ト ロ に あ る 、 請 求 項 94記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ０ 】
　 細 胞 が イ ン ビ ボ に あ る 、 請 求 項 94記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ １ 】
　 接 触 が 細 胞 増 殖 の 減 少 を さ ら に 生 じ る 、 請 求 項 94記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 願 明 細 書 は 、 2002年 8月 1日 に 速 達 ラ ベ ル 番 号 EV092300383USで 出 願 さ れ た 、 出 願 番 号
が 未 だ 指 定 さ れ て い な い 米 国 特 許 出 願 、 2001年 8月 2日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 仮 出 願 第 60/3
09,581号 、 お よ び 2001年 11月 15日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 仮 出 願 第 60/334,468号 に 優 先 し て
請 求 さ れ る 。 本 発 明 は 、 米 国 国 立 衛 生 研 究 所 (NIH)か ら 与 え ら れ た 研 究 助 成 金 番 号 5 P50 C
A69568を 基 に 米 国 政 府 の 支 援 に よ り 行 わ れ た 。 米 国 政 府 は 、 本 発 明 に 一 定 の 権 利 を 有 す る
。
【 ０ ０ ０ ２ 】

　 本 発 明 は 、 癌 マ ー カ ー を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 、 癌 診 断 の た め の 組 成
物 お よ び 方 法 に 関 す る 。 特 に 本 発 明 は 、 前 立 腺 癌 に 関 連 し た 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 提
供 す る 。 本 発 明 は 更 に 、 前 立 腺 癌 の 診 断 、 特 徴 決 定 、 お よ び 治 療 に 有 用 な 新 規 マ ー カ ー を
提 供 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】

　 前 立 腺 癌 (PCA)は 、 65歳 を 超 え る 男 性 の 9名 に 1名 が 罹 患 し 、 男 性 の 癌 に 関 連 し た 死 因 で
は 肺 癌 に 次 ぐ 大 き い 原 因 で あ る (Abate-Shenお よ び Shen、 Genes Dev、 14:2410[2000]； Rui
jterら 、 Endocr Rev、 20:22[1999])。 ア メ リ カ 癌 協 会 (ACS)は 、 2001年 に は 、 約 184,500名
の ア メ リ カ 人 男 性 が 前 立 腺 癌 と 診 断 さ れ 、 39,200名 が 死 亡 す る と 推 定 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 前 立 腺 癌 は 、 典 型 的 に は 、 直 腸 指 診 お よ び ／ ま た は 前 立 腺 特 異 抗 原 (PSA)ス ク リ ー ニ ン
グ で 診 断 さ れ る 。 上 昇 し た 血 清 PSAレ ベ ル は 、 PCAの 存 在 を 示 す こ と が で き る 。 PSAは 、 前
立 腺 細 胞 に よ っ て の み 分 泌 さ れ る の で 、 こ れ は 前 立 腺 癌 の マ ー カ ー と し て 使 用 さ れ る 。 健
康 な 前 立 腺 は 安 定 し た 量 （ 典 型 的 に は 4ng/ml未 満 の 、 ま た は 「 4」 以 下 の PSA読 み 値 ） を 生
成 す る の に 対 し 、 癌 細 胞 は そ の 癌 の 重 症 度 に 対 応 し て 上 昇 す る 量 を 生 成 す る 。 レ ベ ル 4～ 1
0の 間 で 、 医 師 は 患 者 が 前 立 腺 癌 を 有 す る こ と を 疑 い 始 め 、 50を 超 え る 量 は 、 腫 瘍 が 体 内
で 異 所 に 広 が っ た こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 PSAま た は 指 診 が 癌 が 存 在 す る 強 い 可 能 性 を 示 す 場 合 、 経 直 腸 超 音 波 断 層 検 査 (TRUS)を
用 い 、 前 立 腺 を 写 像 (map)し 、 疑 わ し い 領 域 を 示 す 。 前 立 腺 の 様 々 な 区 画 (sector)の 生 検
を 用 い 、 前 立 腺 癌 が 存 在 す る か ど う か を 決 定 す る 。 治 療 の 選 択 肢 は 癌 病 期 に 応 じ て 決 ま る
。 低 い グ リ ー ソ ン ス コ ア を 有 し お よ び 腫 瘍 が 前 立 腺 以 外 に 広 が っ て い な い 推 定 余 命 が 10年
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ま た は そ れ 未 満 で あ る 男 性 は 、 慎 重 な 経 過 観 察 (watchful waiting)に よ り 処 置 さ れ る こ と
が 多 い (無 治 療 )。 よ り 急 速 進 行 性 の 癌 の 治 療 の 選 択 肢 は 、 前 立 腺 を 完 全 に 摘 出 す る 根 治 的
前 立 腺 切 除 術 (RP)(神 経 温 存 ま た は 非 温 存 術 )の よ う な 手 術 療 法 、 な ら び に 体 外 か ら 前 立 腺
へ 線 量 を 導 く 外 部 ビ ー ム が 適 用 さ れ た 、 ま た は 癌 細 胞 を 局 所 的 に 殺 傷 す る た め に 前 立 腺 内
に 移 植 さ れ た 低 線 量 放 射 性 核 種 に よ る 放 射 線 療 法 を 含 む 。 抗 ア ン ド ロ ゲ ン ホ ル モ ン 療 法 も
使 用 さ れ 、 単 独 で 、 ま た は 手 術 も し く は 放 射 線 と 併 用 さ れ る 。 ホ ル モ ン 療 法 は 、 下 垂 体 が
テ ス ト ス テ ロ ン 産 生 を 刺 激 す る ホ ル モ ン を 産 生 す る こ と を 阻 止 す る 、 黄 体 形 成 /放 出 ホ ル
モ ン (LH-RH)ア ナ ロ グ を 使 用 す る 。 患 者 は 、 生 き て い る 限 り は LH-RHア ナ ロ グ の 注 射 を 受 け
続 け な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 手 術 療 法 ま た は ホ ル モ ン 療 法 は 、 限 局 的 PCAに と っ て 有 効 で あ る こ と が 多 い が 、 進 行 し
た 疾 患 は 、 本 質 的 に 不 治 で あ る 。 抗 ア ン ド ロ ゲ ン 療 法 (androgen ablation)は 、 進 行 し た P
CAに と っ て 最 も 一 般 的 療 法 で あ り 、 ア ン ド ロ ゲ ン 依 存 型 悪 性 細 胞 の 大 量 の ア ポ ト ー シ ス お
よ び 一 時 的 腫 瘍 退 縮 に つ な が る 。 し か し ほ と ん ど の 症 例 に お い て 、 腫 瘍 は 、 報 復 的 (venge
ance)に 再 発 し 、 か つ ア ン ド ロ ゲ ン シ グ ナ ル と は 無 関 係 に 増 殖 し 得 る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 前 立 腺 特 異 抗 原 (PSA)ス ク リ ー ニ ン グ の 出 現 は 、 PCAの よ り 早 期 の 検 出 お よ び PCAに よ る
死 亡 の 有 意 な 低 下 を も た ら し て い る 。 し か し PSAス ク リ ー ニ ン グ の 癌 -特 異 性 死 亡 率 に 与 え
る 影 響 は 依 然 不 明 で あ り 、 プ ロ ス ペ ク テ ィ ブ 無 作 為 化 ス ク リ ー ニ ン グ 試 験 の 結 果 は 未 だ 確
定 さ れ て い な い (Etzioniら 、 J. Natl. Cancer Inst.、 91:1033[1999]； Maattanenら 、 Br.
 J. Cancer、 79:1210[1999]； Schroderら 、 J. Natl. Cancer Inst.、 90:1817[1998])。 血
清 PSA試 験 の 主 な 限 界 は 、 特 に PSA検 出 の 中 間 範 囲 (4～ 10ng/ml)に お け る 、 前 立 腺 癌 の 感 度
お よ び 特 異 性 の 欠 如 で あ る 。 上 昇 し た 血 清 PSAレ ベ ル が 、 良 性 前 立 腺 肥 大 (BPH)お よ び 前 立
腺 炎 の よ う な 悪 性 で な い 状 態 の 患 者 に お い て 検 出 さ れ る こ と が 多 く 、 検 出 さ れ た 癌 の 急 速
進 行 性 に つ い て の 情 報 は ほ と ん ど 提 供 し な い 。 増 大 し た 血 清 PSA試 験 と 同 時 に 実 施 さ れ る
前 立 腺 穿 刺 生 検 の 数 が 劇 的 に 増 加 し て い る (Jacobsenら 、 JAMA、 274:1445[1995])。 こ の こ
と は 、 不 確 か な 前 立 腺 穿 刺 生 検 の 急 増 を 招 い て い る (Epsteinお よ び Potter、 J. Urol.、 16
6:402[2001])。 従 っ て 、 PSAス ク リ ー ニ ン グ を 補 完 す る 追 加 的 血 清 バ イ オ マ ー カ ー お よ び
組 織 バ イ オ マ ー カ ー の 開 発 が 必 要 と さ れ て い る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ８ 】

　 本 発 明 は 、 癌 マ ー カ ー を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 、 癌 診 断 の 組 成 物 お よ
び 方 法 に 関 す る 。 特 に 本 発 明 は 、 前 立 腺 癌 に 関 連 し た 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 提 供 す る
。 本 発 明 は 更 に 、 前 立 腺 癌 の 診 断 、 特 徴 決 定 、 お よ び 治 療 に 有 用 な 新 規 マ ー カ ー も 提 供 す
る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 一 部 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 対 象 由 来 の 前 立 腺 組 織 試 料 を 提 供 す る 工 程 ； お よ び 、
試 料 中 の ヘ プ シ ン 発 現 の 存 在 ま た は 非 存 在 を 検 出 し 、 こ れ に よ り 、 前 立 腺 組 織 試 料 を 特 徴
決 定 す る 工 程 を 含 む 、 対 象 の 前 立 腺 組 織 を 特 徴 決 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 一 部 の 態 様 に お
い て 、 ヘ プ シ ン 発 現 の 検 出 は 、 ヘ プ シ ン mRNAの 存 在 を 検 出 す る 工 程 を 含 む 。 別 の 態 様 に お
い て 、 ヘ プ シ ン mRNA発 現 の 存 在 の 検 出 は 、 ヘ プ シ ン mRNAを 、 ヘ プ シ ン mRNAに 相 補 的 な 核 酸
プ ロ ー ブ へ 曝 露 す る 工 程 を 含 む 。 更 に 別 の 態 様 に お い て 、 ヘ プ シ ン 発 現 の 存 在 の 検 出 は 、
ヘ プ シ ン ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 を 検 出 す る 工 程 を 含 む 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 ヘ プ シ ン ポ リ
ペ プ チ ド の 存 在 の 検 出 は 、 ヘ プ シ ン ポ リ ペ プ チ ド の 、 ヘ プ シ ン ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 な 抗
体 に 対 す る 曝 露 、 お よ び 抗 体 の ヘ プ シ ン ポ リ ペ プ チ ド へ の 結 合 の 検 出 を 含 む 。 一 部 の 態 様
に お い て 、 対 象 は 、 ヒ ト 対 象 を 含 む 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 試 料 は 腫 瘍 組 織 を 含 む 。 一 部
の 態 様 に お い て 、 腫 瘍 組 織 試 料 は 、 術 後 腫 瘍 組 織 試 料 を 含 み 、 こ の 方 法 は 更 に 、 c)ヘ プ シ
ン の 発 現 の 存 在 ま た は 非 存 在 の 検 出 を 基 に 前 立 腺 特 異 抗 原 再 上 昇 (PSA failure)の リ ス ク
を 確 定 す る 工 程 を 含 む 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 前 立 腺 組 織 の 特 徴 決 定 は 、 組 織 中 の 前 立 腺

10

20

30

40

50

(9) JP 2005-518522 A 2005.6.23

発 明 の 概 要



癌 の 病 期 の 確 定 を 含 む 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 こ の 病 期 は 、 高 度 の 前 立 腺 上 皮 内 腫 瘍 、 良
性 前 立 腺 肥 大 、 前 立 腺 癌 、 お よ び 転 移 性 前 立 腺 癌 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は
な い 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 こ の 方 法 は 更 に 、 c)対 象 に 予 後 判 定 を 提 供 す る 工 程 を 含 む 。
一 部 の 態 様 に お い て 、 予 後 判 定 は 、 前 立 腺 特 異 抗 原 発 現 再 上 昇 が 発 生 す る リ ス ク を 含 む 。
別 の 態 様 に お い て 、 予 後 判 定 は 、 前 立 腺 癌 発 症 の リ ス ク を 含 む 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 は 、 対 象 由 来 の 前 立 腺 組 織 試 料 を 提 供 す る 工 程 ； お よ び 、 試 料 中 の pim-1発 現 の
存 在 ま た は 非 存 在 を 検 出 し 、 こ れ に よ り 前 立 腺 組 織 試 料 を 特 徴 決 定 す る 工 程 を 含 む 、 対 象
の 前 立 腺 組 織 を 特 徴 決 定 す る 方 法 も 提 供 す る 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 pim-1発 現 の 存 在 の
検 出 は 、 pim-1 mRNAの 存 在 を 検 出 す る 工 程 を 含 む 。 別 の 態 様 に お い て 、 pim-1 mRNA発 現 の
存 在 の 検 出 は 、 pim-1 mRNAを 、 pim-1 mRNAに 相 補 的 な 核 酸 プ ロ ー ブ に 曝 露 す る 工 程 を 含 む
。 更 に 別 の 態 様 に お い て 、 pim-1発 現 の 存 在 の 検 出 は 、 pim-1ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 を 検 出 す
る 工 程 を 含 む 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 pim-1ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 の 検 出 は 、 pim-1ポ リ ペ プ
チ ド を 、 pim-1ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 な 抗 体 に 曝 し 、 抗 体 の pim-1ポ リ ペ プ チ ド へ の 結 合 を
検 出 す る 工 程 を 含 む 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 対 象 は ヒ ト 対 象 を 含 む 。 一 部 の 態 様 に お い て
、 試 料 は 腫 瘍 組 織 を 含 む 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 腫 瘍 組 織 試 料 は 、 術 後 の 腫 瘍 組 織 試 料 を
意 味 し 、 こ の 方 法 は 更 に 、 c)pim-1発 現 の 存 在 ま た は 非 存 在 の 検 出 を 基 に 前 立 腺 特 異 抗 原
再 上 昇 の リ ス ク を 確 定 す る 工 程 を 含 む 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 前 立 腺 組 織 の 特 徴 決 定 は 、
組 織 に お け る 前 立 腺 癌 の 病 期 を 確 定 す る 工 程 を 含 む 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 こ の 病 期 は 、
高 度 の 前 立 腺 上 皮 内 腫 瘍 、 良 性 前 立 腺 肥 大 、 前 立 腺 癌 、 お よ び 転 移 性 前 立 腺 癌 を 含 む が 、
こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 こ の 方 法 は 更 に 、 c)対 象 に 予 後
判 定 を 提 供 す る 工 程 を 含 む 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 予 後 判 定 は 前 立 腺 特 異 抗 原 再 上 昇 を 生
じ る リ ス ク を 含 む 。 別 の 態 様 に お い て 、 予 後 判 定 は 前 立 腺 癌 発 症 の リ ス ク を 含 む 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 は 更 に 、 前 立 腺 組 織 試 料 を 提 供 す る 工 程 ； お よ び 、
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 2種 ま た は そ れ よ り も 多 い マ ー カ ー の 、 非 癌 性 前 立 腺 組 織 対 照
に 対 す る 減 少 ま た は 増 加 し た 発 現 を 検 出 し 、 こ れ に よ り 前 立 腺 組 織 試 料 を 特 徴 決 定 す る 工
程 を 含 む 、 対 象 の 前 立 腺 組 織 を 特 徴 決 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 検 出
は 、 3種 ま た は そ れ よ り も 多 い マ ー カ ー を 検 出 す る 工 程 を 含 む 。 別 の 態 様 に お い て 、 検 出
は 、 5種 ま た は そ れ よ り も 多 い マ ー カ ー を 検 出 す る 工 程 を 含 む 。 よ り 更 な る 態 様 に お い て
、 検 出 は 、 10種 ま た は そ れ よ り も 多 い マ ー カ ー を 検 出 す る 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 加 え て 本 発 明 は 、 前 立 腺 癌 と 診 断 さ れ た 対 象 由 来 の 腫 瘍 試 料 を 提 供 す る 工 程 ； お よ び 、
IGFBP5、 MADH4、 NBL1、 SEPP1、 RAB2、 FAT、 PP1CB、 MPDZ、 PRKCL2、 ATF2、 RAB5A、 お よ び
カ テ プ シ ン Hか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 2種 ま た は そ れ よ り も 多 い 癌 マ ー カ ー の 非 癌 性 前
立 腺 組 織 対 照 に 対 す る 減 少 し た 発 現 を 検 出 す る 工 程 で あ り 、 こ こ で 減 少 し た 発 現 は 、 転 移
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性 前 立 腺 癌 の 診 断 で あ る 工 程 を 含 む 、 対 象 の 前 立 腺 癌 を 特 徴 決 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 一
部 の 態 様 に お い て 、 検 出 は 、 3種 ま た は そ れ よ り も 多 い マ ー カ ー を 検 出 す る 工 程 を 含 む 。
別 の 態 様 に お い て 、 検 出 は 、 5種 ま た は そ れ よ り も 多 い マ ー カ ー を 検 出 す る 工 程 を 含 む 。
更 に 別 の 態 様 に お い て 、 検 出 は 、 10種 ま た は そ れ よ り も 多 い マ ー カ ー を 検 出 す る 工 程 を 含
む 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 は 更 に 、 前 立 腺 癌 と 診 断 さ れ た 対 象 由 来 の 腫 瘍 試 料 を 提 供 す る 工 程 ； お よ び 、
　
　
　
　
　
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 2種 ま た は そ れ よ り も 多 い マ ー カ ー の 、 非 癌 性 前 立 腺 組 織 に 対
す る 増 加 し た 発 現 を 検 出 し 、 こ こ で 増 加 し た 発 現 は 、 転 移 性 前 立 腺 癌 の 診 断 で あ る 工 程 を
含 む 、 対 象 に お け る 前 立 腺 癌 を 特 徴 決 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 検 出
は 、 3種 ま た は そ れ よ り も 多 い マ ー カ ー を 検 出 す る 工 程 を 含 む 。 別 の 態 様 に お い て 、 検 出
は 、 5種 ま た は そ れ よ り も 多 い マ ー カ ー を 検 出 す る 工 程 を 含 む 。 よ り 更 な る 態 様 に お い て
、 検 出 は 、 10種 ま た は そ れ よ り も 多 い マ ー カ ー を 検 出 す る 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 一 部 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 ヘ プ シ ン 発 現 の 非 存 在 の 存 在 の 特 異 的 検 出 が 可 能 な 試
薬 ； お よ び 、 対 象 に お け る 癌 の 特 徴 決 定 の キ ッ ト の 使 用 の た め の 指 示 書 を 備 え た 、 対 象 の
前 立 腺 癌 を 特 徴 決 定 す る キ ッ ト を 提 供 す る 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 試 薬 は ヘ プ シ ン mRNAに
相 補 的 な 核 酸 プ ロ ー ブ を 含 む 。 別 の 態 様 に お い て 、 こ の 試 薬 は ヘ プ シ ン ポ リ ペ プ チ ド へ 特
異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 含 む 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 指 示 書 は 、 イ ン ビ ト ロ 診 断 用 医 薬 品 の
使 用 に 関 し て 、 米 国 食 品 医 薬 品 局 が 要 求 す る 指 示 書 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 pim-1発 現 の 非 存 在 の 存 在 の 特 異 的 検 出 が 可 能 な 試 薬 ；
お よ び 、 対 象 に お け る 癌 の 特 徴 決 定 の キ ッ ト の 使 用 の た め の 指 示 書 を 備 え る 、 対 象 の 前 立
腺 癌 を 特 徴 決 定 す る た め の キ ッ ト を 提 供 す る 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 こ の 試 薬 は pim-1 mR
NAに 相 補 的 な 核 酸 プ ロ ー ブ を 含 む 。 別 の 態 様 に お い て 、 こ の 試 薬 は pim-1ポ リ ペ プ チ ド へ
特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 含 む 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 こ の 指 示 書 は 、 イ ン ビ ト ロ 診 断 用 医
薬 品 の 使 用 に 関 し て 、 米 国 食 品 医 薬 品 局 が 要 求 す る 指 示 書 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 よ り 更 な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、
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か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 2種 ま た は そ れ よ り も 多 い マ ー カ ー の 発 現 レ ベ ル を 特 異 的 に 検
出 す る こ と が 可 能 な 2種 ま た は そ れ よ り も 多 い 試 薬 ； お よ び 、 対 象 に お け る 癌 の 特 徴 決 定
の キ ッ ト の 使 用 の た め の 指 示 書 を 備 え る 、 対 象 の 前 立 腺 癌 を 特 徴 決 定 す る た め の キ ッ ト を
提 供 す る 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 こ の キ ッ ト は 、 3種 ま た は そ れ よ り も 多 い マ ー カ ー の 発
現 レ ベ ル の 特 異 的 検 出 が 可 能 な 試 薬 を 備 え る 。 別 の 態 様 に お い て 、 こ の キ ッ ト は 、 5種 ま
た は そ れ よ り も 多 い マ ー カ ー の 発 現 レ ベ ル の 特 異 的 検 出 が 可 能 な 試 薬 を 備 え る 。 よ り 更 な
る 態 様 に お い て 、 こ の キ ッ ト は 、 10種 ま た は そ れ よ り も 多 い マ ー カ ー の 発 現 レ ベ ル の 特 異
的 検 出 が 可 能 な 試 薬 を 備 え る 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 こ の 指 示 書 は 、 イ ン ビ ト ロ 診 断 用 医
薬 品 の 使 用 に 関 し て 、 米 国 食 品 医 薬 品 局 が 要 求 す る 指 示 書 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 更 に 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 IGFBP5、 MADH4、 NBL1、 SEPP1、 RAB2、 FAT、 PP1CB、
MPDZ、 PRKCL2、 ATF2、 RAB5A、 お よ び カ テ プ シ ン Hか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 2種 ま た は そ
れ よ り も 多 い マ ー カ ー の 減 少 し た 発 現 レ ベ ル を 特 異 的 に 検 出 す る こ と が 可 能 な 2種 ま た は
そ れ よ り も 多 い 試 薬 ； お よ び 、 対 象 に お け る 癌 の 特 徴 決 定 の キ ッ ト の 使 用 に 関 す る 指 示 書
を 備 え る 、 対 象 の 前 立 腺 癌 を 特 徴 決 定 す る た め の キ ッ ト を 提 供 す る 。 一 部 の 態 様 に お い て
、 こ の キ ッ ト は 、 3種 ま た は そ れ よ り も 多 い マ ー カ ー の 減 少 し た 発 現 レ ベ ル を 特 異 的 に 検
出 す る こ と が 可 能 な 試 薬 を 含 む 。 別 の 態 様 に お い て 、 こ の キ ッ ト は 、 5種 ま た は そ れ よ り
も 多 い マ ー カ ー の 減 少 し た 発 現 レ ベ ル を 特 異 的 に 検 出 す る こ と が 可 能 な 試 薬 を 含 む 。 よ り
更 な る 態 様 に お い て 、 こ の キ ッ ト は 、 10種 ま た は そ れ よ り も 多 い マ ー カ ー の 減 少 し た 発 現
レ ベ ル を 特 異 的 に 検 出 す る こ と が 可 能 な 試 薬 を 含 む 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 こ の 指 示 書 は
、 イ ン ビ ト ロ 診 断 用 医 薬 品 の 使 用 に 関 し て 、 米 国 食 品 医 薬 品 局 が 要 求 す る 指 示 書 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 追 加 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、
　
　
　
　
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 2種 ま た は そ れ よ り も 多 い マ ー カ ー の 増 大 し た 発 現 レ ベ ル を 特
異 的 に 検 出 す る こ と が 可 能 な 2種 ま た は そ れ よ り も 多 い 試 薬 ； お よ び 、 対 象 に お け る 癌 の
特 徴 決 定 の キ ッ ト の 使 用 に 関 す る 指 示 書 を 備 え る 、 対 象 の 前 立 腺 癌 を 特 徴 決 定 す る キ ッ ト
を 提 供 す る 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 こ の キ ッ ト は 、 3種 ま た は そ れ よ り も 多 い マ ー カ ー の
減 少 し た 発 現 レ ベ ル を 特 異 的 に 検 出 す る こ と が 可 能 な 試 薬 を 含 む 。 別 の 態 様 に お い て 、 こ
の キ ッ ト は 、 5種 ま た は そ れ よ り も 多 い マ ー カ ー の 減 少 し た 発 現 レ ベ ル を 特 異 的 に 検 出 す
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る こ と が 可 能 な 試 薬 を 含 む 。 よ り 更 な る 態 様 に お い て 、 こ の キ ッ ト は 、 10種 ま た は そ れ よ
り も 多 い マ ー カ ー の 減 少 し た 発 現 レ ベ ル を 特 異 的 に 検 出 す る こ と が 可 能 な 試 薬 を 含 む 。 一
部 の 態 様 に お い て 、 こ の 指 示 書 は 、 イ ン ビ ト ロ 診 断 用 医 薬 品 の 使 用 に 関 し て 、 米 国 食 品 医
薬 品 局 が 要 求 す る 指 示 書 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 は 、 前 立 腺 細 胞 試 料 ； お よ び 、 1種 ま た は 複 数 の 被 験 化 合 物 を 提 供 す る 工 程 ； な
ら び に 、 前 立 腺 細 胞 試 料 を 被 験 化 合 物 と 接 触 さ せ る 工 程 ； な ら び に 、 被 験 化 合 物 非 存 在 下
に 対 す る 被 験 化 合 物 の 存 在 下 に お け る 前 立 腺 細 胞 試 料 中 の ヘ プ シ ン 発 現 の 変 化 を 検 出 す る
工 程 を 含 む 、 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 法 も 提 供 す る 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 検 出 は ヘ プ シ
ン mRNAの 検 出 を 含 む 。 別 の 態 様 に お い て 、 検 出 は ヘ プ シ ン ポ リ ペ プ チ ド の 検 出 を 含 む 。 一
部 の 態 様 に お い て 、 細 胞 は イ ン ビ ト ロ に あ る 。 別 の 態 様 に お い て 、 細 胞 は イ ン ビ ボ に あ る
。 一 部 の 態 様 に お い て 、 被 験 化 合 物 は ア ン チ セ ン ス 化 合 物 を 含 む 。 別 の 態 様 に お い て 、 被
験 化 合 物 は 薬 剤 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 は 更 に 、 前 立 腺 細 胞 試 料 ； お よ び 、 1種 ま た は 複 数 の 被 験 化 合 物 を 提 供 す る 工 程
； な ら び に 、 前 立 腺 細 胞 試 料 を 被 験 化 合 物 と 接 触 さ せ る 工 程 ； な ら び に 、 被 験 化 合 物 非 存
在 下 に 対 す る 被 験 化 合 物 存 在 下 で の 前 立 腺 細 胞 試 料 中 の pim-1発 現 の 変 化 を 検 出 す る 工 程
を 含 む 、 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ の 方 法 を 提 供 す る 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 検 出 は pim-1 
mRNAを 検 出 す る 工 程 を 含 む 。 別 の 態 様 に お い て 、 検 出 は pim-1ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る 工
程 を 含 む 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 細 胞 は イ ン ビ ト ロ に あ る 。 別 の 態 様 に お い て 、 細 胞 は イ
ン ビ ボ に あ る 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 被 験 化 合 物 は ア ン チ セ ン ス 化 合 物 を 含 む 。 別 の 態 様
に お い て 、 被 験 化 合 物 は 薬 剤 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 は 、
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 2種 ま た は そ れ よ り も 多 い マ ー カ ー に 関 す る 遺 伝 子 発 現 レ ベ
ル 情 報 を 含 む 、 前 立 腺 癌 発 現 プ ロ フ ァ イ ル マ ッ プ を 提 供 す る 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 マ ッ
プ は コ ン ピ ュ ー タ メ モ リ ー に 保 存 さ れ た デ ジ タ ル 情 報 で あ る 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 マ ッ
プ は 3種 ま た は そ れ よ り も 多 い マ ー カ ー に 関 す る 情 報 を 含 む 。 別 の 態 様 に お い て 、 マ ッ プ
は 5種 ま た は そ れ よ り も 多 い マ ー カ ー に 関 す る 情 報 を 含 む 。 よ り 更 な る 態 様 に お い て 、 マ
ッ プ は 10種 ま た は そ れ よ り も 多 い マ ー カ ー に 関 す る 情 報 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 は 更 に 、 IGFBP5、 MADH4、 NBL1、 SEPP1、 RAB2、 FAT、 PP1CB、 MPDZ、 PRKCL2、 ATF2
、 RAB5A、 お よ び カ テ プ シ ン Hか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 2種 ま た は そ れ よ り も 多 い マ ー カ
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ー に 関 す る 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル 情 報 を 含 む 、 前 立 腺 癌 発 現 プ ロ フ ァ イ ル マ ッ プ も 提 供 す る 。
一 部 の 態 様 に お い て 、 マ ッ プ は コ ン ピ ュ ー タ メ モ リ ー に 保 存 さ れ た デ ジ タ ル 情 報 で あ る 。
一 部 の 態 様 に お い て 、 マ ッ プ は 3種 ま た は そ れ よ り も 多 い マ ー カ ー に 関 す る 情 報 を 含 む 。
別 の 態 様 に お い て 、 マ ッ プ は 5種 ま た は そ れ よ り も 多 い マ ー カ ー に 関 す る 情 報 を 含 む 。 よ
り 更 な る 態 様 に お い て 、 マ ッ プ は 10種 ま た は そ れ よ り も 多 い マ ー カ ー に 関 す る 情 報 を 含 む
。 一 部 の 態 様 に お い て 、 前 立 腺 癌 は 転 移 性 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 は 更 に 、
　
　
　
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 2種 ま た は そ れ よ り も 多 い マ ー カ ー に 関 す る 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル
情 報 を 含 む 、 前 立 腺 癌 発 現 プ ロ フ ァ イ ル マ ッ プ を 提 供 す る 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 マ ッ プ
は コ ン ピ ュ ー タ メ モ リ ー に 保 存 さ れ た デ ジ タ ル 情 報 で あ る 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 マ ッ プ
は 3種 ま た は そ れ よ り も 多 い マ ー カ ー に 関 す る 情 報 を 含 む 。 別 の 態 様 に お い て 、 マ ッ プ は 5
種 ま た は そ れ よ り も 多 い マ ー カ ー に 関 す る 情 報 を 含 む 。 よ り 更 な る 態 様 に お い て 、 マ ッ プ
は 10種 ま た は そ れ よ り も 多 い マ ー カ ー に 関 す る 情 報 を 含 む 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 前 立 腺
癌 は 転 移 性 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 一 部 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 対 象 由 来 の 前 立 腺 組 織 試 料 を 提 供 す る 工 程 ； お よ び 、
試 料 中 の EZH2発 現 の 存 在 ま た は 非 存 在 を 検 出 し 、 こ れ に よ り そ の 前 立 腺 組 織 試 料 を 特 徴 付
け る 工 程 を 含 む 、 対 象 の 前 立 腺 組 織 を 特 徴 決 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 一 部 の 態 様 に お い て
、 EZH2発 現 の 存 在 の 検 出 は 、 EZH2 mRNAの 存 在 を 検 出 す る 工 程 (例 え ば 、 ヘ プ シ ン mRNAの 、
ヘ プ シ ン mRNAに 相 補 的 な 核 酸 プ ロ ー ブ へ の 曝 露 に よ る 工 程 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る
も の で は な い )を 含 む 。 別 の 態 様 に お い て 、 EZH2発 現 の 存 在 の 検 出 は 、 EZH2ポ リ ペ プ チ ド
の 存 在 を 検 出 す る 工 程 (例 え ば 、 EZH2ポ リ ペ プ チ ド を EZH2ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 抗 体 へ の
曝 露 し 、 抗 体 の EZH2ポ リ ペ プ チ ド へ の 結 合 の 検 出 す る 工 程 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る
も の で は な い )を 含 む 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 対 象 は ヒ ト 対 象 を 含 む 。 一 部 の 態 様 に お い
て 、 試 料 は 腫 瘍 組 織 を 含 む 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 前 立 腺 組 織 の 特 徴 決 定 は 、 前 立 腺 組 織
中 の 前 立 腺 癌 の 病 期 を 確 定 す る 工 程 を 含 む 。 あ る 態 様 に お い て 、 病 期 は 、 高 度 の 前 立 腺 上
皮 内 腫 瘍 、 良 性 前 立 腺 肥 大 、 前 立 腺 癌 、 お よ び 転 移 性 前 立 腺 癌 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る
が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 こ の 方 法 は 更 に 、 予 後 判 定
(例 え ば 、 転 移 性 前 立 腺 癌 発 症 の リ ス ク )を 対 象 へ 提 供 す る 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 更 な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 EZH2の 発 現 の 非 存 在 の 存 在 を 特 異 的 に 検 出 す る こ と が
可 能 な 試 薬 ； お よ び 、 対 象 に お け る 癌 の 特 徴 決 定 の キ ッ ト の 使 用 の た め の 指 示 書 を 備 え る
、 対 象 の 前 立 腺 癌 を 特 徴 決 定 す る た め の キ ッ ト を 提 供 す る 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 試 薬 は
EZH2 mRNAに 相 補 的 な 核 酸 プ ロ ー ブ を 含 む 。 別 の 態 様 に お い て 、 試 薬 は EZH2ポ リ ペ プ チ ド
に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 含 む 。 あ る 種 の 態 様 に お い て 、 指 示 書 は イ ン ビ ト ロ 診 断 用 医 薬
品 の 使 用 に 関 し て 、 米 国 食 品 医 薬 品 局 が 要 求 す る 指 示 書 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 更 に 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 前 立 腺 細 胞 試 料 ； お よ び 、 1種 ま た は 複 数 の 被 験 化
合 物 を 提 供 す る 工 程 ； な ら び に 、 前 立 腺 細 胞 試 料 を 被 験 化 合 物 と 接 触 さ せ る 工 程 ； な ら び
に 、 被 験 化 合 物 の 非 存 在 下 に 対 す る 被 験 化 合 物 存 在 下 の 前 立 腺 細 胞 試 料 中 の EZH2発 現 の 変
化 を 検 出 す る 工 程 を 含 む 、 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ の 方 法 を 提 供 す る 。 一 部 の 態 様 に お い
て 、 検 出 は 、 EZH2 mRNAを 検 出 す る 工 程 を 含 む 。 別 の 態 様 に お い て 、 検 出 は 、 EZH2ポ リ ペ
プ チ ド を 検 出 す る 工 程 を 含 む 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 細 胞 は イ ン ビ ト ロ に あ り ； 他 方 別 の
態 様 に お い て は 、 細 胞 は イ ン ビ ボ に あ る 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 被 験 化 合 物 は 、 ア ン チ セ
ン ス 化 合 物 を 含 む 。 あ る 種 の 態 様 に お い て 、 被 験 化 合 物 は 薬 剤 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
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　 更 に 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 対 象 由 来 の 決 定 的 で な い 前 立 腺 生 検 組 織 を 提 供 す る
工 程 ； お よ び 、 試 料 中 の AMACRの 発 現 の 存 在 を 検 出 し 、 こ れ に よ り 決 定 的 で な い 前 立 腺 生
検 組 織 試 料 を 特 徴 決 定 す る 工 程 を 含 む 、 対 象 に お い て 決 定 的 で な い 前 立 腺 生 検 組 織 を 特 徴
決 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 AMACR発 現 の 存 在 の 検 出 は 、 AMACR mRNA
の 存 在 の 検 出 (例 え ば 、 AMACR mRNAの 、 AMACR mRNAの 少 な く と も 一 部 に 相 補 的 な 核 酸 プ ロ
ー ブ へ の 曝 露 に よ る )を 含 む 。 別 の 態 様 に お い て 、 AMACR発 現 の 存 在 の 検 出 は 、 AMACRポ リ
ペ プ チ ド の 存 在 の 検 出 (例 え ば 、 AMACRポ リ ペ プ チ ド の 、 AMACR ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 な 抗
体 へ の 曝 露 、 お よ び そ の 抗 体 の AMACRポ リ ペ プ チ ド へ の 結 合 の 検 出 に よ る )を 含 む 。 一 部 の
態 様 に お い て 、 対 象 は 、 ヒ ト 対 象 を 含 む 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 決 定 的 で な い 生 検 組 織 中
の AMACR発 現 の 存 在 は 、 対 象 に お け る 前 立 腺 癌 の 指 標 で あ る 。 あ る 種 の 態 様 に お い て 、 こ
の 方 法 は 更 に 、 34β E12お よ び p63か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 基 底 細 胞 マ ー カ ー の 発 現 を 検
出 す る 工 程 を 含 み 、 基 底 細 胞 マ ー カ ー 発 現 の 非 存 在 お よ び AMACR発 現 の 存 在 は 、 対 象 に お
け る 前 立 腺 癌 の 指 標 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 は 更 に 、 対 象 由 来 の 体 液 ； お よ び 、 体 液 中 の AMACR発 現 を 検 出 す る た め の 試 薬 を
提 供 す る 工 程 ； な ら び に 、 試 薬 が 体 液 中 の AMACR発 現 を 検 出 す る よ う な 条 件 下 で 、 体 液 を
試 薬 と 接 触 さ せ る 工 程 を 含 む 、 体 液 中 の AMACR発 現 を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。 一 部 の 態
様 に お い て 、 体 液 は 、 血 清 、 尿 、 全 血 、 リ ン パ 液 、 お よ び 粘 液 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る
。 あ る 種 の 態 様 に お い て 、 体 液 中 の AMACRの 存 在 は 、 癌 (例 え ば 、 前 立 腺 癌 )の 指 標 で あ る
。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 加 え て 本 発 明 は 、 AMACRの 発 現 の 存 在 ま た は 非 存 在 を 特 異 的 に 検 出 す る こ と が 可 能 な 試
薬 ； お よ び 、 対 象 中 の 決 定 的 で な い 生 検 組 織 を 特 徴 決 定 す る た め の キ ッ ト を 使 用 す る た め
の 指 示 書 を 備 え る 、 対 象 中 の 決 定 的 で な い 前 立 腺 生 検 組 織 を 特 徴 決 定 す る キ ッ ト を 提 供 す
る 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 試 薬 は 、 AMACR mRNAの 少 な く と も 一 部 と 相 補 的 な 核 酸 プ ロ ー ブ
を 含 む 。 別 の 態 様 に お い て 、 試 薬 は 、 AMACRポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 含 む
。 更 に 別 の 態 様 に お い て 、 キ ッ ト は 更 に 、 第 二 の 試 薬 を 含 み 、 こ の 第 二 の 試 薬 は 、 34β E1
2お よ び p63か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 基 底 細 胞 マ ー カ ー の 発 現 を 特 異 的 に 検 出 す る こ と が
可 能 で あ る 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 指 示 書 は 更 に 、 第 二 の 試 薬 お よ び 対 象 中 の 決 定 的 で な
い 生 検 組 織 を 特 徴 決 定 す る た め の 試 薬 を 使 用 す る た め の 指 示 書 を 含 む 。 一 部 の 態 様 に お い
て 、 指 示 書 は 、 イ ン ビ ト ロ 診 断 用 医 薬 品 に つ い て 、 米 国 食 品 医 薬 品 局 が 要 求 す る 指 示 書 を
含 む 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 は 更 に 、 対 象 由 来 の 組 織 試 料 を 提 供 し 、 こ の 組 織 試 料 は 、 乳 房 組 織 、 卵 巣 組 織 、
リ ン パ 組 織 、 お よ び 骨 髄 腫 組 織 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 工 程 ； な ら び に 、 試 料 中 の AMAC
R発 現 の 存 在 ま た は 非 存 在 を 検 出 し 、 こ れ に よ り 乳 房 組 織 試 料 を 特 徴 決 定 す る 工 程 を 含 む
、 対 象 の 組 織 を 特 徴 決 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 は 更 に 、 対 象 由 来 の 組 織 試 料 を 提 供 し 、 こ の 組 織 試 料 が 乳 房 組 織 、 卵 巣 組 織 、 リ
ン パ 組 織 、 お よ び 骨 髄 腫 組 織 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 工 程 ； お よ び 、 こ こ で 対 象 は 、 癌
を 有 す る 疑 い が あ り ； な ら び に 、 試 料 中 の AMACR発 現 の 存 在 を 検 出 し 、 こ れ に よ り 対 象 の
組 織 試 料 中 の 癌 を 診 断 す る 工 程 を 含 む 、 対 象 に お い て 癌 を 診 断 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 は 、 癌 を 有 す る 疑 い の あ る 対 象 由 来 の 血 液 試 料 を 提 供 す る 工 程 ； お よ び 、 血 液 試
料 中 の AMACRに 対 す る 免 疫 応 答 を 検 出 し 、 こ れ に よ り 対 象 の 癌 を 診 断 す る 工 程 を 含 む 、 対
象 に お け る 癌 を 診 断 す る 方 法 を 提 供 す る 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 癌 は 前 立 腺 癌 で あ る 。 あ
る 種 の 態 様 に お い て 、 免 疫 応 答 の 検 出 は 、 血 液 試 料 中 の AMACRに 対 す る 抗 体 の 検 出 を 含 む
。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 加 え て 本 発 明 は 、 EZH2を 発 現 す る 細 胞 ； お よ び 、 細 胞 に お け る EZH2発 現 を 阻 害 す る 試 薬
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を 提 供 す る 工 程 ； な ら び に 、 細 胞 中 の EZH2発 現 が 阻 害 さ れ る よ う な 条 件 下 で 、 細 胞 を 試 薬
と 接 触 さ せ る 工 程 を 含 む 、 細 胞 成 長 を 阻 害 す る 方 法 を 提 供 す る 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 試
薬 は ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 別 の 態 様 に お い て 、 試 薬 は RNA二 重 鎖 で あ
る 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 試 薬 は 薬 剤 で あ る 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 細 胞 は 前 立 腺 癌 細 胞
で あ る 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 細 胞 は イ ン ビ ト ロ に あ り ； 一 方 、 別 の 態 様 に お い て 、 細 胞
は イ ン ビ ボ に あ る 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 接 触 は 細 胞 増 殖 の 減 少 を さ ら に 生 じ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 あ る 種 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 前 立 腺 癌 を 有 す る 疑 い の あ る 対 象 由 来 の 前 立 腺 組 織
試 料 を 提 供 す る 工 程 ； お よ び 、 試 料 中 の ア ネ キ シ ン 発 現 の 減 少 を 検 出 し 、 こ れ に よ り 前 立
腺 組 織 試 料 を 特 徴 決 定 す る 工 程 を 含 む 、 対 象 の 前 立 腺 癌 を 特 徴 決 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。
一 部 の 態 様 に お い て 、 ア ネ キ シ ン 発 現 の 減 少 は 、 対 象 に お け る 転 移 性 前 立 腺 癌 の 存 在 の 指
標 で あ る 。 あ る 種 の 態 様 に お い て 、 ア ネ キ シ ン は 、 ア ネ キ シ ン 1、 ア ネ キ シ ン 2、 ア ネ キ シ
ン 4、 ア ネ キ シ ン 6、 ア ネ キ シ ン 7、 お よ び ア ネ キ シ ン 11か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る が 、 こ
れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 前 立 腺 癌 を 有 す る 疑 い の あ る 対 象 由 来 の 前 立 腺 組 織 試 料
を 提 供 す る 工 程 ； お よ び 、 試 料 中 の c末 端 結 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 の 増 加 を 検 出 し 、 こ れ に
よ り 前 立 腺 組 織 試 料 を 特 徴 決 定 す る 工 程 を 含 む 、 対 象 の 前 立 腺 癌 を 特 徴 決 定 す る 方 法 を 提
供 す る 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 c末 端 結 合 タ ン パ ク 質 は 、 c末 端 結 合 タ ン パ ク 質 1お よ び c末
端 結 合 タ ン パ ク 質 2か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 。 あ る 種 の 態 様 に お い て 、 c末 端 結 合 タ ン パ
ク 質 発 現 の 増 加 は 、 対 象 に お け る 転 移 性 前 立 腺 癌 の 存 在 の 指 標 で あ る 。 一 部 の 態 様 に お い
て 、 c末 端 結 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 は 、 PSA再 上 昇 の 増 大 し た リ ス ク の 指 標 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 前 立 腺 癌 を 有 す る 疑 い の あ る 対 象 由 来 の 前 立 腺 組 織 試 料
を 提 供 す る 工 程 ； お よ び 、 GP73発 現 の 増 加 ま た は 減 少 を 検 出 し 、 こ れ に よ り 前 立 腺 組 織 試
料 を 特 徴 決 定 す る 工 程 を 含 む 、 対 象 の 前 立 腺 癌 を 特 徴 決 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 一 部 の 態
様 に お い て 、 gp73の 発 現 の 増 加 は 、 限 局 性 前 立 腺 癌 の 指 標 で あ る 。 別 の 態 様 に お い て 、 前
立 腺 組 織 試 料 は 、 前 立 腺 癌 で あ り 、 お よ び gp73発 現 の 減 少 は 、 転 移 性 前 立 腺 癌 の 指 標 で あ
る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】

　 急 速 進 行 性 PCAか ら 緩 徐 進 行 性 PCAを 識 別 す る 分 子 回 路 網 の 探 索 は 、 予 後 判 定 マ ー カ ー お
よ び 新 規 治 療 標 的 の 発 見 に つ な が る 可 能 性 が あ る 。 前 立 腺 の 発 癌 機 序 に 関 す る 洞 察 も 、 こ
の よ う な 全 般 的 分 子 ア プ ロ ー チ に よ り 探 り 出 さ れ て い る 。 乳 癌 同 様 (Lopez-Otinお よ び Dia
mandis、 Endor. Rev.、 19:365[1998])、 PCAは 、 ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン シ グ ナ ル 伝 達 が 中 心
的 役 割 を 果 た し て い る 遺 伝 的 要 因 お よ び 環 境 要 因 の 複 雑 な 環 境 に お い て 発 生 す る 。 PCAの
原 発 性 前 駆 病 巣 で あ る 高 度 の 前 立 腺 上 皮 内 腫 瘍 (HG-PIN)は 、 他 の 初 期 の 侵 襲 性 癌 腫 に 類 似
し た い く つ か の 特 徴 (す な わ ち 、 染 色 体 異 常 お よ び 細 胞 学 的 特 徴 )を 有 す る 。 Nkx3.1、 PTEN
、 Rb、 お よ び p53の よ う な 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 の 喪 失 お よ び 突 然 変 異 に 随 伴 し た 、 特 異 的 染 色
体 領 域 (例 え ば 、 8p21、 10q、 13q、 17p)の 喪 失 は 、 前 立 腺 癌 の 開 始 お よ び 進 行 に 関 与 し て
い る (Abate-Shenお よ び Shen、 前 掲 )。 全 般 的 プ ロ フ ァ イ リ ン グ 戦 略 の 登 場 よ り 、 現 在 、 PC
Aに 関 連 し た 遺 伝 子 の 系 統 的 分 析 が 可 能 で あ る 。 ポ ス ト ゲ ノ ム 時 代 に お い て 基 本 的 生 物 学
的 問 題 が 解 決 さ れ る 方 法 で 、 DNAマ イ ク ロ ア レ イ 技 術 は 革 新 さ れ つ つ あ る 。 一 度 に ひ と つ
の 遺 伝 子 に 焦 点 を 当 て た 従 来 の ア プ ロ ー チ よ り も む し ろ 、 ゲ ノ ム ス ケ ー ル の 方 法 論 が 、 全
体 的 予 想 へ の 到 達 を 可 能 に し て い る 。 こ の 方 法 の 力 は 、 mRNA発 現 の ゲ ノ ム ワ イ ド の パ タ ー
ン を 多 少 と も 分 析 す る そ の 能 力 に あ る (Brownお よ び Botstein、 Nat. Gent.、 21:33[1999])
。 腫 瘍 の 大 規 模 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 得 る こ と は 、 予 後 判 定 用 疾 患 マ ー カ ー ま た は 治
療 的 反 応 の 生 物 学 的 予 測 因 子 と し て 機 能 す る 遺 伝 子 サ ブ セ ッ ト の 同 定 を 可 能 に す る (Emmer
t-Buckら 、 Am. J. Pathol.、 156:1109[2000])。 Golubら は 、 急 性 白 血 病 の 分 子 分 類 に お い
て DNAア レ イ を 使 用 し (Golubら 、 Science、 286:531[1999])、 新 規 癌 の ク ラ ス の 同 定 (ク ラ

10

20

30

40

50

(16) JP 2005-518522 A 2005.6.23

全 般 的 説 明



ス 発 見 )お よ び 公 知 の ク ラ ス へ の 腫 瘍 割 当 て (ク ラ ス 予 測 )の た め に 、 マ イ ク ロ ア レ イ を 使
用 す る こ と の 実 現 可 能 性 を 明 ら か に し た 。 同 様 の 方 法 を 用 い 、 Alizadehら は 、 散 在 性 大 規
模 B細 胞 リ ン パ 腫 が 、 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ に よ り 、 ふ た つ の 予 後 範 疇 に 細 分 さ れ
る こ と を 示 し た (Alizadehら 、 Nature、 403:503[2000])。 彼 ら は 、 胚 中 心 B細 胞 を 特 徴 と す
る 遺 伝 子 発 現 の サ イ ン (signature)を 有 す る リ ン パ 腫 が 、 活 性 化 さ れ た 末 梢 B細 胞 を 特 徴 と
す る 遺 伝 子 を 発 現 し て い る も の よ り も 、 好 ま し い 予 後 を 有 す る 証 拠 を 提 供 し た 。 同 様 の 乳
癌 お よ び 骨 髄 腫 の 大 規 模 分 類 が 成 さ れ て お り 、 他 の 試 験 同 様 、 分 子 分 類 が 主 要 な 焦 点 で あ
る (Alizadehら 、 前 掲 )。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 従 っ て 本 発 明 は 、 良 性 お よ び 悪 性 の 前 立 腺 組 織 に お け る 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ ル の 分 析
を 提 供 す る 。 PCAの DNAマ イ ク ロ ア レ イ 分 析 に よ り 同 定 さ れ た 3種 の 候 補 遺 伝 子 AMACR、 ヘ プ
シ ン 、 お よ び pim-1を 、 PCA組 織 マ イ ク ロ ア レ イ を 用 い タ ン パ ク 質 レ ベ ル で 特 徴 決 定 し た 。
正 常 お よ び 新 生 物 性 前 立 腺 の 差 次 的 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ ル の 分 析 は 、 PCAの 分 子 サ イ ン
を 定 義 す る 遺 伝 子 の 選 択 セ ッ ト の 同 定 を も た ら し て い る 。 本 発 明 の 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ
実 験 は 、 新 生 物 性 表 現 型 と し て 最 終 的 に 顕 在 化 す る 複 数 の 協 同 遺 伝 子 発 現 の 変 更 に 関 す る
役 割 を 明 ら か に し て い る 。 正 常 組 織 お よ び 新 生 物 性 組 織 の 直 接 的 比 較 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン を 行 う こ と に よ り 、 良 性 組 織 を 悪 性 の も の か ら 分 子 的 に 識 別 す る 遺 伝 子 が 同 定 さ れ る
。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 α -メ チ ル ア シ ル -CoAラ セ ミ 化 酵 素 (AMACR)は 、 胆 汁 酸 の 生 合 成 お よ び 分 枝 鎖 脂 肪 酸 の β
-酸 化 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た す 酵 素 で あ る (Ferdinandusseら 、 J. Lipid Res.、 41:189
0[2000]； Kottiら 、 J. Biol.Chem.、 275:20887[2000])。 AMACR遺 伝 子 の 突 然 変 異 は 、 成 人
で 発 症 す る 感 覚 運 動 ニ ュ ー ロ パ シ ー を 引 き 起 こ す こ と が 示 さ れ て い る (Ferdinandusseら 、
Nat. Genet.、 24:188[2000])。 診 断 的 に チ ャ レ ン ジ す る 前 立 腺 生 検 症 例 に お い て 、 病 理 学
者 は 、 基 底 細 胞 マ ー カ ー 34β E12ま た は p63を 使 用 す る こ と が 多 い が 、 こ れ ら は 悪 性 の 腺 に
は 存 在 せ ず 良 性 の 腺 の 基 底 細 胞 層 を 染 色 す る 。 従 っ て 病 理 学 者 は 、 多 く の 生 検 標 本 に お い
て 、 前 立 腺 癌 の 最 終 診 断 を 行 う た め に 、 染 色 の 非 存 在 に 頼 ら な け れ ば な ら な い 。 本 発 明 の
開 発 時 に 実 施 さ れ た 実 験 は 、 癌 性 生 検 組 織 に お い て 発 現 さ れ る マ ー カ ー と し て AMACRを 同
定 し た 。 従 っ て 、 前 立 腺 穿 刺 生 検 に お け る AMACRの 臨 床 的 有 用 性 は 大 き い 。 例 え ば 、 Unive
rsity of Michigan Medical Centerに お い て は 、 毎 年 お よ そ 400例 の 前 立 腺 穿 刺 生 検 が 行
わ れ て お り 、 な ら び に お よ そ 20％ が 、 少 量 の 非 定 型 腺 に よ り 特 徴 付 け ら れ た 困 難 な 病 巣 を
評 価 す る た め に 、 基 底 細 胞 特 異 マ ー カ ー の 使 用 を 必 要 と し て い る 。 従 っ て 、 本 発 明 の 方 法
に よ る AMACR発 現 の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 34β E12ま た は p63の よ う な 基 底 細 胞 特 異 マ ー カ ー
と 組 合 わ せ て 、 「 確 定 診 断 を 伴 わ な い 非 定 型 」 と 診 断 さ れ る 症 例 を 少 な く す る こ と が 企 図
さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 前 立 腺 癌 に お け る AMACR過 剰 発 現 の 同 定 は 、 診 断 的 用 途 を 超 え る 臨 床 的 有 用 性 が あ る 。
本 発 明 の 開 発 時 に 行 わ れ た 実 験 は 、 有 意 レ ベ ル の AMACRタ ン パ ク 質 を 発 現 す る 唯 一 の 非 癌
性 組 織 は 、 ヒ ト 肝 臓 で あ る こ と を 明 ら か に し た 。 本 発 明 は 、 特 定 の 機 序 に 限 定 さ れ な い 。
実 際 、 機 序 の 理 解 は 、 本 発 明 の 実 践 に は 必 要 な い 。 そ れ に も か か わ ら ず 、 AMACR活 性 は 、
前 立 腺 癌 成 長 に 必 要 で あ り 、 お よ び そ の 特 異 性 に よ っ て 、 治 療 標 的 と し て 役 立 つ と 考 え ら
れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 の 開 発 の 過 程 に お い て 行 わ れ た 追 加 実 験 は 、 限 局 化 さ れ た 疾 患 に お け る 新 ホ ル モ
ン 補 助 療 法 の 離 脱 の 局 面 を 含 む 、 様 々 な 前 立 腺 癌 群 に お い て AMACR発 現 を 調 べ た 。 AMACR発
現 は 、 細 胞 培 養 実 験 に お い て 、 ホ ル モ ン 非 依 存 性 で あ る こ と が わ か っ た 。 ア ン ド ロ ゲ ン に
よ り 調 製 さ れ る こ と が 分 か っ て い る 遺 伝 子 で あ る PSAは 、 同 じ 条 件 下 で の 発 現 に お い て ホ
ル モ ン が 関 連 し た 変 化 を 明 ら か に し た 。 本 発 明 は 、 特 定 の 機 序 に 限 定 さ れ な い 。 実 際 、 機
序 の 理 解 は 、 本 発 明 の 実 践 に は 必 要 で は な い 。 そ れ に も か か わ ら ず 、 こ れ ら の 知 見 は 、 AM
ACRは 、 ア ン ド ロ ゲ ン 経 路 に よ り 調 節 さ れ な い こ と の 証 拠 を 提 供 す る と 考 え ら れ る 。 こ れ
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は 更 に 、 ホ ル モ ン 抵 抗 性 組 織 に お い て 減 少 し た AMACR発 現 は 、 ホ ル モ ン 抵 抗 性 に 関 す る 生
体 マ ー カ ー と し て の AMACRの 使 用 を 可 能 に す る こ と が 企 図 さ れ て い る 。 ホ ル モ ン 離 脱 の 手
段 に お け る ホ ル モ ン 療 法 は 、 細 胞 培 養 物 中 の AMACR発 現 に 影 響 を 及 ぼ さ な い と い う 事 実 が
示 さ れ る な ら ば 、 ア ン ド ロ ゲ ン 経 路 以 外 の い く つ か の 他 の 機 序 が 、 癌 組 織 の 完 全 性 に お け
る AMACRダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン に 寄 与 す る こ と も 企 図 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 は 、 特 定 の 機 序 に 限 定 さ れ な い 。 実 際 、 機 序 の 理 解 は 、 本 発 明 の 実 践 に は 必 要 な
い 。 そ れ に も か か わ ら ず 、 代 わ り に 、 AMACRが 、 癌 の 発 生 に お い て 過 剰 発 現 さ れ 、 お そ ら
く 新 生 物 細 胞 に エ ネ ル ギ ー を 提 供 す る 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る と 考 え ら れ る 。 し か し 、
腫 瘍 は 脱 分 化 さ れ 始 め る の で 、 こ れ ら は 最 早 こ れ ら の エ ネ ル ギ ー 給 源 は 必 要 で は な い 。 貧
弱 に 分 化 さ れ た 腫 瘍 は 、 分 枝 し た 脂 肪 酸 の 酸 化 の こ の 同 じ 活 性 を 達 成 す る た め に 、 他 の 経
路 を 辿 る こ と が で き る こ と が 企 図 さ れ て い る 。 腫 瘍 細 胞 の 増 殖 率 と AMACR発 現 の 間 に 関 係
は な い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 AMACR発 現 は 、 同 じ く 他 の 癌 に お い て も 試 験 さ れ る 。 他 の 腫 瘍 に お け る 試 験 は 、 結 腸 癌
が 最 も 高 い AMACR発 現 を 有 す る こ と を 明 ら か に し た 。 結 腸 直 腸 癌 は 、 ホ ル モ ン 性 の 調 節 は
知 ら れ て い な い の で 、 脱 分 化 お よ び 減 少 し た AMACR発 現 は PCAに お い て 相 関 さ れ る と い う 事
実 は 、 脱 分 化 が 、 ホ ル モ ン 抵 抗 性 転 移 性 PCAに お い て 減 少 し た AMACR発 現 に つ な が る と い う
仮 説 を さ ら に 裏 付 け て い る 。 ホ ル モ ン 療 法 は 、 転 移 性 前 立 腺 癌 の 第 一 の 療 法 で も あ る が 、
効 能 は 失 わ れ ホ ル モ ン 非 感 受 性 結 腸 を 選 択 す る こ と が 分 か っ て い る 。 本 発 明 は 、 特 定 の 機
序 に 限 定 さ れ な い 。 実 際 、 機 序 の 理 解 は 、 本 発 明 の 実 践 に は 必 要 な い 。 そ れ に も か か わ ら
ず 、 こ の 現 象 は 、 強 力 な ホ ル モ ン 療 法 作 用 は 、 潜 在 的 に よ り 脱 分 化 し た 細 胞 を 選 択 す る の
で 、 減 少 し た AMACR発 現 と 一 致 す る と い う 知 見 を 説 明 す る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 AMACR遺 伝 子 産 物 は 、 胆 汁 酸 生 合 成 お よ び 分 枝 鎖 脂 肪 酸 の β -酸 化 に お い て 重 要 な 役 割 を
果 た す 酵 素 で あ る (Kottiら 、 J. Biol. Chem.、 275:20887[2000]； Ferdinandusseら 、 J Li
pid Res、 42:137[2001])。 AMACR過 剰 発 現 は 、 PCAお よ び 結 腸 直 腸 癌 の よ う な 脂 質 の 割 合 が
高 い 腫 瘍 に お い て 生 じ る 。 脂 肪 酸 消 費 と 癌 の 間 の 関 係 は 、 PCAお よ び 結 腸 直 腸 癌 の 発 生 に
お い て 議 論 の 多 い 問 題 で あ る (Moyad、 Curr Opin Urol、 11:457[2001]； Willett、 Oncolog
ist、 5:393[2000])。 胆 汁 酸 中 間 体 の 酸 化 に お け る AMACRの 本 質 的 役 割 が 明 ら か に さ れ て い
る 。 AMACRは 、 α -メ チ ル 分 枝 し た カ ル ボ キ シ ル CoAチ オ エ ス テ ル (carboxylic coenzyme A 
thioester)の ラ セ ミ 化 を 触 媒 す る 酵 素 を コ ー ド し て お り 、 な ら び に ペ ル オ キ シ ソ ー ム お よ
び ミ ト コ ン ド リ ア に 局 在 化 し て い る (Schmitzら 、 Eur J Biochem、 231:815[1995])。 本 発
明 は 、 特 定 の 機 序 に 限 定 さ れ な い 。 実 際 、 機 序 の 理 解 は 、 本 発 明 の 実 践 に は 必 要 な い 。 そ
れ に も か か わ ら ず 、 AMACRは 脂 質 代 謝 に 関 与 し て い る の で 、 こ れ は 細 胞 の 酸 化 体 平 衡 の 変
更 に つ な が る と 考 え ら れ る 。 こ れ は 更 に 、 こ れ ら の 変 化 が 、 DNA損 傷 、 悪 性 転 換 、 お よ び
他 の 細 胞 障 害 の パ ラ メ ー タ と 関 連 し て い る こ と が 企 図 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 の 開 発 過 程 に お い て 実 行 さ れ た 追 加 実 験 は 、 AMACR mRNAお よ び タ ン パ ク 質 産 物 が
、 結 腸 直 腸 、 前 立 腺 、 乳 房 、 お よ び 卵 巣 を 含 む 多 く の 腺 癌 な ら び に 骨 髄 腫 に お い て 過 剰 発
現 さ れ る こ と を 明 ら か に し た 。 結 腸 直 腸 お よ び 前 立 腺 由 来 の 腺 癌 は 、 一 貫 し た AMACR過 剰
発 現 (各 々 、 腫 瘍 の 92％ お よ び 83％ )を 示 し た 。 従 っ て 、 AMACRは 、 結 腸 新 生 物 の 診 断 に お
い て 使 用 さ れ る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 一 部 の 態 様 に お い て 、 AMACRは 、 形 成 異 常 の 診 断 に 使
用 さ れ る 。 詳 細 に 述 べ る と 、 形 成 異 常 の 同 定 が 診 断 上 難 点 で あ り 得 る よ う な 炎 症 性 腸 疾 患
(IBD)の 状 況 に お い て 、 そ れ ら の AMACRタ ン パ ク 質 発 現 強 度 に 関 し て 推 定 病 巣 を 評 価 す る 。
一 部 の 態 様 に お い て 、 こ れ は 、 大 腸 腺 腫 性 ポ リ ポ ー シ ス 遺 伝 子 の 分 析 と 組 合 わ せ て 行 わ れ
、 そ の 理 由 は 、 同 じ く こ の 遺 伝 子 の 突 然 変 異 は 、 結 腸 直 腸 新 生 物 の 発 生 の 初 期 に 生 じ る と
も 考 え ら れ て い る か ら で あ る (Kinzlerお よ び Vogelstein、 Cell、 87:159[1996]； Tsaoお よ
び Shibata、 Am J Pathol、 145:531[1994])。
【 ０ ０ ４ ６ 】
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　 結 腸 腺 腫 (Kinzlerお よ び Vogelstein、 前 掲 ； Tsaoお よ び Shibata、 前 掲 )お よ び 高 度 PIN(
McNealお よ び Bostwick、 Hum Pathol、 17:64[1986]； McNealら 、 Lancet、 1:60[1986])は 、
各 々 、 侵 襲 性 の 結 腸 癌 お よ び 前 立 腺 癌 の 周 知 の 前 駆 型 で あ る 。 本 発 明 の 開 発 過 程 に お い て
実 行 さ れ た 実 験 は 、 AMACRは 、 結 腸 直 腸 腺 腫 (75％ )お よ び 高 度 PIN(64％ )に お い て 過 剰 発 現
さ れ た こ と を 示 し て い る 。 更 に 初 期 新 生 物 病 巣 に お け る AMACR発 現 を 裏 付 け る も の は 、 一
部 の 萎 縮 性 前 立 腺 病 巣 に お け る 病 巣 性 AMACR発 現 の 存 在 で あ る 。  一 部 の 萎 縮 性 病 巣 (す な
わ ち 、 増 殖 性 炎 症 ア ト ロ フ ィ ー お よ び 萎 縮 後 肥 大 )が 、 初 期 の 新 生 物 変 化 を 示 唆 し て い る
事 実 上 分 子 変 更 を 伴 う 増 殖 と し て 最 近 認 め ら れ た (De Maxzoら 、 Am J Pathol、 155:1985[1
999]； Shahら 、 Am J Pathol、 158:1767[2001])。 い く つ か の 形 態 学 的 に 良 性 の 前 立 腺 も 病
巣 性 の 中 等 度 の AMACR染 色 を 有 す る こ と が 観 察 さ れ た 。 本 発 明 は 、 特 定 の 機 序 に 制 限 さ れ
な い 。 実 際 、 機 序 の 理 解 は 、 本 発 明 の 実 践 に は 必 要 な い 。 そ れ に も か か わ ら ず 、 AMACRは
、 癌 発 生 の 初 期 段 階 に お い て 役 割 を 果 た し 得 る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 結 腸 直 腸 癌 、 前 立 腺 癌 、 お よ び 乳 癌 を 含 む 、 AMACR過 剰 発 現 に 関 連 し て い る い く つ か の
癌 は 、 高 脂 肪 食 に 関 連 し て い る 。 い か に し て 高 脂 肪 食 が こ れ ら の 臓 器 系 に お け る 腫 瘍 形 成
に 寄 与 し て い る か の 正 確 な 機 序 は 不 明 で あ る が 、 し か し ペ ル オ キ シ ソ ー ム 増 殖 応 答 性 受 容
体 (PPAR)が 媒 介 し た 経 路 が 、 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る こ と を 示 唆 す る 証 拠 が 出 現 し つ つ
あ る (Debrilら 、 J. Mol. Med.、 79:30[2001])。 食 事 の 脂 肪 酸 は 、 ペ ル オ キ シ ソ ー ム 増 殖
剤 と し て 機 能 し 、 な ら び に 核 内 受 容 体 型 転 写 因 子 フ ァ ミ リ ー で あ る PPARに 結 合 お よ び 活 性
化 す る こ と が 示 さ れ て い る (Zomerら 、 J. Lipid Res.、 41:1801[2000])。 PPAR媒 介 し た 経
路 の 活 性 化 は 、 次 に 細 胞 増 殖 お よ び 分 化 を 制 御 す る 。 加 え て 、 細 胞 の 酸 化 体 平 衡 も 変 更 す
る こ と が で き る (Yeldandiら 、 Mutat. Res.、 448:159[2000])。 本 発 明 は 、 特 定 の 機 序 に 限
定 さ れ る も の で は な い 。 実 際 、 機 序 の 理 解 は 、 本 発 明 の 実 践 に は 必 要 な い 。 そ れ に も か か
わ ら ず 、 こ れ ら の 作 用 は 、 い く つ か の 癌 の 腫 瘍 形 成 に 寄 与 す る よ う に 協 調 し て 作 用 す る と
考 え ら れ る 。 こ の 仮 説 は 、 ペ ル オ キ シ ソ ー ム 増 殖 剤 が 、 マ ウ ス へ 投 与 さ れ た 場 合 、 マ ウ ス
に お け る 結 腸 腺 腫 様 ポ リ ー プ の 発 生 を 増 強 す る と い う 知 見 に よ り 裏 付 け ら れ る (Saezら 、 N
at. Med.、 4:1058[1998])。 加 え て 、 PPARは 、 い く つ か の 前 立 腺 癌 細 胞 株 お よ び そ れ ら の
リ ガ ン ド に お い て 発 現 さ れ 、 お よ び ぺ ル オ キ シ ソ ー ム 増 殖 剤 が 培 養 物 へ 添 加 さ れ た 場 合 、
こ れ ら の 細 胞 株 に 影 響 を 及 ぼ す (Shappellら 、 Cancer Res.、 61:497[2001]； Muellerら 、 P
NAS、 97:10990[2000])。 臨 床 試 験 第 II相 も 、 PPARγ ア ク チ ベ ー タ ー で あ る ト ロ グ リ タ ゾ ン
は 、 前 立 腺 癌 患 者 に お い て PSAレ ベ ル を 安 定 化 す る こ と を 示 し て い る (Kubotaら 、 Cancer R
es.、 58:3344[1998]； Hisatakeら 、 Cancer Res.、 60:5494[2000])。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 AMACRは 、 プ リ ス タ ン 酸 の β -酸 化 に 関 連 し て い る (Ferdinandusseら 、 J. Lipid. Res.、
41:1890[2000])。 プ リ ス タ ン 酸 は 、 PPARα ア ク チ ベ ー タ ー と し て 機 能 す る こ と が で き 、 細
胞 成 長 を 促 進 す る (Zomerら 、 J. Lipid Res.、 41:1801[2000])。 本 発 明 は 、 特 定 の 機 序 に
限 定 さ れ る も の で は な い 。 実 際 、 機 序 の 理 解 は 、 本 発 明 の 実 践 に は 必 要 な い 。 そ れ に も か
か わ ら ず 、 β -酸 化 経 路 経 路 の 機 能 亢 進 は 、 分 子 還 元 の 消 耗 に つ な が り 、 お よ び 細 胞 の 酸
化 体 の 状 態 を 変 更 す る (Yeldandiら 、 Mutat. Res.、 448:159[2000])。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 は 更 に 、 癌 療 法 に お け る 治 療 標 的 と し て AMACRを 標 的 化 す る 方 法 を 提 供 す る 。 AMA
CRは 、 結 腸 直 腸 、 前 立 腺 、 乳 房 、 お よ び 骨 髄 腫 に お い て 高 い 割 合 で 過 剰 発 現 す る が 、 隣 接
正 常 組 織 に お い て は そ う で は な く 、 こ れ は 、 抗 体 ま た は 酵 素 イ ン ヒ ビ タ ー を 用 い て 標 的 化
さ れ る 。 毒 性 は 、 大 き な 問 題 で あ る と は 考 え ら れ ず 、 そ の 理 由 は 、 こ の 酵 素 が 先 天 的 に 存
在 し な い 個 体 は 、 臨 床 の 症 状 発 現 が な い か ま た は ほ ん の わ ず か で あ る か ら で あ る (Clayton
ら 、 Biochem. Soc. Trans.、 29:298[2001])。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 の 開 発 過 程 で 実 行 さ れ た 実 験 は 、 AMACRは 前 立 腺 癌 患 者 の 血 清 中 に 存 在 す る こ と
を さ ら に 明 ら か に し た 。 加 え て 、 AMAGRに 対 す る 体 液 性 反 応 が 、 前 立 腺 癌 患 者 の 血 清 中 の A
MACRに 対 す る 抗 体 の 存 在 を 基 に 同 定 さ れ た 。
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【 ０ ０ ５ １ 】
　 ア ネ キ シ ン は 、 カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 に 構 造 的 に 関 連 し た 群 で あ り 、 こ れ は リ ン 脂
質 に 結 合 す る ド メ イ ン お よ び 特 異 性 を 決 定 す る ア ミ ノ 末 端 ド メ イ ン を 有 す る (Smithら 、 Tr
ends. Genet.、 10:241[1994]； Mailliardら 、 J. Biol. Chem.、 271:719[1996])。 こ れ ら
の ア ネ キ シ ン は 、 膜 輸 送 の 調 節 、 細 胞 接 着 、 そ し て お そ ら く は 腫 瘍 形 成 に 関 連 し て い る 。
本 発 明 の 開 発 過 程 に お い て 行 わ れ た 実 験 は 、 PCA進 行 に お け る そ れ ら の 役 割 を 決 定 す る こ
と を 目 的 と し 、 広 範 な 前 立 腺 組 織 試 料 中 の 複 数 の ア ネ キ シ ン フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー の 発 現
パ タ ー ン を 研 究 す る た め に 、 cDNAマ イ ク ロ ア レ イ を 使 用 し た 。 遺 伝 子 発 現 デ ー タ の メ タ 解
析 を 、 cDNA発 現 ア レ イ の 知 見 の 更 な る 確 証 を 補 助 す る た め に 使 用 し た 。 最 後 に 、 高 -密 度
組 織 マ イ ク ロ ア レ イ を 用 い 、 免 疫 組 織 化 学 に よ り ア ネ キ シ ン タ ン パ ク 質 発 現 レ ベ ル を 評 価
し た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 良 性 前 立 腺 組 織 、 限 局 性 ホ ル モ ン ナ イ ー ブ PCAお よ び 転 移 性 ホ ル モ ン 抵 抗 性 PCAの 試 料 に
お い て 、 8種 の ア ネ キ シ ン を 、 そ れ ら の mRNA発 現 レ ベ ル に つ い て 評 価 し た 。 5種 の ア ネ キ シ
ン (1、 2、 4、 7お よ び 11)は 、 良 性 前 立 腺 組 織 か ら 限 局 性 PCAへ 、 ホ ル モ ン 抵 抗 性 PCAへ と 次
第 に 進 行 性 の 転 写 産 物 レ ベ ル の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 示 し た 。 こ れ ら 5種 の ア ネ キ シ
ン フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー の cDNA発 現 ア レ イ の 知 見 を 確 証 す る た め に 、 メ タ 解 析 を 行 い 、 少 な
く と も 2種 の 試 験 が 結 果 を 報 告 し た 4回 の 試 験 に つ い て 調 べ た 場 合 に 、 限 局 性 PCA試 料 に お
い て ア ネ キ シ ン 1、 2、 4、 お よ び 6が 、 良 性 前 立 腺 組 織 と 比 べ 有 意 に ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ
ン さ れ た こ と を 確 認 し た 。 従 っ て 、 メ タ 解 析 は 、 ア ネ キ シ ン 1、 2、 お よ び 4の 結 果 を 確 認
し た 。 こ れ ら の 例 に お い て 、 全 て の デ ー タ セ ッ ト を 横 断 す る 要 約 統 計 は 、 こ れ ら の ア ネ キ
シ ン が 、 cDNAレ ベ ル で 有 意 に ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ た こ と を 認 め た 。 し か し 、 こ れ
ら 4回 の 試 験 全 て が 有 意 な ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 有 し た わ け で は な い 。 例 え ば 、 ア ネ
キ シ ン 4は 、 4回 の 試 験 中 2回 に お い て は 有 意 に ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ た が 、 得 ら れ
た 要 約 統 計 は 、 評 価 し た 試 料 数 も 考 慮 す る と 、 こ れ は 統 計 学 的 に 有 意 で あ っ た 。 ア ネ キ シ
ン 7、 8、 お よ び 13は 、 有 意 に 発 現 が 低 下 し た こ と は 認 め ら れ な か っ た 。 図 1に 示 し た よ う
に 、 ア ネ キ シ ン 7は 、 限 局 性 PCAお よ び 転 移 性 PCAを 比 べ た 場 合 に 、 有 意 に は 減 少 し な い 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 前 述 の 5種 全 て の 試 験 し た ア ネ キ シ ン の タ ン パ ク 質 発 現 レ ベ ル は 、 ホ ル モ ン 抵 抗 性 PCA試
料 に お い て 、 限 局 性 PCAま た は 良 性 前 立 腺 組 織 の い ず れ か と 比 較 し た 場 合 に 、 統 計 学 的 に
有 意 に 減 少 し た 。 5種 の ア ネ キ シ ン 中 4種 は 、 良 性 前 立 腺 組 織 と 比 べ 、 臨 床 的 限 局 性 PCAに
お け る タ ン パ ク 質 発 現 の 低 下 も 明 ら か に し た 。 し か し こ れ ら の 症 例 の い ず れ に お い て も 、
有 意 に 減 少 し た タ ン パ ク 質 発 現 は 認 め ら れ な か っ た 。 こ の タ ン パ ク 質 レ ベ ル で の 第 二 の 確
証 法 は 、 ア ネ キ シ ン 1、 2、 4、 7、 お よ び 11に 関 す る cDNA発 現 ア レ イ デ ー タ を 確 認 し た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 明 細 書 に お い て 説 明 さ れ た 遺 伝 子 発 現 ア レ イ デ ー タ を 基 に 、 限 局 性 PCA細 胞 は 、 そ れ
ら の ア ネ キ シ ン mRNAレ ベ ル を ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン し た が 、 対 応 す る タ ン パ ク 質 発 現 レ
ベ ル は 維 持 し た 。 本 発 明 は 、 特 定 の 機 序 に 制 限 さ れ な い 。 実 際 、 機 序 の 理 解 は 、 本 発 明 の
実 践 に は 必 要 な い 。 そ れ に も か か わ ら ず 、 翻 訳 後 変 更 は 、 mRNAの 減 少 を 補 償 し 、 良 性 試 料
に お い て 認 め ら れ る レ ベ ル を 維 持 す る の に 十 分 な タ ン パ ク 質 を 産 生 し 得 る と 考 え ら れ る 。
ア ネ キ シ ン は 、 細 胞 接 着 の 維 持 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る の で 、 一 旦 細 胞 が 最 終
的 に そ の 能 力 を 喪 失 す る と 、 腫 瘍 進 行 が 生 じ 得 る 。 従 っ て 予 想 さ れ る よ う に 、 進 行 し た ホ
ル モ ン 抵 抗 性 PCA試 料 に お い て は 、 ア ネ キ シ ン 発 現 レ ベ ル は 、 有 意 に 減 少 す る 。 こ れ は 、
免 疫 組 織 化 学 に よ り 明 ら か に さ れ た よ う な 有 意 な 減 少 に よ り 、 タ ン パ ク 質 レ ベ ル で 確 認 さ
れ た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 転 移 性 PCA試 料 に お け る 転 写 お よ び 翻 訳 レ ベ ル の 両 方 で の ア ネ キ シ ン の 一 連 の ダ ウ ン レ
ギ ュ レ ー シ ョ ン が 認 め ら れ た 。 ア ネ キ シ ン 1は リ ポ コ ル チ ン と も 称 さ れ る が 、 こ れ は 、 ホ
ス ホ リ パ ー ゼ A2イ ン ヒ ビ タ ー と し て も 説 明 さ れ て お り 、 お よ び 上 皮 増 殖 因 子 受 容 体 の 基 質
と し て 利 用 さ れ る (Pepinskyら 、 Nature、 321:81[1986]； Wallnerら 、 Nature、 320:77[198
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6])。 タ ン パ ク 質 レ ベ ル の 有 意 な 低 下 は 、 食 道 お よ び 前 立 腺 腫 瘍 細 胞 に お い て 認 め ら れ る (
Paweletzら 、 Cancer Res.、 60:6293[2000])。 ア ネ キ シ ン 2は p36と も 称 さ れ 、 プ ロ テ イ ン
キ ナ ー ゼ Cお よ び Src pp60の 有 効 な 基 質 と 思 わ れ る (Hubaishyら 、 Biochemistry、 34:14527
[1995])。 ア ネ キ シ ン 4は エ ン ド ト キ シ ン と も 称 さ れ 、 カ ル モ ジ ュ リ ン キ ナ ー ゼ II(CaMKII)
活 性 を 媒 介 す る こ と に よ り 、 Cl-流 入 を 調 節 す る (Chanら 、 J. Biol. Chem.、 269:32464[19
94])。 シ ネ キ シ ン (synexin)で あ る ア ネ キ シ ン 7は 、 デ ュ シ ェ ー ヌ 型 筋 ジ ス ト ロ フ ィ ー に 関
連 し て い る (Selbertら 、 Exp. Cell. Res.、 222:199[1996])。 そ の 遺 伝 子 は 、 ヒ ト 10q21番
染 色 体 に 位 置 し 、 お よ び そ の タ ン パ ク 質 発 現 は 、 ホ ル モ ン 抵 抗 性 腫 瘍 細 胞 に お い て 減 少 さ
れ る 。 結 論 と し て 、 本 発 明 の 開 発 過 程 に お い て 行 わ れ た 実 験 の 結 果 は 、 い く つ か の ア ネ キ
シ ン フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン が 、 致 命 的 PCA表 現 型 の 発 生 に お い て
役 割 を 果 た し 得 る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 発 明 の 開 発 過 程 に お い て 行 わ れ た 追 加 実 験 は 、 前 立 腺 癌 に お い て 変 更 さ れ た (例 え ば
増 加 ま た は 減 少 し た )発 現 を 示 し た 追 加 マ ー カ ー を 同 定 し た 。 追 加 マ ー カ ー は 、 EZH2、 ア
ネ キ シ ン 1、 2、 4、 7、 お よ び 11、 CTBP1お よ び 2、 GP73、 ABCC5(MDR5)、 ASNS、 TOP2A、 な ら
び に Vav2を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 特 に 、 EZH2は 、 前 立 腺 癌 に お い て
、 特 に 転 移 性 前 立 腺 癌 に お い て 過 剰 発 現 さ れ た マ ー カ ー と し て 同 定 さ れ た 。 EZH2は 更 に 、
臨 床 的 失 敗 に 関 連 づ け て 同 定 さ れ た (例 え ば 増 大 し た PSAレ ベ ル )。 加 え て 、 EZH2の siRNA阻
害 は 、 前 立 腺 癌 細 胞 株 の 細 胞 増 殖 の 減 少 を 生 じ た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 従 っ て 本 発 明 は 、 様 々 な 癌 に お け る 診 断 的 お よ び 治 療 的 物 質 の た め の マ ー カ ー お よ び 標
的 を 同 定 す る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】

　 本 発 明 の 理 解 を 進 め る た め に 、 多 く の 用 語 お よ び 表 現 を 以 下 に 定 義 す る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 エ ピ ト ー プ 」 と い う 用 語 は 、 特 定 の 抗 体 と の 接 触 を も た
ら す 抗 原 の 一 部 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 タ ン パ ク 質 ま た は タ ン パ ク 質 断 片 が 宿 主 動 物 の 免 疫 処 置 に 使 用 さ れ る 場 合 、 そ の タ ン パ
ク 質 の 多 く の 領 域 は 、 そ の タ ン パ ク 質 の 所 定 の 領 域 ま た は 三 次 元 構 造 へ 特 異 的 に 結 合 す る
抗 体 の 産 生 を 誘 導 す る こ と が で き ； こ れ ら の 領 域 ま た は 構 造 は 、 「 抗 原 決 定 基 」 と 称 さ れ
る 。 抗 原 決 定 基 は 、 抗 体 へ の 結 合 に 関 し て 、 完 全 な 抗 原 (す な わ ち 、 免 疫 応 答 を 誘 起 す る
た め に 使 用 さ れ る 「 免 疫 原 」 )と 競 合 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 「 特 異 結 合 」 ま た は 「 特 異 的 に 結 合 」 と い う 用 語 は 、 抗 体 お よ び タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ
チ ド と の 相 互 作 用 に 関 し て 使 用 さ れ る 場 合 、 相 互 作 用 が タ ン パ ク 質 上 の 特 定 の 構 造 (す な
わ ち 、 抗 原 決 定 基 ま た は エ ピ ト ー プ )の 存 在 に よ っ て 左 右 さ れ る こ と ； 別 の 表 現 を す る と
、 抗 体 は 、 一 般 に タ ン パ ク 質 よ り も む し ろ 、 特 定 の タ ン パ ク 質 構 造 を 認 識 し お よ び 結 合 さ
れ る こ と を 意 味 す る 。 例 え ば 、 抗 体 が エ ピ ト ー プ 「 A」 へ 特 異 的 で あ る 場 合 、 標 識 し た 「 A
」 お よ び 抗 体 を 含 む 反 応 に お い て 、 エ ピ ト ー プ A(ま た は 遊 離 、 標 識 さ れ な い A)を 含 む タ ン
パ ク 質 の 存 在 は 、 抗 体 に 結 合 し た 標 識 し た Aの 量 を 減 少 さ せ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 非 特 異 的 結 合 」 お よ び 「 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 結 合 」 と い う
用 語 は 、 抗 体 お よ び タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド の 相 互 作 用 に お い て 使 用 さ れ る 場 合 、 特 定
の 構 造 の 存 在 に 左 右 さ れ な い 相 互 作 用 を 有 す る  (す な わ ち 、 抗 体 は 、 エ ピ ト ー プ の よ う な
特 定 の 構 造 よ り も む し ろ 一 般 に タ ン パ ク 質 に 結 合 す る )。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 対 象 」 と い う 用 語 は 、 ヒ ト 、 非 ヒ ト 霊 長 類 、 齧 歯 類 な ど
を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 、 特 定 の 治 療 の レ シ ピ エ ン ト で あ る 、 任 意 の

10

20

30

40

50

(21) JP 2005-518522 A 2005.6.23

定 義



動 物 (例 え ば 哺 乳 類 )を 意 味 す る 。 典 型 的 に は 、 本 明 細 書 に お い て 「 対 象 」 お よ び 「 患 者 」
と い う 用 語 は 、 ヒ ト 対 象 に 関 し て 互 換 的 に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 明 細 書 に お い て 「 癌 を 有 す る 疑 い の あ る 対 象 」 と い う 用 語 は 、 癌 を 示 す 1種 ま た は 複
数 の 症 状 (例 え ば 、 顕 著 な し こ り ま た は 塊 )を 呈 す る 対 象 ま た は 癌 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ
(例 え ば 日 常 的 健 康 診 断 時 に )さ れ る 対 象 を 意 味 す る 。 癌 を 有 す る 疑 い の あ る 対 象 は 、 1種
ま た は 複 数 の リ ス ク 因 子 も 有 す る こ と が あ る 。 癌 を 有 す る 疑 い が あ る 対 象 は 一 般 に 、 癌 に
つ い て 試 験 さ れ て い な い 。 し か し 「 癌 を 有 す る 疑 い の あ る 対 象 」 は 、 最 初 の 診 断 (例 え ば
、 塊 を 示 す CTス キ ャ ン ま た は 増 大 し た PSAレ ベ ル )を 受 け た が 、 癌 の 病 期 は 不 明 で あ る よ う
な 個 体 を 包 含 し て い る 。 こ の 用 語 は 更 に 、 か つ て 癌 を 有 し た 個 人 を 含 む (例 え ば 寛 解 期 の
個 人 )。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 癌 の リ ス ク の あ る 対 象 」 と い う 用 語 は 、 特 定 の 癌 発 症 の
1種 ま た は 複 数 の リ ス ク 因 子 を 伴 う 対 象 を 意 味 す る 。 リ ス ク 因 子 は 、 性 別 、 年 齢 、 遺 伝 素
因 、 環 境 曝 露 、 癌 の 既 往 、 癌 以 外 の 疾 患 の 既 往 、 お よ び 生 活 ス タ イ ル を 含 む が 、 こ れ ら に
限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 対 象 に お け る 癌 の 特 徴 決 定 」 と い う 用 語 は 、 良 性 、 前 癌
性 ま た は 癌 性 組 織 の 存 在 、 癌 の 病 期 、 お よ び 対 象 の 予 後 判 定 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ
る も の で は な い 、 対 象 の 癌 試 料 の 1種 ま た は 複 数 の 特 性 を 同 定 す る こ と を 意 味 す る 。 癌 は
、 本 明 細 書 に 明 か に さ れ た 癌 マ ー カ ー を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 、 1種
ま た は 複 数 の 癌 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 の 同 定 に よ り 特 徴 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 対 象 に お け る 前 立 腺 組 織 の 特 徴 決 定 」 と い う 用 語 は 、 前
立 腺 組 織 試 料 の 1種 ま た は 複 数 の 特 性 の 同 定 を 意 味 す る (例 え ば 、 癌 性 組 織 の 存 在 、 お そ ら
く 癌 に な り つ つ あ る 前 癌 性 組 織 の 存 在 、 お よ び お そ ら く 転 移 し て い る 癌 性 組 織 の 存 在 を 含
む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い )。 一 部 の 態 様 に お い て 、 組 織 は 、 本 明 細 書 に 説
明 さ れ た 癌 マ ー カ ー を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 、 1種 ま た は 複 数 の 癌 マ
ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 の 特 徴 決 定 に よ り 特 徴 付 け ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 癌 マ ー カ ー 遺 伝 子 」 と い う 用 語 は 、 発 現 レ ベ ル が 、 単 独
で ま た は 他 の 遺 伝 子 と 組 合 わ せ て 、 癌 ま た は 癌 の 予 後 判 定 に 関 連 し て い る こ と を 意 味 す る
。 こ の 相 関 は 、 遺 伝 子 の 増 大 し た ま た は 減 少 し た 発 現 の い ず れ か に 関 す る 。 例 え ば 、 遺 伝
子 の 発 現 が 、 癌 の 指 標 で あ る か 、 ま た は 遺 伝 子 発 現 の 欠 損 が 、 癌 患 者 の 予 後 不 良 に 関 連 す
る こ と が あ る 。 癌 マ ー カ ー 発 現 は 、 下 記 実 施 例 1～ 15に 例 証 す る よ う に 説 明 さ れ た も の を
含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 、 適 当 な 方 法 を 用 い て 特 徴 決 定 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 発 現 レ ベ ル を 特 異 的 に 検 出 す る 試 薬 」 と い う 用 語 は 、 1
種 ま た は 複 数 の 遺 伝 子 の 発 現 を 検 出 す る た め に 使 用 さ れ る 試 薬 を 意 味 す る (例 え ば 、 本 発
明 の 癌 マ ー カ ー を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い )。 適 当 な 試 薬 の 例 は 、 関 心
対 象 の 遺 伝 子 に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が 可 能 な 核 酸 プ ロ ー ブ 、 関 心 対 象 の 遺 伝
子 を 特 異 的 に 増 幅 す る こ と が 可 能 な PCRプ ラ イ マ ー 、 お よ び 関 心 対 象 の 遺 伝 子 に よ り 発 現
さ れ た タ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 結 合 す る こ と が 可 能 な 抗 体 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も
の で は な い 。 他 の 限 定 的 で な い 例 は 、 下 記 の 説 明 お よ び 実 施 例 に 見 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 非 癌 性 前 立 腺 対 照 と 比 べ 減 少 ま た は 増 大 し た 発 現 の 検 出
」 と い う 用 語 は 、 非 癌 性 前 立 腺 対 照 試 料 に お け る レ ベ ル に 対 す る 、 遺 伝 子 発 現 の レ ベ ル (
例 え ば 、 mRNAま た は タ ン パ ク 質 の レ ベ ル )を 測 定 す る こ と を 意 味 す る 。 遺 伝 子 発 現 は 、 本
明 細 書 に 説 明 さ れ た も の を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 、 任 意 の 適 当 な 方 法
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で 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 被 験 化 合 物 非 存 在 下 と 比 べ た 、 被 験 化 合 物 の 存 在 下 で の
前 立 腺 細 胞 試 料 中 に お け る 遺 伝 子 (例 え ば 、 ヘ プ シ ン 、 pim-1、 ま た は AMACR)発 現 の 変 化 の
検 出 」 と い う 用 語 は 、 被 験 化 合 物 非 存 在 下 と 比 べ た 、 被 験 化 合 物 の 存 在 下 で の 発 現 の 変 更
さ れ た (例 え ば 、 増 加 ま た は 減 少 さ れ た )レ ベ ル を 測 定 す る こ と を 意 味 す る 。 遺 伝 子 発 現 は
、 下 記 実 施 例 1～ 5に 説 明 さ れ た も の を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 、 任 意 の
適 当 な 方 法 を 用 い て 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 対 象 に お け る 癌 を 検 出 す る た め の キ ッ ト の 使 用 に 関 す る
指 示 書 」 と は 、 対 象 由 来 の 試 料 中 の 癌 を 検 出 お よ び 特 徴 決 定 す る キ ッ ト に 備 え ら れ た 試 薬
を 使 用 す る た め の 指 示 書 を 含 む 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 こ の 指 示 書 は 更 に 、 イ ン ビ ト ロ 診
断 用 医 薬 品 の ラ ベ リ ン グ に お い て 米 国 食 品 医 薬 品 局 (FDA)が 要 求 す る 意 図 さ れ た 用 途 の 説
明 を 含 む 。 FDAは 、 体 外 用 診 断 薬 を 医 療 機 器 と し て 分 類 し 、 お よ び そ れ ら が 510(k)の 手 続
き に よ り 承 認 さ れ る こ と を 要 求 し て い る 。 510(k)に 基 づ く 承 認 申 請 に 必 要 な 情 報 は 以 下 を
含 む ： 1)製 品 の 商 標 ま た は 一 般 名 、 共 通 名 ま た は 通 称 、 お よ び 分 類 名 を 含 む 、 イ ン ビ ト ロ
診 断 用 医 薬 品 の 名 称 ； 2)製 品 の 意 図 さ れ た 用 途 ； 3)入 手 可 能 で あ る な ら ば 、 510(k)申 請 を
提 出 す る 所 有 権 者 ま た は 認 証 人 (operator)の 確 定 さ れ た 登 録 番 号 ； 米 国 食 品 ・ 医 薬 品 ・ 化
粧 品 法 第 513節 に 従 い 、 当 該 イ ン ビ ト ロ 診 断 用 医 薬 品 が 属 す る ク ラ ス が わ か っ て い る な ら
ば 、 そ の 適 当 な パ ネ ル 、 も し く は 、 所 有 権 者 ま た は 認 証 人 が 、 当 該 製 品 が そ の よ う な 項 目
に 分 類 さ れ な い と 判 断 す る な ら ば 、 そ の イ ン ビ ト ロ 診 断 用 医 薬 品 が そ の よ う に 分 類 さ れ な
い と い う 決 定 と そ の 決 定 の 基 と な る 事 項 に 関 す る 供 述 書 ； 4)イ ン ビ ト ロ 診 断 用 医 薬 品 を 説
明 す る の に 十 分 な 提 唱 さ れ た ラ ベ ル 、 ラ ベ リ ン グ お よ び 広 告 、 お よ び そ の 意 図 さ れ た 用 法
、 な ら び に 用 法 に 関 す る 指 示 。 利 用 可 能 で あ る な ら ば 、 写 真 ま た は 技 術 図 面 が 添 付 さ れ る
。 ； 5)当 該 製 品 が 、 米 国 に お い て 市 販 さ れ て い る 他 の 同 型 の イ ン ビ ト ロ 診 断 用 医 薬 品 と 類
似 し て い る お よ び ／ ま た は 異 な る こ と を 示 す 供 述 書 、 そ の 供 述 書 を 裏 付 け る 添 付 デ ー タ ；
6)実 質 的 に 同 等 で あ る と い う 決 定 の 基 と な っ た 安 全 性 お よ び 有 効 性 デ ー タ に 関 す る 510(k)
要 約 ； ま た は 、 実 質 的 に 同 等 で あ る と い う FDA見 解 を 裏 付 け る 510(k)安 全 性 お よ び 有 効 性
に 関 す る 情 報 は 、 書 面 に よ る 請 求 後 30日 以 内 に 誰 も が が 入 手 で き る こ と に 関 す る 供 述 書 ；
7)申 請 者 は 、 自 分 た ち の 最 良 の 知 識 に お い て 、 市 販 前 通 知 に 提 出 さ れ た 全 て の デ ー タ お よ
び 情 報 が 真 実 か つ 正 確 で あ り 、 お よ び い か な る 事 実 も 省 略 し て い な い と 考 え る 旨 の 供 述 書
； 8)FDAが 実 質 的 に 同 等 で あ る と 決 定 す る 上 で 必 要 な イ ン ビ ト ロ 診 断 用 医 薬 品 に 関 す る あ
ら ゆ る 追 加 情 報 。 追 加 情 報 は 、 米 国 食 品 医 薬 品 局 (FDA)の イ ン タ ー ネ ッ ト ウ ェ ブ ペ ー ジ 上
で 入 手 で き る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 前 立 腺 癌 発 現 プ ロ フ ァ イ ル マ ッ プ 」 と い う 用 語 は 、 前 立
腺 組 織 の 特 定 の 型 (例 え ば 、 原 発 性 、 転 移 性 、 お よ び 前 癌 性 前 立 腺 組 織 )に お け る 発 現 レ ベ
ル の 表 示 を 意 味 す る 。 こ の マ ッ プ は 、 図 面 に よ る 表 示 (例 え ば 紙 上 も し く は コ ン ピ ュ ー タ
ス ク リ ー ン 上 )、 物 理 的 表 示 (例 え ば 、 ゲ ル も し く は ア レ イ )ま た は コ ン ピ ュ ー タ メ モ リ ー
に 保 存 さ れ た デ ジ タ ル 表 示 で 示 す こ と が で き る 。 各 マ ッ プ は 、 前 立 腺 組 織 の 特 定 型 (例 え
ば 、 原 発 性 、 転 移 性 、 お よ び 前 癌 性 )に 相 当 し て お り 、 従 っ て 、 患 者 試 料 と 比 較 す る た め
の 鋳 型 を 提 供 す る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 マ ッ プ は 、 同 じ 型 の 組 織 を 持 つ 複 数 の 患 者 を
含 む 組 織 試 料 を 含 む プ ー ル さ れ た 試 料 か ら 作 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 コ ン ピ ュ ー タ メ モ リ ー 」 お よ び 「 コ ン ピ ュ ー タ メ モ リ ー
装 置 」 と い う 用 語 は 、 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ セ ッ サ ー に よ り 読 取 り 可 能 な あ ら ゆ る 保 存 媒 体 を
意 味 す る 。 コ ン ピ ュ ー タ メ モ リ ー の 例 は 、 RAM、 ROM、 コ ン ピ ュ ー タ チ ッ プ 、 デ ジ タ ル ビ デ
オ デ ィ ス ク (DVD)、 コ ン パ ク ト デ ィ ス ク (CD)、 ハ ー ド デ ィ ス ク ド ラ イ ブ (HDD)、 お よ び 磁 気
テ ー プ を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
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　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 コ ン ピ ュ ー タ で 読 取 り 可 能 な 媒 体 」 と い う 用 語 は 、 情 報
(例 え ば 、 デ ー タ お よ び 指 示 )を コ ン ピ ュ ー タ プ ロ セ ッ サ ー に 保 存 お よ び 提 供 す る 装 置 ま た
は シ ス テ ム を 意 味 す る 。 コ ン ピ ュ ー タ 読 取 り 可 能 な 媒 体 の 例 は 、 DVD、 CD、 ハ ー ド デ ィ ス
ク ド ラ イ ブ 、 磁 気 テ ー プ な ら び に ネ ッ ト ワ ー ク 上 の ス ト リ ー ミ ン グ メ デ ィ ア の た め の サ ー
バ ー を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 プ ロ セ ッ サ ー 」 お よ び 「 中 央 処 理 装 置 」 ま た は 「 CPU」
と い う 用 語 は 、 互 換 的 に 使 用 さ れ 、 な ら び に コ ン ピ ュ ー タ メ モ リ ー (例 え ば 、 ROMま た は 他
の コ ン ピ ュ ー タ メ モ リ ー )か ら プ ロ グ ラ ム を 読 み と る こ と が で き 、 お よ び プ ロ グ ラ ム に 従
い 工 程 セ ッ ト を 実 行 す る 装 置 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 癌 の 病 期 」 と い う 用 語 は 、 癌 の 進 行 レ ベ ル の 定 性 的 ま た
は 定 量 的 評 価 を 意 味 す る 。 癌 の 病 期 決 定 に 使 用 さ れ る 判 定 基 準 は 、 腫 瘍 の 大 き さ 、 腫 瘍 が
体 の 他 の 部 位 へ 広 が っ て い る か ど う か 、 お よ び 癌 が ど こ に ひ ろ が っ て い る か (例 え ば 、 同
じ 臓 器 も し く は 体 の 領 域 内 ま た は 他 の 臓 器 へ )を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な
い 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 予 後 判 定 の 提 供 」 と い う 用 語 は 、 対 象 の 今 後 の 健 康 に 対
す る 癌 の 存 在 の 影 響 に 関 す る 情 報 (例 え ば 、 本 発 明 の 診 断 法 に よ る 決 定 )を 提 供 す る こ と を
意 味 す る (例 え ば 予 想 さ れ る 罹 患 率 ま た は 死 亡 率 、 癌 と な る 確 率 、 お よ び 転 移 の リ ス ク )。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 前 立 腺 特 異 抗 原 再 上 昇 」 と い う 用 語 は 、 前 立 腺 癌 療 法 (
例 え ば 手 術 )後 の 患 者 に お け る 、 高 い 前 立 腺 特 異 抗 原 レ ベ ル の 発 生 を 意 味 す る 。 い か に し
て 前 立 腺 特 異 抗 原 再 上 昇 が 決 定 さ れ る か に つ い て は 実 施 例 3お よ び 4を 参 照 の こ と 。 本 明 細
書 に お い て 使 用 さ れ る 「 前 立 腺 特 異 抗 原 再 上 昇 発 生 の リ ス ク 」 と い う 用 語 は 、 前 立 腺 癌 療
法 後 の 前 立 腺 特 異 抗 原 再 上 昇 の 発 生 の 対 象 の 相 対 リ ス ク (例 え ば 、 見 込 み (chance)の 割 合
ま た は 相 対 ス コ ア )を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 術 後 腫 瘍 組 織 」 と い う 用 語 は 、 対 象 か ら 摘 出 さ れ た (例
え ば 、 手 術 時 )癌 性 組 織 (例 え ば 前 立 腺 組 織 )を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 癌 と 診 断 さ れ た 対 象 」 と い う 用 語 は 、 試 験 さ れ 、 癌 性 細
胞 を 有 す る こ と が 分 か っ た 対 象 を 意 味 す る 。 癌 は 、 任 意 の 適 当 な 方 法 用 い 診 断 す る こ と が
で き 、 こ れ は 生 検 、 x-線 撮 影 、 血 液 検 査 、 お よ び 本 発 明 の 診 断 法 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定
さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 最 初 の 診 断 」 と い う 用 語 は 、 最 初 の 癌 診 断 (例 え ば 、 癌
性 細 胞 の 存 在 ま た は 非 存 在 )の 結 果 を 意 味 す る 。 最 初 の 診 断 は 、 前 立 腺 特 異 抗 原 再 上 昇 の
リ ス ク の 癌 の 病 期 に 関 す る 情 報 を 含 ま な い 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 生 検 組 織 」 と い う 用 語 は 、 試 料 が 癌 性 組 織 を 含 有 す る か
ど う か 決 定 す る 目 的 で 対 象 か ら 摘 出 さ れ た 組 織 (例 え ば 、 前 立 腺 組 織 )の 試 料 を 意 味 す る 。
一 部 の 態 様 に お い て は 、 対 象 は 癌 を 有 す る こ と が 疑 わ れ る の で 、 生 検 組 織 が 摘 出 さ れ る 。
次 に 生 検 組 織 は 、 癌 の 存 在 ま た は 非 存 在 に つ い て 試 験 さ れ る (例 え ば 、 顕 微 鏡 で )。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 決 定 的 で な い 生 検 組 織 」 と い う 用 語 は 、 組 織 学 的 検 査 が
、 癌 の 存 在 ま た は 非 存 在 に つ い て 決 定 し て い な い 生 検 組 織 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 基 底 細 胞 マ ー カ ー 」 と い う 用 語 は 、 良 性 前 立 腺 の 基 底 細
胞 層 中 に 存 在 す る タ ン パ ク 質 に 結 合 す る マ ー カ ー (例 え ば 、 抗 体 )を 意 味 す る 。 基 底 細 胞 マ
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ー カ ー の 例 は 、 34β E12お よ び p63を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い (例 え ば 、 O
'Malleyら 、 Virchows Arch. Pathol. Anat. Histopathol.、 417:191[1990]； Wojnoら 、 Am
. J. Surg. Pathol.、 19:251[19951]； Googeら 、 Am. J. Clin. Pathol.、 107:219[1997]
； Parsonsら 、 Urology、 58:619； お よ び 、 Signorettiら 、 Am. J. Pathol.、 157:1769[200
0]参 照 )。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 非 ヒ ト 動 物 」 と い う 用 語 は 、 非 ヒ ト 動 物 の 全 て を 意 味 し
、 こ れ は 齧 歯 類 、 非 ヒ ト 霊 長 類 、 ヒ ツ ジ 、 ウ シ 、 反 芻 動 物 、 ウ サ ギ 、 ブ タ 、 ヤ ギ 、 ウ マ 、
イ ヌ 、 ネ コ 、 鳥 類 な ど を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 遺 伝 子 導 入 シ ス テ ム 」 と い う 用 語 は 、 核 酸 配 列 を 含 有 す
る 組 成 物 を 細 胞 ま た は 組 織 へ 送 達 す る い ず れ か の 手 段 を 意 味 す る 。 例 え ば 、 遺 伝 子 導 入 シ
ス テ ム は 、 ベ ク タ ー (例 え ば 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス 、
お よ び 他 の 核 酸 ベ ー ス の 送 達 シ ス テ ム )、 裸 の 核 酸 の 微 量 注 入 、 ポ リ マ ー ベ ー ス の 送 達 シ
ス テ ム (例 え ば 、 リ ポ ソ ー ム ベ ー ス の お よ び 金 属 粒 子 ベ ー ス の シ ス テ ム )、 遺 伝 子 銃 注 入 な
ど を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 ウ イ ル ス
遺 伝 子 導 入 シ ス テ ム 」 と い う 用 語 は 、 試 料 の 望 ま し い 細 胞 ま た は 組 織 へ の 送 達 を 促 進 す る
た め の 、 ウ イ ル ス エ レ メ ン ト (例 え ば 、 完 全 な ウ イ ル ス 、 修 飾 さ れ た ウ イ ル ス 、 お よ び 核
酸 ま た は タ ン パ ク 質 の よ う な ウ イ ル ス 成 分 )を 含 有 す る 遺 伝 子 導 入 シ ス テ ム を 意 味 す る 。
本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 ア デ ノ ウ イ ル ス 遺 伝 子 導 入 シ ス テ ム 」 と い う 用 語 は 、 ア デ
ノ ウ イ ル ス 科 (Adenoviridae)に 属 す る 完 全 な ま た は 変 更 さ れ た ウ イ ル ス を 含 む 遺 伝 子 導 入
シ ス テ ム を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 位 置 指 定 組 換 え 標 的 配 列 」 と い う 用 語 は 、 組 換 え 因 子 の
認 識 配 列 お よ び 組 換 え が 生 じ る 位 置 を 提 供 す る 核 酸 配 列 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 核 酸 分 子 」 と い う 用 語 は 、 DNAま た は RNAを 含 む が 、 こ れ
ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 分 子 を 含 む 核 酸 を 意 味 す る 。 こ の 用 語 は 、 DNAお よ び RNAの 公
知 の 塩 基 ア ナ ロ グ の い ず れ か を 含 む 配 列 を 包 含 し て お り 、 こ れ は 4-ア セ チ ル シ ト シ ン 、 8-
ヒ ド ロ キ シ -N6-メ チ ル ア デ ノ シ ン 、 ア ジ リ ジ ニ ル シ ト シ ン 、 プ ソ イ ド イ ソ シ ト シ ン 、 5-(
カ ル ボ キ シ ヒ ド ロ キ シ ル メ チ ル )ウ ラ シ ル 、 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 、 イ ノ シ ン 、 N6-イ ソ ペ ン チ ル ア デ ニ ン 、 1-メ 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 、 1-メ チ ル イ ノ シ ン 、 2,2-ジ メ チ ル グ ア ニ ン
、 2-メ チ ル ア デ ニ ン 、 2-メ チ ル グ ア ニ ン 、 3-メ チ ル シ ト シ ン 、 5-メ チ ル シ ト シ ン 、 N6-メ
チ ル ア デ ニ ン 、 7-メ チ ル グ ア ニ ン 、 5-メ チ ル ア ミ ノ メ チ ル ウ ラ シ ル 、 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 キ ュ ー オ シ ン 、 5'-メ ト キ シ カ ル ボ ニ ル メ チ ル ウ
ラ シ ル 、 5-メ ト キ シ 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 、 ウ ラ シ ル -5-オ キ シ 酢 酸 、 オ キ シ ブ ト キ ソ シ ン 、 プ ソ イ ド ウ
ラ シ ル 、 キ ュ ー オ シ ン 、 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 サ 酢 酸 メ チ ル エ ス テ ル 、 ウ ラ シ ル
-5-オ キ サ 酢 酸 、 プ ソ イ ド ウ ラ シ ル 、 キ ュ ー オ シ ン 、 2-チ オ シ ト シ ン 、 お よ び 2,6-ジ ア ミ
ノ プ リ ン を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 「 遺 伝 子 」 と い う 用 語 は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 産 生 に 必 要 な コ ー ド 配 列 を 含 む 核 酸 (例 え ば
、 DNA)配 列 、 前 駆 体 、 ま た は RNA(例 え ば 、 rRNA、 tRNA)を 意 味 す る 。 ポ リ ペ プ チ ド は 、 完
全 長 も し く は 断 片 の 望 ま し い 活 性 ま た は 機 能 特 性 (例 え ば 、 酵 素 活 性 、 リ ガ ン ド 結 合 、 シ
グ ナ ル 伝 達 、 免 疫 原 性 な ど )が 維 持 さ れ る 限 り は 、 完 全 長 コ ー ド 配 列 に よ り ま た は コ ー ド
配 列 の い ず れ か の 部 分 に よ り コ ー ド す る こ と が で き る 。 こ の 用 語 は 、 構 造 遺 伝 子 の コ ー ド
領 域 、 な ら び に そ の 遺 伝 子 が 完 全 長 mRNAの 長 さ に 相 当 す る よ う に い ず れ か の 末 端 上 の 約 1k
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bま た は そ れ よ り も 大 き い 距 離 の 5'末 端 お よ び 3'末 端 の 両 側 の コ ー ド 領 域 に 隣 接 し た 配 列
も 包 含 し て い る 。 コ ー ド 領 域 の 5'側 に 位 置 し mRNA上 に 存 在 す る 配 列 は 、 5'非 翻 訳 配 列 と 称
さ れ る 。 コ ー ド 領 域 の 3'側 ま た は 下 流 に 位 置 し mRNA上 に 存 在 す る 配 列 は 、 3'非 翻 訳 配 列 と
称 さ れ る 。 「 遺 伝 子 」 と い う 用 語 は 、 遺 伝 子 の cDNAお よ び ゲ ノ ム 形 の 両 方 を 包 含 し て い る
。 遺 伝 子 の ゲ ノ ム 形 ま た は ク ロ ー ン は 、 「 イ ン ト ロ ン 」 ま た は 「 介 在 領 域 」 ま た は 「 介 在
配 列 」 と 称 さ れ る 非 コ ー ド 配 列 で 中 断 さ れ た コ ー ド 領 域 を 含 む 。 イ ン ト ロ ン は 、 核 RNA(hn
RNA)へ 転 写 さ れ る 遺 伝 子 の セ グ メ ン ト で あ り ； イ ン ト ロ ン は 、 エ ン ハ ン サ ー の よ う な 調 節
エ レ メ ン ト を 含 む こ と が あ る 。 イ ン ト ロ ン は 、 核 ま た は 一 次 転 写 産 物 か ら 除 去 ま た は 「 ス
プ ラ イ シ ン グ 」 さ れ ； そ の 結 果 イ ン ト ロ ン は 、 メ ッ セ ン ジ ャ ー RNA(mRNA)転 写 産 物 内 に は
存 在 し な い 。 翻 訳 時 に mRNAは 、 発 生 期 の ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 の 配 列 ま た は 順 番 を 特 定
す る よ う に 機 能 す る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 異 種 遺 伝 子 」 と い う 用 語 は 、 そ の 天 然 の 環 境 に は な い 遺
伝 子 を 意 味 す る 。 例 え ば 、 異 種 遺 伝 子 は 、 別 の 種 に 導 入 さ れ た あ る 種 由 来 の 遺 伝 子 を 含 む
。 異 種 遺 伝 子 は 、 何 ら か の 方 法 (例 え ば 、 突 然 変 異 、 複 数 コ ピ ー の 追 加 、 未 変 性 で な い 調
節 配 列 へ の 連 結 な ど )で 変 更 さ れ て い る 生 物 に 対 し 未 変 性 の 遺 伝 子 も 含 む 。 異 種 遺 伝 子 配
列 は 、 典 型 的 に は 、 染 色 体 内 の 遺 伝 子 配 列 に 天 然 に 会 合 し て は 認 め ら れ な い DNA配 列 ま た
は 天 然 に は 認 め ら れ な い 染 色 体 の 一 部 に 会 合 し て い る DNA配 列 (例 え ば 、 遺 伝 子 が 通 常 発 現
さ れ な い 遺 伝 子 座 に お い て 発 現 さ れ た 遺 伝 子 )に 連 結 し て い る 点 で 、 異 種 遺 伝 子 は 、 内 因
性 遺 伝 子 か ら 識 別 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 遺 伝 子 発 現 」 と い う 用 語 は 、 遺 伝 子 に コ ー ド さ れ た 遺 伝
情 報 が 、 RNA(例 え ば 、 mRNA、 rRNA、 tRNA、 ま た は snRNA)へ 、 遺 伝 子 の 「 転 写 」 (す な わ ち
、 RNAポ リ メ ラ ー ゼ の 酵 素 作 用 を 介 し て )を 通 じ て 転 換 さ れ る 過 程 、 な ら び に タ ン パ ク 質 を
コ ー ド し て い る 遺 伝 子 に つ い て は 、 mRNAの 「 翻 訳 」 を 通 じ て タ ン パ ク 質 へ 転 換 さ れ る 過 程
を 意 味 す る 。 遺 伝 子 発 現 は 、 こ の 過 程 の 多 く の 段 階 で 調 節 す る こ と が で き る 。 「 ア ッ プ レ
ギ ュ レ ー シ ョ ン 」 ま た は 「 活 性 化 」 は 、 遺 伝 子 発 現 産 物 (す な わ ち 、 RNAま た は タ ン パ ク 質
)の 産 生 を 増 大 す る 調 節 を 意 味 す る 一 方 、 「 ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン 」 ま た は 「 抑 制 」 は
、 産 生 を 減 少 す る 調 節 を 意 味 す る 。 ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン ま た は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ
ン に 関 連 し て い る 分 子 (例 え ば 、 転 写 因 子 )は 、 各 々 、 「 ア ク チ ベ ー タ ー 」 お よ び 「 リ プ レ
ッ サ ー 」 と 称 さ れ る こ と が 多 い 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 遺 伝 子 の ゲ ノ ム 形 は 、 イ ン ト ロ ン を 含 む こ と に 加 え 、 RNA転 写 産 物 上 に 存 在 す る 配 列 の 5
'お よ び 3'両 末 端 に 位 置 し た 配 列 も 含 ん で よ い 。 こ れ ら の 配 列 は 、 「 フ ラ ン キ ン グ 」 配 列
ま た は 領 域 と 称 さ れ る (こ れ ら の フ ラ ン キ ン グ 配 列 は 、 mRNA転 写 産 物 上 に 存 在 す る 非 翻 訳
配 列 の 5'ま た は 3'側 に 位 置 す る )。 5'側 フ ラ ン キ ン グ 領 域 は 、 遺 伝 子 の 転 写 を 制 御 ま た は
影 響 を 及 ぼ す プ ロ モ ー タ ー お よ び エ ン ハ ン サ ー の よ う な 調 節 配 列 を 含 ん で も よ い 。 3'側 フ
ラ ン キ ン グ 領 域 は 、 転 写 終 結 、 転 写 後 切 断 、 お よ び ポ リ ア デ ニ ル 化 を 指 示 す る 配 列 を 含 ん
で も よ い 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 「 野 生 型 」 と い う 用 語 は 、 天 然 の 給 源 か ら 単 離 さ れ た 遺 伝 子 ま た は 遺 伝 子 産 物 を 意 味 す
る 。 野 生 型 遺 伝 子 は 、 最 も 頻 繁 に は 集 団 で 認 め ら れ る も の で あ り 、 従 っ て 遺 伝 子 の 「 正 常
」 ま た は 「 野 生 型 」 の 形 は 、 任 意 に デ ザ イ ン さ れ る 。 対 照 的 に 、 「 修 飾 さ れ た 」 ま た は 「
突 然 変 異 体 」 と い う 用 語 は 、 野 生 型 遺 伝 子 ま た は 遺 伝 子 産 物 と 比 較 し た 場 合 に 、 配 列 お よ
び ／ ま た は 機 能 特 性 に 修 飾 (す な わ ち 、 変 更 さ れ た 特 徴 )を 示 す 遺 伝 子 ま た は 遺 伝 子 産 物 を
意 味 す る 。 天 然 の 突 然 変 異 体 は 単 離 す る こ と が で き ； こ れ ら は 、 野 生 型 遺 伝 子 ま た は 遺 伝
子 産 物 と 比 べ た 場 合 に 、 変 更 さ れ た 特 徴 (変 更 さ れ た 核 酸 配 列 を 含 む )を 有 す る と い う 事 実
に よ り 同 定 さ れ る こ と が 注 目 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 コ ー ド し て い る 核 酸 分 子 」 、 「 コ ー ド し て い る DNA配 列
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」 、 お よ び 「 コ ー ド し て い る DNA」 と い う 用 語 は 、 デ オ キ シ リ ボ 核 酸 の 鎖 に 沿 っ た デ オ キ
シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド の 順 番 ま た は 配 列 を 意 味 す る 。 こ れ ら の デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド の
順 番 は 、 ポ リ ペ プ チ ド (タ ン パ ク 質 )鎖 に 沿 っ た ア ミ ノ 酸 の 順 番 を 決 定 す る 。 従 っ て こ の DN
A配 列 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド し て い る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 遺 伝 子 を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 お よ び 「 遺 伝 子 を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 」 と い う 用 語 は 、 遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 を 含 む 核 酸 配 列 、 ま た は 別 の 表 現 を す る と 遺
伝 子 産 物 を コ ー ド し て い る 核 酸 配 列 を 意 味 す る 。 コ ー ド 領 域 は 、 cDNA、 ゲ ノ ム DNA、 ま た
は RNA形 で 存 在 し て も 良 い 。 DNA形 で 存 在 す る 場 合 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド は 、 一 本 鎖 (す な わ ち 、 セ ン ス 鎖 )ま た は 二 本 鎖 で あ る こ と が で き る 。 エ ン ハ ン サ ー
／ プ ロ モ ー タ ー 、 ス プ ラ イ シ ン グ 接 合 部 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル な ど の よ う な 適 当 な 制
御 エ レ メ ン ト は 、 転 写 の 適 切 な 開 始 お よ び ／ ま た は 一 次 RNA転 写 産 物 の 正 確 な プ ロ セ シ ン
グ が で き る こ と が 必 要 で あ る 場 合 は 、 遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 に 密 接 に 近 接 し て 位 置 す る こ と
が で き る 。 あ る い は 、 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー に お い て 利 用 さ れ る コ ー ド 領 域 は 、 内 因 性 エ
ン ハ ン サ ー ／ プ ロ モ ー タ ー 、 ス プ ラ イ シ ン グ 接 合 部 、 介 在 配 列 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル
な ど 、 ま た は 内 因 性 お よ び 外 因 性 の 両 方 の 制 御 エ レ メ ン ト の 組 合 せ を 含 ん で も 良 い 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 と い う 用 語 は 、 長 さ が 短 い 一 本 鎖
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 鎖 を 意 味 す る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 典 型 的 に は 、 長 さ が 200残 基 未
満 (例 え ば 、 15～ 100個 の 間 )で あ る が 、 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る よ う に 、 こ の 用 語 は
、 よ り 長 い ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 鎖 も 包 含 す る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は し ば し ば 、 そ れ ら の 長
さ で 称 さ れ る 。 例 え ば 、 24残 基 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 「 24-mer」 と 称 さ れ る 。 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド は 、 自 己 ハ イ ブ リ ダ イ ズ ま た は 他 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と の ハ イ ブ リ ダ イ ズ に
よ り 、 二 次 構 造 お よ び 三 次 構 造 を 形 成 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 構 造 は 、 二 重 鎖 、 ヘ
ア ピ ン 型 、 十 字 型 、 湾 曲 型 (bend)、 お よ び 三 重 鎖 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は
な い 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 相 補 的 」 ま た は 「 相 補 性 」 と い う 用 語 は 、 塩 基 対 則 に 関
係 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド (す な わ ち 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 関 し て 使 用 さ れ る 。 例 え ば 、 配
列 「 A-G-T」 は 、 配 列 「 T-C-A」 に 相 補 的 で あ る 。 相 補 性 は 、 「 部 分 的 」 で あ っ て も 良 く 、
こ こ で は 核 酸 の 塩 基 の い く つ か の み が 、 塩 基 対 則 に 従 い 合 致 さ れ て い る 。 ま た は 、 核 酸 間
に 「 完 全 な 」 ま た は 「 全 」 相 補 性 が 存 在 す る こ と も で き る 。 核 酸 鎖 間 の 相 補 性 の 程 度 は 、
核 酸 鎖 間 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 効 率 お よ び 強 さ に 関 し て 重 要 な 作 用 を 有 す る 。 こ れ
は 、 増 幅 反 応 、 更 に は 核 酸 間 の 結 合 に 応 じ て 決 ま る 検 出 法 に お い て 特 に 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 「 相 同 性 」 と い う 用 語 は 、 相 補 性 の 程 度 を 意 味 す る 。 部 分 的 相 同 ま た は 完 全 な 相 同 (す
な わ ち 、 同 一 )で あ る こ と が で き る 。 部 分 的 相 補 配 列 は 、 部 分 的 に 完 全 な 相 補 性 の 核 酸 分
子 が 、 「 実 質 的 に 相 同 」 で あ る 標 的 核 酸 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と を 少 な く と も 阻 害 す る
核 酸 分 子 で あ る 。 完 全 な 相 補 配 列 の 標 的 配 列 へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 阻 害 は 、 低 ス
ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ 法 (サ ザ ン ま た は ノ ー ザ ン
ブ ロ ッ ト 、 液 中 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン な ど )を 用 い て 試 験 す る こ と が で き る 。 実 質 的 相
同 配 列 ま た は プ ロ ー ブ は 、 完 全 相 同 核 酸 分 子 の 標 的 へ の 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で の
結 合 (す な わ ち 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン )を 競 合 ま た は 阻 害 す る で あ ろ う 。 こ れ は 、 低 ス
ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 が 、 非 特 異 的 結 合 を も た ら さ な い よ う な こ と を 意 味 す る も の で は な
く ； 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 は 、 ふ た つ の 配 列 の 一 方 の 他 方 へ の 結 合 は 特 異 的 (す な わ
ち 選 択 的 )相 互 作 用 で あ る こ と を 必 要 と す る 。 非 特 異 的 結 合 が 存 在 し な い こ と は 、 実 質 的
に 非 相 補 的 (例 え ば 、 約 30％ 未 満 の 同 一 性 )で あ る 第 二 の 標 的 の 使 用 に よ り 試 験 す る こ と が
で き ； 非 特 異 的 結 合 の 非 存 在 下 で は 、 プ ロ ー ブ は 第 二 の 非 相 補 的 標 的 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し
な い 。
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【 ０ １ ０ ０ 】
　 「 実 質 的 に 相 同 」 と い う 用 語 が 、 cDNAま た は ゲ ノ ム ク ロ ー ン の よ う な 二 本 鎖 核 酸 配 列 に
関 し て 使 用 さ れ る 場 合 、 こ れ は 、 前 述 の よ う な 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で 、 二 本 鎖 核
酸 配 列 の い ず れ か ま た は 両 方 の 鎖 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る プ ロ ー ブ を 意 味 す る
。
【 ０ １ ０ １ 】
　 遺 伝 子 は 、 一 次 RNA転 写 産 物 の 差 次 的 ス プ ラ イ シ ン グ に よ り 作 成 さ れ る 複 数 の RNA種 を 産
生 す る こ と が で き る 。 同 じ 遺 伝 子 の ス プ ラ イ シ ン グ 変 種 で あ る cDNAは 、 配 列 同 一 性 ま た は
完 全 相 同 性 の 領 域 (両 方 の cDNA上 に 同 じ エ キ ソ ン ま た は 同 じ エ キ ソ ン の 一 部 が 存 在 す る こ
と を 表 わ す )お よ び 完 全 に 非 同 一 の 領 域 (例 え ば 、 cDNA 2が 代 わ り に エ キ ソ ン 「 B」 を 含 む
場 合 の 、 cDNA 1上 の エ キ ソ ン 「 A」 の 存 在 を 表 わ す )を 含 む で あ ろ う 。 ふ た つ の cDNAは 配 列
同 一 の 領 域 を 含 む の で 、 こ れ ら は 両 方 共 、 両 方 の cDNAに お い て 認 め ら れ た 配 列 を 含 む 全 遺
伝 子 ま た は 遺 伝 子 の 一 部 に 由 来 し た プ ロ ー ブ へ ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る で あ ろ う ； 従 っ て 、 こ
れ ら ふ た つ の ス プ ラ イ シ ン グ 変 種 は 、 こ の よ う な プ ロ ー ブ と 、 お よ び 互 い に 実 質 的 に 相 同
で あ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 「 実 質 的 に 相 同 」 と い う 用 語 は 、 一 本 鎖 核 酸 配 列 に つ い て 使 用 さ れ る 場 合 、 前 述 の 低 ス
ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で 一 本 鎖 核 酸 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る (す な わ ち
、 相 補 的 で あ る )プ ロ ー ブ を 意 味 す る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 」 と い う 用 語 は 、 相 補 的 核 酸 の
対 形 成 に 関 し て 使 用 さ れ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 強 度
(す な わ ち 、 核 酸 間 の 会 合 の 強 さ )は 、 核 酸 間 の 相 補 性 の 程 度 、 関 連 す る 条 件 の ス ト リ ン ジ
ェ ン シ ー 、 形 成 さ れ た ハ イ ブ リ ッ ド の T m 、 お よ び 核 酸 内 の G:C比 の よ う な 因 子 に よ り 影 響
を 受 け る 。 そ の 構 造 内 に 相 補 的 核 酸 の 対 形 成 を 含 む 単 独 の 分 子 は 、 「 自 己 ハ イ ブ リ ダ イ ズ
さ れ た 」 と 称 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 T m 」 と い う 用 語 は 、 「 融 解 温 度 」 に 関 し て 使 用 さ れ る 。
融 解 温 度 は 、 二 本 鎖 核 酸 分 子 の 集 団 が 一 本 鎖 へ と 半 分 解 離 す る 温 度 で あ る 。 核 酸 の T m の 計
算 式 は 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。 標 準 の 参 考 文 献 に よ り 示 さ れ る よ う に 、 T m 値 の 単
純 な 推 定 は 、 下 記 式 に よ り 計 算 す る こ と が で き る ： T m ＝ 81.5＋ 0.41(％ G＋ C)、 こ れ は 核 酸
が 1M NaClの 水 溶 液 中 に あ る 場 合 (例 え ば 、 Andersonお よ び Young、 Quantitative Filter H
ybridization、 Nucleic Acid Hybridization [1985]参 照 )。 別 の 参 考 文 献 は 、 T m の 計 算 に
配 列 特 性 に 加 え 構 造 特 性 を 考 慮 す る よ り 洗 練 さ れ た コ ン ピ ュ ー タ 処 理 を 含 ん で い る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 」 と い う 用 語 は 、 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン が 実 行 さ れ る 、 温 度 、 イ オ ン 強 度 、 お よ び 有 機 溶 媒 の よ う な 他 の 化 合 物 の 存 在
に 関 し て 使 用 さ れ る 。 「 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 」 下 で は 、 関 心 対 象 の 核 酸 配 列 は 、 そ
の 正 確 な 相 補 体 、 単 独 の 塩 基 ミ ス マ ッ チ を 伴 う 配 列 、 密 に 関 連 し た 配 列 (例 え ば 、 90％ 以
上 相 同 の 配 列 )、 お よ び 部 分 的 相 同 の み を 有 す る 配 列 (例 え ば 、 50～ 90％ 相 同 の 配 列 )と ハ
イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 「 中 等 度 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 」 下 で は 、 関 心 対 象 の 核 酸 配 列 は
、 そ の 正 確 な 相 補 体 、 単 独 の 塩 基 ミ ス マ ッ チ を 伴 う 配 列 、 お よ び 密 に 関 連 し た 配 列 (例 え
ば 、 90％ 以 上 相 同 の 配 列 )と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 「 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 」 で は
、 関 心 対 象 の 核 酸 配 列 は 、 そ の 正 確 な 相 補 体 、 お よ び (温 度 の よ う な 条 件 に 応 じ て )単 独 の
塩 基 ミ ス マ ッ チ を 伴 う 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 別 の 表 現 を す る と 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン
シ ー 条 件 下 で は 、 温 度 を 上 昇 さ せ 、 単 独 の 塩 基 ミ ス マ ッ チ を 伴 う 配 列 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン を 除 く こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 関 し て 使 用 さ れ る 場 合 、 「 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 」
は 、 約 500ヌ ク レ オ チ ド 長 の プ ロ ー ブ が 使 用 さ れ る 場 合 は 、 5X SSPE (43.8g/l NaCl、 6.9g
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/l NaH 2 PO 4  H 2 O、 お よ び 1.85g/l EDTA、 pHは NaOHに よ り 7.4に 調 節 )、 0.5％ SDS、 5X Denha
rdt試 薬 、 お よ び 100μ g/ml変 性 サ ケ 精 子 DNAか ら な る 溶 液 中 42℃ で の 結 合 ま た は ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 そ れ に 続 く 0.1X SSPE、 1.0％  SDSを 含 有 す る 溶 液 に よ る 42℃ で の 洗 浄 と
同 等 の 条 件 を 含 む 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 関 し て 使 用 さ れ る 場 合 、 「 中 等 度 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー
条 件 」 は 、 約 500ヌ ク レ オ チ ド 長 の プ ロ ー ブ が 使 用 さ れ る 場 合 は 、 5X SSPE (43.8g/l NaCl
、 6.9g/l NaH 2 PO 4  H 2 O、 お よ び 1.85g/l EDTA、 pHは NaOHに よ り 7.4に 調 節 )、 0.5％ SDS、 5X
 Denhardt試 薬 、 お よ び 100μ g/ml変 性 サ ケ 精 子 DNAか ら な る 溶 液 中 42℃ で の 結 合 ま た は ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 そ れ に 続 く 1.0X SSPE、 1.0％  SDSを 含 有 す る 溶 液 に よ る 42℃ で の
洗 浄 と 同 等 の 条 件 を 含 む 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 「 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 」 は 、 約 500ヌ ク レ オ チ ド 長 の プ ロ ー ブ が 使 用 さ れ る 場 合
は 、 5X SSPE (43.8g/l NaCl、 6.9g/l NaH 2 PO 4  H 2 O、 お よ び 1.85g/l EDTA、 pHは NaOHに よ
り 7.4に 調 節 )、 0.1％ SDS、 5X Denhardt試 薬 [50X Denhardtは 、 500ml当 り 、 5gの Ficoll(40
0型 、 Pharamcia社 )、 5g BSA(フ ラ ク シ ョ ン V； Sigma社 )を 含 有 す る 。 ]、 お よ び 100μ g/ml
変 性 サ ケ 精 子 DNAか ら な る 溶 液 中 42℃ で の 結 合 ま た は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 そ れ に 続
く 5X SSPE、 0.1％  SDSを 含 有 す る 溶 液 に よ る 42℃ で の 洗 浄 と 同 等 の 条 件 を 含 む 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 当 業 者 は 、 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 を 含 む 多 く の 同 様 の 条 件 を 使 用 す る こ と が で き る
こ と を 知 っ て い る ； プ ロ ー ブ の 長 さ お よ び 性 質 (DNA、 RNA、 塩 基 組 成 )、 標 的 の 性 質 (溶 液
中 に 存 在 す る ま た は 固 定 さ れ た 、 DNA、 RNA、 塩 基 組 成 な ど )、 な ら び に 塩 お よ び 他 の 成 分
の 濃 度 (例 え ば 、 ホ ル ム ア ミ ド 、 硫 酸 デ キ ス ト ラ ン 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル の 存 在 ま た
は 非 存 在 )の よ う な 因 子 が 考 慮 さ れ 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 は 、 前 記 条 件 と 異 な る
が 同 等 で あ る 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 条 件 を 作 製 す る よ う に 変 更
し て も 良 い 。 加 え て 当 業 者 に は 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
を 促 進 す る 条 件 (例 え ば 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び ／ ま た は 洗 浄 工 程 の 温 度 の 上 昇
、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 な か で の ホ ル ム ア ミ ド の 使 用 な ど )が わ か っ て い る (前 記 「
ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 」 に 関 す る 定 義 参 照 )。
【 ０ １ １ ０ 】
　 「 増 幅 」 は 、 鋳 型 特 異 性 に 関 連 し て い る 核 酸 複 製 の 特 別 な 場 合 で あ る 。 こ れ は 、 非 特 異
的 鋳 型 複 製 (す な わ ち 、 鋳 型 依 存 性 で あ る が 特 異 的 鋳 型 に は 依 存 し な い 複 製 )と は 対 照 的 で
あ る 。 鋳 型 特 異 性 は 、 こ こ で は 、 複 製 の 忠 実 性 (す な わ ち 、 適 当 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列
の 合 成 )お よ び ヌ ク レ オ チ ド (リ ボ ま た は デ オ キ シ リ ボ -)特 異 性 か ら 区 別 さ れ る 。 鋳 型 特 異
性 は 、 「 標 的 」 特 異 性 に 関 し て 説 明 さ れ る こ と が 多 い 。 標 的 配 列 は 、 標 的 配 列 が 他 の 核 酸
か ら 選 別 さ れ る こ と が 求 め ら れ る と い う 意 味 で 「 標 的 」 で あ る 。 増 幅 技 術 は 、 主 に こ の 選
別 の た め に デ ザ イ ン さ れ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 鋳 型 特 異 性 は 、 酵 素 の 選 択 に よ り ほ と ん ど の 増 幅 技 術 に お い て 実 現 さ れ る 。 増 幅 酵 素 は
、 そ れ ら が 使 用 さ れ る 条 件 下 で 、 核 酸 の 不 均 質 混 合 物 中 で 、 核 酸 の 特 定 配 列 の み を 処 理 す
る 酵 素 で あ る 。 例 え ば 、 Qβ レ プ リ カ ー ゼ の 場 合 、 MDV-1 RNAは 、 こ の レ プ リ カ ー ゼ の 特 異
的 鋳 型 で あ る (Kacianら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA、 69:3038[1972])。 他 の 核 酸 は 、
こ の 増 幅 酵 素 に よ り 複 製 さ れ な い 。 同 様 に 、 T7 RNAポ リ メ ラ ー ゼ の 場 合 、 こ の 増 幅 酵 素 は
、 そ れ 自 身 の プ ロ モ ー タ ー に つ い て ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 特 異 性 を 有 す る (Chamberlinら 、 N
ature、 228:227[1970])。 T4 DNAリ ガ ー ゼ の 場 合 、 こ の 酵 素 は 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 連 結 接 合
部 で の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 基 質 と 鋳 型 と の 間 の ミ ス マ ッ チ が 存 在
す る 、 ふ た つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 連 結 す る こ と は な い (Wuお
よ び Wallace、 Genomics、 4:560[1989])。 最 後 に 、 Taqお よ び Pfuポ リ メ ラ ー ゼ は 、 高 温 で
機 能 す る そ れ ら の 能 力 の た め に 、 結 合 し た 配 列 に つ い て 高 い 特 異 性 を 発 揮 し 、 そ の 結 果 プ
ラ イ マ ー に よ り 定 義 さ れ る こ と が 分 か っ て い る ； 高 温 は 、 標 的 配 列 と の プ ラ イ マ ー ハ イ ブ
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リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に は 有 利 に 働 く が 、 非 標 的 配 列 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に は 有 利 に
働 か な い 熱 力 学 的 条 件 を 生 じ る (H.A. Erlich (編 集 )、 PCR Technology、 Stockton Press 
[1989])。
【 ０ １ １ ２ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 増 幅 可 能 な 核 酸 」 と い う 用 語 は 、 い ず れ か の 増 幅 法 に よ
り 増 幅 す る こ と が で き る 核 酸 に 関 し て 使 用 さ れ る 。 「 増 幅 可 能 な 核 酸 」 は 、 通 常 「 試 料 鋳
型 」 を 含 む こ と が 企 図 さ れ て い る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 試 料 鋳 型 」 と い う 用 語 は 、 「 標 的 」 の 存 在 に つ い て 分 析
さ れ る 試 料 を 起 源 と す る 核 酸 に 関 す る 。 対 照 的 に 、 「 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 鋳 型 」 は 、 試 料 中
に 存 在 す る こ と も 存 在 し な い こ と も あ る 試 料 鋳 型 以 外 の 核 酸 に 関 し て 使 用 さ れ る 。 バ ッ ク
グ ラ ウ ン ド 鋳 型 は 、 ほ と ん ど の 場 合 不 注 意 に よ る も の で あ る 。 こ れ は 、 キ ャ リ ー オ ー バ ー
の 結 果 で あ る か 、 ま た は 試 料 か ら 精 製 除 去 さ れ る こ と が 求 め ら れ る 核 酸 夾 雑 物 の 存 在 に 起
因 す る こ と が あ る 。 例 え ば 、 検 出 さ れ る も の 以 外 の 生 物 由 来 の 核 酸 は 、 被 験 試 料 中 バ ッ ク
グ ラ ウ ン ド と し て 存 在 す る こ と が あ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 プ ラ イ マ ー 」 と い う 用 語 は 、 核 酸 鎖 に 相 補 的 で あ る プ ラ
イ マ ー 伸 長 産 物 の 合 成 が 誘 導 さ れ る 条 件 下 (す な わ ち 、 ヌ ク レ オ チ ド お よ び DNAポ リ メ ラ ー
ゼ の よ う な 誘 導 剤 の 存 在 下 、 な ら び に 適 当 な 温 度 お よ び pHで )に 配 置 し た 場 合 に 、 合 成 開
始 点 と し て 作 用 す る こ と が 可 能 で あ る 、 精 製 し た 制 限 消 化 物 の よ う に 天 然 に 生 じ る か ま た
は 合 成 に よ り 作 成 さ れ た 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 意 味 す る 。 プ ラ イ マ ー は 、 増 幅 効 率 を 最
大 に す る た め に 、 好 ま し く は 一 本 鎖 で あ る が 、 代 わ り に 二 本 鎖 で あ っ て も よ い 。 二 本 鎖 の
場 合 、 プ ラ イ マ ー は 、 伸 長 産 物 を 調 製 す る た め に 使 用 さ れ る 前 に 、 最 初 に そ の 鎖 を 分 離 す
る よ う に 処 理 さ れ る 。 好 ま し く は 、 プ ラ イ マ ー は 、 オ リ ゴ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド で あ
る 。 プ ラ イ マ ー は 、 誘 導 剤 の 存 在 下 で 、 伸 長 産 物 を 合 成 す る こ と を プ ラ イ ミ ン グ す る の に
十 分 な 長 さ で な け れ ば な ら な い 。 プ ラ イ マ ー の 正 確 な 長 さ は 、 温 度 、 プ ラ イ マ ー 給 源 、 お
よ び そ の 方 法 の 用 途 を 含 む 、 多 く の 因 子 に よ り 変 動 す る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 プ ロ ー ブ 」 と い う 用 語 は 、 別 の 関 心 対 象 の オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド の 少 な く と も 一 部 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が 可 能 で あ る 、 精 製 し た 制 限 消 化 物 の
よ う に 天 然 に 生 じ る か 、 ま た は 合 成 的 、 組 換 え 的 に 、 も し く は PCR増 幅 に よ り 作 成 さ れ た
、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド (す な わ ち 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 )を 意 味 す る 。 プ ロ ー ブ は 、 一 本 鎖 ま
た は 二 本 鎖 で あ る こ と が で き る 。 プ ロ ー ブ は 、 特 定 の 遺 伝 子 配 列 の 検 出 、 同 定 、 お よ び 単
離 に 有 用 で あ る 。 本 発 明 に お い て 使 用 さ れ た プ ロ ー ブ が 、 「 レ ポ ー タ ー 分 子 」 に よ り 標 識
さ れ 、 そ の 結 果 こ れ が 、 酵 素 (例 え ば 、 ELISA、 更 に は 酵 素 ベ ー ス の 組 織 化 学 ア ッ セ イ 法 )
、 蛍 光 、 放 射 性 、 お よ び ル ミ ネ セ ン ス シ ス テ ム を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な
い よ う な 検 出 シ ス テ ム に お い て 検 出 可 能 で あ る こ と が 企 図 さ れ て い る 。 本 発 明 は 、 特 定 の
検 出 シ ス テ ム ま た は 標 識 に 限 定 さ れ る こ と は 意 図 さ れ て い な い 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 部 分 」 と い う 用 語 は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 関 す る 場 合 (
「 所 定 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 一 部 」 の よ う な )、 そ の 配 列 の 断 片 を 意 味 す る 。 こ れ ら の 断
片 は 、 4個 の ヌ ク レ オ チ ド か ら 、 全 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 1個 の ヌ ク レ オ チ ド を 差 し 引 い た
も の (10個 の ヌ ク レ オ チ ド 、 20、 30、 40、 50、 100、 200個 な ど )の よ う な サ イ ズ の 範 囲 で あ
っ て よ い 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 標 的 」 と い う 用 語 は 、 プ ラ イ マ ー に よ り 結 合 さ れ た 核 酸
の 領 域 を 意 味 す る 。 従 っ て 、 「 標 的 」 は 、 他 の 核 酸 配 列 か ら 選 別 さ れ る こ と が 求 め ら れ る
。 「 セ グ メ ン ト 」 は 、 標 的 配 列 内 の 核 酸 の 領 域 と 定 義 さ れ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 」 (「 PCR」 )と い う 用 語 は 、 本 明
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細 書 に 参 照 と し て 組 入 れ ら れ て い る 、 K.B. Mullisの 米 国 特 許 第 4,683,195号 、 第 4,683,20
2号 、 お よ び 第 4,965,188号 の 方 法 を 意 味 し 、 こ れ ら は 、 ク ロ ー ニ ン グ ま た は 精 製 せ ず に ゲ
ノ ム DNAの 混 合 物 中 の 標 的 配 列 の セ グ メ ン ト の 濃 度 を 増 大 す る 方 法 を 開 示 し て い る 。 こ の
標 的 配 列 を 増 幅 す る 方 法 は 、 非 常 に 過 剰 な ふ た つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー の 、 望
ま し い 標 的 配 列 を 含 む DNA混 合 物 へ の 導 入 、 そ れ に 続 く DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 存 在 下 で の サ ー
マ ル サ イ ク リ ン グ の 正 確 な 連 続 か ら な る 。 こ れ ら ふ た つ の プ ラ イ マ ー は 、 二 本 鎖 標 的 配 列
の そ れ ら の 各 鎖 に 対 し て 相 補 的 で あ る 。 増 幅 に 作 用 す る た め に 、 こ の 混 合 物 は 変 性 さ れ 、
次 に プ ラ イ マ ー は 、 標 的 分 子 内 の そ れ ら の 相 補 的 配 列 へ ア ニ ー リ ン グ さ れ る 。 ア ニ ー リ ン
グ 後 、 プ ラ イ マ ー は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ に よ り 伸 長 さ れ 、 そ の 結 果 相 補 鎖 の 新 規 対 を 形 成 す る
。 高 濃 度 の 所 望 の 標 的 配 列 の 増 幅 さ れ た セ グ メ ン ト を 得 る た め に 、 変 性 、 プ ラ イ マ ー ア ニ
ー リ ン グ 、 お よ び ポ リ メ ラ ー ゼ 伸 長 の 工 程 は 、 複 数 回 反 復 す る こ と が で き る (す な わ ち 、
変 性 、 ア ニ ー リ ン グ 、 お よ び 伸 長 は 、 1回 の 「 サ イ ク ル 」 を 構 成 し ； 複 数 の 「 サ イ ク ル 」
が 存 在 す る こ と が で き る )。 所 望 の 標 的 配 列 の 増 幅 さ れ た セ グ メ ン ト の 長 さ は 、 プ ラ イ マ
ー の 互 い の 相 対 位 置 に よ り 決 定 さ れ 、 従 っ て こ の 長 さ は 、 制 御 可 能 な パ ラ メ ー タ で あ る 。
こ れ ら の プ ロ セ ス の 反 復 す る 局 面 に よ り 、 こ の 方 法 は 、 「 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 」 (以 後
「 PCR」 )と 称 さ れ る 。 標 的 配 列 の 所 望 の 増 幅 さ れ た セ グ メ ン ト は 、 混 合 物 中 で 優 勢 な 配 列
(濃 度 に 関 し て )と な る の で 、 こ れ ら は 「 PCR増 幅 さ れ た 」 と 称 さ れ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 PCRに よ り 、 ゲ ノ ム DNA中 の 特 異 的 標 的 配 列 の 単 独 の コ ピ ー を 、 い く つ か の 異 な る 方 法 (
例 え ば 、 標 識 し た プ ロ ー ブ と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ； ビ オ チ ン 化 さ れ た プ ラ イ マ ー の
取 込 み 、 そ れ に 続 く ア ビ ジ ン -酵 素 複 合 体 の 検 出 ； 3 2 P標 識 し た デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド 三 リ
ン 酸 、 例 え ば dCTPま た は dATPの 、 増 幅 セ グ メ ン ト へ の 取 込 み  )に よ り 検 出 可 能 な レ ベ ル に
ま で 、 増 幅 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ゲ ノ ム DNAに 加 え 、 い ず れ か の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま
た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 、 プ ラ イ マ ー 分 子 の 適 当 な セ ッ ト で 増 幅 す る こ と が で き る 。
特 に 、 PCR法 で 作 製 さ れ た 増 幅 さ れ た セ グ メ ン ト は 、 そ れ 自 身 が 、 引 き 続 き の PCR増 幅 の 効
率 的 鋳 型 で あ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 PCR産 物 」 、 「 PCR断 片 」 、 お よ び 「 増 幅 産 物 」 と い う 用
語 は 、 変 性 、 ア ニ ー リ ン グ 、 お よ び 伸 長 の PCR工 程 の 2回 ま た は そ れ よ り も 多 い サ イ ク ル が
完 了 後 に 得 ら れ る 化 合 物 の 混 合 物 を 意 味 す る 。 こ れ ら の 用 語 は 、 1種 ま た は 複 数 の 標 的 配
列 の 1種 ま た は 複 数 の セ グ メ ン ト の 増 幅 が 行 わ れ る 場 合 を 包 含 し て い る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 増 幅 試 薬 」 と い う 用 語 は 、 プ ラ イ マ ー 、 核 酸 鋳 型 、 お よ
び 増 幅 酵 素 以 外 の 、 増 幅 に 必 要 な 試 薬 を 意 味 す る (デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 三 リ ン 酸 、
緩 衝 液 な ど )。 典 型 的 に は 、 増 幅 試 薬 は 、 他 の 反 応 成 分 と 共 に 反 応 容 器 (試 験 管 、 マ イ ク ロ
ウ ェ ル な ど )内 に 配 置 お よ び 含 有 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 」 お よ び 「 制 限 酵 素 」 と い う 用
語 は 、 そ の 各 々 が 、 特 異 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で ま た は そ の 近 傍 で 、 二 本 鎖 DNAを 切 断 す る
細 菌 酵 素 を 意 味 す る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 機 能 的 組 合 せ 」 、 「 機 能 的 順 番 」 、 お よ び 「 機 能 的 連 結
」 と い う 用 語 は 、 所 定 の 遺 伝 子 の 転 写 お よ び ／ ま た は 所 望 の タ ン パ ク 質 分 子 の 合 成 を 指 示
す る こ と が 可 能 で あ る 核 酸 分 子 が 形 成 さ れ る よ う な 、 核 酸 配 列 の 連 結 を 意 味 す る 。 こ の 用
語 は 更 に 、 機 能 的 タ ン パ ク 質 が 産 生 さ れ る よ う な 方 式 で の ア ミ ノ 酸 配 列 の 連 結 も 意 味 す る
。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 核 酸 に つ い て 使 用 さ れ る 「 単 離 さ れ た 」 と い う 用 語 は 、 「 単 離 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド 」 ま た は 「 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 の よ う に 、 同 定 さ れ 、 な ら び に そ の 天 然 の 給
源 に お い て そ れ が 通 常 会 合 さ れ て い る 少 な く と も 1種 の 成 分 ま た は 夾 雑 物 か ら 分 離 さ れ た
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核 酸 配 列 を 意 味 す る 。 単 離 さ れ た 核 酸 は 、 そ れ が 天 然 に 認 め ら れ る も の と は 異 な る 形 ま た
は 状 況 に お け る 存 在 で あ る 。 対 照 的 に 、 単 離 さ れ な い 核 酸 は 、 そ れ ら が 天 然 に 存 在 す る 状
態 で 認 め ら れ る DNAお よ び RNAの よ う な 核 酸 で あ る 。 例 え ば 、 所 定 の DNA配 列 (例 え ば 、 遺 伝
子 )は 、 隣 接 遺 伝 子 の 近 傍 で 、 宿 主 細 胞 染 色 体 上 に 認 め ら れ ； RNA配 列 、 例 え ば 特 異 的 タ ン
パ ク 質 を コ ー ド し て い る 特 異 的 mRNA配 列 は 、 多 数 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 多 く の 他
の mRNAと の 混 合 物 と し て 、 細 胞 内 に 認 め ら れ る 。 し か し 、 所 定 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て
い る 単 離 さ れ た 核 酸 は 、 ほ ん の 一 例 と し て 、 核 酸 が 天 然 の 細 胞 と は 異 な る 染 色 体 位 置 に あ
る 、 さ も な け れ ば 、 天 然 に 認 め ら れ る も の と は 異 な る 核 酸 配 列 が 側 方 に あ る 、 所 定 の タ ン
パ ク 質 を 通 常 発 現 し て い る 細 胞 内 に あ る よ う な 核 酸 を 含 む 。 単 離 さ れ た 核 酸 、 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド 、 ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 形 で 存 在 す る こ と が で き る 。
単 離 さ れ た 核 酸 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が タ ン パ ク 質 を 発 現 す る
た め に 利 用 さ れ る 場 合 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 最 小 の セ ン ス 鎖
ま た は コ ー ド 鎖 を 含 む (す な わ ち 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 一 本 鎖
で あ る こ と が で き る )が 、 セ ン ス 鎖 お よ び ア ン チ セ ン ス 鎖 の 両 方 を 含 ん で も よ い (す な わ ち
、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 二 本 鎖 で あ る こ と が で き る )。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 精 製 さ れ た 」 ま た は 「 精 製 す る 」 と い う 用 語 は 、 成 分 (
例 え ば 、 夾 雑 物 )を 、 試 料 か ら 除 去 す る こ と を 意 味 す る 。 例 え ば 、 抗 体 は 、 夾 雑 し て い る
非 免 疫 グ ロ ブ リ ン タ ン パ ク 質 を 除 去 す る こ と に よ り 精 製 さ れ ； こ れ ら は 、 標 的 分 子 に 結 合
し な い 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 除 去 に よ っ て も 精 製 さ れ る 。 非 免 疫 グ ロ ブ リ ン タ ン パ ク 質 の 除 去
お よ び ／ ま た は 標 的 分 子 に 結 合 し な い 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 除 去 は 、 試 料 中 の 標 的 -反 応 性 の
免 疫 グ ロ ブ リ ン の 割 合 の 増 加 を 生 じ る 。 別 の 例 に お い て 、 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド は 、 細 菌 宿
主 細 胞 に お い て 発 現 さ れ 、 お よ び こ の ポ リ ペ プ チ ド は 、 宿 主 細 胞 タ ン パ ク 質 の 除 去 に よ り
精 製 さ れ ； こ れ に よ り 、 試 料 中 の 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド の 割 合 が 増 大 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 「 ア ミ ノ 酸 配 列 」 お よ び 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 ま た は 「 タ ン パ ク 質 」 の よ う な 用 語 は 、 そ の
ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 言 及 さ れ た タ ン パ ク 質 分 子 に 関 連 し た 完 全 な 未 変 性 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 限
定 す る こ と を 意 味 す る も の で は な い 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 未 変 性 の タ ン パ ク 質 」 と い う 用 語 は 、 タ ン パ ク 質 が 、 ベ
ク タ ー 配 列 に よ り コ ー ド さ れ た ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 ま な い こ と を 示 し ； す な わ ち 、 未 変 性 の
タ ン パ ク 質 は 、 天 然 に 生 じ る よ う な タ ン パ ク 質 中 に 認 め ら れ る そ れ ら の ア ミ ノ 酸 の み を 含
む 。 未 変 性 の タ ン パ ク 質 は 、 組 換 え 手 段 に よ り 作 製 さ れ る か 、 ま た は 天 然 の 給 源 か ら 単 離
さ れ た 形 で あ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 部 分 」 と い う 用 語 は 、 タ ン パ ク 質 に 関 す る 場 合 (「 所 定
の タ ン パ ク 質 の 一 部 」 の よ う な )は 、 そ の タ ン パ ク 質 の 断 片 を 意 味 す る 。 こ れ ら の 断 片 の
サ イ ズ は 、 4個 の ア ミ ノ 酸 残 基 か ら 全 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 1個 の ア ミ ノ 酸 を 差 し 引 い た も
の ま で 変 動 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 「 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 」 と い う 用 語 は 、 サ イ ズ に 従 い DNAを 分 画 す る た め の 、 ア ガ ロ ー ス ま
た は ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 上 で の DNAの 分 析 、 そ の 後 の ニ ト ロ セ ル ロ ー ス ま た は ナ イ ロ ン 膜
の よ う な 固 相 支 持 体 へ の ゲ ル か ら の DNAの 移 動 を 意 味 す る 。 次 に 固 定 さ れ た DNAは 、 標 識 し
た プ ロ ー ブ で プ ロ ー ビ ン グ し 、 使 用 し た プ ロ ー ブ に 相 補 的 な DNA種 を 検 出 す る 。 こ の DNAは
、 電 気 泳 動 前 に 制 限 酵 素 に よ り 切 断 す る こ と が で き る 。 電 気 泳 動 後 、 DNAは 、 固 相 支 持 体
へ 転 移 前 ま た は そ の 間 に 、 部 分 的 に 脱 プ リ ン (depurinate)お よ び 変 性 さ れ る 。 サ ザ ン ブ ロ
ッ ト は 、 分 子 生 物 学 者 の 標 準 の 道 具 で あ る (J. Sambrookら 、 Molecular Cloning: A Labor
atory Manual、 Cold Spring Harbor Press社 、 NY、 9.31-9.58頁 、 [1989])。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 」 と い う 用 語 は 、 サ イ ズ に 従 い RNAを
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分 画 す る た め の 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で の RNAの 電 気 泳 動 に よ る RNAの 分 析 、 そ の 後 の ニ ト ロ
セ ル ロ ー ス ま た は ナ イ ロ ン 膜 の よ う な 固 相 支 持 体 へ の ゲ ル か ら の RNAの 移 動 を 意 味 す る 。
次 に 固 定 さ れ た RNAは 、 標 識 し た プ ロ ー ブ で プ ロ ー ビ ン グ し 、 使 用 し た プ ロ ー ブ に 相 補 的
な RNA種 を 検 出 す る 。 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト は 、 分 子 生 物 学 者 の 標 準 の 道 具 で あ る (J. Sambroo
kら 、 前 掲 、 7.39-7.52頁 、 [1989])。
【 ０ １ ３ １ 】
　 「 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 」 と い う 用 語 は 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス ま た は 膜 の よ う な 支 持 体 上 に
固 定 さ れ た タ ン パ ク 質 (ま た は ポ リ ペ プ チ ド )の 分 析 を 意 味 す る 。 タ ン パ ク 質 は 、 ア ク リ ル
ア ミ ド ゲ ル 上 を 流 し て そ の タ ン パ ク 質 を 分 離 し 、 そ の 後 、 タ ン パ ク 質 を ゲ ル か ら ニ ト ロ セ
ル ロ ー ス ま た は ナ イ ロ ン 膜 の よ う な 固 相 支 持 体 へ と 移 動 さ せ る 。 そ の 後 固 定 さ れ た タ ン パ
ク 質 は 、 関 心 対 象 の 抗 原 に 対 す る 反 応 性 を 伴 う 抗 体 に 曝 さ れ る 。 抗 体 の 結 合 は 、 放 射 標 識
さ れ た 抗 体 の 使 用 を 含 む 様 々 な 方 法 で 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 導 入 遺 伝 子 」 と い う 用 語 は 、 例 え ば 、 外 来 遺 伝 子 の 新 た
な 受 精 卵 ま た は 初 期 胚 へ の 導 入 に よ り 、 生 物 内 に 配 置 さ れ た 外 来 遺 伝 子 を 意 味 す る 。 「 外
来 遺 伝 子 」 と い う 用 語 は 、 実 験 的 操 作 に よ り 動 物 の ゲ ノ ム に 導 入 さ れ 、 お よ び 導 入 さ れ た
遺 伝 子 が 天 然 の 遺 伝 子 の 場 合 と 同 じ 位 置 に 存 在 し な い 限 り は 、 そ の 動 物 内 に 認 め ら れ た 遺
伝 子 配 列 を 含 む こ と が で き る よ う な 、 い ず れ か の 核 酸 (例 え ば 、 遺 伝 子 配 列 )を 意 味 す る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 ベ ク タ ー 」 と い う 用 語 は 、 DNAセ グ メ ン ト を ひ と つ の 細
胞 か ら 別 の 細 胞 へ と 移 動 さ せ る 核 酸 分 子 を 意 味 す る 。 時 折 「 ベ ヒ ク ル 」 と い う 用 語 が 、 「
ベ ク タ ー 」 と 互 換 的 に 使 用 さ れ る こ と が あ る 。 ベ ク タ ー は 、 プ ラ ス ミ ド 、 バ ク テ リ オ フ ァ
ー ジ 、 ま た は 植 物 も し く は 動 物 ウ イ ル ス に 由 来 す る こ と が 多 い 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 発 現 ベ ク タ ー 」 と い う 用 語 は 、 所 望 の コ ー ド 配 列 お よ び
特 定 の 宿 主 生 物 に お け る 機 能 的 に 連 結 さ れ た コ ー ド 配 列 の 発 現 に 必 要 な 適 当 な 核 酸 配 列 を
含 む 組 換 え DNA分 子 を 意 味 す る 。 原 核 生 物 に お け る 発 現 に 必 要 な 核 酸 配 列 は 、 通 常 、 プ ロ
モ ー タ ー 、 オ ペ レ ー タ ー (選 択 的 )、 お よ び リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 を 、 時 に は 他 の 配 列 と 共 に
含 む 。 真 核 細 胞 は 、 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 、 終 結 シ グ ナ ル お よ び ポ リ ア デ ニ ル 化 シ
グ ナ ル を 含 む こ と が 分 か っ て い る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 「 過 剰 発 現 」 お よ び 「 過 剰 発 現 し て い る 」 と い う 用 語 、 な ら び に 文 法 的 な 同 等 物 は 、 対
照 ま た は 非 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 所 定 の 組 織 に お い て 認 め ら れ る レ ベ ル よ り も 、 お よ
そ 3-倍 高 い (ま た は 大 き い )発 現 レ ベ ル を 示 す 、 mRNAの レ ベ ル に つ い て 使 用 さ れ る 。 mRNAレ
ベ ル は 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 、 当 業 者 に 公
知 の 多 く の 技 術 の い ず れ か を 用 い て 、 測 定 さ れ る 。 分 析 さ れ る 各 組 織 か ら 負 荷 さ れ た RNA
量 の 差 異 を 照 ら し 合 わ せ る た め に 、 適 当 な 対 照 が ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト に 含 ま れ る (例 え ば 、
各 試 料 に 存 在 し 、 全 て の 組 織 に お い て 本 質 的 に 同 量 存 在 す る 豊 富 な RNA転 写 産 物 で あ る 28S
 rRNAの 量 は 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト に お い て 観 察 さ れ た mRNA特 異 シ グ ナ ル の 正 規 化 ま た は 標
準 化 の 手 段 と し て 使 用 す る こ と が で き る )。 正 確 に ス プ ラ イ シ ン グ さ れ た 導 入 遺 伝 子 RNAに
サ イ ズ が 相 当 す る バ ン ド に 存 在 す る mRNAの 量 が 定 量 さ れ ； 導 入 遺 伝 子 プ ロ ー ブ に ハ イ ブ リ
ダ イ ズ し て い る そ の 他 の 少 量 の RNA種 は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク mRNAの 発 現 の 量 と は み な さ
れ な い 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 」 と い う 用 語 は 、 外 来 DNAの 真 核
細 胞 へ の 導 入 を 意 味 す る 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム -DNA共 沈 、 DEAE-
デ キ ス ト ラ ン 媒 介 型 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 ポ リ ブ レ ン 媒 介 型 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 電
気 穿 孔 、 微 量 注 入 、 リ ポ ソ ー ム 融 合 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 、 プ ロ ト プ ラ ス ト 融 合 、 レ ト ロ ウ
イ ル ス 感 染 、 お よ び 遺 伝 子 銃 を 含 む 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 様 々 な 手 段 に よ り 実 現 す
る こ と が で き る 。
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【 ０ １ ３ ７ 】
　 「 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 共 沈 」 と い う 用 語 は 、 核 酸 を 細 胞 へ 導 入 す る 技 術 を 意 味 す る 。 細 胞
に よ る 核 酸 の 取 込 み は 、 核 酸 が リ ン 酸 カ ル シ ウ ム -核 酸 共 沈 物 と し て 存 在 す る 場 合 に 増 強
さ れ る 。 Grahamお よ び van der Ebの 当 初 の 技 術 (Grahamお よ び van der Eb、 Virol.、 52:45
6[1973])は 、 特 定 の 細 胞 型 に つ い て 条 件 が 最 適 と な る よ う に 、 い く つ か の グ ル ー プ に よ り
変 更 さ れ て い る 。 当 業 者 は 、 こ れ ら の 多 く の 変 更 に つ い て 熟 知 し て い る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 「 安 定 し た ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 」 ま た は 「 安 定 し て ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ る 」 と
い う 用 語 は 、 外 来 DNAの ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 の ゲ ノ ム へ の 導 入 お よ び 組 込 み
を 意 味 す る 。 「 安 定 し た ト ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト 」 と い う 用 語 は 、 外 来 DNAが そ の ゲ ノ ム DNA
へ 安 定 し て 組 込 ま れ た 細 胞 を 意 味 す る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 「 一 過 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 」 ま た は 「 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 」 と い
う 用 語 は 、 外 来 DNAの ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 へ の 組 込 み を 失 敗 し た よ う な 外 来 D
NAの 細 胞 へ の 導 入 を 意 味 す る 。 こ の 外 来 DNAは 、 数 日 間 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞
の 核 に 留 ま る 。 こ の 間 に 、 外 来 DNAは 、 染 色 体 内 の 内 因 性 遺 伝 子 の 発 現 を 起 動 す る 調 節 制
御 を 受 け る 。 「 一 過 性 の ト ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト 」 と い う 用 語 は 、 外 来 DNAを 取 込 ん で い る
が こ の DNAの 組 込 み に は 失 敗 し た 細 胞 を 意 味 す る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 選 択 マ ー カ ー 」 と い う 用 語 は 、 さ も な け れ ば 必 須 栄 養 素
で あ る も の を 欠 い て い る 培 地 に お い て 生 育 す る 能 力 を 付 与 す る 酵 素 活 性 を コ ー ド し て い る
遺 伝 子 (例 え ば 、 酵 母 細 胞 に お け る HIS3遺 伝 子 )の 使 用 を 意 味 し ； 加 え て 、 選 択 マ ー カ ー は
、 そ の 選 択 マ ー カ ー を 発 現 し て い る 細 胞 に 、 抗 生 物 質 ま た は 薬 剤 に 対 す る 抵 抗 性 を 付 与 す
る 。 選 択 マ ー カ ー は 、 「 ド ミ ナ ン ト 」 で あ る こ と が で き る ； ド ミ ナ ン ト な 選 択 マ ー カ ー は
、 い ず れ の 真 核 細 胞 株 に お い て も 検 出 す る こ と が で き る 酵 素 活 性 を コ ー ド し て い る 。 ド ミ
ナ ン ト な 選 択 マ ー カ ー の 例 は 、 哺 乳 類 細 胞 に お い て 薬 剤 G418に 対 す る 抵 抗 性 を 付 与 す る 細
菌 の ア ミ ノ グ リ コ シ ド 3'ホ ス ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 (neo遺 伝 子 と も 称 す )、 抗 生 物
質 ヒ グ ロ マ イ シ ン に 対 す る 抵 抗 性 を 付 与 す る 細 菌 の ヒ グ ロ マ イ シ ン Gホ ス ホ ト ラ ン ス フ ェ
ラ ー ゼ (hyg)遺 伝 子 、 お よ び ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸 の 存 在 下 で 生 育 す る 能 力 を 付 与 す る 細 菌 の
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 遺 伝 子 (gpt遺 伝 子 と も 称 す る )が
あ る 。 そ の 他 の 選 択 マ ー カ ー は 、 そ れ ら の 使 用 を 関 連 し た 酵 素 活 性 を 欠 い て い る 細 胞 株 と
組 合 わ せ な け れ ば な ら な い 点 で ド ミ ナ ン ト で は な い 。 非 ド ミ ナ ン ト 選 択 マ ー カ ー の 例 は 、
tk細 胞 株 と 組 合 わ せ て 使 用 さ れ る チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ (tk)遺 伝 子 、 CAD欠 損 細 胞 と 組 合 わ せ
て 使 用 さ れ る CAD遺 伝 子 、 お よ び hprt細 胞 株 と 組 合 わ せ て 使 用 さ れ る 哺 乳 類 ヒ ポ 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 (hprt)遺 伝 子 が あ る 。 哺 乳 類 細 胞 株 に お
け る 選 択 マ ー カ ー の 使 用 に 関 す る 総 説 は 、 Sambrook, J.ら の 「 Molecular Cloning: A Lab
oratory Manual」 、 第 2版 、 Cold Spring Harbor Laboratory Press社 、 New York (1989)
、 16.9-16.15頁 に 記 さ れ て い る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 細 胞 培 養 」 と い う 用 語 は 、 細 胞 の イ ン ビ ト ロ 培 養 を 意 味
す る 。 こ の 用 語 に 含 ま れ る の は 、 連 続 す る (continuous)細 胞 株 (例 え ば 、 不 死 化 表 現 型 を
持 つ )、 初 代 細 胞 培 養 物 、 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 株 、 有 限 の 細 胞 株 (例 え ば 、 形 質 転 換 さ れ な
い 細 胞 )、 お よ び い ず れ か 他 の イ ン ビ ト ロ に お い て 維 持 さ れ た 細 胞 集 団 で あ る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 使 用 さ れ る 「 真 核 生 物 」 と い う 用 語 は 、 「 原 核 生 物 」 か ら 区 別 す る こ と が で き る 生 物 を
意 味 す る 。 こ の 用 語 は 、 そ の 中 に 染 色 体 が あ る よ う な 、 核 膜 で 境 界 が 示 さ れ た 真 の 核 の 存
在 、 膜 に 結 合 し た 細 胞 小 器 官 の 存 在 、 お よ び 通 常 真 核 生 物 に お い て 認 め ら れ る 他 の 特 徴 の
よ う な 、 真 核 生 物 の 通 常 の 特 徴 を 示 す 細 胞 を 持 つ 全 て の 生 物 を 包 含 す る こ と が 意 図 さ れ て
い る 。 従 っ て こ の 用 語 は 、 真 菌 、 原 生 動 物 、 お よ び 動 物 (例 え ば 、 ヒ ト )の よ う な 生 物 を 含
む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
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【 ０ １ ４ ３ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 イ ン ビ ト ロ 」 と い う 用 語 は 、 人 工 的 環 境 、 お よ び 人 工 的
環 境 内 で 生 じ る 処 理 ま た は 反 応 を 意 味 す る 。 イ ン ビ ト ロ 環 境 は 、 試 験 管 お よ び 細 胞 培 養 物
か ら な る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 「 イ ン ビ ボ 」 と い う 用 語 は 、 天 然 の 環 境
(例 え ば 、 動 物 ま た は 細 胞 )、 お よ び 天 然 の 環 境 内 で 生 じ る プ ロ セ ス ま た は 反 応 を 意 味 す る
。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 「 被 験 化 合 物 」 お よ び 「 候 補 化 合 物 」 と い う 用 語 は 、 疾 患 、 疾 病 、 病 気 、 ま た は 体 の 機
能 障 害 (例 え ば 、 癌 )の 治 療 ま た は 予 防 に 使 用 す る た め の 候 補 で あ る 、 化 学 的 実 体 、 医 薬 品
、 薬 剤 な ど を 意 味 す る 。 被 験 化 合 物 は 、 公 知 の お よ び 可 能 性 の あ る 治 療 的 化 合 物 の 両 方 を
含 む 。 被 験 化 合 物 は 、 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 法 を 用 い る ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 、 治 療 的
で あ る こ と を 決 定 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 一 部 の 態 様 に お い て 、 被 験 化 合 物 は ア ン チ
セ ン ス 化 合 物 を 含 む 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 試 料 」 と い う 用 語 は 、 そ の 最 も 広 範 な 意 味 で 使 用 さ れ る
。 ひ と つ の 意 味 に お い て 、 こ れ は 、 生 物 学 的 お よ び 環 境 的 試 料 に 加 え 、 い ず れ か の 給 源 に
よ り 得 ら れ た 標 本 ま た は 培 養 物 を 含 む こ と を 意 味 す る 。 生 物 学 的 試 料 は 、 動 物 (ヒ ト を 含
む )か ら 得 る こ と が で き 、 液 体 、 固 形 物 、 組 織 、 お よ び 気 体 を 包 含 し て い る 。 生 物 学 的 試
料 は 、 血 液 産 物 、 例 え ば 血 漿 、 血 清 な ど を 含 む 。 環 境 的 試 料 は 、 地 表 物 質 (surface matte
r)、 土 壌 、 水 、 結 晶 お よ び 工 業 用 試 料 の よ う な 環 境 材 料 を 含 む 。 し か し こ の よ う な 例 は 、
本 発 明 に 適 用 可 能 な 試 料 の 種 類 を 制 限 す る と 解 釈 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ １ ４ ６ 】

　 本 発 明 は 、 癌 マ ー カ ー を 含 む が こ れ に 限 定 さ れ る も の で は な い 癌 診 断 の た め の 組 成 物 お
よ び 方 法 に 関 連 し て い る 。 特 に 本 発 明 は 、 前 立 腺 癌 に 関 連 し た 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を
提 供 す る 。 従 っ て 本 発 明 は 、 前 立 腺 組 織 を 特 徴 付 け る 方 法 、 マ ー カ ー 検 出 用 キ ッ ト に 加 え
、 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ お よ び 治 療 的 適 用 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
I. 前 立 腺 癌 マ ー カ ー
　 本 発 明 は 、 そ の 発 現 が 癌 性 前 立 腺 組 織 に お い て 特 異 的 に 変 更 さ れ る マ ー カ ー を 提 供 す る
。 そ の よ う な マ ー カ ー は 、 前 立 腺 癌 の 診 断 お よ び 特 徴 決 定 に お い て 用 途 が 認 め ら れ る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
A. マ ー カ ー の 同 定
　 本 発 明 の 開 発 時 に 行 っ た 実 験 は 、 そ の 発 現 レ ベ ル が PCAに お い て 変 更 さ れ る (例 え ば 、 増
加 ま た は 減 少 )遺 伝 子 の 同 定 を も た ら し た 。 こ れ ら の 方 法 は 、 正 常 お よ び 癌 性 前 立 腺 組 織
に 加 え 、 お よ そ 5000種 の 公 知 の 名 前 の つ い た 遺 伝 子 、 4400種 の EST、 お よ び 500種 の 対 照 エ
レ メ ン ト が 含 ま れ る 、 ガ ラ ス ス ラ イ ド cDNAマ イ ク ロ ア レ イ を 使 用 し た 。 差 次 的 に 発 現 さ れ
た 遺 伝 子 は 、 機 能 ク ラ ス タ ー に 分 類 し た 。 関 連 遺 伝 子 の 発 現 は 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析
に よ り 確 認 し た 。 前 立 腺 組 織 に お け る タ ン パ ク 質 発 現 は 、 関 心 対 象 の い く つ か の 遺 伝 子 に
つ い て 測 定 し た 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 本 発 明 の 方 法 (例 え ば 実 施 例 2参 照 )を 用 い 、 PCA、 良 性 前 立 腺 組 織 、 前 癌 性 組 織 、 お よ び
正 常 前 立 腺 に お い て ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン ま た は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ た 遺 伝 子
の ク ラ ス タ ー を 同 定 し た 。 こ れ ら の ク ラ ス タ ー か ら 、 ふ た つ の 遺 伝 子 ヘ プ シ ン お よ び pim-
1を 、 特 に 関 連 の あ る 遺 伝 子 と し て 同 定 し た 。 免 疫 組 織 化 学 (例 え ば 実 施 例 4参 照 )を 用 い 、
前 立 腺 組 織 に お け る ヘ プ シ ン お よ び pim-1タ ン パ ク 質 の 存 在 を 特 徴 付 け た 。 ヘ プ シ ン は 、
前 癌 性 組 織 (HG-PIN)に お い て 強 く 染 色 す る こ と が 分 か っ た 。 加 え て 、 ヘ プ シ ン は 、 PSA再
上 昇 (術 後 に 増 大 し た PSA)に よ り 測 定 さ れ た 転 移 の リ ス ク が 増 大 し た こ と が わ か っ た 男 性
の PCA組 織 に お い て は 余 り 強 力 に は 染 色 し な い こ と が わ か り 、 従 っ て ヘ プ シ ン の 診 断 的 有
用 性 が 確 認 さ れ た 。 加 え て 、 PCA組 織 に お け る pim-1の 減 少 し た 発 現 も 、 PSA再 上 昇 の リ ス
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ク 増 大 に 関 連 す る こ と が わ か っ た 。 従 っ て 一 部 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 前 立 腺 組 織 を
検 出 し お よ び 特 徴 決 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 PCAに お い て 発 現 さ れ る が 、 良 性 前 立 腺 組 織 に お い て は 発 現 さ れ な い
こ と が わ か っ た 、 更 な る 遺 伝 子 α -メ チ ル -CoAラ セ ミ 化 酵 素 (AMACR)も 同 定 し た (例 え ば 実
施 例 5参 照 )。 AMACRは 、 前 立 腺 ま た は 膀 胱 癌 患 者 の 血 清 お よ び 尿 中 に 存 在 す る こ と が 分 か
っ た 。 加 え て 、 AMACRに 対 す る 体 液 性 反 応 が 同 定 さ れ た 。 よ り 更 な る 態 様 に お い て 、 本 発
明 の 方 法 は 、 EZH2遺 伝 子 を 特 徴 決 定 す る た め に 使 用 し た 。 EZH2は 、 転 移 性 前 立 腺 癌 に お い
て ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ る こ と が 分 か っ た 。 前 立 腺 細 胞 に お け る EZH2発 現 の 阻 害 は
、 イ ン ビ ト ロ 細 胞 増 殖 を 阻 害 し 、 加 え て 様 々 な 遺 伝 子 の 転 写 抑 制 を 誘 導 し た 。 本 発 明 の 方
法 は 更 に 、 CtBP1お よ び CTBP2、 更 に GP73は 、 転 移 性 前 立 腺 癌 に お い て 、 限 局 性 前 立 腺 癌 お
よ び 良 性 組 織 と 比 べ 過 剰 発 現 さ れ る こ と を 確 定 し た 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 よ り 更 な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 方 法 は 、 ア ネ キ シ ン 1、 2、 4、 7、 お よ び 11が 、 限 局
性 ホ ル モ ン ナ イ ー ブ Pcaと 比 べ た 場 合 に 、 ホ ル モ ン 抵 抗 性 PCAに お い て 有 意 に 減 少 さ れ る こ
と を 確 定 し た 。 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 は 、 限 局 性 PCAと 比 べ て 、 ホ ル モ ン 抵 抗 性 PCAに お
い て ア ネ キ シ ン 1、 2、 4、 7お よ び 11の タ ン パ ク 質 発 現 が 有 意 に 減 少 す る こ と を 明 ら か に し
た 。 臨 床 的 に 限 局 性 の PCAと 非 癌 性 前 立 腺 組 織 の 間 で は 、 有 意 差 は 検 出 さ れ な か っ た 。
【 ０ １ ５ ２ 】
B.マ ー カ ー 検 出
　 一 部 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 癌 マ ー カ ー (例 え ば 、 前 立 腺 癌 マ ー カ ー )の 発 現 を 検 出
す る 方 法 を 提 供 す る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 発 現 は 、 直 接 測 定 さ れ る (例 え ば 、 RNAま た
は タ ン パ ク 質 の レ ベ ル )。 一 部 の 態 様 に お い て 、 発 現 は 、 組 織 試 料 (例 え ば 、 生 検 組 織 )に
お い て 検 出 さ れ る 。 別 の 態 様 に お い て 、 発 現 は 、 体 液 (例 え ば 、 血 漿 、 血 清 、 全 血 、 粘 液
、 お よ び 尿 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い )中 で 検 出 さ れ る 。 本 発 明 は 更 に
、 マ ー カ ー 検 出 の た め の パ ネ ル お よ び キ ッ ト を 提 供 す る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 癌 マ ー
カ ー の 存 在 を 用 い 、 対 象 に 予 後 判 定 を 提 供 す る 。 例 え ば 、 前 立 腺 組 織 に お け る ヘ プ シ ン ま
た は pim-1の 検 出 は 、 転 移 す る 可 能 性 の あ る 癌 の 指 標 で あ り 、 ヘ プ シ ン の 発 現 は 、 癌 性 と
な り 始 め て い る 可 能 性 の あ る 前 癌 性 組 織 の 指 標 で あ る 。 加 え て 、 AMACRの 発 現 は 、 癌 性 組
織 の 指 標 で あ る 。 提 供 さ れ た 情 報 は 、 治 療 過 程 を 方 向 付 け る た め に も 使 用 さ れ る 。 例 え ば
、 対 象 が 高 い 転 移 性 腫 瘍 の 指 標 で あ る マ ー カ ー を 有 す る こ と が わ か っ た 場 合 、 追 加 療 法 (
例 え ば 、 ホ ル モ ン 療 法 ま た は 放 射 線 療 法 )を 、 よ り 効 果 が あ る と 思 わ れ る よ り 早 い 時 点 に
開 始 す る こ と が で き る (例 え ば 、 転 移 前 )。 加 え て 、 対 象 が ホ ル モ ン 療 法 に 反 応 し な い 腫 瘍
を 有 す る こ と が 分 か っ た 場 合 は 、 こ の よ う な 療 法 の 経 費 お よ び 不 都 合 さ を 避 け る こ と が で
き る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 本 発 明 は 、 前 述 の マ ー カ ー に 限 定 さ れ な い 。 癌 ま た は 癌 の 進 行 と 相 関 し て い る 任 意 の 適
当 な マ ー カ ー を 利 用 す る こ と が で き 、 こ れ は 、 下 記 の 例 証 的 な 実 施 例 に お い て 説 明 さ れ る
も の を 含 む が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い （ 例 え ば
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） 。 追 加 の マ ー カ ー も 、 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る こ と が 企 図 さ れ て い る 。 任 意 の 適 当 な 方 法
を 、 本 発 明 の 方 法 で の 使 用 に 適 し た 癌 マ ー カ ー の 同 定 お よ び 特 徴 決 定 の た め に 利 用 す る こ
と が で き 、 こ れ は 下 記 の 例 証 的 な 実 施 例 1-15に お い て 説 明 さ れ る も の を 含 む が 、 こ れ ら に
限 定 さ れ る も の で は な い 。 例 え ば 、 一 部 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 遺 伝 子 発 現 マ イ ク ロ ア
レ イ 法 を 用 い PCAに お い て ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン ま た は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ る
こ と が 同 定 さ れ た マ ー カ ー は 、 更 に 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ 、 免 疫 組 織 化 学 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ
ト 分 析 、 siRNAま た は ア ン チ セ ン ス RNA阻 害 、 突 然 変 異 分 析 、 臨 床 転 帰 の 表 現 の 調 査 、 更 に
は 本 明 細 書 に 説 明 さ れ た 以 外 の 方 法 を 用 い て 特 徴 決 定 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 一 部 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 複 数 の マ ー カ ー の 分 析 の た め の パ ネ ル を 提 供 す る 。 こ
の パ ネ ル は 、 発 癌 お よ び ／ ま た は 転 移 に 関 連 し て い る 複 数 の マ ー カ ー を 同 時 分 析 す る こ と
が で き る 。 例 え ば 、 パ ネ ル は 、 癌 性 組 織 、 転 移 性 癌 、 転 移 す る 可 能 性 の あ る 限 局 性 癌 、 癌
性 と な る 可 能 性 の あ る 前 癌 性 組 織 、 お よ び 癌 性 と な る 可 能 性 の な い 前 癌 性 組 織 と 相 関 す る
こ と が 同 定 さ れ た マ ー カ ー を 含 む こ と が で き る 。 対 象 に 応 じ て 、 パ ネ ル は 、 可 能 な 限 り 最
良 の 診 断 お よ び 予 後 判 定 を 提 供 す る た め に 、 単 独 で 、 ま た は 組 合 わ せ て 分 析 す る こ と が で
き る 。 パ ネ ル に 含 む マ ー カ ー は 、 下 記 の 例 証 的 な 実 施 例 に お い て 説 明 さ れ る も の を 含 む が
、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 適 当 な 方 法 を 用 い 、 そ れ ら の 推 定 値 を ス ク リ ー ニ ン グ
す る こ と に よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 様 々 な 病 期 ま た は 予 後 (例 え ば 、 今 後 の 転 移 の 可 能 性 )の
癌 の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 含 む 、 発 現 プ ロ フ ァ イ ル マ ッ プ を 提 供 す る 。 こ の よ う な マ ッ プ を
、 患 者 試 料 の 比 較 の た め に 用 い る こ と が で き る 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 実 施 例 2に 説 明 さ
れ た 方 法 を 用 い て 比 較 が 行 わ れ る 。 し か し 本 発 明 は 、 実 施 例 2に 説 明 さ れ た 方 法 に 限 定 さ
れ る も の で は な い 。 任 意 の 適 当 な 方 法 を 利 用 す る こ と が で き 、 こ れ は デ ジ タ ル 化 さ れ た デ
ー タ の コ ン ピ ュ ー タ 比 較 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 比 較 デ ー タ を 用 い
て 、 診 断 お よ び ／ ま た は 予 後 判 定 を 患 者 へ 提 供 す る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
1. RNAの 検 出
　 一 部 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 前 立 腺 癌 マ ー カ ー の 検 出 (例 え ば 、 本 明 細 書 に 明 ら か に
さ れ た も の を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い )は 、 組 織 試 料 (例 え ば 、 前 立 腺 組
織 )中 の 対 応 す る mRNAの 発 現 の 測 定 に よ り 検 出 さ れ る 。 mRNA発 現 は 、 以 下 に 明 ら か に さ れ
た も の を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 、 任 意 の 適 当 な 方 法 で 測 定 す る こ と が
で き る 。
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【 ０ １ ５ ７ 】
　 一 部 の 態 様 に お い て 、 RNAは 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 検 出 さ れ る 。 ノ ー ザ ン ブ ロ
ッ ト 分 析 は 、 RNAの 分 離 お よ び 相 補 的 な 標 識 さ れ た プ ロ ー ブ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に
関 連 し て い る 。 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 の 方 法 の 例 は 、 実 施 例 3に 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 RNA発 現 は 、 特 異 構 造 の 酵 素 的 切 断 に よ り 検 出 さ れ る (INVADERア ッ
セ イ 法 、 Third Wave Technologies； 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,846,717号 、 第 6,090,543号 ；
第 6,001,567号 ； 第 5,985,557号 ； お よ び 、 第 5,994,069号 参 照 ； こ れ ら は 各 々 本 明 細 書 に
参 照 と し て 組 入 れ ら れ て い る )。 INVADERア ッ セ イ 法 は 、 重 複 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ
ー ブ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 形 成 さ れ た 複 合 体 を 切 断 す る た め に 、 構 造 特 異 的 酵
素 を 用 い る こ と に よ り 、 特 異 的 核 酸 (例 え ば 、 RNA)配 列 を 検 出 す る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 よ り 更 な る 態 様 に お い て 、 RNA(ま た は 対 応 す る cDNA)は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ
へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 検 出 さ れ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び 検 出 の た
め の 様 々 な 技 術 を 使 用 す る 、 様 々 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ 法 が 利 用 可 能 で あ る
。 例 え ば 、 一 部 の 態 様 に お い て 、 TaqManア ッ セ イ 法 (PE Biosystems社 、 Foster City、 CA
； 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,962,233号 お よ び 第 5,538,848号 参 照 、 こ れ ら は 各 々 本 明 細 書 に 参
照 と し て 組 入 れ ら れ て い る )が 利 用 さ れ る 。 こ の ア ッ セ イ 法 は 、 PCR反 応 時 に 行 わ れ る 。 Ta
qManア ッ セ イ 法 は 、 AMPLITAQ GOLD DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 5'-3'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 活
用 す る 。 5'側 レ ポ ー タ ー 色 素 (例 え ば 、 蛍 光 色 素 )お よ び 3'側 消 光 色 素 を 伴 う オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド か ら な る プ ロ ー ブ が 、 PCR反 応 液 中 に 含 ま れ る 。 PCRの 間 に 、 こ の プ ロ ー ブ が そ の 標
的 へ 結 合 し た な ら ば 、 AMIPLITAQ GOLD ポ リ メ ラ ー ゼ の 5'-3'ヌ ク レ オ チ ド 切 断 (nucleolyt
ic)活 性 は 、 こ の プ ロ ー ブ を 、 レ ポ ー タ ー 色 素 と 消 光 色 素 の 間 で 切 断 す る 。 消 光 色 素 か ら
の レ ポ ー タ 色 素 の 分 離 は 、 蛍 光 の 増 加 を 生 じ る 。 こ の シ グ ナ ル は 、 各 PCRサ イ ク ル で 蓄 積
し 、 お よ び 蛍 光 光 度 計 で モ ニ タ リ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 更 に 別 の 態 様 に お い て 、 RNA発 現 を 検 出 す る た め に 、 逆 転 写 PCR(RT-PCR)が 使 用 さ れ る 。
RT-PCRに お い て 、 RNAは 、 相 補 的 DNAま た は 「 cDNA」 へ 、 逆 転 写 酵 素 を 用 い て 酵 素 的 に 転 換
さ れ る 。 次 に こ の cDNAが 、 PCR反 応 の 鋳 型 と し て 使 用 さ れ る 。 PCR産 物 は 、 任 意 の 適 当 な 方
法 に よ り 検 出 す る こ と が で き 、 こ れ は ゲ ル 電 気 泳 動 お よ び DNAに 特 異 的 な 染 色 液 に よ る 染
色 ま た は 標 識 し た プ ロ ー ブ へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も
の で は な い 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 米 国 特 許 第 5,639,606号 、 第 5,643,765号 、 お よ び 第 5,
876,978号 に お い て 開 示 さ れ た (こ れ ら は 各 々 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 入 れ ら れ て い る )競
合 鋳 型 の 標 準 化 し た 混 合 物 に よ る 定 量 的 逆 転 写 PCRが 、 利 用 さ れ る 。
【 ０ １ ６ １ 】
2. タ ン パ ク 質 検 出
　 別 の 態 様 に お い て 、 癌 マ ー カ ー の 遺 伝 子 発 現 が 、 対 応 す る タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ
ド の 発 現 を 測 定 す る こ と に よ り 検 出 さ れ る 。 タ ン パ ク 質 発 現 は 、 任 意 の 適 当 な 方 法 に よ り
検 出 す る こ と が で き る 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 タ ン パ ク 質 は 、 実 施 例 4の 免 疫 組 織 化 学 的
方 法 に よ り 検 出 さ れ る 。 別 の 態 様 に お い て 、 タ ン パ ク 質 は 、 そ の タ ン パ ク 質 に 対 し て 生 じ
た 抗 体 へ の そ れ ら の 結 合 に よ り 検 出 さ れ る 。 抗 体 産 生 は 以 下 に 説 明 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 抗 体 結 合 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 技 術 に よ り 検 出 さ れ る (例 え ば 、 ラ ジ オ イ ム ノ
ア ッ セ イ 法 、 ELISA(酵 素 結 合 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ 法 )、 「 サ ン ド イ ッ チ 」 イ ム ノ ア ッ セ イ 法
、 イ ム ノ ラ ジ オ メ ト リ ッ ク ア ッ セ イ 法 、 ゲ ル 拡 散 沈 降 反 応 、 免 疫 拡 散 ア ッ セ イ 法 、 イ ン サ
イ チ ュ ー イ ム ノ ア ッ セ イ 法 (例 え ば 、 コ ロ イ ド 状 金 粒 子 、 酵 素 、 ま た は 放 射 性 同 位 元 素 標
識 物 の 使 用 な ど )、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 沈 降 反 応 、 凝 集 ア ッ セ イ 法 (例 え ば 、 ゲ ル 凝 集 ア
ッ セ イ 法 、 血 球 凝 集 ア ッ セ イ 法 な ど )、 補 体 結 合 ア ッ セ イ 法 、 免 疫 蛍 光 ア ッ セ イ 法 、 プ ロ
テ イ ン Aア ッ セ イ 法 、 お よ び 免 疫 電 気 泳 動 ア ッ セ イ 法 な ど )。
【 ０ １ ６ ３ 】
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　 ひ と つ の 態 様 に お い て 、 抗 体 結 合 は 、 一 次 抗 体 の 標 識 物 を 検 出 す る こ と に よ り 検 出 さ れ
る 。 別 の 態 様 に お い て 、 一 次 抗 体 は 、 二 次 抗 体 ま た は 試 薬 の 一 次 抗 体 へ の 結 合 を 検 出 す る
こ と に よ り 、 検 出 さ れ る 。 更 な る 態 様 に お い て 、 二 次 抗 体 は 、 標 識 さ れ る 。 イ ム ノ ア ッ セ
イ 法 に お け る 結 合 を 検 出 す る 多 く の 方 法 が 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ り 、 お よ び 本 発 明
の 範 囲 内 で あ る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 一 部 の 態 様 に お い て 、 自 動 化 さ れ た 検 出 ア ッ セ イ 法 が 利 用 さ れ る 。 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 の
自 動 化 法 は 、 米 国 特 許 第 5,885,530号 、 第 4,981,785号 、 第 6,159,750号 、 お よ び 第 5,358,6
91号 に 開 示 さ れ た も の を 含 み 、 そ の 各 々 は 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 入 れ ら れ て い る 。 一 部
の 態 様 に お い て は 、 分 析 お よ び 結 果 の 表 示 も 自 動 化 さ れ る 。 例 え ば 、 一 部 の 態 様 に お い て
、 癌 マ ー カ ー に 対 応 す る 一 連 の タ ン パ ク 質 の 存 在 ま た は 非 存 在 を 基 に 予 後 判 定 す る ソ フ ト
ウ ェ ア が 利 用 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 は 米 国 特 許 第 5,599,677号 お よ び 第 5,672,480号 に
開 示 さ れ 、 こ れ ら は 各 々 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 入 れ ら れ て い る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
3. デ ー タ 解 析
　 一 部 の 態 様 に お い て 、 コ ン ピ ュ ー タ ベ ー ス の 解 析 プ ロ グ ラ ム を 用 い 、 検 出 ア ッ セ イ 法 に
よ り 作 成 さ れ た 生 デ ー タ (例 え ば 、 所 定 の マ ー カ ー ま た は マ ー カ ー 類 の 存 在 、 非 存 在 、 ま
た は 量 )が 、 臨 床 医 の た め に 推 定 値 デ ー タ へ と 変 換 さ れ る 。 臨 床 医 は 、 適 当 な 手 段 を 用 い
て こ の 推 定 値 へ ア ク セ ス す る こ と が で き る 。 従 っ て 一 部 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明
は 、 遺 伝 子 ま た は 分 子 生 物 学 に 経 験 を 積 ん で い な い 臨 床 医 が 、 生 デ ー タ を 理 解 す る 必 要 が
な い と い う 更 な る 利 益 を 提 供 す る 。 こ の デ ー タ は 、 そ の 最 も 有 益 な 形 で 臨 床 医 へ 直 接 提 示
さ れ る 。 そ の 後 臨 床 医 は 、 対 象 の 治 療 を 最 適 化 す る た め に 、 こ の 情 報 を 直 ち に 利 用 す る こ
と が で き る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 本 発 明 は 、 ア ッ セ イ 法 を 行 っ た 実 験 室 、 情 報 提 供 者 (information provide)、 医 療 従 事
者 、 お よ び 対 象 へ 、 お よ び そ れ ら か ら 情 報 を 受 取 り 、 処 理 し 、 お よ び 伝 達 す る こ と が 可 能
で あ る 方 法 を 企 図 し て い る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 一 部 の 態 様 に お い て 、 試 料 (例 え ば 、 生 検
標 本 ま た は 血 清 も し く は 尿 試 料 )は 、 対 象 か ら 入 手 さ れ 、 世 界 の い ず れ か の 地 域 (例 え ば 、
対 象 の 居 住 国 ま た は そ の 情 報 が 最 終 的 に 利 用 さ れ る 国 と は 異 な る 国 )に 位 置 す る プ ロ フ ァ
イ リ ン グ サ ー ビ ス (例 え ば 、 医 療 施 設 の 臨 床 検 査 室 、 ゲ ノ ム プ ロ フ ァ イ リ ン グ 業 者 な ど )へ
提 出 さ れ 、 生 デ ー タ が 作 成 さ れ る 。 試 料 が 組 織 ま た は 他 の 生 物 学 的 試 料 を 含 む 場 合 、 対 象
は 、 医 療 セ ン タ ー へ 来 院 し 、 試 料 を 採 取 さ れ お よ び プ ロ フ ァ イ リ ン グ セ ン タ ー へ 送 付 さ れ
る か 、 ま た は 対 象 は 、 試 料 を 自 身 で 採 取 し (例 え ば 、 尿 試 料 )直 接 プ ロ フ ァ イ リ ン グ セ ン タ
ー へ 送 付 す る こ と が で き る 。 試 料 が 、 先 に 決 定 さ れ た 生 物 学 的 情 報 を 含 む 場 合 、 こ の 情 報
は 、 対 象 が プ ロ フ ァ イ リ ン グ サ ー ビ ス へ 直 接 送 付 す る こ と が で き る (例 え ば 、 情 報 を 含 む
情 報 カ ー ド は 、 コ ン ピ ュ ー タ に よ り 走 査 す る こ と が で き 、 お よ び こ の デ ー タ は 、 プ ロ フ ァ
イ リ ン グ セ ン タ ー の コ ン ピ ュ ー タ へ 、 電 子 通 信 シ ス テ ム を 用 い て 伝 送 さ れ る )。 一 旦 プ ロ
フ ァ イ リ ン グ サ ー ビ ス に よ り 受 け 取 ら れ た 試 料 は 処 理 さ れ 、 お よ び 対 象 に と っ て 望 ま し い
診 断 ま た は 予 後 判 定 の 情 報 に 特 異 的 な プ ロ フ ァ イ ル が 作 成 さ れ る (す な わ ち 、 発 現 デ ー タ )
。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 そ の 後 こ の プ ロ フ ァ イ ル デ ー タ は 、 治 療 担 当 医 に よ る 解 釈 に 適 し た フ ォ ー マ ッ ト で 下 処
理 さ れ る 。 例 え ば 、 生 の 発 現 デ ー タ が 提 供 さ れ る よ り も む し ろ 、 下 処 理 さ れ た フ ォ ー マ ッ
ト は 、 対 象 の 診 断 ま た は リ ス ク 評 価 (例 え ば 、 転 移 ま た は PSA再 上 昇 の 可 能 性 )を 、 具 体 的
な 治 療 選 択 肢 の 推 奨 と 共 に 示 す こ と が で き る 。 こ の デ ー タ は 、 適 当 な 方 法 に よ り 臨 床 医 へ
表 示 す る こ と も で き る 。 例 え ば 一 部 の 態 様 に お い て 、 プ ロ フ ァ イ リ ン グ サ ー ビ ス は 、 臨 床
医 が 印 刷 す る こ と が で き る 報 告 書 を 作 成 す る か (例 え ば 、 医 療 看 護 の 地 点 で )、 ま た は 臨 床
医 へ コ ン ピ ュ ー タ モ ニ タ ー 上 で 表 示 す る こ と が で き る 。
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【 ０ １ ６ ９ 】
　 一 部 の 態 様 に お い て 、 こ の 情 報 は 最 初 に 、 医 療 看 護 の 地 点 で ま た は 地 域 の 施 設 で 解 析 さ
れ る 。 そ の 後 生 デ ー タ は 、 更 な る 解 析 の た め に 中 央 処 理 施 設 へ 送 付 さ れ 、 お よ び ／ ま た は
生 デ ー タ は 臨 床 医 ま た は 患 者 に と っ て 有 用 な 情 報 へ 変 換 さ れ る 。 中 央 処 理 施 設 は 、 プ ラ イ
バ シ ー (全 て の デ ー タ は 、 均 等 な セ キ ュ リ テ ィ ー プ ロ ト コ ー ル の 下 で 中 央 施 設 に 保 存 さ れ
る )、 ス ピ ー ド 、 お よ び デ ー タ 解 析 の 均 質 性 と い う 利 点 も 提 供 す る 。 従 っ て 中 央 処 理 施 設
は 、 対 象 の 治 療 後 の デ ー タ の 運 命 も 管 理 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 電 子 通 信 シ ス テ ム を
用 い 、 中 央 施 設 は 、 臨 床 医 、 対 象 、 ま た は 研 究 者 へ デ ー タ を 提 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 一 部 の 態 様 に お い て 、 対 象 は 、 電 子 通 信 シ ス テ ム を 用 い デ ー タ へ 直 接 の ア ク セ ス す る こ
と が で き る 。 対 象 は 、 こ れ ら の 結 果 を 基 に し た 更 な る 処 置 ま た は カ ウ ン セ リ ン グ を 選 択 し
て も 良 い 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 こ の デ ー タ は 、 研 究 用 途 の た め に 使 用 さ れ る 。 例 え ば 、
デ ー タ は 、 特 定 の 病 態 ま た は 病 期 の 有 用 な 指 標 と し て の マ ー カ ー の 包 含 ま た は 除 外 を 更 に
最 適 化 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ １ 】
4. キ ッ ト
　 更 に 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 前 立 腺 癌 の 検 出 お よ び 特 徴 決 定 の た め の キ ッ ト を 提
供 す る 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 キ ッ ト は 、 癌 マ ー カ ー に 特 異 的 な 抗 体 に 加 え 、 検 出 試 薬 お
よ び 緩 衝 液 を 含 む 。 別 の 態 様 に お い て 、 キ ッ ト は 、 mRNAま た は cDNAの 検 出 に 特 異 的 な 試 薬
(例 え ば 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー )を 含 む 。 好 ま し い 態 様 に お い て
、 キ ッ ト は 、 全 て の 対 照 、 ア ッ セ イ 法 実 施 に 関 す る 指 示 、 な ら び に 結 果 の 分 析 お よ び 提 示
に 必 要 な ソ フ ト ウ ェ ア を 含 む 、 検 出 ア ッ セ イ 法 を 行 う の に 必 要 な 構 成 要 素 の 全 て を 含 む 。
【 ０ １ ７ ２ 】
5. イ ン ビ ボ 造 影
　 一 部 の 態 様 に お い て 、 イ ン ビ ボ 造 影 技 術 を 用 い 、 動 物 (例 え ば 、 ヒ ト ま た は 非 ヒ ト 哺 乳
類 )に お け る 癌 マ ー カ ー の 発 現 を 可 視 化 す る 。 例 え ば 、 一 部 の 態 様 に お い て 、 癌 マ ー カ ー m
RNAま た は タ ン パ ク 質 は 、 癌 マ ー カ ー に 特 異 的 な 標 識 さ れ た 抗 体 を 用 い て 、 標 識 化 さ れ る
。 特 異 的 に 結 合 し た お よ び 標 識 さ れ た 抗 体 は 、 放 射 性 核 種 造 影 、 陽 電 子 射 出 断 層 撮 影 、 コ
ン ピ ュ ー タ 連 動 断 層 撮 影 、 X-線 ま た は 磁 気 共 鳴 造 影 法 、 蛍 光 検 出 、 お よ び 化 学 発 光 検 出 を
含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 、 イ ン ビ ボ 画 像 形 成 法 を 用 い 、 個 体 に お い て 検
出 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 癌 マ ー カ ー に 対 す る 抗 体 産 生 法 は 、 以 下 に 説 明 す る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 本 発 明 の イ ン ビ ボ 造 影 法 は 、 本 発 明 の 癌 マ ー カ ー を 発 現 す る 癌 (例 え ば 、 前 立 腺 癌 )の 診
断 に 有 用 で あ る 。 イ ン ビ ボ 造 影 は 、 癌 の マ ー カ ー 指 標 の 存 在 を 可 視 化 す る た め に 使 用 さ れ
る 。 こ の よ う な 技 術 は 、 不 愉 快 な 生 検 を 使 用 す る こ と な く 診 断 を も た ら す 。 本 発 明 の イ ン
ビ ボ 造 影 法 は 、 癌 患 者 に 予 後 判 定 を 提 供 す る た め に も 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 転 移 す る 可 能
性 の あ る 癌 の マ ー カ ー 指 標 の 存 在 を 検 出 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の イ ン ビ ボ 造 影 法 は 、
更 に 体 の 他 の 部 分 に お い て 転 移 性 癌 を 検 出 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 一 部 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 癌 マ ー カ ー に 特 異 的 な 試 薬 (例 え ば 、 抗 体 )は 、 蛍 光 標 識
さ れ る 。 こ の 標 識 さ れ た 抗 体 は 、 対 象 へ (例 え ば 、 経 口 ま た は 非 経 口 的 に )導 入 さ れ る 。 蛍
光 標 識 さ れ た 抗 体 は 、 任 意 の 適 当 な 方 法 を 用 い て 検 出 さ れ る (例 え ば 、 米 国 特 許 第 6,198,1
07号 に 開 示 さ れ た 方 法 、 こ れ は 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 入 れ ら れ て い る )。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 抗 体 は 、 放 射 標 識 さ れ る 。 イ ン ビ ボ 診 断 の た め の 抗 体 の 使 用 は 、 当
技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。 Sumerdonら (Nucl. Med. Biol、 17:247254[1990])は 、 標 識
と し て イ ン ジ ウ ム -111を 使 用 す る 腫 瘍 の ラ ジ オ イ ム ノ シ ン チ グ ラ フ ィ 造 影 の た め に 最 適 化
さ れ た 抗 体 -キ レ ー タ ー を 説 明 し て い る 。 Griffinら (J Chin Onc、 9:631-640[1991])は 、
再 発 性 結 腸 直 腸 癌 を 有 す る こ と が 疑 わ れ る 患 者 に お い て 腫 瘍 を 検 出 す る 物 質 の 使 用 を 説 明
し て い る 。 磁 気 共 鳴 造 影 の た め の 標 識 と し て 常 磁 性 イ オ ン を 伴 う 同 様 の 物 質 の 使 用 が 、 当
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技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ る (Lauffer、 Magnetic Resonance in Medicine、 22:339-342[1
991])。 使 用 さ れ る 標 識 は 、 選 択 さ れ た 造 影 様 式 に よ っ て 決 ま る で あ ろ う 。 イ ン ジ ウ ム -11
1、 テ ク ネ チ ウ ム -99m、 ま た は ヨ ウ 素 -131の よ う な 放 射 性 標 識 は 、 平 面 走 査 (planar scan)
ま た は シ ン グ ル フ ォ ト ン エ ミ ッ シ ョ ン コ ン ピ ュ ー タ 断 層 撮 影 (SPECT)の た め に 使 用 す る こ
と が で き る 。 フ ッ 素 -19の よ う な 陽 電 子 放 出 標 識 も 、 陽 電 子 断 層 撮 影 (PET)に 使 用 す る こ と
が で き る 。 MRIに 関 し て 、 ガ ド リ ニ ウ ム (III)ま た は マ ン ガ ン (II)の よ う な 常 磁 性 イ オ ン を
使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 ス カ ン ジ ウ ム -47(3.5日 )、 ガ リ ウ ム -67(2.8日 )、 ガ リ ウ ム -68(68分 )、 テ ク ネ チ ウ ム -99
m(6時 間 )、 お よ び イ ン ジ ウ ム -111(3.2日 )な ど の 、 半 減 期 が 1時 間 ～ 3.5日 の 範 囲 の 放 射 性
金 属 が 抗 体 へ の 結 合 に 利 用 可 能 で あ り 、 こ の 中 で ガ リ ウ ム -67、 テ ク ネ チ ウ ム -99m、 お よ
び イ ン ジ ウ ム -111は γ 線 カ メ ラ 造 影 に 好 ま し く 、 ガ リ ウ ム -68は 陽 電 子 断 層 撮 影 に 好 ま し
い 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 こ の よ う な 放 射 性 金 属 に よ る 抗 体 標 識 の 有 用 な 方 法 は 、 例 え ば 、 In-111お よ び Tc-99mの
た め の Khawら (Science、 209:295[1980])、 お よ び Scheinbergら (Science、 215:1511[1982]
)に よ り 説 明 さ れ た 、 ジ エ チ レ ン ト リ ア ミ ン 五 酢 酸 (DTPA)の よ う な 二 官 能 性 キ レ ー ト 剤 を
使 う 。 別 の キ レ ー ト 剤 も 使 用 す る こ と が で き る が 、 1-(p-カ ル ボ キ シ メ ト キ シ ベ ン ジ ル )ED
TAお よ び DTPAの カ ル ボ キ シ カ ル ボ ン 酸 無 水 物 が 有 利 で あ り 、 そ の 理 由 は 、 そ れ ら の 使 用 は
、  抗 体 の 免 疫 活 性 に 実 質 的 に 影 響 を 及 ぼ す こ と な く 結 合 す る こ と が で き る か ら で あ る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 DPTAの タ ン パ ク 質 へ の カ ッ プ リ ン グ の 別 の 方 法 は 、 Hnatowichら (Int. J. Appl. Radiat
. Isot.、 33:327[1982])に 説 明 さ れ た よ う な 、 ア ル ブ ミ ン の In-111に よ る 標 識 の た め の 、
環 式 無 水 DTPAの 使 用 に よ る が 、 こ れ は 抗 体 標 識 に 適 合 す る こ と が で き る 。 DPTAと の キ レ ー
ト に 使 用 し な い Tc-99mに よ る 、 抗 体 の 標 識 に 適 し た 方 法 は 、 Crockfordら の pretinning法
で あ る (米 国 特 許 第 4,323,546号 、 こ れ は 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 入 れ ら れ て い る )。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン の Tc-99mに よ る 標 識 の 好 ま し い 方 法 は 、 血 漿 タ ン パ ク 質 に 関 し て 、 Wong
ら に よ り 説 明 さ れ て お り (Int. J. Appl. Radiat. Isot.、 29:251[1978])、 最 近 、 Wongら (
J. Nucl. Med.、 23:229[1981])に よ り 、 抗 体 の 標 識 の た め に う ま く 適 用 さ れ て い る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 特 異 的 抗 体 に 結 合 し た 放 射 性 金 属 の 場 合 、 恐 ら く そ の 免 疫 特 異 性 を 破 壊 す る こ と な く 抗
体 分 子 へ 可 能 な 限 り 高 い 割 合 で 放 射 性 標 識 物 を 導 入 す る こ と が 望 ま し い と 考 え ら れ る 。 更
な る 改 善 は 、 抗 体 上 の 抗 原 結 合 部 位 が 保 護 さ れ て い る こ と を 確 実 に す る た め に 、 本 発 明 の
特 異 的 癌 マ ー カ ー の 存 在 下 で 放 射 標 識 に 作 用 す る こ と に よ り 実 現 す る こ と が で き る 。 こ の
抗 原 は 、 標 識 後 に 分 離 さ れ る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 よ り 更 な る 態 様 に お い て 、 イ ン ビ ボ 生 物 光 学 的 造 影 (Xenogen社 、 Almeda、 CA)が 、 イ ン
ビ ボ 造 影 に 利 用 さ れ る 。 こ の 実 時 間 イ ン ビ ボ 造 影 は 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ を 使 用 す る 。 ル シ フ
ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 は 、 細 胞 、 微 生 物 、 お よ び 動 物 へ 組 込 ま れ る (例 え ば 、 本 発 明 の 癌 マ ー カ
ー と の 融 合 タ ン パ ク 質 と し て )。 活 性 で あ る 場 合 、 こ れ は 光 放 出 反 応 に つ な が る 。 CCDカ メ
ラ お よ び ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い 、 画 像 を 撮 像 し 、 こ れ を 分 析 す る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
II. 抗 体
　 本 発 明 は 、 単 離 さ れ た 抗 体 を 提 供 す る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 明 細 書 に
説 明 さ れ た 癌 マ ー カ ー (例 え ば 、 ヘ プ シ ン 、 pim-1、 AMACR、 EZH2、 CTBP)の 少 な く と も 5個
の ア ミ ノ 酸 残 基 で 構 成 さ れ た 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 を 提 供 す る 。 こ れ ら の 抗 体 は 、 本 明 細 書 に お い て 説 明 さ れ た 診 断 法 に お け る 用 途 が 認
め ら れ る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
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　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 は 、 タ ン パ ク 質 と し て 認 め る こ と が で き る 限 り は 、 モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る こ と が で き る 。 抗 体 は 、 通 常 の 抗 体 ま
た は 抗 血 清 調 製 法 に 従 い 抗 原 と し て 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 用 い 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 本 発 明 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル お よ び ポ リ ク ロ ー ナ ル の 両 抗 体 の 使 用 を 企 図 し て い る 。 本 明
細 書 に 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 任 意 の 適 当 な 方 法 を 用 い 、 本 発 明 の 方
法 お よ び 組 成 物 に お い て 使 用 さ れ る 抗 体 を 作 製 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 の 調 製 の た め に 、 そ の よ う な タ ン パ ク 質 が そ の ま ま 、 ま た は 適 当 な 担 体 も し く は 希
釈 剤 と 共 に 、 抗 体 産 生 を も た ら す よ う な 条 件 下 で 動 物 (例 え ば 、 哺 乳 類 )へ 投 与 さ れ る 。 抗
体 産 生 能 を 増 強 す る た め に 、 完 全 ま た は 不 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト を 投 与 す る こ と が
で き る 。 通 常 、 こ の タ ン パ ク 質 は 、 2週 間 か ら 6週 間 毎 に 、 合 計 約 2回 か ら 約 10回 投 与 さ れ
る 。 こ の よ う な 方 法 で の 使 用 に 適 し た 動 物 は 、 霊 長 類 、 ウ サ ギ 、 イ ヌ 、 モ ル モ ッ ト 、 マ ウ
ス 、 ラ ッ ト 、 ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ な ど を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 細 胞 を 調 製 す る た め に 、 抗 体 力 価 が 確 認 さ れ た 個 体 動 物 (例 え
ば 、 マ ウ ス )を 選 択 し 、 最 終 免 疫 処 置 後 2日 か ら 5日 に 、 そ の 脾 臓 ま た は リ ン パ 節 を 摘 出 し
、 そ の 中 に 含 ま れ る 抗 体 産 生 細 胞 が 、 骨 髄 腫 細 胞 と 融 合 さ れ 、 望 ま し い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ を 調 製 す る 。 例 え ば 、 以 後 に 説 明 さ れ る よ う な 標 識 さ れ た タ ン パ ク
質 と 抗 血 清 の 反 応 、 そ の 後 の 抗 体 に 結 合 し た 標 識 物 質 の 活 性 の 測 定 に よ り 、 抗 血 清 中 の 抗
体 力 価 の 測 定 を 実 行 す る こ と が で き る 。 細 胞 融 合 は 、 例 え ば 、 Koehlerお よ び Milstein(Na
ture、 256:495[1975])に よ り 説 明 さ れ た 方 法 の よ う な 公 知 の 方 法 に 従 い 実 行 す る こ と が で
き る 。 融 合 プ ロ モ ー タ ー と し て 、 例 え ば 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル (PEG)ま た は セ ン ダ イ
ウ イ ル ス (HVJ)、 好 ま し く は PEGが 使 用 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 骨 髄 腫 細 胞 の 例 は 、 NS-1、 P3U1、 SP2/0、 AP-1な ど を 含 む 。 使 用 さ れ る 抗 体 産 生 細 胞 (脾
細 胞 )数  対  骨 髄 腫 細 胞 数 の 比 は 、 好 ま し く は 約 1:1～ 約 20:1で あ る 。 PEG(好 ま し く は PEG1
000-PEG6000)は 、 好 ま し く は 約 10％ ～ 約 80％ の 濃 度 で 添 加 さ れ る 。 細 胞 融 合 は 、 両 細 胞 の
混 合 物 を 、 約 20～ 約 40℃ 、 好 ま し く は 約 30～ 約 37℃ で 、 約 1分 ～ 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ
ン す る こ と に よ り 効 率 的 に 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 様 々 な 方 法 を 、 抗 体 を (例 え ば 、 本 発 明 の 腫 瘍 抗 原 ま た は 自 己 抗 体 に 対 し て )産 生 す る ハ
イ ブ リ ド ー マ に 関 す る ス ク リ ー ニ ン グ に 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ハ イ ブ リ ド ー マ
の 上 清 を 、 抗 体 が 直 接 ま た は 担 体 と 共 に 吸 着 さ れ た 固 相 (例 え ば 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト )へ 添
加 す る こ と が で き 、 そ の 後 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 (マ ウ ス 細 胞 が 細 胞 融 合 に お い て 使 用 さ
れ る 場 合 は 、 抗 マ ウ ス 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 が 使 用 さ れ る )ま た は 放 射 性 物 質 ま た は 酵 素 で
標 識 さ れ た プ ロ テ イ ン Aが 添 加 さ れ 、 固 相 に 結 合 し た タ ン パ ク 質 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 を 検 出 す る 。 あ る い は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ の 上 清 を 、 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 ま た は プ ロ
テ イ ン Aが 吸 着 さ れ た 固 相 へ 添 加 し 、 そ の 後 放 射 性 物 質 ま た は 酵 素 で 標 識 さ れ た タ ン パ ク
質 が 添 加 さ れ 、 固 相 に 結 合 し た タ ン パ ク 質 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 検 出 す る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 選 択 は 、 任 意 の 公 知 の 方 法 ま た は そ の 変 法 に 従 い 実 行 す る こ と が
で き る 。 通 常 、 HAT(ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 ア ミ ノ プ テ リ ン 、 チ ミ ジ ン )が 添 加 さ れ た 動 物 細 胞
の た め の 培 地 が 使 用 さ れ る 。 選 択 お よ び 増 殖 培 地 は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ が 増 殖 す る こ と が で
き る 限 り は 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 1％ ～ 20％ 、 好 ま し く は 10％ ～ 20％ ウ シ 胎 仔
血 清 を 含 有 す る RPMI 1640培 地 、 1％ ～ 10％ ウ シ 胎 仔 血 清 を 含 有 す る GIT培 地 、 ハ イ ブ リ ド
ー マ 培 養 の た め の 血 清 非 含 有 培 地 (SFM-101、 Nissui Seiyaku)な ど を 使 用 す る こ と が で き
る 。 通 常 、 培 養 は 、 20℃ ～ 40℃ 、 好 ま し く は 37℃ で 、 約 5日 ～ 3週 間 、 好 ま し く は 1週 間 ～ 2
週 間 、 約 5％ CO 2 気 体 下 で 行 わ れ る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 物 の 上 清 の 抗 体 力 価 は 、 抗 血 清 中
の 抗 タ ン パ ク 質 の 抗 体 力 価 に 関 し て 前 記 と 同 じ 方 法 に 従 い 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
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　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (例 え ば 、 本 発 明 の 癌 マ ー カ ー に 対 す る )の 分 離 お よ び 精 製 は 、 免 疫
グ ロ ブ リ ン の 分 離 お よ び 精 製 の よ う な 通 常 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 精 製 と 同 じ 方 法 、 例 え
ば 塩 析 、 ア ル コ ー ル 沈 殿 、 等 電 点 沈 殿 、 電 気 泳 動 、 イ オ ン 交 換 体 (例 え ば 、 DEAE)と の 吸 着
お よ び 脱 離 、 超 遠 心 、 ゲ ル ろ 過 、 ま た は 抗 原 結 合 性 固 相 の よ う な 活 性 吸 着 体 に よ り 抗 体 の
み が 収 集 さ れ る 特 異 的 精 製 法 、 プ ロ テ イ ン Aま た は プ ロ テ イ ン G、 な ら び に 抗 体 を 得 る た め
の 結 合 の 解 離 に よ り 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 患 者 か ら 抗 体 を 得 る こ と を 含 む 任 意 の 公 知 の 方 法 ま た は こ れ ら
の 方 法 の 変 法 に よ り 調 製 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 免 疫 原 (タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 原 )お
よ び 担 体 タ ン パ ク 質 の 複 合 体 が 調 製 さ れ 、 動 物 が 、 先 に モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 調 製 に つ い て
説 明 さ れ た 方 法 と 同 じ よ う に 、 こ の 複 合 体 に よ り 免 疫 処 置 さ れ る 。 対 す る 抗 体 を 含 有 す る
物 質 は 、 免 疫 処 置 し た 動 物 か ら 回 収 さ れ 、 抗 体 が 分 離 お よ び 精 製 さ れ る 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 動 物 の 免 疫 処 置 に 使 用 さ れ る 免 疫 原 お よ び 担 体 タ ン パ ク 質 の 複 合 体 の よ う に 、 担 体 上 に
架 橋 さ れ お よ び 免 疫 処 置 に 使 用 さ れ る ハ プ テ ン に 対 す る 抗 体 が 効 率 的 に 産 生 さ れ る 限 り は
、 あ ら ゆ る 担 体 タ ン パ ク 質 な ら び に 担 体 お よ び ハ プ テ ン の 混 合 割 合 を 用 い る こ と が で き る
。 例 え ば 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ウ シ シ ク ロ グ ロ ブ リ ン 、 キ ー ホ ー ル リ ム ペ ッ ト ヘ モ シ ア
ニ ン な ど を 、 ハ プ テ ン に 、 ハ プ テ ン 1部 に つ き 約 0.1部 ～ 約 20部 、 好 ま し く は 約 1部 ～ 約 5部
の 質 量 比 で 結 合 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 加 え て 、 様 々 な 縮 合 剤 を 、 ハ プ テ ン お よ び 担 体 の 結 合 に 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば
、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 、 カ ル ボ ジ イ ミ ド 、 マ レ イ ミ ド 活 性 化 さ れ た エ ス テ ル 、 チ オ ー ル 基
ま た は ジ チ オ ピ リ ジ ル 基 を 含 む 活 性 化 さ れ た エ ス テ ル 試 薬 な ど は 、 本 発 明 で の 使 用 が 認 め
ら れ る 。 そ の よ う な 縮 合 物 は そ の ま ま ま た は 適 当 な 担 体 も し く は 希 釈 剤 と と も に 、 抗 体 産
生 を も た ら す 動 物 の 部 位 へ と 投 与 さ れ る 。 抗 体 産 生 能 を 増 強 す る た め に 、 完 全 ま た は 不 完
全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト を 投 与 す る こ と が で き る 。 通 常 、 タ ン パ ク 質 は 、 2週 ～ 6週 毎 に
1回 、 合 計 約 3回 ～ 約 10回 投 与 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 前 述 の 方 法 で 免 疫 処 置 さ れ た 動 物 の 血 液 、 腹 水 な ど か ら 回 収 さ
れ る 。 抗 血 清 中 の 抗 体 力 価 は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 物 の 上 清 に 対 し て 先 に 説 明 さ れ た よ う
な 方 法 で 測 定 す る こ と が で き る 。 抗 体 の 分 離 お よ び 精 製 は 、 前 に モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に つ
い て 説 明 さ れ た よ う な 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 同 じ 分 離 お よ び 精 製 法 に 従 い 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 免 疫 原 と し て 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る タ ン パ ク 質 は 、 特 定 の 型 の 免 疫 原 に 限 定 さ れ
な い 。 例 え ば 、 本 発 明 の 癌 マ ー カ ー (更 に 、 部 分 的 に 変 更 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す
る 遺 伝 子 を 含 む )を 、 免 疫 原 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 更 に タ ン パ ク 質 断 片 を 使 用 す
る こ と が で き る 。 断 片 は 、 遺 伝 子 断 片 の 発 現 、 タ ン パ ク 質 の 酵 素 処 理 、 化 学 合 成 な ど を 含
む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 、 い ず れ か の 方 法 に よ り 得 る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
III. 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ
　 一 部 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ 法 を 提 供 す る (例 え ば 、
抗 癌 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ )。 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 法 は 、 本 発 明 の 方 法 を 用 い て 同 定 さ
れ た 癌 マ ー カ ー を 利 用 す る (例 え ば 、 ヘ プ シ ン 、 pim-1、 AMACR、 EZH2、 お よ び CTBPを 含 む
が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い )。 例 え ば 、 一 部 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 癌 マ
ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 を 変 更 (例 え ば 、 増 加 ま た は 減 少 )す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 法 を 提
供 す る 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 候 補 化 合 物 は 、 癌 マ ー カ ー に 対 し て 示 さ れ た ア ン チ セ ン ス
物 質 (例 え ば 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド )で あ る 。 ア ン チ セ ン ス 療 法 に 関 す る 考 察 は 、 下 記 第 IV
項 を 参 照 の こ と 。 別 の 態 様 に お い て 、 候 補 化 合 物 は 、 本 発 明 の 癌 マ ー カ ー に 特 異 的 に 結 合
す る 抗 体 で あ る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
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　 ひ と つ の ス ク リ ー ニ ン グ 法 に お い て 、 候 補 化 合 物 は 、 化 合 物 を 癌 マ ー カ ー を 発 現 し て い
る 細 胞 と 接 触 さ せ 、 そ の 後 候 補 化 合 物 の 発 現 に 対 す る 作 用 を ア ッ セ イ す る こ と に よ る 、 癌
マ ー カ ー 発 現 を 変 更 す る そ れ ら の 能 力 に つ い て 評 価 さ れ る 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 候 補 化
合 物 の 癌 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 に 対 す る 作 用 は 、 細 胞 に よ り 発 現 さ れ た 癌 マ ー カ ー mRNAの
レ ベ ル を 検 出 す る こ と に よ り ア ッ セ イ さ れ る 。 mRNA発 現 は 、 任 意 の 適 当 な 方 法 に よ り 検 出
す る こ と が で き る 。 別 の 態 様 に お い て 、 候 補 化 合 物 の 癌 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 に 対 す る 作
用 は 、 癌 マ ー カ ー に よ り コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド レ ベ ル を 測 定 す る こ と に よ り ア ッ セ イ
さ れ る 。 発 現 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル は 、 本 明 細 書 に 説 明 さ れ た も の を 含 む が 、 こ れ
ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 、 任 意 の 適 当 な 方 法 を 用 い 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 特 に 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 癌 マ ー カ ー に 結 合 し 、 例 え ば 癌 マ ー カ ー 発 現 も し く は 癌 マ ー
カ ー 活 性 に 対 す る 阻 害 (ま た は 刺 激 )作 用 を 有 し 、 ま た は 例 え ば 、 癌 マ ー カ ー 基 質 の 発 現 も
し く は 活 性 に 対 し 刺 激 ま た は 阻 害 作 用 を 有 す る モ ジ ュ レ ー タ ー 、 す な わ ち 候 補 ま た は 被 験
化 合 物 ま た は 物 質 (例 え ば 、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 擬 態 物 、 ペ プ ト イ ド 、 小 分
子 、 ま た は 他 の 薬 剤 )を 同 定 す る ス ク リ ー ニ ン グ 法 を 提 供 す る 。 こ う し て 同 定 さ れ た 化 合
物 は 、 標 的 遺 伝 子 産 物 の 生 物 学 的 機 能 を 精 緻 化 す る た め 、 も し く は 正 常 な 標 的 遺 伝 子 相 互
作 用 を 破 壊 す る 化 合 物 を 同 定 す る た め に 、 治 療 プ ロ ト コ ー ル に お い て 直 接 ま た は 間 接 の い
ず れ か で 、 標 的 遺 伝 子 産 物 (例 え ば 、 癌 マ ー カ ー 遺 伝 子 )の 活 性 を 変 調 す る た め に 使 用 す る
こ と が で き る 。 癌 マ ー カ ー の 活 性 ま た は 発 現 を 阻 害 す る 化 合 物 は 、 増 殖 傷 害 、 例 え ば 癌 、
特 に 転 移 性 (例 え ば 、 ア ン ド ロ ゲ ン 非 依 存 型 )前 立 腺 癌 の 治 療 に お い て 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 ひ と つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 癌 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 も し く は ポ リ ペ プ チ ド ま た は
そ れ ら の 生 物 学 的 活 性 部 分 の 基 質 で あ る 候 補 ま た は 被 験 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め
の ア ッ セ イ 法 を 提 供 す る 。 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 癌 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 も し く は
ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ れ ら の 生 物 学 的 活 性 部 分 に 結 合 ま た は 活 性 を 変 調 す る 候 補 ま た は 被
験 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の ア ッ セ イ 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 本 発 明 の 被 験 化 合 物 は 、 生 物 学 的 ラ イ ブ ラ リ ー ； ペ プ ト イ ド ラ イ ブ ラ リ ー (ペ プ チ ド の
機 能 性 を 有 す る が 、 新 規 の 非 ペ プ チ ド 骨 格 を 伴 う 分 子 の ラ イ ブ ラ リ ー で あ り 、 こ れ は 酵 素
分 解 に 抵 抗 性 が あ る が 、 そ れ に も か か わ ら ず 生 体 活 性 を 維 持 し て い る 。 例 え ば 、 Zuckenna
nnら 、 J. Med. Chem.、 37:2678-85[1994]参 照 )； 空 間 的 に ア ド レ ス 可 能 な パ ラ レ ル 固 相 ま
た は 液 相 ラ イ ブ ラ リ ー ； デ コ ン ボ リ ュ ー シ ョ ン を 必 要 と す る 合 成 ラ イ ブ ラ リ ー 法 ； 「 1ビ
ー ズ 1化 合 物 」 ラ イ ブ ラ リ ー 法 ； お よ び 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 選 択 を 用 い
る 合 成 ラ イ ブ ラ リ ー 法 を 含 む 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー
の 多 く の 方 法 の い ず れ か を 用 い て 得 る こ と が で き る 。 生 物 学 的 ラ イ ブ ラ リ ー お よ び ペ プ ト
イ ド ラ イ ブ ラ リ ー 法 は 、 ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー と 共 に 使 用 す る た め に 好 ま し い が 、 他 の 4
種 の 方 法 は 、 化 合 物 の ペ プ チ ド 、 非 ペ プ チ ド オ リ ゴ マ ー 、 ま た は 小 分 子 の ラ イ ブ ラ リ ー に
適 用 可 能 で あ る (Lam、 (1997)、 Anticancer Drug Des.、 12:145)。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 分 子 ラ イ ブ ラ リ ー の 合 成 法 の 例 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 、 例 え ば ： DeWittら 、 Proc. Na
tl. Acad. Sci. U.S.A.、 90:6909[1993]； Erbら 、 Proc. Nad. Acad. Sci. USA、 91:11422
[1994]； Zuckermannら 、 J. Med. Chem.、 37:2678[1994]； Choら 、 Science、 261:1303[199
3]； Carrellら 、 Angew. Chem. Int. Ed. Engl.、 33:2059[1994]； Carellら 、 Angew. Chem
. Int. Ed. Engl.、 33:2061[1994]； お よ び 、 Gallopら 、 J. Med. Chem.、 37:1233[1994]
に お い て 見 る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 化 合 物 の ラ イ ブ ラ リ ー は 、 溶 液 中 (例 え ば 、 Houghten、 Biotechniques、 13:412-421[199
2])、 ま た は ビ ー ズ (Lam、 Nature、 354:82-84[1991])、 チ ッ プ (Fodor、 Nature、 364:555-5
56[1993])、 細 菌 ま た は 胞 子 (米 国 特 許 第 5,223,409号 ； 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 入 れ ら れ
て い る )、 プ ラ ス ミ ド (Cullら 、 Proc. Nad. Acad. Sci. USA、 89:1865-1869[1992])、 も し
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く は フ ァ ー ジ (Scottお よ び Smith、 Science、 249:386-390[1990]； Devlin、 Science、 249:
404-406[1990]； Cwirlaら 、 Proc. Natl. Acad. Sci.、 87:6378-6382[1990]； Felici、 J. 
Mol. Biol.、 222:301[1991])上 に 提 示 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 ひ と つ の 態 様 に お い て 、 ア ッ セ イ 法 は 、 癌 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 ま た は そ れ ら の 生 物 学 的
活 性 部 分 を 発 現 し て い る 細 胞 を 被 験 化 合 物 と 接 触 さ せ 、 お よ び 癌 マ ー カ ー の 活 性 を 変 調 す
る 被 験 化 合 物 の 能 力 を 決 定 す る よ う な 、 細 胞 ベ ー ス の ア ッ セ イ 法 で あ る 。 被 験 化 合 物 の 癌
マ ー カ ー 活 性 を 変 調 す る 能 力 の 決 定 は 、 例 え ば 、 酵 素 活 性 の 変 化 を モ ニ タ リ ン グ す る こ と
に よ り 達 成 す る こ と が で き る 。 細 胞 は 、 例 え ば 哺 乳 類 起 源 で あ っ て よ い 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 被 験 化 合 物 の 、 例 え ば 癌 マ ー カ ー 基 質 の よ う な 化 合 物 へ の 癌 マ ー カ ー 結 合 を 変 調 す る 能
力 も 評 価 す る こ と が で き る 。 こ れ は 、 例 と し て 化 合 物 （ 例 え ば 基 質 ） と 放 射 性 同 位 元 素 ま
た は 酵 素 標 識 と の 結 合 に よ り 実 現 さ れ 、 そ の 結 果 こ の 化 合 物 （ 例 え ば 基 質 ） の 癌 マ ー カ ー
へ の 結 合 は 、 複 合 体 中 の 標 識 さ れ た 化 合 物 、 例 え ば 基 質 の 検 出 に よ り 決 定 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 あ る い は 、 癌 マ ー カ ー は 、 放 射 性 同 位 元 素 ま た は 酵 素 標 識 と 結 合 さ せ 、 複 合 体 中 の 癌 マ
ー カ ー 基 質 へ の 癌 マ ー カ ー 結 合 を 変 調 す る 被 験 化 合 物 の 能 力 を モ ニ タ リ ン グ す る こ と が で
き る 。 例 え ば 、 化 合 物 (例 え ば 、 基 質 )は 、 1 2 5 I、 3 5 S、 1 4 C、 ま た は 3 Hに よ り 直 接 ま た は 間
接 の い ず れ か で 標 識 す る こ と が で き 、 こ の 放 射 性 同 位 元 素 は 、 放 射 線 放 出 の 直 接 計 測 ま た
は シ ン チ レ ー シ ョ ン 計 数 に よ り 検 出 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 化 合 物 は 、 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 、 ま た は ル シ フ ェ ラ ー ゼ に よ り 、 酵
素 的 に 標 識 す る こ と が で き 、 こ の 酵 素 標 識 は 、 適 当 な 基 質 の 生 成 物 へ の 転 換 を 決 定 す る こ
と に よ り 検 出 さ れ る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 化 合 物 (例 え ば 、 癌 マ ー カ ー 基 質 )の 癌 マ ー カ ー と 相 互 作 用 す る 能 力 は 、 反 応 体 の い ず れ
か の 標 識 を 伴 う ま た は 伴 わ ず に 評 価 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 マ イ ク ロ フ ィ ジ オ メ ー タ
ー を 用 い 、 化 合 物 ま た は 癌 マ ー カ ー の い ず れ か の 標 識 を 伴 わ ず に 、 化 合 物 の 癌 マ ー カ ー と
の 相 互 作 用 を 検 出 す る こ と が で き る (McConnellら 、 Science、 257:1906-1912[1992])。 本
明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 マ イ ク ロ フ ィ ジ オ メ ー タ ー 」 (例 え ば 、 Cytosensor)は 、 細 胞
が そ の 周 囲 を 酸 性 化 す る 速 度 を 、 光 ア ド レ ス 可 能 の 電 位 差 測 定 分 析 セ ン サ ー (light-addre
ssable potentiometric sensor)(LAPS)用 い て 測 定 す る 分 析 装 置 で あ る 。 こ の 酸 性 化 速 度
の 変 化 は 、 化 合 物 と 癌 マ ー カ ー と の 間 の 相 互 作 用 の 指 標 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 更 に 別 の 態 様 に お い て 、 癌 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 ま た は そ れ ら の 生 物 学 的 活 性 部 分 を 被 験
化 合 物 と 接 触 さ せ 、 被 験 化 合 物 の 癌 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 ま た は そ れ ら の 生 物 学 的 活 性 部 分
に 結 合 す る 能 力 が 評 価 さ れ る よ う な 細 胞 非 含 有 ア ッ セ イ 法 が 、 提 供 さ れ る 。 本 発 明 の ア ッ
セ イ 法 に お い て 使 用 さ れ る 癌 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 好 ま し い 生 物 学 的 活 性 部 分 は 、 基 質 ま
た は 他 の タ ン パ ク 質 、 例 え ば 、 高 表 面 可 能 性 ス コ ア (high surface probability score)を
伴 う 断 片 と の 相 互 作 用 に 関 与 す る 断 片 を 含 む 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 細 胞 非 含 有 ア ッ セ イ 法 は 、 ふ た つ の 成 分 が 相 互 作 用 お よ び 結 合 し 、 そ の 結 果 除 去 お よ び
／ ま た は 検 出 す る こ と が で き る 複 合 体 を 形 成 す る こ と を 可 能 に す る 条 件 下 お よ び 十 分 な 時
間 に お け る 、 標 的 遺 伝 子 タ ン パ ク 質 お よ び 被 験 化 合 物 の 反 応 混 合 物 の 調 製 に 関 連 し て い る
。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 ふ た つ の 分 子 間 の 相 互 作 用 も 、 例 え ば 、 蛍 光 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 (FRET)を 用 い て 検 出 す
る こ と が で き る (例 え ば 、 Lakowiczら 、 米 国 特 許 第 5,631,169号 ； Stavrianopoulosら 、 米
国 特 許 第 4,968,103号 ； こ れ ら の 各 々 は 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 入 れ ら れ て い る )。 発 蛍 光
団 標 識 は 、 第 一 の ド ナ ー 分 子 が 放 出 し た 蛍 光 エ ネ ル ギ ー が 、 第 二 の 「 ア ク セ プ タ ー 」 分 子
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上 の 蛍 光 標 識 に よ り 吸 収 さ れ 、 こ れ が 次 に 吸 収 さ れ た エ ネ ル ギ ー に よ り 蛍 光 と な る こ と が
で き る よ う に 選 択 さ れ る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 あ る い は 、 「 ド ナ ー 」 タ ン パ ク 質 分 子 は 、 ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 の 天 然 の 蛍 光 エ ネ ル ギ ー
を 単 純 に 利 用 す る こ と が で き る 。 「 ア ク セ プ タ ー 」 分 子 標 識 を 「 ド ナ ー 」 の そ れ か ら 区 別
す る こ と が で き る よ う に 、 異 な る 波 長 の 光 を 放 出 す る 標 識 が 選 択 さ れ る 。 標 識 間 の エ ネ ル
ギ ー 転 移 効 率 は 分 子 を 隔 て る 距 離 に 関 連 し て い る の で 、 分 子 間 の 空 間 的 関 係 を 評 価 す る こ
と が で き る 。 分 子 間 に 結 合 が 生 じ る 状 況 に お い て 、 15ア ッ セ イ 法 内 の 「 ア ク セ プ タ ー 」 分
子 標 識 の 蛍 光 放 出 は 最 大 で あ る は ず で あ る 。 FRET結 合 事 象 は 、 通 常 当 技 術 分 野 に お い て 周
知 の 標 準 蛍 光 検 出 の 手 段 に よ り 測 定 す る こ と が で き る (例 え ば 、 蛍 光 光 度 計 の 使 用 )。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 癌 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 標 的 分 子 に 結 合 す る 能 力 を 決 定 す る こ と は
、 実 時 間 生 体 分 子 相 互 作 用 分 析 シ ス テ ム (BIA)を 用 い て 行 う こ と が で き る (例 え ば 、 Sjolan
derお よ び Urbaniczky、 Anal. Chem.、 63:2338-2345[1991]、 な ら び に Szaboら 、 Curr. Opi
n. Struct. Biol.、 5:699-705[1995]参 照 )。 「 表 面 プ ラ ス モ ン 共 鳴 」 ま た は 「 BIA」 は 、
生 体 特 異 的 相 互 作 用 を 、 反 応 体 (例 え ば 、 BIAcore)の 標 識 を 伴 わ ず に 、 実 時 間 で 検 出 す る
。 結 合 表 面 で の 質 量 の 変 化 (結 合 事 象 の 指 標 )は 、 表 面 近 く の 光 の 屈 折 率 の 変 更 を 生 じ (表
面 プ ラ ス モ ン 共 鳴 (SPR)の 光 学 現 象 )、 こ れ は 生 物 学 的 分 子 間 の 実 時 間 反 応 の 指 標 と し て 使
用 す る こ と が で き る 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 生 じ る 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 ひ と つ の 態 様 に お い て 、 標 的 遺 伝 子 産 物 ま た は 被 験 物 質 は 、 固 相 上 に 係 留 さ れ る 。 固 相
上 に 係 留 さ れ た 標 的 遺 伝 子 産 物 ／ 被 験 化 合 物 複 合 体 は 、 反 応 の 最 後 に 検 出 す る こ と が で き
る 。 好 ま し く は 、 標 的 遺 伝 子 産 物 は 、 固 体 表 面 上 に 係 留 さ れ 得 、 お よ び 被 験 化 合 物 (係 留
さ れ な い )は 、 本 明 細 書 に お い て 考 察 し た 検 出 可 能 な 標 識 で 、 直 接 ま た は 間 接 に 標 識 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 一 方 ま た は 両 方 の タ ン パ ク 質 の 複 合 化 さ れ た 形 の 複 合 化 さ れ な い 形 か ら の 分 離 を 促 進 す
る こ と に 加 え 、 ア ッ セ イ 法 の 自 動 化 に 適 応 す る た め に 、 癌 マ ー カ ー 、 抗 癌 マ ー カ ー 抗 体 ま
た は そ の 標 的 分 子 を 固 定 す る こ と が 望 ま し い こ と が あ る 。 候 補 化 合 物 の 存 在 下 お よ び 非 存
在 下 で の 、 被 験 化 合 物 の 癌 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 へ の 結 合 、 ま た は 癌 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 と
標 的 分 子 の 相 互 作 用 は 、 こ れ ら の 反 応 体 を 含 む の に 適 し た い ず れ か の 容 器 内 で 行 う こ と が
で き る 。 こ の よ う な 容 器 の 例 は 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 、 試 験 管 、 お よ び マ イ ク ロ 遠
心 管 を 含 む 。 ひ と つ の 態 様 に お い て 、 一 方 ま た は 両 方 の タ ン パ ク 質 が マ ト リ ッ ク ス に 結 合
す る こ と を 可 能 に す る ド メ イ ン を 追 加 す る 融 合 タ ン パ ク 質 が 提 供 さ れ る 。 例 え ば 、 グ ル タ
チ オ ン -S-ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ -癌 マ ー カ ー 融 合 タ ン パ ク 質 ま た は グ ル タ チ オ ン -S-ト ラ ン
ス フ ェ ラ ー ゼ ／ 標 的 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 グ ル タ チ オ ン セ フ ァ ロ ー ス ビ ー ズ (Sigma Chemica
l社 、 St. Louis、 MO)ま た は グ ル タ チ オ ン 誘 導 体 化 さ れ た マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 上 に
吸 着 す る こ と が で き 、 そ の 後 こ れ ら は 、 被 験 化 合 物 と 、 ま た は 被 験 化 合 物 お よ び 吸 着 さ れ
な い 標 的 タ ン パ ク 質 も し く は 癌 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の い ず れ か と 混 合 さ れ 、 こ の 混 合 物 は
、 複 合 体 形 成 を 行 う 条 件 下 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン さ れ る (例 え ば 、 塩 お よ び pHに 関 し て 生
理 的 条 件 で )。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 ビ ー ズ ま た は マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト ウ ェ ル は
洗 浄 さ れ 、 未 結 合 の 成 分 が 除 去 さ れ 、 ビ ー ズ の 場 合 固 定 さ れ た マ ト リ ッ ク ス は 、 例 え ば 前
述 の よ う に 直 接 ま た は 間 接 的 の い ず れ か で 決 定 さ れ る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 あ る い は 、 こ れ ら の 複 合 体 は 、 マ ト リ ッ ク ス か ら 解 離 さ れ 、 癌 マ ー カ ー の 結 合 ま た は 活
性 の レ ベ ル が 、 標 準 技 術 を 用 い て 決 定 さ れ る 。 癌 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 ま た は 標 的 分 子 の い
ず れ か を マ ト リ ッ ク ス 上 に 固 定 す る そ の 他 の 技 術 は 、 ビ オ チ ン お よ び ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン
複 合 体 の 使 用 を 含 む 。 ビ オ チ ン 化 さ れ た 癌 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 ま た は 標 的 分 子 は 、 ビ オ チ
ン -NHS(N-ヒ ド ロ キ シ -ス ク シ ン イ ミ ド )か ら 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 技 術 を 用 い 調 製
す る こ と が で き (例 え ば 、 ビ オ チ ン 化 キ ッ ト 、 Pierce Chemicals社 、 Rockford、 EL)、 お よ
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び ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で 被 覆 さ れ た 96ウ ェ ル プ レ ー ト (Pierce Chemical社 )中 に 固 定 さ れ
る 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 こ の ア ッ セ イ 法 を 行 う た め に 、 固 定 さ れ て い な い 成 分 が 、 係 留 さ れ た 成 分 を 含 む 被 覆 さ
れ た 表 面 へ 添 加 さ れ る 。 反 応 が 完 了 し た 後 、 あ ら ゆ る 形 成 さ れ た 複 合 体 が 固 体 表 面 上 に 固
定 さ れ 続 け る よ う な 条 件 下 で 、 未 処 理 の 成 分 が 除 去 さ れ る (例 え ば 、 洗 浄 に よ り )。 固 体 表
面 上 に 係 留 さ れ た 複 合 体 の 検 出 は 、 多 く の 方 法 で 行 う こ と が で き る 。 先 に 固 定 さ れ て い な
い 成 分 が 予 め 標 識 さ れ て い る な ら ば 、 表 面 上 に 固 定 さ れ た 標 識 の 検 出 は 、 複 合 体 が 形 成 さ
れ た こ と の 指 標 で あ る 。 先 に 固 定 さ れ て い な い 成 分 が 予 め 標 識 さ れ て い な い な ら ば 、 間 接
標 識 を 用 い て 、 表 面 上 に 係 留 さ れ た 複 合 体 を 検 出 す る こ と が で き ； 例 え ば 、 固 定 さ れ た 成
分 に 特 異 的 な 標 識 さ れ た 抗 体 を 使 用 す る (抗 体 は 次 に 、 直 接 標 識 さ れ る か ま た は 、 例 え ば
標 識 さ れ た 抗 IgG抗 体 で 、 間 接 標 識 さ れ る )。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 こ の ア ッ セ イ 法 は 、 癌 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 ま た は 標 的 分 子 と は 反 応 性 で あ る が 、 癌 マ ー
カ ー タ ン パ ク 質 の そ の 標 的 分 子 へ の 結 合 は 妨 害 し な い 抗 体 を 用 い て 行 わ れ る 。 こ の よ う な
抗 体 は 、 プ レ ー ト の ウ ェ ル に 誘 導 体 化 す る こ と が で き 、 未 結 合 の 標 的 ま た は 癌 マ ー カ ー タ
ン パ ク 質 は 、 抗 体 複 合 に よ り ウ ェ ル 内 に 捕 獲 さ れ る 。 こ の よ う な 複 合 体 の 検 出 法 は 、 GST
固 定 さ れ た 複 合 体 に 関 す る 先 に 説 明 さ れ た も の に 加 え 、 癌 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 ま た は 標 的
分 子 と 反 応 性 の 抗 体 を 用 い る 複 合 体 の 免 疫 検 出 、 お よ び 癌 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 ま た は 標 的
分 子 に 関 連 し た 酵 素 活 性 の 検 出 に 頼 る 酵 素 結 合 ア ッ セ イ 法 を 含 む 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 あ る い は 、 細 胞 非 含 有 ア ッ セ イ 法 を 、 液 相 に お い て 行 う こ と が で き る 。 こ の よ う な ア ッ
セ イ 法 に お い て 、 反 応 生 成 物 は 、 差 次 的 遠 心 分 離 (例 え ば 、 Rivasお よ び Minton、 Trends B
iochem Sci、 18:284-7[1993])； ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (ゲ ル ろ 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 イ オ
ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー )； 電 気 泳 動 (例 え ば 、 Ausubelら 編 集 、 「 Current Protocols i
n Molecular Biology」 、 1999年 、 J. Wiley社 ： New York参 照 )； な ら び に 、 免 疫 沈 降 (例
え ば 、 Ausubelら 編 集 、 「 Current Protocols in Molecular Biology」 、 1999年 、 J. Wile
y社 ： New York参 照 )を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 、 多 く の 標 準 技 法 の い ず
れ か に よ り 、 未 反 応 の 成 分 か ら 分 離 さ れ る 。 こ の よ う な 樹 脂 お よ び ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 技
術 は 、 当 業 者 に 公 知 で あ る (例 え ば 、 Heegaard、 J. Mol. Recognit、 11:141-8[1998]； Hag
eand Tweed、 J. Cbromatogr. Biomed. Sci. Appl、 699:499-525[1997]参 照 )。 更 に 、 蛍 光
エ ネ ル ギ ー 転 移 も 、 本 明 細 書 に 説 明 さ れ た よ う に 、 通 常 、 更 に 溶 液 か ら 複 合 体 を 精 製 す る
こ と な く 、 結 合 を 検 出 す る た め に 利 用 さ れ る 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 ア ッ セ イ 法 は 、 癌 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 ま た は そ れ ら の 生 物 学 的 活 性 部 分 を 、 癌 マ ー カ ー
と 結 合 し ア ッ セ イ 法 混 合 物 を 形 成 す る 公 知 の 化 合 物 と 接 触 さ せ る 工 程 、 ア ッ セ イ 混 合 物 を
被 験 化 合 物 と 接 触 さ せ る 工 程 、 お よ び 被 験 化 合 物 の 癌 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 す る
能 力 を 決 定 す る 工 程 を 含 み 、 こ こ で 被 験 化 合 物 の 癌 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 す る 能
力 の 決 定 は 、 公 知 の 化 合 物 と 比 べ て 癌 マ ー カ ー も し く は そ れ ら の 生 物 学 的 活 性 部 分 へ 優 先
的 に 結 合 す る 被 験 化 合 物 の 能 力 、 ま た は 標 的 分 子 の 活 性 を 変 調 す る 被 験 化 合 物 の 能 力 を 決
定 す る 工 程 を 含 む 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 癌 マ ー カ ー が 、 イ ン ビ ボ に お い て 、 1種 ま た は 複 数 の 細 胞 ま た は 細 胞 外 タ ン パ ク 質 の よ
う な 巨 大 分 子 と 相 互 作 用 す る 程 度 に 対 し 、 そ の よ う な 相 互 作 用 の イ ン ヒ ビ タ ー は 有 用 で あ
る 。 均 一 系 ア ッ セ イ 法 を 、 イ ン ヒ ビ タ ー を 同 定 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 例 え ば 、 標 的 遺 伝 子 産 物 お よ び 相 互 作 用 性 の 細 胞 ま た は 細 胞 外 の 結 合 パ ー ト ナ ー 産 物 の
予 め 形 成 さ れ た 複 合 体 が 、 標 的 遺 伝 子 産 物 ま た は そ れ ら の 結 合 パ ー ト ナ ー の い ず れ か が 標
識 さ れ る が 、 標 識 に よ り 形 成 さ れ た シ グ ナ ル は 複 合 体 形 成 の た め に 消 光 さ れ る よ う に 、 調
製 さ れ る (例 え ば 、 こ の 方 法 を イ ム ノ ア ッ セ イ 法 に 利 用 す る 、 米 国 特 許 第 4,109,496号 を 参
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照 の こ と 。 こ れ は 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 み 込 ま れ る )。 予 め 形 成 さ れ た 種 の ひ と つ と 競
合 お よ び 交 換 す る 被 験 物 質 の 添 加 は 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 上 回 る シ グ ナ ル 形 成 を 生 じ る 。
こ の 方 法 に お い て 、 標 的 遺 伝 子 産 物 -結 合 パ ー ト ナ ー の 相 互 作 用 を 破 壊 す る 被 験 物 質 が 同
定 さ れ る 。 あ る い は 、 癌 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 は 、 ツ ー -ハ イ ブ リ ッ ド ア ッ セ イ 法 ま た は ス
リ ー -ハ イ ブ リ ッ ド ア ッ セ イ 法 に お い て 「 バ イ ト タ ン パ ク 質 」 と し て 使 用 し (例 え ば 、 米 国
特 許 第 5,283,317号 ； Zervosら 、 Cell、 72:223-232[1993]； Maduraら 、 J. Biol. Chem.、 2
68:12046-12054[1993]； Bartelら 、 Biotechniques、 14:920-924[1993]； Iwabuchiら 、 Onc
ogene、 8:1693-1696[1993]； お よ び 、 Brent、 国 際 公 開 公 報 第 94/10300号 参 照 ； こ れ ら は
各 々 、 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 入 れ ら れ て い る )、 癌 マ ー カ ー と 結 合 す る ま た は 相 互 作 用
し (「 癌 マ ー カ ー -結 合 タ ン パ ク 質 」 ま た は 「 癌 マ ー カ ー -bp」 )お よ び 癌 マ ー カ ー 活 性 に 関
与 す る よ う な 他 の タ ン パ ク 質 を 同 定 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 癌 マ ー カ ー -bpは 、 癌
マ ー カ ー タ ン パ ク 質 に よ る シ グ ナ ル の ア ク チ ベ ー タ ー も し く は イ ン ヒ ビ タ ー 、 ま た は 例 え
ば 、 癌 マ ー カ ー が 媒 介 し た シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 下 流 エ レ メ ン ト の よ う な 標 的 で あ る こ と が
で き る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 癌 マ ー カ ー 発 現 の モ ジ ュ レ ー タ ー も 同 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 細 胞 ま た は 細 胞 非
含 有 の 混 合 物 を 、 候 補 化 合 物 と 接 触 さ せ 、 候 補 化 合 物 非 存 在 下 で の 癌 マ ー カ ー mRNAま た は
タ ン パ ク 質 の 発 現 に 対 す る 、 癌 マ ー カ ー mRNAま た は タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル を 評 価 す る 。
候 補 化 合 物 存 在 下 で の 癌 マ ー カ ー mRNAま た は タ ン パ ク 質 の 発 現 が 、 非 存 在 下 よ り も 大 き い
場 合 、 こ の 候 補 化 合 物 は 、 癌 マ ー カ ー mRNAま た は タ ン パ ク 質 の 発 現 の 刺 激 因 子 と し て 同 定
さ れ る 。 あ る い は 、 候 補 化 合 物 の 存 在 下 で 癌 マ ー カ ー mRNAま た は タ ン パ ク 質 の 発 現 が 、 非
存 在 下 よ り も 低 下 す る (す な わ ち 、 実 質 的 に 有 意 に 低 下 す る )場 合 、 こ の 候 補 化 合 物 は 、 癌
マ ー カ ー mRNAま た は タ ン パ ク 質 発 現 の イ ン ヒ ビ タ ー と し て 同 定 さ れ る 。 癌 マ ー カ ー mRNAま
た は タ ン パ ク 質 発 現 の レ ベ ル は 、 癌 マ ー カ ー mRNAま た は タ ン パ ク 質 を 決 定 す る た め に 本 明
細 書 に お い て 説 明 さ れ た 方 法 に よ り 、 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 変 調 物 質 は 、 細 胞 ベ ー ス ア ッ セ イ 法 ま た は 細 胞 非 含 有 ア ッ セ イ 法 を 用 い て 同 定 す る こ と
が で き 、 こ の 物 質 の 癌 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 活 性 を 変 調 す る 能 力 は 、 イ ン ビ ボ に お い て 、
例 え ば 、 疾 患 の 動 物 モ デ ル の よ う な 動 物 (例 え ば 、 前 立 腺 癌 ま た は 転 移 性 前 立 腺 癌 を 伴 う
動 物 ； ま た は 、 動 物 (例 え ば 、 ヒ ト )由 来 の 前 立 腺 癌 異 種 移 植 片 、 も し く は 前 立 腺 癌 の 転 移
(例 え ば 、 リ ン パ 節 、 骨 ま た は 肝 臓 へ の )か ら 生 じ る 癌 由 来 の 細 胞 、 ま た は 前 立 腺 癌 細 胞 株
由 来 の 細 胞 を 収 容 し て い る 動 物 )に つ い て 確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 本 発 明 は 更 に 、 前 述 の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ 法 に よ り 同 定 さ れ た 新 規 物 質 に 関 す る (
例 え ば 、 癌 療 法 の 下 記 説 明 参 照 )。 従 っ て 、 更 に 適 当 な 動 物 モ デ ル (本 明 細 書 に 説 明 さ れ た
も の の よ う な )に お け る 、 本 明 細 書 に お い て 説 明 さ れ た よ う に 同 定 さ れ た 物 質 (例 え ば 、 癌
マ ー カ ー 変 調 物 質 、 ア ン チ セ ン ス 癌 マ ー カ ー 核 酸 分 子 、 siRNA分 子 、 癌 マ ー カ ー 特 異 抗 体
、 ま た は 癌 マ ー カ ー 結 合 パ ー ト ナ ー )を 使 用 し 、 そ の よ う な 物 質 に よ る 治 療 の 効 能 、 毒 性
、 副 作 用 、 ま た は 作 用 機 序 を 決 定 す る こ と は 、 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。 更 に 、 前 述 の ス ク
リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ 法 に よ り 同 定 さ れ た 新 規 物 質 は 、 例 え ば 、 本 明 細 書 に お い て 説 明 さ れ
た 治 療 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
IV. 癌 療 法
　 一 部 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 癌 (例 え ば 、 前 立 腺 癌 )の 治 療 法 を 提 供 す る 。 一 部 の 態
様 に お い て 、 治 療 法 は 、 癌 マ ー カ ー (例 え ば 、 ヘ プ シ ン 、 pim-1、 AMACR、 EZH2、 お よ び CTB
Pを 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い )を 標 的 と す る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
A. ア ン チ セ ン ス 療 法
　 一 部 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 癌 マ ー カ ー の 発 現 を 標 的 と す る 。 例 え ば 、 一 部 の 態 様
に お い て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 癌 マ ー カ ー を コ ー ド し て い る 核 酸 分 子 の 機 能 を 変 調 す る た
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め 、 最 終 的 に は 発 現 さ れ た 癌 マ ー カ ー の 量 を 変 調 す る た め に 使 用 す る 、 オ リ ゴ マ ー ア ン チ
セ ン ス 化 合 物 、 特 に オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド (例 え ば 、 前 述 の 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ 法 に お い て
同 定 さ れ た も の )を 含 有 す る 組 成 物 を 使 用 す る 。 こ れ は 、 本 発 明 の 癌 マ ー カ ー を コ ー ド し
て い る 1種 ま た は 複 数 の 核 酸 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ア ン チ セ ン ス 化 合 物 を 提 供 す
る こ と に よ り 達 成 さ れ る 。 オ リ ゴ マ ー 化 合 物 の そ の 標 的 核 酸 と の 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン は 、 そ の 核 酸 の 正 常 な 機 能 を 妨 害 す る 。 こ の 標 的 核 酸 の そ れ に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ
イ ズ す る 化 合 物 に よ る 機 能 の 変 調 は 、 一 般 に 「 ア ン チ セ ン ス 」 と 称 さ れ て い る 。 妨 害 さ れ
る DNAの 機 能 は 、 複 製 お よ び 転 写 を 含 む 。 妨 害 さ れ る RNAの 機 能 は 、 例 え ば 、 RNAの タ ン パ
ク 質 翻 訳 部 位 へ の 転 置 、 RNAか ら の タ ン パ ク 質 翻 訳 、 1種 ま た は 複 数 の mRNA種 を 得 る た め の
RNAの ス プ ラ イ シ ン グ 、 お よ び RNAに よ り 保 証 さ れ た も し く は 促 進 さ れ 得 る 触 媒 活 性 の よ う
な 全 て の 生 存 機 能 を 含 む 。 こ の よ う な 標 的 核 酸 機 能 と の 干 渉 の 全 般 的 作 用 は 、 本 発 明 の 癌
マ ー カ ー 発 現 の 変 調 で あ る 。 本 発 明 と の 関 連 に お い て 、 「 変 調 」 は 、 遺 伝 子 発 現 の 増 加 (
刺 激 )ま た は 減 少 (阻 害 )の い ず れ か を 意 味 す る 。 例 え ば 、 発 現 は 、 腫 瘍 増 殖 を 強 力 に 予 防
す る よ う に 阻 害 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 ア ン チ セ ン ス に 関 し て 、 標 的 特 異 的 核 酸 が 好 ま し い 。 本 発 明 と の 関 連 に お い て 、 特 定 の
核 酸 に 対 す る ア ン チ セ ン ス 化 合 物 の 「 標 的 化 」 は 、 多 工 程 の プ ロ セ ス で あ る 。 こ の プ ロ セ
ス は 、 通 常 、 そ の 機 能 が 変 調 さ れ る 核 酸 配 列 の 同 定 か ら 始 ま る 。 こ の 核 酸 配 列 は 、 例 え ば
そ の 発 現 が 特 定 の 障 害 も し く は 病 態 と 関 連 づ け ら れ た 細 胞 遺 伝 子 (ま た は 遺 伝 子 か ら 転 写
さ れ た mRNA)、 ま た は 感 染 性 物 質 由 来 の 核 酸 分 子 で あ る こ と が で き る 。 本 発 明 に お い て 、
標 的 は 、 本 発 明 の 癌 マ ー カ ー を コ ー ド し て い る 核 酸 分 子 で あ る 。 こ の 標 的 化 プ ロ セ ス は 、
望 ま し い 作 用 、 例 え ば タ ン パ ク 質 の 発 現 の 検 出 ま た は 変 調 が 生 じ る よ う に 起 こ る ア ン チ セ
ン ス 相 互 作 用 に 関 す る こ の 遺 伝 子 内 の ひ と つ ま た は 複 数 の 位 置 の 決 定 も 含 む 。 本 発 明 の 状
況 に お い て 、 好 ま し い 遺 伝 子 内 の 位 置 は 、 遺 伝 子 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム (ORF)
の 翻 訳 開 始 コ ド ン ま た は 終 結 コ ド ン を 包 含 す る 領 域 で あ る 。 翻 訳 開 始 コ ド ン は 典 型 的 に は
5'-AUG(転 写 さ れ た mRNA分 子 に お い て ； 対 応 す る DNA分 子 に お い て は 5'-ATG)で あ る の で 、
翻 訳 開 始 コ ド ン は 、 「 AUGコ ド ン 」 、 「 開 始 コ ド ン 」 、 ま た は 「 AUG開 始 コ ド ン 」 と も 称 さ
れ る 。 少 数 の 遺 伝 子 は 、 RNA配 列 が 5'-GUG、 5'-UUG、 ま た は 5'-GUGで あ る 翻 訳 開 始 コ ド ン
を 有 し 、 な ら び に 5'-AUA、 5'-ACG、 お よ び 5'-CUGは 、 イ ン ビ ボ に お い て 機 能 す る こ と が 示
さ れ て い る 。 従 っ て 、 「 翻 訳 開 始 コ ド ン 」 お よ び 「 開 始 コ ド ン 」 と い う 用 語 は 、 例 え 各 場
合 に お い て 開 始 ア ミ ノ 酸 が 典 型 的 に は メ チ オ ニ ン (真 核 生 物 )ま た は ホ ル ミ ル メ チ オ ニ ン (
原 核 生 物 )で あ っ て も 、 多 く の コ ド ン 配 列 を 包 含 し て い る 。 真 核 お よ び 原 核 細 胞 遺 伝 子 は
、 2種 ま た は そ れ よ り も 多 い 代 わ り の 開 始 コ ド ン を 有 す る こ と が あ り 、 そ の ひ と つ は 、 特
定 の 細 胞 型 も し く は 組 織 に お い て 、 ま た は 特 定 の 条 件 設 定 下 に お い て 、 優 先 的 に 翻 訳 開 始
に 使 用 さ れ る 。 本 発 明 に 関 連 し て 、 「 開 始 コ ド ン 」 お よ び 「 翻 訳 開 始 コ ド ン 」 は 、 そ の よ
う な コ ド ン の 配 列 と は 関 わ り な く 、 本 発 明 の 腫 瘍 抗 原 を コ ー ド し て い る 遺 伝 子 か ら 転 写 さ
れ た mRNA分 子 の 翻 訳 を 開 始 す る た め に イ ン ビ ボ に お い て 使 用 さ れ る コ ド ン ま た は コ ド ン 類
と 称 さ れ る 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 遺 伝 子 の 翻 訳 終 結 コ ド ン (ま た は 「 停 止 コ ド ン 」 )は 、 3種 の 配 列 (す な わ ち 、 5'-UAA、 5'
-UAG、 お よ び 5'-UGA； 対 応 す る DNA配 列 は 、 各 々 、 5'-TAA、 5'-TAG、 お よ び 5'-TGAで あ る )
の ひ と つ で あ る こ と が で き る 。 「 開 始 コ ド ン 領 域 」 ま た は 「 翻 訳 開 始 コ ド ン 領 域 」 と い う
用 語 は 、 翻 訳 開 始 コ ド ン か ら い ず れ か の 方 向 (す な わ ち 、 5'側 ま た は 3'側 )に 約 25～ 約 50個
の 連 続 ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で い る mRNAま た は 遺 伝 子 の 一 部 を 意 味 す る 。 同 様 に 、 「 停 止 コ
ド ン 領 域 」 お よ び 「 翻 訳 終 結 コ ド ン 領 域 」 と い う 用 語 は 、 翻 訳 終 結 コ ド ン か ら い ず れ か の
方 向 (す な わ ち 、 5'側 ま た は 3'側 )に 約 25～ 約 50個 の 連 続 ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で い る mRNAま
た は 遺 伝 子 の 一 部 を 意 味 す る 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 翻 訳 開 始 コ ド ン と 翻 訳 終 結 コ ド ン の 間 の 領 域 を 意 味 す る オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム
(ORF)ま た は 「 コ ー ド 領 域 」 は 、 効 果 的 に 標 的 化 す る こ と が で き る 領 域 で も あ る 。 別 の 標
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的 領 域 は 、 翻 訳 開 始 コ ド ン か ら 5'方 向 の mRNA部 分 を 意 味 す る 、 5'側 非 翻 訳 領 域 (5'UTR)を
含 み 、 従 っ て 5'キ ャ ッ プ 部 位 と mRNAま た は 遺 伝 子 上 の 対 応 す る ヌ ク レ オ チ ド の 翻 訳 開 始 コ
ド ン の 間 の ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 な ら び に 3'非 翻 訳 領 域 (3'UTR)は 、 翻 訳 終 結 コ ド ン か ら 3
'方 向 の mRNA部 分 を 意 味 し 、 従 っ て 翻 訳 終 結 コ ド ン と 、 mRNAま た は 遺 伝 子 上 の 対 応 す る ヌ
ク レ オ チ ド の 3'末 端 の 間 の ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 mRNAの 5'キ ャ ッ プ は 、 5'-5'三 リ ン 酸 連
結 を 介 し て 、 mRNAの 最 も 5'-側 の 残 基 に 結 合 し た N7-メ チ ル 化 さ れ た グ ア ノ シ ン 残 基 を 含 む
。 mRNAの 5'キ ャ ッ プ 領 域 は 、 5'キ ャ ッ プ 構 造 そ れ 自 身 に 加 え 、 そ の キ ャ ッ プ に 隣 接 し て い
る 最 初 の 50個 の ヌ ク レ オ チ ド を 含 む と 考 え ら れ る 。 こ の キ ャ ッ プ 領 域 は 、 好 ま し い 標 的 領
域 で も あ る 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 一 部 の 真 核 生 物 mRNA転 写 産 物 は 、 直 接 翻 訳 さ れ る が 、 多 く は 、 そ れ が 翻 訳 さ れ る 前 に 転
写 産 物 か ら 切 出 さ れ る 「 イ ン ト ロ ン 」 と し て 公 知 の 1個 ま た は 複 数 の 領 域 を 含 む 。 残 り の (
従 っ て 翻 訳 さ れ た )領 域 は 、 「 エ キ ソ ン 」 と し て 公 知 で あ り 、 互 い に ス プ ラ イ シ ン グ さ れ
、 連 続 mRNA配 列 を 形 成 す る 。 mRNAス プ ラ イ シ ン グ 部 位 (す な わ ち 、 イ ン ト ロ ン -エ キ ソ ン 接
合 部 )は 、 好 ま し い 標 的 領 域 で も あ り 、 異 常 な ス プ ラ イ シ ン グ が 疾 患 に 関 係 し て い る 状 況
、 ま た は 特 定 の mRNAス プ ラ イ シ ン グ 産 物 の 過 剰 産 生 が 疾 患 に 関 係 し て い る 状 況 に お い て 特
に 有 用 で あ る 。 再 配 列 ま た は 欠 失 に よ る 異 常 な 融 合 接 合 部 も 好 ま し い 標 的 で あ る 。 同 じ く
、 イ ン ト ロ ン も 効 果 的 で あ り 、 そ の 結 果 例 え ば DNAま た は プ レ -mRNAに 対 し て 標 的 化 さ れ た
ア ン チ セ ン ス 化 合 物 の 標 的 領 域 が 好 ま し い こ と も わ か っ て い る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 一 部 の 態 様 に お い て 、 ア ン チ セ ン ス 阻 害 の 標 的 部 位 は 、 市 販 の ソ フ ト ウ ェ ア プ ロ グ ラ ム
を 用 い て 同 定 さ れ る (例 え ば 、 Biognostik、 Gottingen、 独 国 ； SysArris Software、 Banga
lore、 イ ン ド ； Antisense Research Group、 University of Liverpool、 Liverpool、 英 国
； GeneTrove、 Carlsbad、 CA)。 別 の 態 様 に お い て 、 ア ン チ セ ン ス 阻 害 の た め の 標 的 部 位 は
、 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 入 れ ら れ て い る 米 国 特 許 WO 0198537A2に 開 示 さ れ た 、 ア ク セ ス
可 能 な 部 位 の 方 法 を 用 い て 同 定 さ れ る 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 一 旦 1個 ま た は 複 数 の 標 的 部 位 が 同 定 さ れ た な ら ば 、 標 的 と 十 分 に 相 補 的 で あ る  (す な
わ ち 、 十 分 良 好 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 十 分 な 特 異 性 を 伴 う )オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 選 択 さ
れ 、 望 ま し い 作 用 を 生 じ る 。 例 え ば 、 好 ま し い 本 発 明 の 態 様 に お い て 、 ア ン チ セ ン ス オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 標 的 化 さ れ る か ま た は 開 始 コ ド ン の 近 傍 に あ る 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 本 発 明 と の 関 連 に お い て 、 「 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 」 は 、 ア ン チ セ ン ス 組 成 物 お よ び
方 法 に 関 し て 、 相 補 的 ヌ ク レ オ シ ド ま た は ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 間 の Watson-Crick、 Hoogstee
nま た は 逆 Hoogsteen水 素 結 合 で あ る こ と が で き る 、 水 素 結 合 を 意 味 す る 。 例 え ば 、 ア デ ノ
シ ン お よ び チ ミ ジ ン は 、 水 素 結 合 形 成 に よ り 対 形 成 す る 相 補 的 核 酸 塩 基 で あ る 。 ア ン チ セ
ン ス 化 合 物 の 配 列 は 、 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る た め に は 、 そ の 標 的 核 酸 の 配 列 と 100
％ 相 補 性 で あ る 必 要 は な い こ と は 理 解 さ れ る 。 ア ン チ セ ン ス 化 合 物 は 、 こ の 化 合 物 の 標 的
DNAま た は RNA分 子 と の 結 合 が 、 標 的 DNAま た は RNAの 通 常 の 機 能 を 妨 害 し 、 利 用 性 が 喪 失 さ
れ る 場 合 に 、 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 で あ り 、 お よ び そ こ に は 、 特 異 的 結 合 が 望 ま し
い よ う な 条 件 下 (す な わ ち 、 イ ン ビ ボ ア ッ セ イ 法 ま た は 治 療 処 置 の 場 合 に は 生 理 的 条 件 下
、 お よ び イ ン ビ ト ロ ア ッ セ イ 法 の 場 合 は 、 ア ッ セ イ 法 が 行 わ れ る 条 件 下 )に お い て 、 ア ン
チ セ ン ス 化 合 物 の 非 標 的 配 列 へ の 非 特 異 的 結 合 を 避 け る た め に 十 分 な 程 度 の 相 補 性 が 存 在
し て い る 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 ア ン チ セ ン ス 化 合 物 は 、 通 常 研 究 用 試 薬 お よ び 診 断 薬 と し て 使 用 さ れ る 。 例 え ば 、 特 異
的 に 遺 伝 子 発 現 を 阻 害 す る こ と が で き る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 特 定 の 遺 伝
子 の 機 能 を 説 明 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 生 物 学 的 経 路 の 様 々 な メ ン バ
ー 間 の 機 能 を 区 別 す る た め に も 、 ア ン チ セ ン ス 化 合 物 を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ３ 】

10

20

30

40

50

(50) JP 2005-518522 A 2005.6.23



　 ア ン チ セ ン ス の 特 異 性 お よ び 感 度 は 、 治 療 的 用 途 に 適 用 す る こ と も で き る 。 例 え ば 、 ア
ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 動 物 お よ び ヒ ト の 病 態 の 治 療 に お い て 、 治 療 的 部 分 と
し て 使 用 さ れ る 。 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ヒ ト へ 安 全 か つ 効 果 的 に 投 与 さ れ
、 な ら び に 多 く の 臨 床 試 験 が 現 在 進 行 中 で あ る 。 従 っ て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 細 胞 、
組 織 、 お よ び 動 物 、 特 に ヒ ト の 治 療 の た め の 治 療 計 画 に 有 用 で あ る よ う に 構 成 す る こ と が
で き る 治 療 様 式 に お い て 有 用 で あ る こ と が 確 立 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ア ン チ セ ン ス 化 合 物 の 好 ま し い 形 で あ る が 、 本 発
明 は 、 以 下 に 説 明 さ れ た よ う な 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 擬 態 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る
も の で は な い 、 他 の オ リ ゴ マ ー ア ン チ セ ン ス 化 合 物 を 包 含 し て い る 。 本 発 明 の ア ン チ セ ン
ス 化 合 物 は 、 好 ま し く は 、 約 8～ 約 30個 の 核 酸 塩 基 (す な わ ち 、 約 8～ 約 30個 の 連 結 し た 塩
基 )を 含 む が 、 よ り 長 い 配 列 お よ び よ り 短 い 配 列 の 両 方 を 、 本 発 明 で 使 用 す る こ と も 認 め
ら れ る 。 特 に 好 ま し い ア ン チ セ ン ス 化 合 物 は 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、
更 に よ り 好 ま し く は 約 12～ 約 25個 の 核 酸 塩 基 を 含 む も の で あ る 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 本 発 明 に お い て 有 用 な 好 ま し い ア ン チ セ ン ス 化 合 物 の 具 体 例 は 、 修 飾 さ れ た 骨 格 ま た は
非 天 然 の ヌ ク レ オ シ ド 間 連 結 を 含 ん で い る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 本 明 細 書 に 定 義 さ
れ た よ う に 、 修 飾 さ れ た 骨 格 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 骨 格 に リ ン 原 子 を 保 持 す る
も の 、 お よ び 骨 格 に リ ン 原 子 を 有 さ な い も の を 含 む 。 本 明 細 書 の 目 的 の た め に 、 そ れ ら の
ヌ ク レ オ シ ド 間 の 骨 格 に リ ン 原 子 を 有 さ な い 修 飾 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド も 、 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ シ ド で あ る と 考 え る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 好 ま し い 修 飾 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 骨 格 は 、 例 え ば 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 、 キ ラ ル
ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ロ ジ チ オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ト リ エ ス テ ル 、 ア ミ ノ ア ル キ ル ホ ス
ホ ト リ エ ス テ ル 、 3'-ア ル キ レ ン ホ ス ホ ネ ー ト お よ び キ ラ ル ホ ス ホ ネ ー ト を 含 む メ チ ル お
よ び 他 の ア ル キ ル の ホ ス ホ ネ ー ト 、 ホ ス フ ィ ネ ー ト 、 3'-ア ミ ノ ホ ス ホ ラ ミ デ ー ト お よ び
ア ミ ノ ア ル キ ル ホ ス ホ ラ ミ デ ー ト を 含 む ホ ス ホ ラ ミ デ ー ト 型 、 チ オ ノ ホ ス ホ ラ ミ デ ー ト 、
チ オ ノ ア ル キ ル ホ ス ホ ネ ー ト 、 チ オ ノ ア ル キ ル ホ ス ホ ト リ エ ス テ ル 、 な ら び に 通 常 の 3'-5
'連 結 を 有 す る ボ ラ ノ ホ ス フ ェ ー ト (boranophosphate)、 そ れ ら の 2'-5'連 結 し た ア ナ ロ グ
、 な ら び に ヌ ク レ オ シ ド 単 位 の 隣 接 対 が 、 3'-5'か ら 5'-3'ま た は 2'-5'か ら 5'-2'連 結 さ れ
た 逆 転 し た 極 性 を 有 す る も の を 含 む 。 様 々 な 塩 、 混 合 さ れ た 塩 、 お よ び 遊 離 酸 の 形 も 含 ま
れ る 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 そ の 中 に リ ン 原 子 を 含 ま な い 好 ま し い 修 飾 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 骨 格 は 、 短 鎖 ア ル
キ ル も し く は シ ク ロ ア ル キ ル ヌ ク レ オ シ ド 間 連 結 、 混 合 さ れ た ヘ テ ロ 原 子 お よ び ア ル キ ル
も し く は シ ク ロ ア ル キ ル ヌ ク レ オ シ ド 間 連 結 、 ま た は 1個 も し く は 複 数 の 短 鎖 ヘ テ ロ 原 子
も し く は ヘ テ ロ 環 式 ヌ ク レ オ シ ド 間 連 結 に よ り 形 成 さ れ た 骨 格 を 有 す る 。 こ れ ら は 、 モ ル
ホ リ ノ 連 結 (一 部 ヌ ク レ オ シ ド の 糖 部 分 か ら 形 成 さ れ る )； シ ロ キ サ ン 骨 格 ； ス ル フ ィ ド 、
ス ル ホ キ シ ド お よ び ス ル ホ ン 骨 格 ； ホ ル ム ア セ チ ル お よ び チ オ ホ ル ム ア セ チ ル 骨 格 ； メ チ
レ ン ホ ル ム ア セ チ ル お よ び チ オ ホ ル ム ア セ チ ル 骨 格 ； ア ル ケ ン 含 有 骨 格 ； ス ル フ ァ ミ ン 酸
骨 格 ； メ チ レ ン イ ミ ノ お よ び メ チ レ ン ヒ ド ラ ジ ノ 骨 格 ； ス ル ホ ン 酸 お よ び ス ル ホ ン ア ミ ド
骨 格 ； ア ミ ド 骨 格 ； な ら び に 、 混 合 さ れ た N、 0、 S、 お よ び CH 2 成 分 部 分 を 有 す る 他 の も の
を 有 す る 骨 格 を 含 む 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 別 の 好 ま し い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 擬 態 に お い て 、 ヌ ク レ オ チ ド 単 位 の 糖 お よ び ヌ ク レ オ
シ ド 間 連 結 (す な わ ち 、 骨 格 )は 、 新 た な 基 に よ り 交 換 さ れ る 。 こ れ ら の 塩 基 単 位 は 、 適 切
な 核 酸 標 的 化 合 物 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 間 は 維 持 さ れ る 。 こ の よ う な オ リ ゴ マ ー
化 合 物 の ひ と つ で あ る 、 優 れ た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 特 性 を 有 す る こ と が 示 さ れ て い る
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 擬 態 は 、 ペ プ チ ド 核 酸 (PNA)と 称 さ れ る 。 PNA化 合 物 に お い て 、 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド の 糖 骨 格 は 、 ア ミ ド 含 有 骨 格 、 特 に ア ミ ノ エ チ ル グ リ シ ン 骨 格 に よ り 交 換 さ
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れ る 。 こ れ ら の 核 酸 塩 基 は 維 持 さ れ 、 お よ び 骨 格 の ア ミ ド 部 分 の ア ザ 窒 素 原 子 に 直 接 ま た
は 間 接 に 結 合 さ れ る 。 PNA化 合 物 の 調 製 を 開 示 し て い る 代 表 的 米 国 特 許 は 、 米 国 特 許 第 5,5
39,082号 ； 第 5,714,331号 ； お よ び 、 第 5,719,262号 で あ り 、 こ れ ら は 各 々 本 明 細 書 に 参 照
と し て 組 入 れ ら れ て い る も の で あ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 PNA化 合 物 に
関 す る 更 な る 開 示 は 、 Nielsenら の 論 文 (Science、 254:1497(1991))に お い て 見 る こ と が で
き る 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 最 も 好 ま し い 本 発 明 の 態 様 は 、 前 述 の 米 国 特 許 第 5,489,677号 の ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 骨
格 を 伴 う オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び ヘ テ ロ 原 子 骨 格 を 伴 う オ リ ゴ ヌ ク レ オ シ ド で あ り 、
特 に -CH 2 、 -NH-O-CH 2 -、 -CH 2 -N(CH 3 )-O-CH 2 - [メ チ レ ン (メ チ ル イ ミ ノ )ま た は MMI骨 格 と
し て 公 知 ]、 -CH 2 -O-N(CH 3 )-CH 2 -、 -CH 2 -N(CH 3 )-N(CH 3 )-CH 2 -、 お よ び -O-N(CH 3 )-CH 2 -CH 2 -
 [こ こ で 未 変 性 の ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 骨 格 は 、 -0-P-O-CH 2 -と し て 示 さ れ る ]、 な ら び に 前 述
の 米 国 特 許 第 5,602,240号 の ア ミ ド 骨 格 で あ る 。 前 述 の 米 国 特 許 第 5,034,506号 に 開 示 さ れ
て い る モ ル ホ リ ノ 骨 格 構 造 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド も 、 好 ま し い 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 修 飾 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 1個 ま た は 複 数 の 置 換 さ れ た 糖 部 分 も 含 む 。 好 ま し
い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 2'位 に 、 OH； F； 0-、 S-、 ま た は N-ア ル キ ル ； 0-、 S-、 ま た は N
-ア ル ケ ニ ル ； 0-、 S-ま た は N-ア ル キ ニ ル ； ま た は 、 O-ア ル キ ル -O-ア ル キ ル の １ つ を 含 み
、 こ こ で ア ル キ ル 、 ア ル ケ ニ ル お よ び ア ル キ ニ ル は 、 C 1 か ら C 1 0 ア ル キ ル ま た は C 2 か ら C 1 0
ア ル ケ ニ ル お よ び ア ル キ ニ ル で 置 換 さ れ て も さ れ な く と も 良 い 。 特 に 好 ま し い の は 、 O[(C
H 2 ) n O] m CH 3 、 O(CH 2 ) n OCH 3 、 O(CH 2 ) n NH 2 、 O(CH 2 ) n CH 3 、 O(CH 2 ) n ONH 2 、 お よ び O(CH 2 ) n ON[(C
H 2 ) n CH 3 )] 2 で あ り 、 こ こ で nお よ び mは 1～ 約 10で あ る 。 別 の 好 ま し い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
は 、 2'位 に 下 記 の ひ と つ を 含 む ： C 1 か ら C 1 0 の 低 級 ア ル キ ル 、 置 換 さ れ た 低 級 ア ル キ ル 、
ア ル カ リ ル 、 ア ラ ル キ ル 、 O-ア ル カ リ ル ま た は O-ア ラ ル キ ル 、 SH、 SCH 3 、 OCN、 Cl、 Br、 C
N、 CF 3 、 OCF 3 、 SOCH 3 、 SO 2 CH 3 、 ONO 2 、 NO 2 、 N 3 、 NH 2 、 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 、 置 換 さ れ た シ リ ル 、 RNA
切 断 基 、 レ ポ ー タ ー 基 、 イ ン タ ー カ レ ー タ ー 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 薬 物 動 態 特 性 を 改 善
す る 基 、 ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 薬 力 学 特 性 を 改 善 す る 基 、 な ら び に 同 様 の 特 性 を 有
す る 他 の 置 換 基 。 好 ま し い 修 飾 は 、 2'-メ ト キ シ エ ト キ シ (2'-O-CH 2 CH 2 OCH 3 、 同 じ く 2'-O-
(2-メ ト キ シ エ チ ル )ま た は 2'-MOEと し て も 公 知 )(Martinら 、 Helv. Chim. Acta、 78:486[1
995])、 す な わ ち ア ル コ キ シ ア ル コ キ シ 基 で あ る 。 更 に 好 ま し い 修 飾 は 、 2'-ジ メ チ ル ア ミ
ノ オ キ シ エ ト キ シ (す な わ ち 、 O(CH 2 ) 2 ON(CH 3 ) 2 基 )で あ り 、 こ れ は 2'-DMAOE、 お よ び 2'-ジ
メ チ ル ア ミ ノ エ ト キ シ エ ト キ シ (当 技 術 分 野 に お い て 、 2'-O-ジ メ チ ル ア ミ ノ エ ト キ シ エ チ
ル ま た は 2'-DMAEOEと し て 公 知 )で あ り 、 す な わ ち 、 2'-O-CH 2 -O-CH 2 -N(CH 2 ) 2 で あ る 。
【 ０ ２ ４ １ 】
　 他 の 好 ま し い 修 飾 は 、 2'-メ ト キ シ (2'-O-CH 3 )、 2'-ア ミ ノ プ ロ ポ キ シ (2'-OCH 2 CH 2 CH 2 NH

2 )、 お よ び 2'-フ ル オ ロ (2'-F)を 含 む 。 同 じ く 類 似 の 修 飾 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 別 の
位 置 、 特 に 3'末 端 ヌ ク レ オ チ ド ま た は 2'-5'連 結 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 糖 の 3'位 、
な ら び に 5'末 端 ヌ ク レ オ チ ド の 5'位 で 行 わ れ る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ペ ン タ フ ラ ノ シ
ル 糖 の 代 わ り に シ ク ロ ブ チ ル 部 分 の よ う な 糖 擬 態 を 有 す る こ と も で き る 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 核 酸 塩 基 (当 技 術 分 野 に お い て 簡 単 に 「 塩 基 」 と 称 さ れ る こ と
も 多 い )の 修 飾 ま た は 置 換 を 含 む こ と も で き る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 未 修 飾 」
ま た は 「 天 然 の 」 核 酸 塩 基 は 、 プ リ ン 塩 基 で あ る ア デ ニ ン (A)お よ び グ ア ニ ン (G)、 な ら び
に ピ リ ミ ジ ン 塩 基 で あ る チ ミ ン (T)、 シ ト シ ン (C)お よ び ウ ラ シ ル (U)を 含 む 。 修 飾 さ れ た
核 酸 塩 基 は 、 そ の 他 の 合 成 お よ び 天 然 の 核 酸 塩 基 、 例 え ば 、 5-メ チ ル シ ト シ ン (5-me-C)、
5-ヒ ド ロ キ シ メ チ ル シ ト シ ン 、 キ サ ン チ ン 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 2-ア ミ ノ ア デ ニ ン 、 ア デ ニ
ン お よ び グ ア ニ ン の 6-メ チ ル お よ び 他 の ア ル キ ル の 誘 導 体 、 ア デ ニ ン お よ び グ ア ニ ン の 2-
プ ロ ピ ル お よ び 他 の ア ル キ ル の 誘 導 体 、 2-チ オ ウ ラ シ ル 、 2-チ オ チ ミ ン お よ び 2-チ オ シ ト
シ ン 、 5-ハ ロ ウ ラ シ ル お よ び シ ト シ ン 、 5-プ ロ ピ ニ ル ウ ラ シ ル お よ び シ ト シ ン 、 6-ア ゾ ウ
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ラ シ ル 、 シ ト シ ン お よ び チ ミ ン 、 5-ウ ラ シ ル (プ ソ イ ド ウ ラ シ ル )、 4-チ オ ウ ラ シ ル 、 8-ハ
ロ 、 8-ア ミ ノ 、 8-チ オ ー ル 、 8-チ オ ア ル キ ル 、 8-ヒ ド ロ キ シ ル お よ び 他 の 8-置 換 さ れ た ア
デ ニ ン お よ び グ ア ニ ン 、 5-ハ ロ 、 特 に 5-ブ ロ モ 、 5-ト リ フ ル オ ロ メ チ ル お よ び 他 の 5-置 換
さ れ た ウ ラ シ ル お よ び シ ト シ ン 、 7-メ チ ル グ ア ニ ン お よ び 7-メ チ ル ア デ ニ ン 、 8-ア ザ グ ア
ニ ン お よ び 8-ア ザ ア デ ニ ン 、 7-デ ア ザ グ ア ニ ン お よ び 7-デ ア ザ ア デ ニ ン お よ び 3-デ ア ザ グ
ア ニ ン 、 な ら び に 3-デ ア ザ ア デ ニ ン な ど を 含 む 。 更 な る 核 酸 塩 基 は 、 米 国 特 許 第 3,687,80
8号 に 開 示 さ れ た 核 酸 塩 基 を 含 む 。 あ る 種 の こ れ ら の 核 酸 塩 基 は 、 本 発 明 の オ リ ゴ マ ー 化
合 物 の 結 合 親 和 性 の 増 加 に 関 し て 特 に 有 用 で あ る 。 こ れ ら は 、 5-置 換 さ れ た ピ リ ミ ジ ン 、
6-ア ザ ピ リ ミ ジ ン 、 な ら び に N-2、 N-6、 お よ び O-6置 換 さ れ た プ リ ン を 含 み 、 こ れ は 2-ア
ミ ノ プ ロ ピ ル ア デ ニ ン 、 5-プ ロ ピ ニ ル ウ ラ シ ル お よ び 5-プ ロ ピ ニ ル シ ト シ ン を 含 む 。 5-メ
チ ル シ ト シ ン 置 換 は 、 0.6～ 1.2℃ で 核 酸 の 二 重 鎖 の 安 定 性 を 増 加 す る こ と が 示 さ れ て お り
、 特 に 2'-O-メ ト キ シ エ チ ル 糖 修 飾 と 組 合 わ せ て さ え も 、 現 在 好 ま し い 塩 基 置 換 で あ る 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 別 の 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 修 飾 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 活 性 、 細 胞 分 布 、 ま
た は 細 胞 取 込 み を 増 強 す る 1種 ま た は 複 数 の 部 分 ま た は 複 合 体 の 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド へ
の 化 学 連 結 に 関 連 し て い る 。 こ の よ う な 部 分 は 、 コ レ ス テ ロ ー ル 部 分 、 コ ー ル 酸 、 チ オ エ
ー テ ル 、 (例 え ば 、 ヘ キ シ ル -S-ト リ チ ル チ オ ー ル )、 チ オ コ レ ス テ ロ ー ル 、 脂 肪 族 鎖 、 (例
え ば 、 ド デ カ ン ジ オ ー ル 残 基 ま た は ウ ン デ シ ル 残 基 )、 リ ン 脂 質 、 (例 え ば 、 ジ -ヘ キ サ デ
シ ル -rac-グ リ セ ロ ー ル ま た は ト リ エ チ ル ア ン モ ニ ウ ム 1,2-ジ -0-ヘ キ サ デ シ ル -rac-グ リ
セ ロ -3-H-ホ ス ホ ン 酸 )、 ポ リ ア ミ ン も し く は ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 鎖 も し く は ア ダ マ ン
タ ン 酢 酸 、 パ ル ミ チ ル 部 分 、 ま た は オ ク タ デ シ ル ア ミ ン も し く は ヘ キ シ ル ア ミ ノ -カ ル ボ
ニ ル -オ キ シ コ レ ス テ ロ ー ル 部 分 の よ う な 脂 質 部 分 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で
は な い 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 当 業 者 に は 、 前 述 の 修 飾 を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 作 成 す る 方 法 は 周 知 で あ る 。 本 発
明 は 、 前 述 の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 限 定 さ れ な い 。 任 意 の 適 当 な 修 飾 ま た は
置 換 を 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 所 定 の 化 合 物 内 の 全 て の 位 置 に つ い て 均 質 に 修 飾 さ れ る こ と は 必 要 で は な く 、 実 際 複 数
の 前 述 の 修 飾 を 、 単 独 の 化 合 物 内 、 ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 内 の 1個 の ヌ ク レ オ シ ド へ
さ え も 組 込 ま せ る こ と が で き る 。 本 発 明 は 更 に 、 キ メ ラ 化 合 物 で あ る ア ン チ セ ン ス 化 合 物
も 含 む 。 「 キ メ ラ 性 」 ア ン チ セ ン ス 化 合 物 ま た は 「 キ メ ラ 」 は 、 本 発 明 と の 関 連 に お い て
、 各 々 が 、 少 な く と も 1種 の モ ノ マ ー 単 位 、 す な わ ち 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 化 合 物 の 場 合
ヌ ク レ オ チ ド で 構 成 さ れ て い る 、 2種 ま た は そ れ よ り も 多 い 化 学 的 に 異 な る 領 域 を 含 む 、
ア ン チ セ ン ス 化 合 物 、 特 に オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、
典 型 的 に は 、 ヌ ク レ ア ー ゼ 分 解 に 対 す る 増 大 し た 抵 抗 、 増 大 し た 細 胞 取 込 み 、 お よ び ／ ま
た は 標 的 核 酸 へ の 増 大 し た 結 合 親 和 性 を オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 付 与 す る た め に オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド が 修 飾 さ れ る よ う な 少 な く と も 1個 の 領 域 を 含 む 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 追 加 領
域 は 、 RNA:DNAま た は RNA:RNAハ イ ブ リ ッ ド を 切 断 す る こ と が 可 能 な 酵 素 の た め の 基 質 と し
て 利 用 す る こ と が で き る 。 例 と し て 、 RNaseHは 、 RNA:DNA二 重 鎖 の RNA鎖 を 切 断 す る 細 胞 エ
ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ で あ る 。 そ の 結 果 、 RNaseHの 活 性 化 は 、 RNA標 的 の 切 断 を 生 じ 、 そ れ に
よ り 遺 伝 子 発 現 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 阻 害 の 効 率 を 大 き く 増 大 す る 。 結 果 的 に 、 キ メ ラ オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 使 用 さ れ る 場 合 、 同 じ 標 的 領 域 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ホ ス ホ ロ チ オ エ
ー ト デ オ キ シ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 比 べ て 、 同 等 の 結 果 が し ば し ば 、 比 較 的 短 い オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド で 得 ら れ る 。 RNA標 的 の 切 断 は 、 慣 習 的 に ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 、 お よ び 必 要 で
あ る な ら ば 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 関 連 し た 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 術 に よ り
検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
　 本 発 明 の キ メ ラ ア ン チ セ ン ス 化 合 物 は 、 前 述 の よ う な 2種 ま た は そ れ よ り も 多 い オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド 、 修 飾 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ シ ド お よ び ／ ま た は オ リ
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ゴ ヌ ク レ オ チ ド 擬 態 の 複 合 構 造 と し て 形 成 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
　 本 発 明 は 更 に 、 下 記 の よ う な 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 化 合 物 を 含 有 す る 薬 学 的 組 成 物 お よ
び 処 方 も 含 む 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
B. 遺 伝 子 療 法
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 癌 マ ー カ ー の 発 現 を 変 調 す る 際 の 遺 伝 子 操 作 の 使 用 を 企 図 し て い る
。 遺 伝 子 操 作 の 例 は 、 遺 伝 子 ノ ッ ク ア ウ ト (例 え ば 、 例 と し て 組 換 え を 使 用 す る 、 染 色 体
か ら の 癌 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 除 去 )、 誘 導 可 能 な プ ロ モ ー タ ー を 伴 う ま た は 伴 わ な い ア ン チ
セ ン ス 構 築 体 の 発 現 な ど を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 核 酸 構 築 体 の 細 胞
へ の イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ に お け る 送 達 は 、 適 当 な 方 法 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。
適 当 な 方 法 と は 、 核 酸 構 築 体 を 細 胞 へ 導 入 し 、 そ の 結 果 望 ま し い 事 象 (例 え ば 、 ア ン チ セ
ン ス 構 築 体 の 発 現 )を 生 じ さ せ る 方 法 で あ る 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
　 遺 伝 情 報 を 保 持 す る 分 子 の 細 胞 へ の 導 入 は 、 裸 の DNA構 築 体 の 指 定 さ れ た 注 入 、 構 築 体
を 負 荷 し た 金 粒 子 に よ る 衝 撃 、 お よ び 例 え ば 、 リ ポ ソ ー ム 、 生 体 高 分 子 な ど の 巨 大 分 子 に
媒 介 さ れ た 遺 伝 子 導 入 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 、 様 々 な 方 法 の い ず れ
か に よ り 達 成 さ れ る 。 好 ま し い 方 法 は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ワ ク シ ニ ア ウ
イ ル ス 、 お よ び ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い ウ イ ル ス
に 由 来 し た 遺 伝 子 送 達 の 伝 達 体 を 使 用 す る 。 レ ト ロ ウ イ ル ス に 比 べ て 高 い 効 率 の た め に 、
ア デ ノ ウ イ ル ス 由 来 の ベ ク タ ー が 、 イ ン ビ ボ に お い て 核 酸 分 子 を 宿 主 細 胞 へ 導 入 す る た め
の 好 ま し い 遺 伝 子 送 達 の 伝 達 体 で あ る 。 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 動 物 モ デ ル に お け る
様 々 な 固 形 腫 瘍 へ お よ び 免 疫 欠 損 マ ウ ス 内 の ヒ ト 固 形 腫 瘍 異 種 移 植 片 へ の 、 非 常 に 効 率 的
な イ ン ビ ボ 遺 伝 子 導 入 を 提 供 す る こ と が わ か っ て い る 。 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー お よ び 遺
伝 子 導 入 法 の 例 は 、 国 際 公 開 公 報 第 00/12738号 お よ び 国 際 公 開 公 報 第 00/09675号 、 な ら び
に 米 国 特 許 第 6,033,908号 、 第 6,019,978号 、 第 6,001,557号 、 第 5,994,132号 、 第 5,994,12
8号 、 第 5,994,106号 、 第 5,981,225号 、 第 5,885,808号 、 第 5,872,154号 、 第 5,830,730号 、
お よ び 第 5,824,544号 に 開 示 さ れ て お り 、 こ れ ら は 各 々 そ の 全 体 が 本 明 細 書 に 参 照 と し て
組 入 れ ら れ て い る 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
　 ベ ク タ ー は 様 々 な 方 法 で 対 象 へ 投 与 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 一 部 の 態 様 に
お い て 、 ベ ク タ ー は 、 腫 瘍 ま た は 腫 瘍 へ 関 連 し た 組 織 へ 、 直 接 注 入 を 用 い て 投 与 さ れ る 。
別 の 態 様 に お い て 、 投 与 は 、 血 液 ま た は リ ン パ 循 環 を 介 す る (例 え ば 、 そ の 全 体 が 本 明 細
書 に 参 照 と し て 組 入 れ ら れ て い る 、 国 際 公 開 公 報 第 99/02685号 を 参 照 の こ と )。 ア デ ノ ウ
イ ル ス ベ ク タ ー の 用 量 レ ベ ル の 例 は 、 灌 流 液 へ 添 加 さ れ る 10 8 ～ 10 1 1 個 の ベ ク タ ー 粒 子 が
好 ま し い 。
【 ０ ２ ５ １ 】
C. 抗 体 療 法
　 一 部 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 癌 マ ー カ ー (例 え ば 、 ヘ プ シ ン 、 pim-1、 EZH2
、 ア ネ キ シ ン 、 CTBP、 GP73、 お よ び AMACR)を 発 現 す る 前 立 腺 腫 瘍 を 標 的 と す る 抗 体 を 提 供
す る 。 任 意 の 適 当 な 抗 体 (例 え ば 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 、 ま た は 合 成 抗 体 )は
、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た 治 療 的 方 法 で 利 用 す る こ と が で き る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 癌
療 法 に 利 用 さ れ る 抗 体 は 、 ヒ ト 化 さ れ た 抗 体 で あ る 。 抗 体 を ヒ ト 化 す る 方 法 は 、 当 技 術 分
野 に お い て 周 知 で あ る (例 え ば 、 米 国 特 許 第 6,180,370号 、 第 5,585,089号 、 第 6,054,297号
、 お よ び 第 5,565,332号 参 照 ； こ れ ら は 各 々 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 入 れ ら れ て い る )。
【 ０ ２ ５ ２ 】
　 一 部 の 態 様 に お い て 、 治 療 的 抗 体 は 、 本 発 明 の 癌 マ ー カ ー (例 え ば 、 ヘ プ シ ン 、 pim-1、
EZH2、 ア ネ キ シ ン 、 CTBP、 GP73、 お よ び AMACR)に 対 し て 作 成 さ れ た 抗 体 を 含 み 、 こ こ で こ
の 抗 体 は 、 細 胞 傷 害 性 物 質 に 複 合 さ れ て い る 。 こ の よ う な 態 様 に お い て 、 腫 瘍 特 異 的 な 治
療 的 物 質 は 、 正 常 細 胞 を 標 的 化 し な い よ う に 作 成 さ れ 、 そ の 結 果 従 来 の 化 学 療 法 の 多 く の
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有 害 な 副 作 用 を 軽 減 す る 。 あ る 種 の 適 用 に つ い て 、 治 療 的 物 質 は 、 抗 体 へ の 結 合 に 有 用 な
物 質 と し て 役 立 つ 薬 学 的 物 質 、 特 に 細 胞 傷 害 性 物 質 、 さ も な け れ ば 内 皮 細 胞 を 殺 傷 す る か
ま た は そ の 増 殖 も し く は 細 胞 分 裂 を 抑 制 す る 能 力 を 有 す る 抗 細 胞 物 質 で あ る こ と が 想 起 さ
れ て い る 。 本 発 明 は 、 抗 体 へ 複 合 す る こ と が で き 、 お よ び 活 性 型 で 送 達 さ れ る い ず れ か の
薬 学 的 物 質 の 使 用 を 企 図 し て い る 。 抗 細 胞 物 質 の 例 は 、 化 学 療 法 剤 、 放 射 性 同 位 元 素 お よ
び 細 胞 毒 を 含 む 。 本 発 明 の 治 療 的 抗 体 は 、 放 射 性 同 位 元 素 (例 え ば 、 ヨ ウ 素 -131、 ヨ ウ 素 -
123、 テ ク ネ チ ウ ム -99m、 イ ン ジ ウ ム -111、 レ ニ ウ ム -188、 レ ニ ウ ム -186、 ガ リ ウ ム -67、
銅 -67、 イ ッ ト リ ウ ム -90、 ヨ ウ 素 -125ま た は ア ス タ チ ン -211)、 ス テ ロ イ ド の よ う な ホ ル
モ ン 、 シ ト シ ン の よ う な 代 謝 拮 抗 剤 (例 え ば 、 ア ラ ビ ノ シ ド 、 フ ル オ ロ ウ ラ シ ル 、 メ ト ト
レ キ セ ー ト 、 ま た は ア ミ ノ プ テ リ ン ； ア ン ト ラ サ イ ク リ ン ； マ イ ト マ イ シ ン C)、 ビ ン カ ア
ル カ ロ イ ド (例 え ば 、 デ メ コ ル チ ン ； エ ト ポ シ ド ； ミ ト ラ マ イ シ ン )、 な ら び に ク ロ ラ ム ブ
シ ル ま た は メ ル フ ァ ラ ン の よ う な 抗 腫 瘍 ア ル キ ル 化 剤 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の
で は な い 、 様 々 な 細 胞 毒 性 部 分 を 含 む こ と が で き る 。 他 の 態 様 は 、 凝 集 剤 、 サ イ ト カ イ ン
、 増 殖 因 子 、 細 菌 内 毒 素 ま た は 細 菌 内 毒 素 の リ ピ ド A部 分 な ど の 物 質 を 含 む こ と が で き る
。 例 え ば 一 部 の 態 様 に お い て 、 治 療 的 物 質 は 、 ほ ん の わ ず か な 例 と し て 、 植 物 由 来 、 真 菌
由 来 、 ま た は 細 菌 由 来 の 毒 素 、 例 え ば A鎖 毒 、 リ ボ ソ ー ム 不 活 性 化 タ ン パ ク 質 、 α -サ ル シ
ン 、 ア ス ペ ル ギ リ ン 、 レ ス ト リ ク ト シ ン 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 、 ジ フ テ リ ア 毒 、 ま た は シ ュ
ー ド モ ナ ス 内 毒 素 を 含 む 。 一 部 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 脱 グ リ コ シ ル 化 さ れ た リ シ ン A
鎖 が 利 用 さ れ る 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 任 意 の 事 象 に お い て 、 こ れ ら の よ う な 物 質 を 、 望 ま し い な ら ば 、 公 知 の 複 合 技 術 使 用 の
必 要 に 応 じ て 標 的 化 さ れ た 腫 瘍 細 胞 部 位 に お い て 血 液 成 分 に 対 す る そ れ ら の 標 的 化 、 内 在
化 、 放 出 ま た は 提 示 を も た ら す 方 法 で 、 抗 体 と う ま く 複 合 さ れ る こ と が 提 唱 さ れ て い る (
例 え ば 、 Ghoseら 、 Methods Enzymol.、 93:280[1983]参 照 )。
【 ０ ２ ５ ４ 】
　 例 え ば 、 一 部 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 癌 マ ー カ ー (例 え ば 、 ヘ プ シ ン 、 pim
-1、 EZH2、 ア ネ キ シ ン 、 CTBP、 GP73、 お よ び AMACR)を 標 的 化 し た 免 疫 毒 を 提 供 す る 。 免 疫
毒 は 、 典 型 的 に は 腫 瘍 関 連 抗 体 ま た は 断 片 を 特 異 的 に 標 的 化 す る 物 質 の 、 例 え ば 毒 素 部 分
の よ う な 細 胞 毒 性 物 質 と の 複 合 体 で あ る 。 こ の 標 的 化 物 質 は 、 毒 素 を 方 向 付 け 、 そ れ に よ
り 標 的 化 さ れ た 抗 原 を 保 持 す る 細 胞 を 選 択 的 に 殺 傷 す る 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 治 療 的 抗
体 は 、 高 い イ ン ビ ボ 安 定 性 を 提 供 す る よ う な 架 橋 を 利 用 す る (Thorpeら 、 Cancer Res.、 48
:6396[1988])。
【 ０ ２ ５ ５ 】
　 別 の 態 様 、 特 に 固 形 腫 瘍 の 治 療 に 関 連 し て い る 態 様 に お い て 、 抗 体 は 、 血 管 内 皮 細 胞 の
増 殖 ま た は 細 胞 分 裂 を 抑 制 す る こ と に よ り 、 腫 瘍 血 管 に 対 す る 細 胞 毒 さ も な け れ ば 抗 細 胞
作 用 を 持 つ よ う に デ ザ イ ン さ れ る 。 こ の 攻 撃 は 、 腫 瘍 に 局 在 化 さ れ た 血 管 の 崩 壊 、 腫 瘍 細
胞 の 酸 素 お よ び 栄 養 素 の 枯 渇 、 特 に 血 管 か ら 遠 位 の 腫 瘍 細 胞 の 枯 渇 へ つ な が り 、 最 終 的 に
は 細 胞 死 ま た は 腫 瘍 壊 死 へ つ な が る こ と が 意 図 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 抗 体 ベ ー ス の 治 療 は 、 以 下 の よ う な 薬 学 的 組 成 物 と し て 処 方 さ
れ る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 抗 体 組 成 物 の 投 与 は 、 癌 の 測 定 可 能 な 退 縮 (例 え
ば 、 腫 瘍 の 退 縮 ま た は 消 滅 )を も た ら す 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
D. 薬 学 的 組 成 物
　 本 発 明 は 、 更 に 薬 学 的 組 成 物 (例 え ば 、 先 に 説 明 し た ア ン チ セ ン ス ま た は 抗 体 化 合 物 を
含 有 す る )を 提 供 す る 。 本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 は 、 局 所 的 ま た は 全 身 的 治 療 の 任 意 の 望 ま
し い 形 に 応 じ て 、 お よ び 治 療 さ れ る 領 域 に 応 じ て 、 多 く の 方 法 で 投 与 す る こ と が で き る 。
投 与 は 、 外 用 (眼 な ら び に 膣 お よ び 直 腸 送 達 を 含 む 粘 膜 へ を 含 む )、 経 肺 (例 え ば 、 ネ ブ ラ
イ ザ ー を 含 む 、 粉 末 ま た は エ ア ロ ゾ ル の 吸 入 ま た は 吹 き 入 れ 器 ； 気 管 支 内 、 鼻 腔 内 、 上 皮
お よ び 経 皮 的 )、 経 口 ま た は 非 経 口 で あ る こ と が で き る 。 非 経 口 投 与 は 、 静 脈 内 、 動 脈 内
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、 皮 下 、 腹 腔 内 ま た は 筋 肉 内 注 射 も し く は 注 入 ； ま た は 、 脳 内 、 例 え ば 髄 腔 内 、 も し く は
脳 室 内 投 与 を 含 む 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
　 外 用 投 与 の た め の 薬 学 的 組 成 物 お よ び 処 方 は 、 経 皮 的 貼 付 剤 、 軟 膏 、 ロ ー シ ョ ン 剤 、 ク
リ ー ム 剤 、 ゲ ル 剤 、 液 滴 、 坐 剤 、 ス プ レ ー 剤 、 液 剤 お よ び 散 剤 を 含 む こ と が で き る 。 従 来
の 薬 学 的 担 体 、 水 溶 液 、 粉 末 ま た は 油 性 基 剤 、 増 粘 剤 な ど が 、 必 要 ま た は 望 ま し い こ と が
あ る 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
　 経 口 投 与 の た め の 組 成 物 お よ び 処 方 は 、 散 剤 ま た は 顆 粒 剤 、 水 ま た は 非 水 性 媒 質 中 の 懸
濁 剤 ま た は 液 剤 、 カ プ セ ル 剤 、 サ シ ェ 剤 ま た は 錠 剤 を 含 む 。 増 粘 剤 、 香 料 、 希 釈 剤 、 乳 化
剤 、 分 散 助 剤 ま た は 結 合 剤 が 望 ま し い こ と が あ る 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
　 非 経 口 、 髄 腔 内 、 ま た は 脳 室 内 投 与 の た め の 組 成 物 お よ び 処 方 は 、 緩 衝 剤 、 希 釈 剤 、 な
ら び に 例 え ば 浸 透 増 強 剤 、 担 体 化 合 物 お よ び 他 の 薬 学 的 に 許 容 で き る 担 体 、 ま た は 賦 形 剤
で あ る が こ れ に 限 定 さ れ な い 他 の 適 当 な 添 加 剤 を も 含 有 す る こ と が で き る 、 滅 菌 水 溶 液 を
含 む こ と が で き る 。
【 ０ ２ ６ １ 】
　 本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 は 、 液 剤 、 乳 剤 、 お よ び リ ポ ソ ー ム -含 有 処 方 を 含 む が 、 こ れ ら
に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 こ れ ら の 組 成 物 は 、 予 め 形 成 さ れ た 液 剤 、 自 己 乳 化 型 固 形 物
お よ び 自 己 乳 化 型 半 固 形 物 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 、 様 々 な 成 分 か ら
作 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
　 本 発 明 の 薬 学 的 処 方 は 、 通 常 単 位 剤 形 で 表 わ す こ と が で き 、 こ れ は 製 薬 業 界 に お い て 周
知 の 従 来 の 技 術 に 従 い 調 製 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 技 術 は 、 活 性 成 分 の 、 薬 学 的 担
体 ま た は 賦 形 剤 と の 会 合 を も た ら す 行 程 を 含 む 。 一 般 に 、 こ れ ら の 処 方 は 、 活 性 成 分 を 液
体 担 体 と ま た は 最 終 的 に 分 割 さ れ る 固 形 担 体 も し く は 両 方 と 均 一 お よ び 密 に 会 合 さ せ 、 そ
の 後 必 要 に 応 じ て 製 品 を 成 形 す る こ と に よ り 調 製 さ れ る 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 は 、 錠 剤 、 カ プ セ ル 剤 、 液 体 シ ロ ッ プ 剤 、 軟 質 ゲ ル 剤 、 坐 剤 お よ び 浣 腸
剤 な ど で あ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 、 多 く の 可 能 性 の あ る 剤 形 の い ず れ か
に 処 方 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 組 成 物 は 、 水 性 、 非 水 性 ま た は 混 合 さ れ た 媒 体 中 の 懸
濁 剤 と し て 処 方 す る こ と も で き る 。 水 性 懸 濁 剤 は 更 に 、 例 え ば カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー
ス ナ ト リ ウ ム 、 ソ ル ビ ト ー ル お よ び ／ ま た は デ キ ス ト ラ ン を 含 む 、 懸 濁 剤 の 粘 度 を 増 大 す
る 物 質 を 含 む こ と が で き る 。 こ の 懸 濁 剤 は 更 に 安 定 剤 も 含 む 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
　 ひ と つ の 本 発 明 の 態 様 に お い て 、 薬 学 的 組 成 物 は 、 泡 剤 (foam)と し て 処 方 し お よ び 使 用
す る こ と が で き る 。 薬 学 的 泡 剤 は 、 乳 剤 、 マ イ ク ロ エ マ ル シ ョ ン 、 ク リ ー ム 剤 、 ゼ リ ー お
よ び リ ポ ソ ー ム の よ う な 処 方 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 こ れ ら の 処 方
は 性 質 が 基 本 的 に 類 似 し て い る が 、 成 分 お よ び 最 終 製 品 の コ ン シ ス テ ン シ ー は 変 動 す る 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
　 細 胞 レ ベ ル で オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 取 込 み を 増 強 す る 物 質 も 、 本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 お
よ び 他 の 組 成 物 へ 添 加 す る こ と が で き る 。 例 え ば カ チ オ ン 性 脂 質 、 例 え ば リ ポ フ ェ ク チ ン
(米 国 特 許 第 5,705,188号 )、 カ チ オ ン 性 グ リ セ ロ ー ル 誘 導 体 、 お よ び ポ リ カ チ オ ン 性 分 子
、 例 え ば ポ リ リ シ ン (国 際 公 開 公 報 第 97/30731号 )も 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 細 胞 取 込 み を
増 強 す る 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 は 、 薬 学 的 組 成 物 中 で 通 常 認 め ら れ る 他 の 添 加 成 分 を 追 加 的 に 含 有 す る
こ と が で き る 。 従 っ て 例 え ば 、 組 成 物 は 追 加 の 適 合 性 の あ る 薬 学 的 活 性 の あ る 物 質 、 例 え
ば 、 止 痒 剤 、 収 斂 剤 、 局 所 麻 酔 剤 、 も し く は 抗 炎 症 剤 を 含 有 す る こ と が で き る か 、 ま た は
色 素 、 香 料 、 保 存 剤 、 酸 化 防 止 剤 、 乳 白 剤 、 増 粘 剤 お よ び 安 定 剤 の よ う な 、 本 発 明 の 組 成
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物 の 様 々 な 剤 形 の 生 理 的 処 方 に 有 用 な 追 加 材 料 を 含 有 す る こ と が で き る 。 し か し 、 こ の よ
う な 材 料 は 、 添 加 さ れ た 場 合 に 、 本 発 明 の 組 成 物 の 成 分 の 生 物 学 的 活 性 を 過 度 に 妨 害 し て
は な ら な い 。 こ れ ら の 処 方 は 、 滅 菌 す る こ と が で き 、 お よ び 望 ま し い な ら ば 、 こ の 処 方 の
核 酸 と 有 害 に 相 互 作 用 し な い よ う な 賦 形 剤 、 例 え ば 滑 沢 剤 、 保 存 剤 、 安 定 剤 、 湿 潤 剤 、 乳
化 剤 、 浸 透 圧 に 影 響 を 及 ぼ す 塩 、 緩 衝 剤 、 着 色 剤 、 香 料 、 お よ び ／ ま た は 芳 香 剤 な ど と 混
合 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
　 本 発 明 の あ る 態 様 は 、 (a)1種 ま た は 複 数 の ア ン チ セ ン ス 化 合 物 、 お よ び (b)非 ア ン チ セ
ン ス 機 序 に よ り 機 能 す る 1種 ま た は 複 数 の 他 の 化 学 療 法 剤 を 含 有 す る 薬 学 的 組 成 物 を 提 供
す る 。 こ の よ う な 化 学 療 法 剤 の 例 は 、 抗 癌 剤 、 例 え ば ダ ウ ノ ル ビ シ ン 、 ダ ク チ ノ マ イ シ ン
、 ド キ ソ ル ビ シ ン 、 ブ レ オ マ イ シ ン 、 ミ ト マ イ シ ン 、 ナ イ ト ロ ジ ェ ン マ ス タ ー ド 、 ク ロ ラ
ム ブ シ ル 、 メ ル フ ァ ラ ン 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 6-メ ル カ プ ト プ リ ン 、 6-チ オ グ ア ニ ン 、
シ タ ラ ビ ン (CA)、 5-フ ル オ ロ ウ ラ シ ル (5-FU)、 フ ロ キ シ ウ リ ジ ン (5-FUdR)、 メ ト ト レ キ セ
ー ト (MTX)、 コ ル ヒ チ ン 、 ビ ン ク リ ス チ ン 、 ビ ン ブ ラ ス チ ン 、 エ ト ポ シ ド 、 テ ニ ポ シ ド 、
シ ス プ ラ チ ン お よ び ジ エ チ ル ス チ ル ベ ス ト ロ ー ル (DES)な ど を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ
る も の で は な い 。 非 ス テ ロ イ ド 系 抗 炎 症 剤 お よ び コ ル チ コ ス テ ロ イ ド を 含 む が 、 こ れ ら に
限 定 さ れ る も の で は な い 抗 炎 症 剤 、 な ら び に リ ビ ビ リ ン 、 ビ ダ ラ ビ ン 、 ア シ ク ロ ビ ル お よ
び ガ ン シ ク ロ ビ ル を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 抗 ウ イ ル ス 剤 も 、 本 発 明 の
組 成 物 と 共 に 使 用 す る こ と が で き る 。 他 の 非 ア ン チ セ ン ス 化 学 療 法 剤 も 、 本 発 明 の 範 囲 で
あ る 。 2種 ま た は そ れ よ り も 多 い 組 合 わ せ た 化 合 物 を 、 同 時 ま た は 逐 次 使 用 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
　 投 薬 は 、 数 日 間 か ら 数 ヶ 月 間 、 ま た は 治 療 が 影 響 を 受 け る か も し く は 病 態 の 軽 減 が 達 成
さ れ る ま で 維 持 さ れ る 治 療 経 過 に よ り 、 治 療 さ れ る 病 態 の 重 症 度 お よ び 応 答 性 に よ っ て 決
ま る 。 最 適 な 投 薬 ス ケ ジ ュ ー ル は 、 患 者 の 体 内 へ の 薬 物 蓄 積 の 測 定 か ら 算 出 す る こ と が で
き る 。 投 与 す る 医 師 は 、 適 量 、 投 薬 法 お よ び 反 復 回 数 を 容 易 に 決 定 す る こ と が で き る 。 適
量 は 、 個 々 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 相 対 効 能 に よ っ て 変 動 し 、 一 般 に は 、 イ ン ビ ト ロ お よ
び イ ン ビ ボ 動 物 モ デ ル に お い て 有 効 で あ る と 見 な さ れ る EC 5 0 を 基 に ま た は 本 発 明 に お い て
説 明 さ れ た 実 施 例 を 基 に 推 定 す る こ と が で き る 。 一 般 に 、 用 量 は 、 体 重 1kg当 り 0.01μ g～
100gで あ り 、 お よ び 毎 日 、 毎 週 、 毎 月 、 ま た は 毎 年 1回 ま た は 複 数 回 投 与 さ れ る 。 治 療 担
当 医 師 は 、 測 定 さ れ た 滞 留 時 間 お よ び 体 液 ま た は 組 織 中 の 薬 物 濃 度 を 基 に 投 薬 の 反 復 回 数
を 推 定 す る こ と が で き る 。 治 療 が 成 功 し た 後 、 病 態 の 再 発 を 防 止 す る た め に 、 対 象 は 維 持
療 法 を 受 け る こ と が 望 ま し く 、 こ こ で は こ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 体 重 1kg当 り 0.01μ g
～ 100gの 維 持 量 で 、 毎 日 1回 ま た は 複 数 回 か ら 20年 毎 に 1回 ま で の 範 囲 で 、 投 与 さ れ る 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
V. 癌 マ ー カ ー 遺 伝 子 を 発 現 し て い る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 外 因 性 癌 マ ー カ ー 遺 伝 子 ま た は そ れ ら の 突 然 変 異 体 お よ び 変 種 (例
え ば 、 切 断 ま た は 一 塩 基 多 型 )を 含 む ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 作 出 を 企 図 し て い る 。 好
ま し い 態 様 に お い て 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 野 生 型 動 物 と 比 べ て 、 変 更 さ れ た 表 現
型 を 示 す (例 え ば 、 増 大 ま た は 減 少 し た マ ー カ ー の 存 在 )。 こ の よ う な 表 現 型 の 存 在 ま た は
非 存 在 を 分 析 す る 方 法 は 、 本 明 細 書 に 説 明 さ れ た も の を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の
で は な い 。 一 部 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 更 に 、 腫 瘍 の 増 大 も
し く は 減 少 し た 成 長 ま た は 癌 の 証 拠 を 示 す 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
　 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 薬 剤 (例 え ば 、 癌 療 法 )ス ク リ ー ニ ン グ に お け る 用
途 を 認 め る 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 被 験 化 合 物 (例 え ば 、 癌 の 治 療 に お い て 有 用 で あ る と
疑 わ れ る 薬 剤 )お よ び 対 照 化 合 物 (例 え ば 、 プ ラ セ ボ )が 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 お よ び
対 照 動 物 へ 投 与 さ れ 、 作 用 が 評 価 さ れ る 。
【 ０ ２ ７ １ 】
　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 様 々 な 方 法 に よ り 作 出 す る こ と が で き る 。 一 部 の 態 様 に お
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い て 、 様 々 な 発 生 段 階 の 胚 細 胞 を 使 用 し 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 作 出 の た め に 、 導 入 遺
伝 子 が 導 入 さ れ る 。 異 な る 方 法 が 、 胚 細 胞 の 発 生 段 階 に 応 じ て 使 用 さ れ る 。 接 合 子 が 、 微
量 注 入 の 最 適 の 標 的 で あ る 。 マ ウ ス に お い て 、 DNA溶 液 1～ 2ピ コ リ ッ ト ル (pl)の 再 現 性 の
あ る 注 入 を 可 能 に す る 雄 の 前 核 サ イ ズ は 直 径 お よ そ 20μ mに 達 す る 。 遺 伝 子 導 入 の 標 的 と
し て の 接 合 子 の 使 用 は 、 ほ と ん ど の 場 合 に お い て 、 注 入 さ れ た DNAは 最 初 の 卵 割 の 前 に 宿
主 ゲ ノ ム に 導 入 さ れ る と い う 大 き い 利 点 が あ る (Brinsterら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. US
A、 82:4438-4442[1985])。 結 果 と し て 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 の 全 て の 細 胞 は 、
組 込 ま れ た 導 入 遺 伝 子 を 保 持 す る 。 こ れ は 一 般 に 、 生 殖 細 胞 の 50％ は 導 入 遺 伝 子 に 収 容 さ
れ る の で 、 創 始 者 の 子 孫 へ の 導 入 遺 伝 子 の 効 率 的 伝 達 も 反 映 す る で あ ろ う 。 米 国 特 許 第 4,
873,191号 は 、 接 合 子 の 微 量 注 入 の 方 法 を 開 示 し て お り ； こ の 特 許 の 開 示 は 、 そ の 全 体 が
本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 入 れ ら れ て い る 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 感 染 が 、 非 ヒ ト 動 物 へ の 導 入 遺 伝 子 の 導 入 に 使 用 さ
れ る 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー が 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 卵 母
細 胞 の 卵 黄 周 囲 へ の 注 入 に よ る 、 卵 母 細 胞 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に 利 用 さ れ る (米 国 特
許 第 6,080,912号 、 こ れ は 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 入 ま れ て い る )。 別 の 態 様 に お い て 、 非
ヒ ト 胚 が 、 胚 盤 胞 期 ま で イ ン ビ ト ロ に お い て 培 養 さ れ る 。 こ の 間 、 割 球 は 、 レ ト ロ ウ イ ル
ス 感 染 の 標 的 と な る こ と が で き る (Janenich、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA、 73:1260[197
6])。 透 明 帯 を 除 去 す る た め の 酵 素 処 理 に よ り 、 割 球 の 効 率 的 感 染 が 得 ら れ る (Hoganら 、 M
anipulating the Mouse Embryo、 Cold Spring Harbor Laboratory Press社 、 コ ー ル ド ス
プ リ ン グ ハ ー バ ー 、 NY、 [1986])。 導 入 遺 伝 子 の 導 入 に 使 用 さ れ た ウ イ ル ス ベ ク タ ー シ ス
テ ム は 、 典 型 的 に は 導 入 遺 伝 子 を 保 持 し て い る 複 製 欠 損 レ ト ロ ウ イ ル ス で あ る (Jahnerら
、 Proc. Natl. Acad Sci. USA、 82:6927[1985])。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は 、 ウ イ ル ス 産
生 細 胞 の 単 層 上 で の 割 球 の 培 養 に よ り 、 容 易 に か つ 効 率 的 に 得 ら れ る (Stewartら 、 EMBO J
.、 6:383[1987])。 あ る い は 、 感 染 は 後 の 段 階 で 行 う こ と が で き る 。 ウ イ ル ス ま た は ウ イ
ル ス 産 生 細 胞 は 胞 胚 腔 へ 注 入 す る こ と が で き る (Jahnerら 、 Nature、 298:623[1982])。 ほ
と ん ど の 創 始 者 は 、 導 入 遺 伝 子 に つ い て モ ザ イ ク で あ り 、 そ の 理 由 は 、 組 込 み が ト ラ ン ス
ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 形 成 す る 細 胞 の サ ブ セ ッ ト 内 で の み 生 じ る か ら で あ る 。 更 に 創 始 者 は 、
一 般 に 子 孫 に お い て 離 れ て い る ゲ ノ ム の 異 な る 位 置 に 、 導 入 遺 伝 子 の 様 々 な レ ト ロ ウ イ ル
ス 挿 入 断 片 を 含 む こ と が で き る 。 加 え て 、 低 効 率 で は あ る が 、 導 入 遺 伝 子 を 生 殖 系 列 に 、
妊 娠 中 期 の 胚 の 子 宮 内 レ ト ロ ウ ウ イ ル ス 感 染 に よ り 、 導 入 す る こ と も 可 能 で あ る (Jahner
ら 、 前 掲 [1982])。 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 作 出 す る た め に
レ ト ロ ウ イ ル ス ま た は レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 使 用 す る 追 加 の 手 段 は 、 レ ト ロ ウ イ ル ス
粒 子 ま た は レ ト ロ ウ イ ル ス を 産 生 す る マ イ ト マ イ シ ン C処 理 し た 細 胞 の 、 受 精 卵 ま た は 初
期 胚 の 卵 黄 周 辺 腔 へ の 微 量 注 入 を 含 む (PCT国 際 出 願 国 際 公 開 公 報 第 90/08832号 [1990]、 な
ら び に Haskellお よ び Bowen、 Mol. Reprod. Dev.、 40:386[1995])。
【 ０ ２ ７ ３ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 導 入 遺 伝 子 は 、 胚 性 幹 細 胞 へ 導 入 さ れ 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ
た 幹 細 胞 を 用 い て 、 胚 が 形 成 さ れ る 。 ES細 胞 は 、 適 当 な 条 件 下 で の 、 移 植 前 の 胚 の イ ン ビ
ト ロ 培 養 か ら 得 ら れ る (Evansら 、 Nature、 292:154[1981]； Bradleyら 、 Nature、 309:255[
1984]； Gosslerら 、 Proc. Acad. Sci. USA、 83:9065[1986]； お よ び 、 Robertsonら 、 Natu
re、 322:445[1986])。 導 入 遺 伝 子 は 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 共 沈 殿 、 プ ロ ト プ ラ ス ト ま た は ス
フ ェ ロ プ ラ ス ト 融 合 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン お よ び DEAE-デ キ ス ト ラ ン 媒 介 し た ト ラ ン ス フ ェ
ク シ ョ ン を 含 む 様 々 な 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 方 法 に よ る 、 DNAト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
に よ り 、 ES細 胞 へ 効 率 的 に 導 入 さ れ る 。 導 入 遺 伝 子 は 更 に 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 媒 介 し た 形 質
導 入 に よ っ て 、 ま た は 微 量 注 入 よ っ て も 、 ES細 胞 へ 導 入 さ れ る 。 こ の よ う な ト ラ ン ス フ ェ
ク シ ョ ン さ れ た ES細 胞 は 、 そ の 後 、 割 球 期 の 胚 の 胞 胚 腔 へ の そ れ ら の 導 入 後 胚 を コ ロ ニ ー
形 成 し 、 得 ら れ る キ メ ラ 動 物 の 生 殖 系 列 に 寄 与 す る (総 説 に つ い て は 、 Jaenisch、 Science
、 240:1468[1988]参 照 )。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た ES細 胞 の 胞 胚 腔 へ の 導 入 前 に 、 ト
ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た ES細 胞 に は 、 導 入 遺 伝 子 を 組 込 ん だ ES細 胞 を 濃 厚 化 す る た め に
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、 様 々 な 選 択 プ ロ ト コ ー ル が 施 さ れ 、 こ の 導 入 遺 伝 子 は こ の よ う な 選 択 手 段 を 提 供 す る こ
と を 前 提 と す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 を 用 い 、 導 入 遺 伝 子 が 組
込 ま れ た ES細 胞 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 こ の 技 術 は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た ES細 胞
を 、 胞 胚 腔 へ 導 入 す る 前 に 、 適 当 な 選 択 条 件 下 で 増 殖 す る 必 要 が な い 。
【 ０ ２ ７ ４ 】
　 更 に 他 の 態 様 に お い て 、 遺 伝 子 機 能 を ノ ッ ク ア ウ ト す る た め 、 ま た は 欠 失 突 然 変 異 体 (
例 え ば 切 断 型 突 然 変 異 体 )を 作 出 す る た め に 、 相 同 組 換 え が 使 用 さ れ る 。 相 同 組 換 え の 方
法 は 、 米 国 特 許 第 5,614,396号 に 開 示 さ れ て お り 、 こ れ は 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 入 れ ら
れ て い る 。
【 ０ ２ ７ ５ 】
実 験
　 以 下 の 実 施 例 は 、 本 発 明 の 特 定 の 好 ま し い 態 様 お よ び 局 面 を 示 し さ ら に 説 明 す る た め に
提 供 す る も の で あ り 、 そ の 範 囲 を 限 定 す る も の と 解 釈 す べ き で な い 。
【 ０ ２ ７ ６ 】
　 以 下 の 実 験 の 開 示 に お い て は 、 以 下 の 略 語 を 使 用 す る ： N（ 規 定 濃 度 ） ； M（ モ ル 濃 度 ）
； mM（ ミ リ モ ル 濃 度 ） ； μ M（ マ イ ク ロ モ ル 濃 度 ） ； mol（ モ ル ） ； mmol（ ミ リ モ ル ） ； μ
mol（ マ イ ク ロ モ ル ） ； nmol（ ナ ノ モ ル ） ； pmol（ ピ コ モ ル ） ； g（ グ ラ ム ） ； mg（ ミ リ グ
ラ ム ） ； μ g（ マ イ ク ロ グ ラ ム ） ； ng（ ナ ノ グ ラ ム ） ； lま た は L（ リ ッ ト ル ） ； ml（ ミ リ
リ ッ ト ル ） ； μ l（ マ イ ク ロ リ ッ ト ル ） ； cm（ セ ン チ メ ー ト ル ） ； mm（ ミ リ メ ー ト ル ） ；
μ m（ マ イ ク ロ メ ー ト ル ） ； nm（ ナ ノ メ ー ト ル ） ； お よ び ℃ （ 摂 氏 温 度 ） 。
【 ０ ２ ７ ７ 】
実 施 例 1
全 RNAお よ び 参 照 プ ー ル の 調 製
　 前 立 腺 外 科 標 本 は 、 ミ シ ガ ン 大 学 前 立 腺 癌 専 門 研 究 プ ロ グ ラ ム （ Specialized Research
 Program in Prostate Cancer） （ S.P.O.R.E.） 腫 瘍 バ ン ク か ら 、 治 験 審 査 委 員 会 （ Insti
tutional Review Board） の 承 認 を 得 て 入 手 し た 。 腫 瘍 試 料 は 、 臨 床 的 限 局 性 前 立 腺 癌 お
よ び 進 行 性 ホ ル モ ン 抵 抗 性 前 立 腺 癌 （ clinically localized and advanced hormone refr
actory prostate cancer） を 有 す る 患 者 由 来 で あ る 。 表 1は 、 本 研 究 に 用 い た 試 料 を 示 す
。 術 前 PSA、 直 腸 内 触 診 、 お よ び 前 立 腺 針 生 検 に よ っ て 判 断 さ れ た 臨 床 的 限 局 性 前 立 腺 癌
に つ い て は 、 全 患 者 が 1993年 か ら 1998年 の 間 に 手 術 を 受 け た 。 さ ら に 、 一 部 の 患 者 は 、 転
移 の 広 が り の 可 能 性 を 調 べ る た め 骨 ス キ ャ ン お よ び CATス キ ャ ン を 受 け た 。 患 者 は す べ て
、 単 独 療 法 と し て 根 治 的 前 立 腺 切 除 術 を 受 け た （ す な わ ち 、 ホ ル モ ン 療 法 も 放 射 線 療 法 も
行 わ な い ） 。 進 行 性 前 立 腺 腫 瘍 は 、 ミ シ ガ ン 大 学 に お い て 、 ホ ル モ ン 抵 抗 性 前 立 腺 癌 で 死
亡 し た 男 性 に 対 し て 行 わ れ た 一 連 の 12件 の 迅 速 剖 検 か ら 収 集 し た 。 簡 潔 に 説 明 す る と 、 こ
れ ら の 患 者 の 大 多 数 は 、 幅 広 い 転 移 性 前 立 腺 癌 を 有 し ホ ル モ ン 療 法 の 後 に 化 学 療 法 に よ り
治 療 を 受 け た か 、 ま た は 進 行 し た 臨 床 的 限 局 性 疾 患 を 示 し ホ ル モ ン 療 法 お よ び 化 学 療 法 の
両 方 の 治 療 を 受 け た か の ど ち ら か で あ っ た 。 大 多 数 の 症 例 で は 、 多 数 の 部 位 に 複 数 の 転 移
性 の 病 変 を 有 し た 。 剖 検 は す べ て 、 死 後 4～ 6時 間 以 内 に 行 わ れ た 。 こ れ ら の 症 例 の 臨 床 的
お よ び 病 理 学 的 所 見 は 、 最 近 報 告 さ れ た （ Rubinら 、 Clin. Cancer Res., 6:1038 [2000]
） 。 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ 試 験 に 使 用 す る 試 料 は す べ て 、 10%ホ ル マ リ ン で 固 定 し た 。
【 ０ ２ ７ ８ 】
　 Trizol（ Gibco BRL） 中 で ポ リ ト ロ ン ホ モ ジ ナ イ ザ ー （ Brinkman Instruments） を 用 い
て 組 織 を ホ モ ジ ナ イ ズ し 、 標 準 の Trizol手 順 に 従 い 全 RNAを 単 離 し た 。 得 ら れ た 全 RNAを さ
ら に も う 一 度 、 フ ェ ノ ー ル ク ロ ロ ホ ル ム 抽 出 し 、 沈 殿 さ せ 、 RNAseフ リ ー 水 に 再 懸 濁 し た
。 分 光 光 度 （ 260/280nm） 吸 光 度 に よ り 全 RNAを 定 量 し 、 変 性 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド ア ガ ロ ー ス
ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 完 全 性 を 評 価 し た 。 4つ の 正 常 組 織 由 来 の 全 RNAを 等 濃 度 で 混 合 し 、 参
照 プ ー ル を 得 た 。 市 販 の 参 照 プ ー ル に お い て 用 い る ヒ ト 前 立 腺 全 RNAは 、 Clontech, Inc.
か ら 入 手 し た 。
【 ０ ２ ７ ９ 】
（ 表 １ ） 前 立 腺 試 料
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表 1. 本 研 究 に 用 い た 試 料 。 ng/mlで の PSAレ ベ ル 、 器 官 源 、 お よ び グ リ ー ソ ン ス コ ア を 示
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す 。 正 常 隣 接 前 立 腺 （ NAP） 、 良 性 前 立 腺 肥 大 症 （ BPH） 、 限 局 性 前 立 腺 癌 （ PCA） 、 お よ
び ホ ル モ ン 抵 抗 性 転 移 性 前 立 腺 癌 （ MET） 。 NAは 「 適 用 不 可 」 を 意 味 す る 。
【 ０ ２ ８ ０ 】
実 施 例 2
マ イ ク ロ ア レ イ 解 析
　 本 実 施 例 は 、 癌 性 ま た は 良 性 前 立 腺 組 織 に お い て 発 現 レ ベ ル の 変 化 を 示 す 遺 伝 子 を 同 定
す る た め の 、 マ イ ク ロ ア レ イ 解 析 の 使 用 に つ い て 記 載 す る 。
【 ０ ２ ８ １ 】
A. 実 験 方 法
　 遺 伝 子 発 現 の マ イ ク ロ ア レ イ 解 析 は 、 基 本 的 に Brownお よ び Derisi研 究 室 （ イ ン タ ー ネ
ッ ト サ イ ト www.microarrays.orgで 利 用 可 能 ） に よ っ て 記 載 さ れ る よ う に 行 っ た 。 配 列 確
認 さ れ た cDNAク ロ ー ン の ヒ ト cDNAマ イ ク ロ ア レ イ は 、 Research Geneticsの ウ ェ ブ サ イ ト
か ら 入 手 可 能 で あ る 。 用 い た 10Kヒ ト cDNAマ イ ク ロ ア レ イ は 、 最 新 の Unigene buildに 基 づ
き 、 約 5520個 の 既 知 の 命 名 さ れ た 遺 伝 子 お よ び 4464個 の ESTを カ バ ー し て い る 。 チ ッ プ は
す べ て 、 例 え ば ヒ ト 、 ラ ッ ト 、 お よ び 酵 母 ゲ ノ ム DNA、 SSC、 酵 母 遺 伝 子 、 な ら び に 「 ハ ウ
ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 」 を 含 む 様 々 な 対 照 成 分 を 有 す る 。 さ ら に 、 ク ロ ー ン 追 跡 の た め の 独
立 し た 対 照 お よ び 品 質 管 理 の た め の 複 製 物 と し て 、 Research Genetics に よ る 500個 の 癌
お よ び ア ポ ト ー シ ス 関 連 cDNAを 用 い た 。 3つ の 転 移 性 前 立 腺 癌 細 胞 株 ： DU-145、 LnCAP、 お
よ び PC3に つ い て も 、 遺 伝 子 発 現 の プ ロ フ ァ イ ル を 行 っ た 。
【 ０ ２ ８ ２ 】
　 各 実 験 試 料 由 来 の 全 RNAか ら 、 蛍 光 標 識 し た （ Cy5） cDNAを 調 製 し た 。 本 研 究 で 用 い た 2
つ の 参 照 試 料 は 、 第 2の 識 別 可 能 な 蛍 光 色 素 （ Cy3） を 用 い て 標 識 し 、 こ れ に は 4人 の 患 者
（ 実 験 試 料 に 用 い た 患 者 と は 異 な る ） の 正 常 隣 接 前 立 腺 組 織 の プ ー ル （ NAP） お よ び 正 常
前 立 腺 組 織 の 市 販 の プ ー ル （ CP） を 含 ん だ 。 患 者 間 の 変 動 を 最 小 限 に 抑 え る こ と に 加 え 、
正 常 前 立 腺 組 織 の プ ー ル と 比 較 す る こ と で 、 分 子 的 に 前 立 腺 腫 瘍 を 特 徴 づ け る 遺 伝 子 の 発
見 が 容 易 に な る 。 2つ の 参 照 プ ー ル は 、 一 方 が 正 常 隣 接 前 立 腺 組 織 で 構 成 さ れ 、 PCAを 介 し
た パ ラ 分 泌 効 果 の 影 響 を 受 け る 可 能 性 が あ り 、 さ ら に 隣 接 PCAと 同 じ 環 境 因 子 お よ び 遺 伝
因 子 に 曝 さ れ て い る 点 で 異 な る 。 こ れ に 対 し 、 CPプ ー ル は 既 知 の 前 立 腺 病 態 を も た な い 19
名 の 個 人 由 来 で あ り 、 ま た 再 生 可 能 な 市 販 の 参 照 供 給 源 を 表 す 。
【 ０ ２ ８ ３ 】
　 鋳 型 と し て ク ロ ー ン 挿 入 断 片 を 用 い て 作 製 し た 精 製 PCR産 物 を 、 羽 軸 型 ピ ン （ Majer Sci
entific、 ア リ ゾ ナ 州 ） を 供 え た Omnigridロ ボ ッ ト 型 ア レ イ ヤ ー （ GeneMachines、 カ リ フ
ォ ル ニ ア 州 ） を 用 い て 、 ポ リ -L-リ ジ ン コ ー テ ィ ン グ し た 顕 微 鏡 ス ラ イ ド グ ラ ス に ス ポ ッ
ト し た 。 1回 の 完 全 な 印 刷 操 作 に よ り 、 約 100枚 の マ イ ク ロ ア レ イ が 作 製 さ れ た 。 ア レ イ の
印 刷 お よ び 後 処 理 の 手 順 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。
【 ０ ２ ８ ４ 】
B. デ ー タ 解 析
　 一 次 的 な 解 析 は 、 Genepixソ フ ト ウ ェ ア パ ッ ケ ー ジ を 用 い て 行 っ た 。 マ イ ク ロ ア レ イ を
ス キ ャ ン し た 像 に グ リ ッ ド を 据 え 、 遺 伝 子 印 刷 リ ス ト に 連 結 さ せ た 。 最 初 は 、 デ ー タ を Cy
3強 度 対 Cy5強 度 の ス キ ャ ッ タ ー プ ロ ッ ト と し て 見 た 。 Cy3と Cy5の 比 率 を 、 様 々 な 他 の 品 質
管 理 パ ラ メ ー タ （ 例 え ば 、 ロ ー カ ル バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 超 え る 強 度 ） と 共 に 、 個 々 の 遺 伝
子 に つ い て 測 定 し た 。 Genepixソ フ ト ウ ェ ア 解 析 パ ッ ケ ー ジ は 、 ス ポ ッ ト 特 性 に 基 づ い て
不 在 ス ポ ッ ト に フ ラ グ を 付 け る （ Axon Instruments, Inc.の ウ ェ ブ サ イ ト を 参 照 さ れ た い
） 。 異 常 な ス ポ ッ ト ま た は 明 ら か に 欠 陥 の あ る ア レ イ の 領 域 に は 、 手 動 で フ ラ グ を 付 け た
。 直 径 の 小 さ い ス ポ ッ ト （ <50ミ ク ロ ン ） 、 お よ び よ り 強 い チ ャ ネ ル に お い て ロ ー カ ル バ
ッ ク グ ラ ウ ン ド に 対 す る 蛍 光 強 度 単 位 が <350で あ る シ グ ナ ル 強 度 の 低 い ス ポ ッ ト は 、 除 外
し た 。 フ ラ グ 付 け さ れ た ス ポ ッ ト は 、 そ れ 以 降 の 解 析 に は 含 め な か っ た 。 全 ス ポ ッ ト の 平
均 比 率 中 央 値 が ア レ イ 当 た り 1.0に な る よ う に 標 準 化 し 、 デ ー タ を 調 整 し た 。
【 ０ ２ ８ ５ 】
　 次 に こ れ ら の フ ァ イ ル を 、 Microsoft Accessデ ー タ ベ ー ス に 取 り 込 ん だ 。 必 要 と す る 実
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験 の デ ー タ を 、 各 列 が ア レ イ の 成 分 を 表 し 、 各 段 が ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 表 し 、 か つ
各 セ ル が 適 切 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の ア レ イ 成 分 に つ い て 測 定 さ れ た 比 率 の 標 準 化 中
央 値 を 表 す 単 一 の 図 表 形 式 で 、 デ ー タ ベ ー ス か ら 抽 出 し た 。 ク ラ ス タ リ ン グ す る 前 に 、 遺
伝 子 の 比 率 値 の 標 準 化 中 央 値 を 2を 底 と す る 対 数 に 変 換 し 、 存 在 に 関 し て ア レ イ に フ ィ ル
タ ー を か け 、 記 載 し た 実 験 セ ッ ト に 応 じ て 発 現 レ ベ ル お よ び 発 現 パ タ ー ン に つ い て 選 択 し
た 。 プ ロ グ ラ ム Cluster（ Eisen ら 、 PNAS 95:14863 [1998]） を 用 い て 非 心 ピ ア ソ ン 相 関
類 似 度 行 列 の 平 均 連 鎖 階 層 的 ク ラ ス タ リ ン グ を 適 用 し 、 結 果 を 解 析 し て プ ロ グ ラ ム TreeVi
ewを 用 い て 図 を 作 成 し た 。 TreeViewお よ び Clusterは 、 ロ ー レ ン ス バ ー ク レ イ 国 立 研 究 所
の Michael Eisen研 究 室 か ら 入 手 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ８ ６ 】
C. 結 果
　 40枚 を 超 え る 10Kヒ ト cDNAマ イ ク ロ ア レ イ を 用 い て 、 正 常 試 料 の 2つ の 異 な る 参 照 プ ー ル
に 対 し て 、 4つ の 臨 床 状 態 の 前 立 腺 由 来 組 織 に お け る 遺 伝 子 発 現 を 評 価 し た 。 図 1は 、 解 析
し た 異 な る 組 織 試 料 に お け る 遺 伝 子 発 現 の 差 異 の 概 要 を 提 供 す る も の で あ る 。 階 層 的 ク ラ
ス タ リ ン グ ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 、 試 験 し た 遺 伝 子 お よ び 試 料 の 全 体 に わ た る 遺 伝 子 発 現
パ タ ー ン の 類 似 度 に 基 づ き 、 そ れ ぞ れ 遺 伝 子 お よ び 実 験 試 料 を 分 類 し た 。
【 ０ ２ ８ ７ 】
1. 発 現 樹 状 図
　 実 験 試 料 間 の 関 連 性 を 樹 状 図 と し て ま と め た が （ 図 1a） 、 こ の 図 で は 、 枝 の パ タ ー ン お
よ び 長 さ が 試 料 の 関 連 性 を 反 映 し て い る 。 図 1aは 、 使 用 し た 2つ の 参 照 も 含 め た 実 験 試 料
間 の 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン に お け る 差 異 を 表 す 樹 状 図 を 示 す 。 各 群 内 の 個 々 の 試 料 は 、 MET
は 紺 色 、 限 局 性 PCAは オ レ ン ジ 色 、 NAPは 水 色 、 BPHは 灰 色 、 お よ び 細 胞 株 は ピ ン ク と い う
同 じ 色 の 枝 に よ っ て 示 す 。 星 印 （ * ） は 、 最 初 は BPHと し て 記 録 さ れ た が 、 後 に 5%の 癌 組 織
を 有 す る こ と が 確 認 さ れ た 試 料 を 示 す 。 本 研 究 で 用 い た 転 移 性 試 料 の 詳 細 は 、 以 下 の と お
り で あ る ： MET 301は 肺 ； MET 302お よ び 303は 肝 臓 ； MET 304は 胃 ； MET 305は 副 腎 ； MET 3
06は 前 立 腺 ； な ら び に MET 307は リ ン パ 節 由 来 で あ る 。 デ ー タ の 階 層 的 ク ラ ス タ リ ン グ か
ら 、 解 析 し た 種 々 の 群 間 で 遺 伝 子 発 現 の パ タ ー ン が 異 な る こ と が 認 め ら れ た 。 そ れ ぞ れ の
列 は 、 bで 示 さ れ る 1520個 の 遺 伝 子 お よ び cで 示 さ れ る 1006個 の 遺 伝 子 の 単 一 遺 伝 子 を 表 す
。 結 果 は 、 各 実 験 mRNAか ら 調 製 し た 蛍 光 cDNAプ ロ ー ブ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と そ れ ぞ
れ の 参 照 プ ー ル と の 比 を 表 す 。 こ れ ら の 比 は 各 実 験 試 料 に お け る 相 対 的 な 遺 伝 子 発 現 の 尺
度 で あ り 、 左 下 の カ ラ ー ス ケ ー ル に よ っ て 示 さ れ る 。 行 列 内 の 赤 色 お よ び 緑 色 は 、 使 用 し
た 参 照 プ ー ル と 比 較 し て 、 そ れ ぞ れ 上 方 制 御 お よ び 下 方 制 御 さ れ た 遺 伝 子 を 表 す 。 行 列 内
の 黒 線 は 転 写 産 物 の レ ベ ル が 変 化 し な い こ と を 示 し 、 灰 色 の 線 は 技 術 的 に 不 適 切 な デ ー タ
ま た は 欠 落 し た デ ー タ を 表 す （ NP、 存 在 せ ず ） 。 彩 度 は 、 各 組 の 試 料 に つ い て の 中 央 値 に
対 す る 比 率 の 大 き さ を 反 映 し て い る 。
【 ０ ２ ８ ８ 】
　 図 1bは 、 参 照 と し て の 正 常 隣 接 前 立 腺 プ ー ル に 対 し て 比 較 し た 、 様 々 な 試 料 群 の ク ラ ス
タ ー 図 を 示 す 。 発 現 プ ロ フ ァ イ ル 実 験 で 得 ら れ た デ ー タ は 、 ア レ イ に 用 い た 各 遺 伝 子 の CB
CR-t指 数 、 ク ロ ー ン 、 ID、 Unigene ク ラ ス タ ー ID、 ア ク セ ッ シ ョ ン ID、 NID、 遺 伝 子 記 号
、 お よ び 名 称 欄 を 含 ん だ 。 名 称 欄 は 、 相 同 性 検 索 に 基 づ い て 、 部 分 的 に ま た は 完 全 に 相 同
性 を 有 す る 遺 伝 子 を 含 む 。 さ ら に デ ー タ は 、 各 遺 伝 子 に つ い て の 、 発 現 レ ベ ル に お け る 参
照 プ ー ル と 比 較 し た 数 値 上 の 差 異 を 含 む 。 階 層 的 平 均 連 鎖 ク ラ ス タ リ ン グ を 行 う 前 に 、 発
現 比 に お い て 少 な く と も 2倍 の 変 化 と い う 点 で デ ー タ に フ ィ ル タ ー を か け た が 、 50%の 試 料
に お い て 比 の 測 定 値 が 示 さ れ た 。 こ の 方 法 に よ り 、 NAP参 照 デ ー タ セ ッ ト か ら 1520個 の 遺
伝 子 が 選 択 さ れ た 。 図 1bの 左 側 に あ る 縦 棒 （ b1～ b6） で 示 さ れ る の は 、 特 徴 的 な 遺 伝 子 発
現 特 性 で 特 定 さ れ た 領 域 で あ る 。 ク ラ ス タ ー b1お よ び b5は 、 限 局 性 PCAで は 上 方 制 御 さ れ
る が 転 移 性 PCAで は さ れ な い 遺 伝 子 を 示 す 。 ク ラ ス タ ー b2お よ び b4は 、 転 移 性 PCAな ら び に
細 胞 株 DU145お よ び LnCAPに お い て 下 方 制 御 さ れ る 遺 伝 子 を 表 示 す る 。 ク ラ ス タ ー b3は 、 限
局 性 PCAお よ び 転 移 性 PCAの 両 方 で 下 方 制 御 さ れ る 遺 伝 子 を 表 す 。 ク ラ ス タ ー b6は 、 主 に 転
移 性 PCAの み で 上 方 制 御 さ れ る 遺 伝 子 を 表 示 す る 。 ク ラ ス タ ー b4お よ び b6の 一 部 は 、 ヒ ト
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ゲ ノ ム 解 析 機 構 （ HUGO） 遺 伝 子 命 名 法 を 用 い て 示 さ れ る 選 択 さ れ た 遺 伝 子 と 共 に 、 拡 大 し
て 示 す 。
【 ０ ２ ８ ９ 】
　 　 図 1cは 、 市 販 の 前 立 腺 プ ー ル 参 照 に 対 し て 比 較 し た 、 様 々 な 試 料 群 の ク ラ ス タ ー 図 を
示 す 。 階 層 的 平 均 連 鎖 ク ラ ス タ リ ン グ を 行 う 前 に 、 発 現 比 に お い て 少 な く と も 3倍 の 変 化
と い う 点 で デ ー タ に フ ィ ル タ ー を か け た が 、 75%の 試 料 に お い て 比 の 測 定 値 が 示 さ れ 、 そ
の 結 果 全 部 で 1006個 の 遺 伝 子 が 選 択 さ れ た 。 異 な る パ タ ー ン を 有 す る 領 域 （ c1～ c6） を 、
図 1cの 右 側 の 縦 棒 で 示 す 。 ク ラ ス タ ー c1は 、 限 局 性 PCAお よ び 転 移 性 PCAの 両 方 で 下 方 制 御
さ れ る 遺 伝 子 を 示 す 。 ク ラ ス タ ー c2は 、 転 移 性 PCAの み で 下 方 制 御 さ れ る 遺 伝 子 を 表 す 。
ク ラ ス タ ー c3は 、 市 販 の プ ー ル で 高 く 表 さ れ る 遺 伝 子 を 示 す 。 ク ラ ス タ ー c4は 、 限 局 性 PC
Aお よ び 転 移 性 PCAに お い て 上 方 制 御 さ れ る 遺 伝 子 を 表 示 す る 。 ク ラ ス タ ー c5は 、 市 販 の プ
ー ル に お い て 低 く 表 さ れ る 遺 伝 子 を 表 す 。 ク ラ ス タ ー c6は 、 転 移 性 PCAに お い て 下 方 制 御
さ れ る が 、 使 用 し た 他 の 全 試 料 に お い て 上 方 制 御 さ れ る 遺 伝 子 を 表 す 。
【 ０ ２ ９ ０ 】
　 BPHお よ び NAPの よ う な 前 立 腺 の 良 性 病 態 は 、 使 用 し た 参 照 プ ー ル に か か わ ら ず 、 悪 性 PC
A細 胞 株 ま た は 組 織 と は 別 々 に ク ラ ス タ ー 形 成 す る 。 PCAク ラ ス タ ー 内 で は 、 転 移 性 PCAと
臨 床 的 限 局 性 PCAは 異 な る 亜 群 を 形 成 す る こ と も 明 ら か で あ る 。 同 様 に 、 「 良 性 」 分 類 に
お い て 、 BPHは NAPと は 異 な る 傾 向 が あ る 。 興 味 深 い こ と に 、 「 BPH」 試 料 の 1つ は 、 最 初 は
限 局 性 PCA群 と 共 に ク ラ ス タ ー 形 成 し た 。 し か し 、 さ ら な る 組 織 病 理 学 的 再 検 査 に よ り 、
こ の 試 料 は 腫 瘍 性 組 織 の 小 さ な 病 巣 を 含 み （ 約 5%） 、 そ れ が 原 因 で 最 初 に 誤 っ て 分 類 さ れ
た こ と が わ か っ た （ 現 在 、 図 1aに お い て PCA+BPHと 示 す ） 。
【 ０ ２ ９ １ 】
　 遺 伝 子 発 現 の 差 異 の Eisen行 列 形 式 （ Eisenら 、 前 記 ） に つ い て も 表 す （ 図 1bお よ び 1c）
。 デ ー タ の 全 体 的 な 観 点 か ら 、 転 移 性 PCAが 解 析 の 中 心 と な り 、 試 験 し た 試 料 の 遺 伝 子 発
現 に お い て 最 も 大 き な 差 異 を 有 す る こ と が 明 ら か で あ る 。 そ れ ぞ れ の 行 列 の 左 側 ま た は 右
側 に あ る 縦 棒 は 、 協 調 し て 発 現 さ れ る 遺 伝 子 の ク ラ ス タ ー を 表 し 、 試 料 間 の 相 互 関 係 を 明
ら か に す る 。 例 え ば 、 ク ラ ス タ ー b3お よ び c1は 、 限 局 性 PCAお よ び 転 移 性 PCAの 両 方 に お い
て 下 方 制 御 さ れ る 遺 伝 子 を 表 す （ 図 1bお よ び 1c） 。 こ れ に 対 し て 、 ク ラ ス タ ー b6お よ び b4
は 、 転 移 性 PCAに お い て そ れ ぞ れ 特 異 的 に 上 方 制 御 お よ び 下 方 制 御 さ れ る 遺 伝 子 を 表 示 す
る （ 図 1b） 。 IGFBP-5、 DAN1、 FAT癌 抑 制 遺 伝 子 、 お よ び RAB5Aは 、 転 移 性 PCAに お い て 特 異
的 に 下 方 制 御 さ れ る 遺 伝 子 の 例 で あ り 、 こ れ ら は ま た 腫 瘍 形 成 に お け る 役 割 が 提 唱 さ れ て
い る （ 図 1bの 「 拡 大 」 部 分 ） 。 同 様 に 、 転 移 性 PCAに お い て 上 方 制 御 さ れ る 癌 関 連 遺 伝 子
に は 、 MTA-1（ 転 移 関 連 1） 、 MYBL2、 お よ び FLS353（ 結 腸 直 腸 癌 で 優 先 的 に 発 現 さ れ る ）
が 含 ま れ る 。 こ の 「 転 移 特 異 的 」 ク ラ ス タ ー に お け る 多 く の 遺 伝 子 は 、 転 移 性 PCA組 織 な
ら び に 2つ の PCA細 胞 株 、 DU145お よ び LnCAPの 両 方 に 共 有 さ れ る 。
【 ０ ２ ９ ２ 】
　 市 販 の 前 立 腺 参 照 プ ー ル （ CPP） に 対 し て プ ロ フ ァ イ ル し た 、 さ ら な る 前 立 腺 組 織 試 料
の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル か ら も 、 デ ー タ を 得 た 。 全 部 で 53個 の 前 立 腺 試 料 を 、 市 販 の プ ー ル に
対 し て プ ロ フ ァ イ ル し た 。 こ れ ら に は 、 4つ の 正 常 隣 接 前 立 腺 組 織 （ NAP） 、 14の 良 性 前 立
腺 肥 大 症 （ BPH） 、 1つ の 前 立 腺 炎 、 14の 限 局 性 前 立 腺 癌 （ PCA） 、 お よ び 20の ホ ル モ ン 抵
抗 性 転 移 性 PCA（ MET） が 含 ま れ る 。 階 層 的 平 均 連 鎖 ク ラ ス タ リ ン グ を 行 う 前 に 、 Cy5/Cy3
比 に お い て 少 な く と も 3倍 の 変 化 と い う 点 で デ ー タ に フ ィ ル タ ー を か け た が 、 75%の 試 料 に
お い て 比 の 測 定 値 が 示 さ れ た 。 こ の 方 法 に よ り 、 1325個 の 遺 伝 子 が 選 択 さ れ た 。 デ ー タ を
さ ら な る 40個 の 試 料 と 共 に 図 1cに 拡 張 し た が 、 こ れ に は 図 1bの す べ て を 含 み 、 さ ら な る 28
個 の 前 立 腺 試 料 も 含 む 。
【 ０ ２ ９ ３ 】
2. 的 を 絞 っ た ク ラ ス タ ー
　 次 に 、 既 知 の 命 名 さ れ た 遺 伝 子 の 機 能 群 を 調 べ る こ と に よ り 、 デ ー タ を 評 価 し た 。 癌 関
連 機 能 ク ラ ス タ ー を 任 意 に 定 義 し た が 、 そ れ に は 、 細 胞 増 殖 /細 胞 死 、 細 胞 接 着 、 抗 プ ロ
テ ア ー ゼ /プ ロ テ ア ー ゼ 、 フ リ ー ラ ジ カ ル ス カ ベ ン ジ ャ ー 、 炎 症 /免 疫 、 ホ ス フ ァ タ ー ゼ /
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キ ナ ー ゼ 、 転 写 、 お よ び そ の 他 が 含 ま れ る （ 図 2お よ び 図 6） 。
【 ０ ２ ９ ４ 】
　 さ ら な る 調 査 の た め 、 い く つ か の 利 用 可 能 な 遺 伝 子 選 択 方 法 の う ち の 1つ を 用 い て 、 よ
り 限 定 し た 遺 伝 子 セ ッ ト を 作 成 し た 。 1つ の 方 法 に お い て 、 そ れ ぞ れ の 遺 伝 子 に つ い て （ M
ET/PCA対 良 性 に 基 づ く ） t統 計 を 計 算 し た 。 細 胞 株 試 料 は 、 こ の 解 析 か ら 除 外 し た 。 ま た
、 20%の 試 料 か ら デ ー タ が 得 ら れ な か っ た 遺 伝 子 お よ び ESTも 、 こ の 解 析 か ら 除 外 し た 。 t
統 計 は 、 2つ の 方 法 で 順 位 づ け た 。 ま ず 第 一 に 、 t統 計 を 絶 対 値 よ り 順 位 づ け た が 、 こ れ は
発 現 比 に お け る 試 料 内 変 動 を 考 慮 し て い る 。 第 二 に 、 t統 計 を 検 定 統 計 量 の 分 子 の 大 き さ
に よ り 順 位 づ け た が 、 こ れ は 発 現 比 に お け る 生 物 学 的 相 違 に 基 づ く も の で 、 （ MET/PCA対
良 性 に つ い て の ） 「 エ フ ェ ク ト サ イ ズ 」 と 称 さ れ る 。 次 に 、 最 も 大 き い エ フ ェ ク ト サ イ ズ
を 有 す る 200個 の 遺 伝 子 、 お よ び 最 も 大 き い t統 計 を 有 す る 200個 の 遺 伝 子 の ス キ ャ ッ タ ー
プ ロ ッ ト を 作 成 し た （ 図 7を 参 照 の こ と ） 。 図 7は 、 各 遺 伝 子 に つ い て 計 算 し た t統 計 に 基
づ く 遺 伝 子 選 択 を 示 す 。 2つ の 群 を 解 析 に 用 い た ： PCA/METお よ び 良 性 （ NAP/BPH） 。 図 7a
は 、 NAPプ ー ル デ ー タ の 解 析 を 示 す 。 図 7bは 、 CPプ ー ル デ ー タ の 解 析 を 示 す 。 選 択 さ れ た
遺 伝 子 の 名 前 を 挙 げ 、 各 デ ー タ セ ッ ト の 200個 の 遺 伝 子 を 示 す 。 そ れ ぞ れ の 方 法 に 基 づ く
遺 伝 子 選 択 を 示 す 。 選 択 さ れ た 遺 伝 子 の （ ヒ ト ゲ ノ ム 解 析 機 構 （ HUGO） 遺 伝 子 命 名 法 に よ
り 指 定 さ れ る ） 名 称 ま た は 記 号 を 示 す 。
【 ０ ２ ９ ５ 】
　 候 補 と な り 得 る 遺 伝 子 を 同 定 す る た め 、 両 リ ス ト を 作 成 し た 遺 伝 子 を 別 々 に 考 察 し た 。
こ の 方 法 論 を 両 方 の 参 照 プ ー ル デ ー タ セ ッ ト （ NAPお よ び CP） に つ い て 実 行 し 、 例 え ば ヘ
プ シ ン 、 pim-1、 IM/ENIGMA、 TIMP2、 hevin、 rig、 お よ び ト ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン -1を 含 む 遺
伝 子 が 得 ら れ た 。 遺 伝 子 選 択 法 を 用 い て 同 定 さ れ た い く つ か の 遺 伝 子 を 、 図 2に 記 載 す る
「 機 能 」 ク ラ ス タ ー と の 関 連 に お い て よ り 詳 細 に 記 載 す る 。
【 ０ ２ ９ ６ 】
　 図 2は 、 前 立 腺 癌 に お け る 選 択 遺 伝 子 の 機 能 ク ラ ス タ ー の 差 次 的 発 現 を 示 す 。 （ ヒ ト ゲ
ノ ム 解 析 機 構 （ HUGO） 遺 伝 子 命 名 法 に よ り 指 定 さ れ る ） 遺 伝 子 名 ま た は 遺 伝 子 記 号 を 示 す
。 転 写 産 物 レ ベ ル に お い て 示 さ れ る 変 化 に つ い て 、 図 1と 同 様 の 規 則 を 用 い た 。 明 確 に す
る た め に 、 図 1の 試 料 の 順 番 を 保 っ た 。
【 ０ ２ ９ ７ 】
　 図 8は 、 PCA関 連 遺 伝 子 の 的 を 絞 っ た ク ラ ス タ ー を 示 す 。 転 写 産 物 レ ベ ル に お い て 示 さ れ
る 変 化 に つ い て 、 図 1と 同 様 の 規 則 を 用 い た 。 少 な く と も 2つ の 任 意 の ク ラ ス に お い て 3.5
倍 の 変 化 と い う 点 で 選 択 す る こ と に よ り 、 こ の 231個 の 遺 伝 子 の ク ラ ス タ ー を 作 成 し た が
、 75%の 試 料 に お い て 比 の 測 定 値 が 示 さ れ た 。 ク ラ ス に は 、 PCA対 NAP、 MET対 NAP、 PCA対 CP
、 お よ び MET対 CPが 含 ま れ た 。
【 ０ ２ ９ ８ 】
　 階 層 的 ク ラ ス タ リ ン グ の 信 頼 性 は 、 3つ の 別 々 の 方 法 ： Calinskiお よ び Harabasz (1974)
、 Hartigan (1975)、 な ら び に Krzanowskiお よ び Lai(1985)の 方 法 を 用 い て 評 価 し た 。 こ れ
ら の 全 方 法 に よ り 評 価 さ れ た 「 安 定 な 」 ク ラ ス タ ー の 数 は 2つ で あ る 。 CPプ ー ル デ ー タ セ
ッ ト お い て 、 こ れ は 有 効 な 良 性 ク ラ ス タ ー （ NAPお よ び BPH） お よ び 悪 性 ク ラ ス タ ー （ PCA
お よ び MET） を 導 く 。
【 ０ ２ ９ ９ 】
　 こ れ ら の 「 的 を 絞 っ た 」 ク ラ ス タ ー に お い て 同 定 さ れ た 遺 伝 子 の 多 く は 、 直 接 的 ま た は
間 接 的 に 、 発 癌 の 癌 バ イ オ マ ー カ ー ま た は 介 在 物 質 と し て 関 係 づ け ら れ て い た 。 い く つ か
は 、 PCAに お い て 調 節 不 全 と な る こ と が 示 さ れ て い た 。 例 え ば 、 PCAの マ イ ク ロ ア レ イ 解 析
に お い て 、 癌 抑 制 遺 伝 子 PTENは 下 方 制 御 さ れ 、 原 癌 遺 伝 子 mycは 上 方 制 御 さ れ た （ 図 2） （
Abate-Shenお よ び Shen、 前 記 ） 。 同 様 に 、 E-カ ド ヘ リ ン お よ び 脂 肪 酸 合 成 酵 素 は ど ち ら も
PCAに お い て 調 節 不 全 に な る こ と が 示 さ れ て い た が 、 E-カ ド ヘ リ ン の 発 現 の 減 少 お よ び 脂
肪 酸 合 成 酵 素 の 発 現 の 増 加 が 認 め ら れ た （ Tomitaら 、 Cancer Res., 60:3650 [2000]、 お
よ び Shurbajiら 、 Hum. Pathol., 27:917 [1996]） 。 特 徴 づ け ら れ て い な い 発 現 配 列 タ グ
（ EST） に 加 え 、 ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 同 定 さ れ た が 以 前 は PCAと の 関 連 性 が 未 知 で あ っ た
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遺 伝 子 が 多 数 存 在 す る 。 こ れ ら の 遺 伝 子 に は 、 癌 マ ー カ ー と し て の 用 途 が 見 出 さ れ る と 考
え ら れ る 。
【 ０ ３ ０ ０ 】
　 的 を 絞 っ た ク ラ ス タ ー に お い て 同 定 さ れ た 遺 伝 子 の い く つ か の 例 示 的 な 核 酸 配 列 を 、 図
9お よ び 図 10に 示 す 。 本 発 明 は 、 図 9お よ び 図 10に 記 載 し た 特 定 の 核 酸 配 列 に 制 限 さ れ な い
。 当 業 者 は 、 記 載 し た 配 列 の さ ら な る 変 種 、 相 同 体 、 お よ び 変 異 体 も 、 本 発 明 の 実 施 に お
い て 用 途 が 見 出 さ れ る こ と を 認 識 さ れ よ う 。
【 ０ ３ ０ １ 】
3. NAPプ ー ル と CPプ ー ル の 比 較
　 NAPプ ー ル と CPプ ー ル の 直 接 的 比 較 も 行 い 、 遺 伝 子 発 現 の 顕 著 な 相 違 が 容 易 に 明 ら か と
な っ た 。 図 5は 、 NAPプ ー ル と CPプ ー ル の 比 較 を 示 す 。 転 写 産 物 レ ベ ル に お い て 示 さ れ る 変
化 に つ い て 、 図 1と 同 様 の 規 則 を 用 い た 。 各 ク ラ ス 、 す な わ ち 50%フ ィ ル タ ー を か け た 正 常
組 織 対 NAPプ ー ル お よ び 正 常 組 織 対 CPプ ー ル の 任 意 の 2つ の 試 料 に お い て 、 少 な く と も 2.5
倍 の 変 化 を 有 す る 遺 伝 子 を 選 択 す る こ と に よ り 、 ク ラ ス タ ー を 得 た 。 解 析 し た 遺 伝 子 の う
ち 、 こ の 基 準 に よ り 59個 の 遺 伝 子 が 選 択 さ れ た 。 CPプ ー ル と 比 較 し て NAPプ ー ル に お い て
上 方 制 御 さ れ る こ と が 見 出 さ れ た 遺 伝 子 に は 、 例 え ば 結 合 組 織 増 殖 因 子 、 EGR-1（ 初 期 増
殖 応 答 -1） 、 マ ト リ リ シ ン （ MMP7） 、 CFLAR/I-FLICE（ カ ス パ ー ゼ 8お よ び FADD様 ア ポ ト ー
シ ス 制 御 因 子 ） 、 ル ミ カ ン 、 血 清 糖 質 コ ル チ コ イ ド 制 御 キ ナ ー ゼ 、 水 晶 体 上 皮 由 来 増 殖 因
子 、 PAI1（ プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー イ ン ヒ ビ タ ー 1型 ） 、 JUN、 お よ び FOS Bが 含
ま れ る 。 血 管 内 皮 増 殖 因 子 （ VEGF） 、 増 殖 停 止 特 異 的 （ GAS1） 、 コ レ シ ス ト キ ニ ン （ CCK
） 、 ア ミ ロ ラ イ ド 結 合 タ ン パ ク 質 （ ABP1） は 、 市 販 の プ ー ル と 比 較 し た 場 合 に 、 正 常 隣 接
前 立 腺 プ ー ル に お い て 下 方 制 御 さ れ る 遺 伝 子 で あ る 。 本 発 明 は 、 特 定 の 機 構 に 限 定 さ れ な
い 。 実 際 に 、 機 序 の 理 解 は 本 発 明 の 実 施 に 必 要 で は な い 。 そ れ に も か か わ ら ず 、 PCAに 隣
接 し た 正 常 前 立 腺 （ NAP） と 前 立 腺 病 態 の な い 個 人 由 来 の 正 常 前 立 腺 組 織 （ CP） と の 遺 伝
子 発 現 の 相 違 は 、 PCA自 体 に 誘 導 さ れ る 「 周 囲 効 果 」 に 起 因 し 得 る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ３ ０ ２ 】
実 施 例 3
ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析
　 全 RNA 30μ gを 変 性 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド ア ガ ロ ー ス ゲ ル に よ り 分 離 し 、 キ ャ ピ ラ リ ー 転 写
の 設 定 に よ り Hybond膜 （ Amersham） に 転 写 し た 。 Churchお よ び Gilbert、 1984に よ っ て 記
載 さ れ る 方 法 に よ り 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 。 シ グ ナ ル は 、 ホ ス ホ イ メ ー ジ ャ
ー （ phosphorimager） に よ り 可 視 化 し て 定 量 化 し た 。 相 対 的 倍 率 を 評 価 す る た め 、 ヘ プ シ
ン と GAPDHプ ロ ー ブ か ら 得 ら れ た シ グ ナ ル の 比 率 を 計 算 し た 。
【 ０ ３ ０ ３ 】
　 マ イ ク ロ ア レ イ 解 析 に よ り 同 定 さ れ 選 択 さ れ た 遺 伝 子 を 、 ノ ー ザ ン 解 析 に よ り 実 証 し た
。 例 え ば 、 hevin、 4 1/2 LIMド メ イ ン タ ン パ ク 質 、 お よ び ゲ ル ソ リ ン は 、 マ イ ク ロ ア レ イ
に よ り そ れ ぞ れ 3.2倍 、 3.2倍 、 お よ び 1.9倍 下 方 制 御 さ れ る こ と が 示 さ れ 、 ノ ー ザ ン 解 析
に よ り そ れ ぞ れ 8.8倍 、 4.5倍 、 お よ び 3.5倍 下 方 制 御 さ れ る こ と が 示 さ れ た 。 同 様 に 、 ヘ
プ シ ン は 、 マ イ ク ロ ア レ イ に よ り 4.3倍 上 方 制 御 さ れ る こ と が 示 さ れ 、 ノ ー ザ ン 解 析 に よ
り 11.3倍 上 方 制 御 さ れ る こ と が 示 さ れ た （ 図 3a） 。 ヘ プ シ ン は 、 転 写 産 物 の 発 現 が 限 局 性
PCAお よ び 転 移 性 PCAに は っ き り と 限 定 さ れ て い る 細 胞 表 面 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ で あ る た め
、 そ の 発 現 に つ い て タ ン パ ク 質 レ ベ ル で さ ら に 詳 細 に 試 験 し た （ 以 下 の 実 施 例 4を 参 照 の
こ と ） 。
【 ０ ３ ０ ４ 】
実 施 例 4
組 織 解 析
　 本 実 施 例 は 、 正 常 お よ び 癌 性 前 立 腺 組 織 に お け る タ ン パ ク 質 発 現 の 解 析 に つ い て 記 載 す
る 。
【 ０ ３ ０ ５ 】
A. 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ の 作 製
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　 Kononenら は 、 単 一 の ス ラ イ ド グ ラ ス 上 で 多 数 の 腫 瘍 組 織 を 評 価 す る 方 法 に つ い て 記 載
し た （ Kononenら 、 Nat. Med., 4:844 [1998]） 。 こ の 高 密 度 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ に よ り 、
単 一 の ス ラ イ ド グ ラ ス 上 で 最 大 で 1,000個 ま で の 組 織 試 料 の 解 析 が 可 能 に な る 。 こ の ス ラ
イ ド グ ラ ス は 、 ヘ マ ト キ シ リ ン お よ び エ オ シ ン （ H&E） で 調 製 し た ス ラ イ ド グ ラ ス な ら び
に 免 疫 組 織 化 学 染 色 し た ス ラ イ ド グ ラ ス を 、 日 常 的 な 光 学 顕 微 鏡 観 察 を す る こ と に よ り 評
価 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 遺 伝 子 発 現 方 法 論 に よ り 同 定 さ れ た 候 補 の 癌 バ イ オ マ
ー カ ー を 、 臨 床 的 に 層 別 化 し た 多 数 の 腫 瘍 試 料 に つ い て 、 タ ン パ ク 質 レ ベ ル で 評 価 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ３ ０ ６ 】
　 マ イ ク ロ ア レ イ 解 析 に 用 い た 前 立 腺 組 織 に は 、 4つ の BPH、 8つ の NAP、 １ つ の （ 19人 の 個
人 由 来 の ） 正 常 前 立 腺 組 織 の 市 販 プ ー ル 、 1つ の 前 立 腺 炎 、 11の 限 局 性 PCA、 お よ び 7つ の
転 移 性 PCA試 料 を 含 ん だ 。 高 密 度 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ （ TMA） は 、 以 前 に 記 載 さ れ た よ う に
（ Kononenら 、 Nat. Med., 4:844 [1998]； Perroneら 、 J. Natl. Cancer Inst., 92:937 [
2000]） 、 手 動 の 組 織 パ ン チ ャ ー /ア レ イ （ Beecher Instruments、 メ リ ー ラ ン ド 州 シ ル バ
ー ス プ リ ン グ ） を 用 い て 構 築 し た 。 こ の 装 置 は 、 内 径 約 600μ mの 薄 壁 ス テ ン レ ス 製 針 、 お
よ び 針 の 内 容 物 を 移 行 さ せ 空 に す る た め に 用 い る ス タ イ レ ッ ト か ら な る 。 こ の 組 立 品 は 、
デ ジ タ ル ・ マ イ ク ロ メ ー タ に よ り 手 動 で 調 整 す る X-Y位 置 ガ イ ド に 支 持 さ れ て い る 。 ド ナ
ー 組 織 の 選 択 し た 領 域 か ら 小 さ な 生 検 試 料 を 回 収 し 、 新 し い パ ラ フ ィ ン ブ ロ ッ ク に 正 確 に
配 置 す る 。 組 織 コ ア は 直 径 0.6 mmで あ り 、 長 さ は ド ナ ー ブ ロ ッ ク の 組 織 の 深 度 に 依 存 し 1.
0 mmか ら 3.0 mmま で 変 動 し た 。 正 常 、 HGPIN、 お よ び PCAの 複 数 の 重 複 し た コ ア 試 料 を 各 症
例 の 各 組 織 ブ ロ ッ ク か ら 採 取 し た 。 コ ア を 45 x 20 x 12 mmの レ シ ピ エ ン ト ブ ロ ッ ク に 挿
入 し 、 間 隔 は 0.8 mmあ け た 。 前 立 腺 腫 瘍 の 類 別 は 、 グ リ ー ソ ン （ Gleason, Cancer Chemot
her Rep., 50:125 [1966]） に よ っ て 記 載 さ れ る シ ス テ ム を 用 い て 行 っ た 。 根 治 的 前 立 腺
切 除 の 病 理 学 的 病 期 は 、 TNM病 期 分 類 シ ス テ ム （ Schroderら 、 Prostate Suppl., 4:129 [1
992]） を 用 い て 決 定 し た 。 外 科 的 縁 は 別 々 に 評 価 し 、 腫 瘍 の 病 期 分 類 に は 含 め な い 。
【 ０ ３ ０ ７ 】
B. 免 疫 組 織 化 学 法
　 免 疫 組 織 化 学 法 の た め 、 TMA切 片 を 5ミ ク ロ ン の 厚 さ の 間 隔 で 切 り 出 し た 。 最 初 の 切 片 を
ヘ マ ト キ シ リ ン お よ び エ オ シ ン で 染 色 し 、 組 織 像 を 確 認 し た 。 ホ ル マ リ ン 固 定 し た パ ラ フ
ィ ン 包 埋 組 織 か ら 調 製 し た TMAス ラ イ ド グ ラ ス を 、 60℃ で 0.5～ 1時 間 加 熱 し た 。 全 ス ラ イ
ド グ ラ ス を 10ミ リ モ ル 濃 度 の ク エ ン 酸 緩 衝 液 （ pH 6.0） 中 に 置 き 、 電 子 レ ン ジ で 5分 間 加
熱 し た 。 標 準 の ビ オ チ ン -ア ビ ジ ン 複 合 体 免 疫 組 織 化 学 法 を 行 っ た 。 こ の 試 験 に は 、 ア フ
ィ ニ テ ィ ー 精 製 し た 、 hヘ プ シ ン に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル ウ サ ギ 抗 体 を 、 1:40希 釈 （ 元 の
濃 度 は 0.2 mg/ml） で 用 い た 。 免 疫 染 色 強 度 は 、 熱 心 な 尿 生 殖 器 病 理 学 者 に よ っ て 、 無 、
弱 、 中 、 ま た は 強 と し て ス コ ア リ ン グ さ れ た 。 ス コ ア リ ン グ は 、 全 体 の グ リ ー ソ ン ス コ ア
（ 例 え ば 腫 瘍 類 別 ） 、 腫 瘍 の 大 き さ 、 ま た は 臨 床 転 帰 の 情 報 な し で の ブ ラ イ ン ド 様 式 の 遠
隔 病 理 診 断 シ ス テ ム を 用 い て 行 わ れ た （ Perroneら 、 前 記 ） 。 良 性 （ n=205） 、 高 度 PIN(n=
38)、 限 局 性 前 立 腺 癌 （ n=335） 、 お よ び ホ ル モ ン 抵 抗 性 前 立 腺 癌 （ n=160） に よ る 全 部 で 7
38個 の 組 織 試 料 を 試 験 し た 。
【 ０ ３ ０ ８ 】
　 同 様 に 、 135人 の 患 者 由 来 の 合 計 810個 の PCA試 料 に よ る 2つ の TMAブ ロ ッ ク を 用 い て 、 pim
-1を 解 析 し た 。 各 症 例 か ら 6個 の PCA試 料 を 評 価 し 、 ス コ ア 中 央 値 を 計 算 し た 。 さ ら に 、 良
性 前 立 腺 組 織 （ 例 え ば 、 良 性 上 皮 お よ び 萎 縮 症 ） お よ び HG-PINの 少 数 の 試 料 も 試 験 し た 。
pim-1の N末 端 に 対 す る ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Santa Cruz Biotechnology） を 1:100
希 釈 で 用 い て 、 上 記 の よ う に 免 疫 組 織 化 学 法 を 行 っ た 。 pim-1に よ り 細 胞 質 染 色 が 実 証 さ
れ 、 染 色 は 無 、 弱 、 中 、 ま た は 強 と し て 類 別 し た 。 試 料 は す べ て 、 す べ て の 関 連 病 態 お よ
び 臨 床 デ ー タ に つ い て ブ ラ イ ン ド で 試 験 し た 。
【 ０ ３ ０ ９ 】
C. 統 計 学 的 方 法
　 ノ ン パ ラ メ ト リ ッ ク な ANOVA検 定 （ マ ン ・ ホ イ ッ ト ニ ー  [2分 類 ]） を 利 用 し て 、 様 々 な

10

20

30

40

50

(68) JP 2005-518522 A 2005.6.23



パ ラ メ ー タ （ 組 織 型 、 グ リ ー ソ ン ス コ ア 、 お よ び 腫 瘍 の 大 き さ ） に 基 づ き 、 前 立 腺 試 料 が
ヘ プ シ ン お よ び pim-1を 異 な る レ ベ ル で 発 現 す る か 否 か を 評 価 し た 。 カ プ ラ ン ・ マ イ ヤ ー
解 析 を 用 い て 、 PSAな し の 進 行 （ 「 生 存 」 ） の 累 積 率 を 測 定 し た 。 ロ グ ラ ン ク 検 定 を 利 用
し 、 疾 患 な し の 進 行 の ヘ プ シ ン 免 疫 染 色 に お け る 相 違 を 評 価 し た 。 多 変 量 解 析 に は 、 Cox
比 例 ハ ザ ー ド 回 帰 を 用 い た 。 こ の 研 究 に は 、 SPSS（ イ リ ノ イ 州 シ カ ゴ ） に よ る 市 販 の ソ フ
ト ウ ェ ア を 用 い た 。
【 ０ ３ １ ０ 】
D. 結 果
1. ヘ プ シ ン
　 こ の 研 究 で 用 い た マ イ ク ロ ア レ イ を 図 3bに 示 す 。 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 し た ヘ プ シ ン ペ プ
チ ド 抗 体 （ Tsujiら 、 J. Biol. Chem., 266:16948 [1991]） を 用 い て 、 組 織 マ イ ク ロ ア レ
イ 上 で 、 700を 超 え る 良 性 お よ び 癌 性 前 立 腺 組 織 を 免 疫 組 織 化 学 的 に プ ロ フ ァ イ ル し た （
図 3c～ e） 。 図 3は 、 前 立 腺 癌 に お け る 、 膜 貫 通 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ で あ る ヘ プ シ ン の 過 剰
発 現 を 示 す 。 図 3aは 、 ヒ ト ヘ プ シ ン （ 上 ） お よ び GAPDHに よ る 標 準 化 （ 下 ） の ノ ー ザ ン ブ
ロ ッ ト 解 析 を 示 す 。 NATは 正 常 隣 接 前 立 腺 組 織 を 表 し 、 PCAは 前 立 腺 癌 を 表 す 。 図 3bは 、 ヘ
プ シ ン 解 析 に 用 い た 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ を 示 す 。 組 織 像 を 確 認 す る た め 、 ヘ マ ト キ シ リ ン
お よ び エ オ シ ン で 染 色 を 行 っ た 。
【 ０ ３ １ １ 】
　 免 疫 組 織 化 学 染 色 に よ り 、 良 性 前 立 腺 で は 染 色 さ れ な い か ま た は 弱 く 染 色 さ れ る こ と （
c1） 、 限 局 性 前 立 腺 癌 で は 強 く 染 色 さ れ る こ と （ c2～ c6） 、 お よ び 高 度 前 立 腺 腫 瘍 で も 強
く 染 色 さ れ る こ と が 示 さ れ た （ 全 像 と も 拡 大 率 100Xを 使 用 、 試 料 の 大 き さ は 直 径 0.6 mm）
。 良 性 前 立 腺 は 、 分 泌 細 胞 、 管 腔 細 胞 染 色 に お い て 弱 く 発 現 さ れ 、 基 底 細 胞 染 色 に お い て
強 く 発 現 さ れ る こ と が 示 さ れ る 。 前 立 腺 癌 お よ び 良 性 前 立 腺 が 観 察 さ れ る 領 域 内 で は 、 有
意 な ヘ プ シ ン 染 色 の 相 違 が 認 め ら れ る 。 浸 潤 前 立 腺 癌 （ d3～ d4） で は 、 ヘ プ シ ン タ ン パ ク
質 の 強 い 発 現 が 示 さ れ る 。 全 像 の 拡 大 率 は 400Xで あ る 。 図 3cは 、 組 織 型 に よ る ヘ プ シ ン タ
ン パ ク 質 発 現 の ヒ ス ト グ ラ ム を 示 す 。 良 性 前 立 腺 肥 大 症 （ BPH） 。 高 度 上 皮 内 腫 瘍 （ HG-PI
N） 。 限 局 性 前 立 腺 癌 （ PCA） 。 ホ ル モ ン 抵 抗 性 前 立 腺 癌 （ MET） 。 ヘ プ シ ン 染 色 の 相 対 的
強 度 を 質 的 に 評 価 し 、 分 類 し た 。 分 類 当 た り の ヘ プ シ ン 染 色 の 割 合 を y軸 に 示 す 。 図 3dは
カ プ ラ ン ・ マ イ ヤ ー 解 析 を 示 す 。 ヘ プ シ ン タ ン パ ク 質 発 現 の レ ベ ル に よ り 、 PSAな し の 生
存 を 2つ の 分 類 、 無 /低 発 現 （ 丸 ） 対 中 /強 発 現 （ 四 角 ） に 層 別 化 し た 。
【 ０ ３ １ ２ 】
　 内 部 標 準 か ら 、 以 前 に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 肝 臓 組 織 は ヘ プ シ ン に つ い て 強 く 染 色 さ
れ る こ と が 示 さ れ た 。 全 体 的 に 見 て 、 ヘ プ シ ン は 主 に 膜 染 色 を 示 し 、 良 性 前 立 腺 よ り も 腫
瘍 前 立 腺 に お い て 優 先 的 に 発 現 さ れ た （ マ ン ・ ホ イ ッ ト ニ ー 検 定 、 p<0.0001） 。 重 要 な こ
と に は 、 PCA、 HG-PINの 前 兆 病 変 に お い て ヘ プ シ ン が 最 も 強 く 発 現 さ れ 、 染 色 さ れ な い も
の は ほ と ん ど な か っ た （ マ ン ・ ホ イ ッ ト ニ ー 、 p<0.0001） 。 ヘ プ シ ン 染 色 が 低 い ま た は ヘ
プ シ ン 染 色 さ れ な い ほ と ん ど の 事 例 は 、 良 性 前 立 腺 試 料 に 見 ら れ た 。 ま た 、 ホ ル モ ン 抵 抗
性 転 移 性 癌 で は 、 染 色 強 度 は 限 局 性 前 立 腺 腫 瘍 と 良 性 前 立 腺 の 中 間 で あ っ た 。
【 ０ ３ １ ３ 】
　 根 治 的 前 立 腺 切 除 術 の 後 に PSAレ ベ ル の 上 昇 を 起 こ す 男 性 は 、 遠 隔 転 移 を 発 症 す る 危 険
性 が 高 く 、 前 立 腺 癌 が 原 因 で 死 亡 す る （ Poundら 、 JAMA, 281:1591 [1999]） 。 し た が っ て
、 潜 在 的 な PCAバ イ オ マ ー カ ー と し て の ヘ プ シ ン の 有 用 性 を 評 価 す る た め に 、 PSA failure
を 、 根 治 的 前 立 腺 切 除 術 後 の PSAレ ベ ル の 0.2 ng/mlを 上 回 る 上 昇 と し て 定 義 し た 。 334個
の 限 局 性 前 立 腺 癌 試 料 に つ い て 、 そ れ ぞ れ を 独 立 し た 試 料 と し て 扱 い 解 析 を 行 っ た 。 中 程
度 か ら 強 度 の ヘ プ シ ン 発 現 を 有 す る 腫 瘍 に お い て は 17％ （ 28/141試 料 ） の PSA failure率
で あ る の に 対 し て 、 ヘ プ シ ン 免 疫 染 色 さ れ な い お よ び 染 色 が 低 い 場 合 に は 28％ （ 46/119試
料 ） の PSA failure率 で あ り 、 根 治 的 前 立 腺 切 除 術 後 の PSA上 昇 と 有 意 に 関 連 性 が あ っ た （
図 3d、 ロ グ ラ ン ク 検 定 、 P=0.03） 。 こ れ ら の 結 果 が 、 PCAに つ い て の 確 立 し た 組 織 学 的 類
別 シ ス テ ム で あ る グ リ ー ソ ン ス コ ア （ Gleason, Hum. Pathol., 23:273 [1992]） と 無 関 係
で あ る の か 否 か を 調 べ る た め 、 多 変 量 解 析 を 行 っ た 。 Cox比 例 ハ ザ ー ド モ デ ル を 適 応 さ せ
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た 結 果 に 基 づ く と 、 PCAに お い て ヘ プ シ ン タ ン パ ク 質 の 発 現 が 弱 い ま た は 無 い こ と は 、 高
い グ リ ー ソ ン ス コ ア と 同 様 に 、 前 立 腺 切 除 術 後 の PSA上 昇 の 危 険 性 の 増 加 と 関 連 性 が あ る
（ 対 応 す る リ ス ク 比 は 、 そ れ ぞ れ 2.9（ p=0.0004） お よ び 1.65（ p=0.037） で あ っ た ） 。 ヘ
プ シ ン 発 現 が 弱 い ま た は 無 い こ と は ま た 、 大 き な 前 立 腺 癌 と の 関 連 性 も あ っ た ； 中 程 度 か
ら 強 度 の 発 現 を 有 す る 前 立 腺 腫 瘍 の 大 き さ の 中 央 値 は 1.3 cmで あ る の に 対 し て 、 染 色 さ れ
な い ま た は 弱 く 染 色 さ れ る 腫 瘍 の 場 合 は 1.5 cmで あ っ た （ マ ン ・ ホ イ ッ ト ニ ー ラ ン ク 検 定
、 P=0.043） 。 総 合 す る と 、 PCAに お け る ヘ プ シ ン タ ン パ ク 質 の 発 現 は 、 患 者 の 予 後 の 程 度
と 逆 の 相 関 関 係 が あ っ た 。
【 ０ ３ １ ４ 】
　 ヘ プ シ ン は 、 肝 臓 に お い て 最 も 高 く 発 現 さ れ る 51 kDaの 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 で あ り 、 PSA
と 同 様 に セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ で あ る （ Kurachiら 、 Methods Enzymol., 244:100 [1994]）
。 ヘ プ シ ン の プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン は 細 胞 外 間 隙 と 連 絡 が あ り 、 潜 在 的 に 他 の プ ロ テ ア ー
ゼ を 活 性 化 し 得 、 ま た は 細 胞 外 基 質 の 成 分 を 分 解 し 得 る 。 ヘ プ シ ン の 機 能 は ほ と ん ど 不 明
で あ る 。 細 胞 増 殖 の 制 御 （ Torres-Rosadoら 、 PNAS, 90:7181 [1993]） 、 細 胞 形 態 の 制 御
、 お よ び ト ロ ン ビ ン 形 成 を も た ら す 細 胞 表 面 上 の 外 因 性 の 凝 固 経 路 の 活 性 化 （ Kazamaら 、
J. Biol. Chem., 270:66 [1995] ） に お け る 役 割 を 有 す る こ と が 提 唱 さ れ て い る 。 さ ら に
、 ヘ プ シ ン mRNAレ ベ ル は 、 卵 巣 癌 に お い て 上 昇 す る こ と が 示 さ れ た （ Tanimotoら 、 Cancer
 Res., 57:2884 [1997]） 。 本 発 明 は 、 特 定 の 機 構 に 限 定 さ れ な い 。 実 際 に 、 機 序 の 理 解
は 本 発 明 の 実 施 に 必 要 で は な い 。 そ れ に も か か わ ら ず 、 良 性 前 立 腺 で は な く HG-PINに お け
る ヘ プ シ ン の 高 発 現 に よ り 、 ヘ プ シ ン が PINの 構 築 ま た は HG-PINか ら 癌 腫 へ の 移 行 に お い
て 役 割 を 果 た す こ と が 示 唆 さ れ る と 考 え ら れ る 。 大 き な 限 局 性 癌 お よ び ホ ル モ ン 抵 抗 性 癌
に お い て 見 ら れ る 、 そ の 後 の ヘ プ シ ン 発 現 の 減 少 か ら 、 PCAの 後 の 段 階 に お い て こ の プ ロ
テ ア ー ゼ の 必 要 性 が 減 少 す る こ と が 示 唆 さ れ る 。 ま た は 、 進 行 性 PCAを 有 す る 患 者 は 、 ヘ
プ シ ン が 重 要 な 役 割 を 果 た す 可 能 性 の あ る 汎 発 性 血 管 内 凝 固 （ DIC） （ Riddellら 、 J. Nuc
l. Med., 37:401 [1996] ） を 頻 繁 に 発 症 す る 。
【 ０ ３ １ ５ 】
2. pim-1
　 前 立 腺 の 腫 瘍 形 成 増 殖 は 、 正 常 な 恒 常 性 制 御 機 構 の 回 避 に よ っ て 生 じ 、 そ の 場 合 細 胞 増
殖 が 細 胞 死 を 上 回 る （ Bruckheimerお よ び Kyprianou、 Cell Tissue Res., 301:153 [2000]
） 。 多 く の PCAに お い て 発 癌 遺 伝 子 mycが 過 剰 発 現 さ れ る こ と は 周 知 で あ る が （ Buttyanら
、 prostate 11:327-37 [1987]； Abate-Shenお よ び Shen、 前 記 ） 、 本 発 明 は 、 原 癌 遺 伝 子 p
im-1キ ナ ー ゼ が 同 様 に 上 方 制 御 さ れ る こ と を 示 す （ 細 胞 増 殖 /細 胞 死 ク ラ ス タ ー 、 図 2） 。
pim-1と myc間 の 相 互 作 用 に よ っ て 、 細 胞 周 期 の 進 行 が 促 進 さ れ か つ ア ポ ト ー シ ス が 抑 制 さ
れ る こ と に よ り 、 リ ン パ 球 の 形 質 転 換 が 誘 導 さ れ 得 る こ と が 、 こ れ ま で の 研 究 か ら 示 唆 さ
れ る （ Shiroganeら 、 Immunity 11:709 [1999]） 。 本 解 析 は 、 PCAに お い て 相 乗 的 な 腫 瘍 形
成 効 果 を 媒 介 す る 可 能 性 が あ る 、 pim-1お よ び mycの 同 様 の 同 時 転 写 制 御 （ ま た は 遺 伝 子 増
幅 ） を 支 持 す る 。
【 ０ ３ １ ６ 】
　 PCAに お け る pim-1キ ナ ー ゼ タ ン パ ク 質 の 発 現 に つ い て も 、 高 密 度 TMAを 用 い て 調 査 し た
。 図 4は 、 前 立 腺 癌 に お け る pim-1の 過 剰 発 現 を 示 す 。 免 疫 組 織 化 学 染 色 に よ り 、 良 性 前 立
腺 で は 染 色 さ れ な い か ま た は 弱 く 染 色 さ れ る こ と 、 お よ び 限 局 性 前 立 腺 癌 に お い て は 細 胞
質 が 強 く 染 色 さ れ る こ と が 示 さ れ た 。 良 性 前 立 腺 で は 、 分 泌 細 胞 、 管 腔 細 胞 染 色 に お い て
、 発 現 さ れ な い か ま た は 弱 く 発 現 さ れ る こ と が 示 さ れ た 。 浸 潤 前 立 腺 癌 で は 、 pim-1タ ン
パ ク 質 が 強 く 発 現 さ れ る こ と が 示 さ れ た 。 像 の 拡 大 率 は す べ て 1000Xで あ る 。 図 4aは 、 810
個 の 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ 成 分 か ら 評 価 し た 、 組 織 型 に よ る pim-1タ ン パ ク 質 発 現 の ヒ ス ト
グ ラ ム を 示 す 。 高 度 上 皮 内 腫 瘍 （ HG-PIN） 。 限 局 性 前 立 腺 癌 （ PCA） 。 pim-1染 色 の 相 対 的
強 度 を 、 枠 内 の 判 例 に 表 す 。 分 類 当 た り の pim-1染 色 の 割 合 を y軸 に 示 す 。 図 4bは 、 pim-1
発 現 が 無 い な い し は 弱 い PCAを 有 す る 患 者 （ 下 の 線 ） が 、 前 立 腺 切 除 術 後 に PSA failureを
起 こ す 危 険 性 が よ り 高 い こ と を 表 す カ プ ラ ン ・ マ イ ヤ ー 解 析 を 示 す （ ロ グ ラ ン ク 、 p=0.04
） 。 pim-1タ ン パ ク 質 発 現 の レ ベ ル に よ り 、 PSAな し の 生 存 を 2つ の 分 類 、 無 /低 発 現 （ 下 の
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線 ） 対 中 /強 発 現 （ 上 の 線 ） に 層 別 化 し た 。
【 ０ ３ １ ７ 】
　 pim-1タ ン パ ク 質 は 、 PCAに お い て 顕 著 に 過 剰 発 現 さ れ る こ と が 見 出 さ れ た （ 図 4） 。 良
性 前 立 腺 上 皮 試 料 の 大 部 分 （ 97%） 、 前 立 腺 萎 縮 症 試 料 （ 73%） 、 お よ び 高 度 PIN試 料 （ 82%
） に お い て は 、 pim-1タ ン パ ク 質 発 現 が 無 い な い し は 弱 い こ と が 観 察 さ れ た （ 図 4a） 。 こ
れ に 対 し て 、 PCA試 料 の 約 半 分 に お い て （ 51%） 、 中 程 度 か ら 強 度 の pim-1発 現 が 見 ら れ た
（ 図 4a） 。 PSAな し の 生 存 に つ い て の カ プ ラ ン ・ マ イ ヤ ー 解 析 に よ り 、 前 立 腺 外 の 積 極 的
な 拡 大 、 精 嚢 浸 潤 、 7を 上 回 る グ リ ー ソ ン ス コ ア 、 お よ び pim-1発 現 の 減 少 が 、 PSA failur
eの よ り 高 い 累 積 率 と 関 連 し て い る こ と が 示 さ れ た （ 図 4b） 。 一 変 量 の Coxモ デ ル か ら 、 pi
m-1発 現 は PSA再 発 の 強 い 予 測 因 子 で あ る こ と が 見 出 さ れ た （ ハ ザ ー ド 比 （ HR） =2.1（ 95% 
CI 1.2～ 3.8、 p=0.01） ） 。
【 ０ ３ １ ８ 】
　 試 験 し た 変 量 の う ち 、 PSA再 発 の 有 意 な 予 測 因 子 は 、 グ リ ー ソ ン ス コ ア （ HR=1.8（ 95% C
I 1.1～ 3.0） 、 p=0.03） 、 グ リ ー ソ ン パ タ ー ン 4/5 PCA（ HR=3.9（ 95% CI 1.8～ 8.3） 、 p<
0.001） 、 前 立 腺 外 拡 大 状 態 （ HR=2.6（ 95% CI 1.6～ 4.2） 、 p<0.0001） 、 外 科 的 縁 状 態 （
HR=2.6（ 95% CI 1.2～ 5.6） 、 p=0.01） 、 精 嚢 の 状 態 （ HR=3.5（ 95% CI 2.0～ 6.2） 、 p<0.
0001） 、 術 前 PSAレ ベ ル の 自 然 対 数 （ HR=2.5（ 95% CI 1.6～ 3.8） 、 p<0.001） 、 HR=2.4、 p
<0.001） 、 お よ び 腫 瘍 の 大 き さ の 最 大 値 （ HR=2.7（ 95% CI 1.6～ 4.7） 、 p<0.0001） ） で
あ っ た 。 多 変 量 Coxモ デ ル か ら 、 グ リ ー ソ ン パ タ ー ン 4/5 PCA（ HR=3.8（ 95% CI 1.4～ 10.0
） 、 p<0.01） 、 Ln(PSA)（ HR=2.1（ 95% CI 1.1～ 3.9） 、 p=0.02） の 存 在 、 お よ び pim-1タ
ン パ ク 質 発 現 の 減 少 （ HR=4.5（ 95% CI 1.6～ 15.2） 、 p=0.01） の ど ち ら も 、 PSA再 発 の 有
意 な 予 言 因 子 で あ る こ と が 見 出 さ れ た 。 し た が っ て 、 ヘ プ シ ン よ り も な お さ ら 、 PCAに お
け る pim-1キ ナ ー ゼ の 発 現 の 減 少 は 、 患 者 の 予 後 不 良 の 程 度 と 有 意 に 関 連 が あ る 。
【 ０ ３ １ ９ 】
　 pim-1キ ナ ー ゼ は 、 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 に よ っ て 制 御 さ れ る 原 癌 遺 伝 子 で あ る （ Matikai
nenら 、 Blood 93:1980 [1999]） 。 こ れ は 、 最 初 は マ ウ ス の レ ト ロ ウ イ ル ス 誘 発 T細 胞 リ ン
パ 腫 に お け る プ ロ ウ イ ル ス 組 み 込 み の 好 発 部 位 と 記 載 さ れ （ Cuypersら 、 Cell 37:141 [19
84]） 、 以 前 は 造 血 性 の 悪 性 腫 瘍 に 独 占 的 に 関 与 す る と 考 え ら れ た （ Breuerら 、 Nature 34
0:61 [1989]） 。 pim-1お よ び mycの 同 時 転 写 制 御 が 、 本 明 細 書 に 記 載 し た 実 験 に お い て 認
め ら れ た （ 図 2、 細 胞 増 殖 /細 胞 死 ク ラ ス タ ー ） 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 腹 側 前 立 腺
に お け る mycの 慢 性 的 過 剰 発 現 に よ り 、 低 度 の PINに 類 似 し た 上 皮 異 常 が 誘 導 さ れ た が 、 こ
の モ デ ル に お い て 腺 癌 へ の 進 行 は 認 め ら れ な か っ た （ Zhangら 、 Prostate 43:278 [2000]
） 。 本 発 明 は 、 い ず れ か 一 つ の 機 構 に 限 定 さ れ な い 。 実 際 に 、 機 序 の 理 解 は 本 発 明 の 実 施
に 必 要 で は な い 。 そ れ に も か か わ ら ず 、 pim-1の 過 剰 発 現 が 、 mycが 誘 発 す る 前 立 腺 発 癌 を
増 強 し 得 る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ３ ２ ０ 】
　 図 8は 、 DNAマ イ ク ロ ア レ イ 解 析 に よ り 同 定 さ れ た 、 PCAに お い て 異 な っ て 発 現 さ れ る 代
表 的 な 遺 伝 子 の 図 式 的 概 要 を 提 供 す る 。 遺 伝 子 を 機 能 的 に 分 類 し た が 、 矢 印 は 、 正 常 前 立
腺 上 皮 と 比 較 し て の 、 転 移 性 ホ ル モ ン 抵 抗 性 PCA（ MET） お よ び /ま た は 限 局 性 PCA（ PCA）
に お け る 上 方 ま た は 下 方 制 御 を 表 す 。 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル に つ い て は 、 図 2を 参 照 さ れ た い
。
【 ０ ３ ２ １ 】
実 施 例 5
AMACR発 現 解 析
　 本 実 施 例 は 、 AMACRが 前 立 腺 癌 に お い て 一 貫 し て 過 剰 発 現 さ れ る こ と を 同 定 す る た め の
、 上 記 の 実 施 例 1～ 4に 記 載 し た 遺 伝 子 発 現 デ ー タ の 解 析 に つ い て 記 載 す る 。
【 ０ ３ ２ ２ 】
A. 組 織 試 料
　 最 も 幅 広 い 範 囲 の 前 立 腺 癌 試 料 を 調 べ る た め 、 ミ シ ガ ン 大 学 の 根 治 的 前 立 腺 切 除 術 系 お
よ び 迅 速 剖 検 プ ロ グ ラ ム （ Rapid Autopsy Program） か ら 、 臨 床 試 料 を 得 た 。 ど ち ら の プ

10

20

30

40

50

(71) JP 2005-518522 A 2005.6.23



ロ グ ラ ム も 、 ミ シ ガ ン 大 学 前 立 腺 癌 専 門 研 究 プ ロ グ ラ ム （ Specialized Program of Resea
rch Excellence） （ S.P.O.R.E.） 組 織 コ ア （ Tissue Core） の 一 部 で あ る 。
【 ０ ３ ２ ３ 】
　 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ （ TMA） 効 果 ア レ イ の た め の 前 立 腺 切 除 の 症 例 は 、 臨 床 的 限 局 性 前
立 腺 癌 の た め に 、 1994年 か ら 1998年 の 間 に 、 ミ シ ガ ン 大 学 で 単 独 療 法 と し て （ す な わ ち 、
ホ ル モ ン 療 法 も 放 射 線 療 法 も 行 わ な い ） 恥 骨 後 根 治 的 前 立 腺 切 除 術 を 受 け た 集 団 の 632人
の 患 者 か ら 選 択 し た 。 全 患 者 の 臨 床 デ ー タ お よ び 病 理 デ ー タ は 、 ミ シ ガ ン 大 学 治 験 審 査 委
員 会 の 承 認 を 得 て 入 手 し た 。 詳 細 な 臨 床 デ ー タ 、 病 理 デ ー タ 、 お よ び TMAデ ー タ は 、 安 全
リ レ ー シ ョ ナ ル ・ デ ー タ ベ ー ス に 保 存 さ れ て い る （ Manleyら 、 Am. J. Pathol., 159:837 
[2001]） 。
【 ０ ３ ２ ４ 】
　 前 立 腺 試 料 の 処 理 は 、 外 科 的 切 除 後 約 15～ 20分 以 内 に 開 始 し た 。 前 立 腺 は 部 分 的 に 試 料
採 取 し 、 組 織 の 約 50%を 研 究 に 用 い た 。 こ の 手 順 は 、 公 式 な 研 究 に お い て 評 価 さ れ 、 部 分
的 な 試 料 採 取 に よ っ て 正 確 な 病 期 分 類 お よ び 外 科 的 縁 の 評 価 が 損 な わ れ な い こ と が 保 証 さ
れ て い る （ Hollenbeckら 、 J. Urol., 164:1583 [2000]） 。 簡 潔 に 説 明 す る と 、 前 立 腺 の
切 片 を 一 つ お き に 組 織 学 的 検 査 に 供 し た 。 残 り の 切 片 は 凍 結 し 、 SPORE組 織 コ ア に 保 管 し
た 。 こ れ ら の 試 料 は 、 IRB承 認 の イ ン フ ォ ー ム ド コ ン セ ン ト に 署 名 し た 患 者 か ら の み 収 集
さ れ た 。 試 料 は OCT包 埋 剤 中 -80℃ で 直 ち に 凍 結 し 、 病 理 学 報 告 書 が 完 成 さ れ る ま で 、 保 管
区 域 に 保 管 し た 。 適 切 な 診 断 お よ び 病 期 決 定 が な さ れ る ま で 、 研 究 者 は こ れ ら の 凍 結 試 料
を 利 用 で き な か っ た 。 cDNA発 現 ア レ イ 解 析 お よ び RT-PCRに 用 い た 試 料 は 、 す べ て 研 究 病 理
学 者 に よ っ て 評 価 さ れ た 。 試 料 は す べ て 、 試 料 の 95%を 上 回 る 部 分 が 所 望 の 病 変 を 表 す よ
う に 、 お お ま か に 切 り 取 っ た （ 例 え ば 、 前 立 腺 癌 、 BPH、 ま た は 良 性 前 立 腺 ） 。 分 子 解 析
に 用 い た 試 料 に 準 じ て 、 前 立 腺 癌 を 有 す る 試 料 に は ま た 、 グ リ ー ソ ン ス コ ア を 割 り 当 て た
。
【 ０ ３ ２ ５ 】
　 転 移 性 前 立 腺 腫 瘍 の 貴 重 な 材 料 源 で あ る ホ ル モ ン 抵 抗 性 前 立 腺 癌 を 研 究 す る た め 、 迅 速
剖 検 プ ロ ト コ ル （ Rapid Autopsy Protocol） を 利 用 し た 。 ワ シ ン ト ン 大 学 （ ワ シ ン ト ン 州
シ ア ト ル ） お よ び ジ ョ ー ン ズ ・ ホ プ キ ン ス 大 学 （ メ リ ー ラ ン ド 州 ボ ル テ ィ モ ア ） で 開 発 さ
れ た 手 順 を 手 本 に し て 、 こ の プ ロ グ ラ ム に よ り 、 進 行 性 前 立 腺 癌 を 有 す る 男 性 が 、 死 後 直
後 の 剖 検 に 同 意 す る こ と が で き る 。 こ れ ま で に 、 死 後 か ら 剖 検 ま で 2時 間 の 平 均 時 間 で 、 2
3件 の 完 全 な 剖 検 が 行 わ れ た 。 こ の 手 順 は 、 す で に 詳 細 に 記 載 さ れ て い る （ Rubinら 、 Clin
. Cancer. Res., 6:1038 [2000]） 。 簡 潔 に 説 明 す る と 、 ホ ル モ ン 抵 抗 性 前 立 腺 癌 と 診 断
さ れ た 患 者 に 、 死 後 組 織 ド ナ ー プ ロ グ ラ ム に 参 加 す る よ う に 依 頼 す る 。 組 織 提 供 の 目 的 お
よ び 手 順 を 、 患 者 に 説 明 す る 。 こ の IRB承 認 の 腫 瘍 ド ナ ー プ ロ グ ラ ム に 参 加 す る 同 意 が 得
ら れ た ら 、 患 者 ま た は 近 親 者 に よ る 承 諾 に よ り 、 生 前 に 剖 検 の 許 可 が 得 ら れ る 。 ホ ル モ ン
抵 抗 性 原 発 性 前 立 腺 癌 試 料 お よ び ホ ル モ ン 抵 抗 性 転 移 性 前 立 腺 癌 試 料 は 、 液 体 窒 素 を 用 い
て 収 集 し た 。 同 じ 病 変 か ら の 鏡 像 試 料 を 、 10%緩 衝 ホ ル マ リ ン 中 に 置 い た 。 固 定 し た 試 料
を パ ラ フ ィ ン 中 に 包 埋 し 、 TMAの 作 製 に 用 い た 。 前 立 腺 切 除 試 料 と 同 様 に 、 研 究 病 理 学 者
が ス ラ イ ド グ ラ ス を 調 査 し 、 壊 死 し た 部 分 を 避 け て 生 存 前 立 腺 癌 部 分 を 円 で 囲 み 、 TMA作
製 の た め の 鋳 型 と し て こ の ス ラ イ ド グ ラ ス を 用 い た 。
【 ０ ３ ２ ６ 】
B. 病 理 お よ び 評 価
　 外 科 的 縁 を 評 価 す る 前 に 、 前 立 腺 に 印 付 け を し た 。 尖 部 お よ び 基 部 の 外 科 的 縁 を 、 前 立
腺 尿 道 軸 に 垂 直 に 切 除 し た 。 精 嚢 を 前 立 腺 へ の 入 り 口 に 対 し て 垂 直 に 切 除 し 、 精 嚢 縁 と し
て 供 し た 。 こ の 研 究 の た め の 前 立 腺 は す べ て 部 分 的 に 包 埋 し 、 尖 部 、 中 間 部 、 お よ び 基 部
の 全 面 的 な 切 片 を 一 つ お き に 得 た 。 詳 細 な 前 立 腺 切 除 病 理 報 告 に は 、 腫 瘍 に よ る 外 科 的 縁
併 発 の 有 無 （ 外 科 的 縁 状 態 ） 、 前 立 腺 外 拡 大 の 存 在 、 お よ び 精 嚢 浸 潤 を 含 ん だ 。 腫 瘍 は 、
前 立 腺 外 拡 大 お よ び 精 嚢 浸 潤 は 含 む が 外 科 的 縁 状 態 を 考 慮 し な い TNMシ ス テ ム に よ り 、 病
期 分 類 し た （ Bostwickら 、 Simin. Urol. Oncol., 17:222 [1999]） 。 腫 瘍 は 、 グ リ ー ソ ン
類 別 シ ス テ ム に よ り 類 別 し た （ Gleason, Cancer Chemother. Rep., 50:125 [1966]； Glea
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son, The Veterans Administration Cooperative Urological Research Group. Histolog
ic Grading and Clinical Staging of Prostate Carcinoma. In: Tannenbaum M, editor.
 Urologic Pathology: The Prostate. Philadelphia: Lea & Febiger; 1977. p.171-98）
。
【 ０ ３ ２ ７ 】
　 TMA作 製 の 準 備 と し て 、 全 ス ラ イ ド グ ラ ス を 再 度 調 べ 、 良 性 前 立 腺 、 前 立 腺 萎 縮 症 、 高
度 前 立 腺 上 皮 内 腫 瘍 、 お よ び 前 立 腺 癌 の 部 位 を 同 定 し た 。 こ れ ら の 指 定 し た 組 織 の ア レ イ
へ の 移 行 を 最 適 化 す る た め 、 ス ラ イ ド グ ラ ス 鋳 型 上 で 、 各 病 変 周 囲 に で き る だ け 密 接 し て
腫 瘍 関 与 部 分 を 円 で 囲 ん だ 。 良 性 前 立 腺 に 隣 接 し た 浸 潤 腫 瘍 を 有 す る 部 分 は 除 い た 。
【 ０ ３ ２ ８ 】
C. RT-PCR
　 変 性 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 、 全 RNAの 完 全 性 を 判 断 し た 。 cDN
Aは 、 前 立 腺 組 織 試 料 か ら 単 離 し た 全 RNA 1μ gか ら 調 製 し た 。 特 定 の 遺 伝 子 産 物 を 増 幅 す
る た め に 用 い た プ ラ イ マ ー は ：
AMACRセ ン ス 、
　
　
AMACRア ン チ セ ン ス 、
　
　
GAPDHセ ン ス 、
　
　
お よ び GAPDHア ン チ セ ン ス 、
　
　
で あ る 。 AMACRお よ び GAPDHの PCR条 件 は 、 ま ず 94℃ で 5分 間 、 そ し て 95℃ で 1分 間 、 60℃ で 1
分 間 （ ア ニ ー リ ン グ ） 、 お よ び 72℃ で 1分 間 の 28サ イ ク ル 、 な ら び に 72℃ で 7分 間 の 最 終 的
な 伸 長 段 階 を 含 む 。 PCR反 応 は 、 Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ （ Gibco BRL） 1単 位 を 含 む 50μ l容
量 を 用 い た 。 増 幅 産 物 （ 5μ l） を 2%ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 分 離 し 、 紫 外 線 に よ り
可 視 化 し た 。
【 ０ ３ ２ ９ 】
D. イ ム ノ ブ ロ ッ ト 解 析
　 代 表 的 な 前 立 腺 組 織 試 料 を 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 に 用 い た 。 組 織 は 、 50 mmol/Lト
リ ス -HCl、 pH 7.4、 1% ノ ニ デ ッ ト P-40（ Sigma、 ミ ズ ー リ 州 セ ン ト ル イ ス ） 、 お よ び 完 全
プ ロ テ イ ナ ー ゼ 阻 害 剤 混 合 物 （ Roche、 米 国 イ ン デ ィ ア ナ 州 ） を 含 む NP-40溶 解 緩 衝 液 中 で
ホ モ ジ ナ イ ズ し た 。 タ ン パ ク 質 抽 出 物 15μ gを SDS試 料 緩 衝 液 と 混 合 し 、 還 元 条 件 下 に お い
て 、 10% SDS-ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル で 電 気 泳 動 し た 。 分 離 さ れ た タ ン パ ク 質 を 、 ニ ト ロ
セ ル ロ ー ス 膜 （ Amersham Pharmacia Biotech、 ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 ピ ス カ タ ウ ェ イ ） に 転
写 し た 。 こ の 膜 を 、 ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 （ 0.1% Tweenを 添 加 し た ト リ ス 緩 衝 食 塩 水 （ TBS-
T） お よ び 5%ノ ン フ ァ ッ ト ド ラ イ ミ ル ク ） 中 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 AMACR抗 体 （ ア
ム ス テ ル ダ ム 大 学 、 R Wanders博 士 よ り 分 与 ） を ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 で 1:10,000に 希 釈 し
て 添 加 し 、 4℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 TBS-T緩 衝 液 で 3回 洗 浄 し た 後 、 膜 を 、 1:5000
希 釈 し た 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 結 合 ロ バ 抗 ウ サ ギ IgG抗 体 （ Amersham Pharmacia Bi
otech、 ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 ピ ス カ タ ウ ェ イ ） と 共 に 、 室 温 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
ECL検 出 シ ス テ ム （ Amersham Pharmacia Biotech、 ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 ピ ス カ タ ウ ェ イ ）
お よ び オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー に よ り 、 シ グ ナ ル を 可 視 化 し た 。
【 ０ ３ ３ ０ 】
　 β -チ ュ ー ブ リ ン の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト で は 、 AMACR抗 体 で 探 索 し た 膜 を ウ ェ ス タ ン リ プ
ロ ー ブ 緩 衝 液 （ Geno-tech、 ミ ズ ー リ 州 セ ン ト ル イ ス ） を 用 い て 剥 が し 、 5%ノ ン フ ァ ッ ト

10

20

30

40

50

(73) JP 2005-518522 A 2005.6.23



ド ラ イ ミ ル ク を 添 加 し た 0.1% Tween添 加 ト リ ス 緩 衝 食 塩 水 （ TBS-T） 中 で ブ ロ ッ キ ン グ し
、 1:500希 釈 し た ウ サ ギ 抗 β -チ ュ ー ブ リ ン 抗 体 （ Santa Cruz Biotechnologies、 カ リ フ ォ
ル ニ ア 州 サ ン タ ク ル ー ズ ） と 共 に 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト は 、 上
記 の よ う に 処 理 し た 。
【 ０ ３ ３ １ 】
E. 免 疫 組 織 化 学 法
　 標 準 的 な 間 接 的 免 疫 組 織 化 学 法 （ IHC） を 行 い 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 AMACR抗 体 を 用 い て AM
ACRタ ン パ ク 質 発 現 を 評 価 し た 。 タ ン パ ク 質 発 現 を 、 陰 性 （ ス コ ア = 1） 、 弱 （ 2） 、 中 （ 3
） 、 お よ び 強 （ 4） と し て ス コ ア リ ン グ し た 。 AMACRタ ン パ ク 質 発 現 が 前 立 腺 癌 増 殖 と 関 連
し て い る か 否 か を 評 価 す る た め 、 Ki-67の モ ノ ク ロ ー ナ ル マ ウ ス IgG Mib-1抗 体 （ 1:150希
釈 、 Coulter-Immunotech、 フ ロ リ ダ 州 マ イ ア ミ ） を 用 い て 、 一 部 の 試 料 を 評 価 し た 。 抗 原
検 索 の た め の 電 子 レ ン ジ 加 熱 前 処 理 （ ト リ ス EDTA緩 衝 液 中 で 100℃ で 30分 間 ） を 行 い 、 色
素 原 と し て 3,3’ ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン 四 塩 酸 塩 を 用 い た 。 高 い Ki-67陽 性 が 周 知 で あ る リ ン
パ 節 組 織 を 、 対 照 と し て 用 い た 。
【 ０ ３ ３ ２ 】
F. 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ の 作 製 、 デ ジ タ ル 画 像 の 取 得 、 お よ び 解 析
　 本 研 究 に は 、 5枚 の TMAを 用 い た 。 そ の う ち 3枚 は 前 立 腺 切 除 系 に よ る 組 織 を 含 み 、 2枚 は
迅 速 剖 検 プ ロ グ ラ ム に よ る ホ ル モ ン 抵 抗 性 前 立 腺 癌 を 含 ん だ 。 TMAは 、 以 前 に 記 載 さ れ た
よ う に （ Kononenら 、 Nat. Med., 4:844 [1998]； Perroneら 、 J. Natl. Cancer Inst., 92
:937 [2000]） 、 手 動 の 組 織 ア レ イ ヤ ー （ Beecher Instruments、 メ リ ー ラ ン ド 州 シ ル バ ー
ス プ リ ン グ ） を 用 い て 構 築 し た 。 円 で 囲 ん だ 部 位 （ 上 記 ） の 組 織 コ ア を 、 レ シ ピ エ ン ト ア
レ イ ブ ロ ッ ク に 移 行 さ せ る た め の 標 的 に し た 。 選 択 し た 組 織 型 の そ れ ぞ れ か ら 、 5個 の 重
複 組 織 コ ア を 試 料 採 取 し た 。 直 径 0.6 mmの TMAコ ア は 、 コ ア の 中 心 か ら 中 心 ま で 0.8 mmの
間 隔 を そ れ ぞ れ あ け た 。 作 製 後 、 4μ mの 切 片 を 切 り 出 し 、 最 初 の ス ラ イ ド グ ラ ス に H&E染
色 を 行 い 組 織 像 を 確 認 し た 。
【 ０ ３ ３ ３ 】
　 BLISS画 像 処 理 シ ス テ ム （ Bacus Labs、 イ リ ノ イ 州 ロ ン バ ー ド ） を 用 い て 、 TMA H&E画 像
を 取 り 込 ん だ 。 AMACRタ ン パ ク 質 発 現 は 、 ブ ラ イ ン ド 様 式 で 評 価 し た 。 す べ て の 像 を 、 AMA
CRタ ン パ ク 質 発 現 強 度 に つ い て ス コ ア リ ン グ し た 。 さ ら に 、 全 TMA試 料 を 診 断 （ す な わ ち
、 良 性 、 萎 縮 症 、 高 度 前 立 腺 上 皮 内 腫 瘍 、 お よ び 前 立 腺 癌 ） に 割 り 当 て た 。 標 的 に し た 組
織 が 実 際 に 移 行 し た 組 織 で は な い 可 能 性 も あ る の で 、 こ の こ と が 推 奨 さ れ る 。 し た が っ て
、 各 段 階 で 検 証 を 行 っ た 。 CAS200細 胞 解 析 シ ス テ ム （ Bacus Labs） を 用 い て 、 TMAス ラ イ
ド グ ラ ス を 増 殖 指 標 に つ い て 評 価 し た 。 選 択 し た 部 位 を 、 40X対 物 レ ン ズ の 下 で 評 価 し た
。 測 定 値 を 、 陽 性 染 色 さ れ た 全 核 領 域 の 割 合 と し て 記 録 し た 。 強 度 に か か わ ら ず 、 陽 性 染
色 さ れ た 核 す べ て を 測 定 し た 。 間 質 細 胞 お よ び 基 底 細 胞 の 存 在 を 最 小 限 に 抑 え る よ う に 解
析 部 位 を 選 択 し 、 腫 瘍 上 皮 の み を 評 価 し た 。 以 前 に 記 載 さ れ た よ う に （ Perroneら 、 J. Na
tl. Cancer Inst. 92:937 [2000]） 、 Ki-67発 現 に つ い て 試 料 を 評 価 し た 。 各 測 定 値 は 、
約 50～ 100個 の 上 皮 核 に 基 づ く 。 TMA試 料 の 大 き さ が 決 ま っ て い る た め 、 重 複 し な い 5回 の
繰 り 返 し 測 定 が 達 成 可 能 な 上 限 で あ っ た 。
【 ０ ３ ３ ４ 】
G. 前 立 腺 針 生 検 の 解 析
　 診 断 に 用 い る 18ゲ ー ジ 針 生 検 試 料 に お け る AMACR発 現 の 有 用 性 を 評 価 す る た め 、 前 立 腺
癌 ま た は さ ら な る 精 密 検 査 を 必 要 と す る 異 型 性 を 有 す る 100個 の 連 続 し た 生 検 試 料 を 、 AMA
CR発 現 に つ い て 試 験 し た 。 す べ て の 症 例 に つ い て 、 2つ の 基 底 細 胞 特 異 的 マ ー カ ー （ 34β E
12お よ び p63） お よ び AMACRを 用 い て 免 疫 染 色 し た 。 癌 の 感 度 お よ び 特 異 性 に つ い て 、 症 例
を 評 価 し た 。 こ れ ら の 症 例 の う ち 26の 症 例 は 病 理 学 者 と 相 談 し て 観 察 し た が 、 診 断 上 困 難
で あ り 、 専 門 家 の 検 査 お よ び さ ら な る 特 徴 づ け が 必 要 で あ る と 考 え ら れ た 。
【 ０ ３ ３ ５ 】
H. 結 果
　 図 11は 、 前 立 腺 癌 に お い て AMACRの 発 見 お よ び 特 徴 づ け を も た ら す 、 DNAお よ び 組 織 マ イ
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ク ロ ア レ イ パ ラ ダ イ ム の 概 略 図 を 示 す 。 A) Abate-Shenお よ び Shenに よ り 改 作 さ れ た 前 立
腺 癌 進 行 （ Genes Dev., 14:2410 [2000]） 。 DNAマ イ ク ロ ア レ イ ま た は 「 チ ッ プ 」 技 術 を
用 い て 研 究 さ れ 得 る 特 徴 的 な 分 子 変 化 が 、 前 立 腺 癌 進 行 の 各 段 階 で 起 こ る 。 B) 腫 瘍 （ 前
立 腺 癌 ） 試 料 お よ び 参 照 （ 良 性 前 立 腺 組 織 ） 試 料 か ら 作 製 し た cDNAを 識 別 可 能 な 蛍 光 色 素
で 標 識 し 、 一 度 の 実 験 で 何 千 も の 遺 伝 子 を モ ニ タ ー す る こ と が で き る DNAマ イ ク ロ ア レ イ
を 用 い て 検 索 す る 。 C) ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 、 ス キ ャ ナ ー を 用 い て DNAマ イ ク ロ ア レ
イ を 解 析 し 、 各 遺 伝 子 に つ い て 蛍 光 比 率 を 測 定 す る （ こ の 場 合 、 前 立 腺 癌 /良 性 組 織 ） 。 D
) コ ン ピ ュ ー タ ー の デ ー タ ベ ー ス に 比 率 を 入 力 し た 後 、 様 々 な 統 計 ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て
解 析 す る 。 デ ー タ を 調 査 す る 1つ の 例 示 的 な 方 法 で は （ Eisenら 、 PNAS 95:14863 [1998]）
、 色 強 度 を 遺 伝 子 発 現 比 率 に 割 り 当 て る 。 こ の 場 合 、 赤 の 色 合 い は 前 立 腺 癌 に お い て 上 方
制 御 さ れ た 遺 伝 子 を 表 し （ 例 え ば 、 4.0の 比 率 ） 、 緑 の 色 合 い は 下 方 制 御 さ れ た 遺 伝 子 を
表 す （ 例 え ば 、 0.1の 比 率 ） 。 腫 瘍 組 織 と 良 性 組 織 と の 間 で 変 化 の な い 遺 伝 子 は 黒 色 で 表
し 、 欠 落 し た 成 分 は 灰 色 で 表 す 。 E) DNAマ イ ク ロ ア レ イ に よ り 同 定 さ れ た 遺 伝 子 を 、 次 に
転 写 物 レ ベ ル （ 例 え ば 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト ま た は RT-PCR） ま た は タ ン パ ク 質 レ ベ ル （ 例 え
ば イ ム ノ ブ ロ ッ ト ） で 確 認 す る こ と が で き る 。 F) 前 立 腺 癌 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ の 作 製 に
よ り 、 （ 何 百 も の 遺 伝 子 で は な く て ） 何 百 人 も の 患 者 の 研 究 が 容 易 に な る 。 G) 各 組 織 マ
イ ク ロ ア レ イ ス ラ イ ド グ ラ ス は 、 臨 床 お よ び 病 理 デ ー タ ベ ー ス に 結 び 付 け ら れ た （ 図 示 せ
ず ） 、 臨 床 的 に 層 別 化 さ れ た 何 百 も の 前 立 腺 癌 試 料 を 含 む 。 H) 次 に 、 種 々 の 分 子 的 方 法
ま た は 生 化 学 的 方 法 を 用 い て （ こ の 場 合 は 免 疫 組 織 化 学 法 ） 、 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ ス ラ イ
ド グ ラ ス を 解 析 す る こ と が で き る 。 I) DNAマ イ ク ロ ア レ イ デ ー タ に も 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ
デ ー タ に も 、 臨 床 応 用 が あ る 。 例 と し て は 、 1. 患 者 の 予 後 を 予 測 す る た め に 遺 伝 子 発 現
プ ロ フ ァ イ ル を 用 い る こ と 、 2. 臨 床 マ ー カ ー の 同 定 、 3. 新 規 治 療 標 的 の 開 発 が 含 ま れ る
が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ３ ３ ６ 】
　 図 12は 、 57の 前 立 腺 癌 試 料 に 対 す る DNAマ イ ク ロ ア レ イ 解 析 に よ っ て 測 定 さ れ た 、 AMACR
転 写 物 レ ベ ル を 要 約 し た も の で あ る 。 組 織 型 に 基 づ い て 試 料 （ Dhanasekaranら 、 Nature 4
12:822 [2001]） を 分 類 し 、 平 均 し た 。 実 験 試 料 を Cy5チ ャ ネ ル で 標 識 し 、 参 照 試 料 （ 良 性
前 立 腺 組 織 の プ ー ル ） を Cy3チ ャ ネ ル で 標 識 し た 。 ボ ッ ク ス プ ロ ッ ト は 、 各 群 内 の AMACR発
現 の 範 囲 を 示 す 。 組 織 は 、 以 下 の 種 類 ： 良 性 （ 正 常 隣 接 前 立 腺 組 織 ） 、 良 性 前 立 腺 肥 大 症
（ BPH） 、 臨 床 的 限 局 性 前 立 腺 癌 、 お よ び 転 移 性 前 立 腺 癌 に 分 類 し た 。 良 性 前 立 腺 組 織 に
対 し て 、 限 局 性 前 立 腺 癌 お よ び 転 移 性 前 立 腺 癌 は 、 そ れ ぞ れ 3.1倍 （ マ ン ・ ホ イ ッ ト ニ ー
検 定 、 p<0.0001） お よ び 1.67倍 （ マ ン ・ ホ イ ッ ト ニ ー 検 定 、 p<0.004） 上 方 制 御 さ れ て い
た （ Cy5/Cy3比 率 と し て 表 さ れ る ） 。
【 ０ ３ ３ ７ 】
　 AMACR mRNAレ ベ ル の DNAマ イ ク ロ ア レ イ の 結 果 を 、 独 立 し た 実 験 方 法 論 を 用 い て 確 認 し
た 。 AMACR特 異 的 プ ラ イ マ ー を 作 製 し 、 28個 の 前 立 腺 組 織 試 料 お よ び 6個 の 前 立 腺 細 胞 株 由
来 の 様 々 な RNA試 料 で RT-PCRを 行 っ た （ 図 13A） 。 GAPDHは 添 加 対 照 で あ る 。 プ ー ル は 、 市
販 の 材 料 源 か ら 得 ら れ た 正 常 前 立 腺 組 織 由 来 の RNAを 表 す 。 NAPは 、 前 立 腺 癌 を 有 す る 患 者
由 来 の 正 常 隣 接 前 立 腺 組 織 を 表 す 。 3+3、 3+4、 4+4は 、 試 験 し た 臨 床 的 限 局 性 前 立 腺 癌 （ P
CA） の 大 小 の グ リ ー ソ ン パ タ ー ン を 表 す 。 METは 、 転 移 性 前 立 腺 癌 を 表 す 。 種 々 の 前 立 腺
細 胞 株 も 、 同 様 に 試 験 し た 。 酵 素 な し の RT-PCRを 、 陰 性 対 照 と し た 。 RT-PCR産 物 は 、 20個
の 限 局 性 前 立 腺 癌 試 料 に お い て 明 ら か に 認 め ら れ る が 、 試 験 し た 良 性 試 料 に は 認 め ら れ な
か っ た 。 転 移 性 前 立 腺 癌 お よ び 前 立 腺 細 胞 株 は 、 限 局 性 前 立 腺 癌 と 比 較 し て 、 様 々 な レ ベ
ル の AMACR転 写 産 物 を 示 し た 。
【 ０ ３ ３ ８ 】
　 AMACRタ ン パ ク 質 レ ベ ル を 測 定 す る た め 、 選 択 し た 前 立 腺 組 織 抽 出 物 に 対 し て イ ム ノ ブ
ロ ッ ト 解 析 を 行 っ た 。 （ 図 13B） 。 β -チ ュ ー ブ リ ン は 、 試 料 添 加 の 対 照 で あ る 。 AMACR転
写 産 物 と 同 様 に 、 良 性 前 立 腺 組 織 と 比 較 し て 、 悪 性 前 立 腺 組 織 に お い て AMACRタ ン パ ク 質
の 過 剰 発 現 が 認 め ら れ た 。
【 ０ ３ ３ ９ 】
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　 AMACRの タ ン パ ク 質 発 現 を イ ン サ イ チ ュ ー に お い て 確 認 す る た め 、 cDNA発 現 ア レ イ 解 析
に 用 い た 試 料 と は 別 の 集 団 の 前 立 腺 試 料 を 用 い た 。 こ れ ら の 前 立 腺 試 料 は ミ シ ガ ン 大 学 前
立 腺 SPORE組 織 コ ア か ら 取 得 し 、 こ れ ら の 試 料 か ら 高 密 度 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ を 作 製 し た
（ 図 11F～ Hに 模 式 的 に 図 解 す る ） 。 臨 床 的 限 局 性 前 立 腺 癌 試 料 に お い て 、 中 程 度 か ら 強 度
の AMACRタ ン パ ク 質 発 現 が 、 主 に 細 胞 質 に 局 在 し て 認 め ら れ た 。 悪 性 上 皮 で は 、 隣 接 良 性
上 皮 と 比 較 し て 、 AMACRの レ ベ ル に 大 き な 対 比 が 見 ら れ た 。 お そ ら く 前 癌 状 態 の 病 変 で あ
る と 考 え ら れ る 前 立 腺 上 皮 内 腫 瘍 （ PIN） お よ び い く つ か の 萎 縮 性 病 変 は （ Putziら 、 Urol
ogy 56:828 [2000]； Shahら 、 Am. J. Pathol., 158:1767 [2001]） 、 AMACRの 細 胞 質 染 色
を 示 し た 。 高 度 前 立 腺 癌 も 同 様 に 、 強 い 細 胞 質 染 色 を 示 し た 。 し か し な が ら 、 AMACR染 色
強 度 と グ リ ー ソ ン （ 腫 瘍 ） ス コ ア と の 関 連 性 は 同 定 さ れ な か っ た 。 転 移 性 前 立 腺 癌 試 料 の
多 く は 、 弱 い AMACR発 現 を 示 す の み で あ っ た 。 転 移 性 試 料 は 均 一 な PSA免 疫 染 色 を 示 し 、 こ
れ ら の 剖 検 試 料 の 免 疫 原 性 が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ３ ４ ０ 】
　 何 百 も の 前 立 腺 試 料 の AMACRタ ン パ ク 質 発 現 を 評 価 す る た め 、 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ の デ
ー タ を 定 量 化 し た 。 良 性 前 立 腺 、 萎 縮 性 前 立 腺 、 PIN、 限 局 性 前 立 腺 癌 、 お よ び 転 移 性 前
立 腺 癌 は 、 そ れ ぞ れ 1.0 (SE 0)、 2.0 (SE 0.1)、 2.5 (SE 0.1)、 3.0 (SE 0)、 お よ び 2.5 
(SE 0.1)の 平 均 AMACRタ ン パ ク 質 染 色 強 度 を 示 し た （ ANOVA p値 <0.0001） 。 こ の デ ー タ を
、 各 組 織 分 類 に つ い て 95%の 信 頼 区 間 を 表 す エ ラ ー バ ー を 用 い て 、 図 式 的 に 要 約 す る （ 図 1
4） 。
【 ０ ３ ４ １ 】
　 次 に 、 Ki-67を 用 い て （ Perroneら 、 前 記 ） 、 AMACRレ ベ ル と 腫 瘍 増 殖 と の 関 係 を 調 査 し
た 。 0.13の 相 関 係 数 （ p値 =0.22） を 有 す る AMACR発 現 と Ki-67発 現 と の 間 に は 、 有 意 な 関 連
性 は 存 在 し な か っ た 。 さ ら に 、 AMACRタ ン パ ク 質 発 現 と 、 根 治 的 前 立 腺 切 除 、 グ リ ー ソ ン
ス コ ア 、 腫 瘍 の 病 期 、 腫 瘍 の 大 き さ （ cm） 、 ま た は 外 科 的 縁 状 態 等 の 病 理 パ ラ メ ー タ と の
間 に も 、 有 意 な 関 連 性 は 同 定 さ れ な か っ た 。 次 に 、 120例 の 前 立 腺 切 除 の 症 例 に お い て 3年
の 平 均 経 過 観 察 時 間 で 、 AMACRタ ン パ ク 質 レ ベ ル を 術 後 の PSA再 発 と の 関 連 性 に つ い て 評 価
し た 。 統 計 学 的 に 有 意 な 関 連 性 は 同 定 さ れ な か っ た 。 AMACRは 、 臨 床 的 限 局 性 前 立 腺 癌 に
お い て 、 腫 瘍 へ の 高 い 感 度 お よ び 同 様 に 高 い 特 異 性 を 有 し て 、 中 程 度 か ら 強 度 の 均 一 な 発
現 を 示 し た 。 さ ら に 、 卵 巣 、 肝 臓 、 リ ン パ 節 、 脾 臓 、 精 巣 、 胃 、 甲 状 腺 、 結 腸 、 膵 臓 、 大
脳 、 お よ び 横 紋 筋 を 含 む 正 常 組 織 の 予 備 調 査 に よ り 、 正 常 肝 臓 に お い て の み 有 意 に AMACR
タ ン パ ク 質 が 発 現 さ れ る こ と が 明 ら か に な っ た 。
【 ０ ３ ４ ２ 】
　 正 常 分 泌 上 皮 細 胞 と 悪 性 細 胞 と の 間 の AMACRタ ン パ ク 質 レ ベ ル の 大 き な 相 違 に よ り 、 前
立 腺 針 生 検 試 料 に お け る AMACR発 現 試 験 の 臨 床 用 途 が 提 供 さ れ る 。 診 断 上 難 し い 症 例 に お
い て 、 病 理 学 者 は 、 良 性 前 立 腺 の 基 底 細 胞 層 を 染 色 す る 基 底 細 胞 マ ー カ ー 34β E12（ O'Mal
leyら 、 Virchows Arch A Patho. Anat. Histopathol., 417:191 [1990]； Wojnoら 、 Am. J
. Surg. Pathol., 19:251 [1995]； Googeら 、 Am. J. Clin. Pathol., 107:219 [1997]）
ま た は p63（ Parsonら 、 Urology 58:619 [2001]； Signorettiら 、 Am. J. Pathol., 157:17
69 [2000]） を 頻 繁 に 使 用 す る 。 悪 性 前 立 腺 に は 、 こ の 第 二 の 基 底 細 胞 層 が 存 在 し な い 。
多 く の 疑 わ し い 生 検 試 料 に お い て 、 外 科 病 理 学 者 は 、 前 立 腺 癌 の 最 終 的 な 診 断 を す る た め
に 染 色 の 非 存 在 に 頼 ら な く て は な ら な い 。 94個 の 前 立 腺 針 生 検 試 料 に お け る 、 AMACR免 疫
染 色 の 臨 床 的 有 用 性 を 評 価 し た 。 結 果 を 表 2に 示 す 。 感 度 お よ び 特 異 性 は 、 そ れ ぞ れ 97%お
よ び 100%と 算 出 さ れ た 。 こ れ ら の 結 果 に は 、 最 終 的 な 診 断 に 基 底 細 胞 特 異 的 免 疫 組 織 化 学
マ ー カ ー （ す な わ ち 、 34β E12ま た は p63） の 使 用 を 必 要 と す る 、 26例 の 症 例 も 含 ま れ て い
る 。
【 ０ ３ ４ ３ 】
　 本 実 施 例 は 、 AMACRが PCAと 関 連 性 が あ る こ と 、 お よ び 前 立 腺 生 検 試 料 に お け る AMACR発
現 が 不 確 定 な 生 検 試 料 に お け る 癌 の 診 断 に 有 用 で あ る こ と を 実 証 す る 。
【 ０ ３ ４ ４ 】
（ 表 ２ ） 前 立 腺 針 生 検 試 料 （ n=94） に お け る AMACRタ ン パ ク 質 評 価 の 臨 床 的 有 用 性
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【 ０ ３ ４ ５ 】
実 施 例 6
AMACRの ホ ル モ ン 制 御
　 本 実 施 例 で は 、 AMACR発 現 が ホ ル モ ン 非 依 存 性 で あ る こ と を 示 す 研 究 に つ い て 記 載 す る
。
【 ０ ３ ４ ６ 】
A. 試 料 の 収 集 、 cDNAア レ イ お よ び TMAの 作 製 、 な ら び に 評 価
　 臨 床 試 料 は 、 ミ シ ガ ン 大 学 の 根 治 的 前 立 腺 切 除 術 系 お よ び 迅 速 剖 検 プ ロ グ ラ ム （ Rapid 
Autopsy Program） か ら 得 た 。 ど ち ら も 、 ミ シ ガ ン 大 学 前 立 腺 癌 専 門 研 究 プ ロ グ ラ ム （ S.P
.O.R.E.） の 一 部 で あ る 。 転 移 症 例 の 原 発 PCAお よ び リ ン パ 節 転 移 は 、 共 同 研 究 先 の ド イ ツ
、 ウ ル ム 大 学 か ら 提 供 さ れ た 。 詳 細 な 臨 床 解 析 お よ び 発 現 解 析 の デ ー タ な ら び に TMAデ ー
タ は 、 両 機 関 の 治 験 審 査 委 員 会 手 順 に 従 っ て 、 安 全 リ レ ー シ ョ ナ ル ・ デ ー タ ベ ー ス に 取 り
込 ま れ 保 存 さ れ て い る 。 RNAレ ベ ル で の 発 現 解 析 の た め の 組 織 入 手 は 、 上 記 実 施 例 に 記 載
し て あ る 。 TMAの 作 製 の た め 、 試 料 を パ ラ フ ィ ン に 包 埋 し た 。 研 究 病 理 学 者 が 全 症 例 の ス
ラ イ ド グ ラ ス を 検 査 し 、 関 心 対 象 の 部 位 を 円 で 囲 ん だ 。 こ れ ら の ス ラ イ ド グ ラ ス を 、 本 研
究 で 用 い る 6枚 の TMAを 作 製 す る た め の 鋳 型 と し て 使 用 し た 。 TMAは す べ て 、 手 動 の 組 織 ア
レ イ ヤ ー （ Beecher Instruments、 メ リ ー ラ ン ド 州 シ ル バ ー ス プ リ ン グ ） を 用 い て 構 築 し
た 。 各 ド ナ ー ブ ロ ッ ク か ら 、 少 な く と も 3個 の 組 織 コ ア を 試 料 採 取 し た 。 最 初 の TMAス ラ イ
ド グ ラ ス を 標 準 的 な ヘ マ ト キ シ リ ン お よ び エ オ シ ン （ H&E） 染 色 す る こ と に よ り 、 組 織 コ
ア の 組 織 学 的 診 断 を 確 認 し た 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 AMACR抗 体 （ ア ム ス テ ル ダ ム 大 学 、 Ronal
d Wanders） を 用 い て 、 標 準 的 な ビ オ チ ン -ア ビ ジ ン 複 合 体 免 疫 組 織 化 学 法 （ IHC） を 行 っ
た 。 デ ジ タ ル 画 像 は 、 BLISS画 像 処 理 シ ス テ ム （ Bacus Lab、 イ リ ノ イ 州 ロ ン バ ー ド ） を 用
い て 取 り 込 ん だ 。 染 色 強 度 は 、 陰 性 （ ス コ ア = 1） 、 弱 （ 2） 、 中 （ 3） 、 お よ び 強 （ 4） と
し て ス コ ア リ ン グ し た 。 根 治 的 前 立 腺 切 除 術 前 の ホ ル モ ン 除 去 手 段 に よ る 治 療 効 果 を 調 査
す る た め 、 標 準 の ス ラ イ ド グ ラ ス を 通 常 の H&E染 色 お よ び AMACR発 現 の 検 出 の た め の 連 続 切
片 に 使 用 し た 。 低 分 化 結 腸 癌 に お け る AMACR発 現 を 試 験 す る た め 、 明 確 な 結 腸 腫 瘍 の 集 団
に よ る 症 例 を 用 い た 。 分 化 型 結 腸 癌 に 加 え て 、 大 細 胞 最 小 分 化 癌 （ large cell minimally
 differentiated carcinomas） と 呼 ば れ る 、 最 近 に な っ て 記 載 さ れ た 、 特 徴 的 な 組 織 病 理
学 的 外 観 を 有 す る 低 分 化 結 腸 癌 の 一 部 を 用 い た 。 こ れ ら の 低 分 化 結 腸 癌 は 、 マ イ ク ロ サ テ
ラ イ ト 不 安 定 性 表 現 型 を 高 頻 度 で 有 し た 。
【 ０ ３ ４ ７ 】
B. 細 胞 培 養 お よ び イ ム ノ ブ ロ ッ ト 解 析
　 前 立 腺 細 胞 株 （ RWPE-1、 LNCaP、 PC3、 お よ び DU145） は 、 ア メ リ カ ン ・ テ ィ シ ュ ー ・ カ
ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン か ら 入 手 し た 。 細 胞 は 、 8%脱 補 体 （ decomplemented） ウ シ 胎 仔 血
清 、 0.1%グ ル タ ミ ン 、 な ら び に 0.1%ペ ニ シ リ ン お よ び ス ト レ プ ト マ イ シ ン （ BioWhittaker
、 メ リ ー ラ ン ド 州 ウ ォ ー カ ー ズ ビ ル ） を 添 加 し た RPMI-1640中 で 維 持 し た 。 細 胞 を 75%コ ン
フ ル エ ン ト に な る ま で 増 殖 さ せ た 後 、 最 終 濃 度 20μ Mの 抗 ア ン ド ロ ゲ ン 剤 ビ カ ル タ ミ ド （ C
ASODEX、 Zeneca Pharmaceuticals、 ド イ ツ Plankstadt） ま た は 最 終 濃 度 1 nMの メ チ ル ト リ
エ ノ ロ ン （ 合 成 ア ン ド ロ ゲ ン （ R1881） ； NEN, Life Science Products、 マ サ チ ュ ー セ ッ
ツ 州 ボ ス ト ン ） で 、 24お よ び 48処 理 し た 。 細 胞 を 回 収 し 、 50 mmol/Lト リ ス -HCl、 pH 7.4
、 1%ノ ニ デ ッ ト P-40（ Sigma、 ミ ズ ー リ 州 セ ン ト ル イ ス ） 、 お よ び 完 全 プ ロ テ イ ナ ー ゼ 阻
害 剤 混 合 物 （ Roche、 米 国 イ ン デ ィ ア ナ 州 ） を 含 む NP-40溶 解 緩 衝 液 中 で 溶 解 し た 。 タ ン パ
ク 質 抽 出 物 15μ gを SDS試 料 緩 衝 液 と 混 合 し 、 還 元 条 件 下 に お い て 、 10% SDS-ポ リ ア ク リ ル
ア ミ ド ゲ ル で 電 気 泳 動 し た 。 転 写 し た 後 、 膜 （ Amersham Pharmacia Biotech、 ニ ュ ー ジ ャ
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ー ジ ー 州 ピ ス カ タ ウ ェ イ ） を ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 （ 0.1% Tweenお よ び 5%ノ ン フ ァ ッ ト ド ラ
イ ミ ル ク を 添 加 し た ト リ ス 緩 衝 食 塩 水 ） 中 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ブ ロ ッ キ ン グ 緩
衝 液 で 1:10,000に 希 釈 し た AMACR抗 体 を 添 加 し 、 4℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 TBS-T緩
衝 液 で 3回 洗 浄 し た 後 、 膜 を 、 1:5000希 釈 し た 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 結 合 ロ バ 抗 ウ
サ ギ IgG抗 体 （ Amersham Pharmacia Biotech、 ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 ピ ス カ タ ウ ェ イ ） と 共
に 、 室 温 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ECL検 出 シ ス テ ム （ Amersham Pharmacia Biotech、
ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 ピ ス カ タ ウ ェ イ ） に よ り 、 シ グ ナ ル を 可 視 化 し た 。 β -チ ュ ー ブ リ ン
の ブ ロ ッ ト で は 、 膜 を ウ ェ ス タ ン リ プ ロ ー ブ 緩 衝 液 （ Geno-tech、 ミ ズ ー リ 州 セ ン ト ル イ
ス ） を 用 い て 剥 が し 、 5%ノ ン フ ァ ッ ト ド ラ イ ミ ル ク を 添 加 し た 0.1% Tween添 加 ト リ ス 緩 衝
食 塩 水 中 で ブ ロ ッ キ ン グ し 、 1:500希 釈 し た ウ サ ギ 抗 β -チ ュ ー ブ リ ン 抗 体 （ Santa Cruz B
iotechnologies、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ン タ ク ル ー ズ ） と 共 に 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 P
SA発 現 に つ い て は 、 上 記 し た 方 法 で 膜 を リ プ ロ ー ブ し 、 1:1000倍 希 釈 し た PSA抗 体 （ ウ サ
ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル ； DAKO Corporation、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 カ ー ピ ン テ リ ア ） を 用 い て さ ら
に 処 理 し た 。
【 ０ ３ ４ ８ 】
C. 統 計 解 析
　 cDNA発 現 デ ー タ の 一 次 的 解 析 は 、 Genepixソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 行 っ た 。 プ ロ グ ラ ム ク
ラ ス タ ー を 用 い て の ク ラ ス タ ー 解 析 お よ び TreeViewを 用 い て の 図 の 作 成 は 、 上 記 の よ う に
行 っ た 。 AMACRタ ン パ ク 質 発 現 は 、 各 前 立 腺 組 織 型 （ す な わ ち 、 良 性 前 立 腺 、 未 処 置 の 限
局 性 ま た は 進 行 性 前 立 腺 癌 、 ホ ル モ ン 治 療 後 の ホ ル モ ン 抵 抗 性 前 立 腺 癌 ） に つ い て の 平 均
ス コ ア を 用 い て 、 統 計 的 に 評 価 し た 。 全 組 織 型 間 に お け る AMACRタ ン パ ク 質 発 現 の 有 意 な
相 違 を 調 べ る に は 、 一 元 配 置 ANOVA検 定 を 行 っ た 。 全 対 間 の 相 違 の 測 定 に は 、 上 記 の よ う
に 、 シ ェ ッ フ ェ の 方 法 を 用 い た ポ ス ト ホ ッ ク 解 析 を 適 用 し た 。 AMACRタ ン パ ク 質 発 現 に つ
い て の 未 処 置 の 原 発 部 と 相 当 す る リ ン パ 節 転 移 と の 比 較 に は 、 ノ ン パ ラ メ ト リ ッ ク 解 析 （
マ ン ・ ホ イ ッ ト ニ ー 検 定 ） を 行 っ た 。 AMACR発 現 強 度 を 、 予 め 治 療 し た 限 局 性 前 立 腺 癌 症
例 の ス コ ア リ ン グ し た ホ ル モ ン 効 果 と 比 較 す る に は 、 マ ン テ ル ・ ヘ ン ツ ェ ル の カ イ 二 乗 検
定 を 適 用 し た 。 AMACR発 現 ス コ ア は 、 95%信 頼 区 間 を 有 す る エ ラ ー バ ー を 用 い て 、 図 面 に 表
す 。 P値 <0.05を 、 統 計 的 に 有 意 で あ る と み な し た 。
【 ０ ３ ４ ９ 】
D. 結 果
　 良 性 、 BPH、 限 局 性 PCA、 お よ び 転 移 性 PCAを 含 む 76個 の 前 立 腺 組 織 を 階 層 的 ク ラ ス タ リ
ン グ し 、 フ ィ ル タ ー を か け て 1.5倍 以 上 の 発 現 の 相 違 を 有 す る 遺 伝 子 の み を 選 別 す る こ と
に よ り 、 上 記 の よ う に 、 試 料 を 組 織 学 的 に 異 な る 群 に ク ラ ス タ リ ン グ し た 。 こ の デ ー タ の
TreeView表 示 （ 図 15） に よ っ て 示 さ れ る よ う に 、 AMACRは 、 良 性 前 立 腺 組 織 に 対 し て 、 PCA
試 料 の cDNAレ ベ ル で 過 剰 発 現 が 実 証 さ れ た い く つ か の 遺 伝 子 の う ち の 一 つ で あ っ た 。 cDNA
解 析 に よ る 最 も 高 い レ ベ ル の 過 剰 発 現 は 、 臨 床 的 限 局 性 PCA症 例 に お い て で あ っ た 。
【 ０ ３ ５ ０ 】
　 変 動 的 分 化 を し 、 抗 ア ン ド ロ ゲ ン 治 療 に 曝 露 さ れ た 試 料 に お け る AMACRタ ン パ ク 質 発 現
の 役 割 を さ ら に 調 査 す る た め 、 広 範 な PCAを 有 す る い く つ か の TMAを 作 製 し た ： 全 部 で 119
個 の 良 性 前 立 腺 試 料 、 365個 の 原 発 性 ホ ル モ ン 未 処 置 PCA試 料 、 37個 の 未 処 置 前 立 腺 癌 リ ン
パ 節 転 移 、 お よ び 41個 の ホ ル モ ン 抵 抗 性 転 移 性 PCA試 料 を 評 価 し た 。 さ ら に 49個 の ホ ル モ
ン 治 療 し た 原 発 性 前 立 腺 癌 （ 標 準 の ス ラ イ ド グ ラ ス 上 に 22例 を 含 む ） を 、 抗 ア ン ド ロ ゲ ン
治 療 お よ び AMACRタ ン パ ク 質 発 現 に 関 連 し た 組 織 学 的 変 化 に つ い て 調 査 し た 。 各 組 織 分 類
の 平 均 AMACRタ ン パ ク 質 発 現 レ ベ ル を 、 図 16に 示 す 。 良 性 前 立 腺 、 未 処 置 原 発 性 前 立 腺 癌
、 ホ ル モ ン 治 療 し た 原 発 性 癌 、 お よ び ホ ル モ ン 抵 抗 性 転 移 組 織 は 、 そ れ ぞ れ 1.28（ 標 準 誤
差 SE 0.038、 95%信 頼 区 間 CI 1.20～ 1.35） 、 3.11（ SE 0.046、 CI 3.02～ 3.20） 、 2.86（ S
E 0.15、 CI 2.56～ 3.15） 、 お よ び 2.52（ SE 0.15、 CI 2.22～ 2.28） の 平 均 染 色 強 度 を 有
し た 。 一 元 配 置 ANOVA解 析 で は 、 p値 <0.0001を 示 し た 。 異 な る 組 織 型 間 に お け る 相 違 を 明
確 に 調 べ る た め 、 ポ ス ト ホ ッ ク ペ ア ワ イ ズ 比 較 を 行 っ た 。 臨 床 的 限 局 性 PCAは 、 良 性 前 立
腺 組 織 と 比 較 し て 、 有 意 に よ り 強 い AMACRタ ン パ ク 質 発 現 を 示 し た （ シ ェ ッ フ ェ 法 を 用 い
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た ポ ス ト ホ ッ ク 解 析 、 平 均 差 =1.83、 p<0.0001、 CI 1.53～ 2.13） 。 転 移 性 ホ ル モ ン 抵 抗 性
PCA試 料 に お い て は 、 臨 床 的 限 局 性 PCAと 比 較 し て 、 AMACRタ ン パ ク 質 発 現 の 有 意 な 減 少 が
認 め ら れ た （ 0.59、 p=0.002、 CI 0.15～ 1.03） 。 ホ ル モ ン 治 療 し た 原 発 部 は 2.86の 平 均 AM
ACR発 現 を 有 し 、 こ れ は 未 処 置 の 原 発 部 （ 3.11） と ホ ル モ ン 抵 抗 性 症 例 （ 2.52） の 発 現 レ
ベ ル の 間 で あ っ た （ シ ェ ッ フ ェ 法 を 用 い た ポ ス ト ホ ッ ク 解 析 、 p=0.51、 CI－ 0.66～ 0.16お
よ び p=0.56、 CI－ 0.23～ 0.91） 。 37個 の 未 処 置 の 原 発 性 前 立 腺 試 料 と 同 じ 患 者 由 来 の リ ン
パ 節 転 移 と に は 、 AMACR発 現 に お け る 有 意 な 相 違 は な か っ た （ マ ン ・ ホ イ ッ ト ニ ー 検 定 、 p
=0.8） 。 す な わ ち 、 対 応 す る 原 発 部 お よ び リ ン パ 節 転 移 は 、 同 様 の AMACR発 現 パ タ ー ン を
示 し た 。
【 ０ ３ ５ １ 】
　 患 者 が 術 前 に 様 々 な 量 お よ び 様 々 な 種 類 の 抗 ア ン ド ロ ゲ ン 治 療 を 受 け た 、 一 部 の 22例 の
PCA症 例 を 調 査 し た 。 こ れ ら の 症 例 を 、 治 療 手 順 に 関 し て ブ ラ イ ン ド 的 に 、 ホ ル モ ン 治 療
の 組 織 学 的 証 拠 （ H&Eス ラ イ ド グ ラ ス ） お よ び AMACRタ ン パ ク 質 発 現 に つ い て 評 価 し た 。 H&
Eス ラ イ ド グ ラ ス 上 で 見 ら れ る ホ ル モ ン 効 果 を 、 1は 「 効 果 な し 」  を 表 し 4は 「 非 常 に 強 い
効 果 」 を 示 す 、 1か ら 4ま で に 分 類 し た 。 13例 の 症 例 で は 効 果 な し ま た は 中 程 度 の ホ ル モ ン
効 果 を 示 し 、 9例 の 症 例 で は 非 常 に 強 い ホ ル モ ン 効 果 を 有 し た 。 統 計 解 析 に よ り 、 AMACR発
現 強 度 に 関 す る 、 こ れ ら の 2つ の 群 間 の 有 意 な 相 違 が 明 ら か に な っ た （ 図 17、 マ ン テ ル ・
ヘ ン ツ ェ ル の カ イ 二 乗 、 p=0.009） 。 図 17は 、 術 前 に 、 H&E上 で 認 め ら れ る 強 力 な ホ ル モ ン
効 果 を 有 す る 抗 ア ン ド ロ ゲ ン の 治 療 を 受 け 、 AMACRタ ン パ ク 質 発 現 が 減 少 し た PCA症 例 の 例
を 示 す （ 図 17A） 。 こ の デ ー タ セ ッ ト に お い て 、 治 療 期 間 と AMACR発 現 と の 間 に も 、 治 療 の
種 類 （ 単 独 療 法 ま た は ホ ル モ ン 欠 乏 の た め 完 全 な ホ ル モ ン 除 去 ） と AMACR発 現 と の 間 に も
関 連 性 は な か っ た 。
【 ０ ３ ５ ２ 】
　 AMACR発 現 へ の ホ ル モ ン 効 果 を さ ら に 調 査 す る た め 、 初 代 細 胞 培 養 実 験 お よ び ウ ェ ス タ
ン ブ ロ ッ ト 解 析 を 行 っ た 。 図 17パ ネ ル Bに 示 す よ う に 、 転 移 性 病 変 由 来 で あ る が ホ ル モ ン
反 応 性 で あ る と 考 え ら れ る LNCaP細 胞 は 、 ど ち ら も 転 移 性 病 変 由 来 の ホ ル モ ン 非 依 存 性 細
胞 株 で あ る PC3細 胞 お よ び DU-145細 胞 と 比 較 し て 、 よ り 高 い AMACR発 現 ベ ー ス ラ イ ン を 示 し
た 。 良 性 細 胞 株 、 RWPE-1（ Belloら 、 Carcinogenesis 18:1215 [1997]） は AMACR発 現 が ほ
と ん ど な い こ と を 示 し た が 、 こ れ は イ ン サ イ チ ュ ー タ ン パ ク 質 発 現 デ ー タ と 一 致 す る 。 抗
ア ン ド ロ ゲ ン 治 療 を シ ミ ュ レ ー ト す る た め 、 ホ ル モ ン 反 応 性 細 胞 株 LNCaPを 、 最 終 濃 度 20
μ Mの ビ カ ル タ ミ ド で 24時 間 お よ び 48時 間 処 理 し た 。 LNCaP細 胞 の 細 胞 溶 解 液 中 の AMACR発
現 は 、 抗 ア ン ド ロ ゲ ン 療 法 に 曝 露 し た ど の 時 点 に お い て も 変 化 し な か っ た 。 同 一 条 件 下 に
お い て 、 ア ン ド ロ ゲ ン 受 容 体 に よ っ て 制 御 さ れ る こ と が 知 ら れ て い る 遺 伝 子 で あ る PSAは
、 タ ン パ ク 質 発 現 の 減 少 を 示 し た 。 ま た 、 LNCaP細 胞 を 合 成 ア ン ド ロ ゲ ン R1881に 曝 露 し た
場 合 、 AMACR発 現 の 増 加 は 認 め ら れ な か っ た （ 図 17、 パ ネ ル B） 。 し た が っ て 、 こ れ ら の 細
胞 培 養 実 験 に よ り 、 AMACR発 現 は ア ン ド ロ ゲ ン 経 路 に よ り 制 御 さ れ な い と い う 証 拠 が 提 供
さ れ る 。
【 ０ ３ ５ ３ 】
　 本 発 明 は 、 特 定 の 機 構 に 限 定 さ れ な い 。 実 際 に 、 機 序 の 理 解 は 本 発 明 の 実 施 に 必 要 で は
な い 。 そ れ に も か か わ ら ず 、 こ れ ら の 知 見 の 別 の 解 釈 と し て は 、 PCAに お い て AMACR過 剰 発
現 が 起 こ っ た が 、 ホ ル モ ン 抵 抗 性 PCAの よ う に こ れ ら の 腫 瘍 が 低 分 化 に な る に つ れ て 、 AMA
CR発 現 は 脱 分 化 の 過 程 に 起 因 し て 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 下 方 制 御 さ れ た と 考 え ら れ る 。 こ
の 有 力 な 関 連 性 を 解 明 す る た め に 、 結 腸 癌 試 料 を AMACR発 現 に つ い て 試 験 し た （ 実 施 例 7を
参 照 の こ と ） 。 AMACRタ ン パ ク 質 発 現 は い く つ か の 他 の 腫 瘍 の 種 類 に お い て も 観 察 さ れ 、
全 体 的 に 最 も 高 い 発 現 は 結 腸 直 腸 癌 で 見 ら れ る 。 結 腸 直 腸 癌 は ア ン ド ロ ゲ ン に よ っ て 制 御
さ れ る こ と は 知 ら れ て お ら ず 、 し た が っ て こ の 仮 説 を 試 験 す る た め の 対 照 と し て 用 い た 。
分 化 型 結 腸 癌 試 料 4個 お よ び 未 分 化 結 腸 癌 試 料 7個 を 選 択 し た 。 低 分 化 腫 瘍 は 、 通 常 の 高 度
か ら 中 程 度 に 分 化 し た 結 腸 直 腸 腫 瘍 と そ れ 自 身 を 区 別 す る 、 特 徴 的 な 分 子 的 変 化 を 有 す る
（ Hinoiら 、 Am. J. Pathol. 159:2239 [2001]） 。 中 程 度 に 分 化 し た 結 腸 癌 に お い て 、 強
力 な AMACRタ ン パ ク 質 発 現 が 認 め ら れ た 。 こ の 腫 瘍 は 、 依 然 と し て 明 確 な 腺 状 構 造 を 形 成
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す る 。 周 囲 の 良 性 結 腸 組 織 は 、 AMACRを 発 現 し な い 。 未 分 化 結 腸 癌 は 、 弱 い AMACRタ ン パ ク
質 発 現 を 示 し た 。 主 と し て 、 デ ー タ に よ り 、 高 度 に 分 化 し た 症 例 で は 4/4で 陽 性 AMACR発 現
が 見 ら れ た が 、 未 分 化 結 腸 癌 で は 4/7の み で し か 見 ら れ な か っ た こ と が 示 さ れ た 。 未 分 化
結 腸 癌 の 3例 は 、 弱 か ら 中 程 度 の 発 現 を 有 し た 。 転 移 性 ホ ル モ ン 抵 抗 性 PCAは 、 組 織 マ イ ク
ロ ア レ イ に お い て 弱 い AMACRタ ン パ ク 質 発 現 を 示 し た 。
【 ０ ３ ５ ４ 】
実 施 例 7
種 々 の 癌 に お け る AMACR発 現
A. オ ン ラ イ ン ESTデ ー タ ベ ー ス お よ び SAGEデ ー タ ベ ー ス の 解 析
　 米 国 立 癌 研 究 所 癌 ゲ ノ ム 解 剖 プ ロ ジ ェ ク ト （ Cancer Genome Anatomy Project） （ CGAP
） は 、 複 数 の 試 料 に わ た っ て 遺 伝 子 発 現 を 比 較 す る た め の 、 オ ン ラ イ ン で 利 用 可 能 な 様 々
な 遺 伝 子 発 現 デ ー タ ベ ー ス を 有 す る （ 米 国 立 癌 研 究 所 の イ ン タ ー ネ ッ ト ウ ェ ブ サ イ ト を 参
照 の こ と ） 。 ESTデ ー タ ベ ー ス に よ っ て も SAGEデ ー タ ベ ー ス よ っ て も バ ー チ ャ ル ノ ー ザ ン
ブ ロ ッ ト が 提 供 さ れ 、 こ れ に よ り 利 用 者 は 複 数 の 試 料 の 中 で 特 定 の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を
可 視 化 し て 比 較 す る こ と が で き る 。 SAGEデ ー タ ベ ー ス は 、 多 数 の 良 性 お よ び 悪 性 組 織 の 11
2個 の ラ イ ブ ラ リ ー に よ る 500万 を 超 え る タ グ を 含 む 。
【 ０ ３ ５ ５ 】
B. 研 究 症 例 の 選 択
　 多 腫 瘍 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ を 作 製 す る た め 、 全 部 で 96症 例 の 様 々 な 部 位 の 癌 を 選 択 し た
。 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ を 作 製 し 、 多 数 の 一 般 的 な 腫 瘍 の 種 類 を 広 範 に 調 査 し た 。 各 症 例 に
つ い て 、 最 低 で も 3個 の 組 織 コ ア （ 直 径 0.6 mm） を 採 取 し た 。 調 査 し た 腫 瘍 に は 、 結 腸 直
腸 腺 癌 （ n=15症 例 ） 、 腎 細 胞 癌 （ 6） 、 前 立 腺 腺 癌 （ 6） 、 尿 路 上 皮 癌 （ 4） 、 頚 部 扁 平 上
皮 癌 （ 6） 、 非 小 細 胞 肺 癌 （ 4） 、 リ ン パ 腫 （ 15） 、 黒 色 腫 （ 9） 、 お よ び い く つ か の 他 の
癌 の 種 類 を 含 ん だ 。 入 手 可 能 な 場 合 に は 、 正 常 隣 接 組 織 を 採 取 し た 。 前 立 腺 組 織 マ イ ク ロ
ア レ イ は 、 臨 床 的 限 局 性 前 立 腺 癌 の 単 独 療 法 と し て 、 根 治 的 前 立 腺 切 除 術 を 受 け た 選 択 し
た 患 者 か ら 作 製 し た 。 こ の 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ は 、 前 立 腺 萎 縮 症 、 高 度 前 立 腺 上 皮 内 腫 瘍
（ PIN） 、 お よ び 臨 床 的 限 局 性 前 立 腺 癌 を 含 む 多 様 な 前 立 腺 組 織 を 含 ん だ 。 さ ら に 、 標 準
の ス ラ イ ド グ ラ ス を 用 い て 、 結 腸 癌 に つ い て の 結 果 を 確 認 し た 。 24例 の 結 腸 直 腸 腺 癌 （ 高
度 か ら 中 程 度 に 分 化 し た 癌 腫 16例 お よ び 大 細 胞 最 小 分 化 癌 8例 ） お よ び 8例 の 内 視 鏡 由 来 結
腸 直 腸 腺 腫 を 、 AMACRの 免 疫 染 色 用 に 選 択 し た 。 乳 癌 に つ い て は 、 浸 潤 腺 管 癌 52症 例 の TMA
を 用 い た 。 試 料 は 、 治 験 審 査 委 員 会 の 指 針 に 従 っ て 、 収 集 し 解 析 し た 。
【 ０ ３ ５ ６ 】
C. 免 疫 組 織 化 学 法
　 標 準 的 な ア ビ ジ ン -ビ オ チ ン 複 合 体 免 疫 組 織 化 学 法 を 用 い た 。 電 子 レ ン ジ を 用 い て 、 ス
ラ イ ド グ ラ ス を ク エ ン 酸 緩 衝 液 中 で 10分 間 加 熱 す る こ と に よ り 、 前 処 理 を 行 っ た 。 次 に ス
ラ イ ド グ ラ ス を 、 順 に 、 一 次 抗 体 （ 1:2000希 釈 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル ウ サ ギ 抗 AMACR抗 体 ） 、
ビ オ チ ン 化 二 次 抗 体 、 ア ビ ジ ン -ビ オ チ ン 複 合 体 、 お よ び 発 色 基 質 3,3'ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ
ン と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 標 準 の 明 視 野 顕 微 鏡 を 用 い て 、 ス ラ イ ド グ ラ ス を 適 切 に 評
価 し た 。 次 に 、 BLISS画 像 処 理 シ ス テ ム （ Bacus Lab、 イ リ ノ イ 州 ロ ン バ ー ド ） を 用 い て デ
ジ タ ル 画 像 を 取 り 込 み 、 二 人 の 病 理 学 者 が 評 価 し た 。 タ ン パ ク 質 発 現 は 、 陰 性 、 弱 染 色 （
か す か な 細 胞 質 染 色 ま た は 顆 粒 状 の 頂 端 部 染 色 ） 、 中 程 度 染 色 （ 散 在 性 の 顆 粒 状 細 胞 質 染
色 ） 、 お よ び 強 染 色 （ 散 在 性 の 強 い 細 胞 質 染 色 ） と し て ス コ ア リ ン グ し た 。 中 染 色 お よ び
強 染 色 の み を 、 陽 性 染 色 と み な し た 。
【 ０ ３ ５ ７ 】
D. レ ー ザ ー キ ャ プ チ ャ ー マ イ ク ロ ダ イ セ ク シ ョ ン
　 治 験 審 査 委 員 会 の 手 順 に 従 っ て 、 2つ の 根 治 的 前 立 腺 切 除 試 料 の 切 片 を OCT中 で 凍 結 し た
。 凍 結 切 片 （ 厚 さ 5μ m） を 70%ア ル コ ー ル 中 で 10分 間 固 定 し た 後 、 ヘ マ ト キ シ リ ン お よ び
エ オ シ ン で 染 色 し た 。 前 立 腺 癌 お よ び 良 性 前 立 腺 を 、 μ CUTレ ー ザ ー キ ャ プ チ ャ ー マ イ ク
ロ ダ イ セ ク タ ー （ MMI GmbH、 ド イ ツ ハ イ デ ル ベ ル グ ） 上 で 精 査 し た 。 約 6000個 の 細 胞 を 採
取 し た 。 Qiagen微 量 単 離 キ ッ ト （ Qiagen、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ン デ ィ エ ゴ ） を 用 い て 、 全
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RNAを 単 離 し た 。 オ リ ゴ dTお よ び ラ ン ダ ム ヘ キ サ マ ー プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 逆 転 写 を 行 っ
た 。 特 定 の 遺 伝 子 産 物 を 増 幅 す る た め に 用 い た プ ラ イ マ ー は 、 ：
AMACRセ ン ス 、
　
　
AMACRア ン チ セ ン ス 、
　
　
GAPDHセ ン ス 、
　
　
お よ び GAPDHア ン チ セ ン ス 、
　
　
で あ る 。 AMACRお よ び GAPDHの PCR条 件 は 、 94℃ で 5分 間 の 熱 変 性 、 94℃ で 1分 間 、 60℃ で 1分
間 、 お よ び 72℃ で 1分 間 の サ イ ク ル （ GAPDHの 場 合 は 32サ イ ク ル 、 AMACRの 場 合 は 40サ イ ク
ル ） 、 な ら び に 72℃ で 5分 の 最 終 的 な 伸 長 段 階 で あ る 。 PCR産 物 を 2%ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳
動 に よ り 分 離 し 、 UV照 射 に よ り 可 視 化 し た 。
【 ０ ３ ５ ８ 】
E. 結 果
　 オ ン ラ イ ン CGAPプ ロ グ ラ ム に よ る バ ー チ ャ ル ノ ー ザ ン 手 段 を 用 い て 、 AMACR発 現 を 2つ の
デ ー タ ベ ー ス 、 ESTラ イ ブ ラ リ ー お よ び SAGEラ イ ブ ラ リ ー 中 で 調 査 し た 。 AMACRは 、 中 枢 神
経 系 お よ び 末 梢 神 経 系 、 結 腸 、 腎 臓 、 乳 房 、 膵 臓 、 前 立 腺 、 な ら び に 血 液 を 含 む 広 範 な 組
織 に お い て 発 現 さ れ る こ と が 見 出 さ れ た 。 骨 髄 、 乳 房 、 結 腸 、 泌 尿 生 殖 器 系 、 肺 、 リ ン パ
節 、 神 経 系 、 膵 臓 、 前 立 腺 、 軟 部 組 織 、 お よ び 子 宮 で 生 じ る 腫 瘍 を 含 む 多 数 の 癌 で は 、 そ
の 正 常 な 対 応 物 と 比 較 し て 、 AMACR発 現 が 増 加 し て い る 。
【 ０ ３ ５ ９ 】
　 遺 伝 子 発 現 デ ー タ を 確 認 す る た め 、 複 数 の 部 位 由 来 の 最 も 一 般 的 な 癌 の い く つ か を 含 む
多 腫 瘍 組 織 ア レ イ で 、 AMACR免 疫 組 織 化 学 法 を 行 っ た 。 結 腸 直 腸 癌 、 前 立 腺 癌 、 卵 巣 癌 、
肺 癌 、 リ ン パ 腫 、 お よ び 黒 色 腫 を 含 む 多 く の 癌 で 、 AMACRタ ン パ ク 質 レ ベ ル が 上 昇 し て い
た （ 図 18） 。 特 に 、 AMACRの 過 剰 発 現 は 、 結 腸 直 腸 癌 お よ び 前 立 腺 癌 の そ れ ぞ れ 92%お よ び
83%に お い て 認 め ら れ た 。 乳 癌 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ を 用 い て 、 浸 潤 腺 管 癌 の 44%に お い て AM
ACRが 過 剰 発 現 し て い る こ と が 見 出 さ れ た 。 女 性 の 頚 部 扁 平 上 皮 癌 （ 6症 例 ） で は 、 AMACR
過 剰 発 現 は 認 め ら れ な か っ た 。
【 ０ ３ ６ ０ 】
　 多 様 な 増 殖 性 前 立 腺 病 変 に お け る AMACR発 現 を さ ら に 特 徴 づ け る た め 、 前 立 腺 癌 、 高 度 P
IN、 お よ び 萎 縮 性 前 立 腺 を 含 む 前 立 腺 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ を 用 い た 。 陽 性 AMACR染 色 （ 中
程 度 染 色 お よ び 強 染 色 ） は 、 臨 床 的 限 局 性 前 立 腺 癌 お よ び 高 度 PINの そ れ ぞ れ 83%お よ び 64
%に お い て 認 め ら れ た 。 限 局 的 な AMACR発 現 は 萎 縮 性 病 変 の 36％ に 認 め ら れ 、 形 態 学 的 に 良
性 の 前 立 腺 で は ま れ で あ っ た 。 AMACRタ ン パ ク 質 の 過 剰 発 現 が 遺 伝 子 転 写 が 増 加 し た 結 果
で あ る こ と を 確 認 す る た め 、 レ ー ザ ー キ ャ プ チ ャ ー マ イ ク ロ ダ イ セ ク シ ョ ン 法 を 用 い て 、
癌 性 前 立 腺 お よ び 良 性 前 立 腺 を 単 離 し た 。 AMACR mRNA発 現 を 評 価 す る た め 、 RT-PCRを 行 っ
た 。 良 性 前 立 腺 は 、 非 常 に 低 い ベ ー ス ラ イ ン の 発 現 を 有 し た （ 図 19） 。 こ れ に 対 し 、 前 立
腺 癌 は よ り 高 い mRNAレ ベ ル を 有 し 、 こ れ に よ り 、 前 立 腺 癌 に お い て 、 AMACR遺 伝 子 の 転 写
の 増 加 に よ り タ ン パ ク 質 発 現 の 増 加 が も た ら さ れ る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ３ ６ １ 】
　 高 度 か ら 中 程 度 に 分 化 し た 大 細 胞 腺 癌 16例 お よ び 低 分 化 大 細 胞 腺 癌 8例 を 含 む 24例 の 結
腸 直 腸 腺 癌 に お い て 、 AMACR発 現 を 調 査 し た 。 全 体 と し て 、 83%（ 20/24） が 陽 性 AMACRタ ン
パ ク 質 発 現 を 示 し た 。 低 分 化 癌 腫 の 64%（ 5/8） と 比 較 し て 、 高 度 か ら 中 程 度 に 分 化 し た 癌
腫 の す べ て （ 16/16、 100%） の 症 例 が 、 陽 性 染 色 を 有 し た 。 結 腸 鏡 検 査 に よ り 得 ら れ た 8例
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の 結 腸 直 腸 腺 腫 生 検 試 料 に お い て 、 AMACR発 現 を 試 験 し た 。 6（ 75%） 症 例 に お い て 、 中 程
度 の 染 色 が 見 ら れ た 。 分 化 型 腺 癌 と 比 較 し て 、 腺 腫 は 通 常 、 よ り 限 局 的 （ 細 胞 の 10～ 60%
） で あ り 、 よ り 弱 い 染 色 を 示 し た 。
【 ０ ３ ６ ２ 】
実 施 例 8
前 立 腺 癌 に お け る EZH2発 現 の 特 徴 づ け
A. SAM解 析
　 10個 の 臨 床 的 限 局 性 前 立 腺 癌 試 料 に 対 し て 、 7個 の 転 移 性 前 立 腺 癌 試 料 の 遺 伝 子 発 現 プ
ロ フ ァ イ ル を 比 較 す る こ と に よ り 、 SAM解 析 を 行 っ た 。 中 央 値 の 総 計 比 率 を 1に 調 整 す る 標
準 化 係 数 を 掛 け て 、 2を 底 と す る 対 数 に 変 換 し 、 中 央 値 で 中 央 揃 え す る こ と に よ り 、 ア レ
イ ご と に デ ー タ を 標 準 化 し た 。 2ク ラ ス 不 対 （ unpaired） t検 定 を 用 い て 比 較 す る た め 、 こ
の 標 準 化 デ ー タ を 2群 に 分 け た 。 解 析 の 臨 界 値 は 、 反 復 =500、 乱 数 シ ー ド 1234567、 1.5の
変 化 倍 率 カ ッ ト オ フ 、 お よ び 0.985の 差 分 カ ッ ト オ フ を 含 み 、 有 意 で あ る と し て 選 択 し た 5
35個 の 遺 伝 子 （ METお よ び PCA間 で 、 相 対 的 に 上 方 制 御 さ れ た 遺 伝 子 55個 、 お よ び 相 対 的 に
下 方 制 御 さ れ た 遺 伝 子 480個 ） に つ い て 、 最 終 的 な 最 大 平 均 偽 発 見 率 は 0.898%と い う 結 果
に な っ た 。 Cluster（ Eisenら 、 PNAS 95:14863 [1998]） を 使 用 し て 遺 伝 子 の 平 均 連 鎖 階 層
的 ク ラ ス タ リ ン グ を 行 い 、 こ れ ら 535個 の 遺 伝 子 を 解 析 し た 。 Treeview（ Eisenら [1998]、
前 記 ） に よ り 結 果 を 描 出 し た 。
【 ０ ３ ６ ３ 】
B. RT-PCR
　 表 示 し た 前 立 腺 組 織 お よ び 細 胞 株 か ら 単 離 し た 全 RNA 1μ gを 用 い て 、 逆 転 写 お よ び PCR
増 幅 を 行 っ た 。
ヒ ト EZH2フ ォ ワ ー ド
　
　
リ バ ー ス
　
　
お よ び GAPDHセ ン ス
　
　
ア ン チ セ ン ス
　
　
プ ラ イ マ ー を 用 い た 。 増 幅 し た DNAを ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 分 離 し 、 エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド で
可 視 化 し た 。
【 ０ ３ ６ ４ 】
C. イ ム ノ ブ ロ ッ ト 解 析
　 前 立 腺 組 織 抽 出 物 を SDS-PAGEに よ り 分 離 し 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に ブ ロ ッ ト し た 。 イ ム
ノ ブ ロ ッ ト 解 析 に は 、 抗 EZH2抗 体 （ Sewaltら 、 Mol. Cell. Biol. 18:3586 [1998]） 、 抗 E
ED抗 体 （ Sewaltら 、 前 記 ） 、 お よ び ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 チ ュ ー ブ リ ン 抗 体 （ Santa Cruz Bio
technology） を 1： 1000希 釈 で 使 用 し た 。 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 結 合 二 次 抗 体 を 用
い て 一 次 抗 体 を 検 出 し 、 製 造 業 者 （ Amersham-Pharmacia） の 説 明 ど お り に 、 化 学 発 光 の 増
強 に よ り 可 視 化 し た 。
【 ０ ３ ６ ５ 】
D. 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ 解 析
　 本 研 究 で 用 い た 臨 床 的 に 層 別 化 し た 前 立 腺 癌 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ に つ い て は 、 先 に 記 載
し た （ 上 記 実 施 例 を 参 照 の こ と ） 。 用 い た 組 織 は 、 ど ち ら も ミ シ ガ ン 大 学 前 立 腺 癌 専 門 研
究 プ ロ グ ラ ム （ S.P.O.R.E.） 組 織 コ ア の 一 部 で あ る 、 ミ シ ガ ン 大 学 の 根 治 的 前 立 腺 切 除 術
系 お よ び 迅 速 剖 検 プ ロ グ ラ ム に よ る 。 治 験 審 査 委 員 会 の 承 認 を 得 て 、 本 研 究 で 用 い た 組 織
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を 入 手 し 解 析 し た 。
【 ０ ３ ６ ６ 】
　 広 範 な 前 立 腺 組 織 に お い て EZH-2タ ン パ ク 質 の 発 現 を 評 価 し 、 イ ン サ イ チ ュ ー で の 強 度
お よ び 範 囲 を 決 定 し た 。 良 性 前 立 腺 、 前 立 腺 萎 縮 症 、 高 度 前 立 腺 上 皮 内 腫 瘍 （ PIN） 、 臨
床 的 限 局 性 前 立 腺 癌 （ PCA） 、 お よ び 転 移 性 ホ ル モ ン 抵 抗 性 前 立 腺 癌 （ HR-METS） 試 料 を 含
む 3枚 の 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ （ TMA） で 、 免 疫 組 織 化 学 法 を 行 っ た 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 EZH2
抗 体 を 用 い て 、 標 準 の ビ オ チ ン -ア ビ ジ ン 複 合 体 免 疫 組 織 化 学 法 （ IHC） を 行 い 、 EZH2タ ン
パ ク 質 発 現 を 評 価 し た 。 タ ン パ ク 質 発 現 は 、 陰 性 （ ス コ ア =1） 、 弱 （ 2） 、 中 程 度 （ 3） 、
お よ び 強 （ 4） と し て ス コ ア リ ン グ し た 。
【 ０ ３ ６ ７ 】
　 本 研 究 で は 、 約 700個 の TMA試 料 （ 直 径 0.6 mm） を 評 価 し た （ 症 例 当 た り 、 3～ 4組 織 コ ア
） 。 TMAは 、 先 に 記 載 し た よ う に （ 上 記 実 施 例 を 参 照 の こ と ） 、 手 動 の 組 織 ア レ イ ヤ ー （ B
eecher Instruments、 メ リ ー ラ ン ド 州 シ ル バ ー ス プ リ ン グ ） を 用 い て 構 築 し た 。 選 択 し た
組 織 型 そ れ ぞ れ か ら 、 4個 の 重 複 組 織 コ ア を 試 料 採 取 し た 。 構 築 後 、 4μ mの 切 片 を 切 り 出
し 、 最 初 の 切 片 を ヘ マ ト キ シ リ ン お よ び エ オ シ ン で 染 色 し て 組 織 診 断 を 確 認 し た 。 BLISS
画 像 処 理 シ ス テ ム （ Bacus Lab、 イ リ ノ イ 州 ロ ン バ ー ド ） を 用 い て 、 TMAヘ マ ト キ シ リ ン お
よ び エ オ シ ン 画 像 を 取 り 込 ん だ 。 EZH2タ ン パ ク 質 発 現 は 、 有 効 な ウ ェ ブ 基 盤 の 手 段 を 用 い
て 、 研 究 病 理 学 者 が ブ ラ イ ン ド 様 式 で 評 価 し （ Manleyら 、 Am. J. Pathol. 159:837 [2001
]； Bovaら 、 Hum. Pathol. 32:417 [2001]） 、 一 人 の 患 者 か ら の 全 測 定 値 の 中 央 値 を 次 の
解 析 に 使 用 し た 。
【 ０ ３ ６ ８ 】
E. 臨 床 転 帰 解 析
　 再 発 の 危 険 性 の 個 人 変 数 を 算 定 す る た め 、 カ プ ラ ン ・ マ イ ヤ ー 生 存 解 析 を 行 い 、 一 変 量
の Cox比 例 ハ ザ ー ド モ デ ル を 作 製 し た 。 PSA再 発 は 、 根 治 的 前 立 腺 切 除 術 後 の 0.2 ng/mlと
し て 定 義 し た 。 共 変 量 に は 、 グ リ ー ソ ン 総 和 、 術 前 PSA、 腫 瘍 の 大 き さ の 最 大 値 、 腫 瘍 の
病 期 、 お よ び 外 科 的 縁 状 態 を 含 ん だ 。 同 時 に EZH2タ ン パ ク 質 発 現 を 含 む 様 々 な 変 数 の 影 響
を 評 価 す る た め 、 統 計 的 に 有 意 な 共 変 量 の 最 終 的 な 多 変 量 の Cox比 例 ハ ザ ー ド モ デ ル を 作
製 し た 。 一 変 量 お よ び 多 変 量 Coxモ デ ル に お け る 統 計 的 有 意 性 は 、 ワ ル ド 検 定 に よ り 判 定
し た 。 P値 <0.05を 統 計 的 に 有 意 で あ る と み な し た 。
【 ０ ３ ６ ９ 】
F. EZH2構 築 物
　 Mycタ グ 化 EZH2-pCMVを 使 用 し た 。 BamHI/XhoI二 重 切 断 に よ り Mycタ グ 化 EZH2断 片 を 切 り
出 し 、 哺 乳 動 物 発 現 ベ ク タ ー pCDNA3（ Invitrogen） に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 イ ン フ レ ー
ム EZH2-ER融 合 発 現 構 築 物 は 、 FADD-ER構 築 物 （ 元 は Myc-ER（ Littlewoodら 、 Nuc. Acids. 
Res. 23:1686 [1995]） 由 来 ） の Kpn I/Not I二 重 切 断 に よ り 切 り 出 し た FADD断 片 を 、 終 止
コ ド ン を 欠 い た PCR増 幅 ヒ ト EZH2と 置 換 す る こ と に よ り 作 製 し た 。 プ ラ イ マ ー
　
　
お よ び
　
　
を 用 い て 、 EZH2 .SET変 異 体 DNAを 増 幅 し 、 次 に 中 に 組 み 込 ま れ た KpnI/EcoRI部 位 を 利 用 し
て pcDNA3に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 こ れ ら の 構 築 物 の 発 現 は 、 抗 Myc HRP抗 体 （ Roche, In
c） ま た は 抗 EZH2抗 体 の ど ち ら か を 用 い て 、 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質 を イ ム ノ ブ ロ ッ ト 解 析
す る こ と に よ り 確 認 し た 。
【 ０ ３ ７ ０ 】
G. RNA干 渉
　 21ヌ ク レ オ チ ド の セ ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス RNAオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 化 学 的 に 合 成 し
（ Dharmacon Research Inc.） 、 ア ニ ー リ ン グ し て 二 本 鎖 を 形 成 さ せ た 。 本 研 究 で 用 い た s
iRNAは 、 報 告 さ れ た ヒ ト EZH2（ NM004456） の 85位 か ら 106位 に 相 当 す る 領 域 を 標 的 と し た
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。 対 照 siRNA二 本 鎖 は 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 ラ ミ ン 、 お よ び AMACR（ NM014324） を 標 的 に し た
。 ヒ ト 形 質 転 換 前 立 腺 細 胞 株 RWPE（ Webberら 、 Carcinogenesis 18:1225 [1997]） お よ び P
C3を 、 12ウ ェ ル プ レ ー ト に ウ ェ ル 当 た り 2x10 5 細 胞 で プ レ ー テ ィ ン グ し （ イ ム ノ ブ ロ ッ ト
解 析 、 細 胞 計 測 、 お よ び 蛍 光 活 性 化 セ ル ソ ー テ ィ ン グ （ FACS） 解 析 用 ） 、 96ウ ェ ル プ レ ー
ト に ウ ェ ル 当 た り 1.5x10 4 細 胞 で プ レ ー テ ィ ン グ し た （ WST-1増 殖 ア ッ セ イ 法 用 ） 。 プ レ ー
テ ィ ン グ し て か ら 12時 間 後 、 オ リ ゴ フ ェ ク タ ミ ン （ Invitrogen） を 使 用 し て 、 siRNA二 本
鎖 、 セ ン ス ま た は ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ EZH2を 標 的 ） 60ピ コ モ ル を 細 胞 に ト
ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 24時 間 後 、 2回 目 の 同 一 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 行 っ た 。 1回 目
の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン か ら 48時 間 後 、 イ ム ノ ブ ロ ッ ト 用 に 細 胞 を 溶 解 し 、 細 胞 数 の 概 算
ま た は FACS解 析 用 に ト リ プ シ ン 処 理 し た 。 最 初 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン か ら 60時 間 後 に 、
細 胞 生 存 度 を 評 価 し た 。
【 ０ ３ ７ １ 】
H. 細 胞 増 殖 ア ッ セ イ 法
　 細 胞 増 殖 は 、 製 造 業 者 の 説 明 （ Roche, Inc） ど お り に 、 ミ ト コ ン ド リ ア 脱 水 素 酵 素 に よ
る テ ト ラ ゾ リ ウ ム 塩 WST-1の 切 断 に 基 づ い た 細 胞 生 存 度 の 比 色 ア ッ セ イ 法 に よ り 測 定 し た
。 試 薬 を 添 加 し て か ら 1時 間 後 、 培 養 液 中 の 代 謝 活 性 の あ る 細 胞 の 数 と 直 接 相 関 す る 形 成
さ れ た ホ ル マ ゾ ン 色 素 の 吸 光 度 を 、 450nmで 測 定 し た （ Bio-Tek instruments） 。 細 胞 を ト
リ プ シ ン 処 理 し て コ ー ル タ ー 細 胞 計 測 器 で 分 析 し 、 細 胞 数 を 測 定 し た 。
【 ０ ３ ７ ２ 】
I. フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 解 析
　 ト リ プ シ ン 処 理 し た 細 胞 を リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 （ PBS） で 洗 浄 し 、 コ ー ル タ ー 細 胞 計 測 器
に よ り 細 胞 数 を 測 定 し た 。 FACS解 析 に は 、 洗 浄 し た 細 胞 を 70%エ タ ノ ー ル 中 で 一 晩 固 定 し
た 。 ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム で 染 色 す る 前 に 、 細 胞 を 再 度 PBSで 洗 浄 し 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ
ー （ Becton Dickinson） に よ り 解 析 し た 。
【 ０ ３ ７ ３ 】
J. EZH2ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 細 胞 の マ イ ク ロ ア レ イ 解 析
　 こ の 一 過 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン /ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム 解 析 系 の 最 初 の 実 験 か ら 、 腫
瘍 壊 死 因 子 の 受 容 体 で あ る TNFR1（ p55） の 一 過 性 過 剰 発 現 に よ り 、 細 胞 を TNFと 共 に イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 場 合 に 見 ら れ る の と 同 様 の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル が 誘 導 さ れ る こ と が 示 さ
れ た （ Kumar-Smithら 、 J. Biol. Chem. 24:24 [2001]） 。 他 の 分 子 も 、 こ の 方 法 を 用 い て
同 様 に 試 験 さ れ た 。 様 々 な EZH2構 築 物 で 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し 、 β -ガ ラ ク ト シ
ダ ー ゼ ア ッ セ イ 法 に よ り ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 効 率 を モ ニ タ ー し た と こ ろ 、 効 率 は 約 30～
50%で あ っ た 。 SAM解 析 パ ッ ケ ー ジ （ Tusherら 、 PNAS 98:5116 [2001]） を 用 い て 、 EZH2 .S
ET変 異 体 発 現 試 料 を EZH2発 現 試 料 と 比 較 し た 。 ア レ イ ご と 個 々 に 、 中 央 値 の 総 計 比 率 を 1
に 調 整 す る 標 準 化 係 数 を 掛 け て 、 2を 底 と す る 対 数 に 変 換 し 、 中 央 値 で 中 央 揃 え し て 、 デ
ー タ を 前 処 理 し た 。 2ク ラ ス の 対 応 の な い t検 定 を 用 い て 比 較 す る た め 、 こ の 前 処 理 デ ー タ
を 2群 に 分 け た 。 解 析 の 臨 界 値 は 、 反 復 =5000（ 収 束 で は 720） 、 乱 数 シ ー ド 1234567、 1.5
の 変 化 倍 率 、 お よ び 0.45205の 差 分 カ ッ ト オ フ を 含 み 、 有 意 で あ る と し て 選 択 し た 161個 の
遺 伝 子 に つ い て 、 最 終 的 な 最 大 平 均 偽 発 見 率 は 0.45%と い う 結 果 に な っ た 。 こ れ ら の 161個
の 遺 伝 子 に EZH2の 値 を 補 い 、 Clusterを 使 用 し て 、 遺 伝 子 の 平 均 連 鎖 階 層 的 ク ラ ス タ リ ン
グ を 行 い 解 析 し た 。 結 果 は 、 Treeviewで 描 出 し た 。 EZH2に よ っ て 抑 制 さ れ る と 同 定 さ れ 選
択 さ れ た 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 EPCお よ び cdc27） を 、 再 度 配 列 決 定 し て 同 一 性 を 確 認 し た 。
【 ０ ３ ７ ４ 】
　 細 胞 の 分 子 同 一 性 を 、 そ の 細 胞 が 発 現 す る （ お よ び 抑 制 す る ） 遺 伝 子 に よ り 判 断 す る 。
胚 形 成 お よ び 細 胞 の 分 化 は 、 特 定 の 遺 伝 子 を 「 オ ン 」 に し 他 の 遺 伝 子 を 「 オ フ 」 に 保 つ こ
と に 密 接 に 依 存 す る 。 細 胞 の 転 写 の 「 記 憶 」 が 撹 乱 さ れ る と 、 こ れ に よ り 重 度 の 発 生 上 の
欠 陥 が も た ら さ れ 得 る （ Jacobsら 、 Semin. Cell Dev.Biol. 10:227 [1999]； Francisら 、
Nat. Rev. Mol. Cell. Biol. 2:409 [2001]） 。 分 化 の 欠 如 ま た は 退 生 は 癌 の 顕 著 な 特 徴
で あ り 、 こ れ は 正 常 細 胞 の 細 胞 同 一 性 を 「 忘 れ る こ と 」 に よ っ て 生 じ る 。 し た が っ て 、 転
写 維 持 系 の 調 節 不 全 に よ り 、 悪 性 腫 瘍 を 引 き 起 こ し 得 る こ と は 驚 く こ と で は な い （ Franci
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sら 、 前 記 ； Jabobsら 、 Nature 397:164 [1999]； Beuchleら 、 Development 128:993 [2001
]） 。
【 ０ ３ ７ ５ 】
　 キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ で の 研 究 は 、 転 写 維 持 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 の 理 解 に 役 立 っ て
き た （ Beuchleら [2001]、 前 記 ； Struttら 、 Mol. Cell. Biol. 17:6773 [1997]； Tieら 、 D
evelopment 128:275 [2001]） 。 2つ の タ ン パ ク 質 群 が ホ メ オ テ ィ ッ ク 遺 伝 子 発 現 の 維 持 に
関 係 す る と み な さ れ て お り 、 こ れ に は ポ リ コ ー ム 群 （ PcG） お よ び ト リ ソ ラ ッ ク ス （ trxG
） 群 タ ン パ ク 質 が 含 ま れ る （ Mahmoudiら 、 Oncogene 20:3055 [2001]； Lajeunesseら 、 Dev
elopment 122:2189 [1996]） 。 PcGタ ン パ ク 質 は 大 き な 複 合 体 で 働 き 、 遺 伝 子 発 現 を 抑 制
す る と 考 え ら れ て い る の に 対 し 、 trxGタ ン パ ク 質 は 操 作 上 PcGタ ン パ ク 質 の ア ン タ ゴ ニ ス
ト と し て 定 義 さ れ 、 し た が っ て 遺 伝 子 発 現 を 活 性 化 す る （ Francisら 、 Nat. Rev. Mol. Ce
ll. Biol. 2:409 [2001]； Mahmoudiら 、 前 記 ） 。 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ に は 少 な く と も 20個 の
PcGお よ び trxGタ ン パ ク 質 が 存 在 し 、 多 く は 哺 乳 動 物 の 対 応 物 を 有 す る 。 ヒ ト の 悪 性 腫 瘍
に お い て は 、 PcGお よ び trxGタ ン パ ク 質 は 、 最 初 に 、 造 血 性 起 源 の 細 胞 に お い て 調 節 不 全
に な っ て い る こ と が 見 出 さ れ た （ Yuら 、 Nature 378:505 [1995]； Raaphorstら 、 Am. J. P
athol., 157:709 [2000]； van Lohuizzenら 、 Cell 65:737 [1991]） 。 EZH2は シ ョ ウ ジ ョ
ウ バ エ タ ン パ ク 質 、 Zesteの エ ン ハ ン サ ー （ E(z)） の ヒ ト 相 同 体 で あ り （ Laibleら 、 Embo.
 J. 16:3219 [1997]） 、 遺 伝 子 デ ー タ は こ れ を さ ら な る trxG特 性 を 有 し た PcGタ ン パ ク 質
と し て 定 義 す る （ LaJeunesseら 、 前 記 ） 。 E(z)お よ び EZH2は 、 ド メ イ ン I、 ド メ イ ン II、
シ ス テ イ ン に 富 ん だ ア ミ ノ 酸 の ひ と 配 列 、 お よ び C末 端 SETド メ イ ン を 含 む 4つ の 領 域 に お
い て 相 同 性 を 共 有 す る （ Laibleら 、 前 記 ） 。 SETド メ イ ン は 、 細 胞 増 殖 経 路 を 調 節 す る こ
と が 多 い 遺 伝 子 発 現 の 染 色 質 関 連 調 節 因 子 に お い て 見 出 さ れ る 、 高 度 に 保 存 さ れ た ド メ イ
ン で あ る （ Jenuweinら 、 Cell. Mol. Life Sci. 54:80 [1998]） 。 EZH2は 、 EED、 YY1、 お
よ び HDAC2で 構 成 さ れ る PcGタ ン パ ク 質 複 合 体 に お い て 機 能 す る と 考 え ら れ て い る （ Satijn
ら 、 Biochim. Biophys. Acta. 1447:1 [1999]） 。 マ ウ ス で EZH2遺 伝 子 を 破 壊 す る こ と に
よ り 胚 の 致 死 が 起 こ り 、 こ れ に よ り 発 生 に お け る 重 大 な 役 割 が 示 唆 さ れ る （ O'Carrollら
、 Mol. Cell. Biol. 21:4330 [2001]） 。
【 ０ ３ ７ ６ 】
　 先 の 研 究 に お い て （ 例 え ば 実 施 例 1を 参 照 の こ と ） 、 転 移 性 前 立 腺 癌 に お い て 有 意 に 上
方 制 御 さ れ た 遺 伝 子 の 「 一 覧 表 」 の 一 番 上 に あ る 遺 伝 子 は EZH2で あ り 、 こ れ は dス コ ア （ T
usherら 、 PNAS 98:5116 [2001]） 4.58お よ び 遺 伝 子 特 異 的 FDR 0.0012（ p値 に 類 似 し て い
る が 複 数 の 推 論 の 筋 書 き に 適 し た 「 q値 」 と も 呼 ば れ る ） を 有 し た 。 図 20aは 、 こ の 方 法 に
よ り 同 定 さ れ た 55個 の 上 方 制 御 さ れ た 遺 伝 子 を 示 す 。 図 20bは 、 10 Kの 要 素 で 構 成 さ れ る D
NAマ イ ク ロ ア レ イ で 解 析 さ れ た 、 74個 の 前 立 腺 組 織 試 料 に お け る EZH2の 遺 伝 子 発 現 を 要 約
し た も の で あ る 。 臨 床 的 限 局 性 前 立 腺 癌 （ マ ン ・ ホ イ ッ ト ニ ー 検 定 、 p=0.001） お よ び 良
性 前 立 腺 （ p=0.0001） に 対 し て 、 転 移 性 前 立 腺 癌 で は EZH2転 写 産 物 が 有 意 に 増 加 し て い た
。
【 ０ ３ ７ ７ 】
　 DNAマ イ ク ロ ア レ イ の 結 果 の 独 立 し た 実 験 確 認 と し て 、 18個 の 前 立 腺 試 料 お よ び 細 胞 株
に お い て RT-PCRを 行 っ た 。 予 想 ど お り 、 EZH2 mRNA転 写 産 物 レ ベ ル は 、 良 性 と 比 較 し て 悪
性 前 立 腺 試 料 に お い て 増 加 し て い た （ 図 20c） 。 EZH2が 転 移 性 前 立 腺 癌 に お い て タ ン パ ク
質 レ ベ ル で 上 方 制 御 さ れ て い る の か 否 か を 判 定 す る た め 、 組 織 抽 出 物 を イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ
ン グ に よ り 試 験 し た 。 イ ム ノ ブ ロ ッ ト 解 析 に よ り 試 験 し た 試 料 に お い て 、 EZH2タ ン パ ク 質
は 、 限 局 性 前 立 腺 癌 ま た は 良 性 前 立 腺 と 比 較 し て 、 転 移 性 前 立 腺 癌 に お い て 顕 著 に 増 加 し
て い た （ 図 20d） 。
【 ０ ３ ７ ８ 】
　 重 要 な こ と に は 、 EZH2と 共 に 複 合 体 を 形 成 す る PcGタ ン パ ク 質 で あ る EED（ vanLohuizen
ら 、 前 記 ； Sewaltら 、 前 記 ） は 、 非 関 連 タ ン パ ク 質 で あ る β -チ ュ ー ブ リ ン と 同 様 に 、 類
似 の タ ン パ ク 質 調 節 不 全 を 示 さ な か っ た 。 広 範 な 前 立 腺 組 織 （ 700個 を 超 え る 組 織 マ イ ク
ロ ア レ イ 成 分 ） に お い て EZH2タ ン パ ク 質 発 現 を 評 価 し 、 イ ン サ イ チ ュ ー で の 発 現 の 強 度 お
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よ び 範 囲 を 測 定 し た （ 図 21a、 b） 。 高 く 発 現 さ れ る 場 合 に は 、 以 前 に 示 唆 さ れ た よ う に （
Raaphorstら 、 前 記 ） 、 EZH2発 現 は 主 に 核 に 認 め ら れ た 。 染 色 強 度 は 、 良 性 か ら 順 に 、 前
立 腺 萎 縮 症 、 前 立 腺 上 皮 内 腫 瘍 （ PIN） 、 臨 床 的 限 局 性 前 立 腺 癌 ま で 、 そ れ ぞ れ 平 均 染 色
強 度 1.7（ 標 準 誤 差 ［ SE］ 、 0.1； 95%信 頼 区 間 ［ CI］ 、 1.5～ 1.9） 、 1.7（ SE、 0.2； 95% C
I、 1.3～ 2.0） 、 2.3（ SE、 0.2、 95% CI、 1.9～ 2.7） 、 お よ び 2.6（ SE、 0.1； 95% CI、 2.4
～ 2.8） を 有 し て 増 加 し た （ 図 24b） 。 最 も 強 い EZH2タ ン パ ク 質 発 現 は 、 平 均 染 色 強 度 3.3
（ SE、 0.3； 95% CI、 2.7～ 3.9） を 有 し た ホ ル モ ン 抵 抗 性 転 移 性 前 立 腺 癌 に お い て 認 め ら
れ た 。 良 性 前 立 腺 組 織 と 限 局 性 前 立 腺 癌 と の 間 に は 、 EZH2染 色 強 度 に 統 計 的 に 有 意 な 相 違
が あ っ た （ ANOVAポ ス ト ホ ッ ク 解 析 平 均 相 違 0.9、 p<0.0001） 。 転 移 性 前 立 腺 癌 は 限 局 性 前
立 腺 癌 よ り も 高 い 平 均 発 現 レ ベ ル を 有 し た が 、 相 違 は 統 計 的 有 意 性 に は 達 し な か っ た （ AN
OVAポ ス ト ホ ッ ク 解 析 平 均 相 違 0.7、 p=0.3） 。 こ れ ら の 知 見 か ら 、 前 立 腺 腫 瘍 が 進 行 す る
に つ れ て 、 DNA発 現 ア レ イ 解 析 に よ っ て 見 ら れ た の と 類 似 し た 、 EZH2タ ン パ ク 質 発 現 の 増
加 傾 向 が あ っ た こ と が 示 唆 さ れ る 。 本 発 明 は 、 特 定 の 機 構 に 限 定 さ れ な い 。 実 際 に 、 機 序
の 理 解 は 本 発 明 の 実 施 に 必 要 で は な い 。 そ れ に も か か わ ら ず 、 最 も 高 い 発 現 レ ベ ル が ホ ル
モ ン 抵 抗 性 転 移 性 前 立 腺 癌 で 見 ら れ た こ と を 考 え る と 、 EZH2レ ベ ル は 個 人 の 前 立 腺 癌 が い
か に 進 行 性 で あ る か を 示 し 得 る こ と が 、 こ の 知 見 か ら 示 唆 さ れ る こ と が 考 え ら れ る 。 し た
が っ て 、 こ の 仮 説 を 試 験 す る た め 、 臨 床 的 限 局 性 前 立 腺 癌 を 手 術 で 治 療 し た 男 性 の 臨 床 転
帰 を 予 測 す る た め の 、 EZH2タ ン パ ク 質 レ ベ ル の 有 用 性 を 試 験 し た 。
【 ０ ３ ７ ９ 】
　 臨 床 経 過 観 察 を し て い る 64人 の 患 者 （ 患 者 当 た り 3～ 4個 の 重 複 試 料 ） 由 来 の 225個 の 試
料 を 、 単 一 の 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ で 調 査 し た 。 こ れ ら の 男 性 は 平 均 年 齢 61歳 （ 43～ 76歳 の
範 囲 ） で あ り 、 術 前 の 平 均 血 清 前 立 腺 特 異 抗 原 （ PSA） は 7.3 ng/ml（ 0.8～ 21.0 ng/mlの
範 囲 ） で あ っ た 。 前 立 腺 摘 出 試 料 の 病 理 学 的 検 査 に よ り 、 77%が 器 官 に 限 局 し た 疾 患 （ pT2
期 ） を 有 し 、 72%が 外 科 的 縁 が 陰 性 で あ る こ と が 示 さ れ た 。 患 者 の 人 口 統 計 お よ び 腫 瘍 の
病 期 は 、 1500人 を 超 え る 根 治 的 前 立 腺 切 除 患 者 の 代 表 値 で あ る 。 前 立 腺 癌 の 潜 在 的 な 組 織
バ イ オ マ ー カ ー と し て の EZH2の 有 用 性 を 検 査 す る た め 、 臨 床 的 パ ラ メ ー タ お よ び 病 理 学 的
パ ラ メ ー タ を 考 慮 し て 、 こ れ ら の 64症 例 を 試 験 し た 。 臨 床 的 失 敗 を 、 前 立 腺 切 除 後 の PSA
上 昇 0.2 ng/mlま た は 疾 患 再 発 （ 例 え ば 、 転 移 性 疾 患 の 発 症 ） と 定 義 し た 。 カ プ ラ ン ・ マ
イ ヤ ー 解 析 に よ る と （ 図 21c） 、 3以 上 の EZH2染 色 強 度 は 、 31%の 患 者 （ 10/32） に お け る 臨
床 的 失 敗 と 有 意 に 関 連 し て お り 、 3未 満 の EZH2タ ン パ ク 質 レ ベ ル を 有 す る 9%の 患 者 （ 3/32
） （ ロ グ ラ ン ク p=0.03） と は 対 照 的 で あ っ た 。 EZH2レ ベ ル と グ リ ー ソ ン ス コ ア （ <7 対  =7
） 、 腫 瘍 の 病 期 （ pT2 対  pT3） 、 ま た は 外 科 的 縁 状 態 （ 陰 性  対  陽 性 ） と の 間 に 有 意 な 関
連 性 は な か っ た 。 EZH2タ ン パ ク 質 レ ベ ル と 、 Ki-67ラ ベ ル 指 標 に よ り 評 価 さ れ る イ ン サ イ
チ ュ ー で の 増 殖 指 標 と の 間 に は 、 弱 い な が ら も （ ピ ア ソ ン 係 数 =0.33） 有 意 な （ p=0.048）
関 連 性 が 存 在 し た 。 多 変 量 Coxハ ザ ー ド 回 帰 分 析 に よ り 、 EZH2タ ン パ ク 質 発 現 （ =3 対  <3
） は 、 再 発 率 4.6（ 95% CI 1.2～ 17.1、 p=0.02） で あ る 臨 床 転 帰 の 最 も 優 れ た 予 測 因 子 で
あ り 、 外 科 的 縁 状 態 、 腫 瘍 の 大 き さ の 最 大 値 、 グ リ ー ソ ン ス コ ア 、 お よ び 術 前 PSAよ り も
有 意 に 優 れ て い る こ と が 明 ら か に な っ た 。 し た が っ て 、 前 立 腺 組 織 中 の EZH2タ ン パ ク 質 レ
ベ ル を モ ニ タ ー す る こ と に よ り 、 現 行 の 臨 床 的 パ ラ メ ー タ お よ び 病 理 学 的 パ ラ メ ー タ の み
で は 識 別 不 能 な 、 さ ら な る 予 後 情 報 が 提 供 さ れ 得 る 。
【 ０ ３ ８ ０ 】
　 前 立 腺 癌 進 行 に お け る EZH2の 機 能 的 役 割 を 明 ら か に す る た め 、 形 質 転 換 前 立 腺 細 胞 に お
け る イ ン ビ ト ロ で の EZH2発 現 を 、 RNA干 渉 を 用 い て 破 壊 し た 。 T. Tuschlら は 、 二 本 鎖 の 21
ヌ ク レ オ チ ド RNA（ siRNA） が 培 養 哺 乳 動 物 細 胞 に お い て 遺 伝 子 特 異 的 な 様 式 で RNA干 渉 を
仲 介 す る こ と を 、 最 近 報 告 し た （ Elbashirら 、 Nature 411:494 ［ 2001］ ） 。 RNA干 渉 は 、
配 列 特 異 的 な 二 本 鎖 RNAが 介 す る RNA分 解 に よ っ て 、 特 定 の タ ン パ ク 質 の 発 現 を 「 ノ ッ ク ダ
ウ ン 」 す る の に 、 昆 虫 細 胞 株 で 効 果 的 に 用 い ら れ て き た （ Hammondら 、 Nature 404:293 [2
000]） 。 siRNAは 、 従 来 の ア ン チ セ ン ス 方 法 ま た は リ ボ ザ イ ム 方 法 よ り も け た 違 い に 強 力
な 、 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ の 介 在 物 質 で あ る （ Macejakら 、 Hepatology 31:769 [2000]）
。 し た が っ て 、 Elbashirら （ 前 記 ） に よ っ て 提 供 さ れ る 基 準 を 用 い て 、 EZH2分 子 の 21ヌ ク
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レ オ チ ド の ひ と 配 列 を 標 的 に し 、 RNAオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 外 注 で 合 成 し た 。 RNAオ リ ゴ を
ア ニ ー リ ン グ し て siRNA二 本 鎖 を 形 成 し た 後 、 こ れ を 、 形 質 転 換 ア ン ド ロ ゲ ン 反 応 性 前 立
腺 細 胞 株 RWPE（ Webberら 、 Carcinogenesis 18:1225 [1997]； Belloら 、 Carcinogenesis 1
8:1215 [1997]） お よ び 転 移 性 前 立 腺 癌 細 胞 株 PC3で 試 験 し た 。 siRNA二 本 鎖 で ト ラ ン ス フ
ェ ク シ ョ ン し て か ら 48時 間 後 、 内 因 性 の EZH2タ ン パ ク 質 の レ ベ ル を 定 量 し た 。 前 立 腺 細 胞
株 に お い て EZH2タ ン パ ク 質 が 特 異 的 に 下 方 制 御 し た 場 合 、 非 関 連 の 対 照 タ ン パ ク 質 β -チ
ュ ー ブ リ ン の レ ベ ル は 変 化 し な い ま ま で あ っ た （ 図 22a） 。 EZH2二 本 鎖 を 構 成 す る セ ン ス
ま た は ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び 非 関 連 の siRNA二 本 鎖 は EZH2タ ン パ ク 質
に 影 響 を 及 ぼ さ ず （ 図 22a、 中 央 お よ び 右 の パ ネ ル ） 、 両 前 立 腺 細 胞 株 に お け る siRNA方 法
の 特 異 性 が 検 証 さ れ た 。
【 ０ ３ ８ １ 】
　 次 に 、 EZH2「 ノ ッ ク ダ ウ ン 」 前 立 腺 細 胞 の 表 現 型 に つ い て 試 験 し た 。 位 相 差 顕 微 鏡 に よ
り 、 EZH2に 対 す る siRNAは 、 緩 衝 液 対 照 と 比 較 し て 、 細 胞 数 /コ ン フ ル エ ン シ ー を 顕 著 に 阻
害 す る こ と が 観 察 さ れ た 。 siRNAを ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し て か ら 48時 間 後 に 行 っ た 細 胞
計 測 か ら 、 RWPE細 胞 の 増 殖 が EZH2 siRNA二 本 鎖 媒 介 に よ り 62%阻 害 さ れ る こ と が 示 さ れ た
が 、 こ れ は 相 当 す る セ ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス EZH2オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は （ ル シ フ ェ
ラ ー ゼ お よ び ラ ミ ン を 標 的 に す る ） 対 照 二 本 鎖 が 最 低 限 の 阻 害 し か 示 さ な か っ た こ と と は
対 照 的 で あ る （ 図 22b） 。 前 立 腺 癌 で あ る PC3は EZH2 siRNAに よ っ て 媒 介 さ れ る 同 様 の 増 殖
阻 害 を 示 し 、 こ れ ら の 知 見 が RWPE細 胞 株 の 特 性 で は な い こ と を 示 唆 し た （ 図 22b） 。 ミ ト
コ ン ド リ ア 脱 水 素 酵 素 活 性 を 測 定 す る 市 販 の 細 胞 増 殖 試 薬 WST-1を 用 い て 、 細 胞 増 殖 の 減
少 は EZH2 siRNA二 本 鎖 に よ っ て 媒 介 さ れ る が 、 非 関 連 二 本 鎖 に よ っ て は 媒 介 さ れ な い こ と
が 認 め ら れ た （ 図 22c） 。 時 間 を 考 慮 す る と （ 48時 間 ） 、 EZH2の RNA干 渉 は 、 核 の ヨ ウ 化 プ
ロ ピ ジ ウ ム 染 色 ま た は PARP切 断 で 評 価 さ れ る ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 し な か っ た 。 こ れ と 一 致
し て 、 広 範 な カ ス パ ー ゼ 阻 害 剤 z-VAD-fmkに よ り 、 EZH2 siRNAの 誘 導 す る 細 胞 増 殖 の 阻 害
は 弱 め ら れ な か っ た （ 図 22c） 。 し た が っ て 、 ア ポ ト ー シ ス 経 路 の 活 性 化 が 、 EZH2の RNA干
渉 で 見 ら れ た 細 胞 数 の 減 少 の 原 因 で は な い 。
【 ０ ３ ８ ２ 】
　 様 々 な PcG群 タ ン パ ク 質 が 、 細 胞 周 期 の 進 行 に お い て 役 割 を 果 た す こ と が 示 唆 さ れ て い
る （ Jacobら 、 Nature 397:164 [1999]； Visserら 、 Br. J. Hematol. 112:950 [2001]； Bo
rckら 、 Curr. Opin. Genet. Dev. 11:175 [2001]） 。 EZH2 siRNA処 理 し た 前 立 腺 細 胞 の フ
ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 解 析 に よ り 、 G2/M期 に お け る 細 胞 周 期 の 停 止 が 実 証 さ れ た （ 図 22d）
。 非 関 連 の 対 照 siRNA二 本 鎖 は 、 同 様 の 細 胞 周 期 の 調 節 不 全 を 誘 導 し な か っ た 。 フ ロ ー サ
イ ト メ ト リ ー に よ っ て 評 価 さ れ る よ う に 、 試 験 し た ど の 実 験 試 料 に お い て も 、 ア ポ ト ー シ
ス 細 胞 （ サ ブ G1細 胞 ） は ほ と ん ど 存 在 し な か っ た （ 図 22d） 。 本 発 明 は 、 特 定 の 機 構 に 限
定 さ れ な い 。 実 際 に 、 機 序 の 理 解 は 本 発 明 の 実 施 に 必 要 で は な い 。 そ れ に も か か わ ら ず 、
こ れ ら の 知 見 か ら 、 EZH2は G2/M移 行 を 減 ず る こ と に よ っ て 前 立 腺 細 胞 の 増 殖 に お い て 役 割
を 果 た す こ と が 示 唆 さ れ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ３ ８ ３ 】
　 前 立 腺 に お け る EZH2の 機 能 的 役 割 を さ ら に 理 解 す る た め 、 真 核 生 物 発 現 ベ ク タ ー pcDNA3
内 の 、 エ ピ ト ー プ タ グ を 付 加 し た 野 生 型 EZH2お よ び 保 存 さ れ た SETド メ イ ン を 欠 く EZH2の
欠 失 変 異 体 を 作 製 し た （ 図 23a） 。 修 飾 し た マ ウ ス エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 （ ER） （ Littlewoo
dら 、 Nuc. Acid. Res. 23:1686 [1995]； Juinら 、 Genes. Dev. 13:1367 [1999]） と の 融
合 タ ン パ ク 質 を 作 製 す る こ と に よ り 、 「 誘 導 性 」 型 の EZH2も 作 製 し た （ 図 26a） 。 EZH2-ER
融 合 体 を 細 胞 内 で 発 現 さ せ た が （ 図 26b） 、 お そ ら く は 隔 離 現 象 /hsp90お よ び 他 の タ ン パ
ク 質 へ の 結 合 に よ り 不 活 化 さ れ る （ Littlewod、 前 記 ） 。 細 胞 を 4-ヒ ド ロ キ シ タ モ キ シ フ
ェ ン で 処 理 す る こ と に よ り 、 hsp90が ER融 合 体 か ら 解 離 し 、 活 性 が 現 れ る 。 エ ピ ト ー プ タ
グ を 付 加 し た EZH2構 築 物 の 発 現 は 、 293（ 図 23b） 、 RWPE、 お よ び 他 の 哺 乳 動 物 細 胞 株 に ト
ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し て 確 認 し た 。
【 ０ ３ ８ ４ 】
　 PcGタ ン パ ク 質 は 、 標 的 遺 伝 子 の 抑 制 に よ り そ の 機 能 を 媒 介 す る と 提 唱 さ れ て い る （ Lai
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bleら 、 前 記 ； Jacobsら 、 Semin Cell Dev. Biol. 10:227 [1999]） 。 こ の 仮 説 の 試 験 を 始
め る た め 、 RWPE前 立 腺 細 胞 を 野 生 型 EZH2で 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し 、 DNAマ イ ク
ロ ア レ イ を 用 い て 全 体 的 な 遺 伝 子 発 現 変 化 を モ ニ タ ー し た 。 実 験 上 の （ ト ラ ン ス フ ェ ク シ
ョ ン し た ） 細 胞 株 由 来 の RNAを 1つ の 蛍 光 色 素 で 標 識 し 、 対 の 参 照 試 料 を 第 2の 識 別 可 能 な
蛍 光 色 素 で 標 識 し た 。 「 遺 伝 子 」 を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 細 胞 株 と 対 照 の ベ ク タ ー を
ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 細 胞 株 と を 直 接 比 較 す る こ と に よ り 、 試 料 間 の 分 子 の 相 違 が 認
め ら れ た 。 RWPE細 胞 ま た は SUM149乳 癌 細 胞 に お い て EZH2を 過 剰 発 現 さ せ る と 、 遺 伝 子 集 団
の 一 貫 し た 抑 制 が 起 こ っ た （ 図 23c、 d） 。 遺 伝 子 の こ の 限 定 的 な 抑 制 は 、 例 え ば c-mycお
よ び TNFR1を 含 む こ の 系 で 試 験 し た 他 の 分 子 と 比 較 し て 、 独 特 で あ っ た 。 ベ ク タ ー を ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 細 胞 と 比 較 す る と 、 EZH2ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 細 胞 に お い て 有 意 に
上 方 制 御 さ れ た 唯 一 の 遺 伝 子 は EZH2自 体 で あ っ た （ 図 23c） 。
【 ０ ３ ８ ５ 】
　 SETド メ イ ン の 欠 失 に よ り 抑 制 表 現 型 が 生 じ ず 、 あ る 場 合 に は 「 抑 制 解 除 さ れ た 」 遺 伝
子 を 生 じ る よ う に 、 EZH2を 介 し た 転 写 抑 制 は 無 傷 の SETド メ イ ン に 依 存 し て い た （ 図 23c）
。 EZH2は 、 EEDタ ン パ ク 質 を 介 し て ヒ ス ト ン 脱 ア セ チ ル 化 酵 素 2（ HDAC2） と 相 互 作 用 す る
こ と が 示 さ れ て い る （ van der Vlagら 、 Nat. Genet. 23:474 [1999]） 。 一 般 的 に 用 い ら
れ る HDAC阻 害 剤 で あ る ト リ コ ス タ チ ン A（ TSA） が EZH2の 効 果 を 完 全 に 抑 制 す る よ う に 、 上
記 の 実 験 に お い て 、 EZH2を 介 し た 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ は HDAC活 性 に 依 存 し て い た （ 図 23
c） 。 し た が っ て 、 EZH2機 能 は 、 無 傷 の SETド メ イ ン お よ び 内 因 性 の HSAC活 性 の 両 方 を 必 要
と す る 。
【 ０ ３ ８ ６ 】
　 EZH2に よ っ て 有 意 に 抑 制 さ れ る 遺 伝 子 を 同 定 す る た め 、 野 生 型 EZH2を ト ラ ン ス フ ェ ク シ
ョ ン し た 細 胞 を 、 EZH2 .SETを ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 細 胞 と 比 較 し た 。 こ の 方 法 に よ
り 、 163個 の 遺 伝 子 が 一 貫 し て 抑 制 さ れ た 一 方 、 ど の 遺 伝 子 も FDR 0.0045で 活 性 化 さ れ な
か っ た （ 図 23d） 。 有 意 な 遺 伝 子 一 覧 表 を 検 討 す る こ と に よ り 、 EZH2に よ っ て 一 貫 し て 抑
制 さ れ る と し て PcG群 タ ン パ ク 質 EPCが 同 定 さ れ た が （ 図 23c） 、 こ れ は ポ リ コ ー ム の シ ョ
ウ ジ ョ ウ バ エ タ ン パ ク 質 の エ ン ハ ン サ ー （ E(Pc)） の ヒ ト 相 同 体 で あ る 。 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ
エ PcGタ ン パ ク 質 の 中 で 、 E(Pc)お よ び E(z)は 、 ど ち ら も 多 様 （ Su(var)） の 抑 制 因 子 と し
て 作 用 す る こ と に 関 連 し （ Sinclairら 、 Genetics 148:211 [1998]） 、 酵 母 相 同 体 を 有 す
る 唯 一 の PcGタ ン パ ク 質 で あ り 、 こ の こ と か ら PcG対 の 進 化 的 保 存 性 が 強 調 さ れ る 。 EPCに
加 え 、 例 え ば MDNA、 RNF5、 RNF15、 ZNF42、 ZNF262、 ZNFN1A1、 RBM5、 SPIB、 お よ び FOXF2を
含 む 他 の 転 写 制 御 因 子 /活 性 化 因 子 の 宿 主 も 、 EZH2に よ り 転 写 的 に サ イ レ ン ト に な っ た （
図 23c） 。 骨 髄 性 細 胞 核 分 化 抗 原 と し て も 知 ら れ る MDNAは 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ Phoの PcG相
同 体 で あ り タ ン パ ク 質 の EZH2/EED複 合 体 の 一 部 で あ る こ と が 示 さ れ る 転 写 因 子 YY1と の 相
互 作 用 に よ り 、 転 写 抑 制 を 媒 介 す る （ Satijinら 、 Mol. Cell. Biol. 21:1360 [2001]） 。
【 ０ ３ ８ ７ 】
　 結 果 か ら 、 前 立 腺 細 胞 に お け る 転 写 抑 制 に 加 え 、 細 胞 増 殖 の 制 御 に お け る EZH2の 役 割 も
支 持 さ れ る （ 図 23） 。 cdc27（ 2つ の 独 立 し た Unigeneク ロ ー ン ） の 転 写 抑 制 も 、 同 様 に 観
察 さ れ た 。 cdc27は サ イ ク リ ン B1の ユ ビ キ チ ン 化 を 媒 介 す る 後 期 促 進 複 合 体 （ APC） の 一 部
で あ り 、 サ イ ク リ ン B/cdk複 合 体 の 分 解 を 引 き 起 こ す （ Jorgensenら 、 Mol. Cell. Biol. 1
8:468 [1998]） 。 EZH2を 標 的 に し た 場 合 に 抑 制 さ れ た タ ン パ ク 質 の 他 の フ ァ ミ リ ー は 溶 質
キ ャ リ ア ー で あ っ た 。 少 な く と も 5つ の 異 な る メ ン バ ー が 抑 制 さ れ る こ と が 示 さ れ た （ す
な わ ち 、 SSLC34A2、 SLC25A16、 SLC25A6、 SLC16A2,お よ び SLC4A3） 。
【 ０ ３ ８ ８ 】
実 施 例 9
血 清 お よ び 尿 中 で の AMACR発 現
　 本 実 施 例 は 、 血 清 お よ び 尿 中 で の AMACR発 現 に つ い て 記 載 す る 。 AMACRは 、 ポ リ ク ロ ー ナ
ル ウ サ ギ 抗 AMACR抗 体 を 用 い て 、 標 準 の イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ お よ び タ ン パ ク 質 マ イ ク ロ
ア レ イ に よ り 測 定 し た 。 結 果 を 図 24～ 27に 示 す 。 図 24は 、 マ イ ク ロ ア レ イ デ ー タ の 定 量 化
に よ る 、 PCA細 胞 株 に お け る AMACRタ ン パ ク 質 の 検 出 を 示 す 。 DUCAP、 DU145、 お よ び VCAPは

10

20

30

40

50

(88) JP 2005-518522 A 2005.6.23



、 前 立 腺 癌 細 胞 株 で あ る 。 RWPEは 良 性 前 立 腺 細 胞 株 で あ る 。 PHINXは ヒ ト 胎 児 腎 細 胞 株 で
あ る 。
【 ０ ３ ８ ９ 】
　 図 25 は 、 マ イ ク ロ ア レ イ デ ー タ の 定 量 化 に よ る 、 血 清 中 の AMACRタ ン パ ク 質 の 検 出 を 示
す 。 P1～ P7は 、 前 立 腺 癌 を 有 す る 患 者 由 来 の 血 清 を 表 す 。 NS2お よ び NS3は 、 PCAを 有 さ な
い 患 者 由 来 の 血 清 を 表 す 。 SNS2お よ び SNS3は 、 AMACRタ ン パ ク 質 を 注 入 さ れ た PCAを 有 さ な
い 患 者 由 来 の 血 清 を 表 す 。 図 26は 、 PSA抗 原 が 陰 性 ま た は 陽 性 で あ る 患 者 由 来 の 血 清 の イ
ム ノ ブ ロ ッ ト 解 析 を 示 す 。 図 27は 、 膀 胱 癌 （ 女 性 ） ま た は 膀 胱 癌 お よ び 付 随 し た 前 立 腺 癌
（ 男 性 ） を 有 す る 患 者 の 尿 試 料 に お け る 、 AMACRの 存 在 の イ ム ノ ブ ロ ッ ト 解 析 を 示 す 。 結
果 か ら 、 膀 胱 癌 ま た は 膀 胱 癌 お よ び 前 立 腺 癌 を 有 す る 患 者 の 血 清 お よ び 尿 中 に 、 AMACRが
検 出 さ れ 得 る こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ ３ ９ ０ 】
実 施 例 10
腫 瘍 抗 原 と し て の AMACR
　 本 実 施 例 は 、 血 清 中 に お け る AMACRに 対 す る 免 疫 応 答 の 存 在 に つ い て 記 載 す る 。 図 28は
、 タ ン パ ク 質 マ イ ク ロ ア レ イ 解 析 に よ る 液 性 応 答 の 代 表 的 な デ ー タ で あ る 。 AMACR、 PSA、
CEA、 HSPを 含 む 腫 瘍 抗 原 を 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス コ ー テ ィ ン グ し た ス ラ イ ド グ ラ ス に ス ポ ッ
ト し た 。 ス ラ イ ド グ ラ ス を 種 々 の 患 者 由 来 の 血 清 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 液 性 応 答 を 検
出 し た 。 次 に 、 マ イ ク ロ ア レ イ を 洗 浄 し た 。 Cy5標 識 ヤ ギ 抗 ヒ ト IgGを 用 い て 、 液 性 応 答 を
検 出 し た 。 次 に 、 マ イ ク ロ ア レ イ ス キ ャ ナ ー （ Axon） を 用 い て 、 ス ラ イ ド グ ラ ス を ス キ ャ
ン し た 。 デ ー タ の 標 準 化 後 、 ス ポ ッ ト の 強 度 は 、 特 定 の 腫 瘍 抗 原 に 対 す る 液 性 応 答 の 存 在
、 非 存 在 、 ま た は 強 度 を 反 映 す る 。 AMACRに 対 す る 特 異 的 液 性 応 答 は 、 癌 患 者 に お い て 検
出 さ れ た が 、 対 照 に お い て は 検 出 さ れ な か っ た 。 癌 は 、 前 立 腺 癌 患 者 由 来 の 血 清 を 表 す 。
BPHは 、 良 性 前 立 腺 肥 大 症 を 有 す る 患 者 由 来 の 血 清 を 表 す 。
【 ０ ３ ９ １ 】
　 図 29は 、 AMACRに 対 す る 液 性 応 答 の イ ム ノ ブ ロ ッ ト 解 析 を 示 す 。 図 29Aは 、 泳 動 し て ニ ト
ロ セ ル ロ ー ス ペ ー パ ー に 転 写 し た 、 組 換 え MBP（ 対 照 タ ン パ ク 質 =M） お よ び 組 換 え AMACR-M
BP（ A） を 含 む SDS-PAGEゲ ル を 示 す 。 次 に 、 各 条 片 の ブ ロ ッ ト を ヒ ト 血 清 と 共 に イ ン キ ュ
ベ ー ト し た 。 HRP結 合 抗 ヒ ト 抗 体 を 用 い て 、 AMACRに 対 す る 液 性 応 答 を 検 出 し た 。 AMACRお
よ び AMACR断 片 の み が 前 立 腺 癌 患 者 由 来 の 血 清 中 に 検 出 さ れ 、 対 照 で は 検 出 さ れ な か っ た
。 図 29Bは 、 液 性 応 答 が 組 換 え AMACR（ ク エ ン チ ） に よ り 阻 害 さ れ 、 よ っ て こ の 応 答 の 特 異
性 が 示 さ れ る 、 対 照 実 験 を 示 す 。
【 ０ ３ ９ ２ 】
　 本 実 施 例 は 、 前 立 腺 癌 患 者 の ヒ ト 血 清 中 に お い て 、 AMACRが 腫 瘍 抗 原 と し て 機 能 す る こ
と を 実 証 す る 。 PCA患 者 の 血 清 中 に お い て は 、 特 異 的 免 疫 応 答 が AMACRに 対 し て 起 こ る が 、
対 照 に お い て は 起 こ ら な い 。
【 ０ ３ ９ ３ 】
実 施 例 11
前 立 腺 癌 に お け る GP73の 発 現
　 本 実 施 例 は 、 GP73の 前 立 腺 癌 と の 関 連 性 に つ い て 記 載 す る 。
【 ０ ３ ９ ４ 】
A. 方 法
　 上 記 の 実 施 例 の 記 載 と 同 様 に 、 マ イ ク ロ ア レ イ 解 析 、 RT-PCR、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン
グ 、 お よ び 免 疫 組 織 化 学 法 を 行 っ た 。
【 ０ ３ ９ ５ 】
B. 結 果
　 図 30は 、 前 立 腺 癌 に お け る GP73転 写 産 物 レ ベ ル を 示 す 。 図 30aは 、 マ イ ク ロ ア レ イ 解 析
後 の 、 個 々 の 試 料 に お け る GP73の レ ベ ル を 示 す 。 グ ラ フ は 、 前 立 腺 癌 組 織 試 料 RNAを Cy5蛍
光 色 素 で 標 識 し 、 一 方 参 照 試 料 （ 良 性 組 織 RNAの プ ー ル ） を Cy3蛍 光 色 素 で 標 識 し た 場 合 の
、 Cy5 対  Cy3比 率 の 値 を 示 す 。 異 な る 前 立 腺 組 織 に よ る 合 計 で 76回 の 個 々 の 実 験 を プ ロ ッ
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ト し 、 こ れ ら を 良 性 、 前 立 腺 癌 、 お よ び 転 移 性 癌 の 種 類 に 分 類 し た 。 図 30bは 、 試 料 の 種
類 に 従 っ て 分 類 し た 76個 の 前 立 腺 試 料 を DMAマ イ ク ロ ア レ イ 解 析 に よ り 測 定 し 平 均 化 し た
、 GP73転 写 産 物 の 結 果 を 示 す 。 実 験 試 料 を Cy5蛍 光 色 素 で 標 識 し 、 一 方 参 照 試 料 （ 良 性 組
織 試 料 の プ ー ル ） を Cy3蛍 光 色 素 で 標 識 し た 。 ボ ッ ク ス プ ロ ッ ト は 、 各 群 内 の GP73発 現 の
範 囲 を 示 す 。 中 央 の 横 棒 は 中 央 値 を 示 し ； ボ ッ ク ス の 上 端 お よ び 下 端 は 四 分 位 範 囲 を 示 し
； お よ び エ ラ ー バ ー は 95%信 頼 区 間 を 示 す 。 図 30cは 、 GP73転 写 産 物 レ ベ ル が 前 立 腺 癌 に お
い て 増 加 す る こ と を 表 す 。 RT-PCRを 用 い て 、 前 立 腺 組 織 抽 出 物 か ら の RNA調 製 物 中 に お け
る 、 GP73転 写 産 物 レ ベ ル を 検 出 し た 。 GAPDHは 試 料 添 加 の 対 照 で あ る 。
【 ０ ３ ９ ６ 】
　 図 31は 、 GP73タ ン パ ク 質 が 前 立 腺 癌 に お い て 上 方 制 御 さ れ る こ と を 示 す 。 図 31aは 、 前
立 腺 癌 に お け る GP73タ ン パ ク 質 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 を 示 す 。 良 性 、 癌 、 お よ び 転 移
性 組 織 か ら の 全 組 織 タ ン パ ク 質 （ 10μ g） を 、 抗 GP73抗 血 清 を 用 い て 解 析 し た 。 β -チ ュ ー
ブ リ ン は 試 料 添 加 の 対 照 で あ る 。 図 31bは 、 ゴ ル ジ 常 在 性 タ ン パ ク 質 Golgin97の イ ム ノ ブ
ロ ッ ト 解 析 を 示 す 。 前 立 腺 組 織 試 料 に お い て Golgin97タ ン パ ク 質 レ ベ ル を 解 析 し 、 正 常 お
よ び 癌 性 前 立 腺 組 織 中 の ゴ ル ジ 構 造 の レ ベ ル を 示 し た 。 β -チ ュ ー ブ リ ン は 試 料 添 加 の 対
照 で あ る 。
【 ０ ３ ９ ７ 】
　 正 常 お よ び 癌 性 前 立 腺 組 織 中 の GP73タ ン パ ク 質 の 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ 解 析 も 行 っ た 。 GP
73タ ン パ ク 質 発 現 は 、 GP73に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル マ ウ ス 抗 体 を 用 い て 、 標 準 の ビ オ チ ン
-ア ビ ジ ン 免 疫 組 織 化 学 解 析 法 に よ り 解 析 し た 。 高 密 度 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ を 用 い て 、 広
範 な 前 立 腺 組 織 に お い て タ ン パ ク 質 発 現 を 評 価 し た 。 高 レ ベ ル な 染 色 が 、 前 立 腺 癌 組 織 に
お い て 観 察 さ れ た 。 前 立 腺 癌 組 織 の 小 区 域 に お い て 、 い く つ か の 正 常 上 皮 細 胞 は GP73に つ
い て 染 色 さ れ な か っ た 。
【 ０ ３ ９ ８ 】
　 図 32は 、 正 常 お よ び 前 立 腺 癌 上 皮 細 胞 の イ ム ノ ブ ロ ッ ト 解 析 を 示 す 。 正 常 前 立 腺 組 織 お
よ び 癌 組 織 か ら 上 皮 細 胞 を 単 離 し 、 GP73イ ム ノ ブ ロ ッ ト 解 析 の た め に 上 皮 細 胞 か ら タ ン パ
ク 質 を 特 異 的 に 単 離 し た 。 こ の 目 的 の た め に 、 レ ー ザ ー キ ャ プ チ ャ ー マ イ ク ロ ダ イ セ ク シ
ョ ン し た 試 料 を 用 い た 。 ア ク チ ン の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト は 対 照 で あ る 。
【 ０ ３ ９ ９ 】
実 施 例 12
致 死 マ ー カ ー お よ び 標 的
　 本 実 施 例 で は 、 致 死 マ ー カ ー の 同 定 に つ い て 記 載 す る 。 こ の マ ー カ ー は 、 潜 在 的 な 治 療
標 的 と し て 役 立 つ 。 試 料 数 と 臨 床 パ ラ メ ー タ お よ び 遺 伝 子 発 現 を 相 関 さ せ る こ と に よ り 、
マ ー カ ー を 同 定 し た 。 特 に 、 本 研 究 で は 、 前 立 腺 癌 の 原 型 致 死 バ イ オ マ ー カ ー と し て の 機
能 を 果 た す 、 EZH2に 類 似 し た 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 有 す る マ ー カ ー を 同 定 し た 。 こ れ ら の 遺
伝 子 は 、 限 局 性 前 立 腺 癌 が 再 発 し た か 否 か を 考 慮 し た ス コ ア リ ン グ シ ス テ ム に よ り 、 同 定
し た 。 さ ら に 、 EZH2と 高 度 に 関 連 し た 発 現 を 有 す る 遺 伝 子 を 同 定 し た が 、 こ れ は EZH2を 補
う マ ー カ ー と し て 役 立 ち 得 る 。
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平 均 : BPHに お け る 平 均 発 現
Dev: BPHに お け る 標 準 偏 差
高 : 平 均 値 を 2 SD上 回 る 値 （ 閾 値 ）
Bph: BPH試 料 数 ＞ 閾 値
PCA: PCA試 料 数 ＞ 閾 値 　 (＞ 1年 、 再 発 な し )
Pcau: PCA試 料 数 ＞ 閾 値 　 (＜ 1年 、 経 過 観 察 )
Pcar: PCA試 料 数 ＞ 閾 値 　 (再 発 )
MET: 転 移 性 試 料 数 ＞ 閾 値
ス コ ア : met + pcar - pca
総 数 : 分 類 中 の 試 料 数
【 ０ ４ ０ ０ 】
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　 上 記 の 用 法 を 用 い て 同 定 さ れ た 例 示 的 な 致 死 マ ー カ ー に は 、 ABCC5（ MDR5） が 含 ま れ る
。 こ の 多 剤 耐 性 遺 伝 子 は 、 環 状 ヌ ク レ オ チ ド お よ び 他 の 小 分 子 を 細 胞 外 に 能 動 的 に 汲 み 出
す 。 非 関 連 の 研 究 に よ り 、 こ の 酵 素 は シ ル デ ナ フ ィ ル （ バ イ ア グ ラ ） を 含 む ホ ス ホ ジ エ ス
テ ラ ー ゼ 阻 害 剤 に よ っ て 強 力 に 阻 害 さ れ る こ と が 見 出 さ れ た 。 本 発 明 は 、 特 定 の 機 構 に 限
定 さ れ な い 。 実 際 に 、 機 序 の 理 解 は 本 発 明 の 実 施 に 必 要 で は な い 。 そ そ れ に も か か わ ら ず
、 シ ル デ ナ フ ィ ル は 進 行 性 PCAの 治 療 に お い て 役 立 ち 得 る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ４ ０ １ 】
　 同 定 さ れ た 他 の 致 死 マ ー カ ー に は 、 ア ス パ ラ ギ ン 合 成 酵 素 （ ASNS） が あ る 。 ASNSを 阻 害
す る 現 行 の 療 法 に は 、 体 内 で ア ス パ ラ ギ ン を 破 壊 す る 酵 素 で あ る ア ス パ ラ ギ ナ ー ゼ が 含 ま
れ る 。 こ の 合 成 酵 素 を 発 現 し て い る 癌 は 耐 性 で あ る こ と が 示 さ れ て い る 。 こ の 合 成 酵 素 を
阻 害 す る ア ナ ロ グ が 開 発 さ れ つ つ あ る 。
【 ０ ４ ０ ２ 】
　 Top2A（ ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ ） お よ び Vav2発 癌 遺 伝 子 も 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 同 定 さ れ た
。 Vav2は 細 胞 の 拡 大 に 必 要 と さ れ る が 、 srcに 依 存 す る 。 本 発 明 は 、 特 定 の 機 構 に 限 定 さ
れ な い 。 実 際 に 、 機 序 の 理 解 は 本 発 明 の 実 施 に 必 要 で は な い 。 そ れ に も か か わ ら ず 、 src
阻 害 剤 が vav2を 介 す る 細 胞 拡 大 を 停 止 し 得 る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ４ ０ ３ 】
　 本 実 施 例 は 、 前 立 腺 癌 に お い て 過 剰 発 現 さ れ る 癌 マ ー カ ー の 同 定 に つ い て 記 載 す る 。 本
発 明 は 、 特 定 の 機 構 に 限 定 さ れ な い 。 実 際 に 、 機 序 の 理 解 は 本 発 明 の 実 施 に 必 要 で は な い
。 そ れ に も か か わ ら ず 、 こ れ ら の 致 死 マ ー カ ー を 阻 害 す る 治 療 化 合 物 は 、 前 立 腺 癌 の 治 療
に お い て 有 用 で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ４ ０ ４ 】
実 施 例 13
前 立 腺 癌 に お け る ア ネ キ シ ン 発 現 の 特 徴 づ け
　 本 実 施 例 は 、 前 立 腺 癌 に お け る ア ネ キ シ ン 発 現 に つ い て 記 載 す る 。
【 ０ ４ ０ ５ 】
A. 材 料 お よ び 方 法
　 前 立 腺 組 織 は 、 ミ シ ガ ン 大 学 前 立 腺 癌 専 門 研 究 プ ロ グ ラ ム （ S.P.O.R.E.） 組 織 コ ア を 通
し て 入 手 可 能 な 、 根 治 的 前 立 腺 切 除 術 系 お よ び 迅 速 剖 検 プ ロ グ ラ ム か ら 入 手 し た 。 こ の プ
ロ グ ラ ム は 、 ミ シ ガ ン 大 学 治 験 審 査 委 員 会 に よ っ て 承 認 さ れ て い る 。
【 ０ ４ ０ ６ 】
　 本 研 究 に 用 い た ホ ル モ ン 未 処 置 の 臨 床 的 限 局 性 PCA試 料 は 、 1994年 か ら 1998年 の 間 に 、
臨 床 的 限 局 性 PCAに 対 す る 単 独 療 法 と し て （ す な わ ち 、 ホ ル モ ン 療 法 も 放 射 線 療 法 も 行 わ
な い ） 、 恥 骨 後 根 治 的 前 立 腺 切 除 術 を 受 け た 男 性 の 集 団 か ら 採 取 さ れ た 。 前 立 腺 組 織 の 処
理 は 、 外 科 的 切 除 後 20分 以 内 に 開 始 し た 。 前 立 腺 は 部 分 的 に 試 料 採 取 し 、 組 織 の 約 50%を
研 究 に 用 い た 。 こ の 手 順 は 、 公 式 な 研 究 に お い て 評 価 さ れ 、 部 分 的 な 試 料 採 取 に よ っ て 正
確 な 病 期 分 類 お よ び 外 科 的 縁 の 評 価 が 損 な わ れ な い こ と が 保 証 さ れ て い る （ Hollenbeckら
、 J. Urol., 164:1583 [2000]） 。 cDNA発 現 ア レ イ 解 析 に 用 い た 瞬 時 に 凍 結 し た 試 料 は 、
す べ て 研 究 病 理 学 者 の 一 人 に よ っ て 評 価 さ れ た 。 試 料 は す べ て 、 試 料 の 95%を 上 回 る 部 分
が 所 望 の 病 変 を 表 す こ と を 確 実 に す る よ う に 、 肉 眼 で 見 て 切 り 取 っ た 。
【 ０ ４ ０ ７ 】
　 ホ ル モ ン 抵 抗 性 PCA試 料 は 、 迅 速 剖 検 プ ロ グ ラ ム （ Rubinら 、 [2000]、 前 記 ） か ら 収 集 し
た 。 瞬 時 に 凍 結 し た 試 料 を 、 cDNAア レ イ 解 析 に 用 い た 。 同 じ 病 変 か ら の 鏡 像 試 料 を 、 10%
緩 衝 ホ ル マ リ ン 中 に 置 い た 。 固 定 し た 試 料 を パ ラ フ ィ ン 中 に 包 埋 し た 。 前 立 腺 切 除 試 料 と
同 様 に 、 研 究 病 理 学 者 が ス ラ イ ド グ ラ ス を 調 査 し 、 壊 死 し た 部 分 を 避 け て 生 存 前 立 腺 癌 の
部 分 を 円 で 囲 み 、 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ 作 製 の た め の 鋳 型 と し て こ の ス ラ イ ド グ ラ ス を 用 い
た 。 本 研 究 に お い て 、 20例 の ホ ル モ ン 抵 抗 性 転 移 性 PCAは 、 1997年 か ら 2000年 に 行 わ れ た 1
5件 の 迅 速 剖 検 事 例 か ら 摘 出 さ れ た 。 患 者 の 年 齢 は 53歳 か ら 84歳 に わ た り 、 診 断 か ら 死 亡
ま で の 期 間 は 21ヶ 月 か ら 193ヶ 月 に わ た っ た 。 15人 の 患 者 は す べ て 、 抗 ア ン ド ロ ゲ ン お よ
び 化 学 療 法 を 含 む 広 範 な 治 療 を 受 け た 後 に 、 広 範 囲 に わ た る 転 移 PCAに よ り 死 亡 し た 。
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【 ０ ４ ０ ８ 】
　 前 立 腺 切 除 試 料 は 、 腫 瘍 に よ る 外 科 的 縁 併 発 の 存 在 ま た は 非 存 在 （ 外 科 的 縁 状 態 ） 、 前
立 腺 外 拡 大 の 存 在 、 お よ び 精 嚢 浸 潤 に つ い て 評 価 し た 。 腫 瘍 は 、 前 立 腺 外 拡 大 お よ び 精 嚢
浸 潤 は 含 む が 外 科 的 縁 状 態 を 考 慮 し な い TNMシ ス テ ム に よ り 、 病 期 分 類 し た （ Bostwickら
、 Simin. Urol. Oncol., 17:222 [1999]） 。 腫 瘍 は 、 グ リ ー ソ ン 類 別 シ ス テ ム に よ り 類 別
し た （ Gleason, [1966]、 前 記 ） 。
【 ０ ４ ０ ９ 】
免 疫 組 織 化 学 法 　
　 パ ラ フ ィ ン を 除 去 し 水 和 し た 後 、 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ ス ラ イ ド グ ラ ス を 加 圧 調 理 器 チ ャ
ン バ ー 内 に 置 い た 10 mMク エ ン 酸 緩 衝 液 中 に 浸 し 、 最 適 な 抗 原 検 索 の た め 電 子 レ ン ジ で 10
分 間 加 熱 し た 。 免 疫 染 色 は 、 Dako自 動 免 疫 染 色 装 置 （ DAKO、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 カ ー ピ ン テ
リ ア ） を 用 い て 行 っ た 。 一 次 抗 体 を 室 温 で 45分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 二 次 ビ オ チ ン 標 識 抗
体 を 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -LSA増 幅 法 （ DAKO K0679） を 30分 間
行 っ た 後 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ /ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン 基 質 /Chromagenを 行 っ た 。 ス ラ イ ド グ
ラ ス を ヘ マ ト キ シ リ ン で 対 比 染 色 し た 。 ア ネ キ シ ン 1（ 1:50希 釈 ） 、 ア ネ キ シ ン 2（ 1:100
希 釈 ） 、 ア ネ キ シ ン 4（ 1:100希 釈 ） 、 ア ネ キ シ ン 7（ 1:500希 釈 ） 、 お よ び ア ネ キ シ ン 11（
1:100希 釈 ） の N末 端 に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 シ グ ナ ル 供 給 元 （ Santa Cruz Biote
chnology、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ン タ ク ル ー ズ ） か ら 入 手 し た 。 2人 の 病 理 学 者 に よ っ て 免
疫 組 織 化 学 的 に 判 定 さ れ た タ ン パ ク 質 発 現 は 、 上 記 の シ ス テ ム に よ り 、 陰 性 （ ス コ ア = 1
） 、 弱 （ 2） 、 中 （ 3） 、 お よ び 強 （ 4） と し て ス コ ア リ ン グ し た 。
【 ０ ４ １ ０ 】
組 織 マ イ ク ロ ア レ イ の 作 製 、 デ ジ タ ル 画 像 の 取 得 、 お よ び 解 析
　 先 に 記 載 し た よ う に 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ を 作 製 し 、 前 立 腺 切 除 試 料 か ら 採 取 し た 良 性 前
立 腺 組 織 か ら ホ ル モ ン 抵 抗 性 PCAに わ た る 広 範 な 試 料 に お い て 、 タ ン パ ク 質 発 現 を 評 価 し
た 。 本 研 究 に は 、 良 性 前 立 腺 、 限 局 性 PCA、 お よ び ホ ル モ ン 抵 抗 性 PCAか ら な る 3枚 の 組 織
マ イ ク ロ ア レ イ を 使 用 し た 。 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ は 、 以 前 に 記 載 さ れ た よ う に （ Kononen
ら 、 [1998]、 前 記 ； Perronenら [2000]、 前 記 ） 、 手 動 の 組 織 ア レ イ ヤ ー （ Beecher Instru
ments、 メ リ ー ラ ン ド 州 シ ル バ ー ス プ リ ン グ ） を 用 い て 構 築 し た 。 円 で 囲 ん だ 関 心 対 象 の
部 分 の 組 織 コ ア を 、 レ シ ピ エ ン ト ア レ イ ブ ロ ッ ク へ に 移 行 す る た め の 標 的 と し た 。 直 径 0.
6 mm の 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ コ ア は 、 コ ア の 中 心 か ら 中 心 ま で そ れ ぞ れ 0.8 mmの 間 隔 を あ
け た 。 BLISS画 像 処 理 シ ス テ ム （ Bacus Lab、 イ リ ノ イ 州 ロ ン バ ー ド ） を 用 い て 、 組 織 マ イ
ク ロ ア レ イ 画 像 を 取 り 込 ん だ 。
【 ０ ４ １ １ 】
統 計 解 析
　 4件 の 独 立 し た 遺 伝 子 発 現 研 究 に お け る ア ネ キ シ ン の 差 次 的 発 現 に 関 連 し た 統 計 的 有 意
性 を 調 査 す る た め 、 標 準 的 な 方 法 （ Hedgesら 、 Statistical Methods for Meta-analysis 
meta-analysis. Orland, Academic Press 1985, pp xxii, 369） に よ り 結 果 を 組 み 合 わ せ
た 。 そ れ ぞ れ の 研 究 で は 、 （ 限 局 性 前 立 腺 癌 と 比 較 し て 良 性 組 織 で あ る 2つ の 群 と 共 に ） t
統 計 を 計 算 し 、 負 の 対 数 変 換 に よ り 関 連 p値 を 変 換 し た 。 次 に こ の 値 を 2倍 し て 合 計 し 、 3
件 の 研 究 に お け る 差 次 的 遺 伝 子 発 現 の 集 約 尺 度 を 得 た 。 こ の 集 約 尺 度 に 関 連 し た 統 計 的 有
意 性 を 評 価 す る た め 、 並 べ 替 え に 基 づ く 方 法 を 取 り 入 れ た （ Hedgesら 、 前 記 ） 。 す な わ ち
、 研 究 内 で 組 織 の 種 類 を 並 べ 替 え 、 並 べ 替 え た デ ー タ に つ い て の 集 約 尺 度 を 計 算 し た 。 p
値 は 、 集 約 尺 度 の 並 べ 替 え 分 布 を 用 い て 計 算 し た 。 次 に 、 3件 の 研 究 に よ る t統 計 が 匹 敵 す
る か 否 か の 問 題 が 生 じ る 。
【 ０ ４ １ ２ 】
　 ア ネ キ シ ン タ ン パ ク 質 発 現 は 、 各 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ 試 料 の 平 均 ス コ ア の 結 果 を 用 い て
、 各 前 立 腺 組 織 型 （ す な わ ち 、 良 性 、 限 局 性 PCA、 お よ び ホ ル モ ン 抵 抗 性 PCA） に つ い て 統
計 的 に 評 価 し た 。 す べ て の 対 間 （ 例 え ば 、 限 局 性 前 立 腺 癌  対  良 性 ） で の 相 違 を 判 定 す る
た め 、 シ ェ ッ フ ェ の 方 法 （ Scheffaeら 、 前 記 ） を 用 い て 、 ポ ス ト ホ ッ ク 分 析 を 伴 う ANOVA
解 析 を 行 っ た 。 試 験 し た 全 事 例 に つ い て の 平 均 発 現 ス コ ア を 、 95%の 信 頼 区 間 を 有 す る エ
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ラ ー バ ー を 用 い て 図 式 的 に 表 し た 。
【 ０ ４ １ ３ 】
B. 結 果
　 発 現 ア レ イ 解 析 に よ り 、 PCAの 進 行 に 伴 っ た ア ネ キ シ ン フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー の 有 意 な 調
節 不 全 が 明 ら か に な っ た 。 ア ネ キ シ ン 1、 2、 4、 7、 お よ び 11の cDNA発 現 は 、 限 局 性 ホ ル モ
ン 感 受 性 PCA試 料 と 比 較 し て 、 ホ ル モ ン 抵 抗 性 PCA試 料 に お い て 有 意 に 減 少 し て お り 、 そ れ
ぞ れ 2.2倍 、 1.5倍 、 1.3倍 、 1.4倍 、 お よ び 1.8倍 の 減 少 で あ っ た （ 全 p値 <0.01） （ 表 3お よ
び 図 33） 。 ア ネ キ シ ン 1お よ び 4は 、 良 性 試 料 と 比 較 し て 限 局 性 PCA試 料 に お い て 、 mRNA発
現 の 有 意 な 減 少 を 示 し た 。 限 局 性 ホ ル モ ン 未 処 置 PCAと 良 性 試 料 と の 間 に は 、 ア ネ キ シ ン 2
、 7、 お よ び 11の 有 意 な 相 違 は 存 在 し な か っ た 。 試 験 し た 前 立 腺 試 料 と ア ネ キ シ ン 8お よ び
13と の 間 に は 、 cDNAの 調 節 不 全 は 認 め ら れ な か っ た 。 ア ネ キ シ ン 6は 、 限 局 性 PCAと 良 性 試
料 と の 間 に cDNA発 現 の わ ず か な 減 少 を 示 し た が 、 統 計 的 に は 有 意 で は な か っ た （ 表 3） 。
【 ０ ４ １ ４ 】
　 こ れ ら の ア ネ キ シ ン フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー に つ い て の cDNA発 現 結 果 を 交 差 検 証 す る た め 、
遺 伝 子 発 現 の メ タ 分 析 を 行 っ た 。 ア ネ キ シ ン フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー の cDNA発 現 結 果 を 、 一 連
の デ ー タ セ ッ ト に よ り 評 価 し た （ Welsh ら 、 Cancer Res. 61:5974 [2001]； Luoら 、 Cance
r Res. 61:4683 [2001]； Mageeら 、 Cancer Res. 61:5692 [2001]） 。 こ の 分 析 に よ り 、 個
々 の 研 究 そ れ ぞ れ に つ い て の ア ネ キ シ ン を 評 価 す る と 共 に 、 4件 の 研 究 に わ た っ た 遺 伝 子
発 現 の 有 意 性 を 考 慮 し た 要 約 統 計 を 行 っ た 。 す べ て の 研 究 が ホ ル モ ン 抵 抗 性 転 移 性 PCAに
つ い て 行 っ て い る わ け で は な い の で 、 メ タ 分 析 は 、 臨 床 的 限 局 性 PCAと 良 性 前 立 腺 組 織 と
の 間 の 相 違 を 比 較 し た 。 メ タ 分 析 （ 表 4お よ び 図 34） に よ り 、 独 立 し た 研 究 全 体 に わ た っ
て 、 ア ネ キ シ ン 1、 2、 4、 お よ び 6が 有 意 に 下 方 制 御 さ れ て い る こ と が 示 さ れ た 。 ア ネ キ シ
ン 6は 、 4件 の 研 究 の う ち 4件 で 有 意 な レ ベ ル ま で 下 方 制 御 さ れ た 。 ア ネ キ シ ン 1は 、 4件 の
研 究 の う ち 3件 で 下 方 制 御 を 示 し た 。 ア ネ キ シ ン 2お よ び 4は 2件 で 下 方 制 御 さ れ て お り 、 全
般 的 に 見 れ ば 、 メ タ 分 析 に よ り 有 意 に 過 小 発 現 さ れ て い る と 見 な さ れ た 。 ア ネ キ シ ン 7は
、 4件 の 研 究 の い ず れ に お い て も 、 転 写 産 物 レ ベ ル で 有 意 に 過 小 発 現 さ れ て い な い こ と が
見 出 さ れ た 。
【 ０ ４ １ ５ 】
　 免 疫 組 織 化 学 法 を 行 い 、 こ れ ら の 結 果 を タ ン パ ク 質 レ ベ ル で 確 認 し た （ 表 5） 。 免 疫 組
織 化 学 法 に よ り 、 限 局 性 PCA試 料 と 比 較 し て ホ ル モ ン 抵 抗 性 PCA試 料 に お い て 、 ア ネ キ シ ン
1、 2、 4、 7、 お よ び 11に つ い て の タ ン パ ク 質 発 現 の 有 意 な 減 少 が 同 定 さ れ 、 そ れ ぞ れ 2.5
倍 （ 発 現 中 央 値  3.8対 1.5） 、 2.4倍 （ 発 現 中 央 値  4対 1.7） 、 3.6倍 （ 発 現 中 央 値  4対 1.1
） 、 お よ び 3.3倍 （ 発 現 中 央 値  4対 1.1） の 減 少 で あ っ た （ ク ラ ス カ ル ・ ワ リ ス 検 定 、 全 p
値 <0.05） 。 試 験 し た ア ネ キ シ ン の い ず れ に お い て も 、 良 性 と 限 局 性 PCA試 料 と の 間 に 統 計
的 に 有 意 な 相 違 は 認 め ら れ な か っ た 。
【 ０ ４ １ ６ 】
（ 表 ３ ） 選 定 し た ア ネ キ シ ン の 遺 伝 子 発 現
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* ク ラ ス カ ル ・ ワ リ ス 検 定 。 1、 BPH、 前 立 腺 肥 大 症 。 2、 Loc-PCA、 限 局 性 前 立 腺 癌 。 3、 Me
t-PCA、 転 移 性 ホ ル モ ン 抵 抗 性 前 立 腺 癌 。 PCA/Met率 、 ホ ル モ ン 抵 抗 性 PCAに 対 す る 限 局 性 P
CAの 発 現 の 比 率 。
【 ０ ４ １ ７ 】
（ 表 ４ ） ア ネ キ シ ン フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー に つ い て の cDNA前 立 腺 遺 伝 子 発 現 研 究 の メ タ 分 析
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ １ ８ 】
（ 表 ５ ） 組 織 型 に よ る ア ネ キ シ ン に つ い て の 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ タ ン パ ク 質 発 現
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
* ク ラ ス カ ル ・ ワ リ ス 検 定 。 1、 BPH、 良 性 前 立 腺 肥 大 症 。 2、 Loc-PCA、 限 局 性 前 立 腺 癌 。 3
、 Met-PCA、 転 移 性 ホ ル モ ン 抵 抗 性 前 立 腺 癌 。
【 ０ ４ １ ９ 】
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実 施 例 14
CtBPの 前 立 腺 癌 と の 関 連 性
　 本 実 施 例 は 、 前 立 腺 癌 に お け る C末 端 結 合 タ ン パ ク 質 1お よ び 2（ CtBP1お よ び CtBP2） の
発 現 に つ い て 記 載 す る 。 マ イ ク ロ ア レ イ 解 析 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 免 疫 組 織 化 学 法 、 お
よ び 統 計 解 析 は 、 上 記 の 実 施 例 に お い て 記 載 し た よ う に 行 っ た 。
【 ０ ４ ２ ０ 】
　 CtBP転 写 産 物 は 、 転 移 性 前 立 腺 癌 に お い て 上 方 制 御 さ れ る こ と が 見 出 さ れ た （ 図 38） 。
組 織 抽 出 物 を 用 い て 、 CtBP1お よ び CtBP2を 認 識 す る 抗 体 を 使 用 し 、 タ ン パ ク 質 レ ベ ル で こ
の 知 見 を 確 認 し た （ Sewaltら 、 Mol. Cell. Biol. 19:777 [1999]） 。 結 果 を 図 35に 示 す 。
図 35は 、 PCA試 料 に お け る CtBPタ ン パ ク 質 の 発 現 を 示 す 。 イ ム ノ ブ ロ ッ ト 解 析 に よ り 、 選
択 し た 前 立 腺 試 料 の 抽 出 物 を CtBPお よ び PcGタ ン パ ク 質 の 発 現 に つ い て 評 価 し た 。 添 加 す
る 前 に 各 抽 出 物 に お い て タ ン パ ク 質 レ ベ ル を 同 等 化 し 、 ブ ロ ッ ト を ポ ン ソ ー Sで 染 色 し て
、 等 量 を 添 加 し た こ と を 確 認 し た 。 β -チ ュ ー ブ リ ン を 対 照 タ ン パ ク 質 と し て 用 い た 。
【 ０ ４ ２ １ 】
　 ど ち ら の CtBPも 、 限 局 性 前 立 腺 癌 お よ び 良 性 組 織 と 比 較 し て 、 転 移 性 前 立 腺 癌 に お い て
過 剰 発 現 さ れ て い た 。 EZH2タ ン パ ク 質 も 同 様 に 、 限 局 性 前 立 腺 癌 ま た は 良 性 前 立 腺 と 比 較
し て 、 転 移 性 前 立 腺 癌 に お い て 増 加 し て い た （ 図 35） 。 EZH2と 共 に 複 合 体 を 形 成 す る PcG
タ ン パ ク 質 で あ る EEDは 、 非 関 連 タ ン パ ク 質 で あ る β -チ ュ ー ブ リ ン と 同 様 に 、 類 似 の タ ン
パ ク 質 調 節 不 全 を 示 さ な か っ た 。 し た が っ て 、 ど ち ら の 転 写 リ プ レ ッ サ ー も （ CtBPお よ び
EZH2） 、 転 移 性 前 立 腺 癌 に お い て 異 所 性 発 現 さ れ る 。
【 ０ ４ ２ ２ 】
　 　 CtBPの イ ン サ イ チ ュ ー で の 発 現 を 測 定 す る た め 、 前 立 腺 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ を 用 い て
前 立 腺 組 織 切 片 の 免 疫 組 織 化 学 法 を 行 っ た 。 良 性 前 立 腺 上 皮 は 、 転 写 リ プ レ ッ サ ー と し て
の CtBPの 役 割 と 一 致 し て 、 も っ ぱ ら 核 染 色 の み を 示 し た 。 臨 床 的 限 局 性 前 立 腺 癌 お よ び 転
移 性 前 立 腺 癌 は 、 ど ち ら も 同 様 に 核 染 色 を 示 し た 。 転 移 性 前 立 腺 癌 の ほ と ん ど の 症 例 お よ
び 限 局 性 前 立 腺 癌 の 一 部 の 症 例 で は 、 CtBPの 異 な る 細 胞 質 染 色 を 示 し た 。
【 ０ ４ ２ ３ 】
　 図 36は 前 立 腺 癌 に お け る CtBPの 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ 解 析 を 示 し 、 前 立 腺 癌 の 進 行 中 に 誤
っ て 局 在 化 し た こ と が 示 唆 さ れ る 。 示 し た 前 立 腺 組 織 お よ び 細 胞 内 コ ン パ ー ト メ ン ト に つ
い て の 平 均 CtBPタ ン パ ク 質 発 現 は 、 95%の 信 頼 区 間 を 有 す る エ ラ ー バ ー を 用 い て 要 約 さ れ
る 。 図 37は 、 LNCaP細 胞 の 細 胞 成 分 分 画 を 示 す 。 結 果 か ら 、 核 と 比 較 し て 、 細 胞 質 に お い
て CtBP1の レ ベ ル が 増 加 し て い る こ と が 示 さ れ る 。 こ の 細 胞 株 で は CtBP2は 弱 く 発 現 さ れ 、
容 易 に は 見 え な い 。 核 で 発 現 さ れ な い β -チ ュ ー ブ リ ン は 、 対 照 と し て 提 供 さ れ る 。 図 38
は 、 前 立 腺 癌 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ デ ー タ の カ プ ラ ン ・ マ イ ヤ ー 解 析 を 示 す 。 結 果 か ら 、 細
胞 質 内 CtBPの 存 在 は よ り 不 良 な 臨 床 転 帰 と 関 連 し 得 る こ と が 示 さ れ る 。 全 患 者 の 平 均 経 過
観 察 期 間 は 1年 で あ っ た （ 2ヶ 月 ～ 6.5年 の 範 囲 ） 。 こ の 経 過 観 察 期 間 を 超 え て 、 38%の 患 者
が 再 発 ま た は 0.2 ng/mlを 上 回 る PSA上 昇 を 発 症 し た 。 97人 の 患 者 由 来 の 前 立 腺 腫 瘍 は 、 CT
BPの ほ ぼ 均 一 な 核 タ ン パ ク 質 発 現 を 示 し た 。 細 胞 質 発 現 は 、 弱 い 細 胞 質 染 色 を 示 す 97症 例
の う ち の 85症 例 （ 88%） と 、 中 程 度 か ら 強 度 の CTBP発 現 を 有 す る 12症 例 （ 12%） と に 変 化 し
得 る 。 CTBP細 胞 質 染 色 強 度 の 増 加 と 前 立 腺 切 除 後 の PSA再 発 ま た は 再 発 性 疾 患 の 存 在 は 、
相 対 危 険 度 1.7（ Cox回 帰 分 析 p=0.034） を 有 し 有 意 な 関 連 性 が 存 在 し た 。 提 示 の デ ー タ は
、 陰 性 /弱 細 胞 質 CTBP染 色 お よ び 中 /強 CTBP染 色 に よ り 層 別 化 さ れ る 転 帰 の カ プ ラ ン ・ マ イ
ヤ ー 解 析 を 示 す 。 多 変 量 モ デ ル に お い て グ リ ー ソ ン ス コ ア を 考 慮 す る 時 で さ え 、 CTBP細 胞
質 発 現 に よ っ て 再 発 が 予 測 さ れ 、 こ の こ と か ら 、 CTBPは 予 後 不 良 の 予 後 予 測 因 子 で あ る こ
と が 示 唆 さ れ た ［ グ リ ー ソ ン 相 対 危 険 度 1.4（ p=0.005） お よ び cCTBP相 対 危 険 度 1.6（ p=0.
042） ］ 。
【 ０ ４ ２ ４ 】
　 CtBPは 一 酸 化 窒 素 合 成 酵 素 （ NOS） に 結 合 す る こ と が 示 さ れ て お り 、 こ れ が 核 コ ン パ ー
ト メ ン ト か ら 細 胞 質 コ ン パ ー ト メ ン ト に CtBPの 局 在 化 を 移 行 す る と 考 え ら れ て い る （ Rief
lerら 、 J. Biol. Chem. 276:48262 ［ 2001］ ） 。 Weigertら は 、 ゴ ル ジ 膜 分 裂 の 誘 導 に お
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け る CtBPの 細 胞 質 内 の 役 割 を 提 唱 し た （ Weigartら 、 Nature 402:429 [1999]） 。 予 備 的 な
免 疫 組 織 化 学 的 知 見 を さ ら に 支 持 す る た め 、 LNCaP（ 転 移 性 ） 前 立 腺 癌 細 胞 を 分 画 し 、 CtB
Pレ ベ ル は 核 と 比 較 し て 細 胞 中 に よ り 高 い こ と が 見 出 さ れ た （ 図 38） 。
【 ０ ４ ２ ５ 】
実 施 例 15
癌 マ ー カ ー を 特 徴 づ け る 方 法
　 本 実 施 例 は 、 本 発 明 の 新 規 癌 マ ー カ ー を 特 徴 づ け る た め の 例 示 的 方 法 に つ い て 記 載 す る
。 こ れ ら の 方 法 を 上 記 実 施 例 に お い て 記 載 し た 方 法 と 組 み 合 わ せ て 使 用 し 、 新 規 癌 マ ー カ
ー を 特 徴 づ け し 、 新 規 な 診 断 標 的 お よ び 治 療 標 的 を 同 定 す る 。
【 ０ ４ ２ ６ 】
A. 前 立 腺 癌 試 料 に お け る 、 癌 マ ー カ ー の 定 量 的 mRNA転 写 産 物 レ ベ ル の 測 定
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 癌 マ イ ク ロ ア レ イ に お い て 過 剰 発 現 ま た は 過 小 発 現 さ れ る こ
と が 明 ら か に な っ た マ ー カ ー を （ マ イ ク ロ ア レ イ の 記 載 に つ い て は 、 例 え ば 実 施 例 1を 参
照 の こ と ） 、 リ ア ル タ イ ム PCRに よ り 定 量 す る （ Wurmbachら 、 J. Biol. Chem. 276:47195 
[2001]） 。
【 ０ ４ ２ ７ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 cDNA試 料 保 存 用 の 100を 超 え る 前 立 腺 試 料 由 来 の cDNAお よ び 関
連 し た 臨 床 デ ー タ が 入 手 可 能 で あ る （ 実 施 例 1を 参 照 の こ と ） 。 マ イ ク ロ ア レ イ に お け る
発 現 の レ ベ ル を 、 リ ア ル タ イ ム PCRに よ り 得 ら れ た レ ベ ル と 比 較 す る 。 発 現 の 調 節 不 全 を
有 す る 遺 伝 子 を 同 定 す る た め 、 レ ー ザ ー キ ャ プ チ ャ ー マ イ ク ロ ダ イ セ ク シ ョ ン し た 前 立 腺
癌 上 皮 お よ び 良 性 上 皮 か ら 作 製 し た cDNAの リ ア ル タ イ ム PCR解 析 を 行 う 。
【 ０ ４ ２ ８ 】
B. 誤 っ た 局 在 化 を し た 転 写 産 物 の 検 出
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 癌 で は 、 通 常 は 細 胞 の 核 内 に 存 在 す る 癌 マ ー カ ー （ 例 え ば 転
写 リ プ レ ッ サ ー ） が 細 胞 質 （ ま た は 他 の 誤 っ た 部 位 ） に 誤 っ て 局 在 化 さ れ る の か 否 か を 判
定 す る た め 、 好 ま し く は 少 な く と も 20個 の 良 性 前 立 腺 試 料 、 20個 の 前 立 腺 癌 試 料 、 お よ び
20個 の 転 移 性 前 立 腺 試 料 由 来 の 組 織 抽 出 物 に お い て 、 マ ー カ ー の 発 現 を 試 験 す る 。 良 性 前
立 腺 細 胞 株 （ RWPE） 、 初 代 前 立 腺 上 皮 細 胞 （ Clonetics, Inc.） 、 な ら び に LNCaP、 DU145
、 PC3、 DUCaP、 お よ び VCaP細 胞 を 含 む 前 立 腺 癌 細 胞 の パ ネ ル に お け る マ ー カ ー の 発 現 も 、
同 様 に 試 験 す る 。 前 立 腺 細 胞 株 お よ び 組 織 の 全 体 的 な 発 現 を 明 ら か に し た ら 、 マ ー カ ー の
細 胞 局 在 を 2つ の 方 法 に よ っ て 判 定 す る 。 第 1の 方 法 で は 、 細 胞 お よ び 組 織 抽 出 物 を 核 画 分
お よ び 細 胞 質 ゾ ル 画 分 に 分 画 す る （ NE-PER、 Pierce-Endogen； Orthら 、 J. Biol. Chem. 2
71:16443 [1996]） 。 次 に 、 定 量 し た タ ン パ ク 質 を イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 解 析 す る
。 脂 肪 質 ゾ ル お よ び 核 の 癌 マ ー カ ー の 相 対 的 レ ベ ル を 、 デ ン シ ト メ ト リ ー に よ り 測 定 す る
。 き れ い に 分 画 さ れ て い る こ と を 確 認 す る た め 、 β -チ ュ ー ブ リ ン お よ び PCNA（ ま た は ラ
ミ ン A） に 対 す る 抗 体 を 用 い て 、 そ れ ぞ れ 細 胞 質 ゾ ル お よ び 核 画 分 を 評 価 す る 。
【 ０ ４ ２ ９ 】
　 第 2の 方 法 で は 、 細 胞 を 癌 マ ー カ ー に 対 す る 抗 体 で 免 疫 染 色 し 、 抗 ウ サ ギ FITC二 次 抗 体
を 用 い て 検 出 す る 。 共 焦 点 顕 微 鏡 （ U 0f M Anatomy お よ び Cell Biology Core Facility
） を 用 い て 、 癌 マ ー カ ー の イ ン サ イ チ ュ ー で の 局 在 化 を 調 べ る 。
【 ０ ４ ３ ０ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 誤 っ て 局 在 し た 転 写 産 物 を 含 む 細 胞 （ 例 え ば 転 移 性 症 例 ） 中
の そ の 遺 伝 子 を 配 列 決 定 し 、 誤 っ た 局 在 化 を 変 異 に つ い て さ ら に 調 査 す る 。
【 ０ ４ ３ １ 】
C. 癌 マ ー カ ー の 臨 床 転 帰 と の 関 連 性
　 い く つ か の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 癌 マ ー カ ー の 発 現 ま た は 誤 っ た 局 在 化 と 臨 床 転 帰 と
の 関 連 性 を 調 査 す る 。 前 立 腺 癌 組 織 抽 出 物 の イ ム ノ ブ ロ ッ ト 解 析 に よ り 、 ま ず β -チ ュ ー
ブ リ ン に 対 す る 全 癌 マ ー カ ー の 比 率 を 測 定 し 、 臨 床 転 帰 パ ラ メ ー タ と 関 連 づ け る 。 癌 に お
い て 誤 っ て 局 在 す る と 思 わ れ る マ ー カ ー （ 例 え ば CtBP） に つ い て は 、 次 に 前 立 腺 癌 組 織 抽
出 物 の イ ム ノ ブ ロ ッ ト 解 析 に よ り 核 マ ー カ ー に 対 す る 細 胞 質 マ ー カ ー の 比 率 を 測 定 し 、 臨
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床 転 帰 パ ラ メ ー タ と 関 連 づ け る 。 例 え ば 、 高 い 細 胞 質 /核 癌 マ ー カ ー 比 率 に よ り 、 臨 床 転
帰 不 良 が 予 測 さ れ 得 る こ と が 考 え ら れ る 。 い く つ か の 態 様 に お い て （ 例 え ば 、 癌 マ ー カ ー
が 誤 っ て 局 在 化 し て い る と 考 え ら れ る 場 合 ） 、 前 立 腺 癌 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ の 免 疫 組 織 化
学 法 に よ り 、 細 胞 質 マ ー カ ー の 存 在 が 臨 床 転 帰 不 良 と 関 連 し て い る か 否 か を 判 定 す る 。 上
記 実 施 例 に お い て 記 載 し た よ う に 、 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ を 調 製 し て 実 施 す る 。
【 ０ ４ ３ ２ 】
　 簡 潔 に 説 明 す る と 、 以 前 に 記 載 し た よ う に 高 密 度 組 織 マ ク ロ ア レ イ （ TMA） を 作 製 す る
（ Perroneら 、 前 記 ； Kononenら 、 前 記 ） 。 免 疫 組 織 染 色 強 度 は 、 尿 生 殖 器 病 理 学 者 が 、 無
、 弱 、 中 、 ま た は 強 と し て ス コ ア リ ン グ す る （ ま た は 、 も う 一 つ の 方 法 と し て 、 細 胞 質 お
よ び 核 染 色 に つ い て 別 々 に 解 析 す る ） 。 ス コ ア リ ン グ は 、 全 体 の グ リ ー ソ ン ス コ ア （ 例 え
ば 腫 瘍 類 別 ） 、 腫 瘍 の 大 き さ 、 ま た は 臨 床 転 帰 の 知 識 を 伴 わ な い ブ ラ イ ン ド 様 式 の 遠 隔 病
理 診 断 シ ス テ ム を 用 い て 行 う （ Perroneら 、 前 記 ） 。 腫 瘍 試 料 は 、 臨 床 的 限 局 性 前 立 腺 癌
、 進 行 性 ホ ル モ ン 抵 抗 性 前 立 腺 癌 、 お よ び 未 処 置 の 転 移 性 PCAを 有 す る 患 者 由 来 で あ る 。
臨 床 的 限 局 性 前 立 腺 癌 の 症 例 は 、 ミ シ ガ ン 大 学 前 立 腺 S.P.O.R.E.腫 瘍 バ ン ク か ら 同 定 す る
。 患 者 は す べ て 、 1993年 か ら 1998年 の 間 に 、 術 前 PSA、 直 腸 内 触 診 、 お よ び 前 立 腺 針 生 検
に よ っ て 判 断 さ れ る 臨 床 的 限 局 性 前 立 腺 癌 の 手 術 を 受 け た 。 使 用 し た 組 織 は す べ て 、 治 験
審 査 委 員 会 の 承 認 を 得 て 収 集 す る 。 進 行 性 前 立 腺 腫 瘍 は 、 ミ シ ガ ン 大 学 に お い て 、 ホ ル モ
ン 抵 抗 性 前 立 腺 癌 で 死 亡 し た 男 性 に 対 し て 行 わ れ た 一 連 の 迅 速 23件 の 剖 検 か ら 収 集 す る 。
こ れ ら の 症 例 の 臨 床 的 お よ び 病 理 学 的 所 見 が 報 告 さ れ て い る （ Rubinら 、 [2000]、 前 記 ）
。
【 ０ ４ ３ ３ 】
　 ア レ イ デ ー タ の 統 計 解 析 を 用 い て 、 TMAに お け る 癌 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 測 定 値 を 、 PSA再
発 ま で の 期 間 お よ び 生 存 期 間 等 の 臨 床 転 帰 と 関 連 づ け る 。 こ の 解 析 は 、 測 定 値 を こ れ ら の
打 ち 切 り 反 応 時 間 と 関 連 づ け る 生 存 解 析 を 含 む 。 記 述 の 目 的 で 、 カ プ ラ ン ・ マ イ ヤ ー 曲 線
を プ ロ ッ ト す る 。 バ イ オ マ ー カ ー を 生 存 期 間 に 関 連 づ け る Coxモ デ ル を 用 い て 、 一 変 量 解
析 を 行 う 。 さ ら に 、 多 変 量 Cox回 帰 分 析 を 行 い 、 バ イ オ マ ー カ ー が 、 既 知 の 予 後 マ ー カ ー
か ら 得 ら れ る 情 報 （ す な わ ち 、 グ リ ー ソ ン ス コ ア 、 腫 瘍 の 病 期 、 縁 状 態 、 術 前 PSAレ ベ ル
） 以 上 に 任 意 の 予 後 情 報 を 追 加 す る か 否 か を 試 験 す る 。
【 ０ ４ ３ ４ 】
D. RNA干 渉
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 癌 マ ー カ ー の RNA干 渉 に よ り 、 細 胞 培 養 に お け る 癌 マ ー カ ー
の 役 割 お よ び 治 療 的 な 癌 処 置 と し て の 用 途 に 関 し て 調 査 す る （ RNA干 渉 の 例 に つ い て は 、
例 え ば 実 施 例 8を 参 照 の こ と ） 。 21ヌ ク レ オ チ ド の RNA（ siACE-RNAi） を 、 製 造 業 者 （ Dhar
macon Research, Inc.） に 依 頼 し 化 学 的 に 合 成 す る 。 RNA干 渉 は 、 哺 乳 動 物 細 胞 で 利 用 さ
れ て い る （ Elbashirら 、 Nature 411： 494 [2001]） 。 各 マ ー カ ー に つ い て 、 い く つ か の si
RNA二 本 鎖 お よ び 対 照 を 設 計 す る 。 siRNA二 本 鎖 の 設 計 に は 、 Elbashirら （ Elbashirら 、 前
記 ） お よ び Dharmacon Researchに よ っ て 提 供 さ れ る 基 準 を 利 用 す る が 、 こ れ に は 、 開 始 コ
ド ン の 約 75塩 基 下 流 か ら 開 始 す る 工 程 、 ア デ ニ ン -ア デ ニ ン 二 量 体 を 置 く 工 程 、 G/C含 量 を
約 50%に 維 持 す る 工 程 、 お よ び ESTデ ー タ ベ ー ス に 対 し て BLAST検 索 を 行 い 1つ の 遺 伝 子 の み
を 標 的 に し て い る こ と を 確 認 す る 工 程 が 含 ま れ る 。 siRNA二 本 鎖 が 機 能 的 で あ る か 否 か は
比 較 的 経 験 的 な 過 程 で あ る た め 、 関 心 対 象 の 各 分 子 に つ い て 複 数 （ 例 え ば 2本 ） の siRNA二
本 鎖 を 設 計 す る 。 さ ら に 、 2本 の siRNA二 本 鎖 を 使 用 す る こ と に よ り 、 組 み 合 わ せ た 「 ノ ッ
ク ダ ウ ン 」 効 果 が 提 供 さ れ 得 る と 考 え ら れ る 。 対 照 と し て 、 関 心 対 象 の 各 分 子 に つ い て 、
ヌ ク レ オ チ ド の 順 番 を ラ ン ダ ム 化 し た 「 ス ク ラ ン ブ ル 」 siRNAを 設 計 す る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド を 購 入 し 、 脱 保 護 し て 脱 塩 す る 。 到 着 し た な ら ば 、 製 造 業 者 の 提 供 す る 手 順 に よ り
、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を ア ニ ー リ ン グ し て 二 本 鎖 を 形 成 す る 。
【 ０ ４ ３ ５ 】
　 各 siRNA二 本 鎖 の 有 効 性 を 試 験 す る た め 、 説 明 さ れ て い る よ う に 前 立 腺 細 胞 株 （ RWPE、 D
U145,LnCAP,お よ び PC3） を オ リ ゴ フ ェ ク タ ミ ン （ OLIGOFECTAMINE） 試 薬 で ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン す る （ Elbashirら 、 前 期 ） 。 そ れ ぞ れ の 抗 体 を 用 い た イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り
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、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン か ら 48時 間 後 に 細 胞 を 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ に つ い て ア ッ セ イ す
る 。 緩 衝 液 対 照 、 セ ン ス siRNAオ リ ゴ の み 、 ア ン チ セ ン ス siRNAオ リ ゴ の み 、 ス ク ラ ン ブ ル
siRNA二 本 鎖 、 お よ び 非 関 連 タ ン パ ク 質 に 対 す る siRNA二 本 鎖 を 含 む 多 数 の 対 照 が 含 ま れ る
。 1回 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 に 有 意 な サ イ レ ン シ ン グ が 認 め ら れ な い 場 合 に は 、 同 業
者 ら （ Breilingら 、 Nature. 412:51 [2001]） に よ っ て 提 案 さ れ る よ う に 、 連 続 し て ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 行 い 、 後 の 時 点 で （ 例 え ば 8日 後 ） 阻 害 を モ ニ タ ー す る 。 半 減 期 が 長
い タ ン パ ク 質 で は 、 こ の こ と が 必 要 と な り 得 る 。
【 ０ ４ ３ ６ 】
　 siRNAの 一 過 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に 加 え 、 哺 乳 動 物 細 胞 に お い て siRNAの 安 定 性 発 現
の 方 法 を 用 い る （ Brummelkampら 、 Science 296:550 [2002]） 。 pSUPERシ ス テ ム を 用 い て
、 癌 マ ー カ ー を 標 的 と す る siRNAを 発 現 す る 前 立 腺 癌 細 胞 株 を 作 製 す る 。 ス ク ラ ン ブ ル siR
NAを 対 照 と し て 用 い る 。 こ の 細 胞 株 に よ り 、 二 本 鎖 を 一 過 性 に 使 用 し た 場 合 に は 扱 い に く
い と 思 わ れ る 、 癌 マ ー カ ー の 下 流 の 特 徴 づ け が 容 易 と な る 。 特 定 の 癌 マ ー カ ー の 阻 害 に よ
り 細 胞 に 対 す る 毒 性 が 見 出 さ れ る 場 合 に は 、 マ ー カ ー に 対 す る siRNAを 含 む pSUPERカ セ ッ
ト を 誘 導 性 の ベ ク タ ー シ ス テ ム （ 例 え ば Tetオ ン /オ フ ） に ク ロ ー ニ ン グ す る 。
【 ０ ４ ３ ７ 】
E. 変 異 体 の 作 製
　 本 発 明 の 癌 マ ー カ ー の 機 能 を 研 究 す る た め 、 癌 マ ー カ ー の 変 異 体 を 真 核 生 物 発 現 ベ ク タ
ー 内 に 作 製 す る 。 mycエ ピ ト ー プ タ グ を 付 加 し た 癌 マ ー カ ー 変 異 体 を 、 pcDNA3お よ び pcDNA
3-ER（ 修 飾 し た エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 リ ガ ン ド 結 合 ド メ イ ン ） 双 方 の 中 に 作 製 す る 。 ER構 築
物 の 場 合 に は 、 修 飾 し た ERを 伴 う イ ン フ レ ー ム の 融 合 タ ン パ ク 質 が ベ ク タ ー に よ っ て 産 生
さ れ る た め 、 転 写 後 誘 導 性 ベ ク タ ー を 生 じ る （ Littlewoodら 、 Nucleic Acids Res. 23:68
6 [1995]） 。 ERリ ガ ン ド ド メ イ ン は 変 異 し て あ り 、 内 因 性 エ ス ト ロ ゲ ン に は 結 合 で き な い
が 4-ヒ ド ロ キ シ タ モ キ シ フ ェ ン で は 活 性 化 さ れ 得 る （ （ Littlewoodら 、 前 記 ） 。 ER融 合 タ
ン パ ク 質 は 、 お そ ら く hsp90等 の タ ン パ ク 質 の 結 合 が 原 因 で 、 リ ガ ン ド 非 存 在 下 で は 不 活
性 で あ る 。 外 因 的 に 添 加 し た 4-ヒ ド ロ キ シ タ モ キ シ フ ェ ン の 存 在 下 で は 、 ER融 合 体 は 遊 離
さ れ る 。 誘 導 性 ベ ク タ ー シ ス テ ム を 利 用 し て 、 「 毒 性 」 ま た は 増 殖 阻 害 型 の 癌 マ ー カ ー を
発 現 す る 細 胞 株 も や は り 単 離 さ れ 得 る 。
【 ０ ４ ３ ８ 】
　 癌 マ ー カ ー の 機 能 ド メ イ ン を 含 む 、 様 々 な N末 端 お よ び C末 端 欠 失 変 異 体 を 作 製 す る （ 例
え ば 、 CtBPの PXDLS、 脱 水 素 酵 素 、 お よ び PDZ結 合 ド メ イ ン ； Chinnadurai、 Mol. Cell. 9:
213 [2002]） 。 本 発 明 の 癌 マ ー カ ー の い く つ か の 変 異 型 は 、 内 因 性 癌 マ ー カ ー 機 能 の ド ミ
ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ 阻 害 剤 と し て 働 く こ と が 企 図 さ れ る 。 エ ピ ト ー プ タ グ を 付 加 し た 癌 マ ー
カ ー お よ び 変 異 体 の 発 現 は 、 （ FUGENEを 用 い た ） ヒ ト 胎 児 腎 細 胞 の 一 過 性 ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン お よ び そ の 後 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 評 価 す る 。
【 ０ ４ ３ ９ 】
F. 癌 マ ー カ ー お よ び 変 異 体 を 発 現 す る 安 定 性 細 胞 株 の 樹 立
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 下 流 の 解 析 に 用 い る た め 、 本 発 明 の 癌 マ ー カ ー を 安 定 的 に 発
現 す る 細 胞 株 を 作 製 す る 。 FUGENEを 用 い て 、 上 記 の ベ ク タ ー お よ び 適 切 な G418選 択 に よ り
、 癌 マ ー カ ー お よ び 融 合 体 ま た は 変 異 体 で 前 立 腺 細 胞 株 （ RWPE、 DU145、 LnCAP、 お よ び PC
3） を 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る 。 内 因 性 の 癌 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 が 様 々 な レ ベ
ル で 発 現 す る 前 立 腺 細 胞 株 を 用 い る 。 個 々 の ク ロ ー ン お よ び プ ー ル し た 集 団 の ど ち ら も 得
て 、 癌 マ ー カ ー お よ び 変 異 体 の 発 現 を エ ピ ト ー プ タ グ に 対 す る イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ
り 評 価 す る 。 同 様 に 誘 導 性 シ ス テ ム を 使 用 し 、 毒 性 型 の 癌 マ ー カ ー ま た は 変 異 体 を 発 現 す
る ク ロ ー ン を 単 離 す る こ と が で き る 。
【 ０ ４ ４ ０ 】
G. 細 胞 増 殖 お よ び ア ポ ト ー シ ス 研 究
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 前 立 腺 細 胞 増 殖 に お け る 癌 マ ー カ ー 発 現 の 役 割 を 、 1. RNA干
渉 、 2. 癌 マ ー カ ー お よ び 潜 在 的 な ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ 変 異 体 の 一 過 性 ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン 、 な ら び に 3. 癌 マ ー カ ー お よ び 変 異 体 の 安 定 性 ト ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト の 比 較 を 含
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む 多 面 的 方 法 を 用 い て 調 査 す る 。 こ れ ら の 方 法 を 用 い て 、 以 下 の 予 測 を 試 験 す る ： 1. 癌
マ ー カ ー の 阻 害 が 細 胞 増 殖 を 阻 止 す る か 否 か 、 お よ び 2. 癌 マ ー カ ー の 過 剰 発 現 が 細 胞 増
殖 を 増 強 す る か 否 か 。
【 ０ ４ ４ １ 】
　 細 胞 増 殖 は 、 [ 3 H]-チ ミ ジ ン 取 り 込 み の 非 放 射 性 代 替 で あ り MTTア ッ セ イ 法 に 類 似 し た WS
T-1試 薬 （ Roche, Inc） の 使 用 に よ る 、 培 養 液 の 時 間 経 過 を 追 っ た 細 胞 計 測 （ Coulter cou
nter） に よ り 評 価 す る 。 以 前 に 記 載 さ れ て い る よ う に （ Jacobsら 、 Nature. 397:164 [199
9]） 、 DNA標 識 色 素 ブ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン （ BrdU） の 取 り 込 み 率 も 測 定 す る 。 siRNAま た
は ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ 阻 害 剤 に よ る 誘 導 に よ り 見 込 ま れ る 細 胞 周 期 の 停 止 は 、 従 来 の フ
ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 法 に よ り 測 定 す る 。 4-ヒ ド ロ キ シ タ モ キ シ フ ェ ン に 依 存 し た 様 式 で 癌
マ ー カ ー お よ び 変 異 体 を 「 活 性 化 す る 」 安 定 性 細 胞 株 を 用 い る こ と に よ り 、 高 度 に 制 御 さ
れ た イ ン ビ ト ロ シ ス テ ム に お い て 細 胞 増 殖 お よ び 細 胞 周 期 の 変 化 を モ ニ タ ー す る 。 癌 マ ー
カ ー の 過 剰 発 現 ま た は 阻 害 に よ り ア ポ ト ー シ ス 経 路 が 活 性 化 さ れ な い こ と を 確 認 す る た め
、 核 の ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム 染 色 、 TUNELア ッ セ イ 法 、 お よ び カ ス パ ー ゼ 活 性 化 を 含 む い く
つ か の ア ッ セ イ を 行 う 。
【 ０ ４ ４ ２ 】
　 癌 マ ー カ ー が 前 立 腺 細 胞 に お け る 細 胞 増 殖 の 制 御 因 子 で あ る こ と が 見 出 さ れ た な ら ば 、
い か に し て 細 胞 周 期 機 構 の 成 分 が 癌 マ ー カ ー に よ っ て 調 節 さ れ る か を 解 決 す る 研 究 を 設 計
す る 。 し た が っ て 、 前 立 腺 細 胞 の 細 胞 周 期 機 構 に 及 ぼ す 癌 マ ー カ ー を 介 し た 影 響 を 研 究 す
る た め 、 癌 マ ー カ ー の 機 能 を 上 記 の 手 段 （ す な わ ち 、 siRNA、 ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ 阻 害
等 ） を 用 い て 調 節 し 、 サ イ ク リ ン （ サ イ ク リ ン D1、 E、 A） 、 サ イ ク リ ン 依 存 性 キ ナ ー ゼ （
cdk2、 cdk4、 cdk6） 、 お よ び サ イ ク リ ン 依 存 性 キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 （ p21CIP1、 p27KIP1、 p45S
KP2、 p16INK4） の 発 現 レ ベ ル （ 転 写 物 お よ び タ ン パ ク 質 ） を モ ニ タ ー す る 。
【 ０ ４ ４ ３ 】
H. 細 胞 接 着 お よ び 浸 潤 ア ッ セ イ 法
　 癌 マ ー カ ー が 細 胞 接 着 を 変 化 さ せ る と 考 え ら れ る 場 合 に は （ 例 え ば 、 E-カ ド ヘ リ ン 等 の
上 皮 遺 伝 子 プ ロ グ ラ ム の 転 写 抑 制 ） 、 上 記 の 方 法 を 用 い て 、 癌 マ ー カ ー の 過 剰 発 現 に よ り
細 胞 接 着 の 増 加 ま た は 減 少 が 起 こ る か 否 か を 調 査 す る 。 細 胞 外 基 質 成 分 、 ヒ ト 骨 髄 内 皮 （
HBME） 、 お よ び ヒ ト 臍 帯 静 脈 内 皮 細 胞 （ HUVEC） へ の 接 着 を 試 験 す る 。 癌 マ ー カ ー を 、 PCA
浸 潤 を 調 節 す る 能 力 に つ い て も さ ら に 試 験 す る 。
【 ０ ４ ４ ４ 】
　 こ れ ら の 研 究 で は 、 周 知 の 方 法 を 用 い る （ Cooperら 、 Clin. Cancer Res. 6:4839 [2000
]） 。 簡 潔 に 説 明 す る と 、 ス ナ ッ プ 切 り 離 し 型 の 96ウ ェ ル 組 織 培 養 プ レ ー ト を 、 粗 製 の 骨
基 質 お よ び 腎 基 質 で コ ー テ ィ ン グ す る 。 無 菌 条 件 下 で プ レ ー ト を 室 温 で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー
ト し 、 使 用 す る ま で 4℃ で 保 存 す る 。 製 造 業 者 （ Collaborative Biomedical Products、 マ
サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ベ ッ ド フ ォ ー ド ） の 説 明 に 従 い 、 様 々 な 濃 度 の 細 胞 外 基 質 成 分 （ 例 え ば
、 ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン 、 ヒ ト フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン 、 マ ウ ス ラ ミ ニ ン 1） お よ び ヒ ト ト ラ ン ス フ
ェ リ ン で 、 同 様 に ア ッ セ イ プ レ ー ト を コ ー テ ィ ン グ す る 。 内 皮 細 胞 （ HBMEま た は HUVEC）
を 900細 胞 /μ lの 濃 度 で 骨 基 質 ま た は プ ラ ス チ ッ ク 基 層 上 に 播 種 し 、 コ ン フ ル エ ン ト に な
る ま で 増 殖 さ せ る 。 ハ ン ク ス 平 行 塩 類 溶 液 中 の 0.5 mM EDTAで 15～ 20分 間 処 理 す る こ と に
よ り 、 腫 瘍 細 胞 を フ ラ ス コ か ら 取 り 除 く 。 EDTA溶 液 を 除 去 し 、 細 胞 を 接 着 培 地 （ 例 え ば 、
10μ Ci 5 1  Crナ ト リ ウ ム 塩 （ NEN、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ボ ス ト ン ） を 添 加 し た 1%ウ シ 血 清 ア
ル ブ ミ ン （ BSA） を 含 む 最 小 必 須 培 地 （ MEM） ） に 再 懸 濁 し て 37℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト
す る 。 次 に 同 位 元 素 を 含 ま な い 培 地 で 細 胞 を 3回 洗 浄 し 、 1 x 10 5 個 の 放 射 性 標 識 腫 瘍 細 胞
を 接 着 培 地 に 再 懸 濁 し 、 内 皮 細 胞 の コ ン フ ル エ ン ト な 層 上 に 重 層 し て 37℃ で 30分 間 イ ン キ
ュ ベ ー ト す る 。 さ ら に 、 放 射 性 標 識 腫 瘍 細 胞 を 粗 製 骨 基 質 上 に 添 加 す る 。 再 度 プ レ ー ト を
リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 で 3回 洗 浄 し 、 ガ ン マ カ ウ ン タ ー 上 で 個 々 の ウ ェ ル を カ ウ ン ト す る こ と
に よ り 接 着 を 測 定 す る 。 細 胞 接 着 は 、 100に 設 定 し た 対 照 （ プ ラ ス チ ッ ク 上 の PC-3細 胞 ）
の 接 着 と 比 較 し て 報 告 さ れ る 。
【 ０ ４ ４ ５ 】
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　 細 胞 浸 潤 ア ッ セ イ は 、 古 典 的 な ボ イ デ ン チ ャ ン バ ー ア ッ セ イ 法 を 用 い て 行 う 。 癌 マ ー カ
ー を 阻 害 お よ び 過 剰 発 現 す る 方 法 を ど ち ら も 評 価 す る 。 以 前 の 報 告 に よ り 、 ボ イ デ ン チ ャ
ン バ ー シ ス テ ム に お け る 細 胞 遊 走 の 増 加 と イ ン ビ ボ に お け る 増 加 し た 浸 潤 の 性 質 が 関 連 づ
け ら れ て い る （ Klemkeら 、 J Cell Biol. 140:61 [1998]） 。 市 販 の 24ウ ェ ル 浸 潤 チ ャ ン バ
ー を 使 用 す る （ 例 え ば 、 BD bioscience、 Chemicon International） 。
【 ０ ４ ４ ６ 】
I. 前 立 腺 癌 細 胞 に お け る 転 写 抑 制
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 前 立 腺 癌 に お け る 癌 マ ー カ ー の 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ に 及 ぼ
す 影 響 を 評 価 す る 。 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ は 、 い く つ か の 方 法 で ア ッ セ イ す る 。 第 一 に は
、 前 立 腺 細 胞 株 （ RWPE、 DU145、 LnCAP、 お よ び PC3） に お い て 、 癌 マ ー カ ー お よ び 変 異 体
の 一 過 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ っ て 誘 導 さ れ る 遺 伝 子 発 現 変 化 を 、 FUGENEを 用 い て ア
ッ セ イ す る 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し て か ら 12～ 48時 間 後 に 細 胞 を 回 収 し 、 一 部 を 処 理 し
て イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り ト ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト の 発 現 を 確 認 す る 。 次 に 、 ベ ク タ ー
を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 細 胞 を 参 照 試 料 と し て 使 用 し 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 細
胞 由 来 の 全 RNAを 20K cDNAマ イ ク ロ ア レ イ で 評 価 す る 。
【 ０ ４ ４ ７ 】
　 一 過 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に 加 え て 、 癌 マ ー カ ー お よ び 癌 マ ー カ ー 変 異 体 を 過 剰 発 現
す る 安 定 性 細 胞 株 を 作 製 す る 。 所 与 の 癌 マ ー カ ー に よ り 抑 制 さ れ る 遺 伝 子 ま た は 遺 伝 子 群
を 同 定 す る た め 、 癌 マ ー カ ー お よ び 癌 マ ー カ ー 変 異 体 を 発 現 す る 細 胞 株 の 遺 伝 子 発 現 パ タ
ー ン を 対 応 す る ベ ク タ ー 対 応 の 対 照 と 比 較 す る 。 本 発 明 は 、 特 定 の 機 構 に 限 定 さ れ な い 。
実 際 に 、 機 序 の 理 解 は 本 発 明 の 実 施 に 必 要 で は な い 。 そ れ に も か か わ ら ず 、 所 与 の 癌 マ ー
カ ー に よ り 抑 制 さ れ る と 同 定 さ れ る 遺 伝 子 は 、 癌 マ ー カ ー の ノ ッ ク ダ ウ ン に よ り （ 例 え ば
siRNA阻 害 に よ り ） 増 加 す る （ 脱 抑 制 ） と 考 え ら れ る 。
【 ０ ４ ４ ８ 】
　 上 記 明 細 書 で 記 載 し た す べ て の 出 版 物 お よ び 特 許 は 、 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら
れ る 。 本 発 明 の 範 囲 お よ び 精 神 に 逸 脱 す る こ と な く 、 本 発 明 で 記 載 し た 方 法 お よ び 系 に 様
々 な 修 正 お よ び 変 更 が 行 わ れ 得 る こ と は 当 業 者 に 明 白 で あ ろ う 。 本 発 明 を 特 定 の 好 ま し い
態 様 に 関 し て 説 明 し た が 、 請 求 す る 本 発 明 は そ の よ う な 特 定 の 態 様 に 過 度 に 限 定 さ れ る べ
き で は な い こ と を 理 解 す べ き で あ る 。 実 際 に 、 本 発 明 を 実 施 す る た め の 関 連 分 野 の 技 術 者
に は 自 明 で あ る 、 上 記 形 態 の 様 々 な 修 正 は 以 下 の 特 許 請 求 の 範 囲 の 範 囲 内 で あ る こ と が 意
図 さ れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ４ ４ ９ 】
【 図 １ 】 前 立 腺 癌 試 料 の 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 示 す 。  図 1aは 、 試 料 の 同 系 性 (relate
dness)を 説 明 す る 樹 状 図 を 示 す 。 図 1bは 、 参 照 と し て の 正 常 な 隣 接 前 立 腺 プ ー ル と 比 較 し
た 、 試 料 群 の ク ラ ス タ ー 図 を 示 す 。 図 1cは 、 市 販 の 前 立 腺 プ ー ル 参 照 と 比 較 し た 、 試 料 群
の ク ラ ス タ ー 図 を 示 す 。
【 図 ２ 】 前 立 腺 癌 に お い て 差 次 的 に 発 現 さ れ た 遺 伝 子 の 機 能 ク ラ ス タ ー を 示 す 。
【 図 ３ 】 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 お よ び 免 疫 組 織 化 学 に よ り 決 定 さ れ た 前 立 腺 癌 試 料 に お け
る ヘ プ シ ン 発 現 を 示 す 。 図 3aは 、 ヒ ト ヘ プ シ ン (上 側 )お よ び GAPDHに よ る 標 準 化 (下 側 )の
ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 示 す 。 NATは 、 正 常 な 隣 接 前 立 腺 組 織 を 示 し 、 お よ び PCAは 前 立 腺
癌 を 示 す 。 図 3bは 、 ヘ プ シ ン 分 析 に 使 用 し た 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ を 示 す 。 図 3cは 、 組 織 型
別 の ヘ プ シ ン タ ン パ ク 質 発 現 の ヒ ス ト グ ラ ム を 示 す 。 良 性 前 立 腺 肥 大 (BPH)。 高 度 の 前 立
腺 上 皮 内 腫 瘍 (HG-PIN)。 限 局 性 前 立 腺 癌 (PCA)。 ホ ル モ ン 療 法 抵 抗 性 前 立 腺 癌 (MET)。 図 3d
は 、 Kaplan Meier分 析 を 示 す 。
【 図 ４ 】 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 お よ び 免 疫 組 織 化 学 に よ り 決 定 し た 、 前 立 腺 癌 試 料 に お け
る pim-1発 現 を 示 す 。 図 4aは 、 810種 の 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ 要 素 か ら 評 価 し た 組 織 型 別 の pi
m-1タ ン パ ク 質 発 現 の ヒ ス ト グ ラ ム を 示 す 。 高 度 の 前 立 腺 上 皮 内 腫 瘍 (HG-PIN)。 限 局 性 前
立 腺 癌 (PCA)。 図 4bは 、 Kaplan-Meier分 析 を 示 す 。 上 側 の 線 は 、 強 力 な Pim-1染 色 を 示 す 患
者 を 表 わ し て い る 。 下 側 の 線 は 、 無 /弱 い Pim-1発 現 を 伴 う 患 者 を 表 わ し て い る 。
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【 図 ５ 】 正 常 な 隣 接 前 立 腺 組 織 お よ び 正 常 な 前 立 腺 組 織 参 照 と の 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ ル
の 比 較 を 示 す 。
【 図 ６ 】 前 立 腺 癌 関 連 遺 伝 子 の 焦 点 性 (focused)ク ラ ス タ ー を 示 す 。
【 図 ７ 】 NAPお よ び CPプ ー ル に つ い て の コ ン ピ ュ ー タ に よ る t-統 計 量 解 析 を 基 に し た 遺 伝
子 選 択 に 関 す る デ ー タ を 示 す 。
【 図 ８ 】 前 立 腺 癌 に お い て 差 次 的 に 発 現 さ れ た 遺 伝 子 の 概 略 を 示 す 。
【 図 ９ 】 本 発 明 の 例 証 的 遺 伝 子 に 関 す る 例 証 的 寄 託 番 号 お よ び 配 列 番 号 を 示 す 。
【 図 １ ０ 】 本 発 明 の い く つ か の 遺 伝 子 の 配 列 例 を 提 供 す る 。
【 図 １ １ 】 本 発 明 の 一 部 の 態 様 を 利 用 し た 前 立 腺 癌 に お け る AMACRの 発 見 お よ び 特 徴 決 定
の 概 略 で あ る 。
【 図 １ ２ 】 前 立 腺 癌 に お け る AMACR発 現 の DNA微 量 分 析 を 説 明 し て い る 。
【 図 １ ３ 】 前 立 腺 癌 に お け る AMACR転 写 産 物 お よ び タ ン パ ク 質 レ ベ ル の 分 析 を 説 明 し て い
る 。
【 図 １ ４ 】 前 立 腺 癌 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ を 使 用 す る 、 AMACRタ ン パ ク 質 発 現 の 分 析 を 説 明
す る 。
【 図 １ ５ 】 い く つ か の 試 料 に お け る AMACRの 関 連 遺 伝 子 発 現 を 示 す 。
【 図 １ ６ 】 AMACRタ ン パ ク 質 発 現 PCAを 示 す 。 図 19Aは 、 限 局 性 ホ ル モ ン ナ イ ー ブ PCAに お け
る AMACRタ ン パ ク 質 発 現 を 示 す 。 図 19Bは 、 ナ イ ー ブ リ ン パ 節 転 移 に お け る 強 力 な AMACR発
現 を 示 し て い る 。 エ ラ ー バ ー は 、 原 発 性 ナ イ ー ブ 前 立 腺 癌 お よ び 対 応 す る リ ン パ 節 転 移 の
平 均 発 現 の 95％ CIを 表 わ し て い る 。
【 図 １ ７ 】 AMACR発 現 に 対 す る ホ ル モ ン の 作 用 を 示 し て い る 。 図 17Aは 、 抗 ア ン ド ロ ゲ ン 療
法 に 起 因 し た 強 力 な ホ ル モ ン 作 用 を 表 わ し て い る PCAを 示 す 。 図 17Bは 、 様 々 な 前 立 腺 細 胞
株 に お け る ベ ー ス ラ イ ン AMACR発 現 を 表 わ し て い る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 (左 側 )、 な ら
び に ア ン ド ロ ゲ ン ま た は 抗 ア ン ド ロ ゲ ン に よ り 24時 間 お よ び 48時 間 処 理 後 の AMACRお よ び P
SA発 現 に 関 す る LNCaP細 胞 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 (右 側 )を 示 す 。
【 図 １ ８ 】 複 数 の 腫 瘍 に お け る AMACRの 過 剰 発 現 を 示 す 。 AMACRタ ン パ ク 質 発 現 は 、 多 腫 瘍
お よ び 乳 癌 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ 上 で の 免 疫 組 織 化 学 に よ り 評 価 し た 。 陽 性 染 色 (中 程 度 お
よ び 強 度 の 染 色 強 度 )を 示 す 症 例 の 割 合 を 、 Y-軸 上 に ま と め た 。 左 側 棒 は 陰 性 ま た は 弱 陽
性 染 色 を 示 し 、 お よ び 右 側 棒 は 中 程 度 お よ び 強 度 の 陽 性 染 色 を 表 わ し て い る 。
【 図 １ ９ 】 前 立 腺 癌 に お け る AMACRの レ ー ザ ー 捕 獲 マ イ ク ロ ダ イ セ ク シ ョ ン (LCM)お よ び RT
-PCR増 幅 の 結 果 を 示 し て い る 。 LCMは 、 純 粋 な 前 立 腺 癌 お よ び 良 性 腺 を 単 離 す る た め に 使
用 し 、 な ら び に 2例 の 根 治 的 前 立 腺 切 除 術 に お け る AMACR遺 伝 子 発 現 は 、 RT-PCRに よ り 特 徴
決 定 し た 。 構 成 的 に 発 現 さ れ た 遺 伝 子 で あ る GAPDHを 、 投 入 mRNAの 定 量 対 照 と し て 使 用 し
た 。 AMACR発 現 は 、 良 性 腺 に お い て は わ ず か に 検 出 可 能 で あ り 、 前 立 腺 癌 に お い て は 上 昇
す る 。
【 図 ２ ０ 】 転 移 性 前 立 腺 癌 に お け る EZH2の 過 剰 発 現 の 同 定 お よ び 確 証 を 説 明 し て い る 。 図
20aは 、 臨 床 的 限 局 性 前 立 腺 癌 (PCA)か ら 転 移 性 前 立 腺 癌 (MET)を 分 子 上 識 別 す る 遺 伝 子 を
描 い て い る ク ラ ス タ ー 図 を 示 す 。 図 20bは 、 転 移 性 前 立 腺 癌 に お け る EZH2の ア ッ プ レ ギ ュ
レ ー シ ョ ン を 明 ら か に し て い る 前 立 腺 癌 の DNAマ イ ク ロ ア レ イ 分 析 を 示 し て い る 。 図 20cは
、 前 立 腺 組 織 お よ び 細 胞 株 の EZH2転 写 産 物 の RT-PCR分 析 を 示 し て い る 。 図 20dは 、 前 立 腺
癌 に お け る EZH2タ ン パ ク 質 の 増 加 し た 発 現 を 示 し て い る 。
【 図 ２ １ 】 EZH2タ ン パ ク 質 レ ベ ル の 、 前 立 腺 癌 の 致 命 的 進 行 お よ び 侵 襲 性 と の 相 関 を 示 し
て い る 。 図 21aは 、 EZH2発 現 の 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 を 示 し て い る 。 示 さ れ た 前 立 腺 組
織 に 関 す る 平 均 EZH2タ ン パ ク 質 発 現 は 、 95％ 信 頼 区 間 の エ ラ ー バ ー を 用 い て ま と め て い る
。 図 21bは 、 Kaplan-Meier分 析 を 示 し 、 こ れ は 高 い EZH2発 現 (中 等 度 /強 度 染 色 )を 示 し て い
る 臨 床 的 限 局 性 前 立 腺 癌 を 有 す る 患 者 は 、 前 立 腺 切 除 術 後 に よ り 大 き い 前 立 腺 癌 再 発 の リ
ス ク が あ る こ と を 示 し て い る (対 数 順 位 検 定 、 p＝ 0.03)。
【 図 ２ ２ 】 EZH2の 前 立 腺 細 胞 増 殖 に お け る 役 割 を 示 し て い る 。 図 22aは 、 前 立 腺 細 胞 中 の E
ZH2配 列 を 標 的 化 す る siRNA二 重 鎖 を 用 い る 、 RNA干 渉 の イ ム ノ ブ ロ ッ ト 分 析 を 示 し て い る
。 図 22bは 、 EZH2の RNA干 渉 は 、 細 胞 計 数 ア ッ セ イ 法 に よ り 評 価 さ れ る よ う な 細 胞 増 殖 を 減
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少 さ せ る こ と を 示 し て い る 。 図 22cは 、 EZH2の RNA干 渉 が 、 WSTア ッ セ イ に よ り 評 価 さ れ る
よ う な 細 胞 増 殖 を 阻 害 す る こ と を 示 し て い る 。 図 22dは 、 EZH2の RNA干 渉 が 、 前 立 腺 細 胞 に
お い て G2/M抵 抗 を 誘 導 す る こ と を 示 し て い る 。
【 図 ２ ３ 】 前 立 腺 細 胞 に お け る 転 写 リ プ レ ッ サ ー と し て の EZH2機 能 を 示 し て い る 。 図 23a
は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン /ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム 分 析 に お い て 使 用 し た EZH2構 築 体 の 概
略 図 を 示 す 。 ER、 エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 の 修 飾 さ れ た リ ガ ン ド 結 合 。 H-1お よ び H-2、 EZH2と
E(z)と の 間 の 類 似 性 を 共 有 し て い る 、 相 同 ド メ イ ン 1お よ び 2。 CYS、 シ ス テ イ ン -リ ッ チ ド
メ イ ン 。 SET、 SETド メ イ ン 。 TAG、 myc-エ ピ ト ー プ タ グ 。 NLS、 核 局 在 化 シ グ ナ ル 。 図 23b
は 、 aに お い て 使 用 し た EZH2構 築 体 の 発 現 の 確 証 を 示 し て い る 。 抗 myc抗 体 を 使 用 し た 。 図
23cは 、 EZH2の 過 剰 発 現 に よ り 有 意 に 抑 制 さ れ た 遺 伝 子 の ク ラ ス タ ー 図 を 示 し て い る 。 図 2
3dは 、 EZH2 SETト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 と 比 べ た 、 EZH2ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ
れ た 細 胞 の 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ ル の SAM分 析 を 示 し て い る 。 図 23eは 、 ト ラ ン ス ク リ プ ト
ー ム 分 析 に よ り 解 明 さ れ た EZH2の 可 能 性 の あ る 機 能 性 相 互 作 用 の モ デ ル を 示 し 、 先 に 報 告
さ れ た 相 互 作 用 の 状 況 で 配 置 し て い る 。 +、 誘 導 。 -、 抑 制 。
【 図 ２ ４ 】 PCA細 胞 株 に お け る AMACRの 検 出 を 示 し て い る 。
【 図 ２ ５ 】 マ イ ク ロ ア レ イ デ ー タ の 定 量 に よ る 、 血 清 中 の AMACRタ ン パ ク 質 の 検 出 を 示 し
て い る 。
【 図 ２ ６ 】 陰 性 ま た は 陽 性 PSA抗 原 の い ず れ か を 有 す る 患 者 か ら の 血 清 の イ ム ノ ブ ロ ッ ト
分 析 を 示 し て い る 。
【 図 ２ ７ 】 膀 胱 癌 患 者 (女 性 )ま た は 膀 胱 癌 お よ び 増 大 し た PSA患 者 (男 性 )か ら の 尿 試 料 中
の AMACRの 存 在 の イ ム ノ ブ ロ ッ ト 分 析 を 示 し て い る
【 図 ２ ８ 】 タ ン パ ク 質 マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 に よ る 体 液 性 反 応 の 代 表 的 デ ー タ を 示 し て い る
。
【 図 ２ ９ 】 AMACRの 体 液 性 反 応 の イ ム ノ ブ ロ ッ ト 分 析 を 示 し て い る 。 図 29aは 、 AMACRに 対
す る 体 液 性 反 応 の イ ム ノ ブ ロ ッ ト 分 析 を 示 し て い る 。 図 29bは 、 体 液 性 反 応 が 阻 止 さ れ た
対 照 実 験 を 示 し て い る 。
【 図 ３ ０ 】 前 立 腺 癌 に お け る GP73転 写 産 物 レ ベ ル を 示 し て い る 。 図 30aは 、 マ イ ク ロ ア レ
イ 分 析 後 の 個 体 試 料 中 の GP73レ ベ ル を 示 し て い る 。 図 30bは 、 試 料 の 種 類 に 応 じ て 群 別 し
お よ び 平 均 化 し た 76個 の 前 立 腺 試 料 か ら の DNAマ イ ク ロ ア レ イ 分 析 に よ り 決 定 さ れ た GP73
転 写 産 物 の 結 果 を 示 し て い る 。
【 図 ３ １ 】 前 立 腺 癌 に お い て GP73タ ン パ ク 質 が 、 ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ た こ と を 示
し て い る 。 図 31aは 、 前 立 腺 癌 に お け る GP73タ ン パ ク 質 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 示 し
て い る 。 図 31bは 、 ゴ ル ジ 常 在 性 タ ン パ ク 質 Golgin97の イ ム ノ ブ ロ ッ ト 分 析 を 示 し て い る
。
【 図 ３ ２ 】 正 常 お よ び 前 立 腺 癌 の 上 皮 細 胞 の イ ム ノ ブ ロ ッ ト 分 析 を 示 し て い る 。
【 図 ３ ３ 】 選 択 し た ア ネ キ シ ン 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー の cDNA発 現 を 示 し て い る 。
【 図 ３ ４ 】 4種 の 前 立 腺 癌 プ ロ フ ァ イ リ ン グ 試 験 を 通 じ て の ア ネ キ シ ン フ ァ ミ リ ー 遺 伝 子
発 現 の ヒ ー ト マ ッ プ 表 示 を 示 し て い る 。 転 写 レ ベ ル で の 過 剰 お よ び 過 小 発 現 は 、 各 々 、 赤
色 お よ び 緑 色 の 影 に よ り 表 わ し て い る 。 灰 色 の 影 は 、 不 充 分 な デ ー タ が 得 ら れ た こ と を 示
し て い る 。 各 四 角 は 、 個 別 の 組 織 試 料 を 表 わ し て い る 。
【 図 ３ ５ 】 PCA標 本 中 の CtBPタ ン パ ク 質 の 発 現 を 示 し て い る 。
【 図 ３ ６ 】 前 立 腺 癌 進 行 の 間 の 誤 局 在 を 示 唆 し て い る 、 前 立 腺 癌 に お け る CtBPの 組 織 マ イ
ク ロ ア レ イ 分 析 を 示 し て い る 。
【 図 ３ ７ 】 LNCaP細 胞 の 細 胞 下 画 分 を 示 し て い る 。
【 図 ３ ８ 】 前 立 腺 癌 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ デ ー タ の Kaplan-Meier分 析 を 示 し て い る 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】
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【 図 ６ 】 【 図 ７ 】

【 図 ８ 】 【 図 ９ － １ 】
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【 図 ９ － ２ 】 【 図 １ ０ － ０ １ 】

【 図 １ ０ － ０ ２ 】 【 図 １ ０ － ０ ３ 】
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【 図 １ ０ － ０ ４ 】 【 図 １ ０ － ０ ５ 】

【 図 １ ０ － ０ ６ 】 【 図 １ ０ － ０ ７ 】
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【 図 １ ０ － ０ ８ 】 【 図 １ ０ － ０ ９ 】

【 図 １ ０ － １ ０ 】 【 図 １ ０ － １ １ 】
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【 図 １ ０ － １ ２ 】 【 図 １ ０ － １ ３ 】

【 図 １ ０ － １ ４ 】 【 図 １ ０ － １ ５ 】
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【 図 １ ０ － １ ６ 】 【 図 １ ０ － １ ７ 】

【 図 １ ０ － １ ８ 】 【 図 １ ０ － １ ９ 】
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【 図 １ ０ － ２ ０ 】 【 図 １ ０ － ２ １ 】

【 図 １ ０ － ２ ２ 】 【 図 １ ０ － ２ ３ 】
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【 図 １ ０ － ２ ４ 】 【 図 １ ０ － ２ ５ 】

【 図 １ ０ － ２ ６ 】 【 図 １ ０ － ２ ７ 】
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【 図 １ ０ － ２ ８ 】 【 図 １ ０ － ２ ９ 】

【 図 １ ０ － ３ ０ 】 【 図 １ ０ － ３ １ 】
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【 図 １ ０ － ３ ２ 】 【 図 １ ０ － ３ ３ 】

【 図 １ ０ － ３ ４ 】 【 図 １ ０ － ３ ５ 】
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【 図 １ ０ － ３ ６ 】 【 図 １ ０ － ３ ７ 】

【 図 １ ０ － ３ ８ 】 【 図 １ ０ － ３ ９ 】
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