
(57)【要約】
本発明は、腫瘍の発生、特に白血病の発症に関与するマウスのレトロウイルス挿入タギン
グによって同定されたマウスのゲノム領域、およびこれらのヒト相同体、ならびにこれら
の遺伝子領域内での遺伝的な形質転換の腫瘍原性効果を軽減または除去および／またはこ
れらの発現産物の腫瘍原性効果を除去する際に有効な小分子阻害剤、抗体、リボザイム、
アンチセンス分子、および RNA干渉（ RNAi）分子などの抗癌剤を同定および開発するため
のこれらの遺伝子領域の使用に関する。さらに、本発明は、これらの抗癌剤、および癌の
治療のための薬学的試薬としてのこれらの使用、ならびに 1つまたは複数の該薬学的試薬
を含む薬学的組成物、および該薬学的組成物を使用する癌の治療のための方法、特に遺伝
子治療の方法に関する。さらなる局面において、本発明は、核酸マウスのゲノム領域およ
びこれらの発現産物に特異的に結合することができる抗体、癌の診断のための診断試薬と
しての該核酸または抗体の使用、ならびに 1つまたは複数の該診断試薬を含む診断組成物
、および該診断組成物を使用する癌の診断方法に関する。

10

JP 2006-508645 A 2006.3.16



【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 表 1に 一 覧 を 示 し た 癌 の 発 生 に 関 与 す る 少 な く と も 1つ の マ ウ ス ゲ ノ ム 領 域 ま た は そ の ヒ
ト 相 同 体 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 調 製 す る た め の 使 用 。
【 請 求 項 ２ 】
　 表 1に 一 覧 を 示 し た 少 な く と も 1つ の マ ウ ス ゲ ノ ム 領 域 に よ っ て コ ー ド さ れ る か 、 ま た は
該 領 域 で の 形 質 転 換 に よ る 影 響 を 受 け る 、 転 写 産 物 も し く は ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 阻 害 す
る こ と が で き る 阻 害 剤 を 調 製 す る た め の 、 該 領 域 ま た は そ の ヒ ト 相 同 体 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ 】
　 阻 害 剤 が 、 ゲ ノ ム 領 域 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 活 性 を 、 ま た は 該 ゲ ノ
ム 領 域 で の 形 質 転 換 に よ っ て そ の 発 現 が 影 響 を 受 け る ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 活 性 を 妨 げ る 小
分 子 で あ る 、 請 求 項 2記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ 】
　 阻 害 剤 が 抗 体 で あ る 、 請 求 項 2記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ５ 】
　 阻 害 剤 が 、 ア ン チ セ ン ス 分 子 、 特 に ア ン チ セ ン ス RNAま た は ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ デ オ キ
シ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 、 請 求 項 2記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ６ 】
　 阻 害 剤 が RNAi分 子 で あ る 、 請 求 項 2記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ７ 】
　 阻 害 剤 が リ ボ ザ イ ム で あ る 、 請 求 項 2記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ８ 】
　 表 1に 一 覧 を 示 し た 少 な く と も 1つ の マ ウ ス ゲ ノ ム ま た は そ の ヒ ト 相 同 体 を 含 む 単 離 さ れ
た 核 酸 配 列 。
【 請 求 項 ９ 】
　 1つ ま た は 複 数 の 制 御 配 列 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 8記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 配 列 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 請 求 項 8ま た は 9記 載 の 核 酸 配 列 を 含 む 組 換 え ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 請 求 項 10記 載 の ベ ク タ ー を 含 む 組 換 え 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 宿 主 細 胞 が 真 核 生 物 の 宿 主 細 胞 で あ る 、 請 求 項 11記 載 の 組 換 え 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 真 核 生 物 の 宿 主 細 胞 が 哺 乳 動 物 幹 細 胞 で あ る 、 請 求 項 12記 載 の 真 核 生 物 の 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 哺 乳 動 物 幹 細 胞 が 造 血 幹 細 胞 で あ る 、 請 求 項 13記 載 の 哺 乳 動 物 幹 細 胞 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 表 1に 一 覧 を 示 し た 少 な く と も 1つ の マ ウ ス ゲ ノ ム 領 域 も し く は そ の ヒ ト 相 同 体 に よ っ て
コ ー ド さ れ る 転 写 産 物 も し く は ポ リ ペ プ チ ド を 阻 害 す る こ と が で き る か 、 ま た は 該 ゲ ノ ム
領 域 の 形 質 転 換 に よ っ て そ の 発 現 が 影 響 を 受 け る 転 写 産 物 も し く は ポ リ ペ プ チ ド を 阻 害 す
る こ と が で き る 阻 害 剤 化 合 物 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 阻 害 剤 化 合 物 が ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 ま た は そ の 誘 導 体 で あ る 、 請 求 項 15記 載 の 阻
害 剤 化 合 物 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 細 胞 膜 上 に 発 現 さ れ る 、 請 求 項 16記 載 の 阻 害 剤 化 合 物 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 誘 導 体 が 、 scFv断 片 、 Fab断 片 、 キ メ ラ 抗 体 、 二 機 能 性 の 抗 体 、 イ ン ト ラ ボ デ ィ ー （ int
rabodies） 、 お よ び そ の 他 の 抗 体 に 由 来 す る 分 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 16ま
た は 17記 載 の 阻 害 剤 化 合 物 。
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【 請 求 項 １ ９ 】
　 阻 害 剤 化 合 物 が 、 ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 活 性 を 妨 げ る 小 分 子 で あ る 、 請 求 項 15記 載 の 阻 害
剤 化 合 物 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 阻 害 剤 化 合 物 が 、 ア ン チ セ ン ス 分 子 、 特 に ア ン チ セ ン ス RNAま た は ア ン チ セ ン ス ・ オ リ
ゴ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 、 請 求 項 15記 載 の 阻 害 剤 化 合 物 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 阻 害 剤 化 合 物 が RNAi分 子 で あ る 、 請 求 項 15記 載 の 阻 害 剤 化 合 物 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 阻 害 剤 化 合 物 が リ ボ ザ イ ム で あ る 、 請 求 項 15記 載 の 阻 害 剤 化 合 物 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 癌 治 療 に 使 用 す る た め の 、 請 求 項 15～ 22の い ず れ か 1項 記 載 の 阻 害 剤 化 合 物 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 癌 が 白 血 病 、 好 ま し く は 急 性 骨 髄 性 白 血 病 （ AML） で あ る 、 請 求 項 23記 載 の 阻 害 剤 化 合
物 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 癌 治 療 の た め の 薬 学 的 組 成 物 を 調 製 す る た め の 、 請 求 項 15～ 24の い ず れ か 1項 記 載 の 阻
害 剤 化 合 物 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 癌 が 白 血 病 、 好 ま し く は 急 性 骨 髄 性 白 血 病 （ AML） で あ る 、 請 求 項 25記 載 の 阻 害 剤 化 合
物 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 治 療 が 遺 伝 子 治 療 を 含 む 、 請 求 項 25ま た は 26記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 炎 症 性 疾 患 治 療 の た め の 薬 学 的 組 成 物 を 調 製 す る た め の 、 請 求 項 15～ 22の い ず れ か 1項
記 載 の 阻 害 剤 化 合 物 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 請 求 項 15～ 24の い ず れ か 1項 記 載 の 少 な く と も 1つ の 阻 害 剤 化 合 物 お よ び 適 切 な 賦 形 剤 、
担 体 、 ま た は 希 釈 剤 を 含 む 、 癌 治 療 の た め の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 癌 の 形 成 を 軽 減 ま た は 予 防 す る た め に 有 効 な 量 の 、 好 ま し く は 充 実 性 腫 瘍 の 再 発 の 緩 解
ま た は 予 防 を 提 供 す る た め に 有 効 な 量 の 、 請 求 項 29記 載 の 薬 学 的 組 成 物 を 哺 乳 動 物 に 投 与
す る こ と を 含 む 、 哺 乳 動 物 を 治 療 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 癌 が 白 血 病 、 好 ま し く は 急 性 骨 髄 性 白 血 病 で あ る 、 請 求 項 30記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 白 血 病 、 好 ま し く は 急 性 骨 髄 性 白 血 病 の 形 成 を 軽 減 ま た は 予 防 す る た め に 有 効 な 量 の 請
求 項 14記 載 の 造 血 幹 細 胞 を 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 哺 乳 動 物 を 治 療 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 癌 診 断 の た め の 診 断 試 薬 を 調 製 す る た め の 、 表 1に 一 覧 を 示 し た 少 な く と も 1つ の マ ウ ス
ゲ ノ ム 領 域 も し く は そ の ヒ ト 相 同 体 、 ま た は そ の 転 写 産 物 、 ま た は そ れ に よ り コ ー ド さ れ
る ポ リ ペ プ チ ド の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 癌 が 白 血 病 、 好 ま し く は 急 性 骨 髄 性 白 血 病 （ AML） で あ る 、 請 求 項 33記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 表 1に 一 覧 を 示 し た マ ウ ス ゲ ノ ム 領 域 も し く は そ の ヒ ト 相 同 体 、 ま た は そ の 転 写 産 物 、
ま た は そ れ に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る 診 断
試 薬 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 診 断 試 薬 が 抗 体 ま た は そ の 誘 導 体 で あ る 、 請 求 項 35記 載 の 診 断 試 薬 。
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【 請 求 項 ３ ７ 】
　 診 断 試 薬 が 核 酸 プ ロ ー ブ で あ る 、 請 求 項 35ま た は 36記 載 の 診 断 試 薬 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 請 求 項 35～ 37の い ず れ か 1項 記 載 の 診 断 試 薬 を 含 む 診 断 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 癌 診 断 の た め の 、 請 求 項 38記 載 の 診 断 組 成 物 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 癌 が 、 肺 癌 、 大 腸 癌 、 乳 癌 、 前 立 腺 癌 、 卵 巣 癌 、 ま た は 膵 臓 癌 の 充 実 性 腫 瘍 で あ る 、 請
求 項 39記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 癌 が 白 血 病 、 好 ま し く は 急 性 骨 髄 性 白 血 病 （ AML） で あ る 、 請 求 項 39記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 診 断 が 、 コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 を 使 用 す る か 、 遺 伝 子 配 列 に
対 す る RNAプ ロ ー ブ で 組 織 試 料 の 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル の イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン 解 析 を 使 用 す る か 、 ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ア レ イ も し く は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア レ
イ を 使 用 す る 、 組 織 試 料 の 組 織 学 的 な 解 析 に よ っ て 行 わ れ る 、 請 求 項 39～ 41の い ず れ か 1
項 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 請 求 項 38記 載 の 診 断 組 成 物 、 な ら び に 試 料 か ら 核 酸 断 片 を 単 離 す る た め の 試 薬 、 試 料 か
ら ポ リ ペ プ チ ド を 単 離 す る た め の 試 薬 、 試 料 を 免 疫 染 色 す る た め の 試 薬 、 試 料 の イ ン サ イ
チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の た め の 試 薬 、 お よ び 核 酸 ア レ イ ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン を 行 う た め の 試 薬 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 1つ ま た は 複 数 の 試 薬 を 含 む 、 請 求 項 39～ 4
1の い ず れ か 1項 記 載 の 使 用 を 実 施 す る た め の パ ー ツ の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 請 求 項 15～ 22の い ず れ か 1項 記 載 の 阻 害 剤 化 合 物 を 開 発 す る た め の 、 以 下 の 工 程 を 含 む
方 法 ：
　 a） 特 に レ ト ロ ウ イ ル ス の 挿 入 性 の タ ギ ン グ を 使 用 す る こ と に よ る 、 任 意 で 特 定 の 遺 伝
的 背 景 に お け る 、 癌 に 関 与 す る 遺 伝 子 を 同 定 す る 工 程 ；
　 b） 以 下 の 方 法 の 1つ ま た は 複 数 に よ っ て 、 阻 害 剤 化 合 物 の 潜 在 的 な 標 的 遺 伝 子 と し て 同
定 さ れ た 遺 伝 子 の 1つ ま た は 複 数 を 確 認 す る 工 程 ：
-癌 細 胞 株 に お け る ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 に よ る 、 同 定 さ れ た 遺 伝 子 の 確 認 ；
-腫 瘍 お よ び 正 常 組 織 に お け る 、 同 定 さ れ た 遺 伝 子 の 発 現 プ ロ フ ィ ー ル の 決 定 ；
-癌 に 対 す る 、 同 定 さ れ た 遺 伝 子 の 機 能 的 な 重 要 性 の 決 定 ；
　 c） 遺 伝 子 の 発 現 産 物 を 産 生 す る 工 程 ； お よ び 、
　 d） 阻 害 剤 化 合 物 を 産 生 ま た は デ ザ イ ン す る た め に 、 遺 伝 子 の 発 現 産 物 を 使 用 す る 工 程
。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 工 程 a） に お い て 同 定 さ れ る 遺 伝 子 が 、 表 1に 一 覧 を 示 し た マ ウ ス ゲ ノ ム 領 域 ま た は そ の
ヒ ト 相 同 体 で あ る 、 請 求 項 44記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 癌 の 発 生 に 関 与 す る ゲ ノ ム 領 域 を 同 定 す る た め の 、 以 下 の 工 程 を 含 む 方 法 ：
　 a） 対 象 を 、 腫 瘍 を 誘 導 す る レ ト ロ ウ イ ル ス に 感 染 さ せ る こ と を 含 む 、 対 象 の レ ト ロ ウ
イ ル ス 挿 入 突 然 変 異 を 行 う 工 程 ；
　 b） 感 染 し た 対 象 に 発 生 し た 腫 瘍 か ら 染 色 体 DNAを 分 離 す る 工 程 ；
　 c） 腫 瘍 を 誘 導 す る レ ト ロ ウ イ ル ス の DNA配 列 に お い て 少 な く と も 一 回 、 お よ び 対 象 の 染
色 体 DNAに お い て 少 な く と も 一 回 の 切 断 が 可 能 な 制 限 酵 素 で 、 該 染 色 体 DNAを 消 化 す る 工 程
；
　 d） 消 化 さ れ た DNAを 環 状 DNAに 連 結 す る 工 程 ；
　 e） レ ト ロ ウ イ ル ス 特 異 的 な プ ラ イ マ ー の 第 1の セ ッ ト を 使 用 し て 環 状 DNAで 第 1の PCR反
応 を 行 い 、 か つ レ ト ロ ウ イ ル ス 特 異 的 な プ ラ イ マ ー の 第 2の 入 れ 子 状 の セ ッ ト を 使 用 し て
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該 第 1の PCR反 応 の 産 物 で 第 2の ネ ス テ ッ ド PCRを 行 う こ と に よ っ て 、 レ ト ロ ウ イ ル ス の DNA
配 列 に 隣 接 す る 染 色 体 DNA断 片 を 増 幅 す る 工 程 ； な ら び に
　 f） 染 色 体 DNA断 片 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 決 定 し 、 か つ 任 意 で 該 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を デ ー
タ ベ ー ス の 公 知 の 配 列 と 比 較 し て 、 癌 の 発 生 に 関 与 す る ゲ ノ ム 領 域 を 得 る 工 程 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 癌 の 発 生 に お い て 共 通 の ウ イ ル ス 組 込 み 部 位 を 同 定 す る た め の 、 以 下 の 工 程 を 含 む 方 法
：
　 a） 請 求 項 46記 載 の 方 法 を 実 施 す る 工 程 ；
　 b） ゲ ノ ム 領 域 特 異 的 な 増 幅 プ ラ イ マ ー を デ ザ イ ン す る 工 程 ；
　 c） 共 通 の ウ イ ル ス 組 込 み 部 位 の 有 無 に つ い て 解 析 す る た め に 少 な く と も 2つ の 腫 瘍 か ら
核 酸 を 単 離 す る 工 程 ；
　 d） ゲ ノ ム 領 域 特 異 的 な プ ラ イ マ ー お よ び レ ト ロ ウ イ ル ス 特 異 的 な プ ラ イ マ ー を 含 む 一
組 の 入 れ 子 状 プ ラ イ マ ー を 使 用 し て 、 核 酸 で 増 幅 反 応 を 実 施 す る 工 程 ； な ら び に 、
　 e） 増 幅 産 物 を ブ ロ ッ ト し 、 生 じ る ブ ロ ッ ト を レ ト ロ ウ イ ル ス 特 異 的 な プ ロ ー ブ お よ び
ゲ ノ ム 領 域 特 異 的 な プ ロ ー ブ と 別 々 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ て 、 腫 瘍 間 の 共 通 の ウ イ ル ス 組
込 み 部 位 の 存 在 を 決 定 す る 工 程 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 請 求 項 46ま た は 47記 載 の 方 法 に よ っ て 入 手 で き る ゲ ノ ム 領 域 の セ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 ゲ ノ ム 領 域 が 、 表 1に 一 覧 を 示 し た マ ウ ス ゲ ノ ム 領 域 で あ る 、 請 求 項 48記 載 の ゲ ノ ム 領
域 の セ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 Adam11、 Akap7、 Arpgap14、 Bomb、 Cd24a、 Cish2、 Cig5、 Clic3、 Cra、 Dermol、 EMILIN
、 Flj20489、 Galnt5、 Hook、 Ier5、 IL16、 Iprg1、 Itgp、 Kcnk5、 lrrc2、 Ltb、 Mbll、 Mrc1
、 Mtap7、 Ninj2、 Nr1d1、 Pcdh9、 Prdx2、 Prps1、 Pdi1、 Ptgd3、 Rgl1、 Sardh、 Scya4、 Slc
16A6、 Swap70、 Txnip、 Trim46、 Tnfrsf17、 お よ び Ub13か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 少 な
く と も 2つ の マ ウ ス ゲ ノ ム 領 域 を 含 む 、 請 求 項 49記 載 の ゲ ノ ム 領 域 の セ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 Cd24a、 Cish2、 Cra、 Ltb、 お よ び Prdx2か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 少 な く と も 2つ の マ
ウ ス ゲ ノ ム 領 域 を 含 む 、 請 求 項 49記 載 の ゲ ノ ム 領 域 の セ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 出 願 は 、 2002年 9月 19日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 10/252,132号 の 一 部 継 続 出 願 で
あ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
発 明 の 分 野
　 本 発 明 は 、 マ ウ ス の レ ト ロ ウ イ ル ス 挿 入 性 の タ ギ ン グ に よ っ て 、 腫 瘍 発 生 、 特 に 白 血 病
の 発 生 に 関 与 す る と 同 定 さ れ た マ ウ ス の ゲ ノ ム 領 域 、 お よ び に こ れ ら の ヒ ト 相 同 体 、 な ら
び に こ れ ら の ゲ ノ ム 領 域 に お け る 遺 伝 的 形 質 転 換 の 腫 瘍 原 性 効 果 を 減 少 も し く は 除 去 す る
こ と 、 お よ び ／ ま た は こ れ ら の 発 現 産 物 の 腫 瘍 原 性 効 果 を 除 去 す る こ と に 有 効 で あ る 、 小
分 子 状 阻 害 剤 、 抗 体 、 リ ボ ザ イ ム 、 ア ン チ セ ン ス 分 子 、 お よ び RNA干 渉 （ RNAi） 分 子 な ど
の 抗 癌 剤 の 同 定 お よ び 開 発 の た め の 、 こ れ ら の ゲ ノ ム 領 域 の 使 用 に 関 す る 。 本 発 明 は 、 さ
ら に こ れ ら の 抗 癌 剤 お よ び 癌 の 治 療 の た め の 薬 学 的 試 薬 と し て の こ れ ら の 使 用 、 な ら び に
該 薬 学 的 試 薬 の 1つ ま た は 複 数 を 含 む 薬 学 的 組 成 物 お よ び 該 薬 学 的 組 成 物 を 使 用 し て 癌 を
治 療 す る た め の 方 法 、 特 に 遺 伝 子 治 療 の 方 法 に 関 す る 。 さ ら な る 局 面 に お い て 、 本 発 明 は
、 腫 瘍 発 生 に 関 与 す る 該 マ ウ ス の ゲ ノ ム 領 域 由 来 の 核 酸 ま た は そ の 断 片 に 、 該 マ ウ ス の ゲ
ノ ム 領 域 ま た は そ の ヒ ト 相 同 体 に 含 ま れ る 配 列 の 遺 伝 子 の 発 現 産 物 に 対 す る 抗 体 、 該 マ ウ
ス の ゲ ノ ム 領 域 ま た は そ の ヒ ト 相 同 体 に お け る 遺 伝 的 形 質 転 換 の 影 響 を 受 け る 遺 伝 子 の 発
現 産 物 に 対 す る 抗 体 、 癌 診 断 の た め の 診 断 試 薬 と し て の 該 核 酸 ま た は 抗 体 の 使 用 、 な ら び
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に 1つ ま た は 複 数 の 該 診 断 試 薬 を 含 む 診 断 組 成 物 、 お よ び 該 診 断 組 成 物 を 使 用 す る 癌 を 診
断 す る 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
発 明 の 背 景
　 急 速 な 進 歩 の 4半 世 紀 の 後 、 癌 研 究 に よ り 、 癌 が ゲ ノ ム の ダ イ ナ ミ ッ ク な 変 化 を 含 む 疾
患 で あ る こ と を 明 ら か に す る 、 豊 富 か つ 複 雑 な 知 識 の 塊 を 生 み 出 し た 。 癌 は 、 悪 性 腫 瘍 に
集 合 的 に 命 令 す る 以 下 の 6つ の 必 須 な 細 胞 生 理 の 変 化 に よ っ て 生 じ る と 考 え ら れ る ： 増 殖
シ グ ナ ル の 自 立 性 、 増 殖 阻 害 （ 抗 増 殖 ） シ グ ナ ル に 対 す る 非 感 受 性 、 プ ロ グ ラ ム さ れ た 細
胞 死 （ ア ポ ト ー シ ス ） の 回 避 、 無 制 限 の 複 製 能 、 持 続 的 な 血 管 形 成 、 な ら び に 組 織 の 侵 入
お よ び 転 移 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 一 般 に 、 こ れ ら の 必 須 な 変 化 は 、 こ れ ら の 細 胞 プ ロ セ ス の 制 御 に 関 与 す る 遺 伝 子 の 突 然
変 異 の 結 果 生 じ る 。 こ れ ら の 突 然 変 異 は 、 欠 失 、 点 突 然 変 異 、 逆 転 、 お よ び 増 幅 を 含 む 。
突 然 変 異 に よ り 、 異 常 な レ ベ ル 、 タ イ ミ ン グ 、 お よ び ／ ま た は 位 置 で の コ ー ド さ れ る タ ン
パ ク 質 の 発 現 、 ま た は コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 機 能 の 変 化 の い ず れ か が 生 じ る 。 こ れ ら
の 変 化 は 、 例 え ば シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド を 経 て 、 直 接 ま た は 間 接 的 に 細 胞 生 理 に も 影 響
を 及 ぼ し 得 る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 正 常 細 胞 か ら 悪 性 細 胞 へ の 移 行 を 促 進 す る 遺 伝 子 を 同 定 す る 可 能 性 が あ る こ と は 、 癌 の
治 療 の た め の 新 規 の 治 療 法 の 開 発 に 必 須 な 必 要 条 件 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 癌 治 療 の 最 も 一 般 的 な 治 療 の 1つ は 、 化 学 療 法 で あ る 。 こ の 療 法 で は 、 細 胞 増 殖 の 阻 害
剤 と し て 機 能 し 、 し た が っ て 本 質 的 に 有 毒 な 1つ ま た は 複 数 の 薬 物 に よ っ て 患 者 を 治 療 す
る 。 癌 細 胞 は 、 体 内 で 最 も 速 く 増 殖 す る 細 胞 の 一 つ で あ る の で 、 こ れ ら の 細 胞 は 、 適 用 さ
れ た 薬 物 に よ っ て 激 し く 影 響 を 受 け る 。 し か し 、 正 常 細 胞 も 影 響 を 受 け 、 毒 性 の 他 に も 生
殖 力 の 減 少 な ど の 非 常 に 重 篤 な 副 作 用 を 生 じ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 癌 を 治 療 す る た め の も う 一 つ の 一 般 的 に 使 用 さ れ る 治 療 は 、 放 射 線 療 法 ま た は 照 射 療 法
で あ る 。 放 射 線 療 法 は 、 癌 細 胞 に 損 傷 を 与 え る た め に 高 エ ネ ル ギ ー の 光 線 を 使 用 し 、 細 胞
周 期 の 停 止 を 誘 導 す る 。 細 胞 周 期 の 停 止 に よ り 、 最 終 的 に は プ ロ グ ラ ム さ れ た 細 胞 死 （ ア
ポ ト ー シ ス ） を 生 じ る こ と に な る 。 し か し 、 正 常 細 胞 も 照 射 を 受 け て 損 傷 を 受 け る 。 加 え
て 、 こ の 治 療 を 使 用 し て 全 て の 腫 瘍 細 胞 を 完 全 に 除 去 す る こ と は 困 難 で あ る 。 重 要 な こ と
に 、 あ ま り 小 さ な 腫 瘍 お よ び 転 移 の 発 生 は 、 放 射 線 療 法 に よ っ て 治 療 す る こ と が で き な い
。 さ ら に 、 照 射 に よ り 、 腫 瘍 を 囲 ん で い る 細 胞 の 突 然 変 異 を 引 き 起 こ し て 、 新 た な 腫 瘍 が
発 生 す る 危 険 度 を 増 大 し 得 る 。 ま た 、 化 学 療 法 お よ び 放 射 線 療 法 の 組 み 合 わ せ も 多 用 さ れ
て い る が 、 そ の 後 に 副 作 用 の 蓄 積 が 観 察 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 両 治 療 の 主 に 不 利 な 点 は 、 こ れ ら が 正 常 細 胞 と 腫 瘍 細 胞 を 区 別 し な い と い う こ と で あ る
。 さ ら に 腫 瘍 細 胞 は 、 こ れ ら の 治 療 、 特 に 化 学 療 法 に 対 し て 抵 抗 性 に な る 傾 向 を 有 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 腫 瘍 特 異 的 な 標 的 に 向 け ら れ た 治 療 法 に よ れ ば 、 i） 薬 剤 抵 抗 性 が 発 生 す る 機 会 の 減 少
、 ii） こ れ ら の 腫 瘍 特 異 的 な 治 療 に 使 用 さ れ る 薬 物 は 、 非 常 に 低 い 濃 度 で 適 用 さ れ る こ と
に よ る 、 毒 性 の 減 少 、 お よ び 、 iii） 腫 瘍 細 胞 の み が 影 響 を 受 け る こ と に よ る 、 観 察 さ れ
る 副 作 用 の 減 少 に よ り 、 治 療 効 率 が 増 大 す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 腫 瘍 特 異 的 な 治 療 法 の 使 用 は 、 公 知 の 標 的 の 数 に よ り 制 限 さ れ て い る 。 腫 瘍 は 、 ゲ ノ ム
に お け る 多 く の 異 な る 別 個 の 変 化 に よ っ て 生 じ る 可 能 性 が あ る の で 、 腫 瘍 細 胞 間 の 遺 伝 形
質 は 、 少 な か ら ず 異 な る で あ ろ う 。 し か し 、 こ れ ら が 引 き 起 こ す 疾 患 タ イ プ は 、 同 じ も の
と し て 分 類 さ れ て い る か も し れ な い 。 こ れ は 、 特 定 の 癌 の タ イ プ の 全 て の 患 者 に 有 効 な 単
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一 の 治 療 が 存 在 し な い 理 由 の 主 な 理 由 の 1つ で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 薬 理 遺 伝 学 お よ び 薬 理 ゲ ノ ミ ク ス は 、 疾 患 に 関 連 し た 遺 伝 的 決 定 因 子 を 決 定 す る こ と を
目 的 と す る 。 大 部 分 の 疾 患 は 、 複 遺 伝 子 性 の 疾 患 で あ り 、 そ れ に 関 与 す る 遺 伝 子 を 同 定 す
る こ と に よ り 、 新 た な 標 的 の 発 見 お よ び 新 薬 の 開 発 が 可 能 に な る は ず で あ る 。 ま た 、 薬 理
ゲ ノ ミ ク ス に は 、 患 者 の 遺 伝 形 質 に 従 っ た 特 異 的 な 薬 物 の 使 用 を 含 む 。 こ れ に よ り 、 薬 物
の 効 率 の 劇 的 な 改 善 を 生 じ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 多 く の 生 理 的 病 害 が 、 こ の 新 規 の 薬 学 的 方 法 に よ っ て 標 的 と さ れ る 。 自 己 免 疫 性 疾 患 お
よ び 炎 症 性 疾 患 、 例 え ば ア ジ ソ ン 病 、 円 形 脱 毛 症 、 強 直 性 脊 椎 炎 、 ベ ー チ ェ ッ ト 病 、 慢 性
的 な 疲 労 症 候 群 、 ク ロ ー ン 病 、 潰 瘍 性 大 腸 炎 、 炎 症 性 の 腸 疾 患 、 糖 尿 病 、 お よ び 多 発 性 硬
化 症 を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 前 述 の よ う に 、 癌 は ま た 、 複 遺 伝 子 性 の 疾 患 で あ る と 考 え ら れ て い る 。 い く つ か の 発 癌
遺 伝 子 （ 例 え ば 、 ras、 c-myc） お よ び 癌 抑 制 遺 伝 子 （ 例 え ば p53） 、 な ら び に 疾 病 素 質 の
い く つ か の 遺 伝 マ ー カ ー （ 例 え ば 乳 癌 の た め の 遺 伝 子 BRCA1お よ び BRCA2） が 、 以 前 に 同 定
さ れ て い る 。 そ の 他 の 種 類 の 癌 に 関 与 す る 新 た な 遺 伝 子 の 同 定 は 、 患 者 の よ り 優 れ た 情 報
お よ び 疾 患 そ の も の の 発 症 の 予 防 、 乳 癌 で す で に 観 察 さ れ て い る よ う な 平 均 余 命 の 改 善 が
可 能 に な る は ず で あ る （ Schragら 、 2000. JAMA 283： 617-24） 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 し た が っ て 、 癌 の 発 生 に 関 与 す る 遺 伝 子 の 一 致 性 に つ い て の 知 識 に よ り 、 本 症 の た め の
予 防 方 法 、 治 療 方 法 、 お よ び 診 断 方 法 の 開 発 が 非 常 に 容 易 に な る 。 特 定 の 腫 瘍 タ イ プ に お
い て 影 響 を 受 け る 遺 伝 子 の 診 断 に よ り 、 特 異 的 な 抗 癌 剤 、 例 え ば こ れ ら の 遺 伝 子 に よ っ て
コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 に 対 す る 薬 物 の 使 用 を 含 む 治 療 を デ ザ イ ン す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 現 在 、 腫 瘍 発 生 に 関 与 す る 限 ら れ た 数 の 遺 伝 子 の み が 公 知 で あ り 、 腫 瘍 特 異 的 な 治 療 の
デ ザ イ ン に 使 用 す る た め 、 お よ び 特 定 の 腫 瘍 の 遺 伝 形 質 を 定 義 す る た め に 、 腫 瘍 発 生 に 関
与 す る 新 規 遺 伝 子 を 同 定 す る こ と が 明 ら か に 必 要 で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 に 導 い た 研 究 で は 、 プ ロ ウ イ ル ス の タ ギ ン グ に よ っ て 、 多 く の ゲ ノ ム 領 域 が 腫 瘍
発 生 に 関 与 す る こ と を 同 定 し た 。 プ ロ ウ イ ル ス の タ ギ ン グ （ Berns. 1988. Arch Virol. 1
02：  1-18； Kimら 、 2003. J Virol. 77： 2056-62） は 、 レ ト ロ ウ イ ル ス を 正 常 な 脊 椎 動 物
細 胞 に 感 染 さ せ る た め に 使 用 す る 方 法 で あ る 。 感 染 後 、 ウ イ ル ス は ゲ ノ ム に 組 み 込 ま れ 、
こ れ に よ り ゲ ノ ム の 局 所 的 な 構 成 を 混 乱 さ せ る 。 こ の 組 込 み は ラ ン ダ ム で あ り 、 ウ イ ル ス
の 組 込 み 部 位 （ こ れ は 、 例 え ば コ ー ド 領 域 、 制 御 領 域 、 ま た は 遺 伝 子 の 近 く の 領 域 で あ っ
て も よ い ） に 応 じ て 、 遺 伝 子 の 発 現 ま た は 機 能 に 影 響 を 及 ぼ す 。 腫 瘍 発 生 に 関 与 す る 細 胞
の 遺 伝 子 が 影 響 を 受 け た 場 合 、 細 胞 は 、 腫 瘍 発 生 に 関 与 す る 遺 伝 子 が 影 響 を 受 け な い 細 胞
と 比 較 し て 、 腫 瘍 を 発 生 す る た め の 選 択 的 な 有 利 性 （ selective advantage） を 獲 得 す る
で あ ろ う 。 そ の 結 果 、 腫 瘍 発 生 に 関 与 す る 遺 伝 子 に 影 響 を 受 け る 細 胞 か ら 生 じ る 腫 瘍 内 の
全 て の 細 胞 は 、 同 じ プ ロ ウ イ ル ス の 組 込 み を 有 す る 。 レ ト ロ ウ イ ル ス の 組 込 み 部 位 の 近 く
の 領 域 の 解 析 に よ っ て 、 影 響 を 受 け た 遺 伝 子 を 同 定 す る こ と が で き る 。 本 発 明 で 調 査 し た
ゲ ノ ム の サ イ ズ お よ び 組 込 み 部 位 の 総 数 に よ り 、 調 査 し た 二 個 以 上 の 独 立 し た 腫 瘍 が 影 響
を 受 け る 遺 伝 子 は 、 選 択 的 な 有 利 性 を 提 供 し 、 し た が っ て 、 腫 瘍 発 生 に 寄 与 し て い る に 違
い な い 。 こ の よ う な 組 込 み 部 位 は 、 共 通 の 組 込 み 部 位 （ common integration site; CIS）
と 命 名 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 改 善 さ れ た プ ロ ウ イ ル ス の タ ギ ン グ 方 法 を 使 用 す る こ と に よ り 、 本 発 明 の 発 明 者 は 、 マ
ウ ス の 骨 髄 性 白 血 病 の 発 生 に 関 与 す る 多 数 の マ ウ ス の ゲ ノ ム 領 域 を 同 定 す る こ と が で き た
。 こ の よ う な ゲ ノ ム 領 域 の 全 て が 、 ウ イ ル ス 核 酸 の 共 通 の 組 込 み 部 位 を 含 ん で お り 、 こ の
よ う な 部 位 は 、 内 部 の 公 知 も し く は 推 定 上 の マ ウ ス 遺 伝 子 を コ ー ド す る か 、 ま た は マ ウ ス
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の ゲ ノ ム 内 の こ れ ま で に 未 知 で あ る が 、 位 置 は 定 義 さ れ て い る ゲ ノ ム 配 列 の 前 か 後 に 見 い
だ さ れ た 。 共 通 の 組 込 み 部 位 の 中 に 存 在 す る こ と に よ っ て 定 義 さ れ る マ ウ ス の ゲ ノ ム 領 域
の 多 く は 、 今 ま で に 腫 瘍 発 生 に 関 与 す る こ と が 報 告 さ れ て い な か っ た 。 本 方 法 で 同 定 さ れ
た 新 規 の 癌 関 連 マ ウ ス ゲ ノ ム 領 域 は 、 以 下 の と お り で あ る ： 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 を コ ー ド
す る Adam11、 AI462175、 Cd24a、 Edg3、 Itgp、 Kcnj16、 Kcnk5、 Kcnn4、 Ltb、 Ly108、 Ly6i
、 EMILINの マ ウ ス 相 同 体 、 Mrc1、 Ninj2、 Nphs1、 Sema4b、 Tm9sf2、 お よ び Tnfrsfl7； 酵 素
を コ ー ド す る Apobec2、 Btd、 Cds2、 Clpx、 Ddxl9、 Ddx21、 Dnmt2、 Dqx1、 Hdac7a、 Lce-pen
ding、 Mgat1、 CILPの マ ウ ス 相 同 体 、 NOH61の マ ウ ス 相 同 体 、 Nudel-pending、 Pah、 Pdi1、
Ppia、 Prps1、 Ptgds、 お よ び Vars2； キ ナ ー ゼ を コ ー ド す る Dagk4、 PSKの マ ウ ス 相 同 体 、 N
me2、 Snf1lk、 お よ び Tyki； ホ ス フ ァ タ ー ゼ を コ ー ド す る Dusp10、 Inpp4a、 お よ び Inpp5b
； 分 泌 因 子 を コ ー ド す る Il16、 Prg、 お よ び Scya4； シ グ ナ リ ン グ ・ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す
る Akap7、 Api5、 Arfrp1、 Arhgap14-pending、 Cish2、 Dapp1、 Fabp6、 Fkbp8、 Fliz1-pendi
ng、 Hint、 Ier5、 Jundp2-pending、 Lmo6、 Mid1、 AKAP13の マ ウ ス 相 同 体 、 BIN2の マ ウ ス 相
同 体 、 CEZANNEの マ ウ ス 相 同 体 、 CHD2の マ ウ ス 相 同 体 、 MBLLの マ ウ ス 相 同 体 、 SLC16A10の
マ ウ ス 相 同 体 、 SLC16A6の マ ウ ス 相 同 体 、 SLC17A5の マ ウ ス 相 同 体 、 TAF5Lの マ ウ ス 相 同 体
、 U1SNRNPBPの マ ウ ス 相 同 体 、 ZNF8の マ ウ ス 相 同 体 、 Mtap7、 Myo1c、 Nkx2-3、 Nsf、 Pcdh9
、 Pkig、 Prdx2、 Pscd1、 Psmb1、 Psme1、 Psme2、 Rgl1、 Ril-pending、 Sax1、 Slc14a2、 Slc
7a1、 Slc7a11、 Swap70、 Txnip、 お よ び Ubl3； 構 造 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Clic3、 Gtl1-1
3、 NOL5Aの マ ウ ス 相 同 体 、 お よ び Vdac2； 転 写 調 節 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ABT
1-pending、 Ctbp1、 Dermo1、 Ebf、 Elf4、 Ldb1、 NR1D1の マ ウ ス 相 同 体 、 ZER6の マ ウ ス 相 同
体 、 Rest、 Tbp、 Zfp238、 Zfp287、 お よ び Zfp319； Lrrc2、 Satb1、 Slfn4、 な ら び に 以 下 の
セ レ ラ IDコ ー ド を 有 す る ゲ ノ ム 領 域 ：
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こ れ ら の 遺 伝 子 は 、 下 記 の 表 1に 一 覧 を 示 し て あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ ８ 】
発 明 の 概 要
　 本 発 明 の 第 1の 目 的 は 、 腫 瘍 特 異 的 な 治 療 の デ ザ イ ン に 使 用 す る た め の 、 腫 瘍 発 生 に 関
与 す る 新 規 の 遺 伝 子 を 提 供 す る こ と で あ る 。 本 目 的 は 、 ヒ ト の 治 療 の 場 合 、 表 1に 一 覧 を
示 し た マ ウ ス の ゲ ノ ム 領 域 の ヒ ト 相 同 体 を 使 用 す る こ と に よ り 、 腫 瘍 発 生 お よ び ／ ま た は
こ れ ら の 発 現 産 物 に 含 ま れ る こ れ ら の 領 域 に よ っ て コ ー ド さ れ る か 、 ま た は 影 響 を 受 け る
遺 伝 子 に 対 し て 向 け ら れ た 阻 害 剤 の 開 発 の た め に 、 な ら び に 癌 の 治 療 の た め に 、 好 ま し く
は 、 白 血 病 の 治 療 の た め の 薬 学 的 組 成 物 の 調 製 の た め に 、 こ れ ら の 阻 害 剤 を 使 用 す る こ と
に よ り 達 成 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 こ れ ら の マ ウ ス ゲ ノ ム 領 域 は 、 ネ ス テ ッ ド PCRの ア プ ロ ー チ を 含 む 改 善 さ れ た プ ロ ウ イ
ル ス の タ ギ ン グ 法 を 使 用 し 、 そ の 結 果 、 従 来 実 施 さ れ て い た ク ロ ー ニ ン グ 工 程 を 今 回 は 省
略 し て も よ く 、 遺 伝 子 同 定 プ ロ セ ス の 速 度 を 上 げ る こ と に よ っ て 発 見 さ れ た 。 さ ら に 、 マ
ウ ス は 本 質 的 に 骨 髄 性 白 血 病 の み を 発 症 し た の で 、 改 善 さ れ た 方 法 に よ り 、 本 質 的 に 骨 髄
性 白 血 病 に 関 連 し た 遺 伝 子 の み が 同 定 さ れ た 。 ま た 、 本 方 法 は 、 種 々 の マ ウ ス 白 血 病 ウ イ
ル ス の 使 用 を 支 援 し 、 驚 く べ き こ と に 、 本 使 用 に よ り 、 部 分 的 に 重 複 す る が そ れ 以 外 は 本
質 的 に 相 補 的 な マ ウ ス 骨 髄 性 白 血 病 の 発 症 に 関 与 す る マ ウ ス の ゲ ノ ム 領 域 が 同 定 さ れ た 。
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こ の こ と に よ り 、 さ ら な る 骨 髄 性 白 血 病 関 連 遺 伝 子 を 見 い だ す 可 能 性 が 拡 大 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 癌 の 、 好 ま し く は マ ウ ス 白 血 病 の 発 生 に 関 与 す る ゲ ノ ム 領 域 を 同 定 す る た め の 本 発 明 の
方 法 の も う 一 つ の 改 善 点 は 、 共 通 で あ る 組 込 み 部 位 を 決 定 す る た め の 改 善 さ れ た 方 法 の 使
用 に あ る 。 ま た 、 こ の 方 法 は 図 2に 図 示 す る よ う に 、 核 酸 ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 、 好 ま し く は
サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 と 組 み 合 わ せ た ネ ス テ ッ ド PCRを 含 む 強 力 な 増 幅 法 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 癌 の 発 生 に 関 与 す る ゲ ノ ム 領 域 を 同 定 す る た め の 本 発 明 の 方 法 は 、 対 象 の レ ト ロ ウ イ ル
ス 挿 入 突 然 変 異 を 行 う 第 1の 工 程 を 含 み 、 腫 瘍 を 誘 導 す る レ ト ロ ウ イ ル ス を 該 対 象 に 感 染
さ せ る こ と を 含 む 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 該 対 象 は 、 マ ウ ス で あ り 、 好 ま し く は 該 マ ウ
ス は 、 NIHス イ ス マ ウ ス ま た は FVB/Nマ ウ ス で あ り 、 該 レ ト ロ ウ イ ル ス は 、 Graffiマ ウ ス 1.
4白 血 病 ウ イ ル ス （ Gr-1.4） お よ び ／ ま た は Cas-BR-Mマ ウ ス 白 血 病 ウ イ ル ス （ Cas-BR-M Mu
LV） で あ る 。 本 発 明 の 方 法 は 、 例 え ば ウ イ ル ス に 誘 導 さ れ た 白 血 病 マ ウ ス の 脾 臓 、 肝 臓 、
胸 腺 、 お よ び リ ン パ 節 組 織 に 存 在 す る も の な ど の 、 感 染 し た 対 象 に 発 生 し た 原 発 腫 瘍 か ら
染 色 体 DNAを 単 離 す る 次 の 工 程 を 含 む 。 本 発 明 の 方 法 は 、 該 腫 瘍 を 誘 導 す る レ ト ロ ウ イ ル
ス の ゲ ノ ム に お い て 少 な く と も 一 回 、 お よ び 該 対 象 の 染 色 体 DNAに お い て 少 な く と も 一 回
の 切 断 が 可 能 な 制 限 酵 素 で 、 該 染 色 体 DNAを 消 化 す る 次 の 工 程 を 含 む 。 好 ま し く は 、 該 染
色 体 DNAは 、 ウ イ ル ス の LTR配 列 内 の 公 知 の 位 置 に 位 置 す る が 、 そ れ ぞ れ の ウ イ ル ス 挿 入 の
ゲ ノ ム 配 列 内 で 独 特 で あ る 制 限 部 位 を 認 識 す る 制 限 酵 素 に よ っ て 消 化 さ れ る 。 好 ま し く は
、 制 限 部 位 は 、 公 知 の ウ イ ル ス 配 列 に 隣 接 す る 対 象 の 染 色 体 DNA領 域 を 該 染 色 体 DNA領 域 の
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 基 づ い て 同 定 す る こ と が で き る よ う な 、 す な わ ち 公 知 の 配 列 の デ ー タ
ベ ー ス と こ れ ら の 比 較 が で き る よ う に 十 分 な 数 の 隣 接 す る ヌ ク レ オ チ ド を 含 む よ う な 該 領
域 が 分 離 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 消 化 さ れ た DNAを 環 状 DNAに 結 合 し 、 続 い て 公 知 の ウ イ ル ス 配 列 に 隣 接
す る 染 色 体 DNA断 片 を 増 幅 す る 次 の 工 程 を 含 む 。 本 発 明 の 方 法 に お い て 、 PCR増 幅 は 、 レ ト
ロ ウ イ ル ス （ LTR； 末 端 反 復 配 列 ） 特 異 的 な プ ラ イ マ ー の 第 1の セ ッ ト を 使 用 し て 該 環 状 DN
Aで 第 1の PCR反 応 を 行 い 、 続 い て レ ト ロ ウ イ ル ス （ LTR） 特 異 的 な プ ラ イ マ ー の 第 2の セ ッ
ト を 使 用 し て 該 第 1の PCR反 応 の 産 物 で 第 2の ネ ス テ ッ ド PCRを 行 う こ と に よ っ て 行 う 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 公 知 の ウ イ ル ス 配 列 に 隣 接 す る 染 色 体 DNA断 片 を 増 幅 す る 工 程 に 続 い て 、 該 染 色 体 DNA断
片 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 、 任 意 で ク ロ ー ニ ン グ 工 程 を 経 る が 好 ま し く は 直 接 シ ー ケ ン シ ン
グ 反 応 を 行 う こ と に よ っ て 決 定 し 、 強 力 か つ 特 異 的 な 増 幅 法 の た め に 、 後 者 を 使 用 す る こ
と が で き る 。 次 い で 、 決 定 さ れ た 該 染 色 体 DNA断 片 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に レ ト ロ ウ イ ル ス
が 組 み 込 ま れ 、 こ れ に よ り 潜 在 的 に 癌 の 発 症 に 関 与 す る ゲ ノ ム 領 域 を 示 す 対 象 の ゲ ノ ム 領
域 を 同 定 す る た め に 、 公 知 の 配 列 の デ ー タ ベ ー ス と 比 較 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 組 込 み 部 位 が 共 通 の 組 込 み 部 位 で あ る か ど う か を 決 定 す る た め に 、 癌 の 発 生 に 関 与 す る
ゲ ノ ム 領 域 を 同 定 す る た め の 本 発 明 の 方 法 は 、 ゲ ノ ム 領 域 特 異 的 な 増 幅 プ ラ イ マ ー を 、 好
ま し く は 入 れ 子 状 の 形 式 で デ ザ イ ン す る 工 程 を 含 み 、 こ の と き 該 プ ラ イ マ ー は 、 公 知 の ウ
イ ル ス 配 列 に 隣 接 す る 染 色 体 DNA断 片 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き 、 そ の 断 片 の 配 列
は 前 述 の よ う に 決 定 さ れ 、 か つ そ の 断 片 は ウ イ ル ス 組 込 み 部 位 を 含 む ゲ ノ ム 領 域 を 示 す 。
次 い で 、 RNAま た は DNAを 腫 瘍 か ら 単 離 し て 、 共 通 の 組 込 み 部 位 の 存 在 に つ い て 解 析 し 、 増
幅 反 応 、 好 ま し く は ネ ス テ ッ ド （ RT-） PCR反 応 を 、 1つ ま た は 複 数 の ゲ ノ ム 領 域 特 異 的 な
プ ラ イ マ ー （ 本 明 細 書 に お い て 遺 伝 子 座 特 異 的 プ ラ イ マ ー と も 呼 ぶ ） お よ び 1つ ま た は 複
数 の ウ イ ル ス 特 異 的 プ ラ イ マ ー 、 好 ま し く は レ ト ロ ウ イ ル ス （ LTR） 特 異 的 な プ ラ イ マ ー
で 行 う 。 次 に 、 増 幅 産 物 を ブ ロ ッ ト し て 、 ブ ロ ッ ト に は 、 ウ イ ル ス 特 異 的 プ ロ ー ブ お よ び
ゲ ノ ム 領 域 特 異 的 プ ロ ー ブ を 別 々 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 。 両 方 の プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ
イ ズ し た 増 幅 産 物 は 、 共 通 の 組 込 み 部 位 を 表 す と 考 え ら れ 、 こ の よ う な 共 通 の 組 込 み 部 位
は 、 癌 の 発 生 に 関 与 す る ゲ ノ ム 領 域 を 示 す 。
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【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 の 一 つ の 局 面 は 、 こ れ ら の ゲ ノ ム 領 域 お よ び ／ ま た は こ れ ら の 発 現 産 物 に よ っ て
コ ー ド さ れ る か 、 ま た は 影 響 を 受 け る 遺 伝 子 に 対 す る 阻 害 剤 の 開 発 の た め に 、 本 発 明 の マ
ウ ス の ゲ ノ ム 領 域 を 使 用 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の 1つ の 態 様 に お い て 、 阻 害 剤 は 、 表 1に 一 覧 を 示 し た ゲ ノ ム 領 域 に よ っ て コ ー ド
さ れ る か 、 ま た は 遺 伝 的 形 質 転 換 に よ る 影 響 を 受 け る 遺 伝 子 の 発 現 産 物 に 対 す る 抗 体 お よ
び ／ ま た は 抗 体 の 誘 導 体 で あ る 。 治 療 的 な 抗 体 は 、 例 え ば 細 胞 膜 に 位 置 す る 遺 伝 子 発 現 産
物 に 対 し て 有 用 で あ り 、 薬 学 的 組 成 物 に 含 め る こ と が で き る 。 ま た 、 抗 体 は 細 胞 内 、 例 え
ば 細 胞 質 内 の RNA、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 酵 素 な ど の 遺 伝 子 産 物 の 活 性 を 調 整 す る た め に
、 こ れ ら の 産 物 に 対 し て タ ー ゲ ッ ト さ せ て も よ い 。 好 ま し く は 、 こ の よ う な 抗 体 は イ ン ト
ラ ボ デ ィ ー （ intrabody） の 形 態 で あ り 、 癌 細 胞 内 部 で 産 生 さ れ る 。 加 え て 抗 体 は 、 こ れ
に 対 し て 結 合 さ れ た 少 な く と も 1つ の 毒 性 化 合 物 を 腫 瘍 細 胞 に 送 達 す る 使 用 さ れ て も よ い
。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 阻 害 剤 は 、 本 明 細 書 で 定 義 さ れ る よ う に 腫 瘍 発 生 に 関
与 す る ゲ ノ ム 領 域 に よ っ て コ ー ド さ れ る か 、 ま た は 遺 伝 的 形 質 転 換 に よ る 影 響 を 受 け る 遺
伝 子 の タ ン パ ク 質 発 現 産 物 の 活 性 を 調 整 、 も し く は 機 能 を 妨 害 す る こ と が で き る 小 分 子 で
あ る 。 加 え て 、 小 分 子 は ま た 、 腫 瘍 細 胞 に 対 し て 少 な く と も 1つ の 結 合 さ れ た 毒 性 の 化 合
物 を 送 達 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 異 な る 阻 害 レ ベ ル に お い て 、 ゲ ノ ム 領 域 に よ っ て コ ー ド さ れ る か 、 ま た は ゲ ノ ム 領 域 の
遺 伝 的 形 質 転 換 に よ る 影 響 を 受 け る そ れ ぞ れ の 遺 伝 子 か ら 転 写 さ れ る mRNAを 破 壊 す る こ と
に よ っ て タ ン パ ク 質 の 産 生 を 遮 断 す る た め に 、 核 酸 を 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ は 、 ア
ン チ セ ン ス 薬 、 リ ボ ザ イ ム 、 ま た は RNA干 渉 （ RNAi） に よ っ て 達 成 す る こ と が で き る 。 疾
患 プ ロ セ ス の 初 期 に 作 用 す る こ と に よ っ て 、 こ れ ら の 薬 物 は 、 病 原 性 タ ン パ ク 質 の 産 生 を
防 止 す る 。 本 発 明 は 、 表 1に 一 覧 を 示 し た ゲ ノ ム 領 域 に よ っ て コ ー ド さ れ る か 、 ま た は 遺
伝 的 形 質 転 換 に よ る 影 響 を 受 け る 遺 伝 子 、 も し く は そ の 転 写 産 物 に 対 す る ア ン チ セ ン ス RN
Aお よ び ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド な ど の ア ン チ セ ン ス 薬 、 リ ボ ザ イ ム 、
お よ び RNAi分 子 に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル は 、 腫 瘍 発 生 中 に 減 少 ま た は 増 大 さ せ る こ と が で き る 。 本 来 阻 害 剤
は 、 発 現 レ ベ ル が 上 昇 す る と き に 使 用 さ れ る 。 し か し 、 本 発 明 は 、 腫 瘍 発 生 に 関 与 す る ゲ
ノ ム 領 域 に よ っ て コ ー ド さ れ る か 、 ま た は ゲ ノ ム 領 域 の 遺 伝 的 形 質 転 換 に よ る 影 響 を 受 け
る 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 押 し 上 げ る た め の 「 エ ン ハ ン サ ー 」 を 提 供 し 、 そ の 発 現 レ ベ ル を
減 少 さ せ る 。 「 エ ン ハ ン サ ー 」 は 、 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 増 大 さ せ て 、 遺 伝 子 の 発 現 産 物
の 機 能 を 改 善 す る こ と 、 ま た は 機 能 障 害 性 の 遺 伝 子 発 現 を 改 善 も し く は 回 復 す る こ と が 公
知 、 も し く は 見 い だ さ れ た 任 意 の 化 学 的 も し く は 生 物 学 的 化 合 物 で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た ゲ ノ ム 領 域 に よ っ て コ ー ド さ れ る か 、 も し く は ゲ ノ ム 領 域 の 遺 伝
的 形 質 転 換 に よ る 影 響 を 受 け る 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル の 減 少 を 克 服 す る た め 、 ま た は 機 能 障
害 性 の 遺 伝 子 発 現 を 回 復 す る た め に 非 常 に 適 し た 治 療 法 は 、 機 能 障 害 性 の 遺 伝 子 も し く は
影 響 を 受 け る 遺 伝 子 、 ま た は 該 遺 伝 子 の 発 現 を 駆 動 す る そ の 制 御 配 列 を 遺 伝 子 治 療 に よ っ
て 置 換 す る こ と を 含 む 。 し た が っ て 、 本 発 明 は さ ら に 、 遺 伝 子 治 療 に 関 し 、 こ の と き 表 1
に 一 覧 を 示 し た ゲ ノ ム 領 域 も し く は そ の ヒ ト 相 同 体 に お い て ゲ ノ ム 領 域 に よ っ て コ ー ド さ
れ る か 、 も し く は 遺 伝 的 形 質 転 換 に よ る 影 響 を 受 け る 対 象 の 機 能 障 害 性 の 遺 伝 子 、 ま た は
表 1に 一 覧 を 示 し た ゲ ノ ム 領 域 も し く は こ れ ら の ヒ ト 相 同 体 と し て 記 載 さ れ た ゲ ノ ム 領 域
に よ っ て コ ー ド さ れ る か 、 も し く は 遺 伝 的 形 質 転 換 に よ る 影 響 を 受 け る 対 象 の 遺 伝 子 の 機
能 障 害 性 の 制 御 配 列 が 、 機 能 的 な 対 応 物 （ 例 え ば 対 象 の 腫 瘍 細 胞 株 の 前 駆 細 胞 で あ り 、 か
つ 該 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 を 該 被 検 体 へ 移 植 す る 、 対 象 の 宿 主 細 胞 の ゲ ノ ム 内 へ の 機 能
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的 な 遺 伝 子 ま た は 制 御 配 列 を 含 む レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 安 定 し た 組 込 み ） で 置 換 さ れ
る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 は 、 遺 伝 子 治 療 の 形 態 に 関 連 し 、 こ の と き 表 1に 一 覧 を 示 し た ゲ ノ ム 領 域 も し く
は そ の ヒ ト 相 同 体 に お い て ゲ ノ ム 領 域 に よ っ て コ ー ド さ れ る か 、 ま た は 遺 伝 的 形 質 転 換 に
よ る 影 響 を 受 け る 遺 伝 子 が 、 と り わ け 癌 細 胞 に お け る 適 切 な ベ ク タ ー か ら の 発 現 の 誘 導 に
続 い て 野 生 型 対 応 物 の 機 能 を 阻 害 す る 遺 伝 子 の ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ な 形 態 を デ ザ イ ン す
る た め に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 の も う 一 つ の 目 的 は 、 1つ ま た は 複 数 の 阻 害 剤 、 「 エ ン ハ ン サ ー 」 、 置 換 化 合 物
、 薬 学 的 試 薬 も し く は 活 性 成 分 と し て 本 発 明 に 記 載 さ れ る ベ ク タ ー ま た は 宿 主 細 胞 を 含 む
、 癌 治 療 の た め の 薬 学 的 組 成 物 を 提 供 す る こ と で あ る 。 組 成 物 は 、 少 な く と も 1つ の 薬 学
的 に 許 容 さ れ る 添 加 物 、 例 え ば 担 体 、 乳 化 剤 、 ま た は 貯 蔵 剤 を さ ら に 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 加 え て 本 発 明 の 目 的 は 、 癌 を 患 う 対 象 を 治 療 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 本 発 明 に 従 っ た
薬 学 的 組 成 物 を 必 要 と す る 患 者 に 対 し て 治 療 上 有 効 な 量 で 投 与 す る こ と を 含 む 方 法 を 提 供
す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 局 面 は 、 癌 の 診 断 の た め の 試 薬 を 開 発 す る た め の 、 マ ウ ス の ゲ ノ ム 領
域 ま た は 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た も の 、 な ら び に こ れ ら の ヒ ト 相 同 体 ま た は こ れ ら の 遺 伝 子
発 現 産 物 の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 癌 を 診 断 す る た め の 診 断 組 成 物 で あ っ て 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た マ ウ
ス の ゲ ノ ム 領 域 に 対 し て 、 な ら び に こ れ ら の ヒ ト 相 同 体 に 対 し て 、 こ れ ら に よ り コ ー ド さ
れ る 遺 伝 子 の 転 写 産 物 に 対 し て 、 お よ び ／ ま た は こ の よ う な 遺 伝 子 の 発 現 産 物 に 対 し て 、
そ れ ぞ れ 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る 特 異 的 な 核 酸 プ ロ ー ブ お よ び ／ ま た は 特 異 的 な 抗
体 な ど の 診 断 試 薬 を 含 む 、 診 断 組 成 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 加 え て 本 発 明 は 、 本 発 明 の 診 断 組 成 物 を 使 用 す る こ と に よ っ て 癌 、 好 ま し く は 白 血 病 を
診 断 す る た め の 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 の 使 用 の 好 ま し い 局 面 お よ び 態 様 は 、 表 1に 一 覧 を 示 し た
　
　
　
　
　
　
　
　
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も 2個 、 好 ま し く は 少 な く と も 4個 、 よ り 好 ま し く は 少
な く と も 10個 、 さ ら に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 30個 、 お よ び 最 も 好 ま し く は 全 て の マ ウ
ス の ゲ ノ ム 領 域 か ら な る 。 こ れ ら の 遺 伝 子 の そ れ ぞ れ が 急 性 骨 髄 性 白 血 病 （ AML） の 1つ ま
た は 複 数 の 特 異 的 な サ ブ グ ル ー プ に お い て 調 節 さ れ （ mRNAレ ベ ル の 上 で ） 、 選 択 的 に ア ッ
プ レ ギ ュ レ ー ト ま た は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ る と 思 わ れ た の で 、 こ れ ら の 遺 伝 子 を 使 用
し て 、 AMLの 患 者 の 非 常 に 有 利 な 発 現 解 析 お よ び ／ ま た は 白 血 病 の 診 断 方 法 を 行 っ て も よ
い 。 本 発 明 の 側 面 お よ び 態 様 に お け る 使 用 は 、 表 1に 一 覧 を 示 し た Cd24a、 Cish2、 Cra、 Lt
b、 お よ び Prdx2か ら な る マ ウ ス の ゲ ノ ム 領 域 の 群 の 少 な く と も 2個 、 好 ま し く は 少 な く と
も 3個 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 4個 、 お よ び 最 も 好 ま し く は 全 て の 遺 伝 子 の 使 用 が 特 に
好 ま し い 。
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【 ０ ０ ３ ８ 】
　 新 た に 見 い だ さ れ た ゲ ノ ム 領 域 お よ び こ の よ う な 領 域 の 形 質 転 換 に よ る 影 響 を 受 け る 遺
伝 子 、 な ら び に 腫 瘍 の 発 生 に 関 与 す る こ と が こ れ ま で に 知 ら れ て い な か っ た も の に 加 え て
、 本 発 明 の 局 面 お よ び 態 様 に お け る 使 用 は 、 例 え ば p53、 Notch-1、 Evi-1、 NF1（ Evi-2）
、 Lck-1、 Pim-1、 HoxA9（ Evi-6） 、 Fli-1、 Yy1、 Pps、 Ptpn1、 お よ び N-Mycな ど の 癌 の 発
症 に 関 与 す る こ と が 公 知 の 遺 伝 子 配 列 に よ る 使 用 で あ っ て も 良 い 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
定 義
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 マ ウ ス の ゲ ノ ム 領 域 」 ま た は 「 ゲ ノ ム 領 域 」 と い う 用 語
は 、 （ マ ウ ス ） ゲ ノ ム DNAの プ ロ ウ イ ル ス の タ ギ ン グ に 使 用 さ れ る ウ イ ル ス 核 酸 の 組 込 み
部 位 を 示 す 。 こ の よ う な ウ イ ル ス 組 込 み 部 位 は 、 共 通 の 組 込 み 部 位 と し て 同 定 さ れ た と き
に 、 癌 の 発 生 に 関 与 し 、 か つ 公 知 の も し く は 推 定 上 の 遺 伝 子 の 内 部 に 、 こ れ ら の 制 御 配 列
な ど の 公 知 も し く は 推 定 上 の 遺 伝 子 の 近 く （ 例 え ば 前 か 後 ） に 、 ま た は （ マ ウ ス ） ゲ ノ ム
内 の こ れ ま で に 未 知 で あ る が 、 定 義 さ れ た 位 置 に 位 置 し て も よ い 。 し た が っ て 、 「 マ ウ ス
の ゲ ノ ム 領 域 」 と は 、 本 明 細 書 に お い て 遺 伝 子 、 推 定 上 の 遺 伝 子 、 遺 伝 子 も し く は 推 定 上
の 遺 伝 子 の 近 く の 領 域 、 ま た は そ の 機 能 が こ れ ま で 知 ら れ て い な い マ ウ ス の ゲ ノ ム の 領 域
を 示 す 。 こ の よ う な ゲ ノ ム 領 域 に 含 ま れ る 遺 伝 子 、 ま た は そ の 発 現 が こ の よ う な ゲ ノ ム 領
域 の 遺 伝 的 形 質 転 換 に よ る 影 響 を 受 け る 遺 伝 子 は 、 領 域 そ れ 自 体 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ
び こ れ ら の 発 現 産 物 で あ る の で 、 癌 の 発 生 に 関 与 す る と 考 え ら れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 「 発 現 産 物 」 は 、 タ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た は RNAで あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 マ ウ ス の ゲ ノ ム 領 域 関 連 遺 伝 子 」 と は 、 本 発 明 の マ ウ ス
の ゲ ノ ム 領 域 に 完 全 に 、 も し く は 部 分 的 に 含 ま れ る 遺 伝 子 、 ま た は そ こ で の 形 質 転 換 に 影
響 を 受 け る 遺 伝 子 で あ り 、 す な わ ち 一 般 的 に ； 本 発 明 の マ ウ ス の ゲ ノ ム 領 域 に お け る 形 質
転 換 に よ っ て そ の 機 能 ま た は 発 現 が 影 響 を 受 け る 遺 伝 子 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 標 的 細 胞 」 と い う 用 語 は 、 真 核 細 胞 、 好 ま し く は 動 物 （
ヒ ト を 含 む ） 、 よ り 好 ま し く は 分 化 し た 組 織 細 胞 お よ び こ れ ら の 前 駆 細 胞 を 含 む 哺 乳 動 物
細 胞 を 示 し 、 こ れ は 、 本 発 明 の ベ ク タ ー に よ っ て 感 染 も し く は ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ せ る こ
と が で き る か 、 ま た は 本 発 明 の 診 断 試 薬 の タ ー ゲ ッ ト で あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 産 生 細 胞 （ producer cell） 」 と い う 用 語 は 、 そ れ ぞ れ
本 発 明 の ベ ク タ ー の 複 製 、 増 殖 、 お よ び ／ ま た は 産 生 に 適 し た 細 胞 ま た は 細 胞 株 を い う 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 宿 主 細 胞 」 と い う 用 語 は 、 一 般 に ウ イ ル ス ゲ ノ ム の 発 現
、 ま た は ベ ク タ ー も し く は ウ イ ル ス の 増 殖 の た め に 使 用 さ れ る 細 胞 を 示 し 、 本 発 明 の 状 況
に お い て は 、 標 的 お よ び 産 生 株 細 胞 の 両 方 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 「 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 」 と い う 用 語 は 、 宿 主 細 胞 に お い て 転 写 す る こ と が で き る ウ イ ル ス
ゲ ノ ム を 含 む 核 酸 構 築 物 で あ っ て 、 そ の ゲ ノ ム は 、 十 分 な ウ イ ル ス 遺 伝 情 報 を 含 み 、 パ ッ
ケ ー ジ ン グ 成 分 の 存 在 下 に お い て 、 ウ イ ル ス RNAゲ ノ ム を 、 標 的 細 胞 を 感 染 さ せ る こ と が
で き る ウ イ ル ス 粒 子 に パ ッ ケ ー ジ ン グ す る こ と が で き る 。 標 的 細 胞 の 感 染 は 、 特 定 の ウ イ
ル ス に 適 し て い る 場 合 に は 、 逆 転 写 お よ び 標 的 細 胞 ゲ ノ ム へ の 組 込 み を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 「 単 離 さ れ た 核 酸 配 列 」 と い う 用 語 は 、 そ れ が 由 来 す る 生 物 体 の 天 然 に 存 在 す る ゲ ノ ム
の 核 酸 配 列 に 隣 接 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 さ な い 核 酸 配 列 を 意 味 す る 。 し た が っ て 、 本
用 語 は 、 例 え ば ベ ク タ ー に ； 自 己 複 製 性 の プ ラ ス ミ ド に 、 ま た は そ れ に 由 来 す る も の で は
な い 原 核 生 物 も し く は 真 核 生 物 の ゲ ノ ム DNAに 組 み 込 ま れ る 任 意 の 組 換 え DNA； ま た は そ の
他 の 配 列 か ら 独 立 し た 別 々 の 分 子 （ 例 え ば 、 RNA、 cDNA、 ま た は PCRも し く は 制 限 エ ン ド ヌ
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ク レ ア ー ゼ 消 化 に よ っ て 産 生 さ れ た ゲ ノ ム も し く は cDNA断 片 ） と し て 存 在 す る も の を 含 む
。 ま た こ れ は 、 さ ら な る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を コ ー ド す る ハ イ ブ リ ッ ド 遺 伝 子 の 一 部 で あ る
組 換 え DNAを 含 む 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 、 「 核 酸 」 、 ま た は 「 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド 」 は 、 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 形 態 の デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド ま た は リ ボ ヌ ク レ オ チ
ド 重 合 体 、 お よ び 他 に 限 定 さ れ な い 限 り 、 天 然 に 存 在 す る ヌ ク レ オ チ ド に 準 じ た 方 法 で 核
酸 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 天 然 の ヌ ク レ オ チ ド の 公 知 の 類 似 体 の 言 及 を 含 む 。 特 定 の 態 様 に
お い て 、 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 、 「 核 酸 」 、 ま た は 「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 は 、 天 然 の リ
ン 酸 ジ エ ス テ ル 「 核 酸 」 に 対 し て と 同 様 の 配 列 特 異 的 相 互 作 用 を 形 成 す る こ と が で き る 化
学 物 質 に よ っ て 置 換 す る こ と が で き る 。 公 知 か つ 好 ま し い 類 似 体 は 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト
も し く は メ チ ル ホ ス ホ ネ ー ト 連 絡 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド の 重 合 体 、 ま た は ペ プ チ ド 核 酸 を
含 む 。 特 に 明 記 し な い 限 り 、 特 定 の 核 酸 配 列 は 、 こ れ ら の 相 補 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 コ ー ド 配 列 は 、 RNAポ リ メ ラ ー ゼ が コ ー ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る mRNAに コ ー ド 配 列
を 転 写 す る と き に 、 細 胞 内 に お い て 制 御 配 列 の 「 制 御 下 に 」 あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 明 細 書 に お い て 定 義 さ れ る 「 コ ー ド 配 列 」 と い う 用 語 は 、 制 御 配 列 の 制 御 下 に 配 置 し
た と き に mRNAに 転 写 さ れ 、 任 意 で ポ リ ペ プ チ ド に 翻 訳 さ れ る 配 列 で あ る 。 コ ー ド 配 列 の 境
界 は 、 通 常 5'末 端 の 翻 訳 開 始 コ ド ン ATGお よ び 3'末 端 の 翻 訳 終 止 コ ド ン に よ っ て 決 定 さ れ
る 。 コ ー ド 配 列 は 、 RNA、 DNA、 cDNA、 お よ び 組 換 え 核 酸 配 列 を 含 む こ と が で き る が 、 こ れ
ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 「 制 御 配 列 」 と い う 用 語 は 、 コ ー ド 配 列 の 発 現 の た め に 必 要 か 、 ま た は 有 利 で あ る 全 て
の 構 成 要 素 を 含 む こ と が 本 明 細 書 に お い て 定 義 さ れ る 。 そ れ ぞ れ の 制 御 配 列 は 、 コ ー ド 配
列 に 対 し て 天 然 で あ っ て も よ く 、 ま た は 外 来 性 で あ っ て も よ い 。 こ の よ う な 制 御 配 列 は 、
リ ー ダ ー 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 配 列 、 プ ロ ペ プ チ ド 配 列 、 プ ロ モ ー タ ー 、 シ グ ナ ル 配 列 、 お よ
び 転 写 タ ー ミ タ ー を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 少 な く と も 制 御 配 列 は 、 プ ロ モ ー タ
ー な ら び に 転 写 お よ び 翻 訳 終 止 シ グ ナ ル を 含 む 。 制 御 配 列 に は 、 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す
る 核 酸 配 列 の コ ー ド 領 域 と 制 御 配 列 の ラ イ ゲ ー シ ョ ン を 容 易 に す る 特 異 的 な 制 限 部 位 を 導
入 す る 目 的 で リ ン カ ー を 提 供 し て も よ い 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 「 プ ロ モ ー タ ー 」 と い う 用 語 は 、 本 明 細 書 に お い て 、 RNAポ リ メ ラ ー ゼ の 結 合 お よ び 転
写 の 開 始 を も た ら す DNA配 列 を 含 む 遺 伝 子 の 一 部 を 示 す た め に 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 認
識 さ れ る そ の 意 味 に つ い て 使 用 さ れ る 。 プ ロ モ ー タ ー 配 列 は 、 遺 伝 子 の 5'非 コ ー ド 領 域 に
お い て 、 常 に で は な い が 、 共 通 に 見 い だ さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 「 パ ッ ケ ー ジ ン グ 成 分 」 と い う 用 語 は 、 ウ イ ル ス の 核 酸 を 成 熟 し た ウ イ ル ス 粒 子 に 封 入
す る た め に 必 要 な 構 成 要 素 を い う 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 相 同 性 」 ま た は 「 配 列 相 同 性 」 ま た は
「 相 同 配 列 」 と い う 用 語 は 、 二 つ 以 上 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 間 に 相 同 性 が 存 在 す る こ と を 意
味 す る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 そ れ ら の 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 、 最 大 限 一 致 し て 整 列
さ せ た と き に 同 じ で あ る 場 合 、 「 相 同 的 な 」 配 列 を 有 す る 。 二 つ 以 上 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
間 の 配 列 比 較 は 、 通 常 、 比 較 ウ イ ン ド ウ （ comparison window） 上 で 2つ の 配 列 部 分 を 比 較
し て 、 配 列 類 似 性 の 局 部 的 な 領 域 を 同 定 し 、 か つ 比 較 す る こ と に よ っ て 行 わ れ る 。 比 較 ウ
イ ン ド ウ は 通 常 、 約 20～ 200の 近 接 す る ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 50、 60、 70、 80、 90、 95、 9
8、 99、 ま た は 100パ ー セ ン ト な ど の 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 「 配 列 相 同 性 の 割 合 」 は 、 配 列
相 同 性 が 比 較 ウ イ ン ド ウ に わ た っ て 2つ の 最 適 に 整 列 さ れ た 配 列 を 比 較 し て 決 定 さ れ て も
よ く 、 比 較 ウ イ ン ド ウ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 部 分 は 、 2つ の 配 列 の 最 適 な 配 列 の た め に
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、 参 照 配 列 （ こ れ は 、 付 加 ま た は 欠 失 を 含 ま な い ） と 比 較 し て 、 付 加 ま た は 欠 失 （ す な わ
ち 、 間 隙 ） を 含 ん で い て も よ い 。 割 合 は ： （ a） 同 一 の 核 酸 塩 基 が 両 配 列 に 存 在 す る 位 置
の 数 を 決 定 し て 、 一 致 し た 位 置 の 数 を 得 る こ と ； （ b） 比 較 ウ イ ン ド ウ 内 の 全 て の 位 置 の
数 に よ っ て マ ッ チ し た 位 置 の 数 を 割 る こ と ； お よ び （ c） 結 果 に 100を 乗 じ て 配 列 相 同 性 の
割 合 を 得 る こ と に よ っ て 算 出 さ れ る 。 比 較 の た め の 配 列 の 最 適 な ア ラ イ ン メ ン ト は 、 公 知
の ア ル ゴ リ ズ ム の コ ン ピ ュ ー タ 処 理 の 実 行 に よ っ て 、 ま た は 目 視 検 差 に よ っ て 行 っ て も よ
い 。 容 易 に 利 用 で き る 配 列 比 較 お よ び 複 数 配 列 の ア ラ イ ン メ ン ト ア ル ゴ リ ズ ム は 、 そ れ ぞ
れ Basic Local Alignment Search Tool（ BLAST） （ Altschul, S.F.ら 、 1990. J. Mol. Bi
ol. 215： 403；  Altschul, S.F.ら 、 1997. Nucleic Acid Res. 25： 3389-3402） お よ び Cl
ustalWプ ロ グ ラ ム で あ り 、 両 方 と も イ ン タ ー ネ ッ ト 上 で 利 用 で き る 。 他 の 適 切 な プ ロ グ ラ
ム に は 、 Wisconsin Genetics Software Package （ Genetics Computer Group （ GCG） , M
adison, WI, USA） の GAP, BESTFIT、 お よ び FASTAが 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 核 酸 配 列 に 対 し て 「 実 質 的 に 相 同 的 な 」 と い う 用 語 は 、 2
つ の 核 酸 配 列 が 少 な く と も 40、 好 ま し く は 少 な く と も 60、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 80、
さ ら に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 90、 な お 好 ま し く は 少 な く と も 95、 な お 好 ま し く は 少 な
く と も 98、 お よ び 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 99パ ー セ ン ト の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 相 同 性 の 「
配 列 相 同 性 の 割 合 」 を 有 す る も の と 解 釈 さ れ る べ き で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 ヒ ト 相 同 体 」 と い う 用 語 は 、 マ ウ ス に お い て 同 定 さ れ た
（ 推 定 上 の ） 遺 伝 子 と 同 じ 機 能 を 有 す る ヒ ト （ 推 定 上 の ） 遺 伝 子 と 解 釈 さ れ る べ き で あ る
。 「 ヒ ト 相 同 体 」 と は 、 本 発 明 に 記 載 さ れ た そ れ ぞ れ の マ ウ ス の 遺 伝 子 に 関 し て 、 本 発 明
の マ ウ ス 遺 伝 子 に 由 来 す る ア ミ ノ 酸 配 列 と 45%よ り 多 く 、 好 ま し く は 60%よ り 多 く 、 よ り 好
ま し く は 70%よ り 多 く 、 な お 好 ま し く は 80%よ り 多 く 、 さ ら に 好 ま し く は 90%よ り 多 く 、 お
よ び 最 も 好 ま し く は 95%よ り 多 く の 一 致 性 を 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る ヒ ト 遺 伝 子 を
示 し 、 酵 素 の 場 合 に は 、 本 発 明 の マ ウ ス 遺 伝 子 を コ ー ド す る 酵 素 と 同 じ タ イ プ の 酵 素 活 性
を 示 す ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。 本 明 細 書 で 定 義 さ れ る マ ウ ス の ゲ ノ ム 領 域 の
（ 推 定 上 の ） 遺 伝 子 で な い 「 ヒ ト 相 同 体 」 は 、 遺 伝 的 に 形 質 転 換 さ れ る と き に 、 ヒ ト お よ
び マ ウ ス に お い て 同 一 の 異 常 な 遺 伝 子 機 能 を 生 じ る ヒ ト ゲ ノ ム 内 の ゲ ノ ム 領 域 を 示 す 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 抗 体 」 と い う 用 語 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 多 選 択 性 の
抗 体 、 合 成 抗 体 、 ヒ ト 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 、 キ メ ラ 抗 体 、 単 鎖 Fvs（ scFv） 、 単 鎖 抗 体 、 Fab
断 片 、 F（ ab'） 断 片 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 し た Fvs（ sdFv） 、 お よ び 抗 イ デ ィ オ タ イ プ （ 抗 I
d） 抗 体 （ 例 え ば 、 本 発 明 の 抗 体 に 対 す る 抗 Id抗 体 を 含 む ） 、 な ら び に 上 記 の 任 意 の エ ピ
ト ー プ 結 合 断 片 を い う 。 特 に 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 お よ び 免 疫 グ ロ ブ リ
ン 分 子 の 免 疫 学 的 に 活 性 な 部 分 、 す な わ ち 表 1に 一 覧 を 示 し た ゲ ノ ム 領 域 に 含 ま れ る 遺 伝
子 に よ っ て コ ー ド さ れ る か 、 ま た は ゲ ノ ム 領 域 の 遺 伝 的 形 質 転 換 に よ る 影 響 を 受 け る ポ リ
ペ プ チ ド 抗 原 と 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 抗 原 結 合 部 位 を 含 む 分 子 を 含 む 。 本 発 明 の 免 疫 グ ロ
ブ リ ン 分 子 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の い ず れ の タ イ プ （ 例 え ば 、 IgG、 IgE、 IgM、 IgD、 Ig
A、 お よ び IgY） 、 ク ラ ス （ 例 え ば 、 IgG 1 、 IgG 2 、 IgG 3 、 IgG 4 、 IgA 1 、 お よ び IgA 2 ） ま た は
サ ブ ク ラ ス で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア レ イ 」 と い う 用 語 は 、 少 な く と も 2つ の 異 な る 特 徴 を 有 す る 2次
元 の 表 面 を 有 す る 基 質 を い う 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ ア レ イ は 、 好 ま し く は 表 面 上 の そ れ
ぞ れ の 特 徴 の 局 在 が ス ポ ッ ト さ れ る よ う に 配 列 さ れ る 。 好 ま し い 態 様 で は 、 ア レ イ は 、 1
平 方 cmあ た り 少 な く と も 500、 少 な く と も 1,000、 少 な く と も 10,000、 少 な く と も 100,000
フ ィ ー チ ャ ー （ feature） の 密 度 を 有 す る こ と が で き る 。 基 質 は 、 単 に 例 示 に よ る も の だ
が 、 ガ ラ ス 、 シ リ コ ン 、 ク ォ ー ツ 、 重 合 体 、 プ ラ ス チ ッ ク 、 ま た は 金 属 で あ る こ と が で き
、 ガ ラ ス 顕 微 鏡 ス ラ イ ド ま た は ガ ラ ス ・ カ バ ー ガ ラ ス の 厚 み を 有 す る こ と が で き る 。 チ ッ
プ 上 で ア ッ セ イ を 行 う 方 法 が 光 学 検 出 を 含 む 場 合 に は 、 光 を 透 過 す る 基 質 が 有 用 で あ る 。
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本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 本 用 語 は ま た 、 プ ロ ー ブ ア レ イ お よ び ウ ェ ー ハ の 一 部 を 形 成
す る も の が 付 着 さ れ た 基 質 を い う 。 基 質 は ま た 、 ポ リ エ ス テ ル ま た は ナ イ ロ ン で で き て い
る 膜 で あ っ て も よ い 。 本 態 様 に お い て 、 1平 方 cmあ た り の フ ィ ー チ ャ ー 密 度 は 、 数 単 位 ～
数 ダ ー ス の 間 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 発 明 に 従 っ た 「 調 節 す る こ と 」 と は 、 遺 伝 子 発 現 ま た は 経 路 を 調 整 す る こ と 、 制 御 す
る こ と 、 遮 断 す る こ と 、 阻 害 す る こ と 、 刺 激 す る こ と 、 増 強 す る こ と 、 活 性 化 す る こ と 、
模 倣 す る こ と 、 バ イ パ ス す る こ と 、 訂 正 す る こ と 、 除 去 す る こ と 、 お よ び ／ ま た は 置 換 す
る こ と 、 よ り 一 般 的 な 用 語 で は 、 該 遺 伝 子 発 現 ま た は 該 経 路 に 介 入 す る こ と と し て 理 解 さ
れ る べ き で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 対 象 」 と は 、 生 物 体 ； 例 え ば ヒ ト 、 非 ヒ ト 霊 長 類 、 マ ウ
ス 、 ブ タ 、 ウ シ 、 ヤ ギ 、 ネ コ 、 ウ サ ギ 、 ラ ッ ト 、 モ ル モ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー 、 ウ マ 、 サ ル 、
ヒ ツ ジ 、 ま た は そ の 他 の ヒ ト 以 外 の 哺 乳 動 物 を 含 む 哺 乳 動 物 ； お よ び 例 え ば ト リ （ 例 え ば
、 ニ ワ ト リ も し く は カ モ ） ま た は サ カ ナ 、 お よ び 非 哺 乳 動 物 の 無 脊 椎 動 物 な ど の 非 哺 乳 動
物 の 脊 椎 動 物 を 含 む 非 哺 乳 動 物 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
　 上 記 で 概 説 し た よ う に 、 癌 発 生 に 関 与 す る 遺 伝 子 の 一 致 性 に つ い て の 知 識 に よ り 、 本 症
の た め の 予 防 、 治 療 、 お よ び 診 断 方 法 の 開 発 が 非 常 に 容 易 に な る 。 多 く の さ ら な る 癌 遺 伝
子 お よ び 潜 在 的 な 癌 遺 伝 子 の 発 見 に よ り 、 現 在 、 癌 を 検 出 お よ び 治 療 す る た め の 、 な ら び
に 癌 を 患 う 対 象 を 治 療 す る か 、 ま た は 疾 患 を 有 す る こ と が 疑 わ れ る 対 象 を 診 断 、 も し く は
疾 患 の 重 篤 さ も し く は タ イ プ を 診 断 す る た め に 有 用 な 予 防 的 、 治 療 的 、 お よ び 診 断 的 組 成
物 を 提 供 す る た め の ツ ー ル を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 白 血 病 の 治 療 の た め 、 よ り 好 ま し く は 急 性 骨 髄 性 白
血 病 （ AML） の 治 療 の た め に 、 本 発 明 に 従 っ た 方 法 、 物 質 、 組 成 物 、 お よ び 使 用 を 提 供 す
る こ と を 目 的 と す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 白 血 病 は 、 成 人 の 血 液 形 成 細 胞 （ 造 血 幹 細 胞 お よ び 前 駆 細 胞 ） が 存 在 す る 骨 髄 に お い て
生 じ る 一 種 の 癌 で あ る 。 白 血 病 は 、 通 常 分 化 さ れ 、 機 能 的 な 血 液 細 胞 タ イ プ を 発 生 す る そ
の 能 力 を 部 分 的 ま た は 完 全 に 失 っ た 、 癌 性 の 血 液 細 胞 の 制 御 さ れ な い 産 生 お よ び 蓄 積 を 指
す 。 白 血 病 は 主 に 、 異 な る 予 後 お よ び 治 療 の タ イ プ に 対 す る 要 求 を 有 す る 、 臨 床 的 に 異 な
る カ テ ゴ リ ー に 分 類 す る こ と が で き る 。 臨 床 的 お よ び 細 胞 学 的 な パ ラ メ ー タ ー に 基 づ い て
、 白 血 病 は 、 一 般 に 以 下 の カ テ ゴ リ ー に 分 類 さ れ る ： 慢 性 骨 髄 性 白 血 病 （ CML） 、 慢 性 リ
ン パ 球 性 白 血 病 （ CLL） 、 急 性 骨 髄 性 白 血 病 （ AML） 、 お よ び 急 性 リ ン パ 芽 球 性 白 血 病 （ AL
L） 。 こ の 種 の 白 血 病 の 臨 床 病 理 学 的 な 特 徴 は 異 な っ て お り 、 種 々 の 治 療 形 態 を 必 要 と し
、 変 動 す る 病 原 力 お よ び 治 療 に 関 連 し た 罹 患 率 お よ び 死 亡 率 を 有 す る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 過 去 20年 に お い て 、 免 疫 学 的 、 細 胞 遺 伝 学 的 、 お よ び よ り 最 近 で は 、 分 子 遺 伝 学 的 な パ
ラ メ ー タ ー に 基 づ い て 、 上 述 の 分 類 の さ ら な る 改 良 が 開 発 さ れ た 。 こ の 改 良 に よ り 、 治 療
法 の 選 択 、 な ら び に よ り 良 好 な 患 者 の 予 後 お よ び 治 療 応 答 の 予 測 の 改 善 が な さ れ 、 グ ッ ド
リ ス ク （ good risk） 、 標 準 リ ス ク 、 お よ び プ ア リ ス ク （ poor risk） の カ テ ゴ リ ー に 白 血
病 患 者 を 分 類 す る た め の 基 礎 を 形 成 し た 。 し か し 、 こ れ ら の カ テ ゴ リ ー は 、 い ま だ 不 均 一
で あ り 、 さ ら な る 改 善 が 緊 急 に 必 要 と さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 加 え て 、 こ の 不 均 一 の 根 底 に あ る 病 原 性 お よ び 病 態 生 理 学 的 な 機 構 の さ ら な る 洞 察 は 、
特 定 の 病 原 性 機 構 に 照 準 を あ て た 新 た な 治 療 法 を 開 発 す る た め の 非 常 に 貴 重 な 情 報 源 を 提
供 す る こ と か ら 緊 急 に 必 要 と さ れ て い る 。 こ れ に よ り 、 等 し く 有 効 な 治 療 効 果 を 有 す る 死
亡 率 お よ び 罹 患 率 の 減 少 を 生 じ る だ け で な く 、 白 血 病 の た め に 現 在 利 用 可 能 な 治 療 の 選 択
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肢 に 不 応 性 の 患 者 の た め の 治 療 法 も 開 発 さ れ る こ と と な る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 レ ト ロ ウ イ ル ス の 組 込 み に よ っ て 影 響 を 受 け る 遺 伝 子 の 多 く は 、 下 記 の 実 施 例 に お い て
さ ら に 詳 細 に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 シ グ ナ リ ン グ に 関 連 す る も の と 思 わ れ 、 そ の 幾 つ か
は す で に ヒ ト 白 血 病 に 結 び つ け ら れ て い る 。 例 え ば 、 Graffi-1.4 MuLVの 場 合 に は 、 通 常
は 血 管 内 皮 細 胞 お よ び 造 血 幹 細 胞 に 発 現 さ れ る チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 受 容 体 を コ ー ド す る Tie-
1遺 伝 子 が 、 慢 性 骨 髄 性 白 血 病 （ CML） に お い て 過 剰 発 現 さ れ る 。 重 要 な こ と に 、 高 い Tie-
1レ ベ ル は 、 慢 性 期 の 初 期 に お け る CML患 者 の 生 存 と は 逆 に 相 関 す る 。 ま た 、 MDS（ 脊 髄 形
成 異 常 症 候 群 ） お よ び AML患 者 か ら の 骨 髄 試 料 に お い て 、 Tie-1レ ベ ル の 強 力 な 増 大 が 発 見
さ れ て い た 。 Notch-1は 、 ヒ ト 疾 患 と 関 係 す る CISの も う 一 つ の 例 で あ る 。 Notch（ Tan-1）
遺 伝 子 の ヒ ト 相 同 体 は 、 染 色 体 転 位 置 t（ 7； 9） （ q34； 34.3） に 関 与 し て お り 、 ヒ ト Tリ
ン パ 芽 球 性 新 生 物 に 切 断 型 （ truncated） 受 容 体 を 生 じ る 。 Notch-1は 、 マ ウ ス ・ リ ン パ 性
白 血 病 の プ ロ ウ イ ル ス の 組 込 み 部 位 で あ る 。 ま た 我 々 の デ ー タ は 、 Notchシ グ ナ リ ン グ の
異 常 が 、 骨 髄 性 白 血 病 に 関 与 す る で あ ろ う こ と を 示 唆 し て い る 。 特 に 、 Notch遺 伝 子 の 組
込 み に よ り 、 予 測 通 り Notchの 切 断 さ れ た 活 性 型 の 構 成 的 な 形 成 を 生 じ 、 32D細 胞 モ デ ル に
お い て G-CSFで 誘 導 さ れ る 骨 髄 性 の 分 化 を 妨 害 す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 し た が っ て 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ て い る 、 新 た に 発 見 さ れ た 遺 伝 子 配 列 ま た は マ ウ ス の
ゲ ノ ム 領 域 の 関 与 に よ り 、 疾 患 発 症 の 新 規 経 路 を 同 定 す る こ と 、 な ら び に 癌 の 、 特 に 白 血
病 の 病 原 性 に お け る 遺 伝 子 間 の 協 同 的 な 作 用 を よ り 適 切 に 理 解 す る こ と 、 し た が っ て 、 よ
り 適 切 に 疾 患 を 診 断 お よ び 治 療 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 明 細 書 で 報 告 し た 知 見 の 潜 在 的 重 要 性 は 、 マ ウ ス の 癌 に 限 定 さ れ な い 。 ま た 、 本 明 細
書 で 同 定 さ れ た マ ウ ス の ゲ ノ ム 領 域 の 多 く は 、 ヒ ト お よ び そ の 他 の 哺 乳 動 物 の 癌 発 症 に お
い て も 重 要 な 役 割 を 果 た す 。 マ ウ ス お よ び ヒ ト の 白 血 病 に 関 与 す る 遺 伝 子 の 例 は 、 例 え ば
癌 抑 制 遺 伝 子 Evi2/Nf1（ Buchbergら 、 Mol Cell Biol, 10, 4658-4666, 1990；  Shannonら
、 N Engl J Med, 330, 597-601, 1994；  Sideら 、 Blood, 92, 267-722, 1998） 、 ま た は
発 癌 遺 伝 子 Nmyc-1（ Hirvonenら 、 Leuk Lymphoma, 11, 197-205, 1993；  Setoguchiら 、 Mo
l Cell Biol, 9, 4515-4522, 1989） 、 Evil（ Morishitaら 、 Oncogene Res, 5, 221-231, 
1990；  Morishita Cell, 54, 831-840, 1988） 、 Evi6/Hoxa9（ Nakamuraら 、 Nat Genet, 1
2, 154-158, 1996；  Nakamuraら 、 Nat Genet, 12, 149-153, 1996） 、 Bcll/CyclinD1（ de
 Boerら 、 1997 Ann Oncol, 8, 109-117；  Silver & Buckler, J Virol, 60, 1156-1158, 
1986） 、 Erg（ Shimizuら 、 Proc Natl Acad Sci USA, 90, 10280-10284 1993；  Valkら 、 N
ucleic Acids Res, 25, 4419-4421, 1997） 、 ま た は spi-1/Pu.1（ Mueller BUら 、 Blood 1
01 （ 5） ： 2074, 2003） で あ る 。 現 在 公 知 の レ ト ロ ウ イ ル ス の ス ク リ ー ン で 同 定 さ れ た マ
ウ ス の 癌 遺 伝 子 の 概 要 は 、 イ ン タ ー ネ ッ ト ・ ア ド レ ス

上 で 見 出 す こ と が で き る 。 同 様 に 、 し た が っ て 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た 多 く の 遺 伝 子 は
、 ヒ ト に お い て も 癌 の 発 症 に 関 与 す る こ と が 予 測 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 突 然 変 異 は 、 成 長 因 子 、 生 長 因 子 受 容 体 、 お よ び そ の 他 の 膜 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺
伝 子 、 キ ナ ー ゼ 、 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 お よ び そ の 他 の 調 節 酵 素 、 転 写 調 節 因 子 、 な ら び に 生
存 お よ び ア ポ ト ー シ ス の プ ロ セ ス に 重 要 な タ ン パ ク 質 に お い て 頻 繁 に 観 察 さ れ る 。 複 数 の
「 白 血 病 遺 伝 子 」 、 例 え ば Ras（ Bos JLら 、 Blood. 69： 1237-41, 1987； Galiana C.ら 、 M
ol Carcinog. 14： 286-93, 1995；  van't Veerら 、 Oncogene 2： 157-65, 1988） 、 p53（ C
arson DA, Lois A., Lancet. 14； 346（ 8981） ： 1009-11, 1995） 、 NF-1（ McLaughlin ME
, Jacks T, Methods Mol Biol. 222： 223-237, 2003；  Nishi T, Saya H., Cancer Metas
tasis Rev. 10： 301-310, 1991） 、 ま た は C-kit（ Rubin BPら 、 Cancer Res. 61： 8118-81
21, 2001） が 、 特 定 の そ の 他 の タ イ プ の 悪 性 腫 瘍 の 原 因 と な る 疾 患 遺 伝 子 で あ る こ と が 証
明 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
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　 急 性 骨 髄 性 白 血 病 （ AML） は 、 成 人 の 急 性 白 血 病 で 最 も 頻 繁 な 形 態 で あ り 、 白 血 病 で 最
も 病 原 力 の あ る 形 態 の 1つ で あ り 、 異 な る 種 類 の 化 学 療 法 に よ っ て 治 療 さ れ な い 限 り 、 急
性 的 に 生 命 を 脅 か す 。 年 齢 を 含 む 種 々 の 臨 床 的 な パ ラ メ ー タ ー 、 お よ び 検 査 所 見 、 例 え ば
細 胞 遺 伝 学 的 な 特 徴 に よ っ て 決 定 さ れ る AMLサ ブ タ イ プ に 応 じ て 、 同 種 間 の 幹 細 胞 移 植 が
化 学 療 法 に よ る 緩 解 の 誘 導 を フ ォ ロ ー す る か も し れ な い 。 成 人 AMLの 5年 に わ た り 疾 患 が な
い 生 存 率 は 、 現 在 ほ ぼ 35～ 40%で あ る 。 予 後 の サ ブ タ イ プ 間 の よ り 優 れ た 区 別 が 可 能 な 、
お よ び 現 在 ま で 治 療 す る こ と が で き な か っ た 広 範 な 患 者 群 の た め の 新 た な 治 療 的 ス ト ラ テ
ジ ー が 可 能 な 、 よ り 正 確 な AML診 断 の 強 い 要 求 が あ る 。 現 在 利 用 可 能 な 実 験 技 術 で は 、 予
後 の 分 類 を す る こ と が で き る が 、 こ れ は い ま だ 決 し て 最 適 な も の で は な い 。 さ ら に 、 大 部
分 の 患 者 で は 、 満 足 に リ ス ク を 層 別 化 す る こ と が で き ず 、 依 然 と し て 大 多 数 の 患 者 は 、 現
在 利 用 可 能 な 治 療 様 式 で は 治 癒 さ れ な い 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 白 血 病 の 病 因 は 、 複 雑 で あ る 。 臨 床 的 に 明 ら か に な る 前 に 、 白 血 病 細 胞 は 、 通 常 の 血 液
細 胞 産 生 を 制 御 す る 調 節 遺 伝 子 に 後 天 性 の 複 数 の 欠 陥 を 有 す る 。 主 に こ れ ら の 遺 伝 子 が 、
ヒ ト AMLに お い て 見 い だ さ れ た 特 異 的 な 染 色 体 転 位 に 関 与 す る 重 要 な 染 色 体 領 域 に 位 置 し
て い た と い う 事 実 に よ っ て 、 ヒ ト 白 血 病 に お い て は こ れ ま で 、 こ れ ら の 遺 伝 子 の う ち の 少
数 だ け し か 同 定 さ れ て い な か っ た 。 マ ウ ス 、 特 に レ ト ロ ウ イ ル ス の タ ギ ン グ を 含 む も の に
お け る 研 究 で は 、 研 究 に つ き 比 較 的 小 数 の レ ト ロ ウ イ ル ス の 挿 入 お よ び 標 的 遺 伝 子 の み が
得 ら れ 、 そ れ に も か か わ ら ず 、 マ ウ ス 白 血 病 の 病 原 性 に 関 与 す る こ と が で き る 少 な く と も
数 百 の 遺 伝 子 が あ る こ と は 明 ら か に さ れ た 。 マ ウ ス と ヒ ト の 造 血 系 と の 間 の 強 力 な 保 存 に
基 づ い て 、 例 え ば 造 血 性 の 前 駆 細 胞 お よ び 調 節 因 子 （ 造 血 成 長 因 子 ） の 生 物 学 的 性 質 は 、
主 に 同 じ で あ る と い う 事 実 か ら 明 ら か で あ る よ う に 、 マ ウ ス 白 血 病 に 関 係 す る か な り の 割
合 の 遺 伝 子 （ ま た は 、 こ れ ら の 近 い フ ァ ミ リ ー ） が 、 ヒ ト 疾 患 の 発 生 に も 関 与 す る 可 能 性
が 非 常 に 高 い 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 現 在 開 示 さ れ て い る 遺 伝 子 が ヒ ト 白 血 病 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た す と い う 主 張 を 立 証
す る た め に 、 本 発 明 者 ら は 、 ヒ ト AMLの 288症 例 を 調 査 し た 。 こ れ ら は 、 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ
受 容 体 FLT3（ FLT3-ITD） を コ ー ド す る 遺 伝 子 内 部 に タ ン デ ム 複 製 を 有 す る AMLの 症 例 （ そ
の 特 徴 は 、 予 後 不 良 と 関 係 す る ） 、 な ら び に t（ 8； 21） 転 位 置 を 有 す る AMLの 症 例 ま た は t
（ 15； 17） 転 位 を 有 す る 患 者 （ そ の 特 徴 は 、 好 ま し い リ ス ク の カ テ ゴ リ ー 内 に 入 る ） か ら
な る 。 本 明 細 書 に 開 示 さ れ て い る 237遺 伝 子 の う ち の 126に つ い て 、 該 ヒ ト AMLの 288症 例 の
こ れ ら の 潜 在 的 な 関 与 に つ い て の 研 究 を 行 っ た 。 研 究 は 、 以 下 の 決 定 を 含 ん だ ： 1） 遺 伝
子 を 検 出 す る こ と が で き る か ど う か 、 2） 遺 伝 子 の 発 現 は 、 正 常 な ヒ ト 骨 髄 細 胞 に お け る
、 特 に 未 成 熟 の （ CD34+） サ ブ セ ッ ト に お け る 発 現 レ ベ ル か ら 有 意 に 逸 脱 し た か ど う か 、
お よ び 3） 現 在 ま で に 定 義 さ れ て い る AMLの 最 も 有 意 な 予 後 の サ ブ グ ル ー プ に お い て 差 動 的
に 発 現 さ れ る で あ ろ う こ れ ら の 遺 伝 子 が ど の 程 度 で あ る か 。 こ れ ら の 決 定 の 結 果 は 、 本 明
細 書 に 開 示 し た 遺 伝 子 が AMLの 検 出 お よ び 区 別 に お い て さ ら な る 診 断 力 を 提 供 す る こ と を
示 す 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 本 発 明 に 開 示 し た （ す な わ ち 、 表 1の ） 多 く の マ ウ ス の ゲ ノ ム 領 域 は 、 公 知 の 遺 伝 子 を
コ ー ド す る 、 す な わ ち 公 知 の マ ウ ス の 遺 伝 子 を コ ー ド す る が 、 骨 髄 性 白 血 病 の 発 症 に お い
て 、 こ れ ら の 遺 伝 子 の 関 連 は こ れ ま で に 認 識 さ れ な か っ た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 に 開 示 し た 腫 瘍 発 生 に 関 与 す る マ ウ ス の ゲ ノ ム 領 域 の 残 り は 、 未 知 の 核
酸 配 列 を 含 む 、 す な わ ち 現 代 の デ ー タ ベ ー ス に お い て 利 用 で き る 公 知 の マ ウ ス の 遺 伝 子 を
コ ー ド す る 、 お よ び す な わ ち 推 定 上 の 遺 伝 子 配 列 を 含 む 配 列 に 対 し て 何 ら の 有 意 な 相 同 性
も 示 さ な い 。 そ れ に も か か わ ら ず 、 表 1に 一 覧 を 示 し た 全 て の 核 酸 配 列 に つ い て 、 骨 髄 性
白 血 病 の 発 症 に お け る こ れ ら の マ ウ ス の ゲ ノ ム 領 域 の 関 与 を 証 明 し た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 こ れ ら の マ ウ ス の ゲ ノ ム 領 域 が 、 骨 髄 性 白 血 病 の 発 生 に 関 与 す る と い う 知 見 は 、 白 血 病
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の そ の 他 の 形 態 ま た は さ ら に そ の 他 の 癌 に お け る こ れ ら の 役 割 を 排 除 す る も の で は な い 。
し た が っ て 、 表 1に 一 覧 を 示 し た マ ウ ス の ゲ ノ ム 領 域 は ま た 、 骨 癌 、 脳 腫 瘍 、 乳 癌 、 内 分
泌 系 癌 、 胃 腸 癌 、 婦 人 科 の 癌 、 頭 頚 部 癌 、 肺 癌 、 リ ン パ 腫 、 転 移 、 骨 髄 腫 、 小 児 癌 、 陰 茎
癌 、 前 立 腺 癌 、 肉 腫 、 皮 膚 癌 、 精 巣 癌 、 甲 状 腺 癌 、 お よ び 尿 路 癌 な ど の 癌 に お い て 重 要 な
役 割 を 果 た す で あ ろ う 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 本 発 明 は 、 一 つ の 局 面 に お い て 、 治 療 的 お よ び ／ ま た は 診 断 的 な 使 用 の た め に 適 切 な 核
酸 配 列 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 本 発 明 に 開 示 さ れ た マ ウ ス の ゲ ノ ム 領 域 は 、 治 療 的 方 法 お よ び 診 断 的 方 法 の 開 発 の た め
に 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 疾 患 の 段 階 を 決 定 す る た め の 診 断 ア ッ セ イ 法 が 開 発 さ れ る 可 能 性
が あ り 、 ま た よ り 穏 や か な 癌 ま た は 腫 瘍 の 進 行 に 対 し て 積 極 的 な 治 療 を 適 用 す る 際 に も 有
用 で あ ろ う 。 例 え ば 、 t（ 15； 17） の 転 位 は 、 分 化 し て い る 血 液 細 胞 の オ ー ル ト ラ ン ス ・
レ チ ノ イ ン 酸 （ ATRA） 受 容 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 に 突 然 変 異 を 生 じ 、 適 当 な 分 化 の た め に
必 要 と さ れ る ATRA受 容 体 活 性 が 障 害 さ れ る こ と が 知 ら れ て い る 。 そ の 結 果 、 細 胞 分 化 が 障
害 さ れ て 白 血 病 が 引 き 起 こ さ れ る 。 細 胞 を 分 化 さ せ る た め に 高 用 量 の ATRAを 投 与 す る こ と
は 、 現 在 十 分 に 受 け 入 れ ら れ て い る 治 療 法 で あ る 。 こ れ は 、 癌 の 分 子 機 構 に つ い て の 知 識
が 、 治 療 の た め の 重 要 な 意 味 を も た ら す こ と を 証 明 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 マ ウ ス の ゲ ノ ム 領 域 、 そ の 中 に 含 ま れ る 遺 伝 子 、 お よ び そ れ に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ
プ チ ド 、 な ら び に 本 発 明 の マ ウ ス の ゲ ノ ム 領 域 の 形 質 転 換 に よ る 影 響 を 受 け る 遺 伝 子 お よ
び そ れ に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド は 、 こ の よ う な 方 法 に 有 用 な 診 断 試 薬 を デ ザ イ ン
す る た め に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 さ ら に 、 誤 っ て 調 節 さ れ る 遺 伝 子 の 調 整 ま た は 遺 伝 子 発 現 産 物 は 、 癌 、 腫 瘍 進 行 、 過 剰
増 殖 性 の 細 胞 増 殖 、 な ら び に 付 随 す る 物 理 的 お よ び 生 物 学 的 な 徴 候 を 治 療 ま た は 改 善 す る
た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 本 明 細 書 に 提 供 さ れ る マ ウ ス の ゲ ノ ム 領 域 は 、 ア
ン チ セ ン ス 、 リ ボ ザ イ ム 、 抗 体 、 ワ ク チ ン 抗 原 、 お よ び 免 疫 系 誘 導 因 子 な ど の 治 療 に 有 用
な 核 酸 構 築 物 お よ び ポ リ ペ プ チ ド 組 成 物 に 使 用 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 本 発 明 は 、
診 断 の た め の 方 法 お よ び 試 薬 、 な ら び に 治 療 の た め の 方 法 お よ び 組 成 物 に 関 す る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 一 つ の 局 面 に お い て 、 全 長 cDNAお よ び 全 長 ヒ ト 遺 伝 子 お よ び プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 得 る た
め に 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た 一 連 の 1つ ま た は 複 数 の 癌 関 連 遺 伝 子 を 有 す る 核 酸 の 提 供 が
使 用 さ れ る 。 こ の よ う な 使 用 の 1つ は 、 遺 伝 子 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の
産 生 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
ポ リ ペ プ チ ド の 製 造
　 本 発 明 の マ ウ ス の ゲ ノ ム 領 域 に お い て コ ー ド さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 対 応 す る cDNA、
ま た は 全 長 遺 伝 子 は 、 そ の 中 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム （ ORF） を 同 定 す る た め の
コ ン ピ ュ ー タ ・ ア ル ゴ リ ズ ム を 使 用 す る こ と に よ っ て 同 定 し て も よ い 。 そ の 後 、 本 発 明 の
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 物 を 得 る た め に 、 完 全 も し く は 部 分 的 な コ ー ド 配 列 を 含 む 全 長 cDNA
を 合 成 に よ り 調 製 し て も よ く 、 適 切 な 発 現 系 に 結 合 し て も よ い 。 適 切 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
構 築 物 を 、 例 え ば 、 Sambrookら 、 （ 1989）  Molecular Cloning：  A Laboratory Manual, 
2nd ed. （ Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, N.Y.） に 記 載 さ れ て い る よ
う に 標 準 的 な 組 換 え DNA技 術 を 使 用 し て 精 製 す る 。 例 え ば 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ
ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド は 、 細 菌 、 酵 母 、 昆 虫 、 両 生 類 、 お よ び 哺 乳 動 物 の 系 を 含 む い ず
れ の 発 現 系 に お い て も 発 現 さ れ る 。 適 切 な ベ ク タ ー お よ び 宿 主 細 胞 は 、 米 国 特 許 第 5,654,
173号 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 細 菌 の 発 現 系 は 、 Changら 、 Nature （ 1978）  275： 615、 Goeddelら 、 Nature （ 1979）  
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281： 544、 Goeddelら 、 Nucleic Acids Res. （ 1980）  8： 4057； 欧 州 特 許 第 0036,776号 、
米 国 特 許 第 4,551,433号 、 DeBoerら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. （ USA） （ 1983）  80： 21-2
5、 お よ び Siebenlistら 、 Cell （ 1980）  20： 269に お い て 記 載 さ れ て い る も の を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 酵 母 の 発 現 系 は 、
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
に 記 載 さ れ て い る も の を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 昆 虫 の 異 種 遺 伝 子 の 発 現 は 、
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
に 記 載 さ れ て い る よ う に 達 成 さ れ る 。 多 数 の バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 株 お よ び 変 種 な ら び に 宿 主
か ら の 対 応 す る 許 容 で き る 昆 虫 宿 主 細 胞 は 、 Luckowら 、 Bio/Technology （ 1988）  6： 47-
55、 Millerら 、 Generic Engineering （ Setlow, J.K.ら 、 編 集 ） ,第 8巻 （ Plenum Publish
ing, 1986） , pp.277-279、 お よ び Maedaら 、 Nature （ 1985）  315： 592-594に お い て 記 載
さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 哺 乳 動 物 発 現 は 、 Dijkemaら 、 EMBO J. （ 1985）  4： 761, Gormanら 、 Proc. Natl. Acad
. Sci. （ USA） （ 1982）  79： 6777, Boshartら 、 Cell （ 1985）  41： 521、 お よ び 米 国 特
許 第 4,399,216号 に 記 載 さ れ て い る よ う に 達 成 さ れ る 。 哺 乳 動 物 発 現 の そ の 他 の 特 徴 は 、 H
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amお よ び Wallace, Meth. Enz. （ 1979）  58： 44、  Barnesお よ び Sato, Anal. Biochem. 
（ 1980）  102： 255、  米 国 特 許 第 4,767,704号 、 第 4,657,866号 、 第 4,927,762号 、 第 4,560
,655号 、 国 際 公 開 公 報 第 90/103430号 、 国 際 公 開 公 報 第 87/00195号 、 お よ び 米 国 特 許 第 RE 
30,985号 に 記 載 さ れ て い る よ う に 促 進 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 表 1に 一 覧 を 示 し た マ ウ ス の ゲ ノ ム 領 域 を 含 む か 、 ま た は そ の 中 に 含 ま れ る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 分 子 も し く は こ れ ら の 一 部 は 、 ベ ク タ ー の 分 子 を 配 置 す る こ と に よ っ て 増 殖 さ れ る
。 プ ラ ス ミ ド を 含 む ウ イ ル ス お よ び 非 ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー を 使 用 す る 。 プ ラ ス ミ ド の 選 択
は 、 増 殖 が 望 ま れ る 細 胞 の タ イ プ お よ び 増 殖 の 目 的 に 依 存 す る 。 大 量 に 所 望 の DNA配 列 を
増 幅 し 、 作 製 す る た め に は 、 特 定 の ベ ク タ ー が 有 用 で あ る 。 そ の 他 の ベ ク タ ー も 、 培 養 細
胞 で 発 現 さ せ る た め に 適 し て い る 。 さ ら に 他 の ベ ク タ ー も 、 ま る ご と の 動 物 ま た は ヒ ト の
細 胞 に 導 入 お よ び 発 現 さ せ る た め に 適 し て い る 。 適 切 な ベ ク タ ー の 選 択 は 、 十 分 に 当 該 技
術 分 野 に お け る 技 術 の 範 囲 内 で あ る 。 多 く の こ の よ う な ベ ク タ ー は 、 商 業 的 に 入 手 可 能 で
あ る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 典 型 的 に は ベ ク タ ー の 切 断 さ れ た 制 限 酵 素 部 位 に 対 し て 、 DN
Aリ ガ ー ゼ で の 接 着 に よ っ て ベ ク タ ー に 挿 入 さ れ る 。 あ る い は 、 所 望 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を イ ン ビ ボ で 相 同 的 組 換 え に よ っ て 挿 入 し て も よ い 。 典 型 的 に は 、 こ れ は 、 ベ ク タ ー に 対
し て 相 同 的 な 領 域 を 所 望 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 隣 接 し て 付 着 す る こ と に よ っ て 達 成 さ れ る
。 相 同 領 域 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ラ イ ゲ ー シ ョ ン に よ っ て 、 ま た は 例 え ば 相 同 領 域 お
よ び 所 望 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 部 分 の 両 方 を 含 む プ ラ イ マ ー を 使 用 す る ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反
応 法 に よ っ て 付 加 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 所 望 の 発 現 性 質 を 得 る た め に 適 切 に 制 御 配 列 に 結 合 さ れ る 。 こ れ
ら に は 、 プ ロ モ ー タ ー （ セ ン ス 鎖 の 5'末 端 ま た は ア ン チ セ ン ス 鎖 の 3'末 端 の い ず れ か に 付
着 さ れ る ） 、 エ ン ハ ン サ ー 、 タ ー ミ ネ ー タ ー 、 オ ペ レ ー タ ー 、 リ プ レ ッ サ ー 、 お よ び 誘 導
因 子 が 含 ま れ 得 る 。 プ ロ モ ー タ ー は 、 調 節 的 ま た は 構 成 的 で あ っ て も よ い 。 い く つ か の 状
況 に お い て は 、 組 織 特 異 的 ま た は 発 生 段 階 特 異 的 な プ ロ モ ー タ ー な ど の 、 条 件 つ き で 活 性
な プ ロ モ ー タ ー を 使 用 す る こ と が 望 ま し い で あ ろ う 。 こ れ ら は 、 ベ ク タ ー に 結 合 す る た め
に 、 上 記 し た 技 術 を 使 用 し て 所 望 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 結 合 さ れ る 。 当 該 技 術 分 野 に お い
て 公 知 の 任 意 の 技 術 が 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 核 酸 を 複 製 お よ び ／ ま た は 発 現 す る た め に 、 上 記 の 宿
主 細 胞 、 ま た は そ の 他 の 適 切 な 宿 主 細 胞 も し く は 生 物 体 の い ず れ か を 使 用 す る と き は 、 生
じ る 複 製 さ れ た 核 酸 、 RNA、 発 現 タ ン パ ク 質 、 ま た は ポ リ ペ プ チ ド も 宿 主 細 胞 も し く は 生
物 体 の 産 物 と し て 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。 産 物 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 任 意 の 適
切 な 手 段 に よ っ て 回 収 す る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 一 旦 ポ リ ペ プ チ ド に 対 応 す る 遺 伝 子 が 同 定 さ れ る と 、 そ の 発 現 は 、 遺 伝 子 が 由 来 す る 細
胞 に お い て 調 節 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 細 胞 の 内 因 性 遺 伝 子 は 、 米 国 特 許 第 5,641,67
0号 、 「 タ ン パ ク 質 の 製 造 お よ び タ ン パ ク 質 の 送 達 」 に て 開 示 し た よ う に 外 来 性 の 制 御 配
列 に よ っ て 調 節 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
分 泌 型 お よ び 膜 結 合 型 の ポ リ ペ プ チ ド の 同 定
　 マ ウ ス の ゲ ノ ム 領 域 に お い て コ ー ド さ れ る か 、 ま た は 任 意 の 形 で こ れ に よ り 影 響 を 受 け
る 分 泌 型 お よ び 膜 結 合 型 の ポ リ ペ プ チ ド は 両 方 と も 、 関 心 対 象 と な る 。 例 え ば 、 分 泌 型 ポ
リ ペ プ チ ド の レ ベ ル は 、 血 液 ま た は 尿 な ど の 体 液 中 で 都 合 よ く ア ッ セ イ す る こ と が で き る
。 膜 結 合 型 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 ワ ク チ ン の 抗 原 を 構 築 す る た め 、 免 疫 応 答 を 誘 導 す る た め
、 ま た は 細 胞 全 体 の 診 断 の た め に 有 用 で あ る 。 こ の よ う な 抗 原 は 、 膜 結 合 型 ポ リ ペ プ チ ド
の 細 胞 外 領 域 の 全 部 ま た は 一 部 を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 分 泌 型 お よ び 膜 結 合 型 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 隣 接 す る 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 の 断 片 を 含 む た め 、
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疎 水 性 を 予 測 す る ア ル ゴ リ ズ ム を こ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド を 同 定 す る た め に 使 用 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 シ グ ナ ル 配 列 は 通 常 、 細 胞 表 面 に ポ リ ペ プ チ ド を 向 け る た め に 、 分 泌 型 お よ び 膜 結 合 型
の 両 方 の ポ リ ペ プ チ ド 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る 。 シ グ ナ ル 配 列 は 、 通 常 疎 水 性 残 基 の
範 囲 （ stretch） を 備 え て い る 。 こ の よ う な シ グ ナ ル 配 列 は 、 ヘ リ ッ ク ス 構 造 内 に 折 り た
た む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 膜 結 合 型 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 典 型 的 に は 、 膜 を 横 断 し 得 る 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 の 範 囲 を 有 す
る 少 な く と も 1つ の 膜 貫 通 領 域 を 含 む 。 ま た 、 い く つ か の 膜 貫 通 領 域 は 、 ヘ リ ッ ク ス 構 造
を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド 内 の 疎 水 性 断 片 は 、 コ ン ピ ュ ー タ ・ ア ル ゴ リ ズ ム を 使 用 す る こ と に よ っ て
同 定 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な ア ル ゴ リ ズ ム は 、 Hopp & Woods, Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA 78：  3824-3828 （ 1981） ；  Kyte & Doolittle, J. Mol. Biol. 157： 105- 132
 （ 1982） ；  お よ び  RAOAR algorithm, Degli Espostiら 、 Eur. J. Biochem. 190：  207-
219 （ 1990） を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 分 泌 型 お よ び 膜 結 合 型 の ポ リ ペ プ チ ド を 同 定 す る も う 一 つ の 方 法 は 、 表 1に 一 覧 を 示 し
た 本 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 翻 訳 し 、 少 な く と も 8個 の 隣 接 す る 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 が 存 在 す る か
ど う か を 決 定 す る こ と で あ る 。 少 な く と も 8個 ； よ り 典 型 的 に は 10個 ； さ ら に よ り 典 型 的
に は 12個 の 隣 接 す る 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 を 有 す る こ れ ら の 翻 訳 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 、 推 定 上
の 分 泌 型 ま た は 膜 結 合 型 ポ リ ペ プ チ ド の い ず れ か で あ る と 考 え ら れ る 。 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 は
、 ア ラ ニ ン 、 グ リ シ ン 、 ヒ ス チ ジ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 ロ イ シ ン 、 リ ジ ン 、 メ チ オ ニ ン 、 フ
ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 プ ロ リ ン 、 ス レ オ ニ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン 、 チ ロ シ ン 、 お よ び バ リ ン を 含
む 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド お よ び こ れ ら の 変 種 の 構 築
　 治 療 試 薬 の 開 発 の た め に 有 用 な ポ リ ペ プ チ ド は 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ て い る 遺 伝 子 ま た
は 推 定 上 の 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る も の を 含 む 。 ま た 、 こ れ ら の
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 遺 伝 暗 号 の 縮 重 に よ っ て 、 開 示 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 配 列 が 同
一 で な い 核 酸 に よ っ て も コ ー ド す る こ と が で き る 。 し た が っ て 本 発 明 は 、 そ の 範 囲 内 に 表
1に 一 覧 を 示 し た 遺 伝 子 配 列 の い ず れ か 1つ の 配 列 を 有 す る か 、 ま た は こ れ ら に 対 し て 実 質
的 に 相 同 的 な 配 列 を 有 す る 該 単 離 さ れ た 核 酸 に よ っ て 発 現 さ れ る タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ
プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 単 離 さ れ た 核 酸 を 含 む 。 ま た 、 変 異 体 、 断 片
、 お よ び 融 合 体 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド の 変 種 は 、 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。 変 異 体 は 、 ア ミ ノ
酸 の 置 換 、 付 加 、 ま た は 欠 失 を 含 み 得 る 。 ア ミ ノ 酸 置 換 は 、 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 も し く は
非 必 須 ア ミ ノ 酸 を 除 去 す る た め の （ 糖 鎖 形 成 部 位 、 リ ン 酸 化 部 位 、 も し く は ア セ チ ル 化 部
位 を 変 え る な ど の ） 、 ま た は 機 能 に 必 要 と さ れ な い 1つ も し く は 複 数 の シ ス テ イ ン 残 基 の
置 換 も し く は 欠 失 に よ っ て 誤 っ た 折 り 畳 み を 最 小 に す る た め の 置 換 で あ り 得 る 。 保 存 的 ア
ミ ノ 酸 置 換 は 、 置 換 さ れ た ア ミ ノ 酸 の 総 電 荷 、 疎 水 性 ／ 親 水 性 、 お よ び ／ ま た は 立 体 的 な
大 き さ を 維 持 す る も の で あ る 。 例 え ば 、 以 下 の 群 の 間 で の 置 換 は 、 保 存 的 で あ る 。
　
　
　
　
適 切 な コ ド ン を 選 択 し て 対 応 す る 変 種 を 構 築 す る た め に 、 遺 伝 暗 号 を 使 用 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
小 分 子 阻 害 剤
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　 小 分 子 阻 害 剤 は 通 常 、 す で に 存 在 す る 化 合 物 ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 、
ま た は 腫 瘍 発 生 に 関 与 す る 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 構 造 に 基 づ い て 化 合
物 を デ ザ イ ン す る こ と に よ っ て 得 る こ と が で き る 化 学 成 分 で あ る 。 簡 潔 に は 、 少 な く と も
タ ン パ ク 質 断 片 の 構 造 を 核 磁 気 共 鳴 ま た は X線 結 晶 学 の い ず れ か に よ っ て 決 定 す る 。 こ の
構 造 に 基 づ い て 、 化 合 物 の 仮 想 ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う 。 選 択 し た 化 合 物 を 医 薬 品 化 学 お よ
び ／ ま た は コ ン ビ ナ ト リ ア ル ・ ケ ミ ス ト リ ー を 使 用 し て 合 成 し 、 そ の 後 に イ ン ビ ト ロ お よ
び イ ン ビ ボ で 、 タ ン パ ク 質 に 対 す る こ れ ら の 阻 害 作 用 に つ い て 解 析 す る 。 こ の 工 程 は 、 化
合 物 が 所 望 の 阻 害 作 用 に よ っ て 選 択 さ れ る ま で 繰 り 返 す こ と が で き る 。 化 合 物 の 最 適 化 後
、 適 切 な 動 物 モ デ ル 系 を 使 用 し て 、 そ の 毒 性 プ ロ フ ィ ー ル お よ び 癌 治 療 と し て の 有 効 性 を
イ ン ビ ボ に お い て 試 験 す る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 膜 結 合 型 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド し な い 差 動 的 に 発 現 さ れ た 遺 伝 子 を 、 小 分 子 阻 害 剤 の 開
発 の た め の 標 的 と し て 選 択 す る 。 標 的 タ ン パ ク 質 の 表 面 上 の 小 分 子 に つ い て 推 定 上 の 結 合
部 位 ま た は ポ ケ ッ ト を 同 定 す る た め に 、 こ れ ら の 標 的 の 三 次 元 構 造 を 標 準 的 な 結 晶 化 技 術
に よ っ て 決 定 す る （ de Vosら 、 1988, Science 239： 888-93；  Williamsら 、 2001, Nat St
ruct Biol 8： 838-42） 。 同 定 さ れ た 結 合 部 位 の 機 能 的 な 重 要 性 を 確 認 す る た め に 、 さ ら
な る 変 異 解 析 を 行 っ て も よ い 。 そ の 後 、 小 分 子 ラ イ ブ ラ リ ー の 仮 想 ス ク リ ー ニ ン グ の た め
に 、 Cerius2（ Molecular Simulations Inc., San Diego, CA, USA） お よ び Ludi/ACD（ Acc
elrys Inc., San Diego, CA, USA） ソ フ ト ウ ェ ア を 使 用 す る （ Bohm. 1992 J Comp Aided 
Molec Design 6： 61-78） 。 こ れ ら の プ ロ グ ラ ム に よ っ て 潜 在 的 な 結 合 体 と し て 同 定 さ れ
た 化 合 物 を コ ン ビ ナ ト リ ア ル ・ ケ ミ ス ト リ ー に よ っ て 合 成 し 、 標 準 的 な イ ン ビ ト ロ お よ び
イ ン ビ ボ で の ア ッ セ イ 法 に よ っ て 、 標 的 に 対 す る 結 合 親 和 性 に つ い て 、 な ら び に こ れ ら の
標 的 タ ン パ ク 質 の 機 能 の 阻 害 能 力 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 新 規 の 小 分 子 の 合 理 的 な
開 発 に 加 え て 、 既 存 の 小 分 子 化 合 物 ラ イ ブ ラ リ ー を こ れ ら の ア ッ セ イ 法 を 使 用 し て ス ク リ
ー ニ ン グ し 、 リ ー ド 化 合 物 を 作 製 す る 。 そ の 後 、 小 分 子 の 結 合 を ど の よ う に 改 善 す る こ と
が で き る か と い う 情 報 を 得 る た め に 、 同 定 さ れ た リ ー ド 化 合 物 を 標 的 と 共 に 結 晶 化 す る （
Zeslawskaら 、 2000, J Mol Biol 301： 465-75） 。 こ れ ら の 知 見 に 基 づ い て 、 新 規 の 化 合
物 を デ ザ イ ン 、 合 成 、 試 験 、 お よ び 共 結 晶 化 （ co-crystallize） す る 。 こ の 最 適 化 プ ロ セ
ス を 数 ラ ウ ン ド 繰 り 返 し て 、 首 尾 よ く そ の 標 的 タ ン パ ク 質 の 機 能 を 阻 害 す る 本 発 明 の 高 親
和 性 化 合 物 を 開 発 す る 。 最 後 に 、 化 合 物 の 毒 性 を 標 準 的 な ア ッ セ イ 法 を 使 用 し て 試 験 し て
（ MDS Pharma Services, Montreal, Quebec, Canadaに よ っ て 商 業 的 に 入 手 可 能 な サ ー ビ
ス ） 、 そ の 後 に 動 物 モ デ ル 系 で ス ク リ ー ニ ン グ す る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
リ ボ ザ イ ム
　 ト ラ ン ス に 切 断 す る 触 媒 RNA（ リ ボ ザ イ ム ） は 、 エ ン ド リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 有 す る R
NA分 子 で あ る 。 リ ボ ザ イ ム は 、 特 定 の 標 的 に 対 し て 特 異 的 に デ ザ イ ン さ れ 、 標 的 の メ ッ セ
ー ジ は 、 特 異 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ま な け れ ば な ら な い 。 こ れ ら は 、 細 胞 RNAの バ ッ
ク グ ラ ウ ン ド に お い て 部 位 特 異 的 に 任 意 の RNA種 を 切 断 す る よ う に デ ザ イ ン す る 。 切 断 事
象 に よ っ て mRNAが 不 安 定 に な り 、 タ ン パ ク 質 の 発 現 が 妨 げ ら れ る 。 重 要 な こ と に 、 表 現 型
の 効 果 を 検 出 す る こ と に よ っ て 、 イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ の 状 況 に お い て そ の 機 能 を 決
定 す る た め に 、 リ ボ ザ イ ム を 使 用 し て 未 知 の 機 能 を 持 つ 遺 伝 子 の 発 現 を 阻 害 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 1つ の 一 般 的 に 用 い ら れ る リ ボ ザ イ ム の モ チ ー フ は 、 ハ ン マ ー ヘ ッ ド で あ り 、 こ れ に 対
す る 基 質 配 列 の 要 求 は 、 最 小 で あ る 。 ハ ン マ ー ヘ ッ ド ・ リ ボ ザ イ ム の デ ザ イ ン は 、 Usman
ら 、 Current Opin. Struct. Biol. （ 1996）  6： 527-533に 開 示 さ れ て い る 。 Usmanは ま た
、 リ ボ ザ イ ム の 治 療 的 な 使 用 に つ い て も 論 議 し て い る 。 リ ボ ザ イ ム は ま た 、 Longら 、 FASE
B J. （ 1993）  7： 25；  Symons, Ann. Rev. Biochem. （ 1992）  61： 641；  Perrottaら 、
Biochem. （ 1992）  31： 16-17；  Ojwangら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. （ USA） （ 1992）  8
9： 10802-10806； お よ び 米 国 特 許 第 5,254,678号 に 記 載 さ れ て い る よ う に 調 製 し 、 使 用 す
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る こ と が で き る 。 HIV-I RNAの リ ボ ザ イ ム 切 断 は 、 米 国 特 許 第 5,144,019号 に 記 載 さ れ て お
り ； リ ボ ザ イ ム を 使 用 し て RNAを 切 断 す る 方 法 は 、 米 国 特 許 第 5,116,742号 に 記 載 さ れ て お
り ； な ら び に リ ボ ザ イ ム の 特 異 性 を 増 大 す る た め の 方 法 は 、 米 国 特 許 第 5,225,337号 お よ
び Koizumiら 、 Nucleic Acid Res. （ 1989）  17：  7059-7071に 記 載 さ れ て い る 。 ま た 、 ハ
ン マ ー ヘ ッ ド 構 造 の リ ボ ザ イ ム 断 片 の 調 製 お よ び 使 用 は 、 Koizumiら 、 Nucleic Acids Res
. （ 1989）  17： 7059-7071に 記 載 さ れ て い る 。 ヘ ア ピ ン 構 造 の リ ボ ザ イ ム 断 片 の 調 製 お よ
び 使 用 は 、 Chowriraお よ び Burke, Nucleic Acids Res. （ 1992）  20： 2835に 記 載 さ れ て
い る 。 ま た 、 リ ボ ザ イ ム は 、 Daubendiekお よ び Kool, Nat. Biotechnol. （ 1997）  15 （ 3
） ： 273-277に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 回 転 転 写 （ rolling transcription） に よ っ て 作 製
す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 リ ボ ザ イ ム の ハ イ ブ リ ダ イ ズ 領 域 は 、 修 飾 さ れ て い て も よ く 、 ま た は Hornお よ び Urdea,
 Nucleic Acids Res. （ 1989）  17： 6959-67に 記 載 さ れ て い る よ う に 調 製 し て も よ い 。 ま
た 、 リ ボ ザ イ ム の 基 本 構 成 は 、 当 業 者 に な じ み の あ る 方 法 で 化 学 的 に 変 更 し て も よ く 、 化
学 的 に 合 成 さ れ た リ ボ ザ イ ム は 、 単 量 体 単 位 に よ っ て 修 飾 さ れ た 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
誘 導 体 と し て 投 与 す る こ と が で き る 。 治 療 的 な 状 況 に お い て 、 リ ポ ソ ー ム を 媒 介 し た リ ボ
ザ イ ム の 送 達 に よ り 、 Birikhら 、 Eur. J. Biochem. （ 1997）  245： 1-16に 記 載 さ れ て い
る よ う に 、 細 胞 の 取 込 み が 改 善 さ れ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 リ ボ ザ イ ム の 治 療 的 お よ び 機 能 的 な ゲ ノ ム の 適 用 は 、 阻 害 さ れ る 遺 伝 子 の 一 部 の コ ー ド
配 列 に つ い て の 知 識 か ら 進 め ら れ る 。 し た が っ て 、 多 く の 遺 伝 子 に つ い て は 、 核 酸 配 列 は
有 効 な リ ボ ザ イ ム を 構 築 す る た め の 適 切 な 配 列 を 提 供 す る 。 標 的 切 断 部 位 は 、 標 的 配 列 中
で 選 択 さ れ 、 リ ボ ザ イ ム は 、 切 断 部 位 に 隣 接 す る 5'お よ び 3'ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 基 づ い て
構 築 さ れ る 。 標 的 コ ー ド 配 列 の mRNAを 標 的 と す る 単 量 体 お よ び 多 量 体 の ハ ン マ ー ヘ ッ ド ・
リ ボ ザ イ ム を 発 現 す る よ う に レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を デ ザ イ ン す る 。 標 的 mRNAを 切 断 す
る 能 力 に つ い て 、 こ れ ら の 単 量 体 お よ び 多 量 体 の リ ボ ザ イ ム を イ ン ビ ト ロ で 試 験 す る 。 リ
ボ ザ イ ム を 発 現 す る レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 安 定 的 に 細 胞 株 に 導 入 し て 、 ノ ー ザ ン ブ ロ
ッ ト 解 析 お よ び 逆 転 写 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 法 （ RT-PCR） に よ っ て 形 質 導 入 を 確 認 す る 。
疾 患 マ ー カ ー の 発 現 の 減 少 ま た は 標 的 mRNAの 遺 伝 子 産 物 の 減 少 な ど の 指 標 に よ っ て 、 標 的
mRNAの 不 活 性 化 に つ い て 細 胞 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
ア ン チ セ ン ス
　 ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 RNAと 特 異 的 に 結 合 す る よ う に デ ザ イ ン さ れ て お り
、 RNA-DNAま た は RNA-RNAハ イ ブ リ ッ ド の 形 成 を 生 じ る と 共 に 、 DNA複 製 、 逆 転 写 、 ま た は
メ ッ セ ン ジ ャ ー RNA翻 訳 を 停 止 す る 。 選 択 さ れ た 配 列 に 基 づ い た ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド は 、 対 応 す る 遺 伝 子 の 発 現 を 妨 害 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 典 型 的 に は 、 転 写 さ れ る 鎖 と し て ア ン チ セ ン ス 鎖 を
含 む ア ン チ セ ン ス 構 築 物 か ら の 発 現 に よ っ て 細 胞 内 で 作 製 さ れ る 。 ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド は 、 対 応 す る mRNAに 結 合 、 お よ び ／ ま た は 翻 訳 を 妨 害 す る 。 し た が っ て 、 ア ン チ
セ ン ス は 、 発 癌 遺 伝 子 の 発 現 の 阻 害 に 治 療 的 に 使 用 で き る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 ア ン チ セ ン ス RNAま た は ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド （ ア ン チ セ ン ス ODN
） は 両 者 と も 使 用 す る こ と が で き 、 ま た イ ン ビ ト ロ 合 成 も し く は 組 換 え DNA技 術 に よ っ て
調 製 し て も よ い 。 ど ち ら の 方 法 も 、 当 業 者 の 技 術 の 範 囲 内 で あ る 。 ODNは 、 完 全 な ア ン チ
セ ン ス RNAよ り も 小 さ く 、 し た が っ て こ れ ら は 、 よ り 容 易 に 標 的 細 胞 に 入 る こ と が で き る
と い う 利 点 を 有 す る 。 DNAseに よ る 消 化 を 回 避 す る た め に 、 ODNお よ び ア ン チ セ ン ス RNAを
化 学 的 に 修 飾 し て も よ い 。 所 望 の 標 的 細 胞 に タ ー ゲ テ ィ ン グ す る た め に 、 分 子 は 、 標 的 細
胞 上 に 見 い だ さ れ る 受 容 体 の リ ガ ン ド に 、 ま た は 標 的 細 胞 の 表 面 上 の 分 子 に 対 す る 抗 体 に
結 合 し て も よ い 。
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【 ０ １ ０ ５ 】
　 種 々 の 癌 の た め の ア ン チ セ ン ス 療 法 が 臨 床 段 階 に あ り 、 文 献 に お い て も 広 範 囲 に 論 議 さ
れ て き た 。 Reedは 、 腫 瘍 の Bcl-2遺 伝 子 に 向 け ら れ た ア ン チ セ ン ス 療 法 を 概 説 し ； 腫 瘍 細
胞 株 に お け る 遺 伝 子 導 入 を 媒 介 し た Bcl-2の 過 剰 発 現 は 、 多 く の 種 類 の 制 癌 剤 に 抵 抗 性 を
与 え た 。 （ Reed, J. C., N.C.L. （ 1997）  89： 988-990） 。 rasの ア ン チ セ ン ス 阻 害 剤 の
臨 床 的 な 開 発 の 可 能 性 が 、 Cowsert, L.M., Anti-Cancer Drug Design （ 1997）  12： 359-
371に よ っ て 論 議 さ れ て い る 。 さ ら な る 重 要 な ア ン チ セ ン ス 標 的 は 、 白 血 病 （ Geurtz, A.M
., Anti-Cancer Drug Design （ 1997）  12： 341-358） ； ヒ ト C-refキ ナ ー ゼ （ Monia, B.P
., Anti-Cancer Drug Design （ 1997）  12： 327-339） ； お よ び プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ C（ Mc
Grawら 、 Anti-Cancer Drug Design （ 1997）  12： 315-326を 含 む 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 ア ン チ セ ン ス 療 法 の 広 範 な 背 景 文 献 お よ び 臨 床 経 験 を を 考 え れ ば 、 当 業 者 は 、 さ ら な る
潜 在 的 な 療 法 と し て 本 発 明 の 選 択 さ れ た 核 酸 を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
RNAi
　 RNAiは 、 遺 伝 子 の 転 写 産 物 を 特 異 的 に タ ー ゲ ッ ト し て 、 ヌ ル ま た は 低 形 質 の 表 現 型 を 生
じ さ せ る た め の 相 同 的 な 二 本 鎖 RNAの 導 入 を い う 。 RNA干 渉 は 、 開 始 工 程 お よ び エ フ ェ ク タ
ー 工 程 が 必 要 で あ る 。 第 1の 工 程 で は 、 入 力 の 二 本 鎖 （ ds） RNAが ヌ ク レ オ チ ド 「 ガ イ ド 配
列 」 に 処 理 さ れ る 。 こ れ ら は 、 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 で あ っ て も よ い 。 ガ イ ド RNAは 、 RNA誘
導 性 サ イ レ ン シ ン グ 複 合 体 （ RISC） と 呼 ば れ る ヌ ク レ ア ー ゼ 複 合 体 に 組 み 込 ま れ 、 こ れ が
第 2の エ フ ェ ク タ ー 工 程 に お い て mRNAを 破 壊 す る よ う に 作 用 し て 、 塩 基 対 形 成 相 互 作 用 を
介 し て ガ イ ド RNAに よ っ て 認 識 さ れ る 。 し た が っ て 、 RNAi分 子 は 、 標 的 遺 伝 子 発 現 の サ イ
レ ン シ ン グ に お い て 非 常 に 強 力 な 二 本 鎖 RNA（ dsRNA） で あ る 。 本 発 明 は 、 表 1に 一 覧 を 示
し た 遺 伝 子 に 対 し て 相 補 的 な dsRNAを 提 供 す る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 ま た 、 dsRNAが そ れ 自 身 の 配 列 に 対 応 す る 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る 能 力 は 、 転 写 後 遺 伝
子 サ イ レ ン シ ン グ ま た は PTGSと 呼 ば れ て い る 。 細 胞 の 細 胞 質 に お い て 通 常 見 い だ さ れ る 唯
一 の RNA分 子 は 、 一 本 鎖 mRNA分 子 で あ る 。 細 胞 は 、 二 本 鎖 RNA、 dsRNAの 分 子 を 見 い だ し た
場 合 、 酵 素 を 使 用 し て 、 一 般 に 21塩 基 対 （ 二 重 ら せ ん の 約 2つ の タ ー ン ） を 含 む 断 片 に こ
れ ら を 切 断 す る 。 次 い で 、 そ れ ぞ れ の 断 片 の 2つ の 鎖 を ア ン チ セ ン ス 鎖 を 曝 露 す る の に 十
分 な よ う に 分 離 し て 、 そ の 結 果 、 mRNAの 分 子 上 の 相 補 的 な セ ン ス 配 列 と 結 合 す る こ と が で
き る 。 こ れ に よ り 、 そ の 領 域 の mRNAの 切 断 を ト リ ガ ー し 、 し た が っ て 、 こ れ が ポ リ ペ プ チ
ド に 翻 訳 さ れ る 能 力 を 破 壊 す る 。 特 定 の 遺 伝 子 に 対 応 す る dsRNAを 導 入 す る と 、 そ の 遺 伝
子 の 細 胞 の 内 因 性 発 現 を ノ ッ ク ア ウ ト す る と 考 え ら れ る 。 こ れ は 、 選 択 し た 時 間 に 特 定 の
組 織 に お い て 行 う こ と が で き る 。 単 に dsRNA断 片 を 細 胞 に 導 入 す る こ と が 不 利 と な る 可 能
性 は 、 遺 伝 子 発 現 が 一 時 的 に 減 少 さ れ る と い う こ と の み で あ る 。 し か し 、 抑 制 さ れ る 遺 伝
子 に 対 応 す る dsRNAを 連 続 的 に 合 成 す る こ と が で き る DNAベ ク タ ー を 細 胞 に 導 入 す る こ と に
よ っ て 、 よ り 永 続 的 な 解 決 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 RNAi分 子 は 、 当 業 者 に 周 知 の 方 法 に よ っ て 調 製 さ れ る 。 一 般 に 、 表 1に 一 覧 を 示 し た マ
ウ ス の ゲ ノ ム 領 域 の う ち の 少 な く と も 1つ の 配 列 に 実 質 的 に 相 同 的 で あ り 、 か つ 1つ ま た は
複 数 の 転 写 物 を 形 成 す る こ と が で き 、 該 マ ウ ス の 癌 遺 伝 子 の 転 写 産 物 （ の 一 部 ） と 部 分 的
に 完 全 な 二 本 鎖 （ ds） RNAを 形 成 す る こ と が で き る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 単 離 さ れ た 核
酸 配 列 は 、 RNAi分 子 と し て 機 能 す る で あ ろ う 。 二 重 鎖 の 領 域 は 、 ほ ぼ 10～ 250、 好 ま し く
は 10～ 100、 よ り 好 ま し く は 20～ 50ヌ ク レ オ チ ド の 間 の 長 さ で あ っ て も よ い 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 RNAi分 子 は 、 好 ま し く は 導 入 さ れ た 宿 主 細 胞 に お い て 組 換 え ベ ク タ ー か ら 発 現 さ れ 、 造
血 幹 細 胞 は 、 こ れ に 非 常 に 適 し て い る 。
【 ０ １ １ １ 】
ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ 突 然 変 異
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　 ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ 突 然 変 異 は 、 多 量 体 と し て 活 性 で あ る 対 応 す る タ ン パ ク 質 に つ い
て 容 易 に 作 製 さ れ る 。 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド は 、 野 生 型 ポ リ ペ プ チ ド （ そ の 他 の 対 立 遺 伝 子
か ら 作 製 さ れ る ） と 相 互 作 用 し 、 機 能 的 で な い 多 量 体 を 形 成 す る 。 し た が っ て 突 然 変 異 は
、 基 質 結 合 領 域 、 触 媒 領 域 、 ま た は 細 胞 局 在 領 域 に あ る 。 望 ま し く は 、 変 異 体 ポ リ ペ プ チ
ド は 過 剰 産 生 さ れ る 。 こ の よ う な 効 果 を 有 す る 点 突 然 変 異 を 作 製 す る 。 加 え て 、 タ ン パ ク
質 の 末 端 に 対 す る 種 々 の 長 さ の 異 な る ポ リ ペ プ チ ド の 融 合 に よ り 、 ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ
変 異 体 を 得 る こ と が で き る 。 一 般 的 な ス ト ラ テ ジ ー を ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ 変 異 体 を 作 製
す る た め に 利 用 で き る 。 Herskowitz, Nature （ 1987）  329： 219-222を 参 照 さ れ た い 。 こ
の よ う な 技 術 は 、 タ ン パ ク 質 の 機 能 を 決 定 す る た め に 有 用 な 機 能 喪 失 突 然 変 異 を 作 製 す る
た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ２ 】
プ ロ ー ブ お よ び 増 幅 プ ラ イ マ ー の 検 出
　 表 1に 一 覧 を 示 し た マ ウ ス の ゲ ノ ム 領 域 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 選 択 さ れ る か 、 ま た は
該 マ ウ ス の ゲ ノ ム 領 域 の 形 質 転 換 に よ る 影 響 を 受 け る 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 も し く は
こ れ ら の 相 補 物 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 8、 好 ま し く は 少 な く と も 10、 お よ び よ り 好 ま
し く は 少 な く と も 12の 近 接 す る ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ・ プ ロ ー ブ お よ び プ
ラ イ マ ー は 、 ヒ ト 染 色 体 の 同 定 お よ び こ れ ら の 遺 伝 子 の 転 写 レ ベ ル の 決 定 を 含 む 種 々 の 目
的 の た め に 使 用 さ れ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 ヌ ク レ オ チ ド ・ プ ロ ー ブ は 、 例 え ば 放 射 性 、 蛍 光 、 ビ オ チ ン 化 、 ま た は 化 学 発 光 標 識 で
標 識 し て 、 選 択 し た 特 定 の 標 識 に 適 切 な 周 知 の 方 法 に よ っ て 検 出 す る 。 ま た 、 中 期 染 色 体
の 標 品 に 対 し て ヌ ク レ オ チ ド ・ プ ロ ー ブ を ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る た め の プ ロ ト コ ル は 、 当
該 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。 ヌ ク レ オ チ ド ・ プ ロ ー ブ は 、 プ ロ ー ブ の ヌ ク レ オ チ ド 配
列 に 対 し て 相 補 的 な 染 色 体 標 品 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る で あ ろ
う 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 し て 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る プ ロ ー ブ は 、 そ の 他 の 無 関 係
な 配 列 で 与 え ら れ る バ ッ ク グ ラ ウ ン ド ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン よ り も 少 な く と も 5倍 、 1
0倍 、 ま た は 20倍 高 い 検 出 シ グ ナ ル を 与 え る は ず で あ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 ヌ ク レ オ チ ド ・ プ ロ ー ブ は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 応 す る 遺 伝 子 の 発 現 を 検 出 す る た め
に 使 用 す る 。 例 え ば 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト で は 、 mRNAを 電 気 泳 動 に よ っ て 分 離 し 、 プ ロ ー ブ
と 接 触 さ せ る 。 プ ロ ー ブ は 、 特 定 の サ イ ズ の mRNA種 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た と し て 検 出 さ れ
る 。 例 え ば 特 定 の 条 件 下 に お い て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 量 を 定 量 し て 、 発 現 の 相 対
量 を 決 定 す る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 プ ロ ー ブ は ま た 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 法 に よ る 増 幅 産 物 を 検 出 す る た め に 使 用 さ れ る
。 反 応 産 物 を プ ロ ー ブ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ て 、 ハ イ ブ リ ッ ド を 検 出 す る 。 細 胞 に 対 す る
イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の た め に プ ロ ー ブ を 使 用 し て 発 現 を 検 出 す る か 、
ま た は 染 色 体 彩 色 を 行 う 。 ま た 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 配 列 の 診 断 用 検 出 の た め に 、 プ
ロ ー ブ を イ ン ビ ボ で 使 用 す る こ と が で き る 。 プ ロ ー ブ は 、 典 型 的 に は 蛍 光 ま た は 発 光 標 識
に よ っ て 標 識 さ れ る 。 検 出 可 能 な 標 識 の そ の 他 の タ イ プ は 、 発 色 団 、 放 射 性 同 位 元 素 、 お
よ び 酵 素 な ど を 使 用 し て も よ い 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 特 異 的 な mRNAの 発 現 は 、 異 な る 細 胞 タ イ プ に お い て 変 化 さ せ る こ と が で き 、 組 織 特 異 的
に す る こ と が で き る 。 こ の 異 な る 細 胞 タ イ プ に お け る mRNAレ ベ ル の 変 化 を 核 酸 プ ロ ー ブ ・
ア ッ セ イ 法 で 利 用 し て 、 疾 患 段 階 を 決 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 表 1に 一 覧 を 示 し た
マ ウ ス の ゲ ノ ム 領 域 も し く は そ の 中 で の 形 質 転 換 に よ っ て 影 響 を 受 け る 遺 伝 子 の 核 酸 配 列
と 実 質 的 に 同 一 で あ る か 、 ま た は 相 補 的 な 核 酸 プ ロ ー ブ を 利 用 す る PCR法 、 分 枝 DNAプ ロ ー
ブ ・ ア ッ セ イ 法 、 ま た は ブ ロ ッ ト 技 術 に よ り 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 関 連 し た cDNA
ま た は mRNAの 有 無 を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ７ 】
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　 ヌ ク レ オ チ ド ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ 法 の 例 は 、 Urdeaら 、 PCT国 際 公 開 公 報
第 92/02526号 お よ び Urdeaら 、 米 国 特 許 第 5,124,246号 に 記 載 さ れ て お り 、 両 者 と も 参 照 と
し て 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 。 本 参 照 は 、 サ ン ド イ ッ チ ・ ヌ ク レ オ チ ド ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン ア ッ セ イ 法 の 例 を 記 載 し て い る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 あ る い は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 法 （ PCR） は 、 Mullisら 、 Meth. Enzymol. （ 1987）  1
55：  335-350； 米 国 特 許 第 4,683,195号 ； お よ び 米 国 特 許 第 4,683,202号 （ 全 て 参 照 と し て
本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る ） に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 少 量 の 標 的 核 酸 を 検 出 す る た め の
も う 一 つ の 手 段 で あ る 。 2つ の プ ラ イ マ ー ・ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ・ ヌ ク レ オ チ ド を 標 的 核 酸
と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ て 、 反 応 を プ ラ イ ム す る た め に 使 用 す る 。 プ ラ イ マ ー は 、 表 1に 一
覧 を 示 し た マ ウ ス の ゲ ノ ム 領 域 ま た は そ の 中 で の 形 質 転 換 に よ っ て 影 響 を 受 け る 遺 伝 子 の
核 酸 配 列 内 、 ま た は そ の 3'お よ び 5'の 配 列 か ら 構 成 さ れ て も よ い 。 あ る い は 、 プ ラ イ マ ー
が こ れ ら の 核 酸 配 列 に 対 し て 3'お よ び 5'に あ る 場 合 、 こ れ ら ま た は 相 補 物 に ハ イ ブ リ ダ イ
ズ さ せ る 必 要 は な い 。 そ れ で も プ ラ イ マ ー は 、 例 え ば 表 1に 一 覧 を 示 し た マ ウ ス の ゲ ノ ム
領 域 ま た は そ の 中 で の 形 質 転 換 に よ っ て 影 響 を 受 け る 遺 伝 子 の 核 酸 配 列 に 隣 接 す る 配 列 に
対 し て ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ て も よ い 。 鋳 型 と し て も と の 標 的 核 酸 を 使 用 し て 、 耐 熱 性 ポ リ
メ ラ ー ゼ に よ り 、 プ ラ イ マ ー か ら 標 的 核 酸 の コ ピ ー を 作 製 す る 。 大 量 の 標 的 核 酸 が ポ リ メ
ラ ー ゼ に よ っ て 作 製 さ れ た 後 、 こ れ を サ ザ ン ブ ロ ッ ト 法 な ど の 方 法 に よ っ て 検 出 す る 。 サ
ザ ン ブ ロ ッ ト 法 を 使 用 す る と き は 、 標 識 し た プ ロ ー ブ を 表 1に 一 覧 を 示 し た マ ウ ス の ゲ ノ
ム 領 域 も し く は そ の 中 で の 形 質 転 換 に よ っ て 影 響 を 受 け る 遺 伝 子 の 核 酸 配 列 ま た は 相 補 物
に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 さ ら に 、 mRNAま た は cDNAを 、 Sambrookら 、 "Molecular Cloning：  A Laboratory Manual
" （ New York, Cold Spring Harbor Laboratory, 1989） に 記 載 さ れ て い る 従 来 の ブ ロ ッ
ト 技 術 に よ っ て 検 出 す る こ と が で き る 。 ポ リ メ ラ ー ゼ 酵 素 を 使 用 し て mRNAか ら 作 製 さ れ た
mRNAま た は cDNAは 、 ゲ ル 電 気 泳 動 を 使 用 し て 精 製 お よ び 分 離 す る こ と が で き る 。 次 い で 、
ゲ ル 上 の 核 酸 を 固 体 支 持 体 （ 例 え ば ニ ト ロ セ ル ロ ー ス ） に ブ ロ ッ ト す る 。 固 体 支 持 体 を 標
識 し た プ ロ ー ブ に 曝 露 し 、 次 い で 洗 浄 し て ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ な い プ ロ ー ブ を す べ て 除 去
す る 。 次 に 、 標 識 プ ロ ー ブ を 含 む 二 重 鎖 を 検 出 す る 。 典 型 的 に は 、 プ ロ ー ブ を 放 射 能 で 標
識 す る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 加 え て 、 mRNAま た は cDNAは 、 プ ロ ー ブ ア レ イ を 使 用 す る こ と に よ っ て 検 出 す る こ と が で
き る 。 mRNAを 例 え ば 腫 瘍 組 織 か ら 得 て 、 そ こ か ら イ ン バ ー ス PCRに よ っ て cDNAを 作 製 す る
。 cDNAの 中 に 蛍 光 標 識 ヌ ク レ オ チ ド 類 似 体 を 組 み 入 れ る こ と に よ っ て 選 択 的 に 標 識 し 、 プ
ロ ー ブ ア レ イ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 。 発 現 レ ベ ル は 、 ア レ イ 上 の 対 応 す る ま た は そ れ ぞ
れ の プ ロ ー ブ 部 位 か ら 得 ら れ る 蛍 光 シ グ ナ ル の 強 度 か ら 決 定 さ れ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
抗 体 を 生 じ さ せ る た め の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 使 用
　 本 発 明 は 、 一 つ の 局 面 に お い て 、 治 療 お よ び ／ ま た は 診 断 の 用 途 の た め に 適 し た 抗 体 を
提 供 す る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 治 療 的 な 抗 体 は 、 表 1に 一 覧 を 示 し た マ ウ ス の ゲ ノ ム 領 域 ま た は こ れ ら の 領 域 で の 形 質
転 換 に よ っ て 影 響 を 受 け る 遺 伝 子 の 核 酸 配 列 に お い て （ 部 分 的 に ） コ ー ド さ れ る 遺 伝 子 の
発 現 産 物 と 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る 抗 体 を 含 む 。 遺 伝 子 産 物 に 直 接 結 合 す る こ と に
よ っ て 、 抗 体 は 、 例 え ば タ ン パ ク 質 の 場 合 は 立 体 障 害 に よ り 、 ま た は こ れ ら の タ ン パ ク 質
の 機 能 的 な 領 域 を 少 な く と も 1つ 遮 断 す る こ と に よ っ て 、 こ れ ら の 標 的 の 機 能 に 影 響 し て
も よ い 。 し た が っ て こ れ ら の 抗 体 は 、 遺 伝 子 産 物 の 機 能 の 阻 害 剤 と し て 使 用 し て も よ い 。
こ の よ う な 抗 体 は 、 例 え ば タ ン パ ク 質 の 機 能 に 関 連 し た 領 域 に 対 し て 作 製 し 、 そ の 後 、 こ
れ ら が 標 的 の 機 能 を 妨 害 す る 能 力 に つ い て 標 準 的 な 技 術 お よ び ア ッ セ イ 法 を 使 用 し て ス ク
リ ー ニ ン グ し て も よ い （ 例 え ば Schwartzberg, 2001, Crit Rev Oncol Hematol 40： 17-24
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；  Herbstら 、 Cancer 94： 1593-611,2002を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 あ る い は 、 抗 RNA抗 体 は 、 例 え ば 本 発 明 の 腫 瘍 関 連 遺 伝 子 の メ ッ セ ン ジ ャ ー を サ イ レ ン
シ ン グ す る 際 に 有 用 で あ ろ う 。 も う 一 つ の 選 択 肢 に お い て 、 抗 体 は 、 例 え ば 標 的 と さ れ た
タ ン パ ク 質 ま た は 核 酸 の 機 能 に 影 響 を 及 ぼ す よ う に シ グ ナ リ ン グ 経 路 の メ ン バ ー に 結 合 す
る こ と に よ っ て 、 間 接 的 に こ れ ら の 標 的 の 機 能 に 影 響 を 及 ぼ す た め に 使 用 し て も よ い 。 さ
ら に も う 一 つ の 選 択 肢 に お い て 、 治 療 的 な 抗 体 は 、 1つ ま た は 複 数 の 毒 性 化 合 物 で あ っ て
、 標 的 ま た は 標 的 細 胞 に 対 し て 運 搬 抗 体 が 結 合 す る こ と に よ っ て こ れ ら に 対 し て 効 果 を 発
揮 す る 毒 性 化 合 物 を 有 し て い て も よ い 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 診 断 目 的 の た め に は 、 上 記 と 同 様 の 抗 体 、 好 ま し く は 本 発 明 の 遺 伝 子 の 発 現 産 物 に 結 合
で き る も の を 使 用 し て も よ く 、 遺 伝 子 産 物 の 検 出 を 可 能 に す る た め に 蛍 光 、 発 光 、 ま た は
同 位 元 素 標 識 の な ど の 検 出 可 能 な 標 識 と 共 に 提 供 さ れ る 。 好 ま し く は 、 こ の よ う な 診 断 用
抗 体 は 、 膜 結 合 型 標 的 タ ン パ ク 質 な ど の 細 胞 の 外 層 膜 に 存 在 す る タ ン パ ク 質 標 的 を タ ー ゲ
テ ィ ン グ す る 。 特 定 の タ イ プ の 癌 を 診 断 す る た め の 抗 体 の 使 用 は 、 当 業 者 に 公 知 で あ る （
Syrigosら 、 1999, Hybridoma 18： 219-24） 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 本 発 明 に 使 用 さ れ る 抗 体 は 、 ト リ お よ び 哺 乳 動 物 （ 例 え ば 、 ヒ ト 、 マ ウ ス 、 ロ バ 、 ヒ ツ
ジ 、 ウ サ ギ 、 ヤ ギ 、 モ ル モ ッ ト 、 ラ ク ダ 、 ウ マ 、 ま た は ニ ワ ト リ ） を 含 む い ず れ の 動 物 由
来 で あ っ て も よ い 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 ヒ ト ま た は ヒ ト 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
で あ る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 ヒ ト 」 抗 体 は 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の ア ミ ノ 酸 配
列 を 有 す る 抗 体 を 含 み 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン ・ ラ イ ブ ラ リ ー （ ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 に
相 同 的 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 の 合 成 物 ラ イ ブ ラ リ ー を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） か
ら 、 ま た は ヒ ト 遺 伝 子 か ら 抗 体 を 発 現 す る マ ウ ス か ら 単 離 さ れ た 抗 体 を 含 む 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 ヒ ト 抗 体 の イ ン ビ ボ で の 治 療 的 ま た は 診 断 的 使 用 、 お よ び イ ン ビ ト ロ で の 検 出 ア ッ セ イ
法 を 含 む い く つ か の 使 用 に つ い て は 、 ヒ ト ま た は キ メ ラ 抗 体 を 使 用 す る こ と が 好 ま し い で
あ ろ う 。 完 全 な ヒ ト 抗 体 は 、 特 に ヒ ト 対 象 の 治 療 的 な 処 置 に と っ て 望 ま し い 。 ヒ ト 抗 体 は
、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 ま た は ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 に 相 同 的 な 合 成 配 列 に 由 来 す る
抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー を 使 用 し て 、 上 記 さ れ て い る フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 方 法 を 含 む 当 該 技 術
分 野 に お い て 公 知 の 種 々 の 方 法 に よ っ て 作 製 す る こ と が で き る 。 米 国 特 許 第 4,444,887号
お よ び 第 4,716,111号 ； な ら び に PCT刊 行 物 国 際 公 開 公 報 第 98/46645号 、 国 際 公 開 公 報 第 98
/50433号 、 国 際 公 開 公 報 第 98/24893号 、 お よ び 国 際 公 開 公 報 98/16654号 （ そ れ ぞ れ が 、 そ
の 全 体 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る ） も 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 使 用 さ れ る 抗 体 は 、 す な わ ち 共 有 結 合 で 結 合 す る よ う に 抗 体 に 対
し て 任 意 の 種 類 の 分 子 を 共 有 結 合 す る こ と に よ っ て 修 飾 さ れ た 誘 導 体 を 含 む 。 加 え て 、 誘
導 体 は 、 1つ ま た は 複 数 の 非 典 型 的 （ non-classical） な ア ミ ノ 酸 を 含 ん で い て も よ い 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 本 発 明 の 特 定 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 で 使 用 さ れ る 抗 体 は 、 非 修 飾 抗 体 と 比 較 し た と き
に 、 哺 乳 動 物 、 好 ま し く は ヒ ト に お い て 延 長 さ れ た 半 減 期 を 有 す る 。 増 大 さ れ た イ ン ビ ボ
半 減 期 を 有 す る こ れ ら の 抗 体 ま た は 抗 原 結 合 性 断 片 は 、 当 業 者 に 公 知 の 技 術 に よ っ て 作 製
す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 PCT刊 行 物 国 際 公 開 公 報 第 97/34631号 を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 方 法 に 使 用 さ れ る 抗 体 は 、 単 鎖 抗 体 で あ る 。 単 鎖 抗 体 の
デ ザ イ ン お よ び 構 築 は 、 Marascoら 、 1993, Proc Natl Acad Sci 90： 7889-7893に 記 載 さ
れ て お り 、 そ の 全 体 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 で 使 用 さ れ る 抗 体 は 、 細 胞 内 エ ピ ト ー プ と 結 合 す る 、 す な
わ ち イ ン ト ラ ボ デ ィ ー で あ る 。 イ ン ト ラ ボ デ ィ ー は 、 少 な く と も 免 疫 特 異 的 に 抗 原 を 結 合
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す る こ と が で き る 抗 体 の 少 な く と も 一 部 分 を 含 み 、 好 ま し く は そ の 分 泌 の た め の コ ー ド 配
列 を 含 ま な い 。 こ の よ う な 抗 体 は 、 細 胞 内 で そ の 抗 原 を 結 合 す る 。 一 つ の 態 様 に お い て 、
イ ン ト ラ ボ デ ィ ー は 、 単 鎖 Fv（ 「 sFv」 ） を 含 む 。 sFvの 概 説 に つ い て は 、 The Pharmacolo
gy of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg and Moore eds. Springer-Verlag,
 New York, pp. 269-315 （ 1994） の Pluckthunを 参 照 さ れ た い 。 さ ら な る 態 様 に お い て 、
イ ン ト ラ ボ デ ィ ー は 、 好 ま し く は 動 作 可 能 な 分 泌 配 列 を コ ー ド せ ず 、 し た が っ て 細 胞 内 に
残 る （ 一 般 に Marasco, WA, 1998, "Intrabodies：  Basic Research and Clinical Gene T
herapy Applications" Springer： New Yorkを 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 イ ン ト ラ ボ デ ィ ー の 作 製 は 、 当 業 者 に 周 知 で あ り 、 例 え ば 米 国 特 許 第 6,004,940号 ； 第 6
,072,036号 ； 第 5,965,371号 に 記 載 さ れ て お り 、 こ れ ら は 、 そ の 全 体 が 参 照 と し て 本 明 細
書 に 組 み 入 れ ら れ る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 イ ン ト ラ ボ デ ィ ー は 、 細 胞 質 に お い て 発 現 さ れ る 。 そ の 他 の 態 様
に お い て 、 イ ン ト ラ ボ デ ィ ー は 、 細 胞 内 の 様 々 な 位 置 に 局 在 さ れ る 。 こ の よ う な 態 様 で は
、 イ ン ト ラ ボ デ ィ ー を 特 異 的 な 位 置 に 向 け る た め に 、 特 異 的 な 局 在 化 配 列 を ヌ ク レ オ チ ド
内 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 本 発 明 の 方 法 に 使 用 さ れ る 抗 体 ま た は こ れ ら の 断 片 は 、 抗 体 の 合 成 の た め の 当 該 技 術 分
野 に お い て 公 知 の 任 意 の 方 法 に よ っ て 、 特 に 化 学 合 成 に よ っ て 、 ま た は 好 ま し く は 、 組 換
え 発 現 技 術 に よ っ て 産 生 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 、 組 換 え 技 術 、 お よ び フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ
イ 技 術 、 ま た は こ れ ら の 組 み 合 わ せ の 使 用 を 含 む 公 知 の 多 種 多 様 な 技 術 を 使 用 し て 調 製 す
る こ と が で き る 。 例 え ば 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 の も の 、 お
よ び 例 え ば Harlowら 、 Antibodies：  A Laboratory Manual, （ Cold Spring Harbor Labor
atory Press, 2nd ed. 1988） ； 　 Monoclonal Antibodies and T-Cell Hybridomas 563-6
81 の Hammerlingら （ Elsevier, N.Y., 1981） （ 該 参 照 は 、 そ の 全 体 が 参 照 と し て 組 み 入
れ ら れ る ） の 教 示 を 含 む ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 を 使 用 し て 産 生 す る こ と が で き る 。 本 明 細 書
に お い て 使 用 さ れ る 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 と い う 用 語 は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 で 産 生 さ
れ る 抗 体 に 限 定 さ れ る 。 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 と い う 用 語 は 、 真 核 生 物 、 原 核 生 物 、 ま
た は フ ァ ー ジ ク ロ ー ン の い ず れ か を 含 む 単 一 ク ロ ー ン に 由 来 す る 抗 体 を い い 、 そ れ を 産 生
す る 方 法 で は な い 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 本 発 明 の 抗 体 を 作 製 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 方 法 の 例 は
、 国 際 公 開 公 報 第 97/13844号 ； お よ び 米 国 特 許 第 5,580,717号 、 第 5,821,047号 、 第 5,571,
698号 、 第 5,780,225号 、 お よ び 第 5,969,108号 に 開 示 さ れ た も の を 含 み ； そ れ ぞ れ は 、 そ
の 全 体 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 上 記 の 参 照 に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 フ ァ ー ジ の 選 択 後 、 フ ァ ー ジ か ら 抗 体 コ ー ド 領 域
を 単 離 し 、 ヒ ト 抗 体 、 ま た は 他 の 任 意 の 所 望 の 抗 原 結 合 断 片 を 含 む 全 抗 体 を 作 製 す る た め
に も 使 用 し 、 例 え ば 後 述 す る よ う に 、 哺 乳 動 物 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 植 物 細 胞 、 酵 母 、 お よ び
細 菌 を 含 む 任 意 の 所 望 の 宿 主 に 発 現 す る こ と が で き る 。 ま た 、 Fab、 Fab'、 お よ び F（ ab'
） 2断 片 を 組 換 え で 産 生 す る 技 術 は 、 PCT刊 行 物 国 際 公 開 公 報 第 92/22324号 ；  Mullinaxら
、 1992, BioTechniques 12（ 6） ： 864-869お よ び Betterら 、 1988, Science 240： 1041-10
43（ 該 参 照 は 、 そ の 全 体 が 参 照 と し て 組 み 入 れ ら れ る ） に 開 示 さ れ た も の な ど の 当 該 技 術
分 野 に お い て 公 知 の 方 法 を 使 用 し て 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 治 療 的 に 有 用 な IgG、 IgA、 IgM、 お よ び IgE抗 体 を 産 生 す る こ と も で き る 。 ヒ ト 抗 体 を 産
生 す る た め の 技 術 の 概 要 に つ い て は 、 Lonberg and Huszar （ 1995, Int. Rev. Immunol. 
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13： 65-93） を 参 照 さ れ た い 。 ヒ ト 抗 体 お よ び ヒ ト ・ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る た め
の 技 術 、 な ら び に こ の よ う な 抗 体 を 産 生 す る た め の プ ロ ト コ ル の 詳 細 な 論 議 に つ い て は 、
例 え ば PCT刊 行 物 国 際 公 開 公 報 第 98/24893号 （ そ の 全 体 が 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 み 入 れ
ら れ る ） を 参 照 さ れ た い 。 加 え て 、 Medarex, Inc. （ Princeton, NJ） , Abgenix, Inc. 
（ Freemont, CA） お よ び Genpharm （ San Jose, CA） な ど の 会 社 は 、 上 記 し た も の と 同 様
の 技 術 を 使 用 し て 選 択 さ れ た 抗 原 に 対 す る ヒ ト 抗 体 を 提 供 す る た め に 関 与 し 得 る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 抗 体 、 そ の 誘 導 体 、 ま た は 類 似 体 （ 例 え ば 、 本 発 明 の 抗 体 の 重 鎖 も し く は 軽 鎖 ま た は そ
の 部 分 、 ま た は 本 発 明 の 単 鎖 の 抗 体 ） を 産 生 す る た め に 使 用 し た 組 換 え 発 現 に は 、 抗 体 を
コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 発 現 ベ ク タ ー の 構 築 お よ び 適 切 な 宿 主 細 胞 ま た は さ ら
に イ ン ビ ボ に お け る 該 ベ ク タ ー の 発 現 が 必 要 で あ る 。 一 旦 本 発 明 の 抗 体 分 子 、 ま た は 抗 体
の 重 鎖 も し く は 軽 鎖 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は そ れ ら の 一 部 分 （ 好 ま し く は
、 重 鎖 も し く は 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン を 含 む が 必 須 で は な い ） が 得 ら れ た な ら ば 、 当 該 技 術 分
野 に お い て 周 知 の 技 術 を 使 用 す る 組 換 え DNA技 術 に よ っ て 、 抗 体 分 子 の 産 生 の た め の ベ ク
タ ー を 作 製 し て も よ い 。 し た が っ て 、 抗 体 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド を 発 現 す る こ と に よ っ て タ ン パ ク 質 を 調 製 す る た め の 方 法 は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ
れ て い る 。 抗 体 コ ー ド 配 列 な ら び に 適 切 な 転 写 お よ び 翻 訳 制 御 シ グ ナ ル を 含 む 発 現 ベ ク タ
ー を 構 築 す る た め に 、 当 業 者 に 周 知 で あ る 方 法 を 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 方 法 は
、 例 え ば イ ン ビ ト ロ で の 組 換 え DNA技 術 、 合 成 技 法 、 お よ び イ ン ビ ボ で の 遺 伝 的 組 換 え を
含 む 。 し た が っ て 本 発 明 は 、 動 作 可 能 に プ ロ モ ー タ ー に 結 合 さ れ た 本 発 明 の 抗 体 分 子 、 抗
体 の 重 鎖 も し く は 軽 鎖 、 抗 体 も し く は そ の 一 部 分 の 重 鎖 も し く は 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン 、 ま た
は 重 鎖 も し く は 軽 鎖 CDRを コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 複 製 可 能 な ベ ク タ ー を 提
供 す る 。 こ の よ う な ベ ク タ ー は 、 抗 体 分 子 の 定 常 領 域 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含
ん で い て も よ く （ 例 え ば 、 PCT刊 行 物 国 際 公 開 公 報 第 86/05807号 ； PCT刊 行 物 国 際 公 開 公 報
第 89/01036号 ； お よ び 米 国 特 許 第 5,122,464号 を 参 照 さ れ た い ） 、 抗 体 の 可 変 ド メ イ ン を
完 全 な 重 鎖 、 完 全 な 軽 鎖 、 ま た は 完 全 な 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の 両 方 を 発 現 す る た め の こ の よ う
な ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し て も よ い 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 発 現 ベ ク タ ー を 、 従 来 の 技 術 に よ っ て 宿 主 細 胞 へ 導 入 し 、 次 い で 、 本 発 明 の 抗 体 を 産 生
す る た め に 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 を 従 来 の 技 術 に よ っ て 培 養 す る 。 し た が っ て 本
発 明 は 、 動 作 可 能 に 異 種 プ ロ モ ー タ ー に 結 合 さ れ た 本 発 明 の 抗 体 も し く は そ の 断 片 、 ま た
は そ の の 重 鎖 も し く は 軽 鎖 、 ま た は そ の 一 部 分 、 ま た は 本 発 明 の 単 鎖 抗 体 を コ ー ド す る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 二 重 鎖 抗 体 の 発 現 の た め の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 下 記 に 詳 述 し
た よ う に 、 完 全 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の 発 現 の た め に 、 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の 両 方 を コ ー ド す
る ベ ク タ ー を 宿 主 細 胞 に 同 時 発 現 さ せ て も よ い 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 本 発 明 の 抗 体 分 子 を 発 現 す る た め に 、 種 々 の 宿 主 -発 現 ベ ク タ ー 系 を 利 用 し て も よ い （
上 記 を 参 照 ） 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 多 く の ウ イ ル ス に 基 づ い た 発 現 系 を 哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 で 利 用 し て も よ い 。 発 現 ベ ク タ ー
と し て ア デ ノ ウ イ ル ス が 使 用 さ れ る 場 合 、 関 心 対 象 の 抗 体 コ ー ド 配 列 は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス
の 転 写 ／ 翻 訳 制 御 複 合 体 、 例 え ば 後 期 プ ロ モ ー タ ー お よ び 三 部 （ tripartite） リ ー ダ ー 配
列 に 結 合 し て も よ い 。 次 い で 、 こ の キ メ ラ 遺 伝 子 を イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ で の 組 換 え
に よ っ て ア デ ノ ウ イ ル ス ・ ゲ ノ ム に 挿 入 し て も よ い 。 ウ イ ル ス ゲ ノ ム の 非 必 須 領 域 （ 例 え
ば 、 領 域 E1ま た は E3） に 挿 入 す る と 、 感 染 し た 宿 主 に お い て 生 存 可 能 か つ 抗 体 分 子 を 発 現
す る こ と が で き る 組 換 え ウ イ ル ス を 生 じ る で あ ろ う （ 例 え ば 、 Logan & Shenk, 1984, Pro
c. Natl. Acad. Sci. USA 81： 355-359を 参 照 さ れ た い ） 。 ま た 、 挿 入 さ れ た 抗 体 コ ー ド
配 列 の 効 果 的 な 翻 訳 の た め に 、 特 異 的 な 開 始 シ グ ナ ル が 必 要 と さ れ る か も し れ な い 。 こ れ
ら の シ グ ナ ル は 、 ATG開 始 コ ド ン お よ び 隣 接 し た 配 列 を 含 む 。 さ ら に 、 完 全 な 挿 入 断 片 の
翻 訳 を 確 実 に す る た め に 、 開 始 コ ド ン が 所 望 の コ ー ド 配 列 の 読 み 枠 と 同 調 し て い な け れ ば
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な ら な い 。 こ れ ら の 外 来 性 の 翻 訳 制 御 シ グ ナ ル お よ び 開 始 コ ド ン は 、 天 然 お よ び 合 成 の 両
者 の 種 々 の 起 源 の も の で あ る こ と が で き る 。 発 現 の 効 率 は 、 適 切 な 転 写 エ ン ハ ン サ ー 要 素
、 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー 、 そ の 他 を 含 め る こ と に よ っ て 増 強 し て も よ い （ 例 え ば 、 Bittner
ら 、 1987, Methods in Enzymol. 153： 516-544を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 一 旦 本 発 明 の 方 法 に 使 用 さ れ る 抗 体 分 子 が 組 換 え 発 現 に よ っ て 産 生 さ れ る と 、 例 え ば ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て （ 例 え ば 、 イ オ ン 交 換 、 親 和 性 、 特 に プ ロ テ イ ン Aの 後 の 特 異
的 抗 原 に 対 す る 親 和 性 、 お よ び サ イ ジ ン グ ・ カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ に よ っ て ） 、 遠 心 分
離 、 デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル 溶 解 度 、 ま た は タ ン パ ク 質 の 精 製 の た め の 任 意 の そ の 他 の 標 準 的
な 技 術 に よ っ て 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 を 精 製 す る た め の 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 任 意
の 方 法 に よ っ て 精 製 し て も よ い 。 さ ら に 、 本 発 明 の 抗 体 ま た は こ れ ら の 断 片 は 、 精 製 を 容
易 に す る た め に 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る か 、 ま た は 別 に 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 の
異 種 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に 融 合 さ せ て も よ い 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 上 記 し た よ う に 、 さ ら な る 局 面 に し た が っ て 、 本 発 明 は 、 治 療 に 使 用 さ れ る 上 記 記 載 の
通 り の 抗 体 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 治 療 的 な 処 置 の た め に 、 抗 体 を イ ン ビ ト ロ で 産 生 し て 、 こ れ ら が 必 要 な 対 象 に 適 用 し て
も よ い 。 抗 体 は 、 任 意 の 適 切 な 経 路 に よ っ て 、 好 ま し く は こ の よ う な 経 路 に 適 応 さ れ る 薬
学 的 組 成 物 の 形 態 で 、 お よ び 企 図 さ れ る 治 療 に 有 効 な 用 量 で 対 象 に 投 与 し て も よ い 。 疾 患
の 進 行 速 度 を 減 少 さ せ る た め 、 ま た は 疾 患 の 症 状 を 除 去 す る た め に 必 要 と さ れ る 抗 体 の 治
療 的 に 有 効 な 用 量 は 、 当 業 者 に よ り 容 易 に 決 め る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 あ る い は 抗 体 は 、 上 記 の 通 り に イ ン ビ ボ で の 抗 体 産 生 法 を 使 用 す る こ と に よ っ て 対 象 自
体 に よ っ て 産 生 さ れ て も よ い 。 適 切 に は 、 こ の よ う な イ ン ビ ボ で の 産 生 に 使 用 さ れ る ベ ク
タ ー は 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー （ 好 ま し く は 、 特 異 的 な 癌 細 胞 に 対 す る 標 的 細 胞 選 択 性 を 有 す
る ウ イ ル ス ベ ク タ ー ） で あ る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 そ の た め 、 な お さ ら な る 局 面 に し た が っ て 、 本 発 明 は 、 該 治 療 効 果 を 達 成 す る た め に 哺
乳 動 物 の 治 療 に 使 用 す る た め の 薬 剤 の 製 造 に お け る 上 記 記 載 の 通 り の 抗 体 の 使 用 を 提 供 す
る 。 治 療 は 、 所 望 の 治 療 効 果 を 達 成 す る た め に 十 分 な 用 量 の 薬 剤 の 投 与 を 含 む 。 治 療 は 、
抗 体 の 反 復 投 与 を 含 ん で い て も よ い 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 な お さ ら な る 局 面 に し た が っ て 、 本 発 明 は 、 所 望 の 治 療 効 果 を 達 成 す る た め に 十 分 な 用
量 の 上 記 記 載 の 通 り の 抗 体 の 投 与 を 含 む ヒ ト の 治 療 方 法 を 提 供 す る 。 治 療 効 果 は 、 骨 癌 、
脳 腫 瘍 、 乳 癌 、 内 分 泌 系 の 癌 、 胃 腸 の 癌 、 婦 人 科 の 癌 、 頭 頚 部 癌 、 白 血 病 、 肺 癌 、 リ ン パ
腫 、 転 移 、 骨 髄 腫 、 小 児 癌 、 陰 茎 癌 、 前 立 腺 癌 、 肉 腫 、 皮 膚 癌 、 精 巣 癌 、 甲 状 腺 癌 、 尿 路
癌 な ど の 様 々 な タ イ プ の 癌 の 軽 減 ま た は 予 防 、 特 に 膀 胱 、 頸 部 、 肺 、 結 腸 、 乳 房 、 前 立 腺
、 卵 巣 、 膵 臓 、 肝 臓 、 睾 丸 、 子 宮 、 骨 、 口 腔 、 お よ び 中 咽 頭 組 織 の 緩 解 ま た は 充 実 性 腫 瘍
の 再 発 の 予 防 で あ り 、 急 性 骨 髄 性 白 血 病 （ AML） 、 急 性 リ ン パ 球 性 白 血 病 （ ALL） 、 慢 性 骨
髄 性 白 血 病 （ CML） 、 お よ び 慢 性 リ ン パ 球 性 白 血 病 （ CLL） な ど の 白 血 病 が 好 ま し く 、 最 も
好 ま し く は AMLで あ る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 診 断 お よ び 治 療 的 な 抗 体 は 、 好 ま し く は キ ナ ー ゼ ま た は ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 標 的 と す る た
め に 、 こ れ ら の そ れ ぞ れ の 適 用 に 使 用 さ れ 、 細 胞 の 表 面 上 の 受 容 体 分 子 に 結 合 さ れ る こ と
が 多 い 。 し た が っ て 、 こ れ ら の 受 容 体 分 子 に 結 合 す る こ と が で き る 抗 体 は 、 そ れ ぞ れ の 受
容 体 に 結 合 す る こ と に よ り 、 キ ナ ー ゼ ま た は ホ ス フ ァ タ ー ゼ に 対 し て こ れ ら の 活 性 を 調 整
す る 効 果 を 及 ぼ す こ と が で き る 。 ま た 、 同 じ 理 由 か ら 、 抗 体 が 細 胞 外 に 存 在 す る 場 合 に 活
性 を 調 整 す る 効 果 を 発 揮 で き る 輸 送 タ ン パ ク 質 も 有 利 に タ ー ゲ テ ィ ン グ さ れ る で あ ろ う 。
シ グ ナ リ ン グ 分 子 と 共 に 上 記 の 標 的 は 、 よ り 有 効 な 治 療 法 と し て 、 本 発 明 の 抗 体 使 用 法 の
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好 ま し い 標 的 を 表 し 、 こ れ に よ り 、 お そ ら く 診 断 が よ り 簡 単 に な る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 診 断 用 抗 体 は 、 タ ン パ ク 質 の レ ベ ル の 変 化 ま た は そ の 中 の 構 造 変 化 を 測 定 す る た め の ア
ッ セ イ 法 に お い て 、 遺 伝 子 産 物 、 好 ま し く は タ ン パ ク 質 の 定 性 的 お よ び 定 量 的 な 検 出 の た
め に 適 切 に 使 用 す る こ と が で き る 。 タ ン パ ク 質 レ ベ ル は 、 例 え ば 免 疫 染 色 し た 癌 細 胞 の フ
ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 評 価 に よ っ て 、 例 え ば 細 胞 、 細 胞 抽 出 物 、 上 清 、 体 液 に お い て 決 定 し
て も よ い 。 ま た は 、 癌 、 好 ま し く は 白 血 病 の 診 断 の た め に 、 ELISAま た は RIA、 ウ エ ス タ ン
ブ ロ ッ ト 法 、 お よ び 画 像 技 術 （ 例 え ば 、 共 焦 点 レ ー ザ ー 走 査 顕 微 鏡 観 察 を 使 用 ） な ど の 定
量 的 タ ン パ ク 質 ア ッ セ イ 法 を 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 抗 体 と 組 み 合 わ せ て 使 用 し て も よ い
。
【 ０ １ ５ ０ 】
診 断 法 の た め の ア レ イ を 構 築 す る た め の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 使 用
　 本 発 明 の マ ウ ス の ゲ ノ ム 領 域 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド な ら
び に こ れ ら の 配 列 お よ び 遺 伝 子 産 物 は 、 癌 、 腫 瘍 の 発 達 、 高 増 殖 性 （ hyperproliferative
） の 増 殖 、 お よ び ／ ま た は 付 随 す る 生 物 学 的 も し く は 物 理 的 な 徴 候 の 発 生 を 決 定 す る た め
に 有 用 で あ る 。 特 に 、 マ ウ ス の ゲ ノ ム 領 域 を 示 す ポ リ ヌ ク レ オ チ ド な ら び に そ の 中 で の 形
質 転 換 に よ る 影 響 を 受 け る 遺 伝 子 お よ び コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド は 、 白 血 病 （ 例 え ば AM
L） の 発 生 を 決 定 す る た め に 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 癌 、 腫 瘍 の 発 達 、 高 増 殖 性 の 増 殖 、 お よ び ／ ま た は 付 随 す る 生 物 学 的 も し く は 物 理 的 な
徴 候 の 発 生 を 決 定 す る た め に 、 試 料 に お け る 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ／ ま た は コ
ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル を 体 の 組 織 、 細 胞 、 器 官 、 ま た は 体 液 の 正 常 な 対 照 レ ベ
ル と 比 較 す る 。 正 常 な 対 照 は 、 特 定 の 器 官 ま た は 組 織 ま た は 組 織 群 か ら の 細 胞 お よ び ／ ま
た は 体 全 体 に わ た っ た 細 胞 か ら の プ ー ル を 含 む こ と が で き る 。 こ の よ う な 測 定 の た め に は
、 当 該 技 術 分 野 に お い て 周 知 の 免 疫 ア ッ セ イ 法 ま た は 核 酸 ア ッ セ イ 法 を 使 用 す る こ と が で
き る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 試 料 と 正 常 な 対 照 と の 間 で 観 察 さ れ た 任 意 の 相 違 は 、 疾 患 ま た は 障 害 の 発 生 を 示 し 得 る
。 典 型 的 に は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル が 、
正 常 な 対 照 に お い て 見 い だ さ れ る も の よ り も 高 い 場 合 、 結 果 は 癌 、 腫 瘍 の 発 達 、 高 増 殖 性
の 増 殖 、 お よ び ／ ま た は 添 付 の 生 物 学 的 も し く は 物 理 的 な 徴 候 の 発 生 を 示 す 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 加 え て 、 本 マ ウ ス の ゲ ノ ム 領 域 は 、 癌 、 腫 瘍 の 発 達 、 高 増 殖 性 の 増 殖 、 お よ び ／ ま た は
付 随 す る 生 物 学 的 も し く は 物 理 的 な 徴 候 の 重 篤 さ な ら び に 発 生 を 診 断 す る た め に も 有 用 で
あ り 得 る 。 例 え ば 、 該 ゲ ノ ム 領 域 に 含 ま れ る か 、 ま た は そ の 中 で の 形 質 転 換 に よ る 影 響 を
受 け る 遺 伝 子 の 発 現 産 物 と 、 正 常 な 対 照 と の 試 料 中 で 観 察 さ れ る 相 違 が 大 き く な る に つ れ
、 特 に 正 常 な 対 照 と 比 較 し て よ り 高 い レ ベ ル が 観 察 さ れ る 場 合 に 、 障 害 の 重 篤 さ も 大 き く
な る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ ア レ イ は 、 試 料 中 の 多 数 の ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 を ア ッ セ イ す る こ と が で き る ハ イ ・ ス ル ー プ ッ ト 技 術 を 提 供 す る 。 こ の 技 術 は 、
診 断 用 と し て 、 お よ び コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 機 能 を 決 定 す る た め に 差 動 的 な 発 現 を 試
験 す る た め の ツ ー ル と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド ・ ア レ イ は 、 本 発 明 に よ る 診 断 組 成 物 の 特 定 の 態 様 を 構 成 す る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 ア レ イ を 作 製 す る た め に は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 二
次 元 の マ ト リ ッ ク ス ま た は ア レ イ の 基 体 上 に ス ポ ッ ト す る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 試 料 を 標
識 し 、 次 い で プ ロ ー ブ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と が で き る 。 一 旦 試 料 の 結 合 し て い な い
部 分 を 洗 い 流 し た 後 、 プ ロ ー ブ ・ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 結 合 し た
標 識 さ れ た 試 料 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 二 重 鎖 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 検 出 す る こ と が で き
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る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 プ ロ ー ブ ・ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ガ ラ ス 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス
な ど を 含 む 基 質 上 に ス ポ ッ ト す る こ と が で き る 。 プ ロ ー ブ は 、 共 有 結 合 ま た は 疎 水 的 相 互
作 用 な ど の 非 特 異 的 な 相 互 作 用 の い ず れ か に よ っ て 、 基 質 に 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 試
料 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 放 射 性 標 識 、 フ ル オ ロ フ ォ ア な ど を 使 用 し て 標 識 す る こ と が で き
る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 ア レ イ を 構 築 す る た め の 技 術 お よ び こ れ ら の ア レ イ を 使 用 す る 方 法 は 、
　
　
　
　
　
　
　
　
に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 さ ら に 、 ア レ イ は 、 遺 伝 子 の 差 動 的 な 発 現 を 検 査 す る た め に 使 用 す る こ と が で き 、 遺 伝
子 機 能 を 決 定 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 マ ウ ス の ゲ ノ ム 領 域 の 、 お よ び
そ の 中 で の 形 質 転 換 に よ る 影 響 を 受 け る 遺 伝 子 の 本 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ア レ イ は 、 例
え ば 任 意 の 配 列 が 正 常 細 胞 と 癌 細 胞 と の 間 で 差 動 的 に 発 現 さ れ て い る か を 決 定 す る た め に
使 用 す る こ と が で き る 。 癌 細 胞 に お け る 特 定 の メ ッ セ ー ジ （ 対 応 す る 正 常 細 胞 に お い て 観
察 さ れ な い ） の 高 発 現 は 、 癌 特 異 的 な タ ン パ ク 質 を 示 し 得 る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル 発 現
　 ま た 、 本 発 明 は 、 ヒ ト の 異 常 な 組 織 、 ま た は 疾 患 組 織 を 同 定 す る た め の 方 法 を 提 供 す る
。 特 異 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 応 す る 遺 伝 子 の 発 現 を 、 疾 患 が 疑 わ れ る 第 1の 組 織 と ヒ
ト の 第 2の 正 常 組 織 と の 間 で 比 較 す る 。 正 常 組 織 は 、 ヒ ト の 任 意 の 組 織 、 特 に 血 液 細 胞 、
脳 、 胸 腺 、 精 巣 、 心 臓 、 前 立 腺 、 胎 盤 、 脾 臓 、 小 腸 、 骨 格 筋 、 膵 臓 、 お よ び 結 腸 の 粘 膜 ラ
イ ニ ン グ （ lining） を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 、 マ ウ ス の ゲ ノ ム 領 域 に 関 連 し た 遺 伝
子 を 発 現 す る も の で あ る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 2つ の 組 織 に お け る マ ウ ス の ゲ ノ ム 領 域 に 関 連 し た 遺 伝 子 の 発 現 産 物 を 、 当 技 術 分 野 に
お い て 公 知 の い ず れ か の 手 段 に よ っ て 比 較 す る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 2つ の 組 織 に お け る マ ウ ス の ゲ ノ ム 領 域 に 関 連 し た mRNAを 比 較 す る 。 ポ リ A RNAを 、 当 技
術 分 野 に お い て 公 知 の よ う に 、 2つ の 組 織 か ら 単 離 す る 。 例 え ば 、 当 業 者 で あ れ ば 、 ノ ー
ザ ン ブ ロ ッ ト 法 お よ び ヌ ク レ オ チ ド ・ プ ロ ー ブ 法 を 使 用 し て 、 2つ の 組 織 の 間 の ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド に 関 連 し た mRNAの 転 写 産 物 の サ イ ズ ま た は 量 の 違 い を 容 易 に 決 定 す る こ と が で き
る 。 疾 患 が 疑 わ れ る 組 織 試 料 中 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 関 連 し た mRNAと 、 正 常 組 織 の 同 じ ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド に 関 連 し た mRNAの 発 現 と を 比 較 し た 発 現 の 増 大 ま た は 減 少 は 、 疾 患 の 徴 候
を 示 す 。
【 ０ １ ６ ２ 】
ペ プ チ ド 類 似 体 お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト の ス ク リ ー ニ ン グ
　 コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 中 か ら 、 受 容 体 な ど の 、 マ ウ ス の ゲ ノ ム 領 域 に 関 連 し た 遺
伝 子 お よ び 対 応 す る 全 長 遺 伝 子 の ポ リ ペ プ チ ド 発 現 産 物 は 、 結 合 パ ー ト ナ ー を 同 定 す る た
め の ペ プ チ ド ・ ラ イ ブ ラ リ ー ス ク リ ー ニ ン グ に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
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　 こ の よ う な 結 合 パ ー ト ナ ー は 、 癌 、 腫 瘍 の 発 達 、 高 増 殖 性 の 細 胞 増 殖 、 お よ び ／ ま た は
付 随 す る 生 物 学 的 ま た は 物 理 的 な 徴 候 を 治 療 す る 際 に 有 用 で あ り 得 る 。 例 え ば 、 表 1に 一
覧 を 示 し た マ ウ ス の ゲ ノ ム 領 域 の 1つ ま た は 複 数 に よ っ て コ ー ド さ れ る 膜 結 合 型 の ポ リ ペ
プ チ ド と 結 合 も し く は 相 互 作 用 す る こ と が で き る ペ プ チ ド ま た は そ の 他 の 化 合 物 は 、 治 療
的 に 有 用 で あ り 得 る 。 ま た 、 表 1に 一 覧 を 示 し た マ ウ ス の ゲ ノ ム 領 域 の 1つ も し く は 複 数 に
よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 任 意 の 高 次 構 造 を 変 え る こ と が で き る ペ プ チ ド ま た は
そ の 他 の 化 合 物 は 、 生 物 活 性 を 阻 害 す る こ と が で き 、 治 療 的 に 有 用 で あ り 得 る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 ペ プ チ ド の ラ イ ブ ラ リ ー は 、 米 国 特 許 第 5,010,175号 お よ び PCT国 際 公 開 公 報 第 91/17823
号 に 開 示 さ れ た 方 法 に し た が っ て 合 成 し て も よ い 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 シ グ ナ ル 伝 達 、 抗 体 結 合 、 受 容 体 結 合
、 分 裂 促 進 的 な ア ッ セ イ 法 、 走 化 性 ア ッ セ イ 法 な ど の 任 意 の 利 用 で き る 方 法 を 使 用 し て ス
ク リ ー ニ ン グ す る 。 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る 方 法 が 現 在 好 ま し い 。 ア ッ セ イ 条 件 は 、 理
想 的 に は 、 イ ン ビ ボ で 天 然 の 活 性 が 示 さ れ る 条 件 、 す な わ ち 、 生 理 的 な pH、 温 度 、 お よ び
イ オ ン 強 度 下 に 似 せ る べ き で あ る 。 適 切 な ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 対 象 に お
い て 中 毒 性 の 副 作 用 を 引 き 起 こ さ な い 濃 度 で 天 然 の 活 性 の 強 力 な 阻 害 ま た は 増 強 を 示 す で
あ ろ う 。 天 然 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 結 合 に お い て 競 合 す る ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ
ス ト は 、 天 然 の 濃 度 以 上 の 濃 度 が 必 要 か も し れ な い が 、 ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 不 可 逆 的 に
結 合 す る こ と が で き る 阻 害 剤 は 、 ほ ぼ 天 然 の 濃 度 で 添 加 し て も よ い 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 こ の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ お よ び 実 験 方 法 の 最 終 的 な 結 果 は 、 本 発 明 の マ ウ ス の ゲ ノ ム
領 域 に 関 連 し た 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る 、 受 容 体 な ど の 少 な く と も 1つ の 新 規 の ポ リ
ペ プ チ ド 結 合 パ ー ト ナ ー 、 お よ び 新 規 の 結 合 パ ー ト ナ ー の 少 な く と も 1つ の ペ プ チ ド ・ ア
ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る 。 こ の よ う な ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、
受 容 体 が 由 来 す る 細 胞 に お い て 、 ま た は 遺 伝 子 操 作 の 結 果 と し て 受 容 体 を 有 す る 細 胞 に お
い て 、 受 容 体 機 能 を 調 整 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 新 規 の 受 容 体 が 、 公
知 の 受 容 体 と 生 物 学 的 に 重 要 な 特 徴 を 共 有 す る 場 合 、 ア ゴ ニ ス ト ／ ア ン タ ゴ ニ ス ト 結 合 に
関 す る 情 報 は 、 公 知 の 受 容 体 の 改 善 さ れ た ア ゴ ニ ス ト ／ ア ン タ ゴ ニ ス ト の 開 発 の 助 け に な
る で あ ろ う 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド ま た は 小 分 子 で あ る か に か か わ ら ず 、 治 療 薬 は 、
例 え ば 、 Peiら 、 Mol. Endo. 11： 433-441 （ 1997） に 記 載 さ れ て い る マ ウ ス 腫 瘍 ア ッ セ イ
法 で 試 験 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 治 療 に 有 用 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 抗 体 、 ま た は 小 分 子 を 試 験 す る た め の
そ の 他 の モ デ ル は 、 Academic Pressに よ る Bosland, Encyclopedia of Cancer, Volume II
, pages 1283～ 1296 （ 1997） に 開 示 さ れ た 動 物 モ デ ル お よ び 細 胞 株 を 含 む 。 そ の 他 の 有
用 な 細 胞 株 は 、 Academic Pressに よ る Brothman, Encyclopedia of Cancer, Volume II, p
ages 1303～ 1313 （ 1997） に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
薬 学 的 組 成 物 お よ び 治 療 的 な 使 用
　 薬 学 的 組 成 物 は 、 ひ と ま と め に し て 本 明 細 書 に お い て 阻 害 剤 化 合 物 と 呼 ば れ て い る 、 請
求 し た 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 抗 体 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ ア ン チ セ ン ス 、 RNAi、 リ ボ ザ イ
ム ） 、 ま た は 小 分 子 を 含 む こ と が で き る 。 薬 学 的 組 成 物 は 、 請 求 し た 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ
ド 、 抗 体 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 小 分 子 の う ち の 治 療 上 有 効 な 量 を 含 む で あ ろ う 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 治 療 上 有 効 な 量 」 と い う 用 語 は 、 所 望 の 疾 患 も し く は 症
状 を 治 療 す る 、 改 善 す る 、 ま た は 防 止 す る か 、 ま た は 検 出 可 能 な 治 療 的 も し く は 予 防 的 効
果 を 示 す 治 療 薬 の 量 を い う 。 本 効 果 は 例 え ば 、 化 学 的 マ ー カ ー ま た は 抗 原 レ ベ ル に よ っ て
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検 出 す る こ と が で き る 。 ま た 、 治 療 効 果 に は 、 体 温 の 減 少 な ど の 身 体 症 状 の 減 少 も 含 む 。
対 象 の た め の 正 確 な 有 効 な 量 は 、 対 象 の 大 き さ お よ び 健 康 状 態 、 症 状 の 性 質 お よ び 程 度 、
な ら び に 投 与 の た め に 選 択 さ れ る 治 療 薬 ま た は 治 療 薬 の 組 み 合 わ せ に 依 存 す る 。 し た が っ
て 、 前 も っ て 厳 密 な 有 効 量 を 特 定 す る こ と は 有 用 で な い 。 し か し 、 所 与 の 状 況 に 有 効 な 量
は 、 ル ー チ ン 試 験 に よ っ て 決 定 す る こ と が で き 、 臨 床 家 の 判 断 の 範 囲 内 で あ る 。 特 に 、 本
発 明 の 組 成 物 は 、 白 血 病 を 含 む 癌 、 腫 瘍 の 発 達 、 高 増 殖 性 の 細 胞 増 殖 、 お よ び ／ ま た は 付
随 す る 生 物 学 的 ま た は 物 理 的 な 徴 候 を 治 療 、 改 善 、 ま た は 防 止 す る た め に 使 用 す る こ と が
で き る 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 本 発 明 の 目 的 の た め に 、 有 効 な 用 量 は 、 投 与 さ れ る 個 体 に お い て 約 0.01mg/kg～ 50mg/kg
ま た は 0.05mg/kg～ 約 10mg/kgの ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 抗 体 組 成 物 で あ
ろ う 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 ま た 、 薬 学 的 組 成 物 は 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む こ と が で き る 。 「 薬 学 的 に 許 容
さ れ る 担 体 」 と い う 用 語 は 、 抗 体 ま た は ポ リ ペ プ チ ド 、 遺 伝 子 、 お よ び そ の 他 の 治 療 薬 な
ど の 治 療 薬 を 投 与 す る た め の 担 体 を い う 。 本 用 語 は 、 そ れ 自 体 は 組 成 物 を 受 け と る 個 体 に
対 し て 有 害 な 抗 体 の 産 生 を 誘 導 せ ず 、 か つ 過 度 の 毒 性 を 伴 わ ず に 投 与 さ れ る で あ ろ う 任 意
の 薬 学 的 担 体 を い う 。 適 切 な 担 体 は 、 タ ン パ ク 質 、 多 糖 体 、 ポ リ 乳 酸 、 ポ リ グ リ コ ー ル 酸
、 重 合 体 の ア ミ ノ 酸 、 ア ミ ノ 酸 共 重 合 体 、 お よ び 不 活 性 ウ イ ル ス 粒 子 な ど の 大 き な 、 ゆ っ
く り と 代 謝 さ れ る 巨 大 分 子 で あ っ て も よ い 。 こ の よ う な キ ャ リ ア は 、 当 業 者 に 周 知 で あ る
。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 塩 類 、 例 え ば 、 塩 酸 塩 、 臭 化 水 素 酸 塩 、 リ ン 酸 塩 、 硫 酸 塩 な ど の 鉱
酸 塩 ； お よ び 酢 酸 塩 、 プ ロ ピ オ ン 酸 塩 、 マ ロ ン 酸 塩 、 安 息 香 酸 塩 な ど の 有 機 酸 塩 を 使 用 す
る こ と が で き る 。 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 賦 形 剤 に 関 す る 詳 細 な 議 論 は 、 Remington's Pharma
ceutical Sciences （ Mack Pub. Co., N.J. 1991） に お い て 利 用 で き る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 治 療 組 成 物 中 の 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 は 、 水 、 食 塩 水 、 グ リ セ リ ン 、 お よ び エ タ ノ ー
ル な ど の 液 体 を 含 ん で い て も よ い 。 加 え て 、 浸 潤 剤 ま た は 乳 化 剤 、 pH緩 衝 物 質 な ど の 補 助
物 質 が こ の よ う な 伝 播 体 に 存 在 し て も よ い 。 典 型 的 に は 、 溶 液 ま た は 懸 濁 液 の い ず れ か の
注 射 剤 と し て 調 製 し て も よ く ； 注 射 前 に 液 体 媒 体 中 に 溶 液 ま た は 懸 濁 液 に す る た め に 適 し
た 固 体 の 形 態 の 治 療 組 成 物 を 調 製 し て も よ い 。 リ ポ ソ ー ム は 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 の
定 義 内 に 含 ま れ る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
送 達 方 法
　 一 旦 処 方 さ れ る と 、 本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 は 、 （ 1） 対 象 へ の 直 接 投 与 ； （ 2） 対 象 に 由
来 す る 細 胞 へ の エ ク ス ビ ボ で の 送 達 ； ま た は （ 3） 組 換 え タ ン パ ク 質 の 発 現 の た め の イ ン
ビ ト ロ 送 達 が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 組 成 物 の 直 接 送 達 は 、 通 常 、 皮 下 に 、 腹 腔 内 に 、 静 脈 内 に 、 も し く は 筋 肉 内 の い ず れ か
に 注 射 す る こ と に よ っ て 達 成 さ れ る か 、 ま た は 組 織 の 間 隙 に 送 達 さ れ る 。 ま た 、 組 成 物 は
、 腫 瘍 ま た は 病 変 部 に 投 与 す る こ と が で き る 。 そ の 他 の 投 与 様 式 は 、 局 所 的 投 与 、 経 口 投
与 、 カ テ ー テ ル 処 置 に よ る 投 与 、 お よ び 肺 投 与 、 坐 薬 お よ び 経 皮 的 な 適 用 、 針 、 お よ び 粒
子 銃 ハ イ ポ ス プ レ ー （ particle gunsor hypospray） を 含 む 。 投 与 量 の 処 置 は 、 単 回 投 与
ス ケ ジ ュ ー ル ま た は 複 数 回 投 与 ス ケ ジ ュ ー ル で あ っ て も よ い 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 エ ク ス ビ ボ 送 達 お よ び 対 象 へ の 形 質 転 換 細 胞 の 再 移 植 の た め の 方 法 は 、 当 該 技 術 分 野 に
お い て 公 知 で あ り 、 例 え ば 国 際 刊 行 物 番 号 国 際 公 開 公 報 第 93/14778号 に 記 載 さ れ て い る 。
エ ク ス ビ ボ の 適 用 に 有 用 な 細 胞 の 例 は 、 例 え ば 幹 細 胞 、 特 に 造 血 性 肝 細 胞 、 リ ン パ 細 胞 、
マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 樹 状 細 胞 、 ま た は 腫 瘍 細 胞 を 含 む 。
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【 ０ １ ７ ８ 】
　 通 常 、 エ ク ス ビ ボ お よ び イ ン ビ ト ロ の 両 方 で 適 用 す る た め の 核 酸 送 達 は 、 例 え ば デ キ ス
ト ラ ン を 媒 介 し た ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 法 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 殿 法 、 ポ リ ブ レ ン を 媒 介
し た ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 法 、 プ ロ ト プ ラ ス ト 融 合 法 、 電 気 穿 孔 法 、 リ ポ ソ ー ム 中 に お け
る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 封 入 、 核 へ の DNAの 直 接 の 微 量 注 入 （ 全 て 当 該 技 術 分 野 に お い て 周
知 で あ る ） に よ っ て 達 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 体 の 中 の 特 異 的 な 部 位 に 直 接 治 療 組 成 物 を 投 与 す る た め に 、 種 々 の 方 法 が 使 用 さ れ る 。
例 え ば 、 小 さ な 転 移 性 病 巣 の 位 置 を 決 め 、 治 療 組 成 物 を 腫 瘍 体 内 の い く つ か の 異 な る 位 置
に 数 回 注 射 す る 。 あ る い は 、 腫 瘍 に 貢 献 す る 動 脈 を 同 定 し て 、 腫 瘍 に 直 接 組 成 物 を 送 達 す
る た め に 、 治 療 組 成 物 を こ の よ う な 動 脈 に 注 射 す る 。 壊 死 性 の 中 心 を 有 す る 腫 瘍 を 吸 引 し
て 、 新 た に 空 に な っ た 腫 瘍 の 中 心 に 直 接 組 成 物 を 注 射 す る 。 ア ン チ セ ン ス 組 成 物 は 、 例 え
ば 、 組 成 物 の 局 所 適 用 に よ っ て 腫 瘍 の 表 面 に 直 接 投 与 す る 。 上 記 の 送 達 方 法 の い く つ か を
補 助 す る た め に 、 X線 イ メ ー ジ ン グ を 使 用 す る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 ま た 、 ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 サ ブ ゲ ノ ミ ッ ク （ subgenomic） ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 、 ま た は 特 異 的 な 組 織 に 対 す る 抗 体 を 含 む 治 療 的 な 組 成 物 の 受 容 体 を 媒 介 し た タ ー ゲ ッ
ト デ リ バ リ ー 法 も 使 用 さ れ る 。 例 え ば 、 受 容 体 を 媒 介 し た DNA送 達 技 術 は 、 Findeisら 、 Tr
ends in Biotechnol. （ 1993）  11： 202-205；  Chiouら 、 （ 1994）  Gene Therapeutics：
 Methods And Applications Of Direct Gene Transfer （ J.A. Wolff, ed.） ；  Wuら 、 J.
 Biol. Chem. （ 1994）  269： 542-46に 記 載 さ れ て い る 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の 抗 体 を 含
む 治 療 的 な 組 成 物 の 受 容 体 を 媒 介 し た タ ー ゲ ッ ト デ リ バ リ ー 法 は 、 抗 体 を 特 異 的 な 組 織 に
送 達 す る た め に 使 用 す る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 ア ン チ セ ン ス 、 リ ボ ザ イ ム 、 ま た は RNAiポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 薬 学 的 組 成 物 は 、 遺 伝
子 治 療 プ ロ ト コ ル で の 局 所 投 与 の た め に 、 約 100ng～ 約 200mgの ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 範 囲 で
投 与 す る 。 約 500ng～ 約 50mg、 約 1μ g～ 約 2mg、 約 5μ g～ 約 500μ g、 お よ び 約 20μ g～ 約 100
μ gの 濃 度 範 囲 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド も 遺 伝 子 治 療 プ ロ ト コ ル の 際 に 使 用 す る こ と が で き る
。 作 用 の 方 法 な ら び に 形 質 転 換 お よ び 発 現 の 有 効 性 な ど の 因 子 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 最
終 的 な 有 効 性 に 必 要 と さ れ る 用 量 に 影 響 を 及 ぼ す で あ ろ う こ と も 考 慮 す べ き 事 項 で あ る 。
よ り 広 範 な 組 織 に わ た っ て よ り 優 れ た 発 現 が 望 ま れ る 場 合 、 明 確 な 治 療 結 果 を も た ら す た
め に は 、 よ り 大 量 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド も し く は 連 続 的 な 投 与 プ ロ ト コ ル で 同 じ 量 を 再 投 与
す る こ と 、 ま た は 例 え ば 腫 瘍 部 位 の 異 な る 隣 接 し た も し く は 近 く の 組 織 部 分 に 数 回 投 与 す
る こ と が 必 要 で あ ろ う 。 全 て の 場 合 に お い て 、 臨 床 試 験 に お け る ル ー チ ン 実 験 に よ り 、 最
適 な 治 療 効 果 の た め の 特 異 的 な 範 囲 を 決 定 す る 。 遺 伝 子 治 療 ベ ク タ ー 、 特 に レ ト ロ ウ イ ル
ス ベ ク タ ー の よ り 詳 細 な 説 明 は 、 米 国 特 許 出 願 第 08/869,309号 に 含 ま れ 、 こ れ は 本 明 細 書
に 明 白 に 組 み 入 れ ら れ る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
特 異 的 な 治 療 方 法 の 開 発
　 特 異 的 な 転 位 、 例 え ば 上 記 の 通 り の t（ 15、 17） 転 位 を 特 定 の 突 然 変 異 に 対 し て 、 お よ
び 機 能 障 害 性 遺 伝 子 に 対 し て 割 り 当 て る こ と が で き る 場 合 に 図 示 し た と お り 、 同 一 性 、 お
よ び よ り 詳 し く は そ の 遺 伝 子 の 機 能 性 は 、 治 療 方 法 の 開 発 に お い て 有 意 な 助 け と な る で あ
ろ う 。 遺 伝 子 の 機 能 性 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 方 法 に よ っ て 、 例 え ば 構 造 -機 能
解 析 に よ っ て 決 定 し て も よ い 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 差 動 的 に 発 現 さ れ 、 か つ ヒ ト 腫 瘍 に と っ て 機 能 的 に 重 要 で あ る こ と が 示 さ れ て い る 遺 伝
子 を 構 造 -機 能 解 析 の た め に 選 択 す る 。 こ れ ら の 遺 伝 子 の 欠 失 お よ び 点 突 然 変 異 の 変 異 体
を 構 築 し 、 こ れ ら の 機 能 的 な 能 力 を 野 生 型 遺 伝 子 と 比 較 し て 試 験 す る （ Ibanezら 、 Struct
ural and functional domains of the myb oncogene：  requirements for nuclear trans
port, myeloid transformation, and colony formation. J Virol 62： 1981-8, 1988；  R
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ebayら 、 Specific truncations of Drosophila Notch define dominant activated and d
ominant negative forms of the receptor. Cell 74： 319-29, 1993に 従 う ） 。 こ れ ら の
研 究 に よ り 、 機 能 的 に 重 要 な ド メ イ ン な ら び に ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ な 変 種 、 す な わ ち こ
れ ら の 内 因 性 の 対 応 物 の 機 能 を 抑 制 す る 突 然 変 異 遺 伝 子 の 同 定 に 至 る （ 例 え ば 、 Kashles
ら 、 A dominant negative mutation suppresses the function of normal epidermal gro
wth factor receptors by heterodimerization. Mol Cell Biol 11： 1454-63, 1991） 。
こ れ ら の ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ は 、 遺 伝 子 の 機 能 的 な 重 要 性 に つ い て の さ ら な る 証 拠 を 提
供 し 、 治 療 的 な ア プ ロ ー チ に よ り 、 こ れ ら の 機 能 を 妨 害 す る こ と を 探 求 す る こ と が で き る
か 、 ま た は こ れ ら の 障 害 さ れ た 機 能 を 補 助 す る こ と が で き る と い う 洞 察 が 得 ら れ る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
阻 害 剤 化 合 物 の 開 発
　 ま た 、 本 発 明 は 、 癌 の 発 症 に お い て 役 割 を 果 た す 本 発 明 に お い て 開 示 し た 遺 伝 子 ま た は
発 現 産 物 を 阻 害 す る こ と が で き る 阻 害 剤 化 合 物 の 開 発 お よ び 産 生 の た め の 方 法 を 提 供 す る
。 本 質 的 に 、 こ の よ う な 方 法 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ り 、 特 に 下 記 の 実 施 例 2
お よ び 3に て 開 示 し た よ う に 、 一 般 に 癌 に 関 与 す る 遺 伝 子 の 同 定 か ら 開 始 す る い く つ か の
連 続 し た 工 程 を 含 む 。 選 択 的 に 特 異 的 な 遺 伝 的 背 景 に お い て 、 レ ト ロ ウ イ ル ス の 挿 入 性 の
タ ギ ン グ を 使 用 す る こ と に よ る ；
　 b） 以 下 の 1つ ま た は 複 数 の 方 法 に よ っ て 阻 害 剤 化 合 物 の た め の 潜 在 的 な 標 的 遺 伝 子 と し
て 同 定 さ れ た 1つ ま た は 複 数 の 遺 伝 子 の 確 認 ：
-癌 細 胞 株 の ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 に よ っ て 同 定 さ れ た 遺 伝 子 の 確 認 ；
-腫 瘍 お よ び 正 常 組 織 に お い て 同 定 さ れ た 遺 伝 子 の 発 現 プ ロ フ ィ ー ル の 決 定 ；
-癌 に つ い て 同 定 さ れ た 遺 伝 子 の 機 能 的 な 重 要 性 の 決 定 ；
　 c） 遺 伝 子 の 発 現 産 物 の 産 生 ； お よ び
　 d） 阻 害 剤 化 合 物 を 産 生 ま た は デ ザ イ ン す る た め の 、 遺 伝 子 発 現 産 物 の 使 用 。
【 ０ １ ８ ５ 】
ヒ ト 癌 に 対 す る 同 定 さ れ た 遺 伝 子 の 機 能 的 な 重 要 性
　 腫 瘍 細 胞 に 対 す る 、 差 動 的 に 発 現 さ れ た 遺 伝 子 の 機 能 的 な 重 要 性 は 、 こ れ ら の 遺 伝 子 発
現 を 過 剰 に す る 、 お よ び 阻 害 す る こ と に よ っ て 決 定 さ れ る 。 選 択 さ れ た ヒ ト 腫 瘍 株 に は 、
遺 伝 子 の cDNAを コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド を 、 ま た は 遺 伝 子 に 対 す る RNA干 渉 プ ロ ー ブ を コ ー
ド す る プ ラ ス ミ ド の い ず れ か を ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 。 RNA干 渉 は 、 特 異 的 な 遺 伝 子 の 発
現 を 遮 断 す る よ う に 設 計 さ れ た 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 導 入 を 含 む 、 最 近 開 発 さ れ た
技 術 で あ る （ Elbashirら 、 Nature 411： 494-8, 2001；  Brummelkampら 、 Science 296： 55
0-3, 2002を 参 照 さ れ た い ） 。 標 準 的 な 実 験 技 術 お よ び ア ッ セ イ 法 を 使 用 す る こ と に よ っ
て 、 腫 瘍 細 胞 に 関 連 す る 変 化 し た 表 現 型 、 例 え ば 細 胞 周 期 状 況 、 増 殖 、 粘 着 力 、 ア ポ ト ー
シ ス 、 浸 潤 性 能 力 な ど に つ い て 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 株 を 広 範 囲 に 点 検 す る 。 こ
れ ら の 実 験 に よ り 、 ヒ ト 癌 の た め の 同 定 さ れ た 遺 伝 子 の 機 能 的 な 重 要 性 が 証 明 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
遺 伝 子 治 療
　 本 発 明 の 治 療 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ポ リ ペ プ チ ド は 、 遺 伝 子 送 達 の 伝 播 体 中 で 利
用 し て も よ い 。 遺 伝 子 送 達 の 伝 播 体 は 、 ウ イ ル ス 由 来 ま た は 非 ウ イ ル ス 由 来 で あ っ て も よ
い （ 一 般 に 、 Jolly, Cancer Gene Therapy （ 1994）  1： 51-64；  Kimura, Human Gene Th
erapy （ 1994）  5： 845-852；  Connelly, Human Gene Therapy （ 1995）  1： 185-193； お
よ び Kaplitt, Nature Genetics （ 1994）  6： 148-153を 参 照 さ れ た い ） 。 本 発 明 の 治 療 薬
の コ ー ド 配 列 を 含 む 構 築 物 の 送 達 の た め の 遺 伝 子 治 療 伝 播 体 は 、 局 所 的 に ま た は 全 身 的 に
投 与 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 構 築 物 は 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー ま た は 非 ウ イ ル ス ベ ク タ ー
に よ る ア プ ロ ー チ を 利 用 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な コ ー ド 配 列 の 発 現 は 、 内 因 性 の 哺
乳 動 物 の 、 ま た は 異 種 の プ ロ モ ー タ ー を 使 用 し て 誘 導 す る こ と が で き る 。 コ ー ド 配 列 の 発
現 は 、 構 成 型 ま た は 調 節 型 の い ず れ か で あ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 本 発 明 は 、 関 心 対 象 の 選 択 さ れ た 核 酸 分 子 を 有 し 、 ま た は 発 現 す る よ う に 構 築 さ れ た 組
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換 え レ ト ロ ウ イ ル ス を 使 用 す る こ と が で き る 。 使 用 す る こ と が で き る レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク
タ ー は 、 欧 州 特 許 第 0415731号 ； 国 際 公 開 公 報 第 94/03622号 ； 国 際 公 開 公 報 第 93/25698号
； 国 際 公 開 公 報 第 93/25234号 ； 米 国 特 許 第 5,219,740号 ； お よ び 欧 州 特 許 第 0345242号 に 記
載 さ れ て い る も の を 含 む 。 好 ま し い 組 換 え レ ト ロ ウ イ ル ス は 、 国 際 公 開 公 報 第 91/02805号
に 記 載 さ れ て い る も の を 含 む 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 上 記 の レ ト ロ ウ イ ル ス の ベ ク タ ー 構 築 物 の 使 用 に 適 し た パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 株 は 、 容 易
に 調 製 さ れ （ PCT刊 行 物 国 際 公 開 公 報 第 95/30763号 お よ び 国 際 公 開 公 報 第 92/05266号 を 参
照 さ れ た い ） 、 組 換 え ベ ク タ ー 粒 子 の 産 生 の た め の 産 生 細 胞 株 （ ベ ク タ ー 細 胞 株 と も 呼 ば
れ る ） を 作 製 し て も よ い 。 特 に 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 株 は
、 ヒ ト （ HT1080細 胞 な ど の ） ま た は ミ ン ク 親 細 胞 株 か ら 作 製 さ れ 、 こ れ に よ り ヒ ト 血 清 中
で 不 活 性 化 し た ま ま に す る こ と が で き る 組 換 え レ ト ロ ウ イ ル ス を 産 生 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 遺 伝 子 送 達 の 伝 播 体 と し て 機 能 す る こ と が で き る ア ル フ ァ ウ イ ル ス に
基 づ い た ベ ク タ ー を 使 用 す る 。 こ の よ う な ベ ク タ ー は 、 と え ば 、 シ ン ド ビ ス ウ イ ル ス ・ ベ
ク タ ー 、 セ ム リ キ 森 林 熱 ウ イ ル ス （ ATCC VR-67； ATCC VR-1247） 、 ロ ス リ バ ー ウ イ ル ス （
ATCC VR-373； ATCC VR-1246） 、 お よ び ベ ネ ズ エ ラ ウ マ 脳 炎 ウ イ ル ス （ ATCC VR-923； ATCC
 VR-1250； ATCC VR1249； ATCC VR-532） を 含 む 多 種 多 様 な ア ル フ ァ ウ イ ル ス か ら 構 築 す る
こ と が で き る 。 こ の よ う な ベ ク タ ー 系 の 代 表 例 は 、 米 国 特 許 第 5,091,309号 ； 第 5,217,879
号 ； お よ び 第 5,185,440号 ； な ら び に PCT刊 行 物 番 号 国 際 公 開 公 報 第 92/10578号 ； 国 際 公 開
公 報 第 94/21792号 ； 国 際 公 開 公 報 第 95/27069号 ； 国 際 公 開 公 報 第 95/27044号 ； お よ び 国 際
公 開 公 報 第 95/07994号 に 記 載 さ れ て い る も の を 含 む 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 遺 伝 子 送 達 の 伝 播 体 は 、 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス （ AAV） ベ ク タ ー な ど の パ
ル ボ ウ イ ル ス を 使 用 す る こ と が で き る 。 代 表 例 は 、 国 際 公 開 公 報 第 93/09239号 の Srivasta
va、 Samulskiら 、 J. Vir. （ 1989）  63： 3822-3828；  Mendelsonら 、 Virol. （ 1988）  16
6： 154-165； お よ び Flotteら 、 PNAS （ 1993）  90： 10613-10617に よ っ て 開 示 さ れ て い る A
AVベ ク タ ー を 含 む 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 代 表 例 は 、
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
に よ っ て 記 載 さ れ て い る も の を 含 む 。 本 発 明 に 使 用 可 能 な 例 示 的 な ア デ ノ ウ イ ル ス 遺 伝 子
治 療 ベ ク タ ー に は 、 国 際 公 開 公 報 第 94/12649号 、 国 際 公 開 公 報 第 93/03769号 ； 国 際 公 開 公
報 第 93/19191号 ； 国 際 公 開 公 報 第 94/28938号 ； 国 際 公 開 公 報 第 95/11984号 、 お よ び 国 際 公
開 公 報 第 95/00655に 記 載 さ れ て い る も の も 含 ま れ る 。 Curiel, Hum. Gene Ther. （ 1992）
 3： 147-154に 記 載 さ れ て い る よ う な 死 滅 し た ア デ ノ ウ イ ル ス に 結 合 さ れ た DNAの 投 与 を 使
用 し て も よ い 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 そ の 他 の 遺 伝 子 送 達 の 伝 播 体 お よ び 方 法 を 使 用 し て も よ く 、 死 滅 さ せ た ア デ ノ ウ イ ル ス
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単 独 に 結 合 さ れ た か 、 ま た は 結 合 さ れ て い な い ポ リ カ チ オ ン を 凝 縮 さ せ た DNA、 例 え ば Cur
iel, Hum. Gene Ther. （ 1992）  3： 147-154； リ ガ ン ド に 結 合 さ れ た DNA、 例 え ば Wu, J. 
Biol. Chem. （ 1989） 264： 16985-16987を 参 照 さ れ た い ； 真 核 細 胞 送 達 の 伝 播 体 細 胞 、 例
え ば 1994年 5月 9日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 08/240,030号 、 お よ び 米 国 特 許 出 願 第 08/4
04,796号 を 参 照 さ れ た い ； 光 重 合 さ れ た ヒ ド ロ ゲ ル 材 料 の 沈 着 ； 米 国 特 許 第 5,149,655号
に 記 載 さ れ て い る よ う な 手 持 ち 式 遺 伝 子 移 入 粒 子 銃 ； 米 国 特 許 第 5,206,152号 お よ び 国 際
公 開 公 報 第 92/11033号 に 記 載 さ れ て い る よ う な 電 離 放 射 線 ； 核 電 荷 の 中 和 ま た は 細 胞 膜 と
の 融 合 を 含 む 。 さ ら な る 方 法 が 、 Philip, Mol. Cell Biol. （ 1994）  14： 2411-2418、 お
よ び Woffendin, Proc. Natl. Acad. Sci. （ 1994）  91： 1581-1585に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 ま た 、 裸 の DNAを 使 用 し て も よ い 。 例 示 的 な 裸 の DNAの 導 入 法 は 、 国 際 公 開 公 報 第 90/110
92号 お よ び 米 国 特 許 第 5,580,859号 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 使 用 に 適 し た さ ら な る 非 ウ イ ル ス 送 達 に は 、 Woffendinら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. US
A （ 1994）  91（ 24） ： 11581-11585に 記 載 さ れ て い る 方 法 な ど の 機 械 に よ る 送 達 系 を 含 む
。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 本 明 細 書 に 開 示 し た 遺 伝 子 配 列 と 本 発 明 者 に よ っ て 解 明 さ れ た 悪 性 腫 瘍 の 発 生 と の 驚 く
ほ ど 複 雑 な 関 係 は 、 癌 発 症 の 新 た な 経 路 の 存 在 を 示 す 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 こ の 知 見 に よ り 、 さ ら な る 危 険 因 子 、 新 規 の 治 療 的 介 入 お よ び 医 薬 、 な ら び に 癌 、 特 に
白 血 病 の 治 療 お よ び 予 防 の 同 定 が 現 在 で は 利 用 で き る よ う に な り 、 最 終 的 に 、 本 症 の 発 生
お よ び ／ ま た は 進 行 の 減 少 、 な ら び に 診 断 お よ び 予 後 に つ い て 改 善 さ れ た 方 法 を 生 じ る で
あ ろ う 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 ま た 、 本 発 明 は こ こ で 、 本 明 細 書 に 記 載 し た 遺 伝 子 配 列 の 発 現 を 調 整 す る こ と を 含 む 治
療 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 目 的 は 、 癌 の 、 特 に 白 血 病 、 お よ び 関 連 し た 疾 患 の 治 療 の た め の 新 薬
の 協 調 的 な デ ザ イ ン お よ び 発 見 を 提 供 す る こ と で あ り 、 な ら び に 薬 学 的 組 成 物 の 基 礎 も し
く は 成 分 と し て 役 立 ち 得 る こ の よ う な 遺 伝 子 の モ ジ ュ レ ー タ ー ま た は こ れ ら の 発 現 産 物 を
含 む 組 成 物 を 提 供 す る 。 し た が っ て 本 発 明 は 、 こ の よ う な 調 節 組 成 物 を 含 む 薬 学 的 産 物 に
も 関 す る 。 さ ら な る 目 的 と し て 、 本 発 明 は 、 癌 、 特 に 白 血 病 、 お よ び ／ ま た は 関 連 し た 疾
患 の 治 療 お よ び ／ ま た は 予 防 の た め の 薬 物 の 製 造 の た め の 、 少 な く と も 1つ の モ ジ ュ レ ー
タ ー の 使 用 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 こ こ で 以 下 の 非 限 定 的 な 実 施 例 に よ っ て 本 発 明 を 例 示 す る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
実 施 例 1
共 通 ウ イ ル ス 挿 入 物 （ CIS） の 同 定
導 入
　 マ ウ ス 腫 瘍 お よ び 腫 瘍 由 来 の 細 胞 株 に お け る 共 通 ウ イ ル ス 組 込 み 部 位 を 同 定 す る た め に
、 MuLVウ イ ル ス を 使 用 し た 。 マ ウ ス に は 、 マ ウ ス 白 血 病 ウ イ ル ス 1.4（ Graffi-1.4 MuLV）
、 ま た は Cas-Br-M MuLVを 感 染 さ せ た 。 Graffi-MuLVは 、 マ ウ ス に 白 血 病 を 引 き 起 こ す エ コ
ト ロ ピ ッ ク な レ ト ロ ウ イ ル ス 複 合 体 で あ る 。 こ の ウ イ ル ス 複 合 体 は 、 発 癌 性 配 列 自 体 を 含
ま ず 、 む し ろ プ ロ ウ イ ル ス の 組 込 み に よ る 遺 伝 子 の 制 御 を な く す 。 Graffi-1.4 MuLVは 、
こ の 複 合 体 の サ ブ ク ロ ー ン で あ り 、 主 に 骨 髄 性 白 血 病 を 誘 導 す る 。 NIH／ Swissマ ウ ス に は
、 Cas-Br-M MuLVを 感 染 さ せ 、 標 的 遺 伝 子 に 影 響 を 及 ぼ す レ ト ロ ウ イ ル ス の 挿 入 の 結 果 と
し て 骨 髄 性 ま た は リ ン パ 様 の 悪 性 腫 瘍 も 発 生 さ せ た 。
【 ０ ２ ０ １ 】

10

20

30

40

50

(39) JP 2006-508645 A 2006.3.16



材 料 お よ び 方 法
1.白 血 病 の 誘 導
　 新 生 仔 FVB／ Nマ ウ ス ま た は NIH／ Swissに 、 Graffi-1.4 MuLVま た は Cas-Br-M MuLVを 産 生
す る NIH3T3細 胞 の 細 胞 培 養 上 清 100μ lを 、 そ れ ぞ れ 皮 下 に 注 射 し た 。 マ ウ ス の 疾 病 の 症 状
、 す な わ ち 感 情 鈍 麻 、 白 い 耳 お よ び 尾 、 ケ ー ジ の 仲 間 と の 相 互 作 用 の 障 害 、 重 量 減 少 、 な
ら び に 鈍 い 毛 皮 を 毎 日 点 検 し た 。 典 型 的 に は 、 白 血 病 性 の マ ウ ス は 、 肥 大 し た 脾 臓 、 肝 臓
、 胸 腺 、 お よ び リ ン パ 節 に 罹 患 し た 。 こ れ ら の 原 発 腫 瘍 か ら 、 PCRに 基 づ い た ス ク リ ー ニ
ン グ の た め の 染 色 体 DNAを 単 離 し た 。 血 液 試 料 を 心 臓 か ら 採 取 し た 。 形 態 学 的 な 解 析 の た
め に 、 血 液 塗 抹 標 本 お よ び サ イ ト ス ピ ン を メ タ ノ ー ル で 固 定 し 、 May-Grunwald-Giemsa（ M
GG） 染 色 し て 解 析 し た 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 種 々 の 器 官 の 単 細 胞 の 懸 濁 液 を 、 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー を 使 用 す る フ ロ ー サ イ ト メ ト リ
ー 法 に よ っ て 解 析 し た 。 細 胞 は 、 以 下 の ラ ッ ト ・ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ っ て 標 識 し た ：
ER-MP54（ ER-MP54） 、 ER-MP58（ ER-MP58） 、 M1/70（ Mac-1） 、 F4/80（ F4/80） 、 RB68C5（
GR-1） 、 ER-MP21（ ト ラ ン ス フ ェ リ ン 受 容 体 ） 、 TER119（ グ リ コ ホ リ ン A） 、 59-AD2.2（ Th
y-1） 、 KT3（ CD3） 、 RA3 6B2（ B220） 、 お よ び E13 161-7（ Sca1） 。 免 疫 検 出 は 、 フ ル オ
レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト に 結 合 し た ヤ ギ -抗 Rat抗 体 （ G_Ra-Fitc） を 利 用 し て 行 っ た
。
【 ０ ２ ０ ３ 】
2.Graffi-1.4MuLVで 誘 導 さ れ た 白 血 病 の イ ン バ ー ス PCR
　 原 発 腫 瘍 に 由 来 す る ゲ ノ ム DNAを HhaIに よ っ て 消 化 し た 。 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 後 、 Graffi-1.
4 MuLV（ LTR） 特 異 的 な プ ラ イ マ ー L1
　
　
お よ び L2
　
　
を 使 用 し て 第 1の PCRを 行 っ た （ サ イ ク リ ン グ 条 件 は 、 94℃ で 1分 、 65℃ で 1分 、 72℃ で 3分 [
30サ イ ク ル ]で あ っ た ） 。 第 2の ネ ス テ ッ ド PCRの た め に は 、 プ ラ イ マ ー L1N
　
　
　
お よ び L2N
　
　
（ 15サ イ ク ル ） を 使 用 し た 。 PCR反 応 混 合 物 は 、 10mMの ト リ ス -HCl（ pH8.3） 、 50mMの KCL
、 1.5mMの MgCl 2 、 200μ Mの dNTP、 10pmolの そ れ ぞ れ の プ ラ イ マ ー 、 お よ び 2.5ユ ニ ッ ト の T
aqポ リ メ ラ ー ゼ を 含 ん だ 。 PCR断 片 を 1%の ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 解 析 し 、 標 準 的 な 手 順 に し
た が っ て TAク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー に ク ロ ー ン 化 し た 。 PCR産 物 を M13フ ォ ワ ー ド ・ プ ラ イ マ
ー
　
　
お よ び M13リ バ ー ス ・ プ ラ イ マ ー
　
　
に よ っ て シ ー ケ ン ス し た 。 ウ イ ル ス に 隣 接 す る ゲ ノ ム 配 列 は 、 National Center for Biot
echnology Information （ NCBI）  お よ び セ レ ラ の デ ー タ ベ ー ス を 使 用 し て 同 定 し た 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
3.Cas-Br-M MuLV白 血 病 に 対 す る イ ン バ ー ス PCRお よ び リ ア ル タ イ ム PCR
　 5μ gの ゲ ノ ム DNAを Sau3A、 ま た は SstIに よ っ て 消 化 し た 。 生 成 物 を T4リ ガ ー ゼ で 処 理 し
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、 こ れ は 環 状 化 さ れ た 産 物 を 形 成 さ せ た 。 そ の 後 、 イ ン バ ー ス PCR（ ICPR） ス ト ラ テ ジ ー
を Cas-Br-M MuLV LTRに 特 異 的 な プ ラ イ マ ー で 使 用 し た 。 Sau3Aで 消 化 し た ／ 結 合 し た 断 片
に つ い て 、 プ ラ イ マ ー pLTR4
　
　
お よ び pLTR3
　
　
で 第 1の PCR反 応 を 行 い 、 続 い て pLTR5
　
　
お よ び pLTR6
　
　
を 使 用 す る ネ ス テ ッ ド PCRを 行 っ た 。 両 PCRの た め の サ イ ク ル 条 件 は 、 94℃ で 15"、 57℃ で 3
0"、 お よ び 72℃ で 2'を 10サ イ ク ル 、 な ら び に 94℃ で 15"、 57℃ で 30"、 お よ び 72℃ で 2'30"
を さ ら に 20サ イ ク ル 行 っ た 。 反 応 は 、 Expand High Fidelity PCR Systemを 使 用 し て 行 っ
た 。 SstI消 化 し た ゲ ノ ム DNAの 場 合 に は 、 環 状 化 さ れ た DNAを そ れ ぞ れ プ ラ イ マ ー pLTR9
　
　
　
　
お よ び pLTR1
　
　
　
な ら び に pLTR10
　
　
お よ び pLTR2
　
　
を 使 用 し て 増 幅 し た 。 第 1の PCRは 、 94℃ で 30"、 60℃ で 1'、 お よ び 72℃ で 3'を 30サ イ ク ル
行 っ た 。 反 応 は 、 Expand High Fidelity PCR Systemに よ っ て 行 っ た 。 ネ ス テ ッ ド PCR条 件
は 、 94℃ で 30"、 58℃ で 1'、 お よ び 72℃ で 1'を 30サ イ ク ル 行 っ た 。 こ の 反 応 は 、 Taqポ リ メ
ラ ー ゼ に よ っ て 行 っ た 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 RT-PCRの た め に 、 CsCl勾 配 に よ っ て 総 RNAを 単 離 し た 。 第 1鎖 cDNAは 、 Superscript（ 商
標 ） プ レ 増 幅 シ ス テ ム を 使 用 し て 、 5μ gの RNAで 37℃ に お い て オ リ ゴ （ dT） ア ダ プ タ ー プ
ラ イ マ ー
　
　
　
と 共 に 逆 転 写 酵 素 （ RT） 反 応 に よ っ て 得 た 。 そ の 後 、 LTR特 異 的 な プ ラ イ マ ー pLTR6お よ び
ア ダ プ タ ー プ ラ イ マ ー
　
　
　
を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 PCR（ 94℃ で 1'、 58℃ で 1'、 72℃ で 3'（ 30サ イ ク ル ） ） は 、 白
血 病 の RT反 応 を 行 っ た 。 PCR産 物 を 直 接 pCR2.1に ク ロ ー ン 化 し 、 M13フ ォ ワ ー ド ・ プ ラ イ マ
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ー
　
　
お よ び m13リ バ ー ス ・ プ ラ イ マ ー
　
　
に よ る ヌ ク レ オ チ ド シ ー ケ ン シ ン グ に 供 し た 。 解 析 の た め に 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を NCBIお
よ び セ レ ー ラ ・ デ ー タ ベ ー ス と 比 較 し た 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
結 果
1.Graffi-1.4 MuLVは 、 白 血 病 を 誘 導 し た
　 新 生 仔 FVB／ Nマ ウ ス を Graffi-1.4 MuLVに よ っ て 皮 下 注 射 し た 4～ 6ヵ 月 後 に 白 血 病 が 発
生 し た 。 解 析 し た 59の 白 血 病 の う ち の 48（ 81%） が 骨 髄 性 細 胞 の 形 態 学 的 特 徴 を 示 し た 。
骨 髄 中 の 芽 球 の 割 合 は 、 24～ 90%で 変 動 し 、 平 均 48%で あ っ た 。 白 血 病 細 胞 は 、 こ れ ら の 骨
髄 球 性 の 様 相 と 整 合 し た 免 疫 表 現 性 の マ ー カ ー プ ロ フ ィ ー ル 、 例 え ば ER-MP54+、 ER-MP58+
、 CD3-、 GR-1+を 発 現 し た 。 芽 球 細 胞 様 の 形 態 を 有 す る 6つ の 白 血 病 で は 、 免 疫 表 現 性 の 分
化 マ ー カ ー を 示 さ な か っ た こ と か ら 、 こ れ ら の 腫 瘍 が 非 常 に 未 熟 な 白 血 病 を 表 し た こ と を
示 唆 し た 。 3つ の 白 血 病 だ け が T-リ ン パ 系 由 来 （ CD3+/MP58-/Thyl+） で あ り 、 2つ は 、 骨 髄
性 お よ び 赤 血 球 系 の 特 徴 （ Ter119+/ER-MP58+/F4/80+） を 混 合 し て 示 し た 。 こ れ ら の 結 果
は 、 Graffi-1.4 MuLV感 染 は 、 主 に FVB／ Nマ ウ ス に お い て 骨 髄 性 白 血 病 を 誘 導 す る こ と を
証 明 す る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 プ ロ ウ イ ル ス ・ フ ラ ン ク （ flank） を ク ロ ー ニ ン グ し 、 ヌ ク レ オ チ ド シ ー ケ ン シ ン グ に
供 し 、 セ レ ラ お よ び NCBIデ ー タ ベ ー ス に 対 し て ブ ラ ス ト し 、 共 通 の 挿 入 部 位 を 同 定 し た 。
同 定 さ れ た 遺 伝 子 の 中 で 、 今 ま で に 腫 瘍 発 生 に 関 与 す る こ と が 記 載 さ れ て い な か っ た も の
は 、 Cas-Br-M MuLVで 誘 導 さ れ た 白 血 病 か ら 同 定 さ れ た 新 規 の 癌 遺 伝 子 と 合 わ せ て 表 1に 一
覧 を 示 し て あ る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
2.Cas-Br-M MuLVで 誘 導 さ れ る 白 血 病
　 Cas-Br-M MuLVを 注 射 し た 新 生 仔 NIH／ Swissマ ウ ス は 、 接 種 後 約 140～ 400日 ま で に 白 血
病 を 発 症 し た 。 こ れ ら の ほ と ん ど は 、 骨 髄 性 白 血 病 （ 59%） で あ っ た が 、 T細 胞 （ 21%） 、
お よ び T-細 胞 /骨 髄 性 （ 21%） の 混 合 の 白 血 病 も 見 い だ さ れ た 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 ウ イ ル ス 組 込 み 部 位 を ク ロ ー ニ ン グ す る た め に 、 35種 の 骨 髄 性 白 血 病 に 由 来 す る DNAま
た は RNAを 使 用 し て 、 相 補 的 な ア プ ロ ー チ と し て ウ イ ル ス -LTR（ 末 端 反 復 配 列 ） 特 異 的 な
イ ン バ ー ス PCR、 お よ び RT-PCRを 適 用 し た 。 イ ン バ ー ス PCR方 法 は 、 19の 原 発 性 白 血 病 お よ
び 9の 細 胞 株 に 対 し て 行 い 、 一 方 RT-PCRに 基 づ い た 技 術 は 、 12の 細 胞 株 お よ び 2つ の 原 発 性
白 血 病 に 対 し て 行 っ た 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 プ ロ ウ イ ル ス ・ フ ラ ン ク を 、 ヌ ク レ オ チ ド シ ー ケ ン シ ン グ に 供 し 、 セ レ ラ お よ び NCBIデ
ー タ ベ ー ス に 対 し て ブ ラ ス ト し 、 共 通 の 挿 入 部 位 を 同 定 し た 。 同 定 さ れ た 遺 伝 子 の 中 で 、
今 ま で に 腫 瘍 発 生 に 関 与 す る こ と が 記 載 さ れ て い な か っ た も の は 、 Graffi-1.4 MuLVで 誘
導 さ れ た 白 血 病 か ら 同 定 さ れ た 新 規 の 癌 遺 伝 子 と 合 わ せ て 表 1に 一 覧 を 示 し て あ る 。
【 ０ ２ １ １ 】
考 察
　 プ ロ ウ イ ル ス の 組 込 み は ラ ン ダ ム に 生 じ る が 、 こ れ ら は 近 く の 遺 伝 子 の 発 現 ま た は 機 能
に 影 響 を 及 ぼ す 可 能 性 が あ る 。 遺 伝 子 が 二 個 以 上 の 独 立 し た 腫 瘍 に お い て 影 響 を 受 け る 場
合 、 こ れ は 、 こ れ ら の 組 込 み が 選 択 有 利 性 を 提 供 し 、 し た が っ て 腫 瘍 発 生 に 寄 与 す る こ と
を 示 す 。 こ れ ら の 共 通 の 挿 入 部 位 が 複 数 同 定 さ れ 、 そ の 多 く が 、 癌 に お い て 役 割 を 果 た す
こ と が 初 め て 証 明 さ れ た 。 重 要 な こ と に 、 同 定 さ れ た そ の 他 の 遺 伝 子 の い く つ か は 、 癌 遺
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伝 子 で あ る こ と が 周 知 で あ り 、 本 ア プ ロ ー チ を 確 証 す る 。 本 実 施 例 は 、 探 求 し た ス ト ラ テ
ジ ー が 腫 瘍 発 生 に 関 与 す る 新 規 の 遺 伝 子 を 同 定 す る た め に 首 尾 よ く 使 用 す る こ と が で き る
こ と を 示 す 。
【 ０ ２ １ ２ 】
実 施 例 2
AML発 症 の 新 規 経 路 の 定 義
材 料 お よ び 方 法
Graffi-1.4 MuLVで 誘 導 さ れ る 白 血 病
　 100μ ｌ の Graffi-1.4-MuLV産 生 NIH3T3細 胞 （ E.Rassart博 士 、 Department des Siences 
Biologiques, Universite du Quebec a Montreal, Montreal, Quebec, Canadaか ら の 寄 贈
） の 細 胞 培 養 上 清 を 新 生 仔 マ ウ ス の 皮 下 に 注 入 し た 。 前 述 し た よ う に 、 マ ウ ス を 処 理 し て
、 白 血 病 の 発 生 に つ い て 解 析 し た （ Erkelandら 、 2003, Blood 101： 1111-7） 。 PCRに 基 づ
い た ス ク リ ー ニ ン グ の た め に 、 染 色 体 DNAを 白 血 病 細 胞 か ら 単 離 し た （ Erkelandら 、 2003,
 Blood 101： 1111-7） 。
【 ０ ２ １ ３ 】
白 血 病 細 胞 の 細 胞 学 的 な 解 析 お よ び 免 疫 表 現 型 タ イ ピ ン グ （ phenotyping）
　 形 態 学 的 な 解 析 の た め に 、 血 液 塗 抹 標 本 お よ び サ イ ト ス ピ ン を メ タ ノ ー ル で 固 定 し 、 Ma
y-Grunwald-Giemsa染 色 し 、 Zeiss Axioscope顕 微 鏡 （ Carl Zeiss BV, Weesp, The Nether
lands） を 使 用 し て 検 査 し た 。 種 々 の 器 官 の 単 細 胞 の 懸 濁 液 を 、 FACScanフ ロ ー サ イ ト メ ー
タ ー （ Becton Dickinson and Co, Mountain. View, CA, USA） を 使 用 し て 、 フ ロ ー サ イ ト
メ ト リ ー に よ っ て 解 析 し た 。 以 前 記 載 し た よ う に （ Joostenら 、 2000. Virology 268： 308
-18） 、 細 胞 を 以 下 の ラ ッ ト ・ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ っ て 標 識 し た ： ER-MP54、 ER-MP58
、 M1/70（ Mac-1） 、 F4/80、 RB68C5（ GR-1） 、 ER-MP21（ ト ラ ン ス フ ェ リ ン 受 容 体 ） 、 TER1
19（ グ リ コ ホ リ ン A） 、 59-AD2.2（ Thy-1） 、 KT3（ CD3） 、 RA3 6B2（ B220） 、 お よ び E13 1
61-7（ Sca1） 。 免 疫 検 出 は 、 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト に 結 合 し た ヤ ギ -抗 ラ ッ
ト 抗 体 （ Gα Ra-FITC） （ Nordic, Tilburg, The Netherlands） を 使 用 し て 行 っ た 。
【 ０ ２ １ ４ 】
Graffi-1.4MuLVで 誘 導 さ れ た 白 血 病 の イ ン バ ー ス PCR
　 原 発 腫 瘍 か ら の 白 血 病 ゲ ノ ム DNAを HhaI（ CGCG） に よ っ て 消 化 し た 。 ラ イ ゲ ー シ ョ ン （ R
apid ligation kit, Roche Diagnostics, Mannheim, Germany） に よ っ て 環 状 化 し た 後 、
実 施 例 1に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 Graffi-1.4 MuLV（ LTR） 特 異 的 な プ ラ イ マ ー L1お よ び L
2を 使 用 し て 第 1の PCRを 行 っ た 。 サ イ ク リ ン グ 条 件 は 、 94℃ で 1分 、 62℃ で 1分 、 お よ び 72
℃ で 3分 を 30サ イ ク ル で あ っ た 。 第 2の ネ ス テ ッ ド PCRに つ い て は 、 実 施 例 1に 記 載 さ れ て い
る よ う に 、 プ ラ イ マ ー L1Nお よ び L2Nを 使 用 し た （ 15サ イ ク ル ） 。 PCR反 応 混 合 物 は 、 10mM
の ト リ ス -HCl（ pH8.3） 、 50mMの KCL、 1.5mMの MgCl 2 、 200μ Mの dNTP、 10pmolの そ れ ぞ れ の
プ ラ イ マ ー 、 お よ び 2.5単 位 の Taqポ リ メ ラ ー ゼ （ Pharmacia, Uppsala, Sweden） を 含 ん だ
。 PCR断 片 を 1%の ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 解 析 し た 。
【 ０ ２ １ ５ 】
特 異 的 な ネ ス テ ッ ド PCRに よ る ウ イ ル ス 組 込 み の 検 出
　 拡 張 し た 白 血 病 の パ ネ ル に お い て 、 Graffi-1.4プ ロ ウ イ ル ス 、 特 に ウ イ ル ス で タ ー ゲ ッ
ト さ れ た 遺 伝 子 の 局 在 を 決 定 す る た め に 、 原 発 腫 瘍 に 由 来 す る DNAに 対 し て ネ ス テ ッ ド PCR
を 行 っ た 。 第 1の PCRの た め に 、 ウ イ ル ス 組 込 み 部 位 （ VIS） 遺 伝 子 座 特 異 的 な プ ラ イ マ ー X
1お よ び X2を 、 Graffi-1.4 MuLV LTR特 異 的 な プ ラ イ マ ー L1お よ び L2と 組 み 合 わ せ て 使 用 し
た （ 図 1も 参 照 さ れ た い ） 。 サ イ ク リ ン グ 条 件 は 、 94℃ で 1分 、 62℃ で 1分 、 72℃ で 3分 を 30
サ イ ク ル で あ っ た 。 第 2の PCRの た め に 、 入 れ 子 状 の VIS特 異 的 な プ ラ イ マ ー X1Nお よ び X2N
（ す な わ ち 、 ゲ ノ ム 領 域 特 異 的 な プ ラ イ マ ー ） を 同 じ 条 件 下 で 入 れ 子 状 LTR特 異 的 プ ラ イ
マ ー L1Nお よ び L2Nと 組 み 合 わ せ て 使 用 し た 。 得 ら れ た PCR産 物 を サ ザ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ っ
て 解 析 し た 。 増 幅 さ れ た バ ン ド の 正 確 な 性 質 を 検 証 す る た め に 、 ブ ロ ッ ト を Church緩 衝 液
（ 0.5Mの リ ン 酸 緩 衝 液 、 pH7.2、 7%（ w/v） SDS、 10mMの EDTA） 中 で 45℃ に お い て 一 晩 、 放
射 標 識 し た 遺 伝 子 特 異 的 な プ ロ ー ブ P1お よ び P2と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 シ グ ナ ル は 、 標
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準 的 な 手 順 に し た が っ て オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー に よ っ て 視 覚 化 し た （ Maniatisら 、 1982
, Molecular Cloning, A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Sp
ring Harbor, New York） 。
【 ０ ２ １ ６ 】
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 解 析
　 PCR産 物 は 、 ABI 3100シ ー ク エ ン サ ー （ Applied Biosystems, Nieuwerkerk a/d IJssel,
 The Netherlands） を 使 用 し て 、 Graffi-1.4 MuLV特 異 的 な フ ォ ワ ー ド ・ プ ラ イ マ ー L1で
シ ー ケ ン シ ン グ し た 。 ウ イ ル ス に 隣 接 す る ゲ ノ ム 配 列 は 、 GenBank（ National Center for
 Biotechnology Information） 、 セ レ ラ ・ デ ィ ス カ バ リ ー ・ シ ス テ ム （ Celera Genomics,
 Rockville, MD, USA） （ Hogeneschら 、 2001, Cell 106： 413-5；  Kerlavageら 、 2002, N
ucleic Acids Res. 30： 129-36） 、 お よ び Ensembl（ Wellcome Trust Genome Campus, Hin
xton, Cambridgeshire, UK） （ Hubbardら 、 2002, Nucleic Acids Res. 30： 38-41） を 使
用 し て 解 析 し た 。
【 ０ ２ １ ７ 】
結 果
Graffi-1.4で 誘 導 さ れ た 白 血 病
　 89の 新 生 仔 FVB／ Nマ ウ ス に Graffi-1.4を 接 種 し た 。 瀕 死 の と き に 、 マ ウ ス を 屠 殺 し て 、
造 血 器 官 を 単 離 し た 。 6匹 の マ ウ ス は 、 白 血 病 の 徴 候 を 伴 わ ず に 死 亡 し 、 さ ら な る 調 査 か
ら 排 除 し た 。 標 準 的 な 血 液 細 胞 解 析 を 行 っ て 、 値 を 10匹 の 正 常 FVB／ Nマ ウ ス の 平 均 と 比 較
し た （ Joostenら 、 2002, Exp. Hematol. 30： 142-9） 。 白 血 病 マ ウ ス の ほ と ん ど で は 、 正
常 な 対 照 と 比 較 し て 、 末 梢 白 血 球 細 胞 の 数 が 増 大 し 、 血 小 板 数 お よ び 赤 血 球 の 数 が 減 少 し
た （ デ ー タ 示 さ ず ） 。 骨 髄 に お け る 芽 球 の 割 合 は 、 24～ 90%で 変 動 し 、 平 均 48%で あ っ た 。
76匹 の マ ウ ス に 由 来 す る 白 血 病 細 胞 を 免 疫 表 現 型 タ イ ピ ン グ し た 。 こ れ ら の 白 血 病 の 主 要
な 免 疫 表 現 性 の 特 徴 を 表 2に 示 す 。
【 ０ ２ １ ８ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
a （ Imm + ） は 、 未 成 熟 の 造 血 性 の 細 胞 マ ー カ ー Scal+、 MP58+、 MP54+（ Thyl+） の ポ ジ テ ィ
ブ 染 色 法 を 示 す 。 b 括 弧 内 の マ ー カ ー は 、 全 て の 個 々 腫 瘍 に 一 貫 し て 発 現 さ れ る と い う わ
け で は な い 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 こ れ ら の 基 準 に 基 づ い て 、 白 血 病 を Tリ ン パ 様 、 混 合 リ ン パ 様 ／ 赤 血 球 系 ／ 骨 髄 性 、 骨
髄 性 、 骨 髄 性 単 球 ま た は 赤 血 球 系 と し て 分 類 し た 。 59の 白 血 病 を 形 態 学 的 に 解 析 し た 。 ほ
ぼ 全 て の マ ウ ス が 脾 腫 大 を 示 し 、 そ の 25%は 胸 腺 拡 大 、 20%は リ ン パ 節 腫 脹 、 お よ び 55%は
肝 臓 の 併 発 を 有 す る 。 マ ウ ス の 5%で は 、 白 血 病 細 胞 が 、 明 白 な 末 梢 器 官 の 併 発 を 伴 わ ず に
、 BMお よ び 血 液 に 存 在 し た 。
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【 ０ ２ ２ ０ 】
Gr-1.4で 誘 導 さ れ る 白 血 病 に お け る ウ イ ル ス 組 込 み 部 位
　 デ ー タ ベ ー ス 検 索 と 連 携 し た PCR解 析 に よ り 、 69の 腫 瘍 か ら 合 計 94の 異 な る ウ イ ル ス 組
込 み 部 位 を 同 定 し 、 そ の う ち の 38は 、 そ の 他 の 研 究 に お い て 以 前 に 見 い だ さ れ て い た 。 CI
Sの こ の 後 者 の 群 の 例 は 、 p53、 Notch-1、 Evi-1、 NF1（ Evi-2） 、 Lck-1、 Pim-1、 HoxA9（ E
vi-6） 、 Fli-1、 お よ び N-Mycで あ る 。 特 に 、 94の 組 込 み の う ち の 79は 、 白 血 病 性 の 形 質 転
換 に お い て 影 響 を 受 け た 遺 伝 子 に 直 接 関 係 の あ る CISで あ る 。 こ れ ら の 遺 伝 子 に 密 接 に 関
連 し た フ ァ ミ リ ー は 、 そ の 他 の 研 究 に お い て も 見 い だ さ れ て い た の で 、 残 り の 15を こ の 報
告 に 含 め た 。 同 定 さ れ た 配 列 の う ち の 56は 、 新 規 の 候 補 白 血 病 遺 伝 子 の 近 く ま た は 候 補 白
血 病 遺 伝 子 に マ ッ ピ ン グ さ れ た 。 影 響 を 受 け た 遺 伝 子 の 産 物 は 、 以 下 の カ テ ゴ リ ー に 分 類
さ れ た ： 受 容 体 お よ び シ グ ナ リ ン グ 分 子 （ 表 3） 、 転 写 の 調 節 因 子 （ 表 4） 、 お よ び そ の 他
の 経 路 を 調 節 す る 役 割 （ 例 え ば 、 DNA安 定 性 お よ び プ ロ テ ア ソ ー ム の タ ー ゲ テ ィ ン グ ） を
有 す る か 、 ま た は 現 在 未 知 の 機 能 を 有 す る 遺 伝 子 産 物 の 残 り の 群 （ 表 5） 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 こ の イ ン バ ー ス PCRに 基 づ く ス ク リ ー ニ ン グ で 同 定 さ れ た ウ イ ル ス 組 込 み の 約 15%は 、 最
初 の ス ク リ ー ニ ン グ で 共 通 （ 特 定 の ゲ ノ ム の 座 に 2つ 以 上 の 組 込 み ） で あ る と 決 定 さ れ た
。 よ り 感 度 良 く 共 通 の 組 込 み の 頻 度 を 決 定 す る た め に 、 本 発 明 者 ら は 、 他 で 記 載 さ れ て い
る よ う に （ Erkeland,ら 、  2003, Blood 101： 1111-7；  Joostenら 、 2002, Oncogene 21：
7247-55） 、 49の Gr-1.4標 的 遺 伝 子 （ 表 3-5） に 対 し て 組 込 み 特 異 的 な PCR反 応 を 行 う と 、
そ の ほ と ん ど （ 96%） が 共 通 で あ る と 思 わ れ た 。 ウ イ ル ス 組 込 み 部 位 に 隣 接 す る 遺 伝 子 を h
ttp： //genome2.ncifcrf.govの 国 立 癌 研 究 所 レ ト ロ ウ イ ル ス ・ タ グ ・ 癌 遺 伝 子 デ ー タ ベ ー
ス （ retroviral tagged cancer gene database： RTCGD） お よ び そ の 他 の 情 報 源 （ 表 3） か
ら の デ ー タ と 比 較 し た 。 こ の デ ー タ ベ ー ス に お い て 存 在 す る か 、 ま た は そ の 他 の 研 究 に お
い て 報 告 済 で あ っ た Gr-1.4の 組 込 み は 、 表 3、 4、 お よ び 5に 特 徴 づ け た 。 そ の 他 の 研 究 に
お い て 見 い だ さ れ た Gr-1.4で タ ー ゲ ッ ト さ れ る 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー は 、 カ ラ ム 「
同 定 さ れ た フ ァ ミ リ ー ・ メ ン バ ー 」 に 一 覧 を 示 し て あ る 。 大 部 分 の ウ イ ル ス 組 込 み は 、 遺
伝 子 の 5'ま た は 3'末 端 に お い て 、 ま た は そ の 近 く で 生 じ 、 こ れ ら の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル は
、 ウ イ ル ス 組 込 み の 結 果 と し て 調 節 解 除 を 示 唆 し た 。 18の CISは 、 も っ ぱ ら 遺 伝 子 内 に 位
置 す る だ け で あ り 、 お そ ら く 遺 伝 子 破 壊 を 引 き 起 こ し た 。 こ の 群 は 、 以 前 に 報 告 さ れ た ウ
イ ル ス 標 的 Notch-1、 NF1、 PTPN1、 Inpp4a、 p53、 SWAP70、 お よ び Kcnk5、 な ら び に 11個 の
新 た な 遺 伝 子 ： カ ル シ ホ シ ン （ calcyphosine） 、 ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ -1、 ELL、 NCOR-1
、 HDAC-7A、 ヒ ス ト ン H3.3A、 api-5、 RIL、 D6Mm5e、 お よ び 2つ の 未 知 の 遺 伝 子 を 含 む 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
考 察
　 こ の 研 究 に お い て 、 本 発 明 者 ら は 、 急 性 骨 髄 性 白 血 病 （ AML） の 病 原 の 新 規 経 路 を 、 そ
の 中 に 特 異 的 に 含 ま れ る 疾 患 遺 伝 子 を 同 定 す る こ と に よ っ て 同 定 す る た め に 、 Graffi-1.4
（ Gr-1.4） ウ イ ル ス 複 合 体 を 使 用 す る イ ン ビ ボ ・ レ ト ロ ウ イ ル ス の 突 然 変 異 誘 発 を 使 用 し
た 。 そ の 他 の ウ イ ル ス 株 、 例 え ば モ ロ ニ ー 、 AKXD、 ま た は Cas-Br-Mと の 比 較 研 究 に お い て
、 最 も 顕 著 に 表 れ る 腫 瘍 型 は 、 BXH2骨 髄 性 単 球 の 腫 瘍 の 場 合 に は Tお よ び B細 胞 リ ン パ 腫 で
あ る 。 対 照 的 に 、 Gr-1.4に よ っ て 誘 導 さ れ る 白 血 病 の 80%よ り 多 く は 、 骨 髄 性 細 胞 の 免 疫
表 現 性 の 特 徴 を 明 解 に 示 し 、 未 成 熟 の 形 態 学 的 な 特 徴 （ 主 に 骨 髄 芽 球 ） を 有 し 、 骨 髄 性 疾
患 の 病 原 性 の 機 構 を 特 徴 づ け る た め の ツ ー ル と し て の Gr-1.4ウ イ ル ス 複 合 体 独 特 の 特 徴 を
強 調 し た （ 表 2を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 し た が っ て 、 実 際 は 、 こ こ に 記 載 さ れ て い る 大 部 分 の CISは 、 リ ン パ 腫 モ デ ル の 広 範 な
ス ク リ ー ニ ン グ に お い て こ れ ま で に 報 告 さ れ て い な か っ た が 、 い く つ か の 重 複 も 観 察 さ れ
た 。 後 者 は 、 細 胞 タ イ プ 特 異 的 な 事 象 が 、 通 常 複 数 の 腫 瘍 型 で 影 響 を 受 け 得 る 下 流 の 共 通
の 調 節 経 路 に 対 し て 影 響 を 与 え る と い う 事 実 か ら み て も 、 驚 く べ き こ と で は な い 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 大 部 分 の Gr-1.4 CISは 、 こ れ ら の 遺 伝 子 に 対 す る こ れ ら の 近 接 に 基 づ い て 候 補 疾 患 遺 伝
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子 に 結 び つ け ら れ た が 、 プ ロ ウ イ ル ス の 組 込 み は 、 100kbよ り 遠 く の 距 離 で も 遺 伝 子 発 現
に 影 響 を 及 ぼ す こ と が 報 告 さ れ て い た 。 し た が っ て 、 CISか ら よ り 離 れ て 位 置 す る 遺 伝 子
も 調 節 さ れ な く な る こ と 、 お よ び 複 数 の 遺 伝 子 が 単 一 の CISに よ っ て 影 響 を 受 け る こ と を
除 外 す る こ と が で き な い 。 加 え て 、 現 在 行 わ れ て い る レ ト ロ ウ イ ル ス ・ ス ク リ ー ニ ン グ の
3つ の そ の 他 の 側 面 も 強 調 さ れ な け れ ば な ら な い 。 第 1に 、 複 製 能 力 の あ る レ ト ロ ウ イ ル ス
に よ っ て 誘 導 さ れ る 悪 性 腫 瘍 は 、 通 常 モ ノ ク ロ ー ナ ル で は な く オ リ ゴ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ
リ ク ロ ー ナ ル で あ る 。 こ れ に よ り 、 比 較 的 小 さ な マ ウ ス の コ ホ ー ト に お い て 高 頻 度 の CIS
を 生 じ る が 、 こ れ は 1つ の 白 血 病 性 の ク ロ ー ン 内 で 協 調 す る 事 象 の 検 索 を 複 雑 に す る 。 第 2
に 、 ウ イ ル ス 組 込 み を 同 定 す る た め に 使 用 し た 感 受 性 の 高 い PCRに 基 づ く 技 術 は 、 初 期 の
病 原 性 の 事 象 を 開 始 し 大 多 数 の 白 血 病 細 胞 に 存 在 す る CISと 、 お そ ら く 白 血 病 進 行 遺 伝 子
に 影 響 を 及 ぼ し て い る 少 数 の 細 胞 集 団 の み に 存 在 す る CISと を 区 別 す る こ と が で き な い 。
最 後 に 、 最 近 の 研 究 で は 、 マ ウ ス 白 血 病 ウ イ ル ス が 、 転 写 開 始 部 位 の 近 く に 組 込 み の 優 先
度 を 有 す る こ と を 強 調 し た （ Wuら 、 2003, Science 300： 1749-51） 。 Gr-1.4で の 本 発 明 者
ら 今 回 の デ ー タ は 、 こ の 結 論 を 実 証 し 、 MuLVで の レ ト ロ ウ イ ル ス の 突 然 変 異 誘 発 は 、 好 ま
し く は 、 （ し か し 、 排 他 的 で は な い ） 遺 伝 子 の 破 壊 で は な く 遺 伝 子 の 調 節 解 除 を 同 定 す る
こ と を 示 す 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 結 論 と し て 、 Gr-1.4ウ イ ル ス 複 合 体 と 共 に ハ イ ・ ス ル ー プ ッ ト の レ ト ロ ウ イ ル ス ・ ス ク
リ ー ニ ン グ を 使 用 し て 、 本 発 明 者 ら は 、 骨 髄 性 白 血 病 に 関 与 す る 新 規 の 経 路 を 同 定 し た 。
現 在 で は 、 本 発 明 者 ら は 、 32D細 胞 お よ び 初 代 骨 髄 培 養 に お け る 遺 伝 子 導 入 法 を 使 用 し て
、 異 常 な 遺 伝 子 発 現 の 結 果 ま た は 機 能 を 研 究 し て い る 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
結 論
　 急 性 骨 髄 性 白 血 病 （ AML） は 、 不 均 一 な 疾 患 群 で あ り 、 特 定 の 遺 伝 子 の 染 色 体 異 常 、 小
さ な 挿 入 ／ 欠 失 、 ま た は 点 突 然 変 異 は 、 予 後 に 対 し て 重 大 な 結 果 を 有 す る 。 し か し 、 大 部
分 の AML患 者 は 、 現 在 公 知 の 遺 伝 子 欠 損 を 伴 わ ず に 存 在 す る 。 マ ウ ス に お け る レ ト ロ ウ イ
ル ス の 挿 入 突 然 変 異 誘 発 は 、 白 血 病 お よ び リ ン パ 腫 の 病 因 に 関 与 す る 新 た な 疾 患 遺 伝 子 を
同 定 す る た め の 強 力 な ツ ー ル に な っ た 。 こ こ で 、 本 発 明 者 ら は 、 主 に 急 性 骨 髄 性 白 血 病 を
引 き 起 こ す Graffi-1.4マ ウ ス 白 血 病 ウ イ ル ス （ Gr-1.4） 株 を 、 本 症 の 病 原 に 関 与 す る 新 規
の 遺 伝 子 を 同 定 す る た め の ス ク リ ー ニ ン グ に 使 用 し た 。 本 発 明 者 ら は 、 共 通 の ウ イ ル ス 組
込 み 部 位 （ CIS） に お い て 79の 候 補 疾 患 遺 伝 子 を 報 告 し 、 そ の フ ァ ミ リ ー ・ メ ン バ ー の 15
の 遺 伝 子 が 、 そ の 他 の 研 究 に お い て も 影 響 を 受 け る こ と を 以 前 に 見 い だ し た 。 同 定 さ れ た
配 列 の 大 部 分 （ 60%） は 、 リ ン パ 腫 お よ び 単 球 性 白 血 病 の 以 前 の ス ク リ ー ニ ン グ で は 見 い
だ さ れ な か っ た こ と か ら 、 AMLの 特 異 的 な 関 与 が 示 唆 さ れ る 。 大 部 分 の ウ イ ル ス 組 込 み は
、 遺 伝 子 の 5'ま た は 3'末 端 に お い て 、 ま た は そ の 近 く に 生 じ た が 、 18の CISは 、 も っ ぱ ら
遺 伝 子 内 に 位 置 す る だ け で あ り 、 お そ ら く 遺 伝 子 破 壊 を 引 き 起 こ し た こ と か ら 、 ウ イ ル ス
組 込 み の 結 果 と し て 遺 伝 子 発 現 が 調 節 解 除 さ れ る こ と が 示 唆 さ れ る 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
実 施 例 3
マ ウ ス 白 血 病 に お け る 新 規 の 潜 在 的 疾 患 座 位 の 大 規 模 な 同 定
材 料 お よ び 方 法
Cas-Br-M MuLVで 誘 導 さ れ る 白 血 病
　 こ の 研 究 に お い て 使 用 さ れ る NIH-Swiss由 来 の Cas-Br-M MuLVで 誘 導 さ れ る 原 発 腫 瘍 は 以
下 で あ る ： IPCRに つ い て ： CSL 13、 16、 20、 22、 26、 30、 31、 32、 33、 65、 71、 78、 82、
90、 91、 93、 111、 117、 123、 201、 203、 204、 212、 221、 227、 228、 237お よ び 239； な ら
び に RT-PCRに つ い て ： CSL： 201お よ び 203（ Joostenら 、 2000. Virology 268： 308-18） 。
白 血 病 の 脾 臓 か ら 単 離 し た 細 胞 は 、 液 体 窒 素 中 の 一 定 分 量 に お い て 生 き た ま ま 貯 蔵 さ れ た
。 以 下 の 白 血 病 細 胞 株 を こ の 研 究 に 利 用 し た ： IPCRに つ い て ： DA24、 な ら び に NFS 22、 36
、 56、 58、 60、 61、 78、 お よ び 124； な ら び に RT-PCRに つ い て ： DA 1、 2、 3、 8、 33、 な ら
び に NFS 22、 36、 58、 61、 78、 107、 お よ び 124（ Valkら 、 1997 Blood 90： 1448-1457） 。
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こ れ ら の 細 胞 株 を RPMI+10%ウ シ 胎 仔 血 清 （ FCS） （ Gibco Life Technologies Inc., Gent,
 Belgium） お よ び 10単 位 の マ ウ ス IL3中 で 培 養 し た 。 ウ イ ル ス 組 込 み の 頻 度 を 細 胞 株 お よ
び 原 発 性 白 血 病 の 両 方 に 対 し て 決 定 し た 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
IPCRお よ び RT-PCR
　 ゲ ノ ム DNAの 単 離 は 、 以 前 記 載 さ れ て い る よ う に 正 確 に 行 っ た （ Valkら 、 1999 J. Virol
. 73： 3595-602） 。 5pgの ゲ ノ ム DNAを Sau3A、 Pvullま た は Sstl（ GIBCO Life Technologie
s Inc., Gent, Belgium） に よ っ て 消 化 し た 。 産 物 を T4リ ガ ー ゼ （ GIBCO Life Technologi
es Inc.） で 処 理 し 、 環 状 化 さ れ た 産 物 を 形 成 さ せ た 。 そ の 後 、 本 発 明 者 ら は 、 Cas-Br-M 
MuLV LTRに 特 異 的 な プ ラ イ マ ー を 使 用 す る IPCRス ト ラ テ ジ ー を 行 っ た 。 Sau3A消 化 ／ 結 合
さ れ た 断 片 に つ い て 、 プ ラ イ マ ー pLTR4
　
　
　
　
お よ び pLTR3
　
　
で 第 1の PCR反 応 を 行 い 、 続 い て pLTR5
　
　
お よ び pLTR6
　
　
を 使 用 し て ネ ス テ ッ ド PCRを 行 っ た 。 両 方 の PCRの サ イ ク ル 条 件 は 、 94℃ で 15秒 、 57℃ で 30
秒 、 お よ び 72℃ で 2分 を 10サ イ ク ル 、 な ら び に 94℃ で 15秒 、 57℃ で 30秒 、 お よ び 72℃ で 2分
30秒 の 条 件 に し た が っ て さ ら に 20サ イ ク ル で あ っ た 。 反 応 は 、 Expand High Fidelity PCR
 System（ Roche、 Mannheim、 Germany） を 使 用 し て 行 っ た 。 PvuIIお よ び SstI消 化 し た ゲ ノ
ム DNAに つ い て 、 環 状 化 し た DNAは 、 そ れ ぞ れ プ ラ イ マ ー pLTR7
　
　
お よ び pLTRl
　
　
な ら び に pLTR8
　
　
お よ び pLTR2
　
　
　
を 使 用 し て 増 幅 し た 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 第 1の PCRは 、 94℃ で 30秒 、 54℃ で 1分 、 お よ び 72℃ で 3分 を 30サ イ ク ル 行 っ た 。 反 応 は 、
Expand High Fidelity PCR System（ Roche） に よ っ て 行 っ た 。 ネ ス テ ッ ド PCRの 条 件 は 、 9
4℃ で 30秒 、 58℃ で 1分 、 お よ び 72℃ で 1分 を 30サ イ ク ル で あ っ た 。 こ の 反 応 は 、 Taqポ リ メ
ラ ー ゼ （ Amersham Pharmacia Biotech, Roosendaal, The Netherlands） に よ っ て 行 っ た
。 RT-PCRは 、 Valkら （ 1997c） に よ っ て 以 前 に 記 載 さ れ て い る よ う に 行 っ た 。 簡 単 に は 、 C
sCl勾 配 に よ っ て 総 RNAを 単 離 し た 。 第 1鎖 cDNAは 、 Superscript MPreamplification Syste
m（ Life Technologies, Breda, The Netherlands） を 使 用 し て 、 製 造 業 者 の 指 示 に し た が
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っ て 5μ gの RNAで 37℃ で オ リ ゴ （ dT） ア ダ プ タ ー プ ラ イ マ ー
　
　
　
と 共 に 逆 転 写 酵 素 （ RT） 反 応 に よ っ て 得 た 。 そ の 後 、 LTR特 異 的 な プ ラ イ マ ー pLTR6お よ び
ア ダ プ タ ー プ ラ イ マ ー
　
　
　
　
を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 白 血 病 の RT反 応 に 対 し て PCR（ 94℃ で 1分 、 58℃ で 1分 、 72℃ で 3
分 （ 30サ イ ク ル ） ） を 行 っ た 。 PCR産 物 を 製 造 業 者 の 指 示 に し た が っ て 直 接 pCR2.1（ Invit
rogen, Breda, The Netherlands） に ク ロ ー ニ ン グ 、 ヌ ク レ オ チ ド シ ー ケ ン シ ン グ に 供 し
た 。 解 析 の た め に 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を NCBIデ ー タ ベ ー ス と 比 較 し た 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
PCR解 析 お よ び サ ザ ン ブ ロ ッ ト ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法
　 原 発 性 白 血 病 ま た は 細 胞 株 か ら 単 離 し た 1ugの ゲ ノ ム DNAを プ ラ イ マ ー pLTR1お よ び 遺 伝
子 座 特 異 的 な プ ラ イ マ ー Aで の PCRに 供 し た （ 図 2） 。 17～ 21ヌ ク レ オ チ ド の 遺 伝 子 座 特 異
的 な プ ラ イ マ ー は 、 イ ン バ ー ス PCRま た は RT-PCRに よ っ て 作 製 さ れ る 断 片 の 各 々 の 配 列 に
対 し て 特 異 的 に デ ザ イ ン し た 。 プ ラ イ マ ー は 、 Life Technologiesか ら 購 入 し た 。 1μ lの P
CR産 物 を プ ラ イ マ ー pLTR2お よ び 入 れ 子 状 遺 伝 子 座 特 異 的 な プ ラ イ マ ー Bを 使 用 す る ネ ス テ
ッ ド PCR反 応 に 移 し た 。 両 方 の 反 応 の た め の サ イ ク ル 条 件 は 、 94℃ で 5分 を 1サ イ ク ル 、 94
℃ で 30秒 、 Tmで 1分 、 72℃ で 1分 30秒 を 30サ イ ク ル 、 72℃ で 5分 を 1サ イ ク ル で あ っ た 。 Tmは
、 そ れ ぞ れ の プ ラ イ マ ー に 特 異 的 で あ り 、 48℃ ～ 62℃ の 間 で あ っ た 。 PCRは 、 Taqポ リ メ ラ
ー ゼ （ Amersham Pharmacia Biotech） を 使 用 す る こ と に よ っ て 行 っ た 。 PCR産 物 を 1.5%の
ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 電 気 泳 動 し 、 0.25Mの NaOH／ 1.5Mの NaClで Hybond-N + ナ イ ロ ン 膜 （ Amersh
am Pharmacia Biotech） に 移 し た 。 膜 を 3 2 Pで 末 端 標 識 し た 遺 伝 子 座 特 異 的 な プ ラ イ マ ー C
と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 ラ ベ リ ン グ は 、 製 造 業 者 の 指 示 に し た が っ て 、 T4キ ナ ー ゼ （ US
B, Cleveland, OH, USA） を 使 用 し て 行 っ た 。 そ の 後 、 ブ ロ ッ ト を 45℃ で 30分 間 0.4Mの NaO
H中 で 取 り 除 き 、 45℃ で 15分 間 0.2Mの ト リ ス -HCl、 0.2%の SDS、 お よ び 0.1× SSCを 使 用 し て
中 和 し 、 3 2 Pで 末 端 標 識 し た Cas-Br-M MuLV特 異 的 な プ ラ イ マ ー pLTR3と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ
せ た 。 ブ ロ ッ ト を KODAKフ ィ ル ム お よ び 増 感 紙 で の オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー に 曝 露 し た 。 1
5分 の 露 出 の 後 、 フ ィ ル ム を 現 像 し て 分 析 し た 。
【 ０ ２ ３ １ 】
シ ー ケ ン シ ン グ 解 析
　 試 料 は 、 Bd-シ ー ケ ン シ ン グ キ ッ ト を 使 用 し て 製 造 業 者 （ PE Biosystems, Nieuwerkerk 
a/d IJssel, The Netherlands） の 指 示 に し た が っ て 調 製 し 、 プ ラ イ マ ー M13フ ォ ワ ー ド
　
　
お よ び M13リ バ ー ス
　
　
を 使 用 し て 、 ヌ ク レ オ チ ド の シ ー ケ ン シ ン グ を ABI 310自 動 シ ー ケ ン シ ン サ ー （ PE Biosys
tems） で 行 っ た 。 IPCRま た は RT-PCRに よ っ て 単 離 さ れ た 配 列 を Celera Discovery System
（ Celera Genomics, Rockville, MD, USA, database contents May 2002） 、 お よ び Natio
nal Center for Biotechnology Information （ NCBI, Bethesda, MD, USA） の GenBankに
存 在 す る デ ー タ と 比 較 し た 。 組 込 み の 正 確 な 部 位 を 決 定 し た 。 遺 伝 子 の 外 側 に 見 い だ さ れ
た 挿 入 に つ い て は 、 組 込 み と 最 も 近 く の 遺 伝 子 と の 間 の 距 離 を 算 出 し た 。 マ ウ ス 染 色 体 上
の 位 置 を 確 立 し 、 ヒ ト 同 等 物 を Celera Discovery System（ 2002年 5月 ） 、 LocusLink、 ま
た は ヒ ト ・ マ ウ ス 相 同 性 マ ッ プ （ 両 方 と も www.ncbi.nlm.nih.gov） の ヒ ト ・ デ ー タ ベ ー ス

10

20

30

40

50

(48) JP 2006-508645 A 2006.3.16



を 使 用 す る こ と に よ っ て 推 定 し た 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
結 果
　 ウ イ ル ス LTR特 異 的 な イ ン バ ー ス PCRお よ び RT-PCRを 自 動 化 さ れ た シ ー ケ ン シ ン グ と 組 み
合 わ せ て 、 CasBR-M MuLVで 誘 導 さ れ る 骨 髄 性 白 血 病 に 対 し て 適 用 す る こ と に よ り 、 126の
ウ イ ル ス 組 込 み 部 位 を ク ロ ー ニ ン グ し た 。 座 位 特 異 的 お よ び LTR特 異 的 な プ ラ イ マ ー を 使
用 す る こ と に よ っ て 、 MuLVで 誘 導 さ れ る 白 血 病 の 大 き な パ ネ ル か ら の ゲ ノ ム DNAに 対 す る
ネ ス テ ッ ド PCR／ サ ザ ン ブ ロ ッ ト 法 を 開 発 し 、 特 定 の ウ イ ル ス 挿 入 が 、 共 通 の ウ イ ル ス 組
込 み 部 位 （ cVIS） を 示 す か ど う か を 解 析 し た 。 実 際 、 こ の よ う に 解 析 し た 41の 組 込 み の う
ち の 39は 、 共 通 の ウ イ ル ス 組 込 み 部 位 を 示 し た 。 本 発 明 者 ら は 、 6つ の 以 前 に ク ロ ー ニ ン
グ さ れ た cVIS、 す な わ ち Evi1、 Hoxa7、 cMyb、 Cb2／ Evi11、 Evi12、 お よ び His1、 な ら び に
33の 新 規 の 共 通 の 挿 入 を 認 識 し た 。 こ の 群 の 中 で 、 本 発 明 者 ら は 、 受 容 体 遺 伝 子 、 例 え ば
Cb2ま た は mrc1、 新 規 の 推 定 上 の シ グ ナ リ ン グ ま た は 輸 送 体 遺 伝 子 、 リ ン グ フ ィ ン ガ ー タ
ン パ ク 質 遺 伝 子 Mid1、 お よ び 未 知 の 機 能 を 有 す る 新 規 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の
パ ネ ル 内 に 、 核 タ ン パ ク 質 、 例 え ば Dnmt-2、 Nm23-M2、 Ctbp1、 も し く は Ergを コ ー ド す る
遺 伝 子 に お い て 、 ま た は そ の 近 く に 組 込 み を 見 い だ し た 。 解 析 し た 41の 組 込 み の う ち 39が
、 cVISを 表 し た と い う 知 見 は 、 PCR／ サ ザ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ っ て い ま だ に 解 析 さ れ て い な
か っ た 大 部 分 の そ の 他 の ウ イ ル ス 挿 入 が 、 同 様 に ecVISに 位 置 し 、 し た が っ て 、 新 規 の 疾
患 遺 伝 子 を 収 容 す る か も し れ な い こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
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【 表 １ 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ３ ４ 】
【 図 １ 】 実 施 例 3に 記 載 し た イ ン バ ー ス PCRで 同 定 し た ウ イ ル ス 組 込 み 部 位 の 共 通 性 を 決 定
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す る た め に 、 染 色 体 DNAで 直 接 PCRし た 図 で あ る 。 こ こ で は 、 イ ン バ ー ス PCRに よ っ て ウ イ
ル ス 組 込 み 部 位 と し て 同 定 さ れ た 遺 伝 子 座 ま た は ゲ ノ ム 領 域 に お い て 、 プ ラ イ マ ー X1、 X1
N、 X2、 お よ び X2Nを デ ザ イ ン す る 。 隣 接 す る ゲ ノ ム 配 列 を 増 幅 し 、 組 み 込 ま れ た プ ロ ウ イ
ル ス の 局 在 お よ び 向 き を 決 定 す る た め に 、 4つ の 異 な る ネ ス テ ッ ド PCRを 行 っ た 。 第 1に 、
プ ラ イ マ ー XIお よ び X2を Graffi-1.4 MuLV LTRプ ラ イ マ ー L1お よ び L2と を 組 み 合 わ せ た 。
こ れ ら の 産 物 は 、 プ ラ イ マ ー X1Nお よ び X2Nと L1Nお よ び L2Nと を 組 み 合 わ せ て 使 用 す る ネ ス
テ ッ ド PCRに よ っ て 増 幅 さ れ た 。 増 幅 さ れ た バ ン ド の 特 異 性 は 、 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に お
い て プ ロ ー ブ P1お よ び P2を 使 用 し て 点 検 し た 。
【 図 ２ 】 疾 患 遺 伝 子 座 を 同 定 す る た め の 本 発 明 の 方 法 を 図 示 す る 。 細 胞 株 （ DAお よ び NFS
） 、 ま た は CSL白 血 病 由 来 の RNAま た は DNAで IPCRま た は RT-PCRを 行 っ た 。 生 じ た ウ イ ル ス
の フ ラ ン キ ン グ 断 片 を 配 列 分 析 に 供 し た 。 LTRお よ び 遺 伝 子 座 特 異 的 な プ ラ イ マ ー を デ ザ
イ ン し 、 ネ ス テ ッ ド PCRス ト ラ テ ジ ー （ *） 、 す な わ ち LTR-1/プ ラ イ マ ー -A PCRに 続 く CasB
r-M MuLVで 誘 導 さ れ る 白 血 病 の パ ネ ル か ら の ゲ ノ ム DNAを 使 用 す る LTR-2/プ ラ イ マ ー -B増
幅 に 使 用 し た 。 PCR産 物 を 1.5%ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 電 気 泳 動 し 、 そ の 後 ブ ロ ッ ト し た 。 第 1に
ブ ロ ッ ト 物 を 遺 伝 子 座 特 異 的 な プ ロ ー ブ Cと ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 フ ィ ル ム に 曝 露 し 、 剥
離 後 に プ ロ ー ブ LTR3と 再 び ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 LTR3お よ び 遺 伝 子 座 特 異 的 な プ ロ ー ブ
C（ レ ー ン 1、 2、 3、 6、 お よ び 8） と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た バ ン ド は 、 陽 性 、 す な わ ち こ の 特
定 の 共 通 の ウ イ ル ス 組 込 み 部 位 （ cVIS） を 有 す る 腫 瘍 で あ る と 考 え ら れ た 。 1つ の プ ラ イ
マ ー （ レ ー ン 4お よ び 7） の み と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 偽 陽 性 で あ る 。 そ れ ぞ れ の
実 験 に お い て 、 2つ ま た は 3つ の 陽 性 な 断 片 が ク ロ ー ニ ン グ さ れ 、 ヌ ク レ オ チ ド を シ ー ク エ
ン シ ン グ し て 特 異 性 を 確 認 し た 。
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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 17年 4月 15日 (2005.4.15)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 癌 の 発 生 に 関 与 す る 少 な く と も 1つ の マ ウ ス ゲ ノ ム 領 域
ま た は そ の ヒ ト 相 同 体 の 使 用

【 請 求 項 ２ 】
　 1に 一 覧 を 示 し た 少 な く と も 1つ の マ ウ ス ゲ ノ ム 領 域 に よ っ て コ ー ド さ れ る か 、 ま
た は 該 領 域 で の 形 質 転 換 に よ る 影 響 を 受 け る 、 転 写 産 物 も し く は ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 阻
害 す る こ と が で き る 阻 害 剤 を 調 製 す る た め の 、 該 領 域 ま た は そ の ヒ ト 相 同 体 の 使 用
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以 下 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る
： 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Adam11、 AI462175、 Cd24

a、 Edg3、 Itgp、 Kcnj16、 Kcnk5、 Kcnn4、 Ly108、 Ly6i、 EMILINの マ ウ ス 相 同 体 、 Mrc1、 Ni
nj2、 Nphs1、 Sema4b、 Tm9sf2、 お よ び Tnfrsf17; 酵 素 を コ ー ド す る Apobec2、 Btd、 Cds2、
Clpx、 Ddx19、 Ddx21、 Dnmt2、 Dqx1、 Hdac7a、 Lce-ペ ン デ ィ ン グ 、 Mgat1、 CILPの マ ウ ス 相
同 体 、 NOH61の マ ウ ス 相 同 体 、 Nudel-ペ ン デ ィ ン グ 、 Pah, Pdi1、 Ppia、 Prps1、 Ptgds、 お
よ び Vars2； キ ナ ー ゼ を コ ー ド す る Dagk4、 PSKの マ ウ ス 相 同 体 、 Nme2、 Snf1lk、 お よ び Tyk
i； ホ ス フ ァ タ ー ゼ を コ ー ド す る Inpp4a、 お よ び Inpp5b； 分 泌 因 子 を コ ー ド す る Il16、 Prg
、 お よ び Scya4； シ グ ナ リ ン グ ・ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Akap7、 Api5、 Arfrp1、 Arhgap14
-pending、 Cish2、 Dapp1、 Fabp6、 Fkbp8、 Fliz1-pending、 Hint、 Ier5、 Jundp2-pending
、 Lmo6、 Mid1、 AKAP13の マ ウ ス 相 同 体 、 BIN2の マ ウ ス 相 同 体 、 CEZANNEの マ ウ ス 相 同 体 、 C
HD2の マ ウ ス 相 同 体 、 MBLLの マ ウ ス 相 同 体 、 SLC16A10の マ ウ ス 相 同 体 、 SLC16A6の マ ウ ス 相
同 体 、 SLC17A5の マ ウ ス 相 同 体 、 TAF5Lの マ ウ ス 相 同 体 、 U1SNRNPBPの マ ウ ス 相 同 体 、 ZNF8
の マ ウ ス 相 同 体 、 Mtap7、 Myo1c、 Nkx2-3、 Nsf、 Pcdh9、 Pkig、 Prdx2、 Pscd1、 Psmb1、 Psm
e1、 Psme2、 Rgl1、 Ril-pending、 Sax1、 Slc14a2、 Slc7a1、 Slc7a11、 Swap70、 Txnip、 お
よ び Ubl3； 構 造 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Clic3、 Gtl1-13、 NOL5Aの マ ウ ス 相 同 体 、 お よ び V
dac2； 転 写 調 節 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ABT1-pending、 Ctbp1、 Dermo1、 Ebf、
Elf4、 Ldb1、 NR1D1の マ ウ ス 相 同 体 、 ZER6の マ ウ ス 相 同 体 、 Rest、 Tbp、 Zfp238、 Zfp287、
お よ び Zfp319； Lrrc2、 Satb1、 Slfn4、 な ら び に 以 下 の セ レ ラ IDコ ー ド を 有 す る ゲ ノ ム 領
域 ：
mCG10290、 mCG10613、 mCG11234、 mCG11325、 mCG11355、 mCG11803、 mCG11817、 mCG12566、
mCG12630、 mCG12824、 mCG13346、 mCG14143、 mCG14155、 mCG14342、 mCG15141、 mCG15321、
mCG16761、 mCG16858、 mCG17127、 mCG17140、 mCG17142、 mCG17547、 mCG17569、 mCG17751、
mCG17799、 mCG17802、 mCG17918、 mCG18034、 mCG1850、 mCG18663、 mCG18737、 mCG20276、 m
CG20905、 mCG20994、 mCG21403、 mCG21505、 mCG21529、 mCG21530、 mCG21803、 mCG22014、 m
CG22045、 mCG22386、 mCG2258、 mCG22772、 mCG23032、 mCG23035、 mCG23069、 mCG23075、 mC
G23120、 mCG2543、 mCG2824、 mCG2947、 mCG3038、 mCG3729、 mCG3760、 mCG50409、 mCG50651
、 mCG5068、 mCG5070、 mCG51393、 mCG52252、 mCG52498、 mCG53009、 mCG53724、 mCG55023、
mCG55075、 mCG55198、 mCG55265、 mCG55512、 mCG56069、 mCG56089、 mCG56746、 mCG57132、
mCG57265、 mCG57617、 mCG57827、 mCG58254、 mCG58345、 mCG5900、 mCG5905、 mCG59368、 mC
G59375、 mCG59533、 mCG59662、 mCG59810、 mCG59997、 mCG60526、 mCG60833、 mCG61221、 mC
G61661、 mCG61897、 mCG61907、 mCG61943、 mCG62177、 mCG62971、 mCG63537、 mCG63601、 mC
G64346、 mCG64382、 mCG64398、 mCG65022、 mCG65585、 mCG65785、 mCG66128、 mCG66379、 mC
G66776、 mCG66965、 mCG7831、 mCG7856、 mCG8424、 mCG9002、 mCG9537、 mCG9538、 mCG9791
、 mCG9792、 mCG9843、 mCG9875、 mCG9877、 お よ び mCG988。

請 求 項

で あ っ
て 、 好 ま し く は 該 阻 害 剤 は 、 抗 体 、 ア ン チ セ ン ス 分 子 、 特 に ア ン チ セ ン ス RNAも し く は ア
ン チ セ ン ス オ リ ゴ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド 、 RNAi分 子 、 リ ボ ザ イ ム 、 お よ び 該 ゲ ノ ム 領 域 に



【 請 求 項 ３ 】
　 1つ ま た は 複 数 の 制 御 配 列 を さ ら に 含 む 、

単 離 さ れ た 核 酸 配 列 。
【 請 求 項 ４ 】
　 請 求 項 記 載 の 核 酸 配 列 を 含 む 組 換 え ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ５ 】
　

請 求 項 記
載 の ベ ク タ ー を 含 む 組 換 え 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ６ 】
　 1に 一 覧 を 示 し た 少 な く と も 1つ の マ ウ ス ゲ ノ ム 領 域 も し く は そ の ヒ ト 相 同 体 に よ
っ て コ ー ド さ れ る 転 写 産 物 も し く は ポ リ ペ プ チ ド を 阻 害 す る こ と が で き る か 、 ま た は 該 ゲ
ノ ム 領 域 の 形 質 転 換 に よ っ て そ の 発 現 が 影 響 を 受 け る 転 写 産 物 も し く は ポ リ ペ プ チ ド を 阻
害 す る こ と が で き る 阻 害 剤 化 合 物

。
【 請 求 項 ７ 】
　 誘 導 体 が 、 scFv断 片 、 Fab断 片 、 キ メ ラ 抗 体 、 二 機 能 性 の 抗 体 、 イ ン ト ラ ボ デ ィ ー （ int
rabodies） 、 そ の 他 の 抗 体 に 由 来 す る 分 子

か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 記 載 の 阻 害 剤 化 合
物 。
【 請 求 項 ８ 】
　 癌 治 療 に
使 用 す る た め の 、 請 求 項 記 載 の 阻 害 剤 化 合 物 。
【 請 求 項 ９ 】
　 癌 治 療 の
た め の 薬 学 的 組 成 物 を 調 製 す る た め の 、 請 求 項 の い ず れ か 1項 記 載 の 阻 害 剤 化 合 物 の
使 用 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 治 療 が 遺 伝 子 治 療 を 含 む 、 請 求 項 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 炎 症 性 疾 患 治 療 の た め の 薬 学 的 組 成 物 を 調 製 す る た め の 、 請 求 項 の い ず れ か 1項 記
載 の 阻 害 剤 化 合 物 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 請 求 項 の い ず れ か 1項 記 載 の 少 な く と も 1つ の 阻 害 剤 化 合 物 お よ び 適 切 な 賦 形 剤 、 担
体 、 ま た は 希 釈 剤 を 含 む 、 癌 治 療 の た め の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 癌 の 形 成 を 軽 減 ま た は 予 防 す る た め に 有 効 な 量 の 、 好 ま し く は 充 実 性 腫 瘍 の 再 発 の 緩 解
ま た は 予 防 を 提 供 す る た め に 有 効 な 量 の 、 請 求 項 記 載 の 薬 学 的 組 成 物 を 哺 乳 動 物 に 投 与
す る こ と を 含 む 、 哺 乳 動 物 を 治 療 す る 方 法

。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 白 血 病 、 好 ま し く は 急 性 骨 髄 性 白 血 病 の 形 成 を 軽 減 ま た は 予 防 す る た め に 有 効 な 量 の 請
求 項 記 載 の 造 血 幹 細 胞 を 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 哺 乳 動 物 を 治 療 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 癌 診 断 の た め の 診 断 試 薬 を 調 製 す る た め の 、 1に 一 覧 を 示 し た 少 な く と も 1つ の マ
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よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 活 性 を 妨 げ る 小 分 子 、 ま た は そ の 発 現 が 該 ゲ ノ ム
領 域 に お け る 形 質 転 換 に よ る 影 響 を 受 け る ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 活 性 を 妨 げ る 小 分 子 か ら な
る 群 よ り 選 択 さ れ る 。

好 ま し く は 請 求 項 1に 一 覧 を 示 し た 少 な く と も
1つ の マ ウ ス ゲ ノ ム 領 域 ま た は そ の ヒ ト 相 同 体 を 含 む 、

3

好 ま し く は 真 核 性 の 宿 主 細 胞 で あ り 、 さ ら に 好 ま し く は 該 真 核 性 の 宿 主 細 胞 が 哺 乳 動 物
幹 細 胞 で あ り 、 さ ら に よ り 好 ま し く は 該 哺 乳 動 物 幹 細 胞 が 造 血 幹 細 胞 で あ る 、 4

請 求 項

で あ っ て 、 こ こ で 、 好 ま し く は 該 阻 害 剤 化 合 物 は 、 該 ポ
リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 も し く は そ の 誘 導 体 で あ り 、 さ ら に 好 ま し く は 該 ポ リ ペ プ チ ド は
細 胞 膜 で 発 現 さ れ る 、 該 阻 害 剤 化 合 物

、 ア ン チ セ ン ス 分 子 、 特 に ア ン チ セ ン ス RNAも
し く は ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド 、 RNAi分 子 、 リ ボ ザ イ ム 、 お よ び ポ リ ペ
プ チ ド の 生 物 活 性 を 妨 げ る 小 分 子 6

癌 が 、 好 ま し く は 白 血 病 、 よ り 好 ま し く は 急 性 骨 髄 性 白 血 病 （ AML） で あ る 、
6ま た は 7

癌 が 、 好 ま し く は 白 血 病 、 よ り 好 ま し く は 急 性 骨 髄 性 白 血 病 （ AML） で あ る 、
6～ 8

9

6～ 8

6～ 8

12
で あ っ て 、 こ こ で さ ら に 好 ま し く は 該 癌 が 白 血

病 で あ り 、 最 も 好 ま し く は 急 性 骨 髄 性 白 血 病 で あ る

5

請 求 項



ウ ス ゲ ノ ム 領 域 も し く は そ の ヒ ト 相 同 体 、 ま た は そ の 転 写 産 物 、 ま た は そ れ に よ り コ ー ド
さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 使 用

。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 1に 一 覧 を 示 し た マ ウ ス ゲ ノ ム 領 域 も し く は そ の ヒ ト 相 同 体 、 ま た は そ の 転 写 産
物 、 ま た は そ れ に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 、

に 対 し て 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る 診 断 試 薬 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 請 求 項 記 載 の 診 断 試 薬 を 含 む 診 断 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　

癌 診 断 の た め の 、
請 求 項 記 載 の 診 断 組 成 物 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 診 断 が 、 コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 を 使 用 す る か 、 遺 伝 子 配 列 に
対 す る RNAプ ロ ー ブ で 組 織 試 料 の 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル の イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン 解 析 を 使 用 す る か 、 ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ア レ イ も し く は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア レ
イ を 使 用 す る 、 組 織 試 料 の 組 織 学 的 な 解 析 に よ っ て 行 わ れ る 、 請 求 項 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 請 求 項 記 載 の 診 断 組 成 物 、 な ら び に 試 料 か ら 核 酸 断 片 を 単 離 す る た め の 試 薬 、 試 料 か
ら ポ リ ペ プ チ ド を 単 離 す る た め の 試 薬 、 試 料 の 免 疫 染 色 の た め の 試 薬 、 試 料 の イ ン サ イ チ
ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の た め の 試 薬 、 お よ び 核 酸 ア レ イ ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
を 行 う た め の 試 薬 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 1つ ま た は 複 数 の 試 薬 を 含 む 、 請 求 項

記 載 の 使 用 を 実 施 す る た め の パ ー ツ の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 請 求 項 の い ず れ か 1項 記 載 の 阻 害 剤 化 合 物 を 開 発 す る た め の 、 以 下 の 工 程 を 含 む 方
法 ：
　 a） 特 に レ ト ロ ウ イ ル ス の 挿 入 性 の タ ギ ン グ を 使 用 す る こ と に よ る 、 任 意 で 特 定 の 遺 伝
的 背 景 に お け る 、 癌 に 関 与 す る 遺 伝 子

を 同 定 す る 工 程 ；
　 b） 以 下 の 方 法 の 1つ ま た は 複 数 に よ っ て 、 阻 害 剤 化 合 物 の 潜 在 的 な 標 的 遺 伝 子 と し て 同
定 さ れ た 遺 伝 子 の 1つ ま た は 複 数 を 確 認 す る 工 程 ：
-癌 細 胞 株 に お け る ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 に よ る 、 同 定 さ れ た 遺 伝 子 の 確 認 ；
-腫 瘍 お よ び 正 常 組 織 に お け る 、 同 定 さ れ た 遺 伝 子 の 発 現 プ ロ フ ィ ー ル の 決 定 ；
-癌 に 対 す る 、 同 定 さ れ た 遺 伝 子 の 機 能 的 な 重 要 性 の 決 定 ；
　 c） 遺 伝 子 の 発 現 産 物 を 産 生 す る 工 程 ； お よ び 、
　 d） 阻 害 剤 化 合 物 を 産 生 ま た は デ ザ イ ン す る た め に 、 遺 伝 子 の 発 現 産 物 を 使 用 す る 工 程
。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 癌 の 発 生 に 関 与 す る ゲ ノ ム 領 域 を 同 定 す る た め の 、 以 下 の 工 程 を 含 む 方 法 ：
　 a） 対 象 を 、 腫 瘍 を 誘 導 す る レ ト ロ ウ イ ル ス に 感 染 さ せ る こ と を 含 む 、 対 象 の レ ト ロ ウ
イ ル ス 挿 入 突 然 変 異 を 行 う 工 程 ；
　 b） 感 染 し た 対 象 に 発 生 し た 腫 瘍 か ら 染 色 体 DNAを 分 離 す る 工 程 ；
　 c） 腫 瘍 を 誘 導 す る レ ト ロ ウ イ ル ス の DNA配 列 に お い て 少 な く と も 一 回 、 お よ び 対 象 の 染
色 体 DNAに お い て 少 な く と も 一 回 の 切 断 が 可 能 な 制 限 酵 素 で 該 染 色 体 DNAを 消 化 す る 工 程 ；
　 d） 消 化 さ れ た DNAを 環 状 DNAに 連 結 す る 工 程 ；
　 e） レ ト ロ ウ イ ル ス 特 異 的 な プ ラ イ マ ー の 第 1の セ ッ ト を 使 用 し て 環 状 DNAで 第 1の PCR反
応 を 行 い 、 か つ レ ト ロ ウ イ ル ス 特 異 的 な プ ラ イ マ ー の 第 2の 入 れ 子 状 の セ ッ ト を 使 用 し て
該 第 1の PCR反 応 の 産 物 で 第 2の ネ ス テ ッ ド PCRを 行 う こ と に よ っ て 、 レ ト ロ ウ イ ル ス の DNA
配 列 に 隣 接 す る 染 色 体 DNA断 片 を 増 幅 す る 工 程 ； な ら び に
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で あ っ て 、 こ こ で 好 ま し く は 該 癌 が 白 血 病 、 さ ら に 好 ま し く は
急 性 骨 髄 性 白 血 病 （ AML） で あ る

請 求 項
好 ま し く は 抗 体 も し く は そ の 誘 導 体 、

ま た は 核 酸 プ ロ ー ブ

16

癌 が 、 好 ま し く は 肺 癌 、 大 腸 癌 、 乳 癌 、 前 立 腺 癌 、 卵 巣 癌 、 ま た は 膵 臓 癌 の 充 実 性 腫 瘍
、 ま た は 白 血 病 、 さ ら に 好 ま し く は 急 性 骨 髄 性 白 血 病 （ AML） で あ る 、

17

18

17

18お よ
び ／ ま た は 19

6～ 8

、 好 ま し く は 表 1に 一 覧 を 示 し た マ ウ ス ゲ ノ ム 領 域
ま た は そ の ヒ ト 相 同 体 の 一 つ で あ る 遺 伝 子



　 f） 該 染 色 体 DNA断 片 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 決 定 し 、 か つ 任 意 で 該 ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を デ ー タ ベ ー ス の 公 知 の 配 列 と 比 較 し て 、 癌 の 発 生 に 関 与 す る ゲ ノ ム 領 域 を 得 る 工 程 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 癌 の 発 生 に お い て 共 通 の ウ イ ル ス 組 込 み 部 位 を 同 定 す る た め の 、 以 下 の 工 程 を 含 む 方 法
：
　 a） 請 求 項 記 載 の 方 法 を 実 施 す る 工 程 ；
　 b） ゲ ノ ム 領 域 特 異 的 な 増 幅 プ ラ イ マ ー を デ ザ イ ン す る 工 程 ；
　 c） 共 通 の ウ イ ル ス 組 込 み 部 位 の 有 無 に つ い て 解 析 す る た め に 少 な く と も 2つ の 腫 瘍 か ら
核 酸 を 単 離 す る 工 程 ；
　 d） ゲ ノ ム 領 域 特 異 的 な プ ラ イ マ ー お よ び レ ト ロ ウ イ ル ス 特 異 的 な プ ラ イ マ ー を 含 む 一
組 の 入 れ 子 状 プ ラ イ マ ー を 使 用 し て 、 核 酸 で 増 幅 反 応 を 実 施 す る 工 程 ； な ら び に 、
　 e） 増 幅 産 物 を ブ ロ ッ ト し 、 生 じ る ブ ロ ッ ト を レ ト ロ ウ イ ル ス 特 異 的 な プ ロ ー ブ お よ び
ゲ ノ ム 領 域 特 異 的 な プ ロ ー ブ と 別 々 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ て 、 腫 瘍 間 の 共 通 の ウ イ ル ス 組
込 み 部 位 の 存 在 を 決 定 す る 工 程 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 請 求 項 ま た は 記 載 の 方 法 に よ っ て 入 手 で き る ゲ ノ ム 領 域 の セ ッ ト

。
【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 17年 7月 1日 (2005.7.1)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ ３ １
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ２ ３ １ 】
シ ー ケ ン シ ン グ 解 析
　 試 料 は 、 Bd-シ ー ケ ン シ ン グ キ ッ ト を 使 用 し て 製 造 業 者 （ PE Biosystems, Nieuwerkerk 
a/d IJssel, The Netherlands） の 指 示 に し た が っ て 調 製 し 、 プ ラ イ マ ー M13フ ォ ワ ー ド
　
　
お よ び M13リ バ ー ス
　
　
を 使 用 し て 、 ヌ ク レ オ チ ド の シ ー ケ ン シ ン グ を ABI 310自 動 シ ー ケ ン シ ン サ ー （ PE Biosys
tems） で 行 っ た 。 IPCRま た は RT-PCRに よ っ て 単 離 さ れ た 配 列 を Celera Discovery System
（ Celera Genomics, Rockville, MD, USA, database contents May 2002） 、 お よ び Natio
nal Center for Biotechnology Information （ NCBI, Bethesda, MD, USA） の GenBankに
存 在 す る デ ー タ と 比 較 し た 。 組 込 み の 正 確 な 部 位 を 決 定 し た 。 遺 伝 子 の 外 側 に 見 い だ さ れ
た 挿 入 に つ い て は 、 組 込 み と 最 も 近 く の 遺 伝 子 と の 間 の 距 離 を 算 出 し た 。 マ ウ ス 染 色 体 上
の 位 置 を 確 立 し 、 ヒ ト 同 等 物 を Celera Discovery System（ 2002年 5月 ） 、 LocusLink、 ま
た は ヒ ト ・ マ ウ ス 相 同 性 マ ッ プ （ 両 方 と も www.ncbi.nlm.nih.gov） の ヒ ト ・ デ ー タ ベ ー ス
を 使 用 す る こ と に よ っ て 推 定 し た 。
【 手 続 補 正 ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
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直 接

22

22 23 で あ っ て 、 該 ゲ ノ
ム 領 域 が 表 1に 一 覧 を 示 し た マ ウ ス ゲ ノ ム 領 域 で あ り 、 好 ま し く は Adam11、 Akap7、 Arpgap
14、 Bomb、 Cd24a、 Cish2、 Cig5、 Clic3、 Cra、 Dermol、 EMILIN、 Flj20489、 Galnt5、 Hook
、 Ier5、 IL16、 Iprg1、 Itgp、 Kcnk5、 lrrc2、 Ltb、 Mbll、 Mrc1、 Mtap7、 Ninj2、 Nr1d1、 P
cdh9、 Prdx2、 Prps1、 Pdi1、 Ptgd3、 Rgl1、 Sardh、 Scya4、 Slc16A6、 Swap70、 Txnip、 Tri
m46、 Tnfrsf17、 お よ び Ub13か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 少 な く と も 2つ の マ ウ ス ゲ ノ ム 領
域 を 含 み 、 さ ら に 好 ま し く は Cd24a、 Cish2、 Cra、 Ltb、 お よ び Prdx2か ら な る 群 よ り 選 択
さ れ る 、 少 な く と も 2つ の マ ウ ス ゲ ノ ム 領 域 を 含 む 、 ゲ ノ ム 領 域 の セ ッ ト



【 補 正 対 象 項 目 名 】 配 列 表
【 補 正 方 法 】 追 加
【 補 正 の 内 容 】
【 配 列 表 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(72) JP 2006-508645 A 2006.3.16



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(73) JP 2006-508645 A 2006.3.16



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(74) JP 2006-508645 A 2006.3.16



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(75) JP 2006-508645 A 2006.3.16



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(76) JP 2006-508645 A 2006.3.16



フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                    テーマコード（参考）
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ  35/00     (2006.01)  35/00     (2006.01)  35/00     (2006.01)  35/00     (2006.01)  35/00     (2006.01)  35/00     (2006.01)  35/00     (2006.01)  35/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  35/00    　　　　          ４Ｃ０８５
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ  35/02     (2006.01)  35/02     (2006.01)  35/02     (2006.01)  35/02     (2006.01)  35/02     (2006.01)  35/02     (2006.01)  35/02     (2006.01)  35/02     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  35/02    　　　　          ４Ｃ０８６
                        Ｃ１２ＰＣ１２ＰＣ１２ＰＣ１２ＰＣ１２ＰＣ１２ＰＣ１２ＰＣ１２Ｐ  21/02     (2006.01)  21/02     (2006.01)  21/02     (2006.01)  21/02     (2006.01)  21/02     (2006.01)  21/02     (2006.01)  21/02     (2006.01)  21/02     (2006.01)           Ｃ１２Ｐ  21/02    　　　Ｃ          　　　　　
                        Ｃ１２ＱＣ１２ＱＣ１２ＱＣ１２ＱＣ１２ＱＣ１２ＱＣ１２ＱＣ１２Ｑ   1/02     (2006.01)   1/02     (2006.01)   1/02     (2006.01)   1/02     (2006.01)   1/02     (2006.01)   1/02     (2006.01)   1/02     (2006.01)   1/02     (2006.01)           Ｃ１２Ｑ   1/02    　　　　          　　　　　
                        Ｃ１２ＱＣ１２ＱＣ１２ＱＣ１２ＱＣ１２ＱＣ１２ＱＣ１２ＱＣ１２Ｑ   1/68     (2006.01)   1/68     (2006.01)   1/68     (2006.01)   1/68     (2006.01)   1/68     (2006.01)   1/68     (2006.01)   1/68     (2006.01)   1/68     (2006.01)           Ｃ１２Ｑ   1/68    　　　Ａ          　　　　　
                        Ｇ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１Ｎ  33/53     (2006.01)  33/53     (2006.01)  33/53     (2006.01)  33/53     (2006.01)  33/53     (2006.01)  33/53     (2006.01)  33/53     (2006.01)  33/53     (2006.01)           Ｇ０１Ｎ  33/53    　　　Ｄ          　　　　　
                        Ｃ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２Ｎ   5/10     (2006.01)   5/10     (2006.01)   5/10     (2006.01)   5/10     (2006.01)   5/10     (2006.01)   5/10     (2006.01)   5/10     (2006.01)   5/10     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ   5/00    　　　Ｂ          　　　　　

(81)指定国　　　　  AP(GH,GM,KE,LS,MW,MZ,SD,SL,SZ,TZ,UG,ZM,ZW),EA(AM,AZ,BY,KG,KZ,MD,RU,TJ,TM),EP(AT,
BE,BG,CH,CY,CZ,DE,DK,EE,ES,FI,FR,GB,GR,HU,IE,IT,LU,MC,NL,PT,RO,SE,SI,SK,TR),OA(BF,BJ,CF,CG,CI,CM,GA,
GN,GQ,GW,ML,MR,NE,SN,TD,TG),AE,AG,AL,AM,AT,AU,AZ,BA,BB,BG,BR,BY,BZ,CA,CH,CN,CO,CR,CU,CZ,DE,DK,DM,DZ,
EC,EE,ES,FI,GB,GD,GE,GH,GM,HR,HU,ID,IL,IN,IS,JP,KE,KG,KP,KR,KZ,LC,LK,LR,LS,LT,LU,LV,MA,MD,MG,MK,MN,M
W,MX,MZ,NI,NO,NZ,OM,PG,PH,PL,PT,RO,RU,SC,SD,SE,SG,SK,SL,SY,TJ,TM,TN,TR,TT,TZ,UA,UG,US,UZ,VC,VN,YU,ZA
,ZM,ZW

(72)発明者  ロウエンベルグ　ボブ
            オランダ国　ロッテルダム　ヴィヴェルウェグ　３８
(72)発明者  ヴァルク　ペーター　ヤコブス　マリア
            オランダ国　ロッテルダム　ステケルブレン　６６
Ｆターム(参考) 4B024 AA01  AA11  AA19  AA20  BA80  CA03  CA09  CA12  CA20  DA02 
　　　　 　　        GA11  GA25  HA11  HA13  HA14  HA17  HA20 
　　　　 　　  4B063 QA01  QA05  QA13  QA17  QA19  QQ02  QQ08  QQ43  QQ53  QR08 
　　　　 　　        QR14  QR32  QR35  QR40  QR42  QR55  QR56  QR62  QR77  QR80 
　　　　 　　        QR84  QS16  QS25  QS34  QS36  QX01  QX02 
　　　　 　　  4B064 AG01  CA10  CA19  CC01  CC24  DA01  DA13 
　　　　 　　  4B065 AA90X AA91Y AA93Y AB01  AC14  BA02  CA24  CA43  CA44  CA46 
　　　　 　　  4C084 AA13  NA14  ZB11  ZB26  ZB27 
　　　　 　　  4C085 AA14  AA16  BB41  BB43 
　　　　 　　  4C086 AA01  AA03  EA16  MA01  MA04  NA14  ZB11  ZB26  ZB27 

(77) JP 2006-508645 A 2006.3.16



专利名称(译) <无法获取翻译>

公开(公告)号 JP2006508645A5 公开(公告)日 2006-09-28

申请号 JP2004528956 申请日 2003-08-14

[标]申请(专利权)人(译) 鹿特丹伊拉斯谟大学医疗中心

申请(专利权)人(译) 伊拉斯姆斯大学医学中心鹿特丹

[标]发明人 トウイヴォパウル
デルウェルヘンドリクルドルフ
ロウエンベルグボブ
ヴァルクペーターヤコブスマリア

发明人 トウ イヴォ パウル
デルウェル ヘンドリク ルドルフ
ロウエンベルグ ボブ
ヴァルク ペーター ヤコブス マリア

IPC分类号 C12N15/09 A61K31/711 A61K39/395 A61K48/00 A61P29/00 A61P35/00 A61P35/02 C12P21/02 
C12Q1/02 C12Q1/68 G01N33/53 C12N5/10

CPC分类号 A61K38/00 A61K2039/505 A61P29/00 A61P35/00 A61P35/02 C07K14/82 C07K16/30 C12Q1/6886 
C12Q2600/136

FI分类号 C12N15/00.ZNA.A A61K31/711 A61K39/395.T A61K48/00 A61P29/00 A61P35/00 A61P35/02 C12P21
/02.C C12Q1/02 C12Q1/68.A G01N33/53.D C12N5/00.B

F-TERM分类号 4B024/AA01 4B024/AA11 4B024/AA19 4B024/AA20 4B024/BA80 4B024/CA03 4B024/CA09 4B024
/CA12 4B024/CA20 4B024/DA02 4B024/GA11 4B024/GA25 4B024/HA11 4B024/HA13 4B024/HA14 
4B024/HA17 4B024/HA20 4B063/QA01 4B063/QA05 4B063/QA13 4B063/QA17 4B063/QA19 4B063
/QQ02 4B063/QQ08 4B063/QQ43 4B063/QQ53 4B063/QR08 4B063/QR14 4B063/QR32 4B063/QR35 
4B063/QR40 4B063/QR42 4B063/QR55 4B063/QR56 4B063/QR62 4B063/QR77 4B063/QR80 4B063
/QR84 4B063/QS16 4B063/QS25 4B063/QS34 4B063/QS36 4B063/QX01 4B063/QX02 4B064/AG01 
4B064/CA10 4B064/CA19 4B064/CC01 4B064/CC24 4B064/DA01 4B064/DA13 4B065/AA90X 4B065
/AA91Y 4B065/AA93Y 4B065/AB01 4B065/AC14 4B065/BA02 4B065/CA24 4B065/CA43 4B065/CA44 
4B065/CA46 4C084/AA13 4C084/NA14 4C084/ZB11 4C084/ZB26 4C084/ZB27 4C085/AA14 4C085
/AA16 4C085/BB41 4C085/BB43 4C086/AA01 4C086/AA03 4C086/EA16 4C086/MA01 4C086/MA04 
4C086/NA14 4C086/ZB11 4C086/ZB26 4C086/ZB27

代理人(译) 清水初衷

优先权 2002078358 2002-08-14 EP
10/252132 2002-09-19 US

其他公开文献 JP2006508645A

摘要(译)

本发明涉及通过涉及肿瘤发展的小鼠的逆转录病毒插入标签，特别是在白血病发作的小鼠的基因组区域和它们的人类同源物，以及
在这些基因区域内的遗传转化有效减少或消除表达产物的致癌作用和/或消除这些表达产物的致癌作用的小分子抑制剂，抗体，核酶
本发明涉及这些基因区域用于鉴定和开发抗癌剂如Zyme，反义分子和RNA干扰（RNAi）分子的用途。此外，本发明涉及这些抗癌
剂的用途及其作为用于治疗癌症的药物试剂的用途，以及包含一种或多种所述药剂的药物组合物，以及包含所述药物组合物的药物
组合物，本发明涉及一种治疗癌症的方法，特别是一种基因治疗方法。另一方面，本发明涉及能够特异性结合核酸小鼠及其表达产
物的基因组区域的抗体，所述核酸或抗体作为诊断癌症的诊断试剂的用途，含有多种诊断试剂的诊断组合物和使用该诊断组合物的
癌症诊断方法。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/4c3f1fad-32ac-47e2-af4d-ba3a29877363



