
(57)【要約】

【課題】esRAGEの生体内における働きを明らかにすると

共に、その測定を利用した肺癌患者の予後検査方法等を

提供すること。

【解決手段】内在性分泌型RAGE（Endogenous Secretory

 Receptor for Advanced Glycation End products :esR

AGE）の発現量を測定することを含む、肺癌患者の術後

予後検査方法、それに使用する検査キット、抗esRAGE抗

体から成る肺癌患者の予後検査用試薬等を提供する。

【選択図】　図２
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
肺 癌 患 者 由 来 の 検 体 試 料 中 の 内 在 性 分 泌 型 Ｒ Ａ Ｇ Ｅ （ ｅ ｓ Ｒ Ａ Ｇ Ｅ ） の 発 現 量 を 測 定 す る
こ と を 含 む 、 該 肺 癌 患 者 の 予 後 検 査 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
肺 癌 患 者 が 臨 床 病 期 Ｉ 期 で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 検 査 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
検 体 試 料 と し て 術 後 に 摘 出 し た 肺 組 織 切 片 を 使 用 す る 、 請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の 検 査 方 法
。
【 請 求 項 ４ 】
検 体 試 料 と し て 術 前 の 気 管 支 鏡 下 生 検 標 本 を 使 用 す る 、 請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の 検 査 方 法
。
【 請 求 項 ５ 】
抗 ｅ ｓ Ｒ Ａ Ｇ Ｅ 抗 体 を 使 用 す る 抗 原 抗 体 反 応 に よ っ て ｅ ｓ Ｒ Ａ Ｇ Ｅ の 発 現 量 を 測 定 す る 、
請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 検 査 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
標 識 抗 体 を 使 用 す る 、 請 求 項 ５ 記 載 の 検 査 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
ｅ ｓ Ｒ Ａ Ｇ Ｅ の 発 現 量 を 免 疫 染 色 法 で 測 定 す る 、 請 求 項 ５ 又 は ６ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の
検 査 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
抗 ｅ ｓ Ｒ Ａ Ｇ Ｅ 抗 体 か ら 成 る 、 肺 癌 患 者 の 予 後 検 査 用 試 薬 。
【 請 求 項 ９ 】
標 識 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ８ 記 載 の 試 薬 。
【 請 求 項 １ ０ 】
請 求 項 ８ 又 は ９ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 試 薬 を 含 む 、 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か 一 項 に 記 載
の 検 査 方 法 に 使 用 す る た め 検 査 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ １ 】
ｅ ｓ Ｒ Ａ Ｇ Ｅ を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る 抗 肺 癌 剤 。
【 請 求 項 １ ２ 】
核 酸 分 子 が ベ ク タ ー に 組 み 込 ま れ て い る 、 請 求 項 １ １ 記 載 の 抗 肺 癌 剤 。
【 請 求 項 １ ３ 】
ｅ ｓ Ｒ Ａ Ｇ Ｅ を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る 抗 肺 癌 剤 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 内 在 性 分 泌 型 RAGE（ Endogenous Secretory Receptor for Advanced Glycati
on End products :esRAGE） の 発 現 量 を 測 定 す る こ と を 含 む 、 肺 癌 患 者 の 術 後 予 後 検 査 方
法 、 そ れ に 使 用 す る 検 査 キ ッ ト 、 抗 esRAGE抗 体 か ら 成 る 肺 癌 患 者 の 予 後 検 査 用 試 薬 等 に 関
す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 全 世 界 的 に 肺 癌 の 症 例 数 が 増 加 し て い る 。 遠 隔 転 移 の な い 肺 癌 で は 、 手 術 治 療 が も っ と
も 予 後 の 良 い 治 療 法 で あ る 。 し か し 、 臨 床 病 期 の 早 期 （ Stage I） の 肺 癌 で あ っ て も 、 そ
の 手 術 後 5年 生 存 率 は 65％ に と ど ま り 、 残 り の 35％ は 治 癒 切 除 術 が 施 行 さ れ て い る に も か
か わ ら ず 再 発 ま た は 遠 隔 転 移 で 命 を 落 と し て い る (参 考 文 献 1-3)。 こ れ ら の 予 後 不 良 症 例
は 、 手 術 が 終 了 し た 段 階 で は 区 別 す る こ と が 出 来 ず 、 そ の 後 の 長 期 経 過 観 察 期 間 を 必 要 と
す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 従 っ て 、 こ の 予 後 不 良 症 例 を 術 後 早 期 に 判 断 す る こ と が 可 能 に な れ ば 、 術 後 の 追 加 治 療
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（ 抗 癌 剤 に よ る 化 学 療 法 ） 及 び 慎 重 な 経 過 観 察 に よ る 再 発 の 早 期 発 見 が 可 能 に な り 、 早 期
肺 癌 症 例 の 生 命 予 後 を 延 ば す こ と が 可 能 に な る と 考 え ら れ る 。 そ れ と と も に 、 予 後 良 好 例
に 対 し て は 、 不 必 要 な 検 査 ・ 治 療 が 軽 減 で き 、 医 療 費 抑 制 に も つ な が る 。 以 上 の こ と よ り
， 早 期 肺 癌 の 術 後 予 後 予 測 因 子 の 開 発 が 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 後 期 糖 化 反 応 生 成 物 （ Advanced Glycation Endproducts: AGE）  に 対 す る 受 容 体 （ Rece
ptor for AGE: RAGE） は 様 々 な 物 質 を リ ガ ン ド に 持 つ レ セ プ タ ー で あ り 、 炎 症 、 糖 尿 病 性
血 管 症 、 癌 転 移 な ど に 関 与 し て い る (参 考 文 献 4,5)。 特 に 、 RAGEと そ の リ ガ ン ド で あ る HMG
B-1/amphoterinが 癌 浸 潤 転 移 に 大 き く 関 わ っ て い る こ と が 明 ら か に な っ た (参 考 文 献 6, 7,
 8)。 最 近 、 こ の RAGEに は 一 つ の 遺 伝 子 か ら 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ に よ っ て 作 り 出 さ れ る
内 在 性 分 泌 型 RAGE (esRAGE)と い う イ ソ フ ォ ー ム が あ る こ と が 発 見 さ れ た (参 考 文 献 9、 特
許 文 献 １ 、 特 許 文 献 ２ )。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 esRAGEは RAGEの リ ガ ン ド と 結 合 し 、 本 来 の レ セ プ タ ー と し て の RAGE (full-length RAGE
)と 競 合 し て RAGEを 介 し た 細 胞 の 反 応 を 抑 制 す る と 考 え ら れ て い る 。 し か し 、 そ の 生 体 内
に お け る 働 き は 明 ら か で は な い 。 特 許 文 献 １ 及 び 特 許 文 献 ２ に は 、 そ れ を コ ー ド す る 核 酸
及 び 抗 esRAGE抗 体 等 が 糖 尿 病 合 併 症 等 の 様 々 な 疾 病 の 治 療 又 は 予 防 に 使 用 で き る 可 能 性 、
esRAGE抗 体 を 用 い た esRAGEの 測 定 方 法 、 並 び に 、 esRAGEを 定 量 す る こ と に よ る 糖 尿 病 合 併
症 罹 患 感 受 性 、 抵 抗 性 の 予 測 可 能 性 が 記 載 さ れ て い る 。 又 、 特 許 文 献 ３ に は 、 肺 癌 予 後 検
査 方 法 に 関 す る 発 明 が 記 載 さ れ て い る が 、 実 際 に 検 討 さ れ て い る の は 臨 床 病 期 III 及 び IV
の 後 期 の 患 者 に 関 す る も の で あ る 。
【 特 許 文 献 １ 】 特 開 ２ ０ ０ ３ － １ ２ ５ ７ ８ ６ 号 公 報
【 特 許 文 献 ２ 】 特 開 ２ ０ ０ ３ － １ ２ ８ ７ ０ ０ 号 公 報
【 特 許 文 献 ３ 】 特 開 平 １ １ － ２ ３ ０ ９ ６ ６ 号 公 報
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の 目 的 は 、 esRAGEの 生 体 内 に お け る 働 き を 明 ら か に す る と 共 に 、 そ の 測
定 を 利 用 し た 肺 癌 患 者 の 予 後 検 査 方 法 等 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 者 は 上 記 課 題 を 解 決 す べ く 、 182例 の 非 小 細 胞 肺 癌 手 術 症 例 を 用 い て 癌 組 織 及 び
健 常 組 織 で esRAGEの 発 現 を 検 討 し て 予 後 と の 関 係 を 明 ら か に し 、 本 発 明 を 完 成 し た 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 即 ち 、 本 発 明 は 、 以 下 の 各 態 様 に 係 る も の で あ る 。
［ １ ］ 肺 癌 患 者 由 来 の 検 体 試 料 中 の 内 在 性 分 泌 型 Ｒ Ａ Ｇ Ｅ （ ｅ ｓ Ｒ Ａ Ｇ Ｅ ） の 発 現 量 を 測
定 す る こ と を 含 む 、 該 肺 癌 患 者 の 予 後 検 査 方 法 。
［ ２ ］ 肺 癌 患 者 が 臨 床 病 期 Ｉ 期 で あ る 、 態 様 １ 記 載 の 検 査 方 法 。
［ ３ ］ 検 体 試 料 と し て 術 後 に 摘 出 し た 肺 組 織 切 片 を 使 用 す る 、 態 様 １ 又 は ２ に 記 載 の 検 査
方 法 。
［ ４ ］ 検 体 試 料 と し て 術 前 の 気 管 支 鏡 下 生 検 標 本 を 使 用 す る 、 態 様 １ 又 は ２ に 記 載 の 検 査
方 法 。
［ ５ ］ 抗 ｅ ｓ Ｒ Ａ Ｇ Ｅ 抗 体 を 使 用 す る 抗 原 抗 体 反 応 に よ っ て ｅ ｓ Ｒ Ａ Ｇ Ｅ の 発 現 量 を 測 定
す る 、 態 様 １ ～ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 検 査 方 法 。
［ ６ ］ 標 識 抗 体 を 使 用 す る 、 態 様 ５ 記 載 の 検 査 方 法 。
［ ７ ］ ｅ ｓ Ｒ Ａ Ｇ Ｅ の 発 現 量 を 免 疫 染 色 法 で 測 定 す る 、 態 様 ５ 又 は ６ の い ず れ か 一 項 に 記
載 の 検 査 方 法 。
［ ８ ］ 抗 ｅ ｓ Ｒ Ａ Ｇ Ｅ 抗 体 か ら 成 る 、 肺 癌 患 者 の 予 後 検 査 用 試 薬 。
［ ９ ］ 標 識 抗 体 で あ る 、 態 様 ８ 記 載 の 試 薬 。
［ １ ０ ］ 態 様 ８ 又 は ９ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 試 薬 を 含 む 、 態 様 １ ～ ７ の い ず れ か 一 項 に
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記 載 の 検 査 方 法 に 使 用 す る た め 検 査 キ ッ ト 。
［ １ １ ］ ｅ ｓ Ｒ Ａ Ｇ Ｅ を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る 抗 肺 癌 剤 。
［ １ ２ ］ 核 酸 分 子 が ベ ク タ ー に 組 み 込 ま れ て い る 、 １ １ 記 載 の 抗 肺 癌 剤 。
［ １ ３ ］ ｅ ｓ Ｒ Ａ Ｇ Ｅ を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る 抗 肺 癌 剤 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 従 来 、 早 期 肺 癌 患 者 術 後 症 例 に お い て 、 そ の 予 後 を 予 測 す る 因 子 は 存 在 し な か っ た 。 本
発 明 に よ り 、 癌 細 胞 の esRAGE発 現 低 下 が 症 例 の 予 後 と 相 関 す る こ と が 明 ら か に な っ た 。 こ
の 相 関 は 早 期 肺 癌 症 例 に お い て 特 に 認 め ら れ た 。 こ の こ と か ら 、 肺 癌 手 術 組 織 の esRAGE 
発 現 を 測 定 す る こ と に よ り 、 そ の 発 現 量 に 基 き 、 長 期 の 経 過 を 見 る こ と な く 、 肺 癌 患 者 、
特 に 、 早 期 肺 癌 患 者 症 例 の 予 後 を 検 査 判 断 す る こ と が 可 能 と な っ た 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の 予 後 検 査 方 法 に お い て 測 定 の 対 象 と な る 内 在 性 分 泌 型 RAGE（ esRAGE） は 可 溶 型
RAGEの う ち で も 生 体 内 で 積 極 的 に 産 生 ・ 分 泌 さ れ る 、 通 常 、 ヒ ト 由 来 の 蛋 白 質 を 意 味 す る
。 該 物 質 に 関 し て は 、 例 え ば 、 特 許 文 献 １ 又 は 特 許 文 献 ２ 中 （ 但 し 、 「 可 溶 型 RAGE」 と 標
記 さ れ て い る ） に 詳 細 に 説 明 さ れ て お り 、 当 業 者 に は 公 知 の 物 質 で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 即 ち 、 よ り 具 体 的 に は 、 「 内 在 性 分 泌 型 RAGE（ esRAGE） 」 と は 、 糖 尿 病 性 合 併 症 と 関 連
の 深 い Receptorfor advanced glycation endproducts (RAGE)に 関 連 し た ペ プ チ ド で あ っ
て 、 RAGEの ス プ ラ イ シ ン グ  バ リ ア ン ト で 膜 貫 通 領 域 を 有 し な い ペ プ チ ド を 指 し て い る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
該 esRAGEは 、 347個 の ア ミ ノ 酸 残 基 か ら な る ペ プ チ ド （ 但 し 、 実 際 に 細 胞 外 に 分 泌 さ れ る
場 合 に は 22個 の ア ミ ノ 酸 残 基 か ら な る シ グ ナ ル 配 列 が 外 れ て 325個 の ア ミ ノ 酸 残 基 か ら な
る ペ プ チ ド と な る ） で あ り 、 そ の C 末 端 側 に は 特 徴 的 な 配 列 ： GluGlyPheAspLysValArgGlu
AlaGluAspSerProGlnHisMet、
を 有 し て お り 、 膜 貫 通 型 RAGE（ 膜 型 RAGE又 は 膜 結 合 型 RAGEと も い う ） に 存 在 す る 膜 貫 通 ド
メ イ ン を 欠 い て い る こ と を 特 徴 と し て い る 。 該 esRAGEは 、 advanced glycation endproduc
ts (AGE) 結 合 活 性 を 有 す る か 、 あ る い は AGE と そ の レ セ プ タ ー の 間 の 相 互 作 用 に 阻 害 あ
る い は 抑 制 活 性 を 有 す る こ と が 挙 げ ら れ る 。 典 型 的 に は 、 本 発 明 の esRAGEは 、 生 体 内 に 存
在 す る 天 然 型 ペ プ チ ド （ 内 在 性 ペ プ チ ド あ る い は 内 因 性 ペ プ チ ド ） で 、 Ｃ 末 端 部 分 の 16個
の ア ミ ノ 酸 残 基 に お い て RAGE蛋 白 質 と 異 な っ て い る も の で あ る 。 本 発 明 の 代 表 的 な 可 溶 型
RAGEと し て は 、 特 許 文 献 １ 又 は ２ に 記 載 の 配 列 表 の 配 列 番 号 :1の DNA で コ ー ド さ れ て 産 生
さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば 配 列 表 の 配 列 番 号 :2の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ れ と 実 質 的 に 同
等 な ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 本 発 明 の 代 表 的 な 可 溶 型 RA
GEは 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ： ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 Glu 3 3 2 ～ Met 3 4 7 の う ち の 少 な く と も  1～ 16個
の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 残 基 を そ の C 末 端 側 に 有 し 且 つ AGE 結 合 活 性 を 有 す る も の 、 配 列 表 の
配 列 番 号 ： ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 Met 1 ～ Val 1 1 7 の う ち の 少 な く と も  1～ 117 個 の 連 続 し た ア ミ
ノ 酸 残 基 を N 末 端 側 に 有 し 且 つ AGE 結 合 活 性 を 有 す る も の 、 あ る い は そ れ ら の 特 徴 を 有 し
且 つ 配 列 表 の 配 列 番 号 ： ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 Tyr 1 1 8 ～ Gly 3 3 1 に 対 し 少 な く と も 60% の 相 同 性
を 有 す る も の 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 こ こ で 、 「 相 同 性 」 と は 、 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 （ あ る い は ア ミ ノ 酸 配 列 ） 又 は ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 （ あ る い は 塩 基 配 列 ） に お け る ２ 本 の 鎖 の 間 で 該 鎖 を 構 成 し て い る 各 ア ミ ノ 酸
残 基 同 志 又 は 各 塩 基 同 志 の 互 い の 適 合 関 係 に お い て 同 一 で あ る と 決 定 で き る よ う な も の の
量 （ 数 ） を 意 味 し 、 二 つ の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 又 は 二 つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 間 の 配 列
相 関 性 の 程 度 を 意 味 す る も の で あ る 。 相 同 性 は 容 易 に 算 出 で き る 。 二 つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 又 は ポ リ ペ プ チ ド 配 列 間 の 相 同 性 を 測 定 す る 方 法 は 数 多 く 知 ら れ て お り 、 「 相 同 性
」 （ 「 同 一 性 」 と も 言 わ れ る ） な る 用 語 は 、 当 業 者 に は 周 知 で あ る  (例 え ば 、 Lesk, A. M
. (Ed.), Computational Molecular Biology, Oxford University Press, New York, (19
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88);Smith, D. W. (Ed.), Biocomputing: Informatics and Genome Projects, Academic 
Press, New York, (1993); Grifin, A. M. & Grifin, H. G. (Ed.), Computer Analysis 
of Sequence Data: Part I, Human Press, New Jersey, (1994);von Heinje, G., Sequen
ce Analysis in Molecular Biology, Academic Press,New York, (1987); Gribskov, M. 
& Devereux, J. (Ed.), Sequence Analysis Primer, M-Stockton Press, New York, (199
1) 等 ) 。 二 つ の 配 列 の 相 同 性 を 測 定 す る の に 用 い る 一 般 的 な 方 法 に は 、 Martin, J. Bish
op (Ed.), Guide to Huge Computers, Academic Press, San Diego, (1994);Carillo, H.
 & Lipman, D., SIAM J. Applied Math., 48: 1073 (1988) 等 に 開 示 さ れ て い る も の が 挙
げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 相 同 性 を 測 定 す る た め の 好 ま し い 方 法 と
し て は 、 試 験 す る 二 つ の 配 列 間 の 最 も 大 き な 適 合 関 係 部 分 を 得 る よ う に 設 計 し た も の が 挙
げ ら れ る 。 こ の よ う な 方 法 は 、 コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム と し て 組 み 立 て ら れ て い る も の
が 挙 げ ら れ る 。 二 つ の 配 列 間 の 相 同 性 を 測 定 す る た め の 好 ま し い コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ
ム 法 と し て は 、 GCG プ ロ グ ラ ム パ ッ ケ ー ジ  (Devereux, J. et al., Nucleic Acids Resea
rch, 12(1): 387 (1984)) 、 BLASTP、 BLASTN、 FASTA (Atschul, S. F. et al., J. Molec
. Biol., 215: 403 (1990)) 等 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で な く 、 当 該 分
野 で 公 知 の 方 法 を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 検 体 試 料 と し て は 、 肺 癌 患 者 か ら 摘 出 し た 肺 組 織 の 任 意 の 部 分 を 使 用 す る こ と が 出 来 、
好 適 な 検 体 試 料 の 例 と し て 、 例 え ば 、 術 後 に 摘 出 し た 肺 組 織 切 片 、 又 は 、 術 前 の 気 管 支 鏡
下 生 検 標 本 を 挙 げ る こ と が 出 来 る 。 こ れ ら の 検 体 試 料 は 測 定 方 法 等 に 応 じ て 、 適 当 な 処 理
を し た 後 に 検 査 方 法 に 供 さ れ る 。 例 え ば 、 該 組 織 標 本 等 か ら 当 業 者 に 公 知 の 適 当 な 手 段 で
抽 出 ・ 調 製 さ れ た 試 料 を 使 用 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 検 査 の 対 象 と な る 肺 癌 患 者 の 臨 床 病 期 に 特 に 制 限 は な い が 、 特 に 、 臨 床 病 期 （ Ｔ Ｎ Ｍ 病
期 ） Ｉ 期 の よ う な 早 期 の 肺 癌 患 者 由 来 の 検 体 試 料 を 使 用 し た 場 合 に 、 よ り 有 意 な 予 後 検 査
結 果 を 得 る こ と が 出 来 る の で 有 利 で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 esRAGEの 発 現 量 は 当 業 者 に 公 知 の 任 意 の 方 法 で 測 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。 例 と し て 、
例 え ば 、 抗 esRAGE抗 体 を 用 い た 免 疫 染 色 及 び EIA等 の 各 種 の 免 疫 学 的 特 異 反 応 を 利 用 す る
方 法 、 エ ド マ ン 法 を 用 い た 気 相 シ ー ク エ ン サ ー 等 ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 分 析 法 、 更 に は
、 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ ／ Ｍ Ｓ 及 び Ｅ Ｓ Ｉ 　 Ｑ － Ｔ Ｏ Ｆ ／ Ｍ Ｓ 法 等 に 代 表 さ れ る 質 量 分 析 に
よ っ て 検 出 す る こ と が 出 来 る 。 　
【 ０ ０ １ ７ 】
　 上 記 の 方 法 の 中 で も 、 抗 esRAGE抗 体 を 使 用 す る 抗 原 抗 体 反 応 に よ っ て esRAGEの 発 現 量 を
測 定 す る 検 査 方 法 が 好 適 で あ る 。 該 抗 体 は 、 上 記 の esRAGE若 し く は そ の 適 当 な 部 分 ポ リ ペ
プ チ ド （ ペ プ チ ド 断 片 ） 又 は そ れ ら の 各 種 誘 導 体 又 は 複 合 体 等 を 抗 原 物 質 又 は 免 疫 原 と し
て 用 い て 、 当 業 者 に 公 知 の 適 当 な 方 法 で 調 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 ポ リ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 の 場 合 に は 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 ヤ ギ 、 ニ ワ ト リ 等 の 適 当 な 動 物 に 投 与 し
、 そ の 抗 血 清 か ら 調 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。 或 い は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 作 成 法 （ 「 単
ク ロ ー ン 抗 体 」 、 長 宗 香 明 、 寺 田 弘 共 著 、 廣 川 書 店 、 1990年 ；  "Monoclonal Antibody" J
ames W. Goding, third edition, Academic Press, 1996） 等 に 記 載 の 公 知 の 細 胞 融 合 を
用 い る 方 法 で モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て 調 製 す る こ と も 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 特 許 文 献 １
又 は 特 許 文 献 ２ に 記 載 の 方 法 で 調 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。 こ の よ う な 方 法 で 作 成 さ れ た
抗 esRAGE抗 体 の 具 体 例 と し て 、 同 特 許 文 献 の 表 １ に 挙 げ ら れ た 抗 ヒ ト esRAGE抗 体 を 挙 げ る
こ と が 出 来 る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 尚 、 こ の よ う な 抗 esRAGE抗 体 は 、 そ の 元 来 の 抗 体 活 性 を 失 わ な い 限 り 、 遺 伝 子 工 学 （ Ｄ
Ｎ Ａ 組 換 え 技 術 ） に よ り 、 例 え ば 、 Fab、 F(ab') 2 、 Fv断 片 等 の 完 全 な 抗 体 由 来 の 各 種 誘 導
体 を 含 む 、 当 業 者 に 公 知 の 様 々 な 形 態 に 改 変 さ れ た 誘 導 体 、 組 換 え 体 又 は フ ラ グ メ ン ト で
あ っ て も 良 い 。
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【 ０ ０ １ ９ 】
　 又 、 esRAGE自 体 は 、 本 明 細 書 の 実 施 例 に 記 載 す る よ う に 、 そ れ を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 形
質 転 換 し た 各 種 細 胞 株 を 培 養 し て 、 該 形 質 転 換 細 胞 に esRAGEを 産 生 さ せ て そ こ か ら 調 製 し
た り 、 或 い は 、 化 学 合 成 法 に よ り 製 造 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 esRAGEを コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 初 代 培 養 ヒ ト 皮 膚 微 小 血 管 内 皮 細 胞 又 は ヒ ト 脳 組 織 等 の
様 々 な ヒ ト 組 織 に 基 き 調 製 さ れ た 適 当 な ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 鋳 型 と し て 、 特 許 文 献 １
等 に 記 載 さ れ た 該 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 に 基 づ き 適 宜 設 計 し た プ ラ イ マ ー を 使 用 し た Ｐ Ｃ Ｒ 、
並 び に 、 そ の 他 の NASBA（ Nucleic acid sequence based amplification） 法 、 TMA（ Trans
cription-mediated amplification） 法 及 び SDA（ Strand Displacement Amplification）
法 等 の 当 業 者 に 公 知 の 任 意 Ｄ Ｎ Ａ 増 幅 技 術 を 用 い る こ と に よ り 、 該 遺 伝 子 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ と し
て 容 易 に 得 る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 或 い は 、 上 記 遺 伝 子 は 当 業 者 に 周 知 の 方 法 に よ り 上 記 cDNAラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン
グ す る こ と に よ っ て 単 離 す る こ と が で き る 。 更 に 、 該 遺 伝 子 の cDNAに 、 当 業 者 に 公 知 の 部
位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 に 基 づ き 、 市 販 の ミ ュ ー テ ー シ ョ ン シ ス テ ム 等 を 用 い て 塩 基 変 異 を
導 入 し て 調 製 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 又 、 上 記 遺 伝 子 は 、 公 知 の 方 法 （ 例 え ば 、 Carruthers（ 1982） Cold Spring Harbor Sym
p. Quant. Biol. 47:411-418; Adams（ 1983） J. Am. Chem. Soc. 105:661; Belousov（ 19
97） Nucleic Acid Res. 25:3440-3444; Frenkel（ 1995） Free Radic. Biol. Med. 19:373
-380; Blommers（ 1994） Biochemistry 33:7886-7896; Narang（ 1979） Meth. Enzymol. 68
:90; Brown（ 1979） Meth. Enzymol. 68:109; Beaucage（ 1981） Tetra. Lett. 22:1859; 
米 国 特 許 第 4,458,066号 ） に 記 載 さ れ て い る よ う な 周 知 の 化 学 合 成 技 術 に よ り 、 in vitro
に お い て 合 成 す る こ と も で き る 。 ま た 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 適 当 な 制 限 酵 素 で 切
断 す る 等 の 方 法 に よ っ て 作 製 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 こ の よ う に 、 抗 esRAGE抗 体 を 使 用 し て 肺 癌 患 者 由 来 の 検 体 試 料 中 の esRAGEの 発 現 量 を 測
定 す る こ と に よ り 、 該 肺 癌 患 者 の 予 後 を 検 査 す る こ と が 出 来 る 。 尚 、 発 現 量 の 測 定 は 必 ず
し も 定 量 的 で あ る 必 要 は な く 、 具 体 的 な 測 定 法 ・ 手 段 に 応 じ て 、 目 視 な ど に よ る 定 性 的 又
は 半 定 量 的 な 判 定 で あ っ て も 本 発 明 の 効 果 は 十 分 に 得 る こ と が 出 来 る 。 従 っ て 、 抗 ｅ ｓ Ｒ
Ａ Ｇ Ｅ 抗 体 は 、 肺 癌 患 者 の 予 後 検 査 用 試 薬 と し て の 用 途 を 有 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 肺 癌 患 者 の 予 後 検 査 方 法 に お い て 、 肺 癌 患 者 由 来 の 検 体 試 料 中 の esRAGEの 発 現
量 は 、 そ れ を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 量 に よ り 測 定 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 こ の よ う な ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 測 定 は 、 本 明 細 書 中 の 実 施 例 に 記 載 の よ う に 、 例 え ば 、 特 許 文 献
１ 等 に 記 載 さ れ た 該 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 に 基 づ き 適 宜 設 計 し た プ ラ イ マ ー を 使 用 し た Ｒ Ｔ －
Ｐ Ｃ Ｒ 法 等 の 各 種 定 量 的 Ｐ Ｃ Ｒ 法 、 並 び に マ イ ク ロ ア レ イ （ Ｄ Ｎ Ａ チ ッ プ ） 法 等 の 当 業 者
に 公 知 の 方 法 で 行 う こ と が 出 来 る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 更 に 、 肺 癌 患 者 の 予 後 検 査 方 法 に 使 用 さ れ る 、 例 え ば 上 記 の よ う な 予 後 検 査 用 試 薬 を 含
む 検 査 キ ッ ト は 、 esRAGEの 具 体 的 な 測 定 原 理 等 に 応 じ て 、 適 当 な 構 成 を と る こ と が 出 来 る
。 該 キ ッ ト は 、 例 え ば 、 抗 esRAGE抗 体 か ら 成 る 予 後 検 査 用 試 薬 、 又 は 、 上 記 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の
測 定 の 為 の 、 esRAGE遺 伝 子 の 増 幅 用 プ ラ イ マ ー 及 び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 用 の プ ロ ー ブ
を 含 む こ と が 出 来 る 。 こ れ ら は 、 そ の 用 途 に 応 じ て 、 適 当 な 長 さ 、 例 え ば 、 １ ０ ～ １ ０ ０
個 の 連 続 し た 塩 基 配 列 か ら 成 る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 こ れ ま で に 記 載 し た 、 esRAGEポ リ ペ プ チ ド の 化 学 合 成 及 び そ の 遺 伝 子 の 調 製 、 各 種 の プ
ラ イ マ ー 又 は プ ロ ー ブ の 設 計 等 に 際 し て は 、 特 許 文 献 １ 又 は 特 許 文 献 ２ に 記 載 さ れ た esRA
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GEの ア ミ ノ 酸 配 列 情 報 及 び そ の 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 情 報 を 参 考 に す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 以 上 の キ ッ ト に 構 成 要 素 と し て 含 ま れ る 、 各 種 の プ ラ イ マ ー 、 プ ロ ー ブ 、 又 は 、 抗 体 は
、 当 業 者 に 公 知 の 任 意 の 放 射 性 物 質 、 蛍 光 物 質 、 色 素 等 の 適 当 な 標 識 物 質 に よ っ て 標 識 さ
れ て い て も 良 い 。 更 に 、 上 記 キ ッ ト に は 、 そ の 構 成 ・ 使 用 目 的 な ど に 応 じ て 、 当 業 者 に 公
知 の 他 の 要 素 又 は 成 分 、 例 え ば 、 各 種 試 薬 、 酵 素 、 緩 衝 液 、 反 応 プ レ ー ト （ 容 器 ） 等 が 含
ま れ る 。 　
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の 抗 肺 癌 剤 は 、 esRAGEを コ ー ド す る 核 酸 分 子 又 は esRAGE自 体 を 有 効 成 分 と し て 含
有 す る 。 本 明 細 書 の 実 施 例 に 示 さ れ る よ う に 、 esRAGEを コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 癌 細 胞 内 で
導 入 し て 強 制 的 に esRAGEを 発 現 さ せ る こ と に よ り 、 又 は 、 esRAGE活 性 成 分 と し て 含 む 抗 肺
癌 剤 を 投 与 す る こ と に よ っ て esRAGE活 性 成 分 を 癌 細 胞 に 作 用 さ せ る こ と に よ っ て 、 癌 細 胞
の 増 殖 を 抑 制 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 esRAGEを コ ー ド す る 核 酸 分 子 は 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、
及 び ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 等 の 各 種 ウ ィ ル ス ベ ク タ ー 、 非 ウ ィ ル ス 型 ベ ク タ ー 又 は
混 成 型 ベ ク タ ー 等 の 遺 伝 子 治 療 に 使 用 さ れ る 適 当 な ベ ク タ ー に 挿 入 し て 使 用 す る こ と が 好
ま し い 。 こ の よ う な ベ ク タ ー に は 各 種 の 遺 伝 子 発 現 調 節 配 列 、 ク ロ ー ニ ン グ 部 位 、 薬 剤 耐
性 遺 伝 子 等 の 各 種 要 素 が 適 宜 含 ま れ て お り 、 当 業 者 に 公 知 の 任 意 の 方 法 で 作 製 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 上 記 の 抗 肺 癌 剤 に は 、 有 効 成 分 と 組 合 せ て 、 薬 学 上 許 容 で き る 、 当 業 者 に 公 知 の 任 意 の
医 薬 キ ャ リ ア － 又 は 希 釈 剤 等 の そ の 他 の 成 分 を 含 む こ と が 出 来 る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 の 有 効 成 分 の 薬 学 的 な 有 効 量 及 び 投 与 方 法 又 は 投 与 手 段 は 、 有 効 成 分 の 種 類 、 病
状 の 重 さ 、 治 療 方 針 、 患 者 の 年 齢 、 体 重 、 性 別 、 全 般 的 な 健 康 状 態 、 及 び 患 者 の （ 遺 伝 的
） 人 種 的 背 景 に 応 じ て 、 当 業 者 が 適 宜 選 択 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 esRAGE自 体 を 有 効
成 分 と し て 含 有 す る 場 合 に は 、 該 有 効 成 分 の 投 与 量 は 0.1～ 100ｍ ｇ ／ 日 ／ 成 人 、 よ り 一 般
的 に は 1～ 10ｍ ｇ ／ 日 ／ 成 人 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 の 抗 肺 癌 剤 は 投 与 方 法 ・ 投 与 経 路 等 に 応 じ て 当 業 者 に 公 知 の 任 意 の 形 状 と す る こ
と が 出 来 る 。 そ れ ら は 適 当 な 方 法 で 投 与 す る こ と が 出 来 る 。 例 え ば 、 形 状 と し て は 、 液 体
状 、 粉 末 状 、 及 び コ ロ イ ド 状 等 が あ り 、 上 記 の キ ャ リ ア － 又 は 希 釈 剤 を 伴 っ た 形 で 、 静 脈
内 、 腹 腔 内 、 皮 下 に 注 射 す る か 、 又 は 、 経 口 投 与 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 以 下 、 本 発 明 を 実 施 例 に よ っ て 詳 細 に 説 明 す る が 、 本 発 明 の 技 術 的 範 囲 は 以 下 の 実 施 例
の 記 載 に よ っ て 何 ら 限 定 し て 解 釈 さ れ る も の で は な い 。 又 、 特 に 記 載 の な い 場 合 に は 、 以
下 の 実 施 例 は 、 当 該 技 術 分 野 に お け る 常 法 及 び 当 業 者 に 公 知 の 標 準 的 な 方 法 、 例 え ば 、 Sa
mbrook and Maniatis, in Molecular Cloning-A Laboratory Manual, Cold Spring Harbo
r Laboratory Press, New York, 1989; Ausubel, F. M. et al., Current Protocols in 
Molecular Biology, John Wiley & Sons, New York, N.Y, 1995等 に 記 載 さ れ て い る 遺 伝
子 工 学 及 び 分 子 生 物 学 的 技 術 に 従 い 実 施 し た 。 又 、 本 明 細 書 中 に 参 考 文 献 な ど と し て 引 用
さ れ た 文 献 の 記 載 内 容 は 本 明 細 書 の 開 示 内 容 の 一 部 を 構 成 す る も の で あ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ３ ５ 】

　 1993年 よ り 1995年 ま で 仙 台 厚 生 病 院 に て 手 術 を 受 け 、 ま た 術 後 化 学 療 法 ・ 放 射 線 療 法 を
施 行 さ れ な か っ た 182例 の 非 小 細 胞 肺 癌 症 例 を 対 象 と し た 。 症 例 の 平 均 年 齢 は 65． 3歳 （ 23
－ 82歳 ） だ っ た 。 ま た 、 36症 例 で 凍 結 組 織 が 得 ら れ 、 RNAの 解 析 に 使 用 し た 。 こ の 研 究 は
東 北 大 学 お よ び 仙 台 厚 生 病 院 の 倫 理 委 員 会 の 認 定 を 受 け て い る 。  
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【 ０ ０ ３ ６ 】

　 本 実 施 例 で 得 ら れ た 各 種 結 果 の 統 計 解 析 は 、 ” a one-way ANOVA and Bonferroni test 
“ 又 は χ 2検 定 を 使 用 し て 行 っ た 。 全 生 存 曲 線 及 び 非 疾 患 生 存 曲 線 は カ プ ラ ン メ イ ヤ ー 法
（ Kaplan-Meier method） に 従 い 作 成 し た 。 単 変 量 解 析 及 び 多 変 量 解 析 は PROC PHREGを 用
い る Coxの 比 例 ハ ザ ー ド モ デ ル に よ り 行 い 、 フ ィ ッ シ ャ ー の 直 説 法 を SASソ フ ト で 実 施 し た
。 本 試 験 に 於 い て は 、 0． 05未 満 の P値 を 有 意 と 判 定 し た 。
【 ０ ０ ３ ７ 】

　 摘 出 肺 は 10％ フ ォ ル マ リ ン で 固 定 ・ パ ラ フ ィ ン 包 埋 後 、 薄 切 し 、 抗 ヒ ト esRAGE抗 体 を 用
い て 染 色 し た 。 ま た ， 癌 細 胞 の 増 殖 性 を 見 る た め 抗 Ki-67抗 体 を 用 い 染 色 し た 。 esRAGE染
色 の 特 異 性 を 見 る た め ， リ コ ビ ン ナ ン ト esRAGEタ ン パ ク を 用 い 、 吸 収 試 験 を 行 っ た 。
　 尚 、 抗 ヒ ト esRAGE抗 体 は 、 ま ず 、 ヒ ト esRAGEに 特 徴 的 な 16個 の ア ミ ノ 酸 （ EGFDKVREAEDS
PQHM)の N末 側 に Cysを 付 加 し た ペ プ チ ド を 常 法 で 化 学 合 成 し 、 ヘ モ シ ア ニ ン と 結 合 さ せ 、
ウ サ ギ に 免 疫 す る こ と に よ り 調 製 し た 。 又 、 リ コ ン ビ ナ ン ト esRAGEタ ン パ ク は 、 ヒ ト esRA
GE cDNAを 組 み 込 ん だ 発 現 ベ ク タ ー （ pCI-neo-mammalian expression vector, Promega）
（ 作 製 方 法 に つ い て は 後 述 ） を 培 養 COS-7細 胞 及 び 293細 胞 に 強 制 発 現 し 、 そ の 培 養 上 清 か
ら 高 純 度 に 精 製 し て 得 た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
esRAGEは 正 常 気 道 上 皮 細 胞 お よ び 間 質 細 胞 の 細 胞 質 に 発 現 し て お り （ 図 １ A, B） 、 こ れ は
以 前 に 報 告 さ れ た 結 果 (参 考 文 献 10)と 一 致 し た 。 し か し 、 癌 細 胞 に お い て は esRAGE発 現 に
ば ら つ き が あ り 、 目 視 に よ る 判 定 の 結 果 、 182例 中 、 癌 細 胞 の esRAGE陽 性 症 例 （ ＋ ） は  45
例  (24.7%)、  発 現 低 下 症 例 （ +/-） は 78例  (42.9%)、  陰 性 例 （ -） は  59例  (32.4%)で あ
っ た 。 病 理 学 的 T因 子 が 高 く  (P = 0.0063)、 組 織 学 的 に 低 分 化 で  (P = 0.0061)、 増 殖 が
盛 ん な 症 例 で (P < 0.0001) esRAGE発 現 低 下 例 又 は 陰 性 例 が 多 か っ た (表 １ )。 尚 、 表 １ は
、 182例 の 非 小 細 胞 肺 癌 症 （ NSCLCs） 例 に お け る  esRAGE免 疫 染 色 及 び 臨 床 病 理 学 的 パ ラ メ
ー タ ー と の 相 関 を 示 し た も の で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 更 に 、 esRAGE 発 現 と 生 存 率 と の 相 関 を 検 討 す る と 、 esRAGE 発 現 が 癌 細 胞 で 落 ち て い る
症 例 で は 生 存 率 が 低 い こ と が 判 明 し た  (P = 0.0003) (図 ２ A)。 こ の 傾 向 は ， 特 に  TNM St
age I の 早 期 肺 癌 症 例 に お い て 顕 著 で あ っ た  (P = 0.0001) (図 ２ B)。 単 変 量 解 析 に お い
て  TNM 病 期 分 類  (P < 0.0001) と 癌 細 胞 の esRAGE 染 色 性 (-, +/- vs. +) (P < 0.001) 
が 予 後 因 子 で あ る こ と が 示 さ れ 、 さ ら に 多 変 量 解 析 で TNM 病 期 分 類  (P < 0.0001) と 癌 細
胞 の esRAGE 染 色 性  (P = 0.0085) は 独 立 し た 予 後 因 子 で あ る こ と が 明 ら か と な っ た  (表
２ )。 表 ２ は 、 182例 の 非 小 細 胞 肺 癌 症 （ NSCLCs） 例 の 臨 床 結 果 に 関 す る 単 変 量 及 び 多 変 量
解 析 の 結 果 を 示 し た も の で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】

　 癌 細 胞 に お け る esRAGE mRNA発 現 を 調 べ る た め 、 レ ー ザ ー キ ャ プ チ ャ ー 法 に て 凍 結 癌 組
織 よ り 非 小 細 胞 肺 癌 症 （ NSCLCs） 例 に お け る 癌 細 胞 と 周 辺 細 胞 を 分 け て 分 離 し 、 そ れ ぞ れ
か ら total RNAを 抽 出 し 、 RT-PCRで esRAGE mRNAお よ び 完 全 長 （ full-length） RAGEの 発 現
を 解 析 し た 。 内 因 性 の コ ン ト ロ ー ル と し て 、 β -ア ク チ ン を 使 用 し た 。 使 用 し た プ ラ イ マ
ー 塩 基 配 列 は ， human esRAGE, 5’ -TCT GTG GGG GGC AGT AGT A-3’ （ 配 列 番 号 １ ） 及 び  
5’ -CTT TAT CAA ACC CCT CAC CT-3’ （ 配 列 番 号 ２ ） ; full length RAGE, 5’ -TCT GTG 
GGG GGC AGT AGT A -3’ （ 配 列 番 号 ３ ） 及 び 5’ -TGC CGC CTT TGC CAC AAG AT-3’ （ 配 列
番 号 ４ ） ; human beta-actin, 5’ -GCT GTG CTA TCC CTG TAC G-3’ （ 配 列 番 号 ５ ） 及 び 5
’ -TGC CTC AGG GCA GCG GAA-3’ （ 配 列 番 号 ６ ） で あ っ た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 そ の 結 果 、 癌 細 胞 で の み 、 36例 中 25例 （ 70％ ） で esRAGEま た は full-length RAGEの 発 現
が 欠 失 し て い た （ 表 ３ A） 。 し か し な が ら 、 esRAGE と full-length RAGE mRNAs 発 現 に 相
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関 は 認 め な れ か っ た  (p = 0.72, 表 ３ B)。
【 ０ ０ ４ ２ 】

　 esRAGEの 癌 細 胞 増 殖 に 及 ぼ す 影 響 を 検 討 す る た め 、 肺 癌 細 胞  A549 及 び OBA-LK-1 細 胞
に プ ロ モ ー タ ー を つ け た esRAGE, full-length RAGE、 又 は dominant negative RAGE (dnRA
GE)の  cDNA を 導 入 し 、 そ れ ぞ れ を 強 制 発 現 さ せ て そ の 細 胞 増 殖 に 及 ぼ す 影 響 を 検 討 し た
。  即 ち 、 A549ま た は OBA-LK-1細 胞 5 ×  10 5 個 に 、 リ ポ ソ ー ム 法 を 用 い て ヒ ト esRAGE、  fu
ll-length RAGE、 dominant negative RAGE、  ま た は 空 ベ ク タ ー を 導 入 し た 。 導 入 後 の 増
殖 は alamarBlue (Biosource, Camarillo, CA)を 培 養 細 胞 に 添 加 し 、 培 養 後 24、 48、 72、 9
6時 間 の 時 点 に お け る 蛍 光 強 度 で 測 定 し た 。
　 こ こ で 、 esRAGE、 full-length RAGE cDNAは 培 養 血 管 細 胞 か ら ク ロ ー ニ ン グ し た も の を
、 dnRAGEは full-length RAGEの 膜 貫 通 領 域 配 列 の 直 後 に 終 止 コ ド ン が 入 る よ う な 遺 伝 子 操
作 （ PCR） に よ っ て 人 工 的 に 調 製 し 、 こ れ ら を pCI-neo mammalian expression vector (Pr
omega)に そ れ ぞ れ 組 み 込 む こ と に よ っ て 作 製 し た 。 尚 、 こ の ベ ク タ ー の プ ロ モ ー タ ー は ヒ
ト サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス immediate-earlyエ ン ハ ン サ ー ／ プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 使 用 し て い
る 。
　 具 体 的 に は 、  full-length RAGE　 cDNA は 、 夫 々 、 AB036432（ Genbank登 録 番 号 ） の ヌ
ク レ オ チ ド 第 1-22 番 目 及 び 第 1246-1268番 目 に 該 当 す る 、 5’ -GAGAATTCGCCAGGACCCTGGAAG
GAAGCA-3’ （ 配 列 番 号 ７ ） と  5’ -GATCTAGACTGATGGATGGGATCTGTCTGTG-3’  （ 配 列 番 号 ８
） 、 esRAGE は 、 夫 々 、 AB061668（ Genbank登 録 番 号 ） の ヌ ク レ オ チ ド 第 1-22番 目 及 び 第 10
69-1088に 該 当 す る 、 5’ -GAGAATTCGCCAGGACCCTGGAAGGAAGCA-3’ （ 配 列 番 号 ９ ） と 5’ -GAT
CTAGAGCTTGTTGACCATCCCCCCAG-3’ (配 列 番 号 １ ０ ） で RT-PCRを 行 い 、 dnRAGEは 、 5’ -GAGAA
TTCGCCAGGACCCTGGAAGGAAGCA-3’  (配 列 番 号 １ １ ） と 5’ -GATCTAGATCATCGGCGTTGCCGCCTTTG
-3’  (配 列 番 号 １ ２ ） で PCRを 行 い 、 そ れ ぞ れ シ ー ク エ ン ス を 確 認 後 、 制 限 酵 素 EcoRI及 び
XbaIで 切 断 し pCI-neo mammalian expression vector (Promega)に 組 み 込 み 、 夫 々 の 発 現
ベ ク タ ー を 作 成 し た 。 尚 、 肺 癌 細 胞  A549 (ID:TKG 0184) 及 び OBA-LK-1細 胞 (ID: TKG 057
2)は い ず れ も 東 北 大 学 加 齢 医 学 研 究 所 附 属 医 用 細 胞 資 源 セ ン タ ー に 保 存 さ れ て お り 自 由 に
分 譲 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
そ の 結 果 、 esRAGEを 癌 細 胞 に 強 制 発 現 す る こ と に よ り ， 癌 細 胞 増 殖 の 抑 制 が 認 め ら れ た  (
図 ３ )。 こ の こ と は ， 肺 癌 症 例 に お い て esRAGE発 現 が 低 下 す る こ と に よ り ， 癌 の 増 殖 が 促
進 さ れ て い る と 考 え ら れ る ．
【 ０ ０ ４ ４ 】
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【 表 ２ 】
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【 ０ ０ ４ ７ 】
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【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 に よ り 、 予 後 不 良 早 期 肺 癌 患 者 が 術 後 す ぐ 同 定 す る こ と が 可 能 と な り 、 そ れ ら の
患 者 に 対 し て 早 期 の 追 加 治 療 （ 抗 癌 剤 治 療 ） を 行 う こ と に よ り 予 後 の 改 善 が 図 れ る も の と
考 え る 。 ま た 反 対 に 、 予 後 良 好 な 症 例 が 同 定 さ れ れ ば 、 不 必 要 な 術 後 療 法 及 び 過 度 の 術 後
検 査 ・ 外 来 診 察 を 省 く こ と が 出 来 、 医 療 費 の 抑 制 に つ な が る も の と 考 え る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
尚 、 本 発 明 に お い て 、 esRAGE発 現 の 測 定 は 、 手 術 後 だ け で は な く 術 前 の 気 管 支 鏡 下 生 検 標
本 で も 測 定 可 能 で あ る 。 こ の こ と は 、 手 術 前 に そ の 術 後 の 予 後 が 評 価 で き る こ と に つ な が
り 、 そ う い っ た 症 例 に 対 す る 新 た な 治 療 戦 略 の 開 発 に つ な が る も の と 考 え る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ５ ０ 】
【 図 １ 】 非 小 細 胞 肺 癌 組 織 に お け る  esRAGE の 発 現 を 示 す 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。  A: 肺 癌 組
織 、  B: 健 常 肺 組 織 、  C: esRAGE吸 収 試 験 。 棒 の ス ケ ー ル  = 100 μ ｍ 。
【 図 ２ 】 肺 癌 手 術 症 例 の 術 後 生 存 曲 線 を 示 す 。 A: 全 症 例 、 B: TNM stage I期 症 例 、 C: TN
M stage IIお よ び IIIA期 症 例 。
【 図 ３ 】 esRAGE 過 剰 発 現 に よ り 、  A549 培 養 肺 癌 細 胞 (A) お よ び  OBA-LK-1 (B) 培 養 肺
癌 細 胞 の 増 殖 が 抑 制 さ れ る こ と を 示 す 。 * P< 0.05（  対  empty vector） ; †  P < 0.05 
（ 対  full-length RAGE） 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】
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