
(57)【要約】

結腸直腸癌（CRC）を検出および診断するための客観的

方法を本明細書に記載する。1つの態様において、診断

法は、CRCと正常細胞を識別するC10orf3の発現レベルを

決定する段階を含む。本発明はさらに、CRCの治療にお

いて有用な治療薬剤をスクリーニングする方法、CRCを

治療する方法、および対象にCRCのワクチン接種を行う

方法を提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 対 象 に お け る CRCま た は CRCを 発 症 す る 素 因 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、 患 者 由 来 生 体 試 料
に お け る C10orf3の 発 現 レ ベ ル を 決 定 す る 段 階 を 含 み 、 こ こ で 該 遺 伝 子 の 正 常 対 照 レ ベ ル
と 比 較 し た 場 合 の 該 レ ベ ル の 増 加 に よ り 、 該 対 象 が CRCを 患 っ て い る か ま た は 発 症 す る 危
険 性 が あ る こ と が 示 さ れ る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 増 加 が 正 常 対 照 レ ベ ル よ り も 少 な く と も 10%高 い 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 以 下 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る い ず れ か 1つ の 方 法 に よ っ て 発 現 レ ベ ル が 決 定 さ れ る 、
請 求 項 1記 載 の 方 法 :
(a) C10orf3の mRNAの 検 出 、
(b) C10orf3に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 検 出 、 お よ び
(c) C10orf3に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 生 物 活 性 の 検 出 。
【 請 求 項 ４ 】
　 患 者 由 来 生 体 試 料 の 遺 伝 子 転 写 物 に 対 す る C10orf3プ ロ ー ブ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
を 検 出 す る こ と で 発 現 レ ベ ル が 決 定 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 段 階 が DNAア レ イ で 行 わ れ る 、 請 求 項 4記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ６ 】
　 生 体 試 料 が 上 皮 細 胞 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 生 体 試 料 が CRC細 胞 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 生 体 試 料 が CRCに 由 来 す る 上 皮 細 胞 を 含 む 、 請 求 項 4記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 CRCを 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 :
（ a) 被 験 化 合 物 を C10orf3の 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド と 接 触 さ せ る 段 階 ;
（ b) 前 記 ポ リ ペ プ チ ド と 被 験 化 合 物 と の 間 の 結 合 活 性 を 決 定 す る 段 階 ;お よ び
（ c) 前 記 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 化 合 物 を 選 択 す る 段 階 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 CRCを 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 :
（ a) 候 補 化 合 物 を C10orf3を 発 現 す る 細 胞 と 接 触 さ せ る 段 階 ;お よ び
（ b) C10orf3の 発 現 レ ベ ル を 低 減 さ せ る 化 合 物 を 選 択 す る 段 階 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 細 胞 が 結 腸 直 腸 癌 細 胞 を 含 む 、 請 求 項 10記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 CRCを 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 :
（ a) 被 験 化 合 物 を C10orf3の 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド と 接 触 さ せ る 段 階 ;
（ b) 段 階 (a)の ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 活 性 を 検 出 す る 段 階 ;お よ び
（ c) 被 験 化 合 物 の 非 存 在 下 で 検 出 さ れ る 生 物 活 性 と 比 較 し て 、 C10orf3の 核 酸 に よ っ て コ
ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 活 性 を 抑 制 す る 化 合 物 を 選 択 す る 段 階 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 活 性 が 細 胞 増 殖 活 性 で あ る 、 請 求 項 12記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 活 性 が ATP-ase活 性 で あ る 、 請 求 項 12記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 CRCを 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 :
（ a) 候 補 化 合 物 を 、 C10orf3の 転 写 制 御 領 域 お よ び そ の 転 写 制 御 領 域 の 制 御 下 で 発 現 さ れ
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る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 含 む ベ ク タ ー を 導 入 し た 細 胞 と 接 触 さ せ る 段 階 ;
（ b) 該 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 活 性 を 測 定 す る 段 階 ;な ら び に
（ c) 対 照 と 比 較 し て 、 該 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 低 減 さ せ る 化 合 物 を 選 択 す る
段 階 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 C10orf3の 核 酸 配 列 ま た は ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 検 出 試 薬 を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 C10orf3の コ ー ド 配 列 に 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ア ン チ セ ン ス 組 成 物 を 対 象 に
投 与 す る 段 階 を 含 む 、 対 象 に お け る CRCを 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 対 象 に お け る CRCを 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 で あ っ て 、 siRNA組 成 物 を 対 象 に 投 与 す る 段
階 を 含 み 、 こ こ で 該 組 成 物 に よ り C10orf3の 核 酸 配 列 の 発 現 が 減 少 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 siRNAが 、 標 的 配 列 と し て 配 列 番 号 :21の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む セ ン ス 鎖 を 含 む 、 請 求
項 18記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 siRNAが 一 般 式 5'-[A]-[B]-[A']-3'を 有 し 、 式 中 、
[A]は 配 列 番 号 :21の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 相 当 す る リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ り 、
[B]は 3～ 23ヌ ク レ オ チ ド か ら な る リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ り 、 お よ び
[A']は [A]の 相 補 配 列 か ら な る リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 、
請 求 項 19記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 組 成 物 が ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 増 強 剤 を 含 む 、 請 求 項 18記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 C10orf3の 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 抗 体 ま た は そ の 断 片 の 薬 学
的 有 効 量 を 対 象 に 投 与 す る 段 階 を 含 む 、 対 象 に お け る CRCを 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 C10orf3の 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド も し く は 該 ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 学 的
活 性 断 片 、 ま た は こ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ワ ク チ ン を 対 象
に 投 与 す る 段 階 を 含 む 、 対 象 に お け る CRCを 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 請 求 項 9～ 15の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 に よ っ て 得 ら れ る 化 合 物 を 投 与 す る 段 階 を 含 む
、 対 象 に お け る CRCを 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 有 効 成 分 と し て 、 C10orf3の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 す る ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
ま た は 低 分 子 干 渉 RNAの 薬 学 的 有 効 量 、 お よ び 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む 、 CRCを 治 療
ま た は 予 防 す る た め の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 siRNAが 、 標 的 配 列 と し て 配 列 番 号 :21の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む セ ン ス 鎖 を 含 む 、 請 求
項 25記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 siRNAが 一 般 式 5'-[A]-[B]-[A']-3'を 有 し 、 式 中 、
[A]は 配 列 番 号 :21の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 相 当 す る リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ り 、
[B]は 3～ 23ヌ ク レ オ チ ド か ら な る リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ り 、 お よ び
[A']は [A]の 相 補 配 列 か ら な る リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 、
請 求 項 26記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 有 効 成 分 と し て 、 C10orf3の 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 抗 体 ま た
は そ の 断 片 の 薬 学 的 有 効 量 、 お よ び 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む 、 CRCを 治 療 ま た は 予
防 す る た め の 組 成 物 。
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【 請 求 項 ２ ９ 】
　 有 効 成 分 と し て 、 請 求 項 9～ 15の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 に よ っ て 選 択 さ れ る 化 合 物 の
薬 学 的 有 効 量 、 お よ び 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む 、 CRCを 治 療 ま た は 予 防 す る た め の
組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 セ ン ス 鎖 が 配 列 番 号 :21に 相 当 す る リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 み 、 な ら び に ア ン チ セ ン
ス 鎖 が 該 セ ン ス 鎖 に 相 補 的 で あ る リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 み 、 該 セ ン ス 鎖 お よ び 該 ア ン
チ セ ン ス 鎖 が 互 い に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て 二 本 鎖 分 子 を 形 成 し 、 C10orf3遺 伝 子 を 発 現 す る
細 胞 に 導 入 さ れ た 場 合 に 該 二 本 鎖 分 子 が 該 遺 伝 子 の 発 現 を 阻 害 す る 、 セ ン ス 鎖 お よ び ア ン
チ セ ン ス 鎖 を 含 む 二 本 鎖 分 子 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 セ ン ス 鎖 が 配 列 番 号 :1由 来 の 約 19～ 約 25の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 請 求 項 30記 載
の 二 本 鎖 分 子 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 セ ン ス 鎖 が 配 列 番 号 :21に 相 当 す る リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る 、 請 求 項 30記 載 の 二
本 鎖 分 子 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 単 一 の リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 転 写 物 が セ ン ス 鎖 お よ び ア ン チ セ ン ス 鎖 を 含 み 、 二 本 鎖 が 該 セ
ン ス 鎖 と 該 ア ン チ セ ン ス 鎖 を 連 結 す る 一 本 鎖 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を さ ら に 含 む 、 請 求 項
30記 載 の 二 本 鎖 分 子 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 請 求 項 30記 載 の 二 本 鎖 分 子 を コ ー ド す る ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 二 次 構 造 を 有 す る 転 写 物 を コ ー ド し 、 こ の 転 写 物 が セ ン ス 鎖 お よ び ア ン チ セ ン ス 鎖 を 含
む 、 請 求 項 34記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 転 写 物 が セ ン ス 鎖 と ア ン チ セ ン ス 鎖 を 連 結 す る 一 本 鎖 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を さ ら に 含
む 、 請 求 項 34記 載 の ベ ク タ ー 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
発 明 の 分 野
　 本 発 明 は 結 腸 直 腸 癌 を 診 断 す る 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
発 明 の 背 景
　 結 腸 直 腸 癌 （ CRC） は 、 世 界 的 に 最 も 多 く 見 ら れ る 固 形 腫 瘍 の 一 つ で あ り 、 2000年 に は
、 約 940,000人 の 人 が 結 腸 癌 で あ る と 診 断 さ れ た （ 1） 。 結 腸 直 腸 癌 の 診 断 お よ び 治 療 に お
い て は 様 々 な 進 展 が 見 ら れ る が 、 進 行 期 の 患 者 の 予 後 を 見 る と 死 亡 率 は 高 い 。 予 後 を 改 善
す る た め に は 、 早 期 の 癌 腫 を 検 出 す る た め の 感 度 が 良 く か つ 特 異 的 な 診 断 バ イ オ マ ー カ ー
の 開 発 、 お よ び よ り 効 果 的 で あ り か つ よ り 害 の 少 な い 治 療 薬 の 開 発 が 望 ま れ る 。 こ の 目 的
を 実 現 す る に は 、 結 腸 直 腸 癌 の 発 生 の 分 子 機 構 を さ ら に 理 解 す る こ と が 必 要 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 近 年 の 分 子 的 研 究 に よ り 、 結 腸 直 腸 癌 の 発 生 に は 、 APC、 p53、 β -カ テ ニ ン 、 お よ び Ki-
rasを 含 む 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 お よ び /ま た は 癌 遺 伝 子 の 遺 伝 子 変 化 を 含 め た 遺 伝 子 変 化 の 蓄 積
が 関 与 し て い る こ と が 明 ら か に さ れ た （ 2～ 5） 。 さ ら に 、 メ チ ル 化 の 変 化 （ 6） お よ び 刷
り 込 み の 欠 損 （ 7） 、 な ら び に /ま た は 遺 伝 子 変 化 も し く は そ の 他 の 未 知 の 機 構 に 起 因 す る
遺 伝 子 発 現 の 調 節 解 除 な ど の エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク な 事 象 が 結 腸 直 腸 腫 瘍 の 発 生 の 根 底 に あ
る 。 こ れ ら の 遺 伝 子 変 化 お よ び エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク な 変 化 は そ れ ぞ れ 、 種 々 の 遺 伝 子 の 発
現 に 及 ぼ す 影 響 が 非 常 に 複 雑 で あ る た め 、 そ れ ぞ れ の 癌 症 例 に よ っ て 発 現 プ ロ フ ァ イ ル は
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大 き く 異 な る 。 し た が っ て 、 結 腸 直 腸 癌 の 発 生 を 包 括 的 に 理 解 す る に は 、 結 腸 直 腸 腫 瘍 に
お け る ゲ ノ ム 全 域 に わ た る 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 調 べ る 必 要 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 cDNAマ イ ク ロ ア レ イ を 用 い た 発 現 プ ロ フ ァ イ ル の 解 析 は 、 種 々 の 生 理 的 状 態 も し く は 薬
剤 ま た は 病 的 状 態 に 応 答 し て 発 現 が 変 化 す る 遺 伝 子 を 同 定 す る た め の 有 望 な 方 法 で あ る （
10、 11） 。 こ の 技 術 は ま た 、 細 胞 集 団 の サ ブ セ ッ ト の 生 理 的 表 現 型 ま た は 病 的 表 現 型 を 反
映 し 得 る 系 統 的 な 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 提 供 し 得 る 。 こ の ア プ ロ ー チ は 、 種 々 の 新 生 物 に 関
与 す る 遺 伝 子 の 解 析 、 お よ び 特 定 の 表 現 型 の 検 出 に 有 用 で あ る こ と が 判 明 し て い る （ 12～
14） 。 cDNAマ イ ク ロ ア レ イ 技 術 に よ り 、 正 常 細 胞 お よ び 悪 性 細 胞 に お け る 遺 伝 子 発 現 の 包
括 的 プ ロ フ ァ イ ル を 得 て 、 悪 性 細 胞 と そ れ に 対 応 す る 正 常 細 胞 に お け る 遺 伝 子 発 現 を 比 較
す る こ と が 可 能 に な っ た （ Okabe et al., Cancer Res 61:2129-37 (2001)； Kitahara et 
al., Cancer Res 61: 3544-9 (2001)； Lin et al., Oncogene 21:4120-8 (2002)； Hasega
wa et al., Cancer Res 62:7012-7 (2002)） 。 こ の ア プ ロ ー チ に よ り 癌 細 胞 の 複 雑 な 性 質
を 明 ら か に す る こ と が 可 能 と な り 、 か つ こ れ は 発 癌 現 象 の 機 構 の 理 解 に 役 立 つ 。 腫 瘍 に お
い て 調 節 が 解 除 さ れ る 遺 伝 子 の 同 定 は 、 個 人 の 癌 の よ り 正 確 か つ 厳 密 な 診 断 、 お よ び 新 規
治 療 標 的 の 開 発 を も た ら す 可 能 性 が あ る （ Bienz and Clevers, Cell 103:311-20 (2000)
） 。 ゲ ノ ム 全 体 に わ た る 観 点 か ら 腫 瘍 の 発 生 機 構 を 明 ら か に し 、 診 断 お よ び 新 規 治 療 薬 剤
の 開 発 の た め の 標 的 分 子 を 見 出 す た め 、 本 発 明 者 ら は 遺 伝 子 23040個 の cDNAマ イ ク ロ ア レ
イ を 用 い て 腫 瘍 細 胞 の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 解 析 し て い る （ Okabe et al., Cancer Res 61:
2129-37 (2001)； Kitahara et al., Cancer Res 61:3544-9 (2001)； Lin et al., Oncoge
ne 21:4120-8 (2002)； Hasegawa et al., Cancer Res 62:7012-7 (2002)） 。 こ れ ら の 試
み に よ り 、 対 応 す る 非 癌 細 胞 と 比 較 し て 、 癌 組 織 に お い て 高 い 頻 度 で 上 方 制 御 さ れ て い る
こ と が 明 ら か で あ る 、 ESTを 含 む 多 く の 遺 伝 子 が 特 定 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 発 癌 の 機 構 を 明 ら か に す る よ う に 計 画 さ れ た 研 究 に よ り 、 抗 腫 瘍 剤 の 分 子 標 的 の 同 定 が
既 に 促 進 さ れ て い る 。 例 え ば 、 そ の 活 性 化 が 翻 訳 後 フ ァ ル ネ シ ル 化 に 依 存 す る Rasに 関 連
し た 増 殖 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 を 阻 害 す る よ う に 本 来 開 発 さ れ た フ ァ ル ネ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ
ー ゼ （ FTI） の 阻 害 剤 は 、 動 物 モ デ ル に お け る Ras依 存 性 腫 瘍 の 治 療 に 有 効 で あ る （ He et 
al., Cell 99:335-45 (1999)） 。 乳 癌 の 約 30％ で 過 剰 発 現 す る 受 容 体 で あ る HER2/neuは 、
特 異 的 な リ ガ ン ド の 結 合 に 応 答 し て 増 殖 シ グ ナ ル を 媒 介 す る 。 癌 原 遺 伝 子 受 容 体 HER2/neu
を 拮 抗 す る た め に 、 抗 癌 剤 と 抗 HER2モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ト ラ ス ツ ズ マ ブ と の 組 み 合 わ せ
を 用 い た ヒ ト の 臨 床 試 験 が 行 わ れ 、 乳 癌 患 者 の 臨 床 反 応 お よ び 全 生 存 率 の 改 善 が 達 成 さ れ
て い る （ Molina et al., Cancer Res 16:4744-9 (2001)； Lin et al., Cancer Res 61:63
45-9(2001)） 。 bcr-abl融 合 タ ン パ ク 質 を 選 択 的 に 不 活 化 す る チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 、 S
TI-571は 、 bcr-ablチ ロ シ ン キ ナ ー ゼ の 構 成 的 活 性 化 が 白 血 球 の 形 質 転 換 に お い て 重 要 な
役 割 を 果 た す 慢 性 骨 髄 性 白 血 病 を 治 療 す る た め に 開 発 さ れ た （ O'Dwyer et al., Curr Opi
n Oncol 12:594-7 (2000)） 。 こ れ ら の 種 類 の 薬 剤 は 、 特 定 の 遺 伝 子 産 物 の 発 癌 活 性 を 抑
制 す る た め に 設 計 さ れ て い る （ Fujita et al., Cancer Res 61:7722-6 (2001)） 。 し た が
っ て 、 癌 細 胞 に お い て 一 般 に 上 方 制 御 さ れ る 遺 伝 子 産 物 は 、 新 規 抗 癌 剤 を 開 発 す る た め の
有 力 な 標 的 と な り 得 る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 CD8+細 胞 傷 害 性 Tリ ン パ 球 （ CTL） が 、 MHCク ラ ス I分 子 上 に 提 示 さ れ た 腫 瘍 関 連 抗 原 （ TA
A） に 由 来 す る エ ピ ト ー プ ペ プ チ ド を 認 識 し 、 腫 瘍 細 胞 を 溶 解 さ せ る こ と が 実 証 さ れ た 。 T
AAの 最 初 の 例 と し て MAGEフ ァ ミ リ ー が 発 見 さ れ て 以 来 、 免 疫 学 的 ア プ ロ ー チ を 用 い て 多 く
の 他 の TAAが 発 見 さ れ て い る （ Boon, Int J Cancer 54: 177-80 (1993)； Boon and van de
r Bruggen, J Exp Med 183: 725-9 (1996)； van der Bruggen et al., Science 254: 164
3-7 (1991)； Brichard et al., J Exp Med 178: 489-95 (1993)； Kawakami et al., J Ex
p Med 180:347-52 (1994)） 。 発 見 さ れ た TAAの い く つ か は 、 現 在 、 免 疫 療 法 の 標 的 と し て
臨 床 開 発 が 行 わ れ て い る 段 階 で あ る 。 こ れ ま で に 発 見 さ れ た TAAに は ： MAGE（ van der Bru
ggen et al., Science 254: 1643-7 (1991)） 、 gp 100（ Kawakami et al., J Exp Med 18
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0:347-52 (1994)） ； SART（ Shichijo et al., J Exp Med 187: 277-88 (1998)） ； お よ び
NY-ESO-1（ Chen et al., Proc Natl Acad Sci USA 94: 1914-8 (1997)） が 含 ま れ る 。 他
方 で は 、 腫 瘍 細 胞 に お い て 特 異 的 に 過 剰 発 現 さ れ る こ と が 実 証 さ れ て い る 遺 伝 子 産 物 が 、
細 胞 性 免 疫 反 応 を 誘 導 す る 標 的 と し て 認 識 さ れ る こ と が 示 さ れ た 。 そ の よ う な 遺 伝 子 産 物
に は 、 p53（ Umano et al., Brit J Cancer 84: 1052-7 (2001)） ； HER2/neu（ Tanaka et 
al., Brit J Cancer 84: 94-9 (2001)） ； CEA（ Nukaya et al., Int J Cancer 80: 92-7 
(1999)） 等 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 TAAに 関 す る 基 礎 的 お よ び 臨 床 的 研 究 に お け る 著 し い 進 展 に も か か わ ら ず （ Rosenbeg et
 al., Nature Med 4: 321-7 (1988)； Mukherji et al., Proc Natl Acad Sci USA 92: 80
78-82 (1995)； Hu et al., Cancer Res 56: 2479-83 (1996))、 結 腸 直 腸 癌 を 含 む 腺 癌 の
治 療 に 関 し て 、 限 ら れ た 数 の 候 補 TAAし か 得 ら れ て い な い 。 癌 細 胞 に お い て 大 量 に 発 現 さ
れ 、 同 時 に そ の 発 現 が 癌 細 胞 に 限 ら れ て い る TAAは 、 免 疫 療 法 標 的 と し て の 有 望 な 候 補 の
代 表 例 で あ る 。 さ ら に 、 強 力 で あ り か つ 特 異 的 な 抗 腫 瘍 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 新 規 TAAの 同
定 に よ り 、 様 々 な 種 類 の 癌 に お い て ペ プ チ ド ワ ク チ ン 戦 略 の 臨 床 用 途 が 促 進 さ れ る と 考 え
ら れ る 。 (Boon and can der Bruggen, J Exp Med 183: 725-9 (1996); van der Bruggen 
et al., Science 254: 1643-7 (1991); Brichard et al., J Exp Med 178: 489-95 (1993
); Kawakami et al.,J Exp Med 180: 347-52 (1994); Shichijo et al., J Exp Med 187:
 277-88 (1998); Chen et al., Proc Natl Acad Sci USA 94: 1914-8 (1997); Harris, J
 Natl Cancer Inst 88: 1442-5 (1996); Butterfield et al., Cancer Res 59: 3134-42 
(1999); Vissers et al., Cancer Res 59: 5554-9 (1999); van der Burg et al., J Imm
unol 156: 3308-14 (1996); Tanaka et al., Cancer Res 57: 4465-8 (1997); Fujie et 
al., Int J Cancer 80: 169-72 (1999); Kikuchi et al., Int J Cancer 81: 459-66 (19
99); Oiso et al., Int J Cancer 81: 387-94 (1999))。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 あ る 健 常 ド ナ ー 由 来 の ペ プ チ ド 刺 激 し た 末 梢 血 単 核 細 胞 （ PBMC） は 、 ペ プ チ ド に 応 答 し
て 有 意 な レ ベ ル の IFN-γ を 産 生 す る が 、 5 1 Cr放 出 ア ッ セ イ 法 に お い て HLA-A24ま た は HLA-A
0201制 限 様 式 で 腫 瘍 細 胞 に 対 す る 細 胞 傷 害 性 を ほ と ん ど 起 こ さ な い こ と が 繰 り 返 し 報 告 さ
れ て い る （ Kawano et al., Cance Res 60: 3550-8 (2000)； Nishizaka et al., Cancer R
es 60: 4830-7 (2000)； Tamura et al., Jpn J Cancer Res 92: 762-7 (2001)） 。 し か し
な が ら 、 HLA-A24お よ び HLA-A0201は い ず れ も 日 本 人 お よ び 白 人 に お い て 一 般 的 な HLA対 立
遺 伝 子 の 1つ で あ る （ Date et al., Tissue Antigens 47: 93-101 (1996)； Kondo et al.,
 J Immunol 155: 4307-12 (1995)； Kubo et al., J Immunol 152: 3913-24 (1994)； Iman
ishi et al., Proceeding of the eleventh International Hictocompatibility Worksho
p and Conference Oxford University Press, Oxford, 1065 (1992)； Williams et al., 
Tissue Antigen 49: 129 (1997)） 。 し た が っ て 、 こ れ ら の HLAに よ っ て 提 示 さ れ る 癌 腫 の
抗 原 ペ プ チ ド は 、 日 本 人 お よ び 白 人 の 癌 腫 の 治 療 に 特 に 有 用 で あ る 可 能 性 が あ る 。 さ ら に
、 イ ン ビ ト ロ で の 低 親 和 性 CTLの 誘 導 は 通 常 は 高 濃 度 で の ペ プ チ ド の 使 用 に 起 因 す る こ と
が 知 ら れ て お り 、 こ れ に よ り 抗 原 提 示 細 胞 （ APC） 上 で 高 レ ベ ル の 特 異 的 ペ プ チ ド /MHC複
合 体 が 生 じ 、 こ れ ら の CTLが 効 果 的 に 活 性 化 さ れ る こ と に な る （ Alexander-Miller et al.
, Proc Natl Acad Sci USA 93: 4102-7 (1996)） 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
発 明 の 概 要
　 新 規 抗 癌 剤 を 開 発 す る た め の 有 用 な 分 子 標 的 を 探 索 す る た め 、 本 発 明 者 ら は ゲ ノ ム 全 域
に わ た る cDNAマ イ ク ロ ア レ イ を 用 い て 、 癌 患 者 の 臨 床 試 料 の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 解 析 し て
い る 。 結 腸 癌 細 胞 を 用 い た 実 験 に お い て 、 C10orf3を コ ー ド す る 遺 伝 子 が 発 現 上 昇 を 示 し
た も の の 1つ で あ っ た 。 本 発 明 者 ら は 、 C10orf3 siRNAを ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る こ と で
、 培 養 下 の 結 腸 癌 細 胞 の 増 殖 が 抑 制 さ れ る こ と を 示 し た 。
【 ０ ０ １ ０ 】
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　 本 発 明 は 、 結 腸 直 腸 癌 （ CRC） と 相 関 す る C10orf3の 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン の 発 見 に 基 づ く
。 本 発 明 に お い て 、 本 発 明 者 ら は 、 結 腸 直 腸 癌 に お い て C10orf3が 上 方 制 御 さ れ て い る 頻
度 が 高 い こ と 、 な ら び に C10orf3が 精 巣 に お い て 大 量 に 発 現 さ れ 、 小 腸 、 結 腸 、 胃 、 胎 盤
、 お よ び 卵 巣 に お い て わ ず か に 発 現 さ れ る こ と を 明 ら か に す る 。 癌 細 胞 に お い て C10orf3
の 発 現 を 減 少 さ せ る と 細 胞 の 増 殖 が 抑 制 さ れ る た め 、 C10orf3は 癌 細 胞 の 増 殖 に 必 須 で あ
る 可 能 性 が 高 い 。 こ れ ら の デ ー タ は 結 腸 直 腸 癌 の 発 生 の さ ら な る 理 解 に 役 立 ち 、 ま た 結 腸
癌 の 新 規 治 療 戦 略 を 開 発 す る た め の 手 が か り を 提 供 す る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 組 織 試 料 等 の 患 者 由 来 生 体 試 料 に お け る C10orf3の 発 現 レ ベ ル
を 決 定 す る こ と に よ っ て 、 対 象 に お け る CRCの 診 断 ま た は 素 因 を 決 定 す る 方 法 を 扱 う 。 正
常 細 胞 は 結 腸 直 腸 組 織 か ら 得 ら れ る 細 胞 で あ る 。 正 常 対 照 レ ベ ル と 比 較 し た 場 合 の C10orf
3の 発 現 レ ベ ル の 増 加 に よ り 、 対 象 が CRCを 発 症 し て い る か ま た は 発 症 す る 危 険 性 が あ る こ
と が 示 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 正 常 対 照 レ ベ ル と は 、 正 常 健 常 個 体 ま た は CRCを 患 っ て い な い こ と が 分 か っ て い る 個 体
の 集 団 に お い て 検 出 さ れ る 遺 伝 子 発 現 の レ ベ ル を 意 味 す る 。 対 照 レ ベ ル と は 、 単 一 の 参 照
集 団 ま た は 複 数 の 発 現 パ タ ー ン に 由 来 す る 単 一 の 発 現 パ タ ー ン で あ る 。 例 え ば 、 対 照 レ ベ
ル は 、 以 前 に 試 験 し た 細 胞 に よ る 発 現 パ タ ー ン の デ ー タ ベ ー ス で あ っ て よ い 。 正 常 個 体 と
は 、 CRCの 臨 床 症 状 が な い 個 体 で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 正 常 対 照 レ ベ ル と 比 較 し た 場 合 の 被 験 試 料 中 に 検 出 さ れ る C10orf3の 発 現 レ ベ ル の 増 加
に よ り 、 （ 試 料 を 採 取 し た ） 対 象 が CRCを 発 症 し て い る か ま た は 発 症 す る 危 険 性 が あ る こ
と が 示 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 遺 伝 子 発 現 は 、 対 照 レ ベ ル と 比 較 し て 10%、 25%、 50%増 加 し て い る 。 ま た は 、 遺 伝 子 発
現 は 、 対 照 レ ベ ル と 比 較 し て 、 0.1、 0.2、 1、 2、 5、 10倍 、 ま た は そ れ 以 上 増 加 す る 。 発
現 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 例 え ば 患 者 由 来 組 織 試 料 の 遺 伝 子 転 写 産 物 に 対 す る C10o
rf3遺 伝 子 プ ロ ー ブ を 検 出 す る こ と に よ り 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 患 者 由 来 組 織 試 料 は 、 被 験 対 象 、 例 え ば CRCを 有 す る こ と が 公 知 で あ る か ま た は そ の 疑
い が あ る 患 者 由 来 の 任 意 の 組 織 で あ る 。 例 え ば 、 組 織 は 結 腸 直 腸 癌 細 胞 を 含 む 。 例 え ば 、
組 織 は 結 腸 由 来 の 細 胞 で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 C10orf3を 発 現 す る 被 験 細 胞 を 被 験 物 質 と 接 触 さ せ 、 C10orf3の 発 現 レ
ベ ル ま た は 活 性 を 決 定 す る こ と に よ り 、 C10orf3の 発 現 ま た は 活 性 を 阻 害 す る 物 質 を 同 定
す る 方 法 を 提 供 す る 。 被 験 細 胞 は 結 腸 直 腸 癌 由 来 の 結 腸 細 胞 等 の 結 腸 細 胞 で あ る 。 本 遺 伝
子 の 正 常 対 照 レ ベ ル と 比 較 し た レ ベ ル の 減 少 に よ り 、 被 験 物 質 が C10orf3の 阻 害 剤 で あ り
、 CRCの 症 状 を 軽 減 す る こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 、 C10orf3核 酸 配 列 に 結 合 す る 、 ま た は 本 核 酸 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る
遺 伝 子 産 物 に 結 合 す る 検 出 試 薬 を 伴 う キ ッ ト を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 治 療 法 は 、 ア ン チ セ ン ス 組 成 物 を 対 象 に 投 与 す る こ と に よ り 、 対 象 に お け る CRCを 治
療 ま た は 予 防 す る 方 法 を 含 む 。 本 ア ン チ セ ン ス 組 成 物 は 特 定 の 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 減 少 さ
せ る も の で あ り 、 例 え ば 、 C10orf3の 核 酸 配 列 に 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ア ン チ セ ン
ス 組 成 物 で あ る 。 別 の 方 法 は 、 低 分 子 干 渉 RNA（ siRNA） 組 成 物 を 対 象 に 投 与 す る 段 階 を 含
む 。 siRNA組 成 物 に よ り 、 C10orf3の 核 酸 の 発 現 が 減 少 す る 。 さ ら に 別 の 方 法 で は 、 対 象 に
お け る CRCの 治 療 ま た は 予 防 は 、 リ ボ ザ イ ム 組 成 物 を 対 象 に 投 与 す る こ と に よ っ て 行 わ れ
る 。 核 酸 特 異 的 リ ボ ザ イ ム 組 成 物 に よ り 、 C10orf3の 核 酸 の 発 現 が 減 少 す る 。 関 心 対 象 の
遺 伝 子 の イ ン ビ ボ 発 現 に 適 し た 機 構 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ る 。
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【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 は ま た 、 ワ ク チ ン お よ び ワ ク チ ン 接 種 法 を 含 む 。 例 え ば 、 対 象 に お け る CRCを 治
療 ま た は 予 防 す る 方 法 は 、 C10orf3の 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ
の よ う な ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 学 的 活 性 断 片 を 含 む ワ ク チ ン を 対 象 に 投 与 す る こ と に よ っ て
行 わ れ る 。 免 疫 学 的 活 性 断 片 と は 、 天 然 タ ン パ ク 質 の 全 長 よ り も 長 さ が 短 く 、 か つ 免 疫 応
答 を 誘 導 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 例 え ば 、 免 疫 学 的 活 性 断 片 は 、 少 な く と も 8残 基 長 で
あ り 、 T細 胞 ま た は B細 胞 等 の 免 疫 細 胞 を 刺 激 す る 。 免 疫 細 胞 刺 激 は 、 細 胞 増 殖 、 サ イ ト カ
イ ン （ 例 え ば IL-2） の 生 成 、 ま た は 抗 体 の 産 生 を 決 定 す る こ と に よ り 測 定 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 他 に 定 義 し な い 限 り 、 本 明 細 書 で 使 用 す る 専 門 用 語 お よ び 科 学 用 語 は す べ て 、 本 発 明 が
属 す る 技 術 分 野 の 当 業 者 に よ っ て 共 通 に 理 解 さ れ る 意 味 と 同 じ 意 味 を 有 す る 。 本 発 明 の 実
施 ま た は 試 験 に お い て は 、 本 明 細 書 に 記 載 す る も の と 類 似 ま た は 同 等 の 方 法 お よ び 材 料 を
用 い る こ と が で き る が 、 適 し た 方 法 お よ び 材 料 を 以 下 に 記 載 す る 。 本 明 細 書 に お い て 言 及
す る 刊 行 物 、 特 許 出 願 、 特 許 、 お よ び 他 の 参 考 文 献 は す べ て 、 全 体 が 参 照 に よ り 組 み 入 れ
ら れ る 。 抵 触 す る 場 合 に は 、 本 明 細 書 が 定 義 も 含 め 調 整 す る こ と に な る 。 さ ら に 、 材 料 、
方 法 、 お よ び 実 施 例 は 説 明 す る た め の み の も の で あ り 、 制 限 す る 意 図 は な い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 す る 方 法 の 1つ の 利 点 は 、 明 白 な 臨 床 症 状 が 検 出 さ れ る 前 に 疾 患 が 同 定
さ れ る 点 で あ る 。 本 発 明 の 他 の 特 徴 お よ び 利 点 は 、 以 下 の 詳 細 な 説 明 、 お よ び 特 許 請 求 の
範 囲 か ら 明 ら か に な る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
詳 細 な 説 明
　 本 発 明 は 、 一 つ に は 、 CRCを 有 す る 患 者 の 結 腸 細 胞 由 来 に お け る C10orf3の 発 現 上 昇 の 発
見 に 基 づ く 。 遺 伝 子 発 現 の 上 昇 は 、 包 括 的 な cDNAマ イ ク ロ ア レ イ シ ス テ ム を 用 い て 同 定 さ
れ た 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 遺 伝 子 23,040個 を 含 む cDNAマ イ ク ロ ア レ イ を 用 い て 、 20名 の 患 者 の 包 括 的 な 遺 伝 子 発 現
プ ロ フ ァ イ ル を 予 め 構 築 し た 。 C10orf3は 、 CRC患 者 に お い て 高 レ ベ ル で 発 現 さ れ る こ と が
見 出 さ れ た 。 そ の 過 程 に お い て 、 患 者 の 血 清 に お い て 癌 関 連 タ ン パ ク 質 を 検 出 す る 可 能 性
を 有 す る 候 補 分 子 マ ー カ ー が 選 択 さ れ 、 ヒ ト 結 腸 直 腸 癌 に お け る シ グ ナ ル 抑 制 戦 略 を 開 発
す る た め の い く つ か の 有 力 な 標 的 が 見 出 さ れ た 。 C10orf3は 、 cDNAマ イ ク ロ ア レ イ 上 で UPA
AA1と し て 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 明 細 書 で 同 定 さ れ た C10orf3は 、 CRCの マ ー カ ー と し て 、 お よ び CRCの 症 状 を 治 療 ま た
は 軽 減 す る た め に そ の 発 現 が 変 更 さ れ る 遺 伝 子 標 的 と し て 、 診 断 を 目 的 と し て 使 用 さ れ る
。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 他 に 特 に 示 さ な い 限 り 、 「 CRC」 は 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る 配 列 の 任 意 の も の を 意 味 す る
。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 細 胞 試 料 中 の C10orf3の 発 現 を 測 定 す る こ と に よ り 、 CRCが 診 断 さ れ る 。 同 様 に 、 種 々 の
物 質 に 応 答 し た C10orf3の 発 現 を 測 定 す る こ と に よ り 、 CRCを 治 療 す る た め の 物 質 が 同 定 さ
れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 は 、 C10orf3の 発 現 を 決 定 す る （ 例 え ば 測 定 す る ） 段 階 を 含 む 。 GeneBank（ 商 標
） デ ー タ ベ ー ス エ ン ト リ ー に よ り C10orf3配 列 に 関 し て 提 供 さ れ る 配 列 情 報 を 用 い て 、 当
業 者 に 周 知 の 技 法 に よ り C10orf3が 検 出 お よ び 測 定 さ れ る 。 例 え ば 、 配 列 デ ー タ ベ ー ス エ
ン ト リ ー 内 の C10orf3に 相 当 す る 配 列 を 用 い て 、 例 え ば ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン 解 析 に お い て C10orf3 RNA配 列 を 検 出 す る た め の プ ロ ー ブ を 構 築 す る こ と が で き
る 。 別 の 例 と し て 、 こ の 配 列 を 用 い て 、 例 え ば 逆 転 写 に 基 づ く ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 法 等
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の 増 幅 に 基 づ く 検 出 法 に お い て C10orf3を 特 異 的 に 増 幅 す る た め の プ ラ イ マ ー を 構 築 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 次 い で 、 被 験 細 胞 集 団 、 例 え ば 患 者 由 来 組 織 試 料 に お け る C10orf3の 発 現 レ ベ ル を 、 参
照 集 団 に お け る C10orf3の 発 現 レ ベ ル と 比 較 す る 。 参 照 細 胞 集 団 は 、 比 較 す る パ ラ メ ー タ
が 公 知 で あ る 1つ ま た は 複 数 の 細 胞 、 す な わ ち CRC細 胞 ま た は 非 CRC細 胞 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 参 照 細 胞 集 団 と 比 較 し た 被 験 細 胞 集 団 に お け る 遺 伝 子 発 現 の パ タ ー ン が CRCま た は そ の
素 因 を 示 す か 否 か は 、 参 照 細 胞 集 団 の 組 成 に 依 存 す る 。 例 え ば 、 参 照 細 胞 集 団 が 非 CRC細
胞 か ら 構 成 さ れ る 場 合 、 被 験 細 胞 集 団 と 参 照 細 胞 集 団 の 類 似 し た 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン に よ
り 、 被 験 細 胞 集 団 が 非 CRCで あ る こ と が 示 さ れ る 。 逆 に 、 参 照 細 胞 集 団 が CRC細 胞 か ら 構 成
さ れ る 場 合 、 被 験 細 胞 集 団 と 参 照 細 胞 集 団 の 類 似 し た 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ ル に よ り 、 被
験 細 胞 集 団 が CRC細 胞 を 含 む こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 被 験 細 胞 集 団 に お け る CRCマ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル は 、 そ の 発 現 レ ベ ル が 対 応 す る C
10orf3の 発 現 レ ベ ル と 1.0、 1.5、 2.0、 5.0、 10.0倍 、 ま た は そ れ 以 上 の 倍 率 を 超 え て 参 照
細 胞 集 団 と 異 な る 場 合 に 、 参 照 細 胞 集 団 の 発 現 レ ベ ル と は 変 化 し た と 見 な さ れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 被 験 細 胞 集 団 と 参 照 細 胞 集 団 と の 差 次 的 な 遺 伝 子 発 現 は 、 対 照 核 酸 、 例 え ば ハ ウ ス キ ー
ピ ン グ 遺 伝 子 に 対 し て 標 準 化 さ れ る 。 例 え ば 、 対 照 核 酸 は 、 細 胞 の CRC状 態 ま た は 非 CRC状
態 に 依 存 し て 異 な ら な い こ と が 公 知 で あ る 核 酸 で あ る 。 被 験 核 酸 お よ び 参 照 核 酸 に お け る
対 照 核 酸 の 発 現 レ ベ ル を 用 い て 、 比 較 す る 集 団 の シ グ ナ ル レ ベ ル を 標 準 化 す る こ と が で き
る 。 対 照 遺 伝 子 に は 、 β -ア ク チ ン 、 グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド 三 リ ン 酸 脱 水 素 酵 素 、 ま た は リ
ボ ソ ー ム タ ン パ ク 質 P1が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 被 験 細 胞 集 団 を 、 複 数 の 参 照 細 胞 集 団 と 比 較 す る 。 複 数 の 参 照 集 団 は そ れ ぞ れ 、 公 知 の
パ ラ メ ー タ に お い て 異 な っ て よ い 。 し た が っ て 、 被 験 細 胞 集 団 を 、 例 え ば CRC細 胞 を 含 む
こ と が 分 か っ て い る 第 二 の 参 照 細 胞 集 団 と 、 ま た 同 様 に 例 え ば 非 CRC細 胞 （ 正 常 細 胞 ） を
含 む こ と が 分 か っ て い る 第 二 の 参 照 集 団 と 比 較 し て も よ い 。 被 験 細 胞 は 、 CRC細 胞 を 含 む
こ と が 分 か っ て い る か ま た は 含 む と 疑 わ れ る 対 象 由 来 の 組 織 型 ま た は 細 胞 試 料 中 に 含 ま れ
る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 被 験 細 胞 は 、 身 体 組 織 ま た は 例 え ば 生 体 液 （ 血 液 ま た は 尿 等 ） と い っ た 体 液 か ら 得 ら れ
る 。 例 え ば 、 被 験 細 胞 は 組 織 か ら 精 製 さ れ る 。 被 験 細 胞 集 団 は 、 好 ま し く は 上 皮 細 胞 を 含
む 。 本 上 皮 細 胞 は 、 CRCで あ る こ と が 分 か っ て い る か ま た は そ の 疑 い の あ る 組 織 に 由 来 す
る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 参 照 細 胞 集 団 の 細 胞 は 、 被 験 細 胞 に 類 似 し た 組 織 型 に 由 来 す る 。 任 意 で 、 参 照 細 胞 集 団
は 細 胞 株 、 例 え ば CRC細 胞 株 （ 陽 性 対 照 ） ま た は 正 常 非 CRC細 胞 株 （ 陰 性 対 照 ） で あ る 。 ま
た は 、 対 照 細 胞 集 団 は 、 ア ッ セ イ さ れ る パ ラ メ ー タ ま た は 条 件 が 公 知 で あ る 細 胞 由 来 の 分
子 情 報 の デ ー タ ベ ー ス に 由 来 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 対 象 は 好 ま し く は 哺 乳 動 物 で あ る 。 哺 乳 動 物 は 、 例 え ば ヒ ト 、 非 ヒ ト 霊 長 動 物 、 マ ウ ス
、 ラ ッ ト 、 イ ヌ 、 ネ コ 、 ウ マ 、 ま た は ウ シ で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 明 細 書 に お い て 開 示 す る C10orf3の 発 現 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 方 法 を 用 い て
、 タ ン パ ク 質 ま た は 核 酸 レ ベ ル で 決 定 さ れ る 。 例 え ば 、 本 配 列 を 特 異 的 に 認 識 す る プ ロ ー
ブ を 用 い た ノ ー ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 解 析 を 用 い て 、 遺 伝 子 発 現 を 決 定 す る こ と が
で き る 。 ま た は 、 例 え ば C10orf3に 特 異 的 な プ ラ イ マ ー を 用 い 、 逆 転 写 に 基 づ い た PCRア ッ
セ イ 法 を 用 い て 、 発 現 を 測 定 す る 。 発 現 は ま た 、 タ ン パ ク 質 レ ベ ル で 、 す な わ ち 本 明 細 書
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に 記 載 の 遺 伝 子 産 物 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 生 物 活 性 の レ ベ ル を 測
定 す る こ と に よ り 決 定 さ れ る 。 そ の よ う な 方 法 は 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ り 、 こ れ に
は 例 え ば 、 C10orf3に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 に 基 づ い た 免 疫 測 定 法
が 含 ま れ る 。 こ の 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 生 物 活 性 も ま た 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
CRCの 診 断
　 CRCは 、 細 胞 の 被 験 集 団 （ す な わ ち 、 患 者 由 来 生 体 試 料 ） に 由 来 す る C10orf3の 発 現 レ ベ
ル を 測 定 す る こ と に よ り 診 断 さ れ る 。 好 ま し く は 、 被 験 細 胞 集 団 は 上 皮 細 胞 、 例 え ば 結 腸
組 織 か ら 得 ら れ る 細 胞 を 含 む 。 遺 伝 子 発 現 は ま た 、 血 液 ま た は 尿 等 の 他 の 生 体 液 か ら 測 定
さ れ る 。 タ ン パ ク 質 レ ベ ル を 測 定 す る た め に 、 他 の 生 体 試 料 を 使 用 す る こ と も で き る 。 例
え ば 、 診 断 す る 対 象 に 由 来 す る 血 液 ま た は 血 清 中 の タ ン パ ク 質 レ ベ ル を 、 免 疫 測 定 法 ま た
は 生 物 学 的 ア ッ セ イ 法 に よ り 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 C10orf3の 発 現 を 被 験 細 胞 ま た は 生 体 試 料 に お い て 決 定 し 、 次 い で 正 常 対 照 発 現 レ ベ ル
と 比 較 す る 。 正 常 対 照 レ ベ ル と は 、 CRCを 患 っ て い な い こ と が 公 知 の 集 団 に お い て 典 型 的
に 見 出 さ れ る C10orf3の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル で あ る 。 C10orf3の 患 者 由 来 組 織 試 料 に お け る 発
現 レ ベ ル の 増 加 に よ り 、 対 象 が CRCを 発 症 し て い る か ま た は 発 症 す る 危 険 性 が あ る こ と が
示 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 正 常 対 照 レ ベ ル と 比 較 し て 、 被 験 集 団 に お け る C10orf3が 変 化 し た 場 合 、 対 象 が CRCを 発
症 し て い る か ま た は 発 症 す る 危 険 性 が あ る こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
C10orf3発 現 ま た は 活 性 を 阻 害 す る 物 質 の 同 定
　 C10orf3の 発 現 ま た は 活 性 を 阻 害 す る 物 質 は 、 C10orf3を 発 現 す る 被 験 細 胞 集 団 を 被 験 物
質 と 接 触 さ せ 、 C10orf3の 発 現 レ ベ ル ま た は 活 性 を 決 定 す る こ と に よ っ て 同 定 さ れ る 。 正
常 対 照 レ ベ ル と 比 較 し た 場 合 の （ ま た は 被 験 物 質 の 非 存 在 下 で の レ ベ ル と 比 較 し た 場 合 の
） 物 質 の 存 在 下 で の 発 現 ま た は 活 性 の 減 少 に よ り 、 そ の 物 質 が C10orf3の 阻 害 剤 で あ り 、 C
RCの 阻 害 に 有 用 で あ る こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 被 験 細 胞 集 団 は 、 C10orf3を 発 現 す る 任 意 の 細 胞 で あ る 。 例 え ば 、 被 験 細 胞 集 団 は 、 細
胞 が 結 腸 で あ る か ま た は 結 腸 に 由 来 す る よ う な 上 皮 細 胞 を 含 む 。 例 え ば 、 被 験 細 胞 は 、 結
腸 直 腸 癌 に 由 来 す る 不 死 化 細 胞 株 で あ る 。 ま た は 、 被 験 細 胞 は 、 C10orf3を ト ラ ン ス フ ェ
ク シ ョ ン し た 細 胞 、 ま た は レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 に 機 能 的 に 連 結 し た C10orf3由 来 の 制 御 配 列
（ 例 え ば 、 プ ロ モ ー タ ー 配 列 ） を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 細 胞 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
対 象 に お け る CRCの 治 療 効 果 の 評 価
　 本 明 細 書 に お い て 同 定 さ れ た C10orf3の 差 次 的 発 現 に よ り 、 CRCの 治 療 過 程 を モ ニ タ ー す
る こ と も 可 能 に な る 。 本 方 法 で は 、 CRCの 治 療 を 受 け て い る 対 象 か ら 被 験 細 胞 集 団 が 提 供
さ れ る 。 必 要 に 応 じ て 、 被 験 細 胞 集 団 は 、 治 療 前 、 治 療 中 、 ま た は 治 療 後 の 様 々 な 時 点 で
対 象 か ら 採 取 さ れ る 。 次 い で 、 そ の 細 胞 集 団 に お い て C10orf3の 発 現 を 決 定 し 、 CRC状 態 が
公 知 で あ る 細 胞 を 含 む 参 照 細 胞 集 団 と 比 較 す る 。 参 照 細 胞 は 治 療 に 暴 露 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 参 照 細 胞 集 団 が CRC細 胞 を 含 ま な い 場 合 、 被 験 細 胞 集 団 と 参 照 細 胞 集 団 に お け る C10orf3
の 発 現 の 類 似 性 に よ り 、 治 療 が 有 効 で あ る こ と が 示 さ れ る 。 一 方 、 被 験 集 団 と 正 常 対 照 参
照 細 胞 集 団 に お け る C10orf3の 発 現 の 相 違 に よ り 、 臨 床 結 果 ま た は 予 後 が 良 好 で な い こ と
が 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 「 有 効 で あ る 」 と は 、 そ の 治 療 に よ り 、 病 理 的 に 上 方 制 御 さ れ た 遺 伝 子 の 発 現 の 減 少 、
病 理 的 に 下 方 制 御 さ れ た 遺 伝 子 の 発 現 の 上 昇 、 ま た は 対 象 の 結 腸 直 腸 腫 瘍 の 大 き さ 、 蔓 延
度 、 も し く は 転 移 能 の 減 少 が も た ら さ れ る こ と を 意 味 す る 。 予 防 的 に 処 置 を 施 す 場 合 に は
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、 「 有 効 で あ る 」 と は 、 そ の 処 置 に よ り CRCの 形 成 が 遅 延 さ れ る か も し く は 妨 げ ら れ る 、
ま た は 臨 床 的 CRCの 症 状 が 遅 延 さ れ る 、 妨 げ ら れ る 、 も し く は 軽 減 さ れ る こ と を 意 味 す る
。 結 腸 直 腸 腫 瘍 の 評 価 は 、 標 準 的 な 臨 床 手 順 に よ り 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 有 効 性 は 、 CRCの 診 断 ま た は 治 療 に 関 し て 公 知 で あ る 任 意 の 方 法 と 関 連 し て 決 定 さ れ る
。 CRCは 、 例 え ば 症 状 の 異 常 を 同 定 す る こ と に よ っ て 診 断 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
特 定 の 個 体 に 適 し た CRCを 治 療 す る た め の 治 療 薬 剤 の 選 択
　 個 体 の 遺 伝 子 構 成 の 相 違 に よ り 、 種 々 の 薬 剤 を 代 謝 す る 相 対 的 能 力 に 差 が 生 じ 得 る 。 対
象 に お い て 代 謝 さ れ て 抗 CRC薬 剤 と し て 作 用 す る 物 質 は 、 CRC状 態 に 特 有 の 遺 伝 子 発 現 パ タ
ー ン か ら 非 CRC状 態 に 特 有 の 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン へ と 、 対 象 の 細 胞 に お け る 遺 伝 子 発 現 パ
タ ー ン の 変 化 を 誘 導 す る こ と に よ り 顕 在 化 し 得 る 。 し た が っ て 、 本 明 細 書 に お い て 開 示 す
る C10orf3の 差 次 的 発 現 に よ り 、 選 択 さ れ た 対 象 に お い て 物 質 が CRCの 適 し た 阻 害 剤 で あ る
か ど う か を 決 定 す る た め に 、 CRCの 推 定 上 の 治 療 的 ま た は 予 防 的 阻 害 剤 を そ の 対 象 由 来 の
被 験 細 胞 集 団 で 試 験 す る こ と が 可 能 に な る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 特 定 の 対 象 に 適 し た CRCの 阻 害 剤 を 同 定 す る た め 、 対 象 由 来 の 被 験 細 胞 集 団 を 治 療 薬 剤
に 曝 露 し 、 C10orf3の 発 現 を 決 定 す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 被 験 細 胞 集 団 は 、 C10orf3を 発 現 す る CRC細 胞 を 含 む 。 好 ま し く は 、 被 験 細 胞 は 上 皮 細 胞
で あ る 。 例 え ば 、 被 験 細 胞 集 団 を 候 補 物 質 の 存 在 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 被 験 試 料 の 遺 伝
子 発 現 の パ タ ー ン を 測 定 し 、 そ れ を 1つ ま た は 複 数 の 参 照 プ ロ フ ァ イ ル 、 例 え ば CRC参 照 発
現 プ ロ フ ァ イ ル ま た は 非 CRC参 照 発 現 プ ロ フ ァ イ ル と 比 較 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 CRCを 含 む 参 照 細 胞 集 団 と 比 較 し た 場 合 の 被 験 細 胞 集 団 に お け る C10orf3の 発 現 の 減 少 に
よ り 、 そ の 物 質 に 治 療 効 果 が あ る こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 被 験 物 質 は 任 意 の 化 合 物 ま た は 組 成 物 で あ り 得 る 。 例 え ば 、 被 験 物 質 は 免 疫 調 節 薬 剤 で
あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
治 療 薬 剤 を 同 定 す る た め の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ 法
　 本 明 細 書 に お い て 開 示 す る C10orf3を 用 い て 、 CRCを 治 療 す る た め の 候 補 治 療 薬 剤 を 同 定
す る こ と も で き る 。 本 方 法 は 、 候 補 治 療 薬 剤 が CRC状 態 に 特 徴 的 な C10orf3の 発 現 プ ロ フ ァ
イ ル を 非 CRC状 態 を 示 す パ タ ー ン に 変 化 さ せ る か ど う か を 決 定 す る 、 候 補 治 療 薬 剤 の ス ク
リ ー ニ ン グ に 基 づ く 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 方 法 に お い て は 、 細 胞 を 被 験 物 質 ま た は 被 験 物 質 の 組 み 合 わ せ （ 連 続 的 に ま た は 結 果
と し て ） に 曝 露 し 、 細 胞 に お け る C10orf3の 発 現 を 測 定 す る 。 被 験 集 団 に お け る C10orf3の
発 現 レ ベ ル を 、 被 験 物 質 に 曝 露 し て い な い 参 照 細 胞 集 団 に お け る C10orf3の 発 現 レ ベ ル と
比 較 す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 過 剰 発 現 さ れ た 遺 伝 子 の 発 現 の 抑 制 に 効 果 的 な 物 質 は 、 臨 床 上 有 用 で あ る と 見 な さ れ る
。 そ の よ う な 化 合 物 を 、 CRCの 増 殖 を 妨 げ る 能 力 に 関 し て さ ら に 試 験 す る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 さ ら な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 CRCの 治 療 に お け る 有 力 な 標 的 で あ る 候 補 物 質 を ス
ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 を 提 供 す る 。 上 記 で 詳 述 し た よ う に 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル
ま た は 活 性 を 調 節 す る こ と に よ り 、 CRCの 発 症 お よ び 進 行 を 調 節 す る こ と が で き る 。 し た
が っ て 、 指 標 と し て マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル お よ び 活 性 を 用 い る ス ク リ ー ニ ン グ に よ
り 、 CRCの 治 療 に お け る 有 力 な 標 的 で あ る 候 補 物 質 を 同 定 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 文
脈 に お い て 、 そ の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ は 例 え ば 以 下 の 段 階 を 含 み 得 る ：
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　 (a) 被 験 化 合 物 を C10orf3の 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド と 接 触 さ せ る 段 階
；
　 (b) ポ リ ペ プ チ ド と 被 験 化 合 物 と の 結 合 活 性 を 決 定 す る 段 階 ； お よ び
　 (c) ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 化 合 物 を 選 択 す る 段 階 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 ま た は 、 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 法 は 以 下 の 段 階 を 含 み 得 る ：
　 (a) 候 補 化 合 物 を C10orf3を 発 現 す る 細 胞 と 接 触 さ せ る 段 階 ； お よ び
　 (b) C10orf3の 発 現 レ ベ ル を 低 減 さ せ る 化 合 物 を 選 択 す る 段 階 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 マ ー カ ー 遺 伝 子 を 発 現 す る 細 胞 に は 、 例 え ば CRCか ら 樹 立 さ れ た 細 胞 株 が 含 ま れ る ； そ
の よ う な 細 胞 を 、 本 発 明 の 上 記 の ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 ま た は 、 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 法 は 以 下 の 段 階 を 含 み 得 る ：
　 (a) 被 験 化 合 物 を C10orf3の 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド と 接 触 さ せ る 段 階
；
　 (b) 段 階 (a)の ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 活 性 を 検 出 す る 段 階 ； お よ び
　 (c) 被 験 化 合 物 の 非 存 在 下 で 検 出 さ れ る 生 物 活 性 と 比 較 し て 、 C10orf3の 核 酸 に よ っ て
コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 活 性 を 抑 制 す る 化 合 物 を 選 択 す る 段 階 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 ス ク リ ー ニ ン グ に 必 要 な タ ン パ ク 質 は 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 用 い て 組
み 換 え タ ン パ ク 質 と し て 得 る こ と が で き る 。 当 業 者 は 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 情 報 に 基 づ き 、
ス ク リ ー ニ ン グ の 指 標 と し て の タ ン パ ク 質 の 任 意 の 生 物 活 性 、 お よ び 選 択 さ れ た 生 物 活 性
に 基 づ い た 測 定 法 を 選 択 し 得 る 。 好 ま し く は 、 C10orf3の 細 胞 増 殖 活 性 は 、 生 物 活 性 と し
て 選 択 し て も よ い 。 細 胞 増 殖 活 性 は 、 COS7ま た は NIH3T3等 の 細 胞 株 の 増 殖 に よ り 検 出 す る
。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 ま た は 、 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 法 は 以 下 の 段 階 を 含 み 得 る ：
　 (a) 候 補 化 合 物 を 、 C10orf3の 転 写 制 御 領 域 お よ び そ の 転 写 制 御 領 域 の 調 節 下 で 発 現 さ
れ る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 含 む ベ ク タ ー を 導 入 し た 細 胞 と 接 触 さ せ る 段 階 ；
　 (b) レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 活 性 を 測 定 す る 段 階 ； お よ び
　 (c) 対 照 と 比 較 し て 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 低 減 さ せ る 化 合 物 を 選 択 す る 段
階 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 適 し た レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 お よ び 宿 主 細 胞 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。 ス ク リ ー
ニ ン グ に 必 要 な レ ポ ー タ ー 構 築 物 は 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 転 写 制 御 領 域 を 用 い て 調 製 し 得 る
。 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 転 写 制 御 領 域 が 当 業 者 に 公 知 で あ る 場 合 に は 、 以 前 の 配 列 情 報 を 用 い
て レ ポ ー タ ー 構 築 物 を 調 製 す る こ と が で き る 。 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 転 写 制 御 領 域 が 未 知 で あ
る 場 合 に は 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 情 報 に 基 づ い て 、 転 写 制 御 領 域 を 含 む ヌ
ク レ オ チ ド 部 分 を ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 単 離 さ れ る 化 合 物 は 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ
ン パ ク 質 の 活 性 を 阻 害 す る 薬 剤 の 候 補 で あ り 、 CRCの 治 療 ま た は 予 防 に 適 用 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 さ ら に 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 活 性 を 阻 害 す る 化 合 物 の 構
造 の 一 部 が 、 付 加 、 欠 失 、 お よ び /ま た は 置 換 に よ り 改 変 さ れ た 化 合 物 も ま た 、 本 発 明 の
ス ク リ ー ニ ン グ 法 に よ っ て 得 ら れ 得 る 化 合 物 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 単 離 さ れ た 化 合 物 を 、 ヒ ト お よ び 他 の 哺 乳 動 物 、 例 え ば マ ウ ス 、
ラ ッ ト 、 モ ル モ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 ネ コ 、 イ ヌ 、 ヒ ツ ジ 、 ブ タ 、 ウ シ 、 サ ル 、 ヒ ヒ 、 お よ び チ
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ン パ ン ジ ー 等 に 対 す る 薬 剤 と し て 投 与 す る 場 合 に は 、 単 離 さ れ た 化 合 物 を 直 接 投 与 す る こ
と も で き 、 公 知 の 製 剤 法 に よ り 剤 形 へ と 製 剤 化 す る こ と も で き る 。 例 え ば 、 必 要 に 応 じ て
、 薬 剤 を 糖 衣 錠 剤 、 カ プ セ ル 剤 、 エ リ キ シ ル 剤 、 お よ び マ イ ク ロ カ プ セ ル と し て 経 口 服 用
す る こ と も で き 、 ま た は 水 も し く は 任 意 の 他 の 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 液 体 を 伴 う 無 菌 液 も し
く は 懸 濁 液 の 注 射 剤 形 態 と し て 非 経 口 的 に 服 用 す る こ と も で き る 。 例 え ば 、 化 合 物 を 、 一
般 的 に 認 め ら れ る 薬 剤 の 実 現 の た め に 必 要 な 単 位 用 量 剤 形 と し て 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担
体 ま た は 媒 体 、 具 体 的 に は 滅 菌 水 、 生 理 食 塩 水 、 植 物 油 、 乳 化 剤 、 懸 濁 剤 、 界 面 活 性 剤 、
安 定 剤 、 香 味 剤 、 賦 形 剤 、 溶 剤 、 保 存 剤 、 結 合 剤 等 と 混 合 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 製
剤 中 の 活 性 成 分 の 量 に よ り 、 指 示 範 囲 内 に あ る 適 し た 投 与 量 が 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 錠 剤 お よ び カ プ セ ル 剤 に 混 合 し 得 る 添 加 物 の 例 に は 、 ゼ ラ チ ン 、 コ ー ン ス タ ー チ 、 ト ラ
ガ カ ン ト ゴ ム 、 お よ び ア ラ ビ ア ゴ ム 等 の 結 合 剤 ； 結 晶 セ ル ロ ー ス 等 の 賦 形 剤 ； コ ー ン ス タ
ー チ 、 ゼ ラ チ ン 、 お よ び ア ル ギ ン 酸 等 の 膨 張 剤 ； ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 等 の 潤 滑 剤 ；
ス ク ロ ー ス 、 ラ ク ト ー ス 、 ま た は サ ッ カ リ ン 等 の 甘 味 料 ； な ら び に ペ パ ー ミ ン ト 、 ア カ モ
ノ （ Gaultheria adenothrix） 油 、 お よ び チ ェ リ ー 等 の 香 味 剤 が あ る 。 単 位 用 量 剤 形 が カ
プ セ ル 剤 で あ る 場 合 に は 、 油 等 の 液 体 担 体 も 上 記 の 成 分 に さ ら に 含 め る こ と が で き る 。 注
射 用 の 滅 菌 組 成 物 は 、 通 常 の 薬 剤 の 実 現 に 従 っ て 、 注 射 用 蒸 留 水 等 の 溶 剤 を 用 い て 製 剤 化
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 生 理 食 塩 水 、 グ ル コ ー ス 、 な ら び に D-ソ ル ビ ト ー ル 、 D-マ ン ノ ー ス 、 D-マ ン ニ ト ー ル 、
お よ び 塩 化 ナ ト リ ウ ム 等 の ア ジ ュ バ ン ト を 含 む そ の 他 の 等 張 液 を 、 注 射 用 の 水 溶 液 と し て
用 い る こ と が で き る 。 こ れ ら は 、 ア ル コ ー ル 、 特 に エ タ ノ ー ル 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル お
よ び ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 等 の 多 価 ア ル コ ー ル 、 ポ リ ソ ル ベ ー ト 80（ 商 標 ） お よ び HCO-
50等 の 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 の よ う な 適 し た 可 溶 化 剤 と 組 み 合 わ せ て 用 い る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 ゴ マ 油 ま た は ダ イ ズ 油 を 油 性 液 体 と し て 用 い る こ と が で き 、 こ れ ら を 可 溶 化 剤 と し て の
安 息 香 酸 ベ ン ジ ル ま た は ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル と 組 み 合 わ せ て 用 い て も よ い 。 こ れ ら を 、 リ
ン 酸 緩 衝 液 お よ び 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 等 の 緩 衝 液 ； 塩 酸 プ ロ カ イ ン 等 の 鎮 痛 薬 ； ベ ン ジ
ル ア ル コ ー ル お よ び フ ェ ノ ー ル 等 の 安 定 剤 ； な ら び に 抗 酸 化 剤 と 共 に 製 剤 化 し て も よ い 。
調 製 さ れ た 注 射 剤 は 適 し た ア ン プ ル に 充 填 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 を 、 例 え ば 動 脈 内 注 射 、 静 脈 内 注 射 、 も し く は 皮 下 注 射 と し て 、
お よ び 鼻 腔 内 投 与 、 経 気 管 支 投 与 、 筋 肉 内 投 与 、 も し く は 経 口 投 与 と し て 患 者 に 投 与 す る
た め に 、 当 業 者 に 周 知 の 方 法 を 用 い て も よ い 。 投 与 量 お よ び 投 与 方 法 は 、 患 者 の 体 重 お よ
び 年 齢 な ら び に 投 与 方 法 に 応 じ て 異 な る ； し か し な が ら 、 当 業 者 は 慣 行 的 に 適 し た 投 与 方
法 を 選 択 す る こ と が で き る 。 前 記 化 合 物 が DNAに よ っ て コ ー ド さ れ 得 る 場 合 に は 、 DNAを 遺
伝 子 治 療 用 の ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 そ の ベ ク タ ー を 患 者 に 投 与 し 治 療 を 行 う こ と が で き る 。
投 与 量 お よ び 投 与 方 法 は 患 者 の 体 重 、 年 齢 、 お よ び 症 状 に 応 じ て 異 な る が 、 当 業 者 は そ れ
ら を 適 切 に 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 例 え ば 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 と 結 合 し て そ の 活 性 を 調 節 す る 化 合 物 の 用 量 は 症 状 に 依 存
す る が 、 そ の 用 量 は 、 標 準 的 な 成 人 （ 体 重 60 kg） に 経 口 投 与 す る 場 合 、 約 0.1 mg～ 約 100
 mg/日 、 好 ま し く は 約 1.0 mg～ 約 50 mg/日 、 お よ び よ り 好 ま し く は 約 1.0 mg～ 約 20 mg/日
で あ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 標 準 的 な 成 人 （ 体 重 60 kg） に 注 射 剤 の 形 態 と し て 非 経 口 投 与 す る 場 合 に は 、 患 者 、 標
的 臓 器 、 症 状 、 お よ び 投 与 方 法 に 応 じ て 若 干 の 違 い は あ る が 、 約 0.01 mg～ 約 30 mg/日 、
好 ま し く は 約 0.1～ 約 20 mg/日 、 お よ び よ り 好 ま し く は 約 0.1～ 約 10 mg/日 の 用 量 を 静 脈 内
注 射 す る こ と が 簡 便 で あ る 。 同 様 に 、 他 の 動 物 の 場 合 に お い て も 、 体 重 60 kgに 換 算 し た
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量 を 投 与 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
CRCを 有 す る 対 象 の 予 後 評 価
　 一 連 の 病 期 に わ た り 、 被 験 細 胞 集 団 に お け る C10orf3の 発 現 を 、 患 者 由 来 の 参 照 細 胞 集
団 に お け る そ の 遺 伝 子 の 発 現 と 比 較 す る こ と に よ り 、 CRCを 有 す る 対 象 の 予 後 を 評 価 す る
方 法 も ま た 提 供 さ れ る 。 被 験 細 胞 集 団 と 参 照 細 胞 集 団 に お け る C10orf3の 遺 伝 子 発 現 を 比
較 す る こ と に よ り 、 ま た は 対 象 由 来 の 被 験 細 胞 集 団 に お い て 長 期 に わ た り 遺 伝 子 発 現 の パ
タ ー ン を 比 較 す る こ と に よ り 、 対 象 の 予 後 を 評 価 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 正 常 対 照 と 比 較 し た 場 合 の C10orf3発 現 の 増 加 に よ り 、 予 後 が 良 好 で な い こ と が 示 さ れ
る 。 C10orf3の 発 現 の 減 少 に よ り 、 対 象 の 予 後 が よ り 良 好 で あ る こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
キ ッ ト
　 本 発 明 は ま た 、 CRC検 出 試 薬 、 例 え ば 、 C10orf3核 酸 の 一 部 に 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 の よ う な 、 C10orf3核 酸 に 特 異 的 に 結 合 す る か も し く は こ れ を 同 定 す る 核 酸 、 ま た
は C10orf3核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 抗 体 を 含 む 。 試 薬 は キ ッ ト の
形 態 で 共 に 包 装 さ れ る 。 試 薬 は 、 例 え ば 核 酸 も し く は 抗 体 （ 固 体 マ ト リ ッ ク ス に 結 合 さ れ
て い る か 、 ま た は そ れ ら を マ ト リ ッ ク ス に 結 合 さ せ る た め の 試 薬 と 共 に 個 別 に 包 装 さ れ て
い る ） 、 対 照 試 薬 （ 陽 性 お よ び /ま た は 陰 性 ） 、 お よ び /ま た は 検 出 可 能 な 標 識 と い っ た 個
別 の 容 器 内 に 包 装 さ れ る 。 ア ッ セ イ を 行 う た め の 説 明 書 （ 例 え ば 、 書 面 、 テ ー プ 、 VCR、 C
D-ROM等 ） が キ ッ ト に 含 ま れ る 。 キ ッ ト の ア ッ セ イ 形 式 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ
る ノ ー ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ま た は サ ン ド イ ッ チ ELISAで あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 例 え ば 、 CRC検 出 試 薬 を 多 孔 性 条 片 等 の 固 体 マ ト リ ッ ク ス 上 に 固 定 化 し て 、 少 な く と も 1
つ の CRC検 出 部 位 を 形 成 す る 。 多 孔 性 条 片 の 測 定 ま た は 検 出 領 域 は 、 核 酸 を 含 む 複 数 の 部
位 を 含 み 得 る 。 試 験 条 片 は ま た 、 陰 性 対 照 お よ び /ま た は 陽 性 対 照 の た め の 部 位 も 含 み 得
る 。 ま た は 、 対 照 部 位 は 試 験 条 片 と は 別 の 条 片 上 に 位 置 す る 。 任 意 で 、 異 な る 検 出 部 位 は
異 な る 量 の 固 定 化 核 酸 を 含 ん で も よ く 、 す な わ ち 、 第 一 検 出 部 位 は よ り 多 い 量 、 次 の 部 位
で は よ り 少 な い 量 を 含 ん で も よ い 。 被 験 試 料 を 添 加 し た 場 合 に 、 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 示
す 部 位 の 数 に よ り 、 試 料 中 に 存 在 す る CRCの 量 が 定 量 的 に 示 さ れ る 。 検 出 部 位 は 任 意 の 適
し た 検 出 可 能 な 形 状 で 構 成 さ れ 得 り 、 典 型 的 に は 試 験 条 片 の 幅 に 及 ぶ バ ー ま た は ド ッ ト の
形 状 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
CRCを 抑 制 す る 方 法
　 本 発 明 は 、 C10orf3の 発 現 ま た は 活 性 を 減 少 さ せ る こ と に よ り 、 対 象 に お け る CRCの 症 状
を 治 療 ま た は 軽 減 す る 方 法 を 提 供 す る 。 CRCを 発 症 し て い る （ ま た は 発 症 し や す い ） 対 象
に 、 治 療 化 合 物 を 予 防 的 ま た は 治 療 的 に 投 与 す る 。 投 与 は 全 身 投 与 ま た は 局 所 投 与 で あ り
得 る 。 そ の よ う な 対 象 は 、 標 準 的 な 臨 床 的 方 法 を 用 い て 、 ま た は C10orf3の 発 現 も し く は
活 性 の 異 常 な レ ベ ル を 検 出 す る こ と に よ っ て 同 定 さ れ る 。 治 療 薬 剤 に は 細 胞 増 殖 の 阻 害 剤
が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 本 方 法 は 、 C10orf3の 遺 伝 子 産 物 の 発 現 も し く は 機 能 ま た は そ の 両 方 を 減 少 さ せ る 段 階
を 含 む 。 発 現 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る い く つ か の 方 法 の い ず れ か に よ っ て 抑 制
さ れ る 。 例 え ば 、 発 現 は 、 過 剰 発 現 さ れ る 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 ま た は 拮 抗 す る 核 酸 、 例 え
ば 過 剰 発 現 さ れ る 遺 伝 子 の 発 現 を 阻 止 す る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 低 分 子
干 渉 RNAを 対 象 に 投 与 す る こ と に よ っ て 阻 害 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 上 記 の よ う に 、 C10orf3の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 相 当 す る ア ン チ セ ン ス 核 酸 を 用 い て 、 C10
orf3の 発 現 レ ベ ル を 減 少 さ せ る こ と が で き る 。 CRCに お い て 上 方 制 御 さ れ る C10orf3の ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 に 相 当 す る ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 、 CRCの 治 療 に 有 用 で あ る 。 具 体 的 に は 、 本
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発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 、 C10orf3の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は そ れ に 相 当 す る mRNAに 結
合 し 、 そ れ に よ っ て 遺 伝 子 の 転 写 も し く は 翻 訳 を 抑 制 し 、 mRNAの 分 解 を 促 進 し 、 お よ び /
ま た は C10orf3の 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 発 現 を 抑 制 し 、 最 終 的 に タ ン パ
ク 質 の 機 能 を 阻 害 す る こ と に よ っ て 作 用 し 得 る 。 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 ア ン チ セ ン ス 核 酸
」 と い う 用 語 は 、 標 的 配 列 に 完 全 に 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び ア ン チ セ ン ス 核 酸 が 標
的 配 列 に 特 異 的 に 結 合 し 得 る 限 り 、 ヌ ク レ オ チ ド の ミ ス マ ッ チ を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド の 両
方 を 含 む 。 例 え ば 、 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 に は 、 少 な く と も 15個 の 連 続 し た ヌ ク レ オ
チ ド に わ た っ て 、 少 な く と も 70%ま た は そ れ 以 上 、 好 ま し く は 80%ま た は そ れ 以 上 、 よ り 好
ま し く は 90%ま た は そ れ 以 上 、 さ ら に よ り 好 ま し く は 95%ま た は そ れ 以 上 の 相 同 性 を 有 す る
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 含 ま れ る 。 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ る ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 、 相
同 性 を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 誘 導 体 は 、 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAま た は mRNAに 結 合 し
、 そ れ ら の 転 写 ま た は 翻 訳 を 抑 制 し 、 mRNAの 分 解 を 促 進 し 、 か つ タ ン パ ク 質 の 発 現 を 抑 制
し 、 そ の 結 果 と し て タ ン パ ク 質 機 能 の 阻 害 を 生 じ る こ と に よ り 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 に よ っ て
コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 を 産 生 す る 細 胞 に 作 用 す る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 誘 導 体 は 、 誘 導 体 に 対 し て 不 活 性 で あ る 適 し た 基 剤 と 混 合 す
る こ と に よ り 、 塗 布 剤 ま た は 湿 布 等 の 外 用 剤 に す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 同 様 に 、 賦 形 剤 、 等 張 剤 、 可 溶 化 剤 、 安 定 剤 、 保 存 剤 、 鎮 痛 剤 等 を 加 え る こ と に よ り 、
誘 導 体 を 必 要 に 応 じ て 錠 剤 、 散 剤 、 粒 剤 、 カ プ セ ル 剤 、 リ ポ ソ ー ム カ プ セ ル 、 注 射 剤 、 液
剤 、 点 鼻 剤 、 お よ び 凍 結 乾 燥 剤 に 製 剤 化 す る こ と が で き る 。 こ れ ら は 以 下 の 公 知 の 方 法 に
従 っ て 調 製 し 得 る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 ア ン チ セ ン ス 核 酸 誘 導 体 は 、 患 部 に 直 接 適 用 す る こ と に よ り 、 ま た は 患 部 に 到 達 で き る
よ う に 血 管 に 注 入 す る こ と に よ っ て 患 者 に 供 さ れ る 。 ア ン チ セ ン ス 封 入 剤 を 用 い て 、 耐 久
性 お よ び 膜 透 過 性 を 増 す こ と も 可 能 で あ る 。 例 と し て は 、 リ ポ ソ ー ム 、 ポ リ -L-リ ジ ン 、
脂 質 、 コ レ ス テ ロ ー ル 、 リ ポ フ ェ ク チ ン 、 ま た は そ れ ら の 誘 導 体 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 誘 導 体 の 投 与 量 は 患 者 の 状 態 に 応 じ て 適 切 に 調 節 し 、 所 望 の
量 で 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 0.1～ 100 mg/kg、 好 ま し く は 0.1～ 50 mg/kgの 用 量
範 囲 で 投 与 し 得 る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 発 現 を 阻 害 し 、 そ の た め 本 発 明 の タ
ン パ ク 質 の 生 物 活 性 を 抑 制 す る の に 有 用 で あ る 。 同 様 に 、 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 を 含
む 発 現 阻 害 剤 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 生 物 活 性 を 阻 害 し 得 る た め に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 に は 、 修 飾 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 含 ま れ る 。 例 え ば 、 チ オ エ
ー ト 化 （ thioated） ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に ヌ ク レ ア ー ゼ 耐 性 を 付
与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 同 様 に 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 に 対 す る siRNAを 用 い て 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 減 少
さ せ る こ と が で き る 。 「 siRNA」 と い う 用 語 は 、 標 的 mRNAの 翻 訳 を 妨 げ る 二 本 鎖 RNA分 子 を
意 味 す る 。 細 胞 に siRNAを 導 入 す る 標 準 的 な 技 法 が 用 い ら れ る が 、 こ れ に は DNAが RNA転 写
の 鋳 型 と な る 技 法 が 含 ま れ る 。 本 発 明 と の 関 連 に お い て 、 siRNAは 、 C10orf3な ど の 上 方 制
御 さ れ る マ ー カ ー 遺 伝 子 に 対 す る セ ン ス 核 酸 配 列 お よ び ア ン チ セ ン ス 核 酸 配 列 を 含 む 。 si
RNAは 、 例 え ば ヘ ア ピ ン の よ う に 、 単 一 の 転 写 物 が 標 的 遺 伝 子 の セ ン ス 配 列 お よ び 相 補 的
な ア ン チ セ ン ス 配 列 の 両 方 を 有 す る よ う に 構 築 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
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　 標 的 細 胞 に お い て C10orf3に 相 当 す る 転 写 物 に siRNAが 結 合 す る こ と に よ り 、 細 胞 に よ る
そ の タ ン パ ク 質 の 産 生 が 減 少 す る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ は 少 な く と も 10ヌ ク レ オ チ
ド で あ り 、 天 然 の 転 写 物 と 同 程 度 の 長 さ で あ っ て も よ い 。 好 ま し く は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド は 19～ 25ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ る 。 最 も 好 ま し く は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 75、 50、 25ヌ
ク レ オ チ ド 長 未 満 で あ る 。 哺 乳 動 物 細 胞 に お い て 発 現 を 阻 害 す る C10orf3 siRNAオ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド の 例 に は 、 配 列 番 号 :21を 含 む 標 的 配 列 が 含 ま れ る 。 さ ら に 、 siRNAの 阻 害 活 性
を 増 強 す る た め に 、 標 的 配 列 の ア ン チ セ ン ス 鎖 の 3'末 端 に ヌ ク レ オ チ ド 「 u」 を 付 加 す る
こ と が で き る 。 付 加 す べ き 「 u」 の 数 は 少 な く と も 2個 、 通 常 は 2～ 10個 、 好 ま し く は 2～ 5
個 で あ る 。 付 加 し た 「 u」 は 、 siRNAの ア ン チ セ ン ス 鎖 の 3'末 端 に お い て 一 本 鎖 を 形 成 す る
。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 C10orf3 siRNAは 、 mRNA転 写 物 に 結 合 し 得 る 形 態 で 細 胞 に 直 接 導 入 さ れ る 。 ま た は 、 C10
orf3 siRNAを コ ー ド す る DNAが ベ ク タ ー 内 に 存 在 す る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 ベ ク タ ー は 、 例 え ば 、 （ DNA分 子 の 転 写 に よ り ） 両 鎖 の 発 現 を 可 能 に す る 様 式 で 、 C10or
f3配 列 に 隣 接 す る 制 御 配 列 に 機 能 的 に 連 結 さ れ た 発 現 ベ ク タ ー に C10orf3標 的 配 列 を ク ロ
ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 作 製 さ れ る （ Lee, N.S., Dohjima, T., Bauer, G., Li, H., L
i, M.-J., Ehsani, A.,Salvaterra, P., and Rossi, J. (2002) Expression of small in
terfering RNAs targeted against HIV-1 rev transcripts in human cells. Nature Bio
technology 20 : 500-505） 。 C10orf3 mRNAに 対 し て ア ン チ セ ン ス で あ る RNA分 子 は 第 1プ
ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 ク ロ ー ニ ン グ し た DNAの 3'側 の プ ロ モ ー タ ー 配 列 ） の 部 分 で 転 写 さ
れ 、 C10orf3 mRNAの セ ン ス 鎖 で あ る RNA分 子 は 第 2プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 ク ロ ー ニ ン グ し
た DNAの 5'側 の プ ロ モ ー タ ー 配 列 ） の 部 分 で 転 写 さ れ る 。 セ ン ス 鎖 お よ び ア ン チ セ ン ス 鎖
は イ ン ビ ボ で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 C10orf3遺 伝 子 を サ イ レ ン シ ン グ す る た め の siRNA構 築 物
を 生 じ る 。 ま た は 、 2つ の 構 築 物 を 利 用 し て 、 siRNA構 築 物 の セ ン ス 鎖 お よ び ア ン チ セ ン ス
鎖 を 作 製 す る 。 ク ロ ー ニ ン グ す る C10orf3は 、 例 え ば 、 単 一 の 転 写 物 が 標 的 遺 伝 子 の セ ン
ス 配 列 お よ び 相 補 的 ア ン チ セ ン ス 配 列 の 両 方 を 有 す る ヘ ア ピ ン の よ う な 、 二 次 構 造 を 有 す
る 構 築 物 を コ ー ド す る こ と も 可 能 で あ る 。 ヘ ア ピ ン ル ー プ 構 造 を 形 成 す る た め に 、 任 意 の
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ル ー プ 配 列 を セ ン ス 配 列 と ア ン チ セ ン ス 配 列 と の 間 に 配 置 す る
こ と が で き る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は ま た 、 一 般 式 5'-[A]-[B]-[A']-3'を 有 す る siRNAを
提 供 し 、 式 中 、
　 [A]は 配 列 番 号 :1の 1533～ 1551位 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 :21） に 相 当 す る リ ボ ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 で あ り 、
　 [B]は 3～ 23位 の ヌ ク レ オ チ ド か ら な る リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ り 、
　 [A']は [A]の 相 補 配 列 か ら な る リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。
ル ー プ 配 列 は 、 好 ま し く は 3～ 23ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ っ て も よ い 。 ル ー プ 配 列 は 、 例 え ば
以 下 の 配 列 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 得 る （ http://www.ambion.com/techlib/tb/tb_506.ht
ml） 。 本 発 明 の siRNAで は 、 siRNAの 阻 害 活 性 を 増 強 す る た め に 、 [A']の 3'末 端 に ヌ ク レ オ
チ ド 「 u」 を 付 加 す る こ と が で き る 。 付 加 す べ き 「 u」 の 数 は 少 な く と も 2個 、 通 常 は 2～ 10
個 、 好 ま し く は 2～ 5個 で あ る 。 さ ら に 、 23ヌ ク レ オ チ ド か ら な る ル ー プ 配 列 も ま た 活 性 の
あ る siRNAを 提 供 す る （ Jacque, J.-M., Triques, K., and Stevenson, M. (2002) Modula
tion of HIV-1 replication by RNA interference. Nature 418 : 435-438.） 。
　 AUG:Sui, G., Soohoo, C., Affar, E.B., Gay, F., Shi, Y., Forrester, W.C., and S
hi, Y. (2002) A DNA vector-based RNAi technology to suppress gene expression in 
mammalian cells. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99(8): 5515-5520.
　 CCC、 CCACC、 ま た は CCACACC:Paul, C.P., Good, P.D., Winer, I., and Engelke, D.R.
 (2002) Effective expression of small interfering RNA in human cells. Nature Bio
technology 20 : 505-508.
　 UUCG:Lee, N.S., Dohjima, T., Bauer, G., Li, H., Li, M.-J., Ehsani, A., Salvate
rra, P., and Rossi, J. (2002) Expression of small interfering RNAs targeted agai

10

20

30

40

50

(16) JP 2007-522791 A 2007.8.16



nst HIV-1 rev transcripts in human cells. Nature Biotechnology 20 : 500-505.
　 CTCGAGま た は AAGCUU:Editors of Nature Cell Biology (2003) Whither RNAi? Nat Cel
l Biol. 5:489-490.
　 UUCAAGAGA:Yu, J.-Y., DeRuiter, S.L., and Turner, D.L. (2002) RNA interference 
by expression of short-interfering RNAs and hairpin RNAs in mammalian cells. Pro
c. Natl. Acad. Sci. USA 99(9) : 6047-6052.
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 例 え ば 、 本 発 明 の ヘ ア ピ ン 構 造 を 有 す る 好 ま し い siRNAを 以 下 に 示 す 。 以 下 の 構 造 で は
、 ル ー プ 配 列 は AUG、 CCC、 UUCG、 CCACC、 CTCGAG、 AAGCUU、 CCACACC、 お よ び UUCAAGAGAか
ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 得 る 。 好 ま し い ル ー プ 構 造 は UUCAAGAGA（ DNAで は 「 ttcaagaga」 ）
で あ る 。 ggagagacugaaaacagag-[B]-cucuguuuucagucucucc（ 配 列 番 号 :21の 標 的 配 列 用 ） 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 C10orf3配 列 に 隣 接 す る 制 御 配 列 は 、 そ れ ら の 発 現 が 独 立 し て 調 節 さ れ 得 る か 、 ま た は
時 間 的 も し く は 位 置 的 に 調 節 さ れ 得 る よ う に 、 同 一 で あ る か ま た は 異 な る 。 siRNAは 、 例
え ば RNA pol III転 写 単 位 を 含 む ベ ク タ ー に C10orf3遺 伝 子 鋳 型 を ク ロ ー ニ ン グ す る こ と に
よ っ て 、 細 胞 内 で 低 分 子 核 内 RNA（ snRNA） U6ま た は ヒ ト H1 RNAプ ロ モ ー タ ー か ら 転 写 さ れ
る 。 細 胞 に ベ ク タ ー を 導 入 す る た め に 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 増 強 剤 を 用 い る こ と が で き
る 。 FuGENE（ Rochediagnostices） 、 Lipofectamine 2000（ Invitrogen） 、 Oligofectamin
e（ Invitrogen） 、 お よ び Nucleofactor（ Wako pure Chemical） が ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
増 強 剤 と し て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 siRNAの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 Ambionウ ェ ブ サ イ ト （ http://www.ambion.com/techlib/ 
misc/siRNA_finder.html） か ら 利 用 で き る siRNA設 計 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 設
計 し た 。 こ の コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム は 、 以 下 の 手 順 に 基 づ い て siRNA合 成 の た め の ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 を 選 択 す る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
siRNA標 定 部 位 の 選 択 ：
　 1. 目 的 の 転 写 産 物 の AUG開 始 コ ド ン か ら 始 め て 、 AAジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に つ い て 下 流 方
向 に ス キ ャ ン す る 。 潜 在 的 siRNA標 的 部 位 と し て 、 各 AAお よ び 3'隣 接 19ヌ ク レ オ チ ド の 存
在 を 記 録 す る 。 Tuschlら は 、 5'お よ び 3'非 翻 訳 領 域 （ UTR） な ら び に 開 始 コ ド ン 近 傍 の 領
域 （ 75塩 基 内 ） に は 制 御 タ ン パ ク 質 結 合 部 位 が よ り 豊 富 で あ る 可 能 性 が あ る た め 、 こ れ ら
に 対 し て siRNAを 設 計 し な い こ と を 推 奨 し て い る 。 UTR結 合 タ ン パ ク 質 お よ び /ま た は 翻 訳
開 始 複 合 体 は 、 siRNAエ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 複 合 体 の 結 合 を 妨 げ る 可 能 性 が あ る 。
　 2. 有 力 な 標 的 部 位 を ヒ ト ゲ ノ ム デ ー タ ベ ー ス と 比 較 し 、 他 の コ ー ド 配 列 に 対 し て 有 意
な 相 同 性 を 有 す る い か な る 標 的 配 列 も 検 討 か ら 除 外 す る 。 相 同 性 検 索 は BLASTを 用 い て 行
う こ と が で き 、 こ れ は www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/の NCBIサ ー バ ー 上 で 見 る こ と が で き
る 。
　 3. 合 成 の た め の 適 格 な 標 的 配 列 を 選 択 す る 。 Ambionで は 、 評 価 す る た め に 、 好 ま し く
は 遺 伝 子 の 長 さ に 沿 っ て い く つ か の 標 的 配 列 を 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 C10orf3 mRNAの オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び C10orf3 mRNAの 種 々 の 部 分 に 相 補 的 な オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド を 、 標 準 的 な 方 法 に 従 っ て 、 （ 例 え ば 、 COS7細 胞 株 、 NIH3T3細 胞 株 、 な ら び
に HCT116お よ び SW948結 腸 直 腸 癌 細 胞 株 を 用 い て ） 腫 瘍 細 胞 に お け る C10orf3の 産 生 を 減 少
さ せ る そ れ ら の 能 力 に つ い て イ ン ビ ト ロ で 試 験 し た 。 候 補 siRNA組 成 物 の 非 存 在 下 で 培 養
し た 細 胞 と 比 較 し た 、 候 補 siRNA組 成 物 と 接 触 さ せ た 細 胞 に お け る C10orf3遺 伝 子 産 物 の 減
少 を 、 C10orf3特 異 的 抗 体 ま た は 他 の 検 出 方 法 を 用 い て 検 出 す る 。 次 い で 、 イ ン ビ ト ロ で
の 細 胞 に 基 づ く ア ッ セ イ 法 ま た は 無 細 胞 ア ッ セ イ 法 に お い て C10orf3の 産 生 を 減 少 さ せ る
配 列 を 、 細 胞 増 殖 の 阻 害 効 果 に つ い て 試 験 す る 。 イ ン ビ ト ロ で の 細 胞 に 基 づ く ア ッ セ イ 法
に お い て 細 胞 増 殖 を 阻 害 す る 配 列 を 、 ラ ッ ト ま た は マ ウ ス に お い て イ ン ビ ボ で 試 験 し て 、
悪 性 新 生 物 を 有 す る 動 物 に お け る C10orf3産 生 の 減 少 お よ び 腫 瘍 細 胞 増 殖 の 減 少 を 確 認 す
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る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 本 発 明 に は 、 標 的 配 列 、 例 え ば 配 列 番 号 :1の ヌ ク レ オ チ ド 1533～ 1551位 （ 配 列 番 号 :21
） の 核 酸 配 列 、 ま た は 配 列 番 号 :1の ヌ ク レ オ チ ド 1533～ 1551位 （ 配 列 番 号 :21） の 核 酸 配
列 に 相 補 的 な 核 酸 分 子 を 含 む 、 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 も 含 ま れ る 。 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 単
離 さ れ た 核 酸 」 と は 、 そ の 元 の 環 境 （ 例 え ば 、 天 然 で あ る 場 合 に は 天 然 環 境 ） か ら 分 離 さ
れ て 、 そ の 天 然 状 態 か ら 人 工 的 に 変 更 さ れ た 核 酸 の こ と で あ る 。 本 発 明 に お い て 、 単 離 さ
れ た 核 酸 に は 、 DNA、 RNA、 お よ び そ れ ら の 誘 導 体 が 含 ま れ る 。 単 離 さ れ た 核 酸 が RNAま た
は そ の 誘 導 体 で あ る 場 合 に は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に お い て 塩 基 「 t」 は 「 u」 で 置 き 換 え ら
れ る べ き で あ る 。 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 相 補 的 な 」 と い う 用 語 は 、 核 酸 分 子 の ヌ ク レ オ チ
ド 単 位 間 の ワ ト ソ ン -ク リ ッ ク 型 ま た は フ ー グ ス テ ィ ー ン 型 の 塩 基 対 形 成 を 指 し 、 「 結 合
」 と い う 用 語 は 、 2つ の ポ リ ペ プ チ ド も し く は 化 合 物 、 ま た は 関 連 す る ポ リ ペ プ チ ド も し
く は 化 合 物 、 ま た は そ れ ら の 組 み 合 わ せ 間 の 物 理 的 ま た は 化 学 的 相 互 作 用 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 相 補 的 な 核 酸 配 列 は 適 切 な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て 、 ミ ス マ ッ チ を ほ と ん ど ま た は
全 く 含 ま な い 安 定 な 二 本 鎖 を 形 成 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 の 単 離 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド の セ ン
ス 鎖 お よ び ア ン チ セ ン ス 鎖 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 二 本 鎖 ヌ ク レ オ チ ド ま た
は ヘ ア ピ ン ル ー プ 構 造 を 形 成 し 得 る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 そ の よ う な 二 本 鎖 は 、 10個
の 対 応 ご と に 1個 以 下 の ミ ス マ ッ チ し か 含 ま な い 。 特 に 好 ま し い 態 様 で は 、 二 本 鎖 が 完 全
に 相 補 的 で あ る 場 合 、 そ の よ う な 二 本 鎖 は ミ ス マ ッ チ を 含 ま な い 。 核 酸 分 子 は 、 2624ヌ ク
レ オ チ ド 長 未 満 で あ る 。 例 え ば 、 核 酸 分 子 は 500、 200、 ま た は 75ヌ ク レ オ チ ド 長 未 満 で あ
る 。 本 発 明 に は ま た 、 本 明 細 書 に 記 載 の 核 酸 の 1つ ま た は 複 数 を 含 む ベ ク タ ー 、 お よ び そ
の ベ ク タ ー を 含 む 細 胞 が 含 ま れ る 。 本 発 明 の 単 離 さ れ た 核 酸 は 、 C10orf3に 対 す る siRNAま
た は そ の siRNAを コ ー ド す る DNAに 有 用 で あ る 。 核 酸 を siRNAま た は そ の コ ー ド DNAに 使 用 す
る 場 合 、 セ ン ス 鎖 は 好 ま し く は 19ヌ ク レ オ チ ド よ り も 長 く 、 よ り 好 ま し く は 21ヌ ク レ オ チ
ド よ り も 長 い 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は siRNAは 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 発
現 を 阻 害 し 、 そ の た め 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 活 性 を 抑 制 す る の に 有 用 で あ る 。 同 様
に 、 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は siRNAを 含 む 発 現 阻 害 剤 は 、 本 発 明
の ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 活 性 を 阻 害 し 得 る と い う 点 で 有 用 で あ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の ア
ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は siRNAを 含 む 組 成 物 は 、 CRCの 治 療 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 ま た は 、 過 剰 発 現 さ れ る 遺 伝 子 の 遺 伝 子 産 物 の 機 能 は 、 遺 伝 子 産 物 に 結 合 す る か ま た は
さ も な け れ ば そ の 機 能 を 阻 害 す る 化 合 物 を 投 与 す る こ と に よ っ て 阻 害 さ れ る 。 例 え ば 、 化
合 物 は 過 剰 発 現 さ れ る 遺 伝 子 産 物 に 結 合 す る 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 本 発 明 は 、 抗 体 、 特 に 上 方 制 御 さ れ る マ ー カ ー 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質
に 対 す る 抗 体 、 ま た は そ の 抗 体 の 断 片 の 使 用 を 意 味 す る 。 本 明 細 書 で 用 い る 「 抗 体 」 と い
う 用 語 は 、 抗 体 を 合 成 す る た め に 用 い ら れ た 抗 原 （ す な わ ち 、 上 方 制 御 さ れ る マ ー カ ー 遺
伝 子 産 物 ） ま た は そ れ と 極 め て 近 縁 の 抗 原 と の み 相 互 作 用 す る （ す な わ ち 結 合 す る ） 特 定
の 構 造 を 有 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 を 指 す 。 さ ら に 、 抗 体 は 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 に よ っ て コ
ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 限 り 、 抗 体 の 断 片 ま た は 改 変 抗 体 で あ っ て も よ い 。 例 え
ば 、 抗 体 断 片 は 、 Fab、 F(ab') 2 、 Fv、 ま た は H鎖 お よ び L鎖 に よ る Fv断 片 が 適 切 な リ ン カ ー
に よ り 連 結 さ れ た 一 本 鎖 Fv（ scFv） で あ っ て よ い （ Huston J. S. et al. Proc. Natl. Ac
ad. Sci. U.S.A. 85:5879-5883 (1988)） 。 よ り 具 体 的 に は 、 抗 体 断 片 は 、 抗 体 を パ パ イ
ン ま た は ペ プ シ ン 等 の 酵 素 で 処 理 す る こ と に よ っ て 作 製 し 得 る 。 ま た は 、 抗 体 断 片 を コ ー
ド す る 遺 伝 子 を 構 築 し 、 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 適 切 な 宿 主 細 胞 に お い て 発 現 さ せ て も よ
い （ 例 え ば 、 Co M. S. et al. J. Immunol. 152:2968-2976 (1994); Better M. and Horw
itz A. H. Methods Enzymol. 178:476-496 (1989); Pluckthun A. and Skerra A. Method
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s Enzymol. 178:497-515 (1989); Lamoyi E. Methods Enzymol. 121:652-663 (1986); Ro
usseaux J. et al. Methods Enzymol. 121:663-669 (1986); Bird R. E. and Walker B. 
W. Trends Biotechnol. 9:132-137 (1991)を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 抗 体 は 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ PEG） 等 の 種 々 の 分 子 と の 結 合 に よ り 修 飾 し て も よ
い 。 本 発 明 は そ の よ う な 修 飾 抗 体 を 提 供 す る 。 修 飾 抗 体 は 抗 体 を 化 学 的 に 修 飾 す る こ と に
よ っ て 得 る こ と が で き る 。 こ れ ら の 修 飾 法 は 本 分 野 に お い て 慣 習 的 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 ま た は 、 抗 体 は 、 非 ヒ ト 抗 体 由 来 の 可 変 領 域 と ヒ ト 抗 体 由 来 の 定 常 領 域 と の キ メ ラ 抗 体
と し て 、 ま た は 非 ヒ ト 抗 体 由 来 の 相 補 性 決 定 領 域 （ CDR） 、 ヒ ト 抗 体 由 来 の フ レ ー ム ワ ー
ク （ FR） 領 域 、 お よ び 定 常 領 域 を 含 む ヒ ト 化 抗 体 と し て 得 る こ と も 可 能 で あ る 。 そ の よ う
な 抗 体 は 公 知 の 技 術 を 用 い て 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 癌 細 胞 に お い て 起 こ る 特 定 の 分 子 変 化 を 対 象 に し た 癌 治 療 は 、 進 行 性 乳 癌 治 療 用 の ト ラ
ス ツ ズ マ ブ （ Herceptin） 、 慢 性 骨 髄 性 白 血 病 用 の メ シ ル 酸 イ マ チ ニ ブ （ Gleevec） 、 非 小
細 胞 肺 癌 （ NSCLC） 用 の ゲ フ ィ チ ニ ブ （ Iressa） 、 B細 胞 リ ン パ 腫 お よ び マ ン ト ル 細 胞 リ ン
パ 腫 用 の リ ツ キ シ マ ブ （ 抗 CD20 mAb） 等 の 抗 癌 剤 の 臨 床 開 発 な ら び に 規 制 認 可 に よ り 有 効
と な っ て い る (Ciardiello F, Tortora G. A novel approach in the treatment of cance
r: targeting the epidermal growth factor receptor. Clin Cancer Res. 2001 Oct;7(1
0):2958-70. Review.; Slamon DJ, Leyland-Jones B, Shak S, Fuchs H, Paton V, Bajam
onde A, Fleming T, Eiermann W, Wolter J, Pegram M, Baselga J, Norton L. Use of c
hemotherapy plus a monoclonal antibody against HER2 for metastatic breast cancer
 that overexpresses HER2. N Engl J Med. 2001 Mar 15;344(11):783-92.; Rehwald U, 
Schulz H, Reiser M, Sieber M, Staak JO, Morschhauser F, Driessen C, Rudiger T, M
uller-Hermelink K, Diehl V, Engert A. Treatment of relapsed CD20+ Hodgkin lympho
ma with the monoclonal antibody rituximab is effective and well tolerated: resul
ts of a phase 2 trial of the German Hodgkin Lymphoma Study Group. Blood. 2003 Ja
n 15;101(2):420-424.; Fang G, Kim CN, Perkins CL, Ramadevi N, Winton E, Wittmann
 S and Bhalla KN. (2000). Blood, 96, 2246-2253)。 こ れ ら の 薬 剤 は 形 質 転 換 細 胞 の み
を 標 的 と す る た め 、 こ れ ま で の 抗 癌 剤 よ り も 臨 床 的 に 有 効 で あ り か つ 許 容 性 が よ い 。 し た
が っ て 、 そ の よ う な 薬 剤 は 癌 患 者 の 生 存 期 間 お よ び 生 活 の 質 を 改 善 す る ば か り で な く 、 分
子 標 的 癌 治 療 の 概 念 を 確 証 す る 。 さ ら に 、 標 的 薬 剤 は 、 標 準 的 な 化 学 療 法 と 併 用 し た 場 合
に そ の 有 効 性 を 亢 進 し 得 る （ Gianni L. (2002). Oncology, 63 Suppl 1, 47-56.； Klejma
n A, Rushen L, Morrione A, Slupianek A and Skorski T. (2002). Oncogene, 21, 5868
-5876.） 。 し た が っ て 、 今 後 の 癌 治 療 は お そ ら く 、 従 来 の 薬 剤 と 、 血 管 新 生 お よ び 侵 襲 性
等 の 腫 瘍 細 胞 の 差 次 的 特 徴 を 目 標 と し た 標 的 特 異 的 な 薬 剤 と の 併 用 を 含 む こ と に な る で あ
ろ う 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 こ れ ら の 調 節 法 は 、 エ ク ス ビ ボ も し く は イ ン ビ ト ロ で （ 例 え ば 、 細 胞 を 薬 剤 と 培 養 す る
こ と に よ り ） 、 ま た は イ ン ビ ボ で （ 例 え ば 、 対 象 に 薬 剤 を 投 与 す る こ と に よ り ） 行 わ れ る
。 本 方 法 は 、 差 次 的 に 発 現 さ れ る 遺 伝 子 の 異 常 な 発 現 ま た は 活 性 を 妨 げ る 治 療 と し て 、 タ
ン パ ク 質 も し く は タ ン パ ク 質 の 組 み 合 わ せ ま た は 核 酸 分 子 も し く は 核 酸 分 子 の 組 み 合 わ せ
を 投 与 す る 段 階 を 含 む 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 遺 伝 子 の レ ベ ル ま た は 生 物 活 性 の 増 加 (疾 患 ま た は 障 害 に 罹 患 し て い な い 対 象 と 比 較 し
て )を 特 徴 と す る 疾 患 お よ び 障 害 は 、 過 剰 発 現 さ れ る 1つ ま た は 複 数 の 遺 伝 子 の 活 性 を 拮 抗
す る (す な わ ち 、 低 減 ま た は 阻 害 す る )治 療 薬 剤 で 処 置 す る こ と が で き る 。 活 性 を 拮 抗 す る
治 療 薬 剤 は 治 療 的 ま た は 予 防 的 に 投 与 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 利 用 し 得 る 治 療 薬 剤 に は 、 (i) 過 剰 発 現 さ れ る 配 列 に 対 す る 抗 体 ； (ii) ア ン チ セ ン ス
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核 酸 ま た は 「 非 機 能 的 」 で あ る 核 酸 （ す な わ ち 、 過 剰 発 現 さ れ る 配 列 の コ ー ド 配 列 内 へ の
異 種 挿 入 に よ る ） ； (iii) 低 分 子 干 渉 RNA（ siRNA） ； あ る い は (iv) 調 節 因 子 （ 例 え ば 、
過 剰 発 現 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド と そ の 結 合 パ ー ト ナ ー と の 相 互 作 用 を 変 化 さ せ る 阻 害 剤 お よ
び ア ン タ ゴ ニ ス ト ） が 含 ま れ 得 る 。 非 機 能 的 な ア ン チ セ ン ス 分 子 は 、 相 同 的 組 換 え に よ り
ポ リ ペ プ チ ド の 内 因 的 機 能 を 「 ノ ッ ク ア ウ ト す る 」 た め に 利 用 さ れ る （ 例 え ば 、 Capecchi
, Science 244: 1288-1292 1989を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 レ ベ ル の 増 加 は 、 患 者 の 組 織 試 料 を （ 例 え ば 生 検 組 織 か ら ） 得 て 、 そ の 試 料 を 、 発 現 し
た ペ プ チ ド (ま た は 発 現 が 変 化 す る 遺 伝 子 の mRNA)の RNAも し く は ペ プ チ ド レ ベ ル 、 構 造 、
お よ び /ま た は 活 性 に つ い て イ ン ビ ト ロ で ア ッ セ イ し 、 ペ プ チ ド お よ び /ま た は RNAを 定 量
す る こ と に よ っ て 容 易 に 検 出 す る こ と が で き る 。 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 方 法 に は
、 免 疫 測 定 法 （ 例 え ば 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 、 免 疫 沈 降 法 お よ び そ の 後 の ド デ シ ル 硫
酸 ナ ト リ ウ ム （ SDS） ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 、 免 疫 細 胞 化 学 法 等 に よ る ） お よ
び /ま た は mRNAの 発 現 を 検 出 す る た め の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ 法 （ 例 え ば 、 ノ
ー ザ ン ア ッ セ イ 法 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 、 イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ） が 含 ま れ
る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 疾 患 の 明 白 な 臨 床 症 状 が 現 れ る 前 に 、 疾 患 ま た は 障 害 を 予 防 す る か ま た は そ の 進 行 を 遅
ら せ る よ う に 予 防 的 投 与 を 行 う 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 本 治 療 法 は 、 差 次 的 に 発 現 さ れ る 1つ ま た は 複 数 の 遺 伝 子 の 遺 伝 子 産 物 の 活 性 を 調 節 す
る 物 質 と 細 胞 を 接 触 さ せ る 段 階 を 含 む 。 タ ン パ ク 質 活 性 を 調 節 す る 物 質 に は 、 核 酸 ま た は
タ ン パ ク 質 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 天 然 に 存 在 す る 同 族 リ ガ ン ド 、 ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 模
倣 体 、 ま た は 他 の 低 分 子 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 、 C10orf3の 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 本 ポ リ ペ プ
チ ド の 免 疫 学 的 活 性 断 片 、 ま た は ポ リ ペ プ チ ド も し く は そ の 断 片 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド を 含 む ワ ク チ ン を 対 象 に 投 与 す る 段 階 を 含 む 、 対 象 に お い て CRCを 治 療 ま た は 予 防
す る 方 法 に 関 す る 。 ポ リ ペ プ チ ド の 投 与 に よ り 、 対 象 に お い て 抗 腫 瘍 免 疫 が 誘 導 さ れ る 。
抗 腫 瘍 免 疫 を 誘 導 す る た め 、 C10orf3の 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は
本 ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 学 的 活 性 断 片 、 ま た は ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
を 投 与 す る 。 ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 免 疫 学 的 活 性 断 片 は 、 CRCに 対 す る ワ ク チ ン と し て
有 用 で あ る 、 場 合 に よ っ て は 、 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 、 T細 胞 受 容 体 （ TCR） に 結 合
し た 形 態 、 ま た は マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 樹 状 細 胞 （ DC） 、 も し く は B細 胞 等 の 抗 原 提 示 細 胞 （ A
PC） に よ っ て 提 示 さ れ た 形 態 で 投 与 し て も よ い 。 DCは 抗 原 提 示 能 が 強 い た め 、 APCの 中 で
も DCを 用 い る こ と が 最 も 好 ま し い 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 本 発 明 に お い て 、 CRCに 対 す る ワ ク チ ン と は 、 動 物 に 接 種 し た 場 合 に 抗 腫 瘍 免 疫 を 誘 導
す る 機 能 を 有 す る 物 質 を 指 す 。 本 発 明 に よ り 、 C10orf3の 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ
ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 は 、 C10orf3を 発 現 し て い る CRC細 胞 に 対 し て 強 力 か つ 特 異 的 な 免
疫 応 答 を 誘 導 し 得 る HLA-A24ま た は HLA-A * 0201拘 束 性 エ ピ ト ー プ ペ プ チ ド で あ る こ と が 示
唆 さ れ た 。 し た が っ て 本 発 明 は ま た 、 こ の ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て 抗 腫 瘍 免 疫 を 誘 導 す る 方
法 も 含 む 。 一 般 に 、 抗 腫 瘍 免 疫 に は 以 下 の よ う な 免 疫 応 答 が 含 ま れ る ：
－  腫 瘍 に 対 す る 細 胞 傷 害 性 リ ン パ 球 の 誘 導 、
－  腫 瘍 を 認 識 す る 抗 体 の 誘 導 、 お よ び
－  抗 腫 瘍 サ イ ト カ イ ン 産 生 の 誘 導 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 し た が っ て 、 特 定 の タ ン パ ク 質 が 動 物 へ の 接 種 に 際 し て こ れ ら の 免 疫 応 答 の い ず れ か 1
つ を 誘 導 す る 場 合 、 そ の タ ン パ ク 質 は 抗 腫 瘍 免 疫 誘 導 作 用 を 有 す る と 判 定 さ れ る 。 タ ン パ
ク 質 に よ る 抗 腫 瘍 免 疫 の 誘 導 は 、 イ ン ビ ボ ま た は イ ン ビ ト ロ で タ ン パ ク 質 に 対 す る 宿 主 の
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免 疫 系 の 反 応 を 観 察 す る こ と に よ っ て 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 例 え ば 、 細 胞 傷 害 性 Tリ ン パ 球 の 誘 導 を 検 出 す る 方 法 は 周 知 で あ る 。 生 体 に 侵 入 す る 外
来 物 質 は 、 抗 原 提 示 細 胞 （ APC） の 作 用 に よ り T細 胞 お よ び B細 胞 に 対 し て 提 示 さ れ る 。 APC
に よ っ て 提 示 さ れ た 抗 原 に 対 し て 抗 原 特 異 的 に 反 応 す る T細 胞 は 、 抗 原 に よ る 刺 激 に よ り
細 胞 傷 害 性 T細 胞 （ ま た は 細 胞 傷 害 性 Tリ ン パ 球 ； CTL） に 分 化 し 、 次 い で 増 殖 す る （ こ れ
は T細 胞 の 活 性 化 と 称 さ れ る ） 。 し た が っ て 、 特 定 の ペ プ チ ド に よ る CTLの 誘 導 は 、 APCに
よ り T細 胞 に 対 し て ペ プ チ ド を 提 示 し 、 CTLの 誘 導 を 検 出 す る こ と に よ っ て 評 価 す る こ と が
で き る 。 さ ら に 、 APCは 、 CD4+ T細 胞 、 CD8+ T細 胞 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 好 酸 球 、 お よ び NK
細 胞 を 活 性 化 す る 作 用 を 有 す る 。 CD4+ T細 胞 お よ び CD8+ T細 胞 は 抗 腫 瘍 免 疫 に お い て も 重
要 で あ る こ と か ら 、 ペ プ チ ド の 抗 腫 瘍 免 疫 誘 導 作 用 は 、 こ れ ら の 細 胞 の 活 性 化 作 用 を 指 標
と し て 用 い て 評 価 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 APCと し て 樹 状 細 胞 （ DC） を 用 い る CTLの 誘 導 作 用 を 評 価 す る 方 法 は 、 当 技 術 分 野 に お い
て 周 知 で あ る 。 DCは 、 APCの 中 で 最 も 強 い CTL誘 導 作 用 を 有 す る 代 表 的 な APCで あ る 。 こ の
方 法 に お い て 、 被 験 ポ リ ペ プ チ ド を ま ず DCと 接 触 さ せ 、 次 い で こ の DCを T細 胞 と 接 触 さ せ
る 。 DCと の 接 触 後 に 関 心 対 象 の 細 胞 に 対 し て 細 胞 傷 害 作 用 を 有 す る T細 胞 が 検 出 さ れ る こ
と で 、 被 験 ポ リ ペ プ チ ド が 細 胞 傷 害 性 T細 胞 の 誘 導 活 性 を 有 す る こ と が 示 さ れ る 。 腫 瘍 に
対 す る CTLの 活 性 は 、 例 え ば 指 標 と し て 5 1 Cr標 識 腫 瘍 細 胞 の 溶 解 を 用 い て 検 出 す る こ と が
で き る 。 ま た は 、 3 H-チ ミ ジ ン 取 り 込 み 活 性 ま た は LDH（ 乳 酸 脱 水 素 酵 素 ） 放 出 を 指 標 と し
て 用 い て 、 腫 瘍 細 胞 の 損 傷 の 程 度 を 評 価 す る 方 法 も ま た 周 知 で あ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 DCと は 別 に 、 末 梢 血 単 核 細 胞 （ PBMC） を APCと し て 用 い て も よ い 。 CTLの 誘 導 は 、 GM-CSF
お よ び IL-4の 存 在 下 で PBMCを 培 養 す る こ と に よ っ て 増 強 さ れ 得 る こ と が 報 告 さ れ て い る 。
同 様 に 、 CTLは 、 PBMCを キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン （ KLH） お よ び IL-7の 存 在 下 で
培 養 す る こ と に よ っ て 誘 導 さ れ る こ と も 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 こ れ ら の 方 法 に よ り CTL誘 導 活 性 を 有 す る こ と が 確 認 さ れ た 被 験 ポ リ ペ プ チ ド は 、 DC活
性 化 作 用 お よ び そ の 後 の CTL誘 導 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 し た が っ て 、 腫 瘍 細
胞 に 対 す る CTLを 誘 導 す る ポ リ ペ プ チ ド は 、 腫 瘍 に 対 す る ワ ク チ ン と し て 有 用 で あ る 。 さ
ら に 、 ポ リ ペ プ チ ド と の 接 触 に よ っ て 腫 瘍 に 対 す る CTL誘 導 能 を 獲 得 し た APCは 、 腫 瘍 に 対
す る ワ ク チ ン と し て 有 用 で あ る 。 さ ら に 、 APCに よ る ポ リ ペ プ チ ド 抗 原 の 提 示 に よ り 細 胞
傷 害 性 を 獲 得 し た CTLも 、 腫 瘍 に 対 す る ワ ク チ ン と し て 用 い る こ と が で き る 。 APCお よ び CT
Lに よ る 抗 腫 瘍 免 疫 を 用 い た そ の よ う な 腫 瘍 の 治 療 法 は 、 細 胞 免 疫 療 法 と 称 さ れ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 一 般 に 、 細 胞 免 疫 療 法 に ポ リ ペ プ チ ド を 用 い る 場 合 、 異 な る 構 造 を 有 す る 複 数 の ポ リ ペ
プ チ ド を 組 み 合 わ せ 、 そ れ ら を DCと 接 触 さ せ る こ と に よ り 、 CTL誘 導 の 効 率 が 増 加 す る こ
と が 知 ら れ て い る 。 し た が っ て 、 タ ン パ ク 質 断 片 で DCを 刺 激 す る 場 合 、 多 く の 種 類 の 断 片
の 混 合 物 を 用 い る こ と が 有 利 で あ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 ま た は 、 ポ リ ペ プ チ ド に よ る 抗 腫 瘍 免 疫 の 誘 導 は 、 腫 瘍 に 対 す る 抗 体 産 生 の 誘 導 を 観 察
す る こ と に よ っ て 確 認 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド を 免 疫 し た 実 験 動 物 に お
い て ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 を 誘 導 し 、 腫 瘍 細 胞 の 増 殖 が そ れ ら の 抗 体 に よ っ て 抑 制 さ
れ る 場 合 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド は 抗 腫 瘍 免 疫 を 誘 導 す る 能 力 を 有 す る と 判 定 さ れ 得 る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 抗 腫 瘍 免 疫 は 、 本 発 明 の ワ ク チ ン を 投 与 す る こ と に よ っ て 誘 導 さ れ 、 抗 腫 瘍 免 疫 の 誘 導
に よ り CRCの 治 療 お よ び 予 防 が 可 能 に な る 。 癌 に 対 す る 治 療 お よ び 癌 の 発 症 の 予 防 は 、 癌
細 胞 の 増 殖 の 抑 制 、 癌 の 退 縮 、 お よ び 癌 の 発 症 の 抑 制 等 の 段 階 の い ず れ か を 含 む 。 癌 を 有
す る 個 体 の 死 亡 率 の 減 少 、 血 液 中 の 腫 瘍 マ ー カ ー の 減 少 、 癌 に 伴 う 検 出 可 能 な 症 状 の 軽 減
等 も ま た 、 癌 の 治 療 ま た は 予 防 に 含 ま れ る 。 そ の よ う な 治 療 お よ び 予 防 効 果 は 好 ま し く は
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統 計 的 に 有 意 で あ る 。 例 え ば 、 細 胞 増 殖 性 疾 患 に 対 す る ワ ク チ ン の 治 療 ま た は 予 防 効 果 を
ワ ク チ ン を 投 与 し て い な い 対 照 と 比 較 し た 場 合 に 、 有 意 水 準 5%ま た は そ れ 以 下 で 観 察 さ れ
る 。 例 え ば 、 ス チ ュ ー デ ン ト の t検 定 、 マ ン ・ ホ イ ッ ト ニ ー の U検 定 、 ANOVAを 統 計 解 析 に
用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 免 疫 学 的 活 性 を 有 す る 上 記 の タ ン パ ク 質 ま た は タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ベ ク タ ー を ア ジ
ュ バ ン ト と 組 み 合 わ せ て も よ い 。 ア ジ ュ バ ン ト と は 、 免 疫 学 的 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 と
共 に （ ま た は 連 続 し て ） 投 与 し た 場 合 に 、 そ の タ ン パ ク 質 に 対 す る 免 疫 応 答 を 増 強 す る 化
合 物 を 指 す 。 ア ジ ュ バ ン ト の 例 に は 、 コ レ ラ 毒 素 、 サ ル モ ネ ラ 毒 素 、 ミ ョ ウ バ ン 等 が 含 ま
れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 さ ら に 、 本 発 明 の ワ ク チ ン を 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と
適 切 に 組 み 合 わ せ て も よ い 。 そ の よ う な 担 体 の 例 は 、 滅 菌 水 、 生 理 食 塩 水 、 リ ン 酸 緩 衝 液
、 培 養 液 等 で あ る 。 さ ら に 、 ワ ク チ ン は 必 要 に 応 じ て 、 安 定 剤 、 懸 濁 剤 、 保 存 剤 、 界 面 活
性 剤 等 を 含 み 得 る 。 ワ ク チ ン は 全 身 投 与 ま た は 局 所 投 与 さ れ る 。 ワ ク チ ン 投 与 は 単 回 投 与
で 行 っ て も 、 ま た は 複 数 回 の 投 与 に よ り 強 化 し て も よ い 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 本 発 明 の ワ ク チ ン と し て APCま た は CTLを 用 い る 場 合 、 腫 瘍 は 例 え ば エ ク ス ビ ボ 法 に よ っ
て 治 療 ま た は 予 防 す る こ と が で き る 。 よ り 具 体 的 に は 、 治 療 ま た は 予 防 を 受 け る 対 象 の PB
MCを 採 取 し 、 細 胞 を エ ク ス ビ ボ で ポ リ ペ プ チ ド と 接 触 さ せ 、 APCま た は CTLを 誘 導 し た 後 に
細 胞 を 対 象 に 投 与 す る こ と が で き る 。 APCは ま た 、 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ベ ク タ ー を
エ ク ス ビ ボ で PBMCに 導 入 す る こ と に よ っ て 誘 導 す る こ と も で き る 。 イ ン ビ ト ロ で 誘 導 さ れ
た APCま た は CTLは 、 投 与 前 に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 標 的 細 胞 を 損 傷 す る 高 い 活
性 を 有 す る 細 胞 を ク ロ ー ニ ン グ し 増 殖 さ せ る こ と に よ り 、 細 胞 免 疫 療 法 を よ り 効 率 的 に 行
う こ と が で き る 。 さ ら に 、 こ の よ う に し て 単 離 さ れ た APCお よ び CTLは 、 細 胞 が 由 来 す る 個
体 に 対 し て の み な ら ず 、 他 の 個 体 に 由 来 す る 類 似 し た 種 類 の 腫 瘍 に 対 す る 細 胞 免 疫 療 法 に
も 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 薬 学 的 有 効 量 を 含 む 、 癌 等 の 細 胞 増 殖 性 疾 患 を 治 療 ま
た は 予 防 す る た め の 薬 学 的 組 成 物 を 提 供 す る 。 抗 腫 瘍 免 疫 を も た ら す た め に 薬 学 的 組 成 物
を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
CRCを 抑 制 す る た め の 薬 学 的 組 成 物
　 薬 学 的 製 剤 に は 、 経 口 、 直 腸 、 経 鼻 、 局 所 （ 口 腔 お よ び 舌 下 を 含 む ） 、 膣 、 も し く は 非
経 口 （ 筋 肉 内 、 皮 下 、 お よ び 静 脈 内 を 含 む ） 投 与 に 適 し た 製 剤 、 ま た は 吸 入 も し く は 通 気
に よ る 投 与 に 適 し た 製 剤 が 含 ま れ る 。 投 与 は 静 脈 内 投 与 で あ る こ と が 好 ま し い 。 製 剤 は 任
意 で 投 与 単 位 で 個 別 に 包 装 さ れ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 経 口 投 与 に 適 し た 薬 学 的 製 剤 に は 、 そ れ ぞ れ が 所 定 量 の 有 効 成 分 を 含 む カ プ セ ル 剤 、 カ
シ ェ 剤 、 ま た は 錠 剤 が 含 ま れ る 。 製 剤 に は ま た 、 散 剤 、 粒 剤 、 ま た は 液 剤 、 懸 濁 剤 、 も し
く は 乳 剤 が 含 ま れ る 。 有 効 成 分 は 、 任 意 で 巨 丸 剤 、 舐 剤 、 ま た は ペ ー ス ト 剤 と し て 投 与 さ
れ る 。 経 口 投 与 用 の 錠 剤 お よ び カ プ セ ル 剤 に は 、 結 合 剤 、 増 量 剤 、 潤 滑 剤 、 崩 壊 剤 、 ま た
は 湿 潤 剤 等 の 従 来 の 賦 形 剤 を 含 め て も よ い 。 錠 剤 は 、 任 意 で 1つ ま た は 複 数 の 製 剤 成 分 と
共 に 、 圧 縮 ま た は 成 形 に よ り 作 製 さ れ 得 る 。 圧 縮 錠 剤 は 、 粉 末 ま た は 顆 粒 の よ う な 自 由 流
動 形 態 の 有 効 成 分 を 任 意 で 結 合 剤 、 潤 滑 剤 （ lubricant） 、 不 活 性 希 釈 剤 、 潤 滑 剤 （ lubri
cating） 、 界 面 活 性 剤 、 ま た は 分 散 剤 と 混 合 し て 、 適 し た 機 械 に お い て 圧 縮 す る こ と に よ
り 調 製 さ れ 得 る 。 成 形 錠 剤 は 、 不 活 性 液 体 希 釈 剤 で 湿 潤 し た 粉 末 化 合 物 の 混 合 物 を 適 し た
機 械 に お い て 成 形 す る こ と に よ っ て 作 製 さ れ 得 る 。 錠 剤 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 方
法 に 従 っ て コ ー テ ィ ン グ し て も よ い 。 経 口 液 体 製 剤 は 、 例 え ば 、 水 性 も し く は 油 性 懸 濁 剤
、 液 剤 、 乳 剤 、 シ ロ ッ プ 剤 、 ま た は エ リ キ シ ル 剤 の 形 態 で あ っ て も よ く 、 ま た は 使 用 前 に
水 も し く は そ の 他 の 適 し た 溶 剤 を 用 い て 構 成 す る た め の 乾 燥 製 品 と し て 提 供 し て も よ い 。
そ の よ う な 液 体 製 剤 に は 、 懸 濁 剤 、 乳 化 剤 、 非 水 性 溶 剤 （ 食 用 油 を 含 み 得 る ） 、 ま た は 保
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存 剤 等 の 従 来 の 添 加 剤 を 含 め て も よ い 。 錠 剤 は 、 任 意 で 、 中 に 含 ま れ る 有 効 成 分 の 持 続 放
出 ま た は 制 御 放 出 を 提 供 す る よ う に 製 剤 化 さ れ 得 る 。 錠 剤 の パ ッ ケ ー ジ は 、 そ の 各 月 に 服
用 す べ き 錠 剤 1個 を 含 み 得 る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 非 経 口 投 与 用 の 製 剤 に は 、 抗 酸 化 剤 、 緩 衝 液 、 静 菌 剤 、 お よ び 製 剤 を 目 的 の レ シ ピ エ ン
ト の 血 液 と 等 張 に す る 溶 質 を 含 み 得 る 水 性 お よ び 非 水 性 無 菌 注 射 液 ； な ら び に 懸 濁 剤 お よ
び 増 粘 剤 を 含 み 得 る 水 性 お よ び 非 水 性 無 菌 懸 濁 剤 が 含 ま れ る 。 製 剤 は 、 例 え ば 密 封 し た ア
ン プ ル お よ び バ イ ア ル と い っ た 単 位 用 量 ま た は 多 用 量 容 器 で 提 供 さ れ 得 り 、 使 用 す る 直 前
に 例 え ば 生 理 食 塩 水 、 注 射 用 蒸 留 水 と い っ た 無 菌 液 体 担 体 の 添 加 の み を 必 要 と す る 凍 結 乾
燥 （ freeze-dried） （ 凍 結 乾 燥 （ lyophilized） ） 状 態 で 保 存 さ れ 得 る 。 ま た は 、 製 剤 は
持 続 注 入 用 に 提 供 し て も よ い 。 先 に 記 載 し た 種 類 の 無 菌 散 剤 、 粒 剤 、 お よ び 錠 剤 か ら 、 即
時 注 射 溶 液 お よ び 懸 濁 液 を 調 製 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 直 腸 投 与 用 の 製 剤 に は 、 カ カ オ 脂 ま た は ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 等 の 標 準 的 な 担 体 を 伴
う 坐 剤 が 含 ま れ る 。 例 え ば 口 腔 ま た は 舌 下 へ の 口 内 局 所 投 与 用 の 製 剤 に は 、 ス ク ロ ー ス お
よ び ア ラ ビ ア ゴ ム ま た は ト ラ ガ カ ン ト ゴ ム 等 の 香 味 基 剤 中 に 有 効 成 分 を 含 む 口 内 錠 、 な ら
び に ゼ ラ チ ン お よ び グ リ セ リ ン ま た は ス ク ロ ー ス お よ び ア ラ ビ ア ゴ ム 等 の 基 剤 中 に 有 効 成
分 を 含 む 香 剤 が 含 ま れ る 。 鼻 腔 内 投 与 に は 、 本 発 明 の 化 合 物 を 液 体 ス プ レ ー も し く は 分 散
粉 末 と し て 、 ま た は 滴 剤 の 形 態 で 用 い て も よ い 。 滴 剤 は 、 1つ も し く は 複 数 の 分 散 剤 、 可
溶 化 剤 、 ま た は 懸 濁 剤 も ま た 含 む 水 性 ま た は 非 水 性 基 剤 と 共 に 製 剤 化 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 吸 入 に よ る 投 与 の た め に 、 化 合 物 は 注 入 器 、 噴 霧 器 、 加 圧 パ ッ ク 、 ま た は エ ア ロ ゾ ル ス
プ レ ー を 他 の 簡 便 な 送 達 手 段 を 用 い て 送 達 さ れ る 。 加 圧 パ ッ ク は 、 ジ ク ロ ロ ジ フ ル オ ロ メ
タ ン 、 ト リ ク ロ ロ フ ル オ ロ メ タ ン 、 ジ ク ロ ロ テ ト ラ フ ル オ ロ エ タ ン 、 炭 酸 ガ ス 、 ま た は 他
の 適 し た ガ ス 等 の 適 し た 噴 霧 剤 を 含 み 得 る 。 加 圧 エ ア ロ ゾ ル の 場 合 に は 、 バ ル ブ を 備 え る
こ と に よ り 投 与 単 位 を 決 定 し て 定 量 を 送 達 し て も よ い 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 ま た は 、 吸 入 も し く は 通 気 に よ る 投 与 に は 、 化 合 物 は 乾 燥 粉 末 組 成 物 、 例 え ば 、 化 合 物
と ラ ク ト ー ス ま た は デ ン プ ン 等 の 適 し た 粉 末 基 剤 と の 粉 末 混 合 物 の 形 態 を と っ て も よ い 。
粉 末 組 成 物 は 、 例 え ば 、 カ プ セ ル 、 薬 包 、 ゼ ラ チ ン 、 ま た は ブ リ ス タ ー 包 装 で の 単 位 用 量
形 態 と し て 提 供 す る こ と が で き 、 そ こ か ら 吸 入 器 ま た は 注 入 器 を 用 い て 粉 末 が 投 与 さ れ 得
る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 他 の 製 剤 に は 、 治 療 薬 剤 を 放 出 す る 埋 め 込 み 型 装 置 お よ び 粘 着 パ ッ チ が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 所 望 す る 場 合 に は 、 有 効 成 分 の 持 続 放 出 を も た ら す よ う に 適 合 化 し た 上 記 の 製 剤 を 用 い
て も よ い 。 薬 学 的 組 成 物 は 、 抗 菌 剤 、 免 疫 抑 制 剤 、 ま た は 保 存 剤 等 の 他 の 活 性 成 分 も ま た
含 ま れ 得 る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 本 発 明 の 製 剤 は 、 先 に 詳 述 し た 成 分 に 加 え て 、 当 該 の 製 剤 の 種 類 を 考 慮 し て 当 技 術 分 野
に お い て 従 来 的 な 他 の 物 質 を 含 み 得 る こ と が 理 解 さ れ る べ き で あ り 、 例 え ば 経 口 投 与 に 適
し た 製 剤 は 香 味 剤 を 含 み 得 る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 好 ま し い 単 位 用 量 製 剤 は 、 以 下 に 挙 げ る よ う な 有 効 成 分 の 有 効 用 量 を 含 む 製 剤 、 ま た は
有 効 成 分 の そ れ ら の 適 切 な 一 部 を 含 む 製 剤 で あ る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 前 述 の 状 態 の そ れ ぞ れ に 関 し て 、 組 成 物 、 例 え ば ポ リ ペ プ チ ド お よ び 有 機 化 合 物 は 、 約
0.1～ 約 250 mg/kg/日 の 用 量 で 経 口 的 に ま た は 注 射 に よ り 投 与 さ れ る 。 成 人 の 用 量 範 囲 は
一 般 に 、 約 5 mg～ 約 17.5 g/日 、 好 ま し く は 約 5 mg～ 約 10 g/日 、 お よ び 最 も 好 ま し く は 約
100 mg～ 約 3 g/日 で あ る 。 個 別 の 単 位 で 提 供 さ れ る 提 示 の 錠 剤 ま た は 他 の 単 位 用 量 形 態 は
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、 簡 便 に 、 そ の よ う な 用 量 で 効 果 的 な 量 を 含 む か 、 ま た は 例 え ば 約 5 mg～ 約 500 mg、 通 常
は 約 100 mg～ 約 500 mgを 含 む 単 位 で そ れ を 複 数 と し て 含 み 得 る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 用 い る 用 量 は 、 対 象 の 年 齢 お よ び 性 別 、 処 置 す る 障 害 の 詳 細 、 な ら び に そ の 重 症 度 を 含
む 多 く の 要 因 に 依 存 す る こ と に な る 。 同 様 に 、 投 与 経 路 も 状 態 お よ び そ の 重 症 度 に 依 存 し
て 変 動 し 得 る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 本 発 明 を 以 下 の 実 施 例 に お い て さ ら に 説 明 す る が 、 こ れ ら の 実 施 例 は 特 許 請 求 の 範 囲 に
記 載 さ れ る 本 発 明 の 範 囲 を 限 定 す る も の で は な い 。
【 ０ １ ３ ３ 】
実 施 例 1
材 料 お よ び 方 法
ゲ ノ ム 全 域 に わ た る cDNAマ イ ク ロ ア レ イ
　 本 発 明 に お い て 、 本 発 明 者 ら は 、 23040個 の 遺 伝 子 を 含 む 本 発 明 者 ら 独 自 の ゲ ノ ム 全 域
に わ た る cDNAマ イ ク ロ ア レ イ を 使 用 し た 。 簡 潔 に 説 明 す る と 、 顕 微 解 剖 し た 組 織 か ら 抽 出
し た DNase I処 理 済 み の 全 RNAを 、 Ampliscribe T7 Transcription Kit（ Epicentre Techno
logies、 米 国 、 ウ ィ ス コ ン シ ン 州 、 マ デ ィ ソ ン ） を 用 い て 増 幅 し 、 逆 転 写 の 過 程 に お い て
Cy色 素 （ Amersham Biosciences Corp.、 米 国 、 ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 、 ピ ス カ タ ウ ェ イ ） で
標 識 し ;非 癌 組 織 由 来 の RNAは Cy5で 標 識 し 、 腫 瘍 由 来 の RNAは Cy3で 標 識 し た 。 Automated S
lide Processor（ Amersham Biosciences Corp.、 米 国 、 ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 、 ピ ス カ タ ウ
ェ イ ） を 用 い て 、 標 識 RNAを cDNAマ イ ク ロ ア レ イ ス ラ イ ド と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 ハ イ
ブ リ ダ イ ズ し た ス ラ イ ド を ア レ イ ス キ ャ ナ ー （ Amersham Biosciences Corp.、 米 国 、 ニ ュ
ー ジ ャ ー ジ ー 州 、 ピ ス カ タ ウ ェ イ ） に よ り ス キ ャ ン し 、 各 標 的 ス ポ ッ ト の Cy5お よ び Cy3の
蛍 光 強 度 を Array Visionソ フ ト ウ ェ ア （ Amersham Biosciences Corp.、 米 国 、 ニ ュ ー ジ ャ
ー ジ ー 州 、 ピ ス カ タ ウ ェ イ ） に よ り 作 製 し た 。 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル を 差 し 引 い た 後
、 各 ス ポ ッ ト に つ い て 二 つ 組 の 値 を 平 均 化 し た 。 次 い で 、 各 ス ラ イ ド の 52個 の ハ ウ ス キ ー
ピ ン グ 遺 伝 子 の 平 均 Cy5お よ び Cy3強 度 を 調 整 す る た め に 、 ス ラ イ ド 上 の 全 蛍 光 強 度 を 標 準
化 し た 。
【 ０ １ ３ ４ 】
細 胞 株
　 COS7細 胞 な ら び に ヒ ト 結 腸 癌 細 胞 株 HCT116お よ び SW480は ア メ リ カ ン タ イ プ カ ル チ ャ ー
コ レ ク シ ョ ン （ ATCC） か ら 入 手 し 、 ヒ ト 結 腸 癌 細 胞 株 HT29、 SNUC4、 お よ び SNUC5は 韓 国 細
胞 株 バ ン ク か ら 入 手 し た 。 細 胞 は 全 て 以 下 の 適 切 な 培 地 中 で 単 層 と し て 培 養 し た :COS7細
胞 に は ダ ル ベ ッ コ 変 法 イ ー グ ル 培 地 、 HT29、 SNUC4、 お よ び SNUC5に は RPMI1640;HCT116に
は マ ッ コ イ 5A培 地 ;SW480に は Leibovitz L-15培 地 を 使 用 し た 。 い ず れ の 培 地 に も 、 10%ウ
シ 胎 児 血 清 お よ び 1%抗 菌 /抗 真 菌 溶 液 （ Sigma-Aldrich Corp.、 米 国 、 ミ ズ ー リ 州 、 セ ン ト
ル イ ス ） を 添 加 し た 。
【 ０ １ ３ ５ 】
RNA調 製 お よ び RT-PCR
　 Qiagen RNeasyキ ッ ト （ Qiagen Inc.、 米 国 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 、 バ レ ン シ ア ） ま た は Tr
izol試 薬 （ Life Technologies, Inc.） を 用 い て 製 造 業 者 の 手 順 に 従 い 、 全 RNAを 抽 出 し た
。 全 RNAの 10μ g分 割 量 を 、 ポ リ dT 1 2 - 1 8 プ ラ イ マ ー （ Amersham Biosciences Corp.、 米 国
、 ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 、 ピ ス カ タ ウ ェ イ ） を Superscript II逆 転 写 酵 素 （ Life Technolog
ies, Inc.） と 共 に 用 い て 一 本 鎖 cDNAに 逆 転 写 し た 。 各 一 本 鎖 cDNA調 製 物 を 、 続 い て 行 わ
れ る 、 20-μ l量 の PCR緩 衝 液 （ TAKARA） 中 で の 標 準 的 な RT-PCR実 験 に よ る PCR増 幅 の た め に
希 釈 し た 。 増 幅 は 、 GeneAmp PCRシ ス テ ム 9700（ Perkin-Elmer、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 、 フ ォ
ス タ ー シ テ ィ ー ） で 、 94℃ で 4分 間 の 変 性 を 行 い 、 続 い て 94℃ で 30秒 、 60℃ で 30秒 、 お よ
び 72℃ で 45秒 の 20サ イ ク ル （ GAPDHの 場 合 ） ま た は 35サ イ ク ル （ C10orf3の 場 合 ） を 行 っ た
。 プ ラ イ マ ー 配 列 は 以 下 の 通 り で あ っ た 。
　 GAPDH用 :
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　 　 フ ォ ワ ー ド 、 5'-ACAACAGCCTCAAGATCATCAG-3'（ 配 列 番 号 :3） お よ び
　 　 リ バ ー ス 、 5'-GGTCCACCACTGACACGTTG-3'（ 配 列 番 号 :4）
　 C10orf3用 :
　 　 フ ォ ワ ー ド 、 5'-AGAGATCCGAAGAGCTCTTATCT-3'（ 配 列 番 号 :5） お よ び
　 　 リ バ ー ス 、 5'-GATGCTCAGTGGCTGGATACT-3'（ 配 列 番 号 :6）
【 ０ １ ３ ６ 】
ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析
　 ヒ ト 多 組 織 ブ ロ ッ ト （ Clontech、 米 国 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 、 パ ロ ア ル ト ） を 、 C10orf3
の 3 2 P標 識 PCR産 物 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン 、 お よ び 洗 浄 は 、 供 給 業 者 の 推 奨 に 従 っ て 実 施 し た 。 ブ ロ ッ ト は 、 増 感 ス ク リ
ー ン を 用 い て -80℃ で 5日 間 か け て オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ 検 出 し た 。
【 ０ １ ３ ７ 】
C10orf3を 発 現 す る プ ラ ス ミ ド の 構 築
　 C10orf3の 全 コ ー ド 領 域 を 、 以 下 の 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い て RT-PCRに よ
り 増 幅 し た 。
　 5'-CGAAAGCTTCAGAGATGTCTTCCA-3'（ 配 列 番 号 :7） （ フ ォ ワ ー ド ） お よ び
　 5'-AATGGATCCCTTTGAACAGTATTCCAC-3'（ 配 列 番 号 :8） （ リ バ ー ス ）
【 ０ １ ３ ８ 】
　 PCR産 物 を 、 pcDNA3.1（ Invitrogen Corp.、 米 国 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 、 カ ー ル ズ バ ッ ド
） 、 pFLAG-CMV-5a（ Sigma-Aldrich Corp.、 米 国 、 ミ ズ ー リ 州 、 セ ン ト ル イ ス ） 、 pcDNA3.
1myc/His（ Invitrogen Corp.、 米 国 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 、 カ ー ル ズ バ ッ ド ） の 適 切 な ク ロ
ー ニ ン グ 部 位 に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 同 様 に 、 以 下 の プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い た RT-PCR産 物
を 、 pET28a（ Novagen、 米 国 、 ウ ィ ス コ ン シ ン 州 、 マ デ ィ ソ ン ） ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ
し た 。
　 5'-ATAGAATTCATGTCTTCCAGAAGTAC-3'（ 配 列 番 号 :9） （ フ ォ ワ ー ド ） お よ び
　 5'-TATCTCGAGCTTTGAACAGTAT-3'（ 配 列 番 号 :10） （ リ バ ー ス ）
【 ０ １ ３ ９ 】
C10orf3に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製
　 組 換 え Hisタ グ 付 C10orf3タ ン パ ク 質 を 大 腸 菌 で 産 生 さ せ 、 製 造 業 者 の 推 奨 に 従 っ て （ BD
 Biosciences Clontech、 米 国 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 、 パ ロ ア ル ト ） TALON(商 標 )Superflow 
Metal Affinity Resinを 用 い て 細 胞 か ら 精 製 し た 。 ウ サ ギ を 免 疫 化 す る た め に 、 こ の 組 換
え タ ン パ ク 質 を ウ サ ギ に 接 種 し た 。 C10orf3に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 本 血 清 か ら 精
製 し た 。 タ ン パ ク 質 を 10% SDS-PAGEで 分 離 し 、 こ の 抗 体 で 免 疫 ブ ロ ッ ト し た 。 HRP結 合 ヤ
ギ 抗 ウ サ ギ IgG（ Santa Cruz Biotechnology、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 、 サ ン タ ク ル ー ズ ） を 、 E
CL Detection System（ Amersham Pharmacia Biotech、 ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 、 ピ ス カ タ ウ
ェ イ ） の 二 次 抗 体 と し て 使 用 し た 。 抗 C10orf3抗 体 に よ る 免 疫 ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り flag
タ グ 付 C10orf3の 54 kDバ ン ド が 示 さ れ 、 こ れ は 抗 flag抗 体 を 用 い て 検 出 さ れ た パ タ ー ン と
同 一 の パ タ ー ン で あ っ た 。
【 ０ １ ４ ０ 】
免 疫 組 織 化 学 的 染 色 法
　 pFLAG-CMV-5a-C10orf3を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た COS7細 胞 、 な ら び に 結 腸 癌 細 胞 株 、
SW480、 HCT116、 お よ び SNUC5を 、 4%パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド を 含 む PBSで 15分 間 固 定 し 、 次
い で 0.1% ト リ ト ン  X-100を 含 む PBSで 室 温 に て 2.5分 間 透 過 処 理 し た 。 続 い て 、 PBSに 溶 解
し た 3% BSAで 室 温 に て 10分 間 細 胞 を 覆 い 、 非 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を ブ ロ ッ キ ン
グ し た 。 pFLAG-CMV-5a-C10orf3を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た COS7細 胞 を 、 1:1000希 釈 し た
マ ウ ス 抗 flagモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Sigma-Aldrich Corp.、 米 国 、 ミ ズ ー リ 州 、 セ ン ト ル
イ ス ） お よ び 1:1000希 釈 し た ウ サ ギ 抗 C10orf3ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 二 重 染 色 し た 。 続 い
て 、 細 胞 を FITC結 合 抗 マ ウ ス 二 次 抗 体 （ WAKO、 大 阪 ） お よ び ロ ー ダ ミ ン 結 合 抗 ウ サ ギ 二 次
抗 体 （ Wako、 大 阪 ） と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 に 可 視 化 し た 。 SW480、 HCT116、 お よ び S
NUC5細 胞 は 、 1:2000希 釈 し た ウ サ ギ 抗 C10orf3抗 体 で 染 色 し 、 ロ ー ダ ミ ン 結 合 抗 ウ サ ギ 二
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次 抗 体 （ Wako、 大 阪 ） で 可 視 化 し た 。 4',6'-ジ ア ミ ジ ン -2'-フ ェ ニ ル イ ン ド ー ル 二 塩 酸 塩
（ DAPI） で 核 を 対 比 染 色 し た 。 ス ペ ク ト ル 共 焦 点 走 査 シ ス テ ム （ Leica） 下 で 、 蛍 光 画 像
を 取 得 し た 。
【 ０ １ ４ １ 】
C10orf3-siRNAを 発 現 す る プ ラ ス ミ ド の 構 築 お よ び そ の 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ 効 果
　 低 分 子 干 渉 RNA（ siRNA） を 発 現 す る プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー を 調 製 す る た め 、 本 発 明 者 ら は
以 下 の プ ラ イ マ ー セ ッ ト お よ び 鋳 型 と し て の ヒ ト 胎 盤 DNAを 使 用 し 、 PCRに よ っ て そ の プ ロ
モ ー タ ー 領 域 を 含 む H1RNA遺 伝 子 の ゲ ノ ム 断 片 を 増 幅 し た 。
　 5'-TGGTAGCCAAGTGCAGGTTATA-3'（ 配 列 番 号 :11） お よ び
　 5'-CCAAAGGGTTTCTGCAGTTTCA-3'（ 配 列 番 号 :12）
産 物 を 精 製 し 、 供 給 業 者 の 手 順 （ Invitrogen） に 従 っ て TAク ロ ー ニ ン グ キ ッ ト を 使 用 し 、
pCR2.0プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 H1RNAを 含 む BamHIお よ び XhoI断 片 を pcDN
A3.1(+)の ヌ ク レ オ チ ド 56位 と 1257位 の 間 に 挿 入 し 、 以 下 を 用 い た PCRに よ り そ の 断 片 を 増
幅 し た 。
　 5'-TGCGGATCCAGAGCAGATTGTACTGAGAGT-3'（ 配 列 番 号 :13） お よ び
　 5'-CTCTATCTCGAGTGAGGCGGAAAGAACCA-3'（ 配 列 番 号 :14）
【 ０ １ ４ ２ 】
　 連 結 し た DNAを 、 以 下 の プ ラ イ マ ー を 用 い て PCR増 幅 す る た め の 鋳 型 と し た 。
　 5'-TTTAAGCTTGAAGACCATTTTTGGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAC-3'（ 配 列 番 号 :15） お よ び
　 5'-TTTAAGCTTGAAGACATGGGAAAGAGTGGTCTCA-3'（ 配 列 番 号 :16）
【 ０ １ ４ ３ 】
　 産 物 を HindIIIで 消 化 し 、 次 い で 自 己 連 結 し て 、 配 列 番 号 :23に 示 す ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を
有 す る psiH1BX3.0ベ ク タ ー プ ラ ス ミ ド を 作 製 し た 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 siRNAを コ ー ド す る DNA断 片 を 、 以 下 の プ ラ ス ミ ド 配 列 （ 配 列 番 号 :23） 中 の （ -） と 表 示
し た ヌ ク レ オ チ ド 489～ 492位 の ギ ャ ッ プ に 挿 入 し た 。
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【 ０ １ ４ ５ 】
　 ヘ ア ピ ン ル ー プ 構 造 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び siRNAの 標 的 配 列 を 、 そ れ ぞ れ 配 列 番 号 :
22お よ び 配 列 番 号 :21に 示 す （ 各 ヘ ア ピ ン ル ー プ 構 造 配 列 か ら エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 認 識 部
位 は 排 除 し て あ る ） 。 以 下 の 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を psiH1BX3.0ベ ク タ ー の BbsI部 位
に ク ロ ー ニ ン グ し て 、 対 照 プ ラ ス ミ ド 、 psiH1BX-EGFPを 調 製 し た 。
　 5'-CACCGAAGCAGCACGACTTCTTCTTCAAGAGAGAAGAAGTCGTGCTGCTTC-3'（ 配 列 番 号 :17） お よ び
　 5'-AAAAGAAGCAGCACGACTTCTTCTCTCTTGAAGAAGAAGTCGTGCTGCTTC-3' （ 配 列 番 号 :18）
psiH1BX3.0ベ ク タ ー に 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を ク ロ ー ニ ン グ し て 、 C10orf3-siRNAを
発 現 す る プ ラ ス ミ ド を 調 製 し た 。 C10orf3-siRNAに 使 用 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 以 下 の
通 り で あ っ た 。
　 5'-TCCCGGAGAGACTGAAAACAGAGTTCAAGAGACTCTGTTTTCAGTCTCTCC-3'（ 配 列 番 号 :19） お よ び
　 5'-AAAAGGAGAGACTGAAAACAGAGTCTCTTGAACTCTGTTTTCAGTCTCTCC-3'（ 配 列 番 号 :20） （ psiH
1BX-C10orf3-G）
【 ０ １ ４ ６ 】
細 胞 生 存 度 ア ッ セ イ
　 SW480細 胞 お よ び HCT116細 胞 に psiH1BX-C10orf3E、 psiH1BX-C10orf3G、 ま た は 対 照 プ ラ
ス ミ ド （ psiH1BX-EGFP） を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し 、 454μ g/mlジ ェ ネ テ ィ シ ン の 存 在 下
に お い て 培 養 液 中 で 維 持 し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し て か ら 10日 後 、 生 存 細 胞 数 を MTT
ア ッ セ イ に よ り 測 定 し た 。 次 い で 、 細 胞 溶 解 液 の 吸 光 度 を 、 450 nmの 試 験 波 長 （ 参 照 、 60
0 nm） に お い て 分 光 光 度 プ レ ー ト リ ー ダ ー （ spectrophoto plate reader） で 測 定 し た 。
細 胞 生 存 度 を 対 照 細 胞 の 吸 光 度 に 対 す る 吸 光 度 に よ っ て 表 し た 。
【 ０ １ ４ ７ 】
実 施 例 2
結 腸 直 腸 癌 に お い て 上 方 制 御 さ れ て い る 遺 伝 子 、 C10orf3の 同 定
　 本 発 明 者 ら は ま た 、 23040個 の 遺 伝 子 を 含 む cDNAマ イ ク ロ ア レ イ を 用 い て 、 結 腸 直 腸 癌 1
1例 お よ び 結 腸 腺 腫 9例 の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 、 対 応 す る 非 癌 性 結 腸 組 織 の 発 現 プ ロ フ ァ イ
ル と 比 較 し た 。 結 腸 癌 に お い て 共 通 し て 上 方 制 御 さ れ た 遺 伝 子 の う ち 、 UniGeneク ラ ス タ
ー （ http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/） の EST Hs.14559に 相 当 す る 研 究 所 内 ア ク セ
ッ シ ョ ン 番 号 B5904を 有 す る 遺 伝 子 が 、 5例 の CRC全 て お よ び 4例 の 腺 腫 の う ち 3例 に お い て
、 対 応 す る 非 癌 性 結 腸 組 織 と 比 較 し て 有 効 な シ グ ナ ル 強 度 を 有 し て 過 剰 発 現 さ れ て い た （
図 1a） 。 B5904ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 公 的 デ ー タ ベ ー ス で ホ モ ロ ジ ー 検 索 し た と こ ろ 、 B5904
は 、 予 測 分 子 量 54 kDの 推 定 464ア ミ ノ 酸 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 2624ヌ ク レ オ チ ド を 含 む
C10orf3（ GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AB091343） と 同 一 で あ る こ と が 明 ら か に な っ た 。 構
築 さ れ た cDNA配 列 を ゲ ノ ム 配 列 と 比 較 す る こ と で 、 こ の 遺 伝 子 が 9つ の エ キ ソ ン か ら な り
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、 染 色 体 バ ン ド 10q23の 約 33 kbの ゲ ノ ム 領 域 を カ バ ー す る こ と が 判 明 し た （ 図 1b） 。 Simp
le Modular Architecture Research Tool（ SMART、 http://smart.embl-heidelberg.de）
を 用 い て タ ン パ ク 質 モ チ ー フ を 検 索 し た 結 果 、 予 測 タ ン パ ク 質 が AAA（ 種 々 の 細 胞 活 性 と
関 連 す る ATPase） ド メ イ ン を 含 む こ と が 明 ら か に な っ た （ 図 1b） 。 本 発 明 者 ら は 、 さ ら な
る 20の CRC症 例 を 用 い て 半 定 量 的 RT-PCRを 行 う こ と で C10orf3の 発 現 を さ ら に 解 析 し 、 非 癌
性 結 腸 組 織 と 比 較 し て 、 20例 の 癌 の う ち 17例 に お い て そ の 発 現 が 上 昇 し て い る こ と を 観 察
し た （ 図 1c） 。
【 ０ １ ４ ８ 】
実 施 例 3
正 常 成 体 組 織 に お け る C10orf3の 発 現
　 プ ロ ー ブ と し て C10orf3の PCR産 物 を 用 い た 多 組 織 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 に よ り 、 精 巣 に
お い て 大 量 に 発 現 さ れ 、 ま た 小 腸 、 結 腸 、 胃 、 胎 盤 、 お よ び 卵 巣 に お い て わ ず か に 発 現 さ
れ る 2.7 kbの 転 写 物 が 検 出 さ れ た （ 図 2） 。
【 ０ １ ４ ９ 】
実 施 例 4
結 腸 癌 に お け る C10orf3タ ン パ ク 質 の 発 現
　 C10orf3の 発 現 を 調 べ 、 C10orf3の 機 能 を 探 索 す る た め 、 本 発 明 者 ら は C10orf3に 対 す る
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 調 製 し た 。 COS7細 胞 、 な ら び に SW480、 HCT116、 HT29、 SNUC4、 お よ
び SNUC5を 含 む 結 腸 癌 細 胞 の 全 抽 出 物 を 用 い て ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 し た と こ ろ 、 C10or
f3に 相 当 す る 54 kDaバ ン ド が 示 さ れ た （ 図 3a） 。 内 因 性 C10orf3タ ン パ ク 質 の 大 き さ は 、
抗 C10orf3抗 体 で 検 出 さ れ る flagタ グ 付 C10orf3の 大 き さ と 極 め て 似 て い た 。 4例 の 癌 組 織
お よ び そ れ ら に 相 当 す る 非 癌 粘 膜 由 来 の 抽 出 物 を 用 い て さ ら に ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 し
た 結 果 、 4例 の う ち 3例 の 癌 に お い て そ の 発 現 が 上 昇 し て い る こ と が 明 ら か に な っ た （ 図 3b
） 。
【 ０ １ ５ ０ 】
実 施 例 5
C10orf3の 細 胞 内 局 在 性
　 C10orf3タ ン パ ク 質 の 細 胞 内 局 在 性 を 調 べ る た め 、 本 発 明 者 ら は 抗 C10orf3抗 体 を 用 い て
蛍 光 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 を 行 っ た 。 pFLAG-CMV-5a-C10orf3を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た CO
S7細 胞 を 、 抗 Flag抗 体 お よ び 抗 C10orf3抗 体 で 共 染 色 し た 。 そ の 結 果 、 い ず れ の 抗 体 も 、
外 因 性 Flagタ グ 付 C10orf3タ ン パ ク 質 の 細 胞 質 へ の 同 様 の 細 胞 内 局 在 性 を 示 し た （ 図 4a）
。 同 様 に 、 本 発 明 者 ら は SW480、 HCT116、 お よ び SNUC5結 腸 癌 細 胞 を 用 い て 免 疫 細 胞 化 学 的
染 色 を 行 い 、 内 因 性 C10orf3タ ン パ ク 質 に つ い て 調 べ た 。 一 貫 し て 、 こ の 解 析 か ら 、 こ れ
ら 3つ の 細 胞 株 に お い て 、 C10orf3の 細 胞 質 へ の 同 様 の 細 胞 内 局 在 性 が 実 証 さ れ た （ 図 4b）
。
【 ０ １ ５ １ 】
実 施 例 6
C10orf3 siRNAに よ る 結 腸 癌 細 胞 の 増 殖 抑 制
　 細 胞 増 殖 に お け る C10orf3の 機 能 に つ い て 調 べ る た め 、 本 発 明 者 ら は C10orf3に 対 す る si
RNAを 発 現 す る プ ラ ス ミ ド を SW480細 胞 お よ び HCT116細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 そ
の 結 果 、 半 定 量 的 RT-PCRか ら 、 psiH1BX-C10orf3-Gは 対 照 プ ラ ス ミ ド （ psiH1BX-EGFP） と
比 較 し て C10orf3の 発 現 を 有 意 に 抑 制 す る こ と が 示 さ れ た （ 図 5a） 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ
ン し て か ら 10日 後 、 psiH1BX-C10orf3-Gを ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 細 胞 の 生 存 数 は 、 psi
H1BX-EGFPを ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 場 合 と 比 較 し て 顕 著 に 減 少 し て い た （ 図 5b、 c） 。
プ ラ ス ミ ド の 増 殖 阻 害 効 果 は 、 こ れ ら の 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ 活 性 と 十 分 に 相 関 し て い た
。 こ の 結 果 か ら 、 C10orf3が 、 結 腸 直 腸 癌 細 胞 に お い て 細 胞 増 殖 お よ び /ま た は 生 存 に 重 要
な 役 割 を 果 た す こ と が 示 唆 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
産 業 上 の 利 用 可 能 性
　 以 前 に 行 っ た ゲ ノ ム 全 体 に わ た る cDNAマ イ ク ロ ア レ イ の 遺 伝 子 発 現 解 析 に よ り 、 特 異 的
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に 上 方 制 御 さ れ る 遺 伝 子 C10orf3が 同 定 さ れ た 。 本 発 明 に よ り 、 C10orf3が 癌 の 予 防 お よ び
治 療 の 標 的 と な る こ と が 明 ら か に さ れ た 。 本 発 明 は 、 C10orf3の 発 現 に 基 づ き 、 CRCを 同 定
ま た は 検 出 す る た め の 分 子 診 断 マ ー カ ー を 提 供 す る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 の 方 法 は ま た 、 CRCの 予 防 、 診 断 、 お よ び 治 療 の た め の さ ら な る 分 子 標
的 の 同 定 に お い て も 有 用 で あ る 。 本 明 細 書 に 報 告 し た デ ー タ は CRCの 包 括 的 理 解 の 一 助 と
な り 、 新 規 診 断 戦 略 の 開 発 を 容 易 に し 、 治 療 薬 剤 お よ び 予 防 薬 剤 の 分 子 標 的 を 同 定 す る 手
が か り を 提 供 す る 。 そ の よ う な 情 報 は 結 腸 直 腸 腫 瘍 形 成 の よ り 深 い 理 解 に 寄 与 し 、 CRCの
診 断 、 治 療 、 お よ び 最 終 的 な 予 防 の た め の 新 規 戦 略 を 開 発 す る た め の 指 標 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
本 明 細 書 に お い て 引 用 し た 特 許 、 特 許 出 願 、 お よ び 刊 行 物 は 全 て 、 そ の 全 文 が 参 照 に よ り
組 み 入 れ ら れ る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 詳 細 に か つ そ の 特 定 の 態 様 に 関 連 し て 記 述 し て き た が
、 本 発 明 の 精 神 お よ び 範 囲 を 逸 脱 す る こ と な く 様 々 な 改 変 お よ び 変 更 が 行 わ れ 得 る こ と は
当 業 者 に 明 ら か で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ５ ６ 】
【 図 １ 】 図 1(a)は 、 cDNAマ イ ク ロ ア レ イ で 調 べ た 、 原 発 性 の CRC 11例 お よ び 腺 腫 9例 に お
け る C10orf3の 相 対 発 現 比 （ 癌 /非 癌 ） を 示 す 。 カ ッ ト オ フ フ ィ ル タ ー を 透 過 し た 5例 の CRC
全 て お よ び 4例 の 腺 腫 の う ち 3例 に お い て 、 上 方 制 御 さ れ た 発 現 （ Cy3/Cy5強 度 比 ＞ 2） が 観
察 さ れ た （ Cy3シ グ ナ ル ま た は Cy5シ グ ナ ル の い ず れ か が 20,000を 超 え る ） 。 図 1(b)は 、 C1
0orf3の ゲ ノ ム 構 造 お よ び 転 写 物 、 な ら び に そ の 予 測 タ ン パ ク 質 モ チ ー フ を 示 す 図 で あ る
。 白 四 角 は AAA（ 種 々 の 細 胞 活 性 と 関 連 す る ATPase） ド メ イ ン を 示 す 。 図 1(c)は 、 さ ら な
る 20の CRC症 例 を 用 い た C10orf3の 半 定 量 的 RT-PCR解 析 を 示 す 写 真 で あ る 。 T、 腫 瘍 組 織 ;N
、 正 常 組 織 。 GAPDHの 発 現 を 内 部 対 照 と し た 。
【 図 ２ 】 C10orf3の 多 組 織 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 を 示 す 写 真 で あ る 。
【 図 ３ 】 図 3(a)は 、 SW480、 HCT116、 HT29、 SNUC4、 お よ び SNUC5結 腸 癌 細 胞 な ら び に COS7
細 胞 に お け る C10orf3タ ン パ ク 質 の 発 現 を 示 す 写 真 で あ る 。 pFlag-CMV-5a-C10orf3を ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た COS7細 胞 に お け る flagタ グ 付 C10orf3タ ン パ ク 質 を 対 照 と し た 。 図 3
(b)は 、 4例 の 結 腸 癌 組 織 お よ び 対 応 す る 正 常 組 織 に お け る C10orf3タ ン パ ク 質 の 発 現 を 示
す 写 真 で あ る 。
【 図 ４ 】 図 4(a)お よ び (b)は 、 C10orf3の 細 胞 内 局 在 性 を 示 す 写 真 で あ る 。 図 4(a)か ら 、 pF
lag-CMV-5a-C10orf3を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た COS7細 胞 が 、 抗 Flagモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
お よ び 抗 C10orf3ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 染 色 さ れ た こ と が 示 さ れ る 。 Flagタ グ 付 タ ン パ ク
質 は FITC結 合 二 次 抗 マ ウ ス IgG抗 体 お よ び ロ ー ダ ミ ン 結 合 抗 ウ サ ギ IgG抗 体 に よ り 可 視 化 し
た 。 核 を 対 比 染 色 す る た め に DAPIを 使 用 し た 。 図 4(b)は 、 結 腸 癌 細 胞 に お け る 内 因 性 C10o
rf3タ ン パ ク 質 の 免 疫 細 胞 化 学 的 染 色 を 示 す 。 核 を 対 比 染 色 す る た め に DAPIを 使 用 し た 。
【 図 ５ 】 図 5(a)～ (c)は 、 C10orf3の 発 現 お よ び SW480細 胞 ま た は HCT116細 胞 の 生 存 度 に 及
ぼ す C10orf3-siRNAの 効 果 を 示 す 。 図 5(a)は 、 C10orf3-siRNAに 対 す る siRNAを 発 現 す る プ
ラ ス ミ ド ま た は 対 照 プ ラ ス ミ ド を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 細 胞 由 来 の RNAを 用 い た 半 定
量 的 RT-PCR解 析 を 示 す 写 真 で あ る 。 図 5(b)お よ び (c)は 、 ギ ム ザ 染 色 (b)お よ び MTTア ッ セ
イ (c)に よ っ て 確 認 し た 、 SW480細 胞 ま た は HCT116細 胞 の 生 存 度 に 及 ぼ す C10orf3-siRNAの
効 果 を 示 す 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ ａ 】 【 図 ４ ｂ 】
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【 図 ５ 】

【 配 列 表 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 19年 2月 16日 (2007.2.16)
【 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 】
　 対 象 に お け る CRCま た は CRCを 発 症 す る 素 因 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、 患 者 由 来 生 体 試 料
に お け る C10orf3の 発 現 レ ベ ル を 決 定 す る 段 階 を 含 み 、 こ こ で 該 遺 伝 子 の 正 常 対 照 レ ベ ル
と 比 較 し た 場 合 の 該 レ ベ ル の 増 加 に よ り 、 該 対 象 が CRCを 患 っ て い る か ま た は 発 症 す る 危
険 性 が あ る こ と が 示 さ れ る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 増 加 が 正 常 対 照 レ ベ ル よ り も 少 な く と も 10%高 い 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 以 下 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る い ず れ か 1つ の 方 法 に よ っ て 発 現 レ ベ ル が 決 定 さ れ る 、
請 求 項 1記 載 の 方 法 :
(a) C10orf3の mRNAの 検 出 、
(b) C10orf3に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 検 出 、 お よ び
(c) C10orf3に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 生 物 活 性 の 検 出 。
【 請 求 項 ４ 】
　 患 者 由 来 生 体 試 料 の 遺 伝 子 転 写 物 に 対 す る C10orf3プ ロ ー ブ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
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を 検 出 す る こ と で 発 現 レ ベ ル が 決 定 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 段 階 が DNAア レ イ で 行 わ れ る 、 請 求 項 4記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 生 体 試 料 が 上 皮 細 胞 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 生 体 試 料 が CRC細 胞 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 生 体 試 料 が CRCに 由 来 す る 上 皮 細 胞 を 含 む 、 請 求 項 4記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 CRCを 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 :
（ a) 被 験 化 合 物 を C10orf3の 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド と 接 触 さ せ る 段 階 ;
（ b) 前 記 ポ リ ペ プ チ ド と 被 験 化 合 物 と の 間 の 結 合 活 性 を 決 定 す る 段 階 ;お よ び
（ c) 前 記 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 化 合 物 を 選 択 す る 段 階 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 CRCを 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 :
（ a) 候 補 化 合 物 を C10orf3を 発 現 す る 細 胞 と 接 触 さ せ る 段 階 ;お よ び
（ b) C10orf3の 発 現 レ ベ ル を 低 減 さ せ る 化 合 物 を 選 択 す る 段 階 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 細 胞 が 結 腸 直 腸 癌 細 胞 を 含 む 、 請 求 項 10記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 CRCを 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 :
（ a) 被 験 化 合 物 を C10orf3の 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド と 接 触 さ せ る 段 階 ;
（ b) 段 階 (a)の ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 活 性 を 検 出 す る 段 階 ;お よ び
（ c) 被 験 化 合 物 の 非 存 在 下 で 検 出 さ れ る 生 物 活 性 と 比 較 し て 、 C10orf3の 核 酸 に よ っ て コ
ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 活 性 を 抑 制 す る 化 合 物 を 選 択 す る 段 階 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 活 性 が 細 胞 増 殖 活 性 で あ る 、 請 求 項 12記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 活 性 が ATP-ase活 性 で あ る 、 請 求 項 12記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 CRCを 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 :
（ a) 候 補 化 合 物 を 、 C10orf3の 転 写 制 御 領 域 お よ び そ の 転 写 制 御 領 域 の 制 御 下 で 発 現 さ れ
る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 含 む ベ ク タ ー を 導 入 し た 細 胞 と 接 触 さ せ る 段 階 ;
（ b) 該 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 活 性 を 測 定 す る 段 階 ;な ら び に
（ c) 対 照 と 比 較 し て 、 該 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 低 減 さ せ る 化 合 物 を 選 択 す る
段 階 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 C10orf3の 核 酸 配 列 ま た は ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 検 出 試 薬 を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 有 効 成 分 と し て 、 C10orf3の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 す る ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
ま た は 低 分 子 干 渉 RNAの 薬 学 的 有 効 量 、 お よ び 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む 、 CRCを 治 療
ま た は 予 防 す る た め の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 siRNAが 、 標 的 配 列 と し て 配 列 番 号 :21の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む セ ン ス 鎖 を 含 む 、 請 求
項 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 siRNAが 一 般 式 5'-[A]-[B]-[A']-3'を 有 し 、 式 中 、
[A]は 配 列 番 号 :21の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 相 当 す る リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ り 、
[B]は 3～ 23ヌ ク レ オ チ ド か ら な る リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ り 、 お よ び
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[A']は [A]の 相 補 配 列 か ら な る リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 、
請 求 項 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 有 効 成 分 と し て 、 C10orf3の 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 抗 体 ま た
は そ の 断 片 の 薬 学 的 有 効 量 、 お よ び 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む 、 CRCを 治 療 ま た は 予
防 す る た め の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ １ 】

【 請 求 項 ２ ２ 】
　 セ ン ス 鎖 が 配 列 番 号 :21に 相 当 す る リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 み 、 な ら び に ア ン チ セ ン
ス 鎖 が 該 セ ン ス 鎖 に 相 補 的 で あ る リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 み 、 該 セ ン ス 鎖 お よ び 該 ア ン
チ セ ン ス 鎖 が 互 い に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て 二 本 鎖 分 子 を 形 成 し 、 C10orf3遺 伝 子 を 発 現 す る
細 胞 に 導 入 さ れ た 場 合 に 該 二 本 鎖 分 子 が 該 遺 伝 子 の 発 現 を 阻 害 す る 、 セ ン ス 鎖 お よ び ア ン
チ セ ン ス 鎖 を 含 む 二 本 鎖 分 子 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 セ ン ス 鎖 が 配 列 番 号 :1由 来 の 約 19～ 約 25の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 請 求 項 記 載
の 二 本 鎖 分 子 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 セ ン ス 鎖 が 配 列 番 号 :21に 相 当 す る リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る 、 請 求 項 記 載 の 二
本 鎖 分 子 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 単 一 の リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 転 写 物 が セ ン ス 鎖 お よ び ア ン チ セ ン ス 鎖 を 含 み 、 二 本 鎖 が 該 セ
ン ス 鎖 と 該 ア ン チ セ ン ス 鎖 を 連 結 す る 一 本 鎖 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を さ ら に 含 む 、 請 求 項

記 載 の 二 本 鎖 分 子 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 請 求 項 記 載 の 二 本 鎖 分 子 を コ ー ド す る ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 二 次 構 造 を 有 す る 転 写 物 を コ ー ド し 、 こ の 転 写 物 が セ ン ス 鎖 お よ び ア ン チ セ ン ス 鎖 を 含
む 、 請 求 項 記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 転 写 物 が セ ン ス 鎖 と ア ン チ セ ン ス 鎖 を 連 結 す る 一 本 鎖 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を さ ら に 含
む 、 請 求 項 記 載 の ベ ク タ ー 。
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C10orf3の 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド も し く は 該 ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 学 的 活
性 断 片 、 ま た は こ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ワ ク チ ン 。

22

22

22

22

26

26



【 国 際 調 査 報 告 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(37) JP 2007-522791 A 2007.8.16



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(38) JP 2007-522791 A 2007.8.16



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(39) JP 2007-522791 A 2007.8.16



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(40) JP 2007-522791 A 2007.8.16



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(41) JP 2007-522791 A 2007.8.16



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(42) JP 2007-522791 A 2007.8.16



フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                    テーマコード（参考）
                        Ａ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１Ｋ  39/00     (2006.01)  39/00     (2006.01)  39/00     (2006.01)  39/00     (2006.01)  39/00     (2006.01)  39/00     (2006.01)  39/00     (2006.01)  39/00     (2006.01)           Ａ６１Ｋ  39/00    　　　Ｈ          ４Ｃ０８６
                        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          　　　　　
                        Ｇ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１Ｎ  37/00     (2006.01)  37/00     (2006.01)  37/00     (2006.01)  37/00     (2006.01)  37/00     (2006.01)  37/00     (2006.01)  37/00     (2006.01)  37/00     (2006.01)           Ｇ０１Ｎ  33/53    　　　Ｍ          　　　　　
                        Ｇ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１Ｎ  33/50     (2006.01)  33/50     (2006.01)  33/50     (2006.01)  33/50     (2006.01)  33/50     (2006.01)  33/50     (2006.01)  33/50     (2006.01)  33/50     (2006.01)           Ｇ０１Ｎ  37/00    １０２　          　　　　　
                        Ｇ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１Ｎ  33/15     (2006.01)  33/15     (2006.01)  33/15     (2006.01)  33/15     (2006.01)  33/15     (2006.01)  33/15     (2006.01)  33/15     (2006.01)  33/15     (2006.01)           Ｇ０１Ｎ  33/50    　　　Ｚ          　　　　　
   　　　　                                Ｇ０１Ｎ  33/15    　　　Ｚ          　　　　　

(81)指定国　　　　  AP(BW,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,BW,BY,BZ,CA,CH,CN,CO,CR,CU,CZ,DE,DK,
DM,DZ,EC,EE,EG,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,M
G,MK,MN,MW,MX,MZ,NA,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

Ｆターム(参考) 4B024 AA01  AA11  BA80  CA04  CA11  CA20  DA02  EA04  HA11 
　　　　 　　  4B063 QA01  QA05  QA18  QA19  QQ42  QR32  QR66  QR82  QS34  QS36 
　　　　 　　        QX01  QX02 
　　　　 　　  4C084 AA02  AA03  AA07  AA13  BA22  BA23  BA35  BA50  CA18  MA17 
　　　　 　　        MA22  MA23  MA31  MA35  MA37  MA41  MA43  MA52  MA56  MA59 
　　　　 　　        MA60  MA66  NA14  ZA662 ZB052 ZB092 ZB262
　　　　 　　  4C085 AA03  BB01  BB11  BB23  DD62  EE01  GG02 
　　　　 　　  4C086 AA01  AA02  AA03  EA16  MA01  MA04  NA14  ZA66  ZB05  ZB09 
　　　　 　　        ZB26 

【要約の続き】

(43) JP 2007-522791 A 2007.8.16



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(44) JP 2007-522791 A 2007.8.16



专利名称(译) 诊断结肠直肠癌的方法

公开(公告)号 JP2007522791A 公开(公告)日 2007-08-16

申请号 JP2006520608 申请日 2004-02-24

[标]申请(专利权)人(译) 肿瘤疗法科学股份有限公司

申请(专利权)人(译) ONCO疗法科学股份有限公司

[标]发明人 中村祐輔
古川洋一

发明人 中村 祐輔
古川 洋一

IPC分类号 C12N15/09 C12Q1/02 C12Q1/68 A61K48/00 A61K31/7088 A61K39/00 G01N33/53 G01N37/00 
G01N33/50 G01N33/15 A61K38/17 C12N15/11 G01N33/574 G01N33/68

CPC分类号 A61K39/0011 A61P1/00 C12Q1/6886 C12Q2600/136 G01N33/57419 G01N2500/10 A61K2039/82

FI分类号 C12N15/00.ZNA.A C12Q1/02 C12Q1/68.A A61K48/00 A61K31/7088 A61K39/00.H G01N33/53.D 
G01N33/53.M G01N37/00.102 G01N33/50.Z G01N33/15.Z

F-TERM分类号 2G045/AA40 2G045/CB01 2G045/DA36 2G045/FA11 2G045/FA18 2G045/FB03 2G045/FB05 2G045
/GC12 4B024/AA01 4B024/AA11 4B024/BA80 4B024/CA04 4B024/CA11 4B024/CA20 4B024/DA02 
4B024/EA04 4B024/HA11 4B063/QA01 4B063/QA05 4B063/QA18 4B063/QA19 4B063/QQ42 4B063
/QR32 4B063/QR66 4B063/QR82 4B063/QS34 4B063/QS36 4B063/QX01 4B063/QX02 4C084/AA02 
4C084/AA03 4C084/AA07 4C084/AA13 4C084/BA22 4C084/BA23 4C084/BA35 4C084/BA50 4C084
/CA18 4C084/MA17 4C084/MA22 4C084/MA23 4C084/MA31 4C084/MA35 4C084/MA37 4C084/MA41 
4C084/MA43 4C084/MA52 4C084/MA56 4C084/MA59 4C084/MA60 4C084/MA66 4C084/NA14 4C084
/ZA662 4C084/ZB052 4C084/ZB092 4C084/ZB262 4C085/AA03 4C085/BB01 4C085/BB11 4C085
/BB23 4C085/DD62 4C085/EE01 4C085/GG02 4C086/AA01 4C086/AA02 4C086/AA03 4C086/EA16 
4C086/MA01 4C086/MA04 4C086/NA14 4C086/ZA66 4C086/ZB05 4C086/ZB09 4C086/ZB26

代理人(译) 清水初衷

外部链接 Espacenet

摘要(译)

本文描述了用于检测和诊断结肠直肠癌（CRC）的客观方法。在一个实
施方案中，诊断方法包括确定区分CRC和正常细胞的C10orf3的表达水平
的步骤。本发明进一步提供筛选可用于治疗CRC的治疗剂的方法，治疗
CRC的方法和用CRC接种受试者的方法。
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