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(57)【要約】
【課題】癌の診断法の提供。
【解決手段】哺乳動物において癌を検出する方法であって、前記哺乳動物中の癌であると
疑われる病巣部から得られた細胞におけるα－アクチニン－４遺伝子のコピー数を測定す
る工程を含んでなる方法が開示される。該方法では、前記遺伝子のコピー数が２を超える
場合に、前記哺乳動物に癌が存在することが示される。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　哺乳動物において癌を検出する方法であって、
　前記哺乳動物中の癌であると疑われる病巣部から得られた細胞におけるα－アクチニン
－４遺伝子のコピー数を測定する工程、
を含んでなり、前記遺伝子のコピー数が２を超える場合に、前記哺乳動物に癌が存在する
ことが示される、方法。
【請求項２】
　前記遺伝子のコピー数の測定が、ゲノム上の該遺伝子に特異的なプローブを用いるＦＩ
ＳＨ法によって行われる、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記遺伝子のコピー数が４以上である場合に、前記哺乳動物に癌が存在することが示さ
れる、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　前記細胞が、前記哺乳動物からの手術サンプルまたは生検サンプルである、請求項１に
記載の方法。
【請求項５】
　前記癌が膵癌である、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記膵癌が浸潤性膵管癌である、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　前記膵癌が予後不良の浸潤性膵管癌である、請求項５に記載の方法。
【請求項８】
　前記癌が卵巣癌である、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　前記卵巣癌が、化学療法への感受性の低い卵巣癌である、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　哺乳動物における癌の診断のためのキットであって、細胞におけるα－アクチニン－４
遺伝子のコピー数を測定することのできる試薬を含んでなる、キット。
【請求項１１】
　ゲノム上の該遺伝子に特異的なプローブを含んでなる、請求項１０に記載のキット。
【請求項１２】
　前記癌が膵癌である、請求項１０に記載のキット。
【請求項１３】
　前記膵癌が浸潤性膵管癌である、請求項１２に記載のキット。
【請求項１４】
　前記膵癌が予後不良の浸潤性膵管癌である、請求項１２に記載のキット。
【請求項１５】
　前記癌が卵巣癌である、請求項１０に記載のキット。
【請求項１６】
　前記卵巣癌が、化学療法への感受性の低い卵巣癌である、請求項１５に記載のキット。
【請求項１７】
　哺乳動物において膵癌を検出する方法であって、
（ａ）前記哺乳動物中の膵癌であると疑われる病巣部から得られた組織または細胞におい
て、α－アクチニン－４遺伝子の発現量を測定する工程、および
（ｂ）工程（ａ）で得られた発現量を、対応する正常な組織または細胞におけるα－アク
チニン－４遺伝子の発現量と比較する工程
を含んでなり、前記正常な組織または細胞に対して前記病巣部から得られた組織または細
胞における前記遺伝子の発現が増強されていた場合に、前記哺乳動物に膵癌が存在するこ
とが示される、方法。
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【請求項１８】
　前記工程（ａ）が、前記組織または細胞内のα－アクチニン－４タンパク質を検出する
ことを含んでなる、請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　α－アクチニン－４タンパク質が、配列番号２で表されるアミノ酸配列を含むものであ
る、請求項１８に記載の方法。
【請求項２０】
　α－アクチニン－４タンパク質の検出が、特異的抗体を用いる免疫組織化学染色によっ
て行われる、請求項１８に記載の方法。
【請求項２１】
　前記工程（ａ）が、前記組織または細胞内のα－アクチニン－４のｍＲＮＡを検出する
ことを含んでなる、請求項１７に記載の方法。
【請求項２２】
　α－アクチニン－４のｍＲＮＡが、配列番号１で表されるヌクレオチド配列（ただし、
配列中のｔはｕに変換されている）を含むものである、請求項２１に記載の方法。
【請求項２３】
　前記組織または細胞が、前記哺乳動物からの手術サンプルまたは生検サンプルである、
請求項１７に記載の方法。
【請求項２４】
　前記膵癌が浸潤性膵管癌である、請求項１７に記載の方法。
【請求項２５】
　前記膵癌が予後不良の浸潤性膵管癌である、請求項１７に記載の方法。
【請求項２６】
　哺乳動物における膵癌の診断のためのキットであって、組織または細胞内のα－アクチ
ニン－４遺伝子の発現量を測定することのできる試薬を含んでなる、キット。
【請求項２７】
　前記試薬が、前記組織または細胞内のα－アクチニン－４タンパク質を定量するための
試薬である、請求項２６に記載のキット。
【請求項２８】
　α－アクチニン－４タンパク質を定量するための試薬が、α－アクチニン－４タンパク
質に特異的に結合する抗体である、請求項２７に記載のキット。
【請求項２９】
　前記試薬が、前記組織または細胞内のα－アクチニン－４のｍＲＮＡを定量するための
試薬である、請求項２６に記載のキット。
【請求項３０】
　前記膵癌が浸潤性膵管癌である、請求項２６に記載のキット。
【請求項３１】
　前記膵癌が予後不良の浸潤性膵管癌である、請求項２６に記載のキット。
【請求項３２】
　α－アクチニン－４阻害剤および医薬上許容される担体を含んでなる、癌を治療するた
めの医薬組成物。
【請求項３３】
　前記癌が膵癌である、請求項３２に記載の医薬組成物。
【請求項３４】
　前記膵癌が浸潤性膵管癌である、請求項３３に記載の医薬組成物。
【請求項３５】
　前記膵癌が予後不良の浸潤性膵管癌である、請求項３３に記載の医薬組成物。
【請求項３６】
　前記癌が卵巣癌である、請求項３２に記載の医薬組成物。
【請求項３７】
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　前記卵巣癌が、化学療法への感受性の低い卵巣癌である、請求項３６に記載の医薬組成
物。
【請求項３８】
　癌の治療が、癌の再発または転移の予防を含んでなる、請求項３２に記載の医薬組成物
。
【請求項３９】
　α－アクチニン－４阻害剤が小分子である、請求項３２に記載の医薬組成物。
【請求項４０】
　α－アクチニン－４阻害剤が、α－アクチニン－４タンパク質に特異的に結合する抗体
である、請求項３２に記載の医薬組成物。
【請求項４１】
　α－アクチニン－４阻害剤が、α－アクチニン－４遺伝子の発現を特異的に抑制するア
ンチセンス核酸分子である、請求項３２に記載の医薬組成物。
【請求項４２】
　α－アクチニン－４阻害剤が、α－アクチニン－４遺伝子の発現を特異的に抑制するｓ
ｉＲＮＡ核酸分子である、請求項３２に記載の医薬組成物。
【請求項４３】
　α－アクチニン－４阻害剤が、α－アクチニン－４遺伝子の発現を特異的に抑制するｓ
ｉＲＮＡ核酸分子を発現するベクターである、請求項３２に記載の医薬組成物。
【発明の詳細な説明】
【発明の背景】
【０００１】
　発明の分野
　本発明は、癌の診断法、および癌を治療するための医薬組成物に関する。
【０００２】
　背景技術
　「癌」は、種々の悪性新生物を表すのによく使われる用語である。癌のほとんどは周囲
組織を侵襲し、数か所に転移し、除去しても再発しやすく、処置が不十分な場合には患者
を死に至らしめる。よって、癌の治療には、癌を出来るだけ早期に発見し、患者に十分な
処置を施すことが重要である。
【０００３】
　例えば、膵癌は膵臓から発生する癌であり、その９０％以上は、外分泌に関係する細胞
、特に膵液を運ぶ膵管の細胞から発生する膵管癌であることが知られている。膵臓は、胃
、十二指腸、脾臓、小腸、大腸、肝臓、胆嚢などの多くの臓器に囲まれているため、膵癌
はその発見が非常に困難である。他方で、膵癌は、初期の段階から他の臓器に拡がりやす
く、転移を起こしやすいという性質を有する。よって、膵癌の治療には、その早期発見が
不可欠である。
【０００４】
　また、卵巣癌は卵巣から発生する癌であり、初期にはほとんど症状が現れないことが知
られている。そのため、転移性の卵巣癌の場合には、最初の診断のときに既に転移が見ら
れることが多い。よって、卵巣癌の治療には、その早期発見が不可欠である。
【０００５】
　一般に、癌の早期発見には、血液検査による診断を可能とする腫瘍マーカーが有用であ
る。例えば、膵癌の腫瘍マーカーとしては、ＣＡ１９－９、ＣＥＡ、Ｄｕｐａｎ－２等が
知られている。また、卵巣癌の腫瘍マーカーとしては、βＨＣＧ、ＣＡ１２５、ＳＴＮ、
ＳＬＸ等が知られている。しかし、これらの腫瘍マーカーを用いても癌の早期発見は困難
であることが多い。よって、癌の新たなマーカーの開発が望まれている。
【０００６】
　さらに、癌の化学療法には、癌の原発巣、組織型等に応じて様々な抗癌剤が用いられて
いる。例えば、膵癌の化学療法には、ゲムシタビン、フルオロウラシルなどの抗癌剤が用
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いられている。しかしながら、これらの抗癌剤を用いても、治療効果が十分に得られない
ことが多い。また、卵巣癌は比較的抗癌剤の奏功しやすく、その化学療法には、シスプラ
チンを主体とする多剤併用療法がよく用いられるが、治療効果が十分に得られない症例も
多く見られる。よって、これらの薬剤とは作用機序の異なる別の分子標的治療薬の開発が
期待されている。
【０００７】
　α－アクチニン－４は、癌細胞の浸潤・転移に関与するアクチン結合タンパク質として
単離された分子である（非特許文献１：Honda et al., J Cell Biol. 1998 Mar 23;140(6
):1383-93）。また、α－アクチニン－４タンパク質の発現が細胞運動と浸潤性に関与す
ることも報告されている（非特許文献２：Honda et al., Gastroenterology. 2005 Jan;1
28(1):51-62）。
【０００８】
【非特許文献１】Honda et al., J Cell Biol. 1998 Mar 23;140(6):1383-93
【非特許文献２】Honda et al., Gastroenterology. 2005 Jan;128(1):51-62
【発明の概要】
【０００９】
　本発明者らは、膵管癌組織におけるα－アクチニン－４（ＡＣＴＮ４）タンパク質の発
現が増強した症例は、そうではない症例に比べて統計学的な有意差をもって予後が不良で
あること、さらには、タンパク質発現増強している症例ではα－アクチニン－４（ＡＣＴ
Ｎ４）遺伝子のコピー数が有意に増加していることを見出した。また、本発明者らは、Ａ
ＣＴＮ４遺伝子のコピー数の増加が卵巣癌においても見られ、よって、癌に一般的に見ら
れる現象であることを見出した。さらに、本発明者らは、ＡＣＴＮ４遺伝子の発現を抑制
した膵癌細胞株は、コントロール細胞株に比べて細胞増殖速度が低下すること、さらには
、ＡＣＴＮ４遺伝子の発現を抑制した膵癌細胞株は、コントロール細胞株に比べて、ＳＣ
ＩＤマウスの膵臓に細胞を同所性移植した場合の腫瘍形成能が統計学的な有意差をもって
減弱することを見出した。本発明は、これらの知見に基づくものである。
【００１０】
　従って、本発明は、癌の診断法、および癌を治療するための医薬組成物を提供すること
を目的とする。
【００１１】
　そして、本発明の第一の態様による診断法は、哺乳動物において癌を検出する方法であ
って、前記哺乳動物中の癌であると疑われる病巣部から得られた細胞におけるα－アクチ
ニン－４遺伝子のコピー数を測定する工程を含んでなる方法である。該方法では、前記遺
伝子のコピー数が２を超える場合に、前記哺乳動物に癌が存在することが示される。
【００１２】
　本発明の第二の態様による診断法は、哺乳動物において膵癌を検出する方法であって、
（ａ）前記哺乳動物中の膵癌であると疑われる病巣部から得られた組織または細胞におい
て、α－アクチニン－４遺伝子の発現量を測定する工程、および（ｂ）工程（ａ）で得ら
れた発現量を、対応する正常な組織または細胞におけるα－アクチニン－４遺伝子の発現
量と比較する工程を含んでなる方法である。該方法では、前記正常な組織または細胞に対
して前記病巣部から得られた組織または細胞における前記遺伝子の発現が増強されていた
場合に、前記哺乳動物に膵癌が存在することが示される。
【００１３】
　さらに、本発明による医薬組成物は、α－アクチニン－４阻害剤および医薬上許容され
る担体を含んでなる、癌を治療するための医薬組成物である。
【００１４】
　本発明によれば、膵癌、卵巣癌などの癌の早期発見が可能となるだけでなく、その予後
を予測し、適切な治療法を選択することが可能となる。このことは、癌が一般に完治し難
いことを考えると、特に重要な利点である。さらに、本発明によれば、癌、例えば膵癌お
よび卵巣癌、特に予後の悪い浸潤性膵管癌や化学療法への感受性の低い卵巣癌を治療する
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手段が提供される。
【発明の具体的説明】
【００１５】
　本発明の対象となる癌は、哺乳動物の体内に形成される悪性新生物であり、その原発巣
の部位、組織型、大きさ、病期、増殖パターン等は特に制限されない。本発明の対象とし
て好ましい癌は、膵癌、卵巣癌、または乳癌であり、より好ましくは膵癌または卵巣癌と
される。また、本発明においては、予後不良の癌、または抗癌剤による治療効果が得られ
難い癌、すなわち、化学療法への感受性が低い癌を対象とすることが好ましい。さらに、
本発明においては、その癌細胞におけるＡＣＴＮ４遺伝子の増幅が見られる癌を対象とす
ることが好ましい。
【００１６】
　本発明の好ましい実施態様によれば、前記癌は膵癌とされる。本発明の対象となる膵癌
は、膵臓において形成される癌であり、好ましくは膵管癌であり、より好ましくは浸潤性
膵管癌であり、さらに好ましくは予後不良の浸潤性膵管癌である。
【００１７】
　本発明の他の好ましい実施態様によれば、前記癌は卵巣癌とされる。本発明の対象とな
る卵巣癌は、卵巣において形成される癌であり、好ましくは予後不良の卵巣癌である。卵
巣癌の組織型は特に制限されるものではないが、好ましくは明細胞腺癌とされる。また、
卵巣癌としては、抗癌剤による治療効果が得られ難い卵巣癌、すなわち、化学療法への感
受性が低い卵巣癌が特に好ましい。
【００１８】
　本明細書において「予後不良」との用語は、例えば、癌の切除の５年後における生存率
が２０％未満、好ましくは１５％未満、より好ましくは１０％未満、最も好ましくは５％
未満であることを意味する。
【００１９】
　本発明において診断の指標とし、治療の標的とする「α－アクチニン－４」または「Ａ
ＣＴＮ４」は、診断または治療の被検体となる哺乳動物に由来するα－アクチニン－４（
ＡＣＴＮ４）とすることができる。ＡＣＴＮ４遺伝子の配列およびこれによりコードされ
るアミノ酸配列は当技術分野において周知であり、例えば、配列番号１および配列番号２
（Ｅｎｓｅｍｂｌ　ＩＤ：ＥＮＳＧ０００００１３０４０２およびＥＮＳＴ０００００２
５２６９９）に示されるヒト由来ＡＣＴＮ４の配列が挙げられる。ヒト由来ＡＣＴＮ４の
配列はまた、ＮＣＢＩアクセス番号：ＮＭ＿００４９２４およびＮＰ＿００４９１５にも
登録されている。また、ＡＣＴＮ４遺伝子の遺伝子座も当技術分野において周知であり、
例えば、ヒトのＡＣＴＮ４遺伝子は、第１９染色体の第４３，８３０，１６７～４３，９
１３，０１０残基に位置する。ヒト以外の哺乳動物についても、ヒト由来ＡＣＴＮ４に対
応する同様の遺伝子およびタンパク質を利用することが可能である。
【００２０】
　本明細書において、α－アクチニン－４（ＡＣＴＮ４）の発現増強が膵癌、特に浸潤性
膵管癌の予後不良因子であることが実証されている。さらに、細胞内におけるＡＣＴＮ４
遺伝子の増幅と同遺伝子の発現増強との相関が実証されている。本明細書においてはさら
に、膵癌だけでなく、卵巣癌においてもＡＣＴＮ４遺伝子の増幅が見られることが実証さ
れており、よって、該遺伝子の増幅は癌に一般的に見られる現象であることが示されてい
る。よって、被検体となる哺乳動物（ヒトまたはヒトを除く哺乳動物）中の、膵癌である
と疑われる病巣部から得られた組織または細胞におけるＡＣＴＮ４の発現増強を調べるこ
とにより、その病巣が膵癌であるか否かを診断することができる。さらに、癌であると疑
われる病巣部から得られた細胞におけるＡＣＴＮ４遺伝子のコピー数を調べることにより
、その病巣が癌であるか否かを診断することもできる。
【００２１】
　診断の対象とする病巣部からの組織または細胞は、患者から外科手術により摘出された
手術サンプルであってもよいし、内視鏡などによって得られる生検サンプルであってもよ
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い。例えば、その病巣部を外科的に摘出すべきか否かの判断も含めて治療計画を検討する
上では、患者からの生検サンプルを診断の対象とすることが有利である。
【００２２】
　本発明の第一の態様による診断法では、癌であると疑われる病巣部から得られた細胞に
おけるＡＣＴＮ４遺伝子のコピー数を調べることにより、その病巣が癌であるか否かを判
定し、これにより癌を検出する。この方法は、前記病巣部から得られた細胞におけるＡＣ
ＴＮ４遺伝子のコピー数を測定する工程を含み、そのコピー数が２を超える場合には、被
検体である哺乳動物に癌が存在するものと判定（診断）される。
【００２３】
　本発明の好ましい実施態様によれば、前記癌は膵癌とされる。すなわち、この実施態様
によれば、哺乳動物において膵癌を検出する方法であって、前記哺乳動物中の膵癌である
と疑われる病巣部から得られた細胞におけるα－アクチニン－４遺伝子のコピー数を測定
する工程を含んでなる方法が提供される。該方法では、前記遺伝子のコピー数が２を超え
る場合に、前記哺乳動物に膵癌が存在することが示される。
【００２４】
　本発明の他の好ましい実施態様によれば、前記癌は卵巣癌とされる。すなわち、この実
施態様によれば、哺乳動物において卵巣癌を検出する方法であって、前記哺乳動物中の卵
巣癌であると疑われる病巣部から得られた細胞におけるα－アクチニン－４遺伝子のコピ
ー数を測定する工程を含んでなる方法が提供される。該方法では、前記遺伝子のコピー数
が２を超える場合に、前記哺乳動物に卵巣癌が存在することが示される。
【００２５】
　ＡＣＴＮ４遺伝子のコピー数の測定には、当技術分野において公知の標準的な方法を用
いることができる。ＡＣＴＮ４遺伝子の配列およびこれによりコードされるアミノ酸配列
については上述した通りであり、当業者であれば、これらの配列を参照することにより、
標準的な方法を用いてＡＣＴＮ４遺伝子のコピー数を測定することができる。遺伝子のコ
ピー数の測定法としては、とりわけ、ハイブリダイゼーションおよび増幅に基づくアッセ
イが挙げられる。
【００２６】
　ハイブリダイゼーションに基づくアッセイとしては、サザンブロッティング法がある。
この方法では、ゲノムＤＮＡを断片化し、電気泳動で分離し、膜に転写し、ＡＣＴＮ４の
特異的プローブにハイブリダイゼーションさせる。この特異的プローブからのハイブリダ
イゼーションシグナルの強度と、コピー数の増加のない同じゲノムの領域にハイブリダイ
ズする対照プローブからのシグナル強度とを比較することにより、相対的なＡＣＴＮ４遺
伝子のコピー数が得られる。
【００２７】
　本発明の好ましい実施態様によれば、ＡＣＴＮ４遺伝子のコピー数の測定は、ゲノム上
の該遺伝子に特異的なプローブを用いる蛍光in situハイブリダイゼーション（ＦＩＳＨ
）法（Angerer, Meth. Enzymol. 152, 649, 1987参照）によって行われる。一般的に、in
 situハイブリダイゼーションは、主に、分析される組織または細胞を固定化し、この組
織または細胞をプレハイブリダイゼーション処理し、この組織または細胞の中の核酸に対
して特異的プローブをハイブリダイズさせ、結合しなかった特異的プローブを除去するた
めの洗浄を行い、ハイブリダイズした特異的プローブを検出することによって行われる。
このような用途に用いられる特異的プローブは、蛍光レポーターで標識されている。１個
の細胞核内における蛍光の数を計数することにより、その細胞におけるＡＣＴＮ４遺伝子
のコピー数が得られる。
【００２８】
　ハイブリダイゼーションに基づく他のアッセイとしては、比較ゲノムハイブリダイゼー
ション（ＣＧＨ）法も利用することができる。ＣＧＨ法では、分析される被験細胞と対照
となる正常細胞からそれぞれＤＮＡを抽出し、それぞれのＤＮＡを異なる色の蛍光色素で
標識し、これら標識ＤＮＡの等量からなる混合溶液を調製し、この混合溶液を３７℃で２



(8) JP 2009-100737 A 2009.5.14

10

20

30

40

50

～３日間暗所で保管する。これにより、染色体の総ての部位に対して被験ＤＮＡと対照Ｄ
ＮＡとの間で競合的な結合が生じる。その結果、被験ＤＮＡ中に遺伝子コピー数の増加が
あれば、スライド上のその遺伝子に対応する位置において被験ＤＮＡを標識した色の蛍光
が強く観察され、逆に、被験ＤＮＡ中に遺伝子コピー数の減少があれば、スライド上のそ
の遺伝子に対応する位置において対照ＤＮＡを標識した色の蛍光が強く観察される。
【００２９】
　増幅に基づくアッセイとしては、定量的な核酸増幅法がある。この方法では、ゲノム中
のＡＣＴＮ４遺伝子が増幅反応の鋳型となるため、そのコピー数に応じた量の増幅産物が
得られる。具体的な核酸増幅法としては、定量的ＰＣＲ法、例えば、リアルタイム定量的
ＰＣＲ法などが挙げられる。
【００３０】
　本発明の好ましい実施態様によれば、前記病巣部から得られた細胞におけるＡＣＴＮ４
遺伝子のコピー数が４以上である場合、より好ましくは６以上である場合に、被検体であ
る哺乳動物に癌が存在するものと判定（診断）される。
【００３１】
　本発明の第二の態様による診断法では、膵癌であると疑われる病巣部から得られた組織
または細胞におけるＡＣＴＮ４の発現増強を調べることにより、その病巣が膵癌であるか
否かを判定し、これにより膵癌を検出する。この方法は、前記病巣部から得られた組織ま
たは細胞におけるＡＣＴＮ４遺伝子の発現量を測定する工程を含み、その発現量が対応す
る正常な組織または細胞のものよりも多い場合、すなわち、前記遺伝子の発現が増強され
ていた場合には、被検体である哺乳動物に膵癌が存在するものと判定（診断）される。
【００３２】
　ＡＣＴＮ４遺伝子の発現量の測定には、当技術分野において公知の標準的な方法を用い
ることができる。一般的な遺伝子の発現量は、典型的にはｍＲＮＡ量またはタンパク質量
を指標として測定される。本発明においても同様に、ＡＣＴＮ４のｍＲＮＡ量またはタン
パク質量を指標としてＡＣＴＮ４遺伝子の発現量を測定することができる。ＡＣＴＮ４遺
伝子の配列およびこれによりコードされるアミノ酸配列については上述した通りであり、
当業者であれば、これらの配列を参照することにより、標準的な方法を用いてＡＣＴＮ４
遺伝子の発現量を測定することができる。
【００３３】
　本発明の好ましい実施態様によれば、遺伝子の発現量を測定する工程は、前記組織また
は細胞内のＡＣＴＮ４タンパク質量を測定することを含んでなる。ＡＣＴＮ４タンパク質
量は、当技術分野において周知の方法により測定することができる。例えば、ＡＣＴＮ４
タンパク質のアミノ酸配列として配列番号２で表されるものを挙げることができ、当業者
であればこの配列を参照することによって適切に同タンパク質の量を測定することが可能
である。
【００３４】
　ＡＣＴＮ４タンパク質の量は、例えば、同タンパク質に結合する抗体を用いることによ
って好適に測定することができる。このような抗体は、好ましくはＡＣＴＮ４タンパク質
に特異的な抗体とされる。抗体はポリクローナル抗体であってもモノクローナル抗体であ
ってもよい。ＡＣＴＮ４タンパク質の定量は、好ましくはこのような抗体を用いる免疫組
織化学染色によって行われる。あるいは、前記組織または細胞から得られるタンパク質抽
出物を電気泳動した後に抗体を用いてこれを定量するイムノブロット法等を用いてもよい
。
【００３５】
　本発明の他の好ましい実施態様によれば、遺伝子の発現量を測定する工程は、前記組織
または細胞内のＡＣＴＮ４のｍＲＮＡを定量することを含んでなる。例えば、ＡＣＴＮ４
のｍＲＮＡとして、配列番号１で表されるヌクレオチド配列（ただし、配列中のｔはｕに
変換されている）を含むものを挙げることができ、当業者であればこの配列を参照するこ
とによって適切にＡＣＴＮ４のｍＲＮＡを定量することが可能である。定量のための具体
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的な方法としては、例えば、特異的なプライマーペアを用いるＲＴ－ＰＣＲによる増幅の
後に電気泳動を行なう方法等が挙げられる。
【００３６】
　比較対照となる正常な組織または細胞は、被検体となる同一の個体からの正常な組織ま
たは細胞であってもよいし、異なる個体からの正常な組織または細胞であってもよい。ま
た、異なる複数の個体からの正常な組織または細胞についてＡＣＴＮ４遺伝子の発現量を
測定し、その平均値を比較対照としてもよい。さらに、予め測定された複数の正常な組織
または細胞における発現量のデータから、平均値＋標準偏差などの適正値を設定しておき
、被験組織または細胞の発現量がその適正値よりも高い場合にＡＣＴＮ４遺伝子の発現増
強があるものと判断してもよい。「対応する正常な組織または細胞」としては正常な膵臓
組織または細胞が挙げられる。
【００３７】
　以上のような本発明による検出／診断法を実施するために、必要な試薬をまとめてキッ
トとすることができる。従って、本発明によれば、哺乳動物における癌（好ましくは膵癌
または卵巣癌）の診断のためのキットが提供され、該キットは、細胞におけるα－アクチ
ニン－４遺伝子のコピー数を測定することのできる試薬を含んでなる。このような試薬は
、実施しようとする具体的方法に応じて選択され、好ましくは、ＦＩＳＨ法に用いること
のできる、ゲノム上の該遺伝子に特異的なプローブとされる。
【００３８】
　本発明の他の態様によるキットは、組織または細胞内のα－アクチニン－４遺伝子の発
現量を測定することのできる試薬を含んでなる、哺乳動物における膵癌の診断のためのキ
ットである。このような試薬としては、前記組織または細胞内のＡＣＴＮ４タンパク質を
定量するための試薬、例えば、ＡＣＴＮ４タンパク質に特異的に結合する抗体を好適に用
いることができる。あるいは、このような試薬は、前記組織または細胞内のＡＣＴＮ４の
ｍＲＮＡを定量するための試薬、例えば、ＡＣＴＮ４のｍＲＮＡを鋳型とするＲＴ－ＰＣ
Ｒに用いられる特異的プライマーおよびＲＴ－ＰＣＲ用の他の試薬としてもよい。
【００３９】
　本発明によるキットはさらに、実施しようとする具体的方法に応じて、他の試薬類、反
応容器、説明書等を含んでいてもよい。
【００４０】
　本明細書においては、ＡＣＴＮ４遺伝子の発現を抑制することにより、膵癌細胞株の増
殖能が低減され、また、膵臓における膵癌細胞株の腫瘍形成能が減弱することが実証され
ている。一般的に、癌遺伝子の遺伝子コピー数が増幅され、その増幅に伴ってタンパク質
発現が著しく増強する場合には、細胞生物学的にもその機能が増強していることが多い。
膵癌では、ＡＣＴＮ４遺伝子のコピー数の増加およびＡＣＴＮ４タンパク質発現の増強が
見られ、このＡＣＴＮ４遺伝子の増幅により細胞運動性の向上が確認された。さらに、Ａ
ＣＴＮ４遺伝子をノックダウンした細胞は、膵癌における破壊的浸潤様式が抑制された。
また、本明細書においては、卵巣癌についても、膵癌と同様にＡＣＴＮ４遺伝子の増幅が
確認されている。従って、ＡＣＴＮ４遺伝子の発現抑制による癌細胞の増殖能の低減およ
び腫瘍形成能の減弱は卵巣癌細胞においても見られ、さらには他の癌においても見られる
ものと考えられる。よって、ＡＣＴＮ４を阻害することにより、癌の治療が可能となるも
のと考えられる。
【００４１】
　従って、本発明によれば、治療上有効な量のＡＣＴＮ４阻害剤を被検者に投与すること
を含んでなる、癌を治療または予防する方法が提供される。さらに、本発明によれば、癌
を治療するための薬剤の製造における、ＡＣＴＮ４阻害剤の使用が提供される。
【００４２】
　本発明の好ましい実施態様によれば、前記癌は膵癌とされる。すなわち、この実施態様
によれば、治療上有効な量のＡＣＴＮ４阻害剤を被検者に投与することを含んでなる、膵
癌を治療または予防する方法、ならびに膵癌を治療するための薬剤の製造における、ＡＣ
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ＴＮ４阻害剤の使用が提供される。
【００４３】
　本発明の他の好ましい実施態様によれば、前記癌は卵巣癌とされる。すなわち、この実
施態様によれば、治療上有効な量のＡＣＴＮ４阻害剤を被検者に投与することを含んでな
る、卵巣癌を治療または予防する方法、ならびに卵巣癌を治療するための薬剤の製造にお
ける、ＡＣＴＮ４阻害剤の使用が提供される。
【００４４】
　癌の治療には、例えば、癌の再発または転移の予防が含まれる。さらに、治療または予
防の対象となる被検者は、好ましくは哺乳動物、例えば、ヒトまたは非ヒト哺乳動物とさ
れる。
【００４５】
　本発明の好ましい実施態様によれば、ＡＣＴＮ４阻害剤は薬物などの小分子とされる。
このような小分子は、ＡＣＴＮ４の阻害活性を指標として、当技術分野において公知の方
法によりスクリーニングすることによって得ることができる。
【００４６】
　本発明の好ましい実施態様によれば、ＡＣＴＮ４阻害剤は、ＡＣＴＮ４タンパク質に特
異的に結合する抗体とされる。抗体はポリクローナル抗体であってもモノクローナル抗体
であってもよいが、好ましくはモノクローナル抗体とされる。
【００４７】
　本発明の好ましい実施態様によれば、ＡＣＴＮ４阻害剤は、ＡＣＴＮ４遺伝子の発現を
特異的に抑制するアンチセンス核酸分子とされる。アンチセンス法は、特定の遺伝子の発
現を抑制するための周知の技術である。一つの具体例では、前記アンチセンス核酸分子は
、ＡＣＴＮ４遺伝子の５’コード領域の配列に基づいて設計された、約１０～４０塩基長
のアンチセンスＲＮＡとされる。他の具体例では、前記アンチセンス核酸分子は、ＡＣＴ
Ｎ４遺伝子の転写に関与する領域の配列に相補的となるように設計されたＤＮＡオリゴヌ
クレオチドとされる。このようなアンチセンス核酸分子は、配列番号１に示されるような
ＡＣＴＮ４遺伝子の配列に基づいて、容易に設計することができる。
【００４８】
　本発明の好ましい実施態様によれば、ＡＣＴＮ４阻害剤は、ＡＣＴＮ４遺伝子の発現を
特異的に抑制するｓｉＲＮＡ核酸分子とされる。本明細書において、「ｓｉＲＮＡ核酸分
子」とは、ｓｉＲＮＡそのものだけでなく、標的細胞中にｓｉＲＮＡを導入しうる、より
長い二本鎖ＲＮＡ分子をも意味する。ｓｉＲＮＡ核酸分子は、ＲＮＡ干渉（ＲＮＡｉ）に
よって特定遺伝子の発現を抑制することができる、周知のツールである（Elbashir, S.M.
 et al., Nature 411, 494-498, 2001）。ｓｉＲＮＡは、典型的には、標的遺伝子のｍＲ
ＮＡに特異的な配列に相同な、１９～２１塩基対のヌクレオチド配列を含んでなる。上記
の二本鎖ＲＮＡ分子は、典型的には、標的遺伝子のｍＲＮＡに特異的な配列に相同な、よ
り長いヌクレオチド配列を含んでなる。このようなｓｉＲＮＡ核酸分子は、配列番号１に
示されるようなＡＣＴＮ４遺伝子の配列に基づいて、容易に設計することができる。さら
に、前記ｓｉＲＮＡ核酸分子は、細胞中に送達された適切なベクターによって発現させる
こともできる。従って、ＡＣＴＮ４阻害剤は、ＡＣＴＮ４遺伝子の発現を特異的に抑制す
るｓｉＲＮＡ核酸分子を発現するベクターとしてもよい。このようなベクターは、当技術
分野において周知の標準的な手順により、容易に構築することができる（Bass, B.L., Ce
ll 101, 235-238, 2000；Tavernarakis, N. et al., Nat. Genet. 24, 180-183, 2000；M
alagon, F. et al., Mol. Gen. Genet. 259, 639-644, 1998；Parrish, S. et al., Mol.
 Cell 6, 1077-1087, 2000）。
【００４９】
　ＡＣＴＮ４阻害剤は、局所、静脈内、皮下、筋肉内、経口、直腸、粘膜など、適切な経
路で投与することができる。また、その治療上の有効量は、症状の重篤度、被検者の年齢
、用いられる具体的な薬物の有効性、投与経路、投与の頻度などに従って、医師または獣
医によって適宜決定される。一般的には、前記治療上有効量は、一日当たり、約０．００
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１～約１０００ｍｇ／体重ｋｇ、好ましくは約０．０１～約１０ｍｇ／体重ｋｇ、より好
ましくは約０．０１～約１ｍｇ／体重ｋｇである。
【００５０】
　ＡＣＴＮ４阻害剤は、医薬上許容される担体とともに投与することができる。従って、
本発明によれば、ＡＣＴＮ４阻害剤および医薬上許容される担体を含んでなる、癌を治療
するための医薬組成物が提供される。
【００５１】
　本発明の好ましい実施態様によれば、前記癌は膵癌とされる。すなわち、この実施態様
によれば、ＡＣＴＮ４阻害剤および医薬上許容される担体を含んでなる、膵癌を治療する
ための医薬組成物が提供される。
【００５２】
　本発明の他の好ましい実施態様によれば、前記癌は卵巣癌とされる。すなわち、この実
施態様によれば、ＡＣＴＮ４阻害剤および医薬上許容される担体を含んでなる、卵巣癌を
治療するための医薬組成物が提供される。
【００５３】
　医薬上許容される担体、例えば、ベヒクル、賦形剤、希釈剤等は、投与経路、用いられ
る具体的な薬物の性質などに応じて、当業者により適宜選択される。
【実施例】
【００５４】
　以下、本発明を実施例により具体的に説明するが、これらは本発明を限定するものでは
ない。
【００５５】
実施例１：膵癌とα－アクチニン－４遺伝子の発現亢進との関連
　サンプルとして、１９９０年１月から２００３年１０月までに国立がんセンター中央病
院（日本国）において浸潤性膵管がんの切除手術を施行された、既往歴のない１７３名の
患者からの、ホルマリン固定パラフィン包埋された切除検体を用いた。これらのサンプル
について、α－アクチニン－４タンパク質の発現を免疫組織化学分析によって検討した。
免疫組織化学分析に用いた一次抗体は、国立がんセンター研究所（日本国）で作製された
抗ヒトα－アクチニン－４ウサギポリクローナル抗体とした。免疫染色は、アビジン・ビ
オチン複合体（Avidin-Biotin Complex）を用いるＡＢＣ法によって行った。
【００５６】
　膵癌細胞におけるα－アクチニン－４の発現の評価は、同一切片上の血管内皮より明ら
かに染色性が高度のものを強陽性（strong positive）、血管内皮と染色性が同等か低下
しているもの（まったく染色されていないものも含む）を弱陽性または陰性（weak posit
ive or negative）とし、この２つのカテゴリーに分類した。この分類は、サンプルの採
取元である患者の他の臨床データを知らない３名の研究者によって行われた。
【００５７】
　それぞれのカテゴリーに分類されたサンプルの例を図１に示す。図１において、左図は
強陽性と判定した症例、右図は弱陽性／陰性と判定した症例である。図中に示される「VE
」は血管内皮であり、「癌」は膵癌細胞である。
【００５８】
　次いで、抗α－アクチニン－４抗体の染色性についての上記の分類と、膵癌患者の生存
期間に対する各種臨床病理学的因子の危険率とを、Ｃｏｘ比例ハザードモデルの単変量解
析および多変量解析によって分析した。その結果を以下の表１に示す。
【００５９】
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【表１】

【００６０】
　表１の左側に示す単変量解析の結果によれば、ＵＩＣＣステージ分類、原発巣の大きさ
、リンパ節転移の有無、遠隔臓器転移の有無、リンパ管浸襲、およびα－アクチニン－４
タンパク質の膵癌細胞での発現強度が、予後不良の危険因子になり得ることが示された。
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【００６１】
　さらに、表１の右側には、単変量解析によって予後不良因子になり得ることが示された
ＵＩＣＣステージ分類、原発巣の大きさ、リンパ節転移の有無、遠隔臓器転移の有無、リ
ンパ管浸襲、およびα－アクチニン－４タンパク質の膵癌細胞での発現強度についてのみ
、多変量解析によって分析した結果を示している。この結果によれば、リンパ節転移の有
無、遠隔臓器転移の有無、およびα－アクチニン－４タンパク質の膵癌細胞での発現強度
が統計学的な有意差を示し、これらが予後不良の危険因子であることが示された。すなわ
ち、膵癌細胞でのα－アクチニン－４タンパク質の発現強度は、今回調べた他の臨床病理
学的因子とは独立した予後因子であることが示された。
【００６２】
　次いで、上述のようにして分類されたα－アクチニン－４遺伝子発現の強陽性症例と弱
陽性／陰性症例の２群について、Kaplan-Meier法によって生存曲線を作成し、Cox-Mantel
検定により検討した。得られた生存曲線を図２に示す。図２によれば、α－アクチニン－
４発現の弱陽性／陰性症例である６４例に比べて、強陽性症例である１０９例は統計学的
な有意差をもって予後が不良であったことがわかる（Ｐ＜０．００００１）。
【００６３】
実施例２：膵癌におけるＡＣＴＮ４遺伝子のコピー数の増加
　α－アクチニン－４（ＡＣＴＮ４）遺伝子のコピー数を調べるため、１９番染色体の長
椀上に存在するＡＣＴＮ４遺伝子に対する特異的プローブを作製し、膵癌切除標本のパラ
フィン切片に対してＦＩＳＨ（Fluorescence in Situ Hybridization）法による分析を行
った。
【００６４】
　例１に記載の切除膵癌１７３症例の中から、免疫組織化学的にα－アクチニン－４の発
現が強陽性と判定されたもの２９症例と弱陽性／陰性と判定されたもの１７症例を任意に
選択し、ＦＩＳＨ法を用いてＡＣＴＮ４遺伝子のコピー数を測定した。ＦＩＳＨ法は、Pa
thVysion DNAプローブキット（Abbott Molecular, Des Plaines, IL）を用いて行った。
ハイブリダイゼーションに用いた特異的プローブは、ＡＣＴＮ４（ＲＰ１１－１１８Ｐ２
１）遺伝子座を含有する変性させたバクテリア人工染色体（ＢＡＣ）プローブとした。ま
た、ＡＫＴ２（ＣＴＢ－１６６Ｅ２０）遺伝子座を含有する変性させたＢＡＣプローブも
用いた。これらのプローブは、SpectrimOrange（Abbott Molecular, Des Plaines, IL）
を用いて標識化した。ハイブリダイゼーションは、３７℃において１４～１８時間行った
。検体は４’，６－ジアミジノ－２－フェニルインドール（ＤＡＰＩ）で対比染色した。
解析は２人以上の判定者によって行われ、それぞれの判定者は、１症例に対して１０個以
上の膵癌細胞について核内に存在する蛍光シグナルを数え、その平均値を症例ごとのコピ
ー数とした。図３は、この症例ごとのコピー数を棒グラフとして示したものである。
【００６５】
　シグナル数が４個を超えたものを遺伝子増幅と定義したとき、ＡＣＴＮ４遺伝子発現が
強陽性である症例２９例中１１例（３７．９％）が遺伝子増幅と判定され、弱陽性／陰性
症例では１７例中１例（５．９％）が遺伝子増幅と判定された。強陽性症例と弱陽性／陰
性症例における遺伝子増幅の頻度は、χ二乗検定を用いて判定したところ、強陽性症例の
方が統計学的な有意差を持って高かった（Ｐ＝０．０１７）。
【００６６】
　このことから、例１において観察された浸潤性膵癌細胞中でのα－アクチニン－４タン
パク質の発現亢進は、α－アクチニン－４をコードする遺伝子（ＡＣＴＮ４）の増幅によ
るものであると考えられた。
【００６７】
実施例３：ＡＣＴＮ４遺伝子の発現抑制による膵癌の治療効果（in vitro実験）
　膵癌細胞株であるＢｘＰＣ－３細胞にＡＣＮＴ４遺伝子に対するｓｈＲＮＡ（short ha
irpin RNA）を導入することにより、α－アクチニン－４タンパク質を恒常的に低下させ
た２種の膵癌細胞株（ＫＤ－１およびＫＤ－２）を作製した。具体的には、ＡＣＮＴ４の
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ｍＲＮＡを標的とする二本鎖オリゴヌクレオチド（5'-ggatggtcttgccttcaat-3'；配列番
号３）を合成し、これをpBAsi-hU6 Neoプラスミド（Takara Bio, Otsu, Japan）中にクロ
ーニングした。得られたプラスミドを、Lipofectamine 2000試薬（Invitrogen, Carlsbad
, CA）を用いてＢｘＰＣ－３細胞にトランスフェクトした。その２４時間後に、トランス
フェクション培地を、０．４ｍｇ／ｍｌのＧ４１８（Geneticin, Invitrogen）を含有す
るＲＰＭＩ１６４０培地に交換し、ネオマイシン耐性のクローンを選択した。こうして得
られたクローンの中から２種を選択し、それぞれＫＤ－１およびＫＤ－２と命名した。
【００６８】
　ＫＤ－１細胞およびＫＤ－２細胞を、６ウェル組織培養クラスター中に２×１０５細胞
／ウェルで播種し、２４時間毎に細胞数をカウントした。対照サンプルとして、pBAsi-hU
6 Neoプラスミドそのものを導入した２種のコントロール細胞株（Ｃｏｎｔ－１およびＣ
ｏｎｔ－２）についても同様の実験を行った。それぞれの細胞株について３つのサンプル
を用意し、カウントした細胞数の平均値±標準偏差を各細胞株のデータとした。その結果
を図４に示す。
【００６９】
　図４によれば、ＡＣＮＴ４遺伝子の発現をノックダウンした細胞株は、コントロール株
に比べて、細胞増殖が抑制されることが明らかとなる。
【００７０】
実施例４：ＡＣＴＮ４遺伝子の発現抑制による膵癌の治療効果（in vivo実験）
　恒常的にα－アクチニン－４のタンパク質発現を抑制した細胞株（ＫＤ－１およびＫＤ
－２）とコントロール細胞株（Ｃｏｎｔ－１およびＣｏｎｔ－２）のそれぞれを、ＳＣＩ
Ｄマウスの膵部に１×１０６個注入した。これらのマウスを３５日間飼育した後に解剖し
、膵部に形成された腫瘍の最大径を実体顕微鏡下で計測した。その結果を図５に示す。
【００７１】
　図５によれば、ＡＣＴＮ４ノックダウン細胞株の膵における腫瘍形成能は、統計学的有
意差をもって、コントロール細胞株よりも低いことがわかる。組織学的には、コントロー
ル細胞株では膵実質を破壊する浸潤性増殖が見られたが、ノックダウン細胞株では膵管上
皮内や疎結合組織内に腫瘍の増殖が見られただけで、膵実質を破壊する浸潤性増殖は見ら
れなかった。
【００７２】
　これらの結果によれば、ＡＣＮＴ４遺伝子の発現をノックダウンした細胞株は、コント
ロール株に比べて、腫瘍形成能が顕著に低下していることが明らかとなる。
【００７３】
実施例５：卵巣癌とα－アクチニン－４遺伝子のコピー数増加との関連
Ａ．卵巣癌とα－アクチニン－４遺伝子の発現亢進との関連
　サンプルとして、１９８７年１月から２００５年１２月までに防衛医科大学校病院産婦
人科（日本国）において切除手術を施行された、進行期卵巣癌１３６症例のホルマリン固
定パラフィン包埋検体を用いた。これらのサンプルについて、α－アクチニン－４タンパ
ク質の発現を免疫組織化学分析によって検討した。免疫組織化学分析に用いた一次抗体は
、国立がんセンター研究所（日本国）で作製された抗ヒトα－アクチニン－４ウサギポリ
クローナル抗体とした。免疫染色は、アビジン・ビオチン複合体（Avidin-Biotin Comple
x）を用いるＡＢＣ法によって行った。
【００７４】
　卵巣癌細胞におけるα－アクチニン－４の発現の評価は、同一切片上の血管内皮より明
らかに染色性が高度のものを強陽性（strong positive）、血管内皮と染色性が同等か低
下しているもの（まったく染色されていないものも含む）を弱陽性または陰性（weak pos
itive or negative）とし、この２つのカテゴリーに分類した。
【００７５】
　それぞれのカテゴリーに分類されたサンプルの例を図６に示す。図６において、左図は
弱陽性／陰性と判定した症例、右図は強陽性と判定した症例である。図中に示される「VE
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」は血管内皮である。
【００７６】
　この分析では、進行期卵巣癌１３６症例中、８２症例（６０．３％）でα－アクチニン
－４タンパク質の発現亢進が認められた。
【００７７】
Ｂ．卵巣癌におけるＡＣＴＮ４遺伝子のコピー数の増加
　α－アクチニン－４（ＡＣＴＮ４）遺伝子のコピー数を調べるため、１９番染色体の長
椀上に存在するＡＣＴＮ４遺伝子に対する特異的プローブを作製し、卵巣癌切除標本のパ
ラフィン切片に対してＦＩＳＨ（Fluorescence in Situ Hybridization）法による分析を
行った。
【００７８】
　上記Ａに記載の進行期卵巣癌１３６症例について、ＦＩＳＨ法を用いてＡＣＴＮ４遺伝
子のコピー数を測定した。ＦＩＳＨ法は、PathVysion DNAプローブキット（Abbott Molec
ular, Des Plaines, IL）を用いて行った。ハイブリダイゼーションに用いた特異的プロ
ーブは、ＡＣＴＮ４（ＲＰ１１－１１８Ｐ２１）遺伝子座を含有する変性させたバクテリ
ア人工染色体（ＢＡＣ）プローブとした。このプローブは、SpectrimOrange（Abbott Mol
ecular, Des Plaines, IL）を用いて標識化した。ハイブリダイゼーションは、３７℃に
おいて１４～１８時間行った。検体は４’，６－ジアミジノ－２－フェニルインドール（
ＤＡＰＩ）で対比染色した。解析は２人以上の判定者によって行われ、それぞれの判定者
は、１症例に対して２０個以上の卵巣癌細胞について核内に存在する蛍光シグナルを数え
、その平均値を症例ごとのコピー数とした。
【００７９】
　以下の表２に示すように、シグナル数が４個以上のものを遺伝子増幅（コピー数増加）
と定義したとき、ＡＣＴＮ４遺伝子発現が強陽性である症例８２例中２７例（３２．９％
）が遺伝子増幅と判定され、弱陽性／陰性症例では５４例中２例（３．７％）が遺伝子増
幅と判定された。強陽性症例と弱陽性／陰性症例における遺伝子増幅の頻度は、χ二乗検
定を用いて判定したところ、強陽性症例の方が統計学的な有意差を持って高かった（Ｐ＝
０．００００１６）。
【００８０】
【表２】

【００８１】
Ｃ．α－アクチニン－４タンパク質の発現亢進およびＡＣＴＮ４遺伝子コピー数増加と進
行期卵巣癌患者の生命予後との関連
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　上述のようにして分類されたα－アクチニン－４タンパク質発現の強陽性症例と弱陽性
／陰性症例の２群、ならびにＡＣＴＮ４遺伝子コピー数増加症例（コピー数≧４）と非増
加症例（コピー数＜４）の２群について、Kaplan-Meier法によって生存曲線を作成した。
得られた生存曲線を図７に示す。
【００８２】
　図７の左図は、α－アクチニン－４タンパク質発現の強陽性症例と弱陽性／陰性症例の
２群について作成した生存曲線である。この生存曲線によれば、弱陽性／陰性症例５４例
に比べて、強陽性症例８２例は予後が不良であることがわかる。さらに、この弱陽性／陰
性症例と強陽性症例の差異は、Log-rank検定および一般化Wilcoxon検定により、統計学的
に有意な差であることが示された（Log-rank検定：Ｐ＝０．０８８９；一般化Wilcoxon検
定：Ｐ＝０．０３０６）。
【００８３】
　図７の右図は、ＡＣＴＮ４遺伝子コピー数の増加症例（コピー数≧４）と非増加症例（
コピー数＜４）の２群について作成した生存曲線である。この生存曲線によれば、コピー
数非増加症例１０７例に比べて、コピー数増加症例２９例は予後が不良であることがわか
る。さらに、このコピー数非増加症例と増加症例の差異は、Log-rank検定により、統計学
的に有意な差であることが示された（Ｐ＝０．００１０７）。
【００８４】
　さらに、図７の左図と右図の比較および統計学的Ｐ値の比較から、ＡＣＴＮ４遺伝子の
コピー数増加は、α－アクチニン－４タンパク質の発現と比較して、より厳密に卵巣癌担
癌患者の予後を予測できることが示された。
【００８５】
Ｄ．Ｃｏｘ比例ハザードモデルを用いた進行期卵巣癌の臨床病理学的な予後因子解析
　進行期卵巣癌患者の生存期間に対する臨床病理学的因子ごとの危険率と、抗α－アクチ
ニン－４抗体の染色性に対する危険率およびＡＣＴＮ４遺伝子コピー数増加に対する危険
率とを、上述の患者１３６症例分のデータを用いて、Ｃｏｘ比例ハザードモデルの単変量
解析および多変量解析によって分析した。その結果を以下の表３に示す。
【００８６】
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【表３】

【００８７】
　表３の左側に示す単変量解析の結果によれば、ＦＩＧＯステージ分類、明細胞腺癌（cl
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ear-cell adenocarcinoma）、初回手術時の残存腫瘍径、およびＡＣＴＮ４遺伝子コピー
数増加が、予後不良の危険因子になり得ることが示された。一方で、漿液性腺癌（serous
 adenocarcinoma）の組織型は、進行期卵巣癌患者において予後良好因子となり得ること
が示された。 また、ＡＣＴＮ４遺伝子のコピー数増加は、α－アクチニン－４タンパク
質の発現と比較して、進行期卵巣癌患者の予後により強い影響を与えることが示された。
【００８８】
　さらに、表３の右側には、単変量解析によって予後因子になり得ることが示されたＦＩ
ＧＯステージ分類、特定の組織型（明細胞腺癌および漿液性腺癌）、初回手術時の残存腫
瘍径、およびＡＣＴＮ４遺伝子のコピー数のみについて多変量解析を行い、危険因子を抽
出した結果を示している。この結果によれば、漿液性腺癌および初回手術時の残存腫瘍径
と同様に、ＡＣＴＮ４遺伝子のコピー数増加が臨床病期や明細胞腺癌とは独立した予後因
子であることが示された。
【００８９】
　すなわち、ＡＣＴＮ４遺伝子のコピー数増加は、今回調べた他の臨床病理学的因子とは
独立した予後不良因子であり、さらには、α－アクチニン－４タンパク質の発現と比較し
て、より厳密に卵巣癌担癌患者の予後を予測できることが示された。
【００９０】
Ｅ．ＡＣＴＮ４遺伝子のコピー数増加と各種臨床病理学的因子との関連
　ＡＣＴＮ４遺伝子のコピー数増加と卵巣癌における各種臨床病理学的因子との関連を、
χ二乗検定を用いて判定した。その結果を以下の表４に示す。
【００９１】
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【表４】

【００９２】
　表４によれば、ＡＣＴＮ４遺伝子のコピー数増加は、明細胞腺癌（clear-cell adenoca
rcinoma）、組織・細胞学的異型度の高い腫瘍、化学療法抵抗性を示す腫瘍と密接に関連
していることが示された。この結果によれば、ＡＣＴＮ４遺伝子のコピー数増加は、卵巣
癌の中でも特に化学療法への感受性が低い明細胞腺癌で高頻度に見られ、術後化学療法へ
の低反応性と関連していることが明らかとなった。
【図面の簡単な説明】
【００９３】
【図１】図１は、膵癌細胞中でのα－アクチニン－４の発現の評価において、強陽性と判
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定した症例（左図）、弱陽性／陰性と判定した症例（右図）の具体例を示す顕微鏡写真で
ある。
【図２】図２は、α－アクチニン－４遺伝子発現の強陽性症例と弱陽性／陰性症例の２群
について、Kaplan-Meier法によって作成した生存曲線を示すグラフである。
【図３】図３は、浸潤性膵管癌患者からの癌細胞におけるＡＣＴＮ４遺伝子のコピー数を
表す棒グラフである。
【図４】図４は、膵癌細胞株（Ｃｏｎｔ－１およびＣｏｎｔ－２）の細胞増殖と、ＡＣＮ
Ｔ４遺伝子の発現をノックダウンした同細胞株（ＫＤ－１およびＫＤ－２）の細胞増殖と
を比較するグラフである。
【図５】図５は、マウスの膵臓中に、膵癌細胞株（Ｃｏｎｔ－１およびＣｏｎｔ－２）を
注入して得られた腫瘍のサイズと、ＡＣＮＴ４遺伝子の発現をノックダウンした同細胞株
（ＫＤ－１およびＫＤ－２）を注入して得られた腫瘍のサイズとを比較するグラフである
。
【図６】図６は、卵巣癌細胞中でのα－アクチニン－４の発現の評価において、弱陽性／
陰性と判定した症例（左図）、強陽性と判定した症例（右図）の具体例を示す顕微鏡写真
である。
【図７】図７は、α－アクチニン－４タンパク質発現の強陽性症例と弱陽性／陰性症例の
２群、ならびにＡＣＴＮ４遺伝子コピー数増加症例（コピー数≧４）と非増加症例（コピ
ー数＜４）の２群について、Kaplan-Meier法によって作成した卵巣癌患者の生存曲線を示
すグラフである。

【図２】 【図３】
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