
(57)【要約】
本発明は、大腸癌または胃癌において差次的に発現する膜貫通タンパク質である TMDCを提
供する。また、このタンパク質、該タンパク質をコードする cDNA、および該タンパク質に
特異的に結合する抗体類を種々の方法に用いて大腸癌または胃癌の進行または治療を診断
、病期分類、または監視する方法をも提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
以 下 か ら 選 択 さ れ た 或 る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 或 る 単 離 さ れ た cDNA。
（ ａ ） SEQ ID NO:1（ 配 列 番 号 １ ） の ア ミ ノ 酸 配 列
（ ｂ ） SEQ ID NO:1の 抗 原 エ ピ ト ー プ 、 お よ び
（ ｃ ） SEQ ID NO:1の ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て 少 な く と も 90％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ
酸 配 列
【 請 求 項 ２ 】
以 下 か ら 選 択 さ れ た 或 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 或 る 単 離 さ れ た cDNA。
（ ａ ） SEQ ID NO:2の 核 酸 配 列 、 ま た は SEQ ID NO:2の 相 補 配 列
（ ｂ ） SEQ ID NO:2の 断 片 、 ま た は そ の 相 補 配 列 、 お よ び
（ ｃ ） SEQ ID NO:2の 核 酸 配 列 に 対 し て 少 な く と も 90％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 或 る ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 、 ま た は そ の 相 補 配 列
【 請 求 項 ３ 】
SEQ ID NO:2の 核 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 或 る 単 離 さ れ た cDNA、 ま た は 該 c
DNAの 或 る 相 補 配 列 。
【 請 求 項 ４ 】
請 求 項 2の cDNAを 有 す る 或 る プ ロ ー ブ 。
【 請 求 項 ５ 】
請 求 項 2の cDNAで 形 質 転 換 し た 或 る 細 胞 。
【 請 求 項 ６ 】
請 求 項 2に 記 載 の cDNAと 、 或 る 標 識 成 分 と を 有 す る 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ 】
請 求 項 2の cDNAを 有 す る 或 る ア レ イ エ レ メ ン ト 。
【 請 求 項 ８ 】
請 求 項 2の cDNAが そ の 上 に 固 定 さ れ た 或 る 基 板 。
【 請 求 項 ９ 】
請 求 項 2に 記 載 の cDNAを 有 す る 或 る ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ０ 】
請 求 項 9に 記 載 の ベ ク タ ー を 有 す る 或 る 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ １ 】
或 る cDNAを 用 い て タ ン パ ク 質 を 産 生 す る 方 法 で あ り 、 以 下 の 過 程 を 有 す る 方 法 。
（ ａ ） 請 求 項 10の 宿 主 細 胞 の 培 養 を 、 タ ン パ ク 質 発 現 に 適 し た 条 件 で 行 う 過 程 、 お よ び
（ ｂ ） 該 タ ン パ ク 質 を 該 宿 主 細 胞 培 地 か ら 回 収 す る 過 程
【 請 求 項 １ ２ 】
請 求 項 3に 記 載 の cDNAと 、 或 る 標 識 成 分 と を 有 す る 或 る 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ３ 】
或 る cDNAを 用 い て サ ン プ ル 中 の 或 る 核 酸 の 発 現 を 検 出 す る 方 法 で あ り 、
（ ａ ） 少 な く と も １ つ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 が 形 成 さ れ る 条 件 下 で 請 求 項 6の
組 成 物 と 該 サ ン プ ル の 核 酸 群 と を ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 過 程 と 、
（ ｂ ） ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 形 成 を 検 出 す る 過 程 と を 含 み 、 複 合 体 形 成 が 、 前 記
サ ン プ ル 中 の 該 核 酸 の 発 現 を 標 示 す る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 前 に サ ン プ ル 中 の 該 核 酸 を 増 幅 す る 過 程 を も 有 す る 請 求 項 13に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
組 成 物 が 或 る 基 板 に 接 着 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 13に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
請 求 項 13の 方 法 で あ っ て 、 該 サ ン プ ル が 大 腸 ま た は 胃 か ら 得 ら れ る 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
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請 求 項 13の 方 法 で あ っ て 、 複 合 体 形 成 が 標 準 と 比 較 さ れ 、 大 腸 癌 ま た は 胃 癌 の 診 断 と な る
方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
或 る cDNAを 用 い て 複 数 の 分 子 ま た は 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ り 、 以 下 の 過 程
を 有 す る 方 法 。
（ ａ ） 特 異 結 合 を 許 容 す る 条 件 下 で 、 請 求 項 2に 記 載 の cDNAを 複 数 の 分 子 ま た は 化 合 物 と
混 合 す る 過 程 と 、
（ ｂ ） 特 異 結 合 を 検 出 し 、 そ れ に よ り 該 cDNAに 特 異 結 合 す る 分 子 ま た は 化 合 物 を 同 定 す る
過 程
【 請 求 項 １ ９ 】
請 求 項 18の 方 法 で あ っ て 、 該 分 子 群 な い し 化 合 物 群 が 、 ア ン チ セ ン ス 分 子 、 人 工 染 色 体 作
成 物 、 分 岐 核 酸 、 DNA分 子 、 エ ン ハ ン サ ー 、 ペ プ チ ド 核 酸 、 ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 、 リ プ
レ ッ サ 、 RNA分 子 、 お よ び 転 写 因 子 か ら 選 択 さ れ る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
或 る cDNAを 用 い て 或 る 分 子 ま た は 化 合 物 の 効 力 を 算 定 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 過 程 を 含
む 方 法 。
（ ａ ） 核 酸 群 を 有 す る 或 る サ ン プ ル を 該 分 子 ま た は 化 合 物 で 処 理 す る 過 程
（ ｂ ） ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 形 成 に 適 し た 諸 条 件 下 で 請 求 項  2 の cDNAを 有 す
る 該 サ ン プ ル の 核 酸 群 を ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 過 程
（ ｃ ） 複 合 体 形 成 の 量 を 判 定 す る 過 程
（ ｄ ） 前 記 処 理 さ れ た サ ン プ ル 中 の 複 合 体 形 成 量 を 、 或 る 処 理 さ れ な い サ ン プ ル 中 の 複 合
体 形 成 量 と 比 較 す る 過 程 で あ っ て 、 複 合 体 形 成 に お け る 差 が 、 該 分 子 ま た は 化 合 物 の 効 力
を 標 示 す る こ と を 特 徴 と す る 過 程
【 請 求 項 ２ １ 】
或 る cDNAを 用 い て 或 る 分 子 ま た は 化 合 物 の 毒 性 を 算 定 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 過 程 を 含
む 方 法 。
（ ａ ） 核 酸 群 を 有 す る 或 る サ ン プ ル を 該 分 子 ま た は 化 合 物 で 処 理 す る 過 程
（ ｂ ） ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 形 成 に 適 し た 諸 条 件 下 で 請 求 項  2 の cDNAを 有 す
る 核 酸 群 を ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 過 程
（ ｃ ） 複 合 体 形 成 の 量 を 判 定 す る 過 程
（ ｄ ） 前 記 処 理 さ れ た サ ン プ ル 中 の 複 合 体 形 成 量 を 、 或 る 処 理 さ れ な い サ ン プ ル 中 の 複 合
体 形 成 量 と 比 較 す る 過 程 で あ っ て 、 複 合 体 形 成 に お け る 差 が 、 該 分 子 ま た は 化 合 物 の 毒 性
を 標 示 す る こ と を 特 徴 と す る 過 程
【 請 求 項 ２ ２ 】
或 る 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ っ て 以 下 か ら 選 択 さ れ る タ ン パ ク 質 。
（ ａ ） SEQ ID NO:1の ア ミ ノ 酸 配 列
（ ｂ ） SEQ ID NO:1の 抗 原 エ ピ ト ー プ 、 お よ び
（ ｃ ） SEQ ID NO:1の ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て 少 な く と も 90％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 或 る ア
ミ ノ 酸 配 列
【 請 求 項 ２ ３ 】
SEQ ID NO:1の ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ 、 請 求 項 22に 記 載 の 或 る 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
請 求 項 22に 記 載 の タ ン パ ク 質 と 、 或 る 標 識 成 分 と を 有 す る 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
請 求 項 22に 記 載 の タ ン パ ク 質 と 、 或 る 医 薬 用 担 体 と を 有 す る 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
請 求 項 22の タ ン パ ク 質 が そ の 上 に 固 定 さ れ た 或 る 基 板 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
請 求 項 22の タ ン パ ク 質 を 有 す る 或 る ア レ イ エ レ メ ン ト 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
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SEQ ID NO:1の ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ タ ン パ ク 質 の 発 現 を サ ン プ ル 中 に 検 出 す る 方 法 で あ っ
て 、
（ ａ ） ア ッ セ イ を 行 っ て 或 る サ ン プ ル 中 の 請 求 項 23の タ ン パ ク 質 の 量 を 判 定 す る 過 程 と 、
（ ｂ ） タ ン パ ク 質 の 量 を 標 準 と 比 較 し 、 そ れ に よ り 該 サ ン プ ル 中 の 該 タ ン パ ク 質 の 発 現 を
検 出 す る 過 程 と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
請 求 項 28の 方 法 で あ っ て 、 ア ッ セ イ が 、 抗 体 ア レ イ 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ （ ELISA
） 、 蛍 光 活 性 化 細 胞 選 別 、 二 次 元 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 お よ び シ ン チ レ ー シ ョ
ン 計 数 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 、 並 び に ウ ェ ス タ ン 解 析 か ら 選 択 さ れ る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
請 求 項 28の 方 法 で あ っ て 、 該 サ ン プ ル が 大 腸 ま た は 胃 か ら 得 ら れ る 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
請 求 項 28の 方 法 で あ っ て 、 該 タ ン パ ク 質 が 標 準 と 比 較 し て 差 次 的 に 発 現 し 、 大 腸 癌 ま た は
胃 癌 の 診 断 と な る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
或 る タ ン パ ク 質 を 用 い て 複 数 の 分 子 お よ び 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 少 な く と も １ つ の
リ ガ ン ド を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 特 異 結 合 を 許 容 す る 条 件 下 で 、 請 求 項 23に 記 載 の タ ン パ ク 質 を 複 数 の 分 子 お よ び 化
合 物 と 混 合 す る 過 程 と 、
（ ｂ ） 特 異 結 合 を 検 出 し 、 そ れ に よ り 該 タ ン パ ク 質 に 特 異 結 合 す る リ ガ ン ド を 同 定 す る 過
程 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
請 求 項 32の 方 法 で あ っ て 、 該 分 子 群 お よ び 化 合 物 群 が 、 ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 二
重 特 異 性 分 子 、 DNA分 子 、 小 分 子 薬 、 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 、 イ ン ヒ ビ タ ー 、 擬 態 物 質 、 多 重
特 異 性 分 子 、 ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 核 酸 、 薬 品 、 タ ン パ ク 質 、 お よ び RNA分 子 か ら 選 択 さ れ
る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
或 る タ ン パ ク 質 を 用 い て 、 SEQ ID NO:1の ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ タ ン パ ク 質 に 特 異 結 合 す る
抗 体 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 特 異 結 合 を 許 容 す る 条 件 下 で 、 請 求 項 23に 記 載 の タ ン パ ク 質 と 複 数 の 抗 体 と を 接 触
さ せ る 過 程 と 、
（ ｂ ） 或 る 抗 体 と 該 タ ン パ ク 質 と の 特 異 結 合 を 検 出 し 、 そ れ に よ り 該 タ ン パ ク 質 に 特 異 結
合 す る 抗 体 を 同 定 す る 過 程 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
請 求 項 34の 方 法 で あ っ て 、 該 複 数 の 抗 体 が 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、
キ メ ラ 抗 体 、 組 換 え 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 、 一 本 鎖 抗 体 、 Fab断 片 、 F(ab’ ) 2  断 片 、 Fv断 片 、
お よ び 抗 体 -ペ プ チ ド 融 合 タ ン パ ク 質 か ら 選 択 さ れ る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
或 る タ ン パ ク 質 を 用 い て 或 る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 調 製 お よ び 精 製 す る 方 法 で あ っ て 、 以
下 の 過 程 を 含 む 方 法 。
（ ａ ） 抗 体 応 答 を 誘 発 す る 条 件 下 で 、 請 求 項 22に 記 載 の タ ン パ ク 質 を 用 い て 或 る 動 物 を 免
疫 す る 過 程 、
（ ｂ ） 動 物 抗 体 を 単 離 す る 過 程 、
（ ｃ ） 該 タ ン パ ク 質 を 或 る 基 板 に 接 着 す る 過 程 、
（ ｄ ） 該 タ ン パ ク 質 へ の 特 異 結 合 を 許 容 す る 条 件 下 で 、 該 基 板 と 単 離 し た 抗 体 群 と を 接 触
さ せ る 過 程 、 お よ び
（ ｅ ） 該 抗 体 群 を 該 タ ン パ ク 質 か ら 解 離 さ せ 、 そ れ に よ り 、 精 製 し た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体
群 を 得 る 過 程
【 請 求 項 ３ ７ 】
或 る タ ン パ ク 質 を 用 い て 或 る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 調 製 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 過 程 を
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有 す る 方 法 。
（ ａ ） 抗 体 応 答 を 誘 発 す る 条 件 下 で 、 請 求 項 22に 記 載 の タ ン パ ク 質 を 用 い て 或 る 動 物 を 免
疫 す る 過 程 、
（ ｂ ） 前 記 動 物 か ら 、 抗 体 を 産 出 す る 細 胞 群 を 単 離 す る 過 程 、
（ ｃ ） 不 死 化 し た 細 胞 群 と 前 記 抗 体 産 出 細 胞 群 と を 培 地 内 で 融 合 し 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
を 産 出 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 群 を 形 成 す る 過 程 、
（ ｄ ） 前 記 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 培 養 す る 過 程 、 お よ び
（ ｅ ） 培 地 か ら 、 該 タ ン パ ク 質 に 特 異 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 単 離 す る 過 程
【 請 求 項 ３ ８ 】
或 る タ ン パ ク 質 を 用 い て 癌 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 過 程 を 含 む 方 法 。
（ ａ ） ア ッ セ イ を 行 っ て 或 る サ ン プ ル 中 の 請 求 項 23の タ ン パ ク 質 の 発 現 を 定 量 す る 過 程 、
お よ び
（ ｂ ） タ ン パ ク 質 の 発 現 を 標 準 と 比 較 し 、 そ れ に よ り 癌 を 診 断 す る 過 程
【 請 求 項 ３ ９ 】
請 求 項 38の 方 法 で あ っ て 、 該 サ ン プ ル が 大 腸 お よ び 胃 か ら 得 ら れ る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
請 求 項 38の 方 法 で あ っ て 、 発 現 が 大 腸 癌 ま た は 胃 癌 の 診 断 と な る 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
或 る 分 子 ま た は 化 合 物 を 、 ア ゴ ニ ス ト と し て の 有 効 性 に つ い て 試 験 す る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 請 求 項 23の タ ン パ ク 質 を 有 す る 或 る サ ン プ ル を 該 分 子 ま た は 化 合 物 に 曝 す 過 程 と 、
（ ｂ ） 前 記 サ ン プ ル に お い て ア ゴ ニ ス ト 活 性 を 検 出 す る 過 程 、 と を 含 む こ と を 特 徴 と す る
方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
或 る 分 子 ま た は 化 合 物 を 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て の 有 効 性 に つ い て 試 験 す る 方 法 で あ っ て
、
（ ａ ） 請 求 項 23の タ ン パ ク 質 を 有 す る 或 る サ ン プ ル を 或 る 分 子 ま た は 化 合 物 に 曝 す 過 程 と
、
（ ｂ ） 前 記 サ ン プ ル に お け る ア ン タ ゴ ニ ス ト 活 性 を 検 出 す る 過 程 、 と を 含 む こ と を 特 徴 と
す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
或 る 単 離 さ れ た 抗 体 で あ っ て 、 SEQ ID NO:1の ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ タ ン パ ク 質 に 特 異 結 合
す る こ と を 特 徴 と す る 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
請 求 項 36の 方 法 で 産 生 し た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
請 求 項 37の 方 法 で 産 生 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
或 る 抗 体 を 用 い て 或 る サ ン プ ル 中 の 或 る タ ン パ ク 質 の 発 現 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下
の 過 程 を 含 む 方 法 。
（ ａ ） 抗 体 ： タ ン パ ク 質 複 合 体 群 の 形 成 を 許 容 す る 条 件 下 で 、 請 求 項 43に 記 載 の 抗 体 と 或
る サ ン プ ル と を 混 合 す る 過 程 、 お よ び
（ ｂ ） 複 合 体 形 成 を 検 出 す る 過 程 で あ っ て 、 複 合 体 形 成 が 、 前 記 サ ン プ ル 中 の 該 タ ン パ ク
質 の 発 現 を 標 示 す る こ と を 特 徴 と す る 過 程 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
請 求 項 46の 方 法 で あ っ て 、 該 サ ン プ ル が 大 腸 、 肝 臓 、 肺 、 卵 巣 、 お よ び 前 立 腺 か ら 得 ら れ
る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
請 求 項 46の 方 法 で あ っ て 、 複 合 体 形 成 が 標 準 と 比 較 さ れ 、 大 腸 癌 ま た は 胃 癌 の 診 断 と な る
方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
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或 る 抗 体 を 用 い て 或 る タ ン パ ク 質 を 免 疫 精 製 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 過 程 を 含 む 方 法 。
（ ａ ） 請 求 項 43に 記 載 の 抗 体 を 或 る 基 板 に 接 着 す る 過 程
（ ｂ ） 抗 体 ： タ ン パ ク 質 複 合 体 群 の 形 成 を 許 容 す る 条 件 下 で 、 該 抗 体 を 、 タ ン パ ク 質 を 有
す る 或 る サ ン プ ル に 曝 す 過 程
（ ｃ ） 該 タ ン パ ク 質 を 該 複 合 体 か ら 分 離 す る 過 程 、 お よ び
（ ｄ ） 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 を 収 集 す る 過 程
【 請 求 項 ５ ０ 】
請 求 項 43に 記 載 の 抗 体 と 、 或 る 標 識 成 分 と を 有 す る 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ １ 】
請 求 項 50の 組 成 物 を 有 す る 或 る キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
請 求 項 43の 抗 体 を 有 す る 或 る ア レ イ エ レ メ ン ト 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
請 求 項 43の 抗 体 が そ の 上 に 固 定 さ れ た 或 る 基 板 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
請 求 項 43に 記 載 の 抗 体 と 、 或 る 医 薬 物 質 と を 有 す る 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
該 組 成 物 が 凍 結 乾 燥 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 54に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
或 る 組 成 物 を 用 い て 或 る 分 子 ま た は 化 合 物 の 効 力 を 算 定 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 過 程 を
含 む 方 法 。
（ ａ ） タ ン パ ク 質 を 有 す る 或 る サ ン プ ル を 或 る 分 子 ま た は 化 合 物 で 処 理 す る 過 程
（ ｂ ） 複 合 体 の 形 成 に 適 し た 諸 条 件 下 で 該 サ ン プ ル 中 の タ ン パ ク 質 と 請 求 項 54の 組 成 物 と
を 接 触 さ せ る 過 程
（ ｃ ） 複 合 体 形 成 の 量 を 判 定 す る 過 程 、 お よ び
（ ｄ ） 前 記 処 理 さ れ た サ ン プ ル 中 の 複 合 体 形 成 量 を 、 或 る 処 理 さ れ な い サ ン プ ル 中 の 複 合
体 形 成 量 と 比 較 す る 過 程 で あ っ て 、 複 合 体 形 成 に お け る 差 が 、 該 分 子 ま た は 化 合 物 の 効 力
を 標 示 す る こ と を 特 徴 と す る 過 程
【 請 求 項 ５ ７ 】
或 る 組 成 物 を 用 い て 或 る 分 子 ま た は 化 合 物 の 毒 性 を 算 定 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 過 程 を
含 む 方 法 。
（ ａ ） タ ン パ ク 質 を 有 す る 或 る サ ン プ ル を 或 る 分 子 ま た は 化 合 物 で 処 理 す る 過 程
（ ｂ ） 複 合 体 形 成 に 適 し た 諸 条 件 下 で 、 該 サ ン プ ル 中 の タ ン パ ク 質 と 請 求 項 54の 組 成 物 と
を 接 触 さ せ る 過 程
（ ｃ ） 複 合 体 形 成 の 量 を 判 定 す る 過 程 、 お よ び
（ ｄ ） 前 記 処 理 さ れ た サ ン プ ル 中 の 複 合 体 形 成 量 を 、 或 る 処 理 さ れ な い サ ン プ ル 中 の 複 合
体 形 成 量 と 比 較 す る 過 程 で あ っ て 、 複 合 体 形 成 に お け る 差 が 、 該 分 子 ま た は 化 合 物 の 毒 性
を 標 示 す る こ と を 特 徴 と す る 過 程
【 請 求 項 ５ ８ 】
大 腸 癌 ま た は 胃 癌 の 治 療 方 法 で あ っ て 、 治 療 介 入 を 要 す る 患 者 へ の 請 求 項 43の 抗 体 の 投 与
を 含 む 治 療 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
大 腸 癌 ま た は 胃 癌 の 治 療 方 法 で あ っ て 、 治 療 介 入 を 要 す る 患 者 へ の 請 求 項 45の 抗 体 の 投 与
を 含 む 治 療 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
大 腸 癌 ま た は 胃 癌 の 治 療 方 法 で あ っ て 、 治 療 介 入 を 要 す る 患 者 へ の 請 求 項 54の 組 成 物 の 投
与 を 含 む 治 療 方 法 。
【 請 求 項 ６ １ 】
或 る 薬 剤 を 或 る 細 胞 に 送 達 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 過 程 を 含 む 方 法 。
（ ａ ） 該 薬 剤 を 、 請 求 項 33に 記 載 の 方 法 で 同 定 し た 或 る 二 重 特 異 性 分 子 に 接 着 す る 過 程
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（ ｂ ） 該 二 重 特 異 性 分 子 を 治 療 介 入 を 要 す る 或 る 患 者 に 投 与 す る 過 程 で あ っ て 、 該 二 重 特
異 性 分 子 が SEQ ID NO:1の ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ タ ン パ ク 質 に 特 異 結 合 し 、 そ れ に よ り 該 薬
剤 を 該 細 胞 に 送 達 す る こ と を 特 徴 と す る 過 程
【 請 求 項 ６ ２ 】
請 求 項 61の 方 法 で あ っ て 、 該 細 胞 が 大 腸 の 上 皮 細 胞 で あ る 方 法 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
請 求 項 23の タ ン パ ク 質 に 特 異 結 合 す る 或 る ア ゴ ニ ス ト 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
請 求 項 63に 記 載 の ア ゴ ニ ス ト と 、 或 る 医 薬 用 担 体 と を 有 す る 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
請 求 項 23の タ ン パ ク 質 に 特 異 結 合 す る 或 る ア ゴ ニ ス ト 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
請 求 項 65に 記 載 の ア ン タ ゴ ニ ス ト と 、 或 る 医 薬 用 担 体 と を 有 す る 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
請 求 項 23の タ ン パ ク 質 に 特 異 結 合 す る 或 る 薬 剤 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
請 求 項 67に 記 載 の 薬 剤 と 、 或 る 医 薬 用 担 体 と を 有 す る 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
請 求 項 23の タ ン パ ク 質 に 特 異 結 合 す る 或 る 小 分 子 薬 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
請 求 項 69に 記 載 の 小 分 子 薬 と 、 或 る 医 薬 用 担 体 と を 有 す る 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ １ 】
18か ら 30ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ の ア ン チ セ ン ス 分 子 で あ っ て SEQ ID NO:2の 核 酸 配 列 を 持 つ
或 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 一 部 に 、 ま た は そ の 相 補 配 列 に 特 異 結 合 し 、 該 ア ン チ セ ン ス 分 子
が 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 発 現 を 阻 害 す る よ う な 分 子 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
該 ア ン チ セ ン ス 分 子 が 少 な く と も 1つ の 修 飾 さ れ た ヌ ク レ オ シ ド 間 結 合 を 有 す る 、 請 求 項 7
1に 記 載 の ア ン チ セ ン ス 分 子 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
該 修 飾 さ れ た ヌ ク レ オ シ ド 間 結 合 が ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 結 合 で あ る 、 請 求 項 72に 記 載 の ア
ン チ セ ン ス 分 子 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
該 ア ン チ セ ン ス 分 子 が 少 な く と も 1つ の ヌ ク レ オ チ ド 類 似 体 を 有 す る 、 請 求 項 71に 記 載 の
ア ン チ セ ン ス 分 子 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
該 ヌ ク レ オ チ ド 類 似 体 が 5-メ チ ル シ チ ジ ン で あ る 、 請 求 項 72に 記 載 の ア ン チ セ ン ス 分 子 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 発 明 は 、 癌 に お い て 差 次 的 に 発 現 す る 或 る 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 、 そ れ を コ ー ド す る cDNA、
及 び 該 タ ン パ ク 質 に 特 異 結 合 す る 或 る 抗 体 、 並 び に 、 そ れ ら を 用 い た 大 腸 癌 ま た は 胃 癌 の
診 断 、 病 期 分 類 、 治 療 、 或 い は 進 行 ま た は 治 療 の モ ニ タ リ ン グ に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
ア レ イ 技 術 と 定 量 PCRは 、 多 数 の 関 連 遺 伝 子 ま た は 無 関 係 の 遺 伝 子 の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を
探 求 す る 手 段 を 提 供 す る 。 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 試 験 す る と き は 、 ア レ イ は 次 の よ う な 試 験
を 行 う プ ラ ッ ト フ ォ ー ム を 提 供 す る 。 即 ち ど の 遺 伝 子 が 組 織 特 異 的 か 、 ハ ウ ス キ ー ピ ン グ
機 能 を 行 う か 、 シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド の 一 部 で あ る か 、 又 は 、 特 定 の 遺 伝 的 素 因 や 、 条
件 、 疾 患 、 ま た は 障 害 に 、 特 異 的 に 関 連 す る 遺 伝 子 で あ る か の 試 験 で あ る 。 発 現 プ ロ フ ァ
イ ル 作 成 の 応 用 は 特 に 、 疾 患 の 、 診 断 、 予 後 診 断 、 お よ び 治 療 の 向 上 に 関 す る 。 例 え ば 、
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種 々 の タ イ プ の 癌 の 患 者 か ら の 組 織 に 発 現 さ れ る 配 列 群 と 量 の 双 方 を 比 較 し う る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
癌 と 悪 性 腫 瘍 は 継 続 的 な 細 胞 増 殖 と 細 胞 死 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ 、 遺 伝 学 と 環 境 の 両 方 に
因 果 関 係 が あ る 。 癌 マ ー カ ー は 、 癌 へ の 家 族 性 素 因 の 決 定 、 ま た 様 々 な 癌 の 早 期 診 断 と 予
後 に お い て 、 非 常 に 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
膜 貫 通 タ ン パ ク 質 （ TM） 、 例 え ば 細 胞 膜 を 横 断 す る タ ン パ ク 質 は 、 或 る 病 状 の 潜 在 的 な マ
ー カ ー で あ り 治 療 標 的 で も あ る 。 例 え ば 或 る 腫 瘍 細 胞 に 関 す る な ら ば 、 多 く の TMタ ン パ ク
は 、 細 胞 内 の 成 長 と 分 化 を 制 御 す る 信 号 伝 達 経 路 群 に 関 す る 細 胞 表 面 受 容 体 と し て 作 用 す
る 。 し た が っ て 或 る 病 態 で は 、 TMの 活 性 ま た は 機 能 の 変 調 は 、 疾 患 経 過 を 妨 害 し う る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
大 腸 直 腸 癌 は 、 米 国 で 4番 目 に 発 生 率 の 高 い 癌 で あ り 癌 死 の 2番 目 に 高 い 原 因 で 毎 年 約 13万
人 が 新 患 と な り 5万 5千 人 が 死 亡 す る 。 大 腸 癌 と 直 腸 癌 は 多 く の 環 境 危 険 因 子 を 共 有 し て お
り 、 両 癌 は 、 特 有 の 遺 伝 的 症 候 群 を 有 す る 人 々 に 見 ら れ る （ 大 腸 直 腸 癌 の 概 説 は Potter 
（ 1999; J Natl Cancer Institute 91:916-932） を 参 照 ） 。 大 腸 癌 は 男 女 に お よ そ 等 し い
頻 度 で 発 生 す る 唯 一 の 癌 で あ る 。 ま た 米 国 で は 大 腸 癌 の 診 断 5年 後 の 生 存 率 は 約 55％ で あ
る （ Ries他 （ 1990）  National Institutes of Health, DHHS Publ No. （ NIH） 90-2789）
。
【 ０ ０ ０ ６ 】
幾 つ か の 分 子 経 路 が 大 腸 癌 の 発 生 と 関 係 が あ り 、 こ れ ら の 経 路 い ず れ か の 鍵 遺 伝 子 の 発 現
は 先 天 性 ま た は 後 天 性 突 然 変 異 或 い は 高 メ チ ル 化 に よ り 失 わ れ る 可 能 性 が あ る 。 発 現 に お
け る 変 化 が 大 腸 癌 ま た は 大 腸 癌 発 生 の 素 因 の 早 期 の 指 標 と な り う る 遺 伝 子 の 同 定 が 、 特 に
必 要 と さ れ て い る 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 は ま た 治 療 標 的 と し て 利 用 さ れ 、 癌 の 治 療 に 有 用
な 分 子 が 同 定 さ れ う る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
大 腸 癌 の 素 因 、 発 生 お よ び 進 行 と 関 連 の あ る 多 数 の 遺 伝 子 が 同 定 さ れ て き た 。 例 え ば 、 ヒ
ト の 腫 瘍 で は DNAメ チ ル 化 の 異 常 パ タ ー ン が 一 貫 し て 発 生 す る こ と が よ く 知 ら れ て い る 。
特 に 大 腸 癌 で は 、 大 腸 癌 に 先 行 す る 前 癌 性 ポ リ ー プ 内 な ど 、 腫 瘍 進 行 早 期 に こ れ ら の 変 化
が 発 生 す る こ と が 知 ら れ る 。 DNAメ チ ル 化 を 行 う 酵 素 で あ る DNAメ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ
は 、 大 腸 癌 ま た は 癌 に 先 行 す る 良 性 ポ リ ー プ の 患 者 の 組 織 学 的 に 正 常 な 粘 膜 で 著 し く 増 加
す る 。 そ し て こ の 増 加 は 大 腸 腫 瘍 の 進 行 中 継 続 す る （ Wafik他 （ 1991）  Proc Natl Acad S
ci 88:3470-3474） 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
家 族 性 大 腸 腺 腫 症 （ FAP） は 大 腸 癌 に 先 行 す る ま れ な 常 染 色 体 優 性 症 候 群 で あ り 、 大 腸 腺
腫 性 ポ リ ポ ー シ ス （ APC） 遺 伝 子 の 先 天 性 突 然 変 異 に よ っ て 起 こ る 。 APC遺 伝 子 は 、 APC-β
-カ テ ニ ン -Tcf （ T-細 胞 因 子 ） 経 路 の 一 部 で あ る 。 こ の 経 路 の 機 能 障 害 に よ り 、 大 腸 上 皮
細 胞 の 規 則 的 な 複 製 、 接 着 、 遊 走 が 失 わ れ 、 ポ リ ー プ の 成 長 に つ な が る 。 遺 伝 性 非 腺 腫 性
大 腸 癌 （ HNPCC） は 別 の 先 天 性 常 染 色 体 優 性 症 候 群 で あ り 、 大 腸 癌 の 早 期 発 症 お よ び 他 癌
の 発 生 の 傾 向 に よ り 区 別 す る 。 HNPCCは 、 DNAミ ス マ ッ チ 修 復 （ MMR） 経 路 の 1つ 以 上 の 遺 伝
子 の 突 然 変 異 か ら 発 生 す る 。 ２ つ の ヒ ト MMR遺 伝 子 MSH2お よ び MLH1の 突 然 変 異 は 、 こ れ ま
で に 同 定 さ れ た HNPCCフ ァ ミ リ ー の 大 部 分 に 見 出 さ れ る 。 ほ と ん ど す べ て の 大 腸 癌 は 、 エ
ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 （ ER） 遺 伝 子 が 沈 黙 し た 細 胞 か ら 発 生 す る 。 ER遺 伝 子 転 写 の 沈 黙 は 年 齢
に 関 係 し て お り 、 ER遺 伝 子 の 高 メ チ ル 化 に 関 連 す る （ Issa他 （ 1994）  Nature Genet 7:53
6-540） 。 培 養 し た 大 腸 癌 細 胞 に 外 因 性 ER遺 伝 子 を 導 入 す る と 、 著 し く 成 長 が 抑 制 さ れ る
。
【 ０ ０ ０ ９ 】
大 腸 癌 に 関 連 し 、 ま た 本 病 の 発 生 と 進 行 に 関 連 す る 多 数 の 遺 伝 的 変 容 が 存 在 す る こ と は 明
ら か で 、 癌 発 生 の 早 期 指 標 を 提 供 す る 可 能 性 が あ る 。 こ れ ら の 変 容 は モ ニ タ ー 可 能 で あ り
、 お そ ら く 治 療 で 修 正 で き る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
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或 る 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 、 そ れ を コ ー ド す る cDNA、 お よ び 該 タ ン パ ク 質 に 特 異 結 合 す る 抗 体
の 作 成 法 の 発 見 は 、 大 腸 癌 ま た は 胃 癌 の 、 診 断 、 病 期 分 類 、 治 療 、 或 い は 進 行 ま た は 治 療
の モ ニ タ リ ン グ に 有 用 な 組 成 物 の 提 供 に よ り 、 当 分 野 の 要 望 を 満 た す 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ １ 】
本 発 明 は 、 癌 に お い て 差 次 的 に 発 現 す る 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 で あ る TMDC、 そ れ を コ ー ド す る
cDNA、 お よ び 該 タ ン パ ク 質 に 特 異 結 合 す る 或 る 抗 体 の 発 見 に 基 づ く 。 こ れ ら の 分 子 は 、 大
腸 癌 ま た は 胃 癌 の 、 診 断 、 病 期 分 類 、 治 療 、 或 い は 進 行 ま た は 治 療 の モ ニ タ リ ン グ に 有 用
で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
本 発 明 は 、 SEQ ID NO:1の ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ 或 る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 或 る 核 酸 配 列
を 有 す る 或 る 単 離 さ れ た cDNAを 提 供 す る 。 本 発 明 は ま た 、 SEQ ID NO:2の 核 酸 配 列 、 SEQ I
D NO:3-10か ら 選 択 さ れ た SEQ ID NO:2の 或 る 断 片 、 SEQ ID NO:12-16か ら 選 択 さ れ た SEQ I
D NO:2の 或 る 変 異 体 、 か ら 選 択 さ れ た 或 る 単 離 さ れ た cDNAま た は そ の 相 補 物 （ complement
） を 提 供 す る 。 本 発 明 は 更 に 、 該 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る cDNAか ら な る 或 る プ ロ ー
ブ 、 該 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る cDNAで 形 質 転 換 さ れ る 或 る 細 胞 、 該 膜 貫 通 タ ン パ ク
質 を コ ー ド す る cDNAと 或 る 標 識 成 分 と を 有 す る 或 る 組 成 物 、 該 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 を コ ー ド
す る cDNAを 有 す る 或 る ア レ イ エ レ メ ン ト 、 及 び 、 該 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る cDNAが
そ の 上 に 固 定 さ れ る 或 る 基 板 、 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
本 発 明 は 、 TMDCを コ ー ド す る cDNAを 有 す る 或 る ベ ク タ ー 、 該 ベ ク タ ー を 有 す る 或 る 宿 主 細
胞 、 及 び 、 該 cDNAを 用 い て 該 タ ン パ ク 質 を 作 成 す る 方 法 を 提 供 し 、 本 法 で は 、 該 タ ン パ ク
質 を コ ー ド す る 該 cDNAを 有 す る 該 ベ ク タ ー を 有 す る 該 宿 主 細 胞 を 発 現 に 適 し た 条 件 下 で 培
養 し 、 該 タ ン パ ク 質 を 該 宿 主 細 胞 培 地 か ら 回 収 す る 。 本 発 明 は ま た 、 TMDCを コ ー ド す る cD
NAを 有 す る ベ ク タ ー を 有 す る 或 る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク の 細 胞 株 ま た は 生 物 を も 提 供 す る 。
本 発 明 は 更 に 、 該 cDNA、 そ の 断 片 、 変 異 体 、 ま た は 相 補 配 列 を 有 す る 組 成 物 、 基 板 、 ま た
は プ ロ ー ブ を 提 供 す る が 、 こ れ ら は 検 出 、 ス ク リ ー ニ ン グ 、 お よ び 精 製 の 方 法 に 使 用 で き
る 。 一 態 様 で は 、 プ ロ ー ブ は 一 本 鎖 の 相 補 的 RNA分 子 ま た は DNA分 子 で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
本 発 明 は 、 サ ン プ ル 中 の 核 酸 の 差 次 的 発 現 を 検 出 す る た め に cDNAを 使 用 す る 方 法 を 提 供 す
る 。 本 法 で は プ ロ ー ブ を 核 酸 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 そ れ に よ り ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複
合 体 を 形 成 し て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 形 成 を 標 準 と 比 較 す る 。 比 較 は サ ン プ ル
中 の cDNAの 差 次 的 発 現 を 示 す 。 或 る 態 様 に お い て 検 出 方 法 は 更 に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
前 に サ ン プ ル の 核 酸 の 増 幅 を 含 む 。 別 の 態 様 で は 、 該 cDNAの 差 次 的 発 現 を 示 す 方 法 を 用 い
、 大 腸 癌 ま た は 胃 癌 を 診 断 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
本 発 明 は 、 或 る cDNAを 用 い て 或 る ラ イ ブ ラ リ ま た は 複 数 の 分 子 あ る い は 化 合 物 を ス ク リ ー
ニ ン グ し 該 cDNAに 特 異 結 合 す る 少 な く と も 1つ の リ ガ ン ド を 同 定 す る 方 法 を 提 供 し 、 本 法
で は 該 cDNAと 該 分 子 ま た は 化 合 物 と を 特 異 結 合 を 許 容 す る 条 件 下 で 混 合 し 、 該 cDNAへ の 特
異 結 合 を 検 出 す る こ と に よ り 該 cDNAに 特 異 結 合 す る リ ガ ン ド を 同 定 す る 。 一 態 様 で は 、 該
分 子 群 あ る い は 化 合 物 群 は 、 ア ン チ セ ン ス 分 子 、 人 工 染 色 体 作 成 物 、 分 岐 核 酸 、 DNA分 子
、 エ ン ハ ン サ 、 ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 核 酸 、 タ ン パ ク 質 、 RNA分 子 、 リ プ レ ッ サ 、 お よ び 転
写 因 子 か ら 選 択 さ れ る 。 本 発 明 は ま た 、 或 る cDNAを 用 い て 該 cDNAに 特 異 結 合 す る リ ガ ン ド
を 精 製 す る 方 法 を 提 供 し 、 本 法 で は 該 cDNAを 或 る 基 板 に 接 着 し 、 該 cDNAと 或 る サ ン プ ル と
を 特 異 結 合 を 許 容 す る 条 件 下 で 接 触 さ せ 、 該 リ ガ ン ド を 該 cDNAか ら 解 離 さ せ る こ と に よ り
、 精 製 し た リ ガ ン ド を 得 る 。 本 発 明 は 更 に 或 る 分 子 ま た は 化 合 物 の 効 力 ま た は 毒 性 を 算 定
す る 方 法 を 提 供 し 、 本 法 で は 、 核 酸 群 を 有 す る 或 る サ ン プ ル を 該 分 子 ま た は 化 合 物 で 処 理
し 、 該 核 酸 群 と 或 る cDNAと を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 が 形 成 さ れ る 条 件 下 で ハ イ ブ
リ ダ イ ズ し 、 複 合 体 形 成 量 を 判 定 し 、 処 理 済 み サ ン プ ル 中 の 複 合 体 形 成 量 を 無 処 理 サ ン プ
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ル 中 の 複 合 体 形 成 量 と 比 較 し 、 複 合 体 形 成 の 差 異 が 、 該 分 子 ま た は 化 合 物 の 効 力 ま た は 毒
性 を 示 す 。
【 ０ ０ １ ６ 】
本 発 明 は 、 以 下 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た 或 る 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 ま た は そ の 一 部 を 提
供 す る 。 SEQ ID NO:1の ア ミ ノ 酸 配 列 、 SEQ ID NO:1の 抗 原 エ ピ ト ー プ 、 及 び 、 SEQ ID NO:
1の ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て 少 な く と も 90％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 持 つ SEQ ID NO:1の 変 異
体 。 本 発 明 は ま た 、 該 精 製 タ ン パ ク 質 と 或 る 医 薬 用 キ ャ リ ア と を 有 す る 組 成 物 、 該 タ ン パ
ク 質 と 或 る 標 識 成 分 と を 有 す る 組 成 物 、 該 タ ン パ ク 質 が 固 定 さ れ る 基 板 、 及 び 、 該 タ ン パ
ク 質 を 有 す る 或 る ア レ イ エ レ メ ン ト を 提 供 す る 。 本 発 明 は 更 に 、 SEQ ID NO:1の ア ミ ノ 酸
配 列 を 持 つ タ ン パ ク 質 の 発 現 を サ ン プ ル 中 に 検 出 す る 方 法 を 提 供 し 、 本 法 で は ア ッ セ イ を
行 っ て サ ン プ ル 中 の 該 タ ン パ ク 質 の 量 を 判 定 し 、 タ ン パ ク 質 量 を 標 準 と 比 較 す る こ と に よ
り 、 該 サ ン プ ル 中 の 該 タ ン パ ク 質 の 発 現 を 検 出 す る 。 本 発 明 は 更 に 癌 を 診 断 す る 方 法 を 提
供 し 、 本 法 で は 、 ア ッ セ イ を 行 っ て サ ン プ ル 中 に 発 現 す る タ ン パ ク 質 の 量 を 定 量 し 、 発 現
し た タ ン パ ク 質 の 量 を 標 準 と 比 較 す る こ と に よ り 、 腫 瘍 性 障 害 を 診 断 す る 。 一 態 様 で は 、
ア ッ セ イ は 、 抗 体 ア レ イ 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ 、 蛍 光 活 性 化 細 胞 選 別 、 2D-PAGEお
よ び シ ン チ レ ー シ ョ ン 計 数 、 タ ン パ ク 質 ア レ イ 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 、 並 び に ウ ェ ス タ
ン 解 析 か ら 選 択 さ れ る 。 第 二 の 態 様 で は 、 該 サ ン プ ル が 大 腸 お よ び 胃 の 組 織 か ら 選 択 さ れ
る 。 第 三 の 態 様 で は 、 癌 は 大 腸 癌 ま た は 胃 癌 で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
本 発 明 は 、 或 る タ ン パ ク 質 を 用 い て 或 る ラ イ ブ ラ リ ま た は 複 数 の 分 子 あ る い は 化 合 物 を ス
ク リ ー ニ ン グ し 少 な く と も 1つ の リ ガ ン ド を 同 定 す る 方 法 を 提 供 し 、 本 法 で は 該 タ ン パ ク
質 と 該 分 子 ま た は 化 合 物 と を 特 異 結 合 を 許 容 す る 条 件 下 で 混 合 し 、 特 異 結 合 を 検 出 す る こ
と に よ り 該 タ ン パ ク 質 に 特 異 結 合 す る リ ガ ン ド を 同 定 す る 。 一 態 様 で は 、 該 分 子 群 お よ び
化 合 物 群 が 、 ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 二 重 特 異 性 分 子 、 DNA分 子 、 小 分 子 薬 、 イ ム
ノ グ ロ ブ リ ン 、 イ ン ヒ ビ タ ー 、 擬 態 物 質 、 多 重 特 異 性 分 子 、 ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 核 酸 、 医
薬 品 、 タ ン パ ク 質 、 お よ び RNA分 子 か ら 選 択 さ れ る 。 別 の 態 様 で は 、 該 リ ガ ン ド を 用 い て
腫 瘍 性 障 害 患 者 を 治 療 す る 。 本 発 明 は ま た 、 SEQ ID NO:1の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ
ク 質 に 特 異 結 合 す る 治 療 用 抗 体 を 提 供 す る 。 本 発 明 は ま た 、 SEQ ID NO:1の ア ミ ノ 酸 配 列
を 有 す る タ ン パ ク 質 に 特 異 結 合 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト を 提 供 す る 。 本 発 明 は ま た 、 SEQ ID N
O:1の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 に 特 異 結 合 す る 小 分 子 薬 を 提 供 す る 。 本 発 明 は ま
た 、 リ ガ ン ド が ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 有 効 で あ る か 試 験 す る 方 法 を 提 供
し 、 本 法 で は 、 該 タ ン パ ク 質 を 有 す る サ ン プ ル を 該 分 子 ま た は 化 合 物 に 曝 す 過 程 と 、 サ ン
プ ル 中 の ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト 活 性 を 検 出 す る 過 程 と を 含 む 。
【 ０ ０ １ ８ 】
本 発 明 は 、 或 る タ ン パ ク 質 を 用 い て 該 タ ン パ ク 質 に 特 異 結 合 す る 抗 体 を 同 定 す る た め 複 数
の 抗 体 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 を 提 供 し 、 本 法 で は 複 数 の 抗 体 と 該 タ ン パ ク 質 と を 抗 体
:タ ン パ ク 質 複 合 体 を 形 成 す る 条 件 下 で 接 触 さ せ 、 該 抗 体 を 該 抗 体 :タ ン パ ク 質 複 合 体 か ら
解 離 さ せ る こ と に よ り 、 該 タ ン パ ク 質 に 特 異 結 合 す る 抗 体 を 得 る 。 一 態 様 で は 、 該 抗 体 が
、 無 傷 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 分 子 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 二 重 特 異 性 分
子 、 多 重 特 異 性 分 子 、 キ メ ラ 抗 体 、 組 換 え 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 、 一 本 鎖 抗 体 、 Fab断 片 、 F（
ab’ ） 2  断 片 、 Fv断 片 、 お よ び 抗 体 -ペ プ チ ド 融 合 タ ン パ ク 質 か ら 選 択 さ れ る 。 本 発 明 は
、 或 る タ ン パ ク 質 に 特 異 結 合 す る 精 製 さ れ た 抗 体 群 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
本 発 明 は ま た 、 或 る タ ン パ ク 質 を 用 い て 、 該 タ ン パ ク 質 に 特 異 結 合 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗
体 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 調 製 お よ び 精 製 す る 方 法 を 提 供 す る 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体
を 調 製 す る 方 法 で は 、 抗 体 応 答 を 誘 発 す る 条 件 下 で 動 物 を タ ン パ ク 質 で 免 疫 し 、 動 物 抗 体
を 単 離 し 、 該 タ ン パ ク 質 を 或 る 基 板 に 接 着 し 、 該 基 板 と 単 離 し た 抗 体 と を 該 タ ン パ ク 質 へ
の 特 異 結 合 を 許 容 す る 条 件 下 で 接 触 さ せ 、 該 抗 体 を 該 タ ン パ ク 質 か ら 解 離 さ せ る こ と に よ
り 、 精 製 し た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 調 製 す る 方 法 で は 、 抗 体
応 答 を 誘 発 す る 条 件 下 で 動 物 を 或 る タ ン パ ク 質 で 免 疫 し 、 抗 体 産 生 細 胞 を 動 物 か ら 単 離 し

10

20

30

40

50

(10) JP 2005-505267 A 2005.2.24



、 該 抗 体 産 生 細 胞 と 不 死 化 細 胞 と を 培 地 で 融 合 し て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー
マ 細 胞 を 形 成 し 、 該 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 培 養 し 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 培 地 か ら 単 離 す
る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
本 発 明 は ま た 、 或 る 抗 体 を 用 い て サ ン プ ル 中 の 或 る タ ン パ ク 質 の 発 現 を 検 出 す る 方 法 を 提
供 し 、 本 法 で は 該 抗 体 と サ ン プ ル と を 抗 体 :タ ン パ ク 質 複 合 体 を 形 成 す る 条 件 下 で 混 合 し
、 複 合 体 形 成 を 検 出 し 、 複 合 体 形 成 は サ ン プ ル 中 の 該 タ ン パ ク 質 の 発 現 を 示 す 。 一 態 様 で
は 、 該 サ ン プ ル が 大 腸 ま た は 胃 の 組 織 か ら 選 択 さ れ る 。 第 二 の 態 様 で は 、 複 合 体 形 成 が 標
準 と 比 較 さ れ 、 大 腸 癌 ま た は 胃 癌 の 診 断 と な る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
本 発 明 は 、 或 る タ ン パ ク 質 の 免 疫 精 製 方 法 を 提 供 し 、 本 法 で は 或 る 抗 体 を 或 る 基 板 に 接 着
し 、 該 抗 体 を 、 抗 体 :タ ン パ ク 質 複 合 体 を 形 成 す る 条 件 下 で 、 タ ン パ ク 質 を 有 す る 或 る サ
ン プ ル に 曝 し 、 該 タ ン パ ク 質 を 該 複 合 体 か ら 解 離 さ せ 、 精 製 し た タ ン パ ク 質 を 収 集 す る 。
本 発 明 は ま た 、 該 タ ン パ ク 質 に 特 異 結 合 す る 或 る 抗 体 と 或 る 標 識 成 分 ま た は 医 薬 品 と を 有
す る 或 る 組 成 物 、 該 組 成 物 を 有 す る 或 る キ ッ ト 、 該 抗 体 を 有 す る 或 る ア レ イ エ レ メ ン ト 、
該 抗 体 が 固 定 さ れ る 或 る 基 板 を 提 供 す る 。 本 発 明 は 更 に 或 る 抗 体 を 用 い て 或 る 分 子 ま た は
化 合 物 の 効 力 を 算 定 す る 方 法 を 提 供 し 、 本 法 で は 、 タ ン パ ク 質 を 有 す る 或 る サ ン プ ル を 或
る 分 子 ま た は 化 合 物 で 処 理 し 、 該 サ ン プ ル 中 の タ ン パ ク 質 と 該 抗 体 と を 複 合 体 が 形 成 さ れ
る 条 件 下 で 接 触 さ せ 、 複 合 体 形 成 量 を 判 定 し 、 処 理 済 み サ ン プ ル 中 の 複 合 体 形 成 量 を 無 処
理 サ ン プ ル 中 の 複 合 体 形 成 量 と 比 較 し 、 複 合 体 形 成 の 差 異 が 、 該 分 子 ま た は 化 合 物 の 効 力
を 示 す 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
本 発 明 は 大 腸 癌 の 或 る 治 療 法 を 提 供 し 、 本 法 は 、 治 療 介 入 を 要 す る 或 る 被 検 者 に 、 該 タ ン
パ ク 質 に 特 異 結 合 す る 或 る 治 療 用 抗 体 、 該 タ ン パ ク 質 に 特 異 結 合 す る 或 る 二 重 特 異 性 分 子
、 該 タ ン パ ク 質 に 特 異 結 合 す る 或 る 多 重 特 異 性 分 子 、 ま た は 、 或 る 抗 体 と 或 る 医 薬 品 と を
有 す る 或 る 組 成 物 を 投 与 す る 。 本 発 明 は ま た 、 或 る 医 薬 物 質 ま た は 治 療 物 質 を 或 る 細 胞 に
送 達 す る 方 法 を 提 供 し 、 本 法 で は 、 該 医 薬 物 質 ま た は 治 療 物 質 を 該 タ ン パ ク 質 に 特 異 結 合
す る 或 る 二 重 特 異 性 分 子 と 付 着 さ せ 、 治 療 介 入 を 要 す る 或 る 被 検 者 に 該 二 重 特 異 性 分 子 を
投 与 し 、 該 二 重 特 異 性 分 子 が 該 医 薬 物 質 ま た は 治 療 物 質 を 該 細 胞 に 送 達 す る 。 一 態 様 で は
、 該 細 胞 は 大 腸 の 上 皮 細 胞 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
本 発 明 は 、 該 タ ン パ ク 質 に 特 異 結 合 す る 或 る ア ゴ ニ ス ト お よ び 、 該 ア ゴ ニ ス ト と 或 る 医 薬
用 キ ャ リ ア と を 有 す る 或 る 組 成 物 を 提 供 す る 。 本 発 明 は 又 、 該 タ ン パ ク 質 に 特 異 結 合 す る
或 る ア ン タ ゴ ニ ス ト お よ び 、 該 ア ン タ ゴ ニ ス ト と 或 る 医 薬 用 キ ャ リ ア と を 有 す る 或 る 組 成
物 を 提 供 す る 。 本 発 明 は ま た 、 該 タ ン パ ク 質 に 特 異 結 合 す る 或 る 医 薬 品 ま た は 小 分 子 薬 を
提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
本 発 明 は 、 18か ら 30ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ の ア ン チ セ ン ス 分 子 で あ っ て SEQ ID NO:2の 核 酸
配 列 を 持 つ 或 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 一 部 分 に 、 ま た は そ の 相 補 物 に 特 異 結 合 し 、 該 ア ン チ
セ ン ス 分 子 が 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 発 現 を 阻 害 す る よ う な 分
子 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
本 発 明 は 又 、 少 な く と も 1つ の 修 飾 さ れ た ヌ ク レ オ シ ド 間 結 合 ま た は 少 な く と も 1つ の ヌ ク
レ オ チ ド 類 似 体 を 持 つ 或 る ア ン チ セ ン ス 分 子 を 提 供 す る 。 本 発 明 は ま た 、 該 修 飾 さ れ た ヌ
ク レ オ シ ド 間 結 合 が ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 結 合 で あ る 、 ま た 該 修 飾 さ れ た 核 酸 塩 基 が 5-メ チ
ル シ ト シ ン で あ る 分 子 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
本 発 明 は 、 内 在 性 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 撹 乱 す る た め に 異 種 マ ー カ ー 遺 伝 子 を 哺 乳 動
物 の ゲ ノ ム DNAに 挿 入 す る 方 法 を 提 供 す る 。
さ ら に 本 発 明 は 、 哺 乳 動 物 モ デ ル 系 を 構 築 す る た め に cDNAを 使 用 す る 方 法 を 提 供 し 、 こ こ
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で は SEQ ID NO:2-16か ら 選 択 さ れ た cDNAを 持 つ ベ ク タ ー を 作 製 し 、 ベ ク タ ー を ES細 胞 に 形
質 転 換 し 、 形 質 転 換 し た ES細 胞 を 選 択 し 、 形 質 転 換 し た ES細 胞 を 哺 乳 動 物 胚 盤 胞 に 微 量 注
入 し 、 そ れ に よ っ て キ メ ラ 胚 盤 胞 を 形 成 し 、 キ メ ラ 胚 盤 胞 を 偽 妊 娠 メ ス に 移 植 し 、 前 記 メ
ス が 生 殖 細 胞 系 に 該 cDNAを 持 つ キ メ ラ 子 孫 を 産 み 、 そ し て ホ モ 接 合 性 哺 乳 動 物 モ デ ル 系 を
構 築 す る た め 該 キ メ ラ 哺 乳 動 物 を 交 配 す る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ７ 】
（ 本 発 明 の 記 載 に つ い て ）
本 発 明 が 、 説 明 し た 特 定 の 装 置 、 材 料 及 び 方 法 に 限 定 さ れ る も の で は な い こ と を 理 解 さ れ
た い 。 ま た 、 こ こ で 使 用 す る 専 門 用 語 は 特 定 の 実 施 態 様 を 説 明 す る 目 的 で 用 い た も の で あ
り 、 特 許 請 求 の 範 囲 に の み 限 定 さ れ る 本 発 明 の 範 囲 を 限 定 す る こ と を 意 図 し た も の で は な
い こ と も 併 せ て 理 解 さ れ た い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
請 求 の 範 囲 お よ び 明 細 書 中 で 用 い る 単 数 形 の 「 或 る 」 お よ び 「 そ の （ こ の ） 」 の 表 記 は 、
文 脈 か ら 明 ら か に そ う で な い と さ れ る 場 合 を 除 い て 複 数 の も の を 指 す 場 合 も あ る 。 例 え ば
「 或 る 宿 主 細 胞 」 と 記 さ れ て い る 場 合 に は 当 業 者 に 公 知 の そ の よ う な 宿 主 細 胞 が 複 数 あ る
こ と も あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
本 明 細 書 中 で 用 い る 全 て の 技 術 用 語 お よ び 科 学 用 語 は 、 特 に 定 義 さ れ て い る 場 合 を 除 き 、
当 業 者 に 一 般 に 理 解 さ れ て い る 意 味 と 同 じ 意 味 を 有 す る 。 本 発 明 で 言 及 す る 全 て の 刊 行 物
は 、 刊 行 物 中 で 報 告 さ れ て い て 且 つ 本 発 明 に 関 係 し て 用 い 得 る 、 細 胞 株 、 プ ロ ト コ ル 、 試
薬 及 び ベ ク タ ー に つ い て 説 明 及 び 開 示 す る 目 的 で 引 用 し て い る も の で あ る 。 本 明 細 書 の い
か な る 開 示 内 容 も 、 本 発 明 が 先 行 技 術 の 効 力 に よ っ て こ の よ う な 開 示 に 対 し て 先 行 す る 権
利 を 与 え ら れ て い な い こ と を 認 め る も の で は な い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
（ 定 義 ）
「 抗 体 」 と は 、 無 傷 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 分 子 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、
キ メ ラ 抗 体 、 組 換 え 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 、 一 本 鎖 抗 体 、 Fab断 片 、 F（ ab’ ） 2  断 片 、 Fv断 片
、 お よ び 抗 体 -ペ プ チ ド 融 合 タ ン パ ク 質 を 指 す 。
【 ０ ０ ３ １ 】
「 抗 原 決 定 基 」 は 、 抗 原 エ ピ ト ー プ ま た は 免 疫 原 エ ピ ト ー プ を 指 し 、 こ れ は オ リ ゴ ペ プ チ
ド 、 ペ プ チ ド 、 ま た は タ ン パ ク 質 の 構 造 的 特 徴 ま た は 領 域 で あ っ て 該 タ ン パ ク 質 に 特 異 結
合 す る 抗 体 の 形 成 を 誘 導 す る も の を 指 す 。 生 物 活 性 は 、 免 疫 原 性 に 必 須 で は な い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
「 ア レ イ 」 は 、 或 る 基 板 上 の 、 少 な く と も 2つ の cDNA、 タ ン パ ク 質 、 ま た は 抗 体 の 、 秩 序
あ る 配 置 を 指 す 。 少 な く と も 1つ の cDNA、 タ ン パ ク 質 、 ま た は 抗 体 は 対 照 ま た は 標 準 で あ
り 、 他 の cDNA、 タ ン パ ク 質 、 ま た は 抗 体 が 、 診 断 ま た は 治 療 上 の 関 心 事 で あ る 。 基 板 上 の
少 な く と も 2個 、 最 大 で 約 40,000の cDNA、 タ ン パ ク 質 、 ま た は 抗 体 の 配 置 が 、 各 々 標 識 さ
れ る 複 合 体 （ 各 cDNAと 少 な く と も 1個 の 核 酸 と の 間 、 各 タ ン パ ク 質 と 少 な く と も 1個 の リ ガ
ン ド ま た は 抗 体 と の 間 、 ま た は 各 抗 体 と 該 抗 体 が 特 異 結 合 す る 少 な く と も 1個 の タ ン パ ク
質 と の 間 に 形 成 さ れ る 複 合 体 ） の 、 サ イ ズ と 信 号 強 度 が 個 々 に 識 別 で き る よ う 保 証 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
「 二 重 特 異 性 分 子 」 は 2種 の 結 合 特 異 性 を 持 ち 、 2種 の 分 子 、 ま た は 或 る 分 子 の 2箇 所 の 部
位 に 同 時 に 結 合 で き る 。 同 様 に 、 「 多 重 特 異 性 分 子 」 は 多 数 （ ３ つ 以 上 ） の 別 の 標 的 に 結
合 で き 、 そ の １ つ は 免 疫 細 胞 の 表 面 の 分 子 で あ る 。 抗 体 は 二 重 特 異 性 分 子 ま た は 多 重 特 異
性 分 子 と し て 機 能 で き 、 ま た 、 こ れ ら の 一 部 と 成 り う る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
「 TMDC」 は 、 SEQ ID NO:1の ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て 厳 密 ま た は 高 度 に 相 同 な （ >85％ ） 膜 貫
通 タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 天 然 、 合 成 、 半 合 成 或 い は 組 換 え 体 な ど 任 意 の 出 所 か ら の 、 任 意
の 種 （ 例 え ば ウ シ 、 ヒ ツ ジ 、 ブ タ 、 ネ ズ ミ 、 ウ マ 及 び 好 適 に は ヒ ト 種 ） か ら 得 ら れ る 膜 貫
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通 タ ン パ ク 質 を 指 す 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
配 列 表 （ Sequence Listing） の cDNAの 「 相 補 物 」 は 、 核 酸 分 子 で あ っ て 、 そ の 全 長 に わ た
っ て 完 全 に 相 補 的 で あ り 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で 或 る 核 酸 分 子 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ
す る 分 子 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
「 cDNA」 と は 、 或 る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 核 酸 分 子 、 ま た は そ の 何 れ か の 断 片 で
あ っ て 、 約 400～ 約 12000ヌ ク レ オ チ ド を 持 つ も の を 指 す 。 cDNAは 起 源 が 組 換 え ま た は 合 成
の も の が あ り 、 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 が あ り 、 コ ー ド お よ び 非 コ ー ド の 3’ ま た は 5’ 配 列 を
示 す こ と が あ り 、 ま た 一 般 に イ ン ト ロ ン を 欠 く 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
用 語 「 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る cDNA」 は 、 核 酸 で あ っ て 、 そ の 配 列 が 、 公 知 の 分 析 で 同 定
さ れ る 保 存 さ れ た 領 域 、 モ チ ー フ ま た は ド メ イ ン を コ ー ド す る 配 列 群 と 密 に ア ラ イ ン す る
も の を 指 す 。 こ の 分 析 と し て は 、 BLAST （ Basic Local Alignment Search Tool; Altschu
l （ 1993）  J Mol Evol 36:290300; Altschul 他  （ 1990）  J Mol Biol 215:403-410） お
よ び BLAST2 （ Altschul 他  （ 1997）  Nucleic Acids Res 25:3389-3402） が あ り 、 こ れ ら
は 保 存 さ れ た 領 域 内 の 同 一 性 を 提 示 す る 。 Brenner 他  （ 1998; Proc Natl Acad Sci 95:6
073-6078） は BLASTを 分 析 し て 構 造 的 相 同 体 を 配 列 同 一 性 に よ っ て 同 定 す る 性 能 に つ い て
調 べ 、 30%の 同 一 性 が 少 な く と も 150の 残 基 の 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト で の 信 頼 で き る 閾 値 で あ
り 40%が 少 な く と も 70の 残 基 の ア ラ イ ン メ ン ト で の 合 理 的 閾 値 で あ る こ と を 発 見 し た （ Bre
nner, 6076ペ ー ジ , 列 2） 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
「 組 成 物 」 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 標 識 成 分 を 指 し ま た 、 精 製 し た タ ン パ ク 質 と 医 薬
用 キ ャ リ ア ま た は 異 種 成 分 、 標 識 成 分 あ る い は 精 製 成 分 を 指 し 、 抗 体 と 標 識 成 分 ま た は 医
薬 品 、 な ど も 指 す 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
「 誘 導 体 」 と は 化 学 修 飾 さ れ た cDNAあ る い は タ ン パ ク 質 を 指 す 。 cDNAの 誘 導 体 化 に は 、 ク
エ オ シ ン （ queosine） な ど の 非 従 来 型 塩 基 の 或 い は ヒ ポ キ サ ン チ ン な ど の 類 似 体 の 置 換 が
含 ま れ 得 る 。 こ れ ら の 置 換 は 当 分 野 で 周 知 で あ る 。 cDNAま た は タ ン パ ク 質 の 誘 導 体 化 に は
ま た 、 ア セ チ ル 基 、 ア シ ル 基 、 ア ル キ ル 基 、 ア ミ ノ 基 、 ホ ル ミ ル 基 、 ま た は モ ル ホ リ ノ 基
に よ る 水 素 の 置 換 （ 例 え ば 5-メ チ ル シ ト シ ン ） を 含 み う る 。 誘 導 体 分 子 は 天 然 分 子 の 生 物
活 性 を 保 持 す る が 、 長 い 寿 命 ま た は 増 強 し た 活 性 を 与 え う る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
「 差 次 的 発 現 」 と は 、 サ ン プ ル 中 の 転 写 さ れ た メ ッ セ ン ジ ャ ー RNAあ る い は 翻 訳 さ れ た タ
ン パ ク 質 の 存 在 の 有 無 や 、 量 の 少 な く と も 二 倍 の 変 化 に よ り 検 出 さ れ る 、 増 加 ま た は 上 方
調 節 あ る い は 減 少 ま た は 下 方 調 節 発 現 を 指 す 。
【 ０ ０ ４ １ 】
「 障 害 （ disorder） 」 は 、 病 状 、 疾 患 、 ま た は 症 候 群 で あ っ て 、 そ こ で TMDCま た は TMDCを
コ ー ド す る mRNAが 差 次 的 に 発 現 す る も の を 指 し 、 こ れ に は 大 腸 癌 お よ び 胃 癌 が あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
「 発 現 プ ロ フ ァ イ ル 」 は 、 或 る サ ン プ ル で の 遺 伝 子 発 現 の 表 現 で あ る 。 核 酸 発 現 プ ロ フ ァ
イ ル を 作 成 す る に は 、 シ ー ク エ ン シ ン グ 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 ま た は 増 幅 （ 定 量 PC
R） の 技 術 と 、 サ ン プ ル か ら の mRNAま た は cDNAを 用 い る 。 タ ン パ ク 質 発 現 プ ロ フ ァ イ ル は
、 時 間 の 遅 延 は あ る が 核 酸 発 現 プ ロ フ ァ イ ル の 鏡 像 を な し 、 こ れ に は 抗 体 ま た は タ ン パ ク
質 ア レ イ 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ 、 蛍 光 活 性 化 細 胞 選 別 、 空 間 的 固 定 た と え ば 2D-PAG
E、 お よ び 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ た と え ば 放 射 標 識 お よ び シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ で
の 定 量 、 並 び に ウ ェ ス タ ン 解 析 を 用 い て サ ン プ ル 中 の タ ン パ ク 質 発 現 を 検 出 し う る 。 核 酸
、 タ ン パ ク 質 、 ま た は 抗 体 は 溶 液 で ま た は 基 板 に 付 着 さ せ て 使 用 で き 、 そ の 検 出 は 公 知 の
方 法 と 標 識 成 分 に 基 づ く 。 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 評 価 す る 方 法 に は ま た 、 電 子 的 ノ ー ザ ン 分
析 、 「 guilt-by-association」 （ 連 帯 責 任 に よ り 有 罪 ） 法 、 お よ び 転 写 物 イ メ ー ジ ン グ が
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あ る 。 上 記 い ず れ か の 方 法 で 作 成 し た 発 現 プ ロ フ ァ イ ル は 、 正 常 ま た は 患 部 組 織 を 用 い て
作 成 し た 発 現 プ ロ フ ァ イ ル と 対 比 で き る 。 注 目 す べ き は 、 mRNAと タ ン パ ク 質 の 発 現 の 対 応
が 、 Zweiger （ 2001, . McGraw-Hill, San Francisco, CA） お よ
び Glavas 他  （ 2001; T cell activation upregulates cyclic nucleotide phosphodiest
erases 8A1 and 7A3, Proc Natl Acad Sci 98:6319-6342） な ど で 述 べ ら れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
「 断 片 」 と は 長 さ が 約 50か ら 約 5000塩 基 対 の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド の 鎖 を 指 す 。 断 片 は 、
関 連 す る 核 酸 分 子 を 同 定 す る た め に PCRま た は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 術 で 、 ま た リ ガ
ン ド を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 結 合 ア ッ セ イ で 使 用 さ れ る 可 能 性 が あ る 。 こ の よ う な リ
ガ ン ド は 、 複 製 、 転 写 ま た は 翻 訳 を 調 節 す る 治 療 薬 と し て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
「 Guilt-by-association」 （ GBA） 法 は 、 或 る 特 定 の 疾 患 、 調 節 経 路 、 細 胞 内 区 画 、 細 胞
タ イ プ 、 組 織 タ イ プ 、 ま た は 種 に 関 連 す る cDNAま た は タ ン パ ク 質 の 同 定 を 、 既 知 の マ ー カ
ー ま た は 治 療 薬 と の 、 高 度 に 有 意 な 共 発 現 で 行 う 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
「 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 」 は 、 １ つ の 分 子 の プ リ ン 群 が 5’ -A-G-T-C-3’ 塩 基 対
と 3’ -T-C-A-G-5’ の よ う に 相 補 分 子 の ピ リ ミ ジ ン 群 と 水 素 結 合 す る 時 、 或 る cDNAと 或 る
サ ン プ ル の 核 酸 の 間 で 形 成 さ れ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 、 相 補 性 の 度 合 、 お よ び
ヌ ク レ オ チ ド 類 似 体 の 使 用 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 の 効 率 と ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー
に 影 響 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
配 列 に 用 い ら れ る 用 語 「 同 一 」 と は 、 標 準 化 さ れ た ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て ア ラ イ ン メ ン ト
さ れ る ２ つ 以 上 の 配 列 間 の ヌ ク レ オ チ ド ま た は 残 基 の 一 致 の 定 量 化 （ 通 常 、 百 分 率 ） を 指
し 、 ア ル ゴ リ ズ ム は 例 え ば Smith-Waterman alignment （ Smithお よ び Waterman （ 1981）  
J Mol Biol 147:195-197） , CLUSTALW （ Thompson 他  （ 1994）  Nucleic Acids Res 22:4
673-4680） , ま た は BLAST2 （ Altschul （ 1997, 前 出 ） が あ る 。 BLAST2は 、 ア ラ イ ン メ ン
ト を 最 適 化 す る た め に 配 列 の １ つ に ギ ャ ッ プ を 挿 入 す る ま た 配 列 を よ り 有 意 に 比 較 で き る
、 標 準 化 さ れ た 再 現 性 の あ る 方 法 で 使 用 さ れ る 可 能 性 が あ る 。 「 類 似 性 」 に は 同 じ ア ル ゴ
リ ズ ム を 使 う が 、 残 基 の 保 存 的 置 換 を 考 慮 す る 。 タ ン パ ク 質 で は 類 似 性 が 同 一 性 を 上 回 り
、 理 由 は バ リ ン の ロ イ シ ン ま た は イ ソ ロ イ シ ン と の 置 換 が 、 報 告 さ れ る 百 分 率 の 計 算 で カ
ウ ン ト さ れ る か ら で あ る 。 保 存 的 と み な さ れ る 置 換 は 当 分 野 で 公 知 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
「 単 離 さ れ た 」 ま た は 「 精 製 さ れ た 」 は 、 い ず れ か の 分 子 ま た は 化 合 物 が 、 そ の 自 然 環 境
か ら 分 離 さ れ 、 天 然 に 会 合 す る 他 の 成 分 が 約 60％ ～ 90％ 無 い も の を 指 す 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
「 標 識 成 分 」 は 、 任 意 の レ ポ ー タ ー 分 子 、 例 え ば 放 射 性 核 種 、 酵 素 、 蛍 光 剤 、 化 学 発 光 剤
、 色 原 体 、 基 板 、 補 助 因 子 、 阻 害 因 子 、 ま た は 磁 気 粒 子 で あ っ て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 タ
ン パ ク 質 、 ま た は 抗 体 に 、 付 着 ま た は 組 込 み で き る 分 子 を 指 す 。 可 視 の 標 識 お よ び 色 素 と
し て は 、 限 定 は さ れ な い が 、 ア ン ト シ ア ニ ン 、 β グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ 、 ビ オ チ ン 、 BIODIPY
、 ク ー マ シ ー ブ ル ー 、 Cy3と Cy5、 4,6-ジ ア ミ ジ ノ -2-フ ェ ニ ル イ ン ド ー ル （ DAPI） 、 ジ ゴ
キ シ ゲ ニ ン 、 フ ル オ レ セ イ ン 、 FITC、 金 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 、 リ サ ミ ン （ lissamine） 、
ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 フ ィ コ エ リ ト リ ン 、 ロ ー ダ ミ ン 、 spyro red、 銀 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン
な ど が あ る 。 放 射 性 マ ー カ ー に は 、 水 素 、 ヨ ウ 素 、 リ ン 、 硫 黄 な ど の 放 射 性 形 態 が 含 ま れ
る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
「 リ ガ ン ド 」 と は 、 或 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 或 い は 或 る タ ン パ ク 質 の エ ピ ト ー プ に 特 異 結
合 す る 、 任 意 の 薬 剤 、 分 子 ま た は 化 合 物 を 指 す 。 そ の よ う な リ ガ ン ド は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
ま た は タ ン パ ク 質 の 活 性 を 安 定 化 あ る い は 調 節 す る 。 そ し て ミ ネ ラ ル 、 補 助 因 子 、 核 酸 、
タ ン パ ク 質 、 糖 質 、 脂 肪 、 脂 質 な ど 、 無 機 お よ び ／ ま た は 有 機 物 質 か ら 構 成 さ れ て い る 可
能 性 が あ る 。
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【 ０ ０ ５ ０ 】
「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 と は 、 長 さ が 約 18か ら 約 60ヌ ク レ オ チ ド の 一 本 鎖 分 子 を 指 す 。 こ
れ は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ま た は 増 幅 技 術 、 或 い は 複 製 、 転 写 ま た は 翻 訳 の 調 節 で 使 用
さ れ る 可 能 性 が あ る 。 等 価 な 用 語 に 、 ア ン プ リ コ ン （ 単 位 複 製 配 列 ） 、 ア ン プ リ マ ー 、 プ
ラ イ マ ー 、 お よ び オ リ ゴ マ ー が あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
「 医 薬 品 （ pharmaceutical agent） 」 は 抗 体 の 場 合 も あ り 、 ア ン チ セ ン ス 分 子 、 二 重 特 異
性 分 子 、 多 重 特 異 性 分 子 、 ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 、 放 射 性 核 種 、 小 分 子 薬 、 細 胞 特 異 的 ま
た は 細 胞 障 害 性 の 薬 物 た と え ば ア ブ リ ン 、 ア ク チ ノ ミ オ シ ン D、 シ ス プ ラ チ ン 、 crotin、
ド キ ソ ル ビ シ ン 、 5-フ ル オ ロ ウ ラ シ ル 、 メ ト ト レ キ サ ー ト 、 リ シ ン （ ricin） 、 ビ ン ク リ
ス チ ン 、 ビ ン ブ ラ ス チ ン 、 ま た は 、 こ れ ら エ レ メ ン ト の 任 意 の 併 用 で も あ り う る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
タ ン パ ク 質 の 「 翻 訳 後 修 飾 」 に は 、 脂 質 化 、 グ リ コ シ ル 化 、 リ ン 酸 化 、 ア セ チ ル 化 、 ラ セ
ミ 化 、 蛋 白 分 解 性 切 断 及 び そ の 他 が 含 ま れ 得 る 。 こ れ ら の プ ロ セ ス は 、 合 成 或 い は 生 化 学
的 に 生 じ 得 る 。 生 化 学 的 修 飾 は 、 細 胞 の 位 置 、 細 胞 型 、 pH、 酵 素 環 境 な ど に よ っ て 異 な る
こ と と な る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
「 プ ロ ー ブ 」 と は 、 サ ン プ ル 中 の 少 な く と も 1つ の 核 酸 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る cDNAを 指 す
。 標 的 が 一 本 鎖 で あ る 場 合 、 プ ロ ー ブ は 相 補 的 一 本 鎖 で あ る 。 プ ロ ー ブ は 、 サ ザ ン 法 、 ノ
ー ザ ン 法 、  、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 法 、 ア レ イ な ど の 技 術 を 含 め 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン 反 応 で 、 ま た は ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ で 使 用 す る た め に 、 レ ポ ー タ ー 分 子 で 標 識 化
で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
「 タ ン パ ク 質 」 と は 、 ポ リ ペ プ チ ド あ る い は そ の 任 意 の 部 分 を 指 す 。 或 る タ ン パ ク 質 の 「
一 部 /部 分 」 と は 、 あ る 長 さ の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ っ て 、 該 タ ン パ ク 質 の 、 少 な く と も 1つ の
生 物 活 性 、 PFAMま た は PRINTS分 析 で 同 定 さ れ る 或 る ド メ イ ン 、 ま た は 、 PROTEANプ ロ グ ラ
ム （ DNASTAR, Madison WI） の Kyte-Doolittleア ル ゴ リ ズ ム で 同 定 さ れ る 或 る 抗 原 決 定 基
を 保 持 す る 配 列 を 指 す 。 「 オ リ ゴ ペ プ チ ド 」 は 、 抗 体 を 産 生 す る 融 合 タ ン パ ク 質 の 一 部 と
し て 使 用 さ れ る 、 約 ５ 残 基 か ら 約 １ ５ 残 基 ま で の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
用 語 「 サ ン プ ル 」 は 、 そ の 最 も 広 い 意 味 で 用 い ら れ 、 核 酸 、 タ ン パ ク 質 、 及 び 抗 体 を 有 す
る も の が あ る 。 サ ン プ ル は 、 体 液 た と え ば 腹 水 、 血 液 、 脳 脊 髄 液 、 リ ン パ 、 精 液 、 唾 液 、
尿 な ど や 、 細 胞 製 剤 の 可 溶 分 画 、 ま た は 、 そ の 中 で 細 胞 が 成 長 し た 培 地 の ア リ コ ッ ト や 、
細 胞 か ら 単 離 ま た は 抽 出 し た 染 色 体 や 細 胞 内 小 器 官 （ オ ル ガ ネ ラ ） や 膜 や 、 溶 液 中 に 存 在
す る ま た は 基 板 に 結 合 し た ゲ ノ ム DNA、 RNA、 cDNAや 、 細 胞 、 組 織 、 組 織 生 検 、 組 織 プ リ ン
ト 、 口 腔 粘 膜 細 胞 、 皮 膚 、 毛 髪 、 毛 包 な ど を 有 し 得 る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
「 特 異 結 合 」 は 、 二 分 子 間 の 正 確 な 相 互 作 用 で あ っ て 、 そ れ ら の 構 造 、 特 に そ れ ら の 分 子
側 基 に 依 存 す る 作 用 を さ す 。 例 え ば 、 調 節 タ ン パ ク 質 の DNA分 子 主 溝 へ の 挿 入 （ イ ン タ ー
カ レ ー シ ョ ン ） 、 あ る い は 、 タ ン パ ク 質 の エ ピ ト ー プ と ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト ま た
は 抗 体 と の 間 の 結 合 が あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
「 基 板 」 は 、 任 意 の 剛 性 あ る い は 半 剛 性 の 支 持 物 で あ っ て ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 タ ン パ ク 質
、 ま た は 抗 体 が 結 合 す る も の を 指 し 、 磁 気 ま た は 非 磁 気 ビ ー ズ 、 毛 細 管 ま た は 他 の チ ュ ー
ブ 、 チ ッ プ 、 フ ァ イ バ ー 、 フ ィ ル タ 、 ゲ ル 、 膜 、 プ レ ー ト 、 ポ リ マ ー 、 ス ラ イ ド 、 ウ ェ ハ
、 お よ び 微 小 粒 子 で あ っ て 種 々 の 表 面 形 状 た と え ば チ ャ ネ ル 、 カ ラ ム 、 ピ ン 、 細 孔 、 ト レ
ン チ 、 お よ び ウ ェ ル な ど を 持 つ も の が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
「 転 写 イ メ ー ジ （ transcript image: TI） 」 は 、 特 定 の 組 織 内 、 特 定 時 の 、 遺 伝 子 転 写 活
性 の プ ロ フ ァ イ ル で あ る 。 TIは 或 る ESTデ ー タ ベ ー ス の cDNAラ イ ブ ラ リ 群 の 中 で 発 現 さ れ
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る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 群 の 相 対 的 存 在 度 の ア セ ス メ ン ト を 提 示 し 、 こ れ は 米 国 特 許 第 5,840,
484号 に 記 載 さ れ 、 参 照 に よ り 開 示 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
「 変 異 体 」 は 、 分 子 で あ っ て 、 或 る タ ン パ ク 質 ま た は 其 れ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
群 の 、 認 識 さ れ る バ リ エ ー シ ョ ン を い う 。 ス プ ラ イ ス 変 異 体 は BLASTス コ ア に よ り 決 定 で
き 、 ス コ ア は 少 な く と も 100、 最 も 好 ま し い の は 少 な く と も 400で あ る 。 対 立 遺 伝 子 変 異 体
は cDNAに 対 し て 高 一 致 率 を 有 し 、 100塩 基 に 付 き 約 ３ 塩 基 が 異 な り う る 。 「 １ 塩 基 多 型 」
（ SNP） と は 、 置 換 、 挿 入 ま た は 欠 失 に よ る 、 単 一 塩 基 で の 変 異 を 指 す 。 変 異 は 保 存 的 （
プ リ ン か ら プ リ ン ） あ る い は 非 保 存 的 な （ プ リ ン か ら ピ リ ミ ジ ン ） 可 能 性 が あ り 、 コ ー ド
化 さ れ た ア ミ ノ 酸 ま た は そ の ２ 次 、 ３ 次 、 ４ 次 構 造 の 変 異 と な る 可 能 性 も な ら な い 可 能 性
も あ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
（ 発 明 ）
本 発 明 は 、 癌 に お い て 差 次 的 に 発 現 す る 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 、 該 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 或
る cDNA、 お よ び 該 タ ン パ ク 質 に 特 異 結 合 す る 或 る 抗 体 の 発 見 に 基 づ く 。 該 タ ン パ ク 質 、 ま
た は そ の 各 部 分 、 該 cDNA、 ま た は そ の 断 片 群 、 お よ び 該 抗 体 を 、 直 接 に 、 ま た は 組 成 物 と
し て 用 い て 、 大 腸 癌 ま た は 胃 癌 を 診 断 、 病 期 分 類 、 治 療 、 或 い は 其 の 進 行 ま た は 治 療 を モ
ニ タ ー で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
本 発 明 の TMDCを コ ー ド す る 核 酸 は 初 め 、 或 る 大 腸 腫 瘍 ラ イ ブ ラ リ （ COLNTUTO3） か ら の Inc
yte Clone 1929823の 中 に 、 或 る ヌ ク レ オ チ ド お よ び /ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト
用 コ ン ピ ュ ー タ 検 索 を 用 い て 同 定 さ れ た 。 SEQ ID NO:2の 由 来 は 以 下 の オ ー バ ー ラ ッ プ お
よ び /ま た は 伸 長 し た 核 酸 配 列 群 （ SEQ ID NO:3-10） お よ び そ の 関 連 cDNAラ イ ブ ラ リ 群 Inc
yte Clone 1929823H1、 1929823T6、 お よ び 1341151F6 （ COLNTUTO3） 、 7703595H1 （ UTRET
UE01） 、 8146316H1 （ MIXDTME01） 、 3274531H1、 シ ョ ッ ト ガ ン 配 列 で あ る SCCA02331V1お
よ び SCCA04417V、 並 び に 、 ゲ ノ ム 配 列 g2951946_010 （ SEQ ID NO:11） で あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
一 実 施 態 様 に お い て 本 発 明 は SEQ ID NO:1の ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ 或 る タ ン パ ク 質 を 含 み 、
こ れ は 図 （ Figure） 1Aか ら 1Hに 示 す 。 TMDCは 760ア ミ ノ 酸 の 長 さ で あ り 、 7つ の 潜 在 的 N-グ
リ コ シ ル 化 部 位 を ア ミ ノ 酸 残 基 N16、 N77、 N221、 N264、 N342、 N350、 お よ び N567に 持 つ 。
TMDCは 、 1つ の 潜 在 的 サ イ ク リ ッ ク AMP/サ イ ク リ ッ ク GMP依 存 タ ン パ ク 質 キ ナ ー ゼ 燐 酸 化 部
位 を T237に 、 11ヶ 所 の 潜 在 的 カ ゼ イ ン キ ナ ー ゼ 燐 酸 化 部 位 を S46、 S48、 S75、 S97、 T115、
T129、 S174、 T241、 S474、 S634お よ び S752に 、 ６ つ の 潜 在 的 タ ン パ ク 質 キ ナ ー ゼ C燐 酸 化
部 位 を S59、 T115、 T148、 T188、 S640お よ び S749に 、 ま た 1つ の 潜 在 的 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 燐
酸 化 部 位 を Y536に 持 つ 。 HMMR分 析 で は 、 以 下 の 9つ の 膜 貫 通 ド メ イ ン が あ る 。 TM-1, ア ミ
ノ 酸 残 基 210-230; TM-2, ア ミ ノ 酸 残 基 281-299; TM-3, ア ミ ノ 酸 残 基 372-392; TM-4, ア
ミ ノ 酸 残 基 447-467; TM-5, ア ミ ノ 酸 残 基 487-507; TM-6, ア ミ ノ 酸 残 基 540-562; TM-7, 
ア ミ ノ 酸 残 基 586-610; TM-8, ア ミ ノ 酸 残 基 654-672; お よ び TM-9, ア ミ ノ 酸 残 基 956-974
で あ る 。 SEQ ID NO:1の 有 用 な 抗 原 エ ピ ト ー プ 群 は 、 ほ ぼ ア ミ ノ 酸 残 基 S110～ ほ ぼ R150、
ほ ぼ F230～ ほ ぼ G270、 ほ ぼ V330～ ほ ぼ F370、 お よ び 、 ほ ぼ C420～ ほ ぼ I450に 及 ぶ 。 膜 貫 通
タ ン パ ク 質 腫 瘍 抗 原 に 特 異 結 合 す る 抗 体 は 、 癌 、 特 に 大 腸 癌 ま た は 胃 癌 を 同 定 す る 診 断 ア
ッ セ イ に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
図 2は TMDCの 疎 水 性 プ ロ ッ ト で あ り 、 種 々 の 膜 貫 通 領 域 を 疎 水 性 領 域 （ プ ロ ッ ト の Y軸 上 の
負 の 値 ） と し て 示 す 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
図 3は 、 種 々 の 正 常 な 成 体 組 織 を TMDC発 現 に つ き TAQMAN解 析 で 分 析 し た 結 果 で あ る 。 最 も
顕 著 な TMDC発 現 は 精 巣 、 脂 肪 組 織 、 乳 房 、 十 二 指 腸 、 お よ び 結 腸 に 見 ら れ 、 TMDCが 比 較 的
限 局 的 な 正 常 組 織 分 布 を 持 つ こ と を 示 す 。 し か し 精 巣 で の 高 発 現 は 、 内 部 対 照 で あ る β 2
ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン で の 、 正 常 よ り 高 い 発 現 に 関 連 し た 。
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【 ０ ０ ６ ５ 】
表 （ Table） 1は 、 LIFESEQ Goldデ ー タ ベ ー ス （ Incyte Genomics） 内 の cDNAラ イ ブ ラ リ 群
の ノ ー ザ ン 分 析 に よ る 、 組 織 カ テ ゴ リ 群 で の TMDCの 発 現 を 示 す 。 結 果 は 、 消 化 系 で の TMDC
の 最 高 の 存 在 量 （ Abundance： 見 ら れ た 転 写 物 の 総 数 ） を 示 す 。 上 記 の 表 1と 図 3の 結 果 に
見 ら れ る 差 異 は 、 お そ ら く 、 LIFESEQデ ー タ ベ ー ス の cDNAラ イ ブ ラ リ 群 に お け る 胎 児 組 織
と 患 部 組 織 の 高 出 現 率 を 反 映 す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
ま た 表 2は 、 消 化 系 の 内 、 TMDCを 過 剰 発 現 す る cDNAラ イ ブ ラ リ 群 （ 転 写 物 /ラ イ ブ ラ リ の 比
が 1よ り 大 き い 群 ） が 患 部 組 織 で あ り 、 大 腸 腫 瘍 、 FAP、 炎 症 性 の 腸 、 お よ び 胃 の 腫 瘍 を 含
む こ と を 示 す 。 特 に 注 目 す べ き は 大 腸 腫 瘍 （ COLNTUT03） を 同 じ ド ナ ー か ら の 正 常 大 腸 組
織 （ COLNNOT16） （ TMDC発 現 は 検 出 不 能 で あ っ た ） と 比 べ た 場 合 の TMDCの 過 剰 発 現 と 、 胃
の 腫 瘍 で あ る STOMTUP02で の 過 剰 発 現 で あ り STOMTUP02は TMDCを 発 現 す る 消 化 組 織 の 内 で 最
高 の 存 在 量 を 示 し た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
図 4は 、 QPCR分 析 （ Applied Biosystems） を 用 い て 正 常 大 腸 組 織 と 比 較 し た 、 大 腸 癌 組 織
サ ン プ ル 群 で の TMDC発 現 を 示 す 。 結 果 は 、 試 験 し た 9の 内 8サ ン プ ル の 大 腸 腫 瘍 で の TMDCの
発 現 の 増 加 を 示 す 。 結 果 は 、 癌 組 織 と 正 常 組 織 と で 少 な く と も 1.2倍 の 発 現 差 が 見 ら れ た
と き に 、 有 意 と し た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
図 5は 同 様 に 、 QPCR分 析 を 用 い て 非 腫 瘍 化 大 腸 細 胞 株 LS123と 比 較 し た 、 種 々 の ヒ ト 大 腸 腫
瘍 細 胞 株 で の TMDC発 現 を 示 す 。 TMDCは 、 試 験 し た 8の 内 6の 大 腸 腫 瘍 細 胞 株 、 LS174、 HCT11
6、 Caco2、 HT29、 COLO205お よ び SW620で 過 剰 発 現 す る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
表 3は 、 マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 で 、 大 腸 癌 組 織 群 と 正 常 大 腸 組 織 と で の TMDCの 発 現 を 比 較 し
た 結 果 で あ る 。 結 果 は 、 試 験 し た 14の 内 2名 の 患 者 で の TMDCの 発 現 の 増 加 を 示 す 。 差 次 的
発 現 （ 列 1） は 、 癌 組 織 と 正 常 組 織 と で 少 な く と も 1.5倍 の 発 現 差 が 見 ら れ た と き に 、 有 意
と し た 。 図 3の QPCRで 分 析 し た サ ン プ ル 群 と 表 1と を 比 較 し た 相 対 発 現 値 の 差 の 部 分 的 原 因
は 、 お そ ら く 、 マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 に 比 し て の QPCR分 析 の 感 度 と ダ イ ナ ミ ッ ク レ ン ジ の 大
き さ で あ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
TMDCを コ ー ド す る cDNAの 哺 乳 類 変 異 体 群 の 同 定 に は 、 BLAST2で 初 期 値 パ ラ メ ー タ 群 と ZOOS
EQデ ー タ ベ ー ス 群 （ Incyte Genomics） を 用 い た 。 こ れ ら の 好 適 な 変 異 体 は 、 以 下 の 表 で
示 さ れ る よ う に 約 84%か ら 90%の 同 一 性 を 有 す る 。 列 1は 変 異 体 cDNAの SEQ IDvar、 列 2は 変
異 体 cDNAの ク ロ ー ン 番 号 、 列 3は 種 、 列 4は ヒ ト cDNAと の 一 致 率 、 列 5は 変 異 体 cDNAの ヒ ト c
DNAへ の ア ラ イ ン メ ン ト で あ る 。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ １ 】
遺 伝 暗 号 の 縮 重 に よ り 、 TMDCを コ ー ド す る 多 数 の cDNAが 作 り 出 さ れ 、 中 に は 、 既 知 の い か
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な る 天 然 遺 伝 子 の cDNAと も 極 小 の 類 似 性 し か 持 た な い 配 列 も あ る こ と は 、 当 業 者 に は 理 解
さ れ よ う 。 従 っ て 本 発 明 は 、 可 能 コ ド ン 選 択 に 基 づ く 組 合 せ の 選 択 に よ っ て 産 出 し 得 る よ
う な 、 あ り と あ ら ゆ る 可 能 性 の あ る cDNA変 異 を 企 図 す る 。 こ れ ら の 組 合 せ は 、 天 然 TMDCを
コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 適 用 さ れ る 標 準 的 な ト リ プ レ ッ ト 遺 伝 暗 号 を 基 に 作 ら れ る
。 ま た 、 こ の よ う な 全 て の 変 異 が 明 確 に 開 示 さ れ て い る と 考 慮 さ れ た い 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
SEQ ID NO:2-16の cDNAは 、 SEQ ID NO:2と サ ン プ ル 中 の 関 連 分 子 の 中 で 同 定 、 区 別 す る た
め の 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 増 幅 、 お よ び ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 で 使 用 可 能 で あ る 。 哺
乳 類 cDNAで あ る SEQ ID NO:12-16を 用 い て ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク の 細 胞 株 ま た は 生 物 を 産 生
で き る が 、 こ れ ら は ヒ ト の 大 腸 癌 ま た は 胃 癌 の モ デ ル 系 で あ り 、 そ れ ら に つ い て 治 療 処 置
の 毒 性 と 有 効 性 を 試 験 で き る 。 本 発 明 の 、 cDNA、 タ ン パ ク 質 、 抗 体 、 並 び に 、 cDNAと タ ン
パ ク 質 と を 用 い て 同 定 さ れ る 分 子 お よ び 化 合 物 を 使 用 し て 、 毒 性 研 究 、 臨 床 試 験 、 お よ び
被 検 者 /患 者 治 療 プ ロ フ ァ イ ル を 、 実 施 ま た モ ニ タ ー す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
本 発 明 の 性 質 決 定 と 使 用

こ こ に 開 示 す る 或 る 特 定 の 実 施 態 様 で は 、 mRNAを 当 業 者 に 周 知 の 方 法 を 使 用 し て 哺 乳 動 物
の 細 胞 と 組 織 か ら 単 離 し 、 cDNAラ イ ブ ラ リ を 準 備 す る た め に 使 用 す る 。 Incyte cDNA群 を
、 「 実 施 例 」 の よ う に 準 備 し た 哺 乳 類 cDNAラ イ ブ ラ リ 群 か ら 単 離 し た 。 コ ン セ ン サ ス 配 列
は 1つ の ク ロ ー ン イ ン サ ー ト 中 に 在 る か 化 学 的 に ア セ ン ブ リ さ れ 、 こ れ は Incyte cDNA群 な
ら び に 伸 長 配 列 お よ び /ま た は シ ョ ッ ト ガ ン 配 列 な ど 、 シ ー ク エ ン ス し た 断 片 群 か ら の 電
子 ア セ ン ブ リ に 基 づ く 。 コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム 例 え ば PHRAP （ P Green, University 
of Washington, Seattle WA） お よ び AUTOASSEMBLERア プ リ ケ ー シ ョ ン （ ABI） を 用 い て 配
列 ア セ ン ブ リ し 、 こ れ ら は 実 施 例 5に 記 載 す る 。 5’ お よ び 3’ 配 列 の 検 証 後 、 TMDCを コ ー
ド す る Incyteク ロ ー ン 1929823F6を 、 研 究 開 発 用 試 薬 に 指 定 し た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】

核 酸 を シ ー ク エ ン シ ン グ す る 方 法 は 当 該 分 野 で 周 知 で あ り 、 本 発 明 の 何 れ の 実 施 態 様 も 、
核 酸 シ ー ク エ ン シ ン グ 法 を 用 い て 実 行 可 能 で あ る 。 こ れ ら の 方 法 に 用 い る 酵 素 は 例 え ば DN
Aポ リ メ ラ ー ゼ Iの ク レ ノ ウ 断 片 、 SEQUENASE, Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 お よ び 熱 安 定 性 T7 D
NA ポ リ メ ラ ー ゼ （ Amersham Biosciences （ APB） , Piscataway NJ） 、 ま た は 、 ポ リ メ ラ
ー ゼ 群 と 校 正 エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 群 （ Invitrogen, Carlsbad CA） の 併 用 が あ る 。 配 列 の
準 備 は MICROLAB 2200シ ス テ ム （ Hamilton, Reno NV） お よ び DNA ENGINEサ ー マ ル サ イ ク ラ
ー （ MJ Research, Watertown MA） お よ び ABI CATALYST 3700サ ー マ ル サ イ ク ラ ー （ Applie
d Biosystems） な ど の 装 置 を 、 シ ー ク エ ン シ ン グ は PRISM 3700, 377ま た は 373 DNAシ ー ク
エ ン シ ン グ シ ス テ ム （ ABI） 、 或 い は MEGABACE 1000 DNAシ ー ク エ ン シ ン グ シ ス テ ム （ APB
） を 用 い て 自 動 化 す る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
配 列 表 に 在 る cDNA群 の 核 酸 配 列 の 準 備 に は こ う し た 自 動 化 法 を 用 い 、 こ の 配 列 群 に は 時 折
、 シ ー ク エ ン ス エ ラ ー と Nで 示 す 未 同 定 ヌ ク レ オ チ ド と を 含 み う る が 、 こ れ は cDNAを シ ー
ク エ ン ス し た 時 点 で の 最 新 技 術 を 反 映 す る 。 ベ ク タ ー 、 リ ン カ ー お よ び ポ リ （ A） 配 列 を
マ ス ク す る に は 、 BLASTと 、 動 的 プ ロ グ ラ ミ ン グ と 、 隣 接 ジ ヌ ク レ オ チ ド 分 析 （ dinucleot
ide nearest neighbor analysis） と に 基 づ く 、 ア ル ゴ リ ズ ム と プ ロ グ ラ ム と を 用 い た 。 N
群 と SNP群 を 検 証 す る に は 、 cDNAを 再 シ ー ク エ ン ス す る か 、 該 N群 ま た は SNP、 が 起 き る エ
リ ア に オ ー バ ー ラ ッ プ す る 多 数 の 配 列 を 比 較 す る ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い う る 。 こ の 両 技 術 は
当 業 者 に 周 知 で あ り 使 用 も さ れ る 。 配 列 の 分 析 に は 種 々 の ア ル ゴ リ ズ ム を 使 用 で き 、 そ れ
ら は Ausubel他 （ 1997; , John Wiley & Sons, Ne
w York NY, unit 7.7）  お よ び Meyers （ 1995; , 
Wiley VCH, New York NY, 856-853ペ ー ジ ） に 記 載 が あ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
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シ ョ ッ ト ガ ン ・ シ ー ク エ ン シ ン グ を 、 当 該 の 特 定 ク ロ ー ン 化 イ ン サ ー ト の 配 列 を 完 成 す る
た め に 使 用 す る こ と も で き る 。 シ ョ ッ ト ガ ン ・ ス ト ラ テ ジ ー に は 、 無 作 為 に 元 来 の イ ン サ
ー ト を 多 様 な サ イ ズ の セ グ メ ン ト に 切 断 す る こ と 、 こ れ ら の 断 片 を ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン
グ す る こ と が 含 ま れ る 。 こ れ ら の 断 片 は 、 元 来 の イ ン サ ー ト の 配 列 全 体 が わ か る ま で 、 オ
ー バ ー ラ ッ プ す る 末 端 を 使 用 し て シ ー ク エ ン ス さ れ 再 ア セ ン ブ リ さ れ る 。 シ ョ ッ ト ガ ン ・
シ ー ク エ ン シ ン グ 法 は 当 分 野 で 公 知 で あ り 、 本 法 は 、 当 該 の cDNAに 隣 接 す る 代 表 的 領 域 群
か ら 選 択 さ れ る 、 熱 安 定 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 易 熱 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 お よ び プ ラ イ マ ー
を 使 用 す る 。 不 完 全 ア セ ン ブ リ し た 配 列 の 同 一 性 の 点 検 に は 種 々 の ア ル ゴ リ ズ ム ま た は プ
ロ グ ラ ム 例 え ば CONSED （ Gordon （ 1998）  Genome Res 8:195-202） を 用 い 、 こ れ ら は 当
該 分 野 で 公 知 で あ る 。 コ ン タ ミ ネ ー ト す る 配 列 た と え ば ベ ク タ ー ま た は キ メ ラ 配 列 は 除 去
で き 、 欠 失 し た 配 列 は 復 旧 可 能 で 、 ア セ ン ブ リ し た 完 全 な 配 列 を 完 成 で き る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】

本 発 明 の 配 列 群 の 伸 長 に は 、 種 々 の PCRベ ー ス の 、 当 分 野 で 既 知 の 方 法 を 利 用 で き る 。 例
え ば XL-PCR kit （ ABI） 、 入 れ 子 プ ラ イ マ ー 群 、 お よ び cDNAま た は ゲ ノ ム DNAラ イ ブ ラ リ
を 用 い て 核 酸 配 列 を 伸 長 で き る 。 全 て の PCRベ ー ス の 方 法 で は 、 ソ フ ト ウ ェ ア 、 例 え ば OLI
GOプ ラ イ マ ー 分 析 ソ フ ト ウ ェ ア （ Molecular Biology Insights, Cascade CO） を 用 い て 、
長 さ が 約 22～ 30ヌ ク レ オ チ ド 、 GC含 量 が 約 50％ 以 上 、 温 度 約 55℃ ～ 約 68℃ で 標 的 分 子 に ア
ニ ー リ ン グ す る よ う に 、 プ ラ イ マ ー 群 を 設 計 し 得 る 。 配 列 を 伸 長 し て 調 節 エ レ メ ン ト 群 を
回 収 す る 際 は 、 cDNAで な く ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ 群 を 用 い る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】

cDNAと そ の 断 片 は 、 様 々 な 目 的 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 術 に お い て 使 用 す る こ と が 可
能 で あ る 。 プ ロ ー ブ の 設 計 ま た は 誘 導 は 、 固 有 領 域 （ 例 え ば ５ ’ 調 節 領 域 ） か ら 、 ま た 、
非 保 存 領 域 （ す な わ ち 、 該 タ ン パ ク 質 の 保 存 触 媒 ド メ イ ン を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 群 の
5’ ま た は 3’ ） か ら 可 能 で 、 プ ロ ー ブ は 、 TMDCを コ ー ド す る 天 然 分 子 、 対 立 遺 伝 子 変 異 体
、 ま た は 近 縁 分 子 を 同 定 す る プ ロ ト コ ル に 用 い 得 る 。 プ ロ ー ブ は DNAま た は RNAの 場 合 が あ
り 、 一 本 鎖 の 場 合 が あ り 、 核 酸 配 列 SEQ ID NOs:2-9の 何 れ か に 対 し て 少 な く と も 50％ の 配
列 同 一 性 を 持 つ 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を 産 生 す る に は 、 オ リ ゴ 標 識 化 、 ニ ッ
ク ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン 、 末 端 標 識 化 （ エ ン ド ラ ベ リ ン グ ） 、 ま た は 、 レ ポ ー タ ー 分 子 の 存
在 下 の PCR増 幅 を 用 い 得 る 。 cDNAま た は そ の 断 片 を 有 す る ベ ク タ ー を 用 い て mRNAプ ロ ー ブ
を で 産 生 で き 、 こ の た め に は 或 る RNAポ リ メ ラ ー ゼ と 標 識 し た ヌ ク レ オ チ ド 群 を
付 加 す る 。 こ れ ら の 手 順 に は 、 APBが 提 供 す る よ う な キ ッ ト を 用 い 得 る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー は 、 プ ロ ー ブ の G+C含 量 、 塩 濃 度 、 お よ び
温 度 に よ り 決 定 す る 。 特 に ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー は 、 塩 の 濃 度 の 減 少 あ る い は ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン 温 度 の 上 昇 に よ り 増 強 す る こ と が で き る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 5xSSC
に 1%の ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム （ SDS） で 60℃ な ど の バ ッ フ ァ ー で の 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ
ー で 実 施 す る こ と が で き 、 そ こ で は 、 い く ら か の ミ ス マ ッ チ を 有 す る 核 酸 配 列 間 で ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 形 成 を 可 能 に す る 。 よ り 高 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー で は 、 続 い て
45℃ （ 中 間 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー ） ま た は 68℃ （ 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー ） で 、 0.1% SDSを 有
す る 0.2xSSCな ど の バ ッ フ ァ ー で 洗 浄 を 実 施 す る 。 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー で は 、 ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 は 核 酸 が 完 全 に 相 補 的 な 場 合 の み 安 定 を 保 持 す る で あ ろ う 。 数 種 の
膜 系 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン で は 、 約 35％ ～ 約 50％ の ホ ル ム ア ミ ド を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン 溶 液 に 添 加 し 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 成 さ れ る 温 度 を 低 下 で き る 。 背 景 信 号 を 低
減 す る に は 、 界 面 活 性 剤 た と え ば Sarkosylま た は TRITON X-100 （ Sigma-Aldrich） 、 お よ
び ブ ロ ッ キ ン グ 剤 た と え ば 変 性 サ ケ 精 子 DNAを 用 い 得 る 。 構 成 成 分 の 選 択 と ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン の 条 件 と は 当 業 者 に は 公 知 で あ る 。 ま た Ausubel （ ） お よ び Sambrook （
1989）  , Cold Spring Harbor Press, Plainvi
ew NYに 概 説 さ れ て い る 。
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【 ０ ０ ８ ０ 】
ア レ イ を 当 該 分 野 で 周 知 の 方 法 を 用 い て 調 製 ま た 分 析 す る こ と が で き る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド ま た は cDNAは 、 同 時 に 多 数 の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を モ ニ タ ー す る た め に 、 ま た は 遺 伝
変 異 体 、 突 然 変 異 及 び 一 塩 基 多 型 を 同 定 す る た め に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ あ
る い は 標 的 と し て 使 用 さ れ 得 る 。 ア レ イ を 用 い る こ と で 、 遺 伝 子 機 能 を 決 定 し 、 症 状 、 疾
患 ま た は 障 害 の 遺 伝 的 根 拠 を 理 解 し 、 症 状 、 疾 患 ま た は 障 害 を 診 断 し 、 治 療 薬 を 開 発 し 活
性 を モ ニ タ ー す る こ と が で き る （ 例 え ば 米 国 特 許 第 5,474,796号 ; Schena他 （ 1996）  Proc
 Natl Acad Sci 93:10614-10619; Heller他 （ 1997）  Proc Natl Acad Sci 94:2150-2155;
 米 国 特 許 第 5,605,662号 参 照 ） 。
【 ０ ０ ８ １ 】
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ は ま た 、 天 然 の ゲ ノ ム 配 列 を マ ッ ピ ン グ す る の に も 有 用
で あ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ は 、 特 定 の 染 色 体 、 染 色 体 の 特 定 領 域 、 ま た は
人 工 染 色 体 作 成 物 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ う る 。 こ う し た 作 成 物 と し て は 、 ヒ ト 人 工 染 色 体
、 酵 母 人 工 染 色 体 、 細 菌 人 工 染 色 体 、 細 菌 P1作 成 物 、 ま た は 、 単 一 染 色 体 か ら 作 製 し た ラ
イ ブ ラ リ 群 の cDNAが あ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】

QPCR法 は 核 酸 分 子 の 定 量 法 で あ り 、 PCR増 幅 時 に 発 生 す る 蛍 光 信 号 の 検 出 に 基 づ く （ Gibso
n （ 1996）  Genome Res 6:995-1001; Heid （ 1996）  Genome Res 6:986-994） 。 増 幅
に 用 い る 装 置 は 例 え ば PRISM 7700検 出 シ ス テ ム （ ABI） で あ り 、 こ れ は 96穴 サ ー マ ル サ イ
ク ラ ー が レ ー ザ ー お よ び 電 荷 結 合 素 子 （ CCD） 光 学 系 に 接 続 さ れ る 。 QPCRを 行 う に は 、 PCR
反 応 を 、 二 重 標 識 し た プ ロ ー ブ の 存 在 下 で 行 う 。 プ ロ ー ブ は 標 準 の 順 行 と 逆 行 の PCRプ ラ
イ マ ー 間 で ア ニ ー ル す る よ う 設 計 さ れ 、 5’ 末 端 で 蛍 光 原 性 レ ポ ー タ ー 色 素 （ た と え ば 6-
カ ル ボ キ シ フ ル オ レ セ イ ン （ 6-FAM） ） に よ っ て 、 ま た 3’ 末 端 で ク エ ン チ ャ ー 分 子 （ た と
え ば 6-カ ル ボ キ シ テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン （ TAMRA） ） に よ っ て 標 識 さ れ る 。 プ ロ ー ブ が
無 傷 な 内 は 、 3’ ク エ ン チ ャ ー が 、 5’ レ ポ ー タ ー に よ る 蛍 光 を 消 す 。 し か し 各 プ ラ イ マ ー
伸 長 周 期 の 間 、 ア ニ ー ル 済 プ ロ ー ブ は 、 Taqポ リ メ ラ ー ゼ の 内 在 性 の 5’ → 3’ ヌ ク レ ア ー
ゼ 活 性 の 結 果 、 分 解 す る （ Holland （ 1991）  Proc Natl Acad Sci 88:7276-7280） 。 こ
の 分 解 は レ ポ ー タ ー を ク エ ン チ ャ ー か ら 分 離 し 、 蛍 光 は 数 秒 ご と に CCDで 検 出 さ れ る 。 核
酸 の 開 始 コ ピ ー 数 が 高 い ほ ど 、 早 期 に 蛍 光 の 増 加 が 見 ら れ る 。 サ イ ク ル 閾 値 （ C T  ） は PCR
産 物 が 一 定 の 検 出 閾 値 を 超 え る サ イ ク ル 数 で あ り 、 機 器 の ソ フ ト ウ ェ ア が 判 定 す る 。 C T  
は 鋳 型 の コ ピ ー 数 に 逆 比 例 す る の で 、 サ ン プ ル 中 の 核 酸 分 子 の 相 対 ま た は 絶 対 的 初 濃 度 の
計 算 に 用 い 得 る 。 2種 の 分 子 の 相 対 濃 度 を 計 算 す る に は 、 各 々 の C T  値 を 判 定 し て 行 え る （
比 較 C T  法 ） 。 或 い は 核 酸 分 子 の 絶 対 濃 度 を 計 算 す る に は 、 既 知 濃 度 の 或 る ハ ウ ス キ ー ピ
ン グ 分 子 を 用 い て 標 準 曲 線 を 作 成 し て 行 え る 。 C T  値 を 計 算 し 、 標 準 曲 線 を 準 備 し 、 開 始
コ ピ ー 数 を 判 定 す る 過 程 に は 、 SEQUENCE DETECTOR 1.7ソ フ ト ウ ェ ア （ ABI） を 用 い る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】

TMDCを コ ー ド す る 多 数 の cDNAの 何 れ か 1つ を ベ ク タ ー に ク ロ ー ン 化 で き 、 該 タ ン パ ク 質 ま
た は 其 の 各 部 分 を 宿 主 細 胞 内 で 発 現 す る た め に 用 い 得 る 。 核 酸 配 列 は 、 新 規 な 制 限 酵 素 部
位 の 作 製 、 グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン の 改 変 、 コ ド ン 選 択 性 の 変 更 の た め に 、 DNAシ ャ ッ フ リ
ン グ （ USPN 5,830,721） 、 部 位 特 異 的 変 異 誘 発 な ど の 方 法 に よ り 操 作 す る こ と が 可 能 で あ
り 、 こ れ に よ り 、 特 定 宿 主 に お け る 発 現 の 増 大 、 ス プ ラ イ ス 変 異 体 の 生 成 、 半 減 期 の 延 長
な ど が な さ れ る 。 発 現 ベ ク タ ー は 、 特 定 の 宿 主 で の 効 率 の た め に 選 択 さ れ た 多 様 な 出 所 か
ら の 、 転 写 及 び 翻 訳 調 節 エ レ メ ン ト （ プ ロ モ ー タ 、 エ ン ハ ン サ 、 特 定 の 開 始 シ グ ナ ル 、 ポ
リ ア デ ニ ル 化 さ れ た 3’  配 列 ） を 持 つ こ と が 可 能 で あ る 。 ベ ク タ ー 、 cDNA、 調 節 エ レ メ ン
ト は 、 当 分 野 で 公 知 で あ り Sambrook （ 4、 8、 16、 17章 ） に 記 載 さ れ て い る 、
組 換 え DNA技 術 、 合 成 技 術 、 及 び /ま た は 遺 伝 的 組 換 え 技 術 を 利 用 し て 結 合 す る 。

【 ０ ０ ８ ４ 】
種 々 の 宿 主 系 を 、 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 可 能 で あ る 。 こ れ ら に は 、 限 定 す る も の で は な
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い が 組 換 え バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 、 プ ラ ス ミ ド ま た は コ ス ミ ド DNA発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換
さ せ た 細 菌 や 、 酵 母 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ せ た 酵 母 や 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ
ー で 形 質 転 換 さ せ た 昆 虫 細 胞 系 や 、 ウ イ ル ス 性 お よ び /ま た は 細 菌 性 エ レ メ ン ト を 有 す る
発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ せ た 植 物 細 胞 系 が あ る （ 前 出 Ausubel、 ユ ニ ッ ト 16） 。 哺 乳 動
物 細 胞 系 に お い て は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 転 写 /翻 訳 複 合 体 を 利 用 し 得 る 。 配 列 を ウ イ ル ス の
ゲ ノ ム の E1あ る い は E3領 域 に ラ イ ゲ ー シ ョ ン さ せ た 後 に 、 こ の 感 染 性 ウ イ ル ス が 、 宿 主 細
胞 を 形 質 転 換 し そ こ で 該 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る た め に 用 い ら れ る 。 ラ ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス エ
ン ハ ン サ ー あ る い は 、 SV40ま た は EBVを ベ ー ス に し た ベ ク タ ー を 用 い て 、 タ ン パ ク 質 を 高
レ ベ ル 発 現 さ せ る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
核 酸 配 列 の 慣 例 的 な ク ロ ー ニ ン グ 、 サ ブ ク ロ ー ニ ン グ 、 お よ び 増 殖 に は 、 多 機 能 の pBLUES
CRIPTベ ク タ ー （ Stratagene, La Jolla CA） ま た は pSPORT1プ ラ ス ミ ド （ Invitrogen） を
用 い る こ と が で き る 。 或 る 核 酸 配 列 を こ れ ら ベ ク タ ー の マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ 部 位 に 導 入 す
る と lacZ遺 伝 子 が 撹 乱 さ れ 、 形 質 転 換 さ れ た 細 菌 の た め の 比 色 ス ク リ ー ニ ン グ 法 が 可 能 と
な る 。 更 に こ れ ら の ベ ク タ ー は 、 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 配 列 に お け る in vitro転 写 、 ジ デ オ
キ シ の シ ー ク エ ン シ ン グ 、 ヘ ル パ ー フ ァ ー ジ に よ る 一 本 鎖 の レ ス キ ュ ー 、 入 れ 子 欠 失 の 生
成 に も 有 用 で あ ろ う 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
組 換 え タ ン パ ク 質 の 長 期 産 生 の た め に 、 同 じ 或 い は 別 の ベ ク タ ー の 上 の 選 択 可 能 マ ー カ ー
ま た は 可 視 マ ー カ ー 遺 伝 子 と 共 に 、 ベ ク タ ー は 安 定 的 に 細 胞 株 に 形 質 転 換 さ れ う る 。 形 質
転 換 後 、 細 胞 は 強 化 培 地 で 約 1～ 2日 間 増 殖 さ せ 、 次 に 選 択 培 地 に 移 す 。 選 択 可 能 マ ー カ ー
や 、 代 謝 拮 抗 物 質 、 抗 生 物 質 或 い は 除 草 剤 耐 性 の 遺 伝 子 は 関 連 す る 選 択 剤 へ の 耐 性 を 与 え
、 導 入 さ れ た 配 列 の 発 現 に 成 功 す る よ う な 細 胞 の 成 長 及 び 回 収 が 可 能 と な る 。 選 択 培 地 上
の 生 存 に あ る い は 可 視 マ ー カ ー の 発 現 に よ り 同 定 さ れ た 耐 性 ク ロ ー ン は 、 培 養 技 術 を 用 い
て 増 殖 可 能 で あ る 。 可 視 マ ー カ ー は ま た 、 導 入 さ れ た 遺 伝 子 に よ り 発 現 し た タ ン パ ク 質 の
量 を 推 定 す る た め に も 用 い ら れ る 。 所 望 の cDNAを 有 す る 宿 主 細 胞 の 検 証 は 、 DNA-DNAま た
は DNA-RNAハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン あ る い は PCR増 幅 に 基 づ く 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
宿 主 細 胞 は 、 所 望 の 形 で 組 換 え タ ン パ ク 質 を 修 飾 す る 能 力 に つ い て 、 選 択 さ れ 得 る 。 そ の
よ う な 修 飾 に は 、 ア セ チ ル 化 、 カ ル ボ キ シ ル 化 、 グ リ コ シ ル 化 、 リ ン 酸 化 、 脂 質 化 、 ア シ
ル 化 及 び そ の 他 が あ る 。 「 プ レ プ ロ 」 形 を 切 断 す る 翻 訳 後 プ ロ セ シ ン グ を 利 用 し て 、 タ ン
パ ク 質 の タ ー ゲ テ ィ ン グ 、 折 り た た み 、 お よ び ／ ま た は 活 性 を 特 定 す る こ と も 可 能 で あ る
。 翻 訳 後 の 活 性 の た め の 、 特 定 の 細 胞 機 構 お よ び 特 徴 的 な 機 序 を 持 つ 、 種 々 の 宿 主 細 胞 を
、 組 換 え タ ン パ ク 質 の 妥 当 な 修 飾 お よ び プ ロ セ シ ン グ を 確 実 に す る よ う に 選 択 し 得 る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】

精 製 を 容 易 に す る た め ベ ク タ ー に 組 み 込 ま れ る 異 種 成 分 に は 、 グ ル タ チ オ ン Ｓ ト ラ ン ス フ
ェ ラ ー ゼ （ GST） 、 6xHis、 FLAG、 MYC及 び そ の 他 が あ る 。 GSTと 6-Hisを 精 製 す る に は 、 そ
れ ぞ れ 固 定 化 グ ル タ チ オ ン お よ び 金 属 キ レ ー ト 樹 脂 な ど 、 親 和 性 マ ト リ ク ス を 用 い る 。 FL
AGお よ び MYCを 精 製 す る に は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル お よ び ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い る 。 精 製
後 の 分 離 を 容 易 に す る た め に 、 タ ン パ ク 質 と 異 種 成 分 の 間 に 位 置 す る ベ ク タ ー に 、 タ ン パ
ク 質 分 解 切 断 部 位 を コ ー ド す る 配 列 を 含 め る こ と も で き る 。 組 換 え タ ン パ ク 質 の 発 現 お よ
び 精 製 方 法 は 、 Ausubel（ 前 出 、 ユ ニ ッ ト 16） に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】

高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ と 質 量 分 析 （ MS） を 用 い て タ ン パ ク 質 の 迅 速 な 同 定 を 可 能 に す
る 数 種 の 技 術 が 開 発 さ れ て い る 。 タ ン パ ク 質 を 有 す る サ ン プ ル を 発 端 に 、 本 法 で は 、 1）  
タ ン パ ク 質 を 二 次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 （ 2-DE） で 分 離 し 、 2）  選 択 し た タ ン パ ク 質 を ゲ ル か ら
切 除 し プ ロ テ ア ー ゼ で 消 化 し て 一 組 の ペ プ チ ド を 産 生 し 、 3）  ペ プ チ ド を 質 量 分 析 し て ペ
プ チ ド イ オ ン 質 量 と ス ペ ク ト ル パ タ ー ン 情 報 を 引 き 出 す 。 MS情 報 を 用 い て タ ン パ ク 質 を 同
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定 す る に は 、 こ の 情 報 を タ ン パ ク 質 デ ー タ ベ ー ス の 情 報 と 比 較 す る （ Shevenko （ 1996
）  Proc Natl Acad Sci 93:14440-14445） 。 蛋 白 質 の 2DEで の 分 離 に は 、 等 電 点 分 離 法 （ I
EF） を 1次 元 目 、 そ の 後 SDS-PAGEを 2次 元 目 に 用 い る 。 IEFで は 、 固 定 し た pH勾 配 ス ト リ ッ
プ が 、 分 離 の 再 現 性 と 分 解 能 の 増 進 に 有 用 で あ る 。 別 の 技 術 を 用 い て 、 極 め て 塩 基 性 、 疎
水 性 、 ま た は 高 分 子 量 の タ ン パ ク 質 の 分 解 能 を 改 善 し う る 。 分 離 し た タ ン パ ク 質 の 検 出 に
は 、 MSに 適 合 す る 染 色 液 ま た は 色 素 た と え ば 銀 染 色 、 ク ー マ シ ー ブ ル ー 、 ま た は spyro re
d （ Molecular Probes, Eugene OR） を 利 用 で き る 。 ゲ ル は PVDF膜 に ブ ロ ッ ト し て ウ ェ ス
タ ン 分 析 で き 、 光 学 ス キ ャ ン に STORMス キ ャ ナ ー （ APB） を 用 い て 、 コ ン ピ ュ ー タ で 読 み 取
れ る 出 力 を 産 出 可 能 で 、 そ れ を パ タ ー ン 認 識 ソ フ ト ウ ェ ア （ 例 え ば MELANIE （ GeneBio, G
eneva, Switzerland） ） で 分 析 す る 。 本 ソ フ ト ウ ェ ア は 個 々 の ス ポ ッ ト を 注 釈 す る が 、 こ
れ は 、 一 意 の 識 別 子 を 割 当 て 、 各 々 の X、 Y座 標 、 分 子 量 、 等 電 点 、 お よ び 信 号 強 度 を 計 算
し て 行 う 。 当 該 の 個 々 の ス ポ ッ ト （ 例 え ば 差 次 的 に 発 現 し た タ ン パ ク 質 を 示 す ス ポ ッ ト ）
が 切 除 さ れ 、 部 位 特 異 的 プ ロ テ ア ー ゼ （ 例 え ば ト リ プ シ ン ま た は キ モ ト リ プ シ ン ） の 単 独
ま た は 併 用 で 蛋 白 分 解 消 化 さ れ 、 一 組 の 小 ペ プ チ ド 、 好 適 に は 1～ 2 kDaの 範 囲 の も の が 産
生 さ れ る 。 消 化 の 前 に サ ン プ ル を 還 元 剤 お よ び ア ル キ ル 化 剤 で 処 理 で き 、 消 化 後 に ペ プ チ
ド を 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ま た は キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 で 分 離 し 、 MSで 分 析 す る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
MSは サ ン プ ル の 各 成 分 を ガ ス 状 イ オ ン に 変 換 し 、 イ オ ン を 質 量 電 荷 比 に 基 づ き 分 離 し 、 相
対 存 在 度 を 判 定 す る 。 ペ プ チ ド マ ス フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト 分 析 で は 、 MALDI-TOF （ Matrix A
ssisted Laser Desorption/Ionization-Time of Flight、 マ ト リ ッ ク ス 支 援 レ ー ザ ー 脱 離
イ オ ン 化 飛 行 時 間 型 質 量 分 析 ） , ESI （ Electrospray Ionization、 エ レ ク ト ロ ス プ レ ー
イ オ ン 化 質 量 分 析 ） , お よ び TOF-TOF （ Time of Flight/Time of Flight） 装 置 を 用 い て
、 一 組 の 高 精 度 な ペ プ チ ド 質 量 を 判 定 す る 。 分 析 プ ロ グ ラ ム 例 え ば TURBOSEQUESTソ フ ト ウ
ェ ア （ Finnigan, San Jose CA） を 用 い て MSデ ー タ を 、 既 知 ま た は 予 測 し た タ ン パ ク 質 に
由 来 す る 理 論 的 MSデ ー タ の デ ー タ ベ ー ス と 比 較 す る 。 最 少 で 3ペ プ チ ド 質 量 の 一 致 を 用 い
て 、 信 頼 で き る タ ン パ ク 同 定 を 行 う 。 更 な る 情 報 が 同 定 に 必 要 で あ れ ば 、 タ ン デ ム MSを 用
い て 個 々 の ペ プ チ ド の 情 報 を 引 き 出 せ る 。 タ ン デ ム MSで は 、 第 1ス テ ー ジ の MSで 個 々 の ペ
プ チ ド 質 量 を 判 定 す る 。 次 に 、 選 択 し た ペ プ チ ド イ オ ン を 断 片 化 す る た め 衝 突 誘 起 解 離 （
CID） な ど の 技 術 を 用 い 、 一 連 の イ オ ン を 産 生 す る 。 結 果 の 断 片 化 イ オ ン 群 を 第 ２ ラ ウ ン
ド の MSで 分 析 し 、 そ れ ら の ス ペ ク ト ル パ タ ー ン を 用 い て ア ミ ノ 酸 配 列 の 短 い ス ト レ ッ チ を
判 定 で き る （ Dancik （ 1999）  J Comput Biol 6:327-342） 。
【 ０ ０ ９ １ 】
該 タ ン パ ク 質 が デ ー タ ベ ー ス に あ れ ば 、 ペ プ チ ド 質 量 と 断 片 化 デ ー タ の 組 合 せ は 、 該 タ ン
パ ク 質 の 算 出 さ れ た MWお よ び pIと 共 に 、 通 常 、 明 白 な 同 定 を 産 生 す る こ と と な る 。 一 致 が
見 ら れ な い 場 合 、 タ ン パ ク 配 列 を 得 る に は 、 当 該 分 野 で 公 知 の 直 接 化 学 シ ー ク エ ン シ ン グ
法 を 用 い 得 る （ Creighton （ 1984）  , 
WH Freeman, New York NY参 照 ） 。
【 ０ ０ ９ ２ 】

タ ン パ ク 質 ま た は 其 の 各 部 分 を 産 生 す る に は 、 組 換 え 法 に 限 ら ず 当 該 分 野 で 公 知 の 化 学 法
も 用 い う る 。 固 相 ペ プ チ ド 合 成 は バ ッ チ 式 ま た は 連 続 フ ロ ー プ ロ セ ス で 実 行 で き 、 こ れ は
逐 次 的 に 、 α ア ミ ノ 保 護 お よ び 側 鎖 保 護 し た ア ミ ノ 酸 残 基 を 不 溶 性 ポ リ マ ー 支 持 体 に 、 或
る リ ン カ ー 基 を 介 し て 付 加 す る 。 メ チ ル ア ミ ン 誘 導 体 化 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル な ど の リ
ン カ ー 基 を 、 サ ポ ー ト レ ジ ン を 形 成 す る た め ス チ レ ン -ジ ビ ニ ル ベ ン ゼ ン 共 重 合 体 に 付 着
す る 。 こ れ ら ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 酸 不 安 定 Boc（ t-ブ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル ） ま た は 塩 基 不
安 定 Fmoc（ 9-フ ル オ レ ニ ル メ ト キ シ カ ル ボ ニ ル ） で N-α 保 護 さ れ る 。 保 護 ア ミ ノ 酸 の カ ル
ボ キ シ ル 基 は リ ン カ ー 基 の ア ミ ン に 結 合 さ せ 、 こ の 残 基 を 固 相 サ ポ ー ト レ ジ ン に ア ン カ ー
す る 。 ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 ま た は ピ ペ リ ジ ン が 、 そ れ ぞ れ Bocま た は Fmocの 場 合 に 保 護 基 を
除 去 す る た め に 用 い ら れ る 。 各 付 加 的 ア ミ ノ 酸 を 、 カ ッ プ リ ン グ 剤 か 前 も っ て 活 性 化 さ れ
た ア ミ ノ 酸 誘 導 体 を 用 い て ア ン カ ー 済 み 残 基 に 付 加 し 、 次 い で レ ジ ン を 洗 浄 す る 。 全 長 ペ
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プ チ ド を 、 逐 次 脱 保 護 、 誘 導 体 化 ア ミ ノ 酸 の 結 合 、 ジ ク ロ ロ メ タ ン ま た /あ る い は N, N-ジ
メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド で の 洗 浄 に よ り 合 成 す る 。 前 記 ペ プ チ ド を 、 ペ プ チ ド 酸 ま た は ア ミ ド
を 産 生 す る た め に ペ プ チ ド カ ル ボ キ シ 末 端 と リ ン カ ー 基 の 間 で 切 断 す る （ Novabiochem 19
97/98 Catalog and Peptide Synthesis Handbook, San Diego CAS1-S20ペ ー ジ ） 。 自 動 合
成 は ま た 、 431Aペ プ チ ド シ ン セ サ イ ザ （ ABI） 等 の 装 置 で 成 し 得 る 。 タ ン パ ク 質 或 い は そ
の 部 分 は 、 分 取 用 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ を 用 い て 精 製 可 能 で あ る 。 ま た そ の 組 成 は ア ミ
ノ 酸 分 析 か シ ー ク エ ン シ ン グ に よ り 確 認 す る こ と が で き る （ Creighton （ 1984）  

, WH Freeman, New York NY） 。
【 ０ ０ ９ ３ 】

抗 体 す な わ ち イ ム ノ グ ロ ブ リ ン （ Ig） は 免 疫 応 答 の 成 分 で あ り 、 Ｂ 細 胞 の 表 面 で 発 現 さ れ
る か 、 ま た は 、 Ｂ 細 胞 に よ っ て 分 泌 さ れ て 血 液 循 環 に 入 る 。 プ ロ ト タ イ プ の 抗 体 は 、 ジ ス
ル フ ィ ド 結 合 に よ っ て 連 結 さ れ た ２ つ の 同 じ ポ リ ペ プ チ ド 重 鎖 （ Ｈ 鎖 ） と ２ つ の 同 じ ポ リ
ペ プ チ ド 軽 鎖 （ Ｌ 鎖 ） か ら な る 四 量 体 で あ り 、 外 来 抗 原 に 結 合 し 中 和 す る 。 抗 体 は Ｈ 鎖 に
基 づ い て IgA、 IgD、 IgE、 IgGま た は IgMに 分 類 さ れ る 。 最 も 一 般 的 な ク ラ ス で あ る IgGは 四
量 体 で あ る が 、 他 の ク ラ ス の も の は 基 本 構 造 の 変 異 体 か 、 ま た は 多 量 体 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
抗 体 は 、 其 の 2つ の 機 能 ド メ イ ン に つ い て 記 述 さ れ る 。 抗 原 認 識 を 媒 介 す る の は 抗 体 の Fab
（ 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト ） 領 域 で あ り 、 エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 媒 介 す る の は Fc（ 結 晶 可 能 フ
ラ グ メ ン ト ） 領 域 で あ る 。 抗 体 の 抗 原 へ の 結 合 は 、 抗 原 の 、 食 作 用 白 血 球 た と え ば マ ク ロ
フ ァ ー ジ お よ び 好 中 球 に よ る 破 壊 を 誘 起 す る 。 こ れ ら の 細 胞 は 表 面 Fc受 容 体 を 発 現 し 、 こ
れ が 抗 体 の Fc領 域 に 特 異 結 合 し 、 食 細 胞 に 抗 体 結 合 抗 原 を 破 壊 さ せ る 。 Fc受 容 体 は 1回 膜
貫 通 糖 タ ン パ ク で 約 350ア ミ ノ 酸 を 持 ち 、 細 胞 外 部 分 は 通 常 、 ２ ま た は ３ の Igド メ イ ン を
持 つ （ Sears他  （ 1990）  J Immunol 144:371-378） 。
【 ０ ０ ９ ５ 】

種 々 の 宿 主 た と え ば マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 ヤ ギ 、 ラ マ 、 ラ ク ダ 、 ヒ ト 細 胞 株 な ど が 、
抗 原 決 定 基 の 注 入 に よ っ て 免 疫 化 さ れ 得 る 。 ア ジ ュ バ ン ト 例 え ば フ ロ イ ン ト 、 ミ ネ ラ ル ゲ
ル 、 お よ び 界 面 活 性 物 質 （ 例 え ば リ ゾ レ シ チ ン ） 、 プ ル ロ ニ ッ ク ポ リ オ ー ル （ pluronic p
olyols） 、 ポ リ ア ニ オ ン 、 ペ プ チ ド 、 油 性 乳 剤 、 ス カ シ ガ イ の ヘ モ シ ア ニ ン （ KLH; Sigma
-Aldrich） 、 ジ ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル な ど を 用 い て 免 疫 応 答 を 増 進 し う る 。 ヒ ト で は 、 BCG（
カ ル メ ッ ト ‐ ゲ ラ ン 杆 菌 ） お よ び コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ‐ パ ル バ ム （

） が 応 答 を 増 進 す る 。 抗 原 決 定 基 は 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 、 ま た は タ ン パ ク 質 で
あ り う る 。 抗 原 決 定 基 の 量 が 免 疫 化 を 反 復 す る も の で あ れ ば 、 高 親 和 性 の 特 異 的 ポ リ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 を 得 る こ と が で き る （ Klinman お よ び  Press （ 1975）  Transplant Rev 24:41
-83） 。 内 因 性 タ ン パ ク 質 の 一 部 分 に 同 一 な 約 5～ 約 15の ア ミ ノ 酸 を 持 ち う る オ リ ゴ ペ プ チ
ド を KLHな ど の タ ン パ ク 質 と 融 合 し 、 該 キ メ ラ 分 子 へ の 抗 体 を 産 生 し う る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 培 地 内 の 連 続 継 代 性 細 胞 株 に よ っ て 抗 体 を 産 生 す る 任 意 の 技 術 を
用 い て 調 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。 こ の 技 術 と し て は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 法 、 ヒ ト B細 胞 ハ
イ ブ リ ド ー マ 法 、 お よ び EBVハ イ ブ リ ド ー マ 法 が あ る （ Kohler  （ 1975）  Nature 256:4
95-497; Kozbor  （ 1985）  J Immunol Methods 81:31-42; Cote  （ 1983）  Proc Nat
l Acad Sci 80:2026-2030; お よ び Cole （ 1984）  Mol Cell Biol 62:109-120） 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
キ メ ラ 抗 体 を 作 製 す る に は 、 ヒ ト 抗 体 遺 伝 子 に マ ウ ス 抗 体 遺 伝 子 を ス プ ラ イ シ ン グ す る な
ど の 技 術 が 、 好 適 な 抗 原 特 異 性 お よ び 生 物 活 性 を 備 え る 分 子 を 得 る た め に 用 い ら れ る （ Mo
rrison他 （ 1984）  Proc Natl Acad Sci 81:6851-6855; Neuberger （ 1984）  Nature 31
2:604-608; お よ び Takeda （ 1985）  Nature 314:452-454） 。 別 法 で は 、 抗 体 産 生 の た め
に 記 載 さ れ た 技 術 を 適 用 し 、 当 分 野 で 既 知 の 方 法 を 用 い て 、 特 異 的 一 本 鎖 抗 体 を 産 生 し う
る 。 関 連 し た 特 異 性 を 有 す る が イ デ ィ オ タ イ プ 組 成 が 異 な る よ う な 抗 体 群 を 、 ラ ン ダ ム な

10

20

30

40

50

(23) JP 2005-505267 A 2005.2.24

Protein
s, Structures and Molecular Properties

抗 体

抗 体 の 調 製 と ス ク リ ー ニ ン グ

Corynebacterium parv
um

他
他 他

他

他
他



組 合 せ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ラ イ ブ ラ リ か ら チ ェ ー ン シ ャ ッ フ リ ン グ に よ っ て 産 生 す る こ と も
で き る （ Burton （ 1991）  Proc Natl Acad Sci 88:10134-10137） 。 或 る 抗 原 決 定 基 に 対
す る 特 異 結 合 部 位 を 持 つ 抗 体 断 片 を も 産 生 し 得 る 。 例 え ば 、 限 定 す る も の で は な い が 、 こ
の よ う な 断 片 に は 、 抗 体 分 子 の ペ プ シ ン 消 化 に よ っ て 作 製 さ れ る F（ ab’ ） 2  断 片 と 、 F（
ab’ ） 2  断 片 の ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 を 還 元 す る こ と に よ っ て 作 製 さ れ る Fab断 片 と が あ る 。
あ る い は 、 Fab発 現 ラ イ ブ ラ リ を 作 製 す る こ と に よ っ て 、 所 望 の 特 異 性 を 持 つ モ ノ ク ロ ー
ナ ル Fab断 片 を 迅 速 且 つ 容 易 に 同 定 で き る （ Huse他 （ 1989）  Science 246:1275-1281） 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
抗 体 類 の 産 生 は ま た 、 リ ン パ 球 集 団 に お け る 産 生 の 誘 導 に よ っ て 、 或 い は 非 常 に 特 異 的 な
結 合 試 薬 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の ラ イ ブ ラ リ 類 ま た は パ ネ ル 類 の ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て も 行
え 、 こ れ は Orlandi他 （ 1989; Proc Natl Acad Sci 86:3833-3837） ま た は Winter （ 199
1; Nature 349:293-299） に 開 示 が あ る 。 タ ン パ ク 質 を フ ァ ー ジ ミ ド ま た は Bリ ン パ 球 イ ム
ノ グ ロ ブ リ ン の ラ イ ブ ラ リ の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に 用 い て 、 所 望 の 特 異 性 を 有 す る 抗
体 を 同 定 し 得 る 。 確 立 さ れ た 特 異 性 を 有 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 の 何 れ か を 用 い る 、 イ ム ノ ア ッ セ イ ま た は 競 合 結 合 に 関 す る 数 々 の プ ロ ト コ ル は 、 当 該
分 野 で 公 知 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】

ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 技 術 と 共 に Scatchard分 析 な ど の 様 々 な 方 法 を 用 い て 、 或 る タ ン パ
ク 質 に 対 す る 特 定 抗 体 の 親 和 性 を 算 定 し う る 。 親 和 性 を 結 合 定 数 Kaで 表 す が 、 こ の Kaは 、
平 衡 状 態 の 下 で タ ン パ ク -抗 体 複 合 体 の モ ル 濃 度 を 遊 離 抗 体 と 遊 離 抗 原 の モ ル 濃 度 で 除 し
て 得 ら れ る 値 で あ る 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 類 は 多 様 な 抗 原 決 定 基 に 対 す る 親 和 性 が 不 均 一
で あ り 、 或 る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 製 剤 に 関 し て 判 定 し た Kaは 、 抗 体 群 の 平 均 の 親 和 性 ま た
は 結 合 活 性 を 表 す 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 特 定 の 抗 原 決 定 基 に 特 異 的 で 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 の 或 る 製 剤 に つ い て 判 定 し た Kaは 、 親 和 性 の 真 の 測 定 値 を 表 す 。 Ka値 が 約 １ ０ ９ ～ １
０ １ ２ L/molの 高 親 和 性 抗 体 製 剤 は 、 蛋 白 -抗 体 複 合 体 が 激 し い 操 作 に 耐 え な け れ ば な ら な
い イ ム ノ ア ッ セ イ に 通 常 用 い る 。 Ka値 が 約 １ ０ ６ ～ １ ０ ７ L/molの 低 親 和 性 抗 体 製 剤 は 、
該 タ ン パ ク 質 が 抗 体 か ら 最 終 的 に （ 好 ま し く は 活 性 型 で ） 解 離 す る 必 要 が あ る 免 疫 精 製 （
immunopurification） お よ び 類 似 の 処 理 に 用 い る の が 好 ま し い （ Catty （ 1988）  

, IRL Press, Washington DC; Liddell お よ び  Cr
yer （ 1991）  , John Wiley & Sons, New 
York NY） 。
【 ０ １ ０ ０ 】
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 製 剤 の 抗 体 価 お よ び 結 合 活 性 を 更 に 評 価 し て 、 後 に 使 う 或 る 適 用 例 に
対 す る こ の よ う な 製 剤 の 品 質 お よ び 適 合 性 を 決 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 約 5～ 10mg/
mlの 特 異 抗 体 を 含 む ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 製 剤 は 一 般 に 、 蛋 白 -抗 体 複 合 体 を 沈 殿 さ せ な け
れ ば な ら な い 処 理 に 用 い る 。 抗 体 作 製 や 、 抗 体 の 特 異 性 、 力 価 、 お よ び 結 合 力 の 評 価 の 手
順 、 並 び に 、 様 々 な 適 用 例 に お け る 抗 体 の 品 質 と 使 用 に 対 す る 指 針 に つ い て は 、 Catty（

） お よ び Ausubel （ ）  11.1-11.31ペ ー ジ に 記 載 が あ る 。
【 ０ １ ０ １ 】

細 胞 の 癌 化 、 す な わ ち 正 常 な 細 胞 の 癌 細 胞 へ の 転 換 は 、 高 度 に 複 雑 で 遺 伝 的 に 多 様 な 過 程
で あ る 。 し か し 、 こ の 過 程 に 伴 う 、 細 胞 生 理 の 数 種 の 変 容 は 、 の 細 胞 ベ ー ス の シ
ス テ ム ま た は の 動 物 モ デ ル を 用 い て ア ッ セ イ で き る 。 既 知 の 変 容 と し て は 、 成 長
シ グ ナ ル に 関 す る 獲 得 性 の 自 足 性 、 成 長 阻 害 シ グ ナ ル へ の 不 感 性 、 無 制 限 の 複 製 能 、 ア ポ
ト ー シ ス の 回 避 、 持 続 す る 血 管 形 成 、 お よ び 細 胞 浸 潤 な ら び に 転 移 が あ る （ Hanahanお よ
び Weinberg （ 2000）  Cell 100:57-70参 照 ） 。 こ う し た ア ッ セ イ を 用 い て 例 え ば 、 細 胞 内
の TMDCな ど の 遺 伝 子 の 過 剰 発 現 の 、 細 胞 癌 化 へ の 効 果 を ア セ ス で き る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
（ 診 断 ）
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TMDC、 そ れ を コ ー ド す る cDNA、 ま た は TMDCに 特 異 結 合 す る 或 る 抗 体 と 、 以 下 の 少 な く と も
1つ の ア ッ セ イ を 用 い て 検 出 す る TMDCの 差 次 的 発 現 を 用 い て 、 大 腸 癌 ま た は 胃 癌 を 診 断 で
き る 。
【 ０ １ ０ ３ 】

多 岐 に わ た る レ ポ ー タ ー 分 子 及 び 結 合 技 術 が 当 業 者 に 知 ら れ て お り 、 様 々 な 核 酸 ア ッ セ イ
、 ア ミ ノ 酸 ア ッ セ イ お よ び 抗 体 ア ッ セ イ に こ れ ら の 技 術 を 用 い 得 る 。 標 識 し た 分 子 の 合 成
を 成 す の に 用 い る キ ッ ト と し て は 、 Promega （ Madison WI） ま た は APBが 供 給 す る よ う な
、 標 識 し た ヌ ク レ オ チ ド 例 え ば 3 2 P-dCTP （ APB） 、 Cy3-dCTPま た は Cy5-dCTP （ Qiagen-Op
eron, Alameda CA） 、 或 い は ア ミ ノ 酸 た と え ば 3 5 S-メ チ オ ニ ン （ APB） の 組 み 込 み 用 キ ッ
ト が あ る 。 ヌ ク レ オ チ ド と ア ミ ノ 酸 を 直 接 に 標 識 す る に は 、 種 々 の 物 質 た と え ば 蛍 光 剤 、
化 学 発 光 剤 、 色 原 体 な ど を 用 い 、 BIODIPYま た は FITC （ Molecular Probes） 等 の 試 薬 を 用
い た 、 分 子 内 に 在 る 、 ア ミ ン 、 チ オ ー ル 、 お よ び 他 の 基 へ の 化 学 接 合 に よ っ て 行 う 。
【 ０ １ ０ ４ 】

cDNA、 断 片 群 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 相 補 RNA、 お よ び ペ プ チ ド 核 酸 （ PNA） を 用 い て 、 差
次 的 な 遺 伝 子 発 現 を 検 出 お よ び 定 量 し 、 障 害 を 診 断 で き る 。 同 様 に 、 TMDCに 特 異 結 合 す る
抗 体 を 用 い て 、 該 タ ン パ ク 質 を 定 量 し 得 る 。 こ う し た 差 次 的 発 現 を 伴 う 障 害 と し て は 、 大
腸 癌 ま た は 胃 癌 が あ る 。 診 断 ア ッ セ イ は 、 差 次 的 遺 伝 子 発 現 を 検 出 す る た め に 患 者 の 生 物
学 的 サ ン プ ル 中 の 遺 伝 子 発 現 を 標 準 サ ン プ ル と 比 較 す る 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ま た は
増 幅 技 術 を 用 い 得 る 。 こ の 比 較 の た め の 定 性 方 法 ま た は 定 量 方 法 は 、 当 分 野 で 公 知 で あ る
。
【 ０ １ ０ ５ 】

発 現 プ ロ フ ァ イ ル に は 複 数 の cDNAま た は タ ン パ ク 質 の 発 現 を 有 し 、 こ の 測 定 に は 、 サ ン プ
ル を 有 す る 標 準 ア ッ セ イ を 用 い る 。 本 発 明 の cDNA、 タ ン パ ク 質 、 ま た は 抗 体 を 用 い て ア レ
イ 上 の エ レ メ ン ト と し 、 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 作 成 で き る 。 一 実 施 態 様 で は 、 該 ア レ イ を 用
い て 、 疾 患 を 診 断 、 ま た は そ の 進 行 を 監 視 す る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
例 え ば 、 cDNAあ る い は プ ロ ー ブ は 標 準 的 な 方 法 で 標 識 化 し 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合
体 の 形 成 に 好 適 な 条 件 下 で 患 者 の 生 物 学 的 サ ン プ ル に 加 え る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 期 間 後
、 サ ン プ ル を 洗 浄 し 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 と 関 連 す る 標 識 （ ま た は シ グ ナ ル ）
の 量 を 定 量 し て 標 準 値 と 比 較 す る 。 患 者 サ ン プ ル 中 の 複 合 体 形 成 が 正 常 ま た は 疾 患 の 標 準
に 比 し て 変 容 す れ ば 、 差 次 的 発 現 は 障 害 の 存 在 を 示 す 。
【 ０ １ ０ ７ 】
差 次 的 発 現 を 確 立 す る 標 準 を 提 供 す る た め に 、 正 常 と 疾 患 の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 確 立 す る
。 こ れ は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 発 生 に 好 適 な 条 件 下 で 、 cDNAと 、 動 物 或 い は ヒ ト の 何
れ か の 正 常 な 被 検 者 か ら 取 っ た サ ン プ ル を 混 合 す る こ と に よ り 達 成 さ れ る 。 精 製 さ れ た 配
列 を 既 知 量 用 い て 行 っ た 実 験 か ら 得 た 値 を 正 常 な 対 象 か ら 得 た 値 と 比 較 す る こ と に よ り 、
標 準 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を 定 量 す る こ と が で き る 。 こ の よ う に し て 得 た 標 準 値
は 、 特 定 の 症 状 、 疾 患 ま た は 障 害 と 診 断 さ れ た 患 者 か ら の サ ン プ ル か ら 得 た 値 と 比 較 す る
こ と が で き る 。 標 準 値 か ら 特 定 の 障 害 に 伴 う 値 へ の 偏 差 を 用 い て 、 そ の 障 害 を 診 断 ま た は
病 期 分 類 す る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
遺 伝 子 発 現 の パ タ ー ン で の 変 化 を 分 析 す る こ と に よ り 、 疾 患 を 早 期 に 、 患 者 に 症 状 が 出 る
前 に 診 断 で き る 。 本 発 明 を 用 い て 予 後 診 断 を 策 定 し 、 治 療 レ ジ メ ン を 設 計 で き る 。 本 発 明
は ま た 、 治 療 の 有 効 性 の モ ニ タ リ ン グ に 利 用 で き る 。 既 知 の 副 作 用 を 持 つ 治 療 に つ い て は
、 該 ア レ イ を 用 い て 治 療 レ ジ メ ン を 改 善 す る 。 治 療 成 功 の 指 標 と な る 、 遺 伝 子 発 現 パ タ ー
ン で の 変 化 を 起 こ す 用 量 が 確 立 さ れ る 。 望 ま し く な い 副 作 用 の 発 症 を 伴 う 発 現 パ タ ー ン は
回 避 さ れ る 。 こ の 手 法 は 、 患 者 が 不 十 分 な 改 善 ま た は 副 作 用 を 示 す の を 待 っ て 治 療 の コ ー
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ス を 変 更 す る よ り も 、 高 感 度 か つ 迅 速 で あ り う る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
別 の 実 施 態 様 で は 、 ヒ ト 疾 患 を 模 倣 す る 動 物 モ デ ル を 用 い て 、 特 定 の 病 状 、 疾 患 、 ま た は
障 害 、 或 い は 、 該 病 状 、 疾 患 ま た は 障 害 の 治 療 に 伴 う 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 特 徴 づ け で き る
。 新 規 の 治 療 レ ジ メ ン を こ れ ら の 動 物 モ デ ル で 試 験 で き 、 こ れ に は ア レ イ を 用 い 、 発 現 プ
ロ フ ァ イ ル を 確 立 し た 後 、 長 期 間 フ ォ ロ ー す る 。 ま た ア レ イ を 動 物 モ デ ル か ら 採 取 し た 細
胞 培 地 ま た は 組 織 と 共 に 用 い て 多 数 の 候 補 薬 物 分 子 を 迅 速 に ス ク リ ー ニ ン グ で き 、 こ れ は
既 知 の 治 療 薬 の 発 現 に 似 た 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 産 出 す る 分 子 を 探 す も の で 、 同 じ 発 現 プ ロ
フ ァ イ ル を 持 つ 分 子 が お そ ら く 似 た 治 療 効 果 を 持 つ こ と を 見 込 む 。 こ の よ う に 、 本 発 明 は
、 薬 物 の 分 子 作 用 の 機 序 を 迅 速 に 判 定 す る 手 段 を 提 供 す る 。
【 ０ １ １ ０ 】
こ の よ う な ア ッ セ イ を 、 動 物 実 験 ま た は 臨 床 試 験 に お け る 特 定 の 治 療 処 置 レ ジ メ ン の 効 果
を 評 価 す る た め 、 或 い は 個 々 の 患 者 の 治 療 を モ ニ タ ー す る た め に 用 い る こ と も で き る 。 症
状 の 存 在 を 一 旦 確 定 し て 治 療 プ ロ ト コ ル を 開 始 す る と 、 診 断 ア ッ セ イ を 定 期 的 に 繰 り 返 し
て 、 患 者 の 発 現 レ ベ ル が 正 常 な 被 検 者 に 観 察 さ れ る レ ベ ル に 近 づ き 始 め た か ど う か を 判 定
し 得 る 。 経 時 的 な ア ッ セ イ か ら 得 ら れ た 結 果 を 用 い て 、 数 日 か ら 数 年 の 期 間 に わ た る 治 療
の 効 力 を 示 し 得 る 。
【 ０ １ １ １ 】

特 異 的 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は 特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て タ ン パ ク 質 発 現 の 尺
度 と し て の 複 合 体 形 成 の 検 出 及 び 計 測 を 行 う た め の 免 疫 学 的 方 法 は 、 当 分 野 で 既 知 で あ る
。 こ の よ う な 技 術 の 例 と し て は 、 抗 体 ア レ イ 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ 、 蛍 光 活 性 化 細
胞 選 別 、 2D-PAGEと シ ン チ レ ー シ ョ ン 計 数 、 蛋 白 ア レ イ 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 、 お よ び
ウ ェ ス タ ン 分 析 が あ る 。 こ う し た イ ム ノ ア ッ セ イ に は 通 常 、 タ ン パ ク 質 と 其 の 特 異 抗 体 と
の 複 合 体 形 成 の 測 定 を 含 む 。 こ れ ら の ア ッ セ イ と 其 の 精 製 し た 標 識 化 標 準 に 対 す る 定 量 化
と は 当 分 野 で 公 知 で あ る （ 前 出 の Ausubel、 unit 10.1-10.6） 。 ２ つ の 非 干 渉 エ ピ ト ー プ
に 反 応 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 群 を 用 い た ２ 部 位 モ ノ ク ロ ー ナ ル 系 イ ム ノ ア ッ セ イ （ two-
site, monoclonal-based immunoassay） が 好 ま し い が 、 競 合 結 合 試 験 を 用 い る こ と も で き
る （ Pound （ 1998）  , Humana Press, Totowa NJ） 。
【 ０ １ １ ２ 】
こ れ ら の 方 法 は ま た 、 差 次 的 な タ ン パ ク 発 現 を 示 す 疾 患 の 診 断 に 有 用 で あ る 。 正 常 或 い は
標 準 的 な タ ン パ ク 発 現 の 値 は 、 複 合 体 形 成 に 適 し た 条 件 下 で 、 正 常 な 哺 乳 動 物 ま た は ヒ ト
被 検 者 か ら 採 取 し た 体 液 ま た は 細 胞 抽 出 物 と 或 る タ ン パ ク 質 に 対 す る 特 異 抗 体 と を 混 合 す
る こ と に よ っ て 確 定 す る 。 正 常 組 織 お よ び 患 部 組 織 で の 標 準 複 合 体 形 成 値 は 、 種 々 の 方 法
、 多 く は 測 光 法 で 確 定 す る 。 次 に 、 被 験 サ ン プ ル で 発 現 す る 複 合 体 形 成 を 標 準 値 と 比 較 す
る 。 正 常 標 準 か ら 、 ま た 罹 患 標 準 へ の 偏 差 は 疾 患 の 診 断 ま た は 予 後 の た め の パ ラ メ ー タ を
提 供 し 、 罹 患 標 準 か ら ま た 正 常 標 準 へ の 偏 差 は 治 療 効 力 の 評 価 に 用 い 得 る 。
【 ０ １ １ ３ 】
最 近 、 抗 体 ア レ イ に よ っ て 、 組 換 え 抗 体 の 高 処 理 ス ク リ ー ニ ン グ の 技 術 の 開 発 が 可 能 と な
っ た 。 こ う し た 方 法 で は ロ ボ ッ ト を 用 い て 抗 体 遺 伝 子 含 有 細 菌 を 採 取 お よ び 格 子 配 列 し 、
フ ィ ル タ 系 ELISAを 用 い て 抗 体 断 片 を 発 現 す る ク ロ ー ン を ス ク リ ー ニ ン グ し 同 定 す る 。 液
体 ハ ン ド リ ン グ が 排 除 さ れ ク ロ ー ン は マ ス タ ー ス ト ッ ク か ら 配 列 さ れ る の で 、 同 じ 抗 体 を
何 度 も ス ポ ッ ト で き 、 複 数 の 抗 原 に 対 し て 同 時 に ス ク リ ー ニ ン グ で き る 。 抗 体 ア レ イ は 、
差 次 的 に 発 現 す る タ ン パ ク 質 の 同 定 で 有 用 性 が 高 い （ de Wildt （ 2000）  Nature Biotec
hnol 18:989-94参 照 ） 。
【 ０ １ １ ４ 】
（ 治 療 ）
TMDC （ SEQ ID NO:1） お よ び 他 の 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 の 領 域 の 間 に は 、 化 学 的 及 び 構 造 的 類
似 性 、 特 に 膜 貫 通 ド メ イ ン が 存 在 す る 。 ま た 、 差 次 的 発 現 は 、 大 腸 癌 お よ び 胃 癌 と 高 度 に
関 連 す る 。 TMDCは 明 ら か に 大 腸 癌 ま た は 胃 癌 で 役 割 を 果 た す 。
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【 ０ １ １ ５ 】
一 実 施 態 様 で は 、 該 タ ン パ ク 質 の 発 現 ま た は 活 性 の 低 下 を 望 む 場 合 、 抗 体 、 ア ン タ ゴ ニ ス
ト 、 イ ン ヒ ビ タ ー 、 医 薬 品 、 ま た は 、 こ れ ら 分 子 の 1つ 以 上 を 有 す る 組 成 を 、 こ う し た 治
療 を 要 す る 被 検 者 に 送 達 し う る 。 こ う し た 送 達 は 当 該 分 野 で 公 知 の 各 法 で 行 え 、 該 タ ン パ
ク 質 に 特 異 結 合 す る 抗 体 に よ る 送 達 も あ り う る 。 治 療 用 に は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い
て 活 性 部 位 を 遮 断 し 、 二 量 体 形 成 を 阻 害 し 、 ア ポ ト ー シ ス を 誘 起 す る な ど す る 。
【 ０ １ １ ６ 】
別 の 実 施 態 様 で は 、 該 タ ン パ ク 質 の 発 現 ま た は 活 性 の 増 加 を 望 む 場 合 、 該 タ ン パ ク 質 、 ア
ゴ ニ ス ト 、 エ ン ハ ン サ 、 医 薬 品 、 ま た は 、 こ れ ら 分 子 の 1つ 以 上 を 有 す る 組 成 を 、 こ う し
た 治 療 を 要 す る 被 検 者 に 送 達 し う る 。 こ う し た 送 達 は 当 該 分 野 で 公 知 の 各 法 で 行 え 、 該 タ
ン パ ク 質 を 特 異 的 に 標 的 と す る 抗 体 に よ る 医 薬 品 の 送 達 も あ り う る 。
【 ０ １ １ ７ 】
任 意 の cDNA、 相 補 分 子 、 ま た は 其 の 断 片 、 タ ン パ ク 質 ま た は 其 の 各 部 分 、 こ れ ら の 核 酸 分
子 を 送 達 ま た は 該 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る ベ ク タ ー 、 治 療 抗 体 、 及 び 、 該 cDNAま た は タ ン パ
ク 質 に 結 合 す る リ ガ ン ド を 、 別 の 治 療 薬 と 併 用 投 与 で き る 。 併 用 療 法 で 用 い る 治 療 薬 は 、
当 業 者 が 従 来 の 医 薬 原 理 に 従 っ て 選 択 し 得 る 。 治 療 薬 の 併 用 に よ り 、 各 薬 剤 の 、 よ り 低 い
用 量 で 、 特 定 の 障 害 の 治 療 に 影 響 す る 相 乗 効 果 を も た ら し 得 る 。
【 ０ １ １ ８ 】

TMDCを コ ー ド す る 遺 伝 子 の コ ン ト ロ ー ル 領 域 、 5’ 、 3’ 、 ま た は 他 の 調 節 領 域 に 相 補 的 ま
た は ア ン チ セ ン ス の 分 子 （ DNA、 RNA、 ま た は PNA） を 設 計 し て 遺 伝 子 発 現 を モ デ ィ フ ィ ケ
ー シ ョ ン し 得 る 。 転 写 開 始 を 阻 害 す る よ う に 設 計 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 好 ま し い 。
同 様 に 阻 害 は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 、 転 写 因 子 ま た は 調 節 分 子 の 結 合 を 阻 害 す る 三 重 ら せ ん 塩 基
対 合 を 用 い て 達 成 す る こ と が で き る （ Gee他 In: Huberお よ び Carr （ 1994）  

, Futura Publishing, Mt. Kisco NY, 163-177ペ ー ジ ） 。 相 補
分 子 は ま た 、 mRNAと リ ボ ソ ー ム の 間 の 結 合 を 阻 止 す る こ と に よ っ て 翻 訳 を 遮 断 す る よ う に
設 計 す る こ と が で き る 。 或 い は 、 ラ イ ブ ラ リ ま た は 複 数 の cDNAを 、 調 節 性 非 翻 訳 配 列 に 特
異 結 合 す る も の を 同 定 す る た め に ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
リ ボ ザ イ ム は 酵 素 的 RNA分 子 で あ り 、 RNAの 特 異 的 切 断 を 触 媒 す る た め に リ ボ ザ イ ム を 用 い
る こ と も で き る 。 リ ボ ザ イ ム 作 用 の メ カ ニ ズ ム は 、 相 補 的 標 的 RNAへ の リ ボ ザ イ ム 分 子 の
配 列 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と そ の 後 の GUA、 GUU、 GUC等 の 部 位 で の ヌ ク レ オ チ ド
鎖 切 断 に 関 与 し て い る 。 一 度 そ れ ら の 部 位 を 同 定 す る と 、 同 じ 配 列 を 持 つ オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド を 、 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 機 能 不 全 に す る よ う な ２ 次 構 造 の 特 徴 に つ き 評 価 す る こ
と が 可 能 に な る 。 候 補 標 的 の 適 合 性 の 評 価 も 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 保 護 ア ッ セ イ を 用 い て 相
補 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を テ ス ト す る こ と に よ っ て 行 う こ と
が で き る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
本 発 明 の 相 補 的 な 核 酸 及 び リ ボ ザ イ ム は 、  ま た は  で 組 換 え 発 現 に よ り あ
る い は 固 相 フ ォ ス フ ォ ア ミ ダ イ ト 化 学 合 成 を 使 用 し て 調 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。 さ ら に
、 分 子 の 5’ 末 端 、 3’ 末 端 、 あ る い は そ の 両 方 に お い て フ ラ ン キ ン グ 配 列 を 付 加 し た り 、
分 子 の 主 鎖 内 に お い て ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ 結 合 で は な く ホ ス ホ ロ チ オ ネ ー ト （ phosphor
othioate） ま た は 2’  O-メ チ ル を 使 用 し た り す る こ と に よ り 、 細 胞 内 の 安 定 性 を 高 め 半 減
期 を 長 く す る た め に RNA分 子 を 修 飾 す る こ と が で き る 。 修 飾 は PNAの 産 出 に 固 有 の も の で あ
り 、 他 の 核 酸 分 子 に 拡 張 す る こ と が で き る 。 非 従 来 型 塩 基 、 例 え ば イ ノ シ ン 、 ク エ オ シ ン
（ queosine） 、 ワ イ ブ ト シ ン （ wybutosine） を 含 め る か 、 ア デ ニ ン 、 シ チ ジ ン 、 グ ア ニ ン
、 チ ミ ン 、 お よ び ウ リ ジ ン を ア セ チ ル － 、 メ チ ル － 、 チ オ 基 で 修 飾 す る と 、 分 子 は 内 因 性
エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ へ の 耐 性 を 増 す 。
【 ０ １ ２ １ 】
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本 発 明 の cDNA群 を 遺 伝 子 治 療 に 用 い 得 る 。 cDNAは で 標 的 細 胞 た と え ば 骨 髄 の 細 胞
に 送 達 で き る 。 安 定 し た 組 込 み と 転 写 お よ び ／ ま た は 翻 訳 を 確 認 し た ら 、 骨 髄 を 被 検 者 に
再 導 入 で き る 。 該 cDNAが コ ー ド す る タ ン パ ク 質 の 発 現 は 、 正 常 配 列 の 突 然 変 異 、 内 因 性 標
的 タ ン パ ク の 減 少 ま た は 喪 失 、 或 い は 、 内 因 性 ま た は 突 然 変 異 タ ン パ ク の 過 剰 発 現 を 伴 う
障 害 を 修 正 し う る 。 或 い は cDNAを で 、 ベ ク タ ー 例 え ば レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ
イ ル ス 、 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 、 お よ び 細 菌 プ ラ ス ミ ド を 用 い て 送
達 で き る 。 非 ウ イ ル ス 性 遺 伝 子 送 達 法 と し て は 、 カ チ オ ン 性 リ ポ ソ ー ム 、 ポ リ リ ジ ン 抱 合
体 、 人 工 ウ イ ル ス エ ン ベ ロ ー プ 、 お よ び 、 DNAの 直 接 注 入 が あ る （ Anderson （ 1998）  Nat
ure 392:25-30; Dachs他 （ 1997）  Oncol Res 9:313-325; Chu他 （ 1998）  J Mol Med 76（
3-4） :184-192; Weiss他 （ 1999）  Cell Mol Life Sci 55（ 3） :334-358; Agrawal （ 1996
）  , Humana Press, Totowa NJ; お よ び August他 （ 1997）  

 （ Advances in Pharmacology, Vol. 40） , Academic Press, San Diego CA） 。
【 ０ １ ２ ２ 】

抗 体 、 特 に 、 特 定 の タ ン パ ク 質 、 酵 素 、 ま た は 受 容 体 に 特 異 結 合 し 其 の 過 剰 発 現 を 阻 止 す
る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 現 在 、 治 療 に 使 わ れ て い る 。 初 め て 広 く 受 容 さ れ た 治 療 抗 体 は 、
HERCEPTIN （ Trastuzumab, Genentech, S. San Francisco CA） お よ び GLEEVEC （ メ シ ル
酸 イ マ チ ニ ブ , Novartis Pharmaceuticals, East Hanover NJ） で あ る 。 HERCEPTINは ヒ ト
化 抗 体 で あ り 、 HER2陽 性 転 移 性 乳 癌 の 治 療 で 承 認 さ れ た 。 こ れ は 、 過 剰 発 現 し た HER2タ ン
パ ク に 結 合 し 機 能 を ブ ロ ッ ク す る よ う 設 計 さ れ る 。 GLEEVECの 適 応 は 、 フ ィ ラ デ ル フ ィ ア
染 色 体 陽 性 （ Ph+） 慢 性 骨 髄 性 白 血 病 （ CML） の 芽 球 ク リ ー ゼ （ 急 性 転 化 期 ） ま た は 慢 性 期
で イ ン タ ー フ ェ ロ ン α 治 療 無 効 後 の 患 者 の 治 療 で あ る 。 GLEEVECの 第 二 の 適 応 は 、 KIT （ C
D117） 陽 性 で 切 除 不 能 お よ び /ま た は 転 移 性 の 悪 性 胃 腸 間 質 腫 瘍 の 患 者 の 治 療 で あ る 。 他
の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 群 は 臨 床 試 験 の 種 々 の 段 階 に あ り 、 適 応 は 例 え ば 前 立 腺 癌 、 リ ン パ
腫 、 黒 色 腫 、 肺 炎 球 菌 感 染 、 リ ウ マ チ 様 関 節 炎 、 乾 癬 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス な ど が あ
る 。
【 ０ １ ２ ３ 】

TMDCを コ ー ド す る cDNAを 用 い て 、 或 る ラ イ ブ ラ リ ま た は 複 数 の 分 子 あ る い は 化 合 物 の 特 異
結 合 親 和 性 を ス ク リ ー ニ ン グ で き る 。 ラ イ ブ ラ リ は 、 ア ン チ セ ン ス 分 子 、 人 工 染 色 体 作 成
物 、 分 岐 核 酸 分 子 、 DNA分 子 、 ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 核 酸 、 タ ン パ ク 質 （ た と え ば 転 写 因 子
、 エ ン ハ ン サ ま た は リ プ レ ッ サ ） 、 RNA分 子 、 リ ボ ザ イ ム 、 お よ び 他 の リ ガ ン ド で あ り 、
内 因 性 遺 伝 子 の 、 活 性 、 複 製 、 転 写 、 ま た は 翻 訳 を 制 御 す る も の で あ り う る 。 ア ッ セ イ に
は 、 或 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 、 或 る ラ イ ブ ラ リ ま た は 複 数 の 分 子 あ る い は 化 合 物 を 、 特 異
結 合 を 許 容 す る 条 件 下 で 混 合 す る 過 程 と 、 特 異 結 合 を 検 出 し て 該 cDNAに 特 異 結 合 す る 少 な
く と も 1つ の 分 子 を 同 定 す る 過 程 が あ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
一 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の cDNAを 複 数 の 精 製 さ れ た 分 子 ま た は 化 合 物 と 共 に イ ン キ ュ
ベ ー ト す る こ と が 可 能 で あ り 、 ゲ ル 遅 延 測 定 法 （ USPN 6,010,849） ま た は 網 状 赤 血 球 溶 解
物 転 写 ア ッ セ イ 等 の 当 分 野 で 公 知 の 方 法 に よ っ て 結 合 活 性 を 判 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。
別 の 実 施 態 様 に お い て 、 cDNAは 生 検 お よ び /ま た は 培 養 の 細 胞 と 組 織 か ら の 核 抽 出 物 と 共
に イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と が 可 能 で あ る 。 cDNAと 核 抽 出 物 の 分 子 あ る い は 化 合 物 の 間 の 特
異 結 合 は 、 最 初 ゲ ル シ フ ト 法 に よ り 決 定 さ れ る 。 そ し て 後 に そ の 分 子 ま た は 化 合 物 を 回 収
し て 、 そ れ に 対 す る 抗 体 を 作 製 す る こ と に よ っ て 確 認 す る こ と が 可 能 で あ る 。 こ れ ら の 抗
体 が ア ッ セ イ に 加 え ら れ る 時 、 ゲ ル 遅 延 ア ッ セ イ に ス ー パ ー シ フ ト が 起 き る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
別 の 実 施 態 様 で は 、 cDNAは 、 当 分 野 で 公 知 で あ る ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 を
用 い て 分 子 あ る い は 化 合 物 を 精 製 す る た め に 使 用 さ れ る 。 一 実 施 態 様 で は 、 cDNAは 重 合 樹
脂 ま た は ゲ ル 上 の 臭 化 シ ア ン 基 と 化 学 反 応 さ せ る 。 次 に サ ン プ ル を 通 し 、 cDNAと 反 応 あ る
い は 結 合 さ せ る 。 cDNAに 結 合 す る 分 子 ま た は 化 合 物 は 、 流 動 媒 体 の 塩 の 濃 度 の 上 昇 に よ り
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cDNAか ら 放 出 さ れ 、 収 集 さ れ う る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
更 な る 実 施 態 様 で は 、 該 タ ン パ ク 質 あ る い は そ の 一 部 分 を 、 サ ン プ ル か ら の リ ガ ン ド を 精
製 す る た め に 用 い う る 。 タ ン パ ク 質 を 用 い て リ ガ ン ド を 精 製 す る 方 法 で は 、 タ ン パ ク 質 と
サ ン プ ル を 、 特 異 結 合 で き る 条 件 で 混 合 し 、 タ ン パ ク 質 と リ ガ ン ド の 特 異 結 合 を 検 出 し 、
結 合 タ ン パ ク を 回 収 し 、 カ オ ト ロ ピ ッ ク 剤 を 用 い て タ ン パ ク 質 を 精 製 リ ガ ン ド か ら 分 離 す
る こ と に な る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
或 る 好 適 な 実 施 態 様 で は 、 TMDCを 用 い て 、 複 数 の 分 子 ま た は 化 合 物 を 、 種 々 の ス ク リ ー ニ
ン グ ア ッ セ イ の 何 れ か で ス ク リ ー ニ ン グ で き る 。 そ の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ で 用 い る タ ン
パ ク 質 の 部 分 は 、 溶 液 中 で 遊 離 し て い る か 、 非 生 物 基 板 ま た は 生 物 基 板 に 固 定 さ れ （ 例 え
ば 細 胞 表 面 上 に 保 持 さ れ る ） 、 あ る い は 細 胞 内 に 位 置 し う る 。 例 え ば １ つ の 方 法 で は 、 生
存 可 能 ま た は 固 定 さ れ た 原 核 宿 主 細 胞 で 、 そ の 細 胞 表 面 に ペ プ チ ド を 発 現 し 位 置 さ せ て い
る 組 換 え 核 酸 で 安 定 的 に 形 質 転 換 さ れ る 細 胞 を 、 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ で 使 用 す る こ と
が 可 能 で あ る 。 細 胞 を 複 数 の リ ガ ン ド あ る い は リ ガ ン ド の ラ イ ブ ラ リ に 対 し て ス ク リ ー ニ
ン グ す る 。 そ し て 発 現 し た タ ン パ ク 質 と リ ガ ン ド の 間 で 結 合 の 特 異 性 ま た は 複 合 体 の 形 成
を 測 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ス ク リ ー ニ ン グ す る 分 子 ま た は 化 合 物 の 種 類 に 応 じ 、 ア ッ
セ イ を 用 い て 、 ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 抗 体 、 DNA分 子 、 小 分 子 薬 、 イ ム ノ グ ロ ブ
リ ン 、 イ ン ヒ ビ タ ー 、 擬 態 物 質 、 ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 核 酸 、 タ ン パ ク 質 、 お よ び RNA分 子
、 ま た は 任 意 の 他 の リ ガ ン ド で あ っ て 、 該 タ ン パ ク 質 に 特 異 結 合 す る も の を 同 定 で き る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
一 態 様 で 本 発 明 は 米 国 特 許 第 5,876,946号 に 記 載 さ れ る よ う な 、 極 め て 小 さ な ア ッ セ イ 容
量 と 極 め て 少 量 の 試 験 化 合 物 を 用 い る 或 る 高 処 理 ス ク リ ー ニ ン グ 法 を 企 図 し 、 こ の 特 許 は
参 照 に よ り 開 示 に 含 ま れ る 。 こ の 方 法 は 、 特 異 結 合 に よ っ て 多 数 の 分 子 と 化 合 物 を ス ク リ
ー ニ ン グ す る た め に 用 い ら れ る 。 別 の 様 態 に お い て 本 発 明 は 、 タ ン パ ク 質 に 特 異 結 合 可 能
な 中 和 抗 体 が 該 タ ン パ ク 質 に 結 合 可 能 な 試 験 化 合 物 と 競 合 す る 、 競 合 薬 ス ク リ ー ニ ン グ ア
ッ セ イ の 使 用 も 企 図 す る 。 ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 同 定 し た 分 子 ま た は 化 合 物 を 用 い て 、
哺 乳 類 モ デ ル 系 で 、 そ の 毒 性 ま た は 治 療 可 能 性 を 評 価 で き る 。
【 ０ １ ２ ９ 】

医 薬 組 成 物 を 処 方 し 、 そ う し た 治 療 を 要 す る 被 検 者 に 投 与 し て 、 治 療 効 果 を 果 た す こ と が
で き る 。 そ う し た 組 成 物 に は 、 即 効 性 タ ン パ ク 質 、 ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 二 重 特
異 性 分 子 、 小 分 子 薬 、 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 、 イ ン ヒ ビ タ ー 、 擬 態 物 質 、 多 重 特 異 性 分 子 、 ペ
プ チ ド 、 ペ プ チ ド 核 酸 、 医 薬 品 、 タ ン パ ク 質 、 お よ び RNA分 子 を 含 む 。 組 成 物 の 製 造 に は
、 従 来 の 手 段 た と え ば 混 合 、 溶 解 、 顆 粒 化 、 糖 衣 形 成 、 微 粒 子 化 （ levigating） 、 乳 化 、
カ プ セ ル 化 、 封 入 （ entrapping） 、 ま た は 凍 結 乾 燥 を 行 う 。 該 組 成 物 は 酸 た と え ば 塩 酸 、
硫 酸 、 酢 酸 、 乳 酸 、 酒 石 酸 、 リ ン ゴ 酸 、 琥 珀 酸 で 形 成 し た 塩 と し て 、 ま た は 凍 結 乾 燥 粉 末
と し て 提 供 さ れ 、 こ れ は 無 菌 バ ッ フ ァ ー 例 え ば 食 塩 水 、 デ キ ス ト ロ ー ス 、 ま た は 水 と 併 用
さ れ う る 。 こ れ ら の 組 成 物 に は 、 活 性 化 合 物 の プ ロ セ シ ン グ を 促 進 す る 補 助 剤 ま た は 賦 形
剤 を 含 み う る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
補 助 剤 お よ び 賦 形 剤 と し て は 、 コ ー テ ィ ン グ 、 充 填 剤 、 ま た は 結 合 剤 が あ り 、 こ れ に は 糖
た と え ば ラ ク ト ー ス 、 ス ク ロ ー ス 、 マ ン ニ ト ー ル 、 グ リ セ ロ ー ル 、 ま た は ソ ル ビ ト ー ル や
、 ト ウ モ ロ コ シ 、 小 麦 、 米 、 ま た は ジ ャ ガ イ モ の 澱 粉 や 、 タ ン パ ク 質 た と え ば ア ル ブ ミ ン
、 ゼ ラ チ ン 、 コ ラ ー ゲ ン や 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 メ チ ル セ ル ロ ー ス 、
ま た は カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス ナ ト リ ウ ム の 形 の セ ル ロ ー ス や 、 ア ラ ビ ア ゴ ム と ト ラ
ガ カ ン ト な ど ゴ ム や 、 潤 滑 剤 た と え ば ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム ま た は 滑 石 や 、 崩 壊 剤 ま
た は 可 溶 化 剤 た と え ば 寒 天 、 ア ル ギ ン 酸 、 ア ル ギ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ま た は 架 橋 ポ リ ビ ニ ル ピ
ロ リ ド ン や 、 安 定 剤 た と え ば カ ル ボ ポ ル （ carbopol） ゲ ル 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 二
酸 化 チ タ ン や 、 染 料 ま た は 色 素 が あ り 、 こ れ ら は 産 物 を 同 定 し 活 性 化 合 物 の 含 量 、 ま た は
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用 量 を 特 徴 付 け る た め 添 加 す る 。
【 ０ １ ３ １ 】
こ れ ら の 組 成 物 は 、 任 意 の 数 の 経 路 に よ っ て 投 与 で き 、 経 路 に は 、 経 口 、 静 脈 内 、 筋 肉 内
、 動 脈 内 、 髄 内 、 髄 腔 内 、 心 室 内 、 経 皮 、 皮 下 、 腹 腔 内 、 鼻 腔 内 、 腸 内 、 局 所 、 舌 下 ま た
は 直 腸 が あ る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
投 与 の 経 路 と 用 量 が 剤 形 を 決 め る こ と と な る 。 例 え ば 経 口 投 与 に は 錠 剤 、 丸 剤 、 糖 衣 、 カ
プ セ ル 、 液 体 、 ゲ ル 、 シ ロ ッ プ 、 ス ラ リ ー 、 ま た は 懸 濁 液 を 用 い 、 非 経 口 投 与 は 水 性 で 生
理 適 合 バ ッ フ ァ ー 例 え ば ハ ン ク ス 液 、 リ ン ゲ ル 液 、 ま た は 緩 衝 生 理 食 塩 水 で 処 方 さ れ う る
。 注 射 用 懸 濁 液 は 、 水 性 で 粘 稠 添 加 物 た と え ば カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス ナ ト リ ウ ム ま
た は デ キ ス ト ラ ン を 含 有 し て 粘 稠 度 を 増 し た 液 や 、 油 性 で 親 油 性 溶 媒 た と え ば 胡 麻 油 ま た
は 合 成 脂 肪 酸 エ ス テ ル た と え ば オ レ イ ン 酸 エ チ ル ま た は ト リ グ リ セ リ ド 、 あ る い は リ ポ ソ
ー ム を 有 す る 液 で あ り う る 。 当 該 分 野 で 公 知 の 浸 透 剤 は 、 局 所 ま た は 鼻 内 投 与 に 用 い る 。
【 ０ １ ３ ３ 】

治 療 有 効 量 と は 、 症 候 ま た は 病 状 を 寛 解 さ せ る 活 性 成 分 量 を 言 う 。 任 意 の 化 合 物 に 対 し て
、 細 胞 培 養 ア ッ セ イ に 正 常 お よ び 腫 瘍 性 の 細 胞 を 用 い て 、 或 い は 、 動 物 モ デ ル で 、 治 療 有
効 量 を 推 定 で き る 。 治 療 有 効 性 、 毒 性 、 濃 度 範 囲 、 お よ び 投 与 経 路 を 決 定 す る に は 、 実 験
動 物 を 用 い た 標 準 の 製 薬 手 順 を 用 い 得 る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
治 療 指 数 は 治 療 効 果 と 毒 性 効 果 の 用 量 比 、 LD50（ 集 団 の ５ ０ ％ の 致 死 量 ） /ED50（ 集 団 の
５ ０ ％ の 治 療 有 効 量 ） で あ り 、 大 き な 治 療 指 数 が 好 ま し い 。 投 与 量 は 循 環 濃 度 の 範 囲 内 で
、 ED50を 含 み 毒 性 は わ ず か ま た は 無 く 、 組 成 、 送 達 法 、 患 者 の 感 受 性 、 お よ び 投 与 の 経 路
に よ っ て 変 動 す る 。 正 確 な 投 与 量 は 、 治 療 が 必 要 な 被 検 者 に 関 す る 要 素 を 考 慮 し て 、 実 務
医 が 決 定 す る こ と に な る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
用 法 お よ び 用 量 は 調 整 さ れ 、 目 的 は 治 療 効 果 を 維 持 す る 活 性 成 分 の 提 供 で あ る 。 調 整 の 要
素 と し て は 、 病 態 の 重 症 度 、 患 者 の 全 身 健 康 状 態 、 患 者 の 年 齢 、 体 重 及 び 性 別 （ ジ ェ ン ダ
ー ） 、 食 事 、 投 与 の 時 間 及 び 頻 度 、 併 用 薬 、 反 応 感 受 性 及 び 治 療 に 対 す る 許 容 度 /応 答 等
が あ る 。 長 時 間 作 用 性 の 医 薬 組 成 物 は 、 特 定 組 成 物 の 半 減 期 及 び ク リ ア ラ ン ス 速 度 に よ っ
て 3～ 4日 毎 に 1度 、 毎 週 、 或 い は 隔 週 の 間 隔 で 投 与 し 得 る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
通 常 の 投 与 量 は 、 投 与 経 路 に よ る が 0.1μ gか ら 最 大 で 総 用 量 約 1gま で 変 動 し う る 。 特 定 組
成 物 の 用 量 は 、 別 の 媒 介 物 、 薬 物 、 ま た は ホ ル モ ン と 併 用 し て 患 者 に 投 与 す る 際 は 、 低 く
な り う る 。 特 定 の 用 量 決 定 お よ び 送 達 法 に 関 す る 指 針 は 、 医 薬 文 献 に 示 さ れ る 。 製 剤 お よ
び 投 与 の 技 術 の 詳 細 は 、 （ Mack Publishing, Eas
ton PA） の 最 新 版 に も 見 ら れ る 。
【 ０ １ ３ ７ 】

動 物 モ デ ル は 生 物 検 定 と し て 用 い 得 る 。 そ こ で は ヒ ト に 類 似 の 表 現 型 応 答 を 示 し 、 ま た 暴
露 条 件 が 人 体 暴 露 と 関 連 す る 。 哺 乳 類 は 最 も 一 般 的 な モ デ ル で あ り 、 大 抵 の 感 染 因 子 、 癌
、 薬 物 、 及 び 毒 性 の 試 験 は 齧 歯 類 た と え ば ラ ッ ト や マ ウ ス で 行 う が 、 理 由 は 、 低 コ ス ト 、
可 用 性 、 寿 命 、 妊 娠 期 間 、 子 孫 の 数 、 及 び 豊 富 な 参 照 文 献 で あ る 。 近 交 系 ま た 非 近 交 系 齧
歯 類 は 、 目 的 遺 伝 子 の 過 小 発 現 と 過 剰 発 現 の 生 理 的 結 果 の 研 究 、 お よ び 疾 患 の 診 断 と 治 療
の た め の 方 法 開 発 の た め の 便 利 な モ デ ル を 提 供 す る 。 特 定 の 遺 伝 子 を 過 剰 に 発 現 す る 哺 乳
動 物 近 交 系 （ 例 え ば 乳 汁 内 に 分 泌 ） は 、 そ の 遺 伝 子 に よ り 発 現 す る タ ン パ ク 質 の 便 利 な 源
泉 と な り 得 る 。
【 ０ １ ３ ８ 】

毒 性 研 究 は 、 生 物 系 へ の 薬 剤 影 響 の 研 究 で あ る 。 大 多 数 の 毒 性 研 究 は 、 ラ ッ ト ま た は マ ウ
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ス で 実 施 さ れ る 。 ラ ッ ト ま た は マ ウ ス で の 、 生 理 、 行 動 、 恒 常 性 プ ロ セ ス 、 お よ び 致 死 性
で の 定 性 ま た は 定 量 的 変 化 の 観 察 を 用 い て 毒 性 プ ロ フ ァ イ ル が 作 成 さ れ 、 該 薬 剤 に 曝 露 後
の ヒ ト の 健 康 へ の 影 響 が ア セ ス さ れ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
遺 伝 毒 性 研 究 に よ り 、 内 因 性 、 自 然 発 生 お よ び 誘 導 さ れ た 遺 伝 子 突 然 変 異 の 率 へ の 薬 剤 の
影 響 の 同 定 と 分 析 が な さ れ る 。 遺 伝 毒 性 薬 剤 は 、 核 酸 と の 相 互 作 用 を 促 進 す る 共 通 の 化 学
的 特 性 ま た 物 理 的 特 性 を 通 常 は 有 す る 。 ま た 染 色 体 異 常 が 子 孫 に 伝 達 さ れ た 時 最 も 有 害 で
あ る 。 毒 性 研 究 に よ り 、 受 胎 前 に 親 に 、 妊 娠 中 に 母 親 に あ る い は 発 達 中 の 生 物 の い ず れ か
に 投 与 さ れ た 場 合 子 孫 の 組 織 中 の 構 造 的 ま た は 機 能 的 異 常 の 頻 度 が 増 大 す る 薬 剤 を 同 定 す
る こ と が 可 能 で あ る 。 マ ウ ス ま た は ラ ッ ト は 、 こ れ ら の 試 験 で 最 も 頻 繁 に 使 用 さ れ る 。 な
ぜ な ら 生 殖 周 期 が 短 い の で 統 計 上 の 必 要 に か な う 多 数 の 生 物 の 繁 殖 を 可 能 に す る か ら で あ
る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
急 性 毒 性 試 験 は 、 薬 剤 の 症 候 学 ま た は 致 死 率 を 決 定 す る た め に 被 験 動 物 に 薬 剤 を １ 回 投 与
す る こ と に 基 づ い て い る 。 ３ 回 の 試 験 が 実 施 さ れ る 。 す な わ ち 、 1） 初 回 の 用 量 範 囲 探 索
試 験 、 2） 有 効 量 の 範 囲 を 狭 め る 試 験 、 3） 用 量 反 応 曲 線 を 確 定 す る た め の 最 終 試 験 、 で あ
る 。
【 ０ １ ４ １ 】
亜 慢 性 毒 性 試 験 は 、 薬 剤 の 反 復 投 与 に 基 づ く 。 ラ ッ ト と イ ヌ は こ れ ら の 研 究 で 一 般 的 に 用
い ら れ 、 異 な る 科 の 種 か ら の デ ー タ を 提 供 す る 。 発 癌 を 除 い て 、 ３ － ４ ヶ 月 の 間 、 高 用 量
濃 度 で 薬 剤 を 毎 日 投 与 す る こ と に よ り 、 成 獣 に お け る 毒 性 の 多 く の 形 態 を 明 ら か に で き る
こ と に 関 し て 相 当 の 証 拠 が あ る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
慢 性 毒 性 試 験 の 期 間 は 1年 以 上 で あ り 、 こ れ を 用 い て 、 長 期 投 与 が 毒 性 、 催 奇 形 性 、 ま た
は 発 癌 を 誘 発 す る か ど う か 試 験 す る 。 ラ ッ ト で 研 究 が 実 行 さ れ る 時 は 、 最 少 で ３ つ の 試 験
群 に 加 え １ つ の 対 照 群 が 用 い ら れ る 。 実 験 の 開 始 時 お よ び 定 期 的 に 動 物 が 試 験 さ れ 、 モ ニ
タ ー さ れ る 。
【 ０ １ ４ ３ 】

当 該 の 遺 伝 子 を 過 剰 発 現 あ る い は 過 小 発 現 す る 遺 伝 子 組 換 え 齧 歯 類 は 近 親 交 配 さ れ 、 ヒ ト
疾 患 の モ デ ル 化 、 ま た は 治 療 薬 や 毒 剤 の 試 験 の た め に 用 い ら れ 得 る （ 米 国 特 許 第 5,175,38
3号 、 第 5,767,337号 等 を 参 照 ） 。 場 合 に よ っ て は 、 導 入 さ れ た 遺 伝 子 は 胎 児 の 発 育 中 ま た
は 出 生 後 の 発 育 中 の 特 定 の 時 間 に 特 定 の 組 織 の タ イ プ で 活 性 化 さ れ 得 る 。 導 入 遺 伝 子 の 発
現 は 、 試 験 的 薬 物 治 療 へ の 取 り 組 み 前 中 後 に 遺 伝 子 組 換 え 動 物 の 、 表 現 型 、 組 織 特 異 的 mR
NA発 現 、 ま た は 血 清 と 組 織 タ ン パ ク 質 レ ベ ル の 分 析 に よ っ て モ ニ タ ー さ れ る 。
【 ０ １ ４ ４ 】

齧 歯 類 の 胚 か ら 単 離 し た 胚 性 幹 細 胞 （ ES） は 、 胚 組 織 を 形 成 す る 能 力 を 保 持 す る 。 ES細 胞
は キ ャ リ ア の 胚 内 に 置 か れ る 時 、 正 常 な 発 育 を 再 開 し て 、 生 き て 生 ま れ た 動 物 の 組 織 に 寄
与 す る 。 ES細 胞 は 実 験 的 ノ ッ ク ア ウ ト お よ び ノ ッ ク イ ン 齧 歯 類 系 の 生 成 に 用 い ら れ る 好 適
な 細 胞 で あ る 。 マ ウ ス ES細 胞 た と え ば マ ウ ス 129/SvJ細 胞 株 は 早 期 マ ウ ス 胚 に 由 来 し 、 当
該 分 野 で 公 知 の 培 養 条 件 で 成 長 す る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 系 の 産 生 に 用 い る ベ ク タ ー は 疾
患 遺 伝 子 候 補 と 標 識 遺 伝 子 を 有 し 、 後 者 は 導 入 し た 疾 患 遺 伝 子 の 存 在 を 同 定 す る よ う 働 く
。 ベ ク タ ー は 当 分 野 で 公 知 の 方 法 で ES細 胞 に 形 質 転 換 す る 。 そ し て 形 質 転 換 し た ES細 胞 を
同 定 し 、 例 え ば C57BL/6マ ウ ス 系 等 か ら 採 取 し た マ ウ ス 細 胞 胚 盤 胞 に 微 量 注 入 す る 。 こ れ
ら の 胚 盤 胞 を 偽 妊 娠 メ ス に 外 科 的 移 植 し 、 得 ら れ る キ メ ラ 子 孫 の 遺 伝 子 型 を 決 定 し 、 こ れ
ら を 交 配 さ せ て ヘ テ ロ 接 合 性 系 ま た は ホ モ 接 合 性 系 を 作 製 す る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
ヒ ト 胚 盤 胞 由 来 の ES細 胞 は 、   で 少 な く と も ８ つ の 別 々 の 細 胞 系 統 に 分 化 す る よ
う 操 作 す る こ と が 可 能 で あ る 。 こ れ ら の 系 統 は  様 々 な 細 胞 の タ イ プ と 組 織 の 分
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化 を 研 究 す る の に 用 い ら れ 、 例 え ば 神 経 細 胞 、 造 血 系 統 及 び 心 筋 細 胞 に 分 化 す る 内 胚 葉 、
中 胚 葉 及 び 外 胚 葉 の 細 胞 の 種 類 を 含 む 。
【 ０ １ ４ ６ 】

遺 伝 子 ノ ッ ク ア ウ ト 分 析 で は 、 遺 伝 子 の 或 る 領 域 を 酵 素 的 に 修 飾 し 、 非 哺 乳 類 遺 伝 子 た と
え ば ネ オ マ イ シ ン ホ ス ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 （ neo: Capecchi （ 1989） Science 24
4:1288-1292） な ど を 含 め る 。 修 飾 さ れ た 遺 伝 子 は 、 培 養 し た ES細 胞 に 形 質 転 換 さ れ 、 相
同 組 換 え に よ り 内 因 性 ゲ ノ ム に 組 み 込 ま れ る 。 挿 入 さ れ た 配 列 は 、 内 因 性 遺 伝 子 の 転 写 と
翻 訳 を 撹 乱 す る 。 形 質 転 換 細 胞 を 齧 歯 類 胞 胚 に 注 入 し 、 そ の 胞 胚 を 偽 妊 娠 メ ス に 移 植 す る
。 遺 伝 子 組 換 え 子 孫 は 、 哺 乳 動 物 遺 伝 子 の 機 能 的 コ ピ ー を 欠 く ホ モ 接 合 性 近 交 系 を 得 る た
め に 交 雑 さ れ る 。 一 例 で は 、 哺 乳 動 物 遺 伝 子 は ヒ ト 遺 伝 子 で あ る 。
【 ０ １ ４ ７ 】

ES細 胞 を 用 い て 、 ヒ ト 疾 患 の 「 ノ ッ ク イ ン 」 ヒ ト 化 動 物 （ ブ タ ） ま た は 遺 伝 子 組 換 え 動 物
モ デ ル （ マ ウ ス ま た は ラ ッ ト ） を 作 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ノ ッ ク イ ン 技 術 を 用 い て 、
ヒ ト 遺 伝 子 の 或 る 領 域 を 動 物 ES細 胞 に 注 入 し 、 注 入 し た ヒ ト 配 列 を 動 物 細 胞 ゲ ノ ム に 組 み
込 ま せ る 。 形 質 転 換 細 胞 を 胞 胚 に 注 入 し 、 胞 胚 を 上 記 の よ う に 移 植 す る 。 遺 伝 子 組 換 え 子
孫 ま た は 近 交 系 を 試 験 し 、 医 薬 品 を 用 い て 処 理 し 、 類 似 の ヒ ト 病 態 の 治 療 に 関 す る 情 報 を
得 る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 幾 つ か の ヒ ト 疾 患 を モ デ ル 化 す る た め に 用 い ら れ て き た 。
【 ０ １ ４ ８ 】

動 物 実 験 の 分 野 で は 、 生 理 学 、 遺 伝 学 、 化 学 、 薬 理 学 、 統 計 学 等 の 基 礎 科 学 の デ ー タ と 方
法 論 を 扱 う 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 ヒ ト の 健 康 に 関 連 し て い る 可 能 性 が あ る 、 ヒ ト 以 外 の 霊
長 類 で の 治 療 薬 の 影 響 評 価 に 最 も 重 要 で あ る 。 ワ ク チ ン と 薬 物 の 評 価 に お い て サ ル が ヒ ト
の 代 用 に 用 い ら れ る 。 ま た サ ル の 反 応 は 類 似 条 件 下 の 人 体 暴 露 と 関 連 す る 。 こ の よ う な 調
査 で は 、 カ ニ ク イ ザ ル と ア カ ゲ ザ ル （ そ れ ぞ れ  と  ）
、 コ モ ン マ ー モ セ ッ ト （  ） が 最 も 一 般 的 に 用 い ら れ る ヒ ト 以 外 の 霊 長
類 （ NHP） で あ る 。 NHPの 群 体 の 発 達 と 維 持 に は 多 額 の 費 用 が か か る た め 、 齧 歯 類 の モ デ ル
で 初 期 の 調 査 と 毒 性 研 究 が 通 常 は 実 施 さ れ る 。 薬 物 嗜 癖 な ど の 行 動 測 定 を 利 用 す る 研 究 で
は 、 NHPが 第 一 選 択 の 実 験 動 物 で あ る 。 ま た NHPと 個 々 の ヒ ト は 多 く の 薬 物 と 毒 素 に 差 次 的
感 受 性 を 示 し 、 或 る 範 囲 の 表 現 型 、 こ れ ら 物 質 の 「 高 代 謝 群 」 か ら 「 低 代 謝 群 」 に 分 類 で
き る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
別 の 実 施 態 様 で は 、 該 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る cDNA群 を 、 今 後 開 発 さ れ る 分 子 生 物 学 技 術
で あ り 、 現 在 知 ら れ て い る cDNA群 の 性 質 （ 限 定 は さ れ な い が 、 例 え ば ト リ プ レ ッ ト 暗 号 、
特 異 的 な 塩 基 対 相 互 作 用 等 ） に 依 存 す る 任 意 の 新 技 術 に 用 い 得 る 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ ５ ０ 】

COLNTUTO3ラ イ ブ ラ リ は 62才 の 白 人 男 性 の S状 結 腸 切 除 お よ び 永 久 的 人 工 肛 門 形 成 時 に S状
結 腸 か ら 得 た 結 腸 腫 瘍 組 織 か ら 単 離 し た RNAを 用 い て 作 製 し た 。 病 理 は グ レ ー ド 2の 腺 癌 を
示 し 、 こ れ は 筋 層 に 浸 潤 し て い た 。
【 ０ １ ５ １ 】
POLYTRONホ モ ジ ナ イ ザ ー （ Brinkmann Instruments, Westbury NJ） を 使 用 し て 、 凍 結 組 織
を ホ モ ジ ナ イ ズ し グ ア ニ ジ ニ ウ ム イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 溶 液 に 溶 解 し た 。 可 溶 化 液 を 、 L8-7
0M超 遠 心 機 （ Beckman Coulter, Fullerton CA） で SW28ロ ー タ ー を 使 用 し て 5.7Mの 塩 化 セ
シ ウ ム ク ッ シ ョ ン 上 で 18時 間 、 25,000 rpm、 周 囲 温 度 で 遠 心 分 離 し た 。 RNA抽 出 に は 酸 性
フ ェ ノ ー ル （ pH 4.7） を 用 い 、 沈 殿 に は 0.3 M酢 酸 ナ ト リ ウ ム と 2.5倍 量 の エ タ ノ ー ル を 用
い 、 再 懸 濁 を RNAseフ リ ー 水 で 行 い 、 DNAse処 理 を 37℃ で 行 っ た 。 酸 性 フ ェ ノ ー ル （ pH 4.7
） 抽 出 と 酢 酸 ナ ト リ ウ ム お よ び エ タ ノ ー ル で の 沈 殿 を 繰 り 返 し た 。 mRNAを OLIGOTEXキ ッ ト
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１ 　 cDNAラ イ ブ ラ リ の 作 製



（ Qiagen, Chatsworth CA） で 単 離 し て 、 cDNAラ イ ブ ラ リ の 作 製 の た め に 用 い た 。
【 ０ １ ５ ２ 】
mRNAの 処 理 は SUPERSCRIPTプ ラ ス ミ ド シ ス テ ム （ Life Technologies） の 推 奨 プ ロ ト コ ル に
従 い 、 こ れ は mRNAの ポ リ （ A） 尾 部 で 第 1鎖 cDNA合 成 を 始 め る よ う 設 計 さ れ た NotIプ ラ イ マ
ー － ア ダ プ タ を 有 す る 。 二 本 鎖 cDNAを 平 滑 末 端 化 し 、 EcoRIア ダ プ タ に 連 結 し 、 NotI （ Ne
w England Biolabs, Beverly MA） で 消 化 し た 。 cDNAを SEPHAROSE CL4Bカ ラ ム （ APB） 上 で
分 画 し て 、 そ の う ち 400bpを 超 え る cDNAは pINCY プ ラ ス ミ ド （ Incyte Genomics） に 連 結 さ
せ た 。 プ ラ ス ミ ド pINCYを 次 に 、 DH5α コ ン ピ テ ン ト 細 胞 群 （ Life Technologies） に 形 質
転 換 し た 。
【 ０ １ ５ ３ 】

プ ラ ス ミ ド の 、 宿 主 細 胞 か ら の 回 収 は 、 UNIZAPベ ク タ ー シ ス テ ム （ Stratagene） を 用 い た
切 除 に よ っ て 、 あ る い は 細 胞 溶 解 に よ っ て 行 っ た 。 プ ラ ス ミ ド を 精 製 す る 方 法 は

、 Magicま た は WIZARD Minipreps DNA精 製 シ ス テ ム （ Promega） 、 AGTC Miniprep精 製 キ ッ
ト （ Edge Biosystems, Gaithersburg MD） 、 Qiagen社 の QIAWELL 8 Plasmid、 QIAWELL 8 P
lus Plasmid、 QIAWELL 8 Ultra Plasmid 精 製 シ ス テ ム 、 REAL PREP 96プ ラ ス ミ ド 精 製 キ
ッ ト の 中 か ら 少 な く と も １ つ を 用 い た 。 プ ラ ス ミ ド は 、 沈 殿 さ せ た 後 、 0.1mlの 蒸 留 水 に
再 懸 濁 し て 、 凍 結 乾 燥 し て 或 い は 凍 結 乾 燥 し な い で ４ ℃ で 保 管 し た 。
【 ０ １ ５ ４ 】
別 法 で は 高 処 理 フ ォ ー マ ッ ト で 直 接 結 合 PCRを 用 い 、 宿 主 細 胞 溶 解 物 か ら プ ラ ス ミ ド DNAを
増 幅 し た （ Rao （ 1994）  Anal Biochem 216:1-14） 。 宿 主 細 胞 の 溶 解 お よ び 熱 サ イ ク リ ン
グ 過 程 は 、 単 一 反 応 混 合 液 中 で 行 っ た 。 サ ン プ ル を プ ロ セ ス し て 384穴 プ レ ー ト 内 で 保 管
し 、 増 幅 し た プ ラ ス ミ ド DNAの 濃 度 を PICOGREEN色 素 （ Molecular Probes, Eugene OR） お
よ び FLUOROSKAN II蛍 光 ス キ ャ ナ （ Labsystems Oy, Helsinki, Finland） を 用 い て 蛍 光 分
析 的 に 定 量 し た 。
【 ０ １ ５ ５ 】
シ ー ク エ ン ス 反 応 は 、 標 準 的 方 法 あ る い は 高 処 理 装 置 、 例 え ば CATALYST 800 （ ABI） サ ー
マ ル サ イ ク ラ ー ま た は DNA ENGINEサ ー マ ル サ イ ク ラ ー （ MJ Research） を 、 HYDRAマ イ ク ロ
デ ィ ス ペ ン サ ー （ Robbins Scientific） ま た は MICROLAB 2200（ Hamilton） 液 体 転 移 シ ス
テ ム と 併 用 し て 処 理 し た 。 cDNAの シ ー ク エ ン ス 反 応 は 、 APB社 が 提 供 す る 試 薬 、 ま た は シ
ー ク エ ン シ ン グ キ ッ ト 、 例 え ば PRISM BIGDYE Terminator cycle sequencing ready react
ion kit （ ABI） の 試 薬 を 用 い て 準 備 し た 。 cDNAシ ー ク エ ン ス 反 応 の 電 気 泳 動 分 離 と 、 標
識 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 検 出 と に は 、 MEGABACE 1000 DNAシ ー ク エ ン シ ン グ シ ス テ ム （ A
PB） か 、 PRISM 373ま た は 377シ ー ク エ ン シ ン グ シ ス テ ム （ ABI） を 、 標 準 プ ロ ト コ ル と ベ
ー ス コ ー リ ン グ ソ フ ト ウ ェ ア と 共 に 用 い た 。 cDNA配 列 内 の リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の 同 定 に
は 、 標 準 の 方 法 を 用 い た （ Ausubel前 出 、 ユ ニ ッ ト 7.7） 。
【 ０ １ ５ ６ 】

cDNAク ロ ー ン と オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー 対 を 用 い て 、 cDNAを 伸 長 し た 。 一 方 の プ ラ
イ マ ー は 既 知 断 片 の 5’ 伸 長 を 開 始 す る べ く 合 成 し 、 他 方 の プ ラ イ マ ー は 既 知 断 片 の 3’ 伸
長 を 開 始 す る べ く 合 成 し た 。 開 始 プ ラ イ マ ー の 設 計 に は プ ラ イ マ ー 分 析 ソ フ ト ウ ェ ア を 用
い 、 長 さ が 約 22～ 30ヌ ク レ オ チ ド 、 GC含 量 が 約 50％ 以 上 、 温 度 約 68℃ ～ 約 72℃ で 標 的 配 列
に ア ニ ー リ ン グ す る よ う に し た 。 ヘ ア ピ ン 構 造 及 び プ ラ イ マ ー － プ ラ イ マ ー 二 量 体 が 生 じ
な い よ う に ヌ ク レ オ チ ド を 伸 長 し た 。
【 ０ １ ５ ７ 】
選 択 し た cDNAラ イ ブ ラ リ 群 を 鋳 型 と し て 用 い 、 配 列 を 伸 長 し た 。 ２ 回 以 上 の 伸 長 を 行 っ た
場 合 に は 、 付 加 的 プ ラ イ マ ー あ る い は プ ラ イ マ ー の ネ ス テ ッ ド セ ッ ト を 設 計 し た 。 好 適 な
ラ イ ブ ラ リ 群 の サ イ ズ を 選 択 し て よ り 大 き な cDNA群 を 含 む よ う に し 、 遺 伝 子 群 の 5’ ま た
は 上 流 領 域 を 持 つ 配 列 を 多 く 有 す る よ う に ラ ン ダ ム プ ラ イ ム し た 。 ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ 群 は
、 ５ ’ プ ロ モ ー タ 結 合 領 域 に 伸 長 す る 調 節 エ レ メ ン ト を 得 る た め に 用 い 得 る 。
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【 ０ １ ５ ８ 】
高 忠 実 度 の 増 幅 を 、 米 国 特 許 第 5,932,451号 で 開 示 さ れ た よ う な 方 法 を 利 用 し た PCR法 に よ
っ て 得 た 。 PCR法 は DNA ENGINEサ ー マ ル サ イ ク ラ ー （ MJ Research） を 用 い て 96穴 プ レ ー ト
内 で 実 施 し た 。 反 応 混 合 液 は 、 鋳 型 DNAを 有 し 、 ま た 、 200 nmolの 各 プ ラ イ マ ー を 有 す る
。 ま た 、 Mg２ + と （ NH 4 ） 2 SO 4 と β メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル と を 含 有 す る 反 応 バ ッ フ ァ ー と 、
Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ （ APB） と 、 ELONGASE酵 素 （ Invitrogen） と 、 Pfu DNAポ リ メ ラ ー ゼ
（ Stratagene） と を 含 有 す る 。 プ ラ イ マ ー 対 で あ る PCI Aと PCI B （ Incyte Genomics） と
に 対 し 、 以 下 の パ ラ メ ー タ で 増 幅 し た 。 各 サ イ ク ル の パ ラ メ ー タ は 、 1: 94℃ で 3分 ; 2: 9
4℃ で 15秒 ; 3: 60℃ で 1分 ;　 4: 68℃ で 2分 ;　 5:　 2, 3, お よ び 4を 反 復 20回 ;　 6: 68℃ で
5分 ; お よ び 7: 4℃ で 保 存 で あ る 。 別 法 で は 、 プ ラ イ マ ー の 組 、 T7と SK+（ Stratagene） に
対 し て 以 下 の パ ラ メ ー タ で 増 幅 を 行 っ た 。 1: 94℃ で 3分 ;　 2: 94℃ で 15秒 ;　 3: 57℃ で 1
分 ;　 4: 68℃ で 2分 ;　 5: 2, 3, お よ び 4を 反 復 20回 ;　 6: 68℃ で 5分 ; お よ び 7: 4℃ で 保
存 。
【 ０ １ ５ ９ 】
各 ウ ェ ル の DNA濃 度 は 、 100μ lの PICOGREEN定 量 試 薬 （ 0.25％ 試 薬 を １ × TE中 （ v/v） ; Mol
ecular Probes） お よ び 0.5μ lの 希 釈 し て い な い PCR産 物 を 不 透 明 な 蛍 光 光 度 計 プ レ ー ト （
Corning Life Sciences, Acton MA） の 各 ウ ェ ル に 分 配 し 、 DNAが 試 薬 と 結 合 で き る よ う に
し て 判 定 し た 。 サ ン プ ル の 蛍 光 を 計 測 し て DNAの 濃 度 を 定 量 す べ く 、 プ レ ー ト を Fluoroska
n II（ Labsystems Oy, Helsinki Finland） で ス キ ャ ン し た 。 反 応 混 合 物 の ア リ コ ッ ト 5～
10μ lを 1％ ア ガ ロ ー ス ミ ニ ゲ ル 上 の 電 気 泳 動 に よ っ て 解 析 し 、 ど の 反 応 が 配 列 の 伸 長 に 成
功 し た か を 決 定 し た 。
【 ０ １ ６ ０ 】
伸 長 し た ク ロ ー ン は 、 脱 塩 及 び 濃 縮 し て 384穴 プ レ ー ト に 移 し 、 CviJIコ レ ラ ウ イ ル ス エ ン
ド ヌ ク レ ア ー ゼ （ Molecular Biology Research, Madison WI） を 用 い て 消 化 し 、 pUC 18ベ
ク タ ー （ APB） へ の 再 連 結 反 応 前 に 音 波 処 理 ま た は せ ん 断 し た 。 シ ョ ッ ト ガ ン ・ シ ー ク エ
ン シ ン グ の た め に 、 消 化 し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 低 濃 度 （ 0.6～ 0.8％ ） の ア ガ ロ ー ス ゲ ル
上 で 分 離 し 、 断 片 を 切 除 し 、 寒 天 を AGARACE酵 素 （ Promega） で 消 化 し た 。 伸 長 し た ク ロ ー
ン を T4DNAリ ガ ー ゼ （ New England Biolabs） を 用 い て pUC18ベ ク タ ー （ APB） に 再 連 結 し 、
Pfu DNAポ リ メ ラ ー ゼ （ Stratagene） で 処 理 し て 制 限 部 位 オ ー バ ー ハ ン グ を 満 た し 、 大 腸
菌 コ ン ピ テ ン ト 細 胞 に 形 質 移 入 し た 。 形 質 転 換 し た 細 胞 群 の 選 択 を 抗 生 物 質 含 有 培 地 で 行
い 、 そ れ ぞ れ の コ ロ ニ ー を 採 取 し LB/2× カ ル ベ ニ シ リ ン 液 体 培 地 の 384穴 プ レ ー ト に 37℃
で 一 晩 培 養 し た 。
【 ０ １ ６ １ 】
細 胞 を 溶 解 し 、 プ ラ イ マ ー 、 Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ （ APB） 及 び Pfu DNAポ リ メ ラ ー ゼ （ Str
atagene） を 用 い て 以 下 の 手 順 で DNAを 増 幅 し た 。 1: 94℃ で 3分 ;　 2: 94℃ で 15秒 ;　 3: 60
℃ で 1分 ;　 4: 72℃ で 2分 ;　 5: 2, 3, お よ び 4を 反 復 29回 ;　 6: 72℃ で 5分 ; お よ び 7: 4℃
で 保 存 。 上 記 し た よ う に PICOGREEN定 量 試 薬 （ Molecular Probes） で DNAを 定 量 化 し た 。 DN
Aの 回 収 率 が 低 い サ ン プ ル は 、 上 記 条 件 を 用 い て 再 増 幅 し た 。 サ ン プ ル は 20％ ジ メ チ ル ス
ル ホ キ シ ド （ DMSO; 1:2, v/v） で 希 釈 し 、 DYENAMICエ ネ ル ギ ー 移 動 シ ー ク エ ン シ ン グ プ ラ
イ マ ー 、 お よ び DYENAMIC DIRECTサ イ ク ル  シ ー ク エ ン シ ン グ キ ッ ト （ APB） ま た は PRISM B
IGDYEタ ー ミ ネ ー タ ー サ イ ク ル  シ ー ク エ ン シ ン グ キ ッ ト （ ABI） を 用 い て シ ー ク エ ン シ ン
グ し た 。
【 ０ １ ６ ２ 】

配 列 表 の cDNA、 ま た は そ の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を 用 い て 、 GenBank、 SwissProt、 BLOCKSな ど
の デ ー タ ベ ー ス に 問 合 せ し た 。 過 去 に 同 定 さ れ ま た ア ノ テ ー シ ョ ン が 付 け ら れ た 配 列 あ る
い は ド メ イ ン を 含 む こ れ ら の デ ー タ ベ ー ス を BLASTか BLAST2を 用 い て 検 索 し て ア ラ イ ン メ
ン ト を 生 成 し 、 ま た ど の 配 列 が 厳 密 に 一 致 す る か 、 ま た は 相 同 体 か を 決 定 し た 。 ア ラ イ ン
メ ン ト は 原 核 生 物 （ 細 菌 ） ま た は 真 核 生 物 （ 動 物 、 真 菌 あ る い は 植 物 ） 起 源 の 配 列 へ 行 っ
た 。 別 法 と し て 、 Smithと Smith （ 1992, Protein Engineering 5:35-51） で 説 明 さ れ て い
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る よ う な ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 、 一 次 配 列 パ タ ー ン と 二 次 構 造 ギ ャ ッ プ ペ ナ ル テ ィ を 扱 う
こ と が 可 能 で あ っ た 。 本 願 に 開 示 す る す べ て の 配 列 は 少 な く と も 49ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ を
有 し 、 不 要 な 塩 基 は 12％ に 過 ぎ な い （ A、 C、 Gま た は Tで な く Nが 記 録 さ れ て い る ） 。
【 ０ １ ６ ３ 】
Karlinと Altschul （ 1993; Proc Natl Acad Sci 90:5873-5877） で 詳 述 さ れ て い る よ う に
、 問 合 せ 配 列 と デ ー タ ベ ー ス 配 列 の 間 の BLAST一 致 を 統 計 的 に 評 価 し て 、 ヌ ク レ オ チ ド で 1
0 - 2 5 、 ペ プ チ ド で 10 - 1 4  の 閾 値 を 満 た す 時 の み 報 告 さ せ た 。 相 同 性 の 評 価 は ま た 、 以 下 の
よ う に 計 算 し た 積 ス コ ア で 行 っ た 。 BLASTで の ％ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 同 一 性 [問 合
せ 配 列 と 参 照 配 列 の 間 ]に ％ 最 大 可 能 BLASTス コ ア [問 合 せ 配 列 と 参 照 配 列 の 長 さ に 基 づ く ]
を 乗 じ 、 次 に 100で 除 す 。 ラ ボ で 用 い る ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 手 順 に 比 し 、 厳 密 な 一 致 の ス ト
リ ン ジ ェ ン シ ー は 、 下 限 で あ る 約 40（ 不 要 な 塩 基 に よ る 1-2%の 誤 差 あ り ） か ら 、 100％ 一
致 の 約 70ま で に 設 定 し た 。
【 ０ １ ６ ４ 】
BLASTソ フ ト ウ ェ ア 一 式 （ NCBI, Bethesda MD） に は 様 々 な 配 列 分 析 プ ロ グ ラ ム が 含 ま れ 、
こ れ に は ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を ア ラ イ ン メ ン ト す る の に 用 い る 「 blastn」 と 、 ヌ ク レ オ チ ド
ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 の 直 接 ペ ア ワ イ ズ 比 較 に 用 い る BLAST2が あ る 。 BLASTプ ロ グ ラ ム は 、
一 般 的 に は 、 ギ ャ ッ プ （ gap） な ど の パ ラ メ ー タ を デ フ ォ ル ト 設 定 に セ ッ ト し て 用 い る 。
例 え ば 以 下 の と お り で あ る 。 Matrix: BLOSUM62; Reward for match: 1; Penalty for mis
match: -2; Open Gap: 5 and Extension Gap: 2 penalties; Gap x drop-off: 50; Expec
t: 10; Word Size: 11; お よ び Filter: on。 同 一 性 は 配 列 全 体 の 長 さ に つ い て 測 定 す る 。
Brenner （ ） は BLASTが 配 列 同 一 性 に よ っ て 構 造 相 同 体 を 同 定 す る 能 力 を 分 析 し 、 30%
の 同 一 性 が 150残 基 以 上 の 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト で の 信 頼 で き る 閾 値 で あ り 、 40%が 70残 基 以
上 の ア ラ イ ン メ ン ト の 閾 値 で あ る と 発 見 し た 。
【 ０ １ ６ ５ 】
本 願 の cDNA群 を 、 LIFESEQ GOLDデ ー タ ベ ー ス （ Incyte Genomics） で 見 ら れ る ア セ ン ブ リ
さ れ た コ ン セ ン サ ス 配 列 あ る い は 鋳 型 と 比 較 し た 。 cDNA、 伸 長 、 全 長 お よ び シ ョ ッ ト ガ ン
・ シ ー ク エ ン シ ン グ プ ロ ジ ェ ク ト の コ ン ポ ー ネ ン ト 配 列 を PHRED分 析 に か け 、 質 ス コ ア を
割 り 当 て た 。 質 ス コ ア が 許 容 で き る す べ て の 配 列 を 多 様 な 予 備 処 理 経 路 と 編 集 経 路 に か け
、 低 品 質 の 3’ 末 端 、 ベ ク タ ー と リ ン カ ー 配 列 、 ポ リ Aテ イ ル 、 Alu反 復 、 ミ ト コ ン ド リ ア
及 び リ ボ ゾ ー ム 配 列 、 細 菌 汚 染 配 列 を 除 去 し た 。 編 集 し た 配 列 は 少 な く と も 長 さ が 50 bp
と し 、 情 報 に 乏 し い 配 列 と 、 ジ ヌ ク レ オ チ ド 反 復 、 Alu反 復 な ど の 反 復 エ レ メ ン ト を 「 N」
に 置 換 あ る い は マ ス ク し た 。
【 ０ １ ６ ６ 】
編 集 し た 配 列 は ア セ ン ブ リ 処 理 に か け ら れ 、 配 列 が 遺 伝 子 ビ ン （ gene bins） に 割 り 当 て
ら れ た 。 各 配 列 は １ つ の ビ ン に の み 所 属 で き 、 各 ビ ン の 配 列 群 を ア セ ン ブ リ し て 鋳 型 を 作
製 し た 。 BLASTと CROSSMATCHを 用 い て 、 新 た に シ ー ク エ ン ス し た コ ン ポ ー ネ ン ト 群 を 既 存
の ビ ン に 加 え た 。 ビ ン に 加 え る に は 、 前 記 の コ ン ポ ー ネ ン ト 配 列 は 150以 上 の BLAST質 ス コ
ア と 少 な く と も 82％ の 局 所 同 一 性 の ア ラ イ ン メ ン ト を 有 す る こ と と し た 。 PHRAPを 用 い て
、 各 ビ ン の 配 列 を ア セ ン ブ リ し た 。 DEEP PHRAPを 用 い て 、 オ ー バ ー ラ ッ プ コ ン ポ ー ネ ン ト
配 列 を 幾 つ か 有 す る ビ ン を ア セ ン ブ リ し た 。 コ ン ポ ー ネ ン ト 配 列 の 数 と 配 向 に 基 づ い て 、
各 鋳 型 の 配 向 を 決 定 し た 。
【 ０ １ ６ ７ 】
ビ ン を 互 い に 比 較 し て 、 少 な く と も 82%の 局 所 類 似 性 を 有 す る ビ ン を 結 合 し 再 ア セ ン ブ リ
し た 。 95%未 満 の 局 所 同 一 性 で あ る 鋳 型 を 有 す る ビ ン は 分 割 し た 。 STITCHER/EXON MAPPER
ア ル ゴ リ ズ ム に よ っ て 鋳 型 を 分 析 に か け 、 ス プ ラ イ ス 変 異 体 、 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ さ れ
た エ キ ソ ン 、 ス プ ラ イ ス 接 合 部 や 、 組 織 の 各 タ イ プ や 病 態 全 体 で の 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ
さ れ た 遺 伝 子 の 差 次 的 発 現 な ど の 、 存 在 の 確 率 を 決 定 し た 。 ア セ ン ブ リ 処 理 を 周 期 的 に 繰
り 返 し た 。 そ し て BLASTを 用 い て GBpriな ど の GenBankデ ー タ ベ ー ス に 対 し て 鋳 型 に ア ノ テ
ー シ ョ ン を 付 け た 。 厳 密 な 一 致 の 定 義 は 95%の 局 所 同 一 性 が 200塩 基 対 に 及 ぶ も の か ら 100%
の 局 所 同 一 性 が 100塩 基 対 に 及 ぶ も の と し 、 相 同 性 一 致 は E値 （ す な わ ち 確 率 ス コ ア ） が ≦
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1 x 10 - 8 と し た 。 鋳 型 は ま た 、 フ レ ー ム シ フ ト FASTxを GENPEPTに 対 し て か け 、 相 同 性 一 致
の 定 義 は E値 が ≦ 1 x 10 - 8 と し た 。 鋳 型 の 分 析 と ア セ ン ブ リ に つ い て は 、 1999年 3月 25日 に
出 願 の 米 国 特 許 出 願 第 09/276,534号 に 記 載 が あ る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
ア セ ン ブ リ 後 、 鋳 型 を BLAST, motif, 及 び 他 の 機 能 解 析 に か け 、 タ ン パ ク 質 の 各 ヒ エ ラ ル
キ ー に 分 類 し た が 、 其 の 方 法 は 、 共 に 1997年 3月 6日 に 出 願 の 米 国 特 許 出 願 第 08/812,290号
お よ び 08/811,758号 ; 1997年 10月 9日 に 出 願 の 米 国 特 許 出 願 第 08/947,845号 ; お よ び 1998
年 3月 4日 に 出 願 の 米 国 特 許 出 願 第 09/034,807号 に 記 載 の 方 法 を 用 い た 。 次 に 鋳 型 の 分 析 の
た め 、 各 鋳 型 の 翻 訳 を 全 部 で 3の 順 行 リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム で 行 い 、 各 翻 訳 の 検 索 を 隠 れ
マ ル コ フ モ デ ル 系 蛋 白 フ ァ ミ リ ー 群 お よ び ド メ イ ン 群 の PFAMデ ー タ ベ ー ス に 対 し HMMERソ
フ ト ウ ェ ア パ ッ ケ ー ジ （ Washington University School of Medicine, St. Louis MO） を
用 い て 行 っ た 。 MACDNASIS PROソ フ ト ウ ェ ア （ Hitachi Software Engineering） と LASERGE
NEソ フ ト ウ ェ ア （ DNASTAR） を 用 い て cDNAを 更 に 分 析 し た 。 そ し て 公 共 の デ ー タ ベ ー ス 、
例 え ば GenBankの げ っ 歯 類 、 哺 乳 類 、 脊 椎 動 物 、 原 核 生 物 、 真 核 生 物 の デ ー タ ベ ー ス と 、 S
wissProt、 BLOCKS、 PRINTS、 PFAMそ し て Prositeに 問 い 合 わ せ た 。
【 ０ １ ６ ９ 】

ノ ー ザ ン 分 析 は 遺 伝 子 の 転 写 物 の 存 在 の 検 出 に 用 い る 実 験 技 術 で あ り 、 特 定 の 細 胞 種 ま た
は 組 織 か ら の RNAが 結 合 し て い る 膜 へ の 、 標 識 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン に 関 与 す る 。 本 技 術 は 下 記 の 実 施 例 ７ と Ausubel（ 前 出 、 ユ ニ ッ ト 4.1-4.9） に 記
載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
類 似 の 、 BLASTを 応 用 し た コ ン ピ ュ ー タ 技 術 を 用 い て 、 GenBankま た は LIFESEQデ ー タ ベ ー
ス （ Incyte Genomics） な ど の ヌ ク レ オ チ ド デ ー タ ベ ー ス に お い て 、 同 一 ま た は 関 連 分 子
を 検 索 す る 。 ノ ー ザ ン 分 析 は 、 幾 つ か の 膜 系 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン よ り も 高 速 で あ る 。
更 に 、 任 意 の 特 定 の 一 致 を 厳 密 な あ る い は 相 同 的 な も の と し て 分 類 す る か 否 か を 決 定 す る
た め 、 コ ン ピ ュ ー タ 検 索 の 感 度 を 修 正 で き る 。 検 索 の 基 本 は 積 ス コ ア で あ り 、 上 記 の

に 記 載 し た 。
【 ０ １ ７ １ 】
ノ ー ザ ン 分 析 の 結 果 の 報 告 は 、 TMDCを コ ー ド す る 転 写 物 が そ こ で 生 じ る ラ イ ブ ラ リ 群 の リ
ス ト と し て 成 さ れ る 。 存 在 量 と パ ー セ ン ト 存 在 度 も 報 告 さ れ る 。 存 在 量 は 直 接 に 、 特 定 転
写 物 が 或 る cDNAラ イ ブ ラ リ 内 で 示 さ れ た 回 数 を 反 映 し 、 パ ー セ ン ト 存 在 度 は 、 存 在 量 を 、
該 cDNAラ イ ブ ラ リ で 試 験 し た 配 列 の 総 数 で 除 し た 数 で あ る 。
【 ０ １ ７ ２ 】

転 写 イ メ ー ジ （ transcript image） 作 成 に は LIFESEQ GOLDデ ー タ ベ ー ス （ Incyte Genomic
s） を 用 い た 。 本 プ ロ セ ス に よ り 全 cDNAラ イ ブ ラ リ で 発 現 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 群 の 相
対 的 存 在 度 の ア セ ス メ ン ト が で き 、 こ れ は 米 国 特 許 第 5,840,484号 に 記 載 さ れ 、 参 照 に よ
り 開 示 に 含 ま れ る 。 LIFESEQデ ー タ ベ ー ス の 全 て の 配 列 と cDNAラ イ ブ ラ リ は 、 系 、 臓 器 /組
織 お よ び 細 胞 タ イ プ で 分 類 さ れ る 。 カ テ ゴ リ は 、 心 血 管 系 、 結 合 組 織 、 消 化 器 系 、 胎 児 構
造 、 内 分 泌 系 、 外 分 泌 腺 、 女 性 生 殖 器 、 男 性 生 殖 器 、 生 殖 細 胞 、 血 液 お よ び 免 疫 系 、 肝 、
筋 骨 格 系 、 神 経 系 、 膵 臓 、 呼 吸 器 系 、 感 覚 器 、 皮 膚 、 顎 口 腔 系 、 非 分 類 性 ／ 混 合 性 、 お よ
び 尿 路 が あ る 。 転 写 イ メ ー ジ ン グ の 判 定 基 準 は 、 カ テ ゴ リ 、 ラ イ ブ ラ リ 当 り の cDNA数 、 ラ
イ ブ ラ リ の 説 明 、 疾 患 適 応 、 サ ン プ ル の 臨 床 的 意 義 等 か ら 選 ぶ 。
【 ０ １ ７ ３ 】
各 カ テ ゴ リ に つ き 、 そ こ で 該 配 列 が 発 現 さ れ た ラ イ ブ ラ リ の 数 が カ ウ ン ト さ れ 、 そ の カ テ
ゴ リ の ラ イ ブ ラ リ の 総 数 に 対 し て 示 さ れ た 。 各 ラ イ ブ ラ リ に つ き 、 cDNA数 が カ ウ ン ト さ れ
、 該 ラ イ ブ ラ リ 内 の 総 cDNA数 に 対 し て 示 さ れ た 。 転 写 イ メ ー ジ に よ っ て は 、 全 て の 濃 縮 し
た 、 ノ ー マ ラ イ ズ し た 、 ま た は サ ブ ト ラ ク ト し た ラ イ ブ ラ リ （ 高 い コ ピ ー 数 の 配 列 を 持 つ
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ノ ー ザ ン 分 析

実 施
例 ４

転 写 イ メ ー ジ ン グ



） を 除 去 し た 後 に プ ロ セ シ ン グ で き 、 ま た 全 て の 混 合 組 織 ま た は プ ー ル し た 組 織 （ 複 数 の
組 織 タ イ プ ま た は 複 数 被 検 者 の 組 織 を 持 つ と い う 意 味 で 非 特 異 的 と 見 な さ れ る ） を 分 析 か
ら 除 外 で き る 。 処 理 済 お よ び 無 処 理 の 細 胞 株 お よ び /ま た は 胎 児 組 織 の デ ー タ も 、 臨 床 的
意 義 が 強 調 さ れ る 際 に 除 外 で き る 。 逆 に 胎 児 組 織 を 強 調 で き 、 こ れ は 遺 伝 性 障 害 の 解 明 ま
た は 、 特 定 の 成 体 幹 細 胞 ま た は 胚 性 幹 細 胞 を 組 織 ま た は 器 官 （ 例 え ば 心 臓 、 腎 臓 、 神 経 ま
た は 膵 臓 ） へ 分 化 さ せ る 際 に 行 い 、 こ れ を 補 助 す る た め 臨 床 サ ン プ ル を 分 析 か ら 除 外 す る
こ と と な る 。 転 写 イ メ ー ジ は ま た 、 他 の 方 法 た と え ば ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 、 「 guilt-by-ass
ociation」 法 、 お よ び ア レ イ 技 術 か ら の デ ー タ の 補 助 に 用 い 得 る 。
【 ０ １ ７ ４ 】

GBA法 は 、 或 る 特 定 の 疾 患 プ ロ セ ス 、 細 胞 内 区 画 、 細 胞 タ イ プ 、 組 織 タ イ プ 、 ま た は 種 に
関 連 す る 複 数 の cDNAラ イ ブ ラ リ で 発 現 さ れ る cDNA群 を 同 定 す る 。 未 知 の 機 能 を 持 つ cDNAの
発 現 パ タ ー ン が 、 充 分 に 考 証 さ れ た 機 能 を 持 つ 遺 伝 子 群 の 発 現 パ タ ー ン と 比 較 さ れ 、 指 定
し た 共 発 現 確 率 閾 値 に 合 う か 判 定 さ れ る 。 こ の 比 較 を 通 じ て 、 高 度 に 有 意 な 共 発 現 確 率 を
既 知 の 遺 伝 子 群 に 対 し て 持 つ cDNAの サ ブ セ ッ ト を 同 定 す る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
該 cDNAの 起 源 は ヒ ト cDNAラ イ ブ ラ リ 群 で あ り 、 こ れ は 任 意 の 細 胞 ま た は 細 胞 株 、 組 織 、 ま
た は 器 官 に 由 来 し 、 種 々 の 配 列 タ イ プ か ら 選 択 で き 配 列 と し て は 、 限 定 は さ れ な い が 、 発
現 配 列 タ グ （ ESTs） 、 ア セ ン ブ リ し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 全 長 遺 伝 子 コ ー ド 領 域 、 プ ロ モ
ー タ 、 イ ン ト ロ ン 、 エ ン ハ ン サ 、 5’ 非 翻 訳 領 域 、 お よ び 3’ 非 翻 訳 領 域 が あ る 。 統 計 的 に
有 意 な 分 析 結 果 を 得 る た め に 、 少 な く と も 5つ の cDNAラ イ ブ ラ リ で 該 cDNAを 発 現 す る 必 要
が あ る 。 配 列 を 分 析 す る cDNAラ イ ブ ラ リ の 数 の 範 囲 は 、 少 な い も の で 500か ら 10,000以 上
で あ り う る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
統 計 的 に 有 意 な 共 発 現 パ タ ー ン を 示 す cDNAを 同 定 す る 方 法 は 以 下 の と お り で あ る 。 最 初 に
、 或 る cDNAラ イ ブ ラ リ 内 の 或 る 遺 伝 子 の 存 在 あ る い は 不 存 在 を 定 義 す る 。 或 る 遺 伝 子 に 対
応 す る 少 な く と も １ つ の 、 そ の 配 列 の 断 片 が 、 或 る ラ イ ブ ラ リ か ら 採 取 し た 或 る サ ン プ ル
に 検 出 さ れ る 時 、 該 遺 伝 子 は そ の ラ イ ブ ラ リ に 存 在 す る 。 そ し て 対 応 す る 断 片 が サ ン プ ル
中 で 検 出 さ れ な い 時 、 該 遺 伝 子 は そ の ラ イ ブ ラ リ に 存 在 し な い 。
【 ０ １ ７ ７ 】
２ 番 目 に 、 確 率 法 を 用 い て 共 発 現 の 有 意 性 を 評 価 し て 、 共 発 現 の 偶 然 に よ る 確 率 を 測 定 す
る 。 確 率 法 は フ ィ ッ シ ャ ー の 正 確 確 率 検 定 、 カ イ 2乗 検 定 ま た は カ ッ パ 検 定 で あ り 得 る 。
こ れ ら の 検 定 と 適 用 例 は 当 該 分 野 で 公 知 で あ り 、 標 準 的 な 統 計 学 の テ キ ス ト で 見 出 す こ と
が で き る  （ Agresti （ 1990）  , John Wiley & Sons, New Yo
rk NY; Rice （ 1988）  , Duxbury Press, P
acific Grove CA） 。 ボ ン フ ェ ロ ー ニ 補 正 （ 前 出 の Rice、 384ペ ー ジ ） も 、 １ つ の 遺 伝 子 の
統 計 結 果 を 多 数 の 他 の 遺 伝 子 に 対 し て 補 正 す る た め に 、 確 率 法 の １ つ と 併 用 し て 適 用 で き
る 。 或 る 好 適 な 実 施 態 様 で は 、 偶 然 に よ る 確 率 を フ ィ ッ シ ャ ー の 正 確 確 率 検 定 に よ り 測 定
す る 。 ま た 偶 然 に よ る 確 率 の 閾 値 を 好 ま し く は 0.001未 満 に 設 定 す る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
2つ の 遺 伝 子 の 共 発 現 の 確 率 を 推 計 す る こ の 方 法 の 前 提 は 、 ラ イ ブ ラ リ 群 が 独 立 し て お り
同 様 に サ ン プ ル さ れ る こ と で あ る 。 し か し 実 際 の 状 況 で は 、 選 択 し た cDNAラ イ ブ ラ リ は 完
全 に は 独 立 し て い な い 。 理 由 は 以 下 で あ る 。 1） 複 数 ラ イ ブ ラ リ を 単 一 の 対 象 ま た は 組 織
か ら 得 る こ と が で き る 。 そ し て 2） 様 々 な 数 の cDNAを 、 通 常 の 範 囲 は 5000～ 10000で 、 各 ラ
イ ブ ラ リ か ら シ ー ク エ ン ス で き る か ら で あ る 。 更 に 、 フ ィ ッ シ ャ ー の 正 確 共 発 現 確 率 を 、
各 遺 伝 子 に 対 し 、 少 な く と も 5つ の ラ イ ブ ラ リ で 出 現 す る 他 の す べ て の 遺 伝 子 ご と に 計 算
す る の で 、 複 数 の 統 計 試 験 の た め の ボ ン フ ェ ロ ー ニ 検 定 を 用 い た （ Walker （ 1999; Gen
ome Res 9:1198-203; 特 に 参 照 に よ り 開 示 に 含 ま れ る ） 。
【 ０ １ ７ ９ 】
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６ 　 染 色 体 マ ッ ピ ン グ



ス タ ン フ ォ ー ド ・ ヒ ト ゲ ノ ム セ ン タ ー （ SHGC） 、 ホ ワ イ ト ヘ ッ ド ・ ゲ ノ ム 研 究 所 （ WIGR）
、 Genethon等 の 公 的 な 情 報 源 か ら 入 手 可 能 な 放 射 線 ハ イ ブ リ ッ ド 及 び 遺 伝 地 図 デ ー タ を 用
い て 、 配 列 表 に 存 在 す る 任 意 の cDNAが 過 去 に マ ッ ピ ン グ さ れ た か を 判 定 し た 。 TMDCを コ ー
ド す る cDNAの 何 れ か の 断 片 が マ ッ プ さ れ て い れ ば 、 全 て の 関 連 す る 調 節 配 列 と コ ー ド 配 列
を 同 じ 場 所 に 割 り 当 て る 。 遺 伝 地 図 上 の 位 置 は 、 ヒ ト 染 色 体 の 範 囲 ま た は 間 隔 と し て 表 さ
れ る 。 cM単 位 （ ヒ ト DNAの １ メ ガ ベ ー ス に ほ ぼ 等 し い ） で の 或 る 間 隔 の 地 図 上 の 位 置 を 、
染 色 体 短 腕 （ p-arm） の 末 端 に 対 し て 測 定 す る 。
【 ０ １ ８ ０ 】

正 常 お よ び 癌 組 織 の サ ン プ ル は 、 下 表 の ド ナ ー 識 別 番 号 で 記 載 す る 。 列 １ は ド ナ ー ID、 列
２ は ド ナ ー の 年 齢 /性 別 、 列 ３ は 障 害 の 説 明 、 列 ４ は 腫 瘍 の 分 類 、 列 ５ は 出 所 を 示 す 。
　
　
　
　
　
　
　
　
*略 語 :CA=癌 、 U=不 明 、 NA=入 手 不 可
【 ０ １ ８ １ 】
図 3で 、 ノ ー マ ラ イ ズ し た 第 1鎖 合 成 、 cDNA標 本 は 正 常 な ヒ ト の 心 臓 、 全 脳 、 肺 、 肝 臓 、 骨
格 筋 、 腎 臓 、 膵 臓 、 脾 臓 、 胸 腺 、 前 立 腺 、 卵 巣 、 小 腸 、 末 梢 血 白 血 球 、 お よ び 大 腸 の 組 織
か ら の 標 本 で あ り 、 Clontechか ら 得 た 。 更 な る cDNA標 本 は ヒ ト 成 人 の 正 常 な 甲 状 腺 、 下 垂
体 、 お よ び 副 腎 組 織 の 標 本 で あ り 、 Clinomics Bioscience （ Pittsfield MA） か ら 得 た 。
【 ０ １ ８ ２ 】
図 5に 示 す 大 腸 直 腸 腺 癌 細 胞 株 群 は ATCCか ら 得 た 株 で あ り 、 供 給 者 の 規 格 に 従 っ て 培 養 し
た 。 細 胞 株 は 、 LS123、 LS174T、 HCT116、 CaCo2、 HT29、 SW480、 Colo205、 T84、 お よ び SW6
20で あ る 。
【 ０ １ ８ ３ 】

下 記 の 方 法 の １ つ に よ っ て cDNAを 基 板 に 付 け る 。 ゲ ル 電 気 泳 動 法 に よ り cDNAの 混 合 物 を 分
画 し 、 キ ャ ピ ラ リ ー 転 写 （ capillary transfer） に よ り ナ イ ロ ン 膜 に 転 写 す る 。 別 法 と し
て 、 cDNAを 個 々 に ベ ク タ ー に 連 結 し 、 細 菌 宿 主 細 胞 に 挿 入 し て ラ イ ブ ラ リ を 形 成 す る 。 次
に 下 記 の 方 法 の １ つ に よ っ て cDNAを 基 板 に 配 置 す る 。 第 一 法 で は 、 個 々 の ク ロ ー ン を 有 す
る 細 菌 細 胞 を ロ ボ ッ ト で 採 取 し 、 ナ イ ロ ン 膜 に 配 置 す る 。 膜 を 選 択 剤 （ 用 い る ベ ク タ ー に
依 存 し て カ ル ベ ニ シ リ ン 、 カ ナ マ イ シ ン 、 ア ン ピ シ リ ン ま た は ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ） を
含 む LB寒 天 に 置 き 、 37℃ で 16時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 寒 天 か ら 膜 を 取 り 除 き 、 コ ロ ニ ー
側 を 上 に し て 、 10% SDS、 変 性 溶 液 （ 1.5 M NaCl, 0.5 M NaOH ） 、 中 和 溶 液 （ 1.5 M NaCl
, 1 M Tris, pH 8.0） 、 2xSSC（ 2回 ） に 各 10分 、 継 続 的 に 膜 を 移 す 。 次 に 膜 を STRATALINK
ER UVク ロ ス リ ン ク 機 （ Stratagene） で UV照 射 す る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
第 2法 で は 、 イ ン サ ー ト に 隣 接 す る ベ ク タ ー 配 列 に 相 補 的 な プ ラ イ マ ー 群 を 用 い て 、 cDNA
を ３ ０ サ イ ク ル の PCRで 細 菌 ベ ク タ ー か ら 増 幅 す る 。 PCR増 幅 は 1～ 2 ngの 開 始 濃 度 の 核 酸
を 5μ gよ り 大 き い 最 終 量 ま で 増 加 す る 。 長 さ 約 400 bpか ら 約 5000 bpま で 増 幅 し た 核 酸 を
、 SEPHACRYL-400ビ ー ズ （ APB） を 用 い て 精 製 す る 。 手 で あ る い は ド ッ ト /ス ロ ッ ト ブ ロ ッ
ト 法 マ ニ ホ ー ル ド と 吸 引 装 置 を 用 い て 精 製 核 酸 を ナ イ ロ ン 膜 に 置 く 。 そ し て 上 述 し た 変 性
、 中 和 、 お よ び UV照 射 に よ り 固 定 す る 。 米 国 特 許 第 5,807,522号 に 記 載 の 方 法 を 用 い て 、
精 製 核 酸 を ロ ボ ッ ト で 配 置 し 、 ポ リ マ ー コ ー ト さ れ た ス ラ イ ド グ ラ ス 上 に 固 定 す る 。 顕 微
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鏡 ス ラ イ ド グ ラ ス （ Corning Life Sciences） を 洗 浄 す る た め 0.1％ の SDSお よ び ア セ ト ン
中 で 超 音 波 を か け 、 4％ フ ッ 化 水 素 酸 （ VWR Scientific Products, West Chester PA） 中
で エ ッ チ ン グ し 、 95％ エ タ ノ ー ル 中 で 0.05％ ア ミ ノ プ ロ ピ ル シ ラ ン （ Sigma Aldrich） を
用 い て コ ー テ ィ ン グ し 、 そ し て 110℃ の オ ー ブ ン で 硬 化 さ せ る こ と に よ り 、 ポ リ マ ー コ ー
ト さ れ た ス ラ イ ド を 準 備 す る 。 ス ラ イ ド は 処 理 の 間 お よ び 処 理 後 に 充 分 に 蒸 留 水 で 洗 浄 す
る 。 核 酸 を ス ラ イ ド 上 に 置 き 、 次 に STRATALINKER UVク ロ ス リ ン ク 機 （ Stratagene） を 用
い て ア レ イ を UV照 射 に 暴 露 す る こ と に よ り 固 定 す る 。 ア レ イ を 次 に 室 温 に お い て ０ .２ ％ S
DSで 洗 浄 し 、 蒸 留 水 中 で ３ 回 す す ぐ 。 非 特 異 結 合 部 位 を ブ ロ ッ ク す る た め リ ン 酸 緩 衝 食 塩
水 （ PBS; Tropix, Bedford MA） 中 に 0.2％ カ ゼ イ ン 、 60℃ で 30分 間 ア レ イ を イ ン キ ュ ベ ー
ト し た 後 、 前 記 の よ う に 0.2％ SDS中 で 洗 浄 し 蒸 留 水 中 で す す ぐ 。
【 ０ １ ８ ５ 】

配 列 表 の cDNA群 に 由 来 す る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を 使 用 し て 、 膜 系 ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン で cDNA、 mRNAま た は ゲ ノ ム DNAを ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 プ ロ ー ブ を 調 製 す る
た め 、 cDNAを 45 μ l TEバ ッ フ ァ ー 中 40～ 50 ngの 濃 度 に 希 釈 し 、 5分 間 100℃ に 加 熱 し て 変
性 さ せ 、 短 時 間 遠 心 分 離 す る 。 次 に 変 性 し た cDNAを REDIPRIMEチ ュ ー ブ （ APB） に 加 え 、 青
色 が 均 一 に 分 布 す る ま で 穏 や か に 混 合 し て 、 次 に 短 時 間 遠 心 分 離 す る 。 5μ lの [ 3 2 P]dCTP
を 管 に 加 え 、 内 容 物 を 37℃ で 10分 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 5 μ l の 0.2M EDTAを 加 え て 標 識
化 反 応 を 停 止 す る 。 そ し て PROBEQUANT G-50マ イ ク ロ カ ラ ム （ APB） を 用 い て プ ロ ー ブ を 、
組 み 込 ま れ て い な い ヌ ク レ オ チ ド か ら 精 製 す る 。 精 製 し た プ ロ ー ブ を 5分 間 100℃ に 加 熱 し
、 2分 間 氷 上 で 急 冷 し て 、 以 下 に 記 載 し た 膜 系 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン で 使 用 す る 。
【 ０ １ ８ ６ 】

QPCR用 プ ロ ー ブ を ABI社 の プ ロ ト コ ル に 従 い 調 製 し た 。
【 ０ １ ８ ７ 】

次 の 方 法 を 使 用 し て 、 図 3に 示 す マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 の プ ロ ー ブ の 調 製 を 行 っ た 。 サ ン プ
ル 群 か ら 単 離 し た mRNAに 由 来 す る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を 使 用 し て 、 ア レ イ ベ
ー ス の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン で 配 列 表 の cDNAを ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 GEMbrightキ ッ ト
（ Incyte Genomics） を 用 い 、 9 μ l TE バ ッ フ ァ ー で 200 ngの 濃 度 に mRNAを 希 釈 し 、 5 μ
l 5x バ ッ フ ァ ー 、 1 μ l 0.1 Mの DTT、 3 μ l Cy3ま た は Cy5の 標 識 ミ ッ ク ス 、 1 μ l RNア
ー ゼ 阻 害 剤 、 1 μ l逆 転 写 酵 素 、 5 μ l 1x 酵 母 対 照 mRNAを 加 え て プ ロ ー ブ を 調 製 す る 。 非
コ ー ド 酵 母 ゲ ノ ム DNAか ら  転 写 に よ り 酵 母 対 照 mRNA群 を 合 成 す る （ W. Lei, 未 発
表 ） 。 定 量 用 対 照 と し て 、 0.002 ng、 0.02 ng、 0.2 ngお よ び 2 ngで の 対 照 mRNAの 1セ ッ ト
を 、 対 サ ン プ ル mRNA比 が そ れ ぞ れ 1:100,000、 1:10,000、 1:1000、 1:100 （ w/w） で 逆 転 写
反 応 混 液 に 希 釈 す る 。 mRNA差 次 的 発 現 パ タ ー ン を 調 べ る た め 、 対 照 mRNAの 第 2セ ッ ト を 1:3
, 3:1, 1:10, 10:1, 1:25お よ び 25:1 （ w/w） の 比 で 逆 転 写 反 応 混 液 に 希 釈 す る 。 反 応 混
液 を 混 合 し 、 37℃ で 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 次 に 反 応 混 液 を 20分 間 、 85℃ で イ ン キ ュ
ベ ー ト す る 。 そ し て 2つ の 連 続 す る CHROMA SPIN+TE 30カ ラ ム （ Clontech, Palo Alto CA）
を 用 い て プ ロ ー ブ を 精 製 す る 。 精 製 し た プ ロ ー ブ の エ タ ノ ー ル 沈 殿 を 、 プ ロ ー ブ を DEPC処
理 水 中 で 90 μ lに 希 釈 し 、 2 μ l 1mg/mlグ リ コ ー ゲ ン 、 60 μ l 5 M酢 酸 ナ ト リ ウ ム 、 300 
μ l 100% エ タ ノ ー ル を 加 え て 行 う 。 プ ロ ー ブ を 20分 間 、 20,800xgで 遠 心 分 離 す る 。 そ し
て ペ レ ッ ト を 12 μ lの 再 懸 濁 バ ッ フ ァ ー で 再 懸 濁 し 、 5分 間 65℃ に 加 熱 し て か ら 、 充 分 に
混 合 す る 。 プ ロ ー ブ を 加 熱 し 、 前 記 の よ う に 混 合 し て 、 氷 上 に 保 管 す る 。 以 下 に 述 べ る よ
う に 、 プ ロ ー ブ を 高 密 度 ア レ イ ベ ー ス の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に お い て 使 用 す る 。
【 ０ １ ８ ８ 】

ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 を 用 い て 、 切 片 組 織 で の 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 の 発 現 を 判 定 し た 。
ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン プ ロ ト コ ル で 、 新 鮮 な 凍 結 切 片 （ 10ミ ク ロ ン 厚 ） を フ リ ー ザ ー か ら 移 し 、
直 ち に 浸 漬 を 4％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド で 10分 行 い 、 PBSで す す ぎ 、 ア セ チ ル 化 を 0.1 M TE
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A, pH 8.0に 0.25% （ v/v） 無 水 酢 酸 で 行 う 。 組 織 を 5× SSCに 平 衡 さ せ た 後 、 プ レ ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン を ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 バ ッ フ ァ ー （ 50％ ホ ル ム ア ミ ド 、 5× SSC、 1× デ ン ハ
ー ト 液 、 10％ デ キ ス ト ラ ン 硫 酸 、 お よ び 1 mg/mlニ シ ン 精 子 DNA） で 行 う 。
【 ０ １ ８ ９ 】
ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 標 識 し た TMDC特 異 的 RNAプ ロ ー ブ で あ る 、 SEQ ID NO:2の cDNAか ら 選 択 し た
セ ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス の ヌ ク レ オ チ ド の 産 生 は 以 下 の よ う に し た 。 1）  pINCYプ ラ ス
ミ ド で あ っ て SEQ ID NO:2の ほ ぼ ヌ ク レ オ チ ド 1068か ら ほ ぼ ヌ ク レ オ チ ド 2324に 及 ぶ SEQ I
D NO:2の 或 る 断 片 （ 1519 bp） を 有 す る プ ラ ス ミ ド の 直 線 化 を EcoRi （ ア ン チ セ ン ス ） ま
た は Not1 （ セ ン ス プ ロ ー ブ ） で 行 い 、 2）    転 写 に は T7 （ ア ン チ セ ン ス ） ま た
は SP6 （ セ ン ス ）  RNAポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い 、 3）  加 水 分 解 し て 平 均 の 長 さ を 350 bpに し た
。 約 500 ng/mlの RNAプ ロ ー ブ を 用 い て 一 晩 の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 を 、 65℃ 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形
成 バ ッ フ ァ ー で 行 っ た 。 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 後 、 切 片 の す す ぎ を 30分 間 2× SSC、 室 温 で 、 1
時 間 2× SSC、 65℃ で 、 ま た 1時 間 0.1× SSC、 65℃ で 行 っ た 。 切 片 を PBSで 平 衡 化 し 、 ブ ロ ッ
キ ン グ を 30分 10% DIGキ ッ ト ブ ロ ッ カ ー （ Roche Molecular Biochemicals, Indianapolis 
IN） を 含 む PBSで 行 っ た 後 、 イ ン キ ュ ベ ー ト を 一 晩 4℃ 、 1:500抗 -DIG-AP中 で 行 っ た 。 翌 日
、 切 片 を PBSで す す ぎ 、 平 衡 化 を 検 出 バ ッ フ ァ ー （ 0.1 M Tris, 0.1 M NaCl, 50 mM MgCl 2
, pH 9.5） で 行 っ た 後 、 イ ン キ ュ ベ ー ト を 検 出 バ ッ フ ァ ー に 0.175 mg/ml NBTお よ び 0.35 
mg/ml BCIPで 行 っ た 。 反 応 は 、 TE, pH 8で 終 了 し た 。 組 織 切 片 の 対 比 染 色 に 1μ g/ml DAPI
を 用 い 、 VECTASHIELD （ Vector Laboratory, Burlingame CA） に マ ウ ン ト し た 。
【 ０ １ ９ ０ 】

1% Sarkosylと 1x高 リ ン 酸 バ ッ フ ァ ー （ 0.5 M NaCl, 0.1 M Na 2 HPO 4 , 5 mM EDTA, pH 7）
を 含 む ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 で 、 55℃ で 2時 間 、 膜 を プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 15 
mlの 新 鮮 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 中 で 希 釈 さ れ た プ ロ ー ブ を 次 に 膜 に 加 え る 。 膜 を
プ ロ ー ブ と 55℃ で 16時 間 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 、 1mM Tris （ p
H 8.0） , 1% Sarkosylで 15分 間 25℃ で 膜 を 洗 浄 し 、 さ ら に 1mM Tris （ pH 8.0） で 、 各 回 1
5分 間 、 25℃ で 4回 洗 浄 す る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を 検 出 す る た め に 、 XOMAT-AR
フ ィ ル ム  （ Eastman Kodak, Rochester NY） を 膜 に 一 晩 70℃ で 暴 露 し 、 現 像 し 、 視 覚 で 検
討 す る 。
【 ０ １ ９ １ 】

次 の 方 法 を 、 表 3に 示 す マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 で 用 い た 。 プ ロ ー ブ を 5分 間 65℃ に 加 熱 し て か
ら 、 5415C微 量 遠 心 機 （ Eppendorf Scientific, Westbury NY） で 5分 間 、 9400 rpmで 遠 心
分 離 す る 。 そ し て 18μ lを ア レ イ 表 面 に 等 分 し 、 カ バ ー ガ ラ ス で 覆 う 。 ア レ イ は 、 顕 微 鏡
ス ラ イ ド よ り 僅 か に 大 き い 空 洞 を 有 す る 防 水 チ ャ ン バ ー に 移 す 。 チ ャ ン バ ー 内 を 湿 度 100
％ に 保 つ た め 、 140μ lの 5× SSCを チ ャ ン バ ー の １ コ ー ナ ー に 加 え る 。 こ の ア レ イ を 含 む チ
ャ ン バ ー を 、 60℃ で 約 6.5時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 ア レ イ を 1xSSC, 0.1% SDS中 45℃ で 10
分 間 洗 浄 し 、 次 に 0.1xSSC中 45℃ で 10分 間 の 洗 浄 を ３ 回 繰 り 返 し た 後 に 、 乾 燥 さ せ る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 を 絶 対 的 ま た は 差 次 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン フ ォ ー マ ッ ト
で 実 施 す る 。 絶 対 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン フ ォ ー マ ッ ト で は 、 1つ の サ ン プ ル の プ ロ ー ブ
を ア レ イ エ レ メ ン ト に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 形 成 後 に シ グ ナ
ル を 検 出 す る 。 シ グ ナ ル 強 度 は 、 サ ン プ ル 中 の プ ロ ー ブ mRNAレ ベ ル と 相 関 す る 。 差 次 的 ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン フ ォ ー マ ッ ト で は 、 2つ の 生 物 サ ン プ ル で の 遺 伝 子 の セ ッ ト の 差 次
的 発 現 を 分 析 す る 。 2つ の サ ン プ ル の プ ロ ー ブ を 調 製 し て 、 異 な る 標 識 成 分 で 標 識 化 す る
。 2つ の 標 識 さ れ た プ ロ ー ブ の 混 合 物 を ア レ イ エ レ メ ン ト に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 2つ の 異 な
る 標 識 か ら の 発 光 を 個 々 に 検 出 可 能 な 条 件 下 で ２ つ の 異 な る シ グ ナ ル を 調 べ る 。 両 方 の 生
物 サ ン プ ル か ら 由 来 し た 同 数 の プ ロ ー ブ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る ア レ イ 上 エ レ メ ン ト は 、
特 有 の 複 合 蛍 光 を 出 す （ Shalon WO95/35505） 。
【 ０ １ ９ ３ 】
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ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 は 、 Cy3の 励 起 の た め に は ４ ８ ８ nm、 Cy5の 励 起 の た め に は
６ ３ ２ nmで ス ペ ク ト ル 線 を 発 生 し 得 る Innova 70混 合 ガ ス 10 Wレ ー ザ ー （ Coherent, Santa
 Clara CA） を 備 え た 顕 微 鏡 で 検 出 す る 。 励 起 レ ー ザ ー 光 の 焦 点 を ア レ イ 上 に 置 く た め 、 2
0× 顕 微 鏡 対 物 レ ン ズ （ Nikon, Melville NY） を 用 い る 。 ア レ イ を 含 む ス ラ イ ド を 顕 微 鏡
の コ ン ピ ュ ー タ 制 御 の X-Yス テ ー ジ に 置 き 、 20μ mの 解 像 度 の 対 物 レ ン ズ を 通 し て ラ ス タ ー
ス キ ャ ン す る 。 差 次 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン フ ォ ー マ ッ ト で は 、 レ ー ザ ー に よ り ２ つ の
フ ル オ ロ フ ォ ア を 順 に 励 起 す る 。 発 光 さ れ た 光 は 波 長 に 基 づ き 分 割 さ れ 、 ２ つ の フ ル オ ロ
フ ォ ア に 対 応 す る ２ つ の 光 電 子 増 倍 管 検 出 器 （ PMT R1477, Hamamatsu Photonics Systems
, Bridgewater NJ） に 送 ら れ る 。 ア レ イ と 光 電 子 増 倍 管 の 間 に 位 置 す る フ ィ ル タ 群 を 用 い
て 、 シ グ ナ ル を 分 離 す る 。 用 い る フ ル オ ロ フ ォ ア の 最 大 発 光 の 波 長 は 、 Cy3で は ５ ６ ５ nm
、 Cy5で は ６ ５ ０ nmで あ る 。 プ ロ ー ブ 混 合 液 に 加 え た 酵 母 対 照 mRNAに よ っ て 生 み 出 さ れ る
シ グ ナ ル 強 度 を 用 い て ス キ ャ ン の 感 度 を 較 正 す る 。 ア レ イ 上 の 或 る 特 定 の 位 置 に は 或 る 相
補 DNA配 列 を 含 め 、 そ の 位 置 に お け る シ グ ナ ル の 強 度 が ハ イ ブ リ ダ イ ズ 種 の 重 量 比 1： 100,
000と 相 関 す る よ う に す る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
光 電 子 増 倍 管 の 出 力 は 、 IBMコ ン パ チ ブ ル PCコ ン ピ ュ ー タ に イ ン ス ト ー ル し た １ ２ ビ ッ ト R
TI-835Hア ナ ロ グ － デ ィ ジ タ ル （ A/D） 変 換 ボ ー ド （ Analog Devices, Inc., Norwood MA）
を 用 い て デ ィ ジ タ ル 化 さ れ る 。 デ ィ ジ タ ル 化 し た デ ー タ は 、 青 色 （ 低 シ グ ナ ル ） か ら 赤 色
（ 高 シ グ ナ ル ） ま で の 擬 似 カ ラ ー ス ケ ー ル へ の リ ニ ア 20色 変 換 を 用 い て 、 シ グ ナ ル 強 度 が
マ ッ ピ ン グ さ れ た イ メ ー ジ と し て 表 示 さ れ る 。 デ ー タ は 、 定 量 的 に も 分 析 さ れ る 。 ２ つ の
異 な る フ ル オ ロ フ ォ ア を 同 時 に 励 起 及 び 測 定 す る 場 合 に は 、 各 フ ル オ ロ フ ォ ア の 発 光 ス ペ
ク ト ル を 用 い て 、 デ ー タ は 先 ず フ ル オ ロ フ ォ ア 間 の 光 学 的 ク ロ ス ト ー ク （ 発 光 ス ペ ク ト ル
の 重 な り に 起 因 す る ） に つ い て 補 正 す る 。 グ リ ッ ド が 蛍 光 シ グ ナ ル イ メ ー ジ 上 に 重 ね ら れ
、 そ れ に よ っ て 各 ス ポ ッ ト か ら の シ グ ナ ル は グ リ ッ ド の 各 エ レ メ ン ト に 集 め ら れ る 。 各 エ
レ メ ン ト 内 の 蛍 光 シ グ ナ ル が 次 に 統 合 さ れ 、 シ グ ナ ル の 平 均 強 度 に 応 じ た 数 値 が 得 ら れ る
。 シ グ ナ ル 分 析 に 用 い る ソ フ ト ウ ェ ア は 、 GEMTOOLSプ ロ グ ラ ム （ Incyte Genomics） で あ
る 。
【 ０ １ ９ ５ 】

QPCRで は 、 cDNAの 合 成 は 、 1μ gの 総 RNAを 含 む 25μ l反 応 液 か ら 行 い 、 こ れ に は 100単 位 の M
-MLV逆 転 写 酵 素 （ Ambion, Austin TX） 、 0.5 mM dNTPs （ Epicentre, Madison WI） 、 お
よ び 40 ng/mlの ラ ン ダ ム へ キ サ マ ー （ Fisher Scientific, Chicago IL） を 有 し た 。 反 応
液 は 25℃ で 10分 間 、 42℃ で 50分 間 、 次 に 70℃ で 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 500μ lに 希 釈 し
、 30℃ で 保 管 し た 。 ま た は 、 正 常 な 組 織 を Clontech （ Palo Alto CA） お よ び Clinomicsか
ら 購 入 し た 。 PCRプ ラ イ マ ー お よ び プ ロ ー ブ （ 5’  6-FAM標 識 、 3’  TAMRA） の 設 計 に PRIME
R EXPRESS 1.5ソ フ ト ウ ェ ア （ ABI） を 用 い 、 Biosearch Technologies （ Novato CA） ま た
は ABIで 合 成 し た 。
【 ０ １ ９ ６ 】
QPCR反 応 に は PRISM 7700検 出 シ ス テ ム （ ABI） を 用 い 、 こ れ は 25μ lの 総 量 に 5μ l cDNA鋳
型 、 1x TAQMAN UNIVERSAL PCRマ ス タ ー ミ ッ ク ス （ ABI） 、 100 nMの 各 PCRプ ラ イ マ ー 、 200
 nMの プ ロ ー ブ 、 ま た 1x VIC標 識 β -2ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン 内 在 性 コ ン ト ロ ー ル （ ABI） を 有 し
た 。 反 応 の イ ン キ ュ ベ ー ト は 50℃ で 2分 、 95℃ で 10分 の 後 、 40サ イ ク ル の イ ン キ ュ ベ ー ト
を 95℃ で 15秒 、 ま た 60℃ で 1分 、 行 っ た 。 発 光 の 測 定 を サ イ ク ル ご と に 行 い 、 結 果 の 分 析
に は SEQUENCE DETECTOR 1.7ソ フ ト ウ ェ ア （ ABI） を 用 い 、 標 準 と 比 較 し た mRNAの 倍 単 位 の
差 、 す な わ ち 相 対 濃 度 の 計 算 に 、 比 較 C T  法 （ ABI User Bulletin #2） を 用 い た 。 QPCRを
用 い て 、 図 3、 4、 お よ び 5の デ ー タ を 得 た 。
【 ０ １ ９ ７ 】

cDNAに 相 補 的 な ア ン チ セ ン ス 分 子 で あ っ て 約 5 bpか ら 約 5000 bpの 長 さ の 分 子 を 用 い て 、
遺 伝 子 発 現 を 検 出 あ る い は 阻 害 す る 。 検 出 に つ い て は 、 に 記 載 さ れ て い る 。 プ ロ
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モ ー タ 結 合 を 妨 げ る こ と に よ り 転 写 を 阻 害 す る た め に は 、 相 補 的 分 子 を 、 最 も 固 有 な 5’  
配 列 に 結 合 し 、 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の 開 始 コ ド ン の 5’  UTR上 流 の ヌ ク レ オ チ
ド 群 を 含 む よ う 設 計 す る 。 相 補 的 分 子 と し て は ゲ ノ ム 配 列 （ エ ン ハ ン サ ー ま た は イ ン ト ロ
ン 等 ） を 含 み 、 こ れ は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 、 転 写 因 子 ま た は 調 節 分 子 の 結 合 の た め に 充 分 に 開
く 二 重 ら せ ん の 能 力 に 影 響 を 及 ぼ す 三 重 ら せ ん 塩 基 対 形 成 に 用 い ら れ る 。 翻 訳 を 阻 害 す る
た め に は 、 相 補 的 分 子 の 設 計 は 、 リ ボ ソ ー ム が 該 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る mRNAに 結 合 す る
の を 防 ぐ よ う に す る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
相 補 的 分 子 を 発 現 ベ ク タ ー に 置 い て 、 効 力 を 試 験 す る た め 、 一 過 性 或 い は 短 期 治 療 向 け に
器 官 、 腫 瘍 、 滑 膜 腔 ま た 脈 管 系 に 、 も し く は 長 期 或 い は 安 定 し た 遺 伝 子 治 療 向 け に 幹 細 胞
、 接 合 子 ま た は 他 の 生 殖 系 統 に 、 細 胞 株 を 形 質 転 換 す る た め に 用 い る 。 非 複 製 ベ ク タ ー で
一 過 性 発 現 は １ ヶ 月 以 上 続 く 、 ま た 形 質 転 換 /発 現 系 で ベ ク タ ー 複 製 を 誘 導 す る エ レ メ ン
ト が 用 い ら れ る 場 合 は ３ ヶ 月 以 上 続 く 。
相 補 的 分 子 を コ ー ド す る ベ ク タ ー を 有 す る 分 裂 す る 細 胞 の 安 定 的 な 形 質 転 換 に よ っ て 、 遺
伝 子 導 入 細 胞 株 、 組 織 ま た は 生 命 体 を 産 生 す る （ 米 国 特 許 第 4,736,866号 ） 。 安 定 し た 組
込 み を 可 能 に す る 充 分 な 量 の ベ ク タ ー を 同 化 お よ び 複 製 す る 細 胞 も 、 タ ン パ ク 質 を コ ー ド
す る cDNAの 活 性 を 損 な う ま た は 完 全 に 除 去 す る た め の 充 分 な 相 補 的 分 子 を 生 成 す る 。
【 ０ １ ９ ９ 】

TMDCの ア ミ ノ 酸 配 列 の 分 析 に LASERGENEソ フ ト ウ ェ ア （ DNASTAR） を 用 い 、 免 疫 原 性 の 高 い
領 域 を 決 定 す る 。 適 切 な オ リ ゴ ペ プ チ ド を 合 成 し 、 KLH （ Sigma-Aldrich） に 抱 合 す る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト 中 で オ リ ゴ ペ プ チ ド -KLH複 合 体 を 用 い て ウ サ ギ を 免 疫 化 し 、
結 果 の 抗 血 清 の 抗 ペ プ チ ド 活 性 試 験 を 標 準 ELISA法 で 行 う 。 抗 血 清 は ま た 、 TMDCの 特 異 的
認 識 に つ い て 試 験 す る 。 TMDCで 陽 性 に 反 応 し た 抗 血 清 の 親 和 性 精 製 を カ ラ ム で 行 い 、 こ の
カ ラ ム は ビ ー ズ 化 ア ガ ロ ー ス 樹 脂 を 含 有 し 、 そ の 樹 脂 に 該 合 成 オ リ ゴ ペ プ チ ド を 抱 合 し て
お く 。 カ ラ ム を 平 衡 化 す る に は 12 mLの IMMUNOPURE Gentle Bindingバ ッ フ ァ ー （ Pierce C
hemical, Rockford IL） を 用 い る 。 ３ mLの ウ サ ギ 抗 血 清 を １ mLの 結 合 バ ッ フ ァ ー と 混 合 し
、 カ ラ ム の 上 層 に 加 え る 。 カ ラ ム の 上 下 に キ ャ ッ プ し 、 抗 血 清 が 結 合 す る よ う 穏 や か な 振
盪 を 室 温 で 30分 行 う 。 カ ラ ム を 30分 間 、 沈 殿 さ せ 、 自 然 流 下 で 排 液 し 、 16 mL結 合 バ ッ フ
ァ （ バ ッ フ ァ を 4 x 4 mL添 加 ） で 洗 浄 す る 。 抗 体 の 溶 出 は 1 ml分 画 で IMMUNOPURE Gentle 
Elutionバ ッ フ ァ （ Pierce） を 用 い 、 吸 光 度 を 280 nmで 判 定 す る 。 ピ ー ク 分 画 を プ ー ル し
、 50 mM Tris, pH 7.4, 100 mM NaCl, お よ び 10%グ リ セ ロ ー ル で 透 析 す る 。 透 析 後 、 精 製
さ れ た 抗 体 の 濃 度 判 定 に BCAア ッ セ イ （ Pierce） を 用 い 、 ア リ コ ッ ト 化 し 、 凍 結 す る 。
【 ０ ２ ０ １ 】

天 然 あ る い は 組 換 え タ ン パ ク 質 を 精 製 す る に は 、 タ ン パ ク 質 に 特 異 結 合 す る 抗 体 を 用 い て
イ ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ で 行 う 。 イ ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム は 、 CNBr-
活 性 化 SEPHAROSE樹 脂 （ APB） に 抗 体 を 共 有 結 合 さ せ る こ と に よ り 形 成 す る 。 該 タ ン パ ク 質
を 含 む 培 養 液 を イ ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム に 通 し 、 該 タ ン パ ク 質 が 優 先 的 に 吸 光 で き る
よ う 洗 浄 剤 が 存 在 す る 高 イ オ ン 強 度 緩 衝 液 で カ ラ ム を 洗 浄 す る 。 結 合 後 、 そ の タ ン パ ク 質
を 、 抗 体 と タ ン パ ク 質 と の 結 合 を 切 る た め に 、 pH2～ 3の バ ッ フ ァ ー 、 或 い は 高 濃 度 の 尿 素
ま た は チ オ シ ア ン 酸 イ オ ン を 用 い て カ ラ ム か ら 溶 出 さ せ 、 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 を 収 集 す
る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】

タ ン パ ク 質 を 有 す る サ ン プ ル を 2 xロ ー デ ィ ン グ バ ッ フ ァ に 混 合 し 、 95℃ ま で 3～ 5分 間 、
加 熱 し 、 4～ 12% NUPAGE Bis-Trisプ レ キ ャ ス ト ゲ ル （ Invitrogen） に ロ ー ド す る 。 注 記 が
な い 限 り 、 等 量 の 総 タ ン パ ク 質 を 各 ウ ェ ル に ロ ー ド す る 。 ゲ ル の 電 気 泳 動 は 1 x MESま た
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９ 　 特 異 抗 体 の 産 生

１ ０ 　 抗 体 を 用 い た 免 疫 精 製

１ １ 　 ウ ェ ス タ ン 分 析
電 気 泳 動 お よ び ブ ロ ッ テ ィ ン グ



は MOPS泳 動 バ ッ フ ァ （ Invitrogen） 中 、 200 Vで 約 45分 、 Xcell II泳 動 槽 （ Invitrogen）
で 、 RAINBOWマ ー カ ー （ APB） が 分 離 し 色 素 先 端 が ゲ ル の 底 面 に 近 づ く ま で 行 う 。 ゲ ル と 支
持 体 を 泳 動 槽 か ら 取 っ て 1× 転 写 バ ッ フ ァ ー （ Invitrogen） （ 10%メ タ ノ ー ル 含 む ） 中 に 数
分 間 、 浸 漬 し 、 PVDF膜 を 100%メ タ ノ ー ル に 数 秒 間 、 浸 漬 し て こ れ を 活 性 化 す る 。 膜 、 ゲ ル
、 お よ び 支 持 体 を TRANSBLOT SD転 写 装 置 （ Biorad, Hercules CA） に 置 き 、 定 電 流 350 mA
を 90分 、 印 加 す る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】

タ ン パ ク 質 を 膜 に 転 写 後 、 膜 の ブ ロ ッ ク は 、 5% （ w/v） 脱 脂 粉 乳 を 含 む 1 xリ ン 酸 緩 衝 食
塩 水 （ PBS） に 0.1% Tween 20界 面 活 性 剤 （ ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー ） 中 、 回 転 振 盪 機 で 、
少 な く と も 1時 間 室 温 、 ま た は 4℃ で 一 晩 行 う 。 ブ ロ ッ ク 後 、 バ ッ フ ァ ー を 取 り 出 し 、 ブ ロ
ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー 内 の 一 次 抗 体 10 mlを 加 え 、 イ ン キ ュ ベ ー ト を 回 転 振 盪 機 で 1時 間 室 温
、 ま た は 一 晩 4℃ で 行 う 。 膜 の 洗 浄 を 3回 、 各 10分 PBS-Tween （ PBST） で 行 い 、 二 次 抗 体 を
西 洋 わ さ び ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ に コ ン ジ ュ ゲ ー ト し た も の を 、 10 mlブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ
ー 中 1:3000に 希 釈 し て 加 え る 。 膜 と 溶 液 の 振 盪 を 30分 、 室 温 で 行 い 、 次 に 洗 浄 を 3回 、 各 1
0分 PBSTで 行 う 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
洗 浄 溶 液 を 慎 重 に 除 去 し 、 膜 を ECL+化 学 発 光 検 出 シ ス テ ム （ APB） で 加 湿 し て 、 約 5分 イ ン
キ ュ ベ ー ト す る 。 膜 を 、 タ ン パ ク 質 側 を 下 に 、 BIOMAX Mフ ィ ル ム （ Eastman Kodak） に 置
き 、 約 30秒 、 現 像 す る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】

タ ン パ ク 質 の 酵 母 ２ ハ イ ブ リ ッ ド 系 分 析 に 替 え て 、 抗 体 ア レ イ を 用 い て タ ン パ ク 質 間 の 相
互 作 用 と リ ン 酸 化 を 試 験 で き る 。 種 々 の タ ン パ ク 質 リ ガ ン ド を 、 当 該 分 野 で 公 知 の 方 法 で
膜 に 固 定 す る 。 こ の ア レ イ の イ ン キ ュ ベ ー ト を 細 胞 溶 解 物 の 存 在 下 で 、 タ ン パ ク 質 ： 抗 体
複 合 体 が 形 成 さ れ る ま で 行 う 。 当 該 の タ ン パ ク 質 を 同 定 す る た め 、 膜 を 、 当 該 の タ ン パ ク
質 に 特 異 的 な 抗 体 に 曝 す 。 ま た は 、 当 該 の タ ン パ ク 質 を ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン （ DIG） で 標 識 し
、 膜 に 曝 し た 後 、 膜 を 抗 DIG抗 体 に 曝 す と 、 当 該 の タ ン パ ク 質 が 複 合 体 を 形 成 す る 箇 所 が
示 さ れ る 。 当 該 の タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 す る タ ン パ ク 質 の 同 一 性 は 、 膜 の 上 の 目 的 タ ン パ
ク 質 の 位 置 で 判 定 す る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】

抗 体 ア レ イ は ま た 、 組 換 え 抗 体 の 高 処 理 ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い う る 。 抗 体 遺 伝 子 群 を 有 す
る 細 菌 を ロ ボ ッ ト で 採 取 し 、 格 子 状 、 高 密 度 （ 最 大 18342の 別 々 の 二 重 ス ポ ッ ト し た ク ロ
ー ン 群 ） で フ ィ ル タ に 置 く 。 最 大 15の 抗 原 を 一 度 に 用 い て ク ロ ー ン を ス ク リ ー ニ ン グ し 、
結 合 抗 体 断 片 を 発 現 す る ク ロ ー ン を 同 定 す る 。 こ れ ら の 抗 体 ア レ イ は ま た 、 サ ン プ ル 中 で
差 次 的 発 現 す る タ ン パ ク 質 の 同 定 に 用 い 得 る （ de Wildt, ） 。
【 ０ ２ ０ ７ 】

cDNAま た は 其 の 断 片 、 或 い は タ ン パ ク 質 ま た は 其 の 各 部 分 の 標 識 化 を 、 各 々 3 2 P-dCTP, Cy
3-dCTPま た は Cy5-dCTP （ APB） で 、 或 い は BIODIPYま た は FITC （ Molecular Probes） で 行
う 。 前 も っ て 或 る 基 板 上 に 配 置 し た 候 補 分 子 ま た は 化 合 物 の ラ イ ブ ラ リ 群 を 、 標 識 し た cD
NAま た は タ ン パ ク 質 の 存 在 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 核 酸 配 列 か ア ミ ノ 酸 配 列 の た め の 条
件 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト 後 、 基 板 を 洗 浄 し 、 標 識 を 保 持 す る 基 板 上 の 、 特 異 結 合 か 複 合 体 形
成 を 示 す 任 意 の 位 置 を ア ッ セ イ し 、 リ ガ ン ド を 同 定 す る 。 異 な る 濃 度 の 核 酸 ま た は タ ン パ
ク 質 を 用 い て 得 た デ -タ を 使 用 し て 、 標 識 さ れ た 核 酸 か タ ン パ ク 質 と 、 結 合 し た 分 子 と の
親 和 性 を 計 算 す る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
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抗 体 と の コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン お よ び 可 視 化

１ ２ 　 抗 体 ア レ イ
タ ン パ ク 質 間 相 互 作 用

プ ロ テ オ ー ム プ ロ フ ァ イ ル

前 出

１ ３ 　 cDNAま た は タ ン パ ク 質 と 特 異 結 合 す る 分 子 の ス ク リ ー ニ ン グ

１ ４ 　 2ハ イ ブ リ ッ ド ス ク リ ー ン



酵 母 ２ ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム で あ る MATCHMAKER LexAツ ー ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム （ Clontec
h Laboratories） を 用 い て 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る ペ プ チ ド を ス ク リ ー ニ ン グ す
る 。 該 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 或 る cDNAを 、 pLexAベ ク タ ー の マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ 部 位 に
挿 入 し 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン し て 、 大 腸 菌 に 形 質 転 換 す る 。 mRNAか ら 調 製 し た cDNAを pB42ADベ
ク タ ー の マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ 部 位 に 挿 入 し 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン し 、 大 腸 菌 に 形 質 転 換 し て cD
NAラ イ ブ ラ リ を 作 製 す る 。 pLexAプ ラ ス ミ ド と pB42AD-cDNAラ イ ブ ラ リ 作 製 物 を 大 腸 菌 か ら
単 離 し 、 比 率 2:1で 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル /リ チ ウ ム ア セ テ ー ト プ ロ ト コ ル を 用 い て 、
形 質 転 換 受 容 性 を も つ 酵 母 EGY48[p8op-lacZ]細 胞 に 同 時 形 質 転 換 す る 。 形 質 転 換 し た 酵 母
細 胞 を 、 ヒ ス チ ジ ン （ -His） 、 ト リ プ ト フ ァ ン （ -Trp） 、 ウ ラ シ ル （ -Ura） を 含 ま な い 合
成 ド ロ ッ プ ア ウ ト （ SD） 培 地 で 平 板 培 養 し 、 30℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し て コ ロ ニ ー を 成 長 さ
せ カ ウ ン ト す る 。 コ ロ ニ ー を 最 小 容 積 1x TE （ pH 7.5） で プ ー ル し 、 2%ガ ラ ク ト ー ス （ Ga
l） , 1% ラ フ ィ ノ ー ス （ Raf） お よ び 80 mg/ml 5-ブ ロ モ -4-ク ロ ロ -3-イ ン ド リ ル β -d-ガ
ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド （ X-Gal） を 補 っ た SD/-His/-Leu/-Trp/-Ura培 地 で 再 プ レ ー テ ィ ン グ す
る 。 次 い で 青 色 コ ロ ニ ー の 成 長 を 検 査 す る 。 発 現 し た タ ン パ ク 質 と cDNA融 合 タ ン パ ク 質 と
の 相 互 作 用 は EGY48内 の LEU2レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 を 活 性 化 し 、 ロ イ シ ン （ -Leu） を 含
ま な い 培 地 で コ ロ ニ ー 成 長 を 起 こ す 。 相 互 作 用 は 又 、 X-Galで 成 長 し た コ ロ ニ ー に 青 色 を
産 生 す る 、 p8op-lacZレ ポ ー タ ー 構 築 物 か ら の β ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 発 現 を 活 性 化 す る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
発 現 し た タ ン パ ク 質 と cDNA融 合 タ ン パ ク 質 と の 陽 性 の 相 互 作 用 は 、 個 々 の 陽 性 コ ロ ニ ー を
単 離 し 30℃ で 1か ら 2日 間 SD/-Trp/-Ura液 体 培 地 で 成 育 す る こ と に よ り 検 証 す る 。 培 地 の サ
ン プ ル を SD/-Trp/-Ura培 地 に 蒔 き 、 コ ロ ニ ー が 出 現 す る ま で 30℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
サ ン プ ル を SD/-Trp/-Uraと SD/-His/-Trp/-Uraの プ レ ー ト に レ プ リ カ プ レ ー テ ィ ン グ す る
。 ヒ ス チ ジ ン を 含 ま な い 培 地 で は 成 育 せ ず ヒ ス チ ジ ン を 含 む SD培 地 で 成 育 す る コ ロ ニ ー は
、 pLexAプ ラ ス ミ ド を 失 っ て い る 。 ヒ ス チ ジ ン 要 求 コ ロ ニ ー を SD/Gal/Raf/X-Gal/-Trp/-Ur
aで 成 育 す る 。 そ し て 白 色 コ ロ ニ ー を 単 離 し 増 殖 す る 。 該 タ ン パ ク 質 と 物 理 的 に 相 互 作 用
す る 或 る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 或 る cDNAを 有 す る pB42AD-cDNAプ ラ ス ミ ド を 、 酵 母 細 胞
か ら 単 離 し 特 徴 付 け る 。
【 ０ ２ １ ０ 】

形 質 転 換 し た 細 胞 の 足 場 非 依 存 性 増 殖 能 の 測 定 を 、 細 胞 が 軟 寒 天 （ 0.35％ ） 中 に コ ロ ニ ー
を 形 成 す る 能 力 で 行 う 。 ア ッ セ イ は 12穴 の 培 養 プ レ ー ト で 行 い 、 各 ウ ェ ル を 、 固 形 0.7% N
oble寒 天 （ Fisher Scientific, Atlanta GA） を 用 い 細 胞 増 殖 培 地 で コ ー ト す る 。 3.5%寒
天 溶 液 含 有 PBSを 調 製 し 、 高 圧 滅 菌 し 、 マ イ ク ロ 波 を か け 、 液 状 を 保 つ た め 55℃ の ウ ォ ー
タ ー バ ス で 振 盪 す る 。 寒 天 の 希 釈 を 1:5で 0.7%ま で 、 適 切 な 細 胞 増 殖 培 地 で 行 い 、 0.5 ml
の 希 釈 寒 天 を プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル に 加 え る 。 培 養 プ レ ー ト を 室 温 に 約 15分 、 す な わ ち 寒 天
が 凝 固 す る ま で 保 つ 。
【 ０ ２ １ １ 】
ト リ プ シ ン 処 理 し た 細 胞 の 希 釈 を 200～ 4000細 胞 /mlま で 増 殖 培 地 で 行 い 、 0.25 mlの 希 釈
細 胞 を 2 mlの 温 和 な 0.35%寒 天 と 混 ぜ る 。 希 釈 し た 細 胞 を 培 養 プ レ ー ト の ウ ェ ル に 加 え 、
二 つ 組 の ウ ェ ル を 各 細 胞 濃 度 に つ い て 準 備 す る 。 プ レ ー ト を 冷 ま す た め 約 30分 、 室 温 に 置
い た 後 、 37℃ の イ ン キ ュ ベ ー タ に 移 す 。 1～ 2週 間 の イ ン キ ュ ベ ー ト 後 、 コ ロ ニ ー の カ ウ ン
ト を 倒 立 位 相 差 顕 微 鏡 で 行 う 。 コ ロ ニ ー 形 成 効 率 の 判 定 を 、 百 分 率 の 形 成 コ ロ ニ ー /総 培
養 細 胞 数 と し て 行 う 。
【 ０ ２ １ ２ 】

形 質 転 換 し た 細 胞 が ア ポ ト ー シ ス （ プ ロ グ ラ ム 細 胞 死 ） を 回 避 し 延 命 す る 能 力 の 測 定 は 、
或 る ア ッ セ イ で 、 培 養 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス ま た は 延 命 を FACS分 析 で 二 重 染 色 法 に Annexin 
Vと ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム （ PI） を 用 い て 判 定 し て 行 え る 。 Annexin Vは ア ポ ト ー シ ス 細 胞 用
マ ー カ ー と し て 働 き 、 こ れ は ア ポ ト ー シ ス の 細 胞 表 面 マ ー カ ー で あ る ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ

10

20

30

40

50

(44) JP 2005-505267 A 2005.2.24

１ ５ 　 細 胞 の 形 質 転 換 ア ッ セ イ
軟 寒 天 で の コ ロ ニ ー 形 成 ア ッ セ イ

ア ポ ト ー シ ス /生 存 ア ッ セ イ



ン へ の 結 合 に よ る 。 PIと の 対 比 染 色 に よ り 、 Annexin V陽 性 で PI陰 性 の ア ポ ト ー シ ス 細 胞
と 、 Annexin Vお よ び PIに 陽 性 の 壊 死 細 胞 を 区 別 で き る 。 ア ポ ト ー シ ス の 測 定 は 培 養 0～ 24
時 間 で 行 い 、 細 胞 生 存 の 測 定 は 培 養 24～ 96時 間 で 行 う 。
【 ０ ２ １ ３ 】
或 い は 、 分 泌 タ ン パ ク 質 た と え ば HUPAPに よ る ア ポ ト ー シ ス /細 胞 生 存 へ の 直 接 効 果 の 測 定
を 、 培 養 し た ヒ ト 血 管 内 皮 細 胞 （ HMVEC） で 、 HMVEC細 胞 を HUPAPで 処 理 し て 、 ま た は 、 細
胞 を 、 HUPAPを コ ー ド す る cDNAを 有 す る 組 換 え ア デ ノ ウ イ ル ス に 感 染 さ せ て 行 え る 。 HMVEC
細 胞 の ア ポ ト ー シ ス /生 存 は 、 上 記 の よ う に 測 定 す る 。
【 ０ ２ １ ４ 】

癌 化 し た 腫 瘍 細 胞 に よ る 細 胞 遊 走 と 組 織 浸 潤 の 判 定 に は 、 BICOAT Angiogenesisシ ス テ ム
（ BD Biosciences, Franklin Lakes NJ） を 、 製 造 者 の 記 載 の よ う に 用 い る 。 ア ッ セ イ は
、 BD FALCONマ ル チ ウ ェ ル  イ ン サ ー ト プ レ ー ト に 、 再 構 成 BD MATRIGEL基 底 膜 マ ト リ ク ス
で 均 一 に 被 覆 し た 8 μ m孔 径 の BD FLUOROBLOKポ リ エ チ レ ン テ レ フ タ レ ー ト 膜 を 入 れ 、 無 処
理 マ ル チ ウ ェ ル  レ シ ー バ ー プ レ ー ト に 挿 入 し て 行 う 。 本 シ ス テ ム は 細 胞 の 、 膜 を 通 じ た
受 動 拡 散 へ の 障 壁 を も た ら す が 、 浸 潤 癌 細 胞 に よ る 能 動 遊 走 を 許 容 す る 。 細 胞 を 適 切 な 培
地 に 入 れ 、 イ ン キ ュ ベ ー ト を チ ャ ン バ ー の 上 部 で 好 適 な 時 間 お こ な っ た 後 、 膜 の 下 側 に 現
れ る 細 胞 を 定 量 す る 。 膜 は 490～ 700nmの 光 の 透 過 を 防 ぐ の で 、 膜 を 横 断 す る 細 胞 の 検 出 を
、 細 胞 数 に 比 例 す る 蛍 光 で 行 う 。
【 ０ ２ １ ５ 】
本 明 細 書 で 言 及 し た 全 て の 特 許 及 び 刊 行 物 は 、 参 照 に よ り 開 示 に 含 ま れ る 。 本 発 明 の 範 囲
お よ び 趣 旨 か ら 逸 脱 し な い 限 り で の 、 記 載 し た 本 発 明 の 方 法 お よ び シ ス テ ム の 、 種 々 の 修
正 お よ び 変 更 は 、 当 業 者 に は 自 明 で あ ろ う 。 本 発 明 に つ い て 記 載 す る に あ た り 特 定 の 好 適
実 施 態 様 に 関 連 し て 説 明 を 行 っ た が 、 請 求 さ れ る 本 発 明 が 、 そ の よ う な 特 定 の 実 施 態 様 に
不 当 に 限 定 さ れ る べ き で は な い こ と を 理 解 さ れ た い 。 実 際 に 、 分 子 生 物 学 ま た は 関 連 分 野
の 専 門 家 に は 明 ら か な 、 本 明 細 書 に 記 載 し た 本 発 明 の 実 施 方 法 の 様 々 な 変 更 は 、 特 許 請 求
の 範 囲 内 に あ る こ と を 意 図 す る も の で あ る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
（ 表 の 簡 単 な 説 明 ）
表 （ Table） 1は 、 LIFESEQ Goldデ ー タ ベ ー ス （ Incyte Genomics, Palo Alto CA） を 使 用
し て 作 製 し た TMDCの ノ ー ザ ン 分 析 を 示 す 。 列 １ は 組 織 カ テ ゴ リ 、 列 ２ は 組 織 カ テ ゴ リ の ク
ロ ー ン の 数 、 列 ３ は 少 な く と も １ つ の 転 写 物 が 見 ら れ た ラ イ ブ ラ リ の 数 と 該 カ テ ゴ リ の ラ
イ ブ ラ リ の 総 数 、 列 ４ は 転 写 物 の 絶 対 存 在 量 （ 転 写 物 の 数 ） 、 列 ５ は 転 写 物 の 存 在 ％ を 示
す 。
【 ０ ２ １ ７ 】
表 2は TMDCの ノ ー ザ ン 分 析 を 示 す が 、 こ れ は 消 化 系 組 織 で あ っ て 転 写 物 が 過 剰 発 現 す る 、
す な わ ち 存 在 量 （ Abundance） が 1よ り 大 き い 転 写 物 が 何 れ か １ つ の cDNAラ イ ブ ラ リ 内 で 見
ら れ る 組 織 で の 分 析 で あ る 。 列 １ は ラ イ ブ ラ リ ID（ 訳 注 ： 次 列 は cDNA数 ） 、 列 ２ は ラ イ ブ
ラ リ の 説 明 、 列 ３ は 絶 対 存 在 量 （ 転 写 物 /ラ イ ブ ラ リ の 数 ） 、 列 ４ は 転 写 物 の 存 在 ％ を 示
す 。
【 ０ ２ １ ８ 】
表 3は 正 常 な 大 腸 組 織 と 比 較 し た 、 大 腸 癌 を 有 す る 患 者 の 組 織 で の TMDCの 差 次 的 発 現 を 示
し 、 こ れ は マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 で 判 定 し た 。 列 1は 腫 瘍 サ ン プ ル と 正 常 な 組 織 の 間 の 差 次
的 発 現 （ DE） を 示 す 。 結 果 は 腫 瘍 /正 常 発 現 の 比 と い う 形 で 表 現 す る 。 列 2（ P1説 明 ） は 、
緑 色 蛍 光 色 素 Cy3で 標 識 し た 微 視 的 正 常 サ ン プ ル の 、 組 織 と 患 者 供 与 者 （ Dn） を 示 す 。 列 3
（ P2説 明 ） は 、 赤 色 蛍 光 色 素 Cy5で 標 識 し た 病 変 サ ン プ ル （ 大 腸 腫 瘍 ま た は 大 腸 ポ リ ー プ
） の 組 織 と 患 者 供 与 者 （ Dn） を 示 す 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ １ ９ 】
【 図 １ － Ａ 】 図 は 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 腫 瘍 抗 原 （ TMDC、 SEQ ID NO:1） を 示 し 、 こ れ は cDNA 
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（ SEQ ID NO:2） に よ っ て コ ー ド さ れ る 。 ア ラ イ ン メ ン ト は MACDNASIS PROソ フ ト ウ ェ ア （
日 立 ソ フ ト ウ ェ ア エ ン ジ ニ ア リ ン グ , South San Francisco CA） を 用 い て 作 成 し た 。
【 図 １ － Ｂ 】 図 は 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 腫 瘍 抗 原 （ TMDC、 SEQ ID NO:1） を 示 し 、 こ れ は cDNA 
（ SEQ ID NO:2） に よ っ て コ ー ド さ れ る 。 ア ラ イ ン メ ン ト は MACDNASIS PROソ フ ト ウ ェ ア （
日 立 ソ フ ト ウ ェ ア エ ン ジ ニ ア リ ン グ , South San Francisco CA） を 用 い て 作 成 し た 。
【 図 １ － Ｃ 】 図 は 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 腫 瘍 抗 原 （ TMDC、 SEQ ID NO:1） を 示 し 、 こ れ は cDNA 
（ SEQ ID NO:2） に よ っ て コ ー ド さ れ る 。 ア ラ イ ン メ ン ト は MACDNASIS PROソ フ ト ウ ェ ア （
日 立 ソ フ ト ウ ェ ア エ ン ジ ニ ア リ ン グ , South San Francisco CA） を 用 い て 作 成 し た 。
【 図 １ － Ｄ 】 図 は 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 腫 瘍 抗 原 （ TMDC、 SEQ ID NO:1） を 示 し 、 こ れ は cDNA 
（ SEQ ID NO:2） に よ っ て コ ー ド さ れ る 。 ア ラ イ ン メ ン ト は MACDNASIS PROソ フ ト ウ ェ ア （
日 立 ソ フ ト ウ ェ ア エ ン ジ ニ ア リ ン グ , South San Francisco CA） を 用 い て 作 成 し た 。
【 図 １ － Ｅ 】 図 は 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 腫 瘍 抗 原 （ TMDC、 SEQ ID NO:1） を 示 し 、 こ れ は cDNA 
（ SEQ ID NO:2） に よ っ て コ ー ド さ れ る 。 ア ラ イ ン メ ン ト は MACDNASIS PROソ フ ト ウ ェ ア （
日 立 ソ フ ト ウ ェ ア エ ン ジ ニ ア リ ン グ , South San Francisco CA） を 用 い て 作 成 し た 。
【 図 １ － Ｆ 】 図 は 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 腫 瘍 抗 原 （ TMDC、 SEQ ID NO:1） を 示 し 、 こ れ は cDNA 
（ SEQ ID NO:2） に よ っ て コ ー ド さ れ る 。 ア ラ イ ン メ ン ト は MACDNASIS PROソ フ ト ウ ェ ア （
日 立 ソ フ ト ウ ェ ア エ ン ジ ニ ア リ ン グ , South San Francisco CA） を 用 い て 作 成 し た 。
【 図 １ － Ｇ 】 図 は 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 腫 瘍 抗 原 （ TMDC、 SEQ ID NO:1） を 示 し 、 こ れ は cDNA 
（ SEQ ID NO:2） に よ っ て コ ー ド さ れ る 。 ア ラ イ ン メ ン ト は MACDNASIS PROソ フ ト ウ ェ ア （
日 立 ソ フ ト ウ ェ ア エ ン ジ ニ ア リ ン グ , South San Francisco CA） を 用 い て 作 成 し た 。
【 図 １ － Ｈ 】 図 は 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 腫 瘍 抗 原 （ TMDC、 SEQ ID NO:1） を 示 し 、 こ れ は cDNA 
（ SEQ ID NO:2） に よ っ て コ ー ド さ れ る 。 ア ラ イ ン メ ン ト は MACDNASIS PROソ フ ト ウ ェ ア （
日 立 ソ フ ト ウ ェ ア エ ン ジ ニ ア リ ン グ , South San Francisco CA） を 用 い て 作 成 し た 。
【 図 ２ 】 図 2は 、 TMDCの 疎 水 性 プ ロ ッ ト を 示 す 。 負 の Y軸 が 疎 水 性 を 示 し 、 X軸 は ア ミ ノ 酸
残 基 番 号 の 位 置 /数 で あ る 。 プ ロ ッ ト 作 成 に は MACDNASIS PROソ フ ト ウ ェ ア を 用 い た 。
【 図 ３ 】 図 3は 多 様 な 正 常 な 成 体 組 織 で の TMDCの 発 現 を 示 す 。 X軸 は 組 織 の タ イ プ 、 Y軸 は
正 常 な 大 腸 組 織 に 見 ら れ る 発 現 （ 100%に 設 定 ） に 比 較 し た TMDCの 発 現 を 示 す 。 QPCR分 析 は
TAQMANプ ロ ト コ ル （ Applied Biosystems （ ABI） , Foster City CA） に よ っ て 実 施 し た 。
組 織 は Clinomics （ Pittsfield MA）  お よ び Clontech （ Palo Alto CA） か ら 得 た 。 分 析
に 用 い た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は 、 SEQ ID NO:2の ほ ぼ ヌ ク レ オ チ ド 1899か ら ほ ぼ
ヌ ク レ オ チ ド 1966に 及 ぶ 。
【 図 ４ 】 図 4は 、 QPCR（ ABI） で ド ナ ー を マ ッ チ さ せ た 正 常 な 大 腸 組 織 と 比 較 し た 、 大 腸 癌
患 者 の 組 織 内 の TMDCの 差 次 的 発 現 を 示 す 。 X軸 は 患 者 ID（ ド ナ ー ID） 、 Y軸 は 正 常 な 大 腸 組
織 に 見 ら れ る 発 現 （ 100%に 設 定 ） に 比 較 し た TMDCの 発 現 を 示 す 。 腫 瘍 サ ン プ ル は 黒 で 表 示
さ れ 、 正 常 な 組 織 は 白 で 表 示 さ れ る 。 分 析 に 用 い た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は 、 SEQ 
ID NO:2の ほ ぼ ヌ ク レ オ チ ド 1899か ら ほ ぼ ヌ ク レ オ チ ド 1966に 及 ぶ 。
【 図 ５ 】 図 5は 、 QPCR（ ABI） を 用 い て 或 る 非 腫 瘍 化 大 腸 細 胞 株 （ LS123） 及 び 正 常 な 大 腸
組 織 に 見 ら れ る 発 現 （ 100％ に 設 定 ） と 比 較 し た 、 種 々 の 大 腸 腫 瘍 細 胞 株 内 の TMDCの 差 次
的 発 現 を 示 す 。 細 胞 株 は ATCC （ Manassas VA） か ら 得 た 。 分 析 に 用 い た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド プ ロ ー ブ は 、 SEQ ID NO:2の ほ ぼ ヌ ク レ オ チ ド 1899か ら ほ ぼ ヌ ク レ オ チ ド 1966に 及 ぶ 。
【 図 ６ 】 図 6は 、 正 常 な 大 腸 組 織 で の TMDCを コ ー ド す る 転 写 物 の 発 現 を 示 す 。 薄 切 片 は DAP
I染 色 し 、 そ の ハ イ ブ リ ダ イ ズ に 用 い た セ ン ス ま た は ア ン チ セ ン ス RNAプ ロ ー ブ は S
EQ ID NO:2の 或 る 断 片 か ら 作 製 し 、 断 片 は SEQ ID NO:2の ほ ぼ ヌ ク レ オ チ ド 1068か ら ほ ぼ
ヌ ク レ オ チ ド 2324に 及 ぶ 。
【 図 ７ 】 図 7は 、 或 る 大 腸 絨 毛 腺 癌 で の 、 TMDCを コ ー ド す る 転 写 物 の 発 現 を 示 す 。 薄 切 片
は DAPI染 色 し 、 そ の ハ イ ブ リ ダ イ ズ に 用 い た ア ン チ セ ン ス RNAプ ロ ー ブ は SEQ ID N
O:2の 或 る 断 片 か ら 作 製 し 、 断 片 は SEQ ID NO:2の ほ ぼ ヌ ク レ オ チ ド 1068か ら ほ ぼ ヌ ク レ オ
チ ド 2324に 及 ぶ 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
【 表 １ 】
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【 図 １ － Ａ 】 【 図 １ － Ｂ 】

【 図 １ － Ｃ 】 【 図 １ － Ｄ 】
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【 図 １ － Ｅ 】 【 図 １ － Ｆ 】

【 図 １ － Ｇ 】 【 図 １ － Ｈ 】
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【 図 ６ 】 【 図 ７ 】
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