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申請の主眼である癌予後予測手法についての概要です。　 　私はプロテインキナーゼを対象に生化学・分子生物学分野の研究を進めて参りましたが、セリン・スレオニンキナーゼの一つで、増殖関連酵素とも考えられているCK2が癌抑制遺伝子産物であるAPCタンパクと相互作用し制御されることを見出した他、　正常細胞の細胞周期進行に伴いその大部分が存在する細胞質から核内へ移行する現象を見出しておりました。このため、ヒト癌疾患での核内におけるCK2増大を予想して癌組織を対象とする組織化学的研究へ4年前に着手いたしました。 最初に浸潤性乳管癌FFPE試料を対象としてCK2抗体による組織染色の解析では、予想の通り細胞核内でのタンパク量増大が観察された他、CK2が核内局所である核小体部分へ極めて明瞭に集積する症例があることを見出しました。　これらIDC症例についてのカプランマイヤー図をこちらへお示ししますが、核小体陽性群redは染色マイナス群blueに比べて、縦軸の無再発生存期間について大きな開きがあり、またCox multivariate解析により臨床病理学的指標10種類以上とともに、無再発生存期間を規定するファクターについて検討したところ、CK2核小体陽性が唯一の独立変数であることが示されました。 
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When patients were grouped into various breast cancer subtypes: recurrence-free survival was significantly worsened in the patients with positive nucleolar CK2α staining. Notably, the five-year survival rate of the nucleolar CK2α-positive patients of the triple negative and p Stage 3 groups, decreased to roughly 50%. In contrast, no patient in the triple-negative (TN) group who exhibited nucleolar CK2-negative staining, relapsed or died. Therefore, we believe that poor RFS and nucleolar CK2 staining may be associated with clinicopathological malignancy. 
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These findings were further strengthened by cluster analysis, using the Partition platform to predict the length of patient RFS. The results show that nucleolar CK2-positive staining, among multiple clinicopathological factors presented in a decision tree, categories 4–5, contributes the most to predicting the variation  in future length of survival. 
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次に、横軸にpStageを展開してCK2染色評価を、赤枠で囲んだ核小体陽性群と陰性群とに分けてプロットし、再発について恐縮ですが、こちらは青、こちらは黒の点で示しますように、病期ステージとの関係性を見てみました。これまで乳癌については、浸潤性乳管癌118症例の他、ルミナールタイプに絞った59症例について解析しておりますが、どちらもStageを問わない分布を示すことがわかりました。つまり術時試料の核小体染色評価によって、初期ステージの方でも術後早期に見出すことができることから「再発リスク群」として可視化・層別化できる可能性があると考えられました。 
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次に、このような手法を確立する材料として独自のCK2モノクローナル抗体を複数クローン樹立しCDR解析も行った結果、5種類それぞれが異なるエピトープを認識することを明らかにしています。こちらウェスタンブロットの背景には細胞可溶化画分に由来する多数のタンパクがアプライされていますが、抗体としての感度と特異性は優れていて、ウェスタンブロットのほか組織化学的手法においても、市販品を上回ることを確認出来ております。 そのほか、
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こちらに示しますように、細胞ライゼートを用いた免疫沈降実験、核内から抽出したクロマチン断片の免疫沈降、また蛍光ラベル実験へも資する、というように多数の解析へ利用可能な、まことに汎用性あるクローンであることを既に検証しております。

















プレゼンター
プレゼンテーションのノート
知財の観点からは、乳癌予後マーカーとして最初に手法の特許出願を行い、次のPCTでは乳癌と限定せず「癌予後マーカー」として現在は米国、欧州、日本国内移行を申請中です。モノクローナル抗体は物質特許として出願し、最初に出した手法についての特許と相補的内容として、現在PCTの段階です。
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